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黄芪甲苷通过下调 ｍｉＲ３２７缓解缺氧对脑微血管内皮细胞凋亡及炎症
反应的影响

刘丹１，于广周２，宋景贵１
（１．驻马店市中心医院神经内三科，河南 驻马店４６３０００；２新乡医学院第二附属医院神经内科，河南 新

乡 ４５３０００）

摘要：目的　探讨黄芪甲苷对缺氧处理的脑微血管内皮细胞（ＢＭＥＣｓ）损伤的影响及分子机制。方法　体外培养
ＢＭＥＣｓ，将其分为对照组、模型组、低、中、高剂量黄芪甲苷组、高剂量黄芪甲苷 ＋ｍｉＲＮＣ、高剂量黄芪甲苷 ＋ｍｉＲ３２７；
四甲基偶氮唑盐比色法（ＭＴＴ）检测细胞活力；流式细胞术检测细胞凋亡；蛋白质印迹（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法检测蛋白表达；试
剂盒检测 ＢＭＥＣｓ损伤标志物，包括乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和谷胱甘肽过氧化物酶
（ＧＳＨＰｘ）；酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）检测白细胞介素６（ＩＬ６）、白细胞介素１β（ＩＬ１β）和肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）；
实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检测 ｍｉＲ３２７的表达水平。结果　与对照组比较，缺氧处理 ９ｈ与 １２ｈ处，ＢＭＥＣｓ存活
率显著降低（Ｐ＜００５）。与对照组相比，模型组细胞凋亡率显著升高，Ｂｃｌ２表达水平显著降低，Ｂａｘ表达水平显著升高
（Ｐ＜００５）；与模型组相比，低、中、高剂量黄芪甲苷组细胞凋亡率均显著降低，Ｂｃｌ２表达水平升高，Ｂａｘ表达水平降低，
且呈剂量依赖性（Ｐ＜００５）。与对照组相比，模型组 ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＩＬ６、ＩＬ１β和 ＴＮＦα表达水平显著升高，ＳＯＤ和 ＧＳＨ
Ｐｘ表达水平显著降低（Ｐ＜００５）；与模型组相比，低、中、高剂量黄芪甲苷组 ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＩＬ６、ＩＬ１β和 ＴＮＦα表达水平
显著降低，ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ表达水平显著升高，且呈剂量依赖性（Ｐ＜００５）。与对照组相比，模型组 ｍｉＲ３２７表达水平
显著升高（Ｐ＜００５）；与模型组相比，低、中、高剂量黄芪甲苷组 ｍｉＲ３２７表达水平显著降低，且呈剂量依赖性
（Ｐ＜００５）。过表达ｍｉＲ３２７逆转了黄芪甲苷对缺氧处理ＢＭＥＣｓ凋亡和炎症反应的影响。结论　黄芪甲苷可能通过下
调 ｍｉＲ３２７表达缓解缺氧对 ＢＭＥＣｓ凋亡及炎症反应的影响。
关键词：黄芪甲苷；ｍｉＲ３２７；凋亡；炎症反应
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　　缺血性脑卒中是最常见的脑血管疾病，具有发
病率高、发病快且迅速、死亡率高等特点，且其发病

率仍呈上升趋势［１３］。脑缺血损伤是缺血性脑卒中

的基本病理生理基础，其发病机制复杂，涉及能量衰

竭、酸中毒、线粒体损伤、氧化应激和炎症反应等，最

终导致细胞坏死或凋亡［４６］。低氧微环境参与多种

疾病的发病，并能够调控细胞增殖、分化、凋亡和血

管生成等过程［７］。缺氧在脑血管疾病中较为常见，

并造成脑损伤，尤其容易造成内皮细胞的损伤［８］。

中草药在脑卒中及其相关疾病的临床应用方面历史

悠久，黄芪在脑缺血的中医治疗中十分重要［９１０］。

黄芪甲苷是从黄芪中提取的一种有效成分，具有抗

炎、抗氧化、抗凋亡等作用［１１］。黄芪甲苷能显著减

轻缺血再灌注对大鼠神经功能的损伤，减少脑梗死

和神经元凋亡［１２］。黄芪甲苷可能用过调控凋亡相

关基因缓解缺糖缺氧／复糖复氧对大鼠脑微血管内
皮细胞及胶质细胞的损伤［１３］。但黄芪甲苷缓解脑

损伤的作用机制仍不清楚。微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是
一类长度仅为１８～２５ｂｐ的非编码 ＲＮＡ，其参与缺
血性脑损伤的发病机制，是中风的潜在治疗靶点。

研究报道，ｍｉＲ３２７在脑缺血再灌注期间表达上
调［１４］。然而黄芪甲苷对缺氧诱导的脑微血管内皮

细胞（ＢＭＥＣｓ）损伤的影响及其机制是否与 ｍｉＲ３２７
有关尚未完全明确。因此，本实验旨在研究黄芪甲

苷是否通过调控 ｍｉＲ３２７影响低氧诱导的 ＢＭＥＣｓ
损伤。

１　材料与方法
１１　材料

本研究经我院伦理委员会批准，并尽力减少对

动物的不适。雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（８～１０周，２０～２５
ｇ）购自ＳＬＲＣ实验室（中国上海）。大鼠 ＢＭＥＣｓ按
照Ｄｉｇｌｉｏ获取［１５］，原代 ＢＭＥＣｓ培养在含１０％胎牛
血清（ＦＢＳ）、７５μｇ·ｍＬ－１内皮细胞生长补充剂和
０５ｍｇ·ｍＬ－１肝素的 ＤＭＥＭ培养基中。当 ＢＭＥＣｓ

汇合率为９０％时传代，细胞在３７℃的５％ ＣＯ２培养
箱中保存。

１２　试剂
黄芪甲苷（纯度≥９８％）（南京石洲生物科技

有限公司）；ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清（美国 Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ公司）；ＭＴＴ试剂盒（上海晶抗生物工程有
限公司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒
（北京凯瑞基生物科技有限公司）；ＲＩＰＡ蛋白裂
解液、二辛可宁酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）试剂
盒（上海研谨生物科技有限公司）；ＬＤＨ、ＳＯＤ、
ＭＤＡ、ＧＳＨ－Ｐｘ检测试剂盒（南京建城生物工程
研究所）；ＥＬＩＳＡ试剂盒（北京天根生物技术公
司）；Ｔｒｉｚｏｌ试剂、反转录试剂盒、荧光定量试剂盒
（日本 Ｔａｋａｒａ公司）；ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ３２７（上海吉玛
制药技术有限公司）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（上海信
帆生物科技有限公司）。

１３　缺氧处理与分组
取第３代生长状态良好的 ＢＭＥＣｓ，细胞在氧含

量５％左右的培养箱中培养１２ｈ，记为模型组，对照
组氧含量正常。分别用浓度为 １０、２０、３０μｍｏｌ·
Ｌ－１黄芪甲苷和低氧处理 ＢＭＥＣｓ，记为低、中、高剂
量黄芪甲苷组。将ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ３２７转染至ＢＭＥＣｓ
后，用３０μｍｏｌ·Ｌ－１黄芪甲苷和低氧处理，记为高
剂量黄芪甲苷＋ｍｉＲＮＣ组、高剂量黄芪甲苷＋ｍｉＲ
３２７组。各组转染均按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂盒
说明进行。

１４　细胞增殖
将对照组缺氧处理 ３、６、９、１２ｈ的 ＢＭＥＣｓ

（２×每毫升１０５个）接种于９６孔板（每孔１００μＬ），
培养２４ｈ，加入 ＭＴＴ溶液（每孔２０μＬ），室温孵育
４ｈ，弃上清，加入ＤＭＳＯ（每孔１５０μＬ），室温振荡孵
育５ｍｉｎ，酶标仪检测４９０ｎｍ处的吸光度（ＯＤ值），
即代表细胞活性。

１５　ＡｎｎｅｘｉｎＶ检测细胞凋亡
按照 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ试剂盒说明检测各组
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ＢＭＥＣｓ凋亡率，收集各组细胞并用 ＰＢＳ漂洗２次，
结合缓冲液重悬后，加入ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ、碘化丙啶
（ＰＩ）各５μＬ，３７℃孵育１５ｍｉｎ后，用流式细胞仪检
测细胞凋亡。

１６　蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法检测蛋白表达
提取各组细胞总蛋白，用 ＢＣＡ试剂盒进行定

量。各组蛋白上样量６０μｇ，进行 ＳＤＳＰＡＧＥ后转
移至 ＰＶＤＦ上，用 ５％脱脂牛奶室温封闭，然后加
入一抗４℃孵育过夜，ＰＢＳ洗涤 ３次，加入二抗室
温孵育２ｈ，ＰＢＳ洗涤３次，暗室中曝光显影，定影，
用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件检测各组蛋白条带灰度值，以
目的条带和 ＧＡＰＤＨ条带的比值作为蛋白表达
水平。

１７　ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ的检测
取各组对数生长期的 ＢＭＥＣｓ接种于９６孔板，

接种密度为每毫升１×１０５个，每孔１００μＬ。孵育２４
ｈ后，细胞按“１３”项下所述进行分组。采用黄芪甲
苷（１０、２０、３０μｍｏｌ·Ｌ－１）和低氧处理１２ｈ，收集各
组上清液，上清液中 ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ的
水平按照试剂盒说明进行测定。

１８　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测 ＩＬ６、ＩＬ１β
和ＴＮＦα的表达

按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明检测 ＢＭＥＣｓ中 ＩＬ６、
ＩＬ１β和ＴＮＦα的表达水平。
１９　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）

提取各组 ＢＭＥＣｓ的总 ＲＮＡ，反转录成 ｃＤＮＡ，
按试剂盒说明进行ＰＣＲ，检测各组ｍｉＲ３２７的水平。
ｍｉＲ３２７ 上 游 引 物 序 列： ５′ＴＧＣＧＣＣＣＴＴ
ＧＡＧＧＧＧＣＡＴＧ３′，下 游 引 物 序 列：５′ＣＡＧＴＧ
ＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴ３′；Ｕ６上游引物序列：５′
ＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣ３′，下游引物序列：５′
ＡＡＡＴＡＴＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡ３′；引物由上海生工生
物工程公司合成。

１１０　统计学处理
采用ＳＰＳＳ２１０统计学软件分析数据，计量资料

以（珋ｘ±ｓ）表示且均符合正态分布，两组间比较采用
独立样本ｔ检验，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。

２　结　果
２１　缺氧对ＢＭＥＣｓ活力的影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，随着缺氧处理时间的增加，
ＢＭＥＣｓ存活率下降，且在缺氧处理９ｈ与１２ｈ处，
存活率显著降低（Ｐ＜００５）（表１）。

表１　缺氧对脑微血管内皮细胞（ＢＭＥＣｓ）存活率的影响．
ｎ＝９，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｙｐｏｘｉａｏｎｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｂｒａｉｎｍｉｃｒｏ
ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＢＭＥＣｓ）．ｎ＝９，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐｓ　　　　 Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００００±４１８
３ｈ ９６２９±３７３
６ｈ ８９１６±２６１
９ｈ ７９４５±２２１１）

１２ｈ ６７１７±１３６１）

Ｆ １９７１３

Ｐ ００００

注：与对照组相比，１）Ｐ＜００５

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２２　黄芪甲苷对缺氧处理ＢＭＥＣｓ凋亡的影响
与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ组细胞凋亡率显著升

高，Ｂｃｌ２表达水平显著降低，Ｂａｘ表达水平显著升
高（Ｐ＜００５）；与 Ｍｏｄｅｌ组相比，１０、２０、３０μｍｏｌ·
Ｌ－１黄芪甲苷组细胞凋亡率均显著降低，Ｂｃｌ２表达
水平升高，Ｂａｘ表达水平降低，且呈剂量依赖性
（Ｐ＜００５）（图１，表２）。
２３　黄芪甲苷对缺氧处理 ＢＭＥＣｓ中 ＬＤＨ、ＭＤＡ、
ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＩＬ６、ＩＬ１β和ＴＮＦα的影响

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ组 ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＩＬ６、
ＩＬ１β和ＴＮＦα表达水平显著升高，ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ
表达水平显著降低（Ｐ＜００５）；与 Ｍｏｄｅｌ组相比，
１０、２０、３０μｍｏｌ·Ｌ－１黄芪甲苷组 ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＩＬ６、
ＩＬ１β和ＴＮＦα表达水平显著降低，ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ
表达水平显著升高（Ｐ＜００５）（表３）。
２４　黄芪甲苷对缺氧处理 ＢＭＥＣｓ中 ｍｉＲ３２７的
影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ组 ｍｉＲ３２７表达水平
显著升高（Ｐ＜００５）；与 Ｍｏｄｅｌ组相比，１０、２０、
３０μｍｏｌ·Ｌ－１黄芪甲苷组ｍｉＲ３２７表达水平显著降
低 （Ｐ＜００５）（表４）。
２５　过表达 ｍｉＲ３２７逆转了黄芪甲苷对缺氧处理
ＢＭＥＣｓ凋亡的影响

与３０μｍｏｌ·Ｌ－１＋ｍｉＲＮＣ组相比，３０μｍｏｌ·
Ｌ－１＋ｍｉＲ３２７组的 ｍｉＲ３２７表达水平和细胞凋亡
率显著升高，Ｂｃｌ２表达水平显著降低，Ｂａｘ表达水
平显著升高（Ｐ＜００５）（图２，表５）。
２６　过表达 ｍｉＲ３２７逆转了黄芪甲苷对缺氧处理
ＢＭＥＣｓ中 ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＩＬ６、ＩＬ１β和
ＴＮＦα的影响

与３０μｍｏｌ·Ｌ－１＋ｍｉＲＮＣ组相比，３０μｍｏｌ·
Ｌ－１＋ｍｉＲ３２７组 ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＩＬ６、ＩＬ１β和 ＴＮＦα
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图１　黄芪甲苷对缺氧处理ＢＭＥＣｓ凋亡的影响
Ａ－细胞凋亡流式图；Ｂ－细胞凋亡相关蛋白表达

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ ｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＢＭＥＣｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｈｙｐｏｘｉａ
Ａ－ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｂ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

表２　黄芪甲苷对缺氧处理ＢＭＥＣｓ凋亡的影响．ｎ＝９，珋ｘ±ｓ

Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ ｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＢＭＥＣｓｔｒｅａ

ｔｅｄｗｉｔｈｈｙｐｏｘｉａ．ｎ＝９，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐｓ　　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ／％ Ｂｃｌ２ Ｂａｘ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ３６６±０３３ ０８５±００６ ０１９±００１

Ｍｏｄｅｌ ３８８９±２４７１） ０２５±００１１） ０７９±００３１）

１０μｍｏｌ·Ｌ－１ ２９５３±２１６２） ０３９±００２２） ０６６±００３２）

２０μｍｏｌ·Ｌ－１ １９２６±１９４２） ０５８±００４２） ０５１±００４２）

３０μｍｏｌ·Ｌ－１ ５４６±０６４２） ０７８±００５２） ０２８±００３２）

Ｆ ７６７６９ ４０３４６ ６９８５７

Ｐ ００００ ００００ ００００

注：与对照组相比，１）Ｐ＜００５；与模型组相比，２）Ｐ＜００５

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

表达水平显著升高，ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ表达水平显著
降低（Ｐ＜００５）（表６）。

３　讨　论
ＢＭＥＣｓ是一层由连接和锚定依赖的细胞组成

的薄层，其功能受化学、物理和机械刺激的影响［１６］。

ＢＭＥＣｓ功能障碍可引发脑组织损伤，例如中风、创
伤性脑损伤和神经退行性疾病，这些损伤通过反馈

回路加剧 ＢＭＥＣｓ功能障碍［１７１８］。乳酸脱氢酶

（ＬＤＨ）广泛分布于神经元和胶质细胞中，脑内含量

丰富，在脑缺血损伤时，ＬＤＨ释放到血液中，从而增
加乳酸的积累［１９］。丙二醛（ＭＤＡ）是多不饱和脂肪
酸脂质过氧化的主要产物，常用来衡量氧化应激水

平［２０］。超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和谷胱甘肽过氧化
物酶（ＧＳＨＰｘ）是有效的天然抗氧化酶，可通过清除
细胞内活性氧来发挥生物保护作用，ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ
活性的增加可缓解脑缺血所造成的氧化应激损

伤［２１２２］。ＩＬ６、ＩＬ１β和ＴＮＦα等是脑损伤加重过程
中重要的炎性细胞因子标志物。黄芪甲苷通过调控

ＳＯＤ活性、ＬＤＨ和ＭＤＡ水平缓解ＬＰＳ诱导的ＭＬＥ
１２细胞损伤，发挥其对急性呼吸窘迫综合征的治疗
作用［２３］。黄芪甲苷预处理提高了细胞存活率、

ＳＯＤ、ＣＡＴ、和ＧＳＨＰｘ活性，降低了 ＭＤＡ水平和凋
亡率，缓解了 Ｈ２Ｏ２诱导的小肠上皮细胞损伤

［２４］。

与上述抗炎结果一致，本研究发现黄芪甲苷以剂量

依赖方式降低缺氧所致的ＢＭＥＣｓ凋亡和炎症反应，
显著降低 Ｂａｘ、ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＩＬ６、ＩＬ１β和 ＴＮＦα水
平，显著提高Ｂｃｌ２、ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ水平，与功能分
析结果相一致，这表明，黄芪甲苷可降低缺氧所致的

ＢＭＥＣｓ损伤，具有具有抗炎、抗氧化、抗凋亡等
作用。

近年来，多项研究证实黄芪甲苷通过调控 ｍｉＲ
表达缓解各种细胞损伤。如黄芪甲苷通过 ｍｉＲ２１０
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　　　　　表３　黄芪甲苷对缺氧处理ＢＭＥＣｓ中ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＩＬ６、ＩＬ１β和ＴＮＦα表达的影响．ｎ＝９，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅＩＶｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＬＤＨ，ＭＤＡ，ＳＯＤ，ＧＳＨＰｘ，ＩＬ６，ＩＬ１βａｎｄＴＮＦαｉｎｈｙｐｏｘｉｃｔｒｅａｔｅｄＢＭＥＣｓ．
ｎ＝９，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎＬＤＨ

／Ｕ·ｇ－１
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎＭＤＡ

／ｎｍｏｌ·ｍｇ－１
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎＳＯＤ

／Ｕ·ｍｇ－１
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎＧＳＨＰｘ

／Ｕ·ｍｇ－１
ρ（ＩＬ６）

／ｐｇ·ｍＬ－１
ρ（ＩＬ１β）

／ｐｇ·ｍＬ－１
ρ（ＴＮＦα）

／ｐｇ·ｍＬ－１

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８７８５±４２２ ０５５±００３ ５２６６±２９６ １１２７４±４７４ ３１８３±２５３ ４９３７±２８６ ９６４１±３７５

Ｍｏｄｅｌ ２８９７２±１２３７１） １７９±００７１） １９２７±１３０１） ５８１１±１８１１） １２７７５±６３４１） １４５３６±６８１１） ２２３１２±８９７１）

１０μｍｏｌ·Ｌ－１ ２６５１７±８２６２） １５２±００５２） ２５６５±１５８２） ６８８６±２２３２） １０９４６±３６６２） １２１８１±３７５２） １８６８７±７４５２）

２０μｍｏｌ·Ｌ－１ ２０５４６±６９８２） １１３±００６２） ３９１２±２１８２） ８５３５±２８４２） ８６３５±３７１２） ９８１５±４３７２） １５３５６±４６７２）

３０μｍｏｌ·Ｌ－１ １０３３７±６１２２） ０６９±００５２） ４５５１±２７３２） ９７３１±３５０２） ５２７３±２３９２） ６２９６±２７６２） １１３３１±４６１２）

Ｆ １６１４９３ １０２７９７ ３７８７７ ４６６５３ ９８０７７ ８３４５４ ７００７６

Ｐ ００００ ００００ ００００ ００００ ００００ ００００ ００００

注：与对照组相比，１）Ｐ＜００５；与模型组相比，２）Ｐ＜００５

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

表４　黄芪甲苷对缺氧处理ＢＭＥＣｓ中ｍｉＲ３２７的影响．ｎ＝
９，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ ｏｎｍｉＲ３２７ｉｎｈｙｐｏｘｉｃｔｒｅａ
ｔｅｄＢＭＥＣｓ．ｎ＝９，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐｓ　　　　 ｍｉＲ３２７

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０１±００６

Ｍｏｄｅｌ ３１８±０１６１）

１０μｍｏｌ·Ｌ－１ ２６３±０１１２）

２０μｍｏｌ·Ｌ－１ １９７±０１２２）

３０μｍｏｌ·Ｌ－１ １３１±００９２）

Ｆ ６５７７６

Ｐ ００００

注：与对照组相比，１）Ｐ＜００５；与模型组相比，２）Ｐ＜００５

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

图２　过表达 ｍｉＲ３２７逆转了黄芪甲苷对缺氧处理 ＢＭＥＣｓ
凋亡的影响

Ａ细胞凋亡流式图；Ｂ细胞凋亡相关蛋白表达

Ｆｉｇ２　ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ３２７ｒｅｖｅｒｓｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｓｔｒａ
ｇａｌｏｓｉｄｅⅣ ｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｙｐｏｘｉｃｔｒｅａｔｅｄＢＭＥＣｓ
Ａ－ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｂ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

表５　过表达 ｍｉＲ３２７逆转了黄芪甲苷对缺氧处理 ＢＭＥＣｓ
凋亡的影响．ｎ＝９，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ５　ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ３２７ｒｅｖｅｒｓｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｓｔｒａ
ｇａｌｏｓｉｄｅⅣ ｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｙｐｏｘｉｃｔｒｅａｔｅｄＢＭＥＣｓ．ｎ＝９，

珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐｓ　　 ｍｉＲ３２７ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ／％ Ｂｃｌ２ Ｂａｘ

３０μｍｏｌ·Ｌ－１＋ｍｉＲＮＣ １０２±００５ ６７３±０４２ ０７８±００４ ０２９±００１

３０μｍｏｌ·Ｌ－１＋ｍｉＲ３２７２４９±０１２１）２７１６±１７６１） ０４６±００３１）０５８±００２１）

ｔ １１６７８ １１３２２ ６５４８ １５０９２

Ｐ ００００ ００００ ０００３ ００００

注：与３０μｍｏｌ·Ｌ－１＋ｍｉＲＮＣ组比较，１）Ｐ＜００５

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ３０μｍｏｌ·Ｌ－１＋ｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐ

激活 ＨＩＦ／ＶＥＧＦ／Ｎｏｔｃｈ信号通路来缩小梗死面积
和促进细胞增殖和导管形成，以缓解缺血性脑损

伤［２５］。黄芪甲苷通过抑制 ｍｉＲ１２４表达来减轻
缺氧诱导的 ＰＣ１２细胞损伤［２６］。黄芪甲苷通过

下调 ｍｉＲ２３ａ和 ｍｉＲ９２ａ表达缓解缺氧诱导对大
鼠心肌细胞的损伤［２７］。本研究发现，模型组中

ｍｉＲ３２７水平显著升高，而黄芪甲苷处理可显著
降低 ｍｉＲ３２７水平，提示黄芪甲苷可能通过调控
ｍｉＲ３２７表达在缺血性脑卒中中发挥抗炎、抗氧
化、抗凋亡等作用。此外，上调 ｍｉＲ３２７表达显
著降低黄芪甲苷对细胞凋亡和炎症反应的影响，

这进一步说明，上调 ｍｉＲ３２７可能是黄芪甲苷在
缺血性脑卒中中发挥抗炎、抗氧化、抗凋亡等作

用的重要途径。

综上，黄芪甲苷可能通过下调 ｍｉＲ３２７表达缓
解缺氧所致的ＢＭＥＣｓ凋亡和炎症反应，这丰富了中
药化合物与 ｍｉＲ之间的调控关系，有助于了解缺血
性脑卒中细胞损伤的病理过程，为黄芪甲苷治疗缺

血性脑卒中提供理论依据。
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表６　过表达ｍｉＲ３２７逆转了黄芪甲苷对缺氧处理ＢＭＥＣｓ中ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＩＬ６、ＩＬ１β和ＴＮＦα的影响．ｎ＝９，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ６　ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ３２７ｒｅｖｅｒｓｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ ｏｎＬＤＨ，ＭＤＡ，ＳＯＤ，ＧＳＨＰｘ，ＩＬ６，ＩＬ１βａｎｄＴＮＦα
ｉｎｈｙｐｏｘｉｃｔｒｅａｔｅｄＢＭＥＣｓ．ｎ＝９，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　　
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ＬＤＨ／Ｕ·ｇ－１
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ＭＤＡ／ｎｍｏｌ·ｍｇ－１
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ＳＯＤ／Ｕ·ｍｇ－１
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ＧＳＨＰｘ／Ｕ·ｍｇ－１
ρ（ＩＬ６）

／ｐｇ·ｍＬ－１
ρ（ＩＬ１β）

／ｐｇ·ｍＬ－１
ρ（ＴＮＦα）

／ｐｇ·ｍＬ－１

３０μｍｏｌ·Ｌ－１＋ｍｉＲＮＣ １０８６８±４６４ ０７３±００４ ４８２５±１２２ ９５３９±２３４ ４５２９±２１０ ５５８９±３１１ １１３７８±４２５

３０μｍｏｌ·Ｌ－１＋ｍｉＲ３２７ ２４５５８±８４２１） １３９±００５１） ３３１１±０６９１） ７４２５±１０７１） ９７１２±３８５１） １０９４７±４５０１） １７５２３±５２６１）

ｔ １４２３６ １０９５７ １０８２２ ８２２１ １１８１９ ９７９７ ９０８１

Ｐ ００００ ００００ ００００ ０００１ ００００ ０００１ ０００１

注：与３０μｍｏｌ·Ｌ－１＋ｍｉＲＮＣ组比较，１）Ｐ＜００５

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ３０μｍｏｌ·Ｌ－１＋ｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐ

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
［１］　ＲＡＮＤＯＬＰＨＳＡ．Ｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅ［Ｊ］．ＷｏｒｋｐｌａｃｅＨｅａｌｔｈＳａｆ，

２０１６，６４（９）：４４４．
［２］　ＳＴＡＣＫＣＡ，ＣＯＬＥＪＷ．Ｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅｉｎｙｏｕｎｇａｄｕｌｔｓ［Ｊ］．

ＣｕｒｒＯｐｉｎＣａｒｄｉｏｌ，２０１８，３３（６）：５９４６０４．
［３］　ＣＡＢＲＡＬＮＬ，ＮＡＧＥＬＶ，ＣＯＮＦＯＲＴＯＡＢ，ｅｔａｌ．Ｆｉｖｅｙｅａｒ

ｓｕｒｖｉｖａｌ，ｄｉｓａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅａｆｔｅｒｆｉｒｓｔｅｖｅｒｓｔｒｏｋｅｉｎａ
ｍｉｄｄｌｅｉｎｃｏｍｅｃｏｕｎｔｒｙ：ａｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｂａｓｅｄｓｔｕｄｙｉｎＪｏｉｎｖｉｌｅ，
Ｂｒａｚｉｌ［Ｊ］．ＩｎｔＪＳｔｒｏｋｅ，２０１８，１３（７）：７２５７３３．

［４］　ＣＡＲＥＬＬＩＶ，ＣＨＡＮＤＣＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ：ｉｍｐａｃｔｉｎｇｃｅｎ
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