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大鼠促红细胞生成素受体基因克隆及其 

在颅脑损伤模型中的表达分析 

李 伟，齐 麟 

(铁道警察学院，郑州 450053) 

摘 要 ：利用巢式PCR(nest PCR)的方法克隆大鼠促红细胞生成素受体基因．该基因ORF区全长1 524 bp， 

编码 507个氨基酸，推测其相对分子质量为 55．48 ku，等电点 5．07．实时荧光定量 PCR结果显示：大鼠早期颅脑损 

伤中，EPOR基因表达呈逐步上升趋势，颅脑损伤后 24 h表达量达到顶峰，为对照组的 6倍． 
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促红细胞生成素(erythropoietin，EPO)及其受体(erythrOpoietin receptor，EPOR)在神经损伤修复中具 

有重要意义[1]．EPO与 EPOR结合后，通过 JAK2(Janus Kinase 2)C2]、NF-~B_3 信号通路发挥抑制细胞凋 

亡 、抗细胞兴奋性毒性 引、抗氧化应激 、减轻脑水肿、降低缺血部位的炎症反应和诱导神经元修复 等生 

物学功能．本研究在克隆大鼠EPOR全长开放读码框并进行生物信息学分析的基础上，采用自由落体建立 

大鼠颅脑损伤模型，检测大鼠颅脑损伤后脑组织 EPOR mRNA表达的变化情况，为法医学损伤时间推断提 

供理论依据． 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

SPF级 SD大鼠(250--_4-_20)g 30只，雌雄不拘，购自郑州大学医学实验动物中心．RNA提取试剂盒 Tr— 

izol Reagent、逆转录试剂盒、Real—time PCR mix试剂盒和琼脂糖凝胶回收试剂盒分别购 自Invitrogen公 

司、TaKaRa公司、TOYOB0公司和 Omega公司．Taq酶(LA—Taq，5 u／~L)和 DNA Marker购于 TaKaRa 

公司．dNTP(10 mM each)购于鼎国生物技术有限公司．实验中所用引物的合成以及 DNA序列的测定均由 

英骏生物技术公司提供． 

1．2 大鼠EPOR基因ORF的全长克隆 

依据试剂盒说明书进行大鼠RNA提取及 cDNA一链合成．cDNA一链合成后用灭菌双馏水进行 5倍 

稀释，稀释产物作为扩增模板．根据 NCBI数据库 EPOR信息(基因编号：NM一017002)，在基因非编码区设 

计引物扩增 EPOR全长开放读码框(ORF)．第一轮 PCR上游引物序列：5’GGAGAAAGAGGAAAGG- 

GAAGG3，，下游引物序列：5’TGCAAGGCTGTCACTTCCTG3’．第一轮 PCR程序中退火温度为 6o℃，延 

伸时间为 120 S，经过 20个循环后取 PCR产物稀释 5倍做模板进行巢式 PCR．巢式 PCR上游引物：5’ 

AAGGGAAGGGGAGGTGGG3’，巢式 PCR下游引物：5’GGCCTCAGCCATCCTCTTC3’．巢式 PCR程序 

中退火温度为56℃，延伸时间为 90 S，进行 3O个循环后，72℃保温 10 rain后进行T—A克隆，阳性克隆产物 
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经 DNA测序验证后一70。C保存备用． 

1．3 大鼠 EPOR蛋白生物信息学分析 

应用 MEGA生物学软件构建各物种 EPOR蛋 白系统进化树 ；应用“Translate tool”工具对大鼠 EPOR 

蛋白序列进行推导；应用“Computer pI／Mw”工具预测大鼠EPOR蛋白相对分子质量与等电点．使用网络 

“SMART”工具及“TMHMM”工具分别分析蛋白结构域和蛋白的跨膜区． 

1．4 大鼠颅脑损伤模型建立 

根据 Feeney's法嘲建立大鼠颅脑损伤模型：用 10 水合氯醛对大鼠行腹腔注射麻醉(3 ml／kg体重)，麻 

醉生效后用碘伏消毒顶部头皮，沿中线切开并分离头皮，用空心钻在矢状缝右侧 3 mm、人字缝前侧3 mm处 

钻一直径 7 mm的颅骨骨窗 ，保持硬膜完好．以 2O g砝码从 40 cm高处下落撞击置于骨窗上的铁块 ，造成右 

顶叶脑挫伤．假手术组采用与致伤组相同的方法制作颅骨骨窗，但不进行自由落体打击．实验操作完成后用 

骨蜡封闭大鼠颅骨骨窗，预防感染，缝合头皮后置于 2O℃、安静、清洁的环境中，清醒后常规饲养．致伤组分 

别于伤后不同的时相点(1 h、2 h、4 h、8 h、12 h、24 h)采用颈椎脱臼法处死大鼠，取出脑组织，沿挫伤灶中央 

作冠状切面取材，所取检材分为两份．一份组织立即于液氮中冷冻保存以进行荧光定量 PCR检测；另一份用 

40 g／I 的多聚甲醛固定． 

1．5 HE染色 

根据牛红星等 方法对多聚甲醛 固定的脑组织检材经包埋 、切片后 42。C烤片过夜．片子经脱蜡及水化 

后，使用苏木素一醇溶性伊红染色、封片，60℃干燥 30 min后显微镜观察并拍照． 

1．6 大鼠 EPOR基因 mRNA在颅脑损伤后的表达分析 

取材后参照总 RNA提取试剂盒的说 明提取总 RNA．将 RNA反转录成 cDNA后稀释 5倍做 real—time 

PCR实验模板，一2O℃保存备用．大鼠EPOR基因 real—time PCR上下游特异引物序列分别为：5 CTGG— 

GAGGAAGCGGCGAACT3 和 5’GCGGTGGTAGCGAGGAGAT3’．内参基 因为 ffactin，上下游引物分别 

为：5’GAGGGAAATCGTGCGTGAC3’和 5’AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG3’．EPOR和 5-actin的扩 

增长度均为200 bp左右．采用SYBR荧光染料进行三步法程序，real—time PCR反应体系为 2O L_Real—time 

PCR程序 中退火温度为 58℃，延伸时间为 4O个循环．在 ABI7900HT型荧光定量 PCR仪上运行并重复 3 

次实验后利用“ABI PRISIM 7900HD sDs”软件进行半定量数据分析并计算标准差．实验数据处理根据 

EPOR和 actin的Ct(cycle of threshold)值，采用 2--AACt公式计算．各组实验中，均将阴性对照组 EPOR的 

表达量设定为 1． 

2 结果与分析 

2．1 大鼠 EPOR基因 cDNA全长克隆及序 列分析 

通过巢式 PCR反应后，获得明亮清晰的专一条带(图 1)，将产物纯化后进行 T—A克隆后，获得大鼠 

EPOR基因全长 ORF．大鼠EPOR全长 0 F共 1 524 bp，编码 507个氨基酸 ，推测其相对分子质量为 55．48 

ku，等电点 5．07．应用“SMART”工具分析，大鼠EPOR蛋白在 37～139氨基酸残基位点存在一个“促红细 

胞生成素受体一配体结合”结构域．在 l44～277氨基酸残基位点存在一个“Ⅲ型纤维结合素”结构域．在 250 

～ 272氨基酸残基位点存在一个跨膜结构域(图 2)．应用“TMHMM”工具分析证实了 EPOR跨膜结构域的 

存在(图 3)． 

2．2 哺乳动物 EPOR蛋白的系统进化分析 

应用 MEGA生物学软件，获得了哺乳动物 EPOR蛋白系统进化树(图4)．通过对系统进化树进行分析， 

发现物种进化趋势与 EPOR蛋白进化趋势一致．啮齿类动物 EPOR蛋白首先聚类到一起．人与大鼠EPOR 

蛋白的同源性达到 82 ． 

2．3 HE染色结果观察 

应用生物显微镜在 10×4O倍率下进行观察，对照组见神经元的形态结构清晰，细胞核蓝染，呈圆形或椭 

圆形，核仁明显．致伤组大鼠脑组织挫伤区蛛网膜下腔出血明显，可见大量红细胞聚集，神经细胞肿胀、坏死， 
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Cloning and Expression Analysis of Rat Erythropoietin 

Eeceptor in Brain Inj ury Model 

LI W ei，QI Lin 

(Railway Police College，Zhengzhou 450053，China) 

Abstract：A full length cDNA of rat erythropoietin receptor gene was isolated by nest PCR method
．
The ORF of EPOR 

was 1 524 bp，encodes 507 amino acid residues．The deduced molecular weight and P1 was 55．48 ku，and the isoelectric Doint 

was 5．07．The realtime PCR result indicated that the expression level of EPOR was enhanced during the early time in rat trau— 

matic brain inj ury(TBI)mode1．The EPOR expression level of 24 h after TBI reached to the peak during the TBI period，and 

the expression amount was 6 times of the contro1． 

Keywords：rat；traumatic brain inj ury；erythropoietin receptor；real—time PCR 


