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miR⁃144⁃3p靶向调节 PTEN/AKT 通路减轻坏死性
小肠结肠炎新生大鼠肠损伤

乐志晨 刘一帆 张 文

武汉大学中南医院小儿外科  湖北  武汉  430071

摘要  目的：探讨坏死性小肠结肠炎（NEC）新生大鼠肠组织中 miR⁃144⁃3p 的表达，并进一步探究 miR⁃144⁃3p
对 NEC 新生大鼠肠损伤的影响及可能机制。方法：选取 2 日龄新生大鼠，采用高渗配方奶喂养、缺氧、冷刺激和

LPS 灌胃构建 NEC 动物模型，随机分为正常组、NEC 组、NEC+agomir⁃NC 组、NEC+miR⁃144⁃3p agomir组，每组 6
只。体外培养大鼠小肠隐窝上皮细胞（IEC⁃6），采用 LPS 诱导 NEC 肠上皮细胞模型，分为对照组、LPS 组、LPS+
mimic NC 组、LPS+miR⁃144⁃3p mimic 组、LPS+miR⁃144⁃3p mimic+AKT 抑制剂（MK⁃2206 2HCl）组。双荧光素

酶报告基因验证 miR⁃144⁃3p 与 PTEN 的靶向关系；qRT⁃PCR 检测 miR⁃144⁃3p 转录水平；ELISA 检测 IL⁃1β 和

TNF⁃α 蛋白水平；Western Blot 检测 PTEN、AKT、p⁃AKT 蛋白的表达；HE 染色检测肠组织病理改变；流式细胞术

检测 IEC⁃6 细胞凋亡情况。结果：双荧光素酶报告基因证实 PTEN 是 miR⁃144⁃3p 的靶基因。在 NEC 动物和肠上皮

细胞模型中，与各自空白对照组比，NEC 模型组 miR⁃144⁃3p 转录水平、AKT 磷酸化水平均显著下降（P<0. 05），

IL⁃1β、TNF⁃α、PTEN 蛋白表达水平均显著升高（P<0. 05），肠组织病理学评分和肠上皮细胞凋亡比例均显著升高

（P<0. 05）。与各自阴性对照组比，NEC+miR⁃144⁃3p agomir 组和 LPS+miR⁃144⁃3p mimic 组 miR⁃144⁃3p 转录水

平、AKT 磷酸化水平均显著升高（P<0. 05），IL⁃1β、TNF⁃α、PTEN 蛋白表达水平均显著下降（P<0. 05），肠组织病

理学评分和肠上皮细胞凋亡比例均显著下降（P<0. 05）。在细胞模型中，与 LPS+miR⁃144⁃3p mimic 组比，LPS+
miR⁃144⁃3p mimic+AKT 抑制剂组 miR⁃144⁃3p 转录水平、PTEN 蛋白表达水平变化不显著（P>0. 05），而 AKT 磷

酸化水平显著下降（P<0. 05），IL⁃1β、TNF⁃α 蛋白表达水平和肠上皮细胞凋亡比例均显著升高（P<0. 05）。结论：

miR⁃144⁃3p 在 NEC 新生大鼠肠组织中表达明显下降，过表达 miR⁃144⁃3p 可能通过负性调控 PTEN 蛋白的表达，进

而促进 AKT 磷酸化，减轻 NEC 新生大鼠肠损伤。
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miR⁃144⁃3p targets the regulation of PTEN/AKT pathway to alleviate 
intestinal injury in neonatal rats with necrotizing enterocolitis
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Abstract

Objective:: To detect the expression of miR⁃144⁃3p in the intestinal tissues of neonatal rats with 
necrotizing enterocolitis (NEC) and explore the effect of miR ⁃ 144 ⁃ 3p on intestinal injury in neonatal 
rats with NEC and its possible mechanism.  Methods:: Two⁃day⁃old neonatal rats were selected to con⁃
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struct the NEC animal model using hypertonic formula milk feeding, hypoxia, cold stimulation, and 
LPS gavage and were randomly divided into the normal group, NEC group, NEC+agomir ⁃ NC 
group, and NEC+miR⁃144⁃3p agomir group, with six rats in each group.  Rat small intestinal epithe⁃
lial cells (IEC ⁃6) were cultured in vitro, and the NEC intestinal epithelial cell model was induced by 
LPS.  The cells were divided into control, LPS, LPS+mimic NC, LPS+miR ⁃144⁃3p mimic, and 
LPS+miR ⁃ 144 ⁃ 3p mimic+AKT inhibitor (MK ⁃ 2206 2HCl) groups.  The Dual luciferase reporter 
gene experiment was adopted to validate the miR ⁃ 144 ⁃ 3p targeting to PTEN; qRT ⁃ PCR was per⁃
formed to detect the transcription levels of miR⁃144⁃3p; ELISA was used to detect the levels of IL⁃1β 
and TNF ⁃α proteins; Western Blot was used to detect the expression of PTEN, AKT, and p ⁃AKT 
proteins; HE staining was used to detect intestinal histopathological change; Flow cytometry was per⁃
formed to detect apoptosis in IEC⁃6 cells.  Results:: The dual luciferase reporter gene experiment con⁃
firmed PTEN as a target gene of miR ⁃144⁃3p.  In the NEC animal and intestinal epithelial cell mod⁃
els, miR ⁃144⁃3p transcription levels and AKT phosphorylation levels were significantly decreased in 
the NEC model group (P<0. 05), IL⁃1β, TNF⁃α, and PTEN proteins expression levels were signifi⁃
cantly increased (P<0. 05), and intestinal histopathology scores and the percentage of intestinal epi⁃
thelial cell apoptosis were significantly increased as compared with those in their respective blank con⁃
trol groups (P<0. 05).  Compared with those in the respective negative control groups, miR ⁃144 ⁃3p 
transcription levels and AKT phosphorylation levels were significantly higher in the NEC+miR⁃144⁃
3p agomir group and the LPS+miR⁃144⁃3p mimic group (P<0. 05), IL⁃1β, TNF⁃α, and PTEN pro⁃
teins expression levels were significantly decreased (P<0. 05), and the intestinal histopathology score 
and the apoptosis percentage of intestinal epithelial cells were significantly decreased (P<0. 05).  In 
the cell model, as compared with those in the LPS+miR⁃144⁃3p mimic group, miR⁃144⁃3p transcrip⁃
tion levels and PTEN protein expression levels in the LPS+miR ⁃ 144 ⁃ 3p mimic+AKT inhibitor 
group did not change significantly (P>0. 05), whereas AKT phosphorylation levels were significantly 
decreased (P<0. 05), IL⁃1β and TNF⁃α proteins expression levels and intestinal epithelial cell apopto⁃
sis ratio were all significantly elevated (P<0. 05).  Conclusion:: The expression of miR ⁃ 144 ⁃ 3p was 
significantly decreased in the intestinal tissues of NEC neonatal rats.  Overexpression of miR ⁃144⁃3p 
may attenuate intestinal injury in NEC neonatal rats by negatively regulating the expression of PTEN 
protein, which in turn promotes AKT phosphorylation.

Key Words Necrotizing Enterocolitis； miR⁃144⁃3p； PTEN

坏 死 性 小 肠 结 肠 炎（necrotizing enterocolitis，
NEC）是新生儿期常见的胃肠道危急重症，主要发

生于早产儿。在极低出生体质量儿中，NEC 的发病

率约为 7%［1⁃2］。NEC 病变主要累及回肠末端、盲肠

和近端结肠，主要病理改变包括黏膜和黏膜下层糜

烂、坏死以及肠壁炎症等，严重者可出现肠壁全层

坏死和穿孔。虽然目前对 NEC 具体的发病机制尚

不完全清楚，但肠壁炎症反应被认为是 NEC 最主要

的病因。

微小 RNA（microRNA，miRNA 或 miR）是一类

长约 22 个核苷酸的非编码单链 RNA 分子，通过负

性调控靶基因的表达，在细胞增殖、凋亡和炎症浸

润等多种生物学过程中发挥着重要作用［3］。miR⁃
144⁃3p 作为一种高度保守的 miRNA，已被证实参与

调控多种炎症反应和上皮细胞凋亡。研究［4］发现，

过表达 miR⁃144⁃3p 可抑制小鼠树突状细胞分泌促

炎因子 TNF⁃α 和 IL⁃6，减轻 DSS 诱导的结肠炎。此

外，外泌体中的 miR⁃144⁃3p 可改善小鼠肠缺血再灌

注损伤模型的氧化应激水平和肠上皮细胞凋亡［5］。

另有研究［6］发现，过表达 miR⁃144⁃3p 可改善肾小管

上皮细胞缺氧/复氧损伤。鉴于肠壁炎症反应、缺

血缺氧以及肠上皮细胞受损等均是 NEC 发病的危

险因素，基于既往研究结果推测 miR⁃144⁃3p 可能也

参与了 NEC 的发生发展。
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磷酸酶张力蛋白同源物（phosphatase and ten⁃
sin homolog，PTEN）具有蛋白/脂质双重磷酸酶活

性，参与调控蛋白激酶 B（protein kinase B，AKT）的

活化，PTEN/AKT 通路平衡失调与多种疾病的发

生 发 展 密 切 相 关［7］。 生 物 信 息 学 分 析［5，8］发 现

PTEN 3'非翻译区（3'⁃UTR）存在 miR⁃144⁃3p 的结

合位点，且已有研究证实 miR ⁃144⁃3p 可靶向结合

PTEN 3'⁃UTR，负性调控 PTEN 的表达。研究［9］发

现，NEC 新生大鼠肠组织中 PTEN 蛋白的表达显著

升高，而 AKT 磷酸化水平显著降低。而 miR⁃144⁃
3p 能否通过靶向调节 PTEN/AKT 通路减轻 NEC
新生大鼠肠组织损伤和肠上皮细胞凋亡尚不清楚。

因此，本研究通过构建 NEC 新生大鼠模型和肠

上皮细胞模型，初步探讨 miR⁃144⁃3p 在 NEC 中的

作用及其潜在机制，报道如下。

1 材料与方法

1. 1　实验动物   24 只 SPF 级新生 2 日龄 SD 大鼠，

体质量 6~7 g，购自湖北贝恩特生物科技有限公司，

生产许可证编号为 SCXK（鄂）2021⁃0027。
1. 2　 主 要 试 剂   脂多糖（lipopolysaccharide，LPS，

Sigma⁃Aldrich 公司），DMEM 培养基（Gibco 公司），

AKT 抑制剂（MK ⁃2206 2HCl，Selleck 公司），细胞

凋亡检测试剂盒（杭州联科公司），白细胞介素 1β
（IL ⁃1β）、肿瘤坏死因子 ⁃α（TNF⁃α）ELISA 试剂盒

（武汉博欧特公司），miRNA 提取试剂盒、miRNA 逆

转录试剂盒、miRNA 荧光定量 PCR 试剂盒（上海生

工 生 物 公 司），兔 源 一 抗 β ⁃ actin、PTEN、AKT、

p⁃AKT 及辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，
HRP）标记的羊抗兔二抗（武汉三鹰公司），agomir⁃
NC 及 miR ⁃ 144 ⁃ 3p agomir（广州锐博公司），miR ⁃
144⁃3p mimic 及 mimic NC（上海生工生物公司），Li⁃
pofectamineTM 3000 转 染 试 剂（Thermo Fisher 公

司），双荧光素酶试剂盒（Promega 公司）。

1. 3　实验方法   
1. 3. 1　NEC 动物模型构建与分组　采用随机数字

表法将 24 只新生 2 日龄大鼠随机分为正常组、NEC
组 、NEC+agomir ⁃ NC 组 、NEC+miR ⁃ 144 ⁃ 3p 
agomir 组，6 只/组，雌雄不限。正常组新生大鼠由

母鼠喂养，其余 3 组大鼠与母鼠分离，参考 WEI
等［10］的方法构建 NEC 新生大鼠模型，具体如下：每

天间隔 6 h 人工喂养高渗配方奶，第 1 天按每次 0. 1 
mL 给予，随后每 24 h 增加 0. 1 mL，此外，每天间隔

12 h 进行缺氧（5% 氧气+95% 氮气，10 min）和冷刺

激（4 ℃，10 min）并联合 LPS 灌胃（6 mg·kg-1，每天 1
次），连续 3 d 重复上述操作完成造模。 NEC+
agomir⁃NC 组和 NEC+miR ⁃144⁃3p agomir 组在造

模前 3 d 分别经腹腔注射 agomir⁃NC 和 miR⁃144⁃3p 
agomir，0. 25 mmol·kg-1，正常组和 NEC 组同期经腹

腔注射等量磷酸缓冲盐溶液（PBS），连续处理 3 d，
末次注射完成 24 h 后开始 NEC 模型构建。

1. 3. 2　HE 染色及病理评分　取距回盲部 1 cm 小

肠组织置入 4% 多聚甲醛固定，经石蜡包埋、切片、

脱蜡水化后，HE 染色，在光镜下观察其病理变化并

拍照。病理评分标准参考 NADLER 等［11］的报道，

具体如下，0 分：绒毛上皮完整，组织结构正常；1 分：

轻微黏膜下和（或）固有层分离；2 分：中度黏膜下和

（或）固有层分离和（或）黏膜下和肌肉层水肿；3 分：

严重黏膜下和（或）固有层分离和（或）黏膜下和肌

肉层水肿，局部绒毛脱落；4 分：肠绒毛消失伴肠坏

死。

1. 3. 3　细胞分组与处理　大鼠小肠隐窝上皮细胞

（rat small intestinal epithelial cells，IEC⁃6）由山东解

螺旋生物科技有限公司赠送。取 IEC⁃6 细胞进行分

组及处理，对照组：不作任何处理；LPS 组：细胞采

用 100 μg·mL-1 LPS 处理 24 h；LPS+mimic NC 组：

mimic NC 转染细胞 24 h 后，用 100 μg·mL-1 LPS 处

理 24 h；LPS+miR ⁃ 144 ⁃ 3p mimic 组：miR ⁃ 144 ⁃ 3p 
mimic 转染细胞 24 h 后，用 100 μg·mL-1 LPS 处理

24 h；LPS+miR⁃144⁃3p mimic+AKT 抑制剂（MK⁃
2206 2HCl）组 ：miR ⁃ 144 ⁃ 3p mimic 转 染 细 胞 及

20 μmol·L-1 AKT 抑制剂（MK ⁃2206 2HCl）预处理

细胞 24 h 后，用 100 μg·mL-1 LPS 处理 24 h，进行后

续检测。

1. 3. 4　 ELISA 检测　按照 ELISA 试剂盒说明书

检测各组肠组织匀浆及各组 IEC⁃6 细胞上清液中

IL⁃1β 及 TNF⁃α 的蛋白表达水平。

1. 3. 5　qRT⁃PCR 检测　采用 microRNA 提取试剂

盒提取各组新生大鼠肠组织及各组 IEC⁃6 细胞中的

miRNA。miR⁃144⁃3p 按照 miRNA 第一链 cDNA 合

成（茎环法）试剂盒说明书进行反转录合成 cDNA，

茎环法设计 miR ⁃ 144 ⁃ 3p 逆转录引物：5' ⁃ GTCG⁃
TATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG ⁃
CACTGGATACGACAGTACA ⁃ 3'。逆转录产物

cDNA 则按照 miRNA 荧光定量 PCR 试剂盒说明书

进行 qPCR 扩增。miR⁃144⁃3p 以 U6 为内参，引物由

上海生工生物公司设计合成（表 1）。
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1. 3. 6　 Western Blot 检 测　按 Western 及 IP 细胞

裂解液说明书提取蛋白，用 BCA 法进行蛋白定量；

经电泳分离蛋白后转至 PVDF 膜上，用 5%BSA 溶

液封闭 1 h；分别加入按推荐比例稀释的一抗，4 ℃
孵育过夜；用 1×TBST 溶液于脱色摇床上清洗 3
次，加入按推荐比例稀释的 HRP 标记的羊抗兔二

抗，室温孵育 1 h；最后经 1×TBST 溶液冲洗后加入

ECL 化学发光试剂检测蛋白显色情况。

1. 3. 7　流式细胞仪检测细胞凋亡情况　按照 An⁃
nexin V ⁃FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒说明书进

行。每管加入 5 μL Annexin V⁃FITC 和 10 μL PI 染
液，室温避光孵育 15 min，流式细胞仪检测细胞凋亡

率，FlowJoTM V10 软件分析数据。

1. 3. 8　 双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 实 验　 分 别 构 建

PTEN 野 生 型 质 粒（WT ⁃ PTEN）及 突 变 型 质 粒

（MUT ⁃PTEN）,将 WT ⁃PTEN 和 MUT ⁃PTEN 分

别与 mimic NC 或 miR⁃144⁃3p mimic 共转染于 IEC⁃
6 细胞。48 h 后检测萤火虫荧光素酶活性及海肾荧

光素酶活性，以其比值表示荧光素酶相对活性。

1. 3. 9　统计学分析　使用 GraphPad Prism 8. 0 软

件进行统计分析。正态分布的计量资料以均数±
标准差（

-
x±s）表示，多组间比较采用单因素方差分

析，进一步多重比较采用 SNK⁃q 检验。非正态分布

的计量资料以中位数（四分位数间距）[M（P25，P75）]
表示，多组间比较采用 Kruskal ⁃Wallis 检验。 P<
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1　miR⁃144⁃3p 靶向调控 PTEN  TargetScan 在

线数据库预测结果发现 PTEN 3'非翻译区存在

miR⁃144⁃3p 的靶点。双荧光素酶实验显示，mimic 
NC+MUT⁃PTEN 组与 miR⁃144⁃3p mimic+MUT⁃
PTEN 组的荧光素酶相对活性差异无统计学意义

（P>0. 05）；而与 mimic NC+WT ⁃PTEN 组比较，

miR⁃144⁃3p mimic+WT⁃PTEN 组荧光素酶相对活

性显著降低（P<0. 05），证实 miR⁃144⁃3p 可靶向调

控 PTEN（图 1）。

2. 2　各组新生大鼠肠组织中 miR⁃144⁃3p 转录水

平比较   qRT⁃PCR 检测结果显示：与正常组比较，

NEC 组、NEC+agomir ⁃ NC 组新生大鼠肠组织中

miR ⁃144 ⁃3p 转录水平均显著降低（P<0. 05）。与

NEC+agomir ⁃ NC 组 比 较 ，NEC+miR ⁃ 144 ⁃ 3p 
agomir 组新生大鼠肠组织中 miR⁃144⁃3p 转录水平

显著升高（P<0. 05）（表 2）。

2. 3　各组新生大鼠肠组织病理学变化比较   正常

组新生大鼠回肠末端结构正常，绒毛上皮完整，未

观察到黏膜下层和固有层有断裂或分离现象，病理

评 分 为 0. 00（0. 00，1. 00）。 NEC 组 和 NEC+
agomir⁃NC 组新生大鼠回肠末端结构紊乱、可见严

重的黏膜下层和固有层分离，局部出现绒毛脱落甚

至缺失，病理评分分别为 3. 00（3. 00，4. 00）、3. 50
（2. 75，4. 00），均显著高于正常组（P<0. 05）。与

NEC+agomir ⁃ NC 组 比 较 ，NEC+miR ⁃ 144 ⁃ 3p 
agomir 组新生大鼠回肠末端病变明显改善，绒毛脱

落断裂等情况减少，病理评分为 1. 00（0. 00，1. 25），

显著低于 NEC+agomir⁃NC 组（P<0. 05）（图 2）。

2. 4　 各 组 新 生 大 鼠 肠 组 织 中 IL⁃1β、TNF⁃α 蛋 白

表达水平比较   ELISA 检测结果显示：与正常组比

较，NEC 组、NEC+agomir⁃NC 组新生大鼠肠组织

表 1　PCR 引物序列

引物

miR⁃144⁃3p

U6

上游引物（5'—3'）
GCGCGCGTACAG⁃

TATAGATGA
CTCGCTTCGGCAG⁃

CACA

下游引物（5'—3'）
ATCCAGTG⁃

CAGGGTCCGAGG
AACGCTTCAC⁃
GAATTTGCGT

图 1　miR⁃144⁃3p 靶向调控 PTEN
A. TargetScan 数据库预测结果；B. 荧光素酶相对活性比较。

与 mimic NC+WT⁃PTEN 组比较，*P<0.05

表 2　各组新生大鼠肠组织中 miR⁃144⁃3p 转录水平比较

（
-
x±s，n=6）

组别

正常组

NEC 组

NEC+agomir⁃NC 组

NEC+miR⁃144⁃3p agomir组

miR⁃144⁃3p
1.00±0.07
0.44±0.03*

0.45±0.09*

1.08±0.13#

与正常组比较，*P<0.05；与 NEC+agomir⁃NC 组比较，#P<0.05
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中 IL ⁃ 1β、TNF ⁃ α 蛋 白 表 达 水 平 均 显 著 升 高

（P<0. 05）。与 NEC+agomir⁃NC 组比较，NEC+
miR ⁃ 144 ⁃ 3p agomir 组新生大鼠肠组织中 IL ⁃ 1β、
TNF⁃α 蛋白表达水平显著降低（P<0. 05）（表 3）。

2. 5　各组新生大鼠肠组织中 PTEN、AKT、p⁃AKT
蛋 白 表 达 水 平 比 较   Western Blot 检测结果显示：

与正常组比较，NEC 组、NEC+agomir⁃NC 组新生

大 鼠 肠 组 织 中 PTEN 蛋 白 表 达 显 著 升 高

（P<0. 05），AKT 磷酸化水平显著降低（P<0. 05）。

NEC 组与 NEC+agomir⁃NC 组新生大鼠肠组织中

PTEN 及 AKT 磷 酸 化 水 平 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0. 05）。与 NEC+agomir⁃NC 组比较，NEC+
miR⁃144⁃3p agomir 组新生大鼠肠组织中 PTEN 蛋

白表达水平显著降低，AKT 磷酸化水平显著升高

（P<0. 05）（图 3）。

2. 6　各组 IEC⁃6 细胞中 miR⁃144⁃3p 转录水平比

较   qRT⁃PCR 检测结果显示：与对照组比较，LPS
组、LPS+mimic NC 组 IEC⁃6 细胞中 miR⁃144⁃3p 转

录水平均显著降低（P<0. 05）。与 LPS+mimic NC
组比较，LPS+miR⁃144⁃3p mimic 组 miR⁃144⁃3p 转

录水平显著升高（P<0. 05）。与 LPS+miR⁃144⁃3p 
mimic 组比较，LPS+miR ⁃144 ⁃3p mimic+AKT 抑

制剂组 IEC⁃6 细胞中 miR⁃144⁃3p 转录水平差异无统

计学意义（P>0. 05），表明 AKT 抑制剂不影响 miR⁃
144⁃3p mimic的转染效率（表 4）。

2. 7　 各 组 IEC⁃6 细 胞 上 清 中 IL⁃1β、TNF⁃α 蛋 白

表达水平比较   ELISA 检测结果显示：与对照组比

较，LPS 组、LPS+mimic NC 组 IEC⁃6 细胞上清中

IL ⁃ 1β、TNF ⁃ α 蛋 白 表 达 水 平 均 明 显 上 调

（P<0. 05）。 与 LPS+mimic NC 组 比 较 ，LPS+
miR ⁃ 144 ⁃ 3p mimic 组 IEC ⁃ 6 细 胞 上 清 中 IL ⁃ 1β、
TNF ⁃ α 蛋 白 表 达 水 平 明 显 下 调（P<0. 05）。 与

图 2　各组新生大鼠肠组织病理学变化比较  （HE×200）
A. 正常组；B. NEC 组；C. NEC+agomir⁃NC 组；D. NEC+miR⁃144⁃3p agomir组

表 3　各组新生大鼠肠组织中 IL⁃1β、TNF⁃α 蛋白表达水平

比较  （pg·mg-1，
-
x±s，n=6）

组别

正常组

NEC 组

NEC+agomir⁃NC 组

NEC+miR⁃144⁃3p agomir组

IL⁃1β
47.88±6.41

144.47±7.13*

146.09±8.39*

89.76±6.05#

TNF⁃α
91.42±8.23

333.88±18.16*

332.68±10.44*

128.52±6.09#

与正常组比较，*P<0.05；与 NEC+agomir⁃NC 组比较，#P<0.05

图 3　各组新生大鼠肠组织中 PTEN、AKT、p⁃AKT 蛋白表达水平比较  （-x±s，n=6）
A. 蛋白印迹图；B. 蛋白相对表达量。与正常组比较，*P<0.05；与 NEC+agomir⁃NC 组比较，#P<0.05

表 4　各组 IEC⁃6 细胞中 miR⁃144⁃3p 转录水平比较

（
-
x±s，n=3）

组别

对照组

LPS 组

LPS+mimic NC 组

LPS+miR⁃144⁃3p mimic组
LPS+miR⁃144⁃3p mimic+AKT 抑制剂组

miR⁃144⁃3p
1.00±0.02
0.59±0.04*

0.64±0.02*

1.15±0.03#

1.08±0.07

与对照组比较，*P<0.05；与 LPS+mimic NC 组比较，#P<0.05
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LPS+miR ⁃144⁃3p mimic 组比较，LPS+miR ⁃144⁃
3p mimic+AKT 抑制剂组 IEC⁃6 细胞上清中 IL⁃1β、
TNF⁃α 蛋白表达水平明显上调（P<0. 05）（表 5）。

2. 8　各组 IEC⁃6 细胞凋亡率比较   流式细胞术检

测结果显示：与对照组比较，LPS 组、LPS+mimic 
NC 组 细 胞 凋 亡 率 均 显 著 升 高（P<0. 05）。 与

LPS+mimic NC 组比较，LPS+miR⁃144⁃3p mimic
组细胞凋亡率显著下降（P<0. 05）。与 LPS+miR⁃
144 ⁃ 3p mimic 组比较，LPS+miR ⁃ 144 ⁃ 3p mimic+
AKT 抑 制 剂 组 细 胞 凋 亡 率 显 著 升 高（P<0. 05）
（图 4）。

2. 9　各组 IEC⁃6 细胞中 PTEN、AKT、p⁃AKT 蛋白

表 达 水 平 比 较   Western Blot 检测结果显示：与对

照组比较，LPS 组、LPS+mimic NC 组 PTEN 蛋白

表达显著升高（P<0. 05），AKT 磷酸化水平显著降

低（P<0. 05）。与 LPS+mimic NC 组比较，LPS+
miR ⁃144⁃3p mimic 组 PTEN 蛋白表达水平显著降

低 ，AKT 磷 酸 化 水 平 显 著 升 高（P<0. 05）。 与

LPS+miR ⁃144⁃3p mimic 组比较，LPS+miR ⁃144⁃
3p mimic+AKT 抑制剂组 PTEN 蛋白表达变化差

异无统计学意义（P>0. 05），而 AKT 磷酸化水平显

著降低（P<0. 05）（图 5）。

3 讨论

NEC 仍然是早产儿最常见的胃肠道危急重症，

然其发病因素极为复杂，具体的发病机制尚不完全

清楚，这为疾病的早期诊断及针对性治疗带来困

难。既往研究［12］认为肠壁的炎症反应是 NEC 的最

主要病因，由于早产儿肠道发育不成熟，血供调节

能力差，肠蠕动弱以及食物易滞留发酵等因素，肠

道致病菌大量繁殖，导致肠道菌群紊乱；此外，因早

产儿肠道黏膜屏障不完善且免疫功能低下等因素，

肠道致病菌易侵入肠壁，产生内毒素 LPS 损伤肠上

皮细胞并活化 TLR4 受体诱导产生多种细胞炎症因

子，其中包括白细胞介素（interleukin，IL）和 TNF⁃α，
引起炎症级联反应，对肠壁产生持续性伤害［12］。

近年来，多篇研究［13⁃14］基于高通量测序技术发

现在 NEC 患儿和小鼠模型肠组织中存在众多差异

表达显著的 miRNA，通过与其靶基因构成复杂的生

物学调控网络参与 NEC 的发生发展。其中，miR⁃
144⁃3p 作为一种在肿瘤研究中备受关注的 miRNA，

表 5　各组 IEC⁃6 细胞上清中 IL⁃1β、TNF⁃α 蛋白表达水平

比较  （pg·mg-1，
-
x±s，n=3）

组别

对照组

LPS 组

LPS+mimic NC 组

LPS+miR⁃144⁃3p mimic组
LPS+miR⁃144⁃3p mimic+

AKT 抑制剂组

IL⁃1β
92.72±4.21

364.36±6.15*

342.82±9.38*

168.56±5.06#

286.94±8.42&

TNF⁃α
52.62±3.24

428.36±6.48*

442.58±5.16*

236.82±5.84#

386.34±8.62&

与 对 照 组 比 较 ，*P<0.05；与 LPS+mimic NC 组 比 较 ，#P

<0.05；与 LPS+miR⁃144⁃3p mimic比较，&P<0.05

图 4　各组 IEC⁃6 细胞凋亡率比较  （-x±s，n=3）
A. 各组 IEC⁃6 细胞凋亡情况；B. 各组 IEC⁃6 细胞凋亡率比较。与对照组比较，*P<0.05；与 LPS+mimic NC 组比较，#P<0.05；与

LPS+miR⁃144⁃3p mimic组比较，&P<0.05
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已被证实在多种炎症性疾病中发挥一定的抗炎或

促炎作用。LIN 等［4］研究发现 miR⁃144⁃3p 基因敲除

小鼠树突状细胞表面共刺激分子 CD80、CD86 及

CD40 的表达增加，促炎因子 TNF⁃α 和 IL⁃6 分泌增

多，加剧了 DSS 诱导的结肠炎。ZHANG 等［15］研究

发现在同型半胱氨酸干预的巨噬细胞中 miR⁃144⁃
3p 表达显著下降，过表达 miR⁃144⁃3p 可通过负性调

控 Rap1a 抑制巨噬细胞分泌促炎因子 IL⁃1β、IL⁃6 和

TNF⁃α，减轻同型半胱氨酸诱导的炎症反应。另有

研究［16］发现，骨关节炎滑膜组织中 miR ⁃144⁃3p 与

IL⁃1β 表达水平呈负相关，并在骨性关节炎滑膜成纤

维 细 胞 中 证 实 miR ⁃ 144 ⁃ 3p 可 靶 向 结 合 IL ⁃ 1β 
3'⁃UTR，过表达 miR⁃144⁃3p 可减轻膝骨关节炎大鼠

滑膜炎症和软骨损伤。然而，在脓肿分枝杆菌肺病

患者外周血单核细胞中，miR⁃144⁃3p 与 IL⁃1β、IL⁃6
等炎症因子表达水平呈正相关［17］。此外，有研究［18］

发现在脓毒症急性肺损伤患者血清中 miR⁃144⁃3p
表达水平显著升高，过表达 miR⁃144⁃3p 通过负性调

控 Caveolin⁃2 加剧脓毒症急性肺损伤小鼠肺组织炎

症反应和细胞凋亡。因肠壁的炎症反应是 NEC 的

最主要病因，miR⁃144⁃3p 在 NEC 的发生发展中是否

能发挥潜在的抗炎作用值得研究。本研究结果显

示在 NEC 新生大鼠模型和肠上皮细胞模型中 miR⁃
144⁃3p 表达显著下降，炎症因子 IL⁃1β、TNF⁃α 蛋白

表达水平显著升高，过表达 miR⁃144⁃3p 明显降低了

NEC 新生大鼠肠组织和肠上皮细胞 IEC⁃6 中 IL⁃1β
和 TNF⁃α 蛋白表达水平，发挥了一定的抗炎作用，

减轻了肠上皮细胞凋亡和肠道炎症损伤。

PTEN 是一种具有蛋白/脂质双重磷酸酶活性

的肿瘤抑制分子，可使磷脂酰肌醇 ⁃3，4，5⁃三磷酸

（phosphatidylinositol ⁃3，4，5 ⁃ trisphosphate，PIP3）去

磷酸化转化为磷脂酰肌醇 ⁃4，5⁃二磷酸（phosphati⁃
dylinositol⁃4，5⁃bisphosphate，PIP2），进而导致 AKT
去磷酸化失去活性，广泛参与细胞增殖、分化及凋

亡等过程，是维持细胞生长、发育和凋亡的重要机

制之一［7］。本研究通过双荧光素酶实验证实 PTEN
是 miR⁃144⁃3p 的靶基因，这与之前的研究［5］结果一

致。越来越多的研究表明，PTEN 表达异常参与多

种因素诱导的肠上皮细胞凋亡。HOU 等［19］发现脱

氧雪腐镰刀菌烯醇诱导的肠上皮细胞凋亡和增殖

抑制依赖于 PTEN 的表达，PTEN 缺失可明显改善

肠上皮细胞凋亡，促进肠上皮细胞增殖。LIU 等［20］

发现在缺氧复氧诱导的肠上皮细胞损伤中 PTEN
表达异常，miR⁃682 可通过负性调控 PTEN 的表达

抑制缺氧复氧诱导的肠上皮细胞凋亡。肠上皮细

胞作为肠黏膜的第一道屏障，在抵御致病菌及其毒

素等入侵方面具有重要作用，多因素诱导的肠上皮

细胞凋亡是 NEC 病理过程中的重要环节。上述研

究提示 miR ⁃ 144 ⁃ 3p 抑制肠上皮细胞凋亡可能与

PTEN 密切相关。本研究发现，在 NEC 新生大鼠模

型和肠上皮细胞模型中，PTEN 蛋白的表达显著上

调，AKT 磷酸化水平显著降低；而过表达 miR⁃144⁃
3p 明显抑制了 PTEN 蛋白的表达，促进了 AKT 的

磷酸化。在 NEC 肠上皮细胞模型中通过施加 AKT
抑制剂（MK⁃2206 2HCl）干预发现，AKT 抑制剂可

显著降低 IEC⁃6 细胞中 AKT 的磷酸化水平，减弱了

过表达 miR⁃144⁃3p 对 LPS 诱导的肠上皮细胞凋亡

和炎症反应的保护作用，表明过表达 miR⁃144⁃3p 可

能通过负性调控 PTEN 蛋白的表达，进而促进 AKT
的活化，减轻 LPS 诱导的肠上皮细胞损伤。

图 5　IEC⁃6 细胞中 PTEN、AKT、p⁃AKT 蛋白表达水平比较  （-x±s，n=3）
A. 蛋白印迹图；B. 蛋白相对表达量。与对照组比较，*P<0.05；与 LPS+mimic NC 组比较，#P<0.05；与 LPS+miR⁃144⁃3p mimic

组比较，&P<0.05
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本研究尚存在一定的局限性。首先，本研究仅

在细胞水平作了 AKT 抑制剂的干预，AKT 抑制剂

在体内是否也能拮抗 miR⁃144⁃3p 的作用未知，且未

检测 AKT 下游相关信号分子的表达变化；此外，本

研究未在转染 miR⁃144⁃3p 模拟物的基础上探究过

表达 PTEN 对 miR⁃144⁃3p 作用的影响，以充分证实

miR⁃144⁃3p 通过靶向调控 PTEN/AKT 通路改善肠

上皮细胞凋亡和肠道炎症损伤。以上均有待进一

步研究。

综 上 所 述 ，miR ⁃ 144 ⁃ 3p 可 能 通 过 靶 向 抑 制

PTEN 表达，促进 AKT 磷酸化，从而减轻 NEC 新生

大鼠肠组织损伤。本研究揭示了 miR⁃144⁃3p 可能

是 NEC 新的生物标志物，为其治疗提供了新的理论

依据。
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