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银杏叶提取物通过Wnt减轻内质网应激诱导的心肌细胞损伤 
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【摘   要】目的  探讨银杏叶提取物（EGB）对内质网应激诱导心肌细胞损伤的影响以及Wnt通路在其中的作用。

方法  取1d龄乳鼠心肌细胞培养后，应用衣霉素（Tm）构建心肌细胞损伤模型，随机分为对照组、Tm组、Tm＋EGB

组、EGB组。噻唑蓝（MTT）比色法检测心肌细胞存活率，双荧光报告系统检测Wnt活性，实时定量PCR检测C-myc、

CyclinD1基因水平。结果  Tm降低了心肌细胞存活率，EGB处理改善了心肌细胞存活率；与对照组比较，Tm组Wnt

活性显著降低，与Tm组比较，Tm＋EGB组Wnt活性、C-myc、CyclinD1水平明显升高，而应用Wnt抑制剂分泌型卷

曲相关蛋白（sFRP），Wnt活性显著下调，C-myc、CyclinD1水平下调，EGB的保护作用显著下降。结论  EGB可以

抑制Tm诱导的大鼠心肌细胞损伤，其机制可能与改善Wnt信号有关。  
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EGB attenuates endoplasmic reticulum stress-induced injury in cultured rat 
neonatal cardiomyocytes through Wnt signal pathway 
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【Abstract】  Objective  To determine the effect of the extracts of Ginkgo biloba leaf (EGB) on the endoplasmic reticulum 

stress-induced cardiomyocyte injury and investigate the role of Wnt signal pathway in this process. Methods  

Tunicamycin(Tm) was used to establish the endoplasmic reticulum stress model in rat cardiomyocytes which were isolated 

from neonatal rats in 1d after born and then cultured for 48h. There were 4 groups of cardiomyocytes, that is, control, Tm 

treated, Tm+EGB treated and EGB treated. MTT assay was used to detect cell viability. The dual-luciferase report system was 

used to measure Wnt activity. C-myc and CyclinD1 were detected by real-time PCR. Results  Compared to control cells, Tm 

treatment resulted in significantly decreased cell viability, but the presence of EGB markedly attenuated the cell injury. The 

treatment also decreased the activity of Wnt, whereas co-treatment of Tm and EGB led to not only the increase in Wnt activity, 

but also recovery of the C-myc and CyclinD1 levels. However, Wnt inhibitor, secreted frizzled-related protein (sFRP) 

decreased Wnt activity, C-myc and CyclinD1 levels, and inversed EGB-induced protective effect. Conclusion  These findings 

demonstrate that EGB protects cardiomyocytes against Tm-induced injury through improving Wnt activity. 
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内质网参与了膜蛋白与分泌蛋白的折叠过程，

在细胞维持功能与存活过程中扮演了重要角色[1,2]。

糖剥夺、病毒感染、错误折叠或未折叠蛋白的增加

将 会 干 扰 内 质 网 的 功 能 ， 从 而 诱 发 内 质 网 应 激
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（endoplasmic reticulum stress，ERS）[3,4]。ERS是机

体对外界或自身反应的一种自我保护机制，以维持

内质网的稳态，促进细胞生存，但过强或持续时间

过长的ERS可以诱导细胞凋亡[5,6]。 

研究表明，Wnt信号通路在抗凋亡过程中扮演

了重要角色[7−9]。然而，Wnt信号在ERS过程中扮演

的作用迄今尚无报道。 

银杏叶又名白果叶，是从银杏科植物银杏的干燥

叶提取的有效成分，主要化学成分包括银杏内酯及黄

酮苷，具有保护心血管、改善微循环的功效[10,11]，但

机制尚不完全清楚。 

本实验拟应用衣霉素（tunicamycin，Tm）诱导

大 鼠 心 肌 细 胞 损 伤 模 型 [12] ， 观 察 银 杏 叶 提 取 物

（extracts of Ginkgo biloba leaf，EGB）对衣霉素诱

导心肌细胞损伤的影响，以及对Wnt信号通路表达

水平的影响及意义，为EGB防治ERS相关性疾病提

供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物和试剂 

1日龄SD乳鼠（解放军总医院医学动物实验中

心）；EGB（中国药科大学植化教研室）；杜尔贝科

改良培养基（Dulbecco’s modified Eagle medium，

DMEM，Gibco公司）；胎牛血清（四季青公司）；

胶原酶、噻唑蓝（MTT）双荧光报告系统（Promega

公司）；二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）、

5−溴−2−脱氧核苷尿嘧啶（BrdU）（Sigma公司）；

实时定量聚合酶链反应（polymerase chain reaction，

PCR）检测试剂盒（TaKaRa公司）。 

1.2  原代培养新生大鼠心肌细胞 

方法同文献[13]，取1d龄乳鼠心脏，冰磷酸盐缓

冲液（phosphate buffered saline，PBS）清洗3次，剔

除心房以及大血管等成分，将其剪成小米粒大小组织

块，用Ⅰ型胶原酶（1mg/ml）分次消化（3～5min/次）。

收集心肌细胞悬液，加入含10%血清DMEM培养基中

以终止消化，1000转/min离心5min，弃上清。重悬细

胞，用滴管吹打至单细胞悬液，经200目筛网过滤后接

种于培养瓶，并在孵箱中差速贴壁1h。加入BrdU母液，

使其终浓度为100µmol/L。37℃  CO2细胞培养箱孵育

24h后，更换含BrdU的DMEM培养液，37℃继续孵育

培养48h，备用。 

1.3  药物处理和实验分组 

实验分对照组、Tm组、Tm+EGB组和EGB组。

对照组：单纯培养液，不给予任何药物；Tm组：培

养液中加100ng/ml Tm；Tm+EGB组：培养液中加

100ng/ml Tm和20、50、100µg/ml EGB；EGB组：培

养液中加50µg/ml EGB。 

1.4  MTT比色法检测心肌细胞存活率 

心肌细胞接种于96孔板，经无血清培养基处理

后，随机分组。经过相应处理，每孔加入5mg/ml MTT

母液10µl，37℃孵育4 h。吸弃上清，加入150µl DMSO

以溶解沉淀，选择490nm波长，振荡3min。检测各

孔吸光度（A）值（A值与活细胞数呈正比），实验

重复5次。 

1.5  实时定量PCR 

提取各组细胞总RNA，应用Quanti Tect Reverse 

Transcription Kit试剂盒进行细胞cDNA合成。使用

ABI prism 7500实时定 量PCR仪 ，应用 the Power 

SYBR Green PCR Master Mix进行实时定量PCR荧

光 检 测 。 β-actin 作 为 内 参 照 。 c-myc 正 义 链 ：

5'-CCTCAGTGGTCTTCCC-CTAC-3' ， 反 义 链 ：

5'-CTGGAGCATTTGCGGTTG-3'；cyclinD1正义链：

5'-GAGGAGCAGAAGTGCGAAGA-3'，反义链：5'- 

GGAGGGTGGGTTGGAAAT-3'；β-actin正 义链 ：

5'-AGGGAAATCGTGCGTGAC-3' ， 反 义 链 ：

5'-CTGGAAGGTGGACAGTGAG-3'。 

1.6  H9C2心肌细胞系培养及Topflash活性检测 

H9C2心肌细胞系（ATCC公司），应用含有10%

胎牛血清的DMEM培养基在5% CO2孵箱中37℃情况

下进行培养。取第三代以后细胞进行实验。 

检测Topflash活性方法同前[14]，应用Lipo2000将

Topflash和pRL-TK质粒共转染H9C2细胞中，转染

36h后，应用裂解缓冲液裂解细胞，应用双荧光系统

报告试剂盒分析Topflash活性。 

1.7  统计学处理 

采用Graphpad prism5.0统计软件，实验数据以

x±s表示，比较采用单因素方差分析。以P＜0.05

为差异有统计学意义。 

2  结  果 

2.1  不同浓度EGB对Tm诱导大鼠心肌细胞损伤的影响 

将对照组心肌细胞存活率定义为100%。与对

照组比较，Tm组心肌细胞存活率显著下降，差异

有 统 计 学 意 义 （ P ＜ 0.05 ）； 与 Tm 组 相 比 ， Tm

（100ng/ml）+EGB（20µg/ml）组心肌细胞存活率

轻度升高，而Tm+EGB（50或100µg/ml）心肌细胞

存活率显著升高，呈浓度依赖性升高，差异有统
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计学意义（P＜0.05，图1）。本部分实验表明，EGB

能够减轻Tm诱导的心肌细胞损伤。 

 

 
图1  EGB对Tm诱导的心肌细胞存活率的影响 

Figure 1  Effects of EGB on Tm-induced cardiomyocytes viability 
EGB: extracts of G. biloba leaf; Tm: tunicamycin. Compared with 

control group, *P<0.05; compared with Tm group, #P<0.05 

 

2.2  EGB对Tm诱导Wnt信号通路的影响 

为了研究Wnt信号通路在EGB改善心肌细胞存

活率中的作用，我们应用Topflash双荧光报告系统

转染H9C2心肌细胞系，检测Wnt活性。结果表明，

Tm可以显著降低Topflash活性，差异有统计学意义

（P＜0.05）；而加用EGB可以显著改善Topflash活

性，与Tm组相比，差异有统计学意义（P＜0.05）。

与对照组相比，单用EGB时Topflash活性没有明显

变化，差异无统计学意义（P＞0.05，图2）。本部

分研究结果表明，Tm能够抑制Wnt活性，而加用

EGB可以显著改善Wnt活性。 

 

 
图2  EGB对Tm诱导的心肌细胞Wnt活性的影响 

Figure 2  Effects of EGB on Tm-induced Wnt activity in 
cardiomyocytes 

EGB: extracts of G. biloba leaf; Tm: tunicamycin. Compared with 
control group, *P<0.05; compared with Tm group, #P<0.05 
 

2.3  EGB对Tm诱导C-myc、CyclinD1的影响 

为了进一步验证Wnt信号通路在EGB改善心肌

细胞存活率中的作用，我们检测了Wnt信号通路下游

基因C-myc、CyclinD1的水平。研究结果表明，Tm

可以显著下调C-myc、CyclinD1水平，与对照组相比，

差异有统计学意义（P＜0.05）；而加用EGB两者表

达水平显著上调，并且呈现EGB浓度依赖性上调，与

Tm组相比，差异有统计学意义（P＜0.05）。然而，

与对照组相比，单用EGB时两者表达水平并没有显著

变化（P＞0.05，图3和图4）。本部分研究结果进一

步表明，Tm抑制了Wnt活性，而EGB能够显著改善

Wnt活性。 

 

 
图3  EGB对Tm诱导的心肌细胞C-myc水平的影响 
Figure 3  Effects of EGB on Tm-induced C-myc in 

cardiomyocytes 
EGB: extracts of G. biloba leaf; Tm: tunicamycin. Compared with 

control group, *P<0.05; compared with Tm group, #P<0.05 

 

 
图4  EGB对Tm诱导的心肌细胞CyclinD1水平的影响 
Figure 4  Effects of EGB on Tm-induced CyclinD1 in 

cardiomyocytes 
EGB: extracts of G. biloba leaf; Tm: tunicamycin. Compared with 

control group, *P<0.05; compared with Tm group, #P<0.05 

 

2.4  抑制Wnt信号通路抵消EGB的保护作用 

为了进一步验证Wnt信号通路在EGB发挥保护

作用中的地位，我们给予Wnt抑制剂分泌型卷曲相

关蛋白（secreted frizzled related protein，sFRP，图5）。

结果表明，与Tm＋EGB组相比，Tm＋EGB＋sFRP

组心肌细胞存活率显著降低，差异具有统计学意义

（P＜0.05）。本部分研究结果表明，EGB主要是通

过Wnt信号通路发挥保护作用的。 

3  讨  论 

心血管疾病的发病率和死亡率居高不下，是威

胁人类健康的“第一杀手”。在发达国家，心血管疾 
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图5  Wnt信号通路抑制剂对EGB保护作用的影响 

Figure 5  Effects of Wnt signal pathway inhibitor on EGB 
protective role in cardiomyocytes 

EGB: extracts of Ginkgo biloba leaf; Tm: tunicamycin; sFRP: secreted 
frizzled related protein. Compared withTm+EGB group, *P <0.05 

 
病的病死率呈现了下降趋势，而在我国，心血管疾病

的病死率还在迅猛增长，防控形势不容乐观。心血管

疾病发病过程伴随心肌细胞凋亡，由于心肌细胞属于

终末分化细胞，因而导致心肌细胞数量绝对减少，使

心肌收缩力下降，从而发展至心功能不全，导致心力

衰竭[14]。研究表明，死亡受体和线粒体途径是导致

细胞凋亡最主要的途径；近十年来，ERS途径诱导的

细胞凋亡越来越受到关注[15]，Tm可以抑制内质网内

新生蛋白质糖基化从而诱导ERS[16]。 

EGB是银杏叶经过多步骤分离提取后得到的天

然活性物质，主要为黄酮类、萜类内酯化合物、多

糖类等。大量研究表明，EGB具有拮抗血小板活化

因子、清除自由基、抗炎及抗过敏等作用。然而，

EGB对Tm诱导的心肌损伤是否有保护作用目前尚

未清楚。本实验应用Tm构建ERS诱导的心肌细胞损

伤模型，观察EGB对细胞存活状况的影响。 

本研究表明，应用Tm处理乳鼠心肌细胞可以导

致心肌细胞损伤。而加用EGB的心肌细胞存活率明

显升高，并且呈现了实验剂量范围内的浓度依赖性，

首次发现了EGB可以减轻Tm诱导的心肌细胞损伤。 

为了进一步验证EGB的保护机制，我们将目光

转移到具有抗凋亡作用的Wnt信号通路上来。研究

发现，Tm可以显著降低Wnt活性，而加用EGB可以

显著恢复Wnt活性。为了进一步证明两者的相关性，

我们检测了其下游基因C-myc、CyclinD1水平。研究

发现，Tm可以降低两者的水平，而加用EGB可以显

著恢复它们的水平，进一步表明EGB可以显著影响

Wnt信号通路。为了证明EGB的保护作用是通过Wnt

信号通路实现的，我们应用了Wnt信号通路抑制剂

sFRP，结果表明，加用sFRP抵消了EGB的保护作用，

进一步证实了EGB通过Wnt减轻了心肌ERS诱导的

心肌细胞损伤，达到保护受损心肌细胞的目的。 

综上所述，本实验结果表明Tm激活了心肌细胞

ERS，降低了Wnt活性，导致了心肌细胞损伤；而加

用EGB，可以恢复Wnt活性，从而达到保护受损心

肌细胞的目的。这可能为EGB抑制ERS诱导的心肌

损伤提供新的治疗靶点。 
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·消  息· 

 

《中华老年多器官疾病杂志》“临床病理讨论”栏目征稿 

 
临床病理讨论（Clinicopathological Conference，CPC）是临床实践中的一个重要环节，是多个学科合作对患者进行

个体化诊治的一种形式，尤其对于一些疑难和罕见病例尤为重要。综合患者的临床表现、实验室检查、影像学检查和

病理检查等各项结果，一方面可以明确疾病的诊断并制定治疗方案，使患者受益，另一方面亦有利于为临床医师提供

更好的经验和更开阔的思路，提高医师的诊疗能力。一篇好的临床病理讨论，往往是教科书上找不到的活教材，也是

其他文体难以取代的好形式。 

“临床病理讨论”一直以来都是本刊的一个特色栏目，深受广大读者喜爱。所刊登的一般多为回顾性的病例讨论

与总结，旨在总结经验、吸纳教训和传播知识。在工作实践中，我们根据广大读者和作者的建议，对临床病理讨论文

章的格式进行了调整。（1）作者在文题下署名（而非仅在文末注明由何人整理），作者拥有本文的著作权。（2）文章正

文为中文（而非以前的中英文对照），正文前有言简意赅的中英文摘要。论文性质等同于本刊“论著”。（3）所选病例

可以是疑难、罕见病例，也可以是诊断明确、但病情危重或有诸多并发症、治疗上甚为棘手的病例，亦可为其他对临

床实践有指导或提示意义的病例。 

本刊热忱欢迎广大专家学者为本刊撰写或推荐相关稿件。 

具体格式请参考本刊近期发表的“临床病理讨论”文章。 
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