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促红细胞生成素对大鼠蛛网膜下腔出血后血管
痉挛的防治作用

熊 平 唐晓平

【摘要】目的 探讨促红细胞生成素（EPO）对大鼠蛛网膜下腔出血（SAH）后脑血管痉挛（CVS）的影响及其机制。方法 将60
只成年SD大鼠随机分为正常组（6只）、假手术组（18只）、SAH组（18只）、EPO组（18只）；假手术组、SAH组合EPO组根据取材时

间有分为 1、3、7 d三亚组，每亚组 6只。采用枕大池二次注血法建立 SAH模型。EPO组建模成功后 30 min内腹腔注射EPO（3
000 IU/kg，1次/d）。建模成功后1、3、7 d采用取材基底动脉行HE染色测量基底动脉管径及管壁厚度，采用免疫组化检测基底动

脉血管壁核转录因子-κB（NF-κB）及内皮细胞型一氧化碳合酶（eNOS）的表达。结果 SAH后1、3、7 d，假手术组基底动脉管径、

管壁厚度、NF-κB和eNOS表达水平与正常组无统计学差异（P>0.05）；与假手术组相比，SAH组各时间点基底动脉管径均明显减

小（P<0.05），管壁厚度均明显增加（P<0.05），NF-κB表达水平均明显增加（P<0.05），eNOS表达水平均明显降低（P<0.05）；与SAH
组相比，EPO组基底动脉管径、管壁厚度均明显改善（P<0.05），NF-κB表达水平均明显降低（P<0.05），eNOS表达水平均明显增

加。结论 EPO能够显著改善大鼠SAH后CVS，机制可能是通过上调eNOS的表达、抑制NF-κB的表达来实现的。
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Preventive and therapeutic effects of erythropoietin on cerebral vasospasm after subarachnoid hemorrhage in rats
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【Abstract】 Objective To observe the effect of erythropoietin (EPO) on the cerebral vasospasm after subarachnoid hemorrhage
(SAH) and its mechanism in rats. Methods Sixty SD rats were randomly divided into normal (n=6), SAH (n=18), sham operation (n=18)
and treatment groups (n=18). Each rat received intraperitoneal injection of EPO (3000IU/kg) within 30 minutes after SAH in the
treatment group and1 day. Each rat in sham and SAH groups received the intraperitoneal injection of isovolumic physiologic saline once
a day. Six rats were sacrificed respectively 1, 3 and 7 days after establishment of SAH model in SAH, sham and EPO treatment groups.
The rats in sham group were sacrificed at 1 day, 3 days and 7 days after successful modeling in order to take basilar arteries. The basilar
artery spasm was observed after hematoxylin-eosin staining. The expressions of nuclear factor-kappa B (NF-κB) and endothelial nitric
oxide synthase (eNOS) in the walls of the basilar arteries were detected by immunohistochemical technique in all the groups 1, 3 and 7
days after SAH. Results The diameters of the basilar arteries were significantly bigger in normal and sham operation groups than that in
the EPO treatment group (P<0.05), which was significantly bigger than that in the SAH group 1, 3 and 7 days after SAH (P<0.05). The
basilar arteries walls were significantly thicker in SAH group than that in the EPO treatment group (P<0.05), which was significantly
thicker than those in the normal and sham operation groups 1, 3 and 7 days after SAH (P<0.05). The levels of eNOS expressions were
significantly higher in the normal and sham operation groups than that in EPO treatment group (P<0.05), which was significantly higher
than that in the SAH group 1, 3 and 7 days after SAH (P<0.05). The level of NF-κB expressions were significantly lower in the normal
and sham operation groups than that in EPO treatment group (P<0.05), which was significantly lower than that in SAH group 1, 3 and 7
days after SAH (P<0.05). Conclusions That EPO relives cerebral vasospasm after SAH may be achieved by upregulating the expression
of eNOS and inhibiting the expression of NF-κB in the vessel walls in the rats.
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蛛 网 膜 下 腔 出 血（subarachnoid hemorrhage，
SAH）具有较高的病死率和致残率，最主要的原因为

颅内动脉瘤破裂，约占85%[1]。脑血管痉挛（cerebral
vasospasm，CVS）是SAH高病死率和高致残率的主要

原因之一。促红细胞生成素（erythropoietin，EPO）能

够改善CVS，具体机制不十分清楚。核转录因子-κB
（nuclear-transcription factor-kappa B，NF-κB）及内

皮细胞型一氧化碳合酶（endothelial nitric oxide
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synthase，eNOS）在CVS发生过程中起重要作用。本

研究探讨EPO改善CVS与NF-κB、eNOS的关系。

1 材料和方法

1.1 实验动物及分组 将60只SD大鼠随机分为正常

组（6只）、假手术组（18只）、SAH组（18只）、EPO组

（18只）；假手术组、SAH组合EPO组根据取材时间

有分为1、3、7 d三亚组，每亚组6只。

1.2 实验动物模型的建立 采用枕大池二次注血法

建立 SAH模型，假手术组穿刺成功后则注入等量生

理盐水。正常组不予任何处理。EPO组建模成功后

腹腔注射EPO（3 000 IU/kg，1次/d），直到处死动物。

1.3 标本采集 建模成功后 1、3、7 d采用 4%多聚甲

醛灌注固定，并快速断头取脑组织，将脑桥段组织

（包含基底动脉）置于 4%多聚甲醛中，做好标记，置

于4 ℃冰箱中固定24 h。24 h后制作蜡块（包埋的方

向是将血管纵轴与切片时的刀面垂直）并切片，厚度

为4 μm。

1.4 HE染色 HE染色成功后，测量基底动脉的直径

及管壁厚度，为减少误差计算出校正直径及校正血

管壁厚度。校正直径=[（最长内径×最短内径）1/2]；
校正血管壁厚度=[（最长外径-最长内径）+（最短外

径-最短内径）]/4。
1.5 免疫组化染色 采用二步法进行免疫组化染

色。抗体选用英国Abcam公司的鼠抗NF-κB、eNOS
单克隆抗体，阳性表达为在细胞质及细胞核找到棕

色或棕黄色颗粒。采用双盲的方法由两位病理科医

师在光学显微镜下观察两种抗体的阳性表达。在高

倍镜下选 5个视野，分别计算NF-κB染色阳性细胞

占所有细胞的百分比，后取平均值作为其表达的阳

性百分比。在病理图像分析系统测定 eNOS阳性染

色面积，积分光密度值（integrated optical density，
IOD），然后计算出平均光密度值。平均观密度值=
IOD/阳性染色面积。

1.6 统计学方法 用SPSS 19.0软件进行分析，定量资

料以 x±s表示，采用单因素方差分析，P<0.05为差异

具有统计学意义。

2 结 果

2.1 基底动脉血管壁的病理学变化 正常组与假手

术组基底动脉内膜及外膜管壁平整，内弹力膜未见

明显皱褶、断裂，平滑肌细胞排列规整，无炎症细胞

浸润；SAH组管壁厚度增加，内膜皱褶加深，内见炎

性细胞浸润，EPO组改变较SAH组程度轻（图1）。

2.2 基底动脉管径及管壁厚度变化 SAH后1、3、7 d，
假手术组基底动脉管径、管壁厚度与正常组无统计

学差异（P>0.05），SAH组各时间点基底动脉管径较

假手术组均明显减小（P<0.05），而管壁厚度均明显

增加（P<0.05）；EPO组基底动脉管径、管壁厚度较

SAH组均明显改善（P<0.05）。见表1、2。
2.3 基底动脉NF-κB的表达变化 SAH后 1、3、7 d，
假手术组基底动脉NF-κB的表达水平与正常组无

统计学差异（P>0.05），SAH 组各时间点基底动脉

NF-κB 的表达水平较假手术组均明显增加（P<
0.05）；EPO组基底动脉NF-κB的表达水平较SAH组

均明显降低（P<0.05）。见表3、图2。
2.4 基底动脉 eNOS的 IOD变化 SAH后 1、3、7 d，假
手术组基底动脉 eNOS的 IOD与正常组无统计学差

异（P>0.05），SAH组各时间点基底动脉 eNOS的 IOD

图1 大鼠SAH后3 d基底动脉HE染色表现（×200）
a. SAH组；b. EPO组；SAH. 蛛网膜下腔出血；EPO. 红细胞生成素

图2 大鼠SAH后7 d基底动脉NF-κB免疫组化染色（×400）
a. SAH组，血管壁NF-κB表达较强；b. EPO组，血管壁NF-κB表达

减弱；SAH. 蛛网膜下腔出血；EPO. 红细胞生成素

图3 大鼠SAH后7 d基底动脉eNOS免疫组化染色（×400）
a. SAH组，血管壁 eNOS表达较弱；b. EPO组，血管壁 eNOS表达增

强；SAH. 蛛网膜下腔出血；EPO. 红细胞生成素；eNOS. 内皮细胞

型一氧化碳合酶
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较假手术组均明显减少（P<0.05）；EPO组基底动脉

eNOS的 IOD较 SAH组均明显增加（P<0.05）。见表

4、图3。
3 讨 论

SAH后发生迟发性CVS的机制目前为止还不是

十分明确，多因素共同作用是公认的可能机制。目

前公认的可能机制有[2~5]：①血液进入蛛网膜下腔引

起纤维蛋白溶解，从而导致多种血管活性物质的释

放，如儿茶酚胺、血管紧张素等；②SAH后自由基大

量生成，主要为氧自由基，打破了自由基产生和清除

的动态平衡；③血管舒张因子调节失衡导致CVS，其
中一氧化氮（nitric oxide，NO）是生物体内调节血管

舒张的重要体液调节因子，而 NO 的合成主要由

eNOS来调控，因此 eNOS的表达情况在迟发性CVS
中有着重要作用；④SAH后导致血管内皮细胞发生

凋亡导致CVS；⑤免疫炎症反应导致CVS，NF-κB在

机体在免疫炎症反应中发挥着关键性的调节作用；

⑥血管壁的结构和功能障碍。

目前有研究表明EPO及其受体在神经元、海马

细胞、星形胶质细胞、小胶质细胞和血管内皮细胞中

均有表达 [6，7]，在中枢神经系统疾病中起重要作用。

其药理作用主要包括：①促进红细胞的生成；②抗神

经元凋亡[8]；③调节循环、促进血管生成[9]；④抗炎症
[10]；⑤调节神经体质。目前，EPO在癌症性贫血[11]、肾

性贫血[12]的治疗上已取得了较好的临床效果。最近

研究发现EPO在SAH中也具有脑保护作用，能够改

善CVS，具体的作用机制目前还不清楚。

NF-κB是一种多效转录因子。目前发现其激活

机制主要有两种 [13，14]：①SAH后肿瘤坏死因子-α等
细胞因子激活NF-κB诱导激酶激活NF-κB；②直接

刺激活化NF-κB诱导激酶激活NF-κB。本研究表

明SAH后基底动脉NF-κB的表达显著增加，EPO干

预后其表达显著减弱，CVS缓解，表明EPO缓解CVS
可能是抑制NF-κB的表达来实现的。

研究表明NO在SAH后CVS中发挥着重要的作

用[15，16]。eNOS广泛分布于血管内皮细胞[17]，是NO合

成的关键酶。本研究发现 SAH后，血管内皮细胞

eNOS表达显著减弱，而 EPO干预后其表达显著增

加，说明 EPO缓解基底动脉 CVS可能是通过上调

eNOS的表达，从而使NO合成增加。

综上所述，我们的实验结果表明，EPO能够显著

改善大鼠SAH后CVS，其机制可能与抑制NF-κB、增
强eNOS的表达有关。

组别

正常组

假手术组

SAH组

EPO组

评估时间

SAH后1 d
9.23±1.32

9.65±0.69
12.82±1.93*

10.28±1.10*#

SAH后3 d

9.72±0.8
19.13±1.65*

16.23±1.41*#

SAH后7 d

9.82±0.92
23.63±2.13*

11.70±1.73*#

表2 各组大鼠基底动脉管壁厚度比较（μm）

注：与假手术组相应值比，* P<0.05；与SAH组相应值比，

# P<0.05；SAH. 蛛网膜下腔出血；EPO. 促红细胞生成素

组别

正常组

假手术组

SAH组

EPO组

评估时间

SAH后1 d
7.4±0.79

6.92±1.00
17.12±3.32*

12.58±3.40*#

SAH后3 d

6.95±1.07
21.93±3.95*

9.78±2.20*#

SAH后7 d

6.78±1.23
30.25±3.03*

20.98±3.74*#

表3 各组大鼠基底动脉管壁NF-kB表达阳性率比较

注：与假手术组相应值比，* P<0.05；与SAH组相应值比，

# P<0.05；SAH. 蛛网膜下腔出血；EPO. 促红细胞生成素；

NF-kB. 核转录因子-κB

组别

正常组

假手术组

SAH组

EPO组

评估时间

SAH后1 d
0.350±0.707

0.345±0.589
0.185±0.367*

0.243±0.459*#

SAH后3 d

0.333±0.445
0.213±0.196*

0.270±0.260*#

SAH后7 d

0.341±0.679
0.211±0.331*

0.283±0.408*#

表4 各组大鼠基底动脉管壁eNOS表达平均光密度值

注：与假手术组相应值比，* P<0.05；与SAH组相应值比，

# P<0.05；SAH. 蛛网膜下腔出血；EPO. 促红细胞生成素；

eNOS. 内皮细胞型一氧化碳合酶

组别

正常组

假手术组

SAH组

EPO组

评估时间

SAH后1 d
263.15±19.59

256.71±21.59
212.08±19.17*

241.40±20.24*#

SAH后3 d

253.38±17.48
200.60±21.85*

221.30±15.61*#

SAH后7 d

253.14±20.50
135.61±26.85*

230.31±11.75*#

表1 各组大鼠基底动脉校正直径比较（μm）

注：与假手术组相应值比，* P<0.05；与 SAH组相应值比，

# P<0.05；SAH. 蛛网膜下腔出血；EPO. 促红细胞生成素
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