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Abstract
AIM: To investigate the effects of Ginkgo biloba 
extract (GBE) on CCl4-induced liver fibrosis as 
well as the underlying mechanisms.

METHODS: Thirty adult male Sprague Dawley 
rats were randomized into 3 groups: control 
group (n = 10), model group (n = 10) and treat-
ment group (n = 10). Except the rats in the con-
trol group, the others were intraperitoneally in-
jected with 500 mL/L CCl4 (1 mL/kg) to induce 
liver cirrhosis (twice a week, for 8 weeks). More-
over, the rats in treatment group were intragas-
trically administered with GBE (0.4 g/kg) for 
8 weeks. At the end of the 8th week, all the rats 
were sacrificed. Blood samples were collected 
for the determination of biochemical indicators. 

Tissue samples were used for histopathologi-
cal examinations. The expression of activin A 
was determined by immunohistochemistry and 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR). Hepatocellular apoptosis was deter-
mined by the method of terminal deoxynucleo-
tidyl transferase mediated dUTP nick end label-
ing (TUNEL) method.

RESULTS: The grade of liver fibrosis in treat-
ment group was lower than that in the model 
group (P < 0.05). The serum levels of alanine 
aminotransferase (ALT), aspartate aminotrans-
ferase (AST) and albumin (ALB) in treatment 
group were significantly improved as compared 
with those in the model group (ALT: 2806.9 ±
576.1 nkat/L vs 4452.9 ± 709.5 nkat/L; AST: 
5314.2 ± 1042 nkat/L vs 15 743.4 ± 625.8 nkat/L; 
ALB: 31.0 ± 2.1 g/L vs 21.7 ± 1.8 g/L; all P < 0.05). 
GBE treatment markedly reduced mRNA and 
protein levels of activin A (mRNA: 0.42 ± 0.09 vs 
0.78 ± 0.15; protein: 4.2 ± 0.8 vs 11.4 ± 1.2; both 
P < 0.01). In comparison with that in the model 
group, the apoptosis index was decreased in 
treatment groups (7.56 ± 3.36 vs 16.06 ± 8.84, P < 
0.01).

CONCLUSION: GBE can markedly attenuate the 
degrees of hepatic fibrosis, and the mechanism 
may be correlated with the expression of activin 
A and hepatocellular apoptosis.
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摘要
目的: 观察银杏叶提取物(GBE)对大鼠肝纤维
化的防治效果及其机制. 

®

■背景资料
肝纤维化是一切
慢性肝病的重要
病理特征, 也是进
一步向肝硬化发
展的主要中间环
节. 肝脏慢性病变
如寄生虫感染、

病毒感染、免疫
源性肝炎、遗传
性金属超负荷、

毒性作用等均可
引起肝纤维化. 我
国是乙型病毒性
肝炎高发区, 肝炎
后肝硬化发病率
高 ;  随 着 生 活 条
件的改善, 酒精性
肝硬化的发病率
也逐年增高. 因此
对肝纤维化防治
的研究引起了越
来越多医务工作
者的关注, 探讨肝
纤维化的发生机
制、寻找高效的
肝纤维化防治方
法已迫在眉睫.
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方法: ♂SD大鼠30只随机分为3组: 正常对照
组(n  = 10)、模型组(n  = 10)及GBE干预组(n  = 
10), 模型组及GBE干预组给予500 mL/L CCl4 
ip, 1 mL/kg, 每周2次, 共8 wk, 干预组每天同
时给予GBE灌胃, 0.4 g/kg. 实验结束后, 心脏
取血分离血清行肝功能生化指标检测, 处死
动物取肝脏液氮冻存及甲醛固定, 常规行HE
染色, 免疫组化检测Activin A, RT-PCR检测
Activin A mRNA的表达, TUNEL法检测肝细
胞凋亡. 

结果: 光镜下组织学检查纤维化分级GBE干
预组低于模型组(P <0.05), 肝功能生化指标检
测GBE干预组优于模型组(分别为ALT: 2806.9
±576.1 nkat/L vs  4452.9±709.5 nkat/L; AST: 
5314.2±1042 nkat/L vs  15 743.4±625.8 nkat/
L; ALB: 31.0±2.1 g/L vs  21.7±1.8 g/L; P 均
<0.05), 免疫组化和RT-PCR检测Activin A的表
达GBE干预组低于模型组(免疫组化: 4.2±0.8 
vs  11.4±1.2; RT-PCR: 0.42±0.09 vs  0.78±
0.15; P均<0.01), 凋亡指数(AI) GBE干预组低
于模型组(7.56±3.36 vs  16.06±8.84, P <0.01).

结论:  G B E对C C l4诱导的大鼠肝纤维化有
良好的防治作用, 其作用机制可能与肝组织
Activin A表达降低及肝细胞凋亡减少有关.

关键词: 银杏叶提取物; 肝纤维化; 激活素A; 肝细

胞凋亡; 免疫组化; 逆转录-聚合酶链反应
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0  引言

银杏叶提取物(Ginkgo biloba extract, GBE)是一

种用途广泛、无不良反应的天然物质, 主要成

分为银杏黄酮甙和萜类, 其药理作用有改善心

肌缺血、脑组织血液供应、清除氧自由基、抗

血小板活化因子等. 临床上用GBE治疗冠心病

心绞痛、脑缺血、脑老化、老年性痴呆、脑功

能不全、哮喘等, 已收到满意的效果[1-5]. 目前, 
亦有大量的研究表明其在慢性肝损伤、肝纤维

化过程中也具有保护预防作用[6-10]. 我们通过四

氯化碳(CCl4)诱导大鼠肝纤维化模型, 同时用银

杏叶提取物进行干预, 观察实验过程中细胞因

子激活素A (Activin A)表达及肝细胞凋亡的变

化, 研究银杏叶提取物预防大鼠肝纤维化的作

用机制, 为临床合理应用银杏叶提取物提供参

考依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级♂SD大鼠30只(160±20 g), 购于

武汉大学实验动物中心; GBE由武汉市第一医

院中药制剂室提供, 经湖北午时药业股份有限

公司检验, 编号02-391; 四氯化碳为郑州化学试

剂二厂产品; Activin A mAb购自美国R&D公司; 
SP试剂盒为北京中杉金桥生物技术有限公司产

品; TUNEL法凋亡试剂盒购自武汉博士德生物

制剂有限公司; Trizol试剂购自Invitrogen公司, 
逆转录酶为Promega公司产品, Taq DNA聚合酶

购自Biostar公司, RNA酶抑制剂和100 bp DNA 
Ladder购自华美生物工程公司, 焦磷酸乙二脂

(DEPC)、琼脂糖为Sigma公司产品; 引物由上

海生工生物公司合成, 大鼠Activin A上游引物: 
5'GGACCTAACTCTCAGCCAGAGATG3', 下游

引物: 5'TCTCAAAATGCAGTGTCTTCCTGG3', 
全长280 bp; 大鼠GAPDH上游引物: 5'CATGA
CCACAGTCCATGCCATC3', 下游引物: 5'CAC
CCTGTTGCTGTAGCCATATTC3', 全长450 bp; 
HPIAAS-2000彩色图文分析系统; Biometra PCR
仪; Bio-rad凝胶图像分析系统; Eppendoff低温离

心机; 721分光光度仪; HW-8B型超级微量恒温

器等.
1.2 方法 将30只♂SD大鼠随机分为3组, 正常组

(10只)、模型组(10只)、GBE干预组(10只), 组
间暴露无差异. 大鼠肝纤维化模型制备方法为

首次应用纯CCl4(分析纯)ip, 剂量为3 mL/kg, 后
改为500 mL/L CCl4 ip, 剂量为1 mL/kg, 2次/wk, 
共8 wk. 模型组在造模的同时给予生理盐水灌

胃, 1次/d; GBE干预组在造模的同时给予银杏叶

制剂悬浊液按每只0.3 g/kg的剂量灌胃, 1次/d; 
正常组只用生理盐水ip和灌胃, 处理方法同上. 
造模过程中, 模型组死亡1只大鼠, 实验总周数

为8 wk, 大鼠处死前禁食24 h, 处死时, 大鼠乙

醚麻醉, 迅速从心脏取血, 分离血清, -20℃保存. 
然后处死动物, 迅速切取肝脏标本置于冰盐水

中充分洗涤, 取右叶相同的部分以40 g/L福尔马

林固定, 3 d内石蜡包埋备组织病理检测; 余下

肝脏于液氮中速冻、-80℃冰箱内保存, 备肝组

织匀浆抽提RNA. 将固定好的肝组织石蜡包埋

切片, 常规行HE染色, 光镜下观察. HE染色由同

一病理专科医生予以纤维化分级, 分级标准根

据其纤维化程度分为0-4级. 0级: 无纤维化; 1级: 
纤维结缔组织仅局限于汇管区或汇管区扩大, 

■创新盘点
激活素(Activin)
是转化生长因子
超 家 族 成 员 ,  是
近年来发现的一
组重要细胞因子, 
目 前 对 激 活 素 A 
(Activin A)的研
究比较多. 近年研
究显示, 激活素A
与肝脏病变有密
切的关系, 是肝脏
再生过程中的负
向调节因子. 肝细
胞产生的激活素
A, 通过自分泌和
旁分泌方式, 抑制
肝细胞DNA合成, 
诱导肝细胞凋亡, 
促进肝纤维化的
形成.
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有向小叶发展的倾向; 2级: 纤维结缔组织增生

进入肝小叶2/3及有1级同样的改变; 3级: 纤维结

缔组织进入肝小叶中央静脉周围; 4级: 纤维结

缔组织在肝小叶呈多处弥漫性增生, 有假小叶

形成, 并有3级同样的改变. 取大鼠血液, 3000 r/min
离心10 min, 取血清, -20℃保存, 送检验科以CX
全自动生化分析仪(美国Backman公司产品)检
测肝功能指标: 谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶

(AST)和白蛋白(ALB). 
1.2.1 免疫组织化学检查 采用石蜡包埋常规切

片, SP法, Activin A mAb以1∶100稀释, DAB显
色, 苏木素复染. PBS代替一抗作为阴性对照. 显
色结果采用HPIAS-2000型多媒体彩色图像分析

系统对染色阳性部位进行光密度值测定. 通过

显微摄像系统放大200倍, 在每张切片上随机选

取3个视野, 以胞质内出现棕色颗粒为Activin A
阳性表达, 测定其平均光密度值(MOD)、阳性

区域面积百分比. 
1.2.2 RT-PCR 称取肝组织50-100 mg用Trizol
提取总RNA, 采用分光光度法测定其含量及纯

度, 测定A 260/A 280值. 取总RNA 2 µg, 42℃逆转

录90 min. 参数设置94℃变性, 3 min×1循环. 
94℃变性30 s, 53℃退火30 s, 72℃延伸45 s, 共
35个循环. 最后72℃彻底延伸7 min×1循环, 同
法扩增GAPDH作为内参照. 取5 µL PCR产物

15 g/L琼脂糖凝胶电泳. 凝胶图像分析系统检

测灰度, Activin A/GAPDH比值表示Activin A 
mRNA相对水平. 
1.2.3 细胞凋亡原位检测 采用TUNEL法, 严格按

试剂盒说明书进行操作, 以不加末端脱氧核酸

转移酶(TdT)作为阴性对照. 光镜下观察, 胞核染

成棕黄色为阳性细胞. 观察不少于5个高倍视野

(400倍), 以平均每100个细胞核中含凋亡细胞个

数作为凋亡指数(AI).
统计学处理 处理结果计量资料用mean±

SD表示, SPSS10.0软件进行配对t检验, 纤维化

计数资料采用Ridit分析. 

2  结果

肝脏HE染色显示, 正常大鼠可见少量胶原着色, 
病理模型组肝小叶结构破坏, 纤维组织增生明

显, 将肝小叶分隔成大小不等的肝细胞团, 肝细

胞广泛变性坏死, 汇管区扩大、胶原沉积. GBE
干预组肝细胞有不同程度的变性坏死, 汇管区

及小叶间有少量纤维组织增生, 纤维间隔细小, 
与模型组比较差异显著. 统计分析, GBE干预组

较模型组纤维化程度轻(P <0.05, 图1, 表1). 模型

组ALT、AST显著升高, ALB显著降低; GBE干
预组ALT, AST较模型组明显降低, ALB则显著

升高(表1). 
2.1 免疫组化结果 正常组肝组织中几乎不表达

Activin A, 模型组Activin A阳性表达主要位于

中央小叶和门静脉周围肝细胞中, 并在Kuffer
细胞、类间质细胞质及其周围也可见其表达, 
GBE干预组阳性染色程度均较模型组明显减轻

(P <0.01, 表1, 图2). 
2.2 肝细胞凋亡结果 正常组大鼠肝组织中偶见

凋亡细胞, 模型组大鼠肝组织的凋亡细胞多分

布在肝实质中, 胞核呈棕黄色, 镜下视野可见广

泛肝细胞凋亡, GBE干预组凋亡肝细胞数目显著

减少, 各组间肝细胞AI差异有显著性(P <0.01或
P <0.05, 表1, 图3). 
2.3 RT-PCR 正常肝组织几乎不表达Activin A 
mRNA, 而模型组表达明显增强, Activin A/GAP-
DH比值为0.78±0.15, 远高于正常组(P <0.01); 
GBE干预组Activin A/GAPDH比值为0.42±0.09, 
Activin A mRNA表达低于模型组(P <0.01, 图4, 
图5). 

3  讨论

肝纤维化是慢性肝病重要的病理特征, 也是进

一步向肝硬化发展的主要中间环节. 其发生、

     

表  1  各组大鼠肝纤维化分级、肝功能指标、Activin A蛋白表达及凋亡指数的变化

	                肝纤维化的分级	          ALT	                         AST	                  ALB	  Activin A	        凋亡指数

                           0        1       2       3       4            (nkat/L)	    (nkat/L)	                  (g/L)	      (%)	              (AI)

正常      10      10      0      0      0      0      1667±352.6b      3257.6±542.4b      39.4±1.5b      0.3±0.1b      2.11±1.23b

模型        9        0      1      1      3      4   4452.9±709.5    15 743.4±625.8       21.7±1.8      11.4±1.2     16.06±8.84

EGB      10        0      3      4      2      1   2806.9±576.1a      5314.2±1042a       31.0±2.1a       4.2±0.8b      7.56±3.36b

分组        n

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组.

■同行评价
本文探讨激活素
A 和 肝 细 胞 凋 亡
在银杏叶提取物
抗大鼠肝纤维化
中的作用, 结构完
整 ,  立 题 思 路 清
晰, 采用的研究方
法可靠、丰富, 具
有较高理论水平.
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发展是一个非常复杂的过程, 具体机制目前还

不十分明了. 但可以肯定的是, 肝纤维化是慢性

肝损伤引起肝脏代谢和细胞间相互作用紊乱的

结果[11-12]. 无论何种原因引起的慢性肝病, 其特

征为: 肝实质细胞的慢性炎症和慢性坏死以及

细胞间基质的数量和质量的变化从而引起细胞

间质的沉积. 肝纤维化过程中在细胞水平上可

能涉及肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)、
Kupffer细胞、巨噬细胞的活化; 在分子水平上, 
他与生长因子、细胞因子、化学因子、细胞间

质生成和沉积的改变有关[13-16]. 近年来, GBE普
遍应用于临床, 其主要药理作用为抗氧化, 在
心、脑血管疾病中研究较多. GBE具有很强的抗

氧自由基、增强抗氧化酶活性的作用, 还可抑

制血小板抑制因子, 改善微循环等, 对心、脑血

管缺血性损伤有明显的保护作用. GBE还能明显

的抗氧化和抗脂质过氧化, 减少氧自由基对ATP

酶的攻击, 增强中枢神经系统功能、调节神经

递质和激素的水平等[2-3,5]. 此外, Daba et al研究

表明GBE可通过抑制脂质过氧化而对博莱霉素

(bleomycin)诱导的肺纤维化具有保护作用[17], 而
国内的研究亦显示G B E能使肺间质纤维化减

轻[18]. 在肝脏方面, 研究显示, GBE对肝窦状内皮

细胞具有保护作用[6], 可以改善慢性肝损伤后的

微循环紊乱[6-7]. 我们前期的研究也表明, GBE对
实验性大鼠慢性肝损伤、肝纤维化具有保护作

用[8-10]. 我们利用CCl4诱导实验性肝纤维化模型, 
同时应用GBE进行干预, 结果显示, 造模8 wk后
模型组肝细胞广泛变性坏死, 纤维组织增生明

显, 将肝小叶分隔成大小不等的肝细胞团, 表示

造模成功. 而GBE干预组仅汇管区及小叶间有

少量纤维组织增生, 纤维间隔细小, 与模型组相

比差异显著. 并且, GBE干预组ALT, AST等各项

肝功能指标也明显优于模型组. 这说明GBE对

图  2  大鼠肝组织Activin A表达(SP×200). A: 正常组; B: 模

型组; C: EGB干预组.
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B

C

图  1  大鼠肝脏病理(HE×100). A: 正常组; B: 模型组; C: 

EGB干预组.
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实验性大鼠肝纤维化具有预防和抑制作用, 结
果与以前的研究相一致. 

Activin是转化生长因子超家族成员, 是近年

来发现的一组重要细胞因子. 他具有广泛的生

物学活性, 如在动物胚胎中诱导中胚层和前后

极性分化, 在动物和人体内刺激多种细胞分化

等. Activin是由2个β亚基构成的二聚体糖蛋白, 
目前已知有5种β亚基, 其分别为βA, βB, βC, βD
和βE. 在正常肝脏实质细胞中5种β亚基均有表

达, 其中βA和βB亚基的表达是肝脏维持生理功

能所必须的, 另外3种β亚基在肝脏中的作用尚

不很清楚. 按照亚基结合的方式, 可分为Activin 
A (βAβA)、Activin B (βBβB)和Activin AB 
(βAβB). 目前对Activin A的研究比较多. 研究

表明, Activin作用不仅限于性腺, 而且在组织细

胞生长分化、骨形成、胚胎发育、免疫调节、

组织损伤修复及炎症反应过程中均发挥了重要

作用[19-21]. 近年研究显示, Activin A与肝脏病变

有密切的关系. 在慢性病毒性肝炎患者血清中

Activin A比正常对照组患者明显升高[22]; 亦有学

者发现肝硬化及肝细胞癌患者血清Activin A水

平升高, 且后者升高更为明显[23], 提示发生硬化

的肝脏和肝脏肿瘤可能部分有Activin A的参与. 
在实验性肝纤维化方面, 研究证实, 不同方式诱

导的大鼠肝纤维化都有肝脏Activin A的表达增

强[24-26]. 而在急性肝损伤时, 研究亦表明Activin 
A表达增强, 对HSC分泌纤维具有调节作用[27]. 
总之大量研究证明, Activin A是肝脏再生过程中

的负向调节因子. 肝细胞产生的Activin A, 通过

自分泌和旁分泌方式, 抑制肝细胞DNA合成, 诱
导肝细胞凋亡[28-32], 促进HSC和成纤维细胞分泌

Ⅰ型胶原[27,33]. 
凋亡是肝实质和间质细胞死亡的最主要形

式, 肝细胞增殖和凋亡失去平衡, 肝脏再生异常, 
导致慢性肝炎、肝硬化和肝癌等病变的发生. 
目前的研究表明, 细胞凋亡在肝纤维化的形成

和发展中发挥着重要的作用, 而肝细胞凋亡更

是在肝纤维化的进展过程中具有促进作用[13-14]. 

图  5  大鼠肝组织Activin A mRNA表达. bP<0.01 vs  模型组.
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图  4  大鼠肝组织Activin A的RT-PCR扩增产物. 1: 正常组; 2: 

模型组; 3: EGB干预组.

图  3  大鼠肝细胞凋亡变化(TUNEL×400). A: 正常组; B: 模

型组; C: EGB干预组.
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Activin A与肝细胞凋亡的关系为我们理解肝纤

维化的形成提供了新的思路. 慢性肝损伤过程

中, 炎性因子刺激Activin A在肝脏表达增多, 肝
细胞凋亡也随之增多, 从而促进形成肝纤维化

甚至肝硬化[26]. 本实验模型组造模8 wk后, 大鼠

肝纤维化形成, 免疫组化和RT-PCR显示肝脏中

Activin A表达明显增强, 肝细胞凋亡也明显增

加, 和以上研究结果相一致. 而在GBE干预组, 
大鼠肝脏中Activin A表达较模型组减弱, 肝细胞

凋亡数量较模型组减少, 大鼠肝纤维化程度也

较模型组明显为轻. 这说明, GBE抗大鼠肝纤维

化的作用可能与肝组织Activin A表达及肝细胞

凋亡有关, GBE干预使肝纤维化大鼠Activin A表

达减少从而减少肝细胞凋亡可能是其机制之一. 
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第六届全国消化道恶性病变介入治疗研讨会第二轮通知

本刊讯 第六届全国消化道恶性病变介入治疗研讨会于2006-09-15/18在浙江省杭州市举行. 本届会议由上海同

仁医院和浙江省中医院联合主办, 中华放射学杂志、中华消化内镜杂志、世界华人消化杂志和介入放射学杂

志共同协办. 会议将邀请众多著名专家围绕消化疾病介入诊治新热点及消化道内支架治疗的热门技术和疑难

问题进行专题演讲和实例操作, 并就消化道支架治疗中的疑难病例和出现问题以沙龙形式深入研讨. 参会代表

可获国家级继续教育Ⅰ类学分12分. 

1 会议主要议题

消化疾病诊治进展、消化内镜治疗新技术应用、化疗药物应用新进展、上消化道吻合口梗阻和瘘的综合治

疗、胸腔胃穿瘘的支架封堵技术、肠道支架临床应用、肝门部胆道梗阻的内支架治疗、食管及胃肠道支架难

点研讨以及其他介入新技术应用等.

 

2 征文内容

征集消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等方面的论

著、文献综述、临床经验、个案报告等稿件. 欢迎消化、介入放射、肿瘤、普外、胸外及肝胆外科等相关学科

医师投稿参会.

3 投稿要求

专题讲座由组委会约稿. 论著需1000字以内的标准论文摘要, 包括目的、方法、结果与结论四要素. 经验交流、

短篇报道等全文限1000字以内. 所有稿件一律要求电脑打印用E-mail投稿, 邮寄者需附WORD格式软盘(请自留

稿底, 恕不退稿).

4 报名地址及要求

联系地址: 杭州市邮电路54号(浙江省中医院)吕宾 收, 邮编: 310006, 电话: 0571-87032028, 手机: 13906515409, 

E-mail: lvin@medmail.com.cn; 上海市愚园路786号(上海同仁医院)茅爱武  收 ,  邮编:  200050, 电话: 

021-62524259-3397, 手机: 13371936559, E-mail: maoaw@sohu.com. 会议收费800元, 提前注册收费700元, 截稿日

期: 2006-08-15.


