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［摘 要］ 目的：探讨miR⁃23a⁃5p对大鼠脑缺血再灌注氧化应激反应的抑制作用。方法：应用qPCR技术检测大脑中动脉栓

塞（middle cerebral artery occlusion，MCAO）SD大鼠模型中miR⁃23a⁃5p的表达水平。使用miR⁃23a⁃5p过表达慢病毒注射MCAO
大鼠，设置假手术组、对照病毒组和miR⁃23a⁃5p病毒组。Berdron评分与2，3，5⁃三苯基氯化四氮唑（2，3，5⁃triphenyltetrazolium⁃
chloride，TTC）染色检测大鼠的神经损伤和脑梗死体积。化学比色法测定总超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）与锰

超氧化物歧化酶（manganese superoxide dismutase，MnSOD）含量，ELISA检测 3⁃硝基酪氨酸（3⁃nitrotyrosine，3⁃NT）与一氧化氮

（nitric oxide，NO）含量。采用H2O2处理大鼠中枢神经细胞B35细胞，构建氧化损伤模型。使用miR⁃23a模拟物转染细胞，设置

对照组、miR⁃23a组、H2O2组和H2O2 +miR⁃23a组。化学比色法检测总SOD与MnSOD含量，ELISA检测3⁃NT与NO含量。结果：

MCAO大鼠缺血再灌注后，miR⁃23a⁃5p的表达迅速降低，随后逐渐升高。miR⁃23a⁃5p过表达后可降低Berdron评分与脑梗死体

积，降低大鼠血清中3⁃NT与NO含量，提高总SOD和MnSOD含量。B35细胞中miR⁃23a⁃5p过表达降低3⁃NT与NO胞内水平，上

调总SOD和MnSOD水平。结论：miR⁃23a⁃5p可以抑制脑缺血再灌注氧化损伤。
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the inhibitory effect of miR⁃23a⁃5p on oxidative stress in rats with cerebral
ischemia⁃reperfusion. Methods：The expression of miR⁃23a⁃5p in middle cerebral artery occlusion（MCAO）rat model was detected by
qPCR assay. MCAO rats were injected with miR⁃23a⁃5p lentivirus and 3 groups were seted：Sham group，NC virus group and miR⁃23a⁃
5p virus group. The nerve damage were evaluated by Berdron score and cerebral infarction volume were evaluated by 2，3，5 ⁃
triphenyltetrazoliumchloride（TTC）staining. The total superoxide dismutase（SOD）and manganese superoxide dismutase（MnSOD）
contents were determined by chemical colorimetry. The contents of 3 ⁃ nitrotyrosine（3 ⁃NT）and nitric oxide（NO）were detected by
ELISA. B35 cells，the central nerve cells of rats，were treated with H2O2 to establish oxidative damage mode and 4 groups were seted：
control group，miR⁃23a group，H2O2 group and H2O2+miR⁃23a group. The total SOD and MnSOD contents were detected by chemical
colorimetry，and the contents of 3 ⁃ NT and NO were detected by ELISA. Results：After ischemia ⁃ reperfusion in MCAO rats，the
expression of miR⁃23a⁃5p decreased rapidly and then gradually increased. In vivo，the overexpression of miR⁃23a⁃5p reduced the
Berdron score and cerebral infarction volume，decreased the 3⁃NT and NO levels in serum，increased the total SOD and MnSOD levels.
In B35 cells，the overexpression of miR⁃23a⁃5p decreased the intracellular levels of 3⁃NT and NO whereas increased the levels of total
SOD and MnSOD. Conclusion：miR⁃23a⁃5p can inhibit oxidative damage induced by cerebral ischemia and reperfusion.
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以缺血性脑卒中为代表的脑血管病已成为国

民致残和死亡的首要原因［1］。对缺血性脑血管疾病

抢救和治疗过程的研究发现，造成脑部组织损伤的

主要原因并非缺血本身，而是血液恢复供应后，过

量的自由基攻击组织细胞造成的缺血再灌注（ische⁃
mia/reperfusion，I/R）损伤［2-3］。I/R发生以后，脑细胞

中线粒体会产生大量的活性氧（reactive oxygen spe⁃
cies，ROS）并迅速消耗内源性抗氧化剂，大量的ROS
导致线粒体肿胀、细胞损伤和死亡［4-5］。此外活性氧

还可通过消耗超氧化物歧化酶（superoxide dis⁃
mutase，SOD）导致抑制细胞凋亡的信号通路分子开

关闭合，间接导致大脑损伤［6］。因此，对 I/R氧化损

伤调控机制的研究极为重要。

微小RNA（microRNA，miR）是一类长22~25个核

苷酸的内源性非编码单链RNA，可通过与靶基因

mRNA的 3′⁃UTR区互补配对形成RNA诱导沉默复

合体而抑制靶基因转录或导致靶mRNA降解，从而

调控靶基因表达［7］。近来还有研究发现miR参与 I/R
氧化损伤调控过程，抑制氧化应激，减轻 I/R损伤［8］，

Zhang等［9］发现可通过下调Fas/FasL抑制 I/R损伤诱

导的细胞凋亡。课题组前期对Gene Expression Om⁃
nibus（GEO）数据库脑组织相关芯片GSE46269中的

miR表达进行分析，结果表明miR⁃23a⁃5p在脑 I/R损

伤后表达有显著差异，因此本研究聚焦于miR⁃23a⁃
5p在 I/R损伤中的抑制作用。

1 材料和方法

1.1 材料

SD大鼠，雄性，体重 180~220 g，购于湖南斯莱

克景达实验动物有限公司。实验操作符合3R原则，

经新疆医科大学第五附属医院伦理委员会批准。

大鼠中枢神经细胞B35（ATCC细胞库，美国）。

RPMI⁃1640培养基、DMEM培养基、胎牛血清（Gibco
公司，美国）。miR⁃23a⁃5p模拟物（miR⁃23a⁃5p mim⁃
ics）及对照模拟物（NC mimics）（上海吉玛制药技术

有限公司）；miR⁃23a 过表达慢病毒（湖南讴睿生物

技术有限公司）；qPCR 实验所用引物（长沙赢润生

物技术有限公司）；2，3，5⁃三苯基氯化四氮唑（2，3，5
⁃triphenyltetrazoliumchloride，TTC）染料、3⁃硝基酪氨

酸（3⁃nitrotyrosine，3⁃NT）和一氧化氮（nitric oxide，
NO）检测试剂盒（上海生工生物工程股份有限公

司），SOD和锰超氧化物歧化酶（manganese superox⁃
ide dismutase，MnSOD）检测试剂盒（南京建成生物

工程研究所）。

实时荧光定量PCR（quantitative real⁃time PCR，

qPCR）仪、电泳仪、电泳槽、标准湿式转膜装置（Bio⁃
Rad公司，美国）；RM6240生理记录仪（成都仪器

厂）；脑立体定位仪（Stolelting公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 动物模型建立

取30只SD大鼠，随机分成5组：对照组、假手术

组、I/R 1 h组、I/R 4 h组、I/R 24 h组，每组 6只。后

3组采用Ansari等［10］报道的不开颅的血管内栓线法

构建大脑中动脉栓塞（middle cerebral artery occlu⁃
sion，MCAO）模型。对照组不做任何处理，假手术组

只手术不栓塞血管。采用激光多普勒血流仪监测

局部脑血流，术中红外线照射大鼠保暖并使用生理

记录仪实时监测大鼠体温和生理指标。分别在 IR
后 1 h、4 h、24 h处死大鼠，采集各组脑组织，检测

miR⁃23a⁃5p表达。

1.2.2 慢病毒侧脑室注射

另取 18只 SD大鼠，随机分为 3组：假手术组、

MCAO+pLVX⁃NC组、MCAO+ pLVX⁃miR⁃23a组，每

组6只。后两组分别注射慢病毒pLVX⁃NC和pLVX⁃
miR⁃23a。首先将麻醉后的大鼠头部在定位仪上固

定，头部中央开一小口，参照bregma和 lambda定位，

染料定点、打孔后，注射 2 μL浓缩慢病毒。消毒后

缝合。注射病毒后 3 d进行MCAO造模，假手术组

只手术不栓塞血管。分别在 I/R后1、4、24 h检测大

鼠神经功能评分。I/R 24 h后处死大鼠，采集各组脑

组织，检测脑梗死体积、miR⁃23a⁃5p表达和氧化损伤

指标。

1.2.3 神经功能评分

参照Bederon评分方法［11］，对实验大鼠的神经

功能进行评分。无任何损伤症状记“0”分；对侧前

爪伸展障碍记“1”分；不转圈、伴有前爪屈曲对侧压

抵抗记“2”分；向左转圈、伴有前爪屈曲对侧压抵抗

记“3”分；行走中无自发活动或大鼠死亡记“4”分。

1.2.4 脑梗死体积检测

断头法将大鼠头部剪断并取出大脑组织。置

于-20 ℃冰箱，速冻 20 min，后行连续 2 mm冠状切

片，每只大鼠脑组织切成薄片，取6片使用质量分数

2%的TTC溶液染色，剩余部分留作后续实验。37 ℃
孵育 30 min后，使用 4%的多聚甲醛对切片进行固

定处理 24 h。因TTC属于脂溶性光敏复合物，与脱

氢酶反应而呈红色，缺血组织脱氢酶活性极低，染色

后呈苍白色，通过图像分析软件 Image J 1.41计算脑

梗死区域。脑梗死体积比=［左侧大脑半球面积-
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（右侧大脑半球面积-梗死部分面积）］/左侧大脑半

球面积×100%。

1.2.5 qPCR实验

取 50 mg大鼠脑组织块置于研钵中研磨，加入

1 mL TRIzol提取总 RNA，其后使用 U6⁃R 与miR⁃
23a⁃RT引物进行反转录获取 qPCR检测的专用模

板。严格遵从SYBR green qPCR检测试剂盒所需的

步骤进行操作。使用 2-ΔΔCT 的方法计算相对表达水

平，实验涉及引物序列信息见表1。

1.2.6 H2O2氧化损伤细胞模型

B35细胞采用含10%胎牛血清的DMEM培养基

培养。使用H2O2处理细胞，模拟氧化损伤。将B35
细胞接种至 6孔板中，随机分为 4组：对照组（转染

NC mimics）、miR⁃23a组（转染miR⁃23a⁃5p mimics）、

H2O2组（转染 NC mimics后H2O2处理细胞）、H2O2+
miR⁃23a组（转染miR⁃23a⁃5p mimics后H2O2处理细

胞）。各组细胞转染NC mimics或miR⁃23a⁃5p mimics
后培养 48 h。后 2组细胞加入终浓度为 100 μmol/L
的H2O2培养4 h。收集各组细胞，检测氧化损伤指标。

1.2.7 3⁃NT、NO、总SOD和MnSOD含量测定

组织使用匀浆器研磨，离心后取上清液进行检

测。细胞使用液氮反复冻融，离心后取上清进行检

测。采用化学比色法测定脑组织和细胞中的总

SOD与MnSOD含量，ELISA检测3⁃NT与NO含量。

1.3 统计学方法

所有实验数据均以均数±标准差（x ± s）表示，由

SPSS17. 0 统计软件分析处理。格拉布斯准则去除

逸出值后，行方差分析，两两比较使用LSD⁃t检验。

对神经评分进行非参数统计。P＜0.05为差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 miR⁃23a⁃5p在MCAO大鼠大脑梗死核心中的

表达

课题组前期对 GEO 数据库脑组织相关芯片

GSE46269中的miRNA表达进行分析，分析结果表

明在脑 I/R损伤后miR⁃23a⁃5p表达有显著差异（图

1A）。采用 qPCR检测MCAO大鼠模型大脑梗死核

心中miR⁃23a⁃5p的表达水平（图 1B）。假手术组和

对照组大脑梗死核心中miR⁃23a⁃5p的表达水平差

异无统计学意义（P > 0.05）；I/R 1 h和 I/R 4 h组中

miR⁃23a⁃5p的表达水平出现显著下调（P < 0.01，
P < 0.05），I/R 24 h组中miR⁃23a⁃5p则出现上调。以

上结果表明 I/R发生后miR⁃23a⁃5p先降低后回升。

2.2 miR⁃23a⁃5p对大鼠 I/R神经功能评分及脑梗死

体积比的影响

为探讨miR⁃23a⁃5p在脑 I/R损伤中的作用，对

实验大鼠行miR⁃23a⁃5p过表达慢病毒侧脑室注射，

给药3 d后构建MCAO模型，再灌注24 h后通过TTC
染色观察脑梗死体积，Bederon评分法评价大鼠神经

功能。结果显示注射 pLVX⁃miR⁃23a的大鼠脑组织

miR⁃23a⁃5p的表达水平显著高于注射对照慢病毒

pLVX⁃NC（P < 0.01，图 2A）。图 2B为 TTC染色结

果，红色为正常脑组织，白色为梗死脑组织。图 2C
为TTC染色的脑梗死体积定量分析，结果显示注射

pLVX ⁃miR ⁃ 23a 的 MCAO 大鼠脑梗死体积比为

36.5%，相比注射 pLVX⁃NC的MCAO大鼠（58.8%）

表1 研究中所用的引物

Table 1 Primers used in this study
名称

rno⁃miR⁃23a⁃5p ⁃RT

rno⁃miR⁃23a⁃5p ⁃R
rno⁃miR⁃23a⁃5p ⁃F
U6⁃F
U6⁃R

序列（5′→3′）
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG⁃
TATTCGCACTGGATACGACAAATCC
CAGTGCAGGGTCCGAGGT
GGGGTTCCTGGGGATG
CTCGCTTCGGCAGCACA
AACGCTTCACGAATTGCGT

**

*

**

2441假手术组对照组
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A：GEO数据库中miR⁃23a⁃5p脑 I/R损伤表达分析；B：miR⁃23a⁃
5p在MCAO大鼠大脑梗死核心中的表达水平变化。与对照组相比，
*P < 0.05，**P < 0.01（n=6）。

图1 miR⁃23a⁃5p在脑 I/R损伤中的表达

Figure 1 Expression of miR⁃23a⁃5p in brain I/R injury
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再灌注时间（h）

神
经

功
能

评
分
（
分
）

5
4
3
2
1
0

*

MCAO+pLVX⁃NC组
MCAO+pLVX⁃miR⁃23a组
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A B C D

A：pLVX⁃miR⁃23a过表达效率检测；B、C：TTC染色分析miR⁃23a⁃5p过表达对MCAO大鼠脑梗死体积比的影响；D：miR⁃23a⁃5p过表达对大

鼠神经功能评分的影响。两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01（n=6）。
图2 miR⁃23a⁃5p过表达对 I/R神经功能评分及脑梗死体积比的影响

Figure 2 Effects of miR⁃23a⁃5p overexpression on I/R neural function score and cerebral infarction volume ratio

MCAO

明显降低。图 2D为以上各组大鼠的神经功能评分

结果，I/R后 1、4、24 h，大鼠的神经功能评分均发生

下降，并且注射pLVX⁃miR⁃23a可显著降低大鼠的神

经功能评分。假手术组脑组织无梗死，梗死率为

0%；神经无损伤，神经功能评分为0，未进行统计作

图。以上实验结果提示miR⁃23a⁃5p过表达对神经

功能产生了改善作用。

2.3 miR⁃23a⁃5p对大鼠氧化损伤的影响

氧化损伤是 I/R发生后脑部组织受损的主要原

因，而血清中NO与3⁃NT的水平可揭示 I/R损伤中活

性氮的活性强弱，总SOD与MnSOD的含量变化可反

映脑组织氧化损伤的程度。注射 pLVX ⁃NC 的

MCAO模型大鼠相较于假手术组，NO与 3⁃NT含量

显著上升（P均< 0.01，图 3A、B），总 SOD与MnSOD
含量发生下调（P均< 0.01，图3C、D）；而注射pLVX⁃
miR⁃23a的大鼠相较于注射pLVX⁃NC的大鼠，NO与

3⁃NT含量显著下降（P均< 0.01，图 3A、B），总 SOD
与MnSOD含量发生上调（P均<0.05，图 3C、D）。以

上结果表明与假手术组相比，MCAO模型大鼠氧化

损伤程度加重，而miR⁃23a⁃5p过表达对氧化损伤有

保护作用。

2.4 miR⁃23a⁃5p对H2O2诱导的氧化损伤的影响

使用 H2O2诱导 B35细胞产生氧化损伤，观察

miR⁃23a⁃5p mimics转染对B35氧化损伤的作用。如

图 4所示，miR⁃23a组相较于对照组，细胞内NO和

3⁃NT 水平下降（P < 0.05，P < 0.01），而总 SOD 和

MnSOD水平升高（P < 0.01，P < 0.05）；H2O2组相较

于对照组，细胞内 NO和 3⁃NT水平均升高（P均<
0.05），而总 SOD和MnSOD水平降低（P均< 0.01）；

H2O2+miR⁃23a组相较于H2O2组，细胞内NO和 3⁃NT
水平降低（P均< 0.01），而总SOD和MnSOD水平升高

（P均< 0.01）。结果表明miR⁃23a⁃5p过表达对H2O2诱

导的氧化损伤具有保护作用。

3 讨 论

近几十年来对缺血性脑卒中的诊断和治疗取

A：各组NO水平比较；B：各组3⁃NT水平比较；C：各组总SOD水平比较；D：各组MnSOD水平比较。两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01（n=6）。
图3 miR⁃23a⁃5p过表达对MCAO大鼠氧化损伤的影响

Figure 3 Effects of miR⁃23a⁃5p overexpression on oxidative damage in MCAO rats
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A：各组NO水平比较；B：各组3⁃NT水平比较；C：各组总SOD水平比较；D：各组MnSOD水平比较。两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01（n=6）。
图4 miR⁃23a⁃5p对H2O2诱导的氧化损伤的影响

Figure 4 Effects of miR⁃23a⁃5p on H2O2⁃induced oxidative damage
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得了极大飞跃，在有效时间窗内采取溶栓或血管内

治疗等再灌注治疗手段可挽救脑部缺血半暗带区

细胞，减轻患者神经功能受损状况，提高患者生存

率和预后，但血管再通导致的 I/R损伤又将加剧患

者脑组织损伤。随着近年来对 I/R损伤机制研究的

不断深入，现已发现氧化应激是 I/R损伤的主要原

因，过强的氧化应激可导致神经细胞细胞膜或膜上

脂质、蛋白质、核酸变性，导致神经细胞凋亡。

miR已被证实可在中枢神经系统中表达，并具有

维持神经细胞生长和神经系统发育的功能。如Weng
等［12］研究发现脑组织中具有大量的miR⁃124、miR⁃
219、miRNA⁃346，其中miR⁃124可介导神经生长、分

化、发育，防止脑组织受损等功能。本研究借助qPCR
验证miR⁃23a⁃5p在模型大鼠 I/R后表达先下降，随

着再灌注时间的延长，表达上升，同时前期通过分

析GEO数据库脑组织相关芯片GSE46269，结果表

明miR⁃23a⁃5p在脑 I/R氧化损伤后表达有显著差

异，这些结果表明miR⁃23a⁃5p可能参与 I/R损伤。

通过构建过表达慢病毒和侧脑室注射，使得miR⁃
23a⁃5p在大鼠脑组织中高表达，然后行TTC染色和

Bederon评分法研究该分子对大鼠 I/R神经功能评分

及脑梗死体积比的影响，结果显示注射 pLVX⁃miR⁃
23a的MCAO大鼠脑梗死体积比和神经功能评分均

显著低于注射pLVX⁃NC组，提示miR⁃23a⁃5p过表达

对神经功能产生了一定的改善作用。

脑 I/R可产生大量的自由基，然而神经系统本

身抗氧化物质相对匮乏，且含有大量对氧自由基敏

感的多不饱和脂肪酸，因而脑细胞极易受氧自由基

的侵袭［13］。以NO和3⁃NT为代表的活性氮是自由基

的重要组成部分，它们可激活基质金属蛋白酶，破坏

血脑屏障，是氧化应激检测的主要指标之一［14-15］，而

抗氧化酶SOD是细胞内天然的氧自由基清除剂［16］，在

氧化应激失衡时总SOD和MnSOD含量降低，可由此

反映脑组织受到氧化损伤的程度。相较于注射空

载慢病毒组的大鼠，注射miR⁃23a⁃5p过表达慢病毒

的大鼠NO与 3⁃NT含量显著下降，而总 SOD与Mn⁃
SOD含量上调，以上结果表明miR⁃23a⁃5p可通过抑

制氧化应激损伤减轻 I/R引起的神经功能损伤。

在大鼠中枢神经B35细胞中进一步验证miR⁃
23a⁃5p对H2O2诱导的细胞氧化损伤的保护作用。

通过构建体外氧化应激细胞模型，在细胞实验中发

现miR⁃23a⁃5p过表达对H2O2诱导的氧化损伤具有

较好的保护作用。

综上所述，miR⁃23a⁃5p可有效地抑制氧化应激

损伤，减轻 I/R引起的神经功能损伤。这提示miR⁃
23a有望成为脑 I/R损伤的治疗靶点，为脑血管类疾

病的治疗开辟新的方向。
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