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Abstract
AIM: To investigate the therapeutic effect and 
antioxidation mechanism of Ginkgo biloba 
extract (EGB) in rats with ulcerative colitis 
induced by 2, 4, 6-trinitrobenzene sulfonic acid 
(TNBS).

METHODS: Rat model of ulcerative colitis was 
induced by 2, 4, 6-trinitrobenzene sulfonic acid 
(150 mg/kg) with ethanol. The experimental ani-
mals were randomly divided into 4 groups: nor-
mal group, model group, 5-aminosalicylic acid 
(5-ASA, 100 mg/kg) group, EGB (200 mg/kg) 
group. The macroscopic and histological damag-
es were evaluated. The contents of malondiade-
hyde (MDA), nitric oxide (NO), superoxide dis-
mutase (SOD), and glutathion peroxide (GSH-
Px) were measured by biochemical methods. 
The expression of inducible nitric oxide synthase 
(iNOS) in the colon tissues was detected by im-
munchistochemistry.

RESULTS: The expression of iNOS (19.60% ± 
3.17% vs 81.36% ± 1.71%), the tissue contents of 
NO (9.20 ± 0.81 μmol/g vs 14.77 ± 1.34 μmol/g, 
P < 0.01) and MDA (3.96 ± 0.35 μmol/g vs 6.06 ± 
0.39 μmol/g, P < 0.01) in EGB group were obvi-
ously lower than those in model group, but the 
activities of SOD and GSH-Px of colon tissues 
in EGB group were significantly higher (SOD: 
32.52 ± 1.82 kU/g vs 21.90 ± 2.22 kU/g; GSH-Px: 
49.91 ± 2.59 kU/g vs 41.26 ± 2.90 kU/g; P < 0.01). 
EGB also notably reduced the macroscopic and 
histological scores of colon tissues (2.10 ± 0.57 vs 
3.10 ± 0.57; 3.50 ± 0.85 vs 4.7 ± 0.82; both P < 0.01).

CONCLUSION: EGB can alleviate the inflamma-
tory reactions in colitis through inhibiting oxy-
gen free radical reaction, exerting antioxidation 
effects and decreasing the production of NO.
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摘要
目的: 在三硝基苯磺酸灌肠诱导大鼠实验性
结肠炎模型中, 研究银杏天宝(EGB)的治疗作
用及其抗氧化损伤作用的机制. 

方法: 应用三硝基苯磺酸(TNBS)/乙醇灌肠
制备大鼠实验性结肠炎模型. 实验设正常对
照组, 三硝基苯磺酸模型组, 阳性药物对照组
(5-ASA group, 100 mg/kg), EGB组(200 mg/kg) 
4组. 观察大鼠肠组织大体形态和组织学评
分. 生化法检测大鼠肠组织超氧化物歧化酶
(SOD), 谷胱苷肽过氧化物酶(GSH-Px)活性及
丙二醛(MDA), 一氧化氮(NO)含量. 免疫组化
检测肠组织诱导型一氧化氮合酶(iNOS)蛋白
的表达. 

结果: 与模型组相比, EGB组结肠组织iNOS
表达明显减少, NO、MDA明显降低(iNOS: 
19.60%±3.17% vs  81.36%±1.71%; NO: 9.20
±0.81 μmol/g vs  14.77±1.34 μmol/g; MDA: 
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■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
(ulcerative colitis, 
U C )病因和发病
机制尚不清楚. 炎
症和自由基及其
引起的脂质过氧
化反应在UC发病
中有重要作用. 国
内外UC发病率呈
上升趋势, 但缺乏
疗效好副作用少
而行之有效的药
物 治 疗 .  近 年 来
应用中药及天然
植物有效成分治
疗UC取得一定进
展, 但其具体作用
机制不明. 



3.96±0.35 μmol/g vs  6.06±0.39 μmol/g; 
P <0.01); SOD、GSH-Px活性明显升高(SOD: 
32.52±1.82 kU/g vs  21.90±2.22 kU/g; GSH-
Px: 49.91±2.59 kU/g vs  41.26±2.90 kU/g; 
P <0.01). EGB能明显减少大鼠实验性结肠炎
模型组大体形态和组织学评分(2.10±0.57 vs  
3.10±0.57; 3.50±0.85 vs  4.7±0.82; P <0.01).

结论: EGB可能通过抑制氧自由基反应, 抗氧
化损伤, 抑制NO生成, 来减轻结肠炎炎症反应.

关键词: 银杏天宝; 溃疡性结肠炎; 氧自由基; 抗氧

化; 一氧化氮
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)的发病机制

是复杂的、多环节、多因素共同作用的结果. 
大量实验证明炎症和自由基及其引起的脂质过

氧化反应在UC发病中有重要作用, 抗炎及抗氧

化能减轻UC的炎性损伤[1-3]. 银杏天宝(Ginkgo 
biloba extract, EGB)是从银杏叶中提取的化合

物, 主要活性成分为240 g/L黄酮糖苷和60 g/L萜
内酯, 有清除自由基和过氧化脂质、调节循环

系统、改善血液循环、拮抗血小板活化因子、

保护组织等作用[4-5]. 临床已广泛用于心脑血管

疾病的治疗, 但是EGB对UC影响的报道甚少[6]. 
我们在本课题组前期研究[7]的基础上, 进一步观

察EGB对大鼠实验性结肠炎抗氧化作用的影响, 
探讨EGB防治UC的可能性及作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠40只, 体质量为180±20 
g, 购自湖北省实验动物中心; 2, 4, 6-三硝基苯

磺酸(2, 4, 6-trinitrobenzene sulfonic acid, TNBS)
购自Sigma公司; 银杏天宝为贵州信邦制药股份

有限公司提供; 一氧化氮(NO), 超氧化物歧化

酶(SOD), 丙二醛(MDA), 谷胱苷肽过氧化物酶

(GSH-Px)试剂盒购于南京建成生物工程公司; 
诱导型一氧化氮合酶(i N O S)多克隆抗体购自

Santa Cruz公司; SP试剂盒为北京中山生物制品

公司产品.
1.2 方法  动物随机分为正常对照组(n o r m a l 
group), 三硝基苯磺酸模型组(model group), 阳性

药物对照组(5-aminosalicylic acid, 5-ASA group), 
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EGB组(EGB group)4组, 每组10只. 动物饲养温

度为20-27℃, 湿度为40%-70%, 12 h暗12 h明, 
自由饮水和取食. 造模前大鼠禁食不禁水24 h. 
正常对照组以500 mL/L乙醇灌肠, 其他组均以

TNBS灌肠诱导实验性结肠炎形成. 按Morr is  
et al [8]方法造模, 乙醚麻醉后, 取仰卧位, 插入直

径2 mm的聚乙烯纤维导管至直肠内, TNBS(150 
mg/kg)溶解于500 mL/L乙醇溶液缓慢推入结

肠, 保留15 s后再注入生理盐水3-5 mL冲洗2次. 
造模24 h后4组分别予以生理盐水2 mL, 5-ASA 
100 mg/kg, EGB 200 mg/kg灌胃治疗, 1次/d连续

4 wk. 4 wk后处死大鼠, 分离结肠, 沿肠系膜纵

轴剪开, 冷生理盐水冲洗干净, 立即参照Morris 
et al [8]标准进行肉眼大体形态损伤评分. 于炎症

或溃疡处取肠组织一部分, 置40 g/L甲醛中固定, 
常规石蜡包理、HE染色, 参照文献[8-9]镜下评

价结肠组织学损伤评分. 
1.2.1 肠组织NO, SOD, MDA, GSH-Px的测定 
处死大鼠后, 取炎症改变最明显处的结肠黏膜

组织, 用4℃生理盐水洗净, 称质量, 匀浆. NO, 
SOD, MDA, GSH-Px检测按照试剂盒说明书进行. 
1.2.2 免疫组化检测肠组织iNOS表达 操作按照

SP免疫组化染色试剂盒说明书进行. 石蜡切片

脱蜡至水, 室温孵育15 min, PBS洗15 min, 微波

修复10 min, PBS洗15 min, 自然冷却, 封闭非特

异性抗原, iNOS抗体稀释至1∶100, 37℃孵育1 
h, PBS洗15 min, 生物素化二抗IgG抗体37℃孵

育15 min, 辣根过氧化物酶标记的链霉素亲活素

37℃孵育15 min, DAB显色, 自来水冲洗, 苏木

素复染, 封片. PBS代替一抗作阴性对照. 结果判

断: 细胞呈棕黄色为阳性, 表达于胞质. 每张切

片计算任意10个高倍视野(200倍)中阳性细胞所

占的百分比例.
统计学处理 实验数据以mean士SD表示, 采

用SPSS11.5软件进行统计学分析, 两组间比较用

单因素方差分析, 组间差异采用q检验. 以P <0.05
为有统计学意义.

2  结果

2.1 结肠大体形态和组织学评分 大体观察: 三
硝基苯磺酸模型组肉眼观察到肠黏膜水肿、溃

疡、点片状出血. EGB组及5-ASA组显著改善肠

黏膜充血、水肿、糜烂(P <0.01, 表1). 组织学损

伤评分: 光镜下见正常对照组黏膜上皮完整, 细
胞形态正常, 杯状细胞可见, 腺体排列整齐. 三
硝基苯磺酸模型组黏膜上皮坏死脱落, 炎症渗
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■研发前沿
I B D的药物治疗
包括水杨酸, 柳氮
磺胺吡啶, 类固醇
激素等, 但其副作
用大, 停药后易复
发. 随着免疫学和
分子生物学的发
展 ,  重 组 单 克 隆
抗体, 反义寡核苷
酸取得了较好的
疗效, 但其价格昂
贵, 安全性及远期
疗效需进一步观
察. 银杏天宝含有
24%黄酮糖苷和
6%萜内酯 .  具有
多种生物学效应
和药理学作用, 能
清除自由基、抗
炎和调整免疫系
统. 因其价廉无副
作用临床上广泛
用于治疗和炎症
介质有关的多种
疾病. 有望成为治
疗溃疡性结肠炎
的一种有效药物.
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出, 肉芽组织增生, 典型溃疡形成, 黏膜下层及

肌层水肿, 大量炎性细胞浸润, 杯状细胞减少、

甚至消失. EGB组上皮细胞坏死轻, 溃疡小而浅, 
大部分腺体结构保持完整, 排列稍紊乱, 炎性细

胞浸润, 肠壁各层结构基本完整(P <0.01, 表1, 图
1). 
2.2 EGB对大鼠实验性结肠炎结肠组NO, SOD, 
M D A, G S H-P x的影响 三硝基苯磺酸模型组

NO, MDA较正常对照组明显增高, SOD, GSH-
Px活性较正常对照组明显减少, 差异有显著性

(P <0.01).  EGB组和5-ASA组NO, MDA含量较模

型组低, SOD, GSH-Px活性较模型组高, 差异有

显著性(P <0.01), EGB组和5-ASA组差异有显著

性(P <0.05, 表2), 表明EGB作用优于5-ASA. 
2.3 免疫组化染色结果 正常对照组可见散在、

少许iNOS阳性细胞, 以胞质着色为主. 模型组

肠组织可见大量iNOS阳性细胞, 呈棕黄色颗粒, 
胞质着色, 主要分布在黏膜及黏膜下层, 阳性细

胞沿腺窝分布, 呈片状聚集, 较正常对照组表达

明显升高(P <0.01). EGB和5-ASA治疗后较模型

组iNOS表达明显下降(P <0.01, 图2), EGB组较

5-ASA组下降更加明显(P <0.05, 表2).

3  讨论

氧自由基(oxygen free radical, OFR)主要包括超

氧阴离子自由基(O2
-)和羟自由基(OH-)等. 生理

情况下, 体内存在清除氧自由基的防御系统、

包括抗氧化酶(SOD、GSH-Px)和抗氧化剂(维生

素C, 维生素E, 类胡萝卜素). 当抗氧化系统削弱

或OFR生成过度, 将导致组织和细胞的损伤. UC
时, 肠黏膜中大量的吞噬细胞被激活, 耗氧量增

加, 在黄嘌呤氧化酶、花生四烯酸作用下产生

大量O2
-. OFR与生物膜不饱和脂肪酸共价结合, 

激发连锁反应, 在体内引起脂质过氧化反应, 对
机体产生氧化损伤, 并分解出MDA, 使膜流动性

降低、通透性增加、大量Ca2+内流, 通过花生四

烯酸代谢, 形成具有高度生物活性的炎症介质

(前列腺素、血栓素、白三烯等), 加重UC肠黏

膜的损伤. SOD, GSH-Px是机体主要抗氧化酶, 
SOD歧化O2

-形成的H2O2、ROOH分别与GSH在

GSH-Px作用下形成H2O, RH和毒性较小的ROH
起到清除自由基的作用, 其活力反映机体清除

表  1  EGB对大鼠实验性结肠炎肠组织大体形态、组织
学评分的影响(n  = 10, mean±SD)

      
分组	                    大体形态评分	     组织学评分

正常对照组	   0.00±0.00b	    0.00±0.00b

模型组	                   3.10±0.57	      4.7±0.82

5-ASA组	                  2.30±0.48b	      3.7±0.67b

EGB	                   2.10±0.57bd 	    3.50±0.85bd 

bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  5-ASA组.

A

B

图  1  大鼠结肠组织病理表现(HE×100). A: 模型组; B: EGB

组.

A

B

图  2  免疫组化染色肠组织中iNOS在胞质中的表达(SP染色
×200). A: 模型组; B: EGB组.

■创新盘点
EGB对UC中NO
的作用尚无系统
研究. 本研究首次
证实EGB可抑制
结肠炎大鼠肠黏
膜中iNOS表达而
减少 N O 的产生 . 
减轻氧自由基和
脂质过氧化作用
对肠组织的损伤, 
从而减轻大鼠实
验性结肠炎炎症
损伤.
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氧自由基的能力. MDA可间接反映细胞损伤程

度. 本实验模型组肠组织中SOD, GSH-Px活力显

著下降(P <0.01), 而MDA含量明显增高(P <0.01), 
与文献[10-11]报道类似. 提示在UC发病过程中, 
抗自由基酶活力下降, 脂质过氧化反应增强, 表
明氧化应激及脂质过氧化、抗氧化能力下降与

UC的发生有关. 
以往研究表明UC患者病灶部肠黏膜组织

NO合成增加, 一氧化氮合酶(NO synthase, NOS)
活性增加, 且iNOS活性增加与炎症程度呈平行

关系[12-13]. NO有两种类型, 即结构型(constitutive 
NO synthase, cNOS)和iNOS, cNOS生成NO量一

般较少. 在UC结肠黏膜层以iNOS为主, iNOS催
化精氨酸产生NO, NO在UC炎症过程中既有保

护作用又有杀伤毒性和促炎的双重作用. 一方

面作为一种抗氧化剂能穿入细胞膜阻止脂质过

氧化和防止膜内维生素E的损耗, 保护机体对抗

一些病理性损害; 另一方面在NO生成过程中, 
NO与O2

-反应, 生成过氧亚硝酸阴离子, 使巯基

蛋白和脂质氧化, 造成组织细胞损伤. 同时NO介

导激活中性粒细胞和单核细胞, 使炎症反应进

一步扩大. 这些自由基还可使SOD含量减少, 显
著降低了SOD等抗氧化清除或降低自由基的能

力, 加重UC的炎症反应和组织损伤. 本研究中, 
TNBS诱导大鼠实验性结肠炎中, iNOS蛋白阳性

表达和NO含量明显增高, 可能系由iNOS诱导的

NO释放增加所致. 
UC治疗的传统药物为水杨酸类和激素, 尽

管他们有多方面的抗炎功能, 但副作用大. 银杏

天宝作为一种天然抗氧化剂, 其分子中含有还

原性羟基功能基团, 可直接清除O2
-, OH-, H2O2, 

脂质自由基, 脂质过氧化自由基和烷自由基等, 
终止自由基链锁反应, 从而阻止和抑制了氧自

由基反应和脂质过氧化反应[4,14-15]. P incemai l  
et al [16]的研究表明EGB具有抗氧化离子的作用, 
他不仅可以清除自由基, 而且具有超氧化物歧

化酶的特征. EGB可参与调节和提高SOD, GSH-

Px等抗氧化酶的活性, 从而加快了自由基的清 
除[17]. Liu et al [18]发现EGB因其抗氧化特性及抑

制iNOS表达减少NO的产生对肠缺血再灌注损

伤诱导的肺损伤大鼠起保护作用. 但EGB对UC
中NO的作用尚无系统研究. 本研究免疫组化染

色结果显示EGB治疗后iNOS表达较模型组明显

下降, EGB组肠组织NO含量较模型组明显减低, 
提示EGB可抑制结肠炎大鼠肠黏膜中iNOS表达

而减少NO的产生. 
总之, 本研究证实EGB能明显减少模型组

大体形态和组织学评分, 有效地防止大鼠实验

性结肠炎炎症发生及发展, 作用机制可能是通

过降低大鼠实验性结肠炎MDA含量, 同时提高

SOD、GSH-Px活性, 减轻氧自由基和脂质过氧

化作用对肠组织的损伤, 减少iNOS的表达, 抑制

NO的生成, 对大鼠实验性结肠炎起保护作用, 可
为UC的防治提供理论依据, 但其临床应用尚有

待进一步研究. 
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能有效地防止大
鼠实验性结肠炎
炎症发生及发展, 
对大鼠实验性结
肠炎起保护作用, 
可为UC的防治提
供理论基础, 也为
UC的临床治疗提
供了新思路.
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2007 年原位肝脏移植新技术及进展学习班通知

本刊讯 为促进国内肝脏移植领域的交流与合作, 为拟开展肝脏移植的同道提供技术支持, 提高我国肝移植的

技术水平, 推动肝移植的健康发展, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心将于2007-08-29/09-02与世界华人消

化杂志合作举办“原位肝肝脏植新技术及进展”学习班, 由中山大学器官移植研究所所长陈规划教授主持, 并

邀请海内外肝移植知名专家授课, 就目前我国肝移植存在的重点和难点问题以及近几年来肝移植技术的新进

展进行学术讲座. 

中山大学附属第三医院肝脏移植中心是广东省器官移植研究所和中山大学器官移植研究所挂靠单位, 也

是广东省卫生厅重点专科和广东省器官移植学会主任委员单位. 目前, 已开展近1000例肝脏移植术, 术后1 a生

存率超过80%, 居国内领先水平. 本中心已举办三期肝脏移植技术学习班, 并协助国内60余家单位开展了肝脏

移植术. 本项目为2007年国家级继续医学教育项目, 项目编号为: 2007-04-10-024, 授予Ⅰ类学分14分. 授课内容

主要涉及肝脏移植手术技巧、高危受者的麻醉管理、重症感染病人的无肝素化持续血液净化治疗、个体化免

疫抑制方案、术后随访管理系统、抗乙肝病毒治疗新策略、西罗莫司及超声造影技术在肝脏移植中的应用等

方面. 学习对象为省级、地市级医院的医护人员. 

收费标准: 培训费900元/人(统一安排食宿, 费用自理)
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