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丙酮酸乙酯对脾切除术后老龄大鼠认知功能
的影响

代汭 李思源 毕燕琳 王玲 张蕊 王彬

  【摘要】 目的 探讨丙酮酸乙酯 (ethylpyruvate,EP)对脾切除术后老龄大鼠认知功能的影响。

方法 健康雄性SD大鼠84只,18月龄,体重500~600g,采用随机数字表法将其分为四组,每组21
只:对照组 (C组)、手术组 (S组)、EP溶液组 (E组)和溶剂组 (R组)。S组、E组和R组行脾切除

术,E组腹腔注射EP40mg/kg,R组腹腔注射等量EP溶液的溶剂,S组和C组腹腔注射等量生理盐

水。于术前5d、术后1、3、7d进行 Morris水迷宫实验,记录大鼠逃避潜伏期和游泳距离,水迷宫实

验结束后处死大鼠,采用 Westernblot和 RT-PCR法检测四组大鼠海马高迁移率族蛋白1(high
mobilitygroupbox1,HMGB1)及晚期糖基化终末产物受体 (receptorforadvancedglycationend

products,RAGE)的蛋白含量和 mRNA表达量。结果 与C组比较,术后1、3dS组、E组和R组逃

避潜伏期和游泳距离明显延长,海马 HMGB1、RAGE蛋白含量和 mRNA表达量明显增加 (P<
0.05)。与S组比较,术后1、3dE组逃避潜伏期和游泳距离明显缩短,海马 HMGB1、RAGE蛋白含

量和 mRNA表达量明显减少 (P<0.05)。与术前比较,术后1、3dS组、E组和R组逃避潜伏期和

游泳距离明显延长 (P<0.05)。结论 丙酮酸乙酯可能通过下调海马 HMGB1及RAGE的表达改

善认知功能。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheimpactofethylpyruvate(EP)oncognitivefunction
andtheexpressionofhighmobilitygroupbox1(HMGB1)andreceptorforadvancedglycationend
products(RAGE)aftersplenectomyinagedrats.Methods Eighty-fourmaleagedSprague-Dawley
rats,18monthsold,weighing500-600g,wererandomlydividedinto4groups(n=21each)byran-
domnumbertablemethod:controlgroup(groupC),surgerygroup(groupS)ethylpyruvategroup
(groupE)andsolutionwithoutEPgroup(groupR).Morriswatermazetestwasperformedtoevalu-
atecognitivefunction5daysbeforesurgeryand1,3,7daysaftersurgery.GroupEwasinjectedwith
EP40mg/kgintrapertoneallyaftersplenectomy,groupSandgroupCwereinjectedwithequivalent
normalsalineaftersplenectomy,groupRwasinjectedwithequivalentsolutionwithoutEP.Ratswere
killedafterMorriswatermazetest,andtheexpressionofHMGB1andRAGEproteinandmRNAin
hippocampusweremeasuredbyWesternblotandRT-PCRmethods.Results Comparedwithgroup
C,theescapelatencyandswimmingdistanceweresignificantlyprolongedingroupsS,EandR1and
3daysaftersurgery,aswellastheexpressionofHMGB1andRAGEinhippocampusweresignifi-
cantlyup-regulated(P<0.05).ComparedwithgroupS,theescapelatencyandswimmingdistance
weresignificantlydecreasedandtheexpressionofHMGB1andRAGEweredown-regulatedingroup
E1and3daysaftersurgery(P<0.05).Comparedwiththepreoperativegroup,theescapelatency
andswimmingdistanceweresignificantlyprolongedingroupsS,EandR1and3daysaftersurgery
(P<0.05).Conclusion EPmayimprovecognitivefunctioninagedratsbydownregulatingtheex-
pressionofHMGB1andRAGEinthehippocampus.

【Keywords】  Ethylpyruvate;Postoperativecognitivefunction;Highmobilitygroupbox1;
Receptorforadvancedglycationendproducts;Hippocampus
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  术后认知功能障碍 (postoperativecognitive
dysfunction,POCD)发病原因尚未明确,但其发病

机制与细胞因子介导的炎症反应有关[1]。高迁移率
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族蛋白1(highmobilitygroupbox1,HMGB1)是
一种高度保守的非组蛋白核蛋白[2],释放到胞外时,
被认为是“晚期炎性因子”,参与脓毒症、感染和肿瘤

等多种疾病的发病过程。晚期糖基化终末产物受体

(receptorforadvancedglycationendproducts,

RAGE)可结合多种配体,但与HMGB1亲和力最高。
本课题组前期研究结果显示,HMGB1和RAGE表达

降低可以改善大鼠认知功能。丙酮酸乙酯 (ethyl
pyruvate,EP)是一种稳定的亲脂性丙酮酸衍生物,可
以抑制早期或晚期炎性因子的释放,对局部和全身炎

症反应具有保护作用[3]。本研究拟用脾切除术制造

大鼠POCD模型,探讨EP对老龄大鼠认知功能及海

马HMGB1和RAGE表达的影响。

材料与方法

实验动物及分组 健康雄性SD大鼠84只,18
月龄,体重500~600g,购自山东鲁抗医药股份有限

公司实验动物中心。在室温25℃、相对湿度40%、
昼夜周期分别为12h的环境下适应性饲养1周,给
予充足的水与食物,保持大鼠垫料干燥。采用随机

数字表法分为四组:对照组 (C组)、手术组 (S组)、

EP溶液组 (E组)和溶剂组 (R组)。EP溶液的组

成为 Na+ 130mmol/L、K+ 4mmol/L、Ca2+ 2.7
mmol/L、Cl-139mmol/L和EP32mmol/L,pH
=7.0。溶 剂 的 组 成 为 Na+ 130 mmol/L、K+ 4
mmol/L、Ca2+2.7mmol/L、Cl-139mmol/L。

Morris水迷宫实验 测试水池直径120cm,水
深60cm;圆柱形平台直径10cm,高40cm,水面高于

平台2cm。四组大鼠于术前5d进行 Morris水迷宫

训练,每天训练4次,两次训练的时间间隔至少30
min。将大鼠置于平台上适应30s,随后将大鼠从4
个不同象限面壁放入池内,设置游泳时限为60s,电
脑自动记录大鼠入水后找到平台所用的时间 (即逃

避潜伏期),登台后适应5s,若60s不能登台,记录逃

避潜伏期为61s,引导其上台,适应10s。记录大鼠

从入水至找到平台游过的路线长度为总路程。如果

60s内未找到平台,则以入水到60s末游过的路线长

度为总路程。取第5天测试结果的平均值作为术前

结果。于术后1、3、7d进行Morris水迷宫实验,记录

大鼠逃避潜伏期和游泳距离。
动物模型制备 Morris水迷宫实验结束后仅S

组、E组和R组行脾切除术。用10%水合氯醛0.3
ml/100g对大鼠进行腹腔注射麻醉,待翻正反射消

失后右侧卧位固定,于肋缘下脊柱旁各1cm 处做

1.5~2.0cm切口,进入腹腔游离脾脏,依次结扎,
切除脾脏,逐层缝合。E组于脾切除术后30min腹

腔注射EP40mg/kg,S组和C组腹腔注射等量生

理盐水,R组腹腔注射等量EP溶液的溶剂。
大鼠海马 HMGB1和RAGE蛋白含量的测定

 Morris水迷宫实验结束后,于术后1、3、7d随机

选取7只大鼠腹腔注射10%水合氯醛0.3ml/100
g,冰上断头取海马组织于EP管中,加入RIPA裂

解液和PMSF防腐剂充分研磨,冰上裂解30min
后,4℃下11000r/min离心30min。取上清液于

95℃变性5min后采用 Westernblot法测定海马

HMGB1和RAGE蛋白含量。采用ECL系统曝光

成像。
大鼠海马HMGB1和RAGEmRNA表达量的

测定 采用Trizol试剂法抽提总RNA,用逆转录试

剂盒合成cDNA。引物序列 (5’→3’):HMGB1正

义:GAAGCCGAGAGGCAAAATGTCC,反义:T-
AGCTCTGTAGGCAGCAATAC;RAGE正义:C-
CGAGTCTACCAGATTCCTG,反义:TTCACGA-
GTGTTTCTTTGCC;β-actin正义:GTGGGGCG-
CCCCAGGCACCA,反义:CTTCCTTAATGTCA-
CGCACGAT。扩增产物长度分别为470bp、180
bp、510bp。RT-PCR法反应后取PCR扩增产物5

μl,进行2%的琼脂糖凝胶电泳。电泳后图像扫描

分析。
统计分析 采用SPSS19.0统计学软件进行

分析。正态分布的计量资料以均数±标准差 (􀭺x±
s)表示,组间比较采用单因素方差分析。ImageJ
软件分析 RT-PCR图像,目的条带与β-actin条带

的比值反映相应表达强度。P<0.05为差异有统

计学意义。

结  果

大鼠术后逃避潜伏期和游泳距离 术后1、3d
S组、E组和R组大鼠逃避潜伏期和游泳距离明显

长于C组 (P<0.05),E组逃避潜伏期和游泳距离

明显短于S组 (P<0.05)。与术前比较,术后1、3
dS组、E组和R组大鼠潜伏期和游泳距离明显延

长 (P<0.05)。术后1、3、7dS组和R组大鼠逃避

潜伏期和游泳距离差异无统计学意义;C组、S组、E
组术后7d逃避潜伏期和游泳距离与术前差异无统

计学意义 (表1,2)。
大鼠术后海马 HMGB1和RAGE蛋白含量 

术后1、3dS组、E组和R组大鼠海马 HMGB1和
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RAGE含量明显多于C组 (P<0.05);E组海马

HMGB1和RAGE含量明显少于S组 (P<0.05)。

S组和 R 组大鼠术后不同时点海马 HMGB1和

表2 四组大鼠不同时点游泳距离的比较 (cm,􀭵x±s)

组别
术前

(n=21)
术后1d
(n=21)

术后3d
(n=14)

术后7d
(n=7)

C组 380.7±146.0 406.9±162.2 399.2±126.5 375.2±159.3

S组 376.3±118.5 717.3±161.3ab 635.7±145.1ab 366.8±155.2

E组 360.9±175.9 642.8±158.1abc 575.4±174.6abc 365.8±139.9

R组 382.1±113.3 737.6±153.2ab 641.5±147.4ab 354.9±149.2

  注:与术前比较,aP<0.05;与C组比较,bP<0.05;与S组比较,cP<0.05

表3 四组大鼠术后不同时点海马HMGB1和RAGE蛋白含量的比较 (􀭵x±s)

指标 组别 只数 术后1d 术后3d 术后7d

C组 7 0.642±0.017 0.653±0.019 0.623±0.082

HMGB1 S组 7 0.942±0.016a 0.808±0.022a 0.626±0.070

E组 7 0.814±0.013ab 0.741±0.012ab 0.643±0.014

R组 7 0.950±0.015a 0.816±0.023a 0.632±0.069

C组 7 0.719±0.027 0.703±0.027 0.711±0.033

RAGE S组 7 1.154±0.042a 0.936±0.021a 0.714±0.021

E组 7 0.986±0.028ab 0.828±0.019ab 0.705±0.034

R组 7 1.166±0.031a 0.942±0.020a 0.731±0.020

  注:与C组比较,aP<0.05;与S组比较,bP<0.05

RAGE含量差异无统计学意义 (表3)。

表1 四组大鼠不同时点逃避潜伏期的比较 (s,􀭵x±s)

组别
术前

(n=21)
术后1d
(n=21)

术后3d
(n=14)

术后7d
(n=7)

C组 25.5±9.8 26.6±6.0 24.8±7.9 23.9±6.1

S组 24.2±7.0 45.2±10.6ab 42.1±9.1ab 24.1±10.2

E组 23.5±5.6 40.4±9.9abc 35.5±10.7abc 23.2±6.3

R组 25.3±6.3 46.7±8.7ab 42.9±8.2ab 23.2±9.1

  注:与术前比较,aP<0.05;与C组比较,bP<0.05;与

S组比较,cP<0.05

大鼠术后海马HMGB1和RAGEmRNA表达

 术后1d、3dS组、E组和R组大鼠海马HMGB1
和RAGE mRNA 表 达 量 明 显 多 于 C 组 (P <
0.05);E组海马 HMGB1和RAGEmRNA表达量

明显少于S组 (P<0.05)。S组和R组大鼠术后

不同时点海马HMGB1和RAGEmRNA表达量差

异无统计学意义 (表4)。

讨  论

海马是参与认知功能的经典脑区,在学习记忆

和空间定位中有着重要作用。脾切除造成中度手

术创伤,使机体产生应激反应,激活外周免疫系统,
导致炎症介质释放,认知功能受损[4]。采用经背切

口的改良脾切除术,既可使脾脏易暴露,又降低感

染的风险,且对大鼠机体影响相对较小,术后可以

如期进行水迷宫实验[5]。本研究采用逃避潜伏期和

游泳距离反映大鼠空间学习记忆能力。结果表明

制备模型成功,老年大鼠在脾切除术后出现短暂的

认知功能减退,且EP溶液的溶剂对POCD无明显

影响。

HMGB1普遍存在于真核细胞中,当机体处于

稳态时,HMGB1在细胞核中高度保守;当细胞受到

损伤时,HMGB1释放到胞外,成为一种细胞炎性因

子和损伤信号分子。胞外 HMGB1在炎症反应中

发挥枢纽作用:一方面具有趋化作用,能使免疫细

胞向损伤部位集中;另一方面,通过与其特异性受

体 (如RAGE)结合,诱导其他炎性因子如 TNF-α
的释放或损伤靶细胞,触发级联反应[6]。Li等[7]研

究表明,HMGB1-RAGE信号途径调节海马炎症反

应,可能在手术诱导的认知减退中发挥重要作用。
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表4 四组大鼠术后不同时点海马HMGB1和RAGEmRNA表达量的比较 (􀭵x±s)

指标 组别 只数 术后1d 术后3d 术后7d

C组 7 0.360±0.013 0.355±0.019 0.352±0.011

R组 7 0.609±0.018a 0.537±0.014a 0.386±0.030

HMGB1mRNA S组 7 0.618±0.017a 0.528±0.013a 0.389±0.028

E组 7 0.563±0.016ab 0.451±0.020ab 0.370±0.028

C组 7 0.291±0.040 0.302±0.026 0.306±0.013

R组 7 0.563±0.021a 0.432±0.017a 0.327±0.020

RAGEmRNA S组 7 0.555±0.022a 0.454±0.018a 0.320±0.021

E组 7 0.466±0.012ab 0.367±0.018ab 0.322±0.028

  注:与C组比较,aP<0.05;与S组比较,bP<0.05

EP是内源性代谢物丙酮酸的简单衍生物,具
有抗炎作用,可以有效抑制缺血-再灌注损伤[8],在
失血性休克动物模型中显著提高生存率[9],降低内

毒素血症发生率和脓毒症小鼠体循环 HMGB1水

平。EP治疗已被证明在多种临床前模型的危重疾

病 (如严重的败血症、急性胰腺炎和脑卒中)中可以

提高生存率、改善器官功能[10]。本研究结果显示,

EP可有效抑制 HMGB1生成释放及信号通路激

活,进而改善认知功能,发挥保护作用。其机制可

能是:一方面,EP抑制 HMGB1乙酰化,阻止核内

HMGB1释放到胞外,同时抑制 HMGB1的转录合

成[11];另一方面,EP抑制 NF-κB和p38MAPK激

活[3],进而抑制炎症反应的发展。但本研究结果显

示,EP可能并未完全抑制 HMGB1的生成释放,

HMGB1的激活存在其他通路。动物实验模型与临

床情况有很大差异,目前EP并不能广泛应用于临

床,但为POCD的预防、治疗和后期的发生发展起

到一定的指导作用。
综上所述,丙酮酸乙酯可以降低脾切除术引起

的老年大鼠海马区HMGB1和受体RAGE表达,改
善其认知功能。
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