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MiR-124在脑血流灌注不足中的表达变化及其作用 

雷荟仔，王林辉，李 昱 

(重庆医科大学基础医学院病理学教研室、重庆医科大学神经科学中心、重庆市神经生物学重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究miR一124在脑血流灌注不足大鼠中的动态表达变化，并探讨其在脑血流灌注不足中发挥的作用。方法：采 

用双侧颈总动脉结~'L(Permanent bilateral comman carotid artery occlusion或Two—vessel occlusion，2VO)制备大鼠脑缺血模型．用 

qRT-PCR的 方法在不同的时间点(术后 1、7、14、21、28 d)检测 miR一124的表达变化。并在 SH—SY5Y细胞系中采用流式细胞 

仪研究低氧时过表达 miR一124对细胞周期的影响。结果：与对照组比较，2VO术后大鼠脑皮质血流经历了先下降再上升的动态 

变化，而 miR一124也呈现先下降再上升的动态过程，于术后第 7天达到最低( 0．036)；在低氧环境中，过表达 miR一124可以将 

神经细胞系SH—SY5Y的阻止在G1期。结论：miR一124可能参与了大鼠脑血流灌注不足后脑缺血的发生发展。为治疗脑缺血提 

供了一种新的治疗策略。 
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Expression and function of miR一1 24 in cerebraIischemia 

Lei Huizi，Wang Linhui．Li Yu 

(Teaching and Research Section ofPathology，College ofBasic Medicine，Institutefor Neuroscience， 

Chongqing Medical University，Chongqing Key Laboratory ofNeurobiology) 

【Abstract]Objective：To observe the change of miR一124 expression and its effect on cell cycle on cerebral ischemia in rats．Methods： 

The model of aging rats with cerebral hypoperfusion was successfully constructed by permanent occlusion of bilateral common carotid 

arteries(2VO)．The expressions of miR一124 at different time points were determined and compared by qRT—PCR．Cell cycle analysis 

was perform ed on SH—SY5Ycell line after transfection with either pre-miR-124 or scramble；cells were exposed to oxygen and glu- 

cose deprivation(OGD)stress at 24—48 hours，and then analyzed by fluorescence-activated cell sorting(FACS)．Results：Compared 

with those of control rats，the expressions of miR-124and cortical blood flowfirstlydecreased then increased，and bottomed out on the 

seventh dayin the 2VO rats(P=-0．036)．In OGD stress，overexpression of miR-124 in SH-SY5Y cell induced cell cycle arrested in G1 

phase．Conclusion：miR-124 is potentially involved in rat cerebral ischemia progression which may provide a novel therapeutic strategy 

for treatment of cerebral ischemia． 

【Key words]miRNA；cerebral ischemia；bilateral common carotid arteries 

miRNA是一类大小约为 22nt的调控性小分子 

非编码 RNAE 1，通过与靶基因 mRNA的 3’UTR上的 

互补区域的结合来调节靶基因表达．这种调节大多 

数情况下是通过抑制基因的表达从而引起靶基因 

沉默，但最近有研究也发现这种调节可能为正向的 

激活作用[21。根据现在的预测，miRNAs能够靶向调 

节的基因数占基因总数的 60％，而且每个 miRNA 

能调控上百的靶基因『3_。所以miRNA构成了一个庞 
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大的转录后调控网络．它可能控制着多个人类的生 

理现象，涵盖了细胞的生长至死亡 。有研究表明在 

缺血性脑损伤的发展过程中，miRNA同样发挥着重 

要的作用，本研究根据文献报道，采用 miRNA表达 

谱芯片技术，所筛选出在缺血性脑损伤中发生显著 

变化的 miRNA[5-~．采用 qRT—RCR的方法检测在大 

鼠脑缺血发展过程中各 miRNA的具体变化。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物和模型制备 

选择健康 12月龄老年 sD大鼠(50只)，雄性，体质量： 

450-500 g。由重庆医科大学动物实验中心提供(动物许可证 
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号：SCXK2007—0001)。实验中所涉及的动物均得到重庆医科 

大学动物委员会的认可。 

大鼠缺血模型参考经典的双侧颈总动脉结扎模型(Per- 

maJ1ent bilateral comman carotid artery occlusion或 Two—yes— 

sel occlusion，2v0) 。水合氯醛溶液浓度 3．5％，按 0．35 nmg／g 

剂量标准，腹腔内注射麻醉。将大鼠仰卧固定在手术台上，去 

毛。消毒，沿颈正中剪开切口，分别在双侧颈前三角区找到双 

侧颈总动脉并将其钝性分离，用双重手术缝线结扎动脉血管， 

结扎完后关闭手术切口，缝合皮肤并用碘伏消毒。术后将存 

活的实验组大鼠随机分为术后 1、7、14、21、28 d。假手术组分 

离双侧颈总动脉但不结扎，其余过程与实验组相同。 

1．2 组织标本制备 

将动物断头取脑，在生理盐水冰面上分离海马组织，液 

氮保存。 

1．3 测定脑皮质血流 

完整取出脑组织，用生理盐水轻轻冲洗掉大脑表面的血 

迹．用数码相机在等距离，等焦距下对脑组织进行拍照；采用 

ImageJ Launcher Software 1．4软件分析各个实验组大鼠脑组 

织图片。统计各个时间段大鼠脑皮质血流的变化。 

1．4 SYBR GreenRT—PCR检 测 miRNA 

用 Trizol(Invitrogen，美国)提取细胞和组织总 RNA，采用 

SYBR Green PCR Master Mix(TaKaRa，中国)，并用 qRT—PCR 

的方法检测 miRNAs。逆转录试剂盒(Promega，美国)，miRNA 

的 cDNA第一链的合成(cDNA)在无 RNase的离心管中加入 

总 RNA 10 ng，dNTP(10 mmol／L each)1．0 L，U6 RT(2 I~m／L) 

1．0 tzL，miRNA RT(2 rn／L)1．0 I．LL，DEPC补至 l2 L。65℃ 

水浴 5 min，置于冰上 2 min，瞬时离心。加入 RNase inhibitor 

(40 U／p~L)2．0 tzL，5 X First-S·Rand Buffer4．0 L，DTF(0．1 moYL) 

1．0 wL，M—MLV(200 U／IxL)1．0 I~L(Invitrogen，美国)。37℃， 

水浴 55 min。70 oC，15 min终止反应．一20℃冻存。 

qRT—PCR采用标准的 SYBR GreenRT—PCR检测方法。 

通过 BioRad CFX～96 real time系统(BioRad，美国)进行实时 

定量 RT—PCR扩增，通过分析软件得到每组的ct，其中u6 

RNA作为内参照；设定阈值，分析mRNA的相对表达量。 

1．5 细胞培养 

所采用的神经母细胞瘤细胞株(SH—SYSY)培养：]ZDMEM 

培养基中，血清浓度是 10％，每 100 mL培养基加入青霉素 

100 U，链霉素 100 g。置于5％CO：、饱和湿度的37℃培养 

箱中。 

1．5．1 SH—SY5Y细胞持续性氧糖剥夺模型的建立 将对数 

生长期 SH—SY5Y细胞置于 6孔板中培养。24 h后进行如下 

实验：首先将氧糖剥夺组和对照组 SH—SY5Y细胞采用 37℃ 

预热的 PBS清洗 2次以除去葡萄糖；然后在氧糖剥夺组中加 

入无糖无血清DMEM培养液，置于37 oC、5％CO：。95％N 缺 

氧罐中缺糖缺氧培养：对照组加入含有葡萄糖的 DMEM培养 

液。血清浓度是 10％，置于 37℃培养箱中。 

1．5．2 脂质体介导的真核细胞转染 转染前 12～24 h前 。将 

细胞在不含抗生素和血清的培养基中培养。置于6孔板中。 

将2 Dharmafect 2加入 100 txL无血清双抗的培养基中， 

5 浓度为 20 nmo1]L的 miRNA mimics以及对应的阴性对 

照也加入 100 L无血清和抗生素的培养基中，室温静置 5 min。 

将 miRNA mimics和脂质体混合后，室温静置 20 min。上诉步 

骤的溶液滴加入 6孔板中，培养 4-6 h后，将培养基更换为 

完全培养基，对照组置于 5％CO 、饱和湿度的 37℃培养箱 

中，实验组置于 37℃、5％ CO：，95％N 缺氧箱 中继续培养 

24—48 h。转染 24～48 h后可以检测 RNA水平的变化。 

1．5．3 细胞周期实验 SH—SY5Y细胞系在转染 pre—miR一 

124和 scramble后．置于低氧箱中，24～48 h后收细胞。将细 

胞重悬于 100 PBS中，慢慢加入 400 冰预冷的无水乙 

醇 ，于 4 oc固定过夜 ；第 2天将固定的细胞加入 500 L PBS 

中，1 000 r／min离心，弃上清去乙醇，用 100 IxL PBS重悬细 

胞 ，加入 RNase A，终浓度为 20~g／mL，37℃孵育 30 min；加 

入 12 L 10 x PI溶液，4 C避光孵育 30 min；补加 400 PBS 

溶液，于 488 nm波长进行流式检测。 

1．6 统计学处理 

采用统计软件 SPSS 17．0进行单因素方差分析和 t检验 

统计分析，各项检测结果以均数 ±标准差(x±s)表示。检验 

水准a=0．05。 

2 结 果 

2．1 脑缺血后大鼠脑皮质血流变化 

实验组与假手术组相比，大鼠脑皮质的血流发生了明显 

改变(图 1)。与假手术组相比，术后 7 d、14 d大鼠脑皮质颞 

区血管血液充盈减少，于术后 14 d达到最低(减少 42％)，差 

异有统计学意义(P<0．05)。术后21 d、28 d，与术后 14 d比 

较 ，大脑脑皮质局部逐渐有再生侧枝血管形成．大脑脑皮质 

脑颞区血流逐渐升高但仍未恢复 ，术后 28 d恢复达假手术 

组的(96％)。 

一  

靛 

时问 (d) 

a．P<0．O5 

图 1 不同时间段大脑血流的变化 

Fig．1 Change of cortical blood flow at different time points 

2．2 脑缺血后缺血海马区miR一124表达明显下调 

脑缺血后术后实验组 miR一124表达均低于假手术组，缺 

血后 1 d其表达水平是假手术组的(0．47±0．04)倍( O．028)； 

缺血后 7 d，miR-124表达水平继续下降，为假手术组的(0．27-4- 

0．03)倍 (P=0．036)；缺血后 14 d，miR一124表达水平略有回 

升，但仍低于假手术组 ，为假手术组的(0．58 4-0．10)倍(P= 

0．024)。表明脑缺血后体内缺血缺氧的环境可抑制miR一124 
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的表达，并在 7 d时达到最低，随着缺血时间的增加而有所 

回升，最终接近假手术组(图2)。 
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( on J 7 l4 2l 28 

时间(d) 

a．P<0．05 

图2 qRT—PCR检测不同时间 miR一124的表达变化 

Fig．2 Change of miR-1 24 at different time points detected 

by qRT-PCR 

2．3 大鼠脑血流灌注不足引起的脑组织学改变 

采用 HE染色的方法，与对照组和假手术组相比，术后 

7 d组因大脑低灌注出现 CA1区锥体神经元变性和丢失，并 

在第 14天达到最重，可见多量红色神经元；在术后第 2I、28 

天时锥体神经元的缺血性损伤改变逐渐缓解．但仍未恢复正 

常水平(图 3)。在光学显微镜下观察，对每张玻片的海马CA1 

区，在高倍镜下(200x)随机选取 4个视野计数神经元数量， 

取平均值。 
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图 3 脑血流灌注不足海马 CA1区锥体细胞形态学改变(HE染色) 

(400 X)及大鼠海马CA1区锥体细胞数 

Fig．3 Morphological changes in pyramidal cell of hippocampal 

CA1 area(HE staining)(400 X)and the number of 

pyramidal cells of CA1 region 

2_4 过表达 miR一124可以抑制神经细胞的周期 

在细胞系 SH—SY5Y中转染了 miR一124的模拟物以实 

现体外过表达，来分析 miR—l24对细胞周期的影响。 

在 SH—SY5Y细胞系中．过表达 miR一124可以导致细胞 

周期被阻止在 G1期，使 Gl期细胞有明显升高(低氧后 24 h 

约为 14％(图4A、B)，低氧后 48 h约为 12％(图 4C、D)，P_ 

0．028)，与此同时s期的细胞群下降(低氧后 24 h约为7％，低 

氧后 48 h约为 l6％，P=-O．283)。这证明过表达 miR一124可以 

抑制神经细胞的周期。由此推测 ，在缺血性脑损伤的急性期 

中。miR一124表达水平下降，可能有助于促进细胞周期的进 

展，从而发挥神经保护作用。 
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∽
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B．低氧后 24 h柱状罔 

SH—SY5Y Hypoxia-48h 

对照组 过表达miR一124组 

C低氧后48 h细胞周期图 

a．P<0．05  

D．低氧后 48 h柱状罔 

图4 过表达 miR一1 24对 SH—SY5Y明显抑制细胞周期 

Fig．4 Overexpression of miR——1 24inhibits SH——SY5Ycell cycle 

3 讨 论 

miRNA是一类高度保守的非编码小 RNA．可 

以通过它的靶 mRNA来参与细胞的凋亡、增殖、分 

化等生理学过程。近年来，研究人员根据大量的研 

一 一捌瓤翟再蹂∽ 
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究结果推测 ：以前未揭露的分子因素，特别是以前 

认为没有作用的非编码RNA，在各种疾病的发生和 

进展中发挥重要的作用。然而，miRNA功能失调的 

机制还没有广泛的研究 ，包括 miRNA的异常的生 

物合成和转录 Ⅻ，表观遗传学修饰【“ 习，基因组编码 

miRNA的区域扩增或丢失。 

有些 miRNA通过调控与细胞周期和凋亡相关 

的关键酶来调节脑缺血再灌注【l3J。在中枢神经系统 

发育和成熟神经形成过程中，miR一124可以抑制细 

胞增殖和促进细胞分化，从而具有调节神经分化的 

作用【 。在人类，大鼠，小鼠的神经系统中，miRNA一 

124是含量最高的miRNA之一。它在中枢神经系统 

的表达是其他器官的100停 一161。然而，以前很少有 

学者研究miR一124在脑缺血中的作用【l7】。 

大鼠2VO模型是经典的全脑低灌注血流的模 

型【l81．与血管性痴呆以及阿尔茨海默病的发生都有 

密切关系。本研究发现，与对照组比较，2VO术后大 

鼠脑皮质血流经历了先下降再上升的动态变化．而 

miR一124也呈现先下降再上升的动态过程 。于术后 

第 7天达到最低(P=0．036)。由于缺血海马区 mir一 

124表达明显改变，促使研究进一步探讨其在持续性 

脑缺血发生中可能的生物学意义。由于已有研究表 

明 miR一124在调节细胞增殖的过程 中发挥了重要 

作用【捌。本课题组继续在细胞系SH—SY5Y中转染了 

miR一124的模拟物以实现体外过表达。来分析miR一 

124对细胞周期的影响。结果表明：在低氧环境中， 

过表达miR一124可以将神经细胞系SH—SY5Y的阻 

止在 G1期。 

近年来越来越多的研究表明．miR一124在缺血 

性脑损伤中的表达有明显的改变，提示 miR一124与 

缺血性脑损伤存在密切联系。有研究发现采用大 

脑中动脉闭塞模型(middle cerebral artery occlusion． 

MCAO)的大鼠．脑组织缺血半影区比非缺血区miR一 

124明显上升 ，而且在体外实验中miR一124可以抗 

OGD引起的神经元凋亡，并增加抗凋亡蛋白Bcl一2和 

Bcl—xlt 9】说明 miR一124在缺血性脑损伤中通过抑制 

细胞凋亡而发挥神经保护作用。与此类似，研究[20-211 

发现，iASPP可以抑制 P53介导的凋亡，抑制 miR一 

124能通过升高脑组织内iASPP的水平而抑制 P53 

介导的凋亡，从而起到对缺血』生脑损伤的保护作用。 

Doeppner等 的研究发现 ，miR一124可以促进神经 

元修复，降低脑损伤。 

但是也有学者提出了相反的意见．Zhu等[23]的研 

究表明，小鼠采用 MCAO的模型后 ．miR一124表达 

明显下降：并证实其通过靶向升高发挥抗凋亡作用 

的Ku70。来改善脑组织缺血，减少细胞死亡和梗死 

灶的大小。虽然 miR一124在脑缺血中的表达趋势存 

在争议，而且作用的机制尚不清楚，但是 miR一124 

仍然是一个潜在的治疗脑缺血和缺血再灌注损伤 

的靶点。相信随着研究的不断深人，miR一124在缺 

血性脑损伤疾病中的作用机制被阐明将将为缺血 

性脑损伤的治疗提供新的途径。 
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肺结核及合并细菌性肺炎患者血清脂类分析 

． 包 孟 ，付玉荣 ，伊正君 

(1．潍坊医学院医学检验学系，潍坊 261053；2．潍坊医学院临床医学院，潍坊 261053) 

【摘 要】目的：研究肺结核、肺结核合并细菌性肺炎患者血清脂类特征及与痰涂片结果的相关性。方法：研究对象来自山东省 

潍坊市第二人民医院，共 3组：入院治疗的肺结核患者 460例(单一结核组)，肺结核合并细菌性肺炎患者 315例(结核合并肺 

炎组)，I司期健康体检者434例(健康对照组)。抽取研究对象清晨空腹血，离心后检测血清总胆固醇(total cholesterol，TC)、甘油 

三酯(triglyeeride，TG)、高密度脂蛋白胆固醇(high density lipoprotein cholesterol，HDL—C)、低密度脂蛋白胆固醇(1ow density 

lipoprotein cholesterol，LDL-C)、脂蛋白a(1ipoprotein(a)，Lp(a))、载脂蛋白A1(apoprotein A1，ApoA1)、载脂蛋白B(apoprotein B， 

ApoB)的含量。TC、TG采用酶法测定；HDL—C、LDL—C采用选择性遮蔽直接法测定；Lp(a)、ApoA1、ApoB采用免疫透射比浊法测 

定。收集患者即时、夜间、次日清晨 9份痰液，做抗酸染色镜检，结果用～ 、1+、2+、3+、4+表示。结果：(1)与健康对照组相比，单一 

结核组Tc、TG、HDL—C、LDL—c、ApoA1、ApoB降低(z值分别为一5．941、一3．733、一4．170、一6．213、一4．557、一4．022，P值均小于 

0．0O1)，Lp(a)升高(Z=一2．399，P=-0．016)；(2)与健康对照组相比，结核合并肺炎组Tc、TG、HDL—C、LDL—C、ApoA1、ApoB降低(z 

值分别为一6．894、一3．676、一5．796、一6．287、一5．799、一4．321，P值均小于 0．001)，Lp a)升高(z．一2．888，P=0．004)；(3)与单一结核组 

相比，结核合并肺炎组 TC、HDL—C、LDL—C、ApoA1降低 (z值分别为一5．624、一4．169、一2．237、～4．328，P值分别为 0．000、0．000、 

0．025、0．000)；(4)单一结核组痰涂片结果与ApoA1相关( 一0．319，P=-0．000)，结核合并肺炎组痰涂片结果与HDL—C、ApoA1相 

关( 值分别为一0．175、一0．302，P值分别为 0．002、0．000)。结论：(1)血清 Tc、TG、HDL—C、LDL—C、Lp a)、Ap0A1和 ApoB可辅助 

诊断肺结核 ；(2)TC、HDL—C、LDL—C、ApoA1可区分肺结核、肺结核合并细菌性肺炎两种疾病；(3)ApoA1有望成为肺结核患者 

病情严重程度的诊断标准，HDL—C、ApoA1有望成为肺结核合并细菌性肺炎患者病情严重程度的诊断标准。 

【关键词】结核／H$；肺炎；血脂；痰涂片 
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