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促红细胞生成素对窒息新生大鼠心肌细胞
凋亡及内质网应激相关蛋白的影响

万丽佳　吴星恒

（南昌大学第一附属医院儿科，江西 南昌　330006）

［摘要］　目的　研究促红细胞生成素（EPO）对窒息新生大鼠心肌细胞凋亡及内质网应激相关蛋白葡萄

糖调节蛋白 78（GRP78）和 C/EBP 同源蛋白（CHOP）的影响。方法　120 只新生 7 日龄 Sprague-Dawley（SD）

大鼠随机分为假手术组、窒息组和 EPO 组，每组 40 只。制备新生鼠常压窒息模型；EPO 组于造模后立即给予

rhEPO 500 U/mL（10 mL/kg）腹腔注射，其余两组接受同剂量的生理盐水。各组在造模完成后 2 h、6 h、12 h、

24 h 和 48 h 分别取 8 只大鼠采集心脏血及心肌组织，测定血清心肌酶肌酸激酶（CK）和乳酸脱氢酶（LDH）水平，

检测心肌细胞凋亡情况及心肌组织 GRP78、CHOP 蛋白的表达。结果　与假手术组和 EPO 组相比，窒息组各

时间点血清心肌酶 CK 和 LDH 升高，凋亡细胞增多，GRP78、CHOP 表达上调（P<0.01）；上述各指标在 EPO

组的表达水平亦高于假手术组（P<0.01）；窒息后 24 h 心肌组织 CHOP 蛋白与心肌细胞凋亡指数 AI 呈正相关

（r=0.942，P<0.01）。结论　EPO 可能通过调节内质网应激相关细胞因子 GRP78、CHOP，减少心肌细胞凋亡

从而发挥对新生鼠缺氧缺血性心肌损伤的保护作用。        ［中国当代儿科杂志，2013，15（10）：890-895］
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Effects of erythropoietin on cardiomyocyte apoptosis and endoplasmic reticulum 
stress-related proteins in neonatal rats with asphyxia

WAN Li-Jia, WU Xing-Heng. Department of Pediatrics, First Affiliated Hospital of Nanchang University, Nanchang 
330006, China (Wu X-H, Email: wxh0709@163.com) 

Abstract: Objective    To study the effects of erythropoietin (EPO) on cardiomyocyte apoptosis and endoplasmic 
reticulum stress (ERS)-related proteins, glucose-regulated protein 78 (GRP78) and C/EBP homologous protein (CHOP), 
in neonatal rats with asphyxia. Methods    A total of 120 newborn Sprague-Dawley rats (7 days old) were randomly 
divided into sham-operated (n=40), asphyxia (n=40) and EPO-treated asphyxia groups (n=40). A neonatal rat model 
of normobaric asphyxia was established in the asphyxia and EPO-treated asphyxia groups. The rats in the EPO-treated 
asphyxia group received intraperitoneal injection of recombinant human erythropoietin (500 U/mL) immediately after 
the model was established, while the other two groups received the same volume of normal saline (0.9%). Heart blood 
and myocardial tissue samples were collected from 8 rats in each group at 2, 6, 12, 24 or 48 hours after the model 
was established. Serum creatine kinase (CK) and lactate dehydrogenase (LDH) levels were measured; cardiomyocyte 
apoptosis was evaluated, and expression of myocardial GRP78 and CHOP was measured. Results    Compared with the 
sham-operated and EPO-treated asphyxia groups, the asphyxia group had significantly increased serum CK and LDH 
levels, number of apoptotic cells, and expression of myocardial GRP78 and CHOP at each time point (P<0.01), and all 
the indices were significantly higher in the EPO-treated asphyxia group than in the sham-operated group (P<0.01). At 24 
hours after asphyxia, the expression of myocardial CHOP was positively correlated with the myocardial apoptosis index 
(r=0.944, P<0.01). Conclusions    EPO exerts a protective effect on the myocardium of neonatal rats with hypoxic-
ischemic injury by regulating ERS-related proteins GRP78 and CHOP and reducing cardiomyocyte apoptosis.                                                                                                         

[Chin J Contemp Pediatr, 2013, 15(10): 890-895]
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新生儿窒息的本质是缺氧，心脏对缺氧非常
敏感，极易受血氧浓度影响而出现损害，其中细
胞凋亡是缺氧条件下心肌细胞损伤的主要形式之
一。为探讨新生儿缺氧缺血性心肌损伤过程中是
否存在内质网应激（endoplasmic reticulum stress，
ERS） 和 C/EBP 同 源 蛋 白（C/EBP homologous 
protein，CHOP）凋亡信号转录通路及其介导的心
肌细胞凋亡，以及促红细胞生成素（erythropoietin, 
EPO）对其的保护作用，本研究利用窒息新生鼠模
型，观察新生鼠窒息后心肌细胞凋亡情况及 ERS
相关葡萄糖调节蛋白 78 （glucose regulated protein 
78，GRP78）和 ERS 相关凋亡通路蛋白 CHOP 的
表达，并进行 CHOP 与心肌细胞凋亡指数（apoptotic 
index，AI）的相关性分析，同时观察 EPO 对上述
检测指标的影响，从而为新生儿缺氧缺血性心肌
损害的发病机制及防治提供新的思路。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　实验动物及分组　　120 只健康、清洁级 7
日龄 Sprague-Dawley（SD）大鼠随机分为假手术组、
窒息组和 EPO 组，每组 40 只；各组再按 2 h、6 h、
12 h、24 h 和 48 h 共 5 个不同处理时间点划分亚组，
每个时间点各 8 只。
1.1.2　药品及主要试剂　　EPO 购于北京四环生
物制药公司，免疫组化试剂盒购于北京中杉金桥
生物技术公司，TUNEL 凋亡检测试剂盒购于南京
凯基生物技术研究所，GRP78 抗体购于武汉博士
德公司，CHOP 抗体购于 Santa Cruz 公司。
1.2　实验方法

1.2.1　动物模型制备　　参照文献 [1] 制备新生鼠
常压窒息模型，将动物分别置于容积为 55 mL 的
磨口瓶中（内装 5 g 钠石灰），待动物安静后，塞
紧瓶塞密闭 30 min，立即复氧 120 min。 假手术组
仅进行模拟常压窒息过程，不塞瓶塞、复氧；EPO
组于造模后立即给予 rhEPO 10 mL/kg（500 U/mL）
腹腔注射，其余两组接受同剂量的生理盐水。实
验结束将各组实验鼠放回鼠笼由母鼠喂养，待各
时间点分批取材。
1.2.2　血清心肌酶测定　　新生鼠分批在各个时
间点腹腔麻醉后开胸，取心脏血 0.3 mL，高速离心，
取上清液于全自动生化分析仪上测定血清中肌酸
激酶（creatine kinase, CK）和乳酸脱氢酶（lactate 
dehydrogenase, LDH）浓度。

1.2.3　心肌组织病理学检查　　各时间点新生鼠
经心脏取血后取心肌组织，于 10% 中性甲醛中充
分固定，常规脱水及石蜡包埋、切片、脱蜡、透明、
苏木精－伊红染色、光镜下观察。
1.2.4　心肌组织 GRP78 及 CHOP 蛋白检测　　每
个标本取 3 张切片，分别用 GRP78、CHOP 多克隆
抗体进行免疫组织化学染色，实验步骤参照试剂
盒说明书，显微镜下观察 GRP78 以及 CHOP 阳性
心肌细胞，采用显微照相系统，在曝光、放大倍
数（×400）、亮度等条件均一致的情况下对每张
免疫组化切片随机选取 5 个视野采集图像，采用
Image-Pro P1us6.0 分析系统对切片进行图像分析，
测定免疫组织化学染色的累积光密度值（IOD），
取其平均值进行统计分析。
1.2.5　TUNEL 原位末端标记法检测细胞凋亡　　

每个标本取 3 张切片，按照 TUNEL 试剂盒
操作方法检测心肌细胞凋亡，荧光显微镜下观察
凋亡细胞荧光显色并采取图像，再进行 DAB 显
色，每张切片在高倍镜（×400）下随机选取 5 个
不重叠视野，以细胞核中有棕色颗粒者为阳性细
胞，进行计数后，按下列公式计算细胞凋亡指数
（AI）= 单视野凋亡阳性细胞数 / 单视野总细胞计
数 ×100%，取其平均值进行统计分析。
1.3　统计学分析

采用 SPSS 19.0 软件对数据进行统计学分析，
计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多组间
比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA），组
间两两比较采用 LSD-t 检验；在进行 CHOP、心肌
细胞凋亡指数相关分析时，采用 Pearson 相关分析。
P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　窒息后新生鼠的一般表现

窒息开始后，新生鼠逐渐出现烦躁、躁动，
呼吸心跳加快，继而抽搐、皮毛变灰、唇及甲床
逐渐紫绀，实验近结束时动作减少，几乎不动，
呼吸减慢。复氧后新生鼠逐渐恢复，但懒动、少吃。
2.2　各组新生鼠血清 CK 浓度变化

假 手 术 组 各 时 间 点 CK 浓 度 无 明 显 变 化
（P>0.05）；窒息组 CK 浓度逐渐增加，组内各时
间点两两比较差异均有统计学意义（均 P<0.01），
且各时间点显著高于假手术组（P<0.01）；EPO 组 
CK 浓度显著低于同时间点窒息组（P<0.01），但
仍高于假手术组（P<0.01）。见表 1。
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2.3　各组新生鼠血清 LDH 浓度变化

假 手 术 组 各 时 间 点 LDH 浓 度 无 明 显 变 化
（P>0.05）； 窒 息 组 LDH 浓 度 逐 渐 增 加， 组
内各时间点两两比较差异均有统计学意义（均

P<0.01），且各时间点显著高于假手术组（P<0.01）；
EPO 组 LDH 浓 度 显 著 低 于 同 时 间 点 窒 息 组

（P<0.01），但仍高于假手术组（P<0.01）。见表 2。

表 1　新生鼠血清 CK 浓度比较　（x±s, U/L）

组别 例数 2 h 6 h 12 h 24 h 48 h F 值 P 值

假手术组 8 677±39 676±35 676±33 680±38 671±35 0.059 0.993
窒息组 8 1071±32a 1372±32a,c 1778±32a,d 2072±26a,e 2274±30a,f 2100.213 <0.001
EPO 组 8 818±34a,b 1076±31a,b,c 1375±32a,b,d 1585±37a,b,e 1814±39a,b,f 1042.510 <0.001

F 值 258.630 917.131 2419.558 3448.493 4436.010
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

a：与假手术组相比，P<0.01；b：与窒息组相比，P<0.01；c：与 2 h 组相比，P<0.01；d：与 6 h 组相比，P<0.01；e：与 12 h 组相比，
P<0.01；f：与 24 h 组相比，P<0.01

表 2　新生鼠血清 LDH 浓度比较　（x±s, U/L）

组别 例数 2 h 6 h 12 h 24 h 48 h F 值 P 值

假手术组 8 532±42 532±38 524±45 530±42 522±41 0.103 0.981
窒息组 8 868±36a 1084±29a,c 1374±38a,d 1559±34a,e 1871±37a,f 1022.100 <0.001
EPO 组 8 689±37a,b 887±34a,b,c 1036±25a,b,d 1203±29a,b,e 1394±54a,b,f 428.365 <0.001

F 值 154.092 539.285 1075.618 1766.302 1878.162
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

a：与假手术组相比，P<0.01；b：与窒息组相比，P<0.01；c：与 2 h 组相比，P<0.01；d：与 6 h 组相比，P<0.01；e：与 12 h 组相比，
P<0.01；f：与 24 h 组相比，P<0.01

2.4　心肌组织病理学检查

假手术组新生鼠心肌细胞排列整齐而紧密，
染色清晰，结构完整，细胞核致密清晰可见，呈
圆形或卵圆形，显蓝色。窒息组心肌细胞排列紊

乱，细胞核不规则，呈浓缩状，心肌间质充血水肿，
有炎性细胞浸润。EPO 组心肌细胞排列紊乱、间
质充血水肿及炎性细胞浸润均比窒息组减轻。见
图 1。

假手术组                                                  窒息组                                                    EPO 组

图 1　各组新生鼠心肌组织病理改变（苏木精－伊红染色，×200）　假手术组新生鼠心肌细胞排列整齐而紧密，染

色清晰，结构完整，细胞核致密清晰可见；窒息组心肌细胞排列紊乱，间质充血水肿，有明显炎性细胞浸润，以嗜中性粒细

胞为主，显示较典型心肌损伤改变；EPO 组上述改变较窒息组减轻。

2.5　新生鼠心肌细胞凋亡的表达变化

2.5.1　心肌细胞凋亡定性分析　　假手术组仅见
少量生理性凋亡细胞荧光显色；窒息组凋亡细胞
明显增多；EPO 组凋亡细胞较窒息组减少，但仍
多于假手术组。见图 2。
2.5.2　心肌细胞凋亡定量分析　　假手术组各时

间点 AI 值无明显变化（P>0.05）；窒息组 AI 值逐
渐增加，组内各时间点两两比较差异均有统计学
意义（均 P<0.01），且各时间点显著高于假手术
组（P<0.01）；EPO 组 AI 值显著低于同时间点窒
息组（P<0.01），但仍高于假手术组（P<0.01）。
见表 3、图 3。
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2.6　新生鼠心肌组织 GRP78 的表达变化

假手术组各时间点 GRP78 表达无明显变化
（P>0.05）；与假手术组比较，窒息组、EPO 组
各时间点 GRP78 蛋白表达均显著升高（P<0.01），

2 h 开始升高，12 h 达高峰，48 h 仍高于假手术组；
与窒息组比较，EPO 组各时间点 GRP78 蛋白表达
均显著下降（P<0.01）。见表 4、图 4。

假手术组                                              窒息组                                             EPO 组

假手术组                                              窒息组                                              EPO 组

图 2　各组新生鼠心肌细胞凋亡荧光显色（TUNEL 法，×200）   假手术组仅见少量凋亡细胞；窒息组可见大量凋

亡细胞；EPO 组凋亡细胞较窒息组减少，但仍多于假手术组。荧光显微镜下观察到凋亡心肌细胞显绿色荧光。

图 3　各组新生鼠心肌细胞凋亡 DAB 显色（TUNEL 法，×400）　假手术组可见少许凋亡细胞，窒息组凋亡细胞较

假手术组明显增多，EPO 组凋亡细胞较窒息组减少，但仍多于假手术组。图中凋亡细胞呈棕色（箭头所示）。

表３　各组各时间点心肌 AI 值的比较　（x±s, ％）

组别 例数 2 h 6 h 12 h 24 h 48 h F 值 P 值

假手术组 8 5.0±0.7 4.7±0.6 5.2±0.7 4.7±0.5 4.7±0.6 0.987 0.427
窒息组 8 12.8±0.6a 16.0±0.3a,c 20.2±0.5a,d 24.8±0.5a,e 28.1±0.5a,f 1252.380 <0.001
EPO 组 8 9.1±0.4a,b 11.2±0.4a,b,c 13.8±0.5a,b,d 17.1±0.4b,e 19.4±0.7a,b,f 605.869 <0.001

F 值 377.979 1207.465 1340.109 3736.138 3104.148
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

a：与假手术组相比，P<0.01；b：与窒息组相比，P<0.01； c：与 2 h 组相比，P<0.01；d：与 6 h 组相比，P<0.01；e：与 12 h 组相比，
P<0.01；f：与 24 h 组相比，P<0.01

表 4　各组各时间点心肌组织 GRP78 蛋白 IOD 值的比较　（x±s, ×103）

组别 例数 2 h 6 h 12 h 24 h 48 h F 值 P 值

假手术组 8 4.3±1.2 4.5±1.3 4.8±1.3 4.3±1.4 4.8±1.6 0.338 0.851
窒息组 8 38.8±2.5a 70.4±2.1a,c 107.5±1.4a,d 81.4±2.0a,e 61.8±2.8a,f 1063.975 <0.001
EPO 组 8 25.8±1.5a,b 30.6±4.3a,b,c 45.9±1.7a,b,d 41.0±1.6a,b,e 37.2±1.7a,b,f 89.214 <0.001

F 值 733.198 1080.172 10098.117 4359.950 1501.077
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

a：与假手术组相比，P<0.01；b：与窒息组相比，P<0.01； c：与 2 h 组相比，P<0.01；d：与 6 h 组相比，P<0.01；e：与 12 h 组相比，
P<0.01；f：与 24 h 组相比，P<0.01
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2.7　新生鼠心肌组织 CHOP 的表达变化

假手术组各时间点 CHOP 表达无明显变化
（P>0.05）。与假手术组比较，窒息组、EPO 组
各时间点 CHOP 蛋白表达均显著升高（P<0.01），
2 h 开始升高，24 h 达高峰，48 h 仍高于假手术组。

与窒息组比较，EPO 组各时间点 CHOP 蛋白表达
均显著下降（P<0.01）。见表 5、图 5。
2.8　心肌组织 CHOP 表达与 AI 的相关性分析

窒息 24 h 心肌组织 CHOP 表达与 AI 呈正相
关（r=0.942，P<0.01）。见图 6。

假手术组                                            窒息组                                                EPO 组

图 4　各组新生鼠心肌组织 GRP78 蛋白表达（免疫组化，×400）　假手术组未见明显棕黄色产物，窒息组胞浆

或胞核大量表达棕黄色产物，EPO 组免疫反应阳性产物较窒息组明显减少。GRP78 蛋白免疫反应阳性产物呈棕黄色（箭头所示），

主要表达在胞浆或胞核。

表 5　各组各时间点心肌组织 CHOP 蛋白 IOD 值的比较　（x±s, ×103）

组别 例数 2 h 6 h 12 h 24 h 48 h F 值 P 值

假手术组 8 5.5±1.2 6.3±1.3 4.9±1.6 5.9±0.9 5.4±1.3 1.410 0.251

窒息组 8 56.1±1.4a 82.4±1.4a,c 105.7±1.2a,d 126.4±1.5a,e 92.5±1.1a,f 3136.426 <0.001

EPO 组 8 27.4±1.3a,b 42.8±1.4a,b,c 57.3±1.4a,b,d 66.0±3.7a,b,e 52.8±1.2a,b,f 415.987 <0.001

F 值 2912.268 5794.125 10663.627 5205.761 10569.204

P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

a：与假手术组相比，P<0.01；b：与窒息组相比，P<0.01； c：与 2 h 组相比，P<0.01；d：与 6 h 组相比，P<0.01；e：与 12 h 组相比，
P<0.01；f：与 24 h 组相比，P<0.01

假手术组                                             窒息组                                               EPO 组

图 5　各组新生鼠心肌组织 CHOP 蛋白表达（免疫组化，×400）　假手术组未见明显棕黄色产物，窒息组胞浆或

胞核大量表达棕黄色产物，EPO 组免疫反应阳性产物较窒息组明显减少。CHOP 蛋白免疫反应阳性产物呈棕黄色（箭头所示），

主要表达在胞浆或胞核。
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调节红细胞生成，增加组织氧供以外，还可通过
抗凋亡、抗炎、抗氧化、促进新生血管生成等作
用保护心脏 [9]。目前认为 EPO 组织细胞保护作用
机制可能与多种信号通路（如：JAK2、STAT3、
PI3K/Akt、MAPK、PKC 等）的活化有关 [10-11]。本
研究结果显示，EPO 治疗组较窒息组血清心肌酶
下降，心肌病理损伤减轻，心肌细胞凋亡减少，
同一时间点 GRP78 及 CHOP 表达下调，表明 EPO
对窒息新生鼠缺氧缺血性心肌损伤有保护作用，
其机制可能与抑制核转录因子 CHOP 的过表达从
而抑制内质网应激引起的心肌细胞凋亡有关。而
EPO 是否通过抑制 ERS 的其他下游凋亡信号通路
核转录因子（如 caspase-12 和 JNK）发挥细胞保护
作用，仍需进一步研究证实。
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3　讨论

近年来研究表明，缺氧导致细胞损害的主要
方式是通过诱导细胞凋亡，即心肌细胞凋亡是缺
氧条件下心肌细胞损伤的主要形式之一 [2]。本实验
证实新生鼠常压模型制备成功，窒息后心肌细胞
凋亡增加，明确新生鼠缺氧缺血性心肌损伤过程
中存在心肌细胞凋亡。

死亡受体活化（外源性）和线粒体损伤（内
源性）途径是细胞内两条经典的凋亡途径，近年来
研究显示内质网通路是一条新的细胞凋亡途径 [3]。
该途径的核心内容是内质网应激，其标志性蛋白为
GRP78，又名免疫球蛋白重链结合蛋白（Bip），
GRP78/Bip 的功能很多，作为一种内质网驻留蛋白，
参与蛋白质的折叠和转运，它也是内质网上的一种
应激蛋白，在低糖、低氧、低 Ca2+ 等应激状态下
大量表达以维持内质网的稳定，保护细胞 [4]。因此
GRP78 在应激条件下对细胞起保护作用。本研究
结果显示，新生鼠窒息后心肌组织 GRP78 表达增
加，从而明确新生鼠缺氧缺血性心肌损伤过程中存
在 ERS 的激活，而 GRP78 表达增加于 12 h 达高峰，
之后开始下降，但 48 h 时仍高于假手术组。

若应激时间延长、程度加重，错误折叠或未
折叠蛋白大量积累，内质网未能将其及时清除，则
通过激活下游凋亡信号分子 caspase-12、GADD153/
CHOP、ASK1/JNK 启动 ERS 相关的凋亡信号通路，
诱导细胞凋亡 [5]。本实验显示，窒息后 CHOP 蛋
白表达增加，于 24 h 达高峰，48 h 仍高于假手术
组，与心肌细胞 AI 值呈正相关，明确 ERS 引起的
CHOP 凋亡信号通路介导心肌细胞凋亡。

EPO 及其受体（EPOR）广泛分布于人类多种
组织和器官，是一个重要细胞保护剂，具有潜在
的多组织细胞保护作用 [6]，尤其是对神经系统和
心血管系统的保护作用研究较多 [7-8]。EPO 除通过

图 6　窒息 24 h 心肌组织 CHOP 蛋白表达与 AI 相
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