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银杏黄酮苷介导NR4A2/p53/Bax通路调控自噬抑制

心肌细胞凋亡

李涵1，2，魏东升1，2，曹慧敏1，2，吴欣悦1，2，韩叶蕾1，2，张哲1，2，3

（辽宁中医药大学  1. 第一临床学院，沈阳  110847； 2. 中医脏象理论及应用教育部重点实验室，沈阳  110847； 3. 附属医院痰瘀论治血脉病国家

中医药管理局重点研究室，沈阳  110032）  

摘要  目的  探讨银杏黄酮苷减轻H9c2细胞损伤的作用机制。方法  将H9c2细胞分为5组：对照组、脂多糖 （LPS） 组、LPS+3-甲

基腺嘌呤 （3-MA，自噬抑制剂） 组、LPS+银杏黄酮苷组和LPS+3-MA+银杏黄酮苷组。采用CCK-8法及细胞毒性检测法检测细胞活

力以及细胞毒性，免疫荧光染色检测LC3表达，细胞自噬染色 （MDC） 检测各组心肌细胞自噬小体形成情况，流式细胞术检测细

胞凋亡率，实时定量PCR检测NR4A2/p53/Bax通路表达，Western blotting检测NR4A2、p53、Bax、LC3、Beclin-1、p62、cleaved caspase-3
以及Bcl-2蛋白表达。结果  与LPS组相比，银杏黄酮苷显著升高LC3荧光水平和MDC荧光强度，降低细胞凋亡率，上调NR4A2 

mRNA和蛋白表达，下调p53、Bax mRNA和蛋白表达，提高了LC3、Beclin-1和Bcl-2蛋白表达，同时也降低了p62、cleaved caspase-3
蛋白表达 （P < 0.05）； 3-MA自噬抑制剂的干预进一步验证银杏黄酮苷通过调控自噬，对LPS诱导的H9c2细胞凋亡具有保护作用。

结论  银杏黄酮苷通过调控NR4A2/p53/Bax通路增强自噬通量，减轻LPS诱导的H9c2细胞凋亡，从而缓解心肌细胞损伤。
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Ginkgetin mediates the NR4A2/p53/Bax pathway to regulate autophagy and
inhibit cardiomyocyte apoptosis
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Theory and Applications，Ministry of Education，Liaoning University of Traditional Chinese Medicine，Shenyang 110847，China；3. Key Research Labora-

tory of Blood Vessel Diseases Treated by Resolving Phlegm and Blood Stasis，Affiliated Hospital of Liaoning University of Traditional Chinese Medicine，

National Administration of Traditional Chinese Medicine，Shenyang 110032，China） 

Abstract  Objective  To  investigate  the mechanism by which ginkgetin attenuates H9c2 cells  injury. Methods  H9c2 cells were 

divided into  five groups：control，lipopolysaccharide （LPS），LPS+3-methyladenine （3-MA，an autophagy inhibitor），LPS+ginkgetin，and 

LPS+3-MA+ginkgetin. Cell viability and cytotoxicity were assessed using the cell CCK-8 and lactate dehydrogenase assays，respectively. 
Immunofluorescence staining for LC3，monodansylcadaverine staining for autophagosomes，and flow cytometry were used to measure apop-
tosis rates. Quantitative real-time PCR was performed to measure the expression of NR4A2/p53/Bax pathway. Western blotting was used 

to detect the expression of NR4A2，p53，Bax，LC3，Beclin-1，p62，cleaved caspase-3，and Bcl-2 proteins. Results  Compared to the LPS 

group，ginkgetin significantly increased LC3 fluorescence levels and monodansylcadaverine fluorescence intensity，decreased apoptosis，

upregulated NR4A2，downregulated p53 and Bax，increased LC3，Beclin-1，and Bcl-2 proteins，and decreased p62 and cleaved caspase-3 
（P < 0.05）. The autophagic inhibitor，3-MA，confirmed that ginkgetin protected H9c2 cells  from LPS-induced apoptosis via autophagy 
regulation. Conclusion  Ginkgetin mitigated cardiomyocyte injury by enhancing autophagic flux and alleviating LPS-induced H9c2 cells 

apoptosis by modulating the NR4A2/p53/Bax pathway.
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心血管疾病 （cardiovascular diseases，CVD） 是世

界范围内人类死亡和过早死亡的主要原因［1］，我国

CVD死亡比例高达40%［2］。虽然炎症浸润在CVD的

发生发展中起重要作用，靶向调控上游炎症标志物

可降低CVD的死亡率，但炎症标志物的低特异性及

对下游心肌细胞损伤效应的不确定性，限制了抗炎

药物的临床使用［3］。

免疫调控炎症浸润是国际CVD生物医学研究

领域的前沿和热点。本课题组前期报道的NR4A2是

急性心肌梗死超急性期免疫调控的关键基因［4］，在

心肌细胞受损时能够调节自噬通量并靶向细胞凋

亡［5］，从而减轻炎症浸润。研究［6］发现，NR4A2表达

的上调能够抑制由p53/Bax通路介导的心肌细胞凋

亡。因此，寻找能够调控NR4A2/p53/Bax通路的有效

药物对于缓解心肌损伤至关重要，可以为CVD炎症

浸润的治疗提供新方法。

银杏有极高的药用价值，银杏叶提取物具有抗

氧化、抗炎和抗凋亡的作用。本研究基于细胞生物

学，探讨银杏叶提取物的主要化合物银杏黄酮苷通

过调控NR4A2/p53/Bax通路增强自噬通量，减轻脂

多糖 （lipopolysaccharide，LPS）诱导的H9c2细胞凋亡

的机制。

1 材料与方法

1.1  材料

1.1.1  主要材料：大鼠心肌细胞系H9c2购自武汉普

诺赛生命科技有限公司。

1.1.2  主要试剂：银杏黄酮苷购自上海源叶生物科

技有限公司；LPS、自噬抑制剂3-甲基腺嘌呤 （3-me-

thyladenine，3-MA） 购自北京索莱宝科技有限公司；

CCK-8试剂盒购自武汉普诺赛生命科技有限公司；

细胞毒性/乳酸脱氢酶 （lactic dehydrogenase，LDH） 

检测试剂盒购自上海碧云天生物技术股份有限公

司；MDC检测试剂盒购自北京索莱宝科技有限公

司；细胞周期检测试剂盒购自爱必信 （上海） 生物

科技有限公司；PCR扩增试剂盒购自南京诺唯赞生

物科技股份有限公司；抗核受体亚家族4A组成员2 

（nuclear receptor subfamily 4 group A member 2，NR4A2） 

抗体购自美国Santa Cruz Biotechnology公司；抗肿瘤蛋

白53 （tumor protein 53，p53）  抗体、抗Bcl-2相关X蛋

白 （Bcl-2-associated X protein，Bax） 抗体购自杭州景

杰生物科技股份有限公司；cleaved caspase-3抗体购

自美国Cell Signaling Technology公司；抗微管相关蛋

白1轻链3 （microtubule-associated protein 1 light chain 

3，LC3） 抗体、抗Beclin-1抗体、抗p62抗体购自江苏

亲科生物研究中心有限公司；抗B淋巴细胞瘤-2 

（B-cell lymphoma-2，Bcl-2） 抗体、抗β-actin抗体购自

沈阳万类生物科技有限公司。

1.2  方法

1.2.1  H9c2细胞的培养及分组：H9c2细胞在含10%

胎牛血清和1%青霉素-链霉素溶液的DMEM中培

养，置于含有5% CO2的37 ℃培养箱中。细胞分为5

组：对照组、LPS组、LPS+3-MA组、LPS+银杏黄酮苷

组和LPS+3-MA+银杏黄酮苷组。给药时间为24 h，

3-MA在LPS处理前30 min加入培养基中。LPS、3-MA、

银杏黄酮苷的给药浓度分别为10 μg/mL、10 μmol/L、

75 μmol/L。

1.2.2  CCK-8法检测：各组细胞加入含有10 μL CCK-8

溶液的100 μL高糖培养液，37 ℃培养箱中避光孵育

30 min，使用酶标仪测量450 nm处的吸光度。

1.2.3  细胞毒性检测：将各组细胞的上清液转移至

新的96孔板中，按照说明书使用LDH试剂盒检测细

胞毒性。

1.2.4  免疫荧光 （immunofluorescence，IF） 染色检测

LC3表达变化：H9c2细胞接种于15 mm共聚焦小皿

中。各组细胞破膜、封闭后滴加LC3一抗，于4 ℃孵

育过夜。滴加荧光二抗37 ℃孵育1 h，DAPI染核后封

片。使用激光扫描共聚焦显微镜拍照，采用ImageJ进

行统计学分析。

1.2.5  MDC染色检测自噬小体形成：细胞接种于15 

mm共聚焦小皿中。各组细胞用缓冲液清洗后加入

MDC Stain避光染色30 min。使用激光扫描共聚焦显

微镜拍照，使用ImageJ进行统计学分析。

1.2.6  流式细胞术检测细胞凋亡：收集各组细胞，

按Annexin V-FITC/PI凋亡试剂盒说明书操作，重悬

细胞后用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.2.7  实时定量PCR检测：使用TRIzol法提取总RNA，

反转录为cDNA，以cDNA为模板定量扩增目的基因

NR4A2、p53、Bax与内参基因GAPDH。引物由北京六

合华大基因科技有限公司提供。引物序列见表1。

1.2.8  Western blotting检测相关蛋白表达：采用BCA

法检测蛋白浓度。采用SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白
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质，随后湿转至聚偏二氟乙烯膜 （polyvinylidene fluo-

ride，PVDF）。5%脱脂奶粉室温封闭，一抗 （NR4A2、

p53、Bax、LC3、Beclin-1、p62、cleaved caspase-3、Bcl-

2、β-actin） 4 ℃摇床孵育过夜。二抗室温孵育1 h后滴

加ECL显色液进行蛋白质条带显示。采用ImageJ软

件分析条带灰度值。

1.3  统计学分析

采用SPSS 27.0及GraphPad  Prism 8.0软件进行

统计分析，数据均以x-±s表示。多组间比较采用单

因素方差分析，进一步两两比较采用LSD-t检验，P < 

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1  LPS处理浓度的确定

分别采用LPS （0、2.5、5、7.5、10、12.5 μg/mL） 处

理细胞24 h。CCK-8法检测结果显示，与对照组相比，

LPS处理后H9c2细胞活力显著降低，并且随着LPS浓

度升高细胞活力逐渐下降 （P < 0.05）；细胞毒性检测

结果显示，与对照组相比，LPS处理后H9c2细胞死亡

率显著升高 （P < 0.05）。鉴于LPS浓度为10 μg/mL时

细胞活力降低至 （49.71±3.42） %，细胞死亡率升高

至 （50.57±2.96） %，后续实验中选择10 μg/mL作为

LPS的实验浓度。

2.2  银杏黄酮苷给药浓度的确定

本课题组前期研究［7］发现，25~75 μmol/L银杏

黄酮苷给药对细胞活力和细胞毒性影响无统计学

意义 （P > 0.05）。分别采用LPS以及银杏黄酮苷 （25、

50、75 μmol/L） 作用细胞24 h。CCK-8法和细胞毒性

检测结果显示，与LPS组相比，随着银杏黄酮苷给药

浓度的升高，细胞活力逐渐升高、细胞死亡率逐渐

下降 （P < 0.05），后续实验中选择75 μmol/L作为银杏

黄酮苷给药浓度。

2.3  免疫荧光染色检测LC3染色结果

与对照组相比，LPS组LC3荧光斑点增多、荧光强

度明显升高 （P < 0.05）；与LPS组相比，LPS+3-MA组荧

光斑点减少、荧光强度显著降低 （P < 0.05），LPS+银

杏黄酮苷组荧光斑点增多、荧光强度明显升高 （P < 

0.05）；与LPS+3-MA组相比，LPS+3-MA+银杏黄酮苷

组荧光斑点增多、荧光强度明显升高 （P < 0.05）。见

图1、表2。

表1  引物序列

Tab.1  Primer sequences

Gene Primer sequence （5’ - 3’） 

NR4A2
Forward：CCACGTGCACTCCAATCC

Reverse：TAGTCAGGGTTTGCCTGGAA

p53
Forward：GCCATCTACAAGAAGTCACAACAC
Reverse：TGTCGTCCAGATACTCAGCATAC

Bax
Forward：TTGCTACAGGGTTTCATCCAG
Reverse：TGTTGTTGTCCAGTTCATCG

GAPDH
Forward：TCTCTGCTCCTCCCTGTTCT
Reverse：TACGGCCAAATCCGTTCACA

图1  各组H9c2细胞LC3免疫荧光染色×600

Fig.1  LC3 immunofluorescence staining of H9c2 cells in various groups×600

LC3

DAPI

Merge

LPS+3-MA+
ginkgetin

LPS+ginkgetinLPS+3-MALPSControl
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A，control group；B，LPS group；C，LPS+3-MA group；D，LPS+ginkgetin group；E，LPS+3-MA+ginkgetin group.

图3  各组H9c2细胞流式细胞术检测结果

Fig.3  Flow cytometry analysis of H9c2 cells in various groups

表2  各组H9c2细胞LC3免疫荧光染色、MDC荧光染色以及流式细胞术检测结果 （x
-
±s，%，n = 3） 

Tab.2  LC3  immunofluorescence staining，MDC fluorescence staining，and flow cytometry analysis results  in H9c2 cells of various 

groups （x
-
±s，%，n = 3） 

Group LC3 level Autophagosome level Apoptosis rate 

Control   0.35±0.14 0.29±0.06 14.61±1.96

LPS   2.22±0.271） 2.26±0.211） 32.68±1.601） 

LPS+3-MA   0.02±0.012） 0.02±0.012） 41.02±2.002） 

LPS+ginkgetin 12.50±0.932） 9.89±0.992） 19.98±1.692） 

LPS+3-MA+ginkgetin   7.25±1.003） 5.42±0.453） 24.73±1.953） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. LPS group；3） P < 0.05 vs. LPS+3-MA group.

图2  各组H9c2细胞MDC荧光染色×1 200

Fig.2  MDC fluorescent staining of H9c2 cells in various groups×1 200

2.4  MDC染色检测自噬小体结果

与对照组相比，LPS组自噬小体明显增多 （P < 

0.05）；与LPS组相比，LPS+3-MA组自噬小体显著降

低 （P < 0.05），LPS+银杏黄酮苷组自噬小体明显增多 

（P < 0.05）；与LPS+3-MA组相比，LPS+3-MA+银杏黄

酮苷组明显逆转3-MA所诱导的自噬抑制，自噬小体

表达明显升高 （P < 0.05）。见表2、图2。

2.5  流式细胞术检测细胞凋亡结果

与对照组相比，LPS组细胞凋亡率明显升高 （P < 

0.05）；与LPS组相比，LPS+3-MA组细胞凋亡率显著

升高 （P < 0.05），LPS+银杏黄酮苷组细胞凋亡率显著

降低 （P < 0.05）；与LPS+3-MA组相比，LPS+3-MA+银

杏黄酮苷组明显逆转3-MA所诱导的细胞凋亡，细胞

凋亡率显著降低 （P < 0.05）。见表2、图3。
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2.6  实时定量PCR检测各组NR4A2、p53、Bax mRNA

表达情况

与对照组相比，LPS组NR4A2、p53、Bax mRNA表

达明显升高 （P < 0.05）；与LPS组相比，LPS+3-MA组NR4A2

表达明显降低，p53、Bax表达显著升高 （P < 0.05）；与

LPS组相比，LPS+银杏黄酮苷组NR4A2表达明显升

高，p53、Bax表达显著降低 （P < 0.05）；与LPS+3-MA

组相比，LPS+3-MA+银杏黄酮苷组NR4A2表达明显

升高，p53、Bax表达显著降低 （P < 0.05）。见表3。

2.7  Western blotting检测各组相关蛋白表达情况

表3  实时定量PCR检测各组NR4A2、p53、Bax mRNA表达情况 （x
-
±s，n = 3） 

Tab.3  Quantitative real-time PCR analysis of NR4A2，p53，and Bax mRNA expression in each group （x
-
±s，n = 3） 

Group NR4A2 p53 Bax

Control 1.03±0.02 1.01±0.01 1.01±0.02

LPS 1.32±0.071） 1.65±0.111） 1.53±0.061） 

LPS+3-MA 0.75±0.072） 1.92±0.052） 2.19±0.082） 

LPS+ginkgetin 1.78±0.082） 1.22±0.032） 1.16±0.062） 

LPS+3-MA+ginkgetin 1.53±0.073） 1.46±0.063） 1.38±0.033） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. LPS group；3） P < 0.05 vs. LPS+3-MA group.

表4  各组NR4A2、p53、Bax、LC3、Beclin-1、p62、cleaved caspase-3、Bcl-2蛋白表达 （x
-
±s，n = 3） 

Tab.4  Protein expression  levels of NR4A2，p53，Bax，LC3，Beclin-1，p62，cleaved caspase-3，and Bcl-2  in various groups 

（x
-
±s，n = 3） 

Group NR4A2 p53 Bax LC3 Beclin-1 p62
Cleaved
caspase-3

Bcl-2

Control 1.02±0.02   1.02±0.03 0.99±0.04 1.01±0.08 1.02±0.07 1.03±0.06 1.03±0.06 1.03±0.06

LPS 1.25±0.041）   7.54±0.321） 1.85±0.091） 2.38±0.161） 1.71±0.031） 0.81±0.061） 0.81±0.061） 0.49±0.041） 

LPS+3-MA 0.55±0.102） 10.31±0.712） 2.72±1.342） 0.58±0.092） 0.45±0.052） 1.24±0.102） 1.24±0.102） 0.15±0.032） 

LPS+ginkgetin 1.83±0.092）   2.07±0.592） 1.54±0.082） 5.41±0.462） 2.64±0.072） 0.45±0.102） 0.45±0.102） 0.88±0.062） 

LPS+3-MA+ginkgetin 1.45±0.083）   6.15±0.223） 1.78±0.083） 3.69±0.203） 1.84±0.123） 0.70±0.063） 0.70±0.063） 0.60±0.063） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. LPS group；3） P < 0.05 vs. LPS+3-MA group.

与对照组相比，LPS组NR4A2、p53、Bax、LC3、

Beclin-1、cleaved caspase-3蛋白表达明显升高，p62、

Bcl-2表达显著降低 （P < 0.05）；与LPS组相比，LPS+

3-MA组NR4A2、LC3、Beclin-1、Bcl-2蛋白表达明显降

低，p53、Bax、p62、cleaved caspase-3蛋 白 表 达 明 显

升高 （P < 0.05）；与LPS组相比，LPS+银杏黄酮苷组

NR4A2、LC3、Beclin-1、Bcl-2蛋白表达明显升高，

p53、Bax、p62、cleaved caspase-3蛋白表达明显降低 

（P < 0.05）；与LPS+3-MA组相比，LPS+3-MA+银杏黄

酮苷组NR4A2、LC3、Beclin-1、Bcl-2蛋白表达明显升

高，p53、Bax、p62、cleaved caspase-3蛋白表达明显降

低 （P < 0.05）。见图4、表4。

1，control group；2，LPS group；3，LPS+3-MA group；4，LPS+ginkgetin 

group；5，LPS+3-MA+ginkgetin group.

图4  Western blotting检测各组相关蛋白表达

Fig.4  Western blotting analysis of the related protein expression 

in each group
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3 讨论

银杏叶具有良好的抗炎和免疫调节作用，在周

围血管疾病及神经系统疾病治疗中广泛应用［8］，但

其有关心肌细胞损伤的影响和相关机制仍有待探

究。本研究采用LPS模拟炎症浸润诱导心肌细胞损

伤模型，探讨银杏黄酮苷对心肌细胞损伤的疗效和

作用机制。

在CVD中，适应性自噬可降解受损的细胞组分

以回收营养物质和代谢物。Beclin-1在自噬起始和

成核过程中充当蛋白组合支架，标志着自噬流的启

动［9］。自噬启动之后，p62与自噬体膜表面LC3-Ⅱ结

合，并在自噬-溶酶体内发生降解［10］。自噬的激活

可靶向细胞凋亡保护心肌细胞免受内源无菌性炎

症浸润的影响［11］。caspase级联反应为细胞凋亡执

行的重要程序，由抗凋亡因子Bcl-2和促凋亡因子

Bax共同调节启动［12］。本研究中LPS组细胞活力下

降、LDH漏出增加，细胞损伤后自噬被阻断，细胞凋

亡被过度诱导。银杏黄酮苷给药后自噬小体、LC3、

Beclin-1和Bcl-2表达升高，细胞凋亡率下降，p62、

cleaved caspase 3表达下调。提示银杏黄酮苷能有效

提高自噬通量，抑制细胞凋亡，从而对细胞损伤发

挥治疗功效。除此之外，3-MA的干预进一步验证了

银杏黄酮苷对心肌细胞的保护作用。

自噬是一种原始免疫机制，可以通过免疫细胞

的效应输出调节炎症浸润［13］。NR4A2是免疫调控

的关键基因，可通过调节自噬通量保护受损心肌［4］。

p53是NR4A2常见的下游因子［14］，可诱导细胞凋亡

响应DNA损伤［15］。本研究中LPS组NR4A2、p53以及

Bax的mRNA和蛋白表达显著升高，这是LPS处理后

导致心肌细胞损伤，进而同时激活自噬和凋亡2种

细胞死亡机制。银杏黄酮苷给药后，NR4A2表达上

调，而p53以及Bax表达下调，表明银杏黄酮苷通过

介导NR4A2/p53/Bax途径缓解心肌细胞损伤。

综上所述，银杏黄酮苷通过调控NR4A2/p53/Bax

通路增强自噬通量，减轻LPS诱导的H9c2细胞凋亡，

从而缓解心肌细胞损伤。银杏黄酮苷具有减轻炎症

浸润和心肌细胞损伤的治疗潜力，为CVD急性炎症

期的治疗提供了新方法，同时也提示临床工作者，

在应对人类多种疾病的急性炎症期时，可以基于自

噬探索新的免疫疗法。
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