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基于microRNA-92a-3p靶向SIRT1调控氧糖剥夺
再灌注诱导脑微血管内皮细胞炎症反应的

作用机制研究*
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摘要 ：目的 探讨基于microRNA-92a-3p（miR-92a-3p）靶向调控 SIRT1 氧糖剥夺再灌注（OGD/R）

诱导小鼠脑微血管内皮细胞（bEnd.3）炎症反应的作用机制。方法 实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）

测定 miR-92a-3p、SIRT1、肿瘤坏死因子 α（TNF-α）、白细胞介素 1β（IL-1β）mRNA 的表达；Western

blotting明确SIRT1、核转录因子-κB（NF-κB）p65、磷酸化 NF-κB（p-NF-κB）p65、TNF-α和IL-1β蛋白的

表达；双荧光素酶报告基因验证miR-92a-3p与SIRT1靶向关系；划痕实验检测bEnd.3细胞的迁移能力。结果

OGD/R组miR-92a-3p相对表达量较对照组升高（P <0.05）。M_SIRT1 WT+mimics+TK组荧光素酶活性较

M_SIRT1 WT+mimics NC+TK组低（P <0.05）。OGD/R组SIRT1蛋白和mRNA相对表达量较对照组降低（P <

0.05），OGD+92a抑制剂组较OGD+92a抑制剂内参组升高（P <0.05）。miR-92a-3p模拟物组NF-κBp65/p-

NF-κBp65蛋白较模拟物内参组高，SIRT1蛋白和mRNA表达较模拟物内参组低（P <0.05）。miR-92a-3p模拟

物组IL-1β、TNF-α蛋白和mRNA相对表达量较模拟物内参组高（P <0.05）。miR-92a-3p模拟物组伤口愈合率

较模拟物内参组低（P <0.05）。结论 miR-92a-3p通过靶向抑制SIRT1表达，促进OGD/R诱导的脑微血管内

皮细胞炎症反应。
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glucose deprivation/reperfusion (OGD/R)-induced inflammatory response via targeting silent information regulator 1

(SIRT1) in cerebral microvascular endothelial cells. Methods Real-time fluorescent quantitative-based PCR was

applied to detect the expressions of miR-92a-3p and SIRT1, tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-1β (IL-

1β) mRNA. Western blotting was employed to determine the protein expressions of SIRT1, nuclear factor-κB (NF-

κB) p65, p-NF-κB p65, TNF-α and IL-1β. The targeting relationship between miR-92a-3p and SIRT1 was confirmed

via dual-luciferase reporter assays. The migratory ability of bEnd.3 cells was determined via scratch assays. Results

The relative expression of miR-92a-3p was increased in the OGD/R group compared with the control group (P <

0.05). The luciferase activity of the M_Sirt1 WT + mimics + TK group was lower than that of the M_Sirt1 WT +

mimics NC+TK group (P < 0.05). The mRNA and protein expressions of SIRT1 in the OGD/R group were lower

than those in the control group (P < 0.05), and they were higher in the OGD + 92a inhibitor group than those in the

OGD + 92a control group (P < 0.05). Compared with the miR-92a-3p control group, the protein expressions of NF-

κBp65/p-NF-κBp65 as well as the mRNA and protein expressions of IL-1β and TNF-α were higher, and the mRNA

and protein expressions of SIRT1 were lower in the miR-92a-3p mimics group (P < 0.05). The wound healing rate in

the miR-92a-3p mimics group was higher than that in the miR-92a-3p control group (P < 0.05). Conclusions miR-

92a-3p promotes OGD/R-induced inflammatory response in cerebral microvascular endothelial cells via targeting

and inhibiting the expression of SIRT1.

Keywords: microRNA-92a-3p; cerebral microvascular endothelial cells; OGD/R; SIRT1; inflammatory re‐

sponse; mouse

缺血性脑卒中（ischemic stroke, IS）表现为肢体

无力、言语及吞咽等功能障碍，因脑血流量减少

或者供氧不足，引起脑组织局部发生缺血、缺氧

损伤的综合征[1]。治疗 IS最有效的方法是机械取栓

及药物静脉溶栓，迅速建立有效血液供应以恢复

缺血区脑组织的血流灌注，缺血脑组织再灌注时

会造成微血管和脑实质器官损伤，称为脑缺血再

灌注损伤[2]。研究表明，脑缺血再灌注过程中伴随

着大量炎症因子的释放，诱导脑微血管内皮细胞

（brain microvascular endothelial cells, BMECs）分泌多

种黏附分子及趋化因子，细胞屏障作用减弱，导

致血液内有害物质直接损伤脑组织[3]。故如何有效

的避免脑微血管内皮细胞在缺血再灌注过程中的

炎症损伤是IS防治领域面临的关键问题。

MicroRNA（miRNA）是 21～25 nt 长的非编码单

链RNA，其与mRNA分子3'-非翻译区（untranslated
region, UTR）相结合，对转录后基因表达进行调

控[4]。研究表明，miRNAs参与调控大脑相关疾病的

生理、病理过程，已成为潜在的治疗靶点[5-6]。

MicroRNA-92a-3p（miR-92a-3p）作为与血管内皮细

胞功能密切相关的 miRNA，在内皮细胞中含量丰

富，参与内皮细胞炎症、分化、增殖及迁移，调

控脑缺血再灌注过程中细胞功能[7]。沉默信息调节

因子 1（silent information regulator 1, SIRT1）具有抗

炎、氧化应激、抗凋亡和延长寿命等作用，是Ⅲ

类组蛋白去乙酰化酶[8]。研究表明，SIRT1 可抑制

细胞的炎症反应，起到保护细胞功能的作用，且

在 BMECs 中高表达，对细胞迁移和成管的功能具

有促进作用[9-10]。miR-92a-3p 是否通过 SIRT1 调节

BMECs功能尚未见阐明。

根据生物信息学分析，miR-92a-3p 与 SIRT1

mRNA 3'-UTR 相结合，推测 miR-92a-3p 可能靶向

抑制SIRT1的表达，在脑微血管内皮细胞中扮演重

要角色。故笔者应用 bEnd.3 复制氧剥夺再灌注

（OGD/R）模型，观察 OGD/R 条件下 bEnd. 3 细胞

miR-92a-3p、SIRT1、炎症因子的表达及其内在联

系，以及在细胞水平明确miR-92a-3p靶向SIRT1调

控 OGD/R 诱导脑血管内皮细胞炎症反应的作用机

制，为治疗IS提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

bEnd.3细胞（上海纪宁实业有限公司），1%青链

霉素的 H-DMEM 细胞培养基（美国 Sigma 公司），

GP-transfect-Mate 转染试剂 （上海吉玛生物公司），

RNA isolater Total Extraction Reagent 试剂（南京诺唯

赞生物公司），ChamQ SYBR qPCR Master Mix在 7500

型荧光定量 PCR 仪（美国 Applied Biosystems 公司），

NP-40裂解液、蛋白酶抑制剂（武汉博士德生物工

程有限公司） ，BCA 蛋白定量检测试剂盒（北京索
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莱 宝 科 技 有 限 公 司 ），TNF- α 抗 体（ 美 国

Proteintech 公司），兔抗SIRT1、兔抗核转录因子-κB
（nuclear transcription factor- κB, NF- κB）p65、p-NF-

κB p65抗体（美国Cell Signaling Technology公司），兔

抗IL-1β抗体（美国Abcam公司），β-actin抗体（美国

Proteintech公司），超敏化学发光检测试剂盒（苏州宇

恒生物科技有限公司）。

1.2 细胞培养

将 bEnd.3 细胞接种于含 10% 胎牛血清（fetal

bovine serum, FBS）和 1% 青链霉素的 H-DMEM 细胞

培养基25 cm2的无菌培养瓶内，在37℃、5%二氧

化碳细胞培养箱中孵育，取对数生长期的细胞进

行后续实验。

1.3 细胞转染及分组

1.3.1 miRNA 储存液配制 miR-92a-3p mimics、

mimics NC、miR-92a-3p inhibitor、inhibitor NC 均为

抑制剂阴性对照。四者以冻干粉运输，分别加入

125.0 μL、125.0 μL、62.5 μL 和 125.0 μL DEPC 水

溶解，置入-20℃冰箱冷冻保存。

1.3.2 细胞转染 当 bEnd.3 细胞密度达到 60%～

80% 时进行转染实验。GP-transfect-Mate 转染试剂

提前复温；以 6 孔板为例，取 8 个 1.5 mL 无菌 Ep

管，均添加无血清培养基 200 μL/管。取 4管加入

7.5 μL GP-transfect-Mate 转染试剂，另外 4 管分别

加 入 7.5 μL miR-92a-3p mimics、mimics NC、miR-

92a-3p inhibitor 和 inhibitor NC 储存液，吹打混匀，

室温静置5 min；将各管GP-transfect-Mate培养基混

合物分别滴加至储存液培养基混合物中，配制成

miR-92a-3p mimics、 mimics NC、 miR-92a-3p

inhibitor 和 inhibitor NC转染混合物，用移液器轻轻

混匀，室温静置 15～20 min 后立即转染，尽量在

1 h 内使用。静置时可将 6 孔板中的培养基换成

1.6 mL 预热培养基；将 400 μL 转染混合物加入孔

中，最终为2 mL/孔；轻晃6孔板以均匀分布，放入

37℃、二氧化碳培养箱静置培养6 h。

1.3.3 细胞分组 为观察 OGD/R 对 miR-92a-3p

mRNA及SIRT1蛋白表达量的影响，将细胞分为对照

组、OGD/R 组、OGD+92a 抑制剂组、OGD+92a抑制剂

内参组。对照组加入7.5 μL转染试剂6 h，更换为含

糖无血清 H-DMEM 培养基后于细胞培养箱培养

8 h，再更换为完全培养基（89% H-DMEM、10%胎牛

血清、1%青链霉素）后于培养箱培养16 h；OGD/R组

加入7.5 μL转染试剂6 h，更换为无糖无血清DMEM

培养基后于低氧培养箱（37℃、1%氧气、5%二氧化

碳、94%氮气）培养8 h，再更换完全培养基后于细胞

培养箱培养16 h；OGD+92a抑制剂组加入2 mL miR-

92a-3p inhibitor 转染混合物6 h，更换为无糖无血清

DMEM培养基后于低氧培养箱培养8 h，再更换为完

全培养基后于细胞培养箱培养16 h；OGD+92a抑制

剂内参组加入 2 mL inhibitor NC 转染混合物 6 h，更

换为无糖无血清DMEM培养基后于低氧培养箱培养

8 h，再更换为完全培养基后于细胞培养箱培养16 h，

每组重复3次。

为确定miR-92a-3p通过调控SIRT1对bEnd.3细

胞产生的不利影响，将实验分为对照组、抑制剂

内参组、miR-92a-3p 抑制剂组、模拟物内参组和

miR-92a-3p 模拟物组。对照组加入 7.5 μL 转染试

剂6 h，更换完全培养基细胞于培养箱培养24 h；抑

制剂内参组加入 2 mL inhibitor NC 转染混合物 6 h，

更换完全培养基细胞培养箱培养24 h；miR-92a-3p

抑制剂组加入 2 mL miR-92a-3p inhibitor 转染混合

液6 h，更换完全培养基细胞培养箱培养24 h；模拟

物内参组加入 2 mL mimics NC 转染混合液 6 h，更

换完全培养基细胞培养箱培养24 h；miR-92a-3p模

拟物组加入 2 mL miR-92a-3p mimics 转染混合液

6 h，更换完全培养基细胞培养箱培养24 h，每组重

复3次。

1.4 实时荧光定量聚合酶链反应检测miR-92a-

3p、SIRT1、TNF-α和IL-1β mRNA的表达

应用RNA isolater Total Extraction Reagent试剂从

各 组 分 离 总 RNA，运 用 Hiscript® qRT SuperMix for

qPCR（+gDNA wiper）试剂盒进行逆转录，最后使用

ChamQ SYBR qPCR Master Mix 在 7500 型荧光定量

PCR 仪上检测 miR-92a-3p 的表达和 SIRT1、肿瘤坏

死因子 α（tumor necrosis factor-α, TNF-α）、白细胞介

素1β（Interleukin-1β, IL-1β）mRNA的表达。反应条

件：95℃预变性 30 s，95℃变性 10 s，60℃退火/延伸

30 s，共40个循环。熔解曲线：95℃ 15 s，60℃ 60 s，

95℃ 15 s。每个样本设6个复孔，以U6或GAPDH作

为内参，用2-ΔΔCT法计算。见表1。

1.5 Western blotting检测蛋白表达

NP-40裂解液、蛋白酶抑制剂按100∶1配制，
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裂解液混合液50 μL/孔，冰上裂解30 min，细胞刮刀

收集细胞，4℃、12 000 r/min离心10 min，取适量上清

液进行BCA 蛋白定量，调整蛋白浓度至同一水平，

与适量的蛋白上样缓冲液混匀，100℃加热变性

10 min 后进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，湿转法转膜，

5% 脱脂牛奶封闭 2 h，分别加入 TNF-α抗体（1∶

1 000）、兔抗 SIRT1 抗体（1∶1 000）、兔抗核转录因

子-κB（nuclear transcription factor-κB, NF-κB）p65抗

体（1∶1 000）、p-NF-κB p65抗体（1∶1 000）、兔抗IL-

1β抗体（1∶1 000）和 β-actin抗体（1∶8 000）于4℃冰

箱孵育过夜，次日TBST 洗涤 5 min/次，重复 3 次，室

温孵育相对应的二抗 1 h（1∶5 000），TBST 洗涤

10 min/次，重复 3 次；随后进行增强化学发光法显

色，运用 Image Lab电脑软件计算条带的体积值，分

析各组蛋白表达水平。

1.6 划痕实验检测细胞迁移能力

细胞铺板 24 h 后细胞形成融合单层，用含

0.1%青链霉素的无血清H-DMEM 培养基进行饥饿

处理12 h，在 6孔板底部中线处用10 μL枪头轻轻

地划1道竖划痕，用PBS洗去漂浮的细胞，各组加

入相对应的培养基，置于显微镜下观察，每个6孔

板由上至下选取5个视野，使用100倍镜头采集图

片。培养24 h后，再次观察划痕融合程度，并由上

至下选取 0 h 时相同位置的 5 个视野图片。使用

Image J 软件计算划痕面积所占的百分比，以评估

细胞迁移能力。

1.7 双荧光素酶报告实验

根据生物信息学软件Targetscan预测结果显示，

miR-92a-3p与 SIRT1的 3'-UTR存在结合位点，将含

有结合位点与突变位点的 SIRT1-3'-UTR 片段分别

插入荧光素酶报告基因载体，构建M_SIRT1 3'-野生

型（wild type, WT）载 体 与 突 变 型（mutation type，
MT）载体，取生长状态良好的 HEK-293 细胞，分别

将M_SIRT1 3'-WT 型载体和MT 型载体与miR-92a-

3p模拟物、模拟物内参共转染，放入细胞培养箱内

培养 48 h，检测各组细胞荧光素酶活性。将 SIRT1

3'-UTR对照质粒+mimics NC+TK海肾内参作为UTR

NC+mimics NC+TK 组 ，SIRT1 3'-UTR 对 照 质 粒 +

mmu-miR-92a-3p mimics+TK 海 肾 内 参 作 为 UTR

NC+ mimics + TK组，SIRT1 3'-UTR WT质粒+ mimics

NC+ TK海肾内参作为M_SIRT1 WT+ mimics NC+ TK

组 ，SIRT1 3'-UTR WT 质 粒 + mmu-miR-92a-3p

mimics + TK海肾内参作为M_SIRT1 WT + mimics+TK

组，SIRT1 3'-UTR MT 质粒+mimics NC + TK 海肾内

参 作 为 M_SIRT1 MT+mimics NC+TK 组 ，SIRT1 3'-

UTR MT 质粒 + mmu-miR-92a-3p mimics + TK 海肾

内参作为M_SIRT1 MT+mimics + TK组。

1.8 统计学方法

数据分析采用 SPSS 25.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用方差分析，若

方差齐，两两比较用LSD-t 法检验，若方差不齐，

则用Games Howell法检验。P <0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 各组miR-92a-3p相对表达量比较

对照组、OGD/R 组、OGD+92a 抑制剂组、OGD+

92a 抑制剂内参组 miR-92a-3p 相对表达量分别为

（1.00±0.02）、（5.77±0.64）、（1.67±0.08）、（5.59±

0.21），经方差分析，差异有统计学意义（F =180.373，

P =0.000）。进一步两两比较，OGD/R组较对照组升

高（P <0.05），OGD+92a 抑制剂内参组与 OGD/R 组

miR-92a-3p 相对表达量比较，差异无统计学意义

（P >0.05）。说明 miR-92a-3p 抑制剂及其内参表达

功能正常，而OGD+92a抑制剂组miR-92a-3p的表达

量下降。

表1 引物序列

基因

miR-

92a-3p

U6

SIRT1

TNF-α

IL-1β

GAPDH

引物序列

正向：5'-CCGCGTATTGCACTTGTCCC-3'

反向：5'-AGTGCAGGGTCCGAGGTATT-3'

正向：5'-CTCGCTTCGGCAGCACATATACT-3'

反向：5'-ACGCTTCACGAATTTGCGTGTC-3'

正向：5'-ACCACCAAATCGTTACATATTCCA-3'

反向：5'-CCGTATCATCTTCCAAGCCATT-3'

正向：5'-GCCGATGGGTTGTACCTTGT-3'

反向：5'-TCTTGACGGCAGCGCGGAGG-3'

正向：5'-GAAATGCCACCTTTTGACAGTG-3'

反向：5'-TGGATGCTCTCTCATCAGGACAG-3'

正向：5'-ACGGCAAGTTCAACGGCACAG-3'

反向：5'-GAAGACGCCAGTAGACTCCACGAC-3'

引物长

度/bp

60

93

185

139

118

149
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2.2 miR-92a-3p靶基因预测及各组荧光素酶活

性比较

运用Targetscan 生物信息学软件预测miR-92a-

3p 相关的靶基因，结果提示 SIRT1 的 3'-UTR 含有

miR-92a-3p 的结合位点。为进一步验证 miR-92a-

3p是否直接靶向SIRT1，将HEK-293 细胞分别与含

有 WT SIRT1 3'-UTR、MT SIRT1 3'-UTR、UTR NC 和

mimics NC 的 Renilla 荧光素酶报告载体共转染。

UTR NC+mimics NC+TK 组、UTR NC+mimics+TK 组、

M_SIRT1 WT+mimics NC+TK 组 、M_SIRT1 WT+

mimics+TK 组 、M_SIRT1 MT+mimics NC+TK 组 、

M_SIRT1 MT+mimics+TK 组的荧光素酶活性分别为

（24.67±0.58） 、（23.67±0.58） 、（25.33±1.53） 、

（15.67±0.58）、（24.00±1.00）、（24.33±0.33），经方差

分析，差异有统计学意义（F =50.300，P =0.000）。进

一 步 两 两 比 较 ，M_SIRT1 WT+mimics+TK 组 较

M_SIRT1 WT+mimics NC+TK组低（P <0.05），而miR-

92a-3p对转染SIRT1 3'-UTR的细胞中荧光素酶活性

的影响较小，说明miR-92a-3p可以通过与SIRT1 3'-

UTR上的预测靶位点结合直接抑制基因的表达，而

当预测的靶位点发生突变后，miR-92a-3p对下游靶

基因的抑制作用基本消除。因此SIRT1是miR-92a-

3p的下游靶基因。见图1。

2.3 各组SIRT1蛋白、mRNA相对表达量比较

各组SIRT1蛋白、mRNA相对表达量比较，经方

差分析，差异有统计学意义（P <0.05）。进一步两两

比较，OGD/R 组较对照组降低（P <0.05），OGD+92a

抑制剂组较OGD+92a抑制剂内参组升高（P <0.05）。

见表2、图2。

2.4 各组p-NF-κB p65/NF-κB p65蛋白、SIRT1

蛋白和mRNA相对表达量比较

各组 p-NF-κB p65/NF-κB p65 蛋白、SIRT1 蛋

白和mRNA相对表达量比较，经方差分析，差异有

统计学意义（P <0.05）。进一步两两比较，miR-

92a-3p模拟物组NF-κB p65/p-NF-κB p65蛋白较模

拟物内参组高，SIRT1蛋白和mRNA较模拟物内参

组低（P <0.05）。见表3和图3。

图1 TargetScan软件预测miR-92a-3p靶向SIRT1的

3'-UTR区域

表2 各组SIRT1蛋白、mRNA相对表达量比较

（x±s）

组别

对照组

OGD/R组

OGD+92a抑制剂组

OGD+92a抑制剂内参组

F 值

P 值

SIRT1蛋白

1.16±0.14

0.48±0.10

1.03±0.06

0.57±0.10

31.033

0.000

SIRT1 mRNA

1.41±0.12

0.63±0.16

1.20±0.13

0.68±0.17

20.424

0.000

120 kD

42 kD

SIRT1

β-actin

1 2 3 4

1：对照组；2：OGD/R组；3：OGD+92a抑制剂组；4：OGD+92a

抑制剂内参组。

图2 各组SIRT1蛋白的表达

表3 各组p-NF-κB p65/NF-κB p65蛋白、SIRT1蛋白和

mRNA相对表达量比较 （x±s）

组别

对照组

抑制剂内参组

miR-92a-3p抑

制剂组

模拟物内参组

miR-92a-3p模

拟物组

F 值

P 值

p-NF-κB p65/

NF-κB p65蛋白

1.12±0.06

1.15±0.12

1.13±0.16

1.09±0.08

1.43±0.15

3.897

0.037

SIRT1 mRNA

1.07±0.14

1.06±0.1

1.20±0.14

1.02±0.28

0.61±0.23

4.671

0.022

SIRT1

蛋白

1.69±0.10

1.30±0.21

1.57±0.22

1.31±0.13

0.64±0.07

19.935

0.000

120 kD

65 kD

65 kD

42 kD

SIRT1

p-p65

NF-κB p65

β-actin

1 2 3 4 5

1：对照组；2：抑制剂内参组；3：miR-92a-3p抑制剂组；4：模

拟物内参组；5：miR-92a-3p模拟物组。

图3 各组p-NF-κB p65/NF-κB p65、SIRT1蛋白的表达
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2.5 各组 IL-1β、TNF-α蛋白和mRNA相对表达

量比较

各组 IL-1β、TNF-α蛋白和mRNA相对表达量

比较，差异有统计学意义（P <0.05）。进一步两两

比较，miR-92a-3p 模拟物组较模拟物内参组高

（P <0.05），促进bEnd.3细胞发生炎症反应。见图4

和表4。

2.6 miR-92a-3p转染对bEnd.3细胞迁移能力的

影响

对照组、抑制剂内参组、miR-92a-3p抑制剂组、

模拟物内参组、miR-92a-3p模拟物组划痕愈合率分别

为（42.83±2.64）%、（42.41±1.34）%、（43.62±1.44）%、

（41.70±2.62）%、（11.87±0.91）%，经方差分析，差异

有统计学意义（F =153.740，P =0.000）。进一步两两比

较，miR-92a-3p 模拟物组较模拟物内参组低（P <

0.05），而miR-92a-3p抑制剂组与抑制剂内参组比较，

差异无统计学意义（P >0.05）。明确miR-92a-3p可以

抑制bEnd.3细胞的迁移能力。见图5。

3 讨论

IS约占脑卒中的85%[11]。脑缺血再灌注影响IS

的预后，其中脑微血管内皮细胞扮演着重要的角

色。脑微血管内皮细胞是一种扁平、长梭状的内皮

细胞，在脑内广泛分布，对缺血缺氧敏感性较高。

研究发现在脑缺血再灌注过程中首先累及到脑微

血管内皮细胞并释放大量炎症因子，导致内皮细胞

连接紊乱，破坏血脑屏障的保护作用，因而血液中

的有害物质自由透过血脑屏障，对脑组织造成损

伤，加重病情[3]。因此，保护脑微血管内皮细胞以及

如何预防和减少脑缺血再灌注损伤已成为目前临

床迫切需要解决的问题。

TNF-α
IL-1β
β-actin

26 kD

110 kD

42 kD

1 2 3 4 5

1：对照组；2：抑制剂内参组；3：miR-92a-3p抑制剂组；4：模

拟物内参组；5：miR-92a-3p模拟物组。

图4 各组IL-1β、TNF-α蛋白的表达

0 h

24 h

对照组 抑制剂内参组 miR-92a-3p抑制剂组 模拟物内参组 miR-92a-3p模拟物组

图5 各组不同时间划痕融合程度 （×100）

表4 各组TNF-α、IL-1β蛋白和mRNA相对表达量比较 （x±s）

组别

对照组

抑制剂内参组

miR-92a-3p抑制剂组

模拟物内参组

miR-92a-3p模拟物组

F 值

P 值

TNF-α蛋白

1.07±0.11

1.04±0.17

1.03±0.15

1.04±0.16

1.40±0.68

4.216

0.030

TNF-α mRNA

1.00±0.34

0.94±0.26

0.96±0.23

1.09±0.19

1.86±0.13

7.938

0.004

IL-1β蛋白

1.00±0.26

1.17±0.06

1.06±0.18

1.14±0.16

2.44±0.36

29.215

0.000

IL-1β mRNA

1.03±0.67

1.06±0.17

1.10±0.25

1.05±0.25

1.79±0.35

5.637

0.012
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近来诸多研究表明，miRNAs作为炎症信号通路

的调控元件，在脑缺血再灌注中发挥重要作用，成

为改善脑缺血再灌注的潜在关键的干预靶点[12]。

miR-92a-3p 是缺氧相关性 miRNA，在缺氧条件下，

其表达水平相应升高，参与内皮细胞的增殖、分化

和迁移的调控[13]。HE 等[14]研究发现脑卒中早期缺

氧情况下脑内miR-92a-3p高表达，引起脑微血管内

皮细胞炎症性损伤，血脑屏障破坏，导致脑白质损

害。炎症反应是脑缺血再灌注进展的关键因素，内

皮细胞产生多种黏附分子及趋化因子与炎症因子

的大量释放有关，从而激活和募集炎症细胞，导致

细胞通透性增加[15]。TNF-α、IL-1β和 IL-6 参与脑

缺血再灌注早期的炎症反应，炎症因子的释放引起

血脑屏障通透性增强，脑微血管内皮细胞结构和功

能的完整性遭到破坏，内皮细胞功能障碍，进一步损

伤脑组织，说明TNF-α、IL-1β和IL-6与脑缺血再灌

注密切相关[16]。FU等[17]研究也表明抑制miR-92a能

够明显改善炎症反应，减少促炎细胞因子的释放。

本研究发现 OGD/R 诱导脑微血管内皮细胞损伤后

miR-92a-3p表达量增加，证实了miR-92a-3p在脑微

血管内皮细胞中的负性调控作用。同时实验通过

细胞转染miR-92a-3p发现，miR-92a-3p mimics能抑

制 bEnd.3 细胞的迁移及促进炎症因子 TNF-α、IL-
1β的释放，而 miR-92a-3p inhibitor 出现相反的结

果。进一步明确了 miR-92a-3p 对 bEnd.3 负性调控

作用与炎症密切相关。

SIRT是Ⅲ类组蛋白去乙酰化酶，在哺乳动物器

官中分布广泛。SIRT1作为Sirtuin家族一员，依赖于

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸/NADH的信号转导，通过多

种转录因子调节蛋白表达，调控各种生理功能，包

括细胞炎症、细胞凋亡等[18]。研究表明，SIRT1表达

升高可降低脓毒血症小鼠体内的炎症反应损伤[19]；

小檗碱、厚朴酚和白藜芦醇等药物可促进SIRT1表

达，抑制 NF-κb 通路活化，减轻脑缺血再灌注过程

中的炎症反应，减少细胞凋亡[20-21]。根据生物信息

学分析，推测SIRT1为miR-92a-3p下游靶基因，通过

双荧光素酶实验明确了miR-92a-3p可以抑制SIRT1

的表达，证实了其是 miR-92a-3p 的调控靶点。在

OGD/R 条 件 下 miR-92a-3p 表 达 水 平 明 显 升 高 ，

SIRT1的表达量下降，结合荧光素酶的实验结果，提

示 miR-92a-3p 通过负调控 SIRT1 促进 OGD/R 诱导

脑微血管内皮细胞炎症反应。

研究表明 SIRT1 可以通过 NF-κB p65 去磷酸

化，抑制NF-κB信号转导，阻碍NF-κB进入细胞核，

无法激活TNF-α、IL-1β等促炎因子发挥抗炎作用，

改善脑缺血再灌注[22]。脑缺血再灌注过程中SIRT1

持续低表达，上调SIRT1能够抑制脑缺血再灌注过

程中炎症反应和细胞凋亡，减轻脑缺血再灌注[23]。

本实验结果表明 miR-92a-3p 靶向抑制 SIRT1 的表

达，促进NF-κB信号通路激活，释放TNF-α、IL-1β
炎症因子，引发炎症级联反应，在脑微血管内皮细

胞OGD/R损伤过程中发挥重要作用，因此通过抑制

miR-92a-3p 的表达，上调 SIRT1 表达，抑制 NF-κB
炎性通路，是改善脑缺血灌注损伤的重要途径。

综上所述，在脑微血管内皮细胞的OGD/R损伤

过程中，miR-92a-3p高表达靶向负调控SIRT1表达，

激活 NF-κB 炎症信号通路；抑制 miR-92a-3p 激活

SIRT1/NF-κB通路可明显减轻OGD/R诱导的脑微血

管内皮细胞损伤，可能是临床上治疗脑缺血再灌注

的潜在靶点。
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