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miR-486-5p/PINK1通路调控线粒体自噬拮抗SK-N-SH细胞
氧糖剥夺/复糖复氧损伤* 
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530001)

  [摘要] 目的 探究微RNA-486-5p/PTEN诱导激酶1(miR-486-5p/PINK1)通路调控线粒体自噬对SK-
N-SH细胞糖氧剥夺/复糖复氧(OGD/R)损伤的影响及机制。方法 实时荧光定量逆转录PCR(RT-qPCR)检

测45例缺血性卒中(IS)患者和45例健康体检者血清 miR-486-5p表达。双荧光素酶报告基因验证SK-N-SH
细胞中miR-486-5p对PINK1的靶向关系。取对数生长期SK-N-SH 细胞分为:Control、OGD/R、OGD/R+
miR-486-5p

 

mimic、OGD/R+miR-NC、OGD/R+miR-486-5p
 

mimic+OE-NC、OGD/R+miR-486-5p
 

mimic+
OE-PINK1组。噻唑蓝(MTT)法检测细胞存活率,RT-qPCR检测 miR-486-5p、PINK1、帕金蛋白(Parkin)

 

mRNA表达,Western
 

blot检测PINK1、Parkin、微管相关蛋白1轻链3Ⅱ(LC3-Ⅱ)、p62、Beclin1、半胱氨酰天

冬氨酸蛋白酶(caspase)-3、caspase-9、细胞色素C(CytC)蛋白表达,流式细胞术检测细胞活性氧(ROS)含量及

细胞凋亡率。结果 IS组患者血清miR-486-5p表达较健康体检者明显降低(P<0.01)。miR-486-5p可以结

合PINK1的3'端非编码区(P<0.01)。与Control组比较,OGD/R组细胞 miR-486-5p、p62的表达及细胞存

活率明显降低(P<0.001),PINK1、Parkin、LC3-Ⅱ、Beclin1、ROS、caspase-3、caspase-9、CytC的表达及细胞凋

亡率明显升高(P<0.001)。与OGD/R组比较,OGD/R+miR-486-5p
 

mimic组细胞 miR-486-5p、p62的表达

及细胞存活率明显升高(P<0.001),PINK1、Parkin、LC3-Ⅱ、Beclin1、ROS、caspase-3、caspase-9、CytC的表达

及细胞凋亡率明显降低(P<0.001)。与OGD/R+miR-486-5p
 

mimic+OE-NC组比较,OGD/R+miR-486-5p
 

mimic+OE-PINK1组细胞miR-486-5p、p62的表达及细胞存活率明显降低(P<0.001),PINK1、Parkin、LC3-
Ⅱ、Beclin1、ROS、caspase-3、caspase-9、CytC的表达及细胞凋亡率明显升高(P<0.001)。结论 miR-486-5p可拮

抗SK-N-SH细胞OGD/R损伤,可能与抑制PINK1/Parkin通路进而抑制线粒体自噬有关。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

microRNA-486-5p/PTEN
 

induced
 

ki-
nase

 

1
 

(miR-486-5p/PINK1)
 

pathway
 

regulating
 

mitochondrial
 

autophagy
 

on
 

glucose
 

oxygen
 

deprivation/re-
sugar

 

reoxygenation
 

(OGD/R)
 

damage
 

in
 

SK-N-SH
 

cells.Methods Real-time
 

quantitative
 

PCR
 

(RT-qPCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

miR-486-5p
 

in
 

serum
 

of
 

45
 

patients
 

with
 

ischemic
 

stroke
 

(IS)
 

and
 

45
 

healthy
 

subjects.Dual
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

was
 

used
 

to
 

verified
 

the
 

targeting
 

relationship
 

of
 

miR-486-5p
 

to
 

PINK1
 

in
 

SK-N-SH
 

cells.SK-N-SH
 

cells
 

at
 

logarithmic
 

growth
 

stage
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

Control,OGD/R,
OGD/R+miR-486-5p

 

mimic,OGD/R+miR-NC,OGD/R+miR-486-5p
 

mimic+OE-NC,OGD/R+miR-486-
5p

 

mimic+OE-PINK1
 

groups.Thiazole
 

blue
 

(MTT)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

survival
 

rate,the
 

mRNA
 

expres-
sions

 

of
 

miR-486-5p,PINK1
 

and
 

Parkin
 

were
 

detected
 

by
 

RT-qPCR.Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

protein
 

expressions
 

of
 

PINK1,Parkin,microtubule-associated
 

protein
 

1
 

light
 

chain
 

3Ⅱ
 

(LC3-Ⅱ),p62,Beclin1,
caspase-3,caspase-9,and

 

cytochrome
 

C
 

(CytC),ROS
 

content
 

and
 

apoptosis
 

rate
 

were
 

determined
 

by
 

flow
 

cytometry.
Results The

 

expression
 

of
 

serum
 

miR-486-5p
 

in
 

patients
 

of
 

the
 

IS
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
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the
 

healthy
 

subjects
 

(P<0.001).The
 

miR-486-5p
 

could
 

bind
 

to
 

the
 

PINK1
 

3'UTR
 

(P<0.01).Compared
 

with
 

the
 

Control
 

group,the
 

expressions
 

of
 

miR-486-5p,p62
 

and
 

survival
 

rate
 

of
 

the
 

OGD/R
 

group
 

were
 

signif-
icantly

 

decreased
 

(P<0.001),while
 

the
 

expressions
 

of
 

PINK1,Parkin,LC3-Ⅱ,Beclin1,ROS,caspase-3,
caspase-9,CytC

 

and
 

apoptosis
 

rate
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.001).Compared
 

with
 

the
 

OGD/R
 

group,the
 

expressions
 

of
 

miR-486-5p,p62
 

and
 

survival
 

rate
 

of
 

the
 

ODG/R+miR-486-5p
 

mimic
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.001),while
 

the
 

expressions
 

of
 

PINK1,Parkin,LC3-Ⅱ,Beclin1,ROS,caspase-3,
caspase-9,CytC

 

and
 

apoptosis
 

rate
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.001).Compared
 

with
 

the
 

OGD/R+
miR-486-5p

 

mimic+OE-NC
 

group,the
 

expressions
 

of
 

miR-486-5p,p62
 

and
 

survival
 

rate
 

of
 

the
 

OGD/R+miR-
486-5p

 

mimic+OE-PINK1
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.001),while
 

the
 

expressions
 

of
 

PINK1,
Parkin,LC3-Ⅱ,Beclin1,ROS,caspase-3,caspase-9,CytC

 

and
 

apoptosis
 

rate
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<
0.001).Conclusion MiR-486-5p

 

can
 

antagonizes
 

OGD/R
 

damage
 

in
 

SK-N-SH
 

cells,which
 

may
 

be
 

mediated
 

by
 

inhibition
 

of
 

mitochondrial
 

autophagy
 

through
 

PINK1/Parkin
 

pathway.
[Key

 

words] stroke;microRNA-486-5p;PINK1;mitophagy;oxygen
 

glucose
 

deprivation/reoxygenation;
ischemia-reperfusion

 

injury

  卒中属急性脑血管疾病,包括缺血性卒中(ische-
mic

 

stroke,IS)及出血性卒中,其中IS的发病率较

高[1]。目前IS的治疗目标是使缺血脑组织恢复血

供,即再灌注,该类治疗易造成再灌注损伤,损害脑功

能[2]。线粒体自噬是细胞内清除多余或受损线粒体

的过程,在IS再灌注损伤下,线粒体自噬明显激活,
会进一步加重脑损伤。微RNA(microRNA,miR)是
真核细胞内普遍存在的长度约为22

 

nt的内源性非编

码RNA,其通过与靶标 mRNA的3'端非编码区(3'-
UTR)结合降解mRNA而调节基因表达,目前已发现

多种miR可作为诊断IS的循环生物标志物,如 miR-
30a[3]、miR-126[4]、miR-223[5]等。miR-486-5p是 近

年新发现的 miR,在多种疾病中存在异常表达,并可

调控癌细胞凋亡[6-8]。作者发现 miR-486-5p在IS患

者血清中低表达,利用 TargetScan预测 miR-486-5p
可靶向PTEN 诱导激酶1(PTEN

 

induced
 

putative
 

kinase
 

1,PINK1)基因。PINK1/Parkin通路活化能激

活线粒体自噬而介导神经元凋亡[9]。因此,本研究拟通

过探讨miR-486-5p/PINK1通路调控线粒体自噬对缺

血-再灌注损伤神经元的保护作用及其可能的分子机

制,为IS再灌注损伤治疗提供一定的理论依据。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 一般资料

选取本院2019年1月至2020年6月收治的IS
患者(IS组)及同期健康体检者(Normal组)各45例

为研究对象。IS患者纳入标准:(1)符合临床IS诊断

标准[10];(2)既往无过敏性疾病史;(3)本人或家属签

署知情同意书。IS患者排除标准:(1)合并严重高血

压或脑出血者;(2)出血性脑梗死者;(3)严重意识障

碍者。IS组中男30例,女15例,平均年龄(63.40±
7.29)岁;Normal组中男29例,女16例,平均年龄

(62.24±7.83)岁。两组性别、年龄均无明显差异

(P>0.05)。本研究计划通过本院伦理委员会批准,
所有受试者均知情同意。

1.1.2 细胞株

人神经母细胞瘤细胞SK-N-SH购自中国科学院

上海细胞库。
1.1.3 主要试剂及材料

miR-486-5p
 

mimic及 mimic-NC委托生工生物

工程(上海)股份有限公司设计合成;结合缓冲液

(Binding
 

Buffer)购自德国Sigma公司;TRIzol试剂

盒、膜联蛋白 V-异硫氰酸荧光素(Annexin
 

V-FITC)
试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司;胎牛血清、
Dulbecco磷酸盐缓冲溶液(DPBS)、DMEM 无糖培养

液、DMEM培养液、胰蛋白酶购自美国 Gibco公司;
噻唑蓝(MTT)试剂盒购自上海碧云天生物技术有限

公司;miR纯化试剂盒购自美国 Thermo
 

Fisher公

司;RT逆转录试剂盒、定量PCR试剂盒购自合肥白

鲨生物科技有限公司;一抗PINK1、帕金蛋白(Par-
kin)、微管相关蛋白1轻链3Ⅱ(microtubule-associat-
ed

 

protein1
 

light
 

chain
 

3Ⅱ,LC3-Ⅱ)、p62、Beclin1、半
胱氨酰天冬氨酸蛋白酶(caspase)-3、caspase-9、细胞

色素C(cytochrome
 

C,CytC)、二抗羊抗鼠、羊抗兔抗

体购自英国Abcam公司。
1.1.4 主要仪器

低温离心机(型号:5418R,德国 Eppendorf公

司);酶标仪(型号:FilterMax
 

F3,美国 MD公司);实
时荧光定量逆转录PCR(RT-qPCR)分析仪(型号:
AiraMx,美国Agilent公司);超微量核酸检测仪(型
号:FC-1100,杭州遂真生物技术有限公司);凝胶图像

成像系统(型号:Tanon
 

5200,上海天能科技有限公

司);流式细胞仪(型号:BD
 

FACSCantoTM
 

Ⅱ,美国

BD公司)。
1.2 方法

1.2.1 临床样品采集及检测

采集45例IS患者和45例同期健康体检者清晨

空腹 状 态 下 的 外 周 血 5
 

mL,3
 

000
 

r/min 离 心

15
 

min,取血清,RT-qPCR检测 miR-486-5p表达:根
据miR纯化试剂盒说明书从血清中提取总 miR,miR
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合成试剂盒将总 RNA 逆转录合成 miR互补 DNA
(cDNA),以SYBR

 

green基因RT-qPCR技术,定量

PCR试剂盒检测 miR表达。核小RNA(snRNA)U6
为内参,PCR反应体系:95

 

℃
 

30
 

s变性,退火95
 

℃
 

5
 

s、延伸58
 

℃
 

30
 

s,35个循环,2-ΔΔCT 法计算,结果

以目的基因与内参基因的比值表示。引物序列如下:
U6上游5'-CTC

 

GCT
 

TCG
 

GCA
 

GCA
 

CA-3',下游

5'-AAC
 

GCT
 

TCA
 

CGA
 

ATT
 

TGC
 

GT-3';miR-486-
5p上游5'-TCC

 

TGT
 

ACT
 

GAG
 

CTG
 

C-3',下游5'-
CAG

 

TGC
 

GTG
 

TCG
 

TGG
 

AGT-3'。
1.2.2 SK-N-SH细胞培养及分组

SK-N-SH细胞复苏后,接种于含有10%胎牛血清

的DMEM培养基,5%
 

CO2、37
 

℃培养,胰酶消化传代。
取对数生长期SK-N-SH细胞分为6组:Control、糖氧

剥夺/复 糖 复 氧 (OGD/R)、OGD/R+miR-486-5p
 

mimic、OGD/R+ miR-NC、OGD/R+ miR-486-5p
 

mimic+ OE-NC、OGD/R+ mimic+ OE-PINK1。
OGD/R+miR-486-5p

 

mimic和 OGD/R+miR-NC
细胞分别转染miR-486-5p

 

mimic和对照序列,OGD/
R+ miR-486-5p

 

mimic+ OE-NC 和 OGD/R +
mimic+OE-PINK1在上述基础上再分别转染空白质

粒和PINK1过表达质粒,24
 

h后进行建模。
1.2.3 SK-N-SH细胞OGD/R损伤模型的建立

除Control组外,其余各组均建立 OGD/R损伤

模型[11]:取对数生长期细胞用无糖DMEM 培养基洗

3次,每 孔 加 入 无 糖 培 养 基 2
 

mL,置 于 37
 

℃、
5%

 

CO2、94%
 

N2、1%
 

O2 培养箱中进行糖氧剥夺,
6

 

h后弃去无糖培养基,1×磷酸盐缓冲液(PBS)洗3
次,加常规DMEM

 

2
 

mL,37
 

℃、5%
 

CO2 常规培养。
1.2.4 双荧光素酶报告实验

分别构建野生型PTEN荧光素酶报告基因载体

(WT-PTEN)、突变型PTEN荧光素酶报告基因载体

(MUT-PTEN)及空载体(VECTOR),并将3种载体

分别与miR-486-5p
 

mimic、NC-mimic混合后共同转

染到SK-N-SH 细胞中[12],培养48
 

h后收集细胞,
PBS洗涤后检测细胞荧光素酶活性。
1.2.5 MTT检测细胞存活率

将对数生长期细胞接种于96孔板常规培养,次
日每孔加MTT,孵育3

 

h后洗去上清液。加入50%二

甲基亚砜(DMSO)和50%乙醇混合液,摇床2
 

h,至结晶

完全溶解,测定各孔570
 

nm处吸光度(A570)值,计算细

胞存活率,细胞存活率=实验组/对照组×100%。
1.2.6 RT-qPCR

Trizol试剂盒提取总RNA,Prime
 

Script逆转录

混合底物逆转录总cDNA,使用SYBR预混的 Taq
酶,在RT-qPCR仪上检测,内参为肌动蛋白(β-Actin,
ACTB),反应体系:95

 

℃
 

30
 

s变性,退火95
 

℃
 

5
 

s、延
伸58

 

℃
 

30
 

s,35个循环。2-ΔΔCT 法计算基因表达,结
果以目的基因与内参基因 mRNA表达水平的比值表

示。引物序列如下:ACTB上游5'-GTC
 

ATT
 

CCA
 

AAT
 

ATG
 

AGA
 

TGC
 

GT-3',下 游 5'-GCT
 

ATC
 

ACC
 

TCC
 

CCT
 

GTG
 

TG-3';miR-486-5p上 游5'-
TCC

 

TGT
 

ACT
 

GAG
 

CTG
 

C-3',下游5'-CAG
 

TGC
 

GTG
 

TCG
 

TGG
 

AGT-3';PINK1上游5'-AAC
 

ATC
 

ATC
 

CGG
 

GTT
 

CTC
 

CG-3',下 游5'-G
 

GC
 

AGC
 

ACA
 

TCA
 

GGG
 

TAG
 

TC-3';Parkin上游5'-TTT
 

CGC
 

AGG
 

GAA
 

GGA
 

GCT
 

G-3',下游5'-TCT
 

CCA
 

CGG
 

TCT
 

CTG
 

CAC
 

AA-3'。
1.2.7 Western

 

blot
裂解细胞提取总蛋白测定蛋白水平,蛋白质样品

与凝胶上样缓冲液混合,沸水变性5
 

min。恒压6%~
12%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-
PAGE),转聚偏氟乙烯(PVDF)膜,TBST洗涤,5%脱

脂奶粉-TBST
 

37
 

℃封闭1
 

h,加一抗,4
 

℃孵育过夜。
加对应辣根过氧化物酶(HRP)标记二抗,37

 

℃孵育

1
 

h,TBST洗涤,电化学发光(ECL)显影,Image
 

J分

析条带灰度值。
1.2.8 流式细胞仪检测细胞活性氧(ROS)表达

细胞调整浓度为1×106/mL,接种于6孔板,培
养24

 

h;加 入 2',7'-二 氯 二 氟 荧 光 素 二 乙 酸 酯

(DCFH-DA),37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱静置0.5
 

h,混
匀,温PBS洗涤细胞;收获细胞,上机检测,激发光

488
 

nm,发射光525
 

nm。
1.2.9 流式细胞仪检测细胞凋亡

细胞室温2
 

000
 

r/min离心5
 

min,用4
 

℃预冷

PBS重悬,2
 

000
 

r/min离心,洗涤,去离子水稀释后

Binding
 

Buffer悬浮,Annexin
 

V-FITC混匀,避光,室
温孵育15

 

min,碘化丙啶(PI)标记,加已稀释的Bind-
ing

 

Buffer后上机检测。
1.3 统计学处理

用SPSS26.0软件进行统计分析,计量资料以

x±s表示,多组间比较采用one-way
 

ANOVA分析,
组间两两比较采用LSD-t检验。以P<0.05为差异

有统 计 学 意 义,两 两 比 较 校 正 后 检 验 水 准 α'=
0.008

 

3。
2 结  果

2.1 血清miR-486-5p表达比较

与Normal组健康体检者比较,IS组患者血清

miR-486-5p
 

mRNA表达水平明显降低(P<0.01),
见图1。
2.2 miR-486-5p靶向PINK1关系验证

双荧光素酶报告基因验证结果显示,miR-486-5p
可以结合PINK1

 

3'UTR(P<0.01),见图2。
2.3 各组细胞存活率比较

与Control组比较,OGD/R组细胞存活率明显

降低(P<0.001);与OGD/R组比较,OGD/R+miR-
486-5p

 

mimic组细胞存活率明显升高(P<0.001),
OGD/R+ miR-NC 组 差 异 无 统 计 学 意 义 (P >
0.008

 

3);与 OGD/R+miR-486-5p
 

mimic+OE-NC
组比较,OGD/R+miR-486-5p

 

mimic+OE-PINK1
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组细胞存活率明显降低(P<0.001),见图3。

  a:P<0.01,与Normal组比较。

图1  RT-qPCR检测 miR-486-5p表达

  a:P<0.01,与NC-mimic转染细胞比较。

图2  双荧光素酶报告基因验证SK-N-SH细胞中

miR-486-5p靶向PINK1的关系

  a:P<0.001,与 Control组比较;b:P<0.001,与 OGD/R组比

较;c:P<0.001,与OGD/R+miR-486-5p
 

mimic+OE-NC组比较。

图3  MTT检测细胞存活率

2.4 各组 miR-486-5p、PINK1、Parkin、LC3-Ⅱ、p62
及Beclin1表达比较

与Control组比较,OGD/R组 miR-486-5p
 

mR-
NA表达降低,PINK1、Parkin

 

mRNA及蛋白表达升

高,LC3-Ⅱ、Beclin1蛋白表达升高,p62蛋白表达降

低,差异均有统计学意义(P<0.001);与 OGD/R组

比较,OGD/R+miR-486-5p
 

mimic组 miR-486-5p
 

mRNA表达升高,PINK1、Parkin
 

mRNA及蛋白表达

降低,LC3-Ⅱ、Beclin1蛋白表达降低,p62蛋白表达升

高,差异均有统计学意义(P<0.001),OGD/R+
miR-NC组 差 异 均 无 统 计 学 意 义(P>0.05);与

OGD/R+ miR-486-5p
 

mimic+ OE-NC 组 比 较,
OGD/R+miR-486-5p

 

mimic+OE-PINK1组 miR-
486-5p

 

mRNA 表达降低,PINK1、Parkin
 

mRNA 及

蛋白表达升高,LC3-Ⅱ、Beclin1蛋白表达升高,p62蛋白

表达降低,差异均有统计学意义(P<0.001),见图4、5。

  a:P<0.001,与 Control组比较;b:P<0.001,与 OGD/R组比

较;c:P<0.001,与OGD/R+miR-486-5p
 

mimic+OE-NC组比较。

图4  RT-qPCR检测 miR-486-5p、PINK1及

Parkin
 

mRNA表达

  a:P<0.001,与 Control组比较;b:P<0.001,与 OGD/R组比

较;c:P<0.001,与OGD/R+miR-486-5p
 

mimic+OE-NC组比较。

图5  Western
 

blot检测PINK1、Parkin、LC3-Ⅱ、p62及

Beclin1蛋白表达
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2.5 各组ROS表达比较

与Control组比较,OGD/R组ROS表达明显升

高(P<0.001);与 OGD/R组比较,OGD/R+miR-
486-5p

 

mimic组 ROS表达明显降低(P<0.001),
OGD/R+miR-NC组差异无统计学意义(P>0.05);
与 OGD/R+miR-486-5p

 

mimic+OE-NC组比较,

OGD/R+miR-486-5p
 

mimic+OE-PINK1组ROS表

达明显升高(P<0.001),见图6。

2.6 各组细胞凋亡率及凋亡指标caspase-3、caspase-9、

CytC表达比较

与 Control组 比 较,OGD/R 组 细 胞 凋 亡 率 及

caspase-3、caspase-9、CytC 表 达 均 明 显 升 高(P <
0.001);与 OGD/R 组 比 较,OGD/R+miR-486-5p

 

mimic组细胞凋亡率及caspase-3、caspase-9、CytC表

达均明显降低(P<0.001),OGD/R+miR-NC组差

异无统计学意义(P>0.05);与 OGD/R+miR-486-
5p

 

mimic+OE-NC 组 比 较,OGD/R+miR-486-5p
 

mimic+OE-PINK1 组 细 胞 凋 亡 率 及 caspase-3、

caspase-9、CytC 表 达 均 明 显 升 高(P<0.001),见
图7、8。

 

  a:P<0.001,与 Control组比较;b:P<0.001,与 OGD/R组比

较;c:P<0.001,与OGD/R+miR-486-5p
 

mimic+OE-NC组比较。

图6  流式细胞术检测ROS表达

  a:P<0.001,与 Control组比较;b:P<0.001,与 OGD/R组比

较;c:P<0.001,与OGD/R+miR-486-5p
 

mimic+OE-NC组比较。

图7  流式细胞术检测细胞凋亡率

  a:P<0.001,与 Control组比较;b:P<0.001,与 OGD/R组比

较;c:P<0.001,与OGD/R+miR-486-5p
 

mimic+OE-NC组比较。

图8  Western
 

blot检测CytC、caspase-3、caspase-9表达

3 讨  论

IS占卒中患者总数的60%~70%,具有高致死

率、高致残率的特点,目前其最有效的疗法为溶栓法,
但该方法在恢复脑部血液供应的同时易造成再灌注

损伤,严重影响患者预后及生存质量[10,13]。脑缺血-
再灌注损伤后,自由基大量产生、细胞内钙超载、兴奋

性氨基酸损伤等会造成线粒体损伤,线粒体自噬被启

动,该情况下线粒体急剧减少,三磷酸腺苷(ATP)生
成减少,神经元大量凋亡[14-15]。抑制线粒体自噬或能

保护神经元,减轻IS缺血-再灌注损伤[16-18]。DORI
等[19]利用miR分析显示,在小鼠神经元和皮质祖细

胞中miR-486-5p发挥着神经发生调节器的作用。本

研究比较IS患者及健康者血清miR-486-5p表达水平

发现,IS患者血清 miR-486-5p表达水平降低,同时利

用双 荧 光 素 酶 实 验 验 证 了 miR-486-5p 可 靶 向

PINK1,提示miR-486-5与IS相关,且miR-486-5p对

PINK1/Parkin通路或具有调控作用。
作为缺血后神经元死亡的关键靶区,线粒体与IS

损伤密切相关,在脑缺血-再灌注损伤下线粒体自噬会

促使大量神经元凋亡,加重IS损伤[20]。既往研究证

实,在神经元OGD/R损伤模型中,PINK1/Parkin通

路及线粒体自噬被明显激活[21]。LC3-Ⅱ是线粒体自

噬标志物,可反映线粒体自噬表达情况;p62能通过识

别线粒体蛋白上的磷酸化多聚泛素链后与LC3结合

而促进自噬体形成;Beclin1是自噬关键调控蛋白,其
表达与线粒体自噬表达呈正相关。本研究发现,过表

达miR-486-5p能够抑制 OGD/R导致的SK-N-SH
细胞中PINK1/Parkin通路的激活,同时降低线粒体

自噬,增加细胞存活率,减少LC3-Ⅱ、Beclin1的生成,
增加p62的表达。并且,在回复实验中,过表达 miR-
486-5p可抑制PINK1效应,表明过表达 miR-486-5p
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可通过抑制PINK1/Parkin通路抑制线粒体自噬,增
加细胞存活率,减轻SK-N-SH细胞OGD/R损伤。

当脑部血供不足缺血后,线粒体中氧浓度降低,
限制了ATP生成,而再灌注后会产生大量ROS,易造

成氧化应激,触发神经元凋亡[22]。线粒体氧化应激受

损后,由于PINK1的转位和降解被阻断而聚集在线

粒体膜上,进而激活Parkin,形成PINK1/Parkin复合

体,引发线粒体外膜包裹,诱导CytC释放到细胞质,
致细胞凋亡[23-24]。促凋亡蛋白CytC通过形成凋亡复

合体 促 使 caspase-9 和 caspase-3 先 后 活 化,其 中

caspase-9是细胞凋亡的启动者,其通过活化凋亡效应

者caspase-3使细胞凋亡进入不可逆阶段。本研究将

过表达 miR-486-5p的SK-N-SH 细胞经过 OGD/R
处理后,检测了相应氧化应激及细胞凋亡指标,发现

过表达 miR-486-5p能够明显减少 ROS、caspase-3、
caspase-9、CytC表达及降低细胞凋亡率,同时降低

PINK1、Parkin表达,表明过表达 miR-486-5p可抑制

OGD/R导致的SK-N-SH细胞氧化应激及凋亡,且可

能是通过调控 PINK1/Parkin通路实现的。此外,
XIONG等[25]实验结果表明,过表达miR-486-5p可促

进OGD/R处理的SK-N-SH 细胞增殖并抑制凋亡,
与本研究中 miR-486-5p的效应一致,进一步支持了

miR-486-5p改善OGD/R损伤的观点。
综上所述,SK-N-SH 细胞的凋亡可能与缺血-再

灌注损伤后线粒体氧化应激过度及线粒体自噬通路

PINK1/Parkin过度激活有关。本研究发现 miR-486-
5p在IS患者血清中呈低表达,miR-486-5p可靶向

PINK1,过表达miR-486-5p能够减轻OGD/R损伤后

SK-N-SH线粒体自噬和细胞凋亡,其机制与抑制

PINK1/Parkin通路激活有关,提示 miR-486-5p可能

是IS诊断或治疗的潜在靶标。本研究以期为阐明线

粒体自噬参与OGD/R的机制及 miR-486-5p改善IS
脑缺血-再灌注损伤的机制提供一定参考。
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