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摘要： 目的　 探讨山楂叶总黄酮通过调控 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 改善缺氧复氧诱导的神经细胞损伤。 方法 　 山楂叶总黄酮 （１０、
３０、 ９０ ｍｇ ／ Ｌ） 培养 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞 ２４ ｈ 后， 构建缺氧复氧 （Ｈ ／ Ｒ） 细胞模型； 将 ｍｉＲ⁃ＮＣ、 ｍｉＲ⁃１３３ｂ、 ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ、
ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃１３３ｂ 质粒转染至 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞 ６ ｈ， 加入 ９０ ｍｇ ／ Ｌ 山楂叶总黄酮处理 ２４ ｈ， 再进行缺氧复氧处理。 ＲＴ⁃ＰＣＲ
检测 ｍｉＲ⁃１３３ｂ、 ＲＢＭＸ ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＲＢＭＸ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达， 采用试剂盒分别检测 ＬＤＨ、 ＳＯＤ、
ＭＤＡ 水平， 流式细胞术检测细胞凋亡， 双荧光素酶报告基因实验检测荧光活性。 结果　 预处理 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞， 山楂

叶总黄酮能上调 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞 ＳＯＤ 水平， 下调 ＬＤＨ、 ＭＤＡ 水平， 抑制 Ｂａｘ、 ＲＢＭＸ 表达及细胞凋亡率， 促进

Ｂｃｌ⁃２、 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 表达 （Ｐ＜０ ０５）， 与 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞过表达 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 结果一致。 且 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 靶向调控 ＲＢＭＸ
的表达， 抑制 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 表达逆转了山楂叶总黄酮对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞损伤的改善作用。 结论　 山楂叶总黄酮通过

调控 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 靶向调控 ＲＢＭＸ 的表达改善缺氧复氧诱导的神经细胞损伤。
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（Ｈ ／ Ｒ）

　 　 缺氧缺血性脑损伤是临床常见的一大类中枢神

经系统疾病， 有较高的发病率和死亡率， 其主要机

制是脑缺血引起神经细胞凋亡， 从而造成脑的相应

区域的功能障碍［１］。 寻找抑制缺氧缺血后神经细

胞凋亡的有效药物， 对改善缺血性脑损伤尤为重

要。 近年来， 研究发现中药具有抗脑缺血再灌注后

神经细胞凋亡的作用， 探讨中药抑制神经细胞凋亡

的作用机制具有重要意义［２］。 山楂叶总黄酮是从

山楂叶中提取的黄酮类化合物， 在心、 脑血管以及

其他方面具有很好的药理作用［３］。 有报道发现山

楂叶总黄酮可抑制神经元凋亡， 改善脑缺血再灌注

损伤大鼠的神经功能［４］。 山楂叶总黄酮还能通过

上调 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比值、 下调 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达抑制心肌

缺血再灌注损伤大鼠心肌细胞凋亡［５］。 有研究发

现在缺氧复氧诱导的心肌细胞中 ｍｉＲ⁃１３３ｂ⁃５ｐ 下调

表达， 上调其表达能抑制缺氧复氧诱导的细胞凋

亡［６］。 Ｘ⁃连锁的 ＲＮＡ 结合基序蛋白 （ＲＮＡ Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｍｏｔｉｆ ｐｒｏｔｅｉｎ， Ｘ⁃Ｌｉｎｋｅｄ， ＲＢＭＸ） 位于人类 Ｘ 染色

体上， 对大脑发育至关重要［７］。 脊髓损伤后 ＲＢＭＸ
表达增加， 且在脊髓损伤后神经元的凋亡、 星形胶

质细胞的增殖过程中发挥重要作用［８］。 然而山楂

叶总黄酮、 ｍｉＲ⁃１３３ｂ⁃５ｐ 对缺氧复氧诱导的神经细

胞损伤的影响及其机制尚不清楚， 本实验旨在研究

山楂叶总黄酮、 ｍｉＲ⁃１３３ｂ⁃５ｐ 对缺氧复氧诱导的神

经细胞损伤的影响及其机制是否与 ＲＢＭＸ 有关。
１　 材料

１ １　 细胞株　 人神经母细胞瘤细胞 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 购自

中国科学院上海细胞库， 于 １０％ ＦＢＳ 高糖 ＤＭＥＭ
培养基， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下培养细胞。
１ ２　 药物与试剂　 山楂叶总黄酮购自西安斯诺特

生物技术有限公司； 胎牛血清 （ＦＢＳ， 货号 １６０００⁃
０４４）、 胰蛋白酶 （货号 ２５２００⁃０５６）、 ＤＭＥＭ 培养

液 （货号 Ｃ１１９６５５００ＢＴ） 购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； 反

转录试剂盒 （货号 ＲＲ０３７Ａ）、 实时荧光定量试剂

盒 （货号 ＲＲ０９２Ｃ） 购自日本 Ｔａｋａｒａ 公司； Ｔｒｉｚｏｌ
试剂盒 （货号 １５５９６０２６）、 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 转

染试剂 （货号 １１６６８⁃０１９） 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司； 二辛可宁酸 （ ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ， ＢＣＡ） 试剂

盒 （货号 ２３２３５）、 二甲基亚砜 （ ＤＭＳＯ， 货号

Ｄ８４１８⁃５０ＭＬ ）、 ＲＩＰＡ 蛋 白 裂 解 液 （ 货 号

ＹＢ２０１０１ＥＳ６０） 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司； 聚偏二氟乙

烯膜 （ＰＶＤＦ， 货号 ０４４０８０） 购自美国 Ａｌｆａ 公司；
十二烷基硫酸钠， 钠盐⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ， ｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔ⁃ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃ⁃
ｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ） （货号 Ｐ００１２Ａ） 购自北京

碧云天生物科技有限公司； 膜联蛋白 Ｖ⁃异硫氰酸

荧光素 （Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ） 和碘化丙锭 （ＰＩ） 试剂

盒 （货号 ＣＡ１０２０）、 ＬＤＨ 试剂盒 （货号 ＢＣ０６８５）、
ＳＯＤ 试剂盒 （货号 ＢＣ０１７０）、 ＭＤＡ 试剂盒 （货号

ＢＣ００２５） 购自北京索莱宝生物科技有限公司； 兔

抗人 Ｂａｘ 多克隆抗体 （货号 ＸＹＢ３４３Ｈｕ０１）、 兔抗

人 Ｂｃｌ⁃２ 多克隆抗体 （货号 ＸＹＡ７７８Ｍｕ０１）、 兔抗

人 ＧＡＰＤＨ 多克隆抗体 （货号 ｘｙＫＦ７０３） 购自上海

信裕生物科技有限公司； 兔抗人 ＲＢＭＸ 多克隆抗

体 （货号 ＬＳ⁃Ｃ１７０３５８）、 山羊抗兔 ＩｇＧ 辣根过氧化

物酶 （ＨＲＰ， 货号 ＳＥ１３４） 购自上海恒斐生物科技

有 限 公 司； ｍｉＲ⁃ＮＣ、 ｍｉＲ⁃１３３ｂ、 ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ、
ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃１３３ｂ、 ＷＴ⁃ＲＢＭＸ 和 ＭＵＴ⁃ＲＢＭＸ 载体质粒

购自金瑞斯生物科技公司。
１ ３　 仪器 　 ＣＯ２ 细胞培养箱购自美国 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ 荧光定量 ＰＣＲ 仪购

自美国 Ｒｏｃｈｅ 公司； Ｔｈｅｒｍｏ ＦＣ 酶标仪购自美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司； ＦＡＣＳ ｃａｌｉｂｅｒ 流式细胞仪、 ＰｏｗｅｒＰａｃ
蛋白电泳仪、 Ｇｅｌ Ｄｏｃ ＸＲ＋凝胶显示系统购自美国

ＢＤ 公司。
２　 方法

２ １　 Ｈ ／ Ｒ 模型建立　 将神经细胞用无血清低糖的

ＤＭＥＭ 培养基培养， 置于持续充入 ９５％ Ｎ２、 ５％
ＣＯ２ 的密闭缺氧培养箱中缺氧处理 ２ ｈ， 然后更换

为含 １０％ ＦＢＳ 的高糖 ＤＭＥＭ 培养基， ３７ ℃、 ５％
ＣＯ２ 的无菌箱中继续培养 ６ ｈ。
２ ２　 细胞转染及分组　 山楂叶总黄酮低、 中、 高

剂量 （ １０、 ３０、 ９０ ｍｇ ／ Ｌ） 培养 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞

２４ ｈ， 进 行 Ｈ ／ Ｒ 处 理。 将 ｍｉＲ⁃ＮＣ、 ｍｉＲ⁃１３３ｂ、
ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ、 ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃１３３ｂ 质粒转染至 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ
细胞中分别记为 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组、 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 组、 ａｎｔｉ⁃
ｍｉＲ⁃ＮＣ 组、 ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃１３３ｂ 组。 ｍｉＲ⁃ＮＣ、 ｍｉＲ⁃１３３ｂ
质粒转染至 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞 ６ ｈ， 进行缺氧复氧处

理， 记为 Ｈ ／ Ｒ＋ｍｉＲ⁃ＮＣ 组、 Ｈ ／ Ｒ＋ｍｉＲ⁃１３３ｂ 组。 将

ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ、 ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃１３３ｂ 转染至 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞

６ ｈ， ９０ ｍｇ ／ Ｌ 山楂叶总黄酮处理 ２４ ｈ， 再进行 Ｈ ／
Ｒ 处理， 记为山楂叶总黄酮＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组， 山楂
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叶总黄酮＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃１３３ｂ 组。
２ ３　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测细胞 ｍｉＲ⁃１３３ｂ、 ＲＢＭＸ ｍＲＮＡ
表达　 正常组、 模型组、 山楂叶总黄酮 （低、 中、
高剂量） 组、 Ｈ ／ Ｒ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组、 Ｈ ／ Ｒ ＋ ｍｉＲ⁃１３３ｂ
组、 山楂叶总黄酮＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组， 山楂叶总黄

酮＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃１３３ｂ 组细胞继续培养 ４８ ｈ， 提取各组

细胞总 ＲＮＡ， 将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ， 依据荧光

定量试剂盒说明， ｍｉＲ⁃１３３ｂ、 ＲＢＭＸ 分别以 Ｕ６ 和

ＧＡＰＤＨ 为内参进行 ＰＣＲ 扩增， 循环条件为 ９５ ℃、
３０ ｓ， ６０ ℃、 ３０ ｓ； ７２ ℃、 ３０ ｓ， 共 ４０ 个循环；
６０ ℃延长５ ｍｉｎ。 每个样品重复 ３ 次， 采用 ２﹣△△ｃｔ

法分析相对表达量。
２ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＲＢＭＸ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表

达　 各组细胞继续培养 ４８ ｈ， 加入 ＲＩＰＡ 细胞裂解

液于冰上裂解 ３０ ｍｉｎ； ４ ℃、 １２ ０００ ｇ离心 １５ ｍｉｎ，
取上清。 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白样品浓度后进行

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ， 电泳结束后， 将蛋白电转至 ＰＶＤＦ 膜

上， ５０ ｇ ／ Ｌ 脱脂奶粉室温封闭１ ｈ； 分别加入兔抗

人 Ｂａｘ 多克隆抗体、 兔抗人 Ｂｃｌ⁃２ 多克隆抗体、 兔

抗人 ＲＢＭＸ 多克隆抗体、 兔抗人 ＧＡＰＤＨ 多克隆抗

体， ４ ℃ 过夜； 洗膜后， 加入二抗山羊抗兔 ＩｇＧ⁃
ＨＲＰ， 室温孵育 ２ ｈ； ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， １０ ｍｉｎ ／次。
在暗室中曝光显影， 再浸入定影， 最后洗去残液晾

干， 将胶片用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 凝胶分析软件处理， 测

定各组蛋白条带的灰度值， 以目的条带和 ＧＡＰＤＨ
条带的比值作为蛋白表达， 实验重复 ３ 次。
２ ５　 检测 ＬＤＨ、 ＳＯＤ、 ＭＤＡ 水平　 各组细胞继续

培养 ４８ ｈ， 取细胞培养上清液， 按照 ＬＤＨ 试剂盒

说明书检测细胞培养液中 ＬＤＨ 水平； 细胞培养

４８ ｈ后， 去除培养基， 用 ＰＢＳ 洗 ３ 遍， 细胞裂解、
离心， 取上清， 按照试剂盒说明书进行操作检测细

胞中 ＳＯＤ、 ＭＤＡ 水平， 每组重复 ３ 次。
２ ６　 流式细胞术检测细胞凋亡　 各组细胞继续培

养 ４８ ｈ， 胰蛋白酶消化， ４ ℃、 ３００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ。
预冷 ＰＢＳ 洗涤后重悬。 按照 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细
胞凋亡检测试剂盒说明书， 分别加入 ５ μＬ ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 １０ μＬ ＰＩ， 轻轻混匀后室温避光孵育

１５ ｍｉｎ， 流式细胞仪检测激发波长 ４８８ ｎｍ 和发射

波长 ５３０ ｎｍ 处的荧光强度， 实验重复 ３ 次。
２ ７　 荧光素酶报告基因实验检测 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 对

ＲＢＭＸ 的靶向调控 　 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 数据库显示 ＲＢＭＸ
３′ＵＴＲ 区域有 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 结合位点。 构建野生型和

突变型基因靶点 ＲＢＭＸ 的 ３′ＵＴＲ 荧光素酶表达载

体 （ＷＴ⁃ＲＢＭＸ 和 ＭＵＴ⁃ＲＢＭＸ）， 取对数生长期

ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞接种于 ２４ 孔板 （１×１０３ ／孔）， 待细

胞生长至 ８０％ 汇合时， 用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２ ０００ 分

别 将 ＷＴ⁃ＲＢＭＸ 和 ＭＵＴ⁃ＲＢＭＸ 质 粒 转 染 到

ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ， 同时分别转染 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 和 ｍｉＲ⁃ＮＣ 质

粒。 依据说明书要求， 使用荧光素酶报告基因检测

仪进行双荧光素酶报告实验测定。 实验结果以荧光

素酶活性和 Ｒｅｎｉｌｌａ 活性的比值进行统计学分析，
实验重复 ３ 次。
２ ８　 统计学分析 　 实验中每个样本均重复 ３ 次，
每次设 ３ 个复孔。 使用 ＳＰＳＳ ２２ ０ 进行统计分析，
数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差

分析。 以 Ｐ≤０ ０５ 为差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 山楂叶总黄酮对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞损伤的

影响　 与正常组相比， 模型组 ＬＤＨ、 ＭＤＡ 水平升

高， ＳＯＤ 水平降低， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低， Ｂａｘ 蛋

白表达升高， 细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０ ０５）； 与模型

组相比， 山楂叶总黄酮低、 中、 高剂量组 ＬＤＨ、
ＭＤＡ 水平降低， ＳＯＤ 水平升高， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升

高， Ｂａｘ 蛋白表达降低， 细胞凋亡率降低 （ Ｐ ＜
０ ０５）， 呈浓度依赖性， 见表 １、 图 １。 山楂叶总黄

酮可改善 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞损伤。

表 １　 山楂叶总黄酮对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞损伤的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＬＦ ｏｎ Ｈ ／ Ｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＬＤＨ ／ （Ｕ·Ｌ－１） ＳＯＤ（Ｕ·ｍｇ－１） ＭＤＡ ／ （ｎｍｏｌ·ｍｇ－１） 凋亡率 ／ ％ Ｂｃｌ⁃２ Ｂａｘ
正常组 ９６ １２±９ ３２ ３９ ４１±３ ８４ １ ０２±０ ０９ ６ ４７±０ ６９ ０ ６９±０ ０６ ０ ３１±０ ０３
模型组 ４７６ ３２±２８ ３１∗ １１ ３２±１ ２３∗ ５ ６３±０ ５７∗ ２８ ６３±２ ８１∗ ０ ２３±０ ０３∗ ０ ７６±０ ０７∗

山楂叶总黄酮低剂量组 ３６７ ６５±２５ ６３＃ １６ ２７±１ ６３＃ ３ ８７±０ ３６＃ ２２ ５３±２ １４＃ ０ ３５±０ ０４＃ ０ ６４±０ ０５＃

山楂叶总黄酮中剂量组 ２５９ ３１±２３ １３＃＆ ２１ ３２±１ ９８＃＆ ２ ３７±０ ２４＃＆ １５ ９８±１ ５３＃＆ ０ ４６±０ ０４＃＆ ０ ５１±０ ０４＃＆

山楂叶总黄酮高剂量组 １４３ ２６±１３ ４１＃＆▲ ３２ １４±２ ７４＃＆▲ １ ５４±０ １６＃＆▲ １２ ３６±１ １５＃＆▲ ０ ５８±０ ０５＃＆▲ ０ ３９±０ ０３＃＆▲

　 　 注：与正常组比较，∗Ｐ＜０ ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５；与山楂叶总黄酮低剂量组比较，＆Ｐ＜０ ０５；山楂叶总黄酮中剂量组比较，▲Ｐ＜０ ０５。

３ ２　 山楂叶总黄酮对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞中 ｍｉＲ⁃
１３３ｂ、 ＲＢＭＸ 表达的影响　 与正常组相比， 模型组

ｍｉＲ⁃１３３ｂ 表达降低， ＲＢＭＸ ｍＲＮＡ 和蛋白表达升

高 （Ｐ＜０ ０５）； 与模型组相比， 山楂叶总黄酮低、
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图 １　 山楂叶总黄酮对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＬＦ ｏｎ Ｈ ／ Ｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

中、 高剂量组 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 表达升高， ＲＢＭＸ ｍＲＮＡ
和蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５）， 呈浓度依赖性， 见图

２、 表 ２。 山楂叶总黄酮抑制 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞

中 ＲＢＭＸ 表达， 促进 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 表达。

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＲＢＭＸ 蛋白表达

Ｆｉｇ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＢＭＸ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

３ ３　 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 靶向调 控 ＲＢＭＸ 的 表 达 　 通过

ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库预测到 ＲＢＭＸ 与 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 存在结

表 ２　 山楂叶总黄酮对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞中 ｍｉＲ⁃１３３ｂ
和 ＲＢＭＸ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｔａｂ ２ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＬＦ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１３３ｂ ａｎｄ
ＲＢＭＸ ｉｎ Ｈ ／ Ｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ｍｉＲ⁃１３３ｂ ＲＢＭＸ ＲＢＭＸ
正常组 １ ０１±０ ０９ １ ００±０ ０９ ０ ４１±０ ０４
模型组 ０ ３３±０ ０３∗ ２ ７４±０ ２８∗ ０ ８９±０ ０６∗

山楂叶总黄酮低剂量组 ０ ４６±０ ０５＃ ２ ２３±０ ２２＃ ０ ７４±０ ０６＃

山楂叶总黄酮中剂量组 ０ ５９±０ ０６＆ １ ８４±０ １７＃＆ ０ ６３±０ ０４＃＆

山楂叶总黄酮高剂量组 ０ ７３±０ ０７＃＆▲ １ ４６±０ １４＃＆▲ ０ ５２±０ ０４＃＆▲

　 　 注：与正常组比较，∗Ｐ＜０ ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５；与山楂叶总黄酮

低剂量组比较，＆Ｐ＜０ ０５；山楂叶总黄酮中剂量组比较，▲Ｐ＜０ ０５。

合位点 （图 ３Ａ）。 荧光素酶报告基因检测实验结

果显示 （表 ３）， 相较于 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组， ｍｉＲ⁃１３３ｂ 组

ＷＴ⁃ＲＢＭＸ 的 神 经 细 胞 荧 光 素 酶 活 性 降 低

（Ｐ＜０ ０５）； 而 ＭＵＴ⁃ＲＢＭＸ 的神经细胞荧光素酶活
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性差异无统计学意义。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示

（图 ３Ｂ、 表 ４）， 相较于 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组， ｍｉＲ⁃１３３ｂ 组

ＲＢＭＸ 表达降低； 而相较于 ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组， ａｎｔｉ⁃

ｍｉＲ⁃１３３ｂ 组 ＲＢＭＸ 表达水平升高 （ Ｐ ＜ ０ ０５）。
ｍｉＲ⁃１３３ｂ 靶向调控 ＲＢＭＸ 的表达。

图 ３　 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 靶向调控 ＲＢＭＸ 的表达

Ｆｉｇ ３　 ｍｉＲ⁃１３３ｂ ｔａｒｇｅｔ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ＲＢＭＸ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

表 ３　 双荧光素酶报告实验 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ ３　 Ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＷＴ⁃ＲＢＭＸ ＭＵＴ⁃ＲＢＭＸ
ｍｉＲ⁃ＮＣ １ ０１±０ ０９ １ ００±０ ０８
ｍｉＲ⁃１３３ｂ ０ ３４±０ ０４∗ １ ０４±０ ０９

　 　 注：与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，∗Ｐ＜０ ０５。

表 ４　 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 调控 ＲＢＭＸ 蛋白的表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ ４　 ｍｉＲ⁃１３３ｂ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＢＭＸ

ｐｒｏｔｅｉｎ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＲＢＭＸ

ｍｉＲ⁃ＮＣ 组 ０ ４３±０ ０４
ｍｉＲ⁃１３３ｂ 组 ０ ２１±０ ０３∗

ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组 ０ ４２±０ ０３
ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃１３３ｂ 组 ０ ８５±０ ０８＃

　 　 注：与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，∗ Ｐ ＜ ０ ０５； 与 ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，
＃Ｐ＜０ ０５。

３ ４　 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 过表达对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞损

伤的影响　 与正常组相比， 模型组 ＬＤＨ、 ＭＤＡ 水

平升高， ＳＯＤ 水平降低， ｍｉＲ⁃１３３ｂ、 Ｂｃｌ⁃２ 表达降

　 　 　 　

低， Ｂａｘ 蛋白表达升高， 细胞凋亡率升高 （ Ｐ ＜
０ ０５）； 与 Ｈ ／ Ｒ＋ｍｉＲ⁃ＮＣ 组相比， Ｈ ／ Ｒ＋ｍｉＲ⁃１３３ｂ
组 ＬＤＨ、 ＭＤＡ 水 平 降 低， ＳＯＤ 水 平 升 高，
ｍｉＲ⁃１３３ｂ、 Ｂｃｌ⁃２ 表达升高， Ｂａｘ 蛋白表达降低，
细胞 凋 亡 率 降 低 （ Ｐ ＜ ０ ０５ ） （ 图 ４、 表 ５ ）。
ｍｉＲ⁃１３３ｂ过表达保护 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞损伤。

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测凋亡相关蛋白的表达

Ｆｉｇ ４ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

表 ５　 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 过表达对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞损伤的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１３３ｂ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ Ｈ ／ Ｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ｍｉＲ⁃１３３ｂ ＬＤＨ ／ （Ｕ·Ｌ－１） ＳＯＤ（Ｕ·ｍｇ－１） ＭＤＡ ／ （ｎｍｏｌ·ｍｇ－１） 凋亡率 ／ ％ Ｂｃｌ⁃２ Ｂａｘ
正常组 １ ０２±０ ０９ ９９ ６５±９ ３２ ４３ １６±４ ３８ ０ ９６±０ ０９ ７ ６２±０ ７３ ０ ６８±０ ０６ ０ ３２±０ ０３
模型组 ０ ３６±０ ０３∗ ４５９ ３６±２６ ３１∗ １３ ２５±１ ３３∗ ５ ５４±０ ５３∗ ２６ ５４±２ ５８∗ ０ ２２±０ ０３∗ ０ ７７±０ ０７∗

Ｈ ／ Ｒ＋ｍｉＲ⁃ＮＣ ０ ３４±０ ０４ ４６６ ５４±２２ ６７ １２ ７４±１ ２８ ５ ６１±０ ５５ ２７ ３２±２ ７１ ０ ２１±０ ０３ ０ ７９±０ ０８
Ｈ ／ Ｒ＋ｍｉＲ⁃１３３ｂ ０ ８２±０ ０８＃ １６８ ４２±１６ ３５＃ ３７ ６５±３ ６８＃ １ ７８±０ １７＃ １４ ６９±１ ４３＃ ０ ５６±０ ０５＃ ０ ４３±０ ０４＃

　 　 注：与正常组比较，∗Ｐ＜０ ０５；与 Ｈ ／ Ｒ＋ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

３ ５　 抑制 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 表达逆转了山楂叶总黄酮对

Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞损伤的作用　 与模型组相比，
山楂叶总黄酮高剂量组 ＬＤＨ、 ＭＤＡ 水平降低，
ＳＯＤ 水平升高， ｍｉＲ⁃１３３ｂ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高，
ＲＢＭＸ、 Ｂａｘ 蛋白表达降低， 细胞凋亡率降低 （Ｐ＜
０ ０５）； 与山楂叶总黄酮＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组相比， 山

楂叶总黄酮＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃１３３ｂ 组 ＬＤＨ、 ＭＤＡ 水平升

高， ＳＯＤ 水平降低， ｍｉＲ⁃１３３ｂ、 Ｂｃｌ⁃２ 表达降低，
ＲＢＭＸ、 Ｂａｘ 蛋白表达升高， 细胞凋亡率升高 （Ｐ＜
０ ０５）， 见表 ６、 图 ５。 抑制 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 表达逆转了

山楂叶总黄酮对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞损伤的改善

作用。
４　 讨论

脑缺血再灌注会产生大量氧自由基和有毒活性
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表 ６　 抑制 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 表达逆转了山楂叶总黄酮对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞损伤的作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ ６　 Ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｍｉＲ⁃１３３ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｒｅｖｅｒｓｉｎｇ ＨＬＦ ｅｆｆｅｃｔ ｔｏ Ｈ ／ Ｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ｍｉＲ⁃１３３ｂ ＲＢＭＸ
ＬＤＨ ／

（Ｕ·Ｌ－１）

ＳＯＤ ／

（Ｕ·ｍｇ－１）

ＭＤＡ ／

（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１）

凋亡率 ／
％

Ｂｃｌ⁃２ Ｂａｘ

模型组 １ ０１±０ ０９ ０ ８６±０ ０８ ４７３ １５±２９ ８４ １１ ６５±１ ２５ ５ ７１±０ ５２ ２７ ３６±２ ７１ ０ ２２±０ ０３ ０ ７７±０ ０６
山楂叶总黄酮高剂量组 ２ ４６±０ ２４∗ ０ ３７±０ ０３∗ １５２ ３９±１５ ６６∗ ３４ １５±３ ４８∗ １ ４９±０ １５∗ １１ ５４±１ １６∗ ０ ５７±０ ０５∗ ０ ３８±０ ０３∗

山楂叶总黄酮＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组 ２ ５１±０ ２５ ０ ３５±０ ０３ １４６ ３２±１４ ５８ ３７ ６１±３ ５９ １ ４３±０ １４ １０ ６９±１ ０８ ０ ５９±０ ０６ ０ ３６±０ ０４
山楂叶总黄酮＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃１３３ｂ 组 １ ５２±０ １５＃ ０ ７４±０ ０７＃ ４２３ ６４±２７ １４＃ １６ ３２±１ ６８＃ ５ １９±０ ５１＃ ２３ １４±２ ３１＃ ０ ３４±０ ０３＃ ０ ６５±０ ０６＃

　 　 注：与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５；与山楂叶总黄酮＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＲＢＭＸ 和凋亡相关蛋白表达

Ｆｉｇ ５　 ＲＢＭＸ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

氧， 造成氧化应激反应从而导致细胞凋亡， 而细胞

凋亡可导致脑缺血性神经损伤， 中药在预防和治疗

缺血再灌注损伤和神经性疾病中扮演重要角色［９］。
研究报道山楂叶总黄酮可降低缺氧再给氧后 ＬＤＨ、
ＭＤＡ 水平， 提高 ＳＯＤ 水平从而增强细胞抗氧化作

用， 减少自由基及脂质过氧化物导致的细胞膜损

伤， 抑制缺氧再给氧损伤心肌细胞凋亡， 从而改善

心肌细胞缺氧再给氧损伤［１０］。 山楂叶总黄酮还能

降低 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达， 改善 Ｈ２Ｏ２ 诱导的乳鼠心肌细

胞氧化应激和细胞凋亡［１１］。 此外， 山楂叶总黄酮

可提高脑组织中 ＳＯＤ 活性， 降低 ＭＤＡ 及 ＮＯ 含有

量， 从而减轻脑缺血再灌注神经细胞损伤［１２］。 本

实验结果显示， 山楂叶总黄酮可提高 Ｈ ／ Ｒ 诱导的

神经细胞中 ＳＯＤ 水平， 降低 ＬＤＨ、 ＭＤＡ 水平， 降

低细胞凋亡率。 说明， 山楂叶总黄酮可保护 Ｈ ／ Ｒ
诱导的神经细胞损伤， 其可能与提高细胞内的抗氧

化能力有关。
据报道 ｍｉＲＮＡ 参与缺血性脑卒中的氧化应激、

细胞凋亡、 再灌注损伤等病理生理过程， ｍｉＲＮＡ
对早期干预治疗缺血性脑卒中有一定意义［１３］。 研

究［１４］发现上调 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 能降低神经细胞凋亡， 保

护甲基苯丙胺诱导的神经损伤。 过表达 ｍｉＲ⁃１３３ｂ

可增加心肌细胞活力， 降低 ＬＤＨ 活性及心肌细胞

凋亡率， 减轻心力衰竭大鼠心肌缺血再灌注损

伤［１５］。 本实验结果显示， ｍｉＲ⁃１３３ｂ 过表达也可提

高 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞中 ＳＯＤ 水平， 降低 ＬＤＨ、
ＭＤＡ 水平， 降低细胞凋亡率。 说明 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 过表

达能改善 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞损伤。 还有研究报

道吗啡预处理通过上调 ｍｉＲ⁃１３３ｂ⁃５ｐ， 进一步抑制

靶基因 Ｆａｓ 表达， 从而减轻心肌细胞缺血再灌注缺

氧再给氧损伤［１６］。 本实验结果显示， 山楂叶总黄

酮可提高 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 的表达， 而抑制 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 表达

逆转了山楂叶总黄酮对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞损伤

的保护作用。 说明山楂叶总黄酮可能通过调控

ｍｉＲ⁃１３３ｂ 表达改善 Ｈ ／ Ｒ 诱导的神经细胞损伤。
研究发现 ＲＢＭＸ 与人乳腺癌促凋亡基因 Ｂａｘ

正相关， 可能参与细胞凋亡［１７］。 ＲＢＭＸ 是 ＤＮＡ 抵

御外来损伤的重要因素， 是一种肿瘤抑制因

子［１８⁃１９］。 光损伤后 ＲＢＭＸ 在视网膜中的表达增加，
ＲＢＭＸ 可能在视网膜光损伤后神经节细胞的凋亡过

程中发挥重要作用［２０］。 本实验结果显示， 山楂叶

总黄酮可降低 ＲＢＭＸ 的表达， 且 ｍｉＲ⁃１３３ｂ 靶向调

控 ＲＢＭＸ 的表达。 提示山楂叶总黄酮可能通过调

控 ｍｉＲ⁃１３３ｂ， 进而下调 ＲＢＭＸ 的表达， 改善 Ｈ ／ Ｒ
诱导的神经细胞损伤。

综上所述， 山楂叶总黄酮及过表达 ｍｉＲ⁃１３３ｂ
对缺氧复氧诱导的神经细胞损伤有保护作用， 其机

制可能与下调 ＲＢＭＸ 表达及提高抗氧化能力有关。
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葫芦素 Ｂ 通过调控 ＨＥＲＧ１ 对膀胱癌细胞增殖、 迁移侵袭和放射敏感

性的影响
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摘要： 目的　 探讨葫芦素 Ｂ 通过调控 ＨＥＲＧ１ 对膀胱癌细胞增殖、 迁移侵袭和放射敏感性的影响。 方法 　 葫芦素 Ｂ
（０ １、 １、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理膀胱癌细胞 ４８ ｈ； 将 ｓｉ⁃ＮＣ、 ｓｉ⁃ＨＥＲＧ１、 ｐｃＤＮＡ、 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＥＲＧ１ 转染至 Ｔ２４ 细胞； 经

ｐｃＤＮＡ、 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＥＲＧ１ 转染后， 分别加入 １０ μｇ ／ ｍＬ 葫芦素 Ｂ 培养 ４８ ｈ。 ＭＭＴ 法检测各组细胞增殖情况； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
评估细胞的迁移和侵袭变化； 细胞克隆形成实验测定细胞放射敏感性； ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｔ２４ 细胞 ＨＥＲＧ１ ｍＲＮＡ 表达；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白表达。 结果　 葫芦素 Ｂ 抑制 Ｔ２４ 细胞增殖、 迁移、 侵袭， ＨＥＲＧ１ｍＲＮＡ 及蛋白表达， 呈浓度依

赖型 （Ｐ＜０ ０５）； 增强 Ｔ２４ 细胞的放射敏感性。 抑制 ＨＥＲＧ１ 表达可抑制 Ｔ２４ 细胞的增殖、 迁移和侵袭， 增强其放射

敏感性 （Ｐ＜０ ０５）。 过表达 ＨＥＲＧ１ 逆转了葫芦素 Ｂ 抑制 Ｔ２４ 细胞增殖、 迁移和侵袭和放疗增敏的作用。 结论　 葫芦

素 Ｂ 能抑制膀胱癌细胞增殖、 迁移、 侵袭能力， 并且增强细胞的放射敏感性， 机制可能与调控 ＨＥＲＧ１ 基因有关。
关键词： 葫芦素 Ｂ； ＨＥＲＧ１； 膀胱癌； 放射敏感性； 增殖； 迁移侵袭
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