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摘  要 

目的：比较促红细胞生成素治疗不同月龄脑外伤模型大鼠认知功能的疗效差异，探索其对神经可塑性的

影响。方法：分别选取1、2、3个月龄的健康雄性SD大鼠，利用CCI方法制作重度脑外伤模型，分为干预

组及对照组。干预组分别在造模后1周进行Epo腹腔内注射治疗，对照组注射等量的生理盐水。造模4周
后进行Morris水迷宫测试，最后处死动物，进行海马组织免疫组化染色，检测GAP-43、Syn含量。结果：

1月龄大鼠的空间学习和记忆能力改善最为明显，和对照组相比均达到了显著性水平；而3月龄大鼠的认

知功能改善均未达到显著性水平。在相同的治疗时间和剂量情况下，三个月龄组海马的GAP-43和Syn表
达水平治疗后均较对照组有显著性差异，尤其是1月龄组治疗后Syn表达水平最高。结论：不管成年或未

成年脑外伤大鼠，Epo治疗对神经重塑都具有一定的促进作用，但成年大鼠这种作用对认知功能的改善

效果不及未成年大鼠那么明显，或者是可能需要更长疗程才能体现。 
 
关键词 

脑外伤，控制性皮层撞击，促红细胞生成素，认知功能，康复 

 
 

Research on Effect of Erythropoietin 
Therapy on Cognitive Impairment and 
Neural Plasticity after Traumatic Brain 
Injury in Rats with Different Month-Age 

Qianqian Chi1,2, Yue Zhang1,2, Xiaonian Zhang1,2* 
1School of Rehabilitation Medicine, Capital Medical University, Beijing  
2Beijing Bo’ai Hospital, China Rehabilitation Research Center, Beijing 

 

 

*通讯作者。 

https://www.hanspub.org/journal/acm
https://doi.org/10.12677/acm.2023.1391968
https://doi.org/10.12677/acm.2023.1391968
https://www.hanspub.org/


迟茜茜 等 

 

DOI: 10.12677/acm.2023.1391968 14076 临床医学进展 
 

Received: Aug. 6th, 2023; accepted: Sep. 1st, 2023; published: Sep. 7th, 2023 
 

 
 

Abstract 
Objective: To compare the effect difference of erythropoietin therapy on cognitive function in 
traumatic brain injury rats with different month-age, and to explore its effect on neural plasticity. 
Methods: 1, 2, 3 month-age healthy male SD rats were selected, and the CCI method was used to 
make the severe traumatic brain injury model, which was divided into intervention group and 
control group. The intervention group was treated with Epo intraperitoneal injection after 1 week, 
and the control group was injected with equal saline. After 4 weeks of modeling, Morris Water 
Maze test was taken for each rat, then the hippocampal immunohistochemical staining were done 
for detection of GAP-43 and Syn after final execution of all rats. Results: The improvement of spa-
tial learning and memory ability of 1 month-age rats was the most obvious, compared with the 
control group, it reached a significant level. However, the improvement of cognitive function of 3 
month-age rats did not reach a significant level. In the same treatment time and dosage, the level of 
GAP-43 and Syn expression in hippocampus of 3 month-age group was significantly different from 
the control group, especially the level of Syn expression in the 1 month-age group after treatment. 
Conclusion: Regardless of adult or underage rats with traumatic brain injury, Epo therapy has a 
certain promoting effect on neural plasticity, but the effect of adult rats on cognitive function is 
less obvious than that of underage rats, or it may take longer period of time to manifest. 
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1. 引言 

脑外伤的发病率及致残率很高，青年是脑外伤的主要发病群体[1]。而认知障碍是中重度脑外伤患者

最为常见的症状之一，严重影响患者的长期预后和生活质量。目前临床上以认知训练治疗为主，现有的

改善认知的药物在治疗脑外伤后认知障碍方面缺乏循证医学证据[2]。 
研究证实，促红细胞生成素(erythropoietin, Epo)具有一定的神经保护和促进神经修复功能，在脑瘫、

缺血性脑血管病、脑外伤、老年性痴呆、癌症放疗后脑损伤等有基础或临床的研究报道[3] [4] [5] [6] [7]。
针对 Epo 治疗对脑外伤后认知障碍的影响，有研究通过大鼠模型探索了其用药剂量和疗效的关系，并通

过测量病灶体积和神经元丢失的数量探索其可能机制[8]。但尚缺乏对不同月龄大鼠的疗效影响的研究，

也缺乏神经递质和可塑性变化的机制研究。 
本研究以不同月龄雄性 SD 大鼠为研究对象，采用控制性皮层损伤(controlled cortical impact, CCI)方

法制作双侧额叶正中皮质重度脑外伤模型，然后对大鼠模型进行 Epo 干预治疗，通过 Morris 水迷宫实验

对比各组大鼠认知功能的改变，观察相关脑组织神经可塑性的变化，综合分析 Epo 治疗对不同月龄大鼠

脑外伤后认知功能的影响以及作用机制。 
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2. 材料和方法 

本动物实验严格遵守《医学实验动物管理实施细则》及其它的有关法律、法规，本研究的所有实验

程序均是在动物管理伦理委员会批准的协议下进行的。 

2.1. 实验动物分组和准备 

分别选择 1 个月、2 个月、3 个月的健康雄性 SD 大鼠各 20 只，每个月龄组的大鼠又随机分为两个

亚组：治疗组和对照组，每组各 10 只。 
所有动物先在温度为 21℃ ± 1℃、光/暗周期为 12 h/12h、光照时间为 7:00~19:00 的条件下饲养

适应 7 天，术前、术后均每日给予充足的水分及食物。每周更换垫料一次，保持干燥，造模前禁食

12 h。 

2.2. CCI 模型制备 

造模前应用 10%水合氯醛以 0.30 mg/kg 腹腔内注射进行麻醉。将大鼠固定在 Kopf 立体定向装置上，

固定双侧头皮，在前囟门及人字缝之间距中线 3 mm 进行去骨瓣手术[9]。利用美国 eCCI-6.3 装置进行打

击，打击速度：3.5 m/s，打击深度：1.5 mm，停留时间：400 ms [10]。术后将头部切口进行缝合，并于

腹腔内注射抗生素，防止感染。假手术组只做开颅去除骨瓣手术，不进行打击[11]。 

2.3. 干预方法 

治疗组在造模后 1 周进行 Epo 腹腔内注射治疗(5000 U/kg/次，每天 8:00 一次性给药，连续 3 天) [12]，
对照组在相同的时间点、选择等量的生理盐水腹腔内注射。 

2.4. Morris 水迷宫测试 

所有实验大鼠于手术后 4 周进行一次 Morris 水迷宫测试。首先进行定位航行实验，每只大鼠每天测

试 4 次，两次测试间隔 15~20 min，计算 4 次测试的平均值作为当日的逃避潜伏期，以此作为空间学习能

力的指标。次日进行空间探索实验，将大鼠由原先平台象限的对侧放入水中，记录大鼠在原先平台的象

限所花的时间占总时间的百分比，以此作为空间记忆能力的指标。 

2.5. 生长相关蛋白(Growth Associated Protein-43, GAP-43)、突触素(Synaptophysin, Syn)测定

及分析 

所有大鼠进行水迷宫测试后处死大鼠，取脑组织，分离海马组织。采用 Western-blot 定量检测 GAP-43
和 Syn 蛋白表达。应用 Image Pro-Plus 6.0 软件分析免疫组化图片：每组每张切片随机挑选 3 个 200 倍视

野进行拍照。应用 Image-Pro Plus6.0 软件选取相同的棕黄色作为判断所有照片阳性的统一标准，对每张

照片进行分析，得出每张照片阳性的累积光密度值。 

2.6. 统计分析 

数据采用 SPSS 16.0 软件进行分析。数据以平均值 ± 标准误的形式表示。各时间点水迷宫测试结果

进行重复测量方差分析，相同时间点各组间采用单因素方差分析，对水迷宫测试结果采用 Post hoc 中 LSD
检验进行组间比较。各组空间探索实验在目标象限所用时间各组间采用单因素方差分析。将各组水迷宫

定位航行实验结果换算为分数，即最高分 60，最低分 1，分别对应所用时间的整数，然后进行 3 日结果

平均值的计算，结果作为认知功能测试得分。P < 0.05 为差异有统计学意义。 
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3. 结果 

1) 通过水迷宫测试逃避潜伏期变化反应大鼠的空间学习能力，各个月龄组及其亚组的测试结果参见

表 1。 
 

Table 1. Changes in evasion latency of water maze test in each group 
表 1. 各组水迷宫测试逃避潜伏期变化 

组别 例数 
逃避潜伏期(秒) 

对照组(n = 10) 治疗组(n = 10) 

1 月龄组 20 66.52 ± 3.77 46.78 ± 8.72# 

2 月龄组 20 67.73 ± 3.56 48.35 ± 9.33# 

3 月龄组 20 66.88 ± 3.63 56.77 ± 10.23 

#与对照组相比，P < 0.05；各对照组均无显著差异；1 月龄组和 2 月龄组中治疗组与对照组相比，均有统计学差异(P 
< 0.05)；但 3 月龄组治疗组与对照组相比，无统计学差异(P > 0.05)。 

 
2) 通过水迷宫测试目标象限停留时间变化反应大鼠的空间记忆功能，各个月龄组及其亚组的测试结

果参见表 2。 
 

Table 2. Changes in target quadrant residence time of water maze tests in each group 
表 2. 各组水迷宫测试目标象限停留时间变化 

组别 例数 
目标象限停留时间占总时间百分比(%) 

对照组(n = 10) 治疗组(n = 10) 

1 月龄组 20 34.3 ± 3.3 54.4 ± 6.6# 

2 月龄组 20 37.5 ± 5.6 42.5 ± 9.0 

3 月龄组 20 36.4 ± 5.5 44.9 ± 8.8 

#与对照组相比，P < 0.05；各对照组均无显著差异；1 月龄组中治疗组与对照组相比，有统计学差异(P < 0.05)；但 2
月龄组和 3 月龄组中，治疗组与对照组相比，均无统计学差异(P > 0.05)。 

 
3) 不同月龄组脑外伤大鼠给予高 Epo 治疗对海马区 GAP-43 和 Syn 阳性细胞 IOD 值的影响，测试结

果参见表 3 和图 1，图 2。 
 

Table 3. Comparison of IOD values of GAP-43 and Syn positive cells in the hippocampus of rats in each group 
表 3. 各组大鼠海马区 GAP-43 和 Syn 阳性细胞 IOD 值对比 

组别 n 
GAP-43 Syn 

对照组(n = 10) 治疗组(n = 10) 对照组(n = 10) 治疗组(n = 10) 

1 月龄组 20 22,572 ± 2376 38,847 ± 2358# 10,322 ± 523 40,372 ± 6433* 

2 月龄组 20 21,342 ± 1378 32,829 ± 203# 8357 ± 379 17,453 ± 3870# 

3 月龄组 20 20,765 ± 2216 30,564 ± 5378# 6576 ± 577 17,357 ± 1079# 

#与对照组相比，P < 0.05；*与对照组相比，P < 0.01；各对照组均无显著差异；三个组中治疗组与对照组相比，GAP-43
和 Syn 均有统计学差异(P < 0.05)；1 月龄治疗组与对照组相比，Syn 有显著统计学差异(P < 0.01)。 
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Figure 1. Immunohistochemical staining of the hippocampus of rats in each group showed GAP-43 positive cells (blue, 
magnified at 200 times). A: the control group, B: 1-month-old group, C: 2-month-old group, D: 3-month-old group 
图 1. 各组大鼠海马区免疫组化染色显示 GAP-43 阳性细胞(蓝色，放大 200 倍)。A 为对照组，B 为 1 月龄组，C 为 2
月龄组，D 为 3 月龄组 

 

 
Figure 2. Immunohistochemical staining of the hippocampus of rats in each group shows Syn positive cells (blue, magnified 
at 200 times). A: the control group, B: 1-month-old group, C: 2-month-old group, D: 3-month-old group 
图 2. 各组大鼠海马区免疫组化染色显示 Syn 阳性细胞(蓝色，放大 200 倍)。A 为对照组，B 为 1 月龄组，C 为 2 月

龄组，D 为 3 月龄组 

4. 讨论 

Epo 具有一定的神经系统的治疗作用，尤其表现在改善认知功能方面，也有一定的临床研究报道。

通过 Epo 治疗可以改善 1 型糖尿病、抑郁症、精神分裂症、乳腺癌化疗术后、Alzheimer 病等患者的某些

认知行为症状[3] [4] [5] [6] [7]。针对新生儿的缺血缺氧损伤，Epo 治疗也有一定的神经保护和修复效果

[13]。但是这些研究仅是小样本的报道，目前尚缺乏 Epo 在脑外伤患者的临床应用研究。 
针对 Epo 的神经保护作用对认知功能的影响及其作用机制，进行了一定的基础研究，主要应用啮齿
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类动物的各种脑损伤模型[14] [15] [16] [17]。但是这些研究还存在一定的不足：缺乏不同月龄大鼠的疗效

对比；针对 Epo 的促神经修复作用，缺少神经递质方面的研究。本研究对比不同月龄脑外伤模型大鼠的

Epo 疗效发现，1 月龄大鼠的空间学习和记忆能力改善最为明显，和对照组相比均达到了显著性水平；而

3 月龄大鼠的认知功能改善均未达到显著性水平。因此可以初步说明，大鼠的月龄对于 Epo 改善脑外伤

后认知功能障碍的疗效存在一定的影响，未成年大鼠的疗效可能更好。本研究结果与某些临床研究结果

一致，一些临床报道往往多见于新生儿或未成年人[6] [13]。 
CCI 模型可精确控制打击部位、打击速度及停留时间，重复性更高，受个体差异因素影响较小[18]，

可制备不同部位和严重程度的脑外伤模型。GAP-43 是一个轴突膜蛋白，是一种神经特异性的蛋白质，参

与神经细胞外生长及突触发育形成和神经细胞再生。在神经元发育和再生过程中以高水平表达，能调解

轴突延伸作用，改变细胞形态。作为细胞内信号，可大大增强与 G 蛋白偶联的受体转运作用。Syn 几乎

存在于中枢和外周神经系统的所有神经末梢，同时，在神经内分泌细胞等部位也发现有突触素存在[19] 
[20]。参与突触囊泡的导入、转运和神经递质的释放、突触囊泡再循环和突触发生[21] [22]。突触素可作

为突触前终末的特异性标记物，用来检测突触的密度和分布[23]，已被广泛应用于研究动物模型及人类疾

病的突触发生，并作为神经重塑的重要标记之一。 
本研究通过测定第 4 周时大鼠海马中与神经重塑相关的指标(GAP-43 和 Syn)，考察不同月龄脑外伤

大鼠 Epo 治疗对神经重塑影响的差异性。根据我们实验研究结果显示：在相同的治疗时间和剂量(5000 
U/kg)情况下，三个月龄组海马的 GAP-43 和 Syn 表达水平治疗后均较对照组有显著性差异，尤其是 1 月

龄组治疗后 Syn 表达水平最高。GAP-43 和 Syn 表达水平和水迷宫测试结果并不完全一致，这可能说明

了不管成年或未成年脑外伤大鼠，Epo 治疗对神经重塑都具有一定的促进作用，但成年大鼠这种作用对

认知功能的改善效果不及未成年大鼠那么明显，或者是可能需要更长疗程才能体现。 
通过与神经重塑相关的重要神经的研究，可以进一步揭示 Epo 神经保护和促进神经修复的作用机制。

脑损伤后神经功能的改善是以结构和功能的重组为基础的，因此我们推测在脑外伤恢复期，类似于生长

激素，Epo 也可能是通过影响与认知相关部位的神经重塑，达到改善认知的效果[24]，而不同的月龄可能

对认知功能的疗效和神经重塑作用均存在一定的影响。 

5. 结论 

不管成年或未成年脑外伤大鼠，Epo 治疗对神经重塑都具有一定的促进作用，但成年大鼠这种作用

对认知功能的改善效果不及未成年大鼠那么明显，或者是可能需要更长疗程才能体现。 
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