
中国现代神经疾病杂志 2015年 1月第 15卷第 1期 Chin J Contemp Neurol Neurosurg, January 2015, Vol. 15, No. 1

miRNA⁃29a在神经细胞的表达特征

陆瑜 菅敏钰 李晔 韩如泉

doi：10.3969/j.issn.1672⁃6731.2015.01.009
基金项目：国家自然科学基金青年科学基金资助项目（项目编

号：81201027）
作者单位：100050 首都医科大学附属北京天坛医院麻醉科

通讯作者：韩如泉（Email：ruquan.han@gmail.com）

【摘要】 目的 观察微小 RNA（miRNA）⁃29a在小鼠神经系统内的表达特征。方法 实时定量聚合

酶链反应检测经原代培养第 3、7、15、21 天星形胶质细胞、神经元和出生后相应时间点小鼠大脑皮质

miRNA⁃29a表达变化。结果 随着小鼠生长发育，miRNA⁃29a在神经系统内的表达逐渐增强，与体外原

代培养第 3 天相比，第 7、15、21 天时神经元和星形胶质细胞 miRNA⁃29a 相对表达量均升高（P < 0.05 或

P < 0.01）；与饲养第 3 天小鼠相比，饲养第 7、15、21 天小鼠大脑皮质 miRNA⁃29a相对表达量亦升高（P <
0.05 或 P < 0.01）；同一观察时间点星形胶质细胞 miRNA⁃29a 相对表达量是神经元的 20 ~ 40 倍（P =
0.000），而大脑皮质 miRNA⁃29a相对表达量仅为星形胶质细胞的 1/3（P = 0.000）。结论 miRNA⁃29a在
小鼠大脑皮质发育过程中呈现的高丰度特异性表达，主要表现为星形胶质细胞miRNA⁃29a表达上调。
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【Abstract】 Objective To investigate the expression profile of microRNA (miRNA) ⁃ 29a in mice
neural cells. Methods Quantitative real ⁃ time polymerase chain reaction (qRT⁃PCR) was used to analyze
miRNA⁃29a expression changes of neurons and astrocytes after 3, 7, 15, 21 d of primary culture in vitro,
and cortex tissue of 3, 7, 15, 21 d old mice. Results miRNA⁃29a expression increased in nervous system
with the growth of mice. Compared with the 3th day, miRNA⁃29a relative expression on the 7th, 15th, 21th
days in neurons, astrocytes and cortex tissue were obviously higher (P < 0.05 or P < 0.01). At each time
point, the relative expression levels of miRNA⁃29a in cultured astrocytes were 20-40 times higher than in
cultured neurons (P = 0.000), and levels in cortex tissue were about 1/3 that seen in cultured astrocytes (P =
0.000). Conclusions With the growth and development of brain cortex of mice, miRNA ⁃ 29a is highly
expressed in astrocytes, reflecting its abundant and specific expression.
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·脑血管病基础与临床研究·

微小 RNA（miRNA）是包含约 22 个核苷酸的小

分子 RNA，调节基因转录后的表达。miRNA⁃29 家

族共有 3 个成员，分别为 miRNA⁃29a、miRNA⁃29b和

miRNA⁃29c，编码基因定位于第 1 和 6 号染色体。

miRNA⁃29 在多种脊椎动物基因组内呈高度保守，

提示其具有十分重要的生物学作用。许多 miRNA

均具有细胞特异性表达特点，miRNA⁃29a 在星形胶

质细胞的表达较高，被认为是其特异性 miRNA［1］。

目前认为，星形胶质细胞在脑缺血后神经功能保护

中起重要作用［2］。本研究对体外培养小鼠不同发育

阶段星形胶质细胞、神经元和大脑皮质 miRNA⁃29a
表达变化进行分析，以为进一步探讨 miRNA⁃29a在
脑缺血中的作用提供理论基础。

材料与方法

一、实验材料

1. 实验动物 本项研究中所用的 Swiss Webster
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乳鼠（16 只）、Swiss Webster 小鼠（24 只），以及 E16
孕鼠（6 只）均由首都医科大学实验动物中心提供，

雌雄不限，均于实验前经实验室同化 24 h。本研究

经首都医科大学附属北京天坛医院动物实验伦理

委员会批准。

2. 实验仪器与试剂 （1）主要仪器与设备：

Leica DMI6000 倒置显微镜购自德国 Leica 公司。

PTC⁃100型聚合酶链反应（PCR）仪购自美国 Gene公
司。384孔 7500⁃Applied实时定量 PCR仪和 5000型

二氧化碳培养箱分别为美国 Applied Biosystems 公
司 和 Thermo Fisher 公 司 产 品 。（2）试 剂 与 药 品 ：

DMEM 培养基和质量分数为 100%胎牛血清 500 ml
均由美国 Gibco公司提供。多聚⁃L⁃赖氨酸和胰蛋白

酶购自美国 Sigma公司，Trizol试剂由美国 Invitrogen
公司提供。miRNA⁃29a 引物（No.002112）、逆转录

PCR 试 剂 盒 （No.4366596） 和 PCR 试 剂 盒

（No.4324020）均购自美国 Applied Biosystems公司。

二、实验方法

1. 原代细胞培养 （1）星形胶质细胞组：参照文

献［3］方法，选择 4只出生 1 ~ 2 d的 Swiss Webster乳
鼠制备原代星形胶质细胞。小鼠经体积分数为 2%
七氟醚麻醉，无菌分离大脑皮质，4 ℃、D⁃Hank液漂

洗 3次，垫冰袋清除脑膜及表面血管等杂质，剪刀分

解为碎块，37 ℃、0.25 g/L 胰蛋白酶消化 15 min，制
备 单 细 胞 悬 液；含 体 积 分 数 为 15% 胎 牛 血 清 的

DMEM 完全培养液终止消化，细胞密度调整至 5 ×
10 6/ml，接种于预铺多聚⁃L⁃赖氨酸的 24孔板，37 ℃、

二氧化碳培养箱连续培养 21 d，光学显微镜观察细

胞核呈圆形且突起完整，即为星形胶质细胞。（2）神

经元组：参照文献［4］方法，选择孕 19 ~ 21 d 的 E16
孕鼠 1 ~ 2只（8 ~ 10 个胚胎）制备原代神经元。实验

方法同星形胶质细胞组，但单细胞悬液经无血清

DMEM 完全培养液终止消化后，于 37 ℃、二氧化碳

培养箱连续培养至第 3天，以终浓度为 10 μmol/L阿

糖胞苷抑制星形胶质细胞增殖，24 h后更换培养液，

光学显微镜观察细胞形态完整，突起光滑，胞核大

而清晰即为神经元。两组均于体外培养第 3、7、15、
21天时收集细胞，每组重复 4次。

2. 大脑皮质标本制备 分别于实验室饲养第

3、7、15、21天时随机选择雄性 Swiss Webster小鼠各

4 只，2%七氟醚麻醉后经心脏穿刺、脑组织内灌注

4 ℃生理盐水断头处死，切取完整大脑皮质，⁃ 80 ℃

冻存，作为脑皮质组。

3. 实时定量聚合酶链反应检测miRNA⁃29a相对

表达量 采用 Trizol法制备总 RNA。分别于星形胶

质细胞、神经元或大脑皮质中加入 Trizol试剂，室温

下放置 5 min充分裂解；12 × 10 3 × g 高速离心 5 min，
取上清液。氯仿抽提、异丙醇沉淀、体积分数为

75%乙醇清洗、室温晾干，波长 260和 280 nm处的吸

光度比值（A260 nm/A280 nm）于 1.80 ~ 2.00 之间的 RNA 样

本方符合后续实验要求。逆转录 PCR 反应严格按

照试剂盒说明书进行，反应体系：200 ng 总 RNA、

1.30 mmol/L dNTPs、50 U 逆转录酶、10 U RNA 酶抑

制剂和 miRNA⁃29a 引物；反应条件：16 ℃ 30 min，
42 ℃ 30 min，85 ℃ 5 min。PCR 反应严格按照试剂

盒说明书进行，反应体系：0.75 μl逆转录 PCR产物、

5 μl混合试剂，然后加入焦碳酸二乙酯（DEPC）溶液

至 10 μl；反应条件：95 ℃ 10 min，95 ℃ 15 s，60 ℃

1 min，共 40 个 循 环 。 以 脑 组 织 内 稳 定 表 达 的

miRNA⁃U6 为内参照物，每一样本循环阈值（Ct）与

miRNA⁃U6 Ct 值相减获得△Ct，所有样本的 miRNA
相对表达量以△△Ct 值的负对数表示。PCR 反应

重复 3次，取平均值。

三、统计分析方法

采用 SPSS 13.0 统计软件进行数据处理与分

析。计量资料以均值 ± 标准差（x ± s）表示，采用单

因素方差分析，两两比较行 SNK⁃q 检测。以 P ≤

0.05为差异具有统计学意义。

结 果

为明确 miRNA⁃29a 在神经元内特异性表达之

特点，分别制备经原代培养第 3、7、15、21 天的小鼠

星形胶质细胞、神经元，以及出生后第 3、7、15、21天

小鼠大脑皮质，实时定量 PCR 反应显示，随着小鼠

生长发育，miRNA⁃29a 在神经系统内的表达呈逐渐

升高趋势，且组间差异具有统计学意义（均 P < 0.05，
表 1）。与体外原代培养第 3 天比较，神经元组培养

第 7、15、21 天时，miRNA⁃29a 相对表达量升高（P =
0.041，0.000，0.000）；星形胶质细胞组第 7、15、21 天

时，miRNA⁃29a 相对表达量升高（P = 0.039，0.000，
0.000）；脑皮质组第 7、15、21 天时，miRNA⁃29a 相对

表达量亦升高（P = 0.037，0.000，0.000）。同一观察

时间点星形胶质细胞 miRNA⁃29a 相对表达量为神

经元的 20 ~ 40 倍（P = 0.000），而脑皮质 miRNA⁃29a
相对表达量仅为星形胶质细胞的 1/3（P = 0.000，表
1），提示大脑皮质发育过程中 miRNA⁃29a表达水平
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的上调，主要表现为星形胶质细胞 miRNA⁃29a表达

水平升高。

讨 论

心脏骤停复苏后脑缺血是神经功能缺损的主

要原因。我国每年约有 544 × 10 3例患者死于心脏骤

停，而神经功能缺损是复苏后的主要后遗症。低温

治疗是目前公认的能够改善心脏骤停患者预后的

有效方法［5］。但在临床实际工作中往往不能对大多

数患者实施有效的低温治疗，以往针对神经功能保

护的研究主要关注神经元存活状态和功能的调节，

目前，有研究显示，星形胶质细胞对缺血后神经元

的保护具有重要作用［2，6］。然而，单纯关注神经元保

护而缺少对星形胶质细胞功能的重视，往往是导致

脑缺血治疗策略失败的原因［7］。星形胶质细胞线粒

体功能抑制［8］或谷氨酸摄取功能障碍［9］均可影响神

经元毒性损伤后的修复，并于脑缺血致海马 CA1区

神经元死亡前数天或数小时的再灌注早期即出现

星形胶质细胞谷氨酸转运功能降低。对大鼠短暂

性脑缺血模型的研究发现，海马 CA1区神经元死亡

前、再灌注最初数小时内，星形胶质细胞即出现谷

氨酸转运活性降低和谷氨酸转运体 1（GLT⁃1）免疫

活性下降［10⁃11］。大鼠海马 CA1区星形胶质细胞活性

氧（ROS）产生增加及线粒体功能障碍使缺血后谷氨

酸转运体 1 活性降低，并最终导致海马 CA1 区神经

元迟发性死亡［12］。近期研究显示，海马星形胶质细

胞的两种保护性蛋白热休克蛋白 72（Hsp72）和过氧

化物酶过表达，可明显提高海马 CA1区神经元存活

率［13］。由此可见，心脏骤停复苏后针对星形胶质细

胞功能进行的神经元保护是一条有效途径。

miRNA 基因在转录并从胞核向胞质移行的成

熟过程中至少包括 3种 RNA 形式，分别为长序列的

原始 miRNA（pri ⁃miRNA），约包含 70 个核苷酸的

miRNA 前体（pre⁃miRNA）和约包含 22 个核苷酸的

成熟 miRNA；成熟 miRNA 是一种含 21 ~ 23 个核苷

酸的 RNA 分子，通过完全或部分结合靶蛋白 mRNA
的 3'非翻译区（UTR）使 mRNA降解或抑制 mRNA翻

译 ；miRNA 内 含 5 ~ 7 个 核 苷 酸 的 短 序 列 决 定

miRNA与 mRNA结合的特异性，其特性决定 miRNA
可 与 多 种 蛋 白 质 的 mRNA 相 结 合，一 种 蛋 白 质

mRNA 亦可结合多种 miRNA。这一理念为蛋白质

组学的研究提供了转录后调控的全新多层次调节

网络。

miRNA⁃29 在神经系统内呈高表达，与多种神

经系统疾病的发生与发展密切相关。研究显示，原

发性阿尔茨海默病患者脑组织 miRNA⁃29a 表达水

平降低，其靶蛋白 NAV3 在阿尔茨海默病患者脑组

织中的表达水平显著升高，与 miRNA⁃29a表达下调

和神经变性病的发生密切相关［14］。目前，各项有关

脑缺血后 miRNA⁃29 表达变化的研究存在较大差

异，miRNA⁃29 在脑组织局部缺血皮质区表达水平

降低［15 ⁃16］，而在前脑缺血的海马区则表达升高［17］。

我们认为，上述研究结果不一致的原因是由于不同

研究者未对局部脑缺血模型的缺血核心区和缺血

周围区进行界定，即缺血相对敏感的 CA1区和相对

耐受的齿状回。许多 miRNA 均具有细胞特异性，

miRNA ⁃ 29a 被 认 为 是 星 形 胶 质 细 胞 的 特 异 性

miRNA［1］。本研究首次测定miRNA⁃29a在神经系统

不同发育阶段的表达变化，证实 miRNA⁃29a可随着

神经细胞的成熟表达水平逐渐升高。而且，进一步

确定了 miRNA⁃29a 在星形胶质细胞内高丰度表达

的特异性；并探讨 miRNA⁃29a与靶蛋白之间的相互

作用，为 miRNA⁃29a在脑缺血和神经保护中的重要

作用提供了前期基础，阐明了 miRNA⁃29a在神经系

统内的变化规律，为星形胶质细胞功能保护、改善

复苏后神经功能提供思路。

Group
Neuron
Astrocyte
Cortex
F value
P value

N
4
4
4

3 d
1. 00 ± 0.06

20.83 ± 1.27
5.26 ± 1.47
246.123

0.000

7 d
1.69 ± 0.17

39.99 ± 2.50
8.45 ± 1.84
387.028

0.000

15 d
11.88 ± 1.31

295.16 ± 29.78
73.62 ± 8.72
297.134

0.000

21 d
14.14 ± 1.87

441.88 ± 66.03
142.39 ± 14.32

114.509
0.000

F value
305.100
76.180

278.400

Pvalue
0.000
0.000
0.000

表 1 不同处理组小鼠各观察时间点神经系统miRNA⁃29a相对表达量的比较（x ± s）
Table 1. Comparison of miRNA⁃29a relative expression levels in mice neurons, astrocytes and cortex atdifferent time points (x ± s)
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上腔静脉综合征 superior vena cava syndrome（SVCS）
社区动脉粥样硬化危险因素研究

Atherosclerosis Risk in Communities（ARIC）study
神经元型一氧化氮合酶

neuronal nitric oxide synthase（nNOS）
肾上腺脑白质营养不良 adrenoleukodystrophy（ALD）
肾素⁃血管紧张素系统 renin⁃angiotensin system（RAS）
生长激素 growth hormone（GH）
世界心脏病联盟 World Heart Federation（WHF）
嗜铬素 A chromogranin A（CgA）
收缩压 systolic blood pressure（SBP）
首届国家健康与营养调查

the First National Health and Nutrition Examination Survey
（NHANESⅠ）

舒张压 diastolic blood pressure（DBP）
数字广度测验 Digit Span Test（DS）
丝裂原活化蛋白激酶

mitogen⁃activated protein kinase（MAPK）

糖链抗原 carbohydrate antigen（CA）
梯度回波序列 gradient echo sequence（GRE）
体重指数 body mass index（BMI）
突触素 synaptophysin（Syn）
无先兆性偏头痛 migraine without aura（MO）
无症状性多血管病变社区研究

Asymptomatic Polyvascular Abnormalities in Community
（APAC）study

先兆性偏头痛 migraine with aura（MA）
30项一般健康问卷

30⁃Item General Health Questionnaire（GHQ⁃30）
心肌缺血与偏头痛研究

Myocardial Ischemia and Migraine Study（MIMS）
选择性雌激素受体调节剂

selective estrogen receptor modulator（SERM）

血管紧张素Ⅱ受体阻断剂
angiotensin Ⅱ receptor blocker（ARB）
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