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ｍｉＲ２１抑制剂对海马神经元氧糖剥夺／复氧损伤的影响

李中岩１，李文媛２，王　莹２，李雪花３

（１．阜新市中心医院神经外科，辽宁　阜新　１２３０００；２．牡丹江医学院神经组织工程研究所，黑龙江　牡丹江　１５７０１１；３．
阜新市中心医院神经内科，辽宁　阜新　１２３０００）

摘要：　目的　探讨ｍｉＲ２１抑制剂对海马神经元离体氧糖剥夺／复氧（ＯＧＤ／Ｒ）损伤的影响及作用机制。方法　将
小鼠海马神经元ＨＴ２２细胞接种于达尔伯克改良伊格尔培养基，置于含体积分数９５％空气和５％ ＣＯ２培养箱中培养
２ｄ，然后将细胞分为正常组、ＯＧＤ／Ｒ６ｈ组、ＯＧＤ／Ｒ１２ｈ组和ＯＧＤ／Ｒ２４ｈ组。正常组细胞置于常氧培养箱培养，ＯＧＤ／
Ｒ６ｈ组、ＯＧＤ／Ｒ１２ｈ组和ＯＧＤ／Ｒ２４ｈ组细胞建立ＯＧＤ／Ｒ模型，然后分别培养６、１２、２４ｈ。取培养２４ｈ的ＨＴ２２细胞
分为正常组、ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组、ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组和ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；正常组细胞置于常氧
培养箱培养；ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组细胞转染ｍｉＲＮＡ阴性对照质粒，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组细胞转染ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ
质粒，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞转染ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ质粒，转染后置于培养箱孵育２ｄ。实时荧光定量反转录聚
合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）检测正常组、ＯＧＤ／Ｒ６ｈ组、ＯＧＤ／Ｒ１２ｈ组和ＯＧＤ／Ｒ２４ｈ组细胞中ｍｉＲ２１表达。ｑＲＴＰＣＲ检
测正常组、ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组、ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组和ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中ｍｉＲ２１和脑源性神
经营养因子（ＢＤＮＦ）ｍＲＮＡ表达，细胞计数试剂盒８检测各组细胞活性，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／碘化丙啶双染法检测各组细胞凋
亡情况，酶联免疫吸附试验检测各组细胞中肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）和白细胞介素１β（ＩＬ１β）的水平。结果　ＯＧＤ／Ｒ
６ｈ组、ＯＧＤ／Ｒ１２ｈ组和ＯＧＤ／Ｒ２４ｈ组细胞中ｍｉＲ２１相对表达量均显著低于正常组 （Ｐ＜０．０５）。ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡ
ＮＣ组和ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中ｍｉＲ２１相对表达量显著低于正常组（Ｐ＜０．０５），ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组
细胞中ｍｉＲ２１相对表达量显著高于正常组（Ｐ＜０．０５）。ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组细胞中ｍｉＲ２１相对表达量显著高于
ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组（Ｐ＜０．０５）；ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中ｍｉＲ２１相对表达量显著低于ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡ
ＮＣ组和ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组（Ｐ＜０．０５）。ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组和ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中 ＢＤＮＦ
ｍＲＮＡ相对表达量显著高于正常组（Ｐ＜０．０５）；ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组细胞中ＢＤＮＦｍＲＮＡ相对表达量与正常组比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组细胞中ＢＤＮＦｍＲＮＡ相对表达量显著低于ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ
ＮＡＮＣ组（Ｐ＜０．０５）；ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中ＢＤＮＦｍＲＮＡ相对表达量显著高于ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组和
ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组（Ｐ＜０．０５）。ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组和ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组细胞活性显著低于正常组
（Ｐ＜０．０５）；ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞活性与正常组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ
组细胞活性显著低于ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组（Ｐ＜０．０５），ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞活性显著高于 ＯＧＤ／Ｒ＋
ｍｉＲＮＡＮＣ组和ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组 （Ｐ＜０．０５）。ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组、ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组和ＯＧＤ／Ｒ＋
ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞凋亡率均显著高于正常组（Ｐ＜０．０５）。ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组细胞凋亡率显著高于ＯＧＤ／
Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组（Ｐ＜０．０５）；ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞凋亡率显著低于 ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组和 ＯＧＤ／Ｒ＋
ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组 （Ｐ＜０．０５）。ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组、ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组和ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细
胞中炎症因子ＴＮＦα和ＩＬ１β水平均显著高于正常组（Ｐ＜０．０５）。ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组细胞中ＴＮＦα、ＩＬ１β水
平显著高于 ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组（Ｐ＜０．０５）；ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中 ＴＮＦα、ＩＬ１β水平显著低于
ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组和ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组 （Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ２１抑制剂可改善 ＯＧＤ／Ｒ诱导的海马
神经元缺血／再灌注损伤，其机制可能与上调ＢＤＮＦ信号通路、抑制炎症因子信号途径有关。

关键词：　ｍｉＲ２１抑制剂；氧糖剥夺／复氧；海马神经元；脑源性神经营养因子；肿瘤坏死因子α；白细胞介素１β
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ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２１ｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ
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ｍｉＲＮＡＮＣｇｒｏｕｐａｎｄＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；
ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎＢＤＮＦｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐａｎｄｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ
（Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＤＮＦｍＲＮＡｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ
ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＤＮＦｍＲＮＡｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣｇｒｏｕｐａｎｄＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｃｅｌｌａｃｔｉｖｉｔｙ
ｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣｇｒｏｕｐａｎｄＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｃｅｌｌａｃｔｉｖｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｎｏｒｍａｌ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅｃｅｌｌａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｒｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋
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ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣｇｒｏｕｐａｎｄＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ
ｇｒｏｕｐ，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐａｎｄＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋
ｍｉＲＮＡＮＣｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎ
ｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣｇｒｏｕｐａｎｄＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦαａｎｄＩＬ１βｉｎｃｅｌｌｓｉｎ
ｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣｇｒｏｕｐ，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐａｎｄＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦαａｎｄＩＬ１βｉｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦαａｎｄＩＬ１βｉｎ
ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣｇｒｏｕｐａｎｄＯＧＤ／Ｒ＋
ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＭｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃａｎｉｍｐｒｏｖｅＯＧＤ／Ｒｉｎｄｕｃｅｄｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｉｎ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＢＤＮＦｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ；ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓ；ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏ
ｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ；ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα；ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β

·３１３·第４期　　　　　　　　　　　　李中岩，等：ｍｉＲ２１抑制剂对海马神经元氧糖剥夺／复氧损伤的影响



　　脑缺血再灌注损伤是一种常见临床疾病，在世
界范围内具有较高的致残率和病死率。脑缺血／再
灌注损伤可造成多种神经系统后遗症，包括失语症、

偏瘫和痴呆等［１２］。但目前尚缺乏有效预防脑缺血

再灌注损伤的治疗策略。脑缺血再灌注损伤病理过

程复杂，目前研究证实，脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎ
ｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）干预可能是治疗
脑缺血再灌注损伤的一种有前景的方法［３４］。但

ＢＤＮＦ的毒副作用和应用复杂性使其临床应用受到
一些限制［５］。

ＭｉＲＮＡｓ是一组小的非编码 ＲＮＡ，以转录后方
式调节基因表达。其通过与目的 ｍＲＮＡ的３′非翻
译区结合，导致 ｍＲＮＡ降解或翻译抑制。ＭｉＲＮＡｓ
通过靶向不同的基因及相关的信号通路，参与了多

种生理和病理过程［６７］。研究表明，ｍｉＲＮＡｓ参与了
脑缺血再灌注损伤的病理过程，并调节神经元存活

和凋亡过程中各种关键基因的表达，成为脑缺血再

灌注损伤新的生物标志物和治疗靶点［７８］。因此，探

讨ｍｉＲＮＡ分子表达和功能可以有效揭示脑缺血再
灌注损伤的分子机制。

ＸＩＥ等［９］研究证实，ｍｉＲ２１基因敲除能够促进
脊髓损伤后神经元再生和功能恢复，该研究还发现，

ｍｉＲ２１能够通过靶向调控 ＢＤＮＦ信号通路促进损
伤后神经元增殖和迁移，但其在脑缺血再灌注损伤

中对海马神经元的作用及调控机制至今未见报道。

基于此，本研究拟构建氧糖剥夺与复氧（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕ
ｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎａｎｄｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，ＯＧＤ／Ｒ）海马神经
元体外缺血再灌注损伤模型，观察转染ｍｉＲ２１模拟
物和抑制剂对 ＯＧＤ／Ｒ细胞活性和细胞凋亡的作
用，探讨ｍｉＲ２１抑制剂对缺血再灌注损伤海马神经
元的作用机制，为临床治疗脑缺血再灌注损伤提供

新的靶点。

１　材料与方法

１．１　细胞、试剂与仪器　小鼠海马神经元 ＨＴ２２细
胞购自中国广州吉妮欧生物科技有限公司；ｍｉＲＮＡ
ＮＣ、ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ购自美国 ＡＢＭ
公司，细胞计数试剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，
ＣＣＫ８）、达尔伯克改良伊格尔培养基 （Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）、胎牛血清、青霉
素、链霉素、碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｎｅ，ＰＩ）、赫斯特
荧光染料３３３４２（Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２）、胰蛋白酶购自美国
Ｓｉｇｍａ公司，肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ
α，ＴＮＦα）和白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）

测定酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒ
ｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自美国Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ公
司，所用引物由宝日医生物技术（北京）有限公司合

成，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自美国 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司，ｃＤＮＡ合成试剂盒购自德国 Ｑｉａｇｅｎ
公司，反转录定量聚合酶链反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴＰＣＲ）检
测试剂盒、ＴＲＩｚｏｌ试剂盒、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美
国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｃ２１三气缺氧细胞培养箱购自美
国 Ｂｉｏｓｐｈｅｒｉｘ公司，３５５０ＵＶ型酶标仪购自美国
ＢＩＯＲＡＤ公司，ＯｌｙｍｐｕｓＡＸ７０荧光显微镜购自日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　将小鼠海马神经元 ＨＴ２２细胞
接种于含体积分数１０％胎牛血清、４．５ｇ·Ｌ－１葡萄
糖和体积分数１％青霉素／链霉素的ＤＭＥＭ中，置于
３７℃、含体积分数９５％空气和５％ ＣＯ２培养箱中培
养２ｄ，备用。
１．２．２　海马神经元ＯＧＤ／Ｒ模型的建立　将ＨＴ２２
细胞分为正常组、ＯＧＤ／Ｒ６ｈ组、ＯＧＤ／Ｒ１２ｈ组和
ＯＧＤ／Ｒ２４ｈ组。正常组细胞置于常氧培养箱
（３７℃、含体积分数 ９５％空气和 ５％ ＣＯ２）培养；
ＯＧＤ／Ｒ６ｈ组、ＯＧＤ／Ｒ１２ｈ组和 ＯＧＤ／Ｒ２４ｈ组细
胞建立ＯＧＤ／Ｒ模型。ＯＧＤ／Ｒ模型制备步骤为：将
ＨＴ２２细胞接种于无糖平衡盐溶液中，置于 ３７℃三
气缺氧细胞培养箱（含体积分数 １％ Ｏ２、９４％ Ｎ２、

５％ ＣＯ２）培养６ｈ，用含４．５ｇ·Ｌ
－１葡萄糖的培养基

代替无糖平衡盐溶液，置于 ３７℃含体积分数９５％
空气和 ５％ ＣＯ２培养箱中培养；ＯＧＤ／Ｒ６ｈ组、
ＯＧＤ／Ｒ１２ｈ组和ＯＧＤ／Ｒ２４ｈ组细胞分别培养６、
１２、２４ｈ。将培养２４ｈ细胞作为 ＯＧＤ／Ｒ模型细胞
进行后续实验［８］。

１．２．３　ｑＲＴＰＣＲ检测正常组、ＯＧＤ／Ｒ６ｈ组、
ＯＧＤ／Ｒ１２ｈ组和 ＯＧＤ／Ｒ２４ｈ组细胞中 ｍｉＲ２１
表达　应用 ＴＲＩｚｏｌ裂解溶液提取正常组、ＯＧＤ／Ｒ
６ｈ组、ＯＧＤ／Ｒ１２ｈ组和 ＯＧＤ／Ｒ２４ｈ组细胞总
ＲＮＡ，检测 ＯＧＤ／Ｒ后 ｍｉＲ２１ｍＲＮＡ表达；具体操
作严格按照试剂盒说明书进行。采用反转录试剂盒

和反转录酶反转录 ｃＤＮＡ，Ｕ６作为 ｍｉＲ２１内参照。
反应体系包括１０ｍＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、
２ｍＬ引物和８ｍＬｃＤＮＡ。ＭｉＲ２１上游引物序列为
５′ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＣＣＣＡＧＴＡＡＴＧＧＡＡＴＧＡＡＧ３′，下游
引物序列为５′ＡＴＡＡＧＡＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＡＴＣＡＣＴＴＡＴ
ＴＡＴＴＧＣＣＴＡＴＧＴ３′；Ｕ６ 上 游 引 物 序 列 为 ５′
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ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′，下游引物序列为 ５′
ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′。采用 ２－△△ Ｃｔ法分
析ｍｉＲ２１相对表达量。实验重复４次，取均值。
１．２．４　细胞转染　将 ＯＧＤ／Ｒ模型细胞分为正常
组、ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ 组、ＯＧＤ／Ｒ ＋ｍｉＲ２１
ｍｉｍｉｃｓ组和ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组。ＯＧＤ／Ｒ＋
ｍｉＲＮＡＮＣ组细胞转染 ｍｉＲＮＡ阴性对照质粒，
ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组细胞转染 ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ
质粒，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞转染 ｍｉＲ２１
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ质粒，转染后置于 ３７℃含体积分数 ５％
ＣＯ２培养箱孵育２ｄ用于后续实验；正常组细胞置
于３７℃含体积分数９５％空气和５％ ＣＯ２常氧培养
箱中培养。

１．２．５　ｑＲＴＰＣＲ检测正常组、ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡ
ＮＣ组、ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组和 ＯＧＤ／Ｒ＋
ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中ｍｉＲ２１和ＢＤＮＦｍＲＮＡ
表达　应用 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取各组细胞总 ＲＮＡ，检
测ｍｉＲ２１和ＢＤＮＦｍＲＮＡ相对表达量；具体操作严
格按照试剂盒说明书进行。Ｕ６作为ｍｉＲ２１内参照，
甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅ
ｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）作为ＢＤＮＦ内参照。ＰＣＲ反应体
系：１０ｍＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、２ｍＬ引物和
８ｍＬ ｃＤＮＡ。ｍｉＲ２１ 上 游 引 物 序 列 为 ５′
ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＣＣＣＡＧＴＡＡＴＧＧＡＡＴＧＡＡＧ３′，下游引
物序列为 ５′ＡＴＡＡＧＡＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＡＴＣＡＣＴＴＡＴ
ＴＡＴＴＧＣＣＴＡＴＧＴ３′；Ｕ６上游引物序列为５′ＣＴＣＧＣＴ
ＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′，下游引物序列为 ５′ＡＡＣＧＣＴ
ＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′；ＢＤＮＦ上游引物序列为５′ＣＴＧ
ＴＡＴＣＡＡＡＡＧＧＣＣＡＡＣＴＧＡＡ３′，下游引物序列为 ５′
ＧＴＧＴＣＴＡＴＣＣＴＴＡＴＧＡＡＴＣＧＣＣＡ３′；ＧＡＰＤＨ上游引物
序列为 ５′ＴＧＧＴＧＧＧＴＡＴＧＧＧＴＣＡＧＡＡＧＧＡＣＴＣ３′，下
游引物序列为５′ＣＡＴＧＧＣＴＧＧＧＧＴＧＴＴＧＡＡＧＧＴＣＴＣＡ
３′。每个样本重复４次，取均值。采用２－△△ Ｃｔ法计

算ｍｉＲ２１和ＢＤＮＦｍＲＮＡ相对表达量。实验重复６
次，取均值。

１．２．６　ＣＣＫ８检测各组细胞活性　应用ＣＣＫ８比
色法测定各组细胞活力。将４组细胞接种于９６孔
板中并培养过夜，每孔加入 １０ｍＬＣＣＫ８溶液于
３７℃下培养２ｈ，应用酶标仪检测各组细胞４５０ｎｍ
处吸光度，并计算各组细胞活性。细胞活性 ＝干预
组吸光度值／正常组吸光度值×１００％，数值越大，细
胞活性越高。实验重复３次，取均值。
１．２．７　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染法检测各组细胞凋亡
情况　各组细胞接种于６孔板，每孔１×１０６个细胞。
加入１ｍＬＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２孵育０．５ｈ，应用５０ｍｇ·Ｌ－１

ＰＩ孵育１５ｍｉｎ，在 ＯｌｙｍｐｕｓＡＸ７０荧光显微镜下用
紫外光激发，于高倍显微镜下（×４００）每组随机选

取３个视野，计数凋亡细胞数和细胞总数（每组不少
于１０００个），计算细胞凋亡率，细胞凋亡率＝凋亡细
胞数／细胞总数×１００％。实验重复３次，取均值。
１．２．８　ＥＬＩＳＡ法检测各组细胞中 ＴＮＦα和 ＩＬ１β
的表达　使用２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶消化液消化细
胞，显微镜下观察见细胞收缩后去除消化液，收集各

组细胞，１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取各组细胞离心
培养液，应用ＴＮＦα测定 ＥＬＩＳＡ试剂盒和 ＩＬ１β测
定ＥＬＩＳＡ试剂盒检测各组细胞中 ＴＮＦα和 ＩＬ１β
水平，具体操作严格按照说明书进行。加入样品

１０ｍＬ，加入４０μＬ稀释液进行稀释，应用酶标仪在
波长４５０ｎｍ处检测各样本孔吸光度值，用各干预组
吸光度值与正常组吸光度值的比值来计算 ＴＮＦα
和ＩＬ１β相对表达水平。实验重复６次，取均值。
１．３　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计
学分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间
比较采用单因素方差分析，多组间两两比较采用

ＳＮＫ法，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　正常组、ＯＧＤ／Ｒ６ｈ组、ＯＧＤ／Ｒ１２ｈ组和
ＯＧＤ／Ｒ２４ｈ组细胞中 ｍｉＲ２１相对表达量比较　
正常组、ＯＧＤ／Ｒ６ｈ组、ＯＧＤ／Ｒ１２ｈ组和 ＯＧＤ／Ｒ
２４ｈ组细胞中 ｍｉＲ２１相对表达量分别为１．０８３±
０．０９９、０．７９０±０．０７９、０．４９８±０．０５５、０．３８９±
０．０７９；ＯＧＤ／Ｒ６ｈ组、ＯＧＤ／Ｒ１２ｈ组和 ＯＧＤ／Ｒ
２４ｈ组细胞中ｍｉＲ２１相对表达量均显著低于正常
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．２　正常组、ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组、ＯＧＤ／Ｒ＋
ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组和 ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组
细胞中ｍｉＲ２１和ＢＤＮＦｍＲＮＡ相对表达量比较　
结果见表 １。ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组和 ＯＧＤ／Ｒ＋
ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中 ｍｉＲ２１相对表达量显著
低于正常组，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组细胞中
ｍｉＲ２１相对表达量显著高于正常组，差异均有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。与 ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组比
较，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组细胞中 ｍｉＲ２１相对
表达量显著升高，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞
中ｍｉＲ２１相对表达量显著降低，差异均有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞
中ｍｉＲ２１相对表达量显著低于 ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１
ｍｉｍｉｃｓ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组和 ＯＧＤ／Ｒ＋ ｍｉＲ２１
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中 ＢＤＮＦｍＲＮＡ相对表达量显著高
于正常组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＯＧＤ／Ｒ＋
ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组细胞中 ＢＤＮＦｍＲＮＡ相对表达量
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与正常组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与
ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组比较，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ
组细胞中 ＢＤＮＦｍＲＮＡ相对表达量显著降低，
ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中ＢＤＮＦｍＲＮＡ相
对表达量显著升高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中 ＢＤＮＦｍＲＮＡ相
对表达量显著高于 ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
表１　４组细胞中ｍｉＲ２１和ＢＤＮＦｍＲＮＡ相对表达量比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２１
ａｎｄＢＤＮＦｍＲＮＡａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ ｍｉＲ２１ ＢＤＮＦｍＲＮＡ
正常组 ６ １．００３±０．０７４ １．２０１±０．２３２
ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组 ６ ０．４０８±０．０７９ａ ７．２１２±０．８６０ａ

ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组 ６ ６．７０５±０．５８０ａｂ ０．９４５±０．３４７ｂ

ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ６ ０．０４３±０．０２６ａｂｃ １２．７２０±２．７４６ａｂｃ

Ｆ ４５０．５００ ５９．４８０
Ｐ ０．０００ ０．０００

　　注：与正常组比较ａＰ＜０．０５；与 ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组比较
ｂＰ＜０．０５；与ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组比较ｃＰ＜０．０５。

２．３　４组细胞活性和细胞凋亡率比较　结果见表２
和图１。ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组和ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１
ｍｉｍｉｃｓ组细胞活性显著低于正常组，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细
胞活性与正常组比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。与 ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组比较，ＯＧＤ／Ｒ＋
ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组细胞活性显著降低，ＯＧＤ／Ｒ＋
ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞活性显著增高，差异均有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组
细胞活性显著高于 ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

ＯＧＤ／Ｒ ＋ｍｉＲＮＡＮＣ 组、ＯＧＤ／Ｒ ＋ｍｉＲ２１
ｍｉｍｉｃｓ组和 ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞凋亡
率均显著高于正常组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
与 ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组比较，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１
ｍｉｍｉｃｓ组细胞凋亡率显著增高，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞凋亡率显著降低，差异均有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）；ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞
凋亡率显著低于 ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
表２　４组细胞活性和细胞凋亡率比较
Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒａｔｅａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ 细胞活性／％ 细胞凋亡率／％
正常组 ３ ９９．８３２±４．２４１ １０．４９７±３．１９４
ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组 ３ ５９．０５１±５．２４５ａ ６９．０５２±５．１８６ａ

ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组 ３ １３．５２３±２．９６１ａｂ ９０．１９０±２．８７５ａｂ

ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ３ ９５．９５５±１０．４４０ｂｃ ２２．６２３±５．８９０ａｂｃ

Ｆ １１８．６００ ２１３．６００
Ｐ ０．０００ ０．０００

　　注：与正常组比较ａＰ＜０．０５；与 ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组比较
ｂＰ＜０．０５；与ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组比较ｃＰ＜０．０５。

Ａ：正常组；Ｂ：ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组；Ｃ：ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ

组；Ｄ：ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；黄色箭头示凋亡细胞。

图１　各组细胞凋亡情况（Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染法，×１００）
Ｆｉｇ．１　 Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ
ｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇ，×１００）

２．４　４组细胞中炎症因子水平比较　结果见表３。
ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组、ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组
和ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中炎症因子
ＴＮＦα和ＩＬ１β水平均显著高于正常组，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。与ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组比
较，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组细胞中 ＴＮＦα、ＩＬ１β
水平显著增高，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中
ＴＮＦα、ＩＬ１β水平显著降低，差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中
ＴＮＦα、ＩＬ１β水平显著低于 ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１
ｍｉｍｉｃｓ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
表３　４组细胞中ＴＮＦα和ＩＬ１β水平比较
Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦαａｎｄＩＬ１βｉｎ
ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ ＴＮＦα ＩＬ１β
正常组 ６ １．０３５±０．０２８ １．１１８±０．０４４
ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组 ６ １．５８８±０．０３９ａ ２．０１７±０．１２８ａ

ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组 ６ １．９３０±０．１０１ａｂ ２．５４８±０．１０８ａｂ

ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ６ １．２４５±０．０５９ａｂｃ １．５２６±０．１８９ａｂｃ

Ｆ １１４．２００ ６９．３１０
Ｐ ０．０００ ０．０００

　　注：与正常组比较ａＰ＜０．０５；与 ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组比较
ｂＰ＜０．０５；与ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组比较ｃＰ＜０．０５。

３　讨论

脑缺血再灌注损伤是一个复杂的病理过程，涉

及炎症、蛋白合成抑制以及线粒体功能与能量代谢

受损，其可导致神经元凋亡和脑损伤［２］。因此，单

一药物干预效果有限。ＭｉＲＮＡｓ是一种小的内源性
非编码ＲＮＡ分子，在转录后调节基因表达。这些小
分子通过调节增殖、分化和凋亡等多种细胞功能，在

各种生理和病理过程中发挥作用。大量研究证明，

多种ｍｉＲＮＡｓ在脑缺血再灌注损伤中发挥神经元保
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护作用［４，７９］。

有研究表明，ｍｉＲ２１在心、肺、肾和肝脏纤维化
瘢痕形成中发挥作用［１０１１］，ｍｉＲ２１与转化生长因
子β／ＳＭＡＤ蛋白信号通路组成的调控网络可以调
节脊髓损伤后纤维化疤痕的形成［９］。研究发现，通

过抑制ｍｉＲ２１表达可激活 ＴｒｋＡ受体信号通路，进
而促进脊髓背根神经节神经元轴突生长［１２］；敲除

ｍｉＲ２１能够靶向调控 ＢＤＮＦ，显著降低脊髓损伤部
位的炎症反应，促进运动功能恢复［９］。但ｍｉＲ２１在
脑缺血再灌注损伤中的作用机制尚不明确。

本研究首先评估了 ｍｉＲ２１在海马神经元
ＯＧＤ／Ｒ损伤后表达情况，结果显示，ＯＧＤ／Ｒ损伤
后，海马神经元 ｍｉＲ２１的表达显著降低，表明 ｍｉＲ
２１可能是参与调节ＯＧＤ／Ｒ诱导的海马神经元损伤
的新型ｍｉＲＮＡ。进一步检测 ｍｉＲ２１模拟物和抑制
剂对细胞活力和凋亡的影响，结果显示，ｍｉＲ２１抑
制剂能显著降低 ＯＧＤ／Ｒ诱导的细胞凋亡，同时增
加细胞活性；而ｍｉＲ２１模拟物具有相反的效果。这
些结果表明，抑制 ｍｉＲ２１对 ＯＧＤ／Ｒ处理的神经元
具有神经保护作用。

有研究发现，ｍｉＲ２１能够通过调控靶基因
ＢＤＮＦ信号通路［９１０，１３］，降低神经损伤后炎症反应。

ＢＤＮＦ在神经营养素家族中具有重要地位，ＢＤＮＦ在
周围神经系统和中枢神经系统神经元的发育和存活

中发挥关键作用。但ＢＤＮＦ用于神经再生的临床应
用受到限制，因为目前难以克服其对人体的不良反

应，包括肌肉疼痛、注射部位痛觉过敏以及高剂量时

可能的致瘤性。此外，ＢＤＮＦ是一个大分子，不能跨
越血脑屏障，且半衰期相对较短［５，１４］。因此，通过

ｍｉＲＮＡ调控增加内源性 ＢＤＮＦ分泌可作为一种替
代疗法，代替外源性基因载体诱导 ＢＤＮＦ高表达。
基于此，本研究观察了 ｍｉＲ２１对海马神经元产生
ＢＤＮＦ的影响，结果发现，与 ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲＮＡＮＣ组
比较，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ组 ｍｉＲ２１、ＴＮＦα和
ＩＬ１β表达显著增高，ＢＤＮＦ表达显著降低；而ＯＧＤ／
Ｒ＋ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组与之相反，再次证实 ｍｉＲ２１
在ＯＧＤ／Ｒ细胞模型中可靶向调控ＢＤＮＦ表达，推测
在ＯＧＤ／Ｒ损伤过程中ｍｉＲ２１抑制剂调节机制可能
是通过靶向上调 ＢＤＮＦ信号通路，进而下调炎症细
胞因子ＴＮＦα和ＩＬ１β表达实现的。

综上所述，本研究证实了体外ｍｉＲ２１抑制剂对
海马神经元缺血再灌注损伤具有保护作用，其机制

可能与上调ＢＤＮＦ信号通路、抑制ＯＧＤ／Ｒ诱导的炎
症因子信号途径及细胞凋亡有关。ｍｉＲ２１有望成
为治疗脑缺血再灌注损伤的新靶点。
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