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摘要: 高原空气稀薄, 属于低温、低氧、低压环境, 人脑对缺氧最敏感, 低压低氧会引发中枢神经系统功能障碍, 

出现高原缺氧性脑病, 临床上包括高原头痛和严重的高原脑水肿。随着越来越多的人工作、生活在高原地区, 开发

抗高原缺氧性脑病药物具有很大的经济价值和社会意义。非临床药效学评价是药物开发的基础环节, 对提高临床

转化成功率和降低临床研究风险起到了关键作用。本文总结了高原缺氧性脑病的细胞模型和动物模型, 以及用于

评价药物药效的检测指标, 旨在建立起规范的抗高原缺氧性脑病的非临床药效学评价体系, 以期为广大药物研发人

员提供参考, 提高创新药物的临床转化的成功率。
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Abstract: The air at high altitude is thin and belongs to the environment of low temperature, low oxygen and 

low pressure. The human brain is the most sensitive to hypoxia. Hypoxia will cause dysfunction of the central 

nervous system, resulting in high-altitude hypoxic brain injury, including mild high altitude headache and more 

destructive high altitude cerebral edema (HACE). Recently, with more and more people work and live in high 

altitude areas, the development of high-altitude hypoxic brain injury drugs would produce great economic value 

and social significance. Non clinical pharmacodynamic evaluation is the basic of drug development, which plays a 

key role in improving the success rate of clinical transformation and reducing the risk of clinical research. This 

review summarizes the cell models and animal models, and the evaluation indicators usually used to explore the 

candidates of high-altitude hypoxic brain injury. We aim at establishing a standardized non clinical efficacy 

evaluation system for high altitude hypoxic encephalopathy, and provide a standardized reference for drug 

development in hypoxic encephalopathy at high altitude at nonclinical stage.
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高原一般是指地理学上海拔高度在 1 000 m以上

的地区。在医学上, 把海拔大于 2000 m的地区称作高

原。高原空气稀薄, 属于低温、低氧、低压环境, 对人体

的机能和代谢都产生广泛影响。人体不能迅速适应高

海拔环境会导致高原疾病[1,2], 人脑对缺氧最敏感, 受

低氧影响最为显著, 低压低氧会引发中枢神经系统功

能障碍, 出现高原缺氧性脑病, 临床上表现为头痛、头

晕、疲乏、失眠、共济失调、神经精神异常等症状。高原

缺氧性脑病包括高原头痛和严重的高原脑水肿 (high 

altitude cerebral edema, HACE)[3,4]。高原缺氧引起低氧

血症, 脑血流量增加, 血管内皮压力增加、破坏血脑屏

障通透性, 导致脑水肿, 脑脊液缓冲不足, 若缺氧时间

持续增加, 会发生更为严重的 HACE。HACE 以躯干

性共济失调和意识下降为特征。HACE一般发生在急

性高原病后24～36 h。当在一天内海拔上升到4 300 m

后, HACE的发病率高达31%。

目前, 用于治疗或预防高原缺氧性脑病的药物非

常有限, 包括乙酰唑胺和地塞米松。其中乙酰唑胺是

FDA推荐的预防高原缺氧性脑病的首选药物[5]。乙酰

唑胺是一种强效碳酸酐酶抑制剂, 能够通过血脑屏障、

抑制脑脊液生成 , 并降低水通道蛋白-4 (aquaporin-4, 

AQP-4) 表达, 减轻星形胶质细胞肿胀, 减少脑组织含

水量。但乙酰唑胺服用后会出现尿频等不良反应, 且

长期服用可造成低钾血症等电解质紊乱及急性肾功能

衰竭等[6]。地塞米松可以有效地掩盖症状, 其作用机

制尚不清楚。但停用地塞米松会导致疾病反跳甚至病

情加重。近年来, 随着航空运输业和旅游业的快速发

展, 前往高海拔地区的人逐年增多, 而我国是世界上高

原面积最大的国家, 高原缺氧性脑病的发病率逐年增

加, 成为危害我国高原地区的人类活动能力和生命健

康的主要因素。因此, 开发用来预防和治疗急性高原

病和高原脑水肿的新药迫在眉睫。

非临床药效学研究是新药研发的重要阶段, 建立

规范化的评价体系将有助于提高临床转化成功率[7]。

目前, 高原缺氧性脑病的细胞和动物模型种类很多, 但

模型的制备和评价指标缺乏统一的标准。本文总结了

国内外模拟高原缺氧性脑病的细胞和动物经典模型及

其评价指标, 旨在建立起规范的高原缺氧性脑病的非

临床药效学评价体系, 提高药物的转化成功率。

1 神经细胞缺氧损伤模型 

研究高原环境对神经细胞损伤的影响对预防和治

疗高原缺氧性脑病具有重要意义。目前在高原缺氧研

究中, 主要是通过调控细胞培养环境中氧分压或细胞

利用氧的能力建立细胞缺氧性损伤模型。通常采用的细

胞包括神经母细胞瘤细胞系 (SK-N-SH或 SH-SY-5Y) 

和乳鼠原代神经细胞。缺氧神经细胞的培养可采用常

压性缺氧和低压性缺氧两种培养方法。

1.1　低压性缺氧神经细胞损伤模型　 

为了能真实地模拟高原低压性细胞缺氧环境, 在

大型低压氧舱的实验舱内建立细胞培养间, 可避免在

常氧条件下处理缺氧细胞时产生的缺氧复氧损伤问

题, 使测定结果更为准确可靠。具体实验流程: 将神经

细胞放入大型低压氧舱的培养箱中, 将实验舱海拔上

升至目标高度, 待缺氧一段时间后, 实验者进入工作

舱, 并将工作舱海拔高度由正常海拔上升至与实验舱

相同的高度, 实验人员在实验舱内取出缺氧细胞, 进行

各项指标的测定, 实验完毕后, 再将工作舱海拔降至正

常海拔。细胞在 1% 氧浓度、41 kPa 压力条件下培养

24 h可以建立低压性缺氧损伤模型。

1.2　常压性缺氧神经细胞损伤模型　 

1.2.1　常压缺氧培养室 　可将神经细胞放入常压缺氧

室中, 通过逐步降低吸入空气中的氧分压 [pO2; 21.25 kPa 

(0 k)、16.42 kPa (2 k)、12.63 kPa (4 k) 和 9.64 kPa (6 k)] 

来诱导缺氧, 37 ℃缺氧培养至少24 h。

1.2.2　连二亚硫酸钠法 　连二亚硫酸钠为氧清除剂, 

2 mmol·L-1连二亚硫酸钠可以快速清除培养液中的氧, 

使溶液氧含量降低为零, 导致细胞化学性缺氧[8]。

2 缺氧细胞模型的主要评价指标 

2.1　细胞形态改变　 

显微镜下观察细胞形态, 常压缺氧条件下, 细胞固

缩成圆形, 轴突数量减少, 细胞膜较粗糙, 贴壁性较差。

低压缺氧条件下, 细胞肿胀, 生长停滞, 死细胞增多[9]。

2.2　细胞活力检测　 

可采用MTT法、CCK-8法检测缺氧环境下受试物

对神经细胞活性的影响。

2.3　细胞培养液中乳酸脱氢酶 (lactate dehydrogenase, 

LDH) 活性测定　 

当缺氧引起细胞膜受损时, LDH被迅速释放进入细

胞培养液中。神经细胞加入受试物后, 分别在正常环境

和缺氧环境下培养24 h, 测定细胞培养液中LDH活性。

2.4　流式细胞术检测神经细胞凋亡和细胞周期　 

应用流式细胞仪, 将细胞悬液加入 FITC-Annexin 

V和碘化丙啶 (propidium iodide, PI) 染液混匀检测, 观

察细胞凋亡情况并计算凋亡率。Annexin V+/PI-为早

期凋亡细胞, Annexin V+/PI+为坏死或晚期凋亡细胞。

相比正常组细胞, 缺氧可以诱导神经细胞发生凋亡, 缺

氧模型组的G0/G1期细胞比例显著升高。

2.5　缺氧诱导因子 (hypoxia-inducible factors, HIF) 

及相关细胞因子的检测　 

HIF-1 在常氧下很快被降解 , 只有在缺氧条件
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下 HIF-1 才可稳定表达。缺氧会促进红细胞生成

素 (erythropoietin, EPO) 和血红素氧合酶 1 (heme 

oxygenase-1, HO-1) 的表达。采用 Real-time PCR 和

ELISA法检测HIF-1、EPO、HO-1的基因含量变化。

3 动物缺氧模型 

根据文献报道, 模拟高原缺氧性脑病的动物模型

有很多种, 动物种属一般选择大鼠和小鼠, 也可以选择

与人类遗传背景更为相似的灵长类动物如食蟹猴。主

要分为低压缺氧模型和常压缺氧模型。

3.1　低压缺氧模型　 

在低氧低气压和低氧常气压环境下均可发生缺氧

性脑病, 但在低氧低气压环境下发病最快且更严重。

模拟高原环境是最为接近真实高原缺氧性脑病的动物

模型建立方法。研究者可以直接将动物输送到高海拔

地区, 构建高原缺氧动物模型。但这一方法不适用于

远离高原的地区, 因此, 很多研究者采用低压氧舱来模

拟高原低压缺氧的状况。

3.1.1　急性低压缺氧模型 　低压氧舱通过强大的真空

泵将室内空气抽离, 同时让新鲜空气循环, 保持室内空

气流量在 0.9 L·min-1, 以补充消耗的氧气和去除产生

的二氧化碳, 结合精确监测温度和相对湿度, 以此模拟

缺氧环境。实验组动物分别在海拔3 000和4 500 m的

地方以 5 m·s-1 的速度进行 30 min 实验 , 然后在海拔

9 000 m 进行 23 h 的模拟实验。实验室内的温度为

15～17 ℃, 相对湿度为 55%～60%。低压暴露 24 h后, 

立即以 5 m·s-1的速度降低海拔。与此同时, 对照组在

舱外海拔约 600 m处进行类似条件的实验, 以模拟空

气循环正常的低空环境, 而非缺氧、低气压的纯高空

环境[10]。

3.1.2　急性低压缺氧结合力竭运动模型 　缺氧是高原

疾病的主要原因, 但交感神经系统的其他压力源, 如劳

累, 也会加速疾病的发生和进展。动物在急性低压缺

氧联合力竭运动条件下, 脑含水量和血脑屏障通透性

增加, 进而导致脑水肿形成[11]。

在缺氧暴露前, 实验动物在动物跑步机上进行2天

以上的跑步运动 (8.5 h; 坡度 0°; 速度 12 m·min-1)。运

动时间为 15 min, 休息 20 min后, 重复此计划, 每日共

计 6个运动时段, 即 90 min的运动。然后将实验组封

闭在模拟舱中, 模拟海拔高度从 300 m提高到 4 000 m, 

提升速度为 5 m·s-1。在此模拟高度下, 舱内研究人员

将实验动物放置在跑步机上, 每只动物进行力竭运动 

(跑步机参数: 坡度 10°; 速度 12 m·min-1), 并使用电刺

激来维持动物的运动。连续运动 4 h 后 , 关笼休息

15～20 min。在此期间, 动物可以自由进食饮水。休

息后, 动物再次被放在跑步机上进行疲劳运动。这个

实验重复 2天 (11个运动周期; 总运动时间 2 640 min)。

2天实验结束后, 舱内研究人员将实验送入实验舱缺

氧 3 天 (舱室环境参数为 : 模拟海拔 8 000 m; 舱压

35.9 kPa; 氧分压 7.5 kPa; 温度 18 ℃)。对照组暴露于

海平面大气环境 3天 (海拔 300 m; 温度 18 ℃), 可自由

进食饮水, 进行12 h的光−暗循环。

3.1.3　急性低压缺氧结合冷刺激模型 　寒冷也加重高

原缺氧, 对 72例 HACE患者的临床观察表明, 冬季比

夏季更易发生HACE。此外, 冷应激已被报道可诱导

脑损伤[12], 严重的冷损伤被广泛用来建立脑水肿的

模型。

实验动物置于大型低压缺氧动物实验室内 , 以

10 m·min-1 的速度模拟海拔 6 000 m (9.9 kPa, 9.8% 

O2), 72 h。实验室内环境温度在 12 ℃ (8:00～20:00)～

2 ℃ (次日 20:00～8:00) 之间周期性波动, 模拟昼夜温

差。冷刺激在增强缺氧暴露诱导的脑损伤中起到辅助

作用, 是研究高原缺氧性脑病的可靠实验动物模型。

3.1.4　急性低压缺氧结合脂多糖 (lipopolysaccharide, 

LPS) 处理模型 　高海拔暴露已报道与炎症和感染风

险增加相关[13]。当志愿者所处海拔上升到 3 860 m时, 

血浆肿瘤坏死因子 α (tumor necrosis factor-α, TNF-α)、

白细胞介素 (interleukin, IL)-1β和 IL-6水平显著升高。

LPS诱导的系统性炎症反应通过破坏血脑屏障完整性

和激活小胶质细胞, 促进AQP-4积累增加水的渗透性, 

在急性低压缺氧暴露时迅速加重脑水肿, 最终导致认

知和运动功能受损。缺氧也可增强LPS诱导的炎症反

应, 进一步诱导高原脑水肿的发生和发展。

实验组动物首先腹腔注射给予LPS (0.5 mg·kg-1), 

30 min 后 , 动物置于减压室 , 在高度为 6 000 m 

(9.9 kPa, 9.8% O2) 的低气压缺氧环境中放置 6 h后, 以

50 m·s-1的速度降低至正常海拔[14]。

3.1.5　食蟹猴急性低压缺氧模型 　低压缺氧诱导脑损

伤的病理和分子研究主要集中在小鼠和大鼠等小型哺

乳动物[15]。但与人类相比, 这些啮齿动物表现出明显

的缺氧耐受性。食蟹猴的遗传背景与人类更为相似, 

适合建立用于低压缺氧研究的非人类灵长动物模型。

采用雄性食蟹猴, 年龄 6.0～6.5岁。低压舱的模

拟高度以 3 m·s-1 的速度从 320 m 增加到 6 000 m, 以

2 m·s-1的速度从 6 000 m增加到 7 500 m。高度模拟在

320 m (A 阶段) 开始 , 然后分别在 3 000 m (B 阶段)、

4 500 m (C 阶段) 和 6 000 m (D 阶段) 暂停 50 min, 最

后在 7 500 m保持最初 24 h (E阶段), 然后再保持 24 h 

(F阶段), 共 48 h。在每个阶段, 猴子在相应的高度保

持低压缺氧条件 30 min。然后在 20 min内进行血样采

集和给药。出于实验者的安全考虑, 在 30 min内, 高
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度从 7 500 m下降到 6 000 m, 用于 E阶段的采血和给

药。在整个低压缺氧实验暴露过程中, 舱内的温度、相对

湿度和气流速度分别保持在22 ℃、60%和5 L·min-1。

猴子到达模拟海拔 7 500 m, 2 h后进行行为监测。

观察其在接下来 30 min内的活动, 并采用改进的量表

方法评估骨骼肌协调能力, 得分越高表明行为状态受

损越严重[16]。

3.2　常压缺氧模型　 

临床研究表明, 常压缺氧能够导致与高原缺氧性

脑病相一致的症状: 脑容量升高和颅内高压。在相同

的环境 pO2下, 低压和常压缺氧的AMS严重程度没有

显著差异。

3.2.1　缺氧室法 　将实验动物置于尺寸为 65 × 105 × 

50 cm 的缺氧室中 , 室中的气体混合物为氮气中含

10%氧气[17]。在对动物进行操作的过程中, 特殊设备

防止了环境空气的渗透, 从而使室内的氧气浓度稳定

在10% ± 0.5%。

3.2.2　低张性模型 　高原缺氧是由于血液中氧饱和度

低而导致氧气暴露减少, 可采用低张性模型模拟血氧饱

和度降低的情况: ① 家兔急性缺氧模型: 家兔气管插

管, 通过呼吸机吸入10% O2+ 90% N2 (流量0.5 L·min-1), 

持续 30～60 min 建立急性缺氧模型[18]。1) 观察到兔

耳、唇发绀明显, 心率加快。2) 血气分析显示动脉血

氧分压、氧含量和氧饱和度均下降。② 密闭缺氧模

型: 将小鼠放入装有钠石灰的广口瓶内, 用凡士林密闭

瓶盖 , 由于其消耗 O2而呼出的 CO2又被钠石灰吸收 , 

密闭容器内氧分压下降, 导致缺氧[19]。小鼠活动由正

常逐渐减少, 呼吸逐渐变得急促, 口唇逐渐变紫, 临终

前反跳, 最后死亡。

4 动物缺氧模型的药效评价指标 

4.1　缺氧后存活时间　 

实验动物缺氧存活时间和缺氧延长率 [缺氧延长

率 = (治疗组存活时间−模型组存活时间)/模型组存活

时间] 可以用于评价药物抗缺氧活性。

4.2　动物行为表现　 

与正常对照组相比, 缺氧的动物活动频率增加, 呼

吸频率增加, 头、颈部伸直, 后腿伸直。此外, 随着缺氧

时间延长, 自主活动也逐渐减少。

4.3　运动协调能力　 

为评估动物的运动协调能力, 在缺氧暴露后 1 h进

行转棒实验。记录动物落下转棒的潜伏期。

4.4　学习记忆功能　 

通常采用新物体识别实验、 T迷宫实验、Y迷宫实

验、八臂迷宫实验和Morris水迷宫实验评价学习记忆

功能[8]。

4.5　神经炎症指标　 

4.5.1　炎症因子指标 　缺氧后, 全身炎症通过破坏血

脑屏障的通透性、激活小胶质细胞及增强AQP-4的表

达, 加重缺氧后的脑损伤[14]。可检测 HIF、核因子-κB 

(NF-κB) 和细胞因子 IL-6、IL-1β和TNF-α的表达水平, 

如图1所示。

4.5.2　小胶质细胞活化 　可采用小胶质细胞的标志物

离子钙结合衔接分子 1 (ionic calcium-binding adapter 

molecule 1, Iba-1) 抗体进行脑切片免疫荧光染色。缺

氧后 Iba-1阳性的小胶质细胞呈阿米巴样激活形状, 体

圆形, 树突稀少; 而对照组的小胶质细胞呈分支状态, 

树突细长[20]。

4.5.3　星形胶质细胞活化 　脑组织缺氧后, 胶质纤维

状酸性蛋白 (glial fibrillary acidic protein, GFAP) 阳性

星形胶质细胞增加 , GFAP 染色增强、细胞胞体增大 , 

树突显著增多、增粗、增长。应用 Image J软件, 以不同

半径同心圆与树突交点的数目衡量所测细胞的复杂程

度, 缺氧后星形胶质细胞的复杂程度增加[21]。

4.6　氧化应激指标　 

急性和长期暴露于低气压缺氧环境中可导致线粒

体电子传递链中还原当量的积累, 进一步增加活性氧 

(reactive oxygen species, ROS) 的产生, 导致氧化应激

损伤。ROS 参与并可能在高原脑水肿中起致病作

用[22]。因此, 氧化应激指标可以在一定程度上反映疾

病的严重程度, 如图 2所示。可采用试剂盒或Western 

blot的方法检测脑组织中的MDA、PC、8-OHdG、SOD、

谷胱甘肽过氧化物酶和过氧化氢酶含量。

4.7　线粒体功能评估　 

细胞中氧气主要在线粒体消耗, 线粒体对氧气供

应减少非常敏感。可采用以下指标对线粒体的功能

进行评估。如线粒体 ATP生成率 (MAPR)、线粒体膜

Figure 1　Mechanism of hypoxia-induced inflammatory response 

through hypoxia-inducible factors (HIF) and NF-κB pathways
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电位、线粒体通透性转换孔的开放程度。也可采用

Seahorse细胞检测仪测量细胞的氧消耗速率。

4.8　脑水含量　 

大脑含水量的百分比计算如下: 含水量 (%) = (湿

重 − 干重)/湿重 × 100%。

4.9　血脑屏障通透性　 

① Evans 蓝染色: 动物尾静脉注射 Evans Blue 溶

液后, 取脑组织与二甲基甲酰胺 50 ℃水浴 48 h, 测量

Evans蓝渗漏量。② 荧光示踪剂: 尾静脉注射具有从

小到大不同分子尺寸的荧光示踪剂[23], 包括生物素三

甲基罗丹明[24]、伊文思蓝或TMR葡聚糖。这些荧光示

踪剂通常只在细胞旁渗透性增强时才穿过血脑屏

障[25], 通过荧光共聚焦显微镜获取图像。

4.10　神经元形态学变化　 

① Nissl 染色: 可用于检测神经元的组织形态学

变化 , 使用 Image-Pro Plus 软件分析 Nissl 小体数量。

② TUNEL 染色能反映神经元凋亡的典型形态特征 , 

使用 Image-Pro Plus 软件分析 TUNEL 阳性凋亡细

胞率。

5 抗高原缺氧性脑病药物非临床研究的合理化建议 

目前, 大量文献已报道了多种高原缺氧性脑病的

细胞模型和动物模型。细胞在培养过程中具有易获

得、研究条件人为可控、研究样本均一、有利于观察单

一因素等优势[26]。目前, 用于研究高原缺氧性脑病的

细胞模型主要是通过调控细胞培养环境中的氧分压或

细胞利用氧的能力而建立神经细胞缺氧性损伤模型。

与常压缺氧细胞模型相比, 低压性缺氧细胞模型可模

拟由于高原环境低气压下氧分压降低造成的高原缺

氧, 更接近真实的高原环境, 是用于抗高原缺氧性脑病

药物的初步筛选和作用机制研究的首选细胞模型。

低压和常压的缺氧动物模型各有其优势和劣势, 

选择合适的模型是实验成功的一项关键因素。缺氧环

境是引发高原缺氧性脑病的主要原因, 低气压也是引

发高原缺氧性脑病的重要原因之一, 有研究表明暴露

于非缺氧低气压可能导致大脑皮质下白质疏松症[27]。

另外, 高原缺氧性脑病在低气压缺氧下比在常压缺氧

下更严重。低压缺氧模型在理论上更贴近真实的高原

缺氧情况, 但低压缺氧模型建立的难度较大, 需要真实

的高海拔环境或者低压氧舱设备。研究者需结合实验

室的情况及需求, 选择合适的模型。在非临床药效学

研究中, 如果能够同时构建不同类型的高原缺氧模型, 

那么实验结果会更加客观、全面。

6 中国抗高原性缺氧药物研发现状 

目前, 我国处于临床阶段的高原缺氧药物较少, 其

中天士力医药集团股份有限公司正在进行复方丹参滴

丸预防和治疗高原病的临床Ⅲ期试验。此外, 褪黑素 

(ChiCTR2200059896)、罗沙司他 (ChiCTR2000039934)、

曲美他嗪 (ChiCTR-TRC-13003298)、布地奈德 (ChiCTR-

PRC-13003296) 也处于临床试验阶段。近年来的研究

表明, 很多藏药在治疗高原缺氧性脑病方面有较大潜

力, 如红景天、藏紫苑、唐古特青兰、三味檀香散等藏

药, 都被证实可以改善机体的缺氧状态, 缓解由于高原

缺氧对机体所造成的不适症状[28], 但治疗效果尚需要

经过大规模的临床研究进行验证。

随着中国抗高原缺氧性脑病药物研究的增多, 研

究者们急需采用一个非临床药效学评价标准进行系

统、规范的药效学评价。本文梳理了模拟高原缺氧性

脑病的细胞及动物模型, 并总结了常用的药效学评价

指标, 旨在建立起规范的抗高原缺氧性脑病的非临床

药效学评价体系, 以期为广大药物研发人员提供参考, 

提高创新药物的临床转化成功率。
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