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miR蛳29b 通过抑制 N2a 细胞 p53 凋亡通路
减轻氧糖剥夺/再灌注损伤

陈 立， 邹伟婕， 张 宇， 张 帅， 王黎洲， 周 石

【摘要】 目的 探讨微小核糖核酸（

miR

）

蛳29b

过表达是否抑制脑缺血损伤，进一步探讨其潜在机

制。 方法 体外培养小鼠成神经细胞瘤
N2a

细胞，构建氧糖剥夺
/

再灌注（

OGD/R

）模型，模拟体外脑缺血

损伤。

N2a

细胞随机分为空白对照组、

OGD/R

组、

OGD/R＋

转染
miR蛳29b

激动剂组、

OGD/R＋

转染
miR蛳29b

抑制剂组、转染
miR蛳29b

激动剂阴性对照组、转染
miR蛳29b

抑制剂阴性对照组。 实时定量聚合酶链反应

（

RT蛳qPCR

）检测各组
miR蛳29b

表达，溴化噻唑蓝四氮唑（

MTT

）比色法、乳酸脱氢酶（

LDH

）法检测
miR蛳

29b

激动剂和抑制剂对
OGD/R

诱导细胞活性和凋亡的影响，

Hoechst 33258

染色法观察
N2a

细胞形态学

特征及半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶（

caspase

）

蛳 3

活性，免疫印迹法定量分析促凋亡蛋白
Bax

、

Bcl蛳 2

及
p53

表达。 结果 经
OGD/R

处理的
N2a

细胞中
miR蛳29b

水平明显降低。

miR蛳29b

激动剂显著增加细

胞活力，减少
LDH

漏出率，改善细胞核在凋亡过程中形态学变化，增强
OGD/R

条件下
caspase蛳3

活性；

miR蛳29b

抑制剂加剧
OGD/R

诱导的细胞毒性和细胞凋亡。

miR蛳29b

激动剂阻断
OGD/R

诱导的
Bax

和

p53

蛋白表达增加，降低
Bcl蛳2

蛋白表达；

miR蛳29b

抑制剂加剧
OGD/

诱导的这些凋亡相关蛋白改变。

p53

基因敲除的
p53 siRNA

降低细胞活力，增加
LDH

漏出率，逆转
miR蛳29b

激动剂对细胞损伤的改善作用。

结论
miR蛳 29b

通过负调控
p53

依赖性凋亡途径减轻脑缺血性损伤，可能为缺血性脑卒中提供一潜在

的治疗靶点。
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miR蛳29b
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N2a
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【

Abstract

】

Objective To clarify whether the over 蛳 expression of microRNA 蛳 29b

（

miR 蛳 29b

）

will

inhibit cerebral ischemia injury

，

and to make a further discussion on its potential mechanism. Methods

Mouse蛳 derived neuroblastoma cells

（

N2a cells

）

were cultured in vitro

，

the oxygen and glucose deprivation/

reperfusion

（

OGD/R

）

model was established to make simulation of cerebral ischemic injury in vitro. The N2a

cells were randomly divided into six groups

：

blank control group

（

control

），

OGD/R group

，

OGD/R +

transfected with miR蛳29b mimics group

（

OGD/R+miR蛳 29b M

），

OGD/R+transfected with miR蛳 29b inhibitor

group

（

OGD/R+miR蛳29b I

），

transfected miR蛳29b mimics negative control group

（

miR蛳29b M

）

and transfected

miR蛳29b inhibitor negative control group

（

miR蛳29b I

）

. Real蛳 time quantitative polymerase chain reaction

（

RT蛳

qPCR

）

was used to test the expression of miR 蛳 29b in each group. MTT colorimetric assay and lactate

dehydrogenase

（

LDH

）

method were employed to detect the effect of miR蛳 29b mimics and inhibitors on the

activity and apoptosis of OGD/R蛳 induced cells. Hoechst 33258 staining was adopted to observe the morphological
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缺血性脑卒中约占所有脑卒中患者
87%

［

1蛳2

］

，现

阶段虽进行大量临床试验研究，但除了早期静脉注

射重组组织型纤溶酶原激活剂（

rt蛳PA

）和介入治疗

外，再无其它更有效的临床治疗手段［

3蛳4

］

。 脑卒中触

发一系列复杂细胞分子间反应，最终导致神经细胞

在脑缺血中发生坏死、凋亡、氧化应激和炎性反应

等［

5蛳7

］

，但脑卒中诱导的细胞死亡和神经功能障碍确

切机制目前仍不清楚。 既往研究表明肿瘤抑制蛋白

p53

是一种能介导大量细胞内外反应， 并在细胞周

期阻滞和凋亡中起关键作用的转录因子［

8

］

。 葡萄糖

剥夺（

glucose deprivation

，

GD

）结合氧糖剥夺（

oxygen蛳

glucose deprivation

，

OGD

）是脑缺血常见体外模型［

9蛳11

］

。

阐明
OGD/

再灌注（

reperfusion

，

R

）所诱导神经元死

亡的潜在细胞和分子机制，无疑有助于脑缺血神经

保护药物开发。 微小核糖核酸（

microRNA

，

miRNA

，

miR

）是由
19～22

个核苷酸（

NT

）组成的非编码
RNA

，

作为转录后重要调节因子， 常与多靶点信使
RNA

（

mRNA

）协同调控靶基因 ［

12

］

。 越来越多研究发现

miR

在各种生物学过程， 如心血管相关疾病中细胞

增殖、分化、凋亡和信号转导中具有重要作用［

13蛳15

］

。有

研究证实
miR

在脑缺血反应中起重要作用［

16

］

， 在前

脑缺血［

17

］

、局灶性脑缺血［

18

］及缺血性脑卒中患者中

与缺血性脑损伤密切相关［

19

］

，并进一步证实
miR蛳29

家族在缺血性脑损伤中发挥重要作用。 目前关于

miR蛳 29

功能的争议在于其到底是对抗还是促进神

经细胞凋亡［

20

］

。 许多研究显示
miR蛳29

在不同细胞

或不同病理
/

生理条件下与不同靶点结合，抗凋亡和

促凋亡作用均会产生［

21蛳23

］

。 一项研究表明脑梗死部

位
miR蛳 29b

缺失是脑卒中关键因素之一，

miR蛳 29b

类似物治疗降低脑卒中引起的神经细胞死亡和脑

梗死面积［

24

］

。 本研究旨在通过神经细胞损伤和卒中

结局背景下细胞生物学和体外实验， 探讨
miR蛳29b

在脑缺血进展中经
p53

介导凋亡通路对脑缺血性

损伤是否有治疗作用及其潜在机制。

1

材料与方法

1.1

实验药品及试剂

miR蛳 29b

激动剂和抑制剂序列（上海吉玛制药

技术公司）、

p53

小干扰
RNA

（

siRNA

）序列和阴性对

照
siRNA

（美国
Thermo Fisher

科技公司）、溴化噻唑

蓝四氮唑（

MTT

）法检测试剂盒和
Hoechst 33258

染

色液（美国
Sigma蛳Aldrich

公司）、乳酸脱氢酶（

LDH

）

细胞毒性检测试剂盒和半胱氨酸天冬氨酸特异性

蛋白酶（

caspase

）

蛳3

活性检测试剂盒（上海碧云天生

物技术公司）、兔抗
蛳Bax

抗体、兔抗
Bcl蛳2

多克隆抗

体及山羊抗兔辣根过氧化物酶（

HRP

）共轭二次抗体

（美国
CST

公司）。 本实验所有试剂均为分析纯级。

1.2 N2a

细胞培养

取小鼠成神经细胞瘤
N2a

细胞（美国菌种保藏

中心，

ATCC

），置于加入
10%

胎牛血清（

FBS

）、

100 U/mL

青霉素和
100 μg/mL

链霉素的
Dulbecco

改良伊格尔

培养基（

DMEM

），

37℃

、

5%CO

2

、

95%O

2

环境下培养。

培养介质
1～2 d

更换
1

次。

1.3 OGD/R

模型建立及
miR蛳29b

激动剂等转染

对
N2a

细胞作
OGD

处理， 置于脱氧葡萄糖

DMEM

， 在
5%CO

2

、

1%O

2

、

94% N

2

缺氧环境下培养

4 h

，然后置于含葡萄糖
DMEM

，正常培养条件（

5%

CO

2

、

95%O

2

）下于
0

、

3

、

6

、

12

、

24 h

作
R

处理，体外脑缺

血状态模型建立。 采用实验浓度
Lipofectamine 3000

转染试剂（美国
Invitrogen

公司）对
miR蛳29b

激动剂、

characteristics of N2a cells and the activity of caspase specific protease蛳3

（

caspase蛳3

）

. The expressions of pro蛳

apoptotic proteins

，

including Bax

，

Bcl蛳 2 and p53

，

were quantitatively analyzed by immunoblotting. Results

In OGD/R蛳 treated N2a neuroblastoma cells

，

the level of miR蛳 29b decreased obviously. The miR蛳 29b mimics

could significantly increase cell

’

s viability and decrease LDH leakage

，

thereby improving the morphological

changes of nuclei during apoptosis and enhancing caspase蛳 3 activity under OGD/R conditions. The inhibitors

of miR蛳29b could exacerbate OGD/R蛳 induced cytotoxicity and apoptosis. The mimics of miR蛳29b could block

OGD/R蛳 induced increase in the expressions of Bax and p53 proteins

，

and could decrease the expression of

Bcl蛳 2 protein in N2a cells. The inhibitors of miR蛳 29b could exacerbate OGD/R 蛳 induced changes in these

apoptosis蛳 associated proteins. The p53 siRNA with knockdown p53 gene could decrease the cell viability

and increase LDH leakage

，

thus reversing the improvement effect of miR 蛳 29b mimics on cells damages.

Conclusion The results of this study indicate that miR蛳29b can reduce cerebral ischemic injury by negatively

regulating p53蛳dependent apoptosis pathway

，

which may provide a potential therapeutic target for the treatment

of ischemic stroke.

（

Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ

，

２０１8

，

２7

：

451鄄457

）

【
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抑制剂 、 阴性对照
miR

、

p53 siRNA

和阴性对照

siRNA

进行转染，

6 h

后按指示时间用
OGD/R

处理

N2a

细胞， 了解
OGD/R

模型中
N2a

细胞
miR蛳 29b

和
p53

所起作用。 将
N2a

细胞随机分为
6

组：空白

对照组（

C

组）、

OGD/R

组、

OGD/R＋

转染
miR蛳 29b

激动剂组（

OGD/R＋miR-29b M

组）、

OGD/R＋

转染
miR蛳

29b

抑制剂组（

OGD/R＋miR蛳 29b I

组）、转染
miR蛳

29b

激动剂阴性对照组（

miR蛳29b M

组）、转染
miR蛳

29b

抑制剂阴性对照组（

miR蛳29b I

组）。实时定量聚

合酶链反应（

RT蛳qPCR

）检测
N2a

细胞中
miRNA

转

染效率（基于
miR蛳29b

水平），免疫印迹法检测
p53

siRNA

转染效率（基于
p53

水平）。

hsa蛳miR蛳29b

激

动 剂 有 义 链 为 ：

5

’

蛳 UAGCACCAUUUGAAAUCA 蛳

GUGUU蛳 3

’， 反义链为：

5

’

蛳AACACUGAUUUCAA蛳

AUGGUGCUA蛳3

’； 阴性对照
miRNA

有义链为：

5

’

蛳

UUCUCCGAACGUGUCACGUTT蛳3

’， 反义链为：

5

’

蛳

ACGUGACACGUUCGGAGAATT蛳3

’。

1.4 MTT

比色法和
LDH

检测

N2a

细胞接种至
96

孔
5×10

4 细胞
/mL

培养板，

加入
5 mg/mL MTT

液（

20 μl/

孔）并在
37℃

下培育
3

～4 h

，加入
150 μl

二甲基亚砜（

DMSO

）溶解深蓝色

晶体；微孔板检测器（

Thermo MK3

酶标仪）于
490 nm

吸光度处检测细胞存活。 对照组不作任何处理，表

示为
100%

细胞存活值， 其余各组按此值作归一化

处理。

96

孔板中培养
N2a

细胞，随后同上述处理；微

孔板检测器于
490 nm

吸光度（

D

490

）处测定培养上

清液中
LDH

水平。 对照组不作任何处理， 表示为

100%

值，其它组归为此值。

1.5 Hoechst 33258

染色观察
N2a

细胞凋亡形态

特征

N2a

细胞接种至
24

孔培养板并进行处理，用冷

磷酸缓冲液（

PBS

）轻轻冲洗
N2a

细胞
2

次，

4%

多聚

甲醛固定
15 min

；

PBS

冲洗
3

次，

Hoechst 33258

染

色液（

5 μg/mL

）染色
10 min

；

PBS

洗涤
3

次，

Olympus

Ⅸ71

荧光显微镜（日本
Olympus

公司）下观察细胞

核表现出明亮荧光，细胞呈收缩或固缩形态及典型

核凝聚现象视为凋亡细胞，弥漫性荧光细胞归为存

活或有活性。

1.6 caspase蛳3

活性检测

按上述方法处理
N2a

细胞，

6

孔培养板上接种

N2a

细胞， 处理后
4℃

、

12 000

转速离心
10 min

，收

集离心后蛋白提取物，生物蛋白试剂盒（美国
Bio蛳

Rad Laboratories

公司）测定蛋白浓度；

96

微孔培养

板中加入
30 μg

等量蛋白提取物，

37℃

下与
caspase蛳3

活性显色底物（

Ac蛳DEVD蛳 pNA

，

100 μm

）培养
4 h

；

微孔板检测器于
D

405

处检测
caspase蛳3

活性。采用非

诱导细胞完成检测，也先用
Ac蛳DEVD蛳CHO

进行比

较分析。

1.7 RNA

分离和
RT蛳qPCR

分析

Trizol

试剂（美国
Invitrogen

公司）提取培养的

N2a

细胞总
RNA

，用含
miRNA

特异性引物的
TaqMan

miR

定量
PCR

试剂盒（美国
Thermo Fisher

科技公

司）从
1 μg

总
RNA

中合成第一链
cDNA

；

PCR

反应

后，按使用说明书程序，用
ABI Prism 7900HT

型荧

光
qPCR

仪（美国
ABI

公司）、

All蛳in蛳One

TM

qPCR Mix

试剂（美国
GeneCopoeia

公司）检测
miR蛳 29b

水平。

qRT蛳PCR

检测过程：

94℃

变性
5 min

，

94℃

解链
60 s

，

60℃

退火
30 s

，

72℃

延伸
60 s

，

40

个周期
72℃

延伸

10 min

；

RNU6

视作内部控制基因；

miR

扩增引物：

miR 蛳 29b

前 引 物 为
5

’

蛳 GGGTAGCACCATTTG 蛳

AAATC 蛳 3

’，

miR 蛳 29b

后引物为
5

’

蛳 TTTGGCACT 蛳

AGCACATT 蛳 3

’，

U6

前 引 物 为
5

’

蛳 CTCGCTTCG 蛳

GCAGCACA蛳 3

’，

U6

后引物为
5

’

蛳AACGCTTCACG蛳

AATTTGCGT蛳3

’。 所有实验重复
3

次， 所有样品均

为正常内部控制。 采用比较
CT

分析（

2

蛳△CT

）获得数

据
lg

2

（基因芯片归一化信号）。

1.8

免疫印迹分析

低温下用放射免疫沉淀测定（

RIPA

）裂解缓冲

液（海门生物技术公司）提取蛋白
30 min

后，用二辛

可酸（

BCA

）试剂盒检测蛋白浓度；

12%

十二烷基硫

酸钠
-

聚丙烯酰胺凝胶电泳（

SDS蛳PAGE

， 美国
Sigma蛳

Aldrich

公司）法分离等量蛋白样品（

30～50 μg

蛋

白
/

泳道）并转移至硝酸纤维素（

NC

）滤膜（美国
Pall

Corporation

公司）， 室温下用
5%

脱脂奶粉阻断
2 h

后，

NC

膜同主要抗体（

Bax

以
1 ∶ 1 000

稀释，

Bcl蛳2

以
1 ∶ 500

稀释）培育一夜；含
0.1%

吐温
Tris

缓冲

0.9%NaCl

溶液（

TBST

）清洗
3

次，

HRP

标记的羊抗

兔（

3蛳

磷酸甘油醛脱氢酶
GAPDH

，

1 ∶ 5 000

稀释）

培育
1 h

；化学发光试剂（美国
Pierce

生物技术公司）

检测标记的蛋白条带，用
Quantity One

灰度分析软

件（美国
Bio蛳Rad Laboratories

公司）进行图像分析。

免疫印迹分析反复进行
3

次。

1.9

统计学分析

采用
SPSS 18.0

软件包对所有统计数据进行比

较和分析。 所有
3

个独立实验数值均表示为均数
±

标准差（

ｘ±ｓ

），各组间差异先用单因素方差分析检

验，后用最小显著性差异检验，

P＜0.05

为差异有统

计学意义。
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注： 与空白对照组相比，

**

P＜0.01

；与
OGD/R

空白对照组相比，

#

P＜0.05

，

##

P＜0.01

；对照组无任何处理，表示为
100%

值

①RT蛳qPCR

检测
miR蛳29b

水平；

②MTT

法检测细胞活力；

③LDH

漏出率检测

图
2 OGD/R

处理后
N2a

细胞中
miR蛳29b

激动剂和抑制剂对细胞存活及
LDH

漏出率的影响

注： 与空白对照组相比，

*P＜0.05

，

**P＜0.01

；对照组无任何处理，表示为
100%

值

①OGD

处理
4 h

后
RT蛳qPCR

检测不同
R

时间点（

0

、

3

、

6

、

12

、

24

、

48 h

）

N2a

细胞中
miR蛳29b

表达；

②OGD

（

4 h

）

/R

（

12 h

）处理后
MTT

比色法

检测细胞活力；

③OGD

（

4 h

）

/R

（

12 h

）处理后检测
LDH

漏出率

图
1 OGD/R

处理对
N2a

细胞
miR蛳29b

水平的影响

2

结果

2.1 OGD/R

处理后
miR蛳29b

水平变化

N2a

细胞经
OGD 4 h

，

RT蛳qPCR

检测不同
R

处

理时间点（

0

、

3

、

6

、

12

、

24

、

48 h

）

N2a

细胞中
miR蛳 29b

表达，结果显示
miR蛳29b

水平与空白对照组相比明

显下调，

R

处理
12 h

达平台期（图
1①

），

N2a

细胞活

力经
OGD

（

4 h

）和
R

（

12 h

）处理显著降低（图
1②

），

LDH

释放增加（图
1③

）；表明
OGD/R

处理可诱导

N2a

细胞毒性，

miR蛳29b

水平随之降低，这可能与脑

缺血性损伤有关。

2.2 miR蛳29b

对
OGD/R

处理
N2a

细胞的影响

经
ODG

（

4 h

）

/R

（

12 h

）处理，

miR蛳29b

激动剂转

染明显提高了
miR蛳 29b

水平，

miR蛳 29b

抑制剂转染

明显降低了
miR蛳29b

水平，阴性对照组分别对
miR蛳

29b

水平无影响（图
2①

）；表明
miR蛳 29b

激动剂或

抑制剂可成功地提高或降低
N2a

细胞
miR蛳 29b

水

平。

MTT

法和
LDH

法分别检测
miR蛳29b

激动剂和

抑制剂对经
OGD/R

诱导
N2a

细胞活性和凋亡的影

响，结果显示阴性对照组
miR蛳29b

激动剂或抑制剂

对细胞活性和
LDH

漏出率无影响 ；

ODG

（

4 h

）

/R

（

12 h

）处理后
N2a

细胞活力明显减低，这种作用在

miR蛳29b

激动剂作用下会逆转，在
miR蛳 29b

抑制剂

作用下会加重（图
2②

）；

miR蛳 29b

激动剂降低
LDH

漏出率，

miR蛳29b

抑制剂增加
LDH

漏出率（图
2③

）。

结果表明，

OGD/R

诱导的
N2a

细胞损伤经由抑制

miR蛳29b

水平实现。

2.3 miR蛳29b

对
N2a

细胞凋亡的影响

Hoechst 33258

染色显示，

miR蛳 29b

激动剂或

抑制剂单独应用对
N2a

细胞凋亡无影响；

OGD/R

处

理增加了
N2a

细胞中核碎裂现象及作为凋亡细胞

代表性的亮蓝色核数量，这些反应会被
miR蛳29b

激

动剂消除，

miR蛳 29b

抑制剂放大（图
3①

）；

miR蛳 29b

激动剂转染减弱
OGD/R

处理后细胞凋亡过程中最

主要执行者
caspase蛳 3

活性，

miR蛳 29b

抑制剂加强

OGD/R

处理后
caspase蛳 3

活性（图
3②

）；结果表明

miR 蛳 29b

有抑制
OGD/R

诱导的
N2a

细胞凋亡的

作用。

2.4 miR蛳29b

对
N2a

细胞凋亡相关信号转导的影响

免疫印迹法检测
Bax

与
Bcl蛳 2

表达见图
4①

，

miR蛳 29b

激动剂和抑制剂单独转染对
N2a

细胞凋

亡相关蛋白无影响，

OGD/R

处理显著增加了
Bax

蛋

白表达并降低
Bcl蛳 2

蛋白表达，

miR蛳 29b

激动剂对

N2a

细胞预刺激能阻断这些反应， 也可通过
miR蛳

29b

抑制剂对
N2a

细胞预刺激加重这些反应（图
4

②③

），

miR 蛳 29b

激动剂下调
p53

蛋白水平 ，

miR 蛳

29b

抑制剂上调
p53

蛋白水平（图
4④

）；表明
miR蛳
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注： 与空白非转染组相比，

*

P＜0.05

；与
OGD/R

非转染组相比，

#

P＜0.05

，

##

P＜0.01

①

免疫印迹检测
N2a

细胞凋亡相关蛋白表达；

②miR蛳29b

激动剂或抑制剂预转染
N2a

细胞，

ODG

（

4 h

）

/R

（

12 h

）处理，

GAPDH

作为载体对照

的
Bax

蛋白定量分析；

③Bcl蛳2

蛋白定量分析；

④p53

蛋白定量分析

图
4 miR蛳29b

激动剂和抑制剂对
N2a

细胞凋亡相关蛋白的影响

注： 与空白非转染组相比，

**

P＜0.01

；与
OGD/R

非转染组相比，

#

P＜0.05

，

##

P＜0.01

①N2a

细胞用
miR蛳29b

激动剂或抑制剂先预转染，后经
ODG

（

4 h

）

/R

（

12 h

）处理，

Hoechst 33258

荧光染色观察凋亡细胞形态学特征；

②N2a

细胞用
miR蛳29b

激动剂或抑制剂先预转染，后经

ODG

（

4 h

）

/R

（

12 h

）处理的
caspase蛳3

活性检测结果

图
3 miR蛳29b

激动剂和抑制剂对
OGD/R

诱导
N2a

细胞凋亡的影响

29b

激动剂和抑制剂会改变
p53

介导凋亡信号转导

通路，

miR蛳29b

对抗
OGD/R

诱导
N2a

细胞损伤的作

用可能在于
p53

信号转导通路激活与
Bax

和
Bcl蛳 2

蛋白表达的交替变化。

2.5

野生型
p53

特异性质粒
DNA

对
p53

过表达的

影响

N2a

细胞经野生型
p53

（

wt蛳 p53

）

siRNA

转染后

用
miR蛳29b

激动剂处和
OGD/R

处理， 免疫印迹法

检测显示
wt蛳 p53

基因可明显增加
N2a

细胞
p53

蛋

白水平（图
5①

），

MTT

法检测显示
OGD/R

处理后经

wt蛳p53

转染，

miR蛳29b

激动剂诱导
N2a

细胞存活率

增加明显减弱（图
5②

），

miR蛳 29b

激动剂减少
LDH

漏出率也被
N2a

细胞转染的
wt蛳p53

基因阻断（图
5

③

）； 表明
p53

基因过度表达能逆转
miR蛳29b

对抗

OGD/R

诱导的
N2a

细胞损伤，

p53

介导
miR蛳29b

调

控
OGD/R

诱导的
N2a

细胞损伤。

3

讨论

脑缺血性损伤由细胞兴奋性毒性、线粒体功能

障碍、氧化应激和炎性反应等不同途径介导，具有

复杂的相互作用机制，目前临床上用于脑缺血治疗

的药物和治疗靶点的生物标志物均不够理想。 本研

究发现
OGD/R

诱导的
N2a

细胞缺血模型在
R

期间

miR蛳29b

水平下调， 最重要的是通过负调控
p53

相

关细胞凋亡，

miR蛳29b

可诱导神经细胞保护作用，发

挥抗细胞凋亡作用。

很多实验证实，

miR

在脑缺血损伤反应中起着

重要作用［

12

，

25

］

。 近期研究也确定
miR

在脑细胞缺血

损伤中的作用，

miR蛳29

家族在评估损伤和确定脑卒

中预后中扮演重要介质作用［

26

］

。

Khanna

等［

24

］研究发

现
miR蛳 29b

水平在大脑中动脉闭塞所致缺血性卒

中梗死组织中明显降低。 本研究数据也提示
OGD/R
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注：与空白非转染组相比，

**

P＜0.01

；与
OGD/R

非转染组相比，

#

P＜0.05

，

##

P＜0.01

；与
miR蛳29b

激动剂和
OGD/R

联合处理组相比，

$

P＜0.05

①

免疫印迹分析
p53

蛋白表达，

GAPDH

作为载体对照；

②MTT

法检测细胞存活率；

③LDH

漏出率检测

图
5 wt蛳p53

基因编码质粒
DNA

对细胞活性和
LDH

漏出率的影响

处理后
N2a

细胞中
miR蛳29b

水平显著降低。

miR蛳29

研究目前主要集中在其对细胞凋亡信号通路的调

控作用，

miR蛳29b

是促凋亡还是抗凋亡尚存争议［

20

］

。

脑缺血损伤中 ，局灶性脑缺血通过提高
Bcl2L2

（

BCL蛳w

蛋白， 一种抗凋亡的
Bcl蛳2

蛋白家族成员）

水平［

27

］造成
miR蛳29

水平下调，促进神经细胞凋亡；

但在神经细胞成熟过程 ［

22

］中就前脑和局灶性脑缺

血 ［

21

，

24

］而言，

miR蛳 29

水平上调可发挥抗凋亡作用，

保护神经细胞。 因此，脑缺血损伤中
miR蛳29b

表达

及功能有待确定。 本研究发现在
N2a

细胞中，通过

miR蛳29b

激动剂造成
miR蛳 29b

水平有效上调，能明

显增加神经细胞活力并减少
LDH

漏出率， 说明

miR蛳29

上调可保护神经细胞， 对抗
OGD/R

诱导的

细胞毒性。 众所周知，由
Bcl蛳 2

（抗凋亡蛋白）、

Bax

（促凋亡蛋白）等组成的
Bcl蛳2

蛋白家族是一种通过

调节线粒体膜完整性、功能和凋亡信号，针对细胞

凋亡的主要调节因子。有研究报道
Bcl蛳2

蛋白成员过

度表达能对体内和体外脑缺血损伤模型产生神经

保护作用［

28

］

。 本研究还发现
OGD/R

处理后能显著降

低
caspase蛳3

活性和
Bcl蛳2

表达，增加
Bax

蛋白表达，

但
miR蛳 29b

激动剂可阻断这些细胞水平调节和变

化，

miR蛳29b

抑制剂则加剧上述反应；

miR蛳29b

可通

过调节
Bcl蛳2

家族发挥对脑缺血损伤的保护作用。

p53

蛋白是细胞周期阻滞、 细胞凋亡、

DNA

修

复和遗传稳定性等一系列细胞应激反应的主要协

调者。 一些研究表明
p53

参与了脑卒中和神经退行

性疾病造成的神经元细胞死亡［

29蛳30

］

。 有研究显示，从

急性脑损伤如脑缺血、癫痫及慢性神经变性疾病患

者提取的脑组织样本中，

p53

表达显著升高。本研究

显示
N2a

细胞经
OGD/R

处理后，

p53

表达显著增

加，与上述报道结果一致。 一些研究揭示了一种由

p53

介导独立转录时促凋亡的新机制 ［

31

］

，

p53

通过

与
Bcl蛳2

家族多结构域成员相互作用直接参与内源

性凋亡途径，维持线粒体功能［

32

］

。 研究表明，某些神

经元损伤可经
p53

、

Bax

、细胞色素
c

释放，线粒体功

能障碍和
caspase

激活等常见信号转导通路发生；

线粒体释放促凋亡蛋白前，

p53

信号转导便可引起

缺血神经细胞凋亡［

33

］

，而导致
p53

信号转导和神经

元死亡的上游事件尚不清楚。 本研究发现，

OGD/R

条件下
p53

水平上调伴随
Bax

水平上调和
Bcl蛳2

水

平下调，

wt蛳p53

质粒
DNA

转染可提高
p53

水平，与

miR蛳29b

激动剂和
OGD/R

联合处理组相比，明显降

低
N2a

细胞活力并增加
LDH

漏出率。 可见，经
OGD/

R

诱导的
N2a

细胞损伤中
miR蛳 29b

对
p53

介导的

细胞凋亡有保护作用。

总之，

miR蛳29b

水平在
OGD/R

模拟的脑缺血损

伤模型中下调。

miR蛳29b

激动剂可减轻
OGD/R

诱导

的细胞毒性和细胞凋亡，

miR蛳 29b

抑制剂则加重

OGD/R

诱导的细胞毒性和细胞凋亡，表明
miR蛳 29b

在
N2a

细胞
OGD/R

损伤起保护作用 。 此外 ，经

OGD/R

处理增加
p53

蛋白表达，可阻断
miR蛳29b

对

OGD/R

损伤的有益作用， 故
p53

在
miR蛳 29b

抑制

OGD/R

诱导
N2a

细胞凋亡中发挥了中介介导作用。

miR蛳29b

可调控
p53

途径介导的体外脑缺血性损伤

模型神经细胞凋亡，将来可能为缺血性脑卒中提供

一潜在治疗靶点。
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