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包头　 014040;
3.重庆医科大学,重庆　 400016;4.深圳市龙岗区第三人民医院转化医学中心,深圳　 518112)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究 5-Aza-CdR 对 Notch1 通路影响及神经再生的影响,并通过小鼠主动回避行为实验来探

讨 5-Aza-CdR 对小鼠学习记忆能力的影响。 方法　 将 60 只 6 ~ 8 周龄 SPF 级 ICR 雄性小鼠分为两组,通过侧脑室

注射(i. c. v)给一组小鼠注射 5-Aza-CdR,另一组注射 BSA 作为对照组。 注射后 24
 

h 通过 Real-time
 

PCR 和 Western
 

blot 检测 Notch1 和 HES1 的 mRNA 和蛋白表达水平;通过激光共聚焦显微镜观察 5-溴-2’ -脱氧尿苷(BrdU)阳性

细胞和海马 DG 中 Notch1 的表达;用 MS-PCR 检测 Notch1 甲基化变化;通过穿梭回避实验来评估小鼠的学习和记

忆行为。 结果　 注射 5-Aza-CdR 使海马 Notch1 通路活性增加并促进 DG 区神经细胞再生,降低 Notch1 启动子区甲

基化水平,小鼠主动回避行为能力得到提升。 结论　 5-Aza-CdR 对小鼠主动回避行为的影响可能与 Notch1 通路影

响海马神经再生有关。
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

5-Aza-CdR
 

on
 

Notch1
 

pathway
 

and
 

neural
 

regeneration
 

and
 

to
 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

5-Aza-CdR
 

on
 

learning
 

memory
 

ability
 

in
 

mice
 

by
 

exploring
 

active
 

avoidance
 

behavior.
 

Methods
Sixty

 

6~ 8-week-old
 

SPF-grade
 

ICR
 

male
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

two
 

groups.
 

5-Aza-CdR
 

was
 

administered
 

to
 

one
 

group
 

of
 

mice
 

via
 

lateral
 

ventricular
 

injection,
 

while
 

the
 

control
 

group
 

was
 

injected
 

with
 

bovine
 

serum
 

albumin.
 

Notch1
 

and
 

HES1
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

Real-time
 

PCR
 

and
 

Western
 

blot
 

24
 

hours
 

after
 

injection;
 

5-bromo-
2’-deoxyuridine-positive

 

cells
 

were
 

observed
 

by
 

laser
 

confocal
 

microscopy,
 

and
 

Notch1
 

expression
 

in
 

hippocampal
 

dentate
 

gyrus
 

was
 

viewed
 

with
 

laser
 

confocal
 

microscopy.
 

Notch1
 

methylation
 

changes
 

were
 

detected
 

by
 

ethylation-specific
 

PCR,
 

and
 

learning
 

and
 

memory
 

behaviors
 

of
 

mice
 

were
 

assessed
 

by
 

passive
 

avoidance
 

tests
 

and
 

shuttle
 

avoidance
 

assays.
 

Results
 

Injection
 

of
 

5-Aza-CdR
 

increased
 

hippocampal
 

Notch1
 

pathway
 

activity,
 

promoted
 

neuronal
 

regeneration
 

in
 

the
 

DG
 

region,
 

decreased
 

methylation
 

levels
 

in
 

the
 

Notch1
 

promoter
 

region,
 

and
 

enhanced
 

the
 

ability
 

of
 

mice
 

to
 

perform
 

active
 

avoidance
 



behavior.
 

Conclusions 　 The
 

effect
 

of
 

5-Aza-CdR
 

on
 

active
 

avoidance
 

behavior
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

influence
 

of
 

hippocampal
 

neural
 

regeneration
 

through
 

the
 

Notch1
 

pathway.
【Keywords】　 5-Aza-CdR;

 

neurogenesis;
 

Notch1;
 

learning
 

and
 

memory
Conflicts

 

of
 

Interest:
 

The
 

authors
 

declare
 

no
 

conflict
 

of
 

interest.

　 　 齿状回(dentate
 

gyrus,DG)产生新的神经元,这
有助于海马神经元细胞的可塑性[1] ,文献报道 DG
中的成年神经发生在记忆任务中起到一定作用[2] 。
Notch 信号通路是多细胞生物中起着重要作用的胚

胎发育的跨细胞间的信号传递,可调控大多数组织

发育与细胞分化、 增殖和凋亡等。 有研究表明

Notch 信号通路是大脑神经再生的的一条重要通路

并参与学习和记忆的发生[3-4] ,而 HES1 是 Notch 信

号通路下游效应分子中的代表之一,可通过负性反

馈机制抑制 Notch 信号通路的激活从而参与到机体

调节中[5] 。 一些药物改善了成年神经发生,并可能

在治疗行为相关疾病方面发挥潜在作用[6-8] 。 5-
Aza-CdR 处理可降低人髓系白血病细胞系中 Notch1
的 DNA 甲基化水平增加 Notch1 的表达[9] 。 阐明 5-
Aza-CdR 处理是否可以在大脑神经细胞中增加

Notch1 表达从而促进神经细胞再生而影响学习记

忆,这可能为治疗一些影响学习记忆的疾病提供研

究思路。
核苷酸类似物 5-Aza-CdR 是一种去甲基化试

剂[10] ,5-Aza-CdR 已被 FDA 批准直接或间接用于影

响基因的疾病治疗[11-12] 。 在表观遗传学研究中,它
也被 广 泛 用 作 抑 制 DNA 甲 基 转 移 酶 ( DNA

 

methyltransferases,DNMT) [13] 。 除去甲基化功能,5-
Aza-CdR 在诱导细胞周期、分化、细胞死亡和动物行

为方面也发挥了重要作用[14-17] 。 基因的甲基化水

平与表达水平呈负相关:高甲基化降低基因表达和

低甲基化增加基因表达[18] 。 本实验研究 5-Aza-CdR
是否通过下调 Notch1 的 DNA 甲基化诱导其表达,
从而促进神经再生来影响学习记忆。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 60 只 6 ~ 8 周龄 ICR 雄性 SPF 级小鼠(18 ~ 22
 

g)由斯贝福(北京)生物技术有限公司[ SCXK(京)
2019-0010]提供。 饲养于斯贝福(北京)生物技术

有限公司动物房内[SYXK(京)2021-0038],实验温

度适宜,动物自由采食饮水。 实验中涉及动物的操

作程序得到深圳市龙岗区人民医院实验动物伦理

委员会批准(2021035DW),本实验所有操作均符合

中华人民共和国《实验动物管理条例》,实验设计及

饲养使用过程均遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 5-Aza-CdR、 BrdU ( Sigma-Aldrich 公司, 批号:
BCCD66249 ); TRIzol ( Invitrogen 公 司, 批 号:
391303); 反转录试剂盒、 2 × SYBR

 

Green
 

qPCR
 

Master
 

Mix( TaKaRa 公司,批号:ALF0602A);RIPA
裂解液、ECL 发光液(上海碧云天生物技术有限公

司);蛋白酶抑制剂 HaltTM
 

Protease
 

and
 

Phosphatase
 

Inhibitor
 

Single-Use
 

Cocktail ( 100 ×) ( Thermo
 

Fisher
公司);BCA 蛋白检测试剂盒(美国 Pierce 公司);兔
抗 Notch1 抗体和兔抗 HES1 多克隆抗体 ( Cell

 

Signaling
 

Technology 公 司 ); 大 鼠 抗 BrdU 抗 体

( Abcam 公 司 ); 辣 根 过 氧 化 物 酶 ( horseradish
 

peroxidase,HRP)标记的驴抗兔二抗(北京博奥森生

物技术有限公司);山羊抗兔 Alexa
 

Fluor488 和山羊

抗大鼠 Alexa
 

Fluor594( Invitrogen 公司);DNA 提取

试剂盒(天根生化科技有限公司);甲基化试剂盒

(北京康为世纪生物科技有限公司);RIPA 裂解液

(碧云天生物技术公司);含 4’,6-二脒基-2-苯基

吲哚(4’,6-diamidino-2-phenylindole,DAPI) 的封片

剂( Vector 公司)。 Tanon-IVDT-1 化学发光图像分

析系统(上海天能科技有限公司);ABI
 

7900HT 实

时 PCR 系统( Applied
 

Biosystems);STT-100 M 穿梭

箱测试(成都仪器有限公司);立体定位仪 (瑞沃

得);激光扫描共聚焦显微镜(尼康 A1)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 分组

　 　 60 只 SPF 级 ICR 雄性小鼠随机分为两组,实验

(5-Aza-CdR 处理)组右侧脑室内注射 10
 

μmol / L
 

5-
Aza-CdR

 

5
 

μL[16] ,对照(control)组注射相同体积的

10
 

g / L
 

BSA。 小鼠麻醉后用立体定位仪固定,参考

小鼠脑图谱,确定前囟,在前囟后 1. 7
 

mm,矢状缝旁

开 1. 5
 

mm 处用颅钻打开颅骨,使用显微注射泵以

1
 

μL / min 的速率注射 5
 

min,注射后留针 1
 

min,防
止回流。 缓慢退针,缝合伤口。 注射 24

 

h 后进行后

续实验。
1. 3. 2　 穿梭主动回避试验

　 　 条件回避学习测试通过 STT-100 M 穿梭箱进行
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测量。 在一侧隔室进行 5
 

min 的适应,声光刺激

10
 

s,然后立即进行 10
 

s 的电刺激。 当动物穿越到

另一 个 隔 间 时, 一 轮 任 务 完 成, 条 件 刺 激

( conditioned
 

stimulus, CS ) 或 非 条 件 刺 激

(unconditioned
 

stimulus,UCS)期间的穿越分别被视

为回避和逃避反应。 训练包括为期 1
 

d 的 25 次试

验,24
 

h 后重复测试。 记录主动回避反应次数。 实

验持续 3
 

d。
1. 3. 3　 RNA 提取和定量实时 PCR
　 　 使用 TRIzol 试剂从小鼠海马分离总 RNA。 使

用反转录试剂盒进行逆转录 PCR。 定量实时 PCR
在 ABI

 

7900HT 实时 PCR 系统上进行 3 次。 使用

ΔΔCT 值法分析结果。 引物序列如下: Notch1-F:
CCACCCATGACCACTACCCAGTT; Notch1-R: CCCC

 

GGACCAATCAGAGATGTT; HES1-F: ACCGGACAAA
 

CCAAAGAC;HES1-R:ATGCCGGGAGCTATCTTTCT;
β-actin-F: GGCTGTATTCCCCTCCATCG; β-actin-R:
CCGTGGTAACAATGCCATGT。
1. 3. 4　 Western

 

blot 检测

　 　 使用含 PMSF 的 RIPA 裂解液从组织分离总蛋

白。 蛋白用 SDS / PAGE(12%)在 30
 

mA 分离 2. 5
 

h,
然后转移到 PVDF 膜上。 将膜在含 5%脱脂牛奶的

TTBS 缓冲液中孵育 1
 

h,与一抗孵育过夜,然后在室

温下与二抗孵育 1
 

h。 用增强型化学发光检测系统

(ECL)检测蛋白印迹。 用 Image
 

J 软件检测蛋白表

达水平的灰度值。
1. 3. 5　 组织免疫荧光

　 　 用 BrdU 和 Notch1 免疫荧光染色检测小鼠齿状

回(DG)区神经元再生情况。 小鼠腹腔连续 3
 

d 注

射 200
 

mg / kg
 

BrdU 后处死小鼠,固定脑组织。 脑组

织进行冷冻切片制成厚度 20
 

μm 的切片。 兔抗

Notch1 抗体和大鼠抗 BrdU 抗体孵育过夜。 切片分

别用山羊抗兔 Alexa
 

Fluor488 和山羊抗大鼠 Alexa
 

Fluor594 室温孵育 2
 

h,用 DAPI 染色。 在激光扫描

共聚焦显微镜下检查免疫荧光图像。
1. 3. 6　 甲基化特异性 PCR
　 　 DNA 提取试剂盒从组织中分离总 DNA。 用甲

基化试剂盒对 DNA 进行亚硫酸氢盐处理,用 PCR
扩增 1

 

μg 修饰 DNA。 每个样品分别用两组甲基化

DNA ( methylated
 

MS-PCR ) 和 未 甲 基 化 DNA
(unmethylated

 

MS-PCR) 引物进行扩增。 用于甲基

化和非甲基化 Notch1 基因启动子区域的引物如下:
Notch1-MF: TGATTTTAAACGATGATGGC; Notch1-

MR: AAAAATCGAAAACGCAATCTA; Notch1-UMF:
GTTTGATTAAATGATGATGGT;Notch1-UMR:ACTAA

 

AAATCAAAAACACAATCTA。 用 2%琼脂糖凝胶电

泳分离 Notch1 甲基化和非甲基化的 PCR 产物。
1. 4　 统计学方法

　 　 实验数据用平均数±标准误差( 􀭰x±s􀭰x)表示。 行

为检验采用重复测量单因素方差分析和 Man-
Whitney

 

U 检验。 其余结果采用单因素方差分析

(one-way
 

ANOVA)或双侧 t 检验(SPSS 软件)完成。
P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 5-Aza-CdR 对小鼠海马组织 Notch1 和 HES1
表达的影响

　 　 如图 1A、 1B 所示, 5-Aza-CdR 处理后, 通过

Real-time
 

PCR 检测小鼠海马组织 Notch1 和 HES1
 

mRNA 转录水平。 与对照组相比,5-Aza-CdR 处理

组 Notch1 和 HES1
 

mRNA 水平均显著升高 ( P <
0. 05,n = 3 ), 这提示 5-Aza-CdR 诱导 Notch1 和

HES1
 

mRNA 基因表达增加,Western
 

blot 实验用相

应抗体检测 5-Aza-CdR 处理组和对照组 Notch1 和

HES1 蛋白水平 ( 1C)。 与对照组相比,海马组织

Notch1 和 HES1 蛋白均显著升高 ( 图 1D、 1E,P <
0. 05),提示 5-Aza-CdR 发挥作用,影响小鼠海马组

织 Notch1 和 HES1 表达。
2. 2　 5-Aza-CdR 促进小鼠海马 DG 区神经元再生

　 　 为了进一步研究 5-Aza-CdR 对小鼠海马中与记

忆相关的神经元细胞再生的影响,用免疫荧光标记

法检测海马 DG 中 Notch1 和 BrdU 阳性细胞。 免疫

荧光染色显示,与对照组相比,5-Aza-CdR 处理组的

BrdU 和 Notch1 显著增加(图 2A ~ 2D,P < 0. 05)。
BrdU 与 Notch1 呈正相关,有统计学意义(图 2E,r =
0. 927,P < 0. 05)。 这说明 5-Aza-CdR 可促进神经

发生。
2. 3　 5-Aza-CdR 对小鼠海马 Notch1 启动子甲基化

水平的影响

　 　 用 MS-PCR 检测 Notch1 的甲基化水平。 与对

照组 Notch1 启动子未甲基化水平(17. 9%±2. 95%)
相比,5-Aza-CdR 处理组(56. 2% ± 3. 2%) 显著升高

(P< 0. 05);与对照组 Notch1 启动子甲基化水平

(82. 1%± 2. 95%) 相比,5-Aza-CdR 处理组(43. 8% ±
3. 2%)显著下降(P<0. 05)。 处理组的甲基化与未甲

基化水平均和对照组有显著性差异(P<0. 05,图 3)。
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注:A:Notch1
 

mRNA 相对丰度值;B:HES1
 

mRNA 相对丰度值;C:Notch1、HES1 和 β-actin 免疫印迹图;D:Notch1 蛋白相对丰度值;E:HES1

蛋白相对丰度值。 与对照组相比,
 ∗P<0. 05。

图 1　 5-Aza-CdR 处理提高小鼠海马 Notch1 和 HES1
 

mRNA 和蛋白表达(n= 3)
Note.

 

A,
 

Notch1
 

mRNA
 

relative
 

abundance
 

value.
 

B,
 

HES1
 

mRNA
 

relative
 

abundance
 

value.
 

C,
 

Immunoblot
 

of
 

Notch1,
 

HES1
 

and
 

β-actin.
 

D,
 

Notch1
 

protein
 

relative
 

abundance
 

value.
 

E,
 

HES1
 

protein
 

relative
 

abundance
 

value.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

1　 5-Aza-CdR
 

treatment
 

increases
 

Notch1
 

and
 

HES1
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

in
 

mouse
 

hippocampus

注:A:对照组小鼠海马 DG 中 Notch1 和 BrdU 阳性细胞;B:5-Aza-CdR 处理组小鼠海马 DG 中 Notch1 和 BrdU 阳性细胞;C:小鼠海马 DG 中

BrdU 阳性细胞数;D:小鼠海马 DG 中 Notch1 免疫荧光强度值;E:BrdU 阳性细胞数和 Notch1 免疫荧光强度值相关性。 通过检测 BrdU 阳性

细胞数代表神经细胞新生,启动子甲基化和非甲基化水平,与对照组相比,
 ∗P<0. 05。

图 2　 激光共聚焦分析 5-Aza-CdR 处理对小鼠海马 DG 脑区神经元新生和 Notch1 表达的影响(n= 5)
Note.

 

A,
 

Notch1
 

and
 

BrdU-positive
 

cells
 

in
 

the
 

hippocampal
 

DG
 

of
 

control
 

mice.
 

B,
 

Notch1
 

and
 

BrdU-positive
 

cells
 

in
 

the
 

hippocampal
 

DG
 

of
 

5-
Aza-CdR-treated

 

mice.
 

C,
 

Number
 

of
 

BrdU-positive
 

cells
 

in
 

the
 

hippocampal
 

DG
 

of
 

mice.
 

D,
 

Immunofluorescence
 

intensity
 

values
 

of
 

Notch1
 

in
 

the
 

hippocampal
 

DG
 

of
 

mice.
 

E,
 

Correlation
 

between
 

BrdU-positive
 

cell
 

number
 

and
 

Notch1
 

immunofluorescence
 

intensity
 

values.
 

The
 

number
 

of
 

BrdU-

positive
 

cells
 

represents
 

neuronal
 

cell
 

neoplasia,
 

promoter
 

methylation
 

and
 

non-methylation
 

levels
 

by
 

assay.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

2　 Laser
 

confocal
 

analysis
 

of
 

the
 

effects
 

of
 

5-Aza-CdR
 

treatment
 

on
 

neuronal
 

neogenesis
 

and
 

Notch1
 

expression
 

in
 

mouse
 

hippocampal
 

DG
 

brain
 

regions
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2. 4　 5-Aza-CdR 影响小鼠学习记忆能力

　 　 通过条件回避学习测试,发现侧脑室注射 5-
Aza-CdR 的实验组小鼠在实验过程中主动回避行为

能力得到提升(图 4),提示 5-Aza-CdR 发挥作用,影
响小鼠学习记忆能力。

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05。

图 3　 5-Aza-CdR 处理对小鼠海马 Notch1 记忆

启动子区 DNA 甲基化的影响(n= 3)
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

5-Aza-CdR
 

treatment
 

on
 

DNA
 

methylation
 

in
 

the
 

Notch1
 

memory
 

promoter
 

region
 

of
 

mouse
 

hippocampus

注:实验分成训练和测试两个阶段,两个阶段间隔 24
 

h,测试

3
 

d。 与对照组相比,
 ∗P<0. 05。

图 4　 5-Aza-CdR 处理增加小鼠条件回避

学习能力(n= 20)
Note.

 

Experiment
 

was
 

divided
 

into
 

two
 

phases,
 

training
 

and
 

testing,
 

with
 

24
 

h
 

between
 

phases
 

and
 

3
 

days
 

of
 

testing.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

4　 5-Aza-CdR
 

treatment
 

increases
 

conditioned
 

avoidance
 

learning
 

in
 

mice

3　 讨论

　 　 在本研究中, 5-Aza-CdR 处理可降低海马中

Notch1 启动子 DNA 甲基化水平,增加 Notch1 和

HES1 的表达。 5-Aza-CdR 可与 DNA 结合或改变

DNMTs 表达,降低细胞 DNA 甲基化水平[15] 。 5-
Aza-CdR 治疗可降低人髓系白血病细胞系 Notch1

 

DNA 甲基化水平[9] 。 Chen 等[19] 报道 Ten-11 易位

(Tet)蛋白降低 Notch1 启动子 DNA 甲基化水平和

激活 Notch 信号。 DNA 甲基转移酶抑制剂 5-Aza-
CdR 获批用于临床治疗。 因此利用 5-Aza-CdR 处理

可以增加神经细胞 Notch1 的表达,为其在神经系统

治疗与 Notch1 通路有关疾病进行探索。
Notch 信号通常与海马神经元干细胞 ( neural

 

stem
 

cell,NSCs)增殖有关。 Notch1 信号的激活对海

马 DG 神经元增殖分化有显著影响[20] 。 同时,BrdU
阳性细胞数量可用于评估 NSCs 的增殖[21] 。 本实验

研究结果显示,免疫荧光显示 5-Aza-CdR 处理组 DG
中的神经发生细胞(BrdU+细胞)数量明显高于对照

组 DG。 同时,BrdU+细胞数量与 Notch1 免疫荧光信

号呈正相关。 本实验研究结果表明,5-Aza-CdR 诱

导的 Notch1 信号的增加可能有助于小鼠海马 DG
区神经发生。 Guentchev 等[22] 报道显示,低水平的

Notch1 活性形式促进干细胞增殖。 因此,5-Aza-CdR
脑室注射实验结果表明 Notch1 信号上调有助于小

鼠神经发生。
DNA 甲基化在学习和记忆中发挥作用[23-24] 。

DNMTs 可通过催化 CpG 二核苷酸中胞嘧啶核苷酸

5-C 位 置 的 DNA 甲 基 化 来 影 响 基 因 表 达[25] 。
DNMTs 以细胞和神经环路等方式促进学习和记

忆[26] 。 Argyrousi 等[26] 发现,试验前给药 DNMT 抑

制剂 RG108 可导致剂量依赖性的短时程学习记忆

增加,处理 48
 

h 后 DNMT 抑制剂 RG108 不再起作

用。 侧脑室内注射 5-Aza-CdR 可提高小鼠的空间认

知能力和恐惧规避能力[16,27] ,Hernaiz 等[28] 表明,杏
仁核(LA)内外侧核灌注 5-Aza-CdR 会提升恐惧记

忆。 而本研究发现 5-Aza-CdR 增加了条件回避学习

记忆能力,这种能力可能与 DNA 甲基化调节 Notch1
活性,进而增加神经细胞再生有关。

综上所述,本研究证明侧脑室注射 5-Aza-CdR
可以激活海马脑区 Notch1 信号通路并增加小鼠海

马 DG 区神经细胞的再生,Notch1 信号通路变化与

Notch1 启动子区甲基化水平有关。 此外,5-Aza-CdR
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可以促进小鼠主动回避的行为。 本研究为 5-Aza-
CdR 治疗神经系统与学习记忆相关的疾病提供了

思路。 总之,本实验研究结果表明,5-Aza-CdR 改善

海马神经发生可能与促进某些记忆任务的 Notch1
信号通路有关。
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