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PTD-SOD 对Na2S2O4诱导的 SH-SY5Y 细胞损伤的保护和修复作用研究 
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(福州大学生物工程与科学学院，福州 350002) 

 
摘要：目的  研究 PTD-SOD 对 Na2S2O4 诱导的 SH-SY5Y 细胞损伤的保护和修复作用。方法  建立 Na2S2O4 诱导的

SH-SY5Y 细胞缺氧损伤模型，采用 MTT 法检测融合蛋白 PTD-SOD 对细胞存活率的影响，LDH 释放分析检测 PTD-SOD

对细胞损伤后的保护作用及损伤后细胞内氧化与抗氧化水平的变化。结果  对 Na2S2O4 诱导的 SH-SY5Y 细胞缺氧损伤，

MTT 活性检测、LDH 分析及氧化与抗氧化水平分析都表明 PTD-SOD 能明显提高细胞存活率和细胞内抗氧化能力。结论  

PTD-SOD 融合蛋白能保护 Na2S2O4 诱导缺氧损伤的 SH-SY5Y 细胞，具有抑制细胞死亡，改善损伤细胞内抗氧化能力。 
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Protective Effects of PTD-SOD Fusion Protein on SH-SY5Y Cell Induced by Sodium Dithionite Sodium 
Hydrosulfite 

 
YE Nanhui, LIN Yanyun, LIU Shutao, RAO Pingfan*(Institute of Biotechnology, Fuzhuo University, Fuzhou 350002, 

China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the protection mechanism of fusion protein PTD-SOD on SH-SY5Y cell against 
toxicity induced by sodium dithionite sodium hydrosulfite. METHODS  Establish the hypoxia damage model of SH-SY5Y cell 
induced by Na2S2O4. MTT assay was used to measure the survival of SH-SY5Y cell. LDH, SOD and MDA were measured by 
spectrophotometric method to analysis the protective effect of PTD-SOD on SH-SY5Y cell and the change of the cell oxidation and 
antioxidant levels after the hypoxia damage. RESULTS  MTT assay demonstrated that PTD-SOD could promote significantly the 
survival of the cell. LDH release assay and SOD and MDA assay demonstrated that PTD-SOD could promote the levels of 
antioxidant against the hypoxia damage. CONCLUSION  The fusion protein PTD-SOD protects SH-SY5Y cell from death after 
injury induced by Na2S2O4 and promotes antioxidant ability in cell.  
KEY WORDS: fusion protein; free radical; hypoxia damage; SH-SY5Y; antioxidant ability 

 

SH-SY5Y 细胞来源于人神经母细胞瘤株，具

有与神经元细胞相类似的形态和生理生化特征，

增殖快，可连续稳定传代，是目前进行体外神经

系统研究的常用细胞株[1]。神经元发生不可逆损

伤是导致缺血性脑卒中的重要病理环节，其发生

与氧自由基有着密切联系。自由基引起的脂质过

氧化链式反应加剧神经元凋亡和坏死，加重脑组

织缺血性损伤，但其作用机制尚不明确[2]。目前，

临床上治疗缺血性脑卒中的手段之一是清除自

由基，切断自由基对脑缺血的继发性损害。超氧

化物岐化酶(superoxide dimatase，SOD)可以催化

超氧阴离子自由基转化为过氧化氢和分子氧，在

抵御氧自由基导致的细胞损伤中起着关键作用[3]。

SOD 分子量在 32 kDa 左右，属于生物大分子，

很难通过细胞膜进入胞内发挥作用。由蛋白质转

导域(protein transduction domain，PTD)介导的蛋

白转导技术的应用，为多肽、蛋白及 DNA 分子

进入细胞提供了可能。有研究表明，PTD 转导融

合蛋白可通过血脑脊液屏障且不损伤细胞 [4-6]。

PTD 的穿膜特性为脑中风中神经细胞凋亡及神

经退行性疾病的干预提供了有效的治疗方法[6]。

本课题组于 2005 年成功表达 PTD- SOD 融合蛋

白[7-8]，并发现 PTD-SOD 能够进入各种细胞内提

高胞内的 SOD 含量[9-11]。而后研究中利用荧光标

记的方法进一步研究证实了 PTD-SOD 能够转导

进入到细胞内以及 PTD-SOD 转导能力与转导时

间和转导浓度之间存在的关系[12]。本实验在此研

究基础上对人神经母细胞瘤细胞(SH-SY5Y)进行

体外培养，采用 Na2S2O4 诱导 SH-SY5Y 细胞缺

氧损伤，通过观察不同浓度 PTD-SOD 与不同孵

育时间对 SH-SY5Y 细胞存活率、LDH 漏出率及

抗氧化水平的影响，探讨 PTD-SOD 对 SH-SY5Y
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细胞缺氧损伤的保护作用和机制。 

1  材料 

1.1  细胞与试剂 

人神经母细胞瘤细胞(SH-SY5Y)由福建医科

大学惠赠；PTD-SOD 冻干粉(福州大学生物工程研

究所研制)；连二亚硫酸钠(Na2S2O4，中国医药集

团，分析纯)用无菌 PBS配制成浓度为 7.5 mmol·L1

的 Na2S2O4 溶液，临用前配制；细胞培养液采用

DMEM 培养液 (Sigma 公司 )； 10% 小牛血清

(Hyclone 公司)；细胞裂解液(RIPA，碧云天)； 细

胞超氧化物歧化酶(SOD)、乳酸脱氢酶(LDH)、丙

二醛(MDA)测定试剂盒由南京建成生物工程研究

所提供。 

1.2  仪器 

Lamada bio10 型紫外可见分光光度计(美国

PE 公司)；1285 型超净工作台(美国 Thermo Forma 

公司)；MS2 型漩涡振荡器(德国 IKA 公司)；

Sonic-vc-750 型超声波细胞破碎仪(美国 Sonics 

公司)；CO2 培养箱(美国 Thermo Forma 公司)；

37XA 型倒置显微镜(上海仪器厂)；MK3 型酶联

免疫检测仪(美国雷勃)。 

2  方法 

2.1  SY5Y 细胞复苏与传代培养 

将冻存的 SH-SY5Y 细胞株从196 ℃液氮罐

中取出，迅速投入 37~40 ℃水中，在 1 min 之内融

化。将细胞悬液移至 15 mL 离心管中，加入 10 倍

体积的无血清 DMEM 培养基洗一次，加入含 10%

小牛血清的 DMEM 培养基，接种于 100 mL 培养

瓶中，送入 5%CO2 培养箱中培养。显微镜下观察

细胞汇合率达到 70%以上时进行传代。弃去培养

基，用无血清培养液洗细胞一次，加入 0.125%胰

酶 1 mL 于瓶中，轻轻覆盖瓶底，镜下观察细胞突

触回缩变圆时(约 1~2 min)，吸弃胰酶，马血清终

止消化。收集细胞悬液，离心弃上清，留细胞液

数毫升，计数，稀释至适合浓度，接种于 25 mL

培养瓶中。 

2.2  建立 Na2S2O4诱导的 SH-SY5Y细胞缺氧损伤

模型 

对数生长期细胞，消化后充分吹打成单细胞

悬液，计数后稀释成 1×105 个·mL1，接种到 96 孔

培养板中(每孔 100 μL)后放入培养箱培养 24 h。取

出 96 孔板，吸去培养基，用无菌 PBS 清洗 3 次，

每孔加入 100 μL 7.5 mmol·L1 Na2S2O4 溶液，放入

培养箱中培养 2 h 后取出，吸去 Na2S2O4 溶液，更

换为无血清培养基造成细胞缺氧损伤，放入培养

箱中继续培养 24 h。 

2.3  不同浓度 PTD-SOD 对 Na2S2O4 诱导的

SH-SY5Y 细胞损伤保护与修复的影响     

PTD-SOD 冻干粉用 DMEM 培养液配制成

125，250，500，1 000，2 000 U·mL1 的浓度。按

“2.2”项下方法建立 SH-SY5Y 细胞缺氧损伤模

型。同时设立空白对照组和缺氧模型组，即不加

入药物干预，不进行缺氧损伤的正常组和不加入

药物干预但进行缺氧损伤的模型组。吸取不同浓

度 PTD-SOD(每孔 100 μL)分别在细胞缺氧损伤造

模之前与之后同细胞共孵育 2 h后，吸去 PTD-SOD

溶液，更换无血清 DMEM 培养液。用 MTT 法测

定细胞的吸光度值，计算细胞存活率。MTT 法测

定细胞的存活率，即将 96 孔板中培养基移去，加

入 1 mg·mL1 的 MTT 溶液 50 μL，37 ℃孵育 3 h

后，弃去上清液，每孔加入 150 μL 二甲基亚砜

(DMSO)，微量振荡仪振荡 15 min，待结晶完全溶

解后，酶联免疫检测仪测 590 nm 处吸光度值。存

活率/%=(A590-B590)/(C590-B590)×100%，其中：A590：

测试样品的吸光值；B590：空白样(仅有 DMSO)的

吸光值；C590：空白样(未经处理)的吸光值。 

2.4  不同孵育时间对 Na2S2O4诱导的 SH-SY5Y细

胞损伤的保护与修复作用的影响 

分别在建立 SH-SY5Y 细胞缺氧损伤造模之前

和之后将 SH-SY5Y 细胞与 500 U·mL1 浓度的

PTD-SOD 共孵育 0.5，1，1.5，2，2.5，3 h。用

MTT 法测定细胞的吸光度值，计算细胞存活率。

实验方法同上。 

2.5  PTD-SOD 对 SH-SY5Y 细胞缺氧损伤的 LDH

活性的影响   

在 SH-SY5Y 细胞造成缺氧损伤后，换含有不

同的浓度 PTD-SOD 的 DMEM 培养液(125，250，

500，1 000，2 000 U·mL1)与 SH-SY5Y 细胞共孵

育 2 h 或将浓度为 500 U·mL1 的 PTD-SOD 溶液与

SH-SY5Y 细胞共孵育不同时间(0.5，1，1.5，2，

2.5，3 h)，再换成无血清 DMEM 溶液继续培养 24 

h；收集上清液，按照乳酸脱氧酶(LDH)试剂盒说

明测定 LDH 的活性，以 LDH 活性代表 LDH 的漏

出率；LDH 释放率按如下公式计算：抑制率/%= 

(LDH 模型组LDH 给药组)/(LDH 模型组LDH 空

白组)×100%。 
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2.6  PTD-SOD 对 SH-SY5Y 细胞缺氧损伤的 SOD

活性和 MDA 含量的影响  

将 SH-SY5Y 细胞按 2×104 个·mL1 接种于 6

孔培养板中培养 24 h。按“2.2”项下方法建立细

胞缺氧损伤模型后，换含有 500 U·mL1 浓度的

PTD-SOD 的 DMEM 培养液，分别孵育 1，2 和 3 h，

再换成无血清 DMEM 培养液继续培养 24 h；每孔

加入细胞裂解液 150 μL，离心取上清液，按 SOD

和 MDA 试剂盒说明测定 SOD 活力和 MDA 含量。 

2.7  统计学分析    

采用 EXCEL 统计软件作方差分析，数据以

sx  表示，两组间比较采用 t 检验，P<0.05 认为

差异有统计学意义。 

3  结果 

3.1  不同浓度 PTD-SOD 对 Na2S2O4 诱导的

SH-SY5Y 细胞损伤的保护与修复作用的影响 

加入 7.5 mmol·L1 Na2S2O4 溶液作用 2 h 后，

SH-SY5Y 细胞的存活率明显下降，仅为对照组的

51.9%，而预先加入 PTD-SOD 各浓度组中 250，

500，1 000 U·mL1 保护组与模型组比较有显著性

差异 (P<0.01)，其中当 PTD-SOD 浓度为 500 

U·mL1 时，细胞存活率出现最大值，为 62.4%；

随着 PTD-SOD 浓度的增大，细胞存活率出现下降

的趋势，当 PTD-SOD 保护组浓度达到 2 000 

U·mL1 时，细胞存活率低于模型组。对于 Na2S2O4

引起的细胞损伤，PTD-SOD 可起到良好的修复作

用。各浓度 PTD-SOD 修复组与模型组比较均有极

显著性差异(P<0.01)，随着 PTD-SOD 浓度的增大，

细胞存活率有明显的提高，其中当 PTD-SOD 浓度

达到 500 和 1 000 U·mL1 时，SH-SY5Y 细胞的存

活率分别达到 71.6%和 72.6%。随着 PTD-SOD 浓

度的继续增大，细胞存活率呈平稳趋势。修复各

浓度组与保护各浓度组相比，细胞存活率有了明

显的提高，说明 PTD-SOD 各浓度组修复效果优于

预防效果。结果见图 1。 

3.2  不同孵育时间对 Na2S2O4诱导的 SH-SY5Y细

胞损伤的保护与修复作用的影响 

加入 7.5 mmol·L1 Na2S2O4 溶液作用 2 h 后，

模型组细胞的存活率下降为 50.9%。而预先加入浓

度为500 U·mL1 PTD-SOD各时间组除孵育时间为

0.5 h 组与模型组比较无显著性差异外，其余各组

与模型组相比具有极显著性差异(P<0.01)；随着共

孵育时间的延长，细胞存活率有所提高，存活率

最高达到 59.8%；SH-SY5Y 细胞损伤后，与 PTD- 

SOD 共孵育不同时间组与模型组相比具有极显著

性差异(P<0.01)；随着共孵育时间的延长，细胞存

活率有上升的趋势；当共孵育时间达到 2 h 后，细

胞存活率达到 80.0%；修复各孵育时间组与保护各

孵育时间组相比，细胞存活率有了明显的提高，

说明 PTD-SOD 各孵育时间组修复效果优于预防

效果。结果见图 2。 

 
图 1  不同浓度 PTD-SOD 对 SH-SY5Y 细胞损伤的保护与

修复作用的影响(n=8， sx  ) 

Fig 1  Protective and repairing effects of PTD-SOD on the 

livability of SH-SY5Y cell injured by Na2S2O4 (n=8, sx  ) 

 
图 2  不同孵育时间对 SH-SY5Y 细胞损伤的保护与修复

作用的影响(n=8, sx  ) 

Fig 2  Protective and repairing effects of different incuba- 
ting time with PTD-SOD on the livability of SH-SY5Y cell 

injured by Na2S2O4(n=8, sx  ) 
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3.3  PTD-SOD 对 Na2S2O4 诱导的 SH-SY5Y 细胞

损伤修复作用的 LDH 分析 

细胞受损时会释放出 LDH，培养基上清液中

的 LDH 水平反映细胞受损或死亡程度。SH-SY5Y

细胞受损后，培养液中的 LDH 含量明显增加；LDH

释放量随着 PTD-SOD 浓度的增加而降低，与模型

组相比均有显著性差极(P<0.01)；其中当PTD-SOD

浓度达到 500 U·mL1 时，继续增加浓度，其抑制

率趋于稳定；当 PTD-SOD 浓度达到 1 000 U·mL1

时，其抑制率达到 35.3%，结果见表 1。SH-SY5Y

细胞损伤后，与 PTD-SOD 共孵育不同时间组除共

孵育时间 0.5 h 组外其余各组均与模型组相比有极

显著性差异(P<0.01)；随着共孵育时间的延长，

LDH 释放量明显降低，当共孵育时间达到 2 h 后，

继续延长共孵育时间，其抑制率趋于稳定；可见，

PTD-SOD 对损伤具有明显的保护作用，能降低培

养液上清中 LDH 活力，降低细胞死亡率，结果见

表 2。 

3.4  PTD-SOD 对 Na2S2O4 诱导损伤的 SH-SY5Y

细胞内 SOD 活性和 MDA 含量的影响 

SOD 是生物体内重要的抗氧化酶，对机体的

氧化还原平衡起着调控作用。MDA 是细胞脂质氧

化最重要的产物，因此测定胞内 SOD 的活力与

MDA的含量可以间接测定细胞内抗氧化能力与受

氧化程度。SH-SY5Y 细胞受损后，胞内 SOD 活力

明显降低，MDA 含量明显增加。加入不同浓度的

PTD-SOD 干预后，可明显降低胞内 MDA 含量，

提高SOD活力；当PTD-SOD浓度达到 500和 1 000 

U·mL1 时，与模型组相比，SOD 活力和 MDA 含

量有显著性差异(P<0.05 或 P<0.01)。SH-SY5Y 细

胞受损后，用含浓度 500 U·mL1 PTD-SOD 的

DMED 培养基与细胞共培养，随着孵育时间的延

长，胞内 SOD 活力明显提高，MDA 含量明显降

低，其中孵育时间为 2 h 和 3 h 组与模型组相比有

显著性差异(P<0.05 或 P<0.01)，结果见表 3。结果

表明，PTD-SOD 可以增加受损细胞内 SOD 活力

和降低 MDA 含量，提高机体的抗氧化水平。 

表 1  不同浓度的 PTD-SOD 对 SH-SY5Y 细胞 LDH 漏出

率和释放抑制率的影响(n=8, sx  ) 

Tab 1  Effect of PTD-SOD on activity level of LDH and 
release inhibitory in SH-SY5Y cell injured by Na2S2O4(n=8, 

sx  ) 

组别 
给药浓度/

U·mL1 
Na2S2O4/ 
mmol·L1 

LDH 浓度/ 
kU·mL1 

释放 
抑制率/%

对照组 0 0 2.68±0.20 
模型组 0 7.5 5.94±0.29 0 

PTD-SOD 组 125 7.5 5.06±0.261) 27.00 

PTD-SOD 组 250 7.5 5.19±0.311) 23.00 

PTD-SOD 组 500 7.5 4.84±0.351) 32.50 

PTD-SOD 组 1 000 7.5 4.79±0.371) 35.30 

PTD-SOD 组 2 000 7.5 4.80±0.271) 34.90 

注：与模型组比较，1)P<0.01 

Note: Compared with model group, 1)P<0.01  

表 2  不同孵育时间对 SH-SY5Y 细胞 LDH 漏出率和释放

抑制率的影响(n=8, sx  ) 

Tab 2  Effect of different incubating time with PTD-SOD on 
activity level of LDH and release inhibitory in SH-SY5Y cell 

injured by Na2S2O4(n=8, sx  ) 

组别 
孵育 
时间/h

Na2S2O4/ 
mmol·L1 

LDH 浓度 
/kU·mL1 

释放 
抑制率/%

对照组 0 0 2.29±0.17 

模型组 0 7.5 6.18±0.23 0 

PTD-SOD 
500 U·mL1 组

0.5 7.5 5.92±0.321) 6.70 

PTD-SOD 
500 U·mL1 组

1.0 7.5 5.58±0.252) 15.40 

PTD-SOD 
500 U·mL1 组

1.5 7.5 5.33±0.202) 21.80 

PTD-SOD 
500 U·mL1 组

2.0 7.5 5.08±0.252) 28.30 

PTD-SOD 
500 U·mL1 组

2.5 7.5 4.96±0.282) 31.40 

PTD-SOD 
500 U·mL1 组

3.0 7.5 4.93±0.222) 32.10 

注：与模型组比较，1)P<0.05, 2)P<0.01 

Note: Compared with model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01 

表 3  PTD-SOD 对 Na2S2O4 诱导损伤的 SH-SY5Y 细胞内 SOD 活性和 MDA 含量的影响(n=6, sx  ) 

Tab 3  Effect of PTD-SOD on activity level of SOD and content of MDA in SH-SY5Y cell injured by Na2S2O4(n=6, sx  ) 

SOD/U·mL1 MDA/nmol·mL1 
组别 

Na2S2O4/ 
mmol·L1 不同浓度 不同孵育时间 不同浓度 不同孵育时间 

对照组 0 68.34±6.92 65.23±8.74 14.06±2.48 12.54±2.79 

模型组 7.5 44.16±4.23 40.63±6.06 23.14±3.72 18.96±3.73 

PTD-SOD 500 U·mL1 组 7.5 51.76±4.96 45.63±7.44 22.06±3.68 16.58±2.73 

PTD-SOD 500 U·mL1 组 7.5 62.00±5.992) 48.92±6.911) 17.70±2.441) 12.43±2.082) 

PTD-SOD 500 U·mL1 组 7.5 59.79±4.302) 52.36±5.382) 17.60±2.611) 12.58±3.391) 

注：与模型组比较，1)P<0.05, 2)P<0.01 

Note: Compared with model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01 
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4  讨论 

本试验采用体外培养SH-SY5Y细胞，利用

Na2S2O4能迅速清除培养基中的氧且不会对细胞膜

造成损伤的特性 [13] ，用浓度为 7.5 mmol·L1 

Na2S2O4溶液培养2 h建立SH-SY5Y细胞缺氧损伤

模型，此方法诱发的神经细胞缺氧损伤可行性较

好，稳定性较强，操作简便。神经细胞缺氧时释

放出大量的自由基，造成细胞内钙超载、NO释放、

膜脂质过氧化损伤等一系列病理反应，最终造成

神经元凋亡和坏死。本实验用经典的MTT法检测

细胞存活率，结果证实PTD-SOD能有效地和抑制

Na2S2O4诱导的细胞死亡，在PTD-SOD浓度达到

500 U·mL1与细胞共孵育2 h时即可有效地保护和

修复细胞。实验还表明，PTD-SOD的修复作用要

优于保护作用，PTD-SOD对受损细胞的修复率最

高可达到32.0%左右。LDH是细胞质膜标记酶，当

神经细胞受损时会释放出LDH，神经细胞损伤程

度与LDH漏出率成正比，故测定培养基中LDH活

性是反映细胞死亡常用的生化指标[14-15]。本实验

结果表明，模型组SH-SY5Y细胞培养液中的LDH

漏出率明显高于对对照组，而给予PTD-SOD干预

后，培养液上清中的LDH显著减少，当PTD-SOD

浓度达到500 U·mL1与细胞共孵育2 h时，其抑制

LDH释放效果最佳。本实验结果提示，PTD-SOD

可减轻 Na2S2O4 所致的细胞膜损伤，对受损

SH-SY5Y细胞具有修复作用。神经组织对自由基

引起的损伤特别敏感，各种自由基产生的氧化应

激可导致神经系统功能紊乱。自由基对机体的损

伤是由于分子中含有性质活泼的不配对电子，最

易与脂质特别是细胞膜上的不饱和脂肪酸反应使

其发生过氧化，使得MDA含量升高，并消耗SOD

使其活性下降[16]。本实验结果表明，SH-SY5Y细

胞缺氧损伤后，模型组中的SOD活力明显降低，

MDA水平明显升高。在给予不同浓度PTD-SOD和

同一浓度PTD-SOD不同共孵育时间干预后，SOD

活力水平明显增加，MDA含量明显降低，这和以

上的实验结果相一致，提示了PTD-SOD能够减少

缺氧损伤引起的自由基含量，提高细胞内SOD的

活力并降低MDA的含量。总之，PTD-SOD对

Na2S2O4诱导的SH-SY5Y细胞损伤具有良好的保

护和修复作用，抑制细胞的死亡率和LDH漏出率，

提高细胞内抗自由基能力，为临床上治疗缺血性

脑卒中等脑血管疾病提供实验依据。 
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