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RAC2通过调控Bcl-2/Bax平衡与PARP-1/caspase-3通路促进脑缺血再灌注神经元凋亡
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［摘要］ 目的 明确Ras相关的C3肉毒杆菌毒素底物 2（Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2，
RAC2）在脑缺血再灌注（cerebral ischemia-reperfusion, CIR）神经元凋亡中的具体效应，并验证其调控凋

亡的分子机制。方法 ①细胞处理与分组（n=5）：以小鼠海马神经元细胞HT22为模型，设立正常对照

（normal control， NC）组和氧糖剥夺/复氧（oxygen-glucose deprivation/reoxygenation，OGD/R）组。NC 组于

正常条件下培养；OGD/R组进行 8 h的氧糖剥夺，然后复氧处理。 采用CCK-8法和EdU染色检测细胞增

殖，流式细胞术检测细胞凋亡。Western blot检测B细胞淋巴瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）、Bcl-2相关

X蛋白（Bcl-2-associated X protein，Bax）、裂解的半胱天冬酶-3（cleaved caspase-3）、裂解的多聚腺苷二磷酸

核糖聚合酶-1（cleaved PARP-1）、RAC2、细胞外信号调节激酶（extracellular signal-regulated kinase，ERK）
和磷酸化 ERK（phosphorylated ERK，p-ERK）蛋白含量；qRT-PCR 检测 RAC2 mRNA 表达。②构建 sh-

RAC2载体并转染至HT22细胞。将细胞分为 2组（n=5）：OGD/R：sh-NC组（转染非靶向 shRNA对照后接

受OGD/R处理）和OGD/R：sh-RAC2组（转染 sh-RAC2载体后接受OGD/R处理）。Western blot检测凋亡相

关蛋白。③通路验证：使用ERK抑制剂FR180204，实验设立 4组（n=5）：NC组、OGD/R组、FR180204组、

FR180204+OGD/R 组。Western blot检测 cleaved caspase-3、RAC2 及 p-ERK 蛋白。结果 ①相较于 NC
组，OGD/R处理HT22细胞，其增殖能力受到抑制，同时细胞凋亡率明显上升（P<0. 05）。OGD/R处理上

调促凋亡蛋白Bax、cleaved PARP-1和 cleaved caspase-3的表达，下调抗凋亡蛋白Bcl-2的表达，并显著提

高了 RAC2 在 mRNA 和蛋白水平的表达（P<0. 05）。②相较于 OGD/R 组，特异性敲低 RAC2（sh-RAC2
组），部分恢复了 Bcl-2表达，并抑制了 OGD/R 诱导的 Bax和 cleaved PARP-1表达升高（P<0. 05）。③相

较于NC组，OGD/R处理激活ERK信号通路（p-ERK/ERK比值升高），上调RAC2表达和 cleaved caspase-3
含量（P<0. 05）；而与 OGD/R 组相比，使用 ERK 抑制剂 FR180204可有效阻断 OGD/R 诱导的 RAC2表达

上调和 caspase-3激活（P<0. 05）。结论 RAC2通过 ERK信号通路调控 Bcl-2/Bax平衡及 PARP-1切割，

在CIR诱导的神经元凋亡中发挥关键作用。
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(RAC2) in neuronal apoptosis induced by cerebral ischemia-reperfusion (CIR), and investigate the molecular 
mechanisms underlying its regulation of apoptosis.  Methods　① Cell culture and grouping (n=5): mouse 
hippocampal neuronal cell line HT22 was divided into normal control (NC) and oxygen-glucose deprivation/
reoxygenation (OGD/R) groups.  The NC group was maintained under standard culture conditions, while the 
OGD/R group was subjected to 8 hours’ OGD/R.  Cell proliferation was assessed using CCK-8 assay and EdU 
staining, and cell apoptosis was evaluated by flow cytometry.  Western blotting was performed to measure the 
protein levels of B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), Bcl-2-associated X protein (Bax), cleaved caspase-3, cleaved poly
(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1), RAC2, and extracellular signal-regulated kinase (ERK)/p-ERK.  
Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was applied to detect the mRNA level of RAC2.  ② Gene knockdown: 
HT22 cells were transfected with sh-RAC2 or non-targeting control shRNA (sh-NC) before OGD/R treatment.  
Subsequently, the cells were divided into OGD/R: sh-NC and OGD/R: sh-RAC2 groups (n=5).  Apoptosis-

related proteins were detected by Western blotting.  ③ Pathway validation: The ERK inhibitor FR180204 was 
employed to establish 4 groups (n=5): NC, OGD/R, FR180204 alone, and FR180204+OGD/R (pretreated with 
FR180204 followed by OGD/R treatment).  Expression of cleaved caspase-3, RAC2, and p-ERK was analyzed 
with Western blotting.  Results　① Compared with the NC group, OGD/R treatment significantly inhibited 
HT22 cell proliferation and increased apoptotic rates (P<0. 05).  OGD/R upregulated pro-apoptotic proteins 
(Bax, cleaved PARP-1, and cleaved caspase-3), downregulated the anti-apoptotic protein Bcl-2, and markedly 
elevated RAC2 expression at both mRNA and protein levels (P<0. 05).  ② Specific knockdown of RAC2 (sh-

RAC2 group) partially restored Bcl-2 expression and attenuated OGD/R-induced upregulation of Bax and 
cleaved PARP-1 compared with the OGD/R group (P<0. 05).  ③ OGD/R treatment activated the ERK 
signaling pathway (elevated p-ERK/ERK ratio), upregulated RAC2 expression, and promoted caspase-3 
cleavage compared with the NC group (P<0. 05).  Conversely, pretreatment with FR180204 effectively blocked 
OGD/R-induced RAC2 upregulation and caspase-3 activation compared with the OGD/R group (P<0. 05).  
Conclusion　RAC2 plays a key role in CIR-induced neuronal apoptosis by modulating the Bcl-2/Bax balance 
and PARP-1 cleavage through the ERK signaling pathway.  

［Key words］ oxygen-glucose deprivation/reoxygenation； RAC2； neurons； apoptosis
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脑血管疾病是全球致残和致死率最高的疾病之

一，其中缺血性脑卒中占比较高［1-2］。临床治疗中，静

脉溶栓、机械取栓等再灌流手段虽能恢复缺血脑组织

血流［3］，但可能诱发更严重的二次损伤，即脑缺血再灌

注损伤（cerebral ischemia-reperfusion injury， CIRI）［4］。
神经元细胞对缺血缺氧极为敏感，缺血时能量代谢障

碍、离子稳态失衡，再灌注后则会进一步触发氧化应

激、炎症反应及线粒体功能障碍等一系列级联反应，

最终启动细胞凋亡程序［5］。而神经元细胞凋亡是

CIRI 导致神经功能不可逆损伤的核心病理环节［6］。
如何抑制再灌注过程中的神经元凋亡成为改善缺血

性脑卒中患者预后的关键科学问题。

Ras 相关的 C3 肉毒杆菌毒素底物 2（Ras-related 
C3 botulinum toxin substrate 2，RAC2）作为 Rho 家族小

分子GTP酶的重要成员，主要表达于造血系统与神经

系统，通过调控细胞骨架重构、氧化应激反应及信号通

路转导参与细胞存活与凋亡过程［7-8］。然而，RAC2在

神经系统缺血再灌注损伤中的作用尚不明确。在体外

研究中，氧糖剥夺/复氧（oxygen-glucose deprivation/
reoxygenation， OGD/R）模型被广泛用于模拟体内脑缺

血再灌注环境，是研究神经元损伤机制的经典工具［9］。
该模型能成功诱导神经元产生与体内 CIRI相似的凋

亡特征［10］，因此，为在细胞水平深入解析 RAC2 在

CIRI中的调控作用提供了理想的研究体系。

目前，关于RAC2是否通过调控氧化应激、线粒体

功能或特定凋亡信号通路来影响 OGD/R 诱导的神经

元凋亡，进而参与 CIRI的进程，尚缺乏明确证据。因

此，本研究拟以神经元 OGD/R 模型为基础，通过调控

RAC2 的表达水平，探究其对神经元凋亡的效应与分

子机制，以期为CIRI的靶向治疗提供新的理论依据和

潜在干预靶点。
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1　材料与方法

1. 1　细胞与试剂

HT22细胞、DMEM培养基、胎牛血清（武汉普诺赛

生物科技有限公司），CCK-8试剂盒（尚宝生物公司），

RNA提取试剂盒［天根生化科技（北京）有限公司］，反

转录试剂盒（北京全式金生物技术股份有限公司），荧

光定量PCR试剂盒（南京诺唯赞生物技术股份有限公

司），EdU溶液、4%多聚甲醛固定液［翌圣生物科技（上

海）股份有限公司］，Triton X-100通透剂（上海碧云天

生物技术股份有限公司），Click 反应工作液、DAPI 染
液［赛默飞世尔科技（中国）有限公司］，AnnexinV-

FITC/PI凋亡检测试剂盒（上海碧云天生物技术股份有

限公司），慢病毒载体［汉恒生物科技（上海）有限公

司］，RIPA裂解缓冲液（Merck公司），BCA蛋白定量试

剂盒（江苏凯基生物技术股份有限公司），B细胞淋巴

瘤 -2（B-cell lymphoma-2， Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白

（Bcl-2 assoicated X protein， Bax）、裂解的多聚腺苷二磷

酸核糖聚合酶-1（cleaved PARP-1）、裂解的半胱天冬酶-3
（cleaved caspase-3）、RAC2、β-微管蛋白（β-Tubulin）、

细胞外信号调节激酶（Extracellular signal-regulated 
kinase，ERK）、磷 酸 化 ERK（phosphorylated ERK，

p-ERK）（正能生物公司），ERK抑制剂FR180204（上海

碧云天生物技术股份有限公司），厌氧产气袋 350 mL
（日本三菱瓦斯化学株式会社），酶标仪（北京普天新

桥技术有限公司），二氧化碳培养箱（太仓艺斯医疗器

械科技有限公司），荧光显微镜（宁波永新光学股份有

限公司）。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　细胞培养　　该研究已通过宁夏医科大学总

医院科学科研伦理审查委员会批准（KYLL-2022-

0704）。小鼠海马神经元细胞株HT22在 37 ℃，5%CO₂
的无菌培养箱中培养，每 3天换 1次培养基。HT22采

用含 10% 胎牛血清的高糖 DMEM 培养基培养。待细

胞生长至对数生长期时进行相关实验。

1. 2. 2　氧糖剥夺/复氧（OGD/R）模型构建　　正常对

照（normal control，NC）组：细胞全程使用含正常糖浓

度的完全培养基，于 37 ℃、5%CO₂培养箱中常规培养，

不进行任何OGD/R或抑制剂处理。

OGD/R 组：待细胞贴壁后，弃原培养基，用无糖

DMEM洗涤2~3次。加入无糖DMEM培养基，将培养板

置于厌氧产气袋中密封。在 37 ℃、5%CO₂条件下进行

OGD培养8 h。弃去无糖培养基，更换为正常的完全培

养基。于37 ℃、5%CO₂培养箱中继续复氧培养24 h。
FR180204组：在细胞常规培养过程中，向培养基

中加入终浓度为 10 μmol/L的FR180204。培养条件与

NC组相同，以观察FR180204单独处理对细胞的影响。

FR180204+OGD/R组：细胞接种贴壁后，先向培养

基中加入终浓度为10 μmol/L的FR180204进行预处理，

持续培养 48 h。预处理结束后，按上述“OGD/R组”的

相同步骤进行氧糖剥夺8 h及复氧培养24 h。
1. 2. 3　CCK-8 法检测细胞增殖　　海马神经元细胞

HT22以每孔 3 000个细胞的密度接种到 96孔板，根据

实验要求进行处理。每孔加入10 μL CCK-8试剂，37 ℃
孵育2 h，450 nm波长处测量吸光度［D（450）］值。细胞存

活率：细胞存活率（%）=［D（450）实验组-D（450）空白组］/
［D（450）对照组-D（450）空白组］×100%。其中空白组是只加

培养基和CCK-8试剂、无细胞的孔。

1. 2. 4　qRT-PCR 检测基因表达　　总 RNA 提取：使

用天根生化科技（北京）有限公司的 RNA 提取试剂盒

裂解HT22细胞，严格按照说明书步骤操作，包括氯仿

分层、异丙醇沉淀及 75% 乙醇洗涤。最后用无 RNase
水溶解RNA，使用微量分光光度计测定其浓度与纯度

［要求D（260）/D（280）比值介于1. 8~2. 0］。

cDNA合成：取 1 μg总RNA，使用北京全式金生物

技术股份有限公司的反转录试剂盒，按照说明书配制

20 μL 反转录反应体系。在 PCR 仪上于 42 ℃反应

15 min进行反转录，随后85 ℃加热5 s以失活反转录酶。

qPCR扩增：将逆转录产物稀释后作为模板，使用

南京诺唯赞生物技术股份有限公司的荧光定量 PCR
试剂盒，于实时荧光定量 PCR 仪上进行扩增。反应

体系为 20 μL，反应程序设置为：95 ℃预变性 30 s；随
后进行 40个循环的 95 ℃ 10 s、60 ℃ 30 s（退火/延伸）；

最后进行熔解曲线分析。每个样品设置3个技术重复。

数据分析：反应结束后，采用 2⁻ΔΔCt法计算目的基

因（如 RAC2）的相对表达量，以 GAPDH（或 β-actin）作

为内参基因进行标准化。

1. 2. 5　EdU 染色检测蛋白定位与表达　　不同处理

组细胞中加入 EdU 溶液， 37 ℃、5%CO₂孵育 2 h，弃培

养基，PBS 洗涤 3 次。后续依次利用 4% 多聚甲醛、

0. 5%Triton X-100、Click反应工作液、DAPI染液，进行

固定、通透、反应以及染色工作。用荧光显微镜在相

应的荧光通道下，分别观察 EdU 阳性细胞（发出绿色

荧光的细胞，代表增殖细胞）和 DAPI 染色的细胞核

（蓝色荧光），拍照记录。EdU 阳性细胞率（%）=（EdU
阳性细胞数/DAPI阳性细胞总数）×100%。
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1. 2. 6　流式细胞术检测细胞凋亡率　　收集各处理

组细胞悬液至离心管中，1 000 r/min 离心 5 min，弃上

清。PBS 洗涤 3次，1 000 r/min离心 5 min，弃上清。根

据Annexin V-FITC/PI凋亡检测试剂盒说明书，加入适

量 Annexin V-FITC 和 PI 染色液，轻轻混匀，室温避光

孵育 15~20 min。加入适量结合缓冲液，轻轻混匀后，

转移至流式管中，用流式细胞仪检测，获取细胞凋亡

数据。

1. 2. 7　干扰慢病毒构建与细胞转染　　OGD/R：sh-

NC组：按照病毒转染试剂说明书，将适量的阴性对照

慢病毒载体（sh-NC）与 Lipofectamine 3000 按 1∶2 混合

后，加入细胞孔中，轻轻混匀，于培养箱继续培养。

OGD/R：sh-RAC2 组：将适量的 RAC2 基因沉默慢

病毒载体（sh-RAC2）与Lipofectamine 3000按1∶2混合，

加入到细胞孔中，轻轻混匀，于培养箱继续培养。

转染 6 h，更换新鲜的培养基，以减少转染试剂对

细胞的毒性作用。同时设置NC组不进行病毒转染操

作。转染后 48 h，向培养板中加入含有适量嘌呤霉素

的筛选培养基。继续培养细胞，每隔 2~3 d更换 1次筛

选培养基，持续筛选 5~7 d，直至未转染的细胞全部死

亡，获得稳定转染的阳性细胞群体。靶核苷酸序列如

下 ：RAC2-shRNA，5'-GGACGACAAGGACACCATCG-

AGAAA-3'；NC-shRNA，5'-CCTAAGGTTAAGTCGCC-

CTCG-3'。
1. 2. 8　Western blot检测蛋白表达　　使用含蛋白酶

抑制剂的 RIPA 裂解缓冲液提取蛋白质样本。利用

BCA 蛋白定量试剂盒说明书进行蛋白浓度的测定及

定量。煮沸 10 min使蛋白变性，取适量蛋白进行 SDS-

PAGE 凝胶电泳、转膜、封闭。并进行一、二抗以及化

学发光底物溶液的孵育。利用化学发光成像系统检

测并拍照记录蛋白条带，进行灰度分析。

1. 3　统计学分析

　　采用 SPSS 26. 0 及 GraphPad Prism 9. 0 软件进行

数据分析。计量资料以 x̄±s表示。多组间比较采用单

因素方差分析，两组间比较采用 t 检验。流式细胞术

数据用FlowJo V10分析，Western blot数据用 Image J分
析。当P<0. 05时表示差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　OGD/R处理显著抑制增殖能力

CCK-8结果显示，与 NC组相比，OGD/R 组的细胞

数量显著降低（P<0. 05，图 1A）。EdU/DAPI 染色结果

显示，NC组中可见大量EdU阳性细胞，提示细胞增殖活

跃，而OGD/R组中EdU阳性细胞数量显著减少，表明细

胞增殖受到明显抑制；DAPI染色显示2组细胞核分布均

匀，染色效果稳定，可作为细胞总数的参照（图1B）。

2. 2　OGD/R对细胞凋亡及相关蛋白表达的影响

流式细胞结果显示，NC组中，活细胞主要分布于

Q4 象限（87. 8%）；Q2 象限晚期凋亡细胞占比为

7. 88%，Q1象限坏死细胞占比为 0. 41%，Q3象限早期

凋亡细胞占比为 3. 91%。相比之下，OGD/R 组中 Q2
象限晚期凋亡细胞和Q3象限早期凋亡细胞比例分别

增加至 14. 7%和 13. 8%，Q1象限坏死细胞占比上升至

1. 84%，而Q4象限活细胞比例下降至 69. 6%。结果表

明，OGD/R处理显著诱导了细胞凋亡和坏死的增加。

Western blot结果显示，与NC组相比，OGD/R组中

Bax 的表达显著上调（P<0. 05），而 Bcl-2 的表达下调

（P<0. 05）。同时，cleaved PARP-1和 cleaved caspase-3

A： Cell viability of HT-22 cells in the normal control group （NC） and the oxygen-glucose deprivation/reoxygenation （OGD/R） 
treatment group （n=5）； B： Representative images showing cell proliferation status as indicated with Merge representing the 
overlay image by EdU （green） and DAPI （blue） staining

图1　OGD/R对细胞增殖能力的影响

Figure 1　Effect of OGD/R on viability and proliferation in HT22 hippocampal neurons
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的表达水平在OGD/R组中均明显高于NC组（P<0. 05）。
结果表明，OGD/R 处理可能通过调控 Bax/Bcl-2 比例，

激活 caspase-3 依赖的凋亡通路，从而促进细胞凋亡

进程。

2. 3　OGD/R处理上调RAC2的mRNA和蛋白表达

qRT-PCR 结果显示，与 NC 相比，OGD/R 组中

RAC2 的 mRNA 表达量显著上调（P<0. 05，图 3A）。

Western blot结果显示，OGD/R 组中 RAC2蛋白的表达

量显著高于NC组（P<0. 05，图3B）。结果表明，OGD/R
处理不仅能够上调 RAC2 的 mRNA 表达，还能促进其

蛋白水平的表达。

2. 4　RAC2 敲低对 OGD/R 诱导的凋亡相关蛋白表达

的影响

为明确 RAC2 在 OGD/R 诱导细胞凋亡中的作用，

利用 sh-RAC2 敲低 RAC2 的表达。结果显示，相较于

OGD/R：sh-NC 组，OGD/R：sh-RAC2 组的 RAC2 蛋白表

A： Flow cytometry showing cell apoptotic rate； B： Representative images of Western blotting results of apoptosis-related 
proteins （Bcl-2， Bax， cleaved PARP-1， cleaved caspase-3）， with β-Tubulin as the internal reference

图2　OGD/R处理后HT-22细胞凋亡及凋亡相关蛋白表达变化（n=5）
Figure 2　Changes in apoptosis and expression of apoptosis-related proteins in HT-22 cells after OGD/R treatment（n=5）

A： Relative expression of RAC2 mRNA detected by qRT-PCR； B： RAC2 protein expression detected by Western blotting， with β
-Tubulin as the internal reference

图3　RAC2在OGD/R模型中的mRNA及蛋白表达水平（n=5）
Figure 3　Expression of RAC2 at mRNA and protein levels in the OGD/R model（n=5）
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达水平显著降低（P<0. 05），表明在 OGD/R 处理条件

下，RAC2特异性 shRNA有效敲低了RAC2的表达。相

较于OGD/R：sh-NC组，OGD/R：sh-RAC2组的抗凋亡蛋

白 Bcl-2 蛋白表达水平显著升高（P<0. 05），促凋亡蛋

白 Bax 和 cleaved PARP-1 的表达水平显著降低（P<
0. 05），细胞数量增加，增殖能力增强。结果表明，

OGD/R 处理后，RAC2 敲低可部分恢复 Bcl-2 的表达，

同时显著抑制 Bax 和 cleaved PARP-1 的表达，从而缓

解OGD/R诱导的细胞凋亡。见图4。
2. 5　OGD/R 处理通过 ERK/RAC2/caspase-3 信号通路

调控细胞凋亡

相较于 NC 组，OGD/R 组的 p-ERK/ERK 比值、

RAC2 及 cleaved caspase-3 显著升高（P<0. 05），表明

OGD/R处理可同时激活ERK信号通路、上调RAC2表达

并诱导 caspase-3的切割。在 FR180204组中，p-ERK、

RAC2和 cleaved caspase-3的表达水平与 NC组无显著

差异（P>0. 05）。在 FR180204+OGD/R 组中，p-ERK、

RAC2 及 cleaved caspase-3 的表达水平较 OGD/R 组显

著降低（P<0. 05）。结果表明，ERK信号通路的抑制可

有效阻断 OGD/R 诱导的 RAC2 表达上调和 caspase-3
激活，提示ERK可能通过调控RAC2介导 caspase-3依

赖的凋亡进程。见图5。
3　讨论

脑卒中是全球致死性疾病的主要类型之一，CIRI
是加剧神经细胞死亡的关键病理环节［11］。在缺血性

脑卒中病程中，缺血再灌注可通过局部炎症反应和过

量活性氧（reactive oxygen species， ROS）爆发引发继发

性脑损伤，进而诱导神经元凋亡、坏死及自噬等病理进

程［12-13］。RAC2作为Ras相关鸟苷三磷酸酶（guanosine 
triphosphatase， GTPase），可通过激活 NADPH 氧化酶

复合体驱动ROS生成，加剧氧化应激损伤和线粒体功

能障碍，而 ROS 的积累可激活线粒体依赖性凋亡通

路［14，8］。然而，RAC2 在 CIRI 模型中调控神经元细胞

A： Western blot analysis of protein expression changes in Bcl-2， Bax， and cleaved PARP-1 after RAC2 knockdown （sh-RAC2）； 
B： Quantification of HT-22 cell counts after sh-RAC2 combined with OGD/R treatment； C： EdU （green） and DAPI （blue） 
staining showing cell proliferation status； Merge indicates the superimposed image.  sh-NC served as the negative control， and 
β-Tubulin was used as the internal reference

图4　RAC2敲低对OGD/R诱导的凋亡相关蛋白的调控作用（n=5）
Figure 4　Regulatory effect of RAC2 knockdown on OGD/ R-induced apoptosis-related proteins（n=5）

568



陆军军医大学学报，2026，48（5）http：//aammt. tmmu. edu. cn

凋亡的分子机制尚未阐明。本研究探讨了 RAC2 在

HT-22海马神经元OGD/R模型中的促凋亡作用及分子

机制，并揭示ERK/RAC2/caspase-3这一新的信号通路，

为缺血性脑卒中的神经保护策略提供潜在新靶点。

3. 1　RAC2 在 OGD/R 模型中通过调控线粒体凋亡通

路发挥促凋亡作用

此研究中，OGD/R 处理可显著抑制 HT-22细胞增

殖并诱导凋亡，与既往研究结论一致。例如，OGD/R 
处理后神经元细胞存活率随着处理时间延长而降

低［15-16］；在 HT-22 与 PC12 细胞中观察到 OGD/R 诱导

的细胞活力下降及凋亡率升高［17-18］。上述证据提示，

OGD/R 可能通过多重互作机制（如氧化应激、线粒体

功能障碍、DNA损伤等）触发神经元细胞死亡程序，其

中线粒体依赖性凋亡通路可能起主导作用。

为阐明凋亡机制，本研究检测线粒体依赖性凋亡

通路的关键分子，发现 OGD/R 可显著上调 RAC2 在

mRNA 和蛋白水平的表达。进一步通过敲低 RAC2实

验发现，促凋亡蛋白 Bax 和 cleaved PARP-1 的表达被

抑制，而抑凋亡蛋白 Bcl-2 表达部分恢复，表明 RAC2
在 OGD/R 模型中通过调控 Bcl-2/Bax 平衡及 PARP-1

切割，发挥促凋亡作用。结合RAC2调控NADPH氧化

酶/ROS轴的已知功能［8］，推测其作用机制为：RAC2通

过增强氧化应激，影响Bcl-2家族蛋白平衡，最终促进

线粒体凋亡通路的激活。Bcl-2/Bax 比例失衡是线粒

体膜电位崩溃的核心驱动力，可促使线粒体通透性转

换孔（mitochondrial permeability transition pore， mPTP）
开放、细胞色素C释放，进而激活 caspase级联反应，引

发细胞凋亡［19-20］。该结果与青光眼缺血再灌注模型

及神经元 OGD/R 模型中的发现一致［21-22］。提示此机

制在缺血性卒中模型中具有普适性。也进一步证实

线粒体凋亡通路可作为OGD/R损伤的关键治疗靶点。

3. 2　ERK 通过调控新型下游靶点RAC2参与凋亡调控

ERK 是丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated 
protein kinase， MAPK）信号通路的核心成员，参与调

控细胞增殖、分化、存活及凋亡等关键生物学过程［23］。
本研究发现，ERK可能通过调控其下游新型效应分子

RAC2，进而激活下游凋亡执行蛋白，提示 RAC2 或为

ERK 的新型下游靶点。本研究提出 RAC2 或为 ERK
的新型下游靶点，这一发现不仅拓展了ERK信号通路

的调控网络，也为理解其在细胞凋亡中的复杂作用提

A： Western blot analysis showing the expression levels of ERK （ERK） and its phosphorylated form （p-ERK） in the NC and OGD/R 
treatment groups， with β -Tubulin as the internal reference； B： Western blot analysis of the protein expression changes of p-ERK， 
RAC2， and cleaved caspase-3 under the intervention of the inhibitor FR180204

图5　RAC2通过ERK信号通路调控OGD/R诱导的HT-22细胞凋亡（n=5）
Figure 5　RAC2 regulates OGD/ R-induced apoptosis of HT-22 cells through the ERK signaling pathway（n=5）
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供了新视角。这一发现与肾脏和脑缺血再灌注模型

中ERK的促凋亡作用一致［24-25］。例如，在肾脏缺血再

灌注模型的研究中，替利安宁可通过抑制ERK通路的

激活，下调早期生长反应因子 1（early growth response 
factor 1， EGR1）表达，调控线粒体依赖性凋亡通路相

关基因表达，减少细胞凋亡［24］；在小鼠 CIRI模型中观

察到，ERK 通路激活后，细胞凋亡及 cleaved caspase-3
表达增加［25］。在心肌缺血再灌注模型中发现，转化生

长因子-β1（transforming growth factor-β1， TGF-β1）通

过抑制 ERK 信号通路，抑制心肌细胞生长，促进了细

胞凋亡［26］。这与本研究中的 ERK 促凋亡结果相反。

本研究通过揭示 RAC2这一新靶点，为解释 ERK在不

同病理背景下的双重作用提供了潜在机制，揭示细胞

类型或病理背景差异可能导致 ERK 信号通路的复杂

调控。这一发现不仅深化了对 ERK 促凋亡机制的理

解，也为相关疾病的靶向治疗提供了新的理论依据。

3. 3　ERK/RAC2/caspase-3信号通路揭示的意义

综上所述，本研究揭示了OGD/R激活ERK/RAC2/
caspase-3 信号通路进而诱导细胞凋亡的分子机制。

其中 RAC2作为关键调控因子，通过调节 Bcl-2/Bax平
衡及促进 PARP-1 切割，最终执行凋亡程序。本研究

系统阐明了 RAC2 在神经元 OGD/R 损伤中的促凋亡

作用，并揭示了 ERK/RAC2这一新的信号轴。这一发

现不仅丰富了 CIRI的分子调控网络，更重要的是，将

RAC2 确立为一个潜在的神经保护治疗靶点，为开发

针对缺血性脑卒中的新策略提供了重要的理论依据

和实验基础。
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