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miR-124a通过抑制神经元细胞凋亡促进脊髓损伤

运动功能的修复
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摘要      该研究阐明过表达miR-124a对大鼠脊髓损伤后神经元细胞凋亡的影响。将SD大鼠随

机分为四组, 假手术(sham)组、脊髓损伤(SCI)组、脊髓损伤+空白病毒对照(SCI+AAV-NC)组和脊

髓损伤+过表达病毒(SCI+AAV-miR-124a)组。采用BBB评分对各组大鼠运动功能进行评估, HE染
色、Tunel染色与免疫荧光染色观察损伤局部细胞凋亡情况, Western blot、qRT-PCR技术检测miR-
124a、Bax、Bcl-2、Caspase-3等的表达水平。SCI组脊髓损伤后大鼠运动功能丧失, 脊髓神经元细

胞大量凋亡, 脊髓组织受损严重, miR-124a水平短暂升高后持续降低, Bax mRNA与蛋白表达水平

增高, Bcl-2 mRNA及蛋白表达水平下降, Caspase-3蛋白表达水平升高; NeuN与MBP相对荧光强度

显著降低, GFAP和Iba 1相对荧光强度显著增强; SCI+AAV-miR-124a组过表达miR-124a后逆转上述

mRNA及蛋白的表达水平, NeuN与MBP的相对荧光强度较SCI组明显增强, 而GFAP与Iba 1水平明

显降低, 脊髓神经元细胞凋亡减少, 大鼠运动功能逐渐恢复。过表达miR-124a可抑制神经元细胞凋

亡, 从而改善大鼠运动功能, 促进脊髓损伤的修复。
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miR-124a Promotes the Repair Motor Function of Spinal Cord Injury 
by Inhibiting Neuronal Apoptosis
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Abstract       This study was designed to investigate the effect of miR-124a overexpression on neuronal apop-
tosis after spinal cord injury in rats. SD rats were randomly divided into four groups: sham group, SCI (spinal cord 
injury) group, SCI+AAV-NC group and SCI+AAV-miR-124a group. BBB score was used to evaluate the motor 
function of rats in each group. H&E staining, Tunel staining and immunofluorescence staining were used to observe 
the apoptosis of injured local cells. The expression levels of miR-124a, Bax, Bcl-2 and Caspase-3 were detected by 
Western blot and qRT-PCR. After spinal cord injury, the motor function of SCI rats was lost, a large number of spi-
nal cord neurons underwent apoptotic, causing serious damage to the spinal cord tissue. miR-124a levels increased 
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briefly and then decreased continuously. The expression of Bax mRNA and protein increased, the expression of 
Bcl-2 mRNA and protein decreased, and the expression of Caspase-3 protein increased. The relative fluorescence 
intensity of NeuN and MBP decreased significantly, while the relative fluorescence intensity of GFAP and Iba 1 
increased significantly overexpression of miR-124a reversed the aforementioned mRNA and protein expression 
levels, the relative fluorescence intensity of NeuN and MBP was significantly higher than that of SCI group, while 
GFAP and Iba 1 were significantly lower, reduced the apoptosis of spinal cord neurons, and gradually restored the 
motor function of rats. Overexpression of miR-124a can inhibit neuronal apoptosis, improve motor function in rats, 
and promote the repair of spinal cord injury.

Keywords       spinal cord injury; miR-124a; cell apoptosis; motor function repair

脊髓损伤是一种高度致残的中枢神经系统

(central nervous system, CNS)损伤, 会导致脊髓神经

纤维束的损伤 , 并伴随低于损伤水平的运动、感觉

和自主功能的损害。由于 “原发损伤 ”是不可逆的 , 
因此临床治疗更重视继发损伤[1-2]。以往大量的研究

者对SCI的研究应用于临床后已经初见成效。目前

对SCI的治疗主要是通过保守治疗和手术治疗来减

轻疼痛和控制症状 , 通过一些康复手段促进患者的

功能恢复[3-6]。然而, 由于神经元再生能力差, 脊髓损

伤的治疗在临床上仍有一定难度。

神经细胞进行性凋亡是脊髓损伤治疗的主要

困难 , 它在生理和功能缺陷中起着重要作用。以往

的研究表明 , 缺氧、缺血、脂质过氧化和ROS参与

了脊髓损伤诱导神经细胞凋亡的基本病理生理学过

程 [7]。过表达miR-124可能通过抑制大鼠脊髓损伤

后Bax、Cleaved Caspase 9和Cleaved Caspase 3的表

达来阻断线粒体的凋亡途径 , 抑制神经细胞的凋亡 , 
从而促进脊髓损伤大鼠的功能恢复[8]。

微小核糖核酸124a(microRNA-124a, miR-124a)
是中枢神经系统中表达较丰富的miRNA之一。近

年来 , miR-124a在代谢、肿瘤等相关方面的研究较

为广泛[9-10]。有研究表明, 在小鼠鞘内给药miR-124a
可以逆转卡拉胶诱导的持续性痛敏并抑制机械性超

敏。此外 , 应用miR-124a抑制剂可以加重小鼠的疼

痛行为, 相反, 给予miR-124a模拟物则减轻了伤害反

应 [11]。miR-124a也被认为与突触可塑性有关 , 并可

能通过改变神经胶质细胞和脑外周信号来同时调节

免疫和神经元过程。此外 , 在多种疾病和动物模型

中miR-124a已被证实可以抑制相关的细胞凋亡而发

挥保护作用, 并且在神经系统中也极具意义[10]。

基于此, 本课题通过过表达miR-124a干预脊髓损

伤大鼠 , 观察其对脊髓损伤大鼠后肢运动功能恢复的

影响, 探讨miR-124a对脊髓损伤大鼠的神经修复作用, 
为临床应用miR-124a治疗脊髓损伤提供实验依据。

1   材料与方法
1.1   主要仪器与试剂

Tunel试剂盒、DAPI染色液购自上海碧云天

生物技术有限公司 ; 大鼠miR-124a过表达腺相关

病毒及对照病毒购自上海汉恒生物科技有限公司 ; 
TriQuick总RNA提取试剂购自北京索莱宝科技有

限公司 ; miRcute增强型miRNA cDNA第一链合成

试剂盒、miRcute增强型miRNA荧光定量检测试剂

盒购自天根生化科技 (北京 )有限公司 ; Evo M-MLV
反转录预混型试剂盒购自湖南艾科瑞生物工程有

限公司 ; PerfectStart®Green qPCR SuperMix购自北

京全式金生物技术有限公司 ; 抗 -β-actin抗体 (货号 : 
BM3873)、抗-CASP3抗体(货号: BM3957)、抗-Bcl-2
抗体 (货号 : BA04012)、HRP标记山羊抗兔 /小鼠

IgG(H+L)购自武汉博士德生物工程有限公司。

HI-0400脊髓打击器购自美国Precision公司 ; 石
蜡切片机2245购自湖北徕克医疗设备有限公司 ; 荧
光显微镜、数码摄像显微图像系统 DP70 CK40-
F200购自日本Olympus公司 ; 冷冻切片机KH-LQ型

购自湖北孝感阔海医疗设备有限公司 ; 常规PCR仪
购自德国Eppendorf AG公司 ; 实时定量PCR检测仪

购自瑞士Roche公司等。

1.2   实验动物及分组

自西安交通大学实验动物中心购买SPF级雌性

SD大鼠75只, 体质量为(180±20) g, 实验动物质量合

格证号为SCXK(陕 )2018-001。将SD大鼠随机分为

四组 , 分别为假手术 (sham)组、脊髓损伤 (SCI)组、

脊髓损伤+空白病毒对照 (SCI+AAV-NC)组、脊髓

损伤+过表达病毒 (SCI+AAV-miR-124a)组 ; sham组
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9只 , SCI组29只 , SCI+AAV-NC组与SCI+AAV-miR-
124a组各16只, 若有大鼠在实验过程中意外死亡, 及
时给予补充。动物实验均遵照《中华人民共和国实

验动物管理条例》的相关规定 , 并已通过延安大学

附属医院医学伦理委员会审查批准 (伦理批件号为

A-2025002号)。
1.3   模型构建

将2%戊巴比妥钠按0.3 mL/100 g腹腔注射进行

轻度麻醉。将大鼠俯卧位置于平板上 , 腹部用一圆

管垫起, 固定大鼠, 用手触及L4、L5间隙, 手持针头

缓慢插入 , 大鼠尾巴轻微摆动即停止进针 , 固定针

头, 用微量注射器缓慢注入10 μL病毒原液。注射完

毕, 留针5 min后缓缓拔出针头, 等待大鼠苏醒, 苏醒

后大鼠后肢功能未受到影响。放回笼中饲养 , 等待

进一步实验。

将2%戊巴比妥钠按0.3 mL/100 g腹腔注射麻醉

大鼠 , 制备急性脊髓损伤模型 , 采用HI-0400脊髓打

击器 , 以T10为中心造成大鼠脊髓不完全损伤 , 打击

力为200 kdyn/cm2。脊髓损伤模型制备成功标准: 打
击后, 脊髓打击处充血水肿, 大鼠随即出现摆尾反射

和躯体、双下肢回缩样扑动, 双下肢呈弛缓性瘫痪。

术后腹腔注射青霉素钠 2×105 U/kg, 每日按摩膀胱3
次至大鼠可自主排尿。

1.4   获取脊髓组织

深度麻醉大鼠 , 迅速暴露心脏 ; 灌注针从心尖

进针 , 沿着左心室长轴进针至升主动脉 , 用止血钳

夹紧 ; 于右心耳处剪一小口 , 50 mL注射器快速推注

0.9%生理盐水。在背部损伤部位逐层剪开皮肤、肌

肉等, 暴露相应脊柱节段; 从T10上下方各2 cm处剪

断脊柱, 生理盐水冲出脊髓组织。

1.5   冰冻切片制作、组织蛋白及RNA提取

按照需要分别将部分脊髓组织置于 4%多聚甲

醛中并于4 °C条件下固定24 h。15%、30%蔗糖溶

液梯度脱水 (4 °C)。冷冻包埋剂包埋组织于包埋盒

中 , 置于–20 °C直至完全成块。用冷冻切片机进行

切片, 厚度约为13 μm; 
用电子天平称取0.1 g脊髓组织, 置于1.5 mL加

厚Eppendorf试管中。管中加入预冷的1× PBS溶液 , 
用眼科剪充分剪碎组织, 4 °C、4 000 ×g离心5 min
后弃去上清 , 重复两次。加入提前配好的裂解液

(RIPA׃PMSF=1001׃)(10 mL/g)。将组织匀浆仪设置在

4 °C条件下匀浆, 参数设置为120 Hz、30 s, 冰上静置

20 min。4 °C、12 000 ×g离心30 min后, 吸取上清液将

其转移至新离心管中 , 并记录体积。取10 μL用于蛋

白定量, 余下部分按比例加入5× 蛋白上样缓冲液, 通
过涡旋充分混匀, 99 °C煮沸10 min, 待其冷却以后放

置于–20 °C冰箱备用。

各组称量约 0.1 g脊髓组织放入 1.5 mL无菌无

酶加厚Eppendorf管中 , 加入适量预冷的1× PBS, 用
眼科剪剪碎后, 4 °C、12 000 ×g离心5 min, 重复两

次。加入1 mL TriQuick总RNA提取试剂, 加入研磨

珠后 , 在组织匀浆仪中60 Hz、30 s匀浆两次 ; 于冰

上静置 20 min后加入 200 L的氯仿 , 上下颠倒混匀

(可剧烈摇晃), 冰上静置10 min后, 4 °C、12 000 ×g
离心10 min; 然后轻柔地从离心机中取出离心管, 吸
取上层水相至新的离心管中 , 并且记录体积 ; 然后

加入等体积的预冷的异丙醇 , 轻柔地上下颠倒几次

充分混匀 , 于冰上静置10 min后 , 4 °C、12 000 ×g
离心10 min; 弃去上清 , 加入1 mL预冷的75%乙醇 , 
4 °C、 12 000 ×g离心5 min, 弃去上清。在通风橱内

倒置离心管晾干RNA。加入适量无菌超纯水(20 L), 
充分溶解RNA后测定RNA浓度, 用于后续实验。

1.6   检测方法

神经功能评分采用BBB(Basso Beattie Bresna-
han)评分量表 [12], 满分21分, 用以评判大鼠下肢各关

节活动情况 ; Western blot、qRT-PCR技术检测miR-
124a、Bax、Bcl-2、Caspase-3等的表达水平 ; 缺口

原位末端标记测定法 (TdT mediated-dUTP nick end 
labeling, Tunel)及免疫荧光染色检测脊髓细胞凋亡

情况; HE染色观察损伤节段脊髓组织形态改变。

1.7   统计学方法

本研究采用Microsoft Office Excel整理数据, 采
用GraphPad Prism 8软件进行统计分析。数据用平

均值±标准误 (mean±SEM)表示 , 两组实验数据之间

的比较采用独立样本 t检验 , 多组实验数据之间的比

较采用单因素方差分析 (One-Way ANOVA), 所有实

验均至少独立重复三次。P<0.05认为差异具有统计

学意义。

2   结果
2.1   脊髓损伤大鼠神经元细胞凋亡严重

为观察大鼠脊髓损伤后神经细胞的凋亡情况 , 
我们通过免疫荧光染色和Tunel染色观察神经元细

胞、星形胶质细胞、小胶质细胞的标志物及髓鞘
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碱性蛋白与Tunel共定位表达情况 , 结果如图1所示。

与sham组相比, SCI组NeuN阳性细胞数量减少, 且与

Tunel共标 ; 相对于sham组 , SCI组GFAP、Iba 1阳性

细胞数量增加 , MBP阳性细胞数量减少 , 且均不与

Tunel共定位。这说明脊髓损伤后脊髓组织神经元

凋亡严重, 星形胶质细胞与小胶质细胞数量增多, 脊
髓组织脱髓鞘严重。

2.2   脊髓损伤大鼠miR-124a表达水平下调

我们通过qPCR检测对照组以及脊髓损伤后6 h、
12 h、1天、3天、5天、7天的miR-124a表达水平 , 
损伤后6 h相比于对照组, miR-124a的表达水平升高, 

差异具有统计学意义; 12 h后呈现下降趋势, 且具有

时间依赖性(图2A)。尤其是7天时, 其表达量显著降

低(P<0.01)。我们分析认为, 该变化可能是损伤后机

体启动自我修复, 导致miR-124a水平显著升高, 随着

自我修复的进程其消耗增加 , 表达量开始下降。据

此, 我们给予miR-124a过表达腺相关病毒预处理, 于
造模前14天于鞘内注射病毒 ; 造模7天后取材 , 通过

qRT-PCR检测miR-124a的表达量, 结果显示SCI组及

SCI+AAV-NC组相较于 sham组 , 其表达量显著下降 , 
SCI+AAV-NC组相较于SCI组无差异 , 而SCI+AAV-
miR-124a组表达量显著上升(P<0.01)(图2B), 表明病

图1   神经细胞标志物与Tunel共定位表达情况

Fig.1   The co-localization expression of neuronal markers and Tunel

Iba 1/Tunel/DAPINeuN/Tunel/DAPI GFAP/Tunel/DAPI MBP/Tunel/DAPI

sham

SCI

50 μm

A: SCI后不同时间点miR-124a的表达水平。n=3, #P<0.05,与sham组比较; ##P<0.01, 与sham组比较; B: 各组大鼠miR-124a的表达水平。n=5, 
##P<0.01, 与sham组比较; **P<0.01, 与SCI组比较。dpi: 损伤后天数。

A: miR-124a expression levels at different time after SCI. n=3, #P<0.05 compared with sham. ##P<0.01 compared with sham group; B: miR-124a ex-
pression levels in rats of each group. n=5, ##P<0.01 compared with sham group; **P<0.01 compared with SCI. dpi: days after injury. 

图2   脊髓损伤后大鼠脊髓组织miR-124a表达水平

Fig.2   miR-124a expression level post SCI of rat’s spinal cord
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毒注射成功, 可以进行后续实验。

2.3   过表达miR-124a脊髓损伤大鼠运动功能逐

渐恢复

为观察大鼠运动功能恢复情况, 在术后第1、3、
7、14、21、28天采用BBB评分对各组大鼠后肢运

动情况进行评估 , 评分结果如图 3所示。术后 1天 , 
SCI组、SCI+AAV-NC组与SCI+AAV-miR-124a组均

接近0分, 大鼠后肢运动功能完全丧失。术后3天, 各
组评分较术后1天均稍有升高, 但仍无明显差异。术

后7天、14天 , SCI+AAV-miR-124a组大鼠与SCI组
与SCI+AAV-NC组相比 , 其BBB评分升高 , 差异具

有统计学意义 (P<0.05), 21天至28天SCI+AAV-miR-
124a组大鼠评分呈现逐渐上升趋势 , 而且与SCI组
与SCI+AAV-NC组相比 , 统计学分析有显著性差异

(P<0.01)。此外, 自术后3天开始, SCI组与SCI+AAV-
NC组大鼠的评分较之前有所上升 , 但评分明显低于

SCI+AAV-miR-124a组。这表明过表达miR-124a可
以改善大鼠脊髓损伤后的运动功能。

2.4   过表达miR-124a可促进脊髓损伤后组织形

态的修复

为进一步观察各组大鼠脊髓的形态学变化 , 对
各组大鼠脊髓切片进行HE染色 , 结果如图 4所示。

sham组脊髓结构正常 , 无明显损伤、出血 , 炎性细

胞浸润极少 , 神经元基本存活。SCI组和SCI+AAV-
NC组打击部位脊髓青紫、充血明显。镜下见打击

部位存在大片空洞 , 内有大量炎性细胞浸润 , 存在少

量红细胞 , 损伤部位大部分神经元凋亡、坏死 , 存
活神经元数量明显减少。与 sham组相比 , SCI组与

SCI+AAV-NC组损伤局部脊髓破损严重 , 面积较大 , 
存活神经元数量极少。相较于SCI组与SCI+AAV-NC
组, SCI+AAV-miR-124a组损伤面积明显减小, 在损伤

局部存活神经元数量更多, 组织结构相对完整。

n=6; *P<0.05, 与SCI组比较; **P<0.01, 与SCI组比较。

n=6; *P<0.05 compared with SCI group; **P<0.01 compared with SCI group.
图3   各组大鼠BBB评分结果

Fig.3   BBB score results of rats in each group
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图4   脊髓损伤7日后大鼠脊髓组织形态学变化

Fig.4   Morphological change of rats spinal cord past spinal cord injury 7 days
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2.5   过表达miR-124a脊髓损伤大鼠神经元细胞

凋亡减少

为进一步观察损伤部位神经元凋亡情况 , 我们

对组织切片进行Tunel染色 , 选择相同部位进行放

大。结果显示, sham组脊髓组织完整, 阳性细胞很少; 
而SCI组与SCI+AAV-NC组打击部位损伤明显 , 组织

形态紊乱 , 存在大量阳性细胞 , 神经元凋亡严重 , 且
两组间相比无明显差异。与SCI组和SCI+AAV-NC
组比较 , SCI+AAV-miR-124a组Tunel阳性细胞较少 , 

神经元凋亡现象不明显 , 组织形态较整齐 (图5)。对

染色结果进行定量分析发现 , SCI组与SCI+AAV-NC
组相较于sham组, 其相对荧光强度显著增强, 差异具

有统计学意义 (P<0.01); 而SCI+AAV-miR-124a组相

较于SCI组其Tunel相对荧光强度显著降低 , 差异具

有统计学意义(P<0.01)。
2.6   过表达miR-124a抑制脊髓损伤大鼠神经元

细胞凋亡

Western blot和 qRT-PCR技术检测凋亡相关蛋

A: 免疫荧光法检测脊髓损伤后各组Tunel表达; B: 脊髓损伤后各组Tunel信号强度相对于DAPI表达量的变化; C: 脊髓损伤后Tunel与NeuN的共

表达状态对比。箭头标记为荧光标记dUTP与NeuN共染色。n=3; ##P<0.01, 与sham组比较; **P<0.01, 与SCI组比较。

A: immunofluorescence detect Tunel expression in groups post SCI; B: relative Tunel density over DAPI in groups post SCI; C: co-localization between 
Tunel and NeuN post SCI group. Arrow indicated that co-localization of fluorescence labeled dUTP with NeuN. n=3; ##P<0.01 compared with sham 
group; **P<0.01 compared with SCI group.

图5   脊髓损伤7日后大鼠脊髓组织Tunel染色

Fig.5   Tunel staining of rats spinal cord past spinal cord injury 7 days
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白和 mRNA的表达水平 ,  选取 7天作为观察时间

点。蛋白电泳结果显示 , 相较于 sham组 , SCI组以

及SCI+AAV-NC组Caspase-3和Bax蛋白表达水平

增高, 差异具有统计学意义(P<0.01), 而SCI+AAV-
miR-124a组Caspase-3和Bax蛋白表达量较 SCI组
以及SCI+AAV-NC组显著下降 (P<0.01)(图 6B和图

6D所示 ); 与 sham组相比 , SCI组与 SCI+AAV-NC
组Bcl-2蛋白表达水平下降 , 差异具有统计学意义

(P<0.01), 但SCI+AAV-miR-124a组的表达量相较

于 SCI组及 SCI+AAV-NC组显著上升 (P<0.01)(图
6C)。qRT-PCR结果如图 6E和图 6F所示 , 与 sham
组相比 , SCI组和SCI+AAV-NC组Bax mRNA表达

量升高 (P<0.05), SCI组和SCI+AAV-NC组组间无

差异 , 相较于前两组 , SCI+AAV-miR-124a组Bax 
mRNA表达量下降(P<0.05); 相比于sham组, SCI组
及SCI+AAV-NC组Bcl-2 mRNA的表达水平显著下

降(P<0.01), 而SCI+AAV-miR-124a组相较于SCI组
及SCI+AAV-NC组Bcl-2 mRNA的表达水平显著上

升(P<0.01)。
2.7   表达miR-124a促进脊髓损伤大鼠神经功能恢复

为观察过表达miR-124a大鼠脊髓损伤后恢复

情况, 我们对神经元、星形胶质细胞、小胶质细胞

的标志物及髓鞘碱性蛋白进行免疫荧光染色。结

果如图 7~图 10所示 , 脊髓损伤后 , 相对于 sham组 , 
SCI组与SCI+AAV-NC组NeuN与MBP相对荧光强

度显著降低 , GFAP和 Iba 1相对荧光强度显著增

A: 蛋白印迹检测脊髓损伤大鼠脊髓中Casepase-3、Bcl-2、Bax; B: 脊髓损伤大鼠脊髓中Caspase-3表达情况; C: 脊髓损伤大鼠脊髓中Bcl-2表达

情况; D: 脊髓损伤大鼠脊髓中Bax表达情况; E: 脊髓损伤大鼠脊髓中Bax表达情况; F: 脊髓损伤大鼠脊髓中Bcl-2表达情况。n=5; **P<0.01, 与
SCI组比较; #P<0.05,  ##P<0.01, 与sham组比较; *P<0.05, 与SCI组比较。

A: Western blot qualify Caspase-3, Bcl-2, Bax levels in spinal tissue of SCI rats; B: Caspase-3 expression in spinal tissue of SCI rats; C: Caspase-3 
expression in spinal tissue of SCI rats; D: Bax expression in spinal tissue of SCI rats; E: Bax transcription in spinal tissue of SCI rats; F: Bcl-2 transcrip-
tion in spinal tissue of SCI rats. n=5; **P<0.01 compared with SCI group; #P<0.05, ##P<0.01 compared with sham group; *P<0.05 compared with SCI 
group.

图6   脊髓损伤后7日大鼠脊髓组织凋亡相关蛋白及mRNA水平变化

Fig.6   Apoptosis-associated proteins and mRNA levels of rats’spinal cord past spinal cord injury 7 days

(A) (B) (C)

(D) (E) (F)

##

##

##

##

####

## ##**

**

**

#

#

*

**

sh
am

sh
am

SC
I

SC
I

SC
I+

A
AV-N

C

SC
I+

A
AV-N

C

SC
I+

A
AV-m

iR
-1

24
a

SC
I+

A
AV-m

iR
-1

24
a

sh
am SC

I

SC
I+

A
AV-N

C

SC
I+

A
AV-m

iR
-1

24
a

sh
am SC

I

SC
I+

A
AV-N

C

SC
I+

A
AV-m

iR
-1

24
a

sh
am SC

I

SC
I+

A
AV-N

C

SC
I+

A
AV-m

iR
-1

24
a

sh
am SC

I

SC
I+

A
AV-N

C

SC
I+

A
AV-m

iR
-1

24
a

Caspase-3

40

30

20

10

0

1.5

1.0

0.5

0

1.5

1.0

0.5

0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

3

2

1

0

Bcl-2

Bax C
as

p
as

e-
3
/β

-a
ct

in

β-actin

32 kDa

26 kDa

21 kDa

42 kDa

Ba
x/

β-
ac

tin

B
cl

-2
/β

-a
ct

in

Ba
x 

m
R

N
A

 e
x
p
re

ss
io

n
(f

o
ld

s 
re

la
ti

v
e 

to
 s

h
am

)

Bc
l-2

 m
R

N
A

 e
x
p
re

ss
io

n
(f

o
ld

s 
re

la
ti

v
e 

to
 s

h
am

)



2482 · 研究论文 ·

强, 差异有统计学意义(P<0.01); 上调miR-124a后, 
NeuN与MBP的相对荧光强度较 SCI组明显增强 , 
而GFAP与 Iba 1水平明显降低 , 差异有统计学意义

(P<0.01)。以上结果说明过表达miR-124a后可以

抑制神经元凋亡 , 促进其生长 ; 而且星形胶质细胞

与小胶质细胞数量较损伤组减少, 髓鞘碱性蛋白表

达量增加 , 表明过表达miR-124a可以抑制炎症的

发生发展以及轴突脱髓鞘, 从而促进脊髓损伤的恢

复。

3   讨论
脊髓损伤作为神经系统较为严重的一种疾病 , 

在我国有较高的患病率和发病率 , 致残率及致死率

也高居不下。目前 , 研究人员对脊髓损伤已进行了

大量的实验研究 , 也采用了手术、药物、免疫疗法

等多种治疗方法的尝试, 但临床治疗效果依然不佳。

因此 , 寻找新的靶点或治疗策略来促进脊髓损伤的

修复迫在眉睫[13]。

细胞凋亡会影响脊髓损伤后神经元组织损伤

A: 免疫荧光法检测脊髓损伤后各组NeuN表达情况; B: 脊髓损伤后各组NeuN表达量相对于DAPI表达量的变化。n=3; ##P<0.01, 与sham组比较; 
**P<0.01, 与SCI组比较。

A: immunofluorescence detect NeuN expression in groups post SCI; B: relative NeuN expression over DAPI in groups post SCI. n=3; ##P<0.01 com-
pared with sham group; **P<0.01 compared with SCI group.

图7   脊髓损伤后7日大鼠脊髓组织NeuN水平变化

Fig.7   NeuN levels of rats’spinal cord past spinal cord injury 7 days

A: 免疫荧光法检测脊髓损伤后各组GFAP表达; B: 脊髓损伤后各组GFAP表达量相对于DAPI表达量的变化。n=3; ##P<0.01, 与sham组比较; 
**P<0.01, 与SCI组比较。

A: immunofluorescence detect GFAP expression in groups post SCI. B: relative GFAP expression over DAPI in groups post SCI. n=3; ##P<0.01 com-
pared with sham group; **P<0.01 compared with SCI group.

图8   脊髓损伤后7日大鼠脊髓组织GFAP水平变化

Fig.8   GFAP levels of rats’spinal cord past spinal cord injury 7 days

250 μm

100 μm

####

**

sh
am SC

I

SC
I+

A
AV-N

C

SC
I+

A
AV-m

iR
-1

24
a

100

80

60

40

20

0

sham SCI SCI+AAV-NC SCI+AAV-miR-124a

R
el

at
iv

e 
fl

u
o
re

sc
en

ce
 i

n
te

n
si

ty

N
eu

N
/D

A
P

I

250 μm

100 μm

##
##

**

sh
am SC

I

SC
I+

A
AV-N

C

SC
I+

A
AV-m

iR
-1

24
a

100

80

60

40

20

0

sham SCI SCI+AAV-NC SCI+AAV-miR-124a

G
F
A

P
/D

A
P

I

R
el

at
iv

e 
fl

u
o
re

sc
en

ce
 i

n
te

n
si

ty



2483赵帅帅等: miR-124a通过抑制神经元细胞凋亡促进脊髓损伤运动功能的修复

的发展。以往的研究表明 , Bcl-2家族成员可能通过

细胞凋亡调节因子和抗凋亡蛋白如Bcl-2来调控细

胞凋亡信号。而miRNA可以通过调控凋亡相关分

子修复大鼠脊髓损伤[14]。例如, 过表达miR-124可能

通过抑制大鼠脊髓损伤后Bax、Cleaved Caspase-9
和Cleaved Caspase-3的表达来阻断线粒体的凋亡途

径 , 抑制神经细胞的凋亡 , 从而促进脊髓损伤大鼠

的功能恢复 [15]。过表达miR-411通过抑制Caspase和

NF-κB而抑制细胞的凋亡进而促进大鼠脊髓损伤

的恢复 [16]。2022年有研究表明通过Notch途径下调

miR-124a的表达可显著减轻SD大鼠心肌缺血再灌

注24 h的损伤[17]。HEYN等[11]发现, 在神经病理性疼

痛中 , miR-124a对沉默信息调节因子1(silent infor-
mation regulator 1, SIRT1)的靶向增强诱导了CD4+T
细胞分化为调节性T细胞 (regulatory T cells, Treg)的
偏向, 从而减轻了疼痛引起的炎症[11]。SANUKI等[18]
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A: 免疫荧光法检测脊髓损伤后各组Iba 1表达; B: 脊髓损伤后各组Iba 1表达量相对于DAPI表达量的变化。n=3; ##P<0.01, 与sham组比较; 
**P<0.01, 与SCI组比较。

A: immunofluorescence detect Iba 1 expression in groups post SCI. B: relative Iba 1 expression over DAPI in groups post SCI. n=3; ##P<0.01 com-
pared with sham group; **P<0.01 compared with SCI group.

图9   脊髓损伤后7日大鼠脊髓组织Iba 1表达情况

Fig.9   Iba 1 levels of rats’spinal cord past spinal cord injury 7 days
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A: 免疫荧光法检测脊髓损伤后各组MBP表达情况; B: 脊髓损伤后各组MBP表达量相对于DAPI表达量的变化。n=3; ##P<0.01, 与sham组比较; 
**P<0.01, 与SCI组比较。

A: immunofluorescence detect MBP expression in groups post SCI. B: relative MBP expression over DAPI in groups post SCI. n=3; ##P<0.01 com-
pared with sham group; **P<0.01 compared with SCI group.

图10   脊髓损伤后7日大鼠脊髓组织MBP表达情况

Fig.10   MBP levels of rats’spinal cord past spinal cord injury 7 days
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发现Lhx2是miR-124a的体内靶基因 , miR-124a通过

下调Lhx2抑制视网膜细胞凋亡 , 保证海马神经元正

常轴突发育 , 而且观察到在胚胎和成年小鼠的中枢

神经系统中 , miR-124a广泛且相对较强的表达。这

表明miR-124a对神经发生、分化、成熟和 /或功能

具有重要作用。

本研究通过Allen’s打击法构建T10脊髓损伤模

型 , 通过BBB评分结果的变化对各组大鼠的运动功

能进行评估。结果显示 , 相较于SCI组、SCI+AAV-
NC组 , SCI+AAV-miR-124a组的评分同期更高 , 表明

过表达miR-124a可以通过某些机制减轻脊髓所受到

的损伤, 促进神经功能的恢复, 且作用时间较长。

在本研究中 , 我们的实验结果说明了过表达

miR-124a通过下调脊髓损伤后Caspase-3、Bax的表达, 
上调Bcl-2的表达, 从而抑制神经元的凋亡, 促进脊髓

损伤的修复。有研究显示miR-124a可调控Notch信
号通路的活性, 并且可能通过抑制PI3K/Akt/mTOR信
号通路 , 保护氧化应激所导致的足细胞损伤。同时 , 
miR-124a可以靶向SIRT1诱导CD4+T细胞向调节性T
细胞分化 , 从而减轻疼痛引起的炎症。然而在脊髓

损伤中它是通过哪些信号通路亦或者通过靶向某些

分子对神经元的凋亡进行调控的我们尚不可知 , 这
就需要我们接下来进行更深一步的研究 , 为脊髓损

伤的修复提供新的靶标 , 为临床提供新的思路以及

策略, 为开展临床试验提供较为坚实的基础。
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