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银杏叶提取物预处理对大鼠移植肝的保护

作用
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（中南大学湘雅三医院 湘雅移植医学研究院，湖南 长沙 ４１００１３）

　　摘要：目的　探讨银杏叶提取物（ＥＧｂ）预处理对大鼠移植肝的保护作用。方法　采用 Ｋａｍａｄａ′ｓ
袖套法建立大鼠原位肝移植模型。将大鼠随机分为银杏叶提取物预处理（ＥＧｂ）组、生理盐水对照

（ＮＳ）组和假手术组（ＳＯ）。分别于供肝再灌注后 ２，６，２４ｈ处死动物，检测血清 ＡＬＴ和 ＡＳＴ；肝组织组

织学检查，ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡；ＲＴＰＣＲ检测肝组织 ＴＮＦαｍＲＮＡ及 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达。结果　

供肝再灌注 ２，６，２４ｈ，ＥＧｂ组血清 ＡＬＴ水平及细胞凋亡指数均明显低于生 ＮＳ组（Ｐ ＜０．０１）。血清

ＡＳＴ水平 在 供 肝 再 灌 注 ２，６ｈ时 明 显 低 于 ＮＳ组 （Ｐ ＜０．０１）。供 肝 再 灌 注 后 ２，６ｈ时 ＥＧｂ组

ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达明显低 ＮＳ组（Ｐ＜０．０５）。供肝再灌注后 ２，６，２４ｈＥＧｂ组 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达明显

高于 ＮＳ组（Ｐ＜０．０１）。结论　经 ＥＧｂ预处理供可减轻大鼠肝移植供肝的缺血／再灌注损伤和细胞

凋亡，影响 ＴＮＦαｍＲＮＡ，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达，对供肝有保护作用。
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　　２１世纪以来肝移植手术获得快速的发展，然

而在供肝获取过程中发生的移植肝缺血／再灌注

（Ｉ／Ｒ）损伤，不仅导致移植肝原发性无功能，而且

可增强移植肝的免疫原性，增加急、慢性排斥反应

的发生率。移植肝 Ｉ／Ｒ损伤的确切机制仍不甚明

了。越来越多的证据表明，细胞调亡在移植肝 Ｉ／Ｒ

损伤的发生机制中占有重要地位。针对细胞凋亡

各种途径的治疗策略，可有效地减轻移植肝 Ｉ／Ｒ损

伤。如何减轻肝移植术后的这种损伤，提高肝移植

的长期存活率是目前研究的热点。银杏叶提取物

（ｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｅｘｔｒａｃｔ，ＥＧｂ）是从银杏叶中提取的有

效成分的化合物，主要为总黄酮类及银杏内酯等；

其有独特的抗自由基及调整循环系统，改善血液循

环，组织保护等作用［１］。本实验利用大鼠肝移植

Ｉ／Ｒ损伤模型观察 ＥＧｂ对大鼠肝移植 Ｉ／Ｒ损伤的保

护作用。

１　材料与方法

１．１　材料

雄性 ＳＤ大鼠 ９０只，购于中南大学实验动物中

心，体重 ２８０～３２０ｇ。常规显微手术器械（上海医

疗器械有限公司手术器械厂）、ＥＧｂ注射液（每支

５ｍＬ注射液含 １７．５ｍｇＥＧｂ，标定含银杏黄酮甙４．２

ｍｇ，１ｍＬ注射液含 ４０ｍｇ山梨醇及 ３．５％体积比的

乙醇，购自德国威玛舒培博士药厂）、７０带线缝合

针（上海医用缝合针厂）。

１．２　动物模型制作

大鼠原位肝移植模型采用 Ｋａｍａｄａ′ｓ袖套法［２］。

乙醚吸入麻醉，肝上下腔静脉用 ７０带线缝合针连

续缝合，肝下下腔静脉重建采用套管法（内经０．３ｃｍ

的聚乙烯管），门静脉重建采用套管法（内经０．２ｃｍ

的聚乙烯管），胆总管重建采用插管法（０．５ｃｍ长的

硬膜外导管），肝动脉不予重建。供肝的热缺血时

间 ０～１ｍｉｎ，冷缺血时间 ９０ｍｉｎ，无肝期平均为 １８～

２２ｍｉｎ（１９．６７±１．６３）ｍｉｎ。ＥＧｂ组：于切取供肝前

１ｈ经阴茎背静脉注射 ＥＧｂ４０ｍｇ／ｋｇ＋ＮＳ共 ２ｍＬ。

ＮＳ组：于 切 取 供 肝 前 １ｈ经 阴 茎 背 静 脉 注 射 ＮＳ

２ｍＬ。ＳＯ组：打开腹腔，充分游离肝脏、结扎左膈静

脉、左肝至食管周围的静脉、右肾上腺静脉，然后关

腹，ＳＯ组不进行肝移植。

１．３　动物分组及取材

将成模大鼠随机分为：银杏叶提取物预处理组

（简称 ＥＧｂ组）供体 １８只，受体 １８只；生理盐水对

照组（ＮＳ组）供体 １８只，受体 １８只；另设假手术

组（ＳＯ组）１８只。分别于大鼠肝移植供肝再灌注

后或术后 ２，６，２４ｈ处死动物，每个时间点每组 ６

只。

１．４　标本处理及病理学检查

动物处死后立即从下腔静脉采血 ４ｍＬ送检肝

功能 （ＡＬＴ，ＡＳＴ）。 将 用 ０．１％ 焦 碳 酸 二 乙 酯

（ＤＥＰＣ）处理过的 ５ｍＬ冻存管保存于 －８０℃超低温

冰箱备用。剩下的肝脏用 １０％甲醛固定，石蜡包

埋，行 ４μｍ连续切片，ＨＥ染色，普通光学显微镜下

观察肝组织的情况。

１．５　ＴＵＮＥＬ法检测肝细胞凋亡

操作按细胞凋亡试剂盒（武汉博士德生物工程

有限公司）说明书进行。在末端脱氧核酸转移酶介

导下，使生物素化的三磷酸脱氧尿苷标记至 ＤＮＡ断

裂后形成的 ３′ＯＨ末端，借助生物素与亲和素的特

异结合，使过氧化物酶连接至 ＤＮＡ断点，再加入底

物，最后常规二氨基联苯胺液显色，苏木素复染。

阳性对照采用试剂盒所带阳性片，阴性对照用磷酸

缓冲液（ＰＢＳ）替代末端脱氧核酸转移酶。光学显微

镜下观察细胞核中有棕黄色着色者为凋亡细胞。

凋亡细胞的形态符合以下 ４点：单个细胞、周围无

炎症反应及坏死、细胞膜皱缩及细胞核致密深染呈

棕黄色颗粒或碎片。每例切片计数 ５个 ４００倍视

野的凋亡细胞数，然后按公式计算细胞凋亡指数

（ＡＩ）。ＡＩ＝凋亡细胞数／总细胞数 ×１００％。

１．６　逆转录多聚酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）检测大鼠

肝组织 中 肿 瘤 环 死 因 子 （ＴＮＦ）αｍＲＮＡ，

Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达

用 ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ提取试剂盒（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）提

取肝组织中的总 ＲＮＡ；按逆转录试剂盒（美国 ＭＢＩ

公司）说明合成 ｃＤＮＡ。大鼠 ＴＮＦα，Ｂｃｌ２，βａｃｔｉｎ

基因系列分别查自 ＧｅｎｅＢａｎｋＸ６６５３９，ＮＭ０１６９９３，

ＢＣ０６３１６６。ＴＮＦα，Ｂｃｌ２，βａｃｔｉｎ的 ＰＣＲ引物（上

海博亚生物技术有 限公 司）及反 应条 件见表 １。

４２
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ＰＣＲ反应产物经 １．５％琼脂糖凝胶电泳（含 ０．５μｇ／

ｍＬ），ＳＹＮＧＥＮＥ凝胶成像系统自动扫描，ＴＮＦα和

Ｂｃｌ２吸光度值分别与 βａｃｔｉｎ吸光度值的比值代表

ＴＮＦα和 Ｂｃｌ２的相对表达水平。

表 １　ＴＮＦα，Ｂｃｌ２，βａｃｔｉｎ的引物序列及 ＰＣＲ反应条件

　引物 ＰＣＲ产物 　　　　上、下游引物 　　　ＰＣＲ反应条件

　ＴＮＦａ ２０９ｂｐ ５′ＴＧＡＴＣＣＧＡＧＡＴＧＴＧＧＡＡＣＴＧ３′ ９４℃５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，６０℃４５ｓ，
５′ＧＧＣＣＡＴＧＧＡＡＣＴＧＡＴＧＡＧＡＧ３′ ７２℃４５ｓ，２９ｃｙｃｌｅｓ；７２℃１０ｍｉｎ

　Ｂｃｌ２ ４４６ｂｐ ５′ＧＣＴＡＣＧＡＧＴＧＧＧＡＴＡＣＴＧＧＡＧＡ３′ ９４℃５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５８℃４５ｓ，
５′ＡＧＴＣＡＴＣＣＡＣＡＧＡＧＣＧＡＴＧＴＴ３′ ７２℃４５ｓ，３０ｃｙｃｌｅｓ；７２℃１０ｍｉｎ

　βａｃｔｉｎ ２７７ｂｐ ５′ＡＣＣＡＣＡＧＣＴＧＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧ３′
５′ＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧＧＡＴＧＴＣＡＡＣＧ３′

１．７　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１１．０版统计软件进行统计。实验数

据以均数 ±标准差 （ｘ±ｓ）表示，两样本均数比较

用 ｔ检验，多个样本均数间比较用单因素方差分析，

多个均数间的两两比较用 ｑ检验，以 ａ＝０．０５作为

检验水准。

２　结　果

２．１血清 ＡＬＴ及 ＡＳＴ水平

供肝再灌注后 ２，６，及 ２４ｈ血清 ＡＬＴ和 ＡＳＴ水

平 ＮＳ组及 ＥＧｂ组均较 ＳＯ组明显升高（Ｐ＜０．０１）；

ＥＧｂ组血清 ＡＬＴ水平在供肝再灌注后 ２，６，２４ｈ，

ＡＳＴ水平在供肝再灌注后 ２，６ｈ均较 ＮＳ组明显降

低（Ｐ＜０．０１）（表 ２）。

２．２　病理组织学改变

ＳＯ组的肝组织结构未见明显异常改变；ＮＳ组

及 ＥＧｂ组的肝组织可见不同程度的肝窦充血和肝

细胞肿胀及坏死；ＥＧｂ组的肝组织的损害程度较 ＮＳ

组轻（图 １－２）。

表 ２　大鼠移植肝再灌注后各时点血清 ＡＬＴ和 ＡＳＴ水平（Ｕ／Ｌ，ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＡＬＴ

２ｈ ６ｈ ２４ｈ

ＡＳＴ

２ｈ ６ｈ ２４ｈ

ＳＯ ６ 　５５．３３±８．０４ 　６０．５０±８．２８ ５９．３３±７．２６ １４７．８３±２１．７１ １４８．５０±１６．３４ １４３．６７±１７．５８

ＮＳ ６ １１１６．１７±１９６．６９１） １４８８．５０±１９７．６７１） ５２８．００±９８．２９１） １１４９．８３±１３３．５８１） １７１５．８３±１３１．５９１） ６３３．３３±１２６．６８１）

ＥＧｂ ６ ５２２．６７±９７．６１１），２） １０２０．３３±１１５．０４１），２） １７４．５±６０．７０１），２） ４６１．００±１４９．１３１），２） １０４６．１７±１２５．２８１），２） １８１．６７±３８．６５１）

　　　　注：１）与 ＳＯ组比较，Ｐ＜０．０１；２）与 ＮＳ组比较，Ｐ＜０．０１

图 １　再灌注后 ６ｈＮＳ组大鼠肝组织 ＨＥ染色 图 ２　再灌注后 ６ｈＥＧｂ组大鼠肝组织 ＨＥ染色

２．３　大鼠肝组织 ＡＩ

ＳＯ组各时点肝组织中仅有极少量的凋亡细胞；

ＮＳ组及 ＥＧｂ组各时点的 ＡＩ值均高于 ＳＯ组（Ｐ ＜

０．０１），移植肝再灌注后 ６ｈＡＩ值最高；ＮＳ组 ＡＩ值

在 ２，６，２４ｈ均 明 显 高 于 ＥＧｂ组 （Ｐ ＜０．０１）

（表３）（图 ３－４）。

５２
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表 ３　各组大鼠移植肝再灌注后各时点肝组织 ＡＩ值

（％，ｘ±ｓ）

组别 ｎ 　　２ｈ 　　６ｈ 　　２４ｈ

ＳＯ ６ ２．０８±０．４９ ２．１０±０．３３ １．９８±０．４１

ＮＳ ６ ２６．３０±４．０７１） ３６．６０±３．８８１） ３４．５６±３．９０１）

ＥＧｂ ６ １８．６３±３．１３１），２） ２４．６３±２．６９１），２） ２３．６３±５．０７１），２）

　　注：１）与ＳＯ组比较，Ｐ＜０．０１；２）与ＮＳ组比较，Ｐ＜０．０１

２．４　大鼠肝组织中 ＴＮＦαｍＲＮＡ和 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ

的表达

ＳＯ组肝组织中 ＴＮＦαｍＲＮＡ和 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ仅少

量表达，而 ＮＳ组 及 ＥＧｂ组 表 达 明 显 增 高 （Ｐ ＜

０．０１）。ＮＳ组及 ＥＧｂ组的 ＴＮＦαｍＲＮＡ在肝移植再

灌注后 ６ｈ达到高峰，以后下降；在 ２ｈ及 ６ｈ时点，

ＥＧｂ组的 ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达量明显低于 ＮＳ组（Ｐ

＜０．０１）。随着供肝再灌注时间的延长，ＮＳ组及

ＥＧｂ组 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达量逐渐增高，供肝再灌注

后 ２，６及 ２４ｈＥＧｂ组的 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达量明显

高于 ＮＳ组（Ｐ＜０．０１）（表 ４）（图 ５－６）。

表 ４　各组移植肝再灌注后各时点肝组织 ＴＮＦαｍＲＮＡ和 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达（ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＴＮＦα

２ｈ ６ｈ ２４ｈ

Ｂｃｌ２

２ｈ ６ｈ ２４ｈ

ＳＯ ６ ０．１３±０．０６ ０．１５±０．０９ ０．１６±０．０９ ０．１２±０．０５ ０．１３±０．０５ ０．１４±０．０３

ＮＳ ６ ０．５４±０．１９１） ０．７４±０．１０１） ０．５３±０．１６１） ０．４４±０．１０１） ０．４８±０．１１１） ０．４９±０．１１１）

ＥＧｂ ６ ０．３４±０．０６１），２） ０．５３±０．１２１），３） ０．４６±０．１０１） ０．７４±０．１３１），３） ０．９２±０．１２１），３） ０．９８±０．２０１），３）

　　　　注：１）与ＳＯ组比较，Ｐ＜０．０１；２）与ＮＳ组比较，Ｐ＜０．０５；３）与ＮＳ组比较Ｐ＜０．０１

图３　再灌注后６ｈＮＳ组大鼠肝组织ＴＵＮＥＬ染色 图４　再灌注后６ｈＥＧｂ组大鼠肝组织ＴＵＮＥＬ染色

图５　Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的ＲＴＰＣＲ结果 图６　ＴＮＦαｍＲＮＡ的ＲＴＰＣＲ结果

３　讨　论

Ｉ／Ｒ损伤是引起移植术后脏器无功能的重要

原因之一，Ｉ／Ｒ损伤和移植物早期、晚期存活都有

关。Ｉ／Ｒ激活供肝内皮细胞，使其黏附因子如选

择素、细胞间黏附因子 １（ＩＣＡＭ１）表达上调，细胞

因子如 ＴＮＦα，干扰 素 （ＩＦＮγ），转 化 生 长 因 子

（ＴＧＦβ）大量释放，导致供者白细胞和内皮细胞

６２
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通过细胞间因子相互作用，白细胞和激活的 Ｔ细

胞聚集；同时再激活的细胞因子作用下主要组织

相容性抗原（ＭＨＣ）复合物表达上调，供肝免疫原

性增加，最终使移植物发生急性排斥反应。细胞

因子和黏附因子的阶梯式反应破坏移植物血管

壁，在内皮生长因子、趋化因子等细胞的作用下，

细小血管发生分化、增生，细小动脉硬化，发生类

似慢性排斥反应的变化，最终导致移植物功能丧

失［３－４］。

Ｉ／Ｒ损伤的机制复杂，涉及多个细胞系，且形

成相互作用的网络，且有供者白细胞和血小板参

与，此外还有且有其自身特点，包括窦内皮细胞损

伤、白细胞黏附、血小板黏附及高凝状态，可引起

微循环障碍及激活白细胞、淋巴细胞等［４－５］。肝

脏 Ｉ／Ｒ损伤包括间质细胞（肝窦内皮细胞）和肝

脏实质细胞（肝细胞和胆管细胞）损伤。肝窦内皮

细胞对低温保存及 Ｉ／Ｒ损伤较为敏感，是肝脏损

伤的始动因子，它激活和损伤程度决定了肝实质

细胞的存活［６］。在肝脏低温保存过程中，窦内皮

细胞发生渐进性损伤，变形肿胀，肝窦内大泡形

成。再灌注后，损伤进一步加重，窦内皮细胞发生

坏死脱落，造成微循环不良。窦内皮细胞可释放

大量 氧 自 由 基 及 其 衍 生 物 如 血 小 板 活 化 因 子

（ＰＡＦ），磷脂酶 Ａ２（ＰＬＡ２）等引起白细胞、淋巴细

胞、血小板粘附及激活凝血因子造成高凝状态。

白细胞粘附与氧自由基产生构成恶性循环，相互

促进，使移植物在灌流初期经历类似氧自由基为

介导的炎性反应，白细胞大量聚集，损害微循环，

产生无复流现象［７－８］。

在肝脏保存及再灌注损伤过程中，有 ９大因子

起作用，即：氧自由基、细胞因子、蛋白酶、Ｃａ２＋、

磷脂酶 Ａ２、花生四烯酸产物、血小板激活因子、内

皮素、内毒素［３］。这些因子并非独立起作用，而是

相互促进，构成网络式或瀑布式反应，这使 Ｉ／Ｒ损

伤机制更为复杂［９－１０］。

ＥＧｂ具有强烈的抗自由基作用［１］。其抗氧化

作用的主要包括：（１）在氧自由基生成的位点直

接清除氧自由基，它所含有的多种黄酮甙，能清除

并分解超氧阴离子。（２）抑制促氧自由基生成的

潜在催化剂，如活化金属离子衍生物等。（３）黄

酮类化合物对多种酶有抑制作用，减少超氧负离

子的产生，抑制脂质过氧化物生成。ＥＧｂ还有其

他主要的药理作用，如：（１）调整循环系统，通过

刺激儿茶酚胺的释放和抑制降解，以及通过刺激

前列环素和内皮舒张因子的生成而产生动脉舒张

作用，共同保持动、静脉血管的张力。（２）改善血

流动力学，降低全血黏稠度，增进红细胞和白细胞

的可塑性，改善血液循环等。（３）组织保护作用：

增加对缺血组织的氧及葡萄糖的供应量，增加某

些神经递质受体的数量，如毒蕈碱样、去甲肾上腺

素以及 ５－羟色胺受体。研究表明 ＥＧｂ对多种组

织器 官 （心、脑 等 ）的 Ｉ／Ｒ 损 伤 具 有 保 护 作

用［１１，１２］。本组研究结果提示 ＥＧｂ组的供肝可以有

效地减轻大鼠肝移植术后的 Ｉ／Ｒ损伤。本实验还

发现 ＥＧｂ具 有 抗 细 胞 凋 亡 作 用；其 机 制 可 能 与

ＥＧｂ的抗氧自由基损伤，及对细胞凋亡控制基因

的影响有关。

Ｂｃｌ２是 Ｂｃｌ家族中重要的抗凋亡蛋白。可通

过阻止线粒体通透性的增高和细胞色素 Ｃ的释

放，阻断 Ｆａｓ诱导的细胞凋亡途径以及已知各种

ｃａｓｐａｓｅ的活性而发挥抗凋亡作用［１２－１６］。正 常大

鼠肝细胞不表达 Ｂｃｌ２基因，而在 Ｉ／Ｒ损伤后的大

鼠肝细胞表达．可能为机体对 Ｉ／Ｒ损伤的适应性

反应。本研究发现供肝再灌注后 ２，６，２４ｈ各时

点，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达逐渐增加，反映了机体对 Ｉ／

Ｒ损伤的适应性反应。ＥＧｂ组 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达

量明显高于 ＮＳ组，而 ＥＧｂ组细胞 ＡＩ明显低于 ＮＳ

组，表明 ＥＧｂ减轻大鼠肝移植的细胞凋亡和 Ｉ／Ｒ

损伤的机制可能与促进 Ｂｃｌ２的表达有关。

ＴＮＦα是肝脏 Ｉ／Ｒ损伤的重要细胞因子，其在

肝脏的 Ｉ／Ｒ损伤过程中 ＴＮＦα表达增加，且启动

肝细胞凋亡和 ／或坏死［１５］。ＴＮＦα来源于 Ｋｕｐｆｆｅｒ

细胞，其作用机制是激活内皮细胞，引起高凝活性

表达，减少蛋白 Ｃ激活，激活膜结合抗原内皮细胞

７２
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及白细胞因子过度表达。在大鼠肝移植过程中，

肠系膜血流凝滞，黏膜通透性增加，促进内毒素自

肠管向门静脉的转运及细菌移位。肝内 Ｋｕｐｆｆｅｒ细

胞在门静脉的刺激下，分泌及合成 ＴＮＦα增加，从

而参与移植的病理进程［１７］。本研究中，供肝再灌

注后 ＴＮＦα的表达水平较 ＳＯ组明显升高。供肝

再灌注后 ２和 ６ｈ，ＥＧｂ组肝组织中 ＴＮＦαｍＲＮＡ

的表达水平较 ＮＳ组明显降低，提示抑制 ＴＮＦα的

表达可能是 ＥＧｂ保护移植肝 Ｉ／Ｒ损伤的机制之

一。

综上所述，本实验发现银杏叶提取物预处理大

鼠肝移植的供肝可以有效地减轻移植肝 Ｉ／Ｒ损伤

和细胞凋亡，影响凋亡调控基因 Ｂｃｌ２和 ＴＮＦα的

表达。这可能是 ＥＧｂ抗细胞凋亡的机制之一。
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