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基于蛋白质组学技术探讨7-羟乙基白杨素
防治高原脑水肿的作用靶点
张冬梅，李晓琳，杨陈煜，景临林，何 蕾，马慧萍

中国人民解放军联勤保障部队第九四○医院药剂科 全军高原医学实验室，甘肃 
兰州 730050

［摘 要］　目的:研究 7-羟乙基白杨素（7-HEC）治疗大鼠高原脑水肿的作用靶点

及机制。方法:54只雄性Wistar大鼠随机分为正常对照组、模型对照组和7-HEC组，

每组18只。后两组于实验第4天置于模拟7000 m海拔的大型低压低氧舱持续暴露

72 h建模。7-HEC组于造模前三天起每日腹腔注射7-HEC（150 mg·kg－¹·d－¹），模型

对照组注射等量等渗氯化钠溶液。运用串联质谱标签定量蛋白质组学技术检测并

筛选差异表达蛋白，筛选标准为表达倍数变化1.2倍以上且P<0.05。采用蛋白质印

迹法对差异表达蛋白进行验证，并对其进行基因本体（GO）富集分析、京都基因与

基因组百科全书（KEGG）通路富集分析和蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络分

析。结果:与正常对照组比较，模型对照组有 256 个差异表达蛋白；与模型对照组

比较，7-HEC 组有 87 个差异表达蛋白。19 个在模型对照组中差异表达的蛋白质

在 7-HEC 干预后得到纠正，其中 7 个（HSPA4、Arhgap20、SERT、HACL1、CCDC43、

POLR3A 和 PCBD1）经蛋白质印迹法得到验证。对模型对照组与 7-HEC 组差异表

达的蛋白质进行 GO 富集分析显示，差异表达蛋白共涉及 13个生物学过程、5个细

胞组分和 2个分子功能；KEGG 富集分析表明，差异表达蛋白与 mRNA监测信号通

路、Th17细胞分化、5-羟色胺能突触、RNA聚合酶、内质网中的蛋白质加工、过氧化

物酶体、神经活性配体-受体相互作用、叶酸合成等信号通路有关。PPI 网络分析

结果显示，经蛋白质印迹法验证的差异表达蛋白 HSPA4、POLR3A、HACL1 与多个

信号通路相关，其度值排名前二十，提示其可能为核心调控因子；Arhgap20、SERT
和 PCBD1 也与多个蛋白质发生相互作用，可能是参与调控的关键蛋白质；未发现

CCDC43 与其他蛋白质相互作用。结论: 筛选出 7-HEC 防治高原脑水肿的 7 个潜

在靶点可能通过维持细胞稳态、改善氧化应激、调节能量代谢和降低血管通透性

等途径参与高原脑水肿形成。
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Study on the targets and mechanisms of 7-hydroxyethyl chrysin 
in prevention and treatment of high-altitude cerebral edema 
using proteomics technology
ZHANG Dongmei, LI Xiaolin, YANG Chenyu, JING Linlin, HE Lei, MA Huiping 

（Department of Pharmacy, the 940th Hospital of Joint Logistics Support Force of Chinese 
People’s Liberation Army, Key Laboratory of Plateau Medicine, Lanzhou 730050, China）
Corresponding author: MA Huiping, E-mail: mahuiping2022@aliyun.com, ORICD: 0000-
0003-4560-2155

［Abstract］  Objective: To investigate the targets and mechanisms of 7-hydroxyethyl 
chrysin (7-HEC) in prevention and treatment of high-altitude cerebral edema (HACE) in 
rats. Methods: Fifty-four male Wistar rats were randomly divided into normal control 
group, HACE model group, and 7-HEC-treated group (18 rats in each group). Except for 
the normal control group, rats in the two other groups were exposed to a hypobaric hypoxic 
chamber simulating a 7000 m altitude for 72 h to establish the HACE model. The 7-

HEC-treated group was intraperitoneally injected with 7-HEC (150 mg·kg－¹·d－¹) for 3 
consecutive days before modeling, while the model group received equivalent isotonic 
sodium chloride solution. Tandem Mass Tag (TMT) proteomics technology was used to 
detect differentially expressed proteins (DEPs) with screening criteria set at a fold 
change >1.2 and P<0.05. Western blotting was used to verify the expression levels of 
target proteins. Gene Ontology (GO) enrichment analysis, Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes (KEGG) pathway enrichment analysis, and protein-protein interaction (PPI) 
network analysis were performed. Results: Compared with the normal control group, 256 
DEPs were identified in the HACE model group. Compared with the HACE model group, 
87 DEPs were identified in the 7-HEC-treated group. Among them, 19 DEPs that were 
dysregulated in the HACE model group were restored after 7-HEC intervention, of which 
seven (HSPA4, Arhgap20, SERT, HACL1, CCDC43, POLR3A, and PCBD1) were 
confirmed by Western blotting. GO enrichment analysis of the DEPs between the HACE 
model and 7-HEC-treated groups revealed their involvement in 13 biological processes, five 
cellular components, and two molecular functions. KEGG pathway analysis indicated 
associations with the mRNA surveillance pathway, Th17 cell differentiation, serotonergic 
synapse, RNA polymerase, protein processing in the endoplasmic reticulum, peroxisome, 
neuroactive ligand-receptor interaction, folate biosynthesis. PPI network analysis 
demonstrated that HSPA4, POLR3A, and HACL1, which were validated by Western 
blotting, interacted with multiple signaling pathways and ranked among the top 20 hub 
proteins by degree value, suggesting their potential role as core regulatory factors. 
Arhgap20, SERT and PCBD1 also exhibited interactions with several proteins, suggesting 
their potential as key regulatory proteins, whereas no interactions for CCDC43 were 
identified. Conclusions: This study applied TMT proteomics to identify seven potential 
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therapeutic targets of 7-HEC for the prevention and treatment of HACE. These targets 
may be involved in the pathogenesis of HACE through multiple pathways, including 
maintaining cellular homeostasis, ameliorating oxidative stress, regulating energy 
metabolism, and reducing vascular permeability.

［Key words］ High-altitude cerebral edema; 7-Hydroxyethyl chrysin; Differentially 
expressed proteins; Proteomics; Tandem mass tags; Bioinformatics; Rats

[J Zhejiang Univ (Med Sci), 2025, 54(4): 549-558.]
［缩略语］ 7-羟乙基白杨素（7-hydroxyethyl chrysin，7-HEC）；串联质谱标签

（tandem mass tags，TMT）；5-羟色胺转运体（serotonin transporter，SERT）；热休克蛋

白家族 A（heat shock protein family A，HSPA）；蝶呤-4α-甲醇胺脱水酶（pterin-4α-

carbinolamine dehydratase，PCBD）；2-羟酰基辅酶 A 裂解酶（2-hydroxy phytanoyl 
CoA lyase，HACL）；卷曲螺旋结构域蛋白（coiled-coil domain-containing，CCDC）；

Rho GTP 酶激活蛋白（Rho GTPase-activating proteins，Arhgap）；RNA 聚合酶Ⅲ亚基 A
（RNA Polymerase Ⅲ Subunit A， POLR3A）；苏木精-伊红染色（hematoxylin and 
eosin staining，HE 染色）；伊文思蓝（Evans blue，EB）；十二烷基硫酸钠（sodium 
dodecylsulfate，SDS）；二硫苏糖醇（dithiothreitol，DTT）；二喹啉甲酸（bicinchoninic 
acid，BCA）；主成分分析法（principal component analysis，PCA）；基因本体（Gene 
Ontology，GO）；京都基因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes，KEGG）；蛋白质-蛋白质相互作用（protein-protein interaction，PPI）；含吐

温-20 的 Tris 缓冲液（Tris buffered saline with Tween-20，TBST）；信使 RNA（messenger 
RNA，mRNA）；辅助性 T 细胞（helper T cell，Th 细胞）；肿瘤坏死因子（tumor necrosis 
factor，TNF）

高原环境具有低压、低氧、低温、低湿度和

强紫外线辐射的特点，长期生活在平原的人进

入高原后极易发生急性高原病［1］。近年来，前往

高原地区的人数不断增加，因快速进入高海拔

地 区 而 面 临 急 性 高 原 病 风 险 的 人 数 也 随 之 上

升。大脑作为人体的高耗氧器官，对高海拔、低

压、缺氧环境极为敏感，快速进入高海拔地区过

程中易频发急性低压缺氧反应，这是诱发急性高

原病的重要因素［2-3］。高原脑水肿是一种急性重

症高原病，其临床症状主要为严重神经、精神症

状，包括神志昏迷、共济失调等。该病好发于急

速进入海拔 4500~5500 m 高原的人群，具有病情

发展迅猛的特点，若未及时干预，患者可在 24 h
内出现昏迷，病死率极高［4］。由于高原脑水肿的

发病机制复杂，目前尚无特异性治疗药物，常用

治疗药物包括地塞米松、乙酰唑胺和甘露醇等，

但这些药物存在全身性不良反应风险［5-6］。

研究发现，中药的一些有效成分可以缓解高

原脑水肿，减轻低压和缺氧环境引发的氧化应激，

如银杏叶提取物、槲皮素和经过修饰改造的黄酮

类化合物等［7-8］。7-HEC 是一种由天然化合物白

杨素经结构修饰获得的新型衍生物，具有良好的

抑制氧化应激和神经元凋亡、改善脑水肿和认知

功能等药理作用［9］。本课题组最新研究表明，

7-HEC 具有良好的抗高原脑水肿作用［10］，但具体

机制尚不明确。本研究采用基于 TMT 标记的高

通量定量蛋白质组学分析技术筛选 7-HEC 抗高原

脑水肿的差异表达蛋白谱，通过生物信息学方法

从中筛选出差异表达的蛋白质以及对应的信号通

路和关键分子，并采用蛋白质印迹法验证了筛选

出的部分关键差异蛋白质的表达，为进一步探讨

7-HEC 抗高原脑水肿的治疗靶点提供线索。

1　材料与方法

1. 1　药物、试剂和仪器

TMT10plexTM 同 量 异 位 标 记 试 剂 和 试 剂 盒
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（90111）为美国 ThermoFisher Scientific 公司产品；

抗 SERT 抗 体［EPR12735］（ab181034）、抗 HSPA4
抗 体（ab244315）、重 组 抗 PCBD1 抗 体［EPR9760

（B）］（ab138518）、重组抗 HACL1 抗体［EPR16812］
（ab197025）、CCDC43 抗体（bs-8132R）、Arhgap20
抗体（bs-4271R）为中国北京博奥森生物技术有

限公司产品；POLR3A 抗体（GTX106241）为美国

GeneTex 公司产品；山羊抗兔（ZB-2307）、山羊抗

鼠（ZB-2305）、β-肌动蛋白（TA-09）为中国北京中

杉金桥生物技术有限公司产品。

超高效液相色谱仪 ACQUITY UPLC 和 BEH 
C18 色 谱 柱（1.7 μm，2.1 mm×150 mm）为 美 国

Waters 公 司 产 品 ；液 相 色 谱 系 统（EASY-nLCTM 
1200 系统）、Q ExactiveTM 组合型四极杆 OrbitrapTM

质谱仪和 PepMapTM 100 C18 LC 色谱柱（2.0 μm，

75 μm×25 cm）为美国 ThermoFisher Scientific 公司

产 品 ；SpectraMax i3 全 自 动 荧 光 酶 标 仪 为 美 国

Molecular Devices 公司产品；FLYDWC20-ⅡA 大

型低压低氧动物实验舱为中国贵州风雷航空军

械有限责任公司产品。

1. 2　动物分组及处理

无特定病原体级雄性 Wistar 成年大鼠（体重

180~200 g）购自联勤保障部队第九四○医院动物

实验科［合格证号 SCXX（军）2012-0020］。所有动

物在室温 18~25 ℃下进行为期 7 d 的适应性饲养。

将 54 只大鼠随机分为正常对照组、模型对照

组和 7-HEC 组，每组 18 只。所有大鼠在实验期间

均正常摄食和饮水，其中正常对照组大鼠正常饲

养，7-HEC 组每日腹腔注射 7-HEC（150 mg·kg－1·
d－1），模型对照组每日腹腔注射等量等渗氯化钠

溶液。除正常对照组外，其余两组于实验第 4 天

置于模拟 7000 m 海拔的大型低压低氧动物实验

舱内持续饲养 72 h，舱内温度控制为 12 ℃（8：00—

20：00）、2 ℃（20：00—次日 8：00）。

1. 3　干湿重法检测脑含水量

实验第 7 天，每组各取大鼠 9 只，使用 10% 水

合氯醛溶液腹腔注射麻醉（0.3 mL/200 g）。麻醉

后迅速解剖，摘取大脑并分为左右两个半脑，右

侧脑组织冻存于液氮中备用。取左侧脑组织用

精密电子天平快速称重，用于检测脑含水量。具

体操作：冰上快速剥离大脑，滤纸擦拭脑组织表

面血迹，电子天平精确测量脑组织湿重，质量精

确到 0.1 mg；然后，将脑组织置于 110 ℃恒温干燥

箱内烘烤 48 h 至恒重，再测量脑组织干重。脑含

水量（%）=（脑组织湿重－脑组织干重）/脑组织湿

重×100%。

1. 4　HE 染色观察脑组织病理学改变

实验第 7 天，每组各取 3 只大鼠，使用 10% 水

合氯醛溶液腹腔注射麻醉（0.3 mL/200 g）后迅速

解剖，摘取完整脑组织置于 10% 甲醛溶液中固

定，固定组织应充分展开，勿挤压和冷冻。待固

定充分后，使用石蜡包埋，组织切片后进行 HE 染

色，并于光镜下观察。

1. 5　EB 染色检测血脑屏障通透性

实验第 6 天，每组各取大鼠 6 只，按 2 mL/kg 体

重经腹腔注射 2% EB 溶液。注射后 24 h，使用

10% 水合氯醛溶液腹腔注射麻醉（0.3 mL/200 g）
后迅速解剖，取出完整脑组织后在滤纸上将脑组

织表面的血液吸净。称取 100 mg 右侧脑组织并

剪碎，60 ℃下放置于 3 mL 甲酰胺溶液抽提 24 h。

待组织中色素全部浸出后，1500×g 离心 5 min，并

取上清液，在 620 nm 波长下测定吸光度值。根据

标准曲线计算 EB 质量，以每克脑组织湿重含 EB
的质量表示大鼠血脑屏障的通透性。

1. 6　液相色谱-串联质谱法采集各组样品的蛋

白数据

取 1.3 冻存于液氮中的右侧脑组织，每组各

取 3 只大鼠的脑组织，加入 1∶9 SDT 裂解液（4% 
SDS、Tris-HCl 100 mmol/L、DTT 1 mmol/L，pH 7.6）匀

浆裂解后，于 25 ℃、14 000×g 离心 45 min，取上清

液。采用 BCA 法进行蛋白质定量，过滤辅助样品

制备法进行胰蛋白酶酶解获取肽段。取出－80 ℃
下 保 存 的 TMT 试 剂 恢 复 到 室 温 ，1500×g 离 心

5 min，加入乙腈，再涡旋离心。各样品分别取

100 μg 肽段，加入 0.8 mL 处理后的 TMT 试剂，室

温孵育 2 h；加入羟胺，室温反应 15 min。每组标

记后的肽段等量混合，并于真空浓缩仪干燥。

将干燥后的样品用 pH 值为 10 的 2% 乙腈水

溶液复溶后，用超高效液相色谱进行分离。色谱

柱为 ACQUITY UPLC BEH C18（粒径 1.7 μm，规格

2.1 mm×150 mm）。流动相：A 相为 2% 乙腈（氨水

调至 pH 10），B 相为 80% 乙腈（氨水调至 pH 10）。

采用紫外检测器进行检测，波长为 214 nm，流速

为 200 μL/min。梯度洗脱：0~2 min，0% 流动相 B；

2~17 min，0%~3.8% 流动相 B；17~35 min，3.8%~
24% 流 动 相 B；35~38 min，24%~30% 流 动 相 B；

·· 552



张冬梅，等 . 基于蛋白质组学技术探讨 7-羟乙基白杨素防治高原脑水肿的作用靶点

38~39 min，30%~43% 流动相 B；39~40 min，43%~
100% 流动相 B；40~46 min，100%~0% 流动相 B；

46~66 min，0% 流动相 B。总洗脱时间为 66 min，

根据峰型和时间共收取 20 个馏分，合并成 10 个

馏分，真空离心浓缩后备用。

离心浓缩后的样品使用质谱上样缓冲液溶

解，通过纳升流速的 EASY-nLCTM 1200系统分离后

用 Q ExactiveTM 组合型四极杆 OrbitrapTM 质谱仪分

析，应用 Thermo Xcalibur 4.0 数据采集软件进行数

据采集。纳升级液相色谱条件如下。色谱柱为

Thermo C18（粒径 2.0 μm，规格 75 μm×25 cm）。流

动相：A 相系体积分数为 0.1% 甲酸的水溶液，

B 相系体积分数为 0.1% 甲酸的乙腈溶液。样品

由自动进样器上样到上样柱，经分析柱分离，流

速为 300 nL/min。梯度洗脱：0~1 min，0%~5% 流

动相 B；1~63 min，5%~23% 流动相 B；63~86 min，

23%~38% 流动相 B；86~88 min，38%~48% 流动相

B；88~95 min，48%~100% 流 动 相 B；95~96 min，

100%~0% 流 动 相 B；96~120 min，0% 流 动 相 B。

总洗脱时间为 120 min。经色谱分离后的样品采

用正离子检测模式，基于数据依赖采集策略：母

离子扫描范围为 350~1300 m/z，一级质谱分辨率

为 70 000，碎裂方式为高能碰撞解离，二级质谱

分辨率为 35 000，动态排除时间为 18 s。

1. 7　生物信息学分析差异表达蛋白及相关信号

通路

将液相色谱-串联质谱法采集的蛋白数据

raw 文 件 提 交 至 Proteome Discoverer 软 件（版 本

2.1，美国 ThermoFisher Scientific 公司），在从 UniProt
数 据 库 下 载 的 uniprot-proteome-UP000002494-

Rattusnorvegicus-29978s-20170808.fasta 中进行搜

索 ，可 变 修 饰 设 置 为 甲 硫 氨 酸 氧 化［Oxidation 
（M）］、蛋白质氨基端乙酰化［（Acetyl（Protein N-

Terminus）］，固 定 修 饰 设 置 为 烷 基 化（C）、

TMT10plex（K）、TMT10plex（N 端），最大错误切割

位点设置值为 2，碎片质量容差为 0.02 Da，以至少

有 1 个独有肽段且错误发现率小于 0.01 为可靠鉴

定的蛋白质。将上述鉴定所得的蛋白质数据上传

到美吉云平台（cloud.majorbio.com），在平台“多元

统计分析”模块中选择“PCA”工具，采用 R 语言

（4.0.3 版）的 FactoMineR 和 factoextra 包进行 PCA
分析，默认采用 Z-score标准化，展示各组样品在主

成分空间的分布。采用 R 语言中的 t.test 函数计

算组间差异显著性（P 值）和差异倍数，P<0.05 同

时差异倍数大于 1.2 倍为差异表达蛋白，并对筛选

出的差异表达蛋白进行火山图和热图可视化分

析。选择 GO 数据库（http：//geneontology.org/），从

生物学过程、细胞组分和分子功能三个方面对

7-HEC 组与模型对照组的差异表达蛋白进行 GO
注释及功能聚类分析；同时采用 KEGG（http：//www.
genome.jp/kegg/）数据库对这些蛋白质涉及的环境

信息处理、新陈代谢、生物体系统、人类疾病、细胞

过程、遗传信息处理六个条目的信号通路进行分

析。通过 STRING 数据库（https：//string-db.org/）进

行 PPI 分析，设置中等置信度阈值（相互作用得

分≥0.4），使用 Cytoscape 软件进行可视化。

1. 8　蛋白质印迹法验证差异表达蛋白的表达量

从 1.3 冻存于液氮中的右侧脑组织中，每组

各取 3 只大鼠的脑组织，将脑组织加入裂解液匀

浆后提取细胞总蛋白，采用 BCA 法进行蛋白质定

量分析。将蛋白质煮沸变性，取变性蛋白质样品

50 μg，以 10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离并

转至聚偏二氟乙烯膜上，用含 50 g/L 脱脂奶粉的

TBST 缓冲液封闭 1 h，加入一抗 SERT、POLR3A、

HACL1、HSPA4、Arhgap20、CCDC43、PCBD1 和 β-

肌动蛋白（稀释比例均为 1∶3000），4 ℃下孵育过

夜；用 TBST 缓冲液反复洗膜三次，室温下加入二

抗（稀释比例为 1∶5000）孵育 1 h；用 TBST 缓冲液

反复洗膜三次，显影、扫描图像，将胶片拍照后用

凝 胶 图 像 处 理 系 统 分 析 ，实 验 重 复 三 次 。 用

ImageJ 软件分析各条带灰度值，以 β-肌动蛋白作

为内参，计算各组蛋白质的相对表达量。

1. 9　统计学方法

除蛋白质组学数据，其余数据使用 GraphPad 
Prism 8.0 软件进行统计分析。每组设三个独立重

复样本，通过直方图检验数据正态性，正态分布的

计量数据以均数±标准差（x̄±s）表示，组间比较采

用 t检验，P<0.05为差异有统计学意义（双侧）。

2　结 果

2. 1　7-HEC 改善模型大鼠脑水肿并修复血脑

屏障

大鼠脑含水量测定结果显示，与正常对照组

［（78.70±0.47）%］比较，模型对照组脑含水量增

加［（80.15±0.16）%，t=9.84，P<0.05］；与模型对照

组比较，7-HEC 组脑含水量减少［（78.99±0.58）%，
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t=4.78，P<0.01］。HE 染色结果显示，正常对照组

脑组织结构正常，血管清晰可见，细胞结构完整，

神经细胞排列规则有序，未发现病变；模型对照组

脑组织血管周、细胞周间隙明显增多，毛细血管和

细胞水肿明显，神经细胞排列散乱无序并可见大

量核固缩的神经细胞；7-HEC 组脑组织偶见细胞

水肿及散在的血管周围轻度水肿，水肿相比模型

对照组减轻（图 1）。EB 染色结果显示，与正常对

照组［（165.75±12.25）μg/g］比较，模型对照组血

脑屏障通透性显著升高［（205.67±19.66）μg/g，t=
8.90，P<0.01）］；与模型对照组比较，7-HEC 组血脑

屏障通透性明显降低［（167±11.61）μg/g，t=8.55，

P<0.01）］。结果提示，7-HEC 可以降低高原脑水

肿模型大鼠脑含水量，缓解脑组织水肿程度，降

低 血 脑 屏 障 通 透 性 ，减 轻 血

脑屏障损伤。

2. 2　差异表达蛋白的筛选及

验证

共检测含肽段碎片离子

的质谱图 106 374 张，鉴定得

到肽段 44 111 个、蛋白质 5900
个。PCA 结果表明，正常对照

组、模型对照组和 7-HEC 组差

异表达蛋白在三维空间内分

别集中分布在不同区域，数据

点 无 重 叠 ，说 明 组 内 重 复 性

好，组间有可比性，见图 2。与正常对照组比较，模

型对照组有 256 个差异表达蛋白，其中 194 个蛋

白质表达上调，62 个蛋白质表达下调；与模型对

照组比较，7-HEC 组有 87 个差异表达蛋白，其中

25 个蛋白质表达上调，62 个蛋白质表达下调（附

图 1）。19 个在模型对照组中差异表达的蛋白质

在 7-HEC 干预后得到纠正，其中 15 个在模型对照

组中上调的蛋白质在 7-HEC 干预后表达下调，

4 个 在模型对照组中下调的蛋白质在 7-HEC 干

预后表达上调。这 19 个差异表达蛋白中，7 个经

蛋白质印迹法得到验证，其中 Arhgap20、SERT、

HACL1、CCDC43、POLR3A 和 PCBD1 的表达水平

在模型对照组中上调，经 7-HEC 干预后表达下调；

HSPA4 的 表 达 水 平 在 模 型 对 照 组 中 下 调 ，经

7-HEC 干预后表达上调，与蛋白质组学分析结果

一致。见图 3 和表 1。结果提示，Arhgap20、SERT、

HACL1、CCDC43、POLR3A、PCBD1 和 HSPA4 可

能是 7-HEC 发挥防治高原脑水肿作用的关键蛋

白质。

2. 3　差异表达蛋白富集分析结果

GO 富集分析结果显示，排名前二十的条目

包括 13 个生物学过程、5 个细胞组分和 2 个分子

功能。其中，生物学过程包括纤毛组织化、中间

丝束组装、毛囊形态发生、参与背/腹侧调控的平

滑信号通路调节、非运动纤毛组件、胚胎形态发

生、神经上皮细胞分化、胰岛素分泌的负调控参

与细胞对葡萄糖刺激的应答、平滑信号通路的正

向调控、转录因子的胞质隔离、纤毛组装、上皮细

胞分化、脉管系统发育；细胞组分包括角蛋白丝、

神经元特异性 BRG1/BRM 相关因子复合物、质子

转运 V 型 ATP 酶 V0 结构域、纤毛基体蛋白复合

�	��� ����� 7-HEC�

正常对照组脑组织细胞结构完整，神经细胞排列规则有序；模型对照组血管周、

细胞周间隙明显增多，水肿明显；7-HEC 组水肿明显减轻 . 标尺=20 μm. 7-HEC：7-羟乙

基白杨素 .
图1　各组大鼠脑组织病理学变化（苏木精-伊红染色）
Figure 1　Histopathological changes of rat brain tissue in each group (Hema-

toxylin and eosin staining)
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正常对照组、模型对照组和 7-HEC 组差异表达蛋白在

三维空间内分别集中分布在不同区域，数据点无重叠，可

见组内重复性好，组间有可比性 . 7-HEC：7-羟乙基白杨素；

PC：主成分 .
图2　各组蛋白质定量重复性主成分分析图（n=3）
Figure 2　Quantitative repeatability principal component 

analysis of proteins in each group (n=3)
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物、I-κB/NF-κB 复合物；分子功能包括角蛋白丝

结合、赖氨酸 N-乙酰转移酶活性（以乙酰磷酸作

为供体），见附图 2。

KEGG 富集分析结果表明，排名前二十的信

号通路包括 mRNA 监测信号通路、Th17细胞分化、

Th1 和 Th2 细胞分化、剪接体、5-羟色胺能突触、

RNA 聚合酶、内质网中的蛋白质加工、过氧化物酶

体、神经活性配体-受体相互作用、代谢途径、造血

细胞谱系、叶酸合成、多巴胺能突触、细胞质 DNA
传感途径、细胞因子-细胞因子受体相互作用、辅

因子的生物合成、细胞黏附分子、γ-氨基丁酸能突

触、丝裂原激活的蛋白激酶信号通路、神经退行性

变的途径（附图 3）。

2. 4　差异表达蛋白的 PPI 网络

PPI 网络共包含 84 个节点（蛋白）和 176 条

相 互 作 用 边 ，平 均 度 值 为 4.19。 如 图 4 所 示 。

HSPA4、POLR3A、HACL1 在 PPI 网络中与多个信

号通路相关，属于度值排名前二十的差异表达蛋

白，提示其可能为核心调控因子；Arhgap20、SERT
（即 Slc6a4）和 PCBD1 在 PPI 网络中也与多个蛋白

质发生相互作用，可能是参与调控的关键蛋白

质；未发现 CCDC43 与其他蛋白质的相互作用。

3　讨 论

7-HEC 是对白杨素进行结构改造后的衍生

物，具有良好的抗高原缺氧认知损伤、神经保护

和抗高原脑水肿作用［10］。本研究系统评估了 7-

HEC 对高原脑水肿模型大鼠的治疗作用。结果

显示，模型对照组脑组织脑含水量增加，EB 渗透

率升高，并出现明显的血管周水肿和神经细胞核

固缩，这些变化与临床高原脑水肿的病理特征高

度一致，而 7-HEC 干预明显降低了脑含水量和

EB 渗透率，改善脑组织病理损伤。为了进一步探

究 7-HEC 防治高原脑水肿的分子机制，拟借助蛋

白质组学方法探寻 7-HEC 防治高原脑水肿的生

物标志物，试图从系统生物学角度阐明其作用机

制。本文资料共鉴定出 87 个 7-HEC 组与模型对

照组间的差异表达蛋白，其中 19 个蛋白质的表

达水平被 7-HEC 逆转，且有 7 个蛋白质的表达经

蛋白质印迹法验证结果与蛋白质组学一致。结

合 GO 富集分析、KEGG 通路富集分析结果，推测

7-HEC 防治高原脑水肿的机制可能与 mRNA 监测

信号通路、Th17 细胞分化、5-羟色胺能突触、RNA
聚合酶、内质网中的蛋白质加工、过氧化物酶体、

神经活性配体-受体相互作用、叶酸合成等信号

通路有关。PPI 网络分析显示 HSPA4、POLR3A、

HACL1 与多个信号通路相关，可能是 7-HEC 防治

高 原 脑 水 肿 的 核 心 调 控 因 子 ，PCBD1、SERT、

Arhgap20 也参与多个信号通路，可能是 7-HEC 防

治高原脑水肿的关键蛋白。上述结果为理解高

原脑水肿的发病机制及 7-HEC 的干预靶点提供
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EC�

Rho GTP�����20 88 000

�������A��4 94 000

5-������ 70 000
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7-HEC：7-羟乙基白杨素 .
图3　7-HEC 干预后纠正的差异表达蛋白电泳图
Figure 3　Electrophoretic diagram of differentially 

expressed proteins restored after 7-HEC 
intervention

表1　7-HEC 干预后纠正的差异表达蛋白验证结果
Table 1　Validation results of differentially expressed proteins restored after 7-HEC intervention

（x̄±s，n=3）
组 别

正常对照组

模型对照组

7-HEC 组

Arhgap20
1.69±0.07
2.11±0.06**

1.64±0.10##

HSPA4
2.52±0.03
2.47±0.01**

2.55±0.02##

SERT
1.86±0.05
2.12±0.06**

1.78±0.06##

HACL1
1.80±0.03
2.17±0.04*

1.92±0.04##

CCDC43
1.45±0.10
1.69±0.00*

1.47±0.00##

POLR3A
2.18±0.13
4.17±0.51**

2.29±0.17##

PCBD1
2.18±0.01
2.71±0.03**

2.37±0.03##

与正常对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与模型对照组比较，#P<0.05，##P<0.01. Arhgap：Rho GTP 酶激活蛋白；HSPA：热休克蛋白家

族 A；SERT：5-羟色胺转运体；HACL：2-羟酰基辅酶 A 裂解酶；CCDC：卷曲螺旋结构域蛋白；POLR3A：RNA 聚合酶Ⅲ亚基 A；PCBD：蝶

呤-4α-甲醇胺脱水酶；7-HEC：7-羟乙基白杨素 .
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了新的依据。

研究表明，高原脑水肿会引发炎症、氧化应

激、脂质过氧化、细胞损伤等，而 7-HEC 可以减少

上述损伤发生［9-10］。作为 7-HEC 防治高原脑水肿

的枢纽基因，HSPA4和 POLR3A异常表达可引发内

质网应激和错误折叠蛋白的积累，进而激活小胶

质细胞和免疫系统，最终导致细胞凋亡和炎症反

应［11-13］。本文资料显示，模型对照组中 HSPA4 表

达下调，而 POLR3A 表达水平升高，而 7-HEC 可以

逆转这两个蛋白的表达使之趋于正常，且富集分

析发现这两个蛋白质富集到内质网中的蛋白质

加工、剪接体、mRNA 监测信号通路，提示 7-HEC
可能通过调控 HSPA4、POLR3A 表达起到防治高

原脑水肿的作用，这与我们前期研究发现 7-HEC
能改善低压缺氧导致的细胞周期阻滞、减少细胞

凋亡、降低炎症和减少氧化应激等结果一致［14］。

HACL1 是脂肪酸发生 α-氧化的关键酶，而 α-氧化

主要发生在过氧化物酶体中［15］。本文资料显示，

模型对照组中 HACL1 表达增加，提示 HACL1 可

能通过介导脂肪酸代谢异常引发脂质过氧化。这

一过程一方面促进炎症因子产生，另一方面导致

氧化应激损伤，进而损害微血管

内皮细胞和血脑屏障功能，最终

促进高原脑水肿的发生和发展。

7-HEC 干预组 HACL1 表达下调，

提 示 7-HEC 可 能 通 过 调 控 炎 症

因子和氧化应激水平防治高原

脑水肿。综上，在高原低氧环境

中，7-HEC 可能通过恢复 HSPA4、

PLOR3A、HACL1 蛋白的表达，从

不同途径减少氧化应激、炎症等

细胞损伤，进而对高原脑水肿起

到防治作用。

5-羟色胺是一种重要的神经

递质和血管活性物质，参与调节

脑血管张力、血脑屏障通透性及

神经功能。在高原低氧环境下，

5-羟色胺释放增加［16］，引起脑血

管收缩或舒张，可能加剧脑血流

动力学紊乱。5-羟色胺水平升高

还可能通过增加氧化应激、炎症

因子（如 IL-6、TNF-α）或直接损伤

内皮细胞，导致血脑屏障通透性

增 加 ，促 进 血 管 源 性 脑 水 肿［17］。 研 究 显 示 ，

PCBD1 高表达可使苯丙氨酸羟化酶活性升高，导

致脑内神经递质（多巴胺、5-羟色胺）的合成增

加，同时可升高酪氨酸、色氨酸羟化酶活性［18］。

SERT 分布于体内 5-羟色胺能神经末梢、血小板、

心肌细胞、血管内皮、胃肠道平滑肌等多种组织

细胞中，是 5-羟色胺的专属转运蛋白，通过调节

5-羟色胺的摄取和释放参与各项生理活动［19］。

应用基因干扰敲低 PC12 细胞 SERT 可以改善低

压缺氧诱导的细胞凋亡［20］，且 SERT 特异性抑制

剂氟西汀可以减轻高原缺氧脑组织损伤［21］。本

文资料显示，PCBD1 和 SERT 在模型对照组中表

达显著增加，而 7-HEC 干预后两者的表达水平显

著下降，提示 7-HEC 可有效抑制因高原缺氧导致

的 PCBD1 和 SERT 表达增加，减轻因 5-羟色胺递

质释放过多而引起血管收缩，并可减少血脑屏障

通透性、阻止 5-羟色胺进入脑微血管内皮细胞，

进而减轻高原脑水肿损伤。

研究发现，由微管、微丝和中间纤维组成的细

胞骨架通过调控内皮细胞的形态、细胞间连接、

囊泡运输及机械稳定性，在血脑屏障的维持和病
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图4　7-HEC 组与模型对照组差异表达蛋白的相互作用网络
Figure 4　Protein-protein interaction network of differentially expressed 

proteins between the 7-HEC group and the model control group
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理过程中发挥关键作用［22］。Arhgap20 是 Rho GTP
酶激活蛋白家族的成员，参与促进 Rho GTP 酶转

化为非活性的鸟苷二磷酸结合状态，并抑制多种

细胞过程［23］。已有研究表明，Arhgap 可通过调节

肌动蛋白细胞骨架重组影响血脑屏障通透性［24］。

本文资料显示，7-HEC 可特异性下调 Arhgap20 表

达，提示 7-HEC 可能通过修复脑微血管内皮细胞

初级纤毛（由 CCDC43 等蛋白质参与构成）来维持

血脑屏障的机械传感功能。虽然 CCDC43 本身未

参与 PPI 网络中各蛋白质间的交互，但其作为卷

曲螺旋结构域蛋白，可能通过物理支撑作用维持

细胞骨架稳定性［25］。

综上，7-HEC 通过多靶点调控网络改善高原

脑水肿模型大鼠脑水肿症状，其核心机制可能涉

及维持细胞稳态、改善氧化应激、调节能量代谢

和降低血管通透性。这些发现不仅为高原脑水

肿提供了新的治疗策略，也为理解血脑屏障损伤

的分子机制提供了理论依据。但本研究采用的

是动物模型，未能完全模拟人高原脑水肿的慢性

病程，相关靶点还需通过基因敲除等手段进一步

验证，这些差异表达蛋白的作用机制也须进一步

研究。

本文附加文件见电子版。
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