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基于 miR-146a / Sirt6 信号介导的自噬探讨右美托咪定
抗肠缺血再灌注的作用

周　 瑜∗,贾　 静,王　 璐,周　 敏

(西南医科大学附属医院麻醉科,四川
 

泸州　 646000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 miR-146a / Sirt6 信号介导的自噬在右美托咪定( DEX) 抗肠缺血再灌注( I / R) 损伤

中的作用。 方法 　 将 SD 大鼠随机分配到 3 组,包括假手术组( Sham) 、I / R 组和 DEX 组,每组 8 只大鼠。 除

Sham 组外,其余组建立肠道 I / R 模型。 DEX 组大鼠在缺血前 30
 

min 通过腹腔注射 25
 

μg / kg
 

DEX 进行药物

治疗。 体内进行肠道组织病理学检查和评分。 在体外实验中,大鼠小肠隐窝上皮细胞( IEC-6 细胞) 在氧-葡

萄糖剥夺 / 复氧( OGD / R)处理之前与 DEX 一起孵育。 采用 MTT 法分析 IEC-6 细胞活力。 分别采用 TUNEL
法和实时定量 PCR 检测肠道、IEC-6 细胞中的凋亡情况和 miR-146a 水平。 采用蛋白质印迹法和免疫荧光检

测肠道、IEC-6 细胞中 Sirt6、LC3 水平。 结果 　 组织病理学分析表明 DEX 处理对 I / R 诱导的肠上皮损伤具有

保护作用,并以剂量依赖性方式恢复 OGD / R 暴露后细胞增殖。 与 I / R 组相比,DEX 组大鼠肠道组织中细胞

凋亡显著减少(P<0. 01) ,miR-146a、Sirt6 和 LC3
 

Ⅱ表达水平显著增加(P< 0. 05) 。 与体内结果一致,体外研

究发现 DEX 显著减轻 OGD / R 诱导的 IEC-6 细胞凋亡( P< 0. 01) ,同时显著增加了 IEC-6 细胞中 miR-146a、
Sirt6 和 LC3

 

Ⅱ表达(P<0. 01) 。 此外,在 IEC-6 细胞中进行的 miR-146a 抑制剂实验,并发现 miR-146a 抑制剂

削弱 DEX 诱导的改善作用,还通过下调 Sirt6 表达抑制自噬激活。 结论 　 DEX 通过调节 miR-146a / Sirt6 信号

介导的自噬显示出对 I / R 损伤具有保护作用。
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　 　 【 Abstract 】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

miR-146a / Sirt6
 

signaling-mediated
 

autophagy
 

in
 

dexmedetomidine
 

(DEX)
 

treatment
 

of
 

intestinal
 

ischemia-reperfusion
 

( I / R)
 

injury.
 

Methods 　 SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

assigned
 

to
 

Sham,
 

I / R,
 

and
 

DEX
 

groups
 

with
 

eight
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

Except
 

for
 

the
 

Sham
 

group,
 

the
 

other
 

groups
 

underwent
 

intestinal
 

I / R
 

modeling.
 

Rats
 

in
 

the
 

DEX
 

group
 

were
 

treated
 

by
 

an
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

25
 

μg / kg
 

DEX
 

at
 

30
 

min
 

before
 

ischemia.
 

In
 

vivo,
 

intestinal
 

histopathological
 

examination
 

and
 

scoring
 

were
 

performed.
 

In
 

vitro
 

experiments,
 

the
 

rat
 

small
 

intestinal
 

crypt
 

epithelial
 

cell
 

line
 

IEC-6
 

was
 

treated
 

with
 

DEX
 

before
 

deprivation / reoxygenation
 

( OGD / R)
 



treatment.
 

IEC-6
 

cell
 

viability
 

was
 

analyzed
 

by
 

MTT
 

assays.
 

Apoptosis
 

and
 

miR-146a
 

expression
 

in
 

intestines
 

and
 

IEC-6
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

TUNEL
 

and
 

quantitative
 

real-time
 

PCR,
 

respectively.
 

Sirt6
 

and
 

LC3
 

expression
 

in
 

intestines
 

and
 

IEC-6
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot
 

and
 

immunofluorescence.
 

Results　 Histopathological
 

analysis
 

indicated
 

that
 

DEX
 

treatment
 

protected
 

against
 

I / R-induced
 

intestinal
 

epithelial
 

damage
 

and
 

restored
 

cell
 

proliferation
 

after
 

OGD / R
 

exposure
 

in
 

a
 

dose-dependent
 

manner.
 

Compared
 

with
 

the
 

I / R
 

group,
 

apoptosis
 

in
 

intestinal
 

tissue
 

of
 

the
 

DEX
 

group
 

was
 

decreased
 

significantly
 

(P<0. 01),
 

and
 

of
 

miR-146a,
 

Sirt6
 

and
 

LC3Ⅱ
 

expression
 

was
 

increased
 

significantly
 

(P<0. 05).
 

Consistent
 

with
 

the
 

in
 

vivo
 

result,
 

DEX
 

significantly
 

attenuated
 

OGD / R-induced
 

apoptosis
 

of
 

IEC-6
 

cells
 

(P<0. 01)
 

and
 

significantly
 

increased
 

the
 

expression
 

of
 

miR-146a,
 

Sirt6
 

and
 

LC3 Ⅱ
 

in
 

IEC-6
 

cells
 

in
 

vitro
 

(P < 0. 01).
 

Furthermore,
 

miR-146a
 

inhibitor
 

treatment
 

of
 

IEC-6
 

cells
 

supported
 

that
 

miR-146a
 

inhibition
 

attenuated
 

DEX-induced
 

improvement
 

and
 

inhibited
 

autophagy
 

activation
 

by
 

downregulating
 

Sirt6
 

expression.
 

Conclusions　 DEX
 

has
 

a
 

protective
 

effect
 

against
 

I / R
 

injury
 

by
 

regulating
 

miR-146a / Sirt6-mediated
 

autophagy.
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autophagy;
 

rat;
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ischemia-reperfusion

　 　 缺血再灌注( ischemia
 

reperfusion,I / R)损伤是

与高发病率和死亡率相关的常见病理过程,常继发

于多种严重疾病[1] 。 I / R 损伤的发病机制是多因素

的,包括过度的炎性细胞因子释放、氧化应激和细

胞凋亡[2-3] 。 肠道 I / R 可能导致肠道屏障功能受

损,肠道通透性增加和肠道菌群易位,导致严重的

局部和全身炎症和多器官功能障碍综合征[4] 。 右

美托咪定( dexmedetomidine,DEX)是一种具有镇静

和镇痛特性的 α2 -肾上腺素受体激动剂。 最近,
DEX 已被鉴定为对多个器官的 I / R 损伤具有保护

潜力[5-6] 。 研究发现,DEX 可以保持肠道结构完整

性并赋予肠道保护免受 I / R 损伤[7] 。 然而,关于其

潜在 的 机 制 仍 然 很 大 程 度 上 未 知。 microRNA
(miRNA)作为一种小的非编码 RNA,通过抑制靶

mRNA 的翻译或稳定来调节转录后翻译[8] 。 最近,
一项研究报道 miR-146a 通过与 IRAK1 的 3’UTR 结

合,可以抑制炎症细胞浸润,从而保护肾组织免受

I / R 损伤[9] 。 在肠道 I / R 损伤方面,miR-146a 可通

过调节自噬抑制肠上皮细胞凋亡,减轻 I / R 过程中

的肠道损伤[10] 。 值得注意的是,最近两项研究报道

了 DEX 通过靶向 miR-146a 参与肺部和心脏保

护[11-12] 。 因此我们假设在肠道中,miR-146a 也可能

在 DEX 对 I / R 损伤的保护功能中发挥作用,并旨在

通过体内和体外研究评估它们之间的关系。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

　 　 24 只 SPF 级雄性 SD 大鼠(体重 200 ~ 220
 

g)购

自北京华阜康生物科技股份有限公司[SCXK(京)
2019-0004]。 大鼠喂养于西南医科大学实验动物中

心[SYXK(川)2018-0003],实验前 2 周使大鼠适应

实验室条件((23±2)℃、12
 

h / 12
 

h 光照 / 黑暗、(50±
5)%湿度、随意获取食物和水)。 每笼饲养一只大鼠,
实验前禁食 12

 

h。 动物实验经西南医科大学附属医

院动物实验伦理委员会审核批准(XNYKLY-2021-
016),并严格遵循实验动物使用的 3R 原则。
1. 1. 2　 细胞

　 　 IEC-6 细胞(大鼠小肠隐窝上皮细胞)获自上海

生命科学研究院,接种在含有 5% 胎牛血清( fetal
 

bovine
 

serum,FBS)和 1%非必需氨基的 Dulbecco’ s
 

Modified
 

Eagle’s
 

Medium(DMEM,美国 Gibco 公司)
中培养。 每 2 ~ 3

 

d 更换 1 次培养基,培养物保持在

37℃含有 5%
 

CO2 的饱和湿度环境中。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 Hanks 平衡盐溶液购自美国 Gibco 公司;MTT
试剂、Sirt6、HRP 偶联的二抗购自美国 Abcam 公司;
TUNEL 染色检测试剂盒购自德国 Roche 公司;兔抗

LC3 单克隆抗体购自武汉 Proteintech 公司;TRIzol、
lipofectamine 试 剂 购 自 美 国 Invitrogen 公 司;
TransStart

 

Top
 

Green
 

qPCR
 

SuperMix 购自北京全式

金生物技术有限公司;SYBRTM
 

Select
 

Master
 

Mix 购

自美国 Thermo 公司;PVDF 膜购自美国 Millipore 公

司;β-actin 购自美国 CST 公司; miR-146a 抑制剂

Opti-MEM 购自美国 Ambion 公司。
DM4000B 光学显微镜购自德国 Leica 公司,荧

光显微镜购自日本 Olympus 公司;RS232C 核酸测定

仪购自德国 Eppendorf 公司;7500 快速实时荧光定

量 PCR 系统购自美国 Applied
 

Biosystems 公司;
ChemiDoc

 

XRS 购自美国 Bio-Rad 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞氧-葡萄糖剥夺 / 复氧( oxygen-glucose
 

deprivation / reoxygenation,OGD / R)模型和药物治疗

　 　 将 IEC-6 细胞(每毫升 5×103 个)接种在 96 孔
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板中, 当 80% 汇合时, 细胞加入 DEX ( 0. 5、 1、 2
 

μmol / L)处理 1
 

h。 之后,将细胞培养基更换为不

含葡萄糖的 Hanks 平衡盐溶液,并在 37℃ 的加湿

培养箱(1%
 

O2 、94%
 

N2 和 5%
 

CO2 )中孵育 4
 

h 模

拟缺氧条件。 4
 

h 后,将培养基换回标准 DMEM 培

养基并在常氧环境下再维持 2
 

h 来模拟复氧

期[13] 。 在没有药物处理的标准条件下培养的细胞

用作对照。
为了考察 miR-146a 抑制对 DEX 保护作用的影

响,将细胞实验分为:Con 组、OGD / R 组、OGD / R +
DEX 组、 OGD / R + miR-146a 抑制剂组和 OGD / R +
DEX+miR-146a 抑制剂组。 除 Con 组外,其他组建

立 OGD / R 模型。 OGD / R + miR-146a 抑制剂组和

OGD / R+ DEX + miR-146a 抑制剂组在建立 OGD / R
模型前,加入 miR-146a 抑制剂处理 24

 

h。
1. 3. 2　 细胞活力测定

　 　 使用 3-(4,5-二甲基-2-噻唑) -2,5-二苯基溴

化四氮唑噻唑蓝(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium

 

bromide,MTT) 测定法评估细胞

活力。 在不同的时间点将 MTT 试剂添加到每个孔

中。 在 37℃下用 MTT 溶剂处理细胞 3
 

h,并在 OD
 

590
 

nm 处测量吸光度。
1. 3. 3　 动物分组治疗

　 　 动物被随机分配到 3 组, 包括 假 手 术 组

(Sham)、I / R 组和 DEX 组,每组 8 只大鼠。 I / R 组

和 DEX 组大鼠参照文献方法[14] 建立大鼠肠道 I / R
模型,具体操作为大鼠用异氟醚吸入麻醉。 中线剖

腹探查后,夹住肠系膜上动脉并在 1
 

h 后再灌注。
DEX 组大鼠在缺血前 30

 

min 以腹腔注射 25
 

μg / kg
 

DEX 药物治疗[14] ,和 I / R 组注射 0. 9%生理盐水治

疗。 Sham 组接受相同的麻醉和中线剖腹手术,但不

夹住肠系膜上动脉。 再灌注后 6
 

h 处死所有动物,
取出肠组织进行生化分析。
1. 3. 4　 组织病理学检查

　 　 大鼠肠组织用 4%多聚甲醛固定,石蜡切片用

苏木精-伊红(HE)溶液染色。 最后,通过 DM4000B
光学显微镜获得染色图像。 根据 Chiu’ s 评分[14] 评

估不同组的相对肠损伤程度。
1. 3. 5 　 TdT 介导的 dUTP 缺口末端标记 ( TdT-
mediated

 

dUTP
 

Nick-End
 

Labeling,TUNEL)分析

　 　 采用 TUNEL 染色检测试剂盒进行 TUNEL 分

析。 收集对数期的 IEC-6 细胞并以每毫升 1×105 个

细胞的密度接种在 24 孔板中。 将浓度为 2
 

μmol / L

的 DEX 加入细胞中预处理 12
 

h。 OGD / R 损伤后,
用 PBS 清洗细胞,在 12 孔板中加入 10%甲醛固定

20
 

min。 然后用 PBS 冲洗 3 次,用 0. 5%
 

Triton-100
渗透细胞 10

 

min。 此外,为了检测体内细胞凋亡,石
蜡组织切片用二甲苯和不同梯度的乙醇脱蜡至水

合。 PBS 冲洗 3 次后, 将细胞或组织切片加入

100 μL(10 μL
 

TdT
 

+
 

95 μL 荧光素标记的 dUTP 溶

液)TUNEL 混合液中,在 37℃ 湿暗箱中孵育 1
 

h。
阴性对照(Con)组加入 100 μL 荧光素标记的 dUTP
溶液。 最后,使用荧光显微镜以 200 倍放大倍率捕

获图像。
1. 3. 6　 免疫荧光测定

　 　 将肠组织切片水合并在柠檬酸盐缓冲液中孵

育,用于脱蜡后的抗原修复。 然后将样品在室温下

用 3%
 

BSA 非特异性封闭 2
 

h,在 4℃湿暗箱中用兔

抗 LC3 单克隆抗体(稀释比 1 ∶ 100)孵育过夜。 用

PBS 清洗 3 次后,将切片与 Alexa 荧光素标记的二

抗孵育 1
 

h,然后在 37℃下用 DAPI 溶液(5
 

μg / mL)
染色 10

 

min。 最后,通过荧光显微镜以 200 倍放大

率获得免疫荧光图像。 对于细胞分析,将 IEC-6 细

胞(每毫升 1×105 个细胞)接种在 24 孔板中,然后

用 2
 

μmol / L 的 DEX 预处理 12
 

h。 接下来,细胞用

4%多聚甲醛固定 20
 

min,OGD / R 损伤后用 0. 5%
 

Triton-100 冲洗 10
 

min。 最后,将细胞与兔抗 LC3 一

起孵育,其余步骤与大鼠样品相同。
1. 3. 7　 定量实时 PCR 检测

　 　 使用 TRIzol 试剂从 IEC-6 细胞和大鼠肠组织中

分离总 RNA,并使用 RS232C 核酸测定仪测定总

RNA 的浓度。 然后使用 TransStart
 

Top
 

Green
 

qPCR
 

SuperMix 将总共 1000
 

ng
 

RNA 被逆转录为 cDNA,并
使用 SYBRTM

 

Select
 

Master
 

Mix 在 7500 型实时荧光

定量 PCR 系统上进行实时定量分析。 本研究中基

因的引物序列如下:U6:5’-UGAGAACUGAAUUCC
 

AUGGGUU-3 ’; miR-146a-5p: 5 ’-UGAGAACUGAA
 

UUCCAUGGGUU-3’。
1. 3. 8　 蛋白质印迹法

　 　 使用适当的冷裂解缓冲液从 IEC-6 细胞和肠组

织中提取总蛋白,并使用 BCA 蛋白试剂盒测定蛋白

浓度。 然后将样品加载到 SDS-PAGE ( 8% ~ 12%)
上,并转移到 PVDF 膜。 将膜在 5%脱脂牛奶中封闭

1
 

h,与靶向 β-actin(1 ∶ 2000),Sirt6(1 ∶ 1200 稀释)
和 LC3(1 ∶ 1000 稀释)的一抗在 4℃下孵育过夜,后
与 HRP 偶联的二抗(1 ∶ 5000)在室温下孵育 1

 

h。
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通过增强化学发光法和 ChemiDoc
 

XRS 获取蛋白质

条带图像。 使用 Image
 

J 软件计算条带强度,并将其

归一化为 GAPDH 的条带强度。
1. 3. 9　 体外抑制剂转染 miR-146a
　 　 IEC-6 细胞每毫升 5×103 个细胞接种在 24 孔

板中。 将 50 μL 含 miR-146a 抑制剂( 25 nmol / L,
终浓度) Opti-MEM 与含 1

 

μL
 

lipofectamine 的 50
 

μL
 

Opti-MEM 混合,并转染 IEC-6 细胞 6
 

h。 然后

用原始培养基再培养 24
 

h,用 DEX 预处理并建立

OGD / R 模型。 等浓度的抑制剂阴性对照用作实验

中非序列特异性效应的对照。 最后,测定细胞凋

注:A:大鼠的肠粘膜的 HE 染色结果;B:Chui’s 评分。 与 Sham 组相比,∗∗∗P<0. 001;与 I / R 组相比,##P<0. 01。

图 1　 DEX 在体内对 I / R 损伤的保护作用(HE 染色,n= 8)

Note.
 

A,
 

HE
 

staining
 

results
 

of
 

the
 

rat
 

intestinal
 

mucosa.
 

B,
 

Chui’s
 

score.
 

Compared
 

with
 

the
 

Sham
 

group,∗∗∗P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

I / R
 

group,##P<0. 01.
 

Figure
 

1　 Protective
 

effect
 

of
 

DEX
 

against
 

I / R
 

injury
 

in
 

vivo
 

(HE
 

staining)

亡、miR-146a 表达水平以及与信号相关的蛋白表达

水平。
1. 4　 统计学方法

 

　 　 所有数据均以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示。 使

用 SPSS
 

22. 0 分析数据。 使用 t 检验对两组之间的

差异 进 行 显 著 性 评 估, 并 使 用 单 向 方 差 分 析

(ANOVA)对两组以上的差异进行评估,然后进行事

后 Tukey 或 Dunnett 多重比较检验。 P<0. 05 认为差

异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 DEX 在体内外对 I / R 和 OGD / R 损伤的保护

作用

　 　 HE 染色显示,假手术组大鼠的肠粘膜上皮细

胞完好无损,杯状细胞清晰可见。 与假手术组相

比,I / R 组大鼠肠黏膜上皮出现明显的肠道形态改

变、大量炎性细胞浸润、固有层消化崩解、出血、溃
疡形成。 DEX 组的肠道形态学改变显著改善,其特

征是肠道组织学损伤评分(Chiu’ s
 

score)降低。 组

织病理学分析表明 DEX 处理对 I / R 诱导的肠上皮

损伤具有保护作用 ( 图 1)。 为了模拟肠 I / R,对

IEC-6 细胞进行 4
 

h 的氧-葡萄糖剥夺,然后进行复

氧(OGD / R)。 与对照组相比,在 OGD / R 暴露后观

察到细胞活力大大降低。 相反,DEX 治疗以剂量依

赖性方式恢复细胞增殖并促进细胞存活。 此外,由
于 DEX 在 2

 

μmol / L 时表现出最佳保护性能,存活

率约为 90%(图 2),因此选择该浓度用于后续分析。
2. 2　 DEX 在体内和体外对 I / R 和 OGD / R 损伤后

细胞凋亡的抑制作用

　 　 与 Sham 组相比,I / R 组大鼠肠道细胞凋亡显著

增加(P< 0. 001)。 DEX 组细胞凋亡显著低于 I / R
组(P<0. 01)(图 3)。 与体内结果一致,体外研究发

现 DEX 显著减轻 OGD / R 诱导的 IEC-6 细胞凋亡

(P<0. 01)(图 4)。
2. 3　 DEX 对体外和体内 miR-146a / Sirt6 信号和

LC3 水平的影响

　 　 先前研究报道了 DEX 通过靶向 miR-146a / Sirt6
信号参与肺部保护[11] ,为考察 DEX 是否通过靶向

miR-146a / Sirt6 信号在对 I / R 损伤的保护功能中发

挥作用,研究考察 DEX 对体外和体内 miR-146a /
Sirt6 信号的影响。 与 Sham 组相比, I / R 组 miR-
146a、Sirt6 在大鼠肠道组织中表达显著下调 (P <
0. 001)。 DEX 治疗显著增加了 I / R 大鼠肠道组织

中 miR-146a、Sirt6 表达(P<0. 01) (图 5、图 6)。 与

体内结果一致,体外研究发现 DEX 显著增加了

OGD / R 诱导的 IEC-6 细胞中 miR-146a 表达下调

(P<0. 01)(图 5)。 此外,蛋白质印迹和免疫荧光测
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注:与 Con 组相比,∗∗∗P<0. 001;与 OGD / R 组相比,##P<0. 01、###P<

0. 001。

图 2　 OGD / R 损伤和 DEX 处理对肠细胞增殖的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

Con
 

group,∗∗∗P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

OGD / R
 

group,##P<0. 01,###P<0. 001.

Figure
 

2　 Effects
 

of
 

OGD / R
 

injury
 

and
 

DEX
 

treatment
 

on
 

intestinal
 

cell
 

proliferation

定用于检测体内和体外 LC3 的表达水平。 如图 6
所示,与 Sham 组或对照组相比,I / R 组和 OGD / R 组

LC3
 

Ⅱ的表达水平降低,DEX 增加了 LC3
 

Ⅱ水平。
免疫荧光证实了蛋白质印迹结果,DEX 显著增加了

I / R 大鼠肠组织和 OGD / R 处理的 IEC-6 细胞中

LC3 水平(图 7)。
2. 4　 在体外阻断 miR-146a 后 DEX 对细胞凋亡的

影响

　 　 用 miR-146a 抑制剂转染 IEC-6 细胞,然后在

OGD / R 损伤前用 DEX 预处理。 如图 8 所示,miR-
146a 抑制剂降低了 DEX 治疗诱导的 miR-146a 上调

(P<0. 01)。 与 OGD / R 组相比,miR-146a 抑制剂显

著增加了凋亡细胞的数量,并减少了 Sirt6、LC3
 

Ⅱ
的表达水平。 此外,与 OGD / R+DEX 组相比,OGD /
R+DEX+miR-146a 抑制剂组凋亡细胞的数量显著增

加(P<0. 05),和 Sirt6、LC3
 

Ⅱ的表达水平显著减少

(P<0. 01)(图 9 ~图 11)。

注:A:大鼠的肠粘膜的 TUNEL 染色结果;B:TUNEL 阳性细胞定量分析。 与 Sham 组相比,∗∗∗P<0. 001;与 I / R 组相比,##P<0. 01。

图 3　 DEX 在体内对 I / R 损伤后细胞凋亡的抑制作用(TUNEL 染色,n= 8)
Note.

 

A,
 

TUNEL
 

staining
 

results
 

of
 

rat
 

intestinal
 

mucosa.
 

B,
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

TUNEL
 

positive
 

cells.
 

Compared
 

with
 

the
 

Sham
 

group,
∗∗∗P<0. 001.

 

Compared
 

with
 

the
 

I / R
 

group,
 ##P<0. 01.

Figure
 

3　 Inhibitory
 

effect
 

of
 

DEX
 

on
 

apoptosis
 

after
 

I / R
 

injury
 

in
 

vivo
 

(TUNEL
 

staining)

注:A:IEC-6 细胞的 TUNEL 染色结果;B:TUNEL 阳性细胞定量分析。 与 Con 组相比,∗∗∗P<0. 001;与 OGD / R 组相比,##P<0. 01。

图 4　 DEX 在体外对 OGD / R 损伤后细胞凋亡的抑制作用(TUNEL 染色,n= 3)
Note.

 

A,
 

TUNEL
 

staining
 

results
 

of
 

IEC-6
 

cells.
 

B,
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

TUNEL-positive
 

cells.
 

Compared
 

with
 

Con
 

group,∗∗∗ P< 0. 001.
 

Compared
 

with
 

OGD / R
 

group,##P<0. 01.
 

Figure
 

4　 TUNEL
 

staining
 

analysis
 

of
 

the
 

effect
 

of
 

DEX
 

on
 

OGD / R
 

injury-induced
 

apoptosis
 

of
 

intestinal
 

epithelial
 

cells
 

(TUNEL
 

staining)
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注:A:DEX 对 I / R 损伤大鼠肠组织中 miR-146a 表达水平影响;B:OGD / R 损伤诱导的肠上皮细胞中 miR-146a 表达水平影响。 与 Sham 组或
Con 组相比,∗∗∗P<0. 001;与 I / R 组或 OGD / R 组相比,##P<0. 01。

图 5　 DEX 对体外和体内 miR-146a 水平的影响
Note.

 

A,
 

Effect
 

of
 

DEX
 

on
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-146a
 

in
 

intestinal
 

tissue
 

of
 

rats
 

with
 

I / R
 

injury.
 

B,
 

Effect
 

of
 

miR-146a
 

expression
 

level
 

in
 

OGD / R
 

injury-induced
 

intestinal
 

epithelial
 

cells.
 

Compared
 

with
 

Sham
 

group
 

or
 

Con
 

group,∗∗∗P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

I / R
 

group
 

or
 

OGD / R
 

group,
##P<0. 01.

Figure
 

5　 Effects
 

of
 

DEX
 

on
 

miR-146a
 

levels
 

in
 

vitro
 

and
 

in
 

vivo

注:A:DEX 对 I / R 损伤大鼠肠组织中 Sirt6、LC3 表达水平影响;B:OGD / R 损伤诱导的肠上皮细胞中 Sirt6、LC3 表达水平影响。

图 6　 DEX 对体外和体内 Sirt6 和 LC3 水平的影响

Note.
 

A,
 

Effect
 

of
 

DEX
 

on
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Sirt6
 

and
 

LC3
 

in
 

the
 

intestinal
 

tissue
 

of
 

I / R
 

injured
 

rats.
 

B,
 

Effect
 

of
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Sirt6
 

and
 

LC3
 

in
 

the
 

intestinal
 

epithelial
 

cells
 

induced
 

by
 

OGD / R
 

injury.

Figure
 

6　 Effects
 

of
 

DEX
 

on
 

Sirt6
 

and
 

LC3
 

levels
 

in
 

vitro
 

and
 

in
 

vivo

注:A:DEX 对 I / R 损伤大鼠肠组织中 LC3 表达水平影响;B:OGD / R 损伤诱导的肠上皮细胞中 LC3 表达水平影响。

图 7　 DEX 对体外和体内 Sirt6、LC3 水平的影响(免疫荧光染色)
Note.

 

A,
 

Effect
 

of
 

DEX
 

on
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

LC3
 

in
 

the
 

intestinal
 

tissue
 

of
 

I / R
 

injured
 

rats.
 

B,
 

Effect
 

of
 

the
 

LC3
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

intestinal
 

epithelial
 

cells
 

induced
 

by
 

OGD / R
 

injury.

Figure
 

7　 Effect
 

of
 

DEX
 

on
 

Sirt6
 

and
 

LC3
 

levels
 

in
 

vitro
 

and
 

in
 

vivo
 

(Immunofluorescence
 

staining)
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图 8　 转染 miR-146a 抑制剂影响 DEX 对 IEC-6
细胞中 miR-146a 表达

Figure
 

8　 Transfection
 

of
 

miR-146a
 

inhibitor
 

affects
 

the
 

expression
 

of
 

miR-146a
 

in
 

IEC-6
 

cells
 

by
 

DEX

3　 讨论

　 　 肠道 I / R 损伤作为临床常见的严重疾病,威胁

患者生命。 肠道黏膜是肠道菌群与其内毒素之间

的屏障[6] 。 I / R 损伤引起的粘膜破坏可出现肠道细

菌转移到体循环系统,并导致组织坏死、严重代谢

紊乱和全身炎症反应综合征的快速进展[6] 。 DEX
是一种成熟的治疗药物,先前研究发现 DEX 通过抑

制炎症和细胞凋亡对肝、肾、脑和胃 I / R 损伤具有保

护作用[15-16] 。 然而,DEX 影响肠道 I / R 损伤的分子

机制仍不清楚。 本研究的结果表明,DEX 预处理显

注:与 Con 组相比,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001;与 OGD / R 组相比,##P<0. 01;与 OGD / R+DEX 组相比,&&P<0. 01。

图 9　 转染 miR-146a 抑制剂影响 DEX 对 IEC-6 细胞凋亡的保护(TUNEL 染色,n= 3)
Note.

 

Compared
 

with
 

Con
 

group,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

OGD / R
 

group,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

OGD / R+DEX
 

group,&&P<0. 01.

Figure
 

9　 Transfection
 

of
 

miR-146a
 

inhibitor
 

affects
 

the
 

protection
 

of
 

DEX
 

against
 

apoptosis
 

of
 

IEC-6
 

cells
 

(TUNEL
 

staining)

注:与 Con 组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001;与 OGD / R 组相比,###P<0. 01;与 OGD / R+DEX 组相比,&&&P<0. 01。

图 10　 转染 miR-146a 抑制剂影响 DEX 对 IEC-6 细胞中 Sirt6、LC3
 

Ⅱ蛋白表达影响

Note.
 

Compared
 

with
 

Con
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

OGD / R
 

group,###P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

OGD / R+DEX
 

group,&&&P<0. 01.

Figure
 

10　 Transfection
 

of
 

miR-146a
 

inhibitor
 

affects
 

the
 

effect
 

of
 

DEX
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

Sirt6
 

and
 

LC3Ⅱ
 

proteins
 

in
 

IEC-6
 

cells
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注:与 Con 组相比,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001;与 OGD / R 组相比,##P<0. 01;与 OGD / R+DEX 组相比,&&P<0. 01。

图 11　 转染 miR-146a 抑制剂影响 DEX 对 IEC-6 细胞中 LC3 蛋白表达(免疫荧光染色,n= 3)
Note.

 

Compared
 

with
 

Con
 

group,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

OGD / R
 

group,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

OGD / R+DEX
 

group,
 

&&P<0. 01.

Figure
 

11　 Transfection
 

of
 

miR-146a
 

inhibitor
 

affected
 

the
 

expression
 

of
 

LC3
 

protein
 

in
 

IEC-6
 

cells
 

by
 

DEX
 

(Immunofluorescence
 

staining)

著改善了 OGD / R 诱导的 IEC-6 细胞活力下降,并且

DEX 可改善肠道 I / R 诱导的组织病理学损伤并降

低 Chiu 评分,这是肠黏膜损伤的重要指标[6] 。 此

外,DEX 显著降低了凋亡细胞的数量,提示 DEX 对

I / R 损伤的保护作用可能与抑制细胞凋亡有关。
自噬作为细胞稳态的关键调节剂,在自噬性细

胞死亡中起重要作用,并作为信号平台促进不同细

胞死亡途径的激活和整合,选择性降解自噬相关因

子[17] 。 例如,增加的自噬活性有助于缓解肠道 I / R
诱导的炎症反应[2] 。 此外,自噬通过降解哺乳动物

细胞中的抗凋亡因子或受损分子和细胞器先于细

胞凋亡[18] 。 目前认为,自噬在缺血性疾病中发挥有

益还是有害作用取决于环境压力因素,包括氧气可

用性的变化、I / R 损伤的严重程度,以及不同器官对

缺血的耐受性,可能导致受影响器官中自噬通量的

变化[19] 。 本研究表明,DEX 预处理上调了肠道 I / R
损伤中的自噬活性,其特征是在体内和体外均增加

了 LC3Ⅱ水平。 由于自噬是一个高度动态和多步骤

的过程,自噬标记蛋白 LC3 水平的增加可能是自噬

活性增加或自噬体-溶酶体融合受阻的结果[20] 。 因

此,我们的研究结果表明,DEX 通过增强自噬活性

来减轻肠道 I / R 损伤。
越来越多的证据表明 miRNA 分子可以作为各

种疾病的靶向治疗剂。 先前的研究发现,miR-146a
可以缓解 I / R 损伤, 例如肾 I / R 和心肌 I / R 损

伤[9,21] 。 至于肠道 I / R 损伤, 之前的研究表明

miR-146a 在 I / R 和 OGD / R 期间的表达降低,并且

在 OGD / R 期间抑制 miR-146a 表达进一步抑制自噬

并加重细胞死亡,而 miR-146a 过表达通过上调 Sirt6
增加体外自噬激活来减轻 OGD / R

 

损伤。 提示 miR-
146a / Sirt6 信号通过调节自噬作用于 OGD / R[10,22] 。
此外,先前研究已经证实了 miR-146a 可以通过靶向

Sirt6 来调节炎症、氧化应激、纤维化等病理过程[23] 。
本研究发现, DEX 在体内和体外均增加了 miR-
146a / Sirt6 信号水平。 Sirt6 介导的自噬在控制凋亡

信号传导中起关键作用。 为了进一步研究 DEX 对

miR-146a / Sirt6 信号的影响, 我们在体外进行了

miR-146a 抑制剂测试,并发现 miR-146a 抑制剂削

弱 DEX 诱导的改善作用,还通过下调 Sirt6 表达抑

制自噬激活。 这些发现表明,DEX 通过激活 OGD /
R 受损的自噬通量来减轻 OGD / R 损伤。

此外,DEX 对 I / R
 

损伤的保护作用很可能还涉

及除 miR-146a / Sirt6 级联之外的许多细胞功能。 据

报道,DEX 上调 HIF-1α 以抑制 I / R 诱导的神经元

自噬[24] 。 ERK 和 Akt 信号通路参与 DEX 介导的肾

I / R 损伤中氧化应激和炎症的减弱[15] 。 此外,也有
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报道称 DEX 通过 PPARγ / STAT3 信号通路调节巨

噬细胞 M2 的活化来减轻肝的 I / R 损伤[6] 。 这与我

们模型中观察到的细胞凋亡减少一致,表明在 I / R
损伤和 DEX 治疗期间存在复杂的细胞间通讯。 总

体而言,所有这些发现都确定了 DEX 赋予保护功能

的复杂性,而对潜在机制的更严格探索不仅需要扩

大我们对 I / R 的了解,而且还需要提供针对 I / R 损

伤的新预防策略。
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