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银杏黄酮苷元对氧化型低密度脂蛋白诱导的

人主动脉内皮细胞氧化损伤的影响
王玮玮△　何　艳　刘兴德

摘要　目的　观察银杏黄酮苷元（
B;?CD0 E1+F0?7 +D1=-0?7

，
BG

）对氧化型低密度脂蛋白（
0H;I;J7I

10K


I7?>;L= 1;<0<,0L7;?

，
0H


MNM

）诱导的人主动脉内皮细胞（
.O:+? +0,L;- 7?I0L.71;+1 -711>

，
PG9%>

）氧

化应激损伤的保护作用及其机制。方法　体外培养
PG9%>

，分为
A

组，即空白对照组、
0H


MNM

组、
/;L9

组

以及
BG$"

、
A"

、
4" :DQM

组。除空白对照组外，其余
5

组均加入
0H


MNM #5" :DQM

复制氧化损伤模型；

BG$"

、
A"

、
4" :DQM

组分别给予相应剂量
BG

干预；
/;L9

组给予
/;L9 !"" μ:01QM

干预。采用
*((

法检测

细胞存活率；
%*


P!N%RNG

荧光探针测定细胞内活性氧（
STU

）含量；酶联免疫吸附法检测
3GNVP

氧化

酶含量；硫代巴比妥酸法检测丙二醛（
*NG

）水平；
B,;7>> ,7+D7?L

法测定一氧化氮（
3T

）含量；黄嘌呤氧化

酶法测定超氧化物歧化酶（
UTN

）的含量。结果　与空白对照组（
#""


""W

）比较，
0H


MNM

组（
8"


AXW

）细

胞存活率明显降低（
V Y "


"5

）；
/;L9

组、
BG$" :DQM

组、
BGA" :DQM

组细胞存活率分别为
XX


45W

、

X$


!5W

、
46


4$W

，均明显高于
0H


MNM

组（
V Y"


"5

），以
A" :DQM BG

作用更强。与空白对照组比较，
0H


MNM

组细胞内
STU

、
*NG

及
3GNVP

氧化酶水平增加，
3T

含量及
UTN

活性降低，差异均有统计学意义

（
V Y"


"5

）；与
0H


MNM

组比较，
BG$" :DQM

组、
BGA" :DQM

组及
/;L9

组细胞内
STU

、
*NG

及
3GNVP

氧

化酶水平降低，
3T

含量及
UTN

活性增加，差异均有统计学意义（
V Y"


"5

），以
A" :DQM BG

作用更强。

结论　
BG

可明显抑制
0H


MNM

诱导的
STU

合成，降低
*NG

水平，升高
3T

。其作用机制可能与
UTN

活性

增加及
3GNVP

氧化酶活性降低有关。

关键词　银杏黄酮苷元；内皮细胞；氧化型低密度脂蛋白；氧化应激
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，
+?I 46


4$W ;? L.7 BG A" :DQM D,0O<
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）
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，
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，
L.7 -0?L7?L> 0E 3T
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，
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，
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，
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D;?CD0 E1+F0?7 +D1=-0?7

；
7?I0L.71;+1 -711

；
0H;I;J7I 10K


I7?>;L= 1;<0<,0L7;?

；

0H;I+L;F7 >L,7>>

　　动脉粥样硬化（
+L.7,0>-17,0>;>

，
GU

）是伴有血

管内皮细胞氧化应激增强的慢性炎症过程，升高的氧

化型低密度脂蛋白（
0H;I;J7I 10K I7?>;L= 1;<0<,0


L7;?

，
0H


MNM

）在启动和加速
GU

病变中发挥重要的作

用；内皮细胞
3GNVP

氧化酶（
?;-0L;?+:;I7 +I7?;?7

I;?O-170L;I7 <.0><.+L7 0H;I+>7

，
3GNVP 0H;


I+>7

）激活产生的活性氧（
,7+-L;F7 0H=D7? ><7


-;7>

，
STU

）在
GU

病变中扮演了关键角色。银杏叶提

取物（
B;?CD0 _;10_+ 7HL,+-L

，
B^9

）是从银杏树叶中

提取出来的一种复杂混合物，主要有效成分包括黄酮

甙和内酯，其对心血管和神经系统的保护作用主要通

过抗氧自由基损伤的机制实现。而银杏黄酮苷元

（
B;?CD0 E1+F0?7 +D1=-0?7

，
BG

）是对天然
B^9

中

的黄酮甙进行化学修饰去除糖基后获得的新型物质

（几种化合物的混合体，主要包括槲皮素、山奈酚及异

鼠李素）［#］。目前国内外对
BG

药理学方面的研究甚

少，本研究旨在探讨
BG

对
0H


MNM

所致人主动脉内

皮细胞（
.O:+? +0,L;- 7?I0L.71;+1 -711>

，
PG9%>

）

氧化应激损伤的影响。

材料与方法

#

　细胞、试剂与仪器　
PG9%> A#""

、培养基

（
9%*

）、胰酶（
(Q9

）、中和液（
(3U

）均来自美国
U-;


7?-7 %711>

公司。
0H


MNM

源于北京协和生物技术公

司。
/;L9

标准品为美国
U;D:+

公司产品。
N*9*

培

养基为美国
B'^%T

公司产品。
^%G

蛋白浓度测定

试剂盒、
)7>L7,?

及
'V

细胞裂解液、
STU

检测试剂

盒、超氧化物歧化酶（
>O<7,0H;I7 I;>:OL+>7

，
UTN

）

检测试剂盒、
3T

检测试剂盒、丙二醛（
*NG

）检测试

剂盒、
3GNVP

氧化酶检测试剂盒购自江苏碧云天生

物技术公司。
PR4"QPR!6"

二氧化碳培养箱产自上海

力申科学仪器有限公司。倒置显微镜系统产自日本

3;C0?

公司。激光扫描共聚焦荧光显微镜产自日本

T1=:<O>

公司。
R%

酶标仪产自美国
(.7,:0

公司；

精科
85!3

型紫外分光光度计产自上海圣科仪器设备

有限公司。

!

　
BG

溶液的配制　
BG

以
B^9

为原料，采用

酸水解－重结晶法去除糖基后制备而成，由贵州省生
化工程中心何照范教授惠赠。称取黄色

BG

干粉（主

要成分：槲皮素
66


8AW

、山奈酚
6$


56W

、异鼠李素

5


66W

，总黄酮苷元占总成分含量的
4$


86W

）

#8 :D

，用
#8" μM 的 N*UT

助溶，使其终浓度为

#"" :DQ:M

，存放，
!

周内使用。使用前用无血清的

N*9*

培养基稀释，配制成不同使用浓度，
BG

（
"

、
$"

、

A"

、
4" :DQM

）
N*UT

终浓度
Y"


!W

。

$

　细胞培养与分组干预　在
$8

℃、
5W%T

!

条件

下，用含
5W

胎牛血清、
#W

内皮细胞生长添加物、青霉

素（
#"" \QM

）和链霉素（
#"" μDQ:M

）的内皮细胞培养

液培养
PG9%>

。实验前将贴壁生长良好的
PG9%>

A#""

用胰酶消化后，混匀成细胞悬液，调整细胞浓度为

5

×
#"

5

Q:M

，并分成
A

组：（
#

）空白对照组，加入
!"" μM

无血清
N*9*

培养液；（
!

）
0H


MNM

组，加入
#"" μM 无

血清
N*9*

培养液
a #"" μM 0H


MNM

至终浓度为

#5" :DQM

；（
$

）
BG$" :DQM

组，加入
#"" μM BG

至终

浓度为
$" :DQM a #"" μM 0H


MNM

至终浓度为

#5" :DQM

；（
6

）
BGA" :DQM

组，加入
#"" μM BG

至终浓

度为
A" :DQM a#"" μM 0H


MNM

至终浓度
#5" :DQM

；

（
5

）
BG4" :DQM

组，加入
#"" μM BG

至终浓度为

4" :DQM a #"" μM 0H


MNM

至终浓度为
#5" :DQM

；

（
A

）
/;L9

组，加 入
#"" μM /;L9

至 终 浓 度 为

!"" μ:01QM a#"" μM 0H


MNM

至终浓度为
#5" :DQM

。

6

　噻唑蓝（
*((

）法检测细胞存活率　将细胞悬
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液按
5

×
#"

6

Q

孔密度接种于
4A

孔板内，分别用上述不

同的分组方式干预细胞继续培养
!6 .

，随后每孔加入

!" μM *((

，
$8

℃、
5W%T

!

条件下培养
6 .

，弃上清，

再加入
#5" μM 二甲基亚砜（N*UT

）震荡
#" :;?

，酶

标仪
64" ?:

波长测定
TN

值。细胞存活率（
W

）
b

（实验组
TN

64"

调零组
TN

64"

）
Q

（对照组
TN

64"

调零

组
TN

64"

）×
#""W

，每组设
A

个复孔，取平均值。

5

　
%*


P!N%RNG

荧光探针测定细胞内
STU

含量　将等量的细胞悬液按
5

×
#"

5

Q

孔密度接种于
A

孔板内，分别用上述不同的分组方式干预细胞继续培

养
!6 .

后，按照试剂盒说明书操作，在激发光
6XX ?:

发射光
5!5 ?:

下用激光扫描共聚焦荧光显微镜观察

细胞内氧化
!

，
8

－二氢二氯荧光黄（
N%RP

）产生的

!

，
8

－二氯荧光黄（
N%R

）荧光强度的变化。利用
^;0


:;+>!""#

图像分析系统（四川大学图像图形研究所）

测定荧光图片平均光密度值。

A

　
UTN

、
3T

、
3GNVP

氧化酶和
*NG

测定　分
别用黄嘌呤氧化酶法、

B,;7>> S7+D7?L

法、酶联免疫

法和硫代巴比妥酸法测定
UTN

、
3T

、
3GNVP

氧化酶

和
*NG

。待干预细胞培养
!6 .

后，收集细胞，用

V^U

洗涤
!

遍。严格按照相应试剂盒说明操作，用紫

外分光光度计测定上述指标，实验重复
$

次。

8

　统计学方法　应用
UVUU #4


"

统计学软件

进行统计分析。计量资料以
H

±
>

表示，多组间比较进

行方差齐性检验和单因素方差分析，
V Y"


"5

为差异

有统计学意义。

结　　果

#

　各组细胞存活率比较（表
#

）　与空白对照组
比较，

0H


MNM

组细胞存活率明显下降（
V Y "


"5

）。

/;L9

组、
BG$" :DQM

组及
BGA" :DQM

组细胞存活率

均在
X"W

以上，明显高于
0H


MNM

组（
V Y "


"5

），其

中以
BGA" :DQM

组与空白对照组最接近，修复作用

最强（
V Y"


"5

）。

表
#

　各组细胞存活率及
STU

平均光密度值比较

组别
?

TN

值

（
H

±
>

）

细胞存活率

（
W

）

STU

平均光密度

（
H

±
>

）

空白对照
A "

．
A5# A

±
"

．
"!! " #""

．
"" 6X

．
$$A

±
8

．
4X5

0H


MNM A

"

．
6A" 5

±
"

．
"!6 6


8"

．
AX

#"5

．
A5X

±
#"

．
#$!



/;L9 A

"

．
584 8

±
"

．
"#! A

△
XX

．
45

84

．
$!6

±
#"

．
6"$

△

BG$" :DQM A

"

．
56! 5

±
"

．
"!" X

△▲
X$

．
!5

X4

．
"4"

±
$

．
4!X

△▲

BGA" :DQM A

"

．
54$ "

±
"

．
"#A 5

△▲○
46

．
4$

A#

．
!$4

±
4

．
5"X

△▲○

BG4" :DQM A

"

．
6!" A

±
"

．
"!$ #

△▲○●
A6

．
55

#68

．
4#!

±
#

．
#8!

△▲○●

　　注：与空白对照组比较，
V Y"

．
"5

；与
0H


MNM

组比较，△
V Y"

．
"5

；与
/;L9

组比较，▲
V Y

"

．
"5

；与
BG$" :DQM

组比较，○
V Y"

．
"5

；与
BGA" :DQM

组比较，●
V Y"

．
"5

；下表同

!

　各组细胞内
STU

含量比较（图
#

，表
#

）　
0H


MNM

组细胞内荧光强度明显增强，呈团块状强荧光影

像，荧光强度较空白对照组增强了
##4W

，差异有统计

学意义（
V Y"


"5

）。与
0H


MNM

组比较，
BG$" :DQM

组、
/;L9

组及
BGA" :DQM

组细胞内荧光强度减弱，下

降程度分别为
#5


8W

、
!6


4W

和
6!


"W

，差异均有统

计学意义（
V Y"


"5

），以
BGA" :DQM

组
STU

清除作

用最强。

　　注：
G

为空白对照组；̂ 为
0H


MNM

组；
%

为
/;L9

组；
N

为

BG$" :DQM

组；
9

为
BGA" :DQM

组；
R

为
BG4" :DQM

组

图
#

　激光扫描荧光共聚焦显微镜下各组细胞内
STU

活性比较　（×
6""

）

$

　各组细胞内
UTN

、
3T

、
3GNVP

氧化酶及

*NG

比较（表
!

）　与空白对照组比较，
0H


MNM

组

UTN

活力单位及
3T

含量降低，
3GNVP

氧化酶及

*NG

含量升高，差异均有统计学意义（
V Y"


"5

）。与

0H


MNM

组比较，
BG$" :DQM

组、
BGA" :DQM

组及

/;L9

组
UTN

活力单位和
3T

水平升高，
3GNVP

氧化

酶及
*NG

含量降低，差异均有统计学意义（
V Y

"


"5

），以
BGA" :DQM

组作用更明显（
V Y"


"5

）。

讨　　论

血管内皮细胞结构损伤和功能失调是
GU

发生的

始动因素，
0H


MNM

所致的
STU

蓄积通过增加钙离子

水平激活细胞内信号通路和改变细胞内蛋白的氧化还

原状态，使脂质氧化，黏附分子表达，基质金属蛋白酶激
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表
!

　各组细胞内
UTN

、
3T

、
3GNVP

氧化酶及
*NG

比较　（
H

±
>

）

组别
? UTN

活力单位（
\Q:D <,0L

）
3T

含量（μ:01QM

）
3GNVP

含量（μ:01QM

）
*NG

含量（
::01Q:D

）

空白对照
A 4"

．
$A# 8

±
"

．
X!# X 5A$

．
AX

±
#6

．
"! #

．
5A

±
"

．
!" $

．
4#$ 8

±
"

．
!8A 8

0H


MNM A

5!

．
$X6 $

±
#

．
$XX 8


$68

．
5"

±
#!

．
#4


6

．
!X

±
"

．
#5


A

．
X$! 6

±
"

．
$$6 8



/;L9 A

8"

．
685 6

±
"

．
A6X #

△
6"$

．
AA

±
#!

．
X"

△
!

．
A6

±
"

．
#6

△
5

．
"6X 5

±
"

．
#X" "

△

BG$" :DQM A

A6

．
65A 6

±
#

．
"!A 5

△▲
$86

．
"6

±
#$

．
58

△▲
$

．
66

±
"

．
#!

△▲
5

．
4A! $

±
"

．
!!$ 6

△▲

BGA" :DQM A

88

．
#X$ A

±
"

．
X6! 8

△▲○
68A

．
!5

±
#"

．
!A

△▲○
!

．
"X

±
"

．
#$

△▲○
6

．
6$$ #

±
"

．
#!8 6

△▲○

BG4" :DQM A

66

．
8A$ 4

±
"

．
X8! !

△▲○●
!#5

．
45

±
##

．
6X

△▲○●
6

．
8X

±
"

．
#8

△▲○●
8

．
5X6 4

±
"

．
!"4 5

△▲○●

活，内皮细胞凋亡，最终导致
GU

的发生与发展［
!

］。

STU

调节生物信号转导通路依赖于
STU

生成上游依

赖性配体的刺激和
STU

的每条下游通路的相互作

用，而
3GNVP

氧化酶是一种多亚单位酶复合体，可将

电子从
3GNVP

传递给
T

!

而生成超氧阴离子自由基

（
T

!

－），目前被认为是血管内皮细胞生成
STU

的主

要酶体［
$

，
6

］。而
UTN

是清除
STU

的主要酶体之一，

不仅清除
T

!

－，也可灭活
0H


MNM

，从而稳定体内的抗

氧化动态平衡，减少内皮细胞损伤或暴露于
T

!

－诱导

的细胞凋亡。
%0:;?+-;?; M

等［
5

］最早研究发现，
0H


MNM

与血凝素样氧化低密度脂蛋白受体
#

（
MT]


#

）结

合后可迅速诱导内皮细胞
STU

升高，特别是
T

!

－和

过氧化氢显著升高，升高的
STU

除作为第二信使外，

还直接作用于内皮细胞，使
3T

失活，胞膜脂质过氧

化。
^+; [V

等［
A

］的研究发现，
0H


MNM

可以使人脐静

脉内皮细胞中的
3GNVP

氧化酶
!

（
D<4#<.0H

）表达

上调，并且能诱发过氧化物释放，有短暂的剂量依赖关

系。
V+,C N)

等［
8

］发现
0H


MNM

可以将人冠状动脉

内皮细胞中的
3GNVP

氧化酶
6

激活，从而促进
STU

的生成。此外，
3GNVP

氧化酶产生的血管过氧化物

的增多抑制内皮细胞
3T

合成酶的活性并加速
3T

的

降解，使有活性的
3T

减少而导致内皮功能失调［
A

］。

本研究显示
#5" :DQM 0H


MNM

与
PG9%>

孵育
!6 .

不仅显著降低细胞活力，还增加
STU

含量及
*NG

水

平，抑制
3T

分泌，充分证实了
0H


MNM

对内皮细胞的

氧化损伤，与上述研究结果一致，其作用机制可能是

0H


MNM

诱导
3GNVP

氧化酶的表达增加，产生大量

的
T

!

－，
T

!

－的增多可降低
UTN

的活性并大量消耗

UTN

，使抗氧化平衡失调，无法消除的
T

!

－又进一步

修饰低密度脂蛋白（
MNM

）形成
0H


MNM

，诱导
3GNVP

氧化酶的活化产生爆炸效应释放更多的
STU

［
X

，
4

］。

B^9

是当今国际市场上特别推崇的治疗和预防

心脑血管疾病的天然抗氧化物，而
B^9

中的黄酮是

其抗氧化的主要成分。目前多数研究采用的
B^9

为

黄酮和内酯的复合物，且其中的黄酮
45W

以上是黄酮

糖苷的形式存在。本实验所选用的
BG

是通过酸水

解－重结晶法去除糖基获得的新型银杏黄酮提取物，
糖基的去除增加了黄酮类化合物中的活性基团

^

环

邻二酚基、
$

－羟基与氧自由基反应的空间；黄酮苷元
的浓度达到

4$


86W

，较天然
B^9

中的黄酮（
!6W

）

明显提高；另外相比
B^9

中的黄酮多数被肠腔微生

物降解代谢，
BG

可以直接通过小肠壁进入血液。上

述优势使得
BG

被称为具有高生理活性的
B^9

，但它

对内皮细胞氧化损伤的保护作用机制的研究较少［
#

］。

本研究结果显示
$"

～
A" :DQM BG

预处理显著抑制

0H


MNM

诱导的
PG9%>

细胞活力下降和氧自由基、脂

质过氧化物
*NG

含量增高，提高
3T

水平，更关键的

是同时抑制
3GNVP

氧化酶及提高
UTN

活性。但本

研究发现，
BG

对
0H


MNM

所致内皮细胞损伤的保护作

用，并非浓度越高越好，
4" :DQM BG

可协同
0H


MNM

加重对内皮细胞的损伤，其原因可能与
BG

强脂溶性

在细胞内集聚影响细胞代谢有关。为了进一步证明

BG

的抗氧化性，本实验选择了公认的抗氧化剂———

/;L9

作为阳性对照，证实
!"" μ:01QM /;L9

对
0H


MNM

诱导的
PG9%>

氧化损伤具有的一定的保护作用，但

不及
A" :DQM BG

作用明显，显示了
BG

作为一种高

生理活性的天然抗氧化物的潜力。

BG

是包含山奈酚、槲皮素及异鼠李素等黄酮苷

元的复杂成分，具有独特的药理活性，可以通过不同的

作用环节和机制保护内皮细胞的氧化损伤。
TO P%

等［
#"

］研究发现，
B^9

可以通过减少
STU

，促进
UTN

、

内皮一氧化氮合成酶（
73TU

）表达，达到防止
0H


MNM

诱导血管内皮功能紊乱的作用。
PO+?D R

等［
##

］研究

证实，
B^9

可以减少
*NG

，对
R7

!

a或
%O

!

a介导的体

外
MNM

氧化修饰具有明显的抑制作用，其作用途经可

能与氧化应激相关。
S0I,

í
DO7J *

等［
#!

］给予心脏搭

桥术后患者
B^9

治疗
!

个月后，可观察到患者动脉

粥样斑块形成的数量减少，血中
UTN

活性显著增高，

0H


MNM

与脂蛋白（
+

）浓度明显下降。结合笔者既往

的研究证实，
BG

可明显抑制高脂联合内膜球囊损伤

所致兔颈总动脉
GU

病变，同时血管处
3GNVP

氧化

酶
!

（
3T]!

）、
3GNVP

氧化酶
6

（
3T]6

）蛋白、基因

表达均明显下调［
#$

］，提示
BG

对于血管壁细胞的抗氧
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化作用不仅在于直接清除氧自由基，还可直接抑制

3GNVP

氧化酶及
3T]

家族，从而降低
STU

生成，最

终抑制
GU

病变。
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《中国中西医结合杂志》再获百种中国杰出学术期刊

科技论文和专利的产出情况是测度科学技术发展水平的重要指标，中国科学技术信息研究所自

#4X8

年以来坚持每年向社会公布中国科技论文统计结果，每年的宏观统计结果编入国家统计局和国

家科学技术部编制的《中国科技统计年鉴》，统计结果被科技管理部门和学术界广泛应用。

!"#!

年
#!

月
8

日，中国科学技术信息研究所在北京国际会议中心召开中国科技论文统计结果

发布会，并评选出“
!"##

年百种中国杰出学术期刊”。根据
!"##

年度中国科技论文与引文数据库

（
%U(V%N !"##

）统计结果，《中国中西医结合杂志》荣获
!"##

年“百种中国杰出学术期刊”称号。

《中国中西医结合杂志》自
!""$

年荣获“
!""!

年百种中国杰出学术期刊”称号以来，连续
#"

年

（
!""!

—
!"##

）均获得此荣誉，充分表明了我刊的影响力。同时，对广大中医及中西医结合工作者给

予我刊的支持深表感谢，希望在即将到来的
!"#$

年中，积极给本刊赐稿或组稿，积极参加本刊的审稿

工作，共同推进杂志影响力和竞争力的进一步提升。


