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银杏叶提取物对过氧化氢刺激下的血管内皮细胞的影响 *
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摘要 目的：探讨银杏叶提取物对血管内皮细胞的保护作用及可能的保护机制。方法：进行血管内皮细胞培养。用过氧化氢（H2O2）

处理血管内皮细胞建立细胞凋亡模型。将细胞分为四组:空白对照组、H2O2处理组、单独银杏叶提取物处理组、银杏叶提取物预处

理组(提前 2h给药后 H2O2处理)。进行 MTT检测细胞的相对活力、RT-PCR检测目的基因 CHOP的表达、Western Blot分析目的

蛋白 CHOP的表达等。结果：与对照处理组比较，H2O2处理组细胞凋亡率、CHOPmRNA相对表达及 CHOP蛋白表达量明显升高。

与 H2O2处理组比较,银杏叶提取物预处理组细胞凋亡指数、CHOPmRNA相对表达及 CHOP蛋白表达量明显降低（P<0.05)。结
论：作为一种清除自由基、抗氧化、抗衰老药物，银杏叶提取物可能通过调节 CHOP蛋白选择性地抑制过度的内质网应激来保护

血管内皮细胞。
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Effects of Ginkgo Biloba Extract on Hydrogen Peroxide-stimulated
Vascular Endothelial Cells*

To investigate the protective effects of the Ginkgo biloba extract on vascular endothelial cells and its

possible mechanisms. The endothelial cells of blood vessels were cultured. The endothelial cells apoptosis model was

established by treatment with hydrogen peroxide (H2O2). Then divide the cells into four groups: blank control group, H2O2-treated group,

single ginkgo biloba extract-treated group, ginkgo biloba extract pretreatment group (giving H2O2 at 2 h after administration of ginkgo

biloba extract). The relative vitality were determined by MTT test cells. The expressions of gene CHOP were detected by RT - PCR, and

the CHOP target protein expressions were detected by western blot analysis. Compared with the control, the cells apoptosis rate,
CHOPmRNA relative expression and CHOP protein expression was significantly increased in the H2O2-treated group. Compared with

H2O2-treated group, the cells apoptosis rate, CHOPmRNA relative expression and CHOP protein expression was significantly reduced in

the ginkgo biloba extract pretreatment group (P<0.05). As an antioxidant, free-radical scavenging and anti-aging medicine,

Ginkgo biloba extract may protect endothelial cells by regulating CHOP protein and selectively inhibiting excessive endoplasmic

reticulum stress.
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前言

银杏叶最初作为一种治疗泻痢等症初始记载于《本草品汇

精要》（1505年）。目前已广泛应用于临床治疗脑缺血疾病。作

为脑保护剂，中药银杏叶提取物具有抗炎、抗氧化、抗衰老等多

种生物功效[1]。之前的研究表明[2]，银杏叶提取物抑制 OX.LDL

刺激的血管内皮细胞炎症蛋白 ICAM-1表达、NF-KB通道活化

等而减轻细胞凋亡。然而，银杏叶提取物是否可以抑制血管内

皮细胞内质网应激的作用机制并未十分明确。本研究采用 H202

刺激培养获得的血管内皮细胞，通过观察检测血管内皮细胞凋

亡关键蛋白的活性及蛋白间的关系，以证明银杏叶提取物可抑

制过度的内质网应激从而保护血管内皮细胞。

1 材料与方法

1.1 实验细胞及试剂

血管内皮细胞 ECV-30、金纳多（德国威玛舒培博士大药厂

注射液每毫升标定含银杏黄酮甙 9.6 mg，萜类 2.4 mg（银杏内
酯，白果内酯））、H2O2（北京化工厂）、DMEM/F12完全培养基、

胎牛血清、0.25 %胰蛋白酶（Hyclong公司）、无血清培养添加

剂、双抗、小鼠抗大鼠单克隆抗体、抗 CHOP 抗体（Sigma 公
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司）、倒置显微镜、细胞流式仪、酶标仪等等。

1.2 研究方法
1.2.1 细胞培养 当细胞生长铺满 25 cm2培养瓶底时，将瓶内

旧培养液倒掉，PBS液清洗细胞 2～ 3次。加入 1 mL左右 0.25

%胰酶，孵育 2 min，镜下见细胞皱缩变圆、细胞间隙增大时，加

入含 10 %胎牛血清的完全培养液 2 mL以终止胰酶的作用，用
1 mL进口长枪头反复轻轻吹打细胞，使之从瓶壁脱落成细胞

悬液。用 1 mL进口长枪头转移至 1.5 mLEP管内，1500转 /分

钟离心 5分钟，均匀铺板，待细胞达融合状态时用于实验。
1.2.2 MTT 检测血管内皮细胞活性 将 3个培养瓶中的血管

内皮细胞经消化、细胞计数、浓度稀释，以每孔 3000个细胞、每

孔 100 滋L，分别分为 6、9、12组均匀接种到 3个 96孔板上，每

组设置 8个复孔，周边空白孔加等量 PBS液进行封闭以消除

边缘效应，37 ℃、5% CO2培养箱中培养，24 h后每孔加 100 滋L

条件培养液，继续 37 ℃、5% CO2培养箱中培养，2 h后每孔加
10 滋LMTT，37 ℃、5% CO2培养箱中培养，4 h 后倒掉 96 孔板

中的液体，吸干残余液体，每孔加 100 滋L二甲基亚砜，用酶标

仪测定各孔 OD值。
1.2.3 RT-PCR 1) 总的 RNA的抽提取条件因素处理的细
胞，加入裂解液室温放置 5 min使其完全溶解,利用柱子法提取

总的 RNA；2)逆转录合成 cDNA随机引物 1 滋L、dNTP（2.5mM
each）10 滋L、RNA酶抑制剂 1 滋L、样品 RNA5 滋L混合加蒸馏

水至 22 滋L 70℃ 5 min使 RNA充分变性，然后立即放入冰浴

利于引物与模板的结合 加入 M-MLMV逆转录酶 1 滋L、10×
RT 缓冲液 2 滋L 42 ℃ 65 min 94 ℃ 5 min合成 cDNA；3)使用
改良后的 TaKaRa Ex Taq HS进行操作：第一步预变性 95 ℃
30秒 20 ℃ /秒 1个循环。第二步 PCR反应 95 ℃ 5秒 20 ℃ /秒
60 ℃ 20秒 20 ℃ /秒 40个循环。第三步融解 95 ℃ 0秒 20 ℃ /

秒 65 ℃ 15秒 20 ℃ /秒 95 ℃ 0秒 0.1 ℃ /秒 1个循环。第四步

降温 50 ℃ 30秒钟 2.2 ℃ /秒 1个循环；4) CHOP基因进行 Re-

altime PCR反应，反应结束后确认 RealTime PCR的扩增曲线

和融解曲线，进行 PCR定量时制作标准曲线并分析数据。
1.2.4 Western Blot Analysis检测 CHOP蛋白表达水平 将血

管内皮细胞在 10 cm培养皿中进行培养，用 H2O2 300 滋moL/L

处理，分别于培养 8 h后经消化、低速离心收集细胞、加蛋白裂

解液、低温高速离心收集好蛋白，用 BCA法测定蛋白浓度，计

算出蛋白加样量。紧接着进行 Western，其实验步骤简述如下：

配分离胶、配浓缩胶、样品和上样缓冲液混合后经 100 ℃水浴
5分钟变性、安装电泳槽进行电泳（恒压 80 V 跑浓缩胶，恒压
120 V跑分离胶）、转膜、5 %封闭液 4 ℃ 2 h、摇床孵育 -抗过
夜、TPBS洗膜 3遍（每次 5 min）、摇床孵育二抗 1 h、显影，将蛋

白图像扫描到电脑上。

1.2.5 细胞流式 细胞先用 PBS清洗 3 遍；胰酶消化后，收集

至流式管。依次加入 400 mL连接缓冲液、悬浮细胞及 5仙 l异

硫氰酸荧光素标记的钙磷脂结合蛋白 V (Annexin V-FITC)、碘

化丙啶(PI)进行 Annexin V.PI染色，轻微震荡，室温避光反应
15 min，应用流式细胞仪检测。
1.2.6 统计学方法 采用 SPSS13.0软件进行数据录入及分析，
计量资料用均数± 标准差表示表示，组间比较采用单因素方差
分析，组间差异采用 t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MTT实验结果显示

细胞凋亡率随 H2O2 浓度的升高而增加，当 H2O2 300

滋moL/L作用 24 h时（P<0.05）细胞损伤率近 50 %，为理想造模
条件（图 1）。综合考虑选用 H2O2 300 滋moL/L为最佳造模刺激

条件[3]。而银杏叶提取物在 0.4 g/L时细胞毒性损伤率与对照组

一致，所以选择 0.4 g/L为作用浓度（图 2）。实验结果现示单纯
300 滋moL/L H2O2处理时内皮细胞损伤率过半（P<0.05），而银

杏叶预处理组内皮细胞损伤明显减少（P<0.05），接近正常对照
组（图 3）。

图 1 不同浓度的 H2O2对血管内皮细胞毒性损伤 OD值变化（H2O2浓

度：滋mol/L）

Fig. 1 Different concentrations of H2O2 poisonous to the cells of vascular

endothelial injury OD value changes

Note:concentration：滋mol/L

图 2 不同浓度的银杏叶提取物对血管内皮细胞毒性损伤 OD值变化

Fig. 2 Effects of different concentrations of ginkgo biloba extract on

vascular endothelial cell toxic injury OD value changes

注：空白对照组 A 0.2924± 0.0123银杏提取物 0.2 g/L组 B 0.2863±

0.0123银杏叶提取物 0.4 g/L组 C 0.2856± 0.0416 H2O2组 D

0.1062± 0.0215银杏叶提取物 0.2 g/L +H2O2组 E 0.1343± 0.0164银杏

叶提取物 0.4 g/L +H2O2组 F 0.2591± 0.0810。

Note: Blank control groupA 0.2924± 0.0123 Ginkgo biloba extract 0.2

g/L group B 0.2863± 0.0123 Ginkgo biloba extract 0.4 g/L groupC

0.2856± 0.0416 H2O2 groupD 0.1062± 0.0215 Ginkgo biloba extract 0.2

g/L +H2O2 groupE 0.1343± 0.0164 Ginkgo biloba extract 0.4 g/L+H2O2

groupF 0.2591± 0.0810.
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2.2 RT-PCR结果
H2O2 300 滋moL/L处理时血管内皮细胞时，8 h时 CHOPm-

RNA表达最高，4 h、12 h时较低但仍高于正常对照组（图 4）。

单纯银杏叶提取物处理时未见明显升高，银杏叶预处理组稍增

高。都比 H2O2处理组明显下降（P<0.05）（图 5）。

2.3 相关蛋白表达的Western blot结果

各组均可检测到 CHOP表达。H2O2处理组中 CHOP在刺

激 8 h时 CHOP蛋白表达量明显升高，银杏叶预处理组其显著

下降，接近空白对照组和单独银杏叶处理组的 CHOP的表达量
（图 6）。

2.4 细胞流式检测三组间 ROS表达情况

银杏叶预处理组 ROS表达与正常对照组无明显差异，而
H2O2 300 滋moL/L处理组 ROS表达明显高于（P<0.05）正常对

照组和银杏叶预处理组两组（图 7）。

3 讨论

内皮细胞的凋亡与动脉粥样硬化、动脉狭窄、血管支架成

型术后再狭窄密切相关[4]。而活性氧自由基是内皮细胞凋亡的

主要原因之一，H2O2是机体产生的活性氧，在过氧化条件下能

分解成氧自由基，通过对生物膜中多不饱和脂肪酸的过氧化引

起细胞损伤[20,22]，最终形成动脉粥样硬化、出现和加重动脉狭

窄、增加血管支架成型术后再狭窄发生率。据此本实验建立了

以 H2O2为处理因素的血管内皮细胞损伤模型。

银杏叶提取物作为一种新型清除自由基、抗氧化、抗衰老

药物，其中银杏内酯 B的生理活性最强，是迄今发现最强的血

小板活化因子拮抗剂[5]，可在临床上用于治疗血栓、急性胰腺炎

和心血管疾病，还可用于转移性癌症的治疗，对细胞损伤也有

图 3 各条件因素对血管内皮细胞毒性损伤 OD值变化

Fig. 3 Conditions factors on vascular endothelial cell toxic injury OD

value changes

图 4 300 滋mol/LH2O2处理血管内皮细胞后 CHOPmRNA表达变化

Fig. 4 Processing CHOPmRNA expression changes after vascular

endothelial cells

注：空白对照组 A 1.02± 0.12单纯银杏叶提取物组 B 1.03± 0.24 H2O2

组 C 36.21± 1.35银杏叶提取物 +H2O2组 D 8.20± 1.38。

Note: Blank control group A 1.02± 0.12 Pure ginkgo biloba extract group

B 1.03± 0.24 H2O2 group C 36.21± 1.35 Ginkgo biloba extract

0.4 g/L+H2O2 group D 8.20± 1.38.

图 5 各条件因素处理血管内皮细胞 8 h后 CHOPmRNA表达变化

Fig. 5 Conditions factors dealing with endothelial cells after 8 h

CHOPmRNA expression changes

图 6 各处理组 8 h时 CHOP蛋白表达情况

Fig. 6 Each treatment group CHOP protein expression in 8 h

注：空白对照组 A H2O2组 B 单纯银杏叶提取物组 C 银杏叶提取物

+H2O2组 D。

Note: Blank control group A H2O2 group B Pure ginkgo biloba extract

group C Ginkgo biloba extract +H2O2 group D.

图 7 细胞流式检测三组间 ROS表达情况

Fig. 7 Cells flow detection ROS expression between the three groups

注：对照组 A 218± 22.15 H2O2组 B 416± 73.04银杏叶提取物 +H2O2组

C 313.667± 39.13。

Note: Blank control groupA 218± 22.15 H2O2 groupB 416± 73.04 Ginkgo

biloba extract 0.4 g/L+H2O2 groupC 313.667± 39.13.
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保护作用，能直接清除如 H2O2、OH-、O2等活性氧，同时可以减

轻脂质沉积，作为治疗脑缺血的有效药物已被普遍接受并应

用，但其对血管内皮细胞保护的具体机制仍不是十分清楚。本

实验的研究结果显示银杏叶提取物对血管内皮细胞的保护作

用与其抑制内质网介导的细胞凋亡相关。我们采用 Annex-
inV-PI染色检测经 H2O2刺激的血管内皮细胞，发现 H2O2处理

组血管内皮细胞凋亡明显增加，银杏叶提取物预处理组中，血

管内皮细胞凋亡率则明显降低，证明银杏叶提取物对血管内皮

细胞具有明显的保护作用。本实验中我们也发现了内皮细胞经

H2O2刺激后由内质网应激诱导的 CHOP蛋白表达量增加，而

银杏叶提取物能阻断这种变化。证明银杏叶提取物可能通过调

节 CHOP蛋白的表达来阻断细胞凋亡。为银杏叶提取物对脑缺

血的治疗作用提供了新的证据。但是我们只简单地证实银杏叶

提取物调节由内质网应激引起的 CHOP蛋白的表达，内质网应

激途径尚未能详尽探讨。

内质网在细胞内具有重要的生理功能，包括负责正确折叠

蛋白质的合成转运、信号肽识别和糖基化修饰、钙离子的储存

和调节等。内质网应激由多种原因引起，如氧自由基侵袭、脂质

沉积、酸碱失衡、缺血及药物等。这些刺激因素引起内质网到胞

浆和胞核的信号转导，最终导致对细胞存活的适应或凋亡的一

种亚细胞器病理变化叫做内质网应激（endoplasmic reticulum
stress ERS)，即是未折叠或者错误折叠蛋白在内质网腔内蓄积

引发的未折叠蛋白质反应 [6,17,18]；过强或持续的应激信号刺激

时，内质网不能恢复稳态，此时内质网应激反而将从促细胞生

存相转换为促细胞凋亡相，现有研究表明：内质网应激诱导的

细胞信号转导通路主要包括 3 条：即 PERK (protein kinase
R-like ER kinase)通路[7]、ATF6(activatingtranscription factor 6)通

路 [8，16]、IRE1(inositol-requiring enzyme 1)通路 [9]，IREI 、ATF6 及
PERK的活化均可诱导 CHOP基因表达[10]。CHOP蛋白上调使

抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达下调，激活 caspase-l2 ，活化的 cas-

pase-l2激活下游 caspase-3等启动细胞凋亡[11,19]。

以往研究证实 H2O2引起的氧化损伤可诱发过度的内质网

应激[12]，而过度的内质网应激导致 CHOP及其他许多不同蛋白

的过度表达。CHOP是导致凋亡的重要的凋亡蛋白酶 ,它可以

诱导 Caspase家族活化，特别是可以活化 Caspase-3。有研究表
明，Caspase-3 活化与 H2O2诱导的血管内皮细胞的凋亡相关
[13,21]。本实验中，H2O2组 CHOP活性显著升高，细胞大量凋亡，

而银杏叶提取物预处理组可抑制 H2O2引起的 CHOP活性的升

高。结果显示银杏叶提取物可以通过抑制 CHOP的过表达而抑

制细胞凋亡，从而减轻 H2O2对其的损伤。证明银杏叶提取物可

以通过调节内质网应激途径来对血管内皮细胞起到保护作用。

目前有研究通过敲除 CHOP基因片段[14]来抑制内质网过

度应激，一定程度上抑制了内质网应激、细胞凋亡。但是这存在

争议，必须提出一定程度上多元抑制剂可能对细胞造成毁灭性

打击。同时基因片段敲除的细胞，导致其发育缺陷从而不能适

应周围环境。最近的研究主要找 -些中间调解物的特异性抑制
剂[15]，从而抑制细胞凋亡，改善预后。

简言之，H2O2引过度的内质网应激产生细胞凋亡，而银杏

叶提取物预处理可抑制过度的内质网应激引起的细胞凋亡，起

到保护血管内皮细胞的作用。我们虽然对银杏叶提取物对血管

内皮细胞的保护作用及其机制做了初步探究，但其是否还有稳

定动脉斑块、减轻蛛网膜下腔出血后脑损伤和抑制微血栓形成

等作用，这仍需进一步深入研究银杏叶提取物的作用机制，才

能为其在临床的应用提供更可靠的科学依据。
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