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Abstract
AIM: To investigate the effect of TNF-α on tight junctions
between the epithelial cells of the intestinal mucosal barrier.

METHODS: Colon cancer cell line (CaCo-2) was cultured.
The localizations of zonula occluden-1 (ZO-1) in CaCo-2
epithelial cells were detected by immunofluorescence after
exposure to TNFα (0, 50, 100 and 200 µg/L) for 24 h and
the TNF-α treatment with 100 µg/L for 0, 4, 8 and 24 h.
The expression level of ZO-1 was analyzed by semi-quan-
titative reverse transcriptase-PCR after exposure to TNFα
with the above time and concentration.

RESULTS: Different expression levels of ZO-1 depended
on different time and concentration of TNF-α treated on
CaCo-2 epithelial cells. The integrity of tight junctions was
disrupted and the expression level of ZO-1 decreased af-
ter treatment with TNF-α. The intensity of the immunof-
luorescent signal was less intensive after exposure to TNFα
100 and 200 µg/L than that to 0 and 50 µg/L. The intensity
of the immunofluorescent signal was less intensive after
exposure to TNFα 100 µg/L for 24 hours than those for 0 h,
4 h and 8 h. The RT-PCR results showed that after CaCo-
2 cells were treated for 24h with the indicated concentra-
tions (0, 50, 100 and 200 µg/L) of TNF-α and the TNF-α
treatment with 100 µg/L for 0 h, 4 h, 8 h and 24 h, the
expression levels of ZO-1 mRNA in CaCo-2 cells were de-
creased by TNF-α with 100 µg/L for 24 h, as compared
with control (P <0.01).

CONCLUSION: Tight junctions between the epithelial cells
of the intestinal mucosal barrier can be destroyed by TNF-α,
and decreased expression level of ZO-1 induced by TNF-α is
one of the most important molecular mechanisms.
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摘要

目的: 探讨肿瘤坏死因子(TNF-α)对肠黏膜上皮细胞间紧密

连接的影响.

方法: 应用免疫荧光方法检测在肿瘤坏死因子(TNF-α) 0

50 100 和 200 µg/L 作用下 与结肠癌上皮细胞株(CaCo-

2细胞株)共同培养24 h 以及用TNF-α 100 µg/L与CaCo-

2 细胞共同培养 0 4 8 和 24 h 观察 TNF-α 对紧密

连接蛋白(zonula occluden 1 ZO-1)表达的影响. 并应用

半定量RT-PCR方法检测TNF-α用上述相应的时间和浓度

作用后对肠黏膜上皮细胞ZO-1 mRNA表达的影响.

结果: 用 TNF-α 100 和 200 µg/L 作用 24 h 后 ZO-1 的免疫

荧光明显减少 并呈剂量依赖性; 用 TNF-α 100 µg/L 作

用 24 h 时 ZO-1 免疫荧光明显减少 并呈时间依赖性. 应

用半定量 RT-PCR 的方法检测结果: TNF-α 作用 24 h 时

ZO-1 mRNA从TNF-α 0 µg/L 的1.1926 降至 100 µg/L 的

0.7834 和 200 µg/L 的 0.7081;  TNF-α 100 µg/L 作用 4 h

ZO-1mRNA 为(95. 5 5.5%); 8 h 为(82.0 5.4%); 24 h

降至最低为(67.7 5.7%) 与对照组相比 P <0.01.

结论: TNF-α是通过抑制肠上皮细胞间紧密连接蛋白ZO-1

表达引起肠黏膜上皮细胞间紧密连接破坏. 并且是通过抑制

ZO-1 mRNA引起肠上皮细胞ZO-1蛋白表达降低.
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0   引言

自发性腹膜炎(spontaneous bacterial peritonitis SBP )是

重症肝炎常见的并发症 是引起重症肝炎死亡的重要

原因[1-3]. 近年来 对重症肝炎并发 SBP 的发生机制有

了一定的认识. 肠通透性改变和细菌易位与SBP发生密

切相关[4-7] 而重症肝炎异常增高的细胞因子如肿瘤坏

死因子(TNF) γ- 干扰素(IFN-γ) 白介素(IL)等与 SBP

发生亦有关[8-9]. 我们观察在 TNF-α 作用下 体外培养
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的肠黏膜上皮细胞紧密连接蛋白(zonula occluden 1

ZO-1)表达状态 探讨 TNF-α 在重症肝炎并发 SBP 的

发生中所起到的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  主要试剂与仪器细胞培养液 DMEM 高糖培养

基 胎牛血清 谷氨酰胺均购于 Gibco 公司; 非必须氨

基酸购于Hyclone公司; 胰蛋白酶 TNF-α购于Sigma公司;

ZO-1 兔抗鼠抗体购于 SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY;

FITC 标记山羊抗兔 IgG 抗体购于 Jackson 公司; CaCo-2

细胞株购自美国ATCC(American Type Culture Cellection).

1.2 方法  CaCo-2 细胞培养按照文献[PMID:1590354]

应用含有 200 mL/L 胎牛血清 10 g/L 非必须氨基酸

10 g/L谷氨酰胺和青霉素-链霉素双抗液的DMEM培养

液将 CaCo-2 细胞在 37 50 mL/L CO2 条件下进行培

养 每 7 d 按 1 2 的比例传代 传代后 7 d 左右细胞

生长达到融合. 每次实验分为对照组(TNF-α非添加组)和

实验组(TNF-α 添加组). 实验时取 3 组非同代 7 d 左右生

长达到融合的细胞 添加 0 µg/L 50 µg/L 100 µg/L 和

200 µg/L 浓度的 TNF-α 继续培养 24 h 后 进行免疫荧

光检测 并收集CaCo-2细胞提取总 RNA 置-130 保

存待用. 另外 将 CaCo-2 细胞与 TNF-α 100 µg/L 共同

培养0 4 8和24 h 进行免疫荧光检测 并收集CaCo-

2 细胞提取总 RNA.

1.2.1 免疫荧光检测  参照Heinaz Schmitz [PMID:11193576]

方法取同代细胞接种于盖玻片上 待细胞生长融合

70% 左右用 TNF-α 处理 取出盖玻片 PBS 漂洗 3 次

(每次 10 min)后 用 37 g/L 甲醛固定 15 min PBS 漂

洗 加入 0.5% Triton X-100 处理 10 min PBS 漂洗

100 mL/L 小牛血清白蛋白封闭 1 h 加入浓度为 1 50

的 ZO-1 抗体 4 过夜 PBS 漂洗后加入用 FITC 标

记的免疫荧光抗体 37  1 h 再用 PBS 漂洗 蒸馏

水洗后用甘油封片.

1.2.2 半定量RT-PCR  用TRIZOL裂解准备好的CaCo-

2 细胞 用酚 - 氯仿抽提总 RNA 分别取 2 µL 总 RNA

加入终浓度为 0.6 0.1 µmol/L 的 ZO-1 特异引物与 β-

肌动蛋白内参引物进行共扩增 RT-PCR 反应 反应体

系总体积 30 µL. ZO-1 正义引物序列为[10]: 5 -CGGTC

CTCTGAGCCTGTAAG-3 ; 反义序列为 5 -GGATCT

ACATGCGACGACAA-3 扩增长度为 371 bp. β- 肌

动蛋白正义引物序列为: 5 -GTGGGGCGCCCCAGGCA

CCA-3 ; 反义序列为 5 -CTTCCTTAATGTCACGCA

CGATTTC-3 扩增长度为 540 bp (以上引物均由

Takara Biotechnology 公司合成). 反应条件为:  50 逆转

录 30 min 95 变性 15 min 然后进行 PCR 反应 30

次循环: 94 变性 45 s 56 退火 45 s 72 延伸

60 s 最后行 72 延伸 10 min. 取 PCR 反应产物 10 µL

加入2 g/L琼脂糖凝胶后电泳. 应用天能GIS凝胶图像处

理软件 对扫描获得的 RT-PCR 扩增产物进行量化

然后用质控内参排除操作误差 进行样本标准化处理.

计算方法如下: 标准化的样本数值 = 样本量化数值 / 同

一样本内参的量化数值.

        统计学处理  应用 SPSS 软件(10.0 版本)进行统计学

分析 各组标准化的样本数值用 mean±SEM 表示. 对各

组间数据进行方差分析 当 P <0.05 时有显著性差异.

2   结果

2.1 TNF-α 对 CaCo-2 细胞 ZO-1 蛋白表达的影响  用

TNF-α 0 µg/L 50 µg/L 100 µg/L 和 200 µg/L 与 CaCo-

2 细胞共同培养 24 h 应用免疫荧光检测 CaCo-2 细胞

ZO-1 蛋白表达 发现 100 µg/L 和 200 µg/L 组 ZO-1 免

疫荧光明显减少或断裂(图 1). 用 TNF-α 100 µg/L 与

CaCo-2 细胞共同培养 分别在 0 4 8 和 24 h 时

应用免疫荧光检测 CaCo-2 细胞 ZO-1 蛋白 结果 24 h

时 ZO-1 免疫荧光明显减少(图 2).

图 1  TNF-α 作用 24h 对 CaCo-2 细胞 ZO-1 蛋白表达. A: 0 µg/L; B:
50 µg/L  C: 100 µg/L D: 200 µg/L.

图2  TNF-α 100 µg/L处理CaCo-2细胞ZO-1蛋白表达. E: 0 h; F: 4 h;
G: 8 h; H: 24 h.

2.2 TNF-α 对 CaCo-2 细胞 ZO-1 mRNA 表达的影响

从浓度依赖角度 取同代 7 d 左右生长达到融合的细

胞 分别添加 TNF-α 0 µg/L 50 µg/L 100 µg/L 和

200 µg/L 与 CaCo-2 细胞共同培养 结果 24 h 时 TNF-

α 100 µg/L 组 ZO-1mRNA 明显降低 从 0 µg/L 的

1.1 926 降至 100 µg/L 的0.7 834和200 µg/L 的0.7 081. 从

时间依赖角度 取 3 代细胞 加入 TNF-α (100 µg/L)

A B

C D

E F

G H
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后 ZO-1 的 mRNA 表达的时间曲线如图 3 所示. 培养

4 h ZO-1 的 mRNA 为(95.5 5.5%); 8h 为(82.0 5.4%);

24 h 降至最低为(67.7 5.7%) 与对照组相比 P <0.01.

图 3  TNF-α 对 CaCo-2 细胞紧密连接蛋白 ZO-1 表达的影响.

3   讨论

重症肝炎并发自发性腹膜炎的发病机制尚不十分清楚.

以往学者认为: 自发性腹膜炎形成是细菌通过菌血症定

植(colonization)在腹水中或肠道细菌穿过肠壁进入腹膜

腔. 因肠道不仅是消化和吸收营养物质的重要脏器 而

且肠道的其他特殊功能如免疫调节 内分泌功能 黏膜

屏障功能在防御细菌侵入作用受到学者们的高度重视[11].

肠道屏障是存在于肠道内的具有高效选择性功能的屏

障系统 肠黏膜屏障在保护机体免受食物抗原 微生物

及其产生的有害代谢产物的损害 保持机体内环境的

稳定方面起重要作用[12-13]. 在正常情况下 肠黏膜具有

完善的机械屏障 以抵御较强的刺激和正常菌群的侵

犯. 这种肠黏膜屏障由肠表面黏液 微绒毛 肠黏膜上

皮细胞及其间的紧密连接以及黏膜的特殊结构组成[14].

近年来 对细胞间连接的研究受到极大重视 肠上皮细

胞间连接和大多数细胞的连接方式一样 由紧密连接

(TJ) 黏附连接(AJ) 缝隙连接(Gap junction)等构成. 构

成肠上皮细胞间连接的蛋白主要有 ZO-1 occludin

cadherin claudin 和 β-catenin 等[15]. 一旦某种组成成分

发生变化 即可导致屏障功能发生异常.

        1988 年 Yasutoshi et al 人首次发表肝衰竭与 TNF-α
相关 随后相继发现重症肝炎时许多细胞因子包括

IFN-γ IL-1 IL-6 等明显增加[16-18]. TNF-α 是一种具

有广谱生理和病理效应的细胞因子 主要由单核和巨噬

细胞分泌. TNF-α 在重症肝炎 感染性休克以及炎症性

肠病的发生中起着重要的作用[19-20]. 他可诱导肠上皮细胞

凋亡[21-23]和细胞间紧密连接蛋白装配功能改变[24] 导致

肠上皮通透性增加 [25-27]. 另有研究认为 肠上皮通透性

增加的原因大约一半是由凋亡引起 [28]. 为了研究其他引

起肠上皮通透性增加原因是否与上皮细胞间紧密连接

的完整性破坏有关 有学者证实 溃疡性结肠炎时肠

黏膜屏障受损是由于紧密连接结构改变所致[29] TNF-

α 和 INF-γ 等炎性细胞因子之间有协同作用能下调跨

膜紧密连接纤维蛋白的occludin启动子的表达 并且导

致肠电生理功能紊乱[30]. 同时 TNF-α 有细胞毒作用

可直接引起组织水肿和破坏.

       1986 年确定 ZO-1 为第一个紧密连接相关蛋白[31]

属于跨膜蛋白 可以起连接跨膜蛋白occludin和肌动蛋

白细胞骨架的作用 是构成肠黏膜上皮紧密连接的重

要成分之一[32]. Caco-2 细胞来源于人体结肠癌细胞株

在生长至融合后有柱状凸起 类似于小肠微绒毛 向培

养液一侧形成刷状缘并有分化良好的紧密连接 是目

前很好的体外肠屏障模型[33] 特别是在紧密连接蛋白

表达研究中得到广泛应用[34-36]. 为了探讨TNF-α对肠黏

膜屏障上皮细胞间紧密连接的影响 我们采用 TNF-α
与 Caco-2 细胞共同培养 测定 ZO-1 表达. 结果发现

TNF-α 可直接抑制肠黏膜屏障上皮细胞间 ZO-1 的表

达; 随着浓度增加和时间延长 ZO-1 表达明显减少. 我

们应用 mRNA 的半定量方法测 TNF-α 作用后 ZO-1

mRNA 发现高浓度的 TNF-α 作用 Caco-2 细胞时间

越长 其 ZO-1mRNA 表达减少越明显 并呈时间依赖

关系. 故推测: TNF-α可能是通过抑制ZO-1 mRNA而降

低 Caco-2 细胞 ZO-1 蛋白的表达 从而影响肠黏膜上

皮细胞间紧密连接的完整性.

        本结果提示: 在重症肝炎患者并发 SBP 时 高水平

的 TNF-α 作用肠黏膜引起肠黏膜屏障改变可能是通过

抑制 ZO-1 mRNA 而降低 ZO-1 蛋白表达. 由此可见:

TNF-α 不仅在重症肝炎肝细胞损伤的发病中起作用

而且在其并发症 - 自发性腹膜炎的发生上也起一定作

用. 进一步深入研究TNF-α对肠黏膜屏障上皮细胞间紧

密连接的影响及其分子机制的影响有助于我们进一步

了解重症肝炎并发自发性腹膜炎的发病机制 提高重

症肝炎并发自发性腹膜炎 肝硬化腹水等的治疗水平

改善其预后并减少并发症的产生.
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