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【摘要】目的 探讨长链非编码RNA（lncRNA）LINC01089对小胶质细胞氧糖剥夺/复氧（OGD/R）损伤后表型和炎症反应的

影响及其机制。方法 体外培养小鼠小胶质细胞B-V2细胞，OGD/R损伤后，转染 lncRNA LINC01089过表达质粒及其空载质粒、

沉默质粒 siRNA及阴性对照，以及miR-449c-5p模拟物、抑制剂及其阴性对照寡核苷酸。采用qRT-PCR检测M1型小胶质细胞

标记物 iNOS mRNA和CD86 mRNA、M2型小胶质细胞标记物Arg1 mRNA和CD206 MRNA、lncRNA LINC01089、miR-449c-5p的
表达水平；采用ELISA检测细胞上清液炎性因子的含量；采用免疫印迹法检测细胞STAT6蛋白表达水平。荧光素酶报告基因实

验验证 lncRNA LINC01089与miR-449c-5p以及miR-449c-5p与 STAT6的靶向关系。结果 OGD/R损伤后，B-V2细胞 lncRNA
LINC01089表达水平显著下调，miR-449c-5p表达水平显著上调。荧光素酶报告基因实验结果显示，lncRNA LINC01089靶向负

调控miR-449c-5p表达，miR-449c-5p靶向负调控STAT6表达。过表达 lncRNA LINC01089，显著降低M1型标记物 iNOS mRNA
和CD86 mRNA表达水平及细胞上清液促炎因子 IL-1β、IL-6和 TNF-α的含量，明显增高M2型标记物Arg-1 mRNA和CD206
mRNA表达水平及细胞上清液抗炎因子 IL-4、IL-10和 TGF-β的含量。过表达 lncRNA LINC01089可靶向负调控B-V2细胞

miR-449c-5p表达，促进 STAT6蛋白表达。结论 小胶质细胞OGD/R损伤后，lncRNA LINC01089表达下调，促使小胶质细胞向

M1型转化，诱导炎症反应，其机制可能与靶向负调控miR-449c-5p/STAT6信号轴有关。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of lncRNA-LINC01089 on the phenotypic polarization of mouse microglia after
oxygen- glucose deprivation/reoxygenation (OGD/R) injury. Methods The mouse microglia B-V2 cells were cultured in vitro. After
OGD/R injury, lncRNA LINC01089 overexpression plasmid and its empty vector, silencing plasmid siRNA and negative control, as well
as miR-449c-5p mimics, inhibitors and its negative control oligonucleotides were transfected into the cells. The expression levels of M1-
type microglia markers iNOS and CD86 mRNAs, M2-type microglia markers Arg1 and CD206 mRNAs, lncRNA LINC01089, and miR-
449c-5p were detected by qRT-PCR. The contents of inflammatory factors in cell supernatant were detected by ELISA. Western blotting
was used to detect the expression level of STAT6 protein in B-V2 cells. The luciferase reporter gene experiment was used to verify the
targeting relationship between lncRNA LINC01089 and miR-449c-5p, and miR-449c-5p and STAT6. Results After OGD/R injury, the
expression level of lncRNA LINC01089 in B-V2 cells was significantly down-regulated, and the expression level of miR-449c-5p was
significantly up-regulated. The results of the luciferase reporter gene assay showed that lncRNA LINC01089 targeted and negatively
regulated the expression of miR- 449c- 5p, and miR- 449c- 5p targeted and negatively regulated the expression of STAT6.
Overexpression of lncRNA LINC01089 significantly decreased the expression levels of M1-type markers iNOS and CD86 mRNAs, and
significantly decreased the contents of pro-inflammatory cytokines IL-1β, IL-6 and TNF-α in the cell supernatant, and significantly
increased the M2- type marker Arg- 1 and CD206 mRNAs expression levels, and significantly increased the contents of anti-
inflammatory factors IL-4, IL-10 and TGF-β in cell supernatants. Overexpression of lncRNA LINC01089 can target and negatively
regulate the expression of miR-449c-5p in B-V2 cells and promote the expression of STAT6 protein. Conclusions After OGD/R injury,
the expression of lncRNA LINC01089 is down-regulated in microglia, which promotes the transformation of microglia to M1 type and
induces inflammatory response. The mechanism may be related to the negative regulation of miR-449c-5p/STAT6 signaling axis.
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脑卒中是目前全球第二大死亡原因，其中缺血

性卒中是最常见的脑卒中类型，约占87%[1]。缺血性

卒中与小胶质细胞极化导致的氧化应激和炎症反应

有关[2]。研究发现，在特定条件下，M1型和M2型小

胶质细胞可相互转化并调节脑内炎症反应，其中M1
型分泌促炎因子，M2型分泌抗炎因子。了解缺血性

卒中小胶质细胞极化的分子机制，有助于减轻卒中

后炎症反应 [3]。长链非编码 RNA（long non-coding
RNA，lncRNA）是一类长度超过 200个核苷酸的非

编码RNA，参与调控中枢神经系统的发育及多种疾

病[4]。本研究探讨 lncRNA LINC01089对小胶质细胞

氧 糖 剥 夺/复 氧 （oxygen- glucose deprivation/
reoxygenation，OGD/R）损伤后极性和炎症反应的影

响及其机制。

1 材料与方法

1.1 细胞培养 BV-2细胞（中国科学院上海生命科

学研究院）培养于含 10%胎牛血清和 1%双抗的

DMEM培养基（美国 Invitrogen公司）中培养。

1.2 OGD/R小胶质细胞模型的构建 将BV-2细胞接

种于无糖培养基中，置于含 1% O2、5% CO2、94% N2

的培养箱中培养150 min。然后，收集细胞置于正常

培养基中，并在 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h。
对照组细胞给予常规培养。

1.3 细胞转染和转染后分组 按照说明书，使用Lipo⁃
fectamine 2000转染试剂（美国 Invitrogen公司）将 ln⁃
cRNA LINC01089过表达质粒（pc-LINC01089）及其

空载质粒（pc-NC）、siRNA（si-LINC01089）及阴性对

照（si-NC）序列，miR-449c-5p模拟物、抑制剂及其

阴性对照寡核苷酸分别转染进OGD/R细胞中，记为

pc-LINC01089 组、pc-NC 组、si-LINC01089 组、si-
NC组、模拟物组、模拟物对照组、模拟物抑制剂组和

模拟物抑制剂对照组。pc-LINC01089、pc-NC、si-
LINC01089、si-NC序列、miR-449c-5p模拟物、抑制

剂及其阴性对照均由上海吉玛公司构建。

1.4 实时荧光定量 PCR检测 用 TRIzol试剂提取细

胞总RNA，用PrimeScriptTM RT试剂盒逆转录成 cD⁃
NA，然后进行实时荧光定量PCR。引物序列见表1，
GAPDH为 lncRNA LINC01089，以及信号传导及转

录激活蛋白 6（signal transducer and activator of tran⁃

基因

GAPDH

LINC01089

STAT6

iNOS

CD86

Arg-1

CD206

U6

miR-449c-5p

引物序列

正义引物序列：5′-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3′
反义引物序列：5′-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-3′
正义引物序列：5'-GCAGTAAACAGTCCTCAGCGAAG-3'
反义引物序列：5'-CGGTGCCATGGAGTCTAGAAGAT-3'
正义引物序列：5'-GTCTGGTCTCCAAGATGCCC-3'
反义引物序列：5'-ATATGCTCTCAAGGGTGCTGA-3'
正义引物序列：5'-CTGCTGGTGGTGACAAGCACATTT-3'
反义引物序列：5'-ATGTCATGAGCAAAGGCGCAGAAC-3'
正义引物序列：5'-TCTCCACGGAAACAGCATCT-3'
反义引物序列：5'-CTTACGGAAGCACCCATGAT-3'
正义引物序列：5'-CACAGTCTGGCAGTTGGAAG-3'
反义引物序列：5'-GGGAGTGTTGATGTCAGTGTG-3'
正义引物序列：5'-CAAGGAAGGTTGGCATTTGT-3'
反义引物序列：5'-CCTTTCAGTCCTTTGCAAGC-3'
正义引物序列：5'-GCTTCGGCAGCACATATACTAA-3'
反义引物序列：5'-GCTTCACAATTTGCGTGTCAT-3'
正义引物序列：5'-CAGTGTATTGCTAGCGGCTGT-3'
反义引物序列：5'-AGTGCGTGTCGTGGAGTC-3'

表1 实时荧光定量PCR引物序列
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scription 6，STAT6）、诱导型一氧化氮合酶（inducible
nitric oxide，iNOS）、蛋白精氨酸合成酶-1（arginase-
1，Arg-1）、白细胞分化抗原（cluster of differentiation，
CD）86、CD206等mRNA的内参，U6为miR-449-5p
内参。用2-△△CT法评估表达水平。

1.5 ELISA测定炎性因子的含量 取细胞上清液，在

4 ℃条件下6 200转/min离心15 min，去除沉淀，使用

ELISA试剂盒（武汉赛培生物科技有限公司）检测炎

症因子的含量，包括肿瘤坏死因子（tumor necrosis
factor，TNF-α）、白细胞介素（interleukin ，IL）-1β、
IL- 6、IL- 4、IL- 10 和转化生长因子 β（transform
growth factor β，TGF-β）。
1.6 荧光素酶报告实验检测 lncRNA LINC01089和
miR-449c-5p 的靶向关系 将野生型 LINC01089-
WT、突变型 LINC01089-MUT、野生型 STAT6-WT、
突变型 STAT6-MUT扩增后克隆入 pmirGLO荧光报

告中，使用Lipofectamine 2000将双荧光素酶报告基

因、miR-449c-5p模拟物及其阴性对照序列转染至

细胞后 48 h，使用 Luciferase reporter assay system检

测荧光素酶活性。

1.7 免疫印迹法检测 STAT6蛋白的表达 收集处理

后的细胞，用RIPA裂解缓冲液提取细胞总蛋白，使

用 BCA 法（美国 Pierce 公司）定量蛋白，12% SDS-
PAGE、100 V电泳 2 h。然后电转移至PVDF膜。用

5%脱脂奶粉室温封闭1 h后，TBST洗膜3次，加入一

抗 STAT6（1:1 000），在 4 ℃下孵育过夜。TBST洗膜

后，在室温下将膜用辣根过氧化物酶标记的山羊抗

兔 IgG（1:3 000）孵育1 h。TBST洗膜3次，显色成像，

采用 Image J分析蛋白灰度值。

1.8 统计学处理 采用SPSS 22.0软件分析；定量资料

以 x±s表示，采用单因素方差分析和LSD-t检验；以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 OGD/R损伤后 lncRNA LINC01089的表达和小

胶质细胞的极化状态 与对照组相比，OGD/R组 ln⁃
cRNA LINC01089 表达水平显著降低（P<0.05；图
1A），并且OGD/R组小胶质细胞M1型标记物 iNOS
mRNA和 CD86 mRNA表达水平显著升高（P<0.05；
图1B），M2型标记物Arg1 mRNA和CD206 MRNA表

达水平显著降低（P<0.05；图 1B）。同时，OGD/R组

细胞上清液促炎因子 IL-1β、IL-6和 TNF-α水平显

著升高（P<0.05；图 1C），而抗炎因子 IL-4、IL-10和

TGF-β水平显著降低（P<0.05；图1D）。

2.2 lncRNA LINC01089对 OGD/R损伤后小胶质细

胞极化和炎症反应的影响 与 pc-NC组相比，pc-
LINC01089组小胶质细胞M1型标记物 iNOS mRNA
和CD86 mRNA表达水平以及细胞上清液促炎因子

IL-1β、IL-6和TNF-α水平显著降低（P<0.05；图2A、

2C），M2型标记物Arg1 MRNA和CD206 mRNA表达

水平以及抗炎因子 IL-4、IL-10和 TGF-β水平显著

增高（P<0.05；图2B、2D）。
与 si-NC组相比，si-LINC01089组小胶质细胞

M1型标记物 iNOS mRNA和 CD86 mRNA表达水平

以及细胞上清液促炎因子 IL-1β、IL-6和 TNF-α水
平显著增高（P<0.05；图 2A、2C），M2型标记物Arg1
MRNA和CD206 mRNA表达水平以及抗炎因子 IL-
4、IL-10 和 TGF-β水平显著降低（P<0.05；图 2B、
2D）。
2.3 lncRNA LINC01089与miR-449c-5p的关系 通

过在线网站 StarBase 预测 lncRNA LINC01089 与

miR-449c-5p的结合位点（图 3A）。OGD/R处理后，

小胶质细胞 miR-449c-5p 表达水平显著增高（P<
0.05；图 3B）。双荧光素酶报告实验结果显示，与模

拟物对照组组相比，模拟物组含 LINC01089-WT荧

光 素 酶 活 性 显 著 降 低（P<0.05；图 3C），而 含

LINC01089-Mut荧光素酶无显著差异（P>00.05；图
3C），表明miR-449c-5p显著抑制LINC01089-WT荧

光素酶活性，但不能抑制LINC01089-Mut荧光素酶

活性。与pc-NC组相比，pc-LINC01089组细胞miR-
449c-5p表达水平显著降低（P<0.05）。与 si-NC组

相比，si-LINC01089组细胞miR-449c-5p表达水平

显著增高（P<0.05；图3D）。
2.4 miR-449c-5p 对小胶质细胞的活化与炎症反应

影响 与模拟物对照组组相比，miR-449c-5p模拟物

组M1型标志物 iNOS mRNA和 CD86 mRNA表达水

平显著增高（P<0.01；图 4A），细胞上清液促炎因子

IL- 1β、IL- 6 和 TNF-α含量显著升高（P<0.05；图
4B），M2型标志物Arg1 mRNA和CD206 mRNA表达

水平显著降低（P<0.001；图 4C），细胞上清液抗炎因

子 IL-4、IL-10 和 TGF-β含量显著降低（P<0.01；
图 4D）。而miR-449c-5p抑制剂干预后，明显抑制

miR-449c-5p模拟物的作用（P<0.01；图4）。
2.5 miR-449c-5p与STAT6的关系 利用在线靶基因

预测网站TargetScan预测miR-449c-5p的靶基因，发

现miR-449c-5p能够与 STAT6的 3'-UTR特定区域

靶向结合（图 5A）。与模拟物对照组组相比，miR-
449c-5p 组含 STAT6-WT 荧光素酶活性显著降低
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图1 小胶质细胞OGD/R损伤 lncRNA LINC01089的表达和小胶质细胞的极化状态

A. 小胶质细胞 lncRNA LINC01089表达；B. 小胶质细胞表型标志物表达；C. 小胶质细胞上清液促炎因子分泌水平；

D. 小胶质细胞上清液抗炎因子分泌水平；与对照组相应值比较，** P<0.01，*** P<0.01

图2 lncRNA LINC01089对小胶质细胞OGD/R损伤后极化和炎症反应的影响

A. 小胶质细胞M1型标志物 iNOS和CD86 mRNA表达水平；B. 小胶质细胞M2型标志物Arg1和CD206 mRNA表达水

平；C. 细胞上清液促炎因子 IL-1β、IL-6和TNF-α的含量；D. 细胞上清液抗炎因子 IL-4、IL-10和TGF-β的含量；与pc-
NC相应值组比较，** P<0.01，*** P<0.001；与 si-NC组相应值比较，* P<0.05，** P<0.01，*** P<0.001
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图3 荧光素酶报告基因实验验证 lncRNA LINC01089与miR-449c-5p的关系

A. 网站检索预测 lncRNA LINC01089与miR-449c-5p的结合位点序列；B. miR-449c-5p的表达水平，与对照组相应值比较，*** P<0.001；
C. 荧光素酶活性实验验证miR-449c-5p能够与 lncRNA LINC01089吸附结合降低其表达，*** P<0.001；D. lncRNA LINC01089过表达和低

表达对miR-449c-5p的影响，*** P<0.001

（P<0.001；图 5B），而含 STAT6-Mut荧光素酶活性无

显著差异（P>0.05；图 5B）。与模拟物对照组相比，

miR-449c-5p模拟物组miR-449c-5p表达水平显著

增加（P<0.001；图 5C），STAT6蛋白表达水平明显降

低（P<0.001；图 5D）。 与 pc- NC 组 相 比 ，pc-
LINC01089 组 STAT6 蛋白表达水平明显增加（P<
0.05；图5D）。
3 讨 论

本文结果表明，OGD/R 损伤后，小胶质细胞

lnCRNA LINC01089表达水平显著下降，同时，OGD/
R可诱导小胶质细胞向M1型转化，促进炎症反应；

沉默 lncRNA LINC01089的表达可以调控小胶质细

胞向M2型转化，并减轻 OGD/R损伤后炎症反应。

过表达 lncRNA LINC01089，靶向负调控miR-449c-
5p表达，从而促进 STAT6表达，促使小胶质细胞向

M1型转化，促进炎症反应。

近年来，lncRNA已成为缺血性卒中研究的热点

[5]。lncRNA作为表现遗传修饰子，主要通过调控染

色质的转录和转录后基因水平影响蛋白质表达，调

节机体的生理和病理过程。小胶质细胞是单核吞噬

细胞家族的成员，是中枢神经系统中重要的免疫细

胞，参与许多神经系统疾病的发生、发展[6]。脑卒中

引起的小胶质细胞极化导致多种炎症介质的释放。

研究表明，M2型小胶质细胞通过分泌抗炎因子和生

长因子促进组织修复[7]。相反，M1型小胶质细胞可

分泌多种炎症因子和神经毒性化合物，包括一氧化

碳、TNF-α、IL-6和活性氧，损伤神经元[8]。M1型特

征激活STAT1和NF-κB，产生包括TNF-α、IL-1、IL-
6和 IL-12在内的促炎细胞因子；M2型特征是转录

因子 STAT6的激活，甘露糖受体（CD206）的表达升

高以及细胞因子的产生[9]。本研究发现，OGD/R损伤

后小胶质细胞M1型功能标志物 iNOS和CD86显著

上调，并促进 IL1β、TNF-α和 IL-6表达。

近年来，lncRNA在脑缺血性卒中过程中的研究

越来越多。研究表明，lncRNA H19通过驱动HDAC1
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图4 miR-449c-5p对小胶质细胞的活化与炎症反应的影响

A. 小胶质细胞 iNOS和CD86 mRNA的表达变化；B. 小胶质细胞Arg1和CD206 mRNA的表达变化；C. 细胞上清液促炎因子 IL-1β、IL-6和

TNF-α的含量；D. 细胞上清液抗炎因子 IL-4、IL-10和TGF-β的含量；与NC mimics组比较，** P<0.01，*** P<0.001；与NC inhibitors+OGD/
R组比较，** P<0.01，**** P<0.001

图5 荧光素酶报告基因实验验证STAT6是miR-449c-5p的下游靶点

A. 网站检索miR-449c-5p与STAT6互补结合位点；B. 用荧光素酶活性实验验证miR-449c-5p可与STAT6靶向结合；C. 细胞miR-449c-5p的

表达水平；D. 细胞STAT6蛋白表达水平；与NC mimics组比，** P<0.01，*** P<0.001；与pc-NC组比，*** P<0.001

--191



中国临床神经外科杂志2022年3月第27卷第3期 Chin J Clin Neurosurg, March 2022, Vol. 27, No. 3

依赖性M1型小胶质细胞极化，促进神经炎症 [10]。

miRNA在调节巨噬细胞向经典型和交替激活型分

化过程中起着关键的作用[11]。研究表明，miR-124下
调M1型相关标志物的表达，并上调M2型相关标志

物的表达[12]。本研究发现，小胶质细胞OGD/R损伤

后，小胶质细胞 lncRNA LINC01089显著下调，miR-
449c-5p显著上调；此外，过表达 lncRNA LINC01089
和低表达miR-449c-5p可抑制促炎因子 IL-1β、IL-6
和 TNF-α表达，并促进抗炎因子 IL-4、IL-10 和

TGF-β表达。

STAT信号通路广泛参与细胞增殖、分化、凋亡

以及免疫调节等过程，是众多细胞因子信号转导的

重要途径[13]。STAT6是一种受其磷酸化状态调节的

细胞质转录因子，可响应 IL-4和 IL-13而被激活。

关键酪氨酸残基磷酸化后，STAT6发生二聚化，从细

胞质转移至细胞核，并与其同源DNA结合，从而导

致靶基因的特异性转录上调 [14]。研究表明，IL-4/
STAT6信号通过炎症增强剂的直接转录抑制，诱导

巨噬细胞对微生物、应激和损伤相关的内源性信号

脱敏[15]。研究发现，高血糖促进从暴露于APAP的肝

脏中获得的肝内巨噬细胞的M1极化，抑制M2极化，

MCP-1和 iNOS基因表达增加，而Arg-1和CD206基
因表达降低并伴随STAT1激活增加而STAT6激活减

少 [16]。本研究发现miR-449c-5p能够靶向负调控

STAT6表达，miR-449c-5p模拟物可以抑制 STAT6
的表达。

综上所述，lncRNA LINC01089在调节小胶质细

胞OGD/R处理后的炎症反应中具有潜在作用，其机

制可能是下调 lncRNA LINC01089，靶向促进miR-
449c-5p的表达，从而上调 STAT6表达，促使小胶质

细胞向M1型转化，促进炎症反应。
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