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miR鄄335 在急性缺血性脑卒中表达下调及
对钙调蛋白的调控作用

袁摇 梅1,汤永红1,袁海军2*,周成芳1

(1. 南华大学附属第二医院神经内科,湖南 衡阳 421001;2. 南华大学附属第二医院急诊科)

摘摇 要:摇 目的摇 检测微小 RNA鄄335 在急性缺血性脑卒中(AIS)患者血清中的表达,并探讨其对钙调蛋白

(CaM)调控的作用机制。 摇 方法摇 采用实时荧光定量聚合酶链反应(qRT鄄PCR)法测定 106 例 AIS 患者及 98 例健

康对照组血清中 miR鄄335 表达情况;用生物信息学数据库查询分析 miR鄄335 对钙调蛋白编码基因 CALM1 的靶向结

合关系;脂质体转染法将 miR鄄335 模拟物、抑制物以及相应阴性对照物分别转染至人脐静脉内皮细胞(HUVECs)中

并进行细胞培养,采用逆转录 PCR(RT鄄PCR)和 Western blot 分别检测干预后 HUVECs 中钙调蛋白 mRNA 和蛋白的

表达水平。 摇 结果摇 与健康对照组相比较,AIS 组患者血清 miR鄄335 表达明显下调(P < 0. 01);生物信息学软件的

查询分析显示 CALM1 存在 miR鄄335 潜在靶向结合位点;RT鄄PCR 和 Western blot 检测结果显示 miR鄄335 模拟物组

CaM mRNA 和蛋白的表达水平较对照组显著下降(P < 0. 01),而 miR鄄335 抑制物组 CaM mRNA 和蛋白的表达水平

较对照组显著增高(均 P < 0. 05)。 摇 结论摇 急性缺血性脑卒中患者血清 miR鄄335 表达明显下降,表达下调的 miR鄄
335 可能通过上调钙调蛋白的表达从而发挥重要作用。
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Negative Regulation of Calmodulin by miR鄄335 in Acute Ischemic Stroke
YUAN Mei,TANG Yonghong,YUAN Haijun,et al

(Department of Neurology,the Second Affiliated Hospital,University of South China,
Hengyang,Hunan 421001,China)

Abstract:摇 Objective摇 The miRNA dysfunction is suspected to be a contributing factor for many CNS pathologies in鄄
cluding ischemic stroke. The present study investigates the expression of serum miR鄄335 in acute ischemic stroke (AIS),
and explores the underlying mechanisms of miR鄄335 in acute ischemic stroke (AIS). 摇 Methods摇 Blood samples were ob鄄
tained from AIS patients (n = 106) and healthy controls (n = 98). MiR鄄335 was measured by using a quantitative real鄄time
PCR. Bioinformatics database assay was used to determine whether calmodulin gene (CALM1) was the direct target of miR鄄
335. The miR鄄335 mimics and inhibitors were transfected into human umbilical vein epithelial cells (HUVECs) with lipo鄄
fectamine respectively. Calmodulin expression was determined by Western blot and reverse transcription鄄PCR (RT鄄PCR) in
the cultured HUVECs. 摇 Results摇 Compared with the healthy control group,the expression of serum miR鄄335 was signifi鄄
cantly lower in patients with AIS group (P < 0. 01). In addition,bioinformatics database assay show that the CALM1 present
the binding sites,which was potentially targeted by miR鄄335. Finally,Transfection of the miR鄄335 mimic inhibited the ex鄄
pression of CaM mRNA and protein in the HUVEC compared to the control group (P < 0. 01),while transfection of the
miR鄄335 inhibitors increased the expression of CaM mRNA and protein (P < 0. 05). 摇 Conclusion摇 MiR鄄335 down鄄regu鄄
lation may increase the ischemic brain injury through up鄄regulating the expression of CaM.
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摇 摇 钙超载是脑缺血 /缺血再灌注损伤的重要启动

因素,是导致急性缺血性脑卒中 ( acute ischemic
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stroke,AIS)患者脑组织损害和神经功能障碍的病理

生理过程,最终可导致神经元凋亡。 而钙离子生理

功能的发挥主要是由钙调蛋白(calmodulin,CaM)来
调节。 以往研究发现脑缺血 /缺血再灌注后,钙调蛋

白表达量明显升高[1鄄2]。 近年来,研究表明微小

RNA(microRNA,miRNA)调控是基因在转录后表达

的非常重要的调控机制,参与了细胞的增殖、分化和

凋亡等生命过程的调控,并与脑卒中密切相关[3]。
这提示是否存在特定的 miRNA 调控 CaM 表达参与

脑卒中后的病理生理过程。 研究显示 miR鄄335 在脑

缺血再灌注动物模型脑组织中表达有下调[4]。 同

时通过生物信息学数据库预测发现钙调蛋白编码基

因(CALM1)3忆UTR 区存在 miR鄄335 潜在的靶向结

合序列,但目前缺少文献报道。 因此,本研究旨在检

测 miR鄄335 在急性缺血性脑卒中患者血清中的表达

水平并探讨 miR鄄335 是否靶向调控钙调蛋白的

表达。

1摇 资料与方法

1. 1摇 一般资料 摇 摇 连续收集 2013 年 6 月 ~ 12 月

本院神经内科和急诊科就诊的发病 14 天内(臆14
天)的急性缺血性脑卒中患者共 106 例,其中男 60
例,女 46 例,年龄 67. 6 依 6. 2 岁;对照组来自同期本

院体检中心健康普查的健康随机个体,共 98 例,男
56 例,女 42 例,年龄 65. 9 依 6. 8 岁,两组在性别、年
龄上无统计学差异。 缺血性脑卒中诊断和排除标准

参考前期研究报道[3]。 本研究经本院医学伦理委

员会批准,所有研究对象或家属均知情同意并签署

知情同意书。
1. 2摇 材料与试剂摇 摇 人脐静脉内皮细胞(HUVECs)
购自于中南大学湘雅医院中心试验室,Trizol RNA 抽

提试剂(美国 Invitrogen 公司),逆转录试剂盒 Rever
Tra Ace襆(日本 TOYOBO 公司),染料法实时荧光定

量试剂盒 SYBR襆 Premix Ex TaqTM(大连 TAKARA 公

司),M鄄MLV 逆转录试剂盒(美国 Invitrogen 公司),
Lipofectamin 2000(美国 Invitrogen 公司),多克隆兔抗

人钙调蛋白抗体和山羊抗兔 IgG鄄HRP 抗体(美国 AB鄄
clonal 公司),miR鄄335 模拟物、抑制物购自上海吉玛

生物工程公司,逆转录颈环引物以及 PCR 扩增引物

由上海生工生物有限公司合成。
1. 3摇 实时荧光定量聚合酶链反应摇 摇 所有受测者

均抽取静脉血 5 mL, 常温下 3 000 r / min 离心

10 min,收集上层血清 1 mL,于 - 20 益 保存备用。
采用 Trizol 法提取血清中总 RNA,并用分光光度计

检测所提取 RNA 的质量。 采用 qRT鄄PCR 法检测各

标本 miR鄄335 浓度。 逆转录和 PCR 扩增均严格按

照相应说明书进行操作。 以 cel鄄miR鄄39 为内。 miR鄄
335 颈环引物 5忆鄄GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC
GAG GTA TCG CAC TGG ATA CGA CAC ATT T鄄3忆,
上游引物 5忆鄄CTC CAG CTG TCA AGA GCA ATA AC
G AA鄄3忆,下游引物 5忆鄄 TCC AGT GCA GGG TCC
GAG GT鄄3。 cel鄄miR鄄39 颈环引物 5忆鄄GTC GTA TCC
AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT
ACG ACA AAG C 鄄3忆,上游引物 5忆鄄CAC TCC GTC
ACC GGG TGT AAA TC鄄3忆,下游引物 5忆鄄 TCC AGT
GCA GGG TCC GAG GT鄄3。 PCR 反应条件:95益 预

变性 2 min;95益 变性 5 s,60益退火 30 s,72益延伸

40 s,40 个循环。 采用 2 -吟吟CT法计算各组 miR鄄335
的相对表达量。
1. 4摇 生物学软件靶基因预测 摇 摇 通过 TargetScan
和 Miranda 两种生物信息学数据库查询来预测 miR鄄
335 与钙调蛋白编码基因 CALM1 的靶向结合位点。
1. 5摇 细胞培养与转染 摇 摇 HUVECs 细胞接种于 6
孔板中,加入含 10% FBS 的细胞培养液培养,在
37 益 5% CO2 细胞培养箱中培养,约 80% ~90%融

合时,采用脂质体 Lipofectamine 2000 方法瞬时转

染。 转染分 5 组:淤模拟物干预组(miR鄄335鄄mimic
组):加入 has鄄miR鄄335 mimics;于模拟物阴性对照组

(NC 组):加入阴性对照;盂抑制物干预组 (miR鄄
335鄄inhibitor 组):加入 has鄄miR鄄335鄄inhibitors;榆抑

制物阴性对照组(NC inhibitor 组):加入 NC inhibi鄄
tor;虞 空白对照组(blank 组):不加干预物。 严格按

照脂质体法进行转染,6 h 内用 OMEM 培养基进行

培养,之后改用完全培养基培养 48 h 收取细胞沉

淀,实验重复 3 次。
1. 6摇 RT鄄PCR 检测摇 摇 用 Trlzol 法分离各组转染培

养后的 HUEVC 中总 RNA,并用分光光度计检测所

提取 RNA 的质量。 采用 RT鄄PCR 法检各组干预后

钙调蛋白 mRNA 的表达水平。 逆转录反应及 PCR
均严格按照试剂盒说明书操作。 用 茁鄄actin 作为内

参。 PCR 反应条件:94 益预变性 5 min,94 益 变性

30 s,56 益退火 30 s,72 益延伸 30 s,30 个循环。 每

组样本实验重复 3 次。 PCR 扩增引物见表 1。
1. 7摇 Western blot 检测 摇 摇 蛋白提取和测定采用

RIPA 裂解液 / BCA 蛋白定量试剂盒。
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表 1摇 钙调蛋白基因 RT鄄PCR 引物

引物 序列(5忆鄄3忆) 扩增产物长度

CaLM1鄄F 5忆鄄TGAAGTGGATGCTGATGGTAATGG鄄3忆
CaLM1鄄R 5忆鄄CATAGTTGACTTGTCCGTCTCCAT鄄3忆 257 bp
茁鄄actin鄄F 5忆鄄CACTCTTCCAGCCTTCCTTCCT鄄3忆
茁鄄actin鄄R 5忆鄄ACTCGTCATACTCCTGCTTGCT鄄3忆 315 bp

配制 12%分离胶、5%浓缩胶,加入约 15 滋g 蛋白样

品,多余空用 2 伊 SDS 上样缓冲液补齐,然后进行电

泳,电泳至溴酚兰刚跑出即可终止电泳,进行转膜,
冰上转膜 1. 5 h,室温封闭 2 h,加入 1颐 5 000 稀释的

钙调蛋白抗体 4益轻摇过夜,再加 1颐 10 000 稀释的

二抗室温孵育 2 h,用 PBST 将膜清洗 3 次后采用

ECL 化学发光法进行显色曝光。 茁鄄actin 作为内参。
用 Amersham 图像分析系统对 Western blot 目的条

带进行光密度扫描,然后用 Quantity One 软件进行

灰度值分析,待测蛋白的灰度值 /内参灰度值代表目

的蛋白的表达量。 所有实验均重复 3 次。
1. 8摇 统计学分析摇 摇 所有数据使用 SPSS13. 0 统计

软件进行分析。 计数资料比较采用 字2 检验,计量资

料以 x 依 s 表示,组间比较用 t 检验。 以 P < 0. 05 为

差异有统计学意义。

2摇 结摇 摇 果

2. 1 摇 两组 miR鄄335 表达的比较 摇 摇 血清 miR鄄335
在病例组(0. 35 依 0. 26)表达明显低于对照组(1. 21
依 0郾 32)(P < 0. 01)。
2. 2摇 生物学软件靶基因预测结果摇 摇 通过 TargetScan
和Miranda 生物信息学数据库查询分析发现钙调蛋白

编码基因 CALM1 存在 miR鄄335 靶向结合位点,见图 1。

图 1摇 生物学软件靶基因预测结果摇 通过生物信息数据库查询发现 miR鄄335 与 CALM1 存在靶向结合位点

2. 3摇 miR鄄335 对 CALM1 mRNA 表达的影响摇 摇 空

白对照组、模拟物阴性对照组、抑制物阴性对照组 3
组 CALM1 mRNA 表达差异无显著性 (P > 0. 05);
转染 miR鄄335 模拟物后,HUVECs 表达 mRNA 的量

明显低于空白对照和模拟物阴性对照组 ( P <
0郾 01);而转染 miR鄄335 抑制物后,HUVECs 表达

CALM1 mRNA 的量明显高于空白对照和抑制物阴

性对照组(P < 0. 05),见图 2。 这表明 miR鄄335 影响

CALM1 mRNA 稳定性。
2. 4摇 miR鄄335 对 CaM 蛋白表达的影响 摇 摇 转染

miR鄄335 模拟物后,HUVECs 表达 CaM 蛋白的量明

显低于空白对照组和阴性对照组(P < 0. 01);而转

染 miR鄄335 抑制物后,HUVECs 表达 CaM 蛋白的量

明显高于空白对照组和抑制物阴性对照组 (P <
0郾 01), 见 图 3。 这 表 明 miR鄄335 能 显 著 抑 制

CALM1mRNA 翻译影响蛋白的表达水平。

3摇 讨摇 摇 论

本研究通过病例鄄对照研究发现急性缺血性脑

卒中患者血清 miR鄄335 表达水平明显下降,结合前

图 2摇 不同干预组 CALM1 mRNA 的相对表达量摇 A:CALM1
mRNA PCR 跑胶条带,M:Marker;1:空白对照组;2:miR鄄335 模拟物

组;3:miR鄄335 抑制物组;4:模拟物阴性对照组;5:抑制物阴性对照

组. B:为相应内参 茁鄄actin PCR 跑胶条带. C:相应结果统计图. 与空

白对照组和模拟物阴性对照组相比较,*:P < 0. 01;与空白对照组

和抑制物阴性对照组相比较,#:P < 0. 05
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图 3摇 不同干预组 CaM 蛋白的相对表达量 摇 A:CaM 蛋白条

带,1:空白对照组;2:miR鄄335 模拟物组;3:模拟物阴性对照组;4:
miR鄄335 抑制物组;5:抑制物阴性对照组. B:相应内参 茁鄄actin 蛋白

条带. C:相应结果统计图. 与空白组和阴性对照组相比较,*:P <
0郾 01;与空白组和抑制物阴性对照组相比较,#:P < 0. 01

期研究及生物学信息软件分析,发现 miR鄄335 与钙

调蛋白的潜在调控关系,并进一步通过体外细胞实

验验证了这种调控关系。
微小 RNA(microRNA,miRNA)是一类内源性的

19 ~ 25 个核苷酸大小的非编码 RNA 分子,包含特

定碱基序列,称为“种子序列冶,能通过碱基互补匹

配原则识别结合靶基因 mRNA 的 3忆UTR 特异性序

列,抑制靶 mRNA 的翻译或导致其降解,在转录后

水平沉默靶基因,对基因表达起着重要的调控作用。
miRNA 参与了细胞的代谢、增殖、分化和凋亡及个

体发育等生命过程的调控。 研究发现 miRNA 参与

了神经系统的生长、发育、生理功能和疾病过程,也
参与了动脉斑块不稳定性、内皮功能障碍、脑水肿、
炎症、细胞凋亡等脑卒中中间环节的调控,与脑卒中

有密切相关性[5鄄7]。 识别和鉴定与脑卒中相关的

miRNA,并明确其作用及调控机理,并把他们整合到

基因调控网络中是当前表观遗传医学研究的热点,
也是脑卒中防治的热点。 脑卒中患者治疗预后不

佳,是临床工作长期的难题。 研究 miRNA 从 RNA
干扰这一表观遗传学角度认识脑卒中后脑损害,为
寻找 AIS 患者脑保护治疗的新靶点、研发新的药物

治疗有着重要的社会意义和经济价值。 Samarawe鄄
era 等[8]研究发现 miR鄄335 能下调 HAND1 和 JAG1
的表达水平,阻断神经元的生长、分化,参与对神经

元发育的调节, Tom佴 等[9] 研究发现过度表达的

miR鄄335 能够下调与细胞增殖、分化和凋亡相关的

AP鄄1 的表达,而 Shu 等[10] 的研究发现使用 mir鄄335
拮抗剂( antagomir鄄335)后,下调 miR鄄335 可以使肿

瘤细胞生长停滞、细胞凋亡,以往这些研究提示

miR鄄335 可能是神经元重要调控因子,异常表达的

miR鄄335 可能与神经系统疾病有密切相关性。 更重

要的是,最近有研究显示 miR鄄335 在脑缺血再灌注

动物模型脑组织中表达有下调[4],本研究通过大样

本的病例鄄对照研究,也发现急性缺血性脑卒中患者

血清 miR鄄335 水平明显下调,与健康对照组相比较

有显著性差异(P < 0. 01)。 miRNA 能够自由通过血

脑屏障[11],可见异常表达的 miR鄄335 可能在急性缺

血性脑卒中病理生理过程中起重要作用,在进一步

研究中,我们探讨了 miR鄄335 影响 AIS 的可能机制。
大量研究表明钙超载在脑缺血损伤的发病机制

中起着重要的作用,而钙离子生理功能的发挥主要

是由钙调蛋白来介导调节。 以往有动物实验研究发

现脑缺血再灌注后,随着神经元细胞内的钙超载,大
鼠脑组织的 CaM 活性与含量也明显升高,再灌注后

其升高较脑缺血后更为显著[1],而前期研究也发现

急性缺血性脑卒中患者血清钙调蛋白表达明显上

调,且与神经功能缺损程度呈正相关[2]。 通过生物

信息学数据库查询分析发现钙调蛋白编码基因

CALM1 3忆UTR 存在序列(GCUCUUG)与 miR鄄335 的

“种子序列冶碱基互补配对(见图 1),因而推测 miR鄄
335 与钙调蛋白之间可能存在负向调控关系。 本研

究通过脂质体转染法将 miR鄄335 模拟物和抑制物转

染至 HUVECs 中并进行细胞培养,采用 RT鄄PCR 和

Western blot 分别检测干预后 HUVECs 细胞中钙调

蛋白 mRNA 和蛋白的表达水平,发现 miR鄄335 可在

mRNA 和蛋白水平负向调控 CaM 的表达,从而推测

在急性缺血性脑卒中患者脑细胞损害和神经功能障

碍机制中存在 miR鄄335 对钙调蛋白调节,下调的

miR鄄335 对钙调蛋白基因表达抑制不足,导致脑组

织钙调蛋白过表达。
总之,本研究表明,在急性缺血性脑卒中下调的

miR鄄335 促进了钙调蛋白表达上调,参与急性缺血

性脑卒中钙超载损害过程。 本研究为开展针对急性

缺血性脑卒中患者 miR鄄335 靶向治疗提供实验室

依据。
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