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银杏叶提取物抗氧化及其抗胰岛
RIN2mβ细胞凋亡的作用
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[摘　要 ]　目的 : 探讨银杏叶提取物 ( EGb761) 的抗氧化及其抗过氧化氢 ( hydrogen peroxide, H2O2 )诱导的胰岛

R IN2mβ细胞凋亡的作用。方法 : 以 500μmol/L H2O2作用于胰岛 R IN2mβ细胞 6 h建立凋亡模型 ;采用荧光探针

DCFH - DA法进行活性氧检测细胞内氧自由基 ( reactive oxygen species, ROS)的变化 , NO测试试剂盒检测细胞 NO

释放的变化 , Annexin V2P I双染色法流式细胞术分析细胞凋亡情况。结果 :经 H2O2损伤诱导凋亡后 ,细胞存活率降

低 ,凋亡率增加 ,细胞产生 NO减少 ,活性氧 ROS增多。与阴性对照组相比 , EGb761能清除 ROS,增加 NO,改善凋亡情

况 ,且作用呈剂量依赖性。结论 : EGb761对β细胞凋亡有显著保护作用 ,其机制可能与其清除氧自由基等作用有关。
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Effects of EGb761 on the an tioxygen and cell apoptosis induced by
H2O2 in R IN2m beta cells
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(Department of Pharmacology, Pharmacy College, J inan University, Guangzhou 510632, China)

[ Abstract]　A im : To investigate the effects of Ginkgo biloba extract ( EGb761) upon hydrogen peroxide

(H2 O2 ) induced apop tosis in R IN2m beta2cells. M ethods: The apop totic model was made by H2 O2 ex2
posed for six hours with a concentration of 500μmol/L. EGb761 and quercetin (Que) respectively p re2
treated the R IN2m beta2cells for 10 hours which would suppose to act as ROS cleaner to scavenge oxida2
tive damage p roduced by H2 O2. The cytotoxicity wasmeasured by cell counting28 kit (CCK28). The p ro2
duction of nitric oxide (NO) was assayed with NO assay kit, and peroxide levels were determ ined using

dichlorofluorescein diacetate assay kit (DCFH /DA ). AnnexinV2 P I double staining of flow cytometry

were used to quantitively detect the effect of EGb761 on the apop tosis of R IN2m beta2cells induced by

H2 O2. Results: Compared to normal control group, after exposed to 500μmol/L H2 O2 for 6 hours, the

apop tosis level increased and cell survival levels were decreased considerably ( P < 01001). 100μg /mL

EGb761 or 100μmol/L Que can scavenge the excessive ROS ( P < 0101, compared with H2 O2 group ).

Pretreated with EGb761 or Que, the apop tosis level decreased and the NO increased considerably. Con2
clusion : EGb761 can decrease cell apop tosis through scavenging of the excessive ROS, increasing NO re2
leasing in R IN2m beta2cells.

[ Key words]　EGb761;　H2 O2 ;　apop tosis;　nitric oxide



　　氧化应激状态是细胞凋亡发生的一个重要媒

介 [ 1 - 2 ]。许多凋亡刺激可使胞内活性氧基团 ROS

产生或伴有氧化应激 [ 3 - 4 ]。相反 ,许多凋亡的抑制

剂具有抗氧化活性或加强细胞抗氧化能力。银杏叶

提取物 EGb761的主要有效成分为黄酮糖苷类

(24% )和萜烯内酯类 ( 6% ) ,具有较强的抗氧化作

用和清除氧自由基作用 ,但对胰岛细胞氧化损伤及

其凋亡的影响 ,至今未见报道。为此 ,本研究采用

H2 O2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细胞氧化损伤及其凋亡的

影响 ,为 EGb761的临床应用提供实验依据。

1　材料

1. 1　药品与试剂

银杏叶提取物 ( Extract Ginkgo biloba, EGb761)

(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 ; CCK - 8试剂盒 (20050303)、

NO检测试剂盒、活性氧检测试剂盒、购自碧云天试

剂公司 ;胰蛋白酶 ( Tryp sin)购自 Sigma公司 ; Annex2
in2V P I (批号 : 20051115)双染凋亡试剂盒购自北京

保赛生物技术有限公司。

1. 2　细胞株及培养

胰岛 R IN2mβ细胞株购自中山医科大学细
胞库。培养基为含体积分数 10%胎牛血清及青霉素

(100 IU /mL)、链霉素 ( 100μg/mL )的 515 mmol/L

葡萄糖 DMEM培养基 ,于 37 ℃体积分数 5% CO2条

件下培养。

1. 3　实验仪器

3111二氧化碳培养箱 ( FORMA , U. S. A ) ;

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 IO - RAD, USA ) ; 22D I2E2D282荧光倒置显微镜

(LE ICA , Germany)。

2　方法

2. 1　H2 O2致胰岛 R IN2mβ细胞凋亡模型的制备

和药物处理

细胞以每孔 105 /mL的密度接种于 96孔培养板

中 , 37 ℃,体积分数 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 ( con2
trol)、阴性对照组 (H2 O2 )、槲皮素阳性对照组 (Que

100μmol/L ) 、EGb761单用对照组 ( EGb761 100

μmol/L ) , EGb761 给 药 组 ( EGb761 10、30、100

μg/mL) ,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 H2 O2继续培养 6 h,

然后进行活性氧测定等实验。至少重复 3次实验。

2. 2　CCK28法检测细胞活力
将接种过细胞的 96孔培养板中培养液吸去 ,用

PBS洗涤 1次 ,加入每孔 012 mL PBS和 20μL的

CCK28。37 ℃培养 4 h后 ,加入每孔 150μL的 DM2
SO溶解液 37 ℃培养过夜 ,用酶联免疫检测仪测定

570 nm /630 nm处的吸光度 A。

2. 3　活性氧检测

将培养瓶中对数生长期的 R IN2mβ细胞消化置
备成单细胞悬液后 ,以 5 ×10

5
/mL的密度接种于 96

孔培养板孔内 ,于体积分数 95%空气、5% CO2、

37 ℃、饱和湿度条件下过夜培养 ,按活性氧检测试

剂盒说明操作进行活性氧 (ROS)测定。检测用荧光

酶标仪 ,使用 488 nm激发波长 , 525 nm发射波长。

2. 4　NO检测 [ 5 ]

实验用一氧化氮 ( nitric oxide, NO)检测试剂盒 ,

NO由一氧化氮合酶 (NO synthase)合成 ,其本身极

不稳定 ,但可以用间接方法测量。NaNO2是一氧化

氮代谢形成的一种稳定产物。所以 ,测定其含量相

当于测定 NO的累积产量。按 NO检测试剂盒说明

操作进行 NO测定 ,酶标仪 540 nm测定吸光度 A。

2. 5　流式细胞术 ( FCM )检测细胞凋亡

采用 Annexin V2P I双染色法 ,用质量分数

0125%胰酶 - 0102% EDTA消化分离细胞 ,制成单

细胞悬液 ,将待测细胞的密度调整为 5 ×105～1 ×

106 /mL,按 Annexin2V P I双染凋亡试剂盒操作说明

书进行测定。 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 CELLQuest软件采集样本后 ,用 ModFit LT软件

进行分析。

2. 6　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。

3　结果

3. 1　药物对细胞存活率的影响

给予 500μmol/L的 H2 O2后 ,胰岛 R IN2mβ细
胞的活力显著下降 ( P < 0101,与空白对照组相比 )。

10～100μg/mL EGb761对 H2 O2引起的损伤有保护

作用 ,与 H2 O2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。
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表 1　银杏叶提取物对 H2O2作用下的胰岛

R IN2mβ细胞活力 ( �x ±s, n = 6)的影响

组别 活力 /%

Control 100. 0 ±9. 1

H2O2 (500μmol/L) 54. 7 ±8. 91)

EGb761 (100μg/mL) 101. 7 ±6. 6

H2O2 + 100μmol/L Que 97. 0 ±7. 93)

H2O2 + 10μg/mL EGb761 73. 0 ±4. 42)

H2O2 + 30μg/mL EGb761 81. 7 ±14. 12)

H2O2 + 100μg/mL EGb761 98. 8 ±7. 23)

　与 Control组相比 , 1 ) P < 0101;与 H2O2 组相比 , 2 ) P < 0105,

3) P < 0101

3. 2　药物对细胞内 RO S含量的影响

与空白对照组相比 , H2 O2损伤组胰岛 R IN2mβ
细胞内 ROS含量显著增加 ( P < 0105)。EGb761能

明显降低细胞内 ROS含量 ,与 H2 O2 损伤组相比 ,

中、高剂量组细胞内 ROS显著减少 ( P < 0105或 P

< 0101)。由于单独给予 100μg /mL EGb761时 ,细

胞内 ROS未见明显改变 ,由此推测 EGb761主要是

清除胞内异常增多的自由基 (见表 2)。

3. 3　药物对细胞 NO含量的影响

如表 2所示 , H2 O2损伤组胰岛 R IN2mβ细胞内
NO明显减少 ,与空白对照组比较 ,有极显著性统计

学意义 ( P < 0101)。EGb761能明显增加细胞内 NO

含量 ,与 H2 O2损伤组相比 ,中、高剂量组细胞内 NO

含量明显升高 ( P < 0105或 P < 0101)。单独给予

100μg /mL EGb761时 NO含量呈升高趋势 ,但无统

计学意义。

表 2　银杏叶提取物对 H2O2作用下的胰岛 R IN2mβ

细胞 RO S和 NO ( �x ±s, n = 6)的影响

组别 荧光强度 /% c (NO) / (μmol·L - 1 )

Control 120. 00 ±13. 06 100. 0 ±8. 9

EGb761 (100μg/mL) 117. 96 ±13. 06 110. 0 ±14. 5

H2O2 + 100μmol/L Que 117. 01 ±13. 061)
119. 7 ±14. 81)

H2O2 + 0μg/mL EGb761 125. 37 ±13. 063)
84. 6 ±7. 13)

H2O2 + 10μg/mL EGb761 122. 80 ±13. 06 93. 3 ±13. 9

H2O2 + 30μg/mL EGb761 120. 39 ±13. 062)
100. 3 ±11. 32)

H2O2 + 100μg/mL EGb761 115. 07 ±13. 061)
118. 4 ±8. 71)

　与 H2O2组相比 , 1) P < 0101, 2) P < 0105; 与 Control组相比 , 3) P <

0101

3. 4　流式细胞术分析

Annexin V - P I双染色法荧光散点图结果 (见图

1) , H2 O2组在 6 h时点的流式细胞术检测结果呈现

4个细胞群 ,即正常细胞 (双阴性 ) 、凋亡细胞 (An2
nexin V阳性 , P I阴性 ) 、凋亡和坏死细胞 (Annexin

V阴性 , P I阳性 )和坏死细胞 (双阳性 ) (图 1 A ) 。

H2 O2组在 500μmol/L的 H2 O2诱导下 , 胰岛 R IN2
mβ细胞在 6 h凋亡比率为 (3312 ±415) % ,空白对

照组为 (117 ±07) % ,差异显著 ( P < 0101) ; 100

μg/mL EGb761组 ( 415 ±017) %或 Que组 ( 515 ±

114) %与 H2 O2 组比较 ,凋亡率显著下降 ( P <

0101)。

(A) H2O2组 ; (B) EGb761 (10μg/mL)组 ; (C) EGb761 (30μg/mL)组 ; (D) EGb761 (100μg/mL)组 ; ( E) Control组 ; ( F)槲皮素 (Que)组

图 1　银杏叶提取物对 H2O2诱导的胰岛 R IN2mβ细胞凋亡的影响
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4　讨论

EGb761在糖尿病方面已进行了不少实验及临

床研究 ,证明对糖尿病肾病及糖尿病神经病变有明

显的治疗作用 [ 6 ]
,我们的前期研究也证明 EGb761

可以减轻 2型糖尿病大鼠的血管病变 [ 7 ]。近十几年

来 ,国内外研究表明氧自由基代谢参与了糖尿病的

发生和发展 ,糖尿病大鼠模型体内存在着明显的脂

质过氧化现象 [ 8 ]。给予 EGb治疗后 ,血清 MDA明

显降低、SOD水平明显升高。其原因可能在于银杏

黄酮能有效清除自由基 ,从而拮抗自由基所导致的

多不饱和酸的破坏和保护膜蛋白免受这些降解产物

的可逆性结合。Vasseur[ 9 ]用电生理研究发现 , EGb

对四氧嘧啶诱导的糖尿病小鼠模型的胰岛β细胞

具有保护作用 ,提示 EGb可能对糖尿病小鼠胰岛β

细胞有一定的修复作用 ,使胰岛素分泌增多从而改

善糖代谢。本实验采用 H2 O2氧化损伤凋亡模型 ,

结果证实 EGb761具有明显的减少 ROS产生及对抗

H2 O2诱导的胰岛 R IN2m凋亡的作用。
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。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 H2 O2造成 PC12细胞凋亡与细

胞内 ROS的增加有关 [ 10 ]。活性氧 ROS的产生主要

是线粒体由状态Ⅲ向状态Ⅳ转换中高氧的环境和高

还原态的呼吸链使大量电子漏出并还原氧分子而形

成。不论是在两类刺激信号 (膜受体信号和非膜受

体信号 )和两条信号转导途径引起的凋亡中 ,还是

在同种信号诱导的凋亡或坏死以及不同的凋亡敏感

性中 , ROS都起着不容忽视的作用。因此 ,减少

ROS的形成可能有助于抑制细胞凋亡。

作为一种独特的生物信使因子和效应因子 , NO

在生物体内对组织细胞凋亡的作用具有双重性 ,既

可以刺激超氧阴离子、H2 O2和羟自由基诱发的脂质

过氧化作用诱导细胞凋亡 ,又可以介导细胞膜的抗

氧化反应抑制细胞凋亡 ,这两种作用的强弱取决于

生物体内自由基相对浓度 [ 11 ]。本实验结果显示 ,

H2 O2损伤组较空白对照组 NO浓度下降 , EGb761

给药组 NO浓度增加 ,并且 NO随 EGb761剂量的增

加而增加 ,呈一定的剂量依赖性。本实验 NO的总

体增减幅度在 10μmol/L左右 ,是低浓度增加 ,故而

对细胞凋亡起到的是一种保护作用。孙保亮 [ 12 ]等

研究表明 , EGb可以促进大鼠脑组织细胞 NO的释

放 ,细胞 NO在给予 EGb761后增多 ,可能是 EGb761

保护细胞发挥抗凋亡作用之一 , NO增多起到抗凋

亡作用或者对细胞起到保护作用。

NO抑制细胞凋亡的机制很多 [ 13 - 14 ]
:首先 , NO

可以通过激活 cGMP级联反应阻止细胞凋亡。已经

发现 ,结合于鸟苷酸环化酶辅基血红素的 NO可增

加 cGMP的生成 ,激活 cGMP依赖性激酶 ( PKC)或

者交叉激活 cAMP依赖性激酶 ( PKA )。实验证明 ,

cGMP能阻断肝细胞、神经元和脾细胞的凋亡。NO /

cGMP抑制凋亡的机制与 cGMP2依赖的蛋白激活及
半胱天冬酶活性抑制应有关 [ 15 ]。其次 , NO可以上

调线粒体内 Bcl22蛋白 ,过多的 Bcl22蛋白与调亡蛋
白酶活化因子 21 (Apaf21)结合 ,可中断凋亡进程。

据测 Bcl22蛋白主要存在于所有造血细胞、淋巴细
胞、许多上皮细胞和神经元的线粒体膜、细胞核膜和

内质网上。Reed等 [ 16 - 17 ]认为 Bcl22蛋白可能参与
调节细胞内钙离子的分布 ,并可使细胞膜的通透性

增大。也有实验表明 Bcl22蛋白具有抗氧化剂的作
用。现在认为 , Bcl22蛋白主要是通过阻断细胞凋亡
的共同信号传导通路 ,达到抑制或阻断多种细胞及

细胞系的细胞凋亡过程 [ 18 ]
,而 NO 和 cGMP对

caspase23裂解 Bcl22蛋白具有抑制作用 ,因此能够

在多层次、多阶段作用于凋亡过程 ,并达到抑制凋亡

的目的 ;最后 ,其它 NO介导的抗细胞凋亡机制可能

有 : NO抑制 Fas介导的细胞凋亡 ,半胱天冬蛋白酶

因子内半胱氨酸被氧化和 S2亚硝基化而失活 ,诱导

生成热休克蛋白 HSP32和 GSP10,它们都能控制线

粒体的功能和膜通透性从而阻止细胞色素 C释放 ,

发挥抑制凋亡的作用 [ 19 ]。
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