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抑制HDAC4减少JNK/c-Jun活性及其依赖的神经元凋亡
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摘 要：【目的】研究抑制组蛋白去乙酰化酶成员HDAC4对 SD大鼠小脑颗粒神经元（CGNs）凋亡的影响及

机制。【方法】将原代培养 6～9 d的CGN分为存活对照组（用含K+浓度为 25 mmol/L的培养基，即 25 K组）、凋亡

组（用含K+浓度为 5 mmol/L的培养基，即 5 K组）和LMK-235处理组（5 K合并LMK-235处理组），在 5 K条件下用

不同浓度HDAC4抑制剂 LMK-235处理细胞。在转染实验中，将 CGN分为 25 K+siNC组、5 K+siNC组、5 K+siH⁃
DAC4-1组和 5 K+siHDAC4-2组，共转染GFP标记目的细胞。用Western blot法检测 p-JNK、JNK、p-c-Jun、c-Jun
的表达水平，用Hoechst染色法观察并统计核固缩情况，用免疫荧光检测 c-Jun磷酸化水平。【结果】 Western
blot结果显示，与 5 K组比较，LMK-235处理细胞后 JNK、c-Jun磷酸化水平下降。核染色结果显示，与 25 K组比

较，5 K组核固缩率明显增多（P < 0.05）；与 5 K组比较，LMK-235处理细胞后核固缩率明显减少（P < 0.05）。与 5
K+siNC组比较，小分子干扰HDAC4后，HDAC4的表达下调，c-Jun的磷酸化水平降低，CGNs核固缩率明显减少

（P < 0.05）。【结论】抑制HDAC4通过下调 JNK/c-Jun活性使神经元核固缩率减少，从而抑制神经元凋亡。
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Inhibiting HDAC4 Reduces JNK/c-Jun Activity-dependent Neuronal Apoptosis
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Abstract：【Objective】To investigate the effect of inhibiting histone deacetylase 4（HDAC4）on survival and apopto⁃
sis in the cultured cerebellar granule neuron and the mechanisms involved in.【Method】Primary cerebellar granule neu⁃
rons（CGN）isolated from SD rats of 6-9 days were divided into the following groups：25 K group（blank control group），

5 K group（apoptosis group）and LMK-235 treatment group（5 K + LMK-235 treatment group）. In the LMK-235 treat⁃
ment group，CGN were treated with different concentrations of LMK-235（HDAC4 inhibitor）. For further experiments，
CGNs were divided into four groups：25K+siNC group，5 K+siNC group，5 K+siHDAC4-1 group，5 K+siHDAC4-2
group. GFP was transfected to label CGN. The protein expression of p-JNK，JNK，p-c-Jun and c-Jun were examined by
Western blot analysis. Cell nuclear pyknosis were examined by hoechst staining. The phosphorylation level of c-Jun was
examined by immunofluorescence.【Result】Compared with 5 K group，the levels of p-JNK and p-c-Jun decreased in the
LMK-235 treatment group. The nuclear pyknosis rate of 5K group significantly increased compared with that of 25 K
group（P < 0.05）. The nuclear pyknosis rate of LMK-235 treatment group significantly decreased compared with that of 5
K group（P < 0.05）. Compared with 25 K+siNC group，knockdown of HDAC4 by siRNAs led to a remarkable decrease in
the phosphorylation level of c-Jun and the nuclear pyknosis rate decreased in both the 5 K+siHDAC4 group（P < 0.05）.
【Conclusion】Inhibition of HDAC4 significantly decreased the nuclear pyknosis rate of CGN through suppresing the JNK/
c-Jun activity.
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脑血管疾病，如蛛网膜下腔出血、脑卒中、神

经退行性疾病等造成神经功能损伤的首要原因是

神经元凋亡。细胞凋亡是各种内源性和外源性的

刺激导致相关基因激活引起的细胞程序性死亡。

在细胞的凋亡进程中，丝裂原活化蛋白激酶（mito⁃
gen-activated protein kinases，MAPK）扮演着一个

关键角色。不同实验室通过体外或体内实验证

明，各种脑血管疾病引起的神经元凋亡都与 JNK/
c-Jun的激活密切相关［1］。组蛋白去乙酰化酶是

一类通过与组蛋白乙酰化酶（HAT）联合调控组蛋

白与非组蛋白乙酰化水平进而控制染色质结构及

基因表达的酶。迄今，在哺乳动物中已发现 18种

组蛋白去乙酰化酶，跟据同源性被分为四类：第一

类包含组蛋白去乙酰化酶成员 HDAC（Histone
deacetylase）1、2、3和 8；第二类分为Ⅱa类（HDAC
4，5，7，9）和Ⅱb 类（HDAC 6，10）；第三类是

NAD+依赖型蛋白修饰酶，调控沉默信息，包含 SI⁃
TR1-7；第四类只有HDAC11［2］。组蛋白去乙酰化

酶 HDAC4 属于第二类 HDACs，在大脑中表达丰

富。已有研究证明，抑制组蛋白去乙酰化酶

（HDACs）可以减少神经系统疾病引起的神经元凋

亡［3］。HDAC4在神经元的生理和病理进程中都扮

演着重要的角色，但其具体机制尚不清楚。本研

究以 SD 鼠小脑颗粒神经元（Cerebellar granule
neurons，CGN）为研究对象，运用 HDAC4 抑制剂

LMK-235，和转染 siRNA片段特异地干扰HDAC4
表达等方法。通过检测神经元凋亡率，以及 JNK/
c-Jun的磷酸化水平，探讨HDAC4在神经元凋亡

过程中的作用与机制。

1 材料与方法

1.1 神经元的原代培养

小脑颗粒神经元来自 7～9 d SD 鼠（15～19
g）。从健康的乳鼠脑组织分离出小脑组织，机械

破碎组织后用胰酶以及DNA酶处理得到单细胞

悬液，以 1.5 × 106 cells/mL 的密度接种于细胞板

中，置于 37 ℃、体积分数为 5% 的CO2及饱和湿度

条件下培养。培养基为含体积分数为 10%的胎牛

血清DMEM，以及 25 mmol/L KCl。接种后 24 h添

加阿糖胞苷（10 μmol/L）限制胶质细胞的生长。

细胞在体外培养 7 d后开始处理。用含K+ 浓度为

25 mmol/L（25 K条件）或 5 mmol/L（5 K条件）的无

血清培养基替换原培养基，其中 25 K 作为对照

组，5 K作为凋亡对照组，实验组在 5 K条件下用

不同浓度的 LMK-235处理细胞，不添加抑制剂的

细胞组用DMSO作为对照。

1.2 siRNA转染

运用包埋剂RNA iMAX 将 siRNA转染到肿瘤

细胞C6中，48 h后收集蛋白检测。神经元运用钙

磷转染法，将接种于 12孔板或 24孔板的神经元在

培养至 4～5 d时更换培养液为BME培养基，运用

钙磷转染试剂盒转染 siRNA片段，30 min后更换

为含体积分数为 10%的胎牛血清DMEM培养基继

续于 37 ℃培养箱培养 48 h。转染空白 siRNA片段

作为对照组（siNC组），实验组根据转染的片段分

为 siHDAC4-1组和 siHDAC4-2组。

1.3 免疫印迹法

直接加入含DTT的上样缓冲液收集细胞，超

声，变性、上样、电泳、转膜、体积分数为 5%的脱脂

牛奶室温封闭 1 h后，分别加入一抗（1∶1 000）：p-
JNK、JNK、p-c-Jun、c-Jun、GAPDH、β-tubulin，4℃
摇晃过夜，第二天用TBST洗膜7 min × 3次，再分别

加入对应种属的二抗（1∶5 000），室温孵育1 h，TBST
洗膜7 min×3次后行ECL发光，应用胶片曝光。

1.4 Hoechst染核

每孔加入Hoechst（1∶200）染料，置于 37 ℃培

养箱染色 60 min后，于荧光倒置显微镜下观察并

拍照。

1.5 免疫细胞荧光和激光共聚焦

去除培养基，用 40 g/L 多聚甲醛溶液固定

30 min，用 TBS/Triton在室温状态洗两次，然后每

孔加入山羊血清封闭 1 h；吸掉封闭液后，加入一

抗混合液置于 4 ℃保湿孵育过夜；第二天，用TBS/
Triton清洗两次后加入二抗混合液于室温避光孵

育 1 h；二抗孵育结束后再次用 TBS/Triton清洗两

次。用于激光共聚焦拍照的细胞玻片需取出，在

载玻片上滴一滴Mounting Media，细胞面朝下盖上

细胞玻片，潮湿环境晾干后可用指甲油将周围封

住用于保湿。

1.6 统计学方法

采用 SPSS 19.0统计软件进行统计学处理，两

样本均数的比较采用两独立样本 t检验；P < 0.05
被认为差异有统计学意义。在 25 K或 5 K条件

下，不同时间点的蛋白检测结果采用两因素方差

分析，当两因素之间无交互效应时采用无交互效
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应的两因素方差分析，P < 0.05差异具有统计学

意义。

2 结 果

2.1 5 K 对JNK，c-Jun磷酸化水平的影响

比较各组 JNK的磷酸化水平显示：时间和K+

浓度的交互效应无统计学意义（F＝0.000，P＝
0.982 6），时间因素的主效应为 0（F＝1.166，P＝
0.308 2），K+浓度的主效应不为 0（F＝7.491，P＝
0.0226，图 1）。比较各组 p-c-Jun的磷酸化水平

显示：时间和 K+浓度的交互效应无统计学意义

（F＝1.620，P＝0.2390），时间因素的主效应不为 0
（F＝17.337，P＝0.0021），K+浓度的主效应不为 0
（F ＝173.051，P＝0.0010，图 1）。

2.2 在5 K条件下，HDAC4抑制剂LMK-235对

神经元JNK、c-Jun磷酸化水平的影响

与 25 K组比较，5 K组 JNK、c-Jun的磷酸化水

平 增 加 ，差 异 具 有 统 计 学 意 义（P＝0.0035，
0.0251）。与 5 K组比较，浓度梯度为 0.1、0.5、1和

2 μmol/L 的 LMK-235处理神经元 12 h后 JNK 的

磷酸化水平均降低，差异具有统计学意义（P＝

0.0190，0.0007，0.0029，0.0024；图 2A），c-Jun的磷

酸化水平均降低，差异具有统计学意义（P＝

0.0442，0.0064，0.0010，0.0042；图 2B）。

2.3 在5 K条件下，LMK-235对神经元凋亡率的

影响

与 25 K组比较，5 K组凋亡率增加，差异具有

统计学意义（P＝0.0009）。与 5 K组比较，在 5 K
条件下不同浓度 LMK-235处理细胞 12 h后，两两

比较核固缩率均降低，LMK-235浓度为 0.5、1和 2
μmol/L 时差异均具有统计学意义（P＝0.0010，
0.0153，0.0024；图 3）。

2.4 小分子RNA抑制 HDAC4，对神经元 p-c-

Jun表达的影响

在C6细胞中，与 siNC组比较，转染 siHDAC4-
1和 siHDAC4-2后HDAC4的表达均减少，差异具

有统计学意义（P＝0.0083，0.0059；图 4）。在神经

元中，与 5 K siNC组比较，转染 siHDAC4-1和 siH⁃
DAC4-2后，HDAC4和 p-c-Jun的阳性率均降低。

2.5 抑制HDAC4对神经元凋亡率的影响

与 25 K组比较，5 K组神经元凋亡率明显增

高，差异具有统计学意义（P ＝0.0006）。在 5 K条

件下，与 siNC 组比较，siHDAC4-1 和 siHDAC4-2
组神经元凋亡率均明显减少，差异具有统计学意

义（P＝0.0269，0.0013；图 5）。

3 讨 论

神经元的凋亡是各种脑血管疾病导致的神经

功能损伤的首要原因。不同的实验室通过体内或

体外实验证明各种脑血管疾病引起的神经元凋亡

都与 JNK/c-Jun的激活密切相关［4-7］。在细胞和动

物水平抑制 JNKs活性能有效抑制神经元的凋亡，

并改善神经功能损伤［8-9］。说明通过抑制 JNK/c-
Jun来治疗各种脑血管疾病是一条有效途径。我

们的前期研究发现HDACIs在神经母细胞瘤中通

过抑制 c-Jun限制了肿瘤细胞的增殖［10］，而在神

经元中的作用恰恰相反，用HDACIs处理神经元

之后发现在凋亡环境中神经元受到了保护［3］。

HDACs 家族有 18 个成员，功能各不相同，其中

HDAC4在脑组织和神经元中的作用是存在争议

的，有研究认为HDAC4在脑组织损伤的修复中起

到了积极作用［11］，也有文献认为HDAC4促进了神

经元的凋亡进程［12-13］。

为了进一步研究HDAC4在神经元中的作用，

本研究采用 SD乳鼠的小脑颗粒神经元作为研究

对象，运用撤钾的方法建立凋亡模型。蛋白免疫
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The protein expression of p- JNK，1） vs 25 K group，F＝

7.491，P＝0.0226；The protein expression of p-c-Jun；2）vs 25 K
group，F＝173.051，P＝0.0010.

图 1 5 K条件下使 JNK、c-Jun磷酸化水平增加

Fig.1 The phosphorylation of JNK and c-Jun increased
in 5 K
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印迹的结果表明，5 K条件使 JNK、c-Jun的磷酸化

水平上调。在 5 K 条件下运用 HDAC4 抑制剂

LMK-235处理神经元 12 h后，和 5 K对照组比较，

JNK、c-Jun的磷酸化水平均下调，神经元的凋亡

率也发生下调。

由于抑制剂具有非特异性，经过筛选，设计了

小分子RNA片段特异干扰HDAC4的表达。神经

元的转染效率有限，首先在神经胶质瘤细胞中对

siRNA的有效性进行验证，蛋白免疫印迹结果表

明 siRNA片段有效的抑制了HDAC4的表达。接

着在神经元中转染 siRNA，细胞免疫荧光结果表

明，和对照组比较，抑制HDAC4，JNK、c-Jun的活

性下调，神经元的凋亡率也发生下调。这些结果

说明抑制HDAC4很可能通过降低 JNK、c-Jun的

磷酸化水平减少了神经元的凋亡。

总之，本研究首次发现抑制HDAC4可能成为
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A：The protein expression of p-JNK，n＝3，n＝3，1） 25 K group vs 5 K group，P＝0.0035，2）LMK-235 0.1，0.5，1，2 μmol/L groups vs
5 K group，P＝0.0190，0.0007，0.0029，0.0024；B：The protein expression of p-c-Jun，1）25 K group vs 5 K group，P＝0.0251，2）LMK-235
0.1，0.5，1，2 μmol/L groups vs 5 K group，P＝0.0442，0.0064，0.0010，0.0042.

图 2 LMK-235使 JNK、c-Jun磷酸化水平下降

Fig.2 LMK-235 reduced the phosphorylation levels of JNK and c-Jun

The apoptosis rate of CGNs，× 300，n＝3，1）25 K group vs 5 K group，t＝-12.44，P＝0.0009；2）LMK-235 0.1 μmol/L group vs 5 K
group，t＝1.079，P＝0.3415；3）LMK-235 0.5 μmol/L group vs 5 K group，t＝8.66，P＝0.0010；4）LMK-235 1 μmol/L group vs 5 K group，t＝

4.06，P＝0.0153；5）LMK-235 2 μmol/L group vs 5 K group，t＝6.90，P＝0.0024.
图 3 LMK-235降低神经元凋亡率

Fig.3 LMK-235 reduced the apoptotic rate of neurons
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A：The protein expression of C6，×200，n = 3，1）siHDAC4-1，siHDAC4-2 group vs siNC group，t = 10.88，12.93，P = 0.0083，0.0059；

B：The HDAC4 positive rate of CGNs；C：The p-c-Jun positive rate of CGNs.
图 4 siRNA抑制HDAC4下调神经元p-c-Jun表达

Fig.4 HDAC4 knockdown reduced the levels of p-c-Jun

The apoptosis rate of CGNs，× 300，n = 3，1）25 K siNC group vs 5 K siNC group，t = -9.98，P = 0.0006，2）5 K siHDAC4-1 group vs 5 K
siNC group，t = 3.416，P = 0.0269，3）5 K siHDAC4-2 group vs 5 K siNC group，t = 7.96，P = 0.0013.

图 5 siRNA抑制HDAC4降低神经元凋亡率

Fig.5 HDAC4 knockdown reduced apoptosis rate of neurons
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保护神经元的有效途径，为寻找治疗各种脑血管

疾病的治疗药物提供了靶点参考，为进一步研究

高效的神经保护性药物提供了依据。
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