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c-Jun 氨基末端激酶介导的 FOXO3a 核转位在缺氧
缺血性脑损伤新生大鼠神经元凋亡中的作用
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［摘要］　目的　探讨抑制 c-Jun 氨基末端激酶（JNK）/ 核转录因子 FOXO3a 信号通路对缺氧缺血性脑

损伤（HIBD）新生大鼠神经元凋亡的保护作用机制。方法　将 64 只 7 日龄 Sprague-Dawley 大鼠随机分为假手

术组、缺氧缺血（HI）组、二甲基亚砜（DMSO）溶剂组和 JNK 特异性抑制剂 AS601245 干预组（JNK 抑制剂

组）。各组分别在建模后 24 h 处死动物取大脑皮层，应用 Western blot 法定量检测 JNK、p-JNK、FOXO3a、胞

核 FOXO3a、胞浆 FOXO3a，以及促凋亡蛋白 Bim 及 CC3 的表达水平；应用 TUNEL 染色法检测神经细胞凋亡情

况。结果　与假手术组相比，HI 后 24 h，p-JNK 蛋白水平增高（P<0.01）；胞核 FOXO3a 蛋白水平增高，胞浆

FOXO3a 蛋白水平降低（P<0.01）；Bim 及 CC3 表达水平增高（P<0.01）。与 HI 组及 DMSO 溶剂组相比，JNK

抑制剂组 p-JNK 蛋白水平降低（P<0.01）；胞核 FOXO3a 蛋白水平降低，胞浆 FOXO3a 蛋白水平增高（P<0.01）；

Bim 及 CC3 表达水平降低（P<0.01）。JNK 抑制剂组的 TUNEL 染色阳性细胞表达较 HI 组及 DMSO 溶剂组减少

（P<0.01）。结论　新生大鼠 HIBD 时，JNK 发生磷酸化，活性增高；抑制 JNK 活性可抑制 FOXO3a 核转位，

下调促凋亡蛋白 Bim 及 CC3 表达，减少神经细胞凋亡。      ［中国当代儿科杂志，2017，19（4）：458-462］
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Role of c-Jun N-terminal kinase-mediated FOXO3a nuclear translocation in neuronal 
apoptosis in neonatal rats with hypoxic-ischemic brain damage
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Abstract: Objective    To explore the mechanisms of neuroprotective effects of c-Jun N-terminal kinase (JNK)/
FOXO3a transcription factor signaling pathway inhibition on hypoxic-ischemic neuronal apoptosis in neonatal rats with 
hypoxic-ischemic brain damage (HIBD). Methods    Sixty-four 7-day-old Sprague-Dawley rats were divided into four 
groups: hypoxia-ischemia (HI), sham-operated, JNK specific inhibitor AS601245-treated, and DMSO vehicle. Rats’ 
cerebral cortexes were collected at 24 hours after HI. Western blot was used to detect the protein expression of JNK, 
p-JNK, FOXO3a, nuclear and cytoplasmic FOXO3a, Bim, and CC3. TUNEL staining was used to detect the apoptotic 
cells. Results    Compared with the sham-operated group, p-JNK protein increased (P<0.01), nuclear protein of FOXO3a 
increased (P<0.01), cytoplasmic protein decreased (P<0.01), and pro-apoptotic proteins Bim and CC3 increased 24 
hours after HI (P<0.01). Compared with the HI and DMSO vehicle groups, p-JNK protein was reduced (P<0.01), 
nuclear protein of FOXO3a was also reduced (P<0.01), cytoplasmic protein increased (P<0.01), and Bim and CC3 
proteins decreased (P<0.01) in the AS601245-treated group 24 hours after HI. TUNEL positive cells were reduced in the 
AS601245-treated rats compared with the HI and DMSO vehicle groups 24 hours after HI (P<0.01). Conclusions    JNK 
activity increases in the neonatal rat brain with HI damage. JNK activity inhibition can inhibit FOXO3a translocation 
from cytoplasm to nucleus and downregulate the levels of pro-apoptotic proteins Bim and CC3, leading to the reduction 
of neuronal apoptosis.                                                                              [Chin J Contemp Pediatr, 2017, 19(4): 458-462]

Key words: c-Jun N-terminal kinase; FOXO3a; Hypoxia-ischemia; Apoptosis; Neuron; Neonatal rats

论著·实验研究

                                                          
［收稿日期］2016-12-04；［接受日期］2017-03-02
［基金项目］国家自然科学基金（81000262）；四川省卫生和计划生育委员会科研课题（16PJ240）；四川省卫生和计划生育委员会资

助项目（140045）。
［通信作者］李德渊，男，博士，副主任医师。

doi: 10.7499/j.issn.1008-8830.2017.04.019



 第 19 卷 第 4 期

  2017 年 4 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.19 No.4

Apr. 2017

·459·

脑缺氧缺血（HI）所诱导的神经元凋亡是引

起新生儿缺氧缺血性脑病病理改变及神经系统后

遗症的重要原因之一。c-Jun 氨基末端激酶（c-Jun 

N-terminal kinase, JNK）信号通路是丝裂原激活蛋

白激酶（MAPK）超家族之一，参与神经细胞的生

长、分化、凋亡、增殖等调控过程。近年来，在

新生鼠缺氧缺血性脑损伤（hypoxic-ischemic brain 

damage, HIBD）动物模型的研究中发现，JNK 信号

通路在神经细胞凋亡信号转导中起促进作用，选

择性抑制 JNK 可抑制 HI 诱导的神经细胞凋亡，对

HIBD 具有保护作用 [1]。本课题组前期研究发现，

核转录因子 FOXO3a 的核转位在发育脑 HI 诱导的

神经元凋亡信号转导中发挥重要作用 [2]。但是，

FOXO3a 的核转位是否涉及促凋亡因子 JNK 的调

控，目前尚不清楚，是本课题要探索的核心所在。

本实验旨在建立 7 日龄新生大鼠 HIBD 模型的基础

上，探讨抑制 JNK 活性对 FOXO3a 的核转位及发

育脑 HI 后神经元凋亡的保护作用机制，为临床治

疗新生儿缺氧缺血性脑病提供新思路。

1　材料与方法

1.1　实验动物与材料

清洁级新生 7 日龄 Sprague-Dawley 大鼠 64 只，

雌雄不限，体重 20~25 g，由四川大学华西医学中

心实验动物中心提供。兔抗大鼠 JNK 单克隆抗体、

兔抗大鼠 p-JNK 多克隆抗体及兔抗大鼠 FOXO3a

多克隆抗体均购自美国 Cell Signaling 公司，兔抗

大 鼠 Bim 多 克 隆 抗 体 购 自 美 国 Abcam 公 司， 兔

抗大鼠 CC3 多克隆抗体购自美国 Millipore 公司，

兔抗大鼠 GAPDH 多克隆抗体购自美国 Sigma 公

司。JNK 特异性抑制剂 AS601245 购自美国 Sigma

公司。TUNEL 原位细胞凋亡检测试剂盒购自美国

Millipore 公司。

1.2　动物分组与模型制作

将 64 只新生大鼠按随机数字表法随机分为假

手术组、HI 组、二甲基亚砜（DMSO）溶剂组和

JNK 抑制剂 AS601245 干预组（JNK 抑制剂组），

每组 8 只。HI 组在乙醚麻醉下行右侧颈总动脉结

扎，氧氮混合气（8%O2、92%N2）缺氧 2.5 h，即

为 HIBD 模型 [3]；假手术组仅分离右侧颈总动脉，

不结扎，不做缺氧处理；JNK 抑制剂组参照 Tu 等 [4]

研究方法，于右侧脑室内注射 AS601245（150 nmol，

5 μL， 溶 于 DMSO 中），30 min 后 做 HI 处 理；

DMSO 溶剂组于相同时间点给予右侧脑室注射等容

量的 DMSO，30 min 后做 HI 处理。

1.3　标本采集

于 HI 后 24 h，经乙醚麻醉后处死 4 组大鼠，

取右侧大脑皮层，-80℃冻存。

1.4　Western blot 检 测 JNK、p-JNK、FOXO3a

及 Bim 表达

将冻存脑皮层组织取出，冰上匀浆，低温离

心机内 14 000 r/min，离心 30 min。按 Pierce 蛋白

分离试剂盒实验步骤抽提胞核和胞浆蛋白，用作

测定胞核及胞浆 FOXO3a。取上清，BCA 法测蛋白

浓度，各孔加入 100 μg 蛋白样品电泳、转膜，5%

小牛血清封闭液封闭 1 h，分别加入一抗：兔抗大

鼠 JNK 单克隆抗体（1 : 1 000）、兔抗大鼠 p-JNK

多克隆抗体（1 : 1 000）、兔抗大鼠 FOXO3a 多克

隆抗体（1 : 800）、兔抗大鼠 Bim 多克隆抗体（1 : 200）、

兔抗大鼠 CC3 多克隆抗体（1 : 100）和兔抗大鼠

GAPDH 多克隆抗体（1 : 2 000），4℃孵育过夜。

TBST 洗膜 3 次，二抗室温孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次，

ECL 显色，用 Gel-pro 凝胶成像分析软件测定条带

的积分光密度值（IOD），并计算目的蛋白和内参

GAPDH 的 IOD 比值，即为相对光密度。

1.5　TUNEL 染色法检测凋亡细胞

每个实验样本行 5 μm 切片，每隔 5 张切片

选取 1 张，共取 10 张切片。按 TUNEL 细胞凋亡

检测试剂盒操作步骤进行。切片常规脱蜡，梯度

酒精水化，PBS 洗 2 次，每次 5 min，3% 过氧化

氢 室 温 避 光 10 min， 蛋 白 酶 K（20 μg/mL） 消 化

7 min；PBS 洗 1 次，每次 5 min，滴加荧光素片段

末端标记 TdT 酶反应液，37℃孵育 60 min，PBS

洗 2 次， 每 次 1 min，DAPI 染 色。 以 未 添 加 TdT

酶作为阴性对照。每张切片选择 5 个以上具有代

表性的高倍视野（×400）计算凋亡指数。凋亡指

数 = 凋亡细胞数 / 细胞总数 ×100%。

1.6　统计学分析

采用 SPSS 10.0 统计软件包对数据进行统计学

分析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，

多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较

采用 SNK-q 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。
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2　结果

2.1　HI 后 24 h 各组大鼠脑皮层 JNK 及 p-JNK 的

表达

Western blot 结果显示，HI 后 24 h，无论应用

抑制剂与否，各组大鼠脑皮层 JNK 蛋白表达水平

比较差异无统计学意义（P>0.05）；与假手术组

比较，HI 组及 DMSO 溶剂组 p-JNK 蛋白水平增加

（P<0.01）；与 HI 组及 DMSO 溶剂组比较，JNK

抑制剂组 p-JNK 蛋白水平降低（P<0.01）。见图 1。

图 1　Western blot 检测 HI 后 24 h 各组大鼠脑皮层

JNK 及 p-JNK 的表达水平　　上图为电泳图；下图为统计图

（n=8），a 示与假手术组比较，P<0.01；b 示与 HI 组及 DMSO 溶

剂组比较，P<0.01。

图 2　Western blot 检测 HI 后 24 h 各组大鼠脑皮层胞

核及胞浆 FOXO3a 蛋白的表达水平　　上图为电泳图；下图

为统计图（n=8），a 示与假手术组比较，P<0.01；b 示与 HI 组及

DMSO 溶剂组比较，P<0.01。

2.2　HI 后 24 h 各组大鼠脑皮层 FOXO3a 蛋白的

表达

Western blot 结 果 显 示，HI 后 24 h， 假 手 术

组、HI 组、DMSO 溶剂组、JNK 抑制剂组脑皮层

FOXO3a 总蛋白相对光密度值分别为 0.73±0.11、

0.69±0.08、0.68±0.12、0.74±0.10， 差 异 无 统

计 学 意 义（F=0.324，P>0.05）。 与 假 手 术 组 比

较，HI 组及 DMSO 溶剂组胞核 FOXO3a 蛋白水平

增加，胞浆 FOXO3a 蛋白水平降低（P<0.01）；

与 HI 组及 DMSO 溶剂组比较，JNK 抑制剂组胞核

FOXO3a 蛋白水平降低，胞浆 FOXO3a 蛋白水平增

高（P<0.01）。见图 2。

2.3　HI 后 24 h 各组大鼠脑皮层促凋亡蛋白 Bim

及 CC3 的表达

Western blot 结果显示，HI 后 24 h，与假手术

组比较，HI 组及 DMSO 溶剂组 Bim 及 CC3 蛋白表

达增加（P<0.01）；与 HI 组及 DMSO 溶剂组比较，

JNK 抑制剂组 Bim 及 CC3 蛋白表达降低（P<0.01）。

见图 3。

图 3　Western blot 检测 HI 后 24 h 各组大鼠脑皮层

Bim 及 CC3 的表达水平　　上图为电泳图；下图为统计图

（n=8），a 示与假手术组比较，P<0.01；b 示与 HI 组及 DMSO 溶

剂组比较，P<0.01。
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图 4　HI 后 24 h 各组大鼠脑皮层凋亡细胞表达情况（TUNEL 染色，×400）（n=8）　　假手术组未见凋亡细胞；

HI 后 24 h，HI 组及 DMSO 溶剂组凋亡细胞明显增加；与 HI 组及 DMSO 溶剂组比较，JNK 抑制剂组凋亡细胞表达显著减少。细

胞核染成绿色为凋亡细胞。

DAPI 

假手术组 DMSO 溶剂组 HI 组 JNK 抑制剂组

TUNEL

3　讨论

近年来研究表明，JNK 信号通路在神经细胞

凋亡信号转导中起促进作用，选择性抑制 JNK 可

阻断前凋亡蛋白 Bax 转位至线粒体，抑制脑缺血

诱导的神经细胞凋亡 [5-6]。核转录因子 FOXO3a 是

PI3K/Akt 信号通路下游底物 [7]，与细胞的增殖、衰

老、凋亡、分化、肿瘤的发生密切相关 [8-9]，近年

来已成为医学界研究的热点。本课题组前期在新

生大鼠脑 HI 的研究中发现，脑 HI 刺激后，核转

录因子 FOXO3a 核转位增加，诱导靶基因促凋亡

蛋白 Bim 表达，促进 HI 神经元凋亡 [10]。但发育脑

HI 后 FOXO3a 的核转位是否涉及 JNK 的调控目前

尚不清楚，也是本课题探讨的核心所在。

本研究选择生后 7 日龄 Sprague-Dawley 大鼠

为研究对象，采用 Rice 等 [3] 方法建立 HIBD 模型，

以 HI 后 24 h 为观察时间点，检测 JNK、p-JNK、

FOXO3a 及促凋亡蛋白 Bim、CC3 的表达变化。本

研究发现新生大鼠 HIBD 时，JNK 发生磷酸化，

促进核转录因子 FOXO3a 发生核转位，启动促凋

亡 蛋 白 Bim 及 CC3 表 达， 诱 导 神 经 元 凋 亡； 抑

制 JNK 活性可抑制 FOXO3a 核转位，下调 Bim 及

CC3 蛋白表达，减少神经细胞凋亡，对新生大鼠

HI 神经元凋亡具有保护作用。

Tu 等 [4] 研究发现，成年大鼠局灶性脑缺血后

24 h，JNK 活性明显增高，给予 JNK 特异性抑制

剂 AS601245，大鼠脑梗塞面积明显减少，对缺血

性脑损伤具有保护作用。本研究借鉴该方法，于

建立 HIBD 模型前 30 min，给予新生大鼠侧脑室注

射 AS601245，选择 HI 后 24 h 作为观察时间点，

检测 AS601245 对 HIBD 新生大鼠 JNK 活性的影响。

结果显示，HI 后 24 h，JNK 总蛋白水平无明显变

化，但 p-JNK 水平明显增加，表明 HI 诱导 JNK 发

生了磷酸化。给予 JNK 抑制剂 AS601245 后，JNK

总蛋白水平无变化，但 p-JNK 水平明显降低，表

明 AS601245 对 HI 诱导的 JNK 活化具有抑制作用。

近年对肿瘤的研究表明，核转录因子 FOXO3a

是 JNK 诱导肿瘤细胞凋亡的下游靶点 [11-12]。本课

2.4　HI 后 24 h 各组大鼠脑皮层神经细胞凋亡情

况

TUNEL 染 色 结 果 显 示，HI 后 24 h， 各 组 大

鼠脑皮层神经细胞凋亡指数比较差异有统计学意

义（F=35.43，P<0.01）。 与 假 手 术 组 凋 亡 指 数

（0.55±0.21）比较，HI 组凋亡细胞数量增加，

凋 亡 指 数（31.36±5.06） 升 高（P<0.01）； 与

HI 组及 DMSO 溶剂组凋亡指数（32.27±5.72）比

较，JNK 抑制剂组凋亡细胞数量减少，凋亡指数

（13.17±2.59）降低（P<0.01）。见图 4。
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题组前期研究表明，HI 促进新生大鼠大脑皮层

FOXO3a 发生核转位，诱导前凋亡蛋白 Bim 表达

增加，Bim 表达增加与神经元凋亡有关 [9]。为进一

步探讨 JNK 是否通过调控 FOXO3a 核转位而参与

HI 后神经元凋亡调控，本研究采用 Western blot 检

测 JNK 下游 FOXO3a 及靶基因促凋亡蛋白 Bim 的

表达变化，TUNEL 染色检测凋亡细胞；观察 HI 后

JNK 抑制剂 AS601245 对上述指标的影响。通过分

离大脑皮层胞核与胞浆蛋白后发现，与假手术组

比较，HI 组胞核 FOXO3a 蛋白水平增高；与之相反，

胞浆 FOXO3a 蛋白水平降低，而 FOXO3a 总蛋白

水平无明显变化。以上结果表明，HI 虽未引起新

生大鼠大脑皮层 FOXO3a 总蛋白水平发生改变，

但促进了 FOXO3a 自胞浆转位入胞核。

本研究进一步探讨 JNK 抑制对 HI 神经元凋亡

的保护机制。结果显示，与 HI 组及 DMSO 溶剂组

比较，JNK 抑制剂组的胞核 FOXO3a 蛋白水平降低，

胞浆 FOXO3a 蛋白水平增高，而 FOXO3a 总蛋白

水平无明显变化，表明抑制 JNK 可抑制 HI 诱导的

FOXO3a 核转位。促凋亡蛋白 Bim 是 FOXO3a 介导

凋亡的下游直接靶蛋白 [13]。在细胞凋亡的进程中，

Bim 活化后，可通过拮抗 Bcl-2 等抗凋亡因子或直

接与促凋亡因子如 Bax 相互作用，并共同转位到

线粒体膜，引起细胞色素 C 释放，激活 Caspase，

最终导致细胞凋亡 [14]。本研究发现，与 HI 组及

DMSO 溶剂组比较，JNK 抑制剂组的促凋亡蛋白

Bim 及 CC3 表达明显降低，TUNEL 阳性细胞显著

减少，凋亡指数降低约 58%。以上的研究结果表明，

抑制 JNK 不仅抑制 HI 诱导的 FOXO3a 核转位，下

调促凋亡蛋白 Bim 及 CC3 表达，还显著减少了神

经细胞的凋亡，对 HIBD 新生大鼠神经元凋亡具有

保护作用。

综上，本研究表明，新生大鼠 HIBD 时，JNK

发生磷酸化，活性增高；抑制 JNK 活性可抑制

FOXO3a 核转位，下调促凋亡蛋白 Bim 及 CC3 表达，

减少神经细胞凋亡。
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