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[摘要] 目的 研究银杏内酯 A、B 混合物（GKAB）对永久性大脑中动脉栓塞（pMCAO）大鼠神经元的保护作

用及相关分子机制。方法 取雄性 SD 大鼠 60 只，随机分为假手术组、 pMCAO 模型组和 GKAB 处理低、中、高剂

量组。除假手术组（仅分离动脉而不阻断）外，其余 4 组均采用阻断右侧大脑中动脉的方法制备大鼠 pMCAO 模型。

GKAB 处理低、中、高剂量组于术后 10 min 分别经舌下静脉注射 GKAB 12.5、25、50 mg/kg，假手术组、pMCAO 模
型组给予中剂量组药物等容量的生理盐水。用药 12 h 后，采用 TUNEL 法检测各组大鼠脑组织神经细胞凋亡率，免

疫组织化学法检测神经细胞磷酸化 JNK（p-JNK）表达，蛋白质印迹法检测脑组织中 p-JNK、Bcl-2、Bax、细胞色

素 C（Cyt C）、caspase-9、caspase-3 以及 cleaved caspase-9、cleaved caspase-3 蛋白的表达。结果 与假手术组相比，

pMCAO 模型组大鼠神经细胞凋亡率和 p-JNK 表达水平均增加（P＜0.01），凋亡相关蛋白 Bax、cleaved caspase-9、
cleaved caspase-3 的表达均升高（P＜0.01），Bcl-2、caspase-9、caspase-3 的表达均降低（P＜0.01）；给予 GKAB 处理

后，与 pMCAO 模型组比较，GKAB 处理低、中、高剂量组大鼠神经细胞凋亡率和 p-JNK 水平均降低（P＜0.01），凋

亡相关蛋白 Bax、cleaved caspase-9、cleaved caspase-3 的表达也呈下降趋势（P＜0.01），而 Bcl-2、caspase-9、caspase-3 

的表达呈升高趋势（P＜0.01），并表现出一定的剂量依赖性。与假手术组相比，pMCAO 模型组神经细胞胞质 

Cyt C 表达升高，线粒体 Cyt C 表达降低（P＜0.01）；与 pMCAO 模型组比较，GKAB 低、中、高剂量组神经细胞胞质 

Cyt C 表达逐渐降低，线粒体 Cyt C 表达逐渐升高（P＜0.05，P＜0.01）。结论 GKAB 可抑制 pMCAO 大鼠脑神经细

胞凋亡，其机制可能与其抑制 JNK 磷酸化、抑制 JNK 信号通路的激活、阻断线粒体凋亡途径有关。
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Mixture of ginkgolide A and ginkgolide B inhibits JNK apoptosis pathway in neurons of rats with permanent 
middle cerebral artery occlusion
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[Abstract]　Objective　To investigate the protective effect of ginkgolide A and ginkgolide B (GKAB) mixture on 
neurons of rats with permanent middle cerebral artery occlusion (pMCAO) and related molecular mechanisms. Methods　Sixty 
male Sprague-Dawley rats were randomly divided into sham group, pMCAO permanent focal cerebral ischemia group and 
GKAB-treated low-, medium- and high-dose groups. In addition to the sham group (only isolated without interruption 
of the arteries), the rats in the remaining four groups were induced pMCAO by blocking the right middle cerebral artery. 
Rats in the GKAB-treated low-, medium- and high-dose groups were injected with GKAB 12.5, 25, and 50 mg/kg through 
sublingual vein at 10 min after pMCAO, while the sham and pMCAO groups were injected with saline of the same volume 
as the medium-dose group. After 12 h of treatment, the neuronal apoptosis was determined by TUNEL method, the level of 
phosphorylated c-Jun N-terminal kinase (p-JNK) was determined by immunohistochemistry, the expressions of p-JNK, Bcl-2, 

[收稿日期]　2017-10-15　　　　[接受日期]　2017-12-22
[基金项目]　国家自然科学基金(81272603, 81472179), 上海申康医院发展中心课题(SHDC22014008). Supported by National Natural Science 
Foundation of China (81272603, 81472179) and Project of Shanghai Shenkang Hospital Development Center (SHDC22014008).
[作者简介]　马　伟，主管检验师．E-mail: 18918069217@189.cn
*通信作者(Corresponding author). Tel: 021-66111425, E-mail: 186ld@163.com



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　   2018 年 6 月，第 39 卷· 634 ·

Bax, cytochrome C (Cyt C), caspase-9, caspase-3, cleaved caspase-9, and cleaved caspase-3 in brain tissues were detected by 

Western blotting. Results Compared with the sham group, the apoptosis rate and p-JNK expression of neurons in the pMCAO 

group were significantly increased (P＜0.01), and the expressions of apoptosis-related proteins Bax, cleaved caspase-9 

and cleaved caspase-3 in brain tissues were significantly increased (P＜0.01), while the expressions of Bcl-2, caspase-9 

and caspase-3 in brain tissues were significantly decreased (P＜0.01). Compared with the pMCAO group, the apoptosis 

rate and p-JNK expression of neurons in GKAB-treated low-, medium- and high-dose groups were significantly decreased 

(P＜0.01), the expressions of Bax, cleaved caspase-9 and cleaved caspase-3 protein were significantly decreased (P＜0.01), 

and the expressions of Bcl-2, caspase-9 and caspase-3 were significantly increased (P＜0.01) in a dose-dependent manner. 

Compared with the sham group, the expression of Cyt C in cytoplasm in the pMCAO group was significantly increased, 

and the expression of mitochondrial Cyt C was significantly decreased (P＜0.01). Compared with the pMCAO group, the 

expressions of Cyt C in cytoplasm in the GKAB-treated low-, medium- and high-dose groups were significantly decreased 

in a dose-dependent manner, and the expressions of mitochondrial Cyt C were significantly increased (P＜0.05, P＜0.01). 

Conclusion　GKAB can inhibit neuronal apoptosis after pMCAO in rats, and its mechanism may be related to the inhibition 

of JNK phosphorylation and JNK signaling pathway and the block of mitochondrial apoptosis pathway. 

[Key words]　bilobalides; c-Jun N-terminal protein kinase; cytochromes C; brain ischemia

[Acad J Sec Mil Med Univ, 2018, 39(6): 633-639]

脑卒中是威胁人类健康的巨大杀手，据调

查，全球每年有 1 690 万人患脑卒中，590 万人的

死亡与脑卒中有关[1]。脑卒中是一种以脑部缺血和

出血性损伤症状为主要临床表现的疾病，研究表

明缺血性脑卒中造成脑损伤时有神经细胞发生凋

亡[2]，且凋亡过程伴随复杂的信号通路[3-5]。银杏内

酯 A、B 混合物（ginkgolide A and ginkgolide B，

GKAB）是血小板活化因子的选择性受体阻断剂，

可从中草药银杏中提取获得。有研究发现 GKAB 
具有神经保护作用[6-7]，但其具体机制尚未完全阐

明，如调控凋亡的重要途径线粒体途径[8]和 c-Jun 
氨基末端激酶（c-Jun N-terminal kinase，JNK）信

号通路[9]是否参与其中？本研究通过检测 JNK 信号

通路和线粒体途径的相关蛋白，观察 JNK 信号通

路是否被激活，旨在探索 GKAB 对神经细胞具有

保护作用的分子机制。

1　材料和方法

1.1　实验试剂与仪器　  GKAB （银杏内酯 A 和银

杏内酯 B 以 1∶1 的质量比混合）由中国科学院上

海药物研究所提供，4% 水合氯醛、4% 多聚甲醛

[生工生物(上海)工程有限公司]。兔抗鼠 p-JNK 一
抗、鼠抗鼠细胞色素 C（cytochrome C，Cyt C）

一抗、兔抗鼠 caspase-9 一抗、兔抗鼠 caspase-3 一
抗（美国 Cell Signaling Technology 公司），鼠抗

鼠 β-actin 一抗（德国 Sigma-Aldrich 公司），鼠

抗鼠 Bcl-2 一抗、羊抗兔免疫球蛋白二抗（美国 
Santa Cruz Biotechnology 公司），兔抗鼠免疫球

蛋白二抗（丹麦 Dako 公司）。线粒体分离试剂盒

（美国 Pierce 公司），原位末端标记（TUNEL）

试剂盒（美国 Promega 公司），Bradford 蛋白浓度

测定试剂盒（碧云天生物技术研究所），ECL 显
影液（英国 Amersham Bioscience 公司）。免疫组

织化学检测试剂盒[GTVision，基因科技（上海）

有限公司]。FA1604S 型电子天平（上海精密科学

仪器有限公司），SDS-PAGE 电泳仪、湿电转膜

仪（美国 Bio-Rad 公司），5415R 型离心机（德

国  Eppendorf 公司），CX31 型激光共聚焦显微

镜（日本 Olympus 公司），H.SWX-600BS 型恒

温水浴箱（上海新苗医疗器械制造有限公司），

ZD9550 型摇床（苏州江东精密仪器有限公司）。

1.2　实验动物与分组　清洁级雄性 SD 大鼠，体

质量（290±20） g，由同济医院动物实验中心提

供[动物许可证号：SYXK（沪）2012-0031]。将大

鼠随机分成 5 组：假手术组，永久性大脑中动脉

栓塞（permanent middle cerebral artery occlusion， 
pMCAO）模型组，GKAB 处理后低剂量组（GT1 
组，GKAB 12.5 mg/kg）、中剂量组（GT2 组，

GKAB 25 mg/kg）、高剂量组（GT3 组，GKAB 50 
mg/kg），每组 12 只。各组于造模手术 10 min 后
经舌下静脉给药。

1.3　大鼠 pMCAO 模型的建立　4% 水合氯醛腹
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腔注射麻醉大鼠（400 mg/kg），将麻醉后的大鼠

仰卧固定于鼠板，颈部正中切口，分离右侧颈内、

外动脉并结扎颈外动脉。分离颈总动脉并结扎近心

端，在远心端靠近颈内、外动脉分叉处用动脉夹阻

断血流。在此之间，45 ℃ 下剪一小口，将 4-0 尼
龙线（一端预先加热成圆珠状）插入小口，去掉动

脉夹，顺着颈内动脉将线栓推入至大脑前动脉起始

端（距颈总动脉分叉处约 20 mm），阻断大脑中

动脉血供，固定线栓，缝合皮肤。假手术组只分

离动脉但不插线。

1.4　TUNEL 法检测大鼠脑组织半暗带神经细胞

凋亡情况　造模 12 h 后，每组取 3 只大鼠，先以 
0.9% 的生理盐水心脏灌注冲洗，再行 4% 多聚甲

醛溶液灌注固定，取出全脑，切取手术同侧半球梗

死灶周围皮质半暗带，石蜡包埋，制成 10 μm 厚
的切片。每只大鼠取 3 张切片，使用 TUNEL 法检

测神经细胞的凋亡情况。石蜡玻片常规脱蜡、洗

涤后用蛋白酶 K 消化预处理 15 min，PBS 洗涤、

4% 多聚甲醛溶液固定，再滴加 Buffer 缓冲液室温

孵育 7 min，然后滴加 rTDT 混合液水浴 60 min。
将玻片浸入盛有 2×SSC 溶液的染缸中 15 min 终
止反应，再浸入 0.3% 过氧化氢溶液中，滴加辣

根过氧化物酶标记的链霉亲和素溶液室温放置 
30 min，PBS 洗涤后滴加 DAB 工作液显色，封

片。每张切片光镜下取  5  个视野（×400）观

察，计数凋亡细胞数目并计算凋亡率：细胞凋亡 
率（%）＝凋亡细胞总数/（凋亡细胞总数＋正常

细胞总数）×100%。

1.5　免疫组织化学检测大鼠神经细胞中磷酸化 
JNK（p-JNK） 水平　取石蜡切片脱蜡、脱水后用

枸橼酸钠修复抗原，滴加过氧化氢溶液封闭非特异

性抗原，PBS 洗涤后滴加 p-JNK 一抗孵育过夜，

次日洗涤后滴加相应二抗，再次洗涤后用 DAB 初
染，盐酸乙醇分化后用苏木精复染，各级乙醇脱水

后中性树胶封片。显微镜高倍镜下选取 5 个视野，

每个视野计数 100 个细胞，出现棕黄色颗粒者为阳

性细胞，计算阳性细胞百分比。

1 .6　蛋白质印迹法检测大鼠脑组织  p - JNK、 
Bcl-2、Cyt C、cleaved caspase-9、cleaved caspase-3 
蛋白的表达　各组大鼠分别于造模、用药 12 h 后
断头取脑，迅速切取缺血半暗带区域置于 －80 ℃ 

冷冻备用。使用时取 100 g 组织加入 1 mL RIPA 

裂解液于冰上匀浆裂解，待充分裂解后，4 ℃ 
12 000×g  离心  10 min，取上清液。使用线粒

体分离试剂盒分离线粒体。使用 Bradford 蛋白

浓度测定试剂盒测定蛋白浓度，将蛋白样品与

上样缓冲液按照  5∶1 的比例混合，加热煮沸 
5 min；配制 10%～15% 的 SDS-PAGE 分离胶

和 5% 的浓缩胶，上样量 400 mg （20 μL），

跑胶、转膜；丽春红染色，检查条带后再用三

羟甲基氨基甲烷（TBS）缓冲液褪色。用含 5% 
脱脂奶粉的  TBS 封闭，置于摇床上  30  r /min 
振荡  1  h ，再分别加入兔抗鼠  p - J N K  一抗 
（1∶1 000）、鼠抗鼠 Bcl-2 一抗（1∶5 000）、鼠

抗鼠 Cyt C 一抗（1∶2 000）、兔抗鼠 caspase-9 一抗

（1∶1 000）、兔抗鼠 caspase-3 一抗（1∶1 000）和

鼠抗鼠 β-actin 一抗（1∶10 000），4 ℃ 15 r/min 
振荡孵育过夜；TBST 洗去一抗，加入羊抗兔免疫

球蛋白二抗（1∶2 000）、兔抗鼠免疫球蛋白二抗

（1∶1 000），15 r/min 室温振荡孵育 1 h，TBST 
洗去二抗后行 ECL 显影。

1.7　统计学处理　采用 SPSS 20.0 软件进行数据分

析。数据均以 x±s 表示，两组间比较采用两样本

均数比较的 t 检验，多组间比较采用单因素方差分

析。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　各组大鼠脑组织半暗带神经细胞凋亡情况　与 
假手术组相比，造模 12 h 后 pMCAO 模型组大鼠

半暗带神经细胞凋亡率增加 [（31.89±1.76）% 
vs （0.64±0.16）%，P＜0.01]；GKAB 处理后

低、中、高剂量组大鼠半暗带神经细胞凋亡率分

别为（23.92±1.29） %、（20.16±1.11） %、

（13.09±0.68） %，与 pMCAO 模型组相比均下

降（P 均＜0.01）。见图 1。
2.2　各组大鼠脑组织中 p-JNK 水平　免疫组织

化学结果（图 2A～2E）显示，与假手术组相比，

pMCAO 模型组大鼠神经细胞 p-JNK 的表达水

平增加 [（64.3±2.80）% vs （0.31±0.11）%， 
P ＜ 0 . 0 1 ] 。 G K A B  处理后低、中、高剂量

组 大 鼠 神 经 细 胞  p - J N K  的 表 达 水 平 分 别

为（4 3 . 7±2 . 3 1）%、（2 6 . 6 1±1 . 7 8）%、

（14.52±1.59）%，与 pMCAO 模型组相比均降

低（P 均＜0.01），且各组间差异有统计学意义                            
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（P＜0.01）。蛋白质印迹结果（图 2F）显示，

各组大鼠脑组织中 JNK 蛋白水平相对恒定，而 
pMCAO 模型组 p-JNK 蛋白水平较假手术组增高

（P＜0.01），GKAB 处理后各剂量组 p-JNK 蛋白

2.3　各组大鼠神经细胞内线粒体信号通路蛋白及

相关凋亡蛋白的表达　蛋白质印迹分析结果（图 
3）表明，pMCAO 模型组大鼠神经细胞内促凋亡

蛋白 Bax、cleaved caspase-9、cleaved caspase-3 和 
p-JNK 的表达水平较假手术组均升高（P＜0.01），

而 GKAB 处理后低、中、高剂量组大鼠上述蛋白

的表达水平与 pMCAO 模型组相比逐渐降低，且

各组间差异有统计学意义（P＜0.01）；Bcl-2 则呈

现相反的变化（P＜0.01）。Cyt C 分析结果（图 
4）显示，与假手术组相比，pMCAO 模型组大鼠

线粒体内 Cyt C 和胞质内 Cyt C 的表达发生了倒

置（P＜0.01），而 GKAB 处理后随着剂量的加大

这种倒置又逐渐被逆转（P＜0.05，P＜0.01）。

图 1　TUNEL 法检测各组大鼠神经细胞凋亡情况

Fig 1　Neuronal cell apoptosis of rats by TUNEL
A: Sham group; B: pMCAO model group; C: GT1 group (pMCAO＋GKAB 12.5 mg/kg); D: GT2 group (pMCAO＋GKAB 

25 mg/kg); E: GT3 group (pMCAO＋GKAB 50 mg/kg). The arrows indicate positive cells. TUNEL: Terminal-deoxynucleoitidyl 

transferase mediated nick end labeling; pMCAO: Permanent middle cerebral occlusion; GKAB: Ginkgolide A and ginkgolide B. 

Original magnification: ×400

图 2　各组大鼠脑组织 p-JNK 的表达水平

Fig 2　Expression of p-JNK protein of rats in each group
A-E: Expression of p-JNK protein by immunohistochemistry (the arrows indicate positive cells). A: Sham group; B: pMCAO model 

group; C: GT1 group (pMCAO＋GKAB 12.5 mg/kg); D: GT2 group (pMCAO＋GKAB 25 mg/kg); E: GT3 group (pMCAO＋GKAB 50 

mg/kg). F, G: Detection of p-JNK and JNK by Western blotting. pMCAO: Permanent middle cerebral occlusion; GKAB: Ginkgolide A 

and ginkgolide B; JNK: c-Jun N-terminal kinase; p-JNK: Phosphorylated c-Jun N-terminal kinase. Original magnification: ×400 (A-

E). **P＜0.01 vs sham group; △△P＜0.01 vs pMCAO group; ▲▲P＜0.01 vs GT1 group; ▽▽P＜0.01 vs GT2 group. n＝9, x±s

水平均低于 pMCAO 模型组（P＜0.01），且随剂

量的增加呈下降趋势，各组间差异有统计学意义

（P＜0.01）。
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3　讨　论

脑卒中多由脑动脉栓塞所致，伴随着脑卒中

的发生和发展，梗死灶中心的组织细胞会发生水

肿、坏死并逐步向周围蔓延。而在梗死灶边缘区

域，尚存有大量处于休眠状态或半休眠状态的神经

细胞，这些细胞具有双向发展的可能，该区域被称

为半暗带[10]，通常半暗带的存在可维持 6～24 h 。
有研究发现，缺血性卒中的半暗带是神经细胞凋亡

发生最多的区域[11]，这些神经细胞具有可逆性，若

抢救及时可向正常组织转化，这对于减小缺血性卒

中的脑梗死面积和后续治疗具有积极意义。因此，

尽早采取有效的干预措施，使处于过渡态的细胞恢

复正常的神经功能已成为临床治疗缺血性卒中的神

经保护策略之一[12]。

本课题组前期工作已证明 GKAB 对神经细

胞具有保护作用，并且这种保护作用与 GKAB 对 
NF-κB的表达抑制有关[7]。缺血性卒中引起的神经

细胞凋亡是一系列酶促反应的结果，受多条细胞

信号通路控制[13]，已知细胞凋亡途径主要有 3 条：

死亡受体途径、线粒体途径和内质网途径。死亡

受体途径是细胞表面的死亡受体通过结合特定的

配体而引起细胞凋亡。线粒体途径是线粒体在促

凋亡蛋白（如 Bax、Bak 等）的作用下，通过开放

线粒体膜上的通透性孔道（permeability transition 
pore，PTP） 释放 Cyt C 而引起细胞凋亡。Cyt C 

图 3　蛋白质印迹法检测各组大鼠脑组织 Bax、cleaved caspase-9、cleaved caspase-3 和 Bcl-2 的表达

Fig 3　Expressions of Bax, cleaved caspase-9, cleaved caspase-3, and Bcl-2 in brain tissue of rats

 in each group by Western blotting
Sham: Sham group; MOD: pMCAO model group; GT1: pMCAO＋GKAB 12.5 mg/kg group; GT2: pMCAO＋GKAB 25 mg/kg group; 

GT3: pMCAO＋GKAB 50 mg/kg group. pMCAO: Permanent middle cerebral occlusion; GKAB: Ginkgolide A and ginkgolide B. 
**P＜0.01 vs sham group; △△P＜0.01 vs MOD group; ▲▲P＜0.01 vs GT1 group; ▽▽P＜0.01 vs GT2 group. n＝9, x±s

图 4 　蛋白质印迹法检测大鼠神经细胞线粒体和胞质内 Cyt C 的表达

Fig 4　Expression of mitochondrial and cytosolic Cyt C in brain neurons of rats in each group by Western blotting
Sham: Sham group; MOD: pMCAO model group; GT1: pMCAO＋GKAB 12.5 mg/kg group; GT2: pMCAO＋GKAB 25 mg/kg 

group; GT3: pMCAO＋GKAB 50 mg/kg group. Cyt C: Cytochrome C; pMCAO: Permanent middle cerebral occlusion; GKAB: 

Ginkgolide A and ginkgolide B. **P＜0.01 vs sham group; △P＜0.05, △△P＜0.01 vs MOD group; ▲▲P＜0.01 vs GT1 group; 
▽▽P＜0.01 vs GT2 group. n＝9, x±s
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的释放被认为是细胞线粒体凋亡途径启动的标志

之一[14]，Cyt C 被释放到胞质后与 caspase-9 结合

后作用于 caspase-3，激活 caspase-3 并与底物结合

引起细胞凋亡。内质网途径是内质网应激所导致

的 caspase-12 的活化，从而导致细胞凋亡。对于

缺血性卒中引起神经细胞的凋亡机制已有研究，

但仍没有明确的阐述，有学者在研究缺血处理的

沙鼠海马神经元时发现，死亡受体途径和线粒体

途径都参与了神经细胞的凋亡；同时利用 JNK 抑
制剂 AS601245 抑制 JNK 后，Cyt C 的释放也受到 
抑制[15]。这些研究表明线粒体介导的细胞凋亡途

径在缺血性神经细胞的凋亡中具有重要作用，同

时 JNK 对 Cyt C 的释放具有积极意义。本研究

在 pMCAO 模型大鼠实验中发现，大鼠脑组织中 
Bcl-2、Bax 及神经细胞胞质 Cyt C 均发生了明显

改变，pMCAO 模型大鼠中促凋亡蛋白 Bax 水平升

高而抗凋亡蛋白 Bcl-2 水平降低，通常认为 Bcl-2/
Bax 比值降低是细胞启动线粒体凋亡途径的关键因

素[16]。同时本研究发现，在胞质 Cyt C 升高的同时 
JNK 也被激活，且这种激活可被 GKAB 抑制。以

上研究结果表明，在 pMCAO 大鼠模型中，线粒体

途径的凋亡可能是神经细胞凋亡的一条重要路径，

而 GKAB 对脑的保护作用也可能与其能够抑制线

粒体 Cyt C 的释放和 JNK 的激活有密切关系。

J N K  是丝裂原活化蛋白激酶（m i t o g e n -
activated　protein　kinase，MAPK）家族的一

员。MAPK 家族是一类高度保守的丝/苏氨酸蛋

白激酶，存在于大多数细胞内，由 MAPK 激酶

（MAPKK） 激酶（MAPKKK）、MAPKK 和 
MAPK 3 级激酶链组成，它是信号从细胞表面进

入核内的重要传递者，目前已发现 MAPK 家族

成员主要有细胞外调节蛋白激酶 （extracellular 
regulated protein kinases，ERK）、JNK 及 p38。
MAPK 家族在细胞的增殖分化、应激刺激、肿瘤

以及细胞凋亡等多种生理和病理过程中发挥着重

要作用。自 1993 年 Hibi 等[17]发现 JNK 至今，其

生理病理及调控机制的研究已成为热点。目前已

知的 JNK 家族的 10 种异构体分别由 JNK1、JNK2 
和 JNK3 基因编码。JNK1 和 JNK2 在多种组织中

广泛表达，JNK3 则主要在神经组织中表达。在外

界因素如紫外线、高渗、再灌注损伤和某些细胞

因子的刺激下，JNK 可以被激活。越来越多的研

究发现，当神经细胞受到损伤时，JNK 处于激活

状态[18-19]；同时，大脑损伤后能通过下调 JNK3 的
表达保护神经细胞[20]。JNK 活化后的信号转导较

为多样，已有研究表明，活化后的 JNK 既可以移

位到细胞核通过调节核转录因子和非转录因子参

与调节细胞凋亡[21]；还可以经由线粒体途径即活

化的 JNK 移至线粒体附近，通过抑制线粒体膜上 
Bcl-2 的表达提高 Bax、Bak 等的表达，改变 Bcl-2/
Bax 的结合状态，进而打开线粒体膜通透性孔道，

释放 Cyt C 进入胞质[22]，通过线粒体途径引起细胞

凋亡。JNK 在线粒体功能失调和线粒体介导的细

胞凋亡过程中起着关键作用[23]。本研究发现，对于 
pMCAO 大鼠，神经细胞的凋亡与 JNK 的激活、

JNK-线粒体凋亡途径的启动关系密切，而 GKAB 
对神经细胞的保护作用很可能与其抑制 JNK 的激

活，减少线粒体 Cyt C 的释放，从而抑制神经细胞

凋亡有关。JNK 介导的信号通路在神经细胞的凋

亡中起着重要作用，JNK 可能是 GKAB 保护神经

细胞的一个潜在作用靶点。

综上所述，神经细胞的凋亡涉及 MAPK 家
族、Bcl-2 家族蛋白、Cyt C、caspase 家族等一系

列蛋白和细胞因子，受多条信号通路的调控，不同

的级联通路之间存在复杂的交叉和整合。了解这些

信号转导机制有助于更好地了解细胞凋亡的基本生

理过程，探索凋亡机制有助于寻找针对性的治疗靶

点和治疗措施，为临床治疗提供更好的借鉴和参

考。同时，由于 MAPK 家族与上游激活物之间相

互作用的具体机制非常复杂，对于 pMCAO 大鼠

神经细胞凋亡时 JNK 的激活机制以及是否有其他

信号通路参与目前并不清楚，这将是下一步的研

究方向。
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