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银杏蜜环口服溶液对缺氧缺糖再灌注诱导脑微血管内

皮细胞和 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞炎性损伤的保护作用与机制
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摘要　目的：探讨银杏蜜环口服溶液对缺氧缺糖再灌注诱导脑微血管内皮细胞和神经胶质瘤细胞 ＳＨＨＹ５Ｙ损伤的保护
机制，以及其对ｅＮＯｓ介导的Ｂｅｃｌｉｎ１依赖的自噬通路的影响。方法：本研究采用缺氧缺糖再灌注诱导大鼠脑微血管内皮
细胞和神经胶质瘤细胞ＳＨＨＹ５Ｙ构建糖氧剥离＋复糖复氧模型，同时给予不同浓度的银杏蜜环口服溶液（５１５ｍｇ／ｍＬ、
２５７５ｍｇ／ｍＬ和１５４５ｍｇ／ｍＬ）及有效组分进行干预，通过观察细胞培养上清炎性因子 ＩＬ１β、ＴＮＦα和 ＩＬ６的浓度和自
噬通路的活化，并采用ＰＩ／ＡｎｎｅｘｉｎＶ双染色分析细胞凋亡率，探讨银杏蜜环有效成份的脑保护机制。结果：银杏蜜环口服
溶液５１５ｍｇ／ｍＬ、２５７５ｍｇ／ｍＬ和１５４５ｍｇ／ｍＬ３个剂量组均可抑制脑微血管内皮细胞上清液 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６含
量，银杏蜜环口服溶液２５７５ｍｇ／ｍＬ和１５４５ｍｇ／ｍＬ可抑制 Ｃａｓｐａｓｅ３、ＬＣ３ＩＩ和 Ｂｅｃｌｉｎ１表达。同时，银杏蜜环口服溶液
２５７５ｍｇ／ｍＬ明显促进ｅＮＯｓ的磷酸化。其中对Ｌ１β和ＩＬ６的作用明显优于银杏叶提取物和天麻蜜环菌。银杏蜜环口
服溶液２５７５ｍｇ／ｍＬ和１５４５ｍｇ／ｍＬ还可降低ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的凋亡率（ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋／ＰＩ细胞），差异有统计学意义。结
论：银杏蜜环口服溶液可通过促进一氧化氮合酶ｅＮＯｓ的磷酸化来抑制缺糖缺氧再灌引发的细胞凋亡和自噬。
关键词　银杏蜜环；缺氧缺糖再灌注；脑微血管内皮细胞；ＳＨＳＹ５Ｙ；自噬
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　　银杏蜜环口服溶液的组为银杏叶提取物和蜜环
菌提取物。其主要作用为：扩张冠状动脉和脑血管，

增加冠脉血液流量或者脑部血液流量，同时改善局

部微循环及细胞能量代谢，从而起到防止心脑血管

的目的［１２］。在前期本研究团队对脑缺血／再灌注自
噬信号通路调控的病理机制研究基础上［３４］，本研究

探讨了银杏蜜环口服溶液体外对缺氧缺糖再灌注诱

导脑微血管内皮细胞和神经胶质瘤细胞损伤的保护

机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞　大鼠脑微血管内皮细胞及专用培养
液购自Ｐｒｏｃｅｌｌ公司；ＳＨＳＹ５Ｙ细胞来自中科院上海
细胞库，ＤＥＭＥ培养基和胎牛血清购自Ｇｉｂｃｏ公司。
１１２　药物　银杏蜜环口服溶液，１０ｍＬ／支，批号：
１６０３１２；银杏叶提取物溶液，１０ｍＬ／支，含３ｍｇ银杏
叶提取物／ｍＬ和含０１ｇ蜜环粉／ｍＬ，含３ｍｇ银杏
叶提取物／ｍＬ；蜜环菌溶液，１０ｍＬ／支，含０１ｇ蜜环
粉／ｍＬ；以上均由邛崃天银制药有限公司提供。研
究试验中涉及银杏蜜环口服溶液加样高、中、低剂量

分别为 ５０、２５、１５μＬ／ｍＬ，折算成含药剂量分别为
５１５ｍｇ／ｍＬ、２５７５ｍｇ／ｍＬ、和 １５４５ｍｇ／ｍＬ。同
理，蜜环菌溶液，剂量２５ｍｇ／ｍＬ；银杏叶提取物溶
液，剂量００７５ｍｇ／ｍＬ。
１１３　试剂与仪器　ＨＲＰ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ、山
羊抗鼠 ＩｇＧ购自 ＹＵＡＲＩＯ公司；兔抗磷酸化
（ＧＲ９５２８０７）和非磷酸化 ｅＮＯｓ多克隆抗体、兔抗
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ｉ／ＩＩ抗体购自Ａｂｃａｍ公司，兔
抗ＧＡＰＤＨ抗体购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。ＩＬ１β酶
联免疫吸附测定（ＥｎｚｙｍｅＬｉｎｋｅｄＩｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔＡｓ
ｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒，ＮＥＯＢＩＯＳＣＩＥＮＣＥ产品，ＩＬ６
ＥＬＩＳＡ试剂盒，ＮＥＯＢＩＯＳＣＩＥＮＣＥ产品，ＴＮＦａＥＬＩＳＡ
试剂盒，ＭｙＢｉｏＳｏｕｒｃｅ产品。氟化聚偏乙烯（ＰＶＤＦ）
微孔转移膜购自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。超敏感底物发光试
剂盒（ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＷｅｓｔＦｅｍｔｏｋｉｔ），购自Ｐｉｅｒｃｅ公司。
ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双标流式检测试剂盒购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ
ＩｎＣ。
１２　方法
１２１　细胞培养　脑微血管内皮细胞培养于含有
１０％胎牛血清，青、链霉素各１００μ／ｍＬ的 Ｐｒｏｃｅｌｌ脑
微血管内皮细胞专用培养基，置３７℃饱和湿度含
５％ ＣＯ２和９５％空气的恒温箱中培养，０２５％胰蛋
白酶消化传代。选取对数生长期细胞进行实验。

ＳＨＳＹ５Ｙ细胞培养于含有１０％胎牛血清，青、链霉

素各１００μ／ｍＬ的高糖ＤＭＥＭ培养基，置３７℃饱和
湿度含 ５％ ＣＯ２和 ９５％空气的恒温箱中培养，
０２５％胰蛋白酶消化传代。选取对数生长期细胞进
行实验。

１２２　细胞缺氧缺糖（ＯｘｙｇｅｎＧｌｕｃｏｓｅＤｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，
ＯＧＤ）再灌注损伤模型的建立　细胞以每孔１×１０６

个的浓度接种于直径３５ｍｍ小皿，贴壁２４ｈ后，细
胞以无糖 Ｅａｒｌｅｓ平衡盐溶液［无糖 ＯＧＤ液（ｇ／Ｌ）：
ＮａＣｌ６８，ＫＣｌ０４，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０２６４，ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０２，ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ０１５６，ＮａＨＣＯ３２２］洗
涤２次，换成无糖 ＯＧＤ培养液，将细胞置于改良密
闭 ＯＧＤ罐内，通以 ９５％Ｎ２５％ＣＯ２ 气体，通气
３０ｍｉｎ后，置于３７℃培养箱内继续培养。

脑微血管内皮细胞６ｈ氧糖剥离后，更换成无
血清 ＤＭＥＭ培养基再灌注。正常对照采用有糖
ＯＧＤ液（ｇ／Ｌ）：ＮａＣｌ６８，ＫＣｌ０４，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ
０２６４，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０２，ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ０１５６，
ＮａＨＣＯ３２２，葡萄糖１０培养。ＳＨＳＹ５Ｙ细胞经４
ｈ氧糖剥离后，更换成无血清ＤＭＥＭ培养基再灌注。
正常对照采用有糖 ＯＧＤ液（ｇ／Ｌ）：ＮａＣｌ６８，ＫＣｌ
０４，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０２６４，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２ Ｏ ０２，
ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ０１５６，ＮａＨＣＯ３２２，葡萄糖１０培
养。

１２３　实验分组及处理　实验分为正常细胞对照
组、模型组、各给药组。１）正常对照组：实验时吸出
正常培养基，加入正常无血清培养基。２）模型组：吸
出正常培养基，加入无血清培养基。３）给药组（不
同剂量）：模型组分别加入终浓度为 ５１５ｍｇ／ｍＬ
（１００μＬ银杏蜜环口服溶液 ＋１９ｍＬ无血清培养
基）、２５７５ｍｇ／ｍＬ（５０μＬ银杏蜜环口服溶液 ＋
１９５ｍＬ无血清培养基）和１５４５ｍｇ／ｍＬ（２５μＬ银
杏蜜环口服溶液＋１９７５ｍＬ无血清培养基）的银杏
蜜环口服溶液、００７５ｍｇ／ｍＬ的银杏提取物（５０μＬ
银杏提取物溶液 ＋１９５ｍＬ无血清培养基）和
２５ｍｇ／ｍＬ的蜜环提取物（５０μＬ蜜环菌溶液 ＋
１９５ｍＬ无血清培养基）。６ｈ糖氧剥离后加入药品
作用，并立即复糖复氧培养并在２４ｈ后收集活细胞
进行凋亡的含量测定。

１２４　ＥＬＩＳＡ法测定细胞上清液 ＩＬ１β、ＴＮＦα和
ＩＬ６的含量　本实验采用双抗体夹心 ＡＢＣＥＬＩＳＡ
法。用抗ＩＬ１β、ＴＮＦα和 ＩＬ６单抗包被于酶标板
上，标准品和样品中的 ＩＬ１β、ＴＮＦα和 ＩＬ６与单抗
结合，加入生物素化的抗体，形成免疫复合物连接在

板上，辣根过氧化物酶标记的 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ与生物素
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结合，加入酶底物ＴＭＢ，出现蓝色，加终止液硫酸，颜
色变黄，在４５０ｎｍ处测ＯＤ值，细胞因子浓度与 ＯＤ
值成正比，可通过绘制标准曲线求出标本中细胞因

子浓度。

１２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｅＮＯＳ磷酸化和自噬蛋
白表达　采用蛋白裂解液提取胞质蛋白组织于
４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ离心４ｍｉｎ，收集上清，进行 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎＢｌｏｔ检测。ＢＣＡ法测定蛋白含量并定浓度至
０５ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ／ｍＬ，进行聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ
ＰＡＧＥ），采用相关抗体进行磷酸化和非磷酸化相关
蛋白表达检测。增强化学发光（ＥｎｈａｎｃｅｄＣｈｅｍｉｌｕ
ｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）显色。底片曝光。
１２６　流式细胞仪检测细胞凋亡　收集细胞，每样
品配制成５×１０５／ｍＬ悬液，离心去上清，加入１９５μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合液重悬细胞，加入１０μＬＰＩ染色
液和５μＬＦＩＴＣｃｏｎｊｕｇａｔｅｄＡｎｎｅｘｉｎＶ进行双重染色
２０ｍｉｎ。然后在ＥｐｉｃＸＬ流式细胞仪上在４８８ｎｍ处
检测，应用Ｅｘｐｏ３２软件分析数据。
１３　统计学方法　所有 ＯＤ值都应减除空白值后
再行计算。以标准品 １０００、５００、２５０、１００、５０、
２５ｐｇ／ｍＬ之 ＯＤ值在半对数纸上作图，画出标准曲
线。将浓度作为Ｘ轴（对数轴），ＯＤ值作为Ｙ轴（线
性轴）。曲线应为一光滑曲线。根据样品 ＯＤ值在
该曲线图上查出相应细胞因子含量。实验结果以平

均值±标准差表示，数据组件比较采用方差检验，
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ图像分析结果采用 ＳＰＳＳ软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ
１１０）进行非参数检验。以 Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

２　结果
２１　银杏蜜环口服溶液对缺氧缺糖／复氧复糖诱导
脑微血管内皮细胞上清液炎性反应因子含量的影响

　　脑微血管内皮细胞在 ６ｈ的缺糖缺氧损伤和
２４ｈ的再灌注后与对照组比较，其上清液 ＩＬ１β、

ＴＮＦα和ＩＬ６含量明显升高（Ｐ＜００５）；分别给予
５１５ｍｇ／ｍＬ、２５７５ｍｇ／ｍＬ、和１５４５ｍｇ／ｍＬ的银杏
蜜环口服溶液、００７５ｍｇ／ｍＬ的银杏提取物和的
２５ｍｇ／ｍＬ蜜环提取物后，发现银杏蜜环口服溶液
高、中、低３个剂量组、银杏提取物００７５ｍｇ／ｍＬ和
蜜环提取物２５ｍｇ／ｍＬ均可抑制上清液 ＴＮＦα、ＩＬ
１β和 ＩＬ６含量，其中银杏蜜环口服溶液中剂量
（２５７５ｍｇ／ｍＬ）对ＩＬ１β和ＩＬ６含量的抑制明显优
于银杏提取物 （００７５ｍｇ／ｍＬ）和蜜环提取物
（２５ｍｇ／ｍＬ）。比较之下，银杏蜜环口服溶液大、低
剂量组（５１５ｍｇ／ｍＬ、１５４５ｍｇ／ｍＬ）作用较弱，所以
在接 下 来 的 试 验 中，将 银 杏 蜜 环 剂 量 定 为

２５７５ｍｇ／ｍＬ、１５４５ｍｇ／ｍＬ２个剂量。见表１。
２２　银杏蜜环口服溶液对缺氧缺糖／复氧复糖诱导
脑微血管内皮细胞自噬信号通路活化的影响　６ｈ
的缺糖缺氧损伤和２４ｈ的再灌注可引起脑微血管
内皮细胞凋亡蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３和自噬蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１表
达升高，银杏蜜环口服溶液（１５４５、２５７５ｍｇ／ｍＬ）
可明显抑制 Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｂｅｃｌｉｎ１表达，同时银杏提
取物也可抑制 Ｂｅｃｌｉｎ１表达。模型组 ｅＮＯＳ磷酸化
水平降低，ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ水平升高，但无统计学意义，
其中银杏蜜环口服溶液（１５４５、２５７５ｍｇ／ｍＬ）和其
有效组分银杏提取物、蜜环提取物均可明显抑制

ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ，银杏蜜环口服溶液（２５７５ｍｇ／ｍＬ）还
可有效提升ｅＮＯＳ磷酸化水平。可见银杏蜜环口服
溶液疗效要优于其有效组分银杏提取物、蜜环提取

物。见图１～５。
２３　银杏蜜环口服溶液对缺氧缺糖／复氧复糖诱导
ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋亡的影响　模型组分别加入终浓度
为２５μＬ／ｍＬ、１５μＬ／ｍＬ的银杏蜜环口服溶液、２５
μＬ／ｍＬ的银杏提取物和２５μＬ／ｍＬ的蜜环提取物。
４ｈ糖氧剥离后加入药品作用，并立即复糖复氧培
养并在１０ｈ后收集活细胞进行凋亡的含量测定。

表１　银杏蜜环口服溶液对缺氧缺糖／复氧复糖诱导脑微血管内皮细胞上清液细胞因子的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 剂量（ｍｇ／ｍＬ） ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ６（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ１β（ｐｇ／ｍＬ）

正常对照组 — １９７８±０３９ ０７９±０４９ ５９１８±２３７
模型组 — ９１０１±８１７ １３３４±０８９ ９８９０６±６６１１

银蜜低剂量组 １５４５ ７０５５±２４１△△ ９４９±１６２△ ６４９１９±６０３２△△

银蜜中剂量组 ２５７５ ４２５５±５３２△△ ２５７±０４５△△▲▲□□ １１１６６８±２３８８△△▲▲□□

银蜜高剂量组 ５１５ ６８８３±５７４△△ ９６９±０５８△△ ５９２７１±４１６３△△

银杏提取物组 ００７５ ５２２８±４６７△△ ５９１±０６１△△ ３９１０４±６０９３△△

蜜环提取物组 ２５ ５８８１±０７３△△ ４９３±０２７△△ ３５４６９±３５６８△△

　　注：与假手术组（正常对照组）比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１；与银杏提取物比较，▲▲Ｐ＜００１；与蜜环提取物

比较，□□Ｐ＜００１
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根据ＰＩ／ＡｎｎｅｘｉｎＶ双染色采用流式细胞仪分析细
胞凋亡率，结果见以下图表所示。从图中可以看出，

当采用缺氧缺糖处理细胞后，细胞的凋亡率明显提

高（ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋／ＰＩ细胞），其差距具有显著性意
义，这说明缺氧缺糖能够促进细胞的凋亡过程。

２５μＬ／ｍＬ、１５μＬ／ｍＬ的银杏蜜环口服溶液、
２５μＬ／ｍＬ的银杏提取物和２５μＬ／ｍＬ的蜜环提取物
可有效减轻缺氧缺糖引发的细胞凋亡，各给药组之

间差异无统计学意义。见表２、图６。

图１　银杏蜜环口服溶液对缺氧缺糖／复氧复糖诱导
　　脑微血管内皮细胞自噬蛋白表达的影响

图２　银杏蜜环口服溶液对缺氧缺糖／复氧复糖诱导脑
　　微血管内皮细胞自噬蛋白ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ的影响

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５

图３　银杏蜜环口服溶液对缺氧缺糖／复氧复糖诱导
　　脑微血管内皮细胞ｅＮＯｓ磷酸化的影响

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５

图４　银杏蜜环口服溶液对缺氧缺糖／复氧复糖诱导
　　脑微血管内皮细胞自噬蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１的影响

　　注：与假手术组（正常对照组）比较，Ｐ＜００５；与模型组比

较，△Ｐ＜００５

表２　银杏蜜环口服溶液对缺氧缺糖／复氧复糖
　　诱导ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋亡后各亚群
　　细胞数的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝７）

组别
剂量

（ｍｇ／ｍＬ）
ＡｎｎｅｘｉｎＶ－／ＰＩ－

（％）
ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋／ＰＩ－

（％）
ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋／
ＰＩ＋（％）

正常对照组 — ９３４１±２３５ ３９６±２４０ ２２１５±０６
模型组 — ８６２２±３１４ １１８±３１６ １９６±１５３

银蜜低剂量组 １５４５ ９５５７±０４１△△ ２０１±０３２△△ ２３０±０３２
银蜜高剂量组 ２５７５ ９６９１±０３８△△ １４１±０２８△△ １４６±０２４
银杏提取物组 ００７５ ９８０７±０１６△△ ０６６±０１０△△ １３４±１０１
蜜环提取物组 ２５ ９６５±０３８△△ １４７±０２２△△ ２７１±０９５

　　注：与正常对照组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△△Ｐ＜００１
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图５　银杏蜜环口服溶液对缺氧缺糖／复氧复糖诱导
　　脑微血管内皮细胞凋亡蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３的影响

　　注：与假手术组（正常对照组）比较，Ｐ＜００５；与模型组比

较，△Ｐ＜００５

图６　流式细胞术测定ＰＩ／ＡｎｎｅｘｉｎＶ每组典型图片

３　讨论
脑缺血引起的神经元死亡形式主要包括自噬、

凋亡和坏死。自噬是溶酶体对细胞内的部分细胞

质、细胞器等进行的一系列降解过程的统称。适度

的自噬是细胞正常生长发育和稳态维持的重要途

径［５］。另一方面，自噬可引起Ⅱ型程序性死亡（Ｐｒｏ
ｇｒａｍｍｅｄＣｅｌｌＤｅａｔｈⅡ，ＰＣＤⅡ），又称自噬性细胞死
亡（ＡｕｔｏｐｈａｇｉｃＣｅｌｌＤｅａｔｈ，ＡＣＤ），为一种半胱天冬酶
（ｃａｓｐａｓｅ）相关性死亡［６］。本研究深入评价了银杏

蜜环口服溶液对缺氧缺糖再灌注诱导脑微血管内皮

细胞中ｅＮＯｓ介导的 Ｂｅｃｌｉｎ１依赖的自噬通路的影
响。脑损伤后产生的炎性因子ＩＬ１β、ＴＮＦα和ＩＬ６
在神经元坏死、炎性胀亡和接下来的继发性损伤中

发挥重要作用，也和细胞自噬过程密不可分。缺血

缺氧再灌注后神经元、胶质细胞和脑微血管内皮细

胞均可产生炎性因子。本研究采用缺氧缺糖再灌注

诱导脑微血管内皮细胞构建糖氧剥离＋复糖复氧模
型，同时给予不同浓度的银杏蜜环口服溶液及有效

组分进行干预，并且通过观察细胞培养上清炎性因

子ＩＬ１β、ＴＮＦα和ＩＬ６的浓度和自噬通路的活化，
来探讨银杏蜜环口服溶液的脑保护机制。结果表

明，银杏蜜环口服溶液高、中、低３个剂量组均可抑
制上清液 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６含量，可明显抑制
Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂｅｃｌｉｎ１表达，其中对Ｌ１β和ＩＬ６的作
用明显优于银杏叶提取物和天麻蜜环菌。本实验发

现银杏蜜环口服溶液可通过促进一氧化氮合酶

ｅＮＯｓ的磷酸化来抑制缺糖缺氧再灌引发的细胞凋
亡和自噬。同时其中银杏蜜环口服溶液中剂量

（２５７５ｍｇ／ｍＬ）对ＩＬ１β和ＩＬ６含量的抑制明显优
于银杏提取物（００７５ｍｇ／ｍＬ）和蜜环提取物（２５
ｍｇ／ｍＬ）。
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