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肾上腺髓质素对肠上皮细胞缺氧／复氧损伤后屏障功能的影响
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［摘　要］　目的　研究肾上腺髓质素（ＡＭ）在缺氧／复氧（Ｈ／Ｒ）条件下对肠上皮细胞屏障功能的影响，对其机制进行了初步
探讨。方法　建立单层肠上皮Ｃａｃｏ２细胞缺氧／复氧损伤模型，实验分为３组：正常细胞培养（Ｎ）组、缺氧／复氧损伤模型（Ｈ／Ｒ）
组、缺氧／复氧损伤＋肾上腺髓质素（Ｈ／Ｒ＋ＡＭ）组。检测跨上皮细胞电阻（ＴＥＥＲ）值，使用激光共聚焦显微镜观察紧密连接的变
化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测细胞紧密连接蛋白Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ１的表达及核因子κＢ（ＮＦκＢｐ６５）蛋白表达水平。结果　与Ｈ／Ｒ组相
比，Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组的紧密连接破坏明显减少；Ｎ组，Ｈ／Ｒ组和 Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组的 ＴＥＥＲ值分别为（１５７．６８±５．５４）、（９６．０６±３．４２）、
（１３４．５６±４．７２）Ｏｈｍ／ｃｍ２，Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组较Ｈ／Ｒ组升高了４０．００％（Ｐ＜０．０５）。Ｎ组，Ｈ／Ｒ组和Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组的Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ１蛋
白表达量分别为（０．４３±０．０３）和（０．２７±０．０４）、（０．２０±０．０３）和（０．１５±０．０７）、（０．３２±０．１５）和（０．２１±０．０３），Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组的
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ１蛋白表达量较Ｈ／Ｒ组分别升高６０．００％、４０．００％（Ｐ＜０．０５），Ｎ组、Ｈ／Ｒ组、Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组的ＮＦκＢｐ６５蛋白表达量
分别为（０．５３±０．３０）、（２．８９±０．１６）、（１．７５±０．２５），Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组的ＮＦκＢｐ６５蛋白表达量较Ｈ／Ｒ组降低了４０．００％。结论　ＡＭ
可通过减少Ｈ／Ｒ损伤诱导的紧密连接的破坏来保护肠上皮屏障，其机制可能与抑制ＮＦκＢ信号通路有关。
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ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｃａｕｓｅｄｂｙＨ／Ｒ．ＴｈｅＴＥＥＲｏｆＮｇｒｏｕｐ，Ｈ／ＲｇｒｏｕｐａｎｄＨ／Ｒ＋ＡＭｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（１５７．６８±５．５４），（９６．０６±３．４２），（１３４．５６±
４．７２）Ｏｈｍ／ｃｍ２ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＡｆｔｅｒＡＭｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｔｈｅＴＥＥＲｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒａｉｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎＨ／Ｒｇｒｏｕｐｂｙ４０．００％
（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＯｃｃｌｕｄｉｎａｎｄＺＯ１ｉｎＮｇｒｏｕｐ，Ｈ／ＲｇｒｏｕｐａｎｄＨ／Ｒ＋ＡＭｇｒｏｕｐｗｅｒｅ［（０．４３±０．０３），
（０．２７±０．０４）］，［（０．２０±０．０３），（０．１５±０．０７）］，［（０．３２±０．１５），（０．２１±０．０３）］ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＡｆｔｅｒＡＭｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯｃｃｌｕｄｉｎａｎｄＺＯ１ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒａｉｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎＨ／Ｒｇｒｏｕｐ（ｂｙ６０．００％ ａｎｄ４０．００％）．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ，ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＮＦκＢｐ６５ｉｎＮｇｒｏｕｐ，Ｈ／ＲｇｒｏｕｐａｎｄＨ／Ｒ＋ＡＭｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（０．５３±０．３０），（２．８９±０．１６），（１．７５±０．２５）
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＡｎｄＨ／ＲｉｎｄｕｃｅｄＮＦκＢｐ６５ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙＡＭｔｒｅａｔｍｅｎｔ（ｄｅｃｒｅａｓｅｄａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨ／Ｒｇｒｏｕｐｂｙ
４０．００％）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＡＭｃａｎａｔｔｅｎｕａｔｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｂａｒｒｉｅｒｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ．ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＮＦκＢａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｉｓｍｅｃｈａｎｉｓｍ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎ；ｈｙｐｏｘｉａｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ；ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｂａｒｒｉｅｒ；ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎ

　　肠上皮细胞最重要的功能之一就是形成机械屏
障，抵御肠腔内的病原体、毒素以及抗原进入血液，细

胞与细胞之间蛋白复合物特别是紧密连接在该屏障中

发挥着重要作用［１］，当紧密连接异常时，肠黏膜屏障

功能将受到严重破坏。肾上腺髓质素（ａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌ
ｉｎ，ＡＭ）是一种由５２个氨基酸组成的缩氨酸，属于降
钙素基因相关肽家族［２］，研究表明 ＡＭ在体内外能稳
定内皮屏障功能，特别是对血脑屏障有着重要的保护

作用［３４］。也有研究证实，在 α毒素和过氧化氢处理
条件下，ＡＭ可降低肠上皮细胞的通透性，对肠上皮屏
障也发挥保护作用［５］。但是有关在缺氧／复氧条件
ＡＭ是否能减轻上皮屏障功能受损的报道目前较少，
本实验拟通过建立肠上皮细胞缺氧／复氧（Ｈ／Ｒ）模
型，研究ＡＭ对紧密连接蛋白的影响，并对其可能作用
机制进行初步探讨。

１　材料与方法

１．１　材料
人肠上皮细胞株 Ｃａｃｏ２细胞（中国科学院细胞

库），缺氧培养箱（日本 Ｓａｎｙｏ公司），ＦＢＳ胎牛血清、
ＭＥＭ培养基（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司），胰蛋白酶（美国
Ｓｉｇｍａ公司），肾上腺髓质素 ＡＭ１５２（美国 ＧｅｎｅＳｃｒｉｐｔ
公司）人Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），
ＮＦκＢｐ６５、组蛋白 Ｈ３（ＨｉｓｔｏｎｅＨ３）抗体（美国 Ａｂｃａｍ
公司），辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的二抗、ＲＩＰＡ裂
解液、蛋白测定试剂盒、十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺
凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶配置试剂盒（武汉博士德
公司），凝胶图像分析系统（美国Ｋｏｄａｋ公司），Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ
ＴＭ电阻测定仪、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室、聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）
膜（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），垂直电泳仪、湿转电转仪（美
国ＢｉｏＲａｄ公司），Ｃｙ３荧光二抗（美国Ａｂｃａｍ公司）。
１．２　Ｃａｃｏ２细胞的培养

Ｃａｃｏ２细胞在３７℃、５％ＣＯ２和９０％相对湿度的

ＣＯ２培养箱中培养，所用 ＭＥＭ培养基需添加２０％胎
牛血清、１％双抗、１％非必须氨基酸，２～３ｄ换１次液，
培养５～８ｄ。Ｃａｃｏ２细胞接种于 ６孔培养板内，供
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析；接种于 Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ聚碳酸酯膜（４．５２ｃｍ，
０．４μｍ），供跨上皮电阻值 （ｔｒａｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｒｅ
ｓｉｓｔａｎｃｅ，ＴＥＥＲ）的检测。
１．３　Ｈ／Ｒ损伤模型的建立及其分组

取生长融合达８０％～９０％的Ｃａｃｏ２细胞，随机分
成３组：正常细胞培养（Ｎ）组、缺氧／复氧损伤模型
（Ｈ／Ｒ）组、缺氧／复氧损伤 ＋肾上腺髓质素（Ｈ／Ｒ＋
ＡＭ）组。Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组细胞在Ｈ／Ｒ前１ｈ用１μｍｏｌ／Ｌ
的ＡＭ１５２进行预处理。将细胞置于３７℃缺氧培养
箱中，通入１％Ｏ２，５％ＣＯ２及９４％Ｎ２的混合气体培养
６ｈ，取出置于正常培养箱中孵育２ｈ。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

将刮取得到的 Ｃａｃｏ２细胞加入细胞裂解液提取
蛋白（ＮＦκＢ活化的检测则需要在冰上进行核蛋白的
提取），用蛋白测定试剂盒测定蛋白质浓度。取样品

蛋白５０μｇ上样，用ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离蛋白质，
湿转移法将蛋白条带转移至 ＰＶＤＦ膜。再用 ５０ｇ／Ｌ
的脱脂奶粉封闭１ｈ，加入兔抗人 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１抗体
（１∶５００稀释），兔抗人ＮＦκＢｐ６５抗体（１∶３００稀释）、
组蛋白Ｈ３抗体（１∶５００稀释），４℃冰箱过夜，加入羊
抗兔二抗（１∶５０００稀释）后室温孵育１ｈ，加入ＥＣＬ化
学发光液显色。经 ＫｏｄａｋＭｏｌｅｃｕｌａｒＩｍａｇｉｎｇ软件进行
密度分析，以目的蛋白与甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰ
ＤＨ）／或组蛋白Ｈ３灰度比值作为相应蛋白的表达值。
１．５　免疫荧光检测

将Ｃａｃｏ２细胞接种到盖玻片上，待生长融合达
８０％～９０％，进行缺氧／复氧处理，取出盖玻片，４０ｇ／Ｌ
多聚甲醛固定 １５ｍｉｎ，加入 ５ｇ／ＬＴｒｉｔｏｎＸ１００处理
１０ｍｉｎ，１０％小牛血清清蛋白室温封闭１ｈ，加入兔抗
人Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１一抗（１∶１００稀释），４℃冰箱过夜，
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加入Ｃｙ３、ＦＩＴＣ标记二抗（１∶２００）室温孵育１ｈ，甘油
封片，激光共聚焦显微镜下观察。

１．６　ＴＥＥＲ值测定
用ＭｉｌｌｉｃｅｌｌＴＭ电阻测定仪测定 Ｃａｃｏ２细胞单层

的ＴＥＥＲ值。ＴＥＥＲ可反映肠黏膜屏障通透性的高
低，两者在一定范围内呈负相关的关系。按照公式：

ｒｃｅｌｌｍｏｎｏｌａｙｅｒ＝ｒｓａｍｐｌｅｒｂｌａｎｋ，其结果以实际数值减去
空白对照（ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室内未接种细胞）的数值表示。
１．７　统计学处理

应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件包分析，数据均以均数±
标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差分析进行组间比
较，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１以及ＮＦκＢｐ６５蛋白水平的变化
采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｎ组、Ｈ／Ｒ组及Ｈ／Ｒ＋ＡＭ

组的紧密连接蛋白表达以及ＮＦκＢ的激活情况（图１）。
缺氧／复氧处理后，肠上皮细胞中Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１均较对
照组降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｈ／Ｒ＋ＡＭ
组Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１与Ｈ／Ｒ组比较，分别升高了６０．００％、
４０．００％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。缺氧／复氧处
理后，肠上皮细胞中 ＮＦκＢｐ６５较对照组升高，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｈ／Ｒ＋ＡＭ处理后ＮＦκＢｐ６５

与Ｈ／Ｒ组比较，降低了４０．００％，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），见表１（每组２个样本，重复３次）。

ａ：Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１蛋白的表达；ｂ：ＮＦκＢｐ６５蛋白的表达
　图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
表１　蛋白相对灰度值

组别　　　 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ＺＯ１ ＮＦκＢｐ６５

Ｎ组　　　 ０．４３±０．０３ ０．２７±０．０４ ０．５３±０．３０

Ｈ／Ｒ组　　 ０．２０±０．０３ ０．１５±０．０７ ２．８９±０．１６

Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组 ０．３２±０．１５＃ ０．２１±０．０３＃ １．７５±０．２５＃

：与Ｎ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与Ｈ／Ｒ组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　激光共聚焦显微镜检测紧密连接变化
免疫荧光结果显示，Ｎ组紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、

ＺＯ１是沿细胞膜分布的，且呈蜂窝状线性荧光，荧光
信号较强。Ｈ／Ｒ处理后，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１蛋白的连续性
中断，荧光信号明显减弱。与 Ｈ／Ｒ组相比较，
Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组的荧光信号在一定程度上增强，紧密连
接的结构破坏明显得以改善（图２）。

ａ：Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白免疫荧光染色结果；ｂ：ＺＯ１蛋白免疫荧光染色结果
图２　免疫荧光结果（×８００）

２．３　肠上皮细胞ＴＥＥＲ值的变化
用 ＭｉｌｌｉｃｅｌｌＴＭ电阻测定仪测得 Ｎ组、Ｈ／Ｒ组、

Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组的 ＴＥＥＲ值分别为（１５７．６８±５．５４）、
（９６．０６±３．４２）、（１３４．５６±４．７２）Ｏｈｍ／ｃｍ２。肠上皮细

胞缺氧／复氧后，ＴＥＥＲ值较 Ｎ组降低 ３９．００％
（Ｐ＜０．０５），经ＡＭ预处理后，Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组的ＴＥＥＲ值
较Ｈ／Ｒ组明显回升约４０％，但仍低于 Ｎ组，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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３　讨论

肠上皮屏障的完整性有赖于肠上皮细胞表达的各

种缝隙连接分子，分别包括紧密连接（ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ、
ＪＡＭ）、粘附连接（βｃａｔｅｎｉｎ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）以及细胞桥粒
（ｄｅｓｍｏｇｌｅｉｎ２）。多种病理情况下会伴随不同程度的
肠黏膜局部缺氧或复氧过程，从而引起肠黏膜屏障破

坏，肠道通透性增加，肠内有害物质进入血液，进一步

发生全身炎症反应（ＳＩＲＳ），甚至发展为多器官功能衰
竭综合征（ＭＯＤＳ），危及患者生命。

ＡＭ是一种由５２个氨基酸组成的多肽，最早从人
的嗜铬细胞瘤中分离发现，属于降钙素肽类家族［６］。

它广泛分布于组织细胞中，虽然最开始被认为是一种

血管活性肽类物质，但是目前大量研究证实 ＡＭ远不
止具有血管活性的作用。缺氧条件可刺激 ＡＭ的分
泌，然后通过自分泌或旁分泌的形式发挥其作用［７］。

大量研究表明，ＡＭ与内皮屏障功能的关系密切，如通
过调节紧密连接蛋白 Ｃｌａｕｄｉｎ５的表达来改善血脑屏
障功能［８１０］。Ａｓｈｉｚｕｋａ等［１１］发现在ＤＳＳ诱导的肠炎模
型里，ＡＭ可通过调节紧密连接蛋白 ＺＯ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的
表达，稳定肠黏膜屏障。Ｙｉ等［１２］也进一步证实了在大

鼠的结肠炎模型中，ＡＭ可通过下调 ｐＭＬＣ（磷酸化的
肌球蛋白轻链）的表达来保护肠屏障功能；本实验结果

表明，在缺氧／复氧条件下，ＡＭ可上调紧密连接蛋白
的表达，使肠上皮细胞的ＴＥＥＲ值明显增高，从而减轻
了肠上皮屏障功能的破坏。

但是关于ＡＭ如何保护肠上皮屏障的作用机制尚
不明确。在内皮屏障功能方面，大量研究证实 ＡＭ稳
定内皮屏障功能的机制与腺苷酸环化酶和 ＰＫＡ的激
活有直接联系，即 ｃＡＭＰ／ＰＫＡ信号通路；更有直接证
据表明，细胞内增加的ｃＡＭＰ可上调紧密连接蛋白Ｃｌａｕ
ｄｉｎ５的表达，发挥其保护作用［１３］。因此，ｃＡＭＰ／ＰＫＡ信
号通路被认为是ＡＭ调节血脑屏障中内皮屏障功能最
重要的机制之一。然而，在肠上皮屏障功能方面，有研

究发现在 Ｃａｃｏ２细胞中含有大量的磷酸二酯酶
（ＰＤＥ），而ｃＡＭＰ主要通过ＰＤＥ而被降解，因此ＡＭ不
能促使 ｃＡＭＰ在肠上皮细胞中的蓄积，即使加用 ＰＤＥ
抑制剂或ｃＡＭＰ激动剂也未增加 ＡＭ对上皮屏障的保
护作用［５］。因此，ＡＭ保护肠上皮屏障的作用机制并
非依赖ｃＡＭＰ／ＰＫＡ信号通路。

核转录因子κＢ（ＮＦκＢ）在免疫调节和炎症反应中
扮演重要角色。研究表明，皮肤上皮细胞（ＨａＣａＴｓ）在
ＡＭ作用下分泌的白介素６（ＩＬ６）可被 ＮＦκＢ抑制剂
ＳＮ５０阻断［１４］，即 ＡＭ可激活 ＮＦκＢ信号；而 Ｙａｎｇ
等［１５］发现，ＩＦＮγ可通过ＮＦκＢ信号途径引起紧密连接

蛋白的表达降低，同时导致 ＴＥＥＲ值也降低，ＮＦκＢ抑
制剂ＰＤＴＣ能显著改善肠上皮屏障的破坏。表明ＡＭ可
显著改善Ｈ／Ｒ诱导的肠上皮屏障功能破坏，具有明显
的保护作用，其机制很可能与抑制ＮＦκＢ的激活有关。
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