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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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