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AG490 改善缺血性脑卒中后神经功能的机制研究
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摘要 目的：探讨 AG490 改善缺血性脑卒中后神经功能的机制研究。方法：采用 C57BL/6J 成年雄性小鼠构建光化学法局灶性

大脑皮层缺血性脑卒中模型，随机分为 Control 组、Stroke 组、DMSO 组和 AG490 组，每组 18 只。术后 1、3、7、14 d 进行神经功能

评分。术后第 3 天进行荧光定量 PCR 检测小鼠脑组织中 Janus 激酶 2（JAK2）、信号转导与转录激活因子 3（STAT3）、白细胞

介素-1α（IL-1α）、单核细胞趋化蛋白-1（MCP-1）、补体 C1q、基质金属蛋白酶-9（MMP-9）、紧密连接蛋白（Occludin、Claudin5 和

ZO-1）的表达，免疫印迹检测自噬相关蛋白（LC3Ⅱ/Ⅰ、P62/SQSTM1、Beclin-1）以及Occludin、Claudin5、ZO-1 表达水平变化。

结果：与Stroke 组和 DMSO 组相比，AG490 组在第 3 天、7 天和 14 天错步/总步比例降低（F=3.704、9.199、10.83，均 P＜0.05），

JAK2、STAT3 mRNA 表达下调（F=6.331、7.168，均 P＜0.05），血脑屏障相关蛋白（Occludin、Claudin5、ZO-1）mRNA 表达（F=7.648、
29.83、25.08，均 P＜0.05）和蛋白表达水平上调（F=12.42、10.88、14.32，均 P＜0.05），MMP-9 mRNA 表达水平下调（F=9.790，
P＜0.01），脑组织炎性因子IL-1α、MCP-1 和 C1q 表达下调（F=5.486、5.455、4.862，均 P＜0.05），自噬相关蛋白 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ、

Beclin-1 表达上调（F=6.092、15.52，均 P＜0.05），P62 /SQSTM1 表达下调（F=8.143，P＜0.05）。结论：AG490 通过抑制 JAK2-STAT3
通路的促炎作用并调节自噬，减轻血脑屏障损伤，改善缺血性脑卒中后的神经功能障碍。
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Mechanism of AG490 improving neurological function after ischemic stroke
ZHANG Wei1，XING Ling1，YAN Tao1，2

（1.Tianjin Neurological Institute; 2. Department of Neurology，General Hospital，Tianjin Medical University，Tianjin 300052，China）
Abstract Objective：To investigate the mechanism of AG490 improving neurological function after ischemic stroke.Methods：C57BL/
6J adult male mice were used to construct a photochemically induced ischemic stroke model. They were randomly divided into the Control
group，Stroke group，DMSO group，and AG490 group，with 18 mice in each group. Neurological function scores were performed 1，3，7，and
14 days after the operation . The expressions of Janus kinase 2（JAK2），signal transducer and activator of transcription 3（STAT3），
interleukin-1 α（IL-1α），monocyte chemoattractant protein-1（MCP-1），complement C1q，matrix metalloproteinase-9（MMP-9），tight
junction proteins（occludin，claudin5，and ZO-1）in mouse brain tissue were detected by real-time quantitative PCR on the 3rd day after
operation. Autophagy-related proteins（LC3Ⅱ/Ⅰ，P62/SQSTM1，Beclin-1）and tight junction proteins（Occludin，Claudin5，ZO-1）
were detected by Western blotting. Results：Compared with the Stroke group and the DMSO group，AG490 treatment significantly
decreased the ratio of staggered steps/total steps on days 3，7 and 14 （F=3.704，9.199，10.83，all P＜0.05）. AG490 down-regulated the
mRNA expression of JAK2 and STAT3（F=6.331，7.168，both P＜0.05）.Blood-brain barrier-related indicators（Occludin，Claudin5，
ZO-1）mRNA expression（F=7.648，29.83，25.08，all P＜0.05）and protein expression levels were up-regulated（F=12.42，10.88，14.32，
all P＜0.05）. The mRNA expression levels of MMP-9 was downregulated（F=9.790，P＜0.01）.The mRNA expression of inflammatory
factors IL -1α，MCP -1，and C1q in brain tissue were down -regulated （F =5.486，5.455，4.862，all P ＜0.05）.In addition，AG490
treatment upregulated the expression of autophagy-related proteins LC3Ⅱ/LC3Ⅰ and Beclin-1（F=6.092，15.52，both P＜0.05），and
downregulated the expression of P62 /SQSTM1（F=8.143，P＜0.05）. Conclusion：AG490 improves neurological dysfunction after
ischemic stroke by inhibiting the pro-inflammatory effect of JAK2-STAT3 and regulating autophagy to reduce blood-brain barrier
damage.
Key words ischemic stroke；JAK2-STAT3；inflammatory response；autophagy

脑卒中是导 致全球患者死亡和残疾的主要病

因，显著增加了患者家庭和社会的经济负担。缺血

性 脑卒中是最常见的卒中亚型，缺血性 脑卒中诱 导

损伤相关分子模式（damage-associated molecular
pattern molecules，DAMPs）的激活，在损伤的大脑区

域引发局部炎症，这种局灶性 炎症进一步加剧血脑

屏障损伤、微血管衰竭、脑水肿和氧化应激并直接
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注：IL-1α：白细胞介素-1α；MCP-1：单核细胞趋化蛋白-1；MMP-9：
基质金属蛋白酶-9；Occludin、Claudin-5和 ZO-1：紧密连接蛋白；JAK2：
蛋白酪氨酸激酶 2；STAT3：信号转导 与转录激活因子 3

诱 导 神经元死亡，加重脑损伤[1]。目前 对 急性 缺血性

脑卒中最有效的治疗主要是组织纤溶酶原激活物

溶栓治疗或血管内机械再通治疗[2-3]。然而，相当部

分患者到达医院时已错过最佳的治疗时间窗，导 致

不同程度的神经功能障碍。许多分子靶点的药物在

减轻卒中动物模型的神经损伤方面显示出巨大的

潜力，但大多在临床试验中失败。因此，寻找缺血性

脑卒中治疗的新靶点来改善治疗效果至关重要。

Janus 激酶 2（Janus kinase2，JAK2）是蛋白酪氨酸激

酶家族成员之一，调节下游信号转导 与转录激活

因子（STAT1、STAT3和 STAT5）等信号分子的激活[4]。

JAK2/STAT3 是 JAK-STAT 信号转导 途径家族中

最重要的途径，通过多种生长因子和细胞因子的

信号级联反应，参与调控细胞存活、增殖和分化的

病理生理过程。AG490 是一种酪氨酸激酶抑制剂，

应用于抑制 JAK1、2。在脑缺血大鼠模型中，

AG490 治疗可改善卒中后 脑水肿、氧化应激、炎症

水平[5]。有研究报道，自噬相关信号通路的激活参

与卒中的病理生理变化过程，并发挥神经保护作

用[6]。然而 AG490 能否通过抑制 JAK2/STAT3 降低

卒中后 炎性 反应、调节自噬减轻血脑屏障损伤、改

善神经功能损伤尚缺乏相关研究。本研究旨在探

讨 AG490 对 缺血性 脑卒中后 小鼠神经功能改善的

机制，为 JAK1/2 抑制剂成为未来缺血性 脑卒中新

的治疗药物奠定理论基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组 成年雄性 C57BL/6J 小鼠，

20～22 g，6～8 周龄，购买自北京维通利华实验动物

技术有限公司[许可证号：SCXK（京）2016-0006，批
号：110011200109844553] 。造模后 随机分为 Control
组、Stroke 组、DMSO 组、AG490 组（AG490，JAK1/2
抑制剂，购自美国 MCE 公司），每组 18 只。Control
组为正常对 照 组，Stroke 组不给予任何治疗，DMSO
组注射等量的 DMSO 溶剂，AG490 组在造模后 1 h、
24 h 及 48 h 腹腔注射 AG490（5 mg/kg，溶解于 5%
DMSO+40%PEG300+55%NaCl）。所有小鼠提供充足

的食物和水，并维持昼夜节律的稳定。

1.2 方法

1.2.1 缺血性 脑卒中模型及动物处理 采用光化

学法诱 导 局灶性 大脑皮层缺血性 脑卒中模型。主要

步骤：称重小鼠，在术前 5 min 腹腔注射玫瑰红染料

（50 mg/kg，0.9%生理盐水溶解）。腹腔注射 5%水合

氯醛（70 μL/10 g）麻醉小鼠，之后 将麻醉的小鼠固

定于立体定位仪上 ，放置小鼠体温维持板以维持体

温。沿颅骨中缝切开小鼠颅骨表面皮肤，约 1 cm，暴

露并标记梗塞部位的颅骨外骨膜。将绿光源的光纤

探头固定于标记部位，开启绿光光源照 射 25 min，
注意监测小鼠生命体征。结束照 射后 缝合切口，碘

伏再次对 缝合伤口消毒，维持小鼠体温至彻底清

醒，恢复自由进食水。造模成功率：95%，造模成功标

准：小鼠造模后 前 肢和后 肢屈曲，不能正常走直线，

头部在 30 s 内偏离垂直轴＞10°，向轻瘫侧倾倒。

1.2.2 神经功能评估 采用足错步实验评价其运

动功能，判断缺血性 脑损伤后 损伤程度和恢复情

况。在完成造模后 第 1、3、7、14 天的固定时间，让小

鼠在不规则的铁网上 行走，记录小鼠行走 100 步中

偏瘫侧掉落网格的数目，对 掉落网格的比例进行统

计，结果表示为（错步/总步）%。

1.2.3 RT-PCR 检测 目的基因的表达在造模后

72 h 处死小鼠，取新鲜脑组织，加入 TRIzol 裂解液 ，

研碎充分，制备 RNA，使用逆转录试剂盒将 RNA
逆转录成 cDNA。20 μL 的反应体系由 2.5 μL 的

cDNA、1.25 μL 的正向引物、1.25 μL 的反向引物、

5.0 μL 的无酶水和 10 μL 的 SYBR green PCR
Master Mix 组成。通过 RT-PCR 检测目的基因的表

达水平。通过与内参基因 Ct 值之间的差值来计算基

因表达差异，即 2-△△Ct。引物序列见表 1。

表 1 引物序列

Tab 1 primer sequences

分子 引物系列 （5′→3′）
IL-1α 上 游引物 ATGCCTACTCGTCGGGAGGAGA

下游引物 AGCAACACGGGCTGGTCTTCT
MCP-1 上 游引物 CTGCTACTCATTCACCAGCAAG

下游引物 CTCTCTCTTGAGCTTGGTGACA
MMP-9 上 游引物 AAACTCTTCTAGAGACTGGGAAGGAG

下游引物 AGCTGATTGACTAAAGTAGCTGGA
Occludin 上 游引物 GTTAAGGCACGGGTAGCACT

下游引物 TCATAGTGGTCAGGGTCCGT
Claudin-5 上 游引物 GTTAAGGCACGGGTAGCACT

下游引物 TACTTCTGTGACACCGGCAC
ZO-1 上 游引物 TGAACGTCCCTGACCTTTCG

下游引物 CTGTGGAGACTGCGTGGAAT
JAK2 上 游引物 GCTCCTCTGCTTGATGACTTTG

下游引物 ACAGCCAGTGGAGTCTGGTCT
STAT3 上 游引物 GCGGAGAAGCATTGTGAGTGA

下游引物 AGACGGTCCAGGCAGATGTT
C1q 上 游引物 TCTTGCCACCGTGAAGTGAGGA

下游引物 GCCCGATCCAGAATTTGCCCAT
GAPDH 上 游引物 GCCAAGGCTGTGGGCAAGGT

下游引物 TCTCCAGGCGGCACGTCAGA
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1.2.4 蛋白质免疫印迹检测 目的蛋白的表达在

造模后 72 h 处死小鼠，收集缺血侧皮质组织，称重

后 放入加有裂解液 的研磨管匀浆，匀浆后 的组织裂

解物脉冲超声处理 30 s，然后 以 13 000 r/min 4℃离

心 15 min。收获上 清 液 并用 Nanodrop 测定蛋白质浓

度。提取的蛋白质在 10% SDS-PAGE 凝胶上 进行

电泳，随后 转移到 PVDF 膜上 ，用含有 5% BSA 的

0.1% Tween-TBS 封闭膜，一抗[Claudin5（1∶1 000）、
ZO-1（1 ∶1 000）、Occludin（1 ∶1 000）、LC3Ⅱ /Ⅰ
（1 ∶ 1 000）、P62/SQSTM1（1 ∶1 000）、Beclin-1（1 ∶
1 000）]4℃过夜孵育，抗小鼠 GAPDH 用作对 照 。

用发光试剂盒检测二抗结合的一抗。使用 ImageJ 软

件扫描和量化免疫反应条带。目的蛋白的相对 表达

量=目的条带的灰度值/内参的灰度值。

1.3 统计学处理 利用 Graphpad Prism9.0 进行统

计分析，符合正态分布数据以 ｘ±sｘ 表示。多组间比

较采用单因素方差分析，组内进一步两两比较采用

Bonferroni 检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 AG490改善小鼠缺血性脑卒中后的神经功能
如图1 所示，与 Control 相比，DMSO 组和 Stroke 组

的错步/总步比例在卒中后 各时间点显著增加，而在

第3 天、7 天和 14 天，AG490 组小鼠比 DMSO 组

和 Stroke 组 的 错 步 /总 步 比 例 降 低（F =3.704、
9.199、10.83，均 P＜0.05）。

2.2 AG490抑制 JAK2-STAT3的表达 如图 2 所

示，与 Control 相比，DMSO 组和 Stroke 组小鼠脑组

织 中 的 JAK2、STAT3 的 mRNA 表 达 水 平 上 调

（F=8.718、12.12，均 P＜0.05），而与 DMSO 组和 Stroke
组相比，AG490 组小鼠 JAK2 和 STAT3 的 mRNA
水平表达下调（F=6.331、7.168，均 P＜0.05）。

2.3 AG490改善小鼠缺血性脑卒中后的血脑屏障
图3A~3C 显示，与 Control 组相比，DMSO 组和

Stroke 组小鼠脑组织中的 Occludin、Claudin5 和

ZO -1 的 mRNA 表 达 明 显 降 低（F =29.83、
25.22、20.49，均 P ＜0.05），而 MMP-9 的 mRNA
表达明显升高（F=17.06，P＜0.05），而与 DMSO 组和

Stroke 组小鼠相比，AG490 组小鼠脑组织中的 Oc－
cludin、Claudin5 和 ZO-1 的 mRNA 表达明显上 调

（F=7.648、29.83、25.08，均 P＜0.05），同时 MMP-9 的

mRNA 表达明显降低（F=9.790，P＜0.01）。图 3F~3H
结果显示，与 Control 组相比，DMSO 组和 Stroke 组

小鼠脑组织中的 Occludin、Claudin5 和 ZO-1 的蛋

白表达明显降低（F=14.05、57.83、22.75，均 P＜0.05），
而与 DMSO 组和 Stroke 组小鼠比较，AG490 组小鼠

脑组织中的 Occludin、Claudin5 和 ZO-1 的蛋白表

达明显上 调（F=12.42、10.88、14.32，均 P＜0.05）。
2.4 AG490降低缺血性脑卒中后炎症因子的表达
水平 图 4 显示，与 Control 组相比，DMSO 组和

Stroke 组小鼠 IL-1α、MCP-1 和 C1q 的水平升高

（F=8.451、18.55、6.380，均 P＜0.05），而与 DMSO 组

和 Stroke 组相比，AG490 组小鼠 IL -1α、MCP-1
和C1q 的水平显著降低（F=5.486、5.455、4.862，
均 P＜0.05）。
2.5 AG490 促进缺血性脑卒中小鼠的自噬 如

图 5所示，与 Control 组相比，DMSO 和 Stroke 组脑

组织中的 LC3Ⅱ /LC3Ⅰ和 Beclin -1 轻度增加

（F =95.85、20.07，均 P＜0.05），而 P62/SQSTM1 降低

（F=6.322，P＜0.05），与 DMSO 和 Stroke 组相比，

AG490 组 LC3Ⅱ /LC3Ⅰ和 Beclin-1 的表达水平增

加（F=6.092、15.52，均 P＜0.05），而 P62/SQSTM1 的

表达降低（F=8.143，P＜0.05）。

注：AG490：JAK1/2 抑制剂；*P＜0.05
图 1 AG490改善小鼠缺血性脑卒中后的神经功能

Fig 1 AG490 improves neurological function after ischemic stroke
in mice
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图 2 AG490抑制 JAK2-STAT3的表达

Fig 2 AG490 inhibits the expression of JAK2-STAT3
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图 3 AG490改善小鼠缺血性卒中后的血脑屏障损伤

Fig 3 AG490 ameliorates blood-brain barrier disruption after ischemic stroke

注：AG490：JAK1/2 抑制剂；IL：白细胞介素；MCP-1：单核细胞趋化蛋白 1；*P＜0.05；**P＜0.01；***P＜0.001
图 4 AG490降低缺血性脑卒中后炎症因子的表达水平

Fig 4 AG490 reduces the expression levels of inflammatory factors after ischemic stroke
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图 5 AG490促进缺血性脑卒中小鼠的自噬

Fig 5 AG490 promotes autophagy in ischemic stroke mice
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3 讨论

质膜中的 STAT3 在各种细胞因子和生长因子

刺激下被 JAK2 磷酸化，二聚化后 移位入细胞核中，

结合 RelA/p65 促进核因子-κB 的激活，参与免疫细

胞的分化并介导 炎性 因子产生，进一步传播和放大

炎性 损伤过程[7]。研究表明，脑卒中患者循环中 JAK2、
STAT3 显著上 调[8]，STAT3 基因敲除的卒中小鼠表

现出较小的梗死面积、较轻的神经功能缺损[9]。在过

氧化氢诱 导 的细胞氧化应激模型中，AG490 的使用

改善了细胞氧化损伤，同时下调了 p-JAK2 和 p-
STAT3 的表达[10]。针对 JAK2-STAT3 信号通路的抗

神经元凋亡疗法可以增加卒中小鼠的存活率[11]。本

研究通过光化学法诱 导 局灶性 大脑皮层缺血性 脑

卒中模型，应用 AG490 治疗脑卒中小鼠，结果显示

AG490 显著改善小鼠卒中后 神经功能并同时降低

卒中小鼠 JAK2 和 STAT3 表达水平。

缺血性 脑卒中后 ，神经血管单元的损伤导 致血

脑屏障破坏以及炎症细胞和炎症因子从体循环中

流入，导 致脑水肿和神经元损伤并促进出血转化，

最终增加死亡率。同时，脑损伤激活的内皮细胞通

过分泌 MMPs 介导 紧密连接蛋白（tight junction，TJs）
的降解导 致血脑屏障进一步破坏，促进白细胞募集

到缺血后 脑组织中增强神经炎症反应，进一步加速

脑损伤 [12]。在胶质母细胞瘤模型中，IL-6 诱 导 的

JAK/STAT3 通路激活降低了 TJs 的表达，而 AG490
的治疗恢复了血脑屏障的功能[13]。在本研究中，缺血

性 脑卒中导 致小鼠的 Occludin、Claudin-5 和ZO-1
的降解，而 AG490 治疗逆转了 Occludin、Claudin-5
和ZO-1 的表达。同时，卒中后 MMP-9 表达上 调，

MMP-9 可通过增加卒中后 血脑屏障的开放增加出

血转化风险，而 AG490 可部分抑制 MMP-9的表

达，进一步表明 AG490 可通过改善血脑屏障介导 部

分神经保护作用。

卒中后 神经损伤激活损伤相关的分子模式，导

致小胶质细胞激活以及中性 粒细胞浸润，释放促炎

细胞因子以及趋化因子[14]。研究表明，IL-1α、MCP-
1、C1q 等炎症因子参与脑损伤的病理进展并与预后

相关[15-17]。IL-1α 可促进脑内巨噬细胞的活化，在缺

血 24 h 后 ，IL-1α 的表达与局灶性 血脑屏障破坏和

神经元死亡密切相关[15]。MCP-1 参与卒中后 锥体神

经元延迟性 死亡的病理过程，并促进卒中的复发事

件[16]。而脑损伤后 C1q 的表达通过促进小胶质细胞

突触吞噬和突触丢失显著增加了小鼠的神经系统

损伤[17]。本研究发现，IL-1α、MCP-1 和 C1q 在卒中

后 脑组织中表达上 调，而 IL-1α、MCP-1 和 C1q 的

水平在 AG490 治疗显著降低。表明 AG490 可通过

降低卒中后 炎症因子的表达介导 神经保护作用。

自噬是细胞在应激或损伤状态下通过清 除导

致细胞功能障碍的受损细胞成分维持细胞稳态的

生物过程。卒中可影响自噬的转录调控机制诱 导 自

噬发生，抑制细胞凋亡、增加卒中后 神经元的活

力 [6，18]。自噬受损会导 致衔接蛋白 p62 积累，促进

TRAF6 寡聚化激活转录因子 NF-κB[19]，调节炎症的

发生。研究表明，抑制 JAK2/STAT3 的激活可促进小

鼠腹主动脉瘤形成过程中的自噬[20]。此外，细胞质

STAT3 通过与 PKR 结合抑制自噬[21]。本研究发现，

LC3-Ⅱ/Ⅰ作为自噬激活的标志物在卒中后 轻度增

加，p62 的表达在卒中后 降低，而 AG490 的治疗上

调了 LC3-Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1 的表达，降低了 P62 的表

达，表明 AG490 促进卒中后 的自噬。而 AG490 可以

抑制 JAK2-STAT3 的表达，表明 AG490 通过抑制

JAK2-STAT3 的表达促进卒中后 的自噬过程。此外，

相关研究发现抑制自噬会加剧缺血/再灌注（is－
chemia/reperfusion，I/R）诱 导 的血脑屏障损伤，而在

激活自噬后 可通过促进 ZO-1 在细胞膜上 的重新定

位显著逆转 I/R 后 的 ZO-1 的表达[22]。本研究发现，

AG490 可促进自噬的发生并逆转紧密连接蛋白的

表达，表明 AG490 可能间接影响卒中后 的自噬过

程，抑制紧密连接蛋白的降解来改善血脑屏障功能

障碍。综上 所述，AG490 可通过促进自噬间接调控

神经炎症、改善血脑屏障功能障碍来介导 卒中后 的

神经保护作用。

总之，本研究表明，AG490 抑制 JAK2/STAT3 通

路激活，对 脑缺血性 损伤具有神经保护作用，这可

能是由减轻神经炎症、促进卒中后 的自噬以及改善

血脑屏障损伤介导 的。JAK2/STAT3 通路介导 卒中

后 神经损伤机制的研究为脑缺血提供了新的见解

和治疗靶点，未来应关注 JAK2/STAT3 作为缺血性

脑卒中治疗靶点的进一步研究和临床转化。
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x，卡方的符号是希腊字母 χ2，自由度的符号是希腊文“υ”，样本的相关系数是英文“r”。

化学元素及核素在医学写作时一般多采用符号，都是拉丁字母正体大写。离子态是在右上 角用数字加“-”或“+”表示。例如

Na+、Ca2+、P3-等等，不采用 Ca++、P- - -、Al+3、O-2 表示。核素的核子素（质量数）应写在元素符号的左上 角，例如 131I、32P。表示激发状态

的 m 写在右上 角，例如：99Tcm、133Inm。在科技论文和专著中不应写核素的中文名称，即不能写成 131 碘、133 铟 m 等。

近几年分子生物学发展很快，并已渗透到许多学科，大多数分子生物学名词术语的符号已有统一的确定形式，要对 符号的

来源及其内涵有深刻的了解，使用时不致发生错误，例如：RNA 有 rRNA（ribosonal RNA）、tRNA（transfer RNA）、mRNA（messenger

RNA）3 类。r、t、m 是表示类型的符号应小写，RNA 应大写。
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