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促红细胞生成素对脑缺血再灌注大鼠脑内ＮＦκＢ表达的影响研究

牟　华

（辽宁医学院，辽宁锦州１２１００１）

　　摘　要：目的　研究促红细胞生成素（ＥＰＯ）对大鼠缺血再灌注后核因子κＢ（ＮＦκＢ）表达的影响。方法　将４５只ＳＤ大鼠随

机分为假手术组、脑缺血再灌注模型组（模型组）以及ＥＰＯ治疗组（治疗组）。构建ＳＤ大鼠大脑中动脉闭塞脑缺血／再灌注模型，

观测缺血再灌注后４、１２、２４ｈ的神经功能缺损评分；比较脑梗死体积，免疫组织化学检测 ＮＦκＢ蛋白的表达，ＴＵＮＥＬ法检测神

经元凋亡率。结果　与模型组比较，治疗组１２、２４ｈ的神经功能缺损评分降低；脑梗死体积显著减小；脑内 ＮＦκＢ蛋白的表达与

神经元凋亡率明显降低。结论　ＥＰＯ可通过降低ＮＦκＢ蛋白表达对大鼠脑缺血再灌注损伤起保护作用。

关键词：促红细胞生成素；脑缺血；再灌注损伤；ＮＦκＢ

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１２．３０．０２６ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１２）３０３１９２０２

犈犳犳犲犮狋狊狅犳犲狉狔狋犺狉狅狆狅犻犲狋犻狀狅狀狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狀狌犮犾犲犪狉犳犪犮狋狅狉κ犅犻狀狉犪狋狊狑犻狋犺犮犲狉犲犫狉犪犾犻狊犮犺犲犿犻犪狉犲狆犲狉犳狌狊犻狅狀犻狀犼狌狉狔

犕狌犎狌犪

（犔犻犪狅狀犻狀犵犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犑犻狀犣犺狅狌，犔犻犪狅狀犻狀犵，１２１００１，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢｉｎｂｒａｉｎｏｆｒａｔｄｕｒｉｎｇｉｓｃｈｅ

ｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ．犕犲狋犺狅犱狊　４５ｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｇｒｏｕｐ．

Ｍｏｄｅｌｍｉｃｅｏｆｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎｗｉｔｈｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ．Ｔｈｅｓｃｏｒｅｏｆｔｈｅｄｅｆｉｃｉｅｎｔｎｅｕｒａｌ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｂｅｈａｖｉｏｒｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄａｔ４ｈ，２４ｈａｎｄ７２ｈｈｏｕｒａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；ｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｆｒａｃｔｉｏｎｗａｓ

ｃｏｍｐａｒｅｄ；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢａｎｄｎｅｕｒｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｉｖｅｄｂｙＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｅｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＴＵＮＥＬ．犚犲

狊狌犾狋狊　Ｔｈｅｖｏｌｕｍｅｓｏｆｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｆａｒｃｔｓ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢａｎｄＴｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎ

ｔｈａｔｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｔｈｅｎｅｕｒａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｇｒａｄｅｓａｎｄｔｈｅｂｅｈａｖｉｏｒｇｒａｄｅｓｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｇｒｏｕｐｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｉｎ１２

ｈａｎｄ２４ｈ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＥＰＯｍｉｇｈｔｐｒｏｔｅｃｔｎｅｕｒｏｎｓｂｙｍａｒｋｅｄｌｙｒｅｄｕｃｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢｏｆｔｈｅｒａｔｓｗｉｔｈｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕ

ｓｉｏｎ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ；ｂｒａｉｎｉｓｃｈｅｍｉａ；ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ；ＮＦκＢ

　　脑缺血再灌注损伤是指脑缺血恢复血液再灌注后，其缺血

性损伤反而进一步加重的现象。脑缺血再灌注损伤是一个复

杂的病理过程，可造成脑细胞损伤，引起严重神经功能障碍，在

临床上具有较高致残率和病死率。目前，临床常用的治疗药物

虽然在一定程度上有助于减轻损伤和促进脑功能的恢复，但仍

不能令人满意［１］。促红细胞生成素（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＥＰＯ）作为

中枢神经系统的一个营养及保护因子，能对多种脑损伤模型起

保护作用［２］。其机制可能是通过减轻损伤后炎症反应，抑制一

氧化氮（ＮＯ）的合成及抗自由基，抑制神经细胞凋亡及抗氧化

等作用对抗脑缺血再灌注损伤产生保护作用［３４］。本研究拟通

过研究ＥＰＯ对大鼠脑缺血再灌注后脑组织中核因子κＢ（ＮＦ

κＢ）表达水平的影响，为进一步了解ＥＰＯ对脑缺血再灌注损伤

保护机制提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　清洁级成年ＳＤ大鼠４５只，体质量２５０～

３００ｇ，购自辽宁医学院实验动物中心，雌雄不限。

１．１．２　主要试剂与药品　重组人促红细胞生成素购自深圳生

鹏生物科技有限公司；水合氯醛购自东北制药总厂；红四氮唑

（ＴＴＣ）、ＮＦκＢ免疫组织化学检测试剂盒、ＴＵＮＥＬ凋亡检测

试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司；ＤＡＢ显色试剂盒

购自上海润成科技有限公司。

１．１．３　主要仪器　ＨＱＰ２１５８Ｊ型切片机、ＨＴＰ１００Ｅ烘片机

购自武汉海瑞特有限公司；双目光学显微镜购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ

公司。

１．２　方法

１．２．１　实验动物分组与给药　４５只大鼠随机分为假手术组、

脑缺血再灌注模型组（模型组）与ＥＰＯ治疗组（治疗组），每组

１５只。假手术组、模型组于再灌注前给予腹腔注射生理盐水，

治疗组于再灌注前腹腔注射ＥＰＯ（３０００Ｕ／ｋｇ）。所有大鼠均

单笼饲养，自由饮水摄食。

１．２．２　动物模型建立　模型组与治疗组参照相关文献采用改

良线栓法［５］将ＳＤ大鼠制成一侧大脑中动脉（ＭＣＡ）阻断缺血

再灌注损伤模型。于大鼠腹腔注射１０ｇ／Ｌ戊巴比妥钠（４０

ｍｇ／ｋｇ）麻醉，仰卧位固定，聚维酮碘消毒手术区后，于颈部正

中切开，分离右侧颈总动脉、颈外动脉和颈内动脉，用动脉夹夹

住颈总动脉并结扎颈外动脉，在颈总动脉分叉处向颈内动脉插

入尼龙线约（１８．５±１．０）ｍｍ，至 ＭＣＡ起始部位出现明显阻力

感以完全阻断血流，然后松开动脉夹，并结扎颈内动脉。术后

缝合伤口，２ｈ后拔出尼龙线，即造成大鼠局灶性脑缺血再灌

注损伤模型。模型成功的标志为爬行时向左转圈或左侧跌倒

者，提尾时左前肢内收屈曲。未达到上述标准者为大鼠 ＭＣＡ

缺血再灌注模型制作失败，不纳入实验组。凡有蛛网膜下腔出

血者均不纳入实验组。假手术组不插入尼龙线和结扎血管，其

他步骤同上。

１．２．３　神经功能缺损评分　于缺血再灌注后４、１２、２４ｈ，对各

组大鼠的神经功能缺损进行评分，评分标准参考文献［６］：０分

为无神经损伤症状；０．５分为竖毛，轻度运动低下；１分为前肢
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屈曲，运动障碍；２分为行动不协调，屈曲姿势，向对侧转圈；３

分为偏瘫，向对侧倾倒，不能站立行走；４分为痉挛，嗜睡，意识

丧失；５分为死亡。

１．２．４　脑梗死体积的检测　再灌注２４ｈ后，用１０％水合氯醛

麻醉大鼠，断头取脑，生理盐水冲洗后－２０℃放置５ｍｉｎ，然后

用双面刀片沿冠状切面切成５片，每片厚度２ｍｍ，置入盛有

１％的ＴＴＣ溶液中，３７℃水浴３０ｍｉｎ后置入１０％多聚甲醛中

固定。梗死部分呈苍白色，正常部分呈红色。拍照并输入电

脑，用图像处理软件计算脑梗死体积以及占同侧大脑半球百

分比。

１．２．５　免疫组织化学检测各组大鼠脑组织 ＮＦκＢ蛋白表达

情况　再灌注２４ｈ后液氮处死大鼠，断头取大脑海马组织，

４℃多聚甲醛固定、脱水、浸蜡包埋后切成厚约３μｍ的连续冠

状石蜡切片。经二甲苯脱蜡，梯度乙醇脱水处理，３％过氧化氢

溶液阻断过氧化物酶活性，抗原修复，蒸馏水漂洗，加入适量的

ＮＦκＢ一抗，漂洗、加二抗、ＰＢＳ冲洗，ＤＡＢ显色，苏木素复染

细胞核，透明、封片等步骤，在光学显微镜下观察，ＮＦκＢ蛋白

表达阳性细胞的细胞质或细胞核内出现棕黄色的颗粒，高倍镜

下每张切片随机取１０个不重复视野，显微照相，记取阳性细

胞，输入计算机进行图像分析。

１．２．６　ＴＵＮＥＬ法检测各组大鼠脑细胞凋亡率　取海马冠状

石蜡切片，常规二甲苯、乙醇脱蜡，严格按照试剂盒说明书进行

操作。光学显微镜下观察细胞核中有棕黄色颗粒者为阳性凋

亡的细胞。高倍镜计数１０个不重复视野中的细胞总数和凋亡

阳性标记细胞数，计算百分率。

１．３　统计学处理　检测数据应用ＳＰＳＳ１３．０处理软件进行统

计分析，结果以狓±狊表示，样本均数间的两两比较用狇检验，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　缺血再灌注后各组神经功能缺损评分　从缺血后再灌注

４、１２、２４ｈ后神经功能评分可见，治疗组与模型组大鼠４ｈ时

神经功能评分比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；１２、２４ｈ时

治疗组大鼠评分均有降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５），结

果见表１。

表１　　各组大鼠神经功能缺损评分比较（狓±狊，分）

组别 ４ｈ １２ｈ ２４ｈ

假手术组 ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００

模型组 ２．０２±０．６５ ２．１１±０．５８△ ２．３５±０．８３△

治疗组 １．９７±０．６１ １．８３±０．６１ １．５７±０．５６

　　△：犘＜０．０５，与治疗组同时间点比较。

２．２　各组脑梗死体积比较　缺血后再灌注２４ｈ，ＴＴＣ染色后

发现，假手术组大鼠脑组织呈均匀的红色，无梗死灶；模型组大

鼠脑组织出现苍白色梗死灶，梗死边界整齐、清晰；治疗组大鼠

脑组织梗死灶边界不整齐，模糊不清。治疗组脑梗死体积小于

模型组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

表２　　各组脑梗死体积比较（狓±狊）

组别 梗死体积（μｍ
３） 脑梗死体积百分比（％）

假手术组 ０．００±０．００ ０．００±０．００

模型组 ８９６３９．５２±４６３７．３３△ ３０．４５±３．６１△

治疗组 ４３１７２．８５±３０２６．５８ １３．９０±２．７７

　　△：犘＜０．０５，与治疗组比较。

２．３　各组大鼠脑组织 ＮＦκＢ蛋白表达情况　经免疫组织化

学检测可见，再灌注２４ｈ内，模型组与治疗组ＮＦκＢ蛋白表达

有增加，但是治疗组ＮＦκＢ蛋白表达比模型组低，差异有统计

学意义（犘＜０．０５），见表３。

表３　　各组ＮＦκＢ蛋白表达情况比较（狓±狊，％）

组别 ４ｈ １２ｈ ２４ｈ

假手术组 ６．８０±２．２０ ７．５０±２．１７ ６．６０±１．８２

模型组 ４３．１６±３．８５△★ ５７．０３±７．２６△★ ６０．１３±７．０３△★

治疗组 ２３．７６±３．２４★ ２６．６２±６．７０★ ３１．８７±６．９１★

　　△：犘＜０．０５，与治疗组同时间点比较；★：犘＜０．０５，与假手术组同

时间点比较。

２．４　各组大鼠脑组织神经元凋亡细胞比较　应用ＴＵＮＥＬ法

检测各组大鼠脑组织神经原细胞凋亡情况，光学显微镜下观察

凋亡细胞主要表现为细胞质或细胞核黄染，核固缩，有大量棕

黄色颗粒。在缺血再灌注后４、１２、２４ｈ时，与模型组比较，治

疗组大鼠平均凋亡细胞显著降低，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表４。

表４　　各组神经元凋亡细胞比较（狓±狊，％）

组别 ４ｈ １２ｈ ２４ｈ

假手术组 ５．２１±１．３４ ５．０６±１．１８ ５．４２±１．６６

模型组 ３６．６７±４．２５△★ ４７．５３±５．６２△★ ５５．３０±５．７９△★

治疗组 １７．３８±３．０６★ ２０．５７±２．９７★ ２２．４１±３．９４★

　　△：犘＜０．０５，与治疗组同时间点比较；★：犘＜０．０５，与假手术组同

时间点比较。

３　讨　　论

脑缺血再灌注损伤的发生与多种因素有关。ＮＦκＢ是一

类普遍存在的转录因子，激活后可和许多基因启动子区域的固

定核苷酸序列结合而启动基因转录功能，通过调解编码细胞因

子、细胞黏附分子和一些生理与病理状态下急性期蛋白的基因

转录，在机体免疫应答、炎症反应等方面发挥重要作用［７８］，其

作用很可能是通过多条信号转导通路产生综合效应。研究表

明，ＮＦκＢ激活可导致脑缺血再灌注神经元凋亡，其机制尚不

明确，可能是ＮＦκＢ的持续激活诱导细胞促凋亡基因的表达，

导致神经元凋亡［９１０］，并且，ＮＦκＢ激活后可诱导多种细胞因

子、黏附分子和趋化因子等的高表达，从而加重脑缺血再灌注

损伤。因此，抑制ＮＦκＢ激活可成为防治脑缺血再灌注损伤

的新策略。

ＥＰＯ作为中枢神经系统一种很有前途的神经保护剂，目

前，在临床治疗脑血管病中的应用日益受到关注。本研究观察

到，通过ＥＰＯ治疗，治疗组大鼠脑组织中 ＮＦκＢ蛋白表达明

显低于模型组，表明 ＥＰＯ可降低缺血脑灌注模型大鼠脑中

ＮＦκＢ蛋白表达；通过ＴＵＮＥＬ法检测凋亡细胞证实ＥＰＯ可

通过减少神经元凋亡而起到神经保护作用。而缺血再灌注后

各组大鼠神经缺损评分与脑梗死体积检测表明，ＥＰＯ对脑缺

血再灌注损伤具有保护作用。因此，从以上实验结果可知，

ＥＰＯ可通过抑制ＮＦκＢ蛋白表达，减少神经细胞凋亡，从而起

到保护大脑的作用。其抑制ＮＦκＢ蛋白表达的机制尚需进一

步研究。
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