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鸢尾苷元调控ｍｉＲ１０３ａ３ｐ／ＳＨＣ３通路对帕金森病模型细胞损伤的影响
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　　［摘要］　目的　探讨鸢尾苷元对帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）模型细胞损伤的影响，分析其
是否与调控ｍｉＲ１０３ａ３ｐ／含有Ｓｒｃ同源结构域２的衔接蛋白３（ＳＨＣａｄａｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３，ＳＨＣ３）通路有关。
方法　用２５０ｍｍｏｌ／Ｌ的１甲基４苯基吡啶离子（ＭＰＰ＋）诱导ＰＣ１２建立ＰＤ细胞模型。ＰＣ１２细胞分为
对照组、ＰＤ组、ＰＤ＋鸢尾苷元 ５０μｍｏｌ／Ｌ组、ＰＤ＋鸢尾苷元 １００μｍｏｌ／Ｌ组、ＰＤ＋鸢尾苷元 ２００μｍｏｌ／Ｌ
组、ＰＤ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组、ＰＤ＋ｍｉＲ１０３ａ３ｐＩｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ＰＤ＋鸢尾苷元＋ｍｉＲ１０３ａ３ｐｍｉｍｉｃ组。ＣＣＫ８法
检测各组细胞活力，流式细胞术分析各组细胞凋亡率，试剂盒检测各组细胞超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）水平以及乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＬＤＨ）释放量，ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｉＲ１０３ａ３ｐ表达，Ｗｅｒｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＨＣ３蛋白水平。双荧光素酶报告实
验分析ｍｉＲ１０３ａ３ｐ和ＳＨＣ３靶向关系。结果　与对照组比较，ＰＤ组ＰＣ１２细胞活力、ＳＯＤ活性、ＳＨＣ３
蛋白表达显著降低（Ｐ＜０．０５），凋亡率、ＭＤＡ水平、ＬＤＨ释放量、ｍｉＲ１０３ａ３ｐ表达显著升高（Ｐ＜０．０５）。
与ＰＤ组比较，ＰＤ＋鸢尾苷元５０μｍｏｌ／Ｌ组、ＰＤ＋鸢尾苷元１００μｍｏｌ／Ｌ组、ＰＤ＋鸢尾苷元２００μｍｏｌ／Ｌ组
ＰＣ１２细胞活力、ＳＯＤ活性、ＳＨＣ３蛋白表达显著升高（Ｐ＜０．０５），凋亡率、ＭＤＡ水平、ＬＤＨ释放量、ｍｉＲ
１０３ａ３ｐ表达显著降低（Ｐ＜０．０５）。与ＰＤ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组比较，ＰＤ＋ｍｉＲ１０３ａ３ｐＩｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ＰＣ１２细胞
活力、ＳＯＤ活性、ＳＨＣ３蛋白表达显著升高（Ｐ＜０．０５），凋亡率、ＭＤＡ水平、ＬＤＨ释放量显著降低（Ｐ＜
０．０５）。与ＰＤ＋鸢尾苷元组比较，ＰＤ＋鸢尾苷元＋ｍｉＲ１０３ａ３ｐｍｉｍｉｃ组ＰＣ１２细胞活力、ＳＯＤ活性、ＳＨＣ３
蛋白表达显著降低（Ｐ＜０．０５），凋亡率、ＭＤＡ水平、ＬＤＨ释放量显著升高（Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ１０３ａ３ｐ与
ＳＨＣ３直接结合。结论　鸢尾苷元可保护 ＰＤ模型细胞凋亡和氧化损伤，其机制与抑制 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ／
ＳＨＣ３通路有关。
　　［关键词］　 鸢尾苷元；帕金森病；ｍｉＲ１０３ａ３ｐ；Ｓｒｃ同源结构域２的衔接蛋白３；细胞凋亡；氧化应激
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是全球常见的
年龄相关性神经退行性疾病。目前，临床主要通过药

物治疗包括抗胆碱能药物、多巴胺替代治疗、多巴胺受

体激动剂等来缓解 ＰＤ患者运动症状，但并不能阻止
疾病进展［１］。微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是重要的生物调节
分子，其可结合靶ｍＲＮＡ抑制蛋白表达参与调控细胞
过程，ｍｉＲＮＡ的失调可能导致神经退行性疾病、癌症
等多种疾病的发生和发展［２－３］。研究报道 ＰＤ动物模
型、细胞模型以及人脑中 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ表达明显升高，
抑制其表达可改善体内外线粒体吞噬发挥神经保护功

能，调节ｍｉＲ１０３ａ３ｐ水平可能是一种潜在ＰＤ治疗策
略［４］。含有Ｓｒｃ同源结构域２的衔接蛋白３（ＳＨＣａｄａｐｔｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ３，ＳＨＣ３）属于 Ｓｈｃ家族适配器蛋白，ＳＨＣ３基
因编码ｐ５２Ｓｈｃ３和 ｐ６４Ｓｈｃ３两个亚型。ＳＨＣ３与细胞
存活和分化有关，其下调可导致缺氧信号、细胞凋亡和

炎症反应异常改变［５］。ＳＨＣ３沉默可加重 ＰＤ大鼠黑
质多巴胺神经元氧化应激损伤，导致运动发育迟

缓［６］。靶基因预测显示 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ与 ＳＨＣ３３’非
翻译区（ＵＴＲ）存在结合位点，但 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ靶向
ＳＨＣ参与ＰＤ进展未见报道。鸢尾苷元是鸢尾科植物
射干的重要成分，研究报道鸢尾苷元通过抑制氧化损

伤对急性心肌梗死小鼠心肌有明显的保护作用［７］。

鸢尾苷元还可抑制促炎症因子产生，降低肝组织损伤

和细胞凋亡，对小鼠爆发性肝衰竭具有治疗作用［８］。

１甲基４苯基吡啶离子（ＭＰＰ＋）具有神经毒性，其诱
导ＰＣ１２细胞是最常见的 ＰＤ细胞模型［９］。前期预实

验显示鸢尾苷元处理显著降低 ＰＤ模型细胞中 ｍｉＲ

１０３ａ３ｐ表达水平，提高ＳＨＣ３表达水平。因此，本研究
旨在探讨鸢尾苷元对 ＰＤ模型细胞损伤的保护作用，
并以ｍｉＲ１０３ａ３ｐ／ＳＨＣ３为切入点分析其可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＰＣ１２细胞购自中国科学院上海细胞库；１甲基４
苯基吡啶离子（ＭＰＰ＋）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ｍｉＲ
１０３ａ３ｐ抑制物（Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）及其阴性对照（ａｎｔｉｍｉＲ
ＮＣ）、ｍｉＲ１０３ａ３ｐ模拟物（ｍｉｍｉｃ）、荧光素酶报告基因
重组载体购自上海生工生物公司；鸢尾苷元（ＸＹＢＺＰ
２１１６，纯度９９％）购自上海?雅生物公司；膜联蛋白Ｖ
异硫氰酸荧光素（ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ）凋亡检测试剂盒、
乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）检测试剂盒、
超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性检
测试剂盒、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量检测
试剂盒购自北京索莱宝生物公司；ＴａｑｍａｎｍｉＲＮＡ逆
转录试剂盒、ＴａｑＭａｎｍｉＲＮＡ定量试剂盒购自美国ＡＢＩ
公司；ＳＨＣ３兔多抗体（ａｂ２３３４７７）、羊抗兔 ＩｇＧ二抗
（ａｂ２０５７１８）、甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）兔多抗
（ａｂ２４５３５５）购自上海艾博抗贸易公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养、ＰＤ模型构建　　ＰＣ１２在添加１０％
胎牛血清、１％青霉素链霉素混合物的 ＤＭＥＭ高糖培
养基置于３７℃、含５％ＣＯ２、９５％空气的饱和湿度培养
箱中培养。细胞８０％融合时进行传代，每３ｄ传代培
养１次。将对数期ＰＣ１２细胞接种９６孔板，每板１×１０４

６２６２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



个细胞，用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将 ａｎｔｉｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ
１０３ａ３ｐＩｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｍｉＲ１０３ａ３ｐｍｉｍｉｃ分别转染 ５０％
融合的 ＰＣ１２细胞。参照齐献忠等［９］实验方法用

２５０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＭＰＰ＋处理 ＰＣ１２细胞２４ｈ建立 ＰＤ细
胞模型，记为ＰＤ组。
１．２．２　ＣＣＫ８法检测细胞活力　　将未转染细胞、转
染ａｎｔｉｍｉＲＮＣ细胞、转染ｍｉＲ１０３ａ３ｐＩｎｈｉｂｉｔｏｒ细胞、
转染ｍｉＲ１０３ａ３ｐｍｉｍｉｃ细胞均以 ５×１０３个／孔接种
９６孔板，置于培养基常规孵育２４ｈ。未转染的细胞分
为对照组、ＰＤ组、ＰＤ＋鸢尾苷元５０μｍｏｌ／Ｌ组、ＰＤ＋鸢
尾苷元１００μｍｏｌ／Ｌ组、ＰＤ＋鸢尾苷元２００μｍｏｌ／Ｌ组。
转染细胞根据转染序列不同分为ＰＤ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组、
ＰＤ＋ｍｉＲ１０３ａ３ｐＩｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ＰＤ＋鸢尾苷元＋ｍｉＲ
１０３ａ３ｐｍｉｍｉｃ组。取出９６孔板，对照组、ＰＤ组、ＰＤ＋
ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组、ＰＤ＋ｍｉＲ１０３ａ３ｐＩｎｈｉｂｉｔｏｒ组更换为无
血清培养，鸢尾苷元处理组分别加入上述浓度的含药

培养基预处理１ｈ。预处理１ｈ后，除对照组外，其与
各组分别加入 ２５０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭＰＰ＋作用 ２４ｈ。按照
ＣＣＫ８试剂盒步骤检测细胞活力，酶标仪检测４５０ｎｍ
处光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．２．３　流式细胞术检测凋亡率　　磷酸盐缓冲液洗
涤各处理组细胞 ２次，将细胞重悬在 １×结合缓冲液
中，调整细胞密度为２×１０５个／ｍＬ。将５００μＬ细胞悬
液分别加入流式管，依次加入５μＬ的ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ
和５μＬ的ＰＩ，室温避光染色。流式细胞仪分析各组
细胞凋亡情况。

１．２．４　试剂盒检测细胞内 ＳＯＤ活性、ＭＤＡ水平以及
ＬＤＨ释放量　　收集各组细胞至离心管，３０００ｒ／ｍｉｎ
离心 １０ｍｉｎ后分别收集细胞沉淀和上清液。按照
ＬＤＨ检测试剂盒分析细胞培养液中 ＬＤＨ活性以表示
各组ＰＣ１２细胞ＬＤＨ释放量。同时向５×１０６个细胞中
加入１ｍＬ提取液，超声破碎后，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
收集上清置于冰上。按照ＳＯＤ活性检测试剂盒、ＭＤＡ
含量检测试剂盒步骤分析各组 ＰＣ１２细胞内 ＳＯＤ活
性、ＭＤＡ水平。
１．２．５　ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ表达　　ＴＲＩｚｏｌ
试剂提取各组ＰＣ１２细胞总ＲＮＡ，并测量ＲＮＡ浓度和
纯度。用 ＴａｑＭａｎｍｉＲＮＡ反转录试剂盒合成 ｍｉＲＮＡ
的 ｃＤＮＡ，用 ＴａｑＭａｎｍｉＲＮＡ定量试剂盒进行 ＲＴ
ｑＰＣＲ。２－ΔΔＣｔ法分析 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ表达水平。ｍｉＲ
１０３ａ３ｐ（７６ｂｐ）上游 ５′ＡＧＣＡＧＣＡＴＴＧＴＡＣＡＧＧＧ３′，
下游 ５′ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′；内参 Ｕ６（１０６ｂｐ）
上游 ５′ＴＧＣＧＧＧＴＧＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣ３′，下游 ５′
ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＨＣ３蛋白　　ＲＩＰＡ法提取
各组ＰＣ１２细胞总蛋白。每泳道加入４０μｇ蛋白质样

品用 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶分离，并湿转到聚偏二氟乙烯膜
（ＰＶＤＦ）上。室温下，将膜放入孵育盒用５％脱脂牛奶
封闭２ｈ。用１∶１０００稀释的ＳＨＣ３抗体、１∶３０００稀释
的ＧＡＰＤＨ抗体４℃孵育１０ｈ。再用１∶３０００稀释的
二抗室温孵育１ｈ。用增强化学发光试剂盒检测印迹，
以ＩｍａｇｅＪ软件测得的ＳＨＣ３和ＧＡＰＤＨ灰度值比值表
示ＳＨＣ３蛋白表达水平。
１．２．７　双荧光素酶报告实验　　将含有ｍｉＲ１０３ａ３ｐ
预测结合位点的野生型（ＷＴ）ＳＨＣ３３’非翻译区
（ＵＴＲ）序列及其相应的突变型（ＭＵＴ）序列分别克隆
到荧光素酶报告载体 ｐｍｉｒＧＬＯ，将构建的重组载体命
名为 ＷＴＳＨＣ３、ＭＵＴＳＨＣ３。将 ｍｉＲ１０３ａ３ｐｍｉｍｉｃ、
ｍｉＲＮＣ分别与上述重组载体共转染 ＰＣ１２细胞。转
染４８ｈ后，用双荧光素酶报告检测系统测定萤火虫和
肾素酶活性，以二者的比值表示相对荧光素酶活性。

１．３　统计学分析
　　用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行数据分析，实验数据
均以 珋ｘ±ｓ表示。用独立样本 ｔ检验确定两组间数据差
异；采用ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ确定多组间差异，进一步两组
比较采用ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　鸢尾苷元对ＰＤ模型损伤的影响
　　与Ｃｏｎ组比较，ＰＤ组ＰＣ１２细胞光密度值显著降
低（Ｐ＜０．０５），凋亡率显著升高（Ｐ＜０．０５）；与 ＰＤ组比
较，ＰＤ＋鸢尾苷元５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ组ＰＣ１２细胞光
密度值均显著升高（Ｐ＜０．０５），凋亡率显著降低（Ｐ＜
０．０５），见图１。结果表明鸢尾苷元可提高 ＰＤ模型细
胞活力，抑制细胞凋亡。

２．２　鸢尾苷元对ＰＤ模型中ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＬＤＨ的影响
　　与Ｃｏｎ组比较，ＰＤ组ＰＣ１２细胞ＳＯＤ活性显著降
低（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ水平、ＬＤＨ释放量显著升高（Ｐ＜
０．０５）；与ＰＤ组比较，ＰＤ＋鸢尾苷元５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ
组ＰＣ１２细胞 ＳＯＤ活性显著升高（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ水
平、ＬＤＨ释放量显著降低（Ｐ＜０．０５），见图 ２。结果表
明鸢尾苷元可抑制ＰＤ模型细胞氧化应激损伤。
２．３　鸢尾苷元对ＰＤ模型中 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ和 ＳＨＣ３表

达的影响

　　与Ｃｏｎ组比较，ＰＤ组 ＰＣ１２细胞 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ表
达显著升高（Ｐ＜０．０５），ＳＨＣ３蛋白表达显著降低（Ｐ＜
０．０５）；与ＰＤ组比较，ＰＤ＋鸢尾苷元５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ
组ＰＣ１２细胞 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ表达显著降低（Ｐ＜０．０５），
ＳＨＣ３蛋白表达显著升高（Ｐ＜０．０５），见图 ３。结果表
明鸢尾苷元抑制ＰＤ模型细胞中ｍｉＲ１０３ａ３ｐ表达，促
进ＳＨＣ３蛋白表达。

７２６２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２４）
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１：Ｃｏｎ组；２：ＰＤ组；３：ＰＤ＋鸢尾苷元５０μｍｏｌ／Ｌ组；４：ＰＤ＋鸢尾苷元１００μｍｏｌ／Ｌ组；５：ＰＤ＋鸢尾苷元２００μｍｏｌ／Ｌ
组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃｏｎ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＰＤ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与 ＰＤ＋鸢尾苷元 ５０μｍｏｌ／Ｌ组比较；ｄ：Ｐ＜
０．０５，与ＰＤ＋鸢尾苷元１００μｍｏｌ／Ｌ组比较

Ａ：流式细胞术检测各组细胞凋亡；Ｂ：ＣＣＫ８法检测各组细胞活性

图１　鸢尾苷元对ＭＰＰ＋诱导的ＰＤ模型细胞凋亡和活性的影响
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１：Ｃｏｎ组；２：ＰＤ组；３：ＰＤ＋鸢尾苷元５０μｍｏｌ／Ｌ组；４：ＰＤ＋鸢尾苷元１００μｍｏｌ／Ｌ组；５：ＰＤ＋鸢尾苷元２００μｍｏｌ／Ｌ
组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃｏｎ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＰＤ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与 ＰＤ＋鸢尾苷元 ５０μｍｏｌ／Ｌ组比较；ｄ：Ｐ＜
０．０５，与ＰＤ＋鸢尾苷元１００μｍｏｌ／Ｌ组比较

图２　鸢尾苷元对ＰＤ模型中ＳＯＤ（Ａ）、ＭＤＡ（Ｂ）、ＬＤＨ（Ｃ）的影响

８２６２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．４　抑制ｍｉＲ１０３ａ３ｐ对ＰＤ模型损伤及ＳＯＤ、ＭＤＡ、
ＬＤＨ的影响

　　与 ＰＤ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组比较，ＰＤ＋ｍｉＲ１０３ａ３ｐ
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ＰＣ１２细胞 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ表达、凋亡率、

ＭＤＡ水平、ＬＤＨ释放量显著降低（Ｐ＜０．０５），ＳＨＣ３蛋
白表达、细胞活力、ＳＯＤ活性显著升高（Ｐ＜０．０５），见
图４。结果表明抑制 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ表达可抑制 ＰＤ模
型细胞凋亡，减轻氧化应激损伤。
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图３　鸢尾苷元对ＭＰＰ＋诱导的ＰＤ模型中ｍｉＲ１０３ａ３ｐ和ＳＨＣ３蛋白表达的影响

!"#$

（
%&!'(

$）
!

)*+,"

（
&(!'(

$）
!

' -

'./

'.(

(./

(

' -

0
1
2
"
'
(
$
3
"
$
4

的
表
达

3

组别
' -

组别

' -

组别

'./

'.(

(./

(

!

（
&
/
(

）

(.5

(.%

(.&

(.-

(

!
"
#
$

蛋
白
的
表
达

#

*

6

,

'(

&

'(

$

'(

-

'(

'

'(

(

'(

(

'(

'

'(

-

'(

$

'(

&

*778917 :";<=#

+
<

'(

&

'(

$

'(

-

'(

'

'(

(

'(

(

'(

'

'(

-

'(

$

'(

&

*778917 :";<=#

+
<

'

-

$(

-(

'(

(

细
胞
凋
亡
率
（
>

）

' -

组别

?

-/(

-((

'/(

'((

/(

(

!
@
,
A
B

·
C

D
'

5((

%((

&((

-((

(

E
,
*
A
7
0
F
G

·
0
C

H
'

' (((

5((

%((

&((

-((

(

C
,
"
A
B

·
C

H
'

' -

组别

' -

组别
' -

组别

3

3

3

3

; )

3

3

１：ＰＤ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组；２：ＰＤ＋ｍｉＲ１０３ａ３ｐＩｎｈｉｂｉｔｏｒ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＰＤ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组比较
Ａ：ｍｉＲ１０３ａ３ｐ表达；Ｂ：ＳＨＣ３蛋白表达；Ｃ：抑制ｍｉＲ１０３ａ３ｐ促进ＰＤ模型细胞活力；Ｄ：抑制ｍｉＲ１０３ａ３ｐ抑制ＰＤ模型细
胞凋亡率；Ｅ：ＳＯＤ活性；Ｆ：ＭＤＡ水平；Ｇ：ＬＤＨ释放量

图４　抑制ｍｉＲ１０３ａ３ｐ对ＰＤ模型细胞活性和凋亡及ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＬＤＨ的作用
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２．５　ｍｉＲ１０３ａ３ｐ和ＳＨＣ３靶向关系
　　Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ预测到 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ和 ＳＨＣ３的 ３’
ＵＴＲ区域存在互补序列，见图 ５。与 ｍｉＲＮＣ和 ＷＴ
ＳＨＣ３共转染组比较，ｍｉＲ１０３ａ３ｐ和 ＷＴＳＨＣ３共转
染组ＰＣ１２细胞相对荧光素酶活性显著下降（Ｐ＜０．０５）；
与ｍｉＲＮＣ和ＭＵＴＳＨＣ３共转染组比较，ｍｉＲ１０３ａ３ｐ
和ＭＵＴＳＨＣ３共转染组ＰＣ１２细胞相对荧光素酶活性
差异无统计学意义。结果表明 ＳＨＣ３是 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ
的直接靶点。

２．６　过表达ｍｉＲ１０３ａ３ｐ对鸢尾苷元处理的ＰＤ模型
损伤及ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＬＤＨ的影响

　　与ＰＤ组比较，ＰＤ＋鸢尾苷元组 ＰＣ１２细胞 ｍｉＲ
１０３ａ３ｐ表达、凋亡率、ＭＤＡ水平、ＬＤＨ释放量显著降
低（Ｐ＜０．０５），ＳＨＣ３蛋白表达、细胞活力、ＳＯＤ活性显
著升高（Ｐ＜０．０５）；与 ＰＤ＋鸢尾苷元组比较，ＰＤ＋鸢尾
苷元＋ｍｉＲ１０３ａ３ｐｍｉｍｉｃ组 ＰＣ１２细胞 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ
表达水平、凋亡率、ＭＤＡ水平、ＬＤＨ释放量显著升高

（Ｐ＜０．０５），ＳＨＣ３蛋白表达、细胞活力、ＳＯＤ活性显著
降低（Ｐ＜０．０５），见图 ６。结果表明过表达 ｍｉＲ１０３ａ
３ｐ可减轻鸢尾苷元对ＰＤ模型细胞损伤的保护作用。
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３　讨论

　　研究者们尽管在ＰＤ动物和细胞模型上进行了大
量临床前研究，但目前仍缺乏对ＰＤ有效的治疗药物。
鸢尾苷元被认为是一种潜在的神经保护剂，其通过抗

氧化应激来预防神经退行性变［１０］。本研究证实鸢尾

苷元减轻了ＭＰＰ＋诱导的 ＰＣ１２细胞活力下降和凋亡
增加，表明鸢尾苷元可抑制 ＭＰＰ＋诱导的细胞损伤。
ＮＯＨ等［１１］证实鸢尾苷元预处理可明显减弱紫外线 Ｂ
诱导的细胞凋亡，对人角质形成细胞具有抗皮肤损伤

作用。ＹＡＯ等［１２］的研究表明鸢尾苷元可显著提高糖

氧剥夺／复氧诱导的 ＨＴ２２细胞凋亡，促进细胞存活。
ＳＯＤ是重要的细胞内抗氧化酶，其可抵抗活性氧诱导
的氧化应激，ＭＤＡ作为氧化应激的标志物，在不饱和
脂质氧化降解过程中 ＳＯＤ可抑制活性氧诱导的 ＭＤＡ
产生，进而抑制神经毒性［１３］。本研究发现 ＭＰＰ＋诱导
可提高ＭＤＡ水平，降低ＳＯＤ活性，增加 ＬＤＨ释放量，
但鸢尾苷元预处理可阻止上述反应，表明鸢尾苷元可

抑制 ＭＰＰ＋诱导的氧化应激损伤。与本研究结果类
似，鸢尾苷元通过提高 ＳＯＤ活性，降低 ＬＤＨ漏量、
ＭＤＡ水平，抑制 Ｈ２Ｏ２诱导的人脐静脉细胞氧化损
伤［１４］。ＭＡ等［１５］证实鸢尾苷元通过提高肺组织中抗

氧化酶活性进而抑制脂多糖诱导的急性肺损伤。此

外，本研究发现鸢尾苷元预处理能够下调 ＭＰＰ＋诱导
的ＰＣ１２细胞中ｍｉＲ１０３ａ３ｐ表达水平，下调 ＳＨＣ３蛋
白表达水平，这提示鸢尾苷元的保护作用可能与调控

ｍｉＲ１０３ａ３ｐ和ＳＨＣ３表达有关。
　　目前，关于 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ在细胞损伤模型中作用
报道不一。ＬＵ等［１６］发现循环 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ通过蔗糖
非酵解型蛋白激酶 ２（ＳＮＲＫ）／核因子 κＢ（ＮＦκＢ）／
ｐ６５调节轴参与血管紧张素Ⅱ诱导的肾脏炎症和纤维
化。ＺＨＯＵ等［１７］证实脓毒症患者和小鼠血清中 ｍｉＲ
１０３ａ３ｐ表达上调，干预 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ表达可抑制细胞
凋亡、炎症反应和氧化反应，改善脂多糖诱导的脓毒性

肝损伤。然而，ｍｉＲ１０３ａ３ｐ通过靶向高迁移率族蛋白
１（ＨＭＧＢ１）则抑制脓毒症诱导的肝损伤和糖氧剥夺诱
导的脑缺血再灌注损伤，这种差异可能与ｍｉＲ１０３ａ３ｐ
细胞特异表达模式有关［１８－１９］。本研究结果表明抑制

ｍｉＲ１０３ａ３ｐ表达可提高ＭＰＰ＋诱导的 ＰＣ１２细胞活力
和ＳＯＤ活性，降低细胞凋亡率、ＬＤＨ漏量和 ＭＤＡ水
平，这与 ＺＨＯＵ等［４］报道抑制 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ表达可抑
制ＰＤ进展基本吻合。ＳＨＣ３肝癌［２０］、脑胶质瘤［２１］中

被证实异位过表达发挥促癌作用。本研究表明过表达

ＳＨＣ３可提高 ＭＰＰ＋诱导的 ＰＣ１２细胞活力和 ＳＯＤ活
性，降低细胞凋亡率、ＬＤＨ漏量和 ＭＤＡ水平，与齐献
忠等［９］报道的 ＰＤ保护作用一致。由于抑制 ｍｉＲ
１０３ａ３ｐ表达、过表达ＳＨＣ３与鸢尾苷元对 ＰＤ模型细
胞的保护作用一致，且 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ靶向 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ
并负调控其表达，本研究推测鸢尾苷元可能通过调控

ｍｉＲ１０３ａ３ｐ／ＳＨＣ３轴发挥功能。回复实验表明，过表
达 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ显著减弱鸢尾苷元对 ＭＰＰ＋诱导的
ＰＣ１２细胞活力下降、凋亡以及氧化应激损伤的保护作
用，这间接证实鸢尾苷元通过下调 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ／ＳＨＣ３
轴保护ＰＤ模型细胞损伤。
　　综上所述，本研究证实鸢尾苷元可保护 ＰＤ模型
细胞凋亡和氧化损伤，其机制与抑制 ｍｉＲ１０３ａ３ｐ／
ＳＨＣ３通路有关。这些结果为鸢尾苷元、ｍｉＲ１０３ａ３ｐ／
ＳＨＣ３轴在ＰＤ中的作用提供了新的认识，为 ＰＤ治疗
提供了潜在途径。
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