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重组人促红细胞生成素对大鼠颅脑损伤后 

Sul""5urvlvln~+达的影响 }=r、J影uI口J 

雷 鹏 彭龙锋 张兴超 

【摘要】目的 观察重组人促红细胞生成素r—HuEPO)对大鼠颅脑损伤后伤侧脑组织核因子一KB(NF—KB)和Survivin表达的 

影响，探讨其脑保护机制。方法 选取 78只健康雄性 Wistar大鼠，随机分为假手术组(6只)、颅脑损伤对照组(36只)及 r—HuEPO 

治疗组(36只)。采用 自由落体法建立大鼠颅脑损伤模型，应用 Epics XL流式细胞仪检测细胞凋亡情况 ，并应用免疫组织化学 SP 

法检测 Survivin和 NF—KB表达的变化。结果 与假手术组相比，颅脑损伤对照组的细胞凋亡率及 Survivin、NF—KB的表达水平明 

显升高(P<0．01)；与颅脑损伤对照组相比，r—HuEPO治疗组除在伤后 6 h和 7 d外，其它各时相点的细胞凋亡率均明显降低(P< 

0．05)，且在伤后 1、2、3、5d的Survivin表达及伤后各时间点的 NF—KB表达均较明显升高(P<0．05)。结论 r—HuEPO可促进 NF—KB 

及抗凋亡 因子 Survivin的表达而减少颅脑损伤 后的细胞凋亡 ，发挥 脑保护作用 。 
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一  【Abstract】 Objective To explore the effect of recombinant human erythropoietin (r-HuEpo1 on the expression of survivin after 

traumatic brain injury (rBI1 in rats and the mechanisms of neuro—protection by r—HuEPO．Methods Seventy—eight adult Wistar rats 

were randomly divided into sham operation group(n=6)，TBI group(n=36)and r—HuEPO group(n=36)．The experimental TBI model 

was established by Feeney S method． e injured cerebral cortexes tissues were obtained J day after sham operation in sham operation 

group and 6 hours an d 1，2，3，5 and 7 days after the TBI in TBI and卜HuEPO groups for determining apoptosis of cells by Epics XL 

Flow C~ometer and the expressions of surviving and NF—KB proteins by immunochemical method ． Results Compared to the sham 

operation
． group，the number of apoptotic cells and survivin，NF-KB immunopositive cells were significantly increased in the injuried 

brain 3， 5 and 7 days after TBI (P<0．0U． R-HuEPO significantly increased the expression of survivin and NF—KB <0．05)， and 

decreased significantly the apoptotic rates of cells compared to TBI group(P<0．051．Conclusion The expression of NF—KB increased by 

卜HuEP0 might be one of the mechanisms in regulating survivin level
， inhibiting neuronal apoptosis in the injury codex． 

【Key WordsJ Recomb inant human erythropoietin(r-HuEPO)；Brain i~ury；Survivin；NF-KB：Apoptosis 

Survivin是近来新发现的一种凋亡抑制基因。在 

正常成人组织中不表达，而在颅脑损伤后高表达【IJ。 

重组人促红细胞生成素(recombinant human erythro— 

poietin，r-HuEPO)在颅脑损伤后具有神经保护作用。 

但其机制尚不清楚回。本研究观察 r—HuEPO对损伤 

后伤侧脑组织核因子一KB (nuclear factor kappa B． 

NF—KB)、Survivin的表达以及对细胞凋亡 的影响 ．以 

探讨其发挥神经保护作用的可能机制。 

1材料与方法 

1．1 主要仪 器和试剂 Epics XL流式细胞仪 (美 国 

Becman—Coulter公司)，BI一2000图像分析系统(成都 

泰盟科技有限公司)，r—HuEPO (北京四环生物制药 

有限公司，批号 $20020045)，NF—KB P65单克隆抗 

体(鼠抗)、Survivin多克隆抗体(兔抗 )为 Santa Cruz 

公司产品，SP试剂盒(抗鼠和抗兔 IgG)和 DAB试剂 

盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司 

1．2 实验动物及分组 选取由甘肃省中医学院动物 

实验中心提供 ，动物质量合格证号为 SCXK f甘1 

基金项 目：全军十一五医学基金资助(06G032) 

作者单位：兰州军区兰州总医院神经外科(it肃兰州．730050) 
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2004—007的 78只健康雄性 Wistar大鼠，SPF级，体 

重 (260~20)g，随机 分为假手术组 (6只)、颅脑损伤 

对 照组 (36只)及颅脑 损伤 后 r—HuEPO治疗组 (36 

只 )。 

1-3动物模型的建立 采用 Feeney法制作颅脑损伤 

模型[3／。实验动物用戊巴比妥钠(60 mg／kg)腹腔注射 

麻醉后。头部固定于立体定向仪上，沿中线切开头 

皮，剥离骨膜，暴露右顶骨，用牙科钻在冠状缝后 1．5 

nlln、中线旁 2．5 mm处钻孔并扩大为一直径 5 mm 

骨窗 ，保持硬膜完整。用 40 g砝码于 25 cm高处沿 

外周导管坠落 ，致右顶叶脑挫裂伤 ，硬膜外置明胶海 

绵止血．骨蜡封闭骨窗，缝合头皮。假手术组除不打 

击外，其它步骤同上。卜HuEPO治疗组于颅脑损伤 

后立即经腹腔注射 卜HuEPO 3 000 IU／kg。假手术组 

在伤后 1 d。其余两组在伤后 6 h及 1、2、3、5、7 d分 

别断头取脑。每时间点各 6只。 

1．4免疫组织化学技术检测Survivin、NF—KB表达 

选取假手术右顶叶相对正常脑组织及其余两组损伤 

灶处具有完整皮层的组织，常规石蜡包埋。冠状面连 

续切片，片厚 10 m。采用免疫组化 SP法检测三组 

大 鼠所取 脑组织在 不 同时 间点 Survivin和 NF—KB 

的表达情况。在光镜下观察Survivin和 NF—KB免疫 

反应的结果。并采用 BI一2000图像分析系统进行图 

像定量分析。Survivin和 NF—KB免疫组化染色标记 

强度用光密度(optical density，OD)值表示，比较各组 

OD值的差异。 

1．5 流式细胞仪检测神经细胞凋亡 取假手术组右 

顶叶相对正常脑组织及其余两组损伤灶处新鲜脑组 

织约 100～150 mg，于 PBS液中匀浆 ，匀浆后 组织 用 

400目筛网过滤，滤液放离心管中。1 000 r／min离心 

5 min，PBS洗两次 ，再加 70％的乙醇固定 ，4℃过夜 。 

次13离心去上清液，PBS洗一次。加 1 nll PI染液f浓 

度为 50 lll，含生理盐水 32．4 nll，PI 2．5 mg，Rnase 

0．5 mg，Triton—X一100 0．25 ml，枸橼酸钠 50 mg，加蒸 

馏水至 50 nl1)，4℃避光条件下染色 30 min。应用 

Epics XL流式细胞仪记录氩离子激发光波长 488 nm 

处红色荧光 ，每个样本计数 10 000个细胞．以细胞 

凋亡的百分率作为检测指标。 

1．6 统计学处理 采用 SPSS10．0统计软件进行分 

析。数据以 互±s表示 。one—way ANOVA进行组间比 

较．用最小显著差法作两两比较 ，P<0．05为有统计学 

意义 

2 结 果 

2．1神经细胞凋亡率的变化 颅脑损伤对照组神经 

细胞凋亡率较假手术组增高，伤后 2 d达高峰，此后 

逐渐下降．但直至伤后 7 d仍显著高于对照组水平 

(P<0．01)。r-HuEPO治疗组除在伤后 6 h和7 d外其 

它各时相点的细胞凋亡率均较颅脑损伤对照组明显 

降低(P<0．05)(见表 1)。 

2．2 Survivin和 NF—KB表达的变化 Survivin和 NF— 

KB阳性染色定 位于胞浆和(或)核膜 ，呈 黄色 (见图 

1。2)。颅脑损伤后 3 d在伤侧脑组织中可见 Survivin 

少量表达。7 d达高峰，与假手术组比较颅脑损伤对 

照组在 3 d、5 d、7 d时 Survivin的表达均明显升高 

(P<0．01)：r—HuEPO治疗组伤后 1 d即见 Survivin的 

高表达，之后随着时间延长，其表达明显增加，5 d时 

达高峰，与颅脑损伤对照组相比，在伤后 1 d、2 d、3 

d、5 d时 Survivin的表达显著升高 (P<0．01)(见图 

3)。NF—KB在伤后 6 h即明显表达，1 d达高峰，后逐 

渐下降，7 d时仍显著高于假手术组 (P<0．01)；卜 

HuEPO治疗组各时间点伤侧脑组织 NF—KB的表达 

较颅脑损伤对照组均明显升高(P<0．05)(见图 4)。 

3 讨 论 

创伤性颅脑损伤是临床常见的致死性疾病之 

一

，其病理生理机制非常复杂，对人类健康危害极大 
[4,51

。 近年来有证据[6／表明，与颅脑损伤有关的细胞凋 

亡促进了继发性脑损害的发展 ，导致病人预后不 良。 

因此，抗神经细胞凋亡成为创伤性颅脑损伤救治的 

重要方面。 

近年来研究17·81证实 ，促红细胞生成素 (erythro． 

poietin，EPO)是中枢神经 系统 内源性细胞因子 ，通过 

神经元和胶质细胞的旁分泌作用，作用于神经元 E． 

附表 各组脑组织神经细胞凋亡率比较( 盐，％) 

注：与假手术组比较， P<O．O1；与颅脑损伤对照组比较，△P<0．05 
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PO受体 ，发挥神经保护和神经营养作用 ，而外源性 

的EPO在颅脑损伤情况下可以透过血一脑屏障对抗 

神经细胞凋亡起到脑保护作用。Yatsiv等[21报道在大 

鼠闭合性颅脑损伤后应用 EPO可 明显减少神经 细 

胞凋亡 和炎性反应 ，促进运动 、认知功能的恢 复。 

Kumral等191研究发现 EPO可 以下调促凋亡基因 bax 

和 DP5的表 达 ．减少 细胞凋亡 ，从而发挥脑保护作 

用。但 EPO是否可以通过上调 Survivin的表达而发 

挥神经保护作用 ，国内外报道甚少。笔者通过本实验 

观察 卜HuEPO对颅脑 损伤后 神经细胞 Survivin和 

NF—KB表达的影响．探讨其作用机制 。为 EPO的临 

床应用提供依据。 

Survivin是凋亡抑制蛋 白家族中的一个新成员 ， 

它是用效应细胞蛋白酶受体一1 cDNA从人类基因组 

库的杂交筛选 中将其分离 出来 的，位于染色体 

17q25，其蛋 白含有 142个 氨基酸 。Survivin在正常 

分化成熟组织 中不表达 ，而在大多数肿瘤组织及颅 

脑损伤组织中存在高表达，并发挥抗凋亡、调节细胞 

周期的作用【lI姗。NF_KB信号转导通路是参与细胞凋 

亡调控的重要信号系统，其上调可促进脑内大量抗 

细胞凋亡因子的表达，且参与颅脑损伤后编码炎性 

分子基因的转录【ll】。 

本实验 发现 r—HuEPO治疗 组 Survivin的表达 

在颅脑损伤后早期就出现，且其表达峰值时间早于 

颅脑损伤对照组 ．与颅脑损伤对照组相 比．在伤后 1 

d、2 d、3 d、5 d时，Survivin的表达水平显著升高(P< 

0．01)，且细胞凋亡率明显降低(P<O．05)。卜HuEPO 

治疗组各时间点伤侧脑组织 NF—KB的表达较颅脑 

损伤对照组 均明显 升高(P<O．01)，且持续高水平表 

达，这说明卜HuEPO与其受体结合后可引起 NF—KB 

磷酸化，使 NF—KB活化并向核内易位，增加抗凋亡 

因子 Survivin的合成和分泌，从而阻断细胞凋亡的 

过程，发挥脑保护作用。但 NF—KB活化又能促使许 

多促炎因子的基因表达，促进颅脑损伤后炎症反应 

进程 ，从而加重了颅脑损伤后的继发性脑损害【l21。尽 

管如此，r-HuEPO对于颅脑损伤仍有治疗作用，但如 

何应用 卜HuEPO来调节 NF—KB活性 的动态平衡 ， 

使其尽可能发挥对颅脑损伤有利的作用，仍需进· 

步研究 
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