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·论著·
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【摘要】 目的 探究银杏内酯 K（Ginkgolide K ，GK）通过磷脂酰肌醇 -3- 激酶（PI3K）/ 蛋白激酶 B

（Akt）/ 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信号通路对缺血性卒中小鼠血管内皮生长因子（VEGF）表达

和脑血管生成的作用。方法 将 40 只 C57BL/6 小鼠随机分为对照组、大脑中动脉闭塞（MCAO）组、低

剂量 GK（GK-L）组（3.5 mg/kg）、中剂量 GK（GK-M）组（7 mg/kg）和高剂量（GK-H）组（14 mg/kg），每组各 8

只。建立 MCAO 模型和氧葡萄糖剥夺发（OGD）体外模型；采用改良后的神经系统严重程度评分（mNSS）

评估法检测小鼠神经功能缺损；2，3，5- 三苯基氯化四氮唑（TTC）染色检测小鼠脑缺血面积；免疫荧

光染色检测小鼠梗死灶周围皮质血管生成和星形胶质细胞覆盖。培养 hCMEC/D3 细胞，分为对照组，

OGD 组、OGD+CK 组、OGD+LY 组（LY 为 PI3K 信号通路抑制剂）和 OGD+GK+LY 组，采用细胞计数试

剂盒 -8（CCK-8）检测内皮细胞活性；Western blot 检测内皮细胞缺氧诱导因子 1α（HIF-1α）、VEGF 和

PI3K/Akt/mTOR 通路相关基因蛋白表达；细胞划痕实验检测内皮细胞迁移能力；血管形成实验检测内

皮细胞管腔形成能力。结果 与 MCAO 组［（5.37±1.25）分、（11.99±1.72）%］比较，GK-M 组和 GK-H 组

小鼠 mNSS 评分［分别为（3.37±1.32）、（2.23±0.38）分］和脑缺血面积［（4.75±0.89）%、（2.42±0.42）%］

均 显 著 降 低（P ＜ 0.05）。 与 MCAO 组 EdU+/CD31+ 细 胞 数、EdU+/GFAP+ 细 胞 数 和 星 形 胶 质 细 胞 覆 盖

率［分 别 为（3.33±0.58）个、（4.33±1.53）个、（69.20±5.60）%］比 较，GK 组 小 鼠 EdU+/CD31+ 细 胞 数

［（13.67±2.08）个，t=3.576］、EdU+/GFAP+ 细 胞 数［（8.33±1.53）个，t=6.008］和 星 形 胶 质 细 胞 覆 盖 率

［（82.26±7.77）%］显著升高（均 P ＜ 0.05）。与对照组细胞活力、HIF-1α、VEGF 蛋白表达、Akt 和 mTOR

磷酸化水平［分别为（100.31±3.01）%、（0.09±0.03）、（0.13±0.03）、（0.20±0.04）、（0.18±0.03）］比较，OGD

组细胞活力［（52.37±9.06）%］、HIF-1α（0.17±0.02）和 VEGF 蛋白表达（0.18±0.03）、Akt 和 mTOR 磷酸

化水平［（0.28±0.06），（0.38±0.05）］均显著升高（均 P ＜ 0.05）；与 OGD 组比较，OGD+GK 组细胞 HIF-1α

（0.22±0.03）和 VEGF 蛋白表达（0.23±0.03）、Akt 和 mTOR 磷酸化水平［（0.48±0.09），（0.52±0.05）］、细胞

活力［（61.07±3.48）%］、迁移率［（85.26±11.03）%］和管状结构数量［（81.97±5.79）%］均显著升高（均 

P＜0.05），OGD+LY组则表现出相反变化；PI3K信号通路抑制剂LY294002可逆转GK对OGD细胞的影响。  

结论 GK 通过 PI3K/Akt/mTOR 信号通路上调 VEGF 表达促进脑血管生成，改善小鼠缺血性卒中。
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霉素靶蛋白信号通路； 血管内皮生长因子
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of ginkgolide K on vascular endothelial growth 
factor （VEGF） expression and cerebral angiogenesis in mice with cerebral ischemia via the PI3K/Akt/mTOR 
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卒中是世界范围内导致死亡和残疾的主要原

因之一，缺血性卒中约占全部卒中病例的 80%。脑

缺血会导致细胞死亡、脑萎缩和功能缺陷［1］。目

前，重组组织型纤溶酶原激活剂（recombinant tissue 

plasminogen activator， rt-PA）是目前唯一获得美国食

品和药物管理局（Food and Drug Administration，FDA）

批准的用于治疗缺血性卒中的药物。然而，由于

rt-PA的治疗时间窗和安全问题，其临床应用仍然受

限［2-3］。因此，开发新的卒中治疗策略十分必要。血

管生成可以恢复缺血性脑组织的氧气和营养供应［4］。

卒中后，机体通过激活血管生成机制来保护大脑免

受进一步损害，并促进功能恢复和神经再生，同时

伴随着血管内皮生长因子（vascular endothelial growth 

factor，VEGF）和血管壁的病理生理学变化［5］。 因此，

促进血管生成可能是缺血性卒中的潜在治疗策略。

银杏内酯 K（ginkgolide K，GK）是一种从银杏叶

中提取出来的新型化合物，因其对脑缺血的神经保

护作用而备受关注。GK 预处理可减少大脑中动脉

闭 塞（middle cerebral artery occlusion，MCAO）模 型

中脑梗死面积和脑水肿量，并改善神经功能缺损

评分［6］。氧葡萄糖剥夺（oxygen-glucose deprivation，

OGD）后，GK 通过磷酸腺苷活化蛋白激酶（adenosine 

monophosphate activated protein kinase， AMPK）/ 哺

乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian rapamycin target 

protein， mTOR）/ 丝 氨 酸 / 苏 氨 酸 蛋 白 激 酶（serine/

threonine-protein kinase， ULK1）信号通路诱导保护

性自噬，促进星形胶质细胞增殖和迁移，这表明 GK

可能是脑缺血再灌注损伤的潜在药物［7］。磷脂酰肌

醇 -3- 激 酶（phosphatidylinositol-3-kinase/protein kinase 

B， PI3K）/蛋白激酶 B（protein kinase B， Akt）/mTOR 信

号通路在促进细胞周期、增殖和血管生成中起重

要作用［8］。激活 PI3K/Akt/mTOR 途径可上调 VEGF

和脑源性神经营养因子（brain-derived neurotrophic 

factor， BDNF）表达，改善缺血性卒中后血管生成和

神经发生［9］。本研究旨在探究 GK 通过 PI3K/Akt/

mTOR 信号通路调控 VEGF 表达和脑血管生成对缺

血性卒中小鼠的作用，以期为研发缺血性卒中新的

治疗策略提供参考。

signaling pathway. Methods A total of 40 C57BL/6 mice were randomly divided into five groups with 8 mice 
in each group： control group， MCAO group， GK-L group （3.5 mg/kg）， GK-M group （7 mg/kg） and GK-H group  

（14 mg/kg）, with 8 cases in each. MCAO rat models and oxygen glucose deprivation （OGD） in vitro models were 
established.The modified Neurological Severity Score （mNSS） was utilized to detect neurological deficits in mice. 
TTC staining was utilized to detect cerebral ischemic area of mice； immunofluorescence staining was utilized 
to detect cortical angiogenesis and astrocyte coverage in the peri-infarct cortex of ischemic mice. Hcmec / D3 
cells were cultured and divided into control group， OGD group， OGD + CK group， OGD + LY group （LY as 
PI3K Signal pathway inhibitor） and OGD + GK + LY group. Endothelial cell activity was detected by CCK-8. 
Western blot was used to  detected the protein expression of HIF-1α， VEGF and PI3K/Akt/mTOR pathway-
related gene in endothelial cell； cell scratch test was used to detect the migration ability of endothelial cell； 
angiogenesis test was used to detect tube formation ability of endothelial cell. Results Compared with MCAO 
group ［（5.37±1.25）， （11.99±1.72）%］， the mNSS scores ［respectively （3.37±1.32）， （2.23±0.38）］and the 
area of cerebral ischemia ［（4.75±0.89）%， （2.42±0.42）%］of mice in GK-M group and GK-H group were 
significantly reduced （all P ＜ 0.05）. Compared with the number of EdU+/CD31+cells， the number of EdU +/
GFAP+cells and the astrocyte coverage of MCAO group ［（3.33±0.58）， （4.33±1.53）， （69.20±5.60）%］， GK 
Mouse EdU+/CD31+cell count ［（13.67±2.08），t=3.576］， EdU+/GFAP+cell count ［（8.33±1.53）， t=6.008］， 
and astrocyte coverage ［（82.26±7.77）%］increased significantly （P ＜ 0.05）. Compared with the control group 

（100.31±3.01）%， the cell viability （52.37±9.06）% of the OGD group was significantly reduced （F=19.914， 
P ＜ 0.05）， HIF-1α （0.17±0.02） and VEGF protein expression （0.18±0.03）， Akt and mTOR phosphorylation 
levels ［（0.28±0.06， 0.38±0.05）］ were significantly increased （P ＜ 0.05）； Compared with OGD group 

（0.28±0.06）， OGD+GK group cells HIF-1α （0.22±0.03） and VEGF protein expression （0.23±0.03）， Akt 
and mTOR phosphorylation levels ［（0.48±0.09），（0.52±0.05）］， cell viability ［（61.07±3.48）%］， mobility 

［（85.26±11.03）%］ and the number of tubular structures ［（81.97±5.79）%］ were significantly increased  
（P ＜ 0.05）. The OGD+LY group showed the opposite change； PI3K signaling pathway inhibitor LY294002 

could reverse the effect of GK on OGD cells. Conclusions Ginkgolide K up-regulates the expression of VEGF 
through PI3K/Akt/mTOR signaling pathway to promote cerebral angiogenesis and improve ischemic stroke in 
mice.

【Key words】 Ginkgolide K； Cerebral ischemia； Angiogenesis； PI3K/Akt/mTOR signaling 
pathway； Vascular endothelial growth factor
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材料与方法

一、材料

1. 动 物 与 细 胞：40 只C57BL/6 小 鼠 购 自 新 疆

医科大学实验动物中心；人脑微血管内皮细胞系

（immortalized human microvascular endothelial cells，

hCMEC/D3）购自上海继和生物科技有限公司。

2. 试 剂：2，3，5- 三 苯 基 氯 化 四 氮 唑（2，3，

5-triphenyltetrazolium chloride ，TTC）购自美国 Sigma

公司；GK 购自江苏康缘药业；缺氧诱导因子 -1α

（hypoxia inducible factor-1α，HIF-1α）、VEGF、甘油

醛 -3- 磷酸脱氢酶（GAPDH）和胶质纤维酸性蛋白

（GFAP）抗体购自英国 Abcam；mTOR、p-mTOR、Akt

和 p-Akt 抗体购自美国 Cell Signaling Technology；辣

根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）标记二

抗；白细胞分化抗原 31（the cluster of differentiation 

31，CD31）抗体和基质胶购自美国 BD Biosciences；

5- 乙 炔 基 -2’- 脱 氧 尿 嘧 啶 核 苷（5-Ethynyl-2’-
deoxyuridine，EdU；批号：E6032）购自中国苏州宇恒

生物科技有限公司。

3. 仪器：Click-iTTM EdU Imaging Kit with Alexa FluorTM  

488 和 647 Azides，以 及 冷 冻 切 片 机 均 购 自 美 国

Thermo Scientific 公司；荧光显微镜购自日本 Nikon。

二、方法

1. 动物饲养及分组：40 只 C57BL/6 雄性小鼠于

安静、湿度 55%～65%、温度 19～25 ℃环境中饲养，

提供充足的饮水和饲料。待小鼠适应环境 1 周后，

将小鼠随机分为对照组、MCAO 组、GK-L（低剂量

GK 组）、GK-M（中剂量 GK 组）和 GK-H 组（高剂量 GK

组），每组各 8 只。

2. 脑缺血小鼠模型制备及给药处理：MCAO 组

和 GK-L、GK-M、GK-H 组参照 Longa 等［10］建立的栓

线法制备 MCAO 模型，由右颈总动脉插入，闭合动

脉的起点。1.5 h 后将栓线拔出。对照组小鼠进行

相同的外科手术操作，但不插入栓线。造模后 24 h

按照分组进行给药：GK-H 组腹腔注射 GK（14 mg/kg）

和 EdU（5 mg/kg），GK-L 组腹腔注射 GK（3.5 mg/kg）和

等量生理盐水，GK-M 组腹腔注射 GK（7 mg/kg）和等

量生理盐水，对照组和 MCAO 组腹腔注射等量生理

盐水和 EdU（5 mg/kg），连续给药 14 d 后，进行后续实

验操作。EdU 表现为绿色荧光。

3. 改 良 的 神 经 系 统 严 重 程 度 评 分（modified 

neurological severity score，mNSS）：各组小鼠给药14 d

后，参考文献［11］，进行 mNSS 测试。mNSS 测试包

括运动、感觉、平衡和反射方面的检测，最高分值为

18 分，分数越高表示神经系统损伤越大。

4. 脑缺血面积测定［12］：各组小鼠给药 14 d 后，

断头法处死大鼠后迅速取脑，-20 ℃条件下冷冻

30 min。脑组织切成 3 个冠状面脑片，2% TTC 染液

37 ℃避光孵育 30 min，磷酸缓冲盐溶液（PBS）洗涤

脑片，4% 多聚甲醛固定脑片 24 h。Image J 软件分

析梗死面积。

5. 免疫荧光染色：10% 水合氯醛麻醉小鼠，心

脏灌注预冷生理盐水和 4% 多聚甲醛，取小鼠梗死

灶周围皮质。冷冻切片机制备组织切片。将切片用

0.3%Triton X-100 透化，10%脱脂奶粉 37 ℃下封闭 

1 h，CD31（1∶40）和 胶 质 纤 维 酸 性 蛋 白（glial 

fibrillary acidic protein，GFAP）（1∶200）抗体 4 ℃过

夜孵育。磷酸盐吐温缓冲液（phosphate buffer saline 

Tween-20，PBST）清洗后，加入相应 Alexa Fluor 488 

或 594 二抗（1∶200）室温孵育 1 h，Hoechst 33342 染

核。应用 EdU 专用试剂盒进行 Click 反应，检测 EdU

发光情况。PBST 清洗后，荧光显微镜下观察，GFAP

表现为绿光，CD31 表现为红光，Hoechst 表现为蓝

光，EdU 表现为绿光或红光。

6. 细胞培养及处理：hCMEC/D3 细胞用含 10% 

胎牛血清（FBS）、1% 青霉素 - 链霉素的改良伊格尔

培养基（DMEM）培养基，于 37 ℃、5%CO2 条件下培

养。细胞进行 OGD 时，将细胞培养于无葡萄糖培

养基中，于 37 ℃、1% O2、5%CO2、94%N2 条件下培

养 6 h，随后恢复正常培养。将细胞按照分组进行给

药处理：对照组（等量生理盐水）、OGD 组（等量生理

盐水）、OGD+GK 组（GK 30 μg/L）、OGD+LY 组（PI3K

信 号 通 路 抑 制 剂 LY294002，简 称 为 LY，终 浓 度 

10 μmol/L［13］）和 OGD+GK+LY 组（GK 30 μg/L，LY 

20 μmol/L）。细胞于 37 ℃、5% CO2 条件下培养 24 h

后，进行后续实验。

7. CCK-8细胞活性检测：将对数期生长的hCMEC/

D3 细 胞 接 种 于 96 孔 板 中（5×103 个 / 孔），37 ℃、

5%CO2 条件下继续培养24 h。在细胞OGD处理0、6、

9、12和24 h后，每孔加入10 μl CCK-8、37 ℃、5%CO2

条件下孵育 3 h。酶标仪测定各孔在 450 nm 处的吸

光度（A）值。hCMEC/D3 细胞接种 96 孔板中，培养

24 h 后，将细胞分为对照组、OGD 组和 OGD+GK 组

（GK 2、10、30 和 50 μg/L），继续培养 24 h 后，每孔加
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入 10 μl CCK-8、37 ℃、5%CO2 条件下孵育 3 h。酶

标仪测定各孔在 450 nm 处的 A 值。

8. Western blot：收 集hCMEC/D3 细 胞，双 辛 酸

（bicinchoninic acid，BCA）法测定蛋白浓度后，取20 μg

蛋白进行十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）分离蛋白，并将其转至聚偏二氟乙烯

（PVDF）膜 上。10% 脱 脂 奶 粉 室 温 封 闭 3 h，加 入

HIF-1α（1∶2 000）、VEGF（1∶3 000）、p-mTOR（1∶ 

2 500）、mTOR（1∶2 000）、p-AKT（1∶2 000）、AKT（1∶ 

1 000）和 GAPDH（1∶2 000），4 ℃过夜孵育。HRP 标

记二抗（1∶2 500 稀释）室温孵育 1 h 后，电化学发光

（ECL）法发光、曝光。Image J 分析条带灰度值，以目

的条带与 GAPDH 比值表示目的蛋白相对表达量。

9. 细胞划痕实验： hCMEC/D3 细胞以 4×105 个/

孔密度接种于6孔板，37 ℃、5%CO2 条件下培养24 h

后，100 μl 移液器吸头垂直 6 孔板划痕，PBS 清洗细

胞后，加入无血清 DMEM 培养基，37 ℃、5%CO2 条

件下培养 12 h 后，显微镜拍照。Image J 分析细胞迁

移率。

10. 血管形成实验：将基质胶 4 ℃过夜溶解，向

96 孔板中加入基质胶（50 μl/ 孔），37 ℃下聚合 1 h。

hCMEC/D3 细胞（2×105 个 / ml）接种于 96 孔板中。

OGD 条件下孵育 9 h 后，显微镜拍摄内皮细胞管腔

形成的图片。Image J 软件通过分支数计算管腔的

形成。

11. 统计学方法：用 SPSS 19.0 软件进行统计分

析，数据以均值 ± 标准差（x±s）表示，多组间比较

采用单因素方差分析（one-way ANOVA），组间两两比

较采用LSD-t检验，以P＜0.05为差异有统计学意义。

结  果

1. GK 改善缺血性脑卒中小鼠的神经功能评分

并减少缺血面积：由mNSS实验结果可知，MCAO组、

GK-L 组、GK-M 组 和 GK-H 组 小 鼠 第 14 天 mNSS 评

分 分 别 为（5.37±1.25）、（4.67±0.45）、（3.37±1.32）、

（2.23±0.38）分，4 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义

（F=6.351，P ＜ 0.05），GK-M 组和 GK-H 组小鼠 mNSS

评分明显低于MCAO组（均P＜ 0.05）。连续给药 7 d

后，４组小鼠脑缺血面积分别为（11.99±1.72）%、

（12.90±2.66）%、（4.75±0.89）%、（2.42±0.42）%，4 组

比较差异有统计学意义（F=45.417，P ＜ 0.01），GK-M
组和 GK-H 组小鼠脑缺血面积明显小于 MCAO 组（均

P ＜ 0.05），见图 1（见本期封二）。

2. GK促进缺血性卒中小鼠血管生成：见图 2

（见本期封二）。免疫荧光检测小鼠梗死灶周围皮质

中CD31 和EdU阳性细胞数，结果显示，与MCAO组

［（3.33±0.58）个］比较，GK组小鼠EdU+/CD31+ 细胞

数［（13.67±2.08）个］明显升高（t=3.576，P＜0.05）。

3. GK促进缺血性卒中小鼠微血管周围的星形

胶质细胞覆盖：见图 3（见本期封三）。由免疫荧光

实验结果可知，对照组［（23.49±5.00）%］、MCAO组

［（69.20±5.60）%］和GK组［（82.26±7.77）%］小鼠梗

死灶周围区域中星形胶质细胞包裹微血管的比例差

异具有统计学意义（图3A，F=73.453，P＜0.05）；MCAO

组［（4.33±1.53）个］和 GK 组［（8.33±1.53）个］小鼠

EdU+/GFAP+ 阳性细胞数差异具有统计学意义（图3B，

t=6.008，P ＜ 0.01）。由图 3C 观察可知，星形胶质细

胞通过其足突包裹微血管。

4. GK 增 强 OGD 后 内 皮 细 胞 中 VEGF 的 表 达：

见图 4。由 CCK-8 和 Western blot 实验结果可知，0 h

组、6 h 组、9 h 组、12 h 组和 24 h 组细胞活力分别为

（102.36±9.42）%、（82.51±9.15）%、（70.60±9.39）%、

（52.49±7.61）%、（23.83±6.94）%，5 组比较，差异有

统计学意义（F=36.568，P ＜ 0.001）。对照组、OGD

组和 OGD+GK 组细胞活力分别为（100.31±3.01）%，

（52.37±9.06）%、（54.55±5.87）%、（58.55±7.80）%、

（68.24±7.51）%、（77.14±7.33%），6 组 比 较，差 异 有

统计学意义（F=19.914，P ＜ 0.001）。对照组、OGD 组

和 OGD+GK 组 VEGF 蛋白表达分别为（0.18±0.02）、

（0.24±0.05）、（0.39±0.09），3 组比较，差异有统计学

意义（F=9.114，P ＜ 0.05）。

  注：hCMEC/D3 人脑微血管内皮细胞系；VEGF 血管内皮生长因子；OGD 

氧葡萄糖剥夺；GK 银杏内酯K；GAPDH 甘油醛-3-磷酸脱氢酶

图4 Western blot 检测 hCMEC/D3 细胞 VEGF 表达

5. GK 通 过 激 活 OGD 后 内 皮 细 胞 中 的 PI3K/

Akt/mTOR信 号 传 导 途 径 增 加VEGF表 达：见 图 5。

由 Western blot 实 验 结 果 可 知，对 照 组、OGD 组、

OGD+GK 组、OGD+LY 组 和 OGD+GK+LY 组 细 胞

中 p-Akt/Akt 表 达 分 别 为（0.20±0.04）、（0.28±0.06）、
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（0.48±0.09）、（0.22±0.03）、（0.32±0.06），p-mTOR/mTOR

表 达 分 别 为（0.18±0.03）、（0.38±0.05）、（0.52±0.05）、

（0.19±0.02）、（0.32±0.08），5 组 比 较，差 异 有 统 计

学意义（F=9.956，P＜0.01；F=24.584，P＜0.01；图5）； 

HIF-1α表达分别为（0.09±0.03）、（0.17±0.02）、（0.22± 

0.03）、（0.10±0.02）、（0.13±0.03），VEGF 表 达 分 别 为

（0.13±0.03）、（0.18±0.03）、（0.23±0.03）、（0.15±0.03）、

（0.18±0.03），5 组 比 较，差 异 均 有 统 计 学 意 义

（F=12.486，P＜0.01；F=5.346，P＜0.05）。

  注：GK 银杏内酯 K；OGD 氧葡萄糖剥夺；PI3K 磷脂酰肌醇 -3- 激酶；

Akt 蛋白激酶 B；p-Akt 磷酸化 Akt；mTOR 雷帕霉素靶蛋白；p-mTOR 磷酸化

mTOR；HIF-1α 缺氧诱导因子 1α；VEGF 血管内皮生长因子；GAPDH 甘油

醛 -3- 磷酸脱氢酶；LY PI3K 信号通路抑制剂 LY294002

图5 Western blot检测PI3K/Akt/mTOR、HIF-1α和VEGF的蛋白表达

6. GK通过激活OGD后内皮细胞中的PI3K/Akt/

mTOR信号通路发挥血管生成作用：由CCK-8、细胞划

痕实验和显微镜图片可知，对照组、OGD组、OGD+GK

组、OGD+LY组 和OGD+GK+LY组 细 胞 活 力 分 别 为

（100.43±1.78）%、（47.30±4.78）%、（61.07±3.48）%、

（40.52±5.50）%、（53.62±4.08）%，5组比较，差异有统计

学意义（F=97.739，P＜ 0.01）。OGD 组、OGD+GK 组、

OGD+LY 组和 OGD+GK+LY 组细胞迁移率和管状结

构数量分别为（100.69±2.76）%、（192.01±17.16）%、

（85.26±11.03）%、（125.11±11.71）%以 及（100.40±3.79）%、

（162.90±8.87）%、（81.97±5.79）%、（123.18±10.67）%，

4组比较，差异有统计学意义（F=47.478，P＜0.01，图

6A；F=60.704，P＜0.01，图6B）。

讨  论

卒中已成为世界人口的第二大死亡原因，仅次

于缺血性心脏病［14］。血流不足和再灌注引起的细

胞死亡是缺血性卒中的主要病理学特征［15］。对于

缺血性卒中的治疗，血液恢复可能是一种潜在的治

疗策略。银杏叶提取物通过不同机制改善 MCAO、

局灶性脑缺血、缺氧和肌萎缩性侧索硬化动物模型

中神经元损伤和死亡［16］。GK 是一种从银杏中分离

出来的新型天然小分子化合物。最近研究发现，GK

抑制线粒体裂变和糖原合成酶激酶-3β依赖性线粒

体膜通透性，从而减轻脑缺血中的神经元损伤［17］。

GK 通过激活 Janus 相关激酶 2 / 信号转导与转录激

活因子3途径促进MCAO小鼠模型中的血管生成［6］。

GK 被广泛用作缓解脑血管和心血管疾病症状，

可通过减轻缺血再灌注损伤后的炎症和氧化应激

来保护神经元功能［18］。本研究结果显示，GK 呈剂

量依赖性促进缺血性卒中小鼠的神经功能恢复，同

时减少脑缺血面积，表明 GK 对缺血性卒中发挥神

经保护作用，该结果与之前的研究结果一致。血管

生成对于神经血管重塑至关重要，并且有利于脑缺

血后的功能恢复［4］。新形成的血管参与神经发生、

轴突生长和突触重塑过程［19］。证据显示，GK 通过

激活 JAK2/STAT3 途径促进 MCAO 小鼠模型中脑血

管生成［6］。本研究结果显示，GK 可增加缺血性卒

中小鼠梗死周围皮质 EdU+/CD31+ 细胞数，该结果表

明，GK 可促进缺血性卒中小鼠微血管形成，有利于

脑缺血后的功能恢复。

在血管生成的后期，结构重塑是必不可少的，

这受紧密连接和神经血管成分的协调调节。星形胶

质细胞通过与神经元和内皮细胞相互作用而成为神

经血管单元的关键结构［20］。脑卒中导致星形胶质

细胞聚集，以其胞足突包裹血管，呈现出指向缺血

核心的流状结构［21］。研究表明，GK 可促进 OGD 处

理后星形胶质细胞增殖和迁移［22］。本研究结果显

示，GK 处理可增加缺血性卒中小鼠梗死周围皮质

中 EdU+/GFAP+ 阳性细胞数，促进星形胶质细胞对微

血管的覆盖，该结果表明 GK 可促进缺血性卒中小

鼠星形胶质细胞活化，进而促进星形胶质细胞对微

血管的覆盖，从而加速血管结构重塑过程。

VEGF 在血管生成中起主要作用，可调节多种

内皮细胞功能［23］。上调 VEGF 可促进缺血性卒中小

鼠血管生成［24］。本研究结果显示，GK 促进 OGD 处
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理后内皮细胞中 VEGF 的表达。据报道，PI3K/Akt/

mTOR 信号通路通过影响内皮细胞存活、迁移和管

形成在血管生成中起重要作用［8］。PI3K/Akt/mTOR

信号通路的激活会激活其下游因子 HIF-1α，并进

一步调节 VEGF 的表达［25］。激活 PI3K/Akt/mTOR 途

径可上调 VEGF 和 BDNF 表达，改善缺血性卒中后

血管生成和神经发生［9］。本研究结果显示，GK 通

过激活 PI3K/Akt/mTOR 通路，上调 HIF-1α 和 VEGF

表达，促进内皮细胞血管生成。

综 上 所 述，GK 通 过 PI3K/Akt/mTOR 信 号 通 路

上调 VEGF 表达促进脑血管生成，改善缺血性卒中。

该研究结果为 GK 在缺血性卒中中的应用和新疗法

的开发提供了新的科学依据。
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