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circ-gabra5通过miR-455-3p调节AKT蛋白加重阿尔茨海默病的认知损害

王东林 1，冯祥谦 1，卢 静 1 ，刘雅婷 1，周 锐 2，符晓艳 2，周华东 2，路 屹 1　　1蚌埠医科大学第一附属医院神

经内科，安徽蚌埠；2陆军特色医学中心神经内科 2，重庆

［摘要］ 目的 本研究探讨 circ-gabra5在阿尔茨海默病（Alzheimer's disease， AD）小鼠的发病机制

中的作用。方法 选用 6月龄 APP/PS1双转基因 AD小鼠为实验组，C57BL/6野生型（WT）小鼠为对照

组，根据随机数字表法分为 2组（n=5）：双转基因 AD小鼠（AD组）和敲除 circ-gabra5基因的双转基因AD
小鼠（AD+敲除 circ-gabra5组）。提取小鼠脑总RNA后，检测 circRNA的差异表达，RT-qPCR验证差异前

6 的 circRNA 基因，并进行基因本体论（gene ontology， GO）和京都基因与基因组百科全书（Kyoto 
encyclopedia of genes and genomes，KEGG）通路分析。采用海马立体注射慢病毒敲除 circ-gabra5 基因，

通过Morris水迷宫检测小鼠的学习记忆功能，免疫组化观察小鼠脑组织的Aβ斑块数量。透射电镜观

察小鼠神经元的线粒体损伤以及神经突触数量。使用双荧光素酶报告实验和RNA结合蛋白免疫沉淀

法（RIP 测定）验证 circ-gabra5 和 miR-455-3P 之间的相互作用。Western Blot 检测 AKT 蛋白表达水平。

结果 AD小鼠和WT小鼠基因检测筛选出有差异性的 273个基因，其中表达上调的基因有 163个，表达

下调的有 110个，circ-gabra5相差倍数最大，为 1. 39（P<0. 05）。GO分析及 KEGG分析提示，AD小鼠与

WT小鼠之间的功能表达差异富集在甲状腺激素、PI3K/AKT、RNA代谢等信号通路。AD小鼠敲除 circ-

gabra5基因后通过Morris水迷宫检测显示认知障碍改善，免疫组化提示β-淀粉样蛋白（amyloid-β， Aβ）
斑块数量减少，透射电镜检测显示AD小鼠神经元线粒体损伤减少，脑皮质神经突触数量增加（P<0. 05）。

通过 starBase数据库预测，circ-gabra5和miR-455-3P具有互补序列，双荧光素酶报告实验和RIP测定证

实 circ-gabra5和 miR-455-3p之间存在相互作用。数据库微生信预测 miR-455-3p和 AKT蛋白具有互补

序列。qPCR方法显示，在 AD鼠原代培养神经元敲低 circ-gabra5基因后 miR-455-3p表达下降，并在后

续Western Blot检测显示AKT蛋白表达降低（P<0. 01）。结论 circ-gabra5通过miR-455-3P调节AKT蛋

白加重AD小鼠认知损害，增加脑组织Aβ沉积，加重神经元线粒体损伤，减少神经突触数量。
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［Abstract］ Objective　TTo explore the role of circ-gabra5 in the pathogenesis of Alzheimer’s disease 
(AD) in mice.  Methods　APP/PS1 double transgenic AD mice (6 months old) were selected as the 

论著·神经科学

［基金项目］ 国家自然科学基金面上项目（81771177）
［通信作者］ 路屹，E-mail：luyi4532@126. com
2097-0927/Copyright ©  2026， 陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循 CC BY 许可协议 （https：//creativecommons. org/licenses/by/4. 0/）
引用格式：王东林,冯祥谦,卢静,等 .circ-gabra5通过 miR-455-3p调节 AKT蛋白加重阿尔茨海默病的认知损害[J].陆军军医大学学报,2026,48(02):

128-137.DOI:10.16016/j.2097-0927.202509106.

Citation：WANG D L,FENG X Q,LU J,et al.Circ-gabra5 exacerbates cognitive impairment in Alzheimer’s disease mice by regulating AKT through miR-

455-3p[J].J Army Med Univ,2026,48(02):128-137.DOI:10.16016/j.2097-0927.202509106.

128



陆军军医大学学报，2026，48（2）http：//aammt. tmmu. edu. cn

experimental group, and C57BL/6 wild-type (WT) mice were enrolled as the control group.  The mice were 
divided into an AD group and an AD mice with circ-gabra5 knockout (AD+circ-gabra5 knockout) group, with 5 
mice in each group.  After total RNA was extracted from mouse brain, differential expression of circRNA was 
detected, and real-time quantitative PCR (RT-qPCR) was used to validate the top 6 circRNA genes with 
differences.  Gene ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway analyses 
were performed.  Using hippocampal stereo injection of lentivirus to knock out the circ-gabra5 gene, the 
learning and memory function of mice was detected with Morris water maze test, and the number of Aβ plaques 
in mouse brain tissue was observed through immunohistochemistry.  Transmission electron microscopy was 
utilized to observe the mitochondrial damage and synaptic count in mouse neurons.  Dual luciferase reporter 
assay and RNA binding protein immunoprecipitation (RIP) assay were employed to verify the interaction 
between circ-gabra5 and miR-455-3p.  Western blotting was apllied to detect the expression level of AKT 
protein.  Results　There were 273 differentially expressed genes screened between AD mice and WT mice, 
including 163 up-regulated and 110 down-regulated genes.  Circ-gabra5 had the largest fold difference of 1. 39 
(P<0. 05).  GO and KEGG analyses suggested that the functional expression differences between AD mice and 
WT mice were enriched in thyroid hormone, PI3K/AKT, RNA metabolism and other signaling pathways.  
Knocking out of circ-gabra5 gene in AD mice resulted in obvious improvement in cognitive impairment in 
Morris water maze test, decreased Aβ plaques by immunohistochemistry, and attenuated neuronal 
mitochondrial damage and more cortical synapses in AD mice by transmission electron microscopy (P<0. 05).  
According to the starBase database prediction, circ-gabra5 and miR-455-3p have complementary sequences.  
Dual luciferase reporter assay and RIP assay confirmed the interaction between circ-gabra5 and miR-455-3p.  
Database bioinformatics analysis predicted that miR-455-3p and AKT have complementary sequences.  qPCR 
indicated that knocking down the circ-gabra5 gene in primary cultured neurons of AD mice resulted in a 
decrease in miR-455-3p expression, and subsequent Western blot analysis showed a decrease in AKT protein 
level (P<0. 01).  Conclusion　Circ-gabra5 exacerbates cognitive impairment in AD mice by regulating AKT 
protein through miR-455-3p, increases Aβ deposition in brain tissue, aggravates neuronal mitochondrial 
damage, and reduces the number of neural synapses.  

［Key words］ Alzheimer’s disease； circular RNA； neurons； AKT
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阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）是最常

见的神经退行性疾病，2021年，全球现存的AD及其他

痴呆患病人数达 5 700 万余例，在所有的痴呆患者中

AD 患者占据 63%~70%，伴随中国人口老龄化加重，

AD 的发病率正在迅速增加［1］。AD 的主要病理特征

是 β-淀粉样蛋白（amyloid-β， Aβ）的过度沉积，tau 蛋

白的过度磷酸化［2］。有研究报道，线粒体损伤同样与

AD 的发生发展有着密不可分的联系。AD 患者表现

出认知功能障碍，严重影响老年人的生活质量，给家

庭和社会带来沉重的负担［3］。目前AD发生的分子机

制仍不完全清楚，且缺乏有效的药物阻止疾病进展，

因此AD的防治是目前亟待解决的难题。

21世纪初，研究者揭示了非编码RNA（non-coding 
RNA ，ncRNA）的存在，并发挥着重要的生物学功能，

ncRNA 在大脑中大量存在，参与神经发育、神经环路

重塑、神经疾病的病理变化等［4］。其中，circRNA是单

链、共价闭合的RNA分子，circRNA能够通过充当转录

调节因子、小分子核糖核酸（microRNA，miR）海绵和

蛋白质模板来发挥生物学功能［5］。有研究报道，

circRNA 与大脑衰老的生物学标志物相关，在老化的

哺乳类动物大脑中异常丰富，且在神经元分化和突触

的形成中表达上调。也有文献报道，circRNA与AD和

一些神经退行性疾病的病理学变化相关［6-7］。
磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/AKT）通路

调节信号转导和细胞增殖、凋亡和代谢等生物过程，

在神经系统中，介导着细胞存活、自噬、神经发生、神

经元增殖和分化以及突触可塑性等生理过程，有研究

表明，一些天然产物可以激活 PI3K/AKT 信号通路调
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节神经毒性并介导神经元的存活，从而在预防和治疗

AD 中发挥作用［8］。已有文献报道，PI3K-AKT 通路在

AD发生发展有明显的表达变化，然而，在非编码RNA
调控 AD 进展的背景下，针对该通路的相关研究仍相

对有限［9-10］。
目前，circRNA 在 AD 发生中的作用机制尚不明

确，调控特定 circRNA是否能够改善AD组织学上的病

理变化以及认知功能也不完全清楚。本研究通过基

因测序筛选在 AD 小鼠大脑中特异性表达的 circ-

gabra5，假设 circ-gabra5 在AD的发生机制中起重要作

用。通过观察 AD 小鼠作用机制的不同环节，观察

circ-gabra5基因对认知功能变化的作用，脑内Aβ的沉

积，脑神经元超微结构的变化，以此明确 circ-gabra5 在
AD发生发展的作用，为探讨AD的发生机制和治疗提

供新的思路。

1　材料和方法

1. 1　实验动物的选取与分组

本研究选用 6 月龄 C57BL/6 野生型（WT）雌性小

鼠及APP/PS1双转基因AD模型雌性小鼠，体质量 25~
40 g，所有实验动物均购自南京君科生物工程有限公

司，并在陆军军医大学大坪医院国家重点实验室屏障

环境中进行饲养。饲养环境条件为：室温 20~25 ℃，相

对湿度 50%~60%，所有小鼠均自由摄食标准鼠粮。采

用随机数字表法将小鼠分为 2 组，每组 5 只，分别为：

双转基因AD小鼠模型组（AD组）以及双转基因AD小

鼠+circ-gabra5基因敲除组（AD＋敲除 circ-gabra5组）。

本研究严格遵循动物实验伦理准则［SYXK（渝）2017-

0002］。所有操作均符合相关规范要求。

1. 2　细胞的培养、转染

取 6月龄小鼠海马组织作为神经元细胞来源，在

含 10%胎牛血清的DMEM培养基中进行培养，培养条

件为 37 ℃、5% CO2及饱和湿度。采用 25 μmol/L的Aβ
1-42 寡聚体处理神经元细胞 24 h，以构建 AD 的体外

细胞模型［11］。按照制造商提供的操作指南，采用脂质

体 2000（Lipofectamine™ 2000， Thermo Fisher）将靶向 
circ-gabra5 的 siRNA 质粒转染至细胞中。所用 siRNA
序列如下：正向 5′-GGACGTTCCTCAAACCCAGA-3′，
反向 5′-GACAAGGAGGGTTTGGGTCA-3′。实验设置

包括 2组：神经元细胞经 Aβ42处理组，以及在该处理

基础上加做 circ-gabra5沉默的组（神经元细胞+Aβ42+
si-circ-gabra5）。转染 24 h后，将细胞置于正常培养条

件下继续培养，随后于 -80 ℃冻存，以供后续实验

使用。

1. 3　慢病毒载体制备

根据文献［12］的方法进行针对 circ-gabra5的慢病

毒短发夹（lentivirus-short hairpin RNA， shRNA）的载

体构建，并进行绿色荧光蛋白标记（green fluorescence 
protein GFP）。该载体与 AD 小鼠的 circ-gabra5 碱基

互补。

1. 4　脑立体定向敲除 circ-gabra5
将WT小鼠及双转基因AD模型小鼠麻醉后，通过

立体定位注射方式，向 AD 小鼠海马区注射 LV‐circ‐
gabra5 shRNA‐GFP，并以注射 LV-GFP 的小鼠作为对

照组。病毒悬浮液注射量为 3. 0 μL，注射速率控制在

150 nL/min。术后对小鼠进行保温护理直至苏醒。病

毒注射6周后，对小鼠进行认知功能行为学检测。

1. 5　水迷宫实验

小鼠首先经历为期 5 d 的训练阶段。在此期间，

动物被置于水池中学习定位隐藏于水面下的平台。

每天进行 2次训练，每次训练包含 3轮时长 1 min的试

验。水池迷宫通过十字划分成 4个象限，十字顶点分

别标示 4个基本方位：北（N）、南（S）、东（E）和西（W）。

在每轮试验中，小鼠从随机选定的不包含平台的象限

起点入水，而平台始终固定位于西南（SW）象限。若

动物在 60 s 内未能成功定位平台，则该轮试验终止，

并在下一轮开始前将小鼠置于平台上停留 15 s。同一

训练日内的 2 次训练间隔为 4 h。记录小鼠寻找到隐

藏平台所需的时间，即逃逸潜伏期。定位航行训练结

束后，于第 6天撤除平台，使小鼠在池中自由游泳（每

只动物接受 4次为期 1 min的试验，起始点分别为 4个

不同基点）。分析小鼠在每个象限中用于搜寻平台的

时间占比，统计其穿越原平台所在区域的次数，并考

察其在目标象限内的停留时间。

1. 6　RIP测定法

按照制造商提供的操作指南，采用 Magna RIP 
RNA结合蛋白免疫沉淀试剂盒（型号：17-700，Merck）
进行 RIP 实验。简要步骤如下：首先将蛋白 A/G 磁珠

分别与特异性抗体及抗 IgG对照抗体共同孵育；随后，

使用试剂盒配套裂解缓冲液处理细胞获得裂解液，将

其与包被抗体的蛋白A/G磁珠于 4 ℃下孵育过夜。经

充分洗涤后，利用蛋白酶 K 及 RNase抑制剂对复合物

进行消化纯化，最后通过 qPCR 对免疫沉淀分离得到

的RNA进行分析。

1. 7　RT-qPCR分析

采用Trizol试剂分别从WT小鼠、双转基因小鼠及

神经元细胞中提取总 RNA，随后按照 SuperScriptTM III 
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RT 反转录试剂盒说明书操作流程，将 RNA 反转录为

cDNA。以 GAPDH（正向：5′-AATGGTGAAGGTCGGT-

GTGA-3′反 向 ：5′-CGTGAGTGGAGTCATACTGGAA-

3′）和 U6 作为内参基因，使用 2×PCR Master Mix 试剂

盒对 cDNA进行RT-qPCR分析。采用 2-△△Ct 法计算目

标基因的相对表达水平，所用引物序列详见表1。

1. 8　GO功能分析和KEGG通路富集分析

GO分析是广泛用于挖掘潜在生物学功能的重要

方法，涵盖生物过程（biological process， BP）、细胞组

分（cellular component， CC）和 分 子 功 能（molecular 
function， MF）3 个类别。KEGG 通路富集分析则用于

系统性地阐释基因功能，并对相关代谢或信号转导通

路进行可视化呈现。为深入解析所筛选出的差异表

达基因（differentially expressed genes， DEGs），本研究

借助 DAVID 在线数据库（http：//david. abcc. ncifcrf.
gov/）中的GO功能注释模块与KEGG通路富集分析工

具，对DEGs进行了功能注释和通路富集分析。

1. 9　免疫组化

组织样本经石蜡包埋后制备为 5 μm厚切片。切

片置于 65 ℃烘箱中加热 120 min，随后依次进行脱蜡、

水化及抗原修复处理。为阻断内源性过氧化物酶活

性，切片经 3% 过氧化氢溶液处理 15 min，随后于 5% 

BSA 中封闭 1 h。之后滴加相应一抗，4 ℃孵育过夜。

次日采用抗兔/小鼠二抗（K5007，Dako），37 ℃孵育60 min。
信号显示使用新鲜配制的 DAB 底物溶液（K5007，
Dako），室温反应 5 min。最后以Mayer苏木素复染，经

脱水、透明及封片处理后，使用显微镜（DM4000B，

Leica）观察并采集图像。

1. 10　神经元的透射电镜

每组小鼠经心脏灌注 PBS后，取出海马组织并修

剪为约 1 mm×1 mm×3 mm 的小块，立即投入 2% 戊二

醛固定液中。待全部样本固定完成后，使用缓冲液充

分冲洗，再经 1% 四氧化锇后固定，随后依次进行脱

水、树脂包埋及超薄切片（厚度 70~100 nm）。切片经

醋酸铀酰染色后，于透射电子显微镜（型号H-7650）下

观察并采集图像。

1. 11　Western blot分析AKT蛋白表达

使用含有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的 RIPA
裂解缓冲液对细胞进行裂解，并 BCA 法测定蛋白浓

度。取 40 μg总蛋白经 8% SDS-PAGE分离后，转印至

PVDF膜，并用 5%脱脂牛奶封闭。将膜与对应一抗于

4 ℃孵育过夜，之后与 HRP标记的山羊抗兔二抗在室

温下孵育 1~2 h。一抗及二抗均使用 1× TBST 溶液稀

释。采用 ECL 法显色免疫反应条带，并以 GAPDH 作

为内参对照。

1. 12　双荧光素酶报告实验

通过 Starbase在线数据库预测，发现 circ-gabra5与

miR-455-3P 之间存在潜在结合位点。为验证该相互

作用，将 circ-gabra5 序列及其 3'UTR 区分别克隆至

pMIR-REPORT 报告载体，构建包含野生型或突变型

miR-455-3p 结合位点的报告质粒。将上述报告质粒

分别与 miR-455-3p 模拟物或抑制剂共转染至细胞。

同时，将 FTH1 启动子序列插入 pGL3 报告载体中，用

于转录活性分析。所有报告质粒的荧光素酶活性均

采用双荧光素酶报告基因检测系统进行测定，并以海

肾荧光素酶活性作为内参进行标准化。

1. 13　统计学处理

使用 GraphPad Prism 10. 0 软件进行统计分析。

计量资料以 x̄±s 表示，两组间比较采用独立样本 t 检
验。以P<0. 05为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　circ-gabra5在转基因 AD小鼠脑组织中的表达

对转基因 AD 小鼠和 WT 小鼠脑海马组织进行了

circRNA 基因测序，筛选条件为差异倍数绝对值>1. 2

表1　目的基因引物序列

Table 1　Primer sequences of target genes

Target gene
circ-gabra5

miR-455-3P

AKT

circ-Olfm1

circ-App

circ-Pbx3

circ-Gm11892

circ-Meg3

U6

Primer sequence
Upstream：5′-GGACGTTCCTCAAACCCAGA-3′
Downstream：5′-GACAAGGAGGGTTTGGGTCA-3′
Upstream：5'-CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAAT-
TCAGTTGAGGTGTAT-3'
Downstream：5'-ACACTCCAGCTGGGGGGCAGTCCAT-
GGGCAT-3'
Upstream：5' CCGCCTGATCAAGTTCTCCT 3'
Downstream：5’CAGACCCATGAGCCCACATT 3’
Upstream：5′-GUCUUGGACAGGCGGACCCAGAGA-3′
Downstream：5′-CTGGAGACCAAGTTCAAGCAGGTG-3
Upstream：5'-GATGTT ACATCCCTGCTTAACAACA-3'
Downstream：5'-TGCTGTGCGAGTGGGATCCGCCG-3'
Upstream：5′-CAGGAAGCAGGACATCGGC-3′
Downstream：5′-GGCTCCTCTGATGCTGAGAC-3′
Upstream：5′-TCTTGTCATCGAAGACCTGCT-3′
Downstream：5′-TCAACATTGAGGCACATTCCT-3′
Upstream：5′-CAGAGCGCTTCTGAAGACCAA-3′
Downstream：5′-GCAGTAGGGACAGCCTCATTG-3′
Upstream：5′-AGAGCCTGTGGTGTCCG-3′
Downstream：5′-CATCTTCAAAGCACTTCCCT-3′
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（|log2FC|>0. 263）且P<0. 05，筛选出有差异性的273个

结果，其中表达上调的基因有 163 个，表达下调的有

110个，根据筛选结果绘制火山图和热图（图1A、B）。

表 2 显示了 AD 小鼠与 WT 小鼠差异性较大的前

10个 circRNA基本信息，circ-gabra5相差倍数最大，为

1. 39（P<0. 05）。通过 RT-qPCR 验证差异明显上调或

下调的前 3 基因。同 WT 小鼠相比，AD 组小鼠 Circ-

Olfm1、Circ-App、Circ-gabra5 明显上调、Circ-Pbx3、Circ- 

Gm11892、Circ-Meg3 明显下调（P<0. 05，图1C）。

GO 分析显示 AD 小鼠和 WT 小鼠之间的 circRNA
表达差异主要集中在功能富集，即信号传导、细胞内

信号传递、突触引导、囊泡介导运输等方面。KEGG分析

提示，AD小鼠与WT小鼠之间的功能表达差异富集在甲

状腺激素、PI3K/AKT、RNA代谢等信号通路（图1D、E）。

A： CircRNA volcano of differential gene expression between AD and WT mice； B： Heat map of the top 10 genes with differential up-

regulation or down-regulation of circRNA expression in AD and WT mice； C： Relative expression levels of the top 3 up-regulated or 
down-regulated circRNA expression in AD and WT mice； D： GO analysis of differentially expressed genes； E： KEGG analysis of 
enriched pathways of differentially expressed genes

图1　circ-gabra5在转基因 AD小鼠脑组织的表达 （n=5，x̄±s)
Figure 1　Expression of circ-gabra5 in transgenic AD mouse brain tissue （n=5，x̄±s)

表2　具有差异性表达前十的 circRNA基本信息

Table 2　Basic information of the top 10 circRNAs with differential expression

circRNA
circRNA_41461
circRNA_33199
circRNA_29978
circRNA-40341
circRNA_30828
circRNA-44786
circRNA-43589
circRNA_29008
circRNA_26775
circRNA_33631

Gene name
gabra5
Olfm1

App
Snca

Dlgap1
Rasgrf1
Cpne7
Nell2

Iqgap2
Tanc1

Log2FC
1. 39
1. 30
1. 09
0. 99
0. 91
0. 88
0. 86
0. 84
0. 80
0. 74

P value
0. 013 252 537
0. 026 408 421
0. 043 489 311
0. 031 004 102
0. 031 621 877
0. 019 419 708
0. 032 123 864
0. 031 775 058
0. 017 561 821
0. 039 911 718

circRNA
circRNA_012503
circRNA_36555
circRNA_25826
circRNA_35922
circRNA_44628
circRNA_31872
circRNA_29357
circRNA_21495
circRNA_28035
circRNA_24012

Gene name
Pbx3

Gm11892
Meg3
Syt6

Unc13c
Gnal
Hic2

Rab3gap2
Uggt2
Trim37

Log2FC
-1. 16
-1. 12
-1. 11
-0. 90
-0. 89
-0. 88
-0. 84
-0. 83
-0. 78
-0. 76

P value
0. 029 232 944
0. 037 296 564
0. 038 966 511
0. 032 888 216
0. 014 532 489
0. 029 205 953
0. 004 375 740
0. 038 690 641
0. 015 300 105
0. 046 462 182
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2. 2　敲除 circ-gabra5后 AD小鼠能够改善认知障碍和

病理变化

选取 6 月龄 AD 小鼠，通过海马注射病毒悬浮液

敲除 circ-gabra5，通过 qPCR 验证 sh-circ-gabra5 组较

sh-con 组 circ-gabra5 表达明显降低（P<0. 01，图 2A）。

Morris水迷宫行为学检测结果表明，前 2日 2组的逃逸

潜伏期之间差异无统计学意义，但在第 3日以后，AD-

sh-circ-gabra5组逃逸潜伏期明显缩短（P<0. 01，图2B），
同时平台穿越次数增加、目标象限停留时间延长

（P<0. 01，图2C、D）。

此外，免疫组化显示 AD-sh-circ-gabra5 组与 AD-

sh-con组比较，大脑Aβ斑块明显减少（P<0. 05，图2E）。
透射电镜显示，AD 小鼠在敲除 circ-gabra5 后大脑海

马神经元细胞线粒体损伤明显减轻（P<0. 05，图 2F）。

同时值得注意的是，敲除 circ-gabra5之后，小鼠大脑皮

质的神经突触明显增加（P<0. 05，图2G）。

2. 3　miR-455-3p是 circ-gabra5的靶点

通过查询 StarBase 数据库，发现 miR-455-3p 与

circ-gabra5 之间的碱基配对（图 3A），在之后的双荧

光素酶实验验证中，miR-455-3p 模拟物成功抑制了

sh
-c

on

sh
-c

irc
-g

ab
ra

5

0

1

2

3

R
e
la

ti
v
e
 e

x
p
re

s
s
io

n
 l
e
v
e
l 
o
f 
c
ir
c
-g

a
b
ra

5

1 2 3 4 5

0

20

40

60

80

Time/d

E
s
c
a
p
e
 l
a
te

n
c
y
 p

e
ri

o
d
/S

AD-sh-con

AD-sh-circ-gabra5

sh
-c

on

sh
-c

irc
-g

ab
ra

5

0

2

4

6

N
u
m

b
e
r 

o
f 
p
la

tf
o
rm

 c
ro

s
s
in

g
s

sh
-c

on

sh
-c

irc
-g

ab
ra

5

0

10

20

30

T
a
rg

e
t 
q
u
a
d
ra

n
t 
o
c
c
u
p
a
n
c
y
/s

A B C D 

P<0.01

P<0.01
P<0.01

P<0.01

E 

F 

G 

50 μm 50 μm 

1.0 μm 1.0 μm 

0.5 μm 0.5 μm 

A：qPCR verification of the relative expression level of circ-gabra5 in AD mice after lentiviral injection； B： Escape latency time 
of each group of mice in Morris water maze test； C： Number of platform crossings for each group of mice in Morris water maze 
test； D：Target quadrant dwelling time of each group of mice in Morris water maze test； E： Immunohistochemical assay showing 
the number of A β plaques in the mouse brain； F： Transmission electron microscopy displaying neuronal mitochondria ； 
G： Transmission electron microscopy displaying mouse neural synapses.  Black arrows indicate Aβplaques； Yellow arrows 
indicate mitochondria； Red arrows indicate neural synapses

图2　敲除 circ-gabra5后AD小鼠能够改善认知障碍和病理变化 （n=5，x̄±s)
Figure 2　Knocking down circ-gabra5 can improve cognitive impairment and pathological changes in AD mice （n=5，x̄±s)
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circ-gabra5-WT 驱动的荧光素酶活性，但不影响 circ-

gabra5-MUT 驱动的荧光素酶活性（P<0. 05，图 3B）。

随后通过 Ago2 抗体测试，发现 miR-455-3p 与 circ-

gabra5 同时沉淀，但 IgG RIP 测试中没能观察到免疫

沉淀（P<0. 05，图3C）。

2. 4　circ-gabra5通过miR-455-3p调节AKT蛋白表达

通过微生信（www. bioinformatics. com）基因预测，

发现 miR-455-3p 与 AKT 蛋白存在互补的结合位点

（图 4A）。在对沉默 circ-gabra5的AD神经元细胞进行

Westernblot 检测，AD-si-circ-gabra5 组与 AD-si-con 组

相比，后者AKT蛋白相对表达明显增加（P<0. 01，图4B）。
为了探究 miR-455-3p 是否参与调节，在 AD 神经元细

胞中敲低 circ-gabra5后，加入miR-455-3p抑制剂，通过

RT-qPCR检测结果显示与AD+si-circ-gabra5+anti-miR-

Nc组相比，AD+si-circ-gabra5+anti-miR-455-3p组细胞

中 miR-455-3p相对表达量明显降低（P<0. 01，图 4C）。

并在随后的 Westernblot 检测结果中表明，AD+si-circ-

gabra5+anti-miR-Nc 组 与 AD+si-circ-gabra5+anti-miR-

455-3p组AKT蛋白相对表达明显增加（P<0. 01，图4D）。
表明 circ-gabra5 通过 miR-455-3p 来对 AKT 蛋白表达

进行调控。

3　讨论

3. 1　circRNA与AD的发生有关

circRNA独特的生物学功能与分子机制在生物信

息学与RNA测序的发展中被逐渐解析了解，2013年由

LUKIW［13］提出 circRNA 介导的“miR 海绵系统”在 AD
的发生发展具有重要的作用。例如，circ-PSEN1 的差

异表达增加可能导致或由淀粉样蛋白β积累引起的神

经炎症事件有关［14］。通过对 APP/PS1 双转基因小鼠

基因测序，生物信息学筛选差异表达基因，结果提示

有273个具有表达差异的基因，circ-gabra5表达明显上

调，并且在AD小鼠脑组织以及Aβ1-42诱导神经元中

高度表达，因此，circ-gabra5 与 AD 的发生发展有关。

circ-gabra5在AD发生机制中的相关研究尚未见报道，

但对于该基因的亲本基因 GABRA5 有着相关报道，集

中在能量代谢，认知障碍，神经发育以及癫痫等

方面［15-17］。
3. 2　circRNA通过miR在AD发生中引起神经元损伤

YANG 等［18］的研究表明 circ_0000950 通过调控

miR-103促进神经细胞凋亡以及增加了细胞炎性因子

水平。TAO 等人研究发现敲除 circ-HUWE1 后由 miR-

433-3p 介导的 FGF7 下调可以改善 Aβ 蛋白引起的神

经元损伤［19］。LI 等［20］的研究表明 Circ_0003611/miR-

383-5p/KIF1B 轴改善 Aβ 所引起的神经元损伤。此

外，circ_0105596/FTO通过 miR-187-3P降低 eEF2蛋白

含量延缓帕金森疾病的进展［21］。circ_0005654/miR-

588双通道促进了α-突触核蛋白的表达从而加重帕金

森疾病的病理变化［22］。这些研究都表明了 circRNA
在退行性病变中占据了重要地位，并为这些疾病的治

疗提供新的治疗方向。circRNA作为miR海绵在生物

进程中起到重要作用，有研究表明，miR-455-3p 在过
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A： Nucleotide complementary pairing between circ-gabra5 and miR-455-3p； B： Dual luciferase report assay showing the binding of 
circ-gabra5 to miR-455-3p； C： RT-qPCR showing circ-gabra5 and miR-455-3p detection in beads using RIP assay

图3　miR-455-3p是 circ-gabra5的靶点 （n=5，x̄±s)
Figure 3　miR-455-3p is the target of circ-gabra5 （n=5，x̄±s)
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度表达后小鼠的认知功能以及运动能力明显增强［23］。
本研究发现 circ-gabra5存在与miR-455-3p的碱基互补

序列，通过双荧光素酶实验验证，miR-455-3p 模拟物

成功抑制了 circ-gabra5-WT 驱动的荧光素酶活性，但

不影响 circ-gabra5-MUT驱动的荧光素酶的活性，表明

circ-gabra5与miR-455-3p结合并发挥作用。

3. 3　AKT信号系统在AD小鼠发生中的作用

KEGG 分析表明，AD 小鼠与 WT 小鼠比较，差异

表达的基因主要在突触递质传递、AKT 信号通路、磷

酸肌醇信号通路富集。WANG 等［8，24］的研究发现，在

AD 小鼠模型中髓系细胞促发受体-2（TREM-2）通过

PI3K/AKT/FoxO3a 轴减少神经细胞炎症因子水平，以

及诱导小胶质细胞表达，从而改善 AD 小鼠的认知障

碍。SUN等［25］研究表明在AD小鼠模型中通过γ-氨基

丁酸（GABAB）调节 PI3K/Akt 信号通路，减轻氧化应

激，抑制神经元凋亡和海马萎缩。并且在 WEN［26］的
研究中，miR-455-3p 能够通过 PI3K/AKT 信号通路来

调节 AKT 蛋白的磷酸化。YI 等［27］的研究也表明了

AKT 蛋白与 AD 认知记忆损伤有着密切的联系。因

此，我们通过微生信测序预测，发现了 miR-455-3p 与

AKT 蛋白之间具有结合位点，后续的细胞实验以及

WB测试也表明敲低 circ-gabra5能增加AKT蛋白的表

达，同时在添加 miR-455-3p抑制剂后逆转了敲低 circ-

gabra5 所带来的 AKT 蛋白的增加，表明 circ-gabra5 可

以通过miR-455-3p来调节AKT蛋白的表达。

3. 4　circ-gabra5对 AD 小鼠脑神经元线粒体结构损伤

的影响

AD 的发病机制之一是慢性炎性反应，线粒体损
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A： Nucleotide complementary pairing between AKT and miR-455-3p； B： Western blot assay showing AKT protein expression 
after circ-gabra5 knockout； C： After adding miR-455-3p inhibitor to silence circ-gabra5 AD neurons， RT-qPCR showing the 
relative expression level of miR-455-3p； D： Western blot assay showing AKT protein expression level

图4　circ-gabra5通过miR-455-3p调节AKT蛋白表达 （n=5，x̄±s)
Figure 4　Circ-gabra5 regulates AKT protein expression through miR-455-3p （n=5，x̄±s)
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伤和功能障碍则是 AD 脑的病理常见表现［28-29］。
ASHLEIGH等［30］研究表明，线粒体的功能障碍在神经

元细胞损伤以及突触数量减少中起到关键核心的作

用。但通过敲除非编码RNA观察AD小鼠脑神经元线

粒体超微结构损伤变化和突触数量的研究报道较少。

敲除 circ-gabra5 后，使用透射电镜发现神经细胞线粒

体损伤面积减少以及内膜清晰完整，并见到神经突触

的数量明显增加。

3. 5　本研究的局限性

这项研究有着一定的局限性，首先，本研究的结

果与其他 circRNA-miR 在 AD 研究中的经典作用机制

并不相同，这可能是由于 circ-gabra5 与其等位基因

GABRA5 相互作用的结果，但本研究中并未对此进行

探讨，需后续实验进一步完善。其次，本研究虽证明

了 circ-gabra5 可以通过 miR-455-3p 来调节 AKT 蛋白

表达来加重阿尔茨海默病认知损害，circ-gabra5 对阿

尔茨海默病认知损害的具体机制，需要进一步实验验

证。最后，本研究中使用的均为 6 月龄小鼠，circ-

gabra5基因对人类AD患者疾病进展中的作用是否相

同还待进一步研究验证。

本研究使用 APP/PS1双转基因 AD小鼠通过生物

信息学方法，首次证明 circ-gabra5在AD的发生发展中

有重要作用，它加重了认知功能障碍，增加了脑内Aβ
的沉积，并导致脑超微结构的损害。并首次发现 circ-

gabra5通过调节miR-455-3p/AKT轴来增加Aβ所触发

的神经元损伤，基于以上发现，circ-gabra5有望成为阿

尔茨海默病的潜在治疗靶点。然而，为了更深入地探

究其在 AD 中的具体作用机制，仍需开展更多后续的

实验研究。
利益冲突 本文所有作者声明不存在利益冲突
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