
SCN in vivo combining two-photon fluorescence imaging． Methods The surgery of skull base exposure was per-
formed on the anesthetized mice and the calcium signals of SCN were real-time monitored by two-photon fluores-
cence microscopy after calcium indicator injected． Ｒesults A set of operative methods to expose the SCN at skull
base of mice were successfully established． After surgery，the calcium signals of SCN were clearly monitored with
two-photon microscopy． The fluorescence signals of calcium did not quench for a long time along with the detecting
time and laser intensity，and the intracellular calcium imagings in vivo were stably displayed． The activity routine of
spontaneous calcium responses was different in recording neurons． Conclusion After the surgery of exposing skull
base in mouse，the real-time detection of calciumsignals of neurons in SCN are successfully realized with two-photon
microscopy．
Key words two-photon; fluorescence imaging; in vivo; calcium imaging; suprachiasmatic nucleus
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肝细胞损伤模型中银杏内酯 A 保护机制
及对 Nrf2 -抗氧化酶的影响

姜 璐1，向 楠2，姜 侠3，王伟芹4

摘要 目的 探讨银杏内酯 A 对四氯化碳( CCl4 ) 诱发的

HepG2 细胞损伤是否具有保护作用，并观察其对核因子 E2
相关因子 2 ( Nrf2 ) 调控的抗氧化酶的作用。方法 采用

CCl4 诱发 HepG2 细胞损伤，并予以不同剂量的银杏内酯 A
对其进行干预治疗，MTT 法检测细胞活性，ELISA 法检测细

胞培养液中谷草转氨酶( AST) 、谷丙转氨酶( ALT) 浓度，并

观察细胞 8-羟基脱氧鸟苷( 8-OHdG) 、丙二醛 ( MDA) 、Nrf2、
血红素氧合酶 1 ( HO-1) 、谷胱甘肽( GSH) 水平。进而采用

PI3K /Akt、MAPK 通路拮抗剂干预，探索介导银杏内酯 A 发

挥作用的上游通路。结果 与对照组比较，CCl4 组 HepG2
细胞活 性 降 低，细 胞 培 养 液 AST、ALT 浓 度 增 加，细 胞 8-
OHdG、MDA 水平升高( P ＜ 0. 05) 。而与 CCl4 组比较，银杏

内酯 A 可剂量依赖性的升高 HepG2 细胞活性，降低 AST、
ALT 浓度，降低 8-OHdG、MDA 水平，同时显著升高 Nrf2、HO-
1、GSH 水平( P ＜ 0. 05 ) 。此外，PI3K /Akt 拮抗剂 LY294002
与 p38 拮抗剂 SB203580 显著减弱了银杏内酯 A 对 HepG2
细胞的保护作用，并抑制了银杏内酯 A 对 Nrf2、HO-1、GSH
表达的上调作用( P ＜ 0. 05) 。结论 银杏内酯 A 对 CCl4 诱

发的 HepG2 细胞损伤具有保护作用，其机制之一可能与通
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肝脏在物质代谢、维持机体平衡方面具有重要

作用。许多化学、生物等因素可导致肝脏损伤，进而

引起肝硬化等，影响机体健康。过强的氧化应激反

应是多种致病因素引发肝脏损伤的共同机制之一，

抑制过强的氧化应激反应被认为是治疗肝损伤的一

项重要策略［1］。多种中药及其提取物被证实具有

抗氧化作用并被用于治疗肝脏疾病［2］。银杏内酯 A
是中药银杏干燥叶的提取物之一，研究［3］显示银杏

内酯 A 具有抗氧化活性，并被用于多种疾病的治

疗。但银杏内酯 A 是否对肝脏损伤具有保护作用

未见报道，该研究拟观察银杏内酯 A 对 CCl4 诱发的

HepG2 细胞损伤的保护作用，并探讨其可能机制。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞株 HepG2 细胞购自中国科学院上海

细胞库。
1． 1． 2 药品、试剂与仪器 MTT、CCl4、PI3K /Akt 拮

抗剂 LY294002、JNK 抑制剂 SP600125、p38 抑制剂
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SB203580、EＲK 抑制剂 PD98059、银杏内酯 A( 纯度

≥98%，150106) ( 美国 Sigma 公司) ; ＲPMI 1640 培

养液、胎牛血清( FBS) ( 美国 Gibco 公司) ; 谷草转氨

酶 ( aspartate aminotransferase，AST ) 、谷 丙 转 氨 酶

( alanine transaminase，ALT) ELISA 试剂盒( 武汉华

美公司) ; 丙二醛( malondialde，MDA) 、8-羟基脱氧

鸟苷( 8-hydroxy-2-deoxyguanosine，8-OHdG) 、谷胱甘

肽( glutathione，GSH) 检测试剂盒( 南京建成公司) ;

核因子 E2 相关因子 2 ( nuclear factor erythroid 2-re-
lated factor 2，Nrf2 ) ELISA 试剂盒( 上海西唐生物

公司) ; 血红素氧合酶-1 ( heme oxygenase-1，HO-1 )

ELISA 试剂盒( 武汉新启迪生物公司) ; CO2 培养箱

( 美国 Thermo 公司) ; 酶标仪 ( 美国 Molecular De-
vices 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 HepG2 细胞培养于ＲPMI 1640
培养液中，培养液加入 10% FBS，置于 5% CO2、37
℃饱和湿度环境中。根据细胞生长情况，每 2 ～ 3 d
进行细胞传代。
1． 2． 2 银杏内酯 A 治疗方案 实验分为对照组、
CCl4 组、CCl4 + 银杏内酯 A 低剂量组、CCl4 + 银杏

内酯 A 中剂量组、CCl4 + 银杏内酯 A 高剂量组。细

胞常规培养 24 h 后，银杏内酯 A 各组分别加入 5、10、
20 μmol /L 银杏内酯 A 孵育 2 h; 此后，除对照组外，

细胞培养液中均加入 0. 4% CCl4 继续培养 22 h。
1． 2． 3 MTT 法检测细胞活性 细胞经上述处理

后，细胞培养液中加入 MTT ( 5 g /L) 孵育 4 h，移去

培养液用于备检指标，培养皿内加入 100 μl DMSO，

用酶标仪检测波长 570 nm 处各组吸光度值。
1． 2． 4 ALT、AST 检测 用 ELISA 法检测细胞培养

液中 ALT、AST 含量，操作严格按说明书进行。
1． 2． 5 Nrf2-抗氧化酶检测 将细胞进行匀浆，收

集匀浆液。ELISA 法检测匀浆液中 Nrf2、HO-1 含

量，用 MDA、8-OHdG、GSH 检测试剂盒检测 MDA、8-
OHdG、GSH 浓度，操作严格按说明书进行。
1． 2． 6 探索银杏内酯 A 对调节 Nrf2-抗氧化酶通路

机制 实验分为正常组、CCl4 损伤组、CCl4 损伤 +
银杏内 酯 A 治 疗 组、CCl4 损 伤 + 银 杏 内 酯 A +
LY294002 组、CCl4 损伤 + 银杏内酯 A + SP600125
组、CCl4 损伤 + 银杏内酯 A + SB203580 组、CCl4 损

伤 + 银杏内酯 A + PD98059 组。各组细胞经相应药

物孵育 2 h 后( 银杏内酯 A 浓度为 20 μmol /L) ，细

胞培养液中均加入 0. 4% CCl4 继续培养 22 h。MTT
法检测细胞活性，并检测细胞培养液中 ALT、AST 浓

度及细胞匀浆液中 Nrf2、HO-1、GSH 含量。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 软件进行单因

素方差分析，数据以 珋x ± s 表示，组间差异采用 q 检

验进行比较，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 银杏内酯 A 对细胞活性的影响 与对照组比

较，CCl4 组细胞活性显著降低( P ＜ 0. 05) ，而 CCl4 +
银杏内酯 A 中剂量组、CCl4 + 银杏内酯 A 高剂量组

细胞活性均显著高于 CCl4 组( P ＜ 0. 05) ，且 CCl4 +
银杏内酯 A 高剂量组细胞活性高于 CCl4 + 银杏内

酯 A 中剂量组( P ＜ 0. 05) ，但 CCl4 + 银杏内酯 A 低

剂量组与 CCl4 组细胞活性差异无统计学意义，说明

银杏内酯 A 可剂量依赖性的减轻 CCl4 所致的细胞

损伤。见表 1。
2． 2 银杏内酯 A 对细胞培养液中 AST、ALT 含量

的影 响 与 对 照 组 比 较，CCl4 组 细 胞 培 养 液 中

ALT、AST 浓度显著升高( P ＜ 0. 05 ) ，而 CCl4 + 银杏

内酯 A 中 剂 量 组、CCl4 + 银 杏 内 酯 A 高 剂 量 组

ALT、AST 浓度显著低于 CCl4 组( P ＜ 0. 05) ，且 CCl4
+ 银杏内酯 A 高剂量组 ALT、AST 浓度低于 CCl4 +

银杏内酯 A 中剂量组( P ＜ 0. 05 ) ，但 CCl4 + 银杏内

酯 A 低剂量组与 CCl4 组 ALT、AST 浓度差异无统计

学意义，说明银杏内酯 A 可以剂量依赖性的减少细

胞释放 ALT、AST。见表 1。
2． 3 银杏内酯 A 对 MDA、8-OHdG 的影响 与对

照组比较，CCl4 组细胞 MDA、8-OHdG 水平显著升高

( P ＜ 0. 05) ，而 CCl4 + 银杏内酯 A 中剂量组、CCl4 +
银杏内酯 A 高剂量组 MDA、8-OHdG 水平显著低于

CCl4 组( P ＜ 0. 05) ，且 CCl4 + 银杏内酯 A 高剂量组

MDA、8-OHdG 水平低于银杏内酯 A 中剂量组( P ＜
0. 05) ，但 CCl4 + 银杏内酯 A 低剂量组与 CCl4 组

MDA、8-OHdG 水平差异无统计学意义，说明银杏内

酯 A 可以剂量依赖性的减弱细胞氧化应激水平。
见表 2。
2． 4 银杏内酯 A 对 Nrf2-抗氧化酶表达的影响

与对照组比较，CCl4 组 Nrf2、HO-1、GSH 表达显著升

高( P ＜ 0. 05) ，而 CCl4 + 银杏内酯 A 中剂量组、CCl4
+ 银杏内酯 A 高剂量组 Nrf2、HO-1、GSH 表达均较

CCl4 组进一步显著升高( P ＜ 0. 05 ) ，且 CCl4 + 银杏

内酯 A 高剂量组 Nrf2、HO-1、GSH 表达高于 CCl4 +
银杏内酯 A 中剂量组( P ＜ 0. 05 ) ，但 CCl4 + 银杏内

酯 A 低剂量组与 CCl4 组 Nrf2、HO-1、GSH 表达差异

无统计学意义，说明银杏内酯 A 可以剂量依赖性的
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升高细胞 Nrf2-抗氧化酶的表达。见表 2。
2． 5 PI3 /AKT、p38抑制剂对银杏内酯 A 药理作用

的影响 与 CCl4 损伤组比较，CCl4 损伤 + 银杏内酯

A 治疗组细胞活性升高，培养液中 ALT、AST 浓度降

低，Nrf2、HO-1、GSH 表 达 升 高 ( P ＜ 0. 05 ) 。而 与

CCl4 损伤 + 银杏内酯 A 治疗组比较，CCl4 损伤 + 银

杏内酯 A + LY294002 组、CCl4 损伤 + 银杏内酯 A +
SB203580 组细胞活性降低，培养液中 ALT、AST 浓

度升高，而 Nrf2、HO-1、GSH 表达降低( P ＜ 0. 05 ) ，

说明 PI3K /Akt 拮 抗 剂 LY294002 与 p38 拮 抗 剂

SB203580 阻断了银杏内酯 A 对细胞的保护作用及

对 Nrf2-抗氧化酶的激活; 但其他抑制剂组上述指标

与 CCl4 损伤 + 银杏内酯 A 治疗组差异无统计学意

义。表明 PI3K /Akt 及 p38 通路参与了银杏内酯 A
作用的发挥，而 EＲK、JNK 通路与银杏内酯 A 作用

的发挥无关。见图 1。

表 1 银杏内酯 A 对 HepG2 细胞活性、ALT 及 AST 水平的影响( 珋x ± s，n = 8)

项目 对照组 CCl4 组
CCl4 + 银杏内酯

A 低剂量组

CCl4 + 银杏内酯 A

中剂量组

CCl4 + 银杏内酯

A 高剂量组
F 值 P 值

细胞活性( % ) 100． 00 ± 6． 59 52． 07 ± 5． 35* 58． 03 ± 7． 00 67． 90 ± 7． 38△ 82． 11 ± 8． 05# 62． 27 0． 000
ALT( IU /L) 22． 64 ± 3． 57 121． 43 ± 13． 60* 100． 82 ± 10． 98 82． 34 ± 10． 18△ 46． 22 ± 6． 71# 138． 06 0． 000
AST( U /L) 27． 74 ± 4． 04 86． 57 ± 10． 54* 70． 26 ± 9． 51 67． 52 ± 7． 89△ 50． 94 ± 7． 35# 59． 51 0． 000

与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 CCl4 组比较: △P ＜ 0. 05; 与 CCl4 + 银杏内酯 A 中剂量组比较: #P ＜ 0. 05

表 2 银杏内酯 A 对 MDA、8-OHdG、Nrf2、HO-1 及 GSH 水平的影响 ( 珋x ± s，n = 8)

对照组 CCl4 组
CCl4 + 银杏内酯 A

低剂量组

CCl4 + 银杏内酯 A

中剂量组

CCl4 + 银杏内酯 A

高剂量组
F 值 P 值

MDA( μmol /g Prot) 0． 51 ± 0． 69 1． 31 ± 0． 15* 1． 12 ± 0． 11 0． 96 ± 0． 11△ 0． 78 ± 0． 07# 67． 09 0． 000
8-OHdG( μg /L) 3． 06 ± 0． 53 7． 84 ± 0． 94* 6． 98 ± 0． 91 6． 07 ± 0． 73△ 4． 61 ± 0． 60# 50． 16 0． 000
Nrf2( μg /L) 17． 66 ± 2． 19 22． 93 ± 2． 11* 24． 53 ± 2． 66 28． 95 ± 2． 70△ 36． 33 ± 3． 32# 56． 64 0． 000
HO-1( μg /L) 12． 36 ± 1． 54 16． 17 ± 1． 99* 19． 08 ± 2． 35 23． 16 ± 3． 03△ 29． 88 ± 3． 49# 54． 62 0． 000
GSH( μmol /g Prot) 8． 31 ± 1． 02 12． 24 ± 1． 73* 13． 73 ± 2． 04 16． 40 ± 2． 38△ 21． 19 ± 2． 28# 48． 36 0． 000

与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 CCl4 组比较: △P ＜ 0. 05; 与 CCl4 + 银杏内酯 A 中剂量组比较: #P ＜ 0. 05

图 1 PI3 /AKT、MAPK 抑制剂对银杏内酯 A 药理作用的影响

G1: 正常组; G2: CCl4 损伤组; G3: CCl4 损伤 + 银杏内酯 A 治疗组; G4: CCl4 损伤 + 银杏内酯 A + PI3K /Akt 抑制剂 LY294002 组; G5: CCl4
损伤 + 银杏内酯 A + JNK 抑制剂 SP600125 组; G6: CCl4 损伤 + 银杏内酯 A + p38 抑制剂 SB203580 组; G7: CCl4 损伤 + 银杏内酯 A + EＲK 抑制

剂 PD98059 组; 与正常组比较: * P ＜ 0. 05; 与 CCl4 损伤组比较: △P ＜ 0. 05; 与 CCl4 损伤 + 银杏内酯 A 治疗组比较: #P ＜ 0. 05
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3 讨论

传统中药及其提取物具有毒性相对较小、药理

作用广泛的特点，被广泛用于肝病的防治。银杏内

酯 A 是银杏干燥叶的提取物之一，研究［4］证实其具

有保护血管、抗炎等作用，但银杏内酯 A 对肝脏损

伤是否具有保护作用未见报道，本研究通过细胞实

验观察了银杏内酯 A 对 CCl4 诱发的 HepG2 细胞损

伤的作用。CCl4 是一种有毒的化学物质，可引起肝

损伤，常用于制备肝脏及体外肝细胞损伤模型［5］。
文献［6］中 HepG2 细胞被广泛用于肿瘤研究及保肝

药物的疗效评价。本研究结果显示，CCl4 组 HepG2
细胞活性显著降低，同时细胞释放的 ALT、AST 显著

升高，表明 CCl4 对 HepG2 细胞引起了损伤，这与既

往文献［7］报道一致。然而，银杏内酯 A 剂量依赖性

的升高 了 HepG2 细 胞 活 性，并 降 低 了 培 养 液 中

ALT、AST 浓度，说明银杏 内 酯 A 对 CCl4 诱 发 的

HepG2 细胞损伤具有保护作用。除本研究显示银

杏内酯 A 可保护肝细胞外，文献［3］已报道银杏内酯

A 可对血管内皮等细胞发挥保护作用。
在众多的肝细胞损伤机制中，过强的氧化应激

反应是许多致病因素诱发肝损伤的共同机制之一，

抑制过强的氧化应激反应被认为是治疗肝损伤的一

项重要策略［1］，许多具有抗氧化活性的传统中药及

其提取物在肝病的防治中发挥了重要作用［2］。文

献［8-9］显示 CCl4 诱发细胞损伤的主要机制之一即是

引起过度的氧化应激反应，这与本研究中 CCl4 组

MDA、8-OHdG( DNA 氧化应激损伤的一种特异标志

物) 水平显著升高的结果相一致。而经过银杏内酯

A 处理，HepG2 细胞 MDA、8-OHdG 水平显著降低，

说明银杏内酯 A 降低了 HepG2 细胞的氧化应激反

应。
细胞对氧化应激的一项重要防御机制是增加抗

氧化酶的活性。核转录因子 Nrf2 在维持机体氧化-
抗氧化平衡方面发挥关键作用。Nrf2 通过与抗氧化

反应元件( antioxidant response element，AＲE) 相互

作用，启动 Ⅱ相解毒酶及抗氧化酶基因的表达，增

加细胞的抗氧化能力［10-11］。Nrf2-AＲE 通路的下游

抗氧化酶包括 HO-1、GSH 等，动物及体外细胞实验

均证实，升高 Nrf2-AＲE 通路活性，增加 HO-1、GSH
等表达，可清除氧化物质，对抗氧化应激引起的细胞

损伤［11-12］。总之，调节 Nrf2-AＲE-抗氧化酶通路被

认为是众多氧化应激相关疾病的一项重要治疗策

略。本研究结果显示，CCl4 培养后，HepG2 细胞在

MDA、8-OHdG 等氧化标志物水平升高的同时，Nrf2、
HO-1、GSH 表达也显著升高，这与文献［13］中报道当

机体处于氧化应激状态时 Nrf2-AＲE 通路被激活相

一致。然而，有趣的是经过银杏内酯 A 处理，Nrf2、
HO-1、GSH 表达较 CCl4 组进一步大大升高，说明银

杏内酯 A 可显著提高 Nrf2-AＲE-抗氧化酶通路的活

性。抗氧化酶表达的升高必定有利于 HepG2 细胞

清除氧化物质，对抗 CCl4 诱发的损伤。这可能是银

杏内酯 A 保护 HepG2 细胞的一条重要机制。与本

研究中显示的银杏内酯 A 作用类似，文献［14］中报道

其他一些药物也可通过上调 Nrf2-AＲE-抗氧化酶通

路活性而发挥肝脏保护作用。
研究［15］表明，Nrf2-AＲE-抗氧化酶通路受多条

上游信 号 调 节，如 PI3K /Akt、MAPK ( p38，EＲK 及

JNK) 等。本研究结果显示，PI3K /Akt 拮抗剂与 p38
拮抗剂显著减弱了银杏内酯 A 对 HepG2 细胞的保

护作用，并抑制了银杏内酯 A 对 Nrf2、HO-1、GSH 表

达的上调; 而 EＲK 拮抗剂及 JNK 拮抗剂对银杏内

酯 A 的作用无显著影响。该结果表明银杏内酯 A
作用的发挥与 Nrf2-AＲE-抗氧化酶通路的上游信号

PI3K /Akt、p38 有关，而与 EＲK、JNK 无关。与本结

果类似，其 他 研 究 也 报 道［16］，一 些 药 物 可 通 过

PI3K /Akt、p38、EＲK、JNK 中的一条或者几条信号通

路来调节 Nrf2-AＲE-抗氧化酶的表达，从而发挥细

胞保护作用。
本研究虽显示银杏内酯 A 作用的发挥与 PI3K /

Akt、p38 通路有关，但亦显示 PI3K /Akt、p38 通路抑

制后，银杏内酯 A 仍然对 HepG2 细胞仍有一定的保

护作用，说明 PI3K /Akt、p38 通路只是介导银杏内酯

A 作用的途径之一，关于银杏内酯 A 保护 HepG2 细

胞的其他可能机制值得进一步研究。
综上所述，银杏内酯 A 对 CCl4 诱发的 HepG2

细胞损伤具有保护作用，同时可抑制氧化应激反应，

上述作用可能与银杏内酯 A 通过 PI3K /Akt、p38 通

路上调 Nrf2、HO-1、GSH 表达有关。
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Protective mechanism of Ginkgolide A and influence of
Nrf2-antioxidase in hepatocyte injury model

Jiang Lu1，Xiang Nan2，Jiang Xia3，et al
( 1Dept of Digestive Internal Medicine，The Affiliated Hospital of Shandong University of Traditional Chinese Medicine，

Jinan 250014; 2Shandong University of Traditional Chinese Medicine，Jinan 250355; 3Traditional Chinese
Medicine Teaching and Ｒesearch Section，Shandong College of Traditional Chinese Medicine，Yantai 264199)

Abstract Objective To investigate whether Ginkgolide A could attenuate carbon tetrachloride ( CCl4 ) -induced
HepG2 cell damages and to detect its effects on Nrf2-antioxidases． Methods HepG2 cells were cultured with CCl4
and treated with Ginkgolide A． Cell viability was detected using MTT assay． Levels of AST and ALT were measured
using ELISA assay． In addition，levels of 8-hydroxy-2-deoxyguanosine ( 8-OHdG) ，malonaldehyde ( MDA) ，heme
oxygenase-1 ( HO-1) and glutathione ( GSH) were measured． In addition，inhibitors of PI3K /Akt and MAPK path-
ways were used to detect the pathways though which Ginkgolide A exerted its effects． Ｒesults Compared with the
control group，the activity of HepG2 cells in CCl4 group decreased，the concentrations of AST and ALT in cell cul-
ture medium increased，and the levels of 8-OHdG and MDA in cells were increased ( P ＜ 0. 05) ． Compared to the
CCl4 group，Ginkgolide A with a dose-dependent manner increased cell viability，decreased levels of AST，ALT，8-
OHdG and MDA，as well as increased levels of Nrf2，HO-1 and GSH in HepG2 cells with a dose-dependent man-
ner ( P ＜ 0. 05) ． However，PI3K /Akt inhibitor and p38 inhibitor abolished the effects of Ginkgolide A in the CCl4-
cultured HepG2 cells ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Ginkgolide A can ameliorate the CCl4-induced HepG2 cell dam-
age，and Ginkgolide A may act by up-regulating the expression of Nrf2，HO-1 and GSH through PI3K /Akt and p38
pathways．
Key words Ginkgolide A; HepG2 cell; CCl4 ; oxidative stress; Nrf2; HO-1; GSH
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