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【摘要】 目的 探讨抑郁样行为小鼠体内中 circRIMS2 变化及 circRIMS2 对糖氧剥夺（OGD）诱导

HT22 细胞凋亡的影响。方法 （1）将 45 只 C57BL/6 雌性小鼠随机分为对照组、模型组与氟西汀组，每

组 15 只。通过慢性束缚应激（CRS）对模型组和氟西汀组小鼠构建抑郁样行为模型，对氟西汀组小鼠

给予 10 mg/kg 的氟西汀治疗。采用糖水偏好测试、悬尾测试、强迫游泳测试和开野测试评估小鼠抑郁

样行为。评估后取小鼠血清和大脑海马组织，采用逆转录实时定量聚合酶链式反应（RT-qPCR）检测环

状 RNA、miR-186 及 BDNF mRNA 的表达水平。采用 Western blot 法检测小鼠海马组织中 BDNF 蛋白表

达情况。（2）在 HT22 细胞中分别加入慢病毒载体 pLO-circCon、pLO-circRIMS2 转染试剂后，取一部分

HT22 细胞进行 OGD 处理以构建体外凋亡模型。根据进行过的细胞转染和 OGD 操作，将 HT22 细胞分为

Control+pLO-circCon 组、Control+pLO-circRIMS2 组、OGD+pLO-circCon 组和 OGD+pLO-circRIMS2 组。采

用 RT-qPCR 检测 4 组细胞中 circRIMS2、miR-186 及 BDNF mRNA 的表达水平，通过流式细胞术检测并计

算 4 组细胞凋亡率。采用 Western blot 法检测细胞中 BDNF 蛋白表达情况。结果 （1）与对照组相比，模

型组小鼠糖水偏好率低，悬尾与强迫游泳不动时间长，开野测试得分低，血清中 circTRAM2、circTNIK

与 circTFRC 表达水平高，circDOCK4、circRIMS2，circSTAG1 表达水平低，差异均有统计学意义（均 P ＜ 

0.01）。与模型组相比，氟西汀组小鼠糖水偏好率高，悬尾与强迫游泳不动时间短，开野测试得分高，

血清中 circRIMS2 表达水平高，差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.01）。（2）与 Control+pLO-circCon 组相比，

Control+pLO-circRIMS2 组细胞中 circRIMS2、BDNF mRNA 表达水平高，miR-186 表达水平和细胞凋亡

率低，差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.01）。与 OGD+pLO-circCon 组相比，OGD+pLO-circRIMS2 组细胞中

circRIMS2、BDNF mRNA 表达水平高，miR-186 表达水平和细胞凋亡率低，差异均有统计学意义（均 P ＜ 

0.01）。结论 circRIMS2 基因与小鼠抑郁样行为存在关联，抑郁样行为小鼠血清中 circRIMS2 表达降低，

氟西汀治疗能提高 circRIMS2 表达。慢病毒质粒提高细胞中 circRIMS2 基因表达，能通过 miR-186/BDNF

信号减轻 OGD 诱发的神经元凋亡。
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【Abstract】 Objective To explore the changes of circRIMS2 in mice with depression like behavior 
and the influence of circRIMS2 on oxygen-glucose deprivation （OGD） induced apoptosis of HT22 cells.  
Methods （1） Forty-five C57BL/6 female mice were randomly divided into the control group， model group， 
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全球约 3.4 亿人罹患抑郁症［1］。抑郁症的发

病机制复杂，涉及遗传、生物化学、免疫、神经内分

泌、电生理、神经结构、心理社会因素和表观遗传调

控等因素［2］。环状 RNA 是一类非编码 RNA，已有

证据表明，环状 RNA 参与多种疾病进展，包括抑郁

症、癌症、心血管疾病［3-5］。转录组学分析显示，环

状 RNA 在抑郁患者和抑郁样行为模型动物外周血

中异常表达［2］，其在抑郁症发病机制中的作用备受 

关注。

目前，环状 RNA 调控的 DNA 甲基化、组蛋白修

饰和染色质重塑等表观遗传调控机制与抑郁症相

关［6-7］。与 mRNA 不同，环状 RNA 是一个没有 5'-cap

结构和 3'-poly-A尾的共价闭合环［8］。研究表明，抑

郁样行为模型体内存在多种异常表达的环状RNA，

包括circHIPK2、circKALRN、circTRAM2、circTNIK、

circTFRC、circDOCK4、circRIMS2和circSTAG1等［9-10］。

然而，目前仍不明确哪些环状 RNA 在抑郁症的发生

与缓解过程中存在抑郁调控作用，其发挥调控作用

的机制有待进一步研究。

本 研 究 采 用 慢 性 束 缚 应 激（chronic restraint 

stress， CRS）构建抑郁样行为模型，通过氟西汀治

疗，探索不同环状 RNA 在抑郁样行为模型小鼠血清

中的含量变化。此外，本研究采用体外细胞模型，

通过慢病毒质粒诱导环状 RNA 过表达，探讨其对细

胞凋亡影响的作用机制。以期为环状 RNA 作为改

善抑郁样症状的治疗靶点提供基础研究支持。

一、材料与方法

1. 实验材料与仪器：盐酸氟西汀（礼来苏州制药

有限公司）；Trizol 试剂盒（美国 Invitrogen 公司）；逆转

录试剂盒（日本 Takara 公司）；LipofectamineTM 3000 转

染试剂（美国 Life Technologies 公司）；蛋白裂解液（上

海碧云天）；抗鼠 BDNF 抗体（武汉 proteintech 公司）；

抗 鼠 β-actin 抗 体（武 汉 proteintech 公 司）；HT22 细

胞（大连美仑生物技术有限公司）；DMEM 无糖 / 高糖

培养基（美国 Gibco 公司）；RT-qPCR 引物（南京金斯

瑞生物科技公司）；悬尾测试装置、强迫游泳测试装

置、开野测试装置（江苏赛昂斯生物科技有限公司）；

PCR 仪（美国 Bio-Rad 公司）；SDS-PAGE 电泳仪（美国

and fluoxetine group， with 15 mice in each group. A depression like behavior model was constructed in both 
the model group and fluoxetine group mice through chronic restraint stress （CRS）， and fluoxetine group mice 
were treated with 10 mg/kg of fluoxetine. Depression like behavior in mice was evaluated using the sucrose 
preference test， tail suspension test， forced swimming test， and open field test. After evaluation， mouse serum 
and hippocampal tissue were collected， and the expression of circular RNA， miR-186， and BDNF mRNA 
were detected using reverse transcription real-time quantitative polymerase chain reaction （RT-qPCR）. Western 
blot was used to detect the expression of BDNF protein in mice hippocampus. （2） After adding lentiviral vectors 
pLO-circCon and pLO-circRIMS2 transfection reagents to HT22 cells， a portion of HT22 cells were subjected 
to OGD treatment to construct an in vitro apoptosis model. Based on the cell transfection and OGD procedures， 
HT22 cells were divided into Control+pLO-circCon group， Control+pLO-circRIMS2 group， OGD+pLO-circCon 
group， and OGD+pLO-circRIMS2 group. RT-qPCR was used to detect the expression of circRIMS2， miR-186， 
and BDNF mRNA in four groups of cells， and flow cytometry was used to detect and calculate the apoptosis 
rate of the four groups of cells. Results （1） Compared with the control group， the model group mice had a 
lower preference for sucrose， longer tail suspension and forced immobility time， lower open field test scores， 
higher expression levels of circTRAM2， circTNIK， and circTFRC in serum， and lower expression levels of 
circDOCK4， circRIMS2， and circSTAG1， and the differences were statistically significant （all P ＜ 0.01）. 
Compared with the model group， the fluoxetine group mice had a higher preference for sucrose， shorter tail 
suspension and forced swimming immobility time， higher open field test scores， and higher level of circRIMS2 
expression in serum， with statistical differences （all P ＜ 0.01）. （2） Compared with the Control+pLO-circCon 
group， the Control+pLO-circRIMS2 group had higher levels of circRIMS2 and BDNF mRNA expression， lower 
level of miR-186 expression， and lower cell apoptosis rate， with statistically significant differences （all P ＜ 
0.01）. Compared with the OGD+pLO-circCon group， the OGD+pLO-circRIMS2 group had higher levels of 
circRIMS2 and BDNF mRNA expression， lower level of miR-186 expression， and lower cell apoptosis rate， 
with statistically significant differences （all P ＜ 0.01）. Conclusions The circRIMS2 gene is associated 
with depression like behavior in mice. The expression of circRIMS2 in the serum of mice with depression like 
behavior is reduced， and fluoxetine can increase the expression of circRIMS2. The lentiviral plasmid enhances 
the expression of circRIMS2 gene in cells and can alleviate OGD induced neuronal apoptosis through miR-186/
BDNF signaling. 

【Key words】 Depressive dissorder； Chronic restraint stress； Fluoxetine； RNA， circular；  
Oxygenglucose deprivation
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Bio-Rad 公司）；化学发光成像仪（上海天能科技有限

公司）。

2. 实验小鼠来源与分组：选择 45 只 C57BL/6 品

系小鼠，因雄性 C57BL/6 小鼠好斗，易出现互相咬

伤的情况，故选择性格较温和的 SPF 级雌性小鼠进

行研究。入组小鼠饲养于新疆医科大学动物实验中

心，饲养环境为 SPF 级动物房，环境温度 23～25℃，

湿度 45%～75%。所有小鼠适应性喂养 1 周后，随

机分为对照组、模型组与氟西汀组，每组 15 只。本

研究已经乌鲁木齐市第四人民医院伦理委员会审核

批准（伦理批号：20220506128）。

3. 束缚行为造模与氟西汀治疗［11-12］：模型组与

氟西汀组小鼠分组后即给予 CRS。两组小鼠束缚

期间，对照组小鼠禁食禁水。造模方式是将小鼠束

缚在圆柱形容器内，每天束缚 10 h（22∶00—次日 

8∶00），持续观察动物行为状态。束缚器由 50 ml 离

心管改造，离心管顶部和周身打有多个通气孔，保

证小鼠呼吸。束缚完成后，氟西汀组小鼠灌胃给

药氟西汀溶液，其他两组小鼠灌胃生理盐水。连续

束缚和给药 21 d 后，开展行为学检测，行为学检测

期间，维持束缚刺激和给药。氟西汀给药剂量为 

10 mg/kg，其他两组给予等剂量的生理盐水。模型

构建流程见图 1。

4. 行为学检测［13］：行为学检测过程中，首先开

展糖水偏好测试。小鼠恢复 1 d 后，开展悬尾测试，

再进行强迫游泳测试，最后进行开野测试，每项测

试间隔时间≥ 1 h。（1）糖水偏好测试：提前 24 h，分

别给每只小鼠一瓶纯净水和一瓶 1% 蔗糖水适应。

将小鼠禁食、禁水 12 h，单独饲养在安静环境中。

分别给予每只小鼠一瓶纯净水和一瓶 1% 蔗糖水，

小鼠随意饮用 12 h。记录小鼠饮用前后纯净水与蔗

糖水重量的差值，并计算小鼠的糖水偏好率。糖水

偏好率（%）=蔗糖水重量差值/（纯净水重量差值+蔗

糖水重量差值）×100%。（2）悬尾测试：安静环境下，

用胶带将小鼠悬挂在高于地面约50 cm的铁架台上，

侧向摄像机拍摄小鼠。先让小鼠适应2 min，再记录

小鼠接下来 4 min 内悬挂时保持不动姿势的时间，

测试持续 6 min。（3）强迫游泳测试：安静环境下，

将小鼠投入高 60 cm，直径 30 cm，水深 25 cm，水温

23～25℃的水池中，用顶部摄像机拍摄小鼠。先让

小鼠适应2 min，再记录小鼠接下来4 min内在水中保

持同一位点的时间，测试持续 6 min。（4）开野测试：

安静环境下，将小鼠放入边长30 cm的正方体装置中，

底部通过电脑软件分为25个小正方形，用顶部摄像

机拍摄小鼠。先让小鼠提前适应10 min，再记录小鼠

接下来5 min内在旷场中穿越小正方形的次数。

5. 细胞转染与糖氧剥夺（oxygen glucose deprivation，

OGD）操作：（1）细胞转染。根据LipofectamineTM 3000

转染试剂盒说明书，取生长状态良好，处于对数生

长期的 HT22 细胞，0.25% 胰酶消化后，加入完全培

养基调整细胞浓度至 1×105/ml，加入 6 孔板中培

养。待细胞生长至 50% 融合时，分别加入慢病毒载

体 pLO-circCon、pLO-circRIMS2 转 染 试 剂，继 续 培

养 72 h。通过 RT-qPCR 验证 circRIMS2 过表达情况。 

（2）OGD 处理。取转染 circRIMS2 的 HT22 细胞与正

常 HT22 细胞给予 OGD 处理，将 HT22 细胞接种于

96 孔微孔板中，弃去原培养基，PBS 洗涤 3 次，用

DMEM 无糖培养基替代原培养基，将细胞放置在预

设的厌氧培养箱（1%O2，94%N2，5%CO2）中培养。稳

定培养 3 h 后，重新用完全培养基替代 DMEM 无糖

培养基，于常规条件下继续培养 24 h。非 OGD 处理

的 HT22 细胞整个培养周期都处于 5% CO2 混合 95%

空气条件下，使用 DMEM 高糖培养基培养。通过细

胞转染和 OGD 操作将 HT22 细胞分为 Control+pLO-
circCon 组、Control+pLO-circRIMS2 组、OGD+pLO-
circCon 组和 OGD+pLO-circRIMS2 组。

6. 逆转录实时定量聚合酶链式反应（reverse 

transcription quantitative PCR， RT-qPCR）实验：行为

学测试结束后，每组随机取 6 只小鼠，脱颈椎处死，

心脏采血收集小鼠血液，离心获得血清作为检测样

本，取大脑中海马组织作为检测样本。细胞模型中，

转染 circRISM2 的细胞与正常 HT22 细胞经历 OGD

模型构建 24 h 后，经胰酶消化后收集，作为检测样

本。通过 Trizol 试剂提取各检测样本中总 RNA，根

图1 抑郁样行为小鼠模型的构建流程图
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据逆转录试剂盒流程将总 RNA 逆转录为环状 DNA。

将获得的环状 DNA 与试剂盒中试剂、正向引物和反

向引物混合，微型离心机上混匀后，在 RT-qPCR 仪

上扩增，扩增程序：95℃ 10 min 预变性，95℃ 15 s 变

性，58℃ 25 s 退火，72℃ 35 s 延伸。实验中使用的

引物由南京金斯瑞生物技术公司设计合成，引物序

列见表1。根据RT-qPCR扩增曲线获取对应CT值（阈

值循环数），以甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶（GAPDH）为内

参，通过 2- △△ Ct 方法计算环状 RNA 与 mRNA 的相对

表达量。

7. Western blot 法检测 BDNF 蛋白表达：行为学

测试结束后，每组随机取 6 只小鼠，脱颈椎处死，取

大脑中海马组织作为检测样本。细胞模型中，转染

circRISM2 的细胞与正常 HT22 细胞经历 OGD 模型

构建 24 h 后，经胰酶消化后收集，作为检测样本。

使用蛋白裂解液分别提取各个检测样本中蛋白，经

BCA 检测蛋白浓度，沸水浴灭活蛋白，与上样缓冲

液混合、上样。采用 SDS-PAGE 凝胶电泳，通过湿

法将凝胶上蛋白转移至蛋白膜上，加入抗鼠 BDNF

抗体稀释液（1∶1 000）或抗鼠 β-actin 抗体稀释液

（1∶1 000），4 ℃孵育过夜。次日，洗去蛋白膜表面

多余抗体，使用 HRP 偶联 IgG（H+L）抗体（1∶2 000），

室温孵育 30 min。洗去蛋白膜表面多余抗体，膜表

面滴加超敏发光液，经化学发光成像仪显影获得对

应蛋白条带。通过BDNF与β-actin条带灰度值比较，

获得各组 BDNF 蛋白相对表达值。

8. 流式细胞术检测细胞凋亡：OGD操作完成

后，待 4 组HT22 细胞消化后在各个细胞孔中加入

Annexin V/PI试剂，室温孵育2 min，流式细胞仪上机。

检测FITC与PE通道下各个细胞分布，以FITC+/PE+

细胞百分比作为细胞凋亡率。

9. 统计学方法：采用 SPSS 22.0 软件进行统计

分析，Graphpad prism 7.0 软件进行图表制作。采用

Shapiro-Wilktest 法对计量资料进行正态性检验，所

有计量资料符合正态分布，用均数 ± 标准差（x±s）
表示，组间比较采用单因素方差分析，组间两两比

较使用 LSD 法检验。双侧检验，P ＜ 0.05 为差异有

统计学意义。

二、结果

1. 抑郁样行为模型构建与氟西汀治疗对小鼠行

为学的影响：观察期内，各组小鼠饮食、摄水、外观

形态等一切正常，模型组小鼠体重部分降低，但未

超过 10%。3 组小鼠的糖水偏好率、悬尾测试不动

时间、强迫游泳不动时间、开野测试得分比较，差异

均有统计学意义（均 P ＜ 0.001）。与对照组相比，模

型组小鼠糖水偏好率、开野测试得分低，悬尾测试

与强迫游泳不动时间长，差异均有统计学意义（均 

P ＜ 0.001）。与模型组相比，氟西汀组小鼠糖水偏

好率、开野测试得分高，悬尾与强迫游泳不动时间

短，差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.01）。见表 2。

2. 3 组小鼠血清中环状 RNA 水平比较：3 组小鼠

血清中 circHIPK2、circKALRN 水平比较，差异无统

计学意义（P ＞ 0.05）。3 组小鼠血清中 circTRAM2、

circTNIK、circTFRC、circDOCK4、circRIMS2、

circSTAG1 水平比较，差异均有统计学意义（均 P ＜ 

0.01）。 模 型 组 小 鼠 血 清 中 circTRAM2、circTNIK

与 circTFRC 的表达水平高于对照组，circDOCK4、

circRIMS2、circSTAG1 表达水平低于对照组，差异均

有统计学意义（均 P ＜ 0.05）。氟西汀组小鼠血清中

circRIMS2 表达水平高于模型组，差异有统计学意义

（P ＜ 0.05）。见表 3。

表1 各基因引物序列

基因名称 引物序列

circHIPK2 正向：CAAGACAGGGACATCGCACT；反向：AGCATCGGAATGGGCAGTAG

circKALRN 正向：GGGACATCGCACTTCTGGAT；反向：GCATCAGAGTGGGCAGTAGTT

circTRAM2 正向：TGACCTCAACTACATGGTCTACA；反向：CAAATCCGTTCACACCGACCT

circTNIK 正向：CAGGTCGTGGAAGAGCCAAT；反向：CTCTTCCCCAGCTTCACCAC

circTFRC 正向：AACTACTGCCCACTCTGATGC；反向：ATCCAGAAGTGCGATGTCCC

circDOCK4 正向：TGTGCTCAGTGGGTATGCTG；反向：CTGACAGGCGATCTGAAGCA

circRIMS2 正向：GCACTGCAGCCCCATCTATT；反向：CTGTAGGAGTCCAGGGGAGG

circSTAG1 正向：GGGACATCGCACTTCTGGAT；反向：GCATCAGAGTGGGCAGTAGTT

miR-186 正向：CCAGGACATGCCCTCCATAA；反向：AGAGTAGGGGGTCAGGATGG

BDNF 正向：CCTAGGCCATCACCCACAAG；反向：GGGGCCAATCTGAACAAGGA

GAPDH 正向：AGGTCGGTGTGAACGGATTTG；反向：TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

  注：BDNF 脑源性神经营养因子；GAPDH 甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶
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3. 3组小鼠体内mRNA与BDNF水平的比较：3 组

小鼠海马组织中 circRIMS2 表达水平、海马组织和

血清中 miR-186 与 BDNF mRNA 表达水平比较，差

异均有统计学意义（均 P ＜ 0.01）。模型组小鼠海马

组织中 circRIMS2、海马组织和血清中 BDNF mRNA

表达水平低于对照组，海马组织和血清中 miR-186

表达水平高于对照组，差异均有统计学意义（均 

P ＜ 0.001）。氟西汀组小鼠海马组织中 circRIMS2、

海马组织和血清中 BDNF mRNA 表达水平高于模型

组，海马组织和血清中 miR-186 表达水平低于模型

组，差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.01）。见表 4。

3 组 小 鼠 的 BDNF 和 β-actin 蛋 白 条 带 见 图 2。 

对照组小鼠的BDNF蛋白相对表达量为（0.88±0.12），

模型组为（0.21±0.06），氟西汀组为（0.57±0.07），3组比

较差异有统计学意义（F=62.41，P＜0.001）；对照组和

氟西汀组的 BDNF 蛋白相对表达量均高于模型组，

差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.01）。

4. OGD 对 circRIMS2 过表达 HT22 细胞中 mRNA

与 BDNF 蛋 白 的 影 响：4 组 HT22 细 胞 circRIMS2、

miR-186 与BDNF mRNA表达水平比较，差异均有统

计学意义（均 P ＜ 0.001）。Control+pLO-circRIMS2 组 

细 胞 中 circRIMS2、BDNF mRNA 表 达 水 平 高 于

Control+pLO-circCon 组，miR-186 表 达 水 平 低 于

Control+pLO-circCon 组，差异有统计学意义（P ＜ 

0.001）。OGD+pLO-circCon 组 细 胞 中 circRIMS2、

BDNF mRNA 表 达 水 平 低 于 Control+pLO-circCon

组，miR-186 表达水平高于 Control+pLO-circCon 组，

差 异 均 有 统 计 学 意 义（均 P ＜ 0.001）。OGD+pLO-
circRIMS2 组 circRIMS2、BDNF mRNA 表 达 水 平

高 于 OGD+pLO-circCon 组，miR-186 表达水平低于

OGD+pLO-circCon 组，差异均有统计学意义（均 P ＜ 

0.001）。见表 5。

4 组 HT22 细 胞 的 BDNF 和 β-actin 蛋 白 条 带

见 图 3。Control+pLO-circCon 组 BDNF 蛋 白 相 对 表

达 量 为（0.64±0.14），Control+pLO-circRIMS2 组 为

（1.39±0.22），OGD+pLO-circCon 组为（0.15±0.06），

OGD+pLO-circRIMS2组为（1.58±0.15），4组比较差异有

统计学意义（F=76.07，P ＜ 0.001）。与 Control+pLO-

表2 3 组小鼠行为学实验结果比较（x±s）

组别 只数 糖水偏好率（%） 悬尾测试不动时间（s） 强迫游泳不动时间（s） 开野测试得分（分）

对照组 15 88.72±6.07 23.83±11.16 27.50±11.97 88.92±25.54

模型组 15 49.44±8.99a 77.50±30.30a 87.58±34.80a 33.17±14.62a

氟西汀组 15 72.26±12.44b 46.50±25.30b 43.33±27.63b 72.58±25.67b

F 值 51.41 15.53 16.49 19.39

P 值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

  注：a 与对照组比较，P ＜ 0.001；b 与模型组比较，P ＜ 0.01

表3 3 组小鼠血清中环状 RNA 水平比较（x±s）

组别 只数 circHIPK2 circKALRN circTRAM2 circTNIK circTFRC circDOCK4 circRIMS2 circSTAG1

对照组 6 1.00±0.11 1.00±0.17 1.00±0.08 1.00±0.20 1.00±0.36 1.00±0.20 1.00±0.28 1.00±0.07

模型组 6 0.87±0.12 1.05±0.23 2.08±0.41a 2.26±0.64a 1.97±0.24a 0.43±0.06a 0.33±0.06a 0.69±0.08a

氟西汀组 6 0.94±0.33 1.07±0.25 1.78±0.15 2.34±0.26 2.11±0.39 0.43±0.15 0.55±0.08b 0.66±0.14

F 值 0.41 0.11 18.62 13.16 13.03 20.29 15.65 13.91

P 值 0.680 0.900 ＜ 0.001 0.002 0.002 ＜ 0.001 0.001 0.001

  注：a 与对照组比较，P ＜ 0.05；b 与模型组比较，P ＜ 0.05

表4 3 组小鼠体内 circRIMS2、miR-186 与 BDNF mRNA 水平的比较（x±s）

组别 只数
海马组织 血清

circRIMS2 miR-186 BDNF mRNA miR-186 BDNF mRNA

对照组 6 1.00±0.21 1.00±0.31 1.00±0.33 1.00±0.39 1.00±0.27

模型组 6 0.27±0.05a 2.47±0.45a 0.34±0.11a 3.09±0.56a 0.46±0.09a

氟西汀组 6 0.62±0.07b 1.38±0.26b 0.71±0.13b 1.22±0.40b 0.81±0.13b

F 值 31.82 18.84 9.46 25.09 8.69

P 值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 0.006 ＜ 0.001 0.008

  注：BDNF 脑源性神经营养因子；a 与对照组比较，P ＜ 0.01；b 与模型组比较，P ＜ 0.01
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circCon 相 比，Control+pLO-circRIMS2 组 BDNF 蛋 白

相对表达量高，OGD+pLO-circCon 组 BDNF 蛋白相

对表达量低，差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.001）。

OGD+pLO-circRIMS2 组BDNF蛋白相对表达量高于

OGD+pLO-circCon组，差异有统计学意义（P＜0.001）。

5. OGD对circRIMS2过表达的HT22细胞凋亡的

影响：4 组 HT22 细胞凋亡流式细胞检测结果见图 4。

Control+pLO-circCon组细胞凋亡率为（5.18±1.58）%，

Control+pLO-circRIMS2组为（3.94±1.38）%，OGD+pLO-
circCon 组为（27.43±6.54）%，OGD+pLO-circRIMS2

组 为（9.39±3.29）%，4 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义

（F=32.65，P ＜ 0.001）。Control+pLO-circCon 组和

OGD+pLO-circ-RIMS2 组细胞凋亡率低于OGD+pLO-
circCon组，差异有统计学意义（P ＜ 0.001）。

讨论 本研究通过 CRS 构建小鼠抑郁样行为

模型，结果显示模型组小鼠糖水偏好率减低，即小

鼠出现与临床抑郁症患者兴趣缺失类似的症状［14］。

此外，模型组小鼠悬尾不动时间与强迫游泳不动时

间增加，提示小鼠出现了与临床抑郁症患者求生欲

丧失相似的症状。同时，开野测试中小鼠评分降低，

提示小鼠空间探索欲降低。与模型组相比，氟西汀

组小鼠糖水偏好率增加，悬尾与强迫游泳不动时间

减少，开野测试评分增加，表明小鼠抑郁样行为模

型构建成功，且氟西汀给药治疗可改善小鼠抑郁样

行为。

为研究环状RNA与抑郁样行为小鼠的关系，本

研究检测了抑郁症中一些易感环状RNA含量［9-10］。

结 果 显 示，与 对 照 组 相 比，模 型 组 小 鼠 血 清 中

circTRAM2、circTNIK、circTFRC 含量高于对照组，

circDOCK4、circRIMS2、circSTAG1 含 量 低 于 对 照

组，circHIPK2 与 circKALRN 含量与对照组比较差异

无统计学意义。本研究结果与 Huang 等［10］的研究

结果存在部分差异。Huang 等［10］的研究结果显示，

circSTAG1、circDOCK4、circKALRN 与 circDOCK2 基

因在慢性应激诱发的抑郁样模型小鼠中表达明显降

低。一方面可能与慢性应激中情绪因素诱发 N6- 甲

基腺嘌呤（N6-methyladenosine）在细胞核中表达降低

相关，另一方面也可能与 Huang［10］等在研究中使用

雄性动物，与本研究中雌性动物之间的性别存在差

异有关。此外，本研究结果显示，氟西汀组小鼠血

清中仅 circRIMS2 低于模型组，提示氟西汀在小鼠

体内发挥抗抑郁行为的作用可能与 circRIMS2 相关。

与竞争性内源 RNA 类似，环状 RNA 作为海绵

与miRNA结合并限制miRNA活性［15-16］。相关研究

显示，miR-186 过表达会导致LUC-cRIMS2 转染细胞

荧光素酶活性明显降低，但LUC-cRIMS2-mutant并无

明显变化，提示circRIMS2 可与miR-186 结合［17］。此

外，miR-186 已被报道在多种中枢神经系统疾病中

与神经功能密切相关。Satoh 等［18］证实 miR-186 在

AD 患者血液和前额皮层中的表达水平高于健康人，

与 AD 的病理发展密切相关。另外，Niu 等［17］也证

实了血管认知功能障碍患者及模型小鼠脑组织中

miR-186 含量增加。本研究结果显示，miR-186 在模

型组小鼠血清和脑组织中表达水平低于对照组。本

研究结果还显示，circRIMS2 过表达的 Control+pLO-
circRIMS2 组、OGD+pLO-circRIMS2 组 HT22 细胞

的 miR-186 含量分别低于 Control+pLO-circCon 组和

OGD+pLO-circCon 组。以上结果提示 miR-186 含量

与 circRIMS2 含量存在一定的相关性。

注：BDNF 脑源性神经营养因子

图2 3组小鼠海马组织中BDNF和β-actin蛋白Western blot 电泳条带

表5 4 组 HT22 细胞 circRIMS2、miR-186 与 BDNF mRNA

水平的比较（x±s）

组别 circRIMS2 miR-186 BDNF mRNA

Control+pLO-circCon 组 1.00±0.19 1.00±0.26 1.00±0.33

Control+pLO-circRIMS2 组 3.91±0.74a 0.47±0.31a 1.75±0.42a

OGD+pLO-circCon 组 0.35±0.08a 3.97±0.84a 0.20±0.12a

OGD+pLO-circRIMS2 组 3.48±1.26b 1.33±0.41b 1.89±0.31b

F 值 23.14 37.53 24.73

P 值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

  注：BDNF 脑源性神经营养因子；OGD 糖氧剥夺；a 与Control+pLO-
circCon 组比较，P ＜ 0.001；b 与 OGD+pLO-circCon 组比较，P ＜ 0.001

注：BDNF 脑源性神经营养因子； OGD 糖氧剥夺

图3 4 组 HT22 细胞 BDNF 和 β-actin 蛋白 Western blot 电泳条带
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miRNA 通 过 与 靶 基 因 mRNA 结 合，调 控 靶 蛋

白的翻译与表达，参与多种细胞生长、分化、凋亡

等下游信号转导，在人类疾病的发生、发展中发挥

重要的调控作用［19］。生物信息学研究显示，BDNF 

mRNA 表达受 miR-186 调控影响［14］。BDNF 是一类

促进神经元存活、维持突触完整性的神经营养物

质，可提高记忆储存和发挥神经保护作用［20］。有证

据表明，BDNF 是抑郁症患者脑脊液中缺失的关键

介质，BDNF 缺乏诱发的神经元凋亡是造成抑郁症

的重要因素［21］。本研究结果显示，模型组小鼠血

清和海马组织中 BDNF mRNA 与蛋白表达水平低于

对照组，氟西汀组小鼠血清中 BDNF mRNA 与蛋白

表达水平高于模型组。此外，过表达 circRIMS2 组

BDNF mRNA 表达，减轻 OGD 造成的细胞凋亡。提

示 circRIMS2 含量减少造成的 BDNF mRNA 含量降

低可能是诱发小鼠抑郁样行为的重要原因。

综上所述，circRIMS2 基因与小鼠抑郁样行为的

发展和改善存在关联，其机制可能是 circRIMS2 表

达降低，解除了对 miR-186 的海绵作用，导致 BDNF 

mRNA 转录与翻译减少，最终诱发神经元凋亡，造

成小鼠出现抑郁样行为。通过慢病毒载体 pLO-
circCon、pLO-circRIMS2 转染提高 circRIMS2 基因表

达，miR-186 含量降低， BDNF mRNA 表达提高，神

经元凋亡率降低。然而，本研究也存在一定局限性，

本研究未通过生物信息学分析，在本实验室平台

利用双荧光素酶实验和质粒转染验证 circRIMS2 与

miR-186 及 BDNF mRNA 之间的结合关系，且并未

对 BDNF 蛋白表达水平进行检测。此外，本研究也

并未在动物基础上，利用质粒诱导小鼠海马组织中

circRIMS2 基因过表达，验证 circRIMS2 过表达对小

鼠抑郁样行为的正向调节作用。因此，仍有大量结

果有待进一步探索分析。
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