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Abstract 
Objective: To investigate the expression of microRNA-1, BCL-2 and caspase in cardiac myocytes 
induced by Ginkgo biloba extract (GBE) in order to find out the mechanism of action of GBE on 
cardiac myocytes. Methods: CCK-8 method was used to obtain the optimal concentration of Ginkgo 
biloba extract. The expression of microRNA-1 was detected by quantitative PCR, and the expres-
sion of BCL-2 and caspase was detected by Western blot. Results: The growth of H9C2 cells was the 
best when the concentration of Ginkgo biloba extract was 10 μM for 36 h. At 0, 4 h, 8 h, the expres-
sion of microRNA-1 gradually decreased with time (P < 0.05). At 0, 4 h, 8 h, the expression of Bcl-2 
gradually increased with time (P < 0.05). At 8 h, the expression of Bcl-2 at 12 h had no significant 
difference (P > 0.05). The expression of Bax decreased gradually with the increase of time at 0, 4 
and 8 hours (P < 0.05), but did not change at 8 and 12 hours (P > 0.05). The expression of caspase 
3, caspase 8 and caspase 9 decreased gradually with the increase of time at 0, 4 and 8 hours (P < 
0.05), while the expression of caspase 3, caspase 8 and caspase 9 did not change at 8, 12 hours (P > 
0.05). Conclusion: Ginkgo biloba extract has a preliminary effect on the proliferation of cardiac 
myocytes through microRNA-1, Bcl-2, Bax, caspase-3, caspase-8, caspase-9 and so on. 
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摘  要 

目的：本研究以心肌细胞H9C2为研究对象，对银杏叶提取物对心肌细胞中的miR-1，BCL-2和caspase
的表达进行研究，旨在找到银杏叶提取物对心肌细胞的作用机制。方法：通过CCK-8法得到最佳的银杏

叶提取物浓度，通过定量PCR检测了miR-1的表达，通过western blot 检测了BCL-2和caspase的表达。

结果：当银杏叶提取物的浓度为10 μM的银杏叶提取物在作用36 h时，H9C2细胞的的生长情况最佳。在

0，4 h，8 h随着时间的增加miR-1在mRNA水平的表达量逐渐降低(P < 0.05)。在0，4 h，8 h随着时间

的增加Bcl-2的表达量逐渐升高(P < 0.05)。而在8 h，12 h在Bcl-2的表达量则没有显著差异(P > 0.05)。
在0，4 h，8 h随着时间的增加Bax的表达量逐渐降低(P < 0.05)，而8 h，12 h Bax的表达量没有变化(P > 
0.05)。在0，4 h，8 h随着时间的增加caspase 3，caspase 8，caspase 9的表达量逐渐降低(P < 0.05)，
而8 h，12 h caspase 3，caspase 8，caspase 9的表达量没有变化(P > 0.05)。结论：初步表明银杏叶提

取物对心肌细胞的增殖作用是通过miR-1，Bcl-2和Bax，caspase 3，caspase 8，caspase 9等起作用的。 
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1. 引言 

在缺血再灌注损伤的组织中，心肌的损伤最为常见。心肌在经历了缺血再灌注损伤之后，其在功能

和能量代谢上均产生了很大的变化。银杏叶提取物对缺血再灌注的心肌有保护作用。那么在体外银杏叶

提取物对心肌细胞中的 miR-1，BCL-2 和 caspase 的作用是什么样的呢？本研究以心肌细胞 H9C2 为研究

对象，对银杏叶提取物对心肌细胞中的 miR-1，BCL-2 和 caspase 的表达进行研究，旨在找到银杏叶提取

物对心肌细胞的作用机制。 

2. 实验材料 

2.1. 试剂 

胎牛血清(gibico)，细胞培养液(gibico)，MRS 培养基，胰酶，PBS，青链霉素，caspase 3，caspase 9，
caspase 8，Bcl-2，Bax，β-actin 兔抗人一抗(abcam)。二抗辣根过氧化物酶羊抗兔(abcam)。脱脂奶粉(BD)，
PVDF 膜(MILIPORE)，吐温-20(sigma)，SDS-PAGE 制胶试剂盒(碧云天)，ELC 显色液(pierce)，IP 裂解液，

PMSF。心肌细胞 H9C2 购自中科院细胞库，RNA 提取试剂盒(天根公司)，RT 试剂盒和 PCR 试剂盒购自

大连宝生物公司。银杏叶提取物购自 sigma 公司。 

2.2. 实验仪器 

二氧化碳培养箱(贺利氏)，超净工作台(苏净)，细胞超声裂解仪，水平和垂直电泳仪(百晶)，电转移(百
晶)，凝胶成像系统(UVP)，脱色摇床，低温高速离心机(艾本德)，PCR 仪(ABI)。 
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3. 实验方法 

3.1. CCK-8 法 

当心肌细胞 H9C2 在培养皿或培养瓶中(37℃，5%的 CO2)铺满底部时进行消化。将培养皿或培养瓶

中的培养液倒出，用 PBS 洗三次，加入胰酶消耗 5 min，并用移液器反复吹打，在显微镜下观察，直至

所有细胞脱落瓶底；接种到 96 孔板中：根据合适的铺板细胞数，每孔约 100 ul 细胞悬液，同样的样本可

做 3 个重复。37℃培养箱中培养：细胞接种后贴壁大约需要培养 4 小时后，加入终浓度为 0，5，10，20 
μM 银杏叶提取物，分别培养 12 h，24 h，36 h 和 48 h。然后加入 10 μl CCK8：由于每孔加入 CCK8 量比

较少，有可能因试剂沾在孔壁上而带来误差，在加完试剂后轻轻敲击培养板以帮助混匀。或者直接配置

含 10% CCK8 的培养基，以换液的形式加入。测定 450 nm 吸光度：建议采用双波长进行测定，检测波长

450~490 nm，参比波长 600~650 nm。然后依据公式算出细胞增长率(增长百分比) = (样本 OD − 空白对照

OD)/空白对照 OD。 

3.2. 实验分组 

用最佳的银杏叶提取物的浓度，作用于心肌细胞 H9C2 并于 0，4，8 和 12 收集细胞。 

3.3. 定量 PCR 

3.3.1. 心肌细胞 H9C2 RNA 的提取 
按试剂盒说明操作。 

3.3.2. RT 及定量 PCR 
按试剂盒操作说明操作。内参用 U6 
miR-1 Target sequence 5-UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU 3' 
按试剂盒说明书，进行定量 PCR，其反应程序为，95℃ 5 min，95℃ 10 s，60℃ 60 s 45 个循环，

用 2-ΔΔCT 计算表达量。 

3.4. Western Blot 

用预冷的 PBS 洗涤细胞三次，将 PBS 弃净后把 EP 管置于冰上。每管加含 PMSF 的裂解液，于冰上

裂解 30 min。蛋白样品与等体积上样缓冲液混合，100℃水浴 5 min，待完全冷却后，用 12% SDS-PAGE
电泳。将凝胶中的蛋白质转移至 NC 膜上 5%脱脂奶粉封闭，加 1:1000 稀释的一抗，4℃孵育过夜；再加

入对应的 1:3000 的碱性磷酸酶标记的二抗 IgG，室温振荡孵育 1 h。将 ECL 试剂盒中底物液 A 液和 B 液

按 1:1混合，滴在NC膜的蛋白面上 1 min，甩干后显影并拍照，获得蛋白印迹结果。照片在FluorsMutilmager 
图像分析仪(Bio-Rad 公司)上用 Quantity One 4.1 版图像分析软件进行分析，以相应蛋白条带的平均光强

度值来表示蛋白的表达量。以此数值作柱形图。 

3.5. 统计学方法 

计算各指标的均数±标准差( x  ± S)，用 SPSS 软件进行统计分析，样本均数间差异用单因素方差分析。

p < 0.05 具有统计学意义。 

4. 结果 

4.1. 通过 CCK-8 法检测了不同浓度的银杏叶提取物对 H9C2 细胞增殖的影响 

经过公式计算可以的表 1 的结果。由表可以看出随着时间的增长，H9C2 细胞的增长率逐渐变化，呈
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升高趋势，其字 36 h，24 h 的生长率显著高于 12 h (P < 0.05)，而 36 h 与 24 h 相比，也明显升高(P < 0.05)，
而对于 48 h 和 36 h 的生长情况而言，基本一致(P > 0.05)。而在 36 h 和 48 h，不同浓度的银杏叶提取物

作用于 H9C2 细胞的增长率则在 0，5，10 μM 时随着时间的增加增长率也升高(P < 0.05)，而在 20 μM 时

的增长率与 10 μM 的相差不大(P > 0.05)。而在 12 h 和 24 h，0 μM 和 5 μM 的增长率没有差异(P > 0.05)，
但都显著低于 10 μM 和 20 μM 的增长率(P < 0.05)。而在 12 h 时，10 μM 和 20 μM 的增长率没有差异(P > 
0.05)。在 24 h 时，10 μM 的增长率显著高于 20 μM 的增长率(P < 0.05)。由表 1 可以看出，当银杏叶提取

物的浓度为 10 μM 的银杏叶提取物在作用 36 h 时，H9C2 细胞的的生长情况最佳。 
 
Table 1. Proliferation of H9C2 cells treated with different concentrations of Ginkgo biloba extract (%) 
表 1. 不同浓度的银杏叶提取物作用于 H9C2 细胞的增殖情况(%) 

 0 μM 5 μM 10 μM 20 μM 

12 h 33.02 ± 0.23 34.02 ± 0.33 44.51 ± 0.14ab 44.91 ± 0.11ab 

24 h 44. 10 ± 0.80* 46.87 ± 0.04* 54.47 ± 0.45*ab 36.09 ± 0.35*abc 

36 h 51.96 ± 0.13*# 75.22 ± 0.04*#a 85.10 ± 0.29*#ab 83.17 ± 0.20*#ab 

48 h 52.12 ± 0.12*# 69.73 ± 0.07*#a 85.11 ± 0.18*#ab 81.16 ± 0.90*#ab 

*表示与 12 h 组比较差异显著；#表示与 24 h 组比较差异显著；&表示与 36 h 组比较差异显著；a表示与 0 μM 组比较差异显著；b表示与 5 μM
组比较差异显著；c表示与 10 μM 组比较差异显著。 
 
4.2. 银杏叶提取物作用于 H9C2 细胞不同时间 miR-1 在 mRNA 水平的表达量 

用 10 μM 的银杏叶提取物作用于心肌细胞 H9C2 细胞分别在 0，4 h，8 h，12 h 收集细胞，提取细胞

RNA，定量 PCR 检测 miR-1 在 mRNA 水平的表达量。结果表明(图 1)，在 0，4 h，8 h 随着时间的增加

miR-1 在 mRNA 水平的表达量逐渐降低(P < 0.05)。而在 8 h，12 h miR-1 在 mRNA 水平的表达量则没有

显著差异(P > 0.05)。 
 

 
Figure 1. The expression of microRNA-1 in H9C2 cells 
treated with Ginkgo biloba extract at different time levels 
图 1. 银杏叶提取物作用于 H9C2 细胞不同时间 miR-1
在 mRNA 水平的表达量 

 
4.3. 银杏叶提取物作用于 H9C2 细胞不同时间 Bcl-2 和 Bax 表达量的变化 

用 10 μM 的银杏叶提取物作用于心肌细胞 H9C2 细胞分别在 0，4 h，8 h，12 h 收集细胞，提取细胞

总蛋白，Western blot 检测 Bcl-2 和 Bax 在蛋白水平的表达量。结果表明(图 2)，在 0，4 h，8 h 随着时间

的增加 Bcl-2 的条带逐渐加深。而在 8 h，12 h 在 Bcl-2 的条带则没有显著差异。在 0，4 h，8 h 随着时间

的增加 Bax 的条带逐渐变浅，而 8 h，12 h Bax 的条带没有变化。 
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Figure 2. Western blot results 
图 2. Western blot 结果 

 
为以进一步的研究银杏叶提取物作用于 H9C2 细胞不同时间 Bcl-2 和 Bax 表达量的变化，本研究将

Bcl-2 和 Bax 的条带进行灰度分析，结果表明(图 3)在 0，4 h，8 h 随着时间的增加 Bcl-2 的表达量逐渐升

高(P < 0.05)。而在 8 h，12 h 在 Bcl-2 的表达量则没有显著差异(P > 0.05)。在 0，4 h，8 h 随着时间的增

加 Bax 的表达量逐渐降低(P < 0.05)，而 8 h，12 h Bax 的表达量没有变化(P > 0.05)。 
 

 
注：*表示与 0 h 组比较差异显著(P < 0.05)，#表示与 4 h 组比较差异

显著(P < 0.05)，&表示与 8 h 组比较差异显著(P < 0.05)。 

Figure 3. Bcl-2 and Bax expression at protein level 
图 3. Bcl-2 和 Bax 在蛋白水平上的表达量。 

 
4.4. 银杏叶提取物作用于 H9C2 细胞不同时间 caspase 3, caspase 8, caspase 9 表达量的变化 

用 10 μM 的银杏叶提取物作用于心肌细胞 H9C2 细胞分别在 0，4 h，8 h，12 h 收集细胞，提取细胞

总蛋白，Western blot 检测 caspase 3，caspase 8，caspase 9 在蛋白水平的表达量。结果表明(图 2)，在 0，
4 h，8 h 随着时间的增加 caspase 3，caspase 8，caspase 9 的条带逐渐变浅，而 8 h，12 h，caspase 3，caspase 
8，caspase 9 的条带没有变化。 
 

 
注：*表示与 0 h 组比较差异显著(P < 0.05)，#表示与 4 h 组比较差异

显著(P < 0.05)，&表示与 8 h 组比较差异显著(P < 0.05)。 

Figure 4. Caspase 3, caspase 8, caspase 9 expression at protein level 
图 4. Caspase 3，caspase 8，caspase 9 在蛋白水平上的表达量 
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为以进一步的研究银杏叶提取物作用于 H9C2 细胞不同时间 caspase 3，caspase 8，caspase 9 表达量

的变化，本研究将 caspase 3，caspase 8，caspase 9 的条带进行灰度分析，结果表明(图 4)在 0，4 h，8 h
随着时间的增加 caspase 3，caspase 8，caspase 9 的表达量逐渐降低(P < 0.05)，而 8 h，12 h，caspase 3，
caspase 8，caspase 9 的表达量没有变化(P > 0.05)。 

5. 讨论 

在超微结构下观察心肌细胞，可以发现，心肌的质膜遭到严重的破坏，同时肌原纤维也受到不同程

度的破坏，在肌丝上有不同程度的断裂，溶解和线粒体肿胀，而在机制内有大量的钙离子盐的沉积[1] [2] 
[3] [4]。在心肌受到缺血再灌注损伤的时候，心肌的能量代谢也会发生很大的变化，其主要表现在 ATP
的变化，在再灌注发生时，合成 ATP 的物质如腺苷，肌酐次黄嘌呤等迅速被移走，因而其含量降低[3] [5]。
而且由于缺血的原因，使得心肌对氧的需求也可以引起 ATP 的明显降低。在心肌缺血再灌注损伤发生的

时候有一些主要的特点。氧自由基，钙超载，炎性反应和能量代谢及细胞的凋亡[6] [7] [8]。 
首先氧自由基，在急性心肌梗死发生的时候，及时的给予再灌注治疗，可以使心肌得到大量的氧，

这样就会使氧自由基在最短的时间内迅速的爆发，而这些大量的自由基可以将线粒体的功能破坏，还可

以使 ATP 的生成量降低，同时还可以使一氧化氮失活，使中性粒细胞趋化物在血浆中产生，使白细胞粘

附于血管内皮细胞，使微血管堵塞，造成无法复流[9]-[14]。 
其次是钙离子超载，很多的研究发现，把心肌细胞内的钙离子降低二分之一就可以使心肌梗死的面

积减少一半以上，在急性心肌缺血再灌注发生的时候，钙离子在组织内大量的超载，进入到线粒体，使

氧化磷酸化受到不同程度的影响，从而阻碍 ATP 的生成，进而导致心肌能量代谢受到阻碍[15] [16] [17] 
[18] [19]。 

第三炎性反应，研究发现，在梗死发生早期，炎性细胞就迅速进入梗死[20] [21] [22]。 
第四能量的代谢，当心肌发生缺血时，伴随着就是缺氧的发生，心肌细胞发生无氧的糖酵解过程，

产生各种不利的因素导致线粒体功能受到阻碍，使心肌细胞发生凋亡[23] [24] [25]。 
最后细胞凋亡，到目前为止，研究表明，细胞凋亡是缺血再灌注损伤机制的重要环节。最早有研究

在兔子心脏缺血再灌注实验时发现再灌注损伤可以促进相关细胞凋亡的产生[26] [27] [28] [29]。 
银杏叶提取物是一种非选择性阿片受体激动剂,在阿片类制剂中银杏叶提取物的镇痛效应最强,已经

广泛应用于临床麻醉及术后、ICU 的镇痛。而且有良好的血液动力学稳定性，可同时保证足够的心肌氧

供应. 近年来已有部分临床和动物实验研究显示银杏叶提取物对缺血再灌注性心肌损害有很好的保护作

用[30] [31] [32]。 
在本研究中发现银杏叶提取物的浓度为 10 μM 的银杏叶提取物在作用 36 h 时，H9C2 细胞的生长情

况最佳。说明银杏叶提取物对心肌细胞的增殖有保护的作用。同时为了进一步研究银杏叶提取物对心肌

细胞增殖作用的机制，本研究检测了 miR-1 的表达，结果表明，10 μM 的银杏叶提取物作用于心肌细胞

H9C2 细胞分别在 0，4 h，8 h 随着时间的增加 miR-1 在 mRNA 水平的表达量逐渐降低(P < 0.05)。而在 8 
h，12 h miR-1 在 mRNA 水平的表达量则没有显著差异(P > 0.05)。而对于 Bcl-2 和 caspsae3，8，9 的表达

则是在 0，4 h，8 h 随着时间的增加 Bcl-2，caspase 3，caspase 8，caspase 9 的表达量逐渐升高(P < 0.05)。
而在 8 h，12 h 在 Bcl-2 的表达量则没有显著差异(P > 0.05)。在 0，4 h，8 h 随着时间的增加 Bax 的表达

量逐渐降低(P < 0.05)，而 8 h，12 h Bax 的表达量没有变化(P > 0.05)。这就初步表明银杏叶提取物对心肌

细胞的增殖作用是通过 miR-1，Bcl-2 和 Bax，caspase 3，caspase 8，caspase 9 等起作用的。 
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