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摘要 目的 探讨局灶性脑缺血再灌注损伤中病变区域组

蛋白 3 赖氨酸 9( H3K9) 及其甲基化转移酶( SUV39H1) 与星

形胶质细胞活化标志物胶质纤维酸性蛋白( GFAP) 的变化特

点。方法 选用 C57BL /6 小鼠作为实验对象，运用 Koizumi

法建立左侧大脑中动脉局灶性缺血再灌注小鼠模型( MCAO
model) ，采用行为学、切片染色、qＲT-PCＲ、相关分析、Western
blot 等方法，对比观察空白对照组、假手术组、脑缺血 2 h 再

灌注 24 h( 实验组) 小鼠大脑组织 SUV39H1、H3K9 及 GFAP

的表达情况。结果 氯化三苯四氮唑( TTC) 染色结果显示，

与假手术组和空白对照组相比，实验组小鼠脑梗死面积明显

增加、脑水肿明显。qＲT-PCＲ 及 Western blot 结果显示，与假

手术组和空白对照组相比，实验组小鼠脑组织 SUV39H1、
H3K9 及 GFAP 的表达明显增加( P ＜ 0. 05) 。结论 局灶性

脑缺血再灌注损伤的小鼠脑组织 SUV39H1 和 H3K9 的表达

增加，同时 GFAP 的表达也显著增加，提示星形胶质细胞活

化对局灶性缺血再灌注损伤的小鼠脑组织中 SUV39H1 和

H3K9 表达增加可能具有重要作用。
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缺血性脑血管病是危害人类健康的主要疾病之

一，大脑是最易受缺血等疾病影响的器官。大脑中

动脉阻塞模型( middle cerebral artery occlusion mod-
el，MCAO 模型) 是模拟人类大脑出现缺血缺氧性

脑损伤( hypoxic ischemic brain damage，HIBD) 常用

的实验动物模型［1 － 2］。组蛋白 3 赖氨酸 9 ( histone 3
lysine 9， H3K9 ) 的 特 异 性 甲 基 化 转 移 酶

( SUV39H1) 属于人类 SUV39 家族，是最早发现的组

蛋白甲基化转移酶，主要在异染色质中发挥作用，

H3K9 的甲基化与转录的抑制有关。但 H3K9 及其

甲基化转移酶 SUV39H1 在脑缺血再灌注损伤时如

何变化的相关研究国内尚未报道。胶质纤维酸性蛋

白( glial fibrin acidic protein，GFAP) 是星形胶质细

胞的特异性标志物，几乎参与细胞内一切重要的生

命活动。有报道［3］显示在脑缺血再灌注损伤后星

形胶质细胞活化。该实验旨在研究小鼠脑部缺血再

灌注损伤后对 SUV39H1、H3K9 及星形胶质细胞特

异性标志物 GFAP 蛋白表达的影响。

1 材料与方法

1． 1 主要材料 选用 45 只 18 ～ 25 g 的清洁级成

年雄性 C57BL /6 小鼠，购自安徽医科大学实验动物

中心; 水合氯醛购自中国天津市大茂化学试剂厂; 2，

3，5-氯化三苯基四氮唑( tripheny-Ltetrazo-lium chlo-
ride，TTC) 购自北京 Solarbio 公司; 连续变倍显微镜

( 型号: XTL-2400) 购自深圳新高电子有限公司; 兔

抗 KMT1A( SUV39H1) 多克隆抗体、兔抗 H3K9 多克

隆抗体、兔抗 GFAP 多克隆抗体购自中国 Abcam 有

限公司; 兔抗 β-actin 多克隆抗体购自中国博奥森生

物技术公司; 山羊抗兔 IgG /辣根过氧化物酶标记购

自北京中杉金桥生物技术有限公司; BCA 蛋白浓度

测定试剂盒、SDS-PAGE 凝胶制配试剂盒及聚偏二

氟乙烯膜( PVDF 膜) 采购自中国碧云天生物技术有

限公司; CFX Connect Ｒeal-Time PCＲ 仪及 CFX Ma-
estro 检测系统购自美国 BIO-ＲAD 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 分组 将 45 只小鼠随机平均分为 3 组，分

别为空白对照组、假手术组、脑缺血再灌注组( 实验

组) 。空白对照组的小鼠不做任何处理; 假手术组

的小鼠仅寻找并分离出颈总动脉，不做缺血再灌注

处理; 实验组小鼠的缺血时间设定为 2 h，2 h 后行

再灌注处理，时间为 24 h。每组中各取 6 只小鼠处

死取脑进行 TTC 染色以及梗死体积的测定，其余 9
只小鼠提取脑组织蛋白及 ＲNA 进行 Western blot 及

qＲT-PCＲ 实验。
1． 2． 2 MCAO 模 型 的 制 作 本 实 验 以 Koizumi
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法［4 － 5］作为基础进一步改良建立脑缺血模型。小鼠

腹腔注射 4%水合氯醛( 0. 07 ml /10 g) ，待小鼠麻醉

效果出现后，固定于显微操作台上，术中用电烤灯使

小鼠肛温保持在 36 ～ 37 ℃，小鼠颈部皮肤备皮，用

碘伏消毒 3 次，在颈正中部做一长约 1. 5 cm 的竖切

口，在显微镜下钝性分离皮下组织及肌肉等，可见颈

总动脉( common carotid artery，CCA) 位于气管旁的

颈动脉鞘内且有力的搏动，向上分离暴露出颈内动

脉( internal carotid artery，ICA) 、颈外动脉( external
carotid artery，ECA) ，在 ECA 的深面穿两根细线，

ECA 近心端打一个活结，远心端结扎，用微血管夹

暂时夹闭 CCA 和 ECA，在两线结之间剪一个小口，

将准备好的线栓( 0. 1 mm 栓线的头部包有硅橡胶，

紫外灯下风干后酒精浸泡) 沿 ECA 上切开的小口插

入，解开 ECA 上的活结，朝着 ICA 方向缓慢插入，再

向内侧、上方缓慢插入，栓线进线深度距 CCA 分叉

处约 10. 0 mm，可感受到轻微阻力，此处即可将大脑

中动脉( 颅内动脉的主要动脉) 阻塞，在 ECA 近心

端打一死结从而固定栓线，完成后开始记录脑缺血

的时间，用浸润生理盐水的无菌纱布覆盖于切口保

持切口湿润，在缺血的 2 h 之间保持伤口的湿润及

小鼠的肛温在 36 ～ 37 ℃，2 h 后缓慢的拔出线栓，用

生理盐水冲洗伤口后缝合。假手术组小鼠仅做游离

颈部血管，用浸润生理盐水的无菌纱布覆盖 2 h 后

缝合切口。待小鼠麻醉清醒后进行 Longa 生物学行

为评分，评分为 5 分制，1 ～ 3 分视为模型成功。术

后各小鼠单笼饲养，缺血再灌注 24 h 后将各组小鼠

麻醉，迅速开颅取脑。
1． 2． 3 Longa 生物学评分 此评分常被用来评测

小鼠的神经功能缺损症状。0 分: 小鼠的活动完全

正常，无任何神经功能缺损症状; 1 分: 轻度神经功

能缺损，将小鼠提尾悬空，出现右侧前肢屈曲、抬高、
肩部内收、肘关节伸直; 2 分: 中度神经功能缺损，小

鼠爬行时向缺血对侧转圈，侧推时左右推动的阻力

不等; 3 分: 重度神经功能缺损，缺血对侧肢体不能

承受体重，站立时向右侧倾倒; 4 分: 严重神经功能

缺损，无自主活动、意识障碍或呈筒样滚动。其中 0
分缺损极轻，1 ～ 3 分视为合格模型，4 分为缺损过

重，0 分及 4 分均需剔除，将 1 ～ 3 分纳入试验标准。
1． 2． 4 TTC 染色 处死后的小鼠迅速( 10 min 内)

取脑，置于 0 ～ 4 ℃的 PBS 溶液中，－ 20 ℃冰箱冷冻

30 min，置于脑槽中切取冠状位脑切片，厚度为 2
mm，放入现配的 1% TTC 溶液中，37 ℃ 恒温水浴箱

中避光染色 30 min，每 5 min 轻轻晃动容器，使之充

分染色，染 色 后 取 出 脑 片 用 PBS 溶 液 洗 涤 3 ～ 5
min，用 4%多聚甲醛室温固定 2 h 后取出摆放于蓝

色背景下并拍照，TTC 染色可以使缺血梗死灶出现

苍白色，正常脑组织染成红褐色，然后再利用图像分

析软件 Image J 计算出梗死灶体积所占整个大脑体

积的百分比。
1． 2． 5 qＲT-PCＲ 分析 取各组小鼠左侧大脑组

织，称量组织并加入 TＲIzol 试剂后用匀浆器匀浆，

完毕后低温离心、氯仿抽取、75% 酒精洗涤、DEPC
水溶解; 进行 ＲNA 浓度测量、ＲNA 定量、稀释、逆转

录成 cDNA; 加入 GFAP 引物及 SUV39H1 引物后使

用 CFX Connect Ｒeal-Time PCＲ 仪检测各组中 GFAP
及 SUV39H1 蛋白对应基因的相对表达情况。
1． 2． 6 Western blot 实验 取各组小鼠左侧大脑组

织，按 1 ∶ 10 ( 0. 01 g 脑组织加 0. 1 ml) 的比例计算

蛋白裂解液总体积，ＲIPA 裂解液和 PMSF 按 100 ∶ 1
的配比与剪碎的脑组织混合加入 EP 管中，用匀浆

器匀浆，匀浆完毕后离心，取上清液移入新的 EP 管

中，煮蛋白。煮蛋白前提取的总蛋白运用 BCA 试剂

盒进行蛋白定量。提取后进行 Western blot 实验，制

备 SDS-PAGE 凝胶( 分离胶 12%，浓缩胶 5% ) ，按上

样量 30 μg /20 μl 的标准加样进行电泳 ( 80 V、30
min; 120 V、60 min) ，聚偏二氟乙烯膜( PVDF 膜) 湿

转( 200 mA、30 min /60 min) ，配置封闭液( 含 5% 脱

脂牛奶 TBST 封闭缓冲液) ，室温封闭 90 min，β-ac-
tin( 兔抗，1 ∶ 1 000 ) 4 ℃ 过 夜，GFAP ( 兔 抗，1 ∶
2 000) 4 ℃过夜，KMT1A( 兔抗，1 ∶ 1 000) 4 ℃过夜，

H3K9( 兔抗，1 ∶ 1 000) 4 ℃过夜。次日用辣根过氧

化物酶标记的 IgG( 山羊抗兔，1 ∶ 10 000) 室温孵育

1h，完毕后运用 Syngene Bio Imaging 检测系统在暗

室中 曝 光 显 色，检 测 各 组 小 鼠 脑 组 织 SUV39H1、
H3K9 及 GFAP 的相对表达情况。
1． 3 统计学处理 统计分析采用 Graphpad Prism
7. 0 软件，各组实验重复 6 次以上，数据均以 珋x ± s 表

示，数据组间比较采用单因素方差分析，两组数据间

相关性采用线性回归分析，P ＜ 0. 05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2． 1 各组小鼠的 Longa 评分比较 实验组在 Koi-
zumi 法模 型 的 基 础 上 进 行 改 良 线 栓 法 制 备 小 鼠

MCAO 模型，为比较各组小鼠神经功能的缺损情况，

缺血 2 h 待麻醉清醒后进行了 Longa 评分。各组评

分 的结果表明: 实验组小鼠的Longa生物学评分为
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图 1 各组小鼠脑组织切片 TTC 染色结果

A: 空白对照组; B: 假手术组; C: MCAO 模型组

2. 53 ± 0. 64 分，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ; 空白

对照组和假手术组的小鼠为 0 分，即无任何神经功

能缺损表现。证明 MCAO 模型组小鼠的神经功能

缺损症状明显重于空白对照组及假手术组。
2． 2 小鼠脑切片 TTC 染色

2． 2． 1 TTC 染色情况 空白对照组小鼠可见双侧

大脑质地均匀、形态对称，无苍白梗死灶，脑组织全

部红染( 图 1A) ; 假手术组小鼠脑组织也可见大脑

几乎全部红染，大脑质地均匀、形态对称，无苍白梗

死灶( 图 1B) ; MCAO 模型组小鼠可见左侧大脑半球

出现深入皮质区、纹状体及海马等区域的苍白色梗

死灶，并且双侧大脑半球质地不均匀，形态不对称

( 图 1C) 。
2． 2． 2 小鼠脑缺血梗死灶所占体积百分比分布情

况 空白对照组: 0% ; 假手术组: ( 0. 41 ± 0. 25 ) % ;

MCAO 模型组: ( 40. 91 ± 4. 27 ) %。结果可见实验

组小鼠脑梗死面积百分比明显高于假手术组，差异

有统计学意义( F = 16. 81，P ＜ 0. 05) 。
2． 3 qＲT-PCＲ 分析结果 运用 CFX Maestro 检测

系统，测定各组小鼠脑组织中 SUV39H1 及 GFAP 蛋

白对应基因的表达情况，qＲT-PCＲ 结果表明，假手

术组和 MCAO 模型组中 SUV39H1 蛋白对应基因的

相对 表 达 分 别 为 ( 1. 17 ± 0. 15 ) 、( 6. 51 ± 0. 83 ) ;

GFAP 蛋白 对 应 基 因 的 相 对 表 达 分 别 为 ( 1. 14 ±
0. 17) 、( 10. 44 ± 1. 43) 。结果表明实验组 SUV39H1
基因表达量高于空白对照组，差异有统计学意义( F
= 21. 57，P ＜ 0. 001) ; GFAP 基因表达量高于空白对

照组，差异有统计学意义( F = 21. 72，P ＜ 0. 001 ) 。
各组的 SUV39H1、GFAP 基因 qＲT-PCＲ 结果见图 2。
2． 4 相关性分析 运用 Graphpad Prism 7. 0 统计

软件，将各组小鼠脑组织中 GFAP 及 SUV39H1 蛋白

对应基因的表达量进行相关性分析，分析结果表明，

GFAP 及 SUV39H1 蛋白对应基因的表达量成线性

相关，具有统计学意义( r = 0. 9671，P ＜ 0. 001 ) ; 由

此可以推测 GFAP 及 SUV39H1 基因的表达具有一

定的关系。见图 3。

图 2 各组小鼠脑组织 GFAP、SUV39H1 蛋白对应基因表达情况

A: 3 组 小 鼠 脑 GFAP 蛋 白 对 应 基 因 的 表 达; B: 3 组 小 鼠 脑

SUV39H1 蛋白对应基因的表达; 1: 空白对照组; 2: 假手术组; 3:

实验组; 与空白对照组比较: * P ＜ 0. 000 1

图 3 小鼠脑组织 GFAP、SUV39H1 蛋白对应基因表达相关性
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图 4 各组小鼠脑组织 SUV39H1、H3K9 蛋白表达情况

A: Western blot 检测 3 组小鼠脑 β-actin、GFAP、SUV39H1、H3K9 蛋白的表达; B: 3 组小鼠梗死侧脑组织 GFAP 蛋白的相对表达情况; C: 3

组小鼠梗死侧脑组织 SUV39H1 蛋白的相对表达情况; D: 3 组小鼠梗死侧脑组织 H3K9 蛋白的相对表达情况; 1: 空白对照组; 2: 假手术组; 3:

实验组; 与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 5 Western blot 结果 运用 Syngene Bio Imaging
检测系统，测定各组小鼠脑组织蛋白中 SUV39H1
( KMT1A) 、H3K9 及 GFAP 的表达情况，Western blot
结果表明，假手术组和 MCAO 模型组中 GFAP 蛋白

的相对表达分别为( 1. 28 ± 0. 12 ) 、( 2. 13 ± 0. 34 ) ;

SUV39H1 蛋白的相对表达量分别为( 1. 05 ± 0. 04) 、
( 1. 53 ± 0. 19 ) ; H3K9 蛋 白 的 相 对 表 达 量 分 别 为

( 1. 20 ± 0. 16 ) 、( 4. 71 ± 0. 22 ) 。结果表明，实验组

SUV39H1 蛋白表达量高于空白对照组，差异有统计

学意义( F = 10. 81，P ＜ 0. 05) ; 实验组 H3K9 蛋白表

达量显著高于空白对照组，差异有统计学意义( F =
3. 31，P ＜ 0. 05) ; 实验组 GFAP 蛋白表达量高于空白

对照组，差异有统计学意义( F = 6. 88，P ＜ 0. 05 ) 。
各组的 SUV39H1、H3K9 及 GFAP 蛋白条带显影情

况与结果一致。见图 4。

3 讨论

在脑血管病中，缺血性脑血管病占关键地位，死

亡率居高不下。许多不同的机制涉及到缺血诱导的

细胞凋亡，包括兴奋毒性、氧化应激、炎症等［6］，同

时脑缺血也引起基因表达的变化，本研究的前提是

MCAO 模型的成功建立，故选择在 Koizumi 法的基

础上建立 MCAO 模型，此方法的优点是操作对于小

鼠的损伤较小，对脑组织的其他生理指标影响也不

大，是目前建立 MCAO 模型运用最为广泛的造模手

法。
有研究［7］发现，人类的一种具有 SET 结构域的

染色 体 蛋 白，可 以 抑 制 基 因 的 转 录，并 定 义 为

SUV39H1，与异染色质形成有关，异染色质在基因调

控水平上具有重要作用。神经保护作用是基于基因

的转录激活［8 － 10］，同时 Schweizer et al［11］研究发现，

在体外建立氧葡萄糖剥夺模型模拟脑缺血再灌注模

型时，SUV39H1 在受敲除或药理抑制时，增加了脑

源性营养因子的转录活性，从而对氧葡萄糖剥夺后

的细胞具有明显的保护作用，脑源性营养因子在神

经元的可塑性和存活中起着重要的作用，即抑制组

蛋白甲基化水平的转录可以有效地促进神经元的存

活。组蛋白 H3K9 及其甲基化转移酶 SUV39H1 在
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基因层面具有重大的意义，影响基因转录活性而不

涉及 DNA 序列的表观遗传修饰改变。组蛋白甲基

化属于一种翻译后的修饰，一般认为，H3K9 与基因

转录抑制相关，它可以通过使目的基因启动子处于

紧密折叠的状态来阻止目的基因与转录因子、ＲNA
聚合酶接触，阻止目的基因的转录［12］。同时 Stewart
et al［13］发现 H3K9 甲基化作为异染色质形成的标

志，可以促进基因的沉默。H3K9 甲基化可抑制组

蛋白 H3 和 H4 乙 酰 化 从 而 抑 制 转 录，且 组 蛋 白

H3K9 甲基转移酶 SUV39H1 可以结合到基因的启

动子区域，抑制基因的表达。GFAP 作为星形胶质

细胞的主要标志物，几乎参与细胞内一切重要的生

命活动。有报道［14］发现 GFAP 特异地存在于星形

胶质细胞中并与星形胶质细胞的活性成正比。还有

报道［3］称在脑缺血再灌注损伤后，缝隙连接会使星

形胶质细胞形成功能合胞体，位于缺血中心区垂死

细胞的凋亡信号通过星形胶质细胞网络传播，缺血

中心区的其他有害成分也可以通过功能合胞体传

播，同时在缺血的情况下，缺血中心区细胞内 ATP
迅速耗竭，垂死的细胞通过星形胶质细胞形成的合

胞体从附近活着的细胞中抢夺能量，从而导致更多

的细胞因能量短缺而受损，进一步加重脑缺血造成

的损伤。
综上所述，本研究显示，在成功建立 MCAO 模

型的基础上，Longa 行为学评分表明 MCAO 模型组

因缺血导致的神经系统损伤症状比假手术组及空白

对照 组 严 重; 在 脑 缺 血 再 灌 注 损 伤 后 SUV39H1、
H3K9 及 GFAP 的表达明显增加，提示组蛋白甲基化

可能在局灶性缺血再灌注损伤中具有重要作用，据

此推测 SVU39H1 表达量的增加会加重脑组织的进

一步损伤; 同时 SUV39H1 催化 H3K9 甲基化的过程

变化，使 H3K9 在缺血再灌注中的表达量也大量增

加，抑制基因的转录，但是抑制基因转录的具体过程

以及其对脑组织缺血再灌注损伤的影响，有待于进

一步研究; GFAP 表达量的上升标志着星形胶质细

胞的活跃，星形胶质细胞因脑缺血损伤刺激形成功

能合胞体，促进凋亡信号的传播、有害成分的传递以

及能量的消耗，从而使脑组织的损伤进一步加重。
此外本研究只观察了 SUV39H1、H3K9 及 GFAP 的

变化，探 讨 了 初 步 的 分 子 机 制，推 测 SUV39H1、
H3K9 与星形胶质细胞活化密切相关，使脑组织缺

血再 灌 注 损 伤 进 一 步 加 重，但 是 SUV39H1 以 及

H3K9 对星形胶质细胞活化的具体作用机制尚待于

深入研究。
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The study on release kinetics of
minocycline loaded on the TiO2 nanotubes in vitro

Cheng Jiahui1，Wu Yufeng1，Wang Zehua2，et al
( 1Stomatologic Hospital of Anhui Medical University;

2Affliated Stomatological Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To study the effect of TiO2 nanotubes( TNT) with differe-nt diameters on the loading of mi-
nocycline and explore its sustained release e-ffect． Methods TNT with different diameters were fabricated on the
surface of titanium by anodizing at 10，20 and 30V，and minocycline hydrochloride( MH) was loaded on the sur-
face to construct an antibacterial coating． The samples were characterized by electron microscopy，contact angle
measurement，X-ray diffraction，Fourier transform infrared spectroscopy and UV-Visible spectrophotometer，to com-
pare the sustained release effects． Ｒesults Anodization at 10，20 and 30V voltage produced 30，70 and 120 nm
nanotube coating． The 70 nm TNT had the highest drug loading and the best sustained release effect，followed by
120nm TNT and 30 nm TNT． Conclusion The 70 nm TNT has the highest drug loading and the best sustained re-
lease effect，which is expected to improve sustained antibacterial properties of the titanium implant surface．
Key words TiO2 nanotubes; minocycline hydrochloride; controlled-release; peri-implantitis
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Effects of focal cerebral ischemia reperfusion injury on
SUV39H1，H3K9 and GFAP expression in mouse brain tissue

Hua Xiangyang，Bian Erbao，Zhang Zhengwei，et al
( Dept of Neurosurgery，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To investigate the changes of histone 3 lysine 9 ( H3K9 ) ，methylated transferase
( SUV39H1) and glial fibrin acidic protein ( GFAP) ，an active marker of astrocytes，in focal cerebral ischemia
reperfusion injury． Methods The left middle cerebral artery occlusion model( MCAO model) was established by
Koizumi method in the C57BL /6 mouse model． The expressions of SUV39H1，H3K9 and GFAP in the cerebral is-
chemia reperfusion mice cerebral ischemia 2 h reperfusion 24 h group( the experimental group) ，the sham operation
group and the blank control group were observed by behavioral analysis，slice staining，qＲT-PCＲ，correlation anal-
ysis and Western blot． Ｒesults 2，3，5-triphenyltetrazolium chloride( TTC) staining showed that the cerebral infarct
size of the experimental group was significantly higher than those of the sham operation group and the blank control
group． The experimental group had obvious cerebral edema． qＲT-PCＲ and Western blot showed that the expres-
sions of SUV39H1，H3K9 and GFAP in focal cerebral ischemia-reperfusion group were significantly higher than
those in the sham operation group and blank control group( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Focal cerebral ischemia reper-
fusion injury can stimulate the expression of SUV39H1 and H3K9． Meanwhile，the expression of GFAP also increa-
ses significantly． These results suggest that astrocyte activation may play an important role in increasing SUV39H1
and H3K9 expression in brain tissue of mice with focal ischemia reperfusion injury．
Key words MCAO model; ischemia reperfusion injury; SUV39H1; histone 3 lysine 9; GFAP; astrocyte
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