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丙酮酸乙酯调控TXNIP/NLRP3/Caspase-1通路对缺氧缺血新生大鼠海马

神经元焦亡的影响
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摘 要：目的 探究丙酮酸乙酯（EP）调控硫氧还蛋白结合蛋白（TXNIP）/核苷酸结合域样受体蛋白 3（NLRP3）/半胱氨

酸天冬氨酸蛋白酶-1（Caspase-1）通路对缺氧缺血性脑损伤（HIBI）新生大鼠海马神经元焦亡的影响。方法 将SD大鼠随

机分为假手术组，模型组，尼莫地平（8 mg·kg−1）组，EP低、高剂量（1.5、3.0 mg·kg−1）组，EP（3 mg·kg−1）＋白藜芦醇（Res，

30 mg·kg−1，TXNIP抑制剂）组。通过左颈总动脉结扎及缺氧处理构建HIBI大鼠模型，于造模 24 h后开始 ip给药，每天 1次，

连续 2周。采用Longa评分对各组大鼠神经功能损伤进行评估；ELISA法检测大鼠海马组织白细胞介素-1β（IL-1β）、白细

胞介素-18（IL-18）含量；透射电子显微镜下观察大鼠海马超微结构；HE染色观察海马组织病理学情况；TUNEL染色观察

海马神经元凋亡；Western blotting检测海马组织中TXNIP/NLRP3/Caspase-1通路相关蛋白表达。结果 与假手术组比较，模

型组 Longa 评分、海马组织 IL-1β和 IL-18 水平、神经元凋亡指数（AI）、以及 TXNIP、NLRP3、凋亡相关斑点样蛋

白（ASC）、cleaved Caspase-1蛋白表达水平显著增加（P＜0.05），神经元损伤、海马组织病理学程度明显增加；与模型组

比较，尼莫地平组和 EP 低、高剂量组 Longa 评分、IL-1β和 IL-18 水平、神经元 AI 以及 TXNIP、NLRP3、ASC、cleaved

Caspase-1蛋白表达水平显著降低（P＜0.05），神经元损伤、海马组织病理学程度明显改善；与EP高剂量组比较，EP＋Res

组Longa评分、IL-1β和 IL-18水平、神经元AI以及TXNIP、NLRP3、ASC、cleaved Caspase-1蛋白表达水平显著降低（P＜

0.05），神经元损伤、海马组织病理学程度改善更明显。结论 EP可能通过抑制TXNIP/NLRP3/Caspase-1通路来减轻HIBI新

生大鼠海马神经元焦亡。
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Effect of ethyl pyruvate on pyrolysis of hippocampal neurons in neonatal rats
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Abstract: Objective To explore the effect of ethyl pyruvate (EP) on hippocampal neuronal pyrolysis in neonatal hypoxic-ischemic

rats by regulating the thioredoxin-interacting protein (TXNIP)/nucleotide-binding domain-like receptor 3 (NLRP3)/cysteine aspartate

proteinase-1(Caspase-1) pathway. Methods SD rats were randomly divided into sham-operation group, model group, nimodipine

(8 mg·kg−1), EP-L (1.5 mg·kg−1) group, EP-H (3 mg·kg−1) group, EP-H (3 mg·kg−1)+Res (30 mg·kg−1, TXNIP inhibitor Res) group,

with 15 rats in each group. HIBI rat model was constructed by ligation of the left common carotid artery and hypoxia treatment.
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Rats were ip with corresponding doses once a day for two consecutive weeks after 24 hours of modeling. Longa score was used to

evaluate the neurological damage of rats in each group. ELISA was used to detect the levels of interleukin 1β (IL-1β) and interleukin

18 (IL-18) in the hippocampus of rats. A transmission electron microscope was used to observe the ultrastructure of rat

hippocampus. HE staining was used to observe the pathology of hippocampus. TUNEL staining was used to observe the apoptosis of

hippocampal neurons. Western blotting was used to detect the expression of TXNIP/NLRP3/Caspase-1 pathway related proteins in

hippocampus. Results Compared with the sham operation group, the nerve function damage scores, hippocampal IL-1β and IL-18

levels, neuron damage, hippocampal histopathology, neuronal apoptosis index (AI), TXNIP, NLRP3, apoptosis-related speck-like

protein (ASC) and cleaved Caspase-1 protein expression levels increased significantly in model group (P < 0.05). Compared model

group, the nerve function damage scores, IL-1β and IL-18 levels, neuron damage, hippocampal histopathology, neuronal AI, TXNIP,

NLRP3, ASC and cleaved Caspase-1 protein expression levels decreased significantly in the nimodipine group, EP-L group, EP-H

group (P < 0.05). Compared with EP-H group, the nerve function damage scores, IL-1β and IL-18 levels, neuron damage,

hippocampal histopathology, neuronal AI, TXNIP, NLRP3, ASC and cleaved Caspase-1 protein expression levels decreased

significantly in the EP-H+Res group (P < 0.05).Conclusion EP may inhibit the TXNIP/NLRP3/Caspase-1 pathway to reduce the

pyrolysis of hippocampal neurons in neonatal rats with HIBI.

Key words: ethyl pyruvate; hypoxic-ischemic brain injury; thioredoxin-interacting protein; nucleotide-binding domain-like

receptor 3; cysteine aspartate proteinase-1

缺 氧 缺 血 性 脑 损 伤（hypoxic-ischemic brain

injury，HIBI）是新生儿围产期常见的一种疾病，可造

成新生儿认知功能障碍、脑瘫等神经系统后遗症，

甚至引起急性死亡的发生［1-2］。低温治疗是新生儿

HIBI治疗的主要手段，但具有神经保护不完全等缺

点［3］。在病理学上，细胞焦亡作为一种促炎程序性

细胞死亡，参与HIBI的发生［3-4］。详细了解HIBI神

经细胞焦亡的发生及治疗机制有助于HIBI治疗新

方法的开发。硫氧还蛋白结合蛋白（TXNIP）/NOD

样受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NLRP3）/半胱氨

酸天冬氨酸酶-1（Caspase-1）是一个重要的细胞焦亡

通路，有研究表明，TXNIP/NLRP3/Caspase-1通路在

HIBI新生大鼠脑组织中被显著激活，抑制该通路可

降低炎症反应，改善脑损伤［5-6］。丙酮酸乙酯（ethyl

pyruvate，EP）作为丙酮酸的稳定酯形式，在各种炎

症性疾病中发挥有益作用，多项研究证实，EP能够

缓解 HIBI 大鼠神经元凋亡，具有脑保护作用［7-8］。

EP 可通过抑制 TXNIP/NLRP3/Caspase-1 通路来改

善缺血再灌注心肌损伤［8］，但关于EP调控该通路对

HIBI的影响还未见报道。因此本研究通过探究EP

调控 TXNIP/NLRP3/Caspase-1 通路对 HIBI 新生大

鼠海马神经元焦亡的影响，为HIBI治疗新方法的开

发提供依据。

1 材料

1.1 实验动物

SPF 级 SD 新生大鼠 90 只 ，出生 6 d，体质

量（13.2±1.5）g，购自上海交通大学，实验动物生产

许可证号 SCXK（沪）2018-0007，于清洁、透气环境

中适应性饲养 7 d（温度 24～26 ℃，12 h昼夜交替）。

本研究经邯郸市妇幼保健院动物伦理委员会批准

实施（伦理编号HDFY2020057）。

1.2 主要试剂与仪器

EP（质量分数 98%，购自Sigma-Aldrich公司，货

号 617-35-6）；白藜芦醇（Res，北京康瑞纳生物科技

有限公司，货号A2845）；HE染色试剂盒（上海瑞楚

生物科技有限公司，货号R100458）；TUNEL细胞检

测试剂盒（杭州囊萤科技有限公司，货号 G001-1-

2）；BCA试剂盒（上海齐源生物科技有限公司，货号

701780-480）；兔抗 cleaved Caspase-1、凋亡相关斑点

样蛋白（ASC）、TXNIP、β -actin、NLRP3 抗体、anti-

rabbit IgG，HRP-linked antibody（Cell Signaling

Technology，货号分别为 4199、67824、14715、4970、

15101、7074）；白细胞介素-18（IL-18）、白细胞介素

1β（IL-1β）试剂盒［本生（天津）健康科技有限公司，

货号 A-3070、BS-2923］；GE 凝胶成像仪（苏州艾比

拓生物技术有限公司）；透射电子显微镜（深圳市研

盟科技有限公司）。

2 方法

2.1 动物分组与HIBI模型构建

将 SD 大鼠（90 只）随机分为假手术组，模

型组 ，尼莫地平（8 mg·kg−1）组［ 9］，EP 低、高剂

量（1.5、3.0 mg·kg−1）组［ 7］，EP（3 mg·kg−1）＋

Res（30 mg·kg−1 ，TXNIP抑制剂）组［10］，每组 15只。

HIBI模型的建立：水合氯醛麻醉大鼠，暴露左颈总

动脉，于近远端双结扎，并剪断左颈总动脉，缝合伤

口后 2 h将大鼠放入 8%氧浓度的缺氧箱中进行 1 h

缺氧，若 Longa评分为1～3即表示造模成功，造模成

功率100%；假手术组大鼠仅暴露左颈总动脉，不进行
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结扎及缺氧处理［11］。于造模 24 h 后开始 ip 给药，

每天 1 次，连续 2 周。假手术组和模型组 ip 等量

生理盐水。

2.2 Longa评分评估大鼠神经功能损伤［11］

给药结束后分别对各组大鼠进行 Longa评分。

0 分：无神经功能缺损；1 分：大鼠前肢不能完全伸

展；2分：爬行时大鼠向偏瘫一侧旋转；3分：行走时

大鼠向对侧倾倒；4分：大鼠无法自发性活动。

2.3 ELISA 法检测大鼠海马组织上清液 IL-1β及

IL-18水平

给药结束 24 h后随机选取 5只大鼠，进行颈椎

脱臼处死，取脑并分离海马组织，匀浆后一部分经

12 000 r·min−1离心 10 min，取上清，使用ELISA试剂

盒测定海马组织中 IL-18、IL-1β水平，另一部分海马

组织用于Western blotting实验。

2.4 透射电子显微镜下观察大鼠海马超微结构

再次选取 5只大鼠取脑，于戊二醛（2.5%）中处

理后用锇酸（1%）固定，经乙醇脱水后环氧树脂包

埋、切片，使用乙酸双氧铀及硝酸铅双重染色后于

透射电子显微镜细下观察、拍照（×30 000）。

2.5 HE染色

取剩余 5只大鼠海马组织，多聚甲醛固定后依

次经乙醇脱水及二甲苯透明，石蜡包埋、切片（4 µm），一

部分通过 HE染色试剂盒进行染色、封片后显微镜

下观察，另一部分切片进行后续TUNEL染色。

2.6 TUNEL染色

将“2.5”项所得切片进行烘干，置于 TUNEL反

应液中孵育（1 h），DAB显色后使用苏木精复染，经

脱水后封片，光镜下观察并进行拍照，阳性染色细

胞为棕褐色，Image ProPlus 6.0系统进行细胞计数，

计算神经元凋亡指数（AI）。

AI＝凋亡细胞数/总细胞数

2.7 Western blotting 检测海马组织中 TXNIP/

NLRP3/Caspase-1通路相关蛋白表达

取“2.3”项所得海马组织匀浆液，加入裂解液进

行裂解后离心取上清，BCA法定量蛋白，调整蛋白

浓度后加热变性，以每孔 40 μg 进行 SDS-PAGE 凝

胶（10%）电泳分离蛋白，转至硝酸纤维素膜后牛血

清 白 蛋 白（5%）封 闭 1 h，兔 抗 NLRP3、cleaved

Caspase-1、β-actin、TXNIP抗体（按 1∶1 000稀释）孵

育过夜，次日二抗孵育（2 h），ECL发光试剂显影后

凝胶成像仪观察，Quantity One 分析灰度值，计算

TXNIP、NLRP3、ASC、cleaved Caspase-1 表 达

水平。

2.8 统计学方法

SPSS 22.0 分析数据，数据用 x̄ ± s表示，ONE-

WAY ANOVA分析进行多组间比较，SNK-q检验进

行2组间进一步比较。

3 结果

3.1 EP对各组大鼠Longa评分的影响

与假手术组比较，模型组 Longa 评分显著增

加（P＜0.05）；与模型组比较，尼莫地平组和 EP低、

高剂量组 Longa 评分显著降低（P＜0.05）；与 EP

高 剂 量 组 比 较 ，EP＋Res 组 Longa 评分显著降

低（P＜0.05）。见表1。

3.2 EP对大鼠海马组织 IL-1β、IL-18水平的影响

如表2所示，与假手术组比较，模型组 IL-1β、IL-18

水平显著增加（P＜0.05）；与模型组比较，尼莫地平

组和 EP 低、高剂量组 IL-1β、IL-18 水平显著降

低（P＜0.05）；与 EP 高剂量组比较，EP＋Res 组

表1 EP对大鼠神经功能损伤评分的影响（x̄±s，n=15）

Table 1 Effect of EP on neurological injury score in rats

(x̄±s, n=15)

组别

假手术

模型

尼莫地平

EP

EP＋Res

剂量/（mg·kg−1）

—

—

8.0

1.5

3.0

3.0＋30.0

Longa评分

0.00±0.00

2.46±0.45*

0.33±0.06#

1.70±0.20#

0.79±0.08#

0.43±0.04#△

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与EP高剂

量组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs sham-operation group；#P < 0.05 vs model group；

△P < 0.05 vs EP high dose group

表2 EP对大鼠海马组织 IL-1β、IL-18水平的影响（x̄±s，n=5）

Table 2 Effects of EP on levels of IL-1β and IL-18 in

hippocampus of rats (x̄±s, n=5)

组别

假手术

模型

尼莫地平

EP

EP＋Res

剂量/

（mg·kg−1）

—

—

8.0

1.5

3.0

3.0＋30.0

IL-1β/

（pg·mL−1）

22.33±4.38

132.85±13.67*

30.20±5.24#

89.35±8.66#

48.09±6.12#

32.53±4.21#△

IL-18/

（pg·mL−1）

20.75±5.37

116.88±12.53*

40.78±5.20#

80.54±6.42#

55.66±4.63#

41.57±4.48#△

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与EP高剂

量组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs sham-operation group；#P < 0.05 vs model group；

△P < 0.05 vs EP high dose group
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IL-1β、IL-18水平显著降低（P＜0.05）。

3.3 大鼠海马组织超微结构观察

假手术组大鼠神经元结构完整、细胞核呈椭圆

且核膜完整、染色质分布均匀，存在大量线粒体，细

胞器结构正常；模型组神经元内质网肿胀、线粒体

嵴断裂，各种细胞器数量减少，细胞核不规则，轴突

神经纤维溶解、断裂；与模型组比较，尼莫地平组和

EP低、高剂量组线粒体等细胞器损伤减轻、数量增加，核

质分布较为均匀，核膜较为完整；与EP高剂量组比较，

EP＋Res组上述损伤症状进一步改善。结果见图1。

3.4 大鼠海马组织病理学观察

假手术组大鼠海马组织神经元胞膜完整，细胞

核大且饱满，核膜核仁正常且清晰可见；模型组神

经元丢失、排列散乱、间隙增加，核皱缩，水肿坏死

明显，存在空泡；与模型组比较，尼莫地平组和 EP

低、高剂量组神经元丢失减少、结构改善，核皱缩、

水肿坏死现象存在不同程度减轻；与EP高剂量组比

较，EP＋Res组病理程度进一步减轻。见图2。

3.5 EP对海马神经元凋亡的影响

与假手术组比较，模型组海马神经元AI显著增

加（P＜0.05）；与模型组比较，尼莫地平组和 EP低、

高剂量组AI显著降低（P＜0.05）；与EP高剂量组比

较，EP-H＋Res 组 AI 显著降低（P＜0.05）。结果见

图3、表3。

3.6 EP 对大鼠海马组织 TXNIP/NLRP3/Caspase-

1通路相关蛋白表达的影响

与假手术组比较 ，模型组 TXNIP、NLRP3、

ASC、cleaved Caspase-1水平显著增加（P＜0.05）；与

模型组比较 ，尼莫地平组和 EP 低、高剂量组

TXNIP、NLRP3、ASC、cleaved Caspase-1 水平显著

降低（P＜0.05）；与 EP 高剂量组比较，EP＋Res 组

TXNIP、NLRP3、ASC、cleaved Caspase-1 水平显著

降低（P＜0.05），见图4和表4。

4 讨论

HIBI是一种导致围产期新生儿脑损伤的破坏

性疾病，可造成认知障碍、脑瘫、癫痫、智力低下等

长期神经系统后遗症，尽管HIBI的治疗取得了极大

 

   

假手术 模型 尼莫地平 

   

EP 1.5 mg∙kg−1 EP 3.0 mg∙kg−1 EP 3.0 mg∙kg−1＋Res 

 图1 大鼠海马组织超微结构观察（××30 000）

Fig. 1 Ultrastructural observation of rat hippocampus (×30 000)

 

 

   

假手术 模型 尼莫地平 

   

EP 1.5 mg∙kg−1 EP 3.0 mg∙kg−1 EP 3.0 mg∙kg−1＋Res 

 图2 海马组织病理学结果（××200）

Fig. 2 Histopathological results of hippocampus（×200）
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进步，但仍需探寻更加有效的治疗方法及药物［12］。

神经元细胞焦亡作为炎症相关程序性死亡形式，是

神经损伤的一个重要原因，因此有效抑制神经元细

胞焦亡可为新生儿HIBI的治疗指明新的方向［12］。

EP是一种稳定的丙酮酸亲脂性酯衍生物，具有

清除氧自由基及抗氧化作用，已有研究表明其具有

抑制炎症反应、抗神经元凋亡等作用，在HIBI神经

损伤中具有保护作用［7］。EP可通过激活磷脂酰肌

醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶B（Akt）信号通路来抑制

HIBI 新生大鼠海马神经元凋亡，改善脑组织损

伤［7］。在氧糖剥夺（OGD）条件下新生大鼠原代皮

层神经元和 HIBI新生大鼠模型中，EP给药对未成

熟神经元具有保护作用［13］。EP可通过抑制脂多糖

诱导的Caspase-11依赖的巨噬细胞焦亡来预防败血

症及内毒素血症［14］。本研究发现，EP能够显著降低

HIBI新生大鼠神经功能损伤评分、IL-1β及 IL-18水

平、神经元损伤、海马组织病理学程度、神经元AI，

结果表明，EP能够有效抑制 HIBI新生大鼠海马组

织炎症反应及神经损伤，从而起到神经保护的作

用，与前人研究结果相一致［7］，提示EP有作为HIBI

治疗药物的潜能。

TXNIP/NLRP3/Caspase-1通路是一个重要的细

胞焦亡途径，缺氧缺血会引起内质网应激，促进

TXNIP激活并使其从胞核转位至细胞质，与NLRP3

结合并使其受体激活，促使由 NLRP3、ASC和前体

Caspase-1 组成的 NLRP3 炎症小体形成，从而进一

 

   

假手术 模型 尼莫地平 

   

EP 1.5 mg∙kg−1 EP 3.0 mg∙kg−1 EP 3.0 mg∙kg−1＋Res 

 图3 EP对大鼠海马神经元凋亡的影响（××200）

Fig. 3 Effect of EP on apoptosis of hippocampal neurons

in rats (×200)

表3 EP对大鼠海马神经元凋亡的影响（x̄±s，n=5）

Table 3 Effect of EP on apoptosis of hippocampal neurons

in rats (x̄±s, n=5)

组别

假手术

模型

尼莫地平

EP

EP＋Res

剂量/（mg·kg−1）

—

—

8.0

1.5

3.0

3.0＋30.0

AI/%

2.30±0.31

42.05±10.11*

8.76±1.20#

30.01±4.38#

19.92±3.10#

10.13±2.75#△

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与EP高剂

量组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs sham-operation group；#P < 0.05 vs model group；

△P < 0.05 vs EP high dose group

图4 EP对大鼠海马组织TXNIP/NLRP3/Caspase-1通路相

关蛋白表达的影响

Fig. 4 Effect of EP on expression of TXNIP/NLRP3/Cas‐

pase-1 pathway related proteins in rat hippocampus

表4 EP对大鼠海马组织TXNIP/NLRP3/Caspase-1通路相关蛋白表达的影响（x̄±s，n=5）

Table 4 Effect of EP on expression of TXNIP/NLRP3/Caspase-1 pathway related proteins in rat hippocampus (x̄±s, n=5)

组别

假手术

模型

尼莫地平

EP

EP＋Res

剂量/（mg·kg−1）

—

—

8.0

1.5

3.0

3.0＋30.0

TXNIP/β-actin

0.30±0.03

1.85±0.24*

0.38±0.05#

1.31±0.15#

0.89±0.06#

0.43±0.04#△

NLRP3/β-actin

0.45±0.05

1.73±0.23*

0.54±0.07#

1.22±0.14#

0.78±0.07#

0.57±0.05#△

ASC/β-actin

0.57±0.06

1.96±0.32*

0.63±0.08#

1.42±0.10#

1.02±0.09#

0.80±0.05#△

cleaved Caspase-1/β-actin

0.68±0.06

1.64±0.20*

0.70±0.09#

1.18±0.10#

0.90±0.07#

0.72±0.06#△

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与EP高剂量组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs sham-operation group；#P < 0.05 vs model group；△P < 0.05 vs EP high dose group
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步刺激 caspase-1活化，诱导 IL-1β与 IL-18的成熟及

释放，放大炎症反应，除此之外，Caspase-1活化后会

激活消皮素D（GSDMD），促进细胞焦亡［6-7，15-17］。研

究表明，TXNIP/NLRP3/Caspase-1 通路参与新生大

鼠HIBI的发生，抑制该通路可减轻海马组织炎症反

应及神经元损伤［18］。抑制 IRE1α表达可通过促进

miR-17-5p 表达来降低新生大鼠 HIBI 后 TXNIP/

NLRP3炎症小体的激活，从而抑制脑损伤［6］。在心

肌缺血再灌注损伤大鼠中，EP 通过抑制 TXNIP 及

NLRP3表达来抑制心肌损伤［8］。本研究发现，EP能

够显著降低TXNIP、NLRP3、ASC、cleaved Caspase-1表

达水平，该结果表明，EP能够有效抑制HIBI新生大

鼠TXNIP/NLRP3/Caspase-1通路激活。本研究还发

现，抑制TXNIP表达可进一步促进EP对HIBI新生

大鼠炎症反应及神经细胞焦亡的抑制作用，该结果

表明，EP对 HIBI新生大鼠海马神经细胞焦亡的抑

制可能与其抑制TXNIP/NLRP3/Caspase-1通路激活

有关。

本研究结果表明，EP 可能通过抑制 TXNIP/

NLRP3/Caspase-1通路激活来改善HIBI新生大鼠海

马神经元焦亡，从而起到神经保护的作用，其对

HIBI具有潜在治疗作用。
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