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miR-1298表达对 PC-12细胞糖氧剥夺 /复氧损伤的影响及其机制研究 *
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摘要 目的：通过体外细胞培养探讨 miR-1298对缺血缺氧性神经损伤的调节作用。方法：首先通过细胞活性检测和乳酸脱氢酶

（LDH）细胞毒性法确定大鼠 PC-12细胞糖氧剥夺 /复氧（OGD/R）的造模效果，同时采用实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测细胞

miR-1298 的表达差异。体外转染 miR-1298mimic、mimic NC、miR-1298 inhibitor 和 inhibitor NC 至大鼠 PC-12 细胞系，检测

mimic、mimic NC、inhibitor、inhibitor NC的转染效率。经过 OGD/R处理后将细胞分为 Control组、OGD/R组、mimic组、mimicNC

组、inhibitor组和 inhibitorNC组。流式细胞术检测各组 PC-12细胞凋亡的情况，免疫印迹试验（Western blot）检测各组 PC-12细胞

凋亡相关蛋白 B淋巴细胞瘤 -2基因（BCL-2）和 Bcl-2相关的 x基因（Bax）表达的情况。结果：PC12细胞经过 OGD/R处理后，其

细胞存活率与 Control组比明显下降且 LDH漏出率明显上升（均 P<0.05）；模型细胞中 miR-1298相对表达量明显低于 Control组

（P<0.05）。转染 24小时后 mimic组细胞中 miR-1298的相对表达量明显高于 mimicNC组（P<0.05）；mimic组细胞凋亡率低于
mimicNC组，而 inhibitor组细胞凋亡率高于 inhibitor NC组（均 P<0.05）；mimic组的 BCL-2表达量较 mimicNC组升高，而 BAX

表达量下降，inhibitor组与 inhibitorNC组相比，BCL-2表达量下降，而 BAX表达量上升，差异均有统计学意义（均 P<0.05）。结论：
miR-1298通过抑制细胞凋亡减轻 PC-12细胞 OGD/R的损伤。
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Effect of miR-1298 Expression on Oxygen Glucose
Deprivation/Reoxygenation Injury of PC-12 Cells and its Mechanism Study*

To investigate the regulatory effect of miR-1298 on hypoxic-ischemic nerve injury by cell culture in vitro.

Firstly, the modeling effect of oxygen glucose deprivation/reoxygenation (OGD/R) of rat PC-12 cells was determined by cell

activity detection and lactate dehydrogenase (LDH) cytotoxicity. At the same time, the expression difference of miR-1298 was detected

by real-time fluorescence quantitative PCR (RT-qPCR). The miR-1298mimic, mimic NC, miR-1298 inhibitor and inhibitor NC were

transfected into rat PC-12 cell line in vitro. The transfection efficiency of miR, mimic NC, inhibitor and inhibitor NC was detected. After

OGD/R treatment, the cells were divided into control group, OGD/R group, mimicgroup, mimicNC group, inhibitor group and inhibitor

NC group. The apoptosis of PC-12 cells in each group was detected by flow cytometry, and the expression of PC-12 apoptosis related

protein B lymphoma-2 gene (BCL-2) and Bcl-2 associated X protein (BAX) were detected by Western blot. After OGD/R

treatment, the survival rate of PC12 cells decreased significantly compared with the control group, and the leakage rate of LDH increased

significantly (all P<0.05). The relative expression of miR-1298 in model cells was significantly lower than that in control group (P<0.05).
24 hours after transfection, the relative expression of miR-1298 in mimic group cells was significantly higher than that in mimicNC group

(P<0.05). The cells apoptosis rate in mimic group was lower than that in mimicNC group, while cells apoptosis rate in inhibitor group

was higher than that in inhibitor NC group (all P<0.05). The expression of BCL-2 in mimic group was higher than that in mimicNC

group, while the expression of BAX decreased. Compared with the inhibitorNC group, the expression of BCL-2 decreased, while the

expression of BAX increased, and the differences were statistically significant (all P<0.05). miR-1298 alleviates the injury of

OGD/R in PC-12 cells by inhibiting apoptosis.
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前言

卒中是一种常见的急性脑血管病，是由于脑血管破裂或者

闭塞而导致局部脑组织血供不足，引起细胞能量耗竭、离子稳

态破坏、谷氨酸释放、钙通道功能障碍、自由基释放、炎症反应

等一系列的神经化学事件，继而导致神经元死亡或凋亡，最终

使患者神经功能丧失，甚至死亡[1，2]。卒中是世界第二大常见的

死亡原因[3]，由此可见卒中严重威胁着人们的生命健康。然而现

阶段用于临床治疗卒中的措施效果都不尽人意，美国食品及药

物管理局（FDA）唯一批准用于治疗卒中的药物组织纤溶酶原

激活物（tPA）是目前最有效的治疗药物，该药能显著改善患者

卒中后的致残率，然而并不能降低死亡率，且使用后存在再次

出血的风险，同时该方法的治疗时间窗最初仅为 3小时[4，5]，现

在也仅扩大到 4.5小时[6]，且实际上只有约 5%的患者能及时接

受治疗[7]。

microRNA（miR）是一类长度约为 22nt的非编码 RNA，它

们在沉默复合体（RISC）的帮助下与靶基因 mRNA 的 3'-UTR

区结合，沉默或降解 mRNA，影响转录水平，从而调节蛋白质的

表达[8]。miR广泛存在各种生物体内调节多种生理病理过程，已

有多项研究表明 miR在卒中发生过程中起着重要作用[9，10]。了

解 miR在卒中发病过程中的调节作用有助于为其预防、早期

诊断、治疗提出新思路。Wang等[11]人通过 Illumina高通量测序

技术对大脑中动脉闭塞（MCAO）大鼠模型的脑组织进行了

miR表达图谱分析，结果显示与对照组相比，模型组有多种

miR表达倍数发生显著改变，其中 miR-1298的表达差异在三

倍以上，因此有理由推测该 miR-1298在卒中发生过程中起到

某种调节作用，然而并没有关于 miR-1298的后续研究。糖氧剥

夺 /复氧（OGD/R）为研究体外细胞缺血缺氧损伤的模型，且在

多项相关研究中都有应用 [12，13]，因此，本研究旨在探讨

miR-1298在该模型中发挥的作用，为临床缺血性脑血管病的

诊断、治疗提供依据。

1 材料和方法

1.1 实验细胞

大鼠 PC-12细胞系购自武汉普诺赛生命科技有限公司。

1.2 主要实验试剂

高糖 DMEM培养基、无糖 DMEM培养基、胎牛血清、青霉

素 /链霉素等购自美国 Gibico公司，乳酸脱氢酶（LDH）细胞毒

性检测试剂盒购自中国上海碧云天公司，细胞计数试剂盒

（CCK-8 Kit）购自中国上海百赛公司，Annexin V-PI凋亡检测

试剂盒购自中国南京凯基公司，RNA提取分离试剂盒购自中

国北京天根公司，反转录和 qPCR试剂盒购自日本 TaKaRa公

司，RNA引物、mimic NC、inhibitor NC、mimic、inhibitor等购自

中国上海生工，兔源抗茁-actin、Bcl-2相关的 X基因（BAX）和辣

根过氧化物酶标记的二抗购自美国 CST公司，兔源抗 B淋巴

细胞瘤 -2基因（BCL-2）购自英国 Abcam公司。

1.3 实验方法

1.3.1 细胞培养、OGD/R 模型建立和分组 在购得高分化

PC12细胞后，将细胞放入含高糖 DMEM培养基（添加 10%胎

牛血清，1%双抗）的培养瓶中培养，并放入 37℃，5%CO2的潮

湿培养箱中孵育。根据文献 [14] 建立 OGD/R 模型，在建立

OGD/R模型前先将无糖 DMEM培养基（添加 10%胎牛血清，

1%双抗）放入 37℃，N2/CO2/O2 (94%/5%/1%)培养箱中预处理

30分钟，随后将培养 6d生长良好的 PC-12细胞用 PBS缓冲液

洗 3 遍，加入预处理的无糖培养基并放入缺氧环境 37℃，

N2/CO2/O2 (94%/5%/1%)培养箱中孵育 6 小时，实现 " 糖氧剥

夺"，然后换正常培养基在常氧培养箱中孵育 24小时，实现 "

复糖复氧 "，建立 PC-12细胞 OGD/R模型。根据细胞转染情况

分为 6组：对照组：细胞进行常规培养不做任何处理；OGD/R

组：细胞经过上述方法 OGD/R处理；mimic组：用 miR-1298

mimic瞬时转染 24h后细胞经过 OGD/R处理；mimicNC组：用

miR-1298 mimic NC 瞬时转染 24h 后细胞 OGD/R 处理；in-

hibitor组：用 miR-1298 inhibitor瞬时转染 24h后细胞 OGD/R

处理；inhibitorNC组：用 miR-1298 inhibitor NC瞬时转染 24h

后细胞 OGD/R处理。

1.3.2 造模效果评估和细胞表达 miR-1298检测 通过细胞存

活率及 LDH漏出率的检测结果来评估造模效果，按照试剂盒

说明书使用 CCK-8比色法对 OGD/R组细胞存活率进行检测。

将细胞铺在 96孔板中进行 OGD/R处理，处理完毕后在每孔中

加入 10 滋L CCK-8溶液，放入 37℃，5%CO2培养箱孵育 2h，随

后酶联免疫仪在波长 450 mm处读取吸光度（OD）值，实验重

复 3次，结果取平均值，细胞存活率按下列公式计算：细胞存活

率 =OD/OD对照 伊100%，对照组的细胞存活率设定为 100%。

按照试剂盒说明书使用乳酸脱氢酶（LDH）细胞毒性检测试剂

盒测定 OGD/R组细胞 LDH漏出率。将细胞铺在 96孔板中进

行 OGD/R处理，处理完毕每孔取 120 滋L细胞上清液于新的
96孔板中，按照说明书加入相应试剂后用酶联免疫仪在波长

490 mm处读取吸光度。采用实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检

测各组细胞 miR-1298的表达。按照 RNA提取分离试剂盒的说

明书抽取细胞总 RNA，用茎环法转录为 cDNA随后用 SYBR

Green 法进行 RT-qPCR 检测 miR-1298 相对于对照组的表达

量。引物序列如下所示：miR-1298 forward: 5'-CGTTCATTCG-

GCTGTCCA-3'；reverse: 5'-AGTGCAGGGTCCGAGGTATT-3'。

U6 forward：5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'；reverse：5'-AACG

CTTCACGAATTTGCGT-3'。

1.3.3 细胞转染效率检测 转染过程按照 LipofectamineTM

3000说明书进行，在转染 24小时后用 RT-qPCR检测 mimic

组，mimicNC 组，inhibitor 组和 inhibitorNC 组 PC-12 细胞中

miR-1298的相对表达量。

1.3.4 流式细胞术检测细胞凋亡 根据说明书用 Annexin

V-PI凋亡检测试剂盒检测细胞凋亡率。将细胞铺在六孔板

上，每组经过相应处理后收集细胞，用预冷 PBS洗两遍后加入

500 滋L Binding Buffer，再加入 5 滋L Annexin-V溶液和 5 滋LPI
溶液，室温孵育 20分钟，最后用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.3.5 免疫印迹试验（Western blot）检测 BCL-2和 BAX蛋白的

表达 用 RIPA缓冲液收集细胞提取总蛋白，用 BCA法检测

细胞蛋白含量，将每组蛋白稀释到相同浓度后进行 SDS-PAGE

凝胶电泳（上样孔每孔均加 10 滋L待测蛋白），随后转膜、封闭，
分别用抗 茁-actin（1:1000）、抗 BAX（1:1000）和抗 BCL-2（1:

1000）以及相应的二抗（1:3000）孵育后显影。
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图 1 各组 PC-12细胞存活率、LDH漏出率以及miR-1298相对表达量的改变（x依s，n=3）
Fig.1 Changes in survival rate of PC-12 cells, leakage rate of LDH and relative expression of miR-1298 in each group（x依s, n=3）

Note: A: the survival rate of PC12 cells in OGD/R group was significantly lower than that in control group.

B: The leakage rate of LDH in OGD/R group was significantly higher than that in control group.

C: The relative expression of miR-1298 in OGD/R group was significantly lower than that in control group. Compared with control group, ***P<0.05.

图 2各组细胞分别转染 mimic、inhibitor、mimicNC和 inhibitorNC后

miR-1298的相对表达量（x依s，n=3）
Fig.2 Relative expression of miR-1298 after transfection of mimic,

inhibitor, mimicNC and inhibitor NC ( x依s，n=3)
Note: compared with mimicNC group,****P<0.05. Compared with

inhibitorNC group, ###P<0.05.

1.4 统计学方法

采用 GraphPad Prism 8 软件作图，SPSS 25.0 软件进行数

据分析，计量资料用 x依s 表示，对于符合正态分布的两组数据
间比较用 t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 PC-12细胞 OGD/R模型的建立及 miR-1298的表达水平

在经过 OGD/R 处理后，OGD/R 组 PC12 细胞存活率

（46.756依5.695）%与 Control 组 100.000%相比明显下降（t=14.

230，P=0.000）。OGD/R 组 LDH 漏出率（17.486依1.503）%与
Control组（2.785依0.882）%相比明显上升（t=20.670，P=0.000），
表示体外模型建立成功。OGD/R组 miR-1298相对表达量为

（0.497依0.018），明显比 Control组的表达量（1.000依0.090）降低，
差异有统计学意义（t=9.030, P=0.001），结果如图 1所示。

2.2 细胞转染效率评估

在转染 24 小时后用 RT-qPCR 检测转染效率，mimic 组

miR-1298相对表达量（254.782依9.270）与 mimicNC 组（1.144依
0.112）比较显著上升（t=47.388，P=0.000），而 inhibitor组的

miR-1298 相对表达量（0.277依0.008）与 inhibitorNC组（1.198依
0.117）相比显著下降（t=13.598，P=0.000）。结果如图 2所示。

2.3 各组 PC-12细胞 OGD/R损伤引起的凋亡率比较

通过流式细胞术检测发现 mimic 组细胞凋亡率

（12.133 依1.150）%低于 mimicNC 组（20.867依0.412）%（t=12.
361，P=0.000），而 inhibitor组细胞凋亡率（24.801依0.893）%高于
inhibitorNC 组 （22.067 依0.901）%（t=3.739，P=0.020），说 明
miR-1298在 OGD/R损伤中有保护作用，能够减少 PC-12细胞

的凋亡。如图 3所示。

2.4 各组 PC-12细胞 OGD/R损伤引起凋亡蛋白表达的比较

Western blot 结果显示 mimic 组 BCL-2 相对表达量高于

mimicNC组[（0.651依0.009）vs（0.380依0.005）]，BAX表达量低于
mimicNC组[（0.453依0.007）vs（0.694依0.011）]，差异均有统计学
意义（t=31.637、47.642，P=0.000、0.000）。 inhibitor组 BCL-2相

对表达量低于 inhibitorNC组[（0.359依0.005）vs（0.377依0.007）]，
BAX 表达量高于 inhibitorNC 组 [（0.838依0.023）vs（0.728依
0.011）]，差异均有统计学意义（t=2.990、7.199，P=0.040、0.002）。
如图 4所示。

3 讨论

miR作为重要的非编码小 RNA，广泛存在于多种真核生

物体内，且在多种生理病理过程中起着关键性的调控作用[15，16]。

根据研究显示人体超过三分之一的基因被 miR所调控，如此

重要的一类调控性因子在神经系统的发育以及疾病的发生发

展中同样有着关键性调控作用[17]，因此该类非编码小 RNA也

被作为神经系统疾病中潜在的生物标记物和靶分子进行研究，

例如，有研究者对 60名帕金森病患者和 60名健康对照者的血

浆分析发现，帕金森患者血浆中 miR-124表达水平与健康对照

组相比有显著差异[18]。近年来也有研究表明卒中患者血液、脑

脊液和脑组织内 microRNA的表达谱发生显著改变，这表明有

差异表达的 microRNA具有成为疾病早期诊断的生物标记物

和决定治疗策略的重要依据，同时可通过干预这些起着调节作

用的 miR的表达作为靶点，为卒中的治疗提出新思路[19，20]。

卒中的发生发展包含多个病理过程，而其中细胞凋亡是最

关键的步骤，神经元的凋亡是导致患者功能受损的直接原

因 [21]，因此如何进行有效的神经细胞保护是值得关注的问题。
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图 4各组 PC-12细胞凋亡相关蛋白 BCL-2和 BAX表达的比较（x依s，n=3）
Fig.4 Comparison of the expression of apoptosis related proteins BCL-2 and BAX in PC-12 cells of each group（x依s, n=3）

Note: A: Electrophoresis of BCL-2 and BAX proteins in PC12 cells of each group. B: Histogram of relative expression of BCL-2 protein in PC12 cells of

each group. C: Histogram of relative expression of BAX protein in PC12 cells of each group. Compared with mimicNC group, ****P<0.05.
Compared with inhibitorNC group, #P<0.05, ##P<0.01.

图 3各组 PC-12细胞凋亡的比较（x依s，n=3）
Fig. 3 Comparison of apoptosis of PC-12 cells in each group（x依s, n=3）

Note: A: the apoptosis of PC12 cells in each group was detected by flow cytometry after annexin V-PI staining. B: Histogram of PC12 cell apoptosis rate

in each group. Compared with mimicNC group, *** P<0.05. Compared with inhibitorNC group, # P<0.05.

近年来也有研究证明了一些 miR在神经细胞缺血缺氧性损伤

中具有保护作用，Chen等[22]人发现 miR-193b-3p能够通过靶向

调控 5-LOX基因，抑制细胞凋亡从而减少MCAO大鼠脑梗死

面积。Peng等[23]人发现 miR-211-5p在MCAO大鼠脑组织内表

达下降，进一步实验证明 miR-211-5p通过下调 COX2基因表

达，从而减轻缺血缺氧性损伤。

目前为止，大部分关于 miR-1298的研究都集中在肿瘤方

面，如 Chen等[24]人发现过表达 miR-1298能够诱导乳腺癌细胞

的凋亡，Zhang等[25]人发现低表达 miR-1298的宫颈癌患者预后

较差，抑制 miR-1298的表达可以促进肿瘤细胞的增殖，迁移和

侵袭能力。而 miR-1298同样也被发现在 MCAO大鼠模型脑

组织中的表达量降低了三倍以上 [11]，但是并没有后续研究进

一步探讨 miR-1298在缺血缺氧性损伤中是否有保护作用及其

机制。

PC-12细胞系是大鼠肾上腺嗜铬瘤细胞，具有交感神经元

特性，作为神经细胞的有效体外模型广泛用于实验研究[26]。缺

血性脑卒中所引起的脑损害主要是通过脑血流闭塞后脑组织

对糖氧摄取障碍以及再通后的再灌注损伤所介导，因此，通过

体外进行 OGD/R造模可以模拟缺血 /再灌注损伤[27，28]。为了探

究 miR-1298 在卒中发生发展过程中的作用，本研究选用

PC-12细胞系来探讨 miR-1298在体外 OGD/R 模型中的作用

及机制。首先通过 CCK-8 试剂盒和 LDH 细胞毒性检测

OGD/R处理后的 PC-12细胞发现细胞活力下降和 LDH漏出

率上升，说明细胞受到损害，证明 OGD/R造模成功。RT-qPCR

检测模型组细胞的 miR-1298表达也明显上升，说明细胞转染

成功。细胞凋亡是一种由基因控制的细胞自主性死亡，是神经

元死亡的主要途径。BCL-2家族是脑损伤后神经细胞凋亡调控

机制中重要的蛋白，其中 BCL-2是抗凋亡保护蛋白[29]，BAX是

凋亡促进蛋白 [30]，BCL-2家族主要作用位点在线粒体膜上，其

抑制细胞凋亡的作用可能与降低氧自由基的产生和脂质过氧

化物的形成，抑制钙离子跨膜流动以及离子通道蛋白之间的相

互作用有关[31]。通过流式细胞术检测发现 mimic组的细胞凋亡

率明显低于 mimicNC组，而 inhibitor组的细胞凋亡率明显高

于 inhibitorNC组，说明 mir-1298能降低 PC-12细胞的凋亡率。
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随后 Western blot 的结果也显示出 mimic组的凋亡相关蛋白

BCL-2表达高于相应的 NC组，BAX表达低于相应的 NC组，

inhibitor组的结果与之相反。说明过表达 miR-1298能够抑制

PC-12细胞的凋亡，而抑制 miR-1298表达促进了 PC-12细胞

的凋亡，miR-1298调节 PC-12细胞凋亡的作用是通过调节凋

亡蛋白 BCL-2和 BAX的表达实现。

综上所述，本实验证明了在体外细胞模型中 miR-1298能

够减轻 PC-12 细胞 OGD/R 的损伤，减少细胞的凋亡，而

miR-1298调控 BCL-2和 BAX表达的详细信号通道和分子机

制还需要进一步研究。
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