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银杏叶提取物通过 SIRT6调控 NF-κB和 CHOP信号通
路改善氧糖剥夺/复氧诱导的心脏微血管内皮细胞损伤

木克达斯•阿布都热合曼，郭振杨，葛均波，李　华*

复旦大学附属中山医院心内科, 上海　200032

［摘要］    目的        探讨银杏叶提取物（Ginkgo biloba  extract，GBE）对氧糖剥夺 /复氧（oxygen and glucose
deprivation/reperfusion，OGD/R）条件下心脏微血管内皮细胞（cardiac microvascular endothelial cells，CMECs）的作用及其

分子机制。方法        建立 OGD/R 诱导的 CMECs 损伤模型，根据不同处理分为 4 组：常氧空白对照组（WT 组）、

WT＋GBE组、OGD/R组和 OGD/R＋GBE组。采用流式细胞术检测各组细胞凋亡水平，MitoSox染色检测细胞氧化应激水平，

划痕实验检测细胞迁移能力，Western 印迹法检测 PERK/eIF2α/CHOP、核转录因子 κB（nuclear factor kappa B，NF-κB）
及内皮细胞功能相关蛋白标志物的表达水平。结果    与 WT 组相比，OGD/R 组的内皮细胞凋亡水平显著上升，细胞功能

损伤明显加重，p-NF-κB、血管细胞黏附分子 1（vascular cell adhesion molecule-1，VCAM-1）、细胞间黏附分子 1
（intercellular cell adhesion molecule-1，ICAM-1）蛋白表达显著上调（P＜0.05），CHOP 信号通路激活明显增强

（P＜0.05）；经 GBE干预后，受损内皮细胞的凋亡明显减少，氧化应激和炎症水平明显下调，p-NF-κB蛋白表达显著减少

（P＜0.05），CHOP信号通路明显抑制（P＜0.05）。进一步分析发现，GBE通过促进 SIRT6表达来调控上述分子，进而减

轻 OGD/R条件下 CMECs损伤；敲低 SIRT6后，GBE减轻损伤的程度明显下降。结论    GBE通过促进 SIRT6蛋白表达来

调控 NF-κB炎症分子及 CHOP信号通路，改善 OGD/R损伤造成的内皮细胞功能障碍、内质网应激和内皮细胞凋亡。

［关键词］  银杏叶提取物；心脏微血管内皮细胞；氧糖剥夺/复氧；内质网应激；SIRT6
［中图分类号］  R 54　　　［文献标志码］  A

Ginkgo biloba extract alleviates oxygen and glucose deprivation/reperfusion injury in cardiac microvascular
endothelial cells by regulating NF-κB and CHOP signaling pathways through SIRT6

ABDURAHMAN Mukaddas,  GUO Zhenyang,  GE Junbo,  LI Hua*

Department of Cardiology, Zhongshan Hospital, Fudan University, Shanghai 200032, China

［Abstract］  Objective    To explore the effects of Ginkgo biloba extract (GBE) on cardiac microvascular endothelial cells
(CMECs) under oxygen and glucose deprivation/reperfusion (OGD/R) condition and its molecular mechanisms. Methods    An
OGD/R-induced injury model was established in CMECs. According to different intervention, CMECs were divided into four
groups: normoxia blank control group (WT group), WT + GBE group, OGD/R group, and OGD/R + GBE group. Cell apoptosis was
detected by flow cytometry technology in each group. The oxidative stress was examined by MitoSox staining. The migration
abilities were measured by scratch assay. The expressions of PERK/eIF2α/CHOP, nuclear factor kappa B (NF-κB), and endothelial
cell function markers were detected by Western blotting. Results    Compared with the WT group, the endothelial cell apoptosis level
in the OGD/R group significantly increased, with markedly aggravated cellular dysfunction. The expressions of p-NF-κB, vascular
cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), and intercellular cell adhesion molecule-1 (ICAM-1) were significantly upregulated (P＜0.05),
and the activation of the CHOP signaling pathway was notably enhanced (P＜0.05). After intervention with GBE, endothelial cell
apoptosis caused by OGD/R injury was significantly reduced, oxidative stress and inflammation levels were markedly
downregulated, and the expression of p-NF-κB was considerably decreased (P＜0.05), while the CHOP signaling pathway was
notably inhibited (P＜0.05). Furthermore, it was found that GBE could promote expression of SIRT6 to regulate the above
molecules, thereby alleviating cardiac microvascular endothelial cell injury under OGD/R condition. On the contrary, when SIRT6
was knocked down, the protective effects were significantly reduced. Conclusions    GBE improves endothelial cell dysfunction,
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endoplasmic reticulum stress, and endothelial cell apoptosis caused by OGD/R injury by promoting the expression of SIRT6 protein,
thus regulating the NF-κB inflammatory pathway and CHOP signaling pathway.

［Key Words］  Ginkgo biloba extract; cardiac microvascular endothelial cells; oxygen and glucose deprivation/reperfusion;
endoplasmic reticulum stress; SIRT6

心肌缺血 -再灌注（ ischemia-reperfusion，

I/R）损伤是多种严重心血管疾病的主要病因，并

逐渐成为导致死亡的重要因素[1]。该损伤可引发

局部及整体的炎症反应，导致细胞凋亡，从而损

害心脏功能。微循环作为心脏 I/R 损伤的传感器

和转换器，在心肌再灌注损伤的发病机制中发挥

着决定性作用，被视为 I/R损伤的一个显著特征[2]。

心脏微血管内皮细胞（cardiac microvascular

endothelial cells，CMECs）位于血液和心肌细胞之

间，是 I/R 损伤中首个受损的区域。通过氧糖剥

夺/复氧（oxygen and glucose deprivation/reperfusion，

OGD/R）干预 CMECs 来模拟 I/R 损伤，可以引发

细胞的多种损伤变化，包括细胞凋亡增加、炎症

加重以及线粒体功能障碍等[3]，最终导致细胞功

能障碍。SIRT6 是 Sirtuins 家族的一员，具有保护

内皮细胞功能的重要作用[4]。课题组前期研究[5]表

明，SIRT6 能够缓解 OGD/R 引起的内质网应激，

降低内皮细胞的应激水平，并显著抑制细胞炎症

及凋亡的发生。内皮细胞中 SIRT6 的缺失则会增

加细胞对缺氧、炎症、氧化应激等损伤的易感

性，加剧内皮细胞功能障碍和凋亡 [ 6 - 7 ]。因此，

SIRT6 不仅是内皮细胞功能的守护者，还是内质

网的重要负调节因子，促进 SIRT6 表达有助于保

护内皮细胞的功能[8]。

银杏叶提取物（Ginkgo biloba extract，GBE）

是一种含有 160 余种成分的植物提取物，主要有

效成分为黄酮苷和总内酯[9]，其他重要成分包括

具有抗氧化作用的银杏内酯 B 及抗衰成分槲皮素

等[10]。GBE 具有抗氧化、抗炎等多种有益作用[11]，

其制成的银杏蜜环口服液等临床药物，已被批准

用于治疗多种心血管疾病[12-13]。银杏内酯 B 具有

抗氧化和清除自由基的功能，不仅能够抑制活性

氧（reactive oxygen species，ROS）和丙二醛

（malondialdehyde，MDA）产生，还能增强超氧

化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）等抗氧

化酶的活性，从而减轻脂质过氧化、保护细胞功

能、抑制细胞炎症[9]。此外，GBE还可以有效调节

活性氮的合成，进而抑制炎症级联反应的进程[14]。

研究[15-16]表明，在缺血性脑血管疾病中，GBE 对

神经元及血管内皮起到了重要保护作用。然而，

目前关于其对血管内皮细胞保护机制的研究较

少。基于此，本研究采用 CMECs 细胞建立

OGD/R 模型，探讨 GBE 对 OGD/R 引起的内皮细

胞损伤的保护作用及其机制，为临床上改善

I/R期间内皮细胞功能提供参考依据。 

1    材料与方法
 

1.1    主 要 材 料 与 试 剂 　 C M E C s 细 胞 购 自

ATCC 细胞库，MCB131 培养基及细胞生长因子

等购自上海中乔新舟生物科技有限公司，GBE

（HY-N12060）购自美国 MedChem Express

公司。抗体 BIP（ab21685）、BAX（ab32503）、

Bcl-2（ab32124）、SIRT6（ab191385）、核转录

因子 κB（nuc l ea r   f a c to r -kappa  B，NF-κB）

p65（ab32536）、磷酸化 NF-κB p65（p-NF-κB

p65；ab76302）、细胞间黏附分子 1（intercellular

cell adhesion molecule-1，ICAM-1；ab53013）、

血管细胞黏附分子 1（vascular  cel l  adhesion

mo l e cu l e - 1，VCAM-1； ab134047）、VE-

cadherin（ab33168）、β-actin（ab8226）均购自英

国 A b c a m 公 司 ； 内 皮 型 一 氧 化 氮 合 酶

（endothelial nitric oxide synthase, eNOS; 32 027）、

蛋白激酶 R 样内质网激酶（protein kinase RNA-

l ike  endoplasmic   re t iculum kinase，PERK；

3192S）、磷酸化 PERK（p-PERK；3179S）、真

核细胞启动因子 2α（euka ryo t i c   t r ans l a t ion

initiation factor 2A，eIF2α；5324S）、磷酸化

eIF2α（p-eIF2α；3398S）、C/EBP 同源蛋白

（C/EBP homologous protein，CHOP；2895S）均

购自美国 CST 公司，Cleaved-Caspase3（CC3；
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19677-1-AP）购自美国 Proteintech 公司。其中，

BAX、Bcl -2、CC3 为细胞凋亡相关标志物；

eNOS、VE-cadherin 为内皮功能标志物；ICAM-1、
VCAM-1、NF-κB p65/p-NF-κB p65 为炎症标志

物；BIP、 e IF2α /p -e IF2α、PERK/p -PERK、

CHOP 为内质网应激标志物。以 β-actin（ab8226）
作为内参。

HRP 标记山羊抗兔 IgG（H＋L；WB0177）
和 5×SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液（WB0133）购

自上海威奥生物科技有限公司；RIPA（P0013C）

和 PMSF（ST506）购自上海碧云天生物技术有限

公司。其他材料和试剂：中国雅酶公司的

PAGE 凝胶快速制备试剂盒（PG112）、德国默克

公 司 的 P V D F 膜 （ I S E Q 0 0 0 1 0） 、 中 国

Biosharp 公司的脱脂奶粉（BS102）、中国思科捷

生物技术有限公司的化学发光检测试剂盒

（ED0015-C）、美国 ThermoFi she r 公司的

MitoSOX™试剂（M36008）、美国碧迪公司的

Annexin V-FITC/PI（556 547）。 

1.2    细胞培养及处理　将 CMECs 细胞培养在含

10% 胎牛血清、1% 抗生素（青霉素、链霉素）的

培养基中，置于 37℃、5%CO2 的细胞培养箱中培

养。细胞生长至培养皿面积的 80%～90% 后，传

代 并 分 为 不 同 处 理 组 ： 常 氧 空 白 对 照 组

（ W T 组 ） 、 常 氧 ＋ 银 杏 叶 提 取 物 组

（WT＋GBE 组）、氧糖剥夺 /复氧空白对照组

（OGD/R 组）、氧糖剥夺/复氧＋银杏叶提取物组

（OGD/R＋GBE 组）。建立体外 OGD/R 损伤内

皮细胞模型， 2 组 OGD /R 组在不含血清的

MCB 1 3 1 中 培 养 ， 并 在 3 7℃ 的 低 氧 条 件

（1%O2、94%N2、5%CO2）下放置 12 h，在常氧

条件下移至正常介质培养 6 h。另外，WT 组在培

养基中分别加入低、中、高浓度的 GBE（0.6、
1.3、2.6 mg/mL），采集细胞样品用于后续实验。 

1.3    病毒转染　编码人 shSIRT6（Ad-shSIRT6）
的腺病毒及其阴性对照由汉恒生物科技（上海）

有限公司构建。shSIRT6 序列为 5'-GCTACGTTG
ACGAGGTCATGA-3'，相应的 Ad-ctrl 感染复数

（multiplicity of infection，MOI）为 100。用含

10% 胎牛血清的 MCB131 培养基，在 37℃ 培养

箱中培养 CMECs 细胞至细胞密度 60%，使用 Ad-

shSIRT6 转染细胞。转染 6 h 后，继续在含有

10% 胎牛血清的新鲜培养基中培养至细胞密度

80%～90%。通过Western印迹法验证转染效率。 

1.4    Western 印迹法　预冷 RIPA、PMSF 混合裂

解液（体积比 100∶1），加入 CMECs 细胞中。

在 4℃ 条件下以 12 000×g 离心 15 min 提取细胞

总蛋白，BCA 蛋白检测试剂盒测定总蛋白浓度。

在蛋白样品中按比例加入 5×SDS-PAGE 蛋白上

样缓冲液，于 100℃ 变性 10 min。配制分离、浓

缩胶，依次进行蛋白质样品电泳，待蛋白样品分离

后转移至 PVDF 膜，5% 脱脂奶粉室温封闭 1 h；

加一抗（抗体稀释度均为 1∶1 000），4℃ 孵育

过夜，TBST 洗涤 3 次（每次 5 min），室温下二

抗孵育 1 h；显影，检测凋亡、炎症及细胞功能的

蛋白标志物表达水平。 

1.5    划痕实验　通过细胞划痕法计算细胞迁移

率，比较各组细胞划痕面积愈合程度，评价

GBE 对 CMECs 细胞迁移能力的影响。CMECs 细

胞以每孔 1×105 个细胞的密度接种于 6 孔板内，

待形成完全融合的单层细胞层后，用 200 μL 无菌

枪头在孔板中划线，无菌 PBS 洗涤细胞 3 次，去

除脱落细胞碎片，确保划线后留下的间隙清晰可

见。对各组细胞进行相应处理后，于划痕后即刻

（0 h）、划痕后 24 h 使用显微镜观察划痕上、

中、下 3个点，拍照记录。 

1.6    线粒体 ROS 检测　为了测量线粒体 ROS 的

产生，在不同干预情况下使用 MitoSOX™试剂对

细胞进行评估。将指示剂溶解在 DMSO 中，用无

血清培养基稀释至终浓度 5 μmol/L。将处理过的

细胞在 37℃ 下放置 15 min，用温热的 PBS 缓冲

液洗涤 3次，并在落射荧光显微镜下成像。 

1.7    细胞凋亡的流式细胞术分析　采用 Annexin

V-FITC/PI 双重染色，分析不同处理下的细胞凋

亡。收集细胞，用冰冷的 PBS 洗涤 2 次，以

1×10 6 个细胞 /mL 的浓度重新悬浮在 400 μL

（1×）结合缓冲液中。随后，在室温、黑暗条件

下，将细胞悬浮液以 Annexin V-FITC（5 μL）和

Propidium Iodide（2 μL）溶液标记凋亡细胞，染
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色 15 min，并进行流式细胞术分析。 

x̄± s

1.8    统计学处理　采用 Graphpad Pr ism 9.0、

ImageJ 软件进行统计分析及绘图，正态分布的计

量资料以 表示，两组间比较采用 t 检验。检验

水准（α）为 0.05。 

2    结　果
 

2.1    GBE 抑制 OGD/R 造成的内皮细胞凋亡及功

能损伤　细胞凋亡标志物检测结果（图 1A）显

示：与 OGD/R＋GBE 组相比，OGD/R 组凋亡标

志物 CC3、BAX 蛋白表达显著升高，凋亡抑制因

子 Bcl-2 表达显著降低（P＜0.05）。流式细胞术

结果（图 1B）显示：与 WT 组相比，OGD/R 组

细胞凋亡水平显著增加；而 GBE 干预后，细胞凋

亡明显减少（P＜0.05）。细胞功能检测和划痕实

验结果显示：OGD/R 组细胞的 VE-cadherin 蛋白

和 eNOS 蛋白表达量明显低于 OGD/R＋GBE 组

（P＜0.05，图 1C）；与 WT 组相比，OGD/R 组

细胞迁移能力明显减弱；而 OGD/R＋GBE 组细胞

迁移能力强于 OGD/R组（图 1D）。 

2.2    GBE 减轻 OGD/R 引起的内皮细胞炎症与氧

化应激　细胞炎症水平检测结果（图 2A）显示：

与 OGD/R 组相比，OGD/R＋GBE 组 ICAM-1、

VCAM-1、p-NF-κB p65 蛋白表达量显著下调

（P＜0.05）。MitoSOX 染色检测内皮细胞氧化应

激水平，结果（图 2B）显示：OGD/R 诱导后细

胞氧化应激水平明显升高；而 OGD/R＋GBE 组细

胞的氧化应激作用被抑制。 

2.3    GBE 抑制 OGD/R 诱导的内质网应激　细胞

内质网应激水平结果（图 3）显示：GBE 干预

后，BIP、CHOP、p-PERK 和 p-eIF2α 蛋白表达量

降低（P＜0.05），内质网应激水平明显降低。 

2.4    GBE 在常氧或缺氧状态下可促进 SIRT6 表

达　采用不同剂量 GBE 在常氧下干预 CMECs 并

检测 SIRT6 蛋白表达量，结果（图 4A）显示：

低、中、高剂量的 GBE 均能显著促进 SIRT6 表达

（P＜0.05），然而，中、高剂量组 SIRT6 蛋白表

达差异无统计学意义，因此选择中剂量作为干预

剂量。4 组 OGD/R 处理下 CMECs 的 SIRT6 蛋白

表达水平（图 4B）显示：无论是在常氧还是缺氧

状态下，GBE 均促进 SIRT6 蛋白表达上调（P＜

0.05）。为进一步检测 GBE 对 OGD/R 诱导的内

皮细胞的作用机制，构建 SIRT6 敲低 CMECs 细

胞系（图 4C），以进一步验证 SIRT6 与 GBE 之

间的相互作用。 

2.5    SIRT6 敲低减弱 GBE 对细胞凋亡和内皮细胞

功能的保护作用　与 OGD/R 组相比，OGD/R＋

shSIRT6 组的 BAX 和 CC3 蛋白表达明显升高，

Bcl-2 蛋白表达显著下降（P＜0.05，图 5A），

OGD/R＋shSIRT6 组的细胞凋亡水平显著升高

（ P ＜ 0 . 0 5， 图 5 B） 。 经 G B E 处 理 后 ，

OGD/R＋shSIRT6＋GBE 组的细胞凋亡水平较

OGD /R＋ s h S I RT 6 组下降，但仍显著高于

OGD/R＋GBE 组。与 OGD/R 组相比，OGD/R＋

shSIRT6 组 VE-cadherin 和 eNOS 表达显著降低

（P＜0.05，图 5C）；细胞迁移能力明显减弱

（图 5D）。经 GBE 处理后，OGD/R＋shSIRT6＋

GBE 组的内皮细胞功能和细胞迁移能力稍高于

OGD/R＋shSIRT6组，但仍低于 OGD/R＋GBE组。 

2.6    SIRT6 敲低减弱 GBE 对内皮细胞炎症的抑制

作用　SIRT6 敲低后，OGD/R＋shSIRT6 组细胞

ICAM-1、VCAM-1 和 p-NF-κB p65 蛋白表达较

OGD / R 组明显增加（ P＜ 0 . 0 5，图 6A），

MitoSOX 检测也表现出更严重的氧化应激损伤

（图 6B）。经 GBE 处理后，OGD/R＋shSIRT6＋

GBE 组 ICAM-1、VCAM-1 以及 p-NF-κB p65 蛋

白表达下调，氧化应激损伤减弱，但细胞炎症水

平及氧化应激损伤仍高于 OGD/R＋GBE组。 

2.7    SIRT6 敲低减弱 GBE 对内质网应激的保护作

用　结果（图 7A）显示，与 OGD/R 组相比，

OGD/R＋shSIRT6 组 BIP、p-PERK、p-eIF2α、

CHOP 蛋白表达显著增加（P＜ 0 . 0 5）。经

GBE 处理后，OGD/R＋shSIRT6+GBE 组内质网应

激损伤程度较 OGD/R＋shSIRT6 组减弱，但仍高

于 OGD/R＋GBE 组（P＜0.05）。综上，GBE 通

过 SIRT6 抑制 NF-κB 和 PERK/eIF2α/CHOP 通

路，减轻 OGD/R 诱导的血管内皮细胞氧化应激、

凋亡、炎症以及内质网应激损伤（图 7B）。
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图 1     GBE在 OGD/R条件下对 CMECs细胞凋亡水平、细胞功能和迁移能力的影响

Figure 1   Effect of GBE on cell function, apoptosis and migration of CMECs under OGD/R condition

−
x ±s

　　A: The apoptosis of CMECs was tested by Western blotting. B: The apoptosis of CMECs was tested by flow cytometry. C: Cell
function was detected by Western blotting. D: Migration ability was detected by cell scratch assay. GBE: Ginkgo biloba extract;
OGD/R: oxygen and glucose deprivation/reperfusion; CMECs: cardiac microvascular endothelial cells; WT: wild-type control; Bcl-2: B-
cell lymphoma-2 protein; BAX: Bcl-2-associated X protein; CC3: Cleaved Caspase-3; eNOS: endothelial nitric oxide
synthase．n＝3,  , nsP＞0.05, *P＜0.05.
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图 2     GBE在 OGD/R条件下对 CMECs细胞炎症和氧化应激的影响

Figure 2   Effect of GBE on inflammation and oxidative stress of CMECs under OGD/R condition

−
x ±s

　　A: Cellular inflammation was detected by Western blotting. B: Mitochondrial reactive oxygen species levels were determined
by using mitochondrial superoxide indicators in CMECs. The nucleus of normal cells is round and light blue with darker blue
particles. MitoSOX reacts with superoxide ions and is oxidized to produce strong red fluorescent products. GBE: Ginkgo biloba
extract; OGD/R: oxygen and glucose deprivation/reperfusion; CMECs: cardiac microvascular endothelial cells; WT: wild-type

control; ICAM-1: intercellular cell adhesion molecule-1; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1; NF-κB: nuclear factor-kappa B.
Scale bars＝40 μm. n＝3,  , *P＜0.05.
 
 

3    讨　论

在脑 I/R 损伤中，GBE 被证实可通过增加血

红素加氧酶１（heme oxygenase-1，HO-1）活性，

降低神经功能障碍，减少梗死面积，从而保护神

经元细胞 [ 17 -18]。在体外脑血管 OGD/R 损伤模型

中，GBE 可以减少神经元细胞死亡[19-20]。另外，

GBE 可能通过降低 miR-122 表达，阻碍干扰素 α
（interferon-alpha，IFN-α）诱导的人脑血管外膜

成纤维细胞的凋亡并促进其增殖 [ 2 1 ]。在心肌

OGD/R 诱导下，GBE 抑制被激活的 Caspase 通

路，从而抑制心肌细胞死亡及凋亡[22]。以上研究

表明，GBE 在心脑血管疾病中对不同细胞具有抑

制凋亡和保护功能的作用，尤其在 I/R 损伤过程

中发挥了重要的保护作用。血管内皮细胞作为血

管的第一道屏障，可与血管内的有害物质直接接

触，从而促进细胞凋亡及其功能受损[23]。因此，

本研究选用 CMECs 建立体外 OGD/R 模型，深入

探究 GBE 对 I/R 损伤内皮的影响。结果显示，

OGD /R 诱导后的细胞凋亡增多， I CAM- 1、

VCAM-1、p-NF-κB p65 蛋白表达增加，内质网应

激水平升高。此外，内皮细胞功能受损，内皮细

胞迁移能力减弱，内皮功能标志物 VE-cadherin

和 eNOS 蛋白表达水平降低。然而，GBE 干预可

有效抑制 OGD/R 造成的内皮细胞凋亡，降低

BAX、CC3 蛋白表达，减轻内皮细胞氧化应激损

伤，促进 VE-cadherin、eNOS 的表达，保护内皮

细胞功能，降低 BIP、p-PERK、CHOP 表达水

平，减轻内质网应激。
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图 3     GBE在 OGD/R条件下对 CMECs细胞内质网应激水平的影响

Figure 3   Effect of GBE on endoplasmic reticulum stress of CMECs under OGD/R condition

−
x ±s

　　Western blotting and statistical analysis of the protein expression of BIP, p-PERK/PERK, p-eIF2α/eIF2α and CHOP in CMECs

under OGD/R. GBE: Ginkgo biloba extract; OGD/R: oxygen and glucose deprivation/reperfusion; CMECs: cardiac microvascular

endothelial cells; BIP: immunoglobulin heavy chain-binding protein; PERK: protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase;

p-PERK: phosphorylated PERK; eIF2α: eukaryotic translation initiation factor 2A; p-eIF2α: phosphorylated eIF2α; CHOP: C/EBP-

homologous protein．n＝3,  , *P＜0.05.

 
 

SIRT6

OGD/R

GBE

−
− +

−
−

+

+

SIRT6

GBE Low
Medium

High
−

SIRT6

shSIRT6 − − + +

T
h
e 

re
la

ti
v
e 

p
ro

te
in

 l
ev

el
s

T
h
e 

re
la

ti
v
e 

p
ro

te
in

 l
ev

el
s

T
h
e 

re
la

ti
v
e 

p
ro

te
in

 l
ev

el
s

2.0

1.5

1.0

0.5

0

1.5

1.0

0.5

0

1.5

1.0

0.5

0

β-actin

β-actin

β-actin

+

*

* *

B

*

C

WT

*
*

*

ns

A

WT+Medium dose GBE

WT+High dose GBE

WT

WT+GBE

OGD/R

OGD/R+GBE

WT

shSIRT6

WT+Low dose GBE

 

图 4     GBE对 CMECs细胞 SIRT6蛋白表达水平的影响

Figure 4   The effect of GBE on expression of SIRT6 in CMECs

−
x ±s

　　A: The relative protein levels of SIRT6 in CMECs at different concentrations of GBE (low dose: 0.6 mg/mL, medium dose: 1.3

mg/mL, high dose: 2.6 mg/mL). B: The relative protein levels of SIRT6 in CMECs under OGD/R condition. C: The relative protein

levels of SIRT6 in SIRT6-knockdown CMECs. GBE: Ginkgo biloba extract; CMECs: cardiac microvascular endothelial cells; WT:

wild-type control; OGD/R: oxygen and glucose deprivation/reperfusion. n＝3,  , nsP＞0.05, *P＜0.05.
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图 5     GBE对 SIRT6敲低 CMECs细胞凋亡、细胞功能和迁移能力的影响

Figure 5   Effect of GBE on cell function, apoptosis and migration of SIRT6-knockdown CMECs

−
x ±s

　　A: The apoptosis of SIRT6-knockdown CMECs was tested by Western blotting. B: The apoptosis of SIRT6-knockdown

CMECs was tested by flow cytometry. C: Cell function was detected by Western blotting. D: Migration ability was detected by cell

scratch assay. GBE: Ginkgo biloba extract; CMECs: cardiac microvascular endothelial cells; OGD/R: oxygen and glucose

deprivation/reperfusion; Bcl-2: B-cell lymphoma-2 protein; BAX: Bcl-2-associated X protein; CC3: Cleaved Caspase-3; eNOS:

endothelial nitric oxide synthase. n＝3,  , *P＜0.05.
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图 6     GBE对 SIRT6敲低 CMECs细胞炎症与氧化应激水平的影响

Figure 6   Effect of GBE on inflammation and oxidative stress of SIRT6-knockdown CMECs

−
x ±s

　　A: The protein expression of endothelial inflammation markers was detected by Western blotting. B: Mitochondrial reactive
oxygen species levels were determined by using mitochondrial superoxide indicators in CMECs. GBE: Ginkgo biloba extract;
CMECs: cardiac microvascular endothelial cells; OGD/R: oxygen and glucose deprivation/reperfusion; ICAM-1: intercellular cell adhesion
molecule-1; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1; NF-κB: nuclear factor-kappa B. Scale bars＝40 μm. n＝3,  , *P＜0.05.
 

SIRT6 在维持内皮细胞功能方面具有关键意

义[24-25]，其活性失调与多种疾病发生发展相关，涵

盖心血管疾病、神经退行性疾病、代谢性疾病以

及癌症[7,26]。在脑血管内皮细胞中，敲低 SIRT6 可

显著加重 I/R 小鼠的内皮细胞凋亡和血脑屏障损

伤[27]。相反，上调 SIRT6 表达可促进叉头框蛋白

A2（forkhead box A2，FOXA2）脱乙酰化，抑制

细胞凋亡，减轻脑 I/R 损伤[28]。此外，SIRT6 过表

达还可通过激活核因子 E2 相关因子 2（nuclear
factor erythroid 2-related factor 2，NRF2）通路抑

制内皮细胞炎症 [ 2 9 ]。课题组既往研究 [ 5 ]证实，

SIRT6 过表达可以抑制 OGD/R 引起的内皮细胞功

能障碍，以及内质网应激水平。

基于既往研究成果，课题组推测 SIRT6 可能

是 GBE 发挥效应的潜在靶点。为验证这一推测，

本研究构建了 SIRT6 敲低的 CMECs 细胞系，并

在常氧和 OGD/R 条件下进行 GBE 干预。结果显

示，GBE 在常氧和 OGD/R 条件下均可促进

SIRT6 蛋白表达上调。在 OGD/R 诱导下，SIRT6
敲低导致细胞氧化应激水平加剧，细胞凋亡标志

物表达增加，内皮细胞功能严重受损，内质网应

激水平升高。GBE 干预 SIRT6 敲低 CMECs 细胞

后，细胞凋亡和氧化应激水平降低，内皮细胞迁

移能力得到改善，细胞功能损伤减轻。然而，

GBE 对 SIRT6 敲低内皮细胞的作用明显低于对正

常内皮细胞的作用，表明 GBE 通过 SIRT6 发挥对

内皮细胞的保护作用，SIRT6 敲低后，GBE 对内

皮细胞的保护作用减弱。
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图 7     GBE对 SIRT6敲低 CMECs细胞内质网应激水平的影响

Figure 7   Effect of GBE on endoplasmic reticulum stress of SIRT6-knockdown CMECs

−
x ±s

　　A: Western blotting and statistical analysis of the protein expression of BIP, p-PERK/PERK, p-eIF2α/eIF2α and CHOP in

CMECs under OGD/R condition. B: Diagram of the molecular mechanism of GBE in ischemia/reoxygenation injury in CMECs.

GBE: Ginkgo biloba extract; CMECs: cardiac microvascular endothelial cells; OGD/R: oxygen and glucose deprivation/reperfusion;

BIP: immunoglobulin heavy chain-binding protein; PERK: protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase; p-PERK:

phosphorylated PERK; eIF2α: eukaryotic translation initiation factor 2A; p-eIF2α: phosphorylated eIF2α; CHOP: C/EBP-

homologous protein; Bcl-2: B-cell lymphoma-2 protein; BAX: Bcl-2-associated X protein; ICAM-1: intercellular cell adhesion

molecule-1; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1; NF-κB: nuclear factor-kappa B. n＝3,  , *P＜0.05.
 

综上所述，本研究首次明确了 GBE 通过

SIRT6 蛋白调节 NF-κB 通路和 CHOP 通路，抑制

OGD/R 引起的内皮细胞凋亡，减轻内皮细胞炎症

与氧化应激，进而保护心脏微血管内皮细胞功
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能。这一发现为 GBE 在心血管疾病治疗中的应用

提供了新的理论依据，为后续研究提供了新的方

向。未来研究将进一步探讨 GBE 与 SIRT6 之间的

具体分子机制，以及如何更有效地利用 GBE 来保

护心血管系统。
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