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红细胞生成素 :一种新的神经保护剂
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[摘要 ]　红细胞生成素 ( erythropoietin, EPO)作为细胞因子超家族中的一员 ,在体内和体外均显示出显著的神经保

护功能。该作用可能主要通过抗凋亡、抗氧化、促进血管再生等机制实现。大剂量 EPO能通过血脑屏障并发挥神

经保护作用。EPO经人工改造后可消除造血系统不良反应。EPO的临床应用有望对神经系统疾病的预后及治疗

提供新的思路。
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[ Abstract] 　Erythropoietin, a member of cytokine superfam ily, has been recently p roven to have distinct neurop rotective

activity either in vivo or in vitro. Anti2apop tosis, antioxidation and p roangiogenesis are believed to be the underlying mecha2
nism s of EPO for neurop rotection. H igh doses of EPO can be transported across the blood2brain barrier and its modified

form can be utilized without side2effect on the hematopoietic system. The clinical app lications of EPO will p rovide new in2
sight into the p rognosis and treatment for various neurological diseases.
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　　红细胞生成素 ( erythropoietin, EPO )是一个由 166个氨基

酸组成的含唾液酸的酸性糖蛋白 ,其相对分子质量为 34 ×

103。多年来 , EPO仅被认为是促进红细胞生成的糖蛋白。

直到发现非红细胞系亦可表达 EPO及其受体 ( EPO recep tor,

EPOR) ,人们才认识到 EPO可能具有促进造血之外的其他

功能。1997年 ,Morishita等 [ 1 ]首次证明 EPO具有减轻谷氨

酸所致的原代培养的大鼠皮质和海马神经元损伤的作用 ,立

刻引起人们对 EPO在神经系统功能的极大关注。通过十多

年的研究 , EPO的神经保护功能已被广泛证实 ,它正作为一

种新的神经保护剂应用于临床研究。

1　神经系统中 EPO及 EPO R的表达与分布

一直以来 , EPO被认为仅来源于胎肝和肾 ,直到 1992年

在肺、睾丸及脑中检测到 EPO mRNA的表达才改变了人们

长期以来的认识 [ 2 ]。人类 EPO和 EPOR的表达从胚胎第 7

周开始 ,到胚胎第 8～24周达到高峰。小鼠 EPOR在胚胎

E8. 5期开始在神经管中表达 ,而 EPO的表达晚于 EPOR。

EPO和 EPOR基因缺陷型小鼠在胚胎 E13. 5期死亡 ,死亡胚

胎除具有严重贫血等症状外 ,脑组织发育不良 ,神经元凋亡

增多 ,这些说明 EPO和 EPOR在神经系统发育过程中起到

关键作用。

目前发现 EPO和 EPOR在啮齿类、非人灵长类及人类

的中枢神经系统均有表达。正常脑组织中的 EPO和 EPOR

表达水平较低。EPOR主要分布于海马、小脑皮质、中脑及

脑毛细血管内皮细胞 ,在脊髓运动神经元及毛细血管内皮细

胞、施万细胞也有少量分布。EPOR在神经系统的广泛分

布 ,提示 EPO可通过旁分泌和自分泌的形式发挥作用。EPO

主要分布于海马、内囊、大脑皮质、中脑及小脑 [ 3 ]。 PC12

细胞 (大鼠嗜铬细胞瘤细胞 )、SN6细胞 (中隔胆碱能神经元 )
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及原代培养大鼠皮质及海马神经元中均可检测到 EPOR的

表达。原代培养的人脑神经元、星形胶质细胞、小胶质细胞

中也可检测到 EPOR的表达 ,但体外培养的人脑少突胶质细

胞中没有 EPOR的表达。EPO在体外培养的大鼠、人脑神经

元、星形胶质细胞中均可检测到 [ 4 ] (表 1)。

表 1　EPO和 EPO R的表达谱

名　　称 　　　　　　EPO EPOR

细胞表达谱 体外培养的大鼠、人脑神经元、星形

胶质细胞

PC12细胞、SN6细胞及原代培养大鼠皮质及海马神经

元、体外培养的人脑神经元、星形胶质细胞、小胶质细胞

组织表达谱 海马、内囊、大脑皮质、中脑及小脑、

脑脊液

海马、大脑皮质、中脑及脑毛细血管内皮细胞、脊髓运动

神经元及毛细血管内皮细胞、施万细胞

　　人类脑脊液 ( cerebrosp inal fluid, CSF)在出生前后均能检

测到 EPO。对于 EPO是否能通过血脑屏障 ( blood2brain bar2
rier, BBB) ,目前认识不一。早期研究显示 ,新生婴儿经静脉

注射重组人源红细胞生成素 ( recombinant human erythropoie2
tin, rhEPO)后 ,在 CSF中 EPO的含量并未增加 ,提示 EPO似

乎不能通过 BBB。但后来在脑毛细血管内皮细胞腔面和星

形胶质细胞的足板 ( foot p late)内发现存在大量 EPOR,使人

们认识到 EPO可能能够通过 BBB。后续研究显示 , EPO能

与脑血管内皮细胞的 EPOR 结合 ,通过内吞方式进入脑

内 [ 5 ]。

EPO和 EPOR的表达均受缺氧调控。缺氧后 ,缺氧诱导

因子 1 ( hypoxia2inducible factor21, H IF21)和缺氧诱导因子 2

( hypoxia2inducible factor22, H IF22)可增加 EPO的表达 ,而缺

氧诱导因子 3 ( hypoxia2inducible factor23, H IF23)和 NF2κB则

抑制 EPO的表达 ;另外 ,低血糖、胰岛素和胰岛素样生长因

子可刺激 EPO mRNA的表达 ,同时也能刺激体外培养的星形

胶质细胞中 EPO的表达。脑缺血缺氧、脑创伤、癫 均可使

EPO和 EPOR表达上调 ,在脑缺血或脑创伤时 ,脑脊液中

EPO的含量可由于 BBB 的破坏而增加 [ 6 ]。另外 , CSF中

EPO的含量与肌萎缩性侧索硬化症 ( amyotrophic lateral scle2
rosis, ALS)的预后呈负相关 [ 7 ]。

2　EPO的分子结构

人 EPO基因位于 7q21。人与猴、大鼠和小鼠 EPO的氨

基酸序列分别有 90%、80%、78%的同源性。人 EPO基因含

有 5个外显子和 4个内含子。根据 EPO cDNA序列推定 ,人

EPO基因可编码包括信号肽在内的 193个氨基酸的 EPO前

体。成熟的 EPO由 166个氨基酸组成 ,其中含有 2个二硫

键 , 3个氮末端 N型糖基化位点 ( asp24, asp38, asp83)和 1

个丝氨酸 O型糖基化位点 ( Ser126)。从再生障碍性贫血患

者尿液中纯化的天然 EPO的相对分子质量为 34 ×103 ,是一

种含唾液酸的酸性糖蛋白 ,其中糖基约占 40% ,蛋白质部分

约占 60% ,而通过 DNA重组技术在 CHO细胞表达的 rhEPO

相对分子质量为 30. 4 ×103 ,具有天然 EPO的生物活性。去

唾液酸或去糖基化的 rhEPO虽然同样具有天然 EPO的生物

活性 ,但却缩短了其体内的半衰期 ,说明糖基化对保持 EPO

生物活性的稳定十分重要 [ 8 ]。

3　EPO的神经保护作用

大量研究显示 EPO无论在体内还是在体外均具有神经

保护作用。

3. 1　EPO在体外的神经保护作用

作为一种细胞因子 , EPO除对造血系统有支持和促进作

用外 ,对中枢神经系统也具有营养作用。EPO可作为神经营

养因子促进胆碱能神经元的成熟、分化与神经发生 ;可促进

多巴胺能神经元的分化并维持细胞内环境的稳定 ;还可增强

SN6细胞、SK2N2MC细胞 (人成神经细胞瘤细胞系 )和 NS20Y

细胞 (小鼠神经瘤细胞 )的胆碱乙酰基转移酶活性并防止细

胞死亡 ;同时还可使已分化的 PC12细胞在无血清及无营养

因子的培养条件下活性增强 [ 9 ]。

兴奋性氨基酸毒性是缺血缺氧性脑损伤后引起神经元

死亡的主要原因之一。目前已知 EPO可减轻谷氨酸所致的

原代培养神经元损伤 ,并且这种保护作用具有剂量依赖性。

EPO的抗兴奋性氨基酸毒性作用需在损伤前 8 h加入才能

发挥 ,这提示 EPO可启动特定基因 mRNA和蛋白质的合成 ;

另外 , EPO还具有对抗钙超载的作用 ,体外培养的大鼠原代

培养神经元与 EPO孵育后 ,可明显减轻神经元因钙超载导

致的损伤。EPO还可通过 JAK2和 NF2κB通路减轻 NO所致

的损伤。EPO还可减小缺氧所致的原代培养神经元损伤 ,但

对原代培养的胶质细胞没有类似作用。EPO对体外培养的

少突胶质细胞和星形胶质细胞也具有营养作用 ,还能促进少

突胶质细胞和星形胶质细胞的成熟与分化 ,并可减轻由γ干

扰素所致的少突胶质细胞损伤 ,减轻 12甲基 242苯基 2吡啶离

子 (12methy142phenylpyridinium,MPP)所导致的 PC12细胞损

伤 [ 10 ]。

3. 2　EPO在体内的神经保护作用

1998年 , Sakanaka等 [ 11 ]将可溶性 EPOR注射到缺血损

伤的沙鼠脑内 ,结果导致沙鼠海马神经元缺血损伤加重 ,提

示内源性 EPO具有神经保护作用。近年来 ,随着 rhEPO的

生产与应用 ,外源性 EPO同样被证实具有很好的神经保护

作用。2003年 , Kum ral等 [ 12 ]通过侧脑室注射 rhEPO,使大脑

中动脉阻塞 (m iddle cerebral artery occlusion, MCAO )模型大

鼠的脑梗死面积减小 50% ～75% ,并减少海马 CA1区神经

元的凋亡及长时程空间记忆的丧失。曾志磊等 [ 13 ]发现腹腔

注射 3 000 U /kg rhEPO,能减轻大鼠局灶性脑缺血再灌注所

致损伤 ,通过上调 bcl22基因的表达 ,抑制缺血再灌注损伤后

缺血侧皮质的细胞凋亡。随后的研究显示 , EPO除对缺血性

脑损伤有保护作用外 ,对创伤性脑损伤同样具有保护作用。

在大鼠脑创伤后立即给予 5 000 U /kg的 rhEPO,两周后治疗

组创伤面积明显减小 ,而海马 CA1和 CA3区存活神经元也
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明显多于对照组 ,其治疗窗为损伤后 6 h以内 [ 14 ]。对于脊髓

损伤 , rhEPO同样具有神经保护作用。King等 [ 15 ]在大鼠脊

髓损伤后 24 h内给予 rhEPO,结果发现大鼠脊髓损伤面积明

显小于对照组。陈凡帆等 [ 16 ]发现静脉注射 1 000 U /kg的

rhEPO后 ,蛛网膜下腔出血模型犬脑血管痉挛明显减轻 ,神

经元坏死明显减少 ,其作用可能是通过增加血液和 CSF中

NO含量致血管舒张而实现的。

rhEPO对于神经变性疾病也有一定疗效。Xue等 [17 ]给予

62羟多巴胺 (62OHDA)所诱导的帕金森综合征 (parkinsonism )

大鼠一定剂量的 rhEPO,结果发现大鼠脑多巴胺能神经元存

活率明显增加 ,大鼠运动功能也得到改善。此外 , EPO还具

有抗炎作用。Agnello等发现 ,腹膜注射 500～5 000 U /kg

rhEPO可减轻急性实验性自身免疫性脑脊髓炎 ( EAE)的症

状 ,明显降低动物体内神经胶质酸性蛋白 ( GFAP)和 TNF2α

的含量。EPO对视网膜神经元也具有保护作用。刘夫玲

等 [ 18 ]给予体外原代培养的大鼠视网膜神经元一定剂量的

rhEPO预处理后 ,用化学方法导致神经元缺氧性损伤。免疫

组织化学及凋亡检测结果显示 ,原代培养的大鼠视网膜神经

元缺氧后 EPOR的表达明显增加 , rhEPO预处理能抑制视网

膜神经元的凋亡 ,改善细胞缺氧性损伤的形态学变化 ,这种

保护作用具有明显的浓度和时间依赖性。

4　EPO的神经保护机制

EPO可能通过多种机制发挥神经保护作用。一系列的

研究证明 , EPO具有抗凋亡作用 ,其在神经系统的作用通路

与在造血系统的相似 : EPO首先与 EPOR结合导致受体二聚

化 ,并激活 JAK2,后者使 STAT25磷酸化 ,并活化蛋白酪氨酸

磷酸酶 ( SHC)、P I23K和 NF2κB。磷酸化的 STAT25迅速入核

与 DNA结合促进抑制凋亡基因 bcl2xL和 bcl22转录。活化的

SHC通过 MAPK通路增加 NO的合成。活化的 P I23K则通过

磷酸化 P IP3使蛋白激酶 B (AKT)激活 ,最终导致抗凋亡基因

bcl2xL的激活 ,同时 P IP3又通过 AKT使 BAD磷酸化而灭活 ,

从而抑制了半胱天冬酶 ( caspase) 21、3、9的激活而起到抗凋

亡的作用。而活化的 NF2κB则从胞浆入核 ,调节凋亡抑制基

因的表达 [ 19 ] (图 1)。在造血系统 EPO强大的抗凋亡作用 ,

使红系祖细胞得以存活并最终向成熟红细胞分化 ;在神经系

统 , EPO通过以上信号转导通路 ,减少神经元的凋亡 ,促进神

经元的发生。

除了抗凋亡作用之外 , EPO还具有抗谷氨酸、N2甲基 2D2
天冬氨酸、红藻氨酸等兴奋性氨基酸毒性损伤的作用 ,而且

能抑制缺氧时谷氨酸的大量释放 ,并通过增加超氧化物歧化

酶、过氧化氢酶等抗氧化酶的表达而起到抗氧化作用 [ 20 ] ;同

时 EPO还能减少缺血后肿瘤坏死因子及白介素 26和白介素 2
8等炎症因子的表达 ,并使抗炎因子表达量增高。在大鼠大

脑中动脉阻塞后 , EPO能减轻梗死区域内淋巴细胞和小胶质

细胞的聚集。此外 , EPO可通过增加 BBB的通透性减轻癫

痫发作所致的脑水肿 ;通过结合血管内皮细胞上的 EPOR,刺

激血管再生 ,并上调 NO的表达 ,使血管舒张 ,改善组织供

图 1　EPO的信号转导通路

氧 ; EPO还能通过上调血管内皮细胞基质金属蛋白酶 ,促进

血管内皮细胞的增殖、分化和迁移 [ 21 ]。

EPO对突触的神经递质释放也具有调节能力。在 PC12

细胞中 , EPO能通过激活 Ca2 +通道 ,刺激多巴胺的释放 ,诱

导膜去极化并增加 NO的合成。另外 , EPO 可能通过抑制

NO介导的氧自由基产生或者对抗其毒性而产生神经保护作

用。EPO还可作为神经营养因子诱导神经元的分化成熟并

促进神经发生 [ 22 ]。

5　EPO的临床应用与展望

随着 EPO神经保护功能的发现 , EPO正作为一种新的

神经保护剂被应用于临床研究。由于 BBB的存在 ,只有应

用大剂量的 EPO才能通过 BBB,而大剂量 EPO的应用又会

导致红细胞增多、血压增高、血黏度升高、脑梗死概率增大等

严重不良反应的产生。因此 ,人们期待能研发出新型 rhEPO,

使其能够保留 rhEPO的神经保护活性并能通过 BBB,同时又

能降低红细胞增多等不良反应。去黏液酸 EPO ( asialoeryth2
ropoietin)作为人工改造 rhEPO的一种 ,去除了 rhEPO的糖基

化。如前所述 ,糖基化可增加 EPO在循环系统中的稳定性 ,

去除糖基化后 , EPO在血中的清除速率增加 ,因此去糖基化

EPO仅具有神经保护作用 ,而不再产生红细胞慢性增多的不

良反应 [ 23 ]。另一种改造的 EPO———氨甲基酰化 EPO ( car2
bamylated EPO)则不与造血细胞表面 EPOR结合 ,但能结合

神经元表面的 EPOR,因此氨甲基酰化 EPO在发挥神经保护

作用的同时也不导致红细胞增多 [ 24 ]。

EPO在基因治疗方面也已取得一定进展。W ang等 [ 25 ]

于 2004年将含有 EPO编码区序列的真核表达载体 pCMV2
EPO经过尾静脉注射到新生小鼠体内 ,结果发现在注射后

1 d小鼠体内 EPO的表达最高 ,其表达量可维持 14 d。经注

射 pCMV2EPO 的脑缺血小鼠 ,其认知障碍明显减轻 ,海马

CA1区神经元的凋亡明显减少 ,胼胝体中神经胶质细胞活性

明显下降。EPO的基因治疗进展为其临床应用提供了新的

思路。目前人工改造的 rhEPO正广泛应用于临床 Ⅰ、Ⅱ期试

验中 ,在成人脑缺血缺氧性疾病的治疗中已获得令人满意的

效果。相信在不久的将来 EPO将会成为治疗神经系统疾病

的一种新型分子。
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