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7-羟乙基白杨素对低压缺氧致PC12细胞损伤的改善作用及机制 Δ
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摘 要 目的 探讨7-羟乙基白杨素（7-HEC）对低压缺氧致 PC12细胞损伤的改善作用及可能机制。方法 以大鼠肾上腺嗜铬细

胞瘤细胞系 PC12 为对象，以低压缺氧（5%CO2、94%N2、1%O2、54 004 Pa）条件培养，考察不同浓度 7-HEC（100、10、1、0.1、0.01 

μmol/L）对低压缺氧细胞存活率的影响；检测7-HEC（1 μmol/L）对低压缺氧细胞中乳酸脱氢酶（LDH）、丙二醛（MDA）含量和超氧

化物歧化酶（SOD）活性，凋亡率，周期，以及细胞中活化的胱天蛋白酶3（cleaved caspase-3）、B 细胞淋巴瘤2（Bcl-2）、Bcl-2相关 X

蛋白（Bax）表达的影响。结果 与对照组比较，低压缺氧组细胞的存活率显著降低（P＜0.01）；10、1、0.1 μmol/L 的7-HEC 可逆转低

压缺氧导致的细胞存活率降低（P＜0.05或 P＜0.01）。与对照组比较，低压缺氧组细胞上清液中 LDH 含量、细胞中 MDA 含量、凋

亡率、G1期细胞比例和细胞中cleaved caspase-3蛋白的表达水平均显著升高；细胞中SOD活性，S期、G2期细胞比例和细胞中Bcl-2/

Bax 比值均显著降低（P＜0.05或 P＜0.01）。与低压缺氧组比较，7-HEC 组细胞中 LDH、MDA 含量，凋亡率，G1期细胞比例和

cleaved caspase-3蛋白的表达水平均显著降低；SOD活性、G2期细胞比例、Bcl-2/Bax比值均显著升高（P＜0.01）。结论 7-HEC可明

显提高低压缺氧细胞的存活率，降低上清液中 LDH 含量，改善细胞周期阻滞，降低细胞凋亡率；其对低压缺氧细胞损伤的改善作

用可能与抑制caspase-3/Bax/Bcl-2通路的激活有关。
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Investigation on improvement effects and mechanism of 7-hydroxyethyl chrysin on PC12 cell injury induced 

by hypobaric hypoxia
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the improvement effects and possible mechanism of 7-hydroxyethyl chrysin （7-HEC） 

on PC12 cell injury induced by hypobaric hypoxia. METHODS The rat adrenal pheochromocytoma cell line PC12 was cultured 

under low-pressure hypoxia （5%CO2， 94%N2， 1%O2， 54 004 Pa） to investigate the different concentrations of 7-HEC （100， 10， 

1， 0.1， 0.01 μmol/L） on the survival rate of hypoxic cells； the effects of 7-HEC（1 μmol/L） on the contents of lactate 

dehydrogenase （LDH） and malondialdehyde （MDA）， superoxide dismutase （SOD） activity， apoptotic rate， cell cycle， and the 

expressions of cleaved caspase-3， Bcl-2 and Bax were detected. RESULTS Compared with control group， the survival rate of cells 

in hypobaric hypoxia group was decreased significantly （P＜0.01）； 10， 1， 0.1 μmol/L 7-HEC could reverse the decrease of cell 

survival rate caused by hypobaric hypoxia （P＜0.05 or P＜0.01）. Compared with control group， LDH content in supernatant， 

MDA content in cells， apoptotic rate， the proportion of cells at G1 stage and the protein expression of cleaved caspase-3 were 

increased significantly in hypobaric hypoxia group， while SOD activity in cells， the proportion of cells at S stage and G2 stage and 

Bcl-2/Bax ratio were decreased significantly （P＜0.05 or P＜0.01）. Compared with hypobaric hypoxia group， the contents of LDH 

and MDA， apoptotic rate， the proportion of cells at G1 stage and the expression of cleaved caspase-3 in 7-HEC group were 

decreased significantly， while SOD activity， the proportion of cells at G2 stage and Bcl-2/Bax ratio were increased significantly （P＜

0.01）. CONCLUSIONS 7-HEC can significantly increase the survival rate of hypobaric hypoxia cells， reduce the LDH content in 

supernatant， improve cell cycle arrest， and reduce the rate of 

apoptosis. Its improvement effects on hypobaric hypoxia cell 

injury may be related to the inhibition of caspase-3/Bax/Bcl-2 

pathway activation.
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我国高原面积广阔，具有重要的政治、军事和经济

地位。气压低、氧含量低是高原环境最主要的特征。大

脑对低氧刺激尤为敏感，动物研究和临床试验表明，急

性低压缺氧可导致大脑皮质神经细胞、海马神经细胞损

伤[1]。当脑神经细胞缺氧时，氧气及营养物质消耗所导

致的线粒体损伤、神经细胞丢失、氧化应激或细胞坏死、

凋亡、自噬是缺氧性损伤的关键环节[2―4]，但目前关于高

原低压缺氧致神经细胞损伤的机制及药物研究较少，其

预防和治疗一直面临着较大压力。可见，探索低压缺氧

致神经细胞损伤的发生机制并寻找抗低压缺氧损伤药

物具有重要意义。

近年来有研究表明，黄酮类化合物具有改善缺氧损

伤神经的药理作用，如抗氧化、抗炎、抗凋亡作用等[5―7]。

白杨素（化学名5，7-二羟基黄酮）又名白杨黄素，是来源

广、毒性低的黄酮类化合物，具有抗焦虑、抗抑郁和保护

神经等多种生物活性，但其生物利用度较低[3]。为了改

善白杨素的上述缺点，本课题组通过结构修饰合成了7-

羟乙基白杨素[化学名 5-羟基-7-羟乙氧基黄酮，英文名

7-hydroxyethyl chrysin，以下简称“7-HEC”][8]；药理研究

表明，7-HEC 能改善低压缺氧诱导的脑组织损伤、认知

功能障碍，并能逆转缺氧模型大鼠海马神经细胞损伤[9]，

但具体机制尚不清楚。PC12细胞是研究神经生理和神

经药理的常用细胞之一，本课题组为了更好地模拟高原

环境，在单纯缺氧模型的基础上进行改良，建立了 PC12

细胞低压缺氧损伤模型，并证实了低压缺氧可诱导该细

胞凋亡[10]。研究指出，抗凋亡蛋白 B 细胞淋巴瘤 2（B-

cell lymphoma-2，Bcl-2）与促凋亡蛋白 Bcl-2相关 X 蛋白

（Bcl-2 associated X protein，Bax）的表达比值决定了细胞

凋亡的进程，活化的胱天蛋白酶 3（cleaved caspase-3）则

是执行细胞凋亡的关键因子，可见，caspase-3/Bax/Bcl-2

通路是调控细胞凋亡的重要信号通路[11]。基于此，本研

究拟探讨7-HEC 对低压缺氧致 PC12细胞损伤的保护作

用，同时以 caspase-3/Bax/Bcl-2通路为线索，探讨该化合

物改善低压缺氧致 PC12细胞损伤的分子机制，以期为

7-HEC 在高原低压缺氧损伤防治领域中的应用提供

参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括自制压力控制型细胞缺

氧培养箱（实用新型专利 ZL201821672535[12]）、EST-10-

02型氧浓度测定仪（深圳市兴源恒通科技有限公司）、

CKX41 型倒置相差显微镜（日本 Olympus 公司）、INC 

153H9T6型三气培养箱（德国 Memmert 公司）、Spectra‐

Maxi3型全自动荧光酶标仪（美国 Molecular Devices 公

司）、ACEA NovoCyte 型流式细胞仪（美国 ACEA Bio-

sciences 公司）、ChemiDocMP Imaging System 型凝胶成

像分析系统（美国 Bio-Rad 公司）等。

1.2　主要药品与试剂

7-HEC 原料药（纯度98%）由本实验室自制；DMEM

高糖培养基购自美国 HyClone 公司；胎牛血清（fetal bo‐

vine serum，FBS）、0.25% 胰酶消化液均购自美国 Gibco

公司；青霉素-链霉素双抗购自兰杰柯生物科技有限公

司；乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）试剂盒（批

号 20180728）、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，

SOD）试 剂 盒（批 号 20190412）、丙 二 醛（malondialde‐

hyde，MDA）试剂盒（批号 20180728）均购自南京建成生

物 工 程 研 究 所 ；CCK-8 细 胞 活 力 检 测 试 剂 盒（批 号

PM508）购自日本 Dojindo 公司；Annexin Ⅴ-FITC 细胞凋

亡检测试剂盒（批号10625-2）购自上海碧云天生物技术

公 司 ；DNA 含 量 检 测 试 剂 盒（细 胞 周 期）（批 号

20210105）购自北京索莱宝科技有限公司；兔抗鼠 Bax

单克隆抗体（批号 ab32503）、兔抗鼠 Bcl-2 多克隆抗体

（批号 ab196495）、兔 cleaved caspase-3多克隆抗体（批号

ab184787）均购自美国 Abcam 公司；鼠 β-肌动蛋白（β- 

actin）单克隆抗体（批号 TA-09）、辣根过氧化物酶标记的

山羊抗兔免疫球蛋白 G 二抗（批号 ZB-2307）均购自北京

中杉金桥生物技术有限公司。

1.3　细胞

大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞系 PC12购自中国科学

院上海细胞库。

2　方法

2.1　细胞培养

将 PC12细胞接种于含10%FBS、1% 青霉素-链霉素

双抗的 DMEM 高糖培养基（以下简称“完全培养基”）

中，于 37 ℃、5%CO2 培 养 箱 中 培 养。待 细 胞 融 合 至

80%～90% 时，用0.25% 胰酶消化并按1∶3比例传代，取

对数生长期的细胞进行后续实验。

2.2　分组与处理

根据不同培养条件，将 PC12细胞分为对照组、低压

缺 氧 组 和 7-HEC 组 。 对 照 组 细 胞 用 含 10%FBS 的

DMEM 高糖培养基培养24 h；低压缺氧组细胞根据前期

确定的低压缺氧模型条件[10]，于 5%CO2、94%N2、1%O2、

54 004 Pa（与 5 000 m 海拔处大气压相当）条件下培养

24 h；7-HEC 组细胞先用含7-HEC 的完全培养基培养30 

min 后，再按低压缺氧组方法培养24 h。

2.3　细胞存活率检测

采用 CCK-8法检测。取生长良好且处于对数生长

期的 PC12细胞，用 0.25% 胰酶消化后，按每孔 1×104个

接种于96孔板中。将细胞分为对照组、低压缺氧组、不

同浓度 7-HEC 组（7-HEC 终浓度为 100、10、1、0.1、0.01 
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μmol/L，根据预实验结果设置），每组设置 6个复孔；同

时设置不含细胞、不含药物的空白组。于 37 oC、5%CO2

条件下培养 24 h 后，弃去上清液，对照组和低压缺氧组

细胞加入完全培养基100 μL，7-HEC 组细胞分别加入含

7-HEC 100、10、1、0.1、0.01 μmol/L 的 完 全 培 养 基 100 

μL，按“2.2”项下方法处理。培养 24 h 后，每孔加入

CCK-8 试剂 10 μL，于 37 ℃下孵育 1 h，使用酶标仪于

450 nm 波长处检测各孔的光密度（OD）值并按下式计算

细胞存活率：细胞存活率＝（实验组 OD 值－空白组 OD

值）/（对照组 OD 值－空白组 OD 值）×100%。

2.4　细胞中LDH、MDA含量和SOD活性检测

取生长良好且处于对数生长期的 PC12 细胞，用

0.25% 胰酶消化后，按每孔 2×106 个接种于 6 孔板中。

将细胞分为对照组、低压缺氧组、7-HEC 组（1 μmol/L，

根据“2.3”项下结果设置），每组设置 6个复孔。按“2.3”

项下方法培养 24 h，收集细胞和上清液，使用酶标仪以

LDH 试剂盒（L-P 法）检测上清液中 LDH 含量，以 MDA

试剂盒（TBA 法）检测细胞中 MDA 含量，以 SOD 试剂盒

（WST-8法）检测细胞中 SOD 活性，严格按照试剂盒说明

书操作。

2.5　细胞凋亡和细胞周期检测

2.5.1　细胞凋亡　采用 Annexin Ⅴ-FITC/PI 双染流式细

胞术检测。取生长良好且处于对数生长期的 PC12 细

胞，按“2.4”项下方法分组（每组设置3个复孔）、处理、培

养。随后，弃去上清液，细胞用 4 ℃预冷的磷酸盐缓冲

液清洗 2次，用不含乙二胺四乙酸的胰酶消化 1 min，于

室温下以1 500 r/min 离心5 min；用4 ℃预冷的磷酸盐缓

冲液清洗2次，以1 500 r/min 离心5 min，弃去上清液；细

胞用1×bingding buffer 400 μL 重悬，制成密度为1×106

个/mL 的悬液；取上述悬液，加入 Annexin Ⅴ-FITC 试剂

适量（每 100 μL 悬液加入 Annexin Ⅴ-FITC 试剂 5 μL），

轻轻混匀，室温避光孵育 15 min；加入 PI 试剂 10 μL 和

1×binding buffer 400 μL，轻轻混匀，使用流式细胞仪检

测细胞凋亡率（%）。

2.5.2　细胞周期　采用流式细胞术检测。取生长良好

且处于对数生长期的 PC12细胞，按“2.4”项下方法分组

（每组设置3个复孔）、处理、培养。随后，收集各组细胞，

用磷酸盐缓冲液清洗2次后，于－20 ℃ 75% 乙醇中固定

过夜；以 1 500 r/min 离心 5 min，收集细胞，用磷酸盐缓

冲液清洗 2次后，用 RNaseA 试剂重悬并于 37 ℃下孵育

30 min；加入 PI 试剂400 μL，于4 ℃下避光孵育30 min，

使用流式细胞仪检测各周期的分布情况。

2.6　细胞中凋亡相关蛋白表达检测

采用 Western blot 方法检测。取生长良好且处于对

数生长期的 PC12细胞，按“2.4”项下方法分组（每组设置

3个复孔）、处理、培养。随后，收集各组细胞，用磷酸盐

缓冲液洗涤２次，加入 RIPA 细胞裂解液 100 μＬ，于冰

浴中放置30 min，于4 ℃下以1 500 r/min 离心15 min；取

上清液，以 BCA 法进行定量后，加上样缓冲液煮沸变性

10 min，取变性蛋白样品 50 μg 进行 10% 十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳并转移至聚偏二氟乙烯膜上，

用含50 g/L 脱脂奶粉的 TBST 缓冲液室温封闭1 h，加入

cleaved caspase-3、Bcl-2、Bax、β-actin 一抗（稀释比例均

为1∶1 000），4 ℃孵育过夜；用 TBST 缓冲液洗膜3次，加

入二抗（稀释比例为1∶5 000），室温孵育1 h；用 TBST 缓

冲液洗膜3次，以凝胶成像系统成像，以目标蛋白与内参

蛋白（β-actin）灰度值的比值表示目标蛋白的表达水平，

并记录 Bax 与 Bcl-2表达水平的比值（Bax/Bcl-2比值），

实验重复3次。

2.7　统计学方法

使用 GraphPad Prism 9.0 软件对数据进行统计分

析。每组实验至少重复3次。数据均以 x±s 表示，多组

间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t

检验。检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　不同浓度7-HEC对低压缺氧细胞存活率的影响

与对照组比较，低压缺氧组细胞的存活率显著降低

（P＜0.01）；与低压缺氧组比较，7-HEC 10、1、0.1 μmol/L

组细胞的存活率均显著升高（P＜0.05或 P＜0.01），提示

在上述浓度下，7-HEC 可逆转细胞存活率的降低，故选

择作用较明显的1 μmol/L 进行后续实验。结果见图1。

3.2　 7-HEC 对 低 压 缺 氧 细 胞 中 LDH、MDA 含 量 和

SOD活性的影响

与对照组比较，低压缺氧组细胞上清液中 LDH 含量

和细胞中 MDA 含量均显著升高，细胞中 SOD 活性显著

降低（P＜0.01）。与低压缺氧组比较，7-HEC 组细胞上

清液中 LDH 含量和细胞中 MDA 含量均显著降低（P＜

0.01），细 胞 中 SOD 活 性 显 著 升 高（P＜0.01）。 结 果

见表1。
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图1　不同浓度 7-HEC 对低压缺氧细胞存活率的影响

（x±s，n＝6）



中国药房  2023年第34卷第4期 China Pharmacy  2023 Vol. 34  No. 4  · 405 ·

3.3　7-HEC对低压缺氧细胞凋亡和细胞周期的影响

3.3.1　细胞凋亡　与对照组比较，低压缺氧组细胞的凋

亡率显著升高（P＜0.01）；与低压缺氧组比较，7-HEC 组

细胞的凋亡率显著降低（P＜0.01）。结果见图2。

3.3.2　细胞周期　与对照组比较，低压缺氧组 G1期细胞

比例显著升高，S 期、G2期细胞比例均显著降低（P＜0.05

或 P＜0.01）；与低压缺氧组比较，7-HEC 组 G1期细胞比

例显著降低，G2期细胞比例显著升高（P＜0.01）。结果

见图3。

3.4　7-HEC 对低压缺氧细胞中凋亡相关蛋白表达的

影响

与对照组比较，低压缺氧组细胞中 cleaved caspase-

3 蛋白的表达水平显著升高，Bcl-2/Bax 比值显著降低

（P＜0.05或 P＜0.01）；与低压缺氧组比较，7-HEC 组细

胞中 cleaved caspase-3蛋白的表达水平显著降低，Bcl-2/

Bax 比值显著升高（P＜0.05或 P＜0.01）。结果见图4。

4　讨论

本研究通过考察 7-HEC 对低压缺氧 PC12 细胞增

殖、抗氧化能力、细胞凋亡和细胞周期的影响，评价了该

化合物对低压缺氧致神经细胞损伤的保护作用。细胞

存活率检测结果显示，细胞在低压缺氧（1%O2、54 004 

Pa）条件下培养24 h 后，其存活率明显下降；经0.01、0.1、

1、10、100 μmol/L 的 7-HEC 提前干预后，7-HEC 0.1、1、

10 μmol/L 组低压缺氧细胞的存活率明显提升，提示上

述浓度的 7-HEC 可逆转细胞存活率的降低；其中，1 

μmol/L 的活性最佳，故以该浓度作为后续研究的药物

浓度。

表1　7-HEC 对低压缺氧细胞中 LDH、MDA 含量和

SOD活性的影响（x±s，n＝6）

组别
对照组
低压缺氧组
7-HEC 组

LDH/（U/mL）

23.45±4.11

38.85±2.99a

25.19±2.25b

MDA/（nmol/mg prot）

0.035±0.002

0.081±0.007a

0.040±0.004b

SOD（U/mg prot）

0.132±0.005

0.113±0.002a

0.134±0.003b

a：与对照组比较，P＜0.01；b：与低压缺氧组比较，P＜0.01
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a：与对照组比较，P＜0.01；b：与低压缺氧组比较，P＜0.01

图2　7-HEC对低压低氧细胞凋亡的影响（x±s，n＝3）
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图3　7-HEC对低压缺氧细胞周期的影响（x±s，n＝3）
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响（x±s，n＝3）
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LDH 是存在于正常细胞胞质中的酶，当细胞膜受损

后，LDH 即被释放到细胞外，故可通过检测细胞上清液

中 LDH 的含量来判断细胞膜的受损程度[13]。本研究结

果显示，与对照组比较，低压缺氧组细胞上清液中 LDH

含量显著升高；与低压缺氧组比较，7-HEC 组细胞上清

液中 LDH 含量显著降低。这说明7-HEC 对低压性缺氧

引起的细胞膜损伤具有改善作用。

有研究指出，MDA 是脂质过氧化的标志产物，其含

量高低可反映氧化应激的严重程度，以及组织受氧自由

基破坏的损伤程度；SOD 是清除生物体内氧自由基的重

要物质，兼具修复细胞的功能，当细胞内氧自由基水平

升高时，SOD 的生物合成及活性将有所增强，可用以间

接反映机体氧自由基的生成量及清除氧自由基的能

力[14]。本研究结果显示，低压缺氧组细胞中 MDA 含量

较对照组显著升高，SOD 活性较对照组显著降低，提示

低压缺氧细胞的脂质过氧化反应增加，抗氧化能力减

弱。与低压缺氧组比较，7-HEC 组细胞中 MDA 含量显

著降低，SOD 活性显著升高，提示该化合物可逆转细胞

脂质过氧化反应增加、抗氧化能力减弱的现象，可通过

调控细胞氧化/抗氧化失衡而发挥对低压缺氧致细胞损

伤的改善作用。

本研究应用 Annexin Ⅴ-FITC/PI 双染流式细胞术检

测了低压缺氧细胞的凋亡情况，结果显示，与对照组比

较，低压缺氧组细胞的凋亡率显著升高；与低压缺氧组

比较，7-HEC 组细胞的凋亡率显著降低。这表明低压缺

氧可诱导细胞凋亡，而 7-HEC 具有抑制细胞凋亡的作

用。本研究应用流式细胞仪检测了 7-HEC 对细胞周期

的影响，结果显示，低压缺氧组 G1期细胞比例较对照组

显著升高，S 期、G2期细胞比例较对照组均显著降低，提

示在低压缺氧条件下，细胞周期阻滞于 G1期；经 7-HEC

处理后，上述作用得到逆转，G1期的细胞比例明显降低，

G2期的细胞比例明显上升，S 期的细胞比例亦有上升趋

势，提示 7-HEC 可使进入 DNA 复制期的低压缺氧细胞

比例增加，可改善低压缺氧引起的细胞周期阻滞。此结

果与 CCK-8实验结果相符。有研究指出，处于 G1期的细

胞可对各种影响增殖与凋亡的信号进行整合和传递，进

而决定细胞是否进行分裂、凋亡或延迟分裂，即进入 G0

期[15―16]。结合上述实验结果显示，7-HEC 可能通过改善

低压缺氧致 PC12细胞周期阻滞而提高细胞存活率、减

少细胞凋亡和促进细胞增殖，但具体机制有待后续研究

进一步验证。

细胞凋亡是一种主动的程序性死亡方式，受抗凋亡

蛋白和促凋亡蛋白的严格调控。通常情况下，抗凋亡蛋

白 Bcl-2和促凋亡蛋白 Bax 以相对稳定的比例存在于细

胞内，二者的表达失衡是造成细胞凋亡的关键因素：当

Bax 表达增多时，Bcl-2/Bax 同源二聚体增多，在缺氧刺

激下，细胞线粒体膜受损，作为凋亡执行蛋白酶的 cas‐

pase-3被释放至胞质，当细胞发生凋亡时，caspase-3被活

化成 cleaved caspase-3，从而启动和诱导凋亡；相反当

Bcl-2高表达时，Bcl-2/Bax 同源二聚体解离增多，细胞凋

亡受到抑制[17]。本研究结果显示，与对照组相比，低压

缺氧组细胞中 cleaved caspase-3蛋白的表达水平显著升

高，Bcl-2/Bax 比值显著下降；与低压缺氧组相比，7-HEC

组细胞中 cleaved caspase-3蛋白的表达水平显著降低，

Bcl-2/Bax 比值显著升高。这提示 7-HEC 可减少低压缺

氧诱导的细胞凋亡，其作用机制可能与抑制 caspase-3/

Bax/Bcl-2凋亡信号通路的激活有关。

综上所述，7-HEC 可明显提高低压缺氧细胞的存活

率，降低上清液中 LDH 含量，改善细胞周期阻滞，降低细

胞凋亡率，从而显著减轻低压缺氧诱导的细胞损伤，其

作用机制可能与抑制 caspase-3/Bax/Bcl-2凋亡信号通路

的激活有关。本课题组将进一步从细胞分子水平分析

7-HEC 保护作用的具体机制，为该化合物应用于高原低

压缺氧损伤的防护提供基础实验数据和研究线索。
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