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(1.安徽医科大学基础医学院,合肥　 230032;2.军事科学院军事医学研究院军事认知与脑科学研究所,北京　 100850)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 penetratin 介导神经生长因子( NGF)对中度创伤性颅脑损伤( TBI)小鼠的治疗作用。
方法　 首先在细胞水平利用细胞免疫荧光法评估不同细胞渗透肽(CPP)复合 NGF 蛋白的穿膜效果,明确最佳的复

合比例。 随后在构建的中度 TBI 小鼠模型上分析给药后各组小鼠的行为学变化:利用 Morris 水迷宫实验检测小鼠

的空间记忆功能,转棒实验评估小鼠的协调运动能力。 采用免疫组化染色法观察脑组织 GFAP、NeuN 蛋白的表达

情况。 结果　 体外细胞免疫荧光实验结果显示,NGF / penetratin 组细胞内 NGF 蛋白含量显著高于其他组,且在

penetratin 与 NGF 的摩尔比为 20 ∶ 1 时荧光强度最高。 动物实验结果显示,NGF / penetratin 治疗组小鼠的协调运动

功能、空间记忆能力以及脑组织内 NeuN 蛋白表达水平均显著高于 TBI 组与 NGF 组小鼠,其脑组织内 GFAP 蛋白表

达水平显著低于 TBI 组以及 NGF 组小鼠(P<0. 05)。 结论　 Penetratin 作为一种药物递送载体可促进 NGF 通过血

脑屏障(BBB)进入受损脑组织内,对中度 TBI 小鼠具有较好的治疗作用。
【关键词】 　 细胞渗透肽;penetratin;神经生长因子;中度创伤性颅脑损伤;血脑屏障
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

evaluate
 

the
 

therapeutic
 

potential
 

of
 

nerve
 

growth
 

factor
 

( NGF)
 

with
 

penetratin
 

on
 

moderate
 

traumatic
 

brain
 

injury
 

(TBI).
 

Methods　 The
 

effect
 

of
 

various
 

cell-penetrating
 

peptides
 

combined
 

with
 

NGF
 

on
 

membrane
 

penetration
 

was
 

analyzed
 

by
 

fluorescence
 

immunocytochemistry
 

in
 

cells
 

in
 

vitro,
 

and
 

the
 

optimal
 

molar
 

ratio
 

was
 

selected.
 

Subsequently,
 

rotarod
 

performance
 

and
 

Morris
 

water
 

maze
 

tests
 

were
 

performed
 

to
 

analyze
 

behavioral
 

changes
 

of
 

the
 

moderate
 

TBI
 

mouse
 

model
 

in
 

each
 

group
 

after
 

administration,
 

including
 

coordinative
 

motor
 

ability
 

and
 

the
 

spatial
 



memory
 

function.
 

GFAP
 

and
 

NeuN
 

protein
 

expression
 

was
 

observed
 

by
 

immunohistochemistry.
 

Results 　 Fluorescence
 

immunocytochemistry
 

showed
 

that
 

the
 

content
 

of
 

NGF
 

protein
 

in
 

cells
 

of
 

the
 

NGF / penetratin
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

other
 

groups,
 

and
 

the
 

fluorescence
 

intensity
 

was
 

the
 

highest
 

at
 

a
 

molar
 

ratio
 

of
 

20 ∶ 1
 

(penetratin:NGF).
 

Behavioral
 

test
 

showed
 

that
 

the
 

coordination
 

motor
 

function
 

and
 

spatial
 

memory
 

ability
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

NGF / penetratin
 

group
 

were
 

significantly
 

better
 

than
 

those
 

in
 

TBI
 

and
 

NGF
 

groups.
 

Additionally,
 

NeuN
 

protein
 

expression
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

NGF / penetratin
 

group
 

were
 

also
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

TBI
 

and
 

NGF
 

groups,
 

while
 

GFAP
 

protein
 

expression
 

in
 

brain
 

tissue
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

(P<0. 05).
 

Conclusions 　 Penetratin
 

as
 

a
 

drug
 

delivery
 

carrier
 

promotes
 

NGF
 

to
 

cross
 

the
 

blood-brain
 

barrier
 

and
 

enter
 

damaged
 

brain
 

tissue,
 

which
 

has
 

a
 

good
 

therapeutic
 

effect
 

on
 

moderate
 

TBI
 

mice.
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　 　 创伤性颅脑损伤(traumatic
 

brain
 

injury,TBI)导

致神经功能障碍,严重危害患者健康,且受其困扰

的患者呈现增长的趋势[1] 。 TBI 损伤原因包括机动

车碰撞、运动相关损伤、家庭暴力、军事行动等[2] 。
研究显示轻中度 TBI 占比高达 90%,其继发性损伤

会导致一些病理产物积累、神经功能障碍以及神经

退行性疾病的发生,因此对该疾病的早期干预治疗

非常重要[3] 。 目前尚缺乏对于中度 TBI 的高效治

疗药物,一系列临床前治疗药物主要包括自由基清

除剂、抗炎剂、抗凋亡剂、神经营养因子、乙酰胆碱

酶抑制剂等[4-5] 。
神经生长因子( nerve

 

growth
 

factor,
 

NGF)是由

两条氨基酸单链通过非共价键形成的二聚体蛋白,
包含三条反向平行 β 链和三个交叉的二硫键,在很

多临床试验中均展现了较好的应用潜力[6] 。 血脑

屏障(blood
 

brain
 

barrier,
 

BBB)阻碍了许多外源性

物质向脑组织内渗透[7-8] ,也制约了 NGF 的临床应

用。 目前许多研究致力于通过 BBB 向脑内递送药

物的技术研究,包括细胞介导的递送[9-10] 、CPP 介

导的递送[11] 、特异性受体介导递送[12] 、纳米材料介

导递送[13]等不同技术类型。 其中 CPP 对于促进多

肽药物透过 BBB 具有独特的优势[14] ,已被应用于

脑胶质瘤、脑缺血、脑中风等多种疾病[15-16] 。 CPP
作为药物递送载体具有合成简单、生物相容性佳、
组织渗透性高以及与其他给药系统兼容等多种优

势[17] 。 CPP 一般通过共价键结合药物并将其递送

入胞,然而研究表明将一些 CPP 可以通过与药物非

共价复合实现药物的细胞摄取[18] ,这种结合方式具

有简单易操作,不改变药物的生物活性等优势[19] 。
因此本研究旨在选择能有效地促进 NGF 蛋白穿过

细胞膜的 CPP,观察其与 NGF 药物复合给药后对中

度 TBI 模型小鼠的治疗作用。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

　 　 100 只雄性 SPF 级 ICR 品系小鼠,体重 23 ~ 28
 

g,6 ~ 8 周,来源于北京华阜康生物科技有限公司

[SCXK(京)2019-0008]。 所有小鼠饲养在军事科

学院军事医学研究院 SPF 级动物饲养中心[ SYXK
(军) 2017 - 0023],饲养环境 20 ~ 24℃ ,相对湿度

50% ~ 60%。 动物实验遵循军事科学院军事医学研

究院实验动物伦理委员会管理规定(IACUC-DWZX-
2023-P520),并按实验动物使用的 3R 原则给予人

道的关怀。
1. 1. 2　 细胞

　 　 小鼠脑微血管内皮细胞 bEND. 3 细胞系源于

ATCC 库(货号:CL-0598)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 CPP 序列均由上海楚肽生物科技有限公司合

成;鼠神经生长因子(批号:S20060023)购自舒泰神

北京生物制药股份有限公司;封闭用山羊血清原液

购自北京索莱宝科技有限公司(货号:SL038);NGF
兔单克隆抗体(货号:ab52918)、NeuN 兔单克隆抗

体(货号:ab177487)、山羊抗兔 Alexa
 

Fluor􀅺488 荧

光二抗(货号:ab150077)均购自美国 Abcam 公司;
GFAP 兔单克隆抗体(货号:#80788)购自美国 CST
公司;Hoechst 核染料(货号:C1028) 购自上海碧云

天生物技术有限公司。
二氧化碳培养箱(货号:320)购于阿什威尔赛

默飞世尔科技有限公司;超净工作台(型号:DL-CJ-
1NDII)购自北京东联哈尔仪器制造有限公司;倒置

荧光显微镜(型号:ECLIPSE
 

Ts2) 购自上海尼康精

机有限公司;电子控制皮层撞击装置(货号:68099

511中国比较医学杂志 2023 年 8 月第 33 卷第 8 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

August
 

2023,Vol.
 

33,No.
 

8



Ⅱ)、立体定位仪(货号:68528)、小鼠专用颅钻(货

号:78001)均购自深圳瑞沃德生命科技有限公司;
水迷宫设备(型号:XR-XM101)、转棒设备(型号:
XR-YLS-4C)均购自上海欣软信息技术公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 体外细胞培养

　 　 本研究中的 bEND. 3 细胞培养在 T25 细胞培养

瓶内,用 DMEM 培养基(含有 10%胎牛血清和 1%青

霉素-链霉素)。 在 37℃ 、95%相对湿度和 5% CO2

的培养箱中培养。 当细胞密度达到 80%以上时,进
行细胞传代培养并以所需的接种密度转移到实验

孔板中。
1. 3. 2　 体外细胞免疫荧光实验

　 　 将 NGF 溶解在 PBS 缓冲液(pH = 7. 4)中,然后

与特定数量的 CPP 溶液混合,37℃ 孵育 30
 

min。 随

后将 CPP / NGF 混合物与细胞共孵育 4
 

h。 依据包

含的不同 CPP 设立 NGF 组、 NGF / pep-1 组、 NGF /
penetratin 组。 孵育后用 PBS 洗涤 3 次,随后用 4%
多聚甲醛固定 40

 

min,洗涤后加入 0. 3%
 

Triton-100
通透 15

 

min,然后用 PBS 洗涤 3 次加入山羊血清封

闭 1
 

h。 弃封闭液后加入 NGF 兔单克隆抗体(工作

浓度 1 ∶ 300),于 4℃ 中避光过夜孵育(16 ~ 18
 

h)。
次日加入山羊抗兔

 

Alexa
 

Fluor 􀅺
 

488 荧光二抗(工

作浓度 1 ∶ 500),37℃避光孵育 1
 

h。 洗涤后加入核

染料,37℃避光孵育 10
 

min,封片后于倒置荧光显微

镜下观察 NGF 蛋白在细胞内的表达情况。 通过设

置不同的 CPP 与 NGF 的复合比例,然后进行细胞

免疫荧光实验,用 Image
 

J 软件依次对于图像的荧光

强度进行分析。
1. 3. 3　 中度 TBI 小鼠模型构建及评价

　 　 参考文献采用控制皮层撞击法建立 TBI 模

型[20] 。 取实验小鼠称重,腹腔注射 1%戊巴比妥钠

麻醉。 待小鼠麻醉后,刮去头部的毛,固定在立体

定位仪上,用红霉素涂抹小鼠眼睛避免冷光对其造

成伤害;将头部皮肤消毒后沿矢状缝切开,棉签沾

上双氧水推开骨膜。 用电子控制皮层撞击装置对

小鼠右侧顶叶皮层进行击打;打击后止血并缝合头

皮,用碘伏或抗生素擦拭伤口避免感染。 假手术组

小鼠只开骨窗不给予打击,其余处理同 TBI 组小鼠。
TBI 术后 24

 

h 采用改良神经损伤严重缺损评分表

(modified
 

neurological
 

severity
 

score,
 

mNSS) [21] 评估

神经功能缺陷,并采用 HE 染色法观察脑组织损伤

情况。

1. 3. 4　 实验分组与各组干预方法

　 　 取 15 只假手术处理后小鼠作为 Sham 组。 其

余小鼠采用控制皮层撞击法建立 TBI 模型,并随机

分为:TBI 组、NGF 低剂量组、NGF 高剂量组、NGF /
penetratin 低剂量组和 NGF / penetratin 高剂量组。 在

TBI 术后 6
 

h 经过尾静脉给予治疗组药物,在给药前

将 penetratin 与 NGF 以 20 ∶ 1 的摩尔比溶解在 PBS
(pH = 7. 4)中制备 NGF / penetratin 组药物。 低剂量

治疗组与高剂量治疗组小鼠 NGF 剂量分别为

10
 

μg / kg、50
 

μg / kg,TBI 组小鼠则给药同等体积的

PBS,每 2
 

d 通过尾静脉途径给药 1 次,治疗持续 1
个月。
1. 3. 5　 水迷宫实验检测小鼠空间学习和记忆能力

　 　 在 TBI 术后第 8 天进行水迷宫适应性训练,第
9 ~ 13 天进行定位训练实验,每天 4 次。 在定位训练

实验中,将小鼠从面向池壁的四个不同象限位点放

入池中,并记录从进入水中到发现和站在水下隐藏

平台所需的时间和在此期间游行的总距离。 小鼠

入水后 60
 

s 内无法找到隐藏平台,则将其轻轻引导

至平台,使其在平台上站立 30
 

s。 在第 14 天拆除平

台,进行空间记忆能力测试。 记录 60
 

s 内小鼠穿越

原平台的次数,小鼠停留在原目标平台象限的时间

和路径。
1. 3. 6　 转棒实验检测小鼠运动能力与协调功能

　 　 在 TBI 建模前 3
 

d 将各组实验小鼠按 0 ~ 40
 

r /
min 转速训练 3 次,每次 5

 

min,两次训练之间至少

间隔 0. 5
 

h 作为疲劳恢复时间。 正式实验时将所有

小鼠均按转速 40
 

r / min 进行测试,记录小鼠在转棒

仪上连续行走的时间,测试 3 次取最大值。
1. 3. 7　 免疫组化法检测 GFAP、NeuN 蛋白表达

　 　 依据前期给药治疗后行为学检测的结果,选取

治疗效果具有明显差异且具代表性脑组织样本进

行进一步免疫组化检测分析。 分别取 Sham 组、TBI
组、NGF 低剂量组、NGF / penetratin 低剂量组小鼠脑

组织后使用 4%多聚甲醛固定后包埋切片,加入一

抗后置于 4℃ 冰箱进行过夜孵育,随后使用 PBS 漂

洗 3 次,每次漂洗时间为 3
 

min,滴加辣根过氧化物

酶标记的山羊抗兔 IgG 抗体(比例为 1 ∶ 250),然后

在 37℃条件下孵育 20
 

min;DAB 显色后使用苏木精

复染,脱水后采用树胶进行封片。 扫描脑片,储存

数据,采用 Image
 

Pro
 

Plus
 

6. 0 图像分析软件测定

GFAP、NeuN 蛋白表达水平。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用软件 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 软件进行数据统
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计分析。 计量资料结果以平均数±标准差( 􀭰x±s)表

示,所有实验的样本数量均 n≥3。 多组比较采用单

因素方差分析,组间比较采用 t 检验,P<0. 05 表示

差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 CPP 介导 NGF 体外穿膜作用

　 　 本研究筛选合成了两条 CPP,pep-1(序列为:
Ac-KETWWETWWTEWSQPKKKRKV-Cys-NH2 ) 和

penetratin ( 序 列 为: Ac-RQIKIWFQNRRMKWKK-
NH2 ),其纯度分别为 95. 51%、97. 79%。 将合成后

的 CPP 分别与 NGF 共孵育后进行细胞免疫荧光实

验。 结果表明与 NGF 组相比,加入 CPP 后 bEND. 3
细胞对于 NGF 的摄取增加,提示 CPP 可以促进

NGF 进入细胞内(图 1)。

注:蓝色荧光标记 bEND. 3 细胞核;绿色荧光标记 NGF 抗体蛋白;Merge 为融合通道。

图 1　 荧光显微镜观察细胞对 NGF 蛋白的摄取情况(n= 3)
Note.

 

bEND. 3
 

nucleus
 

was
 

labeled
 

with
 

blue
 

fluorescence.
 

Green
 

fluorescence
 

labeled
 

NGF
 

antibody.
 

Merge
 

is
 

the
 

fusion
 

channel.

Figure
 

1　 Observe
 

the
 

uptake
 

of
 

NGF
 

protein
 

by
 

cells
 

with
 

fluorescence
 

microscope

2. 2　 CPP 不同浓度配比介导 NGF 穿膜作用分析

　 　 将不同浓度配比 CPP / NGF 复合物分别与细胞

共孵育进行细胞免疫荧光实验。 结果显示加入

CPP 以后目的蛋白的荧光强度增加,加入 penetartin
的荧光强度显著高于 pep-1。 而且在 penetratin 与

NGF 的摩尔比为 20 ∶ 1 时荧光强度最高(图 2)。
2. 3　 中度 TBI 小鼠模型建立及评价

　 　 按照 1. 3. 3 的控制皮层撞击方法构建 TBI 小鼠
模型。 要求实验小鼠能在术后 3

 

h 内苏醒,恢复运

动、进食、饮水等行为表现,且 24
 

h 内存活。 对 TBI
术后 24

 

h 对小鼠脑组织进行的 HE 染色结果显示

(图 3),Sham 组小鼠的皮层、海马及深部脑组织等

均完整无损;TBI 组小鼠的皮层和部分海马组织受

损,损伤部位周围组织颜色变浅,提示神经元数量

明显减少。
分别于打击前和打击后 24

 

h 对 Sham 组小鼠和

TBI 组小鼠进行 mNSS 测试。 测试人员未参与造模

和分组过程,以保证测试结果的客观性。 评分结果

为(9. 1±1. 6),参考得分评定提示 TBI 后小鼠神经

功能受到中等程度损伤,可用于后续实验研究。
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2. 4　 给药后 Morris 水迷宫测试

　 　 Morris 水迷宫实验结果(图 4),在水迷宫训练

期的第 1 ~ 5 天,随着训练时间的延长,各组小鼠逃

逸潜伏期呈缩短趋势。 在测试期,TBI 组小鼠通过

平台的次数比 Sham 组减少 ( P < 0. 05 ), NGF /
penetratin 组小鼠穿过平台次数显著高于 TBI 组以

及 NGF 组小鼠(P<0. 05);TBI 组与 NGF 组小鼠穿

过平台次数无显著差异(P>0. 05);NGF 高、低剂量

组间以及 NGF / penetratin 高、低剂量组间均无显著

差异(P>0. 05)。 停留在原目标平台象限的时间与

路径的占比,TBI 组小鼠(分别为(14. 96±1. 84)%、
(19. 36±2. 23)%)与 Sham 组小鼠(分别为(45. 10±
2. 22)%、( 40. 91 ± 2. 15)%) 比较均显著降低 (P <
0. 05)。 NGF / Penetratin 低、高剂量组小鼠在目标象

限停留时间占比分别为(36. 60±2. 03)%、(30. 04±
1. 31) % ,均显著高于TBI组小鼠;NGF低、高剂量

注:与 CPP ∶NGF 比例为0的 NGF 组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01,
 

∗∗∗P<0. 001。

图 2　 CPP 浓度对于 bEND. 3 细胞摄取 NGF 的影响(n= 3)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

NGF
 

group
 

with
 

a
 

CPP ∶NGF
 

ratio
 

of
 

0,
 ∗P

<0. 05,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001。

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

CPP
 

concentration
 

to
 

stimulate
 

the
 

uptake
 

of
 

NGF
 

by
 

bEND. 3
 

cells

注:A:中度 TBI 后小鼠脑组织切片 HE 染色结果(n= 3);B:中度 TBI 后小鼠 mNSS 评分(n= 8)。

图 3　 中度 TBI 模型小鼠脑损伤情况分析

Note.
 

A,
 

HE
 

staining
 

results
 

of
 

brain
 

tissue
 

sections
 

of
 

mice
 

after
 

moderate
 

TBI(n= 3).
 

B,
 

mNSS
 

score
 

of
 

mice
 

after
 

moderate
 

TBI.

Figure
 

3　 Analysis
 

of
 

brain
 

injury
 

in
 

moderate
 

TBI
 

model
 

mice

组小 鼠 在 目 标 象 限 停 留 时 间 占 比 为 ( 23. 29 ±
2. 19)%、 ( 17. 21 ± 2. 13)%, 分别显著低于 NGF /
penetratin 低、 高 剂 量 组 小 鼠 ( P < 0. 05 )。 NGF /
penetratin 低、高剂量组小鼠在目标象限停留路径占

比分别为(34. 50±1. 80)%、(29. 81± 1. 17)%,显著

高于 TBI 组小鼠;NGF 低、高剂量组小鼠在目标象

限路径占比为(23. 94±1. 46)%、(19. 45 ± 2. 10)%,
分别显著低于 NGF / penetratin 低、高剂量组小鼠(P
<0. 05)。 结果提示 TBI 后小鼠空间记忆能力下降,
NGF / penetratin 组给药治疗后显著改善了其空间记

忆能力,且 NGF / penetratin 组小鼠的空间记忆能力

显著优于 NGF 组。
2. 5　 给药后转棒测试

　 　 转棒实验显示,给药组小鼠在转棒上的停留时

间均显著长于 TBI 组小鼠。 在给药后第 14 天,TBI
组小鼠在转棒上停留时间(229. 8 ± 9. 7) s 与 Sham
组小鼠比较,差异有统计学意义(P< 0. 05);NGF /
penetratin 低、高剂量组小鼠在转棒上停留时间分别

为(286. 2±7. 4)s、(298. 3±1. 7)s,高于 TBI 组小鼠;
NGF 低、高剂量组小鼠在转棒上停留时间分别为

(249. 8 ± 7. 8) s、 ( 259. 5 ± 10. 6) s,分别低于 NGF /
penetratin 低、高剂量组小鼠(P<0. 05)(图 5)。 结果

表明 TBI 后小鼠协调运动能力下降,NGF / penetratin
组给药治疗后显著提高了 TBI 后小鼠的协调运动能

力,且疗效优于 NGF 组。
2. 6　 给药后小鼠 GFAP、NeuN 蛋白表达水平

　 　 免疫组化结果(图 6,表 1) 显示 TBI 组、NGF
组、NGF / penetratin 组小鼠脑组织病灶周围 GFAP
蛋白表达水平均高于 Sham 组,NeuN 蛋白表达水

平均低于 Sham 组(P< 0. 05) 。 NGF / penetratin 组

GFAP 蛋白表达水平低于 TBI 组与 NGF 组,NeuN
表达水平高于 TBI 组与 NGF 组(P< 0. 05) ,提示
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注:a:Sham 组;b:TBI 组;c:NGF 低剂量组;d:NGF 高剂量组;e:NGF / penetratin 低剂量组;f:NGF / penetratin 高剂量组。 A:逃逸潜伏期;B:检

测期通过平台次数;C:目标象限停留时间占比;D:目标象限停留路径占比。 与 Sham 组相比,
 #P<0. 05;与 TBI 组、NGF 低剂量组、NGF 高剂

量组、NGF / penetratin 低剂量组或 NGF / penetratin 高剂量组相比,
 ∗P<0. 05。

图 4　 Morris 水迷宫实验检测结果(n= 8)
Note.

 

a,
 

Sham
 

group.
 

b,
 

TBI
 

group.
 

c,
 

NGF
 

low
 

does
 

group.
 

d,
 

NGF
 

high
 

does
 

group.
 

e,
 

NGF / penetratin
 

low
 

does
 

group.
 

f,
 

NGF / penetratin
 

high
 

does
 

group.
 

A,
 

Escape
 

latency.
 

B,
 

Number
 

of
 

cross
 

the
 

platform
 

during
 

the
 

testing
 

period.
 

C,
 

Percentage
 

of
 

stay
 

time
 

in
 

target
 

guardant.
 

D,
 

Percentage
 

of
 

path
 

staying
 

in
 

the
 

target
 

guardant. Compared
 

with
 

the
 

Sham
 

group,
 #P<0. 05,

 

Compared
 

with
 

the
 

TBI
 

group,
 

NGF
 

low
 

dose
 

group,
 

NGF
 

high
 

dose
 

group,
 

NGF / penetratin
 

low
 

dose
 

group,
 

or
 

NGF / penetratin
 

high
 

dose
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

4　 Morris
 

water
 

maze
 

test
 

results

注:与 TBI 组、NGF 低剂量组、NGF 高剂量组、NGF / penetratin 低

剂量组或 NGF / penetratin 高剂量组相比,
 ∗P<0. 05。

图 5　 转棒实验检测结果(n= 8)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

TBI
 

group,
 

NGF
 

low
 

dose
 

group,
 

NGF
 

high
 

dose
 

group,
 

NGF / penetratin
 

low
 

dose
 

group,
 

or
 

NGF /

penetratin
 

high
 

dose
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

5　 Rotating
 

rod
 

test
 

results

penetratin 复合 NGF 给药后小鼠脑组织 GFAP 反应

性星形胶质细胞以及受损神经元比 TBI 小鼠少,
降低 TBI 后小鼠炎性反应并保护受损的神经元。

3　 讨论

　 　 TBI 已成为全球性公共卫生问题。 研究表明

NGF 具有保护受损神经元并降低神经功能障碍等

作用[22-23] ,是治疗 TBI 的潜在药物。 然而目前将这

类蛋白质药物以安全和有效的方式递送到中枢神

经系统仍然是一个难题和挑战。 CPP 具有携带大

分子物质穿过细胞膜以及生理屏障的性质,其中一

些 CPP 可通过与递送物质简单混合形成复合物,通
过生物膜以及生理屏障传递寡核苷酸[24] 、蛋白质以

及肽类物质[25-26]等。 本研究基于 CPP 的策略递送

NGF 进入受损脑组织,进而通过保护受损神经元及

减轻神经炎症等作用治疗中度 TBI 小鼠。
首先利用小鼠脑微血管内皮细胞分别测试了

penetratin 和 pep-1 介导 NGF 的透膜效果。 细胞免

911中国比较医学杂志 2023 年 8 月第 33 卷第 8 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

August
 

2023,Vol.
 

33,No.
 

8



　 　 　 　

注:Ⅰ:小鼠脑组织 GFAP 蛋白表达;Ⅱ:小鼠脑组织 NeuN 蛋白表达;A、E:Sham 组;B、F:TBI 组;C、G:NGF 组;D、H:NGF / penetratin 组。

图 6　 小鼠脑组织免疫组化结果(n= 3)
Note.

 

Ⅰ,
 

GFAP
 

protein
 

expression
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

mouse.
 

Ⅱ,
 

NeuN
 

protein
 

expression
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

mouse.
 

A / E,
 

Sham
 

group. B / F,
 

TBI
 

group.
 

C / G,
 

NGF
 

group.
 

D / H,
 

NGF / penetratin
 

group.

Figure
 

6　 Immunohistochemistry
 

results
 

of
 

mouse
 

brain
 

tissue

表 1　 小鼠 GFAP、NeuN 表达水平比较(n= 9)
Table

 

1　 Comparison
 

of
 

expression
 

levels
 

of
 

GFAP
 

and
 

NeuN
 

of
 

mouse
组别

Groups
Sham 组

Sham
 

group
TBI 组

TBI
 

group
NGF 组

NGF
 

group
NGF / penetratin 组

NGF / penetratin
 

group
GFAP 0. 075±0. 004 0. 175±0. 013ad 0. 156±0. 009ad 0. 116±0. 010abc

NeuN 0. 269±0. 005 0. 149±0. 007ad 0. 159±0. 014ad
  

0. 214±0. 022abc

注:与 Sham 组相比,
 aP<0. 05;与 TBI 组相比,

 bP<0. 05;与 NGF 组相比,
 cP<0. 05;与 NGF / penetratin 组相比,

 dP<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

sham
 

group,
 aP< 0. 05.

 

Compared
 

with
 

TBI
 

group,
 bP< 0. 05.

 

Compared
 

with
 

NGF
 

group,
 cP< 0. 05.

 

Compared
 

with
 

NGF /
penetratin

 

group,
 dP<0. 05.

疫荧光实验表明, penetratin 比 pep-1 能更好地将

NGF 蛋白递送进细胞内,且当它与 NGF 的比例为

20 ∶ 1 时转导效果最佳。 结果提示,不同 CPP 对不

同蛋白分子的递送效能存在差异。 CPP 主要是通

过疏水作用和离子结合与递送物质之间形成非共

价络合物,利用其正电荷与带负电的膜蛋白结合,
通过扰动磷脂双分子层形成一个反向胶束,在胶束

内并携带功能分子穿过生物膜以及生理屏障。 其

构象形状和柔韧性等会影响与结合物质以及细胞

表面的结合,因从与其递送物质之间需要很强的亲

和力,使得产生的复合物能稳定地运输,从而实现

更好地被吸收。 此外 CPP 进入细胞的机制不仅取

决于 CPP 的类型,还取决于其与递送物质之间的浓

度配比,CPP 浓度较低则穿膜效果不佳,而使用较

高的比例则会导致形成沉淀或较大的颗粒,从而不

利于进入胞内。
关于 NGF 给药剂量选择是依据药物的使用说

明,在应用于外周神经损伤方面,小鼠注射剂量为 5
 

μg / kg 时,具有促进神经损伤恢复的作用。 另外,
NGF 的药代动力学研究表明,小鼠肌内注射 10

 

μg /
kg 的 NGF 血药浓度时间曲线符合二室开放模型,
在脑和脊髓等组织有少量分布。 本实验为进一步

提升 NGF 到达脑组织含量,改善其对脑损伤的治疗

效果,将 CPP 与 NGF 复合给药,但 BBB 的存在极大

地限制 NGF 进入脑组织发挥作用,因此实验使用剂

量为注射剂量的 2 倍、10 倍。 penetratin 介导 NGF
治疗中度 TBI 小鼠的实验结果表明,注射不同剂量

NGF / penetratin 组均可有效抑制 TBI 小鼠协调运动

能力以及空间记忆能力下降,尽管结果显示 NGF /
penetratin 的低剂量组有相对较好的疗效趋势,然而

高、低剂量组间相比并无显著差异,提示我们后续

实验中可进一步探索优化给药剂量。 此外 NGF /
penetratin 组可显著减少 TBI 组小鼠脑组织病灶周

围神经元损伤,降低脑组织反应性星形胶质细胞的

数量。 综上,本研究表明 penetratin 以非共价复合形

式向受损脑组织内递送 NGF 是治疗中度 TBI 的一

种有效途径,具有良好的临床应用前景。
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