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[摘要] 目的 探究银杏内酯B对脂肪肝小鼠肝脏缺血再灌注损伤的影响及其机制。方法 选择60%高脂

饲料喂养16周的C57BL/6J雄性小鼠共25只,分为假手术组(开腹后缝合)、模型组(阻断肝中、左叶血流1h后再

灌注6h)、银杏内酯B组(25mg/kg银杏内酯B腹腔注射2次后同模型组处理)、GW9662组(1mg/kgGW9662腹

腔注射2次后同模型组处理)、GW9662+银杏内酯B组(25mg/kg银杏内酯B+1mg/kgGW9662混合溶液腹腔

注射2次后同模型组处理)。给药并行手术后6h检测各组小鼠血清谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)水平,

免疫印迹法检测各组小鼠肝组织Bax、Bcl-2、PPARγ蛋白表达水平,油红 O染色检测各组小鼠肝脏组织脂肪化程

度,HE染色检测各组小鼠肝脏组织坏死程度。结果 油红 O染色结果显示,各组小鼠肝脏脂肪化程度已达脂肪

肝水平。血清酶学检测结果显示,银杏内酯B组、GW9662+银杏内酯B组小鼠血清ALT、AST水平均显著低于模

型组(P<0.05),银杏内酯B组小鼠血清ALT水平显著低于GW9662+银杏内酯B组(P<0.05)。HE染色结果显

示,银杏内酯B组小鼠肝组织坏死面积百分比显著低于模型组及GW9662+银杏内酯B组(P<0.05)。免疫印迹

结果显示,银杏内酯B组小鼠肝组织Bax表达水平显著低于模型组(P<0.05),而Bcl-2、PPARγ表达水平显著高

于模型组及GW9662+银杏内酯B组(P<0.05)。结论 银杏内酯B可通过上调肝组织PPARγ水平以减轻脂肪

肝小鼠缺血再灌注损伤。
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TheAffiliatedHospitalofQingdaoUniversity,Qingdao266035,China)

[ABSTRACT] Objective ToinvestigatetheeffectofginkgolideBonhepaticischemia-reperfusioninjuryinmicewithfatty
liverdiseaseanditsmechanism. Methods Atotalof25maleC57BL/6Jmicewerefedwith60%high-fatdietfor16weeks,and

thentheyweredividedintosham-operationgroup(laparotomyandsuture),modelgroup(occlusionofbloodflowinthemiddleand

leftlobesoftheliverfor1h,followedbyreperfusionfor6h),ginkgolideBgroup(intraperitonealinjectionof25mg/kgginkgolide

Btwice,followedbythetreatmentinthemodelgroup),GW9662group(intraperitonealinjectionof1mg/kgGW9662twice,fol-

lowedbythetreatmentinthemodelgroup),andGW9662+ginkgolideBgroup(intraperitonealinjectionof25mg/kgginkgolide

B+1mg/kgGW9662twice,followedbythetreatmentinthemodelgroup).At6hafteradministrationandsurgery,theserum

levelsofalanineaminotransferase(ALT)andaspartateaminotransferase(AST)weremeasuredforeachgroup;Westernblotting

wasusedtomeasuretheproteinexpressionlevelsofBax,Bcl-2,andPPARγinlivertissue;oilredOstainingwasusedtomeasure

thedegreeoffattychangesintheliver,andHEstainingwasusedtomeasurethedegreeofnecrosisinlivertissue. Results Oil

redOstainingshowedthatthedegreeoffattychangesintheliverhadreachedtheleveloffattyliverdiseaseineachgroup.These-

rumenzymaticanalysisshowedthattheginkgolideBgroupandtheGW9662+ginkgolideBgrouphadsignificantlylowerserumle-

velsofALTandASTthanthemodelgroup(P<0.05),andtheginkgolideBgrouphadasignificantlylowerserumlevelofALT

thantheGW9662+ginkgolideBgroup(P<0.05).HEstainingshowedthattheginkgolideBgrouphadasignificantlylowerper-

centageofnecroticareainlivertissuethanthemodelgroupandtheGW9662+ginkgolideBgroup(P<0.05).Westernblotting
showedthattheginkgolideBgrouphadasignificantlylowerexpressionlevelofBaxinlivertissuethanthemodelgroup(P<

0.05),aswellassignificantlyhigherexpressionlevelsofBcl-2andPPARγthanthemodelgroupandtheGW9662+ginkgolideB

group(P<0.05). Conclusion GinkgolideBcanalleviateischemia-reperfusioninjuryinmicewithfattyliverdiseasebyupregu-

latingPPARγinlivertissue.
[KEYWORDS] Reperfusioninjury;Fattyliver;Bilobalides;PPARgamma;Diseasemodels,animal

  银杏内酯B是从银杏叶及其根皮中分离出的

特异性血小板活化因子强效选择拮抗剂[1]。研究表

明银杏内酯B具有抗炎、抗过敏、抗氧化及神经保
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护等多种作用[2]。近年来银杏内酯B被广泛应用

于各类炎症反应或器官缺血再灌注(I/R)损伤改善

的研究中[3-5]。终末期肝脏疾病严重影响患者的生

存质量,现代医学对于终末期肝病最有效的治疗手

段即为肝脏移植[6]。然而,肝脏移植势必会导致肝

脏组织I/R损伤的发生,其发生机制复杂且极大影

响患者的预后[7-8],加之近年来供肝脏移植中供体肝

脏出现脂肪肝的概率逐渐增高,因此探究新的脂肪

肝I/R损伤治疗靶点尤为重要。过氧化物酶体增

殖物激活受体(PPARs)具有调控炎症及脂质平衡

等多种功能,其一般分为PPARα、PPARβ、PPARγ
三种类型,分别由不同基因编码[9-10]。肝脏组织中

PPARs主要表型为PPARα,其主要调节肝细胞脂

质代谢。有研究表明仅通过调控PPARα无法有效

改善肝细胞脂肪浸润,但是联合调控PPARα以及

PPARγ则能够有效地改善肝细胞的脂肪浸润[11]。

GW9662为PPARγ的特异性抑制剂,有研究表明

GW9662可以通过抑制PPARγ表达加剧肝脏损

伤[12]。目前对于银杏内酯B能否减轻脂肪肝的I/

R损伤尚未有研究涉及。本研究通过建立小鼠非酒

精性脂肪肝I/R损伤模型,探究银杏内酯B对脂肪

肝I/R损伤的改善作用。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与器械

雄性5周龄SPF级C57BL/6J小鼠(体质量为

18~20g)购自北京斯贝福生物技术有限公司,蛋白

免疫印迹实验用电泳仪、转膜槽以及电泳槽购自美

国Bio-Rad公司,PVDF膜购自德国 Milipore公司,
兔源性β-actin抗体购自武汉三鹰生物技术有限公

司,兔源性Bax抗体、兔源性Bcl-2抗体购自浙江华

安生物技术有限公司,兔源性PPARγ抗体购自美

国CellSignalingTechnology公司,60%高脂饲料

购自江苏协同医药生物工程有限责任公司,银杏内

酯B、GW9662购自美国Glpbio公司,RIPA细胞裂

解液购自北京索莱宝科技有限公司,显影液购自江

苏新赛美生物科技有限公司。

1.2 小鼠的饲养、分组及处理

将小鼠饲养在青岛大学医学部动物实验中心的

SPF级鼠房,饲养环境为20~24℃,12/12h昼夜

节律,空气湿度约为50%,自由进食与饮水。使用

60%高脂饲料喂养小鼠16周后,选择体质量≥37g
的小鼠共25只。将小鼠随机分组,假手术组以1%
戊巴比妥钠溶液麻醉后沿小鼠腹正中线切开后缝合

关腹,不做其他处理;模型组以1%戊巴比妥钠溶液

麻醉后沿小鼠腹正中线切开后轻柔分离肝脏组织,
使用显微血管夹阻断肝左叶、肝中叶血流,期间需保

持小鼠腹部湿润与小鼠体温,1h后取下血管夹,轻
柔关腹后将小鼠置于温暖环境;银杏内酯B组腹腔

注射25mg/kg银杏内酯B,共2次,中间间隔12h,
随后同模型组处理;GW9662组腹腔注射1mg/kg
GW9662,共2次,中间间隔12h,随后同模型组处

理;GW9662+银杏内酯B组腹腔注射25mg/kg银

杏内酯B+1mg/kgGW9662混合溶液,共2次,中
间间隔12h,随后同模型组处理,每组均5只小鼠。

1.3 各组小鼠血清谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶

(AST)水平检测

手术后6h再次麻醉各组小鼠,每只采集眼球

血1.5mL于EP管中,室温静置2h后,4℃过夜,

4℃下3000r/min离心15min,取上清液检测小鼠

血清中ALT、AST水平。结果取3次重复实验的

平均值。

1.4 油红O及 HE染色检测各组小鼠肝组织损伤

情况

脱颈处死各小组小鼠,分离肝脏左叶及中叶,将
肝左叶保存至4%甲醛溶液中备用,肝中叶分离成

4~5小块置于2mL冻存管中,于-80℃冰箱保存

备用。取浸泡于4%甲醛溶液的各组小鼠肝左叶组

织,固定脱水、透明、浸蜡包埋、切片并烘干后,按照

油红 O及 HE染色试剂盒说明书要求的步骤进行

染色,封片后在正置显微镜下拍照。使用ImageJ
软件测量并计算HE染色切片中各组小鼠肝组织坏

死面积百分比,坏死面积百分比=切片中肝组织坏

死面积/切片总面积×100%,结果取3次重复实验

的均值。

1.5 免疫印迹法检测各组小鼠肝组织Bax、Bcl-2、

PPARγ蛋白表达水平

取小鼠肝中叶组织分离为绿豆大小组织块,使
用RIPA细胞裂解液、组织研磨仪及超声细胞粉碎

机裂解1h。裂解结束后4℃下25420r/min离心

30min,取上清液。使用BCA法进行蛋白定量分

析,按照1∶4比例加入LoadingBuffer,100℃恒温

煮蛋白5~10min,冷却后4℃下25420r/min离

心2~3min。将处理完的蛋白进行电泳分离,使用

SDS-PAGE分离胶配制电泳用胶体,PVDF膜转

膜。使用1×TBST缓冲液配制含0.05g/L脱脂奶

粉的封闭液,在水平摇床上室温封闭1h(80次/

min)。封闭结束以后使用1×TBST缓冲液清洗
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PVDF膜3次,分别使用Bax(1∶2000)、Bcl-2(1∶
2000)、PPARγ(1∶1000)以及β-actin(1∶10000)
抗体4℃下水平摇床上孵育过夜。使用1×TBST
缓冲液在室温下水平摇床放置10min(80次/min),
使用1×TBST缓冲液洗膜5次。使用 HRP偶联

抗体(1∶5000)孵育二抗,并在室温下水平摇床孵

育1h(80次/min),再次使用1×TBST缓冲液洗膜

5次。将条带置于TANON显影仪进行显影后分析

各蛋白条带灰度值,蛋白相对表达量以各蛋白灰度

值/β-actin蛋白灰度值计算。结果取3次重复实验

的平均值。

1.6 统计学处理

使用GraphPad8.02软件对数据进行统计学分

析。符合正态分布的计量资料采用􀭺x±s 表示,多
组之间的比较采用单因素方差分析,组间两两比较

则采用Dunnettt法。以P<0.05为差异具有统计

学意义。

2 结  果

2.1 各组小鼠血清ALT、AST水平比较

血清学检测结果显示,假手术组、模型组、银杏

内酯B组、GW9662组和GW9662+银杏内酯B组

小鼠血清中ALT水平分别为(33.5±9.7)、(2633.7±
966.2)、(685.3±54.3)、(1825.2±72.1)、(1241.8±

103.1)U/L;血清AST水平分别为(115.5±16.6)、
(2441.2±555.1)、(1038.5±101.4)、(2454.6±
296.6)、(1580.3±524.1)U/L。各组小鼠血清中

ALT、AST水平差异显著(F=21.19、48.88,P<
0.05),银杏内酯B组、GW9662+银杏内酯B组小

鼠血清 ALT、AST水平均显著低于模型组(P<
0.05),银杏内酯B组小鼠血清ALT水平显著低于

GW9662+银杏内酯B组(P<0.05),AST水平与

GW9662+银杏内酯B组无明显差异(P>0.05)。

2.2 各组小鼠肝组织损伤情况比较

油红O染色结果显示,各组小鼠脂滴均呈现橘

红色气泡状,分布均匀且广泛。HE染色结果显示,
假手术组小鼠肝组织无明显异常,其他四组小鼠肝

组织均可见均质红染区域,提示肝脏组织中出现坏

死。假手术组、模型组、银杏内酯B组、GW9662组

和GW9662+银杏内酯B组小鼠肝组织坏死面积百

分比分别为(0.20±0.01)%、(74.66±20.22)%、
(34.67±4.23)%、(70.67±17.56)%以及(68.33±
13.57)%。各组小鼠肝组织坏死面积百分比差异显

著(F=202.80,P<0.05),其中银杏内酯B组小鼠

肝组织坏死面积百分比低于模型组及GW9662+银

杏内酯B组(P<0.05),GW9662+银杏内酯B组小

鼠肝组织坏死面积百分比与模型组比较无显著差异

(P>0.05)。见图1。

图1 各组小鼠肝脏组织油红O及HE染色结果(200倍,箭头所指为坏死区域)

2.3 各组小鼠肝组织Bax、Bcl-2、PPARγ蛋白表达

水平比较

免疫印迹实验结果显示,各组小鼠肝组织Bax、

Bcl-2、PPARγ表达水平均有显著差异(F=6.67~
9.81,P<0.05);其中银杏内酯B组小鼠肝组织Bax
水平显著低于模型组(P<0.05),Bcl-2、PPARγ水

平显著高于模型组以及GW9662+银杏内酯B组小

鼠(P<0.05)。见图2、表1。

3 讨  论

近十年来,我国终末期肝病的患病率越来越高,
目前对于终末期肝病最有效的治疗手段为肝脏移
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A~E分别为假手术组、模型组、银杏内酯B组、GW9662组以

及GW9662+银杏内酯B组

图2 各组小鼠肝组织Bax、Bcl-2、PPARγ蛋白表达水平

  表1 各组小鼠肝组织Bax、Bcl-2、PPARγ蛋白表达水

平比较(n=5,􀭵x±s)

组别 Bax Bcl-2 PPARγ

假手术组 1.048±0.0091.392±0.2121.753±0.204
模型组 1.389±0.5240.780±0.0490.839±0.013
银杏内酯B组 0.594±0.0041.886±0.1951.597±0.239

GW9662组 1.328±0.2221.028±0.1310.811±0.081

GW9662+银杏内酯B组 0.767±0.1170.601±0.0620.638±0.068

植[13-14]。肝移植手术患者无法避免肝组织I/R损

伤发生,而I/R损伤严重影响患者预后[15-17]。肝功

能检测是检测患者移植肝脏状态的重要指标,而动

物实验中则可通过计算动物模型肝脏组织切片坏死

面积比例及检测肝组织凋亡相关蛋白等表达水平变

化评估肝脏损伤程度。银杏内酯B是从银杏叶或

根茎中提取出的一种具有特异血小板活化因子的强

效选择性拮抗剂[1,18]。多项研究表明,银杏内酯B
具有抗炎、抗过敏、抗氧化以及神经保护等系列作

用[2,19]。另外银杏内酯B能够减轻缺血性心脏病及

缺血性脑病损伤,并能减轻脂肪性肝病肝细胞中脂

肪浸润程度[20-21]。PPARs为过氧化物酶体增殖物

激活受体,在体内具有调控脂质代谢、葡萄糖代谢、
细胞分化等功能,PPARγ属于 PPARs的分型之

一[22-23]。既往研究表明,银杏内酯B能够通过调控

PPARγ来缓解缺血性心肌病进展[20]。也有研究表

明,银杏内酯B可通过激活PPARγ上调TGF-β表

达,从而缓解缺血性脑损伤[5]。GW9662为PPARγ
的特效抑制剂,有研究表明GW9662可以通过抑制

PPARγ表达加剧脓毒症所致肝损伤[12]。
本研究中,根据油红 O染色以及 HE染色结

果,我们成功建立了脂肪肝小鼠肝脏I/R损伤模

型。血清酶学中 ALT、AST水平能一定程度代表

肝脏受损程度,本研究中银杏内酯B组、GW9662+
银杏内酯B组小鼠血清 ALT、AST表达水平均显

著低于模型组,银杏内酯B组小鼠血清 ALT表达

水平显著低于GW9662+银杏内酯B组,且银杏内

酯B组小鼠肝组织坏死面积百分比显著低于模型

组和GW9662+银杏内酯B组。证明银杏内酯B
能够通过上调脂肪肝小鼠肝组织PPARγ表达减轻

肝组织I/R损伤。有研究表明,小鼠肝组织PPARγ
表达上调可抑制促炎性 Kupffer细胞表达,进而抑

制IL-10、TNF-α等促炎因子的表达与释放,从而缓

解肝脏I/R损伤[24],但本研究中银杏内酯B上调

PPARγ表达缓解肝脏I/R损伤的具体机制尚需进

一步实验验证。在肝脏I/R损伤模型中,受损肝组

织中肝细胞存在凋亡、焦亡、铁死亡等多种死亡方

式,本研究以细胞凋亡标志蛋白Bax(促凋亡蛋白)
及Bcl-2(抗凋亡蛋白)为指标评估小鼠肝脏I/R损

伤的严重程度。免疫印迹实验结果显示,银杏内酯

B组小鼠肝组织Bax表达水平显著低于模型组,但
与GW9662+银杏内酯B组差异不明显,银杏内酯

B组小鼠肝组织Bcl-2、PPARγ表达水平则显著高

于模型组和GW9662+银杏内酯B组。表明银杏内

酯B可能通过上调脂肪肝小鼠肝组织PPARγ表达

抑制了肝细胞凋亡,从而减轻了肝脏I/R损伤。银

杏内酯B组与GW9662+银杏内酯B组小鼠肝组

织Bax水平差异不显著的原因,推测为GW9662+
银杏内酯B组混合溶液给药方式影响了 GW9662
对PPARγ的抑制作用,后续我们会针对此问题进

一步研究以增加结果的可信度。
本研究中存在一定不足之处,首先本研究未涉

及PPARγ对于脂肪肝小鼠肝组织I/R损伤影响的

体外验证,以及其相关下游通路和具体机制的验证;
另外,银杏内酯B是否可以减轻脂肪肝小鼠肝组织

脂肪浸润本研究也未进行验证。
综上所述,银杏内酯B可以通过上调PPARγ

的表达,以减轻脂肪肝小鼠肝组织I/R损伤。该结

论可能为临床脂肪供肝肝脏移植术后患者的恢复治

疗提供一个治疗新靶点。
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