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·基础研究·

生酮饮食对颈脊髓损伤大鼠功能预后及
神经保护作用的研究*

邢华医1 刘 捷2 刘 楠1 喇高燕1 周谋望1，3

摘要

目的：探索生酮饮食对脊髓损伤大鼠功能预后的影响及神经保护机制在其中所起的作用。

方法：对SD大鼠经过充分的行为学训练后，利用 IH脊髓打击器建立SD大鼠单侧C5脊髓不完全损伤模型。术后将

动物分为两组，分别给予普通标准饮食（standard diet，SD）和生酮饮食（ketogenic diet，KD），术后第4、7天及此后每

周监测血β-羟丁酸水平，每2周进行1次行为学评估（Staircage实验和Rearing实验）。8周后将动物处死，取损伤部

位的脊髓组织进行连续冰冻切片EC染色，镜下观察并测量损伤部位灰质和白质的残存量。

结果：在术后观察的8周内，KD组从术后第3天开始尾静脉血β-羟丁酸水平显著增高，维持在1.5mmol/L以上（最高

2.89mmol/L）；SD组血酮水平维持在 0.70mmol/L左右。术后 2周时SD组与KD组Staircage得分差异无显著性，术

后4、6及8周时KD组得分均明显高于SD组；术后2、4、8周时KD组Rearing得分明显高于SD组，术后6周KD组与

SD组得分差异虽无显著性，但两组均值差别趋势仍较明显（P=0.07）；KD组损伤部位灰质/白质残存量均明显多于

SD组。

结论：生酮饮食对脊髓损伤后神经功能有保护作用，可能是通过保留残存神经组织量的途径实现。
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Abstract
Objective: To investigate whether a restricted KD regimen can result in improvement of functional outcomes

and neuroprotection in rats after spinal cord injury.

Method: Immediately after C5 hemi-contusion injury, 34 Sprague-Dawley rats were fed with either standard di-

et (SD, ad libitum) or a restricted ketogenic diet (KD). Blood β- hydroxybutyrate concentration and forelimb

function were evaluated for 8 weeks, followed by quantitative assessment of spinal cord tissue sparing using

EC staining.

Result: Blood β- hydroxybutyrate concentration in KD group remained above 1.50mmol/l during the 8 weeks

without decrease (maximal level 2.89 mmol/l). The blood β- hydroxybutyrate concentration in SD group was

around 0.70 mmol/l. Staircage scores of KD and SD groups were similar at 2 weeks post injury, but then KD

group got significantly higher scores than SD group in the later assessments. Rearing scores of KD group

were significantly higher than SD group at 2 weeks, 4 weeks and 8 weeks after injury, although no significant

difference was found between the two groups at 6 weeks after injury with the P value very closed to 0.05 (P=

0.07). There was much more gray/white matter sparing in KD group than in SD group.
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脊髓损伤是一种严重的创伤性疾患，常见的损

伤原因包括交通事故、高处坠落、暴力外伤和体育运

动相关活动等。全球脊髓损伤的年发生率约为

15—40例/百万人口[1]。随着我国经济水平的不断提

高，交通运输、工业生产和体育娱乐活动所致的脊髓

损伤不断增加。据估计，我国每年新增脊髓损伤患

者约 6万例[2]。脊髓损伤造成的残疾对患者的生活

造成灾难性影响，使原本独立的个体依赖他人，严重

损害了患者及其家庭的生活质量；同时，各种并发症

的出现又显著增加了患者个人、家庭和整个医疗卫

生系统的负担。

虽然对脊髓损伤治疗策略的探索越来越深入和

广泛，但到目前为止脊髓损伤的治疗手段仍极为有

限，绝大多数治疗措施的疗效尚不确切[3]。生酮饮

食是一种含有高脂肪及极低含量碳水化合物的饮食

疗法[4]。传统的生酮饮食（ketogenic diet，KD）起源

于 20年代，最初用于治疗癫痫，至今对一些抗药性

癫痫仍不失为一种公认而有效的非药物疗法[5]。近

几年来，KD治疗其他神经系统疾病的潜力也被逐

渐认可，比如阿尔茨海默病[6]、脑外伤[7]、帕金森病[8]

等。已有研究表明，生酮饮食能够改善脊髓损伤大

鼠的肢体功能[9]，其作用机制可能与抑制损伤后炎

症反应及氧化应激有关[10—11]，但对于这一治疗措施

在神经保护作用方面的认识仍有待深入。

本研究拟分别用普通标准饮食和生酮饮食饲养

C5单侧脊髓挫伤模型大鼠，在损伤后多个时间点评

价动物的肢体行为学表现，并通过组织学方法评价

损伤部位神经组织（灰质/白质）残存量，探索生酮饮

食对颈脊髓损伤大鼠功能预后的影响及神经保护作

用机制，为这一治疗措施的临床转化提供依据。

1 资料与方法

1.1 实验动物及分组

体重150—200g雄性SPF级SD大鼠34只（北京

维通利华实验动物技术有限公司，清洁级），饲养于

北京大学医学部实验动物中心，环境昼夜周期为

12h/12h。所有操作均遵循北京大学医学部实验动

物伦理委员会的相关要求。

采用随机数字表法将动物分为两组，每组 17

只，制作C5单侧脊髓挫伤模型。术后即刻开始给予

不同的饮食。标准饮食组（standard diet，SD）给予

足量正常饲料，KD组按照10g/只/d的剂量每日定量

给予生酮饮食（奇酮，中国深圳）。生酮饲料的配方

及营养成分组成比例为：脂肪与碳水化合物＋蛋白

质的比例为 3∶1，每 100g饲料中含脂肪 62.5g，碳水

化合物5.6g，蛋白质15.5g，其余为矿物质、膳食纤维

等非能量成分。

1.2 实验动物术前行为学基线值评估

Staircage 实验 [12]：评价动物前肢远端精细抓握

功能。在7层阶梯上分别放置一定数量的不同颜色

食物颗粒，将动物放入 Staircage 后任其自由取食，

15min后计数被动物吃掉的食物颗粒数，可反映动

物用前爪抓取食物颗粒和送至口边直至完成进食的

整个过程中的功能情况。根据文献报道及预实验获

得的经验，需进行 6次实验动物方能达到得分平台

期。取最后一次训练的得分为术前基线值。

Rearing实验[13]：评价动物上肢近端功能。将动

物放入透明塑料圆筒，用摄像机将动物在 15min内

的活动情况记录下来，然后分析动物在前20次直立

活动中双侧前肢分别触壁的次数。损伤侧前肢触壁

次数占双侧前肢触壁次数总和的百分比记为Rear-

ing得分。该行为学实验无需特殊训练。在造模前

2天进行一次视频录制，作为基线值。

1.3 C5单侧脊髓挫伤模型的制作[14]

将动物2%戊巴比妥腹腔注射麻醉后取俯卧位，

称体重并记录。然后自耳后至躯干中部的区域进行

备皮及 75%酒精皮肤消毒，进行造模手术。每只动

物选择Staircage基线值得分较高的一侧（优势侧）定

为损伤侧。

依次切开皮肤、肌层，暴露C5椎板，咬骨钳咬除

待损伤侧C5椎板，暴露相应节段硬膜囊及脊髓。将

动物放置在预先调整为倾斜 22.5°的平台上。将 IH

Conclusion: Ketogenic diet can improve the recovery of forelimb function in animals with spinal cord injury.

This therapeutic effect of ketogenic diet may be attributed to the protection of tissue sparing.
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Key word spinal cord injury; ketogenic diet; behavioral assessment; neuroprotection; functional recovery

626



www.rehabi.com.cn

2019年，第34卷，第6期

脊髓打击器（PSI，美国）的打击头对准暴露的脊髓节

段并缓慢将打击头调整至距离硬膜囊表面上方2cm

的位置。设置打击力度为 150 K dynes，通过计算

机软件控制打击器对C5节段单侧脊髓进行一次打

击，形成挫伤模型，并记录实际打击力度。完成打击

后分层缝合肌肉及皮肤。

1.4 血β-羟丁酸水平测定

术后第4d、第7d及此后每周各进行1次尾静脉

血β-羟丁酸水平测试（试纸及测试仪厂家均为雅培，

美国）。

1.5 术后行为学评估

在术后第 2、4、6、8周各进行 1次Staircage实验

及Rearing实验，对动物的前肢功能进行评价。

1.6 脊髓组织取材及铬花青（Eriochrome cyanine，

EC）染色分析

术后8周完成最后一次血β-羟丁酸水平测试及

行为学评估后，过量戊巴比妥腹腔注射处死动物，

4%多聚甲醛灌注固定后，以损伤部位为中点，向头

端和尾端暴露共1.5cm长的一段脊髓，切开硬膜，切

断神经根，截取脊髓组织。4%多聚甲醛体外固定过

夜，依次经 12%、18%、24%梯度蔗糖 PBS溶液脱水

后，OCT包埋冰冻，做20μm厚连续冰冻横断切片。

切片经二甲苯、梯度酒精水化后，EC（Sigma，德

国）染髓鞘、0.5%氨水分化、1%中性红复染，再经梯

度酒精、二甲苯脱水透明，中性树胶封片。对于每一

只动物的脊髓损伤部位连续切片，先找到损伤最严

重的层面，然后分别向头端和尾端各数5个层面，共

11层组织，总高度为 20μm/层×11层=220μm。利用

Iamge Pro Plus软件，分别对每个层面上的残存灰

质和白质面积进行测量。残存灰质/白质面积均值×

220μm=残存灰质/白质体积，对比各时间点的组间

差异。

1.7 统计学分析

所有数值以均数±标准差表示。使用 SPSS

20.0进行统计分析。对不同时间点两组间行为学及

组织学结果进行双因素方差分析，同一时间点的组

间数据两两比较采用Bonferroni检验。P<0.05时认

为差异具有显著性意义。

2 结果

2.1 Staircage术前训练情况

经过 6 次 Staircage 术前训练，动物的得分随训

练次数增多而逐渐升高，在进行第 4次训练时开始

进入平台期，第4、5、6次训练的得分差异无显著性，

说明动物对Staircage实验方法的适应和学习已达到

平台期，术前训练充分。见图1。

2.2 实验动物各指标基线值

SD组及KD组动物在造模前的体重、Staircage

基线值及造模时的实际打击力度差异均未见显著性

意义。见表1。

2.3 尾静脉血β-羟丁酸水平

术前测得两组尾静脉血β-羟丁酸水平基线值无

统计学差异，术后观察 8周内，SD组尾静脉血 β-羟

丁酸水平始终未见明显波动，与术前基线值比较亦

无明显差异；KD组从术后第 4d开始尾静脉血 β-羟

丁酸水平显著增高，与同时期 SD 组比较均有显著

性意义（P<0.05）。见图2。

2.4 术后行为学评估

Staircage实验：术后 2周时 SD组与KD组得分

差异无显著性，术后4周、6周及8周时KD组得分均

明显高于SD组，差异具有显著性意义（P<0.05），见

图3a。

Rearing实验：术后 2周时KD 组得分即明显高

于SD组，差异具有显著性意义（P<0.05），术后4周、

8周结果亦有类似表现。术后6周KD组与SD组得

分差异虽无显著性，但两组均值差别趋势仍较明显，

图1 Staircage术前训练得分

表1 动物分组情况及关键指标比较 （x±s，n=17）

体重（g）
Staircage基线值（%）

实际打击力度（K dynes）

SD组

293.29±4.42
57.14±7.38

178.59±8.23

KD组

306.88±3.10
60.29±5.79
181.76±9.01

1 2 3 4 5 6
训练次数
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40

20

0

完
成

百
分

比
（

%
）
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SD

KD

a.

CaudalLesionRostral

且P值接近0.05（P=0.07），见图3b。

2.5 脊髓冰冻切片EC染色分析

损伤后8周典型的KD组与SD组脊髓冰冻横断

切片EC染色表现见图4a。可见在损伤最严重的一

个层面上（Lesion），SD组损伤侧脊髓组织几乎完全

缺失，呈巨大空洞状；KD组损伤侧脊髓组织亦可见

萎缩、灰白质界限不清等损伤表现，但组织残存量多

于 SD 组。损伤头侧和尾侧远端的脊髓组织 EC 染

色光镜下未见明显异常。

两组灰质/白质残存量统计分析结果见图 4b。

损伤后 8周时KD组残存灰质及白质组织体积均大

于SD组（P<0.05），其中灰质组织体积的组间差异更

明显。

3 讨论

本研究结果表明，生酮饮食能够促进C5半侧脊

髓挫伤模型大鼠的前肢功能恢复，其中前肢近端功

能在治疗 2周时即有改善，前肢远端精细功能在治

疗 4周时开始出现改善，表明生酮饮食对肢体功能

不同方面改善的促进作用具有一定的时程性。且这

一促进作用可能是通过保留残存神经组织量的途径

实现，对灰质的保护作用比白质更明显。

研究采用的C5单侧脊髓挫伤模型较好地模拟

了临床最常见的脊髓损伤类型之一，即不完全性颈

脊髓损伤。以往的文献已经充分验证该模型中所有

肢体功能表现都与人颈脊髓损伤高度相关[15]。

生酮饮食对脊髓损伤后肢体功能恢复具有一定

Baseline：基线值；dpi，伤后天数，day post injury；wpi，伤后周数，
week post injury。*与同一时间点SD组数据比较P<0.05

图2 尾静脉血β-羟丁酸水平监测情况

图3 术后行为学实验评估结果

Baseline：基线值；wpi，伤后周数，week post injury。
*与同一时间点SD组数据比较P<0.05

图4 KD组与SD组脊髓冰冻横断切片EC染色分析

a.典型的KD组与SD组脊髓冰冻横断切片EC染色表现；b.组织残
存体积组间比较。Rostral，头端；Lesion，损伤部位；Caudal，尾端。
*与同一时间点SD组数据比较P<0.05
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的促进作用，这一点与文献报道的结论相似[9,16—17]。

已有研究表明，在啮齿类颈脊髓损伤或胸脊髓损伤

动物模型中，无论是给予生酮饮食[9]、外源性β-羟丁

酸 [19] 还是通过隔日禁食法提高内源性酮体水

平[16—17]，均可使动物的肢体功能得到不同程度的改

善。其中部分研究主要关注动物后肢功能与爬行

（步行）能力的评定[17—18]，未对动物前肢功能进行评

价；部分研究虽然评价了前肢功能，但观察时间点较

少，未能充分反映生酮饮食治疗后肢体功能随时间

的动态变化情况[9]，或者仅评价了较粗大的肢体动

作，未对精细动作进行评价[16]。本研究中，在干预时

间为 2 周、4 周、6 周及 8 周分别进行动物行为学分

析。Staircage实验侧重评价前肢远端精细功能，在

术后2周时，生酮饮食尚未表现出明显的治疗效应，

从术后4周开始才表现出与SD组的明显差异，说明

生酮饮食对前肢远端功能恢复的促进作用可能出现

的相对较晚，需要更长时间的持续治疗；Rearing实

验侧重评价前肢近端的粗大动作和肌肉力量，在术

后 2周时即发现KD组动物Rearing实验得分比 SD

组明显增高，说明开始生酮饮食治疗早期即可达到

促进前肢近端功能恢复的作用。与之前的研究报道

相比，这一结果同时反映了生酮饮食对颈脊髓损伤

大鼠前肢精细运动和粗大运动的影响，还体现了不

同干预时间点肢体功能的动态变化。研究结果提

示，生酮饮食的早期短期治疗和延迟治疗可能会在

不同时间窗内对脊髓损伤后肢体功能的不同方面起

到一定的恢复作用。

值得注意的是，本研究在术后干预6周时，Rear-

ing实验未能得到预期的阳性结果，可能的原因分析

如下：Rearing实验本身利用的是动物在陌生环境中

的应激反应，但是经过术前基线值及术后的反复实

验后，部分动物对Rearing实验环境已有所熟悉和适

应，因此作出应激性攀爬动作的次数减少，表现为懒

动、困倦等，加之行为学测试受到实验当天动物精神

状态等多变因素的影响，当多种因素同时在某一次

实验中出现时，会导致有效数据量的减少，可能无法

真实反映动物的最大功能能力。适当延长观察时

间，或发现动物活跃性不佳时给予一定的刺激使其

配合实验，可能有助于解决这一问题。

对于生酮饮食对脊髓损伤后神经组织的保护作

用，已有研究的结果尚存争议。部分研究认为，生酮

饮食干预可以使动物模型的脊髓损伤后空洞面积缩

小，组织保留增加[9,16]。这与本研究中组织学分析的

结果相近。不过这些研究仅观察了脊髓损伤后慢性

期空洞面积或损伤最严重部位的脊髓组织厚度，未

对整个受累区域的神经组织体积进行评估。也有少

数研究未能发现生酮饮食对脊髓损伤动物模型的神

经组织结构产生影响，例如采用生酮饮食、胃饥饿

素、C16多肽及布洛芬联合用药，发现神经组织横截

面积与对照组相比无统计学差异[3]。不过这一研究

报道的局限性在于并未观察单独应用各项干预措施

的效果，因此阴性结果可能与各项干预措施同时应

用造成的混杂效应有关。在本研究中，典型的KD

组与 SD 组脊髓冰冻横断切片 EC 染色表现可见在

损伤最严重的一个层面上，SD组损伤侧脊髓组织几

乎完全缺失，灰质缺失尤为明显，代之以巨大的空

洞；而KD组损伤侧脊髓组织虽也有较明显的萎缩、

组织减少、灰白质界限不清等损伤表现，但组织残存

量明显多于SD组，仅有若干细小空洞散在分布，体

现了生酮饮食对损伤部位神经组织的保护作用。此

外，我们进一步对受累脊髓节段的组织残存体积进

行了分析和计算，能够更好的反映组织保留程度。

结果显示，KD组灰质及白质组织残存量均明显高

于SD组，以灰质的组织保留优势更为明显，提示生

酮饮食干预 8周可以增加神经组织残存量，发挥神

经保护作用。

生酮饮食神经保护作用的确切机制，目前仍未

明确。已有研究阐述了几种可能的机制，包括抗氧

化应激（减少氧自由基生成）[19]、抗炎（抑制促炎因子

NF- κB 及炎症因子白介素 - 6、肿瘤坏死因子 -α

等）[20]、调节神经兴奋性（降低谷氨酸导致的神经毒

性作用）[21]、转变脂质代谢途径（促进酮体生成，提高

神经组织线粒体能量代谢效率）[22]等。不过，上述机

制在神经系统变性疾病和部分神经肌肉疾病中的研

究较多，在脊髓损伤动物模型中的研究报道相对较

少。在未来的研究中，进一步探索生酮饮食对脊髓

损伤后神经保护作用的潜在机制，将有助于更加深

入地认识生酮饮食的疗效和作用特点，为其临床应

用提供支持和依据。

综上，本研究提示生酮饮食能够有效改善脊髓
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损伤动物前肢功能，其机制可能与增加神经组织残

存量的神经保护机制有关。其中前肢近端功能在治

疗2周时即有改善，前肢远端精细功能在治疗4周时

开始出现改善，说明生酮饮食对肢体功能不同方面

改善的促进作用具有一定的时程性。

4 结论

生酮饮食能够促进C5半侧脊髓挫伤模型大鼠

的前肢功能恢复，且这一促进作用可能是通过保留

神经组织残存量的途径实现，对灰质的保护作用比

白质更明显。其在脊髓损伤后神经保护作用的潜在

机制有待进一步探索。
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