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脑缺血 Akt 和 MAPK 磷酸酶负性调节 c-Jun N 端激酶信号通路 *
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摘要 目的：探讨脑缺血再灌后 Akt 和 MAPK 磷酸酶与 JNK 活性下调的关系。方法：采用成年清洁级雄性 SD 大鼠，建立四动脉阻

断前脑缺血再灌注模型。缺血 10min 后再灌注不同时间（15min, 1h，4h，24h）。侧脑室分别给予 PI3K 抑制剂 LY294002（LY）和

MAPK 磷酸酶抑制剂放线菌酮(CHO)。免疫印迹观察 p-Akt 和 p-JNK 蛋白水平变化。结果：脑缺血再灌注 4h，JNK 的活性能被 Akt
抑制剂 LY294002 增强，表明激活的 Akt 能够下调 JNK 信号通路。而 MAPK 磷酸酶抑制剂放线菌酮能上调缺血后 JNK 活性，提

示 MAPK 磷酸酶通过去磷酸化参与了 JNK 的活性抑制。结论：前脑缺血再灌后，激活 Akt 和 MAPK 磷酸酶参与了 JNK 信号通路

负性调节，是抑制 JNK 诱导缺血后中枢神经损伤的重要机制。
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ABSTRACT Objective: To investigate the relationship between the of c-Jun N-terminal kinase (JNK) pathway and Akt and MKP
Methods: Rats in the experimental group were subjected to four-vessel occlusion method, endured 10 min ischemia followed by reperfusion
for 15min, 1h, 4h and 24h to examine phosphorylation of JNK and its upstream Akt in the rat hippocampi. The PI3K inhibitor LY294002
and MAPK phosphatase inhibitor cycloheximide were administrated to the rat hippocampi to observe the change of JNK activity. Results:
JNK activity at 4h was enhanced obviously, which suggested that activated Akt suppresses the JNK pathway. Moreover, the JNK activity
at 4h was also largely enhanced by cycloheximide, which indicated that the inactivation of JNK by phosphatases occurs at about 4 h via
its dephosphorylation. Conclusion: Both Akt and MAPK phosphatase negatively regulate JNK pathway during cerebral ischemia in rat
hippocampi.
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前言

c-Jun 氨基末端激酶(c-Jun N-terminal kinase，JNK)家族是

促分裂原活化蛋白激酶家族（MAPKs）的重要成员之一。在哺

乳动物中，JNK1 和 JNK2 是组成性表达[1, 2]。研究表明 JNK 不

仅与炎症和凋亡的发生密切相关，并且在诱导脑缺血损伤中也

发挥重要的调节作用[3, 4]。

脑缺血激活的 JNK 信号通路，也伴随快速的失活。而其调

节机制至今不明。JNK 的激活依赖其 Thr-183 和 Tyr-185 位点

的磷酸化。一些激酶和磷酸酶已被识别能诱导其特异性位点磷

酸化的改变。如 Akt（又称 PKB）和 MKPs 等，是其活性调节的

重要途径 [5]。为了阐明前脑缺血损伤中 PI3K/Akt 和 MKPs 对

JNK 信号通路的作用，尤其对其活性下调的影响，本本研究采

用大鼠前脑缺血模型。并且分别给予 PI3K 抑制剂 LY294002
和 MAKP 磷酸酶抑制剂放线菌酮，研究脑缺血 JNK 的分子调

节机制及其对缺血后神经损伤的可能影响。

1 材料与方法

1.1 动物分组

取健康成年清洁级 SD 雄性大鼠随机分成 4 组：假手术组

(SH 组)、缺血再灌注组(IR 组)、给药组(Ad 组)和溶剂组（Veh
组）。
1.2 四动脉阻断模型制备(4-VO)

健康成年清洁级 SD 雄性大鼠，体重 200g-240g，由南京医

2018· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.11 JUN.2011

图 1 大鼠缺血 10min 后再灌注 15min,1h，4h 和 24h 后，免疫印迹检测

p-Akt(Ser473)，Akt,p-JNK(Thr183/tyr185),JNK 和β-actin 的蛋白含量。
P<0.05

Fig.1 Western blot analysis of p-Akt (Ser473), Akt, p-JNK

(Thr183/Tyr185), JNK andβ-actin after reperfusion (15min, 1h，4h，24h)

following 10 min ischemia. P < 0.05

科大学实验动物中心提供，并按国家动物管理委员会规定进行

饲养及手术。大鼠自由摄食、饮水，手术前一天禁食禁水。采用

20%的水合氯醛（300 mg/kg, i.p.）麻醉大鼠，按照已建立的前脑

模型[6]：分离两侧颈总动脉及电凝两侧椎动脉。术后第二天于动

物清醒状态下结扎双侧颈总动脉，前脑缺血 10min 再灌不同的

时间（15', 1h，4h，24h），缺血时保持直肠温度在 36.5-37.5℃之

间。动物缺血符合下列体征：(1)角膜反射消失；(2)双侧瞳孔散

大；(3)四肢脊柱僵直；(4)脑电波平直。给药组缺血前 30min 侧

脑室注射药物。所有假手术组的动物均给予相同处理但不结扎

双侧颈总动脉。溶剂组给予相同体积的溶剂注射。
1.3 药物注射

颅内注射：颅骨钻孔位置 (以前囟点为中心向后 0.8 mM，

左右两侧各 1.5 mM，注射深度 3.5 mM)。下列药物均于缺血前

30min 用 微 量 注 射 器 注 射 ， 每 侧 脑 室 2μL，PI3K 抑 制 剂

LY294002 (10mM；默克公司，美国) MAPK 磷酸酶抑制剂放线

菌酮（177mM，西格玛奥德里奇公司，美国），对照组脑室给予 2
μL 溶剂。注射完毕时，注射针留滞于原位 5min 防止药液沿注

射路径返流。
1.4 样本提取和免疫印迹检测

大鼠缺血再灌注后断头取脑，冰面上迅速分离双侧海马。
海马加入 800μ/l 含有 1%的哺乳动物蛋白酶抑制剂混合液 (西
格玛奥德里奇公司，美国)的组织裂解缓冲液（50 mM HEPES,
pH 7.4, 100 mM KCL, 1 mM Na3VO4, 50 mM NaF 和 1 mM
PMSF）。使用组织分散机高速匀浆（6s×6 次）后，4℃、800g 离

心 10min，取上清作为蛋白样本，-80℃冻存。改良 Lowry 法测

定样本蛋白浓度。10% SDS-PAGE 电泳分离蛋白。采用半干转

法转膜，并将转膜后的醋酸纤维素膜(NC, pore size, 0.2 μm)浸
入封闭液（3% BSA），室温封闭 2h。分别加入稀释的各种一抗

4℃过夜。洗膜后；辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育 2 h。
ECL-plus 显色液显色，扫描后进行图像分析。抗体稀释如下：

p-JNK （Thr183/Tyr185） 为 1:1000，JNK 为 1:1000，p- Akt
（Ser473）为 1：1000，Akt 为 1:1000(Cell Signaling, Beverly, MA,
USA) ，β-actin 为 1:500 (博士德生物工程有限公司，武汉，中

国) ，HRP 标记山羊抗兔和山羊抗小鼠为 l：10000（中杉金桥，

北京，中国）。
1.5 数据处理

采用图像分析处理软件 （捷达图像分析系统 3.3, 南京, 中

国）进行半定量分析。数据以均数±标准差（Mean± SD）表示，

统计分析采用单因素方差分析（ANOVA）。两个实验组之间比

较采用 t 检验，P < 0.05 为统计学有显著性差异。

2 结果

2.1 脑缺血 / 再灌，诱导 JNK 和 Akt 相似的活性变化

JNK 在缺血再灌注中存在双期激活现象，JNK 的活性在缺

血后 15min 开始上升 (P < 0.05)，1h 达到最高峰(P < 0.05), 随后

4h 时迅速失活(P < 0.05)，接着在 24h 时再次激活(P < 0.05). 而

Akt 的活性也在 1h 时达到最高 (P < 0.05)，4h 急剧下调 (P <
0.05)。24h 也再度激活(P < 0.05)。表明 Akt 与 JNK 活性变化趋

势一致。同时, 在缺血再灌注中 JNK, Akt 和β-actin 的表达量

均没有显著变化(P > 0.05, 图 1)。

2.2 脑缺血 / 再灌，LY294002 能够通过抑制 PI3K/Akt 信号级

联阻断 JNK 的活性下调

缺血 / 再灌 4h，脑室注射 Ly 能显著诱导 JNK 磷酸化增

加，与溶剂组比有显著性差异。表明缺血诱导的 Akt 激活参与

了 JNK 的活性抑制 (P < 0.05, 图 2B)。是 JNK 失活的重要机

制。

图 2 大鼠缺血 10min 再灌注 4h 后，免疫印迹检测 LY294002 对 p-JNK

蛋白含量的影响。P<0.05

Fig.2 western blot assay the effect of LY294002 on p-JNK during 4 h

reperfusion following 10 min ischemia. P < 0.05
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2.3 脑缺血 / 再灌注，MKP 是 JNK 去磷酸化失活的重要调节

机制

缺血前给予，放线菌酮能够显著缓解缺血再灌注 4 小时时

JNK 的活性下调，与对照组有显著差异 (P < 0.05, 图 3B)。这一

结果表明了 MKPs 是脑缺血 / 再灌 JNK 活性下调的重要介导

者，至关重要的参与了 JNK 激活后失活的调控。

3 讨论

JNK 与缺血性神经损伤密切联系。JNK 信号通路在缺血后

再灌中高度激活，活化的 JNK 能够通过磷酸化下游转录因子

来激活缺血损伤相关基因的表达，从而参与了缺血后迟发性神

经元损伤[7]。同时 JNK 特异性抑制剂 SP600125 被证实能显著

抑制脑缺血导致的神经元调亡[8]。因此，JNK 信号通路的失活能

够减弱缺血对神经细胞造成的损伤并且促进神经细胞存活。然

而，体内脑缺血也伴随 JNK 活性显著下调，揭示这一调节机制

有利于探寻减轻缺血性神经损伤的新途径。本研究表明脑缺血

/ 再灌 4h，JNK 的活性能被 Akt 抑制剂 LY294002 增强，而

MAPK 磷酸酶抑制剂放线菌酮也能上调缺血后 JNK 活性。提

示激活 Akt 和 MAPK 磷酸酶参与了 JNK 信号通路负性调节，

是抑制 JNK 诱导缺血后中枢神经损伤的重要机制。
Akt 蛋白家族（Akt1/2/3）属于丝苏氨酸蛋白激酶，在调节

细胞存活方面发挥着重要的作用 [9,10]。Akt 的活性依赖其

Thr-308 和 Ser-473 位点磷酸化[11]。已有多种蛋白被鉴定为 Akt

的底物 （包括叉头转录因子, caspase-9, 糖原合酶激酶 3, SEK1

和 ASK1）[12,13]。其中 SEK1 是 MKK 家族的一员[14]。ASK1 是凋

亡信号的调节激酶 [15]。活化的 SEK1 和 ASK1 均能促进 JNK

Thr183 和 Tyr185 位点的磷酸化，并诱发细胞凋亡[16]。Akt 能够

与 ASK1 结合，通过磷酸化 ASK1 的 Ser-83 位点负性调节

ASK1[17]。同时 Akt 也能够通过磷酸化 SEK1 的 Ser-78 位点，导

致 SEK1 活性抑制[18]。因此，可以推测 Akt 可能通过诱导 SEK1

的 Ser78 位点和 ASK1 的 Ser83 的位点磷酸化参与了脑缺血

JNK 的活性下调。

然而，这一结论并不能合理解释体内脑缺血诱导 Akt 和

JNK 相似的活性变化趋势，即两者 1h 达到顶峰，4h 时同时急

剧降低。因而，我们采用 MAPK 磷酸酶抑制剂放线菌酮证实，

JNK 磷酸酶可能是脑缺血 JNK 失活的重要因素。了这一推测。
MKP 蛋白家族有多个成员组成，大都能在脑内组成性表达，参

与不同脑区生理病理功能调节。MKP-1 是第一个被克隆的丝

裂原活化蛋白激酶磷酸酶，能识别 TEY，TPY 和 TGY 等氨基

酸残基构成的磷酸化位点。多种因素（热休克，缺血缺氧和花生

四烯酸刺激）能诱导 MKP-1 的 mRNA 转录水平上调 [19]，激活

的 MKP-1 能抑制细胞凋亡。已有的研究表明，MKP-1 能诱导

ERK、JNK 和 P38 不同程度的去磷酸化，其对底物选择顺序为

p38≥JNK>ERK [20]。因而 MKP-l 被认为是 p38 和 JNK 而不是

ERK 的主要调节因子。而其对 MEK1、MKK4 和 Akt 的磷酸化

几乎没有影响[22]。同时，MKP-7 也是 MKPs 家族中的重要成员，

能特异性诱导 MKPs 去磷酸化，其能更有效的作用 JNK（>>

p38 > ERK），并能通过穿梭调节胞浆和胞核的催化底物[23-25]。尽

管已有多种 MKP 蛋白家族成员被发现能诱导 JNK 去磷酸化

失活，而在脑缺血刺激中，其精确的调节机制还需进一步探明。

综上所述, 前脑缺血再灌，Akt 和 MAPK 磷酸酶通过不同

的途径参与了 JNK 失活调节。Akt 通过抑制 JNK 的上游信号

蛋白 SEK1 和 ASK1，从而阻断了激酶对 JNK 激活途径。而

MKP 能通过直接诱导 JNK 去磷酸化下调其活性。两者的共同

作用诱导了脑缺血 JNK 激活后的失活，呈现出双期激活的特

征。因而，Akt 和 MAPK 磷酸酶均是 JNK 活性抑制的重要调控

分子，其功能上调能够减轻缺血后神经细胞的损伤，从而保护

神经元的功能。这一发现能为治疗缺血损伤相关的疾病如中

风，心肌梗死和休克提供了新的治疗途径。
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