
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．２０９７０９２７．２０２２１２１０５

矮垂头菊正丁醇提取物对低压低氧小鼠心肌损伤的保护作用

谭宏强１，２，张　洁１，２，张朋朋１，石志群１，马慧萍２，景临林３，张汝学１　　７３００００兰州，甘肃中医药大学药学院１；

７３００５０兰州，中国人民解放军联勤保障部队第九四○医院药剂科２；７１００６１西安，西安交通大学医学院第一附属医院药
学部３

　　［摘要］　目的　研究矮垂头菊正丁醇提取物（ｎｂｕｔａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆＣｒｅｍａｎｔｈｏｄｉｕｍｈｕｍｉｌｅ，ＢＥＣＨ）对
低压低氧小鼠心肌损伤的保护作用。方法　取清洁级 ＢＡＬＢ／ｃ雄性小鼠５０只分为（ｎ＝１０）：缺氧模型
组、乙酰唑胺组，ＢＥＣＨ低（１２５ｍｇ／ｋｇ）、中（２５０ｍｇ／ｋｇ）、高剂量（５００ｍｇ／ｋｇ）组进行常压密闭缺氧实验
确定最佳给药剂量。３０只小鼠分为（ｎ＝１０）：急性减压组、乙酰唑胺组、ＢＥＣＨ给药组进行减压缺氧耐
受实验确定最佳给药剂量的存活率。５２只小鼠分为（ｎ＝１３）：正常对照组、低压低氧组、乙酰唑胺组和
ＢＥＣＨ给药组，连续灌胃５ｄ，第５天给药后，正常对照组置于当地海拔，其余小鼠置于低压低氧动物实
验舱中。模拟海拔高度８０００ｍ暴露２４ｈ，摘眼球取血后随即处死，ＨＥ染色观察小鼠心肌组织病理变
化；测定血清中肌酸激酶（ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＣＫ）、谷草转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）、心肌肌钙
蛋白Ｉ（ｃａｒｄｉａｃｔｒｏｐｏｎｉｎＩ，ｃＴｎＩ）活性；测定心肌组织中活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）、过氧化氢
酶（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、乳酸
（ｌａｃｔｉｃａｃｉｄ，ＬＤ）、乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＧＳＨＰｘ）和总抗氧化能力（ｔｏｔａｌａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｃａｐａｃｉｔｙ，ＴＡＯＣ）含量和水平；蛋白印迹法检测心肌组织中
Ｎｒｆ２、ＨＯ１、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白的表达水平。结果　与缺氧模型组相比，ＢＥＣＨ可以显著
延长常压密闭缺氧小鼠的存活时间，且以高剂量组效果较好；与急性减压组相比，ＢＥＣＨ给药组能够显
著降低急性减压小鼠的死亡率。与正常对照组相比，低压低氧组小鼠心肌组织中 ＲＯＳ含量升高（Ｐ＜
０．０５），ＭＤＡ、ＣＡＴ、ＬＤ、ＬＤＨ的水平显著增加（Ｐ＜０．０１），ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＴＡＯＣ的水平显著降低（Ｐ＜
０．０１），Ｎｒｆ２、ＨＯ１、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达上调（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），Ｂｃｌ２蛋白表达下调（Ｐ＜
０．０５）。经ＢＥＣＨ治疗后，能够显著降低低压低氧环境下小鼠的心肌组织氧化应激损伤（Ｐ＜０．０１），显
著降低ＬＤ的含量与ＬＤＨ活性（Ｐ＜０．０１），显著提高ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＴＡＯＣ、ＬＤＨ的水平（Ｐ＜０．０１），上调
Ｂｃｌ２、Ｎｒｆ２、ＨＯ１的蛋白表达水平（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），下调 Ｂａｘ和 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达（Ｐ＜０．
０５，Ｐ＜０．０１），降低Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值（Ｐ＜０．０５）。结论　ＢＥＣＨ通过激活 Ｎｒｆ２／ＨＯ１信号通路，降低低压
低氧小鼠心肌组织的氧化应激损伤，改善能量代谢，抑制细胞凋亡，进而缓解低压低氧诱导的心肌损伤。
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（Ｐ＜０．０１），ｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＯＤ，ＧＳＨＰｘａｎｄＴＡＯＣ（Ｐ＜０．０１），ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
Ｎｒｆ２，ＨＯ１ａｍｄＢｃｌ２（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｏｓｅｏｆＢａｘａｎｄｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１），ａｎｄｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅＢａｘ／Ｂｃｌ２ｒａｔｉｏｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｉｓｓｕｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＢＥＣＨｉｎｈｉｂｉｔｓｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ，ｉｍｐｒｏｖｅｓｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｖｉａａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＮｒｆ２／ＨＯ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ，ａｎｄｔｈｅｎａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓＨＨｉｎｄｕｃｅｄｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｉｓｓｕｅｉｎｊｕｒｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｃｒｅｍａｎｔｈｏｄｉｕｍｈｕｍｉｌｅ；ｎｂｕｔａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔ；ｈｙｐｏｂａｒｉｃｈｙｐｏｘｉａ；ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｊｕｒｙ；

ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１８７２７９６）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＨＡＮＧＲｕｘｕｅ，Ｅｍａｉｌ：ｒｕｘｕｅｚｈ＠
１２６．ｃｏｍ

　　低压低氧（ｈｙｐｏｂａｒｉｃｈｙｐｏｘｉａ，ＨＨ）是人们暴露在
高海拔地区时遇到的一种应激性环境条件［１］。心脏

作为机体内耗氧量较大的器官，充足的氧气供应是维

持心肌细胞活力和机能的关键［２］。当机体长时间处

于低压低氧环境下，心肌细胞所得到的氧气供应量减

少，加重或诱发其他心血管疾病［３］。随着国家经济的

发展，前往高原地区旅游和工作的人越来越多，减轻低

压低氧对心脏的损伤成为研究的重点。

　　矮垂头菊（Ｃｒｅｍａｎｔｈｏｄｉｕｍｈｕｍｉｌｅ）是青藏高原的
特有物种，生长在海拔２４００～５６００ｍ的高山草甸和
碎石区。这种特殊的草药长期以来一直被传统的藏医

用于抗炎、解毒和缓解疼痛。课题组前期研究发现矮

垂头菊乙醇提取物表现出优异的抗氧化活性，能够缓

解低压低氧对小鼠心脑组织的损伤［４］，进一步研究

发现矮垂头菊中含有丰富的总酚类和总黄酮类物

质，对矮垂头菊正丁醇提取物（ｎｂｕｔａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆ
Ｃｒｅｍａｎｔｈｏｄｉｕｍｈｕｍｉｌｅ，ＢＥＣＨ）研究发现其具有优异的
自由基清除能力，是一种天然的抗氧化剂［５］，但其在

体内的抗缺氧活性尚未可知。因此，本实验将研究

ＢＥＣＨ对高原缺氧小鼠心肌损伤的保护作用，并初步
阐明其作用机制，为其开发研制成治疗高原缺氧心肌

损伤的药物奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　矮垂头菊正丁醇提取物根据课题组前期研究方法
制备［５］。肌酸激酶（ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＣＫ，Ａ０３２１１）、谷
草转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ，Ｃ０１０２１）、
活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ，Ｅ００４１１）、谷胱
甘肽过氧化物酶 （ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ，
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Ａ００５１２）、乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ，
Ａ０２０２２）、过氧化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ，Ａ００７１）、乳酸
（ｌａｃｔｉｃａｃｉｄ，ＬＤ，Ａ０１９２１）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ，Ａ００３１２）、超 氧 化 物 歧 化 酶 （ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ，Ａ００１３２）和总抗氧化能力 （ｔｏｔａｌ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｃａｐａｃｉｔｙ，ＴＡＯＣ，Ａ０１５２１）的测定试剂盒
以及总蛋白定量（ＢＣＡ，Ａ０４５４２）测定试剂盒均来自
南京建成生物工程研究所；心肌肌钙蛋白 Ｉ（ｃａｒｄｉａｃ
ｔｒｏｐｏｎｉｎＩ，ｃＴｎＩ，ＪＬ１１２８０９６Ｔ）ＥＬＩＳＡ试剂盒为上海江
莱生物科技有限公司产品。核因子 Ｅ２相关因子 ２
（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒＥ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）、血红素加
氧酶 １（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）、Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白
（Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、Ｂ淋巴细胞瘤２基
因（Ｂｌｙｍｐｈｏｃｙｔｏｓｔｏｍａ２ｇｅｎｅ，Ｂｃｌ２）、裂解半胱氨酸蛋
白酶３（ｃｌｅａｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ３）
兔单克隆抗体购自Ａｂｃａｍ；羊抗小鼠 ＩｇＧＨＲＰ抗体和
羊抗兔 ＩｇＧＨＲＰ抗体购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ；ＳＤＳＰＡＧＥ凝
胶制备试剂盒、高效 ＲＩＰＡ裂解液（组织／细胞）、苯甲
磺酰氟（ＰＭＳＦ）、ＰＶＤＦ膜购自 Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ，ＥＣＬＰｌｕｓ超
敏发光液购自Ａｆｆｉｎｉｔｙ。
１．２　实验仪器
　　Ｓｐｅｏｔｒａｍａｘ＠ｉ３全自动荧光酶标仪（美国Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ公司）；Ｒ１００１ＶＮ旋转蒸发仪（上海亚荣生化
仪器厂）；ＡＥ２００电子天平（沈阳龙腾电子有限公司）；
ＮＰ８０紫外可见分光光度计（上海舜宇恒平科学仪器
有限公司）；ＤＹＣ３０７０大型低压低氧动物实验舱（贵
州风雷航空军械有限公司产品）；ＣｈｅｍｉＤｏｏＭＰ全能
型凝胶成像系统（上海艾研生物科技有限公司）。

１．３　实验动物
　　清洁级雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（体质量１８～２２ｇ）购自
北京华阜康生物科技股份有限公司［ＳＣＸＫ（京）２０１９
０００８］。小鼠在恒温（２２±２）℃和恒湿（４０±５）％的条
件下，保持１２ｈ光照／１２ｈ黑暗循环，并可自由获取颗
粒食物和自来水。本研究经中国人民解放军联勤保障

部队第九四○医院伦理委员会批准（２０２１ＫＹＬＬ１６９）。
１．４　常压密闭缺氧实验
　　常压密闭缺氧实验按照前期报道的方法［６］进行。

５０只 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠按照随机数表法分为 ５组（ｎ＝
１０）：缺氧模型组、乙酰唑胺（ａｃｅｔａｚｏｌａｍｉｄｅ，ＡＺ）组
（３００ｍｇ／ｋｇ），ＢＥＣＨ低（１２５ｍｇ／ｋｇ）、中（２５０ｍｇ／ｋｇ）、
高剂量（５００ｍｇ／ｋｇ）组。连续 ５ｄ给小鼠灌胃 ＢＥＣＨ
溶液和ＡＺ。用同样的方法给予缺氧模型组小鼠生理
盐水（０．２ｍＬ）。第５天口服给药后等待６０ｍｉｎ，将小
鼠放入装有５ｇ钠石灰的 ２５０ｍＬ密闭瓶中。密封瓶
口，记录小鼠存活时间（Ｔ），按照公式计算延长率。延

长率＝（Ｔ给药组－Ｔ缺氧模型组）／Ｔ缺氧模型组×１００％。
１．５　急性减压耐受实验
　　急性减压耐受实验根据前期报道的方法［７］进行。

３０只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠按照随机数表法分为３组（ｎ＝１０）：
急性减压组、ＡＺ（３００ｍｇ／ｋｇ）组和 ＢＥＣＨ（５００ｍｇ／ｋｇ）
组。连续灌胃给药５ｄ，然后将小鼠放入低压低氧动物
实验舱。以 １００ｍ／ｍｉｎ的速度减压，分别在 ５０００、
８０００ｍ的模拟高度维持５ｍｉｎ。实验舱继续减压，直
到模拟高度为１００００ｍ，并维持１ｈ。记录死亡小鼠的
数量，并计算每组的动物死亡率。

１．６　低压低氧诱发小鼠心肌组织损伤模型的建立
　　５２只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠按照随机数表法分为４组（ｎ＝
１３）：正常对照组、低压低氧组、乙酰唑胺组（３００ｍｇ／ｋｇ）
和ＢＥＣＨ组（５００ｍｇ／ｋｇ）。连续灌胃给药５ｄ，第５天
灌胃给药后等待６０ｍｉｎ，正常对照组置于当地海拔，其
他各组小鼠置于大型低压低氧动物实验舱中。以

１０ｍ／ｓ的速度升到模拟海拔８０００ｍ，舱内的湿度和
温度分别保持在４０％～５０％和２３～２５℃，保持海拔高
度２４ｈ。随后降至海拔４０００ｍ，并迅速摘眼球取血，
用颈椎脱位法处死小鼠。收集每只小鼠心肌组织

－８０℃保存用于后续研究。
１．６．１　ＨＥ染色观察低压低氧小鼠心肌组织的病理
学变化　　待动物舱降至当地海拔后，每组迅速取出
３只，脱颈椎处死，解剖取出心脏，用４％多聚甲醛固定
液进行固定，石蜡包埋，组织切片后 ＨＥ染色用光学显
微镜观察病理变化。

１．６．２　心肌组织匀浆液的制备　　每组选取１０只小
鼠的心肌组织，根据组织质量∶生理盐水＝１∶９，加入适
量生理盐水制备成 １０％的心肌组织匀浆。匀浆在
４℃下以２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，－８０℃保存备用。
１．６．３　低压低氧小鼠血清中相关损伤因子的活性测
定　　每组随机取１０只小鼠，摘眼球取血，４０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ后取上层血清待测。ＣＫ、ＡＳＴ、ｃＴｎＩ活性
测定的具体实验操作根据相关试剂盒说明书进行，ＣＫ
活性以Ｕ／ｍＬ表示，ＡＳＴ活性以 Ｕ／Ｌ表示，ｃＴｎＩ活性
以ｐｇ／ｍＬ表示。
１．６．４　低压低氧小鼠心肌组织中氧化应激相关指标
的含量和活性测定　　根据相关试剂盒说明书测定
ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨＰｘ和 ＴＡＯＣ，ＭＤＡ含量以
ｎｍｏｌ／ｍｇ表示。ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＣＡＴ和 ＴＡＯＣ的活性
均以Ｕ／ｍｇ表达。
１．６．５　低压低氧小鼠心肌组织中能量代谢相关指标
的含量和活性测定　　按照试剂盒说明书测定 ＬＤＨ、
ＬＤ。ＬＤＨ活性以Ｕ／ｇ表示，ＬＤ水平以ｍｍｏｌ／ｇ表示。
１．６．６　蛋白表达水平的测定　　每组随机取３只小
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鼠的心肌组织，精密称取，按照组织质量∶高效蛋白裂
解液（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１）＝１∶９配制匀浆液，使用组
织研磨仪制备心肌组织匀浆，匀浆结束后在冰浴条件

下静置３０ｍｉｎ充分裂解，１２０００ｒ／ｍｉｎ低温（４℃）离
心１５ｍｉｎ，取１０μＬ上清稀释后用于 ＢＣＡ蛋白定量。
根据ＢＣＡ蛋白定量计算好的上样量上样，凝胶电泳法
分离所需蛋白，湿法转膜将蛋白转至 ＰＶＤＦ膜上，５％
脱脂牛奶封闭２ｈ后，加入一抗［包括Ｎｒｆ２（１∶１０００）、
ＨＯ１（１∶１０００）、Ｂａｘ（１∶１０００）、Ｂｃｌ２（１∶１０００）、
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３（１∶８００）和 βａｃｔｉｎ（１∶３０００）］，放入
４℃冰箱摇床，缓慢摇晃过夜，放入１×ＴＢＳＴ中进行洗
膜，１０ｍｉｎ洗３次。加入二抗，室温下摇床上孵育２ｈ，
化学发光法显色，放入全能型凝胶成像系统进行曝光，

灰度值用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ８．０软件扫描测定。
１．７　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２６．０软件进行统计学分析，正态分布
的计量数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间差异采用独立样本 ｔ检
验，多组间比较采用单因素方差分析。Ｐ＜０．０５被认
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＢＥＣＨ不同给药剂量延长常压密闭缺氧小鼠的
存活时间

　　采用常压密闭缺氧实验来评估ＢＥＣＨ对小鼠存活
时间的影响，结果如表１所示：ＢＥＣＨ能显著延长小鼠
在常压密闭缺氧环境下的存活时间（Ｐ＜０．０１），且高剂
量（５００ｍｇ／ｋｇ）延长效果最好。根据这一结果，后期
我们选择了ＢＥＣＨ５００ｍｇ／ｋｇ用于以下实验。
２．２　ＢＥＣＨ降低对急性减压缺氧小鼠的死亡率
　　通过急性减压耐受实验评价药物抗缺氧活性，急
性减压组和ＡＺ组在模拟的１００００ｍ高海拔地区１ｈ
内的死亡率分别为 １００％和 ６０％（Ｐ＜０．０１），给予
ＢＥＣＨ后小鼠死亡率降低为５０％（Ｐ＜０．０１）。

表１　ＢＥＣＨ不同给药剂量对常压密闭缺氧小鼠的影响 （ｎ＝１０）

组别 剂量／（ｍｇ／ｋｇ） 存活时间／ｍｉｎ，珋ｘ±ｓ 延长率／％

缺氧模型组 ３２．６５±０．４６

乙酰唑胺组 ３００ ３９．４２±４．０３ｂ ２０．７４

ＢＥＣＨ组 １２５ ３５．６６±３．７８ａ ９．２２

２５０ ３９．５６±３．４８ｂ ２１．１６

５００ ４３．３４±３．１６ｂ ３２．７４

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与缺氧模型组比较

２．３　ＨＥ染色观察小鼠心肌组织病理学变化
　　正常对照组小鼠心肌组织无明显的肿胀现象，细
胞间界限清晰且排列整齐，细胞形态结构完整，细胞核

染色较为均匀，心肌纤维排列有序且组织层次清晰。

低压低氧组小鼠心肌组织可见明显的水肿、肿胀，细胞

坏死、细胞形态变形，细胞核出现固缩现象，心肌纤维

结构混乱，没有明显的层次。乙酰唑胺组小鼠心肌组

织水肿、肿胀现象减轻，细胞形态较为完整，细胞核有

固缩现象，心肌纤维纹理较为清晰。ＢＥＣＨ组小鼠心
肌组织肿胀现象与模型对照组比较有改善，心肌组织

水肿有所减轻，细胞染色较为均匀，核固缩现象减轻，

心肌纤维纹理较为整齐。结果显示，ＢＥＣＨ能减轻高
原缺氧对小鼠心肌组织细胞的损伤（图１）。
２．４　ＢＥＣＨ降低小鼠血清中相关损伤因子的水平
　　如图 ２所示，低压低氧组小鼠血清中 ＣＫ、ＡＳＴ、
ｃＴｎＩ水平显著升高（Ｐ＜０．０１）。ＢＥＣＨ预处理可以降
低小鼠血清中ＣＫ、ＡＳＴ、ｃＴｎＩ的活性（Ｐ＜０．０１）。
２．５　ＢＥＣＨ降低小鼠心肌组织中氧化应激损伤
　　如图 ３所示，低压低氧组小鼠心肌组织中 ＲＯＳ、
ＭＤＡ含量与ＣＡＴ活性增加（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），ＳＯＤ、
ＧＳＨＰｘ和ＴＡＯＣ水平显著下降（Ｐ＜０．０１）。ＢＥＣＨ预
处理后小鼠心肌组织中 ＲＯＳ、ＭＤＡ含量与 ＣＡＴ活性
显著降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ和 ＴＡＯＣ
的活性显著提高（Ｐ＜０．０１）。

!"# !$

!"# !$

!"# !$ !"# !$
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组低压低氧组 乙酰唑胺组正常对照组

绿箭头：示肿胀心肌组织；红箭头：示细胞核固缩

图１　ＨＥ染色观察ＢＥＣＨ对低压低氧小鼠心肌组织病理学变化的影响
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１：正常对照组；２：低压低氧组；３：乙酰唑胺组；４：ＢＥＣＨ组　　ａ：Ｐ＜０．０１，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与低压低氧
组比较

图２　ＢＥＣＨ对低压低氧小鼠血清中ＣＫ（Ａ）、ＡＳＴ（Ｂ）、ｃＴｎＩ（Ｃ）活性的影响　（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）
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１：正常对照组；２：低压低氧组；３：乙酰唑胺组；４：ＢＥＣＨ组　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与正常对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与
低压低氧组比较

图３　ＢＥＣＨ对低压低氧条件下小鼠心肌组织中ＲＯＳ（Ａ）、ＭＤＡ（Ｂ）含量及ＳＯＤ（Ｃ）、ＣＡＴ（Ｄ）、ＧＳＨＰｘ（Ｅ）和 ＴＡＯＣ（Ｆ）
活性的影响　（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）
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１：正常对照组；２：低压低氧组；３：乙酰唑胺组；４：ＢＥＣＨ组　ａ：Ｐ＜０．０１，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与低压低氧组比较

图４　ＢＥＣＨ对低压低氧条件下小鼠心肌组织中ＬＤ（Ａ）含量和ＬＤＨ（Ｂ）活性的影响　（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

２．６　ＢＥＣＨ降低小鼠心肌组织中能量代谢障碍
　　如图 ４所示，低压低氧小鼠心肌组织中的 ＬＤ含
量和 ＬＤＨ活性在高海拔地区 ２４ｈ内有明显的增加
（Ｐ＜０．０１）。用ＢＥＣＨ预处理后，ＬＤ含量和 ＬＤＨ活性
下降（Ｐ＜０．０１）。

２．７　ＢＥＣＨ提高小鼠心肌组织中 Ｎｒｆ２与 ＨＯ１的蛋
白表达

　　如图５所示，低压低氧组小鼠心肌组织中 Ｎｒｆ２、
ＨＯ１蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；经 ＢＥＣＨ预
处理后，低压低氧小鼠心肌组织中Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白表
达进一步升高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。

７９４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）



２．８　ＢＥＣＨ降低小鼠心肌组织中凋亡相关蛋白的表达
　　如图 ６所示，低压低氧组小鼠心肌组织中 Ｂａｘ、
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），
Ｂｃｌ２蛋白表达降低（Ｐ＜０．０５），Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的比值升高
（Ｐ＜０．０５）；经 ＢＥＣＨ预处理后，低压低氧小鼠心肌组
织中Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达降低（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１），Ｂｃｌ２蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５），Ｂａｘ／Ｂｃｌ２
的比值降低（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

３．１　ＢＥＣＨ降低小鼠心肌组织损伤
　　心脏作为机体重要的供血器官，对氧气的需求量
较高，在高原低压低氧环境下极易受到损伤［８］。本研

究通过对小鼠心肌组织病理学的观察发现，低压低氧

组小鼠心肌组织细胞排列紊乱，组织出现肿胀现象，细

胞间隙中浸出物较多；与低压低氧组相比，给予 ＢＥＣＨ
后小鼠心肌组织中肿胀现象明显改善，组织病理学损

伤减轻。心肌组织受到损伤后会导致细胞膜结合酶发

生泄漏，导致血清中的 ＣＫ、ＡＳＴ、ｃＴｎＩ的含量升高［９］。

本研究结果表明，低压低氧小鼠血清中ＣＫ、ＡＳＴ、ｃＴｎＩ
的水平升高，ＢＥＣＨ预处理后可以降低 ＣＫ、ＡＳＴ、ｃＴｎＩ
的水平，说明ＢＥＣＨ可以维持相关功能因子的水平，缓
解低压低氧造成的心肌细胞损伤。

３．２　ＢＥＣＨ缓解小鼠心肌组织中氧化应激损伤
　　低压低氧所诱导的氧化应激是引起心肌组织损伤
的诱因之一［１０］。暴露在低压低氧环境下能够破坏体

内的抗氧化系统，活性氧自由基ＲＯＳ的产生将引发脂
质过氧化，导致机体内ＭＤＡ的含量升高［１１］，同时抑制

内源性抗氧化酶（ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨＰｘ）的活性［１２］。本

研究发现，低压低氧组小鼠心肌组织中 ＲＯＳ、ＭＤＡ含
量升高，抗氧化酶和总抗氧化能力显著降低，这与前期

研究结果一致［１３］。经 ＢＥＣＨ处理后能提高抗氧化酶
和总抗氧化能力，降低 ＲＯＳ、ＭＤＡ含量。结果表明，
ＢＥＣＨ可以提高机体内抗氧化系统防御能力，免受低
压低氧诱导的氧化应激损伤。
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１：正常对照组；２：低压低氧组；３：乙酰唑胺组；４：ＢＥＣＨ组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠心肌组织中蛋白表达；Ｂ：蛋白表达量化结果　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与正常对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，
ｄ：Ｐ＜０．０１，与低压低氧组比较

图５　ＢＥＣＨ对低压低氧条件下小鼠心肌组织中Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白表达的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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１：正常对照组；２：低压低氧组；３：乙酰唑胺组；４：ＢＥＣＨ组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠蛋白表达；Ｂ：量化分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与正常对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与低压
低氧组比较

图６　ＢＥＣＨ对低压低氧条件下小鼠心肌组织中Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｂａｘ／Ｂｃｌ２、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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３．３　ＢＥＣＨ改善小鼠心肌组织中能量代谢障碍
　　能量代谢是机体维持生命和日常活动的基础［１４］。

有研究发现，高原缺氧往往伴随着能量代谢障碍［１５］。

在无氧或氧气稀缺的条件下，机体的能量供应大多来

自糖酵解。心脏在机体内的耗氧量较多，所以当缺氧

时间较长时会导致心肌组织中乳酸堆积，造成代谢性

酸中毒［１６］。ＬＤＨ能够催化丙酮酸和乳酸的相互转化，
是肌肉损伤的一个准确指标。实验结果显示缺氧后，

小鼠心肌组织中ＬＤ的含量升高，ＬＤＨ的活性降低，这
与已报告的结果一致［１７］。说明 ＢＥＣＨ能够有效改善
小鼠缺氧后的能量代谢障碍，有助于避免急性低压低

氧引起的代谢性酸中毒。

３．４　ＢＥＣＨ可以提高小鼠心肌组织的抗氧化能力
　　Ｎｒｆ２／ＨＯ１信号通路已被证明在细胞保护中发
挥抗氧化、抗凋亡和抗炎作用［１８］。Ｎｒｆ２位于细胞质
中，是该通路的主要调节氧化应激的转录因子之一，其

核转位被 Ｋｅａｐ１所抑制，在氧化应激刺激下，Ｎｒｆ２与
Ｋｅａｐ１分离并转运到细胞核中以调节 ＨＯ１等抗氧化
蛋白的表达，因此，Ｎｒｆ２和下游基因ＨＯ１的激活对氧
化应激损伤具有保护作用［１９］。有研究发现，Ｎｒｆ２／
ＨＯ１信号通路的激活可以减少心脏受到的氧化应激
损伤［２０］。本实验通过对低压低氧小鼠心肌组织中

Ｎｒｆ２、ＨＯ１的蛋白表达检测发现，给予 ＢＥＣＨ后，低
压低氧小鼠心肌组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ１的蛋白表达继续
升高，说明 ＢＥＣＨ通过激活 Ｎｒｆ２／ＨＯ１通路，提高
Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白表达，进而改善高原缺氧诱导的氧化
应激损伤。

３．５　ＢＥＣＨ降低小鼠心肌组织的细胞凋亡
　　细胞凋亡在低压低氧诱导的心肌损伤中同样发挥
重要的作用［２１］。Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２作为 Ｂｃｌ２家族中重要
的促凋亡蛋白和抗凋亡蛋白，Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的蛋白比例
决定了细胞凋亡的严重程度。有研究表明，高原缺氧

会增加心肌细胞的凋亡，使 Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的
蛋白表达升高［２２］。Ｂａｘ作为重要的促凋亡蛋白，其蛋
白表达量的升高进一步反映了 Ｃａｓｐａｓｅ３从线粒体中
释放到细胞质中而被激活，从而加重心肌细胞凋亡。

在本研究中，低压低氧组小鼠心肌组织中 Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达量升高，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的比值升高；
给予 ＢＥＣＨ后，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的比值降低，抑制心肌细胞
凋亡。

　　综上所述，矮垂头菊正丁醇提取物对低压低氧诱
导的心肌组织损伤具有良好的保护作用，其作用机制

可能与清除过量 ＲＯＳ，提高体内抗氧化酶活性，激活
Ｎｒｆ２／ＨＯ１抗氧化通路缓解氧化应激损伤，同时调节
凋亡相关蛋白，抑制细胞凋亡有关。
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