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　　摘　要：　目的　通过进行体外氧葡萄糖剥夺／复氧（ＯＧＤ／Ｒ）诱导海马神经元损伤，观察环状 ＲＮＡ含 ＨＥＣＴ
结构域的Ｅ３泛素连接酶１（Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１）对 ＨＴ２２细胞增殖、凋亡的影响以及对微小 ＲＮＡ１３５ａ５ｐ（ｍｉＲ１３５ａ
５ｐ）／肿瘤蛋白５３诱导型核蛋白１（ＴＰ５３ＩＮＰ１）轴的调控机制。方法　常规培养 ＨＴ２２细胞，将细胞分为 Ｃｏｎ组、
ＯＧＤ／Ｒ组、ｓｉＮＣ组、ｓｉＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１组、ｍｉＲＮＣ组、ｍｉＲ１３５ａ５ｐ组、ｓｉＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组、ｓｉＣｉｒｃ＿
ＨＥＣＴＤ１＋ａｎｔｉｍｉＲ１３５ａ５ｐ组。ｑＲＴＰＣＲ法检测 Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１、ｍｉＲ１３５ａ５ｐ、ＴＰ５３ＩＮＰ１ｍＲＮＡ表达；ＭＴＴ检测细
胞活性；流式细胞术检测细胞凋亡；双荧光素酶报告基因实验验证 Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１与 ｍｉＲ１３５ａ５ｐ、ｍｉＲ１３５ａ５ｐ与
ＴＰ５３ＩＮＰ１的靶向关系；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＴＰ５３ＩＮＰ１蛋白表达。结果　ＯＧＤ／Ｒ诱导后 ＨＴ２２细胞中
Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１与ＴＰ５３ＩＮＰ１表达上调，ｍｉＲ１３５ａ５ｐ表达下调，细胞存活率和Ｂｃｌ２蛋白表达显著下降，凋亡率和Ｂａｘ
蛋白表达显著升高（均Ｐ＜０．０５）。沉默Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１表达能够显著上调ＯＧＤ／Ｒ诱导的ＨＴ２２细胞中ｍｉＲ１３５ａ５ｐ
表达，下调ＴＰ５３ＩＮＰ１表达，提高细胞存活率和 Ｂｃｌ２蛋白表达，降低细胞凋亡率和 Ｂａｘ蛋白表达（均 Ｐ＜０．０５）。
Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１与ｍｉＲ１３５ａ５ｐ、ｍｉＲ１３５ａ５ｐ与ＴＰ５３ＩＮＰ１之间均存在靶向关系。过表达ｍｉＲ１３５ａ５ｐ能够显著下调
ＴＰ５３ＩＮＰ１表达，提高细胞存活率、Ｂｃｌ２蛋白表达，降低细胞凋亡率、Ｂａｘ蛋白表达（均Ｐ＜０．０５）。而抑制ｍｉＲ１３５ａ
５ｐ表达能够部分逆转沉默Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１对 ＨＴ２２细胞损伤的保护作用。结论　沉默 Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１可通过调节
ｍｉＲ１３５ａ５ｐ／ＴＰ５３ＩＮＰ１轴，促进细胞存活，抑制细胞凋亡，保护ＯＧＤ／Ｒ诱导的海马神经元损伤。
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ＨＥＣＴＤ１）ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＴ２２ｃｅｌｌｓａｎｄｉｔｓｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｎｔｈｅｍｉｃｒｏＲＮＡ１３５ａ５ｐ（ｍｉＲ
１３５ａ５ｐ）／ｔｕｍｏｒｐｒｏｔｅｉｎ５３ｉｎｄｕｃｅｄｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎ１（ＴＰ５３ＩＮＰ１）ａｘｉｓｂｙｉｎｖｉｔｒｏｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ
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ｗｅｒｅｒｅｍａｒｋａｂｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅｒｅｍａｒｋａｂｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（ａｌｌＰ＜０．０５）．Ｓｉ
ｌｅｎｃｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１ｃｏｕｌｄｒｅｍａｒｋａｂｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１３５ａ５ｐｉｎＯＧＤ／Ｒｉｎｄｕｃｅｄ
ＨＴ２２ｃｅｌｌｓ，ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＰ５３ＩＮＰ１，ｉｎｃｒｅａｓｅｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅａｎｄＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｄｅｃｒｅａｓｅｃｅｌｌａｐ
ｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅａｎｄＢｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ａｌｌＰ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｗａｓａｔａｒｇｅｔｉｎｇｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１ａｎｄｍｉＲ
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　　脑卒中是一种严重的心脑血管疾病，主要包括
缺血性脑卒中和出血性脑卒中，其中缺血性脑卒中

主要表现为脑血管破裂或阻塞导致血流量减少，引

起神经功能受损，最终导致脑部病变，发病率、致死
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致残率均极高［１，２］。缺血性脑卒中的发生机制复

杂，多种因素导致神经元损伤与凋亡，如代谢异常、

氧化应激及钙离子超载等［３］，目前临床上对于脑卒

中仍缺少有效的治疗药物。环状 ＲＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｒ
ＲＮＡ，ｃｉｒｃＲＮＡ）是一种单链环状、共价闭合的非编码
ＲＮＡ，可通过调控多种信号通路参与多种疾病的发
生发展［４～６］。环状ＲＮＡ含ＨＥＣＴ结构域的Ｅ３泛素
连接酶１（ｃｉｒｃＲＮＡＨＥＣＴｄｏｍａｉｎＥ３ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｌｉｇａｓｅ
１，Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１）在缺血脑组织中表达升高，抑制
Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１表达能够显著改善脑梗死，减轻神经
元损伤［７］。研究发现，ｍｉＲ１３５ａ５ｐ在氧葡萄糖剥
夺／复氧 （ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，
ＯＧＤ／Ｒ）诱导的 ＰＣ１２细胞中表达减少，过表达
ｍｉＲ１３５ａ５ｐ能够显著改善 ＯＧＤ／Ｒ诱导产生的氧
化应激反应，抑制炎症反应，减少细胞凋亡［８］。肿

瘤蛋白５３诱导型核蛋白１（ｔｕｍｏｒｐｒｏｔｅｉｎ５３ｉｎｄｕｃｅｄ
ｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎ１，ＴＰ５３ＩＮＰ１）是一种促凋亡蛋白，参
与多种肿瘤引起的细胞应激反应，可诱导细胞生长

停滞，引起细胞凋亡［９，１０］。生物信息学网站预测可

知ＴＰ５３ＩＮＰ１是 ｍｉＲ１３５ａ５ｐ的靶基因。本研究通
过进行体外ＯＧＤ／Ｒ诱导海马神经元损伤，观察Ｃｉｒｃ
＿ＨＥＣＴＤ１对 ＨＴ２２细胞增殖、凋亡的影响以及对
ｍｉＲ１３５ａ５ｐ／ＴＰ５３ＩＮＰ１轴的调控机制。
１　材料和方法
１．１　细胞与主要试剂　ＨＴ２２小鼠海马神经元

细胞由中科院细胞生物研究所提供。胎牛血清

（ＦＢＳ，１００９９１４１）、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒
（ＢＴ１１６６８０１９）均购自美国赛默飞公司；青链霉素
（Ｒ３４７０）购自北京康纳瑞生物公司；ｓｉＣｉｒｃ＿
ＨＥＣＴＤ１、ｍｉＲ１３５ａ５ｐ模拟物（ｍｉＲ１３５ａ５ｐ）、ａｎｔｉ
ｍｉＲ１３５ａ５ｐ及其阴性转染物（ｓｉＮＣ、ｍｉＲＮＣ、ａｎｔｉ
ｍｉＲＮＣ）、Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１野 生 型 质 粒 （Ｃｉｒｃ＿
ＨＥＣＴＤ１ＷＴ）与突变型质粒（Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１ＭＵＴ）、
ＴＰ５３ＩＮＰ１野生型质粒（ＴＰ５３ＩＮＰ１ＷＴ）与突变型质
粒（ＴＰ５３ＩＮＰ１ＭＵＴ）均购自北京六合华大基因公
司；ＴＲＩｚｏｌ试剂盒（ＳＨ２３６６）购自北京凯诗源生物
公司；荧光定量 ＰＣＲ检测试剂盒（ＢＫ２１００）购自百
奥迈科生物公司；ＭＴＴ细胞增殖检测试剂盒
（Ｍ１０２０）购自北京索莱宝生物公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡试剂盒（Ｋ２０１１００）购自北京博迈斯科
技公司；双荧光素酶报告基因实验检测试剂盒

（ＡＡＴ１２５１８）购自美国 ＡＡＴＢｉｏｑｕｅｓｔ公司；Ｂａｘ抗
体（ａｂ１８２７３３）、Ｂｃｌ２抗体（ａｂ１９６４９５）、ＴＰ５３ＩＮＰ１抗
体（ａｂ２０２０２６）、羊抗兔二抗（ａｂ６７２１）购自英国 Ａｂ
ｃａｍ公司。

１．２　主要仪器　ＪＤＣＷ１６实时荧光定量 ＰＣＲ
仪购自山东竞道光电科技有限公司；ＥＸＦＬＯＷ系列
流式细胞仪购自北京达科为生物技术公司；ＬＯＮＺＡ
ＥＬｘ８０８酶标仪购自美国ＬＯＮＺＡ公司；ＡｚｕｒｅＢｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓＣ１５０凝胶成像系统购自美国Ａｚｕｒｅ公司。
１．３　细胞培养与分组转染　常规培养复苏

ＨＴ２２细胞，并培养于含１０％ ＦＢＳ，１％青链霉素双
抗的正常 ＤＭＥＭ培养基中，置于３７℃、５％ＣＯ２恒
温培养箱中进行传代培养，待细胞融合≥８０％后采
用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒将 ｓｉＮＣ、ｓｉＣｉｒｃ＿
ＨＥＣＴＤ１、ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ１３５ａ５ｐ、ｓｉＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１＋
ａｎｔｉｍｉＲＮＣ、ｓｉＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１＋ａｎｔｉｍｉＲ１３５ａ５ｐ分
别转染至ＨＴ２２细胞中，依次作为 ｓｉＮＣ组、ｓｉＣｉｒｃ＿
ＨＥＣＴＤ１组、ｍｉＲＮＣ组、ｍｉＲ１３５ａ５ｐ组、ｓｉＣｉｒｃ＿
ＨＥＣＴＤ１＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组、ｓｉＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１＋ａｎｔｉ
ｍｉＲ１３５ａ５ｐ组，另将未进行转染的细胞作为 Ｃｏｎ
组、ＯＧＤ／Ｒ组。
１．４　模型建立　除 Ｃｏｎ组外，其它７组建立

ＯＧＤ／Ｒ模型：弃去原来的培养液，ＰＢＳ冲洗细胞，加
入不含ＦＢＳ的无糖ＤＭＥＭ培养基，置于常规恒温培
养箱中培养２ｈ，转移至含有９４％Ｎ２、５％ＣＯ２、１％Ｏ２
的缺氧培养基中培养６ｈ，然后更换正常 ＤＭＥＭ培
养基，转移至常规恒温培养箱中继续培养１２ｈ。
１．５　ｑＲＴＰＣＲ法检测 Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１、ｍｉＲ

１３５ａ５ｐ、ＴＰ５３ＩＮＰ１ｍＲＮＡ表达　收集各组ＨＴ２２细
胞，采用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取各组细胞总 ＲＮＡ，逆转录
得到 ｃＤＮＡ，采用荧光定量 ＰＣＲ检测试剂盒检测
Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１、ｍｉＲ１３５ａ５ｐ、ＴＰ５３ＩＮＰ１ｍＲＮＡ表达，
以ＧＡＰＤＨ和Ｕ６为内参，采用２－△△Ｃｔ法计算目的基
因相对表达量。ｑＲＴＰＣＲ所需引物：Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１
上游引物５’ＣＡＣＧＴＧＴＴＡＴＣＡＧＧＧＧＣＣＴＴ３’，下游
引物 ５’ＣＧＣＣＡＣＣＣＴＴＧＣＴＴＴＴＣＡＴＣ３’；ｍｉＲ１３５ａ
５ｐ上游引物 ５’ＡＣＡＧＣＣＴＣＣＡＴＧＧＧＡＡＴＧＧＡＡＧ
ＣＡＧＧＴＴＧＡ３’，下游引物 ５’ＴＧＧＡＧＴＧＴＧＧＣＧＴ
ＴＣＧ３’；ＴＰ５３ＩＮＰ１上游引物５’ＴＧＧＣＡＣＴＴＡＴＴＴＣ
ＣＧＣＣＴＧＴＡ３’， 下 游 引 物 ５’ＣＧＴＧＧＣＴＧ
ＧＡＡＧＡＡＧＴＡＧＴＧＡ３’；Ｕ６上游引物５’ＣＧＣＴＴＣＧ
ＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣ３’，下 游 引 物 ５’ＴＴＣＡＣ
ＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ３’；ＧＡＰＤＨ 上游引物 ５’
ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ３’，下 游 引 物 ５’
ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ３’。
１．６　ＭＴＴ检测细胞活性　收集各组 ＨＴ２２细

胞，将细胞密度调整为１×１０５个／ｍｌ，接种至９６孔
板，每孔加入１００μｌ细胞悬液，待细胞铺满孔底，每孔
加入５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ溶液１０μｌ，３７℃培养４ｈ，弃去培
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养液，每孔加入ＤＭＳＯ１５０μｌ，摇床上震荡１０ｍｉｎ，使
结晶充分溶解，使用酶标仪于５７０ｎｍ波长处测定吸
光度值（ＯＤ值），计算各组细胞存活率：细胞存活率
（％）＝实验组ＯＤ值／Ｃｏｎ组ＯＤ值×１００％。
１．７　流式细胞术检测细胞凋亡　收集各组

ＨＴ２２细胞，调整细胞浓度为 ５×１０５个／ｍｌ。取
５００μｌ细胞悬液，加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ溶液和
５μｌＰＩ溶液，孵育１０ｍｉｎ，混匀后采用流式细胞仪
检测细胞凋亡率。

１．８　双荧光素酶报告基因实验验证ｍｉＲ１３５ａ５ｐ
与 Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１、ＴＰ５３ＩＮＰ１的靶向关系　根据 ｍｉＲ
１３５ａ５ｐ与Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１、ＴＰ５３ＩＮＰ１序列间的互补结合
位点，构建Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１、ＴＰ５３ＩＮＰ１野生型和突变型质
粒载体（Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１ＷＴ与 Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１ＭＵＴ、
ＴＰ５３ＩＮＰ１ＷＴ与ＴＰ５３ＩＮＰ１ＭＵＴ），并将其分别与ｍｉＲ
ＮＣ和ｍｉＲ１３５ａ５ｐ共转染至ＨＴ２２细胞中，转染４８ｈ
后，采用双荧光素酶报告基因实验检测试剂盒检测荧

光素酶活性，以萤火虫荧光素酶活性与海肾荧光素酶

活性的比值作为相对荧光素酶活性。

１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＴＰ５３ＩＮＰ１蛋
白表达　收集各组ＨＴ２２细胞，加入ＲＩＰＡ裂解液提取
总蛋白，采用ＢＣＡ法检测蛋白浓度，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电
泳，转移至ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂牛奶３７℃封闭２ｈ，加
入 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＴＰ５３ＩＮＰ１一抗，４℃孵育过夜，再加入
ＨＲＰ标记的二抗，３７℃孵育２ｈ，ＥＣＬ显色后使用凝胶
成像系统获取图像并分析条带灰度值，以βａｃｔｉｎ为内
参，计算目的蛋白的相对表达量。

１．１０　统计学方法　采用ＳＰＳＳ２０．０统计学软

件进行数据分析，计量数据以均数 ±标准差（χ±ｓ）
表示，多组间比较采用单因素方差分析，进一步两两

比较采用ＳＮＫｑ检验，两组间比较采用 ｔ检验。以
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。
２　结　果
２．１　Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１、ｍｉＲ１３５ａ５ｐ、ＴＰ５３ＩＮＰ１在

ＯＧＤ／Ｒ诱导的 ＨＴ２２细胞损伤中的表达　与 Ｃｏｎ
组比较，ＯＧＤ／Ｒ组 Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１与 ＴＰ５３ＩＮＰ１ｍＲ

ＮＡ表达均上调，ｍｉＲ１３５ａ５ｐ表达下调（Ｐ＜０．０５）。
结果（见表１）。
２．２　沉默 Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１表达对 ＯＧＤ／Ｒ诱导

的ＨＴ２２细胞损伤及 ｍｉＲ１３５ａ５ｐ、ＴＰ５３ＩＮＰ１表达
的影响　与 Ｃｏｎ组比较，ＯＧＤ／Ｒ组 ＨＴ２２细胞存活
率和Ｂｃｌ２蛋白表达降低，凋亡率和 Ｂａｘ蛋白表达
升高（Ｐ＜０．０５）；与 ＯＧＤ／Ｒ组、ｓｉＮＣ组比较，ｓｉ
Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１组Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１、ＴＰ５３ＩＮＰ１ｍＲＮＡ和
蛋白表达降低，ｍｉＲ１３５ａ５ｐ表达升高，存活率和
Ｂｃｌ２蛋白表达升高，凋亡率和 Ｂａｘ蛋白表达降低
（Ｐ＜０．０５）。结果（见图１、图２和表２、表３）。
２．３　Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１与 ｍｉＲ１３５ａ５ｐ、ｍｉＲ１３５ａ

５ｐ与ＴＰ５３ＩＮＰ１的靶向关系　生物信息学网站（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｓｔａｒｂａｓｅ．ｓｙｓｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）预测可知，
Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１与 ｍｉＲ１３５ａ５ｐ、ｍｉＲ１３５ａ５ｐ与
ＴＰ５３ＩＮＰ１序列间均具有互补结合位点（见图 ３）。
与转染ｍｉＲＮＣ比较，转染 ｍｉＲ１３５ａ５ｐ的 ＨＴ２２细
胞中Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１ＷＴ以及 ＴＰ５３ＩＮＰ１ＷＴ的相对
荧光素酶活性降低（Ｐ＜０．０５）；但对 Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１
ＭＵＴ和 ＴＰ５３ＩＮＰ１ＭＵＴ的相对荧光素酶活性无显
著影响（Ｐ＞０．０５）。结果（见表４）。
２．４　过表达 ｍｉＲ１３５ａ５ｐ对 ＯＧＤ／Ｒ诱导的

ＨＴ２２细胞损伤及 ＴＰ５３ＩＮＰ１表达的影响　与 Ｃｏｎ
组比较，ＯＧＤ／Ｒ组 ＴＰ５３ＩＮＰ１ｍＲＮＡ和蛋白表达均
升高（Ｐ＜０．０５）；与 ＯＧＤ／Ｒ组、ｍｉＲＮＣ组比较，
ｍｉＲ１３５ａ５ｐ组 ｍｉＲ１３５ａ５ｐ表达升高，ＴＰ５３ＩＮＰ１
ｍＲＮＡ和蛋白表达均降低，细胞存活率和 Ｂｃｌ２蛋
白表达升高，凋亡率和 Ｂａｘ蛋白表达降低（Ｐ＜
０．０５）。结果（见图４、图５和表５、表６）。

２．５　抑制ｍｉＲ１３５ａ５ｐ逆转沉默Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１
表达对ＯＧＤ／Ｒ诱导的ＨＴ２２细胞损伤的影响　与ｓｉ
Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组比较，ｓｉＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１
＋ａｎｔｉｍｉＲ１３５ａ５ｐ组 ｍｉＲ１３５ａ５ｐ表 达 降 低，
ＴＰ５３ＩＮＰ１ｍＲＮＡ和蛋白表达升高，细胞存活率和
Ｂｃｌ２蛋白表达降低，细胞凋亡率和Ｂａｘ蛋白表达升
高（Ｐ＜０．０５）。结果（见图６、图７和表７、表８）。

表１　各组ＨＴ２２细胞中Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１、ｍｉＲ１３５ａ５ｐ、ＴＰ５３ＩＮＰ１ｍＲＮＡ表达比较（ｘ±ｓ）

组别 Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１ ｍｉＲ１３５ａ５ｐ ＴＰ５３ＩＮＰ１ｍＲＮＡ

Ｃｏｎ组

ＯＧＤ／Ｒ组

ｔ值

Ｐ值

１．０１±０．０９

２．４６±０．２３

１４．３８１

＜０．００１

１．００±０．１０

０．３３±０．０３

１５．７１９

＜０．００１

１．０７±０．１１

２．７３±０．３２

１２．０１７

＜０．００１
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表２　各组ＨＴ２２细胞Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１、ｍｉＲ１３５ａ５ｐ、ＴＰ５３ＩＮＰ１ｍＲＮＡ表达存活率、凋亡率比较（ｘ±ｓ）

组别 Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１ ｍｉＲ１３５ａ５ｐ ＴＰ５３ＩＮＰ１ｍＲＮＡ 存活率（％） 凋亡率（％）

Ｃｏｎ组

ＯＧＤ／Ｒ组

ｓｉＮＣ组

ｓｉＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１组

１．００±０．１０

２．５８±０．３５ａ

２．４９±０．３２

１．５４±０．１５ｂ

１．０１±０．０９

０．３５±０．０４ａ

０．３４±０．０５

０．６７±０．０６ｂ

１．０３±０．１０

２．７５±０．３４ａ

２．７４±０．３５

１．９７±０．２６ｂ

９８．５２±５．４１

５３．９６±４．５４ａ

５４．２８±４．４６

７４．９５±５．２９ｂ

７．６１±０．６０

４３．２１±３．８３ａ

４１．８２±４．３３

２３．９５±２．７９ｂ

　　与Ｃｏｎ组比较ａＰ＜０．０５；与ｓｉＮＣ组比较ｂＰ＜０．０５

表３　各组ＨＴ２２细胞中ＴＰ５３ＩＮＰ１、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达比较（ｘ±ｓ）

组别 ＴＰ５３ＩＮＰ１ Ｂａｘ Ｂｃｌ２

Ｃｏｎ组

ＯＧＤ／Ｒ组

ｓｉＮＣ组

ｓｉＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１组

０．２５±０．０３

０．６８±０．０５ａ

０．６９±０．０６

０．４３±０．０４ｂ

０．１２±０．０１

０．５４±０．０５ａ

０．５６±０．０８

０．２９±０．０２ｂ

０．７７±０．０７

０．２２±０．０２ａ

０．２４±０．０２

０．４６±０．０６ｂ

　　与Ｃｏｎ组比较ａＰ＜０．０５；与ｓｉＮＣ组比较ｂＰ＜０．０５

表４　双荧光素酶报告基因实验（ｘ±ｓ）

组别 Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１ＷＴ Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１ＭＵＴ ＴＰ５３ＩＮＰ１ＷＴ ＴＰ５３ＩＮＰ１ＭＵＴ

ｍｉＲＮＣ

ｍｉＲ１３５ａ５ｐ

ｔ值

Ｐ值

１．０８±０．１０

０．５５±０．０５

１１．６１２

＜０．００１

１．０１±０．１０

０．９２±０．０９

１．６３９

０．１３２

１．０２±０．０９

０．３７±０．０４

１６．１６６

＜０．００１

１．００±０．０７

０．９８±０．１０

０．４０１

０．６９７

表５　各组ＨＴ２２细胞ｍｉＲ１３５ａ５ｐ、ＴＰ５３ＩＮＰ１ｍＲＮＡ表达、存活率与凋亡率比较（ｘ±ｓ）

组别 ｍｉＲ１３５ａ５ｐ ＴＰ５３ＩＮＰ１ｍＲＮＡ 存活率（％） 凋亡率（％）

Ｃｏｎ组

ＯＧＤ／Ｒ组

ｍｉＲＮＣ组

ｍｉＲ１３５ａ５ｐ组

１．０２±０．１０

０．３７±０．０５ａ

０．３６±０．０４

０．７９±０．０６ｂ

１．０６±０．１０

２．６７±０．２６ａ

２．７１±０．３１

１．７２±０．２１ｂ

９７．３３±６．１９

５４．２６±４．３７ａ

５４．８７±４．６３

７２．７４±５．２６ｂ

７．４３±０．７７

４２．５４±２．３３ａ

４２．９３±２．５１

２４．３６±１．６１ｂ

　　与Ｃｏｎ组比较ａＰ＜０．０５；与ｍｉＲＮＣ组比较ｂＰ＜０．０５

表６　各组ＨＴ２２细胞中ＴＰ５３ＩＮＰ１、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达比较（ｘ±ｓ）

组别 ＴＰ５３ＩＮＰ１ Ｂａｘ Ｂｃｌ２

Ｃｏｎ组

ＯＧＤ／Ｒ组

ｍｉＲＮＣ组

ｍｉＲ１３５ａ５ｐ组

０．２３±０．０２

０．６５±０．０６ａ

０．６７±０．０７

０．４１±０．０４ｂ

０．１６±０．０２

０．６１±０．０５ａ

０．５８±０．０６

０．３２±０．０３ｂ

０．７１±０．０７

０．２６±０．０２ａ

０．２３±０．０２

０．４１±０．０５ｂ

　　与Ｃｏｎ组比较ａＰ＜０．０５；与ｍｉＲＮＣ组比较ｂＰ＜０．０５
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表７　各组ＨＴ２２细胞ｍｉＲ１３５ａ５ｐ、ＴＰ５３ＩＮＰ１ｍＲＮＡ表达、存活率与凋亡率比较（ｘ±ｓ）

组别 ｍｉＲ１３５ａ５ｐ ＴＰ５３ＩＮＰ１ｍＲＮＡ 存活率（％） 凋亡率（％）

ｓｉＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组

ｓｉＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１＋ａｎｔｉｍｉＲ１３５ａ５ｐ组

ｔ值

Ｐ值

０．６９±０．０６

０．４５±０．０３

８．７６４

＜０．００１

２．０３±０．１９

１．３２±０．１３

７．５５４

＜０．００１

７５．２１±５．２３

５７．６６±４．３７

６．３０８

＜０．００１

２３．７５±３．２８

４２．７１±４．１４

８．７９３

＜０．００１

表８　各组ＨＴ２２细胞ＴＰ５３ＩＮＰ１、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达比较（ｘ±ｓ）

组别 ＴＰ５３ＩＮＰ１ Ｂａｘ Ｂｃｌ２

ｓｉＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组

ｓｉＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１＋ａｎｔｉｍｉＲ１３５ａ５ｐ组

ｔ值

Ｐ值

０．４４±０．０４

０．７２±０．０７

８．５０７

＜０．００１

０．３１±０．０３

０．６７±０．０７

１１．５７９

＜０．００１

０．５２±０．０５

０．２４±０．０３

１１．７６２

＜０．００１

图１　各组ＨＴ２２细胞凋亡流式图

　　　Ａ：Ｃｏｎ组；Ｂ：ＯＧＤ／Ｒ组；Ｃ：ｓｉＮＣ组；Ｄ：ｓｉＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１组

　　　图２　各组ＨＴ２２细胞中ＴＰ５３ＩＮＰ１、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达

　　图３　Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１与ｍｉＲ１３５ａ５ｐ、ｍｉＲ１３５ａ５ｐ与ＴＰ５３ＩＮＰ１

结合位点

图４　各组ＨＴ２２细胞凋亡流式图
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　　Ａ：Ｃｏｎ组；Ｂ：ＯＧＤ／Ｒ组；Ｃ：ｍｉＲＮＣ组；Ｄ：ｍｉＲ１３５ａ５ｐ组

　　图５　各组ＨＴ２２细胞中ＴＰ５３ＩＮＰ１、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达

　　ｓｉＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组；ｓｉＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１＋ａｎｔｉｍｉＲ

１３５ａ５ｐ组

图６　各组ＨＴ２２细胞凋亡流式图

　　Ａ：ｓｉＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组；Ｂ：ｓｉＣｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１＋ａｎｔｉ

ｍｉＲ１３５ａ５ｐ组

　　图７　各组ＨＴ２２细胞ＴＰ５３ＩＮＰ１、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达

　　３　讨　论

近年来脑卒中的发病率与死亡率逐年升高，目

前临床上对于脑卒中的治疗药物主要是神经保护类

药物，其靶点单一，易出现耐药性，寻找新的治疗靶

点是脑血管疾病的研究重点［１１，１２］。细胞凋亡是缺血

性脑卒中神经元损伤的主要形式，缺血后脑组织中

大量氧自由基的产生导致促炎因子释放，最终引起

细胞损坏和凋亡［１３，１４］。海马区是脑缺血后最易受损

的区域［１５］，本实验采用小鼠海马神经元 ＨＴ２２细胞

建立ＯＧＤ／Ｒ诱导细胞损伤体外模型，结果显示，

ＯＧＤ／Ｒ诱导后ＨＴ２２细胞存活率降低，凋亡率升高，

Ｂａｘ表达升高，Ｂｃｌ２表达降低，提示海马神经元

ＨＴ２２细胞受损，细胞发生凋亡，与袁美玲等［１６］研究

结果一致。

研究发现［１７］，沉默Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１表达可有效降

低癫痫模型小鼠海马神经元凋亡，减轻炎症反应。

另有研究证实［１８］，Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１敲除后，通过调节

ｍｉＲ２７ａ３ｐ／ＦＳＴＬ１轴，减轻 ＯＧＤ／Ｒ诱导 ＨＴ２２细胞

损伤，为脑梗死的治疗提供新的靶点。本研究发现

沉默Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１可通过抑制细胞凋亡减轻 ＨＴ２２

细胞损伤，与Ｚｈａｎｇ等［１８］研究结果一致，但具体作用

机制尚不完全清晰。

ｍｉＲ１３５ａ５ｐ已被证实在脑缺氧／复氧损伤中发

挥关键作用［１９］。研究发现，Ｍ２小胶质细胞来源的

ｍｉＲ１３５ａ５ｐ表达上调，抑制神经元自噬，减轻缺血

性脑损伤［２０］。ＴＰ５３ＩＮＰ１影响 ＯＧＤ／Ｒ诱导的神经

元细胞活力，促进神经元中炎症与氧化应激的发生，

诱导细胞凋亡［２１，２２］。本研究结果显示，ＨＴ２２细胞中

ＴＰ５３ＩＮＰ１上调，ｍｉＲ１３５ａ５ｐ下调；双荧光素酶报告

基因检测证实 ＴＰ５３ＩＮＰ１是 ｍｉＲ１３５ａ５ｐ的靶基因；

且过表达 ｍｉＲ１３５ａ５ｐ可通过下调 ＴＰ５３ＩＮＰ１表达

减轻ＨＴ２２细胞损伤。另外，双荧光素酶报告基因检

测证实，ｍｉＲ１３５ａ５ｐ是 Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１的靶基因；且

沉默Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１可显著上调 ｍｉＲ１３５ａ５ｐ表达，

下调ＴＰ５３ＩＮＰ１表达，而抑制 ｍｉＲ１３５ａ５ｐ表达能够

显著逆转沉默Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１对 ＨＴ２２细胞损伤的保

护作用。以上研究结果提示Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１可通过调

控ｍｉＲ１３５ａ５ｐ／ＴＰ５３ＩＮＰ１信号轴发挥对海马神经

元损伤的保护作用。

综上所述，沉默 Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１表达能够有效减

少细胞凋亡，促进细胞增殖，保护 ＯＧＤ／Ｒ诱导的海

马神经元损伤，且其作用机制可能与调节 ｍｉＲ１３５ａ

５ｐ／ＴＰ５３ＩＮＰ１信号轴有关。但目前缺血性脑卒中发
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病机制复杂，Ｃｉｒｃ＿ＨＥＣＴＤ１在缺血性脑卒中的研究

尚少，其具体影响机制还需进一步深入探索。
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