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基于KLF3-AS1/miR-83-5p/TCF7L2轴
的内耳干细胞定向神经分化作用机制
The Mechanism of Targeted Neural Differentiation of Inner Ear Stem Cells Based on Klf3-As1/Mir-

83-5p/Tcf7l2 Axis
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【摘要】目的　探究基于KLF3-AS1/miR-83-5p/TCF7L2轴的内耳干细胞定向神经分化的作用机制。方法　选取30只

SD健康大鼠，分为12只空白组，9只蛋白培养组、9只蛋白培养+LY294002组，对比3组大鼠神经元轴突长度、凋亡率、细胞活

性、KLF3-AS1/miR-83-5p/TCF7L2轴相关蛋白表达量。结果　与空白组、蛋白培养+LY294002组相比，蛋白培养组凋亡

率、miR-83-5p蛋白表达量、神经元轴突长度低，KLF3-AS1、细胞活性、TCF7L2蛋白表达量高，差异具有统计学意义（P<

0.05）。结论　KLF3-AS1/miR-83-5p/TCF7L2下调可促进内耳干细胞活性，减少凋亡情况，同时在定向神经分化中具有重

要作用。
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【Abstract】Objective To explore the mechanism of targeted neural differentiation of inner ear stem cells based on KLF3-

AS1/miR-83-5p/TCF7L2 axis. Methods Thirty healthy SD rats were selected and divided into 12 blank groups, 9 protein culture 

groups and 9 protein culture +LY294002 groups. The neuronal axon length, apoptosis rate, cell activity and axon-related protein 

expression levels of KLF3-AS1/miR-83-5p/TCF7L2 were compared among the three groups. Results Compared with the blank 

group and the protein culture +LY294002 group, apoptosis rate, miR-83-5p protein expression, neuron axon length were lower in the 

protein culture group, and KLF3-AS1, cell activity and TCF7L2 protein expression were higher. The difference was statistically 

significant (P<0.05). Conclusion Downregulation of KLF3-AS1/miR-83-5p/TCF7L2 can promote the activity of inner ear stem 

cells, reduce apoptosis, and play an important role in targeted neural differentiation. 

【Key words】Transcription factor 7 analogue 2 gene; Kruppel-like factor 3-antisense transcript 1; Microrna-83-5p; Inner ear 

stem cells; Directed neural differentiation

内耳干细胞是毛细胞再生的重要来源，在体内自我

更新分化成毛细胞，在受损内耳组织中，可使特定毛细胞

标记物再生［1］。在耳蜗发育过程中，信号及转录因子调控

毛细胞形成及程度，成年鼠内存在内耳干细胞特征，最终

分化成毛细胞样细胞［2］。因此，说明内耳干细胞发病机

制，建立治疗手段及方法，意义重大。本研究分析基于

KLF3-AS1/miR-83-5p/TCF7L2轴的内耳干细胞定向神经

分化的作用机制。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取健康SD大鼠 30只，不限雌雄，体重 350~405 g，

购自北京维通达生物技术有限公司，生产批号：SCXK

（京）2023-0014，操作过程严格按照实验管理与保护的相

关规定。

研究试剂及仪器：水合氯醛（深圳子科生物科技有限

公司）、LY294002（北京百奥莱博科技有限公司）、FP7000

流式细胞仪（索尼生命科学中国）、一抗（miR-83-5p、

KLF3-AS1、TCF7L2及GAPDH）（上海镜像绮点细胞技术

有限公司）。

1.2 研究方法

大鼠使用水合氯醛麻醉，无菌条件分离内耳蜗，消

毒，固定，取外膜，立体显微镜下剪内耳道、耳廓，暴露鼓

膜，剪至听骨链，用耵聍钩钩住下鼓室，摘除鼓膜、颞骨乳
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突部，暴露鼓岬、蜗锥，摘除听骨，刺破圆窗、卵圆窗，剪开

薄层骨，取内耳标本，剪除颞肌，在毛细胞下方、螺旋钩区

域取材，冲洗，剪碎，加 0.125% 胰蛋白酶，37 ℃下消化

30 min，反应终止，加0.01%DNA酶，轻柔捶打，制成悬液，

按1×108/L接种培养，7 d后置入离心管，离心处理，洗涤，

舍上清，吹散细胞，24 h培养，待细胞完全贴壁，舍弃培养

液，在分化培养基中培养，分为3组空白组（DMEM/F12基

础培养液及 1% 青/链霉素溶液）12 只、蛋白培养组

（DMEM/F12 基础培养液，加 10 ng/mL KLF3-AS1 蛋白、

10 ng/mL miR-83-5p 蛋白、10 ng/mL TCF7L2 蛋白及 1%

青/链霉素溶液）9只、蛋白培养+LY294002组9只，在蛋白

培养组基础上加入LY294002 40 μmol/L，待到分化第7 d，

随后进行其他实验。

1.3 检测指标

1.3.1 组织学特征 取大鼠内耳组织切片，在二甲苯中

浸泡 2次，10 min/次；置入 100%乙醇，10 min/次，共 2次；

依次浸泡 90%、80%、70%酒精、蒸馏水中，各 5 min，用苏

木素染色 8 min，清洗，20 s分化，5 min蒸馏水浸泡，依次

浸泡 70%、80%乙醇中 5 min，再浸入 90%伊红醇溶液中

10 min，浸入 100%乙醇中，5 min/次，共 2次，浸入二甲苯

中，5 min/次，共2次，封片，显微镜观察。

1.3.2 定向神经分化免疫荧光染色 取细胞爬片，吸去

培养液，用PBS清洗，用 4%多聚甲醛固定 30 min，清洗，

0.5%Triton作用30 min，清洗，加神经元标记物抗体，4 ℃

过夜孵育，清洗，加二抗，室温 2 h 反应，清洗，加

Hoechst33342，45 min室温反应，清洗，封片，覆盖盖玻片，

显微镜观察并拍照。

1.3.3 神经元轴突长度检测 随机选择荧光显微镜低

倍视野下上、下、左、右、中15视野拍照，细胞总数>4000，

计算所占细胞总数比例；取分化12、24、36 h的随机100个

神经元测量轴突长度。

1.3.4 细胞活力 利用CCK-8法测量，在96孔板接种，

密度：5×103 个细胞/孔，37℃下 12、24、36 h，混合细胞、

CCK-8 10 μL，37℃孵育 2 h，酶标仪测量光密度值，评估

细胞活力。

1.3.5 凋亡率 收集各组内耳干细胞，预冷，用PBS清

洗，离心处理，采集沉淀，加结合缓冲液，调整细胞浓度，

之后加PI、AnnexinV-FITC，黑暗反应15 min，流式细胞仪

测定凋亡情况。

1.3.6 KLF3-AS1、miR-83-5p、TCF7L2 相关蛋白表达

量检测 取内耳干细胞加蛋白裂解液反应30 min，离心取

上清，提取总蛋白，用BAC试剂盒检测，取配置的分离胶

及浓缩胶，用凝胶电泳分离，转移PVDF膜中，1 h冰上反

应，用TBST清洗，5%脱脂奶粉封闭 1 h，再次清洗，加一

抗（KLF3-AS1、miR-83-5p、TCF7L2及GAPDH），4 ℃过夜

孵育，加二抗2 h孵育，用灰度分析软件定量分析。

1.4 统计学分析

利用SPSS 20.0版本软件分析数据，符合正态分布的

计量资料两组间比较行独立样本 t检验，多组间比较行F

检验。P<0.05被视为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 对比3组组织学特征

空白组毛细胞状态平整，呈现正常线粒形态，胞质均

匀；蛋白培养组毛细胞呈现不规则状态，细胞器损伤较为

严重，线粒体破裂，空泡化；蛋白培养+LY294002组毛细

胞状态较为平整，线粒体正常，胞质均匀，见图1。

2.2 对比3组定向神经分化

空白组干细胞球少量游离，呈椭圆形；蛋白培养组分

化神经生长旺盛，呈网状，两端神经突起，向外生长；蛋白

培养+LY294002组分化神经数目增加，突出长短各不相

同，分化细胞所扩散范围小，见图2。

2.3 对比3组12、24、36 h神经元轴突长度

如图 3 所示，对比蛋白培养+LY294002 组与空白组

12、24、36 h 神经元轴突长度，差异无统计学意义（P>

0.05）。与空白组相比，蛋白培养组 12、24、36 h神经元轴

突长度低，且蛋白培养+LY294002组 12、24、36 h神经元

图1　对比3组组织学特征（HE染色，200×）

图2　3组定向神经分化（TUJ1Green A10× B40×）
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轴突长度高于蛋白培养组，差异具有统计学意义（P

<0.05）。

2.4 对比3组不同时间细胞活性

如图4所示，对比空白组、蛋白培养+LY294002组12、

24、36 h细胞活性，差异无统计学意义（P>0.05）。蛋白培

养组 12、24、36 h 细胞活性高于空白组，且蛋白培养

+LY294002组 12、24、36 h细胞活性低于蛋白培养组，差

异具有统计学意义（P<0.05）。

2.5 对比3组凋亡率

如图 5所示，对比空白组、蛋白培养+LY294002组凋

亡率，差异无统计学意义（P>0.05）。蛋白培养组凋亡率

低于空白组，且蛋白培养+LY294002组凋亡率高于蛋白

培养组，差异具有统计学意义（P<0.05）。

2.6 对比 3组KLF3-AS1、miR-83-5p、TCF7L2相关蛋

白表达量

如图6所示，蛋白培养+LY294002组、空白组miR-83-

5p、KLF3-AS1、TCF7L2相关蛋白表达量相比，差异无统

计学意义（P>0.05）。蛋白培养组KLF3-AS1、TCF7L2蛋

白表达量高于空白组，miR-83-5p 蛋白表达量低于空白

组；而蛋白培养+LY294002组TCF7L2、KLF3-AS1蛋白表

达量低于蛋白培养组，miR-83-5p蛋白表达量高于蛋白培

养组，差异具有统计学意义（P<0.05）。

3 讨论

在KLF3-AS1/miR-83-5p/TCF7L2轴中，KLF3-AS1过

表达、miR-83-5p抑制可增强细胞活力，防止细胞凋亡，促

进细胞外基质合成，降低miR水平［3］。miR-83-5p过表达，

会产生大量异位毛细胞，在毛细胞发育及生物听觉发生

过程中发挥重要作用［4］。TCF7L2单独或结合全少突胶

质细胞谱系标记物使用，识别新分化或新再生细胞生成

率［5］。利用LY294002处理后，能够抑制KLF3-AS1/miR-

83-5p/TCF7L2轴可使蛋白培养组失去其作用机制，升高

凋亡蛋白表达，降低抗凋亡蛋白表达［6］。内耳神经干细胞

可高效诱导其分化成神经元，经免疫荧光染色检测后，比

例至 40%之上，生长状态好，突起交织成网，KLF3-AS1/

miR-83-5p/TCF7L2轴可对其进行调控。故本研究中蛋白

培养组大鼠内耳干细胞KLF3-AS1、细胞活性、神经元轴

突长度、TCF7L2呈较高水平，miR-83-5p水平、凋亡率低。

说明经体外培养后，加入 KLF3-AS1/miR-83-5p/TCF7L2

轴培养液的内皮干细胞TCF7L2、细胞活性、KLF3-AS1水

图3　3组12、24、36h神经元轴突长度对比图
注：a：蛋白培养组；b：蛋白培养+LY294002组

图4　3组不同时间细胞活性对比图
注：a蛋白培养组；b蛋白培养+LY294002组

图5　3组凋亡率对比图
注：a蛋白培养组；b蛋白培养+LY294002组

图6　KLF3-AS1、miR-83-5p、TCF7L2相关蛋白表达量
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平、神经元轴突长度呈上升趋势，miR-83-5p水平、凋亡率

呈下降趋势，进而改善内耳干细胞病理特征。

综上所述，下调 KLF3-AS1/miR-83-5p/TCF7L2 轴可

增加内耳干细胞活性，促进其凋亡，增加神经元轴突长

度。但本研究仅进行体外实验，需进一步探究其具体作

用及分子机制，并开展体内实验，验证结果，为该疾病的

新治疗靶点提供参考依据。
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