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创伤性脑损伤（traumatic brain injury，TBI）已在

世界范围内成为致残的主要原因，其中 80% 被归

类 为 轻 度 TBI（mild traumatic brain injury， MTBI）或

脑震荡［1-2］。反复轻度创伤性脑损伤（repeated mild 

traumatic brain injury， rMTBI）可导致脑震荡后综合

征，通常包括头晕、头痛和神志不清等症状［3］。在

临床上，长期发作性 MTBI 也与学习记忆下降、轻度

认知障碍、抑郁、混合情感和双相情感障碍相关［4］。

然而，MTBI 负面影响潜在的分子机制没有得到充分

的研究。rMTBI 模型采用失重法对实验动物产生反

复非轻度脑外伤，这为研究 MTBI 对大脑学习记忆

能力损伤的分子机制和治疗策略提供很好的研究平

台［5-6］。

脑损伤的发生可降低组蛋白去乙酰化水平，引

·论著·

反复轻度创伤性脑损伤对大鼠海马组蛋白
去乙酰化酶功能的影响及其与学习记忆
能力的相关性
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【摘要】 目的 探索反复轻度创伤性脑损伤（rMTBI）引起脑学习记忆能力下降与海马组蛋白去乙

酰化酶（HDACs）相关的分子机制。方法 采用 rMTBI 大鼠模型和新事物识别检测，分析大鼠 rMTBI 后

48 h 和 4 周时海马 HDAC 活性以及学习记忆能力的改变。使用泛 HDAC 抑制剂 trichostatin A（TSA）治疗，

观察 TSA 对 HDAC 活性及学习记忆能力的影响。结果 rMTBI 提高了不同时间点 HDAC2-5 和 HDAC11

亚型的 mRNA 水平，同时细胞核和细胞质内 HDAC 活性显著增加；然而，在损伤后 4 周时 HDAC8 的

mRNA 水 平 为（0.47±0.09），较 Sham 组（1.02±0.14）显 著 下 降（t=8.095，P ＜ 0.001）。 给 予 TSA 治 疗 后，

rMTBI 引起的学习记忆缺陷和 HDAC 活性均恢复了正常。结论 rMTBI 可能引起部分 HDAC 亚型的活

性上调而导致学习记忆能力受损，而 HDAC 活性抑制剂对 rMTBI 引起的认知缺陷治疗具有潜力。
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【Abstract】 Objective To explore the molecular mechanism of hippocampal histone deacetylase 
（HDACs） related to the decline of brain learning and memory caused by repeated mild traumatic brain injury 
（rMTBI）. Methods The changes of hippocampal HDAC activity and learning and memory ability at 48 hours 

and 4 weeks after rMTBI in rats were analyzed using the rat rMTBI model and new thing recognition detection. 
We used tricostatin A （TSA）， a pan HDAC inhibitor， to observe the effect of TSA on HDAC activity and learning 
and memory ability. Results rMTBI increased the mRNA levels of different subtypes of HDAC 2-5 and HDAC 
11 at different time points， with the increase of the activity of HDAC in nucleus and cytoplasm. However， 
compared with the Sham group （1.02±0.14）， the mRNA level of HDAC8 decreased significantly to （0.47±0.09） 
4 weeks after injury （t=8.095，P ＜ 0.001）. After treatment with TSA， the learning and memory deficit and 
HDAC activity caused by rmtbi returned to normal. Conclusions rMTBI may up-regulate the activity of some 
HDAC subtypes， resulting in impaired learning and memory ability， while HDAC activity inhibitors have 
potential in the treatment of cognitive defects caused by rMTB.
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发小胶质细胞炎性反应，组蛋白去乙酰化酶（histone 

deacetylases， HDACs）作为调控组蛋白乙酰化水平
的关键酶类，可通过调控组蛋白的乙酰化水平从而
对其下游基因表达水平进行调控。HDACs 由 18 个
HDAC 家族成员组成，其可通过抑制乙酰化或去乙
酰化来调节基因表达，从而参与多种生命过程。其
中哺乳类动物的 HDACs 共 17 类，其中Ⅰ类 HDAC
包括 HDACs1、2、3、8，其具有高度的同源化，在神
经系统发育不同阶段表达，与神经系统疾病密切相
关［7］；Ⅱ类 HDACs 包括 HDAC4、5、9，其中 HDAC4、
5 在大脑发育、神经功能包括抑郁症、远期记忆及帕
金森病中有重要作用［8］，Ⅳ类 HDACs 为 HDAC11，
其参与了脑缺血的发生发展，在神经组织中存在
表达［9］。因此，本研究采用 rMTBI 大鼠模型，明确
其海马组织胞质与胞核中 HDAC 的表达情况，选择
HDAC1、2、3、4、5、8、11 亚基因进行检测，分析了
HDAC 抑制剂对模型大鼠学习记忆能力的影响，进
一步探究其治疗策略。

材料与方法

1. 实验动物与分组：8 周龄 SPF 级成年雄性 SD
大鼠 48 只［购自青海生物药品厂，许可证号 SYXK

（青）2017-0001］，体重 200～225 g。采用普通饲料
和自由饮水条件下适应性饲养 3 d，然后进行造模和
药物干预。所有大鼠每日提供足够食物，自由饮水，
环境温度（20±2）℃，每天明暗周期各 12 h。本研究
动物实验经西宁市第二人民医院动物伦理委员会批
准同意，所有动物实验操作遵循美国国立卫生研究
院（National Institutes of Health， NIH）动物实验规范。

2. rMTBI 模型构建：参考 Sagarkar 等［10］报道的
实验方法，采用闭合性颅脑损伤模型诱导 rMTBI。
24 只 SD 大鼠接受 3.5 ml/kg 10% 水合氯醛腹腔注射
麻醉，然后固定于重物下方，定位左眼右耳连线与
左耳右眼连线的交叉处，将 20 g 重物从 30 cm 高
处降落至交叉处头骨（约在中央前囟后方）；大鼠在
9 d 内接受 5 次头部撞击，每次间隔 48 h。假手术组

（Sham）24 只 SD 大鼠也接受同样的操作，但未接受头
部撞击步骤。

3. TSA 药 物 管 理： 泛 HDACs 活 性 抑 制 剂
Trichostatin A（TSA）用 于 在 体 抑 制HDACs活 性。TSA
粉 末（MCE公 司，HY-15144）在DMSO中 溶 解 至10 mg/ml
的 浓 储 液，进 一 步 采 用 1×PBS 稀 释 至 2 mg/ml 
的工作液浓度。溶剂对照组（Vehicle）将 DMSO 用
1×PBS按 1：5 稀释至工作液浓度。24 只SD大鼠随
机分为4组：Sham+Vehicle、rMTBI+Vehicle、Sham+TSA
和 rMTBI+TSA，每 组 各 6 只。TSA 或 Vehicle 在 造 模

后第26～28天，每日一次，连续3 d腹腔注射。然后，
大鼠在麻醉下被处死，取材大脑海马组织用于进一
步检测。

4. 新 物 体 识 别 测 验（novel object recognition，
NOR）：参考 Bharne 等［11］实验方案，使用 NOR 评估
大鼠学习记忆能力。NOR 包括 3 个阶段：习惯化、
熟悉和测试阶段。在习惯化阶段，40 cm×40 cm× 
30 cm 的行为箱中未放识别物体，将大鼠放置行为
箱中让其自由探索行为箱 10 min；间隔 24 h 后进行
熟悉阶段，将两个相同的识别物体放入行为箱中，
然后将大鼠放入行为箱中让其自由探索 5 min；间
隔 24 h 后进入测试阶段，将一个新颖识别物体和一
个在熟悉阶段使用的识别物体放入行为箱，让大鼠
自由探索两个物体，记录探测新颖物体（TN）与熟
悉物体（TF）的时间。采用辨别指数（discrimination 
index，DI）评估大鼠学习记忆能力，即 DI=（TN-TF）/

（TN+TF）。值越大代表大鼠花费更多的时间探测新
颖物体，表示学习记忆能力越好。分别在第 5 次撞
击后的 48 h（48 h 组）和 4 周（4 w 组），进行 NOR 检测
大鼠学习记忆能力的改变。第 3 次注射 TAS 治疗后
2 h 开始大鼠 NOR 测试。

5. 胞核 / 胞质蛋白提取与 HDAC 活性检测：大鼠
在麻醉下被处死，取材大脑海马组织，大鼠海马组
织核蛋白和胞质蛋白成分提取采用核提取试剂盒

（Sigma， USA），成分蛋白 HDAC 活性检测采用 HDAC
活性测定试剂盒（Upstate Biotechnology， Temecula， 
CA， USA）测 定，具 体 操 作 遵 循 试 剂 盒 说 明 书。
HDAC活性采用酶标仪检测，激发波长为360 nm，发
射波长为 450 nm，获取吸光度 A 值。实验组 HDAC
结果以对照组的百分表示。

6. 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）：大鼠在麻醉
下被处死，取材大脑海马组织，采用 TRIZOL 法分
离海马组织总 RNA，采用逆转录 - 定量实时 PCR 法

（qRT-PCR）测 定 HDAC 各 基 因 的 mRNA 表 达。 具
体 操 作 遵 循 SYBR green qPCR master mix （Thermo 
Fisher）说明书，HDAC1-11和β-actin基因引物见表1。
管家基因 β-actin 作为内参基因，使用 2-ΔΔCT 方法分
析 mRNA 水平变化。

7. 统计学方法：采用 SPSS 18.0 软件进行统计学
分析，各检测结果以均数 ± 标准差（x±s）表示，两
组组间差异进行独立样本 t 检验；多组间比较采用
one-way ANOVA 检验（事后检验为 Sidak）。P ＜ 0.05
为差异有统计学意义。

结  果

1. rMTBI对大脑学习记忆能力的影响：见图 1。
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大鼠 DI 在损伤诱导后 48 h 为（0.433±0.046），较同

时 间 段 Sham 组（0.241±0.023）显 著 下 降（t=9.146，

P ＜ 0.01）；进 一 步，在 损 伤 诱 导 后 第 4 周 评 估 DI

指 标 为（0.198±0.018），较 同 时 间 段 的 Sham 组

（0.416±0.031）显著下降（t=39.545，P ＜ 0.01），且较

损伤诱导 48 h 的 DI 值（0.241±0.023）下降更为明显

（t=3.606，P＜0.01）。而Sham组在48 h（0.433±0.046）

和 4 周（0.198±0.018）时，大脑学习记忆能力差异无

统计学意义（t=0.751，P=0.47）。

注：与 Sham 组比较，aP ＜ 0.01

图1 反复轻度创伤性脑损伤对大鼠大脑学习记忆能力的影响

2. rMTBI对HDAC基因各亚型mRNA表达的影响：

见图2。在第Ⅰ类HDACs中，损伤诱导后4周（4.14±0.63）

的HDAC2 mRNA水平与Sham组（1.00±0.14）相比明显

升 高（t=11.918，P ＜ 0.001）；而 HDAC3 水 平 在 损

伤 诱 导 后 48 h（3.44±0.29）（t=18.156，P ＜ 0.01）、

4 周（2.83±0.42）（t=9.941，P ＜ 0.01）均较 Sham组

（1.02±0.15）明显增强；相反，HDAC8 mRNA水平在

损伤诱导后4周（0.47±0.09）与Sham组（1.02±0.14）相比 

呈现下降趋势（t=8.095，P＜ 0.01）；然而，海马组织

内 HDAC1 的 mRNA 水 平 不 受 rMTBI 影 响。HDAC4

（2.21±0.27）（t=9.809，P ＜ 0.01）、HDAC5（2.73±0.65）

（t=6.393，P ＜ 0.01）的 mRNA 水平仅在损伤诱导后

48 h 显著升高。此外，HDAC6、7、9和10（Ⅱ类HDAC

亚型）mRNA水平在大鼠海马组织内呈现低表达或

无 表 达。HDAC11（Ⅳ 类 HDAC）的 mRNA 水 平 在 损

伤诱导后 4 周（2.01±0.17）的大鼠海马区与Sham组

（1.01±0.11）相比有显著升高（t=12.097，P＜0.01）。

  注：与 Sham 组比较，aP ＜ 0.01，bP ＜ 0.05

图2 反复轻度创伤性脑损伤对大鼠海马组织 HDAC 各亚型基因

表达的影响

3. rMTBI 对 HDAC 活性的影响：见图 3。与 Sham

组（2.30±0.78）相比，海马组织细胞核内HDAC活性，

在 rMTBI 损伤诱导后 48 h（2.96±0.89）未见明显改变

（t=1.366，P=0.20），而在损伤诱导后 4 周（4.21±0.91）

HDAC 活性呈现上调趋势（t=3.296，P ＜ 0.01）；海马

组织细胞质内HDAC活性，在rMTBI损伤诱导后48 h

（t=4.744，P ＜ 0.01）和 4 周（t=3.997，P ＜ 0.01）均呈现

上调趋势。

注：与 Sham 组比较，aP ＜ 0.05，bP ＜ 0.01

图3 反复轻度创伤性脑损伤对大鼠海马组织 HDAC 活性的影响

4. HDAC抑制剂治疗对rMTBI诱导的学习记忆缺

陷的影响：见图4、5。手术后第30天，rMTBI+Vehicle

表1 HDAC 基因引物列表

基因名称 正向 / 反向 序列（5’-3’）

HDAC1 正向 GCCCTTCCAATATGACTAAC

反向 GAGCAGATGGAAATTCGT

HDAC2 正向 TGTTAAGGAAGAAGACAAATCCA

反向 ACAGCGAAGGTTTCTTATC

HDAC3 正向 CCCCAGATTTCACGCTCCAT

反向 TGAATCTGGACACTGGGTGC

HDAC4 正向 GAACAAGGAGAAGGGCA

反向 TGTCTTCCCATACCAGTAG

HDAC5 正向 TGGACTGGGACATTCAC

反向 CACGCCACATTTACGTT

HDAC8 正向 CAGCCAAGAAGGGGATGAGG

反向 CTTCCCGTCAATCAGGCACT

HDAC11 正向 CTAAAGAGGCCATCAGGCGG

反向 CACCACAACATCAGGCAGGT

β-actin 正向 ACTATCGGCAATGAGCGGTTCC

反向 CTGTGTTGGCATAGAGGTCTTTACG
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组DI指标（0.36±0.04）较Sham+Vehicle组（0.51±0.02）

明显降低（t=8.216，P ＜ 0.01），提示 rMTBI 造模成功；

而 接 受 TSA 治 疗 的 rMTBI 小 鼠（rMTBI+TSA）的 DI

指 标（0.45±0.02） 与 rMTBI+Vehicle 组（0.36±0.04）

相比，呈现显著上升（t=4.930，P ＜ 0.01），提示 TSA

治 疗 显 著 提 高 rMTBI 损 伤 诱 导 的 大 鼠 学 习 记 忆

能 力。 而 Sham 组 接 受 TSA 治 疗 后（0.45±0.02）与

Sham+Vehicle 组（0.47±0.02）相比，对大脑学习记忆

能力无显著影响（t=1.732，P=0.11）。

进一步评估术后第 30 天时，各组大鼠海马组织

细胞核和细胞质 HDAC 活性改变。结果提示，与非

治疗组的 rMTBI 大鼠［细胞核（73.5±21.3）；细胞质

（73.2±32.7）］相比，TSA 治疗显著恢复了 rMTBI 细胞

核（176.7±36.2）和 细 胞 质（332.7±74.3）HDAC 活 性

（t=6.019，P ＜ 0.01；t=7.830，P ＜ 0.01）。而 TSA 处理

［细胞核（122.8±41.6）；细胞质（122.5±33.4）］不影响

Sham 组［细胞核（100.4±22.5）；细胞质（99.8±23.3）］

大鼠 HDAC 活性（t=1.160，P=0.27；t=1.365，P=0.20）。

注：aP ＜ 0.01

图4 TSA 对反复轻度创伤性脑损伤诱导的大鼠学习记忆缺陷的

治疗效果

注：aP ＜ 0.05；bP ＜ 0.01

图5 TSA 治疗对各组大鼠海马组织细胞核和细胞质 HDAC

活性改变

讨  论

学习和记忆是脑的高级神经活动，既是认知活

动的组成部分，也是形成智力的重要因素。海马神

经元是维持学习、记忆功能的物质基础［12］。一些临

床和临床前研究报道了严重或轻度TBI后对海马区

记忆的能力产生损伤，通过观察发现MTBI损伤可以

降低实验动物空间记忆能力［13-14］。同样，本研究采

用 NOR 检测，观察到 rMTBI 损伤后 48 h 和 4 周大鼠

NOR 辨别指数受到严重损伤。而本研究中使用的

非侵入性 MTBI 模型可以作为一个合适的模型来更

为接近地模拟人类重复的 MTBI 损伤。

此外，既往研究表明，海马组织的组蛋白乙酰

化酶（HAT）/HDAC比值相对稳定，而在一些退行性神

经疾病中HAT/HDAC比值下降，HDAC表达上升和活

性上调导致组蛋白去乙酰化，从而影响相关基因转录

的关闭，对学习记忆能力产生不良影响［15-16］。在本研

究中，通过rMTBI大鼠模型诱导学习记忆能力受损，

进一步对HDAC类基因表达和HDAC活性进行检测，

发现学习记忆能力受损伴随部分HDAC亚型表达上

升以及 HDAC 活性的上调，这与现有研究报道相符。

因此，本研究验证了 MTBI 诱导 HDAC 活性改变是

导致海马体学习和记忆持续丧失的一种因果关系。

在已知的HDAC 11 种亚型（HDAC1～11）中，特

别是HDAC2～5，已被证明在海马依赖的学习和记忆

能力形成中可以发挥重要作用［17］。其中，HDAC2和

HDAC3属于Ⅰ类HDAC，主要定位于胞核，而HDAC4

和 HDAC5 都属于Ⅱ类 HDAC，定位于胞质［18］。本

研究中，rMTBI 增加了损伤后 4 周时，海马区 HDAC2

和 HDAC3 的 表 达 和 核 内 HDAC 活 性；另 一 方 面，

HDAC4 和 HDAC5 的 表 达 在 损 伤 后 48 h 升 高，相

应的细胞质内 HDAC 活性也明显增加。而细胞内

HDAC 活性的上调持续到 rMTBI 损伤后 4 周，这可能

与定位于胞质的 HDAC11 表达的增加有关。因此，

推 测 细 胞 内 HDAC（HDAC4、HDAC5、HDAC11）可

能参与 rMTBI 诱导的短期内组蛋白低乙酰化状态，

而 HDAC2 和 HDAC3 可能会对组蛋白乙酰化带来

持久的变化。因此，未来的研究有必要辨别特定的

HDAC 亚型在 rMTBI 损伤后不同时间点的染色质结

构维护中的作用，以及各亚型在不同创伤诱导的表

型中的意义。

据报道，TSA 治疗通过恢复海马区组蛋白乙酰

化水平使急性应激性记忆损害恢复正常［19］。本研

究中，采用经腹腔注射 TSA 治疗，抑制 rMTBI 损伤

后 HDAC 活性的上升，可恢复 rMTBI 损伤后诱导的

认知记忆方面的缺陷；该结论与既往报道相符，且
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进一步证实了 HDACs 活性改变在海马的学习和记
忆功能中的重要作用。另外根据相关结果 HDACs
可能在大鼠海马组织不同CA分区中表达存在差异，
如 HDAC3 和 HCAD4 在 CA3 和 CA1 分区中表达，分
别在胞核和胞质内表达［20］，但目前 rMTBI 模型大鼠
海马组织各 CA 分区中 HDACs 的表达情况较正常大
鼠有何变化，该内容未见报道，拟在后续研究中进
行深入分析。

综上，本研究结果表明，rMTBI 可能引起部分
HDAC 亚型的活性上调而导致学习记忆能力受损，
而 HDAC 活性抑制剂对 rMTBI 引起的认知缺陷治疗
具有潜力。
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