
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.19 Oct.2021

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2021.19.017

miRNA-125a在脑卒中的作用及其机制研究 *
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摘要目的：探究 miR-125a在脑卒中的作用及其分子机制，为 miR-125a在脑缺血治疗中的应用提供理论基础。方法：收集正常和

脑卒中患者的血浆，Realtime PCR检测 miR-125a的表达水平，ROC曲线分析敏感性和特异性。Person相关性分析 miR-125a表达

水平与患者 NIHSS评分和脑梗死体积的相关性。Realtime PCR检测MCAO模型大鼠脑皮质和血浆中 miR-125a表达水平，并进

行相关性分析。9.4T磁共振测量MCAO模型大鼠脑梗死体积。Realtime PCR和Western Blot法检测 AQP4 mRNA和蛋白的表达

水平。结果：研究一共收集到 70例正常和 50例缺血性脑卒中患者的血浆样本，两组在性别（掊2 = 1.469，P = 0.225）和年龄（Z = -0.
208，P = 0.835）上无差异。缺血性脑卒中患者血浆中 miR-125a表达水平高于正常组（Z = -7.01，P = 0.000）。预后良好患者血浆中
miR-125a表达水平低于预后不良患者（Z = -2.183，P = 0.029）。血浆中 miR-125a表达水平在区分正常者和缺血性脑卒中患者的敏

感性和特异性较好（ROC = 0.876，P = 0.000）。血浆中 miR-125a表达水平与患者 NIHSS评分正相关（r = 0.303，P = 0.032），和脑梗
死体积正相关性（r = 0.399，P = 0.004）。MCAO大鼠脑皮质中 miR-125a表达水平升高（t = 8.918，P = 0.000），血浆中 miR-125a表

达水平升高（t = 4.928，P = 0.000），脑皮质与血浆中 miR-125a表达水平呈正相关（r = 0.823，P = 0.044）。第 3天时，sh-miR-125a组

脑梗死体积小于 NC组。sh-miR-125a组 AQP4 mRNA和蛋白表达水平小于 NC组。结论：血浆中 miR-125a表达水平在区分正常

和脑卒中患者具有较好的敏感性和特异性，抑制 miR-125a表达会通过降低 AQP4的表达，减少脑梗死体积，为 miR-125a在诊断

和治疗脑缺血中的应用提供了理论基础。
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The Role and Mechanism of miRNA-125a in Stroke*

To explore the role and mechanism of miR-125a in stroke, and provide a theoretical basis for the

application of miR-125a in the treatment of cerebral ischemia. Collected the plasma of normal and stroke patients, detected the

expression of miR-125a by Realtime PCR, and analyze the sensitivity and specificity of ROC curve. Person correlation analyze the

correlation between the miR-125a level and patient's NIHSS score, and cerebral infarction volume. Realtime PCR detected the expression

of miR-125a in the cerebral cortex and plasma of MCAO model rats, and analyze the correlation. 9.4T magnetic resonance measurement

of cerebral infarction volume in MCAO model rats. Realtime PCR and Western Blot methods were used to detect the expression of AQP4

mRNA and protein. 70 normal and 50 ischemic stroke patients' plasma samples were collected in this study. There was no

difference in gender (掊2 = 1.469, P = 0.225) and age (Z = -0.208, P = 0.835) in the two groups. The expression of miR-125a in the plasma
of ischemic stroke patients was higher than that in the normal group (Z = -7.01, P = 0.000). The expression of miR-125a in the plasma of
patients with good prognosis was lower than that of patients with poor prognosis (Z = -2.183, P = 0.029). The expression of miR-125a in
plasma has good sensitivity and specificity in distinguishing normal patients from ischemic stroke patients (ROC = 0.876, P = 0.000). The
expression of miR-125a in plasma was positively correlated with the patient's NIHSS score (r = 0.303, P = 0.032), and positively

correlated with cerebral infarction volume (r = 0.399, P = 0.004). The expression of miR-125a in the cerebral cortex of MCAO rats

increased (t = 8.918, P = 0.000), the expression level of miR-125a in the plasma increased (t = 4.928, P = 0.000), and the level of

miR-125a in the cerebral cortex and plasma was increased and they were positively correlated (r = 0.823, P = 0.044). On the 3rd day, the
cerebral infarction volume of the miR-125a knockdown group was smaller than the blank control group. The mRNA and protein

expression of AQP4 in the miR-125a knockdown group were lower than the blank control group. The expression of

miR-125a in plasma has good sensitivity and specificity in distinguishing between normal and stroke patients. Inhibition of miR-125a

expression will reduce the expression of AQP4 and the volume of cerebral infarction, which provides a theoretical basis for miR-125a in

diagnosis and treatment of cerebral ischemia.
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前言

MicroRNA（miRNA）是长度约 22个核苷酸的单链非编码

RNA分子，miRNA可以与 mRNA通过碱基配对方式形成不稳

定的复合体，抑制 mRNA的功能，从而调节蛋白表达[1，2]。研究

表明，脑梗死患者中 miRNA表达往往发生异常改变，miRNA

不但在预防脑缺血中起着重要作用，同时也影响脑缺血的预

后，部分miRNA已经被证实可以作为指示血管病变的标志物[3，4]。

研究发现，心脏栓塞患者血清中 miR-125a表达水平高于正常

的对照受试者，并且在中风后，心脏栓塞患者血清中 miR-125a

表达水平高于中风前[5]。脑缺血时血脑屏障通透性的增加往往

会引起水通道蛋白 4（aquaporin-4，AQP4）表达异常，从而影响

下游细胞信号通路[6，7]。目前尚未有人研究 miR-125a在调控脑

缺血中的作用，以及其对 AQP4表达的影响。

1 材料与方法

1.1 患者收集标准

收集 2018年 6月以来在哈尔滨医科大学附属第四医院进

行就医的急性缺血性卒中患者血浆样本，同时收集正常受试者

的血浆样本作为对照。急性缺血性卒中是由神经学家根据检查

和放射诊断做出的确诊。排除标准包括：复发性中风、颅内肿

瘤、多发性创伤、血浆系统疾病、肾或肝功能衰竭，急性感染和

其他影响血象的疾病。神经科医生根据美国国立卫生研究院的

中风尺度评分和改良 Rankin分数评估卒中发作后 3个月的严

重程度和预后。Rankin 分数 <2 分评定为预后好，Rankin 分

数≥ 2分评定为预后差[8]。实验中收集的所有样本，患者本人均

知情，并签署了患者知情同意书，本实验也得到了医学伦理委

员会的批准。

1.2 血浆 RNA提取

收集卒中后 72小时内的患者血液样本 4 mL，装入含有乙

二胺四乙酸（EDTA）的试管中，在 4℃下离心 10min（1500 rpm），

收集到的血浆用于 RNA提取。总 RNA提取使用 Trizol试剂

（Invitrogen），之后使用 Nanodrop 测量 RNA 的纯度和浓度，

cDNA合成试剂盒（Roche）把 RNA逆转录成 cDNA，所有的步

骤均按照说明书进行。最后用 SYBR Green染料进行相对定量

检测，反应使用两步法进行：50 ℃ 2 min，95 ℃ 10 min；95℃

10 s，60℃ 15 s，72℃ 10 s，重复 45个循环。以 U6的表达作为

内参，2-△ △ Ct法计算相对表达水平。引物序列如下：

miR-125a-5p逆转录引物：GTCGTATCCAGTGCAGGGTC

CGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCACAG；

miR-125a-5p 上游 引物 ：CGCCGTCCCTGAGACCCTT-

TAAC；

miR-125a-5p下游引物：ATCCAGTGCAGGGTCCGAGG；

U6上游引物：CTCGCTTCGGCAGCACA；

U6下游引物：AACGCTTCACGAATTTGCGT。

1.3 动物建模

选择清洁级月龄 3-4个月健康雄性 Wistar大鼠 24只，体

重 250 g - 300 g，由上海西普尔必凯实验动物有限公司提供，许

可证号：SCXK（沪）2008-0016。大鼠的饲养环境为湿度 45 -65%，

温度 22 - 25℃，经 1周适应性饲养后开始实验。随机数字法把

大鼠分为注射干扰 miR-125a表达慢病毒组（sh-miR-125a组）

12只，注射空载体慢病毒组（NC组）12只。注射慢病毒后 14天

制作大脑中动脉闭塞（MCAO）模型，MCAO大鼠模型制备参

照 Zea Longa方法进行[9]。

1.4 动物血浆和脑样本 RNA提取

在建模后的第 1天和第 3天分别对实验大鼠进行安乐死，

取大鼠脑皮质组织和血浆，用 Trizol试剂提取 RNA。把大鼠脑

皮质组织剪碎成尽量小的组织块，之后加入适量 Trizol试剂用

组织研磨机充分的研碎，按照说明书步骤提取 RNA。动物血浆

RNA提取参照人血浆样本 RNA提取步骤。SYBR Green染料

进行相对定量分析，以 GAPDH的表达作为内参。引物序列如

下：AQP4上游引物：GCCAGCTGTGATTCCAAACG；AQP4下

游引物：ACTGCAGGTCCAAAGGATCG；GAPDH 上游引物：

AAGAAGGTGGTGAAGCAGGC；GAPDH 下游引物：TCCAC-

CACCCAGTTGCTGTA。

1.5 AQP4蛋白表达检测

采用Western Blot法检测大鼠脑皮质中 AQP4的表达。按

照 100 mg脑皮质组织加入 1 mL RIPA细胞裂解液的比例加入

RIPA，用组织研磨机充分的把组织研碎，12,000 rpm 离心

15 min后提取总蛋白，SDS-PAGE凝胶进行电泳，湿转法将蛋

白转印至硝酸纤维素膜上，5%脱脂奶粉室温封闭 2 h后，使用

TBS-T洗膜，抗 AQP4（Cell Signaling，1：1000）和 GAPDH（Cell

Signaling，1：5000）蛋白抗体 4℃孵育过夜。使用 TBS-T洗膜，

最后加入辣根过氧化物酶标记的二抗（中杉金桥，1：5000）室温

孵育 2 h。TBS-T洗膜后，用 ECL化学发光试剂显影，Image Lab

软件（Bio-Rad）拍摄图片。

1.6 脑梗死体积测定

MRI数据是在垂直的 9.4T磁共振（布鲁克）上获取的。使

用优化的参数获取三维梯度回波，二维多层自旋回波和 T2序

列，以实现解剖学细节以及高 T1和 T2 / T2*对比度。成像参数

根据 Stuart等研究设置[10]。之后使用MRI断面的 T1图，并将

T2*图像与同一坐标系配准用于感兴趣区域分析，分别于不同

层面圈脑梗死的区域，之后由软件计算出脑梗死的体积。

1.7 统计学分析

采用 SPSS24.0软件进行统计分析。对于符合正态分布的

计量数据采用均数依标准差（x依s）表示，使用 t检验进行统计分

析；对于不符合正态分布的计量数据采用中位数（四分位间

距）表示，使用 Mann-Whitney检验进行统计分析；对于重复测

量的样本，采用重复测量方差分析。计数资料使用 掊2检验行统

计分析。ROC曲线分析指标的灵敏度和特异度，Pearson相关

性分析进行两两指标的相关性分析。以 P < 0.05为差异具有

统计学意义。

Stroke; miR-125a; Aquaporin 4
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图 2 MCAO大鼠脑皮质和血浆中 miR-125a表达水平和相关性分析

Fig. 2 The expression and correlation analysis of miR-125a in MCAO rats brain tissue and blood

Note: ***P<0.001 compared with sham group.

图 1人血浆中 miR-125a表达水平和相关性分析

Fig. 1 The expression and correlation analysis of miR-125a in human

blood

Note: *P<0.05, compared with goog group, ***P<0.001, compared with
control group.

2 结果

2.1 患者一般特征

本研究一共收集到 70例正常和 50例缺血性脑卒中患者

的血浆样本。正常组的年龄为 49（39.75-56）岁，脑卒中患者的

平均年龄为 50（37.75-61）岁，经秩和检验，Z = -0.208，P =

0.835。正常组中男 /女比为 46/24，脑卒中患者中男 /女比为

38/12，经卡方检验，掊2 = 1.469，P = 0.225。经 Rankin分数评估，

50例脑卒中患者中预后良好的有 22例，预后不良的有 28例。

2.2 miR-125a在缺血性脑卒中患者中的表达及相关性分析

缺血性脑卒中患者血浆中 miR-125a表达水平高于正常者

（1.85（1.4-2.5）VS 0.85（0.4-1.3）），经秩和检验，Z = -7.01，P =

0.000，差异具有统计学意义（图 1A）。预后良好患者血浆中

miR-125a表达水平低于预后不良患者（1.6（1.275-2）VS 2.3

（1.45-2.6）），经秩和检验，Z = -2.183，P = 0.029，差异具有统计

学意义（图 1B）。血浆中 miR-125a表达水平在区分正常者和缺

血性脑卒中患者的敏感性和特异性较好，经 ROC曲线分析，

ROC = 0.876，P = 0.000（图 1C）。血浆中 miR-125a表达水平与

患者 NIHSS评分正相关，经 Pearson相关性分析，r = 0.303，P =
0.032（图 1D），血浆中 miR-125a表达水平和脑梗死体积正相

关，经 Pearson相关性分析，r = 0.399，P = 0.004（图 1E）。

2.3 MCAO模型大鼠脑皮质和血浆中 miR-125a的表达

与正常组相比，MCAO大鼠脑皮质中 miR-125a表达水平

升高（4.6 依 1.03 VS 0.97 依 0.13），经 t检验分析，t = 8.918，P =
0.000，差异具有统计学意义。（图 2A），血浆中 miR-125a表达

水平升高（2.1 依 0.52 VS 0.99 依 0.17），经 t检验分析，t = 4.928，

P = 0.000，差异具有统计学意义（图 2B）。脑皮质中 miR-125a

表达水平与血浆中 miR-125a表达水平呈正相关，经 Pearson相

关性分析，r = 0.823，P = 0.044（图 1D）。

2.4 敲减 miR-125a减少了MCAO大鼠脑梗死体积

与 NC组相比，sh-miR-125a组脑皮质中 miR-125a表达水

平降低（0.51 依 0.17 VS 1.06 依 0.27），经 t检验分析，t = 3.013，P
= 0.039，差异具有统计学意义（图 3A）。MR检查结果进行比

较，采用重复测量数据的方差分析，sh-miR-125a组和 NC组的

脑梗死体积有差别 （F = 15.71，P = 0.000），第 3 天时，

sh-miR-125a组脑梗死体积小于 NC组（图 3B，C）。

2.5 敲减 miR-125a抑制 AQP4表达

NC组与 sh-miR-125a组脑梗死后第 1天和第 3天 AQP4

mRNA表达水平比较，采用重复测量数据的方差分析。不同时

间点间的 AQP4 mRNA 表达有差别（F = 8.258，P = 0.009）。

sh-miR-125a 组和 NC 组的 AQP4 mRNA 表达有差别（F =

5.959，P = 0.024），第 3天时，sh-miR-125a组 AQP4 mRNA表达

水平小于 NC组。NC组与 sh-miR-125a组脑梗死后第 1天和

第 3天 AQP4蛋白表达水平比较，采用重复测量数据的方差分

析。不同时间点间的 AQP4 蛋白表达有差别（F = 16.69，P =

0.000）。sh-miR-125a组和 NC组的 AQP4蛋白表达有差别（F =

5.004，P = 0.037）（图 4B，C）。

3 讨论

脑梗死是严重威胁人类健康的疾病之一，血管内溶栓是目

前治疗脑梗死重要的手段，但如果不能在缺血后 6h内及时治
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图 4 AQP4表达水平检测

Fig. 4 The expression of AQP4 in MCAO rats

Note: *P<0.05, compared with NC group.

图 3 MCAO大鼠脑梗死体积测定

Fig. 3 Determination of infarct volume in MCAO rats

Note: *P<0.05, **P<0.01 compared with NC group.

疗，溶栓则会因再灌注损伤导致脑出血以及致命性的脑水

肿 [11，12]。miRNA在脑和脊髓的发育形成过程中起着重要的作

用[13]。多种 miRNA与脑缺血的前期病变密切相关[13，14]。miRNA

不但在预防脑缺血中起着重要作用，同时也影响脑缺血的预

后。一项 RNA测序研究显示，miR-125a-5p与急性缺血性卒中

相关[15]。我们研究发现，脑卒中患者中 miR-125a表达水平高于

正常的对照组，进一步的明确 miR-125a在急性缺血性卒中患

者血浆中的表达情况。

由于后循环梗死，在中枢性眩晕患者的血清中

miR-125a-5p表达水平明显高于周围性眩晕，在后循环梗死患

者中，第 90天时血清 miR-125a-5p的水平显著降低[16]。这些研

究表明，miR-125a-5p的升高均发生在缺血性卒中的急性期，这

与我们的研究结果一致。我们还发现预后良好患者血浆中

miR-125a表达水平低于预后不良的患者，血浆中 miR-125a表

达水平在区分正常和急性脑卒中患者具有较好的敏感性和特

异性。

在急性缺血性卒中患者中 miR-125b-5p表达水平高于健

康对照。MCAO大鼠皮质组织样品中 miR-125a表达水平高于

对照组大鼠，与 MCAO大鼠表现出明显的行为缺陷有关[17]。

MCAO模型大鼠神经功能学评分高于正常对照[17，18]，我们研究

发现，脑卒中患者血浆中 miR-125a表达水平与患者 NIHSS评

分和脑梗死体积呈正相关。但一些研究发现，miR-125a-5p的表

达水平与梗死体积和中风发病机制无关[16]，可能是由于我们实

验的样本量较小造成了结果的偏差。

一般认为，血脑屏障破坏导致血管通透性增加是导致脑水

肿的重要原因之一[19，20]。在细胞因子的介导下，血脑屏障的完整

性和通透性会持续被破坏，加重脑水肿 [21]。体内实验表明，

miR-125a-5p可以调节血脑屏障功能[22]。水通道蛋白 4表达的

改变与脑缺血时血脑屏障通透性的增加有关[19]。AQP4过表达

可能加剧星形胶质细胞缺血 /再灌注损伤[23]。抑制 AQP4的表

达可以保护小鼠脑卒中模型所引起的脑水肿[12,24]，减少缺血后

的脑水肿和梗死体积[24，25]。在急性缺血性脑水肿模型中，AQP4

表达水平迅速增加，并在 6小时后达到峰值。在细胞内水肿和

坏死阶段起重要作用，但与血管性水肿无关[26]。我们研究发现，

抑制 miR-125a 表达后会减小脑梗死的体积，减少脑皮质中

AQP4 mRNA和蛋白的表达水平。

综上，血浆中 miR-125a表达水平在区分正常和脑卒中患

者具有较好的敏感性和特异性，抑制 miR-125a表达会通过降

低 AQP4表达，减少脑梗死体积，减轻脑水肿，减弱血脑屏障。

为miR-125a在诊断和治疗脑缺血中的应用提供了理论基础。
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