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lncRNA SNHG14通过miR-181c-5p/SOX6
信号轴调控缺血性脑卒中神经元细胞凋亡*
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摘要 ： 目的　通过IS体外模型探究lncRNA SNHG14在神经元细胞凋亡中的作用机制。方法　通过氧葡萄

糖剥夺（OGD）诱导的神经元细胞损伤来模拟IS。实时荧光定量聚合酶链反应检测SNHG14、miR-181c-5p、

SOX6基因表达，CCK-8法检测细胞活力，流式细胞术检测细胞凋亡，Caspase-3检测试剂盒测定Caspase-3活

性，RNA 免疫沉淀实验和萤光素酶报告分析实验验证 miR-181c-5p 与 SNHG14、SOX6 的相互作用。结果　

sh-SNHG14组SNHG14 mRNA相对表达量低于sh-NC组（P <0.05），OGD+ sh- SNHG14组SNHG14 mRNA

相对表达量低于OGD + sh-NC组低（P <0.05）。OGD + sh-SNHG14组细胞活性率较OGD + sh-NC组高（P <

0.05）。OGD + sh-SNHG14组细胞凋亡率、Caspase-3相对表达量较OGD + sh-NC组低（P <0.05）。miR-NC

组miR-181c-5p相对表达量较miR-181c-5p mimics组低（P <0.05），inhibitor NC组较miR-181c-5p inhibitor

组高（P <0.05）。SNHG14-WT + miR-181c-5p mimics组萤光素酶相对活性较SNHG14-WT+ miR-NC组低

（P <0.05）， SNHG14-WT + miR-181c-5p inhibitor 组 较 SNHG14-WT + inhibitor NC 组 高（P <0.05）。

SOX6-WT+miR-181c-5p mimics组萤光素酶相对活性较SOX6-WT + miR-NC组低（P <0.05），SOX6-WT 

+ miR-181c-5p inhibitor组较SOX6-WT + inhibitor NC组高（P <0.05）。miR-NC组SOX6 mRNA相对表达

量较miR-181c-5p mimics组高（P <0.05），miR-181c-5p inhibitor组较inhibitor NC组高（P <0.05）。对照组细

胞活性率较OGD + sh-SNHG14组高（P <0.05），OGD + sh-SNHG14 + miR-181c-5p inhibitor组较OGD组高

（P <0.05）。OGD + sh-SNHG14 + miR-181c-5p inhibitor 组细胞凋亡率较 OGD + sh-SNHG14 组高（P <

0.05）。OGD + sh-SNHG14 + miR-181c-5p inhibitor组Caspase-3相对表达量较OGD + sh-SNHG14组高（P <

0.05）。结论　SNHG14可调节IS模型中神经元细胞凋亡，作用机制可能是通过靶向miR-181c-5p/SOX6信号通

路实现的。
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damage. The expressions of SNHG14, miR-181c-5p and SOX6 were detected via qPCR. The CCK8 assay was 

performed to measure the cell viability, while the apoptosis was determined via flow cytometry. The activity of 

caspase-3 was determined via a kit, and RIP and luciferase assays were applied to verify the interactions between 

miR-181c-5p and SNHG14 or SOX6.  Results The relative expression of SNHG14 in the sh-SNHG14 group and 

the OGD + sh-SNHG14 group was lower than that in the sh-NC group and the OGD + sh-NC group, respectively 

(P < 0.05). The cell viability in the OGD + sh-SNHG14 group was higher than that in the OGD + sh-NC group (P < 

0.05). The cell apoptosis rate and the relative expression of caspase-3 in the OGD + sh-SNHG14 group were lower 

than those in the OGD + sh-NC group (P < 0.05). The relative expression of miR-181c-5p in the miR-NC group was 

lower than that in the miR-181c-5p mimics group (P < 0.05), while that in the inhibitor NC group was higher than 

that in the miR-181c-5p inhibitor group (P < 0.05). The relative luciferase activity in the SNHG14-WT + miR-181c-

5p mimics group was lower than that in the SNHG14-WT + miR-NC group (P < 0.05), while that in the SNHG14-

WT + miR-181c-5p inhibitor group was higher than that in the SNHG14-WT + inhibitor NC group (P < 0.05). The 

relative luciferase activity in the SOX6-WT + miR-181c-5p mimics group was lower than that in the SOX6-WT + 

miR-NC group (P < 0.05), while that in the SOX6-WT + miR-181c-5p inhibitor group was higher than that in the 

SOX6-WT + inhibitor NC group (P < 0.05). The relative expression of SOX6 mRNA in the miR-NC group was 

higher than that in the miR-181c-5p mimics group (P < 0.05), and that in the miR-181c-5p inhibitor group was also 

higher than that in the inhibitor NC group (P < 0.05). The cell viability in the control group was higher than that in 

the OGD + sh-SNHG14 group (P < 0.05), while that in the OGD + sh-SNHG14 + miR-181c-5p inhibitor group was 

higher than that in the OGD group (P < 0.05). In contrast, the cell apoptosis rate in the OGD + sh-SNHG14 + miR-

181c-5p inhibitor group was higher than that in the OGD + sh-SNHG14 group (P < 0.05). Besides, the relative 

expression of caspase-3 in the OGD + sh-SNHG14 + miR-181c-5p inhibitor group was higher than that in the OGD 

+ sh-SNHG14 group (P < 0.05).  Conclusions SNHG14 regulates neuronal apoptosis in IS models, at least partially 

through targeting the miR-181c-5p/SOX6 signaling pathway.
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缺血性脑卒中（ischemic stroke, IS）主要是大脑

供血迅速丧失引起葡萄糖和氧气缺乏所致，约占所

有脑卒中的 85%[1]。有研究表明，IS 成为全球成年人

死亡和残疾的主要原因之一，且发病率逐年递增[2]。

IS 可引发一系列级联事件，包括炎症反应、兴奋性

氨基酸神经毒性和细胞凋亡等，进而损伤脑血管和

神 经 元[3]。 其 中 最 突 出 的 病 理 改 变 是 神 经 元 死 亡

（大部分发生凋亡），导致不可逆的脑功能丧失[4]。

由于 IS 病理、生理过程的复杂性，目前尚无有效的

治疗策略。因此，阐明神经元细胞凋亡的潜在分子

机制，有助于探寻减轻 IS 后脑损伤新的治疗途径。

长 非 编 码 RNAs （long non-coding RNAs, 

lncRNAs）在细胞凋亡、侵袭、组蛋白修饰、mRNA 剪

接等多种生物学过程中发挥着重要作用[5-6]。有研

究证实，lncRNAs 在各种脑和神经退行性疾病中异

常表达，并调控疾病进展，LncRNA-N1LR 可能通过

抑制 p53 磷酸化，增强其在 IS 病程中的神经保护作

用[7]。 LncRNA NR_120420 在 氧 糖 剥 夺（oxygen 

glucose deprivation， OGD）诱导的 SH-SY5Y 神经元细

胞中高表达，抑制其表达能够缓解细胞凋亡[8]。此

外，有研究表明 lncRNA SNHG14 在缺血小鼠脑组织

和 OGD 诱导的小鼠小胶质细胞中表达上调[9]。敲除

SNHG14 能够缓解 OGD 诱导的神经元细胞损伤[10]。

然而，SNHG14 在神经元细胞凋亡中的功能与机制

尚不明确。

Sry 相 关 高 迁 移 率 盒（Sry-related high-mobility 

box, SOX）基因家族是 1 个转录因子编码基因，具有

高度保守的 HMG-box 序列[11]。SOX 转录因子在胚胎

和成人神经系统的调控中起着关键作用，包括维持

神经干/祖细胞的多向性、更新和细胞命运[12]。据报

道，SOX6 基因在神经系统中可以创造神经元的多样

性[13]。此外，有证据显示 lncRNA 可通过与 microRNA

（miRNA）结合并调控 SOX6 表达，介导 OGD 引起的

神 经 元 细 胞 凋 亡 及 缺 血 性 神 经 元 损 伤[14]。 然 而 ，

lncRNA SNHG14 是否通过与 miRNA 结合调控 SOX6

表达促进 IS 神经元细胞凋亡，还有待进一步探究。

1 材料与方法

1.1　细胞培养

SH-SY5Y 细胞系（SCSP-5014）购自中国科学院
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典型培养保存委员会细胞库。细胞培养使用含 10%

胎牛血清和 1% 青霉素-链霉素的 DMEM（Dulbecco's 

modified Eagle medium）/F12 培 养 基（美 国 Gibco 公

司），置于 37 ℃、5% 二氧化碳培养箱孵育。待细胞

达到对数生长期，用于后续实验。

1.2　OGD模型复制

细胞 OGD 模型的复制参考 DONG 等[15]的研究。

将 细 胞 培 养 基 换 成 不 含 胎 牛 血 清 、无 糖 的 DMEM/

F12 培养基，并将细胞置于厌氧、温度（37.0±0.5） ℃

环境中，给予 5% CO2 和 95% 氮气分别处理 0、2、4、

6、8 h。随后，使用含 10% 血清的正常培养基于常氧

条件下（37 ℃、5% CO2）培养细胞。对照组细胞除暴

露于 OGD 外，其余操作相同。

1.3　细胞转染

SNHG14 shRNA、miR-181c-5p mimics、miR-

181c-5p inhibitor 及 阴 性 对 照（sh-NC、miR-NC、

inhibitor NC）购自上海吉玛公司。根据说明书使用

Lipofectamine 2000 试剂（美国 Invitrogen 公司）将寡核

苷酸转染到神经元细胞中。转染 24 h 后对细胞进一

步行体外检测。

1.4　分组

根据实验需要将细胞分组为对照组（细胞正常

培养）、OGD 组（OGD 诱导 6 h）、OGD + sh-NC 组（细

胞转染 sh-SNHG14 阴性对照，并接受 OGD 诱导 6 h）、

OGD + sh-SNHG14 组（细胞转染 sh-SNHG14，并接受

OGD 诱 导 6 h）、OGD+sh-SNHG14 + miR-181c-5p 

inhibitor 组（细 胞 转 染 sh-SNHG14 和 miR-181c-5p 

inhibitor，并接受 OGD 诱导 6 h）、sh-NC 组（细胞转染

sh-SNHG14 阴性对照）、miR-181c-5p mimics 组（细胞

转染 miR-181c-5p 模拟物）、miR-NC 组（细胞转染模

拟物阴性对照）、miR-181c-5p inhibitor 组（细胞转染

miR-181c-5p 抑制剂）、inhibitor NC 组（细胞转染抑制

剂阴性对照）。

1.5　方法

1.5.1　细胞活力检测　将细胞以 5 000 个/孔的密度

接种至 96 孔板中，孵育过夜，将 CCK-8 溶液（10μL

每孔）与细胞混合于细胞培养箱中共同孵育 2 h，然

后将 96 孔板置于酶标仪，在 450 nm 波长处读取各孔

吸光度值，计算细胞相对活力，使用 CCK-8 试剂盒

（美国 Dojindo Molecular Technologies 公司）检测。实

验重复 3 次，每次设 4 个复孔。

1.5.2　流式细胞术检测细胞凋亡　细胞凋亡检测使

用 Annexin V-FITC/PI 凋亡试剂盒（美国 Sigma 公司），

通过流式细胞术分析。将细胞（1×105 个/孔）接种至

6 孔板中，PBS 冲洗 1 次，使用试剂盒提供的结合缓

冲液（100 μL）重新悬浮细胞，并与 Annexin V-FITC

（5 μL）混合。再加入 5 μL PI 于黑暗中孵育 10 min。

最后将结合缓冲液（400 μL）与溶液混合，使用流式

细胞分析仪（美国 BD Biosciences 公司）分析细胞凋

亡率。

1.5.3　Caspase-3 活性检测　在 6 孔板中培养各组细

胞，并使用 Caspase-3 检测试剂盒（美国 Abcam 公司）

检测细胞 Caspase-3 活性，根据对照组换算相对表达

量，具体实验步骤按说明书操作。

1.5.4　实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real-
time polymerase chain reaction, qRT-PCR）检 测 SN⁃
HG14、miR-181C-5P mRNA　 收 集 细 胞 ，使 用

TRIzol 试剂（美国 Invitrogen 公司）提取总 RNA，并使

用逆转录试剂盒（日本 TaKaRa 株式会社）将 RNA 逆

转 录 为 cDNA。 qRT-PCR 检 测 使 用 SYBR Premix Ex 

Taq Ⅱ试剂盒（日本 TaKaRa 株式会社）。SNHG14 正

向 引 物 ：5'-GCCTCCTGCTTCTCATGTTG-3'，反 向 引

物：5'-ACCCAGGATCTTCCACTCAT-3'，长度均 20 bp；

SOX6 正向引物：5'-AGCTTCGGATTGGGGAGTAT-3'，

反 向 引 物 ：5'-GAGGCGATGGTGTGGTAGTT-3'，长 度

均 20 bp；GAPDH 正向引物：5'-AGGTCGGAGTCAAC

GGATTT-3' ，反 向 引 物 ：5'-TGACGGTGCCATGGAAT

TTG-3' ，长 度 均 20 bp ；miR-181c-5p 正 向 引 物 ：

5'-TCGGAACATTCAACCTGTCG-3'，反向引物：5'-AA

CAUUCAACCUGUCGGUGAGU-3'，长 度 分 别 为 20、

22 bp；U6 正向引物：5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'，

反 向 引 物 ：5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'，长 度

分别为17、20 bp。反应条件为：94 ℃预变性 5 s，60 ℃

变性 34 s，72 ℃退火 30 s，共 40 个循环。使用 2−∆∆Ct

法 计 算 RNA 的 相 对 表 达 量 ，以 GAPDH 和 U6 作 为

内参[16]。

1.5.5　萤光素酶报告分析　首先构建萤光素酶报告

载 体 ，将 含 有 预 测 的 miR-181c-5p 结 合 位 点 的

SNHG14 或 SOX6 片段扩增并克隆到 pGL3 萤光素酶

载 体（美 国 Promega 公 司），获 得 SNHG14- 野 生 型

（wild type, WT）、SNHG14- 突 变 型（mutation type, 
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MUT）、SOX6-WT、SOX6-MUT。 使 用 Lipofectamine 

2000 试 剂（美 国 Invitrogen 公 司）将 SNHG14-WT、

SOX6-WT（ 或 SNHG14-MUT、SOX6-MUT）和 miR-

181c-5p mimics、miR-181c-5p inhibitor（或 miR-NC、

inhibitor NC）共 转 染 。 简 言 之 ，为 验 证 SNHG14 与

miR-181c-5p 结合，细胞分为 SNHG14-WT + miR-NC

组、SNHG14-WT + miR-181c-5p mimics 组、SNHG14-

WT + inhibitor NC 组 、SNHG14-WT + miR-181c-5p 

inhibitor 组 、SNHG14-MUT + miR-NC 组 、SNHG14-

MUT + miR-181c-5p mimics 组 、SNHG14-MUT + 

inhibitor NC 组 、 SNHG14-MUT + miR-181c-5p 

inhibitor 组；为验证 SOX6 与 miR-181c-5p 结合，细胞

分 为 SOX6-WT + miR-NC 组 、SOX6-WT+miR-181c-

5p mimics 组 、SOX6-WT + inhibitor NC 组 、SOX6-

WT+ miR-181c-5p inhibitor 组、SOX6-MUT + miR-NC

组 、SOX6-MUT + miR-181c-5p mimics 组 、SOX6-

MUT + inhibitor NC 组 、SOX6-MUT+miR-181c-5p 

inhibitor 组。转染 48 h 后，根据试剂盒说明书操作，

收集细胞，并使用双萤光素酶报告分析系统（美国

Promega 公司）分析各组萤光素酶相对活性。

1.5.6　RNA 免疫沉淀实验　使用 Magna RNA 免疫沉

淀（RNA immunoprecipitation，RIP）™ RNA 结合蛋白免

疫沉淀试剂盒（美国 Millipore 公司）分析 SNHG14 与

miR-181c-5p 是 否 相 互 作 用 。 将 miR-NC 和 miR-

181c-5p mimics 转染后的细胞在 RIP 裂解缓冲液中

裂解，然后根据制造商的方案，用含有磁珠[与阴性

对照免疫球蛋白 G（immunoglobulin G, IgG）或 Ago2 抗

体结合]的 RIP 缓冲液孵育裂解物。最后对沉淀的

RNA 进行纯化和处理，qRT-PCR 分析 SNHG14 相对

表达量。

1.6　统计学方法

数据分析采用 GraphPad Prism 5.0 统计软件。计

量资料以均数±标准差（x±s）表示，比较用 t 检验

或单因素方差分析或随机区组设计的方差分析，两

两比较用 Tukey post hoc test 法。P <0.05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1　OGD 诱导不同时间点的神经元细胞 lncRNA 

SNHG14的表达

OGD 诱 导 0 h 的 细 胞 活 性 率 为（100.00±

5.57）% 、2 h 为（86.67±4.73）% 、4 h 为（75.33±

5.51）% 、6 h 为（54.33±5.03）% 、8 h 为（37.33±

5.51）% ，经 单 因 素 方 差 分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义

（F =67.720，P =0.000），OGD 诱导 4 h、6 h、8 h 的细胞

活性率较 0 h 低（P <0.05），说明降低了神经元细胞

的相对活力。而 OGD 诱导 2 h 与 0 h 的细胞活性率

比较，差异无统计学意义（P >0.05）。

OGD 诱导 0 h 的细胞凋亡率为（3.36±0.82）%、

2 h 为（6.88±1.01）% 、4 h 为（9.30±0.86）% 、6 h 为

（15.43±1.52）%、8 h 为（21.45±1.37）%，经单因素方

差分析，差异有统计学意义（F =113.800，P =0.000），

OGD 诱导 2 h、4 h、6 h、8 h 较 0 h 高（P <0.05），说明

OGD 细胞模型复制成功。

OGD 诱导 0 h 的 SNHG14 相对表达量为（1.00±

0.11）、2 h 为（1.48±0.13）、4 h 为（1.99±0.23）、6 h 为

（2.68±0.17）、8 h 为（3.02±0.21），经单因素方差分

析，差异有统计学意义（F =66.680，P =0.000），OGD

诱导 2 h、4 h、6 h、8 h 的 SNHG14 相对表达量较 0 h

高（P <0.05），提示 SNHG14 可能在 IS 进程中发挥重

要的调控作用。

2.2　lncRNA SNHG14 对 OGD 诱导的神经元细胞

凋亡的影响

OGD 诱导 6 h 时敲降 SNHG14 mRNA 检测其对

神经元细胞凋亡的影响。对照组 SNHG14 mRNA 相

对表达量为（1.00±0.07）、sh-NC 组为（1.00±0.09）、

sh-SNHG14 组 为（0.29±0.07）、OGD 组 为（2.62±

0.14）、OGD + sh-NC 组 为（2.67±0.16）、OGD + sh-

SNHG14 组为（1.38±0.13），经单因素方差分析，差异

有统计学意义（F =209.500，P =0.000），sh-SNHG14 组

低于 sh-NC 组、OGD + sh-SNHG14 组低于 OGD + sh-

NC 组（P <0.05）。

对照组细胞活性率为（100.00±6.24）%、OGD 组

为 （54.33±7.64）% 、OGD+sh-NC 组 为 （51.67±

7.57）%、OGD + sh-SNHG14 组为（80.33±7.77）%，经

单因素方差分析，差异有统计学意义（F =29.360，P =

0.000），OGD + sh-SNHG14 组 较 OGD + sh-NC 组 高

（P <0.05）。 说 明 抑 制 SNHG14 的 表 达 显 著 升 高 了

OGD 诱导的神经元细胞的相对活力。

对照组细胞凋亡率为（4.31±0.94）%、OGD 组为

（15.06±1.53）% 、OGD + sh-NC 组 为 （14.79±

1.03）% 、OGD + sh-SNHG14 组 为（8.37±1.10）% ，经
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单因素方差分析，差异有统计学意义（F =59.470，P =

0.000），OGD + sh-SNHG14 组 较 OGD + sh-NC 组 低

（P <0.05）。

对 照 组 Caspase-3 相 对 表 达 量 为（100.00±

16.70）、OGD 组为（265.00±23.64）、OGD + sh-NC 组为

（269.33±25.54）、OGD + sh-SNHG14 组 为（146.67±

20.55），经单因素方差分析，差异有统计学意义（F =

45.560，P =0.000），OGD + sh-SNHG14 组 较 OGD + 

sh-NC 组低（P <0.05）。说明下调 SNHG14 显著抑制

了 Caspase-3 的活性。以上结果表明，敲降 SNHG14

能够改善 OGD 诱导的神经元细胞凋亡。

2.3　lncRNA SNHG14 通过靶向结合 miR-181c-

5p促进SOX6表达

为 进 一 步 探 究 lncRNA SNHG14 调 控 神 经 元 细

胞 凋 亡 的 分 子 机 制 ，笔 者 通 过 生 物 信 息 学 分 析 发

现 ，SNHG14 与 miR-181c-5p、miR-181c-5p 与 SOX6

之间存在潜在结合位点（见图 1）。随后过表达或抑

制 miR-181c-5p 以 进 行 RIP 和 萤 光 素 酶 报 告 分 析

实验。

miR-NC 组 miR-181c-5p 相对表达量为（1.00±

0.13） ，miR-181c-5p mimics 组 为 （3.12±0.28） ，

inhibitor NC 组为（1.00±0.14），miR-181c-5p inhibitor

组为（0.34±0.12），经单因素方差分析，差异有统计

学 意 义（F =134.600，P =0.000），miR-NC 组 较 miR-

181c-5p mimics 组 低（P <0.05），inhibitor NC 组 较

miR-181c-5p inhibitor 组 高（P <0.05）。 说 明 细 胞 转

染 miR-181c-5p mimics 上调 miR-181c-5p 表达，转染

miR-181c-5p inhibitor 下调 miR-181c-5p 表达。

SNHG14-WT + miR-NC 组萤光素酶相对活性为

（1.00±0.11）、SNHG14-WT + miR-181c-5p mimics 组

为（0.33±0.08）、SNHG14-WT + inhibitor NC 组 为

（1.00±0.16）、SNHG14-WT + miR-181c-5p inhibitor

组 为（2.58±0.29）、SNHG14-MUT + miR-NC 组 为

（1.00±0.14）、SNHG14-MUT + miR-181c-5p mimics

组为（1.00±0.06）、SNHG14-MUT + inhibitor NC 组为

（1.00±0.12）、SNHG14-MUT + miR-181c-5p inhibitor

组为（1.00±0.12），经单因素方差分析，差异有统计

学 意 义（F =84.180，P =0.000），SNHG14-WT+ miR-

181c-5p mimics 组 较 SNHG14-WT + miR-NC 组 低 ，

SNHG14-WT + miR-181c-5p inhibitor 组 较 SNHG14-

WT + inhibitor NC 组 高 。 说 明 过 表 达 miR-181c-5p

降低 SNHG14-WT 组细胞萤光素酶活性，抑制 miR-

181c-5p 则活性升高。

miR-NC 组与 IgG 结合 RNA 的 SNHG14 mRNA 相

对 表 达 量 为（1.00±0.09）、miR-181c-5pmimics 组 为

（1.00±0.09），经 t 检 验 ，差 异 无 统 计 学 意 义（t =

0.045，P =0.966）；miR-NC 组 与 Ago2 结 合 RNA 的

SNHG14 mRNA 相 对 表 达 量 为（2.62±0.66），miR-

181c-5p mimics 组为（6.40±0.85），经 t 检验，差异有

统 计 学 意 义（t =6.088，P =0.004），miR-181c-5p 

mimics 转 染 的 细 胞 中 内 源 性 SNHG14 富 集 ，说 明

SNHG14 mRNA 与 miR-181c-5p 靶向结合。

SOX6-WT + miR-NC 组 萤 光 素 酶 相 对 活 性 为

（1.00±0.16）、SOX6-WT + miR-181c-5p mimics 组为

（0.41±0.08）、SOX6-WT + inhibitor NC 组 为（1.00±

0.15） 、SOX6-WT + miR-181c-5p inhibitor 组 为

（2.32±0.22）、SOX6-MUT + miR-NC 组 为（1.00±

0.10） 、SOX6-MUT + miR-181c-5p mimics 组 为

（1.00±0.10）、SOX6-MUT + inhibitor NC 组为（1.00±

0.14）、SOX6-MUT + miR-181c-5p inhibitor 组 为

（1.00±0.15），经单因素方差分析，差异有统计学意

义（F =84.180，P =0.000），SOX6-WT + miR-181c-5p 

mimics 组 较 SOX6-WT + miR-NC 组 低 ，SOX6-WT + 

miR-181c-5p inhibitor 组 较 SOX6-WT + inhibitor NC

组 高 。 说 明 miR-181c-5p mimics 降 低 了 SOX6-WT

细胞萤光素酶活性，miR-181c-5p inhibitor 则升高了

SOX6-WT 细胞萤光素酶活性。

sh-NC 组 miR-181c-5p 相 对 表 达 量 为（1.00±

0.18），sh-SNHG14 组为（2.56±0.27），经 t 检验，差异

有 统 计 学 意 义（t =8.327，P =0.001）；sh-NC 组 SOX6

相对表达量为（1.00±0.18），sh-SNHG14 组为（2.56±

0.27），经 t 检 验 ，差 异 有 统 计 学 意 义（t =8.356，P =

0.001），敲 降 SNHG14 上 调 miR-181c-5p 表 达 ，下 调

-

-

-

-

-

-

-

-

图1　miR-181c-5p与SOX6、SNHG14之间的潜在

结合位点
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SOX6 表达。miR-NC 组 SOX6 mRNA 相对表达量为

（1.00±0.14） 、miR-181c-5p mimics 组 为 （0.40±

0.07）、inhibitor NC 组 为（1.00±0.10）、miR-181c-5p 

inhibitor 组为（2.31±0.27），经单因素方差分析，差异

有 统 计 学 意 义（F =75.250，P =0.000），miR-NC 组 较

miR-181c-5p mimics 组 高 ，miR-181c-5p inhibitor 组

较 inhibitor NC 组高。说明 miR-181c-5p 过表达下调

SOX6 mRNA 表 达 ，抑 制 miR-181c-5p 上 调 SOX6 

mRNA 表达。以上实验结果表明，SNHG14 竞争结合

miR-181c-5p，从而促进 SOX6 mRNA 表达。

2.4　lncRNA SNHG14 通过 miR-181c-5p/SOX6

信号轴调控神经元细胞凋亡

笔者通过挽救实验进一步验证 SNHG14 的作用

机 制 。 对 照 组 miR-181c-5p 相 对 表 达 量 为（1.00±

0.14）、OGD 组为（0.43±0.09），经 t 检验，差异有统计

学意义（t =5.900，P =0.004）；对照组 SOX6 相对表达

量为（1.00±0.12）、OGD 组为（2.37±0.13），经 t 检验，

差异有统计学意义（t =13.920，P =0.000），miR-181c-

5p 在 OGD 诱导的神经元细胞中表达下调，而 SOX6

上调。

对照组细胞活性率为（100.00±8.89）%、OGD 组

为（53.67±8.50）%、OGD + sh-SNHG14 组为（82.33±

8.08）% 、OGD + sh-SNHG14 + miR-181c-5p inhibitor

组为（58.33±8.02）%，经单因素方差分析，差异有统

计 学 意 义（F =19.980，P =0.001），对 照 组 较 OGD + 

sh-SNHG14 组高，OGD + sh-SNHG14 + miR-181c-5p 

inhibitor 组较 OGD 组高。说明敲降 SNHG14 能提高

细 胞 活 力 ，而 抑 制 miR-181c-5p 可 部 分 逆 转 sh-

SNHG14 对细胞活力的影响。

对照组细胞凋亡率为（3.73±1.13）%、OGD 组为

（15.14±2.11）% 、OGD + sh-SNHG14 组 为（8.43±

0.81）% 、OGD + sh-SNHG14 + miR-181c-5p inhibitor

组为（12.69±0.81）%，经单因素方差分析，差异有统

计学意义（F =42.900，P =0.000），OGD + sh-SNHG14 + 

miR-181c-5p inhibitor 组较 OGD + sh-SNHG14 组高。

说明抑制 miR-181c-5p 能提高 sh-SNHG14 降低的细

胞凋亡率。

对 照 组 Caspase-3 相 对 表 达 量 为（100.00±

18.03）、OGD 组为（263.67±26.50）、OGD+sh-SNHG14

组 为（139.33±11.59）、OGD+sh-SNHG14+miR-181c-

5p inhibitor 组 为（222.67±25.54），经 单 因 素 方 差 分

析，差异有统计学意义（F =37.190，P =0.000），OGD+

sh-SNHG14+miR-181c-5p inhibitor 组 较 OGD+sh-

SNHG14 组 高 。 说 明 miR-181c-5p inhibitor 能 逆 转

sh-SNHG14 对 Caspase-3 活性的抑制作用。以上结

果 表 明 ，SNHG14 通 过 miR-181c-5p/SOX6 信 号 轴 调

控 OGD 诱导的神经元细胞凋亡。

3 讨论

脑卒中是局灶性或全局性脑功能缺损迅速发

作的临床综合征，近年来已成为许多国家第 2 大死

亡原因和最重要的致残原因[17-18]。本研究通过 OGD

诱导神经元细胞建立 IS 体外模型，探究 SNHG14 的

功能与潜在的分子机制。本研究结果发现 SNHG14

在 OGD 诱导的细胞模型中高表达，抑制其表达可升

高细胞活力，降低细胞凋亡率和 Caspase-3 活性。此

外，进一步的分子机制研究表明，SNHG14 通过调节

miR-181c-5p/SOX6 信 号 通 路 调 节 神 经 元 细 胞 活 力

和凋亡。

近年来，越来越多的研究表明 lncRNAs 参与包

括 IS 在内的多种神经系统疾病密切相关[19-21]。有学

者发现 SNHG14 能够促进炎症反应，诱导脑缺血再

灌注损伤[22]。SNHG14 在脑缺血再灌注损伤中表达

升 高 ，下 调 其 表 达 可 抑 制 小 鼠 海 马 神 经 元 细 胞 损

伤[23]。本研究结果显示，SNHG14 在 OGD 诱导神经

元细胞中表达上调，敲降 SNHG14 能够抑制细胞凋

亡。表明 SNHG14 的表达上调与 IR 引起的神经损伤

有关，降低 SNHG14 水平能够缓解缺血引起的神经

损伤，SNHG14 可能是治疗 IS 的潜在靶标。

竞 争 内 源 RNA（competing endogenous RNAs, 

ceRNA）被认为是 lncRNAs 的一种新的多病理、生理

过 程 调 控 机 制[24-25]。 MicroRNAs 是 一 类 长 度 约 为

23 个核苷酸的非编码 RNA 小分子，通过靶向基因的

3´UTR 来 调 控 其 下 游 基 因 的 表 达[26-27]。 有 研 究 报

道，SNHG14 可通过与 miR-98-5p[10]、miR-136-5p[22]、

miR-182-5p[23] 等结合调节下游 mRNA 表达，从而参

与 IS 进 展 。 本 研 究 结 果 发 现 ，miR-181c-5p 是

SNHG14 的下游靶标并受 SNHG14 负向调控。miR-

181c-5p 在进化上是保守的，在大脑中高度表达，并

因其在细胞凋亡等细胞过程中的重要作用而受到

关注[28-30]。有证据显示，lncRNA SNHG6 在 IS 中通过

靶向 miR-181c-5p，并作为 ceRNA 调节靶基因表达
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及神经元细胞凋亡[31]。本研究结果发现 miR-181c-

5p 在 OGD 诱导的神经元细胞中表达下调，抑制其表

达可部分逆转 SNHG14 敲降对细胞活力、细胞凋亡

和 Caspase-3 活 性 的 影 响 。 表 明 SNHG14 可 能 通 过

ceRNA 机制与 miR-181c-5p 相互作用调节 IS 引起的

神经元凋亡。此外，生物信息学分析显示，SOX6 是

miR-181c-5p 的下游靶基因。有研究报道，SOX6 在

神经元损伤中高表达，沉默 SOX6 可促进神经元细

胞增殖，抑制细胞凋亡和炎症反应，lncRNA 可通过

与 miRNA 结合调节 SOX6 表达，参与缺血性神经损

伤体过程[14]。本研究结果显示，miR-181c-5p 可负向

调 节 SOX6 的 表 达 ，提 示 miR-181c-5p 通 过 抑 制

SOX6 表 达 发 挥 抗 OGD 诱 导 的 神 经 元 细 胞 凋 亡 的

作用。

综上所述，笔者首次阐明了 lncRNA SNHG14 通

过靶向 miR-181c-5p/SOX6 信号轴调控 OGD 诱导的

神 经 元 细 胞 凋 亡 ，这 一 发 现 有 助 于 更 好 地 了 解

SNHG14 在 IS 发 病 机 制 中 的 作 用 和 潜 在 的 调 控 网

络 。 本 研 究 结 果 表 明 ，SNHG14、miR-181c-5p 或

SOX6 可能是 IS 的潜在治疗靶点。本研究尽管取得

了一定的成果，但不可避免地还存在一些不足。笔

者仅进行了体外探究，在未来的工作中还需进行体

内实验验证，并在临床方面延伸。此外，SNHG14

的其他凋亡调控途径也值得进一步挖掘，以便全

面揭示作用机制，为 IS 治疗策略的探索提供更多

的理论支持。
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