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缩略语表 
 

 

缩略词 英文全称 中文全称 

3-MA 3-methyladenine 3-甲基腺嘌呤 

8-OHdG 8-hydroxy-2-deoxyguanosine 8-羟基脱氧鸟苷 

AD Alzheimer’s disease 阿尔茨海默病 

AMPA aminomethyl phosphonic acid 氨甲基磷酸 

APP amyloid precursor protein 淀粉样前体蛋白 

Aβ amyloid beta protein β-淀粉样蛋白 

CaMKII alcium/calmodulin-dependent kinase II 钙调蛋白依赖性蛋白激酶 II 

CBR cannabinoid receptors 大麻素受体 

CJD Creutzfeldt-Jakob disease 纹状体脊髓变性病 

DMEM dulbecco’s modified eagle medium 无血清细胞冻存培养基 

DRP dynamin-related protein 动力相关蛋白 

DUBs deubiquiti nating enzymes 去泛素化酶 

EAAT excitatory amino acid transporter 星型胶质细胞谷氨酸转运体 

ER estrogen receptor 雌激素受体 

ERK1/2 extracellular signal-regulated kinases 细胞外信号调节激酶 

GLUTs glucose transporters 葡萄糖转运体 

GPCRs G-protein coupled receptors G 蛋白偶联受体 

GSH-Px glutathione peroxidase 谷胱甘肽过氧化物酶 

GSK-3β glycogen synthase kinase-3β 糖原合成酶激酶 
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HD Huntington’s disease 亨丁顿舞蹈病 

HDACs histone deacetylases 组蛋白去乙酰化酶 

HIF hypoxia inducible factor 低氧因子 

HIPK homeodomain-interacting protein kinase  同源结域相互作用蛋白激酶 

HNE 4-hydroxy-trans-2-nonenal 羟基壬烯醛 

HSF heat shock factor 热休克因子 

IL-1 interleukin-1 白介素 1 

JNK c-Jun N-terminal kinase c-JunN 端蛋白激酶 

K2P two-pore-domain potassium channel 双孔钾离子通道 

KARs kainate receptors 氨酸受体 

LPS lipopolysaccharide 脂多糖 

LTP long-term potentiation 长时程抑制 

MAPK mitogen activated protein kinase 丝裂原活化蛋白激酶 

MDA malondialdehyde 丙二醛 

mGluRs metabotropic glutamate receptors 代谢型谷氨酸受体 

MLK mixed lineage kinase 混合性谱系激酶 

NFκB nuclear factor kappa B 核转录因子 

NMDA N-methyl-D-aspartate N-甲基-D-天冬氨酸 

NO nitric oxide 一氧化氮 

PD parkinson disease 帕金森病 

PI3K phosphoinositide 3-kinase 磷酸肌醇 3-激酶 

PIAS protein inhibitor of activated STAT 
激活 STAT1 的 SUMO E3 连

接酶蛋白抑制剂 



第四军医大学博士学位论文 

 

 

- 3 - 

PKC protein kinase C 蛋白激酶 C 

NOS nitric oxide synthase type  一氧化氮合酶 

PSD postsynaptic density 突触后致密物 

RanBP2 Ran binding protein-2 Ran 结合蛋白 

ROS reactive oxygen species 活性氧族 

SENPs sentrin-specific proteases SUMO 特异性蛋白酶 

STAT signal transducer and activator of transcription 信号转导和转录激活因子 

SUMO small ubiquitin- like modifier 小泛素相关修饰物 

tFCI transient focal cerebral ischemia 短暂性脑缺血损伤 

UBE1L ub-activating enzyme E1-like protein 泛素激活 E1 类似蛋白质 

UFM ubiquitin-fold modifier 泛素折叠蛋白 

ULMs ubiquitin- like protein modifiers 泛素相关蛋白修饰物 

UPS ubiquitin/proteasome system 泛素蛋白酶体系统 
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中文摘要 
 

近年来，针对包括围术期脑损伤在内的脑缺血损伤的研究已成为神经科学领域

的研究重点，如何防治脑缺血损伤也成为科学界急需解决的重大医学问题，因此充

分调动神经系统的内源性保护机制，进一步探索理想有效的神经保护措施显得尤为

关键。我们课题组早在前期研究中发现，在缺血损伤前给予吸入性麻醉药例如异氟

烷、七氟烷等，可减小脑梗死面积诱导缺血耐受，从而发挥神经保护作用。然而，

异氟烷预处理神经保护效应的作用机制尚未明确，蛋白质的合成、翻译及修饰作为

细胞生存及功能实现的重要途径，是否介导脑缺血损伤及异氟烷预处理过程呢？ 

泛素-蛋白酶体系统（UPS）与其衍生的 SUMO 系统，分别介导泛素化和 SUMO

化这两个重要的蛋白调控途径，与细胞命运密切相关。研究发现异常泛素化蛋白聚

集与神经细胞损害密切相关，然而 SUMO 蛋白并不促使蛋白质降解，而是加强蛋白

稳定性。有研究者对冬眠动物的研究中发现，损伤或应激状态下神经元内结合型

SUMO 蛋白的增加可能对提高细胞对缺血缺氧等损伤的耐受具有重要意义。那么我

们进一步思考，作为细胞调节中的两个重要系统 UPS 和 SUMO，二者在脑缺血损伤
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及预处理神经保护效应中是如何发挥作用并相互调节的？ 

本课题旨在揭示 UPS/SUMO 系统参与脑缺血损伤及神经保护效应的机制，将有

助于提高我们对脑缺血损伤的认识，并为未来寻找基于 UPS/SUMO 系统的新的药物

或干预措施应用于临床神经保护奠定基础。 

 

实验一  异氟烷预处理对神经细胞 

氧糖剥夺损伤具有保护作用 

 

目的：研究异氟烷预处理对培养的类神经元细胞缺氧损伤的神经保护效应。 

方法：采用 SH-SY5Y 神经母细胞瘤细胞系经过视黄酸刺激后，诱导分化成为类

神经元细胞，通过检测神经元标志物 NeuN 和 βⅢ-Tublin 的表达变化，确定诱导分化

成类神经元细胞的时间。进一步观察异氟烷预处理对氧糖剥夺（Oxygen-glucose 

deprivation, OGD）损伤细胞的神经保护作用。细胞为分 4 组：Sham 组、Iso 组（单

纯吸烷组）、OGD 组（氧糖剥夺组）、IsoPC 组（异氟烷预处理组）。Iso 组和 IsoPC

组均给予 2%异氟烷单次吸入 2 h，OGD 组和 IsoPC 组均进行氧糖剥夺损伤 4 h，并且

在异氟烷预处理 24 h 后进行。分别在复氧后 24 h 后进行 MTT 比色法、流式细胞仪

以及检测 caspase-3 含量以判断各组细胞活性和细胞凋亡，证实异氟烷预处理对细胞

氧糖剥夺损伤的保护作用。  

结果：加入视黄酸刺激诱导分化 7 天后的 SH-SY5Y 神经标志物表达最强，因此

在后续实验中选择诱导分化 7 天的细胞进行检测。缺氧损伤后 24 h，细胞凋亡率增

加，细胞活性降低，给予单次异氟烷预处理可以增加细胞存活率，减少细胞凋亡。 

结论：视黄酸刺激可以诱导 SH-SY5Y 细胞分化成类神经元细胞；单次异氟烷预

处理对氧糖剥夺损伤模型的细胞具有神经保护作用。 

 

实验二  异氟烷预处理对大鼠局灶性脑缺血 

损伤具有脑保护作用 

 

目的：研究异氟烷预处理诱导的大鼠缺血耐受效应。 

方法：SD 大鼠随机分为 4 组：Sham组（空白对照组）、Iso 组（单纯吸烷组）、
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MCAO 组（缺血损伤组）、IsoPC 组（异氟烷预处理组）。Iso 组和 IsoPC 组连续 5 天

每天吸入 2%异氟烷 1 h；MCAO 组和 IsoPC 组进行大脑中动脉阻闭模型（Middle 

cerebral artery occlusion, MCAO），缺血时间为 120 min，缺血模型在异氟烷预处理后

24 h 进行。缺血再灌注后不同时间点 24 h、48 h、72 h、7 d 分别进行神经功能学评

分（Neurological behavioral score, NBS）以及 TTC 染色评估脑梗死容积百分比，证

实异氟烷预处理对大鼠局灶性脑缺血损伤模型的神经保护作用。 

结果：在局灶性脑缺血损伤后 24 h，大鼠神经功能学评分相比 Sham组降低，脑

梗死容积明显，随着再灌注时间延长，脑梗死容积逐渐缩小。给予异氟烷预处理可

以明显减小脑梗死容积百分比，提高神经功能学评分，减轻大脑中动脉阻塞模型对

脑组织的损伤作用。说明异氟烷预处理对于局灶性脑缺血损伤具有脑保护作用。 

结论：异氟烷预处理对局灶性脑缺血损伤具有短期神经保护效应。 

 

实验三  异氟烷预处理通过抑制结合型泛素 

蛋白聚集诱导脑缺血耐受 

 

目的：研究泛素系统在脑缺血损伤和异氟烷预处理中的作用。 

方法： SD 大鼠随机分为 5 组：Sham组（空白对照组）、MCAO 24 h组（缺血

损伤后 24 h组）、IsoPC 24 h组（预处理保护 24 h组）、MCAO 72 h 组（缺血损伤后

72 h组）、IsoPC 72 h 组（预处理保护 72 h组）（每组 8 只）。除了 Sham组以外，其

它 4 组均进行 MCAO 模型，IsoPC 24 h组和 IsoPC 72 h组在 MCAO 模型前 24 h 给予

连续 5 天 2%异氟烷吸入每天 1 h。分别在损伤后 24 h 和 72 h 进行取材，分别进行

Ubiquitin 蛋白 Western blot 和免荧组化染色，了解泛素蛋白系统在脑缺血损伤及异氟

烷预处理后不同时相的变化趋势和分布特点。 

结果：免疫荧光结果显示局灶性脑缺血损伤后 24 h 即可观察到异常泛素蛋白的

聚集，并且在损伤后 72 h 均维持在高表达，异氟烷预处理可以明显减少泛素蛋白的

表达。Western blot 结果也显示，损伤后结合型泛素蛋白表达增加，游离型泛素蛋白

减少，异氟烷预处理可以完全逆转泛素蛋白的表达，从而发挥神经保护作用。 

结论：异氟烷预处理抑制缺血后结合型泛素蛋白的聚集，发挥脑保护作用。 
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实验四  异氟烷预处理通过改变 SUMO 系统 

蛋白表达诱导神经保护作用 

 

目的：研究异氟烷预处理对 SUMO 系统蛋白和 Ubc9 蛋白表达的影响。 

方法：实验分为离体实验和在体实验。离体实验中，采用诱导分化成功的

SH-SY5Y 细胞系进行实验，细胞共分为 4 组：Sham 组、Iso 组、OGD 组、IsoPC 组，

在复氧后 24h 进行免疫荧光染色和 Western blot 检测，观察 SUMO-1、SUMO-2/3、

Ubc9 蛋白的细胞分布特点及表达变化。在体实验中，将第四军医大学实验动物中心

的 SD 大鼠随机分为 6 组：Sham组、Iso 组、MCAO 4 h组、IsoPC 4h 组、MCAO 24 h

组、IsoPC 24 h组（每组 8只）。在再灌注后4 h和24 h分别进行免疫荧光染色和Western 

blot 检测，观察 SUMO 系统和 Ubc9 蛋白在脑组织中的表达及蛋白含量变化。明确

SUMO 系统以及 SUMO 连接酶 Ubc9 参与缺血损伤和神经保护作用的机制。 

结果：离体实验中，在 OGD 损伤后 24  h，结合型 SUMO-1 表达减少，游离型

SUMO-1 表达增加，异氟烷预处理可以上调结合型 SUMO-1 蛋白表达，抑制游离型

SUMO-1 水平；然而结合型 SUMO-2/3 在损伤后表达升高，异氟烷预处理可减少

SUMO-2/3 表达；复氧 4 h和 24 h后 Ubc9 的表达均明显减少，且在 4 h 达到最低，

异氟烷预处理可以增加 Ubc9 的表达，但是在损伤后 24 h 影响不明显，无统计学意

义。在体实验中 SUMO-1 的表达减少，在 24 h 基本恢复到正常水平，异氟烷预处理

可以逆转缺血对 SUMO-1 表达的抑制作用；缺血损伤可以增加结合型 SUMO-2/3 蛋

白的聚集，但是异氟烷预处理对结合型 SUMO-2/3 的表达没有影响；Ubc9 在缺血后

表达下调，异氟烷预处理可以增加 Ubc9 的表达。说明 SUMO 系统参与缺血损伤及

异氟烷预处理作用。 

结论：异氟烷预处理通过调节 SUMO 蛋白和 Ubc9 蛋白的表达调控神经保护

作用。 

 

实验五  调控 Ubc9 对异氟烷预处理的神经保护作用影响研究 

 

目的：研究调控 SUMO 化的 E2 酶 Ubc9 蛋白异氟烷预处理诱导神经保护效应的

影响。 

方法：实验分为离体实验和在体实验两部分。离体实验中，采用慢病毒转染的
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方法构建稳定过表达 Ubc9 的 SH-SY5Y 细胞系，用 siRNA 下调细胞 Ubc9 的表达，

之后再进行异氟烷预处理和 OGD 模型。实验分为 8 组：Sham 组、Iso 组、OGD 组、

IsoPC 组、Lenti+OGD 组（过表达慢病毒+氧糖剥夺损伤组）、Lenti+IsoPC 组（过表

达慢病毒组+异氟烷预处理组）、siRNA+OGD 组（小干扰 RNA+氧糖剥夺损伤组）、

siRNA+IsoPC 组（小干扰 RNA+异氟烷预处理组）。复氧后 24 h 通过 MTT 比色法和

检测 caspase-3 的含量观察类神经元在氧糖剥夺损伤后和异氟烷预处理后细胞活性和

细胞凋亡程度。在体实验中，给予大鼠侧脑室微注射 siRNA，下调大鼠脑组织中 Ubc9

的表达，随后进行异氟烷预处理和大脑中动脉阻闭模型。实验分为 6 组：Sham 组、

Iso 组、MCAO 组、IsoPC 组、siRNA+MCAO 组、siRNA+IsoPC 组（每组 8 只）。在

再灌注损伤后 24 h 评估神经功能学评分和观察脑梗死容积百分比，证实 SUMO 连接

酶 Ubc9 在异氟烷预处理诱导缺血耐受中的作用机制。 

结果：慢病毒过表达载体可以增加细胞 Ubc9 和 SUMO-1 的表达，siRNA 可以

抑制 Ubc9 和 SUMO-1 的蛋白水平，但是二者对 SUMO-2/3 的表达均没有影响。上

调 Ubc9 的表达可以模拟神经保护作用；下调 Ubc9 蛋白可以增加细胞对氧糖剥夺损

伤的敏感性，并且逆转异氟烷预处理的神经保护作用。给予大鼠侧脑室微注射

siRNA-Ubc9 可以下调大鼠脑组织 Ubc9 的表达，使大鼠脑梗死容积增加，神经功能

学评分降低，说明 Ubc9 表达的抑制可以减弱异氟烷预处理的脑保护作用。 

结论：上调 Ubc9 可以模拟神经保护作用，下调 Ubc9 可逆转异氟烷预处理的神

经保护效应。 

 

关键词：异氟烷预处理，脑缺血，脑保护，泛素，SUMO 
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Abstract 
 

In recent years, perioperative stroke has become one of the most serious complications 

of cardio-cerebral sugery, since it causes servere disability and high mortality. There is an 

urgent need for developing feasible and effective approach to prevent ischemic/ reperfusion 

insults during the perioperative period. In previous study, our research group has found the 

volatile anethetics including isoflurane and sevoflurane could induce the ischemic 

tolerance against ischemic and reperfusion injury. However, the mechanism of isoflurane 

preconditioning has not been fully understood yet.  

Ubiquiting proteasome system (UPS) and small ubiquitin- related modifier (SUMO) 

system were found to play a crucial role in protein ubiquitination and sumoylation. 

Previous studies demonstrated that accumulation of ubiquited protein promoted intracellular  

protein degradation, but conjugated-sumo proteins were essential for maintaining protein 

stability and integrity. A previous study reported that cellular SUMO protein modification was 

massive increased in the ground squirrel during hibernation torpor, which demonstrated  
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that sumoylation process might be involved in the neuroprotective effect against ischemic 

injury. We speculate that UPS and SUMO pathway mediates the neuroprotection induced 

by isoflurane preconditioning.  

Therefore, the current study is to further investigate the role of UPS/SUMO protein 

regulation in the isoflurane preconditioning neuroprotection, hopefully to provide a new 

theoretical basis and research direction for the development of new drug and approaches. 

 

Experiment 1  

Isoflurane precondioning induces neuprotection 

against oxygen-glucose deprivation injury in SH-SY5Y cells 

 

Objectives: To study the neuroprotective effect of single isoflurane preconditioning.  

Methods: All- trans-retinoic acid (RA) stimulated the human neuroblastoma cells 

(SH-SY5Y) to differenciate into neuron-like cells. The expression of neuron marker NeuN 

and βⅢ-Tublin were evaluated by Western blot and immunofluorescence staining. And 

then the differenciated neuron- like cells were used in the subsquent experiments. The cells 

were divided into four groups: Sham group, Iso group (single isoflurane inhale), OGD 

group (oxygen-glucose deprivation model), IsoPC group (isoflurane precondioning 

protection). The cells in Iso group and IsoPC group were exposed to 2% isoflurane for 2 

hrs, and the cells in OGD group and IsoPC group were challenged by oxygen-glucose 

deprivation for 4 hrs at 24 hrs after isoflurane preconditioning. The cell in the sham group was 

cultured without any treatment. Cell viabilities were evaluated by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 

2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) assay and cell apoptosis was measured by flow 

cytometry and caspase-3 expression at 24 hrs after reoxygenation.  

Results: Expression of neuronal protein marker were measured in RA-stimulated 

SH-SY5Y cells at different times, and the expression of NeuN and βⅢ-Tublin was highest 

at 7 days after stimulation. Therefore, RA-stimulated cells for 7 days were used in the 

following experiments. Oxygen-glucose model reduced the cell viabilities and increased 

the cell apoptosis of neuron- like cells. Precoditioning of isoflurane could elevate the cell 
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survival rate. 

Conclusion: RA stimulated the human neuroblastoma cells to differencaite into 

neuron- like cells. Isoflurane preconditioning attenuated the injury induced by oxygen- 

glucose deprivation.  

 

 

Experiment 2 

Isoflurane preoconditioning induces neuroprotection  

against cerebral ischemic-reperfusion injury on rats 

 

Objectives: To study the neuroprotection by isoflurane preconditioning against ischemic- 

reperfusion injury.  

Methods: The SD rats were randomly divided into 4 groups: Sham group, Iso group 

(isoflurane inhale without MCAO model), MCAO group (ischemic-reperfusion damage 

group), IsoPC group (isoflurane preconditioning plus MCAO model). The rats in Iso 

group and IsoPC group were inhaled with 2% isoflurane 1 h for 5 days; the rats in MCAO 

group and IsoPC group were received middle cerebral artery occlusion model (MCAO) for 

120 min at 24 hrs after isoflurane preoconditioning. The neurological behavirol scores and 

infarct volume were evaluated at 24, 48, 72 hrs and 7 days after reperfusion injury.  

Results: The neurological deficits and infarct volume were worse after ischemic-reperfusion 

damage, and isoflurane preconditioning significantly improved the neurological 

behavioral scores and reduced the infarct volume at 24, 48, 72 hrs and 7 days after 

MCAO.  

Conclusions: Isoflurane induced short-term neuroprotection against ischemic-reperfusion 

injury.  

 

 

 

 



第四军医大学博士学位论文 

 

 

- 12 - 

Experiment 3 

Isoflurane preconditioning induces ischemic tolerance via 

attenuating conjugated-ubiquitin protein aggregation 

 

Objectives: To study the role of UPS system in the process of isoflurane preconditioning 

and ischemic-reperfusion damage. 

Methods: The SD rats were randomly divided into 5 groups: Sham group, MCAO 24h 

group, IsoPC 24h group, MCAO 72h group, IsoPC 72h group (n=8). All animals were 

subjected to ischemic injury except Sham group. Preconditioned animals were exposed to 

2% 1h- isoflurane preconditioning for 5 days at 24 hrs before MCAO model. The 

expression of conjugated-ubiquitin and free-ubiquitin protein were measured at 24 and 72 

hrs after reperfusion by Western blot and immunohistochemistry staining respectively.  

Results: Ischemic injury increased the accumulation of conjugated-ubiquitin protein and 

isoflurane preconditioning inhibited the ubiquitination protein. The activities of 

conjugated ubiquitin immunohistochemistry staining in the IsoPC group was significantly 

lower than MCAO group.  

Conclusions: Atteunation of conjugated-ubiquitin protein aggregation may be involved in 

the neuroprotective induced by isoflurane preconditioning in cerebral 

ischemic-reperfusion injury model. 

 

Experiment 4 

SUMO system is involved in the neuroprotection 

induced by isoflurane preconditioning 

 

Objectives: To study the role of SUMO system in the ischemic tolerance induced by 

isoflurane preconditioning. 

Methods: In vitro, the neuron- like cells were divided into 4 groups: Sham group, Iso 

group, OGD group and IsoPC group. The levels of SUMO-1, SUMO-2/3 and Ubc9 

protein expression were assessed by Western blot and immunofluorescence staining at 24 
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hrs after reoxygenation. In vivo, the SD rats were randomly divided into 6 groups: Sham 

group, Iso group, MCAO 4h group, IsoPC 4h group, MCAO 24h group, IsoPC 24h group 

(n=8). The expression of SUMO system and Ubc9 protein were measured by Western blot 

and immunofluorescence staining at 4 hrs and 24 hrs after reperfusion injury.  

Results: In vitro, the level conjugated-SUMO1 protein was decreased and the expression 

of free-SUMO protein was decreased after oxygen-glucose deprivation, and isoflurane 

preconditioning could elevate conjugated-SUMO1 expression and inhibit free-SUMO1 

protein. Isoflurane preconditioning could attenuate the increase of conjugated-SUMO2/3 

protein induced by hypoxia injury. The expression of Ubc9 was decreased at 4 hrs and 24 

hrs after reoxygenation, isoflurane preconditioning could reverse this decrease at 4 hrs 

after OGD. In vivo, the expression of conjugated-SUMO1 was decrease and the 

conjugated-SUMO2/3 was increased after ischemic-reperfusion damage. Isoflurane 

preconditioning could elevate the conjugated-SUMO1 protein expression but had no effect 

on SUMO2/3 protein level. The expression of Ubc9 protein was higher in IsoPC group 

than MCAO group.  

Conclusions: Isoflurane preconditioning induced ischemic tolerance by regulation of 

SUMO system and Ubc9 protein. 

 

Experiment 5 

Down-regulation of Ubc9 attenuated the neuroprotective effect of 

isoflurane preconditioning against ischemic-reperfusion injury 

 

Objectives: To study the regulative mechanism of Ubc9 in the process of ischemic 

damage and isoflurane preconditioning.  

Methods: In vitro, the differenciated SH-SY5Y cells were divided into 8 groups: Sham 

group, Iso group, OGD group, IsoPC group, Lenti+OGD group (Lentivirus-Ubc9 + 

oxygen-glucose deprivation model), Lenti+IsoPC group (Lentivirus-Ubc9 + isoflurane 

preconditioning group), siRNA+OGD group (siRNA-Ubc9 + oxygen-glucose deprivation 

model), siRNA+IsoPC group (siRNA-Ubc9+isoflurane preconditioning group). The 
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viabilities and apoptosis of cells were measured by MTT assay and caspase-3 expression at 24 

hrs after reoxygenation. In vivo, siRNA-Ubc9 was intracerebroventricular microinjected at 

24 hrs before MCAO model. The SD rats were divided into 6 groups: Sham group, Iso 

group, MCAO group, IsoPC group, siRNA+MCAO group (siRNA-Ubc9 + MCAO model 

group), siRNA+IsoPC group (siRNA-Ubc9+isoflurane preconditioning group) (n=8). The 

neurological deficits and infarct volume were assessed at 24 hrs after reperfusion injury.  

Results: In vitro, Ubc9 lentivirus-transfected cells showed the increase of SUMO-1 and 

Ubc9 protein expression. The expressions of SUMO-1 and Ubc9 protein were decreased 

in siRNA-Ubc9 transfected cells. Up-regulation of Ubc9 has the similar neuroprotective 

effect, inhibition of Ubc9 protein could attenuate the neuroprotection of isoflurane 

preconditioning. In vivo, intracerebroventricular microinjection of siRNA-Ubc9 could 

inhibit the expression of Ubc9 protein level. The neurological behavioral score and infarct 

volume were worse in siRNA+IsoPC group than IsoPC group.  

Conclusions: Over-expression of Ubc9 allieviated the ischemic-reperfusion injury, but 

knockdown of Ubc9 protein markedly attenuated the neuroprotection of isoflurane 

preconditioning. 

 

Key words：Isoflurane preconditioning, neuroprotection, cerebral ischemia, ubiquitin, 

SUMO 
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前    言 

近些年来，如何防治包括围术期损伤在内的脑缺血损伤的研究已经成为神经科

学领域亟待解决的重大科学问题。在早期研究中我们课题组及其他研究者已经发现

吸入性麻醉药等非缺血预处理等措施能够诱导脑和脊髓缺血耐受[1, 2]，对其神经保护

机制研究发现吸入性麻醉药等预处理可以通过激活体内的内源性保护通路，调节细

胞内信号转导和蛋白质调控发挥缺血耐受的作用[3, 4]。随着对神经系统缺血缺氧损伤

保护机制的深入研究，有关缺血再灌注损伤的产生机制也存在各种各样的学术争论

[5]。除了传统认为的能量耗竭、细胞生存信号转导通路失调之外，是否还有更为重要

的机制发挥着决定性作用？作为细胞生存及功能实现的主要途径，蛋白质在合成、

翻译、修饰之外，是否有其他途径介导脑缺血损伤？ 

Avram Hershko 等科学家对于泛素-蛋白酶体系统（Ubiquitin-proteasome system, 

UPS）的发现获得了 2004 年诺贝尔化学奖[6]，UPS 系统作为二十世纪末最为重要的

生物学发现之一，开创了蛋白细胞内调控的新纪元。研究发现异常泛素化蛋白聚集

与神经细胞损害密切相关[7-9]，在对 UPS 系统研究的基础上发现泛素类蛋白家族的重

要成员之一小泛素相关修饰物（small ubiquitin- like modifier, SUMO）[10]，SUMO 化

修饰并不促使蛋白质降解，而是与泛素化蛋白的功能相反，加强蛋白质功能的稳定

性[11, 12]。对冬眠动物以及脑缺血损伤的动物模型研究显示，损伤或应激状态下神经

元内 SUMO 与蛋白结合的增加可能对提高细胞对缺血缺氧等损伤的耐受具有重要意

义[13, 14]。我们开始思考，作为细胞调节中的两个重要系统 UPS 和 SUMO，二者如何

在脑缺血损伤中发挥作用并相互调节？UPS/SUMO 系统蛋白相互作用的特异性调控

可否减轻脑缺血再灌注损伤，成为防治措施的新靶点？ 

    我们推测 UPS 及 SUMO 系统功能的变化和相互调节可能是脑缺血损伤和异氟烷

预处理保护效应形成过程中的重要条件。系统阐明 UPS/SUMO 系统参与脑缺血损伤

及预处理保护作用的机制，将有助于提高我们对脑缺血损伤及中枢神经保护作用的

认识，并为未来寻找基于 UPS/SUMO 系统的新药物或干预措施应用于临床保护奠定

基础。我们将从离体和在体两方面，利用分子生物学和病毒转染等技术证实 UPS 和

SUMO 系统在异氟烷预处理诱导神经保护作用中的机制研究。 
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文献回顾 
 

据美国心脏协会（AHA）的统计[15]，从 2001 年到 2011 年脑卒中发病的死亡率

虽然已经减少了 35.1%，但是在美国每年还是有约 80 万人口发生脑卒中，其中有约

76%的患者是首次发病，其它为复发性脑梗死。然而中国的发病人口更多，接近 200

万。据 2011 年数据统计，在美国每 40 秒就有一人发生脑卒中，每 4 分钟就有人因

为脑卒中去世。脑卒中已经成为神经系统最主要的疾病之一，也成为世界上主要的

经济负担[16]。预计到 2030 年，有约 340 万的成年人会出现脑卒中，与 2012 年相比

发病率增长 20.5%。随着人口老龄化现象的出现，脑卒中疾病更值得重视。随着对脑

缺血损伤的深入研究，我们致立于寻找一种可以在临床上广泛使用的措施或药物进

行缺血前干预，模拟缺血预处理效应，从而发挥中枢神经保护作用。 

 

1  中枢神经系统缺血损伤机制研究现状 

根据 WHO 数据统计，脑卒中是世界死亡率最高的第二大死因，其致残率仅排

在心脏病和癌症之后，其中 87%的患者都是由于血管堵塞而引起缺血性脑卒中。如

果是在婴幼儿期出现脑缺血则会引起永久脑损伤，导致认知功能和运动功能障碍[17]。

缺血缺氧损伤范围主要取决于脑损伤的严重性以及损伤的持续时间，在缺血脑卒中

的发病机制中，会出现明显的脑血流下降出现氧糖剥夺现象导致神经元损伤，关于

中枢神经系统缺血损伤和功能障碍的机制学说较多，一直以来也是医学界研究的难

点及热点。 

 

1.1  氧化应激反应和抗氧化酶 

在脑缺血再灌注损伤期间，氧自由基大量产生，多功能酶体系统失活，消耗大

量抗氧化物，这些病理反应都会引起正常抗氧化防御能力的破坏[18]。氧化应激程度

可以通过检测大分子量的氧化产物进行评估，包括核酸，脂质和蛋白质。8-羟基脱氧

鸟苷（8-hydroxy-2-deoxyguanosine, 8-OHdG）是一种脱氧鸟苷的氧化产物，它广泛用
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于检测氧化 DNA 损伤的生物学标志物。一氧化氮（NO）和 O2
*- 在脑缺血再灌注损

伤后大量产生，NO 诱导蛋白质亚硝基化生成 ONOO-。SOD 可以通过过氧化氢酶

（catalase）或谷胱甘肽过氧化物酶（Glutathione peroxidase, GSH-Px）解毒 O2
*- 转变

为 H2O2。来自于 H2O2 的-OH 可引起脂质、蛋白质、DNA 和 RNA 的过氧化作用，

导致细胞损伤出现死亡（见图 1）。 

 

图 1  缺血后氧自由基产生导致细胞死亡机制图[20] 

 

在短暂性脑缺血损伤（transient focal cerebral ischemia, tFCI）后，8-OHdG 含量

在再灌注早期 3-6 h开始增加，并且在损伤后 24 h 其水平含量依然维持高表达[19]。脂

质过氧化反应在缺血损伤后进行重构，胞膜流动性的改变可引起细胞膜通透性增加，

抑制胞膜上 ATP 酶的活性，最终导致细胞死亡。不饱和脂肪酸在脂质过氧化后结构

不稳定，可分解形成一系列的复合物包括丙二醛（malondialdehyde, MDA），羟基壬

烯醛（4-Hydroxy-trans-2-nonenal, HNE），有研究显示脑缺血损伤后在缺血半暗带

MDA 和 HNE 含量明显增加[19, 20]。 

 

1.2  自噬 

脑缺血引起脑梗死区大量神经元死亡，脑血流的下降诱发一系列生理病理反应

出现，导致细胞膜上蛋白质大量降解，形成血栓诱导脑组织损伤[21, 22]。有研究显示
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急性缺血性脑卒中患者在脑组织发生缺血损伤后每小时约有 1200 万神经元死亡[21]，

其中坏死和凋亡通路是诱导脑缺血再灌注损伤的主要机制[23]。细胞坏死及凋亡在形

态学和分子生物学水平不同，取决于胞内 ATP 水平的变化。细胞坏死发生在应激状

态和极度能量缺失条件下产生，缺血导致神经元细胞坏死主要发生在脑梗死核心区

[24]，当胞膜完整性受到破坏则导致大量炎性因子释放导致周围脑组织损伤。最新研

究显示，缺血损伤后出现线粒体功能障碍，ROS 产生增多，ATP 缺失，钙蛋白酶和

组织蛋白酶介导蛋白质水解均是调控组织坏死及发展过程的主要因素。 

细胞凋亡的主要机制是在充足 ATP 保证下，维持离子通道功能和细胞完整性[27]。

因此，凋亡并不伴有炎性反应的发生及周边组织损伤[28]。在缺血损伤后，神经元凋

亡主要发生在缺血半暗带[29]。 

有研究分别报道了在短暂性脑缺血[30]和前脑缺血[31, 32]后自噬蛋白的表达。前脑

缺血引起的神经元自噬主要发生在大脑皮层、海马和纹状体。缺血损伤后自噬通路

生物学标志物 Beclin 1 表达上调并激活 Caspase-3[27]，说明凋亡通路和自噬通路被激

活后可引起神经元一系列反应。重要的是，在海马 CA1 和 CA2 区，表达 Beclin 1 和

坏死标志物（popidium iodide，PI）的阳性细胞明显增加激活凋亡通路[33]，导致神经

元死亡。围术期窒息的大鼠模型可出现更为严重的自噬和凋亡特征[34]。这些研究也

证实自噬-凋亡的发生与缺血损伤的脑组织区域密切相关。 

脑缺血与自噬的关系主要表现为神经轴突降解，Adhami 等研究者在缺血缺氧损

伤后 24h 观察到皮层神经元轴突快速出现大量降解[32]，其中 AMPK 介导自噬可能导

致损伤加重及脑梗死面积增加[35, 36]。与野生型小鼠相比，Atg7 基因（Atg7flox/fox, 

nestin-Cre）缺失的转基因小鼠在缺血损伤后一周海马锥体神经元损伤减轻，并且缺

血损伤区功能有所改善[37]，用药理学方法抑制自噬过程可以逆转前脑缺血引起的神

经元损伤[38]。此外，Wen[31]等人研究发现侧脑室注射一种 Vps34 蛋白激酶抑制剂 3-

甲基腺嘌呤（3-methyladenine, 3-MA）可减轻 MCAO 损伤后脑梗死容积及神经元坏

死，诱导神经保护作用。此外，胶质细胞源性神经营养因子（lithium and glial cell 

line-derived neurotrophic factor, GDNF）均证实有较强的抗自噬和抗凋亡作用[39, 40]。 

自噬在缺血诱导的内源性神经保护机制中扮演重要角色。血清剥夺模型的海马

HT22 细胞系给予蛋白酶抑制剂 3-MA 和自噬溶酶体抑制剂洛霉素 A1 可以增强活化

caspase-3 蛋白表达水平以及增加细胞死亡率[41]。心肌缺血损伤的大鼠注射自噬诱导
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剂雷帕霉素（rapamycin）可以引起大鼠皮层和海马 Beclin 1 表达增加，减轻神经元

死亡和脑组织损伤[42]，其机制可能是通过激活 PI3K/Akt/mTOR 通路以及转录因子

cAMP 反应元件结合蛋白（cAMP response element binding protein, CREB）磷酸化[43]

介导产生。永久性脑缺血损伤的大鼠在注射丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 GSK-3β 抑制剂

SB216763 可以减轻神经炎性反应激活自噬反应，改善大鼠神经功能[44]。 

 

1.3  钙超载 

在正常生理条件下，胞内钙离子维持在较低浓度。缺血损伤后，由于酶体系统

例如钙蛋白酶过度激活使胞内钙离子超载，导致蛋白质、脂质和核酸的崩解，使神

经元死亡[45, 46]。钙离子也可以激活脂酶增加氧自由基生成，使氧化亚氮合酶（Nitric 

oxide synthse, NOS）激活增加 NO 过度合成导致神经元死亡[48]。 

除了谷氨酸受体诱导引起钙离子超载，其它通道也可以在兴奋性毒性损伤条件

下介导钙离子内流，例如 TRPM 通道（transient receptor potential melastatin）的激活

也参与氧化应激反应[49, 50]。缺血损伤反应的另一个关键因素就是当大脑氧供减少导

致酸平衡被破坏，钙离子内流增加，致使乳酸盐堆积和糖酵解增加，最终组织 pH 值

降低[51]。 

 

1.4  内质网应激 

钙离子消耗会引起内质网应激，给予 NO 合酶抑制剂预处理可明显减少脑缺血

引起的内质网（Endoplasimic reticulum, ER）钙离子损耗，说明在再灌注损伤早期 NO

产物增加使内质网钙离子贮存能力缺失[52]。再灌注期间 ER 氧化损伤使内质网蛋白

质进一步修饰产生内质网应激。 

抑制内质网应激可以避免异常蛋白质合成，它的神经保护作用被认为和 PKR 样

ER 合酶（PKR-like ER kinase, PERK）的激活相关，其中 eEF2α（eukaryotic initiation 

factor 2α）的磷酸化可以抑制蛋白质合成[53]。上调 chop mRNA 认为是激活内质网压

力和非折叠蛋白质反应（unfolded protein response, UPR）的关键因素，有研究者在脑

缺血损伤后的纹状体和海马区均观察到这种现象[54, 55]，并且CHOP 基因敲除小鼠的

海马区神经元与野生型小鼠相比，在缺血损伤后死亡率明显降低，显示 CHOP 基因

介导参与短暂性脑缺血诱导的神经元死亡[56]。 
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1.5 免疫炎症反应 

脑缺血损伤激活的局部或系统炎症反应具有双向性特点：一方面可以加重缺血

损伤，另一方面可以改善缺血组织的修复[57, 58]，炎性反应通路可以激活内源性神经

保护机制诱导缺血耐受，促进组织再生及修复。 

研究显示 TLR2 和 TLR4 均参与了缺血后炎症反应，但是仅 TLR4 参与缺血预处

理保护作用[63, 64]。TLR4 通路激活核转录因子 NF-κB 导致 TNF、iNOS 和 COX-2 表

达增加，诱导神经保护作用。NF-κB 的激动剂 TNFR1 也同样可以诱导缺血耐受的

产生[65]。 

 

2  吸入性麻醉剂预处理诱导中枢缺血耐受研究进展 

神经保护措施主要注重于能够更好的激活内源性的神经保护机制以防止神经损

伤，抑制神经损伤后的二次打击，从而减小组织器官的损伤以及使受到亚致死性损

伤的组织得以恢复。预处理是在组织受到伤害性刺激之前先给予一种低于伤害性损

伤的亚致死性刺激，诱导激活机体的内源性保护机制，可以使组织或者器官对于刺

激和损伤产生更高耐受的一种保护性措施，从而产生对抗之后的致死性打击的现象。

我们和国际上的许多研究者都证实吸入麻醉药及其它一些气体均可以对中枢神经系

统产生不同程度的缺血耐受。 

 

2.1  氙气 

氙气作为一种惰性麻醉气体被化学家Sir William Ramsay发现至今已有一百多年

历史，并且在 1951 年正式作为麻醉药正式进入临床使用。与其它麻醉气体相比氙气

具有许多优势，比如低血气分配系数（0.115）、起效和清除快速、心血管系统抑制较

轻、较强的镇痛作用以及较易通过血脑屏障，这些多元化特点使氙气广泛应用于临

床上麻醉的快速诱导。 

氙气的神经保护作用已经在离体 OGD 模型以及在体前脑及全脑缺血模型上证

实，并且发现氙气对缺血耐受的保护作用呈剂量依赖关系，其有效浓度在 20-75%，

但是在有效浓度之外，氙气也是具有毒性作用的。有离体实验证实，OGD 模型引起
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的 NMDA（N-methyl-D-aspartate）受体的激活随后引起细胞的凋亡，给予 75%氙气

预处理 2 小时可以明显增加细胞活力与活性[66]。Wilhelm 的实验证明[67]，氙气预处

理产生神经保护作用离体与在体实验需要浓度不同，分别为 20-75%和 40-75%。在大

鼠的 MCAO 模型中，50%的氙气明显减少 MCAO 所引起的皮层神经元的死亡，而

70%可以进一步减少纹状体的缺血损伤[68]。然而，如果氙气浓度达到 75%则会引起

神经元的死亡。研究证实，氙气可以通过抑制 NMDA 受体的活性逆转由于缺血缺氧

引气的细胞损伤，并且它可以抑制由于其它NMDA受体拮抗剂引起的神经毒性作用。 

在脑缺血再灌注损伤过程中，胞外大量释放的兴奋性谷氨酸会激活相应的神经

元受体，引起胞外钙离子水平的升高，从而引起大量线粒体功能障碍、DNA 损伤，

从而导致下游凋亡信号通路的级联反应，例如 P38 和 JNK，最终导致细胞死亡。氙

气不仅可以直接抑制兴奋性氨基酸的受体，也可以直接抑制兴奋性神经元活性，通

过调控钾离子通道的开放从而加强神经系统缺血耐受效应。 

NMDA 受体认为是氙气的作用靶点，抑制 NMDA 受体的激活以及它下游的神经

转导通路被认为是氙气诱导神经保护作用的主要机制。此外，氙气可以抑制前额叶

皮质 NMDA 受体和 AMPA 受体介导的突触递质的释放[69]。 

钾通道的抑制。除了抑制兴奋性氨基酸受体的激活，氙气也可以通过调节钾通

道的开放抑制神经元兴奋性从而增强缺血耐受[66, 70]。麻醉剂量的氙气可以使 ATP 依

赖的钾离子通道开放增加 50%。除了 ATP 依赖的钾通道，也发现氙气可以激活双孔

钾离子通道，从而导致细胞膜超级化并且降低神经元兴奋性。 

抑制炎性反应。氙气可以明显增加 LPS 激活的 IL-1b 的 mRNA 和蛋白质水平，

而引起的这种保护效应是通过抑制磷酸化水平，减弱 LPS 刺激后产生的 ERK1/2

活化和 IL-1b 表达的增强[71]。因此，氙气可以通过调控免疫炎性过程发挥神经保护

作用。 

其它机制。在心脏系统，激活 PKC-e 和 p-38 MAPK-ERK1/2 通路是介导氙气发

挥心脏缺血耐受的重要分子机制。之后也有实验证实，KATP 和 PI3K/PDK-1 通路也通

过 PKC-e 的磷酸化作用参与氙气介导的心脏保护效应。但是 KATP-PKC-e 和

PI3K/PDK-1-PKC-e 是否参与氙气的中枢神经保护作用并未证实。 
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2.2  NO 

1799 年由英国化学家 Humphry Davy 发现氧化亚氮的麻醉作用，由于吸入 NO

的人感到欣快并发笑，因此也称为“笑气”。NO 的 MAC 值很高麻醉效能很低，因

此需要与其它麻醉药物复合使用。 

最近有研究证实，在大鼠的新生儿缺血缺氧性脑病（HIE）模型中，吸入氧化亚

氮可以在脑缺血损伤后增加脑血流量，并减少脑梗死容积和神经元损伤[72]。之后，

研究者在小鼠的 MCAO 模型中也观察到相同的结果[73]。从缺血损伤开始直到再灌注

损伤后 60 min 持续给予氧化亚氮吸入可以明显增加脑血流量并且抑制缺血损伤后的

炎性反应[74]。NO 其化合物和多种 NO 合酶亚型的生理病理作用也是研究领域的热点

和难点。有研究发现上调神经系统中 NO 合酶的表达可诱发保护作用[75]。 

抑制 NMDA受体和神经元兴奋性损伤可能是氧化亚氮诱导神经保护作用的主要

机制，双孔钾通道亚家族 TREK-1 也可以被 NO 激活，表达明显增加[76]。NO 可以抑

制 AMPA 受体介导的兴奋性电流，并且延长 GABAA 受体引起的突触电流。这些结

果都显示氧化亚氮可以直接抑制神经元兴奋性发挥神经保护作用[77]。此外，与其它

气体相同，氧化亚氮可以引起过高热[78]，减少谷氨酸和甘氨酸释放从而抑制氧化应

激反应[79]。 

 

2.3 氟烷类麻醉剂 

早在上世纪八十年代，有研究发现异氟烷可以增加脑缺氧后小鼠的存活率[80, 81]。

后续有研究发现无论是预处理、缺血中以及后处理，异氟烷均可诱导不同程度的短

期神经保护作用，并呈剂量依赖关系。此外，在离体实验中也观察到同样的神经保

护作用，给予海马切片 1.5%异氟烷预处理可显著减轻 90 min 氧糖剥夺模型引起的神

经元损伤[82]；皮层异氟烷后处理的神经保护作用也同样在大脑皮层切片的 OGD 模型

中得到证实[83]。 

我们的课题研究组自 2003 年起开始探索异氟烷预处理神经保护作用的机制研

究，发现异氟烷预处理可以减轻缺血再灌注损伤后脑梗死容积改善神经功能并呈剂

量依赖关系[84]；异氟烷预处理还可以增加脊髓缺血再灌注损伤后脊髓前角神经元存

活率以及提高运动功能[85]。此外，给予 1%异氟烷吸入可以逆转脑外伤（traumatic brain 

injury, TBI）引起的海马 CA1 区神经元损伤，减轻由外伤后糖酵解引起的兴奋性毒性，
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改善神经功能[86]。然而，给予高浓度异氟烷（1.67 MAC）诱导则会引起神经退行性

变从而加重神经功能损伤[87]。 

2.3.1 减少兴奋性损伤 

全麻药物可以显著抑制神经系统大脑皮层谷氨酸受体活性[88]，之后有研究者发

现异氟烷预处理的神经保护作用通过减少 NMDA/AMPA 受体数量和活性，抑制缺血

缺氧过程中大量释放的兴奋性氨基酸，减轻毒性物质的损伤作用[89, 90]。吸入 2%浓度

七氟烷可以增加星型胶质细胞兴奋性氨基酸的摄取，减少胞外兴奋性氨基酸含量，

抑制对神经元的毒性作用[91]。给予 2.5%七氟烷吸入可以显著减少 Ca2+的谷氨酸释

放，这些结果都证实氟烷类吸入性麻醉剂的神经保护作用可能通过减少兴奋性损伤

介导的。 

2.3.2 抑制凋亡 

Kawaguchi 第一次研究发现神经元凋亡通路介导异氟烷预处理诱导脑保护作用

[92]，其机制是抑制凋亡分子 caspase-3 和 caspase-8[93, 94]，以及通过增加 Ca2+激活

MAPK p42/44 通路和抗凋亡因子Akt减少细胞凋亡[95]，并且与野生型小鼠相比，Akt-1

基因敲除小鼠的异氟烷预处理作用被逆转[96]。此外，异氟烷预处理通过介导 Akt，上

调胞内 Ca2+含量激活 p38 MAPK Pyk2 和 p42/44 (ERK)信号通路诱导缺血耐受[97]。

这条经典通路可以使 p38 和 JNK 磷酸化后，抑制细胞凋亡因子 Bad 和 p90RSK，从

而抑制细胞凋亡。 

2.3.3 氧化应激反应和维持线粒体膜稳定性 

在局灶性脑缺血损伤及兔脊髓缺血损伤实验中发现，吸入性麻醉气体异氟烷或

七氟烷处理均可降低由缺血损伤引起的皮层神经元-胶质细胞氧自由基的生成，逆转

氧化应激损伤。但是在异氟烷预处理前注射羟基自由基清除剂二甲基硫脲可逆转异

氟烷对脊髓缺血再灌注损伤的缺血耐受作用[85]，提示这些挥发性麻醉剂对缺血缺氧

损伤可能是通过触发氧自由基生成，从而增加缺血损伤期间对氧化应激损伤的抵抗

力而实现的。应用 iNOS 特异性拮抗剂 1400W 明显减轻异氟烷作用[98]。ATP 调控钾

离子可以维持线粒体膜稳定性，抑制氧化应激反应，介导异氟烷预处理的神经保护

作用[84, 99]。 

2.3.4 抗炎性反应 

    最近的一些研究显示，氟烷类麻醉剂可通过调节非受体酪氨酸激酶 Notch 等信
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号通路，抑制炎症因子激增，减少神经元死亡而发挥神经保护作用。 

异氟烷的抗炎性作用 包括前脑缺血[100]、SAH[101]和 TBI[102]，通过介导炎性细胞

以及由于炎性因子聚集产生的免疫细胞，包括 TNF-alpha, ICAM-1, E-selectin。研究

中发现，异氟烷可以显著逆转炎性标志物的生成，包括小胶质细胞的激活。然而，

在神经元缺氧缺血模型和[103] AD 模型[104]中，异氟烷也可表现出促炎性作用。研究证

实在不同的模型中，异氟烷可以引起不同程度的炎性反应。如果是急性损伤例如前

脑缺血、SAH 或 TBI，异氟烷可诱导短暂的促炎性作用；相反，如果是非急性损伤

包括缺血缺氧和 AD，则会引起较轻微的炎性反应。  

 

3 UPS/SUMO 途径在神经系统生理及病理条件下的作用机制 

泛素蛋白酶体系统的发现，是人们认识细胞内蛋白活动的一次飞跃，开创了蛋

白细胞内调控的新纪元，对生命科学产生了深远影响[105]，作为二十世纪末最为重要

的生物学发现之一获得了 2004 年诺贝尔奖[106]  

 

3.1  UPS/SUMO 系统的构成 

在生物体内，蛋白质泛素化途径介导蛋白质的降解过程。泛素系统的主要功能

就是降解在应激反应和损伤过程中大量产生的变性蛋白质[107]。蛋白质泛素途径需要

有 E1、E2 和 E3 三种酶类的参与，E3 连接酶可以与蛋白质底物进行特异性结合，调

节蛋白质泛素化，泛素化蛋白转运到蛋白酶体（proteasome）中可以被完全降解（如

图 2），这个体系称为泛素-蛋白酶体系统[9]。泛素的 Lys 端残基也可以与其它的泛素

的 c-末端 Gly 残基共价结合，形成多聚泛素化链，作为蛋白酶体的靶向信号。泛素

依赖性蛋白质降解过程通过与不同的泛素激活酶和泛素连接酶或连接酶复合体结合

来进行精确的调节，同时，大量的去泛素化酶（deubiquitiylating enzymes）可将泛素

与底物分离，游离的泛素可循环利用。泛素-去泛素循环对于 UPS 系统正常功能的维

持具有重要作用，一旦循环被阻断，将造成异常泛素化蛋白聚集，引起细胞功能失

常或死亡[10]。  
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图 2  泛素蛋白酶体系统的主要组成部分 

 

作为泛素类蛋白家族的重要一员，SUMO 系统蛋白广泛存在于多种生物体内，

包括真菌、植物、原生动物和后生动物中，说明 SUMO 系统蛋白在生物进化中高度

保守的特点。研究发现在哺乳动物体内的 SUMO 系统具有三种亚型：SUMO-1、

SUMO-2 和 SUMO3。所有的 SUMO 家族成员在 C 末端都有一个向外伸展的突出端，

而泛素则没有这一突出端。SUMO 从前体合成、水解活化到共价结合底物蛋白的过

程和泛素化过程类似，涉及一系列酶的级联反应，但是参与的酶却完全不同。SUMO-1

的 E1 活化酶和 E2 结合酶都只有一种，而 E3 酶已经发现的就有三种：抑制 STAT 活

化蛋白的 PIAS 家族、RanBP2（Ran binding protein-2）和 Pc2（human ploycomb group 

protein）。有实验证实 SUMO 修饰的蛋白质比经泛素修饰的蛋白要少很多，其可能原

因为 Ubc9 是 SUMO 系统中唯一 E2 结合酶，具有高度特异性。SUMO 化蛋白质与泛

素化蛋白质不同，蛋白质泛素化容易被蛋白酶体水解促进蛋白质降解；然而，蛋白

质 SUMO 可增加其自身的稳定性。SUMO 系统蛋白质的生物学功能主要为调节各类

蛋白之间的相互作用，调节蛋白的定位，调节蛋核浆间蛋白的转运，调节蛋白质转

录活性以及泛素化过程等[108]。这些功能都是相互联系相辅相成的。 
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图 3  SUMO 蛋白的修饰过程 

 

3.2  UPS/SUMO 系统与神经系统相关疾病 

细胞生存重要条件之一是必需蛋白质的稳定表达，即蛋白质代谢和分解过程的

平衡，而这种平衡一旦被破坏则会导致细胞损伤甚至死亡。UPS 主要降解短寿命蛋

白和部分长寿命蛋白[109]。UPS 在正常细胞的新陈代谢中起着不可替代的作用，它调

控许多重要蛋白质的稳定性，从而保证体内各类蛋白质平衡。UPS 可以控制例如调

蛋白和骨架蛋白（肌动蛋白、肌球蛋白），同时为保持蛋白质准确性，可以降解折叠

错误的异常蛋白质。 

一些最新的研究已提示 UPS/SUMO 不仅与过去已知死亡、凋亡直接相关，而且

与被称为“第二种程序死亡”的自噬有着千丝万缕的联系[110]。这些研究表明，作为

细胞内蛋白调控的重要途径，UPS/SUMO 已经成为决定细胞命运的决定性因素。 

 

3.3  UPS 系统与神经系统疾病 

大量研究显示，UPS 系统在神经发育生长、维持突触可塑性方面发挥重要作用。

UPS 调控许多突触后反应蛋白，如离子型谷氨酸受体、突触后致密物（PSD）构成

蛋白。动作电流抑制可通过影响 UPS 蛋白降解引起 SHANK，NR2B，Protein 

phosphatase 1 等 PSD 蛋白增加，同时减少另一些 PSD 蛋白，如 PSD95，NR2A，

CaMKII。这些发现揭示 UPS 途径在突触重塑中发挥重要作用。目前已证实许多神经

退行性疾病是由于细胞外或细胞内错误折叠蛋白形成的聚集体所引起的脑损伤，其



第四军医大学博士学位论文 

 

 

- 27 - 

中包括人的纹状体脊髓变性病（creutzfeldt-jakob disease, CJD, 即疯牛病），老年痴呆

症（Alzheimer’s disease, AD），以及由含异常扩展多聚谷胺酰胺片断蛋白聚集引起的

疾病，如亨丁顿舞蹈病（Huntington’s disease, HD），各类帕金森病（Parkinson disease, 

PD）等。UPS 通过泛素依赖的蛋白质水解处理受损害的蛋白质，其功能障碍将导致

异常蛋白的聚积和细胞死亡。研究发现，PARK2 基因突变是造成一种常见的家族性

PD 的遗传学基础，而 PARK2 基因编码泛素 E3 结合酶 Parkin。此外，一些 UPS 水

解酶（DUB）的异常也是造成神经退行性疾病原因，如 UCHL1 基因突变会导致

ubiquitin 解离功能出现障碍，从而引起异常蛋白质例如 α-synuclein 聚集，最终导致

家庭性 PD。一项最新发表在 Nat neurosci上的研究显示，利用转基因技术成功构建

α-synuclein 突变小鼠（A30P-mutant），泛素化蛋白水平在无症状小鼠可达对照水平的

2-3 倍，而在有症状小鼠则高达 4-5 倍，已有研究致力于利用药物干预手段对 UPS 进

行调节，从而治疗神经退行性疾病。 

 

3.4  SUMO 系统与神经系统疾病 

SUMO 化修饰与许多人类神经系统退行性疾病的发生与发展密切相关[111]。有研

究证实，SUMO3 结合对淀粉样前体蛋白（amyloid precursor protein, APP）向 β 淀粉

样蛋白（beta amyloid, Aβ）的转变过程具有调节作用，而后者的聚集是造成一些神经

退行性疾病的重要物质。Li 等的研究证实，在细胞过表达 SUMO3 可明显抑制 APP

向 Aβ 转换[112]。SUMO 化对许多转录因子的翻译后修饰与基因转录抑制有关。最近

的研究表明，转录抑制因子如 HDACs 之间的 SUMO 化依赖性的相互作用，可能是

SUMO 对转录进行调控的一种机制。HDACs 是 SUMO 化的效应器、修饰底物和调

节器，说明 SUMO 化与乙酰化之间复杂的相互作用可能对调控许多基因的表达都非

常重要。虽然许多研究证实 SUMO 结合抑制许多转录因子，但其可明显激活低氧因

子-1（HIF1α）及热休克因子（HSF1）的活性，对核转录因子 κB（NFκB）具有激活

和抑制双重作用[113]。近期在神经系统被发现的 SUMO 结合目标蛋白多为胞膜和胞浆

蛋白，而并非核内的蛋白，例如谷氨酸受体亚单位 6（glutamate receptor subunit 6）。

SUMO 与谷氨酸受体亚单位 6 结合后减弱Kainate受体介导的电流以及减少负责轴突

mRNA 传递、G 蛋白调节、磷酸化信号等相关蛋白含量，这些作用可能在神经细胞

的正常生理调节中发挥重要作用。 
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4 SUMO 途径与缺血性脑损伤的关系研究 

4.1  SUMO 系统与缺血耐受 

有研究者以冬眠动物为对象观察发现，动物进入极度低温期，其脑血流量降低

致足以引起死亡的情况下，其脑、肝等重要器官及组织细胞内结合型 SUMO 蛋白水

平明显增加，动物苏醒后神经系统或其它脏器没有任何损伤，这个现象提示 SUMO

系统在冬眠状态下低温对动物的神经保护效应具有至关重要的作用。该研究小组进

一步在动物缺血再灌注模型及离体氧糖剥夺实验中证实，缺血缺氧损伤后结合型

SUMO 表达水平增高，并且主要表现在 SUMO-2/3。构建全脑过表达 SUMO 的转基

因小鼠对缺血损伤的耐受性明显增强。 

SUMO 化过程是通过激活 Ubc9 的结合过程或者通过抑制 SUMO 的特定酶。我

们分析 Ubc9 的激活可以增加 SUMO 化，我们也观察到 Ubc9 而并非 SENP1（SUMO

主要酶）表达增加在动物冬眠期间。哺乳动的 SUMO 系经有六种异肽酶（SENPs：

sentrin-specific proteases），其中 SENP3 主要参与缺血损伤过程。并且在最近的一个

研究中发现 SENP3 参与了脊髓缺血损伤，在缺血损伤早期脊髓神经元出现明显的

SUMO-2/3 的核转移，都是由于 SENP3 的降解引起。当敲除 SENP3 增加细胞 SUMO

蛋白表达，dynamin-related GTPase Drp1 调控细胞色素 C（cytochrome C）释放。线

粒体膜上的 Drp1 的 SUMO 化使 Drp1 进入胞浆且抑制线粒体解离、细胞色素 C 释放

及细胞凋亡。然而在再灌注阶段，SENP3 水平 升高，Drp1 的去 SUMO 化使线粒体

解离，细胞色素 C 释放增加导致细胞凋亡。因此，当 SENP3 水平 升高导致蛋白的

去 SUMO 化是细胞发生凋亡的主要因素，SENP3 的降解使蛋白 SUMO 化水平增加

是诱导缺血耐受维持细胞存活的主要分子机制。 

近些年，超过十种泛素相关蛋白修饰物（ubiquitin- like protein modifiers, ULMs）

逐渐被人们认识，发现通过发变表面构象影响蛋白与其它分子结合，影响蛋白酶活

性，亚细胞定位及其它功能。例如 ISG15（Interferon-stimulated gene-15）参与免疫防

御机制，最近也发现[114]在前脑缺血模型的大鼠皮层蛋白质 ISGylation 化明显增加，

并且 ISG-/-转基因小鼠与野生小鼠相比缺血后脑梗死面积明显增加，神经功能学评分

降低，说明对缺血损伤的敏感性增加。此外，UBE1L（ub-activating enzyme E1- like 
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protein，ISG 化酶）缺失小鼠也同样对缺血损伤敏感性增加，表明蛋白质 ISG 化水平

增加可能是脑卒中后减少神经系统损伤程度的一种内源性保护机制。NEDD8 是一个

9kDa 的小分子蛋白，主要功能是调控泛系连接酶导致蛋白酶体降解，FUB1（Fau 

ubiquitin- like protein）/MNSF（monoclonal non-specific suppressor factor）也属于 ULM

家族发挥抗炎性作用。泛素折叠蛋白（ubiquitin-fold modifier, UFM）在内质网应激反

应（endoplasmic reticulum stress response）中发挥关键因素。Lee[13]等研究发现在动

物冬眠期间，全脑结合型 ULMs 的水平明显增加，进一步说明泛素系统参与神经系

统内源性保护机制。在这期间，伴随 ULMs 水平增高的还有 miRNAs 两种家族的下

调，它们被认为主要是用于调控 ULMs 修饰物的表达。抑制这两种 miRNA 水平可以

增加全脑结合型 ULMs 水平，并且提高神经元对缺血缺氧损伤的耐受程度，表达蛋

白质的 SUMO 化具有神经保护作用。 

 

4.2  SUMO 系统与内源性保护机制 

    与 ATP 依赖的凋亡过程不同，自噬是细胞发生发展过程中的正常环节，它是由

双膜自噬体作用于溶酶体参与形成。在缺血损伤，纹状体的细胞死亡比梗死区发展

速度慢，有研究者认为是由于自噬过程参与其中导致的[27]。Pamenter 等人通过电解

质、pH、氧糖等环境模拟缺血状态从而激活自噬和凋亡过程，发现星型胶质细胞比

神经元的损伤更为严重。在这个过程中，SUMO 化参与了蛋白质修饰以及 DNA 修复。 

线粒体通过解离过程可以增加线粒体自身数量及能量，这个过程称为线粒体自

噬，通过溶酶体对损伤的线粒体进行再次循环利用。最近文献报道线粒体自噬参与

脑卒中及缺血再灌注损伤过程[115]。Harder 第一次证实 DRP1 蛋白质 SUMO 化参与线

粒体解离[116]。SUMO-1 通过维持 DRP1 稳定性阻止其降解。随后有研究发现，SENP5

参与线粒体解离的调控过程[117]，敲除 SENP5 导致活性氧（ROS，reactive oxygen 

species）水平增高，从而使线粒体解离加速。这些研究证实蛋白质 SUMO 化通过维

持正常线粒体功能以及再循环来调控抗氧化应激反应过程中发挥主要作用。对于心

脏缺血再灌注的动物模型研究中发现，SUMO 介导线粒体功能调控参与心肌内源性

保护作用[118]。最近的体外研究发现 SUMO-2/3 特定蛋白酶 SENP-3 在 OGD 损伤过

程中通过cathepsin B依赖途径发生降解，SENP3水平的降低可以延长DRP1的SUMO

化过程，反之抑制 DRP1 的 SUMO 化过程会介导细胞色素 C 大量释放最终导致细胞
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死亡。这些研究都进一步证实蛋白 SUMO 化过程可以增加细胞自身对于缺血损伤凋

亡的耐受从而激活内源性保护机制。 

缺血损伤可以激活小胶质和星型胶质细胞引起炎症反应，而 SUMO 化过程同样

对胶质细胞具有保护作用。最新有研究报道 SUMO-1 过表达可以阻止星型胶质细胞

反应性的 beta 淀粉样蛋白聚集[119]。在星型胶质细胞中，增强子结合蛋白 beta 转录因

子（CCAAT/enhancer-binding protein beta transcription factor）可以通过调控促炎一氧

化氮合酶 2 型的表达最终调节 SUMO 蛋白和核受体 LXRalpha 和 LXRbeta 的 SUMO

化过程，最终发挥抗炎性的保护作用。这些研究证实星型胶质细胞的三重突触结构

也是 SUMO 的重要靶点从而发挥抗炎性的神经保护作用。 

 

4.3  缺血损伤中 SUMO 的靶点 

    在生理状态下，SUMO 蛋白处于一个相地稳定的状态，仅虽然只有一小部分，

但也有超过一百多种的蛋白发生 SUMO 化修饰[120]。尽管大多数的研究都发现在细胞

损伤情况下，例如脑卒中，细胞的 SUMO 水平增高是激活细胞内源性保护机制，但

是 SUMO 化也取决于特定的 SUMO 靶点。与磷酸化过程类似，不同蛋白的 SUMO

化其功能也截然不同，当一些特定蛋白 SUMO 化可以产生保护作用防止细胞凋亡，

而其它一些 SUMO 化蛋白可以加剧细胞的病理过程。全脑 SUMO 化水平的增高并非

是干预脑缺血损伤的最有效的途径，因此，研究 SUMO 化特定靶点蛋白的不同功能

至关重要。 

SUMO 通过修饰核蛋白直接参与转录过程，SUMO 化参与了转录的各个过程，

包括将转录因子的启动子转变为阻遏物，或是调控转录因子的定位及稳定性。胞外

蛋白的 SUMO 化主要包括 CNS 转运体，离子通道以及受体，表明结合型 SUMO 蛋

白的活性依赖于神经元代谢、糖稳态以及对兴奋性毒性反应以介导神经保护作用

（见表 1）。 
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表 1  缺血损伤后中枢神经系统转运体、离子通道和受体 SUMO 化序列 

膜蛋白  
SUMO 

蛋白 

调控 

位点 
SUMO 化作用 脑缺血中作用 参考文献 

葡萄糖转

运体 

GLUT1 SUMO-1 未知 
Ubc9 降低

GLUT1 蛋白表达 
SUMO 介导的 GLUTs 

的上调可以维持神经

系统的能量供应 

Giorgino[121] et al. 2000; 

Liu[122] et al. 2007; 
GLUT4 SUMO-1 未知 

Ubc9 增加

GLUT4 蛋白表达 

谷氨酸转

运体 
EAAT2 SUMO-1 K571 

Caspase 3 C 末端

片段 SUMO 化 

SUMO 上调 EAAT2 可

增加谷氨酸清除减少

兴奋性毒性作用 

Chao[123] et al.2010; 

Gibb[124] et al.2007; 

钾离子 

通道 

K2P1 SUMO-1 K274 
SUMO 化导致该

通道沉默 

K2P1 的抑制可能调控

细胞核内信号转导 
Plant[125] et al. 2012; 

Stapels[126] et al. 2010;  

Benson[127] et al.2007; KV1.5 

SUMO-1 

SUMO-2 

SUMO-3 

K221 或

K536 

去 SUMO 化导致

超级化在电压依

赖通道的稳定状

态下 

敲除Kv1.5通道可引起

缺血耐受；SUMO 化

引起通道钝化也可以

诱导神经保护作用 

KV2.1 

SUMO-1 

SUMO-2 

SUMO-3 

K470 
在门控通道发挥

抑制电流作用 

Kv2.1 通道有促凋亡作

用，SUMO 化引起通

道钝化也可以诱导神

经保护作用 

Dai[128] et al. 2009; 

Plant[129] et al. 2011; 

红藻氨酸

受体 
GLUK2 SUMO-1 K886 

GluK2 SUMO 化

的内化 

SUMO 化诱导 GluK2

下调可以减少兴奋性

毒性作用 

Zhu[130] et al. 2012; 

Konopacki[131] et al. 

2011; 

谷氨酸 

受体 
mGluR8 SUMO-1 K882 未知 

mGluRs 调控兴奋性神

经递质传递，发挥神经

保护作用 

Caraci[132] et al. 2012 

Dutting[133] et al. 2011; 

大麻素 

受体 
CB1 SUMO-1 未知 

CB1 SUMO 化参

与 p53 调控 

P53 的失活可能导致缺

血后神经死亡 

Gowran[134] et al.2009; 

Yonekura[135] et al.2006; 

 

4.4  转录因子 

SUMO 化直接修饰信号级联反应介质使细胞适应低氧环境，包括低氧诱导因子

（hypoxia inducible factor-1, HIF-1），可以调节基因使血管再生，细胞存活和维持葡

萄糖平衡[136]。HIF-1 亚型分为氧依赖的 α 亚型和持续存在的 β 亚型，可以通过

SUMO-1 和 SUMO-2/3 进行翻译后修饰[137]。现今大多数的研究都主要关注于缺氧损

伤后 HIF-1α 经过 SUMO 化修饰后稳定性和活性的改变，但其机制尚未明确。一种解

释认为 HIF-1α 在缺氧损伤过程中发挥主要作用，但也有学说认为缺氧信号转导通路

中不仅 HIF-1 其它蛋白也进行 SUMO 化修饰，例如 CREB 结合蛋白/p300 共激活剂
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和泛素 E3 连接酶肿瘤抑制因子[138]。 

此外，上述提到的缺氧反应产生的 ROS 也可以调控 SUMO 通路，从而对转录因子

产生作用。ROS 含量降低可以诱导部分转录因子发生去 SUMO 化（de-SUMOylation），

包括 c-Jun。氧化应激反应后生成的热休克蛋白（heat shock factor 1, HSF1）经过 SUMO

化可以使 DNA-bingding form 转化为热休克基因转录因子[139]。压力诱导的 HSF1 经

过 SUMO-1修饰后在 lysine resifue 298（K298）位点可以增加其DNA binding活性[140]。

HSF-1 的磷酸化过程对 SUMO 蛋白发挥重要作用，说明 HSF1 的这两种翻译后修饰

之间存在联系，随后也有实验证实 HSF1 的磷酸化修饰依赖于结合型 SUMO 蛋白[141]。

构建过表达 HSF1 过表达小鼠，缺血损伤后其神经元凋亡及脑梗死面积都明显改善。

然而敲除 HSF1 后，高温对于心肌的保护作用被逆转[142]。因此，我们认为 HSF1 的

SUMO 化过程在神经保旊中发挥重要作用。 

结合型 SUMO 蛋白可以间接调控核转录因子（nuclear factor kappa- light-chain- 

enhancer of activated B cells, NF-κB）。在正常情况下，NF-κB 与 I κB 结合在胞浆内维

持一种维定的状态，当遇到缺氧的条件下，IκB 经过磷酸化和泛素化后降解，使 NF-κB

发生核转位[143]。IκBα 是 SUMO-1 的靶蛋白，结合型 SUMO-1 可以阻止 IκBα 发生泛

素化降解。最近有研究发现，SUMO-2/3 同样可以作用于 IκBα，并且结合型 SUMO-2/3

可以加速 NFκB 与 IκBα 的解离，导致缺血后 NFκB 激活带来的损伤[144]。NFκB 存在

多种亚型包括 p50，p52，RelA，RelB，cRel，其功能至今仍存在争议。在缺血损伤

模型中，NFκB 亚型 p50 敲除的转基因的小鼠的脑梗死面积减小[145]，可是有其它研

究发现，在永久脑缺血模型中，NFκB 亚型 p50 敲除小鼠的脑梗死面积和凋亡细胞都

明显增加。这些结果都显示 NFκB 的 SUMO 化修饰在神经保护中具有至关重要的

作用。 

 

4.5  信号转导通路蛋白激酶 

糖原合成酶激酶（glycogen synthase kinase-3β，GSK-3β）是广泛存在于中枢神经

系统内的丝氨酸/苏氨酸激酶，它可以调控胞内多条信号转导通路。GSK-3β 在脑缺血

过程中也扮演重要角色，当其受到抑制表达减少可以使神经元凋亡减少，脑梗死面

积缩小，最终抑制神经炎症的发生。GSK-3β 的 SUMO 化修饰可以使其发生核转位

而维持蛋白质稳定性，从而减少蛋白激酶的活性[146]。随后有研究发现雌激素受体 β
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（estrogen receptor β，ERβ）作为 SUMO-1 靶蛋白，结合型 SUMO-1 通过与泛素竞

争相同的位点，从而增加 ERβ 的稳定性防止其降解[147]。ERβ 在雌激素介导的神经保

护作用中发挥重要作用，并且 ERβ 的激活可以减轻缺血损伤后大脑的损伤程度以及

血脑屏障的破坏[148]。 

c-Jun 的氨基末端蛋白激酶（c-Jun N-terminal kinase，JNK）调控多种生理过程包

括神经降解性紊乱，尤其是介导缺血损伤的凋亡过程[149]。过表达 SUMO-1 增强 JNK

的激活，从而加速细胞死亡，然而过表达去 SUMO 酶 SENP-1 可以抑制 JNK 激活，

逆转 H2O2 对 SHSY5Y 细胞的损伤作用[150]。相反，热应激损伤诱导细胞使 p38 表达

减少及 JNK 激活，从而 ROS 表达增加加速死亡，而过表达 SUMO-1 会逆转这种损

伤作用[151]。这种保护作用也可以通过细胞膜上的NADPH 氧化酶的 SUMO 化修饰介

导。此外，激活 STAT1 的 SUMO E3 连接酶蛋白抑制剂（protein inhibitor of activated 

STAT1，PIAS1）对于 JNK 依赖的氧化应激反应具有双向调控作用：PIAS1 可以作为

JNK 的负性调节剂[152]。是否 SUMO 化介导 JNK 在脑缺血损伤中扮演什么样的角色

需要进一步研究。 

凋亡蛋白激酶其中的同源结构域相互作用蛋白激酶（homeodomain- interacting 

protein kinase 2，HIPK2）的 SUMO 化保护可以阻止 HIPK2 由 ROS 引起的乙酰化，

相反，ROS 增加则会使 HIPK2 的 SUMO 化程度降低，减少保护作用[153]。 

 

4.6  转运体 

葡萄糖在血液和胞浆主要通过葡萄糖转运体（glucose transporters，GLUTs）进

行交换，GLUTs在包括神经元在内的多数细胞中高表达。GLUT1 和 GLUT4 通过 Ubc9

作用也可以进行 SUMO 化修饰。研究结果显示结合型 SUMO 可以降低基础葡萄糖转

运体，然而 Ubc9 的过表达使 GLUT 亚型的变化不同，表现为 GLUT1 减少，但是

GLUT4 增加[122]。表达上调的 GLUT4 可以维持神经系统的能量摄取从而减轻脑卒中

引起的缺血损伤。 

另一种可以进行 SUMO 化修饰的为星型胶质细胞谷氨酸转运体（excitatory 

amino acid transporter 2，EAAT2），对于清除突触间隙释放的谷氨酸减轻兴奋性毒性

具有重要作用。在小鼠的肌萎缩性脊髓侧索硬化症模型中，EAAT2 与 SUMO-1 结合

影响下游信号转导通路，并且 SUMO 化的 EAAT2 片段主要聚集在脊髓星型胶质细



第四军医大学博士学位论文 

 

 

- 34 - 

胞核内[154]。EAAT2 上调可以增加谷氨酸摄取减少兴奋性毒性作用，最终发挥神经保

护效应。因此，EAAT2 的 SUMO 化修饰在缺血诱导的兴奋性损伤中的作用需要进一

步探讨[123]。 

 

4.7  离子通道 

对于离子通道 SUMO 化修饰的研究主要集中在钾离子通道（potassium channel），

K 离子主要作用是介导兴奋性神经元动作电位的产生和静息电位的维持。双孔钾离

子通道（K2P channels）调控背景离子流，维持神经元的兴奋性。研究证实结合型

SUMO 蛋白可以抑制 K2P1 通道，然而去 SUMO 化可以维持通道活性。结合型 SUMO

蛋白C 端赖氨酸位点沉默可以阻止K2P1的 SUMO 化修饰，使 K2P 通道维持活性[125]。

相同的研究小组在随后的研究中发现，K2P1 的 SUMO 化修饰会抑制酸敏感的其它

钾离子通道 K2P3 和 K2P9 亚型[155]。 

电压依赖的 Kv1.5 通道也被发现可以与 SUMO 的三种单体结合进行 SUMO 修

饰。过表达 SENP-2 减少结合型 SUMO 表达使电压依赖的通道超级化，导致稳态失

活。另一种电压依赖钾离子通道 Kv2.1 被证实在 SUMO-1 过表达条件下被抑制，并

且这种效应可以被 Ubc9 增强和 SENP-1 逆转。SUMO 化修饰对电压依赖钾离子通道

的激活进行正向调控。结合型 SUMO 蛋白可以增强海马神经元的兴奋性，相反的

SENP-1 可以抑制其兴奋性，并且 Kv2.1 过表达可以增加结合型 SUMO 蛋白的表达，

然而在 Kv2.1 敲除小鼠中这种作用被完全逆转[156]。 

以上的研究证明不同的钾离子通道在 SUMO 化修饰的条件下其功能各不相同，

因此神经元兴奋性损伤作用的机制研究要取决于特定神经元的特定离子通道。例

如 K2P 通道的激活可以诱导缺血耐受[157]，然而在缺血耐受条件下 Kv1.5 的表达

下调[126]。 

 

4.8  受体 

氨酸受体（kainate receptors，KARs）是促离子型谷氨酸受体，广泛表达于中枢

神经系统中，从而调节突触前及突触后神经递质的释放。KAR 的一种亚型 GluK2 的

SUMO 修饰导致受体内化[158]，减少 KAR 介导的突触后兴奋性电流的产生，当去

SUMO 化时这种作用被增强。最近有研究发现，GluK2 磷酸化介导 SUMO 依赖的
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GluK2-KARs 受体内化[131]。结合型 SUMO 激活 KAR 使突触谷氨酸释放增加，激活

AMPAR（a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4- isoxaz-olepropinoic acid receptor）受体内吞

[159]。KARs 也参与神经系统的缺血与神经保护作用，有研究结果显示全脑缺血可以

增加 GluK2 的 SUMO 化修饰，并且结合型 SUMO 蛋白诱导 GluK2 氨酸受体内吞。

结合型 SUMO 可以诱导 GluK2 介导的兴奋性损伤减少，发挥神经保护作用，通过绝

建 GluK2 敲除转基因小鼠也证实敲除 GluK2 产生神经保护作用[130]（Zhu 2012）。然

而，GluK2 受体内化增加与 MLK3（mixed lineage kinase 3）结合，激活下游

MLK3-JNK3 通路，介导缺血损伤作用。最近研究发现过表达负性 Ubc9 或 SENP-1

可以阻止长时程抑制（long-term potentiation，LTP）的产生，使 AMPAR 表达增加[160]。

因此我们也认为 SUMO 系统是 LTP 介导 AMPAR 内吞的关键因素。 

代谢型谷氨酸受体（metabotropic glutamate receptors，mGluRs）也是 SUMO 系

统的重要靶蛋白。SUMO-1 通过结合 mGluR4，mGluR6，mGluR7，mGluR8 和其它

G 蛋白偶联受体（G-protein coupled receptors，GPCRs）调控神经元突触兴奋性神经

递质的释放从而介导神经保护作用[132]。 

大麻素受体（Cannabinoid receptors，CB1R）属于 G 蛋白偶联受体广泛存在于中

枢神经系统中。有趣的是 CB1 在基础条件下即呈现 SUMO 化修饰，当给予激动剂激

活 CB1R 则表达为去 SUMO 化[134]，从而抑制肿瘤抑制因子 p53，逆转缺血损伤作用。 
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正    文 
 

实验一 异氟烷预处理对神经细胞氧糖剥夺 

损伤具有保护作用  
 

    本实验旨在通过对氧糖剥夺损伤的类神经元的神经母细胞瘤细胞模型，在离体

实验中探讨异氟烷预处理对缺血缺氧损伤后神经保护作用的影响。 

 

1 材料 

1.1 细胞 

神经母细胞瘤细胞（SH-SY5Y），购于美国 Type Culture Collection （ATCC, 

Manassas, VA, USA）。 

 

1.2 主要试剂 

试剂  公司 

异氟烷  美国 Baxter Healthcare 

胎牛血清 杭州四季清公司 

二甲基亚砚（DMEM） 美国 Sigma 公司 

胰蛋白酶 美国 Sigma 公司 

L-多聚赖氨酸 美国 Sigma 公司 

神经生长因子（NGF） 美国 USbio 公司 

青链霉素合剂 美国 Sigma 公司 

B27 美国 Invitrogen 公司 

MTT 试剂盒 美国 Sigma 公司 

视黄酸（Retionoic Acid） 美国 Sigma 公司 

鼠 βШ-Tublin 单克隆抗体 美国 RD 公司 

兔 NeuN 单克隆重抗体 美国 RD 公司 
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β-actin 美国 Abcam公司 

羊抗兔 IgG-FITC 二抗 中国中杉金桥公司 

羊抗小鼠 IgG-Cy3 二抗 中国 CWBIO 公司 

DAPI 美国 Sigma 公司 

SDS-PAGE 凝胶试剂盒 中国碧云天公司 

细胞裂解液 中国碧云天公司 

BCA 蛋白浓度测定试剂盒 中国碧云天公司 

蛋白梯度 Fermentas 公司 

PMSF 中国碧云天公司 

化学发光检测试剂盒 北京 CWBIO 公司 

 

1.3 主要仪器及耗材 

仪器 公司 

超净工作台 吴江净化设备总厂 

隔水电热恒温培养箱 重庆万达仪器公司 

低温高速离心机 美国 Eppendorf公司 

CO2 恒温孵育箱 德国 Hereaus 公司 

低氧孵育箱 德国 Hereaus 公司 

数显恒温水浴锅 常州国华电器有限公司 

倒置显微镜 日本 Olympus 公司 

激光共聚集荧光显微镜 日本 Olympus 公司 

酶标仪 美国 Eppendorf公司 

麻醉监护仪 美国 Phillip 公司 

麻醉机 英国 Penlon 公司 

流式细胞仪 美国 BD 公司 

凝胶成像系统 美国 Bio-Rad 公司 

蛋白电泳仪 美国 Bio-Rad 公司 

制冰机 美国 Eppendorf公司 

煮沸机 美国 Eppendorf公司 
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2 方法 

2.1 实验计划和分组 

2.1.1  验证视黄酸诱导神经母细胞瘤细胞分化成为类神经元细胞，给予细胞培养基

中进入视黄酸，分别在处理后 1，4，7，12 天进行取材。 

2.1.2  验证异氟烷预处于是对氧糖剥夺损伤细胞的神经保护作用。分组如下： 

A. 空白对照组（Sham group）：诱导分化后的 SH-SY5Y 细胞接受 98%氧气吸入，不

进行氧糖剥夺损伤； 

B. 单纯吸烷组（Iso group）：诱导分化后的 SH-SY5Y 细胞给予 2%异氟烷与氧气混

合吸入预处理 2 h，不进行氧糖剥夺损伤，24 h后进行细胞活性和凋亡检测；  

C. 氧糖剥夺损伤组（OGD group）：将诱导分化后的 SH-SY5Y 细胞接受 98%氧气吸

入 2 h，之后进行氧糖剥夺损伤 4 h处理，复氧 24 h后进行细胞活性和凋亡检测； 

D. 异氟烷预处理组（IsoPC group）：诱导分化后的 SH-SY5Y 细胞接受 2%异氟烷与

98%氧气混合吸入预处理 2 h，之后进行氧糖剥夺 4 h，复氧 24 h 后进行细胞活性

和凋亡检测。 

 

 

图 4  实验一实验方案 

 

2.2 细胞培养和诱导分化 

将神经母细胞瘤细胞系 SH-SY5Y 种于培养瓶中培养，细胞培养为包含 10%胎牛

血清的 DMEM。当密度长至 70-80%加入培养液总体积 1%的视黄酸（RA）刺激细胞

诱导分化成为类神经元细胞，培养液每隔 2 天更换。 

 

2.3 氧糖剥夺损伤（Oxygen-glucose deprivation, OGD） 

诱导分化成功的类神经元细胞在培养皿中培养，当细胞密度为 70-80%后弃培养
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液，用无菌 PBS 清洗 3 次，加入提前预热好的无糖无血清 OGD 培养液，并放入密

闭的 37 度低氧培育箱中，孵育 3 小时，期间实时监测培养箱中气体浓度变化。OGD

培养液配方为：116mM NaCl，5.4 mM KCl，0.8mM MgSO4，1.0mM NaH2PO4，1.8mM 

CaCl2，26 mM NaHCO3，培养液提前用 5%CO2 和 95%N2 通气处理。随后将培养皿

移出恒温低氧孵箱，更换正常培养液放于恒温恒氧培养箱中，进行后续实验。 

 

2.4 细胞异氟烷预处理 

自制密闭的塑料透明箱，输入口连接麻醉挥发罐输出含 2%异氟烷的气体，输出

口连接麻醉监测仪确定异氟烷麻醉浓度。将类神经元细胞异氟烷预处理 2 h，处理后

取出各组培养瓶，更换新鲜的细胞培养液，恢复至正常环境继续细胞培养。 

 

2.5 Western blot 检测 

2.5.1 细胞全蛋白提取 

弃去细胞培养液，加入 PBS 洗涤 3 次，用细胞刮刮取细胞移入离心管中。放置

4℃低温离心机离心 5 min，转速为 12000 rpm 后弃去上清。加入预冷的 RIPA 裂解液

100ul置于冰盒内，反复抽吸使细胞均匀混于裂解液中，冰浴 30 min 后放入 4℃低温

离心机离心 15 min，转速为 12000 rpm。取上清进行蛋白定量后按体积加入上样缓冲

液（loading buffer）共煮 10 min，置于-20℃保存。 

2.5.2 BCA 法蛋白定量 

将蛋白标准品用 PBS 稀释为 1-9 号共 9 个浓度梯度（0,25,125,250,500,750,1000, 

1500,2000 μg/ml）。将稀释好的蛋白标准品加入 96 孔板中，每孔上样 10 μl，再加入

工作液 200 μl（工作液配比为：A 液:B 液=1:50）。将 96 孔板置于 37℃孵箱反应 30 min。

利用酶标仪在 560 nm 的波长下检测吸光值。根据梯度浓度蛋白标准品吸光值绘制标

准曲线回归方程。 

2.5.3 蛋白免疫印迹 

配置 SDS-PAGE 凝胶，上层浓缩胶为 5%，下层分离胶为 10%，固定好放置入电

泳槽加入电泳缓冲液。每孔上样 20 μl，将凝胶在 120V 电压下进行电泳。电泳完成

后在 90 mA 恒流下进湿转 120 min。5%脱脂奶粉 37℃条件下封闭 1 h。加入 Tublin

和 NeuN 单克隆抗体（1:2000，Abcam）和 β-actin（1:1500，Santa Cruz）4℃孵育过
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夜。TBS 洗膜 3 次（10 min/次）后，加入二抗（抗体稀释浓度见表 2）室温摇床孵育

1 h，TBS 洗膜 3 次（10 min/次），在凝胶成像系统中进行化学发光，最后根据灰度值

进行分析。 

表 2  抗体稀释浓度比 

抗体 稀释浓度比 

鼠 βШ-Tublin 单克隆抗体 1:1000，Abcam 

兔 NeuN 单克隆重抗体 1:1000，Abcam 

β-actin 1:2000，Abcam 

羊抗小鼠 HRP 1:5000，CWBIO 

羊抗兔 HRP 1:5000，CWBIO 

 

2.6 免疫荧光染色 

加入 RA 诱导分化后 1，4，7，12 天后的类神经元细胞，弃去细胞培养液，加

入 4%多聚甲醛室温固定 1 小时，再用 PBS 洗涤 3 次。加入一抗 4℃过夜。PBS 洗涤

3 次后，加入二抗 37℃避光孵育 1 小时。PBS 洗涤 3 次后加入 DAPI 孵育 5 min。再

用 PBS 清洗 3 次后甘油封片，荧光共聚焦显微镜观察。 

表 3  抗体稀释浓度比 

抗体 稀释浓度比 

鼠 βШ-Tublin 单克隆抗体 1:100，Abcam 

兔 NeuN 单克隆重抗体 1:100，Abcam 

β-actin 1:100，Abcam 

羊抗兔 FITC 1:200，CWBIO 

羊抗小鼠 Cy3 1:299，CWBIO 

 

2.7 MTT 比色法 

将类神经元细胞以 1×105 cell/ml 的密度接种于 96 孔板中，弃去细胞培养液，加

入黄色 5 mg/ml 的 MTT 液液 2 μg/孔后，37℃条件下孵育 4 h 后，上清变为紫色结晶

液。吸去上清后加入 DMSO 溶液 120 μl/孔，轻微振荡 10 min。在 490 nm波长条件下
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用酶标仪检测吸光值（OD 值）。每个样本设 3 个附孔，并重复 3 次。细胞存活率（%）

=（实验组细胞吸光值/正常对照组细胞吸光值）×100%。 

 

2.8 流式细胞仪检测 

将细胞用胰蛋白酶消化后离心（1000 r/min，5 min），弃去上清，加入少量 PBS

重悬细胞，加入 200 μl Annexin V-FITC 再次重悬细胞，混匀。在室温条件下避光孵

育 10 min，离心 5 min（1000 r/min）弃去上清，再加入 190 μl Annexin V-FITC 结合液

混匀，重悬细胞。将 10 μl 碘化丙啶染色液，混匀后冰浴避光放置，随后进行流式

细胞仪检测。 

 

2.9 统计学分析 

采用 SPSS13.0 统计软件进行数据统计分析。所有数据均用均数±标准误

（Mean±SEM）显示，用单因素方差方法（One-way AVOVA）进行统计分析，两组

间比较用 t 检验（t-test）。P<0.05 时说明有统计学差异。 

 

3 结果 

3.1 视黄酸将神经元母细胞瘤细胞成诱导分化成为类神经元细胞 

在细胞培养液中加入 1%体积的视黄酸，在处理后 1，4，7 和 10 天进行观察发

现，Western blot 结果显示加入视黄酸后 1 天神经元标志物 βШ-Tublin 和 NeuN 的表

达均增明显增加（图 5），并且在第 7 天神经元标志物表达最高。在处理后第 7 天进

行免疫荧光染色结果显示，Tublin 和 NeuN 在细胞胞浆内表达较高，并且和 DAPI 显

示共定位（图 6）。普通显微镜结果显示，加入视黄酸后 7 天，神经母细胞瘤细胞形

态已向类神经元细胞转变（图 7）。因此采用诱导分化 7 天的 SH-SY5Y 细胞进行后续

实验中。 
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图 5  加入 RA 后神经元标志物 NeuN 和 Tubulin 蛋白的表达 

(A) Western blot 检测 RA 刺激后 1，4，7，10 天后神经元标志物表达；(BC) NeuN

和 Tubulin 蛋白表达的相对值。（*P<0.05 vs 1 d 组，**P<0.01 vs 1 d 组） 

 

 

图 6  RA 刺激 7d 后 NeuN 和 Tubulin 免疫荧光染色 

红色为 Tubulin，绿色为 NeuN，蓝色为 DAPI。 
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图 7  RA 刺激后 SH-SY5Y细胞形态变化 

(A)  RA 刺激之前 SH-SY5Y 细胞形态；(B) RA 刺激之后 SH-SY5Y 细胞形态。 

 

3.2 异氟烷预处理对缺血缺氧损伤细胞具有神经保护作用 

我们采用 MTT、流式细胞仪和检测 Caspase-3 的表达来检测 SH-SY5Y 细胞系在

氧糖剥夺损伤后的细胞活力与活性，从而验证异氟烷预处理的神经保护作用。在OGD

损伤 24 小时后结果显示，细胞活力与细胞活性都明显下降（图 8），并且 caspase-3

的表达增加（图 9），说明氧糖剥夺损伤对细胞的活力与活性均有影响。但是 Iso 组

的结果发现，单纯吸入异氟烷对细胞没有影响（P>0.05）。在氧糖剥夺损伤前 24 小

时给予 2 小时异氟烷预处理可以明显改善 SH-SY5Y 细胞的损伤程度，表现为细胞活

性和细胞活力增强，并且 Western blot 结果也显示 caspase-3 的表达下降（P<0.05）。

说明单次给予异氟烷吸入可以逆转氧糖剥夺及复氧对细胞的损伤程度。 

 

图 8  异氟烷预处理对 OGD 损伤细胞的神经保护作用 
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(A) MTT 方法检测细胞活力；(B) 流式细胞仪检测细胞活性。（*P<0.05 vs Sham组，

**P<0.01 vs Sham组，#P<0.05 vs OGD 组） 

 

 

图 9  OGD 损伤 24h 后 caspase-3 的表达 

(A) Western blot 检测 OGD 损伤后 caspase-3 的蛋白表达；(BC) Caspase-3 蛋白表达的

相对值。（*P<0.05 vs Sham组，#P<0.05 vs OGD 组） 

 

4 讨论 

    实验一的研究结果显示：神经母细胞瘤细胞系在视黄酸刺激后可诱导分化成类

神经元细胞，并且在诱导分化 7 天时神经元标志物表达最强。通过流式细胞仪、MTT

比色法和检测 Caspase-3 含量观察 OGD 损伤后 SH-SY5Y 细胞活性和细胞的凋亡程

度发现，单次给予异氟烷预处理对氧糖剥夺及再复氧损伤的细胞具有神经保护作用。 

    为研究神经系统缺血损伤机制，我们需要通过离体实验建立神经细胞氧糖剥夺

损伤模型，以模型体外缺血缺氧过程。OGD 模型可以模拟神经元细胞缺血再灌注损

伤过程，并且可以排除在体实验中复杂的病理生理环境。有文献采用 PC12 细胞系，

观察不同时长氧糖剥夺损伤模型对细胞的损伤程度，通过 MTT 比色法对细胞存活率

检测，结果显示氧糖剥夺损伤时间越长，神经细胞损伤更为严重，细胞存活率越低。

OGD 暴露 3、6、9、12、16、24 h 所对应的细胞存活率分别为 97.23%、88.29%、76.54%、
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70.26%、66.43%、40.19%和 9.08%。因此，在实验一我们选择给予诱导分化的 SH-SY5Y

进行氧糖剥夺损伤 4h。  

虽然已有大量文献主实异氟烷吸入具有神经毒性作用[161]，但是也有文献报道无

论是离体还是在体实验均证实，在低剂量条件下异氟烷吸入对心肌[162]、肾脏[163]及

神经系统[164]均具有保护作用。Wei等[165]研究小组研究发现异氟烷预处理对于神经元

的作用具有双向性，当给予大鼠原代神经元 1.2%或 2.4%浓度异氟烷预处理 60 min，

可以产生保护作用；然而暴露于 2.4%异氟烷 24 h 则会产生神经毒性作用，说明异氟

烷处理暴露浓度不同或时间不同可以产生截然相反的神经毒性或神经保护作用。在

实验一中，我们选择 2%浓度的异氟烷预处理 2 小时。在复氧后 24 h 进行细胞存活率

检测，结果显示异氟烷预处理对氧糖剥夺损伤具有神经保护作用。 
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实验二 异氟烷预处理对大鼠局灶性脑缺血 

损伤具有脑保护作用  
 

本实验旨在通过对局灶性脑缺血的大鼠模型，在在体实验中探讨异氟烷预处理

对缺血缺氧损伤后神经保护作用的影响。 

 

1 材料 

1.1 实验动物 

280-320 g 的 SD 大鼠，购于第四军医大学实验动物中心，并按照第四军医大学

动物实验中心指南严格操作。 

 

1.2  主要试剂 

试剂 公司 

TTC 美国 Sigma 

异氟烷  美国 Baxter Healthcare 

碱石灰 英国 Molecular Products Limited 

 

1.3  主要仪器 

仪器 公司 

栓线 中国北京沙东 

麻醉机 英国 Penlon AV600s 

大鼠脑槽 美国 AS-Ⅱ 

数码相机 日本 Nikon D90 

麻醉监护仪 荷兰 MP-60 

恒温水浴箱 广东汕头 HW-W21-Cr600 

血气分析系统 英国 Rapidlab 1260 

激光多普勒监测单元 瑞士 PeriFlux 5000 
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2 方法 

2.1 实验计划和分组 

2.1.1 验证异氟烷预处理对局灶性脑缺血再灌注损伤的脑保护作用。分组如下： 

A. 假手术组（Sham group）：大鼠接受 98%氧气连续吸入 5 天，每天 1 h，不进行

MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型； 

B. 单纯吸烷组（Iso group）：大鼠接受 1.5%异氟烷与 98%氧气混合吸入预处理连续

5 天，每天 1 h，但不进行 MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型；  

C. 缺血损伤组（MCAO group）：大鼠接受 98%氧气连续吸入 5 天，每天 1 h，之后

行 MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型 120min； 

D. 预处理保护组（IsoPC group）：大鼠接受 1.5%异氟烷与 98%氧气混合吸入预处理

连续 5 天，之后行 MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型 120min，恢复再灌注。 

2.1.2 在缺血再灌注损伤后 24 h、48 h、72 h、7 d 分别行神经功能学评分（NBS），评

分后断头取脑行 TTC 染色并分析脑梗死容积百分比，评估异氟烷预处理的脑保

护效应。 

 

图 10  实验二实验方案 

 

2.2 异氟烷预处理 

将单纯吸烷组和预处理组放入密闭的透明塑料箱内，箱体下部隔板与箱体间放

置有用于吸收 CO2 的钠石灰。箱体一端通入 1.5%异氟烷和 98%氧气的混合气体，另

一端连接麻醉气体监测仪；假手术组和缺血损伤组通入 98%氧气和 2%氮气。连续

5 天，每天处理 1 小时，在整个预处理过程中都进行麻醉气体浓度监测并进行及

时调整。 

 

2.3 大鼠大脑中动脉阻塞模型（MCAO） 

动物在术前禁食 12 小时，参照 Longa[166]文献报道的方法制备大鼠局灶性脑缺血
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再灌注损伤模型。大鼠腹腔注射 10%水合氯醛（300mg/kg）进行麻醉，监测动物心

率及平均动脉压，并在缺血前 5min 开始进行动脉血气分析。待动物麻醉稳定后，仰

卧固定进行颈部正中切口，暴露和分离右侧颈总动脉和颈内外动脉，结扎颈动脉根

部，于颈总动脉近分叉处切一小口，将直径为 0.38 mm 包被有多聚赖氨酸的栓线由

颈外向颈内动脉方向插入，插入长度约为 18-19 mm感动有阻力时停止，固定线栓并

缝合皮肤。在整个缺血再灌注过程中动物都置于加热板上，随时监测动物体温。缺

血 90 min 后，将线栓拔出，进行再灌注损伤。通过监测手术过程中脑血流量的变化

以判断是否造模成功。假手术组不插入线栓，其它步骤与上面相同。 

 

2.4 脑血流监测 

在大鼠前囟的 bregma 点向右旁开 6 mm，向后旁开 1 mm 处用颅骨钻钻孔，小心

不要刺破硬脑膜，用牙科胶对基座进行固定，再放入激光多普勒探头。在缺血损伤

阶段，如脑血流下降至术前基础值的 30%以下说明局灶性脑缺血模型构建成功；再

灌注阶段脑血流量恢复至缺血时 3 倍以上，说明再灌注损伤成功。 

 

2.5 动物神经行为学评分（NBS） 

根据分组，分别在再灌注后 24 h、48 h、72 h和 7 d，参考 Garcia[167]所报道的评

分体系，采用盲法评估记录动物神经功能障碍评分，神经功能越差则评分越低。（表

4 为神经功能评分体系） 

 

表 4  神经功能评分 
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2.6 脑梗死容积 

各组大鼠在神经功能学评分后断头取脑，行 TTC 染色。根据以往文献报道（文

献），切除小脑、嗅脑和低位脑干后放入脑槽，从额极到枕极将脑组织切成厚度为 2 mm

的脑切片，将其放入 2%TTC 染料（2,3,5-氯化三苯基四氮唑）中进行染色，后放入

10%的福尔马林溶液中固定 24 h。用求积图像分析系统计算脑梗死容积，再按照

Swanson 方法（文献）进行分析。梗死容积（mm3）= 梗死面积（mm2）×厚度（mm）。

脑梗死容积百分比：(正常对侧脑组织容积-正常同侧脑组织容积)/正常对侧脑组织

容积×100%。 

 

2.7 统计学分析 

所有资料数据采用 SPSS13.0 进行统计学分析，其中计量数据资料（除神经功能

学评分）用平均数±标准误（Mean±SEM）表示，神经行为学评分（NBS）以中位数

（median）四分位间距表示。采用单因素方差分析（ONE-WAY ANOVA）方法进行

组间比较，神经功能学评分采用非参数 t 检验，若存在组间差异则用 Mann-Whitmey 

U 检验 Bonferroni 进行两两比较。当 P<0.05 时表示有统计学意义。 

3 结果 

3.1 脑血流变化 

在手术前 5min 前采用激光多普勒探头开始监测脑血量变化，MCAO 组和 IsoPC

组动物在术中脑血流下降至术前基础值的 30%以下，说明局灶性脑缺血模型构建成

功；再灌注阶段脑血流量恢复至缺血时 3 倍以上，说明再灌注损伤成功（图 11）。 

 

图 11  MCAO 手术期间脑血流变化 
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3.2 生理指标变化 

共收集 16 只（每组 8 只，共 2 组）大鼠生理学参数，包括 pH，PaO2，PaCO2

值，分别在缺血前、缺血期间及缺血后再灌注期间时间点进行测量，各组间无明显

统计学差异（见表 5）。 

表 5 局灶性脑缺血模型期间生理参数变化 

 缺血前 缺血期间 缺血后 

 MCAO IsoPC MCAO IsoPC MCAO IsoPC 

pH 7.44(0.02) 7.46(0.01) 7.46(0.01) 7.45(0.03) 7.44(0.01) 7.46(0.01) 

PaO2(kPa) 18.0(0.8) 17.9(0.6) 17.7(0.7) 18.0(0.7) 17.6(0.7) 17.8(0.6) 

PaCO2(kPa) 5.05(0.20) 4.8(0.15) 6.2(0.2) 4.8(0.2) 4.7(0.2) 4.9(0.2) 

 

3.3 异氟烷预处理对大鼠缺血性脑损伤具有短期神经保护作用 

从图 12 可见，Sham组 TTC 染色结果显示无缺血梗死灶，并且神经功能学评分

为 18 分。其中预处理保护 IsoPC 组术前连续 5 天每天吸入 2%异氟烷 1 小时，缺血

再灌注后 24 h 观察发现脑梗死容积百分比明显低于缺血损伤组（P<0.05）。我们在再

灌注后 24 h、48 h、72 h进行大鼠神经功能学评分，发现在不同时间点 IsoPC 组 NBS

评分均高于 MCAO 组（P<0.05）。说明异氟烷预处理对于大鼠缺血再灌注损伤具有

短期的神经保护作用。 

 

图 12  异氟烷预处理对大鼠缺血再灌注后短期脑保护作用的影响。 

(A)  再灌注 24h 后大鼠脑组织 TTC 染色；(B)  缺血再灌注后 24 h大鼠脑梗死容积百分

比；(C) 再灌注后 24 h、48 h、72 h神经功能学评分。（*P<0.05 vs. MCAO group） 
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3.4 异氟烷预处理对大鼠长期缺血再灌注脑损伤具有脑保护作用 

在这一部分实验中，我们同样在 MCAO 手术前 1 天给予异氟烷预处理连续吸入

（1 小时/天）5 天，观察缺血再灌注损伤后 7 d 大鼠神经功能学评分以及脑梗死容积，

进一步验证异氟烷预处理的长期神经保护作用。图 13 结果显示在再灌注 7 d 后，预

处理保护作组神经功能学评分高于缺血损伤组（P<0.05），并且给予异氟烷预处理后

TTC 染色显示脑梗死容积百分比明显减少（P>0.05）。 

 
图 13  异氟烷预处理对大鼠局灶性脑缺血长期神经保护作用的影响 

(A) 再灌注 7 d 后大鼠脑组织 TTC 染色；(B) 缺血再灌注后 7 d 大鼠脑梗死容积百分

比；(C) 再灌注后 7 d 神经功能学评分。（*P<0.05 vs. MCAO group） 

4 讨论 

脑缺血再灌注损伤是由于损伤区域的脑组织缺血缺氧和血液供应不足等原因导

致神经元细胞缺血性坏死，从而造成严重的神经功能障碍[168]。当脑组织缺氧时会导

致神经元出现功能代谢障碍，引起细胞的离子交换功能障碍，并产生脑水肿[169]。而

当脑水肿情况加重会使颅内压持续增高，出现继发性病理改变，加一步损害大脑的

功能结构，最终引起脑细胞死亡[170]。为了模拟脑卒中等缺血再灌注损伤，实验中采

用大脑中动脉阻塞模型（MCAO）模拟局灶性脑缺血再灌注损伤，在模型制作期间，

动物的各项生理参数稳定，缺血损伤组和预处理保护组之间没有明显统计学差异，

说明造模成功且操作稳定。而异氟烷预处理可以有效的减小脑梗死面积，减轻脑水

肿的严重程度，并且提高神经系统的功能。 



第四军医大学博士学位论文 

 

 

- 52 - 

我们的研究课题组在前期已经在大鼠和兔子的实验中证实非缺血预处理可以诱

导脑和脊髓的神经保护作用，例如高压氧[171]、电针[172]以及吸入性麻醉气体[173]。在

实一离体实验过程中给予异氟烷预处理为单次吸入，并且实验证明单次异氟烷预处

理对氧糖剥夺再复氧损伤的类神经元细胞具有神经保护作用。然而，在体实验中动

物病理生理机制复杂，以往文献报道多采用异氟烷多次连续吸入。因此实验二中，

我们采用给予 2%异氟烷连续吸入 5 天，每天 1 h，在缺血再灌注损伤后不同时间点

24 h、48 h、72 h、7 d 观察神经功能学评分，之后进行 TTC 染色评估脑梗死容积百分

比。 

我们的研究结果显示：大鼠局灶性脑缺血 2 h，再灌注后 24 h脑梗死容积百分比

可以达到将近 40%，给予异氟烷预处理其脑梗死容积百分比下降到 26%。随着再灌

注时间的延长，缺血再灌注后 24h、48h、72h 和 7d 后脑梗死面积百分比明显缩小，

神经功能学评分相比损伤组有明显改善，因此在再灌注损伤后氟烷预处理显现出明

显的保护效应。在再灌注损伤 7 d 后，缺血损伤组和异氟烷预处理组无论是从脑梗死

容积百分比比较还是神经功能学评分，均有统计学意义。说明异氟烷预处理对大鼠

局灶性脑缺血损伤的保护作用时间窗为 7 d。尽管如此，如果能在临床上预处理可以

为患者提供 7 d 的神经保护时间窗则具有重大的临床意义。 

虽然证实吸入性麻醉气体异氟烷预处理可以诱导神经保护效应，但是其机制尚未明

确。我们前期研究认为这种神经保护作用机制多样，包括线粒体上钾离子通道[85]、

抗氧化应激分子[84]或者腺甘 A1 受体的激活[174]。其它研究认为异氟烷预处理的神经

保护效应是由 P38 丝裂原活化蛋白激酶（p38 mitogen-activated protein kinase）或一

氧化氮合酶（nitric oxide synthase）引起[175]。然而吸入麻醉药是如何影响蛋白质降解

过程这一机制尚未明确。 

在后续实验中，我们会分别从在体和离体实验进一步探索异氟烷预处理诱导神

经保护效应的机制研究，有可能为临床上更有效的干预缺血再灌注脑损伤提供新的

策略。
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实验三 异氟烷预处理通过抑制结合型泛素 

蛋白聚集诱导脑缺血耐受  
 

    本实验旨在通过 MCAO 局灶性脑缺血模型，确立 UPS 途径在脑缺血损伤及异氟

烷预处理不同时相的变化趋势及分布特点，明确 UPS 系统参与缺血损伤形成及神经

保护作用的时程关系。 

 

1 材料 

1.1 实验动物 

280-320 g 的 SD 大鼠，购于第四军医大学实验动物中心，严格按照第四军医大

学实验动物中心实验操作指南进行。 

 

1.2 主要试剂 

 

试剂 公司 

Mouse anti-conjugated ubiquitin antibody 美国 Chemicon 公司 

Rabbit anti-free ubiquitin antibody 美国 Chemicon 公司 

Rabbit anti-β-actin antibody 美国 Abcam 公司 

羊抗兔 HRP 二抗 中国 CWBIO 公司 

羊抗小鼠 HRP 二抗 中国 CWBIO 公司 

其余同实验二。 

 

1.3 主要仪器 

同实验二。 

2 方法 

2.1 实验计划与分组 

2.1.1 验证异氟烷预处理对局灶性脑缺血损伤UPS系统蛋白表达的时相变化。分组如下： 
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A. 假手术组（Sham group）：大鼠接受 98%氧气连续吸入 5 天，每天 1 h，不进行

MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型； 

B. 缺血损伤 24 小时组（MCAO 24 h group）：大鼠接受 98%氧气连续吸入 5 天，每

天 1 h，之后行 MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型 120 min，再灌注后 24 小时取材

观察脑组织 ubiquitin 蛋白变化； 

C. 预处理保护 24 小时组（IsoPC 24 h group）：大鼠接受 1.5%异氟烷与 98%氧气混合

吸入预处理连续 5 天，之后行 MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型 120 min，恢复再

灌注后 24 小时取材观察脑组织 ubiquitin 蛋白变化； 

D. 缺血损伤 72 小时组（MCAO 72 h group）：大鼠接受 98%氧气连续吸入 5 天，每

天 1 h，之后行 MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型 120 min，再灌注后 72 小时取材

观察脑组织 ubiquitin 蛋白变化； 

E. 预处理保护 72 小时组（IsoPC 72 h group）：大鼠接受 1.5%异氟烷与 98%氧气混合

吸入预处理连续 5 天，之后行 MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型 120 min，恢复再

灌注后 72 小时取材观察脑组织 ubiquitin 蛋白变化； 

2.1.2 在缺血再灌注后 24 h和 72 h动物断头取脑，取海马 CA1 区进行免疫组化染色

和 Western blot 检测，观察在缺血损伤后不同时相结合型泛素和游离型泛素蛋

白的表达变化。 

 

2.2 异氟烷预处理 

同实验二。 

 

2.3 大鼠大脑中动脉阻塞模型（MCAO） 

同实验二。 

 

2.4 脑血流监测 

同实验二。 

 

2.5 免疫组化染色 

    在再灌注损伤后 24 h、72 h 将大鼠灌注固定，根据解剖学结构取含有海马 CA1
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区脑组织，常规石蜡包埋进行切片。分别在每组和每个时间点都取 6 张石蜡切片进

行免疫组化染色。PBS 冲洗加入 Ubiquitin 抗体，再用 PBS 洗涤加入二抗，进行显色。 

 

2.6 Western blot 

在缺血损伤后 24h 和 72h 时间点将动物麻醉后断头取脑，根据解剖学结构分离

出皮层半暗带区，并利用液氮迅速冷冻。随后进行 BCA 方法进行蛋白定量以及 SDS

凝胶电泳、转膜、抗体孵育和发光（具体步骤参见实验一），抗体稀释浓度见下表。 

表 6  实验三抗体稀释浓度比 

抗体 抗体稀释比 

Mouse anti-conjugated ubiquitin antibody 1:500 

Rabbit anti-free ubiquitin antibody 1:500 

Rabbit anti-β-actin antibody 1:3000 

羊抗兔 HRP 二抗 1:4500 

羊抗兔 HRP 二抗 1:4500 

 

2.7 统计学分析 

各组数据均以 Mean±SEM 表示，采用 SPSS13.0 进行统计学分析。组间比较采用

单因素方差分析（One-way ANOVA）方法进行分析，组间的两两比较采用 Bonferroni 

Test。P<0.05 说明有统计学意义。 

 

3 结果 

3.1 异氟烷预处理可以减少由缺血损伤引起泛素蛋白的聚集 

    从海马 CA1 区脑组织切片的免疫组化染色结果显示，在 MCAO 手术后 24 h 和

72 h 后，泛素蛋白免疫活性明显增强，说明缺血再灌注损伤可以增加泛素蛋白的聚

集（P<0.05）。然而在异氟烷预处理组中观察到，相比各自对应时间点的损伤组，其

泛素蛋白免疫活性明显减少（P<0.05）。说明异氟烷预处理可以逆转由缺血损伤引起

的泛素蛋白的聚集（图 14）。 
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图 14 结合型泛素蛋白的免疫组化染色 

(A) 再灌注损伤后 24 h和 72 h 结合型泛素蛋白表达变化。A 为 MCAO 24 h 组，B 为

IsoPC 24 h组，C 为 MCAO 72h组，D为 IsoPC 72 h组； (B)  各组间 IOD/Area（integrated 

optical density）比值。（*P<0.05 vs. MCAO 组） 

 

3.2 异氟烷预处理可以抑制结合型泛素蛋白而上调游离型泛素蛋白的表达 

    如图 15 所示，大分子量的泛素蛋白为结合型泛素，小分子量泛素蛋白为游离型

泛素。在缺血损伤 24 小时和 72 小时后，结合型泛素蛋白明显增加，然而在异氟烷

预处理组，相比缺血损伤其结合型泛素表达有所下降（P<0.05）。然而，相反的是，

在缺血再灌注损伤后，小分子的游离型泛素蛋白的表达受到抑制，异氟烷预处理可

以上调游离型泛素蛋白的表达情况（P<0.05）。 

 
图 15 结合型泛素和游离型泛素在缺血损伤后的蛋白表达变化 

(A) 再灌注损伤后 24 h和 72 h 泛素系统蛋白表达变化；(B) 游离型泛素蛋白与内参

蛋白的相对比值；(C) 结合型泛素蛋白与内参蛋白的相对比值。（*P<0.05 vs. Sham

组；#P<0.05 vs. MCAO 组） 
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4 讨论 

实验三结果证实异氟烷预处理可以减少由缺血再灌注损伤引起的结合型泛素蛋

白的聚集以及游离型泛素蛋白的减少。这些结果可能说明结合型泛素蛋白的聚集可

能是异氟烷诱导神经保护效应的关键因素。 

在缺血缺氧等应激状态下，细胞主要的信号转导通路就是常规蛋白质降解。泛

素蛋白酶体系统是一些错误折叠蛋白质、异常蛋白质水解的主要途径。之前已有研

究发现在脑缺血损伤后结合型泛素蛋白表达增加 60%[176]，最近也有研究者证实在应

激状态下，泛素蛋白的聚集可以导致自噬的产生[177]，而缺血预处理可以抑制结合型

泛素蛋白聚集，从而减少缺血半暗带泛素的表达[178]。 

实验三结果显示在再灌注损伤后 24h 出现脑组织内结合型泛素蛋白开始聚集，

并且可以维持到损伤后 72h，重复给予异氟烷预处理可以明显减少结合型泛素蛋白表

达而增加游离型泛素蛋白水平，说明多泛素化蛋白在异氟烷预处理诱导神经保护作

用中发挥重要作用。 

缺血再灌注损伤后多泛素化蛋白的聚集可能是导致神经元死亡的关键因素[179, 

180]。有关脑缺血所致 UPS 系统功能障碍的机制目前还不明确。脑缺血损伤后，缺血

区脑组织中 E3 泛素连接酶 Parkin 表达明显减少，在缺血再灌注损伤后 1 h，3 h，6 h

和 24 h 该蛋白的表达分别降低到空白对照组的 60%，36%，33%和 25%。而缺血性

损伤并未引起泛素 E2 连接酶 Ubc6 和 Ubc7 的表达变化，说明脑缺血再灌注期间神

经元迟发性死亡与 Parkin 活性降低相关；相反的是，上调 Parkin 蛋白表达可具有神

经保护作用[181]。 

已有文献报道，短暂性全脑缺血后海马等缺血敏感区多泛素化蛋白在突触后堆

积的时间延长[178]，通过 UPS 途径影响突触可塑性，从而引起神经元蛋白酶体系统的

功能障碍[182, 183]，导致选择性神经细胞损害。Yamashiro 等的研究显示，沙土鼠在短

暂性全脑缺血后海马 CA1 区锥体神经元突变的泛素蛋白（Ubiquitin-B, UBB+1）免疫

活性增强，说明缺血后 CA1 区泛素蛋白表达增加，且与细胞发生死亡密切相关，因

此推测突变泛素的选择性聚集与迟发性神经细胞损伤用关[182]。 

泛素蛋白酶体系统调控胞内信号转导通路多种功能蛋白之间的互相作用，脑缺
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血损伤使信号转导通路异常，从而影响线粒体功能和蛋白质的合成，导致缺血性脑

损伤。有证据结果显示，信号转导通路中各种蛋白激酶的磷酸化[184]、去磷酸化[185]

与靶向调节蛋白的泛素化有直接关系，如蛋白激酶 C[186]、Ca2+钙调素依赖性蛋白激

酶[187]、细胞周期素依赖性激酶[188]等。因此，UPS 正常功能对维持细胞的长期生至

关重要。 

脑缺血损伤后的 UPS 蛋白系统功能障碍、蛋白酶体活性降低与细胞内蛋白聚集

和迟发性神经元变性、死亡有关。虽然多数文献均证实缺血损伤后多泛素化蛋白聚

集增加[189]，但是结合型泛素蛋白表达增加是如何产生神经毒性导致神经元死亡，以

及引起多泛素化蛋白聚集的机制并不清楚。实验三的结果也证实了异氟烷预处理是

通过泛素蛋白酶体系统增强蛋白质的稳定性，从而发挥神经保护作用。 
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实验四 SUMO 系统介导参与异氟烷预处理 

诱导的神经保护作用  
 

本实验旨在通过离体氧糖剥夺模型和在体局灶性脑缺血模型，确立 SUMO 途径

在神经系统缺血缺氧损伤及异氟烷预处理后不同时相的表达变化情况及胞内分布特

点，明确 SUMO 系统参与缺血缺氧损伤形成及神经保护作用的时程关系。 

 

1 材料 

1.1 细胞与实验动物 

    神经母细胞瘤细胞（SH-SY5Y），购于美国 Type Culture Collection （ATCC, Manassas, 

VA, USA）。 

    280-320 g 的 SD 大鼠，购于第四军医大学实验动物中心，严格按照第四军医大

学实验动物中心实验操作指南进行。 

  

1.2 主要试剂 

 

试剂 公司 

Rabbit anti-ubc9 antibody 美国 Epitomics 公司 

Rabbit anti-conjugated sumo1 antibody 美国 Epitomics 公司 

Rabbit anti-free sumo1 antibody 美国 Epitomics 公司 

Rabbit anti-conjugated sumo2/3 antibody 美国 Abcam 公司 

Rabbit anti-free sumo2/3 antibody 美国 Abcam 公司 

Mouse anti-β-actin antibody 美国 Abcam 公司 

羊抗兔 HRP 二抗 中国 CWBIO 公司 

羊抗兔 HRP 二抗 中国 CWBIO 公司 

其余同实验二。 
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1.3 主要仪器 

其余同实验二。 

 

2 方法 

1.4 实验计划与分组 

1.4.1 离体实验验证异氟烷预处理对氧糖剥夺损伤模型 SUMO 系统蛋白的时相变化

趋势。分组如下： 

A. 假手术组（Sham group）：细胞接受 98%氧气吸入 2 h，不进行 OGD 氧糖剥夺损

伤模型； 

B. 单纯吸烷组（Iso group）：细胞接受 2%异氟烷和 98%氧气混合气体孵育 2 h，24 h

后取材进行蛋白检测，不进行 OGD 氧糖剥夺损伤模型； 

C. 氧糖剥夺损伤组（OGD group）：细胞接受 98%氧气吸入 2 h，24 h 后进行 OGD 氧

糖剥夺损伤模型，复氧 24 h后取材进行蛋白检测； 

D. 异氟烷预处理保护组（IsoPC group）：细胞接受 2%异氟烷和 98%氧气混合气体孵

育 2 h，24 h后进行 OGD 氧糖剥夺损伤模型，复氧 24 h后取材进行蛋白检测； 

1.4.2 在体实验验证异氟烷预处理对大鼠局灶性脑缺血损伤模型 SUMO 系统蛋白的

时相变化趋势。分组如下： 

A. 假手术组（Sham group）：大鼠接受 98%氧气连续吸入 5 天，每天 1 h，不进行 MCAO

大脑中动脉阻塞缺血模型； 

B. 单纯吸烷组（Iso group）：大鼠接受 1.5%异氟烷与 98%氧气混合吸入预处理连续

5 天，24 h 后断头取脑观察脑组织 SUMO 蛋白变化； 

C. 缺血损伤 4 小时组（MCAO 4h group）：大鼠接受 98%氧气连续吸入 5 天，每天

1h，之后行 MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型 120min，再灌注后 4 小时取材观察

脑组织 SUMO 蛋白变化； 

D. 预处理保护 4 小时组（IsoPC 4h group）：大鼠接受 1.5%异氟烷与 98%氧气混合吸

入预处理连续 5 天，之后行 MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型 120 min，恢复再灌

注后 4 小时取材观察脑组织 SUMO 蛋白变化； 
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E. 缺血损伤 24 小时组（MCAO 24h group）：大鼠接受 98%氧气连续吸入 5 天，每

天 1 h，之后行 MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型 120 min，再灌注后 24 小时取材

观察脑组织 SUMO 蛋白变化； 

F. 预处理保护 24 小时组（IsoPC 24h group）：大鼠接受 1.5%异氟烷与 98%氧气混合

吸入预处理连续 5 天，之后行 MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型 120 min，恢复再

灌注后 24 小时取材观察脑组织 SUMO 蛋白变化； 

 

1.5 异氟烷预处理 

同实验二。 

 

1.6 大鼠大脑中动脉阻塞模型（MCAO） 

同实验二。 

 

1.7 脑血流监测 

同实验二。 

 

1.8 免疫荧光染色 

表 6  实验四抗体稀释浓度比 

抗体 抗体稀释比 

Rabbit anti-ubc9 antibody 1:200，Abcam 

Rabbit anti-conjugated sumo1 antibody 1:200，Abcam 

Rabbit anti-free sumo1 antibody 1:200，Abcam 

Rabbit anti-conjugated sumo2/3 antibody 1:100，Abcam 

Rabbit anti-free sumo2/3 antibody 1:100，Abcam 

羊抗兔 FITC 二抗 1:200，CWBIO 

羊抗小鼠 Cy3 二抗 1:299，CWBIO 
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1.9 Western blot 

同实验三。抗体稀释浓度见下表： 

表 7  实验四抗体稀释浓度比 

抗体 抗体稀释比 

Rabbit anti-ubc9 antibody 1:1000，Abcam 

Rabbit anti-conjugated sumo1 antibody 1:1000，Abcam 

Rabbit anti-free sumo1 antibody 1:1000，Abcam 

Rabbit anti-conjugated sumo2/3 antibody 1:1500，Abcam 

Rabbit anti-free sumo2/3 antibody 1:1500，Abcam 

Mouse anti-β-actin antibody 1:3000，Abcam 

羊抗兔 HRP 二抗 1:4500，CWBIO 

羊抗小鼠 HRP 二抗 1:4500，CWBIO 

 

1.10 统计学分析 

所有计量资料数据均以 Mean±SEM 表示，采用 SPSS13.0 进行统计学分析。组间

比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA）方法进行分析，组间的两两比较采用

Bonferroni Test。P<0.05 说明有统计学意义。 

 

3 结果 

3.1 离体实验 

3.1.1 异氟烷预处理和氧糖剥夺损伤对 SUMO 系统蛋白表达的影响 

3.1.1.1  在 OGD 损伤后 SUMO1 蛋白表达变化 

如图所示，结合型 SUMO1 分子量为 90 kDa，游离型 SUMO1 分子量为 17 kDa。

Western blot 结果显示单纯给予异氟烷吸入对 SUMO 含量没有明显影响（P>0.05），

在 OGD 损伤后游离型 SUMO1 水平明显增加，但是异氟烷预处理组其表达水平有所

下降；结合型 SUMO1 在氧糖剥夺损伤后的表达明显受到抑制，在 IsoPC 组异氟烷预

处理可以上调结合型 SUMO1 蛋白的表达（P<0.05）。 
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图 16  SUMO1 在缺血损伤后蛋白表达情况 

(A) 再灌注损伤后 24 h检测 SUMO-1 蛋白水平变化； (B) 游离型 SUMO-1 与内参蛋

白的相对比值；(C) 结合型 SUMO-1 与内参蛋白的相对比值。（*P<0.05 vs. Sham组；

#P<0.05 vs. OGD 组） 

 

3.1.1.2  在 OGD 损伤后 SUMO2/3 蛋白表达变化情况 

    SUMO2/3 与 SUMO1 的水平含量表达情况类似，大分子为结合型 SUMO2/3，小

分子量为游离型 SUMO-2/3。Western blot 结果显示，在缺氧损伤后，游离型 SUMO-2/3

和结合型 SUMO2/3 的表达均明显升高（P<0.05），在异氟烷预处理后可以逆转氧糖

剥夺损伤对 SUMO2/3 的聚集作用，呈下降趋势，具有统计学意义（P<0.05）。然而，

单纯给予异氟烷吸入相对于 Sham 组相比，细胞 SUMO2/3 的表达没有明显的统计学

差异（P>0.05）。 
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图 17  SUMO2/3 在缺血损伤后 24h 蛋白表达变化 

(A) 再灌注损伤后 24h 检测 SUMO-2/3 蛋白表达变化；(B) 游离型 SUMO-2/3 蛋白与

内参蛋白的相对比值；(C) 结合型 SUMO-2/3 蛋白与内参蛋白的相对比值。（*P<0.05 

vs. Sham组；#P<0.05 vs. OGD 组） 

 

3.1.1.3 免疫荧光方法检测 SUMO 系统在神经元细胞的分布情况 

    如下面免疫荧光图所示，A 图为 SUMO1 蛋白表达分布情况，通过 DAPI 对细胞

核染色进行共定位，可见 SUMO1 主要在胞核表达，并且在 OGD 损伤后 SUMO1 免

疫荧光活性减弱，但是给予异氟烷预处理后 SUMO1 的表达恢复至正常水平。B 图为

SUMO2/3 分布情况，可以 SUMO-2/3 与 SUMO1 不同，主要在胞浆表达，但是其变

化趋势与 SUMO1 相同，即氧糖剥夺损伤后 SUMO2/3 表达下降，而异氟烷预处理可

以逆转该蛋白受抑制的程度。 
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图 18  SUMO 蛋白系统在缺血损伤及异氟烷处理后的表达变化 

(A) 再复氧损伤后 24h 检测 SUMO-1 蛋白表达分布； (B) 再复氧损伤后 24 h检测

SUMO-2/3 蛋白表达分布。（红色荧光为 SUMO 蛋白，蓝色荧光为 DAPI） 

 

3.1.2 氧糖剥夺损伤和异氟烷预处理对 Ubc9 蛋白时相表达变化的影响 

3.1.2.1 Western blot 检测 Ubc9 蛋白的表达变化情况 

    单纯给予异氟烷吸入而不进行氧糖剥夺损伤，Ubc9 蛋白的表达与 Sham 组相比

没有明显变化（P>0.05），说明异氟烷预处理对 Ubc9 蛋白表达没有影响。在细胞氧

糖剥夺损伤后 Ubc9 表达明显下调（P<0.05），并且再灌注后 4 h 下降最为明显，而

OGD 24 h组 Ubc9 的蛋白表达相较 4 h组有所恢复。在 IsoPC 4 h组比 OGD 4 h组 Ubc9

的表达有所升高（P<0.05），但是并没有恢复到损伤前 Ubc9 的基础值；然而在缺血

再灌注后 24 h，Ubc9 蛋白的表达在 IsoPC 24 h 组和 OGD 24 h 组比较没有明显统计学

差异（P>0.05，图 19）。 
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图 19  在缺血损伤后不同时间点 Ubc9 蛋白时相变化趋势 

(A) 在复氧后 4 h 和 24 h检测 Ubc9 蛋白时相表达变化；(B) Ubc9 蛋白与内参蛋白的

相对比值。（*P<0.05 vs. Sham组；#P<0.05 vs. OGD 4h 组；&P<0.05 vs. 相对应时间

点 OGD 组） 

 

3.1.2.2 免疫荧光检测 

    如图 20 所示，绿色荧光 Ubc9 蛋白，与 DAPI 共定位显示 Ubc9 在胞浆和胞核均

有所表达。从 A 图观察发现 OGD 损伤后，Ubc9 的表达明显减少，而异氟烷预处理

可以逆转 Ubc9 的抑制作用。B 图是高倍镜图，可以观察到与 Sham组相比，在单纯

吸烷组，如白箭头所示，Ubc9 蛋白发生核转位，细胞核内 Ubc9 的免疫荧光活性明

显增强；然而在 OGD 损伤后，出现核固缩等细胞形态的改变，而异氟烷预处理可以

明显改善这种损伤作用。 
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图 20  Ubc9 蛋白在缺血损伤及异氟烷处理后的细胞分布情况 

（绿色荧光为 Ubc9 蛋白，蓝色荧光为 DAPI） 

 

3.2 在体实验 

3.2.1 异氟烷预处理和局灶性脑缺血损伤对 SUMO 系统蛋白表达的影响 

3.2.1.1  缺血损伤后不同时间点 SUMO-1 蛋白表达趋势的变化情况 

    与离体实验结果类似，单纯给予异氟烷吸入没有明显改变结合型 SUMO-1 的表

达，在局灶性脑缺血再灌注损伤后 4 h和 24 h，SUMO-1 的表达均有所下降，并且在

4 h 达到最低峰（P<0.05），给予异氟烷吸入保护作用可以上调 SUMO-1 的蛋白表达，

甚至在损伤 4 h后恢复到正常水平（P<0.05）。然而，在再灌注损伤后 24 h，缺血损

伤组和异氟烷预处理组 Ubc9 的表达没有明显的统计学差异（P<0.05，图 21）。 
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图 21  缺血再灌注损伤后 4 h 和 24 h 观察 SUMO-1 蛋白变化 

(A) 再灌注损伤后不同时间点检测 SUMO-1 蛋白时相表达变化；(B) SUMO-1 蛋白与

内参蛋白的相对比值。（*P<0.05 vs. Sham组；#P<0.05 vs. MCAO 4h 组） 

 

3.2.1.2 局灶性脑缺血损伤后结合型 SUMO2/3 在不同时相蛋白的表达变化 

    与离体实验的 Western blot 结果类似，Sham 组与 Iso 组之间结合型 SUMO-2/3

蛋白的表达无明显变化（P>0.05）。在缺血再灌注损伤 4 h，SUMO-2/3 蛋白的表达明

显增加，并达到高峰，缺血后 24 h 有所下降，但依然高于 Sham 组的蛋白表达

（P<0.05）。然而在异氟烷预处理保护组，SUMO-2/3 的蛋白表达与缺血损伤组相比

无明显统计学差异（P>0.05），说明缺血损伤可以抑制结合型 SUMO-2/3 蛋白表达，

而异氟烷预处理对结合型 SUMO-2/3 蛋白表达没有明显影响。（图 22） 
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图 22  缺血再灌注损伤后 4 h 和 24 h 观察 SUMO-2/3 蛋白变化 

(A) 再灌注损伤后不同时间点检测 SUMO-2/3 蛋白时相表达变化； (B) SUMO-2/3 蛋

白与内参蛋白的相对比值。（*P<0.05 vs. Sham组；#P<0.05 vs. MCAO 4h 组） 

 

3.2.2. 异氟烷预处理和缺血损伤对 Ubc9 蛋白的影响 

    如下图所示，MCAO 缺血损伤可以下调 Ubc9 的表达（P<0.05），在 MCAO 损伤

前给予异氟烷连续吸入 5 天可以上调 Ubc9 的表达，逆转局灶性脑缺血再灌注模型的

损伤作用（图 23）。 
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图 23  缺血再灌注损伤后 24h 观察 Ubc9 蛋白变化 

(A) Western blot 检测 Ubc9 蛋白缺血后 24h 表达变化；(B) Ubc9 蛋白与内参蛋白的相

对比值。（*P<0.05 vs. Sham组；#P<0.05 vs. MCAO 组） 

 

3.2.3 免疫荧光方法检测 SUMO 系统在大鼠脑组织的分布情况 

    取大鼠海马CA1区脑组织切片进行免疫荧光染色，绿色荧光为SUMO系统蛋白，

红色荧光为 Ubc9 和 Ubiquitin 蛋白。 

 

图 24  SUMO 系统蛋白在缺血损伤及异氟烷处理后的免疫荧光表达情况 

CM4h 为 MCAO 术后 4 h 取材；CM 24 h为 MCAO 术后 24 h 取材；I 24 h 为单纯给予

异氟烷吸入后 24 h 取材；IM  4 h为给予异氟烷预处理，再灌注损伤后 4 h 取材；IM 24 h

为给予异氟烷预处理，再灌注损伤后 24 h 取材。（绿色荧光为 SUMO 系统蛋白，红

色荧光为 Ubc9 和 Ubiquitin） 
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4 讨论 

实验四结果显示 SUMO 系统蛋白在缺血再灌注损伤和异氟烷预处理中扮演重要

角色。无论是离体实验还是在体实验，在缺血缺氧损伤后 SUMO 系统蛋白表达水平

开始变化，且 SUMO-1 和 SUMO-2/3 变化趋势截然相反。在缺血缺氧损伤后，结合

型 SUMO-1 蛋白的表达明显降低，并且在 4 h时达到最低，在再灌注时 24  h逐渐恢

复至正常水平，游离型 SUMO-1 的表达呈增加趋势；然而结合型 SUMO-2/3 的表达

在缺血再灌注损伤后明显增加，并且同样在再灌注 4 h后达到最高，之后逐渐恢复正

常。给予异氟烷预处理可以逆转缺血缺氧引起的神经元损伤作用，通过上调结合型

SUMO-1 水平，抑制 SUMO-2/3 蛋白表达，增加蛋白质稳定性，从而发挥神经保护

作用，诱导缺血耐受。 

我们同时检测了 SUMO-1 的 E2 连接酶 Ubc9 的蛋白表达变化，通过免疫荧光和

Western blot 结果显示，该蛋白表达变化趋势和 SUMO-1 类似，即缺血再灌注损伤后

Ubc9 表达下降，离体免疫荧光结果显示异氟烷吸入可以使 Ubc9 蛋白发生核转位现象，

使 Ubc9 在细胞核内大量聚集，因此异氟烷预处理可以逆转由缺血损伤引起的 Ubc9 蛋

白表达的下调。 

    蛋白 SUMO 化过程可以维持蛋白质稳定性以及活化，研究证实绝大多数 SUMO

化蛋白的主要功能是调控转录因子，介导细胞信号转导通路的功能。例如 SUMO 特

定蛋白酶介导 SUMO 化蛋白的去 SUMO 化过程可以激活腺甘受体、c-Jun 和细胞周

期蛋白从而对肿瘤形成发挥重要作用[190]。此外，c-Jun 和 c-Fos 的 SUMO 化可以下

调转录因子 AP-1 复合体[191]。然而不同的是，热休克蛋白（heat-shock factor）HSF-1α 

SUMO 化可以增加蛋白质稳定性和转录因子活性[192]。同样的，缺血损伤可以使核转

录因子（Nuclear factor-κB, NF-κB）激活，从而介导细胞介症反应、细胞存活以及凋

亡[193]。在生理状态下，NF-κB 的活性受到抑制蛋白 I κB 的抑制，在应激状态下 NF-κB

活性增强 IκB 发生磷酸化，使蛋白质泛素化增强从而导致蛋白酶体降解；小泛素蛋

白相关修饰物与泛素位于相同的修饰位点，IκB SUMO 化可以抑制蛋白质泛素化过

程减少蛋白质降解，维持蛋白质稳定性。然而，Hunag 等人报道 NF-κB 的 SUMO 化
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过程对于 NF-κB 的调节具有双向性，在不同条件下可以使 NF-κB 激活也可以使

NF-κB 的活性受到抑制[194]。 

    以上文献均证实蛋白质 SUMO 化过程是胞内蛋白质维持活性和稳定性的重要因

素，缺氧损伤所引起的结合型 SUMO 蛋白增加和自胞浆向胞核的转位，可能具有某

种程度上的细胞保护作用。那么是否 SUMO 化蛋白的增加是诱导缺血耐受的重要机

制呢？在后续实验中，通过调控 SUMO E2 连接酶在神经细胞中的表达，进一步证实

UPS/SUMO 系统在异氟烷预处理诱导神经保护效应中的机制研究。 
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实验五 调控 Ubc9 对异氟烷预处理的神经 

保护作用影响研究  
 

本实验旨在通过转染过表达 Ubc9 的慢病毒或者小干扰 RNA，通过比较缺血缺

氧损伤后神经元活力或活性以及脑梗死体积的改变，明确 Ubc9 在参与脑缺血损伤形

成及保护效应中的相互关系及功能影响。 

 

1 材料 

1.1 细胞与实验动物 

    神经母细胞瘤细胞（SH-SY5Y）和 293T 细胞，购于美国 Type Culture Collection 

（ATCC, Manassas, VA, USA）。 

280-320g 的 SD 大鼠，购于第四军医大学实验动物中心，严格按照第四军医大学

实验动物中心实验操作指南进行。 

 

1.2 主要试剂 

 

试剂 公司 

小干扰 RNA 德国 Qiagen 公司 

乱序 RNA 德国 Qiagen 公司 

脂质体 2000 美国 Gibco 公司 

过表达病毒 上海吉玛公司 

RNA 提取试剂盒 上海 Invitrogen 公司 

逆转录试剂盒 Fermentas 

qPCR 试剂 Bio-Rad 

引物设计 上海 Invitrogen 公司 

    其余同实验二。 
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1.3 主要仪器 

仪器 公司 

微量注射器 深圳 RWD 公司 

微量注射泵 深圳 RWD 公司 

立体定位仪 深圳 RWD 公司 

 

2 方法 

2.1 实验计划与分组 

2.1.1 离体实验验证慢病毒转染效率和 siRNA 干扰效率 

A. 正常对照组（Ctr group）：正常细胞不给予任何病毒或 siRNA 进行孵育； 

B. 慢病毒过表达组（Lentivirus group）：将构建成功的含 Ubc9 过表达的慢病毒载体

对 SH-SY5Y 细胞进行感染，建立稳定过表达 Ubc9 的细胞系； 

C. 小干扰 RNA 组（siRNA group）：将构建成功的敲除 Ubc9 表达的小干扰 RNA 加

入 SH-SY5Y 细胞培养基中，48 h 后取材进行蛋白检测； 

2.1.2 离体实验验证 Ubc9 蛋白在异氟烷预处理对氧糖剥夺损伤的神经保护效应中的

作用。 

A. 假手术组（Sham group）：诱导分化后的 SH-SY5Y 细胞接受 98%氧气吸入，不进

行氧糖剥夺损伤，24 h 后进行细胞活性和凋亡检测； 

B. 单纯吸烷组（Iso group）：诱导分化后的 SH-SY5Y 细胞给予 2%异氟烷与氧气混

合吸入预处理 2 h，不进行氧糖剥夺损伤，24 h后进行细胞活性和凋亡检测；  

C. 氧糖剥夺损伤组（OGD group）将诱导分化后的 SH-SY5Y 细胞接受 98%氧气吸入

1h，之后进行氧糖剥夺损伤 4 h处理，复氧 24 h后进行细胞活性和凋亡检测； 

D. 异氟烷预处理组（IsoPC group）：诱导分化后的 SH-SY5Y 细胞接受 2%异氟烷与

98%氧气混合吸入预处理 2 h，之后进行氧糖剥夺 4 h，复氧 24 h 后进行细胞活性

和凋亡检测； 

E. 小干扰 RNA+氧糖剥夺损伤组（siRNA+OGD group）：在诱导分化后 SH-SY5Y 细

胞培养基中加 siRNA，24 h后接受 98%氧气吸入 2  h，24 h后进行氧糖剥夺 4 h，

复氧 24 h后进行细胞活性和凋亡检测； 
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F. 小干扰 RNA+异氟烷预处理组（siRNA+IsoPC group）：在诱导分化后 SH-SY5Y 细

胞培养基中加 siRNA，24 h后接受 2%异氟烷与 98%氧气混合吸入预处理 2 h，24 h

后进行氧糖剥夺 4 h，复氧 24 h后进行细胞活性和凋亡检测； 

G. 过表达慢病毒+氧糖剥夺损伤组（Lenti+OGD group）：建立稳定过表达 Ubc9 的

SH-SY5Y 细胞系，诱导分化成类神经元细胞后接受 98%氧气吸入 2 h，24 h 后进

行氧糖剥夺 4 h，复氧 24 h 后进行细胞活性和凋亡检测； 

H. 过表达慢病毒+异氟烷预处理组（Lenti+IsoPC group）：建立稳定过表达 Ubc9 的

SH-SY5Y 细胞系，诱导分化成类神经元细胞后接受 2%异氟烷与 98%氧气混合吸

入预处理 2 h，24 h 后进行氧糖剥夺 4 h，复氧 24 h后进行细胞活性和凋亡检测。 

 

 

图 25  实验五离体实验方案 

 

2.1.3 在体实验验证侧脑室微注射 siRNA 对脑组织敲除 Ubc9 水平的干扰效率 

A. 假手术组（Sham group）：将 siRNA 溶剂微量注射于侧脑室，48 h后取材观察脑

组织 Ubc9 水平含量变化； 

B. 乱序对照组（siRNA-c group）：将乱序 siRNA（Allstar negative）微量注射于侧脑

室，48 h后取材观察脑组织 Ubc9 水平含量变化； 

C. 小 RNA 干扰组（siRNA group）：将 siRNA-Ubc9 微量注射于侧脑室，48 h后取材

观察脑组织 Ubc9 水平含量变化。 

2.1.4 在体实验验证 Ubc9 蛋白在异氟烷预处理对局灶怕脑缺血损伤的脑保护效应中

的作用。 

A. 假手术组（Sham group）：大鼠接受 98%氧气连续吸入 5 天，每天 1 h，不进行

MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型，24 h后进行 TTC 染色和神经功能学评分； 

B. 单纯吸烷组（Iso group）：大鼠接受 1.5%异氟烷与 98%氧气混合吸入预处理连续

5 天，每天 1 h，但不进行 MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型，24 h后进行 TTC 染
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色和神经功能学评分； 

C. 缺血损伤组（MCAO group）：大鼠接受 98%氧气连续吸入 5 天，每天 1 h，之后

行 MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型 120 min，再灌注 4 h 后进行 TTC 染色和神经

功能学评分； 

D. 异氟烷预处理组（IsoPC group）：大鼠接受 1.5%异氟烷与 98%氧气混合吸入预处

理连续 5 天，之后行 MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型 120 min，恢复再灌注，再

灌注 4 h后进行 TTC 染色和神经功能学评分； 

E. 小干扰 RNA+缺血损伤组（siRNA+MCAO group）：大鼠接受 98%氧气连续吸入

5 天，每天 1 h，在行 MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型前 24 h 侧脑室微注射

siRNA-Ubc9，再灌注 4h后进行 TTC 染色和神经功能学评分； 

F. 小干扰 RNA+异氟烷预处理组（siRNA+IsoPC group）：大鼠接受 1.5%异氟烷与 98%

氧气混合吸入预处理连续 5 天，每天 1 h，在行 MCAO 大脑中动脉阻塞缺血模型

前 24  h 侧脑室微注射 siRNA-Ubc9，再灌注 4  h 后进行 TTC 染色和神经功能学

评分； 

 

 

图 26  实验五在体实验方案 

 

2.2  慢病毒载体的构建和鉴定 

2.2.1 载体的构建和鉴定 

根据 mRNA 序列设计引物，上游引物 5’-CACACGCGTTTATGAGGGCGCAAAC 

TTCTTG-3’（Mlu I 酶切位点）；下游引物 5’-CTAGGGATCCATGTCGGGGATCGCCCT 

CAGC-3’（BamH I 酶切位点）。构建至过表达载体 pWPT-GFP，转化至感受态细胞，

用青霉素进行筛选培养。得到筛选后的阳性克隆进行测序，选取符合的扩增片段进

行测序验证。 
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2.2.2 过表达慢病毒包装 

    将 293T 细胞按照 6×106 的密度接种于培养皿中。处于对数生长期时，将构建

好的过表达慢病毒载体和包装病毒在冰上混合后加入转染试剂脂质体 2000

（Lipofectamine 2000），在冰上孵育 20 min 完全混合。将混合液加入细胞培养基，在

培养箱于 37℃继续培养 6-8 h。弃去原有培养基，用 PBS 轻柔洗涤，更换新培养液。

在转染过表达病毒后 48-72 h 后，在显微镜下观察到转染成功的细胞呈绿色荧光，说

明病毒转染成功。收集细胞上清液，离心后过滤得到慢病毒浓缩液，置于-80℃保存。 

2.2.3 建立稳定表达 Ubc9 的 SH-SY5Y 细胞系 

将细胞接种于培养皿中，待细胞密度达到约 70%-80%后，将 Ubc9 过表达的慢

病毒加入 DMEM 培养基中，感染复数(MOI)=1×106 v.g./cell。 

 

2.3  siRNA 的构建 

实验所需要的 siRNA 由德国 Qiagen 公司设计合成。 

2.3.1 离体实验中 siRNA 的构建 

    实验分为 5 组：空白对照组（negative control）、siRNA-1 组、siRNA-2 组、siRNA-3

组、siRNA-4 组，siRNA 序列见于表 7。将 siRNA 溶解后与脂质体 2000 进行混合，

按照说明书用量加入培养基中。在细胞培养箱中 37℃培养 48h 后取材检测蛋白含量。

结果显示 siRNA-3 干扰效率最强，因此在后续实验中选择 siRNA-3 进行干预。 

表 7  siRNA 序列 

siRNA Product name Target sequence 

siRNA-1 Hs_Ube21_1 5’ -AAGGGATTGGTTTGGCAAGAA-3 

siRNA-2 Hs_Ube21_6 5’-CAAGAAGTTTGCGCCCTCATA-3’ 

siRNA-3 Hs_Ube21_8 5’ -ACCACCATTATTTCACCCGAA-3’ 

siRNA-4 Hs_Ube21_9 5’ -AAGGGTCCGAGCACAAGCCAA-3’ 

 

2.3.2 在体实验中 siRNA 的构建 

    实验分为 3 组：空白对照组、siRNA-1 组、siRNA-2 组。将 siRNA 或溶剂微注

射入大鼠侧脑室，转染 48 h 后，取材检测脑组织中 Ubc9 表达。认为 siRNA-1 干扰

效率最好，因此在后续实验中采用 siRNA-1。 



第四军医大学博士学位论文 

 

 

- 78 - 

siRNA-1：Rn_Ube2i_2 

Target sequence： 5’-GCGGCCAGCTATTACGATCAA-3’ 

Sense strand： 5’-GGCCAGCUAUUACGAUCAATT-3’ 

Antisense strand： 5-UUGAUCGUAAUAGCUGGCCGC-3’ 

siRNA-2：Rn_Ube2i_4 

Target sequence： 5’-TTAGAGTAAATAAACTGTTTA-3’ 

Sense strand： 5’-AGAGUAAAUAAACUGUUUATT-3’ 

Antisense strand： 5-UAAACAGUUUAUUUACUCUAA-3’ 

 

2.4 异氟烷预处理 

离体实验部分同实验一，在体实验部分同实验二。 

 

2.5 氧糖剥夺损伤模型（OGD） 

同实验一。 

 

2.6 大鼠大脑中动脉阻塞模型 

同实验二。 

 

2.7 侧脑室注射 

在缺血再灌注前 1 天进行侧脑室注射。手术前 12 小时禁食，可自由饮水。给予

大鼠腹腔注射 10%水合氯醛（300 mg/kg）麻醉动物，将大鼠在立体定位仪上固定，

在头顶部行正中矢状切口，分离组织暴露前囟 Bregma 点。侧脑室定位以 Bregma 点

为坐标，向后（AP）：-0.9 mm，向右（ML）：1.3 mm，向下（DV）：-4.2 mm。颅骨

钻打孔后，用微量注射器缓慢持续泵入 siRNA-Ubc9 或乱序 siRNA 7.5 μl，整个泵注

过程持续 10 min，泵注完成后停留 5 min，缓慢拔出注射器，将针眼用骨蜡封住，

缝合切口。 

 

2.8 脑血流监测 

同实验二。 
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2.9 Western blot 

离体实验同实验三；在体实验同实验四。 

 

2.10 MTT 比色法 

同实验一。 

 

2.11 流式细胞仪检测 

同实验一。 

 

2.12 动物神经行为学评分 

同实验二。 

 

2.13 脑梗死容积 

同实验二。 

 

2.14 统计学分析 

该部分实验数据均采用 SPSS13.0 进行统计学分析，其中计量资料均以平均数±

标准误（Mean±SEM）表示，神经功能学评分（NBS）以中位数（Median）四分位

间距表示。各组间数据采用单因素方差分析（ONE-WAY AVOWA）方法进行组间比

较，组间两两比较采用 Bonferroni Test 分析。当 P<0.05 时认为有统计学差异。 

 

3 结果 

3.1  验证过表达慢病毒和 siRNA 对 SH-SY5Y细胞的转染效率 

3.1.1 Ubc9 基因克隆的 PCR 结果 

    如图 27 所示为 Ubc9 基因的 PCR 琼脂糖凝胶电泳结果，与 Marker 参照与预期

一致，说明慢病毒载体构建成功。 
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图 27  构建过表达 Ubc9 慢病毒 

(A) Ubc9过表达慢病毒载体质粒图谱和酶切位点； (B) Ubc9基因克隆PCR凝胶电泳结果。 

 

3.1.2  过表达慢病毒对细胞 SH-SY5Y 的转染效率 

    将慢病毒加入细胞培养基中，使 SH-SY5Y 细胞系稳定过表达 Ubc9 基因。转染

后 96 h 用倒置荧光显微镜观察发现，与正常细胞相比，约有 60%-70%的细胞呈绿色

荧光，说明过表达慢病毒转染成功（图 28）。 

 

图 28  Ubc9 慢病毒转染效率 

(A) 未转染慢病毒的正常细胞；(B) 慢病毒转染后 SH-SY5Y 细胞系。绿色荧光为转染

病毒的细胞。 

3.1.2  Western blot 检测过表达慢病毒和 siRNA 的转染效率 

    在培养基中加入 Ubc9 过表达慢病毒和下调 Ubc9 表达的 siRNA，通过 Western 

blot 检测转染后 SH-SY5Y 细胞 Ubc9 的表达，由左图可见与正常细胞相比，过表达

慢病毒可以使神经母细胞瘤细胞 Ubc9 蛋白水平升高约 2.7 倍（P<0.05），而 siRNA

可以明显抑制 Ubc9 的表达（P<0.05）。之后同样观察 SUMO-1 和 SUMO-2/3 蛋白的

表达情况，发现 Lenti-Ubc9 和 siRNA-Ubc9 可以分别上调和下调 SUMO-1 蛋白表达

（P<0.05）；然而转染病毒和 siRNA 后，与正常细胞相比 SUMO-2/3 蛋白在三组之间

无明显统计学差异（P>0.05）。说明 Ubc9 可以影响 SUMO-1蛋白的合成，而 SUMO-2/3

的表达并不会受到 Ubc9 的影响。 
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图 29  siRNA 和过表达病毒对 Ubc9 和 SUMO 蛋白的表达影响 

(A) Western blot检测转染 siRNA和慢病毒后Ubc9 的表达；(B) Ubc9 蛋白的灰度分析；

(C) 在转染慢病毒和 siRNA 后 SUMO 系统的蛋白表达；(D) SUMO 系统蛋白的灰度

分析。Ctr 为正常细胞 Control组，Lenti为过表达慢病毒 lentivirus 组，siRNA 为敲除

组。（*P<0.05 vs. Ctr 组） 

 

3.2 上调或下调 Ubc9 的表达可以改变异氟烷预处理的神经保护作用 

采用 Western blot 检测 Caspase-3 蛋白表达观察细胞的凋亡水平，以及 MTT 方法

检测细胞活性。结果显示异氟烷预处理可以减小氧糖剥夺损伤引起的细胞凋亡的增

加，以及提高细胞活性（P<0.05）。在培养基中加入 siRNA，使 Ubc9 蛋白表达下调，

可以加重氧糖剥夺模型对细胞的损伤作用，使细胞对缺氧损伤的敏感性增加（P<0.05 

vs. OGD 组）；此外 siNRA-Ubc9 可以逆转异氟烷预处理对 OGD 损伤的神经保护作用

（P<0.05 vs. IsoPC 组）。但是当细胞转染慢病毒，使 SH-SY5Y 细胞稳定过表达 Ubc9，

Lenti+OGD 组细胞活性明显高于 OGD 组，并且从 caspase-3 水平表达情况来看，

Lenti+OGD 细胞凋亡程度明显减少（P<0.05 vs. OGD 组）。这一部分结果说明，上调

类神经元细胞 Ubc9 的表达可以发挥一定的神经保护作用，逆转细胞 OGD 模型的损

伤作用；下调 Ubc9 的表达可以加重细胞氧糖剥夺的损伤，使细胞对缺氧损伤敏感性

增加，并且逆转异氟烷预处理对 OGD 损伤的保护作用。 
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图 30  上调或下调 Ubc9 表达对异氟烷预处理神经保护作用的影响 

(A) Western blot 检测 OGD 损伤后 24h caspase-3 蛋白的表达情况；(B) caspase-3 蛋白

表达的灰度分析值；(C) MTT 法检测氧糖剥夺损伤后 24 h SH-SY5Y 的细胞活性。

（*P<0.05 vs. Sham组；#P<0.05 vs. 相对应 OGD 组；&P<0.05 vs. 单纯 OGD 组；

$P<0.05 vs. IsoPC 组） 

 

3.3 大鼠侧脑室注射 siRNA 后对脑组织 Ubc9 含量的影响 

    在大脑单侧侧脑室注射 7.5 μl siRNA，利用 Western blot 方法观察 Ubc9 蛋白表

达情况（图 31）。在 siRNA 注射 48 h 后，大鼠脑组织内 Ubc9 蛋白含量减少约 40%，

与 Sham组相比有统计学意义（P<0.05），其乱序对照组（siRNA-control）对大鼠脑

内 Ubc9 的表达没有明显影响（P>0.05）。  

 

图 31  侧脑室注射 siRNA 对脑组织 Ubc9 表达的影响 

(A) siRNA 注射后 48 小时检测 Ubc9 蛋白水平含量；(B) Ubc9 蛋白表达的灰度分析。

（P<0.05 vs. Sham组） 
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3.4 生理学参数变化 

在实验过程中不同时间点检测各组动物的生理学参数，包括 pH值、PaO2、PaCO2。

各组动物在不同时间点检测无明显统计学差异（P>0.05）。 

表 8 生理学参数 

 pH 值 PaO2 (mmHg) PaCO2 (mmHg) 

麻醉结束    

Sham 7.39±0.02 210±9 34±5 

MCAO 7.40±0.04 209±9 35±5 

IsoPC 7.39±0.02 210±11 36±4 

siRNA+MCAO 7.40±0.03 211±10 36±6 

siRNA+IsoPC 7.40±0.04 210±11 36±6 

MCAO 开始    

Sham 7.38±0.02 104±9 36±6 

MCAO 7.40±0.03 104±9 35±4 

IsoPC 7.38±0.04 105±10 35±5 

siRNA+MCAO 7.39±0.04 106±11 34±5 

siRNA+IsoPC 7.41±0.03 104±11 34±6 

再灌注开始    

Sham 7.39±0.03 104±10 34±3 

MCAO 7.41±0.04 104±8 36±6 

IsoPC 7.40±0.04 105±8 35±4 

siRNA+MCAO 7.38±0.02 105±11 35±5 

siRNA+IsoPC 7.40±0.03 104±10 35±5 

 

3.5 下调脑组织 Ubc9 的表达可以逆转异氟烷预处理的脑保护作用 

    缺血再灌注后 24 h进行 TTC 染色和神经功能学评分，可以异氟烷预处理组动物

比 MCAO 损伤组动物脑梗死面积明显减小，并且神经功能学评分明显高于 MCAO
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缺血损伤组（P<0.05）。但是注射 siRNA 下调脑组织 Ubc9 的表达，使 OGD 损伤后

脑梗死容积增加，神经功能学评分降低（P<0.05 vs. OGD 组），进一步加重 MCAO

对脑组织的损伤作用；此外，注射 siRNA 后，七氟烷预处理的神经保护作用消失，

表现为 siRNA+IsoPC 组神经功能学评分降低，脑梗死容积增加（P<0.05 vs. IsoPC 组）。

说明下调脑组织 Ubc9 的表达可以增加大鼠对脑缺血再灌注损伤的敏感性，并且逆转

异氟烷预处理的神经保护作用。 

 

图 32  下调脑组织 Ubc9 的表达对异氟烷脑保护作用的影响 

(A) 缺血再灌注损伤后 24 h大鼠脑组织 TTC 染色；(B) 大鼠脑梗死容积百分比；(C) 再

灌注后 24 h大鼠神经功能学评分。（*P<0.05 vs. MCAO 组，#P<0.05 vs. IsoPC 组） 
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4 讨论 

实验五通过调控 SUMO 系统 E2 连接酶 Ubc9 在神经元或脑组织中的表达，观察

异氟烷预处理的神经保护作用。在离体实验中采用转染过表达慢病毒载体建立稳定

过表达 Ubc9 的 SH-SY5Y 细胞系，以及小干扰 RNA 基因技术下调 Ubc9 在类神经元

细胞中的表达，细胞活性及细胞存活率结果显示：上调 Ubc9 表达可模拟神经保护效

应；下调 Ubc9 可增加细胞死亡率增加神经元对缺氧损伤的敏感性，并且可逆转异氟

烷预处理的神经保护作用。在体实验中通过给予大鼠侧脑室注射小干扰 RNA 下调脑

组织中 Ubc9 水平含量，脑梗死容积和神经功能学评分结果均显示：下调 Ubc9 使大

鼠局灶性脑缺血损伤后脑梗死容积增大，损伤程度加重。 

Ubc9 是 SUMO 途径中 E2 连接酶，对于 SUMO 蛋白的调控具有重要作用。实验

五结果显示，通过慢病毒和 siRNA 调控 Ubc9 的表达，同样可以影响神经元 SUMO-1

的水平含量，而 SUMO-2/3 的表达没有明显变化，说明 Ubc9 可以调节 SUMO-1 的

蛋白合成。在对冬眠松鼠的研究中发现[13]，在冬眠苏醒期，与基础值相比动物体内

Ubc9 水平含量增加 2-3 倍，而结合型 SUMO 蛋白水平增加高达近 30 倍，说明大量

增加的结合型 SUMO 蛋白诱导缺血耐受抵抗冬眠期脑血流量的下降。 

以往有研究者成功构建过表达 Ubc9 的转基因小鼠，发现其全脑 SUMO 蛋白含

量明显增加，并且与野生型小鼠相比，Ubc9 转基因小鼠对于 pMCAO 缺血损伤耐受

程度更强，脑梗梗容积减少，脑组织损伤程度改善[195]。高浓度 E2 连接酶对于多泛

素化蛋白和 NEDD（Neural precursor cell-expressed Developmentally Downregluated-8）

产生抑制作用[196-198]。最近有研究发现 Ubc9 也可以调控游离 E1 异质二聚体酶

（SAE1/SAE2）阻止其构象改变，从而抑制 SUMO 腺甘酰化作用以及 SUMO 硫代酰

酯构象形成。Ubc9 对 SUMO 途径调控作用最早被发现并不是普通野生型 Ubc9 蛋白，

而是负显性 Ubc9 突变体（dominant negative Ubc9 mutant, Ubc9-DN），它并不具备 E2

连接酶的活性[199-203]。由于 Ubc9-DN 与 SUMO E1 酶结合抑制 SUMO 化过程，因此

当脑组织内 Ubc9-DN 过表达，则全脑的结合型 SUMO 蛋白明显减少。 

总的来说，SUMO 化途径广泛影响机体的生理病理过程，参与多种细胞信号转

导通路，基因表达，染色体结构的重塑，蛋白质间相互调控，蛋白质功能的改变，

蛋白质在胞内的定位以及维持基因组的完整性[204]。因此，SUMO 系统对于维持细胞

内环境和机体稳态具有重要作用。 
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小    结 
 

本研究采用 SH-SY5Y 细胞氧糖剥夺（OGD）模型和 SD 大鼠局灶性脑缺血

（MCAO）模型，首先离体观察异氟烷预处理对于类神经元细胞氧糖剥夺及复氧损

伤后活性和细胞活力的影响，并在体评估异氟烷预处理对于大鼠脑梗死容积和神经

功能学评分的影响。在此基础上研究了异氟烷预处理和缺血缺氧损伤对 UPS/SUMO

系统各类蛋白表达水平的改变，并进一步通过转染过表达慢病毒和小干扰 RNA 验证

调控SUMO连接酶Ubc9改变SUMO化水平在异氟烷预处理神经保护效应中的影响。

该实验的主要结论如下： 

1. 单次异氟烷预处理对氧糖剥夺损伤的类神经元细胞具有神经保护作用。 

2. 多次异氟烷预处理对局灶性脑缺血损伤的大鼠具有脑保护效应。 

3. UPS/SUMO 途径的蛋白调控参与缺血缺氧损伤和异氟烷预处理神经保护作用的

形成过程。 

4. 上调 SUMO 连接酶 Ubc9 表达，增强 SUMO 化进程，可模拟神经保护效应，下

调其含量可逆转异氟烷的神经保护作用。 
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[197] Hay R T. SUMO: a history of modification. Mol Cell, 2005, 18(1):1-12. 
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个人简历和研究成果 
 

个人信息 

姓名：仝黎 性别：女 

民族：汉族 籍贯：陕西西安 

出生日期：1985.10.19 政治面貌：党员 

入伍时间：2003.09 专业：麻醉学 

 

学习及工作经历 

2003.09 – 2008.06 第四军医大学临床医学系 本科  

2008.07 – 2009.08 总后武汉后方基地华县武器库 医师  

2009.09 – 2012.06 第四军医大学西京医院麻醉科 硕士 导师：董海龙 

2012.09 – 2015.06 第四军医大学西京医院麻醉科 博士 导师：熊利泽 

2013.04 – 2014.06 加拿大渥太华大学 访问学者 导师：张遐 

 

发表论文情况 

发表论文 10 篇，其中以第一和共同第一作者发表 SCI 论文 3 篇 

 Tong L, Wu Z, Ran M, Cheng Y, Yang L, Zhang H, Dong H, Xiong L. The role of 

SUMO-conjugating enzyme Ubc9 in the neuroprotection of isoflurane preconditioning 

against ischemic neuronal injury. Mol Neurobio. [Epub ahead of print] (IF=5.286) 

 Tong L, Cai M, Huang Y, Zhang H, Su B, Li Z, Dong H. Activation of K2P 

channel-TREK1 mediates the neuroprotection induced by sevoflurane preconditionin. 

Brit J Anaes. 2014 Jul;113(1):157-67. (IF=4.354)  
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 Sun J, Tong L, Luan Q, Deng J, Li Y, Li ZJ, Dong HL, Xiong LZ. Protective effect of 

delayed remote limb ischemic postcondition role of mitochondrial KATP channels in a 

rat model of focal cerebral ischemic reperfusion injury. J Cereb Blood F Met. 2012 

May; 32(5):851-9. (IF=5.339) 

 Guo C, Tong L, Xi MM, Yang HF, Dong HL, Wen AD. Neuroprotective effect of 

calycosin on cerebral ischemia and reperfusion injury in rats. J Ethnopharmacology. 

2012 Dec; 144(3):768-74. (IF=2.755) 

 Zhang LN, Li ZJ, Tong L, Guo C, Niu JY, Hou WG, Dong HL. Orexin-a facilitates 

emergence from propofol anesthesia in the rat. Anesth Analg. 2012 Oct; 115(4):789-96. 

(IF=3.3) 

 Chen Y, Nie H, Tian L, Tong L, Deng J, Zhang Y, Dong H, Xiong L. Sevoflurane 

preconditioning- induced neuroprotection is associated with Akt activation via 

carboxy-terminal modulator protein inhibition. Br J Anaesth. 2014 Sep 2. [Epub ahead 

of print] (IF=4.237) 

 Zhang HP, Yuan LB, Zhao RN, Tong L, Ma R, Dong HL, Xiong L. Isoflurane 

preconditioning induces neuroprotection by attenuating ubiquitin-conjugated protein 

aggregation in a mouse model of transient global cerebral ischemia. Anesth Analg. 

2010 Aug, 111(2):506-14. (IF=3.3) 

 Chen Y, Nie H, Tian L, Tong L, Yang L, Lao N, Dong H, Sang H, Xiong L. 

Nicotine-Induced Neuroprotection Against Ischemic Injury Involves Activation of 

Endocannabinoid System in Rats. Neurochem Res. 2013 Feb, 38(2): 364-70. 

(IF=2.125) 

 Wang ZH, Ni XL, Li JN, Xiao ZY, Wang C, Zhang LN, Tong L, Dong HL. Changes in 

plasma orexin-A levels in sevoflurane-remifentanil anesthesia in young and elderly 

patients undergoing elective lumbar surgery. Anesth Analg. 2014 Apr; 118(4):818-22. 

(IF=3.3) 

 郭超，仝黎，杨兴斌，董海龙。毛蕊异黄酮对大鼠脑缺血再灌注损伤的保护。中

华神经外科疾病研究杂志。2011，10（1）：34-37. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25182017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25182017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25182017
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申请国内发明专利情况 

 董海龙，熊利泽，仝黎，张昊鹏。Orexin-A 载药脂质体的制备方法及用于治疗发

作性睡眠的药剂。201110107172.5 

 董海龙，熊利泽，仝黎，张学策。用于小动物神经行为学评估的多功能实验装置。

201110051936.3 

 曲萍，于军，赵海康，张学策，南海燕，颜林枫，仝黎，赵玉峰，刘芳娥，田菲，

刘楠楠，梁向艳，黄小军，铁茹。用于 MTT 比色实验的细胞混匀装置。

201110099004.6 

 颜林枫，南海燕，王玮，张学策，魏经国，曲萍，陈宝莹，崔光彬，赵海康，张

轩，仝黎，赵鸽。一种细胞原代培养、组织裂解用自动剪切装置。201110107477.6 

 

学术获奖情况 

 2012 年中华医学会第 20 次全国麻醉学术年会中青年优秀论文大赛二等奖 

 2012 年全国第三次麻醉药理学术会议青年优秀论文大赛一等奖 

 2012 年全军研究生医学创新论坛一等奖 

 2012 年中华医学会第 20 次全国麻醉学术年会大会发言 
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致   谢 
      

白驹过隙，青春飞逝。在这样的时刻，我终于要为我的学生生涯划下一个句号。

我相信这篇论文并不是我科研道路的结束，它将会为我打开人生新道路的大门。从

硕士到博士整整六年的时间，我是何其有幸一直在西京医院麻醉科跟随这么多学识

渊博的老师学习，和这么多优秀的同学同事一起工作。 

在硕士博士学习期间，感谢导师熊利泽教授对我人生道路的指引和科学思维的

培养，您广阔的视野和大家的气度深深感染着我，您是我一生永远追逐和学习的榜

样，成为像您一样的医生和学者也是我当初选择麻醉专业的初衷。感谢导师给予我

许多学习和锻炼的机会，鼓励我开阔视野不段进步，能成为您的学生接受您的指导

是我的荣幸，也是我人生的一笔宝贵财富。 

在研究生学习期间，衷心感谢董海龙教授带领我走进科学研究这个神奇并且充

满魅力的世界。六年的时间，我不知不觉从一个对于科研懵懂未知的学生，逐渐享

受到在探索科研过程中的乐趣以及解决科研问题的成就感，感谢您给予我们足够的

空间，满足我们对于科学的好奇心和支持我们去证实科学疑问的动力。 

感谢王百忍教授，在百忙之中不厌其烦的为我们一遍遍修改论文和幻灯，谢谢

您一直以来的鞭策和鼓励。感谢我的带教老师赵冀，是您带我走进麻醉专业大门，

谢谢您在我还是个年少无知的本科生时鼓励我成为一名优秀的麻醉科医生，即使去

了远方我也会永远记得你温暖的笑容。 

感谢张遐教授，谢谢您提供给我如此难得的出国留学的机会，培养我们严谨的

科研态度和创新的科学思维，教导我们用不同的角度思考问题，也让我有机会接触

到不同的文化，感受不同的人生。谢谢 Richard Belange，Philip Kesner，王莹博士，

Renee Kinden，王枫博士，李新博博士，贾蕊博士，钟海星博士，因为你们的陪伴让

我即使身处异国他乡也像在家一般的温暖。 

还要感谢这些年来如同兄弟姐妹般在实验室里一起并肩奋斗的朋友们，杨路加

博士、陈宇博士、南海燕博士、颜林枫博士、张昊鹏博士、张丽娜博士、欧阳鹏荣

硕士、冉明梓硕士、杨岑硕士、李新莉老师、余垚莹秘书，因为你们的存在让我觉
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得实验室就像一个大家庭，探讨科研专心实验，让这六年的时间充满了欢声笑语。 

感谢最最亲爱的爸爸妈妈，谢谢你们这么多年对我的包容和理解，支持我坚持

自己的选择和追寻梦想的勇气，无论身在哪里，你们永远是我可以停靠的温暖的港

湾。也谢谢我的朋友们一直陪伴在我的身边不离不弃。 

谢谢所有给予我关心和帮助的人们，因为你们的温暖才会有今天的我。 

 

 


