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银杏叶提取物对 H2 O2 诱导的胰岛
R IN2mβ细胞凋亡的影响
叶春玲 ,金永亮 ,叶开和 ,覃　亮

(暨南大学药学院药理学教研室 ,广东广州 510632)

目的 :探讨银杏叶提取物 ( Ginkgo biloba extract, EGb761)对过氧化氢 (Hydrogen peroxide, H2O2 )诱导的

胰岛 R IN2mβ细胞株凋亡的影响。方法 :以 500μmol/L H2O2作用于胰岛 R IN2mβ细胞 6 h建立凋亡模型 ;分别设

空白对照组 (Control)、阴性对照组 (H2O2 )、阳性对照组 (槲皮素 Que 100μmol/L )、EGb 761单用对照组 ( EGb 761

100μmol/L) , EGb 761给药组 ( EGb 761 10、30、100μg/m l) ;采用 MTT检测细胞存活率 , Hoechst 33258染色荧光显

微镜观察细胞形态变化 , P I单染色法和 Annexin V2P I双染色法流式细胞术分析细胞凋亡情况。结果 :与空白对照

组比较 ,阴性对照组 500μmol/L H2O2作用 6 h后 ,细胞存活率明显降低、细胞凋亡率显著升高 ( P < 0101)。与阴性

对照组相比 , EGb 761显著降低 H2O2诱导的细胞凋亡 ( P < 0101) ,且呈剂量依赖性。结论 :过氧化氢可诱导胰岛

R IN2mβ细胞凋亡 , EGb 761对 H2O2诱导的 R IN2mβ细胞损伤和凋亡具有明显的保护作用。
银杏叶提取物 ; R IN2mβ细胞株 ;过氧化氢 ;细胞凋亡
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Abstract　Objevtive: To investigate the effects of Ginkgo biloba extract ( EGb 761) on apop tosis induced by hydrogen peroxide

(H2O2 ) in R IN2m beta2cells1 Methods: The apop totic model was made by H2O2 exposed for six hours with a concentration of 500

μmol/L1 The cytotoxicity was measured byMTT1 Hoechst 33258 fluorescent staining were used to detect the p rotective effect of EGb

761 on the apop tosis of R IN2m beta2cells induced by H2O2 1 Annexin V2P I double staining of Flow cytometry were used to detect apop2
tosis quantitively1 Results: Compare to control group, after exposed to 500μmol/L H2O2 for 6 hours, the apop tosis rate incereased and

cell survival rate were decreased considerably ( P < 0101) 1 Pretreated for 10 hourswith EGb 761, the flow cytometry results showed that

the apop tosis rate decreased and cell survival rate were increased considerably( P < 0101, compared to H2O2 control group ) 1 Conclu2
sion: EGb 761 can decrease R IN2m beta2cells damage and apop tosis induced by H2O2 1
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　　近年有关银杏叶提取物的研究及临床应用已有

较大进展 ,除治疗心脑血管疾病外 ,银杏叶提取物还

具有神经系统的保护作用和抗神经细胞凋亡作用以

及糖尿病肾病的治疗作用〔1、2〕。由于胰岛β细胞氧

化损伤已被证明是糖尿病发病的重要机制之一 ,氧

化损伤可诱导胰岛β细胞发生大量凋亡 ,因此抗氧

化损伤及抗凋亡对防治糖尿病具有重要意义。但迄

今为止 ,银杏叶提取物对胰岛β细胞氧化损伤是否

具有保护作用以及是否具有抗胰岛β细胞凋亡作

用 ,还未见报道。为此 ,本研究采用 H2O2诱导培养

的胰岛 R IN2mβ细胞凋亡模型 ,考察银杏叶提取物

对胰岛β细胞氧化损伤的保护作用及抗凋亡作用 ,

为 EGb 761的临床应用提供实验依据。

1

111 　药品与试剂 　银杏叶提取物 ( Extract Ginkgo

biloba, EGb 761) (批号 : 20050601)由深圳海王药业

提供 ; 515 mmol/L葡萄糖 DMEM培养基购于 Gibco

公司 ;胎牛血清 ,杭州四季青公司生产 ;细胞凋亡 2
Hoechst染色试剂盒 ,购自碧云天试剂公司 ;胰蛋白

酶 ( Tryp sin) ,溴化 2( 4, 52二甲基 , 22噻唑基 ) 22, 52二
苯基四氮唑 (MTT) ,碘化丙啶 ( p rop idiuiodide, P I)

购自 Sigma公司 , Annexin2V PI双染凋亡试剂盒 (批

号 : 20051115)购自北京保赛生物技术有限公司。

112 　细胞株及培养　胰岛 R IN2mβ细胞株购自中
山医科大学细胞库。培养基为含 10%胎牛血清及

青霉素 ( 100 U /m l)、链霉素 ( 100μg/m l)的 515

mmol/L葡萄糖 DMEM培养基 ,于 37℃、5% CO2条

件下培养。
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113 　实验仪器 　3111二氧化碳培养箱 ( FORMA,

U1S1A) ; 5084R型高速冷冻离心机 ( EPPENDORF,

Germany) ; FACS A ria流式细胞仪 (美国 BD公司 ) ;

450酶标仪 (B IO2RAD, USA ) ; 22D I2E2D282荧光倒

置显微镜 (LE ICA, Germany)。

2

211 　H2O2致胰岛 R IN2mβ细胞凋亡模型的制备和
药物处理　细胞以每孔 10

5个 /m l的密度接种于 96

孔培养板中 , 37℃, 5% CO2 ,饱和湿度条件下培养过

夜使细胞完全贴壁。分别设空白对照组 ( control)、

阴性对照组 (H2O2 )、阳性对照组 (槲皮素 Que 100

μmol/L)、EGb 761单用对照组 ( EGb 761 100μmol/

L) , EGb 761给药组 ( EGb 761 10、30、100μmol/L ) ,

每组至少 6孔。药物于 37℃预孵 10 h后 ,再加入终

浓度为 500μmol/L的 H2O2继续培养 6 h,然后进行

MTT法检测细胞活力等实验。至少重复 3次实验。

212 　MTT法检测细胞活力〔3、4〕　将接种过细胞的

96孔培养板中培养液吸去 ,用 PBS洗涤一次 ,加入

每孔 012 m l PBS和 20μl的 MTT(5 mg/m l) ,使其终

浓度不低于 015 mg/m l。37℃培养 4 h后 ,加入每孔

150μl的 DMSO溶解液 37℃培养过夜 ,用酶联免疫

检测仪测定 570 nm /630 nm处的光密度值 (op tical

density, OD)。与试验平行孔设只含有溶解液的孔

作空白对照 ,最后比色时 ,以正常空白孔调零。可间

接定量反映活细胞数量。以空白对照组为 100% ,

计算细胞存活率。
细胞存活率 =试验组光密度值 /对照组光密度值 ×

100%。

213 　荧光染色法观察 　按 Hoechst 33258染色试

剂盒说明操作 ,细胞以 50～80%密度接种于事先放

入爬片的 6孔培养板中 ,制作细胞爬片 ,经过药物或

相应处理后 , 600 g/m in离心 5 m in去上清 ;用 4%多

聚甲醛 015 m l重悬细胞 ,室温下固定 10 m in或更长

时间 (可 4℃过夜 ) ;去固定液 , PBS洗 2次 ,每次 3

m in,吸尽液体 ,洗涤时宜用摇床 ,或手动晃动数次 ;

600 g /m in离心 5 m in去 PBS;加入 015 m l Hoechst

33258染色 5 m in,也宜用摇床或手动晃动数次 ;后

用 PBS洗 2次 ,每次 3 m in,滴一滴抗荧光淬灭封片

液于载玻片上 ,盖上贴有细胞的盖玻片 ,尽量避免气

泡。使细胞接触封片液 ,切勿弄反 ;荧光显微镜可检

测到呈蓝色的细胞核。激发波长在 350 nm左右 ,发

射波长在 460 nm左右。

214 　流式细胞术 ( FCM )检测细胞凋亡

21411 　单染法 R IN2mβ细胞凋亡检测 :收集细胞 5

×105～1 ×106 个 /m l,经 0125%胰酶 20102% EDTA

消化分离成单个细胞之后 , 3 m l PBS洗一次 ,加入冰

预冷的 70%乙醇固定 , 4℃24 h后离心去固定液 , 3

m l PBS重悬细胞 5 m in,加入 1% Triton X2100摇匀

后静置 10 m in,离心去上清液 ,加入 0101% RNA酶

消化 10 m in,离心去上清液 ,加入 01005% PI, 4℃避

光染色 30 m in, 400目不锈钢筛网过滤一次 ,流式细

胞仪上测试。 P I用氩离子激发光 ,激发光波长为

488 nm,发射光波长大于 630 nm,产生红色荧光 ,待

用 Cell Quest软件采集样本后 ,用 ModFit LT软件进

行分析。

21412 　双染法 R IN2mβ细胞凋亡检测 :用 0125%

胰酶 20102% EDTA消化分离细胞 ,制成单细胞悬液 ,

将待测细胞的浓度调整为 5 ×10
5～1 ×10

6个 /m l,

按 Annexin2VP I双染凋亡试剂盒操作说明书进行测

定 ,流式细胞仪检测和仪器分析步骤同 P I单染法。

215 　统计方法 　所有实验数据用均数 ±标准差
(�X±S)表示 ,组间差异采用两样本均数比较的 t检

验。采用 SPSS10100统计。

3

311 　药物对细胞存活率的影响　H2O2组给予 500

μmol/L的 H2O2 后与空白对照组相比 ,胰岛 R IN2
mβ细胞的活力显著下降 ( P < 0101)。10～100μg/

m l EGb 761对 H2O2 引起的损伤有保护作用 ,与

H2O2组比较细胞活力增加明显 ( P < 0105或 P <

0101) ,并呈剂量依赖性。结果见表 1。
Tab 1 Effect of EGb 761 on R IN2m beta2Cells in the

Presence of 500 M H2 O2 ( �x±s, n = 6 )

Group s V iability ( % )

Control 　100 ±911

H2O2 500μmol/L 5417±819##

EGb 761 100μg/m l 10117±6163 3

Que + H2O2 100μmol/L 9710±7193 3

EGb 761 + H2O2 10μg/m l 7310±4143

30μg/m l 8117±14113

100μg/m l 9818±7123 3

　　3 P < 0105, 3 3 P < 0101 vs H2O2 ; ## P < 0101 vs Control

312 　细胞形态学检测 　荧光显微镜下观察 ,活细

胞核呈弥散均匀的蓝色荧光 ,凋亡细胞的细胞核或

细胞质内可见浓染致密的颗粒块状荧光 ,蓝色荧光

比正常细胞要强 ,并可见到凋亡细胞中分散着较多

的 DNA荧光碎片。EGb 761各给药组中正常细胞

的比例高于损伤组细胞 ,对凋亡细胞的形态变化有

所改善 ,尤其是 EGb 761 100μg/m l组基本上逆转

了细胞凋亡形态学改变 ,说明 H2O2 能诱导细胞凋

亡而 EGb 761能抑制 H2O2诱导的细胞凋亡。结果

见图 1。
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F ig111 Protection of EGb 761 Aga in st Apoptosis Induced by H2O2 in R IN2m 2cells( ×400 )

A1 H2O2 ; B1 H2O2 + 10μg/m l EGb761; C1 H2O2 + 30μg/m l EGb761; D1 H2O2 + 100μg/m l EGb761; E1 Control; F1 H2O2 +

Que

F ig12 Protection of EGb 761 Aga in st H2O2 2Induced

Apoptosis in R IN2m 2cells( P I)
33 P < 0101 vs H2O2 without EGb 761, ## P < 0101 vs Control

313 　对 R IN2mβ细胞凋亡的影响
31311 　P I单染法细胞凋亡分析 :分析 P I荧光直方

图结果见图 2、图 3。H2O2组经过 H2O2处理后 ,胰

岛 R IN2mβ细胞在 G0 /G1期前出现一明显的亚二倍

体峰 ( sub2G1 ) ,说明 500μmol/L H2O2作用 6 h可以

诱导胰岛 R IN2mβ细胞凋亡 (凋亡率 4312 ±

116% ) ; EGb 761预孵处理后 ,对细胞凋亡有显著改

善 ,并且有明显的浓度依赖性。EGb 761高剂量组
(凋亡率 512 ±019% )或阳性对照药 Que (凋亡率

519 ±110% )能明显降低细胞凋亡 ,与阴性对照组

相比 ,有极显著统计学意义 ( P < 0101)。从图 3可

以看出 ,代表凋亡的亚二倍体峰随 EGb 761药物浓

度的增加 ,逐渐减小 ,与空白对照组靠近。

31312 　Annexin V2P I双染法分析细胞凋亡 : Annex2
in V2P I双染色法荧光散点图结果见图 4、图 5。细

胞膜磷脂酰丝氨酸 ( PS)去极性外翻是指示细胞凋

亡的一个重要标志 , Annexin V可以特异性结合 PS;

活细胞拒染 P I染料 ,而坏死细胞允许其进入细胞核

并且与 DNA结合显色。因此 ,本实验 Annexin V2
F ITC /P I双染后 , H2O2组在 6 h时点的流式细胞术

检测结果呈现 4个细胞群 ,即机械性损伤细胞 (An2
nexin V

222P I
+ )、正常活细胞 (Annexin V

222P I
22 )、早期

凋亡细胞 (Annexin V
+ 2P I

22 )和晚期凋亡细胞或继发

性坏死细胞 (Annexin V
+ 2P I

+ )。H2O2 组在 500

μmol/L的 H2O2诱导下 ,胰岛 R IN2mβ细胞在 6 h凋

亡比率为 ( 3312 ±415 ) % ,空白对照组为 ( 117 ±

017) % ,差异显著 ( P < 0101) ; 100μg/m l EGb 761

组 (415 ±017) %或 Que组 (515 ±114) %与 H2O2组

比较 ,凋亡率显著下降 ( P < 0101)。

4

糖尿病是一种复杂的代谢紊乱性疾病 ,多种原

因可导致β细胞凋亡 ,从而引起胰岛素合成与释放

减少。凋亡是胰岛细胞损伤死亡的主要形式〔5〕
,研

究胰岛β细胞凋亡及其机制对糖尿病防治具有重

要意义。
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F ig131 Apoptosis in R IN2m 2cells Assessed by FCM

A1 H2O2 ; B1 H2O2 + 10μg/m l EGb761; C1 H2O2 + 30μg/m l EGb761; D1 H2O2 + 100μg/m l EGb761; E1 Control; F1 H2O2 +

Que

F ig14 Protection of EGb 761 Aga in st H2O2 2Induced

Apoptosis in R IN2m 2cells( Annex in V2P I)
33 P < 0101 vs H2O2 without EGB 761, ## P < 0101 vs Control

　　正常生存状态下 ,细胞膜磷脂在胞膜内外表面

之间呈不对称分布 ,磷脂酞胆碱和神经鞘磷脂暴露

于脂质双分子层的外表面 ,而磷脂酞丝氨酸定位于

内表面。众多研究发现 ,凋亡早期的特点是细胞膜

对称性消失 ,质膜内侧的磷脂酰丝氨酸重新分布 ,由

细胞膜内侧翻转到膜外侧 ,使凋亡细胞能被巨噬细

胞特异性地识别与清除。细胞膜的这种改变可以通

过一种与带负电荷的磷脂高度亲和的蛋白 2连接素
Annexin V来检测 , Annexin V具有钙依赖性 ,和磷脂

有高度的亲和力 ,尤其与带负电荷的磷脂酰丝氨酸

具极强的结合力。用标记的 Annexin V对细胞进行

染色 ,可使早期凋亡细胞膜外表面暴露的磷脂酰丝

氨酸与 Annexin V2P I特异性结合 ,但细胞仍维持其

细胞膜的完整性 ,使变性染色质着色的荧光染料 P I

不能进入细胞 ,然而坏死或凋亡晚期的继发性坏死

细胞可同时受 Annexin V与 P I标记 ,借助 FCM可定

量分析受标记的凋亡坏死细胞数。本研究采用 An2
nexin V2P I对细胞进行双标 ,较细胞亚群单参数直

方图更为敏感及精确 ,但二者各有优点 ,结合使用对

数据的重复性及稳定性有很大帮助 ,能更准确的反

应胰岛 R IN2mβ细胞凋亡的比例。
本实验采用常用的 H2O2 氧化损伤凋亡模

型〔6、7〕
, P I单染法和 Annexin V2P I双染法流式细胞

术分析细胞凋亡情况 ,结果表明 EGb 761具有明显

的对抗 H2O2诱导的胰岛 R IN2m凋亡作用 ,且随着

剂量的增加作用增强 ,说明 EGb 761对 H2O2氧化

损伤致凋亡具有保护作用。细胞凋亡是多种生理病

理因素参与的由凋亡相关基因启动的细胞凋亡过

程 ,许多炎症介质和细胞因子均影响凋亡过程。其

中 ,氧应激造成大量活性氧 ROS的产生及其造成的

继发性细胞损伤在细胞凋亡过程中起着重要作

用〔8〕。虽然对 H2O2在细胞凋亡发生及其细胞内信

号传递过程中的确切作用仍不十分清楚 ,但已证实

H2O2造成 PC12细胞凋亡与细胞内 ROS的增加有

关〔9〕。由于抗氧化作用是 EGb的主要药理作用之

一〔10、11〕
, EGb中黄酮类化合物等有效成分能清除自

由基 ,包括超氧阴离子、羟自由基、NO、脂质过氧化

自由基等 ,因此 ,本实验 EGb的抗凋亡作用可能与

·724·中藥材 Journal of Chinese MedicinalMaterials　　第 30卷第 4期 2007年 4月



F ig151 Apoptosis in R IN2m 2cells a ssesssed by FCM

其抗氧化作用有关 ,详细机制还有待进一步研究。
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