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丙戊酸钠对大鼠缺血性脑卒中后血管生成及
神经保护作用的研究*
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(西南医科大学附属中医医院神经外科,四川泸州
 

646000)

  [摘要] 目的 探讨丙戊酸钠(VPA)对大鼠缺血性脑卒中后神经系统功能的保护作用,以及对微血管生

成的促进作用。方法 50只雄性 Wistar大鼠随机分为VPA组(20只)、生理盐水组(Saline组,15只)、对照组

(Control组,15只),VPA组、Saline组均行大脑中动脉阻塞(MCAO)手术,Control组不插入线栓;用 Morris
水迷宫实验检测大鼠脑卒中后的认知能力,通过磁共振成像(MRI)检测大脑梗死体积,免疫组织化学观察VPA
对小胶质细胞活化的影响并观察脑组织微血管密度,ELISA测定炎性因子的表达,Western

 

blot检测缺血海马

组织中乙酰化组蛋白H3(Ac-H3)、血管内皮生长因子(VEGF)和热休克蛋白70(HSP70)的表达。结果 VPA
明显增加大鼠缺血性脑卒中后海马CA1区存活神经元和同侧皮质微血管密度,改善了脑卒中引起的认知功能

障碍,并能明显减少缺血后14
 

d的脑梗死区体积百分比。与Saline组比较,VPA组大鼠OX-42阳性表达的小

胶质细胞数量明显减少(P<0.05),白细胞介素-1β、肿瘤坏死因子α水平明显降低(P<0.05)。与Saline组比

较,VPA组大鼠海马中Ac-H3、VEGF和 HSP70水平明显升高(P<0.05)。结论 长期VPA治疗可促进大

鼠脑缺血后血管生成和功能恢复,这些作用可能与其抑制缺血诱导的炎性反应,抑制组蛋白脱乙酰化酶和诱导

HSP70、VEGF表达有关。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

sodium
 

valproate
 

(VPA)
 

on
 

the
 

nervous
 

sys-
tem

 

function
 

after
 

ischemic
 

stroke
 

in
 

rats,and
 

analyse
 

its
 

angiogenesis-promoting
 

effect.Methods A
 

total
 

of
 

50
 

male
 

Wistar
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

VPA
 

group
 

(20
 

rats),the
 

saline
 

group
 

(15
 

rats)
 

and
 

the
 

control
 

group
 

(15
 

rats).For
 

rats
 

in
 

the
 

VPA
 

group
 

and
 

the
 

Saline
 

group,global
 

cerebral
 

ischemia
 

were
 

per-
formed

 

with
 

middle
 

cerebral
 

artery
 

occlusion
 

(MCAO),while
 

rats
 

in
 

the
 

control
 

group
 

were
 

treated
 

without
 

line
 

embolism
 

method.Morris
 

water
 

maze
 

test
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cognitive
 

ability
 

of
 

rats
 

after
 

stroke,the
 

cerebral
 

infarct
 

volume
 

was
 

detected
 

by
 

using
 

magnetic
 

resonance
 

imaging
 

(MRI),the
 

effect
 

of
 

VPA
 

on
 

the
 

activation
 

of
 

microglia
 

and
 

microvessel
 

density
 

were
 

also
 

investigated
 

by
 

immunohistochemistry.The
 

expression
 

of
 

proinflammatory
 

cytokine
 

was
 

determined
 

by
 

using
 

ELISA,and
 

the
 

expression
 

of
 

acetylated
 

his-
tone

 

H3
 

(Ac-H3),vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

(VEGF)
 

and
 

heat
 

shock
 

protein
 

70
 

(HSP70)
 

in
 

ischemic
 

hippocampus
 

tissues
 

was
 

detected
 

by
 

using
 

Western
 

blot.Results VPA
 

significantly
 

increased
 

the
 

density
 

of
 

surviving
 

neurons
 

in
 

the
 

CA1
 

region
 

of
 

the
 

hippocampus
 

after
 

transient
 

global
 

ischemia,and
 

markedly
 

en-
hanced

 

microvessel
 

density.VPA
 

ameliorated
 

severe
 

deficiencies
 

in
 

spatial
 

cognitive
 

performance
 

induced
 

by
 

transient
 

global
 

ischemia,and
 

significantly
 

reduced
 

the
 

percentage
 

of
 

cerebral
 

infarction
 

area
 

14
 

d
 

after
 

global
 

ischemia.Compared
 

with
 

the
 

Saline
 

group,the
 

number
 

of
 

microglia
 

with
 

positive
 

expression
 

of
 

OX-42
 

in
 

the
 

VPA
 

group
 

was
 

significantly
 

reduced
 

(P<0.05),and
 

the
 

levels
 

of
 

interleukin-1β
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

α
 

were
 

significantly
 

reduced,as
 

well
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

Saline
 

group,the
 

levels
 

of
 

Ac-H3,VEGF
 

and

2073 重庆医学2020年11月第49卷第22期

* 基金项目:西南医科大学-西南医科大学附属中医医院联合基金(2017LZLY-J14)。 作者简介:廖礼尚(1984-),主治医师,博士,主要从

事颅内肿瘤及血管的基础研究。 △ 通信作者,E-mail:643034295@qq.com。



 

HSP70
 

in
 

the
 

hippocampus
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

VPA
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P <0.05).
Conclusion Long-term

 

treated
 

with
 

VPA
 

can
 

promote
 

angiogenesis
 

and
 

functional
 

recovery
 

after
 

cerebral
 

is-
chemia

 

in
 

rats,which
 

might
 

be
 

related
 

to
 

its
 

suppression
 

of
 

ischemia-induced
 

inflammation
 

response,inhibition
 

of
 

histone
 

deacetylase
 

and
 

induction
 

of
 

HSP70
 

and
 

VEGF
 

expression.
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  缺血性脑卒中是全球第二大常见死亡原因,也是

致残的主要原因之一。尽管目前对缺血后脑损伤的

机制认识已经有了很大的进展,但对治疗缺血性脑卒

中的药物开发却进展缓慢。脑缺血损伤时导致细胞

死亡的机制较为复杂,包括兴奋毒性、离子失衡、氧化

应激和炎性反应等[1-2]。由于中风在普通人群中的发

病率越来越高,而且缺乏足够的治疗方法,因此,研究

和开发更有效的药物势在必行。丙戊酸钠(VPA)是
组蛋白脱乙酰化酶(HDAC)抑制剂,常用于治疗癫痫

和双相情感障碍。在神经退行性疾病的细胞和动物

模型中,已证明 VPA在治疗水平上具有神经保护特

性。另有研究表明,曲古他汀A(TSA)也是减少脑缺

血后脑损伤的一种药物,VPA和TSA的作用可能与抑

制HDAC有关,HDAC可引起染色质的高乙酰化,导致

基因表达的改变[3-4]。因此,本研究探讨VPA是否对

海马细胞具有神经保护作用,并分析其可能的机制。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物及分组

无特殊病原体(SPF)级 Wistar大鼠50只,体重

200~270
 

g,购自厦门大学实验动物中心,采用简单随

机抽样法分为 VPA 组(20只)、生理盐水组(Saline
组,15只)、对照组(Control组,15只),VPA组、Sa-
line组大鼠均行大脑中动脉阻塞(MCAO)手术。
1.1.2 主要仪器与试剂

VPA购自美国Sigma公司(批号:H32019266);
血管内皮生长因子(VEGF)、OX-42、CD31均购自英

国 Abcam 公 司(货 号 分 别 为 ab32152、ab133357、
ab28364);抗乙酰化组蛋白 H3(Ac-H3)及抗热休克

蛋白70(HSP70)均购自美国 Millipore公司(货号分

别为h9286、SAB2702384)。磁共振成像(MRI)扫描

采用7.0T核磁共振(德国Bruker
 

BioSpin公司)。
1.2 方法

1.2.1 动物模型制备及实验干预

VPA组、Saline组大鼠吸入麻醉(70%
 

N2O 和

30%
 

O2 中含有1.5%异氟醚)下在右颈部行 MCAO
手术:通过颈部中线切口暴露右颈总动脉、颈外动脉

和颈内动脉;将4-0尼龙缝合线经右侧颈总动脉穿入

右侧颈内动脉,再穿入 Willis环,阻断右侧大脑中动

脉起点,60
 

min后取出缝合线;术中使用加热毯将大

鼠体温保持在(37.0±0.5)℃。Control组不插入线

栓,其他手术操作同 VPA组及Saline组。待大鼠完

全从麻醉中苏醒后,VAP组大鼠对大鼠神经系统进

行评分,剔除没有表现出神经功能缺陷的大鼠。造模

成功后,VAP组大鼠立即予以腹腔注射 VPA(300
 

mg/kg),以后每12小时注射1次,持续14
 

d;Saline
组大鼠予以等量生理盐水持续14

 

d腹腔注射,其余同

VPA组。
1.2.2 MRI检测

MRI扫描采用T2加权成像序列评价梗死体积。
扫描参数:层厚1

 

mm,视野(FOV)=32
 

mm×28
 

mm,矩阵=256×224,分 辨 率125
 

μm,回 波 时 间
(TE)=12

 

ms,重复时间(TR)=3
 

500
 

ms,回波列

长=16。
1.2.3 Morris水迷宫实验

用 Morris水迷宫实验检测大鼠脑卒中后的认知

能力,在大鼠缺血性脑卒中后8~11
 

d进行。实验中

所有大鼠需找到一个隐藏的透明塑料平台(直径10
 

cm),放置在离水迷宫墙壁50
 

cm(水迷宫直径150
 

cm,深度60
 

cm)和水下1
 

cm的地方。每天将该平台

随机分配,记录到达隐蔽平台所需的时间和游泳速

度。实验期间,大鼠可以在平台上休息30
 

s。如果大

鼠在120
 

s内未能到达平台,则手动引导其到达平台。
1.2.4 病理检测

造模14
 

d后处死大鼠,取脑组织做石蜡切片,甲
酚紫染色。显微镜下计数CA1区锥体层中正常锥体

细胞数。CD31免疫染色法检测缺血同侧皮质微血管

密度。
1.2.5 Western

 

blot检测

在组织蛋白提取液中超声裂解海马组织。4
 

℃下

以12
 

000
 

r/min离心裂解产物10
 

min,并提取上清

液。蛋白质水平测定采用二喹啉甲酸(BCA)法,分离

出相同的总蛋白的样品,并转移到硝酸纤维素膜上。
用兔抗VEGF(1∶1

 

000)、兔抗Ac-H3(1∶3
 

000)、兔
抗HSP70(1∶500)孵育过夜。磷酸盐缓冲液(PBS)
漂洗后,室温下二抗孵育1

 

h。
1.2.6 ELISA法检测促炎细胞因子

海马组织在含有蛋白酶抑制剂的混合物[胃蛋白

酶A、抑 肽 酶、磷 酰 胺 和 亮 肽 各 20
 

mg/mL,0.5
 

mmol/L苯甲磺酰氟(PMSF)和1
 

mmo/L
 

乙二醇二

乙醚二胺四乙酸(EGTA)]中经短暂超声处理(10
 

w,
2×5

 

s),并在4
 

℃下100
 

000
 

r/min离心20
 

min,取上

清液采用ELISA法测定白细胞介素-1β(IL-1β)和肿

瘤坏死因子-α(TNF-α)。
1.3 统计学处理

采用SPSS17.0统计软件分析数据,计量资料以

x±s表示,两组间比较采用两组独立样本t检验,以
P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 VPA对缺血性脑卒中诱导的大鼠神经元死亡
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的影响

在造模第14天,磁共振 T2图像显示,Saline组

大鼠的脑梗死约占整个大脑的18%,而VPA治疗后
(VPA组)脑梗死约占整个大脑的13%,差异有统计

学意义(P<0.05),见图1、2。免疫组织化学显示,与

Control组相比,Saline组海马CA1区神经元密度明

显降低(P<0.05),尼氏染色显示萎缩的神经元胞体

和固缩的细胞核;而VPA组与Saline组相比,CA1区

神经元密度明显升高(P<0.05),萎缩的神经元胞体

和固缩的细胞核也有所好转,见图3、4。

图1  大鼠缺血性脑卒中后Saline组与VPA组 MRI检查T2序列

  a:P<0.05,与Saline组比较。

图2  大鼠缺血性脑卒中后第14天梗死区域

体积百分比比较

图3  尼氏染色检测大鼠海马CA1区神经元细胞损伤

2.2 VPA对缺血性脑卒中诱导的脑损伤大鼠空间

认知功能的影响

为了评估CA1区存活神经元与脑功能状态的相
关性,采用 Morris水迷宫实验检测海马参与学习和
记忆功能。Control组大鼠能够在较短时间内到达隐
藏平台;与Control组比较,Saline组大鼠表现出较明

显的功能缺陷,VPA组较Saline组大鼠功能状态有

所好转(P<0.05),见图5。

  a:P<0.05,与Control组比较;b:P<0.05,与Saline组比较。

图4  尼氏染色检测大鼠海马CA1区残存神经元计数

  a:P<0.05。
图5  各组大鼠 Morris水迷宫完成任务表现

2.3 VPA对大鼠脑海马区 OX-42阳性细胞、IL-1β
和TNF-α水平的影响

评估VPA治疗对缺血相关小胶质细胞活化的影

响,缺血后7
 

d,海马CA1区出现了激活的小胶质细
胞,经VPA处理后(VPA组),与Saline组相比 OX-
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42阳性表达的小胶质细胞数量明显减少(P<0.05),
见图6、7。为了确定VPA是否抑制小胶质细胞活化

诱导的促炎性因子的上调,测定海马匀浆中促炎细胞

因子IL-1β和 TNF-α水平变化。与Saline组相比,
VPA组IL-1β和 TNF-α水平明显降低(P<0.05),
见图8。

  A:Control组;B:Saline组;C:VPA组。

图6  各组大鼠海马CA1区OX-42阳性细胞(免疫组织化学染色,×400)

  a:P<0.05,与Control组比较;b:P<0.05,与Saline组比较;。

图7  各组大鼠海马CA1区OX-42阳性细胞数比较

2.4 VPA对大鼠脑 Ac-H3、VEGF和 HSP70水平

的影响

为探讨VPA对 HDAC活性的影响,采用 West-
ern

 

blot检测海马中 Ac-H3的表达,与Saline组相

比,VPA组Ac-H3表达水平明显增加(P<0.05)。
为了评价 HSP70在VPA神经保护中的作用,与Sa-
line组相比,VPA组HSP70表达水平明显升高(P<
0.05);同时,VPA组VEGF表达水平也明显高于Sa-
line组(P<0.05),见图9。
2.5 VPA对缺血后血管生成的影响

通过对大鼠同侧海马的内皮细胞标志物CD31进

行免疫组织化学染色分析显示,与Control组及Sa-
line组相比,VPA组给药14

 

d后大鼠海马的微血管

密度明显增加(P<0.05),见图10、11。

  A:IL-1β水平比较;B:TNF-α水平比较;a:P<0.05,与Control组

比较;b:P<0.05,与Saline组比较。

图8  各组大鼠海马CA1区IL-1β及TNF-α水平比较

  A:Western
 

blot法测定VEGF、Ac-H3、HSP70的蛋白水平;B~D各组 HSP70、
 

Ac-H3、VEGF蛋白水平柱状图;a:P<0.05,与Control组比

较;b:P<0.05,与Saline组比较。

图9  Western
 

blot检测各组大鼠海马CA1区Ac-H3、HSP70及VEGF的表达
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  A:Control组;B:Saline组;C:VPA组。

图10  各组大鼠海马CA1区CD31阳性细胞(免疫组织化学染色,×200)

  a:P<0.05,与Control组比较;b:P<0.05,与Saline组比较。

图11  CD31染色各组大鼠微血管密度比较

3 讨  论

  现有研究表明,缺血性脑卒中会导致海马CA1
区神经元大量丢失,海马损伤的同时会伴随着学习和

记忆功能不同程度的损伤[5-6]。且越来越多的研究发

现,在缺血性脑卒中动物模型中,一些抗惊厥药可减

少脑损伤并改善部分脑功能[7-8]。
在本研究中,VPA组大鼠脑梗死区域体积百分

比明显低于Saline组,VPA组比Saline组大鼠在水

迷宫中有更好的行为学表现,提示 VPA治疗有助于

大鼠缺血后神经元功能的恢复。同时,VPA治疗后,
增加了脑内微血管密度,除增强 HDAC的抑制作用

外,VPA还增强海马区 VEGF、Ac-H3、HSP70表达

水平,减少了与脑损伤相关炎性反应。
越来越多的证据表明,人和动物脑缺血后的血管

再生有助于改善脑组织的微循环。在卒中后早期,

VPA通过抑制VEGF及其受体的过度表达来减轻病

理性内皮细胞功能。在缺血性恢复期,VEGF可以增

加血脑屏障的通透性,促进脑卒中后的神经血管重

建,VPA 通过上调 VEGF表达促进缺血后血管生

成[9-10]。因此,VPA在保护缺血后内皮细胞功能方面

具有双重作用,早期通过抑制 VEGF来限制细胞损

伤,而晚期通过上调VEGF来促进血管生成。相关研

究表明,缺血性脑卒中患者的梗死区含有比正常脑组

织更高比例的微血管,但是缺乏有效的灌注[11]。在目

前的研究中,VPA治疗能显著增强缺血半球的微血

管密度,提示 VPA可促进微血管的形成和灌注。此

外,有学者认为,缺血引发的血管生成需要脑源性神

经营养因子,VPA可通过激活脑源性神经营养因子

的启动子,诱导大鼠皮层神经元产生脑源性神经营养

因子[12]。在大鼠和人脑缺血后数小时内,VEGF的表

达迅速增加,并持续数周,大鼠缺血半暗带给予外源

性VEGF可促进血管生成和神经恢复[13]。与上述研

究一致,本研究表明,VPA治疗明显增强了VEGF的

上调,VEGF水平明显升高,提示VEGF有助于VPA
增强缺血后血管生成的能力。

缺血性脑卒中导致的脑损伤与炎性反应密切相

关,包括单核吞噬细胞系统浸润,小胶质细胞介导的

神经炎症在缺血性脑损伤中起着重要作用,其分泌的

炎性细胞因子(IL-1β和TNF-α)、诱导型一氧化氮合

酶(iNOS)和环氧合酶-2(Cox-2)过表达,进而诱导炎

性反应[14-16]。本研究显示,VPA具有神经保护作用,

VPA治疗可明显减少 OX-42阳性小胶质细胞的数

量,抑制脑缺血后炎性细胞因子上调。此外,也有学

者认为VPA可能通过抑制核因子κB(NF-κB)转录活

性来抑制炎性细胞因子的产生[17]。
一些研究表明,包括 HSP70在内的 HSPs在全

脑缺血后不久即上调,并在不同的脑缺血模型中持续

存在于缺血半暗带[18-19]。在小鼠脑卒中动物模型中,

HSP70的过度表达可促进缺血性脑卒中后神经系统

功能恢复。脑卒中缺血后1、3、24、72
 

h,HSP70水平

均明显上升[20]。与相关研究结果相似[21],本研究显

示,与Saline组相比,VPA治疗引起 HSP70水平进

一步升高。HSP70可能通过多种机制发挥其抗凋亡

作用,它抑制半胱氨酸蛋白酶-3(caspase-3)的激活及

其下游因子(包括磷脂酶A2)[22]。因此,VPA诱导的

HSP70过表达可能在缺血性脑卒中后的神经保护中

起关 键 作 用。可 能 的 原 因 之 一 是 VPA 治 疗 后,

HSP70过表达与 HDAC的抑制作用有关,促进了

HSP70的转录起始。
组蛋白乙酰化水平的高低改变染色质构象是基

因转录调控的主要机制之一,越来越多的证据支持组

蛋白乙酰化与许多神经系统疾病有关。HDAC抑制

剂已被证明对脑缺血诱导的脑损伤具有很强的神经

保护作用。VPA 是 HDAC
 

I(1、2、3、8亚型)和Ⅱa
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(4、5、7、9亚型)的抑制剂,VPA诱导的 HDAC抑制

导致组蛋白高乙酰化、染色质结构松弛和启动基因转

录。Ac-H3是HDAC受抑制的一个指标,在VPA治

疗后显著增加,提示HDAC抑制可能参与了VPA在

缺血后的促血管生成作用。最近的一项研究表明,

HDAC抑制剂、VPA和亚油酸能显著促进VEGF诱

导的内皮细胞的形成,VPA 增加了内皮细胞的迁

移[23]。此外,HDAC抑制剂可诱导多能干细胞向内

皮细胞分化[24]。总之,这些研究表明,VPA 诱导的

HDAC抑制可能促进了血管生成。而且 HDAC抑制

剂由于其在肿瘤中的抗血管生成作用,已被证明可抑

制多 种 肿 瘤 细 胞 系 中 血 管 生 成,目 前 也 被 广 泛

关注[25]。
值得注意的是,现有的研究表明,在特定条件下,

每种HDAC亚型与血管生成途径的相互作用可能不

同。有研究发现,HDAC7直接与缺氧诱导因子1相

互作用并增加其在 HEK293细胞中的转录活性[26]。
此外,HDAC5下调已被证明可以增加内皮细胞的形

成和迁移,同时在电镜下发现,缺血性脑卒中后新生

血管的形态与正常脑内新生血管相似[27-28]。
综上所述,长时间接受 VPA治疗可以显著防止

缺血性脑卒中后海马CA1区神经元死亡,促进缺血

后血管生成及神经系统功能恢复。VPA诱导的脑缺

血后神经保护可能涉及多种作用机制,包括明显抑制

缺血诱 导 的 脑 内 炎 性 反 应、HDAC 活 性 和 增 加

VEGF、Ac-H3、HSP70的表达。
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