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Abstract
AIM:  To explore whether platelet-activating 
factor (PAF) can disrupt the intestinal epithelial 
barrier and is associated with tight junction, 
and to observe the protective effect of intestinal 
trefoil factor (ITF). 

METHODS: Caco-2 cells were cultured with 

RPMI 1640 containing 15% fetal bovine serum 
for 7 days. Cells were then treated with differ-
ent concentrations of PAF (0, 50, 100 and 200 
ng/L) for 24 hours until they became fused. The 
protective effect of ITF was observed. rITF (0.3 
g/L) was treated 30 minutes before (prevention 
group) and after PAF (treat proup) was given 
and cells were incubated for 24 hours. MTT was 
used to detect cell vigor. Epithelial monolayer 
permeability was measured by trans-epithelial 
electrical resistance (TER) and mucosal to sero-
sal flux of paracellular marker luminal yellow. 
RT-PCR was used to detect mRNA expression 
of ZO-1 and Occludin. Indirect immunofluores-
cence was used to localize ZO-1 and Occludin.

RESULTS: PAF had no effect on the Caco-2’s 
vigor and proliferation. Different concentra-
tions of PAF increased the intestinal epithelial 
paracellular permeability. TER decreased and 
luminal yellow flux increased. Treatment and 
prevention group of rITF partially recovered 
the increased permeability (122.2 ± 14.7, 100.3 
± 10.9 vs 210.3 ± 26.4, P < 0.05; 10226.1 ± 
556.2, 9711.2 ± 364.9 vs 11601.2 ± 693.5, P < 0.05). 
RT-PCR demonstrated that the mRNA expres-
sion of ZO-1 and Occludin in PAF groups 
treated with different concentrations (especilly 
100 ng/L) for 24 hours was significantly dif-
ferent from that in the prevention group (1.07 
± 0.05 vs 1.28 ± 0.06, 0.81 ± 0.06 vs 1.13 ± 0.07, 
P < 0.05). However, treatment of rITF did not 
change the expression of mRNA. In the con-
trol Caco-2 monolayers, ZO-1 and Occludin 
proteins were localized at the apical cellular 
junctions and appeared as continuous belt-like 
structures encircling the cells at the cellular 
borders. PAF caused a progressive disturbance 
in the continuity of ZO-1 and Occludin local-
ization at the cellular borders characterized by 
zig-zagging appearance at points of multiple 
cellular contact. rITF could partially recover 
the disrupted distribution of ZO-1 and Occlu-
din proteins.

CONCLUSION: PAF disrupts the intestinal epi-
thelial barrier. Its mechanism may be correlated 
to the decreased expression of ZO-1 and Occlu-

®

■背景资料
早在20世纪80年
代 就 有 学 者 提
出 “ 胃 肠 道 是
M S O F的始动器
官”, 目前认为肠
黏膜受损最早的
表现是通透性增
加, 而通透性增加
与紧密连接的破
坏密切相关. 肠三
叶因子在肠道的
自我保护和修复
中具有重要作用, 
但其机制是否与
紧密连接相关尚
无报道.

■同行评议者
秦环龙, 教授, 上海
交通大学附属第
六人民医院外科
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din proteins, which can be partially recovered 
after treatment of rITF.
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摘要
目的: 探讨血小板活化因子(PAF)是否会引起
肠黏膜屏障的破坏以及这种破坏机制是否与
紧密连接相关, 并观察肠三叶因子(ITF)的保
护作用. 

方法: 培养人结肠腺癌细胞株Caco-2, 分别
设正常对照组: 不加刺激物及干预因素; 实验
组: 加入PAF, 终浓度分别为50 ng/L、100 ng/L
和200 ng/L; ITF预防组: 先加入ITF0.3 g/L, 30 
min后加入PAF 100 ng/L; ITF治疗组: 先加入
PAF 100 ng/L, 30 min后加入ITF0.3 g/L, 24 h
后进行实验. MTT比色法检测细胞活力; 测定
跨上皮电阻TER和荧光黄的透过量反映肠上
皮细胞单层通透性; RT-PCR法检测紧密连接
蛋白ZO-1和Occludin mRNA表达的变化; 免疫
荧光染色观察紧密连接蛋白ZO-1和Occludin
的形态学. 

结果: PAF未影响到细胞的增殖和细胞活力. 
各浓度PAF作用24 h后, 细胞单层通透性增加, 
跨上皮电阻(TER)下降, 荧光黄透过增加. ITF
治疗组及预防组TER下降值较模型组明显降
低(122.2±14.7, 100.3±10.9 vs  210.3±26.4, 
P <0.05), 荧光黄透过量减少(10226.1±556.2, 
9711.2±364.9 vs  11601.2±693.5, P <0.05), 预
防组作用更明显. PAF作用后, ZO-1和Occludin 
mRNA 表达均有下降, 以100 ng/L组改变最为
明显, ITF预防组较之表达增加(1.28±0.06 vs  
1.07±0.05, 1.13±0.07 vs  0.81±0.06, P <0.05), 
ITF治疗组改变不明显. 免疫荧光染色发现
ZO-1和Occludin主要分布在细胞内近胞膜处. 
PAF作用后, ZO-1及Occludin形态学改变, 预
防性给予ITF后, 可明显减轻这种改变.

结论: PAF可引起肠黏膜屏障破坏, 其机制可
能和紧密连接蛋白的破坏相关; ITF可以通过
改变紧密连接蛋白的表达而部分恢复肠黏膜
正常通透性, 起到保护作用.

关键词: 紧密连接; 血小板活化因子; 肠三叶因子; 
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0  引言

肠黏膜屏障的破坏在儿科急慢性疾病的发生发

展中具有显著的意义[1-4]: 急性期, 细菌移位可引

起败血症及多器官功能衰竭, 而婴儿时期的肠

黏膜屏障破坏将会成为随后产生的部分变应性

疾病的始发因素, 如: 湿疹, 食物过敏, 腹部肠病, 
1型糖尿病, 哮喘, 炎症性肠病及孤独症等. 而肠

黏膜通透性的升高是早期和主要的病理生理基

础. 紧密连接作为细胞间通路最主要的屏障直

接影响肠黏膜屏障的通透性[5-6].
血小板活化因子(PAF)是一种内源性脂性

介质, 目前被认为是一种独特的细胞因子, 具有

广泛的生物学特性, 研究认为[7]PAF在诸多参与

胃肠黏膜损害的炎症介质中可能起到“中心放

大”的介导作用. 动物实验也注意到PAF可引起

肠黏膜通透性的增高[8]. 已有实验证实[9], 用PAF
和LPS引起的坏死性小肠结肠炎的改变相似, 用
PAF受体拮抗剂可明显减轻LPS所致的肠坏死[10]. 
但其机制是否与紧密连接的破坏相关尚无报道. 

肠三叶因子(ITF)属三叶肽家族, 因其对胃

肠道黏膜屏障有重要保护和修复作用而受到越

来越多的关注. 大量的动物实验证明[11-13]ITF在维持

肠上皮细胞的完整性, 恢复肠黏膜的正常通透

性方面起到重要作用. 本研究试图在细胞水平

观察ITF对紧密连接的保护作用从而为临床应

用提供依据.

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠腺癌细胞株(Caco-2)购于中国科

学院上海细胞所; RPMI 1640培养基、胰酶和胎

牛血清(fatal bovine serum, FBS)购自Gibco公司; 
PAF、荧光黄购自Sigma公司; ZO-1、Occludin
单抗、异硫氰酸荧光素(fluorescinisothiocyate, 
FITC)标记羊抗兔IgG购自Zymed公司; rITF(基
因重组肠三叶因子)由北京大学蛋白质工程及

植物基因工程国家重点实验室提供; M T T和

DMSO为AMRECO产品; t ranswe l l购自美国

Corning公司; 电阻仪购自美国Millipore公司; 
RT-PCR试剂盒购自TaKaRa公司; 引物也由该公

■研发前沿
PA F是一种脂质
类 炎 性 介 质 ,  很
可能是内毒素作
用的主要效应因
子. 研究认为PAF
在诸多参与胃肠
黏膜损害的炎症
介质中可能起到
“中心放大”的
介导作用. PAF引
起的肠黏膜屏障
通透性升高的作
用机制及寻求有
效的预防和治疗
手段是目前研究
的热点.
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司合成.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养条件及方法: Caco-2细胞常规培

养, 培养液为RPMI 1640培养基, 含150 mL/L进
口胎牛血清, 10 mL/L青链霉素双抗液, 通入50 
mL/L CO 2(相对湿度90%), 置37℃培养箱, 传代

后在细胞生长达到各项实验要求时进行实验, 
每项实验均选取3组非同代细胞进行.
1.2.2 实验分组: 分别设正常对照组、实验组(含
模型对照组)、ITF预防组、ITF治疗组. 正常对

照组: 不加刺激物及干预因素. 实验组: 加入PAF, 
终浓度分别为50 ng/L、100 ng/L和200 ng/L, 并把终

浓度100 ng/L的组作为模型对照组, 刺激24 h. ITF
预防组: 先加入ITF 0.3 g/L, 30 min后加入PAF 
100 ng/L, 24 h后进行实验. ITF治疗组: 先加入

PAF 100 ng/L, 30 min后加入ITF 0.3 g/L, 24 h后进

行实验. 
1.2.3 血细胞活力检测(MTT比色法): 取对数生

长期Caco-2细胞, 消化后加入一定量的培养液, 
制成细胞悬液, 按密度为5000细胞/(100 μL·孔)
接种在96孔板, 通入50 mL/L CO2(相对湿度90%), 
置37℃培养箱中进行培养. 24 h细胞贴壁融合

后, 换无血清培养液, 加入不同浓度PAF(0, 10, 20, 
40, 80, 160, 320, 640, 1280, 2560, 5120 ng/L), 每个

浓度设4个复孔继续培养24 h, 加入5 g/L MTT 20 
μL/孔, 继续培养4 h, 吸去培养液, 加入150 μL/孔
DMSO, 振荡10 min, 用酶标仪在492 nm处测定

吸光度.
1.2.4 肠上皮细胞单层通透性: 跨上皮电阻(TER)
的测定: 肠上皮细胞C a c o-2以105/c m2接种于

transwell的顶层小室微孔膜上(直径6.5 mm, 孔

径大小0.4 μm)培养, 待细胞长至融合, 形成致密

的单层屏障后开始实验(10-14 d). 先将培养液换

成无血清培养液平衡0.5 h, 然后用电阻仪测定

TER, 每个transwell测定3个不同位置, 记录电阻

值(Ω/cm2). 按照实验分组于transwell底层小室加

入PAF及ITF, 加药后24 h分别测电阻. 荧光黄测

定: 加药后24 h, 细胞用HBSS(pH7.4)小心冲洗3
次, 37℃孵育30 min, 吸净孔内的HBSS以防止干

扰; 在transwell顶端加入80 mg/L荧光黄, 37℃孵

育1 h后收集基底侧液体, 4℃避光保存, 用荧光

分光光度计测定荧光黄浓度(激发波长427 nm, 
发射波长536 nm)
1.2.5 紧密连接蛋白ZO-1和Occludin mRNA表达

的变化: 于50 mL细胞培养瓶中培养细胞至接近

融合时换无血清培养液, 按照实验分组加入PAF
及ITF, 24 h后收集细胞. TRIzol提取总RNA, 行
RT-PCR反应, 反应条件: 94℃ 2 min; 94℃ 30 s; 
58℃ 30 s; 72℃ 30 s, 32个循环. 扩增产物经琼

脂糖凝胶电泳, 紫外灯下观察RT-PCR产物并拍

照, 用Kodak ID型凝胶成像系统输入计算机, 以
该软件进行扩增产物的半定量分析. ZO-1引物: 
上游: 5'-AGCCTGCAAAGCCAGCTCA-3', 下游: 
5'-AGTGGCCTGGATGGGTTCATAG-3'; 扩增片

段131 bp. Occludin引物: 上游: 5'-AAGAGTTGA
CAGTCCCATGGCATAC-3', 下游: 5'-ATCCACA
GGCGAAGTTAATGGAAG-3'; 扩增片段133 bp. 
GAPDH引物: 上游: 5'-GCACCGTCAAGGCTG
AGAAC-3', 下游: 5'-ATGGTGGTGAAGACGCC
AGT-3'; 扩增片段142 bp. 
1.2.6 紧密连接蛋白ZO-1和Occludin 免疫荧光染

色: 置盖玻片于六孔板中接种细胞爬片生长至

融合, 换无血清培养液, 按照实验分组加入PAF
及ITF, 刺激24 h. 弃培养液, PBS洗涤, 40 g/L多
聚甲醛固定, 0.5% Triton X-100打孔, 10% BSA
封闭, 加一抗4℃过夜(1∶50), 加二抗(1∶100)避
光染色2 h后甘油封片, 用荧光显微镜观察并拍照.

统计学处理 所有实验均重复3次以上, 结
果用mean±SD表示, 统计由SPSS12.0软件完成. 
采用One-Way ANOVA法比较总体和组间差异, 
P <0.05为有显著差异.

2  结果

2.1 PAF对细胞活力的影响 MTT还原物甲攒是

细胞能量代谢的反映, 其生成量随细胞数的增

多而增加. 由表1可以看出, 即使大剂量的PAF也
未影响到细胞的增殖和细胞活力, 各加药浓度

■相关报道
有报道PAF可引
起肠黏膜通透性
的 增 高 ,  PA F 和
LPS引起的坏死
性小肠结肠炎的
改变相似, 且PAF
受体拮抗剂可明
显减轻LPS所致
的肠坏死 .  体外
实 验 发 现 I T F 可
以调控紧密连接
蛋白Claudin-1和
Claudin-2的表达
而 影 响 肠 上 皮
的 跨 上 皮 阻 力 .

表 1 不同浓度PAF刺激后Caco-2细胞MTT比色结果

     
分组

               PAF给药                    
A 值                          P 值

                     浓度(ng/L)      

Control              0              0.7803±0.0078           

1    5120              0.7893±0.2577           1.000

2    2560              0.8073±0.3150           0.674

3    1280              0.7917±0.2329           0.997

4      640              0.7730±0.1418           1.000

5      320              0.7713±0.0839           1.000

6      160              0.7653±0.3539           0.979

7        80              0.7623±0.1602           0.939

8        40              0.7707±0.1732           0.999

9        20              0.7573±0.1217           0.812

10                   10              0.8063±0.0027           0.710 
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完全恢复. ITF治疗组改变较预防组重. Occlu-
d i n表达位置和变化规律与Z O-1基本一致(图
2-3).

3  讨论

肠黏膜屏障包括肠上皮细胞屏障、免疫屏障和

微生物屏障, 肠上皮细胞屏障是最重要的一道

屏障, 是肠黏膜屏障具有选择性通透的基础. 目
前研究发现肠上皮细胞屏障通透性增高参与多

种疾病的发生, 如: 炎症性肠病[14]、脓毒血症、

烧伤、终末期肝病、重症胰腺炎等. 而他在儿

科急慢性疾病的发生发展中所具有的显著意义

使得肠黏膜屏障功能及其完整性这一课题在儿

科领域也受到越来越多的关注.
正常情况下肠上皮细胞细胞旁间隙是由

连接复合体封闭的 ,  其中最重要的是紧密连

接(tight junction, TJ). 紧密连接由多种紧密连

接蛋白分子组成 ,  包括跨膜蛋白O c c l u d i n、
Claudins、连接黏附分子(junctional adhesion 
molecule, JAM)和胞质附着蛋白ZOs、AF6、
7H6等. Occ ludin是最先分离出来的TJ跨膜蛋 
白[15], 分子质量为65 kDa, 形成两个细胞外环和一

个短的细胞内环. 免疫电镜显示Occludin定位在

TJ上[16-18], 是TJ的主要功能蛋白, 对于屏障功能

的维持和紧密连接的完整性具有重要作用. 有
研究表明用Occludin转染L-纤维母细胞(缺乏TJ)
后, 相邻细胞之间可以形成TJ样结构[19]. ZOs是
一种外周膜蛋白, 有三种异构体即ZO-1, ZO-2和
ZO-3, 含有PDZ等保守序列. 这些保守序列能够

与细胞质内的其他蛋白如Occludins蛋白的C末
端连接, 而ZO-1的C末端则可结合肌动蛋白和应

力纤维, 从而将Occludin蛋白和肌动蛋白骨架系

统连接在一起, 构成稳定的连接系统. ZO-1的N
末端可直接与α2连锁蛋白(catenin)或细胞质E-
钙黏连素结合, 介导紧密连接的开启和闭合[20-25]. 

表 2   PAF作用后Caco-2单层细胞通透性的变化

     
 分组

                                 TER下降值          荧光黄透过量

                                            (Ω/cm2)                   (μg/L)         

正常组                       99.7±7.27        9712.5±337.1

实验组     

    200 ng/L                  141.2±5.25     10 107.6±423.5

    100 ng/L                  210.3±26.4a    11 601.2±693.5a

      50 ng/L                  113.6±10.7        9902.7±514.8

ITF预防组                     100.3±10.9c       9711.2±364.9c

ITF治疗组                    122.2±14.7c    10 226.1±556.2c

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs 模型组.

图 1 RT-PCR电泳结果. A: Occludin; B: Zo-1; C: GAPDH; 

1: Marker; 2: 正常组; 3-5: 50, 100, 200 ng/L PAF组; 6: 预防

组; 7: 治疗组.

     1      2        3       4        5       6        7A

  1      2         3       4        5       6        7B

     1             2     3      4     5     6      7C

■创新盘点
目前关于PAF引
起肠黏膜通透性
增高的体外实验
报道极少, 他对于
肠上皮细胞间紧
密连接蛋白ZO-1
和Occludin表达
变化的文章国内
尚未见报道. 研究
ITF对肠黏膜损伤
的保护作用并从
紧密连接的角度
探讨其作用机制
是本研究的创新.

与对照组相比无显著性差异.
2.2 PAF对Caco-2单层细胞通透性的影响及ITF
的干预作用 各浓度PAF作用24 h后, TER出现下

降, 荧光黄透过增加. 给予ITF可明显提高TER, 
减少荧光黄透过. 预防组作用更明显(表2).
2.3 ZO-1和Occludin mRNA表达的动态变化 PAF
作用后, ZO-1和Occludin mRNA表达均有下降, 
以100 ng/L组改变最为明显. ITF预防组表达增

加, ITF治疗组改变不明显(表3, 图1). 
2.4 ZO-1和Occludin形态学改变情况 正常对照

组上皮细胞ZO-1主要分布在细胞内近胞膜处, 
排列紧密, 边缘光滑, 勾勒出内皮细胞典型的

铺路石形状, 细胞间连接紧密, 无明显间隙. 小
浓度PAF(50 ng/L)作用后, ZO-1边缘粗糙呈锯

齿状, 连接处可见“蜂窝”状改变. 随PAF浓度

加大(100 ng/L)改变更加明显, 细胞间出现间

隙, ZO-1环断裂, 甚至崩解. 但PAF浓度继续加

大, 改变并未继续加重. 预防性给予ITF后, 可
明显减轻ZO-1的破坏, 边缘变得连续, 但没有

表 3 PAF作用后ZO-1和Occludin mRNA 表达

     
分组                       ZO-1                      Occludin

正常组                1.62±0.06                 1.45±0.06

模型组  

    200 ng/L             1.22±0.07                 1.05±0.03

    100 ng/L             1.07±0.05                 0.81±0.06a

      50 ng/L             1.45±0.05                 1.11±0.04

ITF预防                   1.28±0.06c     1.13±0.07c 

ITF治疗                   1.10±0.08                  0.86±0.08

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs 模型组.
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因此, Occludin和ZO-1蛋白对维持TJ的正常结构

和功能具有重要意义.
既往研究发现PAF可激活巨噬细胞和中性

粒细胞, 促进其黏附到血管内皮细胞, 释放氧自

由基和蛋白水解酶, 破坏内皮细胞的形态和功

能. 在血栓形成、休克、过敏性哮喘、内毒素

血症和肠道坏死中均起重要作用[26], 但PAF是
否可以直接破坏紧密连接而引起肠上皮屏障破

坏、肠通透性增高尚不清楚. 
Caco-2细胞来源于人的直肠癌, 在细胞培养

条件下, 可融合并分化为肠上皮细胞, 形成连续

的单层, 细胞亚显微结构研究表明, Caco-2细胞

图 3 药物作用24 h后Occludin表达情况. A: 正常组; B: PAF 50 ng/L组; C: PAF 100 ng/L组; D: PAF 200 ng/L组; E: PAF 100 ng/L

加ITF 0.3 g/L预防给药组.

E

A B C

D

图 2 药物作用24 h后ZO-1表达情况. A: 正常组; B: PAF 50 ng/L组; C: PAF 100 ng/L组; D: PAF 200 ng/L组; E: PAF 100 ng/L

加ITF 0.3 g/L预防给药组.

ED

CBA■应用要点
本文为大家进一
步深入研究PA F
损伤肠黏膜屏障
的机制提供了基
础, 同时为ITF生
物制剂的开发和
应用提供了理论
基础.
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与人小肠上皮细胞在形态学上相似, 具有相同

的细胞极性和紧密连接, 是国际上公认的研究

紧密连接和药物小肠吸收的体外模型[27].
本实验应用Caco-2细胞构建肠黏膜屏障的

体外模型, 观察PAF破坏肠黏膜屏障的机制, 发
现给予不同浓度的PAF, 在不影响细胞活力的情

况下, 已经引起了TER的降低及肠屏障通透性的

升高, 而且这种改变具有一定的剂量依赖性, 在
PAF浓度为100 ng/L时最强, 研究认为PAF通过

PAF受体起作用, 考虑这种浓度依赖性与受体饱

和性有关. 进一步的研究发现构成紧密连接最

重要的两个蛋白-膜周边蛋白ZO-1和跨膜蛋白

Occludin在基因和蛋白水平上均发生了改变, 推
测PAF可以通过影响紧密连接蛋白的表达而影

响肠上皮屏障. 
ITF在肠道的自我保护和损伤后修复中占

有重要地位, 其机制涉及促进细胞迁移、增殖

和抗凋亡等作用. 近期研究发现, ITF高表达的细

胞, 其TER明显增高, 肠通透性降低[28]. 本实验也

证明ITF可以通过影响紧密连接蛋白的表达而

恢复紧密连接的结构, 恢复正常的肠屏障结构, 
从而发挥其保护作用. 
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的自我保护机制
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