
书书书

·论　　著·　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１４．２６．００１

银杏黄酮对非酒精性脂肪肝病小鼠肝脏ＮＦκＢｐ６５和ＴＮＦα的影响
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　　摘　要：目的　观察不同剂量银杏黄酮对非酒精性脂肪肝病（ＮＡＦＬＤ）小鼠肝脏核因子κＢｐ６５（ＮＦκＢｐ６５）和肿瘤坏死因子

（ＴＮＦα）的影响。方法　采用高脂饲料喂养４周，构建小鼠ＮＡＦＬＤ模型。小鼠随机分为正常对照组，高脂模型组，银杏黄酮高、

中、低剂量治疗组。银杏黄酮高、中、低剂量组分别予不同剂量银杏黄酮灌胃，正常对照组和高脂模型组予生理盐水灌胃。治疗

１２周后处死小鼠检测肝组织 ＮＦκＢｐ６５表达，血清 ＴＮＦα、三酰甘油（ＴＧ）水平。结果　与正常对照组比较，高脂模型组 ＮＦ

κＢｐ６５、ＴＮＦα、ＴＧ水平升高（犘＜０．０５）。与高脂模型组比较，银杏黄酮高、中、低剂量组 ＮＦκＢｐ６５、ＴＮＦα、ＴＧ水平降低（犘＜

０．０５），且剂量越高降低越明显。结论　银杏黄酮可减少ＮＦκＢｐ６５及ＴＮＦα、ＴＧ的产生，从而对ＮＡＦＬＤ起到一定治疗作用。
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　　近年来非酒精性脂肪肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓ

ｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）在普通人群中发病率逐年增多，在上海、广东等

发达地区其患病率可达１５％，并且一些患者可能发展为脂肪

性肝炎（ＮＡＳＨ）、肝硬化，甚至肝癌，因而越来越引起人们的重

视。ＮＡＦＬＤ的发病机制目前尚未完全清楚，炎症因子失衡是

其中重要一环节。肿瘤坏死因子（ＴＮＦα）是主要炎症介质之

一，核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａｂｉｎｄｉｎｇ，ＮＦκＢ）是炎症转

录调节因子，两者都与炎症密切相关。银杏黄酮是银杏叶的提

取物，近年来研究表明其有抗炎抗氧化调节物质代谢作用。本

研究通过观察不同剂量银杏黄酮对 ＮＡＦＬＤ小鼠 ＮＦκＢｐ６５

和ＴＮＦα的影响，探讨银杏黄酮对ＮＡＦＬＤ小鼠的作用。

１　材料与方法

１．１　材料　动物：ＳＰＦ级昆明（ＫＭ）雄性小鼠１２０只，体质量

１８～２５ｇ，由桂林医学院动物实验中心提供（许可证号ＳＣＸＫ

桂２００７０００１）。分笼饲养于湿度约４０％，温度约２８℃环境

中，自由进食进水。试剂：银杏黄酮（汉中天然谷生物科技有限

公司）；胆固醇（成都科龙化工试剂厂）；丙硫氧嘧啶片（上海复

兴朝晖药业有限公司）；蛋黄粉（苏州大德汇鑫生物科技有限公

司）；猪油自备。ＮＦκＢｐ６５ＲＴＰＣＲ试剂（北京艾德莱生物科

技有限公司）；ＴＮＦαＥＬＩＳＡ 试剂（深圳达科为生物技术有限

公司）。

１．２　方法

１．２．１　动物模型制备及分组　１２０只昆明（ＫＭ）小鼠适应性

喂养１周后分为正常对照组３０只和高脂造模组９０只。正常

对照组予普通饮食喂养，高脂造模组予高脂饮食（２％胆固醇、

５％蛋黄粉、１０％猪油、０．２％丙硫氧嘧啶、７２．８％普通饲料）喂
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养。每周称体质量１次，４周末处死正常对照组１０只，高脂造

模组１０只，通过肝脏的病理变化确定造模成功。造模成功后，

正常对照组剩下２０只继续普食喂养；高脂造模组剩下的８０只

继续高脂喂养并随机再将其分为４组：高脂模型组，银杏黄酮

高、中、低剂量治疗组，每组各２０只。

１．２．２　药物干预　银杏黄酮高剂量组予银杏黄酮３００ｍｇ·

ｋｇ
－１·ｄ－１灌胃，中剂量组予银杏黄酮１５０ｍｇ·ｋｇ

－１·ｄ－１灌

胃，低剂量组予银杏黄酮７５ｍｇ·ｇ
－１·ｄ－１灌胃，正常对照组

和高脂模型组予等剂量生理盐水灌胃１次／天。实验动物自由

进食和饮水，每周称质量１次。

１．２．３　标本的采集　于给药后１２周处死小鼠，处死前隔夜禁

食，氯胺酮麻醉，断头取血，以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清

液，－８０℃保存备用。所有血清标本同批测定。在分离肝脏

后迅速取肝左叶用４％多聚甲醛固定，常规石蜡包埋后切片，

ＨＥ染色；余肝脏组织剪成小块状－８０℃保存备用。

１．２．４　观察指标

１．２．４．１　肝组织ＮＦκＢｐ６５的检测　采用ＲＴＰＣＲ法测定小

鼠肝组织ＮＦκＢｐ６５相对水平，严格按试剂盒步骤操作提取肝

组织总ＲＮＡ，逆转录成ｃＤＮＡ，ＰＣＲ扩增。扩增 ＮＦκＢｐ６５引

物序列：上游５′ＡＣＴＧＣＣＧＧＧＡＴＧＧＣＴＡＣＴＡＴ３′，下游

５′ＴＣＴＧＧＡＴＴＣＧＣＴＧＧＣＴＡＡＴＧＧ３′，产物长度１２６

ｂｐ，退火温度５５℃，３５个循环。内参βａｃｔｉｎ引物序列：上游

５′ＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣ３′，下游５′ＣＴＧＧＡＡ

ＧＧＴＧＧＡＣＡＧＴＧＡＧ３′，产物长度４４５ｂｐ，退火温度５５℃，

３０个循环。电泳，ＪＳ７８０全自动凝胶成像分析仪凝胶成像（上

海培清科技公司），通过ＳｅｎｓｉＡｎｓｙｓ凝脱胶图像分析软件（上

海培清科技公司）读取产物电泳条带的光密度扫描值，将 ＮＦ

κＢｐ６５条带与内参照βａｃｔｉｎ条带光密度扫描值的比值作为

ＮＦκＢｐ６５表达的相对水平。

１．２．４．２　血清生化指标的检测　采用ＥＬＩＳＡ法测定血清中

ＴＮＦα的水平；采用全自动生化分析仪（桂林医学院附属医院

的日立全自动生化分析仪７６００型）测定血清三酰甘油（ＴＧ）

水平。

１．２．４．３　肝组织病理切片检查　由同一病理科医生在光学显

微镜下检查，作出单盲判断。每张切片观察５个肝小叶，以平

均每个肝小叶内脂肪变性的肝细胞所占百分比表示肝脏脂肪

变性程度。肝细胞脂肪变性判断标准为：以肝小叶内未见脂滴

肝细胞为（－），脂肪肝细胞占肝细胞总数小于１／３为（＋），

１／３～２／３为（＋＋），大于２／３为（＋＋＋），几乎均成脂滴肝细

胞为（＋＋＋＋）。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，计量资料用

狓±狊表示，多组间均数进行单因素方差分析及ＳＮＫ狇检验，等

级资料用Ｒｉｄｉｔ分析，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组小鼠肝组织 ＮＦκＢｐ６５的比较　各组小鼠 ＮＦ

κＢｐ６５相对表达量即 ＮＦκＢｐ６５条带与内参照βａｃｔｉｎ条带光

密度扫描值的比值，正常对照组为０．２４±０．０１，高脂模型组为

０．５２±０．０５，银杏黄酮高剂量组为０．３３±０．０４，银杏黄酮中剂

量组为０．３８±０．０２，银杏黄酮低剂量组为０．４１±０．０４。与正

常对照组相比，高脂模型组 ＮＦκＢｐ６５水平升高（狇＝２４．３８，

犘＜０．０５）；与高脂模型组相比，银杏黄酮高、中、低剂量组 ＮＦ

κＢｐ６５水平降低（狇＝１２．７１、１１．４６、７．３３，犘＜０．０５）；与银杏黄

酮高剂量组相比，中、低剂量组 ＮＦκＢｐ６５水平升高（狇＝４．４０、

６．０８，犘＜０．０５）；与银杏黄酮中剂量组相比，低剂量组 ＮＦ

κＢｐ６５水平升高（狇＝３．３，犘＜０．０５）。ＰＣＲ电泳图见图１。

　　１：Ｍａｒｋ；２：正常对照组；３：银杏黄酮中剂量组；４：银杏黄酮高剂量

组；５：高脂模型组；６：银杏黄酮低剂量组。

图１　　ＲＴＰＣＲ肝组织ＮＦκＢｐ６５的表达

２．２　各组小鼠血清ＴＮＦα、ＴＧ的变化　与正常对照组相比，

高脂模型组ＴＮＦα、ＴＧ升高（犘＜０．０５）；与高脂模型组相比，

银杏黄酮高、中、低剂量组ＴＮＦα、ＴＧ下降（犘＜０．０５）；与高剂

量组相比，中、低剂量组ＴＮＦα、ＴＧ升高（犘＜０．０５）；与中剂量

组相比，低剂量组ＴＮＦα、ＴＧ升高（犘＜０．０５），见表１。

表１　　各组小鼠血清ＴＮＦα、ＴＧ的变化（狓±狊，狀＝２０）

组别 ＴＮＦα（μｇ／Ｌ） ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

正常对照组 ０．５７±０．０３ ０．５２±０．０５

高脂模型组 １．２４±０．０７ａ １．８９±０．１３ｂ

银杏黄酮

　高剂量组 ０．７１±０．０４ｃ ０．７２±０．０４ｄ

　中剂量组 ０．８９±０．０５ｅｉ ０．８５±０．０６ｆｊ

　低剂量组 ０．９７±０．０７ｇｋｍ １．０７±０．０７ｈｌｎ

　　ａ：狇＝３９．４，ｂ：狇＝４３．９９，犘＜０．０５，与正常对照组比较；ｃ：狇＝

２９．３４，ｄ：狇＝３８．４７，ｅ：狇＝１７．８８，ｆ：狇＝３２．４８，ｇ：狇＝１１．９３，ｈ：狇＝２４．８４，

犘＜０．０５，与高脂模型组比较；ｉ：狇＝１２．９２，ｊ：狇＝８．０６，ｋ：狇＝１４．６９，ｌ：

狇＝１９．４１，犘＜０．０５，与高剂量组比较；ｍ：狇＝４．１６，ｎ：狇＝１０．６７，犘＜

０．０５，与中剂量组比较。

表２　　各组小鼠肝组织病理改变的比较（狀＝２０）

组别
脂肪性改变

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋
犚

正常对照组 ２０ ０ ０ ０ ０ ０．１５

高脂模型组 ０ ０ ０ １６ ４ ０．７２ａ

银杏黄酮

　高剂量组 ０ ４ １５ １ ０ ０．３８ｂ

　中剂量组 ０ ０ １６ ４ ０ ０．４６ｂｃ

　低剂量组 ０ ０ ９ １１ ０ ０．６３ｂｃｄ

　　ａ：犘＜０．０５，与正常组比较；ｂ：犘＜０．０５，与高脂模型组比较；ｃ：犘＜

０．０５，与高剂量组比较；ｄ：犘＜０．０５，与中剂量组比较。

２．３　各组小鼠肝脏组织病理学改变　病理学检验：（１）正常对

照组小鼠肝细胞脂肪变均为（－），肝组织结构完整，细胞以中

央静脉为中心，呈放射状整齐排列，细胞核圆位于中央，细胞胞
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质丰富，核膜清晰。（２）高脂模型组，肝细胞排列不整齐，肝细

胞内出现大小不等的脂滴，多为大脂滴和中等大小脂滴，细胞

胞质呈现空泡状，细胞核不居中，被挤向细胞的一侧。（３）银杏

黄酮高剂量组，肝细胞排列不整齐，细胞内散在分布小的脂滴

和偶见中等大小的脂滴，数量较少。（４）银杏黄酮中剂量组，肝

细胞排列不整齐散在分布中小脂滴，少量大脂滴。（５）银杏黄

酮低剂量组，肝细胞排列不整齐，细胞内脂滴细胞多为中等大

小，小脂滴少见，数量较高脂模型组小鼠明显减少，但仍略多于

高、中剂量组，见表２、图２。与正常对照组相比，高脂模型组肝

脂肪变差异有统计学意义（犘＜０．０５）；与高脂模型组相比，银

杏黄酮高、中、低剂量组肝脂肪变差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；与高剂量组相比，中、低剂量组脂肪变差异有统计学意

义（犘＜０．０５）；与中剂量组相比，低剂量组脂肪变差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。

　　Ａ：正常对照组；Ｂ：高脂模型组；Ｃ：银杏黄酮高剂量组；Ｄ：银杏黄酮中剂量组；Ｅ：银杏黄酮低剂量组。

图２　　各组小鼠组肝组织显微镜观察（ＨＥ，×２００）

３　讨　　论

ＮＡＦＬＤ发病机制复杂，至今仍尚未完全阐明，目前相对

成熟的解释是“二次打击”学说，胰岛素抵抗（ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔ

ａｎｃｅ，ＩＲ）进行初次打击；炎症因子失衡，触发或抑制氧化应激

和脂质过氧化，对肝细胞进行二次打击，导致肝脏炎症、坏死和

纤维化［１２］。ＮＦκＢ作为一种前炎症基因的转录调控因子，在

炎症和免疫反应及细胞凋亡路径中起着重要的作用，生理情况

下ＮＦκＢ以二聚体的形式与 ＮＦκＢ抑制蛋白结呈非活性状

态，当细胞受到刺激后ＮＦκＢ发生核移位，引起相应靶基因的

转录激活，活化的ＮＦκＢ调控多种炎症相关细胞因子表达，参

与炎症反应［３６］。在肝脏的肝实质细胞、内皮细胞、胆管上皮细

胞和枯否氏细胞中均可以检测到ＮＦκＢ活性
［７］。ＴＮＦα是机

体内主要的促炎因子和脂肪细胞因子之一，在 ＮＡＳＨ 的发展

中起重要作用。有研究表明，脂肪肝动物模型中ＴＮＦα水平

升高，抗ＴＮＦα抗体能够改善ＮＡＳＨ的形成
［８］。本实验结果

也显示与正常对照组相比，高脂模型组ＴＮＦα明显升高。

银杏黄酮是从银杏叶中提取出来的衍生物，它的生物活性

多样，具有降血脂、扩张血管、抗动脉粥样硬化、抗癌和抑制血

小板聚集功能等功能，被广泛应用于心血管疾病等方面［９１１］。

事实上银杏黄酮的作用远非于此，其还具有较强的降糖、抗炎、

抗氧化清除自由基能力等作用［１０，１２］。医学界关于银杏黄酮抗

炎抗氧化作用的研究并不多，尤其对ＮＡＦＬＤ的作用的研究更

是少见。本研究通过不同剂量银杏黄酮对 ＮＡＦＬＤ小鼠进行

干预治疗，观察肝病理切片显示银杏黄酮干预治疗后脂肪变程

度较高脂模型组减轻，且银杏黄酮剂量越高，脂肪变越轻；银杏

黄酮治疗组的ＮＦκＢｐ６５、ＴＮＦα、ＴＧ的水平均较高脂模型组

降低，剂量越高疗效越明显，表明银杏黄酮可以减轻小鼠肝脏

脂肪变性及炎性程度，且剂量越高效果越显著。

综上所述，银杏黄酮可减少 ＮＡＦＬＤ小鼠的 ＮＦκＢｐ６５、

ＴＮＦα、ＴＧ的产生，起到抗炎降脂作用，从而对 ＮＡＦＬＤ起到

一定的治疗作用，有望为ＮＡＦＬＤ临床治疗提供一种新的药物

选择。此外本实验虽然表明了银杏黄酮给药剂量３００ｍｇ·

ｋｇ
－１·ｄ－１对ＮＡＦＬＤ小鼠治疗作用较比其他更低剂量的效果

好，但是否高于此剂量治疗效果还会更显著还有待进一步

研究。
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