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PEP-1 超氧化物歧化酶对大鼠脑缺血再灌注后 Bcl-2 的影响
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摘要 目的：观察细胞穿透肽 - 铜，锌超氧化物歧化酶（PEP-1-SOD1）预处理对大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤的改善作用及其脑保

护机制。方法：线栓法建立大鼠局灶性脑缺血 6h 后再灌注损伤模型，进行神经行为评分，并通过 HE 染色在光镜下观察神经细胞

损伤变化，免疫组化法检测 B 细胞淋巴瘤基因 -2(B-cell lymphoma-2，Bcl-2)蛋白的阳性表达。结果：盐水对照组（缺血再灌注组或

模型组）神经障碍显著高于假手术组（P＜0.05），与模型组相比，PEP-1-SOD1 预处理组可降低神经障碍评分（P＜0.05）；光镜下，假

手术组神经细胞结构正常，PEP-1-SOD1 预处理组和缺血再灌注组均有不同程度的缺血再灌注损伤，PEP-1-SOD1 预处理组较缺

血再灌注组损伤轻；假手术组 Bcl-2 蛋白表达极弱，缺血再灌注组和 PEP-1-SOD1 预处理组在脑缺血再灌注后 6h 在缺血半暗带

周围出现 Bcl-2 蛋白阳性表达，24h 达到高峰，48h 表达开始减少。与假手术组相比，PEP-1-SOD1 预处理组和缺血再灌注组 Bcl-2
蛋白阳性细胞数显著增多（P＜0.05）；与缺血再灌注组相比，PEP-1-SOD1 预处理组 Bcl-2 蛋白阳性细胞数显著增多（P＜0.05）。结

论：PEP-1-SOD1 对大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤有保护作用，PEP-1-SOD1 可通过上调 Bcl-2 蛋白的表达发挥脑保护作用。
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ABSTRACT Objective: To observe the cell penetrating peptide-copper, zinc superoxide dismutase (PEP-1-SOD1) preconditioning
on focal cerebral ischemia-reperfusion injury in the brain and its protective mechanism to improve. Methods: Suture technique in rats 6h
after focal cerebral ischemia-reperfusion injury model, the neural behavior scores, and by HE histological changes of nerve cell damage,
immune staining B-cell lymphoma gene-2 (B-cell lymphoma-2, Bcl-2) protein expression. Results:Saline control group (ischemia -reperf-
usion group or model group) neurological disorders were significantly higher than sham operation group (P＜0.05), compared with model
group, PEP-1-SOD1 pretreatment could reduce the neurological deficits score (P＜0.05 ); light microscope, the sham operation group of
neurons was normal, PEP-1-SOD1 pretreatment group and the ischemia reperfusion group had different levels of ischemia-reperfusion
injury, PEP-1-SOD1 pretreatment group than in the ischemia-reperfusion group of light damage;sham group the expression of Bcl-2
protein in very weak, ischemia-reperfusion group and PEP-1-SOD1 pretreatment group 6h after cerebral ischemia-reperfusion in the
ischemic penumbra appears around the Bcl-2 protein expression, 24 h reached a peak, 48h expression started to decrease; compared with
the sham group, PEP-1-SOD1 pretreatment group and the ischemia-reperfusion group Bcl-2 protein positive cells was significantly
increased (P＜0.05); compared with the ischemia-reperfusion group, PEP-1-SOD1 pretreatment group Bcl-2 protein positive cells was
significantly increased (P＜0.05). Conclusions: PEP-1-SOD1 on focal cerebral ischemia-reperfusion injury had a protective effect,
PEP-1-SOD1 could increase the expression of Bcl-2 proteins play a role in cerebral protection.
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前言

脑缺血再灌注后损伤的发病机制较复杂，其所致病理损伤

包括细胞坏死和凋亡。细胞凋亡与脑缺血再灌注损伤关系密

切，是神经元迟发性死亡的主要形式[1]。研究提示与凋亡密切相

关的 Bcl-2 蛋白等参与了这种迟发性死亡，它们表达的量决定

了细胞的生存，Bcl-2 表达增高，细胞凋亡减少。而超氧化物歧

化酶（superoxide dismutase, SOD）是清除细胞内自由基, 保护细

胞免受氧化应激损伤的关键酶之一[2]。SOD1 是细胞中高水平

表达的 SOD, 是 SOD 的主要形式。PEP-1 是人工合成的细胞穿

透肽，能以非能量、非受体依赖性的方式把蛋白质、肽段、寡核

苷酸等跨膜转导入各种细胞的细胞浆和细胞核内[3]，并具有高

效、安全、无毒、对血清不敏感等优点；SOD1 是通过基因工程

制备的一种铜 - 锌超氧化物歧化酶，其主要作用是催化超氧阴
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离子 O-2 发生歧化反应，使细胞免受 O-2 所引起的氧化应激损

伤。由于外源性 SOD1 是生物大分子物质，在生物体内无特异性

受体和通道，也不能依靠内吞作用等入胞方式进入细胞内，其生

物学作用的发挥受到很大的限制。研究人员利用基因工程技术

得到 PEP-1-SOD1 融合蛋白[4]，可以转导进入缺血 / 再灌注损伤

后的大鼠中枢神经系统。通过研究 Bcl-2 蛋白表达的变化，探讨

其对神经元的保护作用及作用机制，为临床治疗提供一条思路。

1 材料和方法

1.1 研究对象

随机选择成年 SPF 级健康雄性 Wistar 大鼠 42 只，体重

250-300g，由湖北医药学院实验动物中心提供。随机分为假手

术组 6 只，盐水对照缺血再灌注组（再分为再灌注后 6h、24h、
48h 各 6 只），PEP-1- SOD1 用药组（分组同盐水组）。
1.2 材料与试剂

PEP-1-SOD1 由湖北医药学院附属人民医院临床医学研究

所制备，兔抗鼠多克隆抗体 Bcl-2 购自 Beyotime Biotechnology
公司，山羊抗鼠 IgG 购自武汉博士德生物工程有限公司。
1.3 实验方法

1.3.1 模型制作 依 Koizumi 线栓法[5]成功制作大鼠左侧大脑中

动脉阻塞再灌注(MCAO)模型后，选用直径 0.2mm 尼龙渔线，

将头端蘸天然硅胶，直径约 0.25mm，蘸硅胶长度约 5mm，在手

术显微镜下阻塞左侧大脑中动脉。大鼠称重后用 10%水合氯醛

0.3ml／l00g 腹腔注射麻醉，仰卧位固定消毒，颈前部正中切

口，钝性分离并暴露左侧颈总动脉、颈外动脉、颈内动脉，同时

保护伴行迷走神经。用电刀分别烧断甲状腺上动脉、枕动脉，

4-0 丝线结扎颈外动脉远端，用蛙心夹夹闭颈总动脉和颈内动

脉，在颈外动脉靠近颈总动脉分叉处剪一小口，将头端蘸天然

硅胶渔线（用火将头端烧钝圆）从小口处轻轻插入颈外动脉，经

分叉处将预先放置于颈外动脉根部的 6-0 丝线缚紧，移去蛙心

夹，并将尼龙线向颈内动脉轻轻推入至颈内动脉颅内段，当尼

龙线插入深度距颈总动脉分叉 18-20mm 处轻微遇阻力时即停

止，表示尼龙线已插至 Willis 环。MCAO 2h 后，拔出尼龙线，恢

复再灌注。以动物清醒后右前肢不能完全伸展、爬行时向右侧

转圈为模型成功标准。假手术组除尼龙线插入深度 5mm 外，其

余过程相同。实验中保持大鼠体温(37±0.5)℃至苏醒。按 Longa
神经功能评分法以麻醉清醒后评分 2 分或以上的大鼠认为模

型制作成功，纳入实验分组；将出血较多、呼吸困难、取脑时发

现蛛网膜下腔出血及提前死亡的大鼠剔除。
1.3.2 给药方法及脑片制备 PEP-1- SOD1 用药组在缺血前

30min 及 再 灌 注 后 立 即 腹 腔 注 射 PEP-1- SOD1 融 合 蛋 白

500μg/100g[6]，对照组以相同剂量的生理盐水注射。42 只动物

模型经常规麻醉，心脏灌洗，断头取脑，多聚甲醛固定，自视交

叉后向后取 5mm 脑组织，常规梯度酒精脱水，二甲苯透明、浸
腊、包埋固定制蜡块，连续冠状切片，厚度为 5μm。然后根据 SP
法进行免疫组化染色（Bcl-2 阳性细胞的胞浆染成棕黄色）。应

用 HPIAS-2000 显微图像处理系统采集图片，每张切片随机取

5 个高倍镜视野(400×)，计数 Bcl-2 阳性细胞数，取其平均值。
1.4 统计学分析

计量资料以均数±标准差（x±s）表示，采用 SPSS15.0 软件进

行统计处理，数据采用 t 检验，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 神经功能缺损评分

显示盐水组神经障碍显著高于假手术组（P＜0.01）；与盐

水对照组相比，PEP-1- SOD1 用药组可降低神经障碍评分（P＜
0.05），见表 1。
2.2 Bcl-2 免疫组化结果

Bcl-2 阳性神经元细胞的胞浆中有棕黄色颗粒。假手术组

大鼠脑组织皮层内胞浆中可见散在神经元阳性细胞。缺血再灌

注组和 PEP-1- SOD1 预处理组阳性细胞数从 6h 开始增多，24
h 达到高峰，48h 开始减少。PEP-1- SOD1 预处理组阳性细胞数

较缺血再灌注组阳性细胞数增多。由表 2 可见，各组大鼠脑组

织 Bcl-2 阳性细胞数不同，从假手术组到缺血再灌注组再到

PEP-1- SOD1 预处理组逐渐增多，三组之间比较差异均有统计

学意义（P＜0.05）；缺血再灌注组和 PEP-1- SOD1 预处理组在

不同时间点两两之间差异有统计学意义（P＜0.05）。

表 1 神经行为评分

Table 1 Neurobehavioral scores

组别 Group 6h 24h 48h

假手术组 Sham-operation group 0 0 0

盐水组 Brine group 1.86±0.22 2.87±0.30 2.77±0.34

用药组 Drug group 1.25±0.18 1.64±0.23 1.51±0.20

注：用药组与盐水对照组比较，P＜0.05（Note: Compared drug group and brine group, P＜0.05）

表 2 各组大鼠脑组织内 Bcl-2 的表达（x±s）
Table 2 Expression of Bcl-2 in the brain of rats (x±s)

组别 Group
Bcl-2 阳性细胞数（个） Bcl-2 positiveness cell count

6h 12h 24h

假手术组 Sham-operation group 3.5±1.4 3.8±1.3 3.6±1.3

盐水对照组 Brine control group 18.4±1.9 23.9±1.7 20.5±1.6

用药组 Drug group 31.8±2.2 37.7±1.6 32.8±1.7

注：三组之间比较，P＜0.05；盐水对照组和 PEP-1- SOD1 预处理组在不同时间点两两之间比较，P＜0.05
（Note: Compared among the three groups, P＜0.05; compared brine control group and PEP-1- SOD1 group at different time, P＜0.05）
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3 讨论

研究显示，氧自由基是启动凋亡的重要因子，过量的氧自

由基可以攻击膜中的不饱和脂肪酸，导致细胞膜和各种细胞器

膜发生脂质过氧化反应，细胞出现结构破坏、功能障碍。因此，

清除自由基是缺血性脑血管病有效治疗靶点之一[7]。铜，锌超氧

化物歧化酶（SOD1）是体内重要的氧自由基清除剂，是高水平

表达的 SOD 形式，是清除细胞内超氧阴离子的关键酶，可以将

超氧阴离子歧化生成 H2O2，后者在 H2O2 酶的作用下分解为

H2O 和 O2 而彻底解毒，通过广泛参与中枢神经系统炎症、缺血

等一系列病理过程，对神经元产生保护作用[8]。脑组织血液循环

中断后，随着脑细胞的坏死和凋亡，产生各种自由基；随着脑缺

血再灌注的恢复，可激活需氧的黄嘌呤氧化酶和环加氧酶，在

微血管内皮细胞内引发了两个主要的自由基生成途径，致使自

由基大量生成[9]。内源性 SOD1 无法清除短时间内大量产生的

氧自由基，而外源性 SOD1 分子量过大，不能自由通过血脑屏

障，应用受到限制。近年来研究发现，某些蛋白质的某些区域具

有将外源性蛋白导入细胞内的特性，这些区域称为蛋白转导域

（Protein Transduction Domain, PTD），如 HIV-1 Tat，果蝇触角足

蛋白(Antp)，HSV VP22 蛋白[10-12]。目前的研究认为这种蛋白转

导域介导的生物大分子跨膜转运的机制并非通过受体，通道或

内吞方式进入细胞内 [13-15]。已有研究显示 Tat-GFP，Tat-GDH，

Tat-SOD，Tat-CAT 融合蛋白高效地导入哺乳动物细胞内和皮

肤组织[16-23]。但是，Tat-PTD 介导的蛋白转导需要融合蛋白在导

入前进行变性，才能使融合蛋白进入细胞内。变性的 Tat 融合

蛋白进入细胞内后，在 HSP90 家族成员将靶蛋白重折叠为天

然有活性的构象。因此导入蛋白的生物活性依赖于 HSP90 分

子伴侣的重折叠效率[24]。这对一些生物大分子转导后的生物效

应产生了影响。Morris MC 研 究 小 组 [25]设 计 了 一 种 称 为

PEP-1 的 转 导 肽（KETWWETWWTEWSQPKKKRKV），由 21
个氨基酸残基组成，分为三部分：富含色氨酸的疏水区

（KETWWETWWTEW），连接区（SQP）和富含赖氨酸的亲水区

（KKKRKV）。Won Sik Eum 等[26]将 SOD 基因与 Pep-1 在细菌

表达载体中融合产生遗传性框内读码的 Pep-1-SOD 融合蛋白，

在体外培养的星形细胞中观察到融合蛋白以时间和剂量依赖

方式进入细胞，保持酶活性达 48h，且转导不要求细胞固定、融
合蛋白无需变性。同时他们还观察了 Pep-1-SOD 对氧应激下细

胞生存能力的影响，结果表明用 Pep-1-SOD 处理暴露于百草枯

的星形细胞时，细胞生存能力显著增加。此外，他们通过动物试

验也验证了 Pep-1-SOD 有穿透小鼠皮肤的能力；并且在短暂性

前脑缺血的沙鼠动物模型中观察到融合蛋白能穿透血脑屏障，

使受损的神经元细胞存活能力显著增加，表明 Pep-1-SOD 对神

经系统缺血性损伤有保护作用。Pep-1-SOD 的成功转导为保护

缺血损伤所致的神经元细胞损害提供了一个新的途径，这对运

用抗氧化酶治疗氧化损伤性疾病具有重要意义。
Bcl-2 家族是目前研究较为深入的与凋亡密切相关的基

因，在细胞凋亡的调节过程中具有重要作用，它以细胞器膜（如

线粒体、内质网和核膜）的整合膜蛋白形式存在，既能阻抑坏死

又能阻抑凋亡，而这两种死亡又是脑缺血损伤的主要形式。研

究认为 Bcl-2 抗细胞凋亡的作用机制可能有以下几种[27]：(1)通
过抑制氧化脂质和超氧根离子抗细胞凋亡；(2)通过调节内质网

Ca2﹢的释放抗细胞凋亡；(3)通过直接或间接影响传递细胞死亡

信号的蛋白质功能或特性发挥抗凋亡作用。而且有研究表明，

在脑缺血的模型中，缺血灶及周边区神经细胞的 Bcl-2 表达较

早，并可减少大约 50%的梗死面积。
在本研究中，盐水对照组和 PEP-1-SOD1 用药组的 Bcl-2

蛋白表达主要位于缺血侧大脑半球颞、顶叶皮质以及基底节、
海马等部位，与脑梗死部位一致。从 6h 开始到 48h，用药组

Bcl-2 的表达在 24h 时最高，与对照组比较有显著性差异（P＜
0.05），48h 时仍高于对照组（P＜0.05）。从大鼠的神经功能计分

结果可以看出，从 6h 开始到 48h 时 PEP-1-SOD1 用药组神经

功能计分低于对照组（P＜0.05），说明行为学从 6h 开始改善直

到 48h，与 Bcl-2 的表达一致。由以上结果推测：PEP-1 能有效

介导 SOD1 转导进入大鼠脑组织，转导后的融合蛋白活性至少

可以维持 48h，PEP-1-SOD1 在脑缺血再灌注后，能促进凋亡抑

制基因 Bcl-2 在急性期的表达，从而抑制细胞凋亡，减轻脑损

伤，达到脑保护作用。本研究仅从行为学和 Bcl-2 变化角度探

讨了 PEP-1-SOD1 对脑缺血后再灌注损伤的保护作用和机制，

实际上凋亡是脑细胞缺血缺氧再灌注处理后损伤的基本事件

之一，有诸多因素影响和制约，其机制错综复杂，仍需更广泛更

深人的研究。
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