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【摘要】  目的　探讨环状RNA circ_001146调控miR-1200/特异性蛋白1（SP1）轴在脊髓损伤（spinal cord injury, SCI）中

的作用机制。方法　动物模型中，选取8周龄、体质量220～250 g的雄性Sprague-Dawley（SD）大鼠，随机分为5组（每组

5只），包括假手术组、SCI组、circ_0011462敲低组（sh-circ_0011462）、sh-circ_0011462联合空载质粒对照组（NC）、sh-

circ_0011462联合SP1过表达组（过表达SP1）。评估各组大鼠在不同时间点的运动功能，包括Basso-Beattie-Bresnahan

（BBB）评分、甩尾潜伏期（TFL）及网格行走（Gridwalk）测试。尼氏染色测定脊髓前角运动神经元数量，免疫组化检测脊髓

组织中神经丝蛋白（pNF）和突触素的表达。免疫多重染色检测M1型小胶质细胞数量。ELISA检测各组外周血中白细胞介

素（IL）-1β、IL-6和肿瘤坏死因子α（TNF-α）的表达水平。在细胞实验中，运用qPCR检测circ_0011462、miR-1200及SP1的

mRNA表达，Western blot检测SP1、Bcl-2和Caspase-3蛋白水平，流式细胞术分析细胞凋亡率，相差显微镜观察细胞形态变

化。 结果　动物实验结果显示，术后21 d和28 d，sh-circ_0011462组的BBB评分（7.00±1.20、10.00±2.21）和TFL评分

（1.21±0.41、1.19±0.31）高于过表达SP1组（BBB：5.00±0.60、6.00±0.80；TFL：0.80±0.25、0.70±0.20）及SCI组（BBB：4.00±0.60、

5.00±0.70；TFL：0.60±0.21、0.50±0.18），而Gridwalk评分（1.38±0.31、1.22±0.33）则低于上述两组（均P<0.05）。术后28 d，假手

术组的炎性因子水平低于其他各组（P<0.05）。SCI组与过表达SP1组的炎性因子水平均高于sh-c i rc_0011462

组（P<0.05）。此外，sh-circ_0011462组的诱导型一氧化氮合酶（iNOS）阳性细胞数少于SCI组和过表达SP1组（P<0.05），同时

脊髓前角运动神经元数量、轴突长度及突触形成程度提高（均P<0.05）。细胞实验结果显示，敲低circ_0011462可上调miR-

1200表达，下调SP1 mRNA和蛋白水平，降低Caspase-3蛋白表达，上调Bcl-2蛋白，减少PC12细胞凋亡率，并促进神经元轴突

生长。转染miR-1200抑制物或SP1过表达质粒可逆转上述效应。双萤光素酶报告实验进一步证实，miR-1200可直接靶向

circ_0011462与SP1。结论　circ_001146 可能通过靶向调控 miR-1200/SP1 轴来改善 SCI 的病理状况，包括降低炎症反应、

抑制神经细胞凋亡并促进神经再生。
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[Abstract]   Objective　To investigate the regulatory mechanism of a circular RNA (circRNA), circ_001146, on the

miR-1200/SP1 axis in spinal cord injury (SCI). Methods　In the animal model, male Sprague–Dawley rats of 8 weeks old,

weighing 220-250 g, were randomly assigned to 5 groups (n = 5 per group), including the sham-operated (SHAM) group,

SCI group, circ_0011462 knockdown (sh-circ_0011462) group, circ_0011462 knockdown + empty plasmid control (NC)

group, and circ_0011462 knockdown + SP1 overexpression (overexpression-SP1) group. Motor function recovery of the
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rats  in different groups was evaluated at  multiple time points using the Basso,  Beattie,  and Bresnahan (BBB) locomotor

rating  scale,  tail-flick  latency  (TFL)  test,  and grid  walking test.  Nissl  staining was  performed to  measure  the  number  of

motor neurons in the anterior horn of  the spinal  cord.  Immunohistochemistry assays were performed to determine the

expression of pNF and synaptophysin in the spinal tissue. The quantity of M1-type microglia was assessed using multiplex

immunofluorescence. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was performed to measure the levels of IL-1β, IL-6,

and  TNF-α  in  peripheral  blood  across  the  groups.  In  addition,  cellular  experiments  included  qPCR  to  determine  the

mRNA levels  of  circ_001146,  miR-1200,  and SP1 in  different  groups,  Western blot  (WB) to  detect  the  protein levels  of

SP1, BCL-2,  and Caspase-3,  flow cytometry to assess cell  apoptosis rates,  and phase-contrast  microscopy to observe cell

morphological  changes. Results　In the animal  experiment,  at  21 and 28 days post  surgery,  the sh-circ_0011462 group

exhibited  significantly  higher  BBB  scores  (7.00  ±  1.20  and  10.00  ±  2.21)  and  TFL  scores  (1.21  ±  0.41  and  1.19  ±  0.31)

compared with the SP1 overexpression group (BBB: 5.00 ± 0.60 and 6.00 ± 0.80; TFL: 0.80 ± 0.25 and 0.70 ± 0.20) and the

SCI group (BBB: 4.00 ± 0.60 and 5.00 ± 0.70; TFL: 0.60 ± 0.21 and 0.50 ± 0.18) (all P < 0.05). In contrast, Gridwalk scores

in the sh-circ_0011462 group (1.38 ± 0.31 and 1.22 ± 0.33) were significantly lower than those in the overexpression-SP1

group (2.32 ± 0.37 and 2.40 ± 0.41) and the SCI group (2.72 ± 0.45 and 2.80 ± 0.42) (P < 0.05 for all comparisons). At day

28 post-surgery,  the levels  of  IL-1β,  IL-6,  and TNF-α in the sham group were lower than those in all  other groups (P <

0.05).  The SCI and overexpression-SP1 groups showed elevated levels  of  these cytokines,  all  of  which were significantly

higher than those in the sh-circ_0011462 group (all P < 0.05). Immunostaining revealed that the number of iNOS-positive

cells in the sh-circ_0011462 group was significantly lower than that in the SCI group and the overexpression-SP1 group

(P < 0.05). Moreover, the number of motor neurons, axonal length, and synapse density in the anterior horn of rats in the

sh-circ_0011462 group were all significantly greater than those in the SCI and overexpression-SP1 groups (all P < 0.05). In

cellular  experiments,  qPCR  and  Western  blot  assays  showed  that  circ_0011462  knockdown  resulted  in  increased

expression of miR-1200, decreased mRNA and protein levels of SP1, downregulation of Caspase-3, upregulation of Bcl-2,

reduced apoptosis  rate  and enhanced axonal  growth in  PC12 cells.  These  effects  were  reversed by  transfection with  the

miR-1200 inhibitor or the overexpression-SP1 plasmid. Transfection with the miR-1200 mimic produced effects similar to

those  of  circ_0011462 knockdown,  while  co-transfection with  the  SP1 plasmid attenuated these  effects.  Flow cytometry

further confirmed that apoptosis rates in PC12 cells treated with H₂O₂ or NC vectors were significantly higher than those

in the control group (all P < 0.05). In the sh-circ_0011462 group, apoptosis rates significantly decreased (P < 0.05). When

the  miR-1200  inhibitor  or  the  SP1  plasmid  was  transfected  into  the  sh-circ_0011462  group,  apoptosis  rates  increased

again (P < 0.05). Moreover, co-transfection with SP1 plasmid increased the apoptosis rate, which was higher than that in

the  pcDNA  vector  control  group  (P <  0.05).  Dual-luciferase  reporter  assays  confirmed  that  miR-1200  directly  targeted

circ_0011462 and SP1. Compared with the miR-NC group, miR-1200 mimic significantly reduced the luciferase activity

of  circ_0011462-wt  and  SP1-wt  (P <  0.05),  while  no  significant  changes  were  observed  in  their  respective  mutant

constructs  (P >  0.05). Conclusion　circ_001146  may  target  and  modulate  the  miR-1200/SP1  axis  to  ameliorate  the

pathological conditions of SCI, thereby reducing inflammatory responses, inhibiting neuronal apoptosis, and promoting

neural regeneration.
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脊髓损伤（spinal cord injury, SCI）作为一种严重的中

枢神经系统病变，常导致不可逆的感觉丧失、神经功能损

害、功能障碍以及细胞坏死[1]。全球有超过250万人受

SCI影响，其中约50%～80%的患者因治疗手段有限而长

期承受中到重度创伤性疼痛[2-3]。SCI的发生和发展分为

两个阶段，包括初级损伤和随后的一系列生化和细胞反

应特征的继发性损伤，如神经炎症的激活、促凋亡信号通

路的触发、血管缺血、细胞毒性碎片积累以及脂质过氧

化[4-5]。现有治疗策略难以有效应对这些复杂的生物学过

程，因此，深入探索SCI的分子机制并寻找更有效的治疗

靶点显得尤为重要。

环状RNA（circRNA）作为在真核细胞中普遍存在

且具有独特闭环结构的非编码R N A，已被证实在如

癌症、免疫系统疾病、心血管疾病和神经系统疾病等

多种疾病的发病机制和进展中发挥着重要作用 [ 6 - 9 ]。

在SCI研究中，异常表达的circRNAs显示出成为治疗靶

点的潜力[10]，但其具体作用及机制仍有待深入研究。本

课题组前期研究发现， circ_0011462在大鼠SCI模型的
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脊髓组织中显著上调，生物信息学分析进一步揭示

了circ_0016788和微小RNA（microRNA, miR）-1200之间

存在互补结合位点。已知miR-1200在多种肿瘤疾病的恶

性进展中受到circRNA的调控[11-12]，前期生物信息学分析

结果显示，在SCI大鼠脊髓组织中miR-1200的表达显著

低于对照组，这提示其可能在SCI中受到circRNA调控

并发挥重要作用。此外，课题组还发现miR-1200具有

结合位点的特异性蛋白1（SP1），其作为SP/KLF（specificity

protein/Krüppel-like factor）家族的一员，在多种疾病表现

出异常的表达和活性，并受到circRNA和miRNA的调

控[13-15]，同时其在SCI中的作用已有初步研究[16-17]。鉴于

此，本研究旨在探究circ_0011462、miR-1200和SP1在促进

SCI功能恢复中的作用，并明确circ_0011462是否通过调

控miR-1200/SP1途径来介导SCI中的炎症反应、细胞凋亡

和神经再生。

 1     材料与方法

 1.1    实验动物与细胞

本研究于2023年4月–2023年7月，采用Sprague-

Dawley（SD）雄性大鼠（约8周龄，体质量220～250 g）和未

分化的PC12细胞株进行研究。SD大鼠购自南京青龙山

医学实验动物中心，PC12细胞株购自上海拜力生物技术

有限公司。本研究经湖北理工学院生物与医学伦理委员

会批准（伦快审2022-13号）。

 1.2    主要试剂和仪器

慢病毒、空白质粒和过表达SP1质粒（上海汉恒生物

科技有限公司，中国）、过氧化氢（H2O2）（广州锐博生物技

术有限公司，中国）；引物（上海生工生物工程股份有限公

司，中国）；DMEM培养基、胎牛血清、抗生素（广州赛美

生物科技有限公司，中国）；Trizol试剂（上海索宝生物科

技有限公司，中国）；TaqMan MicroRNA反转录试剂盒（上

海圻明生物科技有限公司，中国）；TaKaRa反转录试剂盒

（上海金畔生物科技有限公司，中国）；SYBR Green PCR

Master Mix（上海联迈生物工程有限公司，中国）；RIPA裂

解液和蛋白酶抑制剂（武汉伊莱瑞特生物科技股份有限

公司，中国）；BCA蛋白定量试剂盒（上海百奥生物科技有

限公司，中国）；SDS-PAGE电泳试剂、PVDF膜和ECL检测

试剂（上海嘉洲生物科技有限公司，中国）；兔源抗大鼠

SP1抗体、cleaved-caspase3抗体、诱导型一氧化氮合酶

（iNOS）抗体、Bcl-2抗体、神经丝蛋白（pNF）抗体、突触素

抗体、荧光标记二抗和DAB显色剂（Abcam，美国）；

Annexin V-FITC试剂盒、PBS缓冲液（武汉伊莱瑞特生物

科技股份有限公司，中国）；白细胞介素（IL）-1β、IL-6、肿

瘤坏死因子α（TNF-α） ELISA试剂盒（上海茁彩生物科技

有限公司，中国）；PrimeScript RT reagent kit（大连宝生物

工程有限公司，中国）；双萤光素酶报告基因检测试剂盒

（上海碧云天生物技术有限公司，中国）。实验设备主要

包括Western blot系统（广州博鹭腾）、酶标仪（北京普

朗）、台式低温高速离心机（广州吉迪）、细胞培养箱（广

州贝兰伯）、流式细胞仪（上海碧迪）、PCR仪（北京普

朗）、显微镜（上海洛凯）、超净工作台（广州吉迪）和显微

图像分析系统（上海洛凯）。

 1.3    研究方法

 1.3.1    生物学信息学

从GEO数据库中获取了GSE114426和GSE19890的芯

片数据的基因表达矩阵。使用R语言中的 l imma软件

包（版本3.56.1）对数据进行分析，以筛选差异表达的

circRNA和miRNA，筛选标准为对数倍数变化绝对值

（|logFC|）≥2，且校正后的P值（FDR）<0.05。在CSCD网站

中筛选与circ_0011462具有结合位点的miRNA，并与

GSE19890数据中SCI组和Sham组间差异表达的miRNA进

行交集分析。最终选择miR-1200作为circ_0011462的下

游miRNA。

 1.3.2    动物模型建立、分组和慢病毒注射

SD大鼠饲养于特制的恒温无病原体环境中，环境

参数为：温度（22±0.5） ℃，相对湿度（70±5）%，12 h光照

周期，自由获取食物和水。采用“Allen”背侧打击法构

建SCI模型：首先，腹腔注射戊巴比妥钠（40～60 mg/kg）

进行麻醉。对手术区域进行脱毛和消毒后，在大鼠T10段

背部进行纵向切口，露出脊髓硬膜，然后使用一个10 g、

直径2 mm的砝码从5 cm高度自由落体打击T10段。假手

术组（Sham）进行相同步骤，但不进行打击。将25只大鼠

采用随机数字表方法分为5组（每组5只）：S h a m组、

SCI组、circ_0011462敲低组（sh-circ_0011462，注射10 μL

敲低慢病毒）、敲低+空白对照组（注射5 μL敲低病毒与5 μL

空白质粒）及敲低+SP1过表达组（注射5 μL敲低病毒与

5 μL过表达SP1质粒）。所有病毒滴度均为1×108 TU/mL。

SCI模型建立后，使用显微注射系统于损伤中心两侧各注

射5 μL病毒悬液（速度1 μL/min）。注射后缓慢取出针头

并停留2 min，以防止液体外溢并确保病毒在目标区域有

效停留。术后给予抗生素和镇痛支持，并在不同时间点

（0、7、14、21和28 d）取材脊髓组织进行实验分析。

 1.3.3    评估脊髓运动功能

于术后0、7、14、21和28 d，对各组大鼠进行运动功能

评估，具体包括：Basso, Beattie, and Bresnahan（BBB）评

分、甩尾潜伏期（TFL）及网格行走（Gridwalk）测试。
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 1.3.4    神经元数量、轴突长度、突触形成及小胶质细胞

M1型检测

在术后28 d检测脊髓组织中的神经元数量、轴突

长度、突触形成及小胶质细胞M1型比例。采用尼氏染色

法测定脊髓前角运动神经元的数量。具体步骤为：对脊

髓组织进行固定、脱水、石蜡包埋后，切成5 μm厚切片。

切片经甲紫染色、乙醇分化后，于显微镜下观察，并采

用图像分析软件对脊髓前角运动神经元进行计数。采用

免疫组化技术检测pNF和突触素的表达，以评估轴突长

度及突触形成比例。脊髓切片经过抗原修复、 3%

H2O2封闭后，滴加pNF或突触素一抗，4 ℃孵育过夜。次

日，滴加二抗，DAB显色，苏木精复染后，观察和评估轴突

长度及突触形成比例。采用免疫多重荧光染色法检测

M1型小胶质细胞的数量。切片进行抗原修复，用5%山羊

血清封闭，加入针对M1型标志物（iNOS）的一抗，4 ℃孵

育过夜。次日，用荧光标记的二抗孵育，DAPI复染细

胞核后封片，通过荧光显微镜观察并计数M1型小胶质

细胞。

 1.3.5    实时荧光定量PCR（qPCR）和ELISA

采用Trizol法从受损脊髓组织或PC12细胞中提取总

RNA，并用紫外分光光度计检测RNA的含量和纯度。circ_

001146和miR-1200的相对表达量检测如下：使用TaqMan

MicroRNA反转录试剂盒合成cDNA，再用SYBR Green

PCR Master Mix进行扩增。SP1 mRNA的相对表达量检

测如下：使用TaKaRa反转录试剂盒进行反转录，然后进

行扩增。qPCR的具体参数为：95 ℃预变性10 min；95 ℃

变性15 s，60 ℃退火30 s，70 ℃延伸30 s，共循环40次。

circRNA、miRNA和mRNA的相对表达量采用2－ΔΔCt法计

算，U6和GAPDH分别作为circRNA/miRNA和mRNA的内

参。引物设计如下 ： c i r c _ 0 0 1 1 4 6 2的前向引物为

A G C A T C C T A G C A G C C T T C T C C ，反向引物为

AGGGTTGAACTCCTCGTGGTAG；miR-1200的茎环引

物为GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA

CTGGATACGACGAGGCT，前向引物为CCCCTCCTGAGCC

A T T C T G，通用下游引物为A G T G C A G G G T C C G A

GGTATT；SP1的前向引物为GGACCTCCCATAGGCAC

TCT，反向引物为ACACCGTCATCCCATACTTCA；

GAPDH的前向引物为TGAACGGGAAGCTCACTGG，反

向引物为TCCACCACCCTGTTGCTGTA；U6的前向引物

为CTCGCTTCGGCAGCACA，反向引物为AACGCTT

CACGAATTTGCGT。ELISA用于检测各组外周血中不

同时间点的炎症因子（IL-1β、IL-6、TNF-α）水平。于术后

28 d采集大鼠外周血样本，通过离心获得血清并保存。

将标准品和样本依次进行加样、捕获抗体孵育、洗涤、

酶标抗体孵育、底物显色及终止等步骤，最后于450 nm

波长下测定吸光度，并根据标准曲线计算炎症因子的

浓度。

 1.3.6    细胞模型构建与转染

PC12细胞在含10%胎牛血清的DMEM培养基培养

（37 ℃，体积分数为5%CO2）。为构建细胞损伤模型，将

6孔培养板中的PC12细胞密度调整为1×105个细胞/孔，培

养3 d后，使用含150 μmol/L H2O2的无血清培养液替换原

来的培养液，继续培养1 d以备后续研究。随后，按感染

复数（MOI）值计算所需的慢病毒原液加入量，每孔加入

2 μL 1×10⁸ TU/mL病毒原液进行转染，将细胞置于培养箱

中继续培养12～16 h后，更换为完全培养基并加入2 μg/mL

嘌呤霉素筛选稳定转染的细胞株，随后继续培养以备后

续实验。细胞分组具体如下，①circ_0011462敲低+miR-

1200干预：sh-NC、sh-circ_0011462、sh-circ_0011462+

inhibitor-NC、sh-circ_0011462+miR-1200 inhibitor；

②circ_0011462敲低+SP1救援：sh-NC、sh-circ_0011462、

sh-circ_0011462+Vector、sh-circ_0011462+SP1；③miR-

1200过表达+SP1救援：mimic-NC、miR-1200 mimic、miR-

1200 mimic+Vector、miR-1200 mimic+SP1。

 1.3.7    Western blot分析

在完成相应处理/转染后48 h，收集受损的PC12

细胞裂解物，使用RIPA裂解液和蛋白酶抑制剂提取

总蛋白质，BCA法测定蛋白浓度。每孔加入30 μg蛋白质

样本进行10% SDS-PAGE电泳，随后在100 V电压下转移

到PVDF膜上（约2 h）。转膜后，用5%脱脂牛奶在室温下

封闭1 h，再与一抗（SP1 1∶800，caspase3和Bcl-2 1∶500，

内参GAPDH 1∶3 000）结合，在4 ℃下孵育过夜。次日，

用TBST清洗PVDF膜3次，在室温下与IgG二抗（1∶1 000）

孵育2 h。最后，使用ECL染色并进行凝胶图像分析。

 1.3.8    流式细胞术

于病毒转染48 h 后，收集PC12细胞，并与300 μL

1×Binding buffer缓冲液混合，加入5 μL Annexin V-

FITC和PI。在室温暗室中静置15 min后，用流式细胞仪

检测细胞凋亡率。

 1.3.9    双萤光素酶报告基因检测

为验证circ_0011462与miR-1200以及miR-1200与

SP1之间的相互作用，将包含circ_0011462和SP1 3'UTR中

miR-1200结合位点的野生型和突变型序列片段分别克隆

至pGL3报告基因载体中。随后将这些载体与miR-1200

模拟物或阴性对照（NC）共转染入PC12细胞。转染48 h

后，使用双萤光素酶检测系统测定萤火虫萤光素酶和海
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肾萤光素酶的活性，以海肾萤光素酶作为内参标准化相

对荧光素酶活性。

 1.4    统计学方法

x̄± s

circRNA和miRNA的表达差异分析均通过R（版本

4.2.1）语言中的limma包（版本3.56.2）完成，筛选标准设定

为对数2倍变化的绝对值≥2且校正后P<0.05。其结果可

视化通过ggplot2包生成火山图与热图。所有实验均重复

3次，统计数据分析和实验图形绘制使用GraphPad Prism

软件（版本7）。计数结果以 表示。对于多组多时间

点变量（如BBB评分和分子水平检测），采用重复测量方

差分析（Repeated Measures ANOVA）评估时间与组别的

交互效应；在单一时间点的数据分析中采用单因素方差

分析（One-way ANOVA），若存在显著差异，进一步使用

LSD-t检验进行组间两两比较。若数据不符合正态分布

或方差齐性，将采用Kruskal–Wallis H非参数秩和检验进

行分析。所有统计检验均为双侧检验，P<0.05为差异有

统计学意义。

 2     结果

 2.1    生物信息学分析结果

通过对GSE114426数据集（Sham组和SCI组各3例）的

分析，本研究发现circ_0011462在SCI组与Sham组间的表

达差异显著，因此将其确定为研究目标。进一步，通过将

circ_0011462的预测靶向miRNA与GSE19890数据集

（Sham组和SCI组各5例）中的差异miRNA取交集，筛选出

miR-1200作为其潜在的下游靶点，见网络资源附件。

 2.2    运动功能评价

在术后早期（0、7、14 d），各组BBB评分差异无统计

学意义（P>0.05）。随着恢复时间延长，sh-circ_0011462组

在术后21 d与28 d的BBB评分（7.00±1.20；10.00±2.21）高于

同期的SCI组（4.00±0.60；5.00±0.70）与过表达SP1组

（5.00±0.60；6.00±0.80）（P<0.05，图1A）。术后28 d的进一

步分析显示，sh-circ_0011462组的Gridwalk评分更低

（0.9±0.1），而TFL值更高〔（3.4±0.1） s〕，与SCI组〔2.3±0.2；

（2.6±0.4） s〕和过表达SP1组〔2.1±0.3；（2.7±0.3） s〕相比，差

异均有统计学意义（P<0.05，图1B、1C）。

 2.3    脊髓组织中circ_0011462、miR-1200及SP1 mRNA和

蛋白的表达情况

qPCR结果显示，术后0、7 d时，各组间circ_0011462、

miR-1200和SP1 mRNA相对水平无明显差异（P>0.05）。

在术后14、21、28 d时，与SCI组和过表达SP1组相比，敲低

circ_0011462能降低脊髓组织中circ_0011462 （图2A）与

SP1 mRNA水平（图2C），同时上调miR-1200 mRNA水平

（图2B）（P<0.05）。该趋势在蛋白水平得到证实，术后28 d

时，敲低circ_0011462组的SP1蛋白表达量低于SCI组及过

表达SP1组（图2D）（P<0.05）。

 2.4    SP1过表达逆转敲低circ_0011462对SCI大鼠炎性反

应与神经再生的影响

为验证SP1在circ_0011462功能中的下游作用，本研

究检测了相关指标。术后28 d，敲低circ_0011462显著降

低了SCI引发的炎症因子（IL-1β、IL-6、TNF-α）升高，但此

效应在过表达SP1组中被逆转（图3）。同样，在神经再生

方面（图4A～4C），Sham组各项指标最佳，敲低circ_

0011462组的轴突长度、突触比例和运动神经元数量均优

于SCI组和过表达SP1组（P<0.05）。此外，敲低circ_

0011462显著抑制了M1型小胶质细胞活化（以iNOS标

记），而SP1过表达则逆转了该抑制效果（图4D）。

 2.5    miR-1200抑制或SP1过表达逆转敲低circ_0011462

对PC12细胞凋亡和神经元轴突生长的影响

qPCR证实转染sh-circ_0011462可有效降低受损
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图 1  敲低circ_0011462治疗SCI大鼠后感觉和运动功能变化

Fig 1  Changes in sensory and motor functions after circ_0011462 knockdown in SCI model rats

Sham: sham-operated group; SCI: spinal cord injury group; sh-circ_0011462: circ_0011462 knockdown group: NC: circ_0011462 knockdown + empty plasmid

control group; overexpression-SP1: circ_0011462 knockdown + SP1 overexpression group; BBB: Basso, Beattie, and Bresnahan locomotor rating scale. A, Comparison of

BBB scores among the five groups; B, comparison of grid walk test results among the five groups; C, comparison of tail-flick latency among the five groups. * P < 0.05, vs.

sham group; # P < 0.05, vs. sh-circ_0011462 group. n = 5.
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PC12细胞中circ_0011462的表达（P<0.05）。流式细胞术

检测显示，H2O2处理组和NC组PC12细胞的凋亡率高于对

照组（P<0.05）。而在sh-circ_0011462组中，凋亡率明显降

低（P<0.05），提示circ_0011462敲低可减弱H2O2诱导的凋

亡效应。进一步在sh-circ_0011462组中分别转染miR-1200

抑制物或SP1过表达质粒，均观察到PC12细胞凋亡率升高

（图5A，6A）。Western blot结果则显示，敲低circ_0011462

后同时抑制了SP1和caspase-3蛋白的表达，同时显著上调

了抗凋亡蛋白Bcl-2的表达（图5B，6B）。对照组细胞成梭

形或多边形，并长出较长的神经纤维，H2O2组细胞变少，

胞体变小，轴突退化；而与H2O2组相比，sh-circ_0011462组

细胞，形态较完整，且密度较高（图5C，6C）。而在sh-circ_

0011462组中转染miR-1200抑制物（图5）或SP1质粒（图6）

后，上述趋势均得以逆转。

 2.6    SP1上调逆转过表达miR-1200对受损PC12细胞凋亡

和神经元轴突生长的影响

qPCR检测结果表明在受损PC12细胞中转染miRNA-

1200模拟物，其表达水平上升（P<0.05）。流式细胞术检测

表明，miR-1200组细胞凋亡率较miR-1200-NC组下降

（P<0.05），提示miR-1200上调可抑制H2O2诱导的细胞凋亡。

此外，在miR-1200组中转染过表达SP1质粒（SP1组），

细胞凋亡率回升，高于pcDNA空载组（P<0.05）（图7A）。

Western blot结果显示，转染miR-1200模拟物后，PC12细

胞中促凋亡蛋白caspase-3表达水平降低，抗凋亡蛋白Bcl-

2表达上调，SP1蛋白表达则明显下调。而SP1组中，caspase-

3表达回升，Bcl-2表达下降，SP1蛋白恢复至较高水平

（图7B）。与miRNA-1200-NC组相比，miRNA-1200

组细胞形态较完整，且密度较高（图7C）。而在miRNA-

1200组中转染SP1质粒后，上述趋势得以逆转（图7C）。

 2.7    circ_0011462/miR-1200/SP1靶向调控关系的验证

通过CSCD数据库预测发现，circ_0011462与miR-
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图 2  敲低circ_0011462后脊髓组织mRNA变化

Fig 2  Changes in spinal cord mRNA expression after circ_0011462 knockdown

The abbreviations are explained in the note to Fig 1. A, Relative expression levels of circ_0011462 in the five groups; B, relative expression levels of miR-1200 in the

five groups; C and D, relative mRNA (C) and protein (D) levels of SP1 in the five groups. ** P < 0.01, vs. sham group; ## P < 0.01, vs. circ_0011462 knockdown group. n = 5.
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图 3  SP1上调敲除circ_0011462对SCI大鼠炎性因子影响

Fig 3  Effects of SP1 upregulation on inflammation factor after
circ_0011462 knockdown in SCI rats

IL: interleukin; TNF-α: tumor necrosis factor α; The abbreviations are

explained in the note to Fig 1. ** P< 0.01, vs. sham group; ##P< 0.01, vs.

circ_0011462 knockdown group. n = 5.
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1200存在潜在的结合位点（图8A）。同时，TargetScan数

据库预测表明，m i R N A - 1 2 0 0和 S P 1具有结合位点

（图8B）。 为验证上述预测，本研究分别构建了包含野

生型（wt）和突变型（mut）结合位点的荧光素酶报告

载体。结果显示，与miR-NC+circ_0011462-wt组比

较（1.02±0.11）， miR-1200 mimics+circ_0011462-wt组
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图 4  SP1上调敲低circ_0011462对SCI大鼠炎性反应和神经再生的影响

Fig 4  Effects of SP1 upregulation on inflammation and nerve regeneration after circ_0011462 knockdown in SCI model rats

The abbreviations are explained in the note to Fig 1. A,immunohistochemical staining of phosphorylated neurofilament (pNF) in the 5 groups; B,

immunohistochemical staining of synaptophysin in the 5 groups; C, Nissl staining of spinal cord tissue in the 5 groups; D, immunofluorescence staining of iNOS in spinal

cord tissue (inverted fluorescence microscopy, original magnification × 200). Scale bars: 100 μm in panels 4A-4B and 20 μm in panel 4C.
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（0.22±0.01）荧光素酶活性降低（P<0.05），这表明miR-

1200能够直接结合circ_0011462。而miR-NC+circ_0011462-

mut组（1.01±0.11）与 miR-1200 mimics+circ_0011462-

mut组（0.99±0.10）荧光素酶活性差异无统计学意义

（P>0.05，图7C），进一步证明了该结合位点的特异性。此

外，双萤光素酶检测结果还显示，miR-1200降低了野生型

SP1结合位点的荧光素酶活性（1.09±0.18 vs. 0.34±0.08）

（P<0.05），但不影响突变型（0.91±0.13 vs. 0.97±0.13）

（P>0.05，图8D），这表明miR-1200可以通过结合SP1的

3'UTR调控其表达。
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图 5  circ_0011462/miR-1200对受损PC12细胞凋亡和神经元轴突生长的影响

Fig 5  Effects of circ_0011462/miR-1200 on apoptosis and axonal growth in injured PC12 cells

A, Comparison of apoptosis rates among the groups; B, Western blot analysis of SP1, Bcl-2, and caspase-3 protein expression levels in each group; C, phase-contrast

microscopy of PC12 cells (× 200); a: control; b: H2O2; c: NC; d: sh-circ_0011462; e: sh-circ_0011462 + inhibitor NC; f: miRNA-1200 inhibitor. * P < 0.05, ** P < 0.05, *** P <

0.05. n = 5.
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图 6  circ_0011462/SP1对受损PC12细胞凋亡和神经元轴突生长的影响

Fig 6  Effects of circ_0011462/SP1 on apoptosis and axonal growth in injured PC12 cells

OE: overexpression. A, Comparison of apoptosis rates among the groups; B, Western blot analysis of SP1, Bcl-2, and Caspase-3 protein expression levels in each

group; C, phase-contrast microscopy of PC12 cells (× 200); a: control; b: H2O2; c: NC; d: sh-circ_0011462; e: sh-circ_0011462 + NC-SP1; f: sh-circ_0011462 + OE-SP1. ** P <

0.05. n = 5.
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图 7  miR-1200/SP1对受损PC12细胞凋亡和神经元轴突生长的影响

Fig 7  Effects of miR-1200/SP1 on apoptosis and axonal growth in injured PC12 cells

A, Comparison of apoptosis rates among the groups; B, Western blot analysis of SP1, Bcl-2, and caspase-3 protein expression levels in each group; C, phase-contrast

microscopy of PC12 cells (× 200). * P < 0.05. n = 5.
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A, Predicted binding sites between circ_0011462 and miR-1200; B, predicted binding sites between miR-1200 and SP1; C, dual-luciferase reporter assay verifying the

interaction between circ_0011462 and miR-1200; D, dual-luciferase reporter assay verifying the interaction between miR-1200 and SP1. * P < 0.05. n = 5.
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3     讨论

本研究通过体内和体外实验发现，敲低circ_001146

能够通过上调miR-1200来抑制其下游靶基因SP1的表达，

这一过程在改善SCI中的炎症反应、抑制神经细胞凋亡，

并促进神经再生方面发挥了显著作用。SCI严重制约患

者身心健康，而传统的治疗方法在临床上疗效有限。因

此，科学家们一直致力于深入理解其复杂的发病机制，以

寻找新的治疗策略和靶点。非编码RNA，曾被误认为是

无用的“噪音”RNA，但随着对其作用机理的深入研究，越

来越多的研究揭示了其在包括SCI在内的许多疾病中的

重要作用[18-19]。circRNA作为非编码RNA家族的重要成

员，其在脊髓损伤中的具体作用机制仍处于初级阶段。

例如，WANG等[20]发现circGTF2H2C可通过竞争性结合

miR-1 323上调PTPN11表达，从而调控NLRP3的去磷酸化

水平，促进脊髓损伤后的炎症反应，提示circGTF2H2C 在

SCI相关慢性炎症中可能具有潜在的致病作用。而GUO

等[21]研究发现circ_0013613通过miR-370-3p/caspase1轴改

善了SCI动物模型的功能。本研究在上述研究的基础上

取得了进展，发现敲低circ_001146的表达不仅可以显著

改善SCI大鼠模型的炎症反应，而且还能促进神经元的生

长，这一发现通过进一步的体外实验得到了验证。本研

究结果不仅为深入理解SCI的病理机制，尤其是circRNA

在其中的作用，提供了新的理论依据，也为开发新的治疗

策略提供了潜在的靶点。

circRNA通常通过 “海绵吸附”调控下游miRNA来发

挥其生物学功能。本研究运用生物信息学方法预测出

miR-1200可能是circ_001146的目标基因。后续的实验证

实了这一预测，揭示了circ_001146对miR-1200的抑制作

用，并进一步阐明了miR-1200在SCI中的作用。目前，已

有一些研究探讨了circRNA通过调控miR-1200在多种肿

瘤中的作用和机制。例如，YANG等[22]发现circFLNA可以

通过调控miR-1200表达下调，进而促进胃癌细胞的恶性

生物学行为。 而FENG等[23]发现circZNF609通过吸附

miR-1200而减轻了对靶标CDC25B表达的抑制作用，进而

促进膀胱癌的进展和降低其对顺铂的敏感性。然而，

miR-1200在SCI中的作用仍鲜有研究。本研究发现，过表

达miR-1200能有效改善SCI中的炎症反应、抑制神经细胞

凋亡，并促进神经再生，而这一过程受到circ_001146的调

控抑制。进一步发现，过表达SP1可以逆转沉默circ_

00114和上调miR-1200对SCI的调控作用。SP1作为miR-

1200的靶基因，在肿瘤、心脏病和精神疾病中的作用已有

广泛报道[24-26]。此外，SP1在SCI研究中也展现出了一定的

潜力。例如，沉默SP1可以减轻缺血/再灌注引起的脊髓

神经炎症和细胞凋亡，并改善Tarlov评分[16]。而一项体外

研究则指出，沉默SP1能增强PC12细胞的活性[17]。SP1的

沉默还能抑制脂多糖所导致脊髓组织中的星形胶质细胞

的增殖和迁移[27]。然而，本研究首次揭示了SP1在circRNA

介导的SCI机制中的参与，不仅揭示了SP1对神经元轴突

生长和炎症反应的调节作用，还揭示了其对M1型小胶质

细胞极化的影响。这些多维度的发现不仅增强了本研究

的可信度和重要性，还为SCI治疗提供了更多的靶细胞和

靶基因。本研究发现在SCI的复杂病理过程中，circ_

001146/miR-1200/SP1轴扮演着关键角色。具体来说，敲

低circ_001146后能够减少其对miR-1200的吸附，从而上

调了miR-1200的表达，导致SP1表达的下调。而SP1的下

调减弱了M1型小胶质细胞的极化，降低了炎症介质的产

生，减少了神经细胞的损伤，并促进了受损神经纤维的修

复和再生。关于SP1的下游通路，已有深入的研究。例

如，卢敏等[28]发现SP1在激素型股骨头中通过抑制MEK/

ER通路发挥其独特作用。同时，其他研究揭示SP1通过

Wnt/β-catenin信号通路在股骨头坏死中起关键作用[29]。

在神经系统中，有研究显示SP1通过HDAC2催化的组蛋

白去乙酰化抑制PGC-1α在慢性压迫性神经损伤诱导的

神经痛中发挥作用[30]。但circ_001146/miR-1200/SP1轴在

SCI的下游通路仍有待进一步探究。

总的来说，本研究通过生物信息学方法和体内外实

验，首次清晰地阐释了circ_001146/miR-1200/SP1信号通

路在SCI中的功能机制。这一发现不仅增进了研究者对

SCI复杂病理过程的理解，而且为开发新的治疗方法提供

了科学依据。此外，鉴于circ_001146/miR-1200/SP1轴在

调节神经炎症和促进神经再生方面的潜力，本研究为

SCI治疗策略的创新提供了初步的理论支持。为了深化

这一发现的临床应用价值，未来的研究将专注于进一步

揭示该信号通路的下游因子和相关分子机制。具体计划

包括：（1） 对临床样本进行基因表达分析，以验证研究结

果在人类SCI中的适用性；（2） 通过系统性药物筛选，探索

针对circ_001146/miR-1200/SP1轴的潜在治疗药物；

（3） 进行功能性实验以评估这些候选药物在改善SCI症

状方面的效果。这些后续研究不仅有助于深入理解

SCI的病理机制，而且可能为开发新的治疗方法提供实证

基础。

* * *
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