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MicroRNA-424通过增加转录因子的表达减轻小鼠缺血性脑损伤
赵海苹，王荣亮，高  志，罗玉敏

(首都医科大学宣武医院，脑血管病研究室，北京 100053) 

【摘要】 目的  研究microRNA-424（miR-424）对小鼠脑缺血后神经细胞凋亡及转录因子表达的影响。方法 将制备的慢病毒Lenti-miR-424（109 U/mL, 8 µL）通过脑室注射，7 d后采用大脑中动脉线栓闭塞（MCAO）的方法建立小鼠脑缺血模型，动物分4组：假手术组，假手术 + miR-424慢病毒，MCAO模型组，MCAO + miR-424慢病毒处理组（n = 6）。缺血8 h后取脑组织，石蜡切片进行TUNEL染色，观察神经细胞凋亡的情况；Western blot检测缺血脑组织中转录因子PU.1、低氧诱导因子-1a（hypoxia inducible factor-1a, HIF-1a）、凋亡相关蛋白p53的表达。结果 TUNEL免疫荧光观察结果显示，miR-424可以减轻小鼠脑缺血后8 h的神经细胞凋亡；Western blot结果显示，在缺血前和缺血8 h后，miR-424对正常小鼠或MCAO模型脑组织中转录因子的调节趋势是相同的，均增加转录因子PU.1蛋白、HIF-1a蛋白、以及凋亡相关蛋白p53的表达。结论 miR-424可能通过增加小鼠脑组织转录因子PU.1和 HIF-1a，以及凋亡相关蛋白p53的表达，从而减轻脑缺血后神经细胞的凋亡。
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MicroRNA-424 increases the expression of transcriptional factors and reduces the ischemic brain injury in the mouse
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(Cerebrovascular Diseases Institute, Xuanwu Hospital, Capital Medical University, Beijing 100053, China)
【Abstract】 Objective To investigate the effect of microRNA-424 (miR-424) on neuronal apoptosis after cerebral ischemia in mice. Methods The lentiviral mediated overexpression of miR-424 (109 U/mL, 8 µL) was injected into the lateral ventricle in mice for 7 d, then the middle carotid artery occlusion (MCAO) model was established, and the mice were divided into 4 groups: sham group, sham + miR-424 group, MCAO model group and MCAO + miR-424 group (n = 6). At 8 h after MCAO, the ischemic brain tissue was removed and paraffin sections were TUNEL-stained to observe the neuronal apoptosis, and the protein levels of transcription factor PU.1, hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α), apoptosis-related proteins p53 were detected by Western blot. Results The TUNEL immunofluorescence observation revealed that miR-424 reduced neuronal apoptosis at 8 h after cerebral ischemia in the mice. The Western blot showed that before ischemia and at 8 h after ischemia, miR-424 increased the levels of PU.1, HIF-1α and apoptotic protein p53 in the normal and MCAO model brain tissues, exhibiting the same effect on the expression of those three proteins. Conclusions miR-424 can reduce neuronal apoptosis after cerebral ischemia partly through increasing the expression of transcription factor PU.1 and HIF-1α, as well as apoptosis-related proteins p53 in the brain tissue of mice.
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脑血管病包括缺血性脑血管病和出血性脑血管病，前者约占85%，后者约占15%，均具有四高（高发病率、高死亡率、高致残率、高复发率）的特点，严重危害着我国中老年人的健康。目前，组织型纤溶酶原激活剂是唯一在临床用于治疗急性脑缺血的药物，但由于其严格的时间窗及并发症，目前仅有不到5%的患者能获得有效的溶栓治疗[1]。国内外对脑缺血病理机制的研究较多，但其临床药物治疗均未获得特别理想的疗效。因此，需要从新的角度和方向研究急性脑缺血的病理机制，为临床制定新的预防及治疗策略提供更好的依据。
MicroRNAs是近年来发现的一类长约18-25nt的高度保守的非编码小RNA，能够通过与靶信使RNA（messenger RNA, mRNA）的3’-非翻译区（3’-untranslated region, 3’-UTR）的碱基互补配对的方式在转录后水平调控mRNA的表达，从而导致特定基因的沉默，参与机体的各种重要的生理、病理过程[2]。大量基础研究表明，miRNAs表达谱在中风患者外周全血、血清/血浆中以及实验性脑缺血后脑组织中均有显著改变，这些miRNAs不同程度的参与了缺血缺氧后的再灌注损伤、应激调节、细胞凋亡、血管炎症反应及再生等过程[3-4]。我们前期的研究结果显示，急性脑缺血患者外周血miR-424水平显著下调，动物实验证明miR-424表达在小鼠缺血后的脑组织显著下降，而脑室注射miR-424可抑制脑缺血后小胶质细胞的激活，及脑组织的炎症反应，从而发挥脑保护作用[5]。本研究采用小鼠大脑中动脉闭塞诱导的脑缺血模型，观察miR-424对脑缺血引起的神经细胞凋亡和转录因子PU.1和低诱导因子-1a（hypoxia inducible factor-1a, HIF-1a）、凋亡相关转录因子p53表达的影响。
1  材料和方法

1.1  实验动物分组及模型制作
无特定病原体（specific pathogen free, SPF）级C57BL/6J雄性小鼠20只，体重为23 g，由北京维通利华实验动物技术有限公司提供，动物许可证：SCXK(京)2009-0001。随机分笼饲养，维持室温（20~22）°C，术前禁食，但自由进水。将小鼠随机分为4组：假手术（sham）组，假手术 + miR-424慢病毒组，MCAO 8h组，MCAO 8h + miR-424慢病毒组，每组6只。小鼠侧脑室注射miR-424和control慢病毒（109 U/mL, 8 µL）：碘酒、酒精消毒头顶皮肤后，纵向正中切开颅顶皮肤，暴露颅骨，在Bregma 点后1 mm，中线旁开2 mm 处，用5 号针头钻一小孔，垂直插入一微量注射器，深度为2.15 mm，缓慢将液体注入，注入后留针5分钟，以免液体流出。慢病毒介导的基因表达需要3 d~2周，我们于慢病毒注射7 d后，制作小鼠大脑中动脉阻塞MCAO模型 [6]，具体操作如下：将头端直径为0.25 mm的线栓浸泡在肝素中备用，小鼠称重后，用体积分数4-5%的恩氟烷诱导麻醉，1%~2%恩氟烷混合70% N2O和30% O2维持麻醉。将小鼠仰卧于手术台上，取颈部正中切口，小心分离皮下脂肪和肌肉，右侧颈总动脉（common carotid artery, CCA）、颈外动脉（external carotid artery, ECA）、颈内动脉（internal carotid artery, ICA）；分离ECA主干，钝性分离出甲状腺动脉和枕动脉，并电灼切断。在CCA分叉处远端约1 cm处结扎、电灼、切断ECA，用动脉夹临时夹闭CCA和ICA，用眼科剪在ECA残端剪一切口，插入线栓，结扎缝合线，松开ICA动脉夹，缓缓推动线栓进入ICA入颅动脉支。线栓穿过距ICA和ECA分叉处约20 mm左右，有阻力感时放开CCA动脉夹，结扎CCA分叉处缝合线，缝合皮肤。缺血8 h后，取脑组织进行后续检测。
1.2  MiR-424慢病毒制备
Lent-miR-42表达载体及慢病毒包装有上海吉玛公司完成，步骤如下。慢病毒表达载体的构建：从miRBase数据库获得小鼠miR-424的前体（pre-miR-322-5p）序列，shDNA模版序列正义链为5’- GATCCGCAGCAGCAATTCATGTTTTGGATTCAAGAGATCCAAAACGAATTGCTGCTGCTTTTTTG-3'，反义链为5’-AATTCAAAAAAGCAGCAGCAATTCGTT TTGGATCTCTTGAATCCAAAACATGAATTGCTGCTGCG-3'，将该序列连接到慢病毒表达载体pLV3-miR-424。慢病毒包装：293T 细胞在10 cm 培养皿中培养至80%~90%融合时，接种15 cm 培养皿。倾去培养液，用1 mL D-Hank’s溶液洗涤细胞两次。加入1 mL trypsin-EDTA solution, 混匀后，37ºC 放置2~3 min。小心吸去胰酶溶液，加入2 mL 含10% FBS 的DMEM 培养液，吹打使细胞形成单细胞悬液。将细胞悬液接种15 cm培养皿，加入18 mL 含10% FBS 的DMEM 培养液，混匀后37ºC 5% CO2培养过夜。在一支无菌的5 mL 离心管中加入1.5 mL无血清DMEM，按比例加入含目的序列的穿梭质粒和包装质粒（pGag/Pol、pRev、pVSV-G），混匀，取另一支无菌的5 mL 离心管，加入1.5 mL无血清DMEM，再加入300 μL RNAi-mate，混匀，室温放置5 分钟后将两管混合，室温放置(20~25) min。除去15cm培养皿中的培养液，加入8 mL无血清的DMEM 培养液。将转染混合物逐滴加入15cm培养皿中，轻轻地前后摇晃培养皿以混匀复合物，在37ºC 5% CO2 培养箱中温育4~6 h。吸弃转染液，加入18 mL 含10% FBS 的DMEM 培养液。37ºC 5% CO2  继续培养72 h。将培养皿中细胞上清液吸到50 mL 离心管中，4°C，4 000 r/min，4  min。低速离心后，将离心管上清液倒入50 mL 注射器内，用0.45 μm 过滤器过滤。滤液在离心机中进行超速离心，4°C，20 000 r/min，2 h，将浓缩液收集分装至管中。慢病毒滴度测定：取对数期293T细胞100 μL，按1×103/μL接种于96 孔板，培育24 h后加入100 μL不同浓度(10-1、10-2、10-3、10-4、10-5、10-6、10-7、10-8、10-9、10-10)的制备病毒。孵育24 h 后，每孔加100 μL培养基继续培养。4 d后观察细胞生长状况，并收取细胞进行流式细胞仪检测。根据流式细胞仪检测结果计算滴度，公式如下：Titer (293T-transducing units/mL) = 100 000 (target cells) × (% of GFP-positive cells/100)/volume of supernatant (in mL)，经检测Lenti-miR-424慢病毒滴度为109U/mL。
1.3  TUNEL染色

各组小鼠分别在脑缺血8 h后，10%水合氯醛腹腔麻醉，右心室快速灌注肝素化磷酸盐缓冲液（phosphate buffer saline, PBS）并用4%多聚甲醛进行固定，断头取脑，置4%多聚甲醛中后固定48 h后放入模具，于视交叉处沿冠状切片，向前囟方向切2张切片，向小脑方向切3张切片，每片厚约2 mm，石蜡包埋、切片5 μm。经梯度脱水，滴加20 μg/mL不含DNase的蛋白酶K，室温作用15 min，PBS洗5 min × 3次。配制适当量的TUNEL检测液，滴加在切片上，37°C温育90 min，PBS洗5 min ×3次，用DAPI（50 ng/mL）染核5 min。封片后用荧光显微镜（Carl Zeiss, Jena, Germany）观察。

1.4  Western blot
用RIPA裂解液提取缺血脑肌组织总蛋白。取60 μg蛋白上样，在10% SDS-PAGE胶中进行电泳，转移到NC膜上。5%脱脂牛奶室温封闭1 h。一抗p53（1: 1000），4°C孵育过夜。TBST洗膜3次（5 min/次）。羊抗兔二抗（1: 10 000）室温孵育1 h。TBST洗膜3次（10 min/次）。膜与化学发光底物孵育，经X胶片曝光显影。
1.5  统计学方法

所有数据用“均数±标准差”（
[image: image1.wmf]x

±s）表示，采用SPSS 13. 0 统计软件，用one-way analysis of variance处理，采用方差分析及LSD检验进行组间比较，设P < 0.05差异有显著意义。
2  结果

2.1  miR-424对脑缺血后神经细胞凋亡的影响
图1为TUNEL染色，显示的是在miR-424慢病毒给予7 d和脑缺血8 h后，Sham + control慢病毒组（a1-a3）、MCAO + control慢病毒组（b1-b3）、Model + miR-424慢病毒组（c1-c3）小鼠缺血脑组织神经细胞凋亡的情况。a1-c1为TUNEL染色，a2-c2为DAPI染核，a3-c3为前两者merge的图片。我们的结果显示，Sham + control慢病毒组小鼠脑组织无明显凋亡的神经细胞，Model + control慢病毒组神经细胞凋亡显著增加，而Model + miR-424慢病毒组凋亡的神经细胞较Model组显著减少（图1见彩插   ）。
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注：a1-a3：Sham + Lenti-control，假手术组；b1-b3：MCAO 8h + Lenti-control，MCAO模型组；c1-c3：MCAO 8 h + Lenti-miR-424，MCAO + miR-424慢病毒组。a1-c1：TUNEL染色；a2-c2：DAPI染色；a1-c1：Merge。与Sham组相比，*P<0.05；与MCAO 8h组相比，#P<0.05；n = 5。
图1 缺血侧脑组织的TUNEL染色
Note：a1-a3: Sham + Lenti-control group; b1-b3: MCAO 8h + Lenti-control group; c1-c3: MCAO 8 h + Lenti-miR-424. a1-c1: TUNEL staining; a2-c2: DAPI staining; a1-c1: Merge. *P<0.05 vs. sham group, #P<0.05 vs. MCAO group, n = 5.
Fig. 1 TUNEL staining-positive cells in the ipsilateral brain tissues
2.2  miR-424对脑缺血后转录因子PU.1表达的影响
图2为Western blot的结果，显示的是在miR-424慢病毒注射7 d和脑缺血8 h后，Sham + control慢病毒组、Sham + miR-424慢病毒组、MCAO + control慢病毒组、MCAO + miR-424慢病毒组小鼠缺血侧脑组织PU.1蛋白表达水平以及统计结果。可以看出Sham + miR-424慢病毒组PU.1的表达水平显著高于Sham + control慢病毒组（P<0.05），而MCAO + miR-424慢病毒组PU.1蛋白的表达水平显著高于MCAO 8h + control慢病毒组（P<0.05），说明在正常及缺血情况下，脑组织miR-424高表达均显著增加了转录因子PU.1蛋白的表达。
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注：S: 假手术；M8h: 大脑中动脉栓塞8 h；Lenti-c: Lenti-control慢病毒；Lenti-424: Lenti-miR-424慢病毒。与Sham组相比，*P<0.05；与MCAO 8 h组相比，#P<0.05；n = 5。β-actin作为内参照，密度扫描定量。
图2 缺血侧脑组织中转录因子PU.1的表达水平

Note：S: Sham；M8h: MCAO 8h；Lenti-c: Lenti-control；Lenti-424: Lenti-miR-424. * P<0.05 vs sham group, # P<0.05 vs MCAO group, n=5. The quantitative analysis of the expression of PU.1 using β-actin for normalization.

Fig. 2 The level of PU.1 protein in the ipsilateral brain tissues
2.3  miR-424对脑缺血后转录因子HIF-1a表达的影响
图3为Western的结果，显示的是在miR-424慢病毒注射7 d和脑缺血8 h后，sham + control慢病毒组、sham + miR-424慢病毒组、MCAO + control慢病毒组、MCAO + miR-424慢病毒组小鼠缺血侧脑组织HIF-1a蛋白表达水平以及统计结果。可以看出，脑缺血后8 h，MCAO + control慢病毒组HIF-1a蛋白表达水平显著高于sham + control慢病毒组（P<0.05），说明低氧情况下HIF-1a蛋白表达升高。另外，Sham + miR-424慢病毒组HIF-1a的表达水平显著高于Sham + control慢病毒组（P<0.05），而MCAO + miR-424慢病毒组HIF-1a蛋白的表达水平显著高于MCAO + control慢病毒组（P<0.05），说明在正常及缺血情况下，脑组织miR-424高表达均显著增加了转录因子HIF-1a蛋白的表达。
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注：S: 假手术；M8h: 大脑中动脉栓塞8 h；Lenti-c: Lenti-control慢病毒；Lenti-424: Lenti-miR-424慢病毒。与Sham组相比，*P<0.05；与MCAO 8 h组相比，#P<0.05；n = 5。β-actin作为内参照，密度扫描定量。
图3 缺血侧脑组织中转录因子HIF-1a的表达水平

Note：S: Sham；M8h: MCAO 8h；Lenti-c: Lenti-control；Lenti-424: Lenti-miR-424. * P<0.05 vs sham group, # P<0.05 vs MCAO group, n=5. The quantitative analysis of the expression of HIF-1α using β-actin for normalization.
Fig. 3  The level of HIF-1a protein in the ipsilateral brain tissues
2.4  miR-424对脑缺血后转录因子p53表达的影响
图4为Western的结果，显示的是在miR-424慢病毒注射7d和脑缺血8 h后，Sham + control慢病毒组、Sham + miR-424慢病毒组、MCAO + control慢病毒组、MCAO + miR-424慢病毒组小鼠缺血侧脑组织p53蛋白表达水平以及统计结果。可以看出，脑缺血后8 h，MCAO + control慢病毒组p53蛋白的表达水平显著高于Sham + control慢病毒组（P<0.05），说明低氧情况下p53蛋白表达升高。另外，Sham + miR-424慢病毒组p53蛋白的表达水平显著高于Sham + control慢病毒组（P<0.05），而MCAO + miR-424慢病毒组p53蛋白的表达水平显著高于MCAO + control慢病毒组（P<0.05），说明在正常及缺血情况下，脑组织miR-424高表达均显著增加了抗凋亡转录因子p53蛋白的表达。
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注：S: 假手术；M8h: 大脑中动脉栓塞8h；Lenti-c: Lenti-control慢病毒；Lenti-424: Lenti-miR-424慢病毒。与Sham组相比，*P<0.05；与MCAO 8h组相比，#P<0.05；n=5。β-actin作为内参照，密度扫描定量。
图4 缺血侧脑组织中凋亡蛋白p53的表达水平

Note：S: Sham；M8h: MCAO 8h；Lenti-c: Lenti-control；Lenti-424: Lenti-miR-424. * P<0.05 vs. sham group, # P<0.05 vs. MCAO group, n = 5. The quantitative analysis of the expression of p53 used β-actin for normalization.
Fig. 4 The level of p53 protein in the ipsilateral brain tissues
3  讨论
目前尚未有关于miR-424对脑缺血作用的研究，我们的前期研究表明，miR-424在脑组织中的海马、皮层、基底节中均有表达，且缺血后在三个区域均表达下降，miR-424可以通过抑制脑组织小胶质细胞的激活，减轻脑组织的炎症反应，从而减轻缺血脑损伤[5]。而本研究证明，miR-424可以抑制小鼠脑缺血后神经细胞的凋亡，其作用可能与miR-424促进脑缺血相关的重要的转录因子PU.1、HIF-1a和p53的表达有关。Rosa等研究表明，转录因子PU.1是促进miR-424表达的上游调控因子[7]，而我们的结果显示，miR-424可以促进转录因子PU.1的表达，提示miR-424—PU.1表达调控可能存在正反馈机制。
近年来关于miR-424的研究主要集中在两个方面，一是对血管生成的影响，一是对免疫细胞增殖及分化的影响，而这两者均是脑缺血发病的重要病理环节。关于miR-424对血管生成作用的研究存在着矛盾的结论，Chamorro-Jorganes等研究证明，miR-424可以靶向降低VEGF、VEGFR2和FGFR1的表达，从而抑制血管生成[8]；Nakashima等[9]研究显示，老年血管瘤中miR-424的下调，导致了MEK1和cyclin E1表达的升高，从而促进了异常的血管生成；而Ghosh等研究证明，低氧可以诱导内皮细胞miR-424表达，通过抑制CUL-2蛋白，从而稳定HIF-1a的表达，促进血管生成[10]。以上研究提示miR-424的脑保护作用还可能与其影响脑缺血后的血管新生有关。还有研究表明，敲除PU.1的表达，可以抑制血管生成能力[11]，而本研究中miR-424促进PU.1的表达，则提示miR-424可能促进脑缺血后血管的生成。另一方面，Forrest等研究显示miR-424可以促进巨噬细胞分化成熟[12, 13]；而又有研究证明巨噬细胞可以促进脑血管的修复，且这一作用不依赖于血管生长因子VEGF[10]。因此miR-424对脑血管的作用可能通过两种机制，一是调节巨噬细胞功能间接影响脑血管的修复、二是直接调控VEGF表达而影响脑血管修复，其具体机制有待于进一步研究的证实。另外，miR-424还促进转录因子HIF-1a和p53的表达，低氧可以激活HIF-1a并诱导p53蛋白的表达，HIF-1a信号下游因子包括促红细胞生成素EPO，可以刺激血管新生、使细胞适应低氧的状态，其从而起到脑保护作用；而p53 蛋白参与神经细胞凋亡过程，脑缺血可导致p53蛋白的表达增加，增加p53的表达能抑制脑缺血神经元死亡，减轻脑缺血损伤 [14]。本研究证实了miR-424慢病毒可减轻脑缺血引起的神经细胞的凋亡，并促进转录因子PU.1、HIF-1a、p53蛋白的表达，从而减轻脑缺血损伤，但是其保护作用，与对这三种转录因子所调节的具体病理如血管新生等的相关性，需要进一步的研究。
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