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银杏提取物对血管紧张素 ＩＩ诱导的新生大鼠心肌细
胞凋亡的影响
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［摘　要］目的：探讨银杏叶提取物（ＧＢＥ）对血管紧张素ＩＩ（ＡｎｇＩＩ）诱导的新生大鼠心肌细胞凋亡的影响。方
法：分离与培养新生ＳＤ大鼠原代心肌细胞，采用ＡｎｇＩＩ诱导乳鼠心肌细胞凋亡后将细胞分阴性对照组（Ａ组，细
胞培养液）、ＡｎｇＩＩ组（Ｂ组，ＡｎｇＩＩ１０－５ｍｏｌ／Ｌ干预）、ＡＬＫ５抑制剂组（Ｃ组，ＳＢ４３１５４２６ｍｇ／Ｌ及 ＡｎｇＩＩ１０－５ｍｏｌ／
Ｌ）、ＧＢＥ低剂量组（Ｄ组，ＧＢＥ２ｍｇ／Ｌ及ＡｎｇＩＩ１０－５ｍｏｌ／Ｌ）及ＧＢＥ高剂量组（Ｅ组，ＧＢＥ２０ｍｇ／Ｌ及ＡｎｇＩＩ１０－５ｍｏｌ／
Ｌ），采用流式细胞仪和原位末端标记技术（ＴＵＮＥＬ法）检测各组大鼠心肌细胞凋亡情况。结果：Ｂ组心肌凋亡率
明显高于其他各组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组比较，Ｃ、Ｄ及 Ｅ组的心肌细胞凋亡率均降低，其中 Ｃ
组和Ｅ组细胞凋亡率与Ｂ组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论：ＧＢＥ能够抑制ＡｎｇＩＩ诱导的心肌细胞
凋亡，具有保护心肌细胞的作用。
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　　细胞凋亡（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）亦称程序性细胞死亡
（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ，ＰＣＤ），是细胞在自身基因
调控下的一种主动死亡，是组织细胞必要的代谢过

程。但是，过度的细胞凋亡会导致严重后果，如心

肌梗死后缺血缺氧导致的心肌细胞凋亡是心室重

塑的重要病理原因之一［１］。心肌细胞凋亡发生

后，该区域会出现坏死、液化及吸收过程，心室壁会

逐渐变薄，心室进行性扩张，导致到心室重塑，最后

发生心力衰竭，甚至诱发患者猝死［２－３］。研究发

现，心肌细胞凋亡亦可发生在急性心肌梗死（ａｃｕｔｅ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＡＭＩ）后非梗死区［４］。因此，

寻找合理有效的防治与逆转心肌重塑的药物，对降

低 ＡＭＩ病死率有着重要意义。银杏叶提取物
（ｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｅｘｔｒａｃｔ，ＧＢＥ）是从银杏叶中提取的
一种混合物，具有独特药理活性，其中黄酮类和萜

类内酯化合物是银杏叶提取物的主要有效成

分［５］。ＧＢＥ对心肌缺血的损伤具有保护作用，其
机制可能与清除自由基和抗脂质过氧化、扩张冠脉

血管、改善微循环、抗自由基诱导的细胞凋亡等作

用有关［６－７］，但目前关于 ＧＢＥ对 ＡＭＩ后心肌重塑
的抑制或逆转作用国内外少见报道，本研究旨在观

察ＧＢＥ对血管紧张素ＩＩ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎＩＩ，ＡｎｇＩＩ）诱导
的新生大鼠心肌细胞凋亡的影响，为探讨 ＧＢＥ对
心肌重塑防治作用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物及饲养环境　清洁级 ＳＤ雌性大
鼠２４只，雄性大鼠８只，体重２００～２５０ｇ，由中国
人民解放军第三军医大学附属大坪医院实验动物

中心提供。贵州医科大学动物伦理委员会（ＩＡＥＣ）
审查允许，许可证号 ＳＣＸＫ２０１３－０００１。实验动物
由贵州医科大学动物实验中心清洁级实验室饲养，

实验室恒温、恒湿。雌、雄大鼠按照３∶１的比例共
圈饲养，出生１～３ｄ的乳鼠作为实验用鼠。
１．１．２　实验药材　银杏叶提取物，批号 ＷＧ
ＢＥＸＰ１３０９１８，由贵州省工程中心研究员提供，呈黄
色粉末，成分包括总黄酮 ２６１６％（槲皮素醇苷
１１０６％、山奈素醇苷 １１９３％、异鼠李素醇苷

３１７％）及 银 杏 总 内 酯 ６２８％ （银 杏 内 酯
Ｃ１２３％、白果内酯１８１％、银杏内酯 Ａ２４８％、银
杏内酯Ｂ０７６％）。
１１３　主要试剂与仪器　ＡｎｇＩＩ试剂盒（美国Ｓｉｇ
ｍａ公司），ＤｏｎｋｅｙＡｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）Ａｎｔｉ
ｂｏｄｙ（美国 ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司），Ａｎｔｉｃａｒｄｉａｃｔｒｏ
ｐｏｎｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ、αＡｃｔｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ试剂盒（美国 Ｓａｎｔａ
公司），ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩａｐｏｐｔｏｓｉｓｋｉｔ凋亡检测试剂盒
（杭州联科生物技术股份有限公司），ＴＵＮＥＬ细胞
凋亡原位检测试剂盒（瑞士 ＲＯＣＨＥ公司），
Ｈ１６５０Ｒ台式高速冷冻离心机（上海卢湘仪），Ａｃ
ｃｕｒｉＣ６流式细胞仪（美国ＢＤ公司）。
１２　方法
１２１　新生ＳＤ大鼠原代心肌细胞的分离与培养
　取出生１～３ｄＳＤ大鼠乳鼠，雌雄皆可，超净台
内无菌操作取乳鼠心脏，仔细剥离心房及大血管组

织，留心室组织。将心室组织置于冰浴的 ＰＢＳ中，
浸泡洗涤３次，吸净 ＰＢＳ液后用虹膜剪将心室组
织剪成大小约０５～１ｍｍ３碎块。加入０１％胰蛋
白酶消化组织碎块，反复吹打置３７℃恒温水浴摇
床消化，５ｍｉｎ／次，消化５～７次，收集每次消化液
于１０％ ＦＢＳＤＭＥＭ中（第一次消化液弃）。１００－
２００目筛网过滤，混匀细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ，用
ＤＭＥＭ洗涤，再次混匀细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ，
弃上清将细胞重悬于含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培
养液中，将细胞培养瓶置于３７℃，５％ ＣＯ２恒温培
养箱中差速贴壁２ｈ。２ｈ后收集未贴壁细胞接种
于培养板中继续生长，培养２４ｈ后细胞首次换液，
４８ｈ更换无血清 ＤＭＥＭ继续培养１２ｈ，细胞生长
同步后做后续实验。

１２２　新生大鼠心肌细胞鉴定　将新生大鼠心肌
细胞接种于放置有载玻片的１２孔板中，１×１０５个／
孔，加入含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液培养
４８ｈ后，换无血清ＤＭＥＭ培养基同步化后，采用免
疫细胞化学ＳＰ染色法鉴定分离培养的心肌细胞，
采用培养４ｄ的原代心肌细胞，观察细胞内是否表
达大鼠心肌肌动蛋白（αＡｃｔｉｎ）和肌钙蛋白（ｃａｒｄｉ
ａｃｔｒｏｐｏｎｉｎ），细胞胞质内出现棕黄色颗粒为阳性反
应。

１２３　流式细胞仪（ＦＣＭ）检测 ＡｎｇＩＩ诱导新生
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大鼠心肌细胞凋亡的浓度效应关系　取１～３ｄ乳
鼠按照１２１步骤制备原代心肌细胞，在含１０％
胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液培养 ４８ｈ，换无血清
ＤＭＥＭ培养基培养１２ｈ同步化后，分别加入最终浓度
为１０－８ｍｏｌ／Ｌ，１０－７ｍｏｌ／Ｌ，１０－６ｍｏｌ／Ｌ，１０－５ｍｏｌ／Ｌ的
ＡｎｇＩＩ，给药后培养４８ｈ。１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收
集细胞，加入 １０ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ＝７２）缓冲液
５００μＬ洗涤３次，弃上清，设置阴性对照组（不加
染料）。加入１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ１００μＬ重悬细胞，
在反应体积加入５ΜｌＦＩＴＣ探针和１０μＬＰＩ探针
混匀，４℃避光孵育１０ｍｉｎ，用 ＢＤＡｃｃｕｒｉＴＭ Ｃ６流
式细胞仪检测各组心肌细胞凋亡率。ＦＩＴＣ激发波
长４８８ｎｍ，发射波长５２５ｎｍ，绿色荧光ＦＬ１通道检测；
ＰＩＤＮＡ复合物激发波长５３５ｎｍ，发射波长６１５ｎｍ，红
色荧光ＦＬ２通道检测。用 ＢＤＡｃｃｕｒｉＴＭ Ｃ６软件绘
制双色散点图，ＦＩＴＣ为横坐标，ＰＩ为纵坐标。每个
样采集１００００ｅｖｅｎｔｓ。每组实验重复３次。根据
实验结果，ＡｎｇＩＩ诱导心肌细胞凋亡的最佳浓度为
１０－５ｍｏｌ／Ｌ以该浓度做后续实验。
１２４　实验分组　根据１２３中选出的 ＡｎｇＩＩ诱
导心肌细胞凋亡的最佳浓度，共分为５组。（１）Ａ
组，阴性对照组，加入药物同容积的细胞培养液；

（２）Ｂ组，ＡｎｇＩＩ组，ＡｎｇＩＩ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）干预；（３）Ｃ
组，ＳＢ４３１５４２抑制剂作用组，加入 ＳＢ４３１５４２
（６ｍｇ／Ｌ）及 ＡｎｇＩＩ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）；（４）Ｄ组，ＧＢＥ低
剂量组，加入 ＧＢＥ（２ｍｇ／Ｌ）及 ＡｎｇＩＩ（１０－５ｍｏｌ／
Ｌ）；（５）Ｅ组，ＧＢＥ高剂量组，加入ＧＢＥ（２０ｍｇ／Ｌ）
及ＡｎｇＩＩ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）。
１２５　ＦＣＭ检测各组心肌细胞凋亡　按照１２３
步骤，收集各组心肌细胞，上机检测细胞凋亡率。

１２６　原位末端标记技术（ＴＵＮＥＬ法）检测心肌
细胞凋亡　按照ＴＵＮＥＬ细胞凋亡原位检测试剂盒
（ＲＯＣＨＥ）操作说明，采用４％多聚甲醛室温固定
细胞爬片２０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗２遍；加ＴＵＮＥＬ反应混
合液５０μＬ于标本上，用封口膜密封于暗湿盒中
３７℃反应 ６０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；加
ＤＡＢ底物５０～１００μＬ，显微镜下控制显色，ＰＢＳ终
止显色；苏木精液染色 ５～１０ｍｉｎ后，ＰＢＳ漂洗 ２
次后中性树胶封片，拍照观察。根据阳性细胞分布

情况，每张切片２００倍镜下选择１０个阳性视野，计
数２００个细胞中的阳性细胞数（细胞核棕黄色）作
为凋亡指数，计算细胞凋亡率（％）。
１３　统计学方法

数据用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用ＳＰＳＳ

１９０软件进行统计学分析，多样本比较用单因素
方差分析，组间样本比较采用 ｔ检测，检验水准 α
＝００５。

２　结果

２１　原代心肌细胞的培养及鉴定
倒置显微镜下刚分离的心肌细胞呈圆球形、棒

状，漂浮在培养液中；２４ｈ后细胞逐渐开始向外突
起伸展，贴壁后部分心肌细胞出现自发性搏动；

４８ｈ后细胞逐渐展开，心肌细胞呈梭形或多角形，
含有１～２个核；７２ｈ后细胞逐渐形成细胞簇并出
现同步搏动，心肌细胞纯度达９０％以上。免疫细
胞化学ＳＰ法染色显示，阴性对照可见心肌细胞呈
梭形或多角形，胞浆无色，胞核椭圆蓝色（图１Ａ）；
加抗体组可见心肌细胞染成棕黄色，肌动蛋白和肌

钙蛋白在胞内表达。免疫染色结果显示分离培养

的心肌细胞纯度达９５％以上，符合心肌细胞的特
征（图１Ｂ、Ｃ）。
２２　ＡｎｇＩＩ诱导新生大鼠心肌细胞凋亡的浓度效
应关系

在心肌细胞培养液中加入１０－８ｍｏｌ／Ｌ，１０－７ｍｏｌ／
Ｌ，１０－６ｍｏｌ／Ｌ和１０－５ｍｏｌ／ＬＡｎｇＩＩ，４８ｈ后流式细
胞仪观察结果显示，随着 ＡｎｇＩＩ浓度的增加，心肌
细胞凋亡率逐渐上升，１０－５ｍｏｌ／ＬＡｎｇＩＩ心肌凋亡
率最高，为（８５±０８）％（图２），与对照比较差异
具有统计学意义（Ｐ＜００５），根据实验结果和参考
文献，选取１０－５ｍｏｌ／Ｌ为ＡｎｇＩＩ诱导凋亡的最佳浓
度进行后续试验。

２３　ＦＣＭ检测各组心肌细胞凋亡
ＦＣＭ检测结果显示，Ｂ组心肌凋亡率明显高

于其他各组，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５），说
明ＡｎｇＩＩ刺激心肌细胞发生凋亡造模成功。用药
物干预后与Ｂ组比较，Ｃ、Ｄ及 Ｅ组细胞凋亡率均
降低，Ｃ组和 Ｅ组细胞凋亡率与 Ｂ组比较，差异有
统计学意义（Ｐ＜００１），见图３。
２４　ＴＵＮＥＬ法检测心肌细胞凋亡

通过ＴＵＮＥＬ染色心肌细胞后镜下可见，对照
组心肌细胞保持正常形态，呈梭形或多角形，胞质

呈伸展突起，胞核椭圆形，１～２个，胞核染色蓝色，
胞浆均一染成浅蓝色（见图４Ａ）；Ｂ组贴壁细胞出
现皱缩、变圆和脱落，出现凋亡细胞，细胞变小、变

圆，细胞胞浆和胞核染色呈棕黄色，染色体固缩，呈

深棕色（见图４Ｂ）；细胞内染色质成块状，在细胞胞
２１９

贵 阳 医 学 院 学 报　 ４０卷　



注：Ａ阴性对照组；Ｂ抗肌动蛋白染色；Ｃ抗肌钙蛋白染色

图１　新生大鼠心肌细胞免疫细胞化学鉴定（２００×）
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｎｅｏｎａｔａｌＳＤｒａｔｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｗｉｔｈｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｓ（２００×）

注：与对照组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１。

图２　ＡｎｇＩＩ诱导心肌细胞凋亡的
浓度效应（ＦＣＭ法）

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡｎｇＩＩ

注：与对照组比较，（１）Ｐ＜００１；与ＡｎｇＩＩ造模组

比较，（２）Ｐ＜００５，（３）Ｐ＜００１

图３　ＦＣＭ检测各组心肌细胞凋亡率（％）
Ｆｉｇ．３　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＦＣＭ

注：Ａ为Ａ组，Ｂ、Ｃ为Ｂ组，Ｄ为Ｃ组，Ｅ为Ｄ组，Ｆ为Ｅ组

图４　ＴＵＮＥＬ法检测各组心肌细胞凋亡（２００×）
Ｆｉｇ．４　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｅｄｂｙＴＵＮＥＬ
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浆内形成圆形、深棕色的凋亡小体（见图４Ｃ），这些
为ＴＵＮＥＬ阳性凋亡细胞。Ｃ、Ｄ及 Ｅ组镜下可见
正常心肌细胞和少量的凋亡细胞（图４Ｄ、４Ｅ、４Ｆ）。
与对照组比较，Ｂ、Ｃ、Ｄ及 Ｅ组心肌细胞凋亡率均
有所增加，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）；与 Ｂ
组比较，Ｃ、Ｄ及Ｅ组细胞凋亡率均有所下降，其中
Ｃ组和Ｅ组细胞凋亡率与 Ｂ组比较，差异有统计
学意义（Ｐ＜００５）。见图５。

与对照组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１；与ＡｎｇＩＩ造模

组比较，（３）Ｐ＜００５，（４）Ｐ＜０．０１

图５　ＴＵＮＥＬ法检测各组心肌细胞凋亡率（％）
Ｆｉｇ．５　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌ

ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｅｄｂｙＴＵＮＥＬ

３　讨论

肾素－血管紧张素系统（ｒｅｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｓｙｓ
ｔｅｍ，ＲＡＳ）或肾素 －血管紧张素 －醛固酮系统是
人体内重要的体液调节系统，血管紧张素转换酶

（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，ＡＣＥ）和血管紧张
素Ⅱ受体作为重要效应因子参与了肾素 －血管紧
张素系统的生理调节作用，尤其是 ＡｎｇＩＩ通过作用
于相应组织器官上的受体，起到收缩血管平滑肌等

重要作用。研究证实ＡｎｇＩＩ能诱导心肌细胞凋亡，
ＫａｊｓｔｕｒａＪ等［８］描述了在试验大鼠的心肌细胞中

ＡｎｇＩＩ诱导的凋亡反应。
ＧＢＥ具有多种药理学活性，包括抗氧化及抗

炎等，有研究表明银杏内酯 Ｂ能促进视网膜神经
节细胞轴突生长［９］。银杏叶提取物作用于阿霉素

所致大鼠心肌损伤模型，能起到抗氧化和抗凋亡作

用［１０－１１］。还有研究者发现银杏叶提取物作用于缺

血／再灌注大鼠模型能显著抑制心肌 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ
３及Ｃｙｔｃ蛋白的表达［７］。黄迪南等［１２］发现 ＧＢＥ
化学活性成分 ＥＧｂ７６１能有效抑制 ＴＮＦα诱导的

ＨｅＬａ细胞凋亡；刘彦等［１３］发现 ＧＢＥ能够对大鼠
在体缺血再灌注的心肌起到保护作用，并促使心

肌细胞凋亡的减少。本研究将 ＧＢＥ作用于 ＡｎｇＩＩ
诱导的乳鼠心肌细胞凋亡模型，观察 ＧＢＥ的抗心
肌凋亡作用。在心肌细胞培养液中加入１０－８ｍｏｌ／
Ｌ，１０－７ｍｏｌ／Ｌ，１０－６ｍｏｌ／Ｌ和１０－５ｍｏｌ／ＬＡｎｇＩＩ，选择
合适浓度制作 ＡｎｇＩＩ诱导的心肌细胞凋亡实验模
型，４８ｈ后用流式细胞仪观察每个浓度心肌细胞
凋亡情况，发现随着 ＡｎｇＩＩ浓度的增加，心肌细胞
凋亡率逐渐上升，当 ＡｎｇＩＩ浓度为１０－５ｍｏｌ／Ｌ时心
肌凋亡率最高，比对照组明显增加，表明 ＡｎｇＩＩ可
促使心肌细胞调亡，选取１０－５ｍｏｌ／ＬＡｎｇＩＩ为诱导
凋亡的最佳浓度。培养４８ｈ后，在倒置相差显微
镜下观察心肌细胞，部分细胞体积变小，细胞变圆，

部分胞体增大，形态不规则呈异型，丧失梭形形态，

自发搏动明显减弱。ＴＵＮＥＬ法观察造模组贴壁细
胞出现皱缩、变圆和脱落，出现凋亡细胞，细胞变

小、变圆，细胞胞浆和胞核染色呈棕黄色，染色体固

缩，可见深棕色凋亡小体。加入药物干预后发现，

ＡＬＫ５抑制剂 ＳＢ４３１５４２能够有效的抑制 ＡｎｇＩＩ诱
导心肌细胞发生凋亡；在加入高浓度ＧＢＥ后，流式
细胞仪以及 ＴＵＮＥＬ法检测结果均显示，与 ＡｎｇＩＩ
造模组比较高浓度ＧＢＥ药物作用组的凋亡细胞数
量明显减少，与ＡｎｇＩＩ抑制剂使凋亡细胞数量减少
的效果相类似。表明 ＧＢＥ能够显著的抑制由 Ａｎ
ｇＩＩ引起的心肌细胞凋亡反应，ＧＢＥ通过何种途径
抑制ＡｎｇＩＩ诱导的心肌细胞的凋亡，将做进一步的
研究。
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同程度的核固缩、凋亡小体形成等形态学改变；流

式细胞仪检测到凋亡峰，细胞凋亡率 １２７９％ ～
２１９０％，且随给药剂量的增加，细胞凋亡率亦随之
增加；Ｓ期细胞减少，同时 Ｇ２／Ｍ期细胞增多，上述
结果均表明，诱导宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞凋亡可能是姜
黄素的抗肿瘤机制之一。

自１９７２年由Ｋｅｒｒ［５］等首先提出凋亡概念并对
其形态进行了描述。随后人们在对凋亡形态、基因

蛋白调控等方面开展了大量的研究，并发现肿瘤的

发生与细胞增殖和细胞凋亡异常相关［６］，通过诱

导肿瘤细胞凋亡是药物发挥抗肿瘤作用的一个重

要机理［７－８］。本课题组将进行凋亡相关基因表达

及相关信号转导通路方面的研究，进一步探索姜黄

素发挥抗肿瘤作用的机制。
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