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  [摘要] 目的 研究沉默miR-381-3p对抑郁症大鼠海马神经细胞生物学行为的影响。方法 选择30只

SPF级SD健康大鼠,随机选取其中10只作为空白对照组,其余20只SD健康大鼠建立抑郁症模型,将抑郁症

模型大鼠随机分为模型组、沉默组,每组各10只。模型组、沉默组在无菌环境下分别注射10
 

μL
 

LV-sponge(抑

制载体)和10
 

L
 

miR-381-3p慢病毒悬液(病毒滴度为108
 

TU/mL)至大脑海马区,空白对照组不做处理。记录

3组大鼠的行为学,海马神经细胞凋亡、迁移、侵袭情况,海马组织中脑源性神经营养因子/蛋白激酶R样内质

网激酶(BDNF/pERK)、磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶B(PI3K/AKT)信号通路蛋白表达。结果 与空白对照

组比,模型组大鼠各时间点海马神经细胞凋亡率、迁移数、侵袭数、Bax、p-PI3K、p-Akt、N-钙黏蛋白(N-cadher-
in)、波形蛋白(Vimentin)表达量明显增高,海马组织中BDNF、pERK、血管生长因子(VGF)、B淋巴细胞瘤-2
(Bcl-2)、上皮型钙黏蛋白(E-cadherin)蛋白表达量明显降低,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组比,沉默

组大鼠各时间点海马神经细胞凋亡率、迁移数、侵袭数、Bax、p-PI3K、p-Akt、N-cadherin、Vimentin表达量明显

降低,海马组织中BDNF、pERK、VGF、Bcl-2、E-cadherin表达量明显增高,差异有统计学意义(P<0.05)。结

论 特异性沉默miR-381-3p可能通过调节BDNF/pERK信号通路和PI3K/AKT信号通路的蛋白而调控神经

细胞凋亡、增殖、迁移、侵袭,改善抑郁症大鼠海马神经细胞生物学的异常行为。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

effects
 

of
 

silencing
 

miRNA-381-3p
 

on
 

the
 

biological
 

behavior
 

of
 

hip-
pocampal

 

neurons
 

in
 

depressed
 

rats.Methods A
 

total
 

of
 

30
 

SPF
 

SD
 

healthy
 

rats
 

were
 

selected,and
 

10
 

of
 

them
 

were
 

randowly
 

seleted
 

as
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

and
 

the
 

other
 

20
 

SD
 

healthy
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

model
 

group
 

and
 

the
 

silence
 

group.The
 

model
 

group
 

and
 

the
 

silent
 

group
 

were
 

injected
 

with
 

10
 

μL
 

LV-sponge
 

(in-
hibitor

 

carrier)
 

and
 

10
 

μL
 

miR-381-3p
 

lentivirus
 

suspension
 

(virus
 

titer
 

108
 

TU/mL)
 

into
 

the
 

brain
 

hippocam-
pus

 

under
 

the
 

sterile
 

environment.And
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

did
 

not
 

do
 

any
 

treatment.The
 

behavior,hipp-
ocampal

 

neuronal
 

cell
 

apoptosis,migration,and
 

invasion
 

of
 

3
 

groups
 

were
 

recorded.The
 

expression
 

of
 

brain-
derived

 

neurotrophic
 

factor/protein
 

kinaser-like
 

ER
 

kinase(BDNF/pERK),phosphoinositide
 

3-kinase/protein
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kinase
 

B
 

(PI3K/AKT)
 

signaling
 

pathway
 

proteins
 

in
 

hippocampus
 

was
 

recorded.Results Compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group,the
 

apoptosis
 

rate,migration
 

number,invasion
 

number,Bax,p-PI3K,p-Akt,N-cadherin
 

and
 

Vimentin
 

protein
 

expression
 

of
 

the
 

hippocampus
 

in
 

the
 

model
 

group
 

at
 

different
 

time
 

points
 

significantly
 

increased,and
 

BDNF,pERK,vascular
 

growth
 

factor(VGF),B-cell
 

lymphoma-2
 

(Bcl-2),E-cadherin
 

protein
 

ex-
pression

 

in
 

the
 

hippocampus
 

tissue
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

apoptosis
 

rate,migration
 

number,invasion
 

number,Bax,p-PI3K,p-Akt,N-cadherin
 

and
 

Vimentin
 

expression
 

of
 

the
 

hippocampus
 

in
 

the
 

silence
 

group
 

at
 

different
 

time
 

points
 

significantly
 

decreased,and
 

BDNF,pERK,
VGF,Bcl-2,E-cadherin

 

expression
 

in
 

the
 

hippocampus
 

tissue
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Conclu-
sion Specific

 

silencing
 

of
 

miR-381-3p
 

may
 

regulate
 

neuronal
 

cell
 

apoptosis,proliferation,migration
 

and
 

inva-
sion

 

by
 

modulating
 

the
 

proteins
 

of
 

BDNF/pERK
 

signaling
 

pathway
 

and
 

PI3K/AKT
 

signaling
 

pathway,and
 

improve
 

the
 

biological
 

behavior
 

of
 

hippocampal
 

neurons
 

in
 

depressed
 

rats
 

abnormal
 

behavior.
[Key

 

words] mir-381-3p;depression;hippocampal
 

neurons;cellular
 

biology

  抑郁症属于一种临床上较为常见的慢性神经性

疾病,此病发生后临床症状常表现为思维迟缓、情绪

低落及行为缺乏主动等,若此类患者症状长期得不到

改善,可能会影响患者生命健康[1]。但目前抑郁症的

药物治疗会对患者机体产生不同程度的毒副反应[2]。
因此从抑郁症的发病机制出发,寻找新的治疗靶点对

临床上抑郁症的治疗具有重要的意义。有研究表明,
miR-381-3p不仅调控肿瘤细胞的增殖过程,还对神经

干细胞的增殖分化过程进行调控[3-4]。上述研究提示

着miR-381-3p在细胞的生长过程中有着重要的作

用,但目前临床上对于 miR-381-3p与抑郁症神经细

胞生物学行为变化是否相关的研究较少,因此在本研

究中建立抑郁症模型大鼠,通过沉默 miR-381-3p的

表达,观察沉默 miR-381-3p对抑郁症大鼠海马神经

细胞生物学行为的影响。
1 材料与方法

1.1 材料

研究动物:选择30只SPF级SD健康大鼠,由基

尔顿生物科技(上海)有限公司提供。大鼠年龄5~10
周龄,平均(7.5±2.0)周龄,体质量220~245

 

g,平均

(232.5±10.0)g,饲养温度22~25
 

℃,室内湿度

35%~40%,饲养室定时进行紫外线照射消毒。统一

喂给标准饲料,自由活动,适应性饲养时间为1周。
本文研究所做实验均获得医院伦理委员会批准。
1.2 方法

1.2.1 慢病毒载体构建

miR-381-3p表达抑制的慢病毒载体构建及测定

大鼠 miR-381-3p的序列查找和设计由吉满生物科技

(上海)有限公司完成。重组的 LV-miR-381-3p和

LV-sponge(抑制载体)慢病毒表达载体由吉满生物科

技(上海)有限公司合成,并经测序进行验证。之后行

慢病毒滴度测定,制备完成后重组慢病毒在-80
 

℃下

保存。
1.2.2 建模及分组

10只健康大鼠作为空白对照组,其余大鼠参照

LIU等[5]研究实验中抑郁症模型建立方法建立抑郁

症大鼠模型,慢性不可预见温和应激(chronic
 

unpre-
dictable

 

mild
 

stress,CUMS)的9种刺激可随机排列,
但相同刺激不可连续出现,均连续刺激8周。将建模

成功的抑郁症大鼠随机分为2组,即模型组和沉默

组,每组各10只。模型组和沉默组大鼠分别在无菌

环境下注射10
 

μL
 

LV-sponge(抑制载体)和10
 

μL
 

miR-381-3p慢病毒悬液(病毒滴度为108
 

TU/mL)至
大脑海马区,空白对照组不做处理。
1.2.3 行为学

记录3组 大 鼠 的 行 为 学,包 括 行 动、饮 食、毛
发等。
1.2.4 切片及染色

每组随机选择5只大鼠,腹腔注射80
 

mg/kg
 

3.0%戊巴比妥,全身麻醉,取大鼠脑组织,并迅速分

离出海马组织,使用液氮进行快速冷冻后,在温度为

-70
 

℃的环境下保存,对3组大鼠的脑组织标本进行

苏木素-伊红(HE)染色处理,染色完成后使用光学显

微镜进行图像分析。
1.2.5 海马神经细胞采集

取每组剩余的5只大鼠,同1.2.4处理,分离出

海马组织,采用酶消化法采集大鼠海马神经细胞,加
入磷酸盐缓冲液(PBS)制备成单细胞悬液,调整细胞

数为1×106 个/mL。
1.2.6 细胞凋亡检测

使用流式细胞仪检测3组大鼠海马神经细胞凋

亡情况,将细胞进行传代处理,传代至5孔板中,将其

放置在5%
 

CO2、温度为37
 

℃的环境下进行培养,培
养24、48、72

 

h,并将0.25%的胰蛋白酶加入后进行消

化处理,之后进行离心处理,使用转速为2
 

000
 

r/min
离心机进行离心,离心时间为5

 

min,将离心处理后的

细胞收集,使用PBS洗涤,反复洗涤2次,每次洗涤

3
 

min,再次进行离心处理,离心处理后再次收集稀薄

细胞,将1
 

mL碘化丙啶(PI)染液加入,放置于常温环

境中1
 

h(避光),之后使用特异荧光进行标记,标记后

在鞘液包裹下高速流动,在流动期间发射光子,利用

发光信号测量仪检测光子数值,之后使用流式细胞仪
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对细胞凋亡情况进行检测。
1.2.7 细胞迁移、侵袭能力检测

采用细胞划痕实验检测3组大鼠海马神经细胞

迁移能力,采用Transwell小室检测细胞侵袭能力。
1.2.8 Western

 

blot
使用 Western

 

blot检测3组大鼠海马组织中脑

源性神经营养因子/蛋白激酶R样内质网激酶(BD-
NF/pERK)、磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶B(PI3K/
AKT)信号通路蛋白表达量,将采集到的标本研磨后

加入蛋白缓冲液,进行常规蛋白提取,采取BCA法进

行定量分析。50
 

μg的蛋白样品上样后行十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE),通过蛋白电

转到PVDF膜,使用5%的脱脂奶粉TBST中进行避

光封闭1
 

h,洗涤之后加入一抗稀释溶液(按照1∶
1

 

000比例进行稀释),在4
 

℃的环境中过夜保存,洗
涤后加入二抗稀释溶液(按照1∶5

 

000比例进行稀

释),在温床中孵育1
 

h后再次洗涤,加入电化学发光

试剂(ECL),曝光2~3次,取重叠值。使用软件分析

蛋白条带灰度值。内参蛋白是甘油醛-3-磷酸脱氢酶

(GAPDH)。
1.3 统计学处理

采用SPSS19.0统计软件包进行统计分析处理。
计量资料采用x±s描述,3组间比较采用单因素方

差分析,两两比较采用LSD-t检验,以P<0.05为差

异有统计学意义。
2 结  果

2.1 3组大鼠一般状态情况分析

空白对照组大鼠活力充沛,饮食正常,毛色明亮;
模型组大鼠精神萎靡,沉默寡欢,毛色较为暗淡,眼睛

无神,无任何饮食;沉默组大鼠精神略微萎靡,眼睛无

神,毛色略微暗淡,无进食。
2.2 3组大鼠海马组织病变HE染色

空白对照组细胞排列较为整齐,轮廓清晰、紧密,
核仁清晰,染色质均匀,胞浆透明。模型组大鼠细胞

密度低,排列稀疏、紊乱,锥体细胞层薄,可见有细胞

边缘模糊;沉默组大鼠锥体细胞层厚,细胞密度相对

较大,细胞排列较为紧凑、整齐,海马结构相对完整。
见图1。

2.3 3组大鼠海马神经细胞凋亡情况比较

模型组、沉默组各时间点海马神经细胞凋亡率高

于空白对照组,差异有统计学意义(P<0.05);沉默组

大鼠各时间点海马神经细胞凋亡率低于模型组,差异

有统计学意义(P<0.05)。见表1。
2.4 3组大鼠海马神经细胞迁移、侵袭情况比较

模型组、沉默组海马神经细胞迁移数、侵袭数高

于空白对照组,差异有统计学意义(P<0.05);沉默组

大鼠海马神经细胞迁移数、侵袭数低于模型组,差异

有统计学意义(P<0.05)。见表2、图2、图3。
2.5 3组大鼠海马组织中BDNF/pERK信号通路蛋

白表达量比较

模型组、沉默组海马组织中BDNF、pERK、血管

生长因子(VGF)、B淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)蛋白表达量

低于空白对照组,Bax蛋白表达量高于空白对照组,
差异有统计学意义(P<0.05);沉默组大鼠海马组织

中BDNF、pERK、VGF、Bcl-2蛋白表达量高于模型

组,Bax蛋白表达量低于模型组,差异有统计学意义

(P<0.05)。见表3、图4。
表1  4组大鼠海马神经细胞凋亡情况比较(x±s,%)

组别 24
 

h 48
 

h 72
 

h

空白对照组 5.12±0.24 5.28±0.57 5.32±0.39

模型组 28.65±3.24a 36.12±5.23a 46.24±6.12a

沉默组 16.25±2.12ab 14.23±1.01ab 10.24±0.98ab

F 276.186 263.152 388.241

P <0.01 <0.01 <0.01

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

表2  3组大鼠海马神经细胞迁移、侵袭情况

   比较(x±s,n=10)

组别 细胞迁移数(个) 细胞侵袭数(个)

空白对照组 16.25±1.02 15.23±1.35

模型组 368.29±10.24a 215.24±6.31a

沉默组 86.25±5.15ab 95.25±1.45ab

F 7
 

868.069 6
 

950.534

P <0.01 <0.01

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

表3  3组大鼠海马组织中BDNF/pERK信号通路蛋白表达水平比较(x±s,n=10)

组别 BDNF pERK VGF Bax Bcl-2

空白对照组 1.65±0.10 1.69±0.15 1.53±0.11 0.05±0.02 1.59±0.39

模型组 0.73±0.18a 0.68±0.11a 0.83±0.10a 0.32±0.05a 0.60±0.09a

沉默组 1.32±0.01ab 1.52±0.29ab 1.21±0.30ab 0.11±0.01ab 1.12±0.25ab

F 129.050 172.489 114.766 201.000 33.035

P <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。
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图1  3组大鼠脑组织病变(HE×200)

图2  3组大鼠海马神经细胞迁移图(×100)

图3  3组大鼠海马神经细胞侵袭图(×100)

  A:空白对照组;B:模型组;C:沉默组。

图4  3组大鼠海马组织中BDNF/pERK信号通路

蛋白 Western
 

blot检测

2.6 3组大鼠海马组织中PI3K/AKT信号通路蛋白

表达量比较

模型组、沉默组海马组织中p-PI3K、p-Akt、N-钙黏

蛋白(N-cadherin)、波形蛋白(Vimentin)表达量均高于

空白对照组,上皮型钙黏蛋白(E-cadherin)表达量低于

空白对照组,差异有统计学意义(P<0.05);沉默组大

鼠海马组织中p-PI3K、p-Akt、N-cadherin、Vimentin蛋

白表达量均低于模型组,E-cadherin蛋白表达量高于模

型组,差异有统计学意义(P<0.05)。见表4、图5。

  A:空白对照组;B:模型组;C:沉默组。

图5  3组大鼠海马组织中PI3K/AKT信号通路

蛋白 Western
 

blot检测
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表4  3组大鼠海马组织中PI3K/AKT信号通路蛋白表达量比较(x±s,n=10)

组别 p-PI3K p-Akt E-cadherin N-cadherin Vimentin

空白对照组 0.21±0.15 0.15±0.10 1.35±0.13 0.16±0.05 0.21±0.05

模型组 0.98±0.01a 0.87±0.09a 0.68±0.09a 0.79±0.09a 0.81±0.08a

沉默组 0.61±0.10ab 0.56±0.07ab 1.10±0.15ab 0.49±0.02ab 0.51±0.01ab

F 136.472
 

170.130
 

72.400
 

144.612
 

158.824
 

P <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

3 讨  论

抑郁症发生后的主要病理特征为内分泌系统紊

乱,当内分泌系统发生紊乱后会引发皮质醇水平升

高,进而引发神经细胞损伤。因此临床上认为保护神

经细胞免受损伤是抑郁症治疗的新方向。
miR-381-3p属于一种抑癌分子,具有调控细胞生

物学行为的作用[6]。有研究表明[7],通过上调 miR-
381-3p的表达靶向TMEM16A可抑制胃癌细胞的增

殖、侵袭。ZHANG 等[8]在研究中认为肝细胞癌中

miR-381-3p表达较低,当使其过表达后可通过对肝受

体同系物-1的靶向作用对肝细胞癌癌细胞增殖、侵袭

产生抑制作用。有学者认为[9],miR-381-3p可作为口

腔鳞状细胞抑制因子,通过靶向FGFR2来对癌细胞

的增殖过程进行抑制。但临床上对于 miR-381-3p在

肿瘤的低表达有不同的研究,miR-381-3p在胶质瘤、
骨肉瘤中为异常高表达,为肿瘤的启动分子[10-11]。雷

娜等[12]认为沉默miR-381-3p可减轻抑郁症大鼠海马

神经元皮质酮损伤,提高海马神经元的存活率。基于

上述报道,本研究制备抑郁症大鼠模型,采用 miR-
381-3p表达抑制的慢病毒载体构建沉默 miR-381-3p
的抑郁症大鼠,结果显示沉默 miR-381-3p的表达可

改善抑郁症大鼠的行为学,表现在改善抑郁症大鼠的

活力、饮食及毛色。进一步分析对海马神经细胞生物

学行为的影响,特异性沉默 miR-381-3p可促进抑郁

症大鼠海马神经的增殖,抑制凋亡、迁移、侵袭。
BDNF属于一种脑源性神经营养因子,主要在中

枢神经系统、外周神经系统中表达,具有神经修复、神
经再生的功能[13]。BDNF通过对有丝分裂原激活蛋

白激酶、酪氨酸激酶受体B之间的信号传导,来对抑

郁症患者的生理机构、海马神经功能进行调控[14]。细

胞外信号调节激酶属于有丝分裂原活化蛋白激酶家

族成员中的一个亚族,可分为多种亚型,如 ERK1、
ERK2、ERK3等,而ERK1、ERK2主要存在于脑组织

中,在临床上被统称为ERK1/2,属于有丝分裂原活化

蛋白激酶信号级联中较为重要的蛋白之一[15]。有研

究表明[16],ERK1/2含量的降低可促进抑郁症的发

生、发展,当ERK被磷酸化后会对细胞胞浆中的底

物、转录因子cAMP反应元件产生激活作用,使其与

CREB相结合,对细胞的增殖、凋亡过程进行调控,最
终促进BDNF的表达。VGF属于一种最早在PC12

细胞诱导基因产物中所发现的神经生长因子,且目前

研究表明[17],VGF主要是通过靶向BDNF来起到抗

抑郁的作用。本文研究结果显示,沉默 miR-381-3p
后可显著抑制抑郁症大鼠海马组织的BDNF/pERK
信号通路蛋白表达,上调BDNF、pERK、VGF、Bcl-2
蛋白,下调Bax,缓解抑郁症大鼠海马神经细胞凋亡进

程,促进增殖。
PI3K/AKT信号通路参与多种肿瘤细胞的生物

学过程,可对其迁移、侵袭过程进行调控[18]。AKT作

为PI3K所调控的下游靶基因,当PI3K发生磷酸化

作用后,会将存在于细胞质中的AKT转移至细胞膜

中,使其活化,之后活化后的 AKT会发生磷酸化反

应,传递生物学信号,最终参与肿瘤细胞的迁移、侵袭

过程[19]。而有研究认为,磷酸化的ATK除直接调控

转录因子外,还可作用于上皮间质转化过程,通过抑

制E-cadherin的表达,激活上皮间质转化过程,促进

细胞的迁移、侵袭[20]。本文研究结果显示,沉默 miR-
381-3p后可显著抑制抑郁症大鼠海马组织的PI3K/
AKT信号通路蛋白表达,下调p-PI3K、p-Akt、N-cad-
herin、Vimentin蛋白表达,上调 E-cadherin蛋白表

达,即激活PI3K/AKT通路,影响上皮间充质细胞转

化过程,调控抑郁症大鼠海马神经细胞 的 迁 移 与

侵袭。
但目前尚无对 miR-381-3p与PI3K/AKT信号

通路之间相互作用调控细胞迁移、侵袭的研究报道,
加之本研究是体外探索,因此本文的研究结果仍需后

续研究实验进一步证实。
综上所述,特异性沉默 miR-381-3p改善抑郁症

大鼠海马神经细胞生物学的异常行为,促进抑郁症大

鼠海马神经增殖,抑制凋亡、迁移、侵袭,其作用机制

可能与调控BDNF/pERK、PI3K/AKT信号通路的相

关蛋白表达有关。
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