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【摘要】   目的    探讨抑制 miR-429 改善体外血脊髓屏障（blood spinal cord barrier，BSCB）通透性的可行性及

机制，为改善脊髓微环境提供新的基因治疗靶点。方法    首先，取永生化人脑微血管内皮细胞系（hCMEC/D3），
应用 miR-429 拮抗剂 antagomiR-429 及其阴性对照 antagomiR-429-NC 进行转染，通过荧光显微镜观察以及实时荧

光定量 PCR 检测 miR-429 表达，验证 antagomiR-429 转染效率。然后观察 miR-429 对体外 BSCB 通透性的影响。

实验分为 4 组，其中空白对照组（A 组）为正常 hCMEC/D3 细胞、Ha-sc 细胞构建 BSCB 模型，低氧诱导组（B 组）、

低氧诱导+antagomiR-429-NC 组（C 组）、低氧诱导+antagomiR-429 组（D 组）分别采用正常、antagomiR-429-NC 转
染以及 antagomiR-429 转染的 hCMEC/D3 细胞，与 Ha-sc 细胞构建 BSCB 模型并低氧处理 12 h。通过辣根过氧化

物酶（horseradish peroxidase，HRP）通量测定体外 BSCB 通透性，实时荧光定量 PCR、Western blot 和免疫荧光染

色观测内皮细胞中紧密连接蛋白 ZO-1、Occludin、Claudin-5 的表达水平。结果    荧光显微镜下观察 antagomiR-
429 及 antagomiR-429-NC 成功转染至 hCMEC/D3 细胞，转染效率约为 90%；实时荧光定量 PCR 检测 antagomiR-
429 组 miR-429 相对表达量为 0.109±0.013，明显低于 antagomiR-429-NC 组的 0.956±0.004（P<0.05）。HRP 通透性

测量、实时荧光定量 PCR 及 Western blot 检测显示，B、C 组 HRP 通透性明显高于 A、D 组，ZO-1、Occludin 和
Claudin-5 蛋白及 mRNA 相对表达量均明显低于 A、D 组（P<0.05）；B、C 组间差异无统计学意义（P>0.05），D 组
尚未达 A 组水平（P<0.05）。免疫荧光染色观察示 D 组 ZO-1、Occludin 和 Claudin-5 蛋白在细胞膜边界免疫荧光

较 B、C 组增强，但尚未达 A 组强度。结论    通过抑制 miR-429 表达可促进微血管内皮细胞中 ZO-1、Occludin 和
Claudin-5 蛋白表达，进而改善因低氧导致的 BSCB 通透性增高。
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Inhibitory effect of miR-429 on expressions of ZO-1, Occludin, and Claudin-5 proteins
to improve the permeability of blood spinal cord barrier in vitro
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【Abstract】 Objective    To explore the feasibility and mechanism of inhibiting miR-429 to improve the
permeability of the blood spinal cord barrier (BSCB) in vitro, and provide a new gene therapy target for enhancing the
spinal cord microenvironment. Methods    First, the immortalized human brain microvascular endothelial cell line
(hCMEC/D3) was transfected with the anti-miR-429 antagonist (antagomiR-429) and its negative control (antagomiR-
429-NC), respectively. The miR-429 expression of hCMEC/D3 cells was observed by fluorescence microscopy and real-
time fluorescence quantitative PCR to verify the transfection efficiency of antagomiR-429. Then the effect of miR-429 on
BSCB permeability was observed in vitro. The experiment was divided into 4 groups. The blank control group (group A)
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was constructed of normal hCMEC/D3 cells and Ha-sc cells to prepare the BSCB model, the hypoxia-induced group
(group B), the hypoxia-induced+antagomiR-429-NC group (group C), and the hypoxia-induced+antagomiR-429 group
(group D) were constructed of normal, antagomiR-429-NC transfected, and antagomiR-429 transfected hCMEC/D3 cells
and Ha-sc cells to prepare the BSCB models and hypoxia treatment for 12 hours. The permeability of BSCB in vitro was
measured by horseradish peroxidase (HRP) permeability. Real-time fluorescence quantitative PCR, Western blot, and
immunofluorescence staining were used to observe the expressions of ZO-1, Occludin, and Claudin-5. Results    The
antagomiR-429 and antagomiR-429-NC were successfully transfected into hCMEC/D3 cells under a fluorescence
microscope, and the transfection efficiency was about 90%. Real-time fluorescence quantitative PCR results showed that
the relative expression of miR-429 in antagomiR-429 group was 0.109±0.013, which was significantly lower than that of
antagomiR-429-NC group (0.956±0.004, P<0.05). HRP permeability measurement, real-time fluorescence quantitative
PCR, and Western blot results showed that the HRP permeability of groups B and C were significantly higher than those
of groups A and D (P<0.05), and the relative expressions of ZO-1, Occludin, and Claudin-5 proteins and mRNAs were
significantly lower in groups B and C than in groups A and D (P<0.05) and in group D than in group A (P<0.05); there
was no significant difference between groups B and C (P>0.05). Immunofluorescence staining showed that the
immunofluorescence of ZO-1, Occudin, and Claudin-5 at the cell membrane boundary in group D were stronger than
those in groups B and C, but not as strong as that in group A. Conclusion    Inhibition of miR-429 expression can promote
the expressions of ZO-1, Occludin, and Claudin-5 proteins in microvascular endothelial cells, thereby improving the
increased permeability of BSCB due to hypoxia.

【Key words】 Blood spinal cord barrier; miR-429; spinal cord injury; tight junction protein; spinal microen-
vironment
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脊髓损伤是一类严重的中枢神经创伤性疾

病[1-2]，主要临床表现为不同程度截瘫，给患者和家

庭带来沉重负担[3]。在原发性脊髓损伤基础上，因

继发性脊髓损伤导致的组织局部缺氧会进一步加

重脊髓损伤程度 [ 4 ]。相关研究证明，血脊髓屏障

（blood spinal cord barrier，BSCB）在继发性脊髓损

伤中起着至关重要的作用[5-6]，修复 BSCB 是减轻继

发性脊髓损伤的关键步骤之一[7-8]。ZO-1、Occludin
和 Claudin-5 是 BSCB 中重要的紧密连接蛋白，研

究发现上述蛋白含量升高后，BSCB 通透性下降[9-11]。

而 BSCB 通透性降低，继发性脊髓损伤严重程度也

会大幅度下降[12]。

各细胞中  miRNA 是通过靶向下游基因发挥

调节功能的重要分子之一[13]。例如，miR-429 可通

过介导下游基因  Bcl-2 mRNA 促进动脉粥样硬化

内皮细胞凋亡下调[14]。近期研究表明，miR-429 参
与内皮细胞的迁移和紧密连接蛋白的表达，同时

还可以在一定程度逆转因低氧导致的人羊膜

MSCs 损伤 [15 -16]。本研究通过将  miR-429 拮抗剂

antagomiR-429 转染的人微血管内皮细胞，与脊髓

细胞构建体外  BSCB 模型并进行低氧处理，观察

内皮细胞中紧密连接蛋白  Z O -1、 O c c l u d i n、

Claudin-5 表达以及 BSCB 通透性变化，探讨 miR-
429 对 BSCB 通透性的作用。

1    材料与方法

1.1    实验细胞及培养

永生化人脑微血管内皮细胞系（hCMEC/D3）
和人星形胶质细胞-脊髓细胞系（Ha-sc）由锦州医科

大学曹阳教授提供。h C M E C / D 3  细胞采用含

10%FBS、1% 青/链霉素、1%VEGF 的内皮细胞培养

基培养；Ha-sc 细胞采用含 10% FBS、1% 青/链霉素

的 DMEM/F12 培养；置于 37℃、5%CO2 孵箱中培

养，每 48 小时更换 1 次培养基。

1.2    主要试剂及仪器

内皮细胞培养基、V E G F、F B S、青 /链霉素

（ScienCell 公司，美国）；DMEM/F12、胰蛋白酶

（HyClone 公司，美国）；antagomiR-429 及其阴性

对照 antagomiR-429-NC、siRNA Mate Plus、TRIzol
试剂（江苏吉玛基因股份有限公司）；兔抗 ZO-1 多
克隆抗体、兔抗  O c c l u d i n  多克隆抗体、兔抗

Claudin-5 多克隆抗体（Affinity 公司，美国）；兔抗

GAPDH 多克隆抗体、山羊抗兔 IgG-辣根过氧化物

酶（horseradish peroxidase，HRP）二抗（Earthox 公
司，美国）；HRP（北京索莱宝科技有限公司）；四

甲基联苯胺（Sigma 公司，美国）；蛋白提取试剂

盒、BCA 蛋白定量试剂盒、SDS-PAGE 凝胶试剂盒、

ECL 化学发光试剂盒（上海碧云天生物技术有限公
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司）；GoScriptTM Reverse Transcription System 逆转

录试剂盒、GoTaq® qPCR Master Mix 试剂盒、Dual
Luciferase® Reporter Assay System 试剂盒（Promega
公司，美国）。

6 孔 Transwell 小室（Corning 公司，美国）。倒

置荧光显微镜（Olympus 公司，日本）；紫外分光光

度计（Tecan 公司，美国）；全自动电泳仪、凝胶成

像系统、实时荧光定量 PCR 仪（Bio-Rad 公司，美

国）；YCP 系列三气培养箱（深圳市华曦达科技股

份有限公司）。

1.3    antagomiR-429 转染 hCMEC/D3 细胞方法及

观测

1.3.1    antagomiR-429 转染细胞方法　实验分为空

白对照组、antagomiR-429-NC 组及 antagomiR-429
组。取内皮细胞培养基培养 12 h 的 hCMEC/D3 细
胞，按照说明书采用 siRNA Mate Plus 转染试剂，将

antagomiR-429、antagomiR-429-NC 分别转染至细胞

（antagomiR-429 组、antagomiR-429-NC 组）中，无

菌培养箱中孵育 4～6 h ，更换内皮细胞培养基后观

测。以内皮细胞培养基正常培养的 hCMEC/D3 细
胞作为空白对照组。

1.3.2    观测方法　① 荧光显微镜下观察两转染组

细胞内有无荧光，如呈绿色荧光表示转染成功。②

实时荧光定量  PCR 检测细胞中  miR-429 表达水

平。取 3 组细胞，使用 TRIzol 试剂及氯仿提取总

RNA，逆转录试剂盒逆转录为 cDNA；按照 GoTaq®

qPCR Master Mix 试剂盒说明书进行定量 PCR 分
析，引物序列见表  1。反应条件：95℃、3 min，

95℃、12 s，40 个循环；60℃、40 s。以 U6 作为内

参。使用 2–ΔΔCt 法计算 miR-429 相对表达量。实验

重复 3 次。

1.4    miR-429 对体外 BSCB 通透性的影响

1.4.1    实验分组　实验分为 4 组，其中空白对照组

（A 组）为正常 hCMEC/D3 细胞、Ha-sc 细胞构建

BSCB 模型；低氧诱导组（B 组）为正常 hCMEC/D3
细胞、Ha-sc 细胞构建 BSCB 模型并低氧处理；低

氧诱导+antagomiR-429-NC 组（C 组）为 antagomiR-
429-NC 转染  hCMEC/D3 细胞、Ha-sc 细胞构建

BSCB 模型并低氧处理；低氧诱导+antagomiR-429
组（D 组）为 antagomiR-429 转染 hCMEC/D3 细胞、

Ha-sc 细胞构建 BSCB 模型并低氧处理。

1.4.2    体外 BSCB 模型制备及低氧处理　先将 Ha-
sc 细胞以 1×104 个/cm2 密度接种于 6 孔 Transwell
上室背面，于 37℃、5%CO2 孵箱中培养；当 Ha-sc
细胞黏附后将 Transwell 上室直立并插入 6 孔板

中，并将 hCMEC/D3 细胞以 1×104 个/cm2 密度接种

在上室内面；37℃、5%CO2 孵箱中继续培养，待融

合至 90% 左右时置于低氧室中，混合气体中含 94%
N2 和 5% CO2，低氧诱导处理 12 h。各组取相应细

胞参考上述方法对应处理后进行观测。

1.4.3    观测指标　① HRP 通透性测量：将浓度为

0.5 μmol/L 的 HRP 添加至各组 Transwell 上室中，

2 h 后从下部收集样品，添加 0.5 mmol/L 四甲基联

苯胺，于酶标仪中检测波长 562 nm 处吸光度（A）

值，评价 HRP 通透性。

②  实时荧光定量  P C R  检测细胞中  Z O -1、
Occludin、Claudin-5 mRNA 表达水平：同 1.3.2 中
方法提取细胞总  RNA，使用  GoScriptT M Reverse
Transcr ipt ion System 逆转录试剂盒逆转录为

cDNA。按照 GoTaq® qPCR Master Mix 试剂盒说明

书进行定量 PCR 分析。 引物序列见表 1。反应条

件：95℃、2 min，95℃、15 s，60℃、1 min，40 个循

环。以 GAPDH 作为内参，计算 ZO-1、Occludin、
Claudin-5 mRNA 相对表达量。实验重复 3 次。

③ Western blot 检测细胞中 ZO-1、Occludin、
Claudin-5 蛋白表达水平：各组细胞以 4℃ PBS 洗
涤 2 次，用含 1%PMSF 的 RIPA 缓冲液提取细胞蛋

表 1    实时荧光定量 PCR 各基因引物序列

Tab.1    Primer sequence of real-time fluorescence quantitative
PCR

基因
Gene

引物序列（5'→3'）
Primer sequence (5'→3')

miR-429 上游 UAAUACUGUCUGGUAAAACCGU
Forward
下游 CGCCGGCCGAUGGGCGUCUUACCAGACAUG
GUUAGACCUGGCCCUCUGUCUAAUACUGUCUGG
UAAAACCGUCCAUCCGCUGC
Reverse

U6 上游 CGCTTCGGCAGCACATATAC
Forward
下游 TTCACGAATTTGCGTGTCATC
Reverse

ZO-1 上游 CAACATACAGTGACGCTTCACA
Forward
下游 CACTATTGACGTTTCCCCACTC
Reverse

Occludin 上游 ACAAGCGGTTTTATCCAGAGTC
Forward
下游 GTCATCCACAGGCGAAGTTAAT
Reverse

Claudin-5 上游 CTCTGCTGGTTCGCCAACAT
Forward
下游 CAGCTCGTACTTCTGCGACA
Reverse

GAPDH 上游 CATCTTCTTTTGCGTCGCCA
Forward
下游 TTAAAAGCAGCCCTGGTGACC
Reverse
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白质；4℃，以 12 000×g 离心 30 min。取上清，参

照 BCA 蛋白定量试剂盒确定蛋白浓度。收集裂解

物，通过 SDS-PAGE 凝胶电泳进行分离，然后将其

印迹至聚偏二氟乙烯膜，置于 TBST 中用 5% 脱脂

奶粉密封 3 h；分别加入兔抗 ZO-1（1∶500）、兔抗

Occludin（1∶1 000）、兔抗 Claudin-5（1∶1 000）一
抗，4℃  过夜；TBST 洗涤  3 次后加入二抗（1∶
5 000），37℃ 孵育 2 h。TBST 洗涤 3 次，将膜与

ECL 于暗室孵育后，用化学成像仪将蛋白条带可视

化。以 GAPDH 作为内参，以目的蛋白条带与内参

条带灰度值比值作为目的蛋白相对表达量。实验

重复 3 次。

④  免疫荧光染色观察  ZO -1、Occludin  及
Claudin-5 蛋白表达：各组细胞以  4℃ PBS 洗涤

3 次后，于 4% 多聚甲醛固定 15 min；室温下置于

含 0.1%Triton X-100 的 PBS 中 5 min，PBS 浸渍 3 次。

加入兔抗 ZO-1（1∶100）、兔抗 Occludin（1∶200）
和兔抗 Claudin-5（1∶200），4℃ 湿箱中孵育过夜；

与荧光二抗（1∶500）孵育 1 h。将样品与 DAPI 在
黑暗中孵育 3 min，PBST 冲洗多余 DAPI，抗荧光

淬灭封片剂密封样品。荧光显微镜下观察，ZO-1、
Occludin 和 Claudin-5 蛋白为红色荧光标记，DAPI
为蓝色荧光标记。实验重复 3 次。

1.5    统计学方法

采用 GraphPad 6.0 统计软件进行分析。数据

以均数±标准差表示，组间比较采用单因素方差分

析，两两比较采用 SNK 检验；检验水准 α=0.05。

2    结果

2.1    antagomiR-429 的转染效率

荧光显微镜下观察可见  antagomiR-429 及
antagomiR-429-NC 均成功转染至 hCMEC/D3 细
胞，转染效率约为 90%（图 1）。实时荧光定量 PCR
检测显示，antagomiR-429 组 miR-429 相对表达量

为 0.109±0.013，明显低于 antagomiR-429-NC 组
（0.956±0.004）及空白对照组（1.005±0.072），差异有

统计学意义（P<0.05）；antagomiR-429-NC 组与空

白对照组比较，差异无统计学意义（P>0.05）。
2.2    miR-429 对体外 BSCB 通透性的影响

2.2.1    HRP 通透性测量　A、B、C、D 组 A 值分别

为 0.171±0.002、0.206±0.006、0.214±0.003、0.185±
0.003。B、C 组明显高于 A、D 组，差异均有统计学

意义（P<0 .05）。B、C 组间差异无统计学意义

（P>0.05）；D 组尚未达 A 组水平，差异有统计学意

义（P<0.05）。

2.2.2    实时荧光定量 PCR 及 Western blot 检测　

B、C 组 ZO-1、Occludin 和 Claudin-5 蛋白及 mRNA
相对表达量明显低于 A、D 组，差异均有统计学意

义（ P < 0 . 0 5）。 B、 C  组间差异无统计学意义

（P>0.05）；D 组尚未达 A 组水平，差异有统计学意

义（P<0.05）。见图 2、3。
2.2.3    免疫荧光染色观察　荧光显微镜下见 ZO-

1、Occludin 和 Claudin-5 蛋白定位于细胞膜及细胞

膜与细胞膜之间连接处，其中 D 组以上 3 种蛋白在

细胞膜边界荧光染色较 B、C 组增强，但尚未达 A
组强度。见图 4。

3    讨论

研究表明，脊髓微环境动态平衡是维持中枢神

经系统中神经元正常功能的重要因素之一 [ 1 7 ]。

BSCB 是脊髓组织与血液之间物质代谢的物理屏

障，在维持中枢神经系统稳态和内部微环境稳定性

中起重要作用[5-6]。既往研究重点关注脊髓损伤后

 

 
图 1     细胞转染后荧光显微镜观察（×40）     a. antagomiR-
429-NC 组；b. antagomiR-429 组

Fig.1   Observation under fluorescence microscope after cell
transfection (×40)     a. antagomiR-429-NC group;   b. antagomiR-
429 group
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图 2     实时荧光定量 PCR 检测各组 ZO-1、Occludin、Claudin-5
   mRNA 相对表达量

Fig.2   The relative expressions of ZO-1, Occludin, Claudin-5
   mRNAs in each group by real-time fluorescence quanti-
   tative PCR
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神经元凋亡和自噬以及炎症反应 [ 1 8 ]，对通过改善

BSCB 通透性来减轻脊髓继发性损伤的研究较少，

为此我们进行了本次研究。BSCB 类似血脑屏障，

主要由脊髓血管内皮细胞、基底膜和星形胶质细胞

足突组成[9]。因为国内外尚未分离培养出稳定的脊

髓血管内皮细胞系，而脊髓血管内皮细胞在结构上

与脑血管内皮细胞相似，因此本研究用永生化人脑

微血管内皮细胞系代替脊髓血管内皮细胞[19]，选择

hCMEC/D3 细胞和 Ha-sc 细胞复合培养体外构建

BSCB。
研究表明，脊髓损伤后 BSCB 的紧密连接结构

受损，导致其通透性增加，从而加重了脊髓的继发

性损伤[20]。紧密连接结构主要由紧密连接蛋白和黏

附因子组成[21]，其中紧密连接蛋白含量降低是脊髓

损伤后 BSCB 的一种特殊表现[20]。为此，本研究通

过低氧诱导处理体外模拟脊髓损伤后 BSCB，观察

ZO-1、Occludin、Claudin-5 蛋白水平变化。结果显

示，低氧处理可使细胞中 ZO-1、Occludin、Claudin-
5 蛋白降低，进而使紧密连接蛋白结构遭到破坏，

间接地解释了脊髓损伤后间歇性低氧导致的慢性

脊髓损伤和因颈椎管狭窄导致的低氧缺血性脊髓

损伤中的继发性损伤机制。

miR-429 与其余  4 个成员（miR-200a、miR-
200b、miR-200c 和 miR-141）结合在一起，形成了

miR-200 家族[22]。 miR-429 广泛存在于人类各种系

统肿瘤中。据报道，miR-429 参与了各种癌症的发

展，例如膀胱癌、肾细胞癌和软组织肉瘤[23-25]，还参

与保护心肌细胞免受低氧诱导导致的凋亡 [26]。同

时，在透明细胞肾细胞癌中  miR-429 可以靶向

VEGF 调节细胞功能[27]。最近研究证实，miR-429 可
以直接或通过其下游靶基因靶向负调控紧密连接

蛋白，并参与血肿瘤屏障和血肠屏障通透性的调

节[16, 28]。相比 DNA 及 mRNA，miRNA 拥有分子量

小、更易转染的生物优势，且目前没有文献证明

miR-429 对 BSCB 低氧损伤修复的作用，本研究将

miR-429 抑制剂 antagomiR-429 加入体外 BSCB 模
型，模拟抑制脊髓微血管内皮细胞中 miR-429 表
达，以此为 miRNA 用于临床脊髓损伤基因治疗提

供前期基础及理论依据。

本研究结果显示，通过抑制 miR-429 的表达可

以改善低氧诱导的体外  BSCB 通透性，提示抑制

BSCB 中微血管内皮细胞内 miR-429 可以改善因低

氧导致的继发性脊髓损伤。与此同时，通过

Western blot、免疫荧光染色及实时荧光定量 PCR
检测，发现抑制 miR-429 可以一定程度恢复因低氧

导致的 ZO-1、Occludin 和 Claudin-5 蛋白降低，提

示抑制微血管内皮细胞中 miR-429 表达对低氧导致

的继发性脊髓损伤的修复机制。但是不能排除

antagomiR-429 也可能影响其他结合蛋白进而调节

BSCB 的通透性。

综上述，抑制 miR-429 可以增加体外 BSCB 中
紧密连接蛋白含量，进而逆转因低氧诱导所导致的

BSCB 通透性增加，提示 miR-429 可以作为改善脊

髓微环境的基因治疗靶点。
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