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银杏叶提取物对甲状腺癌细胞增殖和凋亡的影响 
 

郭巍，张秋雨，刘明清，徐智广 

（沧州医学高等专科学校健康管理与服务系，河北沧州，061001） 

摘要：本文探究了银杏叶提取物对甲状腺癌细胞增殖、凋亡作用的影响。将培养后的细胞分为空白组、低浓度银杏叶组、中浓

度银杏叶组、高浓度银杏叶组，观察四组细胞增殖、凋亡、侵袭、迁移和粘附能力，并对凋亡相关蛋白 p53、B 淋巴细胞瘤-2 基因（Bcl-2）、

Bax 表达进行检测。研究结果显示，72 h 时高浓度银杏叶组细胞增殖率为 14.25%，低于其他三组；凋亡率为 81.64%，高于其他三组。

高浓度银杏叶组甲状腺癌细胞迁移数、侵袭数、粘附数分别为 25.66、24.19、13.02，均低于其他三组（p<0.05）。高浓度银杏叶组甲

状腺癌细胞 p53、Bcl-2 相对表达量分别为 0.36、0.26，均低于其他三组，Bax 相对表达量为 1.79，高于其他三组（p<0.05）。结果表

明银杏叶提取物能够抑制甲状腺癌细胞增殖、侵袭、迁移、粘附能力，还能够通过调控凋亡相关蛋白 p53、Bcl-2、Bax 表达而促进细

胞凋亡，且其能力呈现浓度依赖性。 
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Abstract: To investigate the effects of Ginkgo biloba extract on proliferation and apoptosis of thyroid cancer cells. The cultured cells were 

divided into blank group, low concentration ginkgo leaf group, medium concentration ginkgo leaf group and high concentration ginkgo leaf 

group. The proliferation, apoptosis, invasion, migration and adhesion ability of the four groups were analyzed, and the expression of 

apoptosis-related protein p53, B lymphoma-2 gene (Bcl-2) and Bax were detected. The results showed that the cell proliferation rate and 

apoptotic rate of high concentration Ginkgo biloba leaves group at 72 h were 14.25%, lower than that of the other three groups, and 81.64%, 

higher than those of the other three groups, respectively. The number of migration, invasion and adhesion of thyroid cancer cells in the high 

concentration Ginkgo biloba group were 25.66, 24.19, 13.02, respectively, lower than that of the other three groups (p<0.05). The relative 

expression of p53 and Bcl-2 in thyroid cancer cells of high concentration Ginkgo biloba leaves group were 0.36 and 0.26, respectively, lower 

than that of the other three groups. The relative expression of Bax in high concentration Ginkgo biloba leaves group was 1.79, higher than that of 

the other three groups (p<0.05). Ginkgo biloba extract can inhibit the proliferation, invasion, migration and adhesion of thyroid cancer cells, and 

promote cell apoptosis by regulating the expression of apoptosis-related proteins p53, Bcl-2 and Bax in a concentration-dependent manner. 
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甲状腺癌是临床最为常见的一种甲状腺恶性肿

瘤，对患者的身体健康的生活质量造成严重的威胁
[1-3]。具世界卫生组织权威统计数据显示，世界范围

内，甲状腺癌症状的发病率相比其他恶性肿瘤较低，

但是近年来一直呈上升趋势[4]，而在我国，每年甲状

腺癌症状的新增病例以及死亡病例均占全世界的15%
左右，属于甲状腺癌的高发地区，对我国居民的身体

健康和生命安全造成严重的威胁，所以及时有效的治 
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疗对甲状腺癌患者具有重要意义。 
我国传统中医认为，银杏叶具有活血化瘀的功效，

有学者通过实验研究表示，银杏叶能够清除氧自由基，

对细胞膜稳定性起到保护作用[5,6]。银杏叶提取物中富

含银杏总黄酮、银杏内酯，具有抗氧化、降血脂等作

用，能够使血液粘稠度下降，从而发挥改善机体脑血

管循环的作用。有学者在研究中表示，银杏叶提取物

具有一定的抗癌活性，对肝癌、卵巢癌、胃癌等癌细

胞具有一定的杀灭作用，但关于银杏叶提取物抗肿瘤

的作用机制尚未研究透彻，关于其对甲状腺癌细胞增

殖、凋亡能力影响的相关研究还相对较少[7,8]。 
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P53 是一种至今发现与肿瘤发生相关性最高的抑

癌基因，在维持机体细胞的生产和调控细胞增殖、凋

亡中起到了非常重要的作用[9,10]。Bcl-2 作为最受重视

的研究细胞凋亡的癌基因之一，是研究凋亡分子机制

的主要靶分子。Bax 属于 Bcl-2 家族，能够抑制 Bcl-2
的表达，从而对机体细胞凋亡造成影响[11,12]。本文研

究中设计实验，使用银杏叶提取物对甲状腺癌细胞进

行干预，对甲状腺癌细胞凋亡相关蛋白 P53、Bcl-2、
Bax 表达进行检测，从而分析银杏叶提取物对甲状腺

癌细胞增殖、凋亡、侵袭、迁移、粘附能力的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

所选细胞株为人甲状腺癌细胞株，购于中国医学

科学院肿瘤细胞库；主要试剂包括银杏叶提取物，上

海研生生化试剂有限公司；鼠抗人 p53 抗体、兔抗大

鼠 Bcl-2 抗体，北京中杉金桥生物技术有限公司；兔

抗人 Bax 抗体，武汉博士德生物工程有限公司；MTT
试剂盒、Transwell 小室，钟鼎生物技术有限公司。本

研究获得我院伦理委员会批准。 

1.2  方法 

1.2.1  细胞培养及分组 

将冻存的甲状腺癌细胞取出后，在 40 ℃的温度

中进行火浴，并迅速进行摇晃至均匀、融化，并将其

置入 2 mL 的培养基（10% PBS、1%双抗（青链霉素）

RPMI-1640 培养基 500 mL）之中，以 1000 r/min 的离

心机离心处理 5 min，分离上清液，并用完全培养液

进行重悬，然后传代到培养瓶内，将培养基加至 5 mL，
并将之放入 CO2培养箱中进行培养，次日换液，待细

胞融合率达到 80%~90%之时进行传代。实验分为空白

组、低浓度银杏叶组、中浓度银杏叶组、高浓度银杏

叶组，种板后 24 h 换无血清培液时加入银杏叶提取物

预处理 24 h，细胞饥饿 24 h 后，更换无血清培养液，

再每天加入银杏叶提取物，48 h 后提取细胞蛋白。4
组细胞中分别加入 1 μL的PBS溶液和无菌生理盐水、

5 μmol/L 浓度银杏叶提取物、10 μmol/L 浓度银杏叶提

取物、20 μmol/L 浓度银杏叶提取物。 
1.2.2  MTT 检测细胞增殖能力 

将培养后的细胞制成细胞悬液，接种于 96 孔的培

养板中，在每一个孔内加入细胞悬液 90 μL，每一个

细胞组分别设置 5 个复孔，将不同浓度银杏叶提取物

分别加入；空白组细胞每孔中加入 10 μL 的培养液，

然后进行细胞培养。将培养细胞的观察时间设定为 24 

h、48 h、72 h，待 4 组细胞培养到相应的时间后，在

每孔中加入 20 μL MTT 继续孵育 4 h，将孔上的上清

液仔细吸取，然后在孔中加入 150 μL DMSO，振荡

10 s，采用酶标仪测定波长为570 mm的细胞组OD值，

按照肿瘤细胞增殖率计算公式，增殖率=（细胞组 OD
值/参照值-1）×100%，对细胞增殖率进行计算。 
1.2.3  流式细胞仪检测细胞凋亡 

将 4 组甲状腺癌细胞传代至 5 孔板之中，并将细

胞在 37 ℃、5% CO2的环境中进行培养，加入 0.25%
胰蛋白酶消化，使用 2000 r/min 的离心机处理 5 min
后收取细胞，并使用 PBS 缓冲液重复洗涤 2 次，再次

用 2000 r/min 的离心机处理 5 min 后收集细胞，加入 1 
mL PI 染液，在避光的常温环境中放置 1 h 后，然后用

特异荧光标记后，在鞘液包裹下高速流动中，流动期

间会发射出光子，严格按照流式细胞仪检测，利用发

光信号测量仪检测光子数值，到达检测细胞凋亡的目

的。 
1.2.4  细胞划痕实验 

将人甲状腺癌细胞接种到 18 孔板中，将细胞增长

到 90%时，使用 100 μL 的枪头,垂直划出 3 条直线。

之后经过 PBS 缓冲液进行清洗 2~3 次，分别加入 0.5%
的血清培养基，观察 24 h 之后，使用倒置显微镜观察

各组细胞的迁移变化。 
1.2.5  Transwell 小室检测细胞侵袭 

人甲状腺癌细胞转染 48 h 之后，使用 Transwell
试剂盒观察细胞侵袭能力。每组选 3 个复孔，先用胰

酶消化细胞，之后使用 PBS 缓冲液清洗 1~2 次，用

10 g/L 的 BSA 重悬细胞，将细胞密度调整至×105个

/mL，取 150 μL 细胞悬液加入到 Transwell 小室中，

培养 24 h，之后乙醇固定 5 min，使用结晶紫溶液染

色，在倒置显微镜下观察计数穿膜细胞。 
1.2.6  粘附实验 

用 96 孔板，每孔加入 30 mg/L 的纤维连接蛋白

（FN）50 μL，置超净台上过夜风干，待用；使用前

采用含 3% BSA 的 1×PBS 进行液化，置 37 ℃下封闭

2 h；每孔采用 RPM-1640 清洗 2 次，加入含 10% FBS
的 RPM-1640 的 5×105个/ml 的细胞 200 μL，将细胞置

37 ℃、5% CO2、饱和湿度恒温细胞培养箱中培养 1 h；
取出，1×PBS 清洗 2 遍洗去未粘附的细胞；然后每孔

加入无血清培养基 100 μL 及 MTS（5 g/L）溶液 20 μL；
拍照；37 ℃下继续培养 4 h，然后弃上清，每孔加入

100 μL 的 DMSO，轻微振荡 10 min 使得紫蓝色沉淀

充分溶解，用酶标仪在 490 nm 波长测吸光值。采用

吸光值代表细胞粘附能力，每组做 6 个复孔。 
1.2.7  Western blot 法检测 p53、Bcl-2、Bax 表
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达 

将采集到的标本，使用 PBS 缓冲液清洗三遍，分

离缓冲液，加入 IP 细胞裂解液，进行裂解 35 min，提

取总蛋白，BCA 测定蛋白浓度。取 20 μg/孔 pro，通

过 10%的 SDS-PAGE 凝胶进行电泳，加入适量浓缩的

SDS-PAGE 蛋白缓冲液 15 min；100 V，电泳 10 min，
结束之后，将电转膜浸泡在 10%的牛奶中，在 37 ℃
环境下的摇床上封闭 1.5 h；与一抗结合，加入 TBST
稀释按（1:1000）稀释一抗 Tubulin（内参照），在 4 ℃
的环境下孵育过夜保存；第二天用 TBST 缓冲液清洗，

与二抗结合在室温下孵育 1 h，再次用 TBST 缓冲液清

洗反复清洗。最后加入显影剂将其浸在底物溶液中进

行显色，使用 BCA 蛋白定量试剂盒对目的蛋白灰度

值进行分析，目的蛋白相对表达量=目的蛋白条带灰

度值/内参条带灰度值。 

1.3  统计学处理 

采用 SPSS21.0 统计软件进行分析，计量资料采用

（⎯x±s）进行描述，多组间比较采用 F 值检验，两组

间比较采用实施独立样本 t 检验，p<0.05 则说明差异

具有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  不同浓度银杏叶提取物对甲状腺癌细胞

增殖的影响 

杨久宜[13]等在研究中表示，甲状腺癌细胞增殖率

较高，对甲状腺癌细胞进行适当的干预后，能够有效

抑制甲状腺癌细胞增殖。吴珺[14]等在研究中表示，使

用银杏叶提取物对乳腺癌细胞进行干预，能够抑制乳

腺癌细胞增殖。本文研究结果如表 1 所示，24、48、
72 h 时，低浓度银杏叶组、中浓度银杏叶组、高浓度

银杏叶组甲状腺癌细胞增殖率均低于空白组，高浓度

银杏叶组甲状腺癌细胞增殖率均低于低浓度银杏叶

组、中浓度银杏叶组，差异具有统计学意义（p<0.05）；
并且随着时间的推移，四组甲状腺癌细胞增殖率均出

现下降，空白组细胞增殖率自（76.58±10.26）%下降

至（60.12±8.11）%，低浓度银杏叶组细胞增殖率自

（69.52±9.86）%下降至（54.23±8.06）%，中浓度银

杏叶组细胞增殖率自（ 62.35±9.27 ） % 下降至

（32.87±7.23）%，高浓度银杏叶组细胞增殖率自

（57.03±8.26）%下降至（14.25±3.21）%。说明使用

银杏叶提取物对甲状腺癌细胞进行干预，能够起到抑

制甲状腺癌细胞增殖的作用，且具有一定的浓度依赖

性。 
表1 不同浓度银杏叶提取物对甲状腺癌细胞增殖的影响 

Table 1 Effects of Ginkgo biloba extract at different 

concentrations on proliferation of thyroid cancer cells (⎯x±s) 

组别 
增殖率/% 

24 h 48 h 72 h 

空白组 76.58±10.26 65.33±9.52 60.12±8.11 

低浓度 
银杏叶组

69.52±9.86* 58.36±8.23* 54.23±8.06* 

中浓度 

银杏叶组
62.35±9.27*# 49.23±7.96*# 32.87±7.23*#

高浓度 
银杏叶组

57.03±8.26 △*# 42.21±6.75 △*#  14.25±3.21 △*#

F 7.04 9.40 11.90 

p <0.05 <0.05 <0.05 

注：与空白组相比，*p<0.05；与低浓度银杏叶组相比，

#p<0.05；与中浓度银杏叶组相比，△p<0.05。下表同。 

2.2  不同浓度银杏叶提取物对甲状腺癌细胞

凋亡的影响 

表2 不同浓度银杏叶提取物对甲状腺癌细胞凋亡的影响 

Table 2 Effects of Ginkgo biloba extract at different 

concentrations on apoptosis of thyroid cancer cells (⎯x±s) 

组别 
凋亡率/% 

24 h 48 h 72 h 

空白组 1.98±0.49 2.05±0.52 2.07±0.54 

低浓度 

银杏叶组
12.54±2.16* 21.56±3.55* 30.11±4.02* 

中浓度 

银杏叶组
31.58±3.54*# 45.87±4.59*# 58.76±5.11*# 

高浓度 
银杏叶组

52.64±5.06 △*# 65.77±5.16 △*#  81.64±7.16 △*#

F 22.39 25.92 32.79 

p <0.05 <0.05 <0.05 

姬光瑜等[15]在研究中提出，使用银杏叶提取物对

结肠癌细胞进行干预，能够起到促进结肠癌细胞凋亡

的作用。本文研究结果如表 2 所示，24、48、72 h 时，

低浓度银杏叶组、中浓度银杏叶组、高浓度银杏叶组

甲状腺癌细胞凋亡率均高于空白组，高浓度银杏叶组

甲状腺癌细胞凋亡率均高于低浓度银杏叶组、中浓度

银杏叶组，差异具有统计学意义（p<0.05）；并且随着

时间的推移，低浓度银杏叶组、中浓度银杏叶组、高

浓度银杏叶组甲状腺癌细胞凋亡率均出现上升，低浓

度银杏叶组细胞凋亡率自（12.54±2.16）%上升至
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（30.11±4.02）%，中浓度银杏叶组细胞凋亡率自

（31.58±3.54）%上升至（58.76±5.11）%，高浓度银

杏叶组细胞凋亡率自（ 52.64±5.06 ） % 上升至

（81.64±7.16）%。说明使用银杏叶提取物对甲状腺癌

细胞进行干预，能够起到促进甲状腺癌细胞凋亡的作

用，且具有一定的浓度依赖性。 

2.3  不同浓度银杏叶提取物对甲状腺癌细胞

迁移、侵袭、粘附的影响 

      

    
图1 不同浓度银杏叶提取物干预下甲状腺癌细胞迁移图

（×200） 

Fig.1 Migration map of thyroid cancer cells intervened with 

different concentrations of Ginkgo biloba extract 

注：a：空白组；b：低浓度银杏叶组；c：中浓度银杏叶

组；d：高浓度银杏叶组。图 2 同。 

如表 3、图 1 所示，空白组、低浓度银杏叶组、

中浓度银杏叶组、高浓度银杏叶组甲状腺癌细胞迁移

细胞数分别为 86.22±7.35、65.32±6.21、42.88±5.13、
25.66±3.22，空白组甲状腺癌细胞迁移细胞数高于其

他三组，且高浓度银杏叶组甲状腺癌细胞迁移细胞数

低于低浓度银杏叶组、中浓度银杏叶组，说明使用银

杏叶提取物对甲状腺癌细胞进行干预，能够抑制甲状

腺癌细胞迁移能力，且具有一定的浓度依赖性。如表

3、图 2 所示，空白组、低浓度银杏叶组、中浓度银杏

叶组、高浓度银杏叶组甲状腺癌细胞侵袭细胞数分别

为 79.27±7.33、67.34±6.05、43.67±5.77、24.19±3.34，
空白组甲状腺癌细胞侵袭细胞数高于其他三组，且高

浓度银杏叶组甲状腺癌细胞侵袭细胞数低于低浓度银

杏叶组、中浓度银杏叶组，说明使用银杏叶提取物对

甲状腺癌细胞进行干预，能够抑制甲状腺癌细胞侵袭

能力，且具一定的浓度依赖性。如表 3 所示，空白组、

低浓度银杏叶组、中浓度银杏叶组、高浓度银杏叶组

甲状腺癌细胞粘附细胞数分别为 26.77±3.62、22.73± 
3.41、17.36±3.15、13.02±2.97，空白组甲状腺癌细胞

粘附细胞数高于其他三组，且高浓度银杏叶组甲状腺

癌细胞粘附细胞数低于低浓度银杏叶组、中浓度银杏

叶组，说明使用银杏叶提取物对甲状腺癌细胞进行干

预，能够抑制甲状腺癌细胞粘附能力，且具有一定的

浓度依赖性。 

  

    
图2 不同浓度银杏叶提取物干预下甲状腺癌细胞侵袭图

（×200） 

Fig.2 Invasion map of thyroid cancer cells intervened with 

different concentrations of Ginkgo biloba extract 

表3 不同浓度银杏叶提取物对甲状腺癌细胞迁移、侵袭、粘附

的影响 

Table 3 Effects of different concentrations of Ginkgo biloba 

extract on migration, invasion and adhesion of thyroid cancer 

cells (⎯x±s) 

组别 迁移细胞数 侵袭细胞数 粘附细胞数 

空白组 86.22±7.35 79.27±7.33 26.77±3.62 

低浓度 

银杏叶组
65.32±6.21* 67.34±6.05* 22.73±3.41* 

中浓度 

银杏叶组
42.88±5.13*# 43.67±5.77*# 17.36±3.15*#

高浓度 

银杏叶组
25.66±3.22 △*# 24.19±3.34 △*#  13.02±2.97 △*#

F 10.30 13.43 9.30 
p <0.05 <0.05 <0.05 

2.4  不同浓度银杏叶提取物对凋亡相关蛋白

p53、Bcl-2、Bax 相对表达量的影响 

P53 是一种至今发现与肿瘤发生相关性最高的抑

癌基因，P53 有野生型和突变型两种，在维持机体细

胞的生产和调控细胞增殖、凋亡中起到了非常重要的
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作用[16]。当 P53 基因发生突变时，Bcl-2 基因表达也

会增强，Bcl-2 能够延长细胞的寿命，抑制细胞的凋亡。

Bcl-2 作为最受重视的研究细胞凋亡的癌基因之一，其

抑制细胞凋亡的作用可能和细胞催抗氧化，抑制钙离

子跨膜流动，抑制线粒体通透性改变，构建离子通道

等有关，是研究凋亡分子机制的主要靶分子[17,18]。Bax
属于 Bcl-2 家族，是免抗人单克隆抗体，并且可以和

Bcl-2 结合形成异二聚体，降低细胞膜通透性，抑制

Bcl-2 的表达，从而对机体细胞凋亡造成影响[19,20]。如

表 4 所示，低、中、高浓度银杏叶组甲状腺癌细胞 p53
蛋白相对表达量分别为 0.75±0.03、0.58±0.03、
0.36±0.02，均显著低于空白组，且高浓度银杏叶组甲

状腺癌细胞 p53 蛋白相对表达量低于低、中浓度银杏

叶组，差异具有统计学意义（p<0.05）。低、中、高浓

度银杏叶组甲状腺癌细胞 Bcl-2 蛋白相对表达量分别

为 0.71±0.04、0.43±0.03、0.26±0.02，均低于空白组，

且高浓度银杏叶组甲状腺癌细胞 Bcl-2 蛋白相对表达

量低于低、中浓度银杏叶组，差异具有统计学意义

（p<0.05）。低、中、高浓度银杏叶组甲状腺癌细胞

Bax 蛋白相对表达量分别为 1.45±0.13、1.61±0.15、
1.79±0.17，均高于空白组，且高浓度银杏叶组甲状腺

癌细胞Bax蛋白相对表达量高于低、中浓度银杏叶组，

差异具有统计学意义（p<0.05）。说明银杏叶提取物作

用于甲状腺癌细胞，能够通过调控凋亡相关蛋白 p53、
Bcl-2、Bax 的表达而起到抑制癌细胞增殖、促进癌细

胞凋亡的作用。 
表4 不同浓度银杏叶提取物对凋亡相关蛋白p53、Bcl-2、Bax

相对表达量的影响 

Table 4 Effects of different concentrations of Ginkgo biloba 

extract on the relative expression of apoptosis-related proteins 

p53, Bcl-2 and Bax (⎯x±s) 

组别 p53 Bcl-2 Bax 

空白组 1.00±0.01 1.00±0.01 1.00±0.01 

低浓度 

银杏叶组 
0.75±0.03* 0.71±0.04* 1.45±0.13* 

中浓度 
银杏叶组 

0.58±0.03*# 0.43±0.03*# 1.61±0.15*#

高浓度 
银杏叶组 

0.36±0.02 △*#  0.26±0.02 △*#  1.79±0.17* △#

F 37.50 33.36 16.37 

p <0.05 <0.05 <0.05 

3  结论 

3.1  在银杏叶提取物的干预下，甲状腺癌细胞增殖率

明显下降，并且随着时间的推移以及银杏叶提取物浓

度的提升，甲状腺癌细胞增殖率下降幅度愈发明显，

说明使用银杏叶提取物对甲状腺癌细胞进行干预，能

够起到抑制甲状腺癌细胞增殖的作用，且具有一定的

浓度依赖性。 
3.2  在银杏叶提取物的干预下，甲状腺癌细胞凋亡率

明显提升，并且随着时间的推移以及银杏叶提取物浓

度的提升，甲状腺癌细胞凋亡率越高，说明使用银杏

叶提取物对甲状腺癌细胞进行干预，能够起到促进甲

状腺癌细胞凋亡的作用，且具有一定的浓度依赖性。 
3.3  本文研究中，如图 1、图 2 以及表 3 所示，甲状

腺癌细胞迁移、侵袭、粘附能力较强，使用银杏叶提

取物进行干预后，甲状腺癌细胞迁移、侵袭、粘附细

胞数均明显下降，说明银杏叶提取物能够抑制甲状腺

癌细胞迁移、侵袭、粘附能力。 
3.4  在银杏叶提取物的干预下，凋亡相关蛋白 p53、
Bcl-2、Bax 表达受到明显的调控，说明银杏叶提取物

能够通过调控细胞凋亡相关蛋白 P53、Bcl-2 和 Bax
的表达而起到抑制甲状腺癌细胞增殖、促进甲状腺癌

细胞凋亡的作用。 
3.5  综上所述，银杏叶提取物能够促进甲状腺癌细胞

凋亡，抑制甲状腺癌细胞增殖及侵袭、迁移、粘附能

力，其能力呈现浓度依赖，并且能够通过调控细胞凋

亡相关蛋白 P53、Bcl-2 和 Bax 的表达而起到抑制癌细

胞增殖、促进癌细胞凋亡的作用。 
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