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摘  要 

记忆损伤是一种神经退行性疾病相关的典型症状，然而记忆损伤的发生原因复杂，具体机制仍不明确。

丙酮醛(MGO)作为糖代谢的中间产物被证实具有神经性毒性，我们研究发现MGO处理大鼠脑组织能够引

起动物显著的记忆损伤。通过转录组筛选发现miR-96-5p以及miR-183-5p在MGO处理后表达水平显著

降低。体外细胞实验表明miR-96-5p与miR-183-5p能够特异性靶向抑制DDIT3基因的蛋白CHOP表达水

平，同时显著抑制促凋亡蛋白BAX以及PARP的表达水平，从而显著提升抗凋亡蛋白Bcl-2的表达水平。

另外，体外研究发现转染miR-96-5p与miR-183-5p可显著降低MGO诱导的SH-SY5Y细胞的凋亡率。研究

表明MGO引起特异记忆损伤跟miRNAs介导CHOP表达抑制相关，miR-96-5p/miR-183-5p具有改善MGO
引起的细胞凋亡从而改善记忆损伤的应用潜力。尽管MGO损伤记忆的机制解析仍需更全面的研究，我们

的研究结论为进一步理解记忆损伤病理机制以及开发基于miRNAs的治疗新方法奠定良好基础。 
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Abstract 
Memory impairment is a typical symptom associated with neurodegenerative diseases; however, 
the causes of memory impairment are complex, and the specific mechanisms remain unclear. Methyl-
glyoxal (MGO), an intermediate product of glucose metabolism, has been shown to possess neuro-
toxicity. Our study found that MGO treatment of rat brain tissue could cause significant memory 
impairment. Transcriptome screening revealed that the expression levels of miR-96-5p and miR-
183-5p were significantly reduced after MGO treatment. Our vitro experiments showed that miR-
96-5p and miR-183-5p can specifically target the DDIT3 gene and inhibit CHOP expression level, 
while significantly inhibiting the expression levels of pro-apoptotic proteins BAX and PARP, and 
significantly increasing the expression levels of anti-apoptotic protein Bcl-2. Additionally, our study 
revealed that transfection with miR-96-5p and miR-183-5p could significantly reduce MGO-induced 
SH-SY5Y cells’ apoptosis rate. Our studies indicate that MGO-induced specific memory impairment 
is associated with the sustained reduction in CHOP expression mediated by miRNAs, and miR-96-
5p/miR-183-5p demonstrate potential for improving MGO-induced cell apoptosis and thereby mit-
igating memory impairment. Although the mechanisms underlying MGO-induced memory impair-
ment require further comprehensive investigation, our findings lay a solid foundation for elucidat-
ing the pathological mechanisms of memory impairment and developing novel miRNA-based ther-
apeutic approaches. 
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1. 引言 

记忆损伤是多种神经系统疾病的一个标志性特征。在阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease, AD)这种典

型的进行性神经退行性疾病中，记忆损伤是最早的临床表型之一[1]-[4]。虽然已经提出了多种 AD 病理生

理学假设(例如，tau 过度磷酸化和淀粉样蛋白级联反应等)，但记忆障碍背后的直接分子机制仍未完全探

索清楚[5]。 
丙酮醛，又称甲基乙二醛(Methylglyoxal, MGO)是一种源自葡萄糖代谢的活性二羰基代谢物，主要通

过乙二醛酶系统代谢[6]。研究发现 MGO 具有强大的神经毒性特性[7]，早起研究就发现 AD 患者的 MGO
水平高于对照组，并且 MGO 在脑脊液中的浓度是血浆中的 5~7 倍[8]，多项研究发现 MGO 能够显著影

响记忆[9] [10]。作为晚期糖基化终产物(AGE)的主要前体之一，MGO 被认为可能通过引起 RAGE 上调表

达并引发神经细胞炎症过程，同时 MGO 能还引起 PSEN1 的上调表达影响 Aβ 累积[10]。同时也有研究

证据表明，MGO 及其晚期糖基化终产物都通过加剧淀粉样蛋白 β聚集和 tau 蛋白病变来促进 AD 的发病

机制[11]。此外，MGO 可增强 Aβ寡聚物诱导的神经元细胞凋亡[12]。然而，MGO 破坏突触可塑性和记

忆的确切机制尚未确定。特别是，miRNA 失调在 MGO 介导的认知能力下降中的作用仍未得到深入探索。

在本研究中，我们提供了初步证据，证明 MGO 诱导的记忆障碍与神经元中的特定 miRNA 介导的转录后

调控密切有关，并通过调控内质网应激(ERS)关键蛋白 CHOP 影响神经细胞的凋亡过程。本研究结果为进

一步理解 MGO 引起的记忆损伤及其治疗新策略奠定了良好的理论基础。 
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2. 材料与方法 

2.1. 实验使用细胞与动物 

本研究使用人神经母细胞瘤细胞(SH-SY5Y, ATCC)，使用如下完全培养基 DMEM 培养基 + 10% FBS 
+ 1% P/S，培养环境保持 95%空气 + 5% CO2。 

实验使用 8 周龄 SD 大鼠(购自北京斯贝福生物技术有限公司)，体重(200 ± 20) g，饲养于广东医科大

学附属医院动物实验中心的标准 SPF 级动物房。饲养条件：4 只/笼，12 小时昼夜节律光照，温度 20℃
~24℃，相对湿度(55 ± 5)%，动物自由活动，给予标准饲料，自由饮水。所有实验和程序都是在广东医科

大学动物伦理委员会批准指导下进行(动物伦理许可编号：GDY2102178-1)。 

2.2. 动物手术与给药方法 

将 SD 大鼠麻醉后，取俯卧位将大鼠头部固定在脑立体定位框架上，手术刀沿正中线打开头部皮肤

暴露头骨，标记 Bregma 点；以前卤 Bregma 点为原点，向后囟方向 1.1 mm，旁开 1.5 mm，使用牙钻在

头骨上打一个小孔，植入不锈钢注射套管(Reward Life Technology，中国深圳)约深 4.5 mm 深。在此孔周

围另打两个小孔拧上小螺丝，然后用牙科水泥一起固定后缝合皮肤。术后将 SD 大鼠单独饲养，每天注射

80,000 单位青霉素以防感染，连续注射三天。术后 5 天将 SD 大鼠随机分为两组(n = 6 只/组)，一组动物

通过微型注射器注射 MGO (0.5 μmol/μL × 5 μL/day)，注射后将微量注射器留在原位 5 分钟，以确保注射

物质完全吸收，注射结束后小心取出注射器针头盖上注射管旋盖，连续注射 6 天。另一组利用同样方式

注射生理盐水作为对照。 

2.3. MGO 处理细胞凋亡检测 

SH-SY5Y 细胞用于 MGO 毒性检测。我们之前的研究表明，MGO 对 SH-SY5Y 细胞具有剂量依赖性

抑制作用，并且用 1 mM MGO 处理 24 小时后细胞活力下降至 63.6% (数据未发表)。本研究将终浓度 1 
mM MGO 加入 SH-SY5Y 细胞培养基中，24 小时后通过流式细胞术测定细胞活力。 

2.4. RNA 提取与转录组检测 

使用 miRNeasy 血清/血浆试剂盒(QIAGEN)从样品中提取总 RNA。RNA 文库构建和测序由 Majorbio 
(中国)进行，对于 miRNA 表达分析，具有显着表达变化(p < 0.05)和倍数变化大于 2.0 的 miRNA 被鉴定

为差异表达。 

2.5. 转染 

利用 Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen，美国)将靶分子(miRNA)转染到细胞，操作过程参阅使用

说明。转染后 48 小时收获细胞以进行后续测定。 

2.6. 双荧光素酶实验 

将细胞接种在 24 孔板中，孵育 24 小时，然后根据操作说明，利用 Lipofectamine 2000 (Invitrogen，
美国)将 Pezx-MT06 荧光素酶报告载体(iGeneBio，中国)和 miRNA 共转染至细胞内。48 小时后，通过双

荧光素酶报告基因测定试剂盒(Promega, Madison, WI, USA)测量萤火虫荧光素酶活性，肾荧光素酶作为标

准化内参。 

2.7. 蛋白质印迹实验 

采用基于 RIPA 缓冲液的提取从细胞中提取蛋白，通过 BCA 试剂盒(Beyotime 生物技术研究所)测定
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蛋白质定量。蛋白质裂解物通过 SDS-PAGE 分离，并通过电泳转移到 PVDF 膜(Millipore)上。随后在室

温下将膜封闭在5%脱脂牛奶/TBST溶液中1小时，然后与特异性一抗(抗FoxO1, Cell Signaling Technology, 
#2880; 1:1000)在 4℃下孵育 16 小时。TBST 洗涤后，使用 HRP 偶联的二抗(1 小时，室温)开发免疫反应

条带，并使用化学发光底物(LumaxLight Superior，ZETA Life，美国)和凝胶成像系统进行检测。 

2.8. 水迷宫实验 

采用 Morris 水迷宫(MWM)评估大鼠的空间记忆。MWM 测试按照标准操作程序进行，逃逸潜伏期和

在先前记录平台的位置游泳的时间用作空间记忆保留的衡量标准。 

3. 结果 

3.1. MGO 损伤大鼠记忆并引起脑内 miRNAs 差异表达 

大鼠侧脑室 MGO 处理后 4 周利用水迷宫进行动物行为学测试，结果显示 MGO 处理造成大鼠在水

中潜伏期以及水中总时间显著增加；提示 MGO 处理导致显著记忆损伤(图 1(A)~(C))。利用全转录组检测

MGO 处理后的大鼠脑组织内 RNA 表达水平，筛选到一系列差异表达的 miRNAs，包括显著下调表达

miRNAs 共 10 条，显著上调表达的 miRNAs 共 7 条(图 1(D)，图 1(E))。 
 

 
Figure 1. Screening of miRNAs related to memory damage caused by MGO-treated rats in lateral ventricle 
图 1. 侧脑室 MGO 处理大鼠引起记忆损伤相关 miRNAs 筛选 

3.2. 差异表达 miRNAs 靶基因筛选与靶向结合关系验证 

筛选显著下调表达的两个 miRNAs，利用 targetscan 在线软件预测其靶基因，发现 miR-96-5p 与 miR-
183-5p 均可靶向 DDIT3 基因，该基因编码 CHOP 蛋白，与细胞死亡关系密切。随后我们利用双荧光素酶

试验验证 miR-96-5p 与 miR-183-5p 均可特异性抑制包含 DDIT3 基因 3’端 mRNAs 片段质粒转录水平，造

成荧光强度显著下降(图 2)。提示 miR-96-5p 与 miR-183-5p 可靶向调控 CHOP 蛋白表达水平。 
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Figure 2. Dual luciferase verified the binding relationship between miR-96-5p/miR-183-5p and the target gene 
DDIT3, *p < 0.05 
图 2. 双荧光素酶验证 miR-96-5p/miR-183-5p 与靶基因 DDIT3 结合关系，*p < 0.05 

3.3. miR-96-5p/miR-183-5p 抑制 CHOP 等细胞凋亡相关蛋白表达 

利用 western Blot 检测 SH-Y5Y 细胞转染目标 miRNAs 后 CHOP 蛋白表达水平，结果表明 miR-96-5p
与 miR-183-5p 可单独或联合抑制 SH-Y5Y 细胞 CHOP 蛋白表达水平(图 3)。同时检测转染 miR-96-5p 与

miR-183-5p 后 SH-Y5Y 细胞凋亡相关蛋白 BAX、Bcl-2、以及 PARP 的表达水平，结果表明转染 miR-96-
5p/miR-183-5p 后，BAX 与 PARP 蛋白水平显著下调，而 Bcl-2 蛋白水平则显著上调表达(图 3)。提示 miR-
96-5p 与 miR-183-5p 抑制 CHOP 蛋白表达后，细胞内促凋亡蛋白表达水平显著下调，而抗凋亡蛋白表达

水平则相应上调表达；表明 miR-96-5p 与 miR-183-5p 具备抗细胞凋亡特性。 
 

 
Figure 3. Western blot detects the expression levels of apoptosis-related proteins in SH-Y5Y cells after transfection with miR-
96-5p and miR-183-5p, *p < 0.05 
图 3. 利用 western blot 检测 SH-Y5Y 细胞转染 miR-96-5p 与 miR-183-5p 后凋亡相关蛋白表达水平变化，*p < 0.05 

3.4. miR-96-5p/miR-183-5p 抑制 SH-SY5Y 凋亡 

SH-Y5Y 细胞转染目标 miRNAs 后，检测细胞凋亡水平，镜下观察并使用流式细胞仪检测发现，SH-
Y5Y 细胞转染 miR-96-5p 与 miR-183-5p 显著抑制细胞凋亡水平。尤其是同时转染 miR-96-5p 与 miR-183-
5p 后，细胞凋亡水平从近 40%下降到 12.9% (图 4)。提示细胞内高表达 miR-96-5p 与 miR-183-5p 可能通

过抑制 CHOP 蛋白水平从而降低细胞凋亡水平。 

4. 讨论与结论 

甲基乙二醛(MGO)是一种反应性糖酵解副产物，以往研究表明 MGO 在神经退行性疾病中发挥至关重要

的作用[13] [14]。先前的研究报道了 MGOs 可以诱导神经元和微血管内皮细胞死亡[12] [15] [16]，但详细机

制尚不清楚。在本研究中，我们发现 MGO 诱导的两种显著下调表达的 miRNA (miR-96-5p 和 miR-183-5p) 
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Figure 4. The apoptosis level of SH-Y5Y cells changed after transfection with target miRNAs 
图 4. SH-Y5Y 细胞转染目标 miRNAs 后，细胞凋亡水平变化 

 
可以调节神经元中的 CHOP 蛋白水平。CHOP 是内质网应激(endoplasmic reticulum stress, ERS)的标志物，

ERS 触发未折叠蛋白应答(unfolded protein response, UPR)，通过减少蛋白质翻译来恢复体内平衡，如果损

伤无法修复，则诱导细胞死亡[17]-[19]；因此，CHOP 被视为 ERS 相关凋亡蛋白标志之一[20]，并且以往

研究发现 ERS 与几乎所有神经系统和神经退行性疾病有关[17]。在我们的体外研究中，利用 miR-96-5p
和 miR-183-5p 抑制 CHOP 后，促凋亡蛋白 BAX 以及 PARP 蛋白的表达水平均显著下调，而细胞内抗凋

亡蛋白 Bcl-2 表达水平则显著上调表达，尤其在同时转染 miR-96-5p 和 miR-183-5p 后，SH-SY5Y 细胞内

Bcl-2 蛋白表达水平显著提高，导致 MGO 诱导的细胞死亡率显著降低。本研究证据表明，miRNA 介导的

转录后调控可能在 MGO 诱导的 ERS 相关细胞死亡过程中发挥重要作用，该作用可能通过特异性调控细

胞内 CHOP 蛋白表达水平而实现。 
最近也有研究发现一种在大豆中发现的异黄酮化合物(染料木黄酮)可以通过 ERS 介导的凋亡途径减

轻 AD 的记忆障碍[21]，这表明 ERS 介导的细胞凋亡在 AD 过程发挥关键作用。此外，研究发现 AD 发

病过程的毒性因子 Aβ也可以通过 XBP-1 和 CHOP 的上调激活 ERS，影响内皮细胞并损害血脑屏障[22]
加剧 AD 进展。最近一项研究表明 Mangiferin (一种天然 C-葡糖基黄酮)以剂量依赖性方式显著抑制甲醛

诱导的鼠海马细胞(HT22) Tau 过度磷酸化，同样是通过减弱甲醛诱导的 ERS 来实现的，主要表现为抑制

ERS 标记蛋白 GRP78 和 CHOP 以及下游 Tau 相关激酶(GSK-3β和 Camkii) [23]。因此，miR-96-5p/miR-
183-5p~CHOP 调控的细胞 ERS 与细胞内 Aβ累积以及 Tau 蛋白磷酸化过程密切相关，在 AD 发病过程发

挥关键作用，可能成为治疗 AD 等疾病的潜在靶点。 
虽然本研究发现了两种通过调控 CHOP 蛋白影响细胞凋亡的 miRNAs，并在体外试验中验证其能够

显著抑制 MGO 引起的细胞凋亡现象。但是，本研究证据并不能证明 MGO 引起记忆损伤的作用完全是由

miR-96-5p 和 miR-183-5p 来介导的，仍然不能排除 MGO 通过另外的通路影响记忆损伤的可能，确切的

作用机制还需要更进一步的研究证实。此外，本研究发现 miR-96-5p 和 miR-183-5p 可在体外显著抑制神

经细胞的凋亡，但是能否在体内改善 MGO 引起的神经细胞凋亡从而改善其记忆损伤也尚未获得切实的

证据。作为本研究项目的进一步延伸探索，进一步探索合适的方法利用 miR-96-5p 和 miR-183-5p 治疗

MGO 引起的记忆损伤的动物实验是可行的。相信上述研究将会对进一步理解 MGO 引起记忆损伤的机制

及其相关的治疗策略大有裨益。 

https://doi.org/10.12677/hjbm.2025.155109
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