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·专题·先天性巨结肠的诊治·

先天性巨结肠中 ｍｉＲ９３９ 靶向调控 ＳＯＸ４ 表达
抑制肠神经嵴前体细胞功能表型的实验研究
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【摘要】 　 目的 　 检测 ＭｉｃｒｏＲＮＡ９３９（ｍｉＲ９３９）和性别决定区相关 ＨＭＧ 族盒蛋白 ４（ Ｓｒｙｒｅｌａｔｅｄ
ＨＭＧ ｂｏｘ ４，ＳＯＸ４）在先天性巨结肠（Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＨＳＣＲ）中的表达水平，评估 ｍｉＲ９３９ 在 ＳＯＸ４
调控肠神经嵴前体细胞（ｅｎｔｅｒｉｃ ｎｅｕｒａｌ ｃｒｅｓｔ ｃｅｌｌｓ，ＥＮＣＣｓ）增殖、凋亡和迁移过程中的作用，并探讨 ｍｉＲ
９３９ ／ ＳＯＸ４ 在 ＨＳＣＲ干预治疗方面的潜在价值。 　 方法　 采用 ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测 ＨＳＣＲ和肠套
叠患者肠组织中 ｍｉＲ９３９、ＳＯＸ４ 表达水平；从常规孕鼠肠管取材，体外培养 ＥＮＣＣｓ，通过 Ｎｅｓｔｉｎ、ＧＦＡＰ双
免疫荧光染色鉴定。 使用 ｍｉＲ９３９ 模拟物、ＳＯＸ４ｓｉＲＮＡ干预，并分别通过 ＣＣＫ８ 法、流式细胞仪和 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室检测 ＥＮＣＣｓ增殖、凋亡和迁移。 　 结果　 与肠套叠组患者相比，ＨＳＣＲ患者肠组织中 ｍｉＲ９３９
的表达水平显著提高，而 ＳＯＸ４ 表达水平显著降低。 ｍｉＲ９３９ 模拟物可显著抑制 ＥＮＣＣｓ中 ＳＯＸ４ 的表达
水平；上调 ｍｉＲ９３９ 和下调 ＳＯＸ４ 均能够显著降低 ＥＮＣＣｓ 增殖和迁移，并促进细胞凋亡。 　 结论 　
ＨＳＣＲ患者肠组织 ｍｉＲ９３９、ＳＯＸ４ 均表达异常，负向调控 ＥＮＣＣｓ增殖、凋亡和迁移可能参与 ＨＳＣＲ 发病
过程，靶向 ｍｉＲ９３９ ／ ＳＯＸ４ 的干预策略可为后续 ＨＳＣＲ干预治疗提供潜在的治疗参考。
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ｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ＨＳＣＲ． Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ９３９ ／ ＳＯＸ４ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒ
ｇｅｔｓ ｆｏｒ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ＨＳＣＲ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ Ｄｉｓｅａｓｅ ／ ＥＴ； Ｅｎｔｅｒｉｃ Ｎｅｒｖｏｕｓ Ｓｙｓｔｅｍ； Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

　 　 先天性巨结肠（Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＨＳＣＲ）
是最常见的先天性胃肠神经系统疾病之一，活产儿

中发病率为 １ ／ ５ ０００，男性发病率约为女性的 ４ 倍，
主要临床表现为病变肠管痉挛、肠内容物通过受阻

引起下消化道梗阻；病理学改变为病变肠管神经节

缺如以及神经纤维增粗、增多［１ － ４］ 。 其发病机制为

胚胎第 ３ ～ １２ 周时来自迷走神经的肠神经嵴前体细
胞（ｅｎｔｅｒｉｃ ｎｅｕｒａｌ ｃｒｅｓｔ ｃｅｌｌｓ，ＥＮＣＣｓ）沿头向尾方向
迁移障碍所致［５ － ７］ 。 研究表明，多基因如 ＳＯＸ１０、
ＮＲＧ１、ＲＥＴ、ＳＩＰ１、ＧＤＮＦ等参与 ＨＳＣＲ 的发生过程，
但其确切发病机制仍未完全清楚［８］ 。

ＭｉｃｒｏＲＮＡ （ｍｉＲＮＡ） 是内源性小分子非编码
ＲＮＡ，大小为 １９ ～ ２５ ｂｐ，以直接结合靶基因 ｍＲＮＡ
的 ３非翻译区（３ＵＴＲ）阻遏翻译和（或）诱导 ｍＲ
ＮＡ降解的方式，参与调控细胞周期、分化、迁徙和
凋亡以及能量代谢等多种细胞活动［９ － １１］ 。 既往研

究表明，ＨＳＣＲ患者肠组织中存在大量异常表达的
ｍｉＲＮＡ，如 ｍｉＲ２０６［１２，１３］ 、ｍｉＲ１９２ ／ ２１５［１４］ 、ｍｉＲ１４０
５ｐ［１５］和 ｍｉＲ１３２ ／ ２１２［１６］等，它们可能与 ＨＳＣＲ 发生
相关。 研究表明，ｍｉＲ９３９ 可通过靶向 ＨＤＧＦ 诱导
ＷＮＴ ／ βＣａｔｅｎｉｎ途径失活，还可通过靶向 ＩＧＦ１Ｒ 诱
导 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ途径失活，进而调控癌细胞增殖、迁移
和凋亡，发挥抑癌作用［１７，１８］ 。 陈广林等报道 ｍｉＲ
９３９ 可靶向 ＬＲＳＡＭ１ 并抑制 ＨＳＣＲ 中 ＥＮＣＣｓ 增
殖［１９］ 。 ＳＯＸ４ 为 ＳＯＸ （ Ｓｒｙｒｅｌａｔｅｄ ＨＭＧ ｂｏｘ） 转录
因子家族成员之一，广泛参与胚胎期神经元发育、

轴突形成、神经元映射以及生殖系统发育等过程。

有报道显示，ＳＯＸ４ 可能通过 Ｎｏｔｃｈ 信号通路调控
Ｍａｓｈ１、Ｎｇｎ１ 和 Ｎｇｎ２ 转录因子表达，并与 ＳＯＸ１１ 发
挥协同作用［２０］ 。 本课题组前期研究发现 ＳＯＸ４ 在
ＨＳＣＲ 患者肠组织中低表达［２１］ 。 目前尚不清楚

ｍｉＲ９３９ 对 ＳＯＸ４ 的调控及二者对 ＥＮＣＣｓ功能表型
的影响，以及 ｍｉＲ９３９ ／ ＳＯＸ４ 在 ＨＳＣＲ 发病中的
机制。

本研究拟通过检测 ｍｉＲ９３９ 和 ＳＯＸ４ 在 ＨＳＣＲ
患者肠组织中的表达水平，评估 ｍｉＲ９３９ 对 ＳＯＸ４
表达调控作用，以及 ｍｉＲ９３９、 ＳＯＸ４ 对 ＥＮＣＣｓ 增
殖、凋亡和迁移的影响，并探讨 ｍｉＲ９３９ ／ ＳＯＸ４ 在
ＨＳＣＲ干预治疗中的潜在价值。

材料与方法

一、主要实验材料

孕龄 １５ ～ ２０ ｄ的 Ｓｐｒａｇｕｅ Ｄａｗｌｅｙ （ＳＤ） 大鼠购
自广州弗尔博生物科技有限公司；ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养
基、胰蛋白酶、Ⅳ型胶原酶、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００、Ｔｒｉｚｏｌ
试剂均购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； Ｎｅｓｔｉｎ、 ＧＦＡＰ、
ＳＯＸ４ 单克隆一抗均购自美国 Ａｂｃａｍ 公司；ｍｉＲ９３９
模拟物、ＳＯＸ４ ｓｉＲＮＡ及阴性对照试剂均购自上海吉
玛制药技术有限公司；ＣＣＫ８ 试剂盒购自碧云天生
物技术研究所；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移室、增强的化学发光
系统购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司；Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ ／ ＰＩ
细胞凋亡检测试剂盒购自美国 Ｙｅａｓｅｎ公司；ＴａｑＭａｎ
ＭｉｃｒｏＲＮＡ检测试剂盒、ＡＢＩ ７９００ＨＴ 荧光定量 ＰＣＲ
仪购自美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司；ＳＹＢＲ ＧＲＥＥＮ
１ 购自日本 ＴａＫａＲａ 公司；ＲＩＰＡ 缓冲液购自南京森
贝伽生物科技有限公司；ＰＶＤＦ 膜购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｃ公司。

二、研究方法

１． 患者组织样本采集 　 收集 ２０１９ 年 １ 月至
２０２０ 年 １ 月在西安交通大学第二附属医院进行手
术治疗的 ３０ 例 ＨＳＣＲ患者狭窄段（无神经节细胞肠
段）肠组织，另选取 ３０ 例经手术治疗肠套叠患者的
结肠非病变处组织作为对照；所有组织标本用生理

盐水冲洗后保存于 － ８０℃环境下。 ＨＳＣＲ 患者年龄
为 ３０ 天至 ５ 岁，男 ２３ 例，女 ７ 例。 对照组患者年龄
为 １ ～ ５ 岁，男 ２０ 例，女 １０ 例。 两组患者基线资料
匹配，具有可比性。 本研究开展前获得患者监护人

的书面知情同意书，并获取我院伦理委员会批准。

２． ＳＤ 大鼠 ＥＮＣＣｓ 分离培养　 参考肖莉等［２２］

的研究方法进行 ＥＮＣＣｓ分离培养。 取孕 １５ ～ １８ 天
ＳＤ胎鼠肠管，小心剔除肠系膜后充分剪碎，分别用
胰蛋白酶、Ⅳ型胶原酶消化 ３０ ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ，添加胎
牛血清终止消化，无菌滤网过滤，于 ３７℃下 １ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ离心 ３ ｍｉｎ，弃上清后 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，完全培养
基重悬并计数，按照 ６ × １０５ 个细胞 ／ ｍＬ的密度接种
到培养瓶中，于 ３７℃、５％ ＣＯ２ 条件下培养 ３ ～ ５ ｄ，
然后传代培养。 传代 ５ 次后进行克隆球的分化培
养，取适量左旋多聚赖氨酸包被盖玻片于 ２４ 孔板中
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过夜，无菌双蒸水清洗 ３ 次，６００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ２ ｍｉｎ离
心收集悬浮神经球，０． ２５％ 胰蛋白酶消化 ５ ～ １０
ｍｉｎ，轻柔吹打，制成单细胞悬液，离心弃上清，添加
１０％胎牛血清的完全培养基重悬，以每孔 １ × １０５ 细
胞 ／ ｍＬ接种于 ２４ 孔板，于 ３７℃、５％ ＣＯ２ 条件下培
养８ ｈ，观察克隆球的分化情况。
３． ＳＤ大鼠 ＥＮＣＣｓ鉴定　 收集悬浮生长状态良

好的神经球离心，用 ４％ 多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ，
０． ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ１００ 室温透膜 １０ ｍｉｎ，５％胎牛血清
室温封闭 ３０ ｍｉｎ，４℃下将盖玻片分别于 １ ∶ ５００ 稀
释的鼠抗 Ｎｅｓｔｉｎ 和兔抗 ＧＦＡＰ 一抗中过夜孵育，室
温复温 １ ｈ，ＰＢＳ清洗，然后与 ＦＩＴＣ绿色和 ＴＲＩＴＣ红
色荧光二抗室温孵育 １ ｈ，ＰＢＳ 清洗，ＤＡＰＩ 染色 １０
ｍｉｎ，将盖玻片置于荧光显微镜下观察细胞染色
情况。

４． ＥＮＣＣｓ转染　 收集悬浮生长状态良好的神
经球于离心管中，３７℃下 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心３ ｍｉｎ，弃
上清，０． ２５％胰蛋白酶消化 ５ ～ １０ ｍｉｎ，轻柔吹打，制
成单细胞悬液，离心弃上清，用完全培养基重悬，按

照 ２ × １０５ 细胞 ／孔的密度接种于 ６ 孔板中。 根据制
造商说明书，配合使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２ ０００ 将 ｍｉＲ
９３９ 模拟物、 ＳＯＸ４ｓｉＲＮＡ 和阴性对照试剂转染
细胞。

５． ＥＮＣＣｓ增殖测定　 分别用 ｍｉＲＮＡ 或 ｓｉＲＮＡ
转染 ４８ ｈ后，使用 ＣＣＫ８ 细胞活力检测试剂盒测定
细胞活力以评估增殖情况，使用酶标仪测量 ４５０ ｎｍ
处的吸光度，记录 ＯＤ值。
６． ＥＮＣＣｓ凋亡测定　 将 ｍｉＲＮＡ或 ｓｉＲＮＡ转染

的细胞于 ３７℃、５％ ＣＯ２ 条件下孵育 ４８ ｈ 后进行收
集，根据制造商说明书，使用 Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ ／ ＰＩ细
胞凋亡检测试剂盒进行染色，流式细胞仪检测细胞

凋亡。

７． ＥＮＣＣｓ迁移测定 　 使用孔径 ８ μｍ 规格的
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移小室进行细胞迁移分析，将转染的细
胞置于完全培养基重悬，调整密度为 １ × １０５ 细胞 ／
ｍｌ，并添加 １００ μＬ 到上室中，将 ６００ μＬ 含有 １０％
ＦＢＳ的分化培养基添加到下室中，于 ３７℃、５％ ＣＯ２
条件下孵育 ２４ ｈ 后，用棉签小心擦拭上室，预冷
ＰＢＳ清洗后，乙醇固定 １０ ｍｉｎ，结晶紫染色 １０ ｍｉｎ，
ＰＢＳ充分清洗后，在显微镜下（ × １００）随机选择 ５
个视野留取照片进行计数。

８． ＲＮＡ分离和 ｑＲＴＰＣＲ　 按照试剂商说明书
上方法使用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂从组织样品和细胞中提取
总 ＲＮＡ用于后续实验。 ＴａｑＭａｎ ＭｉｃｒｏＲＮＡ检测试

剂盒用于检测 ｍｉＲ９３９，以 Ｕ６ 作为标准化对照。
通过 ＡＢＩ ７９００ＨＴ荧光定量 ＰＣＲ仪和 ＳＹＢＲ ＧＲＥＥＮ
１ 检测 ＳＯＸ４ ｍＲＮＡ 表达水平，以 ＧＡＰＤＨ 作为内
参。 实验用到的引物序列如下： ＳＯＸ４，正向， ５
ＣＧＡＧＡＡＡＡＴＣＧＧＧＴＡＧＣＣＣＡ３， 反 向， ５ＣＡＧＡＴ
ＴＣＡＣＴＣＧＣＡＡＴＧＣＣＣ３； ＧＡＰＤＨ， 正 向 ５ＧＴＧ
ＧＡＡＴＧＧＴＧＣＡＧＡＣＣＡＡＧ３， 反 向 ５ＧＴＣＡＧＧＡＧ
ＧＴＧＧＧＡＴＧＴＴＧＧ３。 全部实验数据采用 ２△△Ｃｔ法
评估 ｍｉＲＮＡ或 ｍＲＮＡ的表达水平。
９． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 按照试剂商说明书方法，使用

含有蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液从组织和细胞中
提取总蛋白质。 采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 方法检测蛋白质浓
度。 采用 １５％ ＳＤＳＰＡＧＥ 分离出等量蛋白质，转移
到 ＰＶＤＦ膜上，用 ５％脱脂牛奶封闭，分别以 １ ∶ ５００
和 １ ∶ １ ０００ 的稀释度与抗 ＳＯＸ４ 和抗 ＧＡＰＤＨ一抗
孵育，４℃条件下过夜，在室温（３７℃）条件下与辣根
过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ二抗共孵育 １ ｈ，
使用增强的化学发光系统进行显影，ＧＡＰＤＨ作为内
部对照。 使用 ＩｍａｇｅＪ软件对条带进行定量分析。

三、统计学处理

使用 ＳＰＳＳ２４． ０ 进行统计分析，实验结果中服从
正态分布的定量数据以（ｘ ± ｓ）表示，所有实验独立
重复 ３ 次以上。 采用独立样本 ｔ检验进行两组间差
异性分析，采用单因素方差分析及基于 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ
校正的事后多重检验进行多组间差异比较，Ｐ ＜
０． ０５ 表示差异具有统计学意义。

结　 果

一、ＥＮＣＣｓ神经球鉴定
于原代培养第 ３ 天、第 ５ 天在光学显微镜下观

察 ＥＮＣＣｓ 来源神经球生长情况，通过 Ｎｅｓｔｉｎ 和
ＧＦＡＰ双免疫荧光染色对 ＥＮＣＣｓ来源的神经球进行
鉴定，结果可见神经球表现为 Ｎｅｓｔｉｎ（红色荧光）和
ＧＦＡＰ（绿色荧光）双阳性，细胞核被 ＤＡＰＩ 染为蓝
色，Ｎｅｓｔｉｎ ＋ ／ ＧＦＡＰ ＋双阳性表示细胞为 ＥＮＣＣ 细胞
（图 １）。

二、ＨＳＣＲ患者肠组织中 ｍｉＲ９３９ 和 ＳＯＸ４ 表达
分别通过 ＲＴＰＣＲ 检测 ＨＳＣＲ 患者肠组织中

ｍｉＲ９３９ 和 ＳＯＸ４ ｍＲＮＡ 的表达水平，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测 ＳＯＸ４ 蛋白表达水平。 结果表明，与肠套叠
患者肠组织相比，ＨＳＣＲ 患者肠组织中 ｍｉＲ９３９ 的
表达水平显著增加（图 ２Ａ），ＳＯＸ４ 的 ｍＲＮＡ（图 ２Ｂ）
和蛋白（图 ２Ｃ，图 ２Ｄ）表达水平显著降低。
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图 １　 ＥＮＣＣｓ来源神经球光学显微镜观察结果和免疫荧光染色结果（ × ２００） 　 Ａ：原代培养第 ３ 天的神经球； Ｂ：原代培养第 ５
天的神经球； Ｃ：ＧＦＡＰ阳性（绿色区域）； Ｄ：Ｎｅｓｔｉｎ阳性（红色区域）； Ｅ：ＤＡＰＩ阳性（蓝色区域）； Ｆ：染色融合
Ｆｉｇ． １　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ Ｎｅｓｔｉｎ ／ ＧＦＡＰ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＥＮＣＣｓ ｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅ （ × ２００）

图 ２　 先天性巨结肠患者（ＨＳＣＲ组）和肠套叠患者（ ｃｏｎｔｒｏｌ 组）肠组织中 ｍｉＲ９３９ 和 ＳＯＸ４ 的表达情况 　 Ａ、Ｂ：ＲＴＰＣＲ 检测
ｍｉＲ９３９（Ａ）和 ＳＯＸ４ ｍＲＮＡ（Ｂ）表达； Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测 ＳＯＸ４ 蛋白表达； Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条带 ＩｍａｇｅＪ 定量结果； 代表与
ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
Ｆｉｇ． ２　 ｍｉＲ９３９ ／ ＳＯＸ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｓ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｉｎｔｕｓｓｕｓｃｅｐｔｉｏｎ

图 ３　 上调 ｍｉＲ９３９ 的表达对肠神经嵴干细胞增殖、凋亡和迁移的影响　 Ａ：转染 ｍｉＲ９３９ ｍｉｍｉｃ上调细胞中 ｍｉＲ９３９ 的表达；
Ｂ：ＣＣＫ８ 法测定细胞增殖； Ｃ，Ｄ：Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ ／ ＰＩ法测定细胞凋亡； Ｅ，Ｆ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移； 代表与对照比较，
Ｐ ＜ ０． ０５
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍｉＲ９３９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｔｅｒｉｃ ｎｅｕｒａｌ ｃｒｅｓｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
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图 ４　 ＥＮＣＣｓ中 ｍｉＲ９３９ 靶向调控 ＳＯＸ４ 表达　 Ａ：ＲＴＰＣＲ检测 ＳＯＸ４ ｍＲＮＡ 表达； Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＳＯＸ４ 蛋白表达； Ｃ：
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ条带 ＩｍａｇｅＪ定量结果； Ｄ：通过 ｍｉＲＷａｌｋ、Ｔａｒｂａｓｅ 和 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 数据库预测到 ｍｉＲ９３９ 靶基因； 表示与对照比
较，Ｐ ＜ ０． ０５
Ｆｉｇ． ４　 Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍｉＲ９３９ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＳＯＸ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅｎｔｅｒｉｃ ｎｅｕｒａｌ ｃｒｅｓｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ

图 ５　 下调 ＳＯＸ４ 的表达对肠神经嵴干细胞增殖、凋亡和迁移的影响　 Ａ、Ｂ：ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ证实转染 ＳＯＸ４ｓｉＲＮＡ可
敲低 ＥＮＣＣｓ细胞中 ＳＯＸ４ 的 ｍＲＮＡ和蛋白表达； Ｃ：ＣＣＫ８ 法测定细胞增殖； Ｄ：Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ ／ ＰＩ法测定细胞凋亡； Ｅ：Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移； 代表与对照比较，Ｐ ＜ ０． ０５
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＯＸ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｔｅｒｉｃ ｎｅｕｒａｌ ｃｒｅｓｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ



-227-临床小儿外科杂志   2021 年 3 月第 20 卷第 3 期  J Clin Ped Sur,  March 2021, Vol.20, No.3

　 　 三、ｍｉＲ９３９ 表达上调对 ＥＮＣＣｓ 增殖、凋亡和
迁移能力的影响

使用 ｍｉＲ９３９ ｍｉｍｉｃ转染 ＥＮＣＣｓ，ＲＴＰＣＲ检测
结果显示 ｍｉＲ９３９ 的表达水平上调（图 ３Ａ）。 ＣＣＫ
８ 实验结果表明，与对照组相比，上调 ｍｉＲ９３９ 的表
达显著抑制 ＥＮＣＣｓ 细胞增殖（图 ３Ｂ）；流式细胞仪
分析表明，与对照组相比，上调 ｍｉＲ９３９ 的表达显著
促进 ＥＮＣＣｓ 细胞凋亡（图 ３Ｃ，图 ３Ｄ）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实
验结果表明，与对照组相比，上调 ｍｉＲ９３９ 的表达显
著抑制 ＥＮＣＣｓ细胞迁移（图 ３Ｅ，图 ３Ｆ）。

四、ｍｉＲ９３９ 靶向调控 ＥＮＣＣｓ ＳＯＸ４ 表达水平
转染 ｍｉＲ９３９ ｍｉｍｉｃ 后，分别通过 ＲＴＰＣＲ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测 ＳＯＸ４ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平，
结果显示，与对照组相比，转染 ｍｉＲ９３９ ｍｉｍｉｃ 显著
抑制 ＥＮＣＣｓ细胞中 ＳＯＸ４ 的表达（图 ４Ａ—图 ４Ｃ）。
在 ｍｉＲＷａｌｋ、Ｔａｒｂａｓｅ 和 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 数据库分别预测
到 ｍｉＲ９３９ 靶基因数分别为 ２ ０５９ 个、 ７２ 个和
１ ２９４ 个，三个数据预测到的共同靶基因有 ８ 个，其
中包含 ＳＯＸ４，在 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 获得 ｍｉＲ９３９ 与 ＳＯＸ４
结合位点信息（图 ４Ｄ）。

五、下调 ＳＯＸ４ 对 ＥＮＣＣｓ 增殖、凋亡和迁移能
力的影响

使用 ＳＯＸ４ｓｉＲＮＡ 转染 ＥＮＣＣｓ 细胞，ＲＴＰＣＲ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测结果显示 ＳＯＸ４ 的 ｍＲＮＡ 和蛋
白表达下调（图 ５Ａ，图 ５Ｂ），分别检测 ＥＮＣＣｓ 细胞
增殖、迁移和凋亡（方法同前），结果表明，下调

ＳＯＸ４ 的表达可显著抑制 ＥＮＣＣｓ 细胞的增殖（图
５Ｃ）和迁移（图 ５Ｅ），并促进凋亡（图 ５Ｄ）。

讨　 论

肠神经系统（ｅｎｔｅｒｉｃ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ，ＥＮＳ）属于
直接调节胃肠系统的独立神经系统，而肠神经嵴前

体细胞（ｅｎｔｅｒｉｃ ｎｅｕｒａｌ ｃｒｅｓｔ ｃｅｌｌｓ，ＥＮＣＣｓ）发育障碍
是导致 ＥＮＳ相关疾病，引发肠道功能异常的主要原
因之一［２３］ 。 当 ＥＮＣＣｓ增殖、凋亡、迁移和分化等过
程出现异常时可引起先天性巨结肠（Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｓ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＨＳＣＲ） ［２４］ 。 ＨＳＣＲ 的发生是一个复杂的过
程，涉及多个基因转录和表达异常，尽管很多学者

已经鉴定出一些导致 ＨＳＣＲ 发生的关键基因，但尚
不清楚导致其发病机理的主要机制。

在胚胎发生过程中，ＥＮＣＣｓ 从结肠前端到远端
的迁移需要持续数周，此过程中影响 ＥＮＣＣｓ 增殖、
迁移和凋亡的各种因素均可能影响神经节的形成。

大量研究已证明 ｍｉＲＮＡ 在胚胎发育过程中起着至
关重要的作用，而关于 ｍｉＲＮＡ参与 ＨＳＣＲ的发病过
程也有较多研究。 据报道，ｍｉＲ１９２ ／ ２１５ 在 ＨＳＣＲ
组织样品中显著下调，且沉默 ｍｉＲ１９２ ／ ２１５ 通过靶
向 Ｎｉｄｏｇｅｎ １（ＮＩＤ１）抑制人 ２９３Ｔ 和 ＳＨＳＹ５Ｙ 细胞
的增殖和迁移［１４］ 。 另外，ｍｉＲ２０６ 的下调通过抑制
细胞增殖和迁移而参与 ＨＳＣＲ 的发生［１２，１３］ 。 下调

ｍｉＲ２００ａ ／ １４１ 通过调节磷酸酶 －张力蛋白同源物的
表达在 ＨＳＣＲ发病过程中起关键作用［２５］ 。 此外，有

学者研究报道，ＨＳＣＲ 患者血浆外泌体中存在异常
高表达的 ｍｉＲＮＡｓ 分子，有可能参与细胞外基质 －
受体相互作用，通过干扰细胞连接而促进 ＨＳＣＲ 发
生［２６］ 。 本研究发现 ｍｉＲ９３９ 在 ＨＳＣＲ 患者结肠组
织样本中显著上调，并且上调 ｍｉＲ９３９ 的表达显著
抑制 ＥＮＣＣｓ的迁移和增殖，并促进细胞凋亡。 这些
结果表明 ｍｉＲ９３９ 的异常高表达可能直接参与破坏
ＥＮＣＣｓ 功能的过程，从而促进先天性巨结肠的
发展。

性别决定区相关高迁移率族盒蛋白 ４（ Ｓｒｙｒｅ
ｌａｔｅｄ ＨＭＧ ｂｏｘ ４， ＳＯＸ４） 为 ＳＯＸ （ Ｓｒｙｒｅｌａｔｅｄ ＨＭＧ
ｂｏｘ）转录因子家族成员之一，广泛参与胚胎期神经
元发育、轴突形成和神经元映射，以及生殖系统发

育等过程，并在多种类型的人类恶性肿瘤患者组织

中呈高表达状态。 ＳＯＸ４ 的高表达与肿瘤血管生成
以及对放化疗的抗性有关［２７］ 。 据报道，ＳＯＸ４ 的上
调促进结直肠癌细胞的增殖和侵袭，ＳＯＸ４ 的高表
达可抑制宫颈癌细胞对化疗药物的敏感性。 ＳＯＸ４
可能通过 Ｎｏｔｃｈ信号通路调控 Ｍａｓｈ１、Ｎｇｎ１ 和 Ｎｇｎ２
转录因子表达，并与 ＳＯＸ１１ 发挥协同作用调控神经
发生［２０］ 。 课题组前期研究发现，先天性巨结肠组织

样本中 ＳＯＸ４ 表达显著下调［２１］ ，提示 ＳＯＸ４ 可能参
与 ＨＳＣＲ的发病过程。 基于此，本研究通过转染靶
向 ＳＯＸ４ 的 ｓｉＲＮＡ 敲低 ＥＮＣＣｓ 细胞中 ＳＯＸ４ 的表
达，结果显示，下调 ＳＯＸ４ 可显著抑制 ＥＮＣＣｓ 细胞
增殖和迁移能力，促进细胞凋亡。 本研究还观察到

上调 ｍｉＲ９３９ 可显著抑制 ＥＮＣＣｓ细胞中 ＳＯＸ４ 的表
达，并获得与敲低 ＳＯＸ４ 类似 ＥＮＣＣｓ 表型变化结
果。 此外，通过 ｍｉＲＷａｌｋ、Ｔａｒｂａｓｅ和 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据
库分别预测到 ｍｉＲ９３９ 可能的靶基因为 ＳＯＸ４，在
ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ获得 ｍｉＲ９３９ 与 ＳＯＸ４ 结合位点信息。
以上结果表明，ｍｉＲ９３９ 可能通过靶向调控 ＳＯＸ４ 表
达来影响 ＥＮＣＣｓ 细胞功能，进而参与 ＨＳＣＲ 发生
过程。

ＨＳＣＲ的早期诊断和治疗是改善患者预后的关
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键。 然而，临床上 ＨＳＣＲ 具有多种亚型及复杂的临
床表现，钡灌肠、直肠肛门测压、家族史和基因诊断

技术等均不能对 ＨＳＣＲ 进行可靠预测，主要依赖于
直肠活组织检查发现特征性神经节细胞数量的减

少来做出最终诊断。 有学者［２６］ 提到循环生物标志

物对 ＨＳＣＲ 的诊断意义，肝癌和结肠癌患者血液中
ｍｉＲ９３９ 表达水平均对疾病诊断和预后具有独立预
测价值，并对促炎基因表达有调控作用。 因此，有

必要开展针对 ＨＳＣＲ 患者血液循环 ｍｉＲＮＡｓ 的研
究，为临床上通过检测血液循环 ｍｉＲ９３９ 作为
ＨＳＣＲ诊断的辅助手段提供证据支持。

综上所述，本研究认为，ｍｉＲ９３９ 和 ＳＯＸ４ 均参
与 ＨＳＣＲ 的发病过程。 ＨＳＣＲ 患者肠组织中 ｍｉＲ
９３９ 显著上调，而 ＳＯＸ４ 显著下调。 上调 ｍｉＲ９３９ 或
下调 ＳＯＸ４ 均可抑制 ＥＮＣＣｓ的增殖和迁移，并诱导
细胞凋亡。 ｍｉＲ９３９ 的高表达通过靶向抑制 ＳＯＸ４
表达，从而抑制 ＥＮＣＣｓ的生长、迁移和促进凋亡，从
而参与 ＨＳＣＲ 的发生发展过程。 因此，靶向 ｍｉＲ
９３９ 或 ＳＯＸ４ 的干预措施可能是 ＨＳＣＲ 临床诊断与
治疗的新思路。
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ｉｎ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｓ ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］ ． Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ，２０１５，６７ （４）：６６１ — ６７０． ＤＯＩ：１０． １００７ ／ ｓ１０６１６ — ０１４ —
９７５４ —８．

８　 Ｒｏｇｅｒｓ ＪＭ． Ｓｅａｒｃｈ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｉｓｓｉｎｇ ｌｎｃｓ：ｇｅｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｎｅｔ
ｗｏｒｋｓ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｃｒｅｓｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ
ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｓ ｄｉｓｅａｓｅ［ Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ
Ｍｏｔｉｌ，２０１６，２８（２）：１６１ —１６６． ＤＯＩ：１０． １１１１ ／ ｎｍｏ． １２７７６．

９　 Ｆｅｎｇ Ａ，Ｙｕａｎ Ｘ，Ｌｉ Ｘ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ３４５ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
ａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＦＯＸＱ１［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｌｏｇｙ Ｒｅｐｏｒｔｓ，２０１７，３８（５）：２７５２
—２７６０． ＤＯＩ：１０． ３８９２ ／ ｏｒ． ２０１７． ６００１．

１０ 　 Ｌｉｕ Ｙ，Ｗａｎｇ Ｙ，Ｘｕ Ｑ，ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ２１０ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ［Ｊ］ ． Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１７，９６
（４３）：ｅ８１１３． ＤＯＩ：１０． １０９７ ／ ＭＤ． ００００００００００００８１１３．

１１　 Ｚｈａｎｇ Ｚ，Ｗａｎｇ Ｊ，Ｌｉ Ｊ，ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ１５０ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＰＤＣＤ４［Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０１７，
９７：５１１—５１７． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｂｉｏｐｈａ． ２０１７． ０９． １４３．

１２　 Ｓｈａｒａｎ Ａ，Ｚｈｕ Ｈ，Ｘｉｅ Ｈ，ｅｔ ａｌ． Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ２０６
ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｃｅｌｌ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌｓ［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅ
ｐｏｒｔｓ，２０１５，５（１）：９３０２． ＤＯＩ：１０． １０３８ ／ ｓｒｅｐ０９３０２．

１３　 Ｇｕｎａｄｉ，Ｂｕｄｉ Ｎｙｐ，Ｋａｌｉｍ Ａｓ，ｅｔ ａｌ． Ａｂｅｒｒａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
ｍｉＲＮＡ２０６ ｔａｒｇｅｔ，ＦＮ１，ｉｎ ｍｕｌｔｉｆａｃｔｏｒｉａｌ Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ ｄｉｓ
ｅａｓｅ［Ｊ］ ． Ｏｒｐｈａｎｅｔ Ｊ Ｒａｒｅ Ｄｉｓ，２０１９，１４（１）：５． ＤＯＩ：１０．
１１８６ ／ ｓ１３０２３ —０１８ —０９７３ —５．

１４　 Ｚｈｕ Ｄ，Ｘｉｅ Ｈ，Ｌｉ Ｈ，ｅｔ ａｌ． Ｎｉｄｏｇｅｎ１ ｉｓ ａ ｃｏｍｍｏｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ
ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ＭｉＲ１９２ ／ ２１５ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ Ｈｉｒｓｃｈｓ
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ｐｒｕｎｇｓ ｄｉｓｅａｓｅ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１５，１３４
（１）：３９ —４６． ＤＯＩ：１０． １１１１ ／ ｊｎｃ． １３１１８．

１５　 Ｄｕ Ｇ，Ｗａｎｇ Ｘ，Ｗｕ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ１４０５ｐ
ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ＨＳＣＲ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＥＧＲ２［ Ｊ］ ．
Ｐｅｄｉａｔｒ Ｓｕｒｇ Ｉｎｔ，２０２０，３６（８）：８８３ — ８９０． ＤＯＩ：１０． １００７ ／
ｓ００３８３ —０２０ —０４６８６ —０．

１６　 Ｌｉ Ｈ，Ｚｈｏｕ Ｌ，Ｚｈｉ Ｚ，ｅｔ ａｌ． Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｍｉＲ１３２ ／ ２１２ ｉｎ Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓ， ｆａ
ｃｉｌｉｔａｔｉｎｇ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｖｉａ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ Ｓｉｒｔｕｉｎ １ （ ＳＩＲＴ１） ［ Ｊ］ ． Ａｇｉｎｇ （ Ａｌｂａｎｙ ＮＹ），
２０２０，１２（１８）：１８５８８ — １８６０２． ＤＯＩ：１０． １８６３２ ／ ａｇｉｎｇ． １０３
８５２．

１７　 Ｓｉｔｕ Ｊ，Ｚｈａｎｇ Ｈ，Ｊｉｎ Ｚ，ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ９３９ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｔａｒｇｅｔｓ
ＨＤＧＦ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ａｇｇｒｅｓｓｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｖｉａ
ｄｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＷＮＴ ／ βＣａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏ Ｔａｒ
ｇｅｔｓ Ｔｈｅｒ，２０２０，１３：４２５７ —４２７０． ＤＯＩ：１０． ２１４７ ／ ＯＴＴ． Ｓ２５０
１０１．

１８　 Ｚｈａｏ Ｘ，Ｌｉ Ｊ，Ｙｕ Ｄ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ９３９５ｐ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｔａｒｇｅｔｓ ＩＧＦ
１Ｒ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ａｇｇｒｅｓｓｉｖｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ
Ｍｅｄ，２０１９， ４４ （ ５ ）： １８３３ — １８４３． ＤＯＩ： １０． ３８９２ ／ ｉｊｍｍ．
２０１９． ４３３３．

１９　 Ｃｈｅｎ Ｇ，Ｄｕ Ｃ，Ｓｈｅｎ Ｚ，ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ９３９ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｖｉａ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＬＲＳＡＭ１ ｉｎ Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｓ ｄｉｓ
ｅａｓｅ［Ｊ］ ． Ａｇｉｎｇ （Ａｌｂａｎｙ ＮＹ），２０１７，９（１２）：２４７１ —２４７９．
ＤＯＩ：１０． １８６３２ ／ ａｇｉｎｇ． １０１３３１．

２０　 Ｋａｖｙａｎｉｆａｒ Ａ，Ｔｕｒａｎ Ｓ，Ｌｉｅ ＤＣ． ＳｏｘＣ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ：
ｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ
Ｔｉｓｓｕｅ Ｒｅｓ，２０１８，３７１（１）：９１ —１０３． ＤＯＩ：１０． １００７ ／ ｓ００４４１
—０１７ —２７０８ —７．

２１　 Ｐａｎ Ｗ，Ｙｕ Ｈ，Ｚｈｅｎｇ Ｂ，ｅｔ ａｌ． Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＭｉＲ３６９３ｐ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ＳＯＸ４ ｉｎ Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｓ ｄｉｓｅａｓｅ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｐｅｄｉａｔｒ Ｓｕｒｇ，２０１７，
５２ （ ８ ）： １３６３ — １３７０． ＤＯＩ： １０． １０１６ ／ ｊ． ｊｐｅｄｓｕｒｇ． ２０１７．
０４． ００２．

２２　 肖莉，刘勇，高亚．小鼠胚胎肠神经嵴干细胞的分离培养
及鉴定［Ｊ］ ．西安交通大学学报（医学版），２００７，２８（５）：
５９５—５９７． ＤＯＩ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１—８２５９． ２００７． ０５． ０３４．
Ｘｉａｏ Ｌ，Ｌｉｕ Ｙ，Ｇａｏ Ｙ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ，ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ｍｕｒｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｅｎｔｅｒｉｃ ｎｅｕｒａｌ ｃｒｅｓｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ．
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｘｉ ａｎ Ｊｉａｏｔｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００７，２８ （５）：５９５ —

５９７． ＤＯＩ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１ —８２５９． ２００７． ０５． ０３４．
２３　 Ｆａｔｔａｈｉ Ｆ，Ｓｔｅｉｎｂｅｃｋ ＪＡ，Ｋｒｉｋｓ Ｓ，ｅｔ ａｌ． Ｄｅｒｉｖｉｎｇ ｈｕｍａｎ ＥＮＳ

ｌｉｎｅａｇｅｓ ｆｏｒ ｃｅｌｌ ｔｈｅｒａｐｙ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｉｎ Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ
ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ，２０１６，５３１（７５９２）：１０５ —１０９． ＤＯＩ：１０．
１０３８ ／ ｎａｔｕｒｅ１６９５１．

２４　 肖俊，李智．肠神经系统发育的研究进展［ Ｊ］ ．中华小儿
外科杂志，２０１８，３９（１２）：９５２． ＤＯＩ：１０． ３７６０ ／ ｃｍａ． ｊ． ｉｓｓｎ．
０２５３ —３００６． ２０１８． １２． ０１９．
Ｘｉａｏ Ｊ，Ｌｉ Ｚ． Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｅｎｔｅｒｉｃ
ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｅｄｉａｔｒ Ｓｕｒｇ，２０１８，３９ （１２）：
９５２． ＤＯＩ：１０． ３７６０ ／ ｃｍａ． ｊ． ｉｓｓｎ． ０２５３ — ３００６． ２０１８． １２． ０
１９．

２５　 Ｌｉ Ｈ，Ｔａｎｇ Ｊ，Ｌｅｉ Ｈ，ｅｔ ａｌ． Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＭｉＲ２００ａ ／ １４１ ｓｕｐ
ｐｒｅｓｓ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＰＴＥＮ ｉｎ
Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１４，３４（２）：５４３ — ５５３． ＤＯＩ：１０． １１５９ ／ ０００３６３
０２１．

２６　 Ｌｖ Ｘ，Ｌｉ Ｙ，Ｌｉ Ｈ，ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ
ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ
Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｓ ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］ ． Ｅｐｉｇｅｎｏｍｉｃｓ，２０２０，１２（５）：４０９
—４２２． ＤＯＩ：１０． ２２１７ ／ ｅｐｉ—２０１９ —０１９０．
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