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促红细胞生成素对兔局灶性脑缺血皮质区神经肽 Ｙ表达的影响
熊云彪，杨承勇，黄生炫，王　超，杨　恒，司书喜，刘窗溪　（贵州省人民医院神经外科，贵州 贵阳 ５５０００２）

　　［摘　要］　目的　探讨促红细胞生成素（ＥＰＯ）对兔局灶性脑缺血皮质区神经肽Ｙ（ＮＰＹ）表达的影响。方法　成年健康新西
兰兔４２只，雌雄不限，以开颅法建立大脑中动脉闭塞脑缺血模型，随机分为脑缺血组（１８只）、ＥＰＯ干预组（１８只）和假手术组（６
只），前两组又根据缺血时间分６ｈ、１２ｈ和２４ｈ组，分别用免疫组织化学及图像分析法检测脑缺血皮质区ＮＰＹ的表达改变。结果
与假手术组相比，脑缺血组、ＥＰＯ干预组缺血侧皮质 ＮＰＹ阳性细胞数量随缺血时间延长显著增多（Ｐ＜０．０５）。与 ＥＰＯ干预组比
较，脑缺血６ｈ组ＮＰＹ阳性细胞数量未见明显改变。脑缺血１２ｈ（Ｐ＜０．０５）、２４ｈ（Ｐ＜０．０１）组，缺血侧皮质区ＮＰＹ阳性细胞数量
增多更为明显。结论　ＥＰＯ通过抑制局灶性脑缺血皮质区ＮＰＹ的表达，可能是其实现对缺血缺氧脑组织保护作用的机制之一。
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　　急性脑血管病变又称脑卒中，是一种常见的致死
性和致残性疾病，与心脏病和恶性肿瘤共同构成人类

三大致死疾病。新近研究发现，神经肽 Ｙ（ｎｅｕｒｏｐｅｐ
ｔｉｄｅＹ，ＮＰＹ）不仅与高血压形成有关，而且与急性脑梗
死缺血复流过程中神经元损伤、变性、程序性凋亡的
病理发生发展过程密切相关［１３］。近年来的体内外实

验研究均证实了促红细胞生成素（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，
ＥＰＯ）对脑缺血后神经元功能的恢复具有重要的保护
作用［４］。但ＥＰＯ对神经元的具体保护机制尚未被揭
示，有关脑缺血 ＥＰＯ干预后脑组织内 ＮＰＹ含量改变
的关系研究更是甚少。因而，本实验通过建立兔局灶

性脑缺血模型，研究在ＥＰＯ干预下家兔脑缺血损伤不
同时间段ＮＰＹ的表达变化，为中枢神经系统损伤后修
复机制及治疗策略的研究提供实验基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　健康成年雄性新西兰兔４２只，体质量２．０～２．５ｋｇ，由贵
阳医学院动物实验中心提供。随机分为脑缺血组（１８只）、ＥＰＯ
干预组（１８只）和假手术组（６只），其中脑缺血组和 ＥＰＯ干预
组又根据手术后取材时间的不同分６ｈ、１２ｈ、２４ｈ组。假手术
组于术后２４ｈ取材。

１．２　药品及试剂
　　重组人红细胞生成素注射液（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｅｒｙｔｈｒｏ
ｐｏｉｅｔｉｎ，ｒＨｕＥＰＯ，商品名：环尔博），北京四环生物工程制品厂
生产，产品批号：２００９０４０６。

１．３　实验方法
１．３．１　动物模型的制备及处理　　采用开颅法［５］制作大脑中

动脉（ＭＣＡ）缺血的模型：取新西兰兔１只行腹腔注射麻醉。麻
醉平稳后俯卧位固定于手术台上。在手术显微镜下于左眶上

缘做切口，依次切开头皮，在左颞顶骨开取骨窗暴露左侧大脑

半球，找到位于嗅束及大脑下静脉之间的一段大脑中动脉

（ＭＣＡ），将吸有５０％ＦｅＣｌ３小片定量滤纸敷在ＭＣＡ上，持续３０
ｍｉｎ后去掉滤纸。用生理盐水冲洗局部组织，逐层缝合后，回笼
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饲养。观察动物有无偏瘫症状。假手术组不用 ＦｅＣｌ３滤纸覆
盖。ＥＰＯ干预组术后 ３０ｍｉｎ予 ４５７ＩＵ／ｋｇＥＰＯ腹腔内注射。
根据ＺｅａＬｏｎｇａ评分法选择成功的动物模型。神经功能评分：
无神经功能缺损症状，活动正常为０分；不能完全伸展对侧前
爪为１分；行走时向偏瘫侧转圈为２分；向偏瘫侧倾倒为３分；
不能自行行走，意识丧失为４分。本实验选取的动物模型均为
１～３分。成功的动物模型分别于术后６、１２、２４ｈ取脑缺血组
和ＥＰＯ干预组脑组织标本，假手术组于术后２４ｈ取脑组织，多
聚甲醛液固定，常规石蜡包埋，制成４ｍｍ厚的连续切片，每例
每个观察指标均观察３张切片以上。
１．３．２　染色方法　　ＨＥ染色按常规操作步骤进行；免疫组织
化学ＳＡＢＣ法染色，显示 ＮＰＹ阳性细胞。主要步骤为：切片常
规化蜡至水，１０％Ｈ２Ｏ２１０ｍｉｎ，正常山羊血清（１!５０）封闭２０
ｍｉｎ，滴加ＮＰＹ抗血清（１

!

１０００）（ＳＩＧＭＡ公司提供），４℃过
夜，羊抗兔 ＩｇＧ（１

!

１００）３７℃孵育 ２０ｍｉｎ，ＳＡＢＣ复合物
（１
!

１００）３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木精复染细胞核，中性
树胶封片。方法对照：ＰＢＳ缓冲液代替特异性抗血清，余步骤
同上。

１．３．３　图像分析　　随机选取假手术组、脑缺血和 ＥＰＯ干预
组脑组织切片各５张，在４０倍物镜下，每张切片随机选取５个
视野，分别计数每个视野内有核ＮＰＹ阳性细胞数。
１．３．４　统计学处理　　应用 ＳＰＳＳ１１．５软件包对实验数据进
行单因素方差分析，统计学处理。实验数据用平均值 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示。Ｐ＜０．０５差异具有显著性。

２　结果

２．１　ＨＥ染色光镜观察
　　假手术组：大脑皮质区神经细胞形态、结构正常，胞浆丰
富、均匀，核圆形或类圆形，核仁明显（图１ａ）
　　脑缺血组：多数神经细胞形态不完整，胞浆内尼氏体分解，
核浆分界不清，细胞核固缩，染色较深，核仁不清，细胞周围中

重度水肿 （图１ｂ）。
　　ＥＰＯ干预组：部分神经细胞结构欠完整、尼氏体分解，细胞
核固缩，部分核浆分界及细胞核尚可辨认，核仁不清，细胞周围

中度水肿 （图１ｃ）。

２．２　免疫组织化学ＳＡＢＣ法光镜观察
　　免疫组织化学染色结果显示：假手术组大脑皮质 ＮＰＹ阳
性细胞数量较少，棕黄色的阳性反应产物表达在胞质内

（图２ａ）。方法对照切片未见阳性反应细胞。缺血后６ｈ，脑缺
血组、ＥＰＯ干预组缺血侧皮质 ＮＰＹ阳性细胞数量较假手术组
增多 （图２ｂ）；脑缺血组、ＥＰＯ干预组 ＮＰＹ阳性细胞数量随缺
血时间延长显著增多，免疫染色较深。与脑缺血组相比，ＥＰＯ
干预组 ＮＰＹ阳性细胞数量于缺血后 １２、２４ｈ有所下降
（图２ｃ～ｆ），但均多于假手术组。

２．３　图像分析
　　脑缺血６ｈ后，单纯脑缺血与ＥＰＯ干预家兔大脑皮质ＮＰＹ
阳性细胞数量与假手术组相比均有所增多（Ｐ＜０．０５），且随缺

ａ：假手术组２４ｈ；ｂ：脑缺血组２４ｈ；ｃ：ＥＰＯ干预组２４ｈ。
图１　家兔脑皮质区 ＨＥ染色（×４００）

血时间延长，阳性细胞数量呈现逐渐上升趋势（Ｐ＜０．０５）。脑
缺血１２ｈ后，ＥＰＯ干预组 ＮＰＹ阳性细胞数量较脑缺血组有所
减少（Ｐ＜０．０５），缺血 ２４ｈ后 ２组细胞数量变化更加明显
（Ｐ＜０．０１），见表１。

表１　大脑皮质ＮＰＹ有核阳性细胞数比较（珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ

假手术组 ６ ０ ０ ３．１６±１．７３　

脑缺血组 １８ ８．８１±１．０２ １５．７０±１．２５ １９．３１±１．６１△

　ＥＰＯ干预组 １８ ７．８４±１．３１ １１．２４±２．４６△ １３．０２±４．３５＃▲

：与假手术组 ６ｈ、脑缺血组 ６ｈ、ＥＰＯ干预组 ６ｈ比较，
Ｐ＜０．０５；＃：与脑缺血组１２ｈ、ＥＰＯ干预组１２ｈ比较，Ｐ＜０．０５；
△：与脑缺血组１２ｈ比较，Ｐ＜０．０５；▲：与脑缺血组２４ｈ比较，
Ｐ＜０．０１

３　讨论

　　ＮＰＹ由３６个氨基酸组成，属胰多肽家族，主要分
布于中枢神经系统及外周器官，具有广泛的生物学活

性。研究显示ＮＰＹ对脑血管有较强的收缩作用，在体
内的缩血管效应可使局部脑血流减少５０％［６］。老年

短暂性脑缺血发作患者血清 ＮＰＹ水平显著高于正常
人［７］。Ｙｕ等［８］对４５０例脑缺血中风患者 ＮＰＹ基因分
析表明在ＮＰＹ启动子区域 Ｃ端等位基因３９９Ｔ／Ｃ多
态现象对于缺血性发作是一种独立的危险因子，提示

ＮＰＹ可能参与脑中风的病理学机制。本实验通过建立
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ａ：假手术组２４ｈ；ｂ：脑缺血组６ｈ；ｃ：脑缺血组１２ｈ；ｄ：ＥＰＯ干预组１２ｈ；ｅ：脑缺血组２４ｈ；ｆ：ＥＰＯ干预组２４ｈ
图２　家兔脑皮质区ＮＰＹ阳性细胞 （ＳＡＢＣ法×４００）

家兔大脑中动脉闭塞脑缺血模型，研究缺血侧皮质区

脑组织内ＮＰＹ的表达情况，结果显示随脑缺血时间延
长，ＮＰＹ表达逐渐增高。这与上述学者的研究结果类
似。推测是由于脑缺血缺氧，交感 －儿茶酚胺系统兴
奋，使副交感神经释放 ＮＰＹ增加。增多的 ＮＰＹ可能
通过以下途径参与缺血性脑损伤的病理过程：①不断
刺激血管收缩，进一步降低脑血流，加重缺血性脑损

伤；②通过激活神经元型一氧化氮合酶（ＮＯＳ）产生ＮＯ
增多 ，加重缺血半暗带区的代谢紊乱［９］。

　　ＥＰＯ是一种主要由肾脏分泌的糖蛋白，是一种造
血细胞生长因子，主要用于治疗多种原因所致的贫血，

在调节红细胞生成的过程中起着重要作用。ＥＰＯ及其
受体在人类和啮齿类动物脑组织中广泛表达，通过自

分泌或旁分泌方式对神经细胞发挥内源性保护作用。

近年来的动物实验和体外细胞培养研究均证实 ＥＰＯ
对脑缺血具有神经保护作用［１０１１］。本实验中，脑缺血

组家兔缺血侧皮质多数神经细胞变性坏死，形态不完

整，胞浆内尼氏体分解，核浆分界不清，细胞核固缩，细

胞周围中重度水肿，ＥＰＯ干预后，脑组织水肿减轻，变
性坏死的神经细胞明显减少。这些结果表明 ＥＰＯ可
以抑制细胞凋亡的发生，并能减轻脑组织水肿，与上述

研究结果一致。

　　结果显示ＥＰＯ治疗后家兔缺血侧皮质区 ＮＰＹ表
达有所降低，提示ＥＰＯ对缺血缺氧脑组织的保护作用
可能与ＮＰＹ的表达有关。关于 ＥＰＯ神经保护作用的

具体机制目前尚不清楚，秦川等［１２］研究表明ＥＰＯ预处
理在心肌Ｈ／Ｒ损伤中具有显著的抗氧化作用。有研
究显示ＥＰＯ可使神经元内诱导型ＮＯＳ水平降低，并通
过抑制ＮＯ介导的自由基产生或拮抗其毒性，从而发
挥抗氧化作用。ＮＰＹ则通过激活 ＮＯＳ使 ＮＯ增多，加
重脑缺血损伤。但ＥＰＯ是否通过调节ＮＯ这一途径间
接调节ＮＰＹ的含量还需进一步深入研究。有关 ＥＰＯ
与ＮＰＹ的关系研究甚少，Ｋｏｎｄｏ等［１３］研究癫痫发作模

型大鼠ＥＰＯ的作用时发现无论是内源性还是外源性
ＥＰＯ均可以调节癫痫发作的严重程度并保护海马区神
经元，其可能机制包括阻断海马区致癫痫细胞的形成

和调节 ＮＰＹ的释放。Ｇｅｂｈａｒｄ等［１４］研究证实暴露于

ＣＯ中的去肾神经大鼠其 ＥＰＯ分泌显著增高，且增高
效应能被 ＮＰＹ阻断。提示在 ＣＯ暴露情况下，与肾神
经相关的ＥＰＯ分泌增多的反应可能通过 ＮＰＹ受体途
径。因此我们推测，脑缺血后ＥＰＯ调节ＮＰＹ的释放可
能是其神经保护作用机制之一。
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ａ：转机前（Ａ组）；ｂ：转机前（Ｂ组）；ｃ：Ａ组（单次灌注）；ｄ：Ｂ组
（多次灌注）

图１　２组患者心肌超微结构电镜观察（×４００００）

血管通透性增加，加重心肌水肿，而且更易产生明显的

高钾血症［１］。此外，如使用晶体停搏液，则大量晶体液

有可能进入ＣＰＢ，使血球压积进一步降低，加重术后肾
脏负担［２］。

　　研究显示当心脏停跳后心脏的氧耗可降低５０％，
心室减压可降低心脏４０％的氧耗，低温只能降低８％
～１０％的氧耗［３］。常温心脏停搏后其需氧量较工作心

脏减少９０％，而低温仅减少另外５％的氧需［４］。在未

成熟心脏缺血的研究中显示，只要心脏保持停搏并处

于低温环境就能提供足够的保护。因此，许多学者认

为对未成熟心肌增加心脏停跳液的灌注次数，不能提

供更好的保护作用，反而使心肌机械功能恢复较差，甚

至是有害的［２］。这说明单次灌注在临床中是可行的。

　　本研究结果显示冷晶体停搏液单次灌注和多次灌
注患者术后心钠素、降钙素基因相关钛、内皮素、心肌

酶均较术前明显增高，但两者比较无统计学意义。２组
患者心肌超微结构破坏程度也无明显差异。由此可

见，对于主动脉阻断时间在６０ｍｉｎ以内且无心电活动
的手术，单次灌注与多次灌注停跳液对心肌具有同样

的保护效果。但单次灌注操作简单，缩短了主动脉阻

断和体外循环时间，避免了多次灌注出现的高血钾、晶

体液过多，血液稀释等不良反应，避免加重术后心脏和

肾脏负担，有利于维持机体内环境稳定，可减少并发症

的发生。由于本研究对象均是相对简单的先心病例，

且主动脉阻段时间均在６０ｍｉｎ以内，对复杂先心病和
阻断时间较长病例的心肌保护尚需进一步研究。
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