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银杏黄酮苷元干预兔颈总动脉损伤后内膜增生及血凝素样 

氧化低密度脂蛋白受体1的表达*☆ 

何  艳，谢清平，吴立荣，刘兴德，方  颖 

Effect of ginkgo flavone aglycone intervention on intimal proliferation and lectin-like oxidized 

low-density lipoprotein receptor-1 expression in rabbits following carotid balloon injury     

He Yan, Xie Qing-ping, Wu Li-rong, Liu Xing-de, Fang Ying 

Abstract 

 

BACKGROUND: Flavone aglycone, a component of ginkgo biloba extract, has strong antioxidant activity. Preliminary studies 

have demonstrated that ginkgo flavone aglycone (GFA) can inhibit lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1 (LOX-1) 

expression induced by oxidized low density lipoprotein. 

OBJECTIVE: To investigate the effect of GFA on the intimal proliferation and LOX-1 expression in rabbits after carotid endothelial 

injury.  

METHODS: New Zealand male rabbits were randomly divided into the control, sham surgery, model, and treatment groups. All 

rabbits were fed with high cholesterol chow except that in the control group. Rabbits in the sham surgery group underwent surgery 

without endothelium injury, those in the model and treatment groups underwent carotid balloon injury. GFA was administered daily 

to the treatment group by gavages. Serum lipids in 4 groups were detected at 4 weeks after operation. The carotid artery segments 

were harvested for histomorphometry observation. LOX-1 levels were measured though SP immunohistochemistry assay and 

RT-PCR.  

RESULTS AND CONCLUSION: Neointimal proliferation and atherosclerosis was found in carotid artery of the model group at 4 

weeks after operation, and the expression of LOX-1 was notably increased (P < 0.05). In the treatment group, the intimal area, 

intimal/medial area ratio and the LOX-1 expression were smaller than those of the model group (P < 0.01), but the serum lipids 

levels had no difference. GFA can inhibit neointimal proliferation and atherosclerosis progress, which may be related to 

down-regulated expression of LOX-1 after carotid balloon injury. 

 

He Y, Xie QP, Wu LR, Liu XD, Fang Y. Effect of ginkgo flavone aglycone intervention on intimal proliferation and lectin-like 

oxidized low-density lipoprotein receptor-1 expression in rabbits following carotid balloon injury.Zhongguo Zuzhi Gongcheng 

Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(28): 5228-5232.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

 

背景：银杏叶提取物中的黄酮苷元具有较强的抗氧化活性，课题组前期实验证实可抑制氧化低密度脂蛋白诱导内皮细胞表达

血凝素样氧化低密度脂蛋白受体 1。 

目的：进一步探讨银杏黄酮苷元对兔颈总动脉内皮损伤后内膜增生和血凝素样氧化低密度脂蛋白受体 1 表达的影响。 

方法：将雄性新西兰大白兔随机分为对照组、假手术组、模型组和治疗组。对照组予普通饲料，其余各组予高脂饮食，假手

术组仅作颈外动脉结扎，模型组和治疗组均球囊损伤右颈总动脉，治疗组损伤后用银杏黄酮苷元灌胃。4 周后检测各组血脂

水平，观察各组右颈总动脉形态，用免疫组织化学法和 RT-PCR 检测血凝素样氧化低密度脂蛋白受体 1 蛋白和 mRNA 表达。 

结果与结论：模型组术后 4 周内膜增生明显，有粥样斑块形成，血凝素样氧化低密度脂蛋白受体 1 表达明显增加(P < 0.05)。

治疗组银杏黄酮苷元灌胃 4 周后内膜增生较轻，内膜面积，血凝素样氧化低密度脂蛋白受体 1 阳性细胞数和其基因表达水平

均低于模型组(P < 0.05)，但血脂与模型组比较无差异。提示银杏黄酮苷元可减轻新生内膜增生及动脉粥样硬化病粥样斑块的

形成，这种作用可能与抑制兔颈总动脉内皮损伤后血凝素样氧化低密度脂蛋白受体 1 的表达有关。 

关键词：银杏黄酮苷元；内膜增生；血凝素样氧化低密度脂蛋白受体 1；颈总动脉；动脉粥样硬化；组织构建      

doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.28.023 
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0  引言 

 

目前认为内皮细胞功能障碍/损伤是血管内

膜增生性疾病的启动因子，血凝素样氧化低密

度脂蛋白受体1(lectin-like oxidized low-density 

lipoprotein receptor-1，LOX-1)是新近发现的氧

化低密度脂蛋白的特异性受体，同时作为一种

炎症因子，介导了内皮结构/功能的损伤
[1-2]

。银

杏黄酮苷元(Ginkgo Flavone Aglycone，GFA)

是银杏叶提取物中的主要有效成分——银杏黄

酮经化学修饰去除糖基后获得的一种新型成分，

药理学研究证实其具有更强的抗氧化活性
[3]
。课

题组前期实验表明GFA可抑制氧化低密度脂蛋

白诱导内皮细胞表达LOX-1
[4]
，但体内GFA能否

抑制球囊损伤后内膜增生未见报道，实验通过

高脂喂养并球囊损伤建立兔颈总动脉损伤模

型，观察GFA对内膜增生及LOX-1表达的干预
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作用。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：于2009-07/11在贵阳医学院组织与干

细胞培养中心完成。 

材料：健康二三月龄雄性新西兰大白兔24只，体质

量2.0~2.5 kg，由贵阳医学院实验动物中心提供(动物许

可证号：SCXK(黔)2002-0001)，适应性喂养7 d。实验

对动物的处理方法符合中华人民共和国科学技术部颁

发的《关于善待实验动物的指导性意见》
[5]
。 

GFA(成分包括总黄酮苷元93.74%，其中槲皮素

60.00%、山奈酚32.80%和异鼠李素0.94%)由贵州省生

化工程中心何照范教授惠赠。GFA和甲基纤维素按1∶2

比例混匀，加适量增溶剂混匀，再加入适量生理盐水配

成混悬液以备灌胃。 

试剂和仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法：   

分组和建模：动物随机分为对照组、模型组、假手术

组和治疗组， 每组6只。对照组给予普通饲料100 g/d，

其余3组给予高脂饮食100 g/d(含2%胆固醇、3%猪油、

95%的普通饲料)。假手术组仅作颈外动脉结扎，模型组

和治疗组予球囊损伤右颈总动脉
[6]
。治疗组建模的同时

给予GFA 25 mg/(kg·d)灌胃，兔体质量每周记录1次，

根据体质量调整灌胃剂量。所有动物均单笼饲养。4周

后处死动物取材。 

样本的采集和处理：所有实验家兔禁食12 h后，经耳

中动脉采血，分离血清，置于-20 ℃冰箱保存。留取血

管标本：麻醉状态下，逐层分离并游离右侧颈总动脉，

取颈总动脉损伤段血管，用生理盐水冲洗后留取1.0 cm

置于体积分数10%中性甲醛液中固定，供石蜡切片苏木

精-伊红染色和免疫组织化学染色；取0.2~0.3 cm置于体

积分数2.5%戊二醛溶液中固定，用透射电镜观察血管壁

组织的超微结构；余下血管段迅速置入液氮罐中保存。 

血脂测定：取各组血清，采用全自动生化分析仪测定

血清三酰甘油、总胆固醇和低密度脂蛋白胆固醇水平。 

病理学观察：体积分数10%甲醛溶液固定后的兔颈总

动脉标本，经脱水、透明、浸蜡、包埋和连续切片，行

苏木精-伊红染色，用光学显微镜观察各组动脉病理学

形态改变，并每片随机取3个视野，Biomias2001图像分

析系统进行图像分析，计算内膜面积和内膜面积与中膜

面积的比值。 

透射电镜观察：取备检标本投入体积分数2.5%戊二

醛固定液中，再用0.1 mol/L磷酸缓冲液清洗，然后用体

积分数1%锇酸固定，PBS液清洗，丙酮酸梯度脱水，

Epon812树脂浸透、包埋，35，42，60和62 ℃依次升

温聚合，最后用超薄切片机切成60 nm的超薄切片，醋

酸双阳铀和柠檬酸铅双染，自然干燥后在透射电子显微

镜下观察并拍照。 

免疫组织化学检测LOX-1蛋白表达：采用免疫组织化学

方法检测血管壁LOX-1表达情况，血管组织中性甲醛固

定后以石蜡包埋，行5 μm连续切片，脱蜡，水化，体积

分数3%过氧化氢孵育10 min，阻断内源性过氧化物酶。

滴加羊抗鼠LOX-1多克隆抗体(1∶150)，PBS冲洗后滴

加辣根酶标记抗兔IgG抗体-HRP多聚体，37 ℃孵育  

20 min，PBS冲洗，二氨基联苯胺显色。以胞浆和胞膜

着色为棕黄或棕褐色颗粒或团块为LOX-1蛋白表达阳

性细胞，无着色者为阴性细胞，每张切片随机计数6个

视野中LOX-1阳性表达细胞数与总细胞数比值，取均数

作为LOX-1蛋白表达强度值。 

RT-PCR检测LOX-1 mRNA表达：血管壁组织低温匀浆

后，用Trizol试剂抽提总RNA，紫外分光光度计测吸光

度值(A260nm/280nm)的比值和浓度。采用二部法反转录试

剂盒，将RNA反转录成cDNA作为模板进行扩增。 

引物信息： 

 

 

 

 

 

 

 

 

扩增条件：94 ℃预变性180 s，然后按94 ℃ 30 s，

58 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s，30个循环后再72 ℃延伸    

5 min。PCR产物在1.5%琼脂糖胶上电泳分离，以

GAPDH为内参照，以PCR产物与内参GAPDH的吸光度

值(A)表示基因的相对表达含量。实验重复3次。 

主要观察指标：兔颈总动脉病理学改变和超微结构

变化，血管新生内膜面积及内膜/中膜面积比值，LOX-1

蛋白和mRNA的表达，血脂水平变化。 

基因 引物序列(5’-3’) 

产物 

片断 

(bp) 

 

LOX-1 

 

上游引物： TTG ACC TAC CTA CAT CTG TCA CC 

 

386 

下游引物： CAA AGA CCA ACG AGC AAT GA
 

 

GAPDH 上游引物： GAG CTG AAC GGG AAA CTC AC 476 

下游引物： GGT CTG GGA TGG AAA CTG TG  

 

试剂及仪器 来源 

辣根酶标记抗兔 IgG 抗体-HRP 多聚体 

 

羊抗鼠 LOX-1 多克隆抗体  

2×Taq PCR MasterMix 

DNA 第一链合成试剂盒  

TRNZOL 总 RNA 提取试剂  

全自动生化分析仪  

透射电子显微镜  

Biomias2001 图像分析系统  

梯度 PCR 仪  

紫外分光光度计   

北京中杉金桥生物技术 

有限公司 

美国 Santa Cruz 公司 

北京天根生化科技有限公司 

美国 Ferma 公司 

美国 Invitrogen 公司 

美国雅培公司 

日本日立公司 

四川大学图象图形研究所 

德国 Eppendorf 公司 

日本岛津公司 
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设计、实施、评估者：文章的全部作者均参与了本

文设计、实施、评估。 

统计学分析：实验计量资料用x
_

±s表示，选用

SPSS11.5统计学软件进行统计学分析，组间差异比较

采用两样本t检验，多组间均数的比较采用单因素方差分

析，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  纳入兔24只，治疗组灌胃时

死亡1只，最终23只进入结果分析。 

2.2  GFA 对家兔颈总动脉内膜增生的影响  计算机图

像分析结果见表 1，治疗组家兔颈总动脉内膜面积及内

膜/中膜面积比值均明显小于模型组(P < 0.01)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

兔颈总动脉病理变化见图1。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

对照组颈总动脉内膜大致正常，内皮细胞完整连

续。假手术组内皮细胞完整，部分可见少量脂质沉积，

内膜轻度增厚。模型组内膜显著增厚，内弹力板断裂，

大量泡沫细胞和坏死物质形成脂质斑块。治疗组内膜轻

度增厚，内弹力板肿胀、部分断裂，少量泡沫细胞形成，

斑块面积显著减小。 

2.3  GFA对血管壁LOX-1蛋白表达的影响  棕黄色阳

性颗粒主要出现在增厚的内膜中。对照组和假手术组

LOX-1抗原弱表达[(3±2)%，(6±2)%]，模型组[(40±7)%]

表达呈强阳性，治疗组[(11±3)%]较模型组明显减弱(P < 

0.01)，见图2。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

2.4  GFA对血管壁LOX-1 mRNA表达的影响  对照组

和假手术组颈总动脉有微量 LOX-1 mRNA(A值：

0.04±0.03，0.06±0.03)表达，模型组增强(A值：0.20± 

0.02，P < 0.05)，而治疗组则下调LOX-1 mRNA在动脉

壁的表达(A值：0.07±0.02，P < 0.05)。见图3。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  颈总动脉超微结构  对照组内皮细胞完整，线粒

体和粗面内质网等细胞器结构完整；假手术组内皮光整

连续，部分平滑肌细胞胞浆内见少量脂滴；模型组内皮

细胞脱落，内皮下层紊乱，平滑肌细胞胞浆中可见大量

Figure 1  Histopathological changes of rabbit carotid artery 
(Hematoxylin-eosin staining, ×400) 

图 1  家兔颈总动脉病理学改变(苏木精-伊红染色，×400) 

a: Control group  b: Sham surgery group  

c: Model group  d: Treatment group 

Figure 2  Immunohistochemistry results of lectin-like oxidized 
low-density lipoprotein receptor-1 (LOX-1) protein in 
different groups (× 400) 

图 2  各组 LOX-1 的免疫组织化学染色(× 400) 

a: Control group  b: Sham surgery group 

c: Model group d: Treatment group 

Figure 3  Lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1 
(LOX-1) mRNA expression 

图 3  LOX-1 mRNA 的表达 

G   L   G   L   G   L    G   L  

600 bp 
500 bp 
400 bp 

300 bp 

200 bp 

100 bp 

a                                                    b                                                  c                                                         d                                                      M  

a: control group; b: sham surgery group; c: model group; d: treatment 

group; M: marker; G: GAPDH; L: LOX-1      

表 1  各组血管新生内膜面积及内膜/中膜面积比值的比较 
Table 1  Comparison of intimal area and intima/medial ratio 

among groups                              (x
_

±s) 

a
P < 0.01, vs. control group; 

b
P < 0.01, vs. model group 

Group n Intimal Area (mm
2
) Intima/media 

Control 6 0.12±0.02 0.02±0.03 

Sham surgery 6  0.61±0.03
ab

  0.11±0.05
ab 

Model 6  7.11±0.10
a
  3.69±0.24

a
 

Treatment 5  2.12±0.08
ab

  0.36±0.02
ab
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脂滴；治疗组平滑肌细胞胞核完整，可见脂滴，内膜下

层有较明显的细胞结构恢复，见图4。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

2.6  GFA对血脂的影响  模型组血清总胆固醇、三酰

甘油和低密度脂蛋白胆固醇水平均明显高于对照组(P < 

0.05或P < 0.01)，治疗组的血脂水平与模型组比较差异

无显著性意义(P > 0.05)，见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

实验发现假手术组颈总动脉有少许新生内膜形成，但

程度明显较模型组轻，表明球囊损伤术后内膜增生的原因

主要是球囊对内皮完整性的损伤所致，而高血脂在此过程

中可能起加速作用。免疫组织化学和RT-PCR检测显示损

伤血管段LOX-1蛋白和基因表达在模型组显著增高，提示

LOX-1与血管内皮损伤后内膜增殖有关。球囊对血管内皮

的机械性剥脱和对血管壁其他结构的损伤，使内皮细胞受

损，管壁组织暴露。一方面血液中升高的低密度脂蛋白胆

固醇易通过受损的内皮浸润到血管内膜，抑制细胞内抗氧

化系统，造成活性氧蓄积，引起低密度脂蛋白的氧化，诱

导LOX-1大量表达，一旦LOX-1表达上调后会启动一系列

级联反应，促进炎症、加速细胞凋亡和泡沫细胞形成
[7-10]

。

另一方面受损内皮使血小板黏附和聚集，释放各种凝血因

子，激活凝血系统，而内皮细胞表面的LOX-1可识别血小

板表面处于激活状态的磷脂酰丝氨酸，促进血小板与内皮

细胞结合，降低膜流动性，抑制前列腺素I2合成，增加血

栓素A2产生
[11-12]

，从而促进内膜的增生。 

银杏叶提取物对心脑血管疾病的防治作用与其抗氧

化活性密切相关，而黄酮类是其抗氧化的主要活性成分，

但银杏叶提取物中的黄酮主要由山奈酚、槲皮素及异鼠李

素等黄酮苷元与葡萄糖以糖苷键链接而成。以往药理学研

究证实黄酮苷元清除氧自由基的活性明显优于黄酮糖苷，

原因在于大部分黄酮糖苷被肠道微生物以杂环裂解的方

式降解，不能通过肠壁进入血液，另外糖基的引入增加了

与自由基反应的空间位阻。实验首次将GFA用于实验动物

内皮损伤后内膜增生的干预研究，发现GFA早期干预使动

脉内膜面积、内膜/中膜面积比值较模型组显著减少，同

时LOX-1蛋白和基因表达明显下调，但对血脂无影响，表

明GFA抑制在体条件下球囊损伤术后新生内膜形成，且这

种作用独立于调脂，可能与抑制LOX-1表达有关。 

LOX-1的表达受多种因素如肿瘤坏死因子α，血管

紧张素Ⅱ，活性氧，8-异前列腺素F2和晚期糖基化终末

产物等上调，这些物质大都与体内氧化应激密切相关，

核因子κB是氧化还原敏感性的核转录因子，在氧化应激

的病理过程中起重要作用，研究证实LOX-1基因启动子

上存在核因子κB结合位点。Chen等
[13-15]

研究也发现，

银杏叶提取物可下调人主动脉内皮细胞中活性氧生成，

抑制核因子κB表达。因此推测银杏黄酮苷元下调内皮细

胞表面LOX-1的作用可能与其清除氧自由基、抑制核因

子κB活化有关。 
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