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miR-182-5p靶向XBP1对氧糖剥夺/复氧诱导的神经

细胞损伤的影响
孟智敏1*  刘品2  倪秀娟1  王莉1  乔丽娜1

(1张家口宣钢医院神经内科, 张家口 075100; 2固安县中医院急诊科, 廊坊 065500)

摘要      该文探究miR-182-5p靶向内质网应激相关蛋白剪接型X盒结合蛋白1(X-box bind-
ing protein 1, XBP1)对氧糖剥夺 /复氧 (oxygen-glucosedeprivation/reoxygenation, OGD/R)诱导

的神经细胞损伤的影响。选择大鼠神经细胞 (PC-12)对研究对象 , 随机将其分为 : Control组、

OGD/R组、miR-NC组 (OGD/R+转染miR-NC)、miR-182-5p mimics组 (OGD/R+转染miR-182-
5p mimics)、miR-182-5p mimics+pcDNA-NC组 (OGD/R+转染miR-182-5p mimics+pcDNA-
NC)、miR-182-5p mimics+pcDNA-XBP1组 (OGD/R+转染miR-182-5p mimics+pcDNA-XBP1)。
除 Control组常规培养外 , 其余各组均进行 OGD/R诱导。qRT-PCR法检测细胞 miR-182-5p、
XBP1 mRNA表达情况 ; CCK8检测细胞增殖情况 ; 流式细胞仪检测细胞凋亡率 ; ELISA法检测

细胞SOD、MDA、IL-6、TNF-α水平; Western blot检测细胞中PCNA、caspase-9、Bax、XBP1
蛋白的表达情况 ; 双荧光素酶实验检测miR-182-5p与XBP1互作情况。结果显示 , 与Control
组相比 , OGD/R组miR-182-5p表达、存活率、克隆数、SOD水平、PCNA蛋白表达水平降低

(P<0.05), 凋亡率、MDA、IL-6、TNF-α水平以及Bax、caspase-9、XBP1蛋白表达水平升高

(P<0.05); 与OGD/R组、miR-NC组相比 , miR-182-5p mimics组miR-182-5p表达、存活率、克

隆数、SOD水平及 PCNA蛋白表达水平升高 (P<0.05), 凋亡率、MDA、IL-6、TNF-α水平以

及Bax、caspase-9、XBP1蛋白表达水平降低 (P<0.05); 与miR-182-5p mimics组、miR-182-5p 
mimics+pcDNA-NC组相比 , miR-182-5p mimics+pcDNA-XBP1组存活率、克隆数、SOD水平

及PCNA蛋白表达水平降低 (P<0.05), 凋亡率、MDA、IL-6、TNF-α水平以及Bax、caspase-9、
XBP1蛋白表达水平升高 (P<0.05); 与miR-NC+XBP1-WT组相比 , miR-182-5p mimics+XBP1-
WT组双荧光素酶活性明显降低 (P<0.05)。总之 , miR-182-5p可能通过靶向抑制XBP1表达 , 进
而抑制OGD/R诱导的神经细胞损伤。

关键词      氧糖剥夺/复氧; miR-182-5p; 内质网应激相关蛋白剪接型X盒结合蛋白1; 神经细胞

损伤
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Abstract       The article to investigate the effect of miR-182-5p on neuron damage induced by OGD/R (ox-
ygen glucose deprivation/reoxygenation) by targeting endoplasmic reticulum stress-related factor XBP1 (X-box 
binding protein 1). PC-12 (rat nerve cells) were selected as the study subjects and randomly assigned into Control 
group, OGD/R group, miR-NC group (transfected with miR-NC), miR-182-5p mimics group (transfected with 
miR-182-5p mimics), miR-182-5p mimics+pcDNA-NC group (transfected with miR-182-5p mimics+pcDNA-
NC), and miR-182-5p mimics+pcDNA-XBP1 group (transfected with miR-182-5p mimics+pcDNA-XBP1). Ex-
cept for the control group, all other groups were induced with OGD/R. QRT-PCR was used to detect the mRNA 
expression of miR-182-5p and XBP1 in cells. CCK8 was used to detect cell proliferation. Flow cytometry was 
used to detect cell apoptosis rate. ELISA method for detecting the levels of SOD, MDA, IL-6, and TNF-α in 
cells. Western blot was used to detect the expression of PCNA, caspase-9, Bax, and XBP1 proteins in cells. 
Moreover, dual luciferase assay was used to detect the interaction between miR-182-5p and XBP1. The results 
show that, compared with the Control group, the OGD/R group showed a decrease in miR-182-5p expression, 
survival rate, clone number, SOD level, and PCNA protein expression (P<0.05), and an increase in apoptosis 
rate, MDA, IL-6, TNF-α levels, Bax, caspase-9, and XBP1 protein expression (P<0.05). Compared with the 
OGD/R group and miR-NC group, the miR-182-5p mimics group showed an increase in miR-182-5p expression, 
survival rate, clone number, SOD level, and PCNA protein expression (P<0.05), and a decrease in apoptosis rate, 
MDA, IL-6, TNF-α levels, Bax, caspase-9, and XBP1 protein expression (P<0.05). Compared with the miR-
182-5p mimics group and the miR-182-5p mimics+pcDNA-NC group, the miR-182-5p mimics+pcDNA-XBP1 
group showed a decrease in survival rate, clone number, SOD level, and PCNA protein expression (P<0.05), and 
an increase in apoptosis rate, MDA, IL-6, TNF-α levels, Bax, caspase-9, and XBP1 protein expression (P<0.05). 
Compared with the miR-NC+XBP1-WT group, the miR-182-5p mimics+XBP1-WT group showed a obvious de-
crease in dual luciferase activity (P<0.05). In short, miR-182-5p may inhibit OGD/R-induced neuron damage by 
inhibiting XBP1 expression.

Keywords       oxygen glucose deprivation/reoxygenation; miR-182-5p; endoplasmic reticulum stress-related 
factor X-box binding protein 1; neuron damage

脑血管病属于脑功能障碍的疾病 , 由脑血管闭

塞、破裂等引发 , 具有高复发率、高致死率 , 脑卒中

是其中一种严重的类型, 可导致神经功能受损[1-2]。目

前, 临床多采用再灌注恢复脑组织供血的方式进行治

疗 , 但是易引起脑缺血再灌注损伤 (cerebral ischemia-
reperfusion injury, CIRI), 增加患者病情加重的风险[3]。

研究表明 , CIRI的发病机制较为复杂 , 不仅与细胞增

殖、凋亡相关 , 还受炎症反应等影响 , 进而加重脑损

伤, 引起神经细胞损伤[4]。氧糖剥夺/复氧(oxygen-glu-
cosedeprivation/reoxygenation, OGD/R)是模拟缺血再

灌注的常见手段 [5], 因此 , 探究OGD/R诱导神经细胞

的损伤机制 , 寻求新的治疗靶点 , 对改善临床治疗策

略具有重要意义。近期研究发现, 微小RNA(miRNA)
的表达能够调控CIRI、炎症反应等病理学过程 , 多
种miRNA被认为在CIRI中发挥重要作用 [6]。研究发

现 , miR-182-5p在脑血管疾病中发生表达异常 , 并且

对CIRI具有一定的保护作用 , 但是其调控机制仍待进

一步探究 [7]。内质网应激相关蛋白剪接型X盒结合蛋

白1(X-box binding protein 1, XBP1)作为一种核转录因

子, 可参与细胞增殖、凋亡、代谢等相关生物学活动, 
对于细胞稳态具有一定的影响 [8]。研究发现 , XBP1在
肾脏缺血再灌注损伤中表达异常升高 , 可引起线粒体

损伤 , 诱导肾小管上皮细胞受损 [9]。经前期预测可知 , 
miR-182-5p与XBP1存在结合位点, 但是其在OGD/R诱
导神经细胞损伤中的调控机制尚未明确 , 因此 , 本研

究通过探讨miR-182-5p是否靶向调控XBP1对OGD/R
诱导神经细胞损伤发挥保护作用, 可为后续靶向治疗

提供新的治疗靶点。

1   材料与方法
1.1   材料与仪器

大鼠神经细胞PC-12购自上海一研生物科技有
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限公司 ; DMEM培养基购自艾美捷科技有限公司 ; 
miR-182-5p mimics、miR-NC购自MedChemExpress 
LLC公司 ; Trizol试剂盒、反转录试剂盒购自上海西

格生物科技有限公司 ; Annexin V-FITC/PI细胞凋亡

检测试剂盒购自上海富雨生物科技有限公司; SOD、

MDA、IL-6、TNF-α ELISA试剂盒购自北京孚博

生物科技有限公司 ; CCK8试剂盒、RIPA裂解液、

BCA蛋白定量试剂盒购自上海一基实业有限公司 ; 
SDS-PAGE凝胶配制试剂盒、ECL化学发光试剂盒

购自上海三抒生物科技有限公司 ; 抗体PCNA、cas-
pase-9、Bax、XBP1及羊抗兔二抗、GAPDH抗体购

自英国Abcam公司 ; Lipofectamine®3000购自广州科

梵生物技术有限公司 ; 倒置显微镜购自上海领成生

物科技有限公司 ; 多功能酶标仪、流式细胞仪购自

ThermoFisher Scientific公司; qRT-PCR仪购自江苏晶

创生物科技有限公司 ; 凝胶成像系统购自北京必吉

生物科技有限公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养与分组      PC-12细胞培养在含10%
胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS)、1%青 /链霉素的

DMEM培养基中(37 °C、5% CO2)。将其分为Control
组、OGD/R组、miR-NC组、miR-182-5p mimics
组、miR-182-5p mimics+pcDNA-NC组、miR-182-
5p mimics+pcDNA-XBP1组。除Control组常规培养

外 , 其余各组均进行OGD/R诱导 , 在不含FBS的无

糖DMEM培养基培养2 h, 转至缺氧培养基 (94% N2、

5% CO2、1% O2)中培养6 h; miR-NC组、miR-182-
5p mimics组、miR-182-5p mimics+pcDNA-NC组、

miR-182-5p mimics+pcDNA-XBP1组分别将OGD/R
诱导后的细胞进行转染miR-NC、miR-182-5p mim-
ics、miR-182-5p mimics+pcDNA-NC、miR-182-5p 
mimics+pcDNA-XBP1。
1.2.2   qRT-PCR法检测PC-12细胞中miR-182-5p、
XBP1 mRNA表达      使用Trizol从细胞中分离总

RNA, 逆转录得到cDNA, 使用qRT-PCR仪扩增, 采取

qRT-PCR系统检测目标基因转录本, miR-182-5p以U6
作为内参, XBP1以β-actin为内参, 反应条件: 95 °C预
变性2 min; 95 °C变性30 s, 60 °C退火30 s, 72 °C延伸

30 s, 40个循环。采用2–ΔΔCt法计算相对表达量 , 引物

序列见表1。
1.2.3   CCK8和克隆形成实验检测PC-12细胞的增殖

情况      CCK8: 将PC-12细胞接种在96孔板上, 加入

10 μL CCK-8溶液 , 培养2 h。通过酶标仪检测D450, 
计算细胞存活率。

克隆形成实验: 将PC-12细胞接种在6孔板上培养

(37 °C、5% CO2), 经观察可见克隆后, 经PBS浸洗, 在
4 °C冰箱通过固定液固定60 min, 结晶紫染色15 min, 观
察并拍照, 统计克隆细胞数。

1.2.4   流式细胞仪检测PC-12细胞的凋亡情况      收
集各组PC-12细胞, 加入5 μL Annexin V-FITC和10 μL 
PI, 4 °C避光反应15 min, 流式细胞仪检测细胞凋亡

情况。

1.2.5   ELISA法检测细胞中 SOD、MDA、IL-6、
TNF-α水平      收集各组细胞 , 严格按照ELISA试

剂盒说明书操作 , 使用ELISA法检测细胞中SOD、

MDA、IL-6、TNF-α水平。

1.2.6   Western blot检测蛋白表达情况      采用RIPA
裂解液提取总蛋白, BCA蛋白定量试剂盒定量, SDS-
PAGE凝胶电泳分离, 转移至膜聚偏(二)氟乙烯(poly-
vinylidene difluoride, PVDF)上 , 室温 (5%脱脂奶粉 )
封闭1 h, 与一抗PCNA(1000 2׃)、caspase-9(1000 2׃)、
Bax(1000 1׃)、XBP1(1000 1׃)孵育过夜 (4 °C)。室温

下二抗(1000 1׃)孵育1 h, 通过化学发光(enhanced che-
milum inescence, ECL)检测信号, 以GAPDH(1500 2׃)
为标准计算相对蛋白质表达情况。凝胶成像系统曝

光、拍照, ImageJ软件对ECL信号量化。

1.2.7   双荧光素酶报告基因实验      将各组转染后

PC-12细胞接种在48孔板中培养(37 °C、5% CO2), 当

表1   qRT-PCR引物序列

Table 1   qRT PCR primer sequence

基因

Gene
上游引物(5′→3′)
Upstream primers (5′→3′)

下游引物(5′→3′)
Downstream primers (5′→3′)

miR-182-5p TTA GGA ACC CTC CTC TCT C CGG TGA TGT GAA GAA GGA

XBP1 AAG AAG AGA CCA GAA ACT CC TGA GAC CTC TTC AGT AAC CA

U6 CTC GCT TCG GCA GCA CA AAC GCT TCA CGA ATT TGC GT

β-actin AGG GAA ATC GTG CGT GAC AT GAA CCG CTC ATT GCC GAT AG



1095孟智敏等: miR-182-5p靶向XBP1对氧糖剥夺/复氧诱导的神经细胞损伤的影响

细胞融合为一层时 , 用Lipofectamine®3000将XBP1-
WT、XBP1-MUT分别与miR-NC、miR-182-5p mimics
共转染细胞, 48 h后, 按照说明测定荧光素酶活性。

1.3   统计学分析

采用软件SPSS 25.0分析数据, 计量数据均符合

正态分布, 以(x
_
±s)描述, 多组比较采用单因素方差分

析 , 进一步两两比较用SNK-q检验。P<0.05表示差

异有统计学意义。

2   结果
2.1   过表达miR-182-5p对PC-12细胞中XBP1 
mRNA的表达影响

与Control组相比 , OGD/R组miR-182-5p表达

水平降低 (P<0.05), XBP1表达水平升高 (P<0.05); 
与OGD/R组、miR-NC组相比 , miR-182-5p mim-
ics组miR-182-5p表达水平升高 (P<0.05), XBP1表
达水平降低 (P<0.05); 与miR-182-5p mimics组、

miR-182-5p mimics+pcDNA-NC组相比 , miR-182-
5p mimics+pcDNA-XBP1组 XBP1表达水平升高

(P<0.05)。见图1。
2.2   过表达miR-182-5p对PC-12细胞增殖的影响

与Control组相比 , OGD/R组的细胞存活率、

克隆数降低 (P<0.05); 与 OGD/R组、miR-NC组

相比 , miR-182-5p mimics组的细胞存活率、克隆

数升高 (P<0.05); 与miR-182-5p mimics组、miR-
182-5p mimics+pcDNA-NC组相比 , miR-182-5p 
mimics+pcDNA-XBP1组细胞存活率、克隆数降低

(P<0.05)。见图2。
2.3   过表达miR-182-5p对PC-12细胞凋亡的影响

与Control组相比 , OGD/R组的细胞凋亡率升高

(P<0.05); 与OGD/R组、miR-NC组相比, miR-182-5p 
mimics组的细胞凋亡率降低(P<0.05); 与miR-182-5p 
mimics组、miR-182-5p mimics+pcDNA-NC组相比 , 
miR-182-5p mimics+pcDNA-XBP1组细胞凋亡率升

高(P<0.05)。见图3。
2.4   过表达miR-182-5p对PC-12细胞中SOD、MDA、
IL-6、TNF-α水平的影响

与 Control组相比 ,  OGD/R组的细胞 MDA、

IL-6、TNF-α水平升高 (P<0.05), SOD水平降低

(P<0.05); 与OGD/R组、miR-NC组相比 , miR-182-
5p mimics组的细胞MDA、IL-6、TNF-α水平降低

(P<0.05), SOD水平升高 (P<0.05); 与miR-182-5p 
mimics组、miR-182-5p mimics+pcDNA-NC组相

比, miR-182-5p mimics+pcDNA-XBP1组细胞MDA、

IL-6、TNF-α水平升高 (P<0.05), SOD水平降低

(P<0.05)。见图4。

*P<0.05.

图1   过表达miR-182-5p对PC-12细胞中XBP1 mRNA表达影响

Fig.1   Effect of overexpression of miR-182-5p on XBP1 mRNA expression in PC-12 cells
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2.5   过表达miR-182-5p对PC-12细胞中PCNA、

caspase-9、Bax、XBP1蛋白表达的影响

与Control组相比 , OGD/R组的细胞Bax、cas-
pase-9、XBP1表达水平升高 (P<0.05), PCNA表达水

平降低(P<0.05); 与OGD/R组、miR-NC组相比, miR-

182-5p mimics组的细胞Bax、caspase-9、XBP1表达

水平降低(P<0.05), PCNA表达水平升高(P<0.05); 与
miR-182-5p mimics组、miR-182-5p mimics+pcDNA-
NC组相比 , miR-182-5p mimics+pcDNA-XBP1组细

胞Bax、caspase-9、XBP1表达水平升高 (P<0.05), 
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A: cell survival rate; B: number of colonies; C: plate cloning experiment; *P<0.05.

图2   过表达miR-182-5p对PC-12细胞增殖的影响

Fig.2   The effect of overexpression of miR-182-5p on the proliferation of PC-12 cells
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PCNA表达水平降低(P<0.05)。见图5。
2.6   双荧光素酶报告实验检测miR-182-5p和XBP1
的靶向关系

miR-182-5p与 XBP1存在结合位点 , 与 miR-
NC+XBP1-WT组相比 , miR-182-5p mimics+XBP1-
WT组双荧光素酶活性明显降低(P<0.05)。见表2。

3   讨论
据报道 , 缺血性脑卒中是引发脑血管疾病患者

死亡的常见病因之一, 其发病机制较为复杂, 受多种

因素影响, 如氧化应激反应、钙离子超载等, 可导致

神经细胞受损 [10]。临床治疗首选方案即血管再通 , 
但血管再通后可能造成脑组织出现病理损伤 , 引发

CIRI, 随后 , 通过产生大量炎性因子、自由基 , 诱导

神经元凋亡, 造成神经功能障碍, 严重影响患者的生

活质量及生命安全 [11-12]。因此 , 寻求影响OGD/R诱
导的神经细胞损伤的分子机制及靶点具有重要意

义。本研究选取大鼠神经细胞PC-12作为研究对象 , 
经过OGD/R诱导, 构建细胞模型, 可供进一步探究。

相关研究表明 , miRNA对神经发育过程具有

一定的调控作用 , 在脑卒中疾病中可充当关键介

质 , 影响CIRI引发神经细胞损伤过程 , 用于临床治

疗中 [13]。SOTO等 [14]发现 , miR-182-5p对中枢神经

系统具有一定的调控作用 , 可促进神经突触生长 , 

修复神经功能 , 对治疗神经系统相关疾病具有一定

的潜能。DENG等 [15]发现 , 在缺血性大脑损伤中 , 
miR-182-5p表达水平显著降低 , 过表达miR-182-5p
可通过调控TLR4/NF-κB信号通路 , 抑制神经炎症 , 
改善神经功能障碍。HU等 [16]发现 , 采用大鼠PC12
细胞进行构建CIRI细胞模型 , 细胞miR-182-5p表
达明显下调 , 可能受TLR4调控 , 抑制miR-182-5p
表达 , 可加重神经细胞损伤。本研究结果显示 , 与
Control组相比 , OGD/R组miR-182-5p表达水平降

低 , 通过过表达miR-182-5p可提高细胞存活率、克

隆数、SOD水平 , 降低细胞凋亡率、MDA、IL-6、
TNF-α水平, 提示miR-182-5p可通过促进细胞增殖, 
抑制细胞凋亡、炎症、氧化应激反应 , 进而缓解神

经细胞损伤。

XBP1能够调控下游内质网应激 (endoplasmic 
reticulum stress, ERS)相关蛋白的表达 , 进而影响内质

网稳态 , 在细胞增殖、凋亡过程中发挥重要作用 [17]。

ZHANG等 [18]表明 , XBP1表达与脑血管生成存在一

定联系 , 与脑卒中等脑血管疾病的发生发展相关。

MO等 [19]发现 , OGD/R诱导的小胶质细胞中 , XBP1
表达水平显著升高 , 降低细胞活力 , 促进炎性因子

释放以及细胞凋亡发生 , 并且与神经元凋亡密切相

关。何树诺等 [20]发现 , 在CIRI大鼠脑组织中 , XBP1
表达水平显著升高 , 可作为潜在的治疗靶点用于缓

A: PC-12细胞凋亡情况; B: 细胞凋亡率; *P<0.05。
A: apoptosis of PC-12 cells; B: cell apoptosis rate; *P<0.05.

图3   过表达miR-182-5p对PC-12细胞凋亡率的影响

Fig.3   The effect of overexpression of miR-182-5p on apoptosis rate of PC-12 cells
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解神经功能障碍及脑损伤。本研究中 , 与Control组
相比, OGD/R组XBP1表达水平升高, 提示XBP1激活

可能是引起神经细胞损伤的重要原因。经靶向预测

可知 , miR-182-5p与XBP1存在结合位点 , miR-182-
5p可靶向负调控XBP1, 过表达XBP1可部分逆转过

表达miR-182-5p对细胞存活率、克隆数、凋亡率、

SOD、MDA、IL-6、TNF-α水平以及细胞增殖、凋

亡相关蛋白PCNA、caspase-9、Bax表达的影响 , 提
示miR-182-5p可能通过抑制XBP1表达, 进而促进细

*P<0.05.

图4   过表达miR-182-5p对PC-12细胞中SOD、MDA、IL-6、TNF-α水平的影响

Fig.4   The effect of overexpression of miR-182-5p on the levels of SOD, MDA, IL-6, and TNF-α in PC-12 cells
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胞增殖, 抑制细胞凋亡及炎症、氧化应激反应, 进而

缓解神经细胞损伤 , 可为后续采取针对性治疗提供

更有力的参考依据。

综上所述, miR-182-5p可能通过靶向抑制XBP1
表达 , 进而抑制OGD/R诱导的神经细胞损伤。本研

究也存在一些不足之处 , 未采取体内实验对其分子

机制进行深入探究 , 此外 , 未敲低XBP1基因进行进

一步验证分析, 为了更深入地探讨XBP1对神经损伤

的具体作用机制, 仍需进一步的探究和分析。
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*P<0.05.
图5   过表达miR-182-5p对PC-12细胞中PCNA、caspase-9、Bax、XBP1蛋白表达的影响

Fig.5   The effect of overexpression of miR-182-5p on the expression of PCNA, caspase-9, Bax, and XBP1 proteins in PC-12 cells
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表2   双荧光素酶活性比较

Table 2   Comparison of dual luciferase activity 
组别

Group
双荧光素酶活性

Dual luciferase activity

miR-NC+XBP1-WT 1.00±0.18

miR-182-5p mimics+XBP1-WT 0.38±0.09*

miR-NC+XBP1-MUT 1.04±0.22

miR-182-5p mimics+XBP1-MUT 0.95±0.17

x
_
±s, n=6; *P<0.05, 与miR-NC+XBP1-WT组比较。

x
_
±s, n=6; *P<0.05 compared with the miR-NC+XBP1-WT group.
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