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奥拉西坦对大鼠脑梗死的脑保护作用及机制
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[摘　 要] 　 目的　 研究奥拉西坦对大鼠脑梗死的脑保护作用及缺氧诱导因子 1α(HIF-1α) / AMP 依赖的蛋白激酶

(AMPK) / 热休克蛋白 70(HSP70)通路所起的作用。 方法　 选择成年雄性 SD 大鼠,随机分为假手术组、脑梗死组、
奥拉西坦组、奥拉西坦+YC-1 组、奥拉西坦+8-bAMP 组、奥拉西坦+Que 组。 采用线栓法建立脑梗死模型,奥拉西坦

组给予 200 mg / kg 奥拉西坦尾静脉注射,奥拉西坦+YC-1 组、奥拉西坦+8-bAMP 组、奥拉西坦+Que 组在奥拉西坦

尾静脉注射的基础上分别给予 HIF-1α 抑制剂 YC-1、AMPK 抑制剂 8-bAMP、HSP70 抑制剂 Quercetin 尾静脉注射。
干预 14 天后,测定其脑梗死体积、行为学指标及脑组织中氧化应激指标的含量、HIF-1α / AMPK / HSP70 通路分子的

表达情况。 结果　 与脑梗死组比较,奥拉西坦组大鼠的脑梗死体积明显缩小,平衡木站立时间、平衡木行走时间明

显延长,脑组织中活性氧簇(ROS)、丙二醛(MDA)、8-羟基脱氧鸟苷(8-OHdG)的含量明显减少,超氧化物歧化酶

(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(GPx)的含量及核因子 E2 相关因子 2(Nrf2)、HO-1、AMPK、HSP70 的表达水平明显

增多。 与奥拉西坦组比较,奥拉西坦+YC-1 组、奥拉西坦+8-bAMP 组、奥拉西坦+Que 组大鼠脑组织中 ROS、MDA、
8-OHdG 的含量明显增多,SOD、GPx 的含量及 Nrf2、HO-1 的表达水平均明显减少(P<0. 05)。 结论　 奥拉西坦能够

通过激活 HIF-1α / AMPK / HSP70 通路减轻大鼠脑梗死的脑损伤。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To study the protective effect and oxiracetam on rats with cerebral infarction and the role of
HIF-1α / AMPK / HSP70 signaling pathway. 　 　 Methods 　 Adult male SD rats were randomly divided into sham group,
cerebral infarction group, oxiracetam group, oxiracetam+YC-1 group, oxiracetam+8-bAMP group and oxiracetam+Que
group. 　 The model of cerebral infarction was established by thread embolization. 　 Oxiracetam group was given tail vein in-
jection of 200 mg / kg oxiracetam, Oxiracetam+YC-1 group, Oxiracetam+8-bAMP group, Oxiracetam+Que group were given
tail vein injection of HIF-1α inhibitor YC-1, AMPK inhibitor 8-bAMP, HSP70 inhibitor Quercetin separately on the basis
of Oxiracetam tail vein injection. 　 After 14 days of intervention, cerebral infarction volume, behavioral parameters, oxida-
tive stress index and HIF-1α / AMPK / HSP70 pathway molecule in brain were measured. 　 　 Results　 Compared with cer-
ebral infarction group, the volume of cerebral infarction significantly reduced, the standing time of balance beam and walk-
ing time of balance beam significantly prolonged, the contents of ROS, MDA, 8-OHdG in brain tissue significantly de-
creased, the contents of SOD and GPx and the expressions of Nrf2, HO-1, AMPK and HSP70 in brain tissue significantly
increased. 　 Compared with the oxiracetam + YC-1 group, oxiracetam + 8-bAMP group and oxiracetam + Que group, the
contents of ROS, MDA, 8-OHdG in brain tissue significantly increased, the contents of SOD, GPx and the expression of
Nrf2, HO-1 significantly decreased(P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Oxiracetam can alleviate cerebral infarction injury in rats
by activating HIF-1α / AMPK / HSP70 pathway.

　 　 急性脑梗死是颅内动脉血栓栓塞或血栓形成 引起的脑组织缺血缺氧损害,具有较高的致死率和
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致残率。 近年来静脉溶栓、介入机械取栓等再灌注

治疗手段被越来越多的用于急性脑梗死的急诊治

疗,及时进行再灌注治疗虽然能够缩短缺血缺氧对

脑组织的损害时间,但由于中枢神经系统中的组织

细胞对缺血缺氧的耐受能力差、在再灌注治疗前已

经出现了不同程度的神经功能损害,进而造成神经

后遗症[1-2]。 奥拉西坦是新型的吡咯烷酮衍生物,
具有促进磷脂酰胆碱和磷脂酰乙醇胺合成的作用,
已经被证实能够减轻缺血缺氧所造成的脑损害[3],
但具体的机制仍未阐明。

缺氧诱导因子 1α(hypoxia-inducible factor-1α,
HIF-1α) / AMP 依赖的蛋白激酶 ( AMP-dependent
protein kinase,AMPK) /热休克蛋白 70 ( heat shock
protein 70,HSP70)是在缺氧状态下调节氧化应激、
细胞凋亡、血管新生的信号通路,该通路在缺血缺

氧环境下的活化是局部组织的自身代偿方式[4]。
一方面能够通过 HIF-1α 诱导 VEGF 表达的方式来

促进侧枝循环的形成,另一方面能够通过 AMPK 和

HSP70 来诱导 NF-E2 相关因子 2 ( NF-E2-related
factor 2,Nrf2) 表达来增强局部组织抗氧化的能

力[5-6]。 为了明确奥拉西坦减轻缺血缺氧所致脑损

害的机制,本研究具体分析了奥拉西坦是否通过激

活 HIF-1α / AMPK / HSP70 通路发挥对大鼠脑梗死的

脑保护作用。

1　 材料和方法

1. 1　 动物和主要试剂

成年雄性健康 SD 大鼠 72 只,体质量 250 ~ 300
g,动物许可证号 SCXK(鲁)2018-0006,购于济南金

丰实验动物有限公司。
奥拉西坦、2,3,5-氯化三苯基四氮唑(2,3,5-

Triphenyltetrazole Chloride,TCC)购自 Sigma 公司,核
因子 E2 相关因子 2(Nrf2)、血红素加氧酶 1(heme
oxygenase-1,HO-1)、HIF-1α、AMPK、HSP70 的单克

隆抗体购自 Abcam 公司,ROS 检测试剂盒及 BCA
蛋白定量试剂盒购自上海碧云天公司,丙二醛(ma-
londialdehyde,MDA)、8-羟基脱氧鸟苷 (8-hydroxy-
deoxyguanosine, 8-OHdG )、 超 氧 化 物 歧 化 酶

(superoxide dismutase,SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶

(glutathione peroxidase,GPx)检测试剂盒购自南京

建成公司。
1. 2　 分组

参照随机数字表法将 72 只大鼠分为假手术组

(n=16)、脑梗死组(n = 16)、奥拉西坦组(n = 16)、

奥拉西坦+HIF-1α 抑制剂组(奥拉西坦+YC-1 组)
(n=8)、奥拉西坦+AMPK 抑制剂组(奥拉西坦+8-
bAMP 组)(n = 8)、奥拉西坦+HSP70 抑制剂组(奥
拉西坦+Que 组) (n = 8)。 除假手术组外的其他组

采用线栓法建立脑梗死模型。 奥拉西坦组在造模

后经尾静脉注射奥拉西坦 200 mg / kg(溶于 1 mL 生

理盐水);奥拉西坦+YC-1 组在尾静脉注射奥拉西

坦的同时给予 2 mg / kg HIF-1α 抑制剂 YC-1 尾静脉

注射;奥拉西坦+8-bAMP 组在尾静脉注射奥拉西坦

的同时给予 15 μmol / kg AMPK 抑制剂 8-bAMP 尾静

脉注射;奥拉西坦+Que 组在尾静脉注射奥拉西坦的

同时给予 5 mg / kg HSP70 抑制剂 Quercetin 尾静脉

注射,每日 1 次、连续 14 天。
1. 3　 脑梗死模型的建立

采用线栓法建立脑梗死模型。 10%水合氯醛腹

腔注射麻醉后,在颈正中做一 0. 5 cm 的切口,分离

右侧颈外动脉、颈内动脉、颈总动脉,结扎颈外动脉

并剪断,用动脉夹夹闭颈总动脉的近心端,而后在

颈总动脉的分叉处做一小切口,将预先准备好的线

栓伸入约 18 ~ 20 mm、遇到阻力后停止,固定线栓并

松开颈总动脉的动脉夹,缝合切口。
1. 4　 脑梗死体积测定

干预 14 天后,假手术组、脑梗死组、奥拉西坦组

每组随机选择 8 只大鼠,断头处死后迅速解剖脑组

织,-20℃冷冻 20 min 后,将脑组织切 2 mm 厚脑片,
用 2% TTC 溶液对脑片染色 30 min,用 4%多聚甲醛

对染色后的脑片固定 6 h,而后拍照并计算每张脑片

的梗死面积(A)及总面积(S),按照公式(A1+A2+
…An) / ( S1 + S2 + … Sn) × 100% 计算脑梗死体

积(% )。
1. 5　 行为学指标测定

干预 14 天后,取假手术组、脑梗死组、奥拉西坦

组剩余的 8 只大鼠进行行为学指标测定。 平衡木平

衡试验:大鼠放置在长 35 cm、宽 1. 5 cm、距地面高

10 cm 的水平横梁,测量在平衡木站立的时间。 平

衡木行走试验:大鼠放置在长 100 cm、宽 2. 0 cm、距
地面高 10 cm 的水平横梁,衡量一段放置黑箱子,记
录大鼠穿行于衡量并达到黑箱子的时间。
1. 6　 脑组织指标测定

干预 14 天后,假手术组、脑梗死组、奥拉西坦组

大鼠完成行为学指标测定后处死并解剖脑组织,奥
拉西坦+YC-1 组、奥拉西坦+8-bAMP 组、奥拉西坦+
Que 组大鼠直接处死并解剖脑组织,提取蛋白质后

用 BCA 试剂盒测定总蛋白含量,用 ROS、MDA、8-
OHdG、SOD、GPx 试剂盒检测相应指标的含量,计算
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每克蛋白中 ROS、MDA、8-OHdG、SOD、GPx 的含量;
用 Western-blot 试剂进行电泳及抗体孵育,得到

Nrf2、HO-1、HIF-1α、AMPK、HSP70 的蛋白条带电泳

图后扫描蛋白条带灰度值,计算 Nrf2 / β-actin、HO-
1 / β-actin、HIF-1α / β-actin、AMPK / p-AMPK、HSP70 /
β-actin 作为蛋白表达水平。
1. 7　 统计学方法

用 SPSS20. 0 软件进行统计学处理。 计量资料

符合方差齐性,采用方差分析进行组间的比较。 P<
0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 奥拉西坦对脑梗死体积及行为学指标的调节

作用

与假手术组比较,脑梗死组大鼠的脑梗死体积

明显增加,平衡木站立时间、平衡木行走时间明显

缩短;与脑梗死组比较,奥拉西坦组大鼠的脑梗死

体积明显减少,平衡木站立时间、平衡木行走时间

明显延长(P<0. 05,图 1、表 1)。

图 1. 三组大鼠脑梗死体积的大体图像

Figure 1. General image of cerebral infarction volume in three groups of rats

表 1. 三组大鼠脑梗死体积及行为学指标的比较

Table 1. Comparisons of cerebral infarction volume and be-
havioral indexes among three groups of rats

分组 n 脑梗死体积
(% )

平衡木站立
时间(s)

平衡木行走
时间(s)

假手术组 8 0 52. 39±8. 23 39. 59±6. 51

脑梗死组 8 47. 79±8. 92a 10. 47±1. 86a 8. 38±1. 27a

奥拉西坦组 8 28. 41±7. 41b 23. 19±5. 41b 19. 48±3. 66b

a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与脑梗死组比较。

2. 2　 奥拉西坦对脑梗死大鼠氧化应激反应的调节

作用

与假手术组比较, 脑梗死组大鼠脑组织中

ROS、MDA、8-OHdG 的含量及 Nrf2、HO-1 的表达水

平明显增多,SOD、GPx 的含量明显减少。 与脑梗死

组比较,奥拉西坦组大鼠脑组织中 ROS、MDA、8-
OHdG 的含量明显减少,SOD、GPx 的含量及 Nrf2、
HO-1 的表达水平明显增多(P<0. 05,图 2、表 2)。
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表 2. 三组大鼠脑梗死组织中 ROS、MDA、8-OHdG、SOD、GPx 含量的比较

Table 2. Comparisons of ROS, MDA, 8-OHdG, SOD, GPx contents in cerebral infarction tissues among three groups
of rats

分组 n ROS(U / g 蛋白) MDA
(μmol / g 蛋白)

8-OHdG
(pg / g 蛋白)

SOD
(U / g 蛋白) GPx(U / g 蛋白)

假手术组 8 0. 83±0. 11 2. 04±0. 52 8. 39±1. 27 26. 59±4. 52 18. 48±3. 29

脑梗死组 8 3. 41±0. 52a 8. 38±1. 19a 29. 39±5. 42a 10. 39±1. 85a 7. 95±1. 08a

奥拉西坦组 8 1. 52±0. 25b 3. 68±0. 78b 16. 65±2. 85b 17. 62±3. 28b 14. 12±2. 31b

a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与脑梗死组比较。

图 2. 三组大鼠脑梗死组织中 Nrf2、HO-1蛋白表达的比较

上为蛋白电泳图。 a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与脑

梗死组比较。

Figure 2. Comparison of protein expression of Nrf2, HO-1
in cerebral infarction tissues among three groups of rats

2. 3　 奥拉西坦对脑梗死大鼠 HIF-1α / AMPK / HSP70
通路的调节作用

与假手术组比较,脑梗死组大鼠脑组织中 HIF-
1α、AMPK、HSP70 的表达水平明显增多;与脑梗死

组比较,奥拉西坦组大鼠脑组织中 HIF-1α、AMPK、
HSP70 的表达水平明显增多(P<0. 05,图 3)。
2. 4　 HIF-1α / AMPK / HSP70 通路在奥拉西坦调节

氧化应激反应中的作用

与奥拉西坦组比较,奥拉西坦+YC-1 组、奥拉西

坦+ 8-bAMP 组、奥拉西坦 +Que 组大鼠脑组织中

ROS、MDA、8-OHdG 的含量明显增多,SOD、GPx 的

含量及 Nrf2、 HO-1 的表达水平均明显减少 (P <
0. 05,图 4、表 3)。

图 3. 三组大鼠脑梗死组织中 HIF-1α、AMPK、HSP70 蛋白

表达的比较 　 　 上为蛋白电泳图。 a 为 P<0. 05,与假手术组比

较;b 为 P<0. 05,与脑梗死组比较。

Figure 3. Comparison of protein expression of HIF-1α,
AMPK, HSP70 in cerebral infarction tissues among three
groups of rats

3　 讨　 论

急性脑梗死发生后缺血缺氧可引起神经功能

损害,具有较高的致死率和致残率。 奥拉西坦是近

年来新发现的神经保护药物,通过促进磷脂酰胆碱

和磷脂酰乙醇胺的合成来增加中枢神经系统中的

蛋白质、核酸的合成,进而有利于增强神经突触的

可塑性、促进神经功能的恢复[7-8]。 Fan 等[3]的研究

表明,奥拉西坦对缺血性脑卒中大鼠的神经元损害

具有保护作用。 本研究通过线栓法建立脑梗死模
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表 3. 四组大鼠脑梗死组织中 ROS、MDA、8-OHdG、SOD、GPx 含量的比较

Table 3. Comparisons of ROS, MDA, 8-OHdG, SOD, GPx contents in cerebral infarction tissues among four groups of rats

分组 n ROS(U / g 蛋白) MDA
(μmol / g 蛋白)

8-OHdG
(pg / g 蛋白)

SOD
(U / g 蛋白) GPx(U / g 蛋白)

奥拉西坦组 8 1. 52±0. 25 3. 68±0. 78 16. 65±2. 85 17. 62±3. 28 14. 12±2. 31

奥拉西坦+YC-1 组 8 2. 93±0. 52a 7. 04±0. 94a 24. 41±4. 12a 12. 37±1. 86a 9. 31±1. 21a

奥拉西坦+8-bAMP 组 8 3. 17±0. 61a 7. 71±1. 03a 25. 78±5. 42a 13. 02±2. 41a 10. 03±1. 34a

奥拉西坦+Que 组 8 3. 24±0. 57a 7. 32±0. 91a 27. 12±4. 95a 11. 83±1. 44a 8. 98±1. 09a

a 为 P<0. 05,与奥拉西坦组比较。

图 4. 四组大鼠脑梗死组织中 Nrf2、HO-1的蛋白电泳图

上为蛋白电泳图。 a 为 P<0. 05,与奥拉西坦组比较。

Figure 4. Protein bands of Nrf2, HO-1 in cerebral
infarction tissues of four groups of rats

型并在造模后给予奥拉西坦尾静脉给药,通过观察

脑梗死体积及行为学指标的变化可知:脑梗死大鼠

出现了明显的神经功能损害,脑梗死体积增加且平

衡木站立时间、平衡木行走时间明显缩短;奥拉西

坦干预能够明显改善脑梗死大鼠的神经功能,脑梗

死体积缩小且平衡木站立时间、平衡木行走时间明

显延长。 这一结果与 Fan 等[3] 的研究结果一致,表
明奥拉西坦能够在脑梗死大鼠中发挥脑保护作用。

氧化应激反应是急性脑梗死过程中缺血缺氧

引起神经损害的重要病理环节,氧自由基大量生成

是该环节的重要特征[9]。 ROS 是主要的氧自由基

类型,具有极强的氧化性,脑梗死组织中大量生成

的 ROS 能够引起神经元中的脂质、DNA 等成分发生

氧化反应,导致神经元损伤的同时也生成相应的氧

化产物 MDA 和 8-OHdG[10-11]。 SOD、GPx 是中枢神

经系统中重要的抗氧化酶,缺血缺氧状况下氧自由

基的大量生成会使 SOD 和 GPx 的消耗增多、含量减

少[12-13]。 本研究对脑梗死大鼠脑组织中氧化应激

产物及抗氧化酶的分析显示:脑梗死组大鼠脑组织

中 ROS、MDA、8-OHdG 的含量明显增多,而 SOD、
GPx 的含量明显减少;奥拉西坦干预后脑梗死大鼠

脑组织中 ROS、MDA、8-OHdG 的含量明显减少,而
SOD、GPx 的含量明显增多。 这一结果提示奥拉西

坦能够减轻脑梗死局部脑组织中的氧化应激反应。
Nrf2 是调节氧化应激的重要转录因子,缺血缺

氧条件能够通过 HIF-1α / AMPK / HSP70 通路的活化

来促进 Nrf2 的代偿性表达增多,Nrf2 在细胞核内启

动抗氧化酶 HO-1 表达并通过 HO-1 的抗氧化活性

来增强局部组织耐受氧化应激损害的能力[14-16]。
本研究对脑梗死大鼠局部组织中 HIF-1α / AMPK /
HSP70 通路的分析发现:脑梗死组大鼠脑组织中

HIF-1α、AMPK、HSP70、Nrf2、HO-1 的表达均明显增

加,而奥拉西坦干预后脑梗死大鼠脑组织 HIF-1α、
AMPK、HSP70、Nrf2、HO-1 的表达进一步增加,提示

脑梗死脑组织中 HIF-1α / AMPK / HSP70 通路的活化

可能是机体的自身代偿机制,而奥拉西坦能够进一

步增强 HIF-1α / AMPK / HSP70 通路的活化并起到抗

氧化应激的作用。 为了进一步明确 HIF-1α / AMPK /
HSP70 通路在奥拉西坦减轻脑梗死组织氧化应激

中作用,本研究在奥拉西坦干预的基础上联合使用

了 HIF-1α、AMPK、HSP70 的抑制剂,结果显示:奥拉

西坦减轻脑梗死组织氧化应激反应、促进 Nrf2 / HO-
1 表达的作用被 3 种抑制剂逆转,进而提示奥拉西

坦对脑梗死组织中氧化应激及 Nrf2 / HO-1 的调控作

用通过 HIF-1α / AMPK / HSP70 通路来介导。
综上所述,奥拉西坦用于脑梗死大鼠的干预能

够减轻脑损伤、抑制氧化应激并促进 Nrf2 / HO-1 表

达;HIF-1α / AMPK / HSP70 通路的 3 种抑制剂能够

削弱奥拉西坦的上述作用,进而也提示奥拉西坦通
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过激活 HIF-1α / AMPK / HSP70 通路减轻大鼠脑梗死

的脑损伤。
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