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【摘要】目的 探讨下调miR-203对颞叶癫痫大鼠海马胶质细胞活化和炎症反应的影响。方法 将46只成年SD大鼠随机分

为假手术组（n=10）、模型组（n=12）、阴性对照组（n=12）和miR-203低表达组（n=12）。立体定向辅助下，将海人酸注入大鼠左侧

海马CA3区建立颞叶癫痫模型，miR-203低表达组和阴性对照组大鼠左侧海马CA3区分别注射携带miR-203 inhibitor的腺相关

病毒和空腺病毒载体，7 d后取左侧海马组织，PCR法检测miR-203水平，ELISA法检测炎症因子[白细胞介素-1β（IL-1β）、IL-6
和肿瘤坏死因子α（TNF-α）]水平，免疫印迹法检测肌细胞增强因子2c（MEF2C）、核因子-κB（NF-κB）p65蛋白表达，TUNEL法检

测神经元凋亡，GFAP/CD11b/c免疫荧光染色分析胶质细胞活化。结果 模型组大鼠海马组织miR-203、NF-κB p65蛋白表达量、

炎症因子（IL-1β、IL-6和TNF-α）水平明显增高（P<0.05），MEF2C蛋白表达量明显降低（P<0.05），活化的胶质细胞数量、神经元

凋亡数量明显增多（P<0.05）。双荧光素酶报告基因实验显示，MEF2C是miR-203的靶基因。miR-203表达低表达组大鼠海马

组织miR-203表达量、NF-κB p65蛋白表达量、炎症因子（IL-1β、IL-6和TNF-α）水平明显降低（P<0.05），MEF2C蛋白表达量明

显增高（P<0.05），活化的胶质细胞数量、神经元凋亡数量明显减少（P<0.05）。结论 下调miR-203，靶向调控MEF2C/NF-κB信号

通路，抑制颞叶癫痫大鼠海马胶质细胞的活化、神经元凋亡和炎症反应。
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Down-regulation of miR-203 inhibits glial cell activation and inflammation in hippocampal tissues of temporal lobe epilepsy
rats by targeted regulation of MEF2C/NF-κB pathway
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【Abstract】 Objective To explore the effect of down- regulation of miR- 203 on the glial cell activation and inflammation in
hippocampal tissues of temporal lobe epilepsy rats. Methods Forty-six adult SD rats were randomly divided into sham operation group
(n=10), model group (n=12), negative control group (n=12) and miR-203 low expression group (n=12). Under stereotactic assistance,
kainic acid was injected into the left hippocampus CA3 to establish the temporal lobe epilepsy model. Adeno-associated viral (AAV)
integrated with miR- 203 inhibitor and AAV vector were injected into the left hippocampal CA3of the rats in the miR- 203 low
expression group and the negative control group, respectively. Seven days after the intervention, the left hippocampal tissues were
isolated, and the level of miR-203 was detected by PCR, and the inflammatory factors including interleukin- 1β (IL-1β), IL-6 and
tumor necrosis factor α (TNF-α) were detected by ELISA, the expression levels of myocyte enhancer factor 2c (MEF2C), nuclear factor-
κB (NF-κB) p65 protein were detected by immunoblotting method, neuronal apoptosis was detected by TUNEL method, and glial cell
activation was detected by GFAP/CD11b/c immunofluorescence staining. Results In the hippocampal tissues of rats in model group, the
expression levels of miR- 203 and NF- κB p65 protein, and the levels of inflammatory factors (IL- 1β, IL- 6 and TNF- α) were
significantly increased (P<0.05), and the expression level of MEF2C protein was significantly decreased (P<0.05), the numbers of
activated glial cells and apoptic neurons were significantly increased (P<0.05). The dual luciferase reporter gene experiment showed that
MEF2C was the target gene of miR-203. In the hippocampal tissues of rats in miR-203 low expression group, the expression levels of
miR-203 and NF-κB p65 protein, and the levels of inflammatory factors (IL-1β, IL-6 and TNF-α) were significantly reduced (P<0.05),
the protein expression level of MEF2C was significantly increased (P<0.05), and the numbers of activated glial cells and apoptic neurons
were significantly reduced (P<0.05). Conclusions Down- regulation of miR- 203 inhibits the activation of hippocampal glial cells,
neuronal apoptosis and inflammatory response in temporal lobe epilepsy rats, which may be by targeted regulation of the MEF2C/NF-κB
signaling pathway.
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颞叶癫痫是成人最常见的药物难治性癫痫[1~4]，

长期发作会造成严重脑损害[5]。中枢神经系统内的

星形胶质细胞与小胶质细胞在癫痫发生过程中有重

要作用 [6]。肌细胞增强因子 2c（myocyte enhancer
factor 2C，MEF2C）被认为是调节癫痫的重要转录因

子之一，可调控多种受体和信号通路的表达[7]。研究

证实，miR-203可抑制MEF2C的表达 [8]。本研究通

过建立颞叶癫痫大鼠模型，探讨miR-203在颞叶癫

痫疾病中的作用以及对MEF2C/NF-κB通路的影响，

为深入阐述颞叶癫痫的发病机制以及治疗提供新的

方向。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组 健康成年雄性SD大鼠60只，8
周龄，体重 200~220 g，购自北京维通利华实验动物

科技有限公司[许可证编号 SCXK（京）2016-0006]。
随机分为假手术组、模型组、阴性对照组、miR-203
抑制剂组。

1.2 大鼠癫痫模型的制作 随机选择 10只大鼠作为

假手术组，其余50只大鼠采用文献[9]报道方法制作

癫痫模型。用1%戊巴比妥钠（40 mg/kg）腹腔注射麻

醉大鼠后，固定于立体定位仪上。以前囟为参考点，

分别确定前、后囟在操纵器Z轴上的标度。用微量

注射器将 2.5 μl（0.5 μg/μl）海人酸注入大鼠左侧海

马 CA3区。假手术组相同部位注入等量的生理盐

水。造模时14只大鼠死亡，将剩余36只存活大鼠随

机分为模型组、阴性对照组和miR-203抑制组，每组

12只。

1.3 干预方法 由上海基因化学有限公司构建一个

携带miR-203 inhibitor的腺相关病毒（adeno-associ⁃
ated viral，AAV），阴性对照为空 AAV载体。AAV-
miR-203的滴度为 1.0×1012，通过微量注射器以 0.2
μl/min的速度注入左侧海马背侧（前额后 3.12 mm，

中线外侧 3.0 mm，前额腹侧 3.4 mm）和海马腹侧（前

额后 5.04 mm，中线外侧 5.0 mm，前额腹侧 6.4 mm），

每个位置注射3 μl。
1.4 取材 干预 7 d后，3%戊巴比妥钠（50 mg/kg）麻

醉大鼠后，4%多聚甲醛灌注固定，断头取脑。取出

右侧海马背侧组织CA3区域，每组随机选择 6只大

鼠海马组织，4 ℃下在研钵中进行组织匀浆，用于提

取miRNA和总蛋白；另外6只大鼠组织用4%多聚甲

醛固定24 h，用石蜡包埋，制备组织蜡块。

1.5 实时荧光定量PCR检测海马组织miR-203水平

取海马CA3区组织匀浆，用 TRIzol试剂（大连宝生

生物科技有限公司）提取miRNA并逆转录得到 cD⁃
NA。使用Applied Biosystems 7500实时PCR系统进

行 PCR引物扩增，循环条件为 95 ℃ 10 min，95 ℃
15 s，60 ℃ 60 s，共 40 个循环。用 2-ΔΔCt方法进行量

化分析。

1.6 ELISA法检测海马组织炎症因子水平 取海马

CA3区组织匀浆，用ELISA试剂盒（上海碧云天有限

公司）检测白细胞介素（interleukin，IL）-1β、IL-6和

肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-alpha，TNF-
α）TNF-α含量。

1.7 免疫荧光染色法检测 将蜡块进行冠状面切片，

经干燥、洗涤、渗透，5%山羊血清封闭，并与胶质纤

维性原纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic protein，
GFAP；1:500；英国Abcam公司）和CD11b/c（1:100；英
国Abcam公司）共同孵育过夜。免疫标记切片用与

Alexa Fluor 594或Alexa Fluor 488结合的山羊抗鼠二

抗清洗和孵化。DAPI复染核，使用 Image J软件进行

人工计数。

1.8 TUNEL染色 按 TUNEL试剂盒（武汉博士德公

司）说明进行染色。取冠状面切片脱蜡至水，室温下

用含 0.1% Triton X-100的 PBS洗涤 5 min。组织干

燥后，加入 50 ml反应混合液（酶浓缩液：标记溶液=
1:9），然后在 37 ℃黑暗的湿箱中孵育 1 h，置于荧光

显微镜下观察，选取5个随机视野（×100）。凋亡率=
凋亡细胞/总细胞数×100%。

1.9 免疫印迹法检测蛋白表达 取海马CA3区组织

匀浆，冰上裂解、粉碎、离心，取上清，定量蛋白浓

度。10% SDS-PAGE电泳分离后，转至PVDF膜。用

5%牛血清白蛋白封闭液封闭2 h。分别加入NF-κB
p65及MEF2C蛋白抗体（1:500；英国Abcam公司）孵

育过夜。用山羊抗小鼠 IgG二抗孵育 1 h后，显影，

对蛋白条带进行半定量分析。

1.10 双荧光素酶报告基因分析 用 TargetScan数据

库（http://www.targetscan.org/vert_72/）预测 miR- 203
的潜在目标后，使用 overlapPCR 法扩增得到含有

miR-203结合位点的MEF2C野生型和突变型全长。

构建pmirGIO-NC及pmirGIO-MEF2C重组载体。用

Lipofectamine TM2000将重组报告载体和 miR-203
mimics或miR-NC转染入HEK293T细胞中培养24 h
后，采用DualGlo双荧光素酶检测系统检测各组的荧

光强度。

1.11 统计学处理 用 SPSS 21.0软件进行处理；计量

资料以 x±s表示，采用单因素方差分析和 LSD-t检
验；以P<0.05代表差异有统计学意义。
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2 结 果

2.1 海马组织 miR-203 的表达变化 与假手术组

（1.00±0.04）相比，模型组（3.45±0.27）和阴性对照组

（3.53±0.08）大鼠海马组织miR-203表达量明显升高

（P<0.05），而模型组和阴性对照组无统计学差异（P>
0.05）。与模型组和阴性对照组相比，miR-203抑制

剂组海马组织miR-203相对表达量（1.60±0.03）明显

降低（P<0.05）。
2.2 海马组织炎症因子的含量变化 与假手术组相

比，模型组和阴性对照组大鼠海马组织 IL-1β、IL-6、
TNF-α水平均显著增加（P<0.05），而模型组和阴性

对照组无统计学差异（P>0.05）。与模型组和阴性对

照组相比，miR-203抑制剂组大鼠海马组织 IL-1β、
IL-6、TNF-α水平显著降低（P<0.05）。见图1。
2.3 海马组织星型胶质细胞和小胶质细胞的活化情

况 与假手术组相比，模型组和阴性对照组GFAP和

CD11b/c阳性细胞数量明显增多，而模型组和阴性对

照组无统计学差异（P>0.05），说明海马区放射层星

形胶质细胞或小胶质细胞呈高度活化状态。与模型

组和阴性对照组相比，miR-203抑制剂组大鼠海马

组织GFAP和 CD11b/c阳性细胞数量明显减少（P<
0.05）。见图2。
2.4 海马组织神经元凋亡情况 与假手术组相比，模

型组和阴性对照组大鼠海马 TUNEL阳性细胞数量

明显增多（P<0.05），而模型组和阴性对照组无统计

学差异（P>0.05）。与模型组和阴性对照组相比，

miR-203抑制剂组大鼠海马TUNEL阳性细胞数量则

明显减少（P<0.05）。见图3。
2.5 海马组织MEF2C/NF-κB通路相关蛋白表达情

况 与假手术组相比，模型组和阴性对照组大鼠海马

组织MEF2C蛋白表达量显著降低（P<0.05）、NF-κB
p65蛋白表达量明显升高（P<0.05）；而模型组和阴性

对照组无统计学差异（P>0.05）。与模型组和阴性对

照组相比，miR-203抑制剂组大鼠海马组织MEF2C
蛋白表达量显著升高、NF-κB p65蛋白表达量明显

降低（P<0.05）。见图4。
2.6 miR-203靶基因预测及双荧光素酶报告基因分

析 与模拟对照组比较，miR-203 mimics和野生型

MEF2C（MEF2C-3' UTR-WT）共转染可明显抑制荧

光素酶活性（P<0.05），但与突变型MEF2C共转染则

对荧光素酶活性无影响（P>0.05）。见图5。
3 讨 论

神经胶质细胞的激活和增生是目前已经明确的

癫痫病理特征之一，会改变血脑屏障的完整性、离子

和神经递质的稳态，进而引起炎症反应，导致神经兴

奋过度和癫痫活动的产生和扩散。微小核糖核酸是

调节下游编码基因转录和翻译的重要介质，并且在

癫痫的病因和发展中起关键的作用。文献报道，子

痫前期miR-203表达的增加，会促进炎症反应[10]；沉

默miR-203表达，可以上调甘氨酸受体-β的表达，

对慢性癫痫小鼠有一定的治疗作用[11]。本研究采用

大鼠海马内注射海人酸建立癫痫动物模型，使用

AAV构建AAV-miR-203 inhibitor，并注入左侧海马

区沉默miR-203的表达，结果显示miR-203低表达

组大鼠海马组织神经元凋亡数量明显减少，MEF2C
蛋白表达水平明显上调，NF-κB p65蛋白表达水平

明显降低，炎症因子分泌明显减少。这说明下调

miR-203表达，可能通过调节MEF2C相关信号通路

的转导，抑制海马胶质细胞的激活。

神经胶质细胞对维持神经元的生存环境起着重

要的作用。当星形胶质细胞对谷氨酸或γ氨基丁酸

的摄取能力发生改变时，可导致癫痫发作，主要病理

改变包括海马硬化、神经元丢失以及脑组织内星形

胶质细胞和小胶质细胞细胞增生 [12]。当癫痫发作

时，GFAP表达明显增加，同时伴随着星形胶质细胞

异常活化 [13]。与星形胶质细胞有所不同的是，在颞

叶癫痫潜伏期时，小胶质细胞CD11b/c已经出现高

表达，同时细胞增殖活性明显增加。本研究发现模

型组大鼠海马组织星形胶质细胞和小胶质细胞都出

现异常活化现象，GFAP或CD11b/c阳性表达细胞数

量明显增多；抑制miR-203表达后，GFAP或CD11b/
c阳性表达细胞数量均明显减少。除此以外，模型组

大鼠神经元凋亡明显，这也是颞叶癫痫诱导神经元

图1 各组大鼠海马组织炎症因子的含量比较

与假手术组相比，* P<0.05；与模型组相比，# P<0.05；IL-1β. 白细胞

介素-1β；IL-6. 白细胞介素-6；TNF-α. 肿瘤坏死因子-α
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图2 各组大鼠海马组织GFAP和

CD11b/c 免疫荧光染色分析（×
400）
与假手术组相比，* P<0.05；与模型

组相比，# P<0.05
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图3 各组大鼠海马组织神经元凋亡情况（×100）
与假手术组相比，* P<0.05；与模型组相比，# P<0.05

图4 各组大鼠海马组织MEF2C、NF-κB p65蛋白表达情况

与假手术组相比，* P<0.05；与模型组相比，# P<0.05

损伤的重要机制之一，而miR-203低表达组大鼠海

马组织神经元细胞凋亡数量显著减少。这说明抑制

miR-203表达可减轻癫痫引起的海马组织神经元损

伤。

另外，小胶质细胞和星形胶质细胞过度活化共

同产生大量炎性细胞因子 [14]，而炎症因子的大量分

泌，一方面会进一步增加神经元的兴奋性，提高癫痫

的易感性；另一方面，也是引起神经元凋亡的重要原

因之一 [15]。因而，控制炎性因子的释放也许是颞叶

癫痫的治疗手段之一。本研究模型组大鼠观察到的

促炎性细胞因子水平的增加；下调miR-203表达，明

显降低 IL-1β、IL-6、TNF-α水平，说明抑制miR-203
图5 生物信息学和双荧光素酶报告基因分析miR-
203和MEF2C mRNA的靶向关系
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表达在控制颞叶癫痫的炎症反应中也起着积极的作

用。

MEF2转录因子家族在许多生理和病理过程中

发挥关键作用，包括神经发育、心脏发育、神经退行

性疾病和癌症等[16]。MEF2C在中枢神经元系统中呈

高表达，具有反式激活作用和DNA结合活性，通过

调节内皮细胞的 NF-κB表达，进而抑制炎症反应
[17]。NF-κB与是细胞中具有多向转录调节作用的一

种蛋白质[18]。炎症因子可激活NF-κB p65，进而刺激

成纤维细胞、内皮细胞等分泌 IL-1β、IL-6和TNF-α
等炎性因子，最终导致炎症反应发生、发展。何乾超

等[19]研究表明NF-κB信号通路激活与癫痫发作密切

相关。本研究证实miR-203对于MEF2C基因的转

录翻译有一定的靶向抑制作用，miR-203低表达组

大鼠海马组织MEF2C蛋白表达量显著升高，同时

NF-κB p65 蛋白表达量明显降低。这说明下调

miR-203对于MEF2C/NF-κB信号通路有一定的调

控作用。这可能是下调miR-203表达保护海马组织

胶质神经元损伤和抑制炎症反应的重要机制之一。

综上所述，miR-203在颞叶癫痫大鼠海马组织

中表达上调，抑制miR-203表达后，可通过靶向调节

下游MEF2C/NF-κB信号通路，抑制颞叶癫痫大鼠海

马胶质细胞的活化和炎症反应。
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