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肠分化细胞黏蛋白Ｏ型糖链合成抑制导致ＭＵＣ２表达减低以及对细菌侵袭易感

叶　钧，宋丽丽，刘　韵，田　音，潘　琼，彭志红，汪荣泉　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院全军消化病研究所）

　　［摘要］　目的　探讨Ｏ型糖链合成的抑制对肠分化细胞内细菌侵袭数量和细胞内ＭＵＣ２表达水平的影响。方法　
对肠分化细胞（ＨＴ２９Ｇａｌ）用Ｏ型糖链抑制剂（ｂｅｎｚｙｌＮａｃｅｔｙｌαＤｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｉｄｅ，ｂｅｎｚｙｌαＧａｌＮＡｃ）处理，采用 Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭＵＣ２ｍＲＮＡ和蛋白的表达情况。并将 ＨＴ２９Ｇａｌ细胞及 ｂｅｎｚｙｌαＧａｌＮＡｃ处理的 ＨＴ２９Ｇａｌ细
胞分别与肠致病性大肠杆菌（ｅｎｔｅｒｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃＥ．ｃｏｌｉ，ＥＰＥＣ）和肠出血性大肠杆菌（ＥＨＥＣＯ１５７∶Ｈ７）３７℃孵育２ｈ，再加
入１００μｇ／ｍＬ的庆大霉素，杀灭细胞外及粘附于细胞表面的细菌。最后采用系列稀释克隆计数法观察 ｂｅｎｚｙｌαＧａｌＮＡｃ
处理的ＨＴ２９Ｇａｌ细胞对细菌侵袭的影响。结果　 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现经ｂｅｎｚｙｌαＧａｌＮＡｃ处理的ＨＴ
２９Ｇａｌ细胞ＭＵＣ２的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显降低（Ｐ＜０．０５）。侵袭入 ｂｅｎｚｙｌαＧａｌＮＡｃ处理的 ＨＴ２９Ｇａｌ细胞的
ＥＰＥＣ和ＥＨＥＣＯ１５７∶Ｈ７的数量较对照细胞显著增加（Ｐ＜０．０５）。结论　 抑制ＨＴ２９Ｇａｌ细胞黏蛋白Ｏ型糖链的合成导
致侵袭入细胞内细菌数量增加和ＭＵＣ２的表达降低。
　　［关键词］　 Ｏ型糖链；ｂｅｎｚｙｌαＧａｌＮＡｃ；ＨＴ２９Ｇａｌ细胞
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　　肠道黏液屏障是机体胃肠道接触外部环境的一线
防御屏障，面积达２００～３００ｍ２，此屏障将１０１３～１０１４个

肠道细菌和各种消化液固定于肠腔内，其主要由黏蛋

白组成，根据糖蛋白糖链与蛋白部分的氨基酸残基的

连接不同，分为Ｏ型糖链和 Ｎ型糖链，而黏蛋白分子
质量的６０％是由Ｏ型糖链（少量Ｎ型糖链）组成。因
此黏蛋白的功能与其分子上的Ｏ型糖链密切相关。
　　ＭＵＣ２由肠道杯状细胞分泌，是形成肠道黏液屏
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障的主要成分［１－２］，也是形成肠道黏液层的骨架成

分［３］。近年来，人们对ＭＵＣ２及其Ｏ糖基化的功能进
行了深入的研究。发现肠道黏蛋白 ＭＵＣ２的 Ｏ糖基
化的改变与炎症性肠病的炎症程度存在密切相关［４］；

凝胶形成型黏蛋白 ＭＵＣ２及其 Ｏ型糖基化可以防止
结肠炎和结肠癌［５］。一些特定 Ｏ型糖链缺失的小鼠
易导致结肠炎［６－８］。但是，有关黏蛋白 Ｏ型糖链在维
持肠道黏液屏障完整性方面的作用仍不清楚。本研究

对结肠 ＨＴ２９Ｇａｌ细胞采取 ｂｅｎｚｙｌαＧａｌＮＡｃ抑制黏
蛋白Ｏ型糖链的形成，通过 ＥＰＥＣ和 ＥＨＥＣＯ１５７∶Ｈ７
对其侵袭，来探讨黏蛋白Ｏ型糖基化对维持肠黏液屏
障完整性的作用。

１　材料与方法

１．１　主要材料与仪器
　　人结肠癌细胞株ＨＴ２９购自中国科学院上海细胞库；葡萄
糖、半乳糖和 Ｔｒｉｚｏｌ均购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；庆大霉素购自西南
药业股份有限公司；ＴｒｉｔｏｎＸ１００购自北京鼎国昌盛生物技术
有限责任公司；致病性大肠杆菌 ＥＰＥＣ和出血性大肠杆菌
ＥＨＥＣＯ１５７∶Ｈ７由第三军医大学微生物教研室毛旭虎教授赠
送；ｂｅｎｚｙｌαＧａｌＮＡｃ购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；抗ＭＵＣ２多克隆抗体
通过用脱糖基化的肠黏蛋白免疫新西兰兔所获得，该抗体所能

识别的抗原表位是 ＤＥＷＬＶＮＤＰＳＫＰＨＣ，而该表位在大鼠和人
ＭＵＣ２分子的羧基端保守存在［９］，荧光定量 ＰＣＲ仪购自
ＢｉｏＲａｄ公司。
１．２　细胞培养、细胞系的建立
　　ＨＴ２９细胞以含１０％胎牛血清的Ｍａｃｏｙ’ｓ５Ａ完全培养基
进行常规培养，当细胞处于对数生长期时消化、离心细胞，调整

细胞浓度，接种于培养瓶中，然后用含 １０％胎牛血清和
２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的Ｍａｃｏｙ’ｓ５Ａ培养基进行培养，当细胞生长
融合至６０％时，继续培养４８ｈ，用无葡萄糖但含１０％胎牛血清
和５ｍｍｏｌ／Ｌ半乳糖的Ｍａｃｏｙ’ｓ５Ａ培养基进行培养，并每天换
液，用半乳糖取代葡萄糖的无葡萄糖培养基培养７ｄ，诱导结肠
癌ＨＴ２９细胞分化，从而得到分化型的 ＨＴ２９Ｇａｌ细胞［１０－１１］。

当细胞处于对数生长期时，消化、离心细胞、调整细胞浓度，接

种至６孔板中，将２ｎｍｏｌ／Ｌ浓度的 ｂｅｎｚｙｌαＧａｌＮＡｃ加入培养
基，并每天换液，抑制７ｄ［１２－１４］。得到 Ｏ型糖链被抑制的细胞
并将该细胞命名为ＨＴ２９ＧａｌＯｂｎ。
１．３　细菌侵袭实验
　　将处于对数生长期的 ＨＴ２９Ｇａｌ和 ＨＴ２９ＧａｌＯｂｎ细胞消
化、离心，调整细胞浓度，接种于２４孔培养板，当细胞融合至单
层时，用ＰＢＳ清洗３次，加入含５ｍｍｏｌ／Ｌ半乳糖但无葡萄糖、
１０％胎牛血清和抗生素的Ｍａｃｏｙ’ｓ５Ａ培养基，３７℃培养 ２ｈ，
使其适应无血清培养基，再在每个培养孔中分别加入 ＥＰＥＣ和
ＥＨＥＣＯ１５７∶Ｈ７（１０６ＣＦＵ／０．１ｍＬＰＢＳ，ｐＨ７．４），３７℃共孵育
２ｈ。用冷ＰＢＳ（ｐＨ７．４）清洗３次，去除未粘附的 ＥＰＥＣ、ＥＨＥＣ
Ｏ１５７∶Ｈ７，并抑制粘附的细菌进一步生长繁殖；加入含
１００μｇ／ｍＬ的庆大霉素，３７℃培养２ｈ，以彻底杀灭细胞外及粘
附于细胞表面的细菌，再用冷 ＰＢＳ（ｐＨ７．４）清洗 ３次，每次
５ｍｉｎ，然后每孔加入 ２００μＬ０．２５％的胰酶和 ０．０２５％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００，３７℃孵育１０ｍｉｎ，以破裂单层细胞和释放出胞内的细

菌［１５］。最后，按梯度稀释涂在ＭａｃＣｏｎｋｅｙ琼脂板上，３７℃静置
过夜，用菌落计数法定量侵袭入细胞内的细菌数目。

１．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ实验检测ＭＵＣ２ｍＲＮＡ水平表达
　　ＨＴ２９Ｇａｌ细胞和ＨＴ２９ＧａｌＯｂｎ细胞ＲＮＡ的提取及逆转
录参照文献［１６］报道。荧光定量 ＰＣＲ采用两步法，反应条件
为：９５℃×２ｍｉｎ，９５℃×５ｓ，６０℃×２０ｓ４０个循环。ＭＵＣ２正
向引物 ５′ＧＧＧＧＡＧＴＧＣＴＧＴＡＡＧＡＡＧＴＧＴＧＡ３′，反向引物 ５′
ＧＴＴＧＧＡＧＡＣＧＧＡＣＧＡＧＡＴＧＡＧ３′，产物长度为１６５ｂｐ；ＧＡＰＤＨ
正向引物 ５′ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ３′，反向引物 ５′
ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ３′，产物长度为２５８ｂｐ。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测细胞ＭＵＣ２的蛋白表达
　　ＨＴ２９Ｇａｌ细胞和 ＨＴ２９ＧａｌＯｂｎ细胞蛋白的提取及 ＢＣＡ
法定量蛋白浓度具体方法参照文献［１６］报道，上样２０μｇ，电
泳，转膜，ＴＢＳ洗膜５ｍｉｎ后，用含０．５％ ＢＳＡ的蛋白奶粉３７℃
封闭２ｈ，加一抗（１∶１０００），４℃过夜，ＴＢＳＴ洗膜１０ｍｉｎ×４次，
加山羊抗兔二抗（１∶２０００），室温孵育 ７０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗膜
２０ｍｉｎ×４次，显色、成像。
１．６　统计学处理
　　利用ＳＰＳＳ１８．０统计软件，采用配对样本 ｔ检验分析 ｂｅｎ
ｚｙｌαＧａｌＮＡｃ处理前后的改变，实验结果以 珋ｘ±ｓ表示。

２　结果

２．１　细菌侵袭实验结果
　　为了探讨 Ｏ型糖链在维持肠黏液屏障的作用，我们采用
ｂｅｎｚｙｌαＧａｌＮＡｃ作为 Ｏ型糖链合成的抑制剂。因 ＨＴ２９Ｇａｌ
单层细胞具有很好模拟肠黏液屏障的特性，所以将 ＨＴ２９Ｇａｌ
细胞作为研究模型。通过ＥＰＥＣ和ＥＨＥＣＯ１５７∶Ｈ７两株细菌与
ＨＴ２９Ｇａｌ单层细胞共孵育，通过菌落计数来评估细菌侵袭入
细胞的改变。ＥＰＥＣ侵袭入 ＨＴ２９ＧａｌＯｂｎ细胞培养形成的菌
落数为（５５０±６１）ＣＦＵ，ＥＰＥＣ侵袭入 ＨＴ２９Ｇａｌ细胞培养形成
的菌落数为（３２０±３５）ＣＦＵ，两者相比，前者明显高于阴性对照
的ＨＴ２９Ｇａｌ细胞（Ｐ＜０．０５）；ＥＨＥＣＯ１５７∶Ｈ７侵袭入 ＨＴ２９
ＧａｌＯｂｎ细胞培养形成的菌落数为（９５０±９５）ＣＦＵ，ＥＨＥＣ
Ｏ１５７∶Ｈ７侵袭入ＨＴ２９Ｇａｌ细胞培养形成的菌落数为（４１０±
４１）ＣＦＵ，两者相比，前者明显高于阴性对照的 ＨＴ２９Ｇａｌ细胞
（Ｐ＜０．０５），即ＥＰＥＣ、ＥＨＥＣＯ１５７∶Ｈ７侵入ＨＴ２９ＧａｌＯｂｎ细胞
培养形成的菌落数均明显高于其阴性对照的ＨＴ２９Ｇａｌ细胞。
２．２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＭＵＣ２ｍＲＮＡ水平表达
　　用ｂｅｎｚｙｌαＧａｌＮＡｃ抑制Ｏ型糖链合成后，我们应用 Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＭＵＣ２表达的改变。ＨＴ２９ＧａｌＯｂｎ细胞内的
ＭＵＣ２ｍＲＮＡ相对表达水平为（０．６２３±０．１０７），与阴性对照的
ＨＴ２９Ｇａｌ细胞的ＭＵＣ２ｍＲＮＡ相对表达水平（１．０９４±０．１５７）
相比，明显降低（Ｐ＜０．０５）。
２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭＵＣ２蛋白表达情况
　　为了明确 Ｏ型糖链合成抑制是否能减少 ＨＴ２９Ｇａｌ细胞
内的ＭＵＣ２蛋白水平，我们运用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测其 ＭＵＣ２蛋
白表达。ｂｅｎｚｙｌαＧａｌＮＡｃ处理的 ＨＴ２９Ｇａｌ细胞中 ＭＵＣ２的
表达水平低于其阴性对照的 ＨＴ２９Ｇａｌ细胞；进一步半定量分
析结果显示，ＨＴ２９ＧａｌＯｂｎ细胞内 ＭＵＣ２／βａｃｔｉｎ的相对比值
为（０．０２９±０．００５），与阴性对照的 ＨＴ２９Ｇａｌ细胞内 ＭＵＣ２／
βａｃｔｉｎ的相对比值（０．０５０±０．００８）相比，表达水平明显降低
（Ｐ＜０．０５）。见图１。
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１：ＨＴ２９Ｇａｌ；２：ＨＴ２９ＧａｌＯｂｎ
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｂｅｎｚｙｌαＧａｌＮＡｃ处理的ＨＴ２９Ｇａｌ

细胞ＭＵＣ２蛋白的表达

３　讨论

　　肠黏液屏障作为机体的一线防御屏障，在人体生
命活动过程中起着至关重要的作用。近年来，随着生

活水平的提高导致饮食结构的改变，肠黏液屏障受损

的疾病（如溃疡性结肠炎）发病率不断上升，严重危害

人类身体健康及生活质量。由于此类疾病的病因尚不

清楚，治疗上面临巨大的挑战。因此，明晰此类疾病病

因及其有效治疗方式刻不容缓。

　　黏蛋白是组成黏液屏障的主要成分［１－２］，编码蛋

白包含有高度 Ｏ型糖基化的可变数目随机重复序列
（ＶＮＴＲ），而黏蛋白分子的特点之一是 ＶＮＴＲ序列内
的高丰度的丝氨酸、苏氨酸和脯氨酸位点上的 Ｏ型糖
链，黏蛋白的功能与其分子上的 Ｏ型糖链密切相关，
该类分子翻译后的 Ｏ型糖基化在调节真核生物的生
物学功能上起关键的作用。因此，研究黏蛋白分子上

丰富的并且决定其生物学功能的 Ｏ型糖链与病原微
生物之间的相互作用，可以进一步理解宿主与病原微

生物之间的相互联系。

　　目前研究肠道黏液屏障只能在动物水平。有研究
提示肠杯状细胞所分泌的 ＴＦＦ３、ＭＵＣ２羧基端和
ＩｇＧＦｃγＢＰ羧基端在黏液层以共价键为基础相互结合
在一起是黏液屏障的一种物质基础［１７］。而常用的结

肠上皮来源的细胞株，如 ＨＴ２９和 Ｃａｃｏ２细胞，不能
形成黏液层。所以改变黏液层的 Ｏ型糖链而改变不
同性质的黏液层（即具有不同 Ｏ型糖链的黏液层）成
为该领域研究不可逾越的障碍。本研究选用的

ＨＴ２９Ｇａｌ细胞，为ＨＴ２９高分化类型，具有分泌黏液
的杯状细胞的特性［１０－１１］，所分泌的黏液层可以模拟肠

黏液屏障，同时单层的融合上皮可以模拟肠黏膜上皮

的结构，克服了只能在动物水平研究肠道黏液屏障的

难题，同时克服了Ｏｇｌｙｃａｎ缺陷动物模型的多器官、多
细胞、多蛋白及其蛋白合成多阶段的影响，这样可以在

一个更为确切的模型内研究肠道黏液层内黏蛋白的

Ｏ型糖链与肠道病原体之间的相互作用。
　　本研究采用ｂｅｎｚｙｌαＧａｌＮＡｃ抑制单层ＨＴ２９Ｇａｌ
细胞的 Ｏ型糖链形成，然后观察 ＥＰＥＣ和 ＥＨＥＣ
Ｏ１５７∶Ｈ７侵袭入单层的 ＨＴ２９Ｇａｌ细胞的数量改变，
以明确 Ｏ型糖链在保护细胞抵抗细菌侵袭入细胞的

作用。我们的实验结果显示：单层的 ＨＴ２９ＧａｌＯｂｎ
细胞细菌侵袭入细胞内的数量明显高于单层 ＨＴ２９
Ｇａｌ细胞。这表明黏蛋白Ｏ型糖链的合成与细菌的侵
袭密切相关。这或许是抑制黏蛋白 Ｏ型糖链的形成
后，黏液屏障的完整性遭到破坏，这才使得穿透单层

ＨＴ２９Ｇａｌ细胞并进入该细胞内的细菌量增加。同
时，也有文献报道：部分特定的糖链可以成为病原微生

物定植黏液层的位点，成为联结细胞与环境相互交通

信号的一个生物平台［１７－１９］；一些特定 Ｏ型糖链缺失
的小鼠易导致结肠炎［６－８］。但是，其具体机制有待进

一步研究。

　　ＭＵＣ２为凝胶形成型黏蛋白，由杯状细胞合成后，
通过囊泡运输到细胞外参与形成黏液屏障。我们运用

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ均检测到 ＨＴ２９Ｇａｌ
Ｏｂｎ细胞的ＭＵＣ２的表达量相对于对照组均降低。其
原因可能为调节 ＭＵＣ２合成过程中的一些酶含有 Ｏ
型糖链，被 ｂｅｎｚｙｌαＧａｌＮＡｃ所抑制，导致酶的活性降
低有关。

　　本研究采用 ｂｅｎｚｙｌαＧａｌＮＡｃ抑制的是所有 Ｏ型
糖链的合成，Ｏ型糖链包括 ｃｏｒｅ１、ｃｏｒｅ２、ｃｏｒｅ３、ｃｏｒｅ４四
种［８］，在黏液屏障中起作用的到底是哪一种或几种，我

们正在积极研究中。综上所述，我们通过黏蛋白 Ｏ型
糖链合成抑制入手研究黏液屏障与病原微生物之间的

相互作用，发现了黏蛋白 Ｏ型糖链在维持黏液屏障完
整性中有重要作用。不仅为将来治疗与肠黏液屏障损

伤有关的疾病提供了新的线索，而且丰富了人们对 Ｏ
型糖链的认识，并为将来的药物靶点设计提供了依据。
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Ａ：矢状位；Ｂ：水平位；Ｃ：冠状位
图１　额窦癌患者术前增强头颅ＭＲＩ表现
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Ａ：矢状位；Ｂ：水平位；Ｃ：冠状位
图２　额窦癌患者术后２个月增强头颅ＭＲＩ表现

２　讨论

　　原发性额窦癌多发生于５０～６０岁，男女比例为５∶１，由于
其发病隐匿且无特异性临床症状，早期诊断较困难，使额窦癌

患者往往在疾病快速进展时才来就诊。影像学检查可明确肿

瘤发源部位和侵及范围，并对手术入路的选择提供重要信息。

额窦癌常见病理类型为鳞癌（占所有额窦癌的１／３）、腺癌、基
底细胞癌等［３］。

　　目前临床多采用手术治疗，但额窦及临近解剖结构复杂，
加大了手术全切难度，即便采用扩大切除患者预后仍差［４］。本

例患者手术次全切实性肿瘤，对侵犯的额骨做扩大切除，切除

了侵及额叶和眼眶肿瘤，并在术后辅以放疗。术后２个月复查

头颅ＭＲＩ发现手术切除额骨边缘见多发软组织结节及团块呈
明显强化，并侵犯眼眶及两侧筛窦及左侧额叶，考虑肿瘤残留。

我们认为额骨边缘多发软组织结节可能因肉眼观察肿瘤边界

小于肿瘤实际侵及范围导致手术扩大切除范围不足所致。手

术难度大的另一个原因是切除筛窦肿瘤后颅底的重建，本例患

者采用自体肌肉浆＋生物胶固定修补颅底，效果满意，术后无
脑脊液漏发生。在颅底重建时还应注意避免死腔的产生，本病

例在术中完全打开筛窦和蝶窦形成引流通道，术后无感染发

生，疗效满意。现患者随访半年，仍带瘤生存。

　　现阶段对额窦癌的临床治疗经验全部来自于个案分析，此
病预后极差、复发率较高，带瘤生存也易给患者极大的心理负

担。额窦瘤的早期诊断较困难，一般就诊时病变已广泛地侵犯

临近结构甚至侵及颅内，对手术切除造成极大困难。我们认为

对可疑病例及早行ＣＴ或ＭＲＩ检查以求早期诊断早期治疗，术
前尽量明确病变范围及边界，在切除肿瘤基础上行扩大切除。
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