
网络出版时间：２０２１ ／ １２ ／ ２２ １５：３８　 网络出版地址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｋｎｓ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ３４． １０６５． Ｒ． ２０２１１２２１． ０９５９． ００３． ｈｔｍｌ

ｍｉＲ⁃９ 通过调控 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ、ＧＦＡＰ 对神经干细胞增殖的影响
王　 煜，赵　 岚，阚伯红，史慧妍

２０２１ － １０ － １１ 接收

基金项目： 国家自然科学基金（编号：８１７０４１４８）；天津市教委科研计

划项目（自然科学）（编号：２０１７ＫＪ１４９）
作者单位：天津中医药大学第一附属医院针灸科，天津　 ３００１９３
作者简介：王　 煜，女，博士，副主任医师，责任作者，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｃｕｏｈｇ３＠

１６３． ｃｏｍ

摘要　 目的　 探究 ｍｉＲ⁃９ 是否通过调控 β⁃微管蛋白⁃Ⅲ（β⁃
ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ）、胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ） 影响神经干细胞

（ＮＳＣｓ）的增殖。 方法 　 对健康孕鼠进行 ＮＳＣｓ 分离培养并

将分离出的细胞均分为 ＮＯ 组（无转染 ＮＳＣｓ 细胞株）、ＮＮ 组

（ＮＳＣｓ 转染 ｍｉＲ⁃９⁃ＮＣ）、ＮＭ 组（ＮＳＣｓ 转染 ｍｉＲ⁃９ ｍｉｍｉｃｓ）、
ＮＩ 组（转染 ｍｉＲ⁃９ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）。 通过免疫荧光鉴定巢蛋白

（Ｎｅｓｔｉｎ），ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ｍｉＲ⁃９、β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ、ＧＦＡＰ 含量，
ＭＴＴ 法检测 ＮＳＣｓ 增殖情况，流式细胞术检测 ＮＳＣｓ 凋亡情

况， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｍｉＲ⁃９、β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ、ＧＦＡＰ 蛋白表达。
结果　 Ｎｅｓｔｉｎ 在 ９０％的 ＮＳＣｓ 中呈现阳性，且与细胞核共定

位，提示 ＮＳＣｓ 分离成功。 ＮＭ 组 ＮＳＣｓ 中 ｍｉＲ⁃９ ｍＲＮＡ 表达

量在四组中最高，说明转染成功。 四组中 ＮＭ 组 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ
ｍＲＮＡ、蛋白表达量最高，ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 和蛋白表达量最低，
ＮＩ 组与之相反（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ２４ ｈ 后四组中 ＮＭ 组 ＮＳＣｓ 活性

最强且呈现随时间延长而逐渐增强的趋势（Ｐ ＜ ０. ０５），ＮＩ 组
的细胞活性较其他三组减弱（Ｐ ＜ ０. ０５）。 四组中 ＮＭ 组细

胞凋亡率少于其他三组（Ｐ ＜ ０. ０５），ＮＩ 组的细胞凋亡率较其

他三组升高（Ｐ ＜ ０. ０５），ＮＯ 组与 ＮＮ 组细胞上述指标差异无

统计学意义。 结论　 过表达 ｍｉＲ⁃９ 通过促进 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ表

达、抑制 ＧＦＡＰ 表达，从而促进 ＮＳＣｓ 增殖。
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　 　 神经干细胞（ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）是哺乳动

物神经组织中的一种能够通过自身的分裂、更新、持
续增殖以及多向分化的特性产生充足的脑组织细胞

的细胞群体［１］。 该细胞的发现和分离实验的成功

给帕金森病、脑卒中和多发性硬化等神经退化性疾

病的治愈提供了希望［２］。 有报道［３］ 显示 ｍｉＲ⁃９ 的

表达上调与 ＮＳＣｓ 向神经元分化有关。 β⁃微管蛋白⁃
Ⅲ（β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ⁃Ⅲ）是细胞骨架家族神经细胞的特异

性蛋白，在现阶段的研究中被证实是神经元早期发

育的标志［４］。 胶质纤维酸性蛋白（ ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａ⁃
ｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）是一种存在于星形胶质细胞内

的中间丝蛋白，其表达升高往往预示着星形胶质细

胞的活化［５］。 目前关于三者在 ＮＳＣｓ 定向分化为神

经元的过程中的相关性研究较少。 该研究重点探讨

ｍｉＲ⁃９ 是否通过调控 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ、ＧＦＡＰ 影响 ＮＳＣｓ
增殖。

１　 材料与方法

１． １　 实验分组 　 ３２ 只约 ２４０ ｇ 的健康 ＳＰＦ 级 ＳＤ
孕鼠购自上海灵畅生物科技公司，许可证号：ＳＣＸＸ
（沪）２０１８⁃０００３，孕鼠进行 ＮＳＣｓ 分离，将分离出的

ＮＳＣｓ 随机分为 ４ 组：ＮＯ 组常规培养；ＮＮ 组转染

ｍｉＲ⁃９ 无意义序列；ＮＭ 组转染 ｍｉＲ⁃９ 模拟物；ＮＩ 组
转染 ｍｉＲ⁃９ 抑制剂。
１． ２　 实验仪器与试剂　 ＧＦＡＰ 抗体（上海士峰生物

科技有限公司，货号：ｓｃ⁃３３６７３）；β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ 抗体

（北京百奥莱博科技有限公司，货号：Ａ０３０３）；电泳

仪（型号：ＥＰＳ⁃３００）、ＰＣＲ 仪（型号：ＤＰ１０００） （上海

启步生物科技有限公司）；ｍｉＲ⁃９ ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ⁃９⁃ＮＣ、
ｍｉＲ⁃９ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（上海启因生物科技有限公司，货号：
２１９６００）；ＭＴＴ 试剂盒（上海臻科生物公司，货号：
４８９０⁃５０⁃Ｋ）； ＰＶＤＦ 膜 （美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司，货号：
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ ＩＰＶＨ ０００１０）；流式细胞仪（东莞南寻进出

口公司，型号：ＳＰ６８００）；恒温摇床（河南信诺仪器设

备公司，型号：ＴＳ⁃１００Ｃ）。
１． ３　 大鼠 ＮＳＣｓ 的分离、培养　 麻醉大鼠（２％戊巴

比妥钠），取出胎鼠，分离并剪碎脑室管膜、脑室下

区、海马组织。 加 ０. ２５％ 胰蛋白酶消化 ２０ ｍｉｎ，过
滤，用含胎牛血清的培养液终止消化，将浓度为 ５ ×
１０８ ／ Ｌ 的细胞接种至 ６ 孔板，进行胰蛋白酶消化，
１ ６００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，收集、重悬并培养细胞。
１． ４　 细胞转染　 将数量为 １ × １０４ 个的 ＮＳＣｓ 细胞

株接种到 ９６ 孔中，１５ ｈ 后，待细胞重复融合，在 ＥＰ
管中加入 ２００ μｌ 转染液体和 ４ μｌ 脂质体，后加入 ５
μｇ 的 ｍｉＲ⁃１４５ ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ⁃９ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｍｉＲ⁃１４５⁃ＮＣ，
充分混合后，转染 ９ ｈ 后，继续培养 ４ ｈ 采用 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 法检测是否转染成功。
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１． ５　 细胞免疫荧光鉴定　 细胞数量、接种、培养同

１. ４ 项。 ２ ｄ 后使用多聚甲醛（４０ ｇ ／ Ｌ）固定，２５ ℃固

定 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤，５ ｍｉｎ ／次，共 ３ 次；０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ⁃１００ 打孔 ５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤同上；１％ ＢＳＡ ２５ ℃孵

育 ０. ５ ｈ 后，加 Ａｎｔｉ⁃Ｎｅｓｔｉｎ 抗体（１ ∶ ２００）４ ℃孵育

过夜，ＰＢＳ 洗涤同上；加 Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ 荧光二抗（１ ∶
１００）２５ ℃避光孵育 １ ｈ，ＰＢＳ 洗涤同上；ＤＡＰＩ 避光

染色 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤同上，封固，荧光显微镜观察。
１． ６　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ⁃９、β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ、ＧＦＡＰ 含

量　 把保存在 － ８０ ℃环境中的 ＮＳＣｓ 细胞取出进行

研磨，用 ＴＲＩｚｏｌ 进行总 ＲＮＡ 的提取，逆转录参照说

明书执行；将逆转后所得的 ｃＤＮＡ 进行荧光反应实

验。 所有反应严格按照反应条件进行扩增，内参采

用 ＧＡＰＤＨ，９５ ℃变性 ３ ｍｉｎ，９５ ℃变性 ５ ｓ，６０ ℃退

火 １ ｍｉｎ，共 ４０ 个循环。 取平均值计算 Ｃｔ 值，计算

方法用 ２ －△△Ｃｔ法。 见表 １。

表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′⁃３′）
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＡＴＴＣＣＡＴＧＧ ＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡ

Ｒ：ＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡ
β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ Ｆ：ＡＧＣＡＡＧＧＴＧＣＧＴＧＡＧＧＡＧＴＡ

Ｒ：ＡＡＧＣＣＧＧＧＣＡＴＧＡＡＧＡ ＡＧＴ
ＧＦＡＰ Ｆ：ＡＣＡＴＣＧＡＧＡＴＣＧＣＣＡＣＣＴＡＣ

Ｒ：ＡＣＡＴＣＡＣＡＴＣＣＴＴＧＴＧＣＴＣＣ
ｍｉＲ⁃９ Ｆ：ＴＧＣＧＣＴＣＴＴＴＧＧＴＴＡＴＣＴＡＧＣＴＧ

Ｒ：ＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴ

１． ７　 ＭＴＴ 细胞活力检测　 细胞数量、接种培养同

１. ４。 置于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃培养 １２ ｈ 后，在 ０、２４、４８、
７２ ｈ 时，更换培养基，孵育 ４ ｈ，吸弃培养液，每孔加

入 １５０ μｌ ＤＭＳＯ，振荡孵育 １０ ｍｉｎ。 酶联免疫检测

仪 ４９２ ｎｍ 测定吸光度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，每组

实验至少重复 ３ 次并收集数据。
１． ８　 流式细胞仪检测细胞凋亡　 细胞数量、接种培

养同 １. ４。 ０. ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 洗涤，２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ，室温避光静置 １５ ｍｉｎ，收集细胞，保存，ＰＢＳ 洗

涤 ３ 次，１００ μｌ 接种于 ５ ｍｌ 流式试管中，加入 Ａｎ⁃
ｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ ５ μｌ、碘化丙啶染色液 １０ μｌ 充分混合，
４ ℃避光孵育 ０. ５ ｈ，流式细胞仪检测 ＮＳＣｓ 凋亡情

况。
１． ９ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ、ＧＦＡＰ 蛋白

表达　 将 ＮＳＣｓ 细胞进行裂解并提取核蛋白，并对

核蛋白的浓度进行测量，分装后， － ２０ ℃保存。 将

提取出的蛋白溶液和缓冲溶液混匀，按照４ ∶ １的比

例，为了让蛋白质变性需将蛋白溶液全部煮沸变性

处置。 将电泳后 ５０ μｍ 的蛋白样品置于 ＰＶＤＦ 膜

上，加脱脂奶粉加封。 １ ｈ 后加一抗 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ（１
∶ ５００）、ＧＦＡＰ（１ ∶ ５００），然后 ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，间隔 １０
ｍｉｎ。 最后加入封闭液稀释辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）
标记的二抗（１ ∶ ２ ０００），２５ ℃封闭 １ ｈ。 取出 ＰＶＤＦ
膜漂洗（同上），ＤＡＢ 显色后照相。
１． １０　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２５. ０ 软件对数据进

行分析，四组 ＮＳＣｓ 生物活性及 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ、ＧＦＡＰ
蛋白、ｍＲＮＡ 等比较采用单因素方差分析，组间两两

比较行 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 大鼠 ＮＳＣｓ 特征性标志蛋白 Ｎｅｓｔｉｎ 鉴定　 免

疫荧光染色结果显示细胞传代后 ２４ ｈ ＮＳＣｓ 检测指

标 Ｎｅｓｔｉｎ 在 ９０％的细胞中呈现阳性，且与细胞核共

定位，提示 ＮＳＣｓ 分离成功。 见图 １。

图 １　 细胞株复苏传代后 Ｎｅｓｔｉｎ 染色 × ４００
Ａ ～ Ｃ：诱导前细胞的荧光染色；Ｄ ～ Ｆ：诱导 １ ｄ 时细胞的荧光染色；蓝色：ＤＡＰＩ 对照；绿色：ＮＳＣｓ；蓝色与绿色重叠越多表明阳性率越高
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２． ２　 各组 ｍｉＲ⁃９、β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ、ＧＦＡＰ 的基因表达

　 ＮＭ 组 ＮＳＣｓ 中 ｍｉＲ⁃９ ｍＲＮＡ 表达量最高，与 ＮＮ
组、ＮＯ 组、 ＮＩ 组相比，差异有统计学意义 （ Ｆ ＝
１６５. ８０７，Ｐ ＜ ０. ０１），说明转染成功。 四组中 ＮＭ 组

β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ ｍＲＮＡ 表达量最高，ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达

量最低，ＮＩ 组则相反（Ｆβ⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ ＝ １１３. ６２７，ＦＧＦＡＰ ＝
１７４. ０２５，Ｐ ＜ ０. ０１）；ＮＮ 组与 ＮＯ 组对比上述三个指

标数据差异无统计学意义。 见图 ２。

图 ２　 ４ 组 ＮＳＣｓ细胞中 ｍｉＲ⁃９、β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ、ＧＦＡＰ 表达量

与 ＮＯ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＮＮ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＮＭ 组

比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１

２． ３ 　 各组 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ、ＧＦＡＰ 蛋白含量 　 与 ＮＯ
组、ＮＮ 组、ＮＩ 组相比，ＮＭ 组 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ蛋白含量

最高， ＧＦＡＰ 蛋白含量最低 （ Ｆβ⁃ｔｕｂｕｌｉｎⅢ ＝ １０８. ２５３，
ＦＧＦＡＰ ＝ １６７. ４０６，Ｐ ＜ ０. ０１）。 四组中 ＮＩ 组 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ
Ⅲ蛋白表达量降低，ＧＦＡＰ 蛋白表达升高；ＮＯ 组 β⁃
ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ、ＧＦＡＰ 蛋白含量与 ＮＮ 组对比差异无统计

学意义。 见图 ３。

图 ３　 各组细胞中 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎⅢ、ＧＦＡＰ 的蛋白表达比较

与 ＮＯ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＮＮ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＮＭ 组

比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１

２． ４　 各组 ＮＳＣｓ 增殖情况　 ２４ ｈ 后各组细胞活性

对比差距较大（Ｆ ＝ ７４. ０７８，Ｐ ＜ ０. ０１）。 与 ＮＮ 组、
ＮＯ 组、ＮＩ 组相比，ＮＭ 组 ＮＳＣｓ 增殖活性最强且呈

现随时间延长而逐渐增强的趋势（Ｐ ＜ ０. ０１），ＮＩ 的
细胞活性较其他三组相比减弱，差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０. ０１），ＮＯ 组 ＮＳＣｓ 的活性略低于 ＮＮ 组，差异

无统计学意义。 见图 ４。

图 ４　 各组 ＮＳＣｓ细胞增殖情况

与 ＮＯ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＮＮ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＮＭ 组

比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１

２． ５　 各组 ＮＳＣｓ 细胞凋亡情况　 ＮＯ 组、ＮＮ 组、ＮＭ
组、ＮＩ 组细胞凋亡率见图 ５。 其中 ＮＭ 组细胞凋亡

率少于其他三组（Ｐ ＜ ０. ０１），ＮＩ 的细胞凋亡率较其

他三组相比升高（Ｐ ＜ ０. ０１），ＮＯ 组与 ＮＮ 组胞凋亡

数量差异无统计学意义。

３　 讨论

　 　 早期的研究中提示，正常情况下哺乳动物大脑

皮质神经细胞不可再生。 然而近些年的研究［６］ 表

明 ＮＳＣｓ 作为神经前体细胞不但自身具有更新能

力，而且能够分化为大脑细胞。 这一发现为神经退

化性疾病的治疗带来了新的希望。 有报道［７］ 显示

ＮＳＣｓ 的分化机制较为复杂，受机体内某些信号调控

影响，寻找干细胞增殖和分化的途径和方法成为研

究的关键。
ｍｉＲＮＡｓ 是一种高度保守的非编码 ＲＮＡ，具有

调控细胞的生物学行为的作用。 有研究［８］ 表明其

在哺乳动物大脑中普遍存在，提示其可能在神经功

能中具有重要意义。 ｍｉＲ⁃９ 是一种新型的保守 ｍｉＲ⁃
ＮＡ，在人类以及多类生物体内广泛存在。 有报道［９］

显示 ｍｉＲ⁃９ 在神经系统中特异性表达，发挥调节神

经发育的作用。 另外，ｍｉＲ⁃９ 在近些年的多种肿瘤

细胞的研究中呈现表达失调，提示其与癌细胞的生
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图 ５　 ４ 组细胞凋亡情况比较

与 ＮＯ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＮＮ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＮＭ 组比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１

物学行为有关。 同时研究［１０］ 表明 ｍｉＲ⁃９ 在神经系

统退行性病变的神经元中表达缺失。 以上结果皆提

示 ｍｉＲ⁃９ 与神经系统发育以及疾病的发生过程相

关，可能是两者的重要调控因子。 本研究显示 ＮＭ
组 ＮＳＣｓ 活性最强且呈现随时间延长而逐渐增强的

趋势。 此结果提示过表达 ｍｉＲ⁃９ 能够增加 ＮＳＣｓ 细

胞活性，减少其凋亡。
李彩霞 等［１１］ 对龟板提取物在 ＮＳＣｓ 向神经元

细胞分化的过程中的作用进行探讨，结果表明过表

达 ｍｉＲ⁃９ 能够通过调节 Ｎｏｔｃｈ １ 的表达在间充质细

胞分化为神经元的过程中发挥促进作用。 何玲

等［１２］研究表明脑络通通过上调 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ、降低

ＧＦＡＰ 的表达促进 ＮＳＣｓ 增殖、分化。 ＮＳＣｓ 向神经

元分化进程中细胞的形态变化以及迁移需要细胞骨

架的配合［１３］。 细胞骨架最主要的组成部分为微管，
微管是一种管状物，主要成分为微管蛋白，其中 β⁃
ｔｕｂｕｌｉｎ 不仅仅是微管的组成成分之一，也是构成神

经元的主要成分。 其改变受 ＮＳＣｓ 向神经元分化影

响。 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ 的所有同源体中 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎⅢ具备神经

元特异性，作为神经元标志物之一被广泛应用于神

经生物学研究［１４］。 ＧＦＡＰ 被发现于星形胶质细胞

内，属于Ⅲ型中间丝蛋白。 作为星形胶质细胞骨架

的主要成分在细胞形态功能维持、神经生理功能及

疾病过程中广泛参与，引起研究者的关注。 免疫组

化检测显示在健康的生物机体组织中 ＧＦＡＰ 大多呈

现阴性表达，而在神经系统受损后，机体组织中的星

形胶质细胞迅速增多发挥保护作用，但其增长过多

时造成的胶质瘢痕在神经元的活动联结中成为了阻

碍。 ＧＦＡＰ 作为星形胶质细胞的主要成分其表达随

着星形胶质细胞的激活增长。 因此 ＧＦＡＰ 蛋白激活

被当做神经系统星形胶质细胞活化的标志物，在临

床可用作急性神经损伤的判断指标。 本研究结果显

示，ＮＭ 组细胞中 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎⅢ ｍＲＮＡ 蛋白表达量在

四组中最高，而 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 和蛋白表达量最低，提
示 ｍｉＲ⁃９ 通过调控 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ、ＧＦＡＰ 的表达促进

ＮＳＣｓ 增殖。 本研究与上述研究结果相似。
综上所述，过表达的 ｍｉＲ⁃９ 通过促进 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ

Ⅲ表达、抑制 ＧＦＡＰ 表达，从而促进 ＮＳＣｓ 增殖。 该

实验尚有一些不足，如样本量受限、未对所有类型的

ＮＳＣｓ 进行试验，不能排除细胞种类对实验所带来的

影响，在今后的研究中应加入更多的实验方法对

ＮＳＣｓ 生物活性进行检测，为神经退化性疾病的治疗

提供更有利的实验依据。

参考文献

［１］ 　 Ｂｏｅｓｅ Ａ Ｃ， Ｅｒｉｃ Ｑ Ｓ， Ｄｙｌａｎ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ

ｓｕｂａｃｕｔｅ ａｎｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ［ Ｊ］ ． Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ Ｔｈｅｒ，

２０１８， ９（１）：１５４．

［２］ 　 Ｒｏｃｋｅｎｓｔｅｉｎ Ｅ， Ｄｅｓｐｌａｔｓ Ｐ， Ｕｂｈｉ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｕｒｏ⁃ｐｅｐｔｉｄｅ ｔｒｅａｔ⁃

ｍｅｎｔ ｗｉｔｈ Ｃｅｒｅｂｒｏｌｙｓｉｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ

ｇｒａｆｔｓ ｉｎ ａｎ ＡＰＰ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ［ Ｊ］ ． Ｓｔｅｍ

Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ，２０１５，１５（１）：５４ － ６７．

［３］ 　 李　 慧， 李子英． ｍｉＲ⁃９ 和 ｍｉＲ⁃１２４ 促进骨髓间充质干细胞向

神经细胞分化［Ｊ］ ． 解剖科学进展， ２０１６，２２（３）：２９２ － ４，２９８．

［４］ 　 张　 阳． 秋水仙素对嗅感觉神经元分化过程中 β⁃Ⅲ ｔｕｂｕｌｉｎ 的

作用研究［ Ｊ］ ． 中国中西医结合耳鼻咽喉科杂志，２０１２，２０

（４）：２４１ － ５．

［５］ 　 陈　 京，余伟华，李付贵． 神经干细胞神经分化示踪中 ＧＦＡＰ

启动子驱动荧光报告系统的价值［ Ｊ］ ． 中国组织工程研究，

２０１７，２１（２１）：３３７０ － ５．

［６］ 　 Ｊｉｅ Ｌ， Ｃｈｅｎ Ｄ， Ｌｉ Ｓ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ

ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｖｅｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｏｎ ｎｅｕ⁃

ｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｍａｔｅｒ Ｔｉｓｓｕｅ Ｅｎｇ，２０１６，

６（５）：３４９ － ６１．

［７］ 　 汪宏锦，李晶晶，柯　 慧，等． 中药对神经干细胞增殖分化信号

通路的综合调控作用分析［Ｊ］ ． 中国中药杂志，２０１７，４２（２１）：

４０９３ － １０３．

［８］ 　 柳维林， 郑　 薏， 金婷婷， 等． 电针调控 ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃３４ａ 对缺血

·３１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｊａｎ；５７（１）



再灌注损伤大鼠内源性神经干细胞分化的影响［ Ｊ］ ． 中国康

复理论与实践，２０１９， ２５（２）：４４ － ５３．

［９］ 　 郭　 亮，肖　 峻，陶　 陶． ｍｉＲ⁃９⁃５ｐ 对前列腺癌细胞增殖、迁移

和侵袭的影响［Ｊ］ ． 安徽医科大学学报，２０１９，５４（７）：１０５２ － ７．

［１０］ 李晓琳， 胡雪玲， 孙丽华． 微小 ＲＮＡ⁃９ 在癌症及神经退行性

疾病中的研究现状［ Ｊ］ ． 中国临床药理学杂志，２０１５，３１（４）：

３１５ － ６，３２０．

［１１］ 李彩霞， 周健洪， 陈东风，等． 龟板提取物诱导 ＮＳＣｓ 向神经元

分化过程中相关 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 表达变化［Ｊ］ ． 广州中医药大学学

报， ２０１５， ３２（３）：４８１ － ４，５７３ － ５．

［１２］ 何　 玲， 石晓倩， 徐　 伟，等． 脑络欣通对神经干细胞增殖分

化及 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎⅢ、ＧＦＡＰ 的影响 ［ Ｊ］ ． 南方医科大学学报，

２０１９， ３９（８）：９６４ － ７１．

［１３］ 张先虎，朱俊德，龙婷婷，等． Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路对小鼠海

马神经干细胞的影响［Ｊ］ ． 安徽医科大学学报，２０１９，５４（１）：４４

－ ９．

［１４］ 郭　 超， 刘　 润， 赵红斌，等． Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路介导红

景天苷诱导骨髓间充质干细胞向神经细胞定向分化研究［ Ｊ］ ．

中国中西医结合杂志， ２０１５，３５（３）：３４９ － ５４．

Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃９ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ ａｎｄ ＧＦＡＰ

Ｗａｎｇ Ｙｕ， Ｚｈａｏ Ｌａｎ， Ｋａｎ Ｂｏｈｏｎｇ， Ｓｈｉ Ｈｕｉｙａｎ
（Ｄｅｐｔ ｏｆ Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ，Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ

ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｔｉａｎｊｉｎ　 ３００１９３）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｍｉＲ⁃９ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ （ＮＳＣｓ） ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ ａｎｄ ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ （ＧＦＡＰ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＮＳＣｓ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｕｒｃｈａｓｅｄ ｈｅａｌｔｈｙ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ＮＯ ｇｒｏｕｐ （ ｎｏｎ⁃ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＮＳＣｓ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅ）， ＮＮ ｇｒｏｕｐ （ＮＳＣｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃９⁃ＮＣ）， ＮＭ ｇｒｏｕｐ （ＮＳＣｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ） ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃９ ｍｉｍ⁃
ｉｃｓ）， ＮＩ ｇｒｏｕｐ （ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃９ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ） ． Ｎｅｓｔｉｎ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ， ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ
Ｍｉｒ⁃９， β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ ａｎｄ ＧＦＡＰ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＱＲＴ⁃ＰＣＲ， ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣｓ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＭＴＴ
ｍｅｔｈｏｄ， ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＮＳＣｓ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｍｉｒ⁃９， β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ
ａｎｄ ＧＦＡＰ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ Ｎｅｓｔｉｎ ｏｆ ＮＳＣｓ ｆｏｒ ２４ ｈ ａｆｔｅｒ ｃｅｌｌ ｐａｓｓａｇｅ
ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｎ ９０％ ｏｆ ｔｈｅ ＮＳＣｓ， ａｎｄ ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣｓ．
Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃９ ｍＲＮＡ ｉｎ ＮＳＣｓ ｏｆ ｔｈｅ ＮＭ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ， β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｉｎ
ｔｈｅ ＮＭ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｔｈｅ ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ． Ｔｈｅ ＮＩ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｈｅ ｏｐｐｏｓｉｔｅ （Ｐ ＜
０. ０５）． Ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＮＳＣｓ ｉｎ ｔｈｅ ＮＭ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｈｅ ｓｔｒｏｎｇｅｓｔ ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ａ
ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＮＩ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｗｅａｋｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ， ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ＮＭ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ
ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ＮＩ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ
＜ ０. ０５）． Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＮＯ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＮＮ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｍａｌｌｅｒ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ
　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍｉＲ⁃９ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣｓ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ Ⅲ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉ⁃
ｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＦＡＰ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ； ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ； ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ； ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

·４１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｊａｎ；５７（１）


