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　 　 【摘要】 　 目的　 研究微 ＲＮＡ￣８７３￣５ｐ(ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ)靶向调控电压依赖性阴离子通道 １(ＶＤＡＣ１)对大鼠

癫痫样神经细胞的影响及作用机制ꎮ 方法　 通过无镁培养基诱导构建大鼠癫痫样海马神经细胞模型ꎬ将大

鼠神经细胞分为对照组、模型组、ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组及 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 组ꎮ 对照组采用正常培养大鼠神经细胞ꎻ模型组

采用低镁细胞外液培养大鼠神经细胞ꎻｍｉＲ￣ｃｏｎ 组采用低镁细胞外液培养大鼠神经细胞并转染 ｍｉＲ￣ｃｏｎꎻ
ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 组采用低镁细胞外液培养大鼠神经细胞并转染 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐꎮ 采用荧光定量聚合酶链式反应

(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测各组神经细胞 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 及 ＶＤＡＣ１ ｍＲＮＡ 表达ꎻ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测神经细胞中

ＶＤＡＣ１、Ｂ 细胞淋巴瘤 /白血病￣２(Ｂｃｌ￣２)、Ｂｃｌ￣２ 相关 Ｘ 蛋白(Ｂａｘ)、活化的含半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶

３(Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３)含量ꎻ采用 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 荧光探针检测神经细胞活性氧(ＲＯＳ)水平ꎻ采用硫代巴比妥酸法

检测神经细胞丙二醛(ＭＤＡ)含量ꎻ采用酶联免疫吸附实验(ＥＬＩＳＡ)检测神经细胞谷胱甘肽(ＧＳＨ)含量ꎻ采
用流式细胞术检测各组神经细胞凋亡情况ꎻ采用双荧光素酶报告基因法验证 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 对 ＶＤＡＣ１ 的靶向

调控作用ꎮ 结果　 与对照组比较ꎬ模型组神经细胞中 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 表达显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬＶＤＡＣ１ 表达显

著升高(Ｐ<０.０５)ꎬＢｃｌ￣２ 表达下调(Ｐ<０.０５)ꎬＢａｘ 及 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达上调(Ｐ<０.０５)ꎬＧＳＨ 及 ＭＤＡ 含

量显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＲＯＳ 水平显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ细胞凋亡率显著升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组比

较ꎬｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 组神经细胞中 Ｂｃｌ￣２ 表达明显上调(Ｐ<０.０５)ꎬＢａｘ 及 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达明显下调(Ｐ<
０.０５)ꎬＧＳＨ 及 ＭＤＡ 含量显著升高(Ｐ< ０.０５)ꎬＲＯＳ 水平显著降低(Ｐ< ０.０５)ꎬ细胞凋亡率明显降低(Ｐ<
０.０５)ꎻ双荧光素酶报告基因实验表明 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 能抑制 ＶＤＡＣ１ 表达(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论 　 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 能通

过负向调控靶基因 ＶＤＡＣ１ 表达而减少神经细胞凋亡ꎬ同时还能抑制神经细胞氧化应激反应ꎬ对受损神经细

胞具有保护作用ꎮ
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　 　 癫痫(ｅｐｉｌｅｐｓｙ)是一种常见的中枢神经系统慢性
疾病ꎬ目前全球范围内癫痫患者约有 ５０００ 万ꎬ其中

我国约有 ９００ 万[１] ꎮ 当前临床针对癫痫的治疗手段

主要是抗癫痫药物ꎬ但药物治疗会有不良反应且患

者依从性较差ꎬ临床治疗疗效不佳[２] ꎻ同时癫痫由于

长期反复发作特点ꎬ严重影响患者日常工作及生活ꎬ
因此如何提高癫痫治疗效果具有重要意义ꎮ 微小

ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬｍｉＲＮＡ)是一类广泛存在于真核生
物体内且长度为 １８ ~ ２５ ｎｔ 的高度保守非编码小
ＲＮＡꎬ可 结 合 形 成 ＲＮＡ 诱 导 沉 默 复 合 体 ( ＲＮＡ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘꎬＲＩＳＣ)ꎬ进而切割、降解靶
基因 ｍＲＮＡ 或抑制其翻译ꎬ在生命活动中具有广泛

调控作用[３￣４] ꎮ 已有报道发现 ｍｉＲＮＡ 与癫痫发生、
发展密切相关[５] ꎬ因此探讨ｍｉＲＮＡ与癫痫的关系、找
寻 ｍｉＲＮＡ 作用的潜在靶点对癫痫诊断及治疗十分重

要ꎮ ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 最初是通过微阵列技术在人类子宫

肌层中发现ꎬ且催产素可上调 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 表达[６] ꎮ
Ｓｈｉ 等[７]研究发现人参皂苷 Ｒｇ１ 和苦参根可促进阿

尔茨海默病患者 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 表达从而抑制神经细胞
凋亡ꎻ但关于 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 与癫痫发生、发展的关系则
鲜见报道ꎮ

电压依赖性阴离子通道 １(ｖｏｌｔａｇｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｉｏｎ
ｃｈａｎｎｅｌ １ꎬＶＤＡＣ１)位于线粒体外膜ꎬ是线粒体与外界
发生关系的第一道门ꎬ线粒体依赖性凋亡相关因子首

先与 ＶＤＡＣ 接触ꎬ因此它也是调节细胞凋亡的关键蛋
白ꎬＶＤＡＣ１ 作为其最丰富的亚型ꎬ在癫痫大鼠海马中

表达显著增加[８]ꎮ
本研究经在线靶基因预测软件发现 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ

与 ＶＤＡＣ１ 间可能存在靶向结合位点ꎬ通过体外构建
大鼠癫痫样神经细胞模型ꎬ进一步分析 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 及
ＶＤＡＣ１ 对癫痫模型大鼠神经细胞凋亡及氧化应激的
影响ꎬ以期为癫痫的发病机制及治疗研究提供参考
资料ꎮ

材料与方法

一、材料与试剂

大鼠神经细胞购自上海康朗生物科技有限公司ꎻ
胎牛血清、ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、胰蛋白酶均购自美国

Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＴｒｉｚｏｌ 试剂、反转录试剂盒、荧光定量试剂
盒购自日本 ＴａＫａＲａ 公司ꎻ引物购自上海生工有限公

司ꎻ牛血清白蛋白( ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎꎬＢＣＡ)试剂

盒、细胞裂解液、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 细胞凋亡检测试剂盒
购自碧云天生物技术研究所ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 转

染试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ电压依赖性阴离子通

道 １、Ｂ 细胞淋巴瘤 /白血病￣２(Ｂ ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ / ｌｅｗｋ￣
ｍｉａ￣２ꎬＢｃｌ￣２)、Ｂｃｌ￣２ 相关 Ｘ 蛋白 ( Ｂｃｌ￣２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ
ｐｒｏｔｅｉｎꎬＢａｘ)、活化的含半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶
３ ( ｃｌｅａｖｅｄ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ３ꎬ
Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３)、β￣肌动蛋白(β￣ａｃｔｉｎ)抗体购自美

国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎬ辣根过氧化物酶标记二抗购自北
京中杉金桥有限公司ꎻ活性氧(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ
ＲＯＳ)检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所ꎻ谷胱

甘肽 ( ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅꎬ ＧＳＨ)、 丙 二 醛 ( ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬ
ＭＤＡ)、酶联免疫吸附测定( ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒ￣
ｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)试剂盒均购自上海江莱生物科技有

限公司ꎻ双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自美国
Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎮ

二、大鼠神经细胞癫痫模型构建及分组

将大鼠神经细胞在正常维持液内培养 １４ ｄ 后弃
掉原维持液ꎬ并用低镁细胞外液清洗ꎬ后用低镁细胞外

液培养(每孔 ２ ｍｌ)ꎬ于培养箱内培养 ３ ｈ 后用正常细

胞外液清洗 ２ 遍ꎬ然后在正常维持液(每孔加入 ２ ｍｌ)
中继续培养至第 １４ 天ꎬ终止培养用于后续实验ꎬ构建

大鼠神经细胞癫痫模型[９]ꎮ
将大鼠神经细胞分为对照组、模型组、ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组

及 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 组ꎮ 对照组正常培养大鼠神经细胞ꎻ模
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型组采用低镁细胞外液培养大鼠神经细胞ꎻｍｉＲ￣ｃｏｎ
组采用低镁细胞外液培养大鼠神经细胞并转染 ｍｉＲ￣
ｃｏｎꎻｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 组采用低镁细胞外液培养大鼠神经细
胞并转染 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐꎮ

三、ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 及 ＶＤＡＣ１ ｍＲＮＡ
表达水平

收集适量对照组、模型组、ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组及 ｍｉＲ￣８７３￣
５ｐ 组大鼠神经细胞ꎬ充分研磨后加入 Ｔｒｉｚｏｌ 裂解细胞ꎬ
参照 ＲＮＡ 抽提试剂盒说明书进行操作ꎮ 经检测 ＲＮＡ
纯度及浓度合格后ꎬ按照荧光定量试剂盒说明书检测
ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 和 ＶＤＡＣ１ ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ
上游引物序列:５′￣ＣＴＧＣＡＣＴＣＣＣＣＣＡＣＣＴＧ￣３′ꎬ下游引
物序列:５′￣ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ ￣３′ꎻＵ６ 上游引物序
列:５′￣ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ￣３′ꎬ下游引物序列:５′￣
ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ￣３′ꎻＶＤＡＣ１ 上游引物序
列:５′￣ＧＡＣＴＧＣＴＧＴＣＡＡＴＣＴＣＧＣＣＴ￣３′ꎬ下游引物序列:
５′￣ＧＧＡＧＴＴＧＴＴＣＡＣＴＴＴＧＧＣＣＧ￣３′ꎻ内参 β￣ａｃｔｉｎ 上游
引物序列:５′￣ＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＧＣＴＧＴ￣３′ꎬ下游引
物序列:５′￣ＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ￣３′ꎮ 相对表达
量采用 ２－△△Ｃｔ法计算ꎮ

四、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 ＶＤＡＣ１、 Ｂｃｌ￣２、 Ｂａｘ、
Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达

收集适量对照组、模型组、ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组及 ｍｉＲ￣８７３￣
５ｐ 组大鼠神经细胞ꎬ加入蛋白裂解液裂解细胞后离心
提取总蛋白ꎬ参照 ＢＣＡ 法试剂盒说明书对蛋白进行定
量操作ꎮ 蛋白样品经聚丙烯酰胺凝胶(ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ
ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)电
泳后转至聚偏二氟乙烯膜 ( ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬ
ＰＶＤＦ)膜上ꎬ封闭液封闭 ２ ｈꎬ一抗 ４ ℃孵育过夜ꎬ经三
羟甲基氨基甲烷盐缓冲液 ( ｔｒｉｓ￣ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ
ｔｗｅｅｎ￣２０ꎬＴＢＳＴ)洗膜后二抗(辣根过氧化物酶标记)
室温孵育 １ ｈꎬ经 ＴＢＳＴ 洗膜后加入显影混合液显影ꎮ
以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参ꎬ应用凝胶成像系统分析 ＶＤＡＣ１、
Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ、Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白条带灰度值ꎮ

五、大鼠神经细胞活性氧水平检测
将对照组、模型组、ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组及 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 组神

经细胞于室温条件下避光孵育 ２４ ｈꎬ然后分别加入
ＤＣＦＨ￣ＤＡ 探针标记进行检测ꎬ操作过程参照 ＲＯＳ 检
测试剂盒说明书ꎬ以平均荧光强度(ｍｅａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙꎬＭＦＩ)表示 ＲＯＳ 生成水平ꎮ

六、ＥＬＩＳＡ 法检测 ＧＳＨ 及 ＭＤＡ 含量
收集对照组、模型组、ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组及 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 组

适量细胞ꎬ加入胰蛋白酶消化细胞ꎬ经 ３０００ ｒ / ｍｉｎ
(４ ℃)离心 １０ ｍｉｎ 后ꎬ吸取上清液 １ ｍｌ 用于检测ꎬ采
用 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＧＳＨ 及 ＭＤＡ 含量ꎬ进而根据曲线方
程计算样本中 ＧＳＨ 及 ＭＤＡ 浓度值ꎮ

七、流式细胞术检测细胞凋亡
收集对照组、模型组、ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组及 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 组

适量细胞ꎬ加入胰蛋白酶进行消化ꎬ经磷酸盐缓冲液
(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳ)冲洗 ２ 次后ꎬ调整细
胞密度至 ２ × １０６ 个 / ｍｌꎬ经 １０００ ｒ / ｍｉｎ ( ４ ℃) 离心
１０ ｍｉｎ后收集细胞备用ꎮ 向收集的细胞中加入 １ ｍｌ
预冷的 ＰＢＳ 冲洗细胞 ２ 次ꎬ再加入 ２００ μｌ Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞ꎬ然后依次加入 ５ μｌ ＦＩＴＣ 标记的 Ａｎ￣
ｎｅｘｉｎ Ｖ(Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ)与碘化丙啶ꎬ充分混匀ꎬ室温
下避光孵育 １５ ｍｉｎꎬ再加入 ３００ μｌ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒꎬ利用
流式细胞仪检测各组神经细胞凋亡情况ꎮ

八、双荧光素酶报告基因实验
构建 ＶＤＡＣ１ 野生型和 ＶＤＡＣ１ 突变型基因表达

载体 ＶＤＡＣ１￣ＷＴ 和 ＶＤＡＣ１￣ＭＵＴꎬ然后分别与 ｍｉＲ￣ｃｏｎ
和 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 共转染大鼠癫痫样神经细胞后继续培
养 ４８ ｈꎮ 收集适量处于对数生长期的各组细胞ꎬ参照
双荧光素酶报告基因检测试剂盒说明书进行操作ꎬ检
测萤火虫荧光酶荧光值及海肾荧光酶荧光值ꎮ

九、统计学分析
采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 版统计学软件包进行数据分析ꎬ

所得计量资料符合正态分布以(ｘ－ ±ｓ)表示ꎬ多组间比
较采用单因素方差分析ꎬ两两组间比较采用 ｔ 检验ꎬＰ<
０.０５表示差异具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、大鼠癫痫样神经细胞中 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 及 ＶＤＡＣ１
表达分析

经 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测发现ꎬ与对照组比较ꎬ模型组大
鼠神经细胞中 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 表达水平明显降低ꎬ而
ＶＤＡＣ１ ｍＲＮＡ 表达水平显著升高ꎬ组间差异均具有统
计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现ꎬ与对照
组比较ꎬ模型组 ＶＤＡＣ１ 蛋白表达水平明显升高ꎬ差异
具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况见图 １Ａ、表 １ꎮ
与对照组比较ꎬ模型组大鼠神经细胞中氧化应激指标
ＧＳＨ 及 ＭＤＡ 含量均显著降低ꎬ而 ＲＯＳ 水平显著升高ꎬ
组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况见图
１Ｂ、表 １ꎮ

二、大鼠癫痫样神经细胞凋亡情况分析
通过流式细胞仪检测大鼠癫痫样神经细胞凋亡

情况发现ꎬ与对照组比较ꎬ模型组大鼠神经细胞凋亡
率明显升高ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情
况见图 ２Ａ、表 ２ꎮ 进一步检测发现ꎬ与对照组比较ꎬ
模型组大鼠神经细胞中 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达水平明显降
低(Ｐ< ０.０５)ꎬ而 Ｂａｘ 蛋白和 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白
表达水平均明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况见图 ２Ｂ、
表 ２ꎮ
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注:Ａ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠神经细胞中 ＶＤＡＣ１ 表达ꎻＢ 为 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 探针标记检测大鼠神经细胞活性氧含量情况

图 １　 模型组及对照组神经细胞中 ＶＤＡＣ１ 蛋白表达及活性氧含量比较

表 １　 模型组及对照组神经细胞中 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ、ＶＤＡＣ１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达、氧化应激情况分析(ｘ－±ｓ)

组别 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 表达 ＶＤＡＣ１ ｍＲＮＡ 表达 ＶＤＡＣ１ 蛋白表达 ＲＯＳ(ＭＦＩ) ＧＳＨ 含量(％) ＭＤＡ 含量(％)

对照组 １.０３±０.１７ １.０３±０.２１ ０.３１±０.０５ ３５４.４３±４８.５６ １００.００±８.４６ １００.００±８.０８
模型组 ０.２８±０.０８ａ ２.６８±０.２６ａ ０.５８±０.０８ａ １２６７.６４±９３.３８ａ ６７.３９±１０.２１ａ ５３.８３±６.５３ａ

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５

注:Ａ 为流式细胞仪检测大鼠神经细胞凋亡ꎻＢ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠神经细胞 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 及 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达

图 ２　 模型组和对照组神经细胞凋亡及 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ、Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达比较

表 ２　 对照组及模型组大鼠神经细胞凋亡、Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ
及 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达比较(ｘ－±ｓ)

组别 Ｂａｘ Ｂｃｌ￣２ Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ￣３

细胞凋亡率
(％)

对照组 ０.３４±０.０５ ０.７６±０.０８ ０.３２±０.０４ ５.８９±０.８７
模型组 ０.８８±０.０９ａ ０.２７±０.０３ａ ０.８３±０.０７ａ ２１.６４±１.８６ａ

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５

三、过表达 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 对大鼠癫痫样神经细胞凋
亡及氧化应激的影响

与 ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组比较ꎬｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 组神经细胞凋亡
率明显降低ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ进一步
检测还发现ꎬｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 组神经细胞中 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表
达明 显 高 于 ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组ꎬ 而 Ｂａｘ 蛋 白 及 Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达均明显低于 ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组ꎬ组间差异
均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 通过检测大鼠神经细
胞氧化应激指标发现ꎬ与 ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组比较ꎬｍｉＲ￣８７３￣５ｐ

组大鼠神经细胞中 ＧＳＨ 及 ＭＤＡ 含量均显著升高ꎬ
ＲＯＳ 水平则明显降低ꎬ组间差异均具有统计学意义

(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况见图 ３、表 ３ꎮ
四、ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 靶向调控 ＶＤＡＣ１ 的表达

通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 数据库分析提示 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 与

ＶＤＡＣ１ 间存在结合位点(见图 ４Ａ)ꎮ 双荧光素酶报告

基因检测实验结果显示ꎬ转染野生型 ＶＤＡＣ１ 基因表

达载体 ＶＤＡＣ１￣ＷＴ 后ꎬ与 ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组比较ꎬｍｉＲ￣８７３￣５ｐ
组细胞荧光活性明显降低ꎬ组间差异具有统计学意义

(Ｐ< ０.０５)ꎻ 而转染突变型 ＶＤＡＣ１ 基因表达载体

ＶＤＡＣ１￣ＭＵＴ 后ꎬ与 ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组比较ꎬｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 组细

胞荧光活性无显著性差异ꎬ具体情况见表 ４ꎬ上述结果

表明 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 可靶向调控 ＶＤＡＣ１ 表达ꎮ 进一步利

用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 对 ＶＤＡＣ１ 的调控作

用ꎬ结果显示与 ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组(０.８２±０.０８)比较ꎬｍｉＲ￣８７３￣
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５ｐ 组细胞中 ＶＤＡＣ１ 蛋白表达(０.２４±０.０５)明显降低ꎬ
组间差异具有统计学意义( ｔ＝ １８.４４４ꎬＰ<０.０５)ꎻ与ａｎｔｉ￣
ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组(０.７７±０.０７)比较ꎬｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 敲除组细胞

中 ＶＤＡＣ１ 蛋白表达(１.２２±０.１３)明显升高ꎬ组间差异
具有统计学意义( ｔ ＝ ９.１４３ꎬＰ<０.０５)ꎬ具体情况见图
４Ｂꎮ

注:Ａ 为流式细胞仪检测大鼠神经细胞凋亡情况ꎻＢ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠神经细胞 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 及 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达

图 ３　 过表达 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 对大鼠神经细胞凋亡的影响

表 ３　 过表达 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 对大鼠神经细胞凋亡因子及氧化应激的影响

组别　 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ Ｂａｘ Ｂｃｌ￣２ Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ￣３

细胞凋亡率
(％) ＲＯＳ(ＭＦＩ) ＧＳＨ(％) ＭＤＡ(％)

对照组 １.０４±０.０８ ０.２３±０.０４ ０.４１±０.０４ ０.３５±０.０４ ５.２８±０.８４ ２７８.５８±４８.２８ １０７.２８±１０.３６ ９８.３２±１０.７５
模型组 ０.１９±０.０４ ０.７２±０.０７ ０.１５±０.０３ ０.６３±０.０６ ２２.２７±２.２７ ９５８.４９±２０８.９６ ５９.３６±１２.４８ ５２.４３±９.５８
ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组 ０.１５±０.０３ ０.７１±０.０９ ０.１３±０.０３ ０.６２±０.０７ ２０.２８±２.１５ ９７８.９８±２１７.３８ ６４.５５±１４.８９ ５６.５３±９.７５
ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 组 ２.４６±０.４７ ０.３９±０.０６ ０.３２±０.０５ ０.４４±０.０６ １５.２８±１.５９ ６７７.３２±７４.６９ ８９.３７±１１.４８ ８７.３９±１０.５８
Ｆ １８３.０５０ １１６.６２１ １１１.６１０ ４９.９２７ １５９.４６１ ３８.９２５ ２９.１２８ ４４.６２４
Ｐ ０.０００ ０.０００ ０.０００ ０.０００ ０.０００ ０.０００ ０.０００ ０.０００
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　 　 注:Ａ 为 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 与 ＶＤＡＣ１ 互补的核苷酸序列ꎻ Ｂ 为

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠癫痫样神经细胞中 ＶＤＡＣ１ 蛋白表达

图 ４　 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 对 ＶＤＡＣ１ 蛋白表达的靶向调控作用分析

表 ４　 双荧光素酶报告基因检测实验结果分析(ｘ－±ｓ)

组别　 ＶＤＡＣ１￣ＷＴ ＶＤＡＣ１￣ＭＵＴ

ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组 １.００±０.１２ ０.９７±０.０９
ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 过表达组 ０.５３±０.０６ａ １.０５±０.１２

　 　 注:与 ｍｉＲ￣ｃｏｎ 组比较ꎬａＰ<０.０５

讨　 　 论

癫痫是由于大脑神经细胞异常放电导致神经系统
紊乱ꎬ是一种慢性反复发作性疾病(患者通常伴有抽
搐及意识改变) [１０]ꎮ ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 表达异常可造成癫痫
患者学习困难[１１]ꎻ如 Ｌｉｕ 等[１２]采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫法将
颞叶癫痫大鼠分为记忆障碍组与记忆正常组ꎬ通过检
测大鼠海马体中失调的 ｍｉＲＮＡꎬ发现与记忆正常组比
较ꎬ记忆障碍组大鼠 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 表达均明显下调ꎮ 本
研究通过体外构建大鼠癫痫样神经细胞模型ꎬ分析正
常对照细胞、模型对照细胞 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 及 ＶＤＡＣ１ 表
达ꎬ发现模型对照细胞 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 表达水平显著降
低ꎬ而 ＶＤＡＣ１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平均显著升高ꎮ

神经细胞损伤是癫痫发生、发展的主要原因ꎬ减轻
神经细胞损伤对改善癫痫病情具有重要意义[１３]ꎮ 癫
痫导致的神经细胞损伤大多为细胞凋亡[１４]ꎻ细胞凋亡
过程通常由 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ 家族等凋亡相关基因
调控ꎬ相关研究表明 Ｂｃｌ￣２ 可抑制细胞凋亡ꎬ而 Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ 可促进细胞凋亡[１５￣１６]ꎮ 本研究结果显示ꎬ过表
达 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 后ꎬ癫痫大鼠神经细胞中 Ｂｃｌ￣２ 表达水
平明显升高ꎬ而 Ｂａｘ 及 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达水平均
显著降低ꎬ表明过表达 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 可通过调控细胞凋
亡基因表达进而抑制神经细胞凋亡ꎻ进一步检测氧化
应激指标发现ꎬ过表达 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 后ꎬ癫痫大鼠神经

细胞中 ＧＳＨ 及 ＭＤＡ 含量均显著升高ꎬ而 ＲＯＳ 水平显
著降低ꎬ表明过表达 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 可通过抑制神经细胞
氧化应激反应进而减轻神经细胞损伤程度ꎮ

ＶＤＡＣ１ 是一种多功能蛋白ꎬ在哺乳动物线粒体膜
上广泛分布ꎬ是线粒体通透性转换孔道(ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ
ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｐｏｒｅꎬｍＰＴＰ)的重要组成部分ꎬ主
要调节 ｍＰＴＰ 的开放与关闭[１７]ꎮ ＶＤＡＣ１ 蛋白主要控
制代谢物、核苷酸及离子转运ꎬ与细胞氧化应激及线粒
体介导的细胞凋亡密切相关[１８]ꎮ Ｎａｇａｋａｎｎａｎ 等[１９] 研
究发现抑制 ＶＤＡＣ１ 表达对谷氨酸诱导的海马 ＨＴ２２
细胞氧化损伤及线粒体裂解具有一定保护作用ꎻＭｏ
等[２０]发现富含氢的生理盐水能通过刺激上调 Ｂｃｌ￣２ 表
达、下调 ＶＤＡＣ１ 活性ꎬ抑制神经细胞凋亡ꎬ降低高糖
对神经细胞的损伤作用ꎻＳｈｏｓｈａｎ￣Ｂａｒｍａｔｚ 等[２１] 发现阿
尔茨海默病模型细胞中 ＶＤＡＣ１ 高表达ꎬ从而导致细
胞死亡ꎮ 本研究结果显示大鼠癫痫样神经细胞中
ＶＤＡＣ１ 蛋白表达水平显著升高ꎻ荧光素酶实验验证
ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ 与 ＶＤＡＣ１ 存在靶向调控关系ꎬｍｉＲ￣８７５￣５ｐ
负调控 ＶＤＡＣ１ 表达ꎮ 线粒体是活性氧 ＲＯＳ 的主要来
源ꎬＤｅｈａｒｔ 等[２２] 已证实 ＶＤＡＣ１ 参与活性氧从线粒体
向胞质释放过程ꎬ本研究发现大鼠癫痫样神经细胞在
沉默 ＶＤＡＣ１ 后ꎬ其 ＲＯＳ 水平显著降低ꎬ也进一步证实
沉默 ＶＤＡＣ１ 可抑制神经细胞氧化应激反应进而减轻
神经细胞损伤程度ꎮ

综上所述ꎬ本研究结果表明ꎬ过表达 ｍｉＲ￣８７３￣５ｐ
可通过调控 ＶＤＡＣ１ 表达进而减少神经细胞凋亡ꎬ还
可抑制神经细胞氧化应激反应ꎬ对受损神经细胞具有
保护作用ꎮ
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(修回日期:２０２０￣０９￣２９)
(本文编辑:易　 浩)

读者作者编者
本刊对来稿中统计学处理的有关要求

１. 统计研究设计:应交代统计研究设计的名称和主要做法ꎮ 如调查设计(分为前瞻性、回顾性或横断面调查研究)ꎻ实验设计

(应交代具体的设计类型ꎬ如自身配对设计、成组设计、交叉设计、析因设计、正交设计等)ꎻ临床试验设计(应交代属于第几期临床试

验ꎬ采用了何种盲法措施等)ꎮ 主要做法应围绕 ４ 个基木原则(随机、对照、重复、均衡)概要说明ꎬ尤其要交代如何控制重要非试验

因素的干扰和影响ꎮ
２.资料的表达与描述:用(ｘ－±ｓ)表达近似服从正态分布的定量资料ꎬ用 Ｍ(ＱＲ)表达呈偏态分布的定量资料ꎻ用统计表时ꎬ要合理

安排纵横标目ꎬ并将数据的含义表达清楚ꎻ用统计图时ꎬ所用统计图的类型应与资料性质相匹配ꎬ并使数轴上刻度值的标法符合数

学原则ꎻ用相对数时ꎬ分母不宜小于 ２０ꎬ要注意区分百分率与百分比ꎮ
３. 统计分析方法的选择:对于定量资料ꎬ应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的ꎬ选用合适的统计分析方法ꎬ

不应盲目套用 ｔ 检验和单因素方差分析ꎻ对于定性资料ꎬ应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备的条件以及分析

目的ꎬ选用合适的统计分析方法ꎬ不应盲目套用 ２ 检验ꎮ 对于回归分析ꎬ应结合专业知识和散布图ꎬ选用合适的回归类型ꎬ不应盲

目套用简单直线回归分析ꎬ对具有重复实验数据的回归分析资料ꎬ不应简单化处理ꎻ对于多因素、多指标资料ꎬ要在一元分析的基础

上ꎬ尽可能运用多元统计分析方法ꎬ以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系进行全面、合理的解释和评价ꎮ
４. 统计结果的解释和表达:当 Ｐ<０.０５(或 Ｐ<０.０１)时ꎬ应说明对比组之间的差异有统计学意义ꎬ而不应说对比组之间具有显著

性(或非常显著性)的差别ꎻ应写明所用统计分析方法的具体名称(如:成组设计资料的 ｔ 检验、两因素析因设计资料的方差分析、多
个均数之间两两比较的 ｑ 检验等)ꎬ统计量的具体值(如 ｔ＝ ３.４５ꎬ２ ＝ ４.６８ꎬＦ＝ ６.７９ 等)ꎬ应尽可能给出具体的 Ｐ 值(如 Ｐ ＝ ０.０２３８)ꎻ
当涉及到总体参数(如总体均数、总体率等)时ꎬ在给出显著性检验结果的同时ꎬ再给出 ９５％可信区间ꎮ
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