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摘要：目的  研究 7-羟乙基白杨素(7-HEC)对低压低氧诱导大鼠脑组织损伤的保护作用。方法  将 52 只健康♂ Wistar 大

鼠随机分为正常组、模型组、乙酰唑胺组、7-HEC 组，每组 13 只。连续灌胃给药 5 d，末次给药后，除正常组，将其余

3 组置于低压低氧动物实验舱，升至 8 000 m 海拔缺氧处理 24 h。HE 染色观察脑组织病理改变，酶标法检测脑组织中过

氧化氢(H2O2)和丙二醛(MDA)水平，以及超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)和 ATP
酶的活力；Western blotting 检测蛋白 B 细胞淋巴瘤-2(Bcl-2)、Bcl-2 相关 X 蛋白抗体(Bax)及半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋

白酶 3(caspase-3)的表达。结果  与正常组相比，低压低氧导致大鼠脑组织出现明显损伤，H2O2 和 MDA 水平显著升高，

抗氧化酶 SOD、CAT 和 GSH-Px 以及 Na+-K+-ATPase 和 Ca2+-Mg2+-ATPase 的活力显著降低。7-HEC 预处理能够逆转这些

变化。此外，低压低氧能够显著升高脑组织中促凋亡蛋白 Bax 和 cleaved caspase-3 表达，降低抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达，

而 7-HEC 能够下调 Bax 和 cleaved caspase-3 表达，上调 Bcl-2 的表达。结论  7-HEC 对低压低氧致脑组织损伤具有明显

的保护作用，其作用机制可能与其缓解氧化应激，抑制细胞凋亡，改善能量代谢有关。 
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Protective Effect of 7-HEC on Brain Tissue Damage Induced by Hypobaric Hypoxia 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the protective effect of 7-HEC against hypobaric hypoxia(HH) induced brain injury 
in rats. METHODS  Fifty two ♂ Wistar rats were divided in to normal group, model group, acetazolamide group and 7-HEC 
group, 13 rats per group. The drugs were intragastrically administrated for 5 consecutive days, except normal group, the rats in 
other three groups were transferred to 8 000 m in a HH chamber for 24 h after the final administrated. The brain histomorphology 
of rats were detected by HE staining. Hydrogen peroxide(H2O2), malondialdehyde(MDA), superoxide dismutase(SOD), 
catalase(CAT), glutathione peroxidase(GSH-Px) and ATPase were evaluated using related Kits. The expression of Bcl-2, Bax and 
cleaved caspase-3 were assessed with Western blotting. RESULTS  Compared to normal group, HH induced brain damage as 
evidenced by the increased level of H2O2 and MDA and the decreased of the activity of antioxidant enzyme including SOD, CAT 
and GSH-Px as well as Na+-K+-ATPase, Ca2+-Mg2+-ATPase. Pretreatment with 7-HEC could reverse these changes. Moreover, 
7-HEC could inhibit the apoptosis induced by HH via up-regulating the expression of Bax and caspase-3 and down-regulating the 
expression of Bcl-2. CONCLUSION  7-HEC can suppress the HH-induced brain damage in rats by alleviating oxidative stress, 
inhibiting apoptosis and improving energy metabolism.  
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白杨素(Chrysin，5,7-dihydroxyflavone)是一种

在紫葳科植物木蝴蝶的种子、茎皮和蜂胶中含量

丰富的黄酮化合物，具有广泛的生理活性[1]。但是

其溶解性较差、生物利用度低，限制了其在临床

上的应用[2]。为了改善其溶解性，课题组借鉴将芦

丁制备成曲克芦丁后能够改善其溶解性的成功经
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验，通过对白杨素的七位羟基进行羟乙基化反应，

制备了 7-羟乙基白杨素 [3][5-羟基-7-羟乙氧基黄

酮，5-hydroxy-7-(2-hydroxyethoxy)flavone，7-HEC]，
化学结构见图 1。课题组前期研究发现 7-HEC 对

脑缺血再灌注大鼠具有明显的保护作用[4]，但是其

对高原缺氧脑组织损伤是否具有保护作用，尚不

得知。本研究将探讨 7-HEC 对低压低氧诱导脑组

织损伤的保护作用及机制，为 7-HEC 的开发利用

提供一定的实验数据。 

 
图 1  7-羟乙基白杨素的化学结构 
Fig. 1  Chemical structure of 5-hydroxy-7-(2-hydroxyethoxy) 
flavone 

1  仪器与试剂 
1.1  仪器 

FLYDWC50-IIA 型低压低氧动物实验舱(中航

工业贵州雷航空军械有限责任公司)；SpectraMax 
i3 全自动荧光酶标仪(美国 Molecular Devices 公

司)；全自动样品快速研磨仪(上海净信实业有限公

司)；AE240 型分析天平(上海梅特勒-托利多)；
IMS-20 全自动制冰机(常熟市雪科电器有限公司)；
涡旋仪(其林贝尔公司)；低温高速离心机(德国

Sigma 公司)；恒温水浴箱(北京西城区医疗器械

厂)；免疫印迹分析仪(Bio-Rad 公司)。 
1.2  动物 

SPF级 Wistar ♂大鼠 52只，体质量 180~220 g，
购自联勤保障部队第九四〇医院动物实验科，实

验动物生产许可证号：SCXX(军)2012-0020，使用

许可证号：SYXK(军)2012-0029。 
1.3  药物与试剂 

7-HEC 按照本实验室报道的专利方法制备[3]；

乙酰唑胺(武汉远城科技发展有限公司，批号：

100114；纯度≥98%)；给药剂量按照前期实验确

定(7-HEC，300 mg·kg1；乙酰唑胺，200 mg·kg1)；
BCA 法总蛋白定量试剂盒(批号：20170519)、考

马斯亮蓝法蛋白测试盒(批号：20170524)、过氧化

氢(H2O2，批号：20170525)、丙二醛(MDA，批号：

20170528)、过氧化氢酶(CAT，批号：20170527)、
谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px，批号：20170525)、
超氧化物歧化酶(SOD，批号：20170524)、超微量

ATP 酶(批号：20170531)检测试剂盒均购自南京建

成生物工程研究所。RIPA 裂解液、4×上样缓冲液、

SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒、增强型化学发光法

(ECL)超敏发光液均购自北京索莱宝生物科技有

限公司。辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG 和

β-actin 抗体购自中杉金桥。Bcl-2、Bax 和 caspase-3
抗体购自 Abcam。 
2  方法 
2.1  动物分组及给药 

将 52 只 Wistar 大鼠随机分为 4 组：正常组、

模型组、乙酰唑胺组、7-羟乙基白杨素组(7-HEC)，
每组 13 只。自分组之日起，连续灌胃 5 d，每天 1
次，正常组和模型组给予等量灭菌注射用水。 
2.2  低压低氧致脑组织损伤模型 

第 5 天末次给药后，除正常组外，将其余 3
组均放入大型低压低氧动物实验舱中，以 10 m·s1

减压上升至 8 000 m 海拔，低压低氧处理 24 h，随

后以 10 m·s1 降至海拔 3 500 m，各组大鼠用 10%
水合氯醛溶液(0.3 mL 每 100 g 体质量)腹腔注射麻

醉，解剖大鼠，取出脑组织。 
2.3  脑组织病理观察 

将每组 3 只大鼠脑组织立即用生理盐水清洗

除去血污黏液，用 10%中性甲醛溶液固定 24 h。
石蜡包埋、组织切片、HE 染色后光学显微镜下观

察脑组织形态。 
2.4  脑组织中生化指标的测定 

每组分别取 6 只大鼠脑组织标本，准确称重

后，按质量(g)∶体积(mL)=1∶9 加入生理盐水制

成组织匀浆，低温(4 ℃) 3 500 r·min1离心 10 min，
取上清液分装后置于80 ℃冰箱保存备用。脑组

织中 H2O2 和 MDA 的含量以及 T-SOD、CAT、
GSH-Px、ATPase 活性按照南京建成生物工程研究

所试剂盒说明书进行测定。 
2.5  Western blotting 检测 

每组分别取 4 只大鼠脑组织标本，准确称重

后加入 9 倍冰生理盐水，使用组织匀浆器在冰水

浴中匀浆，4 ℃ 12 000 r·min1 离心 15 min，取上

清，采用 BCA 法计算蛋白浓度。蛋白样品中加入

4×上样缓冲液，100 ℃沸水煮 15 min，制备好的

蛋白样品80 ℃备用。取 30 μg 样品上样，采用

5%SDS-PAGE 浓缩胶，10%SDS-PAGE 分离胶进

行分离，湿法将蛋白转至 PVDF 膜上，用 5%脱脂

牛奶封闭 2 h 后，加入一抗，包括 Bcl-2(1∶1 000)、
Bax(1 ∶ 500) 、 caspase-3(1 ∶ 300) 、 β-actin(1 ∶
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2 000)，4 ℃过夜，用 TBST 缓冲液漂洗 4 次，每

次 10 min。加入二抗(1∶5 000稀释)，室温孵育 2 h，
化学发光法显色，Tanon-4200SF 全自动数码凝胶

图像分析系统曝光，灰度值用 Image-Pro Plus 6.0
软件扫描测定。 
2.6  统计学处理   

实验数据均用 sx  表示，并采用 SPSS 19.0
统计软件对数据中各组之间进行 one-way ANOVA
统计学分析，P<0.05 为差异具有统计学意义。 
3  结果 
3.1  大鼠脑组织 HE 染色 

正常组大鼠脑组织细胞排列整齐、结构正常；

与正常组相比，模型组大鼠脑组织细胞排列紊乱，

神经元细胞减少，胞周间隙扩大，皮质血管扩张，

具有深染的萎缩固缩核神经元；与模型组相比，

乙酰唑胺组、7-HEC 组神经元排列趋向于正常组，

且神经元细胞增多，核着色变浅。结果见图 2。 

 
图 2  7-HEC 对低压低氧大鼠脑组织形态学的影响(HE，
400×) 
A正常组；B模型组；C乙酰唑胺组；D7-HEC 组。 
Fig. 2  Effect of 7-HEC on brain histomorphology of rats 
under hypobaric hypoxia condition(HE, 400×) 
Anormal group; Bmodel group; Cacetazolamide group; D7-HEC 
group. 

3.2  7-HEC 对低压低氧大鼠脑组织中 H2O2 和

MDA 含量的影响 
与正常组相比，模型组大鼠脑组织中 H2O2 和

MDA 含量明显升高(P<0.01)，表明低压低氧诱导

脑组织出现氧化应激损伤。与模型组比，经乙酰

唑胺或 7-HEC 预处理后，脑组织中 H2O2 和 MDA
水平明显降低(P<0.05 或 P<0.01)，氧化应激状态

得到缓解，结果见图 3。 
3.3  7-HEC 对低压低氧大鼠脑组织中抗氧化酶活

力的影响 
与正常组比较，模型组大鼠脑组织中抗氧化

酶 (SOD 、 CAT 和 GSH-Px) 的活性显著降低

(P<0.01)。与模型组比，经乙酰唑胺或 7-HEC 预处

理后能够逆转模型大鼠这种变化，提高抗氧化酶

活力(P<0.01)，说明 7-HEC 能够维持脑组织的抗

氧化体系，结果见图 4。 

 
图 3  7-HEC 对低压低氧大鼠脑组织中 H2O2 和 MDA 水平

的影响 
与正常组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.05，3)P<0.01。  
Fig. 3  Effect of 7-HEC on the level of H2O2 and MDA in 
rats’ brain under hypobaric hypoxia condition 
Compared with the normal group, 1)P<0.01; compared with the model 
group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 

 
图 4  7-HEC 对低压低氧大鼠脑组织中抗氧化酶的影响 
与正常组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.01。  
Fig. 4  Effect of 7-HEC on the activity of antioxidant 
enzyme in rats’ brain under hypobaric hypoxia condition 
Compared with the normal group, 1)P<0.01; compared with the model 
group, 2)P<0.01. 
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3.4  7-HEC 对低压低氧大鼠脑组织中 ATP 酶活力

的影响 
与正常组比较，低压低氧使大鼠脑组织中

Na+-K+-ATPase和Ca2+-Mg2+-ATPase的活力显著降

低(P<0.01)。与模型组比，经 7-HEC 和乙酰唑胺预

处理均能显著提高 ATP酶活力(P<0.01或P<0.05)，
结果见图 5。 

 
图 5  7-HEC 对低压低氧大鼠脑组织中 ATP 酶的影响 
与正常组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.05，3)P<0.01。 
Fig. 5  Effect of 7-HEC on the activity of ATPase in rats’ 
brain under hypobaric hypoxia condition 
Compared with the normal group, 1)P<0.01; compared with the model 
group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 

3.5  7-HEC 对低压低氧大鼠脑组织中凋亡相关蛋

白的影响 
与正常组比较，模型组大鼠脑组织中促凋亡

蛋白 Bax 和 caspase-3 的表达上调，抗凋亡蛋白

Bcl-2 的显著下调，造成 Bax/Bcl-2 的比值显著升

高(P<0.01)。与模型组比，经 7-HEC 和乙酰唑胺预

处理均能促进 Bcl-2 的表达，而降低 Bax、caspase-3
的表达和 Bax/Bcl-2 的比值(P<0.01)，显著抑制低

压低氧诱导的细胞凋亡，结果见图 6。 
4  讨论 

近年来，随着“一带一路”国家战略的稳步

推进，进驻高原地区的人群增长显著。高原地区

特殊的低压低氧环境会对机体心、脑、肺、肾脏

等多个脏器造成损伤。脑组织是机体最大的耗氧

器官之一，同时含有丰富的不饱和脂肪酸，但是

抗氧化体系较为薄弱，这些特征使得其对低压低

氧诱导的损伤极为敏感[5-6]。本研究结果显示，低

压低氧造成大鼠脑细胞排列出现紊乱，神经元细

胞减少，核异形且着色变深；经 7-HEC 预处理后，

能够缓解高原缺氧诱导的脑组织损伤。 

 
图 6  7-HEC 对低压低氧大鼠脑组织中凋亡相关蛋白表达

的影响 
与正常组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.01。 
Fig. 6  Effect of 7-HEC on the expression of apoptosis- 
related protein in rats’ brain under hypobaric hypoxia 
condition 
Compared with the normal group, 1)P<0.01; compared with the model 
group, 2)P<0.01. 

本研究发现，低压低氧能够诱导脑组织中

ROS 的大量生产，造成 H2O2 水平明显升高；过量

的 ROS 通过与细胞膜中不饱和脂肪酸发生脂质过

氧化反应，造成 MDA 蓄积[7]。抗氧化酶(SOD、

CAT 和 GSH-Px)一直被认为是机体抵抗氧化应激

损伤的重要屏障，通过抑制 ROS 生成和脂质过氧

化反应[8]。而低压低氧在大量产生 ROS 的同时还

降低抗氧化酶的活性，进一步造成自由基稳态的

失衡，加剧细胞损伤[9]。7-HEC 能够清除 ROS，
抑制脂质过氧化，同时显著提高抗氧化酶的活力，

缓解低压低氧对脑组织造成的氧化应激损伤。 
ATPase 是细胞内膜结合酶，对维持细胞内的

离子稳态具有重要作用。其中 Na+-K+-ATPase 和

Ca2+-Mg2+-ATPase 介导了 Na+、K+和 Ca2+在细胞膜

上的转运，保持低 Na+、Ca2+高 K+的细胞内环境

和静息电位[10-11]。研究表明，低压低氧能够抑制

脑组织中 Na+-K+-ATPase 和 Ca2+-Mg2+-ATPase 活

性，使细胞内 Na+蓄积，Ca2+超载，增加细胞膜的
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通透性，造成能量代谢紊乱，ATP 生成减少[12-13]。

本实验结果与前期研究结论一致，模拟海拔 8 000 m
处理 24 h 后，大鼠脑组织中 Na+-K+-ATPase 和

Ca2+-Mg2+-ATPase 活性显著下降，7-HEC 可以上

调 ATPase 的活力，维持脑组织细胞能量代谢稳态。  
除氧化应激外，低压低氧诱导的脑组织损伤

与细胞凋亡密切相关[14]。因此，本研究对凋亡相

关蛋白的表达进行了考察。Bcl-2 是目前首个公认

的抗凋亡蛋白，能够抑制细胞凋亡。Bax 作为重要

的促凋亡蛋白，能够促进细胞色素 C(Cytc)从线粒

体释放到胞质中与 caspase-9 结合，从而激活下游

caspase-3，启动凋亡过程，诱导细胞凋亡 [15]。

Bax-Bax 同 二 聚 体 能 够 诱 导 细 胞 凋 亡 ， 而

Bcl-2-Bax 异二聚体则能够促进细胞存活，因此，

Bax/Bcl-2 的比值通常用于反映细胞凋亡状态[16]。

本研究结果显示，低压低氧导致大鼠脑组织中促凋

亡蛋白 caspase-3 的表达和 Bax/Bcl-2 的比值显著升

高；而 7-HEC 预处理可以降低 caspase-3 的表达和

Bax/Bcl-2 的比值。上述实验证明：7-HEC 能够显

著抑制低压低氧诱导的大鼠脑组织细胞凋亡。 
综上所述，7-HEC 对低压低氧大鼠脑组织具

有较好的保护作用，其作用机制与其清除过量

ROS，降低脂质过氧化，缓解氧化应激，改善能量

代谢和抑制细胞凋亡有关。 
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