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"摘要#
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目的
!

探讨重组人促红细胞生成素"

L;.?=7

$对大鼠急性脑损伤后脑细胞凋亡的保护作用及对
<:A.$

&

<:@3A

表

达的影响%方法
!

)%

只大鼠分为对照组"

(i$/

$'急性脑损伤组"

(i11

$和
L;.?=7

处理组"

(i1%

$!急性脑损伤组用改良
VEE,E

O

`

+

自由落体打击器制作急性脑损伤模型!

L;.?=7

处理组采用同样的方法制作脑外伤模型
$28#,

后腹腔注射
L;.?=7

!所有动物在

实验完成
0/;

后断头取脑%应用
6A.=Q6

'

PE+DEL,G9"D

检测
<:A.$

'

<:@3A86Y@

及蛋白表达%结果
!

急性脑损伤
0/;

后!

大鼠缺血区
<:A.$

和
<:@3A86Y@

及蛋白表达较对照组均显著降低"均
!

$

%&%$

$!而
L;.?=7

处理组
<:A.$

和
<:@3A

的

86Y@

及蛋白表达较急性脑损伤组均显著增加"均
!

$

%&%$

$%结论
!

?=7

可显著减轻大鼠急性脑损伤!其机制可能与
<:A.$

&

<:@3A

表达上调有关%
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针对急性脑损伤神经保护的研究虽然很多#但是目前尚没

有一种理想的药物应用于临床#因此#寻找新型高效的脑保护

药物以防治急性脑损伤是临床上亟待解决的难题)近年研究

发现#重组人促红细胞生成素$

LEB"8G#,J,D;C8J,EL
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ED#,
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L;.?=7

&不仅对肾脏具有保护作用'

$.'

(

#对心脏'

0.-

(和中枢

神经系统同样具有良好的保护作用#是对预防和治疗急性脑损

伤具有很好的临床应用前景'

/.(

(

)研究表明
L;.?=7

可降低缺

血缺氧导致的细胞外谷氨酸浓度升高*降低谷氨酸诱导的神经

细胞死亡*减轻中枢神经系统$

QY3

&的缺血再灌注损伤#在基

础与临床研究中均表现出对脑缺血再灌注的保护作用'

$%

(

)但

L;.?=7

并非通过增加红细胞容积来发挥神经保护作用'

$$

(

#目

前其作用机制#尤其是细胞内信号机制还不明确#为临床的进

一步应用带来困难#成为一个亟待解决的涉及基础理论的临床

问题)

本实验拟在大鼠急性脑损伤模型的基础上#以谷氨酸转运

体
<:A.$

和
<:@3A

信号通路为切入点#研究
L;.?=7

对急性

脑损伤的保护作用及对
<:A.$

和
<:@3A

表达的影响#以阐

明
<:A.$

和
<:@3A

信号通路在
L;.?=7

诱导急性脑损伤保

护机制中的作用#为探讨急性脑损伤保护提供新的手段和理论

依据)

A

!

材料与方法

A&A

!

主 要 药 品 和 试 剂
!

L;.?=7

注 射 液 $国 药 准 字 号

31%%$%%%$

#

$%%%%

国际单位"支&由沈阳三生制药股份有限公

司生产)大鼠
<:A.$

*

<:@3A?:S3@

试剂盒购自上海酶联生

物科技有限公司)

W#".6J!

蛋白定量试剂盒*荧光染料
35W6

<LEE,

$

购自上海宝曼生物科技有限公司)

A&B

!

实验分组
!

)%

只
3T

大鼠$

'%%

%

'2%

K

#雌雄不限#由第

四军医大学动物实验中心提供&分为
'

组!对照组$

(i$/

&*急

性脑损伤组$

(i11

&和
L;.?=7

处理组$

(i1%

&#急性脑损伤组

和
?=7

处理组用自由落体打击器制作脑外伤模型#

L;.?=7

处

理组在制作脑损伤模型
$28#,

后经腹腔注射
L;.?=7'%%%

d

"

X

K

)各组大鼠实验完成
0/;

后#

']

戊巴比妥$

$%8

K

"

X

K

&

过量麻醉#立即断头取脑)

A&C

!

急性脑损伤模型的制备'

$1

(

!

采用改良
VEE,E

O

+̀

自由落

体打击器制作急性脑损伤模型)将大鼠提前
'!

单独喂养#术

前禁食
/;

)实验时用
$%]

水合氯醛以
'2%8

K

"

X

K

体质量腹
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腔注射进行麻醉#俯卧位固定于脑立体定向仪$江湾
$

型&上)

消毒皮肤#正中切开#剥离骨膜#暴露右顶骨#用牙科钻在冠状

缝后
$&288

#中线旁
1&288

处钻一直径
2&%88

骨窗#保持

硬膜完整)将撞杆置于硬膜上#用
1%

K

砝码于
'%B8

高处沿

外周导管坠落#撞击撞杆从而撞击硬膜#致右顶叶轻度脑挫裂

伤#致伤冲击力大小为
)%%

K

"

B8

)打击后切口内滴注
0^$%

0

d

硫酸庆大霉素
0

%

2

滴#骨蜡封闭骨窗#缝合头皮)对照组仅

开颅窗后用骨蜡封闭#不施加打击)

A&D

!

6A.=Q6

!

检测
<:A.$

和
<:@3A86Y@

表达量变化

提取各组组织匀浆总
6Y@

#行反转录获得
BTY@

模板)引物

设计采用
=L#8EL?R

H

LE++

$

@WS

公司#美国&#在
=L#+8-2%%LE.

J9D#8E.=Q6

仪$

@WS

公司#美国&上进行反应扩增)设计

<:A.$

引物序列!上游
2̀.Q@< @<< <@Q @@Q @<Q @@A
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#下游
2̀.QQ<A<A@@@QQ@@@<QQA@.'̀

#扩增片

段长度为
1((G

H

)退火温度为
2$[

#

'1

次循环)用
'

.JBD#,

作

为内参照#采用荧光染料
35W6<LEE,

$

进行标记#用
@WS

=L#+8-2%%3T3

软件分析
=Q6

反应获得的数据)

A&H

!

PE+DEL,G9"D

检测
<:A.$

和
<:@3A

蛋白量的变化
!

将

收集的组织匀浆用含蛋白酶抑制剂的
6S=@

缓冲液裂解#然后

用
W#".6J!

蛋白定量试剂盒$

W#".6J!

公司#美国&进行蛋白定

量)取
1%

"

K

处理好的蛋白样品行十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰

胺凝胶电泳 $

3T3.=@<?

&分析#然后转移至聚偏氟乙烯

$

=ZTV

&膜#

2]

脱脂奶粉室温封闭
$;

#将
=ZTV

膜与第一抗

体$

$_$%%%

&

0[

孵育过夜%

=W3A

缓冲液洗膜
'

次#每次
$%

8#,

#加入第二抗体室温孵育
$;

#再次洗膜
'

次#每次
$%8#,

)

使用化学发光法显影检测目的蛋白的条带变化#并以
'

.JBD#,

作为对照)

A&I

!

统计学处理
!

采用
3=33$2&%

软件进行统计和数据分

析#计量资料以
I>>

表示#组间比较采用方差分析$

@Y7Z@

&

处理#组内比较采用
7

检验#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

大鼠脑损伤区
<:A.$

和
<:@3A86Y@

表达量以相对端

粒酶活性表示#与对照组比较#急性脑损伤后
0/;

#急性脑损伤

组脑损伤区
<:A.$

和
<:@3A86Y@

表达较对照组均显著降

低$

!

$

%&%$

&%与急性脑损伤组比较#

L;.?=7

处理组
<:A.$

和

<:@3A86Y@

表达均显著增加$

!

$

%&%$

&)见图
$

)

与对照组比较#急性脑损伤后
0/;

#急性脑损伤组脑损伤

区
<:A.$

和
<:@3A

蛋白表达均显著降低$

!

$

%&%$

&%与急性

脑损伤组比较#

L;.?=7

处理组
<:A.$

和
<:@3A

蛋白表达均

显著增加$

!

$

%&%$

&)见图
1

)
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!

!

$
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#与对照组比较%

G

!
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$
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图
$
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和
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表达变化%
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&
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J
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$
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#与对照组比较%

G

!
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$

%&%$

#与急性脑损伤组比较)

图
1
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PE+DEL,G9"D

检测各组
<:A.$

和
<:@3A

蛋白

表达变化%

(i$%

&

C

!

讨
!!

论

一般认为#

?=7

作为一种促红细胞生长因子#可促进造血

干细胞的增殖与分化)近年来许多研究均表明
?=7

除了增加

红细胞容积之外#对重要器官如肾脏*心脏和神经系统的缺血

缺氧性损伤具有明确的保护作用)此前对于
?=7

是否能透过

血脑屏障的问题也曾有过争议#有学者提出#

?=7

是一种分子

量巨大的糖蛋白#静脉注射不能透过血脑屏障到达脑部#但

WL#,E+

等'

$'

(研究表明#

?=7

是一种能被选择性转运的大分子

物质#在缺乏神经损伤时#

?=7

可以由血液循环透过血脑屏障

进入脑实质)将
L;.?=7

进行生物素标记后发现#静脉注射
2

;

后可在动物血脑屏障微血管周围观察到生物素标记的
L;.

?=7

并且进入了脑实质#说明
L;.?=7

是可以透过血脑屏障

的)另外#血脑屏障受损也可使
L;.?=7

加速通过血脑屏障)

大量动物和临床实验证实#缺血缺氧时脑内兴奋性神经递

质谷氨酸大量释放#细胞外高谷氨酸浓度与神经损伤密切有

关#这也可能是导致脑细胞损伤的主要原因'

$0

(

)谷氨酸既是

一种神经递质#同时也具有兴奋性神经毒性#细胞外过高的谷

氨酸产生的神经毒性可导致神经细胞死亡)在正常情况下#谷

氨酸储存于突触前的囊泡内#当动作电位到达神经接头时#谷

氨酸被释放到突触间隙#将神经冲动的信号传递到突触后神经

元)通常#释放到突触间隙的谷氨酸主要由星型胶质细胞的谷

氨酸转运体
<:A.$

和
<:@3A

回收到细胞内#在星形胶质细

胞内被转变成谷氨酰胺#然后安全地转运到神经元)过表达

<:A.$

可明显降低缺氧导致的脑损伤'

$2

(

)在多种表达于中枢

神经系统的谷氨酸转运体中#

<:A.$

和
<:@3A

主要表达在星

形胶质细胞#类似于离子通道样作用的
<:A.$

和
<:@3A

回

吸收了
(%]

的递质性谷氨酸#在调节突出间隙兴奋性谷氨酸

浓度中起重要作用)用
<V@=

启动子控制的星形胶质细胞特

异过表达
<:A.$

#在氧糖剥夺实验性脑片中对神经细胞具有

明显保护作用'

$).$-

(

)在病理条件下#如果
<:A.$

和
<:@3A

的转运活性下降或表达下调#可导致胞外谷氨酸浓度升高并引

起兴奋性神经毒性)此时#谷氨酸转运体也可能发生双向转

运#将细胞内的谷氨酸转运到胞外#增加谷氨酸的神经毒

性'

$/

(

)除胶质细胞外#神经元也少量表达
<:A.$

和
<:@3A

#
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转运少量谷氨酸进入细胞)

?=7

对急性脑损伤的保护作用是目前国内外研究的热

点#但目前机制仍不十分清晰'

$(.11

(

)本研究结果表明#急性脑

损伤后
0/;

#大鼠脑损伤区
<:A.$

和
<:@3A

表达显著降低#

而
L;.?=7

处理后
<:A.$

和
<:@3A

较急性脑损伤组显著增

加#说明
<:A.$

"

<:@3A

信号机制在
L;.?=7

对急性脑损伤的

保护作用中发挥重要作用)

综上所述#

L;.?=7

可以有效减轻急性脑损伤#减少损伤区

神经细胞凋亡的数量#具有明确的脑保护作用)但
L;.?=7

的

这种急性脑保护作用并非来源于
L;.?=7

本身的促红细胞生

成活性#可能与上调
<:A.$

和
<:@3A

的转运活性和表达水

平有关)

参考文献

'

$

(

UJDr

*

X"Im3

#

3B;ECEL9E@

#

PJ

K

,ELV

#

EDJ9&QJLGJ8

O

9JDE!

EL

O

D;L"

H

"#ED#,.VQFC+#",

H

L"DE#,J,!LEB"8G#,J,D;C8J,

EL

O

D;L"

H

"#ED#,!CL#,

KH

"LB#,EX#!,E

O

#+B;E8#J

"

LE

H

ELFC+#",

#,

*

CL

O

'

a

(

&S,DE,+#IEQJLEUE!

#

1%$'

#

'(

$

'

&!

0(-.2$%&

'

1

(

5J,

K

Q

#

f;J"A

#

:#,U

#

EDJ9&4E9#RW+CLFJBE

H

E

H

D#!EJ!.

8#,#+DELE!JFDEL#,+C9D"F#+B;E8#JLE

H

ELFC+#",#8

H

L"IE!

LE,J9FC,BD#",

#

+DLCBDCLEJ,!J

H

"

H

D"+#+D;L"C

K

;GEDJB"8.

8",LEBE

H

D"L

"

EL

O

D;L"

H

"#ED#,LEBE

H

D"LJ,!=S'X

"

@XD

H

JD;.

MJ

O

#,J8CL#,E8"!E9

'

a

(

&?R

H

W#"9UE!

#

1%$'

#

1'/

$

$

&!

$$$.$$(&

'

'

(

4J,c

#

f;J":

#

:C<

#

EDJ9&S8

H

L"I#,

K

"CDB"8E+"FJBCDE

X#!,E

O

#,

*

CL

O

C+#,

K

8"C+ELE,J9

H

L"

K

E,#D"LBE99+J9",E"L

#,B"8G#,JD#",M#D;EL

O

D;L"

H

"#ED#,"L+CLJ8#,

'

a

(

&3DE8

QE996E+A;EL

#

1%$'

#

0

$

'

&!

-0&

'

0

(

gJ

K

J

O

J5

#

@+JC8#5

#

PJ,

K

PA

#

EDJ9&QCLLE,D

H

EL+

H

EB.

D#IE+",

H

L"DEBD#IEL"9E+"FEL

O

D;L"

H

"#ED#,#,BJL!#"IJ+BC.

9JL+

O

+DE8

!

EL

O

D;L"

H

"#ED#,LEBE

H

D"LJ+J,"IE9D;ELJ

H

ECD#B

DJL

K

ED

'

a

(

&A";"XCa?R

H

UE!

#

1%$1

#

11-

$

1

&!

/'.($&

'

2

(

PJD+",@a

#

<J":

#

3C,:

#

EDJ9&?,;J,BE!

H

LE+ELIJD#","F

D;ELJD;EJLDJFDEL

H

L"9",

K

E!;

OH

"D;EL8#B#+B;E8#JM#D;

EL

O

D;L"

H

"#ED#,.+C

HH

9E8E,DE!QE9+#"L+"9CD#",

'

a

(

&a4EJLD

:C,

K

ALJ,+

H

9J,D

#

1%$'

#

'1

$

)

&!

)''.)0%&

'

)

(

6"CG#99EV

#

U#B;EJC@

#

Q"8GE+3@

#

EDJ9&S,DLJB"L",JL

O

J!8#,#+DLJD#","F!JLGE

H

"ED#,.J9

H

;JJD",+ED"FLE

H

ELFC.

+#",#,JBCDE8

O

"BJL!#J9#,FJLBD#",

!

LE+C9D+"FD;ELJ,!"8.

#bE!S,DLJ.Q".?

H

"USDL#J9

'

a

(

&@LB;QJL!#"IJ+BT#+

#

1%$'

#

$%)

$

'

&!

$'2.$02&

'

-

(

AJ9J,US

#

:JD#,#6&U

O

"BJL!#J9#,FJLBD#",

!

BJL!#"

H

L"DEBD#",G

O

EL

O

D;L"

H

"#ED#,

'

a

(

&UED;"!+U"9W#"9

#

1%$'

#

(/1

!

1)2.'%1&

'

/

( 丁倩#熊利泽
&

促红细胞生成素对中枢神经系统的保护作

用'

a

(

&

医学新知杂志#

1%%2

#

$2

$

1

&!

2'.22&

'

(

(

YJ,!LJgg

#

Q"99#,"U

#

6"

K

Jbb"U

#

EDJ9&=;JL8JB"9"

K

#BJ9

H

LEB",!#D#",#,

K

M#D;EL

O

D;L"

H

"#ED#,JDDE,CJDE+D;E"L

K

J,

#,

*

CL

O

J,!!

O

+FC,BD#",#,!CBE!#,JLJD8"!E9"F;E8"L.

L;J

K

#B+;"BX

'

a

(

&T#+U"!E9UEB;

#

1%$'

#

)

$

'

&!

-%$.-%(&

'

$%

(

<LEMELQ

#

<J8E#L"@

#

f;J,

K

f

#

EDJ9&<9CDJ8JDEF"LMJL!

J,!LEIEL+EDLJ,+

H

"LD

!

VL"8 8"9EBC9JL 8EB;J,#+8 D"

DLJ,+

H

"LDEL.8E!#JDE!LE9EJ+EJFDEL#+B;E8#J

'

a

(

&SdWUW

:#FE

#

1%%/

#

)%

$

(

&!

)%(.)$(&

'

$$

(

AJ,

K

f

#

3C,c

#

3;#o

#

EDJ9&WE,EF#B#J9EFFEBD+"FBJLGJ8

O

.

9JDE!EL

O

D;L"

H

"#ED#,J

K

J#,+D"R

OK

E,.

K

9CB"+E!E

H

L#IJD#",

"

LE

H

ELFC+#",.#,!CBE!J+DL"B

O

DE+ME99#,

K

!

H

L"

H

"+E!8"9EBC.

9JL8EB;J,#+8+"FJBD#",

'

a

(

&YECL"+B#:EDD

#

1%$1

%

2'%

$

$

&!

1'.1/&

'

$1

(高燕#孙骏谟#田志雄#等
&

大鼠自由落体脑外伤模型的制

作'

a

(

&

浙江创伤外科#

1%%0

#

(

$

2

&!

1/'.1/2&

'

$'

(

WL#,E+U

#

<;Ebb#=

#

gEE,J,3

#

EDJ9&?L

O

D;L"

H

"#ED#,BL"+.

+E+D;EG9""!.GLJ#,GJLL#ELD"

H

L"DEBDJ

K

J#,+DER

H

EL#8E,DJ9

GLJ#,#,

*

CL

O

'

a

(

&=L"BYJD9@BJ!3B#d3@

#

1%%%

#

(-

$

$(

&!

$%21).$%2'$&

'

$0

(

:",

K

J?f

#

PE#,+DE#,=6

#

QJL9+",3

#

EDJ9&6EIEL+#G9E8#!.

!9EBELEGLJ9JLDEL

O

"BB9C+#",M#D;"CDBLJ,#EBD"8

O

#,LJD+

'

a

(

&3DL"XE

#

$(/(

#

1%

$

$

&!

/0.($&

'

$2

(

=EL++",U

#

6n,,GqBX:&U#BL"

K

9#J9+E9F.!EFE,BE8E!#JDE!

D;L"C

K

;<:A.$J,!

K

9CDJD;#",E

'

a

(

&@8#,"@B#!+

#

1%$1

#

01

$

$

&!

1%-.1$(&

'

$)

(

4JLIE

O

Wg

#

@#LJIJJLJU

#

4#,b8J,a

#

EDJ9&AJL

K

EDE!".

IEL.ER

H

LE++#","F

K

9CDJ8JDEDLJ,+

H

"LDEL$

$

<:A.$

&

LE.

!CBE+#+B;E8#BGLJ#,#,

*

CL

O

#,JLJD8"!E9"F+DL"XE

'

a

(

&

=:"37,E

#

1%$$

#

)

$

/

&!

E11$'2&

'

$-

(

PE99ELU:

#

3D",ESU

#

<"++@

#

EDJ9&3E9EBD#IE"IELER

H

LE+.

+#","FERB#DJD"L

O

J8#,"JB#!DLJ,+

H

"LDEL1

$

?@@A1

&

#,

J+DL"B

O

DE+E,;J,BE+,ECL"

H

L"DEBD#",FL"8 8"!ELJDEGCD

,"D+EIELE;

OH

"R#J.#+B;E8#J

'

a

(

&YECL"+B#E,BE

#

1%%/

#

$22

$

0

&!

$1%0.$1$$&

'

$/

(曾雯#屈艺#毛萌
&

脑缺血缺氧对谷氨酸转运体的影响

'

a

(

&

生物医学工程学杂志#

1%$%

#

%$

$

$

&!

1%1.1%2&

'

$(

(

AJ,

K

f4

#

3C,cQ

#

3;#o4

#

EDJ9&WE,EF#B#J9EFFEBD+"FBJL.

GJ8

O

9JDE!EL

O

D;L"

H

"#ED#,J

K

J#,+D"R

OK

E,.

K

9CB"+E!E

H

L#IJ.

D#",

"

LE

H

ELFC+#",.#,!CBE! J+DL"B

O

DE +ME99#,

K

!

=L"

H

"+E!

8"9EBC9JL8EB;J,#+8+"FJBD#",

'

a

(

&YECL"+B#:EDD

#

1%$1

#

2'%

$

$

&!

1'.1/&

'

1%

(

WE,!ELL"<V

#

:JUJ,,JaQ&g#!,E

O

?=7ER

H

LE++#",!CL.

#,

K

B;L",#B;

OH

"R#J#,J

K

E!8#BE

'

a

(

&@!I?R

H

UE!W#"9

#

1%$'

#

-)2

!

(.$0&

'

1$

(

@L!J9J,U6

#

?+DJX;L#6

#

4J

*

#

H

"CLW@

#

EDJ9&?L

O

D;L"

H

"#.

ED#,J8E9#"LJDE+"R#!JD#IE+DLE++J,!D#++CE#,

*

CL

O

F"99"M.

#,

K

LE,J9#+B;E8#J

"

LE

H

ELFC+#",#,LJDX#!,E

O

J,!9C,

K

'

a

(

&

UE!=L#,B=LJBD

#

1%$'

#

11

$

$

&!

-%.-0&

'

11

(

aC,a4

#

3;#,?a

#

g#8a4

#

EDJ9&?L

O

D;L"

H

"#ED#,

H

LEIE,D+

4

OH

"R#J.S,!CBE!<@A@.0CG#

N

C#D#,JD#",I#J

H

;"+

H

;"L

O

9.

JD#","F+EL#,E$%2"F<@A@.0

'

a

(

&W#"9=;JL8 WC99

#

1%$'

#

')

$

-

&!

$$1).$$''&

$收稿日期!

1%$0.$1.1/

!

修回日期!

1%$2.%1.%)

&

)-01

重庆医学
1%$2

年
)

月第
00

卷第
$/

期


