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摘要 种类多样的神经元有序排列和特异性的连接形成了大脑新皮层的 6层组织，从而构成了神经系统高级功能的核心。

了解大脑新皮层发育形成的机制将为理解哺乳动物乃至人类的生理与行为提供理论基础，也为神经系统疾病诊疗带来重大

影响。本文以微RNA（microRNAs，miRNAs）为对象，结合笔者实验室工作，总结近年来所发现的miRNAs在大脑皮层层

次形成过程中的研究进展，特别是在神经干细胞时序性命运决定、投射神经元多样性的形成、神经元放射状迁移，以及分

裂后神经元进一步命运特化等方面的进展，为大脑皮层的发育机制研究提供新的思路。
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哺乳动物大脑新皮层（neocortex）是神经系统

进化中最晚出现的结构，也是语言、认知、意识、

运动决策等高级神经功能的主要控制中心［1-2］。大

量研究证据表明，大脑皮层发育异常会导致一系列

神经精神疾病，比如自闭症（autism）、智力障碍

（intellectual disability， ID）、 精 神 分 裂 症

（schizophrenia）等［3-4］。因此，探索大脑新皮层的

组织发生机制对解析脑功能原理具有重要意义，同

时也有助于理解和治疗多种大脑新皮层发育相关的

神经精神类疾病。近 20年来，在大脑皮层发育机

制研究方面取得了许多重要进展。本文将以微

RNA （microRNAs，miRNAs）为切入点，介绍近

年来所发现的其在大脑新皮层层次形成中，特别是

在投射神经元多样性的生成、迁移定位等方面的作

用，以探讨大脑新皮层层次形成的部分调控机制。

1　大脑新皮层层次结构及发育调控概述

层状结构是大脑皮质（cerebral cortex）的关键

组织特征，也是执行大脑高级功能的基础。新皮层

具有典型的6层结构，其本质是具有类似形态和连

接特征、生理特性的投射神经元亚型的有序排布。

投射神经元 （projection neurons，PNs） 又称谷氨

酸能兴奋性神经元，是新皮层中主要的神经元类

型，约占70%~80%［5］。第 II~IV层（又称为上层或

浅层upper/superficial layers，UL）主要是皮质内投

射神经元，其中第 IV 层（Layer IV，简称 L4，下

同） 的颗粒细胞，也被称为棘状星形神经元

（spiny stellate neurons），负责接受来自丘脑的特异

性传入投射纤维，第 II、III层主要是胼胝体投射神

经元（callosal projection neuron，CPN），将轴突投

射到对侧皮层，从而实现皮质内联系［6-7］。第VI、

V层，也称为深层（deep layers，DL）发出投射纤

维联系皮质下结构，其中第V层主要是大脑下投射

神经元（subcerebral projection neuron，SCPN），其

轴突投射到中脑，桥脑和脊髓等部位形成皮质脊髓

束和皮质脑干束等［5-6，8］，第VI层主要是皮质丘脑

神 经 元 （corticothalamic projection neuron，

CThPN），其轴突投射到丘脑的不同核团，将下行

信号传回丘脑，形成皮质丘脑联系［9］。所以，新

皮层中神经信号传递主要遵循从丘脑→L4→L2/3→
L5/6 的路径，这种层次特征的神经环路构成了执

行复杂神经功能的基础。
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了解大脑新皮层层次结构的形成过程，从根本

上来说就是了解这些不同类型的投射神经元是如何

有序生成并到达其最终定位的过程。目前对新皮层

的组织发生特征已经有了比较清晰的认识，特别是

啮齿类动物的大脑新皮层发育。以小鼠大脑新皮层

发育为例，新皮层神经元发育主要在胚胎期

（embryonic day，E） 11.5~17.5 进行，端脑背侧室

周 区 （ventricular zone， VZ） 的 神 经 祖 细 胞

（neural progenitor cells，NPCs），也就是放射状胶

质细胞（radial glia cell，RGC），依次生成兴奋性

的投射神经元，这些神经元通过放射状迁移

（radial migration）到达新皮层相应的位置，从而形

成大脑皮层的分层结构［3，10］（图1a，b）。NPCs先

生成神经元形成前板层 （preplate，PP），再依次

“由里到外 （inside-out） ”生成第 VI 到 II 层神经

元，后生成的神经元把前板层分为底板（subplate，

SP） 和第 I 层。在神经元生成过程中，室周区的

RGC可以生成次级的前体细胞，比如中间前体细

胞 （intermediate progenitor cell，IPC），再进一步

生成皮层神经元［11-12］。有观点认为 IPC跟上层神经

元的生成密切相关［13］。在神经元生成之后，NPCs

转为生成胶质细胞（E16.5左右）［14］（图1b）。在大

多 数 哺 乳 动 物 新 皮 层 中 一 般 有 两 个 生 发 区

（germinal zones），即RGC所在的室周区（VZ）和

IPC所在的室下区（SVZ）。但是随着物种的进化，

在多脑回（gyrencephalic）物种中还存在外室下区

（outer subventricular zone，oSVZ），里面包含更多

的次级前体细胞，如 oRG （outer RG），从而有效

增加新皮层发生过程中神经元产生的数量和多

样性［2，15-17］。

在体（in vivo） Birthdating 标记示踪实验［18-19］

和离体的（in vitro）干细胞诱导分化实验［20-22］均

清晰地显示了皮层层次以及相应投射神经元是有序

形成的，遵循“由里到外”的生成模式，NPCs在

不同的时间产生不同层次的投射神经元。同时，雪

貂中的干细胞移植实验［23-26］、慢病毒介导的谱系示

踪（lineage-tracing）及小鼠遗传学实验［27-30］，以及

体外培养的单个神经干细胞诱导分化实验［20］等大

量的证据表明，新皮层不同层次投射神经元的命运

决定于相应的 NPCs 时期。NPCs 具有一套内源性

的机制，控制其在不同阶段依次生成这些不同类型

的神经元。此外，这些结果还表明，早期的NPCs

具有更高的分化潜能，随着皮层发育的进行而逐步

受限（progressive restriction），从而确保了这些神

经元依次生成［23-26］。例如，小鼠新皮层发育早期

（E11.5）的NPCs能生成 II~VI层的神经元，而后期

的NPCs仅能生成后生成的上层神经元［20，27-30］。然

而，对于NPCs的分化潜能是否会受限，目前尚存

在争议。有观点认为：皮层NPCs的可塑性是始终

维持的，且其命运由其所处的环境来决定［31］。此

外，新生成的神经元在其成熟过程中，其命运将进

一步特化（specification），从而获得特异的细胞特

性，包括分子标志、电生理特性以及连接特征等。

例如，第V层含有大脑下投射神经元和胼胝体投射

神经元两种不同神经元，其命运的确定需要在分裂

生成之后通过不同的调控程序使其特化［8，32-34］。

探索大脑皮层神经元命运决定的分子调控网络

是理解新皮层层次发育机制的关键。在过去十多年

间，随着高通量技术的进展，陆续鉴定出一些调控

亚型发育的分子，比如 Fezf2、 Ctip2、 Satb2、

Sox5、Tbr1 等内源性的转录因子［6，35］，以及如

Wnt［36-37］、Notch［38-39］等细胞内外的关键信号。但

总体而言，目前对新皮层投射神经元命运特化的分

子网络以及调控机制的理解仍然有限，还需要进一

步深入探索。

2　miRNA对大脑皮层层次形成是必要的：

来自Dicer敲除小鼠的启示

miRNAs是一种长度为 18~25个核苷酸的非编

码小RNA，通过调控其靶基因的表达来发挥相应

作用。miRNA最早于1993年被Lee等［40］在秀丽隐

杆线虫（C. elegans）中发现，其功能就是调控线

虫发育的时序性。随后 10 年间，针对 miRNAs 的

生成、作用机制、生理与病理功能等方面开展了大

量的研究［41-42］。有文献表明，大约70%的miRNAs

在哺乳动物大脑中表达，且许多miRNAs具有细胞

类型或者发育阶段特异性的表达特征［43］，暗示了

miRNAs可能在神经系统发育中的多个阶段起重要

作用。迄今为止，大量研究报道了miRNAs参与到

神经系统的多个发育过程，也有综述总结了这些进

展［44-47］。然而，这些研究主要集中在神经干细胞的

增殖和分化调控中，例如miR-124［48］、miR-137［49］、

miR-9［50］、miR-214［51］、 miR-15b［52］、 miR-17-92 

cluster［53-54］ 等，或者是调控突触可塑性，比如

miR-132［55］、miR-134［56］。

对于miRNAs在大脑皮层发育中的作用，最早

的证据来自Dicer条件敲除小鼠。Dicer是几乎所有

miRNAs 生成所必需的酶，用来将 miRNA 前体
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（precursor-miRNA，简称 pre-miRNA）加工成成熟

的 miRNAs［41，57］。因此对其进行缺失可以间接反

映miRNAs在皮层发育中的重要性以及参与了其中

哪些方面。Dicer全敲小鼠会在E8.5死亡［58］，因此

多个实验室分别利用不同Cre工具鼠进行Dicer条

件性敲除（cKO）来开展探索。不同品系工具鼠

Cre重组酶的时空表达差异，导致了不一样的表型

（表 1）。比如使用 Emx1-cre ［59］或 Emx1IRES-cre［60］

所介导的Dicer敲除都引起大脑新皮层发育缺陷的

表型，但不完全一致。其中Emx1-cre介导的Dicer

敲除引起皮层发育中后期的NPCs大量凋亡，并导

致皮层 II~III层神经元数量减少以及迁移异常［59］；

而 Saurat 等［60］利用 Emx1IRES-cre 介导 Dicer 敲除后

发现NPCs持续产生第VI层的神经元，从而无法生

成皮层 II~V层神经元。需要指出的是，部分品系

中所描述的表型可能是继发性的，比如Foxg1-Cre，

该Cre表达在RGC生成之前，且在端脑几乎所有神

经细胞中均有表达，可能会影响 RGC 的生成［61］。

此外，该小鼠构建策略是用Cre替换了Foxg1的一

条等位基因，因此也存在Foxg1单倍体功能不全所

产生神经发育方面的表型［62］。再例如，Nestin-cre

在早期的皮层神经干细胞中具有重组活性较弱的问

题［63］，因此在 E15.5 还能检测到弱的 Dicer 以及

miRNAs的表达［64］。

Table 1　Comparison of the phenotypes of six strains of Dicer conditional knockout mice
表1　六种品系Dicer条件敲除小鼠表型的异同比较

表型描述

Cre表达的时

间与部位

检测miRNA

缺失情况及

时间点

纯合型小鼠

生存情况

脑大小与皮

层厚度和海

马结构

细胞生存

状态

NPCs数量及

增殖情况

神经元命运

改变

神经元迁移

大脑皮层层

次发育改变

参考文献

小鼠品系

Emx1-Cre

E9.5开始表达在端脑

背侧大部分细胞

E10.5大量减少；

E12.5基本检测不到

P30前死亡

脑变小，大脑皮层明

显变薄，海马

缺失

E14.5时可见皮层大

量细胞凋亡，特别是

生发区

E14.5时前体细胞增

殖减少，其中

SVZ>VZ

神经元命运特化异

常，特别是上层神

经元

神经元迁移异常

层次结构破坏，神经

元数量剧减且分布

混乱

［59-60，64-66］

Nestin-Cre

E10.5开始表达在

RGC

E15.5大量减少；

E18.5时检测不到

E18.5可见死亡；但

活不到P0

E18.5时可见脑变小；

皮层变薄，脑室增大

E18.5检测细胞死亡

增多，主要在生发

区，在CP中未见

RGCs未提及；IPs未

见明显异常

后期产生（late-

born）的上层神经元

生成减少

上层神经元迁移异常

皮层层次发育异常，

浅层神经元发育缺陷

［64］

Foxg1-Cre

E8.5开始表达在端

脑大部分细胞

E11.5已检测不到

未提及

脑变小；E13.5时发

现皮层变薄

E11.5检测到细胞

凋亡

RGCs和IPs均出现明

显异常，IPs范围

扩大

皮层发育早期未见

明显神经元分化

异常

新生神经元分布

异常

未提及（未检测后

期组织结构）

［67］

CamKII-Cre

E15.5开始表达在大

脑皮层及海马的分

裂后神经元

P15和P21时均可见

减少

P2可见死亡；但活

不到P21

端脑变小，脑室

增大

P0时检测到明显细

胞凋亡，主要在室

周区

未提及

未提及

未提及

未见异常

［68］

D6-cre

E10.5~E11开始表达

在背部端脑

E13.5明显减少；

E16.5几乎检测不到

P28左右死亡

端脑变小、皮层变

薄、脑室增大

E14.5、E16.5均未见

明显的细胞凋亡

至E16.5时RGCs数量

未见明显减少，IPs

明显减少

命运特化异常：同时

表达多种标志或者

缺失

深层与浅层倒置，神

经元迁移异常

层次结构混乱、神经

元分布异常

［65-66］

hGFAP-cre

E12.5开始表达

在背部新皮质和

海马

E13.5可见减少；

E16.5几乎检测

不到

P18~20左右死亡

端脑变小、皮层

变薄、脑室增

大、海马

缺陷

E14.5、E16.5均

未见明显的细胞

凋亡

至E16.5时RGCs

数量未见明显减

少，IPs明显减少

神经元命运特化

异常

II~IV层的神经元

存在明显的迁移

障碍

皮层层次发育缺

陷，深层与浅层

混乱

［65-66］
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有研究选择了Emx1IRES-Cre、D6-Cre、hGFAP-

Cre 三种品系 Cre 工具鼠对皮层发育不同时期的

Dicer 进行条件性敲除［65-66］。三种 Cre 均在端脑背

侧的神经祖细胞中表达，但各有特点［66］。D6-Cre

和 hGFAP-Cre 介导的 Dicer 条件性敲除不会出现

Emx1IRES-Cre所出现的皮层发育中期的NPCs大量凋

亡，继而影响皮层发育的现象［65-66］。通过比较三种

Cre品系介导Dicer缺失后对大脑皮层发育的影响，

证实了miRNAs在新皮层不同类型投射神经元的有

序生成中是必需的。特别是D6-cre介导的Dicer缺

失皮层主要表现如下三个特征：a. 深层神经元与浅

层神经元分布倒置；b. 层次命运特化异常，同一神

经元同时表达多个层次的标志基因（神经元命运混

乱），以及部分层次标志基因表达缺失（例如ROR-

β+的第 IV 层神经元和 ER81+的第 V 层神经元）；  

c. 在神经元发生开始以后，miRNAs缺失基本不影

响 RGCs 的数量和增殖，以及生成神经元的能力

（比如 Birthdating 实验中所标记细胞的数量）［65］。

这些结果表明，miRNAs在大脑新皮层发育过程中

能促进各层和各类型神经元的精细特化。

3　miRNA通过调控放射状胶质细胞时序性

命运来影响层次发育

虽然基于 Dicer 敲除小鼠的研究提示 miRNAs

对皮层发育的作用，包括皮层层次的形成，但是具

体是哪种miRNA在调控皮层层次的发生仍不清楚。

尽管有一些报道发现miRNA能调控新皮层的发育，

但基本是描述相应miRNAs对神经干细胞增殖分化

的影响。Zhang等［69］发现miR-128靶向PCM1来调

控 NPCs 的增殖和分化的平衡；Let-7 家族的 let-

7a［70］、let-7b［71］以及 let-7d［72］均被认为可以影响

神经干细胞的分化过程，其中 7b和 7d均可以靶向

TLX来促进神经干细胞分化［71-72］；miR-9被报道可

以靶向转录因子 FoxG1、Hes1 和 Tlx 来调控 NPCs

的增殖状态［50］。另一些研究则关注miRNA对神经

元迁移的调控作用上［73-75］，比如 Franzoni等［75］发

现，miR-128可以靶向Phf6调控神经元的迁移、神

经元的形态以及兴奋性。但对miRNAs皮层层次形

成以及投射神经元多样性产生的调控作用一直没得

到很好的解答。

Shu等［76］基于芯片及测序数据，对近300个在

小鼠新皮层发育阶段表达丰度较高或者有动态变化

的 miRNAs 进行原位杂交分析，以检测这些

miRNAs 在大脑发育不同时间点的时空表达特征。

从中发现了许多具有特异表达模式的miRNAs，特

别是发现了 15个具有皮层层次相对特异或高表达

的miRNAs［76］，以及在神经祖细胞中表达，且呈现

时序性的浓度梯度变化的 miRNAs。在对 miRNAs

表达图谱进行分析的同时还对其进行了功能筛选，

鉴定出数个 miRNAs 在皮层发育过程中具有重要

作用。

如前所述，哺乳动物大脑新皮层的形成过程本

质 上 是 神 经 干 细 胞 时 序 命 运 调 控 （temporal 

patterning）的过程，即端脑背侧的神经干细胞通

过内在的固有程序有序生成大脑皮层不同层次的投

射神经元，这些神经元有序排布从而形成新皮层的

分层结构。在新皮层形成过程中，miR-128、  

miR-9和 let-7在神经发生过程中形成了两个时间依

赖且表达上相反的浓度梯度，miR-128和miR-9在

神经干细胞中表达由高到低，而 let-7家族miRNAs

呈现由低到高趋势。有趣的是，在皮层层次形成过

程中，这些miRNAs通过它们相对水平的变化来调

控神经干细胞依次生成由深到浅不同层次的神经

元，而且表达梯度上相反的miRNAs在功能上相互

拮抗。miR-128、miR-9 和 let-7 在新皮层不同层次

的命运特化过程中可以分别促进第VI层、第V层

和第 IV~II层神经元的生成［65］（图 1d）。该研究报

道 哺 乳 动 物 中 存 在 时 间 上 （temporal） 的

“Opposing Gradients”，建立了一个皮层发育中的

“时序双梯度调控模型”，即miRNA的浓度梯度是

神经祖细胞时序性命运决定的关键组成部分。同时

该研究发现，miRNAs对皮层神经干细胞的分化潜

能（competence）具有调控作用，miRNAs 可以在

一定程度上逆转晚期神经干细胞的分化潜能，证明

了miRNAs对干细胞命运可塑性的调控作用，而且

存在一定的时间窗口［65］。这些研究结果与之前的

研究结果一致［77-79］，即神经干细胞会随着时间的推

移其分化潜能逐步受限，逐渐失去响应早期信号的

能力，从而无法再生成早期产生（early-born）的

神经元［25，80］。

有意思的是，针对miR-9的小鼠遗传学结果强

有力地证明了该 miRNA 对皮层层次发育的影响。

Shibata 等［73］构建了小鼠 mir-9-2 和 mir-9-3 （同一

个成熟的miRNA可以由多个不同的miRNA基因位

点产生，在小鼠基因组中有三个位点可以产生

miR-9，这三个位点分别称为mir-9-1~3）双突变小

鼠，该小鼠表现出皮层层次发育缺陷，他们认为是

由于miR-9对NPCs增殖和向神经元的分化过程中
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所起的调控作用所致，miR-9 的敲除会增强NPCs

的增殖能力，同时延缓神经分化的时间，从而影响

皮层层次形成。但是其结果并不能很好地支持该观

点，因为在该敲除小鼠中各层次的改变各不相同，

特别是第V层神经元的缺失明显比其他层次严重，

而第 IV层的变化并不明显，因此反而更支持miR-9

对特定层次发育起重要作用的观点。此外，Han

等［39］发现，Notch信号调控皮层层次的发育，特别

是上层神经元的生成，该过程是通过 let-7、miR-99a/

100 和 miR-125b 这个 miRNA 簇（clusters）来实现

的，这也进一步证明了 let-7 对上层神经元发育的

作用。

视网膜中的研究也支持了miRNAs对神经干细

胞时序性命运的调节作用。视网膜也是一个具有层

状结构的中枢神经系统组织，其中不同类型的神经

元也是时序性产生的。Torre 等［81］发现，Dicer 敲

除影响视网膜中后期产生的神经元的生成，并发现

let-7、miR-125 和 miR-9 等视网膜中后期干细胞高

表达的miRNA对后期神经元的生成是必需的，提

示这种调控模式在不同器官发育中可能是保守的。

miR-9［65］和miR-125（未发表数据）在大脑皮层发

育中的作用跟在视网膜中并不相同，而 let-7 参与

到大脑皮层晚期神经元的命运特化这一点与视网膜

发育以及该家族成员在线虫和果蝇时序性发育中的

作用近似，表明了该家族在功能上的保守性［82-84］。

4　miRNA通过调控中间前体细胞的命运决

定来影响层次发育

除了 miRNAs 对 RGCs 时序性命运的调控外，

miRNAs还能通过调控中间前体细胞（IPCs）的命

运，进而影响皮层不同层次的发育。目前有多个

miRNAs被报道参与到 IPC的命运决定，包括miR-

17-92簇［53-54， 85］、miR-34/449［86］、miR-7［87］等。其

中研究最为详尽的是 miR-17-92 簇，Bian 等［53］发

现，miR-17-92簇主要表达在室周区，在发育中的

新皮层中敲除 miR-17-92 及其旁系同源物可抑制

RGCs扩增，并促进RGCs向 IPCs的转变。进一步

的研究表明，miR-17-92簇是通过抑制Pten和Tbr2

的表达来控制RGCs自我维持以及向 IPCs的转变。

类似的，Nowakowski 等［54］ 在同一时期报道了

miR-17-92 簇中的 miRNA-92b 通过靶向 Tbr2 抑制

IPCs 的生成。此外，Fei 等［85］发现，miR-92 可以

作用于Tis21的3'非翻译区（UTR）来调控Tis21的表

达，敲除Tis21的 3'UTR会导致皮层上层神经元生

成减少。之后，Shu 等［76］发现，过表达 miR-92b

能促进干细胞的分化，减少Tbr2的生成，从而提

前生成更上层的神经元。

另外，最近还发现了与oSVZ发育相关的两种

miRNAs、miR-137 和 miR-122［88］。在雪貂和人脑

中，miR-137 和 miR-122 在皮层上层发生期间在

oSVZ中高表达，但在无脑回的小鼠新皮层中不具

备这种表达特征。在小鼠新皮层中过表达这两种

miRNAs能促进皮层上层的生成，但是作用机制并

不相同。miR-137主要作用于 IPCs，促进 IPCs的生

成并维持其增殖状态，通过 IPCs的扩增进而影响

上层神经元的产生。miR-122则作用于新生成的神

经元，通过延缓新生神经元的迁移以及特化成熟的

速度，从而促进皮层上层神经元的生成［88］。同样

具有物种特异性的还有 miR-3607，miR-3607 在多

种多脑回动物新皮层的生发区中表达，比如雪貂以

及包括人类在内的多种灵长类动物中，而不在小鼠

皮层中表达。与 miR-137 和 miR-122 不同的是，

mir-3607 主要表达在 VZ 和内室下区 （inner SVZ，

ISVZ），而不是 oSVZ。miR-3607 能够通过抑制

APC 表达来增强 Wnt 信号活性，进而促进多脑回

动物NPCs细胞的扩增。有意思的是，在小鼠新皮

层中过表达 miR-3607 不仅能促进 RGCs 的扩增，

还能改变上层神经元的迁移和定位［89］。

5　miRNA对大脑皮层投射神经元迁移的

调控

在大脑新皮层发育过程中，新生成的神经元需

要通过迁移才能到达其最终的目的地，其中投射神

经元是通过放射状迁移的方式到达特定的皮层部

位，由内到外逐层生成不同层次［10］。目前认为，

放射状迁移具有两种不同的迁移方式：神经元胞体

易 位 （somal translocation） 和 移 动

（locomotion）［10］。早期形成前板（PP）的神经元迁

移方式是胞体易位；而形成皮质板（CP）的大部

分投射神经元则是通过 RGC 依赖的移动 （radial 

glia-guided locomotion）来进行迁移。在RGC依赖

的移动过程中，可以将其分为几个阶段 （图

1c）［10，90］，其中多极向双极转换的这个过程对新皮

层神经元的正确迁移和定位至关重要［91-93］。这个

过程也是神经元极性建立的过程，朝向皮层顶部称

为引导突起（leading process），对神经元迁移和定

位具有重要作用，朝向 VZ 的称为尾随突起

（trailing process），将来发展成神经元的轴突。
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Fig. 1　miRNAs regulate the generation and migration of projection neurons in the mouse neocortex
图1　miRNAs调控小鼠新皮层中投射神经元的生成与迁移

（a）在神经元生成时期，放射状胶质细胞作为神经祖细胞分别在相应时间段内依次生成不同类型投射神经元。梯度表达的时序性miRNA

（temporal miRNA）通过它们相对水平的变化来调控小鼠大脑新皮层放射状胶质细胞时序命运决定。RGC：放射状胶质细胞。（b）miRNAs

调控神经元迁移。左侧为胶质非依赖的胞体移动（glia-independent somal translocation），右侧为放射状胶质细胞介导的细胞移动（radial 

glia-guided locomotion），图中①~④显示该过程的四个阶段：①是新生的神经元沿着放射状胶质细胞向SVZ移动；②是多极（multipolar）

阶段，新生神经元从放射状胶质细胞上脱离，此时的神经元有多个突起，呈现多极形态；③是神经元从多级形态转变成双极（bipolar）形

态，再依赖RGC支架作用下向指定位置进行移动；④是迁移的神经元通过胞体易位到达目的地。期间多个miRNAs被报道参与神经元的迁

移过程，特别是在阶段3时调控多级向双极形态的转换。（c，d）Mirg簇（cluster）中的不同miRNAs调控神经元亚型形成的调控第V层CPN

和CSMN神经元的特化。（c）是小鼠中Mirg簇的基因组定位情况以及其中可能参与到第V层神经元亚型命运决定的miRNAs。Mirg簇位于

Dlk1-Dio3印记基因区，颜色及箭头标示父源与母源基因的分布及转录方向。下方方框内示意相应簇内miRNAs的分布，数字代表miRNA

名。（d）是CSMN神经元中表达miR-409-3p和miR-541，分别抑制CPN命运特化因子Lmo4、Cited2、Satb2的表达，从而使之获得CSMN的

命运。CPN：胼胝体投射神经元；CSMN：皮质脊髓运动神经元。
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来自 Dicer cKO 小鼠的证据表明，miRNAs 对

神经元迁移的过程也起重要的调控作用。例如，

McLoughlin等［94］通过对神经前体细胞特异表达的

Nestin-Cre-Dicer 条件性敲除小鼠的分析，发现皮

层神经元放射状迁移存在缺陷，同时CR细胞的数

量明显增多，表明miRNAs可以参与到神经元的迁

移过程中。但是具体调控神经元迁移的miRNAs报

道 较 少 ， 包 括 前 文 提 到 的 miR-128［75］、 miR-

3607［89］等。此外，在神经元迁移过程中还存在多

个miRNAs的协同作用。比如miR-9和miR-132对

FoxP2的协同调控作用共同影响了神经元放射状迁

移的过程［95］。有意思的是，Pedersen等［96］报道哺

乳动物miR-9在线虫中的直系同源物mir-79能通过

调节蛋白多糖的生物合成来影响线虫的神经元迁

移。另外，miR-379-410 cluster也被报道在神经元

放射状迁移中起调控作用，该 cluster 中的 3 个

miRNAs （miR-369-3p、miR-496和miR-543）均可

以直接调控N-cadherin，从而影响神经元迁移的过

程。过表达这三个miRNAs可以促进神经细胞的分

化和迁移［97］。在多极向双极转换的过程中，也有

miRNAs 被报道参与其中。miR-129 能参与脆性 X

综合征相关分子 Fmr1 对皮层神经元迁移的调控，

Fmr1 不仅可以拯救 miR-129 过表达引起的迁移神

经元的细胞形态改变，还能拯救miR-129过表达引

起的神经元迁移障碍［98］。此外，CoREST 可以在

miR-22和miR-124的调控下影响DCX的转录从而

促进神经元多极向双极转换的迁移过程［99］。

6　miRNA对分裂后神经元亚型形成的调控

新皮层的6层分层结构并不意味着每一层中细

胞 类 型 是 单 一 的 ， 而 实 际 上 存 在 异 质 性

（heterogeneity），比如同一层次中存在不同类型的

投 射 神 经 元 ， 而 且 皮 层 层 次 存 在 亚 层 结 构

（sublaminar），比如啮齿类皮层 L6 可以分为 6a 和

6b两个亚层，其神经元的分子表达和连接特征并

不相同［1，32，100］。研究发现，miRNA可以促进特定

亚型神经元的形成，从而产生大脑皮层投射神经元

的多样性和投射特异性。最早的报道来自 Jeffrey 

D. Macklis 和 Suzanne Tharin 实 验 室 。 Macklis

等［101］在 2009 年发现，第 V 层的皮质脊髓运动神

经元 （corticospinal motor neurons，CSMN） 和胼

胝体投射神经元 （CPN） 在小鼠 E13.5 时同时生

成，并迁移至皮层深层，在E15.5开始进一步命运

特化，表达不同的特异性基因，其中 CSMN 表达

Ctip2、Clim1等，而CPN表达Lmo4之后两者分别

实现不同的投射特征和功能［101］。LMO4 是一种 

LIM 同源域转录因子，最初在CSMN和CPN均表

达，在发育后期逐渐局限于 CPN，但其中的调控

机制并不清楚。Diaz等［102］通过表达谱比较发现17

个在CSMN中富集的miRNAs，有意思的是，这17

个miRNAs分别属于两个miRNAs簇，其中有15个

属于小鼠 Mirg/12qF1 miRNA cluster，而且该基因

组簇是真兽亚纲（Eutherian）动物独有的。进一步

研究发现，这 15 个 miRNAs 中的 miR-409-3p 能够

抑制CPN发育关键的转录调节因子Lmo4的表达，

从而促进 CSMN 亚型的身份获得。在体内过表达

miR-409-3p能够将深层CPN转变为CSMN［102］。在

此之后，Suzanne Tharin 课题组［103］ 进一步发现，

miR-409-3p 还直接抑制另外一个 CPN 发育的重要

调节因子Cited2，该调节因子在CPN高度表达，调

节新皮层第 II/III层的生成和胼胝体投射神经元的

发育和连接［104］。Cited2 与 Lmo4 在遗传上相互作

用，Cited2和LMO4分别作为体感和运动皮层浅层

胼胝体投射神经元内特定区域身份的相反分子控

制［104］。miR-409-3p 能负调控 Cited2，从而影响

SVZ中 IPCs的扩增，抑制浅层CPN的产生［103］。

此外，Federico Cremisi实验室［105］通过研究其

他神经元亚型的调控因子，比如 Tbr1、Bcl11b、

Fezf2、Satb2和Cux1等mRNAs的表达特征及稳定

性，发现Satb2 mRNA比其蛋白质出现早得多，提

示其存在转录后调控，进而研究发现 miR-541 和

miR-92a/b 结合 Satb2 的 3'UTR 并阻止其翻译 。

SATB2蛋白在小鼠中出现的准确时间对于 II~III层

CPN神经元的轴突投射至关重要。miR-541可以在

体外和体内结合Satb2 3'UTR并抑制翻译，这提供

了一种有助于这种异时性转变的分子机制［105］。需

要指出的是， miR-541 也是 Mirg/12qF1 miRNA 

cluster中的一个成员，仅存在于Dlk1-Dio3位点内，

这说明该miRNA cluster可能是CPN重要决定分子

之一。

7　展 望

综上所述，miRNA是大脑皮层的层次形成中

必不可少的调控因子，可以在层次形成的多个环节

发挥作用。然而，目前对miRNA在大脑皮层的层

次形成中的作用和机制的了解仍不完整，还有大量

的问题需要解答。比如以下两个方面：

第一，近年来大量新的 miRNAs 被鉴定出
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来［106］，目前人类 miRNA 的总数估计为~2 300

个［107］，远远多于当年miRNAs研究热门时期所发

现的数量。但是，这些新发现的miRNAs是否参与

大脑皮层发育调控以及它们的具体作用尚不了解。

此外，在皮层层次发育过程中也还有很多未曾解答

的问题，比如近年来发现中间神经元［108-109］和星形

胶质细胞［110］同样也具有层次特异性的分布特征，

是否存在miRNAs参与尚不知晓。此外，miRNAs

在多脑回动物，特别是灵长类大脑皮层的发育中的

作用目前报道还比较少，均有待进一步挖掘。

第二，目前的研究大多遵循“miRNA—靶基

因—生物学作用”的研究范式，但发育过程中基因

表达是一个网络式调控方式，而miRNA是其中的

一个层面［106］。同一个miRNA能调控多个靶基因，

同时多个miRNAs又能同时调控同一个靶基因。甚

至miRNA和靶基因之间会形成双负反馈回路来保

证调控程序稳健性。这种网络必然存在时空的特异

性，在不同细胞或不同阶段会有选择地作用于其中

部分靶基因，而这种特异性是如何建立的还有待解

答。在这个网络中，miRNAs是如何被调控的，又

如何选择性地调控了哪些基因？以前文所提到的调

控神经干细胞时序命运决定的Temporal miRNAs为

例，这些miRNAs浓度梯度是如何形成的，其上游

的原始驱动信息是什么，其作用的时间窗又是如何

被调控的，等等问题均有待进一步阐明。
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Abstract　Laminar organization is a hallmark of the mammalian neocortex, where the orderly arrangement of 

diverse neurons stereotypically forms into six distinct layers. The laminar structure provides a basis for the 
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formation of precise neural circuits responsible for high-level cognitive functions. A deeper understanding of the 

mechanisms underlying neocortical layer formation and cell assembly in the brain will provide a more 

comprehensive insight into mammalian and even human physiology and behavior. It will also enable the 

development of novel diagnostic and therapeutic strategies for neurological disorders. To achieve this, it is 

imperative to elucidate the molecular regulatory networks that determine the fate of neurons in the neocortex. 

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs of 18-25 nucleotides in length that play important roles in 

the gene expression network. A large number of studies have reported that miRNAs are involved in various 

developmental processes within the nervous system. This review summarizes the progress of research on miRNAs 

that have been identified in recent years with regard to neocortical layer formation. We start with a comparative 

analysis of different Cre-line mediated conditional knockout mice for Dicer, a gene indispensable for the synthesis 

of almost all miRNAs. The results indicate that miRNAs are essential for the formation of neocortical layers, 

including the determination of the fate of projection neurons and the migration of these cells. Next, we summarize 

the regulatory roles of miRNAs in the coordinated execution of a series of developmental events that contribute to 

neocortical layer formation. First, the temporal patterning of neocortical neural progenitors is regulated by 

miRNAs. Two types of temporally opposite expression gradients and functionally antagonistic miRNAs modulate 

the competence of neural progenitors by changing their relative expression levels during neurogenesis, thereby 

shifting the progressive generation of neocortical neurons. Second, it is described that miRNAs influence 

lamination by regulating the fate of intermediate progenitor cells (IPCs). In particular, several miRNAs that are 

specifically expressed in multiple gyrencephalic species have been identified in recent years and are involved in 

regulating the generation of IPCs as well as the generation of upper layer neurons. Third, the regulatory roles of 

miRNAs in the migration of cortical projection neurons, including the multipolar to bipolar transition and other 

processes, were presented. Fourth, we described miRNAs that are expressed in postmitotic neurons but play roles 

in the further specification of different cortical projection neuron subtype identities, in particular the role of 

several miRNAs in the Mirg cluster in establishing different subtype identities of projection neurons in layer V, 

promoting corticospinal motor neuron (CSMN) identity but inhibiting callosal projection neuron (CPN) identity. 

Finally, we discussed current challenges in the study of miRNAs in neocortical layer formation and looked 

forward to future directions that deserve further exploration, such as the functions of a large number of newly 

discovered miRNAs, or whether miRNAs regulate the layer-dependent pattern of other neuronal cells with layer 

distribution features; the contribution of miRNAs in the rapid evolution of the neocortex, especially in the 

formation of characteristic structures in the primate neocortex; and the use of miRNAs as an entry point to 

explore finer regulatory networks.
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