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MiR-124对先天性甲低新生鼠神经元凋亡的影响 *
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摘要 目的：探讨 miR-124在甲状腺功能低下新生大鼠海马神经元凋亡中的作用。方法：将 16只孕 SD雌鼠随机分为实验组和对

照组，分别于两组仔鼠 1、5、10、15日龄称重取血，用化学发光法测定血清游离三碘甲状腺原氨酸(FT3)、血清游离甲状腺素(FT4)

及促甲状腺激素(TSH)水平。将大鼠用 2%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后，固定在脑立体定位仪，处死后收集其海马，应用荧光定量

PCR和免疫荧光技术检测 agomir的干预效率，确定干预有效后进行建模。观察注射后大鼠行为学改变，NeuN染色法检测海马区

脑组织神经元细胞凋亡情况。结果：实验组血清 TSH水平明显高于对照组，而 FT3、FT4水平明显低于对照组。同正常对照组相

比，甲状腺功能减退组中阳性神经元数量明显减少、细胞轮廓模糊、不清晰。经 mir-124模拟处理后，神经细胞的数量和形态明显

改善。结论：miR-124对先天性甲状腺功能低下新生鼠神经元凋亡起到保护作用。
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The Effect of MIR-124 on the Neurons Apoptosis of Neurons in the Newborn
Rats with Congenital Hypothyroidism*

To investigate the effect of miR-124 on the neuronal apoptosis induced by congenital hypothyroidism.

16 female SD rats were randomly divided into the experimental group and the control group, the blood samples were collected

from both groups of rats at 1, 5, 10 and 15 days, respectively. The serum levels of FT3, FT4 and TSH were measured by chemilumines-

cence method. The rats were anesthetized with injection of 2% pentobarbital sodium, fixed in brain stereo positioning instrument,the hip-

pocampus was collected from the mouse after being killed. The efficiency of agomir intervention was detected by fluorescence quantita-

tive PCR and immunofluorescence technique, and the model was established after the intervention was effective. The behavioral changes

of rats were observed, and apoptosis of brain tissue neurons in hippocampus was detected by NeuN staining. The level of serum

TSH in the experimental group was significantly higher than that in the control group, while the levels of FT3 and FT4 in the experimen-

tal group were significantly lower than those in the control group. Compared with the normal control group, the number of positive neu-

rons in the hypothyroid group was significantly decreased, and the outline of the cells was obscure and unclear. After miR-124 treatment,

the number and morphology of nerve cells were significantly improved. Mir-124 protects neuronal apoptosis in neonatal rats

with congenital hypothyroidism.
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前言

先天性甲状腺功能低下 (congenital hypothyroidism, CH)是

小儿常见的内分泌疾病，以出生时甲状腺激素水平下降、促甲

状腺激素升高为特征，分为暂时性 CH和永久性 CH[1]。甲状腺

激素对哺乳动物的脑发育起重要作用，其缺乏而造成的脑损伤

是不可逆的。甲状腺素调节脑发育主要有两条途径，即干扰神

经细胞的增殖与凋亡[2,3]。以往研究大多集中于细胞增殖、迁移

和分化。

细胞凋亡是神经系统发育过程中的重要环节，参与神经系

统的塑形和改建，维持神经结构的正常发育。近年来，随着大量

小分子 RNA的发现，人们已经认识到 miRNA在神经系统的
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发育及可塑性中发挥重要作用，并与神经系统有关疾病的发生

发展关系密切[4]，miR-124与肿瘤、神经退行性疾病等多种疾病

的发生发展有关，参与了神经干细胞的自我更新、发育、增殖和

分化等过程[20-22]。尽管 microRNAs在近几年成为研究热点，但

对它在细胞凋亡中的作用仍尚不明确[5]。

miR-124 是中枢神经系统中含量最多的一种 miRNA，

miR-124的高表达提示其在中枢神经系统中有着极其重要的

作用，且血浆miR-124水平在不同时间点的变化尚存在争议[24-27]。

因此 miR-124 也成为分子生物学和神经生物学最受关注的

miRNA之一[6-8]。甲状腺激素对包括海马在内的中枢神经系统

的发育有重要作用，凋亡在发育中的大脑功能活动中发挥着十

分关键的作用，miR-124的高表达提示其在中枢神经系统中有

着极其重要的作用。因此，研究 miR-124与甲状腺功能低下神

经元凋亡之间的关系是揭示甲状腺激素调控脑发育机制的重

要方向，可能为防治甲低性脑损害提供新思路。

1 材料与方法

1.1 实验材料

16只孕 SD雌鼠，体重 250-270 g，称重并编号。随机取 8

只自孕 15天起每日丙基硫氧嘧啶 50 mg(1.7％2.9 mL)灌胃作

为实验组，出生后仔鼠生长发育迟缓及血清 FT4水平明显下降

纳入研究；其余 8只不加任何处理的孕鼠所产仔鼠作为对照组。

1.2 实验方法和步骤

1.2.1 获取血清 分别于仔鼠 1、5、10、15日龄称重取血，用化

学发光法测定血清 FT3、FT4及 TSH，试剂盒的批内 CV<5％，

批间 CV<10％。为获得足量的血清，l、5日龄分别需采集 4个

仔鼠血清作为一个样本。

1.2.2 收集海马 将大鼠用 2%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后，

固定在脑立体定位仪。在囟门后 1毫米和前囟中线 1.7毫米附

近，打开头骨。微型注射器垂直注射，速度 15滋m/秒，总量 3.8mm；

5 滋L 1 nmol/L miR-124模拟溶液注入。新生鼠死亡后，取脑分

离海马，4％多聚甲醛固定，石蜡包埋。

1.2.3 PCR引物设计 用于 PCR的引物设计：miR-124 正向

引 物 5-GCTAAGGCACGCGGTG-3'， 反 向 引 物 5'-GT-

GCAGGGTCCGAGGT-3'；U6 正 向 引 物 5'-CTCGCTTCG-

GCAGCACATATACT-3'， 反 向 引 物 5'-ACGCTTCAC-

GAATTTGCGTGTC-3'。

1.2.4 PCR反应条件 PCR反应条件为，预变性温度 95℃、5

分钟，依次是变性温度 95℃、30秒；退火温度 60℃、30秒和延

伸温度 72℃、30秒共 40个这样的循环。最后延伸 72℃、5分钟。

1.3 统计学分析

所有数据的统计分析采用 SPSS10.0 for Windows统计软

件进行数据处理，多组间计量资料的差异进行方差分析。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组血清 TSH、FT3、FT4水平的比较

对照组中，新生鼠体重增加、毛发发育良好。实验组中大鼠

生长相对缓慢，毛稀、短尾、活动较少。促甲状腺激素(TSH)是由

腺垂体分泌的、促进甲状腺的生长和机能的激素，为判定甲状

腺功能的主要指标。新生鼠出生后 1天、5天、10天和 15天时，

对照组血清 TSH 水平分别为 1.27± 0.62、1.36± 0.45、1.24±

0.82和 1.42± 0.33；实验组血清 TSH水平分别为 3.88± 0.23、

3.25± 0.30、3.73± 0.71 和 3.88± 0.42。实验组不同时点血清

TSH水平均明显高于对照组(P<0.05)。
新生鼠出生后 1 天、5 天、10天和 15天时，对照组血清

FT3 水平分别为 4.12± 0.33、6.13± 0.45、7.54± 0.47 和 8.42±

0.73；实验组血清 FT3 水平分别为 2.11± 0.54、3.25± 0.47、

4.73± 0.72和 4.21± 0.33。实验组不同时点血清 FT3水平均明

显低于对照组(P<0.05)。

表 1 新生鼠不同日龄血清 TSH水平(mU/L)

Table 1 Serum TSH level of New born rats with different days

Groups 1st day 5th day 10th day 15th day

Control group 5.12± 0.42 10.23± 0.75 17.53± 1.23 19.26± 1.34

Experimental group 2.52± 0.56** 2.64± 0.65** 4.23± 0.74** 2.54± 0.56**

表 2 新生鼠不同日龄血清 FT3水平(mU/L)

Table 2 Serum FT3 level of New born rats with different days

Groups 1st day 5th day 10th day 15th day

Control group 1.27± 0.62 1.36± 0.45 1.24± 0.82 1.42± 0.33

Experimental group 3.88± 0.23** 3.25± 0.30** 3.73± 0.71** 3.88± 0.42**

表 3 新生鼠不同日龄血清 FT4水平(mU/L)

Table 3 Serum FT4 level of New born rats with different days

Groups 1st day 5th day 10th day 15th day

Control group 4.12± 0.33 6.13± 0.45 7.54± 0.47 8.42± 0.73

Experimental group 2.11± 0.54** 3.25± 0.47** 4.73± 0.72** 4.21± 0.33**
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血清游离甲状腺素（FT4）是甲状腺功能体外试验的灵敏指

标即使出现生理或病理情况引起血浆甲状腺结合蛋白结合力

和浓度改变时也能较准确地反映甲状腺的功能。新生鼠出生后

第 1、5、10、15天时，正常对照组血清 FT4水平分别为 5.12± 0.42、

10.23± 0.75、17.53± 1.23和 19.26± 1.34；模型组血清 FT4水平

分别为 2.52± 0.56、2.64± 0.65、4.23± 0.74和 2.54± 0.56。实验

组血清 FT4水平均明显低于对照组(P<0.05)。
2.2 海马染色观察 miR-124对神经细胞保护作用

海马 NeuN染色清楚地显示了神经元细胞的数量和形态。

同正常对照组相比，甲状腺功能减退组中阳性神经元数量明显

减少、细胞轮廓模糊、不清晰，且形态学观察显示，在该组神经

细胞中，大量出现细胞体积缩小、细胞质浓缩、核固缩和碎裂等

典型凋亡形态学改变。经 miR-124模拟处理后，神经细胞的数

量和形态明显改善，细胞凋亡数较前明显减少。同时，在加入

miR-124模拟物处理后，miR-124由过度表达状态逐渐趋于正

常。实验结果如图 1所示。

图 1 神经元细胞的数量和形态

Fig.1 Number and morphology of neurons

3 讨论

甲状腺激素可直接作用于染色体和转录水平的神经基础

层，导致脑组织形态学和生化改变，脑功能损害。据国外统计显

示，新生儿甲状腺功能减退症发病率为 1/2000~1/4 000，而相关

研究统计显示 [19]，我国甲状腺功能减退症发病率大约为 1/2

033，且存在明显的地域区别，现我国卫生部将先天性甲状腺功

能减退症规定为新生儿疾病检查的项目之一，先天性甲状腺功

能减退症新生儿临床筛查多采用足跟干血滴免疫分析法[27-30]，

胎儿期缺碘或甲状腺功能低下是引起出生后语言、认知、行为

和运动障碍的一个重要原因，症状起于新生儿期或婴儿期，分

散发性及地方性两类[18]，在缺碘地区发病率较高，对患儿神经

系统发育可造成一定的影响[23]，临床表现为甲状腺功能异常引

起的发育迟缓和神经系统缺陷的病例广泛存在[9,10]。在神经发

育的关键时刻，即使是短时间的甲状腺激素缺乏也可导致海马

神经元功能损害或不可逆的损伤，这典型特点是海马神经元凋

亡数升高[11]。

多种方法可以检测到细胞凋亡，包括形态学，生物化学和

流式细胞仪等。目前的主流方法是由光镜或电镜观察的 NeuN

染色[12,13]。海马 NeuN染色清楚地显示了神经元细胞的数量和

形态。甲状腺功能减退组中阳性神经元数量明显减少、细胞轮

廓模糊、不清晰。经 mir-124模拟处理后，神经细胞的数量和形

态明显改善。mir-124是一种中枢神经系统特异性的 miRNA[17]，

结合文献[14]中各种微小 RNAs对神经细胞凋亡的保护作用，以

及 miR-124对中风引起的神经细胞凋亡的保护作用，我们推测

miR-124在患有甲状腺功能低下大鼠中亦起到了保护作用。

神经元 NeuN染色结果显示甲状腺功能低下组中，神经元

数量减少并且细胞轮廓发生了变化[15]。总之，我们的研究结果

表明，miR-124能保护甲状腺功能低下引起的大鼠神经细胞凋

亡。作为一种新的细胞凋亡的调节器，miR-124可作为甲状腺

功能减退引起的神经损伤的神经保护材料。miRNA对甲状腺

功能低下的作用机制仍不清楚，有待于进一步的调查研究。

miR-124是脑组织中表达最为丰富的一类 miRNA，主要在

成熟的神经元中表达。若将 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，将诱导这类细胞的

基因组表达方式向神经方向转化，在 miR-124的参与下，成纤

维细胞将重新编程，直接诱导分化为神经细胞[16]。实验结果表

明 miR-124对甲状腺功能减退大鼠海马神经元凋亡起到抑制

作用。
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