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神经系统结构功能复杂，多种因素参与了其衰老的

发生发展。现有各种抗衰老药物如维生素E、褪黑素等

虽然能部分缓解机体其他系统如皮肤的衰老，但对中枢

神经系统作用有限，是否有一种药物能特异性延缓神经

系统的衰老尚不清楚［1］。我们既往在D-半乳糖衰老大

鼠模型上研究发现促红细胞生成素（EPO）具有显著的

抗神经系统衰老作用，通过补充重组人促红细胞生成素

（rhEPO）可以显著改善大鼠学习记忆能力，其机制可能

与增强神经细胞抗氧化能力，上调沉默信息调节因子1

（SIRT1）表达，下调凋亡基因等有关［2-5］，但是否存在其

他通路目前尚不清楚。脑源性神经营养因子（BDNF）

是由神经细胞自分泌的一种广泛分布于中枢神经系统

和感觉神经及脊髓运动神经元的一种神经营养因子［6］。

目前国内外多项研究已经证明BDNF对多种脑损伤具

有保护作用［7-8］，同时发现多种外源性药物可以通过上调
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摘要：目的 探讨重组人促红细胞生成素（rhEPO）对衰老大鼠脑组织内不同部位脑源性神经营养因子（BDNF）表达的影响。方

法 40只2月龄雄性SD大鼠，随机分为4组：阴性对照组（N），D-半乳糖组（D），EPO干预组（E），阳性对照组（P），每组10只。应

用免疫组化染色对比观察外源性 rhEPO干预后D-半乳糖衰老大鼠脑组织不同部位BDNF表达的变化。结果 不同组大鼠比较

发现相同部位BDNF表达存在显著差异：D组大鼠海马CA1、CA3、DG及额叶皮质区BDNF阳性细胞计数较N组相同部位明显

减少（P<0.05），而应用 rhEPO干预后的E组和P组大鼠海马CA1、CA3、DG及大脑皮质运动区BDNF阳性细胞计数较D组及N

组相同部位显著增加（P<0.05）；但E组和P组比较无差异。同组大鼠不同部位BDNF阳性细胞比较发现：同组大鼠不同部位

BDNF阳性细胞个数存在显著不同（P<0.05），其中额叶皮质区阳性细胞数最多，其次是海马CA3区，海马DG区，海马CA1区。

结论 rhEPO对增强大鼠神经细胞BDNF的表达具有普遍性，提示 rhEPO可能能够通过增强内源性BDNF对神经系统衰老发挥

保护作用。
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Abstract: Objective To explore the effect of recombinant human erythropoietin (rhEPO) on expression of brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) in different brain regions of aging rats. Methods Forty male SD rats were randomized equally into
negative control group, D-galactose group, EPO treatment group, and positive control group. Rat models of subacute aging
were established by continuous subcutaneous injection of 5% D-galactose. Immunohistochemical staining was used to analyze
the variation of BDNF expressions in different brain regions of the aging rats with different treatments. Results Significant
brain region-specific differences in BDNF expression were found among the rats in different groups. Compared with those in
the negative control group, the numbers of BDNF-positive cells in the hippocampal CA1 region, CA3 region, dentate gyrus
(DG) and frontal cortex were all decreased obviously in D-galactose group (P<0.05) but increased in both EPO group and the
positive control group (P<0.05) without significant differences between the latter two groups. In the rats in the same group, the
number of BDNF-positive cells varied markedly in different brain regions (P<0.05), and the expression level of BDNF was the
highest in the frontal cortex followed by the hippocampal CA3 region and the dentate gyrus, and was the lowest in the
hippocampal CA1 region. Conclusion Treatment with rhEPO enhances the expression of BDNF in rat neural cells, suggesting
that rhEPO may protect the nervous system from aging by regulating the BDNF pathway.
Keywords: brain-derived neurotrophic factor; recombinant human erythropoietin; aging; nervous system
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内源性BDNF减轻神经损伤［9-10］。鉴于此，我们提出假

设：外源性EPO通过上调内源性BDNF加强神经系统

衰老保护作用。本研究拟以D-半乳糖衰老大鼠模型为

研究对象，观察EPO干预后衰老大鼠脑组织各部位

BDNF表达情况，以证实外源性EPO通过上调内源性

BDNF加强神经保护作用的假设，为EPO抗神经系统衰

老提高新思路。

1 材料和方法

1.1 实验动物及分组

40只2月龄雄性SD大鼠，体质量231.54±11.50 g，

由西安交通大学医学院实验动物中心提供（SCXK（陕）

2012-003），饲养条件（室内温度22±2 ℃；湿度：55±5%；

光照：12 h）。随机分为4组：阴性对照组（N），D-半乳糖

组（D），EPO干预组（E），阳性对照组（P）每组10只。

1.2 主要试剂和仪器

D-半乳糖（Sigma），rhEPO（三生制药），BDNF单克

隆抗体（abcam），二抗（羊抗兔，购自abcam），SABC试

剂和DAB显色试剂盒（中杉生物），自配0.01/L PBS缓

冲液，4%多聚甲醛，10%水合氯醛。大鼠脑立体定位仪

（上海精密仪器厂），石蜡切片机（Opitcal），图像信号采

集与分析系统（CE ICA）。

1.3 衰老模型建立及干预

D半乳糖干预组（D组），EPO干预组（E组）均给予

5%D-半乳糖（125 mg/kg，1次/d）［3］颈背部皮下注射6周

以建立衰老模型，E组自造模第 5周开始给予 rhEPO

（3000 U/kg，1次/d）［3］腹腔注射，共2周。阴性对照组（N

组）和阳性对照（P组）给予生理盐水（2.5 mL/kg，1次/d）

颈背部皮下注射 6 周，P 组自第 5 周开始给予 EPO

（3000 U/kg·d）腹腔注射，共2周。

1.4 切片制作及组织定位

参照George Paxinos著大鼠立体定位图谱［11］，轮转

式石蜡切片机由前额开始向后连续行厚约6 μm的冠状

切片，选取含额叶皮质、海马的切片。切片放入水中，捞

至经多聚赖氨酸处理过的干净载玻片上，烤片24 h后进

行染色。

1.5 免疫组化染色

切片常规脱蜡、水化，3% H2O2室温封闭20 min，灭

活过氧化物酶，常规抗原修复，正常山羊血清封闭，加入

一抗（BDNF单克隆抗体，浓度为1∶200）［12］，4 ℃冰箱过

夜。滴加二抗后 37 ℃恒温下孵育 40 min，应用 PBS

（0.01 mol）冲洗 3 次。滴加 SABC 后 37 ℃恒温孵育

20 min，PBS（0.01 M）冲洗4次，DAB室温下显色。蒸

馏水洗涤并苏木素复染，最后脱水、透明、封片。

1.6 图像采集和分析

光镜下对照图谱根据脑组织形态及各区域的细胞

特点定位并观察4个部位：海马CA1、CA3 区、DG区及

额叶皮质区的各种细胞形态结构以及阳性细胞数目，应

用图像信号采集分析系统随机测5个视野（10×40倍）下

阳性细胞个数，取其平均值。

1.7 统计学分析

所有数据用均数±标准差表示各指标水平。计量

数据比较采用单因素方差分析（one-way, ANOVA）。应

用SPSS19.0统计软件统计，P<0.05具有统计学意义。

2 结果

2.1 BDNF阳性细胞表现及分布

各组大鼠脑组织中各部位均有较强BDNF表达，光

镜下主要在细胞浆内见黄色的BDNF免疫反应产物。

光镜下发现在海马各区及额叶皮质区的BDNF阳性细

胞主要是锥体细胞。

2.2 不同组大鼠相同部位BDNF表达差异

不同组大鼠相同部位比较发现BDNF表达存在显

著差异：D组大鼠海马CA1、CA3、DG及额叶皮质区

BDNF阳性细胞计数较N组相同部位明显减少（P<

0.05），而应用 rhEPO 干预后的 E 组和 P 组大鼠海马

CA1、CA3、DG及大脑皮质运动区BDNF阳性细胞计数

较D组及N组相同部位显著增加（P<0.05）；但与E组和

P组之间比较无差异（表1，图1）。

2.3 同组大鼠不同部位BDNF表达差异

同组大鼠不同部位BDNF阳性细胞比较发现：同组

大鼠不同部位BDNF阳性细胞个数存在显著不同（P<

0.05），其中额叶皮质区阳性细胞数最多，其次是海马

CA3区，海马DG区，海马CA1区（表1，图1）。

3 讨论

目前国内外已经对BDNF的生物学作用进行了广

泛的研究，证实它与酪氨酸激酶受体B（Trk B）结合，导

致 Trk B 自身磷酸化，通过有丝分裂原激活蛋白激酶

（MAPK）通路及磷脂酰肌醇3-激酶（PI3K）等信号通路

激活c AMP反应元件结合蛋白（CREB），调控相关基因

表达，最终促进神经细胞生存［13-14］。既往免疫组织化学

法发现，BDNF阳性的神经元广泛分布在大脑皮质、海

马、基底前脑、纹状体、隔区、下丘脑和小脑［15］。与前人

研究一致，本研究也发现衰老大鼠与其他大鼠模型一

样，脑组织内各部位神经细胞胞浆内均可见BDNF的存

在。但是，我们更进一步比较衰老大鼠不同部位BDNF

表达强度发现：同组大鼠不同部位BDNF的表达存在显

著不同，其中额叶皮质区表达最强，其次是海马CA3区，

海马DG区，海马CA1区。我们分析认为出现这种表达

规律的首要原因在于BDNF阳性细胞主要是锥体细

胞。而脑组织内各部位的锥体细胞以皮质区域最多

·· 552



http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2017, 37(4): 551-554

见。其次，rhEPO干预后各部位BDNF表达也存在差异

可能与EPO受体在脑组织不同部位分布不同相关。这

种差异造成外源性EPO对脑组织内不同区域的作用强

度存在不同，最终造成额叶皮质区BDNF表达较其他部

位明显增强。除此之外，各部位脑组织的神经细胞功能

差异可能也是内源性BDNF表达强度不同的内在原因

之一。中枢胆碱能神经系统是动物学习记忆神经环路

重要组成部分，其中海马 CA1、CA3及DG区在学习记

忆中扮演一个重要的角色，海马损伤可以造成学习记忆

能力显著下降［16］，而额叶皮质与空间记忆密切相关。现

有研究显示BDNF能促进胆碱能神经元存活、生长、分

化及保护受损的胆碱能神经元并减轻其退化。如

Allen 等发现阻断BDNF受体后基底前脑胆碱能神经元

的乙酰胆碱转移酶（ChAT）和乙酰胆碱酯酶（AchE）活

图1 各组不同部位BDNF表达情况BDNF免疫组化染色
Fig.1 Expression of BDNF in different brain regions (Immunohistochemistry, original magnification: ×400).
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表1 各组大鼠BDNF阳性细胞计数比较
Tab.1 Comparison of BDNF-positive cell numbers among the groups (n=10, Mean±SD)

Group

N

D

E

P

Frontal cortex

71.24±4.18

59.32±3.75*

104.58±6.84*#

110.76±9.13*#

Hippocampal CA3 region

54.19±3.26▲

38.88±2.37*▲

68.36±4.07*#▲

70.57±6.46*#▲

Hippocampal DG region

38.62±2.47▲●

25.01±2.19*▲●

52.46±3.22*#▲●

50.86±5.71*#▲●

Hippocampal CA1 region

25.94±1.72▲●◆

12.28±0.96*▲●◆

40.56±3.09*#▲●◆

43.42±4.59*#▲●◆

*P<0.05 vs N Group; #P<0.05 vs D Group; ☆P<0.05 vs E Group; ▲P<0.05 vs frontal cortex; ●P<0.05 vs hippocampal CA3

region; ◆P<0.05 vs Hippocampal DG region.
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性明显的下降［17］。同时，BDNF参与并调节海马突触传

递和长程时程增强（LTP）的形成机制，增加突触传递的

可塑性［18］，亦是增加学习和记忆能力的因素之一。本研究

发现额叶皮质区的BDNF表达最强，推测它可能对导致

空间记忆力下降的额叶胆碱能神经细胞及其神经突触

的衰老损伤保护作用更强，具体机制有待进一步研究。

研究证明BDNF不仅在中枢神经系统发育过程中

对神经元的生存、分化、生长和维持神经元正常的生理

功能起关键作用，而且还具有抗伤害性刺激，促进神经

元损伤后的再生等作用。如Phillips等［19］通过对阿尔茨

海默患者海马细胞尸检提示海马细胞中BDNF含量减

少可能加速阿尔茨海默病患者细胞死亡。Schabitz［20］的

研究证实补充外源性BDNF对急性缺血性脑损伤具有

保护作用，并且这种保护作用可能与调节细胞凋亡有

关。这些研究结果提示BDNF有成为神经系统疾病的

一种潜在治疗药物，但是其半衰期较短，不易通过血脑

屏障［21］。正是基于此，如何促进内源性BDNF表达越来

越引起广大研究者的注意。有研究显示环孢菌素A能

上调神经细胞BDNF的表达［22］。Yang等［23］在脑缺血小

鼠上发现地塞米松可调节BDNF的表达。但是这两种

影响内源性BDNF的药物严重干扰机体免疫系统，存在

较大副作用，难以在正常衰老人群中临床大规模应用。

近年研究发现促红细胞生成素能够在缺血缺氧、外源性

毒性物质损伤、原发性或继发性炎症反应等病理过程中

发挥神经保护作用，甚至认为“EPO为神经保护提出了

一个崭新的概念”［24］。我们既往在衰老大鼠模型上研究

发现EPO具有显著的抗神经系统衰老作用，通过补充

rhEPO可以显著改善大鼠学习记忆能力［3］，其机制可能

与增强神经细胞抗氧化能力，上调SIRT1表达，下调凋

亡基因等有关［2］，但是否能促进BDNF等内源性保护因

子的表达达到抗神经系统衰老的作用目前尚不清楚。

本研究以D-半乳糖衰老大鼠模型为研究对象，观察发

现 rhEPO干预后衰老大鼠脑组织各部位BDNF表达。

首先发现D半乳糖大鼠各部位BDNF较正常大鼠均显

著降低，提示BDNF与衰老存在相关性，可能参与加速了

神经细胞的衰老。这与宋士军等人的研究结果相似［25］。

进一步应用 rhEPO干预后发现衰老大鼠脑组织内各部

位BDNF表达均显著增强，提示EPO能够促进内源性

BDNF表达，但其具体上游通路及BDNF下游机制有待

进一步研究确定。除此之外，通过设定阳性对照组发

现，rhEPO干预后假手术组大鼠脑组织各部位BDNF表

达也显著增强，提示EPO对增强大鼠神经细胞BDNF

的表达具有普遍性，不仅仅是对衰老大鼠模型具有该作

用，对其他脑损伤模型可能也具有相似的作用，有待进

一步实验观察。

本研究首先发现衰老大鼠脑组织各部位BDNF表

达具有显著差异，其中额叶皮质区表达最强，且 rhEPO

干预后衰老大鼠各部位BDNF表达也存在差异，具体机

制需要进一步研究。除此之外，我们还发现衰老大鼠各

部位BDNF较正常大鼠均显著降低，但应用rhEPO干预

后衰老大鼠与假手术组大鼠脑组织内各部位BDNF表

达均显著增强，提示EPO对增强大鼠神经细胞BDNF

的表达具有普遍性，除能够促进衰老大鼠内源性BDNF

表达外，对其他大鼠模型可能也具有相似作用，但其具

体上游通路及BDNF下游机制有待进一步研究确定。

鉴于此，下一步我们拟在衰老神经细胞模型及衰老动物

模型上应用各种细胞通路阻滞及基因敲除技术进行进

一步研究，以明确EPO增强内源性BDNF的通路及

BDNF对衰老神经细胞的保护作用机制，为临床应用提

供进一步的实验依据。
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