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miR-20b-5p靶向MAPK1调控脑出血过程中脑微血管内皮细胞铁死亡 *
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摘要 目的：探讨 miR-20b-5p对氧糖剥夺（OGD）/Hemin处理的脑微血管内皮细胞（BMVEC）功能的影响及机制。方法：将

BMVEC分为 Control组、agomir-NC组、agomir-miR-20b-5p组、antagomir-NC组和 antagomir-miR-20b-5p组。使用 Lipofectamine

2000 试剂对细胞进行相应的转染处理。BMVEC 转染后，将 BMVEC 再分为 Control 组、OGD/Hemin 组 （O/H 组）、

OGD/Hemin+agomir-NC 组 （O/H+agomir-NC 组 ）、OGD/Hemin+agomir-miR-20b-5p 组 （O/H+agomir-miR-20b-5p 组 ）、

OGD/Hemin+antagomir-NC组（O/H+antagomir-NC组）和 OGD/Hemin+antagomir-miR-20b-5p组（O/H+antagomir-miR-20b-5p组）。

Control组 BMVEC正常培养，其他组 BMVEC进行 OGD/Hemin处理。MTT法检测 BMVEC增殖，TUNEL染色检测 BMVEC凋

亡，Transwell检测 BMVEC迁移。使用试剂盒检测超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）和丙二醛（MDA）水平。

使用 Iron Assay试剂盒检测 Fe2+含量。通过 qRT-PCR检测 miR-20b-5p和MAPK1 mRNA水平。通过Western blot检测MAPK1、

Bax、Bcl-2、谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）和前列腺素内过氧化物合酶 2（PTGS2）蛋白表达水平。通过免疫荧光染色检测MAPK1

的荧光强度水平。结果：与 Control组和 agomir-NC组比较，agomir-miR-20b-5p组 BMVEC中的 miR-20b-5p水平升高（P<0.05）。
与 Control组和 antagomir-NC组比较，antagomir-miR-20b-5p组 BMVEC中的 miR-20b-5p水平降低（P<0.05）。与 Control组比较，

O/H组 BMVEC中的 miR-20b-5p水平降低，细胞活力降低，TUNEL阳性率和 Bax蛋白表达水平升高，Bcl-2蛋白表达水平降低，

迁移数量降低，SOD和 GSH-Px活性降低，MDA含量升高，Fe2+含量和 PTGS2的蛋白表达水平升高，GPX4 的蛋白表达水平降

低，MAPK1 的 mRNA 和蛋白表达水平以及相对荧光强度升高 （P<0.05）。与 O/H 组和 O/H+agomir-NC 组比较，

O/H+agomir-miR-20b-5p组 BMVEC中的 miR-20b-5p水平升高，细胞活力升高，TUNEL阳性率和 Bax蛋白表达水平降低，Bcl-2

蛋白表达水平升高，迁移数量升高，SOD和 GSH-Px活性升高，MDA含量降低，Fe2+含量和 PTGS2的蛋白表达水平降低，GPX4

的蛋白表达水平升高，MAPK1的 mRNA和蛋白表达水平以及相对荧光强度降低（P<0.05）。与 O/H组和 O/H+antagomir-NC组比

较，O/H+antagomir-miR-20b-5p组 BMVEC中的 miR-20b-5p水平降低，细胞活力降低，TUNEL阳性率和 Bax蛋白表达水平升高，

Bcl-2蛋白表达水平降低，迁移数量降低，SOD和 GSH-Px活性降低，MDA含量升高，Fe2+含量和 PTGS2的蛋白表达水平升高，

GPX4 的蛋白表达水平降低，MAPK1 的 mRNA 和蛋白表达水平以及相对荧光强度升高（P<0.05）。结论：本研究表明上调
miR-20b-5p通过抑制 OGD/Hemin处理的 BMVEC中MAPK1的表达从而抑制了铁死亡途径。
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miR-20b-5p Targets MAPK1 to Regulate Ferroptosis of Brain
Microvascular Endothelial Cells during Intracerebral Hemorrhage*

To investigate the effects and mechanism of miR-20b-5p on the function of brain microvascular endothelial

cells (BMVEC) treated with oxygen glucose deprivation (OGD) /Hemin. BMVEC were divided into Control group, agomir-NC

group, agomir-miR-20b-5p group, antagomir-NC group and antagomir-miR-20b-5p group. The cells were transfected with Lipofectamine

2000 reagent. After BMVEC transfection, BMVEC was divided into Control group, OGD/Hemin group (O/H), OGD/Hemin+agomir-NC

group (O/H+agomir-NC), OGD/Hemin+agomir-miR-20b-5p group (O/H+agomir-miR-20b-5p), OGD/Hemin+antagomir-NC group

(O/H+antagomir-NC) and OGD/Hemin+antagomir-miR-20b-5p group (O/H+antagomir-miR-20b-5p). BMVEC in Control group were

cultured normally, and BMVEC in other groups were treated with OGD/Hemin. BMVEC proliferation was detected by MTT assay.

BMVEC apoptosis was detected by TUNEL staining. BMVEC migration was detected by Transwell. The levels of superoxide dismutase

(SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px) and malondialdehyde (MDA) were measured using a commercial kit. Fe2+ content was deter-

mined using Iron Assay kit. The levels of miR-20b-5p and MAPK1 mRNA were detected by qRT-PCR. The protein expression levels of
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MAPK1, Bax, Bcl-2, glutathione peroxidase 4 (GPX4) and prostaglandin peroxidase synthase 2 (PTGS2) were detected by Western blot.

Fluorescence intensity of MAPK1 was detected by immunofluorescence staining. Compared with Control group and agomir-NC

group, the level of miR-20b-5p in BMVEC of agomir-miR-20b-5p group increased (P<0.05). Compared with Control group and an-

tagomir-NC group, the level of miR-20b-5p in BMVEC of antagomir-miR-20b-5p group decreased (P<0.05). Compared with Control

group, miR-20b-5p level in BMVEC of O/H group decreased, cell viability decreased, TUNEL positive rate and Bax protein expression

level increased, Bcl-2 protein expression level decreased, the number of migration decreased, SOD and GSH-Px activity decreased, MDA

content increased, Fe2+ content and PTGS2 protein expression level increased, GPX4 protein expression level decreased, the mRNA and

protein expression level and the relative fluorescence intensity of MAPK1 increas (P<0.05). Compared with O/H group and

O/H+agomir-NC group, the miR-20b-5p level in BMVEC of O/H+agomir-miR-20b-5p group increased, the cell viability increased, the

positive rate of TUNEL and the expression level of Bax protein decreased, the expression level of Bcl-2 protein increased, the number of

migration increased, the activity of SOD and GSH-Px increased, the content of MDA decreased, the content of Fe2+ and the protein

expression level of PTGS2 decreased, the protein expression level of GPX4 increased, the mRNA and protein expression level and the

relative fluorescence intensity of MAPK1 decreased (P<0.05). Compared with O/H group and O/H+antagomir-NC group, miR-20b-5p

level in BMVEC of O/H+antagomir-miR-20b-5p group decreased, cell viability decreased, TUNEL positive rate and Bax protein expres-

sion level increased, Bcl-2 protein expression level decreased, the number of migration decreased, SOD and GSH-Px activity decreased,

MDA content increased, Fe2+ content and PTGS2 protein expression level increased, GPX4 protein expression level decreased, the mRNA

and protein expression level and the relative fluorescence intensity of MAPK1 increased (P<0.05). This study suggests that

upregulation of miR-20b-5p inhibits the ferroptosis pathway by inhibiting the expression of MAPK1 in OGD/Hemin-treated BMVEC.

Intracerebral hemorrhage; Brain microvascular endothelial cells; miR-20b-5p; Mitogen activated protein kinase 1; Fer-

roptosis

前言

脑出血（Intraintracerebral hemorrhage，ICH）是指非外伤性

脑实质内血管破裂引起的出血，病死率和致残率较高[1]。目前，

降低颅压、控制血压、手术治疗是脑出血的主要治疗手段。脑出

血后的血肿占位效应和对周围脑组织的破坏造成了神经细胞

的丢失，并引起了一系列的继发性损伤。目前，脑出血发病过程

中的病理机制尚不明确。多项研究表明，微小 RNA（miRNA）是

一种小的非编码 RNA，参与调节脑出血后的继发性损伤[2,3]。

miR-20b-5p具有多种生物学功能，参与调控癌症、高血压、胰腺

炎、心血管疾病的发病机制[4-7]。据报道，脑出血大鼠脑组织中

miR-20b-5p表达下调[8]，然而，miR-20b-5p 在脑出血中的具体

作用未知。miRNA主要通过识别靶 mRNA的 3'UTR区抑制靶

mRNA表达，从而调控靶基因表达并影响脑出血后的继发性损

伤[9]。在 miRNA的众多靶基因中，丝裂原活化蛋白激酶（Mito-

gen-activated protein kinase，MAPK）家族成员参与脑出血后的

继发性损伤，MAPK家族成员在脑出血大鼠模型中上调，抑制

MAPK可预防脑出血诱导的继发性损伤[10]。MAPK1是MAPK

家族成员之一，在脑出血过程中发挥重要作用[11,12]，一些研究表

明，MAPK调控脑出血进展的机制与铁死亡（Ferroptosis）途径

密切相关 [13,14]。本研究通过生物信息学分析预测 MAPK1是

miR-20b-5p的靶基因。另外，其他文献也报道 miR-20b-5p靶向

调节MAPK1 [8]。脑微血管内皮细胞（Brain microvascular en-

dothelial cells，BMVEC）是研究脑出血病理机制的模型细胞，

BMVEC细胞膜含有丰富的微绒毛且没有孔隙，可限制可溶性

物质从血液进入大脑，参与维持血脑屏障完整性[15,16]，而脑出血

过程中 BMVEC的功能障碍与继发性损伤密切相关[17]。因此，

本研究旨在探讨 miR-20b-5p是否通过靶向MAPK1调控氧糖

剥 夺 （Oxygen-glucose deprivation，OGD）/Hemin 处 理 的

BMVEC的增殖、凋亡、迁移和铁死亡。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验细胞 小鼠 BMVEC细胞（货号：PC-109m）购自武

汉赛奥斯生物科技有限公司。BMVEC在含有 10%胎牛血清、

1%双抗的 DMEM培养基中于 37℃、5% CO2条件下培养。

1.1.2 实验试剂 agomir-NC、agomir-miR-20b-5p、antagomir-NC

和 antagomir-miR-20b-5p、MAPK1-WT 和 MAPK1-MUT 质粒

由上海吉玛基因合成。双荧光素酶报告基因检测试剂盒（货号：

G06001）购自吉玛基因。Lipofectamine 2000（货号：11668-019）

购自美国 Invitrogen公司。Hemin（货号：112016）购自中检所。

DMEM培养基（货号：31600）、MTT试剂盒（货号：M1020）购自

北京索莱宝科技有限公司。TUNEL试剂盒（货号：C1088）、超

氧化物歧化酶（Superoxide dismutase，SOD）（S0101M）、谷胱甘

肽过氧化物酶（Glutathione peroxidase，GSH-Px）（S0057S）和丙

二醛（Malondialdehyde，MDA）（S0131S）购自碧云天生物技术

研究所。RT reagent Kit with gDNA Eraser（货号：RR047Q）和

TB Green Premix Ex Taq II（货号：RR820B）购自日本 Takara公

司。Transwell（孔径 8 滋m，货号：3422）购自美国 Corning公司。

Iron Assay试剂盒（货号：ab83366）购自 Abcam公司。MAPK1

一抗（货号：ab32081）、谷胱甘肽过氧化物酶 4（Glutathione per-

oxidase 4，GPX4）一抗（货号：ab252833）、前列腺素内过氧化物

合酶 2（Prostaglandin-endoperoxide synthase2，PTGS2）一抗（货

号：ab179800）、IgG H&L（HRP）二抗（货号：ab6721）购自英国

4634窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.23 NO.24 DEC.2023

Abcam公司。B淋巴细胞瘤 -2相关 X蛋白（Bcl2-associated X，

Bax）一抗（货号：AF0120）、B 淋巴细胞瘤 -2（B-cell lym-

phoma-2，Bcl-2）一抗（货号：AF6139）、甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）一抗（货

号：AF7021）购自美国 Affinity公司。

1.1.3 实验仪器 IX71荧光倒置显微镜购自日本奥林巴斯公

司。ELX800酶标仪购自美国 BIO-TEK公司。7500实时荧光定

量 PCR仪购自美国 ABI公司。

1.2 方法

1.2.1 BMVEC 分组和转染处理 将 BMVEC 分为 Control

组、agomir-NC 组、agomir-miR-20b-5p 组、antagomir-NC 组和

antagomir-miR-20b-5p组。将对数生长期的 BMVEC按 2× 105

个细胞 /孔的密度接种于 6孔板，达 60%汇合后，使用 Lipofec-

tamine 2000 试 剂 将 agomir-NC、agomir-miR-20b-5p、an-

tagomir-NC 和 antagomir-miR-20b-5p 分别转染到 agomir-NC

组 、agomir-miR-20b-5p 组 、antagomir-NC 组 和 an-

tagomir-miR-20b-5p组 BMVEC中，Control组 BMVEC不进行

转染。通过 RT-qPCR验证转染效率。

1.2.2 BMVEC转染后分组和 O/H处理 BMVEC转染后，再

将 BMVEC 分 为 Control 组 、O/H 组 （O/H）、

OGD/Hemin+agomir-NC 组（O/H+agomir-NC）、OGD/Hemin+

agomir-miR-20b-5p组（O/H+agomir-miR-20b-5p）、OGD/Hemin+

antagomir-NC组（O/H+antagomir-NC）和OGD/Hemin+antagomir-

miR-20b-5p组（O/H+antagomir-miR-20b-5p）。OGD/Hemin处理

方法参考文献 [18,19]，用无糖无血清 DMEM培养基在 37℃、5%

CO2和 37℃、95% O2条件下分别培养 BMVEC 10 min，然后用

含有 Hemin（10 滋M）的 DMEM培养基在 37℃、5% CO2、94%

N2和 1% O2低氧条件下培养细胞 2 h，然后将细胞在正常条件

下培养。

1.2.3 MTT 法检测 BMVEC 增殖 OGD/Hemin 处理后，将

BMVEC（5× 103个细胞 /孔）接种到 96孔板中培养 48 h。然后

加入 10 滋L MTT 培养 4 h，酶标仪检测 490 nm 处光密度值

（OD）。

1.2.4 TUNEL染色检测 BMVEC凋亡 OGD/Hemin处理后，

4%多聚甲醛固定 BMVEC处理 30 min，3% H2O2孵育 10 min，

0.3% Triton X-100 通透处理 5 min。然后将细胞与 50 滋L 的
TUNEL反应混合物室温避光孵育 1 h，DAPI染核 10 min，用荧

光显微镜计数 TUNEL阳性细胞。

1.2.5 Transwell检测 BMVEC迁移 OGD/Hemin处理后，将

BMVEC用无血清培养基重悬，调整细胞密度为 1× 105个细胞

/mL，然后取 200 滋L加入到 Transwell上室，下室加入 800 滋L
含 10%胎牛血清的 DMEM-培养基。诱导细胞迁移 48 h后，将

迁移到小室下表面的细胞用 4%多聚甲醛固定 30 min，1%结晶

紫染色 20 min。在显微镜下计数迁移细胞。

1.2.6 氧化应激指标检测 OGD/Hemin处理后，按照制试剂

盒操作说明步骤，将 BMVEC与裂解液混合，充分裂解细胞，然

后 4℃、12000× g离心 5 min，收集上清，通过WST-8法检测

SOD，DTNB法检测 GSH-Px，硫代巴比妥酸法检测MDA。

1.2.7 Fe2+含量检测 OGD/Hemin处理后，将 BMVEC用 PBS

清洗，然后将 1× 105个细胞与 100 滋L铁分析缓冲液混合，

4℃、16000× g离心 10 min，收集上清。将 100 滋L样品和 5 滋L
铁还原剂加入 96孔板中，然后加入 5 滋L的 Fe2+测定缓冲液，

再加入 5 滋L的铁还原剂，37℃孵育 30 min。加入 100 滋L铁探
针试剂，37℃孵育 60 min。酶标仪检测 593 nm的 OD值并计算

Fe2+含量。

1.2.8 萤光素酶报告基因检测 将 MAPK1 3'UTR的野生型

或突变型插入 psicheck2.0 荧光素酶报告载体，构建

MAPK1-WT 和 MAPK1-MUT质粒。使用 Lipofectamine 2000

将 MAPK1-WT 和 MAPK1-MUT 与 agomir-NC 或

agomir-miR-20b-5p一起共转染到 BMVEC中。转染 48 h后，使

用双荧光素酶报告基因检测试剂盒测量荧光素酶活性。

1.2.9 qRT-PCR 检测 mRNA 表达水平 TRIzol 试剂提取

BMVEC总 RNA，使用 RT reagent Kit with gDNA Eraser进行

逆转录，使用 TB Green Premix Ex Taq II在 PCR系统上进行扩

增，扩增条件为：95℃ 5 min，95℃ 10 s，60℃ 20 s，72℃ 15 s，40

个循环。引物序列如下：miR-20b-5p（正向：5'-CAGTGCGT-

CAAAGTGCTCATAGT-3'， 反 向 ：5'-TATGGTTGTTCAC-

GACTCCTTCAC-3'）；MAPK1 （正向 ：5'-CCTTGACCAGCT-

GAATCACATC-3'， 反 向 ：5'-TCAGCGTTTGGGAACAAC-

CT-3'）；U6（正向：5'-ATTGGAACGATACAGAGAAGATT-3'，

反向：5'-GGAACGCTTCACGAATTTG-3'）。；GAPDH（正向：

5'-GCCTGCTTCACCACCTTCT-3'，反向：5'-GAACGGGAAG-

CTCACTGG-3'）。通过 2-△ △ Ct方法计算基因相对表达量。U6作为

miR-20b-5p的内参基因，GAPDH作为MAPK1的内参基因。

1.2.10 Western blot 检测蛋白表达水平 RIPA 裂解液提取

BMVEC 总蛋白，BCA法检测总蛋白浓度，总蛋白在 10%的

SDS-PAGE上电泳并转移到 PVDF膜上，5%脱脂牛奶封闭1 h，

然后将膜与 MAPK1（1:1000）、Bax（1:1000）、Bcl-2（1:1000）、

GPX4（1:2000）、PTGS2（1:2000）和 GAPDH（1:1000）一抗 4℃孵

育过夜。然后将膜与 IgG H&L（HRP）二抗（1:1000）室温孵育 2 h。

ECL 显影，ImageJ 软件定量条带灰度值，GAPDH 作为内参

对照。

1.2.11 免疫荧光染色 OGD/Hemin 处理后，4%多聚甲醛固

定 BMVEC 处理 30 min，0.3% Triton X-100 通透处理 5 min，

3%牛血清白蛋白封闭 1 h，将切片与MAPK1一抗（1:1000）4℃

过夜孵育，然后与 IgG H&L（Alexa Fluor誖 555）（1:1000）二抗室

温孵育 1 h。DAPI显色，荧光显微镜下观察图像。

1.3 统计学分析

本研究中每组设置 6个复孔，使用 SPSS22.0软件分析数

据，所有数据均表示为平均数± 标准差（x± s），通过单因素方
差分析及 LSD检验比较组间差异。P<0.05表示差异具有统计
学意义。

2 结果

2.1 转染效率分析

与 Control组和 agomir-NC 组比较，agomir-miR-20b-5p 组

BMVEC中的 miR-20b-5p水平升高（P<0.05）。与 Control组和

antagomir-NC 组比较，antagomir-miR-20b-5p 组 BMVEC 中的

miR-20b-5p水平降低（P<0.05）。见图 1。
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2.2 miR-20b-5p对 O/H处理的 BMVEC增殖的影响

与 Control组比较，O/H组 BMVEC中的 miR-20b-5p水平

和细胞活力均降低（P<0.05）。与 O/H组和 O/H+agomir-NC组

比较，O/H+agomir-miR-20b-5p组 BMVEC中的 miR-20b-5p水

平和细胞活力均升高 （P<0.05）。与 O/H 组和 O/H+an-

tagomir-NC组比较，O/H+antagomir-miR-20b-5p 组 BMVEC 中

的 miR-20b-5p水平和细胞活力均降低（P<0.05）。见图 2。

2.3 miR-20b-5p对 O/H处理的 BMVEC凋亡的影响

与 Control 组比较，O/H 组 BMVEC 的 TUNEL 阳性率和

Bax蛋白表达水平升高，Bcl-2蛋白表达水平降低（P<0.05）。与
O/H组和 O/H+agomir-NC 组比较，O/H+agomir-miR-20b-5p 组

BMVEC的 TUNEL阳性率和 Bax蛋白表达水平降低，Bcl-2蛋

白表达水平升高（P<0.05）。与 O/H组和 O/H+antagomir-NC组

比较，O/H+antagomir-miR-20b-5p 组 BMVEC 的 TUNEL 阳性

率和 Bax 蛋白表达水平升高，Bcl-2 蛋白表达水平降低（P<0.
05）。见图 3和 4。

2.4 miR-20b-5p对 O/H处理的 BMVEC迁移的影响

与 Control 组比较，O/H 组 BMVEC 的迁移数量降低

（P<0.05）。 与 O/H 组 和 O/H+agomir-NC 组 比 较 ，O/H+

agomir-miR-20b-5p 组 BMVEC 的迁移数量升高（P<0.05）。
与 O/H 组 和 O/H+antagomir-NC 组 比 较 ，O/H+an-

tagomir-miR-20b-5p组 BMVEC的迁移数量降低（P<0.05）。见
图 5。

图 1 各组 BMVEC中的 miR-20b-5p相对表达量

Fig.1 Relative expression of miR-20b-5p in BMVEC of each group

Note: Compared with Control group, *P<0.05; Compared with agomir-NC
group, #P<0.05; Compared with antagomir-NC group, &P<0.05.

图 2 各组 BMVEC中的miR-20b-5p水平和相对细胞活力

Fig. 2 miR-20b-5p levels and relative cell activity in BMVECs in each group

Note: A: Relative expression level of miR-20b-5p; B: Relative cell viability; Compared with Control group, *P<0.05; Compared with O/H group, #P<0.05;
Compared with O/H+agomir-NC group, &P<0.05; Compared with O/H+antagomir-NC group, △ P<0.05.

2.5 miR-20b-5p对 O/H处理的 BMVEC氧化应激的影响

与 Control组比较，O/H组 BMVEC 中的 SOD 和 GSH-Px

活性降低（P<0.05），MDA 含量升高（P<0.05）。与 O/H组和

O/H+agomir-NC 组比较，O/H+agomir-miR-20b-5p 组 BMVEC

中的 SOD 和 GSH-Px 活性升高（P<0.05），MDA 含量降低

（P<0.05）。与 O/H 组和 O/H+antagomir-NC 组比较，O/H+an-

tagomir-miR-20b-5p 组 BMVEC 中的 SOD 和 GSH-Px 活性降

低（P<0.05），MDA含量升高（P<0.05）。见图 6。

2.6 miR-20b-5p对 O/H处理的 BMVEC铁死亡的影响

与 Control 组比较，O/H 组 BMVEC 中的 Fe2+含量和 PT-

GS2的蛋白表达水平升高（P<0.05），GPX4的蛋白表达水平降
低 （P<0.05）。 与 O/H 组 和 O/H+agomir-NC 组 比 较 ，

O/H+agomir-miR-20b-5p 组 BMVEC 中的 Fe2+ 含量和 PTGS2

的蛋白表达水平升高（P<0.05），GPX4 的蛋白表达水平降低

4636窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.23 NO.24 DEC.2023

（P<0.05）。与 O/H 组和 O/H+antagomir-NC 组比较，O/H+an-

tagomir-miR-20b-5p 组 BMVEC 中的 Fe2+含量和 PTGS2 的蛋

白表达水平升高（P<0.05），GPX4的蛋白表达水平降低（P<0.05）。
见图 7和图 8。

图 3 各组 BMVEC的 TUNEL染色结果

Fig. 3 TUNEL staining results of BMVEC in each group

Note: A: TUNEL stained image (× 200), blue: DAPI, green: TUNEL; B: Positive rate of TUNEL; Compared with Control group, *P<0.05;
Compared with O/H group, #P<0.05; Compared with O/H+agomir-NC group, &P<0.05; Compared with O/H+antagomir-NC group, △ P<0.05.

图 4 各组 BMVEC的 Bax和 Bcl-2的蛋白表达情况

Fig. 4 Protein expression of Bax and Bcl-2 in BMVECs in each group

Note: A: Results of Western blot; B and C: Relative expression levels of Bax and Bcl-2; Compared with Control group, *P<0.05;
Compared with O/H group, #P<0.05; Compared with O/H+agomir-NC group, &P<0.05; Compared with O/H+antagomir-NC group, △ P<0.05.

2.7 miR-20b-5p靶向抑制 BMVEC中的MAPK1表达 生物信息学分析结果显示，miR-20b-5p与 MAPK1存在潜
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图 5 各组 BMVEC的迁移情况

Fig. 5 BMVEC migration in each group

Note: A: BMVEC migration image in Transwell experiment (× 200); B: Number of migrating cells statistics; Compared with Control group, *P<0.05;
Compared with O/H group, #P<0.05; Compared with O/H+agomir-NC group, &P<0.05; Compared with O/H+antagomir-NC group, △ P<0.05.

图 6 各组 BMVEC的 SOD、GSH-Px和MDA水平

Fig. 6 SOD, GSH-Px and MDA levels of BMVEC in each group

Note: A-C: SOD, GSH-Px and MDA levels, respectively; Compared with Control group, *P<0.05; Compared with O/H group, #P<0.05;
Compared with O/H+agomir-NC group, &P<0.05; Compared with O/H+antagomir-NC group, △ P<0.05.

在的结合位点。在转染了 MAPK1-WT质粒的 BMVEC中，与

agomir-NC组比较，agomir-miR-20b-5p组的相对荧光素酶活性

降低（P<0.05）。见图 9。

与 Control 组比较，O/H 组 BMVEC 中的 MAPK1 mRNA

和蛋白表达水平以及相对荧光强度升高（P<0.05）。与 O/H组和

O/H+agomir-NC 组比较，O/H+agomir-miR-20b-5p 组 BMVEC

中的 MAPK1 mRNA和蛋白表达水平以及相对荧光强度降低

（P<0.05）。与 O/H 组和 O/H+antagomir-NC 组比较，O/H+an-

tagomir-miR-20b-5p组 BMVEC中的MAPK1 mRNA和蛋白表

达水平以及相对荧光强度升高（P<0.05）。见图 10和 11。

3 讨论

脑出血是致死率和致残率最高的脑血管病之一。脑出血后

对脑组织的损伤主要包括两类：原发和继发性脑损伤。原发性

脑损伤发生在脑出血后的几个小时内，血液渗入脑实质形成血

肿，导致周围组织压迫，破坏局部脑实质[20]。继发性脑损伤是指

脑出血后的一些列病理反应引起的脑组织损伤，凝血酶、补体

和细胞碎片对中枢神经系统具有毒性和免疫原性，诱导氧化应

激和炎症反应，最终导致各种类型的细胞死亡[21]。继发性脑损

伤是治疗脑出血的关键。

miRNA可以调节脑出血后的炎症反应、氧化应激、血脑屏

障完整性，是减轻继发性损伤、改变大脑功能的可行分子靶

点 [22-24]。前人研究表明，脑出血大鼠脑组织中 miR-20b-5p表达

下调[8]。本研究考察了 miR-20b-5p对脑出血体外细胞模型（即

OGD/Hemin 处理的 BMVEC） 的调控作用，研究表明

OGD/Hemin处理下调了 BMVEC中的 miR-20b-5p水平，并抑

制了 BMVEC的增殖和迁移，促进了凋亡。进一步研究表明，上

调 miR-20b-5p促进了 OGD/Hemin 处理的 BMVEC 的增殖和

迁移，抑制了凋亡。其他文献表明，miR-20b-5p 沉默抑制了

SHR主动脉平滑肌细胞的增殖和迁移[5]。在低氧条件下，大鼠

心肌细胞 H9c2中 miR-20b-5p的表达下调，miR-20b-5p的过表

达减弱了 H9c2细胞在缺氧条件下的细胞凋亡 [7]。miR-20b-5p
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图 8 各组 BMVEC中 GPX4和 PTGS2的蛋白表达水平

Fig.8 Fe2+ content and GPX4 and PTGS2 protein expression levels of BMVEC in each group

Note: A: Results of Western blot; B and C: Relative expression levels of GPX4 and PTGS2; Compared with Control group, *P<0.05; Compared with O/H
group, #P<0.05; Compared with O/H+agomir-NC group, &P<0.05; Compared with O/H+antagomir-NC group, △ P<0.05.

图 7 各组 BMVEC的 Fe2+含量水平

Fig. 7 Fe2+ content levels of BMVEC in each group

Note: Compared with Control group, *P<0.05; Compared with O/H group,
#P<0.05; Compared with O/H+agomir-NC group, &P<0.05; Compared with

O/H+antagomir-NC group, △ P<0.05.

的过表达抑制了重症急性胰腺炎大鼠胰腺腺泡细胞的炎症和

凋亡，促进了血管内皮细胞的活力、迁移和管形成能力[4]。这些

结果说明，miR-20b-5p可能参与调解多种细胞的存活和活性，

上调 miR-20b-5p可能是防止脑出血后继发性损伤的可能途径

之一。

铁死亡（Ferroptosis）是一种铁依赖性的程序性细胞死亡过

程，也是影响脑出血后继发性损伤进展的一种细胞死亡途径[25]。

脑出血后，过量的铁从血红蛋白中分解出来，导致铁死亡。铁死

亡由活性氧过度积累引起的氧化应激和脂质过氧化作用驱动，

铁死亡过程中伴随大量铁离子的累积和脂质过氧化[26]。细胞抗

氧化系统的失活是铁死亡的主要原因。其他研究证实 miRNA

参与调节脑出血后的铁死亡过程[3,25]。本研究表明 OGD/Hemin

处理后 BMVEC中的 SOD和 GSH-Px活性降低，MDA含量升

高，抗氧化系统失衡。此外，OGD/Hemin处理后 BMVEC中的

Fe2+含量和铁死亡标志物 PTGS2[27]蛋白表达水平升高，GPX4

蛋白表达水平降低，铁死亡途径被激活。GPX4是一种铁死亡

氨基酸代谢中的调控蛋白，可清除脂质过氧化物，GPX4的失

活是铁死亡途径激活的标志[28,29]。然而，上调 OGD/Hemin处理

的 BMVEC 中的 miR-20b-5p有效抑制了氧化应激和铁死亡，

而下调 miR-20b-5p则进一步加剧了氧化应激和铁死亡。这些结

果说明 miR-20b-5p可能调节脑出血后的氧化应激和铁死亡。
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图 10 各组 BMVEC的MAPK1 mRNA和蛋白表达水平

Fig. 10 mRNA and protein expression levels of MAPK1 in BMVECs of each group

Note: A and B: Relative expression levels of MAPK1 mRNA and protein, respectively; Compared with Control group, *P<0.05; Compared with O/H
group, #P<0.05; Compared with O/H+agomir-NC group, &P<0.05; Compared with O/H+antagomir-NC group, △ P<0.05.

图 9 miR-20b-5p靶向抑制 BMVEC中的MAPK1表达

Fig. 9 miR-20b-5p targeted inhibition of MAPK1 expression in BMVEC

Note: A: Potential binding sites of miR-20b-5p and MAPK1; B: Relative

luciferase activity; Compared with agomir-NC group, *P<0.05.

miRNA主要通过调控靶基因表达发挥生物学功能。一些

研究表明，MAPK家族成员参与铁死亡调节[13,14]。MAPK1是调

控肿瘤坏死因子信号通路和氧化应激相关基因的关键分子，

MAPK1分子的调控网络可以影响脑出血后的铁死亡和氧化应

激[8]。ERK1/2的激活在多种疾病中诱导铁死亡[30,31]。本研究证实

MAPK1（ERK2）是 miR-20b-5p的靶基因。OGD/Hemin处理后

BMVEC中的MAPK1表达水平升高，上调 miR-20b-5p有效抑

制了 OGD/Hemin 处理的 BMVEC 中的 MAPK1 表达，下调

miR-20b-5p则促进了MAPK1表达。这些结果提示miR-20b-5p

可能通过调控MAPK1表达影响铁死亡途径。MAPK1除了参

与调解脑出血后的铁死亡之外，还具有其他功能。例如，

ERK1/2介导脑出血过程中的脑血管破裂，上调ERK1/2可促进

脑出血的发生[32]。脑出血后脑组织中 ERK1/2被磷酸化，引起小

胶质细胞 /巨噬细胞的激活和中性粒细胞的浸润，从而引起神

经炎症[33]。本研究推测，在脑出血后 miR-20b-5p的下调诱导了

MAPK1的高表达，激活的MAPK转移到细胞核调节靶基因表

达，从而激活了铁死亡途径，促进了继发性损伤。

综上所述，本研究表明上调 miR-20b-5p 通过抑制

OGD/Hemin处理的 BMVEC中MAPK1的表达从而抑制了铁

死亡途径。miR-20b-5p和MAPK1可能是治疗脑出血后继发性

损伤的潜在分子靶点。
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