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　　摘　要：目的　观察银杏叶提取物（ＧＢＥ）对硫代乙酰胺（ＴＡＡ）所致肝损伤大鼠的肝脏保护作用及其对肝组织Ｃａｓｐａｓｅ３、

Ｃａｓｐａｓｅ８表达的影响。方法　将７０只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为正常对照组（狀＝１０）、模型组（狀＝１５）及ＧＢＥ组（狀＝４５），ＧＢＥ组再

分为ＧＢＥ低剂量组（狀＝１５）、ＧＢＥ中剂量组（狀＝１５）及 ＧＢＥ高剂量组（狀＝１５）。ＧＢＥ低、中、高剂量组大鼠分别灌服 ＧＢＥ５０、

１００、２００ｍｇ／ｋｇ，１次／ｄ，连续３０ｄ；正常对照组及模型组大鼠灌服生理盐水。模型组及ＧＢＥ低、中、高剂量组大鼠于灌服第２８天

用ＴＡＡ（３００ｍｇ／ｋｇ）行腹腔注射，隔天注射１次，共３次；正常对照组大鼠腹腔注射生理盐水。所有大鼠均于末次注射后２４、４８、

７２ｈ采血，检测血清丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）水平。用逆转录ＰＣＲ检测大鼠肝组织犆犪狊狆犪狊犲３、犆犪狊狆犪狊犲８

ｍＲＮＡ的表达情况，并对Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８的活性进行检测。结果　与正常对照组比较，模型组大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ水平明

显升高，肝组织犆犪狊狆犪狊犲３、犆犪狊狆犪狊犲８ｍＲＮＡ水平上调；而与模型组比较，ＧＢＥ组大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ水平明显降低，肝组织

犆犪狊狆犪狊犲３、犆犪狊狆犪狊犲８ｍＲＮＡ水平下调。结论　ＧＢＥ可通过调节Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８的表达抑制急性肝功能衰竭患者的肝细胞

凋亡，从而对肝损伤发挥保护作用。
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ｆａｉｌｕｒｅｖｉａｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ８ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｌａｙａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｒｏｌｅｉｎｈｅｐａｔｉｃｉｎｊｕｒｙ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｌｉｖｅｒｆａｉｌｕｒｅ，ａｃｕｔｅ；ｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａ；ｔｈｉｏａｃｅｔａｍｉｄｅ；ｃａｓｐａｓｅｓ；ｒａｔｓ

　　急性肝功能衰竭可在急性或慢性肝病、肝肿瘤、外伤性肝

脏手术后、中毒症及其他器官衰竭等疾病过程中发生［１］。起病

急、进展快、并发症多、治疗难度大及病死率高是急性肝功能衰

竭的主要特点，肝移植是目前惟一有效的治疗手段，但诸多因

素制约了肝移植的广泛开展。因此，如何保护肝脏功能、预防

和治疗急性肝功能衰竭成为各国学者所关注的热点之一。急

性肝损伤动物模型的建立是研究急性肝功能衰竭发病及预防

的前提条件。肝损伤的发生及其预防可能与细胞凋亡有关，其

中，半胱天冬氨酸蛋白酶（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅ

ａｓｅ，Ｃａｓｐａｓｅ）８被称为凋亡途径中的起始Ｃａｓｐａｓｅ
［２３］，它可直
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接激活下游效应Ｃａｓｐａｓｅｓ，如Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ６及Ｃａｓｐａｓｅ

７
［４］。Ｃａｓｐａｓｅ８还可通过激活线粒体而促细胞色素Ｃ的释放，

进而募集和激活Ｃａｓｐａｓｅ９，活化的Ｃａｓｐａｓｅ９又激活其他凋亡

执行分子，最终导致细胞凋亡［５］。本研究旨在通过建立大鼠急

性肝功能衰竭模型，以银杏叶提取物（ｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｅｘｔｒａｃｔ，

ＧＢＥ）对急性肝功能衰竭大鼠进行干预，检测大鼠肝组织

Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ８在ｍＲＮＡ水平的表达情况以及肝脏中

酶的活性变化，以探讨ＧＢＥ的疗效及其作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料　清洁级健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠７０只，体质量２２０～

２５０ｇ，由新乡医学院实验动物中心提供。硫代乙酰胺（ｔｈｉｏａｃ

ｅｔａｍｉｄｅ，ＴＡＡ）购于国药集团化学试剂沈阳有限公司；ＧＢＥ（含

黄酮苷２４．３７％、银杏内酯６．１２％）购自陕西中鑫生物技术有

限公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒、莫洛尼鼠白血病病毒（ｍｏｌｏｎｅｙｍｕｒｉｎｅ

ｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓ，ＭＭＬＶ）逆转录酶试剂盒及ＰＣＲ所用试剂均

购自宝生物工程（大连）有限公司；丙氨酸转氨酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉ

ｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓ

ｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）检测试剂盒购自南京建成科技有限公司；Ｃａｓｐａｓｅ

３和Ｃａｓｐａｓｅ８活性检测试剂盒购自碧云天生物科技有限公

司。Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８及甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ

ｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）引物由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成。

１．２　动物分组及处理　将 Ｗｉｓｔａｒ大鼠饲养１周后，随机分为

正常对照组（狀＝１０）、模型组（狀＝１５）及ＧＢＥ组（狀＝４５），ＧＢＥ

组再分为ＧＢＥ低剂量组（狀＝１５）、ＧＢＥ中剂量组（狀＝１５）及

ＧＢＥ高剂量组（狀＝１５）。ＧＢＥ低、中、高剂量组大鼠分别灌服

ＧＢＥ５０、１００、２００ｍｇ／ｋｇ，１次／ｄ，连续３０ｄ；正常对照组及模型

组大鼠灌服等体积的生理盐水，１次／ｄ，连续３０ｄ。模型组及

ＧＢＥ低、中、高剂量组大鼠于灌服第２８天用 ＴＡＡ（３００ｍｇ／

ｋｇ）行腹腔注射，隔天注射１次，共３次；正常对照组大鼠腹腔

注射等体积的生理盐水。５组大鼠均于末次注射２４、４８、７２ｈ

后行腹主动脉采血，处死大鼠，并立即取其肝组织待检。

１．３　大鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ的检测　大鼠腹主动脉采血，待血

液充分凝固后，室温离心１０ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，２５００ｒ／

ｍｉｎ），将血清转移至新ＥＰ（ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）管内备用。检测 ＡＬＴ

和ＡＳＴ活性，严格按试剂盒说明书进行操作。

１．４　大鼠肝组织犆犪狊狆犪狊犲３和犆犪狊狆犪狊犲８ｍＲＮＡ的检测　采

用Ｔｒｉｚｏｌ法提取大鼠肝组织总ＲＮＡ，方法按说明书操作，用紫

外分光光度计测定 ＲＮＡ 浓度，按逆转录试剂盒说明合成

ｃＤＮＡ。采 用 逆 转 录 ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＰＣＲ，ＲＴ

ＰＣＲ）技术分析各组大鼠肝组织 Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃａｓｐａｓｅ８在

ｍＲＮＡ 水 平 的 表 达 情 况，犌犃犘犇犎 ｍＲＮＡ 作 为 内 参。

犆犪狊狆犪狊犲３上游引物序列：５′ＴＧＧＣＣＣＴＧＡＡＡＴＡＣＧＡＡＧ

ＴＣ３′，下游引物序列：５′ＡＣＣＣＧＴＣＣＣＴＴＧＡＡＴＴＴＣＴＣ

３′，扩增产物长度为４０２ｂｐ；犆犪狊狆犪狊犲８上游引物序列：５′ＧＧＡ

ＡＧＧＡＴＣＧＡＣＧＡＴＴＡＣＧＡ３′，下游引物序列：５′ＴＧＣ

ＡＧＣＡＧＡＴＧＡＡＧＣＡＧＴＣＴ３′，扩增产物长度为４３０ｂｐ；

犌犃犘犇犎 上游引物序列：５′ＡＴＧＧＧＡＡＧＣＴＧＧＴＣＡＴＣＡ

ＡＣ３′，下游引物序列：５′ＧＧＡＴＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴ

ＣＴ３′，扩增产物长度为４４０ｂｐ。上述引物扩增条件均为：９４

℃预变性５ｍｉｎ后，９４℃变性４５ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸

６０ｓ，共３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１．５％

琼脂糖凝胶电泳，用凝胶成像系统自动扫描。将犆犪狊狆犪狊犲３、

犆犪狊狆犪狊犲８ｍＲＮＡ吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ）值分别与犌犃犘犇犎

ｍＲＮＡ的Ａ值相比，其比值作为犆犪狊狆犪狊犲３和犆犪狊狆犪狊犲８ｍＲ

ＮＡ的相对表达水平。

１．５　大鼠肝组织Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ８活性的检测　取大鼠

肝脏组织１０ｍｇ，加入１００μＬ裂解液匀浆，低温离心，收集上清

液，根据试剂盒提供的标准品测定标准曲线；取部分样品采用酶

标仪检测４０５ｎｍ处的 Ａ值（Ａ４０５）。另取部分样品用Ｂｒａｄｆｏｒｄ

法测定大鼠肝组织总蛋白质浓度，最后根据标准曲线以及样品、

空白对照组的Ａ４０５，计算Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ８活性。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大鼠血清ＡＳＴ、ＡＬＴ水平的变化　与正常对照组比较，

模型组大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ明显升高（犘＜０．０１），且 ＡＬＴ、

ＡＳＴ均在肝功能衰竭４８ｈ后达峰值，而后下降；与模型组比

较，ＧＢＥ低剂量组大鼠血清 ＡＳＴ、ＡＬＴ降低（犘＜０．０５），ＧＢＥ

中、高剂量组大鼠血清 ＡＳＴ、ＡＬＴ 水平均明显降低（犘＜

０．０１），见表１、２。

２．２　大鼠肝组织犆犪狊狆犪狊犲３、犆犪狊狆犪狊犲８ｍＲＮＡ的表达水平　

与正常对照组比较，模型组各时间点大鼠肝组织犆犪狊狆犪狊犲３、

犆犪狊狆犪狊犲８ｍＲＮＡ水平均明显升高（犘＜０．０５）；与模型组比较，

ＧＢＥ中剂量组大鼠肝组织犆犪狊狆犪狊犲３、犆犪狊狆犪狊犲８ｍＲＮＡ水平

明显降低（犘＜０．０５），ＧＢＥ高剂量组大鼠肝组织犆犪狊狆犪狊犲３、

犆犪狊狆犪狊犲８ｍＲＮＡ水平也显著降低（犘＜０．０５），见表３、４。

２．３　Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ８活性的检测　与正常对照组比

较，模型组大鼠肝组织 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８活性明显升高

（犘＜０．０５），在２４、４８、７２ｈ时间点检测，Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８

活性有递减趋势；与模型组比较，ＧＢＥ中、高剂量组大鼠肝组

织Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８活性明显降低，结果以ｎｍｏＬ／ｇ表示，

见表５、６。

表１　　ＧＢＥ对急性肝损伤大鼠血清ＡＬＴ的影响（狓±狊，Ｕ／Ｌ）

组别 狀 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

正常对照组 １０ ４６．３８±１２．０５ ４５．６６±１０．３３ ４８．２３±１１．７８

模型组 １５ ８１２．４５±１６５．６７ １１３２．４８±１７０．５３ ９５３．０６±１６０．９９

ＧＢＥ组

　低剂量 １５ ７８９．０２±１６７．３５＃ １０４３．２４±１５９．８６＃ ８２０．６７±１５４．７６＃

　中剂量 １５ ６０２．８６±９８．７５△ ７３８．７９±１２６．３５△ ６３７．６３±７６．８８△

　高剂量 １５ ３６８．８６±４５．３９△ ５１５．３５±６６．７３△ ３８０．１２±５８．１６△

　　：犘＜０．０１，与正常对照组比较；＃：犘＜０．０５，△：犘＜０．０１，与模型组比较。
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表２　　ＧＢＥ对急性肝损伤大鼠血清ＡＳＴ的影响（狓±狊，Ｕ／Ｌ）

组别 狀 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

正常对照组 １０ １４３．１５±２５．８６ １４１．３８±２６．６６ １４３．０８±２８．３１

模型组 １５ １６５２．１８±３６５．３３ １９９８．４２±３８４．５６ １８６５．００±３４６．８５

ＧＢＥ组

　低剂量 １５ １５６０．０１±２６３．５４＃ １８２０．５６±３０９．８１＃ １６００．４８±２８５．０６＃

　中剂量 １５ １２０３．８４±７９．５１△ １４８７．２９±１６８．２３△ １２８３．５７±１２９．３６△

　高剂量 １５ ７２３．６５±７０．３１△ １００８．５１±８６．４９△ ７１８．８２±５７．８１△

　　：犘＜０．０１，与正常对照组比较；＃：犘＜０．０５，△：犘＜０．０１，与模型组比较。

表３　　大鼠肝组织犆犪狊狆犪狊犲３ｍＲＮＡ的表达（狓±狊）

组别 狀 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

正常对照组 １０ ０．３５±０．０７ ０．３６±０．０９ ０．３７±０．０３

模型组 １５ ０．８９±０．１２ ０．７５±０．０７ ０．５２±０．０８

ＧＢＥ组

　低剂量 １５ ０．９０±０．１３ ０．７４±０．０８ ０．４９±０．０７

　中剂量 １５ ０．７６±０．０８＃ ０．５９±０．０３＃ ０．４２±０．０５

　高剂量 １５ ０．５８±０．０３△ ０．４６±０．０５△ ０．３２±０．０５△

　　：犘＜０．０１，：犘＜０．０５，与正常对照组比较；＃：犘＜０．０５，△：犘

＜０．０１，与模型组比较。

表４　　大鼠肝组织犆犪狊狆犪狊犲８ｍＲＮＡ的表达达（狓±狊）

组别 狀 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

正常对照组 １０ ０．３０±０．０１ ０．３４±０．０１ ０．３１±０．０３

模型组 １５ ０．９３±０．１４ ０．７４±０．０９ ０．４８±０．０４

ＧＢＥ组

　低剂量 １５ ０．９４±０．０９ ０．７２±０．０６ ０．４４±０．０１

　中剂量 １５ ０．７３±０．０５△ ０．５５±０．０２△ ０．３６±０．０１＃

　高剂量 １５ ０．６１±０．０７△ ０．４５±０．０４△ ０．３２±０．０２△

　　：犘＜０．０１，：犘＜０．０５，与正常对照组比较；＃：犘＜０．０５，△：犘

＜０．０１，与模型组比较。

表５　　大鼠肝组织Ｃａｓｐａｓｅ３活性变化（ｎｍｏＬ／ｇ）

组别 狀 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

正常对照组 １０ ２．１５±０．６７ ２．３６±０．６４ ２．２８±０．９７

模型组 １５ ９．９８±２．１６９．６４±１．８７７．４８±１．４９

ＧＢＥ组

　低剂量 １５ ９．８２±１．５８ ８．９３±１．０６ ７．０３±１．２５

　中剂量 １５ ８．８３±１．０６＃６．６７±１．１２△４．８５±１．０２△

　高剂量 １５ ６．６１±１．９４△５．１２±１．４４△３．４７±１．１６△

　　：犘＜０．０１，与正常对照组比较；＃：犘＜０．０５，△：犘＜０．０１，与模型

组比较。

表６　　各组大鼠肝组织Ｃａｓｐａｓｅ８活性变化（ｎｍｏｌ／ｇ）

组别 狀 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

正常对照组 １０ ２．３８±０．２６ ２．６３±０．１５ ２．３７±０．３８

模型组 １５ １０．８３±３．３１ ８．６２±１．９３ ５．０７±０．９３

续表６　　各组大鼠肝组织Ｃａｓｐａｓｅ８活性变化（ｎｍｏｌ／ｇ）

组别 狀 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ＧＢＥ组

　低剂量 １５ ９．９１±３．５４ ８．６３±１．４６ ４．８７±１．１６

　中剂量 １５ ７．７８±２．１３△ ５．７６±１．４８△ ３．８２±１．０６＃

　高剂量 １５ ５．４５±２．２５△ ４．２３±１．６５△ ３．０５±０．８１△

　　：犘＜０．０１，与正常对照组比较；＃：犘＜０．０５，△：犘＜０．０１，与模型

组比较。

３　讨　　论

急性肝损伤能引发大规模肝细胞死亡和严重肝功能障碍，

最终导致肝性脑病和多器官衰竭的发生，当患者病情进展而不

能进行肝移植治疗时，则后果严重。目前认为，肝细胞以坏死

和凋亡的形式死亡，这将引起炎症反应和肝功能低下，使肝脏

清除毒性物质的能力明显降低。阻止或延缓患者肝功能衰竭

进程能有效降低急性肝功能衰竭所致的病死率［６］。

Ｃａｓｐａｓｅ８被称为凋亡途径中的起始Ｃａｓｐａｓｅ，自杀相关因

子（ｆａｃｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｕｉｃｉｄｅ，Ｆａｓ）的死亡结构域相关蛋白（ｆａｓ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｗｉｔｈｄｅａｔｈｄｏｍａｉｎ，ＦＡＤＤ）的死亡效应结构

域（ｄｅａｔｈｅｆｆｅｃｔｏｒｄｏｍａｉｎ，ＤＥＤ）与Ｃａｓｐａｓｅ８前体的 ＤＥＤ结

合，募集 Ｃａｓｐａｓｅ８前体到 Ｆａｓ 信号复合体，切割并激活

Ｃａｓｐａｓｅ８，活化的Ｃａｓｐａｓｅ８直接激活下游效应Ｃａｓｐａｓｅｓ
［７８］，

如Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ６和Ｃａｓｐａｓｅ７
［９］。另外，Ｃａｓｐａｓｅ８还可

激活线粒体，导致细胞色素Ｃ释放。在 ＡＴＰ存在的情况下，

细胞色素Ｃ可与凋亡蛋白酶活化因子１（ａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｒｏｔｅａｓｅａｃ

ｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ１，Ａｐａｆ１）结合，进而募集和激活 Ｃａｓｐａｓｅ９，

Ｃａｓｐａｓｅ９又激活凋亡执行分子Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ７
［１０１１］，活

化 的 Ｃａｓｐａｓｅ３ 是 激 活 Ｃａｓｐａｓｅ２、Ｃａｓｐａｓｅ６、Ｃａｓｐａｓｅ８ 及

Ｃａｓｐａｓｅ１０所必须的，它们将进一步激活下游分子，从而导致

细胞死亡［１２１５］。

本实验中，模型组大鼠肝组织 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８在

ｍＲＮＡ水平均表达上调，其酶活性均升高，说明肝损伤后凋亡

分子Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃａｓｐａｓｅ８被激活，ＴＡＡ 可导致肝细胞凋

亡，但Ｃａｓｐａｓｅ８是以何种途径激活Ｃａｓｐａｓｅ３，还有待进一步

研究。与 模 型 组 比 较，ＧＢＥ 组 大 鼠 肝 组 织 Ｃａｓｐａｓｅ３ 和

Ｃａｓｐａｓｅ８在ｍＲＮＡ水平有下调趋势，酶活性也下降，且随着

ＧＢＥ剂量的增加，下调趋势更明显，这可能是 ＧＢＥ通过一定

途径在ｍＲＮＡ水平对Ｃａｓｐａｓｅ８发挥负调控作用，进而影响凋

亡分子Ｃａｓｐａｓｅ３的表达和活性，从而达到预防和缓解肝损伤

的效果。

综上所述，Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ８参与了肝功能衰竭过程

中的肝细胞凋亡，ＧＢＥ可抑制早期肝功能衰竭大鼠的肝细胞

５６１重庆医学２０１３年１月第４２卷第２期



凋亡，但具体通过何种途径调节Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８的表达，

还需进一步研究。总之，ＧＢＥ对肝脏具有保护作用，为临床治

疗提供了一个药物筛选方向，也为临床肝脏疾病的预防与治疗

提供了理论基础。
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