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银杏内酯 B 对星形胶质细胞释放 NO、IL-6 及 
趋化因子 RANTES 的影响 
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摘要: 考察银杏内酯 B 对星形胶质细胞释放 NO、IL-6 及趋化因子 RANTES 的影响, 探讨在炎性刺激条件

下, 银杏内酯 B 对星形胶质细胞的保护作用机制。采用 Griess 试剂检测培养上清液中 NO 的含量, ELISA 法测定

IL-6 及 RANTES 的含量, RT-PCR 法测定 IL-6 及 RANTES mRNA 的表达。结果显示, LPS 可显著刺激大鼠原代

星形胶质细胞释放 NO, 银杏内酯 B 可显著抑制 LPS 刺激的 NO 释放; IL-1β 可显著刺激 U251 星形胶质瘤细胞 
IL-6 和 RANTES 的生成, 并增加其 mRNA 的表达, 银杏内酯 B 可明显抑制 IL-1β 诱导的 IL-6 和 RANTES 的生

成, 并可显著抑制 IL-1β和 RANTES mRNA 的表达。因此, 银杏内酯 B 可能是通过减少 NO 的生成, 降低星形胶

质细胞炎症因子 IL-6 mRNA 和细胞趋化因子 RANTES mRNA 的表达, 从而减少 IL-6 及 RANTES 的产生, 减轻

炎症反应的程度。结果表明, 银杏内酯 B 可能通过降低 AD 发病和进展过程中的与星形胶质细胞相关的慢性炎

症反应, 从而缓解 AD 症状。 
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Abstract: This study is to explore the effect of ginkgolide B (BN52021) on the production of nitric oxide 

(NO), interleukin (IL)-6 and regulated upon activation normal T cell expressed and secreted (RANTES) from  
astrocytes induced by stimulators.  Primary cultured rat astrocytes were stimulated with lipopolysaccharides 
(LPS), the production of NO was assayed using Griess reaction; U251 cells were stimulated with IL-1β, the  
contents of IL-6 and RANTES in the supernatant were measured using ELISA.  The mRNA expressions of IL-6 
and RANTES were detected using RT-PCR.  LPS (10 ng·mL−1 to 10 μg·mL−1) could stimulate rat astrocytes to 
produce NO in a dose-dependent manner.  Ginkgolide B at the concentrations of 0.1−10 μmol·L−1 were shown 
to decrease NO production significantly.  IL-1β could induce the mRNA expression and protein secretion of 
IL-6 from U251 cells, as well as RANTES.  Ginkgolide B at concentrations of 0.1−10 μmol·L−1 were shown to 
inhibit RANTES secretion, and to inhibit mRNA expression of IL-6 and RANTES at concentration of 10 
μmol·L−1.  Ginkgolide B has inhibitory effect on the production of NO, IL-6 and RANTES from astrocytes 
treated with inflammatory stimulators. 
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阿尔茨海默病 (Alzheimer’s disease, AD) 是一

种常见的老年神经变性疾病, 临床上表现为进行性

认知功能障碍和精神异常。近年来的研究结果表明, 
胶质细胞活化、外周炎性细胞浸润所导致的脑内慢性

炎症反应在 AD 的发病和进展中起着非常重要的作

用[1]。脂多糖 (LPS) 直接作用于星形胶质细胞可显

著引起 NO 和活性氧族的过量生成, 产生炎症和氧化

应激双重损伤[2]。LPS 腹腔内注射可诱发小鼠海马和

大脑皮质中 Aβ的聚集[3], Aβ可以激活神经胶质细胞, 
促进许多炎性细胞因子, 如 IL-1β、IL-6、TGF-β等的

生成。在这些与 AD 发生和发展密切相关的炎症因子

中, IL-1β 的多态性和表达水平与 AD 的发病和进展

密切相关, 它不仅可以使 Tau 蛋白过度磷酸化促进神

经原纤维缠结的形成[4], 还可以激活 NF-κB, 刺激星

形胶质细胞释放 IL-6、RANTES 等炎性细胞因子和

趋化因子[5], 促进并扩大炎症反应的发生, 从而损伤

神经细胞。 
多项临床试验显示银杏叶提取物 (Ginkgo biloba 

extract, EGb) 对老年早期痴呆有很好的疗效, 可显

著改善注意力和记忆能力[6]。银杏内酯是银杏叶提取

物中特有的一类结构复杂的化合物, 动物实验表明

银杏内酯可通过减少神经细胞凋亡, 保护神经元, 从
而提高拟老年痴呆大鼠的学习记忆能力[7]。银杏内酯

是公认的血小板活化因子拮抗剂, 其中银杏内酯 B 
(ginkgolide B, BN52021, 图 1) 的活性最强, 具有抗

炎、抗过敏、神经保护等多种作用[8, 9]。本研究以在

AD 的发生发展中起重要作用的星形胶质细胞为研究

对象, 考察银杏内酯 B 对 LPS 诱发的星形胶质细胞

的 NO 的生成以及对 IL-1β刺激的 IL-6 和趋化因 子
RANTES 生成的影响; 研究银杏内酯 B 对炎性状态

下的星形胶质细胞是否有保护作用, 为其用于 AD 的

防治提供一定的实验依据。 
 

 
Figure 1  Molecular structure of ginkgolide B 

 
材料与方法 

实验动物及细胞株  新生Wistar大鼠 (雄性) 和

C57/BL6J 小鼠 (雄性, 16～18 g), 均由中国医学科学

院实验动物中心提供 [许可证编号: SCXK (京) 2004- 
0001]。U251 星形胶质瘤细胞由中国医学科学院细胞

中心提供。 
药品和试剂  银杏内酯 B 由宁波立华制药有限

公司提供 (纯度>95%, 相对分子质量为 424.40); 脂
多糖 (LPS, from E. Coli 0111: B4) 购自 Sigma 公司; 
rhIL-1β购自 CytoLab/PreproTech Asia; Trizol 试剂购

自 Gibco-BRL 公司; 随机引物和 M-MLV 逆转录酶购

自 Promega 公司; β-肌动蛋白引物由鼎国生物技术有

限公司合成; Taq DNA 聚合酶购自 Takara 公司; IL-6
和 RANTES ELISA 测定试剂盒购自 R&D 公司, 上海

国雄分装; IL-6和RANTES引物由北京赛百盛基因技

术公司提供; DMEM 高糖培养基购自 Gibco-BRL 公

司; 胎牛血清购自 Hyclone 公司。 
实验仪器  Model 450 型酶标仪, Bio-Rad 公司; 

紫外凝胶成像系统, Kodak 公司; XSZ-D2 倒置显微镜, 
重庆光学仪器厂 ; CO2 细胞培养箱 , Sanyo 公司 ; 
PE-2400 PCR 仪, PE 公司。 

大鼠原代星形胶质细胞的培养[10]  取新出生的

Wistar 大鼠 (48 h 内), 经 75%乙醇消毒后, 用手术剪

将头部剪下, 置于无菌培养皿中。用 PBS 洗去残余血

迹, 沿纵轴剪开皮肤和颅骨, 打开颅腔, 取出脑组织

并移入另一含有预冷生理盐水的培养皿中, 仔细剥

去残余脑膜及血管, 小心分离出两侧的大脑半球皮

质。将组织切成约 2 mm × 2 mm × 2 mm的碎块后, 加
入 2.5% 胰蛋白酶 (pH 7.4), 使其终浓度为 0.125%, 
然后置 37 ℃水浴振荡消化 15 min, 加入血清终止消

化。用吸管柔和地吹打数下, 先后用 80 目和 200 目

细胞筛过滤, 收集细胞悬液; 1 200 r·min−1 离心 5 min; 
DMEM 洗涤, 用吸管柔和地吹打, 直至组织全部分

散成单细胞悬液。将细胞用 DMEM 培养基 (含 10% 
FBS 、 2 mmol·L−1 谷 氨 酰 胺 ) 稀 释 成 细 胞 数

1.5×106/mL, 种入预先用多聚-D-赖氨酸 (10 μg·mL−1) 
包被的培养瓶中。24 h 后洗去未贴壁的细胞及残余 
组织碎片。每 3 天换液一次, 至细胞长成致密单层后

进行常规贴壁细胞传代培养。取第 4 代细胞进行胶质

纤维酸性蛋白 (GFAP) 免疫化学染色, 阳性细胞占

95%以上。 
细胞一氧化氮  (NO) 释放量的测定   将原代 

星形胶质细胞以细胞数 2×105/mL (100 μL/孔) 种入

96 孔培养板中, 于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养。 
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12 h 后, 换成不含血清的培养基, 预先加入相应的药

物 (银杏内酯 B, 0.1～10 μmol·L−1), 2 h 后加入刺激 
剂并继续孵育, 24 h 后收集细胞培养上清液, 采用 
Griess 试剂检测细胞培养上清液中 NO2

−的含量。 
ELISA 法测定 IL-6 和趋化因子 RANTES  U251

细胞用含 10% FBS、2 mmol·L−1 谷氨酰胺的 DMEM
培养基, 于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养。每 2～3
天换液一次, 长至融合时分瓶传代。细胞悬于含 10% 
FBS、2 mmol·L−1 谷氨酰胺的 DMEM 高糖培养基中, 
以细胞数 2×105/mL种入 48孔板中, 于 37 ℃、5% CO2

的培养箱中培养。12 h 后, 培养基换成不含血清的培

养基, 预先加入相应的药物 (银杏内酯 B, 0.1～10 
μmol·L−1), 2 h 后加入刺激剂并继续孵育, 24 h 后收集

细胞培养上清液。分别按 ELISA 试剂盒说明书绘制

标准曲线和测定培养上清液中的 IL-6 和 RANTES 含

量。 
RT-PCR 法检测 IL-6 和 RANTES mRNA 表达  

① 总 RNA 的提取: U251 细胞悬于含 10% FBS、2 
mmol·L−1 谷氨酰胺的 DMEM 高糖培养基中, 以细胞

数 1×106/mL 种入 60 mm 培养皿中, 于 37 ℃、5% CO2

的培养箱中培养。12 h 后, 培养基换成不含血清的培

养基, 加入刺激剂, 或加入刺激剂前 2 h 加入相应的

药物 (银杏内酯 B, 10 μmol·L−1), 刺激 12 h 后, 按照

Trizol 试剂盒说明书提取细胞总 RNA。② RT-PCR 法

扩增 IL-6 和 RANTES mRNA: 调整各管总 RNA 量一

致, 采用随机引物, 参照逆转录酶 MMLV 说明书方

法进行逆转录; 取逆转录产物进行 PCR。引物核 苷
酸序列分别为, β-actin sense: 5'-GTG GGG CGC CCC 
AGG CAC CA-3', β-actin antisense: 5'-CTT CCT TAA 
TGT CAC CCA CGA TTT C-3'; hIL-6 sense: 5'-GTC 
CAG TTG CCT TCT CCC-3', hIL-6 antisense: 5'-CCT 
CTT TGC TGC TTT CAC A-3'; β-actin 扩增条件为 94 
℃ 5 min, 28 次循环 (94 ℃ 0.45 min, 55.0 ℃ 0.45 
min, 72 ℃ 1 min), 72 ℃ 8 min, 4 ℃保持; hIL-6 扩增

条件为 94 ℃ 5 min, 28次循环 (94 ℃ 0.45 min, 53.7 
℃ 0.45 min, 72 ℃ 1 min), 72 ℃ 8 min, 4 ℃保持; 
RANTES 扩增条件为 94 ℃ 5 min, 28 次循环 (94 ℃ 
0.45 min, 56.1 ℃ 0.45 min, 72 ℃ 1 min),  72 ℃ 8 
min, 4 ℃保持。将 PCR 产物电泳, 用紫外凝胶成像

系统照相, 并用Kodak Digital Science 1D分析软件进

行灰度扫描和分析。 
统计学分析  实验结果均以 x ± s 表示。采用

SPSS11.0统计学软件, 选择单因素方差分析 (analysis 

of variance, ANOVA) 进行统计学分析。 

 

结果 
1  LPS 对大鼠原代星形胶质细胞释放 NO 的作用 

由图 2 可见, LPS 在 0.01～10 μg·mL−1 浓度范围

内均可显著诱导原代培养的大鼠星形胶质细胞 NO

生成, 并且随着浓度的增加, 刺激效应逐渐增强。本

研究选择 1 μg·mL−1 LPS 作为刺激 NO 生成的最佳浓

度。 
 

 
Figure 2  Concentration of NO in the supernatant of primary 
cultured rat astrocytes stimulated by various concentrations of 
LPS.  Rat astrocytes were stimulated with different concentrations 
of LPS (0.01, 0.1, 1, and 10 μg·mL−1).  Culture media were 
collected at 24 h in order to measure NO concentration by Griess 
assay.  n = 8, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs control group 

 
2  银杏内酯 B 对 LPS 刺激细胞释放 NO 的作用 

经不同浓度的银杏内酯 B (0.1～10 μmol·L−1) 预

处理, 加入 LPS刺激细胞 24 h以后, 用 Griess检测分

析结果。结果 (表 1) 显示, 银杏内酯 B 可呈剂量依

赖性地显著抑制由 1 μg·mL−1 LPS 引发的原代培养大

鼠星形胶质细胞释放 NO。 

 
Table 1  Inhibitory effect of ginkgolide B on NO released  
from primary cultured rat astrocytes stimulated by 1 μg·mL−1 
LPS.  Rat astrocytes were pretreated with different concentrations 
of ginkgolide B at 37 ℃ for 2 h, then 1 μg·mL−1 LPS (final  
concentration) was added and the incubation continued for  
another 24 h.  Then culture media were collected in order     
to measure NO concentration by Griess assay.  n = 4, x ± s.  
**P < 0.01 vs control group; △△P < 0.01 vs LPS group 

Group 
Concentration

/μmol·L−1 
NO content 
/μmol·L−1 

Inhibitory 
rate/% 

Control − 7.3 ± 1.0  

LPS − 10.9 ± 1.0**  

Ginkgolide B   0.1 9.2 ± 0.6 48.7 

  1 8.4 ± 0.7△△ 69.6 

 10 8.0 ± 0.8△△ 81.0 
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3  IL-1β对 U251 星形胶质瘤细胞分泌 IL-6 的作用 

结果可见 (图 3), IL-1β (5～125 ng·mL−1) 可剂

量依赖性地显著刺激U251星形胶质瘤细胞 IL-6的生

成 , 而这种刺激效应在 IL-1β 浓度处于 25～125 

ng·mL−1 之间呈现出最大刺激效应, 故本研究选择 50 

ng·mL−1 作为最佳刺激浓度。 
 

 
Figure 3  Secretion of IL-6 in culture supernatant stimulated by 
IL-1β.  Human glioma U251 cells were stimulated with different 
concentrations of IL-1β (5, 25, and 125 ng·mL−1).  Culture media 
were collected at 24 h in order to measure IL-6 concentration by 
ELISA assay.  n = 4, x ± s.  **P < 0.01 vs control group 

 
4  银杏内酯 B 对 U251 星形胶质瘤细胞 IL-6 mRNA

表达水平的影响 

采用 RT-PCR 方法考察银杏内酯 B 对 IL-1β 刺 

激的 U251 星形胶质瘤细胞 IL-6 mRNA 表达水平的

影响, 实验结果 (图 4) 表明, IL-1β (50 ng·mL−1) 刺

激 12 h, 可使 U251 星形胶质瘤细胞的 IL-6 mRNA  

表达水平升高。银杏内酯 B (10 μmol·L−1) 可抑制

IL-1β 诱导的 IL-6 mRNA 表达, Kodak ID 软件灰度 

扫描结果显示其抑制率可达 58.34% (以 β 肌动蛋白 

为参比)。 

5  银杏内酯 B 对 U251 星形胶质瘤细胞分泌趋化因

子 RANTES 的影响 

IL-1β (50 ng·mL−1) 可显著刺激 U251 星形胶质

瘤细胞分泌 RANTES, 银杏内酯 B 可明显抑制 IL-1β 

刺激的 RANTES 的分泌 (表 2)。 

6  银杏内酯 B 对 U251 星形胶质瘤细胞 RANTES 

mRNA 表达水平的影响 

实验结果 (图 5) 表明, IL-1β (50 ng·mL−1) 刺激

12 h, 可使 U251 星形胶质瘤细胞的 RANTES mRNA

表达水平升高。银杏内酯 B (10 μmol·L−1) 可明显抑

制 IL-1β诱导的 RANTES mRNA 表达, Kodak ID 软 

件灰度扫描结果显示抑制率为 38.04% (以 β肌动蛋白

为参比)。 

 
Figure 4  Effect of ginkgolide B on IL-6 mRNA expression of 
human glioma U251 cells stimulated by IL-1β.  M: Marker; 
Lane 1: Blank; Lane 2: Control; Lane 3: Ginkgolide B (10 
μmol·L−1).  Human glioma U251 cells were pretreated with 10 
μmol·L−1 ginkgolide B at 37 ℃ for 2 h, then 50 ng·mL−1 IL-1β 
(final concentration) was added and the incubation continued for 
another 12 h.  Total RNA was extracted and RT-PCR was  
performed using specific primers as described in methods, and 
then isolated by electrophoresis on 1.5% agarose gels, the typical 
result of which was shown on the upside of the figure.  The 
figures showed a representative result of three independent  
experiments.  β-Actin expression was used as an internal control 
for RT-PCR.  The level of basal IL-6 mRNA was expressed   
as 100%.  Quantified data are presented at the bottom of the 
figure using Kodak Digital Science 1D Analysis Software.  AU: 
Arbitrary units.  ***P < 0.001 vs control group; △△△P < 0.001 vs 
IL-1β group 
 
Table 2  Effect of ginkgolide B on RANTES secretion of U251 
cells stimulated by IL-1β (50 ng·mL−1).  Human glioma U251 
cells were pretreated with different concentrations of ginkgolide 
B at 37 ℃ for 2 h, then 50 ng·mL−1 IL-1β (final concentration) 
was added and the incubation continued for another 12 h.  Then 
culture media were collected in order to measure RANTES  
concentration by ELISA assay.  n = 4, x ± s.  **P < 0.01 vs 
control group; △△P < 0.01 vs IL-1β group 

Group 
Concentration

/μmol·L−1 
Content of 

RANTES/pg·mL−1 
Inhibitory

rate/% 
Control − 39.3 ± 0.6  

IL-1β − 171.8 ± 3.7**  

Ginkgolide B   0.1 109.9 ± 20.0△△ 46.7 

 1 102.5 ± 2.2△△ 52.3 

 10 100.1 ± 0.7△△ 54.1 

 

讨论 
本研究结果表明, 星形胶质细胞在 LPS 的刺激

下, NO 的生成明显增加。NO 具有神经保护和神经毒

素双重作用。中枢神经系统在一氧化氮合酶 (NOS)  
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Figure 5  Effect of ginkgolide B on RANTES mRNA expression 
of U251 cells stimulated by IL-1β.  M: Marker; Lane 1: Blank; 
Lane 2: Control; Lane 3: Ginkgolide B (10 μmol·L−1).  Human 
glioma U251 cells were pretreated with 10 μmol·L−1 ginkgolide 
B at 37 ℃ for 2 h, then 50 ng·mL−1 IL-1β (final concentration) 
was added and the incubation continued for another 12 h.  Total 
RNA was extracted and RT-PCR was performed using specific 
primers as described in methods, and then isolated by electro-
phoresis on 1.5% agarose gels, the typical result of which    
was shown on the upside of the figure.  The figures showed a 
representative result of three independent experiments.  β-Actin 
expression was used as an internal control for RT-PCR.  The 
level of basal IL-6 mRNA was expressed as 100%.  Quantified 
data are presented at the bottom of the figure using Kodak Digital 
Science 1D Analysis Software.  AU: Arbitrary units.  ***P < 
0.001 vs control group; △P < 0.05 vs IL-1β group 

 
作用下通过左旋-精氨酸-NO 途径产生 NO。NOS 同

工酶有 3 种亚型, 即神经型 (nNOS)、内皮型 (eNOS) 

以及诱导型 (iNOS)。生理状态下, 由 eNOS 和 nNOS

产生的少量 NO 可灭活氧自由基毒性, 调节神经元上

NMDA受体, 降低Ca2+内流毒性, 显示其神经保护作

用。多种炎性因子如 IFN-γ、IL-1β 等均可激活星形

胶质细胞 iNOS, 释放大量的 NO, 导致神经元去极化

和谷氨酸盐释放增加, 继而产生神经兴奋性中毒[11]。

因此, 抑制炎症状态下星形胶质细胞 NO 的过量生 

成, 将有助于降低其神经毒性。已有研究证实银杏内

酯 B 具有神经保护作用[12], 但其作用机制不详。本 

研究显示, 银杏内酯 B 可显著抑制 LPS 刺激的 NO

过量生成, 这可能是该药发挥神经保护作用的机制

之一。 

本研究的结果表明, IL-1β可强烈刺激 U251 星形

胶质瘤细胞 IL-6 mRNA 的表达并引起培养上清液中

IL-6 的含量显著增加。在脑内, 神经元细胞和胶质细

胞均表达 IL-6 及其受体。Kalman 等[13]的研究表明

AD 时 IL-6 表达水平升高, 并且 IL-6 mRNA 表达水

平升高在淀粉样蛋白沉积可检测出来之前即已发生, 

提示 IL-6 mRNA 的诱导是 Aβ 所诱导级联免疫反应

的早期事件, 可能参与淀粉样变性[14]。同时 IL-6 水

平的升高会使 LTP 受到抑制, 造成认知能力下降[15]。

本研究发现, 银杏内酯 B 可抑制 IL-1β刺激的星形胶

质瘤细胞 IL-6 mRNA 及其蛋白的表达, 可能是该药

有助于 AD 的预防和治疗的作用机制之一。 

本研究还显示, IL-1β 可显著刺激星形胶质瘤细

胞 RANTES 的分泌及其 mRNA 的表达。RANTES 

(CCL5) 是一种具有多重功能的趋化因子, 在 HIV 感

染、肿瘤及各种炎症中均具有重要作用。已有研究表

明, IL-1β和 TNF-α等炎性细胞因子可诱导星形胶质

瘤细胞表达 RANTES 等趋化因子, 同时, RANTES 又

可以进一步刺激星形胶质瘤细胞生成炎性细胞因子

和其他趋化因子, 使炎症反应进一步恶化[16]。本研究

发现, 银杏内酯 B 可抑制 IL-1β刺激星形胶质瘤细胞

的 RANTES mRNA 的表达以及减少培养上清液中的

RANTES 含量, 该药的这种作用可能也有益于对 AD

的预防和治疗。 
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