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缺血性脑血管病主要指缺血性脑卒中，是一种

在全球范围内具有高发病率和高死亡率的神经系

统疾病。缺血性脑卒中是最常见的脑缺血形式，占

所有卒中类疾病的 80% 左右［1］。流行病学研究一

致表明，引起缺血性脑卒中的机制主要为血栓形

成、栓塞和全身缺血［2］。在缺血性脑卒中期间，血

流减少可导致氧 - 葡萄糖剥夺，从而诱导细胞死亡

和神经元损伤［3］。因此，神经保护类药物有助于改

善缺血性脑血管病的临床结局。丙酮酸乙酯（ethyl 

pyruvate，EP）是由丙酮酸衍生的简单脂肪族酯，可
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【摘要】 目的  探讨丙酮酸乙酯（EP）对大脑中动脉闭塞（MCAO）诱导的神经功能损伤的作用及

其潜在的分子机制。方法  将 40 只 SD 雄性大鼠随机均分为 4 组：假手术组（Sham），大脑中动脉闭塞组

（MCAO），大脑中动脉闭塞 +5 mg/kg 丙酮酸乙酯组（MCAO+5EP），大脑中动脉闭塞 +10 mg/kg 丙酮酸乙酯

组（MCAO+10EP）。神经损伤严重程度评分（mNSS）及旋转试验检测大鼠神经损伤及恢复，实时定量 PCR

检测脑源性神经营养因子（BDNF）和神经生长因子（NGF）、Notch1 和核因子 κB （NF-κB）信号的表达。

结果  与 MCAO 组相比，2 个剂量的 EP 均可降低 mNSS 评分（均 P ＜ 0.05），提高大鼠在 15 r/min 旋转轴上

的持续时间（均 P ＜ 0.05），上调 BDNF 和 NGF mRNA 的表达（均 P ＜ 0.05），下调 Notch1 和 NF-κB mRNA

的表达（均 P ＜ 0.05），且 10 mg/kg 的 EP 作用效果更好。结论  10 mg/kg 的 EP 具有较好的神经保护作用，

其机制可能与抑制 Notch1 和 NF-κB 信号有关。
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【Abstract】 Objective  This study was to investigate the role and potential molecular mechanism of 
ethyl pyruvate （EP） on the damage of nervous function induced by middle cerebral artery occlusion （MCAO）. 
Methods  A total of 40 male sprague-dawley rats were randomly and averagely divided into 4 groups： sham 
operation group （Sham）， middle cerebral artery occlusion group （MCAO）， middle cerebral artery occlusion +  
5 mg/kg EP group （MCAO+5EP）， middle cerebral artery occlusion + 10 mg/kg EP group （MCAO+10EP）. Nerve 
injury and repairment in rats were measured by nerve injury severity score （mNSS） and rotation test. Expressions 
of brain derivied neurotrophic factor （BDNF） and neuron grouthfactor (NGF)， Notch1 and Nuclear factor-kappa 
B （NF-κB） signals were tested by Real-time quantitative PCR. Results  Compared with MCAO group， EP with 
two dosages all significantly reduced mNSS score （all P＜0.05）， increased the duration of rats in 15 rpm rotating 
shaft （all P ＜ 0.05）， up-regulated the expressions of BDNF and NGF mRNA （all P ＜ 0.05）， down-regulated 
the expressions of Notch1 and NF-κB mRNA （all P ＜ 0.05）. The effectiveness with 10 mg/kg EP was better. 
Conclusions  10 mg/kg EP has better neuroprotective effects on nerve protection， and its mechanism may be 
related to inhibition of Notch1 and NF-κB signals.
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迅速清除过氧化氢［4］，保护神经元。体内和体外研

究已经证明 EP 具有神经元保护作用［5］。在脂多糖

刺激的小鼠小胶质细胞中，EP 抑制一氧化氮（nitric 

oxide，NO）和促炎性因子释放［5］。目前，大量研究

广泛关注 EP 对恶性肿瘤、炎症和再灌注综合征等疾

病的治疗［6］。且EP具有治疗帕金森病、溶血性贫血、

脓毒症和缺血性卒中的价值［7］。但是，EP 对大脑中

动脉闭塞（middle cerebral artery occlusion，MCAO）诱

导的神经元缺血性损伤的作用及分子机制甚少报

道。本研究主要研究 EP 对 MCAO 诱导的神经功能

损伤的作用，并探讨其作用剂量及潜在的分子机制。

一、材料与方法

1. 实验动物及分组：雄性 SD 大鼠 40 只，体重

250～300 g，由西安交通大学实验动物中心提供

［SCXK（陕）2015-002］。将所有大鼠随机均分为 4 组：

假手术组（Sham），大脑中动脉闭塞组（MCAO），大脑

中动脉闭塞 +5 mg/kg EP 组（MCAO+5EP），大脑中动

脉闭塞+10 mg/kg EP组（MCAO+10EP），每组各10只。

2. MCAO 大鼠模型的建立及 EP 干预：给大鼠腹

腔注射 350 mg/kg 的水合氯醛进行麻醉，参照 Zhang

等［8］的研究建立 MCAO 大鼠模型。暴露颈总动脉

及分支，将 4-0 尼龙缝合线插入颈外动脉，经颈内

动脉到大脑前动脉，阻断大脑中动脉血供 1 h，然后

移除缝合线，进行再灌注。整个手术过程，维持体

温在（37±0.5）℃。Sham 组只暴露颈总动脉，不插

入缝合线。用任氏（Ringer's）生理盐水制备EP溶液，

MCAO建模后，随机取MCAO组中10只大鼠给予腹腔

注射5 mg/kg的EP溶液，另取10只大鼠给予10 mg/kg

的 EP 溶液，每天一次，连续 7 d。

3. 修 订 的 神 经 损 伤 严 重 程 度 评 分 （modified 

neurological severity score， mNSS）：分别于建模前1 d、

建模后1 d、3 d、7 d，采用mNSS评价神经系统功能［9］。

mNSS 功能评价主要包括运动、感觉、平衡和反射测

试，结果采用 0～18 的等级进行分级（正常：0；最大

损伤：18）。

4. 旋转试验：根据何旭英等［10］的研究，采用旋

转试验检测大鼠的平衡及协调能力。旋转装置购自

北京优必爱信息技术有限公司。首次测试前 24 h，

大鼠在 3 r/min 旋转适应 3 min。分别于建模前 1 d、

建模后 1 d、3 d、7 d、15 d 对大鼠进行 15 r/min 旋转

试验，记录大鼠在轴上的持续时间。每次测试后休

息 1 h，测试 3 次，取平均值。

5. 实 时 定 量 PCR：采 用 TRIzol（美 国 Invitrogen

公司）试剂提取大鼠脑组织总 RNA，反转录第一链

cDNA 合成试剂盒进行反转录（美国 Invitrogen 公司），

采用 20 ml 反应体系、SYBR Green 荧光染料（美国

Invitrogen公司）在ABI PRISM 7500实时PCR系统（美

国 Applied Biosystems 公司）上进行 qPCR。2- △△ Ct 方

法分析数据，GAPDH 为参照物。检测指标包括脑

源性神经营养因子（brain derived neurotrophic factor， 

BDNF）、神经生长因子（neuron growth factor， NGF）、

Notch 1 和 核 因 子 -κB （NF-κB）。 所 有 引 物 均 由

Primer Designing Tool 在线引物设计软件设计，由上

海生工合成。引物序列见表 1。

6. 统计学方法：所有数据均采用 SPSS 19.0 进行

统计学分析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，

单因素方差分析进行多组间比较，LSD-t 进行多重

比较，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

二、结果

1. EP对MCAO后神经损伤的影响：见表 2。与

Sham组比较，在术前 1 d、术后 1 d、术后 3 d和术后

7 d MCAO组大鼠的mNSS评分均显著增加（P均＜ 

0.05）。 与 MCAO 组 比 较，5 mg/kg 和 10 mg/kg 的 EP

均可降低mNSS评分 （P均＜0.05）。但在术后第7天时，

MCAO+10EP 组 的 mNSS 评 分 显 著 低 于 MCAO+5EP

组（P ＜ 0.05）。

2. EP 对 MCAO 后神经功能恢复的影响：见表 3。

在术前 1 d 时，各组大鼠在旋转轴上的持续时间差

异无统计学意义。在术后 1 d 时，与假手术组对比，

3 个 MCAO 模型组大鼠在旋转轴上的持续时间均显

著缩短（P 均＜ 0.05）。在术后 3 d 时，与 MCAO 组对

比，10 mg/kg 的 EP 可显著增加大鼠在旋转轴上的持

续时间（P ＜ 0.05）。在术后 7 d 时，MCAO+10EP 组大

鼠的持续时间显著高于 MCAO+5EP 组（P ＜ 0.05）。

表1  引物序列

引物 上游引物 5’-3’ 下游引物 5’-3’

BDNF CATAACCCCGCACACTCTGT TGGCCTTTTGATACCGGGAC

NGF ATCGCTCTCCTTCACAGAGTTT TGTACGGTTCTGCCTGTACG

Notch1 GTGTGTGAAAAGCCCGTGTC GCACAAGGTTCTGGCAGTTG

NF-κB TACGATGGGACGACACCTCT TCTCGGAGCTCATCTCATAGT
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3. EP 对 MCAO 后脑组织神经营养因子的影响：

见表 4。与假手术组对比，MCAO 可显著抑制大鼠

脑组织中 BDNF 和 NGF mRNA 的表达（均 P ＜ 0.05），

且随着术后时间的推移，BDNF 和 NGF 的表达逐渐

降低。与MCAO组对比，5 mg/kg和10 mg/kg的EP均

可显著上调BDNF和NGF的表达（均P＜ 0.05）。且

MCAO+10EP组对BDNF的上调从术后第3天开始就

显著高于MCAO+5EP组（均P＜0.05），对NGF的上调

从术后第7天开始显著高于MCAO+5EP组（P＜0.05）。

4. EP对MCAO后脑组织Notch1 和NF-κB信号

的影响：见表5。与假手术组对比，MCAO可显著增

加大鼠脑组织中Notch1 和NF-κB mRNA的表达（均

P＜0.05），且随着术后时间的推移，Notch1和NF-κB

表达并没有降低的趋势。与MCAO组对比，5 mg/kg

和 10 mg/kg的EP均显著降低Notch1 和NF-κB的表

达（均 P ＜ 0.05）。 且 在 术 后 7 d 时，MCAO+10EP 组

Notch1 和 NF-κB 的 表 达 均 高 于 MCAO+5EP 组（均 

P＜0.05）。

讨论  保护神经元可改善神经功能，有利于神经

退行性疾病的治疗及预防［8］。有研究报道，20 mg/kg

和 40 mg/kg 的 EP 干预可显著降低 MCAO 诱导的缺

血性脑梗死体积，且 40 mg/kg 的 EP 可改善及修复大

鼠的运动损伤及神经功能缺陷［5］。并指出 EP 的神

经保护作用涉及多种机制，包括 EP 可抑制小胶质

细胞的活性。小胶质细胞活化后可持续释放一系列

炎性介质，导致氧化应激反应，造成神经组织损伤。

因此，40 mg/kg 的 EP 抑制小胶质细胞活化可能是其

发挥神经保护作用的机制之一。另一篇报道也指出，

大鼠进行 MCAO 后给予 5 mg/kg 的 EP 干预，可有效

保护缺血诱导的神经损伤，作用机制与抑制高迁移

率族蛋白 B1（high mobility group protein B1，HMGB1）

的释放有关［11］。受损细胞可将核内 HMGB1 释放至

细胞外诱导炎性反应，因此 EP 抑制受损神经元释放

HMGB1，从而阻止炎性反应的发生，可能也是 EP 神

经保护作用的机制之一。这些研究表明，EP 确实具

有神经保护的作用，但对其作用剂量的应用还需进

一步探讨。本研究分别采用 5 mg/kg 和 10 mg/kg 的

EP干预MCAO损伤的大鼠，用mNSS评估其对神经损

伤的影响。结果发现EP可缓解MCAO诱导的神经损

伤，且10 mg/kg剂量的作用效果更好，表明10 mg/kg

的 EP 具有更好的神经保护作用。

研究表明，EP 可保护大鼠癫痫持续状态（status 

epilepticus， SE）后的神经元损伤［9］，SE 为反复癫痫

发作，是在癫痫连续发作间期内意识或神经功能

未完全恢复至正常水平又频繁发作，而 50 mg/kg 的

EP 预处理可延缓癫痫的发作时间，降低癫痫发作

时的强度。表明单次高剂量的 EP 注射对神经损伤

的保护有持续性作用。另有研究表明，建模后分别

持续 3 d 和 7 d 注射 40 mg/kg 的 EP，可显著改善大鼠

脑出血诱导的神经损伤［12］，EP 的持续干预亦可保

护神经元损伤。虽然对 EP 的作用剂量和给药方式

的报道众说纷纭，但可以确定，EP 确实对神经元损

伤的保护作用具有持续性。本研究显示，5 mg/kg 和

10 mg/kg 的 EP 连续干预 7 d 可显著促进旋转试验中

大鼠在旋转轴上的维持时间，提示 EP 可逐渐促进

MCAO 损伤后神经功能的恢复，且 10 mg/kg 剂量的

作用效果更好。当然，对于 EP 作用剂量范围的研究

还应该再拓展，后续的研究可以集中在 EP 发挥最有

效神经保护作用时的作用时间及剂量范围。

新生儿缺氧缺血性脑损伤引起的脑病导致脑

组 织 萎 缩，并 导 致 长 期 神 经 功 能 缺 陷。BDNF 和

NGF 为神经营养因子，在中枢神经系统中高表达。

BDNF 为最常见的神经营养因子，在突触可塑性、神

经再生、神经生长和分化中起重要作用［13］。NGF 与

神经元存活、神经可塑性以及学习功能有关。研究

表明，每天给予 0.431 mmol/kg 的 EP 可显著降低脊

髓损伤部位神经元凋亡的数量，促进损伤部位轴突

再生［14］，提示 EP 具有神经保护作用。但是，另有

研究表明，在蛛网膜下腔出血后的 7～14 d，每天连

续腹腔注射一次 EP，可降低 BDNF 和 NGF 的表达，

并降低海马和大脑皮层形态正常神经元的数量［15］。

分析可能的原因为蛛网膜下腔出血后，EP 主要通过

抑制 HMGB1 的表达降低神经营养因子的表达。而

脊髓损伤后 EP 主要通过抑制星形胶质细胞反应性

增生来保护神经元。因此，EP 通过不同的途径对神

经元的作用截然不同。本研究显示，EP 显著增加

MCAO 诱导的 BDNF 和 NGF 的表达，提示 EP 可能与

缺血损伤后神经元的修复有关。

为研究 EP 促进缺血损伤后神经元修复的分子

途径，我们检测脑组织中 Notch1 和 NF-κB 信号的

表达。众所周知，Notch1 信号在维持细胞增殖及

细胞凋亡的平衡上起重要作用。Notch1 受体可转

位进入细胞核，与靶蛋白结合激活下游靶点，促进

Notch1 信号的级联反应。然而，近期有研究报道，

Notch1 和 NF-κB 之间可能有密切的关联，Notch1 活

化后可进一步激活 NF-κB［16］。也有少量的研究强

调了EP通过抑制NF-κB活化改善细胞凋亡和自噬［16］。
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NF-κB 为转录因子，与缺血损伤后的细胞凋亡有

关［17］。而本研究也显示，EP 可抑止 MCAO 诱导的

Notch1 和 NF-κB 信号的表达。因此，我们推断 EP

通过抑制 Notch1 和 NF-κB 信号促进缺血损伤后神

经元的修复。总之，10 mg/kg 的 EP 具有较好的神经

保护作用，其机制可能与抑制 Notch1 和 NF-κB 通

路的激活有关。
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表2  各组大鼠 mNSS 评分比较（分，x±s）

组别 只数 术前 1 d 术后 1 d 术后 3 d 术后 7 d

Sham 组 10 2.48±0.14 3.82±0.32 3.16±0.38 2.94±0.51
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P 值 0.968 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

    注：与 Sham 组比较，aP ＜ 0.05；与 MCAO 组比较，bP ＜ 0.05；与 MCAO+5EP 组比较，cP ＜ 0.05

表3  各组大鼠在旋转轴上的持续时间比较（min，x±s）

组别 只数 术前 1 d 术后 1 d 术后 3 d 术后 7 d

Sham 组 10 182.15±11.25 158.61±13.84 167.85±15.62 176.25±10.87

MCAO 组 10 179.54±10.54 55.34±13.52a 60.82±14.27a 75.38±12.54a

MCAO+5EP 组 10 190.42±10.95 68.98±13.57a 81.54±12.94a 110.18±14.35a

MCAO+10EP 组 10 185.75±13.65 80.18±12.05a 113.58±10.68ab 158.42±11.82bc

F 值 1.636 122.152 119.386 135.629

P 值 0.198 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

    注：与 Sham 组比较，aP ＜ 0.05；与 MCAO 组比较，bP ＜ 0.05；与 MCAO+5EP 组比较，cP ＜ 0.05

表4  各组大鼠脑组织中 BDNF 和 NGF mRNA 相对表达比较（/GAPDH，x±s）

组别 只数
BDNF NGF

术前 1 d 术后 1 d 术后 3 d 术后 7 d 术前 1 d 术后 1 d 术后 3 d 术后 7 d

Sham 组 10 1.02±0.09 1.01±0.10 1.06±0.21 0.98±0.17 0.99±0.15 1.00±0.08 0.97±0.11 1.03±0.16

MCAO 组 10 1.04±0.07 0.65±0.10a 0.52±0.08a 0.41±0.06a 1.02±0.14 0.68±0.04a 0.46±0.06a 0.37±0.03a

MCAO+5EP 组 10 0.99±0.08 0.78±0.06a 0.69±0.07ab 0.61±0.05ab 1.00±0.06 0.76±0.10a 0.64±0.05ab 0.58±0.09ab

MCAO+10EP 组 10 1.03±0.04 0.87±0.09b 0.83±0.05abc 0.79±0.13abc 0.99±0.08 0.83±0.12ab 0.78±0.15ab 0.73±0.10abc

F 值 0.889 28.970 36.040 45.900 0.154 22.910 45.820 69.080

P 值 0.456 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 0.927 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

    注：与 Sham 组比较，aP ＜ 0.05；与 MCAO 组比较，bP ＜ 0.05；与 MCAO+5EP 组比较，cP ＜ 0.05

表5  各组大鼠脑组织中 Notch1 和 NF-κB mRNA 相对表达比较（/GAPDH，x±s）

组别 只数
Notch1 NF-κB

术前 1 d 术后 1 d 术后 3 d 术后 7 d 术前 1 d 术后 1 d 术后 3 d 术后 7 d

Sham 组 10 1.00±0.12 1.12±0.07 1.10±0.05 1.07±0.09 1.00±0.09 1.09±0.08 1.06±0.04 1.02±0.11

MCAO 组 10 1.02±0.11 2.76±0.14a 3.25±0.09a 3.79±0.12a 1.02±0.11 1.96±0.09a 2.48±0.13a 2.65±0.04a

MCAO+5EP 组 10 1.00±0.06 1.95±0.08ab 2.28±0.10ab 2.51±0.05ab 1.00±0.06 1.65±0.11a 2.01±0.09ab 2.32±0.10a

MCAO+10EP 组 10 0.99±0.08 1.38±0.13b 1.62±0.10b 1.78±0.16abc 0.99±0.08 1.38±0.12b 1.51±0.09abc 1.67±0.09abc

F 值 0.174 441.500 1 124.000 1 066.000 0.210 135.000 435.500 656.300

P 值 0.914 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 0.889 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

    注：与 Sham 组比较，aP ＜ 0.05；与 MCAO 组比较，bP ＜ 0.05；与 MCAO+5EP 组比较，cP ＜ 0.05
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