
 

微小 RNA-29a/PTEN 通路在铝致神经元网络
损伤中的作用及机制
向长鑫， 韩颖超， 李萌， 卢丽媛， 牛侨， 张慧芳

山西医科大学公共卫生学院劳动卫生学教研室，山西 太原 030001

摘要 ：

[背景] 铝可致海马突触可塑性损伤，其机制可能是神经元间信号传递受阻。微小 RNA-
29a（miR-29a）能够靶向调控第 10 号染色体同源丢失性磷酸酶张力蛋白基因（PTEN）的表达，

参与神经元网络的生成，并可能参与铝对神经元网络电活动的影响。

[目的] 通过体外培养经过麦芽酚铝 [Al（mal）3] 处理的 ICR 小鼠原代海马神经元，研究 miR-
29a 靶向调控 PTEN 在铝对神经元网络损伤中的作用及机制。

[方法] 体外培养 24 h 内新生的 ICR 乳鼠原代海马神经元，在培养第 6 天时使用免疫荧光化
学法标记神经元特异性蛋白微管相关蛋白 2（MAP2）确定神经元的纯度；使用不同浓度的
Al（mal）3 处理神经元，将神经元分为对照组，10、20、40 μmol·L−1 Al（mal）3 组，采用 CCK-8 法检
测神经元细胞活力，后续实验选择 20 μmol·L−1 Al（mal）3 建立神经元网络损伤模型进行干预。
采用慢病毒感染的方法转染 miR-29a 进入神经元，分为 mNG 组、mNG+20 μmol·L−1 Al（mal）3

组、miR-29a 组、miR-29a+20 μmol·L−1 Al（mal）3 组，使用微电极阵列（MEA）分析神经元及神经
网络的放电情况，使用实时定量 PCR（RT-PCR）检测各组 miR-29a 和 PTEN mRNA 的表达情况，

采用 Western blotting 检测各组神经元 PTEN 蛋白的表达情况。

[结果] 小鼠原代海马神经元的纯度大于 90%，各组原代海马神经元细胞活力均在 80%以上。
在 Al（mal）3 处理 48 h 时，接种于 MEA 板上的对照组神经元自发放电频率、簇发放电频率、
网络簇发放电频率和同步指数变化幅度分别为 207.56%±38.70%、73.19%±46.43%、75.42%±
33.04%和 117.13%±15.54%，Al（mal）3 处理组神经元网络电活动呈现下降的趋势。与对照组相
比，20、40 μmol·L−1 Al（mal）3 组的自发放电频率、簇发放电频率、网络簇发放电频率和同步指
数明显下降（变化幅度分别为 171.70%±28.08%、49.20%±23.23%、50.20%±18.18%、85.45%±
20.30%和 150.68%±�26.15%、43.43%±15.54%、52.05%±26.31%、26.80%±8.29%，均 P < 0.05）。与
对照组（1.00）相比，20、40 μmol·L−1 Al（mal）3 组 miR-29a 的相对表达水平分别下降为 0.74±0.09
和 0.62±0.12（均 P < 0.05），PTEN mRNA 的相对表达水平分别升高为 1.32±0.12 和 1.48±0.11
（均 P < 0.05），PTEN 蛋白相对表达量分别升高到 1.29±0.12 和 1.82±0.10（均 P < 0.05）。使小鼠
原代海马神经元过表达 miR-29a，与 mNG 组相比，miR-29a 组的自发放电频率、簇发放电频
率和网络簇发放电频率明显升高（变化幅度分别为 252.80%±62.03%、171.65%±56.30%和
197.75%±27.12%，均 P < 0.05），mNG+20 μmol·L−1 Al（mal）3 组的神经元网络电活动明显下降（各
参数变化幅度分别为 123.28%±47.31%、66.62%±31.53%、70.60%±12.48%和 52.86%±20.26%，

均 P < 0.05）。与 mNG+20 μmol·L−1 Al（mal）3 组相比，miR-29a+20 μmol·L−1 Al（mal）3 组的神经元
网络电活动明显升高（各参数变化幅度分别为 161.41%±42.13%、101.16%±30.63%、127.02%±
29.58%和 109.73%±15.61%，均 P < 0.05）。与 mNG 组 （1.00）相比 ，miR-29a 组神经元 PTEN
mRNA 相对表达量（0.67±0.11）明显下降（P < 0.05），PTEN 蛋白表达（0.75±0.08）下降（P < 0.05）；
mNG+20 μmol·L−1 Al（mal）3 组 PTEN mRNA 相对表达量（1.32±0.12）明显升高（P < 0.05），PTEN
蛋白相对表达量（1.46±0.15）上升（P < 0.05）。与 mNG+20 μmol·L−1 Al（mal）3 组比较，miR-29a+
20 μmol·L−1 Al（mal）3 组 PTEN mRNA 相对表达量（0.93±0.06）降低（P < 0.05），PTEN 蛋白相对表
达量（0.92±0.09）降低（P < 0.05）。

[结论] 铝显著抑制海马神经元网络电活动，miR-29a 通过调控 PTEN 的表达可能参与铝致海
马神经元网络电活动损伤。
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Role and mechanism of miRNA-29a/PTEN pathway in neuronal network damage caused by aluminum   XIANG Changxin, HAN Yingchao,
LI Meng, LU Liyuan, NIU Qiao, ZHANG Huifang (Department of Occupational Health, School of Public Health, Shanxi Medical University,
Taiyuan, Shanxi 030001, China)

Abstract:

[Background] Aluminum  can  cause  synaptic  plasticity  damage  in  the  hippocampus,  probably  due  to  blocked  interneuronal  signal
transmission. MicroRNA-29a (miR-29a) can target phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten (PTEN) expression and
participate in the generation of neuronal networks, and may be involved in the effect of aluminum on the electrical activity of neuronal
networks.

[Objective] To  study  the  role  and  mechanism  of  miR-29a-targeted PTEN in  aluminum-induced  neuronal  network  injury  in  primary
hippocampal neurons of ICR mice treated with maltol aluminum [Al(mal)3] in vitro.

[Methods] Primary hippocampal neurons of ICR mice born within 24 h were cultured in vitro. The purity of neurons was determined by
labeling  neuron-specific  microtubule-associated  protein  2  (MAP2)  by  immunofluorescence  staining  on  day  six  of  the  culture;  neurons
were treated with different concentrations of Al(mal)3, and divided into a control group, and 10, 20, and 40 μmol·L−1 Al(mal)3 groups, and
neuronal  cell  viability  was detected by CCK-8 method.  Al(mal)3 at  20 μmol·L−1 was  selected for  subsequent  experiments  to  establish  a
neuronal network injury model for intervention. The lentivirus infection method was used to transfect miR-29a into neurons, which were
divided into mNG, mNG+20 μmol·L−1 Al(mal)3, miR-29a, and miR-29a+20 μmol·L−1 Al(mal)3 groups, and micro-electrode array (MEA) was
used to analyze the firing of neuronal network. The expressions of miR-29a and PTEN mRNA in each group were detected by real-time
PCR (RT-PCR), and the expression of PTEN protein in each group was detected by Western blotting.

[Results] The purity of primary mouse hippocampal neurons was greater than 90%, and the viability of the neurons was above 80% in all
groups.  At  48  h  of  the  designed  Al(mal)3 treatments,  the  changes  in spike  frequency,  burst  frequency,  network  burst  frequency,  and
synchrony index of neurons cultivated on MEA plates in the control group were 207.56%±38.70%, 73.19%±46.43%, 75.42%±33.04%, and
117.13%±15.54%, respectively; the Al(mal)3 groups’ neuronal network electrical activity showed a decreasing trend. Compared with the
control group, the spike frequency, burst frequency, network burst frequency, and synchrony index of the 20 and 40 μmol·L−1 Al(mal)3

groups  significantly  decreased  (The  changes  were 171.70%±28.08%,  49.20%±23.23%,  50.20%±18.18%,  and  85.45%±20.30%;  150.68%±
26.15%, 43.43%±15.54%, �52.05%±26.31%, and 26.80%±8.29%, respectively, P < 0.05). Compared with the control group (1.00), the miR-
29a  relative  expression  levels  were  significantly  decreased  in  the  20  μmol·L−1 Al(mal)3 group  (0.74±0.09)  and  the  40  μmol·L−1 Al(mal)3

group (0.62±0.12) (P < �0.05); the relative expression levels of PTEN mRNA were significantly increased in the 20 μmol·L−1 Al(mal)3 group
(1.32±0.12) and the 40 μmol·L−1 Al(mal)3 group (1.48±0.11) (P < 0.05); the PTEN protein relative expression levels (1.29±0.12 and 1.82±
0.10,  respectively)  were also significantly  increased (P < 0.05).  By overexpressing miR-29a in mouse primary hippocampal  neurons,  the
spike frequency, burst frequency, and network burst frequency were significantly higher in the miR-29a group compared with the mNG
group (The changes were 252.80%±62.03%, 171.65%±56.30%, and 197.75%±27.12%, respectively, P < 0.05). The mNG+20 μmol·L−1 Al(mal)3

group showed a significant decrease in all indicators of neuronal network electrical activity (The changes were 123.28%±47.31%, 66.62%±
31.53%, 70.60%±12.48%, and 52.86%±20.26%, respectively, P < 0.05). Compared with the mNG+20 μmol·L−1 Al(mal)3 group, the electrical
activity indicators of neuronal network were significantly higher in the miR-29a+20 μmol·L−1 Al(mal)3 group (The changes were 161.41%±
42.13%,  101.16%±30.63%,  127.02%±29.58%,  and  109.73%±15.61%,  respectively, P < 0.05).  Compared  with  the  mNG  group  (1.00),  the
neuronal PTEN mRNA relative expression (0.67±0.11) and the PTEN protein expression (0.75±0.08) were decreased in the miR-29a group
(P < 0.05); the PTEN mRNA relative expression (1.32±0.12) and the PTEN protein relative expression (1.46±0.15) in the mNG+20 μmol·L−1

Al(mal)3 group were increased (P < 0.05). Compared with the mNG+20 μmol·L−1 Al(mal)3 group, the PTEN mRNA relative expression (0.93±
0.06) and the PTEN protein relative expression (0.92±0.09) were decreased in the miR-29a+20 μmol·L−1 Al(mal)3 group (P < 0.05).

[Conclusion] Aluminum significantly inhibits the electrical activity of hippocampal neuronal networks, and miRNA-29a may be involved in
the aluminum-induced impairment of hippocampal neuronal network electrical activity by regulating PTEN expression.

Keywords: aluminum; microRNA-29a; phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten; neuron network damage

  

铝是一种神经毒性金属元素，因其优良的物理化
学特性，已广泛应用于工农业及日常生活中[1]。铝已被
证明对中枢神经系统具有损害作用，也被认为与多种
神经退行性疾病相关[2]

，其神经毒性症状主要有学习
记忆能力的下降和轻度的认知功能障碍[3]。据报道，铝
可以改变血脑屏障的通透性[4]

，并易于在海马组织中
蓄积[5]

，海马是大脑发挥学习和记忆作用的重要区域[6]。
课题组前期研究证实了铝会损害海马长时程增强

（long term potentiation, LTP）[7]。铝诱导的 LTP 损伤可
能是因神经元间信号传递受阻而致的神经元突触功
能障碍。神经元之间通过突触连接形成神经元网络，

研究铝对神经网络电活动的影响有助于阐明铝致神
经行为损伤的机制[8]。

微小 RNA（micro RNA, miRNA, miR）是一类长度为
20~24 个核苷酸的小分子非编码 RNA[9]

，在机体中发
挥着重要的作用。miRNA 能够通过与目标信使 RNA
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（message  RNA,  mRNA）的 3'  非编码区 （untranslated
region,  UTR）结合 ，使得目标 mRNA 降解或者抑制
mRNA 的翻译，从而负向调控靶基因的表达[10–11]。近年
来，有越来越多的研究者探索了 miRNA 在神经退行性
疾病中的作用[9]

，如 miR-219、miR-26 等参与 Tau 蛋白
的磷酸化，参与阿尔兹海默病发展进程[12–13]。miR-29
是 miRNA 家族中的一员，由miR-29a、miR-29b 和miR-29c
构成[14]

，其中 miR-29a 在小鼠大脑神经元中高表达[15]
，

且在阿尔茨海默病时有明显的降低[16]。
第 10 号染色体同源丢失性磷酸酶张力蛋白基因

（phosphatase  and  tensin  homolog  deleted  on
chromosome ten, PTEN）是一个具有双特异性磷酸酶
活性的抑癌基因[17]

，其主要功能是拮抗磷脂酰肌 �醇-3
激酶（phosphatidylinositol  3-kinase,  PI3K）依赖的蛋白
激酶 B（protein kinase B, Akt）[18–19]

，在神经元生长和可
塑性等多种中枢神经系统功能中起关键作用[20]。研究
证实 miR-29a 与 PTEN 的 3' UTR 互补结合，且 miR-29a-
3p 可以下调 PTEN-3' UTR 的荧光素酶的表达。同时又
有研究发现，miR-29a 能够靶向调控 PTEN 的表达，从
而促进神经突起的生长，促进神经元网络的生成[21]。
本实验拟通过建立体外小鼠原代海马神经元的麦芽
酚铝 [Al（mal）3] 染毒模型，利用微电极阵列（micro-
electrode array, MEA）的方法来研究铝对神经元网络
电活动的影响，并阐明 miR-29a/PTEN 通路在其中的
作用。 

1    对象与方法 

1.1    动物
SPF 级雄性及雌性 ICR 小鼠购于北京斯贝福生物

技术有限公司，小鼠生产许可证号为 SCXK（京）2019-0010，
体重 25~30 g，饲养于温度为 22~25 ℃、12 h/12 h 昼夜
节律的洁净动物房，自由饮食饮水。本研究经山西医
科大学实验动物伦理委员会审批（编号：2021-120），
实验操作遵循国家有关实验动物管理和使用的规定。 

1.2    试剂和仪器
Neurobasal-A 培养液、B-27 添加剂（美国 Gibco），

阿糖胞苷、氯化铝、麦芽酚（美国 Sigma-Aldrich），
miR-29a、U6 引物（中国广州复能），反转录试剂盒
（RR047A）、聚合酶链反应（PCR）试剂盒（RR820A）（日
本 Takara），PTEN 引物（中国北京奥科鼎盛），慢病毒包
被的 miR-29a（中国上海吉凯），小鼠抗微管相关蛋白
2（microtubule-associated protein2, MAP2）单克隆抗体
（中国北京博奥森），二喹啉甲酸（BCA）蛋白定量试剂

盒（中国北京康为世纪），兔抗 PTEN 多克隆抗体（美国
Affinity Biosciences），羊抗兔 IgG 抗体（中国北京康为
世纪），二氧化碳培养箱（美国 Thermo），超净工作台
（SW-CJ-2F 型，中国苏州安泰），PCR 仪（美国 Applied
Biosystems），MEA 分析仪（美国 Axion Biosystems），电
泳仪（DYY-7C，中国北京六一），转膜仪（美国 Bio-Rad），
高压灭菌锅（中国福建致微）。 

1.3    实验方法 

1.3.1   小鼠原代海马神经元培养及纯度的鉴定　取雌
雄小鼠交配自然孕育的新生 24 h 内 ICR 乳鼠，在乙醇
消毒后断头处死乳鼠并迅速分离双侧海马，将海马切
成 1 mm3 小块。在杜尔贝科改良伊格尔培养基（DMEM）

溶液中吹打混匀并加入胰酶，在 37 ℃ 水浴锅内消化
15 min 后加入完全培养基终止消化。用 200 目（孔径
75 μm）细胞网过滤制成单细胞悬液，200×g 离心 5 min，
弃上清，加入适量无血清培养基将细胞悬液密度调为
5×105 个·mL−1

，接种于多聚赖氨酸包被的 12 孔板，培
养 4 h 后，换液。以后每隔 3 d 半量换液。培养至第 3 天时，

更换含阿糖胞苷的无血清培养基。培养至第 6 天时，

利用神经元特异性标志物 MAP2 通过免疫荧光化学的
方法鉴定神经元的纯度。在荧光显微镜下计数绿色荧
光细胞占视野中总细胞数的比例，即为神经元的纯度。 

1.3.2   Al(mal)3 染毒并测定细胞活力　将原代神经元
接种于多聚赖氨酸包被的 96 孔板中培养，取生长状
态良好的细胞分为对照组，10、20、40 μmol·L−1 Al（mal）3

进行染毒，每组设置 3 个复孔，实验重复 3 次。48 h 后
更换培养液，然后加入 10 μL 的 CCK-8 溶液，37 ℃ 孵
育 2 h，用酶标仪测定在 450 nm 处的光密度（D）。按照
下面的公式计算细胞存活率。细胞存活率=[（D实验孔−
D空白孔）/（D对照孔−D空白孔）]×100%。 

1.3.3   慢病毒转染海马原代神经元细胞　用慢病毒载
体建立神经元 miR-29a 高表达体系。该载体选择 Syn
基因作为特异性启动子以增强神经元特异性表达，并
连接绿色荧光蛋白基因 mNG，以此作为对照组。选择
生长状态良好带有绿色荧光 mNG 的细胞进行�Al（mal）3

染毒，实验分组为：mNG 组、mNG+20 μmol·L−1� Al（mal）3

组、miR-29a 组、miR-29a+20 μmol·L−1 Al（mal）3�组。每
孔接种 1 mL 密度为 1×105 个·mL−1 的细胞悬液进行培
养。待培养至第 6 天时，选择生长状态良好的细胞进
行感染。弃上清液，每孔加入 20 μL 滴度为 1×108 的慢
病毒，20 μL 的 25×感染试剂，加入无血清培养基使每
孔的终体积为 500 μL，混匀。12 h 后换液，继续培养，

72 h 后显微镜下观察荧光强度。 
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1.3.4   MEA 检测神经元电生理活动　按照上述方法培
养原代神经元，培养至第 10 天时，使用不同浓度的
Al（mal）3 处理神经元，通过 MEA 分析仪检测[22]并记录
0 h 和 48 h 的自发放电频率、簇发放电频率、网络簇
发放电频率和同步指数等参数；将慢病毒转染的
神经元培养至第 10 天时，用 MEA 分析仪检测并记录 0 h
和 48 h 的电生理活动。将 0 h 的神经网络兴奋性相关
参数值标化为 100%作为基线值，48 h 时的各组参数
值分别与 0 h 的各参数值相比（结果以百分数表示），

即得到 48 h 时各组神经元网络电活动的变化情况。 

1.3.5   实时定量 PCR 测定 miR-29a 和 PTEN mRNA　收
集各组细胞置于 1.5 mL 无酶的微量离心管（EP 管）中，

按照总 RNA 提取试剂盒的说明书提取总 RNA，使用双
蒸水（ddH2O）作为参比溶液，测定 RNA 在 260 nm 和
280 nm 处的光密度比值，记录测定的总 RNA 浓度。以
总 RNA 为模板，反转录合成 cDNA，配置 20 μL 的 PCR 反
应体系，反应条件为：95 °C 预变性 30 s，PCR 反应阶段
为 95 °C 5 s，60° C 34 s，40 次循环；溶解曲线为 95 °C 15 s，
65 °C 1 min 和 95 °C 15 s。基因的表达结果用 Ct 值来
表示，以甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）为内参，计算
2−ΔΔct 确定基因的相对表达量， �每次实验设置 3 个复孔，

重复 3 次。各基因及 GAPDH�的引物见补充材料表 S1。 

1.3.6   Western blotting 测定蛋白的表达　根据哺乳动
物蛋白抽提试剂盒说明书提取样品的总蛋白，采用
BCA 蛋白定量法测定各组蛋白浓度，以 4∶1 的比例加
入 5×上样缓冲液，混匀，沸水煮 5 min 后 4 ℃ 保存备
用。配置 10%的十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电
泳（SDS-PAGE）凝胶在恒压 60 V 分离蛋白，然后在恒定
电流 350 mA 下将蛋白转移到聚偏氟乙烯（PVDF）膜上，

5%的脱脂牛奶封闭 2 h，加入一抗（PTEN，1∶1 000）4 ℃
孵育过夜，二抗（1∶3 000）37 ℃ 孵育 2 h，用电化学发
光（ECL）超敏发光液显色，Quantity one 4.6.2 软件对灰
度值进行分析。 

1.4    统计学分析
所有的实验数据使用 SPSS 22.0 进行分析，数据分

析前均进行正态性和方差齐性检验。对于比较组间的
差异采用完全随机设计的单因素方差分析，两两比较
用 LSD-t 分析，数据结果使用表示，检验水准 α=0.05。 

2    结果 

2.1    Al(mal)3 对原代海马神经元活力的影响
小鼠原代海马神经元的纯度大于 90%，结果见补

充材料图 S1。不同浓度 Al（mal）3 作用于原代海马神

经元 48 h 后使用 CCK-8 检测神经元的存活率，细胞活
力均在 80%以上，结果见补充材料表 S2。 

2.2    Al(mal)3 处理对小鼠原代海马神经元网络兴奋性
的影响

接种于MEA 板上的小鼠海马原代神经元在Al（mal）3

处理小鼠原代海马神经元 48 h 时，随着 Al（mal）3 浓
度的升高，自发放电频率、簇发放电频率、网络簇发
放电频率和同步指数均呈现下降的趋势。对照组神
经元自发放电频率、簇发放电频率、网络簇发放电
频率和同步指数变化幅度分别为 207.56%±38.70%、
73.19%±46.43%、 75.42%±33.04%和 117.13%±15.54%。
20、40 μmol·L−1 Al（mal）3 组分别下降到171.70%±28.08%、
49.20%±�23.23%、 50.20%±18.18%、 85.45%±20.30%和
150.68%±�26.15%、 43.43%±15.54%、 52.05%±26.31%、
26.80%±8.29%，与对照组间的差异均有统计学意义（均
P < 0.05）。见图 1。 

2.3      Al(mal)3 对 小 鼠 原 代 海 马 神 经 元 miR-29a 和
PTEN mRNA 的表达的影响

小鼠原代海马神经元经 Al(mal)3 处理 48 h 后，随
着 Al(mal)3 浓度的升高，miR-29a 的表达逐渐降低，

PTEN mRNA 的表达水平逐渐升高。与对照组（1.00）相
比，20、40 μmol·L−1 Al(mal)3 组 miR-29a 的相对表达水
平分别下降为 0.74±0.09 和 0.62±0.12（均 P < 0.05），
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图 1   不同浓度 Al （mal） 3 处理 48 h 后神经元的 MEA
测定结果 （n=6） 

Figure 1   Results of MEA measurement of neurons after 48 h of
designed concentrations of Al(mal)3 (n=6)
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PTEN mRNA 的相对表达水平分别升高为 1.32±0.12 和
1.48±0.11（均 P < 0.05）。见图 2。 

2.4    Al(mal)3 对小鼠原代海马神经元 PTEN 蛋白表达
水平的影响

如图 3 所示，小鼠原代海马神经元经 Al（mal）3 处
理 48 h 后，随着 Al（mal）3 浓度的升高，PTEN 蛋白的表
达量呈升高趋势。与对照组（1.00）相比，20 μmol·L−1

和 40 μmol·L−1 Al（mal）3 组的 PTEN 蛋白相对表达量分
别升高到 1.29±0.12 和 1.82±0.10（均 P < 0.05）。 

2.5    miR-29a 可逆转 Al(mal)3 对小鼠海马神经元兴奋
性的抑制作用

通过转染 miR-29a 后，使小鼠原代海马神经元
过表达miR-29a，并经过Al（mal）3 处理48 h 后，与mNG 组

相比，miR-29a 组的自发放电频率、簇发放电频率和网
络簇发放电频率明显升高（变化幅度分别为 252.80%±
62.03%、 171.65%±56.30%和 197.75%±27.12%，均 P < 
0.05），而同步指数下降到 109.88%±17.93%（P < 0.05）；
mNG+20 μmol·L−1 Al（mal）3 组的自发放电频率、簇发
放电频率、网络簇发放电频率和同步指数分别下降
到 123.28%±47.31%、 66.62%±31.53% 70.60%±12.48%
和 52.86%±20.26%（均 P < 0.05）。 �与 mNG+20  μmol·L−1

Al（mal）3 组相比，miR-29a+20 μmol·L−1 Al（mal）3 组的
自发放电频率、簇发放电频率、网络簇发放电频率
和同步指数变化幅度分别升高至 161.41%±42.13%、
101.16%±30.63%、127.02%±29.58%和 109.73%±15.61%
（均 P < 0.05）。 �见图 4。 

2.6    转染miR-29a 后PTEN mRNA 和PTEN 蛋白表达情况
RT-PCR 结果如图 5 所示，在小鼠原代海马神经元受

到 Al（mal）3 处理 48 h 后，与mNG 组（1.00）相比，miR-29a
组神经元 PTEN mRNA 相对表达量（0.67±0.11）明显下
降（P < 0.05）； mNG+20  μmol·L−1 Al（mal）3 组 表 达 量
（1.32±0.12）明显升高（P < 0.05）。与 mNG+20 μmol·L−1

Al（mal）3 组比较，miR-29a+20 μmol·L−1� Al（mal）3 组 PTEN
mRNA 相对表达量降低为 0.93±0.06�（P < 0.05）。
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图 2   不同浓度 Al （mal） 3 处理小鼠海马神经元 48 h 后
miR-29a 和 PTEN mPNA 的表达 （n=6） 

Figure 2   MiR-29a and PTEN mPNA expressions in hippocampal
neurons of mice after 48 h of designed concentrations of

Al（mal）3 （n=6）
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图 3   不同浓度 Al （mal） 3 处理 48 h 后 PTEN 蛋白的表达 （n=6） 

Figure 3   PTEN protein expression after 48 h of designed
concentrations of Al(mal)3（n=6）
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［注］ A：放电波形图；B：自发放电频率；C：簇发放电频率；D：网络簇发

放电频率；E：同步指数。*：与 mNG 组比较，P < 0.05；&：与 mNG+
20  μmol·L−1 Al(mal)3 组比较，P < 0.05；$：与 miR-29a 组比较，P < 
0.05。

［Note］ A:  Firing  waveforms;  B:  Spike  frequency;  C:  Burst  frequency;  D:
Network  burst  frequency;  E:  Synchrony  index.  *:  Compared  with
the mNG group, P<0.05; &: Compared with the mNG+20 μmol·L−1

Al（mal）3 group, P<0.05; $: Compared with the miR-29a group, P <
0.05.

图 4   转染 miR-29a 后神经元的 MEA 检测结果 （n=6） 
Figure 4   MEA results of neurons after transfection

with miR-29a (n=6)
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Western blotting 检测结果显示（图 6），与 mNG 组
（1.00）相比，miR-29a 组 PTEN 蛋白相对表达量（0.75±
0.08）下降 （P < 0.05），mNG+20  μmol·L−1 Al(mal)3 组上
升为 1.46±0.15（P < 0.05）。与 mNG+20 μmol·L−1 Al(mal)3

组比较，miR-29a+20 μmol·L−1 Al(mal)3 组 PTEN 蛋白相
对表达量降低为 0.92±0.09（P < 0.05）。 

3    讨论
脑功能的正常发挥离不开神经元在脑内的信号

传递，而脑内神经元信号传递的任一基本环节损伤，

都会引起神经元活动异常，进而导致脑部疾病的发生。
研究指出铝可以透过血脑屏障进入脑海马区致神经
突触结构及功能损伤，甚至诱导神经元的死亡[7]。但是
关于铝如何影响神经元网络损伤的文献报道较少。本
研究采用 ICR 小鼠原代海马神经元作为铝染毒细胞模
型，以避免体内复杂内环境的干扰[23–24]

，并采用 MEA
实时记录神经元电生理的特征。MEA 利用细胞与电极
之间形成的互相接触来检测细胞的膜电位，具有空间
分布微电极的优势，可以测量由大量神经元组成的神
经网络，因而避免未知参数的困境[22]。当神经元受到
刺激后，可产生可扩布的动作电位，而锋电位是动作
电位的主要组成成分，多个锋电位一起放电组成簇发
放电[25]。当突触学习率增加，提高神经元的兴奋性时，

神经元簇放电活动增强，平均簇放电频率增加 [26]。
1968 年，Blaustein 和 Goldman[27]观察到铝显著降低了
龙虾巨大轴突中去极化电流引起的动作电位，这是铝
损伤神经传递的早期证据。在本次实验中，当铝作用
于神经元后，神经元的自发放电频率、簇发放电频率
和网络簇发放电频率明显降低，表明铝可能提高了静
息电位的阈值。当神经元网络中神经元相互耦合，就
会出现神经元同步放电的现象，当铝作用神经元后，

发现神经元的同步放电指数降低。可见铝可显著抑制
小鼠海马神经元网络电活动。

miRNA 是一类广泛存在于生物体中的小分子
RNA，能够在转录后水平调控基因的表达[28]。其主要是
通过与目标 mRNA 的 3' UTR 结合，抑制 mRNA 的翻译
或促进 mRNA 的降解来调控靶基因的表达[10]。miRNA
在生长发育、神经元突起生长、凋亡等过程中发挥着
重要作用[29]。研究者发现 miR-29a 表达降低与突触结
构病理病变相关，miR-29a 上调可通过直接降低双肾
上腺皮质激素（doublecortin, DCX）[15]

，促进神经元突起
分支化进程，促进 PC12 细胞[30]和 N2a 细胞[31]�的突起
生长，可见 miR-29a 参与神经元的生长及神经元网络
的调节。本实验中，观察到 Al（mal）3 可使海马神经元
miR-29a 的表达降低，并且随着铝浓度的升高，miR-
29a 的表达量逐渐下降，呈现一定的剂量-反应关系，

miR-29a 可能是铝诱导的海马神经元网络损伤重要靶
调控因子。有研究证实 miR-29a 与 PTEN 的 3' UTR 互
补结合，且 miR-29a-3p 可以下调 PTEN-3' UTR�荧光素
酶的表达[30]。课题组前期发现随着铝浓度的升高，大
鼠海马神经元的 Akt 的表达逐渐下降，使下游的糖原
合成激酶-3β（glycogen synthase kinase 3β,  GSK-3β）磷
酸化水平下降而活性升高，产生抑制大鼠海马 CA1 区
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图 5   转染 miR-29a 后 PTEN mRNA 的表达 （n=6） 
Figure 5   Expression of PTEN mRNA after transfection

with miR-29a （n=6）
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图 6   转染 miR-29a 后 PTEN 蛋白的表达 （n=6） 

Figure 6   Expression of PTEN protein after transfection
with miR-29a （n=6）

402  | Journal of Environmental and Occupational Medicine | 2022, 39(4)

www.jeom.org

www.jeom.org


电生理活动的作用[7]。通过查阅文献发现 Akt�的上游
分子 PTEN，而 PTEN 在中枢神经系统高度表达； �同时
前期实验研究发现大鼠海马神经元中 miR-29a 的表达
水平随着染铝剂量的增加而下降[32]

，因此猜想 miR-
29a 与 PTEN 可能存在关系，并进行了本次实验�研究。

综上所述，本研究证明了铝染毒可引起小鼠原代
海马神经元网络的损伤，并进一步以 miR-29a 为靶点
证明了铝通过 miR-29a/PTEN 损伤海马神经元网络的
机制，但海马神经元网络损伤的具体机制还有待进一
步研究。
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