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miR-124-3p通过靶向Rab11a缓解创伤性脑损伤
引起的氧化应激和炎性反应*
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  摘 要:目的 探讨微小RNA-124-3p(miR-124-3p)/脑Ras相关蛋白11a(Rab11a)分子轴在创伤性脑损

伤(TBI)引起的氧化应激和炎性反应中的作用。方法 采用过氧化氢(H2O2)处理小鼠海马神经元(HT22)细

胞构建TBI细胞模型,实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测miR-124-3p和含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶1
(caspase

 

1)、白细胞介素1β(IL-1β)、白细胞介素18(IL-18)及肿瘤坏死因子α(TNF-α)的表达水平;Western
 

blot检测硒蛋白N1(SEPN1)、谷胱甘肽过氧化物酶1(GPX1)和诱导型一氧化氮合酶(iNOS)蛋白的表达水平;
双荧光素酶报告基因试验验证 miR-124-3p和Rab11a之间的靶向调控关系;活性氧(ROS)检测试剂盒检测

ROS水平。结果 miR-124-3p在H2O2 处理的HT22细胞中低表达(P<0.05);过表达miR-124-3p明显抑制

H2O2 诱导HT22细胞SEPN1、GPX1蛋白表达水平的下调(P<0.05)和iNOS表达水平的上调(P<0.05),以
及炎症因子caspase

 

1、IL-1β、IL-18表达水平的上调(P<0.05);双荧光素酶报告基因证实 miR-124-3p靶向作

用Rab11a并下调其表达(P<0.05);实验进一步证实,与敲降Rab11a比较,同时敲降 miR-124-3p和Rab11a
可明显下调单独敲降Rab11a对HT22细胞氧化应激和炎性反应的抑制作用(P<0.05)。结论 miR-124-3p
通过靶向下调Rab11a抑制H2O2 诱导HT22细胞氧化应激和炎性反应。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

microRNA-124-3p
 

(miR-124-3p)/brain
 

Ras-related
 

proteins
 

11a
 

(Rab11a)
 

molecular
 

axis
 

on
 

oxidative
 

stress
 

and
 

inflammatory
 

response
 

induced
 

by
 

traumatic
 

brain
 

injury
 

(TBI).Methods Construction
 

of
 

TBI
 

cell
 

model
 

by
 

treatment
 

of
 

mouse
 

hippocampal
 

neuron
 

(HT22)
 

cells
 

with
 

hydrogen
 

peroxide
 

(H2O2).The
 

expression
 

of
 

miR-124-3p
 

and
 

cysteiny
 

l
 

aspartate
 

specific
 

proteinase
 

1
 

(caspase
 

1),interleukin-1β
 

(IL-1β),interleukin-18
 

(IL-18)
 

and
 

tumour
 

necrosis
 

factor
 

α
 

(TNF-α)
 

expression
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

(RT-qPCR).The
 

expressions
 

of
 

selenoprotein
 

N1
 

(SEPN1),glutathione
 

peroxidase
 

1
 

(GPX1)
 

and
 

inducible
 

nitric
 

oxide
 

synthase
 

(iNOS)
 

in
 

HT22
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Dual
 

luciferase
 

reporter
 

assay
 

validated
 

the
 

targeted
 

regulatory
 

relationship
 

between
 

miR-124-3p
 

and
 

Rab11a.The
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

level
 

was
 

detected
 

by
 

ROS
 

detection
 

kit.
Results Low

 

expression
 

of
 

miR-124-3p
 

was
 

observed
 

in
 

H2O2-treated
 

HT22
 

cells
 

(P<0.05).Over
 

expres-
sion

 

of
 

miR-124-3p
 

significantly
 

inhibited
 

the
 

down-regulation
 

of
 

SEPN1
 

and
 

GPX1,and
 

up-regulation
 

of
 

iN-
OS

 

expression,also
 

up-regulation
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

caspase
 

1,IL-1β
 

and
 

IL-18
 

induced
 

by
 

H2O2 treat-
ment

 

of
 

HT22
 

cells
 

(P<0.05).Dual
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

confirmed
 

that
 

miR-124-3p
 

targeted
 

Rab11a
 

and
 

down-regulated
 

its
 

expression
 

(P<0.05).The
 

experiment
 

further
 

confirmed
 

that
 

down-regulation
 

of
 

miR-
124-3p

 

and
 

Rab11a
 

simultaneously
 

significantly
 

down-regulated
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

sh-Rab11a
 

on
 

oxidative
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stress
 

and
 

inflammatory
 

response
 

in
 

HT22
 

cells
 

compared
 

with
 

down-regulated
 

Rab11a
 

alone
 

(P<0.05).
Conclusion miR-124-3p

 

inhibits
 

H2O2-induced
 

oxidative
 

stress
 

and
 

inflammatory
 

response
 

in
 

HT22
 

cells
 

by
 

down-regulating
 

Rab11a.
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  创伤性脑损伤(TBI)是一种由于外部原因引起的

颅脑损伤,当脑组织挫伤后,大量炎症因子释放,氧自

由基过载引起海马神经元细胞氧化应激,进一步促进

TBI的发展[1-2],因此,深入探讨引起神经元细胞氧化

应激和炎性反应的分子机制,对临床治疗TBI极为重

要。研究发现,微小RNA(miRNA)在TBI引起的氧

化应激和炎性反应中具有重要调控作用[3-5],其中

miR-124-3p在TBI后表达下调,上调 miR-124-3p能

抑制炎症因子释放,缓解TBI的发展[6]。脑Ras相关

蛋白11a(Rab11a)是一种小分子GTP酶,主要参与调

节细胞内吞再循环过程,近年有研究发现Rab11a能

促进TBI的发展进程[7],但有关 miR-124-3p通过调

控Rab11a表达缓解TBI引起的氧化应激和炎性反应

的研究,目前鲜有报道。为此,本研究将重点探讨

miR-124-3p/Rab11a分子轴在 TBI引起的氧化应激

和炎性反应中的作用,为临床治疗TBI提供一定研究

方向。
1 材料与方法

1.1 细胞与主要试剂 小鼠海马神经元(HT22)细
胞为BNCC细胞库产品(中国北纳),DMEM 培养基

和GeneJET
 

RNA
 

纯化试剂盒为Thermo
 

Fisher公司

产品(美国);SYBR
 

Green
 

qPCR
 

主混合液购自 Med
 

Chem
 

Express公司(美国);qPCR
 

HifairTM
 

Ⅲ
 

1st
 

Strand
 

cDNA化学合成超混合液购自上海翊圣生物

科技有限公司;PCR引物、miR-124-3p
 

mimic/inhibi-
tor由GenePharma公司构建(中国);pmirGLO荧光

素酶靶表达载体及Dual-Luciferase􀆿
 

报告检测系统购

自Promega公司(美国);活性氧(ROS)活性测定试剂

盒购于AmyJet
 

Scientific公司(中国);免疫印迹一抗

及二抗均购自Abcam公司(英国)。
1.2 方法

1.2.1 HT22细胞的培养、过氧化氢(H2O2)处理及

转染 将HT22细胞置于含10%胎牛血清的DMEM
培养基中,在37

 

℃、5%
 

CO2 条件的培养箱中培养,
取对数 生 长 期 细 胞 为 空 白 对 照 组(BC 组);取10

 

μmol/L
 

H2O2 加入 HT22细胞培养基中处理12
 

h,
为氧化应激对照组(OSC组);HT22细胞在 H2O2 处

理后,根据LipofectamineTM
 

2000
 

检测试剂盒说明书

转染 miR-124-3p
 

mimic、sh-Rab11a和sh-Rab11a+
miR-124-3p

 

inhibitor,分别为 miR-124-3p
 

mimic组、
sh-Rab11a组 和 sh-Rab11a+miR-124-3p

 

inhibitor
组。设3个复孔,转染48

 

h后置荧光显微镜下观察细

胞的转染效果。
1.2.2 实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测 miR-
124-3p和炎症因子 mRNA的表达 采用RNA提取

试剂盒提取各组细胞的总RNA,用反转录试剂盒对

总RNA进行反转录,反转录反应体系(20
 

μL):10
 

μL
变性后反应液、4

 

μL
 

5×PrimeScript缓冲液、0.5
 

μL
 

RNase
 

Inhibitor、1.0
 

μL
 

PrimeScript
 

RTase、4.5
 

μL
 

dH2O。反转录反应条件:30
 

℃
 

10
 

min;45
 

℃
 

60
 

min,40个循环。根据SYBR
 

Green
 

qPCR主混合液

试剂盒说明书检测 mRNA 的表达,以 U6为检测

miR-124-3p的 内 参 对 照,以 甘 油 醛-3-磷 酸 脱 氢 酶

(GAPDH)为检测炎症因子的内参对照。引物序列见

表1。RT-qPCR反应体系(20
 

μL):2.0
 

μL反转录产

物、10.0
 

μL
 

SYBR
 

Green
 

qPCR主混合液、0.4
 

μL
 

ROX
 

Reference
 

Dye、上下游引物(10
 

μmol/L)各0.8
 

μL、6.0
 

μL
 

dH2O。RT-qPCR 反 应 条 件:95
 

℃
 

5
 

min;94
 

℃变性30
 

s,60
 

℃退火30
 

s,35个循环。试验

结果用2-ΔΔCt法计算,每个实验重复3次。
表1  各项靶标的引物

靶标 引物

GAPDH F:5'-TGATTCTACCCACGGCAAGTT-3'

R:5'-TGATGGGTTTCCCATTGATGA-3'

caspase
 

1 F:5'-TCGAGCCAGAATGAGGACTG-3'

R:5'-GATGATGTTGGCAGCAATGG-3'

IL-1β F:5'-CTGGTGCATTCTGACCTTGC-3'

R:5'-GGTCCATCTCCTTGGTCTGC-3'

IL-18 F:5'-GACTGGCTGTGACCCTATCTGTGA-3'

R:5'-TTGTGTCCTGGCACACGTTTC-3'

TNF-α F:5'-GAGACAGATGTGGGGTGTGA-3'

R:5'-GTCACTCGGGGTTCGAGAAG-3'

U6 F:5'-CTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-3'

R:5'-AATATGGAACGCTTCACGA-3'

miR-124-3p F:5'-CCCCTCTGCGTGTTCACAG-3'

R:5'-CCTCTCTTGGCATTCACCGC-3'

  注:F为正向引物,R为反向引物;caspase
 

1为天冬氨酸蛋白水解

酶1;IL-1β为白细胞介素1β;IL-18为白细胞介素18;TNF-α为肿瘤坏

死因子α。

1.2.3 Western
 

blot检测Rab11a及氧化应激相关

蛋白的表达 收集各组细胞提取总蛋白,并检测硒蛋

白N1(SEPN1)、谷胱甘肽过氧化物酶1(GPX1)和诱

导型一氧化氮合酶(iNOS)蛋白表达水平;SDS-PAGE
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分离蛋白条带后,采用半干转膜法进行转膜,用5%脱

脂奶粉避光室温孵育1
 

h,加入一抗(1∶1
 

000),4
 

℃
条件下孵育并过夜;弃去一抗,洗膜缓冲液洗涤后,加
入二抗(1∶2

 

000),37
 

℃避光孵育1
 

h后,采用增强

化学发光(ECL)液进行显膜色,凝胶成像仪曝光观

察,拍照记录,并用Image
 

J软件进行灰度定量分析。
1.2.4 ROS活性检测 收集处理后的各组细胞(2×
105 个/mL)重悬于稀释好的 DCFH-DA溶液中,于
37

 

℃、5%
 

CO2 细胞培养箱内培养20
 

min;培养期间

颠倒混匀4~5次;取出细胞后,采用无血清培养基洗

涤3次;采用500
 

μL无血清培养基,加入到96孔板

中,并吹打,在荧光酶标仪激发波长488
 

nm处和发射

波长525
 

nm处检测荧光强度。
1.2.5 双荧光素酶报告基因试验验证 miR-124-3p
对Rab11a的靶向调控 扩增 Rab11a基因3'-UTR
片段,将miR-124-3p与Rab11a结合部位的序列及其

突变体序列插入到pmirGLO
 

荧光素酶靶表达载体构

建载体,将 miR-124-3p
 

mimic与pmirGLO-Rab11a-
WT/MUT 重 组 质 粒,对 照 组 与 LipofectamineTM

 

2000脂质体混合后转染 HEK
 

293T细胞,转染48
 

h
后,根据Dual-Luciferase􀆿 报告检测系统检测荧光素

酶活性。
 

1.3 观 察 指 标  比 较 各 组 miR-124-3p 表 达、
SEPN1、iNOS和GPX1蛋白表达,以及caspase

 

1、白
细胞介素1β(IL-1β)、白细胞介素18(IL-18)、肿瘤坏

死因子α(TNF-α)和ROS水平。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行数

据处理及统计分析,采用GraphPad
 

Prism
 

7.0软件进

行绘图。两组间比较采用t检验,多组间比较采用方

差分析。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

 

2.1 过表达 miR-124-3p对 H2O2 处理细胞的氧化

应激和炎症因子水平的影响 与BC组比较,OSC组

中miR-124-3p表达、SEPN1和GPX1蛋白表达下调,
但caspase

 

1、IL-1β、IL-18、TNF-α、iNOS蛋白表达和

ROS水平上调,差异均有统计学意义(P<0.05)。与

OSC组比较,miR-124-3p
 

mimic组中 miR-124-3p表

达上调,SEPN1和 GPX1蛋白表达上调,而caspase
 

1、IL-1β、IL-18、TNF-α、iNOS蛋白表达和ROS水平

下调,差异均有统计学意义(P<0.05)。miR-124-3p
 

mimic组与BC组比较,所有检测指标水平差异均无

统计学意义(P>0.05)。见表2和图1。

表2  过表达 miR-124-3p对 H2O2 处理 HT22细胞的氧化应激和炎症因子水平的影响(x±s)

组别 miR-124-3p caspase
 

1 IL-1β IL-18 TNF-α

BC组 1.00±0.050 1.00±0.040 1.00±0.070 1.00±0.050 1.00±0.030

OSC组 0.52±0.072* 1.52±0.072* 1.47±0.052* 1.62±0.067* 1.52±0.072*

miR-124-3p
 

mimic组 0.98±0.046# 1.05±0.057# 0.99±0.028# 0.98±0.033# 1.02±0.029#

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

组别 ROS iNOS蛋白 SEPN1蛋白 GPX1蛋白

BC组 1.00±0.060 1.00±0.040 1.00±0.060 1.00±0.050

OSC组 1.48±0.051* 1.52±0.063* 0.53±0.052* 0.49±0.072*

miR-124-3p
 

mimic组 0.98±0.033# 0.98±0.028# 1.01±0.050# 1.01±0.045#

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与BC组比较,*P<0.05;与OSC组比较,#P<0.05;P 为3组间方差分析结果。

图1  过表达 miR-124-3p抑制 H2O2 处理 HT22细胞

产生氧化应激相关蛋白表达

2.2 miR-124-3p靶向调控Rab11a的表达 从star-
Base数据库预测发现Rab11a是 miR-124-3p潜在下

游靶基因(图2A)。与BC组比较,miR-124-3p
 

mimic
组中野生型Rab11a的mRNA和蛋白的表达降低,差

异有统计学意义(P<0.05),突变型Rab11a中 mR-
NA差异无统计学意义(P>0.05)。见表3和图2。

表3  相对荧光强度和Rablla表达水平(x±s)

组别 WT荧光强度 MUT荧光强度 Rab11a

BC组或OSC组 1.00±0.080 1.02±0.039 1.00±0.070

miR-124-3p
 

mimic组 0.55±0.043* 0.98±0.033 0.47±0.060#

P 0.001 0.242 0.001

  注:与BC组比较,*P<0.05;与OSC组比较,#P<0.05。

2.3 miR-124-3p通过下调Rab11a抑制 H2O2 处理

HT22细胞氧化应激和炎性反应 与 OSC组比较,
sh-Rab11a组中Rab11a、iNOS蛋白、ROS、caspase

 

1、
IL-1β、IL-18及TNF-α水平下调,SEPN1和GPX1蛋
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白表达上调,差异均有统计学意义(P<0.05)。与sh-
Rab11a组比较,sh-Rab11a+miR-124-3p

 

inhibitor组

中Rab11a、iNOS蛋白、ROS、caspase
 

1、IL-1β、IL-18
表达上调,TNF-α、SEPN1和GPX1蛋白表达下调,差

异均有统计学意义(P<0.05)。sh-Rab11a+miR-
124-3p

 

inhibitor组与 OSC组比较,所有检测指标差

异无统计学意义(P>0.05)。见表4和图3。

表4  miR-124-3p通过Rab11a对 H2O2 诱导 HT22细胞产生氧化应激和炎性反应的影响(x±s)

组别 Rab11a caspase
 

1 IL-1β IL-18

OSC组 1.00±0.070 1.00±0.030 1.00±0.070 1.00±0.050

sh-Rab11a组 0.49±0.029* 0.62±0.029* 0.49±0.028* 0.52±0.034*

sh-Rab11a+miR-124-3p
 

inhibitor组 1.02±0.039# 0.96±0.056# 1.02±0.035# 0.95±0.039#

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

组别 TNF-α ROS iNOS蛋白 SEPN1蛋白 GPX蛋白

OSC组 1.00±0.040 1.00±0.060 1.00±0.070 1.00±0.050 1.00±0.090

sh-Rab11a组 0.46±0.043* 0.46±0.044* 0.66±0.046* 1.48±0.034* 1.68±0.034*

sh-Rab11a+miR-124-3p
 

inhibitor组 1.01±0.056# 0.98±0.033# 0.98±0.033# 0.96±0.043# 1.02±0.038#

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与OSC组比较,*P<0.05;与sh-Rab11a组比较,#P<0.05;P 为3组间方差分析结果。

  注:A为miR-124-3p和Rab11a的结合位点;B为 Western
 

blot检

测Rab11a蛋白表达水平。

图2  miR-124-3p下调Rab11a的表达

图3  miR-124-3p通过下调Rab11a抑制 H2O2
处理 HT22细胞产生氧化应激相关蛋白表达

3 讨  论

  TBI是一种神经外科常见急重症,其发生率占全

身各部位创伤的9%~21%,病死率及致残率处于全

身各部位创伤首位[8-9]。当脑组织挫伤、颅脑结构被

破坏后,血脑屏障失去功能,外周血循环中的中性粒

细胞、单核巨噬细胞等浸入受损脑组织,启动一连串

分子反应,诱导大量炎症因子长时间释放,氧自由基

过载并堆积造成活性氧与抗氧化系统之间的平衡失

调[10-11],致使海马神经元细胞等多种细胞发生氧化应

激和炎性反应,进一步引起继发性脑损伤[12-13]。本研

究采用 H2O2 处理 HT22细胞,发现caspase
 

1、IL-
1β、IL-18、TNF-α及ROS水平均明显升高,氧化应激

相关蛋白SEPN1和 GPX1表达降低,而iNOS蛋白

表达水平上调,表明H2O2 处理能促进 HT22细胞产

生氧化应激和炎性反应。此结果与ZHANG等[10]研

究一致,且本研究以此为基础构建TBI细胞模型,进
一步探讨 miR-124-3p/Rab11a分子轴对TBI引起的

氧化应激和炎性反应的作用。
非编码miRNA在近年来的研究中多次被报道参

与了原发性和继发性TBI的发展进程,并通过自身水

平变化促进或缓解TBI由原发性向继发性的恶性转

变[14]。此外,miRNA也被证实在TBI氧化应激和炎

性反应中具有重要调节作用,如LV等[15]研究发现上

调miR-let-7c-5p能抑制caspase
 

3、IL-1β等炎症因子

释放,缓解继发性TBI发展;miR-124-3p在发生TBI
后呈低表达,过表达 miR-124-3p能靶向调控下游蛋

白表达,抑制神经元发生炎性反应[16-17]。本研究采用

H2O2 处理 HT22细胞构建TBI细胞模型,发现在氧

化应激和炎性反应环境中,miR-124-3p明显低表达,
过表达miR-124-3p能恢复由 H2O2 诱导的炎症因子

caspase
 

1、IL-1β和IL-18,以及SEPN1、GPX1和iN-
OS蛋白的特异性表达。本研究结果与 VUOKILA
等[16]的研究结论一致,此外还进一步证实,过表达

miR-124-3p能下调ROS水平,从而缓解 HT22细胞

所产生的氧化应激。
Rab11a属于小 GTPase超家族的 Rab家族,是

一种小分子GTP酶,主要参与细胞内吞再循环过程。
研究发现,Rab11a参与调节自噬的早、晚期,可促进

神经元细胞的自噬[18]和炎症因子的分泌[19-20],进一步

介导继发性TBI的发展。本研究通过生物信息学预
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测发现Rab11a是miR-124-3p的潜在靶基因。H2O2
处理HT22细胞后,HT22细胞中Rab11a高表达,且
Rab11a能够促进 HT22细胞氧化应激和炎性反应,
此结果与POEHLER等[18]的研究结论一致。此外本

研究进一步证实,miR-124-3p通过靶向下调Rab11a
能下调炎症因子caspase

 

1、IL-1β、IL-18及 ROS水

平,上调SEPN1和GPX1蛋白的表达,并下调iNOS
蛋白水平,从而缓解 HT22细胞的氧化应激和炎性

反应。
综上所述,本研究通过模拟体内TBI产生氧化应

激和炎性反应环境,从细胞水平证实,miR-124-3p通

过靶向下调Rab11a的表达水平,从而缓解TBI引起

的氧化应激和炎性反应。
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