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曲古抑菌素 A 预处理对小鼠脑缺血再灌注损伤
皮质炎症反应和凋亡的影响 *

侯家保，袁泉，万杏，刘恋，赵博，吴洋

（武汉大学人民医院 麻醉科，湖北 武汉 430060）

摘要：目的  探讨曲古抑菌素 A 预处理在小鼠脑缺血再灌注损伤中对大脑皮质炎症反应和凋亡的影响。方法   

Balb/c 小鼠随机分为 3 组 ：假手术组（S 组）、缺血再灌注组（IR 组）、曲古抑菌素 A 预处理组（预处理组），每

组 10 只。采用颈部切口大脑中动脉线栓（MCAO）法缺血 1 h，再灌注 24 h 复制脑缺血再灌注模型，预处理组

在复制脑缺血再灌注模型前连续 3 d 腹腔注射曲古抑菌素 A 5 mg/kg。取脑皮质组织，光学显微镜下观察病理学

结果，ELISA 检测 TNF-α、IL-1β，免疫组织化学法检测 Bcl-2、Bax、Caspase-3，TUNEL 检测细胞凋亡。结果  

3 组 TNF-α、IL-1β、Bax、Bcl-2 及 Caspase-3 比较，差异有统计学意义（P <0.05）。与 S 组比较，IR 组病理学

损伤严重，TNF-α、IL-1β、Bax、Caspase-3 阳性表达水平升高，Bcl-2 降低（P <0.05）；与 IR 组比较，预处理

组病理学损伤减轻，TNF-α、IL-1β、Bax、Caspase-3 阳性表达水平降低，Bcl-2 升高（P <0.05）。结论  曲古抑

菌素 A 预处理能抑制炎症因子、凋亡因子的表达及减少细胞凋亡，从而减轻脑缺血再灌注损伤。
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Effect of Trichostatin A on cerebral cortex inflammation and apoptosis 
in mouse model of cerebral ischemia reperfusion injury*

Jia-bao Hou, Quan Yuan, Xing Wan, Lian Liu, Bo Zhao, Yang Wu
(Department of Anesthesiology, Renmin Hospital of Wuhan University, Wuhan, Hubei 430060, China)

Abstract:  Objective  To evaluate effect of Trichostatin A (TSA) on inflammatory factors and apoptosis in 
mouse model of cerebral ischemia reperfusion injury.  Methods  Mice were randomly divided into three groups 
(n = 10): sham (S) group in which mouse received all surgical procedure except ligation of arteries, ischemia/
reperfusion (IR) group in which mouse received ligation of middle cerebral artery for one hour following by blood 
reperfusion for 24 hours, TSA group in which mouse were pretreated with TSA (5 mg/kg) for 3 days before ischemia/
reperfusion insult. Histopathology was detected by HE-staining; circulating concentration of TNF-α, IL-1β were 
measured by ELISA; expression of Bcl-2, Bax and Caspase-3 were detected by immunohistochemistry; and apoptosis 
rate was identified by TUNEL.  Results  Brain tissue in IR group exerted obvious histological deterioration and 
expression of TNF-α, IL-1β; Bax and Caspase-3 were increased significantly when compared with those in S group 
(P < 0.05), all of which were attenuated by pretreating of TSA (P < 0.05). TUNEL analysis indicated apoptosis rate 
were increased in TSA group compared with S group, which was down-regulated by treatment of TSA (P < 0.05).  
Conclusions  TSA has a protective effect in cerebral ischemia reperfusion by decreasing inflammation and apoptosis.
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脑缺血再灌注损伤是指缺血的脑组织经治疗后重

新恢复血液供应，但损伤进一步加重的反常现象 [1-2]。 

由于其发病率、致残率和病死率高，已经严重威胁到人

类健康 [3]。脑缺血再灌注损伤后如何实现神经组织的自

我修复是目前研究的热点问题之一 [2，4]。在中枢神经

系统中，胶质细胞参与维持神经元正常功能，分泌神经

营养因子，实现免疫应答 [5-6]。因此在脑缺血再灌注

损伤时，胶质细胞可以发生活化及参与调控炎症因子

和凋亡因子的表达，避免神经炎症反应加重诱发神经

细胞凋亡，从而使受损神经元修复成为可能。新近研

究表明，组蛋白去乙酰化酶抑制剂（histone deacetylase 

inhibitor, HDACi）曲古抑菌素 A 在脑缺血再灌注损伤

中可以产生内源性再生和恢复的保护效应 [7-9]。那么曲

古抑菌素 A 是否通过神经炎症和细胞凋亡途径参与

其中的保护效应呢？目前并没有详细研究。本研究

旨在探讨曲古抑菌素 A 预处理在脑缺血再灌注损伤

中对炎症因子和凋亡因子表达的影响及其相关机制。

1    材料与方法

1.1    实验动物

清洁级健康成年雄性 Balb/c 小鼠 30 只，体重 18 ～ 

22 g，购自武汉生物制品研究所。

1.2    动物分组与实验方法

采用随机数字表法将实验小鼠分为 3 组，每组

10 只。假手术组（S 组），仅做颈部打开手术 ；缺血再

灌注组（IR 组），行颈部切口大脑中动脉线栓（middle 

cerebral artery occlusion, MCAO）法手术 ；曲古抑菌素 A

预处理组（预处理组），复制脑缺血再灌注模型前连续

3 d 腹腔注射曲古抑菌素 A 5 mg/kg 后行 MCAO 手术。

通过缺血 1 h、再灌注 24 h 复制脑缺血再灌注模型。

异氟烷深度麻醉小鼠，暴露左侧颈外动脉，向颈外动

脉内插入一根 6-0 单丝线栓直达大脑中动脉分支处，

线栓于大脑中动脉中留置 45 min 后小心取出，手术总

时间约 1 h。模型复制成功的标志是小鼠在麻醉苏醒

后出现右前肢严重偏瘫。

1.3    指标检测

MCAO 后再灌注 24 h 处死小鼠，并取大脑皮质

组织。①制备石蜡切片，置于 4% 多聚甲醛溶液中固

定 24 h，行 HE 染色，光学显微镜下观察病理学结果。

② ELISA 检测肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介

素 -1β（IL-1β）：脑皮层组织匀浆，离心后提取上

清液。严格按试剂盒（武汉博士德生物科技公司）说

明书操作。所得样本用酶标仪测定吸光度值并计算

对应样品浓度。③免疫组织化学法检测 Bax、Bcl-2、

Caspase-3（北京中杉金桥生物科技公司）：切片入水，

3% H2O2 孵育 10 min，滴加多克隆抗体，4℃孵育过

夜 ；滴加二抗，37℃孵育 20 min，滴加 SP，37℃孵育

20 min，DAB 显色。④ TUNEL 检测细胞凋亡（美国

Roche 公司）：脑切片入水，3% H2O2 孵育 10 min，滴

加蛋白酶 K，37℃消化 10 min，加入反应混合液，37℃

孵育 60 min，加入转化剂，37℃孵育 30 min，DAB 显色。

用光学显微镜观察并计数阳性细胞数。

1.4    统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件。计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，符合方差齐性检验，组

间比较采用单因素方差分析，在方差分析有意义的基

础上，两两比较用 LSD-t 检验，P <0.05 为差异有统计

学意义。

2    结果

2.1    3 组小鼠大脑皮质组织病理学结果

S 组与预处理组小鼠大脑皮质神经元排列相对整

齐，胞膜完整，胞质丰富，核圆形，结构较为清晰 ；IR

组大脑皮质神经元形态不规则，胞质分布不均，有空

泡，核固缩溶解或消失。见图 1。

                 S 组                            IR 组                         预处理组

图 1    3 组小鼠大脑皮质组织病理学结果    （HE ×400）

Keywords: reperfusion injury; model; animal; Trichostatin A; factor; inflammation; apoptosis inducing 
factor
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2.2    3 组小鼠大脑皮质 TNF-α、IL-1β 含量比较

3 组小鼠大脑皮质 TNF-α、IL-1β 含量比较，

经单因素方差分析，差异有统计学意义（P <0.05）。IR

组大脑皮质 TNF-α 含量与 S 组比较，差异有统计学

意义（t =10.213，P =0.000），IR 组升高 ；预处理组大

脑皮质 TNF-α 含量与 IR 组比较，差异有统计学意义

（t =4.183，P =0.002），预处理组降低。IR 组大脑皮质

IL-1β 含量与 S 组比较，差异有统计学意义（t =9.574，

P =0.000），IR 组升高 ；预处理组大脑皮质 IL-1β 含

量与 IR 组比较，差异有统计学意义（t  =3.296，P  = 

0.008），预处理组降低。见表 1。

表 1    3 组小鼠大脑皮质 TNF-α、IL-1β 含量比较 

（n =10，pg/ml，x±s）

组别 TNF-α IL-1β

S 组 5.7±0.8 13.6±1.3

IR 组 12.8±1.51） 28.3±3.61）

预处理组 9.3±1.41）2） 22.7±2.21）2）

F 值 49.233 40.985

P 值 0.000 0.000

注：1）与 S 组比较，P <0.05；2）与 IR 组比较，P <0.05

2.3    3 组小鼠大脑皮质 Bax、Bcl-2 和 Caspase-3
表达比较

3 组小鼠大脑皮质 Bax、Bcl-2、Caspase-3 表达

比较，经单因素方差分析，差异有统计学意义（P  < 

0.05）。IR 组大脑皮质 Bax 表达与 S 组比较，差异有

统计学意义（t =13.061，P =0.000），IR 组升高 ；预处

理组大脑皮质 Bax 表达与 IR 组比较，差异有统计学

意义（t =4.255，P =0.002），预处理组降低。IR 组大脑

皮质 Bcl-2 表达与 S 组比较，差异有统计学意义（t  = 

13.763，P  =0.000），IR 组降低 ；预处理组大脑皮质

Bcl-2 表达与 IR 组比较，差异有统计学意义（t =4.032，

P  =0.002），预处理组升高。IR 组大脑皮质 Caspase-3

表达与 S 组比较，差异有统计学意义（t =11.477，P = 

0.000），IR 组升高 ；预处理组大脑皮质 Caspase-3 表

达与 IR 组比较，差异有统计学意义（t  =3.931，P  = 

0.003），预处理组降低。见表 2 和图 2~4。

2.4    3 组小鼠大脑皮质 TUNEL 阳性表达数比较

S 组小鼠大脑皮质 TUNEL 阳性表达数为（5.60± 

2.70），IR 组为（30.50±5.93），预处理组为（13.30± 

2.24），3 组比较，经单因素方差分析，差异有统计学意

义（F  =62.730，P  =0.000）。IR 组大脑皮质 TUNEL 阳

性表达与 S 组比较，IR 组升高（t =9.362，P =0.000）；

表 2    3 组小鼠大脑皮质 Bax、Bcl-2 和 Caspase-3 的 

表达的比较    （n =10，x±s）

组别 Bax Bcl-2 Caspase-3

S 组 6.3±1.1 23.7±2.7 5.4±0.7

IR 组 19.4±2.21） 7.3±1.11） 17.6±2.51）

预处理组 14.9±1.41）2） 11.5±2.31）2） 13.2±1.11）2）

F 值 100.556 104.396 84.711

P 值 0.000 0.000 0.000

注：1）与 S 组比较，P <0.05；2）与 IR 组比较，P <0.05

                   S 组                           IR 组                       预处理组 

图 2    3 组小鼠大脑皮质 Bax 表达    （×400）

                   S 组                           IR 组                        预处理组

图 3    3 组小鼠大脑皮质 Bcl-2 表达    （×400）

                   S 组                             IR 组                      预处理组

图 4    3 组小鼠大脑皮质 Caspase-3 表达    （×400）
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预处理组大脑皮质 TUNEL 阳性表达与 IR 组比较，预

处理组降低（t =6.647，P =0.000）。见图 5。

3    讨论

脑缺血再灌注损伤的发病机制尚未研究清楚，可

能存在的机制包括炎症反应、氧化应激、细胞内钙超

载、细胞凋亡、兴奋性氨基酸毒性、免疫调控、血脑

屏障被破坏，以及神经血管单元的相互作用等 [4]，但

是相关保护性机制还有待进一步研究 [4，10]。脑缺血再

灌注损伤早中期主要表现为自由基的产生、线粒体功

能障碍、炎症反应增强、神经元细胞的凋亡等，后期

则以胶质细胞增殖及小胶质细胞活化促进神经再生、

血管新生等表现为主 [4，11]。而临床发现脑缺血再灌注

损伤主要是急早性期损伤，本研究侧重于研究脑缺血

再灌注损伤早期中炎症反应调控和神经元凋亡预防，

对探讨早期脑缺血缺氧性损伤早期保护及恢复具有重

要意义。

新近研究表明，脑缺血再灌注损伤可使损伤区神

经细胞基因表达异常 [7]，而 HDACi 可通过调节损伤的

神经细胞内组蛋白和非组蛋白的修饰，进而参与脑缺

血再灌注损伤机制中的多个环节，减轻脑组织损伤并

促进缺血区血运重建，加快缺血后神经元结构和功能可

塑性的恢复 [7，12-13]。因而本研究选用曲古抑菌素 A 预

处理，再行大脑中动脉线栓 1 h，再灌注 24 h，行 HE

染色发现早期脑缺血再灌注损伤后大脑皮层神经元形

态不规则，胞质分布不均，有空泡，核固缩溶解或消

失清晰整齐，表明大脑皮层脑缺血再灌注损伤已经形

成，而使用曲古抑菌素 A 预处理后再行 MACO，大脑

皮质神经元形态与正常对照组基本一致，表明曲古抑

菌素 A 预处理可以改善早期大脑皮质缺血再灌注损

伤对神经细胞结构的影响。

                    S 组                             IR 组                      预处理组

图 5    曲古抑菌素 A 对 3 组小鼠大脑皮质组织细胞 

凋亡的影响（TUNEL×400）

HDACi 大脑皮质早期缺血再灌注损伤的保护机

制是什么呢？本研究从炎症反应和凋亡机制研究发现，

曲古抑菌素 A 预处理可以逆转大脑皮质早期缺血再灌

注损伤后 TNF-α、IL-1β 和 Bax、Caspase-3 的 高 表

达及 Bcl-2 的低表达，使之趋向正常表达水平，并使 IR

导致的 TUNEL 阳性细胞数目减少，表明曲古抑菌素 A

预处理可通过调控大脑皮质炎症反应和凋亡因子活化

来产生保护效应。早期研究表明，脑缺血再灌注损伤

可导致神经元的染色体启动封闭状态，而 HDACi 可以

纠正神经元染色体转变成开放状态，起到神经保护的

作用 [12]。其机制包括 ：参与小胶质细胞 / 巨噬细胞的

极化调控，减轻神经细胞炎症反应，抑制神经元凋亡

因子活化，促进神经血管再生等 [9-10，12]，而本研究也从

神经炎症反应和抑制神经元凋亡方面进行验证。

胶质细胞中的小胶质细胞可敏感察觉大脑组织

的微环境改变，参与免疫监视和防御的功能 [5-6]。正常

状态下，小胶质细胞处于静息状态，当在外源性或内源

性刺激的作用下，其迅速活化，产生并释放促炎因子

如 ：TNF-α 和 IL-1β，并通过交互作用诱导凋亡因子

的释放。而本研究证实 ：小胶质细胞释放的 TNF-α、

IL-1β 参与脑缺血再灌注损伤的进展，并诱导凋亡因

子 Bax、Caspase-3 活化水平增加，当行曲古抑菌素 A

预处理后，炎症因子 TNF-α、IL-1β 表达降低，凋亡

因子 Bax、Caspase-3 活化水平下降，Bcl-2 活化增加。

这表明小胶质细胞对大脑正常功能的维持至关重要，

在抗炎症反应和清除凋亡的神经元过程中起重要作

用，是脑防御的重要机制 [14-16]。

综上所述，曲古抑菌素 A 预处理通过抑制皮质炎

症因子、凋亡因子的表达及减少细胞凋亡，减轻大脑

皮质缺血再灌注损伤。
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