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［摘 要］ 目的：在体探究组氨酸脱羧酶抑制剂α⁃FMH对脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）引起的大鼠相关炎症及认知功能障

碍的影响。方法：48只SD雄性大鼠随机分为4组，每组12只，分别为Control组、α⁃FMH组、LPS组、α⁃FMH+LPS组。在立体定

位仪下行大鼠右侧侧脑室置管，恢复1周后置于逃避恐惧实验仪器中学习。然后将α⁃FMH或等体积的生理盐水定向注入大鼠

右侧侧脑室，给药后30 min行LPS（1 mg/kg）腹腔注射，1 d后行为学实验评估大鼠的逃避恐惧能力；免疫组化检测海马区小胶

质细胞的活化情况；ELISA法检测白介素⁃6和肿瘤坏死因子⁃α的表达量。结果：大鼠腹腔注射LPS后6 h海马区组胺表达明显

增多，24 h内皆高于基础水平。与 Control组相比，LPS组大鼠海马区小胶质细胞活化及上述炎症因子的表达均增加（P <
0.01），且LPS组大鼠的僵立时间明显降低（P < 0.01）。与LPS组相比，α⁃FMH+LPS组大鼠海马区小胶质细胞活化及炎症因子

的表达明显降低（P < 0.01），且α⁃FMH+LPS组大鼠的僵立时间明显增加（P < 0.01）。结论：组氨酸脱羧酶抑制剂α⁃FMH通过抑

制小胶质细胞的活化改善LPS诱导的大鼠相关炎症与认知功能障碍。
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α⁃FMH alleviates LPS⁃induced inflammation and cognitive impairment in rats by inhibiting
the activation of microglia
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［Abstract］ Objective：To explore the effects of histidine decarboxylase inhibitors on lipopolysaccharide（LPS）⁃ induced
inflammation and cognitive impairment in rats in vivo. Methods：Forty⁃eight SD male rats were randomly divided into 4 groups with 12
rats in each group：control group，α⁃FMH group，LPS group and α⁃FMH+LPS group. Catheters were placed in the right lateral ventricle
of rats with a stereotactic instrument，and a week after recovery，they were placed in an escape fear experimental instrument to learn.
Then α ⁃ FMH and the same volume of normal saline were directionally injected into the lateral ventricle of rats. Half an hour after
administration，LPS（1 mg/kg）was injected intraperitoneally. A day later，the ability of rats to escape fear was evaluated by behavioral
experiments. The activation of microglia in the hippocampus was detected by immunohistochemistry. The expression of interleukin 6 and
tumor necrosis factor α was detected by ELISA method. Results：After intraperitoneal injection of LPS，the expression of histamine in
hippocampus began to increase significantly at 6 h，and was higher than the basic level within 24 h. Compared with the control group，the
activation of microglia and the expression of inflammatory factors mentioned above in the hippocampus of the LPS group were increased
（P < 0.01），and the freezing time of the LPS group was significantly decreased（P < 0.01）. Compared with LPS group，the activation of
microglia and the expression of the inflammatory factors in the hippocampus of α⁃FMH+LPS group were significantly decreased（P <
0.01），and the freezing time of α⁃FMH+LPS group was significantly increased（P < 0.01）. Conclusion：Histidine decarboxylase inhibitor α
⁃FMH can alleviate LPS⁃induced inflammation and cognitive impairment in rats by inhibiting the activation of microglia.
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近年来，中枢神经系统（central nervous system，

CNS）疾病的发病率迅速增加，给全球带来严重的社

会经济负担［1］。中枢炎症被认为广泛参与了CNS疾
病的发生发展，并被列为一项重要的危险因素［2］。

脑内免疫细胞感受到外界刺激后可产生过量的炎

症因子，作用于神经元引起神经系统功能下降［3］。

因此，探究中枢炎症的潜在机制对于CNS退行性疾

病的治疗具有深远意义。

海马是CNS中负责学习记忆的关键脑区，情景

恐惧事件的学习和记忆过程均依赖于海马。海马

中分布着大量的小胶质细胞（microglial cell，MG）。

MG活化后产生的炎症介质及细胞因子促进了中枢

炎症的发生发展［4］。MG在神经系统发挥支持、保

护、修复和营养等作用［5］，正常生理条件下，MG呈分

枝状，处于静息状态。在应激情况下，MG可被迅速

激活，表现为M1和M2两种表型。其中，M1型主要

产生促炎介质最终导致组织损伤；相反，M2型释放

抗炎介质最终帮助损伤组织修复［6］。因此抑制和调

控MG的过度激活可能为治疗与海马相关的神经系

统退行性疾病提供新的靶点。

组氨酸经组氨酸脱羧酶（histidine decarboxyl⁃
ase，HDC）脱羧基生成组胺（histamine）。α⁃FMH即

HDC抑制剂，是一种有效的、特异的和不可逆的脑

组胺活性抑制剂。据报道，α⁃FMH全身给药后会显

著降低胃组胺的含量，且与胃组胺相比，大脑中组

胺活性下降会发生延迟。因此目前常用的有效耗

竭脑组胺的方法为通过HDC基因敲除或脑室内注

射α⁃FMH。CNS中的组胺主要由肥大细胞及MG产

生［7］。组胺作为CNS中重要的神经递质，广泛参与

神经内分泌调节、体温调节、睡眠与觉醒、学习与记

忆等功能活动［8］。此外，组胺也参与CNS疾病的进

展，如帕金森病、亨廷顿病、阿尔茨海默病、多发性

硬化症等［9-10］。本课题组前期研究发现，MG可以表

达 4种组胺受体（H1R、H2R、H3R和H4R），组胺能

选择性地上调原代培养的MG中H1R和H4R的表

达，且呈剂量依赖性［11］。由于MG在神经炎症病理

生物学中的关键作用，确定组胺对MG的作用及调

节机制意义深远。

本课题组前期体外实验已经报道过组胺可以

剂量依赖性地激活MG，产生促炎因子如肿瘤坏死

因子（tumor necrosis factor α，TNF⁃α）和白细胞介素⁃
6（interleukin 6，IL⁃6）。H1R和H4R拮抗剂降低了组

胺诱导的TNF⁃α和 IL⁃6的产生，MAPK和PI3K/AKT
通路的激活以及线粒体膜电位的丧失［11］。然而在体

情况下，组胺合成的抑制剂是否影响脂多糖（lipo⁃
polysaccharide，LPS）诱导的MG活化及炎症因子的产

生尚未见报道。所以本研究以成年雄性大鼠为研究

对象，探讨在体条件下HDC抑制剂α⁃FMH对LPS引
起的大鼠相关中枢炎症及认知功能障碍的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

成年雄性SPF级Sprague⁃Dawley（SD）大鼠（12月
龄，重 300 g 左右）购自南京大学模式动物研究中

心。大鼠在标准实验室条件下培养（室温为 22 ℃，

湿度为 50%~60%，昼夜循环为 12 h∶12 h），自由摄

食和饮水。实验经南京医科大学实验动物福利伦

理委员会批准（批准号：190913）。
1.1.2 主要试剂与仪器

大鼠 IL⁃1β、IL⁃6和 TNF⁃α ELISA检测试剂盒

（R&D公司，美国）；大鼠组胺ELISA试剂盒（Bio Vi⁃
sion公司，美国）；LPS来自大肠杆菌0111：B4（Sigma⁃
Aldrich 公司，美国）；Iba⁃1 抗体（Wako 公司，日本）；

RIPA 缓冲液（上海碧云天公司）；DMEM细胞培养

基、胎牛血清（FBS）、青链霉素（Gibco公司，美国）；

α⁃FMH（Santa Cruz公司，美国）；蛋白酶抑制剂和磷

酸酶抑制剂（Roche公司，瑞士）；立体定位仪（深圳

瑞沃德公司）。

1.2 方法

1.2.1 动物分组及给药方法

实验分为两部分。第 1 部分：48 只 SD 大鼠

随机分为 2组，LPS处理组 42只，经腹腔注射 LPS
（1 mg/kg），分别于注射后 2、4、6、8、10、12、24 h各

取6只大鼠进行实验。生理盐水组（NS组）6只作为

对照，给予相同体积生理盐水腹腔注射。第2部分：

另取48只SD大鼠随机分为4组，分别为Control组、α⁃
FMH组、LPS组、α⁃FMH+LPS组，每组 12只。用 50
mg/kg的戊巴比妥钠腹腔注射麻醉大鼠，剃毛后放

入立体定位仪中并行三角固定。将套管置入大鼠右

侧侧脑室，置入坐标为前囟后0.8 mm、侧1.5 mm、深

度为 3.7 mm。植入后给大鼠 7 d时间康复，每日处

理检查套管情况。在无束缚饲养 7 d后，大鼠被放

入行为学仪器中练习。练习结束后通过预先置入

的套管行右侧侧脑室给药，其中α⁃FMH 组及α⁃
FMH+LPS 组注入 5 μL的α⁃FMH（1 μg/μL）；同时

Control组和 LPS组经套管注入相同体积的生理盐

水。给药30 min后，LPS组及α⁃FMH+LPS组大鼠实
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施LPS腹腔注射（1 mg/kg），同时Control组和α⁃FMH
组给予相同体积的生理盐水。1 d后进行行为学实

验，实验结束处死大鼠，取其大脑进行生化和形态

学分析。

1.2.2 免疫组织化学染色

戊巴比妥麻醉大鼠后，灌注250 mL生理盐水和

多聚甲醛。取出大脑用4%多聚甲醛固定24 h，然后

用 20%和 30%的蔗糖梯度脱水。用OCT胶包埋脑

组织，固定后连续切片（10 μm）。取海马区的脑片，

用 PBS液洗去包埋剂（5 min× 3次），然后将其放入

3%H2O2（63 mL 甲醇，7 mL 30% H2O2）中浸泡 10
min，然后用PBS洗3次。滴加5%BSA封闭液，室温

下封闭 1 h。吸除封闭液后加入 1%BSA稀释后的

一抗（1∶200），放入湿盒内4 ℃过夜。第2天用PBS
洗 3遍，滴加对应的辣根过氧化物酶标记的二抗，孵

育1 h洗去多余二抗后加DAB显色。每只大鼠选取3
张海马CA1区切片，每张切片光镜下（×200）拍摄5张
照片。细胞计数采用NIH Image J软件。

1.2.3 ELISA检测

切取 20 mg的脑组织放入离心管中，加入含有

蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的RIPA裂解液。于

冰上进行超声粉碎，超声强度 30 kHz、单次持续时

间 10 s，间隔时间 5 s，共 3个循环。将裂解液离心

15 min。设空白孔（样本稀释液）、标准孔、待测样本

孔。每孔先加入样本稀释液 50 μL，然后再分别加

入空白对照、标准品和样本50 μL，振荡混匀后加上

封膜，室温下孵育2 h。2 h后揭掉封膜，用洗涤液洗

涤，并用吸水纸吸干，重复此操作 5次。然后每孔

加入检测抗体 100 μL，室温孵育 2 h后洗板 5次。

再每孔加入 100 μL底物，室温孵育 30 min，此过程

需避光。每孔加入终止液 100 μL终止反应。酶标

仪测定波长为 450 nm，参考波长为 570 nm，然后检

测每孔吸光度。最后通过标准曲线计算 IL⁃6 和

TNF⁃α 的含量。

1.2.4 逃避恐惧实验

将大鼠放入 TFC仪器中让其自由探索 100 s。
然后先给予大鼠20 s听觉刺激（80 db、5 kHz），后立

即给予2 s足底电击（0.8 mA）。重复2次，中间间隔

100 s。刺激结束后 100 s再将大鼠移出仪器，清理

仪器底部的排泄物。待给药后，再将大鼠放回TFC
仪器，无声音及电刺激的干预评估其习得性恐惧记

忆。由视频追踪软件（Xeye Fcs，北京天鸣鸿远科技

发展有限公司）自动记录大鼠 300 s内僵直反应（除

呼吸运动外无其他任何行为活动的状态）时间。

1.3 统计学方法

采用SPSS 19.0软件行统计学分析，所有实验结

果均以均数±标准差（x ± s）表示。采用单因素方差

分析和LSD⁃t检验确定差异显著性。P < 0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 LPS腹腔注射对大鼠海马区组胺表达的影响

大鼠腹腔注射 LPS（1 mg/kg）2、4、6、8、10、12、
24 h后取其大脑进行分析。如图 1所示，腹腔注射

LPS后4 h，大鼠海马区组胺水平较低，与NS组相比

差异无统计学意义。注射后 6~24 h组胺表达明显

升高，与NS组相比差异有统计学意义，其中6 h时组

胺表达量达峰值，24 h内仍高于基线水平。

2.2 α⁃FMH可影响LPS诱导的大鼠海马区MG活化

本课题组的前期离体实验已证明组胺可以剂

量依赖性地刺激MG激活［11］，本实验经大鼠侧脑室

注射HDC抑制剂α⁃FMH，检测海马区MG的活化情

况。如图 2 所示，与 Control 组相比，LPS 组与α⁃
FMH+LPS组大鼠海马区MG标志物 Iba1表达明显

增加；此外与LPS组相比，α⁃FMH+LPS组 Iba1表达

下调，说明α⁃FMH可抑制MG的激活。

2.3 α⁃FMH可影响LPS诱导的大鼠海马区炎症因

子的表达

作为中枢的重要免疫细胞，MG激活后可释放

大量促炎因子加重中枢炎症。通过ELISA技术测定

大鼠海马区 IL⁃6和 TNF⁃α的含量。结果如图 3所

示，与Control组相比，LPS组与α⁃FMH+LPS组大鼠

海马区炎症因子 TNF⁃α和 IL⁃6的表达增加；与 LPS
组相比，α⁃FMH+LPS组炎症因子TNF⁃α和 IL⁃6的表

达显著下降。以上结果提示LPS促进了海马区促炎

** ** ** ** *
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组
胺
（
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与NS组相比，*P < 0.05，**P < 0.01（n=6）。
图1 LPS处理后大鼠海马区组胺的表达

Figure 1 Expression of histamine in rat hippocampus
after LPS treatment
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A：免疫组化染色检测海马区MG标志物 Iba1 的表达情况（×
200）；B：Iba1阳性细胞数统计。与 Control组相比，*P < 0.05，**P <
0.01；与LPS组相比，#P < 0.01（n=4）。

图2 α⁃FMH对小胶质细胞活化的影响

Figure 2 Effects of α⁃FMH on activation of microglia

介质的释放，而α⁃FMH可以通过降低MG的激活从

而部分抑制炎症介质的释放。

2.4 α⁃FMH可缓解LPS诱导的大鼠恐惧记忆损伤

如前所述α⁃FMH可以降低MG的激活并能抑制

炎症介质的释放从而减轻中枢炎症，而认知功能障

碍是术后中枢炎症的常见并发症。为此我们进行

了逃避恐惧实验评估大鼠的认知功能。结果如图4
所示，与Control组相比，LPS组大鼠出现了明显的恐

惧记忆损伤，僵立行为的时间明显缩短。而与LPS组
相比，α⁃FMH+LPS组大鼠僵立行为的时间明显增加，

说明α⁃FMH可缓解LPS诱导的大鼠认知功能下降。

3 讨 论

全球CNS疾病的发病率正在迅速增加，CNS病
变对人们生活质量的影响愈发严重［12］。目前普遍

认为，CNS的紊乱，包括损伤、缺血、感染与中枢炎性

反应密切相关［13］。因此，研究中枢炎症的发病机制

及防治策略对于治疗CNS疾病及改善患者的预后

具有深远的意义。本课题组先前已经报道过原代

培养的MG表达4种类型的组胺受体，其中组胺可上

调H1R和H4R的表达，诱导MG活化，进而释放炎

症因子如 IL⁃6和TNF⁃α［11］。然而动物实验关于组胺

在 LPS诱导的MG激活、神经炎症和认知障碍中的

作用尚未得到阐明。本研究发现，α⁃FMH可以抑制

LPS诱导的MG活化和神经炎症，并减轻了大鼠的认

知功能障碍。

神经科学研究发现免疫系统和CNS之间存在

双向信息交流，MG释放的促炎因子在这种交流中

起着关键作用。MG的激活是神经元坏死及CNS退
行性疾病的早期预兆。研究发现LPS、组胺和 IL⁃10
等多种物质均可以引起MG的激活，并诱导向M1表
型及M2表型之间转换［14］。组胺作为中枢重要的

神经递质其在MG介导的中枢炎症中发挥重要作

用［15-16］。脑组胺不仅存在于神经元中，也存在于大

脑肥大细胞中，Dong等［17］证实给予肥大细胞的稳定

剂可抑制LPS诱导的MG活化和神经炎症，并减轻

LPS诱导的认知功能障碍。此外早有在大鼠黑质中

注射组胺可以诱导MG活化的报道［18］。然而目前关

于 4种组胺受体在MG介导的炎症中如何发挥作用

尚未完全阐明。

A：大鼠海马区TNF⁃α的表达；B：大鼠海马区 IL⁃6的表达。与

Control组相比，*P < 0.01；与LPS组相比，#P < 0.01（n=4）。
图3 α⁃FMH对大鼠海马区炎症因子表达的影响

Figure 3 Effects of α⁃FMH on the expression of inflam⁃
matory cytokines in rat hippocampus
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图4 α⁃FMH可缓解LPS诱导的大鼠恐惧记忆损伤

Figure 4 α⁃FMH alleviates LPS⁃induced fear memory im⁃
pairment in rats
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LPS腹腔注射的大鼠是CNS炎症的最常用动物

模型。LPS外周给药可诱导大鼠MG活化及促炎细

胞因子表达增加［19］。参考相关文献及预实验，我们

最终选择腹腔注射LPS的剂量为1 mg/kg，实验大鼠

均成功存活。本研究首先观察了大鼠腹腔注射

LPS 1 mg/kg后，脑内组胺随时程变化的表达情况。

结果提示与生理盐水组相比，6~24 h大鼠海马区组胺

表达明显增多，其中 6 h达峰值，24 h仍高于生理

盐水组。Wang等［20］给予大鼠腹腔注射LPS 2 mg/kg，
发现组胺在6~24 h表达明显增多，这与我们的结果

相一致。

为了进一步探索α⁃FMH在 LPS诱导的中枢炎

症及认知功能中的作用，我们进行了动物实验。将

5 μL的α⁃FMH（1 μg/μL）注入大鼠右侧侧脑室，30
min后行 LPS腹腔注射，1 d后检测大鼠海马区MG
活化及炎症因子的表达情况。有文献指出在外周

给予LPS刺激后，海马区域的 Iba1免疫反应活性增

加［21］。Norden等［22］报道给予LPS后4 h，大鼠即表现

出运动能力降低，这与MG被过度激活，释放炎症因

子有关。我们的结果发现LPS组大鼠海马区MG标

志物 Iba1明显增加，而α⁃FMH预处理明显抑制了海

马区MG的活化，同时与LPS组相比，α⁃FMH+LPS组
大鼠海马区炎症因子的表达也显著下调。已知认

知功能障碍是中枢炎症的常见并发症，为此我们进

一步进行了行为学实验来评估各组大鼠的认知功

能［23］。逃避恐惧实验结果显示LPS组大鼠出现了明

显的恐惧记忆损伤，而α⁃FMH+LPS组大鼠的恐惧记

忆损伤明显得到改善。以上结果提示α⁃FMH在MG
相关的炎症反应及炎性疾病中发挥保护作用。

综上所述，本研究通过在体实验进一步表明组

胺在MG的激活及随后产生各种促炎因子发挥重要

作用，而α⁃FMH可以通过抑制MG的活化改善 LPS
诱导的大鼠相关炎症与认知功能障碍。但是本实验

只使用组胺合成的抑制剂，没有使用组胺合成的激动

剂反向证明，且没有在体开展组胺与MG作用相关的

通路机制研究，这将作为我们下一步的研究目标。
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