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异戊酰胺对急性乙二醇中毒大鼠
脑损伤保护作用的研究
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摘 　 要 　 目的 　 探讨异戊酰胺( isovaleramide, ISO)在乙二醇( ethylene glycol, EG)诱导的急性中毒脑损伤大鼠模型中的保

护作用及其可能的机制。 方法 　 采用随机数字表法将 55 只 SPF 级 SD 雄性大鼠分成 4 组,EG 中毒组( EG 组)15 只:按 12ml / kg
灌胃 80% 的 EG 溶液;空白对照组 ( NC 组) 10 只:按 12ml / kg 灌胃 0. 9% 氯化钠溶液;低剂量 ISO 干预组、高剂量 ISO 干预组

(EG + ISO - L、EG + ISO - H 组)各 15 只:按 12ml / kg 灌胃 80% 的 EG 溶液后通过尾静脉按 1ml / kg 用量分别注射配置好的 10、
20mg / ml ISO 溶液。 并于造模后 24h 行腹主动脉取血,处死大鼠,收集大脑等相关组织,通过酶联免疫吸附试验( enzyme - linked
immunosorbent assay, ELISA)检测 S100 钙结合蛋白 β(S100 - β)水平,大鼠脑组织含水量和行为学评分来判断脑水肿程度和行为

学改变,HE 染色及 Pizzolato 染色观察脑组织的病理变化与草酸钙结晶形成情况,Western blot 法检测相关凋亡蛋白的表达,微量

法检测各组大鼠肝内乙醇脱氢酶( alcohol dehydrogenase, ADH)活性,可见光分光光度法检测各组大鼠血液中的草酸水平。 结果

EG 组大鼠脑组织病理学改变明显,脑血管内有草酸钙结晶形成,脑含水量增加,行为学评分降低,血清 S100 - β 蛋白含量和凋亡

蛋白表达增加(P < 0. 05)。 EG + ISO - L、EG + ISO - H 两组相较于 EG 组 ADH 活性和草酸生成量明显下降(P < 0. 05),大鼠脑组

织病理学改变有所减轻,脑血管内草酸钙晶体较少,行为学评分增高,脑含水量、血清蛋白含量与凋亡蛋白表达较 EG 组减少

(P < 0. 05)。 结论 　 ISO 对急性 EG 中毒脑损伤大鼠具有保护作用,其机制可能与抑制 ADH 活性进而减少 EG 代谢所产生的草

酸有关。
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Protective Effect of Isovaleramide on Brain Damage in Rats with Acute Ethylene Glycol Poisoning. 　 LI Xinpeng, YANG Kai, YANG Xiaop-
ing, et al. Emergency - Trauma Center, First Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University, Xinjiang 830011, China

Abstract　 Objective　 To explore the protective effect of isovaleramide ( ISO) in ethylene glycol (EG) - induced acute toxic brain
injury rat model and its possible mechanism. Methods　 A total of 55 SPF SD male rats were divided into 4groups by random number table
method, and 15 rats in the EG poisoning group (EG group): 80% EG solution was injected into the stomach at the rate of 12ml / kg; 10
rats in the blank control group (NC group): they were given 12ml / kg of normal saline; 15 rats each in the low - dose ISO intervention
group and the high - dose ISO intervention group (EG + ISO - L and EG + ISO - H group): they were given 80% EG solution at the rate
of 12ml / kg, and then 10mg / ml and 20mg / ml ISO solution were injected through the tail vein at the rate of 1ml / kg, respectively. Blood
was collected from the abdominal aorta 24hours after the modeling and sacrificed, the brain and other related tissues were collected. The
level of S100 calc - binding protein β (S100 - β), water content of the brain tissue and behavioral score of the rats were detected by en-
zyme - linked immunosorbent assay (ELISA) to determine the degree of cerebral edema and behavioral changes. HE staining and Pizzola-
to staining were used to observe the pathological changes and calcium oxalate crystal formation of the brain tissue. Western blot was used
to detect the expression of related apoptotic proteins. Micromethods was used to detect the alcohol dehydrogenase (ADH) activity in liver
of the rats. Visible light spectrophotometry was used to detect the level of oxalic acid in the blood of each group. Results　 The brain his-
topathological changes of EG group were obvious, calcium oxalate crystals formed in cerebral vessels, brain water content was increased,
behavioral scores was decreased, serum S100 - β protein content and apoptotic protein expression were increased (P < 0. 05) . ADH ac-
tivity and oxalic acid production in EG + ISO - L and EG + ISO - H groups were significantly decreased compared with EG group (P <
0. 05), brain histopathological changes were alleviated, calcium oxalate crystals in cerebral vessels were less, behavioral scores were in-
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creased; brain water content, serum protein content and apoptotic protein expression were decreased compared with EG group ( P <
0. 05) . Conclusion　 ISO has protective effect on brain injury caused by acute EG poisoning in rats, which may be related to inhibiting
the activity of ADH and reducing oxalic acid produced by EG metabolism.

Key words　 Ethylene glycol poisoning; Brain damage; Alcohol dehydrogenase

　 　 乙二醇( ethylene glycol,EG)又名甘醇,为无色、
无臭的黏稠液体,有特殊的甜味。 EG 通常用作工业

溶剂或防冻剂等。 随着经济和工业的发展 EG 中毒

在临床实践中变得更常见 [1] 。 EG 原型常被认为是

无毒的,当摄入并经肝内乙醇脱氢酶 ( alcohol dehy-
drogenase,ADH)以及其他关键酶代谢后其产物却是

有毒的。 起初仅出现类似乙醇中毒的表现但随后就

会出现一系列神经系统症状,包括言语不清、眼震颤、
共济失调等,大剂量摄入后还会出现幻觉、抽搐、昏迷

甚至产生危及生命 [2] 。 目前国内外针对 EG 中毒的

治疗常选择应用乙醇或使用甲吡唑以及联合应用血

液透析治疗,使用乙醇时需要足够剂量才能够竞争性

抑制 EG 的代谢,这就会造成额外的肝肾损伤以及神

经系统抑制问题 [3] 。 甲吡唑作为 ADH 竞争性抑制

剂可有效降低 ADH 活性,减少 EG 代谢所产生的有

毒产物。 相较乙醇而言使用甲吡唑不需要频繁的血

液监测也不存在神经系统抑制问题,但甲吡唑药价昂

贵且在中国大陆地区无供货 [4,5] 。 所以开发一种新

药或许可为今后临床治疗 EG 中毒提供新的思路及

更多的方案选择。
异戊酰胺( isovaleramide,ISO)是从缬草中分离的

一种抗惊厥分子,目前在第 2 代抗癫痫类药物中进行

临床试验,其已被证实是一种肝脏 ADH 非竞争性抑

制剂,其结合理论上不受体内 EG 浓度的影响,且血

液透析时其血药浓度的改变对其疗效的影响相对甲

吡唑、乙醇而言小,这就相较于甲吡唑及乙醇更有优

势 [6] 。 而作为 EG 体内代谢的关键酶,ADH 的活性

如若被抑制则会减少 EG 代谢产物的产生,从而减少

器官功能的损害 [7] 。 本研究通过构建 SD 大鼠的急

性 EG 中毒模型并以 ISO 进行干预,进而探讨 ISO 在

EG 诱导的急性中毒脑损伤大鼠模型中的保护作用及

其可能的机制。
材料与方法

1. 试剂与仪器:乙二醇购自天津鑫铂特化工有限

公司;异戊酰胺、草酸含量检测试剂盒以及乙醇脱氢

酶活性检测试剂盒均购自北京索莱宝科技有限公司;
S100 钙结合蛋白 β( S100 - β)检测试剂盒购自上海

源桔生物科技中心;Bax、Bcl - 2、GAPDH 抗体均购自

英国 Abcam 公司;cleaved - caspase - 3 抗体购自美国

CST 公司;高速冷冻离心机购自安徽中科中佳科学仪

器有限公司。
2. 实验动物:本实验选择 6 ~ 8 周龄健康雄性 SD

大鼠 55 只,体质量 220g ~ 240g,均购自新疆医科大学

动物实验中心,使用许可证号: SYXK (新 ) 2018 -
0003。 本研究已通过新疆医科大学医学伦理学委员

会审批(伦理学审批号:IACUC - 20230217 - 6)且处

置方法符合动物伦理学标准。
3. 模型的制备及分组:采用随机数字表法将实验

大鼠分成 4 组,分别为空白对照组( NC 组,n = 10)、
EG 中毒组 ( EG 组,n = 15)、低、高剂量 ISO 干预组

(EG + ISO - L 组,n = 15;EG + ISO - H 组,n = 15)。
其中,EG 组使用 99. 8% 浓度的 EG 原液与 0. 9% 氯

化钠溶液配制成 80% 的 EG 溶液,按 12ml / kg 剂量灌

胃并通过死亡率、行为学改变、血清相应指标变化来

客观评估大鼠 EG 中毒模型。 NC 组按 12ml / kg 灌胃

0. 9% 氯化钠溶液;EG + ISO - L 组与 EG + ISO - H 组

按 12ml / kg 灌胃 80% EG 溶液后即可经尾静脉分别

注射由 0. 9% 氯化钠溶液和 ISO 配制成的 10mg / ml
与 20mg / ml ISO 溶液,按 1ml / kg 计算用量来构建低、
高剂量 ISO 干预 EG 中毒模型。

4. 病理学观察:造模 24h 后取各组大鼠新鲜脑组

织置于 4% 多聚甲醛中固定后进行石蜡包埋,将标本

用切片机以 5μm 为厚度制成切片进行 HE 染色并在

光镜下观察乙二醇中毒大鼠的大脑病理改变。 Pizzo-
lato 染色时将配置好的 AgNO3 - H2O2 溶液滴加在切

片上,紫外灯照射 25min 后进行常规 HE 染色并通过

光镜观察脑组织内的草酸钙结晶生成情况。
5. ELISA 检测大鼠血清 S100 - β 水平:造模 24h

后抽取约 6ml 各组大鼠腹主动脉血并在 4℃ 条件下

分离血清,使用 ELISA 试剂盒并规范按照说明书进

行操作来检测血清中 S100 - β 蛋白水平。
6. 大鼠脑组织含水量测定:各组大鼠处死后迅速

断头取出脑组织用滤纸吸去其表面的液体,使用电子

天平称取脑组织湿重后将其置于 65℃ 烘干箱至少

40h,以多次称量至质量不再改变作为脑组织干重。
脑含水量(% ) = (湿重 - 干重) / 湿重 × 100% 。
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7. 大鼠行为学评分:采用改良 Garcia 评分,分别

从自主活动、体态对称性、前肢伸展情况、抓爬能力、
两侧身体对针刺反应及胡须碰触反应共 6 方面来评

估大鼠的神经功能状态,评分范围为 3 ~ 18 分 [8] 。 得

分越低,神经功能损伤越严重。
8. Western blot 法检测目标蛋白表达:取每组大

鼠脑组织约 0. 75g 加入蛋白裂解液充分匀浆后离心

提取上清液并检测蛋白浓度。 经凝胶电泳、转膜后加

入一抗 Bax、Bcl - 2、cleaved - caspase - 3、GAPDH(均
1∶ 1000)在 4℃条件下孵育过夜并于次日加入酶标二

抗(1∶ 20000)孵育 2h 后显影,应用 Image J 软件以目

标蛋白灰度值和内参蛋白( glyceraldehyde - 3 - phos-
phate dehydrogenase,GAPDH)灰度值之比来分析目标

蛋白相对表达量。
9. ADH 活性检测:取每组大鼠肝脏组织约 0. 15g

加入 10 倍比例的提取液进行冰浴匀浆,4℃条件下离

心取上清液,使用 ADH 活性检测试剂盒并严格按照

试剂盒说明书规范操作 来 测 定 大 鼠 肝 脏 内 ADH
活性。

10. 草酸含量检测:造模 24h 后抽取约 6ml 各组

大鼠腹主动脉血并在 4℃条件下分离血清,使用草酸

含量检测试剂盒并规范按照试剂盒说明书操作来检

测大鼠体内草酸水平。
11. 统计学方法:应用 GraphPad Prism 8. 0 统计

学软件对数据进行统计分析。 符合正态分布的计量

资料以均数 ± 标准差( x ± s)表示,多组间差异采用单

因素方差分析,两组间的比较采用 t 检验,以 P < 0. 05
为差异有统计学意义。

结 　 　 果

1. 各组大鼠存活情况:观察并记录各组大鼠在造

模后 24h 内的死亡和存活数量,其中 NC 组死亡 0
只,存活 10 只; EG 组死亡 7 只,存活 8 只; EG +
ISO - L 组死亡 5 只,存活 10 只;EG + ISO - H 组死亡

3 只,存活 12 只。
2. 病理学观察:各组大鼠脑组织病理学切片如图

1 所示,NC 组大鼠海马组织细胞数目多且排列整齐、
结构清晰完整,胞质丰富,胞核明显,未出现空泡化。
与 NC 组比较,EG 组大鼠脑组织细胞数量减少且排

列不规则,胞核固缩,胞质疏松并有大空泡形成。 经

ISO 干预后的两组大鼠海马区细胞结构与 EG 组比较

得到改善,排列较紧密、整齐,空泡样变减少,其中

EG + ISO - H 组更趋近于 NC 组。 应用 Pizzolato 染色

观察各组大鼠脑组织晶体沉积情况 (图 2),并使用

Image J 软件进行分析(图 3)。 可以观察到 EG 组大

鼠脑血管内出现明显草酸钙晶体 (黑色箭头 ),而

EG + ISO - L、EG + ISO - H 组大鼠脑血管内的草酸

钙沉积情况减轻(P < 0. 05),其中 EG + ISO - H 组沉

积情况减轻更明显(P < 0. 05)。

图 1　 海马区 HE 染色( × 100)
A. NC 组;B. EG 组;C. EG + ISO - L 组;D. EG + ISO - H 组

　

图 2　 Pizzolato 染色( × 200)
A. NC 组;B. EG 组;C. EG + ISO - L 组;D. EG + ISO - H 组

　

　 　 3. 各组大鼠血清 S100 - β 水平:与 NC 组比较,
EG 组大鼠血清 S100 - β 明显升高 (P < 0. 05)。 与

EG 组比较,EG + ISO - L、EG + ISO - H 组大鼠血清

S100 - β 减低(均 P < 0. 05),同时与 EG + ISO - H 组

比较 EG + ISO - L 组下降趋势更明显 ( P < 0. 05,
图 4)。
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图 3　 各组大鼠脑血管草酸钙沉积情况

与 NC 组比较,∗ P < 0. 05;与 EG 组比较,#P < 0. 05;

与 EG + ISO - L 组比较,ΔP < 0. 05

　

4. 大鼠脑组织含水量与行为学评分:与 NC 组比

较,EG 组大鼠脑含水量明显升高,行为学评分明显低

于 NC 组(P 均 < 0. 05)。 与 EG 组比较,EG + ISO - L、
EG + ISO - H 组大鼠脑含水量明显下降且相对于 EG

图 4　 各组大鼠血清 S100 - β蛋白 ELISA 结果

与 NC 组比较,∗ P < 0. 05;与 EG 组比较,#P < 0. 05;

与 EG + ISO - L 组比较,ΔP < 0. 05

　

组其行为学评分有明显的上升(P 均 < 0. 05),同时

EG + ISO - H 组大鼠脑含水量下降程度相较于 EG +
ISO - L 组更明显 ( P < 0. 05) 但行为学评分之间比

较,差异无统计学意义(P > 0. 05,图 5)。

图 5　 各组大鼠脑含水量及行为学评分测定结果

与 NC 组比较,∗ P < 0. 05;与 EG 组比较,#P < 0. 05;与 EG + ISO - L 组比较,ΔP < 0. 05

　

　 　 5. 大鼠肝组织 ADH 活性检测:EG 组 ADH 活性

与 NC 组比较,差异无统计学意义(P > 0. 05),说明

EG 组大鼠肝组织 ADH 活性没发生显著变化。 与 EG
组比较,经 ISO 干预的两组大鼠肝组织内 ADH 活性

降低(P < 0. 05),其中 EG + ISO - H 组差异更明显

(P < 0. 05),说明 ISO 可有效降低大鼠肝内 ADH 活性

同时高剂量的抑制效果优于低剂量(P < 0. 05,图 6)。
6. 各组大鼠体内草酸含量:与 NC 组比较,EG 组

大鼠体内草酸含量明显增多(P < 0. 05)。 与 EG 组比

较,EG + ISO - L、EG + ISO - H 组大鼠体内草酸含量

下降明显(P < 0. 05),同时、EG + ISO - H 组相较于

EG + ISO - L 组下降更明显(P < 0. 05,图 7)。

7. 大鼠脑组织凋亡蛋白表达:与 NC 组比较 EG
组 Bax / Bcl - 2 相对表达量明显增高(P < 0. 05)同时

cleaved - caspase - 3 蛋 白 表 达 也 显 著 增 加 ( P <
0. 05),而与 EG 组比较 EG + ISO - L、EG + ISO - H
组的凋亡蛋白表达水平出现下降(P 均 < 0. 05),其中

EG + ISO - H 组 Bax / Bcl - 2 相对表达量与 cleaved -
caspase - 3 蛋白表达比较 EG + ISO - L 组下降更明显

(P < 0. 05,图 8)。
讨 　 　 论

关于 EG 中毒导致的神经系统损伤的历史解释

多为 EG 代谢产生的乙醇酸和乙醛酸水平升高,当
EG 进入人体后首先被肝脏内的 ADH 氧化成乙醇醛,
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图 6　 各组大鼠肝组织 ADH 活性

与 EG 组比较,∗ P < 0. 05;与 EG + ISO - L 组比较,#P < 0. 05

　

图 7　 各组大鼠体内草酸含量

与 NC 组比较,∗ P < 0. 05;与 EG 组比较,#P < 0. 05;

与 EG + ISO - L 组比较,ΔP < 0. 05

　

图 8　 各组大鼠脑组织凋亡蛋白表达水平

1、2、3、4 分别代表 NC 组、EG 组、EG + ISO - L 组、EG + ISO - H 组;与 NC 组比较,∗ P < 0. 05;

与 EG 组比较,#P < 0. 05;与 EG + ISO - L 组比较,ΔP < 0. 05

　

然后被醛脱氢酶氧化成乙醇酸,因乙醇酸与乳酸结构

相似,所以乙醇酸被乙醇酸氧化酶或乳酸脱氢酶氧化

成乙醛酸而后又被乳酸脱氢酶或乙醛酸氧化酶代谢

为草酸 [9] 。 其中乙醇酸会导致阴离子间隙增大及代

谢性酸中毒而乙醛酸则可以抑制糖酵解和三羧酸循

环进而影响大脑 [10,11] 。 但既往研究发现,在 EG 中毒

的人类和动物中,血浆乙醛酸的蓄积量较小,同时这

种情况下也未能检测出乙醇酸含量水平,其可能的原

因是上述产物都是摄入 EG 早期生成并很快通过下

一步代谢反应而消除 [12] 。 由于脑水肿是一种相对晚

期现象,一般多在摄入 EG 后的 24h 左右发生,因此

更可能是因另一种代谢物引起。 本研究通过检测发

现 EG 中毒大鼠草酸生成量明显增加同时脑血管内

有草酸钙结晶产生,有研究表明,在没有酸中毒或乙

醇酸蓄积的情况下,草酸钙的蓄积会导致相应的组织

损伤,EG 代谢后形成的草酸可与 Ca2 + 结合导致低钙

血症以及癫痫发作,同时还会形成草酸钙结晶沉积在

脑血管中造成脑损伤 [13,14] 。
S100 - β 蛋白是诊断脑损伤的特异性指标其含

量的高低与脑损伤严重程度具有相关性 [15] 。 Bax 和

Bcl - 2 同属于 Bcl - 2 蛋白家族,在凋亡过程中 Bax
蛋白表达会增多而 Bcl - 2 蛋白表达则会减少,导致

Bax / Bcl - 2 比例上升,cleaved - caspase - 3 作为整个

凋亡过程下游的重要激活蛋白其升高和凋亡的发生

有直接关系 [16,17] 。 本实验发现使用 ISO 干预的两组

相较于 EG 组大鼠脑组织病理学改变有所减轻,脑含

水量下降,行为学显著改善,血清 S100 - β 蛋白含量

和凋亡蛋白表达均较 EG 组减少。 这表明 ISO 对急

性 EG 中毒大鼠脑损伤具有一定的改善作用。 同时

本研究还发现,与 EG 组比较 EG + ISO - L、 EG +
ISO - H 两组大鼠体内 ADH 活性与草酸含量下降,脑
血管内形成草酸钙结晶减少,说明 ISO 可能是通过抑

·48·

　 ·论　 　 著· J Med Res,April 2024,Vol. 53 No. 4　 　



制 ADH 活性从而来减少 EG 代谢产生的草酸进而改

善 EG 中毒大鼠相关脑损伤。 本研究所选择使用的

两种 ISO 剂量是通过文献查阅以及人与实验动物种

属间剂量换算而来,并通过高低剂量使用对比确定

20mg / ml 剂量下能更好地缓解 EG 中毒所导致的脑

损伤。
综上所述,ISO 可以达到减轻急性 EG 中毒相关

脑损伤的效果,其机制可能与降低 EG 中毒时体内

ADH 活性进而减少草酸的产生有关,同时改善效果

可能存在剂量依赖性,但 EG 中毒大鼠脑损伤的发生

与 EG 代谢产生的其他产物是否有关以及 ISO 对 EG
中毒大鼠中枢神经系统以外的器官功能 (如肝肾功

能、酸中毒等)是否有影响,其安全性与不良反应、改
善效果是否存在时间依赖性还需要进一步研究。
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