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miR-92a-3p通过抑制SIRT1参与缺血性脑卒中的发生

庞娟1，杨维1，殷俊茹2，尚粉青3

（西北大学附属胸科医院  1. 转化医学中心； 2. 麻醉科； 3. 心血管内科，西安  710100）  

摘要  目的 探究miR-92a-3p参与缺血性脑卒中 （IS） 的分子机制。方法  通过搜索GEO数据库数据分析IS中miR-92a-3p的

表达水平。采用海马神经元HT22细胞氧糖剥夺作为IS细胞模型，通过实时定量PCR检测HT22细胞氧糖剥夺 2、4、6、8 h后miR-
92a-3p表达水平。用Western blotting检测HT22细胞氧糖剥夺4 h后miR-92a-3p靶基因沉默信息调节因子1 （SIRT1） 和凋亡相关蛋

白caspase-3表达水平。通过大脑中动脉栓塞 （MCAO） 制作IS小鼠模型，通过Western blotting和PCR检测IS小鼠脑组织SIRT1和

caspase-3表达水平。结果  数据库分析发现，氧糖剥夺12 h后胎鼠皮质神经元miR-92a-3p表达升高，MCAO 3 d后小鼠脑组织miR-
92a-3p表达升高； HT22细胞氧糖剥夺2、4、6、8 h后miR-92a-3p表达升高，其靶基因SIRT1表达降低，caspase-3表达升高； IS小鼠脑

组织SIRT1表达降低，caspase-3表达升高。结论  miR-92a-3p通过抑制SIRT1促进神经元凋亡参与IS。
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Abstract  Objective To examine the molecular mechanisms of action of miR-92a-3p in ischemic stroke （IS）. Methods  Database 

analysis was performed to evaluate miR-92a-3p expression in patients with IS. Oxygen-glucose deprivation/reoxygenation （OGD/R） of 

HT22 hippocampal neurons was used as an in vitro IS model. PCR was performed to analyze miR-92a-3p expression in HT22 cells fol-
lowing 2，4，6，and 8 h of OGD/R. Western blotting was used to analyze the protein expression levels of silent information regulator 1 

（SIRT1），an miR-92a-3p target gene，and the apoptosis-related protein caspase-3 in HT22 cells after 4 h of OGD/R. Middle cerebral artery 

occlusion （MCAO） was used as an animal model of IS. Western blotting and PCR were used to analyze the mRNA and protein expression 

levels of SIRT1 and caspase-3 in the brain tissues of mice following MCAO. Results  Database analysis showed increased miR-92a-3p 

expression in fetal rat cortical neurons after 12 h of OGD and in the brain tissues of mice 3 days post-MCAO. Following 2，4，6，and 8 h 

of OGD/R in HT22 cells，the expression of miR-92a-3p increased，accompanied by decreased expression of SIRT1 and increased expres-
sion of caspase-3. In the brain tissues of mice model of IS，SIRT1 expression decreased and caspase-3 expression increased. Conclusion 

miR-92a-3p is involved in IS by promoting neuronal apoptosis via SIRT1 inhibition.

Keywords  miR-92a-3p； silent information regulator 1； ischemic stroke

基金项目：国家自然科学基金 （82370406）；陕西省自然科学基础研

究计划 （2023-JC-YB-799）；西安市卫生健康委员会科研

项目 （2024yb40） 

作者简介：庞娟 （1992-），女，助理研究员，硕士.

通信作者：尚粉青，E-mail：shangfenqing@163.com

收稿日期：2025-05-22

网络出版时间：2025-11-21 13:04:41

2019年世界卫生组织全球疾病负担评估报告［1］

显示，脑卒中是全球第二大死亡原因。脑卒中分为缺

血性脑卒中 （ischemic stroke，IS） 和出血性脑卒中，其

中IS约占所有脑卒中的87%［2-3］。缺血引起的神经元

丢失，血管阻塞导致的活性氧过度产生，以及缺血

导致的炎症是IS导致神经元损伤的主要机制［4］。及

时成功的再灌注是对急性脑卒中患者最有效的治

疗方法［5］。

微RNA （microRNA，miRNA） 是长度约为22个碱

基的非编码RNA，通过与信使RNA的3’非翻译区结

合，抑制信使RNA的翻译或降解信使RNA，在转录

后水平调控基因表达［6］。miRNA已经被证明参与
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IS的神经元凋亡、神经元兴奋毒性、神经炎症和血管

新生等过程［7］。本研究拟通过公共数据库分析和实

验验证探讨miR-92a-3p及其靶基因沉默信息调节因

子1 （silent information regulator 1，SIRT1） ［8］参与IS的

分子机制，以期为IS的治疗提供新的治疗靶点和思

路。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂：DMEM完全培养基、无糖培养基 （上

海 瑾 原 生 物 科 技 有 限 公 司），SIRT1和caspase-3抗

体 （美国CST公司），GAPDH抗体 （美国Santa Cruz公

司），辣根过氧化物酶标记山羊抗兔、山羊抗鼠二抗 

（美国Jackson公司），PVDF膜 （瑞士Roche公司），彩

色预染蛋白质分子量标准品、lipofectamine 2000转

染试剂 （美国Thermol Fisher公司），BCA蛋白定量试

剂盒、快速凝胶配制试剂盒、ECL化学发光液 （上海

碧云天生物技术股份有限公司），PCR引物 （北京擎

科生物科技股份有限公司），荧光定量PCR预混液 

（北京康润诚业生物科技有限公司）。

1.1.2 仪器：实时定量PCR仪 （西安天隆科技有限

公司），酶标仪 （美国BioTek公司），缺氧小室 （黑龙

江迈沃德工贸有限公司） 。

1.1.3 细胞：小鼠海马神经元细胞系HT22 （上海瑾

原生物科技有限公司），培养于DMEM完全培养基，

置于37 ℃、5%CO2培养箱内连续培养，每1~2 d传代

1次，取对数生长期细胞进行实验。将细胞随机分为

对照组与氧糖剥夺组 （OGD/R组） 。

1.1.4 实 验 动 物：SPF级C57BL/6J小 鼠12只，雄 性，

6~8周龄，体重20~25 g，购自西安交通大学，在室温

25 ℃、自由摄食、自由饮水和12 h昼夜交替的条件

下饲养。将小鼠随机分为对照组与大脑中动脉栓塞 

（middle cerebral artery occlusion，MCAO） 组，每 组6

只。本研究涉及的动物实验获得西北大学附属胸科

医院的动物伦理审查批准 （2024PS1926K） 。

1.2 方法

1.2.1 数据库数据分析：在基因表达综合 （Gene Ex-

pression Omnibus，GEO） 数据库 （https：//www.ncbi.nlm.

nih.gov/geo/） 中，以IS和miRNA为关键词搜索miRNA

表达研究，将包含正常样本、IS样本的细胞或脑组

织纳入数据集，从GEO数据库中下载GSE213067和

GSE215212数据集，对数据集中的目标miRNA表达进

行分析。

1.2.2 miRNA靶 基 因 预 测：使 用miRWalk3.0 （http：//

mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/），输 入miRNA名 称 和

基因标识符，选择靶基因的结合区域3’非翻译区 

（主要调控区域）、5’非翻译区、CDS （编码区） 和启

动子区 （需单独勾选），选择种属后查询miRNA与其

靶基因的结合位点。

1.2.3 MCAO小鼠模型制作：MCAO组小鼠术前禁

食8 h ［9］。吸入异氟烷麻醉后，将小鼠仰卧位固定于

恒温手术台，沿颈中线纵向切开约0.8~1 cm，钝性

分离肌肉和筋膜，在颈总动脉远心端和近心端挂线

备用，用动脉夹暂时夹闭颈内动脉，近心端结扎颈

外动脉和颈总动脉，在距颈总动脉4 mm处与血管呈

45°角剪1个V形小切口，插入线栓，用颈总动脉远心

端的手术线轻系线栓，松开颈内动脉的动脉夹，用

镊子轻推线栓直至遇到阻力，大约推进9 mm即到达

大脑中动脉与大脑前动脉的交叉处，系牢颈总动脉

远心端的手术线，缝合皮肤［10］。

1.2.4 HT22细 胞 氧 糖 剥 夺 模 型 制 作：待OGD/R组

HT22细胞培养至70%融合，弃完全培养基，用PBS洗

涤，加入无糖培养基，置于含95%N2和5%CO2的缺氧

小室中培养2、4、6、8 h后，更换无糖培养基为DMEM

完全培养基，并置于含20%O2和5%CO2的培养箱中

继续培养24 h后用于实验。

1.2.5 Western blotting：收集HT22细胞或小鼠脑组

织，提取总蛋白并进行蛋白定量，加入上样缓冲液，

金属浴100 ℃变性5 min后，进行电泳分离，将分离胶

上的蛋白用电泳仪转移至 PVDF膜，2.5%脱脂牛奶

封闭后，加入一抗 （SIRT1和caspase-3抗体稀释1 ∶

1 000，GAPDH抗体稀释1 ∶ 2 000），4 ℃孵育过夜，

TBST洗膜，加入二抗 （稀释1 ∶ 10 000），室温孵育2 

h，洗涤后进行ECL化学发光显影。

1.2.6 实时定量PCR：提取细胞或脑组织RNA进行

反转录。miRNA反转录体系：10×RT缓冲液0.5 μL，

RNase抑制剂0.063 μL，100 mmol/L dNTP 0.05 μL，

反转录酶0.33 μL，10 μmol/L反转录引物1 μL，RNA 

1.06 μL，用DEPC水补齐至5 μL。反转录程序：16 ℃ 

30 min；42 ℃ 40 min；85 ℃ 5 min；4 ℃保存。miRNA

扩增体系15 μL：终浓度10 μmol扩增引物0.75 μL，

Promega试 剂 盒 中 Q-PCR预 混 物7.5 μL，cNDA 6.75 
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μL。mRNA反转录体系：5×预混物4 μL，RNA 1 μg，

用DEPC水补齐至20 μL。反转录程序：25 ℃ 10 min；

50 ℃ 30 min；85 ℃ 5 min；4 ℃ 2 h。mRNA扩增体系

20 μL：终浓度1 μmol/L扩增引物5 μL，预混物10 μL，

cDNA5 μL。反应条件：95 ℃ 2 min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 

30 s，40个循环。引物序列见表1。

表1  PCR引物序列

Tab.1  PCR primer sequence

Gene  Primer sequence

miR-92a-3p

 RT 5’-CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGACAGGCCG-3’

 Forward 5’-ACACTCCAGCTGGGATATTGCACTTGTCCC-3’

 Reverse 5’-CTGGTGTCGTGGAGTCGG-3’

SIRT1

 Forward 5’-GCTGACGACTTCGACGACG-3’

 Reverse 5’-TCGGTCAACAGGAGGTTGTCT-3’

Caspase-3

 Forward 5’-ATGGAGAACAACAAAACCTCAGT-3’

 Reverse 5’-TTGCTCCCATGTATGGTCTTTAC-3’

β-actin

 Forward 5’-AACAGTCCGCCTAGAAGCAC-3’

 Reverse 5’-CGTTGACATCCGTAAAGACC-3’

1.2.7 细胞转染：将HT22细胞接种于6孔板，细胞

融合度为80%时进行转染。将无血清培养基分别与

lipofectamine 2000和miR-92a-3p抑制剂或miR-92a-3p

抑制剂NC混合，室温静置5 min后将两者混合，混合

液静置20 min后加入6孔板，6 h后更换为无糖培养

基，并在缺氧小室 （含氧量0） 中培养4 h后，更换为

含糖培养基，并于含氧量20%的培养箱中继续培养

24 h后提取蛋白，进行Western blotting检测。

1.3 统计学分析 

采用GraphPad Prism软件进行统计学分析。计

量资料用x-±s表示，同一变量多组间比较采用单

因素方差分析，2组间比较采用独立样本t检验，P < 

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 GEO数据库分析结果

对GSE213067数据集分析发现，相比正常培养

条件 （13.72±0.09） ，氧糖剥夺12 h培养的胎鼠皮质神

经元miR-92a-3p表达 （14.66±0.29） 升高（P < 0.001）。

对GSE215212数据集分析发现，相比假手术组 （137.2±

37.84），永久性MCAO 3 d后小鼠脑组织miR-92a-3p表

达 （194.0±35.52） 升高（P = 0.039 7） 。

2.2 氧糖剥夺后HT22细胞miR-92a-3p表达升高

用HT22细胞氧糖剥夺模拟IS，分别缺糖缺氧培

养2、4、6、8 h后更换为含糖培养基，并放入正常氧含

量培养箱继续培养24 h后收集细胞，实时定量PCR

分析细胞中miR-92a-3p的表达，结果显示，氧糖剥夺

4 h后miR-92a-3p表达开始显著升高 （图1），因此，后

续实验使用4 h作为细胞IS模型时间节点。    

2.3 氧糖剥夺后HT22细胞内miR-92a-3p靶基因SIRT1

表达降低

用miRWalk预测miR-92a-3p可 与SIRT1 的3’

CON，control group.

图1  HT22细胞氧糖剥夺后miR-92a-3p表达升高

Fig.1  Up-regulation of miR-92a-3p expression  in HT22 cells 

after OGD/R
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非翻译区区域结合 （图2），表明miR-92a-3p靶基因

为SIRT1。实时定量PCR和Western blotting结果显

示，OGD/R组HT22细胞SIRT1 mRNA （0.499±0.266） 

和蛋白 （0.601±0.164） 表达水平均较对照组mRNA 

（1.089±0.431） 和蛋白 （0.823±0.021） 表达水平降低 

（P = 0.004 5，P = 0.038 4），凋亡基因caspase-3 mRNA 

（1.400±0.475） 表达水平均较对照组 （1.047±0.262） 升

高 （P = 0.047 1） 。提示HT22细胞氧糖剥夺后miR-92a-3p

表达升高，促进SIRT1降解和细胞凋亡，从而促进IS

的发生。

2.4 MCAO小鼠模型脑组织中miR-92a-3p的靶基因

SIRT1表达降低

采用实时定量PCR和Western blotting检测MCAO

组与对照组小鼠脑组织中miR-92a-3p靶基因SIRT1 

mRNA和蛋白的表达情况，结果 （图3）显示，MCAO组

小鼠脑组织中SIRT1 mRNA （0.877±0.080） 和蛋白 

（0.315±0.074） 表达水平均较对照组mRNA （1.040±

0.175） 和蛋白 （0.644±0.191） 表达水平降低 （P = 

0.044 8，P = 0.049 7），caspase-3 mRNA （1.830±0.180） 

和蛋白 （0.524±0.113） 表达水平均较对照组mRNA 

（0.853±0.103） 和蛋白 （0.367±0.041） 表达水平升

高 （P < 0.000 1，P = 0.036） 。提 示miR-92a-3p能 促 进

MCAO小鼠脑组织中SIRT1降解和细胞凋亡，从而参

与IS的发生。

2.5 抑制miR-92a-3p可逆转氧糖剥夺HT22细胞的

凋亡

HT22细胞转染miR-92a-3p抑制剂后进行氧糖

剥 夺，用Western blotting检 测SIRT1和caspase-3蛋 白

表达，结果 （图4） 显示，miR-92a-3p被抑制后，SIRT1蛋

白表达 （0.675±0.011） 较miR-92a-3p NC组 （1.591±

0.155） 升高 （P = 0.018），caspase-3蛋白表达 （1.240±

0.048） 较miR-92a-3p NC组 （0.957±0.013） 降低 （P = 

0.011） 。证明抑制miR-92a-3p后逆转了氧糖剥夺HT22

细胞的凋亡。

3 讨论

IS的发生涉及复杂的病理生理过程，而miRNA

作为一类重要的基因表达调控分子，参与了IS炎症

反应、神经元凋亡和神经元生成［11-12］。内皮细胞来

源的外泌体miR-92a-3p可以通过调节内皮细胞和血

管平滑肌细胞之间的信号转导促进动脉硬化［13］，并

与慢性肾脏病、阻塞性睡眠呼吸暂停、心血管疾病

等多种疾病密切相关［14］。脑血管动脉硬化斑块导致

的脑血管狭窄是IS的病理机制之一［15］。有文献［16］报

道，作为miR-92a-3p的靶基因，SIRT1在IS中发挥保

护作用。鉴于miR-92a-3p在血管疾病中的重要作用，

推测miR-92a-3p可能通过调控SIRT1影响IS。本研究

通过GEO数据库分析和实验验证，证明miR-92a-3p

通过抑制SIRT1表达促进神经元细胞凋亡。因此，推

测miR-92a-3p/SIRT1轴通过多种途径参与IS的病理

过程。一方面，SIRT1的抑制可能导致细胞内氧化应

图3  MCAO小鼠脑组织中SIRT1表达降低并促进神经元凋亡

Fig.3  Decreased SIRT1 expression promotes neuronal apopto-

sis in MCAO mouse 
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图4  抑制miR-92a-3p后逆转了氧糖剥夺HT22细胞的凋亡

Fig.4  Inhibition of miR-92a-3p  reversed apoptosis  in OGD/

R-treated HT22 cells
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A，binding site of miR-92a-3p on the 3’UTR region of SIRT1 predicted 

by miRWalk；B，Western blotting results.

图2  HT22细胞氧糖剥夺后SIRT1表达降低并促进神经元凋亡

Fig.2  Reduced SIRT1 expression after OGD/R  in HT22 cells 

promotes neuronal apoptosis
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激反应增强，产生过多的活性氧，损伤细胞的生物

膜、蛋白质和核酸等生物大分子，最终导致神经元

和神经胶质细胞的死亡［17］；另一方面，SIRT1的抑制

可能激活炎症信号通路，增加炎性细胞因子释放，

引发过度的炎症反应，进一步加重脑损伤［18］。此外，

miR-92a-3p/SIRT1轴还可能影响细胞的能量代谢，

干扰细胞的正常生理功能［19］。已有研究［20］表明，天

然多酚类物质白藜芦醇可以作为IS的神经保护剂，

通过激活SIRT1途径发挥神经保护作用。这些作用

机制相互交织，共同推动IS的发生发展。

本研究仍存在一定的局限性。首先，仅在动物

模型和细胞实验中初步探讨了miR-92a-3p/ SIRT1轴

与IS的关系，未来需要开展大规模的临床研究，以明

确miR-92-3p和SIRT1作为IS诊断标志物和治疗靶点

的可行性和有效性。其次，对于miR-92a-3p/SIRT1轴

下游信号通路和分子机制还需要进一步深入研究。

综上所述，本研究发现，miR-92a-3p通过抑制

SIRT1表达促进神经元凋亡，参与IS的发生，为IS的

发病机制提供了新的思路。进一步深入研究miR-

92a-3p/SIRT1轴与其他信号通路之间的相互作用，

有助于更全面地理解IS的发病机制，为开发更有效

的治疗方法奠定基础。
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