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微小ＲＮＡ－１４６ｂ－５ｐ在小胶质细胞糖氧剥夺／复氧损伤
中的作用与机制
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　　［中图分类号］　Ｒ３６３　　［文献标识码］　Ａ　　［文章编号］　１００５－１７４０（２０２２）０１－００３５－０６

　　【摘要】　目的：探究微小ＲＮＡ－１４６ｂ－５ｐ（ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ）在小胶质细胞糖氧剥夺／复氧损伤（ＯＧＤ／Ｒ）中的作用

及机制。方法：建立小鼠小胶质细胞系ＥＯＣ　１３．３１的ＯＧＤ／Ｒ模型。将 ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ模拟物、ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ抑制剂

及相应的阴性对照，分别转染至ＥＯＣ　１３．３１细胞中，然后再分别进行 ＯＧＤ／Ｒ处理，分别命名为 ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ－
１４６ｂ－５ｐ　ｍｉｍｉｃ组、ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｍｉｍｉｃ组和ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组，以常规

培养的细胞为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组），只行ＯＧＤ／Ｒ处理的细胞为ＯＧＤ／Ｒ组，４８ｈ后检测相关指标。实时定量反转录

聚合酶链反应（ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ表达；采用细胞计数试剂盒－８（ＣＣＫ－８）检测细胞存活率；原位末端标记

法（ＴＵＮＥＬ）检测细胞凋亡率；酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）测定超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、丙二醛
（ＭＤＡ）、肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）、白细胞介素－１β（ＩＬ－１β）和白细胞介素－６（ＩＬ－６）含量；蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测ＴＲＡＦ６蛋白表达；生物信息学和双荧光素酶报告基因实验分析 ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ和ＴＲＡＦ６之间的关

系。结果：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＯＧＤ／Ｒ组中 ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ表达显著下调（Ｐ＜０．０１），ＴＲＡＦ６蛋白表达显著上调（Ｐ

＜０．０１）。与ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｍｉｍｉｃ组比较，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ　ｍｉｍｉｃ组细胞存活率显著增高，凋亡率显著降低，

ＭＤＡ含量显著降低，ＳＯＤ、ＣＡＴ含量显著增高，ＴＮＦ－α，ＩＬ－１β和ＩＬ－６含量显著降低，含ＴＲＡＦ６－ＷＴ的荧光素酶活

性显著降低，ＴＲＡＦ６蛋白表达显著降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。与ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ－
１４６ｂ－５ｐ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞的存活率显著降低，凋亡率显著升高，ＭＤＡ含量显著增高，ＳＯＤ、ＣＡＴ含量显著降低，

ＴＮＦ－α，ＩＬ－１β和ＩＬ－６含量显著升高，ＴＲＡＦ６蛋白表达显著增加（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。结论：ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ通过靶向

ＴＲＡＦ６促进小胶质细胞ＯＧＤ／Ｒ模型细胞存活，抑制细胞凋亡，减轻氧化应激和炎症反应。
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　　缺血性脑卒中是常见的脑血管疾病，占所有脑
卒中的８０％［１］。神经炎症被认为是缺血性脑损伤
中一种重要的病理生理因素。研究表明，过度激活
的小胶质细胞能够释放炎性细胞因子和加重氧化应

激反应，从而导致神经元凋亡［２－４］。因此，抑制小胶
质细胞活化是目前减轻缺血性脑损伤的重要研究方

向。ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一种长度在２２ｎｔ左右
的小型非编码ＲＮＡ，可通过与靶基因的３’非编码
区（３’－ＵＴＲ）结合对 ｍＲＮＡ 的表达进行调控［５］。

目前越来越多的研究表明，ｍｉＲＮＡ是多种疾病发
展过程中的关键调控因子。例如，ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ能
够通过调控基质金属蛋白酶１（ＭＭＰ１）的表达来抑
制胶质瘤细胞的侵袭及转移［６］；ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ可以
通过调节肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）、白细胞介素（ＩＬ）抑
制乳腺癌进展［７］；ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ可以通过 ＴＲＡＦ６／

ＮＦ－κＢ信号通路抑制子痫前期母胎界面的炎症反
应［８］。然而，ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ在小胶质细胞糖氧剥夺／

复氧（ＯＧＤ／Ｒ）损伤中的作用机制尚不完全清楚，因
此，本研究通过建立小胶质细胞ＯＧＤ／Ｒ体外模型，
分析ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ的表达和作用，并探究其潜在机制。

１　材料与方法

１．１　细胞
小鼠小胶质细胞系ＥＯＣ　１３．３１（ＣＲＬ－２４６８）购

自美国ＡＴＣＣ［９］。

１．２　试剂与仪器
原位末端标记染色（ＴＵＮＥＬ）试剂盒、超氧化

物歧化酶（ＳＯＤ）ＥＬＩＳＡ 试剂盒、丙二醛（ＭＤＡ）

ＥＬＩＳＡ试剂盒、过氧化氢酶（ＣＡＴ）ＥＬＩＳＡ试剂盒、

肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）ＥＬＩＳＡ试剂盒、白细胞介
素－１β（ＩＬ－１β）ＥＬＩＳＡ试剂盒和白细胞介素－６（ＩＬ－６）

ＥＬＩＳＡ试剂盒均购自武汉赛培生物科技有限公司；

ＣＣＫ－８试剂盒购自美国ＧｌｐＢｉｏ公司；ＤＭＥＭ 培养
基购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　２０００转染试
剂盒、ＰＣＲ反转录试剂盒均购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；ＢＣＡ蛋白试剂盒购自美国Ｐｉｅｒｃｅ公司；ＴＲＡＦ６
抗体购自英国Ａｂｃａｍ公司；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＴＭＦＣ酶标仪
购自美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；ＢＸ６３自动荧光显微
镜购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。

１．３　方法

１．３．１　细胞培养和ＯＧＤ／Ｒ模型建立：将小胶质细
胞系ＥＯＣ　１３．３１放置于含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ
培养基中，于３７℃，５％ＣＯ２的培养箱中培养。再将

细胞置于３７℃，５％ＣＯ２，９５％ Ｎ２缺氧箱中培养２．
５ｈ后，转入正常培养环境中复氧从而建立 ＯＧＤ／Ｒ
模型，以常规条件培养的细胞为Ｃｏｎｔｒｏｌ组，ＯＧＤ／

Ｒ处理的细胞为 ＯＧＤ／Ｒ组，４８ｈ后收集细胞用于
后续实验。

６３ 　黄　松，汪　雷，周有东，等　
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１．３．２　细胞分组及处理：将 ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ模拟物、
模拟物阴性对照、ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ抑制剂和抑制剂阴
性对照分别转染至ＥＯＣ　１３．３１细胞中，然后再分别
进行 ＯＧＤ／Ｒ 处理，记为 ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ
ｍｉｍｉｃ组、ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｍｉｍｉｃ组、ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ－
１４６ｂ－５ｐ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组和 ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组，
转染４８ｈ后，进行后续相关指标的检查。

１．３．３　实时荧光定量（ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测 ｍｉＲ－１４６ｂ－
５ｐ的表达：使用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取 ＯＧＤ／Ｒ模型中
总ＲＮＡ，并用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　ＴＭＲＴ试剂盒将其逆转录
成ｃＤＮＡ，使用ＳＹＢＲ－Ｇｒｅｅｎ　ＰＣＲ试剂和 ＡＢＩ　７５００
ＦＡＳＴ　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ仪进行ｑＲＴ－ＰＣＲ。以Ｕ６为内
参，采用２－△△Ｃｔ法评估ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ的表达水平。引
物序列见表１。

表１　引物序列

基因 　　　　　　　　　　引物序列

ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ
上游：５’－ＧＣＧ　ＣＡＧ　ＴＧＡ　ＧＡＡ　ＣＴＧ　ＡＡＴ　ＴＣＣ　Ａ－３’

下游：５’－ＡＧＴ　ＧＣＧ　ＴＧＴ　ＣＧＴ　ＧＧＡ　ＧＴＣ　Ｇ－３’

Ｕ６
上游：５’－ＣＧＡ　ＴＡＣ　ＡＧＡ　ＧＡＡ　ＧＡＴ　ＴＡＧ　ＣＡＴ　ＧＧＣ－３’

下游：５’－ＡＡＣ　ＧＣＴ　ＴＣＡ　ＣＧＡ　ＡＴＴ　ＴＧＣ　ＧＴ－３’

１．３．４　ＣＣＫ－８检测细胞活力：收集各转染组细胞，
以每孔１×１０３个细胞密度接种到９６孔板中孵育

４８ｈ，每孔加入１５μｌ　ＣＣＫ－８试剂，３７℃孵育４ｈ，检测

４９０ｎｍ波长处每个孔的 ＯＤ值。根据ＣＣＫ－８试剂
盒说明书操作，计算细胞存活率。

１．３．５　ＴＵＮＥＬ检测细胞凋亡率：收集各转染组细
胞上清液，ＰＢＳ洗涤一次。用免疫染色固定液固定
细胞３０－６０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤一次。加入免疫染色洗
涤液，冰浴孵育２ｍｉｎ。在样品上加 ＴＵＮＥＬ检测
液，３７℃避光孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤３次。用抗荧光淬
灭封片液封片后荧光显微镜下观察，随机选取５个
视野，计算细胞凋亡率。

１．３．６　ＥＬＩＳＡ检测 ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－
１β和ＩＬ－６含量：收集细胞上清液与ＲＩＰＡ裂解液均
浆离心，按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作，测定细胞
中ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β和ＩＬ－６的含量。

１．３．７　双荧光素酶报告基因实验：通过双荧光素酶
报告基因实验对 ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ与ＴＲＡＦ６之间的靶
向关系进行验证。将含ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ互补结合位点
的野生（ＷＴ）型和突变型（ＭＵＴ）ＴＲＡＦ６片段扩增
并克隆到荧光素酶报告载体中，构建 ＴＲＡＦ６野生
型（ＴＲＡＦ６－ＷＴ）载体和 ＴＲＡＦ６突变型（ＴＲＡＦ６－

ＭＵＴ）载体。使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　０００ＴＭ将ＴＲＡＦ６－
ＷＴ和ＴＲＡＦ６－ＭＵＴ分别与 ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ　ｍｉｍｉｃ，

ｍｉＲ－ＮＣ　ｍｉｍｉｃ共转染至ＥＯＣ　１３．３１细胞系，随后
进行ＯＧＤ／Ｒ处理。转染４８ｈ后，按照说明，在Ｄｕ－
ａｌ－ＬｕｃｉｆｅｒａｓｅⓇ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ　Ａｓｓａｙ　Ｓｙｓｔｅｍ上测定各组
细胞荧光素酶活性。

１．３．８　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＴＲＡＦ６蛋白表达：
收集各组细胞，用ＲＩＰＡ裂解缓冲液提取细胞中总
蛋白，使用 ＢＣＡ 法对蛋白进行定量，１０％ ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ电泳分离转移至ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂牛奶
封闭１ｈ，加入ＴＲＡＦ６一抗（１∶１　０００）和 ＧＡＰＤＨ
（１∶２　０００）共同孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜，加入二抗（１
∶１　０００）孵育１ｈ后使用ＥＣＬ化学发光试剂盒进行
显影。以 ＧＡＰＤＨ 作为内参对照。采用图像分析
软件ＩｍａｇｅＪ分析 ＴＲＡＦ６蛋白条带的灰度值。以

ＴＲＡＦ６蛋白灰度值与ＧＡＰＤＨ蛋白条带灰度值的
比值来定量ＴＲＡＦ６蛋白的相对表达水平。

１．４　统计学处理
使用ＳＰＳＳ　２２．０统计学软件分析本研究中的数

据，所有实验重复三次。所有计量数据以均值±标
准差（�ｘ±ｓ）表示，多组间均数比较采用单因素方差
分析，两组间比较使用两独立样本ｔ检验，使用

ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ　８．０软件作图。Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结　果

２．１　ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ和ＴＲＡＦ６在ＯＧＤ／Ｒ模型中的
表达

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组细胞相比，ＯＧＤ／Ｒ 组细胞中

ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ的表达显著降低（Ｐ＜０．０１），ＴＲＡＦ６
蛋白的表达显著增高（Ｐ＜０．０１），差异均有统计学
意义。见表２、图１。

表２　两组细胞中ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ和ＴＲＡＦ６蛋白

表达水平（�ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组　别 ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ　 ＴＲＡＦ６

Ｃｏｎｔｒｏｌ组 １．０４±０．１２　 １．０２±０．１０
ＯＧＤ／Ｒ组 ０．５３±０．０６１） １．６３±０．１６１）

ｔ值 ６．５８　 ５．６０

注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，１）Ｐ＜０．０１

２．２　ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ对 ＯＧＤ／Ｒ细胞增殖和凋亡的
影响

７３　微小ＲＮＡ－１４６ｂ－５ｐ在小胶质细胞糖氧剥夺／复氧损伤中的作用与机制　



图１　Ｃｏｎｔｒｏｌ组和ＯＧＤ／Ｒ组ＴＲＡＦ６蛋白表达

（Ｗｅｓｔｒｅｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ）

　　与 ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｍｉｍｉｃ组相比，ＯＧＤ／Ｒ＋
ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ　ｍｉｍｉｃ组细胞存活率显著增高（ｔ＝８．
３２２，Ｐ＜０．０１），凋亡率显著降低（ｔ＝８．３５６，Ｐ＜０．
０１）；与ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，ＯＧＤ／Ｒ＋

ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞的存活率显著降低（ｔ
＝９．５９３，Ｐ＜０．０１），凋亡率显著升高（ｔ＝３．７８１，Ｐ
＜０．０１），差异均有统计学意义。见表３、图２。

表３　各组细胞存活率及凋亡率（％，�ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组　别 存活率 凋亡率

ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｍｉｍｉｃ组 １００．００±０．００　 ５３．２７±５．１２

ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ　ｍｉｍｉｃ组 １５９．４６±１２．３６１） ２５．７４±２．５２１）

ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 １００．００±０．００　 ４９．６１±４．９８

ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ６３．３９±６．６１２） ６７．８５±６．７１２）

注：与ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｍｉｍｉｃ组比较，１）Ｐ＜０．０１；与ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比

较，２）Ｐ＜０．０１

图２　各组细胞ＴＵＮＥＬ荧光染色图像（比例尺７５μｍ）
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２．３　ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ对 ＯＧＤ／Ｒ模型氧化应激和炎
症反应的影响

与 ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｍｉｍｉｃ组相比，ＯＧＤ／Ｒ＋
ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ　ｍｉｍｉｃ组细胞中 ＭＤＡ含量显著降低
（ｔ＝１３．０８０，Ｐ＜０．０１），ＳＯＤ、ＣＡＴ含量显著增高（ｔ
＝６．９０７、５．３７６，Ｐ＜０．０１），ＴＮＦ－α，ＩＬ－１β，ＩＬ－６含
量显著降低（ｔ＝３．３８３、４．４７６、７．５６１，Ｐ＜０．０５或Ｐ

＜０．０１）；与 ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，ｍｉＲ－
１４６ｂ－５ｐ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中 ＭＤＡ含量显著增高（ｔ
＝６．４６０，Ｐ＜０．０１），ＳＯＤ、ＣＡＴ含量显著降低（ｔ＝
６．３２６、４．４４９，Ｐ＜０．０１），ＴＮＦ－α，ＩＬ－１β和ＩＬ－６含量
显著升高（ｔ＝５．１５４、３．９０５、６．４６７，Ｐ＜０．０５或Ｐ＜
０．０１），差异均有统计学意义。见表４、表５。

８３ 　黄　松，汪　雷，周有东，等　



表４　各组细胞氧化应激指标水平（�ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组　别 ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ） ＳＯＤ（Ｕ／ｍｌ） ＣＡＴ（Ｕ／ｍｇ）

ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｍｉｍｉｃ组 １１．７１±０．１２　 ８３．２１±８．３３　 ９．３６±０．９４

ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ　ｍｉｍｉｃ组 ６．６２±０．６７１） １５２．７５±１５．３２１） １４．７５±１．４６１）

ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 １０．２１±０．１１　 ８２．４３±８．３１　 ９．２７±０．９３

ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 １６．３４±１．６４２） ４７．３６±４．８１２） ５．３１±０．５１２）

注：与ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｍｉｍｉｃ组比较，１）Ｐ＜０．０１；与ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，２）Ｐ＜０．０１

表５　各组细胞炎症反应指标水平（�ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组　别 ＴＮＦ－α（ｐｇ／ｍｌ） ＩＬ－１β（ｐｇ／ｍｌ） ＩＬ－６（ｐｇ／ｍｌ）

ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｍｉｍｉｃ组 １７．７４±１．８１　 ６．２６±０．６２　 ６．４５±０．６５

ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ　ｍｉｍｉｃ组 １３．３３±１．３５１） ４．３１±０．４３１） ３．２３±０．３３２）

ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 １７．６５±１．７６　 ６．３２±０．６３　 ６．３４±０．６４

ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ２７．３４±２．７４４） ８．７６±０．８８３） ９．２４±０．９３３）

注：与ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｍｉｍｉｃ组比较，１）Ｐ＜０．０５，２）Ｐ＜０．０１；与ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，３）Ｐ＜０．０５，４）Ｐ＜０．０１
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２．４　ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ与ＴＲＡＦ６的关系
通过ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库发现，ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ与

ＴＲＡＦ６的３’ＵＴＲ区存在互补结合位点（图３）。双
荧光素酶报告实验结果表明，与 ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ
ｍｉｍｉｃ组相比，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ　ｍｉｍｉｃ组中
含ＴＲＡＦ６－ＷＴ的荧光素酶活性显著降低（Ｐ＜０．
０１），而对含ＴＲＡＦ６－ＭＵＴ组则无影响（Ｐ＞０．０５），
见表６。Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ结果表明，与 ＯＧＤ／Ｒ＋
ＮＣ　ｍｉｍｉｃ组相比，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ　ｍｉｍｉｃ组

ＴＲＡＦ６蛋白表达显著降低（ｔ＝７．７２３，Ｐ＜０．０１）；

ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ－
１４６ｂ－５ｐ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组ＴＲＡＦ６蛋白表达显著增加（Ｐ
＜０．０１），差异有统计学意义。见图４、表７。

图３　ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ与ＴＲＡＦ６存在结合位点

表６　两组ＴＲＡＦ６双荧光素酶活性（�ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组　别 ＴＲＡＦ６－ＷＴ　 ＴＲＡＦ６－ＭＵＴ

ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｍｉｍｉｃ组 １．０４±０．１１　 １．０１±０．１０
ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ　ｍｉｍｉｃ组 ０．４７±０．０６１） ０．９６±０．１０

ｔ值 ７．８７９　 ０．６１２

注：与ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｍｉｍｉｃ组比较，１）Ｐ＜０．０１

图４　各转染组中ＴＲＡＦ６的蛋白表达水平（Ｗｅｓｔｒｅｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ）

表７　各组ＴＲＡＦ６蛋白相对表达量（�ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组　别 ＴＲＡＦ６蛋白

ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｍｉｍｉｃ组 １．０３±０．１０

ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ　ｍｉｍｉｃ组 ０．５１±０．０６１）

ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 １．０２±０．１０

ＯＧＤ／Ｒ＋ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ２．０１±０．１９２）

注：与ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｍｉｍｉｃ组比较，１）Ｐ＜０．０１；与ＯＧＤ／Ｒ＋ＮＣ　ｉｎ－

ｈｉｂｉｔｏｒ组比较，２）Ｐ＜０．０１

３　讨　论
缺血性脑损伤的发病率和致死率极高，因此，缺

血性脑损伤的基础和临床研究一直是研究和关注的

热点。缺血性脑损伤中最重要的病理机制之一就是
炎症反应和氧化应激［１０］。抑制炎症反应和氧化应
激对减少缺血性脑损伤具有重要意义。
众所周知，小胶质细胞是大脑中主要的免疫细

胞，小胶质细胞的激活被认为是神经炎症反应的一
个特征，参与多种脑疾病的发病机制。研究表明，

９３　微小ＲＮＡ－１４６ｂ－５ｐ在小胶质细胞糖氧剥夺／复氧损伤中的作用与机制　



ｍＲＮＡ作为内源性 ＲＮＡ，主要通过形成功能性

ｍｉＲＮＡ诱导的沉默复合物来抑制 ｍＲＮＡ翻译或
诱导其降解，进而参与到生理反应的调节中［１１，１２］。

ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ在神经胶质瘤中抑制了神经胶质瘤的
增殖并促进其凋亡［１３］。另外，在新生儿缺血性脑病
中，ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ靶向ＩＲＡＫ１，可降低炎性因子和
氧化应激的表达，减轻神经元损伤［１４］。本次研究发
现ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ在小胶质细胞ＯＧＤ／Ｒ模型中显著
下调，ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ模拟物可显著促进小胶质细胞

ＯＧＤ／Ｒ模型细胞增殖并抑制细胞凋亡、炎症反应
和氧化应激。ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ抑制剂则显示出相反的
效果。生物信息学和双荧光素酶报告基因实验显示
在小胶质细胞 ＯＧＤ／Ｒ 模型中，ＴＲＡＦ６是 ｍｉＲ－
１４６ｂ－５ｐ的下游靶基因。ＴＲＡＦ６是ＴＲＡＦ家族中
的一员，在催化反应中可以通过硫酯键与泛素结合，
并将泛素传递到相应底物，从而参与一系列信号转
导。ＴＲＡＦ６与免疫和中枢神经系统疾病（如卒中，

颅脑外伤，神经退行性疾病和神经性疼痛）密切相
关，研究报道ＴＲＡＦ６可以通过Ｔｏｌｌ受体４（ＴＬＲ４）
和ＮＦ－κＢ／ＭＡＰＫ信号通路，在免疫和炎症反应中
起着非常重要的作用［１５，１６］。ＴＲＡＦ６通过抑制自噬
和促进氧化应激影响了蛛网膜下腔出血后早期脑损

伤的程度［１７］。本研究发现在小胶质细胞 ＯＧＤ／Ｒ
模型中，ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ可与 ＴＲＡＦ６结合并负向调
控ＴＲＡＦ６的表达。
总之，本研究发现 ｍｉＲ－１４６ｂ－５ｐ通过负向调控

ＴＲＡＦ６蛋白表达水平保护小胶质细胞 ＯＧＤ／Ｒ损
伤，该研究为小胶质细胞ＯＧＤ／Ｒ损伤提供了一个
潜在的靶点。 ◀
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ｓｏｃｉａｔｅｄ　ｆａｃｔｏｒ　６ （ＴＲＡＦ６）ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ｆｕｎｃ－

ｔｉｏｎ，ａｎｄ　ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｍｍｕｎｅ　ｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ

Ｒｅｖｉｅｗｓ，２０１５，２６６（１）：７２－９２．

１８　Ｄｏｕ　Ｙ，Ｓｈｅｎ　Ｈ，Ｆｅｎｇ　Ｄ，ｅｔ　ａｌ．Ｔｕｍｏｒ　ｎｅｃｒｏｓｉｓ　ｆａｃｔｏｒ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ－

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｆａｃｔｏｒ　６ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓ　ｉｎ　ｅａｒｌｙ　ｂｒａｉｎ　ｉｎｊｕｒｙ　ａｆｔｅｒ　ｓｕｂ－

ａｒａｃｈｎｏｉｄ　ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ　ｉｎ　ｒａｔｓ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ　ａｕｔｏｐｈａｇｙ　ａｎｄ

ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ　ｏｘｉｄａｔｉｖｅ　ｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，

２０１７，１４２（３）：４７８－４９２．

０４ 　黄　松，汪　雷，周有东，等　


