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miR-32-3p通过靶向Smad3调节氧糖剥夺/再灌注
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摘要      该文探讨了miR-32-3p通过靶向Smad3调节氧糖剥夺/再灌注损伤中的细胞活力。通

过利用SK-N-SH细胞构建了一个研究脑缺血再灌注损伤(cerebral ischemia reperfusion injury, CIRI)
的氧糖剥夺/再灌注(oxygen-glucose deprivation and reperfusion, OGD/R)模型。通过生物信息学预

测miR-32-3p的靶基因并进行功能注释和筛选; 通过双荧光素酶报告实验、实时定量PCR、Western 
blot、CCK-8和活/死细胞检测等实验检测miR-32-3p通过靶向Smad3对细胞活力的影响。结果显示, 
Smad3是miR-32-3p的新靶点, 并且在SK-N-SH OGD/R模型中miR-32-3p表达上调。CCK-8分析表明, 
与miR-32-3p抑制剂对照组和shNC组相比, sh-Smad3和miR-32-3p抑制剂+sh-Smad3组的细胞活力显

著降低。随后, 活/死细胞活力测定进一步支持了这些结果。与抑制剂NC和shNC组相比, sh-Smad3
和miR-32-3p抑制剂+sh-Smad3组中可观察到更多以红色荧光表示的死亡细胞。与SK-N-SH细胞相

比, OGD/R细胞的Lats2、Yap/Taz和Smad3水平降低。这些结果表明, 缺乏Smad3可能会抑制细胞活

力。这些结果说明, Hippo信号通路中的Smad3、Lats2和Yap/Taz可能共同调节细胞活力。
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Abstract       This study aimed to investigate miR-32-3p regulates the vitality in OGD/R (oxygen-glucose 
deprivation and reperfusion) injury by targeting Smad3. For studying CIRI (cerebral ischemia reperfusion injury), 
SK-N-SH cells were used to construct an OGD/R model. The target genes of miR-32-3p were predicted and then 
used for function annotation through bioinformatic methods. The effect of miR-32-3p on cell viability by targeting 
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Smad3 was verified by dual-luciferase reporter system, real-time quantitative PCR, Western blot, CCK-8 and live/
dead cell assay. The results showed that Smad3 is a novel target of miR-32-3p, and miR-32-3p is upregulated in 
SK-N-SH OGD/R model. CCK-8 assay demonstrated that cell viability was significantly decreased in sh-Smad3 
and miR-32-3p-inhibitor+sh-Smad3 groups, compared with miR-32-3p inhibitor control and shNC groups. Subse-
quently, these results were further supported by the live/dead cell vitality assay. The more dead cells represented 
by red fluorescence were observed in sh-Smad3 and miR-32-3p-inhibitor+sh-Smad3 groups, compared with those 
in inhibitor NC and shNC groups. Compared with the SK-N-SH cells, the Lats2, Yap/Taz, and Smad3 levels were 
observed to decrease in OGD/R cells. These results indicated that lacking Smad3 might inhibit cell viability. These 
results suggest that Smad3, Lats2 and Yap/Taz in Hippo signaling pathway may jointly regulate cell vitality.  

Keywords        oxygen and glucose deprivation/reperfusion; miR-32-3p; Smad3; Hippo signaling pathway; vitality

急性缺血性脑卒中 (acute ischemic stroke, AIS)
是一种常见的脑卒中类型[1]。在世界范围内, 脑缺血

损伤造成大量患者死亡或残疾, 在脑缺血相关疾病

中, 以缺血性脑卒中最为常见。在中国, 卒中患者约

有1 100万, 每年增加240万, 并且每年还有约110万
人死于脑卒中[2]。有许多因素都与脑卒中的发病密

切相关, 包括基础身体素质如年龄、性别、种族; 不
良生活习惯如吸烟和饮酒; 基础疾病如高血压、高

脂血症、糖尿病和高尿酸; 也包括外力、血管变性、

血栓性或血栓栓塞性动脉闭塞[3]。目前, AIS公认的

治疗方案是尽早恢复或重建血液再灌注, 但缺血再

灌注过程还是和缺血过程一样会造成组织损伤, 最
终诱发神经细胞凋亡或坏死, 即脑缺血再灌注损伤

(cerebral ischemia reperfusion injury, CIRI)。对脑组

织而言, 这些病理反应产生的损伤却是永久性的。

因此, 如果能及时干预, 减少脑缺血过程中的损伤, 
无疑是一种良好的策略, 更有利于预后。如果我们

想更有效地治疗AIS, 就必须首先阐明CIRI在脑组织

细胞中的机制。CIRI的发病机制主要涉及细胞能量

衰竭、谷氨酸兴奋毒性、氧化应激、细胞凋亡、钙

超载、酸中毒、炎症反应、血脑屏障损伤、自由基

过量产生、线粒体功能障碍、硝化应激等。近几年来, 
关于miR-32-3p的研究也很多, 比如可以调控动脉粥

样硬化斑块稳定性, 调控微栓塞和微血管阻塞引起

的心肌损伤 [4]。在很多癌症中都有miR-32-3p的研

究 , miR-32-3p能够抑制多发性骨髓瘤增殖 , 显示出

潜在的抑癌作用[5]; miR-32-3p在乳腺癌[6]和前列腺癌
[7]中也有研究。本文利用氧糖剥夺 /再灌注 (oxygen-
glucose deprivation and reperfusion, OGD/R)诱导的

SK-N-SH细胞, 探讨miR-32-3p/Smad3轴调控细胞活

力的缺血/再灌注损伤机制。

我们前期研究发现, 与健康对照组相比, AIS患
者血清中的miR-32-3p水平升高了约3.28倍。miR-
32-3p可能参与脑缺血损伤、再灌注损伤和脑缺血

后细胞凋亡[8], 并且也有研究表明miR-32-3p在缺血

性脑卒中患者的全血组织中呈高表达[9]。我们还根

据生物信息学的提示发现, miR-32-3p可能靶向作用

于Smad3蛋白。既往研究发现, RGMa在脑缺血/再
灌注损伤大鼠模型中促进反应性星形胶质细胞增

殖和胶质瘢痕形成, 这依赖于TGFβ1/Smad2/3信号

通路[10]。另一项研究证实, TGFβ1/Smad3信号通路

可抑制CIRI大鼠模型脑细胞凋亡[11]。2020年, 在探

索动脉粥样硬化与Smads信号通路之间关系的过程

中, 我国研究人员发现Smads信号通路的激活程度与

脑损伤程度呈正相关, 敲低miR-17-5p可增强Act A/
Smads信号环在缺血性损伤后的神经保护作用[12]。因

此, 我们有理由讨论Smad3与CIRI之间的关系。此外, 
对于Smad3蛋白的激活是否能促进或抑制CIRI的发

病机制, 目前存在不同的观点。在本研究中, 我们希

望以SK-N-SH神经母细胞瘤细胞及其OGD/R细胞模

型为研究对象来阐明上述问题。本研究以miR-32-
3p为线索, 研究miR-32-3p/Smad3调控轴对细胞迁

移、增殖和活性的影响。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞      人神经母细胞瘤细胞系SK-N-SH, 
来自武汉普罗赛尔生物技术有限公司(保存机构: 
ATCC、HTB-11 ECACC、86012802)。
1.1.2   主要试剂      无血清和无葡萄糖培养基、

DMEM(dulbecco’s modified eagle medium)培养

基、胰蛋白酶、胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS)
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购自Gibco公司 ; Opti-mem、Trizol、TransStart Tip 
Green qPCR SuperMix试剂盒购自北京全式金生

物技术有限公司 ; Mir XTM miRNA第一链合成试剂

盒、Mir XTM miRNA qRT PCR SYBR®试剂盒购自美

国Clontech公司 ; cDNA合成试剂盒 (+gDNA-wiper)
购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司; 模拟物和

抑制剂由上海吉玛制药技术有限公司合成; 双荧光

素酶报告系统检测试剂盒、RIPA裂解液、Western 
blot及蛋白提取相关试剂、二抗辣根过氧化物酶标

记 IgG(H+L)山羊抗兔 (货号 : A0208)购自上海碧云

天生物技术有限公司 ; 一抗Smad3(1000 1׃, 小鼠抗

人 , 目录号66516-1-Ig)、Yap1(1000 1׃, 兔抗人 , 目
录号13584-1-AP)、Taz(1000 1׃, 小鼠抗人 , 目录号

66500-1-Ig)、Lats2(兔抗人 PTG, 目录号 ,000 1׃1 ,

20276-1-AP)、BCA蛋白质分析试剂盒购自Protein-
tech公司; GAPDH(1000 1׃, 兔抗人, 目录号AP0063)
购自Bioworld公司; HRP Substrote kit购自美国GE公
司; PBS缓冲液、Live-Dead Cell Staining Kit购自中

国BioSharp公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养和转染      对培养的SK-N-SH细胞

进行氧糖剥夺/再灌注(OGD/R)[13]。使用无血清和无

葡萄糖培养基, 在37 °C的缺氧培养箱(1% O2、94% 
N2、5% CO2)中培养。葡萄糖和氧气剥夺3 h后, 使
用含有10% FBS的DMEM培养基, 并在含有5% CO2-
95%的空气中复氧24 h。将适量的SK-N-SH细胞接

种于 6孔板中。当聚合度达到 50%时 , 转染Smad3 
shRNA质粒和miR-32-3p模拟物。转染前 2 h改变

Opti-mem, 使细胞适应转染环境 , 消除青霉素和胎

牛血清的干扰。2 h后, 将转染系统添加到培养皿/
平板中。6 h后, 更换培养基, 继续培养48 h, 进行后

续实验。shRNA表达载体为pGPH1/GFP/Neo。具

体如下 , shNC: pGPH1/GFP/Neo-shGAPDH-Homo, 
靶序列: 5′-GTA TGA CAA CAG CCT CAA G-3′; sh-
Smad3: pGPH1/GFP /Neo-Smad3-Homo, 靶序列: 5′-
GCA ACC TGA AGA TCT TCA ACA-3′。 
1.2.2   miRNAs和总RNA的提取和反转录      TriRzol
用于从细胞中提取总RNA, 然后通过Mir XTM Mir-
XTM miRNA第一链合成试剂盒反转录成 cDNA。

miRNA反转录采用加尾法 , 引物为 5′-GCC GCG 
CAA TTT AGT GTG TGT GAT AT-3′。HiScript II第
一链cDNA合成试剂盒(+gDNA-wiper)用于反转录总

RNA。

1.2.3   miRNA和mRNA实时定量 PCR(real-time 
quantitative PCR, qRT-PCR)      按照miR XTM miRNA 
qRT PCR SYBR®试剂盒或TransStart Tip Green qPCR 
SuperMix试剂盒的步骤 , 使用qRT-PCR检测miR-32-
3p或Smad3 mRNA的表达。用于扩增miR-32-3p的
引物为F’: 5′-CGC GCA ATT TAG TGT GTG TG-3′和
R’: 5′-AGT GCA GGG GTC CGA TT-3′。用于扩增

Smad3的引物为F’: 5′-TGC GGC TCT ACT ACA TCG 
C-3′和R’: 5′-TGG TAC ATT CGC GGC T-3′。用于扩

增Lats2的引物为F’: 5′-TCC TTG TGC CTT GCT AAT 
G-3′和R’: 5′-CAT CCT GCG TTC AGC AGT TCC-3′。
qRT-PCR实验中包含目的基因miR-32-3p和Smad3两
种, 其中miR-32-3p基因的内参基因为U6, Smad3基因

的内参基因为β-actin。human β-actin F’: 5′-TTA GTT 
GCG TTA CAC CCT TTC-3′和R’: 5′-ACC TTC ACC 
GTT CCA GTT T-3′; human U6 F’: -3′5′-TCG CTT 
CGG CAG CAC ATA TAC-3′和R’: 5′-GCG TGT CAT 
CCT TGC GCA G-3′。通过2–ΔΔCt方法计算相对水平, 
每个样品独立重复3次。

1.2.4   生物信息学分析      蛋白质的基因本体(GO)
分析注释可分为三类: 生物过程、细胞组成和分子

功能。Fisher精确检验用于检测差异表达蛋白。在

已鉴定蛋白质的背景下, GO富集试验的P值小于

0.05被认为是显著的。路径富集分析: 使用京都基

因和基因组百科全书(KEGG)数据库进行路径富集

分析。Fisher精确检验用于检测差异表达蛋白。在

已鉴定蛋白质的情况下, 路径富集试验中小于0.05
的P值被认为是显著的。最后 , 根据KEGG网站频

道级别分类方法 , 对这些频道进行分类。KEGG气

泡图由在线软件 (https://www.omicshare.com/tools/
Home/Soft/seniorbubble)制作。

1.2.5   双荧光素酶报告实验      利用TargetScan软
件预测miR-32-3p下游靶基因 , 筛选miR-32-3p与
Smad3的结合位点。构建了含有Smad3 3′-非翻译区

(untranslated region, UTR)潜在结合位点的荧光素酶

报告基因载体, 包括野生型Smad3 3′-UTR和突变型

Smad3 3′-UTR。将Smad3-WT和Smad3-MUT分别与

miR-32-3p模拟物、miR-32-3p抑制剂及其阴性对照

物共转染SK-N-SH细胞。模拟物和抑制剂由上海吉

玛制药技术有限公司合成。转染48 h后, 丢弃培养基, 
用PBS洗涤细胞3次。按照双荧光素酶报告系统检
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测试剂盒的指示收集细胞, 并检测细胞内荧光素酶

活性。

1.2.6   蛋白质印迹      用RIPA裂解液从细胞中分离

总蛋白。使用BCA蛋白质分析试剂盒测定蛋白质

样品的浓度。样品煮沸20 min, 然后在120 V下通过

十二烷基硫酸钠–聚丙烯酰胺凝胶电泳分离。电泳后, 
将蛋白在4 °C用半干转膜法转到PVDF膜上, 300 mA
恒流90 min。PVDF膜在室温下用封闭溶液(含5%脱

脂乳的TBST溶液)密封1 h。一抗用封闭溶液稀释, 
然后在室温下培养2 h或4 °C过夜。用TBST清洗膜3
次, 每次10 min。二抗用封闭溶液稀释, 并在室温下

与PVDF膜孵育1 h。洗涤后, 使用HRP Substrote kit
显示蛋白条带, 并应用Image Pro Plus 3.0软件分析相

对蛋白质水平。

1.2.7   CCK-8      将SK-N-SH细胞悬浮液(1×103个 /200 μL)
接种到 96孔板中 , 每个样品 5个重复。当细胞聚合

度达到50%时, 转染shRNA质粒或miR-32-3p。然后, 
将培养基换回完整培养基, 每两天更换1次培养基。

每24 h加入20 μL/孔CCK-8试剂, 并在培养箱中培养

1.5 h。在450 nm的EPOC波长下检测每个孔的吸光

度(D)值。

1.2.8   活/死细胞检测      首先, 将适量的SK-N-SH细

胞接种于覆盖有爬板的12孔培养皿中, 并在恒温细

胞培养箱 (37 °C、5% CO2)中培养。当细胞聚合度

达到50%时, 转染shRNA质粒或miR-32-3p。转染6 h
后, 更换新鲜完整培养基并培养48 h。去除培养基后, 
用1× PBS缓慢冲洗细胞3次, 然后用Live-Dead Cell 
Staining Kit染色。染色时间为30 min, 然后用1× PBS
洗涤细胞, 密封, 用激光共聚焦显微镜观察并拍照。

1.2.9   统计分析      本文中的所有显著性分析均

采用Graphpad Prism 8.0软件进行。使用VNOVA
检验和Dunnett多重比较检验分析数据的显著性。

*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001和****P<0.000 1
被认为具有统计学意义。

2   结果
2.1   Smad3是miR-32-3p的新靶点

使用生物数据库TarBase、TargetScan和miR-
Walk预测miR-32-3p的靶基因, 然后将3个数据库的

预测结果进行交叉(图1A)。利用David数据库对目

标基因进行注释。结果表明, miR-32-3p可能通过

Hippo信号通路参与脑缺血损伤、再灌注损伤和脑

缺血后的细胞凋亡(图1B和图1C)。
2.2   miR-32-3p在SK-N-SH OGD/R模型中上调

我们之前已经证明 , miR-32-3p在AIS患者中

高度表达 [8]。在此 , 我们还发现miR-32-3p可能通过

Hippo途径发挥作用。因此 , 我们需要研究miR-32-
3p的调节机制。首先 , 我们构建了SK-N-SH的氧糖

剥夺 /再灌注 (OGD/R)模型。在葡萄糖和氧剥夺3 h
后, 使用含10% FBS的DMEM培养基, 在含5% CO2-
95%的空气中复氧24 h。在氧和糖剥夺后, 细胞形态

发生变化, 细胞漂浮和坏死。OGD/R后, 细胞的生长

速度明显低于正常细胞 , 细胞的增殖能力和生存能

力显著下降(图1)。然后, 收集细胞进行miR-32-3p水
平检测。我们发现 , OGD/R-3h细胞中的miR-32-3p
水平显著高于SK-N-SH细胞 (图2C), 这与我们之前

的结果一致 [8]。然后 , 我们检测转染不同模拟物的

OGD/R-3h细胞中miR-32-3p的水平 (图2D), 这符合

我们的预期。然后我们利用OGD/R-3h细胞模型进

行后续研究, 以探讨miR-32-3p/Smad3诱导CIRI的机

制。

2.3   miR-32-3p影响Smad3的转录和表达

在Hippo信号通路中发现目标基因Smad3。使

用SK-N-SH细胞, 通过双荧光素酶报告基因分析分

析miR-32-3p对 Smad3 mRNA 3′-UTR活性的影响

(图3A)。这些结果表明 , 与NC miRNA相比 , miR-
32-3p处理后 , Smad3的3′-UTR荧光素酶活性降低了

57.9%(图3B)。相反 , Smad3的3′-UTR突变后 , miR-
32-3p处理并不能改变双荧光素酶活性 , 表明miR-
32-3p可以直接结合Smad3的3′-UTR并抑制其活性。

根据验证结果, miR-32-3p的直接靶点是Smad3。接

下来, 我们想探究miR-32-3p是否会影响SK-N-SH
细胞中Smad3的相对表达水平和蛋白水平。与阴性

对照组(NC)相比, 过表达miR-32-3p的细胞中Smad3 
mRNA水平显著降低(图3C), 蛋白质水平也降低(图
3D)。与转染抑制剂NC的细胞相比, 转染miR-32-3p
抑制剂的细胞中Smad3的mRNA和蛋白质水平均增

加。这些结果表明, miR-32-3p与Smad3的3′-UTR相
互作用, 影响Smad3基因的转录和表达。

2.4   miR-32-3p/Smad3轴对OGD/R细胞活性的影响

在之前的实验中, 我们证实miR-32-3p可以靶

向并调节Smad3的表达。因此, 我们进一步探讨了

miR-32-3p/Smad3调节轴在缺血再灌注损伤进展中

的作用。OGD/R细胞根据转染质粒或模拟物分为五
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组: miR-32-3p抑制剂对照组、miR-32-3p抑制剂组

(Smad3增加)、shNC组、sh-Smad3组(Smad3减少)和
miR-32-3p抑制剂+sh-Smad3组 (Smad3减少 )。目的

是模拟体外Smad3水平的升高或降低。在检测细胞

活力之前, 先进行qRT-PCR以确定转染效率。与抑

制剂对照组相比, miR-32-3p抑制剂组和miR-32-3p
抑制剂+sh-Smad3组的miR-32-3p水平显著降低 , 而
Smad3在 sh-Smad3组和miR-32-3p抑制剂+sh-Smad3
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A: Venn图显示miR-32-3p预测靶基因之间存在重叠的mRNAs。B: KEGG分析靶基因的收集。C: miR-32-3p靶基因的基因本体分析: 生物过程、

细胞组成和分子功能。

A: Venn diagram showed the overlapping mRNAs among the predictive target genes of miR-32-3p. B: collection of target genes by KEGG analysis. C: 
gene ontology analysis of miR-32-3p target genes: biological process, cell composition, and molecular function.

图1   Hippo信号通路中的Smad3是miR-32-3p的直接靶点

Fig.1   Smad3 is a direct target of miR-32-3p in Hippo signaling pathway 
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A: 20倍显微镜下观察正常细胞。B: OGD/R后SK-N-SH细胞的形态学变化。C: qRT-PCR检测OGD/R细胞miR-32-3p水平。D: OGD/R细胞被转

染不同mimic后, 采用qRT-PCR检测miR-32-3p水平。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: normal cells were observed under a 20× microscope. B: morphological changes of SK-N-SH cells after OGD/R. C: qRT-PCR was used to detect the 
levels of miR-32-3p in OGD/R cells. D: after OGD/R cells were transfected with different mimics, the level of miR-32-3p was detected by qRT-PCR. 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图2   缺氧和葡萄糖剥夺/再灌注后正常SK-N-SH细胞的变化

Fig.2   Changes in normal SK-N-SH cells after oxygen and glucose deprivation/reperfusion
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组中也显著低于 shNC组 (图4A和图4B)。随后 , 对
细胞的生物学行为进行分析。CCK-8分析表明 , 与
miR-32-3p抑制剂对照组和shNC组相比, sh-Smad3组
和miR-32-3p抑制剂+sh-Smad3组的细胞活力显著降

低(图4C)。当细胞中miR-32-3p水平受到抑制时, 与
sh-Smad3组和miR-32-3p抑制剂+sh-Smad3组相比 , 
细胞活力增强(图4C)。然而, 这一增长并未达到野

生型水平。这可能与Smad3的翻译水平有关。这些

结果进一步得到了活/死细胞活力测定的支持。与

抑制剂NC和shNC组相比, 在sh-Smad3组和miR-32-
3p抑制剂+sh-Smad3组中观察到更多红色荧光代表

的死亡细胞(图4D)。综上所述, 这些结果表明缺乏

Smad3可能会抑制细胞活力。

2.5   Smad3与Hippo信号通路的Lats2和Yap/Taz
共同作用影响缺血再灌注损伤

Lats2、Yap和Taz是Smad3的上游蛋白。接下来, 
我们想检测在OGD/R损伤过程中Lats2-Yap/Taz轴和

Smad3之间的关系。在OGD/R细胞中用Western blot

检测Lats2、Yap、Taz和Smad3的表达。与SK-N-
SH细胞相比, 观察到OGD/R细胞中Lats2、Yap/Taz
和Smad3水平降低(图5A~图5D)。我们的结果与之

前的研究人员的结论一致, 他们认为OGD/R激活了

Hippo信号通路 , 相应降低了Yap和Taz蛋白的水平。

与OGD/R组相比 , OGD/R抑制剂组和OGD/R-miR-
32-3p抑制剂组的Yap/Taz水平均未发生变化 (图5C-
D)。这些结果表明, Yap/Taz的表达水平不受miR-32-
3p的影响 , 而受OGD/R刺激的影响。与OGD/R组相

比, OGD/R-miR-32-3p抑制剂组的Lats2水平下降(图
5B)。虽然通过生物信息学分析发现 , miR-32-3p可
能靶向Lats2基因 (图6A), 但qRT-PCR结果并不支持

这种预测 (图6B)。因此 , 这种降低可能不是由miR-
32-3p调节引起的。我们还发现, 与OGD/R细胞相比, 
SK-N-SH和OGD/R-miR-32-3p抑制剂细胞的Smad3
水平升高 (图5E)。这些结果表明 , miR-32-3p调控的

Smad3可能与Hippo信号通路中的Lats2和Yap/Taz共
同参与OGD/R损伤过程。
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3   讨论
Hippo信号通路是一种进化保守的信号级联, 

调节许多生物学过程 , 包括细胞生长和命运决定、

器官大小控制和再生。Hippo通路在哺乳动物中的

核心包括一个激酶级联MST1/2和Lats1/2, 以及下游

效应子转录辅激活子Yap和Taz[14]。Hippo信号通路

与许多缺血性疾病的病理生理过程有关。它主要通

过Yap/Taz调节细胞增殖、凋亡和分化, 从而控制器

官大小和组织发育动态平衡[15]。近年来的研究发现, 
Hippo信号通路在神经干细胞的增殖和分化、神经前

体细胞的增殖、胶质细胞的分化和激活、髓鞘的发育、

神经细胞的分化以及神经系统疾病的发生和发展中

起着重要作用[16]。此外, 其他研究证实了Hippo/Yap信
号通路在脑缺血/再灌注损伤中下调, 上调Hippo/Yap
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A: miR-32-3p在Smad3上的预测结合位点。B: 进行双荧光素酶报告子分析以验证miR-32-3p和Smad3之间的靶向关系。C: qRT-PCR检测Smad3
的表达。D: Western blot检测NC模拟物、miR-32-3p模拟物、抑制剂NC和miR-32-3p抑制剂组中Smad3的相对水平。nsP>0.05, **P<0.01, 
***P<0.001, ****P<0.000 1。
A: the predicted binding sites of miR-32-3p on Smad3. B: double-luciferase reporter analysis was performed to verify the targeting relationship between 
miR-32-3p and Smad3. C: the expression of Smad3 was detected by qRT-PCR. D: the relative levels of Smad3 in NC mimics, miR-32-3p mimics, in-
hibitor NC and miR-32-3p inhibitor groups were detected by Western blot. nsP>0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1. 

图3   miR-32-3p影响Smad3的转录和表达

Fig.3   miR-32-3p affects the transcription and expression of Smad3
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A: 转染后检测miR-32-3p水平。B: 检测转染后Smad3的表达。C: CCK-8细胞活性评估。D: 检测活死细胞。*P<0.05, ***P<0.001。
A: the levels of miR-32-3p were detected after transfection. B: the expression of Smad3 after transfection was detected. C: evaluation of CCK-8 cell vi-
ability. D: detection of live/dead cells. *P<0.05, ***P<0.001. Cells were stained with live and dead cell kits. 

图4   miR-32-3p/Smad3轴对OGD/R细胞活力的影响

Fig.4   Effects of the miR-32-3p/Smad3 axis on cell viability in OGD/R cell
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图5   Smad3可能与Lats2和Hippo信号通路中的Yap/Taz共同作用于缺血再灌注损伤

Fig.5   Smad3 may function together with Lats2 and Yap/Taz of Hippo signaling pathway to affect ischemia-reperfusion injury
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信号通路对脑缺血/再灌注损伤具有神经保护作用
[17]。也有研究报道Smad3-Akt-Nrf2通路保护神经元, 
抑制神经炎症, 从而减轻缺血性脑损伤[18]。在我们的

研究中, 我们发现了miR-32-3p/Smad3轴对OGD/R细
胞活力的关键作用的证据, 并且OGD/R细胞中Lats2
和Yap/Taz水平降低。基于这些结果, 我们提出了

miR-32-3p/Smad3在缺血再灌注损伤中的作用模型。

如图7所示, 当OGD/R时, Hippo信号通路处于“开启”
状态。尽管Lats2水平降低, 磷酸化的Lats2仍可能将

磷酸基团转移到Yap/Taz。它启动磷酸化级联 , 导致

Yap/Taz的细胞质保留。同时, 由于OGD/R, miR-32-
3p水平升高。miR-32-3p竞争性结合Smad3, 最后 , 
无法形成Yap/Taz-Smad3复合物。当Hippo信号通路

在SK-N-SH细胞中保持“关闭”状态时, Yap/Taz仍然

未磷酸化, 并自由地在细胞核内定位。此时, miR-
32-3p的水平非常低, Smad3的含量保持在较高水平。

然后, Yap/Taz-Smad3复合体可以调控促细胞活力相

关基因的表达。

根据我们的结果, 我们推测Smad3在OGD/R损

A: 预测miR-32-3p在Lats2上的结合位点。B: 采用qRT-PCR检测NC mimic、miR-32-3p mimic、inhibitor NC和miR-32-3p inhibitor组的Lats2水平。
nsP>0.05, ***P<0.001。
A: predicting the binding sites of miR-32-3pp on Lats2. B: the levels of Lats2 in NC mimic, miR-32-3p mimic, inhibitor NC, and miR-32-3p inhibitor 
groups were detected by qRT-PCR. nsP>0.05, ***P<0.001.

图6   Lats2不是miR-32-3p的靶标

Fig.6   Lats2 is not a target of miR-32-3p
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伤过程中是一种“良好”的蛋白质。但是, 在与肾纤

维化相关的研究中, TGF-β1/Smad信号通路被证明

可促进肾小球硬化和肾小管间质纤维化[19]。实验运

动中的Smad2和Smad3在动物模型和人肾纤维化中

都被过度激活[20]。在不同原因引起的肾纤维化模型

中 , 敲除Smad基因可显著减轻肾纤维化的程度 [21]。

在与肺纤维化相关的研究中 , TGF-β/Smad3信号通

路可以诱导肺纤维化 [22]。这些结果表明 , Smad3具
有致病性。因此, 我们认为Smad3蛋白的功能取决

于它所处的信号通路及与其相互作用的蛋白质。

综上所述, 通过生物信息学发现并经过实验验

证Smad3是miR-32-3p的新靶点 , 并且可能与Hippo
信号通路中的Lats2和Yap/Taz共同调节细胞活力。

Smad3可能成为改善OGD/R损伤的新的分子靶点 , 
这也为miR-32-3p通过Hippo信号通路相关蛋白调节

OGD/R损伤中细胞的活力提供了新的证据和思路。
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