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miRNA-210 在新生大鼠缺氧缺血性脑水肿中的作用

赵莉　周晓玉　周晓光　程锐　李勇　邱洁

（南京医科大学附属南京儿童医院新生儿科，江苏 南京　210008）

［摘要］　目的　探讨 miRNA-210 在新生大鼠缺氧缺血性脑水肿中的作用。方法　将 80 只新生大鼠随机

分为对照组、生理盐水组、miRNA-210 表达抑制组及 miRNA-210 过表达组，每组 20 只；各组大鼠再随机分为

假手术组及缺氧缺血（HI）组，每组 10 只。HI 组新生大鼠结扎左侧颈总动脉后，置于 8% O2 和 92% N2 的混

合气体缺氧舱中持续 2 h；假手术组仅游离左侧颈总动脉，但不予结扎和缺氧处理。HI 或假手术术后，分别向

生理盐水组、miRNA-210 表达抑制组和 miRNA-210 过表达组大鼠颅内注射生理盐水（2.5 mg/kg），miRNA-210 

incubitor（2.5 mg/kg）和 miRNA-210 minic（2.5 mg/kg），对照组大鼠不予任何处理。3 d 后断头，取左侧脑组织，

采用荧光定量 PCR 方法检测 miRNA-210 的表达；采用干湿质量法检测脑组织含水量；苏木精 - 伊红染色观察

脑组织形态学改变。结果　各组 HI 新生大鼠脑组织中 miRNA-210 的表达较相应假手术组均显著下调，脑组织

含水量显著上调（P<0.05）。与生理盐水 HI 组比较，miRNA-210 表达抑制 HI 组中 miRNA-210 的表达显著下调，

脑组织含水量显著上调（P<0.05）；miRNA-210 过表达 HI 组中 miRNA-210 的表达显著上调，脑组织含水量显

著下调（P<0.05）。苏木精 - 伊红染色结果提示 miRNA-210 表达抑制 HI 组水肿改变明显；miRNA-210 过表达

HI 组水肿改变明显改善。结论　新生大鼠脑 HI 后 miRNA-210 表达下调，可能参与了新生大鼠缺氧缺血性脑水

肿的发生发展。                                                                            ［中国当代儿科杂志，2016，18（8）：770-774］
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Role of miRNA-210 in hypoxic-ischemic brain edema in neonatal rats

ZHAO Li, ZHOU Xiao-Yu, ZHOU Xiao-Guang, CHENG Rui, LI Yong, QIU Jie. Department of Newborn Infants, Nanjing 
Children's Hospital Affiliated to Nanjing Medical University, Nanjing 210008, China (Qiu J, Email: jieqiu.nj@hotmail.
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Abstract: Objective    To investigate the role of miRNA-210 in hypoxic-ischemic brain edema in neonatal rats. 
Methods    A total of 80 neonatal rats were randomly divided into control group, normal saline group, miRNA-210 
expression inhibition group, and miRNA-210 overexpression group, with 20 rats in each group. Each group was 
randomly divided into sham-operation group and hypoxia-ischemia (HI) group, with 10 rats in each group. The neonatal 
rats in the HI group were treated with ligation of the left common carotid artery and then put in a hypoxia cabin with 
mixed gas of 8% O2 and 92% N2 for 2 hours; those in the sham-operation group were treated with isolation of the left 
common carotid artery only, without ligation or hypoxia treatment. After HI or sham-operation, the rats in the normal 
saline group, miRNA-210 expression inhibition group, and miRNA-210 overexpression group were intracranially 
injected with normal saline (2.5 mg/kg), miRNA-210 inhibitor (2.5 mg/kg), and miRNA-210 mimic (2.5 mg/kg) 
respectively. No treatment was given to the rats in the control group. The rats were sacrificed three days later, and the 
left brain tissue was harvested. Fluorescent quantitative PCR was used to measure the expression of miRNA-210; the 
dry-wet weight method was used to measure the water content of brain tissue; hematoxylin and eosin staining was used 
to observe the histomorphological changes in the brain. Results    The HI groups showed significant reductions in the 
expression of miRNA-210 and significant increases in the water content of brain tissue compared with the corresponding 
sham-operation groups (P<0.05). Compared with the normal saline HI group, the miRNA-210 expression inhibition HI 
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新生儿缺氧缺血性脑损伤（hypoxic-ischemic 

brain damage, HIBD）是新生儿时期危害最大的常

见病之一，可引起不可逆的脑损伤，导致一系列

的神经系统后遗症，25％甚至更多的存活者留有

脑性瘫痪、智力落后、癫癎等永久性神经精神缺陷，

给社会和家庭带来了沉重的经济精神负担。新生

儿 HIBD 的发病机理目前尚未完全阐明，其传统治

疗并不能完全阻止神经系统后遗症的发生，迄今

尚无统一、有效的治疗方案。

最近，在肿瘤及心血管疾病领域的研究表明，

有多个小 RNA（microRNA, miRNA）与缺氧密切相

关，miRNA-210 是其中一个多次出现而倍受关注

的 miRNA。miRNA-210 是缺氧诱导因子 -1α（HIF-
1α）的直接转录靶标 [1]，定位于一个可由缺氧诱

导的转录本（AK123483）序列之内 [2]，而本课题

组前期的研究表明 miRNA-210 可能通过介导细胞

凋亡机制参与新生儿 HIBD 的发生发展进程 [3-5]，

证明其在新生儿 HIBD 中可能发挥重要作用。脑水

肿是围生期 HIBD 最基本和重要的病理生理机制之

一，然而 miRNA-210 与缺氧缺血性脑水肿的关系

目前尚未见报道，以 miRNA-210 为靶标的研究可

能为新生儿缺氧缺血性脑水肿的阐明及防治提供

新的理论线索。

1　材料与方法

1.1　材料

清 洁 级 健 康 7 日 龄 Sprague-Dawley（SD） 大

鼠 80 只， 体 重 12~15 g， 雌 雄 不 限， 由 南 京 医

科 大 学 实 验 动 物 中 心 提 供。miRNA-210 minic、

miRNA-210 incubitor 购自 Dharmacon 公司；TRIzol 

Reagent 购自 Invitrogen 公司；RevertAid First Strand 

cDNA synthesis Kit 购自 Fermentas 公司；Recombinant 

DNase I（RNase-free）购自宝生物工程（大连）有

限公司；Platinum SYBR Green qPCR SuperMix UDG

购自 Invitrogen 公司。

1.2　动物模型制备及分组

新生大鼠随机分为对照组、生理盐水组、

miRNA-210 表达抑制组及 miRNA-210 过表达组，

每组 20 只；各组大鼠再随机分为假手术组及缺氧

缺血（HI）组，每组 10 只。模型制作参考文献 [6]：

假手术组仅切开颈部皮肤，暴露左侧颈总动脉，

将缝合线从左颈总动脉下穿过，不做结扎和缺氧

处理；HI 组新生大鼠乙醚吸入麻醉后切开颈部皮

肤，游离、结扎左侧颈总动脉，1 h 后置入缺氧仓，

以 1~2 L/min 的速度输入含 8％ O2 和 92％ N2 的混

合气体，持续 2 h。HI 或假手术术后，使用脑立

体定位仪选择人字缝向嘴侧 2.0 mm、颞侧 1.5 mm

为 进 针 点， 用 微 量 进 样 器 垂 直 颅 骨 骨 面 进 针

2.0 mm；向生理盐水组注射生理盐水（2.5 mg/kg），

向 miRNA-210 表达抑制组注射 miRNA-210 incubitor

（2.5 mg/kg），向 miRNA-210 过表达组注射 miRNA-
210 minic（2.5 mg/kg）；于 2 min 内缓缓注射完毕，

留针 30 s 后徐徐退出；对照组不注射。放回含常

氧的鼠笼中由母鼠喂养，3 d 后断头取大脑组织，

中央纵切开，5 只取左侧脑组织 50 mg 置于液氮中

保存，用于基因表达检测，其余脑组织置于中性甲

醛和戊二醛中保存；5 只取左侧脑组织用做脑组织

含水量检测。

1.3　荧光定量 PCR 检测 miRNA-210 表达水平

取 50 mg 脑 组 织， 用 TRIzol 一 步 法 提 取 总

RNA， 经 电 泳 显 示 28 s、18 s 清 晰 的 2 条 带，

测 定 A260/A280 比 值 大 于 1.8， 应 用 荧 光 定 量

PCR 法 检 测 脑 组 织 中 miRNA-210 的 表 达 水 平。

miRNA-210 上 游 引 物 序 列：5'-ATTATACAATAG-
TGCAGGGTCCGAGGTATT-3'， 下 游 引 物 序 列：

5'-TAAAATATTACTGTGCGTGTGACAGCGG-3'，

片 段 长 度 77 bp； 内 参 照 U6 上 游 引 物 序 列：

5'-CCTGCTTCGGCAGCACATAT-3'，下游引物序列：

5'-TTTGCGTGTCATCCTTGCG-3'，片段长度 81 bp。

group showed a significant reduction in the expression of miRNA-210 and a significant increase in the water content 
of brain tissue (P<0.05), and the miRNA-210 overexpression HI group showed a significant increase in the expression 
of miRNA-210 and a significant reduction in the water content of brain tissue (P<0.05). The results of hematoxylin 
and eosin staining suggested that the miRNA-210 expression inhibition HI group showed marked edema, and the 
miRNA-210 overexpression HI group showed a significant improvement in edema. Conclusions    Neonatal rats show 
down-regulated expression of miRNA-210 after HI, suggesting that miRNA-210 may be involved in the development 
and progression of hypoxic-ischemic brain edema in neonatal rats.       [Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(8): 770-774]

Key words: Hypoxic-ischemic brain damage; miRNA-210; Brain edema; Neonatal rats
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PCR 反 应 体 系 10 µL， 包 括 cDNA 模 板 1 µL， 上

下 游 引 物 各 0.3 µL，2×SYBR Green Master Mix 

5 µL， 无 RNA 酶 水 3.4 µL。PCR 扩 增 反 应 条 件

为：50 ℃ 3 min；95 ℃ 3.5 min；95 ℃ 15 s，61 ℃ 

1 min，72℃ 30 s，循环 40 次。采用相对定量法计

算 miRNA-210 的表达水平（Q），用内参（U6）

校正样品初始量，定量公式为：Q=2- △△ Ct，Ct 值

为每个反应管内的荧光信号到达设定的阈值时所

经历的循环数。

1.4　脑组织含水量测定

取完整左侧脑组织用电子天平精确称量湿重，

置于烘箱内 110℃烘烤至恒重，称取干重，用公式

[（湿重 - 干重）/ 湿重 ] 计算含水量。

1.5　苏木精 - 伊红染色

将脑组织固定于 10% 福尔马林溶液内，常规

取材、脱水、石蜡包埋、制片，行苏木精 - 伊红染色，

光学显微镜下观察脑组织形态改变。

1.6　统计学分析

采用 SPSS 18.0 统计软件对数据进行统计学分

析，正态分布计量资料以均数 ± 标准差（x±s）

表示，多组间比较采用方差分析，两组间比较采

用 t 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　各组脑组织中 miRNA-210 的表达

各组 HI 新生大鼠脑组织中 miRNA-210 的表

达水平较相应假手术组均显著下调（P<0.05）。对

照 HI 组与生理盐水 HI 组中 miRNA-210 的表达水

平比较差异无统计学意义（P>0.05）；miRNA-210

表达抑制 HI 组中 miRNA-210 的表达水平较生理盐

水 HI 组显著下调（P<0.05）；miRNA-210 过表达

HI 组中 miRNA-210 的表达水平较生理盐水 HI 组

显著上调（P<0.05）。见图 1，表 1。

2.2　各组脑组织含水量

各组 HI 新生大鼠脑组织含水量较相应假手

术 组 均 显 著 上 调（P<0.05）。 对 照 HI 组 与 生 理

盐水 HI 组脑组织含水量比较差异无统计学意义

（P>0.05）；miRNA-210 表 达 抑 制 HI 组 较 生 理

盐水 HI 组的脑组织含水量显著上调（P<0.05）；

miRNA-210 过表达 HI 组较生理盐水 HI 组的脑组

织含水量显著下调（P<0.05）。见图 2，表 2。

图 2　miRNA-210 对新生大鼠脑组织含水量的影响
（n=5）　　a 示与各自假手术组比较，P<0.05；b 示与生理盐水

HI 组比较，P<0.05。

表 1　脑组织中 miRNA-210 的表达情况　（x±s，n=5）

组别
miRNA-210 的表达

t 值 P 值
假手术组 HI 组

对照组 1.01±0.15 0.36±0.20 14.78 <0.05

生理盐水组 1.00±0.14 0.56±0.13 12.65 <0.05

miRNA-210 表达抑制组 0.37±0.11 0.22±0.18a 3.21 <0.05

miRNA-210 过表达组 2.07±0.30 1.16±0.17a 17.68 <0.05

F 值 4.89 4.12

P 值 <0.05 <0.05

注：a 示与生理盐水 HI 组比较，P<0.05。

图 1　荧光定量 PCR 检测各组脑组织中 miRNA-210

的表达情况（n=5）　　a 示与各自假手术组比较，P<0.05；b 示

与生理盐水 HI 组比较，P<0.05。
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显示：脑组织由灰质及白质组成，各层次结构清

晰，各部位神经细胞大小形态正常，无变性、坏

死，胶质细胞无明显增生，间质无水肿及炎性细

胞浸润，无血管袖套现象。对照 HI 组及生理盐水

HI 组可见神经元胞体肿胀、胶质细胞增生、细胞

间隙增宽。miRNA-210 表达抑制两组可见细胞排

列紊乱、结构不清、神经元变性，部分神经细胞

核固缩变圆呈强嗜碱性、胞浆红染加深、核浓缩、

胶质细胞增生活跃，miRNA-210 表达抑制 HI 组较

miRNA-210 表达抑制假手术组水肿改变更明显，

肿胀神经元分布更广泛，可见到明显的梗死灶。

而 miRNA-210 过表达两组水肿改变明显改善。见

图 3。

图 3　脑组织形态学改变（苏木精 - 伊红染色，×200）　　miRNA-210 表达抑制 HI 组水肿改变最明显，肿胀神经元

分布广泛，可见明显梗死灶，miRNA-210 过表达 HI 组水肿改变明显改善。

假手术组

对照组 生理盐水组 miRNA-210 表达抑制组 miRNA-210 过表达组

HI 组

3　讨论

近 年 的 报 道 显 示，miRNA-210 在 各 种 缺 氧

细胞 [2,7-8] 及急性脑缺血小鼠模型 [9] 中表达上调，

然而本研究结果表明 miRNA-210 的表达在 HI 后

72 h 的脑组织中表达显著下调。据文献报道，

miRNA-210 是 HIF-1α 的直接转录靶标，而 HIF-1α
蛋白水平在大鼠脑 HI 后 3 h 达高峰，之后逐渐降

低，6 h 时达基础水平 [10]；在大脑中动脉闭塞的狗

模型中，HIF-1α 蛋白在大脑皮层中 8 h 达高峰，

之后逐渐下降 [11]。因此，miRNA-210 的表达水平

也可能在 HI 损伤后先上升后下降。进一步检索发

现，Liu 等 [12] 报道 miRNA-210 在脑缺血 24 h 后在

脑及血液中表达显著下调；动物及细胞的结果显

示 miRNA-210 在缺氧后立即升高，之后几天逐步

下调 [7,13]。而本研究结果反映的是 miRNA-210 在

HIBD 后 72 h 的表达情况，因此有必要进一步研究

miRNA-210 在 HIBD 后不同时间点的表达情况。 

脑水肿是新生儿 HIBD 病理生理机制中基本

和重要的改变，脑水肿的发生会进一步加重脑组

织的 HI，从而形成恶性循环，最终造成脑组织不

可逆的损伤，但目前有关 HI 后脑水肿形成的机制

尚未完全阐明。本研究脑组织含水量及形态学的

结果提示 miRNA-210 过表达可减轻 HI 后的脑水肿，

而 miRNA-210 表达抑制导致脑水肿加重。由此，

可以推断 HI 后脑组织中 miRNA-210 的表达下调可

能是缺氧缺血性脑水肿病理损伤的分子机制之一，

而 miRNA-210 表达增加可能改善脑水肿，为新生

儿缺氧缺血性脑水肿的治疗提供一个新的研究方

向。 

水通道蛋白 -4（aquaporin-4, AQP-4）是分布

在脑组织中的主要水通道蛋白，具有选择性的水

表 2　miRNA-210 对新生大鼠脑组织含水量的影响

（x±s，n=5）

组别
脑组织含水量 (%)

t 值 P 值
假手术组 HI 组

对照组 85.6±1.8 88.3±0.4 -9.17 <0.05

生理盐水组 85.5±1.4 88.2±1.5 -9.21 <0.05

miRNA-210 表达抑制组 85.7±1.4 90.5±1.3a -16.24 <0.05

miRNA-210 过表达组 85.7±1.2 86.7±1.8a -5.32 <0.05

F 值 1.21 3.87

P 值 >0.05 <0.05

注：a 示与生理盐水 HI 组比较，P<0.05。

2.3　脑组织形态学改变

对照假手术组与生理盐水假手术组光镜结果
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转运功能，在组织器官水肿发生的分子机制中起

着重要作用。近年的研究发现，AQP-4 的表达下

调与新生儿 HIBD 时脑水肿的形成有关，可能在

其发生发展中起调控作用 [14-15]。运用在线软件分

析 查 询， 发 现 AQP-4 的 碱 基 序 列“ACGCACA”

与 miRNA-210 的 保 守 序 列“UGCGUGU” 完 全 匹

配，提示 AQP-4 可能为 miRNA-210 的靶标。检索

文献发现目前尚无文献报道二者的关系，因此，

进一步探索 miRNA-210 是否通过调控 AQP-4 的表

达参与新生儿 HIBD 脑水肿的发生发展有助于揭示

miRNA-210改善新生儿缺氧缺血性脑水肿的机制。

综上所述，新生大鼠 HIBD 后 miRNA-210 的

表达下调，其下调可能参与了新生大鼠缺氧缺血

性脑水肿的发生发展，过表达 miRNA-210 可减轻

脑水肿的发生，有望为新生儿 HIBD 的预防和治疗

提供新的途径。
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