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摘 要：【目的】探讨小分子非编码RNA 133b在甲基苯丙胺（MA）导致神经元毒性损伤中的表达变化及其对神

经细胞凋亡的调控作用。【方法】培养 PC12细胞，分为对照组和MA处理组。应用 800 μmol/L MA处理 PC12细胞建

立神经元损伤细胞模型，显微镜下观察PC12细胞突起变化，采用Hoechst33342/PI双染色检测细胞凋亡变化；采用实

时荧光定量PCR（Real time-PCR）技术检测miR-133b的表达水平变化；并进一步对miR-133b进行功能分析，分别转

染miR-133b模拟物和抑制物以增强或抑制其功能，观察干扰miR-133b功能后MA对 PC12细胞凋亡的影响。【结

果】800 μmol/L MA可明显诱导 PC12细胞损伤，导致神经突起短缩，神经元凋亡数目增多；荧光定量 PCR结果显示

MA毁损PC12细胞后，miR-133b表达明显降低；转染miR-133b模拟物后PC12细胞凋亡率下降，而转染miR-133b抑
制物后 PC12细胞凋亡率增加。【结论】高浓度MA可诱导神经细胞损伤、诱发神经元凋亡并下调miR-133b表达，

上调miR-133b表达能降低神经细胞凋亡。miR-133b在MA介导的神经毒性损伤中起至关重要的作用。本研究为

阐明MA的神经毒性损伤机制提供了理论依据，并且通过干扰miR-133b的功能可能成为对抗MA导致神经损伤的

新策略。
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Abstract：【Objective】To investigate the expression changes of miR-133b in methamphetamine（MA）-induced neuro⁃
nal injury in PC12 cells and its regulative effects on cellular apoptosis.【Methods】PC12 cells were cultured and divided into
control group and MA treated group. In MA treated group，PC12 cells were insulted with 800μmol/L MA in culture medium.
The cellular injury of PC12 cells was observed under microscope. The cellular apoptosis was detected by Hoechst33342/PI
double staining，and the expression level of miR-133b was examined by real-time quantitative PCR（RT-PCR）. Further⁃
more，miR-133b mimic and inhibitors were transfected into PC12 cells to analyze miR-133b’s function in MA-induced cell
apoptosis.【Results】The data showed that 800 μmol/L MA could induce obvious cellular injury，cause neurite shortened and
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甲基苯丙胺（methamphetamine，MA）是目前应

用最为普遍的苯丙胺类神经兴奋剂，可引起中枢

神经系统毒性损伤和行为学的改变。MA的滥用

已成为严重的社会问题并引起公众的广泛关

注［1］。MA的神经毒性损伤主要表现在直接损伤

神经元，多数研究集中在神经元兴奋性损伤、氧化

应激［2］、神经炎症［3］和神经元凋亡等［4］。其中，神

经元凋亡是MA神经毒性的一个重要机制。尽管

已发现了诸多参与调控神经元凋亡的基因和蛋

白，但MA导致神经细胞凋亡的相关机制尚需进

一步的阐明。小分子非编码RNA（miRNAs）是近

年来发现的一类具有调控多种生物学过程及细胞

功能的RNA分子。尽管其不具备蛋白编码功能，

但可在转录后水平抑制多种靶基因的表达。最

近，miRNAs在甲基苯丙胺的成瘾性及神经毒性中

的作用日益受到关注［5-7］。miRNAs在神经系统中

大量表达，对神经发生、突触发育以及大脑可塑性

等过程起重要调控作用，也是调控树突形态可塑

性有关的基因的关键因素［8］。miR-133b在中脑

多巴胺能神经元内特异性表达，通过作用 Pitx3调

节多巴胺能神经元的分化与成熟［9］，而药物成瘾

与多巴胺密切关联。本课题组以往的研究发

现［10］，MA 可通过激活 ERK1/2 磷酸化导致 miR-
133b低表达，介导神经元毒性损伤。虽然已经明

确MA可诱导神经损伤，但miR-133b在MA诱导

神经元凋亡损伤中的作用尚需进一步研究，干扰

miR-133b的功能是否可以对抗MA导致的神经损

伤尚不清楚。本研究应用MA处理PC12细胞制作

体外神经元损伤模型。PC12细胞为鼠肾上腺髓

质嗜铬瘤分化而来的神经细胞株，常作为多巴胺

能细胞模型，在神经生长因子诱导下，其结构和功

能都类似于交感神经细胞，已经被广泛用于神经

元凋亡、中枢神经系统疾病如帕金森病等方面的

研究［11］。本实验应用实时荧光定量 PCR技术检

测MA损伤后PC12细胞中miR-133b的表达变化，

并干扰 miR-133b 的表达，然后检测细胞凋亡变

化，进一步探讨miR-133b在MA诱导神经元凋亡

损伤中的调控作用。

1 材料与方法

1.1 材 料

MA来自山东省公安厅并备案。PC12细胞系

购于上海生命科学院细胞库，四甲基偶氮唑盐

（MTT）和二甲基亚砜（DMSO）购自 MedChem Ex⁃
press公司。高糖DMEM 培养基、胎牛血清（FBS）
和 0.25% Trypsin-EDTA 均购自 Thermo Fisher 公

司。cDNA合成试剂盒与 RT-PCR试剂盒购自上

海吉玛公司。miR-133b 模拟物和抑制物由自上

海吉凯基因公司合成。

1.2 方 法

1.2.1 PC12 细胞培养与分组 将处于对数生长

期的 PC12细胞接种于含 10% FBS的高糖 DMEM
培养基中，于 37 ℃、体积分数 5% CO2培养箱中孵

育 24 h，然后加入有效浓度为 800 μmol/L的MA，

为本课题组已证明的有效浓度［10］。24 h后，于光

学显微镜下观察细胞形态。根据不同研究指标进

行以下实验分组：对照组、MA实验组、miR-133b
模拟物（miR-133b mimic）+MA组、miR-133b抑制

物（miR-133b inhibitor）+MA组。

1.2.2 MTT法检测细胞活性 PC12细胞以 5×103/
孔的密度接种于 96孔板，MA处理 24 h后，加入终

浓度为 0.5 mg/L的 MTT，培养 4 h后弃上清，每孔

加入 100 μL的DMSO，室温下振荡 10 min，用Mul⁃

increase the cell apoptosis. The RT-PCR data showed that the expression of miR-133b of PC12 cells treated with MA de⁃
creased significantly. The apoptosis rate of PC12 cells decreased after transfection of miR-133b mimic，while increased after
transfection of miR-133b inhibitors.【Conclusions】High concentration of MA causes neuron damage and induces neuronal
apoptosis，and also decreases the levels of miR-133b expression. Whereas，overexpression of miR-133b can reduce the
apoptosis of cultured PC12 cells. Thus，miR-133b plays a crucial role in MA mediated neurotoxicity. This study provides a
theoretical basis for elucidating the mechanism of MA-induced neurotoxicity and may provide a new strategy for treating MA
addiction.

Key words：miR-133b；methamphetamine；neuronal injury；apoptosis
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2018，39（1）：26-33］
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tiskan MK3酶标仪测定 492 nm处的光密度值（Op⁃
tical density，OD）值，重复 3次。

1.2.3 细胞突起长度分析 PC12细胞以 3×104/孔
的密度接种于 6孔板，按以上实验分组，MA处理

24 h后，荧光显微镜下观察并拍照，每组随机选取

5张图，应用 IPP图像分析软件分别测量每张图片

中所有PC12突起的总长度及神经元的总数目，计

算PC12细胞神经元突起的平均长度。

1.2.4 qRT-PCR 检测 miR-133b 的表达 分别收

集对照组和MA实验组 PC12细胞，采用 Trizol法
提取总RNA，按照操作说明进行RT-PCR。以U6
为内参检测 PC12细胞miR-133b的表达量，所用

引物见表 1。逆转录程序为：42 ℃ 60 min、70 ℃
10 min。RT-PCR反应程序为：95 ℃预变性 20 s、
95 ℃变性 10 s、60 ℃退火 20 s、70 ℃延伸 10 s，扩
增 40个循环，延伸阶段收集荧光信号。记录每个

反应管中荧光信号到达阈值时经历的循环数

（Ct值），重复 3次，miR-133b相对表达量按 2-ΔΔCt

法进行分析。

1.2.5 Hoechst33342/PI双染色检测细胞凋亡 MA
处理 PC12 细胞 24 h 后，吸弃原来的培养液，用

PBS 液 轻 轻 漂 洗 细 胞 ，同 时 加 入 0.5 mL
Hoechst33342 和 PI 工作液，终浓度为 10 μg/mL。
室温下置于培养箱内孵育 15 min。PBS漂洗后，

置荧光显微镜下观察并分析，每组随机选取 5张

图，应用 IPP图像分析软件分别计数每张图片中

PC12细胞的总数目及凋亡细胞数目，计算 PC12
细胞凋亡率（细胞凋亡率=凋亡细胞数/PC12细胞

总数目）。同法处理对照组，实验重复 3次。

1.2.6 miR-133b 模拟物和抑制物转染 将 PC12
细胞以 2×104/孔的密度接种于含有 500 μL完全培

养基的 24孔板中，至细胞生长达到 60%~80%时分

别用 miR-133b mimic、miR-133b inhibitor 转染。

转染成功后分别给予 800 μmol/L MA处理，培养

24 h后行Hoechst33342/PI双染色检测各组细胞凋

亡损伤，并在荧光显微镜下观察，计算 PC12细胞

神经元突起的平均长度，方法同 1.2.3。
1.3 统计学分析

采用 SPSS21.0（IBM）统计软件进行数据分析，

数值数据以均值±标准差（x ± s）表示，配对资料组

间应用 t检验，多组间比较应用 one-way ANOVA
分析，先进行方差齐性检验，方差齐选用 LSD
（least significant differenced）法；方差不齐采用校

正的F检验，进行统计学分析，P<0.05时差异有统

计学意义。qRT-PCR 结果由荧光定量分析仪自

动采集给出目的基因和参比基因的Ct值，样本中

目的基因相对表达量按照 2-ΔΔCt 进行计算，其中

ΔΔCt=（Ct 目的-Ct 参比）实验-（Ct 目的-Ct 参比）对照，2-ΔΔCt所

计算的相对表达量表示实验样本中目的基因的表

达量相对对照样本中目的基因表达量的倍数。以

对照组miR-133b的表达量为 1，其他实验组表达

量为对照组的相对比例。

2 结 果

2.1 MA损伤PC12细胞形态观察

将 PC12细胞接种于 24孔培养板并进行显微

镜下观察，可见对照组细胞胞体饱满，以长梭形为

主，部分呈圆形或三角形，突起光滑粗大，交互成

网状（图 1A）。给予MA处理后，可见实验组 PC12
细胞胞体大部分萎缩变圆，突起明显变短甚至消

失，细胞损伤严重（图 1B）。

2.2 PC12细胞活性分析及miR133b表达变化

MTT 细胞活性检测结果显示，MA 实验组

表 1 RT-PCR检测miR-133b的引物序列

Table 1 The primer sequence of miR-133b detected by RT-PCR

Gene
miR-133b

U6

Primer
RT primer
PCR primer

RT primer
PCR primer

Sequence
5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCTCCA-3’
Forward primer：5’-TTTGGTCCCCTTCAACCAGCTA-3’
Reverse primer：5’-GTGCAGGGTCCGA GGT-3’
5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAAATATGGAAC-3’
Forward primer：5’-CGCAAGGATGACACGCAAATTC-3’
Reverse primer：5’-GTGCAGGGTCCGAGGT-3’
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PC12细胞活性明显下降，与对照组相比有统计学

意义（P<0.001，图 2A）。同时本实验通过RT-PCR
也检测了两组 PC12细胞 miR-133b的表达量，结

果显示，与正常对照组相比，给予 800 μmol/L MA
处理后，PC12细胞内的miR-133b相对表达量降

低，统计学分析差异有统计学意义（P<0.001，图
2B）。

2.3 PC12细胞突起长度变化

如图 3所示，测量对照组及MA实验组 PC12
细胞突起长度，结果显示，和对照组比较，MA实

验组 PC12细胞突起明显变短，差异显著，有统计

学意义（P<0.001，图 3）。miR-133b 模拟物转染

组，和MA组比较，PC12细胞突起明显延长，差异

有统计学意义（P<0.001，图 3）。miR-133b抑制物

转染组与对照组相比，PC12细胞突起明显变短，

差异明显，有统计学意义（P<0.001，图 3，P3）；与

AA BB
A：Control group；B：800 μmol/L MA group. Bar=200 μm

图 1 PC12细胞形态观察

Fig.1 Morphological observation of PC12 cells

A：Analysis of the viability of PC12 cells treated with MA，1）P<0.001 vs control groups（t=21.166，n=3）；B：Analysis of the relative expres⁃
sion of PC12 cells treated with MA，2）P<0.001 vs control groups（t=8.842，n=3）

图 2 PC12细胞活性检测及miR-133b相对表达量分析

Fig.2 Analysis of the viability and relative expression of miR-133b in PC12 cells
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2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

Op
tica

lde
nsi

tyv
alu

e

1.5

1.0

0.5

0.0Rel
ativ

ee
xpr

ess
ion

ofm
iR-

133
b

1）
2）

A B

1）P<0.001，MA groups vs control groups（t=18.139，n=3）；2）
P<0.001，miR-133b mimic +MA groups vs MA groups（t=-13.201，n=
3）；3）P<0.001，miR-133b inhibitor +MA groups vs control groups
（t=-20.040，n=3）

图 3 PC12细胞突起长度分析

Fig.3 Analysis of the neurite length of PC12 cells
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MA组相比，miR-133b抑制物转染组 PC12细胞突

起更加变短，但统计分析结果显示此差异无统计

学意义（t=-0.877，n=3，P=0.431）。

2.4 Hoechst33342/PI双染检测细胞凋亡结果

Hoechst33342/PI双染结果显示，正常对照组

PC12细胞的细胞核呈圆形或椭圆形，大小均匀，

着暗蓝色荧光，仅出现个别红色凋亡细胞，细胞凋

亡率为（10.88±1.22）%，见图 4A。当在培养液内

加入 800 μmol/L MA后，部分细胞可见细胞核大

小不一，部分细胞核碎裂或核固缩，并呈现不规则

的亮蓝色和红色，视野内可见大量呈红色荧光的

凋亡及死亡细胞，较对照组明显增多，细胞凋亡率

为（25.99±1.96）%，见图 4B，与对照组相比，差异

有统计学意义（P<0.001，图 4C）。

2.5 干扰miR-133b对PC12细胞凋亡的影响

为进一步分析 miR-133b 的功能，本实验化

学 合成了 miR-133b 的模拟物 miR-133b mimic
和 抑制物 miR-133b inhibitor，应用针对核酸分

子 的高效转染试剂 riboFECTTMCP 实施培养细

胞转染，稳定表达后，给予 800 μmol/L MA处理，

Hoechst33342/PI双染色结果显示，miR-133b mim⁃
ic转染组可见凋亡细胞明显减少，增强miR-133b
功能后显著降低 PC12 细胞的凋亡率（图 5A、

4B）。而转染 miR-133b inhibitor 抑制其功能后，

可见凋亡细胞增加，即 PC12细胞的凋亡率增加

（图 5C、5D）。miR-133b mimic组与miR-133b in⁃
hibitor组的细胞凋亡率比较，差异有统计学意义

（P<0.01，图 5E）。

3 讨 论

MA是世界范围内被广泛应用的精神兴奋剂，

该药具有精神依赖性高、神经毒性大等特点。以

往的研究表明，MA可通过不同的分子信号通路

诱导星形胶质细胞和小胶质细胞凋亡［12-13］，并导

致大脑前额皮质、纹状体、海马和中脑部位灰质体

积变小、白质增多［14］。动物实验和临床研究也证

明，MA的滥用可引起脑、心脏、肺脏等多脏器损

害，尤其是神经系统多巴胺能神经元损伤更为明

显［15-16］。MA的神经毒性损伤机制涉及大量的分

子信号通路，比如 CHOP-Trib3通路，MAPK通路

等［17-18］。分析MA致神经毒性的分子调控机制，不

仅有助于理解MA的毒理学特性，也为治疗神经

元的毒性损伤提供新的思路。

本研究组在前期研究中发现［10］，不同浓度的

MA均可导致神经细胞损伤，随着MA浓度增加，

细胞损伤程度逐渐加重，400 μmol/L浓度MA组细

胞损伤较轻，而 1 600 μmol/L浓度引起的细胞损

伤较重，因此选择 800 μmol/L作为MA细胞实验

较为合适。本研究中，给予 800 μmol/L MA处理

培养的PC12细胞，发现可导致明显的细胞形态学

变化，细胞突起减少、甚至消失，细胞突起网状连

接的消失。MTT法检测显示PC12细胞活力下降，

表明MA对多巴胺能神经元PC12细胞具有显著的

毒性损伤作用。作为成瘾类药物，MA主要作用

于多巴胺系统，其神经毒性表现为纹状体单胺类
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A：Control groups；B：PC12 cells treated with 800 μmol/L MA；C：Analysis of apoptosis rate of PC12 cells，1）P<0.001 vs control groups
（t=-11.321，n=3），Bar=200 μm

图 4 Hoechst33342/PI双染PC12细胞凋亡结果

Fig.4 The results of PC12 cell apoptosis by Hoechst 33342/PI double staining
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神经递质长期消耗，从而诱导多巴胺转运体（do⁃
pamine transproter，DAT）减少和酪氨酸羧化酶活

性下降［19］。虽然，以往的研究分析了多种基因的

表达变化，但是分析小分子非编码RNA的较少。

miR-133b 可调节多巴胺能神经元的发育，也暗

示了与MA成瘾的相关性。我们应用RT-PCR技

术检测 MA 处理后 PC12 细胞 miR-133b 表达变

化。结果显示，细胞内 miR-133b 表达明显下

降。进一步通过模拟物转染增强miR-133b的功

能，可减少 MA 对 PC12 细胞突起的损伤，抑制

miR-133b的功能，MA处理 PC12细胞引起的突起

减少有加重趋势。

研究表明，miRNAs 作为新兴的关键调控分

子，可通过结合目标mRNA的 3’UTR在转录后水

平调控基因表达，参与多种疾病的发生和发展过

程［20-22］。MiR-133b存在于 1号染色体，通过与目

标 mRNA 的 3’非翻译区结合发挥其调控作用。

由于miR-133b在心脏和骨骼肌的高度表达，早期

研究认为miR-133具有肌肉特异性，在肌肉的发

展和重塑中起关键调节作用［23-25］。但现在越来越

多的研究认为，miR-133b还参与了肿瘤、帕金森

病等疾病的发生和发展［26-28］，miR-133b 可以调

节神经元突起生长，miR-133b下调能抑制神经元

树突生长，过表达 miR-133b 能促进神经突起生

长［26，29-30］。我们的研究结果也显示干扰miR-133b
后抑制突起的生长，也表明miR-133b在对抗MA
引起的神经毒性损伤中发挥着重要作用。

凋亡是一种受基因调控的细胞程序性死亡过

程，其形态学变化主要表现为细胞核浓缩，染色质

凝集，胞浆皱缩，最终形成凋亡小体等［31］。研究

显示，MA能引起Bax，Bcl-2 及 caspase-3蛋白水平

增高，并导致体外培养的海马神经细胞、永生化神

经元凋亡［32］。Hoechst33342/PI双染法是常用的细

胞凋亡检测方法，可从形态上观察，并进行量化分

析［33］。Hoechst33342染料能透过细胞膜完整的细

胞，并嵌入细胞核 DNA，呈现出明亮的蓝色荧

光。而 PI仅在胞膜受损时才能进入细胞，嵌入核

DNA，呈现出红色荧光。故而，通过双染可以鉴别
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图 5 干扰miR-133b对MA处理PC12细胞凋亡的影响

Fig.5 Effect of interfering miR-133b on apoptosis of PC12 cells treat with MA
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