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Abstract
誗AIM: To study the effect of ginkgolide B on high glucose-
induced human lens epithelial cell (HLEC) apoptosis.
誗METHODS: The high glucose-induced HLEC model was
established. Different concentrations of ginkgolide B were
intervened. Cell viability was assayed by MTT assay,
morphology of cell apoptosis was observed by
hochest33258 staining. Cell ultrastructural changes were
detected by transmission electron microscopy.
Expressions of apoptosis - related factors caspses - 3 and
caspase-9 were tested by colorimetric detection.
誗RESULTS: High glucose inhibited the activity of HLECs,
induced apoptosis reaction of HLECs, caused high
expression of apoptosis factors in cells; while ginkgolide
B inhibited the decrease of cell viability induced by high
glucose, decreased the HLEC apoptosis and reduced the
expression of apoptosis factors Caspase-3 and Caspase-9.
誗CONCLUSION: Ginkgolide B may inhibit the expression
of caspses-3 and caspase-9 then effectively inhibited high
glucose-induced apoptosis in HLECs.
誗KEYWORDS:ginkgolide B; high glucose; lens epithelial
cells; apoptosis
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摘要
目的:探讨银杏内酯 B 对高糖诱导的人晶状体上皮细胞
(human lens epithelial cells,HLECs)凋亡的影响。
方法:建立高糖诱导的 HLECs 模型,用不同浓度的银杏内
酯 B 干预,MTT 比色法检测细胞存活率,Hochest33258 染
色观察凋亡细胞形态,透射电镜观察细胞内超微结构变
化,比色法检测凋亡相关因子 Caspase-3 及 Caspase-9 的
表达。
结果:高浓度葡萄糖可抑制 HLECs 活性,诱导 HLECs 发生
凋亡,引起细胞内 Caspase-3 及 Caspase-9 表达水平升高;
银杏内酯 B 能明显抑制高糖诱导的 HLECs 活力的下降,
降低细胞凋亡率,减少高糖所致 HLECs 细胞内 Caspase-3
及 Caspase-9 的表达。
结论:银杏内酯 B 可能通过抑制 Caspase-3 及 Caspase-9
的表达而有效抑制了高糖诱导的 HLECs 凋亡。
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0 引言
摇 摇 糖尿病是一种因体内胰岛素分泌不足或相对缺乏而
导致的一系列临床综合征。 糖尿病慢性并发症严重威胁
人类健康,其中糖尿病性白内障已成为糖尿病并发症中仅
次于视网膜病变的第二大眼病[1]。 银杏内酯 B(ginkgolide
B,GB)为银杏叶中的主要成分,是血小板活化因子和钙通
道拮抗剂,具有减轻栓塞及缺血所致的各类异常炎性反应
的作用,已应用于治疗心血管系统疾病[2-3]。 有研究证
实,银杏内酯 B 可对实验性糖尿病大鼠血管系统发挥保
护作用[4],在眼部,银杏内酯 B 通过抑制视网膜神经节细
胞凋亡促进其轴突生长,从而发挥视神经保护作用[5],但
是对传代培养的 HLECs 影响的研究很少。 本研究通过体
外培养 HLECs,观察银杏内酯 B 干预后高葡萄糖浓度下
HLECs 形态及生长情况的变化,探讨银杏内酯 B 对
HLECs 凋亡的抑制作用,为糖尿病性白内障的发病机制
及防治提供新的途径。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 HLECs(ATCC 公司),银杏内酯 B(北京索来宝
科技有限公司,纯度>99% ),胎牛血清、DMEM 培养基(美
国 Hyclone 公司),MTT 试剂盒(上海伯奥生物制品公司),
Hoechst33258 试 剂 盒 ( 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ),
Caspase-3、Caspase-9 活性检测试剂盒(南京建成生物工
程研究所)。
1. 2 方法
1. 2. 1 HLECs 培养摇 HLECs 培养在含链霉素 100滋g / mL、
青霉素 100U / mL 的 DMEM 培养基中,胎牛血清浓度为
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10% ,培养箱内 CO2体积分数为 5% ,温度为 37益,细胞接

种密度为 5伊105 / mL,维持细胞生长密度为 80% ~ 90% ,每
3 ~ 5d 传代 1 次。
1. 2. 2 实验分组摇 实验共分 4 组:(1)阴性对照组:以正常
培养液培养。 (2)氧化损伤组:30mmol / L 葡萄糖溶液作
用 12h。 (3)银杏内酯 B 组:加入银杏内酯 B 作用 24h 之
后,加入 30mmol / L 葡萄糖溶液作用 12h,依银杏内酯 B 浓
度不同分为两个亚组(1mol / L 和 10mol / L)。
1. 2. 3 MTT 比色法检测各组 HLECs 细胞活力 摇 细胞接
种于 96 孔板中,接种密度为 1伊105 / mL,培养 24h 后,向各
孔细胞中加入 20滋L MTT(5g / L),温育 4h,去除培养液后
加入 200滋L DMSO 溶液,室温下振荡 10min 后,用酶标仪
测定各孔 570nm 的光密度值,细胞活力 = (各组细胞光密
度值 / 正常组细胞光密度值)伊100% 。
1. 2. 4 透射电子显微镜观察各组 HLECs 超微结构的变化
摇 4益下用 2. 5% 戊二醛溶液固定各组细胞 24h,1% 锇酸
后固定,PBS 洗涤细胞 2 次,醋酸铀快染,乙醇-丙酮梯度
脱水,环氧树脂包埋,切片机切片后用柠檬酸、醋酸铀双重
染色,观察细胞内结构改变。
1. 2. 5 Hochest33258 染色观察 HLECs 凋亡细胞形态 摇
细胞经相应处理后用 PBS 洗涤细胞 2 次,在 150滋L 的
Binding Buffer 中加入 2滋L Hoechst 染液,避光、室温反应
5min 后置于荧光显微镜下观察,正常细胞核表现为暗蓝
色,凋亡细胞的细胞核为亮蓝色。
1. 2. 6 比色法检测各组 HLECs 中 Caspase - 3 和
Caspase-9 的活性 摇 收集细胞并用 1g / L 胰酶消化,
1200r / min 离心 10min,收集细胞并用 PBS 冲洗 2 次,每份
样品加 30滋L 细胞裂解液,冰上孵育 20min,10 000r / min 离
心 10min,进行 Caspase-3 和 Caspase-9 活性检测,检测方
法按 Caspase - 3、 Caspase - 9 活 性 检 测 试 剂 盒 进 行。
Caspase 活性=OD405nm / OD595nm。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 11. 5 软件对实验数据进行分

析,实验结果以均值依标准差(軃x依s)的形式表示,多组间比
较用单因素方差分析,进一步两组间比较采用 SNK-q 检
验,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 银杏内酯 B对各组 HLECs 活性的影响摇 阴性对照组
细胞活性为 98. 67% 依3. 44% ,葡萄糖干预后细胞活性下
降到 32. 67% 依3. 63% ,与阴性对照组比较差异具有统计
学意义(F=1. 56,P<0. 01)。 用不同浓度银杏内酯 B 处理
后,HLECs 活性分别提高到 48. 67% 依3. 32% 和 59. 00% 依
3. 57% ,与氧化损伤组比较差异具有统计学意义 (F =
3郾 10、1. 72,P<0. 05,图 1)。
2. 2 各组 HLECs 超微结构的变化 摇 阴性对照组 HLECs
形态完整,核膜连续,核仁呈椭圆形(图 2A);30mmol / L 葡
萄糖诱导的 HLECs 胞膜不清晰,细胞明显膨胀,胞内线粒
体出现空泡及变性,细胞核亦膨胀明显(图 2B);不同浓度
的银杏内酯 B 处理后,HLECs 超微结构损害程度依次减
轻,逐渐可看到细胞内细胞器结构,尤其是高剂量组作用
明显(图 2C ~ D)。
2. 3 银杏内酯 B 对高糖诱导 HLECs 凋亡的影响 摇
Hoechst33258 核染色法显示,阴性对照组未见明显凋亡染
色的细胞核;氧化损伤组凋亡细胞明显增多,细胞核荧光
较强,呈致密浓染;给予不同浓度的银杏内酯 B 作用后凋

图 1摇 MTT法检测银杏内酯 B 对高糖诱导的 HLECs 活力的影

响摇 aP<0. 05,bP<0. 01 vs 氧化损伤组。

亡细胞减少,与氧化损伤组比较差异具有统计学意义(F =
1. 25、8. 71,P<0. 05),且细胞核形态改善,荧光强度逐渐
减弱(图 3、4)。
2. 4 银杏内酯 B对高糖诱导 HLECs 凋亡相关蛋白表达的
影响摇 由表 1 可知,HLECs 经葡萄糖处理后,Caspase-3 和
Caspase-9 的表达明显增加,与阴性对照组比较差异具有
显著统计学意义(F = 2. 17、1. 66,P<0. 01)。 给予不同浓
度银杏内酯 B 处理后,Caspase-3 和 Caspase-9 表达量下
降,与氧化损伤组比较差异具有统计学意义(F = 2. 54、
1郾 73,P<0. 05)。
3 讨论
摇 摇 抗氧化剂银杏内酯 B 是一种天然抗氧化剂,在保护
心肌、抗休克、改善脑缺血-再灌注、急性胰腺炎的救治方
面发挥重要作用。 国内外大量研究已经证实银杏内酯 B
能减轻细胞凋亡与损伤,清除自由基、抗脂质过氧化,从而
发挥对组织的保护作用[6-7]。 李爽乐等[8] 曾经报道过银
杏叶提取物通过增加 Bcl-2 蛋白表达,减少 Bcl-2 / Bax 表
达,阻止氧化损伤所致的 SD 大鼠晶状体上皮细胞凋亡。
但是关于银杏内酯 B 对 HLECs 氧化损伤的保护作用鲜有
报道。 高糖是糖尿病性白内障患者晶状体混浊的主要诱
发因素。 研究证实,高糖环境促使机体处于氧化应激状
态,机体的抗氧化防御系统被严重削弱,晶状体受到氧化
剂的攻击,致使晶状体蛋白质发生氧化损伤,最终发生晶
状体混浊[9]。 本实验中,细胞活力检测结果显示高糖处理
的 HLECs 活力明显降低,凋亡染色证实高糖明显增加了
HLECs 凋亡数量;电镜观察细胞超微结构显示,经高糖处
理的细胞,其结构损伤明显,但是经过银杏内酯 B 预处理
的细胞,其活力得到不同程度的改善,凋亡细胞数量减少,
细胞形态逐渐改善,说明该药物在一定程度上能够抑制高
糖诱导的细胞损伤,而且对细胞的保护作用呈剂量依
赖性。
摇 摇 Caspase-3 和 Caspase-9 是细胞凋亡通路的重要启动
者和参与者[10]。 我们的研究结果显示,30mmol / L 葡萄糖
作用 HLECs 后,两种凋亡因子的表达量均明显上升,而予
以银杏内酯 B 处理后,Caspase-3 和 Caspase-9 表达减少,
其下降趋势与银杏内酯 B 的剂量呈正相关,表明银杏内
酯 B 确实能抑制 HLECs 的凋亡,并且抗凋亡作用主要是
通过抑制 Caspase-3 和 Caspase-9 激活实现的。
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图 2摇 透射电镜观察各组 HLECs 超微结构改变 摇 A:阴性对照组;B:氧化损伤组;C:1mol / L 银杏内酯 B 组;D:10mol / L 银杏内酯
B 组。

图 3摇 银杏内酯 B对氧化损伤致 HLECs 凋亡的抑制作用(伊200) 摇 A:阴性对照组;B:氧化损伤组;C:1mol / L 银杏内酯 B 组;D:
10mol / L 银杏内酯 B 组。

图 4 摇 银杏内酯 B 对氧化损伤致 HLECs 凋亡抑制率的影

响 摇 bP<0 . 01 vs 氧化损伤组。

表 1 摇 银杏内酯 B 对高糖致 HLECs 损伤 Caspase - 3 和

Caspase-9 活性的影响 (軃x依s,U / mL)
组别 Caspase-3 Caspase-9
阴性对照组 77. 86依3. 45 105. 54依4. 23
氧化损伤组 137. 65依3. 48b 148. 42依3. 53b

1mol / L 银杏内酯 B 组 110. 34依2. 63 128. 40依4. 17
10mol / L 银杏内酯 B 组 93. 29依3. 73a 107. 73依3. 21a

注:aP<0. 05 vs 氧化损伤组;bP<0. 01 vs 阴性对照组。

摇 摇 综上所述,银杏内酯 B 对高糖诱导的 HLECs 凋亡具
有一定的抑制作用,抑制效应与药物浓度有关,从而可能
减少 HLECs 细胞凋亡及由此引起的病理损害。 本研究结

果提示了银杏内酯 B 在白内障防治方面的运用潜力,为
氧化应激相关晶状体疾病的防治提供新的实验证据。
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