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摘 要 : 目的 分析重组人红细胞生成素 ( rhEPO ) 对脑出血 ( ICH ) 大鼠神经功能障碍评分变化及血肿周围肿瘤坏死因

子-α ( TNF-α ) 含量的影响，探讨重组人红细胞生成素对大鼠脑出血后血肿周围脑组织的保护作用。方法 将 90 只 SD 雄

性大鼠随机分成假手术组、ICH 对照组及 rhEPO 治疗组，每组 30 只。对三组大鼠术后各个时间点神经功能障碍进行评分

并比较，采用放射免疫法测定不同时点血肿周围脑组织 TNF-α 含量并比较。结果 ICH 对照组在12 h、1 d、2 d、3 d、7 d

和 14 d 的神经功能障碍评分显著低于假手术组相应时间点的评分，差异有统计学意义 ( P ＜ 0 ． 05 ) ; rhEPO 治疗组在12 h、

1 d、2 d、3 d 和 7 d 的神经功能障碍评分显著低于假手术组相应时间点的评分，差异有统计学意义 ( P ＜ 0 ． 05 ) ; rhEPO 治

疗组在 2 d、3 d 和 7 d 的神经功能障碍评分显著高于 ICH 对照组相应时点的评分，差异有统计学意义 ( P ＜ 0 ． 05 ) 。 ICH

对照组在 12 h、1 d、2 d 和 3 d 的 TNF-α 含量显著高于假手术组相应时点的 TNF-α 含量，差异有统计学意义 ( P ＜ 0 ． 05 ) ;

rhEPO 治疗组在 1 d 和 2 d 的 TNF-α 含量显著高于假手术组相应时点的 TNF-α 含量，差异有统计学意义量 ( P ＜ 0 ． 05 ) ;

rhEPO 治疗组在 1 d、2 d 的 TNF-α 含量显著低于 ICH 对照组相应时点的 TNF-α 含量，差异有统计学意义量 ( P ＜ 0 ． 05 ) 。

结论 rhEPO 可减少 ICH 大鼠血肿周围 TNF-α 含量，改善其神经功能，对 ICH 后脑损害具有保护作用。
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Abstract: Objective To investigate the effect of recombinant human erythropoietin ( rhEPO) on neurological dysfunction score and

tumor necrosis factor-α ( TNF-α) in perihematomal tissues in rats with intracerebral hemorrhage ( ICH) ，as well as the protective effect

of rhEPO on perihematomal brain tissues after ICH in rats． Methods A total of 90 male Sprague-Dawley rats were randomly divided

into sham-operation group，ICH control group，and rhEPO treatment group，with 30 in each group． The neurological dysfunction score

at each time point after the surgery was obtained and compared across the three groups，and radioimmunoassay was used to measure the

content of TNF-α in perihematomal brain tissues at different time points． Ｒesults Compared with the sham-operation group，the ICH

control group had significantly lower neurological dysfunction scores at 12 hours and on days 1，2，3，7，and 14 ( P ＜ 0． 05) ． Com-

pared with the sham-operation group，the rhEPO treatment group had significantly lower neurological dysfunction scores at 12 hours and

on days 1，2，3，and 7 ( P ＜ 0． 05) ． Compared with the ICH control group，the rhEPO treatment group had significantly higher neuro-

logical dysfunction scores on days 2，3，and 7 ( P ＜ 0． 05) ． The ICH control group had a significantly higher content of TNF-α at 12

hours and on days 1，2，and 3 than the sham-operation group ( P ＜ 0． 05) ． The rhEPO treatment group had a significantly higher con-

tent of TNF-α on days 1 and 2 than the sham-operation group ( P ＜ 0． 05) ． The rhEPO treatment group had a significantly lower content

of TNF-α on days 1 and 2 than the ICH control group ( P ＜ 0． 05) ． Conclusions The rhEPO can reduce the content of TNF-α in peri-

hematomal tissues in rats with ICH，improve their neurological function，and exert a protective effect against brain damage after ICH．
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脑出血 ( intracerebral hemorrhage，ICH ) 是临床
常见病，该病病情凶险，除疾病初期血肿直接压迫

等损害外，继发性脑损害也是 ICH 致残、致死的主
要原因，ICH 后病情恶化涉及到继发的炎症反应、

脑水肿、周围组织能量代谢紊乱等。近年来，对脑
出血所造成的脑损伤的研究不少［1 － 3］。促红细胞
生成素 ( erythropoietin，EPO ) 属于激素类药物，对于
机体内的红细胞生成有很大的调节作用。近年来
对 EPO 的研究并不少，结果都提示其是一种生长
因子，且具有多种活性。过往的一些研究结果显
示，EPO 在机体缺血缺氧的时候能够对细胞的生存
能力有所提升，对局部炎性反应有所减轻，所以其

具有保护血管内皮细胞核神经细胞的功能，可以避

免细胞的过度凋亡［4］。近年来的研究认为 ICH 后，

血肿周围有炎症反应的存在，导致细胞凋亡和兴奋

性氨基酸数量明显上升，所以 ICH 后损伤中最为关
键的一个环节就是炎症反应［1］。而促红细胞生成
素对于炎性细胞因子的释放和炎性细胞的浸润都

有减轻的作用，促进内源性保护机制抗炎［5］。既往
研究表明，在缺血性再灌注损伤的大鼠模型中 rhE-
PO 预处理可明显降低缺血再灌注损伤后的 NF-кB

和 AP-1 的活性，并降低血液中 TNF-α 和 IL-6 的水
平［6］。本研究通过观察 rhEPO 对脑出血大鼠神经
功能障碍评分及血肿周围 TNF-α 的影响，探讨
rhEPO 对脑出血的治疗作用及机制，为寻求 ICH 新
药提供实验依据。
1 材料与方法
1 ． 1 实验动物
泸州医学院实验动物中心提供的 SD 健康雄性

大鼠，90 只体质量 170 ～ 250 g，平均 ( 210 ± 45) g，

雌雄对半，2 ～ 18 月龄，培养环境噪音 ( 40 ± 10 ) 分
贝，温度 ( 20 ± 3 ) ℃。
1 ． 2 试剂
南京建成生物工程研究所提供的肿瘤坏死因

子 α ( TNF-α ) 试剂盒 ; 深圳新鹏生物工程有限公司
提供的重组人红细胞生成素 ( rhEPO ) 。
1 ． 3 方法
1 ． 3 ． 1 动物分组 将 90 只 SD 大鼠分为假手术
组、ICH 对照组和 rhEPO 治疗组三组，每组 30 只。

均经手术操作后于术后 12 h、1 d、2 d、3 d、7 d 和
14 d 进行观察，每个时间点 5 只大鼠。
1 ． 3 ． 2 建立大鼠 ICH 模型 ICH 对照组、rhEPO

治疗组 : 两组造模方式相同。检测大鼠的体重后，

注射戊巴比妥钠 40 mg / kg 进行腹腔麻醉，取俯卧
位固定于立体定向仪上。手术刀将颅部皮肤切开，

找到前囟及冠状缝后钻孔，钻孔的位置为在中线右

侧旁开 3 mm，前囟前 0 ． 2 mm 附近。钻孔时注意尽
量保护脑组织。钻孔成功后在已钻好的孔内迅速
注入事先采用微量注射仪量取的 50 μl 大鼠自体
不凝血，之后向内进针至尾状核部位附近 ( 约

6 mm ) ，控制好注血速度 ( 约为 10 μl / min ) ，留针
10 min 后缓慢退针，推针时间 30 s 以上。退出针
后钻孔采用骨蜡封闭，采用手术线将头皮缝合。假
手术组 : 钻孔的方法与 ICH 对照组、rhEPO 治疗组
相同，唯一不同的时不注入自体血。三组进行造模
时均需保持无菌操作过程。
1 ． 3 ． 3 模型成功评价 根据 Berderson 等［7］的评
定方法分为四级 : 0 级 : 未有神经缺失症状。1 级 :

将大鼠尾巴提起，瘫痪侧前肢回收屈曲于腹下，正

常侧前肢向地面伸展。2 级 : 除 1 级体征外，向瘫
痪侧推大鼠时阻力较对侧明显降低。3 级 : 除以上
体征外，大鼠有向瘫痪侧旋转的行为。

手术后 2 h 对大鼠神经症状进行评定，神经症
状达 1、2、3 级判断为模型成功，否则均剔除实验，

即刻进行尸解观察失败原因并另取动物补充。
1 ． 3 ． 4 给药方法 ICH 对照组 : 大鼠在造模成功
后每天采用生理盐水腹腔镜注射，1 ml /次，1 次 /
d，直到第 6 个观察时间点处死为止。

rhEPO 治疗组 : 大鼠于造模成功后腹腔注射
rhEPO，配置浓度为 3000 u / kg / d 的 rhEPO 加入
1 ml生理盐水中，1 次 / d，直到第 6 个观察时间点
处死为止。

假手术组 : 大鼠在造模成功后每天采用生理盐

水腹腔镜注射，1 ml /次，1 次 / d，直到第 6 个观察
时间点处死为止。
1 ． 3 ． 5 神经功能障碍评分 三组大鼠于术后
12 h、1 d、2 d、3 d、7 d 和 14 d 进行神经功能障碍评
分测定，标准参照按 Garcia 等［8］的方法 ( 见表 1 ) ，满
分 18 分，分数越低，神经功能损伤越严重。
1 ． 3 ． 6 TNF-α 含量检测取材 三组大鼠于术后
第 14 天腹腔镜麻醉 ( 注射过量 1% 戊巴比妥钠 ) 处
死，断头后再次开颅取脑组织，将小脑和脑干去

除，以针孔为中心，作冠状切开，收集血肿周围

2 mm左右脑组织，切取后电子天平称重，放入盛有
PBS 的试管中，放置于 － 80℃ 冰箱中保存，以用于
批量检测 TNF-α。
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表 1 大鼠神经功能障碍评分试验
评分( 分) 自发活动( 在笼中 5min) 对称运动( 四肢) 前肢对称外展( 提尾) 爬铁笼壁 躯干对钝棒触及的反应 触须对钝棒触及的反应

0 不运动 左边不运动 左边不动不外展

1 轻微运动 左边稍微运动 左边稍微运动外 展 爬壁失败 左边无反应 左边无反应

2 运动但接触 ＜ 3 个笼壁 左边缓慢运动 左边运动但较右边外展少左边爬壁差 左边反应差 左边反应差

3 运动但接触≥3 个笼壁以上 两边对称运动 对称外展 正常爬壁 两边对称反应 两边对称反应

1 ． 3 ． 7 TNF-α 含量的测定 玻璃匀浆器中放入
事先准备好的脑组织，加入适量生理盐水，进行研

磨，获得均匀的研磨组织。然后将研磨好的组织中
加入适量生理盐水配成 3% 脑组织匀浆，离心机离
心，10 min 后取出离心后的匀浆液，采用移液管取
上清液，放置于 － 20℃ 冰箱中低温保存，统一检
测。采用放射免疫法测定 TNF-α，由经过培训的专
业实验人员进行操作。
1 ． 4 统计学方法
统计学软件版本为 SPSS 15 ． 0，计量资料用均

数 ± 标准差 ( x ± s ) 表示 ; 多组间比较采用方差分
析。取双侧 α = 0 ． 05 作为检验水准，以 P ＜ 0 ． 05

为差异有统计学意义。
2 结果
2 ． 1 三组大鼠术后各时间点神经功能障碍评分
比较

假手术组在术后 1 d、2 d、3 d、7 d 和 14 d 的神

经功能障碍评分与术后 12 h 相比，差异无统计学
意义 ( P ＞ 0 ． 05 ) 。 ICH 对照组在 12 h、1 d、2 d、
3 d、7 d 和 14 d 的神经功能障碍评分显著低于假
手术组相应时间点的评分，差异有统计学意义 ( P
＜ 0 ． 05 ) ; 在 ICH 对照组各时间点中，2 d和 3 d 的
神经功能障碍评分低于其他各时间点，差异有统计

学意义 ( P ＜ 0 ． 05 ) ，但2 d与3 d之间的神经功能障
碍评分相比，差异无统计学意义 ( P ＞ 0 ． 05 ) 。 rhE-
PO 治疗组在12 h、1 d、2 d、3 d和 7 d 的神经功能障
碍评分显著低于假手术组相应时间点的评分，差异

有统计学意义 ( P ＜ 0 ． 05 ) ; rhEPO 治疗组在2 d、3 d

和 7 d 的神经功能障碍评分显著高于 ICH 对照组相
应时点的评分，差异有统计学意义 ( P ＜ 0． 05 ) ; 在
rhEPO 治疗组各时间点中，2 d和3 d的神经功能障碍
评分低于其他各时间点，差异有统计学意义 ( P ＜
0． 05 ) ，但2 d与3 d的神经功能障碍评分相比，差异无
统计学意义 ( P ＞ 0 ． 05 ) 。见表 2。

表 2 三组大鼠术后各时点神经功能障碍评分 ( x ± s)

组别
时间点

12 h 1 d 2 d 3 d 7 d 14 d
rhEPO治疗组 8． 21 ± 0． 56▲▽ 8． 03 ± 0． 67▲▽ 6． 32 ± 0． 78▲★ 6． 79 ± 1． 44▲★ 11． 45 ± 0． 76▲★▽ 16． 46 ± 0． 89▽

假手术组 16． 21 ± 0． 43 16． 23 ± 0． 54 7． 22 ± 0． 89▲● 17． 12 ± 0． 73 16． 78 ± 0． 32 17． 34 ± 0． 98
ICH对照组 7． 59 ± 0． 55▲● 16． 78 ± 0． 66 4． 12 ± 0． 78▲ 4． 59 ± 0． 38▲ 7． 76 ± 0． 78▲● 14． 34 ± 0． 51▲●

F 211． 121 259． 453 352． 431 255． 965 180． 554 31． 332
P 0． 000 0． 000 0． 000 0． 000 0． 000 0． 000

注:★为 rhEPO治疗组与 ICH对照组比较，P ＜ 0． 05;▲为 ICH对照组、rhEPO治疗组与假手术组比较，P ＜ 0． 05;●为在 ICH 对照组，其它

时间点与 2 d相比，P ＜ 0． 05;▽为在 rhEPO治疗组，其它时间点与 2d相比，P ＜ 0． 05。

2 ． 2 三组大鼠血肿周围肿瘤 TNF-α 含量的变化
比较

假手术组在术后 1 d、2 d、3 d、7 d 和 14 d 的
TNF-α 含量与术后 12 h 相比，差异无统计学意义
( P ＞ 0 ． 05 ) 。 ICH 对照组在 12 h、1 d、2 d 和 3 d

的 TNF-α 含量显著高于假手术组相应时间点的含
量，差异有统计学意义 ( P ＜ 0 ． 05 ) ; ICH 对照组在
12 h、1 d、2 d 和 3 d 的 TNF-α 含量高于其他时间
点，差异有统计学意义 ( P ＜ 0 ． 05 ) ; 其中以 2 d 时
最高，但与 12 h、1 d 和 3 d 的含量相比，差异无统

计学意义 ( P ＞ 0． 05 ) 。 rhEPO 治疗组在 1 d 和 2 d

的 TNF-α 含量显著高于假手术组相应时间点的含
量，差异有统计学意义 ( P ＜ 0． 05 ) ; rhEPO 治疗组
在 1 d 和 2 d 的 TNF-α 含量显著低于 ICH 对照组
相应时间点的含量，差异有统计学意义 ( P ＜ 0． 05 ) ;
rhEPO 治疗组 12 h、1 d、2 d 和 3 d 时的 TNF-α 含
量高于 其 他 时 点，差 异 有 统 计 学 意 义 量 ( P ＜
0． 05 ) ; 其中以 2 d 时最高，但与 12 h、1 d 和 3 d 时
间点的含量相比，差异无统计学意义 ( P ＞ 0． 05 ) 。

见表 3。
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表 3 三组大鼠术后各时间点 TNF-α含量 ( ng /ml; x ± s)

组别
时间点

12 h 1 d 2 d 3 d 7 d 14 d
rhEPO治疗组 1． 24 ± 0． 21 1． 34 ± 0． 15▲★ 1． 40 ± 0． 15▲★ 1． 29 ± 0． 13 1． 18 ± 0． 15▽ 1． 15 ± 0． 12▽

假手术组 1． 03 ± 0． 12 1． 12 ± 0． 34 1． 18 ± 0． 11● 1． 13 ± 0． 12 1． 09 ± 0． 21 1． 08 ± 0． 22
ICH对照组 1． 39 ± 0． 12▲ 1． 55 ± 0． 14▲ 1． 52 ± 0． 11▲ 1． 40 ± 0． 12▲ 1． 29 ± 0． 10● 1． 23 ± 0． 15●

F 6． 245 14． 124 15． 563 7． 343 5． 322 3． 151
p 0． 009 0． 001 0． 000 0． 008 0． 024 0． 085

注:★为 rhEPO治疗组与 ICH对照组比较，P ＜ 0． 05;▲为 ICH对照组、rhEPO治疗组与假手术组比较，P ＜ 0． 05;●为在 ICH 对照组，其它

时间点与 2 d相比，P ＜ 0． 05;▽为在 rhEPO治疗组，其它时间点与 2 d相比，P ＜ 0． 05。

3 讨论
ICH 后脑组织自身存在损伤和修复过程，目前

对其损伤机制的研究较多。脑出血后的损伤机制
和局部脑血流量下降，脑水肿、炎性细胞浸润、细
胞坏死或是凋亡、反应性星型胶质细胞增生等因素
有关。尽管目前临床实践和动物实践都可以证实
ICH 后神经功能可以得到缓慢的恢复，但是这种报
道还不多见。目前很多的研究报道认为，重组人红
细胞生成素对脑出血后脑损伤有保护性作用，秦志

华的研究将 Wistar 大鼠脑出血的模型，采用免疫组
化方法检测脑出血周围脑组织 NF-κB 和 MMP-9 表
达的情况，结果发现与假手术组相比，模型组各时

间点出血周围脑组织的 NF-κB 和 MMP-9 表达均明
显增加，与模型组相比，rhEPO 组出血周围脑组织
NF-κB 和 MMP-9 明显下降［14］。徐峰等［15］采用改
进的 Feeney 氏法制作脑创伤模型进行研究，结果发
现 rhEPO 可以抑制神经细胞凋亡，对大鼠创伤性脑
损伤具有保护作用。本研究的目标就是探讨 rhE-
PO 对大鼠脑出血后血肿周围脑组织的保护作用。

实验方法就是采用大鼠进行造模。 ICH 实验研究
的前提是制备稳定、准确的动物模型。本研究采用
自体血注入 ICH 模型。在制作动物模型的过程中
利用立体定向仪在固定位置钻孔，直接注入动脉

血，模拟了人体 ICH 的病理生理过程，是目前制作
ICH 模型最为常用的方法。通过此种方法制作模
型由于取自字体非肝素化自体血，可观察血液凝固

过程中释放的活性物质对脑组织及脑循环的影响，

而且还能控制注血量做分级实验性，非常适合研究

后活性物质在脑损伤中的作用［9］。
TNF-α 的细胞来源广泛，主要由激活的巨噬细

胞或单核细胞分泌的炎性细胞因子，可以促进 T 细
胞产生各种炎症因子，进而促进炎症反应的发生，

是机体炎症及免疫应答的重要调节因子，还具有抗

肿瘤、参与内毒素性休克等病理过程。有研究认为

ICH 后 TNF-α 升高可诱导继发性脑损伤，其可能是
通过以下途径进行的 : ①经内皮细胞激活作用促成
凝血状态和血管收缩。②TNF-α 可激活磷脂酶 A，

可引起脂质过氧化物及氧自由释放并诱导花生四

烯酸代谢物的释放并严重损害细胞膜。因此，脑血
管病血管源性脑水肿形成的原因可能与 TNF-α 的
增高有关。③调节 ICAM-1 表达，引发血管的炎性
反应。④影响血管舒缩物质的表达，增加脑缺血损
害和局部卒中的风险性。⑤ TNF-α 的升高影响了
星形细胞钙离子的稳态，星形细胞清除谷氨酸的能

力下降。而促进炎症反应的两个主要的细胞因子
就是而 TNF-α 和 IL-1β。 TNF-α 能可一步诱导刺
激 IL-6、IL-8、IL-1β 等细胞因子和黏附分子的产
生，引发机体内的急性炎症性反应，而且还能促进

缺血区被中性粒细胞进入，血脑屏障被破坏，神经

干细胞和星形胶质细胞得到增生，神经细胞损伤，

引起脑细胞肿胀和变性［10，11］。

促红细胞生成素作为第一代的红系造血刺激

剂，用来增加贫血患者体内的红细胞数量，用以改

善贫血状况。二十世纪八十年代开始，人们开始利
用基因工程技术大规模生产重组人促红细胞生成

素 ( recombinant human erythropoietin，rhEPO ) ，重组人
促红细胞生成素和内源性促红素类似，具有相同的

生理功能，有研究显示，EPO 可以在缺血缺氧情况
下，减轻集体炎症反应，保护神经细胞和血管内皮

细胞，阻止细胞凋亡。并且能够使得炎症因子释放
减少，从而抗炎。Villa 等［12］报道 EPO 能显著减少
脑梗死区内的致炎因子如干扰素 2 γ、TNF2α、IL26

等的释放，减轻炎性细胞如星形细胞及小胶质细胞

的浸润。Brines 等［4］报道在鼠实验性的自身免疫性
脑脊髓炎及鼠钝器脑外伤模型中，EPO 能明显减轻
神经炎症反应。Patel 等报道 EPO 预处理能减少肾
缺血 /再灌注损伤中白细胞的浸润。Fiocchetti 等［16］

研究肝缺血 /再灌注损伤时发现 EPO 预处理能减
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少血 TNF2 a、IL-2 从而减轻肝脏的组织病理损害。

国外有学者的研究显示，rhEPO 阻止脑损伤后白细
胞和小胶质细胞进入损伤区域，减少炎性细胞因子

浸润［12］。

本实验结果显示，假手术组在术后各时点神经

功能评分未见显著性差异 ; 但 ICH 对照组在 12 h、
1 d、2 d、3 d、7 d、14 d 的神经功能障碍评分显著
低于假手术组的各相应时点评分 ; rhEPO 治疗组术
后 12 h、1 d、2 d、3 d、7 d、14 d 的神经功能障碍评
分显著低于假手术组各相应时点的评分 ; rhEPO 治
疗组在 2 d、3 d、7 d 的神经功能障碍评分显著高于
ICH 对照组的各相应时点的评分 ; 进而 ICH 对照组
在 2 d 和 3 d 的神经功能障碍评分功能显著下降，

可能机制是因为 ICH 对照组大鼠神经细胞内的尼
氏体丢失明显，脑组织血肿周围的肿瘤坏死因子在

脑出血后 6 h 开始表达，随时间延长而增加，到 2 d

后到达峰值，蛋白表达变化逐渐显著，这些参与出

血性脑水肿的病理过程，导致了神经功能障碍评分

的降低。
rhEPO 能改善大鼠 ICH 后神经功能缺失症状。

假手术组在术后 12 h、1 d、2 d、3 d、7 d 和 14 d 时
点 TNF-α 含量未见显著性差异 ; ICH 对照组 TNF-α
含量显著高于假手术组各相应时间点的水平。
rhEPO 治疗组 TNF-α 含量显著高于假手术组各相
应时点的水平 ; rhEPO 治疗组 TNF-α 含量显著低于
ICH 对照组各相应时点的水平。提示 ICH 后伴随
着 TNF-α 含量升高，rhEPO 能降低 ICH 后 TNF-α 含
量。说明 ICH 后血肿周围脑组织出现比较典型的炎
症反应，而 rhEPO 能够抑制炎性细胞因子的分泌和
释放，减轻脑组织损伤，降低神经功能障碍的发生。

综上所述，rhEPO 可减少 ICH 大鼠血肿周围
TNF-α 含量，改善其神经功能，对 ICH 后脑损害具
有保护作用。另外新的 EPO 衍生物较 EPO 本身具
有更直接的神经保护作用，且经试验证实无任何造

血活动，这也就是说这种衍生物可保护神经系统而

又不产生不良效果［13］。因此，我们推测 EPO 及其
衍生物在临床上可用于神经功能的保护。
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