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  摘 要:目的 研究脓毒症血浆源性外泌体微小RNA-1306-5p(miR-1306-5p)对肠黏膜上皮细胞的炎症、
凋亡和氧化应激损伤的调控作用,并探讨潜在机制。

 

方法 分离脓毒症血浆源性外泌体和健康血浆外泌体,分

为健康血浆外泌体组和脓毒症血浆源性外泌体组。用电镜观察外泌体,分析两组外泌体物理参数,并检测外泌

体中miR-1306-5p的表达。将肠黏膜上皮细胞分为对照组、miR-1306-5p模拟物的阴性对照组(mimic-NC组)、
miR-1306-5p模拟物组(mimic组)、mimic联合过表达Polo样激酶1(PLK1)的空载体组(mimic-PLK1-EV
组)、mimic联合过表达PLK1组(mimic+PLK1-OE组)。采用实时荧光定量PCR检测各组中miR-1306-5p和

PLK1
 

mRNA的表达,蛋白质印记法检测miR-1306-5p的靶基因PLK1、胱天蛋白酶(caspase)3、B淋巴细胞瘤-
2(Bcl-2)、Bcl2-相关X蛋白(Bax)的表达,双荧光素酶报告基因法检测 miR-1306-5p和PLK1的结合作用,采用

流式细胞术检测细胞凋亡,酶联免疫吸附试验检测培养细胞的上清液中肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素

(IL)-1β、IL-6、IL-8的表达,试剂盒法检测细胞中活性氧(ROS)、丙二醛(MDA)、谷胱甘肽(GSH)及超氧化物歧

化酶(SOD)的表达。结果 脓毒症血浆源性外泌体和健康血浆外泌体均呈椭球形,物理参数之间的差异无统

计学意义(P>0.05),与健康血浆外泌体组比较,脓毒症血浆源性外泌体组中的 miR-1306-5p的表达上调(P<
0.05)。双荧光素酶报告基因法证实,PLK1是 miR-1306-5p的靶基因。与 mimic-NC组比较,mimic组 miR-
1306-5p、TNF-α、IL-6、IL-8、IL-1β、caspase3、Bax、ROS、MDA 的 表 达 上 调,细 胞 凋 亡 率 增 加,PKL1、Bcl-2、
GSH、SOD的表达下调,差异均有统计学意义(P<0.05)。与mimic+PLK1-EV组比较,mimic+PLK1-OE组

TNF-α、IL-6、IL-8、IL-1β、caspase3、Bax、ROS、MDA的表达明显下调,细胞凋亡率降低,PKL1、Bcl-2、GSH、
SOD的表达上调,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 脓毒症血浆源性外泌体 miR-1306-5p通过靶向抑

制PKL1促进肠黏膜上皮细胞的炎症、凋亡和氧化应激损伤。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

regulatory
 

effects
 

of
 

plasma-derived
 

exosomal
 

microRNA-1306-5p
 

(miR-1306-5p)
 

on
 

inflammation,apoptosis
 

and
 

oxidative
 

stress
 

in
 

intestinal
 

mucosal
 

epithelial
 

cells
 

in
 

sepsis,
and

 

to
 

explore
 

the
 

potential
 

mechanisms.Methods Sepsis
 

plasma-derived
 

exosomes
 

and
 

healthy
 

plasma
 

exo-
somes

 

were
 

separated
 

and
 

divided
 

into
 

healthy
 

plasma
 

exosomes
 

group
 

and
 

sepsis
 

plasma-derived
 

exosomes
 

group.The
 

exosomes
 

were
 

observed
 

by
 

electron
 

microscopy,the
 

physical
 

parameters
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

of
 

exo-
somes

 

were
 

analyzed,and
 

the
 

expression
 

of
 

miR-1306-5p
 

in
 

the
 

exosomes
 

was
 

detected.Intestinal
 

mucosal
 

epi-
thelial

 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

group,negative
 

control
 

group
 

of
 

miR-1306-5p
 

mimic
 

(mimic-NC
 

group),
miR-1306-5p

 

mimic
 

group
 

(mimic
 

group),mimic
 

combined
 

with
 

overexpression
 

of
 

PLK1
 

empty
 

vector
 

group
 

(mimic-PLK1-EV
 

group),and
 

mimic
 

combined
 

with
 

overexpression
 

of
 

Polo-like
 

kinase
 

1
 

(PLK1)
 

group
 

(mimic+PLK1-OE
 

group).Real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

expressions
 

of
 

miR-1306-5p
 

and
 

PLK1
 

in
 

each
 

group,and
 

protein
 

imprinting
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expressions
 

of
 

miR-
1306-5p

 

target
 

genes
 

PLK1,caspase
 

3,B
 

lymphoblastoma-2
 

(Bcl-2)
 

and
 

Bcl2-associated
 

X
 

protein
 

(Bax).Dual
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luciferase
 

reporter
 

gene
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

binding
 

effect
 

of
 

miR-1306-5p
 

and
 

PLK1,and
 

flow
 

cytom-
etry

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

apoptosis.The
 

expressions
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),interleukin
 

(IL)-1β,
IL-6

 

and
 

IL-8
 

in
 

the
 

supernatant
 

of
 

cultured
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.The
 

expressions
 

of
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS),malondialdehyde
 

(MDA),glutathione
 

(GSH)
 

and
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD)
 

were
 

detected
 

by
 

kit
 

method.Results The
 

plasma
 

derived
 

exosomes
 

of
 

sepsis
 

and
 

healthy
 

plasma
 

were
 

ellipsoid
 

in
 

shape,and
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

physical
 

parameters
 

(P>0.05).
Compared

 

with
 

the
 

healthy
 

plasma
 

exosomes
 

group,the
 

expression
 

of
 

miR-1306-5p
 

was
 

up-regulated
 

in
 

the
 

plasma
 

derived
 

exosomes
 

of
 

sepsis
 

group
 

(P<0.05).PLK1
 

was
 

identified
 

as
 

the
 

target
 

gene
 

of
 

miR-1306-5p
 

by
 

double
 

luciferase
 

reporter
 

method.Compared
 

with
 

mimic-NC
 

group,the
 

expressions
 

of
 

miR-1306-5p,TNF-
α,IL-6,IL-8,IL-1β,caspase3,Bax,ROS

 

and
 

MDA
 

were
 

up-regulated,the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

increased,and
 

the
 

expressions
 

of
 

PKL1,Bcl-2,GSH
 

and
 

SOD
 

were
 

down-regulated
  

in
 

mimic
 

group
 

(all
 

P<0.05).Compared
 

with
 

mimic+PLK1-EV
 

group,the
 

expressions
 

of
 

TNF-α,IL-6,IL-8,IL-1β,caspase3,Bax,ROS,and
 

MDA
 

were
 

significantly
 

down-regulated,the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

decreased,and
 

the
 

expressions
 

of
 

PKL1,Bcl-2,GSH
 

and
 

SOD
 

were
 

up-regulated
 

in
 

mimic+PLK1-OE
 

group
 

(all
 

P<0.05).Conclusion Plasma
 

derived
 

exosome
 

miR-1306-5p
 

in
 

sepsis
 

promotes
 

inflammation,apoptosis
 

and
 

oxidative
 

stress
 

damage
 

of
 

intestinal
 

mucosal
 

epi-
thelial

 

cells
 

by
 

targeting
 

PKL1
 

inhibition.
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  脓毒症是一种危及生命的临床综合征,其特点是

病原体感染和全身炎症反应的共存[1]。肠道屏障功

能障碍可导致继发于脓毒症和多种器官功能障碍患

者的肠道细菌发生移位,加剧了脓毒症患者病情的恶

化[2]。此前有研究表明,靶向肠道屏障功能障碍及相

关致病因素的抗炎基因可以减少细菌移位和炎症反

应,从而延长脓毒症患者的生存时间[3]。因此,探讨

脓毒症的潜在基因对改善脓毒症患者的预后十分

迫切。
Polo样激酶1(PLK1)是一种高度保守的丝氨

酸/苏氨酸激酶,可控制有丝分裂和细胞周期进程[4]。
敲低PLK1在一系列人类癌症中诱导细胞凋亡和有

丝分裂终止[5]。已知,肠黏膜上皮细胞增殖与凋亡之

间的平衡决定了肠黏膜屏障的完整性[6]。PLK1对脂

多糖(LPS)诱导的上皮损伤和肠道屏障功能障碍具有

保护作用[7]。然而,在肠黏膜上皮细胞中,调控PLK1
的上游机制尚不清楚。

外泌体通过调节内皮细胞炎症反应、氧化应激和

凋亡参与脓毒症的发生发展,脓毒症血浆源性外泌体

中含有大量的微小RNA(miRNA),可能是加快脓毒

症发展的关键因素[8-9]。研究表明,微小RNA-1306-
5p(miR-1306-5p)在宿主抗感染反应中发挥重要作

用,并促进LPS诱导的炎症反应[10],而且 miR-1306-
5p在血浆源性外泌体中表达[11]。然而,脓毒症血浆源

性外泌体中miR-1306-5p在肠黏膜上皮细胞中的具体

作用尚不清楚。在此,本研究评估了脓毒症血浆源性外

泌体中miR-1306-5p的表达及其对肠黏膜细胞的凋亡、
炎症、氧化应激的影响,并进一步探讨了分子机制。
1 材料与方法

1.1 材料 收集2021—2022年本院5例脓毒症患

者及体检健康者的血浆标本。人结肠黏膜上皮细胞

NCM460购自美国ATCC公司。

1.2 方法

1.2.1 外泌体分离 使用exoEasy
 

Maxi试剂盒(德
国QIAGEN公司),通过差速离心法分离血浆源性外

泌体。为了观察外泌体的形态,将分离的外泌体在磷

酸盐缓冲液(PBS)中重悬,并放置在含有0.125%
 

formvar的碳包覆的铜网格上。网格用1%醋酸铀酰

染色。图像采用透射电镜拍摄(日本日立公司)。外

泌体粒径大小使用 NanoSight
 

NS300仪器通过纳米

颗粒跟踪分析测定。此外,外泌体也通过表面标志

物,包括CD9(抗-CD9,英国Abcam公司)、CD63(抗-
CD63,英国Abcam公司)和Calnexin

 

(抗-Calnexin,,
英国 Abcam 公司)进行表征。采用蛋白质印迹法

(Western
 

blot)检测这些标志物的表达。本研究经本

院医学伦理委员会的审核批准。
1.2.2 细胞培养与处理 将NCM460细胞放置含有

10%胎牛血清、100
 

μg/mL青霉素、100
 

μg/mL链霉

素的RPMI
 

1640培养基中培养。培养基在湿润培养

箱中培养,含5%的CO2,温度为37
 

℃。对照组细胞

用生理盐水处理。根据lipofectamine
 

2000(Invitro-
gen)说明书的提示,将NCM460细胞转染 miR-1306-
5p的 模 拟 物(mimic)和 mimic阴 性 对 照(mimic-
NC),并进一步在转染 mimic的基础上转染pcD-
NA3.1/PLK1空载体(PLK1-EV)或过表达PLK1的

重组质粒pcDNA3.1/PLK1(PLK1-OE),继续培养

48
 

h。根据转染物不同分组:mimic组,mimic-NC
组、mimic+PLK1-EV组、mimic+PLK1-OE组。转

染序列由上海GenePharma有限公司合成。
1.2.3 实时荧光定量(qPCR) RNA提取按照TR-
Izol试剂(美国Invitrogen公司)说明书进行。根据

PrimeScriptTMRT
 

Master
 

Mix
 

(Takara)的协议,合成

cDNA。在热循环 CFX6系统(美国Bio-Rad公司)
上,采用SYBR

 

Premix
 

Ex
 

TaqTMⅡ(日本Takara公
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司)进行qPCR反应。通过2-ΔΔCt 法计算基因表达。
检测miR-1306-5p表达使用 U6作为内参基因,检测

PLK1
 

mRNA表达的内参基因为GAPDH。
1.2.4 Western

 

blot 细胞用PBS洗涤后,在放射免

疫沉淀裂解缓冲液中裂解。用蛋白测定试剂盒(美国

Bio-Rad)测定总蛋白浓度。采用10%十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳后,将蛋白样品转移到PVDF
膜(美国 Millipore)上。然后,将PVDF膜用含5%脱

脂牛奶的TBST在室温下封闭1
 

h,然后在4
 

℃下用

PLK1、胱天蛋白酶(caspase)3、B淋巴细胞瘤-2(Bcl-
2)、Bcl2-相关X蛋白(Bax)一抗孵育过夜,然后用二

抗室温孵育1.5
 

h。采用ECL检测试剂显影,使用

Image
 

J软件分析各条带的灰度值。
1.2.5 双荧光素酶报告基因检测 用Starbase数据

库预测 miR-1306-5p和PLK1
 

3'UTR的碱基结合位

点。分 别 将 PLK1
 

3'UTR 野 生 型 序 列 (PLK1
 

3'UTR-WT)及3'UTR突变型序列(PLK1
 

3'UTR-
MUT)克隆到pmirGLO载体中,构建PLK1

 

3'UTR-
WT/MUT的报告基因,然后,将这些构建的报告基

因与 miR-1306-5p的 mimic或 mimic-NC共转染到

NCM460细胞中。转染48
 

h后,用双荧光素酶报告

基因检测试剂评估荧光素酶活性,并用 Western
 

blot
检测PLK1

 

3'UTR-WT/MUT载体转染的 NCM460
细胞中PLK1蛋白表达变化。
1.2.6 酶联免疫吸附试验(ELISA) 收集各组处理

完成后的细胞的培养基,评估炎症因子的释放,采用

人肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素(IL)-1β、IL-
6、IL-8的ELISA试剂盒(南京KeyGen公司)进行检

测。每个样品3个复孔,ELISA的所有程序均按说明

书提供的方案进行。
1.2.7 流式细胞术检测细胞凋亡 采用 Annexin

 

V/FITC试剂盒(美国 Neo
 

Bioscience公司),用 An-
nexin

 

V-异硫氰酸荧光素和碘化丙啶双标记凋亡细

胞,然后使用BDTMLSRⅡ流式细胞仪(美国BD
 

Bio-
sciences公司)对细胞进行分析,通过Annexin

 

V阳性

细胞计数确定凋亡细胞情况。
1.2.8 氧化应激检测试验 根据活性氧(ROS)、丙
二醛(MDA)、谷胱甘肽(GSH)及超氧化物歧化酶

(SOD)活性评估氧化应激情况。使用从上海碧云天

公司购买的商业试剂盒对这些指标进行检测。所有

程序均按说明书提供的方案进行,每个样品设置3个

复孔。
1.3 统计学处理 采用SPSS21.0软件进行数据处

理和分析,呈正态分布的计量资料以x±s,组间比较

采用t检验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 脓毒症血浆源性外泌体中 miR-1306-5p的表达

变化 本研究分离了脓毒症血浆源性外泌体和健康

血浆外泌体。脓毒症血浆源性外泌体和健康血浆外

泌体均呈现圆形膜结构,二者的直径分别在92.24~
120.36

 

nm,91.89~118.55
 

nm,粒径分布的峰尺寸分

别为106.28、109.36
 

nm。脓毒症血浆源性外泌体的

Zeta电势为(-23.06±2.6)mV,健康血浆外泌体的

Zeta电势为(-23.15±1.89)mV,二者差异无统计学

意义(P>0.05)。两组的外泌体标志物CD9、CD63、
Calnexin的表达比较,差异无统计学意义(P>0.05)。
而与健康血浆外泌体比较,脓毒症血浆源性外泌体中

的 miR-1306-5p表达明显上调,差异有统计学意义

(P<0.05)。见图1A~E。
2.2 肠黏膜上皮细胞中PLK1是 miR-1306-5p的靶

基因 通过生物信息学分析,miR-1306-5p可能与

PLK1的3'UTR区有多个位点结合,提示PLK1可能

是miR-1306-5p的靶基因。本研究在肠黏膜上皮细

胞中 检 测 发 现,与 mimic-NC 组 比 较,mimic组 的

miR-1306-5p表达升高(P<0.05),而PLK1
 

mRNA
和蛋白表达均降低(P<0.05)。双荧光素酶报告基因

检测发现,在野生型(PLK1
 

3'UTR-WT)中,与 mim-
ic-NC组比较,mimic组的荧光素酶活性降低,差异有

统计学意义(P<0.05)。而在突变型(PLK1
 

3'UTR-
MUT)中,与mimic-NC组比较,mimic组的荧光素酶

活性差异无统计学意义(P>0.05),而PLK1
 

3'UTR-
WT转染的肠黏膜上皮细胞与PLK1

 

3'UTR-MUT
转染的肠黏膜上皮细胞比较,PLK1的蛋白表达差异

无统计学意义(P>0.05)。见图2A~I。
2.3 过表达 miR-1306-5p通过靶向抑制PLK1促进

肠黏膜上皮细胞的炎症 与对照组比较,mimic-NC
组 miR-1306-5p、PKL1、TNF-α、IL-6、IL-8、IL-1β的

表达差异无统计学意义(P>0.05)。与 mimic-NC组

比较,mimic组 miR-1306-5p、TNF-α、IL-6、IL-8、IL-
1β的表达明显上调,PKL1的蛋白表达下调(P<
0.05)。与mimic组比较,mimic+PLK1-EV组 miR-
1306-5p、PLK1、TNF-α、IL-6、IL-8、IL-1β的表达差异

无统计学意义(P>0.05)。与 mimic+PLK1-EV组

比较,mimic+PLK1-OE组PLK1表达上调,而TNF-
α、IL-6、IL-8、IL-1β的表达明显下调,差异有统计学意

义(P<0.05),miR-1306-5p的表达变化无统计学意

义(P>0.05)。见图3A~F。
2.4 过表达 miR-1306-5p通过靶向抑制PLK1促进

肠黏膜上皮细胞的凋亡 与对照组比较,mimic-NC
组凋亡率、caspase3、Bax和Bcl-2的表达差异无统计

学意义(P>0.05)。与 mimic-NC组比较,mimic组

凋亡率增加及caspase3、Bax的表达上调,而Bcl-2表

达下 调 (P <0.05)。与 mimic组 比 较,mimic+
PLK1-EV组凋亡率、caspase3、Bax和Bcl-2的表达差

异无统计学意义(P>0.05)。与 mimic+PLK1-EV
组 比 较,mimic+ PLK1-OE 组 凋 亡 率 减 少 及

caspase3、Bax的表达下调,而Bcl-2的表达上调,差异

有统计学意义(P<0.05)。见图4A~E。
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  注:A为外泌体电镜图;B为外泌体的Zeta电势比较;C为 Western
 

blot法检测外泌体标志蛋白CD9、CD63、Calnexin的表达条带;D为CD9、

CD63、Calnexin蛋白表达的统计图;E为qPCR法检测miR-1306-5p的表达变化,与健康血浆外泌体比较,*P<0.05。

图1  脓毒症血浆源性外泌体中 miR-1306-5p的表达变化

  注:A为生物信息学分析miR-1306-5p和PLK1
 

3'UTR的结合位点;B~C为qPCR检测miR-1306-5p和PLK1的表达变化;D~E为 Western
 

blot法检测PLK1蛋白的表达;F~G为双荧光素酶报告基因实验检测 miR-1306-5p和PLK1
 

3'UTR的结合,与 mimic-NC组比较,*P<0.05;

H为 Western
 

blot法检测PLK1
 

3'UTR-WT和PLK1
 

3'UTR-MUT中PLK1的表达条带;I为PLK1蛋白表达的统计图。

图2  肠黏膜上皮细胞中PLK1是 miR-1306-5p的靶基因
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  注:A为qPCR法检测miR-1306-5p的表达变化;B1为 Western
 

blot法检测PLK1蛋白的表达条带;B2为PLK1蛋白表达的统计图;C~F为

ELISA法检测各组炎症因子TNF-α、IL-6、IL-8、IL-1β表达变化;与mimic-NC组比较,*P<0.05;与mimic+PLK1-EV组比较,&P<0.05。

图3  过表达 miR-1306-5p通过靶向抑制PLK1促进肠黏膜上皮细胞的炎症

  注:A为流式细胞术检测的细胞凋亡率统计图;B~E为 Western
 

blot法检测caspase3、Bax、Bcl-2蛋白的表达;与 mimic-NC组比较,*P<

0.05;与mimic+PLK1-EV组比较,&P<0.05。

图4  过表达 miR-1306-5p通过靶向抑制PLK1促进肠黏膜上皮细胞的凋亡

2.5 过表达 miR-1306-5p通过靶向抑制PLK1促进

肠黏膜上皮细胞的氧化应激损伤 与对照组比较,
mimic-NC组ROS,MDA、GSH、SOD表达差异均无

统计学意义(P>0.05)。与mimic-NC组比较,mimic
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组ROS、MDA的表达上调,而 GSH、SOD的表达下

调(P<0.05)。与 mimic组比较,mimic+PLK1-EV
组ROS、MDA、GSH、SOD表达差异都无统计学意义

(P>0.05)。与 mimic+PLK1-EV组比较,mimic+

PLK1-OE组ROS、MDA的表达下调,而GSH、SOD
的表达上调,差异有统计学意义(P<0.05)。见图

5A~D。

  注:A~D为试剂盒法检测细胞中ROS、MDA、GSH、SOD的表达;与mimic-NC组比较,*P<0.05;与mimic+PLK1-EV组比较,&P<0.05。

图5  过表达 miR-1306-5p通过靶向抑制PLK1促进肠黏膜上皮细胞的氧化应激损伤

3 讨  论

脓毒症是一种危及生命的疾病,当机体对感染的

反应导致自身组织和器官受损时即发生脓毒症,脓毒

症可导致多种器官功能障碍,如肠道屏障功能障

碍[12]。黏膜上皮细胞是肠道屏障的主要组成部分,上
皮细胞的氧化应激诱导的凋亡导致紧密连接的破坏,
进而增加肠道通透性[3]。而恢复肠道屏障功能是脓

毒症的重要治疗方法[13]。miRNA是一类小型的非

编码RNA,通过与其靶基因3'UTR的碱基配对靶基

因的转录和翻译发挥抑制作用[14],它们在某些疾病如

癌症和炎症中起关键作用,并参与管理几乎所有细胞

过程的基因调节网络[15-16]。值得注意的是,已有研究

发现miRNA失调与临床表现和炎症相关,表明它们

可能作为脓毒症的潜在治疗靶点[17]。miRNA与靶

基因结合形成RNA诱导沉默复合物,从而调控这些

靶基因的表达。有研究表明,miRNA在脓毒症,特别

是肠道功能障碍中发挥着重要作用[17]。最近,已确认

miR-1306-5p在免疫应答中发挥重要作用,并通过靶

向Tollip促进LPS诱导的炎症[10]。此外,miR-1306-
5p在脓毒症中被认为是不良临床结果的潜在标志

物[18]。在本研究中,发现脓毒症患者血浆源性外泌体

中miR-1306-5p表达高于健康者血浆源性外泌体,而
且本研究发现miR-1306-5p与PLK1的3'UTR可能

具有相互作用。
已知PLK1在有丝分裂纺锤体的组装、细胞质分

裂、G2/M过渡期的中心体和姐妹染色单体的分离中

发挥重要作用[7,19]。PLK1可以抑制细胞凋亡并促进

LPS处理下HT-29细胞的增殖[20],而且最新的研究

表明,脓毒症患者血清中PLK1表达升高,与血清D-
乳酸和内毒素表达呈负相关,对患者28

 

d死亡率具有

较高的预测价值[21]。另外,该研究证实了脓毒症小鼠

肠道中PLK1的表达降低,PLK1的过表达减轻肠道

屏障损伤,降低脓毒症小鼠的72
 

h死亡率[21]。进一

步研究还发现PLK1与IL-6在患者中呈负相关,增加

或干扰PLK1表达可降低或升高小鼠血清IL-6表

达[21],因此,PLK1在脓毒症肠道屏障功能中发挥关

键作用。本研究通过双荧光素酶报告基因试验发现,
PLK1是 NCM460细胞中 miR-1306-5p的靶基因。
而且,PLK1的过表达逆转miR-1306-5p的功能,减少

了肠黏膜上皮细胞的凋亡,抑制ROS、MDA的表达,
并促进了GSH、SOD的表达,而且还抑制了TNF-α、
IL-6、IL-8、IL-1β的表达。这些结果表明PLK1可能

是脓毒症引起的肠道屏障功能障碍潜在调控机制的

新参与者。另外,研究还发现沉默PLK1可以明显促

进肠黏膜上皮细胞凋亡和肠道屏障功能障碍[18],说明

沉默PLK1和miR-1306-5p
 

mimic的功能一致。这进

一步佐证了PLK1可作为 miR-1306-5p在调控结肠

黏膜上皮细胞中的功能性靶基因,从而调控了肠黏膜

上皮细胞的炎症、凋亡和氧化应激损伤。
氧化应激是一种细胞内外环境因素导致的生物

体内氧化还原平衡失调的过程[8]。在炎症和感染状

态下,身体的氧化应激水平会增加,导致细胞内产生

大量的ROS自由基和其他氧化物质。这些ROS自

由基可以引起细胞膜脂质过氧化、DNA和蛋白质的

氧化损伤,从而导致组织和器官的功能紊乱[8]。本研

究结果显示,miR-1306-5p的上调致使与氧化应激相

关的指标包括ROS和MDA表达升高,同时抗氧化物

质GSH和SOD表达降低。这表明脓毒症状态下,
miR-1306-5p的高表达可能促进了氧化应激的发生。
此外,细胞凋亡率的增加也可能与氧化应激有关,因
为氧化应激可以激活凋亡通路,在脓毒症中可能导致

细胞死亡增加。细胞内的氧化应激状态是由多种因

素共同调节的[9,13]。在本研究中,miR-1306-5p的上

调通过 靶 向 PLK1来 调 控 细 胞 的 氧 化 应 激 水 平。
PLK1是一种丝裂原活化蛋白激酶,它在细胞周期的

调节中扮演重要角色[5]。既往的研究表明,PLK1在

氧化应激中起着关键作用[13]。本研究发现,在 miR-
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1306-5p上调的情况下,通过抑制PLK1的活性,氧化

应激水平降低,从而减少了细胞的凋亡和炎症反应。
这提示 miR-1306-5p通过靶向PLK1,负向调节氧化

应激反应,并对脓毒症的肠道屏障功能进行调节。本

研究发现了脓毒症血浆源性外泌体 miR-1306-5p可

通过靶向PLK1对肠黏膜上皮细胞的氧化应激状态

产生调节作用。
本文研究了脓毒症血浆源性外泌体中 miR-1306-

5p对肠黏膜上皮细胞的调节作用和潜在机制。本研

究结果表明,miR-1306-5p通过靶向PLK1,积极调节

肠黏膜上皮细胞的凋亡、炎症反应和氧化应激,表明

脓毒症血浆源性外泌体 miR-1306-5p是脓毒症肠道

屏障功能障碍的潜在生物标志物和治疗靶点。
综上所述,本研究探讨了脓毒症血浆源性外泌体

中miR-1306-5p和PLK1在肠黏膜上皮细胞凋亡、炎
症和氧化应激损伤中的作用,并证实PLK1是 miR-
1306-5p的靶基因,其具有作为改善肠道屏障功能障

碍和减轻上皮损伤的潜在靶标。这些发现可能对揭

示脓毒症引起的肠道屏障功能障碍和上皮损伤的机

制提供新的见解。
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