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Ｓ１００β蛋白和 ＭＢＰ表达的影响
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　　［摘　要］　目的　通过观察重组人促红细胞生成素（ｒＨｕＥＰＯ）对幼年大鼠癫
!

持续状态（ＳＥ）后２４ｈ血清神
经元特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）、Ｓ１００β蛋白和髓鞘碱性蛋白（ＭＢＰ）表达的影响，以观察其在癫!

性脑损伤中的可能

作用。方法　４０只１９～２１日龄ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ雄性大鼠随机分为正常对照组（ＣＯＮ组）、ＳＥ组、ｒＨｕＥＰＯ预处理＋
ＳＥ组（ＳＥＥＰＯ组）、ｒＨｕＥＰＯ组（ＥＰＯ组）（ｎ＝１０），采用氯化锂匹鲁卡品点燃制成ＳＥ模型。ＳＥＥＰＯ组和ＥＰＯ组
在制模前４ｈ腹腔注射ｒＨｕＥＰＯ５００ＩＵ／ｋｇ。在ＳＥ后２４ｈ测定血清中ＮＳＥ、Ｓ１００β蛋白、ＭＢＰ含量的变化。结果
　与ＣＯＮ、ＥＰＯ组相比，ＳＥ组血清ＮＳＥ、Ｓ１００β蛋白、ＭＢＰ浓度均显著升高（Ｐ＜０．０５）；与 ＳＥ组比较，ＳＥＥＰＯ组
ＮＳＥ、Ｓ１００β蛋白、ＭＢＰ均显著下降（Ｐ＜０．０５）。结论　 ｒＨｕＥＰＯ可降低癫!

后神经组织损伤指标表达，对癫
!

性

脑损伤可能具有早期保护作用。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（１）：５０－５２］
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持续状态；神经元特异性烯醇化酶；Ｓ１００β；促红细胞生成素；大鼠
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　　癫
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持续状态（ｓｔａｔｕｓｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ，ＳＥ）是儿科常
见急症之一，可以导致神经元的损伤［１２］。促红细胞

生成素（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＥＰＯ）最初是从肾脏分离出
来的能刺激前体红细胞增殖、分化的一种细胞因子，

已发现它具有促进造血、抗凋亡、抗炎、促干细胞迁

移等多种功能［３］。近年来越来越多的证据显示，中

枢神经系统也有 ＥＰＯ及其受体（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎｒｅ

ｃｅｐｔｏｒ，ＥＰＯＲ）存在，在缺氧、缺血刺激下表达增
加，并具有神经营养及保护作用［４７］。作者既往研究

发现，惊厥患儿发作后血清及脑脊液中的 ＥＰＯ均有
不同程度升高，提示其参与癫

!

后脑损伤的发病过

程［８］。但目前对重组人促红细胞生成素（ｒｅｃｏｍｂｉ
ｎａｎｔｈｕｍａｎｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ｒＨｕＥＰＯ）对癫

!

脑损伤

的干预研究甚少。本研究拟使用 ｒＨｕＥＰＯ对匹鲁
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卡品氯化锂（ｌｉｔｈｉｕｍｐｉｌｏｃａｒｐｉｎｅ）点燃大鼠 ＳＥ模型
进行干预研究，通过测定血清神经元特异性烯醇化

酶（ＮＳＥ）、Ｓ１００β蛋白和髓鞘碱性蛋白（ＭＢＰ），以
观察 ｒＨｕＥＰＯ在癫

!

性脑损伤中的可能的神经元

保护作用。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验动物　ＳＰＦ级日龄为１９～２１ｄ健康雄
性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠４０只，体重５０～７０ｇ，
由温州医学院实验动物中心提供。实验动物先置温

州医学院实验动物中心层流实验室适应性饲养２ｄ，
自由摄食、水，室内温度 ２５℃，相对湿度 ７０％，
１２／１２ｈ昼夜照明变化。ＳＥ模型大鼠在造模后单
独笼养。

１．１．２　主要试剂　氯化锂、匹鲁卡品购于 Ａｌｄｒｉｃｈ
Ｓｉｇｍａ公司；硫酸阿托品针购于浙江瑞新药业股份
公司（国药准字号：Ｈ３３０２０４６５）；１０％水合氯醛注射
液为杭州市第一人民医院药剂科配置。ｒＨｕＥＰＯ注
射液（ＣＨＯ细胞）（商品名：利血宝；１５００ＩＵ／０．５
ｍＬ；批号：２００９０６４０）购自麒麟鲲鹏（中国）生物药业
有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　模型制作与标本制备　ＳＥ模型制作参照胡
越等［９］方法并稍做改进：按１２７ｍｇ／ｋｇ剂量腹腔注
射氯化锂，１８ｈ后按１ｍｇ／ｋｇ腹腔注射硫酸阿托品，
３０ｍｉｎ后按 １００ｍｇ／ｋｇ腹腔注射匹鲁卡品。观察
ＳＥ组大鼠出现惊厥发作的行为学表现。大鼠惊厥
按Ｒａｃｉｎｅ［１０］分级法分为６级。０级：无任何发作迹
象；Ⅰ级：凝视、咀嚼和须动；Ⅱ级：点头、湿狗样抖动
或搔抓；Ⅲ级：前肢阵挛抽搐；Ⅳ级：伴后肢站立的全
身强直性发作；Ⅴ级：伴有站立并摔倒的全身强直
阵挛性发作。惊厥发作达到Ⅳ以上，持续时间达
３０ｍｉｎ以上，惊厥缓解后状态良好的大鼠为合格ＳＥ
大鼠模型。当惊厥发作达３０ｍｉｎ时，给予１０％水合
氯醛 ３００ｍｇ／ｋｇ、硫酸阿托品１ｍｇ／ｋｇ腹腔注射终
止惊厥发作；并于惊厥发作停止后 ２４ｈ，用１０％水
合氯醛（３５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉后断头取血。
１．２．２　实验分组　按随机数字表法分为４组：正常
对照组（ＣＯＮ组）、ＳＥ组、ｒＨｕＥＰＯ预处理 ＋ＳＥ组
（ＳＥＥＰＯ组）、ｒＨｕＥＰＯ组（ＥＰＯ组）。ＳＥＥＰＯ组：
注射匹鲁卡品前４ｈ腹腔注射１次 ｒＨｕＥＰＯ，剂量
为５００ＩＵ／ｋｇ［１１］；ＥＰＯ组：除不予以匹鲁卡品外，均

与ＳＥＥＰＯ组处理相同。ＣＯＮ组予以腹腔注射与
ＳＥＥＰＯ组相同次数及体积的 ０．９％氯化钠溶液。
造模过程中由于不满足模型要求或者死亡的大鼠，

采用同批随机数字表法原则予以补足，实验最后各

组为 １０只大鼠，各组间大鼠体重差异无统计学
意义。

１．２．３　标本采集　实验大鼠均在实验造模完成后
２４ｈ麻醉后予快速断头取血５ｍＬ。在０℃恒温离心
器以２０００ｍｉｎ离心后，取上清液置－７０℃冰箱内保
存待测。

１．２．４　ＮＳＥ、Ｓ１００β蛋白和 ＭＢＰ的测定　ＮＳＥ的
测定采用时间分辨荧光分析法，取固相抗体板条，依

次加入ＮＳＥ标准液及样本各２５μｇ，每孔加入稀释
抗体１００μｇ，室温下振荡孵育１ｈ，洗板及甩干后，
每孔加入增强液２００μｇ，振荡５ｍｉｎ，Ｖｉｃｔｏｒ１４２０时
间分辨荧光上进行测定（ＮＳＥ试剂盒购于美国
ＥＧ＆Ｇ公司）。Ｓ１００β蛋白测定采用双抗体夹心酶
联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ），试剂盒由第四军医大学生
理学教研室提供，操作按说明书进行。ＭＢＰ采用
ＥＬＩＳＡ测定，试剂盒由华西医科大学重组ＤＮＡ室提
供，操作按说明书进行。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量资料

以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组均数间比较采用
单因素方差分析；两两比较用 ＬＳＤ法。Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　模型制作结果
注射匹罗卡品后，按 Ｒａｃｉｎｅ分级标准，有５％

（１／２０）幼年大鼠未成功诱发 ＳＥ，其余均成功诱发，
其中１６％（３／１９）出现Ⅳ级发作，其余 ８４％（１６／１９）
均诱导出Ⅴ级发作，并持续发作达３０ｍｉｎ以上。其
中１只于发作后２４ｈ死亡。后按实验设计原则补
充２只大鼠，均成功 ＳＥ造模，最终造模成功率为
９１％（２０／２２）。
２．２　血清ＮＳＥ、Ｓ１００β蛋白和ＭＢＰ浓度的比较

４组大鼠血清 ＮＳＥ、Ｓ１００β蛋白和 ＭＢＰ３项指
标组间差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。与 ＣＯＮ
组、ＥＰＯ组相比，ＳＥ组 ＮＳＥ、Ｓ１００β、ＭＢＰ浓度均显
著升高（Ｐ＜０．０５）；而与ＳＥ组相比，ＳＥＥＰＯ组大鼠
血清上述指标浓度均有显著下降，差异具有统计学

意义（Ｐ＜０．０５），见表１。
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表１　各组血清ＮＳＥ、Ｓ１００β和ＭＢＰ浓度的比较　（ｘ±ｓ，μｇ／Ｌ）

组别 鼠数 ＮＳＥ Ｓ１００β ＭＢＰ
ＣＯＮ组 １０ ８．３±０．８ ０．３５±０．０６ ７．９±０．７
ＥＰＯ组 １０ ８．３±０．７ ０．３６±０．０６ ８．３±０．８
ＳＥ组 １０ １１．６±１．２ａ，ｂ ０．９９±０．１１ａ，ｂ ９．４±０．８ａ，ｃ

ＳＥＥＰＯ组 １０ １０．７±０．９ａ，ｂ，ｄ ０．８９±０．１０ａ，ｂ，ｄ ８．６±０．９ｄ

Ｆ值 ３３．６９ １４７．９０ ５．７７
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ０．００３

　　ａ：与ＣＯＮ组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与ＥＰＯ组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与ＥＰＯ组比较，Ｐ＜０．０５；ｄ：与ＳＥ组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

反映神经元损伤的 ＮＳＥ、反映神经胶质细胞损
伤的Ｓ１００β蛋白和反映髓鞘损伤的 ＭＢＰ是目前反
映神经组织损伤较公认的３个客观指标。既往研究
证实，癫

!

可导致患者血清及脑脊液３种指标出现
不同程度的升高，且３指标血清水平亦能很好地反
映癫

!

后神经组织损伤的变化［１２１３］。本研究也显

示，癫
!

持续发作后２４ｈ大鼠血清 ＮＳＥ、Ｓ１００β蛋
白及ＭＢＰ浓度均显著高于正常组，提示 ＳＥ可致神
经组织出现不同程度的损伤。

ＥＰＯ是调节红细胞生成的糖蛋白，主要产生于胎
儿的肝脏和成人的肾脏。ＥＰＯ及ＥＰＯＲ在人体的许
多组织和器官细胞都有表达，包括神经系统的神经细

胞、胶质细胞和血管内皮细胞。众多研究证实，ＥＰＯ
具有内源性神经保护作用，并认为其在中枢神经系统

内具有抑制活性氧家族和兴奋性氨基酸—谷氨酸的

产生，逆转血管痉挛，刺激血管再生，调节突触转运，

抑制凋亡，调节炎性反应和促进干细胞的聚集等作用

机制［１１，１４１５］。Ｋｏｎｄｏ等［１６］输注外源性ＥＰＯ可抑制海
马齿状核致

!

神经元的形成，从而起保护作用。Ｊｕｎ
等［１７］发现ＥＰＯ预处理后，大鼠ＳＥ后１ｈ即可显示脑
保护作用，并改善后期癫

!

后认知状态。作者既往临

床研究［８］发现，惊厥后血清及脑脊液 ＥＰＯ水平均显
著升高，提示惊厥发作后存在脑损伤，并可能通过自

身诱导ＥＰＯ表达上调，从而减轻脑损伤程度。本研
究结果显示，ｒＨｕＥＰＯ预处理后，幼年大鼠ＳＥ后２４ｈ
血清ＮＳＥ、Ｓ１００β及ＭＢＰ浓度均较未处理组显著下
降（Ｐ＜０．０５），提示外源性ＥＰＯ可能对癫

!

后脑损伤

具有保护作用，为癫
!

性脑损伤发病机制及临床防治

提供了新的研究思路。但ＥＰＯ对ＳＥ后脑损伤的动
态影响如何，是否具有治疗剂量、时间窗，作者将作进

一步探讨。
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