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论著·实验研究

ｍｉＲ１２４１促进大鼠骨髓间充质干细胞
神经分化的实验研究

周燕１，２　陈奎生２　高剑波１　韩瑞３　鲁晶晶３　彭涛３　贾延稢３

　　　　　　　　　　　　　　　（１．郑州大学第一附属医院放射科，河南 郑州　４５００５２；
２．郑州大学基础医学院，河南 郑州　４５００５２；
３．郑州大学第一附属医院神经内科，河南 郑州　４５００５２）

　　［摘　要］　目的　探讨 ｍｉＲ１２４１在大鼠骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）神经分化中的作用。方法　构建大鼠
ｍｉＲ１２４１慢病毒载体及ＡｎｔｉｒｎｏｍｉＲ１２４ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ载体，体外感染大鼠ＭＳＣｓ，筛选最适感染复数（ＭＯＩ）。实验分
为对照组（未行感／转染组）、ｍｉＲ１２４１＋组（感染 ｍｉＲ１２４１慢病毒）及 ｍｉＲ１２４１－组（转染 ＡｎｔｉｒｎｏｍｉＲ１２４

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）。采用β巯基乙醇诱导ＭＳＣｓ分化为神经细胞。倒置荧光显微镜下观察感染后荧光表达情况，ＭＴＴ法检
测感／转染后各组细胞存活率；免疫细胞化学法、ＲＴＰＣＲ法、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组诱导６ｄ后神经细胞标记物
β３微管蛋白（β３ｔｕｂｕｌｉｎ）、神经微管结合蛋白（ＭＡＰ２）、胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）的表达变化。结果　倒置荧光
显微镜下观察大鼠ｍｉＲ１２４１慢病毒感染成功，ＭＯＩ值为３０。ｍｉＲ１２４１＋组慢病毒载体感染ＭＳＣｓ２ｄ后，实时定
量ＰＣＲ显示ｍｉＲ１２４１的表达显著上调（Ｐ＜０．０１）；ＡｎｔｉｒｎｏｍｉＲ１２４ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ载体转染２４ｈ后，细胞存活率下
降，实时荧光定量ＰＣＲ显示转染后ｍｉＲ１２４１的表达显著下降（Ｐ＜０．０１）。β巯基乙醇可诱导 ＭＳＣｓ分化为神经
细胞，ｍｉＲ１２４１＋组诱导６ｄ后细胞的 β３ｔｕｂｕｌｉｎ、ＭＡＰ２表达率显著高于其他两组（Ｐ＜０．０１），ｍｉＲ１２４１－组 β３
ｔｕｂｕｌｉｎ、ＭＡＰ２的表达率显著低于对照组（Ｐ＜０．０１）；各组ＧＦＡＰ表达率均较低（＜１％）。结论　ｍｉＲ１２４可能促进
大鼠ＭＳＣｓ的神经分化。 ［中国当代儿科杂志，２０１２，１４（３）：２１５－２２０］
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　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｉＲ１２４１ｏｎｎｅｕｒｏｎａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｒａｔｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＭＳＣｓ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＭＳＣｓｃｅｌｌｓｗｅｒｅａｓｓｉｇｎｅｄｉｎｔｏｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ：ｃｏｎｔｒｏｌ（ｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄａｎｄｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ），ｍｉＲ
１２４１＋（ｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ１２４１），ａｎｄｍｉＲ１２４１－（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡｎｔｉｒｎｏｍｉＲ１２４ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）．ＭＳＣｓｗｅｒｅｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙβｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌ（βＭＥ）ｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｉｎｔｏｎｅｕｒｏｎｓ．ＴｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｙｉｎｆｅｃｔｅｄＭＳＣｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ
ｕｎｄｅｒａｎｉｎｖｅｒｔｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．ＭＴＴｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｒ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＲＴＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｍｅｔｈｏｄｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆβ３ｔｕｂｕｌｉｎ，
ＭＡＰ２ａｎｄＧＦＡＰ６ｄａｙｓａｆｔｅｒβＭＥｉｎｄｕｃｔｉｏｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１２４１ｉｎｔｈｅｍｉＲ１２４１＋ ｇｒｏｕｐｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ２ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｆｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．ＩｎｔｈｅｍｉＲ
１２４１－ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅａｎｄｔｈｅｍｉＲ１２４１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ２４ｈｒｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆ
ａｎｔｉｒｎｏｍｉＲ１２４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（Ｐ＜０．０１）．Ａｆｔｅｒ６ｄａｙｓｏｆβＭＥｉｎｄｕｃｔｉｏｎ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆβ３
ｔｕｂｕｌｉｎａｎｄＭＡＰ２ｉｎｔｈｅｍｉＲ１２４１＋ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｍｕｃｈｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｅｏｔｈｅｒｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０１）；ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆβ３ｔｕｂｕｌｉｎａｎｄＭＡＰ２ｉｎｔｈｅｍｉＲ１２４１－ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＧＦＡＰｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｗａｓｗｅａｋ（＜１％）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ｍｉＲ１２４ｍｉｇｈｔｐｒｏｍｏｔｅｎｅｕｒｏｎａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｒａｔＭＳＣｓ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１２，１４（３）：２１５－２２０］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｍｉＲ１２４；Ｎｅｕｒａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；Ｎｅｕｒｏｎ；Ｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ
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　　骨髓间充质干细胞（ｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）是一类具有多项分化潜能的干细胞，在
组织工程、细胞移植、基因治疗等领域有十分广阔的

应用前景，尤其是 ＭＳＣｓ神经分化为临床治疗新生
儿缺氧缺血性脑损伤、神经系统遗传代谢性疾病提

供了新的思路，成为了干细胞的研究热点之一。

近年发现，ｍｉＲＮＡｓ作为一类具有调控功能的
非编码ＲＮＡ，可以通过转录水平、转录后水平、表观
遗传学水平等方式调控 ＭＳＣｓ基因组的表达，参与
ＭＳＣｓ分化中一系列的重要进程［１］。而且，对哺乳

动物脑发育过程中高度表达的 ｍｉＲＮＡｓ的研究表
明，在发育起始的 ｍｉＲＮＡｓ和特异性分化后表达的
ｍｉＲＮＡｓ有显著的不同［２］。因此，通过探讨 ＭＳＣｓ神
经分化中的 ｍｉＲＮＡｓ的变化规律，有助于深入了解
ＭＳＣｓ分化的复杂过程，提高 ＭＳＣｓ神经分化效率。
ｍｉＲ１２４是脑组织中表达最为丰富的一类 ｍｉＲＮＡｓ，
约占脑组织 ｍｉＲＮＡｓ总量的２５％～４８％［２］。但是，

ｍｉＲ１２４是否在ＭＳＣｓ神经分化中起作用尚未见报
道。本研究分别采用慢病毒过表达载体或小干扰

ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ；ｓｉＲＮＡ）影响ｍｉＲ１２４１，
观察增强或减弱 ｍｉＲＮＡｓ的基因沉默效应后大鼠
ＭＳＣｓ神经分化规律，并初步探讨其可能机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
成年Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠，体重１５０～２００ｇ，雌雄不

限，由郑州大学动物实验中心提供，许可证号：ＳＣＸＫ
（豫）２００５０００１。
１．２　主要试剂

ＤＭＥＭ液体培养基、胎牛血清购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；神经细胞标记蛋白 β３ｔｕｂｕｌｉｎ（３Ｈ３０９１，ｓｃ
６９９６６）、神经微管结合蛋白 ＭＡＰ２（ＡＰ２０，ｓｃ
３２７９１）、胶质纤维酸性蛋白 ＧＦＡＰ（Ｆ７，ｓｃ１６６４５８）、
小鼠抗ＩｇＧ１单克隆抗体、辣根过氧化物酶标记山羊
抗小鼠 ＩｇＧ１（ｓｃ２９６９）购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；凝聚
胺、四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）、β巯基乙醇购自 Ｓｉｇｍａ
公司；ＸｂａＩ、ＨｐａＩ、Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ购自 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄ
Ｂｉｏｌａｂｓ公司；ｐＦＵＧＷｉＲＮＡＶｅｃｔｏｒ、Ｈｅｌｐｅｒ１．０、
ｐＨｅｌｐｅｒ２．０载体购自上海吉凯基因技术有限公司；
大 鼠 Ｒｎ＿ｍｉＲ１２４ａ＿１ ｍｉＳｃｒｉｐｔＰｒｉｍｅｒ Ａｓｓａｙ
（ＭＳ００００５５９３）、ＡｎｔｉｒｎｏｍｉＲ１２４ ｍｉＳｃｒｉｐｔｍｉＲＮＡ
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＭＩＮ０００４７２８）、ＨｉＰｅｒＦｅｃｔ转 染 试 剂
（３０１７０５）、ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉ试剂盒（２１７００４）、ＯｎｅＳｔｅｐ
ＲＴＰＣＲ试剂盒（２１０２１２）、ｍｉＳｃｒｉｐｔＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ试剂盒（２１８０６１）、ｍｉＳｃｒｉｐｔＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ
试剂盒（２１８０７３）均为 Ｑｉａｇｅｎ公司产品；ＡＥＣ底物
显色试剂盒购自北京康为世纪生物科技有限公司；

其他生化试剂均为国产分析纯级别。

引物由上海吉凯基因技术有限公司根据设计合

成，见表１。

表１　引物序列

引物名称 引物序列 片段长度

β３ｔｕｂｕｌｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ　５′ＴＧＣＧＴＧＴＧＴＡＣＡＧＧＴＧＡＡＴＧＣ３′ ２４０ｂｐ
Ｒｅｖｅｒｓｅ　５′ＧＧＣＴＧＣＡＴＡＧＴＣＡＴＴＴＣＣＡＡＧ３′

ＭＡＰ２ Ｆｏｒｗａｒｄ　５′ＣＣＣＡＡＧＡＡＣＣＡＡＣＡＡＧＡＴＧＡＡ３′ ７１０ｂｐ
Ｒｅｖｅｒｓｅ　５′ＡＡＴＣＡＡＧＧＣＡＡＧＡＣＡＴＡＧＣＧＡ３′

βａｃｔｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ　５′ＴＧＡＣＧＧＧＧＴＣＡＣＣＣＡＡＣＴＧＴＧＣ

ＣＣＡＴＣＴＡ３′

１０５ｂｐ

Ｒｅｖｅｒｓｅ　５′ＣＴＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＡＣＧＡＴＧ

ＧＡＧＧＧ３′

１．３　实验方法
１．３．１　大鼠 ＭＳＣｓ的分离培养及鉴定　　参考文
献和本课题组以往的方法［３４］，分离、培养大鼠

ＭＳＣｓ，每隔４８ｈ换液，倒置显微镜动态观察 ＭＳＣｓ
生长情况，连续传至１０代（Ｐ１０）后备用，流式细胞
仪检测ＭＳＣｓ表达的标记蛋白。
１．３．２　大鼠 ｍｉＲ１２４１慢病毒载体构建　　根据
ｍｉＲＢａｓｅ 数 据 库 的 ｒｎｏｍｉＲ１２４１ 序 列

（ＭＩ００００８９３），本研究合成了双链 ＤＮＡｏｌｉｇｏ和
ｐＦＵＧＷｉＲＮＡ载体，其结构分别如下：５′ＴＡＧＧＣＣ
ＴＣＴＣＴＣＴＣＣＧＴＧＴＴＣＡＣＡＧＣＧＧＡＣＣＴＴＧＡＴ
ＴＴＡＡＡＴＧＴＣＣＡＴＡＣＡＡＴＴＡＡＧＧＣＡＣＧＣＧＧＴ
ＧＡＡＴＧＣＣＡＡＧＡＡＴＧＧＧＧＣＴＧＣ３′；以及５′ＴＣＧ
ＡＧＣＡＧＣＣＣＣＡＴＴＣＴＴＧＧＣＡＴＴＣＡＣＣＧＣＧＴＧ
ＣＣＴＴＡＡＴＴＧＴＡＴＧＧＡＣＡＴＴＴＡＡＡＴＣＡＡＧＧＴ
ＣＣＧＣＴＧＴＧＡＡＣＡＣＧＧＡＧＡＧＡＧＡＧＧＣＣＴＡ３′。
首先将 ｐＦＵＧＷｉＲＮＡ载体经 ＨｐａＩ和 ＸｈｏＩ双酶
切，使其线性化；将双酶切慢病毒载体和克隆好的双

链ＤＮＡｏｌｉｇｏ进行连接；再转化至感受态细胞，３７℃
培养１６ｈ。转化后挑选克隆产物进行 ＰＣＲ和测序
鉴定。构建后的ｐＧＣＬＶ载体与慢病毒包装质粒载
体ｐＨｅｌｐｅｒ１．０、ｐＨｅｌｐｅｒ２．０通过Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
共转染至２９３Ｔ包装细胞，产生病毒液并采用孔释法
测定滴度。最后将制备好的慢病毒载体放至－８０℃
冰箱冻存备用。

１．３．３　ｍｉＲ１２４１慢病毒载体感染大鼠ＭＳＣｓ　　在
预实验中，已经测定了 ｍｉＲ１２４１慢病毒载体的最
适感染复数值（ｍｕｌｔｉｐｌｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为３０。将
Ｐ１０的大鼠 ＭＳＣｓ接种至９６孔板，待细胞融合度达
·６１２·
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到 ３０％～５０％。感染前吸去细胞上清液，在完全培
养基中加入含有 ＭＯＩ＝３０的慢病毒载体和终浓度
为 ５μｇ／ｍＬ的 Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ，于３７℃、５％ ＣＯ２的培养
箱中共感染２４ｈ后，弃去感染液，重新加入新鲜的
完全培养基。在倒置荧光显微镜下观察感染后绿色

荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）荧光表达
情况，评价细胞感染效率。

１．３．４　ＡｎｔｉｒｎｏｍｉＲ１２４ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染大鼠 ＭＳＣｓ
　　为了证明 ｍｉＲ１２４１在 ＭＳＣｓ神经分化中的作
用，本研究还采用 ｓｉＲＮＡ抑制 ｍｉＲ１２４１。按照操
作说明将Ｐ１０的大鼠ＭＳＣｓ接种至９６孔板，在每孔
加入１７５μＬ培养基（ＤＭＥＭ培养基 ＋１０％胎牛血
清＋青、链霉素），同时，将０．７５μＬＨｉＰｅｒＦｅｃｔ转染
试剂溶于２４．２５μＬ无血清 ＤＭＥＭ培养基中，再加
入０．５μＬＡｎｔｉｒｎｏｍｉＲ１２４ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ混匀，室温孵
育８ｍｉｎ后，将转染复合物均匀滴入含 ＭＳＣｓ孔内，
使ＡｎｔｉｒｎｏｍｉＲ１２４ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的终浓度达到５０ｎＭ，
置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱内；孵育２４～４８ｈ。实时
定量ＰＣＲ法评价细胞转染效率。
１．３．５　实验分组　　根据感／转染情况将同时间点
的ＭＳＣｓ细胞分为３组，①对照组：不进行感／转染，
其他培养条件同其他两组。②ｍｉＲ１２４１＋组：感染
过表达的 ｍｉＲ１２４１慢病毒。③ｍｉＲ１２４１－组：转
染ＡｎｔｉｒｎｏｍｉＲ１２４ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ。
１．３．６　体外诱导 ＭＳＣｓ分化为神经细胞　　参照
Ｗｏｏｄｂｕｒｙ等［５］和本课题组前期研究方法［３］并略改

进。诱导剂为５ｍＭβ巯基乙醇，诱导时间为６ｄ。
１．３．７　ＭＴＴ比色法检测细胞存活率　　在各组加
入ＭＴＴ（５．０ｍｇ／ｍＬ）５０μＬ／孔，置于培养箱孵育
４ｈ，离心弃上清液，加入二甲基亚砜２００μＬ，采用酶
联免疫检测仪测定各孔吸光度值，评价细胞存活率。

１．３．８　免疫细胞化学染色检测神经细胞标记物的
表达　　将各组细胞经 ４％多聚甲醛固定后，用
０．２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理 １０ｍｉｎ，并用封闭液封闭
１ｈ。然后分别用 β３ｔｕｂｕｌｉｎ抗体（２．０μｇ／ｍＬ）、
ＭＡＰ２（１．０μｇ／ｍＬ）、ＧＦＡＰ（１．０μｇ／ｍＬ）４℃孵育
２４ｈ。辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ１
（１∶４００）在３７℃孵育１ｈ、ＡＥＣ显色、ＤＡＰＩ复染。采
用双人双盲法随机计数阳性细胞，计算阳性细胞百

分率。

１．３．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测神经细胞标记蛋白的表达
　　收集各组细胞，在细胞裂解液（５０ｍＭＴｒｉｓＣｌ、ｐＨ
６．８、１０ｍＭＥＤＴＡ、２％ ＳＤＳ、５ｍＭＤＴＴ、０．５ｍＭＰＭＳＦ）
１００μＬ中裂解、变性、离心、收集蛋白。根据Ｂｒａｄｆｏｒｄ
法对蛋白进行定量分析。蛋白裂解液加入１０×凝胶上

样缓冲液进行ＳＤＳ丙烯酰胺凝胶电泳。电泳后，转移
到硝酸纤维膜上。以含５％脱脂牛奶的ＴＢＳＴ室温封
闭１ｈ，然后相应抗体４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜。辣根
过氧化物酶标记山羊抗小鼠ＩｇＧ１室温反应１ｈ，ＴＢＳＴ
洗膜。然后进行ＥＣＬ反应，曝光显影。
１．３．１０　逆转录聚合酶链反应检测神经细胞标记物
ｍＲＮＡ的表达　　采用 ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉ试剂盒分离纯
化各组细胞的总 ＲＮＡ，分光光度法测定提取的总
ＲＮＡ含量及浓度。参照 ＯｎｅＳｔｅｐＲＴＰＣＲ试剂盒实
验操作说明进行逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检
测，总反应体积 ５０．０μＬ，其中 ５×ＲＴＰＣＲＢｕｆｆｅｒ
１０．０μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘ２．０μＬ，ＲＴＰＣＲＥｎｚｙｍｅＭｉｘ
２．０μＬ，５×ＱＳｏｌｕｔｉｏｎ１０．０μＬ，ＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
１０Ｕ，ＲＮＡ１．０μｇ，引物（表 １）０．６μｍｏｌ／Ｌ。扩
增 条 件 为：５０℃ 逆 转 录 ３０ｍｉｎ；９５℃初始化
１５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃退火１ｍｉｎ，７２℃ 延伸
１ｍｉｎ，３０～３５个循环；７２℃最后延伸 １０ｍｉｎ。然
后，取ＲＴＰＣＲ产物１０．０μＬ，行２％琼脂糖凝胶电
泳。

１．３．１１　实时定量ＰＣＲ检测ｍｉＲ１２４１表达量　　
首先，参考ｍｉＳｃｒｉｐｔＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ操作手
册制备 ｃＤＮＡ，冰上保存备用。其次，参考 ｍｉＳｃｒｉｐｔ
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＫｉｔ操作手册进行实时定量 ＰＣＲ，
总反应体系为 ５０μＬ，包括３．０μＬｃＤＮＡ，５．０μＬ
１０×Ｒｎ＿ｍｉＲ１２４ａ＿１ｍｉＳｃｒｉｐｔＰｒｉｍｅｒＡｓｓａｙ，５．０μＬ
１０×ＵｎｉｖｅｒｓａｌＰｒｉｍｅｒ，２５．０μＬ２×ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，１２．０μＬＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ。于
荧光定量ＰＣＲ仪（ＡＢＩＰｒｉｓｍ７３００）上进行扩增，设置
反应条件为９５℃预热１５ｍｉｎ；９４℃变性１５ｓ，５５℃退
火３０ｓ，７０℃ 延伸３０ｓ，共３５～４０个循环。采用仪
器自带ＡＢＩＰｒｉｓｍ７３００ＳＤＳＳｏｆｔｗａｒｅ分析，记录相应
的ＣＴ值，基因相对表达量采用公式２△△Ｃｔ计算，以
此判定ｍｉＲ１２４１表达量的差异。
１．４　统计学分析

图像由ＩｍａｇｅＰｒｏＥｘｐｒｅｓｓ６．０采集和处理，图表
采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０１制作，统计处理采用ＳＰＳＳ
１３．０软件分析。数据采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，多组间比较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），组
间两两比较采用最小显著性差异法（ＬＳＤ法），
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｍｉＲ１２４１慢病毒载体感染大鼠ＭＳＣｓ
ｐＦＵＧＷｉＲＮＡ载体经测序结果证明大鼠 ｍｉＲ

·７１２·
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１２４１慢病毒载体构建成功。经２９３Ｔ细胞包装后，
测定病毒的滴度为２×１０９ＴＵ／ｍＬ。

倒置荧光显微镜观察发现，ｍｉＲ１２４１＋组慢病
毒载体感染ＭＳＣｓ２ｄ后，部分细胞脱落死亡；而且，
感染７ｄ时慢病毒载体自身携带的ＧＦＰ表达最为理
想，随时间延长，荧光减弱，见图１。随着 ＭＯＩ值的
递增，ＧＦＰ表达依次增加，ＭＯＩ值为３０时，ＧＦＰ表
达最为理想。ＭＴＴ检测结果显示，ｍｉＲ１２４１＋组
ＭＴＴ值（０．７３８±０．０２３）较对照组（０．８２５±０．０１６）
显著下降（Ｐ＜０．０５），但是与预实验中仅感染空病
毒的ＭＳＣｓ（０．７３６±０．０２２）之间相比差异无统计学
意义，提示慢病毒载体感染后可以导致 ＭＳＣｓ细胞
存活率下降，与 ｍｉＲ１２４１过表达无关。实时定量
ＰＣＲ结果显示，ｍｉＲ１２４１＋组感染 ＭＳＣｓ２ｄ后，
ｍｉＲ１２４１的表达量为 ６．０３±０．２３，较对照组
（０．９８±０．０５）显著上调（Ｐ＜０．０１）。

　　图１　ｍｉＲ１２４１＋组慢病毒载体感染ＭＳＣｓ７ｄ时ＧＦＰ
表达情况（倒置荧光显微镜，×２００，ＭＯＩ＝３０）

２．２　ＡｎｔｉｒｎｏｍｉＲ１２４ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染大鼠ＭＳＣｓ
ＡｎｔｉｒｎｏｍｉＲ１２４ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染ＭＳＣｓ２４ｈ后，

部 分 细 胞 脱 落 死 亡。ｍｉＲ１２４１－ 组 ＭＴＴ值

（０．７５０±０．０５２）较对照组（０．８２５±０．０１６）显著下
降（Ｐ＜０．０５），提示 ＡｎｔｉｒｎｏｍｉＲ１２４ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ可
以导致 ＭＳＣｓ存活率下降。实时定量 ＰＣＲ结果显
示，ＡｎｔｉｒｎｏｍｉＲ１２４ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染ＭＳＣｓ２４ｈ后，
ｍｉＲ１２４１的表达量为０．１６±０．０２，较对照组显著
下降（Ｐ＜０．０１）。
２．３　大鼠ＭＳＣｓ诱导分化为神经细胞

β巯基乙醇诱导后，对照组部分 ＭＳＣｓ出现神
经细胞样改变，胞体收缩呈多角形或圆形，突起细

长，有数个分支，部分在局部形成网络。ｍｉＲ１２４１＋

组诱导后，细胞形态变化更为迅速和显著，诱导６ｄ
时多数细胞胞体收缩呈圆形、锥形，细胞突起细长，

交织成网，形成较典型的神经细胞结构，少量细胞脱

落、死亡。ｍｉＲ１２４１－组诱导后，细胞形态改变不明
显，只有部分区域、少数细胞出现神经细胞样的改

变。见图２。
ｍｉＲ１２４１＋组诱导６ｄ后细胞的β３ｔｕｂｕｌｉｎ、ＭＡＰ

２表达率分别为 （７３±８）％、（８１±６）％，显著高于其他
两组（Ｐ＜０．０１），同时，ｍｉＲ１２４１－组β３ｔｕｂｕｌｉｎ、ＭＡＰ２
的表达率显著低于对照组（Ｐ＜０．０１）。见图３～４。各
组ＧＦＡＰ表达率均小于１％，差异无统计学意义。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ｍｉＲ１２４１＋组诱导后６ｄ
细胞的β３ｔｕｂｕｌｉｎ、ＭＡＰ２表达率显著高于其他两组
（Ｐ＜０．０１），同时，ｍｉＲ１２４１组β３ｔｕｂｕｌｉｎ、ＭＡＰ２的
表达率显著低于对照组（Ｐ＜０．０１）。见图５。

ＲＴＰＣＲ结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果相似，各组诱
导６ｄ后均有 β３ｔｕｂｕｌｉｎ、ＭＡＰ２ｍＲＮＡ表达，ｍｉＲ
１２４１＋组诱导后细胞的β３ｔｕｂｕｌｉｎ、ＭＡＰ２ｍＲＮＡ表
达率显著高于其他两组（Ｐ＜０．０１），同时，ｍｉＲ１２４
１－组 β３ｔｕｂｕｌｉｎ、ＭＡＰ２ｍＲＮＡ的表达率显著低于
对照组（Ｐ＜０．０１）。见图６。

　　图２　各组细胞在诱导６ｄ时形态学变化　Ａ为对照组（倒置显微镜，×２００），部分细胞出现神经细胞样改变；Ｂ（倒置显
微镜，×２００）和Ｃ（倒置荧光显微镜，×１００）均为ｍｉＲ１２４１＋组，形成较典型的神经细胞结构；Ｄ为 ｍｉＲ１２４１－组（倒置显微镜，×

２００），部分区域、少数细胞出现神经细胞样改变。

·８１２·
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　　图３　３组细胞在诱导６ｄ时神经细胞标记物的表达　ｍｉＲ１２４１＋组细胞的β３ｔｕｂｕｌｉｎ及ＭＡＰ２的表达显著高于对照
组和ｍｉＲ１２４１－组；ｍｉＲ１２４１－组细胞的β３ｔｕｂｕｌｉｎ及ＭＡＰ２的表达显著低于对照组。
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　　图４　各组细胞在诱导６ｄ时神经细胞标记物表达率
（ｎ＝１５）　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１。
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　　图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞在诱导６ｄ时神经细
胞标记物的表达（ｎ＝８）

!"

!"#$%&'$%

(

!"#$%&'$%

$

!) *+,+-".

/01$&

!$23*".

　　图６　ＲＴＰＣＲ检测各组细胞在诱导６ｄ时神经细胞标

记物ｍＲＮＡ的表达率（ｎ＝８）

３　讨论

ｍｉＲＮＡｓ是一类长约２２个核苷酸的非编码单链
ＲＮＡ分子，参与了细胞活动中一系列的重要进程，
包括早期发育、增殖分化、细胞凋亡、信号转导

等［６］。

ｍｉＲ１２４是脑组织中表达最为丰富的一类 ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ，主要限于在已经分化的和成熟的神经元中
表达。如果将ｍｉＲ１２４感染到多种细胞中，可导致
一系列非神经元转录物的表达受到抑制，诱导这些

细胞的基因组表达模式向神经方向转化［７８］。最新

研究发现，在ｍｉＲ１２４参与下，可以将成纤维细胞重
新编程，直接诱导分化为神经细胞［９１０］，这些结果提

·９１２·
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示在干细胞神经分化过程中，ｍｉＲ１２４可能起到重
要作用。本研究发现大鼠 ＭＳＣｓ体外诱导神经分化
前后，ｍｉＲ１２４１表达量显著增加，神经细胞标记物
β３ｔｕｂｕｌｉｎ、ＭＡＰ２表达量也显著增加。进一步研究
发现，过表达ｍｉＲ１２４１可以促进大鼠的ＭＳＣｓ神经
分化，而抑制ｍｉＲ１２４１不仅降低了ＭＳＣｓ神经分化
效率，同时也降低了细胞存活率，提示ｍｉＲ１２４参与
了ＭＳＣｓ神经分化的过程，干预 ｍｉＲ１２４的表达可
以影响ＭＳＣｓ向神经细胞分化。

ｍｉＲ１２４影响 ＭＳＣｓ向神经细胞分化的机制
尚不清楚，可能有以下几种原因：１）ｍｉＲ１２４的
靶目标可以编码羧基端小结构域磷酸酶 １
（ＳＣＰ１／ＣＴＤＳＰ１），ＳＣＰ１／ＣＴＤＳＰ１是ＲＥ１沉默转录
阻遏物（ＲＥ１ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｒｅｐｒｅｓｓｏｒ，ＲＥＳＴ／
ＮＲＳＦ）的组成之一。ＲＥＳＴ在非神经元细胞中阻遏
大量神经元特异基因的转录。因此，在分化的神经

元中，ｍｉＲ１２４ａ可以通过减少ＳＣＰ１的表达量，解除
ＳＣＰ１对神经元转录程序的阻遏作用，促进神经细胞
分化［１１］；２）在神经分化过程中，ｍｉＲ１２４能够与位
于多聚嘧啶核苷酸序列结合蛋白（ＰＴＢＰ）ｍＲＮＡ３′
ＵＴＲ的同源靶标位点结合，抑制 ＰＴＢＰ１的表达，而
ＰＴＢＰ１可以抑制ＰＴＢＰ２的表达，ＰＴＢＰ２可以精确调
节ｍＲＮＡ前体向神经系统方向选择性剪切［１２］；３）
ｍｉＲ１２４可以在转录后水平调节 Ｈｅｓ１基因的表
达，在维甲酸诱导Ｐ１９细胞向神经元样细胞分化过
程中起一定作用［１３］；４）本课题组以往的研究发现，
ｍｉＲ９可以通过下调 Ｎｏｔｃｈ１，促进 ＭＳＣｓ神经分
化［１４］。ｍｉＲ１２４是否也可以通过Ｎｏｔｃｈ信号通路参
与ＭＳＣｓ神经分化有待进一步研究。

值得注意的是，本研究的结果与王晶晶等［１５］研

究报道不甚一致，后者认为 ＭＳＣｓ体外诱导神经分
化前后，ｍｉＲ１２４１表达量下降。造成这种差异的原
因可能是诱导方法的不一致，其ＭＡＰ２阳性细胞仅
为２０％，远低于本研究的诱导效率。

综上所述，本研究发现 ｍｉＲ１２４１可以增加
ＭＳＣｓ向神经细胞的分化效率，提示 ｍｉＲ１２４在
ＭＳＣｓ神经分化过程中可能起促进作用。
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