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【目  的】 

脊髓损伤（spinal cord injury，SCI）常引起患者永久性感觉和运动功能部分

障碍甚至全部障碍。目前尚无有效方式治疗 SCI，需要进一步探索 SCI 的发生、

进展与转归，为SCI的诊断与治疗提供新的靶点和方向。竞争性内源RNA（ceRNA）

在中枢神经系统性疾病中发挥重要作用，但在 SCI 中的研究尚不明确。本实验研

究了由 lncRNA MALAT1、miR-124-3p 和 calpain 1 构成的 ceRNA 互作网络对 SCI

的影响，并探讨它们之间的相互作用关系，希望为 SCI 的治疗提供新的靶点与方

向。 

【方  法】 

1.建立大鼠 SCI动物模型后，BBB 行为学评分评价建模是否成功，RT-qPCR

检测各组大鼠 lncRNA MALAT1、miR-124-3p 及 calpain 1 的变化量。 

2.通过“starbase”预测 miR-124-3p 和 lncRNA MALAT1 的关系，双荧光素酶

实验验证 miR-124-3p 和 lncRNA MALAT1 的靶向关系。 

3.不同浓度的 H2O2 作用于 PC12 细胞 24h，通过 CCK8 细胞活力检测寻找

SCI 的最适造模条件。使用最适浓度的 H2O2刺激 PC12，RT-qPCR测定 miR-124-

3p、lncRNA MALAT1 及 calpain 1 的表达量，WB测定 CAPN1 和 cleaved caspase 

3 的变化。 

4.PC12细胞转染 miR-124-3p 后，RT-qPCR测定 miR-124-3p 的表达量，设置

分组为 control组、H2O2组、miR-124-3p+H2O2组和miR-NC+H2O2组，运用CCK8、
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流式细胞术和 WB，测定并计算各分组的细胞活力、凋亡率以及 CAPN1 和 cleaved 

caspase 3 的变化。 

5.构建了 3个不同的 lncRNA MALAT1干扰片段，RT-qPCR检测干扰效率并

进行最适干扰片段的筛选，设置分组为 control 组、H2O2组、si-MALAT1+H2O2

组和 si-NC+H2O2组，通过 CCK8 和流式细胞术分析干扰 lncRNA MALAT1 对细

胞活力及凋亡率的影响。 

6.同时干扰 lncRNA MALAT1 和 miR-124-3p，设置实验分组为：control组、

H2O2组、si-NC+H2O2组、si-MALAT1+H2O2组、si-MALAT1+inhibitor-NC+ H2O

2组和 si-MALAT1+miR-inhibitor+ H2O2组，通过 CCK8、流式细胞术及 WB测定

并计算各个分组的细胞活力、凋亡率及 CAPN1 和 cleaved caspase 3 的变化。 

【结  果】 

1. lncRNA MALAT1、miR-124-3p 和 calpain 1 在 SCI 大鼠动物模型中差异

性表达。 

2. “starbase”预测结果显示 miR-124-3p为 lncRNA MALAT1 的靶标，双荧光

素酶实验证明 lncRNA MALAT1与 miR-124-3p 之间存在相互关联。 

3.CCK8结果表明当 H2O2浓度为 200 μM时，刺激 PC12细胞 24h 后得到细

胞半数致死量，以此作为模拟 SCI体外细胞凋亡模型的条件。WB 和 RT-qPCR结

果显示 SCI 细胞模型中 miR-124-3p 的表达量显著下降，而 calpain 1、

lncRNAMALAT1 和 cleaved caspase 3 的表达量明显升高。 

4.转染 miR-124-3p 后，RT-qPCR 结果显示 miR-124-3p 的表达量明显上调，

CCK8 和流式细胞术检测发现 miR-124-3p 能够促进 SCI 后细胞活力并抑制细胞

凋亡，WB结果提示miR-124-3p 明显抑制 CAPN1 和 cleaved caspase 3 的表达量。 

5.构建了 3个 lncRNA MALAT1干扰片段（si-1、si-2 和 si-3），RT-qPCR筛

选出最佳片段 si-1，CCK8 和流式细胞术发现干扰 lncRNA MALAT1能抑制 SCI

引起的细胞凋亡并促进细胞增殖。 

6.200 μM 的 H2O2诱导共转染 si-lncRNA MALAT1 和 miR-124-3p inhibitor 的

细胞 24h，RT-qPCR结果提示干扰 lncRNA MALAT1能促进 miR-124-3p 表达，

而 miR-124-3p inhibitor 可以阻断此效果，CCK8 和流式细胞术结果提示 miR-124-

3p inhibitor 使干扰 lncRNA MALAT1挽救的细胞减少，从而抑制细胞活力。WB
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检测还发现miR-124-3p inhibitor抑制了 si-lncRNA MALAT1 对 CAPN1 和 cleaved 

caspase 3 蛋白水平的影响。 

【结  论】 

1.过表达 miR-124-3p通过靶向 calpian 1抑制 SCI 后神经元凋亡； 

2.干扰 lncRNA MALAT1能抑制 SCI 后神经元凋亡； 

3.lncRNA MALAT1通过靶向 miR-124-3p调控 calpain 1抑制 SCI 后神经元

凋亡。 

!"#：脊髓损伤；神经元凋亡；lncRNA MALAT1；miRNA-124-3p 
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Mechanism of lncRNA MALAT1 targeting miR-124-3p 

regulating calpain 1 inhibiting neuronal apoptosis after 

spinal cord injury 

Postgraduate: Tian Xinpeng 

Supervisor: Assoc Prof. Chen Lingqiang 

ABSTRACT 

 

Objective 

Spinal cord injury (SCI) often causes permanent partial or even complete 

impairment of sensory and motor functions in patients. Currently, there is no effective 

way to treat SCI, and further exploration of the occurrence, progression, and outcome 

of SCI is needed to provide new targets and directions for the diagnosis and treatment 

of SCI. Competitive endogenous RNA (ceRNA) plays an important role in central 

nervous system diseases, but its research in SCI is unclear. In this experiment, we 

investigated the effects of the ceRNA interaction network composed of lncRNA 

MALAT1, miR-124-3p, and calpain 1 on SCI, and explored the interaction between 

them, hoping to provide new targets and directions for the treatment of SCI. 

Method 

1.After establishing a rat SCI animal model, the BBB behavioral score was used 

to evaluate the success of the modeling. RT-qPCR was used to detect the changes in 

lncRNA MALAT1, miR-124-3p, and calpain 1 in each group of rats. 

2. The relationship between miR-124-3p and lncRNA MALAT1 was predicted by 

"starbase", and the targeting relationship between miR-124-3p and lncRNA MALAT1 

was verified by double luciferase experiment. 

3. Different concentrations of H2O2 acted on PC12 cells for 24 hours, and the best 

conditions for SCI modeling were found through CCK8 cell viability test. The optimal 
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concentration of H2O2 was applied to PC12 cells for 24 hours, and the expression of 

miR-124-3p, lncRNA MALAT1 and calpain 1 were measured by RT-qPCR. Then the 

changes of CAPN1 and cleared caspase 3 were measured by WB. 

4. PC12 cells were directly transfected with miR-124-3p, and the expression of 

miR-124-3p was determined by RT-qPCR. The cells were divided into control group, 

H2O2 group, miR-124-3p+H2O2 group and miR-NC+H2O2 group. The cell viability, 

apoptosis rate and changes of CAPN1 and cleared caspase 3 were measured and 

calculated by CCK8, flow cytometry and WB. 

5. Three different interference fragments of lncRNA MALAT1 were constructed. 

RT-qPCR was used to detect the interference efficiency and screen the most suitable 

interference fragments. They were divided into control group, H2O2 group, si-

MALAT1+H2O2 group and si-NC+H2O2 group. The effects of interference with 

lncRNA MALAT1 on cell viability and apoptosis rate were analyzed by CCK8 and flow 

cytometry. 

6. The lncRNA MALAT1 and miR-124-3p were simultaneously interfered, and the 

experiment was divided into control group, H2O2 group, si-NC+H2O2 group, si-

MALAT1+H2O2 group, si-MALAT1+inhibitor NC+H2O2 group, and si-

MALAT1+miR-inhibitor+H2O2 group. The cell viability, apoptosis rate, and changes 

in CAPN1 and cleared caspase 3 were measured and calculated by CCK8, flow 

cytometry and WB. 

Results 

1. lncRNA MALAT1, miR-124-3p, and calpain 1 are differentially expressed in 

SCI rat animal models. 

2. The prediction result of "starbase" shows that miR-124-3p is the target of 

lncRNA MALAT1. The double luciferase experiment verifies the correlation between 

lncRNA MALAT1 and miR-124-3p. 

3. CCK8 experiment screened the best conditions for modeling, and the results 

showed that when the concentration of H2O2 was 200 μM, PC12 cells were stimulated 

for 24 hours to obtain the median lethal dose, which was used as the condition for 
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simulating the apoptosis model of SCI in vitro. WB and RT-qPCR results showed that 

the expression of miR-124-3p in SCI cell model decreased significantly, while the 

expression of calpain 1, lncRNA MALAT1 and cleared caspase 3 increased 

significantly. 

4. After miR-124-3p transfection, the RT-qPCR results showed that the expression 

of miR-124-3p was significantly up-regulated. The results of CCK8 and flow cytometry 

showed that miR-124-3p could promote cell viability and inhibit cell apoptosis after 

SCI. WB results suggested that miR-124-3p significantly inhibited the expression of 

CAPN1 and cleared caspase 3. 

5. Three interference fragments of lncRNA MALAT1 (si-1, si-2 and si-3) were 

constructed, and the best fragment si-1 was screened by RT-qPCR. Through CCK8 and 

flow cytometry, it was found that knockdown of lncRNA MALAT1 could inhibit cell 

apoptosis induced by SCI and promote cell proliferation. 

6. 200 μM H2O2 induced co-transfection of si-lncRNA MALAT1 and miR-124-3p 

inhibitor cells for 24h. RT-qPCR results suggested that interfering with lncRNA 

MALAT1 could promote the expression of miR-124-3p, while miR-124-3p inhibitor 

could block this effect. Then, CCK8 and flow cytometry detection showed that miR-

124-3p inhibitor reduced the number of cells rescued by interfering with lncRNA 

MALAT1, thus inhibiting cell viability. WB test also found that miR-124-3p inhibitor 

inhibited the effect of si-lncRNA MALAT1 on CAPN1 and cleared caspase 3 protein 

levels. 

Conclusion 

1.Overexpression of miR-124-3p inhibits neuronal apoptosis after SCI by 

targeting calpian 1; 

2.Knockdown of lncRNA MALAT1 can inhibit neuronal apoptosis after SCI; 

3.lncRNA MALAT1 can inhibit SCI-induced neuronal apoptosis by targeting miR-

124-3p to regulate calpain 1. 

Key words 

Spinal cord injury; Neuronal apoptosis; lncRNA MALAT1; miRNA-124-3p 
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脊髓损伤（spinal cord injury，SCI）是一种严重损害中枢神经系统的疾病，

常引起患者永久性感觉和运动功能部分障碍甚至全部障碍[1]。SCI通常由外界或

机体自身的多种因素引起，使患者损伤平面以下感觉、运动及肌力显著下降，是

导致患者瘫痪的主要因素之一[2]。SCI主要分为原发性损伤和继发性损伤，原发

性损伤常由机械性损伤引起，导致脊髓神经受到急性压迫，常见原因包括高能量

创伤，如车祸和高处坠落伤等，此后引起相对应的信号级联和细胞渗透反应导致

急性细胞凋亡，除此之外血管功能障碍、炎症、出血、水肿形成、细胞毒性物质

和脊髓常驻胶质细胞激活等病理生理反应参与到后续的 SCI 过程中，继而进入

继发性损伤阶段[3]。丧失独立性和持续增加的死亡率是 SCI 的标志。SCI因其高

致残率、高负担和难以治疗的疾病特点，对患者的身心健康、生活质量和预期寿

命造成严重影响，每年约有 50 万人遭受 SCI 损伤，据估计，美国每年有超过

17000例 SCI新发病例[4]。目前针对 SCI 的处理和治疗已有多种方案，如手术减

压、稳定、康复、药物治疗和细胞移植等，但这些治疗方式的疗效却总是达不到

人们的预期，目前仍然缺乏治疗 SCI 的有效治疗措施。因此，进一步了解 SCI 的

分子机制是必要的。非编码 RNA 在 SCI 后由低氧、炎症和氧化应激等原因所致

的细胞凋亡中发挥重要作用，但其具体机制不清，因此，阐明非编码 RNA 在 SCI

后细胞凋亡的具体机制及作用，可以为 SCI 的诊疗提供新思路和方向。 

微小 RNA(microRNA, miRNA)是一种仅由 19-23 个核苷酸组成的单链非编

码小分子 RNA，成熟的 miRNA拥有直接或间接控制基因表达的能力[5]。最新的

实验结果表明，在人类所有蛋白编码基因中，至少有三分之一由 miRNA直接调

控[6]。现有的研究证实，相对于其他系统或者器官，许多 miRNA 在包括脊髓和

脑部的中枢神经系统中差异性表达，它们与中枢神经的出现和演变密切相关[7]。

尽管目前尚不清楚 miRNA 在神经系统中的功能和机理，但研究发现 miRNA 参
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与神经系统损伤、神经退行性疾病和颅内肿瘤的发生。据报道，在大鼠脊髓挫伤

模型中发现损伤后有 97 种表达于脊髓组织中的 miRNA 发生了差异性表达，其

中有大约三分之二的 miRNA变化趋势明显，然后采用生物信息学分析法研究后

得出结果：miR-411[8]、miR-34a[9]、miR-99a[10]、miR-30b[11]和 miR-384[12]可能影

响某些炎性介质的表达，如 IL-13、IL-2 和 TNF-α等。除此之外 miR-16[13]、miR-

7a[14]、miR-21[15]等 miRNA也参与 SCI 后细胞调亡。这些研究结果表明 miRNA

在 SCI 后的变化可能与病理生理学过程密切相关。 

本课题组前期的研究发现，SCI 后 miR-124-3p 的表达在损伤部位的神经元

中显著降低，同时通过生物信息学分析发现 miR-124-3p 靶向 calpain 1 基因 

3’UTR，过表达 miR-124-3p通过抑制 calpain 1 的表达抑制 SCI 后神经元细胞的

凋亡，从而减轻 SCI，该结果提示 miR-124-3p通过靶向 calpain 1参与 SCI 的修

复过程[16]。基于他人的研究内容及本课题组前期的研究，本团队认为 miR-124-

3p广泛参与神经细胞的凋亡过程及修复过程，但其上游机制尚不清楚，针对 miR-

124-3p 在 SCI 病理生理过程中的作用及分子机制的进一步研究将有助于为 SCI

的治疗提供新思路。 

最初，miR-124-3p 发现于哺乳动物的成熟神经元中，并持续存在，这表明

miR-124-3p 在神经发育中发挥关键作用[17]。已有研究发现，与其它系统和器官

相比，miR-124-3p 在大脑皮层、小脑和脊髓等中枢神经系统中高表达[18]。另外的

研究发现，SCI 后大鼠脊髓组织中 miR-124-3p 的表达水平降低，进一步的研究

发现，在 SCI 后第 7天损伤神经元中 miR-124-3p 的表达量较正常组明显降低，

表明 miR-124-3p 对维持正常脊髓神经通路的传导具有一定作用，并且可能反映

了 SCI 的严重程度，同时，在神经元生长过程中，miR-124-3p 以不可检测或非常

低的水平存在于神经祖细胞中，而高表达于高度分化或者成熟的神经元[19]。现有

的研究表明，miR-124-3p 在 SCI 后发挥多种重要作用。例如，突触足蛋白是伤害

感受途径的关键要素，在癌性疼痛大鼠模型的脊髓中由于 miR-124-3p显著降低，

进而导致突触足蛋白上调，而脊髓鞘内注射 miR-124-3p 模拟物后，突触足蛋白

的表达正常化，进而明显缓解动物模型的癌性疼痛，因此 miR-124-3p 可能具有

恢复 SCI 后痛觉超敏的作用[20]。也有研究发现，miR-124-3p 可以缓解炎症性疼

痛并降低脊髓中炎症因子的表达，例如，miR-124-3p 可以减轻炎症并降低脊髓中
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IL6R 的表达，双荧光素酶的结果表明 IL6R 是 miR-124-3p 的靶基因，并且这种

相互作用可以调节炎症性疼痛的发展[21]。中枢神经系统病变引起的炎症反应通

过抑制神经轴突的再生影响神经修复，TNF-α 是抑制炎症反应的主要参与者（巨

噬细胞）发挥作用的效应成分[22]。研究发现，转染 miR-124-3p 的 PC12 细胞可

以抵消 TNF-α 和巨噬细胞介导的神经轴突的生长抑制作用（其中 PC12细胞是一

种用于模拟神经元的常用细胞），因此，miR-124-3p 的作用机制可能有助于抑制

SCI病理生理所引起的炎症反应[23]。 

二十二碳六烯酸（DHA）在 SCI 后具有明显的神经保护功能，可以直接影响

神经性疾病模型中的小胶质细胞，在鼠类脊髓小胶质细胞中，miR-124-3p抑制剂

通过显著降低 DHA 的表达而增加髓磷脂的吞噬反应，进而损伤神经[24]。目前已

知，脊髓的生理环境存在大量巨噬细胞，这些存在于中枢系统的巨噬细胞被称为

小胶质细胞，这些细胞具有三个表型，分别是 M0（未分化型）、M1（促炎型）

和 M2（抗炎型），正常生理状态下，M1型和 M2型小胶质细胞的数量维持在相

对恒定的水平，当机体处于病理生理情况下，大量 M1 型的小胶质细胞被活化，

进而造成严重的炎症环境[25]。最新的研究发现，miR-124-3p 作用于小胶质细胞

并使其定向分化为M2型，抑制 SCI 后的炎症，从而创造一个良好的神经再生环

境，同时，miR-124-3p 通过抑制小胶质细胞向 M1 极化的转录因子 C/EBP-α 减

轻炎症损伤及 M1型小胶质细胞在体内外对神经元的毒性。此外，研究发现，过

表达miR-124-3p通过靶向BV-2细胞中的3'-非翻译区抑制凋亡蛋白Bax的表达，

使凋亡的神经元减少，从而恢复 SCI 大鼠双下肢的运动能力[26]。综上所述，miR-

124-3p 在 SCI 后细胞凋亡及炎性反应等病理过程中发挥重要功能。因此，对 miR-

124-3p上游的进一步研究有助于寻找治疗 SCI 的新靶点和新方向。 

竞争性内源 RNA（competing endogenous RNA，ceRNA）假说由 Salmena等

人在 2011 年首次提出，该假说指出，一些 RNA 作为 ceRNA靶向 miRNA调节

下游 mRNA 的表达，同时描述了 ceRNA通过竞争 miRNA上 mRNA 的共同结合

位点改变 miRNA 的功能[27]。ceRNA 的核心概念是通过 miRNA 反应元件与靶

miRNA 相互作用，以大规模控制转录组。越来越多的研究表明，lncRNA 可以作

为 ceRNA通过竞争 miRNA调节 mRNA 的表达，如淋巴瘤[28]、结直肠癌[29]和胃

癌[30]等。这些研究证明了 ceRNA 在疾病中发挥重要作用，但关于 lncRNA 相关
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ceRNA 互作网络在 SCI 中的研究尚少，因此阐明 lncRNA 相关 ceRNA 网络在

SCI 中的机制对于 SCI 的治疗和诊断是必要的。 

长链非编码 RNA（long non-coding RNA，lncRNA）是一种长链非编码 RNA

（ncRNA），由超过两百个核苷酸组成，主要存在于染色体的外显子和启动子区

域，同时具备很强的进化保守能力[31]。一直以来，lncRNA 被看作是人类基因组

中转录的“噪音”，由于基因组学的进展，逐渐发现 lncRNA通过发挥多种功能影

响基因的表达和转录，这些的功能作用包括：（1）作用于基因上游启动子，影响

基因表达；（2）抑制 RNA聚合酶 II 或者介导染色质重构以及蛋白修饰，影响下

游基因的表达；（3）通过影响 mRNA 的剪切，影响蛋白质的翻译；（4）产生内

源性 siRNA；（5）作用于特定靶向的蛋白质，从而影响蛋白质的功能；（6）与蛋

白质结合，形成核酸蛋白结合体；（7）与某些特殊的蛋白质结合，改变该蛋白质

在细胞中的定位；（8）作为小分子 RNA 的前体核苷酸片段[32]。 

2003 年，Ji 及其同事从非小细胞肺癌患者的肿瘤细胞中筛选出了一个基因

转录物，以肺癌转移相关转录本 1（MALAT1）作为其特有的名称，lncRNA 

MALAT1 是存在于不同基因间的转录本，由多个启动子共同控制其转录[33]。目

前已有大量关于 lncRNA MALAT1 的研究，发现其在卵巢癌[34]、乳腺癌[35]、前列

腺癌[36]、帕金森病[37]以及骨关节炎[38]等疾病的病理生理过程中发挥重要作用。

同时，lncRNA MALAT1也参与 SCI 后细胞凋亡及炎性反应中。例如，在脂多糖

（Lipopolysaccharide，LPS）诱导的炎性细胞损伤模型中，IKKβ/NF-κB信号通路

被激活，导致促炎细胞因子 TNF-α 和 IL-1β 大量释放，同时 lncRNA MALAT1 的

表达量较对照组明显升高，进一步的研究发现，敲低 lncRNA MALAT1 后，大幅

度降低了 TNF-α、IL-1β 的表达，使 LPS诱导的小胶质细胞从原本应该向 M1型

转化变为了向 M2 型转化，进而明显抑制 SCI 后的炎性反应[39]。现有的研究表

明，lncRNA MALAT1 作用于 miR-124-3p 影响不同疾病的发生和演变过程，例

如，miR-124-3p 在非小细胞肺癌中的表达量被 lncRNA MALAT1 影响，从而对非

小细胞肺癌细胞的增长、集落形成和凋亡发挥重要作用[40]；在鼻咽癌细胞中发现

lncRNA MALAT1通过海绵 miR-124-3p 提高 CAPN4 基因的表达，其中，CAPN4

过表达可逆转干扰 lncRNA MALAT1 在鼻咽癌中的效应 [41]；在帕金森疾病

（Parkinson’s disease，PD）模型小鼠和 SH-SY5Y 细胞中发现，干扰 lncRNA 
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MALAT1 的表达可以减少 PD 小鼠多巴胺能神经元凋亡[42]。除此之外，lncRNA 

MALAT1 与 miR-124-3p 也参与到小细胞肺癌[43]和宫颈癌[44]等疾病的凋亡过程

中。综上所述，lncRNA MALAT1 对细胞凋亡发挥一定功能，但目前有关 lncRNA 

MALAT1 调控 SCI 后细胞凋亡及相关病理生理过程的研究内容有限，关于其调

控凋亡时相互作用的蛋白网络及具体机制的研究尚少，lncRNA MALAT1 在 SCI

中的作用及机制有待我们进行更深入的研究。 

本课题组前期研究发现 miR-124-3p 和 calpain 1 之间的靶向关系，并进行验

证。在本次研究中，通过生物信息学分析选择了 SCI 中的重要基因分子 lncRNA 

MALAT1，猜测 miR-124-3p与 lncRNA MALAT1 存在转录或转录后 ceRNA 相互

作用关系，二者共同作用对 SCI 的凋亡发挥重要作用，因此，本研究探讨了

lncRNA MALAT1/miR-124-3p/calpain 1轴对 SCI 后神经元凋亡的具体作用机制，

希望为 SCI 的临床分子生物学检测奠定理论基础，从而为 SCI 的治疗提供新的

靶点和新的治疗方向。 
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1 实验仪器以及试剂 

1.1细胞株：大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞株（PC12），购买于武汉普诺赛生命科技

有限公司。 

1.2 实验主要仪器 

仪器名称 生产公司 产地 

电子天平 Mettler 中国 

电泳仪 Bio-Rad 美国 

转膜仪 Bio-Rad 美国 

生物安全柜 上海博讯 中国 

倒置显微镜 Leica DM1L 德国 

酶标仪 BIO-RAD iMark 美国 

高速冷冻离心机 

低温离心机 

高压灭菌器 

细胞培养箱 

超声波细胞破碎仪 

移液枪 

PCR仪 

流式细胞仪 

磁力搅拌器 

恒温水浴锅 

荧光显微镜 

冰箱 

WB 成像分析系统 

烤箱 

液氮罐 

超低温保存箱 

光学显微镜 

GL-21MC 

GH-15MC 

HIRAYAMA 

SANYO 

宁波新芝生物公司 

Eppendorf 公司 

赛默飞 

BD 

雷磁仪器厂 

金坛荣华仪器厂 

ZEISS 

海尔 

天能科技有限公司 

莱玻瑞 

Thermo Fisher 

Thermo Fisher 

ZEISS 

中国          

中国 

日本 

日本 

中国 

德国 

美国 

美国 

中国 

中国 

德国 

中国 

中国 

中国 

美国 

美国 

德国 
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1.3 实验主要试剂及耗材 

试剂或耗材名称       生产厂家 产地 

PBS Sigma 美国 

75%酒精 中国国药生物 中国 

RIPA裂解液 索莱宝 中国 

牛血清白蛋白 

RPMI-1640培养基 

X-tremegene HP 

Opti-MEM 

胰蛋白酶 

DMSO 

流式凋亡试剂盒 

miR-124-3p mimics 

NC mimics 

miRNA转染试剂 

双抗 

CCK-8 

miRNA Kit 

miRNA 1st-Strand cDNA 

Synthesis Mix 

Green qPCR Mix 

BCA 蛋白浓度测定盒 

SDS-PAGE凝胶配置试

剂盒 

蛋白上样缓冲液 

磷酸酶抑制剂混合液 

蛋白酶抑制剂混合液 

蛋白预染 marker 

细胞蛋白抽提试剂盒 

全式金 

Gibco 

Roche 

Gibco 

Gibco 

Sigma 

伊莱瑞特 

锐博 

锐博 

锐博 

碧云天 

碧云天 

全式金 

全式金 

 

全式金 

雅酶 

雅酶 

 

雅酶 

雅酶 

雅酶 

雅酶 

雅酶 

中国 

美国 

中国 

美国 

美国 

美国 

中国 

中国 

中国 

中国 

中国 

中国 

中国 

中国 

 

中国 

中国 

中国 

 

中国 

中国 

中国 

中国 

中国 
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封闭液 

Tween20 

电泳液 

转膜液 

PVDF膜 

一抗稀释液 

二抗稀释液 

β-actin兔多克隆抗体

（一抗） 

GAPDH（一抗） 

calpain 1（一抗） 

HRP 标记山羊抗小鼠/兔

IgG（二抗） 

Lipofectamine 2000 

DEPC水 

PCR-总 RNA 提取试剂

盒 

PCR-第一链 cDNA合成

试剂盒 

PCR-荧光反应试剂盒 

miRNA-124引物 

lncRNA MALAT1引物 

calpain 1 引物 

U6 引物 

GAPDH 引物 

DMEM, low glucose, 

GlutaMAX Supplement, 

pyruvate 

细胞冻存管 

雅酶 

Amresco 

碧云天 

碧云天 

雅酶 

雅酶 

雅酶 

雅酶 

 

博奥龙 

亲科 

博奥龙 

 

Thermo Fisher 

Sigma 

Takara 

 

Takara 

 

Takara 

生工 

生工 

生工 

生工 

生工 

Gibco 

 

   

康宁 

中国 

美国 

中国 

中国 

中国 

中国 

中国 

中国 

 

中国 

中国 

中国 

 

美国 

美国 

日本 

 

日本 

 

日本 

中国 

中国 

中国 

中国 

中国 

美国 

 

 

中国 
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细胞培养板 

移液墙头 

DMEM, high glucose, 

GlutaMAX Supplement, 

pyruvate 

离心管 

康宁 

康宁 

Gibco 

 

 

康宁 

中国 

中国 

美国 

 

 

中国 

1.4 实验主要试剂配制 

1.4.1 完全培养基的配制： 

取适量胎牛血清与双抗（100 U/mL青霉素及 100 U/mL链霉素）先后加入

RPMI-1640 培养基中，配置成完全培养液（其中胎牛血清占比 10%，双抗占比

1%），分装装后冷藏储存。 

1.4.2细胞冻存液的配制： 

将胎牛血清与 DMSO 按照 9：1 的比例配制，现配现用。 

1.4.3 实验用 H2O2浓度的配制： 

    分两次稀释:首先，取 30 μL浓度为 30%的 H2O2 定容于 2.5 mL 的完全培养

基中，得到 100 mM 的 H2O2，标记为溶液 A。然后，将溶液 A 中的液体再次进

行稀释得到实验所需的终浓度（如 0、100 μM、200 μM、400 μM 以及 800 

μM），标记为溶液 B。例如：取 A液中的液体 4 μL 定容于 2 mL 的完全培养基

中，则得到 200 μM终浓度的 H2O2。 

1.4.4 电泳液的配制： 

取 10×电泳液 100 mL 均匀混入 900 mL 的纯水中，冻存于 4 ℃冰箱。每次

新配电泳液使用之后进行回收，使用 3-4次。 

1.4.5转膜液的配制： 

向量筒中注入 10×转膜液 100 mL，再向其注入 200 mL 甲醇，震荡混合

后，再向烧杯中加入足量的纯水使总体积达到 1000 mL，置于 4℃冰箱中冷冻

保存。每次新配转膜液使用之后进行回收，使用 3-4次。 

1.4.6 蛋白印迹 TBST缓冲液的制备 

取 10×TBST缓冲液 100mL，加入 900mL 的纯水定容至 1000mL，冻存于 4℃

冰箱。 
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1.5引物序列 2 实验方法 

名称 序列 

lncRNA MALAT1 

 

calpain 1 

 

miR-124-3p 

 

U6 

 

GAPDH 

 

正向：AAAGCAAGGTCCCCACAAG 

反向：GGTCTGTGTTAGATCAAAGGCA 

正向：CTCATGGATCGAGACGGTAATG 

反向：CTTTCGGAAGATGGTCAGGTAA 

正向：GCGGTTCTCTTGTGGAGGGG 

反向：AGAAGGGGAAACGGCAGAC 

正向：CGGGTTTGTTTTGCATTTCT 

反向：AGTCCCAGCATGAACAGCTTGA 

正向：GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 

反向：AGATGGTGATGGGATTTC 

2 实验方法 

2.1 实验动物 

本实验使用了 12只成年雌性 Sprague Dawley（SD）大鼠，（12W龄，

250±15g），这些大鼠动物实验均在昆明医科大学动物伦理委员会下进行，并由

其提供，喂养在昆明医科大学动物实验部动物房。这些大鼠分为 4个组，每个

组三只，分别为 control、3天 SCI、7天 SCI 和 14天的 SCI。 

2.2 SCI模型的建立 

（1）使用异氟烷将大鼠麻醉后，剔除大鼠背部手术毛发； 

（2）将麻醉好的大鼠四肢固定于手术台上，使用碘伏来回消毒手术区域； 

（3）找到背部最突出的位置，手术刀切开 3cm左右切口，逐层分离组

织，直到暴露 T10棘突，打开关节突和椎板，暴露脊髓； 

（4）使用动脉夹夹闭脊髓 45-60s，当大鼠尾巴迅速摆动则证明 SCI模型建

立成功； 

（5）术后消毒缝合，于恒温箱中复苏，并于单笼中喂养； 

（6）术后大鼠出现尿潴留，于早晚人工按压腹部排尿一次。 

2.3 BBB 行为学评分 

分别于术前、3天、7天及 14天对各组大鼠进行 BBB 行为学评分。BBB
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行为学评分满分为 21 分，代表大鼠运动功能良好，评分越低表明神经受损情况

约严重。将大鼠放于平台，观察其各指标的运动能力。评分标准如下： 

BBB评分标准 

分数 特征 

第一部分 恢复早期的后肢关节运动 

0 

1 

2 

 

3 

4 

5 

6 

7 

第二部分 恢复中期的步态和协调运动 

8 

9 

 

10 

11 

12 

 

13 

第三部分 运动中爪的精细部分 

14 

 

 

15 

 

 

未见后肢运动 

一个或两个关节轻微运动 

一个关节广泛运动；一个关节广泛运动且另

一个关节轻度运动 

两个关节广泛运动 

三个关节轻度运动 

两个关节轻度运动，第三个关节广泛运动 

两个关节广泛运动，第三个关节轻度运动 

三个关节广泛运动 

 

无负重拖动或足置于无负重位 

足底仅位于负重位，或偶尔/频繁/持续的足背

负重步行，无足底步行 

偶尔负重步行，无前后肢协调运动 

频繁到持续的负重步行，无前后肢协调运动 

频繁到持续的负重步行，偶有前后肢协调运

动 

持续的负重步行，频繁前后肢协调运 

 

持续协调步态，持续前后肢协调运动；运动

时优势爪旋转或频繁足底步行，持续前后肢

运动协调和偶尔的足背步行 

持续协调步态；当前肢前进时无或偶有伸

趾；优势爪接触地时与身体平行 
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16 

 

17 

 

18 

 

19 

 

20 

 

 

21 

 

 

持续协调步态；频繁伸趾；优势爪接触地时

与身体平行，提起时旋转 

持续协调步态；频繁伸趾；优势爪在触地及

提起时均与身体平行 

持续协调步态；持续伸趾；优势爪接触地时

与身体平行，提起时旋转 

持续协调步态；持续伸趾；优势爪在触地及

提起时均与身体平行 

持续协调步态；持续伸趾；优势爪在触地及

提起时均与身体平行，但躯体不稳定，尾巴

持续上翘 

持续协调步态；持续伸趾；优势爪在触地及

提起时均与身体平行，躯体稳定，尾巴持续

上翘 

2.4细胞培养 

2.4.1细胞复苏 

（1）将所需使用物品（如移液枪头、离心管等）放入细胞超净台，利用紫

外灯消毒杀菌 30 分钟； 

（2）将 PC12细胞从液氮取出，于预热好的 37 ℃水浴箱反复来回摇晃，直

至冻存细胞液溶解； 

（3）撕去细胞冻存管封口条，将其中已液化的细胞冻存液移入到已被紫外

消毒的离心管内，然后向其中加入适量的完全培养液； 

（4）把移入细胞液的离心管放进离心机，并取相同规格以及液体量的离心

管作为配平管，配平后，将离心机的工作速度设定为 1000-1500转/分钟，工作 5-

10 分钟； 

（5）使用移液枪移除上清液，留下细胞的沉降物，再向离心管中注入适量

完全培养液，来回抽吸使细胞重新漂浮于完全培养液中，然后将细胞液注入 T 25

细胞培养瓶，使用“8”字法来回晃荡培养瓶； 

（6）使用记号笔于培养瓶侧面做好标记（如细胞种类、处理时间以及操作



20 
 

者名字等），消毒后，放入 37 ℃、5% CO2 的培养箱中。 

2.4.2细胞换液 

（1）将所需物品（如 1 mL移液枪头、15 mL移液管等）放入超净台紫外灯

消毒杀菌 30 分钟； 

（2）取出细胞培养瓶，使用吸液器将瓶中液体全部抽出，用少许 PBS润洗

三次（注意润洗过程中不要使细胞脱落），最后加入适量完全培养液； 

（3）使用记号笔于培养瓶侧面做好标记（如细胞种类、处理时间以及操作

者名字等），消毒后，放入 37 ℃、5% CO2 的培养箱中。 

2.4.3细胞传代 

（1）将细胞培养瓶从恒温培养箱中拿出，并放于倒置显微镜下检查细胞的

发育状态（如形状、大小等），在细胞汇合度达到 80%及其以上后，进行细胞传

代； 

（2）将所需物品喷洒酒精后，放入超净台中，打开紫外灯消毒杀菌 30 分钟； 

（3）将细胞培养瓶放入超净台，将培养瓶中液体用吸液器吸尽，少许 PBS

润洗，加入胰酶，微微晃荡细胞培养瓶让胰酶与细胞充分接触，然后置于恒温培

养箱中孵育 30秒到 2 分钟，敲击细胞培养瓶的侧壁和底部，让细胞从培养瓶底

部掉落，最后使用倒置显微镜查看细胞是否掉落； 

（4）加入足量培养液停止消化反应，并用移液枪吹击瓶底，使细胞脱落，

然后注入离心管中； 

（5）将含细胞液的离心管放入离心机，并取相同规格以及液体量的离心管

作为配平管，配平后，将离心机的工作速度设定为 1000-1500转/分钟，工作 5-10

分钟； 

（6）先将上清液用吸液器吸弃，留下大量细胞沉降物，使用适量完全培养

液重悬细胞，然后将细胞液均匀注入 3个细胞培养瓶中，最后使用“十”字法使细

胞均匀的分布，并排列在培养瓶底部； 

（7）使用记号笔于培养瓶侧面做好标记（如细胞种类、处理时间以及操作

者名字等），消毒后，放入 37 ℃、5% CO2 的培养箱中。 

2.4.4细胞冻存 

（1）将细胞培养瓶从恒温培养箱中拿出，使用吸液器将培养液吸弃，用少
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许 PBS 润洗三次，使用胰酶将细胞从培养瓶上分离出来，加入足量的完全培养

液以停止胰酶的消化反应，微微晃荡细胞培养瓶让胰酶与细胞充分接触，然后置

于恒温培养箱中孵育 30秒到 2 分钟，敲击细胞培养瓶的侧壁和底部，让细胞脱

落，然后把细胞悬液移入事先准备好的离心管中； 

（2）将含细胞液的离心管放入离心机，并取相同规格以及液体量的离心管

作为配平管，配平后，将离心机的工作速度设定为 1000-1500转/分钟，工作 5-10

分钟； 

（3）使用吸液器吸弃上清液，留下细胞沉降物，以 1:9 的比例将 DMSO 和

血清混合配置成细胞冻存液，在离心管中加入 1 mL细胞冻存液，并来回抽吸使

细胞漂浮于冻存液中，然后转移到事先准备好的细胞冻存管中，盖上瓶盖，贴上

封口贴，使用记号笔于冻存管侧面做好标记（如细胞种类、处理时间以及操作者

名字等）； 

（4）将细胞冻存管放入恢复室温的细胞冻存盒后，置于-80℃保存。 

2.5 使用 H2O2刺激 PC12，建立 SCI细胞模型 

（1）取生长状态较好的 PC12细胞种植于细胞培养板中； 

（2）细胞铺满培养板后，使用 PBS 润洗细胞 3 次，注意不要将细胞冲走； 

（3）将按照一定比例稀释好的 H2O2沿壁缓慢注入细胞培养板； 

（4）将细胞培养板做好标记后（如细胞种类、处理时间以及操作者名字等），

消毒后，放入 37℃、5%CO2 的培养箱中； 

（5）24h 后，使用 CCK8检测细胞活力，细胞活力达到 50-60%左右，即建

立体外 SCI模型。 

2.6细胞转染 

（1）显微镜下观察六孔板中每个孔的细胞密度，待细胞汇合度达到 60-70%

左右，进行转染处理； 

（2）使用 Lipo fectamine 2000前将其来回摇动，将 5 μL Lipo fectamine 2000

加入 1.5 mL离心管中，然后向离心管中加入 250 μL 的 Opti-MEM I Reduced Serum 

Medium 进行稀释。来回颠倒离心管混匀后，置于室温 5 分钟，标记为管 1； 

（3）在 1.5 mL离心管中加入 10 μl 所需转染的 miRNA 或 lncRNA，然后加

入 250 μL 的 Opti-MEM I Reduced Serum Medium，来回颠倒离心管混匀后标记为
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管 2； 

（4）将管 1 和管 2 中的液体混合，标记为管 3； 

（5）将管 3 中混合 1.5 mL无血清的培养基后注入六孔板； 

（6）将六孔板移入培养箱后，培养 4-6 h，使用含血清的完全培养基进行换

液，转染结束。 

2.7 CCK8法测定细胞活力 

（1）将 PC12 细胞按照每个孔 20000 个细胞的数量接种于 96 孔板培养，

直至达到转染条件； 

（2）待细胞汇合度达到转染条件后，吸弃培养基，用 PBS润洗 1次，然后

进行细胞转染； 

（3）转染结束后，待细胞铺满培养板后，使用 H2O2刺激细胞 24 h建造 SCI

模型； 

（4）每孔加入 10 μL CCK8试剂（注意不要有气泡），放置于培养箱 2 h

（整个过程需要在黑暗环境下操作），在设置为 450nm 的酶标检测吸光度（OD

值）； 

（5）计算细胞活力：细胞存活率=（实验组 OD值-空白组 OD值）/（对照

组 OD值-空白组 OD值）×100%； 

（6）注意：在种板时，单独设置一组无细胞只有完全培养液的分组为空白

组，每组设置 3-5个复孔。 

2.8细胞蛋白的提取 

（1）以六孔板的一个孔为例。向离心管中加入 200 μL RIPA裂解液，然后

先后向其注入少许蛋白酶抑制剂混合液和磷酸酶抑制剂混合液（最终浓度为

1:100）； 

（2）将培养板放于冰上，PBS 润洗三次，加入上述已制备好的裂解液，反

复吹打细胞，使裂解液与细胞充分接触； 

（3）使用刮刀按照 1次/10 分钟的频率反复刮磨细胞 30 分钟，使细胞充分

裂解； 

（4）将细胞裂解液转移至已消毒的无菌 EP管中，于事先预冷的高速离心机

中，按照 12000 rpm/min，离心 15 分钟。 
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（5）保留 EP管的上清液，即可得到细胞蛋白，按照雅酶 BCA 蛋白定量试

剂盒的说明书操作，进行定量。 

（6）蛋白定量结束加入上样缓冲液及无酶水后，将其放入温度达到 90℃的

水浴锅中加热 15 分钟，-80℃冰箱保存。 

2.9 Western Blot 蛋白印迹法检测 

2.9.1制胶： 

（1）使用自来水将需要使用的玻璃胶板、梳子清洗干净，滤纸擦拭后吹风

机吹干，喷洒 75％消毒酒精； 

（2）将两块玻璃胶板对齐，插入玻璃板内，用大拇指轻推玻璃板，并轻轻

敲击桌面，使胶板底部对齐胶条，防止漏胶； 

（3）将下层胶溶液和下层胶缓冲液各 2.5 mL依次加入离心管中，并向其加

入 50μl 促凝剂，在振荡器上混和均匀，将混匀后的液体使用 1 mL 的移液枪缓

慢、均匀的注入玻璃胶板中，等待 15 分钟； 

（4）下层胶凝固成胶冻状后，将上层胶溶液和上层胶缓冲液各 1 mL依次加

入到离心管中，并向其加入 20 μL 的促凝剂，混匀，将混匀后的液体使用 1 mL

的移液枪缓慢、均匀的注入玻璃胶板中，并插入梳子； 

（5）待胶凝固后，即可使用。 

2.9.2 电泳： 

（1）将制备好的胶板取下，安装于电泳槽上，并放于电泳盒中； 

（2）双手分别捏住梳子轻轻拔出（注意过程中用力均匀，防止上样口弯曲，

并检查胶口是否被堵住），向电泳槽中加入事先配制好的电泳液直到溢出为止； 

（3）在样本的左右两端各加入 3 μL 的 marker，并按照实验设置的分组先后

加入蛋白样本，然后向电泳槽内持续加入事先准备好的电泳液，直至溢出，电压

120 V，电泳时间 60 min，观察Marker 分出所需位置后即可停止电泳。 

2.9.3转膜： 

（1）取适合大小的水槽，倒入适当的转膜液，将转膜夹浸入转膜液中，随

后取出。将玻璃板在梳子口这侧撬开，切到适合大小。将厚滤纸（黑板侧）盖在

胶上，翻转。小心将胶转到厚滤纸上，将厚滤纸放于海绵（黑板侧）上，调整胶
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块，使 marker 与厚滤纸底边垂直。随后在胶上确定加样方向，后期将 PVDF 膜

一角在加第一样侧，方便后期显影确定加样顺序。 

（2）将 PVDF 膜浸入甲醇中 1min 左右，将 PVDF 膜放于胶上适合位置。

剪掉一角边在加第一样侧，盖在胶上，用滚轮排出气泡，盖上另一侧滤纸，海绵，

透明板。将转膜板放于转膜槽内，黑板对黑边。倒入转膜液，放入冰袋。电流 200 

mA，时间 120 min。  

2.9.4封闭： 

转膜结束后，将整块 PVDF膜放入孵育盒中，TBST润洗 5 min，倒入封闭

液，于摇床上室温封闭 2 h。 

2.9.5 切膜： 

将洗好的膜放在塑料薄膜上，盖上塑料薄膜，防止切割时损坏条带。 

2.9.6孵一抗： 

切膜后的条带使用 TBST 清洗 5 min，倒入一抗，置于冰箱一晚，次日早晨

回收抗体，一抗一般用 3次后丢弃。 

2.9.7孵二抗： 

用 TBST洗 PVDF膜 3次，每次 5 分钟（均于摇床上操作），倒入二抗，于

摇床上室温孵育 2 h。2 h 后，将孵育盒中的二抗回收，TBST 清洗膜 3次，每次

5min。 

2.9.8显色反应： 

按照 1：1比例将 A与 B显影液配制于片盒中，使用滤纸将膜轻轻擦拭后放

入片盒中浸泡 1-2 min，立即放入显影仪显影，曝光 1-5 分钟。 

2.10细胞 RNA 的提取 

2.10.1暴露 RNA 

（1）用吸液器将细胞培养板中的液体吸去，用少许 1×PBS 清洗一次； 

（2）在每个细胞孔中加入 1 mL 的 LB 10，来回晃荡细胞板，使裂解液完全

接触到细胞，然后用移液枪来回抽吸使细胞脱落； 

（3）将细胞孔内的液体全部转移至事先标记好的离心管中，盖上盖子来回

晃荡，然后放于室温下 5 分钟。 

（4）每使用 1 mL LB 10，加入 0.2 mL氯仿，剧烈震荡 30秒，室温孵育 3

分钟； 
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（5）将离心机的工作速度设定为 10000×g，温度设定为 4 ℃，工作 15 分钟。

此时样品由上到下依次分为 3 层，分别是水相、中间层及有机物层。RNA 都集

中在上层，上层体积约为 500 mL； 

（6）转移无色水相于新的离心管中，进行不同处理得到 miRNA 或者 Total 

RNA。 

2.10.2 miRNA 的纯化： 

（1）在离心管中加入 150 mL 的无水乙醇，充分混合。 

（2） 然后转移到RNA Spin Column中，将离心机的工作速度设置为 12000×g，

室温工作 30秒，将流出液转移到 1.5 mL 的无酶离心管中。 

（3）加入 750 mL 的无水乙醇到离心管中，来回颠倒。 

（4）把液体转移到 miRNA Spin Column 中，将离心机的工作速度设置为

12000×g，室温工作 30秒，弃掉流出液。 

（5）加入 500 μL 的 WB 10（已加入无水乙醇），将离心机设置为 12000×g，

室温工作 30秒，弃掉流出液。再次离心一次。 

（6）将离心机的工作速度设置为 12000×g，室温工作 2 分钟，弃掉流出液，

完全分离剩下的乙醇。 

（7）将 miRNA Spin Column放入 1.5 mL无酶离心管，向其中心加入 40 

μL无酶水，常温放置 1 分钟。将离心机设置为 12000×g，室温工作 60秒，得

到 miRNA。 

（8）把所得的 miRNA放在-80℃冰箱冷冻保存。 

2.10.3 Total RNA 的纯化： 

（1）在离心管中加入 650 mL 的无水乙醇，充分混合。 

（2）把离心管中的液体转移到 RNA Spin Column 中，将离心机的工作速度

设置为 12000×g，室温工作 30秒，弃掉流出液。 

（3）加入 500 μL 的 WB 10（已加入无水乙醇），将离心机的工作速度设置

为 12000×g，室温工作 30秒，弃掉流出液。再次离心一次。 

（4）设置离心机为 12000×g，工作 2 分钟，弃掉流出液，分离剩下的乙醇。 

（5）将 miRNA Spin Column放入 1.5 mL无酶离心管，加入 40 μL无酶水到

离心柱的中央，放置 1 分钟。设置离心机为 12000×g，室温工作 60秒，得到 Total 
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RNA。 

（6）把所得的 Total RNA放在-80℃冰箱冷冻保存。 

2.11 RT-qPCR检测 

2.11.1逆转录反应： 

2.11.1.1 miRNA逆转录反应 

逆转录试剂组成 

成分 用量 

miRNA x μL 

miRNA RT Enzyme Mix 

2×TS miRNA Reaction Mix 

RNase-free Water 

Total volume 

1 μL 

10 μL 

       Variable 

        20 μL 

上述配比及操作均在冰上进行。接下来轻轻混匀，37 ℃孵育 1 h；85 ℃加热 5 s。 

2.11.1.2 Total RNA逆转录反应： 

逆转录试剂组成 

成分 用量 

5×PrimeScript RT Master Mix 

Total RNA 

RNase Free dH2O 

Total volume 

2 μL 

x μL 

8-x μL 

10 uL 

接下来轻轻混匀后，37℃15 分钟；85℃5秒。 

2.11.2 RT-qPCR反应： 

成分 用量 

cDNA 

Forward Primer 

Reverse Primer 

2×Green qPCR SuperMix 

Passive Reference DyeⅡ 

Variable 

0.4 μL 

0.4 μL 

10 μL 

0.4 μL 
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Nuclease-free Water 

Total volume 

Variable 

20μL 

PCR反应条件： 

温度 时间 循环数 

94℃ 

94℃ 

60℃ 

30 sec 

5 sec 

30 sec 

1 

40-45 

40-45 

2.12双荧光素酶基因报告检测 

2.12.1准备目的细胞    

（1）将所需使用物品（如移液枪头、离心管等）放入细胞超净台，利用紫

外灯消毒杀菌 30 分钟； 

（2）将目的细胞从液氮取出，于预热好的 37 ℃水浴箱反复来回摇晃，直至

冻存细胞液溶解； 

（3）撕去细胞冻存管封口条，将其中已液化的细胞冻存液移入到已被紫外

消毒的离心管内，然后向其中加入适量的完全培养液； 

（4）把移入细胞液的离心管放进离心机，并取相同规格以及液体量的离心

管作为配平管，配平后，将离心机的工作速度设定为 1000-1500转/分钟，工作 5-

10 分钟； 

（5）使用移液枪移除上清液，留下细胞的沉降物，再向离心管中注入适量

完全培养液，来回抽吸使细胞重新漂浮于完全培养液中，然后将细胞液注入 T 25

细胞培养瓶，使用“8”字法来回晃荡培养瓶； 

（6）使用记号笔于培养瓶侧面做好标记（如细胞种类、处理时间以及操作

者名字等），消毒后，放入 37 ℃、5% CO2 的培养箱中。 

2.12.2目的细胞质粒转染    

（1）在 24孔板的每个孔中接种 10万个细胞，继续培养，使细胞密度达到

60%左右。 

（2）使用 ROCHE：X-tremegene HP转染试剂转染：   

1) 每使用 1 µg质粒，需要使用 2 μL 的转染试剂，以此比例将转染试剂和所

需质粒同时溶解于 100 µL opti-MEM 中，放置于室温下 20 分钟；  
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2) 将细胞孔中的培液用吸液器吸弃 300 μL；   

3) 将步骤 1）所配置的混合液加入到细胞孔中放入温度设定为 37 ℃、CO2

浓度设定为 5%的细胞培养箱培养后，向每个细胞孔中加入 300 μL 完全培养液；   

4）1-2天后于荧光显微镜下查看荧光标记的情况，以此判断是否转染成功；   

5）细胞转染 48小时后进行 luciferase检测。 

2.12.3 Luciferase检测 

（1）使用 Dual-Luciferase® Reporter Assay System，需将 Luciferase Assay 

Buffer II 融化（首次使用）；将 Luciferase Assay Buffer II 注入 Luciferase Assay 

Substrate，震荡溶解后，变为 Luciferase Assay Reagent，放在-80℃冰箱冷冻保存。 

（2）用 D-Hanks 稀释 Passive Lysis Buffer；用吸液器吸弃培养板中的培养

基，每个孔注入 300 μL 的 Passive Lysis Buffer，置于冰箱 20 分钟，使细胞完全

破碎裂解，在振板机上适当震动 3 分钟立即可进行检测。 

（3）将Stop & Glo® Buffer从冰箱中拿出，恢复室温，把Stop & Glo® Substrate

注入 Stop & Glo® Buffer 中，进行稀释。 

（4）在检测板中先注入 40 μL Lockwell maxisorp，随后注入 20 μL Luciferase 

Assay Reagent，震荡混匀，使用酶标仪测定 firefly luminescence（萤火虫荧光酶

荧光值），需在 5 分钟内完成。 

（5）向每个孔中注入 20 uL Stop & Glo® Reagent，震荡混匀，常温反应 3 分

钟，于酶标仪测定 Renilla luminescence（海肾荧光酶荧光值）。 

（6）数据处理：Firefly/Renilla luminescence，即同一样品孔内 Firefly Luci

-ferase值与 Renilla Luciferase值的比值，代表 luciferase 相对表达量。 

2.13流式细胞术检测细胞凋亡 

（1）细胞处理结束后，将细胞培养板中的培养液转移到事先标记好的离心

管，向每个孔中加入适量胰酶，细胞脱落后收集于之前的离心管，将离心机的工

作速度设定 300×g，工作 5 分钟，离心结束后使用吸液器吸弃上清，使用少许 PBS

洗涤细胞，然后再次以 300 g离心 5 分钟，弃上清； 

（2）向离心管中加入 Annexin V Binding Buffer，反复抽吸，先后注入 5 μL

的 Annexin V-FITC 和 PI试剂，于震荡机上震荡混匀，放置于室温下 15 分钟（整

个过程应在黑暗环境下进行）； 
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（3）上机检测：于流式细胞仪进行检测； 

（4）四个象限中，左下象限为活细胞，右下象限为早凋细胞，右上象限为

晚凋细胞，左上象限为坏死细胞或细胞碎片； 

（5）数据分析：凋亡率=右下象限的早凋细胞率+右上象限晚凋细胞率。 

2.14 统计学分析 

实验获得的数据经计算和分析后以均数±标准差表示，并通过 Graph Pad 

Prism 8.0软件进行分析。Western blot 所得条带的灰度值用 image J 进行计算和分

析。将 P＜0.05视为有统计意义。 
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1 lncRNA MALAT1、miR-124-3p 和 calpain 1 在 SCI 大鼠动物模型中差异性表

达 

本研究首先建立了 SCI动物模型，通过 BBB 行为学评分评估 SCI动物模型

的建立是否成功。结果表明，与对照组相比，实验组大鼠 BBB 行为学评分明显

低于对照组（p＜0.0001），表明 SCI动物模型成功建立。随后用 RT-qPCR 对各组

大鼠 SCI 部位进行检测，结果显示 lncRNA MALAT1 和 calpain 1 在 SCI 后表达

上调，miRNA-124-3p 在 SCI 后表达下降（**** p＜0.0001，***p＜0.001，* p＜

0.05）（图 1）。 

    

         
图 1：BBB评分法评估 SCI动物模型的建立；RT-qPCR检测 SCI 后 3、7 和 14

天 lncRNA miR-124-3p、lncRNA MALAT1 和 calpain 1 的变化量 

（**** p＜0.0001，***p＜0.001，* p＜0.05） 
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2 lncRNA MALAT1与 miR-124-3p 之间存在靶向关系 

基因预测网站“starbase.sysu.edu.cn”结果显示 lncRNA MALAT1 是 miR-124-

3p 的上游靶点，两者之间存在相互结合的碱基位点（图 2）。 

 

图 2：生信分析预测 lncRNA MALAT1 和 miR-124-3p 之间的结合位点 

为了验证该预测是否准确，通过双荧光素酶实验进行了 lncRNA MALTA1 和

miR-124-3p 之间的靶点验证，实验结果显示 WT+miR-124-3p 组对比于 WT+NC

组具有统计学意义（p＜0.0001）；MUT+miR-124-3p 组对比于 MUT+NC 组无统

计学意义（p＞0.05）。表明 lncRNA MALTA1 和 miR-124-3p 之间存在基因结合位

点，与预测结果一致（图 3）。 

  
图 3：双荧光素酶实验验证 lncRNA MALAT1 和 miR-124-3p 之间的靶点关系 

（**** p＜0.0001；ns p＞0.05） 

3 H2O2诱导 PC12建立 SCI 凋亡模型，SCI 影响 lncRNA MALTA1、miR-124-

3p 及 calpain 1 的表达 

    为了找寻模拟 SCI氧化应激引起细胞凋亡的最佳 H2O2浓度，本实验使用不

同 H2O2浓度（0、100 μM、200 μM、400 μM 以及 800 μM）刺激 PC12细胞 24 

h，模拟 SCI 后氧化应激的体外细胞凋亡模型。CCK8 检测得到结果：细胞存活

率随着 H2O2浓度增加而降低，呈现负相关趋势（p＜0.0001），当 H2O2浓度为 200 

μM时，细胞活力下降到 50%左右得到半数致死量 IC50，因此，后续实验以 200 

μM H2O2刺激细胞 24 h 作为建立 SCI体外细胞凋亡模型的最适条件（图 4）。  
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图 4：CCK8检测结果显示：当 H2O2浓度为 200 μM时，细胞活力在 50％左右 

（****p＜0.0001） 

    WB测定 SCI 后凋亡执行蛋白 cleaved caspase 3 的变化，相比于 control组，

H2O2刺激显著增加了 cleaved caspase 3 的表达（p＜0.0001）。表明 SCI 后细胞明

显凋亡（图 5）。 

  
图 5：WB测定 SCI 后 cleaved caspase 3 的变化量 

（****p＜0.0001） 

RT-qPCR测定 SCI 后 miR-124-3p、lncRNA MALAT1 及 calpain 1 的变化量，

与 control组比较，SCI 后 miR-124-3p 的表达量明显降低（p＜0.001），而 calpain 

1 和 lncRNA MALAT1 的表达量明显升高（p＜0.001，p＜0.0001），与 miR-124-

3p 的表达量呈负相关的趋势（图 6）。 
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图 6：RT-qPCR测定 SCI 后，miR-124-3p、lncRNA MALAT1 和 calpain 1 的变

化量（***p＜0.001，***p＜0.001） 

为了验证上述 RT-qPCR 得到的结果，本团队通过 WB 检测 SCI 后 CAPN1

蛋白表达改变量，相比于 control 组，CAPN1 在 SCI 后的表达量明显升高（p＜

0.01），与上述 RT-qPCR 的结果一致（图 7）。 

        

图 7：WB检测 SCI 后 CAPN1 蛋白表达量的变化 

（**p＜0.01） 

4 过表达 miR-124-3p能对抗 SCI 后神经元的凋亡 

为了证明 miR-124-3p 对 SCI 的影响，将 miR-124-3p化合模拟物转染到 PC12

细胞，RT-qPCR测定 miR-124-3p 的转染效率，结果显示，相比于 control组，转

染组 miR-124-3p 的表达量明显上调（p＜0.01），表明 miR-124-3p转染成功（图

8）。 
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图 8：RT-qPCR测定转染 miR-124-3p mimics 后，miR-124-3p 的变化量 

（**p＜0.01） 

随后，将实验分组设置为：control组、H2O2组、miR-124-3p+H2O2组和 miR-

NC+H2O2组，再以 200 μM浓度的 H2O2刺激 PC12细胞建立 SCI细胞模型，然

后采用 CCK8测定 SCI 后细胞活力，结果表明：与 control组比较，H2O2组细胞

活力明显下降（p＜0.0001）；与 miR-NC+H2O2组比较，转染 miR-124-3p 后细胞

活力升高（p＜0.0001）。表明 miR-124-3p 可以明显提高 SCI 后细胞的活力（图

9）。 

 
图 9：CCK8检测转染 miR-124-3p 对 SCI 后细胞活力的影响 

（****p＜0.0001） 

WB测定转染 miR-124-3p 对凋亡执行蛋白 cleaved caspase 3 的影响，结果显

示：control组和 H2O2组比较具有统计学意义（p＜0.0001）；miR-124-3p+H2O2组

和 miR-NC+H2O2组比较具有统计学意义（ p＜0.01）。表明 miR-124-3p 能抑制
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cleaved caspase 3 的表达（图 10）。 

    
图 10：WB检测转染 miR-124-3p 对 SCI 后 cleaved caspase 3 的影响 

（****p＜0.0001,** p＜0.01） 

随后，本研究使用流式细胞术验证上述得到的实验结果，同样发现，H2O2组

较 control组凋亡率明显增高（p＜0.0001）；miR-124-3p+H2O2组较 miR-NC+H2O2

组细胞凋亡率明显降低（p＜0.01）。表明过表达 miR-124-3p 抑制 SCI 后细胞凋

亡（图 11）。 

    

图 11：流式细胞术检测转染 miR-124-3p 对 SCI 后细胞凋亡的影响 

（****p＜0.0001,** p＜0.01） 

WB检测 miR-124-3p 对 SCI 后 CAPN1 的影响，结果显示：与 control组比

较，SCI 体外细胞模型中 CAPN1 的表达量明显增加（p＜0.001）；与 miR-NC+ 

H2O2组比较，过表达 miR-124-3p能抑制 CAPN1 的蛋白表达量（p＜0.05）。这些

结果表明，过表达 miR-124-3p 通过抑制 CAPN1 的表达量减弱 SCI 后细胞凋亡

（图 12）。 
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图 12：WB测定转染 miR-124-3p 对 SCI 后 CAPN1 的影响 

（***p＜0.001,* p＜0.05） 

5干扰 lncRNA MALAT1 可以对抗 SCI 导致的神经元凋亡  

SCI 后 lncRNA MALAT1 的表达量显著上调，因此，为了探讨干扰 lncRNA 

MALAT1 是否对 SCI 后神经元的凋亡具有影响，本实验构建了 3 个 lncRNA 

MALAT1干扰片段，分别标记为 si-1、si-2 和 si-3，并转染细胞，RT-qPCR检测

3 个片段的转染效率，同时进行最适 si-lncRNA MALAT1 筛选，结果显示：si-1

与 control组具有明显统计学差异（p＜0.001），表明 si-1转染效率最高。因此，

后续实验选用 si-1 作为 lncRNA MALAT1 的干扰片段（图 13）。 

 
图 13：RT-qPCR检测 lncRNA MALAT1 的转染效率及最佳片段的筛选 

（***p＜0.001） 

随后将实验分组划分为：control 组、H2O2 组、si-MALAT1+H2O2 组和 si-

NC+H2O2组，CCK8测定干扰 lncRNA MALAT1 对 SCI 后细胞活力的影响，结果

显示：与 control组相比，H2O2组细胞活力显著降低（p＜0.0001）；与 si-NC+H2O2

组相比，si-MALAT1+H2O2组细胞活力明显增加（p＜0.0001）。这些结果表明干

扰 lncRNA MALAT1促进 SCI 后细胞活力（图 14）。 
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图 14：CCK8测定干扰 lncRNA MALAT1 对 SCI 后细胞活力的影响 

（****p＜0.0001） 

最后，通过流式细胞术验证上述 CCK8 所得的结果，结果显示：control组和

H2O2 组细胞凋亡率的差异具有统计学意义（p＜0.0001）；si-NC+H2O2 组与 si-

MALAT1 组细胞凋亡率的差异具有统计学意义（p＜0.0001）。因此，得出结论，

干扰 lncRNA MALAT1能抑制 SCI 后细胞凋亡（图 15）。 

     
图 15：流式细胞术检测干扰 lncRNA MALAT1 对 SCI 后细胞凋亡的影响 

（****p＜0.0001） 

6 lncRNA MALAT1靶向 miR-124-3p调控 calpain 1抑制 SCI 后神经元凋亡 

为了评估 lncRNA MALAT1/miR-124-3p/calpain 1轴对 SCI 后神经元凋亡的

影响，本团队同时干扰 lncRNA MALAT1 和 miR-124-3p 进行挽救实验，转染结

束后建立 SCI细胞模型，RT-qPCR测定各组 miR-124-3p 的表达量，结果显示：

与 control 组相比，H2O2组 miR-124-3p 的表达量显低（p＜0.0001）；与 si-NC+ 

H2O2组相比，si-MALAT1+H2O2组 miR-124-3p 的表达量升高（p＜0.0001）；与

si-MALAT1+inhibitor-NC+H2O2组相比，si-MALAT1+miR-inhibitor+H2O2组 miR-

124-3p 的表达量下降（p＜0.05）。表明干扰 lncRNA MALAT1促进 miR-124-3p 的
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表达，而 miR-124-3p inhibitor阻断了这个效果（图 16）。 

 

图 16：RT-qPCR检测同时干扰 lncRNA MALAT1 和 miR-124-3p 后，miR-124-3p

的变化量（****p＜0.0001,* p＜0.05） 

CCK8 结果显示：H2O2组与 control 组相比，细胞活力降低（p＜0.0001）； 

si-MALAT1+H2O2 组与 si-NC+ H2O2 组相比，细胞活力升高（p＜0.0001）；si-

MALAT1+inhibitor-NC+H2O2组与 si-MALAT1+miR-inhibitor +H2O2组相比，细胞

活力升高（p＜0.0001）。这些结果表明干扰 lncRNA MALAT1显著增加细胞活力，

而 miR-124-3p inhibitor 抑制了干扰 lncRNA MALAT1 对细胞活力的作用，表现

为 miR-124-3p inhibitor 使干扰 lncRNA MALAT1 所挽救的细胞减少，从而抑制

细胞活力（图 17）。 

 

图 17：CCK8检测同时干扰 lncRNA MALAT1 和 miR-124-3p 后细胞活力的变化

（****p＜0.0001） 
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WB检测凋亡执行蛋白 cleaved caspase 3 的表达量，结果显示：与 control组

相比，H2O2组 cleaved caspase 3 的表达量升高（p＜0.0001）；与 si-NC+ H2O2组

相比，si-MALAT1+H2O2组 cleaved caspase 3 的表达量降低（p＜0.0001）；与 si-

MALAT1+inhibitor-NC+H2O2 组相比 si-MALAT1+miR-inhibitor+H2O2 组 cleaved 

caspase 3 的表达量升高（p＜0.01）。表明 miR-124-3p inhibitor减弱了干扰 lncRNA 

MALAT1 对 cleaved caspase 3 的抑制作用（图 18）。 

   
图 18：WB检测同时干扰 lncRNA MALAT1 和 miR-124-3p 后 cleaved caspase 3

蛋白的变化量（****p＜0.0001,** p＜0.01） 

流式细胞术的结果显示：H2O2组与 control组相比，细胞凋亡率显著升高（p

＜0.0001）；与 si-NC+H2O2 组相比，si-MALAT1+H2O2 组细胞凋亡率下降（p＜

0.0001）；与 si-MALAT1+inhibitor-NC+H2O2 组相比，si-MALAT1+miR-inhibitor 

+H2O2组凋亡率升高（p＜0.05）。这些结果与上述 CCK8 的结果一致（图 19）。 

   

图 19：流式细胞术检测同时干扰 lncRNA MALAT1 和 miR-124-3p 后细胞凋亡

率的变化（****p＜0.0001,* p＜0.05） 
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WB 检测 CAPN1 的改变量，结果显示：H2O2组与 control 组相比，CAPN1

蛋白表达量的差异具有统计学意义（p＜0.0001）；si-NC+H2O2组与 si-MALAT1+

H2O2组相比，CAPN1 蛋白表达量的差异具有统计学意义（p＜0.01）；si-MALAT

1+inhibitor-NC+H2O2组与 si-MALAT1+miR-inhibitor+H2O2组相比，CAPN1 蛋白

表达量的差异具有统计学意义（p＜0.05）。表明干扰 lncRNA MALAT1能够抑制

CAPN1 的蛋白表达量，而 miR-124-3p inhibitor抑制了干扰 lncRNA MALAT1 对

CAPN1 蛋白水平的影响，因为 CAPN1 的表达再次增加（图 20）。 

 

图 20：WB检测同时干扰 lncRNA MALAT1 和 miR-124-3p 后 CAPN1 蛋白的变

化量（****p＜0.0001,** p＜0.01,* p＜0.05） 
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SCI 是长久以来困扰世界卫生组织的难题，常导致患者残疾甚至瘫痪。据 Lo

等人统计，在美国约有 260万人患有 SCI，预估用于治疗和护理 SCI 的直接成本

为 17亿美元左右，间接成本约为每人 7万美元[4]。虽然有诸多治疗 SCI 的方法，

如手术减压、稳定、康复、药物治疗和细胞移植等，但由于 SCI 复杂的病理生理

机制，这些治疗方式的疗效都不尽人意。抑制 SCI 后神经元凋亡是治疗的关键，

非编码 RNA通过调控基因层面参与 SCI 的发生、发展和转归，并由于特殊的生

物源性，目前已经被人们广泛关注。清楚非编码 RNA 对 SCI 的影响及作用机制

有助于 SCI患者的治疗和诊断。 

本实验用于研究 SCI 的细胞是来源于大鼠嗜铬细胞瘤的 PC12细胞系，是一

种永生细胞系，类似于胎儿神经元的原代培养物，它们更容易传代和培养。通过

人工诱导，PC12 常用于中枢神经系统性疾病中神经元保护和再生的研究，因为

它们表现出成熟神经元的一些重要特征，如神经细胞的形态以及轴突等[45]。例如，

可以使用 1-甲基-4-苯基吡啶鎓或 6-羟基多巴胺诱导 PC12建立 PD疾病细胞模型
[46]；可以使用转染突变 SOD1 基因（G93A）的 PC12 研究肌萎缩侧索硬化症[47]；

也可以通过氧糖剥夺刺激 PC12 建立缺血性脑卒中体外疾病模型[48]。PC12 细胞

同样是研究 SCI 常用的细胞，Zhao 及同事通过氧糖剥夺刺激 PC12 用于探究锂

对 SCI修复的影响[49]；类似的，Wang等人使用 LPS刺激 PC12模拟 SCI 后炎症

反应[10]。基于现有的研究，PC12细胞是用于研究中枢神经系统性疾病的常用细

胞，因此本研究选用 PC12 作为研究 SCI 的实验细胞。 

SCI 后产生大量的活性氧（ROS），ROS 通过一系列病理生理机制激活氧化

应激途径，导致神经元进一步凋亡，从而加重损伤[50]。H2O2 是一种强氧化剂，

分解后产生大量的氧可以作为模拟 SCI 后氧化应激的条件，目前已被广泛用于

研究 SCI氧化应激引起的凋亡研究中[51]。因此，本研究选用 H2O2诱导 PC12 作

为模拟 SCI体外细胞实验的模型。但是在过往的研究中，研究者们使用 H2O2刺

激 PC12 建立 SCI 模型的条件各不相同，例如，Zhou 使用 300 μM 的浓度刺激

PC12建立 SCI模型[52]，Luo等人使用 250 μM 的浓度作为诱导剂[53]，因此，为

了探寻建立 SCI 体外细胞模型的适合条件，本研究设置了不同浓度梯度的 H2O2

（0、100 μM、200 μM、400 μM 及 800 μM）用于刺激细胞，诱导时间为 24小



42 
 

时，通过 CCK8测定发现，随着浓度的不断增加，细胞活力逐渐下降，当浓度为

200 μM时，细胞活力在 50%-60%之间，得到 IC 50，同时，通过 WB检测发现

该条件下凋亡执行蛋白 cleaved caspase 3 的表达量明显增加，因此，本研究以浓

度为 200 μM 的 H2O2刺激 PC12细胞 24 h 作为 SCI体外凋亡模型的建立条件，

进一步研究非编码 RNA 对 SCI 的具体作用机制。 

    miR-124-3p 是一种短链非编码 RNA，目前普遍认为 miR-124-3p 在中枢神经

系统中高度表达，包括神经细胞的成熟与分化，这些发现有助于对神经疾病的治

疗和诊断[54]。例如，在阿尔兹海默症（Alzheimer's disease，AD）中，miR-124-3p

能够直接将人脑血管周细胞（HBVPs）转化为胆碱能神经元细胞，进而治疗周围

神经病变[55]。在缺血性脑卒中患者中，血浆 miR-124-3p 已被证明在缺血后 24 h

内迅速减少，并在 48-72 h 内以及缺血后第七天逐渐增加[56]；miR-124-3p还作为

脑缺血再灌注损伤的保护剂广泛参与缺血性脑卒中后的病理生理中[57]；Wang等

人观察到，miR-124-3p通过激活磷酸肌醇 3激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（PKB/AKT）

在缺血性脑卒中中发挥抗凋亡作用，其通过影响 Bcl-2 的表达，进一步减轻缺血

性脑卒中的细胞凋亡[58]；此外，miR-124-3p还可以通过抑制氧化应激保护 PC12

细胞免受 OGD/R（氧糖剥夺/复氧）诱导的损伤，这与通过激活 PI3K/AKT/Nrf2

途径增加热休克蛋白表达相关[59]，其中 OGD/R 是用于建立缺血性脑卒中体外细

胞模型的重要方法之一；miR-124-3p 通过影响 iASPP 的表达，抑制缺血性脑卒

中神经元凋亡，并有效减少了梗死体积[60]。这些研究提示 miR-124-3p 是缺血性

脑卒中时间敏感性诊断和治疗靶点的候选生物标志物。此外，miR-124-3p 在癫痫

中发挥着双重作用，miR-124-3p 可通过抑制CREB1[61] 、C/EBPα[62] 和 Bcl2L13[63] 

的表达来抑制凋亡、神经元兴奋性和延长发作潜伏期，从而抑制癫痫发生；相反，

miR-124-3p又通过激活小胶质细胞和炎症反应促进癫痫的发生[62]。 

以上研究表明，miR-124-3p 在中枢神经系统中占有重要地位。本团队前期的

体内动物实验发现，SCI 后 miR-124-3p 的表达在损伤部位的神经元中显著降低，

同时通过生物信息学分析发现 miR-124-3p 和 calpain 1 基因之间存在结合位点，

并通过双荧光素酶实验验证了 miR-124-3p 和 calpain 1 之间的靶向关系，此外，

过表达 miR-124-3p通过抑制 calpain 1 的表达抑制 SCI 后神经元细胞的凋亡，从

而减轻 SCI[16]。其中，calpain 1 是一种依赖钙离子的钙蛋白酶，具有调控细胞周
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期、基因表达和细胞凋亡的作用[64]。例如，miR-140-5p通过靶向 calpain 1缓解

小鼠肝缺血/再灌注损伤[65]；干扰 lncRNA NEAT1通过调节 miR-124-3p 的表达和

下游的 calpain 1 基因来减弱小鼠系膜细胞的活力、炎症和纤维化[66]。本研究通

过 RT-qPCR检测 SCI体外细胞模型中 miR-124-3p 和 calpain 1 的表达，结果显示

miR-124-3p表达显著减低，而 calpain 1与miR-124-3p的表达量呈负相关的趋势，

同时，WB 的结果显示，CAPN1 和 cleaved caspase 3 的表达量都显著升高。随后，

本研究为了探究 miR-124-3p 对 SCI体外机制的影响，构建了 miR-124-3p mimics

用于转染细胞，通过 CCK8 和流式细胞术检测发现，过表达 miR-124-3p 提高了

SCI 后细胞的活力并抑制细胞凋亡，WB检测发现，过表达 miR-124-3p通过抑制

CAPN1 和 cleaved caspase 3 的表达减轻 SCI 后神经元凋亡。本研究得到 miR-124-

3p 的作用与他人的研究及本团队前期体内研究的结果一致，表明 miR-124-3p 在

中枢神经系统中发挥重要作用。但是，根据 ceRNA假说，calpain 1 除了受到 miR-

124-3p调控外，可能还存在其它调控因子。因此，本实验对 miR-124-3p 的上游

做了进一步的研究。通过在线网站预测，发现 lncRNA MALAT1 和 miR-124-3p

之间存在靶向关系，同时，双荧光素酶实验结果证实了这一预测。基于此，本研

究进一步探索了 lncRNA MALAT1/miR-124-3p/calpain 1 轴对 SCI 后神经元凋亡

的影响。 

lncRNA因其对生物体功能复杂的调控机制，参与各种疾病的发生、发展和

转归，已经被人们广泛研究。最初，关于 lncRNA 的报道主要集中于肿瘤相关的

研究中。例如，Kong等人发现，lncRNA CDC6海绵 miR-215靶向 CDC6调控乳

腺癌的进展[67]；Zong 及其同事研究得出结论，lncRNA SNHG1促进巨噬细胞向

M2 型极化，进而促进乳腺癌生长和转移[68]；Chen 等人在肝癌疾病中发现，

lncRNA CDKN2BAS靶向miR-153-5p调控ARHGAP18促进肝癌细胞的转移[69]。

随后的研究发现，lncRNA 在神经系统性疾病中也发挥着重要功能。例如，

lncRNA-MEG3 靶向 miR-147 降低缺氧损伤后神经细胞的凋亡[70]；干扰 lncRNA 

PVT1通过靶向 miR-186-5p调节 CXCL13/CXCR5信号通路，从而减轻神经性疼

痛的炎症反应[71]；lncRNA H19[72]和 lncRNA SNHG16[73]通过促进施旺细胞迁移修

复大鼠坐骨神经的损伤；干扰 lncRNA NEAT1通过促进 miR-374c-5p 的表达抑制

神经细胞的自噬和凋亡[74]。另一方面，lncRNA MALAT1也广泛参与神经系统性
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疾病的发展中。例如，lncRNA MALAT1 通过抑制 NRF2 的表达，从而诱导 PD

小鼠和小胶质细胞中的炎性小体活化和活性氧产生，影响疾病的发展[75]。同样，

lncRNA MALAT1通过海绵miR-129-5p提高BDNF促进施旺细胞的增殖和迁移，

进而促进周围神经损伤的修复[76]。在缺血性脑卒中疾病中，lncRNA MALAT1通

过抑制内皮细胞死亡和炎症，进而保护脑微血管系统和脑实质等神经组织免受脑

缺血引起的损伤[77]。Wu等人发现，lncRNA MALAT1通过靶向 miR-154-5p抑制

AQP9 的表达，进而抑制大鼠神经性疼痛[78]。在脑损伤后，发芽生成的血管能促

进创伤后脑损伤的神经修复，而 lncRNA MALAT1 可以通过 EZH2-NOTCH1 轴

促进脑血管的生成，进而促进脑损伤的修复[79]。这些研究表明 lncRNA MALAT1

在神经系统性疾病中发挥着重要作用，但在 SCI 中的具体作用机制仍不够清楚。

因此，本研究探究了 SCI 后 lncRNA MALAT1 是否差异性表达，结果显示 lncRNA 

MALAT1 在 SCI 后呈高表达的趋势，表明 lncRNA MALAT1 在 SCI 中可能扮演

重要角色，同时发挥着一定的功能。接下来，本团队构建了三个不同的 lncRNA 

MALAT1干扰片段，通过 RT-qPCR筛选了干扰效率最高的片段进行转染，进行

CCK8 和流式细胞术检测后，结果提示干扰 lncRNA MALAT1 提高了 SCI 后细胞

活力并抑制细胞凋亡。这些结果和之前专家们的发现一致，都表明 lncRNA 

MALAT1 在中枢神经系统发挥重要作用。 

最后，为了探讨 lncRNA MALAT1 是否通过靶向 miR-124-3p调控 calpain 1

轴抑制 SCI 后神经元凋亡，本团队将 lncRNA MALAT1 干扰片段和 miR-124-3p 

inhibitor 同时转染细胞，进行挽救实验，RT-qPCR检测发现干扰 lncRNA MALAT1

能促进 miR-124-3p 表达，CCK8 结果显示干扰 lncRNA MALAT1 明显增加细胞

活力，而 miR-124-3p inhibitor减弱了干扰 lncRNA MALAT1 对细胞活力的作用，

表现为 miR-124-3p inhibitor 使干扰 lncRNA MALAT1 挽救的细胞减少，从而抑

制细胞活力。流式细胞术的结果与 CCK8 的结果一致。最后通过 WB 检测凋亡

执行蛋白 cleaved caspase 3 和 CAPN1 的表达量，发现 miR-124-3p inhibitor还抑

制了干扰 lncRNA MALAT1 对 cleaved caspase 3 和 CAPN1 蛋白水平的影响，因

为它们的表达再次增加。这些结果说明 lncRNA MALAT1/miR-124-3p/calpain 1轴

在 SCI 中发挥重要作用。 

综上所述，本研究的结果表明 lncRNA MALAT1 和 calpain 1 在 SCI体外细
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胞模型中高表达，而 miR-124-3p低表达。过表达 miR-124-3p，通过降低 calpain 

1 和 cleaved caspase 3 蛋白水平，减轻 SCI 所引起的细胞凋亡。单独干扰 lncRNA 

MALAT1 后，细胞的凋亡率有所下降，同时细胞活力升高。此外，在体外 SCI模

型中，干扰 lncRNA MALAT1通过增加 miR-124-3p 的表达量，降低 calpain 1 及

cleaved caspase 3 的表达减轻细胞凋亡，与此同时，miR-124-3p inhibitor抑制剂

能够抵消干扰 lncRNA MALAT1 对 SCI 发挥的作用。本研究基于前期的研究基

础，进一步探讨了 lncRNA MALAT1 在 SCI 中的作用，首次提出并发现 lncRNA 

MALAT1/miR-124-3p/calpain 1 轴对 SCI 的影响。本团队相信此次研究的结果能

够对未来治疗 SCI 提供一定的方向和思路。但本研究依然存在一定的不足之处，

因为实验主要是基于细胞实验，体外细胞实验相比于体内动物实验缺乏一定的说

服力，因此，在未来本团队依然需要做更深入的体内动物研究去验证这一结果。 
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本研究发现 lncRNA MALAT1 对 SCI 的治疗作用是通过靶向 miR-124-3p调

控 calpain 1来实现的，以下是本研究的结论： 

1.过表达 miR-124-3p通过靶向 calpain 1抑制 SCI 后神经元凋亡； 

2.干扰 lncRNA MALAT1能抑制 SCI 后神经元凋亡； 

3.lncRNA MALAT1通过靶向 miR-124-3p调控 calpain 1抑制 SCI 后神经元

凋亡。 
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摘要：脊髓损伤（SCI）涉及严重的中枢神经系统损伤，可导致患者损伤平

面以下运动和感觉功能异常或缺失以及自主神经功能紊乱，并且在损伤后发生一

系列病理反应导致患者瘫痪。lncRNA 在 SCI 后病情发展及转归中扮演重要角色，

具体表现为促进 SCI 后神经细胞的改变、调节炎症、抑制凋亡、减缓神经性疼痛

以及促进血管的再生。本文旨在探讨近年来 lncRNA 对 SCI修复的作用机制以及

应用，同时评价 lncRNA 对于治疗 SCI 的潜力以及前景。 

关键词：脊髓损伤；长链非编码 RNA；神经修复；基因表达；基因调控。 

Research progress in the mechanism of lncRNA affecting the repair 

of spinal cord injury 

Abstract: Spinal cord injury (SCI) involves serious central nervous system injury, which 

can lead to abnormal or missing motor and sensory functions below the injury level and 

dysfunction of autonomic nervous system, and a series of pathological reactions occur after the 

injury, leading to paralysis. LncRNA plays an important role in the development and outcome of 

the disease after SCI, which is manifested in promoting the change of nerve cells after SCI, 

regulating inflammation, inhibiting apoptosis, alleviating neuropathic pain and promoting the 

regeneration of blood vessels. This article aims to explore the mechanism and application of 

lncRNA in the repair of SCI in recent years, and evaluate the potential and prospect of lncRNA in 

the treatment of SCI. 

Key words: spinal cord injury；lncRNA；nerve repair；gene expression；

gene regulation. 

脊髓损伤（spinal cord injury，SCI）是最具破坏性的疾病之一，已被公认为

重要的全球健康重点。每年约有 50万人遭受 SCI损伤，据估计，美国每年有超

过 17000 例 SCI 新发病例[1]。跌倒和道路交通事故是 SCI 的主要促成因素，另

外，其他的非创伤性疾病，如血流不足、炎性损伤、脊柱肿瘤和骨关节炎等，都
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可以引起 SCI[2]。但是，SCI 的幸存者也往往会碰到许多困难和问题，包括瘫痪、

感觉功能障碍、中枢神经性疼痛以及其他机能失调的并发症等，这将给自身、家

庭以及社会造成巨大的的情感和经济负担。尽管已知 SCI 的主要病理生理机制

都与初始机械损伤和继发性损伤有关，但该疾病的具体机制目前仍不明确。而且，

继发性损伤往往发生在 SCI 后数分钟至数月内，并引起持续性的神经损害。但

总的来说，常见的继发性损伤主要为血管功能障碍、炎症、水肿、缺血、兴奋性

毒性、自由基产生和抑制性细胞死亡[3]。目前，对于 SCI 的治疗策略主要包括减

压、稳定、康复、药物治疗和细胞移植等，这些治疗策略根据疾病的分期而有所

不同[4]。虽然有诸多治疗方式，但其治疗效果不尽人意，目前仍然缺乏治疗 SCI

以及相关继发性损伤的及时策略和有效的治疗措施。对此，进一步了解原发性和

继发性损伤的细胞和分子机制对于找到促进 SCI 患者受损神经功能恢复的新型

治疗策略是必要的。在这方面，长链非编码 RNA（lncRNA）可以为 SCI 的治疗

策略提供新方向。清楚 SCI 后 lncRNA 的具体作用机制将有助于为 SCI 的预测、

治疗以及并发症的防治提供新的靶点与方向。本文综述了现有的 lncRNA 在 SCI

中的最新研究。 

1 lncRNA简介 

在生物整个基因组中，大约只有 2%的基因被转录及翻译进而编码蛋白，大

多数非编码 RNA 不编码任何蛋白质[5]。其中 lncRNA 是一种长链非编码 RNA，

一种非转录物，长度超过 200个核苷酸，在整个细胞周期中高度表达，并且在基

因表达的几乎每个阶段都起着重要的调节作用，包括细胞周期，分化和新陈代谢

以及疾病[6]。最近的证据还表明，lncRNA 在病毒感染中起一定作用。作为表观

遗传修饰的重要介质，lncRNA 已经成为调控基因表达和细胞生物学功能的关键

因子。 

lncRNA 最初被认为是由 RNA 聚合酶 II 复合物转录的“转录噪声”[7]。但随

着微阵列和高通量序列技术的发展，lncRNA 的功能和种类有了进一步的认识。

它们在细胞增殖、存活和迁移以及通过引导、诱饵、支架和信号分子维持基因组

稳定性方面起着不同的作用[8]。虽然，目前对于 lncRNA 的研究不够透彻，但现

有研究表明，高达约 40%的已知 lncRNA 在中枢神经系统的损伤后会出现差异性

的表达[9]。大量的研究证实，lncRNA 对于生物体基因的调控具有重要影响，并
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且已经成为疾病发生、发展、治疗以及转归的重点研究对象。 

2 lncRNA 的常见功能 

lncRNA 的表达具有时间和空间特异性，并且在不同的组织中含量有所不同，

此外，同一组织中 lncRNA 的表达也可能不同。基于 lncRNA 的特性，导致了其

复杂的作用机制。目前，lncRNA 所有的功能作用尚未完全阐明，但根据现有的

研究，大致分为四类。 

2.1修饰染色质   

部分 lncRNA 作用机制涉及表观遗传修饰的调节，其将染色质重塑和修饰的

复合物招募到特定位点[10]。以这种方式，改变 DNA / RNA 的甲基化状态，同时

对染色体的结构和修饰状态进行调整，这种功能让下游基因表达通过介导染色体

重塑以及组蛋白修饰来调节[11]。例如，lncRNA SOX21-AS1启动子区域的低甲基

化可以使其过表达，从而增强 lncRNA SOX21 对 lncRNA SOX2 的抑制作用并抑

制宫颈癌的进展[12]。 

2.2调节转录表达   

lncRNA也参与调节转录表达。在真核细胞中，转录因子对基因转录至关重

要，它们与基因转录产生的 RNA结合，以控制 RNA 的转录、定位和稳定性[13]。

一些 lncRNA充当配体并与转录因子结合以形成复合物，通过影响启动子区域或

相邻基因来控制基因转录活性 [14] 。例如， lncRNA GATA3-AS1 是与

lncRNA GATA3 相邻的发散性 lncRNA，仅 lncRNA GATA3-AS1转录本就足以诱

导 GATA3 表达的增加[15]。 

2.3转录后调控   

转录后调控是 lncRNA 参与的一个重要过程。lncRNA 参与剪切，编辑，蛋

白质翻译和 mRNA转录后的转录等过程[16]。通过与 mRNA形成互补的双链，干

扰 mRNA 的剪切以产生调节作用[17]。 

2.4海绵 miRNA   

lncRNA作为竞争性内源性RNA（ceRNA）发挥作用，像海绵一样结合miRNA，

从而阻止 miRNA与靶 mRNA结合[18]。例如，lncRNA Gm4419 的转录本可以起

到 miR-466l海绵的作用，并通过上调炎症细胞因子肿瘤坏死因子-α（TNF-α）的

表达来促进星形胶质细胞的创伤性损伤诱导的凋亡[19]。 
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3 lncRNA 对 SCI 的机制研究 

3.1 lncRNA 对 SCI 后神经细胞的调节作用 

3.1.1 神经元   

神经元作为神经传导中的基础元件，当 SCI 发生时，神经元会经历永久性的

损伤与丢失，导致神经冲动无法继续传导，从而引起患者运动功能的瘫痪。因此，

对于 SCI 后神经元存活率的提高是治疗 SCI 的关键。目前对于 SCI 的治疗很难

避免神经元的丢失，但最近的研究发现，在 SCI 后的继发性损伤期间，lncRNA

对 SCI 表观遗传的调控可以逆转部分神经元的丢失。lncRNA Vof-16 已被证明在

神经退行性疾病、中枢神经系统血管炎和其他与神经元炎症相关的神经病变中发

挥作用。为了证明 lncRNA Vof-16 是否参与 SCI 后的病理生理过程，Zhang等人

进行了一项实验，发现 lncRNA Vof-16 在大鼠 SCI 后过表达，随后发现干扰

lncRNA Vof-16能显著增加 SCI 大鼠损伤区域的脊髓神经元数量[20]。这项发现揭

示了 lncRNA 对 SCI 后神经元再生和保护的重要性，针对 SCI 后神经元变化的治

疗有开创意义，值得更深入的研究。 

3.1.2 小胶质细胞   

目前已知，脊髓的生理环境下存在大量的巨噬细胞，而这些存在于中枢神经

系统的巨噬细胞又被称为小胶质细胞 [21]。这些小胶质细胞具有三种表型：M0（待

分化型）、M1（促炎型）和 M2（抗炎型），正常生理状态下，M1型与M2型小

胶质细胞的数量维持在相对一致的水平，共同保持微环境的相对稳定，当机体处

于病理生理情况下，大量M1型的小胶质细胞被活化，进而造成严重的炎症环境

[22]。因此，抑制小胶质细胞 M1 表型的激活促进 M2 表型的增加将会成为治疗

SCI 的一个方式。lncRNA 已被证实参与 SCI 后小胶质细胞的活化过程。Zhou等

人的研究发现，过表达 lncRNA MEG3通过 HUR/A20/NF-κB轴调节小胶质细胞

的 M1极化，其中，HUR 是一种 RNA结合蛋白，星形胶质细胞中 HUR 表达的

增强加剧了神经元损伤和脊髓损伤，lncRNA MEG3与 HUR结合并负调控 HUR

的表达；A20 是一种锌指蛋白，并且是激活 NF-κB 的关键因子，而 NF-κB激活

后能够促进小胶质细胞向 M1 的极化，进而导致组织损伤[23]。Krüppel 样因子 4 

(KLF4) 是一种保守的含锌指转录因子，被认为是多种细胞过程的多效调节因子，

例如生长停滞、增殖和凋亡[24]。在 M1型小胶质细胞中，lncRNA SNHG5 和 KLF4
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水平上调，而敲低 lncRNA SNHG5 后 KLF4 表达也下调，随后小胶质细胞的活

力降低[25]。Zhou等人检测了 lncRNA GBP9 和细胞因子信号抑制因子 3(SOCS3)

对小胶质细胞极化的影响，发现沉默 lncRNA GBP9 通过海绵 miR-34a 靶向

SOCS3抑制小胶质细胞M1型的活化，同时 SCI小鼠在沉默 lncRNA GBP9 4周

后双下肢运动能力较为改善并且在脊髓组织中检测到大量 M2 表型的小胶质细

胞[26]。这些研究结果表明，lncRNA能过通过调控基因进而改变小胶质细胞的极

化方向促进 SCI 的修复，为 SCI 的治疗提供新的见解。 

3.2 lncRNA 对 SCI 后炎症的调节作用   

SCI产生细胞碎片并释放细胞内蛋白质，这些物质通过一些列病理生理的反

应导致常驻炎性细胞快速活化，同时释放多种氧化应激调节因子、细胞因子、趋

化因子、生长因子和其他炎症介质[27]。这种 SCI 后产生的炎症反应极大的加重了

SCI 后的继发性损伤。不过近期的研究表明 lncRNA调控 SCI 后的炎症刺激是一

个非常有潜力的方向。之前的一项研究表明，miR-30a-5p在抗炎中起重要作用[28]。

而在大鼠 SCI 模型中，lncRNA 00707 通过海绵 miR-30a-5p 抑制 miR-30a-5p 表

达，沉默 lncRNA 00707 可以逆转 miR-30a-5p 的降低，减少 TNF-α 和 IL-1β等

炎症因子的释放，进而减少 SCI 后的炎症[29]。SCI 后，lncRNA MALAT1 的表达

显著增加伴随着 IKKβ/NF-κB 信号通路的激活和促炎细胞因子表达的增加[30]。

IKKβ 是 IKK 复合物的关键催化亚基，是核因子-kappa B（NF-κB）的活化中的

关键角色，而核因子是炎症的主要诱发因子[31]。中枢神经系统中，NF-κB活化的

抑制阻止免疫细胞表达某些促炎细胞因子，例如白细胞介素-6（IL-6），肿瘤坏死

因子 α（TNF-α）或 IL-1β。miR-199b 的下调已被证明可以通过 IKK β/NF-κB信

号通路介导的小胶质细胞活化来促进急性 SCI 的过程[32]。而 lncRNA MALAT1也

被证实可以通过miR-199b/IKK β/NF-κB信号通路控制 SCI后的炎症反应。此外，

抑制 lncRNA Airsci 在 SCI 后的表达，也被证实是通过调节 NF-κB信号通路介导

的炎症[33]，抑制 lncRNA H19则是通过靶向 miR-370-3p调控 SCI 后 NF-κB 信号

通路介导的炎症[34]。此外，研究发现，lncRNA TUG1 的下调通过抑制抑制 SCI

后 Toll样受体 4（TLR4）介导的炎症损伤[35]。TLR4也参与 SCI 后激活的 NF-κB

信号通路。SCI 后所释放的炎症细胞因子在抑制 TLR4 后减少[36]。TRIL 是 TLR4

的一种受体辅助蛋白，在调节 TLR4 的激活及其下游炎症细胞因子 IL-1 的释放
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中起重要作用[37]。因此，lncRNA TUG1 对 TLR4 的抑制会减少 SCI 后炎症细胞

因子的释放。在另一个大鼠 SCI 实验中发现，上调 lncRNA TUSC7 后，通过靶向

miR-449a 影响 PPAR-γ 的水平，进而使免疫细胞的活化能力减弱，同时降低炎症

因子的表达[38]。综上所述，lncRNA 在创伤性或非创伤性 SCI 相关的神经炎症过

程中发挥重要作用。 

3.3 lncRNA与 SCI 后细胞凋亡的关系   

细胞凋亡（Apoptosis），也称为程序性细胞死亡，是导致 SCI 后继发性损伤

的重要原因之一，脊髓中所有的细胞在 SCI 后都可能会发生凋亡，比如神经元、

少突胶质细胞和小胶质细等。近年来，多项研究表明，lncRNA通过直接或间接

调控促凋亡蛋白或抗凋亡蛋白的表达，进而在细胞凋亡中发挥作用。Gu 等人评

估了 lncRNA XIST 在 SCI 发病机制中的作用。他们发现，下调 lncRNA XIST抑

制 SCI 细胞凋亡的作用机制依赖于海绵 miR-494，并进一步调控了 PTEN/ 

PI3K/AKT信号通路[39]。而 PTEN通过限制 AKT与质膜的结合，从而降低其活

性[40]。PI3K/AKT信号通路是控制包括 SCI 在内的多种细胞过程的主要决定因素

[41]。该途径对于神经细胞凋亡至关重要。Wang等人对 SCI 大鼠进行检测后发现，

lncRNA GAS5 在 SCI 后表达上调，敲低 lncRNA GAS5通过靶向 VAV1修复 SCI 
[42]；随后 Cao等人发现 lncRNA GAS5 可以直接与 miR-93结合，并通过直接影

响下游 PTEN 蛋白的表达量抑制 SCI 后细胞的凋亡[43]。最近研究发现，lncRNA 

DGCR5 在 SCI 后上调，下调 lncRNA DGCR5通过与 PRDM5 蛋白直接结合并对

其进行负调控，进而对 SCI 后神经元凋亡表现出抑制作用。PRDM5 是辛指蛋白

中表征不佳的亚家族成员，影响着各种生理过程，例如修饰染色体、影响角膜的

发育以及肺癌进展等过程，同时，PRDM5 与一些 miRNA 的相互作用显着降低

了凋亡蛋白的水平并抑制了神经元凋亡[44]。同样，lncRNA BDNF-AS 的敲低已被

鉴定为通过海绵化 miR-130b-5p调控 PRDM5来抑制神经元细胞凋亡[45]。lncRNA 

LEF1-AS1 已被发现在肿瘤性疾病中具有重要地位，此外，研究发现，lncRNA 

LEF1-AS1 也影响着 SCI 的整个过程，Cui 等人基于体外细胞实验、体内动物实

验得出结果 lncRNA LEF1-AS1 在 SCI组织中上调，并且敲除 lncRNA LEF1-AS1

通过靶向 miR-222-5p 减少 RAMP3 的表达，进而减轻 SCI 后细胞凋亡和炎症损

伤。而 RAMP3 可以诱导活性氧物激活和细胞凋亡[46]。与上述敲低特定 lncRNA
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引起的保护作用不同，过表达 lncRNA Map2k4通过调节 miR-199a/FGF1通路抑

制 SCI 后神经元的凋亡[47]。FGF1 是一种多功能肽生长因子，主要分布在中枢神

经系统中[48]。FGF1通路对神经元的存活至关重要，在中枢神经系统损伤修复中

起重要作用。过表达 lncRNA TCTN2 通过增强细胞自噬来保护 SCI 后神经元免

受凋亡[49]。上调 lncRNA MIAT通过与 Rbfox2 蛋白结合提高 Rbfox2 蛋白水平，

导致 Rbfox2 介导的 MCL-1 前体 mRNA 剪接模式转变为抗凋亡 MCL-1L，减少

神经细胞凋亡，促进 SCI 的恢复。其中，Rbfox2 是组织特异性和信号响应选择

性剪接的重要调节因子，通过与碱基序结合发挥作用[50]。虽然需要进一步的研究

来验证 lncRNA 的治疗价值，但这些研究表明 lncRNA 对抑制 SCI 后神经元的凋

亡具有重要意义。 

3.4 lncRNA与 SCI 后神经性疼痛   

神经性疼痛（NP）往往发生在神经损伤后的数天至数月，主要表现为神经受

损或神经性疾病所引起的疼痛[51]。需要找寻治疗 SCI 后神经性疼痛的治疗方案

或方向。据报道，lncRNA 的表达水平在 NP动物模型的脊髓中发生了显著改变。

趋化因子配体 13(CXCL13)和趋化因子受体 5(CXCR5)是外周和中枢神经系统病

理反应的重要调节剂，Zhang等人发现NP大鼠 lncRNA PVT1、CXCL13和CXCR5

的表达显著上调，干扰 lncRNA PVT1 后可以通过 miR-186-5p/CXCL13/CXCR5

轴减少 SCI 大鼠的 NP 进展[52]。Wen等人报道，lncRNA FIRRE 的下调通过减少

HMGB1 的表达来缓解小鼠的神经病理性疼痛[53]。此外，Zhang等人构建了 SCI

后神经性疼痛的大鼠模型，与对照组相比 lncRNA SNHG12 的表达成倍增加，同

时发现 lncRNA SNHG12 表达可由 Kruppel样因子 2（KLF2）转录调节，并且下

调 lncRNA SNHG12 可以通过海绵 miR-494-3p调节 RAN23D 的表达进而减缓大

鼠的神经病理性疼痛[54]。这些结果可能为将来 SCI 后的神经病理性疼痛的诊断

或治疗药物的开发提供理论支持。 

3.5 lncRNA与 SCI 后血管生成   

SCI 后的血管损伤不仅影响继发性组织损伤的进展，而且还建立了一个新的

环境，可能促进慢性损伤脊髓的发生，并且，SCI 后血管生成的程度和损伤神经

功能的恢复密切相关据报道，在小鼠 SCI 后，恶劣的微环境阻止损伤范围内血管

生成，损害内源性修复。一种使用鞘内抗 Nogo-A抗体的疗法目前正在进行 SCI
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的实验，因为它可能会改善血管萌发和修复，并减少神经缺陷[55]。这一证据证实，

血管生成在 SCI 后的神经修复过程中起着关键作用，尤其是在慢性损伤阶段，许

多因子和途径已被证明在调节血管生成中起重要作用。lncRNA 同样被发现参与

SCI 后血管的生成。Notch1 是一种常见的细胞因子，可以通过调节下游基因改变

各种疾病的血管生成水平[56]。lncRNA XIST 除了在 SCI 后神经细胞的凋亡中发

挥作用，其被发现在 SCI 后血管的修复方面也发挥着功能。研究者们构建了 SCI

的大鼠模型，发现 lncRNA XIST通过 miR-32-5p 和调节 Notch1 表达促进血管生

成和提高微血管密度来增强内源性神经修复，而缺失 lncRNA XIST 则抑制血管

生成和细胞发芽和迁移[57]。这项发现说明 lncRNA 可能在内源性修复中发挥一定

作用，并通过调控 miRNA来促进 SCI 后血管的再生。 

4.总结  

在经济与工业高速发展的当下，SCI 的发生率逐年增高，并且由于 SCI尚无

有效的治疗方式，因此 SCI依然是困扰全球医疗卫生的一大难题，迫切需要更深

入的研究去寻找治疗方案。lncRNA 作为调控基因表观遗传的分子,如前所述，其

在 SCI 后失调，从调控机制来看，lncRNA 可能在神经细胞凋亡、局部微环境的

炎症、神经病理性疼痛以及血管再生等方面发挥作用，能够为 SCI 提供一种具有

潜力的治疗方向。  

但是，虽然目前对于 lncRNA 的研究有了一定进展，但对于 lncRNA 分子功

能的研究依然是非常有限。首先，目前对于 lncRNA 的研究主要基于动物以及细

胞实验，并且对 SCI 分子性质的研究主要集中在蛋白质编码基因上，想要具体

实施到人体尚有较长的一段路要走；其次，虽然已经报道了 SCI 后 lncRNA 表达

的改变，但是现在我们仍然需要将更多的研究重点聚焦于 lncRNA的相互作用上，

因为这些相互作用不应该只是限于它们作为 ceRNA 的功能，还必须更全面的研

究它们的表达谱，比如涉及它们与环状 RNA偶联的分析；最后，lncRNA 的应用

还需要更合适的递送体系，包括怎样选用恰当的载体，实现高效、有针对性的递

送目标以及更为完善的实验结构和系统。总之，lncRNA 已经被认为在 SCI 中起

了许多复杂的功能和作用，并且可以在未来成为检测、评价、和治疗 SCI 的有希

望的生物标志物。 
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