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褪黑素调节DNA甲基化相关酶减轻大鼠脑缺血再灌注损伤
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摘 要：目的 观察褪黑素(Mel)对脑缺血再灌注损伤(CIRI)大鼠神经细胞凋亡的影响，并从DNA甲基化相关酶的角度探讨其分子

机制。方法 健康成年雄性 Sprague-Dawley大鼠 35只，随机分为：假手术组(Sham组，n=5)、模型组(CIRI组，n=15)、褪黑素组(Mel
组，n=15)。CIRI及Mel组大鼠采用改良的 Zea-Longa线栓法建立大鼠CIRI模型，Sham组仅分离颈总动脉。Mel组于造模前后 30
min经腹腔注射Mel（5 mg/kg体质量），Sham组于造模前后注射等量的生理盐水。CIRI后 24 h，行苏木素－伊红(HE)染色观察大鼠

缺血侧大脑皮质神经细胞形态学的变化；CIRI后 6 h、24 h及 72 h，TUNEL染色法观察Mel对大鼠缺血侧大脑皮质凋亡细胞的影

响；免疫组织化学染色法观察Mel对大鼠缺血侧大脑皮质DNA甲基化转移酶 1(DNMT1)、DNA甲基化转移酶 3a(DNMT3a)蛋白表达

的影响。结果 HE染色结果发现，Sham组大鼠大脑皮质神经细胞排列整齐、形态规则；CIRI组大鼠缺血侧大脑皮质神经细胞排

列紊乱、形态不规则；Mel组大鼠缺血侧大脑皮质神经细胞排列较整齐、形态较规则。TUNEL染色结果显示，CIRI后 6 h、24 h、72
h，与CIRI组相比，Mel组大鼠缺血侧大脑皮质TUNEL+细胞数量减少，差异均具有统计学意义(P<0.01)。免疫组织化学染色结果显

示，CIRI后 6 h、24 h及 72 h，Mel组大鼠DNMT1+、DNMT3a+细胞数量较CIRI组减少，差异均具有统计学意义(P<0.01)。结论 Mel
可抑制CIRI大鼠神经细胞凋亡，发挥神经保护作用，其机制可能与Mel降低DNMT1、DNMT3a蛋白表达，下调CIRI后DNA甲基化

水平有关。 [国际神经病学神经外科学杂志, 2021, 48(4): 333-338.]

关键词：脑缺血；脑缺血再灌注损伤；褪黑素；DNA甲基化相关酶；大鼠

中图分类号：R743. 33 DOI:10. 16636/j. cnki. jinn. 1673-2642. 2021. 04. 003

Melatonin modulates DNA methylation-related enzymes and attenuates cerebral isch⁃
emia reperfusion injury in rats
LI Guang-Zu1，MA Yu-Hui1，ZHANG Xing-Yue1，LI Zhen1，LIU Ping1，ZHANG Xue-Ning1，YU Shu-Na2，WANG Xiao-Li1

1. School of Medical Imaging，Weifang Medical University，Weifang，Shandong 261053，China
2. School of Basic Medicine，Weifang Medical University，Weifang，Shandong 261053，China
Corresponding author：WANG Xiao-Li，Email：wxlpine@163.com
Abstract： Objective To investigate the effect of melatonin（Mel）on neural cellapoptosis in rats with cerebral isch⁃
emia reperfusion injury（CIRI）and its molecular mechanism from the perspective of DNA methylation-related enzymes.
Methods A total of 35 healthy adult male Sprague-Dawley rats were randomly divided into sham-operation group（Sham
group with 5 rats），model group（CIRI group with15 rats），and Mel group with 15 rats. The rats in the CIRI group and the
Mel group were used to establish a rat model of CIRI using the modified Zea-Longa suture method，and those in the Sham
group were given isolation of the common carotid artery alone. The rats in the Mel group were given intraperitoneal injection
of Mel（5 mg/kg body weight）at 30 minutes before and after modeling，and those in the Sham group were given injection of
an equal volume of normal saline before and after modeling. HE staining was performed at 24 hours after CIRI to observe the
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change in neural cell morphology at the ischemic side of cerebral cortex；at 6，24，and 72 hours after CIRI，the TUNEL
staining method was used to observe the effect of Mel on apoptotic cells at the ischemic side of cerebral cortex；immunohisto⁃
chemistry was performed to observe the effect of Mel on the expression of DNA methyltransferase 1（DNMT1）and DNA
methyltransferase 3a（DNMT3a）at the ischemic side of cerebral cortex. Results HE staining showed that in the Sham
group，the neural cells in the cerebral cortex had ordered arrangement and regular morphology；in the CIRI group，the neu⁃
ral cells at the ischemic side of cerebral cortex had disordered arrangement and irregular morphology；in the Mel group，the
neural cells at the ischemic side of cerebral cortex had relatively ordered arrangement and regular morphology. TUNEL stain⁃
ing showed that at 6，24，and 72 hours after CIRI，the Mel group had a significant reduction in the number of TUNEL+ cells
at the ischemic side of cerebral cortex compared with the CIRI group（P<0.01）. Immunohistochemical staining showed that
at 6，24，and 72 hours after CIRI，the Mel group had a significant reduction in the number of DNMT1 and DNMT3a posi⁃
tive cells compared with the CIRI group（P<0.01）. Conclusions Mel can inhibit the apoptosis of nerve cells in CIRI rats
and thus exert a neuroprotective effect，possibly by down regulating the protein expression of DNMT1 and DNMT3a and re⁃
ducing the level of DNA methylation after CIRI.

［Journal of International Neurology and Neurosurgery, 2021, 48(4): 333-338.］
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据最新调查数据显示，我国脑卒中死亡人数约占总死

亡人数的 22.45%，其中急性缺血性脑卒中（acute ischemia
stroke，AIS）的发病率居高不下，是导致中老年人致残、致

死的重要原因［1］。目前临床主要以介入取栓、静脉溶栓治

疗，但血管再通后体内微环境失调，往往会导致脑缺血再

灌注损伤（cerebral ischemia refusion injury，CIRI），因此，

寻求一种可有效减轻CIRI的药物具有重要意义。褪黑素

（melatonin，Mel）是松果体分泌的一种神经内分泌激素，具

有抗炎、抗凋亡等多种作用。大量研究表明，Mel对CIRI
大鼠神经细胞具有保护作用，可有效减少细胞凋亡［2］。但

是Mel减轻CIRI后细胞凋亡的机制尚待阐明。DNA甲基

化是表观遗传学的重要组成部分，在维持正常细胞功能中

起着重要作用，是目前研究的热点。研究表明，DNA甲基

化是导致CIRI的重要原因，下调DNA甲基化可显著改善

CIRI脑内氧化应激及炎症损伤，从而减轻缺血性脑损

伤［3］。DNA甲基化转移酶1（DNA methyltransferase 1，DN⁃
MT1）、DNA甲基化转移酶 3a（DNA methyltransferase 3a，
DNMT3a）是DNA甲基化修饰的关键酶，可调节机体DNA
甲基化水平，体外细胞实验表明Mel可降低受精卵细胞

DNMT1、DNMT3a的表达，进而下调DNA甲基化水平，促进

胚胎发育［4］，但Mel对CIRI后DNA甲基化相关酶的影响尚

不清楚。因此，本研究拟从DNA甲基化相关酶调控的角

度，观察Mel对CIRI后大鼠脑组织神经细胞凋亡的影响，

以期为Mel的临床应用提供科学的理论依据。

1 材料与方法

1. 1 实验动物及分组

健康成年雄性 Sprague Dawley大鼠 35只［由济南朋

悦实验动物繁育有限公司提供，许可证号为 SCXK（鲁）

20190007］，体重 240~270 g。随机分为：①假手术组

（Sham组，n=5），颈部正中切口，分离颈总动脉；②模型组

（CIRI组，n=15）；③褪黑素组（Mel组，n=15）。Mel组于造

模前后 30 min经腹腔注射Mel（5 mg/kg）；Sham组于造模

前后 30 min腹腔注射等量的生理盐水。CIRI组及Mel组
根据造模后不同时间分为6 h、24 h及72 h亚组，每个亚组

5只大鼠。

1. 2 主要试剂及仪器

褪黑素（美国，Sigma公司）；兔抗DNMT1（英国，Ab⁃
cam公司）；兔抗 DNMT3a（北京博奥森生物技术有限公

司）；TUNEL染色试剂盒（武汉博士德生物工程有限公

司）；兔抗二步法试剂盒（PV9001）、二氨基联苯胺（DAB）
显色剂试剂盒（ZLI9018）（北京中杉金桥生物技术有限公

司）；正置荧光显微镜（BX-51，日本Olympus公司）；石蜡

切片机（Shandon Finesse325，美国 Thermo公司）；电子分

析天平（AL-204，美国Mettler Toledo公司）。

1. 3 动物模型的制作

采用改良的 Zea-Longa线栓法［5］制备大鼠CIRI模型：

腹腔麻醉，颈部正中切口，分离右侧颈总动脉、颈内动脉，

颈外动脉，结扎颈外动脉，于颈总动脉插入顶端直径为

（0.34±0.02）mm的线栓，当线栓头部进入颈内动脉，并距

离颈总动脉分叉处约 18.0 mm处有阻塞感，停止进线，缝

合颈部皮肤，缺血2 h后拔出线栓。

1. 4 行为学评分

评估模型大鼠行为学：0分，正常行走，无神经功能受

损表现；1分，悬吊尾部左前肢挛缩，无法正常伸直；2分，

无法直行并向左侧转小圈；3分，向左侧倾倒或转大圈；4
分，无法行走或死亡。将各组评分 1~3分者，纳为研究

对象。
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1. 5 取材及石蜡切片的制作

Sham组、CIRI组及Mel组 6 h、24 h、72 h亚组大鼠依

次常规心脏灌注，断头取脑，4%多聚甲醛后固定 24~72
h，梯度乙醇脱水，浸蜡，石蜡包埋，石蜡切片机行冠状位

切片，制成厚约 4 μm的脑组织石蜡切片。每 3~5张切片

取一张切片，每只大鼠取 5张切片，分别行苏木素－伊红

（Hematoxylin and Eosin stain，HE）、免疫组织化学及 TU⁃
NEL染色。

1. 6 HE染色

常规脱蜡、水化脑组织切片，依次行苏木精染核及分

化液分化，双蒸水冲洗，伊红染液染浆，无水乙醇脱水，二

甲苯透明，中性树胶封片。置于光学显微镜下观察大鼠

大脑皮质组织病理学改变。

1. 7 免疫组织化学染色

常规脱蜡，水化组织切片，水浴热抗原修复，正常山

羊封闭血清封闭非特异性结合位点，分别加入兔抗DN⁃
MT1（1∶100）、兔抗DNMT3a（1∶200）一抗，4℃冰箱过夜。

次日，37℃恒温箱复温，依次滴加山羊抗兔二抗试剂盒，

显微镜下DAB显色，至细胞核呈现淡棕黄色终止染色，苏

木素复染，脱水、透明，中性树胶封片。置于光学显微镜

下观察，计数DNMT1、DNMT3α阳性细胞数目。

1. 8 TUNEL染色

常规脱蜡、水化组织切片，Proteinase K酶消化后，滴

加末端脱氧核糖核酸转移酶（terminal deoxynucleotidyl
transferase，TdT）与生物素标记的 dUTP（DIG-dUTP）混合

溶液（1∶1∶100）充分标记，山羊封闭血清封闭，滴加生物

素化抗地高辛抗体（1∶800）及链酶亲和素－过氧化物酶

（strept avidin-biotin complex，SABC）（1∶800），DAB显色，

苏木素复染，常规脱水透明，中性树胶封片。置于光学显

微镜下观察，计数TUNEL+细胞数目。

1. 9 统计学方法

数据分析采用 SPSS 22.0统计学软件。计量资料用

均数±标准差（x-±s）表示，多组间比较采用单因素方差分

析，采用 SNK-q检验进行组间两两比较。P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2. 1 Mel对CIRI后大鼠缺血侧大脑皮质神经细胞形态

学的影响

CIRI后 24 h，HE染色结果示：Sham组大鼠大脑皮质

神经细胞排列整齐有序、形态规则；CIRI组大鼠缺血侧大

脑皮质神经细胞排列紊乱、形态不规则，部分可见胞核深

染，结构疏松；Mel组大鼠缺血侧大脑皮质神经细胞排列

较整齐、形态较规则，偶见部分胞核深染。见图1。
2. 2 Mel对CIRI大鼠缺血侧大脑皮质神经细胞凋亡的

影响

TUNEL是检测细胞凋亡的经典方法，TUNEL+细胞为

凋亡细胞，可以反映出细胞凋亡典型的生化和形态特点。

Sham组大鼠大脑皮质偶见 TUNEL+细胞。CIRI后 6 h，可
见大鼠缺血侧大脑皮质 TUNEL+细胞开始增多，TUNEL+
细胞核呈现棕黄色；CIRI后 24 h，大鼠缺血侧大脑皮质

TUNEL+细胞达到较高水平，此后逐渐下降；CIRI后 72 h，
TUNEL+细胞仍多于CIRI后 6 h；CIRI后各时间点，缺血侧

大脑皮质TUNEL+细胞均多于Sham组，多组间差异具有统

计学意义（F=1078.058；P<0.01）。CIRI后各时间点，Mel
组大鼠缺血侧大脑皮质TUNEL+细胞均较CIRI组减少，但

仍 多 于 Sham 组 ，差 异 具 有 统 计 学 意 义（F=567.601，
1035.520，1686.985；均P<0.01）。见图2。
2. 3 Mel对CIRI大鼠缺血侧大脑皮质DNMT1蛋白表

达的影响

各组大鼠缺血侧大脑皮质DNMT1染色结果示：Sham
组大鼠大脑皮质仅见极少量DNMT1+细胞。CIRI后6 h，缺
血侧大脑皮质DNMT1+细胞数开始增多，DNMT1+细胞核呈

现棕黄色；CIRI后24 h，DNMT1+细胞数达到较高水平，后逐

渐下降；CIRI后72 h，DNMT1+细胞仍多于CIRI后6 h；CIRI
后各时间点，缺血侧大脑皮质DNMT1+细胞数均显著多于

Sham组，多组间差异具有统计学意义（F=686.399；P<
0.01）。Mel各组大鼠缺血侧大脑皮质DNMT1+细胞数较

CIRI组，均显著减少，但仍多于Sham组，差异具有统计学意

义（F=500.412，1374.443，485.460；均P<0.01）。见图3。

A：Sham组；B：CIRI组；C：Mel组
图1 CIRI后24 h，各组大鼠缺血侧大脑皮质HE染色结果(×400)
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A-C：CIRI后24 h，各组大鼠缺血侧大脑皮质DNMT1染色结果(×400)；D：CIRI后，各组大鼠不同时间点缺血侧大脑皮质DNMT1+

细胞数量比较，*与Sham组相比，P<0.01；#与CIRI组相比，P<0.01

图3 Mel对大鼠CIRI后缺血侧大脑皮质DNMT1蛋白表达的影响
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A-C：CIRI后24 h，各组大鼠缺血侧大脑皮质TUNEL染色结果(×400)；D：CIRI后，各组大鼠不同时间点缺血侧大脑皮质TUNEL+

细胞数量比较，*与Sham组相比，P<0.01；#与CIRI组相比，P<0.01

图2 Mel对大鼠CIRI后缺血侧大脑皮质神经细胞凋亡的影响
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2. 4 Mel对CIRI大鼠缺血侧大脑皮质DNMT3α蛋白表

达的影响

Sham组大鼠大脑皮质仅偶见或未见DNMT3a+细胞。

CIRI后 6 h，缺血侧大脑皮质DNMT3a+细胞开始增多，DN⁃
MT3a+细胞核呈现棕黄色；CIRI后 24 h达到较高水平，此

后逐渐下降；CIRI后 72 h组DNMT3a+细胞数仍多于CIRI
后 6 h；CIRI后各时间点，缺血侧大脑皮质DNMT3a+细胞

数均多于 Sham组，多组间差异具有统计学意义（F=
564.894，P<0.01）。Mel各组大鼠缺血侧大脑皮质 DN⁃
MT3a+细胞数显著少于CIRI组，但仍多于 Sham组，差异具

有统计学意义（F=322.676，1314.659，414.357；均 P<
0.01）。见图4。
3 讨论

CIRI是一个极其复杂的病理过程，其中，神经细胞凋

亡是导致CIRI的重要原因［6-7］。Mel是一种高效的生物活

性物质，具有抗炎、抗凋亡的多种作用，在CIRI的预防及

治疗中具有重要作用。本研究采用改良的 Zea-Longa线
栓法建立CIRI模型，HE染色结果示，CIRI后 24 h，CIRI大
鼠缺血侧脑组织神经细胞排列紊乱、形态不规则；同时，

采用 TUNEL染色法观察 CIRI大鼠缺血侧脑组织神经细

胞凋亡的变化，结果表明，CIRI大鼠缺血侧脑组织神经细

胞TUNEL+细胞数随CIRI时间的延长而逐渐增多，CIRI后

24 h达到较高水平，后逐渐下降，CIRI后各时间点，CIRI
大鼠 TUNEL+细胞（即凋亡细胞）数均显著多于 Sham组，

以上结果均说明CIRI模型建模成功。本研究HE染色还

发现Mel治疗后，CIRI大鼠缺血侧脑组织神经细胞排列

较整齐、有序，细胞形态较规则，TUNEL染色结果表明

Mel治疗可减少 CIRI大鼠缺血侧脑组织神经细胞 TU⁃
NEL+细胞数。上述结果均提示，Mel可通过抑制 CIRI大
鼠神经细胞凋亡，减轻缺血侧脑组织神经损伤，具有保护

作用，这与文献报道一致［8］。
有研究表明，CIRI发生后，脑内DNMT1、DNMT3a表

达升高，进而上调DNA甲基化水平，导致体内多种抗氧化

剂相关基因高甲基化，如谷氨酸转运体1和谷氨酸转运体

2基因启动子中CpG岛的高甲基化，使其基因表达水平降

低，进而导致自由基过度生成、形成“瀑布式”连锁反应，

加重CIRI［9-10］，提示抑制大鼠CIRI后DNMT1、DNMT3a的
表达可促进 CIRI后神经修复。有研究表明，Mel可通过

降低山羊卵母细胞DNMT表达水平和总体甲基化，从而

导致卵母细胞发育能力的提高［11-12］。Mel作为体内重要

的一种神经内分泌激素，与多种细胞DNA甲基化相关酶

表达密切相关，但Mel对CIRI后脑组织神经细胞DNA基

因化相关酶的表达影响尚未见报道。因此，本研究从

DNA甲基化相关酶的角度，探讨Mel对 CIRI大鼠脑组织

A-C：CIRI 后 24 h，各组大鼠缺血侧大脑皮质 DNMT3a 染色结果(×400)；D：CIRI 后，各组大鼠不同时间点缺血侧大脑皮质

DNMT3α+细胞数量比较，*与Sham组相比，P<0.01；#与CIRI组相比，P<0.01

图4 Mel对大鼠CIRI后缺血侧大脑皮质DNMT3a蛋白表达的影响

CIRI后时间

6 h 24 h 72 h

Sham组

CIRI组
Mel组

1 400
1 200
1 000
800
600
400
200
0

*

#

#

#

*

*

DN
MT
3a+

细
胞

数
（
个
/mm

2 ）

··337



Journal of International Neurology and Neurosurgery 2021，48（4）
神经细胞凋亡的影响。结果表明CIRI后不同时间点，Mel
治疗可显著降低大鼠缺血侧脑组织DNMT1、DNMT3a的
表达，且与Mel治疗减轻 CIRI大鼠脑组织神经细胞凋亡

的趋势一致，提示Mel抑制 CIRI后脑组织神经细胞凋亡

的机制可能与Mel降低CIRI后缺血侧脑组织DNA甲基化

相关酶水平有关，但Mel如何降低DNA甲基化相关酶的

表达，尚有待于进一步研究。本研究还发现Mel治疗后，

CIRI大鼠缺血侧脑组织DNMT1、DNMT3a的表达及神经

细胞凋亡数仍高于 Sham组，提示急性期Mel并不能完全

抑制大鼠CIRI后脑内DNMT1、DNMT3a并减轻CIRI大鼠

缺血侧脑组织神经细胞的凋亡。有文献报道，多次Mel治
疗新生大鼠缺氧缺血性脑损伤的疗效优于单次Mel治疗，

是否多次Mel治疗可以进一步抑制DNA甲基化相关酶的

表达，从而进一步减轻CIRI后脑组织神经细胞的凋亡尚

有待于深入研究［13］。
综上，Mel可抑制CIRI后细胞凋亡，发挥神经保护作

用，其机制可能与 Mel降低 DNMT1、DNMT3a蛋白的表

达，从而下调CIRI后脑内DNA甲基化水平有关，但是Mel
如何调节 DNMT1、DNMT3a蛋白的表达，尚有待进一步

研究。
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