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摘　 要　 目的 探究银杏达莫预处理对大鼠小肠缺血-再灌注损伤的影响及相关机制。 方法 采用结扎肠

系膜上动脉模拟大鼠小肠缺血-再灌注损伤模型,根据随机数字表法将 36 只 Wistar 大鼠随机分为假手术组

(Sham 组),小肠缺血-再灌注模型组( I / R 组),银杏达莫干预组(Gin 组),每组 12 只。 建模前 7d
 

Gin 组按

3. 6mL / 1kg 给药量进行腹腔注射,一天一次,连续 7d,Sham 组、I / R 组注射等剂量生理盐水。 苏木素-伊红(HE)
染色观察细胞状态,天狼星红染色和 Masson 染色观察胶原纤维;血液生化检测血清中超氧化物歧化酶(SOD)和

丙二醛(MDA)
 

含量变化;免疫组化检测小肠组织中白介素 6( IL-6)、白介素 10( IL-10)、Bcl-相关 X 蛋白(Bax)、
B 细胞淋巴瘤 / 白血病-2(Bcl-2)的蛋白表达变化;聚合酶链式反应(PCR)检测 Bax、Bcl-2 的 mRNA 表达水平;免
疫印迹法(Western

 

blot)检测小肠组织中 Smad 蛋白(Smad)和 Bcl-2,Bax 的蛋白表达水平。 结果 与 Sham 组相

比,I / R 组小肠组织中 SOD 活性[(125. 34±59. 58)U / L]降低(P<0. 05),MDA 含量[(6. 24±0. 73)U / L]增加(P<
0. 05);与 I / R 组相比,Gin 组小肠组织中 SOD 活性[(262. 62± 22. 57)U / L]增强(P< 0. 05),MDA 含量[(2. 88±
0. 74)U / L]降低(P<0. 05)。 Sham 组小肠黏膜结构正常,绒毛完整,I / R 组可见大量裸露绒毛,绒毛出现水肿,脱
落受损严重,并且有炎性细胞浸润现象,Gin 组小肠绒毛结构破坏较轻,可见黏膜轻微水肿和轻微脱落,损伤较

轻;天狼星红和 Masson 染色发现 I / R 组中胶原纤维较 Sham 组明显增多,Gin 组中的胶原纤维较 I / R 组有所减

轻;免疫组化结果显示,I / R 组 IL-6、IL-10、Bax、Bcl-2 阳性面积占比[(32. 24±7. 07)%、(10. 23±1. 63)%、(40. 35±
7. 07)%、(24. 64±8. 04)%]均高于 Sham 组[(4. 24±1. 31)%、(3. 77±0. 91)%、(2. 35±0. 87)%、(3. 25±0. 87)%]
(P<0. 05),Gin 组 IL-6、Bax 阳性面积[(10. 23±0. 71)%、(6. 71±1. 41)%]低于 I / R 组(P<0. 05),IL-10、Bcl-2 阳

性面积[(32. 24±8. 16)%、(48. 40±7. 07)%]均高于 I / R 组(P<0. 05);与 Sham 组相比,I / R 组大鼠小肠组织中

Bax、Bcl-2、Akt、Smad
 

mRNA 表达水平均上调(P<0.
 

05),与 I / R 组比较,Gin 组 Bax 和 Smad
 

mRNA 表达水平降低

(P<0. 05),Bcl-2 和 Akt 蛋白相应的 mRNA 表达水平上调(P<0.
 

05)
 

;与 Sham 组相比,I / R 组大鼠小肠组织中

Akt、Smad、Bax、Bcl-2 蛋白表达水平上调(P<0.
 

05)。 与 I / R 组比较,Gin 组大鼠小肠组织中 Akt 和 Bcl-2 蛋白表

达水平显著上调(P<0.
 

05),Smad 和 Bax 蛋白表达水平显著降低(P<0. 05)
 

。 结论 银杏达莫通过调节抗氧化

酶活性、减轻炎症反应以及抑制细胞凋亡相关蛋白的表达对大鼠小肠缺血-再灌注损伤有保护作用。
关键词 银杏达莫;小肠缺血-再灌注;TGF-β / Smad;PI3K / Akt
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Abstract: Objective To
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

Ginkgodamol
 

preconditioning
 

on
 

small
 

intestine
 

ischemia-reperfu-
sion

 

injury
 

in
 

rats
 

and
 

its
 

related
 

mechanism. Methods A
 

rat
 

small
 

intestine
 

ischemia-reperfusion
 

injury
 

model
 

was
 

simulated
 

by
 

ligating
 

superior
 

mesenteric
 

artery. According
 

to
 

the
 

random
 

number
 

table,36
 

Wistar
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

normal
 

group
 

( Sham
 

group),small
 

intestine
 

ischemia-reperfusion
 

model
 

group
 

( I / R
 

group)
 

and
 

Ginkgo-
damol

 

intervention
 

group
 

(Gin
 

group),with
 

12
 

rats
 

in
 

each
 

group. Seven
 

days
 

before
 

modeling,the
 

Ginkgodamol
 

(Gin)
 

group
 

was
 

injected
 

intraperitoneally
 

at
 

a
 

dosage
 

of
 

3. 6mL / 1000g
 

once
 

a
 

day
 

for
 

seven
 

days,while
 

the
 

Sham
 

group
 

and
 

I / R
 

group
 

were
 

injected
 

with
 

the
 

same
 

dose
 

of
 

normal
 

saline. HEmatoxylin-eosin
 

(HE)
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

cell
 

state, while
 

Sirius
 

red
 

staining
 

and
 

Masson
 

staining
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

collagen
 

fibers. The
 

contents
 

of
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD)
 

and
 

malondialdehyde
 

(MDA)
 

in
 

serum
 

were
 

detected
 

by
 

blood
 

biochemistry. Immunohisto-
chemistry

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

changes
 

of
 

interleukin-6(IL-6),interleukin-10( IL-10),Bcl-
 

related
 

X
 

protein
 

(Bax)
 

and
 

B-cell
 

lymphoma / leukemia
 

-2(Bcl-2)
 

in
 

small
 

intestine. The
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

Bax
 

and
 

Bcl-2
 

were
 

detected
 

by
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(PCR). Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Smad,Bcl-2
 

and
 

Bax
 

in
 

small
 

intestine. Results Compared
 

with
 

Sham
 

group,the
 

SOD
 

activity
 

(125. 34±59. 58)u / L
 

in
 

I / R
 

group
 

decreased
 

(P<0. 05),and
 

the
 

MDA
 

content
 

(6. 24±0. 73)u / L
 

increased
 

(P<0. 05). Compared
 

with
 

I / R
 

group,SOD
 

activity
 

(262. 62±22. 57)u / L
 

in
 

small
 

intestine
 

of
 

Gin
 

group
 

was
 

increased
 

(P<0. 05),while
 

MDA
 

content
 

(2. 88±0. 74)u / L
 

was
 

decreased
 

(P<0. 05). The
 

results
 

of
 

HE
 

staining
 

showed
 

that
 

the
 

intestinal
 

mucosal
 

structure
 

in
 

Sham
 

group
 

was
 

normal,
 

and
 

the
 

villi
 

were
 

intact. In
 

I / R
 

group,a
 

large
 

number
 

of
 

exposed
 

villi
 

were
 

seen,and
 

the
 

villi
 

were
 

edema,shedding
 

and
 

damaged
 

seriously,
 

and
 

inflammatory
 

cells
 

infiltrated. In
 

Gin
 

group,the
 

structural
 

damage
 

of
 

intestinal
 

villi
 

was
 

light,and
 

the
 

mucosal
 

edema
 

and
 

shedding
 

were
 

slight,and
 

the
 

damage
 

was
 

light. Sirius
 

red
 

and
 

Masson
 

staining
 

showed
 

that
 

collagen
 

fibers
 

in
 

I / R
 

group
 

were
 

significantly
 

more
 

than
 

those
 

in
 

Sham
 

group,and
 

collagen
 

fibers
 

in
 

Gin
 

group
 

were
 

less
 

than
 

those
 

in
 

I / R
 

group. Immunohistochemical
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

positive
 

areas
 

of
 

IL-6,IL-10, Bax
 

and
 

Bcl-2
 

in
 

I / R
 

group
 

[( 32. 24 ± 7. 07)%, ( 10. 23 ± 1. 63)%, ( 40. 35 ± 7. 07)%
 

and
 

( 24. 64 ±
8. 04)%]

 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

Sham
 

group
 

[( 4. 24 ± 1. 31)%, ( 3. 77 ± 0. 91)%, ( 2. 35 ± 0. 87)%, ( 3. 25 ±
0. 87)%](P<0. 05). The

 

positive
 

areas
 

of
 

IL-6
 

and
 

Bax
 

in
 

Gin
 

group
 

[(10. 23±0. 71)%,(6. 71±1. 41)%]
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

I / R
 

group. The
 

results
 

of
 

PCR
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

Sham
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

Bax,Bcl-2,
Akt

 

and
 

Smad
 

mRNA
 

in
 

small
 

intestine
 

of
 

rats
 

in
 

I / R
 

group
 

were
 

all
 

up-regulated
 

(P<0. 05),while
 

compared
 

with
 

I / R
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

Bax
 

and
 

Smad
 

mRNA
 

in
 

Gin
 

group
 

were
 

down-regulated
 

(P<0. 05),and
 

the
 

correspond-
ing

 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

Bcl-2
 

and
 

Akt
 

protein
 

were
 

up-regulated
 

(P<0. 05). Western
 

blot
 

showed
 

that
 

the
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

Akt,Smad,Bax
 

and
 

Bcl-2
 

protein
 

in
 

small
 

intestine
 

of
 

rats
 

in
 

I / R
 

group
 

were
 

up-regulated
 

compared
 

with
 

Sham
 

group
 

(P<0. 05). Compared
 

with
 

I / R
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

Akt
 

and
 

Bcl-2
 

protein
 

in
 

small
 

intestine
 

of
 

rats
 

in
 

Gin
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P< 0. 05),while
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Smad
 

and
 

Bax
 

protein
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P< 0. 05). Conclusion Ginkgodamol
 

has
 

protective
 

effect
 

on
 

ischemia-reperfusion
 

injury
 

of
 

small
 

intestine
 

in
 

rats
 

by
 

regulating
 

antioxidant
 

enzyme
 

activity, reducing
 

inflammatory
 

responses, and
 

inhibiting
 

the
 

expression
 

of
 

apoptosis-related
 

proteins.
Keywords:Ginkgodamol;Small

 

intestine
 

I / R;TGF-β / Smad
 

;PI3K / Akt

　 　 缺血-再灌注(ischemia-reperfusion
 

I / R)是指组

织处于缺血状态下,恢复血流供应进行再次灌注,
使细胞结构受损和代谢功能出现障碍,器官功能进

一步受损的现象。 小肠缺血-再灌注损伤( intestine
 

ischemia-reperfusion
 

injury,IIRI)是临床常见危重症

之一,常由急性肠系膜缺血、失血性休克等病理状

态或者小肠移植术、心肺分流术等外科手术引

发[1-4] ,这些情况都可能导致小肠血流中断,恢复血

流供应后,往往导致缺血-再灌注损伤,使细胞结构

受损和代谢功能出现障碍[5] ,往往会引起更加严

重甚至是不可逆性的损伤。 IIRI 时可引起一系列

的病理生理情况改变,包括氧自由基大量生成、细
胞凋亡、钙超载、膜脂质过氧化等多种因素,这些病

理生理的改变导致小肠黏膜屏障受损,细菌和内毒

素通过破损的黏膜屏障由消化道入血,引起血液中

的中性粒细胞、巨噬细胞释放出大量的炎症因子和

氧化因子,进而形成炎症风暴,引起全身炎症反应

综合征 ( systemic
 

inflammatory
 

response
 

syndrome,
SIRS),甚至会导致出现多器官功能障碍综合征

(multiple
 

organ
 

dysfunction
 

syndrome, MODS)。 因
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此临床表现可以观察到肠缺血-再灌注损伤发生

后,黏膜上皮大量坏死,肠绒毛和隐窝脱落,导致肠

屏障功能障碍及肠外并发症,最终死亡率高达

50% ~ 90%。 目前,临床对于 IIRI 的治疗存在一定

的局限性,尚无针对 IIRI 损伤的特效药物和疗法,
需要进一步的研究来探索更有效的治疗策略和

药物。
银杏达莫注射液( Ginkgodamol

 

injection,Gin)
有效成分包括银杏总黄酮、双嘧达莫。 银杏总黄酮

具有扩张冠脉血管、脑血管的作用,双嘧达莫具有

抑制血小板的作用。 Gin 对脑、心、肾缺血-再灌注

损伤有一定的保护作用,但其对 IIRI 作用未见报

道。 本实验旨在研究 Gin 对 IIRI 的抗炎、抗凋亡、
减轻氧化应激和纤维化的作用,及对 PI3K / Akt 和
TGF-β / Smads 信号通路调控机制以探讨 Gin 对大

鼠 IIRI 的保护作用。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

Wistar 大鼠(200 ± 20) g,雌雄均可,由济南朋

悦实验动物有限公司提供(许可证号 SCXK(鲁)
20190003)。 本研究严格遵循动物实验伦理原则,
实验方案经济宁医学院动物伦理委员会审批通过

(JNMC-2023-DW-166)。
大鼠适应性饲养 7d 后,将 36 只大鼠随机分为

3 组,分别是 Sham 组,I / R 组,Gin 组,每组 12 只。
建模前 7d

 

Gin 组按 3. 6mL / kg 给药量进行腹腔注

射,一天一次,连续 7d,Sham 组、I / R 组注射等剂量

生理盐水。 I / R 组采用结扎肠系膜上动脉 45min,
建立模型。 Sham 组大鼠仅接受腹腔打开手术操

作,不进行肠系膜上动脉结扎。
1. 2　 方法

1. 2. 1 　 大鼠 IIRI 模型的建立 　 术前大鼠禁食

12h,腹腔注射 5%异戊巴比妥钠(5mg / 100g)麻醉。
将大鼠固定在鼠台上,碘伏消毒,沿腹部正中线逐

层打开皮肤、腹直肌及腹膜,暴露出肠组织,游离肠

系膜上动脉,用无损伤动脉夹夹闭,待夹闭动脉远

端搏动消失,肠壁逐渐苍白,说明成功阻断动脉血

流,回纳肠组织并缝合。 夹闭 45min 后移除无损伤

动脉夹,血流恢复,肠管颜色逐渐变为红色,再灌注

1h 后采用颈椎脱臼法处死大鼠。
1. 2. 2　 大鼠血清中超氧化物歧化酶(SOD)活性和

丙二醛(MDA)含量的测定　 1)SOD 活性测定。 眼

球取血,4000r / min,10min,24℃ 离心后按 1 ∶ 9 比

例稀释血清。 根据 SOD 试剂盒(购自南京建成生

物工程研究所)说明书精确测定大鼠血清 SOD 的

活性水平。 2) MDA 含量测定。 根据 MDA 试剂盒

说明书测定大鼠血清 MDA。
1. 2. 3　 小肠组织病理学检查 　 取小肠肠管 1cm
放入 4%多聚甲醛固定液中固定,24h 后进行梯度

脱水,二甲苯浸润,浸蜡,石蜡包埋后切片(3μm),
苏木素伊红(购自雷根生物技术有限公司)染色,
进行组织病理学分析。
1. 2. 4　 小肠组织纤维化程度检查 　 1) Masson 染

色。 石蜡切片(5μm)后将切片与室温浸泡 Masson
 

A 液(购自塞维尔生物科技有限公司)24h。 Masson
 

B 液和 Masson
 

C 等体积混合(现配现用),浸染

1min,去离子水洗后 1%盐酸酒精分化 1min,去离

子水清洗,凉干,Masson
 

D 液中浸染 6min,去离子

水清洗,凉干,Masson
 

E 液浸泡约 4min,分化至胶

原纤维呈浅红色。 晾干后直接入 Masson
 

F 液 30s。
三缸 1%冰醋酸漂洗分化,每缸 2s,二甲苯 3 次,每
次 1 ~ 2min,二甲苯风干后,用中性树胶封片,显微

镜观察并分析。 2)天狼星红染色。 切片进行天狼

星红染色液(购自飞净生物科技有限公司) 滴染

1h,去离子水冲洗,苏木素滴染,去离子水冲洗,二
甲苯浸润,中性树胶封片。 显微镜观察并分析。 采

用 Image 软件计算 Masson 染色和天狼星红染色的

胶原容积分数。
1. 2. 5　 免疫组化检测各组大鼠 Bax、Bcl-2、IL-6、
IL-10 蛋白表达情况　 石蜡切片放入 3%的过氧化

氢、PBS、EDTA 热修复,滴加 5%BSA 封闭液,37℃
孵育,滴加一抗,4℃过夜,PBS 冲洗,滴加山羊抗兔

IgG,37°C 孵育,PBS 冲洗,滴加 SABC(购自博士德

生物工程有限公司),37℃ 孵育,PBS 冲洗,显色,
苏木素复染,脱水。 使用 Image

 

J 软件计算小肠组

织免疫组化 Bax、Bcl-2、IL-6、IL-10 蛋白表达阳性

面积占比。
1. 2. 6　 Western

 

blot 检测 Akt、Smad、Bax、Bcl-2 蛋

白表达　 提取组织蛋白后进行聚丙烯酰胺凝胶电

泳,将蛋白转移到 PVDF 膜上,封闭液室温封闭

1. 5h,PVDF 膜浸泡于一抗(Anti-Akt1
 

Rabbit
 

、Anti-
IL-10

 

Rabbit、Anti-Smad2 +Smad3
 

Rabbit
 

购自塞维

尔生物科技有限公司,IL-6
 

、BCL-2
 

购自博士德生

物工程有限公司) 中 4℃ 孵育过夜, TBST 漂洗 3
次,羊抗兔 IgG 二抗(购自塞维尔生物科技有限公
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司)孵育 1. 5h,显色曝光。 用 Image
 

J 软件测定条

带的灰度值。
1. 2. 7　 PCR 检测 Bax、Bcl-2 的 mRNA 表达水平　
提取 RNA,离心 10min,加入 75%乙醇 700μL,离
心,加入 EDPC 水 30μL,溶解 RNA 样品。 定性

RNA 浓度,反转录后进行凝胶电泳,最后荧光 PCR
仪测量浓度。 PCR 引物序列见表 1。

表 1　 各基因引物序列

基因序列

Bcl-2 上游 GGTGAACTGGGGGAGGATTG
　 　 下游 AGAGCGATGTTGTCCACCAG
β-actin 上游 CCTCACTGTCCACCTTCCA
　 　 　 下游 GGGTGTAAAACGCAGCTCA
Bax 上游 AGACACCTGAGCTGACCTTG
　 下游 AAGTTGCCATCAGCAAACAT
Akt 上游 AGTCCCCACTCAACAACTTCT
　 下游 RGAAGGTGCGCTCAATGACTG
Smad2 上游 GTCTGCC

 

TTCGGTATTCTGC
　 　 　 下游 GCTGCTCTTCTG

 

GCTCAGTC
Smad3 上游 AACAACCAGGA

 

GTTCGCTGC
　 　 　 下游 GGACCTTGTCAAGCC

 

ACTGC
GAPDH 上游 AACGACCCCTTCATTGAC
　 　 　 下游 TCCACGACATACTCAGCAC

1. 3　 统计学方法
 

运用 SPSS
 

26. 0 统计软件进行数据分析。 首

先对各组数据进行正态性检验,正态分布的计量资

料以 x± s 表示。 对于多组间比较,先进行方差分

析,若方差齐性,则采用 LSD-t 检验进行两两比较;
若方差不齐,则采用 T2 检验进行两两比较。 以 P<
0. 05 为差异有统计学意义。 使用 Graphpad

 

Prism
 

8 软件作图。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠小肠组织 SOD 活性和 MDA 含量

与 Sham 组相比,I / R 组小肠组织中 SOD 活性

降低(P<0. 05),MDA 含量增加(P<0. 05);与 I / R
组相比, Gin 组小肠组织中 SOD 活性增强 ( P <
0. 05),MDA 含量降低(P<0. 05)。 见表 2。
2. 2　 各组大鼠小肠黏膜结构

Sham 组小肠黏膜结构正常,绒毛完整,I / R 组

可见大量裸露绒毛,绒毛出现水肿,脱落受损严重,
并且有炎性细胞浸润现象,Gin 组小肠绒毛结构破

坏较轻,可见黏膜轻微水肿和轻微脱落,损伤较轻。
见图 1。

表 2　 不同组别 SOD、MDA 含量比较(n= 12,x±s)

组别 SOD 活性 / (U·L-1) MDA 含量 / (U·L-1)

Sham 组 309. 73±7. 48 3. 31±1. 11

I / R 组 125. 34±59. 58a 6. 24±0. 73a

Gin 组 262. 62±22. 57a、b 2. 88±0. 74a、b

F 26. 756 17. 333

P <0. 001 <0. 001

注:与 Sham 组相比,aP< 0. 05;与 I / R 组相比,bP< 0. 05。 SOD
为超氧化物歧化酶;MDA 为丙二醛。

图 1 HE 染色形态观察(×100)

Sham 组 Masson 染色小肠黏膜上皮细胞少量

胶原纤维 (蓝色) 分布,胶原容积分数为 9. 36 ±
1. 71。 I / R 组小肠黏膜上皮细胞有大量胶原纤维

分布,小肠绒毛出现破损,纤维化严重,胶原容积分

数为 34. 58±4. 07。 与 I / R 组相比,Gin 组小肠黏膜

上皮细胞只有少量胶原纤维分布,小肠绒毛结构相

对比较完整,纤维化程度较轻,胶原容积分数为

13. 56±2. 68,差异具有统计学意义(P<0. 05)(图 2)。
Sham 组天狼猩红染色无明显红色胶原纤维沉

积,胶原容积分数为 12. 69 ± 3. 46。 I / R 组有大量

红色胶原纤维沉积,小肠绒毛出现脱落损伤现象,
严重纤维化,胶原容积分数为 29. 91±2. 95。 与 I / R
组相比,Gin 组有少量红色胶原纤维沉积,小肠绒

毛损伤程度较轻,纤维化程度有所减轻,胶原容积

分数为 15. 23 ± 1. 59,差异具有统计学意义 (P <
0. 05)(图 3)。

注:(a)Masson 染色(×100)结果。 (b)天狼猩红染色

(×100)结果。
图 2 Gin 对 I / R 引起的小肠组织纤维化程度的影响
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2. 3　 各组大鼠小肠 Bax、Bcl-2、IL-6、IL-10 表达水平

Sham 组无明显阳性结果,Bax 蛋白表达不明

显,阳性面积占比( 2. 35 ± 0. 87)%;与 Sham 组相

比,I / R 组呈现大面积棕黄色,Bax 蛋白表达明显

(P<0. 05),阳性面积占比(40. 35±7. 07)%;Gin 组

中棕黄色面积较 I / R 组有所减少,Bax 蛋白表达显

著降低(P<0. 05),阳性面积占比(6. 71±1. 41)%。
Sham 组无明显阳性结果,Bcl-2 蛋白表达不明

显,阳性面积占比(3. 25±0. 87)%;I / R 组中棕黄色

面积较 Sham 组有所增加,Bcl-2 蛋白有所表达(P<
0. 05),阳性面积占比(24. 64±8. 04)%;Gin 组的棕

黄色面积较 I / R 组有所增加,Bcl-2 蛋白表达显著

增加(P<0. 05),阳性面积占比(48. 40±7. 07)%。
Sham 组无明显阳性结果,IL-6 蛋白表达不明

显,阳性面积占比( 4. 24 ± 1. 31)%;与 Sham 组相

比,I / R 组有大面积棕黄色,IL-6 蛋白显著表达(P
<0. 05),阳性面积占比(32. 24±7. 07)%;Gin 组棕

黄色面积较 I / R 组显著降低,IL-6 蛋白表达显著降

低(P<0. 05),阳性面积占比(10. 23±0. 71)%。
Sham 组无明显阳性结果,IL-10 蛋白表达不明

显,阳性面积占比( 3. 77 ± 0. 91)%;与 Sham 组相

比,I / R 组中棕黄色面积增多,IL-10 蛋白表达(P<
0. 05),阳性面积占比(10. 23±1. 63)%;Gin 组棕黄

色面积较 I / R 组显著增加,IL-10 蛋白表达水平显

著升 高 ( P < 0. 05 ), 阳 性 面 积 占 比 ( 32. 24 ±
8. 16)%。 见图 3。

图 3 Gin 对 I / R 引起的小肠组织炎症因子 IL-6、IL-10
和凋亡因子 Bax

 

Bcl-2 蛋白水平的影响(×100)。

2. 4　 各组大鼠小肠 Akt、Smad、Bax 和 Bcl-2 蛋白

表达水平

与 Sham 组相比,I / R 组大鼠小肠组织中 Akt
和 Smad 蛋白表达水平上调(P<0. 05)。 与 I / R 组

比较,Gin 组大鼠小肠组织中 Akt 蛋白表达水平显

著上调(P< 0. 05),Smad 蛋白表达水平显著降低

(P<0. 05)
 

。
与 Sham 组相比,I / R 组大鼠小肠组织中 Bax

蛋白表达水平上调(P<0. 05),Bcl-2 蛋白表达水平

上调(P<0. 05)。 与 I / R 组比较,Gin 组大鼠小肠

组织中 Bax 蛋白表达水平降低(P<0. 05),Bcl-2 蛋

白表达水平上调(P<0. 05)。 见图 4。

注:( a) 小肠组织 Western
 

blot 结果。 ( b) 小肠 Akt。
(c)小肠 Smad。 (d)小肠 Bax。 ( e)小肠 Bcl- 2。 与 Sham
组相比,aP<0. 05,与 I / R 组相比,bP<0. 05。

图 4 Gin 对 I / R 引起的小肠组织 Akt
 

Smad
 

Bax
 

Bcl-2
蛋白水平的影响

2. 5　 各组大鼠小肠 Akt、Smad、Bax 和 Bcl-2
 

mRNA
表达水平

与 Sham 组相比,I / R 组大鼠小肠组织中 Bax
 

mRNA 表达水平上调(P<0. 05),Bcl-2
 

mRNA 表达

水平上调(P<0. 05),Akt
 

mRNA 表达水平上调(P<
0. 05),Smad

 

mRNA 表达水平上调(P<0. 05)。 与

I / R 组比较,Gin 组 Bax
 

mRNA 表达水平降低(P<
0. 05),Bcl-2

 

mRNA 表达水平上调(P<0. 05)
 

,Akt
 

mRNA 表达水平上调(P<0. 05)
 

,Smad
 

mRNA 表达

水平降低(P<0. 05)。 见图 5。
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注:(a)小肠 Bax。 (b)小肠 Bcl-2。 (c)小肠 Akt。 (d)
小肠 Smad。 与 Sham 组相比,aP<0. 05,与 I / R 组相比,bP<
0. 05。

图 5 Gin 对 I / R 引起的小肠组织 Bax
 

Bcl-2
 

Akt
 

Smad
 

mRNA 水平的影响。

3　 讨论

IIRI 的机制复杂,诱因较多,早期诊断较为困

难,患者死亡率高。 目前,临床治疗手段仍缺乏特

效药物和疗法,主要以预防和对症处理为主,且缺

乏理想的治疗方法和具体的临床标准。 早期诊断

和干预、治疗策略的选择以及新的治疗方法的研究

都是提高患者生存率、改善患者预后的关键。 因

此,进一步开展研究以探索更为有效的治疗策略和

药物,具有重要的临床意义。 本实验基于前期预实

验结果以及参考相关文献报道的剂量范围,选择

3. 6mL / 1000g 的银杏达莫剂量进行腹腔注射,该剂

量在本实验中显示出良好的耐受性和潜在的保护

效果。 处理时间为建模前 7d,每天一次,连续 7d,
这样的预处理时间设置旨在模拟临床中对患者进

行预先干预的场景,以探究银杏达莫在 IIRI 发生

前的预防性保护作用。 此外,选择结扎肠系膜上动

脉 45min,再灌注 1h 建立模型,是因为该模型能够

较好地模拟临床上 IIRI 的病理过程,且在该时间

参数下,损伤程度适中,便于观察银杏达莫的干预

效果。
氧化应激是 IIRI 的关键影响因素[6] ,大量产

生的氧自由基可以引起肠道细胞发生脂质过氧化、
DNA 损伤、蛋白质变性,进而影响到小肠细胞的生

理功能,甚至造成小肠细胞坏死凋亡,因此其产生

和清除的动态平衡对 IIRI 的发展和预后至关重

要。 本次实验中,检测的 MDA 是脂质分解和氧化

应激的最终产物,被认为是自由基诱导的脂质过氧

化的良好指标,其含量的增加反映了氧化应激的程

度,MDA 含量升高往往反映了炎症反应的加剧和

炎症因子的释放水平升高[7] 。 SOD 则是体内一种

重要的抗氧化酶,能够清除动物体内的超氧阴离子

自由基,减少氧化应激。 在 IIRI 中,SOD 的活性下

降意味着动物体内抗氧化损伤的防御能力减弱,反
映了组织中自由基含量和脂质过氧化的程度[8] 。
本实验结果显示,小肠缺血-再灌注后,小肠组织

 

MDA
 

含量增多,SOD
 

活性降低;而银杏达莫预处理

可明显逆转这种变化,这提示银杏达莫对小肠 IIRI
的保护作用与减轻体内氧化应激水平有关。 IIRI
的机制还包括炎性因子的释放。 由于氧化应激反

应、细菌和内毒素的作用,大量炎症因子被释放,这
些炎症因子进一步参与并促进氧化应激。 氧化应

激和炎症反应在缺血-再灌注损伤中相互促进,共
同导致肠道损伤,形成恶性循环。 IL-6 作为重要的

促炎因子参与炎性反应,IL-10 则是体内具有抗炎

作用的炎性因子[9] 。 本实验结果显示,IIRI 后 IL-6
含量增多,而银杏达莫预处理后 IL-6 含量减少,IL-
10 含量增多,这结果表明银杏达莫预处理可抑制

炎症反应,降低 IIRI 大鼠小肠组织中的促炎因子

水平,抑制氧化应激反应,有利于小肠细胞的修复,
进而达到减轻肠道黏膜损伤的作用。

 

在小肠缺血-
再灌注早期,由于组织缺氧,ATP 的产生减少,次
黄嘌呤在小肠缺血部位蓄积,导致再灌注时,氧分

子重新流入并于次黄嘌呤作用产生大量的超氧阴

离子和过氧化氢,进而通过多种信号级联反应激活

炎症反应、细胞凋亡等信号通路,导致细胞凋亡或

坏死,进而加剧小肠的组织损伤[10] 。 细胞凋亡是

由基因控制的细胞死亡,促凋亡蛋白 Bax 和抗凋亡

蛋白 Bcl-2 等在凋亡信号转导途径中发挥重要的

作用[11-14] 。 本实验结果显示,在小肠缺血-再灌注

过程中,银杏达莫预处理可显著降低 Bax 蛋白表

达,增加 Bcl-2 蛋白的表达,这表明银杏达莫预处

理可抑制细胞凋亡,减轻小肠组织损伤,对小肠组

织产生保护作用。
研究表明,PI3K / Akt 信号通路参与了炎症、凋

亡和氧化应激等多种细胞活动[15-16] ,对脑组织缺

血-再灌注具有调节作用[17] 。 然而,银杏达莫减轻

小肠缺血-再灌注的作用是否通过
 

PI3K / Akt 通路

发挥作用尚未见报道。 PI3K 调节 Akt 活化并磷酸

化产生 p-Akt,p-Akt 可抑制 NF-κB 的活化,减少炎

症因子的表达[18] 。 PI3K 通过第二信使 Bax 和

Bax-2,在细胞的增殖、凋亡等过程中起重要的作

用[19] 。 本实验结果显示,在 IIR 过程中,银杏达莫
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预处理可增加 Akt 蛋白表达,降低肠组织血清

MDA 含量及 IL-6、Bax 蛋白表达水平,升高 SOD 活

性和 Bcl-2 蛋白表达水平,减轻小肠组织损伤。 这

提示银杏达莫能够改善 IIRI,其机制与通过 PI3K /
Akt 通路调节细胞凋亡有关。 银杏达莫对 PI3K /
Akt 信号通路的调节作用可能是其发挥保护作用

的关键机制之一。 PI3K / Akt 信号通路在细胞的存

活、增殖、凋亡等多种生命活动中发挥着重要作用。
银杏达莫预处理能够增加 Akt 蛋白的表达,这可能

通过促进 PI3K 的活化,进而使 Akt 磷酸化,激活下

游一系列抗凋亡、抗氧化和抗炎的信号通路,如抑

制 NF-κB 的活化,减少炎症因子的表达,以及通过

调节 Bax 和 Bcl-2 的表达来抑制细胞凋亡,从而减

轻 IIRI。 此外,银杏达莫还可能通过调节其他与

PI3K / Akt 信号通路相关的信号分子或通路来发挥

更广泛的保护作用,这一点有待进一步深入研究。
TGF-β1 / Smads 信号通路是公认的与纤维化密

切相 关 的 信 号 通 路[20-23] 。 转 化 生 长 因 子 β1
(Transforming

 

growth
 

factor-β1,TGF-β1) 是一种重

要的促纤维化的信号转导分子[24] ,Smad 是 TGF-
β1

 

信号通路的下游信号分子和重要靶点。 纤维化

的基本原理是细胞外基质( ECM)沉积和降解之间

的不平衡,肌成纤维细胞大量产生 ECM
 

则可导致

纤维化[25] 。 TGF-β1 / Smads 通路可以诱导胶原Ⅰ
和纤连蛋白的合成,促进 ECM 的积累,并诱导胶原

分泌及促进肌纤维母细胞转分化和增殖,从而促进

纤维化的形成[23,26] 。 在该通路中 Smad2、Smad3 起

着正向调控作用。 本实验结果显示,银杏达莫预处

理能显著降低 Smad2、Smad3 蛋白表达水平,即通

过抑制 TGF-β1 / Smads 信号转导通路来抑制纤维

化的形成,从而发挥其对小肠纤维化的保护作用。
然而,本研究也存在一些局限性。 首先,实验

仅在动物模型上开展,其结果是否能够完全适用于

人类患者尚需进一步的临床研究验证。 其次,虽然

本研究探讨了银杏达莫在多个信号通路中的作用,
但对于其具体的作用靶点和分子机制尚未完全阐

明,需要后续更深入的分子生物学研究来进一步揭

示。 此外,实验中仅观察了银杏达莫预处理的保护

作用,对于其在 IIRI 发生后的治疗效果以及与其

他药物联合应用的潜在协同作用等也有待进一步

探索。
综上所述,银杏达莫注射液通过调节 PI3K /

Akt 信号通路降低大鼠血清 MDA 含量及小肠组织

中 IL-6、Bax 蛋白表达水平,升高血清 SOD 活性和

小肠组织 Bcl-2 蛋白表达水平,从而对炎症、凋亡

和氧化应激等多种细胞活动发挥调节作用。 此外,
银杏达莫注射液还可通过下调 Smad2、Smad3 蛋白

表达水平,抑制 TGF-β / Smads 信号通路,进而抑制

小肠纤维化。 银杏达莫预处理作为一种有效的治

疗手段,其对小肠缺血疾病的潜在作用机制有待进

一步探索。
利益冲突:所有作者均申明不存在利益冲突。
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