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银杏内酯B调节长链脂肪酸代谢相关蛋白表达及抗氧化治疗非酒精

性脂肪肝病分子机制研究
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摘要: 本文研究银杏内酯B (ginkgolide B) 对非酒精性脂肪肝病 (non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD) 大鼠

肝脏中长链脂肪酸代谢相关酶蛋白过氧化物酶体增殖剂激活受体 α (peroxisome proliferators-activated receptors α,

PPARα)、长链特异性酰基辅酶A脱氢酶 (long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, LCAD)、肉毒碱棕榈酰转移酶-1

(carnitine palmitoyl transterase-1, CPT-1) 和脂酰辅酶 A氧化酶 1 (acyl coenzyme A oxidase 1, ACOX1) 表达的影响。

动物福利和实验过程均遵循云南中医药大学动物伦理委员会的规定。成功建立非酒精性脂肪性肝病大鼠模型, 将

大鼠随机分为模型组、辛伐他汀组、银杏内酯B低、中和高剂量组, 给予相应药物治疗 4周。检测肝脏病理学指标并

测定血液血脂、转氨酶和抗氧化指标, 采用Western blot和RT-PCR法检测肝脏PPARα、LCAD、CPT-1和ACOX1蛋白

及mRNA水平。结果显示: ① 肝脏组织病理学显示, 模型组大鼠肝脏切片出现明显的结构紊乱, 细胞核受到挤压,

同时有明显的脂肪空泡, 各治疗组相较于模型组明显好转; ② 与正常组相比, 模型组大鼠肝功能、血脂指标明显升

高 , 抗氧化指标则明显降低 , 与模型组相比 , 各治疗组均明显改善 ; ③ 与正常组相比 , 模型组大鼠肝脏组织中

PPARα、ACOX1、CPT-1和LCAD蛋白及mRNA表达均明显降低, 相较于模型组, 各治疗组均明显上调。本研究发现

银杏内酯B可通过调节长链脂肪酸代谢相关蛋白PPARα、ACOX1、CPT-1和LCAD的表达, 同时提高机体抗氧化能

力, 进而降低血脂并改善肝功能, 保护肝脏。
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of rats with non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). All the animal welfare and experimental procedures are in

accordance with the regulations of the Animal Ethics Committee of Yunnan University of Traditional Chinese

Medicine. After successfully building the rat model of non-alcoholic abnormal liver disease, the rats were divided

into the model group, the simvastatin group, and the low-dose, middle-dose, and high-dose groups of ginkgolide B

according to random number method, and were given corresponding drug treatment 4 weeks. We detected liver

pathological indicators and determined blood lipids, transaminase and anti-oxidation indexes. Western blot and

RT-PCR assays were used to detect the protein and mRNA levels of PPARα, LCAD, CPT-1, and ACOX1 in livers.

The results showed that: ① the liver histopathology showed that the liver slices of the model group had obvious

structural disorder, the nucleus was squeezed, and there were obvious fat vacuoles. The treatment groups improved

significantly compared with the model group; ② compared with the normal group, the liver function and blood

lipid indexes of the model group increased significantly, while the anti-oxidation indexes decreased significantly.

Compared with the model group, each treatment groups were significantly improved; ③ compared with the normal

group, the protein and mRNA expression levels of PPARα, ACOX1, CPT-1, and LCAD in the model group were

significantly reduced, compared with the model group, those indexes in the treatment groups were significantly

up-regulated. This study found that ginkgolide B could regulate the expression of long-chain fatty acid metabolism-

related proteins PPARα, ACOX1, CPT-1, and LCAD, meanwhile improve the body's antioxidant capacity, thereby

reduce blood lipids, further improve liver function and protect the liver.

Key words: ginkgolide B; non-alcoholic fatty liver disease; fat metabolism; peroxisome proliferators-activated

receptors α; anti-oxidation

非酒精性脂肪性肝病 (non-alcoholic fatty liver

disease, NAFLD) 是指除了长期大量饮酒和其他明确

的损肝因素所引起的, 以甘油三酯为主的脂质在肝细

胞中的蓄积为病理改变的肝脏代谢性疾病。近 20年

来 , 全世界 NAFLD 的患病率为 6%～35% (中位数为

20%), 亚洲国家 NAFLD发生率逐年升高且呈低龄化

趋势[1]。NAFLD通常合并 2型糖尿病、高脂血症及其

相关的心脑血管疾病, 并可能进一步发展为肝硬化、原

发性肝癌和肝功能衰竭[2]。银杏内酯B (ginkgolide B)

是从银杏中提取的一种内酯类化合物, 在临床中主要

用于神经系统疾病和心脑血管病的治疗, 其也是目前

自然界发现的最强的血小板活性抑制剂, 可用于抑制

血小板聚集以及血栓形成, 广泛应用于脑卒中等病的

治疗[3,4]。关于银杏内酯 B在脂代谢相关疾病中的治

疗已有文献报道, 如Luo等[5]研究发现银杏内酯B可减

轻肥胖小鼠的体重和血清甘油三酯水平, 并改善肝脂

肪变性, 但深入作用机制还缺少相关研究证实。本研

究采用高脂高糖饮食构建了 NAFLD大鼠模型, 观察

经银杏内酯B治疗后的大鼠的长链脂肪酸代谢相关蛋

白的变化特点, 以揭示银杏内酯B对NAFLD脂质代谢

的分子机制。

材料与方法

实验动物 雄性清洁级 SD大鼠 70只, 购于昆明

医科大学呈贡校区实验动物学部, 动物生产许可证号

[SCXK (滇) K2015-0002], 购买后饲养于云南中医药

大学动物实验楼 , 饲养温度 22～27 ℃ , 湿度 40%～

60%, 采光为日照, 每天 12 h。日常由其自由饮食。动

物福利和实验过程均遵循云南中医药大学动物伦理委

员会的规定。

试剂 辛伐他汀胶囊 (厦门福满药业有限公司 ,

批号 20180807); 胆固醇和银杏内酯 B (98%) (成都德

思特生物技术有限公司); 高密度脂蛋白胆固醇 (high-

density lipoprotein cholesterol, HDL-C)、低密度脂蛋白

胆固醇 (low-density lipoprotein cholesterol, LDL-C)、总

胆固醇 (total cholesterol, TC)、甘油三酯 (triglycerides,

TG)、谷丙转氨酶 (alanine transaminase, ALT)、谷草转

氨酶 (aspartate transaminase, AST)、丙二醛 (malondial‐

dehyde, MDA)、超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase,

SOD) 和谷胱甘肽 (glutathione, GSH) 试剂盒 (南京建

成生物工程研究所); 过氧化物酶体增殖剂激活受体 α

(peroxisome proliferators-activated receptors α, PPARα)、

长链特异性酰基辅酶 A 脱氢酶 (long-chain specific

acyl-CoA dehydrogenase, LCAD)、肉毒碱棕榈酰转移

酶-1 (carnitine palmitoyl transterase-1, CPT-1) 和脂酰辅

酶A氧化酶 1 (acyl coenzyme A oxidase 1, ACOX1)、抗

体 GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)

(美国 Santa-cruz公司); 羊抗兔二抗 (北京中杉金桥生

物科技公司); RNA提取试剂盒 (北京天根生物公司)。

动物分组、造模以及治疗方法 大鼠适应性喂养

结束后, 70只 SD大鼠随机选取 10只以普通饲料喂养

12周作为正常组 (normal, N), 其余 60只采用高脂饲料
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(88%普通饲料 + 10%猪油 + 2%胆固醇, 碳水化合物、

脂肪和蛋白质分别占总热量的 53%、27.4%和 19.6%) +

10%红糖水喂养 12周, 随机选取 10只验证造模是否成

功。造模成功标准为肝脏组织HE (hematoxylin-eosin)

染色有明显脂肪空泡 , 同时肝功能指标 AST、ALT 以

及血脂 4项指标明显升高。成功建立非酒精性脂肪性

肝病大鼠模型后, 剩余 50只随机分为 5组, 每组 10只,

分别为模型组 (model, M)、辛伐他汀组 (simvastatin,

S)、银杏内酯 B 低剂量组 (low-dose, LD)、中剂量组

(middle-dose, MD) 和高剂量组 (high-dose, HD), 给予

相应药物治疗4周。正常组和模型组给予1 mL·kg-1·d-1

生理盐水灌胃、辛伐他汀组给予辛伐他汀 2 mg·kg-1·d-1

灌胃治疗, 银杏内酯 B低、中和高剂量组给予银杏内

酯 B 0.5、1 和 2 mg·kg-1·d-1 灌胃治疗 , 治疗时间为 4

周, 4周后进行后续实验。其中银杏内酯 B高剂量组

(2 mg·kg-1·d-1) 给药剂量根据参考文献[6], 中剂量组为

高剂量组的1/2 (1 mg·kg-1·d-1), 低剂量组为中剂量组的

1/2 (0.5 mg·kg-1·d-1)。

组织及血液收集方法 治疗期结束后, 大鼠分批

次隔夜禁食不禁水 12 h, 次日取出称重。用 1%戊巴比

妥钠麻醉, 麻醉后将其固定于解剖板, 腹主动脉取血法

收集大鼠血液, 血液收集后离心, 提取上清液后将其分

装于 1.5 mL离心管中, 之后取出肝脏, 称重后切取 1/2

肝小叶置于 4%甲醛溶液中固定, 其余组织放入-80 ℃

冰箱中备用。

相关生化指标的测定 所有生化指标 TG、TC、

LDL-C、HDL-C、ALT、AST、MDA、SOD和GSH等的检

测均采用试剂盒提供的说明书进行。除 SOD 采用

ELISA法外, 其余都采用分光光度计检测。

肝脏组织病理学检测 肝脏组织病理学的检测采

用HE染色法, 具体操作参照文献进行[7,8], 依次经石蜡

包埋、切片、脱蜡、脱水、苏木精染色、伊红复染、脱水、

透明以及中性树脂封片即完成, 随后采用光学显微镜

照片收集图像。

蛋白表达检测方法 蛋白表达的检测根据文献报

道采用Western blot法[9,10]。取每组内每只大鼠等量肝

组织样品混合, 每组各 100 mg。在肝组织中加入RIPA

裂解液, 匀浆后离心 (4 ℃、13 000 r·min-1, 30 min), 得

到全蛋白提取液, 用总蛋白提取试剂盒提取总蛋白, 提

取后将其定量并调平 , 然后每组各取 50 μg 行 SDS-

PAGE凝胶电泳, 电泳完成后转模、脱脂牛奶封闭、一

抗 (PPARα为 1∶2 000、ACOX1为 1∶2 000、CPT-1为 1∶

1 000、LCAD 为 1∶1 000、GAPDH 为 1∶3 000) 过夜孵

育, 二抗 (1∶2 000) 孵育 30 min, 暗室曝光洗片。结果

以所测蛋白的灰度值/GAPDH的灰度值作为所测蛋白

的相对表达量。

PCR (polymerase chain reaction) 检测方法 用

总 RNA 提取试剂盒提取肝脏总 RNA, 提取后将其逆

转录为 cDNA, 逆转录条件: 42 ℃、20 min, 95 ℃、5 min,

5 ℃、5 min; 逆转录完成后进行 PCR 反应 , 反应条件

为: 94 ℃、2 min, 94 ℃、30 s, 56 ℃、30 s, 72 ℃、2 min,

共34个循环。结果采用2－ΔΔCt法表示mRNA相对表达

量。引物设计如表1。

统计学分析 数据统计采用 SPSS23.0统计学软

件进行, 采用均数 ± 标准差 (
-
x ± s) 表示, 二组间比较

采用LSD法, 多组间比较采用one-way ANOVA单因素

方差分析, P < 0.05为差异具有统计学显著意义。

结果

1 治疗组大鼠肝脏病理学结果和肝功能指标明显

好转

造模成功后各组大鼠给予相应药物治疗 4周, 收

集肝脏检测肝脏病理学和肝功能指标。肝脏病理学结

果可见: 正常组肝脏表面光滑、细胞大小均一; 模型组

出现大量脂肪空泡, 细胞核受到明显挤压; 相较于模型

组, 各治疗组明显好转, 且辛伐他汀组与银杏内酯B各

剂量组几乎没有差异 (图 1A)。此外, 与正常组相比,

模型组大鼠血清中AST和ALT均明显升高 (P < 0.05),

相较于模型组, 各治疗组均明显降低 (P < 0.05), 且各

治疗组之间未见明显差异 (图1B、C)。

2 治疗组大鼠血脂指标和抗氧化指标明显好转

各组大鼠给予相应药物治疗 4周后, 用腹主动脉

取血法收集大鼠血液, 检测血脂指标和抗氧化指标。

与正常组相比, 模型组大鼠血脂指标 TG、TC、LDL-C

和HDL-C均明显升高 (P < 0.05); 相较于模型组, 各治

Table 1 Primer sequences. PPARα: Peroxisome proliferators-acti‐

vated receptors α; ACOX1: Acyl coenzyme A oxidase 1; CPT-1:

Carnitine palmitoyl transterase-1; LCAD: Long-chain specific acyl-

CoA dehydrogenase; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehy‐

drogenase

Name

PPARα

ACOX1

CPT-1

LCAD

GAPDH

Primer

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

Sequence (5'→ 3')

AACATCGAGTGTCGAATATGTGG
CCGAATAGTTCGCCGAAAGAA
CCGCCACCTTCAATCCAGAG
CAAGTTCTCGATTTCTCGACGG
CTCCGCCTGAGCCATGAAG
CACCAGTGATGATGCCATTCT
TGCCCTATATTGCGAATTACGG
CTATGGCACCGATACACTTGC
TGACCTCAACTACATGGTCTACA
CTTCCCATTCTCGGCCTTG

Product

length

99

86

100

87

85
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疗组TG、TC、LDL-C均明显降低 (P < 0.05), 且各治疗

组之间未见明显差异, 但HDL-C并没有明显变化 (图

2A～D); 相较于正常组, 模型组大鼠血清 SOD和GSH

均明显降低 (P < 0.05), MDA 明显升高 (P < 0.05), 各

治疗组相较于模型组 SOD 和 GSH 明显升高 (P <

0.05), MDA明显降低 (P < 0.05), 且各治疗组之间未见

明显差异 (图2E～G)。

3 治疗组大鼠长链脂肪酸代谢相关蛋白及mRNA的

表达上调

各组大鼠给予相应药物治疗 4周后, 采用Western

blot 和 RT-PCR 法检测肝脏 PPARα、LCAD、CPT-1 和

ACOX1 的蛋白及 mRNA 水平。与正常组相比 , 模型

组大鼠肝脏组织中 PPARα、ACOX1、CPT-1 和 LCAD

蛋白及mRNA表达均明显降低 (P < 0.05), 相较于模型

Figure 2 The blood lipid and anti-oxidation indexes of rats in each treatment group were significantly improved. A: Triglycerides (TG); B:

Total cholesterol (TC); C: High-density lipoprotein cholesterol (HDL-C); D: low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C); E: Superoxide

dismutase (SOD); F: Malondialdehyde (MDA); G: Glutathione (GSH). n = 10,
-
x ± s. *P < 0.05 vs N; #P < 0.05 vs M

Figure 1 The pathological results and liver function indexes of rats in each treatment group were significantly improved. Rats in each treatment

group were given simvastatin or different doses of ginkgolide B for 4 weeks, and liver pathology and liver function indexes were detected.

A: Hematoxylin-eosin (HE) staining. The red arrow indicated that a large number of fat vacuoles appeared in the model group, and the treatment

groups were significantly improved. Scale bar: 50 μm; B: Aspartate transaminase (AST); C: Alanine transaminase (ALT). N: Normal group;

M: Model group; S: Simvastatin group; LD: Low-dose group; MD: Medium-dose group; HD: High-dose group. n = 10,
-
x ± s. *P < 0.05 vs

N; #P < 0.05 vs M
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组, 各治疗组均明显上调 (P < 0.05), 且各治疗组之间

未见明显差异 (图3)。

讨论

长链脂肪酸与非酒精性脂肪肝病密切相关。一般

而言, 脂肪酸可根据碳链的长度分为短链、中链和长链

3种, 长链脂肪酸则主要位于食物油中, 正常情况下,

人体在摄入长链脂肪酸后可通过肠道吸收, 进而进入

肝脏、脂肪细胞以及肌肉中存储。当人体需要能量时

长链脂肪酸被转化, 此过程一直维持动态平衡。但当

人体过量摄入油脂后, 长链脂肪酸不能及时消耗, 就可

以一直存储于相关组织中, 最终导致脂肪肝、肥胖以及

高血脂病的发生。上述只是一方面, 在生活中, 有些人

“吃不胖”, 吃得多也不会患脂肪肝, 而有些人吃的少,

反而患脂肪肝病和肥胖的概率却很高, 这与长链脂肪

酸的代谢密切相关。长链脂肪酸主要通过脂肪酸 β-氧

化分解进行代谢, 当代谢不足或发生阻遏时就可造成

脂肪肝病的发生[11]。作者采用银杏内酯B治疗非酒精

性脂肪肝病大鼠, 研究结果发现, 与正常组相比, 模型

组肝功能指标 AST 和 ALT, 以及血脂指标 TG、TC、

LDL-C和HDL-C均明显升高, 而与模型组相比, 各治

疗组上述指标均明显降低, 结合肝脏病理学结果证实,

银杏内酯B对非酒精性脂肪肝病具有明显治疗作用。

脂肪酸 β-氧化主要发生于线粒体, 是体内氧化的

主要方式之一, 其可以分解中链和长链脂肪酸。但这

两种脂肪酸的代谢过程稍有不同, 中链脂肪酸可以不

借助任何酶直接进入线粒体基质, 而长链脂酰CoA则

必须借助于载体转运[12,13]。这个载体即是肉毒碱, 长

链脂肪酸的脂肪酰基在经过CPT-1的催化后和肉毒碱

3-羟基结合, 进入线粒体进行β-氧化反应[13,14]。在线粒

体中, 一个完整的 β-氧化过程包括 4步, 分别为脱氢、

加水、再脱氢和硫解, 最终生成 1分子乙酰CoA和 1个

少2个碳的新的脂酰CoA, 以供机体能量。上述过程中,

LCAD主要负责长链脂肪酸的加氢反应, 使脂酰CoA

的 α和 β碳原子分别脱去 1个氢, 最终生成含有反式双

键的 α,β-烯脂肪酰辅酶A。但由于线粒体缺乏氧化极

长链脂肪酸的能力, 这些脂肪酸会优先通过过氧化物

酶体β-氧化进行代谢。CPT-1和ACOX1分别是线粒体

途径和过氧化物酶体途径脂肪酸 β-氧化的限速酶[15]。

本研究发现, 相较于模型组, 各治疗组ACOX1、CPT-1

和LCAD蛋白及mRNA表达均明显上调, 提示银杏内

酯B对长链脂肪酸β-氧化具有明显的调节作用。

PPARα是细胞核激素受体超家族成员之一, 属于

常见配体活化转录因子, 其在肝脏等脂肪酸代谢相对

活化的组织中有高表达的特点。PPARα主要在饥饿

情况下高表达, 以负责长链脂肪酸相关酶系 β-氧化以

供能。此外也有研究发现, PPARα与氧化应激密切相

关[16]。有报道称氯贝特通过激活 PPARα可抑制左冠

状动脉前降支结扎后急性心肌缺血大鼠心肌活性氧

(ROS) 生成和脂质过氧化, 其作用机制与心肌组织中

抗氧化酶如 Cu/Zn-SOD (SOD1)、Mn-SOD (SOD2) 和

过氧化氢酶的转录和活性的上调有关[17]。长期大量的

高脂高糖饮食摄入首先会造成肝脏堆积有大量的脂肪

颗粒, 肝脏脂肪酸过多也可能促进ROS生成, 进而促

进脂质过氧化。ROS和脂质过氧化则破坏氧化还原

平衡, 引起氧化应激, 进一步导致肝细胞功能障碍。相

Figure 3 Comparison of protein and mRNA expression of long-

chain fatty acid metabolism after treatment in rats with nonalcoholic

fatty liver disease. After 4 weeks treatment with corresponding

drugs in each group, Western blot and RT-PCR assays were used to

detect the protein and mRNA expression levels of the liver PPARα,

LCAD, CPT-1, and ACOX1. A: Western blot results of PPARα,

LCAD, CPT-1, and ACOX1 protein expression in livers of rats in

each group were indicated; B: The relative protein expression of

PPARα, ACOX1, CPT-1, and LCAD in the livers of rats in each

group after treatment. C: The relative mRNA expression of

PPARα, ACOX1, CPT-1, and LCAD in the livers of rats in each

group after treatment. n = 10,
-
x ± s. *P < 0.05 vs N; #P < 0.05 vs M
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关动物实验证实[18-20], 激活 PPARα可明显改善非酒精

性脂肪肝病症状。另有体外实验研究证实[21], 激活

PPARα可明显促进 SOD 和 GSH 活性增加 , 同时可降

低细胞内 MDA含量。这些发现表明, PPARα的活化

可能会降低肝脂质的积累, 抑制氧化应激。本研究以

抗氧化剂GSH、抗氧化酶SOD和稳定的脂质过氧化终

末代谢产物MDA作为抗氧化指标, 与模型组相比, 银

杏内酯B各治疗组PPARα均明显上调, SOD和GSH明

显升高, MDA明显降低, 提示银杏内酯B对提高机体

抗氧化能力也具有明显作用, 这可能与其上调 PPARα

的表达有关。

综合提示, 银杏内酯B对非酒精性脂肪肝病具有

明显的治疗作用, 其作用机制可能是通过调节长链脂肪

酸代谢相关蛋白表达及提高机体抗氧化能力实现的。
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