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脑挫裂伤致 miR-9升高促进神经干细胞分化 *
张儒有 郑永日△ 郭 薇 胡韶山 林宏伟 沈大伟
（哈尔滨医科大学附属第二医院神经外科 黑龙江哈尔滨 150086）

摘要 目的：探讨颅脑损伤后 miR-9表达的变化和对神经干细胞分化和增值的影响，为颅脑损伤后神经功能修复治疗提出新的思
路。方法：通过 RT-PCR技术检测 miR-9在挫裂伤脑组织中的表达情况；培养胚胎来源神经干细胞，并通过免疫荧光鉴定神经干
细胞及其分化；转染 miR-9后，通过MTT测定神经干细胞的增殖情况，和流式细胞仪检测分化神经元所占比例。结果：miR-9在挫
裂伤脑组织中表达显著上升。对神经干细胞过表达 miR-9可显著促进细胞增殖，并诱导分化成神经元。结论：脑挫裂伤时 miR-9
显著升高，并具有着促进神经干细胞增值和诱导分化的作用，可为伤后神经功能修复提供新的治疗方法。
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression of miR-9 in traumatic brain injury and the impact of miR-9 for proliferation

and differentiation of neural stem cells; to propose new ideas for neurological functions repair in traumatic brain injury. Methods: The
expression of miR-9 was detected by RT-PCR in traumatic brain tissues; the embryonic neural stem cells were cultured and identified by
immunofluorescence; After miR-9 transfection, the proliferation of neural stem cells were measured by MTT, and the proportion of dif-
ferentiated neurons were measured by flow cytometry. Results: The expression of miR-9 was significantly up-regulated in traumatic brain
injury. Overexpressing miR-9 can significantly promote neural stem cells proliferation and induced them to differentiate into neurons.
Conclusion: Overexpressing of miR-9 could promote neural stem cell proliferation and induce differentiation, that provide new treatments
for the restoration of neurological function after traumatic brain injury.
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颅脑损伤临床救治的难题之一是创伤性脑损伤后神经功

能修复。由于中枢神经干细胞可以补充、替代颅脑损伤后脑组
织中受损神经元,重建部分环路和功能，因此神经干细胞在修
复受损神经组织中可以发挥重要作用。MicroRNA是一种可以
调控基因表达的非编码小 RNA分子[1]。近期的研究证明，颅脑
损伤后，脑组织内 microRNA的表达发生特性的改变，可以促
使神经干细胞诱导分化为神经元和胶质细胞,从而起到神经功
能修复作用[2-3]。本研究探讨颅脑损伤后 miR-9表达的变化和对
神经干细胞分化和增值的影响，希望为颅脑外伤的神经功能修

复治疗提出新的思路。

1 材料和方法

1.1 组织来源
胚胎来源于孕 12周米非司酮药物流产的人胚（哈尔滨医

科大学第二附属医院妇产科，已通过哈尔滨医科大学伦理道德

委员会备案，并以征得孕妇同意）。人脑挫伤组织来源于脑挫裂
伤病人，正常人脑组织来源于颅脑手术入路废弃脑组织（哈尔

滨医科大学第二附属医院神经外科，已通过哈尔滨医科大学伦

理道德委员会备案，并以征得患者或其家属同意）。
1.2 原代神经干细胞分离、培养传代
无菌条件下分离出胎脑组织并剪碎，120目铜网过滤后制

成单细胞悬液，接种于培养瓶中，加入含碱性成纤维细胞生长

因子（bFGF，Gibico）30ng/ml、表皮生长因子（EGF，Gibico）
20ng/ml、B27（Gibico）的 DMEM/F12 (1:1，Gibico)无血清培养
基，置于 37℃、5% CO2培养箱中培养。待镜下见大量悬浮细胞
球形成后进行传代，每 7～8d传代一次。
1.3 细胞的诱导分化
将细胞球吹打成单个细胞，含 10%胎牛血清(Invitrogen,

USA)的 DMEM于 37℃、5% CO2培养箱培养。
1.4 免疫荧光染色
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将培养的细胞用 PBS 洗 2 遍后，用 4%多聚甲醛固定
30min。PBS洗 3次，每次 10min；之后放入封闭液（0.1% triton
+ 10%山羊血清 +PBS）中打孔封闭 1h，后孵一抗 4℃过夜。少
突胶质细胞 O4抗体，抗胶质纤维酸性蛋白（GFAP）抗体和抗
神经元 3型微管蛋白 -β（Tuj1）抗体均购于 Sigma公司。次日，
用 PBS洗，每次 10min，洗 3次后避光孵育荧光二抗（ 1：200，
用 PBS配置），室温 1h，之后再用 PBS洗，每次 10 min，3次后
孵育 DAPI（室温，5 min 避光，1：10，用 PBS 配置），最后再用
PBS洗 3次，每次 10min，然后用盖玻片封片，用于激光共聚焦
仪器扫描。
1.5 四甲基偶氮唑盐（MTT）比色法
将原代细胞种植于 96孔板内，使用 Lipofectamine 2 000

试剂(Invitrogen, USA)转染 miRNA。连续 6d，每间隔 24h加入
20μl的 MTT(0.5 mg/mL, Sigma, USA)，在 37℃孵育 4h，吸出
培养液后加入 200μl二甲基亚砜，放置摇床晃动 15min。使用
酶标仪在 570nm波长测定吸光度值。
1.6 实时定量聚合酶链式反应（RT-PCR）

RT-PCR 使用 ABI 7500HT Fast Real-Time PCR System 测
定。miR-9 水平使用 TaqMan microRNA assay kit (Applied
Biosystems, USA)检测。U6作为内参，正常脑组织作为对照。
1.7 统计学方法
统计分析采用 SPSS13.0软件，计量资料以 X±S表示，组

间差异比较采用 ANOVA分析，*P<0.05为有统计学差异。

2 结果

2.1 miR-9在挫裂伤脑组织中显著升高
通过 RT-PCR比较挫裂伤脑组织和正常脑组织中 miR-9
的表达，结果表明 miR-9相对于正常脑组织在挫裂伤脑组织中
显著升高。如图 1所示，miR-9在挫裂伤脑组织中较正常脑组
织表达上升 6.32±0.34倍。
2.2 胚胎来源神经干细胞及分化情况
胚胎来源原代神经细胞通过无血清培养基培养到 7～8

天，呈神经球样生长，神经球由数十或数百个细胞组成，呈悬浮

生长，未见明显细胞突起。将部分神经干细胞球加入血清分化
培养 1周后，神经干细胞开始分化为形态不一、分散成片的多
突起星形胶质细胞或神经元。通过免疫荧光证实分别分化为

GFAP染色阳性的星形胶质细胞（图 2.a）；Tuj1染色阳性的神
经元（图 2.b）；和 O4阳性的少突胶质细胞（图 2.c）。
2.3 MiR-9促进神经干细胞增殖和分化
为了明确 miR-9在脑挫裂伤时对神经干细胞增殖和分化
的影响，我们通过 Lipofectamine 2000 将锁核苷酸处理的
miR-9（LNA-miR-9）的模拟体转染进培养中的神经干细胞球
中。通过，MTT分析，我们发现神经干细胞的增殖率明显增加
（图 3）。
随后，我们还将转染后的神经干细胞球加入血清分化培养

7天，通过免疫荧光检测我们发现转染组的 Tuj1染色阳性的神
经元细胞相对于对照组显著增加，由占细胞总数的 0.4%上升
到 1.1%（图 4）。这表明 miR-9可以促进神经干细胞向神经元进
行分化。

3 讨论

随着现代交通的发展和人类活动的增加，颅脑损伤的发生

率也逐渐提高。而中枢神经系统组织结构与功能密切相关，所
以颅脑损伤后不但应关注脑神经组织在创伤后发生的病理改

变，也应注意这些改变与神经功能预后的整体关系。虽然，目前

图 1 RT-PCR显示 miR-9在挫裂伤脑组织中较正常脑组织表达明显

上升。*p<0.05

Fig.1 RT-PCR showed the expression of miR-9 in traumatic brain tissues

was significantly higher than that in normal brain tissues

图 2 神经干细胞分化培养 1周后，诱导分化免疫荧光染色图（x400倍）。
a诱导分化神经元样细胞，Tuj1染色阳性。b诱导分化星形胶质细胞样细胞，GFAP染色阳性。c诱导分化少突胶质细胞样细胞，O4染色阳性。

Fig.2 The results of immunofluorescence showed neural stem cells were grown in differentiation conditions after one week（x400）.

a, neurons, Tuj1 stain positive. b, astrocytes, GFAP stain positive. c, oligodendrocytes, O4 stain positive.
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尚未发现正常生理状态下灵长类动物大脑皮质存在神经细胞

再生[4]。但 Nakagomi等[5]通过小鼠脑损伤模型发现，nestin阳性
神经干细胞细胞会出现在损伤皮质内，并能向包括神经细胞在

内的多个方向分化。Itoh等[6]在将大鼠创伤的大脑皮质组织分

离并进行培养时，也发现该组织中存在能够向神经细胞和胶质

细胞分化的神经前体细胞。因此，研究提示脑损伤可能通过一
定通路激活了大脑皮质内静息状态的神经前体细胞，从而诱发

了皮质神经细胞再生，这为脑损伤后神经功能的回复开辟了一

扇希望的大门。
microRNA作为生物体内的重要基因调控分子，在生物发

育和疾病转归等方面有着重要作用。通过翻译抑制或 mRNA
降解的方式，microRNA影响着体内基因转录后的调控过程，也
是疾病病理状况下生物反应的上游物质 [7-8]。目前已经证明
MicroRNAs在人类发育和肿瘤过程中发挥着重要的作用，并且
相关研究也显示出 microRNA在 TBI所以引发的病理过程发
挥了重要的调控作用，像凋亡和神经修复[9-11]。

miR-9保守地存在于飞蝇到人类的广泛物种，虽然其在不
同物种上有着不同的表达模式，但是其在进化过程中所发挥恒

定的重要作用却是毋庸置疑[12]。最近的研究表明，miR-9可通过
作用于神经或非神经细胞系起到调控神经发生的作用。在脊椎
动物中，miR-9依靠调控不同的靶向 mRNA，对神经前体细胞
的增值、迁移和分化等发挥着多种作用 [13-16]。同时，也发现
miR-9在多种癌症中出现表达失调，并影响肿瘤细胞的增值和
迁移。此外，在神经系统退行性病变中，miR-9在有丝分裂后神
经元中下调。因此，miR-9是神经系统发育和疾病过程中一个
重要的调控因素[17-19]。
在本研究中，首先通过 RT-PCR技术明确脑外伤后 miR-9
表达的变化，发现脑挫裂伤患者脑组织中的 miR-9显著升高。
为了分析 miR-9在脑挫裂伤中的作用，我们分离培养了胚胎来
源神经干细胞。在过表达 miR-9后，我们发现神经干细胞的增
值速度显著上升，并向神经元分化的比例显著升高。这表明在
脑挫裂伤时升高的 miR-9具有着促进神经干细胞增值和诱导
分化的作用，为伤后神经功能的修复奠定基础。
对 microRNAs在神经系统疾病和损伤中的作用已经成为
神经科学研究的新的热点。虽然 microRNAs对颅脑损伤的作

用研究才刚刚开始，但不断出现的新的证据表明microRNAs对
颅脑损伤后的多种神经生物学进程发挥着重要的调节作用[14]。
更为重要的，鉴定其发生作用的靶向基因和信号通路已成为进

一步研究的重中之重。而这些对 microRNAs在颅脑损伤中的
作用机制的研究将会为损伤后脑神经组织的修复提供新的治

疗[20-21]。
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图 3 MTT结果显示过表达 miR-9可导致神经干细胞增殖率明显上

升。*P<0.05

Fig.3 MTT assay results revealed overexpression of miR-9 could

significantly promote neural stem cells proliferation. *P<0.05

图 4 流式细胞仪结果显示过表达 miR-9可导致神经干细胞分化 Tuj1

染色阳性的神经元细胞显著增加。*P<0.05

Fig. 4 Flow cytometer results showed overexpression of miR-9 could

significantly increase the proportion of Tuj1-positive cells
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的含噪 sEMG信号，分别利用数字带通滤波器、频谱插值法和
小波分析法对肌电信号带外噪声、工频干扰和肌电信号带内噪
声进行处理，获得了满意的降噪效果。实验结果表明，所采用方
法能够有效提高信号质量，sEMG信号中的动作活动段信息得
到了明显增强。通过该降噪处理，能够方便地对 sEMG信号进
行进一步的分析研究。
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