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促红细胞生成素通过 ＡＭＰＫＫＬＦ２信号通路调节脑缺
血后血管新生的分子机制

刘敏，王英，王敬东，张凤香，李红燕
（青岛大学医学院附属第二医院 重症医学科，山东 青岛　２６６０４２）

［摘　要］目的：探讨促红细胞生成素（ＥＰＯ）通过 ＡＭＰＫＫＬＦ２信号通路调大鼠脑缺血后血管新生的分子机
制。方法：雄性ＳＤ大鼠９２只，１６只用于假手术组，剩余７６只构建大脑中动脉栓塞（ＭＣＡｏ）模型；将造模成功的

６４只随机均分为脑缺血组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组、ＥＰＯ组及ＥＰＯ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组，建立大脑中动脉栓塞模型后及干预

７ｄ时，镜下观察顶叶缺血周围区新生血管并计数全部新生血管数目，采用 ＲＴＰＣＲ检测 Ｋｒｕｅｐｐｅｌ样因子 ２

（ＫＬＦ２）、内皮一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）、血栓调节蛋白（ＴＭ）及血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）ｍＲＮＡ的转录水平，采用

免疫印迹检测脑缺血区域的ＡＭＰＫ及ＫＬＦ２蛋白表达。结果：干预７ｄ时，ＥＰＯ组新生血管数量较脑缺血组增

多，ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组和ＥＰＯ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组新生血管数目少于脑缺血组，ＥＰＯ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组新生血管数目多于

ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组、少于脑缺血组（Ｐ＜００５）；ＲＴＰＣＲ结果显示，干预７ｄ时，ＥＰＯ组各ｍＲＮＡ的表达较脑缺血组升

高，ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组各ｍＲＮＡ的表达量低于脑缺血组，ＥＰＯ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组各 ｍＲＮＡ的表达量高于 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ

组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；免疫组化检测发现，干预７ｄ时，ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组ＡＭＰＫ、ＫＬＦ２表达量低于脑缺

血组，ＥＰＯ治疗组ＡＭＰＫ、ＫＬＦ２蛋白的表达量与脑缺血组相比增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：ＥＰＯ

可通过上调ＫＬＦ２、ｅＮＯＳ、ＴＭ及ＶＥＧＦｍＲＮＡ的转录水平进而促进ＡＭＰＫ蛋白的表达从而发挥对脑缺血后血管

新生的调控作用。
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　　促红细胞生成素（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＥＰＯ）是一种
糖蛋白激素，是哺乳动物调节红细胞生成必不可少

的体液性生长因子［１］。在临床上，ＥＰＯ多用于治
疗肾功能不全合并的贫血、恶性肿瘤伴发的贫血及

风湿病贫血等［２－３］。有研究表明他汀类药物能通

过激活腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）上调转录因子 ＫＬＦ２的表达、增加
ＮＯ的合成、并作用于血管内皮细胞，从而促进血
管新生［４－７］。血管新生是影响动脉粥样硬化及多

种缺氧、缺血性心血管疾病的病程发展和转归的重

要因素［８］。Ｄｏｒｓｏｍｏｒｐｈｉｎ（ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ）２ＨＣｌ是
一种有效的、可逆的、选择性 ＡＭＰＫ抑制剂。本研
究旨在通过构建大脑中动脉栓塞动物模型，给予

ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ干预，观察动物新生血管数目及
ＡＭＰＫＫＬＦ２信号通路 ｍＲＮＡ和蛋白的表达情况，
探究ＥＰＯ通过 ＡＭＰＫＫＬＦ２信号通路调节脑缺血
后血管新生的分子机制。

１　材料与方法

１１　实验动物
清洁级２４周雄性 ＳＤ大鼠９２只，体质量２５０

～２８０ｇ，由青岛大学医学院动物实验中心提供（合
同号２０１８－０２１６）。
１２　动物分组与造模
１２１　大脑中动脉栓塞（ＭＣＡｏ）模型的建立　参
考毕方方等［８］方法进模：取 ２５０～２８０ｇ大鼠 ７６
只，４％水合氯醛麻醉固定，于颈正中纵切口，暴露
右侧颈内动脉、颈总动脉和颈外动脉，准备两个动

脉夹、一个动脉夹夹住颈总动脉的向心端，一个动

脉夹夹住颈内动脉的远心端；用线结扎颈外动脉远

心端，在颈外动脉的向心端的管壁上剪“Ｖ”形切
口，通过自制４－０线栓经过切口绕过颈动脉窦向
颈内动脉放置，结扎劲外动脉“Ｖ”切口下方；打开
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颈内动脉动脉夹，再打开颈总动脉动脉夹。另１６
只大鼠（假手术组）只做手术、分离血管，但不夹闭

或结扎任何血管、亦不放置线栓及不在外动脉上做

切口。

１２２　分组　２４周清洁级雄性ＳＤ大鼠９２只，１６
只大鼠用于假手术组，７６只大鼠造模成功的 ６４
只，随机均分成脑缺血组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组、ＥＰＯ组
及ＥＰＯ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组，每组１６只。脑缺血组大
鼠造模后每天腹腔注射生理盐水，ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组
在大鼠造模２４ｈ后每天腹腔注射 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ溶
液１ｍＬ，ＥＰＯ组在大鼠造模２４ｈ后每天注射 ＥＰＯ
１ｍＬ（４０００ＵＩ／ｋｇ）。ＥＰＯ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组大鼠造
模２４ｈ后每天注射 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ和 ＥＰＯ溶液各
１ｍＬ，药物总剂量同 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组和 ＥＰＯ组，均
注射７ｄ；假手术组仅４％水合氯醛麻醉后固定，于
颈正中纵切口，暴露右侧颈内动脉、颈总动脉和颈

外动脉，不夹闭颈内动脉和用线结扎颈外动脉远心

端及在颈外动脉的向心端的管壁上剪“Ｖ”形切口。
１３　新生血管数目

显微镜下观察，完成造模和干预７ｄ时取大鼠
大脑缺血皮质制片，镜下观察顶叶缺血周围区新生

血管并计数全部新生血管数目。

１４　ＲＴＰＣＲ检测
完成造模和药物干预７ｄ时，取２００ｍｇ大鼠

大脑缺血皮质提取总ＲＮＡ，将组织放入１５ｍＬＥＰ
管中，加入 １ｍＬＴｒｉｚｏｌ剪碎组织，震荡 ３０ｓ，加
０２ｍＬ氯仿，剧烈摇动３０ｓ，室温３ｍｉｎ；１２０００ｒ／
ｍｉｎ，４℃离心，１５ｍｉｎ；计算浓度与纯度，－７０℃保
存。采用 ＲＴＰＣＲ检测 Ｋｒｕｅｐｐｅｌ样因子２（ｋｒｕｅｐ
ｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ２，ＫＬＦ２）、内皮一氧化氮合酶
（ｅＮＯＳ）、血栓调节蛋白（ｔｈｒｏｍｂｏｍｏｄｕｌｉｎ，ＴＭ）及血
管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＶＥＧＦ）ｍＲＮＡ水平；ＰＣＲ反应体系为１０×扩增缓
冲液（ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ×１０μＬ）、脱氧核苷三磷酸底物
（ｄＮＴＰｍｉｘ×２００ｕｍｏｌ／Ｌ）、耐热 ＤＮＡ聚合酶（Ｔａｑ
酶 ×２５μＬ）、寡聚核苷酸引物 （Ｐｒｉｍｅｒ１×
４０ｐｍｏＬ，Ｐｒｉｍｅｒ２×４０ｐｍｏＬ）、靶序列模板 ＤＮＡ
（１μｇ）。反应条件为９５℃ ３０ｓ，９５℃ ５ｓ、６０℃
１ｍｉｎ（４０个循环）９５℃ ３０ｓ，６１℃ １５ｓ。取 ＰＣＲ
产物进行琼脂糖凝胶电泳检测结果，以 βａｃｔｉｎ作
为参照，计算 ＫＬＦ２、ｅＮＯＳ、ＴＭ及 ＶＥＧＦｍＲＮＡ
水平。

表１　引物的核苷酸序列
Ｔａｂ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓ

　基因名称 上游引物序列（５′ｔｏ３′）　　　 下游引物序列（５′ｔｏ３′）　　　　 Ｐｒｏｄｕｃｔ（ｂｐ）

ＫＬＦ２ ＣＡＣＣＡＡＧＡＧＴＴＣＧＣＡＴＣＴＧＡ ＣＧＴＧＴＧＣＴＴＴＣＧＧＴＡＧＴＧＧ １３３

ｅＮＯＳ ＡＣＣＣＴＣＡＣＣＧＣＴＡＣＡＡＣＡＴＣ ＧＣＴＣＡＴＴＣＴＣＣＡＧＧＴＧＣＴＴＣ １９８

ＴＭ ＧＡＣＣＴＣＴＧＣＧＡＧＣＡＣＴＴＣＴＧ ＧＧＧＣＴＣＣＡＧＴＡＴＧＣＡＧＴＣＡＴ １３２

ＶＥＧＦ ＣＴＡＣＣＴＣＣＡＣＣＡＴＧＣＣＡＡＧＴ ＡＧＣＴＧＣＧＣＴＧＡＴＡＧＡＣＡＴＣＣ １０４

βａｃｔｉｎ ＧＡＣＧＧＣＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴ ＣＧＧＡＴＧＴＣＡＡＣＧＴＣＡＣＡＣＴＴ６ １４０

１５　免疫印迹检测脑缺血区域的 ＡＭＰＫ及 ＫＬＦ２
蛋白表达

取０１ｇ脑大鼠大脑缺血皮质，加５００μＬ蛋白
裂解液，在冰浴下震荡０５ｈ，将液体移至１５ｍＬ离
心管中，在４℃冷冻离心机中 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，取上清，利用 ＢＣＡ蛋白法对蛋白浓度进行
测定。加入适量上样缓冲液，１００℃水浴加热
５ｍｉｎ，使蛋白变性，８０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ后上
样。通过ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳进行分析，上样量为
２０～４０μＬ／孔，转膜与杂交。
１６　统计方法　

采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６０统计分析实验数据，
计量资料采用平均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，正态
分布的计量资料以百分数（％）表示，采用两独立

样本ｔ检验及单因素方差分析，以 Ｐ＜０５表示差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　模型成功率评价
７６只建模，造模失败 １２只，１只不明原因死

亡、５只未观察到神经功能缺损、１只死于麻醉过
量、３只出现蛛网膜下腔出血、１只在观察中死亡，
（解剖可见左侧脑组织严重肿胀）以Ｆａｂｉａｎ的神经
功能５级标准评分法为标准（≥１分），造模成功
６４只，模型成功率达到８５５％。造模成功大鼠手
术后２ｈ左右清醒、精神萎靡、反应迟钝、活动及进
食减少甚至拒食；大鼠右前肢无力，不能抓杆且爬
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杆困难；大鼠行走时，身体向右侧旋转或偏斜，身体

向右侧旋转或偏斜，甚至向右侧跌倒不能行走，多

数动物出现Ｈｏｍｅｒｓ征。６５只大鼠随机分为４组，
弃掉１只。假手术组大鼠未出现明显神经功能缺
损症状与体征，手术后动物进食及活动恢复较好。

２．２　显微镜下观察新生血管数目
ＥＰＯ组大脑皮质新生血管数量较脑缺血组增

多，差异有统计学意义（２７４６±２５８ｖｓ１６２１±
１２２，Ｐ＜０．０５），ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组和 ＥＰＯ＋Ｃｏｍ
ｐｏｕｎｄＣ组大鼠大脑皮质新生血管数目少于脑缺
血组（１２１５±１２７ｖｓ１４３２±２１１，Ｐ＜０．０５），
ＥＰＯ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组大鼠大脑皮质新生血管数目
多于 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组，少于脑缺血组，差异有统计
学意义（Ｐ＜００５），镜下新生血管形态见图１。

注：Ａ为假手术组，示正常脑组织形态；Ｂ为脑缺血损伤后出现新生血管，箭头所指示新生血管处

图１　顶叶缺血周围区新生血管形态
Ｆｉｇ．１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎａｒｏｕｎｄｐａｒｉｅｔａｌｌｏｂｅｉｓｃｈｅｍｉａ

２．３　ＫＬＦ２、ｅＮＯＳ、ＴＭ及ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达
ＲＴＰＣＲ实验对各组大鼠大脑缺血皮质

ＫＬＦ２、ｅＮＯＳ、ＴＭ和 ＶＥＧＦ的 ｍＲＮＡ的表达量进行
测定发现，ＥＰＯ组各 ｍＲＮＡ的表达量较脑缺血组
升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ

组ＫＬＦ２、ｅＮＯＳ、ＴＭ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达量低于
脑缺血组（Ｐ＜００５），ＥＰＯ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组ＫＬＦ２、
ｅＮＯＳ、ＴＭ和ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达量高于Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｃ组（Ｐ＜００５），低于脑缺血组，差异无统计学意
义（Ｐ＞００５）。见表２。

表２　ｍＲＮＡ表达量的测定结果（ｎ＝１６）
Ｔａｂ．２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ

　分组
ｍＲＮＡ表达量

ＫＬＦ２ ｅＮＯＳ ＴＭ ＶＥＧＦ

假手术组 ０８１±０１３ ０６４±００５ ０７２±００１ ０７５±００５

脑缺血组 ０４２±０１１ ０２９±００４ ０３３±００３ ０２５±００３

ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组 ０２５±０１３（１） ０１４±００２（１） ０２１±００４（１） ０１２±００４（１）

ＥＰＯ组 ０７２±０１２（１） ０５４±００６（１） ０６５±００２（１） ０４２±００１（１）

ＥＰＯ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组 ０３７±００７（２） ０２１±００５（２） ０２８±００１（２） ０１９±００２（２）

　Ｆ ９５２６ １１２６３ １３０２５ １１９７１
　Ｐ ００１５ ０００８ ０００５ ０００２
（１）与脑缺血组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组比较，Ｐ＜００５

２４　ＡＭＰＫ及ＫＬＦ２蛋白表达
通过检测ＫＬＦ２及ＡＭＰＫ蛋白表达水平发现，

正常组与假手术组大鼠有少量 ＡＭＰＫ及 ＫＬＦ２蛋
白表达，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｃ组ＡＭＰＫ及ＫＬＦ２蛋白表达水平低于脑缺血组，

差异有统计学意义（Ｐ＜００５），ＥＰＯ组ＡＭＰＫ蛋白
的表达水平与脑缺血组比较有所增加，ＥＰＯ＋Ｃｏｍ
ｐｏｕｎｄＣ组 ＡＭＰＫ及 ＫＬＦ２蛋白的表达水平高于
ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组，低于脑缺血组，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。见表３、图２。
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表３　ＫＬＦ２及ＡＭＰＫ蛋白的表达水平（ｎ＝１６）
Ｔａｂ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＫＬＦ２ａｎｄＡＭＰＫｐｒｏｔｅｉｎ
分组 ＫＬＦ２ ＡＭＰＫ
假手术组 ０８６±００３ ０６４１±００１
脑缺血组 ０６０±００１ ０４２±００３
ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组 ０３８±００２（１） ０２２±００１（１）

ＥＰＯ组 ０８３±００４（１） ０６２±００２（１）

ＥＰＯ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组 ０４３±００２（１）（２）０３１±００３（１）（２）

　Ｆ ５４８７ ９１２７
　Ｐ ０００３ ０００６
（１）与脑缺血组比较，Ｐ＜００５；（２）与 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组比较，Ｐ
＜００５

图２　大脑皮质ＡＭＰＫ和ＫＬＦ２蛋白
在不同组别的表达

Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＫＬＦ２ａｎｄ
ＡＭＰＫｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

３　讨论

脑缺血后，血管新生是脑微循环修复重建的重

要病理过程［９］，而神经血管单元促成细胞分泌、释

放促血管新生因子，例如 ＥＰＯ、ＶＥＧＦ等，从而促进
缺血区血管生成［１０］。有研究指出，ＥＰＯ的来源有
血源性与脑源性两种，是一种直接促血管新生物

质，可促进套式血管生长和芽生，促进 ＶＥＧＦ的表
达，，同时促进脑血管新生和骨髓造血［１１］。另ＥＰＯ
为中枢神经系统内源性的细胞因子，可通过神经元

与胶质细胞的旁分泌作用，作用至神经元 ＥＰＯＲ，
并发挥神经保护、神经营养及调节胚胎发育的作

用［１２］。据报道，ＥＰＯ可引起 ＡＭＰＫ和 ｅＮＯＳ的磷
酸化作用［１３］，在此过程中，同时促进了 ＫＬＦ２蛋白
质的表达水平［１４］。复合物 Ｃ或 ＡｄＡＭＰＫＤＮ抑
制ＡＭＰＫ后限制了ＫＬＦ２的表达上调，这是一种重
组腺 病 毒，它 编 码 了 ＡＭＰＫ 的 显 性 负 突 变
体［１５－１６］。本研究以 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ为抑制剂成功建

立了ＡＭＰＫ缺陷脑缺血大鼠模型。有研究表明，
ＫＬＦ２的敲除降低了ｅＮＯＳ和ＶＥＧＦ，并限制了红细
胞生成素的迁移和内皮细胞集落形成新生血管的

能力［１７］。故 ＡＭＰＫ通路中 ＫＬＦ２表达的上调在
ＥＰＯ诱导血管生成中起着至关重要的作用［１８－１９］。

本研究表明，ＥＰＯ治疗 ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ干预组各
ｍＲＮＡ的表达量高于 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ干预组，由此结
果可以推测出，加入 ＡＭＰＫ抑制剂后，ＫＬＦ２的表
达量下降，并且 ｅＮＯＳ、ＴＭ、ＶＥＧＦ等 ｍＲＮＡ的表达
量均呈现下降的趋势。据报道，ＥＰＯ可以激活
ＡＭＰＫ蛋白激酶，提高 ＥＣｓ分化，最终促进血管新
生。另有研究者认为，ＥＰＯ的血管生成效应是通
过 ＶＥＧＦ／ＫＤＲ完成的［２０，２１］。相反，也有研究指

出，由 ＥＰＯ控制的 ＥＣＦＣｓ的血管生成能力依赖于
ＡＫＴ而不是 ＶＥＧＦ［２２］。但在 ＥＣＦＣｓ中 ＥＰＯ的血
管生成效应以及相关的分子机制，特别是转录水平

的机制，仍然不清楚。而本实验研究发现，ＥＰＯ治
疗组新生血管数量较脑缺血组增多，ＥＰＯ治疗 ＋
ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ干预组新生血管数目多于 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｃ干预组。同时，ＡＭＰＫ及 ＫＬＦ２蛋白表达量测定
结果表明，ＥＰＯ治疗 ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ干预组 ＡＭＰＫ
及 ＫＬＦ２蛋白的表达量高于 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ干预组，
故推测ＥＰＯ可通过促进 ＡＭＰＫ及 ＫＬＦ２蛋白的表
达量，激活ＡＭＰＫ，上调 ＫＬＦ２的表达，促进内皮一
氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）表达，进而增加 ＮＯ产生，促使
内皮克隆形成细胞向内皮细胞分化，进而提高血管

新生。

综上所述，ＥＰＯ可通过上调 ＫＬＦ２、ｅＮＯＳ、ＴＭ、
ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达量，促进 ＡＭＰＫ蛋白的表达进
而调节脑缺血后血管新生。
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　７期 刘敏等　促红细胞生成素通过ＡＭＰＫＫＬＦ２信号通路调节脑缺血后血管新生的分子机制


