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宫内窘迫大鼠脑组织促红细胞
生成素及其受体的表达

张志敏　田兆方　李玉红　赵赛

（南京医科大学附属淮安第一医院新生儿科，江苏 淮安　２２３３００）

　　［摘　要］　目的　观察促红细胞生成素（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＥＰＯ）及其受体（ＥＰＯＲ）在宫内窘迫大鼠生后脑组织
的动态表达规律，并探讨其意义。方法　采用结扎足月妊娠待产时母鼠双侧子宫动脉１０ｍｉｎ后行剖宫产制作
新生大鼠宫内窘迫的模型作为实验组，研究新生大鼠生后不同时间点（０ｈ、２ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ、３ｄ和７ｄ）
脑组织ＥＰＯ及ＥＰＯＲ的动态表达情况，并同时检测血清 ＥＰＯ的水平。未结扎双侧子宫动脉的剖宫产新生大鼠
作为对照组。结果　与对照组相比，实验组ＥＰＯ蛋白和ｍＲＮＡ的表达在２ｈ、６ｈ、１２ｈ等３个时间点明显增强（均
Ｐ＜０．０５）；ＥＰＯＲ蛋白和ｍＲＮＡ的表达在２ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ、３ｄ等６个时间点均明显增加（均Ｐ＜０．０５）。实
验组血清ＥＰＯ水平在生后２ｈ高于对照组，差异有统计学意义（ｔ＝２．５２，Ｐ＝０．０２）。结论　宫内窘迫新生大鼠生
后脑组织ＥＰＯ和ＥＰＯＲ在短期内迅速增加，而且ＥＰＯＲ高表达持续时间较ＥＰＯ长。这一发现为外源性 ＥＰＯ治疗
胎儿宫内窘迫致新生儿脑损伤提供了有力依据。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（１１）：９１２－９１６］
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　　促红细胞生成素（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＥＰＯ）是临床
上常用的造血生长因子，其生物作用主要是通过相

应靶细胞膜表面 受 体 （ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＥＰＯＲ）介导的［１］。近年来其对新生动物缺氧缺血

性脑损伤的保护作用已得到众多研究的证实［２４］，但

对于新生动物缺氧缺血性脑损伤后脑组织 ＥＰＯ及
ＥＰＯＲ表达变化规律仍研究较少。本研究采用结扎
足月妊娠待产母鼠双侧子宫动脉方法制作新生大鼠
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宫内窘迫的模型，以模拟新生儿窒息的临床过程，通

过观察宫内窘迫大鼠生后脑组织 ＥＰＯ及 ＥＰＯＲ表
达变化规律，并与血清 ＥＰＯ水平相比较，从而探讨
ＥＰＯ及ＥＰＯＲ在预测宫内窘迫致脑损伤中的价值及
外源性ＥＰＯ治疗新生动物缺氧缺血性脑损伤的最
佳时间窗。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
Ｔｒｉｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＲＴＰＣＲ试剂盒

（大连 ＴａＫａＲａ公司）；ＥＬＩＳＡ试剂盒（深圳晶美公
司）；ＣＹ１００数字测氧仪（浙江省建德市利达仪器
厂）。所有引物由上海生物工程公司合成。

１．２　实验动物分组及模型的制作
取江苏省实验动物中心妊娠足月待产 Ｓｐｒａｇｕｅ

Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，参照文献［５］及本研究组前期的实

验结果，采用结扎双侧子宫动脉，完全阻断血供

１０ｍｉｎ的方法建立围产期缺氧缺血性脑损伤动物模
型，然后行剖宫产术娩出胎鼠，立即清除胎鼠口鼻分

泌物，人工刺激呼吸，吸纯氧，使胎鼠迅速建立自主

呼吸，上述操作过程在环境温度３０～３２℃下进行。
选取成活的新生鼠（实验组），按照随机的原则在出生

后０ｈ、２ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ、３ｄ和７ｄ等时间点各
处死１０只，同时于对应时间点选取相同数量的同期
未结扎双侧子宫动脉的剖腹产新生鼠作为对照组。

１．３　标本取材及检测
１．３．１　标本采集　　在出生后各时间点取对照组
和脑损伤组各１０只断头取脑；采用内眦静脉放血法
留取静脉血后，迅速切取５ｍｍ脑皮质，预冷生理盐
水洗去血迹，从中间切开分为两份，一份迅速称重，

加入多去污剂裂解缓冲液（１００ｍｇ／ｍＬ裂解液）于
裂解器内匀浆，匀浆液高速低温离心（１５０００ｇ，
１５ｍｉｎ）后取上清液，分装，－７０℃保存。另一份保
存在Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，存于－８０℃冰箱，用于ＲＴＰＣＲ
检测。同时在生后３ｄ时各选取８只动物，将全部
脑组织放入１０％多聚甲醛固定液中固定４８ｈ，石蜡
包埋，于大脑皮层、海马、丘脑和小脑层面行水平方

向切片，切片厚度为６μｍ，苏木精伊红（ＨＥ）染色。
１．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脑组织ＥＰＯ和ＥＰＯＲ蛋白
表达　　取前述上清测蛋白浓度，加上样缓冲液并
于沸水中煮沸５ｍｉｎ后以１０％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶
进行电泳分离，然后把胶上的蛋白电转移到醋酸纤

维膜上，５％无脂奶粉封闭，与待测蛋白的特异性抗
体（稀释度均为１∶５００）孵育杂交，４℃过夜洗膜后，

再加辣根过氧化物酶标记的二抗，室温孵育１ｈ，洗
膜后进行显色，曝光于 Ｘ线胶片上，利用图像分析
系统计算目的蛋白条带灰度值与内参灰度值的比

值，以代表目的蛋白的相对表达量。

１．３．３　ＲＴＰＣＲ检测脑组织 ＥＰＯ及 ＥＰＯＲｍＲＮＡ
的表达　　应用Ｔｒｉｚｏｌ试剂常规一步法提取脑组织
总标本总 ｍＲＮＡ。ＥＰＯ引物序列：上游 ５′ＣＴＣＡ
ＧＡＡＧＧＡＡＴＴＧＡＴＧＴＣＧ３′，下游 ５′ＴＣＡＣＧＣＣＡＡＣ
ＣＣＴＣＣＡＣＣＡＣ３′，ＰＣＲ产物长度为 ２２５ｂｐ。ＥＰＯＲ
引物序列：上游５′ＣＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＣＡＴＣＡＴＣＣＡ３′，
下游５′ＡＴＣＣＣＡＡＧＣＣＣＡＧＡＧＡＡＴＧＡ３′，ＰＣＲ产物
长度为 ４８２ｂｐ。ＧＡＰＤＨ引物序列：上游 ５′ＡＴＧ
ＣＡＴＣＣＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣ３′，下游５′ＴＧＧＡＧＡＡＡＣ
ＣＴＧＣＣＡＡＧＴＡＴ３′，ＰＣＲ产物长度为３２０ｂｐ。ＰＣＲ
产物在１．５％ 琼脂糖凝胶上电泳，在凝胶成像系统
中分别计算ＥＰＯｍＲＮＡ、ＥＰＯＲｍＲＮＡ与ＧＡＰＤＨ的
灰度比值，即代表ＥＰＯｍＲＮＡ、ＥＰＯＲｍＲＮＡ值。
１．３．４　病理学检测脑组织情况　　按文献［６］方法

对脑组织进行病理学评分。每个动物的脑组织分别

切取４张切片，每张切片观察不重叠的１０个视野，
分别记录病理学评分的值，４张切片的平均值即代
表该动物脑组织的病理学评分。

１．３．５　ＥＬＩＳＡ法检测血清 ＥＰＯ浓度　　血清 ＥＰＯ
浓度的检测采用 ＥＬＩＳＡ法，严格按照试剂盒要求进
行操作。

１．４　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行，计量资料以均

数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用样本均数的ｔ
检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　脑组织病理学检测结果
随着生后存活时间的延长，实验组可见典型的

缺氧缺血性脑损伤改变，大脑皮质的锥体细胞及海

马颗粒细胞层表现为细胞体缩小，变成三角形，胞浆

呈均匀的嗜伊红染色，胞核浓缩深染，结构消失，神

经胶质细胞周围水肿，间隙增大形成多发的水肿灶

及坏死灶，并伴有出血。同时可见小胶质细胞浸润

增多，而对照组无上述变化（图１）。其中７２ｈ时间
点两组间脑损伤病理学评分差异有统计学意义，实

验组高于对照组（２．１６±１．２２ｖｓ０．５６±０．４３；ｔ＝３．９１，
Ｐ＝０．００１）。
２．２　血清ＥＰＯ水平

ＥＬＩＳＡ检测结果显示在２ｈ点实验组血清ＥＰＯ水
·３１９·
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平明显高于对照组，差异有统计学意义（ｔ＝２．５２， Ｐ＝０．０２１），其余时点间差异均无统计学意义。见表１。

表１　两组ＥＰＯ及ＥＰＯｍＲＮＡ的表达情况　（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别
脑ＥＰＯ

对照组 实验组
ｔ值 Ｐ值

脑ＥＰＯｍＲＮＡ
对照组 实验组

ｔ值 Ｐ值
血清ＥＰＯ（ｎｇ／Ｍｌ）
对照组 实验组

ｔ值 Ｐ值

０ｈ ０．０５２±０．０２３ ０．０５１±０．０２１ ０．１０ ０．９２０ ０．１２０±０．０５１ ０．１２３±０．０５３ ０．１３ ０．８９９１．１２±０．３３１．０８±０．３２ ０．２８ ０．７８６
２ｈ ０．０５４±０．０２５ ０．１２３±０．０５３ ３．７２ ０．００２ ０．１２１±０．０５３ ０．１８１±０．０６２ ２．３３ ０．０３２１．０９±０．３２１．５５±０．４８ ２．５２ ０．０２１
６ｈ ０．０５５±０．０１９ ０．１４５±０．０６８ ４．０３ ０．００１ ０．１２８±０．０４９ ０．１９６±０．０７１ ２．４９ ０．０２３１．１２±０．３５１．１１±０．３４ ０．０７ ０．９４９
１２ｈ ０．０５８±０．０２２ ０．０９５±０．０２４ ３．５９ ０．００２ ０．１３５±０．０２５ ０．１７５±０．０５４ ２．１３ ０．０４８１．０８±０．３０１．０５±０．２６ ０．２４ ０．８１４
２４ｈ ０．０６１±０．０２０ ０．０６２±０．０２２ ０．１１ ０．９１７ ０．１３０±０．０５０ ０．１２９±０．０４９ ０．０５ ０．９６５１．２０±０．４０１．２１±０．３８ ０．０６ ０．９５５
４８ｈ ０．０６３±０．０３０ ０．０６５±０．０２８ ０．１５ ０．８７９ ０．１３４±０．０５６ ０．１３１±０．０５５ ０．１２ ０．９０５１．１９±０．４１１．２０±０．４２ ０．０５ ０．９５８
７２ｈ ０．０６５±０．０３１ ０．０６７±０．０２７ ０．１５ ０．８７９ ０．１３９±０．０６２ ０．１４１±０．０６８ ０．０７ ０．９４６１．２４±０．４１１．２２±０．３９ ０．０６ ０．９５６
７ｄ ０．０７２±０．０３５ ０．０７５±０．０３６ ０．１９ ０．８５２ ０．１４９±０．０６５ ０．１５２±０．０７１ ０．１０ ０．９２３１．２７±０．６３１．２５±０．５４ ０．０８ ０．９４０
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　　图１　不同时间点脑组织病理形态（ＨＥ染色，×２００）　对照组（Ｃｏｎ）脑组织形态正常。实验组０ｈ可见部
分神经元肿胀，胞浆空泡化；２ｈ及以后组均可见神经元变形、变性，胞体变窄皱缩、核深染固缩、坏死。实验组小胶质

细胞数目从６ｈ逐渐增多，１２ｈ、２４ｈ达高峰，４８ｈ稍有减少，７２ｈ明显减少，７ｄ可见神经元及小胶质细胞数目减少。

２．３　脑组织ＥＰＯ和ＥＰＯｍＲＮＡ的表达
与对照组相比，实验组在２ｈ、６ｈ及１２ｈ等３

个时间点ＥＰＯ及ＥＰＯｍＲＮＡ水平均显著增加，而其
余５个时间点两组间差异无统计学意义。见表１。
图２～３。
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　　图２　不同时间点脑组织ＥＰＯ表达（ｎ＝１０）　ａ：与同时
间点对照组相比，Ｐ＜０．０５
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　　图３　不同时间点脑组织 ＥＰＯｍＲＮＡ表达（ｎ＝１０）　
ａ：与同时间点对照组相比，Ｐ＜０．０５

２．４　脑组织ＥＰＯＲ和ＥＰＯＲｍＲＮＡ表达
与对照组相比，实验组在２ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、

４８ｈ、７２ｈ等６个时间点 ＥＰＯＲ及 ＥＰＯＲｍＲＮＡ均
显著增加，仅０ｈ及７ｄ时两组间差异无统计学意
义。见表２，图４～５。
２．５　相关性分析

各时间点血清ＥＰＯ与脑组织 ＥＰＯ水平无相关
性。７２ｈ血清ＥＰＯ水平与脑组织损伤评分；脑组织
ＥＰＯ水平与脑组织损伤评分及脑组织ＥＰＯＲ表达量
之间均无明显相关性。

! " # " $ " %& " &' " '( " )# " ) *

!"#

$%#

+,'

%,#

%

-,(

-,$

-,'

-,&

-

.
/
0
1

&
'

2

2

2

2

2

2

　　图４　不同时间点脑组织 ＥＰＯＲ表达（ｎ＝１０）　ａ：与同
时间点对照组相比，Ｐ＜０．０５
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　　图５　不同时间点脑组织ＥＰＯＲｍＲＮＡ表达（ｎ＝１０）　
ａ：与同时间点对照组相比，Ｐ＜０．０５

表２　两组脑组织ＥＰＯＲ及ＥＰＯＲｍＲＮＡ的表达情况　（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别
脑ＥＰＯＲ

对照组 实验组
ｔ值 Ｐ值

脑ＥＰＯＲｍＲＮＡ
对照组 实验组

ｔ值 Ｐ值

０ｈ ０．３５２±０．１０３ ０．３４５±０．１１２ ０．１５ ０．８８６０ ０．１１８±０．０１２ ０．１１９±０．０１１ ０．１９ ０．８４８２
２ｈ ０．３４８±０．１０５ ０．５２７±０．２１３ ２．３８ ０．０２８４ ０．１２１±０．０１５ ０．１５２±０．０２１ ３．８０ ０．００１３
６ｈ ０．３６４±０．１５６ ０．６２７±０．２６５ ２．７０ ０．０１４５ ０．１２３±０．０１９ ０．１８７±０．０２２ ６．９６ ＜０．００１
１２ｈ ０．３６８±０．１７２ ０．９３２±０．３１７ ４．９５ ０．０００１ ０．１３４±０．０２１ ０．２１７±０．０３１ ７．０１ ＜０．００１
２４ｈ ０．３７０±０．１８６ ０．８４５±０．２９８ ４．２８ ０．０００５ ０．１３６±０．０１５ ０．１８９±０．０２９ ５．１３ ０．０００１
４８ｈ ０．３８２±０．１９１ ０．７７８±０．２７９ ３．７０ ０．００１６ ０．１３２±０．０１６ ０．１５７±０．０２４ ２．７４ ０．０１３４
７２ｈ ０．４１２±０．２１１ ０．７５４±０．２６８ ３．１７ ０．００５３ ０．１２１±０．０２５ ０．１５４±０．０１３ ３．７０ ０．００１６
７ｄ ０．５３３±０．２２３ ０．６１２±０．０１４ ０．４７ ０．４６９４ ０．１３２±０．０６０ ０．１４６±０．０１７ ２．０１ ０．０５９６

３　讨论

本组研究采用结扎足月妊娠待产母鼠双侧子宫

动脉方法制作新生大鼠宫内窘迫的模型，并以生后

７２ｈ时间点的脑组织病理评分作为评价指标，结果
发现７２ｈ组脑组织病理呈现典型的缺氧缺血性改
变，脑组织损伤评分较对照组明显增高，证明本组实

验模型取得成功，这与文献的报道相一致［５］。

为了评价宫内缺氧的程度，国内外针对 ＥＰＯ展
开了众多的研究，有报道正常妊娠妇女在妊娠期的

最后几个星期羊水中ＥＰＯ浓度并没有升高［７］；缺血

状态需持续３～４ｈ才能引起血中ＥＰＯ水平升高，考

虑ＥＰＯ水平升高是体内激素合成的结果，而不是体
内储存的ＥＰＯ的快速释放［８］。近足月的鼠胎和羊

胎在中度及重度缺氧的条件下血浆中的ＥＰＯ于２～
３ｈ开始升高［９］；Ｔｅｒａｍｏ等［１０］认为慢性宫内缺氧死

亡的胎儿羊水中ＥＰＯ浓度仍有升高，而严重脐带扭
转或胎盘早剥导致的急性缺氧死亡的胎儿羊水中

ＥＰＯ却未升高，因此利用羊水ＥＰＯ监测可以判断新
生儿死于急性或慢性缺氧。本研究表明宫内窘迫的

新生大鼠血浆中ＥＰＯ水平只在生后短期内升高，而
后迅速恢复至正常水平，这与文献报道的不相一致；

本研究中血清ＥＰＯ水平与脑组织 ＥＰＯ水平无相关
性，脑组织ＥＰＯ与ＥＰＯＲ及脑组织损伤评分等均也
未见明显相关性，具体的原因还有待于进一步探讨。

·５１９·
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正常情况下脑组织有微弱的 ＥＰＯ及其受体的
表达，神经元和胶质细胞可能是脑组织内源性 ＥＰＯ
的来源，它们以旁分泌方式作用于 ＥＰＯＲ，参与调节
神经细胞的活动［１］。ＥＰＯ的生物学效应是通过激
活特异性ＥＰＯＲ并启动相应的信号传导途径来实现
的，主要有ＳＴＡＴ５途径、ＭＡＰＫ途径、磷脂酰肌醇３
激酶（ＰＩ３Ｋ）途径。另外，ＥＰＯ可通过介导内皮细胞
一氧化氮合成酶（ＮＯＳ）的转录和活化，增加 ＮＯ的
生物利用率，并通过 Ｂｃｌ２和 ＢｃｌＸＬ发挥抗凋亡作
用［１１］。ＥＰＯ作为一种新型的多功能神经保护剂，具
有明显的神经营养、神经保护和促进神经生长发育

的作用等［４］。本研究发现宫内窘迫大鼠生后脑组

织ＥＰＯ和ＥＰＯＲ在短期内迅速增加，这可能与脑组
织启动内源性保护机制有关［１２］。而此后二者的表

达呈现不同的规律，ＥＰＯ在 ２４ｈ内恢复至正常水
平，而ＥＰＯＲ的表达在较长时间内（７ｄ）持续维持较
高的水平，这可能是外源性应用ＥＰＯ保护缺氧缺血
性脑损伤的分子学基础［１３１４］。因 ＥＰＯ具有通过血
脑屏障的优势，如腹腔注射 ＥＰＯ，可通过受损的血
脑屏障在６ｈ内到达脑缺血部位［１５］；早期给予大剂

量重组 ＥＰＯ可减少围生儿脑损伤和改善神经发
育［１６］。这些均可能与脑损伤后受体表达水平增加

有关。但近期有研究表明，ＥＰＯ还能通过非 ＥＰＯＲ
途径产生脑保护作用［１７］。

综上所述，本研究发现宫内窘迫新生大鼠生后

脑组织 ＥＰＯ和 ＥＰＯＲ在短期内迅速增加，而且
ＥＰＯＲ持续高表达，这为 ＥＰＯ及其新型衍生物治疗
胎儿宫内窘迫致新生儿脑损伤提供了有力依据。
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