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促红细胞生成素的神经保护功能与视网膜保护作用 

刘夫玲 牛膺筠 王红云 

【摘要】 促红细胞生成素(EP())是一种主要影响红细胞生成的体液因子，在中枢神经系统缺氧缺血 

性脑损伤中发挥抗细胞凋亡、抗兴奋性氨基酸神经毒性、抗 自由基、抗氧化作用和神经营养作用 ．在视网膜 

疾病的神经元损伤中具有神经保护和促进神经再生的功能。 
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老年性黄斑变性、视网膜脱离、视网膜色素变性、视网膜功 

能不 良性疾病、视神经损伤等眼科发病率较高的视网膜、视神 

经疾病的共同病理机制是视网膜神经节细胞、光感受器细胞等 

神经元的凋亡 ，最终导致视力的丧失 ，因而，视网膜保护在 

眼科基础和临床研究中具有重要意义。最近研究表明，缺血、缺 

氧可以导致促红细胞生成素(EP())及其受体(EPOR)在神经细 

胞的表达及上调；EP()、EPOR在神经对损伤 的应答中表现出 

重要的保护作用 ．因而又被当成一种重要的神经营养因子 。 

1 EPO的分子结构 

EP()来源于肾脏及胚胎肝，是一种含唾液酸的酸性糖蛋 

白，由 1 65个氨基酸组成。天然存在的 EP()有a、S两种类型．两 

种类型的生物学特性、抗原性相同，主要区别任于碳水化合物 

含量不同。人类 EP()摹 位于 7号染色体长臂 22区。EP()分 

子由多肽和糖基构成，相对分子质量约 34×10。 ，含有 2个二 

硫键、一个碳末端的精氨酸(Arg)残基。EP()的糖基包括 3个 

氮末端 N一糖基(分别位于天冬氨酸 Asp24．Asp38，Asp83)和一 

个丝氨酸 ()一糖基(位于Ser1 26)。它们的主要成分是甘露糖、岩 

藻糖、唾液酸等低聚糖 。其中，唾液酸在维持 EP()分子的酸 

性、阻断细胞表面半乳糖受体结合、防止 EP()失活等方面有重 

要作用 。重组人促红细胞生成素(rHuEPO)是一种通过使_}十j 

重组 DNA技术生产的、含有与天然分离的EP()完全相同氨基 

酸序列的糖蛋白．儿与天然 EPO具有相同的牛物学活性，已 

泛用于临床 。 

2 EPO的神经保护作用 

除造血细胞外．EP()对于胚胎期神经系统的发育有促进作 

用 ，对神经组织损伤也有重要的保护作用。近来大量研究表明， 

神经组织巾也有 EP()和EPOR的表达。同时发现 EPO的生成 

量与神经组织的供IffL供氧情况相关。神经元缺血时．EP()的生 

成量成倍增加，并对神经元起保护作用 。 

Masuda等 ”十 l 994年首先在鼠胚胎 1 8 d脑细胞的体外 

培养 中用Southern杂交和免疫 化学染色方法发现 r神经细胞 
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自身分泌的 EPO，且与肾源性 EPO结构相同。提示 EPO的产 

qt不仅局限于肾脏．在脑组织 中同样有 EP()存在并对神经元 

有 旁分泌作用。Juul等 利用逆转 录一聚合酶链 反应(RT— 

PCR)技术在人类胚胎脊髓 培养及腩组织 中检测到 EP()及 

EPOR的 mRNA，利用酶联免疫技术(El ISA)证实 r培养液中 

存在 EPO分子 ．并利用免疫组织化学染色法在胚胎脑组织切 

片上发现了神经元和神经胶质细胞膜的 El OR。Marti等 ”利 

用脑组织活检和反转录技术证明不仪是胚胎，在鼠、猴和人的 

恼组织中都能检出 EP()和 EP()R的 mRNA．而且广泛分布于 

海马和大脑皮质中。同时利用新生小鼠的神经细胞培养发现， 

EP()的 mRNA仵缺氧条件下会成 倍的增长。说明神经细胞 

EP() 成在转录水平 E受到供氧 的调节。Bernaudin等 在 

久鼠大脑中动脉栓塞模型叶1证实．栓塞前 24 h脑室 内注射 

EP()能有效减少梗塞面积 47 。 时．还发现 EP()能维持梗 

塞后大鼠的定向力和学习能力，明显改善梗塞区的神经功能。 

主要通过海马神经元和皮质神经几等体外神经元培养进一步 

证明，在缺氧、谷氨酸或红藻氦酸(兴奋性毒素)中毒、血清缺乏 

等多种代谢性应激L卜I，EP()均 明显的神经元保护作用。Siren 

等 进一步证实．EP()在代谢异常条件下具有神经元保护作 

用．在正常生理条件下具有促使神经元增牛肥大、树突增多、功 

能增强、分化良好等一系列营养性作用；而且 EP()对于神经元 

的保护是一种直接作用，不必依赖于神经胶质细胞 。 

为研究中枢神经系统神经前怵细胞的增生和分化是否受 

氧环境 的调节 ，Studer等 用浓度 为 2o 的氧和较低浓度 

(3 ±2 )的氧两种培养方法观察 r胚胎 1 2 d大鼠中脑神经 

前体细胞。当细胞培养在低浓度氧中时，细胞增生加强，凋亡减 

少，产生的多巴胺能神经元 明显增 加．日．有更多的 EPO 的表 

达；在 2O 氧环境中，将 EPO 加入培养基，部分模拟低氧环境， 

r丰I脑神经前体细胞表现出r口J具 多巴胺能神经细胞特征的神 

经元分化增加的现象。Juul等 分别用半定量 f)cR、EI ISA 

技术研究显示，人类大脑及脊髓的冲经元、神经元的原代培养 

fJ寸、神经胶质细胞和星形胶质细胞郜有 EP()、EP()R的 mRNA 

和蛋白的表达，低氧时冲经元 EI OR的 mRNA增加 2倍。另有 

研究显示，当 形胶 质细胞培养 于 l 低氧浓度时，EPO 与 

EP()R的 mRNA和蛋白的表达是正常氧培养时的 lOO倍 “。 
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最近，Nagai等 用 RT—PCR、ELISA技术研究的资料表明，在 

高度纯化培养人神经元、星形胶质细胞、小胶质细胞和少突胶 

质细 胞时．EPO 的 mRNA 仅 存在 于 星形 胶质 细胞 ，但 是 

EPOR表达于神经元、星形胶质细胞和小胶质细胞，而在少突 

胶质细胞中未发现 EPO与EPOR表达。由此认为，星形胶质细 

胞是脑部 EPO的主要生成细胞 ，并且在一些细胞因子如白细 

胞介素、肿瘤坏死因子的作用下 EPO表达下调。 

EPO神经保护作用的机制可能与 EPO 的抗细胞凋亡作 

用、保护神经元免受兴奋性氨基酸的毒性作用、增强细胞钙内 

流、抑制一氧化氮(NO)过度合成等有关。 

Juul等 发现胚胎发育的神经元的凋亡，而用重组 EPO 

能对抗低氧所致的神经元的凋亡。Yu等 的研究表明：缺乏 

EP0R的小鼠胚胎在经过 24 h的缺氧暴露后在肝脏、心内膜、 

脑部发生了广泛的细胞凋亡，而存在 EPOR表达 的神经元在 

EPO的刺激下能使 EPOR表达进一步增强，EPO增强了细胞 

增生和降低 了细胞凋亡，表明 EPO于胚胎脑中有防止细胞凋 

亡的功能。最近 wen等 在持续性局部脑缺血大鼠动物模型 

中发现在缺血 6～12 h后，Western blot(蛋 白质分子杂交)检 

测显示 EPOR的表达明显升高，组织化学双标记提示在损伤部 

位的脑组织有大量的EPOR的阳性染色细胞，以神经元、小胶 

质细胞为主，并且主要出现在发生凋亡的区域，提示缺血部位 

的EPOR的激活在损伤中起重要作用。相关研究表明，在体外 

细胞培养中，EPO能以较低浓度，减少由于缺氧而引起的神经 

元 细胞 损伤，并且 可 以上调 神经 元 的抗 凋 亡基 因 Bcl—xI 

mRNA及蛋白质表达，从而可以促进神经元存活 。目前研究 

认为缺血后神经元细胞凋亡是 EPO短期神经保护作用的基 

础，而 EPO的神经营养作用则具有长期保护效果 。 

谷氨酸是脊椎动物视网膜和中枢神经系统的主要兴奋性 

神经递质，它作用于谷氨酸受体，介导视网膜神经细胞间的信 

息传递。然而 ，谷氨酸又是一种潜在的神经细胞兴奋性毒素，若 

其过量 ，将导致神经细胞的死亡。已有研究证实，谷氨酸在视网 

膜缺血、青光眼、视神经挫伤等过程中起着重要作用 。视网膜 

缺氧缺血时能量代谢障碍导致谷氨酸浓度大量增加，谷氨酸通 

过与 N一甲基一D一天冬氨酸(NMDA)受体结合导致钙钠通道开 

放 ，大量持续钙内流导致细胞内钙超载，从而介导细胞内一系 

列依赖钙离子的生化反应，最终导致神经元坏死 。现在认为 

谷氨酸兴奋性毒性是触发视网膜缺血性神经元损伤级联反应 

的最主要因素l2 ．23 3。 

Morishita等 在体外培养大鼠海马及大脑皮层细胞，在 

谷氨酸损伤前 24 h用 EPO进行预治疗 ，再暴露于谷氨酸环境 

15 rain后再培养 24 h，结果显示用 EPO治疗的实验组神经元 

死亡较对照组明显减少，且 EPO阻止谷氨酸诱导神经元死亡 

存在剂量依赖效应。实验还发现 EPO先于谷氨酸加人培养基 

中至少 8 h发挥其神经保护作用，用可溶性 EPOR结合 EPO 

可抵消 EPO的保护作用。Kawakami等 进一步证实 EPOR 

受体的激活能抑制谷氨酸的释放而对抗神经元缺血损伤。 

大量证据表明细胞内Ca 能调控细胞凋亡 。钙通道是贯穿 

质膜或细胞器膜上表面糖基化的大分子蛋白质，其中央形成能 
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通 过 Ca 的亲水性孔道。孔道的开放或关闭调节着细胞内 

ca!一浓度，从而影响细胞的功能。存视网膜缺血病变中因细胞 

内钙超载诱导产生了大量超氧阴离子、脂质过氧化物而对神经 

元有毒性作用 。Koshimura等 发现当EPO与嗜铬细胞瘤 

株 PC 结合，可使 PC 细胞去极化，细胞外游离钙短暂内流增 

加是剂量依赖方式。EPO使细胞有 分裂原活性蛋白激酶活 

性增加 ，促进多巴胺的释放及酪氨酸羟化酶活性增加，从而促 

进体外培养神经元生长。甩钙离子拮抗剂尼凡地平、抗 EPO抗 

体及钙螫合剂均可使 EPO保护性作用消失。EPO作用与神经 

元通过增加钙离子的内流维持钙离子的平衡。故目前认为EPO 

发挥其神经保护性作用可能通过激活钙通道作为始动因素 。 

在视网膜缺氧缺血中NO过度合成具有神经毒性作用，并 

介导NMDA受体诱发谷氨酸神经毒性作用致神经元损伤，可 

能抑制 NO过度合成来减轻神经元损伤。NO产生神经毒作用 

的可能机制：NO与 () 结合产生 ONOO ，这是一种强氧化 

剂，能氧化蛋 白质的巯基 ，使多种酶欠活，并且可使脂质过氧 

化，从而严重影响生物膜的功能。另一种机制是 NO能引起 

DNA损伤，并能使线粒体电子传递受阻，导致细胞能量代谢障 

碍 ，最终引起细胞死亡。Calapai等 用鼠脑缺血模型，通过外 

周或脑室内给 rHuEPO治疗，观察再灌注后 7 d内海马神经元 

死亡、亚硝 酸盐和硝酸盐 含量较末用 rHuEPO治疗组减少。 

Sakanaka等 在体内实验证实，提前用 EP()可阻止 NO生成 

因子硝普钠 (SNP)诱 导的 NO 过度合成，同时加人 EPO及 

SNP不能减轻 SNP诱导的神经元损伤。提示在体内EP()通过 

抑制NO过度合成发挥其神经保护作用。然而，EPO对缺氧 缺 

血冲经元的保护机制还不能被完伞理解。有研究发现，它可通 

过 Janus激酶 (Jak2)和 NF—kB(核因子一kB)信号级联来起作 

用，保护初级大脑皮层神经元不受由一氧化氮诱导的细胞死亡 

的损害 。 

3 EPO在视网膜的研究 

EPO和 EPOR在胚胎和成年组织 中广泛表达，包括中枢 

神 经 系统、肾脏 、心脏、肺胰腺、肌 肉组 织、视网膜等。最近 

Morita等 研究发现，EPO和低氧诱导因子一2~z(HIF一2 a)在 

HI F一基因敲除的鼠 (HI F—knock down)视网膜新生血管病变 

中，EPO的表达水平随着 HIF一2 a的改变而平行性改变，EPO 

在视网膜病变中起关键作用。 

Grimm 争 利用视网膜光化学损伤的动物模型研究发 

现 ，低氧诱导因子一1a(HIF一1 a)促进了 EPO的表达，从而对视 

网膜光化学损伤起保护作用。显示经过低水平氧(8 )处理的 

鼠可防止光诱导的细胞凋亡从而保护视网膜感光细胞结构和 

功能。与视网膜光化学损伤细胞凋亡相关的细胞因子activator 

protein一1(AP一1)、caspase一1在低氧处理后没有抑制，而低氧上 

调 r EPO的表达，EPO蛋白与其存视网膜感光细胞内段 的相 

应受体结合，触发了信号的级联反 ，从而抑制感光细胞的凋 

亡 ，并 且免疫组织化学检查也证实 _r视网膜感光细胞内段有 

EPO受体 ，这与 EPO在感光细胞有直接的神经保护作用是 

相一致的。除了内源性 EPO具有保护作用，rHuEPO也具有保 
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护视网膜感光细胞免遭光损伤的作用，说明 EPO抗凋亡作用 

在治疗其他的视网膜疾病是有效的。 

EPO不仅对视网膜感光细胞具有保护作用，还对视网膜神 

经节细胞具有神经保护作用。Junk等l3 发现在急性视网膜缺 

血再灌注损伤动物模型中缺血上调了视网膜 EPORmRNA的 

表达 ，缺血后 l 2 h开始上升，72 h达到高峰 ，是正常的 4倍 ，而 

EPO的表达呈下降趋势，48 h后下降 52 。免疫组织化学双标 

记染色示 EPOR的表达定位在视网膜神经节细胞、无长突细胞 

和 Mfiller细胞。在缺血前 24 h预治疗或缺血时立即腹腔注射 

rHuEPO有助于视网膜功能的恢复 ，并发现 TUNEL(原位末端 

标记物法)阳性 细胞 减少，而缺血后用 rHuEPO 无效，提 示 

EPO通过抗凋亡机制对急性视网膜缺血再灌注损伤具有神经 

保护作用，外源性拿身应用 EPO可以挽救损伤的神经元。 

EPO除了对视网膜有神经元保护作用，并且与视网膜神经 

节细胞的轴突生长有关。Bocker—Meffert等l3。 在生后鼠视网膜 

组织培养时分别加入 EPO，血管内皮细胞生长因子(VEGF)呈 

剂量依赖性促进视网膜神经节细胞轴突的生长，当EPOR抗体 

加入培养基以阻断 EPO的作用时其促轴突生长作用被抑制； 

用 RT—PCR、免疫组织化学分别检测到 EPO、EPOR在视网膜 

的表达，提示 EPO不仅有神经保护作用，而且在缺血视网膜中 

有促神经再生的功能。EPO可以被认为是多功能的保护性的 

细胞因子，EPO和 EPOR通过自分泌和旁分泌系统对组织的 

多种应激性损失起保护作用[3 。 

4 临床应用前景 

随着 EPO越来越多的多种生物学效应被发现，EPO现 已 

被认为是细胞因子超家族成员之一。Wang等[3 7 3最近首次尝试 

用缺血缺氧性脑损伤幼鼠一次性静脉注射含有 EPO的 cDNA 

的质粒 DNA，发现在注射 l d后 EPO蛋白达到高峰，且能维持 

l4 d，并能阻止海马神经元的凋亡 ，证明EPO能对缺血缺氧性 

脑损伤起有效的治疗作用。最近也有报道全身给予 EPO治疗 

光损伤性视网膜变性或遗传性视网膜色素变性 ，发现对视网膜 

感光细胞有明显的保护作用l3 。 

综上所述，EPO 已经从最初单纯促红细胞生成的内分泌激 

素扩展成为包括旁分泌、自分泌方式 ，全身作用与局部作用相 

结合的多功能激素。但是重要的一点是EPO的促红细胞生成、 

神经保护及血管生成素活性功能可能会在视网膜疾病 的治疗 

中产生一些问题 ，长期给予 EPO可能会产生一些不 良反应，如 

红细胞增多症，血压增高。为了防止它的副作用 ，EPO可用于 

眼部的局部治疗。此外，EPO的促红细胞生成、神经保护及血 

管生成素活性功能的抗原决定簇的识别和分离将为视网膜疾 

病的治疗开辟新的途径，并可能将其副作用降至最低。仅保留 

EP0分子的视网膜神经保护活性多肽的重组将会有广泛的临 

床应用前景。 
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【摘要】 蛋 白质组学是研究细胞内所有蛋白质的组成及其动态变化规律的科学，它是在蛋白质水平 

定量、动态、整体地研究生物体，并在更深层次上获得对疾病的发病机制、过程以及药物治疗靶点的新的认 

识，但在眼部尤其是视网膜中的研究尚处于起步阶段。现对蛋白质组学的概念、研究内容、相关技术和在视 

网膜中的研究现状进行综述 。 

【关键词】 视网膜疾病 ； 蛋 白质类／分析； 研究技术 ； 综述文献 
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以人类基因组测序完成为标志，生命科学进入了后基因组 疾病发生发展过程中起主要作用的蛋白质组群，从而为疾病致 

时代，研究的重心从揭示基因的遗传信息转移到从分子、蛋白 

整体水平对功能进行研究，由此产生了一门新兴学科 蛋白 

质组学(proteomics) 。 

1 蛋白质组学的概念和研究内容 

蛋白质组的概念首先由澳大利亚的Wasinger等『2 在 1 994 

年提出，指在特定的发育阶段，某一细胞或机体中基因组所表 

达的全部蛋白质的总和，它不仅包括基因转录产物直接翻译的 

蛋白，还包括转录产物选择性剪接后所编码的蛋白以及翻译后 

修饰蛋白等。蛋白质组学即是研究某一细胞或机体中全部蛋白 

质的组成及其动态变化规律的科学 】，它是在蛋 白质水平定 

量 、动态、整体地研究生物体，并由此在更深层次上获得对细胞 

生理和生物化学过程、调控网络、以及疾病过程的广泛而完整 

的认识。目前蛋白质组学研究的内容和 目的主要是比较和分析 

正常与异常组织细胞、同一疾病不同发展阶段、疾病或治疗等 

不同条件下蛋白质的表达差异，通过对差异表达蛋 白质进行 

鉴定和定量，寻找与疾病相关的蛋白质和蛋 白质药靶 ，确定在 
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病机制的研究和药物治疗提供新的手段和依据。目前已在恶性 

肿瘤、心血管疾病、感染性疾病等方而取得初步进展 。 

2 蛋白质组学研究的相关技术 

蛋 白质组学的研究程序可概括为：蛋 白质制备一 等电聚 

焦一聚丙烯酰胺凝胶电泳一凝胶染色一挖取蛋白质点一胶内 

酶切一质谱分析确定肽指纹图谱或部分氨基酸序列一数据库 

确定蛋白。常见的几种研究方法有双向凝胶电泳、多维液相色 

谱、蛋白芯片以及它们和质谱鉴定的有机结合。其中，双向凝胶 

电泳和质谱技术是两大支柱技术。 

2．1 双向凝胶电泳法(2-DE) 

利用蛋白质的不同性质可分离复杂的蛋 白质样品，目前多 

利用蛋白质某两个性质的不同进行二维分离。双向电泳法是二 

维分离的经典技术 ，其基本原理是利用蛋白质分子的等电点和 

相对分子质量的不同进行分离。其双向电泳体系包括 ：第一向 

等电聚焦 ，以两性电解质载体形成--一个连续而稳定的固相化 pH 

梯度，由于蛋白质分子等电点不同，在偏离其等电点的位置带有 

电荷而在电场中移动 ]。第二向为十二烷基硫酸钠(SDS)一聚丙 

烯酰胺凝胶电泳电泳，利用阴离子去垢剂 SDS掩盖蛋白分子 
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