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脑卒中GSK-3β调控内质网-线粒体偶联
参与炎症性脑损伤的机制研究

雷建华 1， 杜贺芳 2， 刘昱肖 2

摘 要： 目的　探讨糖原合成激酶-3β（GSK-3β）通过内质网-线粒体偶联参与脑卒中炎症性脑损伤的机制，为

精准治疗提供理论参考和潜在靶点。方法 构建大鼠大脑中动脉栓塞模型，分为假手术组、模型组和GSK-3β抑制剂

（TDZD-8）干预组，采用神经功能评分评估脑损伤程度，TTC染色评估脑梗死面积，电镜观察线粒体超微结构，检测线

粒体钙离子浓度，ELISA实验检测炎症因子（TNF-α、IL-1β）水平，并通过Western blotting分析相关蛋白表达水平。结果 
与假手术组相比，模型组神经功能显著受损，脑梗死面积增加，炎症因子表达水平及GSK-3β表达显著升高，同时内质

网-线粒体偶联增强，线粒体钙超载；TDZD-8可显著改善上述指标，降低炎症因子水平及脑梗死面积。结论 GSK-3β
异常激活通过调节内质网-线粒体偶联损伤脑组织，促进线粒体钙超载和炎症反应；抑制GSK-3β活性可有效改善脑

卒中炎症性脑损伤，为开发精准治疗策略提供了新的途径和分子靶点。

关键词： 脑卒中； 糖原合成激酶-3β； 内质网-线粒体偶联； 脑损伤

中图分类号：R743   文献标识码：A

Mechanism of glycogen synthase kinase-3β participating in stroke-induced inflammatory brain injury by regulating 
endoplasmic reticulum-mitochondria coupling LEI Jianhua， DU Hefang， LIU Yuxiao.（Department of Neurology， Handan 
Central Hospital， Handan 056000， China）

Abstract： Objective To investigate the mechanism of glycogen synthase kinase-3β（GSK-3β） participating in 
stroke-induced inflammatory brain injury through endoplasmic reticulum-mitochondria coupling， and to provide a theoreti⁃
cal reference and potential targets for precise treatment. Methods A rat model of middle cerebral artery occlusion was es⁃
tablished， and the rats were divided into sham-operation group， model group， and GSK-3β inhibitor（TDZD-8） intervention 
group.  Neurological function score was used to evaluate the degree of brain injury； TTC staining was used to evaluate cere⁃
bral infarct area； electron microscopy was used to observe mitochondrial ultrastructure； mitochondrial calcium concentra⁃
tion was measured； ELISA was used to measure the levels of inflammatory factors［tumor necrosis factor-α（TNF-α）and in⁃
terleukin-1β（IL-1β）］， and Western blot was used to measure the expression levels of related proteins. Results Compared 
with the sham-operation group， the model group had significant neurological function impairment， an increase in cerebral 
infarct area， and significant increases in the expression levels of inflammatory factors and GSK-3β，with enhanced endoplas⁃
mic reticulum-mitochondria coupling and mitochondrial calcium overload.  TDZD-8 significantly improved the above indica⁃
tors and reduced the levels of inflammatory factors and cerebral infarct area. Conclusion Abnormal activation of GSK-3β 
damages brain tissue by regulating endoplasmic reticulum-mitochondria coupling and promotes mitochondrial calcium over⁃
load and inflammatory response.  Inhibiting GSK-3β activity can effectively improve stroke-induced inflammatory brain in⁃
jury， which provides a new pathway and a molecular target for developing precise treatment strategies.
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脑卒中分为缺血性卒中和出血性卒中两类，是

全球范围内导致死亡和致残的主要疾病之一［1，2］。
缺血性脑卒中常因动脉粥样硬化或心源性栓塞引

发血流中断；出血性脑卒中则由血管破裂导致［3，4］。
其临床特点包括脑缺血、炎症及神经元损伤等［5，6］。
高血压、糖尿病和吸烟等为主要危险因素［7，8］。全

球脑卒中新发病例超 1 300 万，低收入国家负担更

重［9，10］。有效的预防与早期治疗对改善患者预后

至关重要。尽管近年来在脑卒中病理机制和治疗

研究方面取得了显著进展，但脑卒中后神经损伤的

复杂性仍然限制了有效治疗策略的开发。因此，深

入探索脑卒中的分子机制对于改善患者预后具有

重要意义。

糖原合成激酶-3β（glycogen synthase kinase-3β，

GSK-3β）是一个高度保守的丝氨酸/苏氨酸蛋白激

酶，广泛参与细胞代谢、增殖、分化和凋亡等过

程［11，12］。近年来的研究表明，GSK-3β在脑卒中后的
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病理反应中起关键作用，其异常活化与氧化应激、炎

症反应和细胞凋亡密切相关［13］。此外，GSK-3β能够

调控内质网 - 线粒体偶联（endoplasmic reticulum-

mitochondria coupling），这一结构在维持细胞内钙离

子稳态、能量代谢和细胞凋亡信号中发挥核心作

用［14，15］。然而，关于 GSK-3β 通过调控内质网-线粒

体偶联参与脑卒中后炎症性脑损伤的具体机制尚不

明确。

基于上述背景，本研究旨在探讨GSK-3β通过调

控内质网-线粒体偶联在脑卒中炎症损伤中的作用及

其潜在机制。通过揭示这一调控轴的具体作用，为脑

卒中的精准治疗提供新的理论依据和潜在靶点。

1　材料和方法

1. 1 动物 
SPF级SD大鼠30只，22~24周龄，体重（220±20）g，

购自北京维通利华公司。实验前适应性喂养 1 周，

温度20~22 ℃，相对湿度45%~55%，昼夜间隔12 h。
1. 2 仪器 
分析天平（大龙兴创实验仪器股份公司）；荧光

酶标仪（美国Thermo）；电泳仪、转膜仪（美国Bio-Rad
公司）；化学发光成像系统（中国Tanon公司）。

1. 3 试剂 
GSK-3β 抑制剂 TDZD-8（美国 MCE 公司）；2，3，

5-氯化三苯基四氮唑（TTC）染色液、钙离子检测试剂

盒（上海碧云天生物技术有限公司）。

1.4　方法　

1. 4. 1 大脑缺血再灌注大鼠模型建立 实验

中将大鼠随机分为假手术组、MCAO 模型组和

TDAD-8组，各 15只。实验前进行 1周适应性饲养，

术前 24 h禁食但不禁水。模型组和 TDAD-8组将大

鼠麻醉后仰卧固定于操作台，剃除颈部毛发后用碘

伏消毒，并使用眼科剪剪开皮肤，暴露颈部总动脉、

颈部内动脉和颈部外动脉。结扎颈部总动脉和颈部

外动脉，在颈部总动脉与分叉口之间打活结，并用血

管夹夹闭颈部内动脉。在分叉处插入线栓，通过颈

部内动脉进入大脑中动脉，阻塞 2 h后拔出线栓，逐

层缝合，形成缺血再灌注模型。术后腹腔注射青霉

素预防感染。假手术组不插入线栓，其余步骤与模

型组一致。

1. 4. 2 神经功能缺陷评分 待大鼠苏醒后

24 h，评估其神经功能缺陷情况。评分如下：0 分表

示无神经损伤，自由活动正常；1分表示提尾时对侧

前肢出现内收屈曲；2 分表示为向对侧转圈追尾；

3 分表示为向对侧倾斜，站立不稳定；4 分表示为活

动能力完全丧失或意识昏迷。

1. 4. 3 TTC染色 完成神经功能缺陷评分后，
每组随机选取 5 只，迅速断颈处死，取出脑组织，用
预冷的PBS清洗血液，滤纸吸干后用保鲜膜包裹，置
于−20 ℃冰箱中速冻约 20 min，以便后续切片。取出
冷冻脑组织均匀切成 5 片，放入 2%TTC 试剂中，
37 ℃避光水浴 10~15 min。梗死区域显示为灰白色，
正常脑组织染成红色。使用 Image J 软件测量脑梗
死面积，计算公式为：梗死面积（%）=灰白色面积/总
梗死面积×100%。

1. 4. 4 电镜检测超微结构 取大鼠新鲜心肌
组织并用电镜固定液和1%锇酸固定。PBS漂洗3次
后，使用不同浓度乙醇进行脱水，包埋后用超薄切片
机制备 60~80 nm 的切片，于 2% 醋酸铀饱和酒精溶
液染色 8 min，70%乙醇和清水清洗后，0. 5%枸橼酸
铅溶液染色，超纯水清洗后室温干燥过夜，在透射电
子显微镜下观察线粒体的形态学变化。

1. 4. 5 线粒体 Ca2+含量测定 取适量脑组织，
将细胞中线粒体分离出来，按照钙离子检测试剂盒
说明书检测细胞内线粒体Ca2+含量。

1. 4. 6 ELISA 收集大鼠脑组织上清液，通过
ELISA试剂盒检测TNF-α和 IL-1β的表达水平，实验
步骤参照说明书。

1. 4. 7 Western blotting 使用 RIPA 裂解液处
理大鼠脑组织，每 5 min 涡旋 1 次，共 30 min。在
4 ℃、12 000 rpm 条件下离心 10 min 后，收集上清后
加入上样缓冲液进行蛋白样品制备，然后通过 SDS-

PAGE分离并转移至PVDF膜。采用 5%脱脂牛奶封
闭 2 h，4 ℃进行一抗过夜。然后用 TBST 洗涤 5 次，
每次 5 min，再用 HRP 标记的二抗染色 2 h，并用
TBST洗涤 5次，每次 5 min。最终使用ECL显色液曝
光，灰度值通过 Image J软件进行分析。

1. 4. 8 统计学分析 数据采用 GraphPad Prism 
9. 0统计软件处理，各项指标以（x̄±s）表示，数据来源
于至少 3 次独立实验，多组间比较采用方差分析
ANOVA检验进行，以P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结 果

2.1　大鼠神经功能缺陷评分　
假手术组大鼠神经功能正常；与假手术组相比，

模型组大鼠神经功能发生缺陷，神经功能评分上升
至（3. 20±0. 68）；与模型组相比，TDZD-8组大鼠神经
功能缺陷明显降低，神经功能评分降至（1. 73±
0. 70），差异有统计学意义。

2.2　大鼠脑梗死面积　
假手术组大鼠未出现脑梗死；与假手术组相比，

模型组大鼠脑梗死面积增大至（35. 40%±3. 48%）；
与 模 型 组 相 比 ，TDZD-8 组 大 鼠 脑 梗 死 面 积 至
（22. 14%±8. 38%），差 异 有 统 计 学 意 义 ，结 果
（见图1）。
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2.3　大鼠脑组织中内质网-线粒体接触情况　

与假手术组相比，模型组大鼠脑组织中内质网和

线 粒 体 之 间 的 距 离 由（54. 40±9. 87）nm 降 低 至

（25. 12±5. 16）nm，而TDZD-8给药干预后，大鼠脑组织

中内质网和线粒体之间的距离增加至（45. 44±
5. 34）nm，且均具有显著性差异（见图2）。

2.4　大鼠脑细胞线粒体中Ca2 +浓度的变化
与假手术组相比，模型组大鼠脑细胞线粒体中

Ca2+浓度由（6. 83±2. 13）mg/dl 增长至（13. 44±1. 85）
mg/dl，而 TDZD-8给药干预后，大鼠脑细胞线粒体中
Ca2+浓度恢复至（8. 49±1. 42）mg/dl，差异具有统计学
意义。

2.5　大鼠脑组织中炎症因子 TNF -α 和 IL -1β
的表达水平　

与假手术组相比，模型组大鼠脑组织中炎症因
子 TNF-α 和 IL-1β 的表达水平显著增加，而 TDZD-8
给药干预后，与模型组相比，大鼠脑组织中炎症因子
TNF-α和IL-1β的表达水平显著降低，结果（见表1）。

2.6　Western blotting 检测大鼠脑组织中 GSK -
3β、TNF -α和 IL -1β蛋白表达情况　

与假手术组相比，模型组大鼠脑组织中 GSK-
3β、TNF-α 和 IL-1β 蛋白的表达水平显著增加，而
TDZD-8给药干预后，与模型组相比，大鼠脑组织中
GSK-3β、TNF-α和 IL-1β蛋白的表达水平显著降低。
结果（见图3、表2）。

3　讨 论

本研究通过建立MCAO大鼠模型，探讨了GSK-

3β在脑卒中损伤中的作用及其与内质网-线粒体偶

联的关系。研究结果表明，GSK-3β的异常激活是脑

卒中炎症性脑损伤的重要驱动因素，其通过影响内

质网-线粒体偶联引发线粒体钙超载和炎症反应。

本研究阐明了GSK-3β在脑卒中的关键作用，揭示了

新的病理机制，并提出了潜在的治疗作用靶点。

已有研究报道 GSK-3β 在脑卒中后多种病理过

程中发挥关键作用，其激动剂通过 NF-κB 信号通路

促进 NLRP3 炎性小体的形成，诱导 TNF-α 和 IL-1β
等促炎因子的过度表达［16］。本文实验结果也显示

MCAO模型中GSK-3β表达显著升高，同时伴随TNF-α
和 IL-1β等促炎因子水平的增加，提示 GSK-3β的激

活在脑卒中的炎症反应中具有重要作用。此外，使

用GSK-3β抑制剂TDZD-8显著降低了炎症因子的表

达和脑组织损伤，进一步支持GSK-3β抑制作为治疗

脑卒中及其后遗症的潜在策略。

图1　冠状脑切片TTC染色的代表性图像

注：放大倍数为10 000倍。

图 2　透射电子显微镜观察大鼠脑组织中内质网 -线粒体之间接

触的情况

       表1　大鼠脑组织炎症因子TNF-α和 IL-1β的表达水平

（n=3，x̄±s）

组别

TNF-α（ng/L）
IL-1β（ng/L）

假手术组

95. 98±2. 49
25. 20±2. 29

模型组

141. 8±12. 02###

46. 86±4. 76###

TDZD-8组

120. 8±3. 03*

35. 75±2. 37*

注：与假手术组比较###P<0. 001;与模型组比较*P<0. 05。

图3　大鼠脑组织中GSK-3β、TNF-α和 IL-1β蛋白表达情况

表2　大鼠脑组织中 GSK-3β、TNF-α和 IL-1β蛋白表达情况

（n=3，x̄±s）

组别

GSK-3β
IL-1β
TNF-α

假手术组

1. 00±0. 04
1. 00±0. 02
1. 00±0. 02

模型组

2. 19±0. 14####

2. 38±0. 16####

1. 54±0. 01####

TDZD-8组

0. 72±0. 04****

1. 75±0. 19**

1. 10±0. 02****

注：与假手术组比较 ###P<0. 001;与模型组比较 **P<0. 01，
****P<0. 000 1。
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内质网⁃线粒体偶联是维持细胞信号传导的重

要结构［17，18］。本文中 MCAO 模型的内质网-线粒体

接触显著增加，提示脑卒中可能引发内质网-线粒体

偶联的过度激活。这种现象与细胞内线粒体功能损

伤密切相关，而 GSK⁃3β 抑制剂显著改善了这一异

常，表明调节内质网-线粒体偶联可能是减轻脑损伤

的关键环节。与以往的研究相比，本研究进一步揭

示了脑卒中对细胞器功能及其相互作用的影响，为

深入理解大脑损伤的分子机制提供了新的视角。

有意义的是，本研究首次明确了GSK⁃3β通过内

质网⁃线粒体偶联影响脑细胞炎症反应的机制。结

果表明，GSK⁃3β激活可能通过改变内质网和线粒体

之间钙离子的传递，促进脑卒中后神经元中的炎症

反应，而GSK⁃3β抑制剂的使用不仅显著改善了脑细

胞中线粒体 Ca²⁺浓度，还降低了炎症因子的水平。

这一发现提示 GSK⁃3β在缺血性脑卒中模型中不仅

影响线粒体功能，还可能通过影响内质网和线粒体

之间的联系进而影响脑卒中病理损伤。

尽管本研究取得了一些进展，但仍存在一定的

局限性。首先，实验采用MCAO动物模型，虽然能够

模拟脑卒中的基本病理过程，但结果可能无法完全

反映人类脑卒中的复杂病理特征；其次，研究主要集

中在 GSK⁃3β 与内质网⁃线粒体偶联的关系，其具体

分子机制和其他潜在下游信号尚未深入探讨；最后，

研究结论的临床转化价值还需进一步通过多中心实

验和临床验证进行评估。

总而言之，本研究首次从内质网⁃线粒体偶联的

角度，探讨了GSK⁃3β在脑卒中炎症性脑损伤中的作

用机制。研究发现 GSK⁃3β异常激活通过调控内质

网⁃线粒体偶联损伤脑组织，抑制 GSK⁃3β 活性能够

有效改善脑卒中的炎症反应和线粒体功能障碍。研

究结果不仅为脑卒中的分子研究提供了新的视角，

也为开发针对GSK⁃3β的精准治疗策略奠定了基础。
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