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摘要      脑缺血是导致死亡和长期残疾的主要原因, 是一个全球性的健康问题, 其病因复杂, 发
病机制尚不明确。转录因子叉头盒蛋白O3(Forkhead box protein O3, FOXO3)经翻译后修饰(post-
translational modifications, PTMs)后, 自身活性发生改变, 通过对靶基因的调控, 参与调节脑缺血后

的凋亡、炎症、氧化应激、自噬及血脑屏障损伤。值得注意的是, FOXO3对缺血性脑损伤不但有

促进作用, 还具有保护作用。该文就FOXO3的结构及翻译后修饰进行简单介绍, 阐述其在脑缺血

中的作用, 旨在为该疾病的研究提供新思路。
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The Role of FOXO3 in Cerebral Ischemia
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Abstract       Cerebral ischemia is a major cause of death and long-term disability, which is a global health 
problem with complex etiology and unclear pathogenesis. The transcriptional factor FOXO3 (Forkhead box protein 
O3) changes its activity after PTMs (post-translation modifications), and it is involved in the regulation of apopto-
sis, inflammation, oxidative stress, autophagy and blood-brain barrier after cerebral ischemia through the regula-
tions of target genes. It is noteworthy that FOXO3 not only promotes but also protects ischemic brain injury. In this 
paper, the structure and post-translational modification of FOXO3 are briefly introduced, and its role in cerebral 
ischemia is expounded, in order to provide new ideas for the study of this disease.
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脑卒中是目前全球大于60岁人群的第二大死

因以及永久性残疾的主要原因[1]。随着人口增加和

预期寿命延长, 脑卒中的患病率进一步增加, 这给个

人和社会带来沉重负担。脑动脉严重狭窄或闭塞引

起的缺血性卒中是最常见的卒中类型[2]。尽管在过

去的30年, 对于缺血性卒中的治疗取得了进展, 但静

脉溶栓和机械取栓仍是恢复缺血后脑血流的主要治

疗方法, 由于溶栓时间窗窄和禁忌症, 使得缺血性脑

卒中的治疗在实际临床工作中受到限制[3]。因此, 迫
切需要更好地了解缺血性脑损伤的机制, 促进神经

保护药物的开发。

FOXO蛋白是普遍表达的转录因子, 可以识别含

有序列5′-TTGTTTAC-3′的启动子激活基因转录, 通
过激活相关信号通路, 抵消氧化应激、代谢应激和生
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长因子缺失等造成的不利影响, 维持细胞稳态[4]。在

人类中, FOXO家族包括FOXO1、FOXO3、FOXO4
和FOXO6, 其中FOXO3的分布和功能最为广泛 [5]。

FOXO3最初作为长寿因子被发现, 后来研究发现其

参与缺血性脑卒中的病理过程[6]。研究表明, 脑缺血

涉及多种神经元死亡机制, 而磷脂酰肌醇3-激酶/蛋
白激酶B(phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase-B, 
PI3K/AKT)信号通路是细胞重要的生存通路之一, 对
缺血性脑损伤具有保护作用[7]。FOXO3是PI3K/AKT
信号通路下游关键的负调控转录因子[8], 因此认为在

脑缺血的发展过程中, 下调FOXO3对神经功能恢复

起积极作用。同时, 有研究结果显示抑制FOXO3表
达促发了脑缺血后的炎症反应, 加剧了脑损伤[9]。由

此可见, FOXO3作用复杂, 仍需深入研究, 本文结合

现有研究, 探究FOXO3的结构、PTMs及其在脑缺血

中的作用, 为临床药物开发提供新方向。

1   FOXO3的结构与分布
人类FOXO3基因位于6号染色体上 , 其编码的

蛋白质由673个氨基酸组成 , 相对分子量约为71 kDa, 
包括五个结构域 (图1): 叉头DNA结合结构域 (fork-
head DNA-binding domain, DBD)、两个核定位信

号 (nuclear localization signal, NLS)、核输出序列

(nuclear export sequence, NES)和C-端反式激活结构

域(C-terminal transactivation domain, TAD)[10]。DBD
结构域大约由110个氨基酸组成, 表现为折叠良好的

“有翼螺旋”, 具有3个α螺旋和2个类似于蝴蝶翅膀的

大无序环, 能与DNA直接相互作用[11]。NLS结构域

介导FOXO3在细胞质与细胞核之间穿梭 [10]。NES
与NLS共同参与FOXO3从细胞核的输出, TAD结构

域(FOXO3606-644)对FOXO3靶基因的反式激活至关

重要[12]。FOXO3多达75%的序列包含内在无序区域

(intrinsically disordered region, IDR), 其在结构上是

一种高度保守的内在无序蛋白, 能够与其他蛋白质

相互作用以响应不同的细胞信号[13]。

FOXO3在脑中高度表达, 广泛存在于海马体、

皮层和小脑等脑区, 表明这种FOXO蛋白能够协调

控制认知和运动功能[14]。利用基因检测技术, 发现

在成年小鼠大脑中, FOXO3 mRNA存在于所有海

马区域, 即齿状回、CAI、CA2和CA3区域, 并且其

在海马体背侧和腹侧的分布没有差异; 此外, 在几

个新皮质区域和小脑的颗粒神经元中也检测到了

FOXO3的表达[15]。在生理状态下, FOXO3主要存

在于细胞核中, 与DNA结合并调节多个细胞事件的

基因表达[10]。

2   FOXO3翻译后修饰的调控
翻译后修饰是调节蛋白质功能、控制生理过程

的重要途径。FOXO3的活性受到磷酸化、乙酰化、

泛素化、甲基化和糖基化等PTMs的调控(图2), 这些

PTMs可能会影响FOXO3的亚细胞分布和DNA结合

亲和力, 从而对靶基因进行特异性调控[16]。

2.1   磷酸化 
FOXO3活性主要受其在细胞核和细胞质之

间的易位调控, 磷酸化是调节FOXO3活性的关键

PTM。当PI3K/AKT信号通路被激活时 , FOXO3在
苏氨酸Thr 32和丝氨酸Ser 253、Ser 315三个保守位

点被磷酸化, 随后与伴侣蛋白14-3-3结合, 并从细胞

核转移到细胞质中[17]。同时, FOXO3上的核定位信

号将被隐藏, 阻止其重新进入细胞核而富集在细胞

质中, 并且其转录活性受到抑制。此外, 磷酸化的

FOXO3可以与E3泛素连接酶相互作用并经历多次

泛素化, 导致FOXO3蛋白的降解[8]。DENG等[18]在大

鼠大脑中脉栓塞模型的研究中发现, 使用PI3K的激

动剂后, FOXO3的磷酸化水平升高, 并从细胞核移

出, 同时其转录功能减弱。大多数激酶也能磷酸化

FOXO3, 但是磷酸化位点不同, 作用也不一样。如

血清和糖皮质激素调节激酶(glucocorticoid-regulated 
kinase, SGK)、细胞外信号调节激酶 (extracellular 
singnal-regulated kinase, ERK)、IκB激酶β、核因子

κ-B激酶亚基ε抑制剂以及细胞周期蛋白依赖性激酶

1/2等可使FOXO3发生磷酸化, 抑制其活性。其中, 

图1   FOXO3结构(根据参考文献[10,13]修改)
Fig.1   The structure of FOXO3 (modified from the references [10,13])
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SGK与AKT识别的磷酸化位点重叠, 都能磷酸化Thr 
32, 但SGK表现出对Ser 315的偏好, 而AKT磷酸化Ser 
253的效率更高[19]。相比之下, c-Jun N末端激酶(Jun N-
terminal kinase, JNK)、哺乳动物SET20样激酶1和AMP
活化蛋白激酶(AMP-activated protein kinase, AMPK)通
过磷酸化激活FOXO3在细胞核中的转录[5]。如AMPK
可以通过磷酸化不同的残基(Thr 179、Ser 399、Ser 
413、Ser 555、Ser 588和Ser 626)直接调节FOXO3, 
但不影响其亚细胞定位[19]。JNK介导FOXO3在Ser 
574处的磷酸化, 促进FOXO3核输入和转录。此外, 
JNK可以通过抑制PI3K-AKT活性间接激活FOXO3, 
导致FOXO3核易位[19]。

2.2   乙酰化

与磷酸化/去磷酸化类似, 乙酰化/去乙酰化也影

响FOXO3的转录活性。AMPK对FOXO3 Ser 626的磷

酸化增强了其对转录激活物CREB结合蛋白 (CREB 
binding protein, CBP)及其旁系物p300(CBP/p300)的
亲和力 , 后者可以在Lys 242和Lys 245位点乙酰化

FOXO3蛋白的赖氨酸, 减弱其与DNA的结 合 能 力, 
使得FOXO3的转录功能下降[19]。值得注意的是, 乙
酰化的作用受到组蛋白脱乙酰酶 (histone deacety-
lase, HDAC)的负调节 , HDAC通过酶促反应从组蛋

白和非组蛋白中去除乙酰基。例如, Sirtuin家族是

具有烟酰胺腺嘌呤二核苷酸依赖性脱乙酰活性的

HDAC亚类, 据报道, 原代神经元OGD诱导FOXO3
乙酰化水平上调 , 适量的SIRT1激动剂或SIRT1过表

达均能够导致FOXO3去乙酰化, 增强FOXO3活性和

提高随后的神经元凋亡水平[20]。

2.3   其他翻译后修饰的调节

泛素化和甲基化也被报道在调节FOXO3活性

方面起着至关重要的作用[21]。例如, ERK在残基Ser 
294、Ser 344和Ser 425处与FOXO3相互作用使其磷

酸化, 并通过MDM2依赖性泛素−蛋白酶体途径加

速了FOXO3的降解[22]。而且FOXO3上相同的赖氨

酸残基可能发生不同的PTMs, 例如SIRT1去乙酰化

的赖氨酸残基可发生泛素化, 从而降解FOXO3[5]。

此外, 研究发现含有SET结构域的赖氨酸甲基转移

酶9(SET domain containing lysine methyltransferase 
9, SET9)在Lys 270和Lys 271处对FOXO3进行甲基

化 , 导致FOXO3的DNA结合力降低和反式活化 [23]。

甲基化CpG结合蛋白2(methyl-CpG-binding domain 
protein 2, MeCP2)是一种表观遗传因子, 能特异性识

别并结合细胞核中的DNA, 可被募集到FOXO3的启

动子区域, 使其启动子甲基化并抑制FOXO3的转录, 

P: 磷酸化; ac: 乙酰化; ub: 泛素化; me: 甲基化。

P: phosphorylation; ac: acetylation; ub: ubiquitination; me: methylation.
         图2   FOXO3的翻译后修饰(根据参考文献[21]修改)

Fig.2   The post-translational modification of FOXO3 (modified from the reference [21])
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从而抑制自噬和细胞凋亡。在小鼠脑缺血再灌注损

伤中, MeCP2通过抑制FOXO3的表达, 减少神经元

凋亡和缩小脑梗死体积[24]。

3   FOXO3在脑缺血中的作用
在沙土鼠全脑短暂性缺血 /再灌注 (ischemia/

reperfusion, I/R)模型中, 海马CA1区免疫反应性和蛋

白水平明显改变, 其蛋白水平在I/R后12小时略有下

降, 在I/R后3天最高, 在I/R后5天再次显著下降, 同时

在星形胶质细胞和γ-氨基丁酸能中间神经元中检测

到FOXO3免疫反应增强, FOXO3的这种变化可能与

缺血诱导的迟发性神经元死亡有关[25]。体外实验也

发现FOXO3表达改变, 将原代皮层神经元分别经过

氧糖剥夺处理3小时、6小时、9小时后, 再复氧复糖

培养24小时, 发现FOXO3 mRNA和蛋白表达呈时间

依赖性下降[26]。缺血诱导的FOXO3表达变化并不

局限于体内和体外卒中模型, 一项临床研究发现, 脑
缺血患者外周血中FOXO3 mRNA表达水平显著升

高[6]。以上研究表明, FOXO3参与了缺血性脑损伤

的发展, 下文将详细描述其在凋亡、炎症、氧化应激、

自噬及血脑屏障损伤等方面的作用。

3.1   凋亡

脑缺血伴有广泛的神经元凋亡, 表现为细胞起

泡、皱缩和核碎裂[27], 防止细胞过度凋亡是治疗脑

缺血的有效策略。细胞凋亡包括早期的膜磷酯酰丝

氨酸残基的外化和后期的核DNA破坏, 而FOXO3是
控制早期和晚期细胞凋亡损伤程序中一个必要的元

件, 瞬时敲除FOXO3的小胶质细胞, 可以在氧糖剥

夺 (oxygen-glucose deprivation, OGD)暴露后24小时

保持存活[28]。然而, 在发生凋亡损伤之前, FOXO3
在OGD暴露后3小时就促进了小胶质细胞的激活和

增殖, 同时发生了非磷酸化活性形式的FOXO3从细

胞质到细胞核的运输。FOXO3还可以调节小胶质

细胞的线粒体凋亡信号转导通路, 因为FOXO3的瞬

时敲除抑制了OGD诱导的线粒体膜去极化和细胞

色素C的释放[28]。FOXO3对凋亡级联的控制也延伸

到半胱天冬酶(caspase)的激活, FOXO3的存在是活

性caspase 3、8、9表达所必需的, 因为FOXO3的缺

失会抑制caspase活性, 有趣的是, 与caspase 3和8活
性相比, 敲除FOXO3降低caspase 9活性的程度较小, 
这表明FOXO3与caspase 9的关系可能不同于caspase 
3和8的信号转导途径[28]。作为转录因子, FOXO3能

够与细胞凋亡诱导基因的启动子(如Bim、FasL、Bax
和PUMA)结合诱导内皮细胞凋亡[29]。在小鼠脑I/R后, 
FOXO3基因敲低的脑组织中, Bax的mRNA和蛋白质

表达水平降低, 神经功能缺损减少[30]。太白楤木总皂

苷(Saponins from Aralia taibaiensis, sAT)是太白楤木

皂苷的主要活性成分, 对脑缺血引起的神经损伤具

有保护作用。在sAT处理的体外培养的OGD/R海马

神经元中, 细胞核内FOXO3的磷酸化水平升高、乙

酰化水平降低, 转录功能减弱, 抑制了细胞凋亡[31], 
采用si-RNA干扰技术抑制FOXO3表达, 逆转了上述

变化, 说明sAT通过调控FOXO3发挥保护作用。这

一系列研究结果表明, 转录因子FOXO3能够调节多

个途径参与脑缺血后的细胞凋亡, 因此深入了解与

FOXO3相关的凋亡分子机制对治疗脑缺血具有重

要意义。

3.2   炎症

炎症反应是缺血性脑卒中的另一个重要因素。

脑缺血性损伤和血流再灌注均可引起炎症级联反

应, 包括氧化应激、兴奋性毒性、炎症细胞浸润和

有毒炎症介质的释放, 进一步导致神经组织损伤和

细胞死亡[32]。核因子-κB(nuclear factor-KappaB, NF-
κB)是炎症反应的中枢调节因子, 转录激活后, 诱导

白介素 -1β、白介素 -6和肿瘤坏死因子 -α等促炎因

子产生, 导致炎症反应[33]。鞘氨醇激酶1(sphingosine 
kinase 1, SPHK1)在I/R期间激活NF-κB信号转导, 诱
导促炎因子分泌[34]。在人神经母细胞瘤细胞OGD/R
模型中, ZHOU等 [35]研究发现, 敲低FOXO3与SPHK1
具有相似的效果, 均能降低NF-κB和促炎因子水平, 
减少细胞死亡, 说明OGD/R诱导的SPHK1上调是依

赖FOXO3的转录激活的。另外, TAN等[36]实验证明, 
大鼠脑缺血再灌注后, 丁香苷通过阻止脑组织中

FOXO3易位到细胞核, 并抑制NF-κB的上调, 降低

炎症反应水平, 从而产生神经保护作用, FOXO3敲
低能显著提高NF-κB及下游炎症因子的表达水平, 
并逆转丁香苷对这些因子的抑制作用, 表明FOXO3
参与了丁香苷对 NF-κB的调节。总之 , 脑缺血后

FOXO3可增强NF-κB活性, 促进炎性因子的释放, 但
是尚不清楚FOXO3能否直接转录调节NF-κB, 还需

进一步研究两者之间的关系。

焦亡是一种依赖于炎性caspase(主要是caspase 
1、4、5、11)激活的程序性细胞死亡形式[37]。尽管

FOXO3能促进脑缺血后的炎症反应, 但在某些情况
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下, 其也能通过抑制焦亡及其介导的炎症反应来发

挥保护作用。例如, 间充质干细胞衍生的外泌体就

能上调OGD/R诱导的BV-2小胶质细胞中FOXO3的
表达, 进而抑制细胞焦亡[9]。

3.3   氧化应激

氧化应激是缺血性脑卒中的标志[38]。当发生氧

化应激时, ROS可通过脂质、蛋白质和核酸的氧化损

伤导致细胞毒性, 对脑组织的结构和功能造成有害

后果[39]。在正常生理条件下ROS生成量较低, 且可以

被内源性抗氧化剂清除, 而脑缺血引起ROS过度生

成, 使内源性抗氧化系统超负荷[40]。谷胱甘肽是细胞

抗氧化防御的主要内源性成分, 能够直接清除各种

ROS, 减轻缺血性脑损伤。利用谷胱甘肽对OGD/R的
细胞进行干预, 在共聚焦显微镜下发现, 与对照组比

较, 谷胱甘肽治疗组的FOXO3核易位校少[41]。这说明, 
脑缺血后的氧化应激会激活FOXO3。 FOXO3同样

是抗氧化酶的转录因子, 参与抗应激反应基因(如过

氧化氢酶基因和锰超氧化物歧化酶基因)的激活[29]。

段佳林[31]发现, sAT能促进FOXO3下游蛋白过氧化

氢酶表达, 抵御氧化应激, 抑制OGD/R造成的细胞

损伤, 细胞转染si-FOXO3后, sAT对过氧化氢酶的

上调作用和对ROS的抑制作用均被减弱。这说明, 
FOXO3在sAT对抗氧化应激的过程中起重要作用。

过量的ROS会导致内质网无法正确合成蛋白

质, 造成大量未折叠或错误折叠蛋白的累积, 引发

内质网应激 (endoplasmic reticulum stress, ERS), 破
坏内质网稳态 , 导致细胞死亡 [42-43]。在体外细胞

OGD/R模型中, 下调FOXO3能够抑制氧化应激和

ERS, 缓解细胞损伤。一方面, 敲低FOXO3直接减

少细胞总ROS生成量 ; 另一方面 , FOXO3过表达可

以增加ERS水平[44]。可见脑缺血后不仅ROS能调节

FOXO3活性, 反过来FOXO3也能靶向调控氧化应

激, FOXO3不仅能通过增加ROS生成量以及ROS依
赖的ERS加重脑损伤, 同时也能清除ROS发挥抗氧

化作用。

3.4   自噬

自噬是一种高度保守的自我消化过程, 受损的

细胞器和多余的蛋白质被细胞器包裹后形成自噬

体, 随后自噬体被运送至溶酶体降解。自噬相关蛋白

(autophagy related protein, ATG)在自噬中发挥重要作

用, 其中自噬体的形成就需要微管相关蛋白质轻链

3(microtubule-associated protein light chain-3, LC3, ATG8

的哺乳动物同系物)和ATG12泛素样偶联系统的协

同作用, 而ATG7处于这两个泛素样系统的中心[45]。

ATG12在ATG7和ATG10的作用下与ATG5偶联形成

复合物, 后与ATG16相互作用, 参与自噬体的扩增。

另外, LC3被ATG4切割产生LC3-I, LC3-I通过ATG7
和ATG3与磷脂酰乙醇胺偶联, 转化为脂溶性LC3-
II并锚定在自噬体膜上, 介导自噬体和溶酶体融合。

因此LC3-II经常被用作自噬体的标志物[46]。

ZHOU等[47]研究发现, 在大鼠急性脑I/R模型中, 
FOXO3的磷酸化水平下调,  LC3-II/LC3-I值升高, 使
用慢病毒介导FOXO3过表达进一步加深上述变化, 
同时减小脑梗死体积。这表明FOXO3活性增加可以

上调脑缺血后的自噬水平并改善脑损伤。ATG7是
自噬中不可或缺的分子, 敲除ATG7基因的小鼠在脑

I/R后, 神经功能障碍明显改善[48]。而FOXO3直接调

控ATG7, 并且在小鼠I/R的脑组织中, FOXO3与ATG7
均明显增加且存在正相关关系[49]。进一步实验发现, 
FOXO3过表达的神经细胞经OGD/R处理后, ATG7
和LC3-II表达水平增加, 细胞活力降低, FOXO3沉
默则消除了这种效应。而且, 染色质免疫共沉淀显

示, FOXO3能直接与ATG7启动子结合, 表明FOXO3
作为转录因子促进ATG7表达, 激活I/R损伤中的自

噬 [49]。因此 , I/R后FOXO3促进了自噬发生 , 但是

FOXO3活性增强对于I/R引起的损伤究竟起何种作

用存在争议, 这可能与不同的脑缺血模型有关, 其在

人体中的作用也需进一步探究。

3.5   血脑屏障损伤

血脑屏障(blood brain barrier, BBB)是血液和大

脑之间的解剖学和功能屏障, 能保护中枢神经系统

的内部环境免受循环有害物质的侵害。脑内皮细胞

间的紧密连接(tight junction, TJ)是BBB的主要结构

和功能成分, TJ损伤会导致BBB受损[50]。缺血性损

伤激活内皮细胞中的信号转导, 导致TJ蛋白发生磷

酸化、易位和降解, 破坏BBB完整性, 使病情恶化并

极大地影响临床预后[51]。在人微血管内皮细胞OGD 
3分钟后就可检测到FOXO3在细胞核中的积累, TJ
蛋白中闭合蛋白-5降解增加, 使得BBB通透性增高, 
siFOXO3转染则相反[52]。研究表明, 缺血性卒中期

间, 基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinase, MMP)
通过降解TJ蛋白直接损害BBB[53]。为进一步探索

FOXO3在脑I/R后BBB损伤中的作用, HYUN等[52]检

测了转染 siFOXO3的细胞中MMP3/9 mRNA水平 , 
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发现FOXO3敲低抑制了OGD诱导的MMP3 mRNA水

平的增加 , 但没有抑制MMP9的转录。提示FOXO3
在OGD期间通过MMP3间接调控MMP9的活性, 破坏

BBB。后来有学者进一研究发现, FOXO3/MMP是通

过参与ROS信号转导途径, 破坏TJ影响BBB完整性的, 
因为微血管内皮细胞OGD/R诱导的FOXO3/MMP介
导的闭合蛋白-5降解, 能被抗氧化剂Trolox和N-乙
酰半胱氨酸阻断[54]。

4   小结与展望
脑缺血因老龄人口的快速增长而急剧增加, 虽

然目前医疗技术日益进步, 但是仍无法降低其高患

病率和致残率, 因此亟需有效的治疗措施。目前发

现, FOXO3表达在脑缺血后发生变化, 并广泛参与

缺血性脑损伤的发生发展, 推测FOXO3可能是连接

各种机制的一个关键蛋白。此外, FOXO3还能延缓

血管老化, 降低血管衰老相关疾病的发生率, 减少脑

缺血的高危因素, 因此探索其与脑缺血的关系具有

重要意义。

尽管针对FOXO3的研究似乎很有吸引力, 但仍

存在以下困难: ①FOXO3在脑缺血损伤中表现出双

向作用, 如何精准干预来减轻缺血性脑损伤还有待

探究; ②FOXO3与其他DNA、RNA和蛋白质相互作

用, 直接调节其基因表达可能无法达到预期效果并

出现副作用; ③作为长寿相关蛋白, FOXO3激活能

延长寿命, 但可能引发肿瘤和加剧脑梗死。
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