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围产期缺氧缺血性脑损伤的病理过程同时存在

坏死与凋亡。凋亡的机制及抗凋亡治疗成为近年来

研究的热点。%1>.1>,9=是涉及细胞凋亡的蛋白

酶，参与缺氧缺血性脑损伤的病理过程，%1>.1>,?=
的研究为围产期缺氧缺血性脑损伤的治疗提供了新

的思路。

! 围产期缺氧缺血性脑损伤的病理过程同

时存在坏死与凋亡

细胞凋亡与细胞坏死是多细胞生物细胞死亡的两

种不同形式，在形态学、生化代谢、分子机制、结局和意

义等方面都有本质的区别。在未发育成熟的脑组织中

已存在导致细胞死亡的程序，而多种刺激，如缺氧缺

血、放射线和兴奋性毒性等均可激活这一程序。

以往曾普遍认为，缺氧缺血后脑损伤主要是坏

死的过程，D’((’E等［"］首先对这一观点提出质疑并

在局灶缺血小鼠动物模型中证实存在脱氧核糖核苷

酸末端转移酶介导的原位缺口末端标记法（+,2-’(14
0,*FG(HI4,*+’0G4+21(>J,21>,?-,0’1+,00KL/(’IE,(0
418,44’(M，LK6ND）阳性的细胞。之后对不同动物的

脑缺氧缺血模型进行形态学、组织化学和分子生物

学的研究表明，凋亡与坏死机制均参与了神经元死

亡的过程。

A,(*44,1H等［#］在新生大鼠局灶性脑缺血再灌

注模型中，发现了LK6ND着色阳性的细胞，且从再

灌注后!&到=$0，这种细胞都持续存在。OI*++和

P,MG’［=］在缺氧损伤后的人体证实了细胞死亡包括

凋亡和坏死两种形式，在一些死产婴儿的脑中，甚至

只发现了凋亡的现象。O+2*,-,2和A*+&Q,44［!］认为

在缺血损伤严重的区域中，坏死处于主要地位，而凋

亡发生在损伤较轻微的区域，并常在损伤后数天

发生。

" #$%&$%’()是重要的*#+家族蛋白酶，在

细胞凋亡中起重要作用

人们对细胞凋亡所涉及基因的认识主要来源于

对秀丽隐杆线虫（I1,(*2&180’+’>,4,M1(>，%5,4,M1(>）

（简称线虫）的研究。目前至少已克隆出":个参与

细胞凋亡各阶段的相关基因，称为“线虫死亡基因”

（I1,(*2&180’+’>,4,M1(>0,1+&M,(,，I,0M,(,），其中

特别值得注意的是促进细胞死亡的I,0?=，I,0?!和

抑制细胞死亡的I,0?;。I,0?=和I,0?;的IR6C克

隆提示其蛋白产物%NR?=和%NR?;都有人类的同

源体。

在细胞凋亡分子生物学的研究中，许多蛋白酶

尤其是许多蛋白酶同源物的发现，使蛋白酶在细胞

凋亡中的重要地位越来越为人类关注。目前已发现

一类并已成为研究热点的是白细胞介素?"!转化酶

（’(+,24,HE’(?"!?I*(S,2+’(M,(TG-,，U%N）家 族 蛋 白

酶，该家族蛋白酶属于天冬氨酸特异的半胱氨酸蛋

白酶（1>.12+1+,>.,I’J’IIG>+,’(.2*+,1>,，CO%/）。由

于哺乳类U%N家族蛋白酶与线虫主要死亡基因I,0?
=编码的蛋白%NR?=约有#;V氨基酸序列完全相

同，两者为同源物，因此将二者归为同一家族，即

U%N／%NR?=家 族，它 们 在 细 胞 凋 亡 中 起 着 关 键

作用。

鉴定新的人类U%N／%NR?=蛋白酶家族成员的

研究工作在近几年迅速发展，“人类U%N／%NR?=蛋

白酶命名法则”创造出一个新词“I1>.1>,”作为这类

系列化蛋白酶的总称和词根。其中“%”代表这类蛋
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白酶半胱氨酸（!"#$%&’%）蛋白酶活性，“(#)(#%”代表

其具有在天冬氨酸（(#)(*$&!(!&+）之后切割蛋白的能

力，是 这 一 蛋 白 酶 家 族 最 与 众 不 同 的 催 化 特 性。

,(#)(#%是“半胱氨酸基天冬氨酸-特异性蛋白酶”

（!"#$%&’".(#)(*$($%#)%!&/&!)*0$%&’(#%）及半胱氨酸

天冬氨酸酶（!"#$%&’%(#)(*$(#%）的缩写。

1,2／,23-4蛋白酶有如下共同特点：均为天冬

氨酸（5#)）特异的半胱氨酸（,"#）蛋白酶；均含有保

守的五肽序列，即谷氨酰氨-丙氨酸-半胱氨酸-精氨

酸-甘氨酰氨（6.’-5.(-,"#-5*7-6."，85,96）；均以

无活性的酶前体形式合成；常以异构体形式存在；裂

解的最适序列为含5#)的四肽；酶的活性可受到调

节。,(#)(#%通常以无活性的蛋白酶原（)*0!(#)(#%）

形式在细胞胞浆内合成和分泌。蛋白酶原由:;<-
末端区（)*0+0=(&’）、大亚基（)>?-<@）、小亚基（)>@-
><）和大小亚基连接区A个亚区组成，经蛋白水解，

)*0+0=(&’及连接区释放，大小亚基结合成一活性的

异四聚体并暴露出底物识别、结合和催化所必需的

氨基酸残基，形成活性的!(#)(#%。,(#)(#%的作用特

点是能识别底物裂解位点:;<末端最少A个氨基

酸并在天冬氨酸后裂解底物，使蛋白裂解具有高选

择性［B］。

,(#)(#%是如何在细胞凋亡中发挥关键作用的，

至今仍不十分清楚，但已有了可喜的研究进展。细

胞凋亡时)*0!(#)(#%被激活，被!(#)(#%裂解的蛋白

质参与细胞凋亡，特异性!(#)(#%抑制剂可阻止凋亡

进展。故认为，凋亡的最后实施是通过!(#)(#%的激

活而实现的。,(#)(#%在细胞凋亡中的作用主要有

4个：!灭活细胞凋亡发生的抑制剂；"直接破坏裂

解细胞结构；#通过裂解特定功能区调节酶蛋白。

目前已发现1,2／,23-4蛋白酶家族成员至少

有>A个，按其发现顺序称为!(#)(#%->$>A，它们与

所有细胞凋亡的发生有关，其中最关键的是!(#)(#%-
4。,(#)(#%-4又称半胱氨酸蛋白酶4<（!"#$%&’%)*0-
$%(#%C4<，,CC4<），也称D(=(或()0)(&’。>EEA年

F%*’(’+%#-5.’%=*&等在人GH*I($J细胞系中首先克

隆出,CC4<基因，分为,CC4<%和,CC4<&，两者的

阅读框均由K4>个核苷酸组成，编码<??个氨基酸，

相对分子量约为4<L+。人,CC4<基因定位于染色

体AM4<$AM4BN>处。正常情况下，!(#)(#%-4以无活

性的酶原形式存在于哺乳动物多种组织和细胞内。

人!(#)(#%-4酶原与,23-4蛋白有4BO的一致性，

BKO的相似性，是已知哺乳动物中与,23-4相似性

最高的一种。,(#)(#%-4在免疫细胞、脑和胚胎起源

的细胞中有高水平表达。目前认为，!(#)(#%-4酶原

上 有 A 个 酶 切 位 点：5#)E，5#)<K，5#)>?B 和

5#)>K>，后两个位点的切割产生)<@和)>>大小亚

基，两者结合形成%<&<四聚体，成为有活性的酶。

凋亡是蛋白酶级联切割的过程，不同的蛋白酶

在凋亡不同阶段发挥功能。根据!(#)(#%在级联反

应中的作用位置分为在上游调控其他!(#)(#%活化

的始动!(#)(#%（!(#)(#%->，<，A，B，K，E，>@）和在下游

直接介导凋亡实施的效应!(#)(#%（!(#)(#%-4，P，?，

>A）［P］，其中!(#)(#%-4处于核心位置，发挥非常重要

的作用，被称为死亡蛋白酶。不同的蛋白酶切割

!(#)(#%-4酶原，激活!(#)(#%-4，活化的!(#)(#%-4进

一步又切割不同的底物，导致蛋白酶级联切割放大，

最终使细胞走向凋亡［?］。

! "#$%#$&’!的激活参与了围产期缺氧缺血

性脑损伤的过程

已有文献证实在脑组织损伤、缺血和发育中的

凋亡过程可检测到!(#)(#%-4的活性增强，!(#)(#%-4
抑制剂可阻滞凋亡发生。在正常的生长发育过程

中，脑组织中即有一定水平的凋亡现象，,(#)(#%参

与了凋亡过程，,(#)(#%-4=9:5在胚胎和新生大鼠

脑中已有较高水平表达。,(#)(#%-4基因缺陷小鼠

在脑发育过程中应该发生的凋亡不能出现，使神经

元过度增殖，造成发育畸形［K］。而在围产期缺氧缺

血性脑损伤后，出现大量凋亡细胞，同时也可见到

!(#)(#%-4活性增强。

:(I(Q&=(等［E］用免疫组化的方法，在?日龄缺

氧缺血脑损伤R3大鼠模型中，发现损伤侧脑组织

的皮质、纹状体、海马和丘脑部位!(#)(#%-4活性增

加，这些部位均为对缺氧缺血最为敏感的部位，而在

对照侧脑组织只检测出少量呈现弱阳性反应的细

胞。不同部位的时间变化规律有所差别，皮质和纹

状体处检测!(#)(#%-4高峰在缺氧缺血后<A$?<S，

海马,5>区和背侧丘脑处的峰值在缺氧缺血后

AKS。,(#)(#%-4的前体为4<I3(，激活后分解为

<@I3(或>?I3(的大亚基和><I3(的小亚基。)>?
的水平代表着!(#)(#%-4的活性。作者同时用比免

疫组化敏感性较弱而特异性较强的T%#$%*’印迹方

法检测)4<和)>?，在各个时间点、受损侧和对照侧

的脑组织中均可测得)4<，并且其水平没有明显的

时间依赖的变化趋势，然而)>?亚单位却随时间和

部位的不同而有明显变化。在纹状体部位，缺氧缺

血后<AS到?+均可测得)>?，在海马部位，)>?在

缺氧缺血后><S出现，高峰是<A$AKS，丘脑处的

高峰在?<S到?+，而任何时间点都未测出皮质部

·A?·
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位有!"#表达。缺氧缺血后$%&!%&’()活性亚单位

的持续表达与细胞凋亡的形态学改变在时间上是一

致的。

*+,［"-］等在相同的缺氧缺血动物模型中，用免

疫组化法检测$%&!%&’()的活性亚单位!"#，在缺氧

缺血侧脑组织发现大量阳性细胞，而对照侧只发现

了极少量的细胞。皮质、海马、纹状体等部位的神经

元均着色很深。在缺氧缺血后)+就可检测到!"#，

其高峰在./+，#.+后逐渐下降。海马的01)区和

皮质部位的神经元$%&!%&’()活性下降更为延迟。

作者同时用双标记的方法研究$%&!%&’()与23456
阳性细胞的关系，发现23456阳性的细胞几乎也

都表现为$%&!%&’()的活性亚单位!"#阳性。有较

多细胞仅仅呈现!"#阳性而23456阴性，在缺氧

缺血后)+，这种差别尤为显著，在缺氧缺血后./!
#.+，这种差别又逐渐缩小，说明$%&!%&’()活性检测

较23456能更早反映凋亡现象。微管结合蛋白.
（78$9:;,<,=’(%&&:$8%;’>!9:;’8?.，@1A.）活性下降

是反映神经元损伤的指标之一，$%&!%&’()活性增强

与@1A.活性下降明显相关，表明$%&!%&’()与神经

元损伤的过程有密切的关系。B%?C［""］等的研究表

明，新生大鼠缺氧缺血后损伤侧脑组织中$%&!%&’()
活性 在"+即 明 显 升 高（.-DE），./+达 高 峰（.
FG)E），G>时仍有较高水平（"GHE）。

4%;+等［".］于#日龄IJ大鼠单侧纹状体后部

注射F-?7:=4(甲基(J(天门冬氨酸（4(7’;+K=(J(
%&!%9;%;’，4@J1）造成新生大鼠脑损伤模型中，用

四肽荧光底物检测法发现与凋亡相关的$%&!%&’()
活性增高，损伤侧脑组织匀浆中$%&!%&’()的底物水

解作用增强。0%&!%&’()活性在损伤后G+明显增

高，为原来的")-E，之后持续增高，到./+接近原

来的.--E，对照组未见显著变化，两组比较差异有

显著性（!!-L-F），表明了在4@J1对新生大鼠

的脑损伤中，有$%&!%&’()激活的过程。另外，在对

培养的神经元给予致凋亡刺激后，也常常导致$%&(
!%&’()的激活。M%?>’9=,8;等［")］对新生IJ大鼠运

动神经元给予致凋亡刺激，原位杂交发现$%&!%&’()
7N41表达增强，B’&;’9?印迹发现$%&!%&’()蛋白

水平增高。之后作者对细胞给予$%&!%&’()基因缺

陷处理，使$%&!%&’()不能表达，在第/天和第#天

对比基因缺陷组和对照组神经元存活的情况，缺陷

组存活神经元几乎是对照组的)倍，23456染色

发现$%&!%&’()缺陷的神经元核浓聚现象减轻。以

上提示$%&!%&’()基因缺陷似乎可延缓细胞死亡的

过程。

神经元凋亡的分子机制目前尚未完全明确。

0%&!%&’介导的蛋白酶水解级联过程起着至关重要

的作用。小脑颗粒细胞的死亡信号传递顺序为：0(
O34激活，N41合成，线粒体膜电位丧失，$%&!%&’()
蛋白酶激活和细胞核的变化。4@J1诱导皮质神

经元凋亡的研究结果提示，0%.P内流、线粒体去极

化发生于$%&!%&’激活 的 上 游，而 活 性 氧（9’%$;8Q’
:RKC’?&!’$8’&，NSI）的形成和脂质过氧化可能位于

$%&!%&’激活的下游。

! "#$%#$&’(的研究为缺氧缺血性脑损伤的

治疗提供了新的思路

围产期窒息的存活者多有中到重度脑损伤，导

致严重的神经系统后遗症甚至死亡，但目前尚无十

分有效的治疗措施［"/］。缺氧缺血后$%&!%&’激活、

神经元凋亡是一个延迟发生的过程，为临床寻找有

效的治疗药物提供了更广阔的时间窗，针对$%&!%&’
设计的各种抑制剂对脑损伤的保护作用正日益受人

重视。0%&!%&’的活性可被多种蛋白质分子抑制，如

!)F，0971，凋 亡 抑 制 蛋 白（8?+8<8;:9(:T(%!:!;:&8&
!9:;’8?&，U1A）家族、V$=(.家族和人工合成的四肽抑

制剂等。U1A家族、V$=(.家族和四肽抑制剂均证实

可明显减轻缺氧缺血性脑损伤［"F］。@’9$’9等［"G］在

培养的4’,9:(.%细胞中发现，神经元凋亡抑制蛋白

（?’,9:?%=%!:!;:&8&8?+8<8;:9K!9:;’8?，41UA）使

0%.P诱导下的细胞凋亡损伤减轻，41UA转染的细

胞，其存活率比对照组明显提高。0+’?C等［"#］观察

到，缺氧缺血后脑室内或腹腔注射$%&!%&’抑制剂

V1W〔<:$(%&!%9;K=（S7’）(T=,:9:7’;+K=X’;:?’〕都 可

明显减轻#日龄缺氧缺血大鼠模型脑损伤的程度。

在缺氧缺血后#>，纹状体、海马、皮质部位的脑组织

均有不同程度的体积缩小，而注射V1W的大鼠在相

同部位的体积缩小现象减轻了F-E以上。对照组

海马01"区的神经元密度减少F-E，而V1W处理

组只减少.-E。此外，利用转基因技术使脑内神经

元中的41UA或V$=(.表达增加，也可减轻脑缺氧缺

血性神经元损害。

0%&!%&’()在缺氧缺血后脑损伤中起着重要作

用，其抑制剂可减轻这种损伤作用，但$%&!%&’()在

凋亡分子机制中的详细机制尚未最终阐明，$%&!%&’(
)的有效抑制剂也正在寻找和研制之中。如何将实

验室成果应用于临床，尚有大量问题亟待解决。总

之，$%&!%&’()的研究为缺氧缺血性脑损伤的治疗提

供了新的思路，$%&!%&’()新的抑制剂的开发为围产

期缺氧缺血性脑损伤的患儿带来了新的希望。
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