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ＭｉｃｒｏＲＮＡ１２４通过调控ＰＴＥＮ促进脑缺血损伤小鼠神经轴突生长和运动功能恢复

张敬糑１，戴舒惠２　　５７１１９９海南，海南医学院公共卫生学院１；７１００３２西安，空军军医大学西京医院神经外科２

　　［摘要］　目的　探究 ＭｉｃｒｏＲＮＡ１２４（ｍｉＲ１２４）对脑缺血损伤小鼠神经功能的改善作用及其内在
机制。方法　①取３２只Ｃ５７小鼠随机分为假手术组和脑缺血组（ｎ＝１６），ＴＴＣ染色和神经行为学评分
检测小鼠脑损伤后３天脑梗死面积和运动情况，ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｉＲ１２４在两组间的表达变化。②培养
原代神经元细胞，通过氧糖剥夺模拟缺血再灌注损伤，观察氧糖剥夺后０、７２ｈｍｉＲ１２４的变化趋势。
③另取３２只Ｃ５７小鼠随机分为脑缺血组和脑缺血＋ｍｉＲ１２４组（ｎ＝１６），ＴＴＣ染色、转棒实验和肢体放
置实验检测小鼠的运动功能改善情况。④细胞实验分为氧糖剥夺组和氧糖剥夺＋ｍｉＲ１２４组，通过免疫
荧光实验检测两组神经元轴突的生长情况。Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ数据库预测ｍｉＲ１２４下游靶基因，双荧光素酶基
因报告和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ在原代神经元等上验证对照组和ｍｉＲ１２４组下游靶基因第１０号染色体缺失的磷
酸酶及张力蛋白同源基因（ｔｈｅｐｈｏｓｐｈａｔｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｄｅｌｅｔｅｄｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｔｅｎ，ＰＴＥＮ）的表达变
化。上调ＰＴＥＮ，检测氧糖剥夺＋ｍｉＲ１２４和氧糖剥夺＋ｍｉＲ１２４＋ＰＴＥＮ两组神经元轴突的生长情况。
⑤在体实验中检测脑缺血＋ｍｉＲ１２４组和脑缺血＋ｍｉＲ１２４＋Ｐｔｅｎ组（ｎ＝８）转棒实验和肢体放置情况。
结果　脑缺血再灌注后，小鼠脑梗死面积约达到４０％（Ｐ＜０．００１），小鼠的神经认知功能显著降低（Ｐ＜
０．００１），已达到重度认知功能损害；ｍｉＲ１２４的表达较对照组明显升高（Ｐ＜０．０５）；而进一步过表达ｍｉＲ
１２４能够促进氧糖剥夺后神经元轴突的生长（Ｐ＜０．０５），显著缩小脑梗死面积（Ｐ＜０．０５），且促进动物运
动能力的恢复和改善（Ｐ＜０．０５）；Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ数据库预测 ｍｉＲ１２４下游靶基因为 ＰＴＥＮ，双荧光素酶基因
报告和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ都证实 ｍｉＲ１２４能有效下调 ＰＴＥＮ的表达（Ｐ＜０．０５）；最后，上调 ＰＴＥＮ逆转了
ｍｉＲ１２４促进神经元轴突的生长以及改善小鼠运动能力的效应（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ１２４通过下调
ＰＴＥＮ促进脑缺血小鼠神经元轴突生长，且有助于小鼠运动功能的恢复。
　　［关键词］　ｍｉＲ１２４；ＰＴＥＮ；脑缺血损伤；神经元轴突；运动功能
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ａｎｄｃｏｍｐａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ．② Ｐｒｉｍａｒｙｎｅｕｒｏｎｓｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｆｅｔａｌｍｉｃｅａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｄ，ａｎｄ
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７２ｈａｆｔｅｒｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ．③ Ａｎｏｔｈｅｒ３２Ｃ５７ｍｉｃｅｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ
ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｇｒｏｕｐａｎｄｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ＋ｍｉＲ１２４ｇｒｏｕｐ（ｎ＝１６）．ＴＴＣｓｔａｉｎｉｎｇ，ｒｏｔａｔｉｎｇｒｏｄｔｅｓｔａｎｄ
ｌｉｍｂｐｌａｃｅｍｅｎｔｔｅｓｔｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｔｏｄｅｔｅｃｔｗｈｅｔｈｅｒｔｈｅｍｏｔｏｒｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｉｃｅｗａｓ
ｉｍｐｒｏｖｅｄ．④ Ｔｈｅｐｒｉｍａｒｙｎｅｕｒｏｎｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ＋ｍｉＲ１２４ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｎｅｕｒｉｔｅｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｉｎｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ａｓｓａｙ．ＴｈｅｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｏｆｍｉＲ１２４ｗａｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄｗｉｔｈＴａｒｇｅｔｓｃａｎｄａｔａｂａｓｅ．Ｄｏｕｂｌｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｇｅｎｅ
ｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｖｅｒｉｆｙｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓｏｆｍｉＲ１２４ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
ａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｄｅｌｅｔｅｄｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１０（ＰＴＥＮ）ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｍｉＲ１２４ｇｒｏｕｐｓ．Ｔｈｅｎ，ｔｈｅｅｆｆｅｃｔ
ｏｆＰＴＥＮｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｎｎｅｕｒｉｔｅｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ＋ｍｉＲ１２４ｃｅｌｌｓ
ａｎｄｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ＋ｍｉＲ１２４＋ＰＴＥＮｇｒｏｕｐｓ．⑤ Ｒｏｔａｔｉｎｇｒｏｄｔｅｓｔａｎｄｌｉｍｂｐｌａｃｅｍｅｎｔｔｅｓｔｗｅｒｅ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄａｇａｉｎｆｏｒｍｏｔｏｒｆｕｎｃｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｍｉｃｅｏｆｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ＋ｍｉＲ１２４ｇｒｏｕｐａｎｄｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ＋
ｍｉＲ１２４＋ＰＴＥＮｇｒｏｕｐ（ｎ＝８）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｔｈｅａｒｅａｏｆｃｅｒｅｂｒａｌ
ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎａｂｏｕｔ４０％（Ｐ＜０．００１）ａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｎｅｕｒｏｃｏｇｎｉｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ（Ｐ＜０．００１），
ｒｅａｃｈｉｎｇｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｓｅｖｅｒｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１２４ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎ
ｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｇｒｏｕｐｔｈａｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１２４ｃｏｕｌｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅ
ｇｒｏｗｔｈｏｆｎｅｕｒｏｎａｌａｘｏｎｓａｆｔｅｒｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５），ｒｅｄｕｃｅｔｈｅａｒｅａｏｆｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ
（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｕｓｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｏｆａｎｉｍａｌｍｏｔｏｒａｂｉｌｉｔｙ（Ｐ＜０．０５）．Ｗｉｔｈｔｈｅａｉｄ
ｏｆＴａｒｇｅｔｓｃａｎｄａｔａｂａｓｅ，ＰＴＥＮｗａｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄａｓｔｈｅｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｔａｒｇｅｔｏｆｍｉＲ１２４，ａｎｄｄｏｕｂｌｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｇｅｎｅ
ｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔｍｉＲ１２４ｃｏｕｌｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＰＴＥＮ（Ｐ＜０．０５）；Ｆｉｎａｌｌｙ，ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＰＴＥＮｒｅｖｅｒｓｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ１２４ｏｎｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆ
ｎｅｕｒｏｎａｌａｘｏｎｓａｎｄｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅｍｏｔｏｒａｂｉｌｉｔｙｏｆｍｉｃｅ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＭｉＲ１２４ｐｒｏｍｏｔｅｓｎｅｕｒｏｎａｌ
ａｘｏｎａｌｇｒｏｗｔｈａｎｄｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｍｏｔｏｒｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅｗｉｔｈｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｂｙｄｏｗｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＰＴＥＮ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＭｉＲ１２４；ＰＴＥＮ；ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉｃｉｎｊｕｒｙ；ｎｅｕｒｏｎａｌａｘｏｎ；ｍｏｔｏｒｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓｏｆＣｈｉｎａ（８１９０１１８６）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＤＡＩＳｈｕｈｕｉ；Ｅｍａｉｌ：ｄｓｈ２００１２００４＠
１６３．ｃｏｍ

　　脑卒中是世界上第二大致死病因［１］，严重威胁人

类健康。据统计，每 ６个人中就会有 １个发生脑卒
中［２］。尤其在我国，脑卒中是导致居民死亡的头号

“杀手”［３］。在我国每年新增脑卒中患者超过 ２００万
例，是导致患者生活质量下降最严重的一类疾病 ［４］，而

缺血性脑卒中又占到所有脑卒中的６０％以上［５］。大量

研究表明脑缺血会诱发一系列病理生理改变，如果缺血

区不能在短暂时间内得到有效恢复，会引发不可逆的神

经元凋亡。尽管科学家不断致力于探索缺血性脑卒中

的内在机制，但仍有大量空白区域尚未完全阐明。

　　非编码ＲＮＡ约占真核基因中转录表达的９８％，被
认为是决定器官和细胞蛋白质特异性的主要控制

器［６］。其中ｍｉＲＮＡｓ是一类长度为 １８～２５个核苷酸
的非编码ＲＮＡ，是所有类型的非编码ＲＮＡ中研究最多
的一种。ｍｉＲＮＡｓ通过与靶基因ｍＲＮＡ结合互补，导致
它们的降解或抑制翻译［７］。已发现超过２０％的ｍｉＲＮＡｓ
在缺血性脑中发生改变，表明ｍｉＲＮＡｓ可能是缺血性脑
卒中发病过程中的重要介质，鉴别这些ｍｉＲＮＡｓ可能为

防治缺血性脑卒中提供新的潜在治疗靶点。

　　ｍｉＲ１２４是一种在大脑丰富表达的非编码
ＲＮＡ［８］，它在神经发育起始阶段表达量很低，其表达
量从神经元开始分化直至成熟达到峰值［９］，这表明

ｍｉＲ１２４在神经元分化成熟过程中扮演重要角色。此
外，ｍｉＲ１２４能够在脑缺血损伤过程中通过调控神经
炎症［１０］，促进神经元分化［１１］，改变神经突触可塑性［１２］

等途径发挥神经保护效应。然而，针对 ｍｉＲ１２４促进
轴突生长的研究少见报到。本研究拟采用局灶性脑缺

血模型，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫荧光和生物信息学预
测等方法探索ｍｉＲ１２４对脑缺血损伤小鼠神经轴突的
生长以及运动功能改善是否有效，并进一步探索其内

在机制。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　８～１２周龄，体质量为２２～２６ｇ
的雄性 Ｃ５７小鼠 ８０只，以及怀孕 １５～１７ｄ的孕鼠

９７４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１４）



７只。动物饲养环境温度维持在在（２１±２）℃之间，湿
度控制在６０％～７０％之间，每１２ｈ进行一次昼夜循环。
以上动物均由北京维通利华实验动物技术有限公司提

供，动物批号：２１０５２４１５８８９。实验①：在体实验将小鼠
分为假手术组和脑缺血组（ｎ＝１６）；细胞实验分组为
对照组，氧糖剥夺０、７２ｈ组（ｎ＝８）。实验②：细胞实
验分为氧糖剥夺组和氧糖剥夺＋ｍｉＲ１２４组（ｎ＝７）；在
体实验将小鼠分为脑缺血组和脑缺血＋ｍｉＲ１２４组
（ｎ＝１６）。实验③：细胞实验分为对照组和 ｍｉＲ１２４
组，双荧光素酶基因报告实验每组 ９孔细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ每组６孔细胞。实验④：细胞实验分为氧糖剥夺＋
ｍｉＲ１２４和氧糖剥夺＋ｍｉＲ１２４＋Ｐｔｅｎ（ｎ＝７）；在体实验
将小鼠分为脑缺血＋ｍｉＲ１２４和脑缺血＋ｍｉＲ１２４＋Ｐｔｅｎ
（ｎ＝８）。
１．１．２　试剂和药品　　ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（康为
世纪有限公司），ＤＭＥＭ 培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），
Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培养基（Ｇｉｂｃｏ公司），Ｂ２７（Ｇｉｂｃｏ公司），
青链霉素（北京索莱宝科技有限公司），谷氨酰胺
（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）蛋白酶，Ｔａｕ蛋白一抗（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司），ａｃｔｉｎ一抗（ＧｅｎｅＴｅｘ公司），ｍｉＲ１２４模拟物
（ｍｉｍｉｃｓ）及其对照物（ＮＣ）（上海吉玛），ｍＲＮＡ反转
录试剂盒和荧光定量 ＰＣＲ试剂盒均购自日本 ＴａＫａＴａ
公司；ＡＡＶｈＳｙｎＰＴＥＮＥＹＦＰＷＰＲＥｐＡ（上海泰尔图
生物有限公司），Ｔｒｉｓ碱，冰醋酸，ＥＤＴＡ，ＲＩＰＡ裂解液
均购自碧云天生物技术有限公司；辣根过氧化物酶标

记的山羊抗兔 ＩｇＧ购自 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司；ＰＶＤＦ膜、ＥＣＬ
发光液、电泳凝胶试剂盒购自ＢｉｏＲａｄ公司，去离子水，
ＥＰ管均购自碧云天生物技术有限公司。
１．２　实验方法
１．２．１　小鼠大脑中动脉阻塞（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙ
ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）模型制作　　将小鼠随机分为假手
术组和ＭＣＡＯ组，每组小鼠１６只，其中行为学和检测
脑梗死面积共用８只，ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ１２４的表达
使用８只，具体方法为将 Ｃ５７小鼠适应饲养环境至少
１周后进行ＭＣＡＯ手术，术前４ｈ禁水、１２ｈ禁食。使
用２％的异氟烷吸入进行麻醉诱导，待小鼠体动反应
消失取小鼠仰卧位固定在动物手术台上，将颈部使用

碘伏充分消毒后作一纵形切口，然后钝性分离各层组

织，直至右侧颈总动脉、颈内动脉、颈外动脉分叉后一

段。此时将颈内动脉和颈总动脉夹闭，并将颈外动脉

近心端和远心端结扎，在结扎后的血管中间剪一条小

口，将线栓从颈外动脉插入到颈内动脉直至大脑前动

脉，感觉有阻力时停止，然后结扎固定并松开颈总动脉

夹。最后逐层缝合，将手术操作完的小鼠放入动物保

温箱中，在小鼠缺血后１．５ｈ后拔出线栓恢复再灌注。

假手术组只进行术前麻醉和暴露血管等操作，但不结

扎动脉也不放入线栓，此过程中保持恒温台３７℃。
１．２．２　神经行为学评分　　为了验证脑缺血对小鼠
神经功能的影响，在缺血再灌注３ｄ后，分别将８只假
手术组和 ＭＣＡＯ组小鼠进行神经行为学评分。采用
双盲法，由一位熟悉评分规则但不清楚动物分组的实

验人员按照Ｇａｒｃｉａ评分标准［１３］进行神经行为学评分

并记录。３～７分为重度神经功能障碍，８～１１分为中
度神经功能障碍；１２～１８分为轻度神经功能障碍；此评
分法最低３分，最高１８分；得分越高表明动物的神经
行为学状况越好。

１．２．３　ＴＴＣ染色及脑梗死体积计算　　将假手术组、
脑缺血组和脑缺血＋ｍｉＲ１２４组小鼠在术后 ３ｄ麻醉
下断头处死，每组８只，在冰上迅速取出完整大脑，并
在－２０℃冰箱速冻３０ｍｉｎ，然后将脑置于脑槽内沿冠
状面切成 ２．０ｍｍ厚的切片。切片完成后立即置于
２％的 ＴＴＣ溶液中，确保使脑片能够充分且均匀接触
到２％ＴＴＣ染液，在３７℃避光条件下温浴３０ｍｉｎ，待
着色完全后放入４％多聚甲醛固定过夜。假手术组和
脑缺血组在检测完神经行为学评分后，即脑缺血后３ｄ
断头染色；脑缺血组和脑缺血＋ｍｉＲ１２４组在脑缺血后
７ｄ断头染色；染色完成后将脑片摆放好拍照。
１．２．４　ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ１２４的表达　　使用
ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ（ＴａＫａＲａ）从假手术组和脑缺血组脑组织
中提取总ＲＮＡ，每组动物 ８只。根据试剂盒说明，使
用 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ返转录酶制备 ｃＤＮＡ。每个样品做３
个复孔进检测，ｍｉＲ１２４（上海吉玛，中国）的引物序列
为：ＵＡＡＧＧＣＡＣＧＣＧＧＵＧＡＡＵＧＣＣ，使用 ＭａｘｉｍａＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ，Ｂｕｒｌｉｎｇｔｏｎ，Ｃａｎａｄａ）
检测成熟ｍｉＲＮＡｓ的表达，同时使用Ｕ６作为内参进行
标化。

１．２．５　ｍｉＲ１２４ｍｉｍｉｃｓ及 Ｐｔｅｎ立体定位注射　　
８只ｍｉＲ１２４＋Ｐｔｅｎ组小鼠使用２％的异氟烷吸入进行
麻醉诱导，待小鼠体动反应消失固定在立体定位仪上。

剔除小鼠头部毛发，碘伏消毒，红霉素软膏保护小鼠眼

睛，切开小鼠头部皮肤，Ｈ２Ｏ２擦拭颅骨表面清除软组
织。调平后定位，右侧脑室的坐标为 ｂｒｅｇｍａ：向后
０．１ｍｍ，向右旁开 １ｍｍ，深度 ２ｍｍ。钻头打孔后埋
入套管，然后用牙科水泥固定。将 １ｐｍｏｌ／ｇ的 ｍｉＲ
１２４ｍｉｍｉｃｓ（２μＬ）与脂质体（４μＬ）混合后或１００μＬ
ＡＡＶｈＳｙｎＰＴＥＮＥＹＦＰＷＰＲＥｐＡ缓慢注射入右侧脑
室，在ＭＣＡＯ后当天开始注射，连续注射７ｄ。
１．２．６　原代神经元培养 　 提前将培养皿进行多聚
赖氨酸包被，３７℃过夜；次日取孕鼠７只，用１０％水合
氯醛麻醉，待体动反应消失后打开孕鼠腹腔，分离子宫
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后剪断胎鼠脐带并将完整胎鼠置于预冷的 ＤＦ１２液体
中；将胎鼠断头并放入预冷的 ＤＭＥＤ培养基中，显微
镜下分离小鼠大脑皮层，并将脑膜剥离干净后将大脑

皮层放入另一个含预冷ＤＭＥＭ培养基的皿中，冰上操
作；将脑组织剪成乳糜状后加入胰酶消化，３７℃孵育
１０ｍｉｎ后将完全消化的组织吸入含５ｍＬ完全培养基
的离心管中，静置５ｍｉｎ后再转移至另一个含５ｍＬ完
全培养基的离心管中进行吹打，直至组织块消失为止；

最后将细胞悬液通过２００目筛网滤过组织块并收集细
胞悬液，离心去除细胞碎片１０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ，弃掉
上清液，重悬细胞后计数，使细胞悬液达到 ２．５～
３．０×１０６／ｍＬ接种到对应培养皿上。
１．２．７　氧糖剥夺模型　　原代神经元培养到第
６天，将细胞培养基吸除，然后用无糖培养基轻柔洗涤
细胞３遍，然后加入无糖培养基，将细胞放入氧糖剥夺
装置内，用９５％Ｎ２＋５％ＣＯ２混合气体充氮去氧１５ｍｉｎ，
关闭双侧阀门后放入３７℃孵箱培养１ｈ。氧糖剥夺完
成给细胞换成正常培养基，在 ３７℃，５％ ＣＯ２培养箱
内继续培养，氧糖剥夺后３ｄ进行检测。
１．２．８　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ＰＴＥＮ的表达　　氧糖剥夺
后３ｄ的神经元按１∶１０的比例加入 ＲＩＰＡ裂解液，同
时加入蛋白酶抑制剂防止蛋白降解。冰上将贴壁细

胞吹打成细胞悬液，置于 ４℃低温高速离心机中以
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，有效离心半径为 １０ｃｍ，然
后取上清备用。使用 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒对蛋白样
品进行定量。然后将蛋白样品与上样缓冲液按１∶４的
比例混合，９６℃加热５ｍｉｎ后室温冷却备用；按配胶试
剂盒说明书配制 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶，按分组向上样孔分
别加入彩虹Ｍａｒｋｅｒ和２０μｇ蛋白样品，电压１００Ｖ，时
间为２ｈ转膜完成后，将带有蛋白的ＰＶＤＦ膜浸入５％
脱脂牛奶进行封闭１ｈ后放入一抗孵育盒中（ＰＴＥＮ，
１∶１０００），４℃过夜后ＴＢＳＴ洗涤３遍，每遍１０ｍｉｎ，在
进行二抗孵育，室温摇床孵育 １ｈ；二抗孵育结束后
ＴＢＳＴ洗涤３遍，每遍１０ｍｉｎ，将条带置于凝胶成像系
统成像，并分析条带灰度值。

１．２．９　免疫荧光染色 Ｔａｕ蛋白　　检测氧糖剥夺后
３ｄ神经元Ｔａｕ蛋白表达情况，实验分为氧糖剥夺组和
氧糖剥夺＋ｍｉＲ１２４组。Ｔａｕ蛋白广泛表达与神经元轴
突，因此被用来作为神经元轴突的标记物［１４］。使用４％
的多聚甲醛固定处理后的细胞４ｈ，ＰＢＳ洗涤３遍，每遍
１０ｍｉｎ。０．３％ｔｒｉｔｏｎ破膜处理１ｈ候，５％山羊血清，室
温封闭１ｈ。孵育一抗：每个共聚焦皿里加入约１００μＬ
一抗（Ｔａｕ，１∶５００），４℃过夜；ＰＢＳ洗涤 ３遍，每遍
１０ｍｉｎ，进行二抗孵育：山羊抗兔二抗（ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
４８８，１∶５００）室温避光孵育２ｈ；二抗孵育结束前１０ｍｉｎ

进行ＤＡＰＩ染色，最后封片，并在共聚焦显微镜下观察
和拍照。

１．２．１０　转棒实验　　通过转棒实验评估脑缺血组、
脑缺血＋ｍｉＲ１２４组脑缺血＋ｍｉＲ１２４＋ＰＴＥＮ组小鼠平
衡能力和协调能力，每组小鼠８只。实验分两个阶段：
①适应性训练，小鼠在 ＭＣＡＯ造模前放在滚轴上，训
练其在滚轴转动时的平衡运动能力，滚轴始速为

４ｒ／ｍｉｎ，最大速度为４０ｒ／ｍｉｎ，每组测试时间为３ｍｉｎ，
每天训练３次，连续３ｄ，作为基础值。② ＭＣＡＯ造模
后的测试，同样记录小鼠从放在轴上到掉下的持续时

间，时间越长代表得分越高。

１．２．１１　肢体放置实验　　通过肢体放置实验评估脑
缺血组、脑缺血＋ｍｉＲ１２４组、脑缺血＋ｍｉＲ１２４＋ＰＴＥＮ
组实验动物的运动、反射和平衡功能，每组小鼠８只，
缓慢放低小鼠至桌前，通过检测小鼠双侧前肢能否正

常伸展、前肢能否支撑桌子边缘、一侧前后肢伸展至桌

面、能否抓牢桌面等几个维度各测试８次，每次测试得
分如下：０分，无反应；１分，完成不完整和／或延迟超过
２ｓ；２分，立即正确放置。每侧测试的最大得分是 １６
分［１５］。

１．３　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ
表示，两组间比较采用独立样本ｔ检验，多组间比较采
用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　脑缺血损伤后ｍｉＲ１２４表达增加
　　通过构建ＭＣＡＯ模型模拟脑缺血再灌注损伤，发
现在ＭＣＡＯ后３ｄ，小鼠脑梗死面积约达到 ４０％（Ｐ＜
０．００１，图１Ａ、Ｂ），同时小鼠的神经认知功能显著降低
（Ｐ＜０．００１，图１Ｃ），脑缺血组平均得分为６．８分，按照
Ｇａｒｃｉａ评分标准已达到重度认知功能损害。检测缺血
半暗带发现ｍｉＲ１２４表达显著上调（Ｐ＜０．００１，图１Ｄ），
离体实验也得到了类似的结果，在氧糖剥夺后即刻和

７２ｈ后，ｍｉＲ１２４表达较对照组均显著上调（Ｐ＜０．０５，
图１Ｅ），提示ｍｉＲ１２４可能在脑损伤过程中发挥重要
作用。

２．２　调控 ｍｉＲ１２４影响神经元轴突生长和小鼠运动
功能

　　氧糖剥夺模后神经元轴突明显缩短（图 ２Ａ），当
给予１０ｎｍｏｌ的ｍｉＲ１２４ｍｉｍｉｃｓ后则能显著增加神经
元轴突长度（Ｐ＜０．０５，图 ２Ａ、Ｄ）；并且在体注射 ｍｉＲ
１２４ｍｉｍｉｃｓ后显著缩小脑梗死面积（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ、Ｃ），
７ｄ能显著延长ＭＣＡＯ小鼠在转棒实验中的停留时间
（Ｐ＜０．０５，图２Ｅ），提高小鼠在肢体放置实验中的成功
率（Ｐ＜０．０５，图２Ｆ）。

１８４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１４）
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图２　脑缺血后小鼠半暗带ｍｉＲ１２４表达增加
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２．３　ｍｉＲ１２４的作用靶基因是ＰＴＥＮ
　　为了验证 ｍｉＲ１２４是作用于哪个基因发挥效应，
通过 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ生物信息学数据库（ＴａｒｇｅｔＳｃａｎＨｕｍａｎ
８．０）预测 ｍｉＲ１２４的下游靶基因，发现 ｍｉＲ１２４与
ＰＴＥＮ有着重要的互补结合区域（图 ３Ａ）。为了进一
步明确它们之间是否存在相互作用的关系，双荧光素

酶报告基因实验发现 ｍｉＲ１２４能有效降低 ＰＴＥＮ
ｍＲＮＡ的转录，其有效性达到 ５０％（Ｐ＜０．０５，图 ３Ｂ）；

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ也进一步证实ｍｉＲ１２４能有效降低ＰＴＥＮ
蛋白的合成（Ｐ＜０．０５，图３Ｄ）。
２．４　ｍｉＲ１２４通过下调ＰＴＥＮ改善小鼠神经运动功能
　　离体氧糖剥夺实验中过表达 ＰＴＥＮ结果显示：与
ｍｉＲ１２４组比较，ＰＴＥＮ过表达组神经元轴突明显缩短
（图４Ａ、Ｂ）；并且过表达 ＰＴＥＮ还缩短了 ＭＣＡＯ小鼠
在转棒上的停留时间（Ｐ＜０．０５，图４Ｃ），降低小鼠在肢
体放置实验中的成功率（Ｐ＜０．０５，图４Ｄ）。
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３　讨论

３．１　ｍｉＲＮＡｓ在脑缺血过程中扮演重要角色
　　脑卒中以每年超过２００万新增病例的速度不断攀
升，严重威胁国民健康［４］。由脑卒中带来的高死亡和

高致残率严重降低患者及其家人生活质量，给社会也

带来沉重的负担。脑缺血会引发一系列病理事件，包

括几分钟内发生的兴奋性毒性、几小时内的强烈炎症

反应以及脑卒中发作后数小时和数天内的细胞凋亡，

最终导致脑组织出现不可逆的神经元损伤。越来越多

的证据表明神经元细胞轴突崩解破坏是脑卒中后观察

到的一个突出特征。研究表明，神经元轴突再生对脑

功能重塑发挥着至关重要的作用［１６］，而目前已发现超

过２０％的 ｍｉＲＮＡｓ在缺血性脑中发生改变［２］，说明

ｍｉＲＮＡｓ在脑缺血过程中扮演重要角色。因此，鉴别
参与调控脑卒中相关神经元轴突破坏和细胞凋亡的

ｍｉＲＮＡｓ，可能是防治脑缺血损伤的新策略和新途径。
３．２　脑缺血后 ｍｉＲ１２４表达升高有助于神经元轴突

生长

　　我们的研究发现，在脑缺血损伤后 ｍｉＲ１２４的表
达显著增加，这与其他类似的研究报道一致［２］。以往

研究发现ｍｉＲ１２４发挥神经保护的机制非常广泛，包
括自噬［１７］、神经炎症［１０］、氧化应激［１８］、神经递质兴奋

失衡［１１］以及改变神经突触可塑性［１２］等方面，但是缺

少对神经元轴突生长的关注。脑缺血损伤后永久的残

疾是由于受伤的轴突无法再生并与其原始目标重建进

行功能连接，这种再生反应需要在受损神经元中诱导

广泛的转录和表观遗传改变。近年来，在外周轴突损

伤如何通过转录因子和表观遗传修饰，尤其在

ｍｉＲＮＡｓ对疾病进展调控方面取得了巨大进展。尽管
ｍｉＲＮＡｓ能够调节超过６０％的转录组，但 ｍｉＲＮＡｓ在轴
突再生中的重要性才刚刚开始被发现和认可［１９］。

ｍｉＲＮＡｓ变得有活性必须经过一系列生理过程，而这
一生理过程中至少有一个关键酶Ｄｉｃｅｒ，其已被确定为
外周神经再生所必需的。当缺乏关键合成酶 Ｄｉｃｅｒ时
小鼠在体外表现出轴突生长受抑和在体功能恢复受

损。目前已经证实的有 ｍｉＲ２１、ｍｉＲ３０ｂ、ｍｉＲ２６ａ、
ｍｉＲ１３３等广泛参与神经元轴突的再生［２０］。在我们

的研究过程中，发现 ｍｉＲ１２４能够显著延长神经元轴
突的长度。轴突延长带来的益处是在脑缺血再灌注后

７ｄ，小鼠能部分恢复其运动功能。这提示 ｍｉＲ１２４的
神经保护机制很可能是通过促进神经元轴突生长或免

遭破坏，最终使小鼠的运动功能得以部分保留。

３．３　ｍｉＲ１２４通过下调ＰＴＥＮ发挥神经保护效应
　　为进一步探究 ｍｉＲ１２４产生此效应的可能机制，

我们通过 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ生物信息学数据库预测了 ｍｉＲ
１２４下游可能作用的靶基因。通过双荧光素基因报告
实验和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ两种手段确定 ｍｉＲ１２４下游靶基
因是ＰＴＥＮ。ＰＴＥＮ是神经系统重塑的一个重要调控
蛋白［１６］，一方面，ＰＴＥＮ能够抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通
路，这有助于神经元生长和蛋白的合成［２１］；另一方面，

ＰＴＥＮ通过影响ＰＩ３Ｋ磷酸化抑制了糖原合酶激酶３β
的活性，进一步促进轴突微管重塑［２２］。另外也有研究

报道条件敲除 ＰＴＥＮ能够刺激轴突生长，甚至可以使
轴突跨过损伤的脊髓［１６］。有的研究也发现在培养的

背根节神经元中，ｍｉＲ２２２能够通过抑制 ＰＴＥＮ而从
发挥促进神经元轴突生长的效应［２３］，同样在体下调

ＰＴＥＮ也能促进外周神经损伤的恢复［２４］。与之类似的

是，我们的研究发现 ｍｉＲ１２４下调 ＰＴＥＮ后促进了轴
突生长，相反，过表达ＰＴＥＮ抵消了 ｍｉＲ１２４促进轴突
生长的效应，且不能改善脑缺血损伤小鼠的运动功能。

　　尽管近些年来越来越多的研究关注利用 ｍｉＲＮＡｓ
作为治疗靶点，但目前它们尚未发现能改善在体的神

经元轴突再生，这主要是由于 ｍｉＲＮＡｓ的在体操作技
术问题导致的。另外，科学家们对于 ｍｉＲＮＡｓ影响神
经元轴突再生的重要性缺乏共识。不同研究间的异质

性也应该被重视，有些研究即使是在疾病损伤后同一

时间点检测，但他们发现的差异表达 ｍｉＲＮＡｓ却往往
不尽相同，导致这种异质性的原因可能是实验物种属

的差异、不同的造模方式甚至是造模严重程度不同、以

及测序技术本身带来的一些局限性。尽管神经元轴突

损伤的机制研究已经取得长足的进展，但是受损的神

经元如何重新编程以使其轴突获得再生能力，同时保

持其形成突触的能力，以及一旦再生完成后它们如何

停止生长等，这些复杂的病理生理调控过程目前尚不

清楚。未来还需要更多高质量研究专注于长时间观察

神经元损伤修复的动态变化，这才可能揭开这一复杂

而神秘生命现象的真正面纱。

３．４　总结
　　本研究通过脑缺血再灌注损伤和氧糖剥夺两个模
型模拟脑卒中的发生发展，从微观ｍｉＲ１２４变化入手，
借助生物信息学预测，抽丝剥茧找到 ｍｉＲ１２４的靶基
因ＰＴＥＮ，将在体实验与离体实验相结合，证实 ｍｉＲ
１２４可以通过下调 ＰＴＥＮ的表达，促进神经元轴突的
生长，最终影响小鼠神经行为的改变。本实验的不足

之处是尚未探明是什么原因导致 ｍｉＲ１２４发生变化，
以及ＰＴＥＮ变化导致的下游信号通路是如何变化的。
因此，在未来的研究中，还需进一步为揭示导致 ｍｉＲ
１２４变化的始动因素并改进观测手段，从而提供更加
完备和坚实的证据链。综上，ｍｉＲ１２４可以作为改善
脑缺血损伤患者的潜在治疗靶点，为改善脑缺血损伤
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患者运动功能甚至认知功能具有重要意义。
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