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miR-223-3p 通过靶向 NLRP3 恢复高血压脑出血 
大鼠的认知功能

余梦擎，吴金波 ，赖志勇，陈忠强

（广东医科大学附属医院急诊医学中心，广东 湛江 524001）

【摘要】  目的  探索 miR-223-3p 对高血压脑出血大鼠认知功能恢复的影响及其调控机制。方法  构建高血压脑

出血大鼠模型，分析 miR-223-3p 表达和认知功能改变；过表达 / 敲降 miR-223-3p，探讨其对 NOD 样受体家族含 pyrin
结构域 3（NLRP3）炎症小体表达和大鼠认知功能的影响；敲降 NLRP3，确认该炎症小体对脑出血大鼠认知功能的作

用；通过荧光素酶实验鉴定 miR-223-3p 对 NLRP3 的直接靶向作用。结果  高血压脑出血大鼠的脑组织中 miR-223-3p
表达上调。miR-223-3p 抑制 NLRP3 的表达，并恢复大鼠认知功能。荧光素酶实验结果表明 miR-223-3p 可以直接靶向

NLRP3 的 mRNA 并下调其表达。结论  miR-223-3p 通过与 NLRP3 的 mRNA 结合下调 NLRP3 的表达，从而恢复脑出

血大鼠的认知功能。
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miR-223-3p recover cognitive function in rats with hypertensive intracerebral hemorrhage by targeting 
NLRP3
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【Abstract】  Objective  To explore the effects of miR-223-3p on cognitive function recovery in rats with hypertensive 
intracerebral hemorrhage （HICH） and its regulatory mechanisms. Methods  The rat model of HICH was constructed to analyze 
changes in miR-223-3p expression and cognitive function. Subsequently， miR-223-3p was overexpressed or knocked down to 
investigate its effects on the expression of the inflammasome NLRP3 and cognitive function in rats. NLRP3 was then knocked down 
to confirm its role in cognitive function in HICH rats. Finally， a luciferase assay was performed to identify the direct targeting effect 
of miR-223-3p on NLRP3. Results  The expression of miR-223-3p was upregulated in the brain tissues of HICH rats. miR-223-3p 
inhibits NLRP3 expression and recovers cognitive function in rats. The luciferase assay demonstrated that miR-223-3p could directly 
target the mRNA of NLRP3 and downregulate its expression. Conclusion  miR-223-3p downregulates NLRP3 expression by binding to 
its mRNA， thereby promoting the recovery of cognitive function in rats with intracerebral hemorrhage.
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脑出血是由脑组织中的血管破裂引起的严重

神经疾病，其特征是高死亡率和严重的神经功能

障碍。在美国和欧洲，脑出血约占所有中风病例

的 10%~15%［1］，而在亚洲，脑出血约占所有中风

病例的 20%~30%［2］，其中，高血压和淀粉样血管

病占原发性脑出血的 78%~88%［3］。神经炎症在脑

出血后继发性脑损伤的病理生理机制中起着关键

作用［4］。当血液成分释放到实质中时，立即触发了

以炎症细胞的动员和活化为特征的炎症反应。神经

炎症的过度触发可导致持续的脑损伤，如血脑屏障

功能的破坏、脑水肿、神经元凋亡以及轴突变性和

缺失［5-6］。近年来，NOD 样受体家族含 pyrin 结构域

3（NOD-like receptor family pyrin domain containing 
3，NLRP3）炎症小体被认为是神经炎症的重要
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参与者，并被证明是促炎细胞因子分泌和后续炎

症反应的关键因素［7］。此外，当 NLRP3 炎症小体

被抑制时，由 ICH 引起的继发性脑损伤减轻［8］。

有报道指出，转录后的 NLRP3 受到多种微 RNA
（microRNAs，miRNAs） 的 调 节［9］。miRNAs 是 约

22 个核苷酸长度的单链非编码 RNA 分子，其识别

靶信使 RNA（mRNA）的 3'-UTR，并诱导 mRNA
降解或抑制其翻译。已发现 miRNAs 在多种神经疾

病中失调，例如阿尔茨海默病、肌萎缩性脊髓侧

索硬化症、帕金森病、亨廷顿舞蹈症、老年性黄

斑变性和多发性硬化症［10-12］，并与高血压患者的血

管内皮功能障碍相关［13］。一项关于蛛网膜下腔出血

中 miRNAs 表达的研究指出，数量庞大的 miRNAs
在出血后的表达均发生改变，其中 microRNA-223-
3p（miR-223-3p）表达上调［14］。然而 miR-223-3p
对高血压脑出血（hypertension-induced intracerebral 
hemorrhage，HICH）大鼠认知功能恢复的影响及

其调控机制仍然不是很清楚。

本研究构建大鼠的 HICH 模型，通过过表达 / 
敲降 miR-223-3p，探讨其对炎症小体 NLRP3 表

达和大鼠认知功能的影响；通过敲降 NLRP3，确

认该炎症小体对脑出血大鼠认知功能的作用；通

过荧光素酶实验等最终确定 miR-223-3p 是否通过

与 NLRP3 的 mRNA 结合下调 NLRP3 的表达，从

而恢复脑出血大鼠的认知功能；旨在进一步探索

miR-223-3p 在 HICH 认知功能恢复过程中的作用

与机制。

1 材料与方法

1.1 材 料

0.4% NaCl 的大鼠饲料购自 Purina（美国），

大鼠胶质瘤细胞 C6 购自美国细胞培养收藏中心

（American Type Culture Collection，ATCC，美国）。

过表达 / 敲降相关的病毒浓缩液购自擎科生物（北

京）。miRNA 抽提试剂盒购自 SanPrep（上海），反

转录试剂盒购自 Invitrogen （美国），荧光定量 PCR
试剂盒购自 Takara（日本）。蛋白免疫印迹相关试

剂及抗体购自碧云天生物科技有限公司（北京）。

Lipofectamine 2000 购自 Invitrogen（美国）。

1.2 研究方法

1.2.1 高血压脑出血大鼠模型的建立

Dahl 盐敏感大鼠品系 SD 大鼠购于南方医科

大学实验动物中心，随机分为正常组和 HICH 组，

每组 5 只。HICH 组给予喂养 Purina 公司含 0.4% 
NaCl 的大鼠饲料，对照组则喂养维持正常饮食

的 0.23% NaCl 大鼠饲料。本动物实验经广东医

科大学附属医院伦理委员会批准（批件号：2024-
LL-11）。
1.2.2 细胞培养和转染

大鼠胶质瘤细胞 C6 在补充有 2.5% 胎牛血清

和 15% 马血清的 F-12K 培养基中于 37 ℃、5% 
CO2 培养，使用 0.25% 的胰酶进行传代。传代比例

为 1 ∶ 2 或 1 ∶ 3，每周传代 2~3 次。将细胞均匀

铺在 24 孔细胞培养板中，培养 24 h 后生长至孔面

积的 90%，使用 Lipofectamine 2000 进行荧光素酶

报告基因相关质粒的转染。

1.2.3 敲降与过表达实验

敲降实验采用 10 只 HICH 大鼠模型，随机分

为 2 组：sh-NC 组（乱序靶位点敲降的大鼠）、sh-
miR-223-3p 组（敲降 miR-223-3p 的大鼠）。对于过

表达实验，同样采用 10 只 HICH 大鼠模型，随机

分为 2 组：Control 组（转染空病毒载体的大鼠）、

miR-223-3p 组（转染过表达 miR-223-3p 病毒载体

的大鼠）。通过腹腔注射 3%戊巴比妥钠（1 mL/kg） 
对大鼠进行麻醉，将稀释到合适滴度的慢病毒溶

液注射于大鼠的大脑双侧。将完成病毒侵染后的

大鼠深度麻醉，取脑组织进行荧光定量 PCR 和蛋

白免疫印迹分析。

1.2.4 荧光定量 PCR
将大鼠深度麻醉并用 10 mL 冰冷的磷酸盐

缓冲液（phosphatic buffer solution，PBS）灌注，

从颅骨中取出大脑组织，并研磨成匀浆。利用

SanPrep 柱式 miRNA 抽提试剂盒抽提大鼠脑组织

的 miRNA 和总 RNA，使用英潍捷基（Invitrogen）
的 SuperScript Ⅲ First-Strand Synthesis System for 
RT-PCR 试剂盒进行反转录，并用 TaKaRa 的 Mir-X 
miRNA qRT-PCR TB Green 和 TB Green Premix Ex 
TaqTM II （Tli RNaseH Plus）试剂盒进行定量分析。

1.2.5 蛋白免疫印迹分析

从麻醉后的大鼠颅骨中获取大脑并研磨成匀

浆，在 RIPA 缓冲液中 4 ℃旋转裂解 90 min。将样

品离心，收集上清液，并通过 Bradford 试验对蛋白

质进行定量，然后将样品冷冻在 -80 ℃或立即使

用。通过 4%~15% tris- 甘氨酸凝胶在 100 V 下电

泳 70 min 分离总蛋白，并在 100 V 稳压 60 min 下

将蛋白转移到 PVDF 膜上。在 TBST 中用 5% 脱脂

奶粉室温封闭 1 h，用特定的一抗在 4 ℃孵育过夜，
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TBST 洗涤膜 3 次，然后与辣根过氧化物酶标记的

二抗在室温下温育 1 h，TBST 洗涤膜 3 次，使用

碧云天的 BeyoECL Moon（极超敏 ECL 化学发光试

剂盒）孵育 30 s 后显影。使用 ImageJ 软件对条带

进行灰度分析。

1.2.6 认知功能评估

使用由 Sugawara 等［15］开发的复合分级系统，

对大鼠进行认知功能评分，取各项得分的总分，

实验组通过对比对照组进行归一化处理。表 1 列

出了相关项目的描述和具体得分。

1.2.7 荧光素酶活性检测

采用 TargetScan 与 Diana-Microt 两个软件预测

miR-223-3p 潜在的靶点，综合 TargetScan 与 Diana-

Microt 两个软件的预测结果，初步得出 miR-223-3p
其中的一个假定靶点为 NLRP3。从大鼠脑组织中

克隆出 NLRP3 的野生型 3'-UTR 序列，插入 pMIR
荧光素酶报告基因载体中，同时构建 miR-223-3p
靶位点突变的载体，使用 Lipofectamine 2000 进行

转染，48 h 后使用 Promega 的双荧光素酶报告基因

系统测定荧光素酶的活性。

1.3 统计学方法

使用 SPSS 19.0 和 GraphPad Prism 10.0 进行统

计分析。计量资料用 表示，组间比较采用单

因素方差分析，两两比较采用 LSD 法。以双侧 P < 
0.05 为差异有统计学意义。

表 1 认知功能评分标准
Table 1 Criteria for assessing cognitive function 

测 试
得分

0 1 2 3
5 min 内自发活动 没有动静 几乎不移动位置 移动但不接近笼子 3 个侧面 移动并接近笼子的 3 面
所有肢体自发运动 没有动静 四肢轻微动弹 缓慢移动所有肢体 正常运动所有肢体
抓住尾巴的前肢的伸展 不外展 轻微外展 外展有限 外展正常
钢丝笼上爬 爬不上 爬不上 稍微爬上一点 正常爬上
躯干两侧触摸反应 没反应 没反应 微弱反应 反应正常
触须触摸反应 没反应 没反应 微弱反应 反应正常

2 结 果

2.1 高血压大脑出血大鼠的 miR-223-3p 表达情况

在成功构建 HICH 大鼠模型后，检测大鼠脑

组织中 miR-223-3p 的表达变化。通过定量 PCR
发现，在 HICH 大鼠中 miR-223-3p 的表达上调

（1.06±0.21 vs. 1.71±0.25），见图 1。
2.2 miR-223-3p 抑制 NLRP3 表达并恢复认知功能

敲降 HICH 大鼠中 miR-223-3p 后发现，NLRP3
的表达上调（mRNA：1.02±0.18 vs. 2.63±0.33；蛋

白：1.12±0.15 vs. 3.44±0.36，图 2A~C），大鼠认

识能力下降（1.03±0.25 vs. 0.35±0.06，图 2G）。然

而，在过表达 miR-223-3p 的 HICH 大鼠中，随着

炎症小体 NLRP3 的表达下调（mRNA：1.11±0.18 
vs. 0.43±0.13；蛋白：1.06±0.22 vs. 0.45±0.16，图

2D~F），认知功能恢复（1.02±0.18 vs. 1.96±0.15，
图 2H）。结果表明，HICH 大鼠中表达上调的 miR-
223-3p 可以下调炎症小体 NLRP3 的表达，可能对

大鼠认知功能的恢复发挥积极作用。

注：Control 为正常喂养的大鼠，HICH 为高盐诱导高

血压脑出血大鼠。* 表示 P < 0.05。
图 1 正常喂养大鼠和高血压脑出血大鼠的 miR-223-3p 表

达情况

Figure 1 The expression of miR-223-3p in normally-fed 
rats and hypertensive rats with intracerebral hemorrhage
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注： A~C 为敲降 miR-223-3p 后 NLRP3 的表达情况，sh-NC 为乱序靶位点敲降的大鼠，sh-miR-223-3p 为敲降 miR-223-
3p 的大鼠。D~F 为过表达 miR-223-3p 后 NLRP3 的表达情况，Control 为转染空载体的大鼠，miR-223-3p 为过表达 miR-223-
3p 的大鼠。G 和 H 分别为敲降和过表达 miR-223-3p 后大鼠的认知功能变化。* 表示 P < 0.05，** 表示 P < 0.01。

图 2 miR-223-3p 在高血压脑出血大鼠中的调控作用

Figure 2 The regulatory role of miR-223-3p in hypertensive rats with intracerebral hemorrhage

2.3 NLRP3 的敲降恢复了脑出血大鼠的部分认知

功能

上述结果表明 HICH 大鼠中 miR-223-3p 对炎

症小体的表达抑制和大鼠认知功能恢复发挥了积极

作用。然而，miR-223-3p 是否通过抑制 NLRP3 表

达并恢复部分认知功能进而发挥调控作用，其中

受到表达抑制的 NLRP3 对 HICH 大鼠的影响还需

要进一步验证。对 HICH 大鼠中的 NLRP3 进行了

敲降，同样发现大鼠的认知功能得到了一定恢复

（0.96±0.17 vs. 1.46±0.11），见图 3。该结果与过表

达 miR-223-3p 后相类似，表明 miR-223-3p 可以通

过抑制 NLRP3 的表达提高 HICH 大鼠的认知功能。
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注：sh-NC 为乱序靶位点敲降的大鼠，sh-NLRP3 为敲

降 NLRP3 的大鼠，* 表示 P < 0.05。
图 3 敲降 NLRP3 对高血压脑出血大鼠认知功能的影响

Figure 3 The effect of knocking down NLRP3 on cognitive 
function in hypertensive rats with intracerebral hemorrhage

注：A为miR-223-3p在NLRP3上预测结合位点和对应的荧光素酶报告基因突变载体的序列。B中WT包含NLRP3 mRNA 
3'-UTR 原始序列的荧光素酶载体，MT 为该 mRNA 3'-UTR 与 miR-223-3p 预测结合位点突变的荧光素酶载体。** 为 P <  
0.01，ns 为 P > 0.05。

图 4 荧光素酶实验验证 miR-223-3p 与 NLRP3 RNA 的结合

Figure 4 Verification of miR-223-3p binding to NLRP3 RNA by luciferase assay

2.4 荧光素酶实验验证 miR-223-3p 直接靶向 NLRP3
通过生物信息学方法分析 miR-223-3p 的作用

靶点，结果表明，miR-223-3p 在 NLRP3 mRNA 的

3'-UTR 区域存在结合位点（图 4A），NLRP3 极有

可能是 miR-223-3p 的一个作用靶点。双荧光素酶

报告实验结果发现，共转染 miR-223-3p 后，含有

miR-223-3p 结合靶位点的荧光素酶载体活性降低

（1.09±0.12 vs. 0.28±0.05），当把该位点进行突变

之后，荧光素酶活性得到一定的恢复（1.11±0.08 
vs. 0.97±0.08），见图 4B。该结果表明，miR-223-
3p 可以直接靶向 NLRP3 的 mRNA，下调 NLRP3
的表达。

3 讨 论

本研究以建立的 HICH 大鼠模型为对象，探究

了炎症小体 NLRP3 在脑出血大鼠认知功能恢复中

的作用，结果表明，在 HICH 大鼠的脑组织中，炎

症反应相关的负调控因子 miR-223-3p 表达上调，

miR-223-3p 通过靶向脑组织中的炎症小体 NLRP3
的 mRNA 3'-UTR，降低了出血脑组织中 NLRP3 的

表达水平，最终使 HICH 大鼠的认知功能得到一定

恢复。

脑出血的原发性脑损伤通常发生在发病的最

初几个小时内，由血肿的形成引起，导致邻近脑

组织因压迫而受到机械损伤［16］。尽管对脑出血患

者进行手术清除血肿可以降低颅内压，但是在以

往的临床试验中并未显示出很好的治疗效果［17］。

原因可能是手术血肿清除不能解决脑出血后的继

发性脑损伤。脑出血后继发性脑损伤的病理生理

学较复杂，涉及多种致病机制，如炎症、氧化应

激和凋亡［18-20］。其中，神经炎症是继发性脑损伤的

重要源头之一。除了促进神经元凋亡和破坏血脑

屏障，神经炎症还可以通过增加血肿周围血脑屏

障的通透性来加剧占位效应，脑组织的压迫导致

继发性缺血，从而加速细胞死亡［21］。并且，这些

细胞死亡后释放的炎症介质会进一步加剧神经炎



2025 年3月第 56 卷第 3 期 273新医学 

症。因此，控制脑出血后神经炎症的发生对 HICH
患者的治疗尤为重要。目前有多项证据表明，在

脑出血模型中，选择性 NLRP3 炎症小体抑制剂可

有效降低促炎细胞因子（如 IL-β 和 IL-6）的表达，

增加抗炎细胞因子（如 IL-10和TGF-β）的表达［22-24］。

当 NLRP3 炎症小体被抑制时，脑组织中小胶质细

胞表型转变为抗炎状态。在本研究中，NLRP3 在

脑出血大鼠的敲降使得大鼠认知功能恢复。这可

能是由于 NLRP3 的减少促进了促炎因子的降低和

抗炎因子的增加，导致脑组织细胞表型改变和炎

症反应下降。这一结果也提示了 NLRP3 作为阻断

脑出血后神经炎症加重的潜在靶点。

miRNAs 是一组高度保守的非蛋白编码小核

糖核酸，是基因表达的转录后调节物。它参与

许多生物过程的调节，包括代谢、炎症和癌症。

miRNAs 的调控一般通过与靶基因的完全或不完全

互补结合，阻止其翻译或者进行 mRNA 链的切割，

从而达到调控基因表达的目的［25］。有报道表明，

miR-223-3p 在 NLRP3 应答细胞中的表达一直很高，

在预防炎症小体的过度激活中发挥重要作用。比

如，miR-223-3p 在结核病患者的血液和肺组织中

表达上调［26］，miR-223-3p 缺失与结核分枝杆菌感

染易感性增加之间存在联系，miR-223-3p 在金黄

色葡萄球菌感染中起保护作用［27］。此外，miR-146a
可直接抑制脂多糖的受体 Toll 样受体 4（Toll-like 
receptor 4，TLR4）的表达，从而下调炎症小体活

性［28-29］。在本研究中，miR-223-3p 在 HICH 大鼠中

的表达也上调，这种上调的 miRNA 可能通过抑制

脑组织中炎症小体 NLRP3 的表达，保护了 HICH
大鼠的脑组织免受出血的继发性炎症损伤。

本研究存在一定的局限性：对大鼠 HICH 后

的继发性脑损伤只以认知功能评分进行判断，并

未进行更直观的实验验证，比如 CT 或者病理切片

的实验；此外，单凭荧光素酶的实验可能无法证

明 miR-223-3p 与 NLRP3 mRNA 的直接结合，加上

RNA 免疫共沉淀或许更有说服力。后续我们将在

本研究的基础上，继续深入发掘 HICH 中 miRNAs
与炎症相关的调控机制，明确 miRNAs 在其中发挥

的作用以及调控方式，为临床上寻找 HICH 的治疗

靶点提供一定理论依据。
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