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甘露糖结合凝集素对肠上皮细胞屏障功能的影响
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　　［摘要］　目的　观察甘露糖结合凝集素（ｍａｎｎｏｓｅｂｉｎｄｉｎｇｌｅｃｔｉｎ，ＭＢＬ）对人结肠癌细胞株 Ｃａｃｏ２
屏障功能的影响并探讨其分子机制。方法　 体内实验：取１４只Ｃ５７小鼠，按随机数字表法分为假手术
组和ＬＰＳ组（经腹腔注射ＬＰＳ，构建肠炎症损伤模型），通过免疫组化和ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ观察ＭＢＬ的变化
情况，ＨＥ染色观察肠黏膜的损伤情况。体外实验：Ｃａｃｏ２细胞分为对照组、空转染组和ＭＢＬｓｈＲＮＡ组
（应用ＭＢＬ干扰质粒转染 Ｃａｃｏ２细胞），采用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测紧密连接蛋白的表达情
况，并检测其跨上皮电阻（ＴＥＲ）。结果　 体内实验ＴＥＲ显示ＬＰＳ组肠黏膜通透性（８０．３２±５．４３）比假
手术组（１４０．４５±４．７８）明显增加（Ｐ＜０．０１），ＨＥ染色显示ＬＰＳ处理后肠黏膜完整性比假手术组降低，
免疫组化和ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果显示 ＬＰＳ处理组 ＭＢＬ表达升高（Ｐ＜００５）。在体外实验中，我们
成功构建ＭＢＬｓｈＲＮＡ质粒模型，ＭＢＬｓｈＲＮＡ组细胞中 ＭＢＬ的蛋白和 ｍＲＮＡ表达［（０．３４±００９），
（０４２±０．１２）］较对照组及空转染组明显降低（Ｐ＜０．０５）。ＭＢＬｓｈＲＮＡ组的紧密连接蛋白Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和
Ｃｌａｕｄｉｎ１的蛋白［（０．４３±０．１０）、（０．５３±０．１１）］和 ｍＲＮＡ水平［（０．４３±０．０８）、（０．４５±０１０）］明显
低于其余组（Ｐ＜０．０５）；ＭＢＬｓｈＲＮＡ组ＴＥＲ值（８０．３３±７．６４）降低较其余组明显（Ｐ＜００５）。结论　
下调ＭＢＬ基因可减少肠上皮细胞紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 Ｃｌａｕｄｉｎ１ｍＲＮＡ及蛋白水平的表达，减弱
肠上皮细胞的屏障保护功能。
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　　［中图法分类号］　Ｒ３２２；Ｒ３６３．２１；Ｒ５７４．６ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金重点项目（８１３３００１３）；国家自然科学基金面上项目（８１２７０４５１）；国家教育部创新团队项目基金（教技函［２０１３］５９

号）；国家自然科学基金青年科学基金（８１２００２８８）

［通信作者］　杨　桦，Ｅｍａｉｌ：ｈｗｂｙａｎｇ＠１２６．ｃｏｍ

［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１５０４２１．１０３５．０１８．ｈｔｍｌ（２０１５０４２１）

Ｒｏｌｅｏｆｍａｎｎｏｓｅｂｉｎｄｉｎｇｌｅｃｔｉｎｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｂａｒｒｉｅｒｉｎｖｉｖｏ
ａｎｄｉｎｖｉｔｒｏ
ＸｕＣｈａｏ，ＰｅｎｇＫｅ，ＷａｎｇＷｅｎｓｈｅｎｇ，ＹｕＭｉｎ，ＳｕｎＬｉｈｕａ，ＹａｎｇＨｕａ（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ，Ｘｉｎｑｉａｏ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ，ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３７，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｎｎｏｓｅｂｉｎｄｉｎｇｌｅｃｔｉｎ（ＭＢＬ）ｏｎｔｈｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｂａｒｒｉｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＣａｃｏ２ｃｅｌｌｓａｎｄｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎｔｈｅｉｎｖｉｖｏｓｔｕｄｙ，１４
Ｃ５７Ｂｌ／６ｍｉｃｅｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ２ｇｒｏｕｐｓ，ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎａｎｄＬＰＳｇｒｏｕｐｓ．ＴｈｅＬＰＳｍｉｃｅｒｅｃｅｉｖｅｄ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＬＰＳｔｏｉｎｄｕｃｅａｃｕｔｅｂａｒｒｉｅｒｉｎｊｕｒｙ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＢＬａｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌａｓｓａｙａｎｄＰＣＲ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｉｎｔｈｅｉｎｖｉｔｒｏ
ｓｔｕｄｙ，Ｃａｃｏ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＭＢＬｓｈＲＮＡｐｌａｓｍｉｄ．Ｔｈｅｎ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ
ａｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎｄｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄ
ｔｒａｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ（ＴＥＲ）ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＩｎｖｉｖｏｓｔｕｄｙｆｏｕｎｄｔｈａｔＬＰＳｇｒｏｕｐ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｍｇｒｏｕｐ（ＴＥＲｖａｌｕｅ：８０．３２±５．４３ｖｓ１４０．４５±４．７８，Ｐ＜

１９０１
第３７卷第１１期
２０１５年６月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．１１
Ｊｕｎ．１５　２０１５



０．０１）．ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄＬＰＳｇｒｏｕｐｈａｄｅｎｈａｎｃｅｄｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｔｈａｎｔｈｅ
ｓｈａｍｇｒｏｕｐ．ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌａｓｓａｙａｎｄｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｓｓａｙｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＢＬ
ｗｅｒｅａｐｐａｒｅｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒＬＰＳｅｘｐｏｓｕｒｅ（Ｐ＜０．０５）．ＡｆｔｅｒＣａｃｏ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＭＢＬ
ｓｈＲＮＡｐｌａｓｍｉｄ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＢＬａｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎＭＢＬｓｈＲＮＡ
ｃｅｌｌｓ（０．３４±０．０９，０．４２±０．１２）ｔｈａｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｓｈＲＮＡｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｂｌａｎｋｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ
ａｎｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＯｃｃｌｕｄｉｎ（０．４３±０．１０，０．４３±０．０８）ａｎｄＣｌａｕｄｉｎ１（０．５３±０．１１，０．４５±
０．１０）ｗｅｒｅｏｂｖｉｏｕｓｌｙｌｏｗｅｒｉｎＭＢＬｓｈＲＮＡｃｅｌｌｓｔｈａｎｉｎｃｏｎｔｒｏｌｓｈＲＮＡａｎｄｂｌａｎｋｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅＴＥＲ
ｗａｓ８０．３３±７．６４ｉｎｔｈｅＭＢＬｓｈＲＮＡｃｅｌｌｓ，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｅｏｔｈｅｒｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＭＢＬｄｅｃｒｅａｓｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｓｐｒｏｔｅｉｎｓＯｃｃｌｕｄｉｎａｎｄＣｌａｕｄｉｎ１ａｔｍＲＮＡ
ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ，ａｎｄａｔｔｅｎｕａｔｅｓｔｈｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｂａｒｒｉｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｍａｎｎｏｓｅｂｉｎｄｉｎｇｌｅｃｔｉｎ；ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ；ＬＰＳ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＫｅｙＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１３３００１３），ｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆ

Ｃｈｉｎａ（８１２７０４５１），ｔｈｅＰｒｏｇｒａｍｆｏｒＩｎｎｏｖａｔｉｖｅＴｅａｍｏｆＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ（２０１３５９），ａｎｄｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓｏｆ

Ｃｈｉｎａ（８１２００２８８）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＹａｎｇＨｕａ，Ｅｍａｉｌ：ｈｗｂｙａｎｇ＠１２６．ｃｏｍ

　　肠黏膜屏障在维持肠道的完整性和机体稳态中发
挥重要作用。多种病理过程如严重创伤、烧伤、败血

症、失血性休克和慢性炎症疾病等，都能引起肠屏障破

坏，导致肠道细菌移位入血，加重肠道损伤。同时肠道

菌群破坏肠壁组织，并释放 ＬＰＳ向肠道周围组织和血
液移位，进一步损伤紧密连接蛋白，ＬＰＳ促进肠道细胞
释放大量的炎性因子，加重肠黏膜屏障损伤，引起体内

稳态失衡［１］。

　　甘露糖结合凝集素（ｍａｎｎｏｓｅｂｉｎｄｉｎｇｌｅｃｔｉｎ，ＭＢＬ）
是一种模式识别分子，在固有免疫防御及维持机体稳

态中起重要作用。它主要由肝脏产生，释放入血液循

环后，其可以直接识别并结合病原微生物发挥调理素

作用，同时也可以通过凝集素途径激活补体形成膜攻

击复合物，清除病原微生物，维持机体的稳态［２－３］。近

来研究发现在肠上皮细胞有 ＭＢＬ特异性表达［２］。但

对于ＭＢＬ肠道特异性表达发挥的作用及机制并不清
楚。有研究发现 ＭＢＬ基因缺陷小鼠在烧伤和细菌接
种模型中，发展成脓毒血症的比例更高并有更高的死

亡率［３］。在ＤＳＳ诱导的急性结肠炎中，ＭＢＬ／ｃ１ｑ基因
缺陷小鼠的内毒素水平较野生小鼠明显增高，屏障通

透性也增加，屏障功能受到破坏［４］。这些研究提示，

ＭＢＬ可能直接参与了肠屏障功能的调控。本实验拟
通过ｓｈＲＮＡ质粒干扰 ＭＢＬ的表达，观察肠上皮细胞
紧密连接蛋白的表达，探讨 ＭＢＬ对肠屏障功能的影
响，为探讨其作用分子机制的研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　人结肠癌上皮 Ｃａｃｏ２细胞株购自中国科学院细

胞库，常规细胞培养箱购自日本Ｓａｎｙｏ公司，胎牛血清
ＭＥＭ培养基购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，胰蛋白酶购自美
国ＢＢＩ公司，Ｂａｘ、Ｂｃｌ２抗体、聚偏二氟乙烯（ＰＤＶＦ）膜
购自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，垂直电泳仪和湿转电转仪购
自美国 ＢｉｏＲａｄ公司，ＲＩＰＡ裂解液、蛋白测定试剂盒
和ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配置试剂盒均购自武汉博士德生物
工程公司，凝胶成像分析系统购自美国 ＫＯＤＡＫ公司，
质粒序列来源于Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　实验动物及分组
　　１４只６～８周龄雄性Ｃ５７小鼠，体质量（２１±２）ｇ。
按随机数字表法分为２组（ｎ＝７）：假手术组、ＬＰＳ组。
处理前１２ｈ禁食，自由饮水。ＬＰＳ组经腹腔注射 ＬＰＳ
溶液１０ｍｇ／ｋｇ［５］；假手术组给予同等体积的０．９％氯
化钠注射液。观察６ｈ后腹腔注射０．１５ｍＬ０．１％的
戊巴比妥钠麻醉后，腹正中线切开，暴露肠段并取其小

肠组织。

１．３　实验方法
１．３．１　细胞培养　　Ｃａｃｏ２细胞用含 １０％胎牛血
清、１％双抗、１％非必需氨基酸的 ＭＥＭ培养基中置于
３７℃、５％ ＣＯ２饱和湿度的条件下培养，直至细胞融合
８０％，用０．２％含ＥＤＴＡ胰酶消化，Ｈａｎｋｓ液吹均匀后，
将Ｃａｃｏ２细胞以１．０×１０６／孔接种至６孔板中并分对
照组和 ＬＰＳ处理组，向 ＬＰＳ组中加入 １００μｇ／ｍＬ的
ＬＰＳ处理Ｃａｃｏ２细胞，２４ｈ后提取蛋白［６］。

１．３．２　细胞转染质粒　　Ｃａｃｏ２细胞以１．０×１０６接
种于６孔板中，培养２４ｈ后，分为３组：对照组、空转
染组和ＭＢＬｓｈＲＮＡ组，用Ｌｉｐｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００进行质粒
瞬转。
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１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＢＬ、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ１蛋
白表达水平　　提取不同处理过后的蛋白样，用蛋白
测定试剂盒测定上清液蛋白水平。蛋白上样，恒压电

泳，恒流湿转至 ＰＶＤＦ膜（用甲醇浸泡），转膜后，用
５％ ＴＢＳＴ脱脂奶粉室温封闭２ｈ，加入一抗４℃冰箱
过夜。ＴＢＳＴ洗膜，然后加入对应二抗，３７℃温箱孵育
１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜。加入ＥＣＬ发光试剂显影，采集发光信
号，经ＫｏｄａｋＭｏｌｅｃｕｌａｒＩｍａｇｉｎｇ软件行密度分析，实验
重复３次。
１．３．４　免疫组化染色　　石蜡切片脱蜡，二甲苯、乙
醇各浸泡１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次，阻断内源性过氧化物
酶的活性，枸盐酸缓冲液，一抗室温下孵育２ｈ。ＤＡＢ
液显色，苏木精复染，自来水冲洗、蓝化，中性树胶封

固，晾干后观察，实验重复３次以上。
１．３．５　实时荧光定量 ＰＣＲ分析 ＭＢＬｍＲＮＡ水平变
化　　用ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）按试剂盒说明提取细胞总
ＲＮＡ，用逆转录试剂盒将 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ。以合
成的ｃＤＮＡ第１链为模板进行扩增（按ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试
剂盒说明进行）。△Ｃｔ＝Ｃｔ目的基因 －Ｃｔβａｃｔｉｎ，△△Ｃｔ＝
△Ｃｔ处理组 －△Ｃｔ对照组。不同样本的目的基因表达的相对
差异量＝２－△△Ｃｔ，引物序列见表１，实验重复３次以上。

表１ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ引物核苷酸序列

引物名称 引物序列
产物长度

（ｂｐ）

ｍｏｕｓｅＭＢＬ
上游：５′ＧＧＡＣＡＧＡＧＣＡＧＡＡＴＴＴＧＡＴＡＣＴＡＧＣＧ３′

下游：５′ＡＣＴＣＡＧＡＧＡＧＡＡＧＡＧＣＡＣＣＣＡＧＴＴＴＣ３′
１００

ＨｕｍａｎＭＢＬ
上游：５′ＣＣＣＴＧＴＴＴＣＣＡＴＣＡＣＴＣＣＣＴＣ３′

下游：５′ＧＴＧＣＣＡＴＣＡＣＧＣＣＣＡＴＣＴＴ３′
１６０

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
上游：５′ＡＧＣＡＧＣＧＧＴＧＧＴＡＡＣＴＴＴＧＡＧＡ３′

下游：５′ＡＣＴＣＧＣＣＧＣＣＡＧＴＴＧＴＧＴＡＧ３′
１１８

Ｃｌａｕｄｉｎ１
上游：５′ＧＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＧＴＣＡＧＧＣＴＣＴＣ３′

下游：５′ＣＴＴＧＧＴＧＴＴＧＧＧＴＡＡＧＡＧＧＴＴＧＴＴ３′
１１８

βａｃｔｉｎ
上游：５′ＣＣＡＣＧＡＡＡＣＴＡＣＣＴＴＣＡＡＣＴＣＣ３′

下游：５′ＧＴＧＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴ３′
１４７

１．３．６　肠黏膜跨上皮电阻测定　　取出两组小肠组
织，沿系膜细膜方向剖开肠管，轻轻冲洗肠管，在显微

操作镜下剥离肠黏膜，并将其安装在调试好的尤斯灌

流仪器上，测取电流值。实验重复３次［７］。

１．３．７　肠上皮细胞跨上皮电阻（ｔｒａｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＴＥＲ）测定　　接种细胞后的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室，用ＭｉｌｌｉｃｅｌｌＥＲＳ２电阻测定仪测定 ＴＥＲ，待 ＴＥＲ数
值稳定后，用质粒瞬转４８ｈ构建 ＭＢＬ基因干扰模型，
分别检测处理前后的 ＴＥＲ值。测得 ＴＥＲ值需减去空

白对照（Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室内未接种细胞）后记录为每组电
阻值，结果以处理后的ＴＥＲ值占处理前的百分比表示。
每组做１复孔，实验重复３次［８］。

１．４　统计学方法
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行
单因素方差分析。

２　结果

２．１　小肠黏膜ＴＥＲ值变化和组织形态学改变
　　腹腔注射 ＬＰＳ后，取下小肠黏膜安装到 Ｕｓｓｉｎｇ
ｃｈａｍｂｅｒｓ上，待仪器运作平稳后开始记录仪器的电阻
值，假手术组与ＬＰＳ处理组ＴＥＲ结果分别为（１４０４５±
４．７８）、（８０．３２±５．４３）。ＬＰＳ处理后，小肠 ＴＥＲ值较
假手术组明显降低（Ｐ＜０．０１）。ＨＥ染色也显示假手
术组肠绒毛形态完整性较好，ＬＰＳ组肠绒毛完整性较
差，部分出现绒毛断裂（图１）。

!

"

Ａ：假手术组；Ｂ：ＬＰＳ组
图１　两组小鼠小肠组织形态学观察　（ＨＥ×２００）

２．２　小肠上皮ＭＢＬ表达情况
　　假手术组中肠绒毛表达少量 ＭＢＬ，ＬＰＳ组中肠上
皮和隐窝上皮表达 ＭＢＬ明显增高（图２）。Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ结果显示ＬＰＳ处理组 ＭＢＬ的 ｍＲＮＡ相对表达量
（１２．６７±４．８５）比假手术组明显升高（Ｐ＜０．０１）。

!

"

Ａ：假手术组；Ｂ：ＬＰＳ组
图２　两组免疫组化小鼠小肠组织ＭＢＬ表达情况

（ＳＡＢＣ×２００）

２．３　Ｃａｃｏ２细胞中ＭＢＬ表达的变化
　　在体外，１００μｇ／ｍＬ的ＬＰＳ处理Ｃａｃｏ２细胞２４ｈ
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后，ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测结果显示，ＬＰＳ组 ＭＢＬ的
ｍＲＮＡ相对表达量（２．２４±０．６７）比对照组高（Ｐ＜
００５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＬＰＳ组 ＭＢＬ蛋白相对
表达量（２．４６±０．８９）显著高于对照组（Ｐ＜０．０５，
图３）。
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１：对照组；２：ＬＰＳ组
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测两组单层肠上皮细胞ＭＢＬ的

蛋白表达

２．４　ｓｈＲＮＡ瞬转对Ｃａｃｏ２细胞ＭＢＬ基因的影响
　　应用ＭＢＬｓｈＲＮＡ质粒瞬时转染Ｃａｃｏ２细胞４８ｈ
后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（图４）和 ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ法测量 ＭＢＬ
表达，结果显示，ＭＢＬｓｈＲＮＡ组蛋白水平（０．３４±
００９）和ｍＲＮＡ水平（０．４２±０．１２）均较空转染组明显
降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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１：空转染组；２：ＭＢＬｓｈＲＮＡ组
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检查两组单层上皮细胞ＭＢＬ的蛋白表达

２．５　肠上皮细胞紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 Ｃｌａｕｄｉｎ１
的蛋白和基因水平变化

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测紧密蛋白的表达：ＭＢＬｓｈＲＮＡ组
紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 Ｃｌａｕｄｉｎ１［分别为（０．４３±
０１０）、（０．５３±０．１１）］表达均低于对照组、空转染组
（Ｐ＜０．０５），对照组与空转染组差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。同时观察其 ｍＲＮＡ水平变化情况，ＭＢＬ
ｓｈＲＮＡ组紧密连接蛋白Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 Ｃｌａｕｄｉｎ１［分别为
（０４３±０．０８）、（０．４５±０．１０）］低于对照组、空转染组
（Ｐ＜００５），对照组与空转染组差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５，图５、表２）。
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１：对照组；２：空转染组；３：ＭＢＬｓｈＲＮＡ组
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测紧密连接蛋白Ｃｌａｕｄｉｎ１和

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的蛋白表达

表２　肠上皮细胞紧密连接蛋白的变化水平（ｎ＝３）

蛋白表达水平 ｍＲＮＡ相对表达水平
组别

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ Ｃｌａｕｄｉｎ１ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ Ｃｌａｕｄｉｎ１
对照组 ０．８８±０．１４ ０．８８±０．０８ １ １
空转染组 ０．９４±０．２２ ０．８８±０．０７ ０．８４±０．１１ ０．９０±０．０８

ＭＢＬｓｈＲＮＡ组 ０．４３±０．１０ａ ０．５３±０．１１ａ ０．４３±０．０８ａ ０．４５±０．１０ａ

Ｆ值 ８．７１９ １６．５３９ ３６．３８ ４７．０８
Ｐ值 ０．０１７ ０．００４ ＜０．００１ ＜０．００１

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组及空转染组比较

２．６　肠上皮ＴＥＲ的变化
　　对照组、空转染组和 ＭＢＬｓｈＲＮＡ组的 ＴＥＲ分别
为（１３３．６７±９．０７）、（１２０．６７±６．６６）、（８０．３３±
７６４），ＭＢＬｓｈＲＮＡ组明显低于其余２组，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　肠黏膜屏障是由生物屏障、免疫屏障和机械屏障
组成，肠上皮构成的机械屏障是重要屏障之一。单层

肠上皮细胞之间由紧密连接蛋白连接，可以防止病原

微生物、抗原和毒素入血。然而在许多病理情况下，如

严重感染、休克、急慢性炎症疾病等，可造成肠上皮细

胞凋亡脱落，导致屏障功能衰竭。肠道炎症损伤，诱导

肠上皮细胞损伤及凋亡，加重了屏障功能衰竭［１，９］。

　　众所周知，ＭＢＬ在机体固有免疫防御中起到重要
作用———通过凝集素途径活化激活补体，同时还起到

调理素的作用。ＭＢＬ主要由肝脏产生和分泌，分为血
清ＭＢＬ（分泌进入血液循环）和胞内 ＭＢＬ，同时 ＭＢＬ
在肺、睾丸、肾、胸腺和小肠内也有表达，被认为起到相

应的免疫防御功能［２－４］。文献［４］研究显示ＭＢＬ／Ｃ１ｑ
基因缺陷型小鼠在ＤＳＳ诱导急性结肠炎模型中，肠屏
障功能受损更严重，血清内毒素水平较高。近年来在

肠道围绕 ＭＢＬ的补体功能研究报道较多，而对 ＭＢＬ
自身与肠上皮细胞之间关系尚少见报道。为了深入研

究ＭＢＬ对肠屏障功能的影响，我们构建了 ＭＢＬ干扰
质粒，观察肠上皮细胞屏障功能的变化。

　　本实验发现，在 ＬＰＳ刺激下，肠上皮细胞高表达
ＭＢＬ。为了排除体内复杂的免疫反应干扰，我们选用
Ｃａｃｏ２细胞作为研究肠上皮屏障功能的模型。我们成
功转染ＭＢＬｓｈＲＮＡ后，发现ＭＢＬ表达下调，上皮细胞
间紧密连接蛋白ｍＲＮＡ及蛋白表达均明显受到抑制。
ＴＥＲ检测显示 ＭＢＬｓｈＲＮＡ组屏障通透性增加，肠道
屏障功能损伤程度更大。表明 ＭＢＬ可能参与调控紧
密连接蛋白的表达，改善肠黏膜的通透性，从而起到保
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护肠道屏障的作用。但是 ＭＢＬ如何发挥功能尚不清
楚。目前研究报道内肽酶 ｍｅｐｒｉｎ可以裂解紧密连接
蛋白，增加屏障的通透性，从而破坏肠黏膜屏障［１０］。

而ＭＢＬ可以直接与内肽酶 ｍｅｐｒｉｎ结合，作为内肽酶
的天然抑制剂，起到减少蛋白质水解和基质降解［１１］。

本实验发现干扰ＭＢＬ基因表达后，紧密连接蛋白的表
达下调。因此，我们考虑ＭＢＬ可能是通过抑制内肽酶
功能，从而保护肠黏膜屏障。Ｎｏｎａｋａ等［１２］研究发现，

胞内ＭＢＬ可能作为蛋白从内质网到高尔基体的转运
载体，控制蛋白分子的形成。Ｗａｎｇ等［１３］报道，通过筛

查ＭＡＰＫ信号途径，发现ＭＢＬ可以通过活化Ｐ３８使其
磷酸化增加，调控细胞的增殖及凋亡。上述通路均可

以以不同形式发挥调节紧密连接蛋白表达，影响屏障

功能，但ＭＢＬ调节紧密连接蛋白表达的具体机制尚需
进一步研究。

　　综上所述，干扰ＭＢＬ基因后紧密连接蛋白表达下
调，屏障功能受损，考虑 ＭＢＬ可能通过调节紧密连接
蛋白的表达，参与保护肠屏障功能的作用。该研究为

ＭＢＬ基因缺陷的患者在急性炎症时期肠道保护提供
了可能的靶点及理论依据。
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