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摘 要!%目的& 评价银杏叶提取物
ABCD>#$E

对神经胶质瘤
<=>

细胞的生长与侵袭的影响"并
进一步分析

BCD>#?

对
<=>

细胞作用的分子机制' %方法& 体外培养人神经胶质瘤
<=>

细
胞"给予不同浓度
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银杏叶提取物干预)
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*后"采用
--L!=

技
术检测

BCD>#$

对
<=>

细胞增殖的影响'

M(*)1N0++

小室和流式细胞凋亡技术分析
BCD>#?

对
<=>

细胞侵袭和凋亡的影响#

O01P0() D+&P

检测
BCD>#?

处理后
<=>

细胞内
9:!!;

与
353+/)

Q?

(

/92R

和
-2S!!

蛋白的表达变化' %结果& 银杏叶提取物可有效抑制神经胶质瘤
<=>

细
胞的增殖和侵袭"促进细胞凋亡#

O01P0() D+&P

提示
BCD>#?

干预的
<=>

细胞内
9:!!;

与
35!

3+/) Q?
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/92R
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-2S!!

蛋白的表达均明显下调' %结论&

BCD>#?

抑制神经胶质瘤
<=>

细胞的
生长增殖和侵袭能力"其可能是通过

9:!!;

信号通路而发挥抗肿瘤作用的'
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神经胶质瘤细胞具有增殖能力强" 侵袭性强等

特点"是导致胶质瘤患者预后差等根本原因%

$

&

' 近年

来"针对于神经胶质瘤的生物治疗方法为研究热点"

包括分子靶向治疗以及基因治疗等'但是"由于目前

的相关技术尚不成熟" 生物治疗方法尚不能广泛地

应用于临床中 %

!

&

' 中药提取物因具有多靶点(多途

径(毒副作用低等优点"越来越广泛地用于辅助治疗

各种肿瘤 %

@
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' 银杏叶提取物
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在心脑血管疾病的治疗中有明显的治

基
础

%

临
床
研
究
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疗效果!对肿瘤细胞增殖有明显的抑制作用!并能增

强化疗药物的敏感性! 但目前关于银杏叶提取物对

胶质瘤细胞的抗肿瘤作用的研究报道较少 "

%

#

$ 为证

实银杏叶提取物的在神经胶质瘤的抗癌作用! 本实

验主要从神经胶质瘤的增殖和侵袭研究其抗癌作用

及分子机制!为其临床应用提供参考依据$

$

材料与方法

!"!

药物与试剂

神经胶质瘤
&'(

细胞来源于中国上海中科院

细胞库%

)*+(#$

来源中国南京博瑞公司$ 标准胎牛

血清&

,-.
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/0)0

高糖液体培养基(胰蛋白酶溶液

和细胞增殖检测试剂盒 &
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'( 细胞凋亡检测试剂盒(

<=>6?@233

小室(

A#

孔板(

!%

孔板及
"BCD

细胞裂解液产自南通碧云天生物科

技公司%

0>7=8923

基质胶
E $FG9HG3I

由北京威格拉斯

仪器有限公司提供%兔抗人
J,!!-K#L

多克隆抗体(

兔抗人
;MN!!

多克隆抗体(兔抗人
8JM.

多克隆抗

体及兔抗人多克隆抗体
1O1386 /P

为美国
.>67> ;=5Q

公司!

"!>1786

抗体由江苏南通碧云天生物科技公司

生产$

!"#

细胞培养

神经胶质瘤细胞株
&'(

培养于含
P"R

胎牛血

清 及
$R

谷 氨 酰 胺 的 低 糖
/0)0

培 养 基 中 !于

S(#

!

LR;M

!

浓度和饱和湿度的条件下置于
!LG3

培

养瓶中培养!待生长融合度达
ATR

后!使用含
TU!LR

胰酶进行
P$S

传代$ 常规冻存和复苏$

!"$ ;;:!'

检测细胞增殖抑制率

以胶质瘤
&'(

细胞为材料配制细胞悬液!细胞

需处于对数生长期$ 细胞悬液中!胶质瘤
&'(

细胞

含量为
P%P"

L

HG3

$ 之后!将细胞悬液接种在
A#

孔板

上!各孔的细胞悬液为
P""#3

$ 将接种于
A#

孔板的

细胞悬液放于培养箱中培养! 并使培养箱中温度保

持在
S(#

!二氧化碳的体积分数保持在
LR

$

!%V

后!

去除细胞悬液! 并在每孔的悬液中分别加入不同量

的
)*+(#PEPG9HG3I

$ 本研究中!细胞悬液内
)*+(#P

浓度有
T

(

PTT

(

!TT

(

%TT G9HW %

种!每个浓度对应了

S

个孔内的细胞悬液$ 利用
;;:!' PT#3

继续培养加

入
)*+(#P

细胞悬液!时间
SV

$ 之后!利用酶标仪测

定各孔内细胞悬液的吸光度
EM/I

值!酶标仪的波长

设定为
%LT6G

$ 利用
M/

值计算不同浓度的
)*+(#P

对胶质瘤
&'(

细胞增殖的抑制率$

细胞增殖抑制率
X

&

P&

实验组
M/

值
H

对照组
M/

值'

%PTTR

!"% D662Y86 ZHCB

凋亡实验检测细胞凋亡

分别以
T

(

PTT

(

!TT

(

%TTG9HW

的银杏叶提取物作

用于
&'(

细胞
%'V

! 弃培养基!

TU!LR

胰蛋白酶消化

收集细胞! 用冷
C-.

洗涤细胞
S

次$ 用
%TT#3 P%

-86[869 -5\\2=

悬浮细胞$ 分别以
T

(

PTT

(

!TT

(

%TTG9HW

银杏叶提取物作用于
&'(

细胞
%'V

! 弃培养基 !

TU!LR

胰蛋白酶消化收集细胞!用冷
C-.

洗涤细胞
S

次$ 以
D662Y86 Z!,B<;

为添加剂!加入处理后的细

胞悬浮液中!

D662Y86 Z!,B<;

添加量
L#3

$ 之后!在

细胞悬液中方添加
PT#3 CB

! 保证
CB

与细胞混合均

匀!将细胞悬液静置
LG86

!并保持静置环境避光!且

温度为
!]'#

之间$ 之后!利用用流式细胞仪对细胞

悬液中的细胞量进行检测$

!"& <=>6?@233

小室检测细胞侵袭性

将
0>7=8923

基质胶用不含血清的冷
/0)0

培

养基稀释至
LG9HG3

! 取
PTT#3

稀释胶加到
!%

孔

7=>6?@233

上室中!

S(#

孵育
%V

!以重建基底膜$ 对数

生长期的
&'(

细胞经
T

(

PTT

(

!TT

(

%TTG9HW )*+(#P

处理
%'V

后进行实验! 胰酶消化! 用含
LR ,-.

的

/0)0

培养基调整细胞密度到
L%PT

L

HG3

$

!%

孔板
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小室上室加
!TT#3

细胞悬 液 ! 下室加

#TT#3

含
!TR ,-.

的
/0)0

作为趋化液$

S(#

培养

箱孵育
!%V

!用棉签擦去滤膜内表面未穿过的细胞!

外表面采用结晶紫染色!取
L

个视野
E

上(中(下(左(

右
I

照相并计数!每组平行设
S

个小室!重复
S

次$

!"' ^2?72=6+347

检测细胞
J,!!-

通路相关蛋白表达

取对数期
&'(

细胞!加入不同浓度终浓度银杏

叶提取物
T

(

$TT

(

!TT

(

%TTG9HW

!于
S(#

(体积分数为

LR;M

!

培养箱中培养
%'V

后! 用预冷
C-.

洗
S

遍!

刮下细胞!蛋白提取试剂盒提取总蛋白及核蛋白!加

入一定量的
%%

上样缓冲液!沸水浴中煮沸
LG86

$ 用

质量分数为
!TR./.

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋

白!分离的蛋白电转移至
CZ/,

膜后!用脱脂牛奶室

温封闭
$V

! 分别用一抗
J,!!-

(

1O11386 /$

(

;MN!!

及
8JM.

等
%#

孵育过夜!

C-.!<

洗膜
!TG86%S

次!

再加
$ $$TTT

稀释的
_"C

标记的二抗 室温孵育

TULV

!经
C-.

清洗
S

次!

);W

发光显影$

!(
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统计学处理

采用
:;:: $<8=

统计软件进行数据分析! 利用

单因素方差分析的方法进行多组数据间的统计比

较"采用
>:?

检验的方法进行两组数据间比较!

;!

=8=@

为差异有统计学意义!

!

结 果

>=3

银杏叶提取物
ABCD#$

抑制胶质瘤细胞增殖

不同浓度#

=

$

$==

$

!==

$

E==F4G>

%银杏叶提取物

ABCD#$

处理胶质瘤
HID

细胞
!E

$

EI

$

D!.

后&

--JI

检测结果显示&

!==

$

E==F4G>

银杏叶提取物浓度时

在
!E.

#

<I8!@"!8$D

&

@D8D@"$8<$

%$

EI.

#

@E8=="<8$<#

&

D#8=="!8I@

%$

D!.

#

#=8D@"$8D@

&

I!8!@"!8#@

%后其能够

明显抑制细胞的增殖活性& 与对照组比较有显著性

差异#

;K=8=$

%'但在
$==F4G>

银杏叶提取

物处理胶质瘤
HID

细胞
!E

$

EI.

$

D!.

后&

对其增殖抑制作用不明显(

L/4'(0 $

%)

>=>

银杏叶提取物
ABCD#$

诱导胶质瘤

细胞凋亡

以
=F4G>

银杏叶提取物
ABCD#$

处

理组为对照组& 对照组早期凋亡细胞

(

LMN-OG;MP

% 为 (

$=8I"=8I

%

Q

&

R""F4G>

银杏叶提取物处理组细胞凋亡率为

(

RR8#""8S

%

Q

&与对照组相比无显著性差

异"

!""F4G>

和
E""F4G>

用药组凋亡率

分别为(

!!8<"<8R

%

Q

和(

<E8@"E8E

%

Q

&与

对照组相比有统计学差异 (

;K"8"R

%

TL/4'(0 !U

!

>=? N(*)1V0++

小室迁移实验结果

随着银杏叶提取物
ABCD#$

浓度的

增加&细胞悬液中能够穿过小室基底膜

的细胞数量逐渐减少& 两者之间呈现明

显的负相关关系(

#<8=="D8E@

&

@S8@="E8#S

&

!D8=="!8I@I

&

$<8@="<8E!

%

TL/4'(0 <U

!

>=@

银杏叶提取物
ABCD#$

对神经胶

质瘤
9L#!W

信号通路的影响

X01Y0() C+&Y

结果显示核提取蛋白

中
9L#!WZ#@

含量呈现明显的浓度依耐

性&且随着浓度的增加其核内表达逐渐

减低
TL/4'(0 E[U

!

9L#!W

$

353+/) ?R

$

-2\#!

及
/92:

表达情况随着银杏叶提取物处理浓

度的增加&其表达均呈现逐渐下降
TL/4'(0 EWU

&提示

银杏叶提取物
ABCD#R

在神经胶质瘤
HID

细胞中可

能是通过抑制
9L#!WZ

蛋白进入细胞核内从而调控
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%&!!'

信号通路而发挥抗肿瘤生长! 侵袭和促凋亡

作用"

(

讨 论

神经胶质瘤发病率呈现逐年上升趋势! 虽近年

来在胶质瘤的发病机制及治疗方面的研究取得了不

少进展!但仍未找到有效的治疗方法 #

)*#

$

" 中药具有

靶点较多%途径较多与副作用较少的优点!已成为肿

瘤治疗方面的研究热点#

+

$

" 银杏科植物银杏的干燥

叶称为银杏叶! 用于治疗各种疾病! 包括心血管疾

病% 支气管疾病等" 第一个用于临床实践的银杏叶

标准提取物为
,-.+#$

!由德国威玛舒培研制 #

/

$

" 已

有多项研究表明
,-.+#$

在多种肿瘤中具有抑瘤作

用" 在本实验中我们采用不同浓度
,-.+#$

干预神

经胶质瘤
0/+

细胞后!分别采用细胞增殖%细胞凋

亡%细胞侵袭实验!结果表明
,-.+#$

能够明显抑制

胶质瘤细胞增殖和侵袭!促进胶质瘤细胞凋亡!其作

用具有浓度依赖性" 前期国内外研究者已经明确了

,-.+#$

肝癌%乳腺癌及前列腺癌中发挥良好的抗癌

作用"

123456

等#

7

$的研究表明!

,-'.+#8

能提升细胞

抗凋亡的能力!

,-.+#8

提高了细胞内的超氧化物的

活性!进而使细胞内的氧自由基被清除#

7

$

" 有研究显

示
,-.+#8

明显抑制由
9&':8

诱导的大鼠肝癌的

发生进展! 可能与
,-.+#8

降低自由基从而导致脂

质过氧化反应%减轻氧化损伤相关#

8"

$

" 另外!

,-.+#8

中黄酮类化合物可抑制人乳腺癌细胞及前列腺癌中

的
&9;

的表达!从而减少肿瘤组织中脂肪合成!抑制

肿瘤细胞增殖!促进凋亡!从而抑制乳腺癌及前列腺

癌的生长#

88

$

" 可见!

,-.+#8

在肝癌%前列腺癌%乳腺

癌以及神经胶质瘤中发挥良好的抗癌作用"

%&!!'

信号通路的异常激活在多种人类肿瘤如

非何杰金氏淋巴瘤%胰腺癌%头颈部鳞癌和神经胶质

瘤等肿瘤细胞的增殖侵袭中发挥重要的作用#

8!

$

" 目

前!在多种肿瘤中发现持续激活的
%&!!'

能刺激抗

凋亡基因的转录!持续激活的
%&!!'

能激活周期蛋

白
<=>?@?=6A <8B

和其他周期蛋白的转录!增强细胞

的增殖能力#

$(

$

"

CDE!!

%

6%D;

作为
%&!!'

通路的下

游基因!启动子均含有
%&!!'

结合位点!与多种肿

瘤的增殖和侵袭有关#

$F

$

"

CDE!!

又可以通过其产物

G-,!

刺激肿瘤细胞的增殖" 该通路还可能通过增

加
'?=!!

表达%减弱一氧化氮&

%D

'信号途径和降低

细胞神经鞘氨醇含量而抑制凋亡"

CDE!!

过度表达

可刺激瘤新生血管的形成! 还可上调基质金属蛋白

酶
7

&

HHG!7

'!使肿瘤更有侵袭性#

8)

$

"

多项研究表明
,-.+#8

在多种人类疾病中通过

调控
%&!!'

信号通路而发挥良好的治疗效果"

I6A

等#

8#

$在对哮喘模型小鼠的研究表明
,-.+#8

处理的

肺组织
JKK"LM%9

及
%&!!' N#)

表达较哮喘组减

弱 ! 细胞 核内
%&!!'G#)

阳性 表 达 减 少 ! 提 示

,-.+#8

能有效抑制
JKKO%&!!'

信号通道! 从而缓

解炎症" 研究表明!由于
,-.+#8

可预防动脉粥样硬
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%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!"67&+8!#69&8$

化!可能通过调整血脂!

:;<=#$

可缓解动脉粥样斑

块镀金的炎症"

$=

#

$ 另外有研究表明!

:;<=#$

抑制人

脐静脉内细胞与人类单核细胞系
>?@=

黏附现象的

抑制效果较为明显!主要原因是抑制了受
9A!!B

调

控 的
7-CD

%

E-CD!F

及
G!10+03H/)

表 达 ! 故 推 测

:;<=#F

可能也与抑制
EIIJ9A!!B

活性有关$

本研究中通过
:;<=#F

作用于胶质瘤
>K=

细胞

后!发现
9A!!B

信号通路相关蛋白
9A!!B

与重要靶

蛋白
353+/) LF

%

/92M

%

-2N!!

表达均明显下降!提

示
:;<=#F

可能通过调控
9A!!B

信号通路发挥抗胶

质瘤
>K=

细胞的增殖侵袭!抑制凋亡的作用$

综上所述! 银杏叶提取物能够较好地抑制胶质

瘤细胞生长增殖! 其相关抗瘤作用可能是通过抑制

9A!!B

信号通路而实现的$

:;<=#F

有望成为胶质瘤

药物研究新的方向! 然而其抗肿瘤作用精确分子机

制仍有待进一步的研究$
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