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· 论著 ·

基于生物信息学和中性粒细胞胞外诱捕网效应探讨

银杏叶提取物减轻心肌梗死后心肌损伤的机制

魏东升1，2，刘雨婷1，李涵1，2，齐佳杰1，2，刘孝生1，张哲1，2，3

（辽宁中医药大学  1. 研究生院，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. 附属医院老年病科，沈阳  110033） 

摘要  目的 探讨银杏叶提取物减轻心肌梗死 （MI） 大鼠心肌损伤的机制。方法 应用生物信息学挖掘银杏叶提取物治疗MI大

鼠的关键靶点。采用冠状动脉结扎方法构建MI大鼠模型。采用随机数字法，将成模大鼠分为模型组、倍他乐克组 （2.5 mg/kg） 以

及银杏叶提取物低 （50 mg/kg）、中 （100 mg/kg）、高 （200 mg/kg） 剂量组，另设假手术组。灌胃6周后，苏木精-伊红染色、天狼星红

染色观察大鼠心肌组织病理变化；麦胚凝集素染色观察大鼠心肌细胞肥大情况；Western blotting检测MCODE核心靶点HIF1α、

MAPK14、MMP9、CXCR4的表达变化。结果 与假手术组比较，模型组大鼠心肌细胞排列不规则，出现明显炎症浸润，心肌组织

Ⅰ型和Ⅲ型胶原纤维明显增多 （P < 0.05），MCODE核心靶点蛋白表达显著升高 （P < 0.05）；与模型组比较，银杏叶提取物低、中、

高剂量组大鼠心肌细胞间排列较紧密，炎症浸润减少，Ⅰ型和Ⅲ型胶原纤维明显减少 （P < 0.05），p-MAPK14、MMP9、CXCR4蛋白

表达显著减少 （P < 0.05），HIF1α蛋白表达显著增加 （P < 0.05）。结论 银杏叶提取物可能通过抑制中性粒细胞胞外诱捕网形成，

发挥MI后心肌细胞保护作用。
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Mechanism of Ginkgo biloba extract in alleviating myocardial injury after myocardial
infarction：a bioinformatics and neutrophil extracellular trap study
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Abstract  Objective To investigate the mechanism by which Ginkgo biloba extract reduces myocardial injury in rats with myocardial 

infarction （MI）. Methods Bioinformatics was used to identify key targets of Ginkgo biloba extract in the treatment of MI in rats. An MI 

rat model was established via coronary artery ligation. Rats were randomly assigned to the model group，Betaloc ZOK group （2.5 mg/kg），

and low-，medium-，and high-dose Ginkgo biloba extract groups （50，100，and 200 mg/kg，respectively）. A sham-operation group was 

included for comparison. Following six weeks of gavage administration，myocardial tissues were examined using hematoxylin-eosin and 

Sirius red staining to assess pathological changes. Wheat germ agglutinin staining was used to observe cardiomyocyte hypertrophy. Western 

blotting was performed to evaluate changes in the expression of MCODE core targets，including HIF1α，MAPK14，MMP9，and CXCR4. 

Results Compared to the sham-operation group，the model group exhibited irregular arrangement of cardiomyocytes，significant inflam-
matory infiltration，and a marked increase in typeⅠand Ⅲ collagen fibers in the myocardial tissue （P < 0.05）. Additionally，significant 

upregulation in the expression of MCODE core target proteins （P < 0.05） was observed. In contrast，compared to the model group，low-，
medium-，and high-dose Ginkgo biloba extract groups displayed more orderly arrangement of cardiomyocytes，reduced inflammatory infil-
tration，significantly decreased levels of typeⅠand Ⅲcollagen fibers （P < 0.05），notable downregulation in the expression of p-MAPK14，

MMP9，and CXCR4 proteins （P < 0.05），and significantly increased expression of HIF1α protein （P < 0.05）. Conclusion Ginkgo biloba 

extract may exert protective effects on myocardial cells following MI by inhibiting the formation of neutrophil extracellular traps.
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心肌梗死 （myocardial infarction，MI） 是常见的

死亡原因之一，近年来MI发病率急速上升，并呈现

出高危化、年轻化的趋势［1］。虽然目前MI已有手术

和药物治疗，但临床应用最广泛的MI后恢复血供的

方法仍存在一定的缺陷。因此，开发能够有效治疗

MI的药物，并最大限度减少MI造成的心肌损伤，一

直是心血管疾病领域的重要研究目标［2］。

中性粒细胞是人体免疫系统中最丰富的固有

免疫效应细胞，中性粒细胞除了具有经典防御机制

外，在许多心血管疾病的病理生理学中也具有独特

的作用。最近的研究 ［3］发现，活化的中性粒细胞还

能通过一种被称为NETosis的过程形成细胞外网络，

称为中性粒细胞胞外诱捕网 （neutrophil extracellular 

trap，NET） 。虽然NET在宿主抵御病原体方面发挥有

益作用，但越来越多的证据表明，NET的持续存在会

引发一系列生物效应［4］。MI后坏死心肌细胞通过

释放大量活性氧 （reactive oxygen species，ROS） 诱导

NET形成，NET形成后会加速促炎细胞因子产生，以

及向梗死区域募集免疫细胞［5］。通过这种方式，NET

放大了以中性粒细胞为中心的炎症反应，加重心肌

细胞凋亡，并诱导心肌纤维化。

银杏叶在中药中占据着重要地位，1个世纪前，

德国从银杏叶中提取出银杏叶提取物，并广泛用于

临床。大量研究［6-7］发现，银杏叶提取物具有多种功

效，如抗炎、抗缺血、抗衰老和血管保护作用。本研

究基于NET，通过生物信息学并结合分子生物学和

形态学实验验证，探讨银杏叶提取物减轻MI后心肌

损伤的机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF级SD雄 性 大 鼠，6~8周 龄，体 重180~220 g，

购自辽宁长生生物科技有限公司，动物许可证号 

SCXK （辽） 2020-0001，饲养于辽宁中医药大学 SPF 

级动物房。本研究获得辽宁中医药大学实验动物伦

理委员会的批准 （编号：21000042023021）。

1.2 药物和试剂

银杏叶提取物 （30 mL/盒，德国威玛舒培博士药

厂，进口药物注册证号：H20140770）；酒石酸美托洛

尔片 ［50 mg/片，20片/盒，阿斯利康投资 （中国） 有限

公司，批号：H32025391］。

蛋白酶抑制剂混合液、磷酸酶抑制剂混合液、

BCA蛋白定量试剂盒、PAGE凝胶快速制备试剂盒 

（6%、10%、12.5%、15%）、封闭用牛血清白蛋白、10×

转膜缓冲液、10×电泳缓冲液、10×TBST、彩色预染 

Marker、ECL发 光 试 剂 盒、10×PBS缓 冲 液、GAPDH 

（上海雅酶生物医药科技有限公司）；苏木精-伊红 

（hematoxylin-eosin，HE） 高清恒染试剂盒、丝裂原活

化 蛋 白 激 酶 14 （mitogen-activated protein kinase 14，

MAPK14）、磷酸化MAPK14 （phosphorylated MAPK14，

p-MAPK14）、缺氧诱导因子1α （hypoxia-inducible factor 

1α，HIF1α）、基质金属蛋白酶9 （matrix metalloprotein-

ase 9，MMP9）、C-X-C趋 化 因 子 受 体4型 （C-X-C motif 

chemokine receptor 4，CXCR4） 抗体 （江苏亲科生物研

究中心有限公司）；天狼星红染液 （英国abcam公司）；

麦胚凝集素 （wheat germ agglutinin，WGA）染料 （美国

Sigma-Aldrich公司）。

1.3 仪器 

全自动组织脱水机 （中国康龙电子科技有限公

司）；三维光学显微镜 （德国Leica公司）；高通量组

织研磨仪 （德国Retsch公司）；高速冷冻离心机 （美

国Thermo Fisher Scientific公司）；PowerPac Basic电泳

仪、垂直电泳槽、转移电泳槽 （美国Bio-Rad公司）；显

微镜玻片扫描仪 （匈牙利3DHISTECH公司）；偏振光

滤光镜 （日本Nikon公司）。

1.4 方法

1.4.1 药物靶点基因筛选：通过Comparative Toxi-

cogenomics Database、SwissTargetPrediction、Binding 

Database Home、DrugBank、ChEMBL、SuperPred、Simi-

larity ensemble approach 7个数据库筛选银杏叶提取

物的主要成分银杏黄酮苷和萜类内酯的靶点基因。

若在数据库中仅显示基因全称，则使用STRING和

UniProt数据库将基因全称转换成英文缩写。

1.4.2 MI相关NET数据集获取和处理：从基因表达

综合数据库 （gene expression omnibus，GEO） 中筛选

出1个MI数据集GSE66360，其中包括49例MI人群循

环内皮细胞样本，50例正常人群循环内皮细胞样

本，从文献［8］中获取NET基因集。在RStudio软件中

对GSE66360原始数据集进行预处理，包括背景校

正、归一化和log2转换。当多个探针对应一个共同基

因时，取平均值作为其表达值。最后得到MI与NET的

交集基因。
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1.4.3 构建药物-疾病MCODE网络：将交集基因和

药物靶点基因融合、去除重复基因后，导入STRING

网站中，分析出药物-疾病的蛋白质-蛋白质相互作

用 （protein-protein interaction，PPI） 网 络 图。将PPI

网络图导入Cytoscape中，使用CytoNCA插件中度中

心性，计算药物-疾病网络中每个基因的中心性大

小，以中心性值的高低划分基因的形状、大小，并将

药物、疾病基因以不同颜色区分。在MCODE插件中，

以Degree Cutoff=2，Node Score Cutoff=0.2，K-Core=2，

Max. Depth=100为标准，筛选出药物-疾病网络的核

心亚群，将评分最高的核心亚群基因标注为keycluster

基因。最后，使用差异性箱图可视化keycluster基因

在MI人群和正常人群间的表达差异。

1.4.4 动物模型制备和给药：将48只SD大鼠采用随

机数字法分为假手术组 （7只）和造模组 （41只）。适

应性喂养1周后，造模组大鼠第8天行冠状动脉左前

降支结扎术，假手术组大鼠仅开胸不做结扎处理。

术后连续3 d肌肉注射青霉素抗感染。冠状动脉结扎

后共有35只大鼠造模成功，采用随机数字法将35只

大鼠分为模型组、倍他乐克组和银杏叶提取物低、

中、高剂量组，每组7只。术后第4天开始，倍他乐克

组给予倍他乐克2.5 mg·kg-1·d-1灌胃，银杏叶提取物

低、中、高剂量组分别给予银杏叶提取物50、100、200 

mg·kg-1·d-1灌胃，假手术组、模型组给予同等剂量生

理盐水灌胃。连续灌胃6周，最后1次灌胃结束后，腹

腔麻醉后采腹主动脉血，采用颈椎脱臼法处死大鼠

并摘取心脏。

1.4.5 心肌组织病理染色：摘取心脏，在结扎处沿

矢状面方向将心脏纵向分割成2份，分别用于石蜡

切片与冰冻切片。4%多聚甲醛固定心肌组织，石蜡

包埋。采用HE染色和天狼星红染色观察心肌组织病

理变化，天狼星红染色后，使用ImageJ软件对Ⅰ型和

Ⅲ型胶原纤维分布面积进行统计学分析。

1.4.6 WGA荧光染色：石蜡切片脱蜡后，加稀释好的

WGA染料，用抗荧光淬灭封片剂封片，使用ImageJ

软件对细胞面积进行统计学分析。由于心肌细胞

近似椭圆，因此采用椭圆面积公式计算细胞表面积 

（S），S （μm2） =π×短轴半径×长轴半径。

1.4.7 Western blotting检测各组大鼠心肌组织中蛋

白表达：取50 mg心脏组织在液氮中研磨，加入RIPA

裂解液，使其充分裂解。加入5×loading buffer，100 

℃煮沸10 min以稳定蛋白变性。采用SDS凝胶电泳，

室温脱脂奶粉封闭1 h，添加一抗并在4℃孵育过夜。

使用ImageJ软件分析蛋白条带。

1.5 统计学分析

使用RStudio （4.1.3版） 进行生物信息学分析。

使用SPSS 26软件进行统计学分析，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 药物靶点基因筛选

银杏黄酮苷和萜类内酯的靶点基因在去除重

复基因后，共有422个靶点基因。

2.2 MI-NET基因集交集

GSE66360数据集预处理后共得到20 849个MI

基因，从文献中共获得137个NET基因，通过Venn图

得到128个交集基因。

2.3 药物-疾病MCODE网络

去除交集基因和药物靶点基因融合后的重复

基因后，共获得到535个基因。在Cytoscape中，使用

CytoNCA插件，获得以中心性大小为标准的药物-基

因网络 （图1）；通过MCODE插件，筛选出评分最高的

基因网络亚群，该亚群中共有59个keycluster基因，

其中药物-疾病交集基因靶点有5个 （图2）；对MI人

群和正常人群keycluster基因进行差异性分析，结果

显示，大部分基因有显著差异 （P < 0.001），除CASP1

外，5个交集靶点基因呈现明显差异 （图3）。

2.4 HE染色结果

假手术组心肌细胞染色均匀，形态规则，排列

紧密，细胞核染色均匀，未见明显细胞间隙和炎症

浸润。模型组细胞核染色深浅不均匀，排列紊乱，细

胞间隙增大，细胞核游离细胞外，可见明显炎症浸

润。倍他乐克组和银杏叶提取物低、中、高剂量组较

模型组心肌细胞排列规则，炎症浸润减轻，其中银

杏叶提取物高剂量组效果最显著。见图4。

2.5 天狼星红染色结果

与假手术组相比，模型组心肌组织中Ⅰ型和

Ⅲ型胶原广泛分布并呈现密集交织。与模型组相

比，倍他乐克组Ⅰ型胶原纤维明显减少 （P < 0.05），

Ⅲ型胶原纤维无明显变化。与模型组相比，银杏叶

提取物低、中、高剂量组Ⅰ型胶原纤维明显减少 （P < 

中国医科大学学报  第53卷



·873·

图2  MCODE核心调控网络

Fig.2  MCODE core regulatory network

图1  PPI网络图

Fig.1  Protein-protein interaction network

0.05），银杏叶提取物中、高剂量组Ⅲ型胶原纤维明

显减少 （P < 0.05）。见图5、表1。

2.6 WGA荧光染色结果

与假手术组相比，模型组心肌细胞面积明显增

大 （P < 0.05）。与模型组相比，倍他乐克组和银杏叶

提取物低、中、高剂量组心肌细胞面积明显减少 

（P < 0.05）。这表明银杏叶提取物具有更好地抑制

心肌细胞肥大的效果。见图6、表1。
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2.7 Western blotting检测各组大鼠心肌组织中MCODE

网络交集靶点变化

与 假 手 术 组 相 比，模 型 组 心 肌 组 织HIF1α、

p-MAPK14、MMP9和CXCR4蛋白表达明显增加 （P < 

0.05）。与模型组相比，倍他乐克组心肌组织HIF1α

蛋白表达明显增加 （P < 0.05），p-MAPK14、MMP9和

CXCR4蛋白表达明显减少 （P < 0.05）。与倍他乐克组

相比，银杏叶提取物低、中、高剂量组心肌组织HIF1α

蛋白表达明显增加 （P < 0.05），p-MAPK14、MMP9和

CXCR4蛋白表达明显减少 （P < 0.05）。见图7、表1。

A，sham-operation group；B，model group；C，Betaloc ZOK group；D，low-dose Ginkgo biloba extract group；E，medium-dose Ginkgo biloba extract group；

F，high-dose Ginkgo biloba extract group.

图4  各组大鼠纵切心肌组织HE染色  ×200

Fig.4  Hematoxylin and eosin staining of longitudinally cut myocardial tissue of rats in each group  ×200

A，sham-operation group；B，model group；C，Betaloc ZOK group；D，low-dose Ginkgo biloba extract group；E，medium-dose Ginkgo biloba extract group；

F，high-dose Ginkgo biloba extract group.

图5  各组大鼠纵切心肌组织天狼星红染色  ×400

Fig.5  Sirius red staining of longitudinally cut myocardial tissue of rats in each group ×400

图3  keycluster基因在MI人群和正常人群中差异表达

Fig.3  The keycluster genes were differentially expressed in MI patients compared to the normal population

TLR9

MYD88

SO
CS3

CYBB
APP

HSP
90

AA1
CSF

3
TLR2

NFKBIα
TLR4

CD27
4

PPARG

CASP
1

IR
F1

CXCL2
NOS2TNF

MMP1
CAT

MAPK1
TLR8

IL
-17

α

IT
GAM

MAPK14
SP

P1
IL

-33

NLRP3

CXCL1

HDAC1
CCL5

CCL2
PGR

MDM2

MTOR
SR

C

IK
BKB

CCR5

CREB1

HIF
1α

CEBPB
IL

-5
IL

-6
CDK4

PTGS2

NFKB1
CCR2

CCL4

ST
AT1

AR
IL

-2
IL

-1β
TIM

P1

CASP
8

CXCR4

BCL2L
1

MMP9

HMGB1
MPO

MCL1

10

5E
xp

re
ss

io
n

Type

*** *** *** # # # # # # #*** *** *** *** *** *** *** *** *** *** *** *** *** *** *** *** *** *** ***************** * ** ****

Normal       MI

A

A

D

D

B

B

E

E

C

C

F

F

中国医科大学学报  第53卷



·875·

A，sham-operation group；B，model group；C，Betaloc ZOK group；D，low-dose Ginkgo biloba extract group；E，medium-dose Ginkgo biloba extract group；F，

high-dose Ginkgo biloba extract group.

图6  各组大鼠纵切心肌组织WGA荧光染色  ×600

Fig.6  Wheat germ agglutinin fluorescence staining of longitudinally cut myocardial tissue of rats in each group  ×600 

1，sham-operation group；2，model group；3，Betaloc ZOK group；4，low-dose Ginkgo biloba extract group；5，medium-dose Ginkgo biloba extract group；6，

high-dose Ginkgo biloba extract group.

图7  银杏叶提取物对MI大鼠心肌组织中HIF1α、p-MAPK14、MMP9、CXCR4的影响

Fig.7  Effects of Ginkgo biloba extract on HIF1α，p-MAPK14，MMP9，and CXCR4 in the myocardium of rats with myocardial infarction

3 讨论

据世界卫生组织的数据统计，MI已经成为全球

过早死亡的三大原因之一［9］。MI引起的炎症反应

和ROS激活参与各种免疫反应，使细胞因子和免疫

因子相继产生，诱导心肌纤维化。MI后中性粒细胞

1） P < 0.05 vs. sham-operation group；2） P < 0.05 vs. model group；3） P < 0.05 vs. Betaloc ZOK group；4） P < 0.05 vs. low-dose GBE group；5） P < 0.05 

vs. medium-dose GBE group. GBE，Ginkgo biloba extract. 

表1  各组大鼠Ⅰ型和Ⅲ型胶原纤维分布面积、细胞面积以及HIF1α、p-MAPK14、MMP9和CXCR4表达水平的比较

Tab.1  Comparison of  the fractions of collagen I and Ⅲ，cell area，and levels of HIF1α，p-MAPK14，MMP9，and CXCR4 in each 

group

Group
Collagen Ⅰ area 

fraction （%） 
Collagen Ⅲ area 

fraction （%） 
Cell area （μm2） HIF1α p-MAPK14 MMP9 CXCR4

Sham-operation   2.11±1.01   5.04±0.79 226.34±16.52 1.01±0.11 1.01±0.02 1.00±0.10 1.05±0.13

Model 13.67±1.531） 11.15±0.731） 578.33±1.531） 1.17±0.20 1.63±0.011） 1.28±0.011） 1.49±0.011） 

Betaloc ZOK   6.47±1.152） 10.59±0.77 432.76±21.642） 1.25±0.08 1.44±0.012） 0.75±0.022） 0.90±0.062） 

Low-dose GBE   7.23±1.132） 10.00±0.78 457.31±19.042） 1.21±0.01 1.39±0.012） 0.82±0.022） 0.63±0.022），3） 

Medium-dose GBE   5.13±1.072）   8.26±0.362），3） 426.67±16.512） 1.35±0.052） 0.95±0.012），3），4） 0.61±0.032），3），4） 0.65±0.012），3） 

High-dose GBE   4.73±0.582）   6.40±0.782），3），4） 376.73±10.612），3），4），5） 1.46±0.012），3），4） 1.17±0.062），3），4），5） 0.54±0.012），3），4） 0.86±0.022） 

1  2  3  4  5  6

HIF1α

p-MAPK14

MMP9

CXCR4

GAPDH

93×103

41×103

80×103

40×103

37×103

A

D

B

E

C

F
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激活，并通过NET加重了梗死区域炎症级联反应，

加重心肌损伤［10］。既往研究［11］证实，银杏叶提取物

不仅能抑制MI后梗死区域内炎性细胞因子释放，还

能在一定程度上抑制中性粒细胞的激活。到目前为

止，尚无研究表明银杏叶提取物能否通过抑制NET

缓解心肌损伤、抑制心肌细胞凋亡和延缓心肌纤维

化。

本研究中，生物信息学分析结果显示，银杏

叶 提 取 物 治 疗MI的 靶 点 集 中 在HIF1α、MAPK14、

MMP9和CXCR4上。MI后梗死区域氧含量急速下降，

加速缺氧环境的建立，HIF1α通过调控细胞代谢和

呼吸提高细胞对缺氧的耐受，同时还能抑制ROS的

生成，缓解细胞氧化应激损伤［12］。MAPK14、MMP9

和CXCR4一直被认为是炎症信号轴激活的重要蛋

白。MI后CXCR4和MAPK14通过激活p38/NF-κB炎症

信号通路［13］，激活中性粒细胞，活化后的中性粒细

胞分泌MMP9，加速梗死区域炎症浸润［14-15］，诱导

NET形成和积累，加重心肌损伤。本研究中，模型组

HIF1α、p-MAPK14、MMP9和CXCR4表 达 增 加，证 实

了MI后心肌组织中炎症信号的激活。HIF1α在银杏

叶提取物各剂量组的表达水平呈逐渐上升趋势，这

提示银杏叶提取物能通过诱导HIF1α表达，提高心

肌细胞对组织缺氧环境的耐受。银杏叶提取物治疗

后，心肌组织中p-MAPK14、MMP9和CXCR4表达减

少，这提示银杏叶提取物能通过减少炎症激活，抑

制NET形成，从而对MI发挥治疗功效。

综上所述，银杏叶提取物极有可能通过抑制

NET发挥MI后心脏保护作用。然而，本研究仍存在不

足，如未按照时间梯度动态分析指标，未发现银杏

叶提取物发挥功效的最佳时间，且未通过细胞实验

观察银杏叶提取物对心肌细胞MCODE靶点的影响。

未来需要进行大样本、高精度、大范围的研究，以阐

明银杏叶提取物对MI后心肌细胞保护作用的机制。
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