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　 　 【摘要】 　 目的　 探究长链非编码 ＲＮＡ(ＬｎｃＲＮＡ)生长抑制特异因子 ５(ＧＡＳ５)调控微小 ＲＮＡ(ｍｉＲ)￣１３７ 对淀粉

样 β 蛋白(Ａβ)诱导的大鼠海马神经元损伤的影响ꎮ 方法　 实验分为对照(ｃｏｎｔｒｏｌ)组、Ａβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组、Ａβ＋ｓｉ￣
ＧＡＳ５ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 组ꎬ每组 １０ 只ꎮ Ｙ 迷宫法检测大鼠学习记忆力ꎻ实时

荧光定量逆转录多聚酶链反应(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)检测海马 ＣＡＩ 区 ＧＡＳ５、ｍｉＲ￣１３７ 水平ꎻ蛋白质免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)实验

检测海马 ＣＡＩ 区 Ｂ 淋巴细胞瘤￣２ 基因(Ｂｃｌ２)、Ｂｃｌ２ 相关 Ｘ 蛋白(ＢＡＸ)、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 ３(ｃａｓｐａｓｅ３)蛋白水

平ꎻ尼氏染色观察神经元形态ꎻＴｕｎｅｌ 染色观察大鼠神经元凋亡情况ꎻ双荧光素酶鉴定ｍｉＲ￣１３７与 ＧＡＳ５ 的靶向关系ꎮ
结果　 与对照组相比ꎬＡβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组海马 ＣＡＩ 区 ＧＡＳ５ ｍＲＮＡ 水平ꎬＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水平ꎬ神经元死亡率、凋
亡率升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ正确反应次数比例、学会次数比例ꎬｍｉＲ￣１３７ 水平、Ｂｃｌ２ 蛋白水平降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ 组、
Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组相比ꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组海马 ＣＡＩ 区 ＧＡＳ５ ｍＲＮＡ 水平ꎬＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水

平ꎬ神经元死亡率、凋亡率降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ正确反应次数比例、学会次数比例ꎬｍｉＲ￣１３７ 水平、Ｂｃｌ２ 蛋白水平升高(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 组海马 ＣＡＩ 区 ＧＡＳ５
ｍＲＮＡ 水平ꎬＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水平ꎬ神经元死亡率、凋亡率升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ正确反应次数比例、学会次数比例ꎬｍｉＲ￣
１３７ 水平、Ｂｃｌ２ 蛋白水平降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 经验证ꎬｍｉＲ￣１３７ 与 ＧＡＳ５ 之间存在靶位点ꎮ 结论　 干扰 ＧＡＳ５ 可上调 ｍｉＲ￣
１３７ 从而保护 Ａβ 诱导的大鼠海马神经元损伤ꎬ缓解神经元凋亡过程ꎻ而进一步下调 ｍｉＲ￣１３７ 可逆转上述过程ꎮ
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ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ ｇｒｏｕｐ (ｎ ＝ １０ ｒａｔｓ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ). Ｔｈｅ Ｙ ｍａｚｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｌｅａｒｎｉｎｇ
ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ＲＴ￣ｑＰＣＲ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ＧＡＳ５ ａｎｄ ｍｉＲ￣１３７ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ａｒｅａ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂ￣ｌｙｍｐｈｏｍａ￣２ ｇｅｎｅ (Ｂｃｌ２)ꎬ Ｂｃｌ２￣ｒｅｌａｔｅｄ Ｘ
ｐｒｏｔｅｉｎ (ＢＡＸ)ꎬ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｉｎ
ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｄＵＴＰ ｎｉｃｋ ｅｎｄ ｌａｂｅｌｉｎｇ ( Ｔｕｎｅｌ) ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ￣１３７ ａｎｄ ＧＡＳ５ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ｄｏｕｂｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧＡＳ５ ｍＲＮＡꎬ ＢＡＸꎬ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｍｏｒｔａｌｉｔｙꎬ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ
ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ Ａβ ａｎｄ Ａβ＋Ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｒｅｃｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｉｍｅｓꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ
ｏｆ ｌｅａｒｎｉｎｇ ｔｉｍｅｓꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ￣１３７ ａｎｄ Ｂｃｌ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ａβ ａｎｄ Ａβ＋Ｓｉ￣ＮＣ
ｇｒｏｕｐｓꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧＡＳ５ ｍＲＮＡꎬ ＢＡＸꎬ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｉｎ
ｔｈｅ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ ａｎｄ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｒｅｃｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｉｍｅｓꎬ ｔｈｅ
ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅａｒｎｉｎｇ ｔｉｍｅｓꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ￣１３７ ａｎｄ Ｂｃｌ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ ａｎｄ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧＡＳ５ ｍＲＮＡꎬ ＢＡＸꎬ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｎｅｕｒｏｎａｌ
ｍｏｒｔａｌｉｔｙꎬ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋ ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ ｇｒｏｕｐ (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ
ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｒｅｃｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｉｍｅｓꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅａｒｎｉｎｇ ｔｉｍｅｓꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ￣１３７ ａｎｄ Ｂｃｌ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ (Ｐ
<０􀆰 ０５). Ｉｔ ｗａｓ ａｌｓｏ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ￣１３７ ａｎｄ ＧＡＳ５. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ＧＡＳ５
ｃａｎ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅ ｍｉＲ￣１３７ꎬ ｔｈｕｓ ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ ａｇａｉｎｓｔ Ａβ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ
ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔꎬ ｆｕｒｔｈｅｒ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１３７ ｃａｎ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｉｓ ｐｒｏｃｅｓｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ｇｒｏｗｔｈ ａｒｒｅｓｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ５ꎻ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１３７ꎻ Ａβꎻ ｒａｔꎻ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎ ｄａｍａｇｅ

　 　 阿尔兹海默症(ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬＡＤ)日益成

为全球性疾病ꎬ影响患者个人健康ꎬ淀粉样蛋白假

说是目前主流的 ＡＤ 发病理论ꎬ淀粉样 β 蛋白

(ａｍｙｌｏｉｄ￣β ｐｒｏｔｅｉｎꎬＡβ)聚集影响神经元功能ꎬ是导

致认知功能障碍和痴呆的诱因ꎬ且临床上尚无根治

药物[１]ꎮ 靶向分子治疗成为近年来研究热点ꎬ长链

非编码 ＲＮＡ(ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬＬｎｃＲＮＡ)参与神

经元发育、增殖、凋亡、神经可塑性、认知、运动等多

种功能[２]ꎻ 生长抑制特异因子 ５ ( ｇｒｏｗｔｈ ａｒｒｅｓｔ￣
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ５ꎬＧＡＳ５)作为一种 ＬｎｃＲＮＡꎬ最早在增殖抑

制的细胞中被发现ꎬ且可促进多种细胞凋亡ꎬ在胶

质瘤细胞中表达升高可促进胶质瘤细胞的凋亡ꎬ但
其在 ＡＤ 中发挥何种作用ꎬ尚未发现研究[３]ꎮ 研究

报道ꎬＧＡＳ５ 可以靶向微小 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬｍｉＲＮＡ)
影响疾病[４－５]ꎮ ｍｉＲ￣１３７ 可抑制细胞外 Ａβ 沉积ꎬ从
而调控下游靶基因ꎬ抑制神经元死亡、缓解凋亡过

程ꎬ从而缓解 ＡＤ[６]ꎮ 且研究发现ꎬ ＧＡＳ５ 可靶向

ｍｉＲ￣１３７ 影响缺血再灌注损伤ꎬ但在神经元损伤中

尚未发现相关研究[７]ꎮ 因此ꎬ本研究采用 Ａβ 诱导

大鼠构建 ＡＤ 模型ꎬ探讨 ＧＡＳ５ 调控 ｍｉＲ￣１３７ 对大鼠

神经元损伤的影响ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 ６０ 只 ６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性健康 ＳＤ 大鼠购自中科

院上海斯莱克实验动物有限公司[ＳＣＸＫ(沪)２０１７￣
０００５]ꎬ体重(１６０±１０)ｇꎮ 大鼠在温度(２４±１)℃、湿
度(５０±５)％、１２ ｈ 昼夜节律ꎮ 黑暗条件下自由摄食

饮水ꎬ正常饲养ꎬ饲养于郑州大学 (药物研究院)
[ＳＹＸＫ(豫)２０１８￣０００４]ꎬ１ 周后开始实验ꎮ 本研究

经本院伦理协会审核并通过(ＩＡＣＵＣ￣２０１９０１０６)ꎬ实
验动物符合 ３Ｒ 原则ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

　 　 大鼠海马神经元购自中国医学科学院基础医

学研究所基础医学细胞中心ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 Ａβ 购 自 美 国 Ｓｉｇｍａ 公 司ꎻ ｓｉ￣ＮＣ、 ｓｉ￣ＧＡＳ５、
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ、 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７、 ＧＡＳ５ ＭＵＴ、 ＧＡＳ５ ＷＴ、
ｍｉＲ￣１３７ ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ￣１３７ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 均购自广州锐博

生物科技有限公司ꎻ双荧光素酶报告基因检测试剂

盒购自北京索莱宝科技有限公司ꎻ一抗 Ｂ 淋巴细胞

瘤￣２ 基因(Ｂ￣ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ￣２ꎬＢｃｌ２)、Ｂｃｌ２ 相关 Ｘ 蛋

白(Ｂｃｌ２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＢＡＸ)、半胱氨酸天冬

氨酸蛋白酶 ３(ｃｙｓｔｅｉｎ￣ａｓｐａｒａｔｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ ３ꎬｃａｓｐａｓｅ３)
均购自英国 ａｂｃａｍ 公司ꎬ货号 ａｂ１９４５８３、ａｂ３２５０３、
ａｂ１８４７８７ꎮ ７５００ 实时荧光定量逆转录多聚酶链反

应(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ)仪购自美

国 ＡＢＩ 公司ꎻＴａｎｏｎ ４１００ 全自动凝胶成像分析系统

购自上海天能科技有限公司ꎮ
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１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验分组及处理

　 　 实验分为对照( ｃｏｎｔｒｏｌ) 组、Ａβ 组、Ａβ ＋ ｓｉ￣ＮＣ
组、Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋ ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组、
Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 对照组

和 Ａβ 组海马 ＣＡＩ 区(具体位置:Ｂｒｅｇｍａ 后 ３ ｍｍ、中
线旁开 ２􀆰 ２ ｍｍ、深度 ２􀆰 ５ ｍｍ)注射 １０ μＬ ＰＢＳ 液ꎬ
Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组注射 １０ μＬ ｓｉ￣ＮＣꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组注射

１０ μＬ ｓｉ￣ＧＡＳ５ꎬ Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋ ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组注射

ｓｉ￣ＧＡＳ５、ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ各 １０ μＬꎬＡβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋ ａｎｔｉ￣
ｍｉＲ￣１３７ 组注射 ｓｉ￣ＧＡＳ５、ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 各 １０ μＬꎬ１５
ｍｉｎ 后除对照组外将 １０ ｎｍｏｌ / μＬ Ａβ３１－３５ 注入海马

ＣＡＩ 区[８]ꎬ对照组注射等量生理盐水ꎮ １４ ｄ 后进行

研究ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 Ｙ 迷宫实验检测大鼠行为

　 　 １４ ｄ 实验结束后ꎬＹ 型迷宫刺激器检测大鼠学

习能力ꎮ 根据 Ｍａｒｔｙｎ 等[９] 方法ꎬ对大鼠重复测试ꎬ
大鼠连续 １０ 次测试中出现 ９ 次及以上做出正确反

应即作为学会标准ꎮ 实验结束后记录大鼠正确反

应次数ꎻ计算正确反应次数比例(％)＝ (正确反应次

数) /总实验次数×１００％ꎬ重复 Ｙ 迷宫实验ꎬ２０ 次实

验中达到正确反应次数作为记忆成绩ꎬ学会次数比

例(％)＝ (达到正确反应次数的次数) /总实验次数

×１００％ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 样本收集

　 　 结束后立即收集海马 ＣＡＩ 区组织ꎬ部分置于

４％多聚甲醛中固定ꎬ部分置于－８０℃冰箱保存待检ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法检测海马 ＣＡＩ 区 ＧＡＳ５、ｍｉＲ￣
１３７ 水平

　 　 部分海马 ＣＡＩ 区组织 ＲＮＡ 提取试剂盒提取总

ＲＮＡꎬｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒将其逆转录成第一

链 ｃＤＮＡꎮ 设计上下游引物ꎬ 引物序列见表 １ꎮ
２０ μＬ反应体系:２ ×ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ １０ μＬꎬｃＤＮＡ
(５０ ｎｇ / μＬ)１ μＬꎬＦ / Ｒ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)０􀆰 ５ μＬ / ０􀆰 ５ μＬꎬ
ｄｄＨ２Ｏ ８ μＬꎻ 反 应 条 件: ９４℃、 ６０ ｓꎻ ９５℃、 ３０ ｓ
(ＧＡＳ５:６１℃、４０ ｓꎬｍｉＲ￣１３７:５９℃、３５ ｓ)ꎬ４０ 个循环ꎮ
２－ΔΔＣｔ法计算 ＧＡＳ５、ｍｉＲ￣１３７ 相对表达水平ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 尼氏染色观察神经元形态

　 　 ４％多聚甲醛中固定的海马 ＣＡＩ 区组织经石蜡

包埋后切片ꎬ切片厚度 ６ μｍꎬ石蜡切片经二甲苯脱

蜡、梯度乙醇浸润ꎬ切片进入 Ａ 液 ( Ｃｒｅｓｙｌ ｖｉｏｌｅｔ
Ｓｔａｉｎ)５６℃染色 ６０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 漂洗ꎬ置于 Ｂ 液(Ｎｉｓｓｌ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ)分色数秒至 ２ ｍｉｎ 直至背景色接近无

色ꎬ显微镜下观察神经元形态、尼氏小体情况ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｔｕｎｅｌ 染色观察大鼠神经元凋亡的影响

　 　 切片脱蜡处理ꎬ加 ２％ 蛋白酶 Ｋ 室温孵育

２０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗后滴加 ５０ μＬ Ｔｕｎｅｌ 反应混合溶

液ꎬ湿盒孵育 ６０ ｍｉｎꎬ抗荧光猝灭液(含 ＤＡＰＩ)封片

后荧光显微镜下观察ꎬ其中绿色荧光显示凋亡阳性

细胞ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测海马 ＣＡＩ 区 Ｂｃｌ２、
ＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水平

　 　 －８０℃取部分海马 ＣＡＩ 区组织ꎬ蛋白裂解液冰

上裂解ꎬ４℃ １００００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ上清为总蛋

白ꎮ 凝胶电泳分离蛋白、ＮＣ 转膜ꎻ５％脱脂奶粉室温

封闭ꎻ对应加入一抗 Ｂｃｌ２、ＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３、ＧＡＰＤＨꎬ
４℃孵育过夜ꎻ加入对应二抗ꎬ室温孵育 １ ｈꎻＤＡＢ 显

色试剂盒避光显色ꎬ全自动凝胶成像分析系统拍照

和定量分析ꎮ

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列(５’→３’)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＧＡＳ５

上游引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ＧＧＡＴＡＡＣＡＧＡＧＣＧＡＧＣＧＡＧＣＧＣＡＡＴ

下游引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ＣＣＡＧＣＣＡＡＡＴＧＡＡＣＡＡＧＣＡＴＧ

ＧＡＰＤＨ

上游引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ

下游引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ

ｍｉＲ￣１３７

上游引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ＧＣＧＣＧＣＴＴＡＴＴＧＣＴＴＡＡＧＡＡＴＡＣ

下游引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

Ｕ６

上游引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡ

下游引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

１􀆰 ３􀆰 ８　 双荧光素酶鉴定 ｍｉＲ￣１３７ 与 ＧＡＳ５ 的靶向

位点

　 　 Ｓｔａｒｂａｓｅ 分析发现 ｍｉＲ￣１３７ 与 ＧＡＳ５ 存在互补

的结合位点ꎻ将 ｍｉＲ￣１３７ 与 ＧＡＳ５ 结合位点及突变

位点的序列克隆重组至 ｐＧＬ３￣ｂａｓｉｃ 荧光素酶报告

载体上构建 ＧＡＳ５ 野生型 ( ＧＡＳ５ ＷＴ) 及突变型

(ＧＡＳ５ ＭＵＴ)荧光素酶报告载体ꎬ分别与 ｍｉＲ￣１３７
ｍｉｍｉｃ 或 ｍｉＲ￣１３７ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 共转染海马神经元中ꎬ
双荧光素酶报告基因检测试剂盒检测各组荧光素

酶相对活性ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用统计学软件 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 进行数据分
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析ꎬ计量数据以平均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)描述ꎬ多组间

比较行单因素方差分析ꎬ进一步采用 ＳＮＫ￣ｑ 法进行

两两比较ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 时ꎬ差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 Ｙ 迷宫检测大鼠行为

　 　 与对照组相比ꎬＡβ 组、Ａβ ＋ ｓｉ￣ＮＣ 组、Ａβ ＋ ｓｉ￣
ＧＡＳ５ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５
＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 组大鼠正确反应次数比例、学会次数

比例降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组相

比ꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组大

鼠正确反应次数比例、学会次数比例升高 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎻ 分 别 与 Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、 Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７组大

鼠正 确 反 应 次 数 比 例、 学 会 次 数 比 例 降 低

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见图 １ꎮ
２􀆰 ２　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测海马 ＣＡＩ 区 ＧＡＳ５、ｍｉＲ￣１３７
水平

　 　 与对照组相比ꎬＡβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组海马 ＣＡＩ 区
ＧＡＳ５ ｍＲＮＡ 水平升高(Ｐ<０􀆰 ０５)、ｍｉＲ￣１３７ 水平降

低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组相比ꎬＡβ＋
ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组海马 ＣＡＩ 区
ＧＡＳ５ ｍＲＮＡ 水平降低(Ｐ<０􀆰 ０５)、ｍｉＲ￣１３７ 水平升

高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 组海

马 ＣＡＩ 区 ＧＡＳ５ ｍＲＮＡ 水平升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)、ｍｉＲ￣
１３７ 水平降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见图 ２Ａ、Ｂꎮ
２􀆰 ３　 尼氏染色观察海马 ＣＡＩ 区神经元形态

　 　 与对照组相比ꎬＡβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组海马 ＣＡＩ 区
神经元死亡率升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ 组、Ａβ＋
ｓｉ￣ＮＣ 组 相 比ꎬ Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、 Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ 组 海 马 ＣＡＩ 区 神 经 元 死 亡 率 降 低

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、Ａβ ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 组海

马 ＣＡＩ 区神经元死亡率升高 ( Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 见图

３Ａ、Ｂꎮ
２􀆰 ４　 Ｔｕｎｅｌ 染色观察海马 ＣＡＩ 区神经元凋亡情况

　 　 与对照组相比ꎬＡβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组海马 ＣＡＩ 区
神经元凋亡率升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣
ＮＣ 组 相 比ꎬ Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、 Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组海马 ＣＡＩ 区神经元凋亡率降低(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻ 分 别 与 Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、 Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 组海

马 ＣＡＩ 区神经元凋亡率升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见图 ４Ａ、Ｂꎮ
２􀆰 ５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测海马 ＣＡＩ 区 Ｂｃｌ２、
ＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达情况

　 　 与对照组相比ꎬＡβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组海马 ＣＡＩ 区
Ｂｃｌ２ 蛋白水平降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白

水平升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组相

比ꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组海

马 ＣＡＩ 区 Ｂｃｌ２ 蛋白水平升高 ( Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ ＢＡＸ、
ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水平降低(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ分别与 Ａβ＋ｓｉ￣
ＧＡＳ５ 组、Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬＡβ＋ｓｉ￣
ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 组海马 ＣＡＩ 区 Ｂｃｌ２ 蛋白水平降

低(Ｐ < ０􀆰 ０５)、 ＢＡＸ、 ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水平升高 (Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ 见图 ５Ａ、Ｂꎮ

注:与对照组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ 组相比ꎬｂＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋

ｓｉ￣ＮＣ 组相比ꎬｃＰ < ０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ ＋ ｓｉ￣ＧＡＳ５ ＋ ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ 组相

比ꎬｅＰ<０􀆰 ０５ꎮ

图 １　 Ｙ 迷宫检测大鼠行为

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

Ａβ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ０５.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｅＰ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｙ ｍａｚｅ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｒａｔ ｂｅｈａｖｉｏｒ

２􀆰 ６　 ｍｉＲ￣１３７ 与 ＧＡＳ５ 的靶向关系

　 　 ｍｉＲ￣１３７ 与 ＧＡＳ５ 之间存在靶位点ꎮ 见图 ６Ａꎮ
与 ｍｉＲ￣１３７ ＮＣ ＋ ＧＡＳ５ ＷＴ 相比ꎬｍｉＲ￣１３７ ｍｉｍｉｃ ＋
ＧＡＳ５ ＷＴ 荧光素酶相对活性下降 (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ与
ｍｉＲ￣１３７ ＮＣ＋ＧＡＳ５ ＭＵＴ 相比 ｍｉＲ￣１３７ ｍｉｍｉｃ＋ＧＡＳ５
ＭＵＴ 荧光素酶相对活性差异无统计学意义 (Ｐ >
０􀆰 ０５)ꎮ 见图 ６Ｂꎮ

３　 讨论

　 　 ＡＤ 中 Ａβ 沉积是作用机制之一ꎬＡβ 沉积造成

神经元损伤ꎬ可加速神经细胞凋亡ꎬ导致神经元损伤

７６中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



注:与对照组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ 组相比ꎬｂＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组相比ꎬｄＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣

ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬｅＰ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ２　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测海马 ＣＡＩ 区 ＧＡＳ５、ｍｉＲ￣１３７ 表达水平

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ０５.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ ｇｒｏｕｐꎬ ｄＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｅＰ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＡＳ５ ａｎｄ ｍｉＲ￣１３７ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ａｒｅａ ｂｙ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

注:Ａ:尼氏染色观察海马 ＣＡＩ 区神经元情况ꎻＢ:神经元死亡情况ꎮ 与对照组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ 组相比ꎬｂＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ

组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组相比ꎬｄＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬｅＰ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ３　 海马 ＣＡＩ 区神经元情况

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ＣＡＩ ａｒｅａ. Ｂꎬ Ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄｅａｔｈ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５

ｇｒｏｕｐꎬ ｄＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｅＰ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡＩ ａｒｅａ

严重ꎬ对动物行为和认知功能产生影响[１０]ꎮ 神经元

病变与细胞凋亡关系异常密切ꎬ在 ＡＤ 发生发展过

程中ꎬＡβ 的诱导可导致神经凋亡ꎬ因此ꎬ抗神经元

凋亡已经成为 ＡＤ 研究的重要方向[１１－１２]ꎮ 在公认

的内源性凋亡通路中ꎬＡβ 可诱导抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２

蛋白水平降低ꎬ促凋亡蛋白 ＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水平

升高ꎬ从而激活内源性凋亡途径[１３]ꎮ 而在本研究中

大鼠正确反应次数比例、学会次数比例降低ꎬ相比

正常大鼠ꎬＡβ 大鼠学习和记忆功能出现明显抑制ꎬ
存在认知障碍ꎮ 尼氏染色检测海马 ＣＡＩ 区神经元

８６ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



注:Ａ:Ｔｕｎｅｌ 染色观察海马 ＣＡＩ 区神经元凋亡情况ꎻＢ:神经元凋亡情况ꎮ 与对照组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ 组相比ꎬｂＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋
ｓｉ￣ＮＣ 组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组相比ꎬｄＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬｅＰ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ４　 海马 ＣＡＩ 区神经元凋亡情况
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｔｕｎｅｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ＣＡＩ ａｒｅａ. Ｂꎬ Ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５
ｇｒｏｕｐꎬ ｄＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｅＰ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡＩ Ｎｅｕｒｏｎｓ

注:与 Ａβ 组相比ꎬｂＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ 组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５组相比ꎬｄＰ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ组相比ꎬｅＰ<０􀆰 ０５ꎮ
图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测海马 ＣＡＩ 区 Ｂｃｌ２、ＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达水平

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ ｇｒｏｕｐꎬ ｄＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｅＰ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ２ꎬ ＢＡＸꎬ ｃａｓｐａｓｅ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ａｒｅａ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

注:Ａ:ｍｉＲ￣１３７ 与 ＧＡＳ５ 的结合位点ꎻＢ:荧光素酶相对活性ꎮ 与 ｍｉＲ￣１３７ ＮＣ＋ＧＡＳ５ ＷＴ 组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎮ
图 ６　 ｍｉＲ￣１３７ 与 ＧＡＳ５ 的靶向关系

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｆ ｍｉＲ￣１３７ ｗｉｔｈ ＧＡＳ５. Ｂꎬ Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣１３７ ＮＣ＋ＧＡＳ５ ＷＴ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５.
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ￣１３７ ａｎｄ ＧＡＳ５
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形态时发现ꎬＡβ 导致神经元死亡严重ꎻＴｕｎｅｌ 染色

发现ꎬＡβ 导致神经元凋亡严重ꎬ蛋白检测发现海马

ＣＡＩ 区 Ｂｃｌ２ 蛋白水平降低ꎬＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水平

升高ꎬ提示在大鼠脑组织中注射 Ａβ 导致 Ａβ 沉积ꎬ
从而促进神经元凋亡、死亡ꎬ影响认知功能ꎮ

ＬｎｃＲＮＡ 广泛存在于神经系统中ꎬ在神经元损

伤中可观察到 ＬｎｃＲＮＡ 显著变化ꎬ并参与转录、翻译

过程从而调控基因组印迹、染色体修饰、ｍＲＮＡ 的翻

译等过程ꎬ 从而影响神经损伤及修复过程[１４]ꎮ
ＧＡＳ５ 在缺血性脑卒中中呈高表达ꎬ具有神经毒性

作用ꎬ下调 ＧＡＳ５ 可以减轻神经元损伤ꎬ从而实现对

脑缺血性卒中的保护作用[１５]ꎻ敲除 ＧＡＳ５ 可以抑制

创伤性脑损伤导致的 Ｂａｘ 升高从而发挥对神经元的

保护ꎬ因此有望成为治疗神经元损伤的治疗靶

点[１６]ꎮ 在本研究中ꎬ发现添加 Ａβ 后导致海马 ＣＡＩ
区 ＧＡＳ５ ｍＲＮＡ 水平均升高ꎬ提示海马 ＣＡＩ 区 ＧＡＳ５
转录和翻译受 Ａβ 沉积的影响均处于激活状态ꎬ而
高表达的 ＧＡＳ５ 具有神经毒性作用ꎬ加重神经元损

伤ꎮ 与 Ａβ 组相比ꎬＡβ＋ｓｉ￣ＧＡＳ５ 组正确反应次数比

例、学会次数比例升高ꎬ神经元死亡、神经元凋亡率

均降低ꎬ 海马 ＣＡＩ 区 Ｂｃｌ２ 蛋白水平升高ꎬ Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白水平降低ꎬ提示干扰 ＧＡＳ５ 后可通过抑

制神经元凋亡减少神经死亡ꎬ实现对神经元损伤的

保护ꎬ学习和记忆功能有所缓解ꎮ
ｍｉＲＮＡ 作为非编码小 ＲＮＡꎬＬｎｃＲＮＡ 上存在

ｍｉＲＮＡ 结合位点ꎬｍｉＲＮＡ 又可沉默靶基因ꎬ从而影

响生物学功能[１７－１８]ꎮ 脑神经元中富含 ｍｉＲ￣１３７ꎬ特
别是在皮层区和海马区ꎬＡβ 经过淀粉样前体蛋白

分解成蛋白质ꎬ而 ｍｉＲ￣１３７ 可调控该类蛋白质从而

降低 Ａβ 水平ꎬ且 ｍｉＲ￣１３７ 与 Ａβ 在脑神经元中呈负

相关关系[１９]ꎮ 在 Ａβ 积累和神经炎症导致的 ＡＤ 中

ｍｉＲ￣１３７ 水平降低ꎬ可能是诱导蛋白 １ 的水平从而

诱导细胞毒性、凋亡ꎬ促进 ｃａｓｐａｓｅ３ 活化[２０]ꎮ 本研

究发现ꎬ添加 Ａβ 可降低 ｍｉＲ￣１３７ 水平ꎬ而 ｍｉＲ￣１３７
水平降低对 Ａβ 的降解作用减弱ꎬ导致 Ａβ 在神经元

处积累ꎬ诱发神经元损伤ꎮ 而 ＧＡＳ５ 与 ｍｉＲ￣１３７ 关

系密切ꎬ且 ＧＡＳ５ 下调可明显增加 ｍｉＲ￣１３７ 表达[２１]ꎬ
干扰 ＧＡＳ５ 后 ｍｉＲ￣１３７ 水 平 升 高ꎬ 而 升 高 后 的

ｍｉＲ￣１３７实现对神经元的保护作用加强ꎬ减缓神经元

凋亡降低ꎮ 添加 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１３７ 后可逆转干扰 ＧＡＳ５
对神经元的保护作用ꎮ

综上所述ꎬ干扰 ＧＡＳ５ 后可上调 ｍｉＲ￣１３７ 表达

来降低 Ａβ 诱导的神经元损伤ꎬ实现对神经元的保

护作用ꎬ下调 ｍｉＲ￣１３７ 可逆转上述过程ꎮ 本研究首

次验证了 ＧＡＳ５ 在 Ａβ 诱导的神经元损伤中起促进

作用ꎬ且进一步发现高表达 ＧＡＳ５ 可下调 ｍｉＲ￣１３７
促进神经元凋亡进而引发神经元损伤ꎬ但 ｍｉＲ￣１３７
靶基因较多ꎬ通过哪些具体信号通路发挥作用尚需
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