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· 基 础 医学 · 

银杏叶提取物对急性心肌梗死大鼠心肌细胞的保护作用 

朱 磊，傅鸣郁，王明光，田 静，何秀华，安新江 

[摘要]目的：探讨银杏叶提取物(EGb761)对急性心肌梗死(AMI)大鼠心肌细胞的保护作用。方法：雄性 sD大鼠30只，随机 

均分为假手术组(A组)、AMI组(B组)和EGb761组(C组)。C组腹腔注射EGb761(20 ms／kg)，A组和B组腹腔注射等容量 

的生理盐水，每天1次，共3天。实验大鼠于第3天开胸，A组冠脉下穿线但不结扎冠状动脉，B组和C组结扎冠状动脉左前 

降支，制备AMI模型。实验终点，取腹主动脉血测定血清中超氧化物歧化酶(SOD)活性和丙二醛(MDA)含量，观察各组大鼠 

心肌细胞凋亡指数(AI)、细胞色素C(Cytc)和Caspase-9表达以及线粒体膜电位的变化。结果：与B组相比，c组SOD活性明 

显增高，MDA含量显著下降，AI及 Caspase一9表达明显降低，Cytc胞质表达显著减少而线粒体表达显著增加，线粒体膜电位明 

显升高(P<0．O1)。结论：EGb761可减少AMI缺血区心肌细胞凋亡，其机制可能与减轻氧化应激，保护线粒体功能，减少 

Cyt—e释放入胞质有关。 
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Protection of Ginkgo biloba extract on 

cardiomyocyte after acute myocardial infarction in rats 

ZHU Lei，FU Ming—Yu，WANG Ming·guang，TIAN Jing，HE Xiu-hua，AN Xing-jiang 

(Department ofCardiology，Xuzhou Children S Hospital，Xuzhou jiangsu 221006，China) 

[Abstract]0bjective：To study the protective effect of Ginkgo biloba extract(EGb761)on eardiomyocyte after acute myocardial 

infarction(AMI)in rats．Methods：Thirty male Sprague—Dawley rats were randomly divided into sham group(group A)，AMI group 

(group B)，EGb761 group(group C)，ten in each group．In group C，EGb 761(20 ms／kg)was injected intraperitoneally，in group A 

and group B，normal saline(20 ms／kg)was injected intraperitoneally．All the liquid was injected once a day for 3 days．The animal 

model was established by ligating left anterior descending coronary artery on the third day．The operation in group A was similar to group 

B except for ligating the left anterior descending coronary artery．At the end of experiment，the levels of the superoxide dismutase 

(SOD)，malondialdehyde(MDA)，apoptotic index(AI)，mitochondrial membrane potential and the expression of Cyt—C and caspase-9 

were measured．Results：Compared with group B，the contents of MDA，AI，caspase-9 and cytoplasmic Cyt—C were significantly lower in 

group C(P<0．01)．The level of SOD，the expression of mitoehondrial Cyt-C and mitochondrial membrane potential were significantly 

higher in group C(P<0．01)．Conclusions：EGb 761 can decrease apoptosis in ischemic myocardium after acute myocardial infarction． 

The mechanism is possibly that EGb 761 can decrease oxidative stress，protect mitochondrial functions and reduce the release of Cyt—C 

from mitochondria to cytoplasma． 
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已有 研 究 证 实，急 性 心 肌 梗 死 (acute 

myocardial infarction，AMI)后缺血有大量心肌细胞 

凋亡存在，这与氧自由基大量堆积，损伤线粒体有密 

切关系。线粒体是细胞凋亡的一个关键开关，因此 

减轻氧化应激损伤，保护线粒体结构和功能，就能够 

有效地抑制细胞凋亡，从而起到保护心脏的功能。 

研究 表明，银杏叶提取物能够清除氧 自由基，具 

有较强的抗氧化作用。本实验通过建立大鼠 AMI 
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模型，观察银杏叶提取物(EGb761)对 AMI缺血区 

心肌细胞凋亡的影响，并初步探讨其机制，旨在为其 

临床应用和基础研究提供参考。 

1 材料与方法 

1．1 材料 健康成年雄性 SD大鼠30只，由徐州 

医学院动物中心提供，体重 250—300 g。超氧化物 

歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)测试盒购自南京建成 

生物工程研究所；细胞凋亡检测试剂盒及免疫组织 

化学试剂盒购于北京中杉金桥生物技术有限公司； 

组织线粒体分离试剂盒购于江苏海门市碧云天生物 

技术研究所；细胞色素c(Cyt-C)一抗购于巴傲得生 

物科技有限公司；线粒体膜电位测定试剂盒购于上 
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海杰美基因医药科技有限公司；荧光分光光度计由 

徐州医学院麻醉学实验室提供；EGb761购于德国威 

玛舒培博士药厂。 

1．2 动物分组及模型制备 30只大鼠随机均分成 

假手术组(A组)、AMI组(B组)和 EGb761处理组 

(c组)。A、B组实验前 3天腹腔注射生理盐水 

20 mg／kg，每天 1次。c组给予 EGb761 20 mg／kg， 

方法同上。所有大鼠于第3天注射药物后制备AMI 

动物模型。10％水合氯醛(0．35 ml／100 g)腹腔注 

射麻醉大鼠，胸骨左缘0．5 cm处纵行切口3 cm，依 

次切开皮肤、浅筋膜和深筋膜，钝性分离胸大肌和前 

锯肌，从 3、4肋间进胸。选择左心耳下方 2 mm处 

5-0带线缝合针穿过心肌表层结扎。以心电图 sT 

段弓背向上抬高 >0．2 mV，T波高耸，心肌颜色变 

暗，作为模型成功的标志。A组不结扎冠状动脉，其 

余处理相同。结扎冠状动脉左前降支 6 h后，由腹 

主动脉取血测定血清中 SOD活性和 MDA含量；取 

心脏标本备用。 

1．3 SOD和 MDA的测定 采用化学比色法，按试 

剂盒说明书测定 SOD活性和 MDA含量。 

1．4 TUNEL法检测心肌细胞凋亡 严格按照 

TUNEL凋亡试剂盒说明书操作。每张切片于梗死 

区和非梗死区交界处随机选取5个高倍视野，分别 

计数凋亡心肌细胞和心肌细胞总数，以凋亡心肌细 

胞占心 肌细胞总数 的百分 比作 为凋亡指数 

(apoptotic index，AI)。 

1．5 浆膜下线粒体(SSM)的分离 按组织线粒体 

分离试剂盒使用说明书提取线粒体，并保存备用。 

1．6 Western blot测定胞质和线粒体 中Cyt—O的表 

达 实验终点，取新鲜心肌组织 0．1 g，严格按照组 

织线粒体分离试剂盒操作步骤提取胞质和线粒体蛋 

白。应用 BCA蛋白定量试剂盒(Pierce，UK)进行蛋 

白定量。以每个样品的总蛋白为20 g上样，进行 

SDS—PAGE凝胶电泳，转膜至 PVDF膜上，一抗封闭 

4℃过夜，二抗 37℃孵育 1 h，NBT／BCIP显色。 

Image J图像分析仪进行半定量分析。 

1．7 免疫组织化学S．P法检测 Caspase-9表达 免 

疫组织化学染色后，在高倍显微镜下拍摄图片，采用 

Image Pro Plus 6．0软件分析各组阳性染色平均吸光 

度值。 

1．8 荧光分光光度计检测线粒体膜电位 心肌标 

本采集后，参照活体组织线粒体内膜功能(膜电位) 

荧光测定试剂盒说明书和Xu等 介绍的方法检测 

线粒体膜电位。 
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1．9 统计学方法 采用方差分析和和g检验。 

2 结果 

在大鼠AMI模型制作和实验过程中，大鼠死亡 

3只，故 最 后 进 入 终 点 分 析 的实 验 动 物 数 量 

为27只，其中A组 9只，B组 9只，c组 9只。 

2．1 各组 SOD、MDA的变化 B组大鼠血清 SOD 

水平显著低于A组(P<0．01)，而AMI组 MDA含 

量较 A组明显升高(P<0．01)，说明急性心肌缺血 

导致组织的抗氧化能力显著降低。与B组比较，c 

组血清 SOD活性水平高，MDA含量低 ，差异有统计 

学意义(P<0．01)(见表 1)。 

表 1 3组 SOD和 MDA含量的比较( ±s) 

q检验：与 A组比较 P<0．叭 ；与 B组比较#P<O．O1 

2．2 各组大鼠心肌细胞 AI及线粒体膜电位的比较 

B组可见大量凋亡细胞，与 A组比较差异具有统 

计学意义(P<0．01)；C组凋亡细胞阳性率明显降 

低，与 B组比较差异具有统计学意义(P<0．01)。 

与A组相比，其余2组线粒体膜电位明显降低；与B 

组相比，C组膜电位增高，差异有统计学意义(P< 

0．01)(见表2及图 1)。 

表 2 3组缺血区心肌细胞凋亡率及线粒体膜电位的比较 

( ±s) 

q检验：与 A组比较 P<0．01；与 B组比较#P<0．01 

2．3 Western blot检测各组 Cyt-C表达 与 A组相 

比，其余2组线粒体 Cyt-C水平降低，胞质Cyt—c水 

平升高；与 B组相比，c组胞质 Cyt-c水平降低，线 

粒体 Cyt—e水平增高，差异有统计学意义(P<0．05) 

(见表2及图2)。 
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3 讨论 

细胞凋亡已被证明是心肌缺血后心肌损伤的重 

要形式，在 AMI早期阻断凋亡信号转导途径，减少 

细胞凋亡成为保护缺血心肌的一种有效途径 。 

心肌缺血时心肌组织中不但氧自由基增多，而且清 

除自由基 毙力办下降，造成氧自由基大量堆积，介 

导氧化应激损伤。有研究 证实，线粒体是细胞凋 

亡的一个关键开关，几乎所有致细胞凋亡的刺激因 

素都会诱发线粒体结构破坏和功能障碍。线粒体膜 

电位对维持线粒体的正常功能是必要的，一旦线粒 

体膜电位耗损，细胞就会进入不可逆凋亡过程；如能 

抑制线粒体膜电位下降，则可能阻抑细胞凋亡的发 

生，说明线粒体膜电位下 为 一 垮征性改变。 

同时，对凋亡的进一步研究 一 发现，在各种凋亡因 

子作用下线粒体可向胞质释放一些凋亡相关因子， 

启动凋亡反应，其中最重要的就是 Cyt—C。Cyt—C从 

线粒体释放入胞质被认为是各种死亡模型诱导细胞 

凋亡中的重要环节。一旦胞质中出现 Cyt-cC，其可 

与 Caspase-9和Apaf-1形成凋亡小体 ，激活 Caspase一 

9，后者进一步切割活化下游凋亡执行者 Caspase一3， 

Caspase．3则通过作用于核酸内切酶，造成胞核内 

DNA受损，导致心肌细胞发生凋亡，而减少线粒体 

释放 Cyt—c，可以减少细胞凋亡和缺血心肌梗死面 

积 。 

体内外实验发现，EGb761能够捕获多种氧 自由 

基，具有 较 强 的抗 氧化 作用。有 实 验 表 明， 

EGb761通过抑制 自由基的大量释放，并能增加 SOD 

的活性，使 自由基清除量增加，对脑缺血损伤有明显 

的保护作用。MDA是脂质过氧化的分解产物之一， 

其值间接反映机体组织细胞受自由基损伤程度； 

SOD为细胞内一种抗氧化酶，它可以通过歧化作用 

清除超氧阴离子，保护机体免受氧自由基损伤，其值 

可间接反映机体清除氧 自由基的能力。本实验显 
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示，EGb761能显著降低AMI损伤大鼠血浆中MDA 

的含量，提高 SOD的活性，减轻氧化应激损伤，保护 

心肌细胞线粒体结构和功能，减少细胞色素 C的释 

放，减少心肌细胞凋亡，为其在临床上治疗 AMI患 

者提供了实验数据和理论依据。 
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