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丙氨酰 －谷氨酰胺二肽对仔猪小肠上皮细胞间
紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ定位与表达的影响

邓宸玺　王自蕊　游金明　瞿明仁　叶亚玲　辛向荣　潘　珂
（江西农业大学动物科技学院，南昌 ３３００４５）

摘　要：本试验以分离自仔猪空肠上皮的 ＩＰＥＣ１细胞为模型，探讨丙氨酰 －谷氨酰胺二肽
（ＡｌａＧｌｎ）对仔猪小肠上皮细胞间紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ定位与表达的影响。试验选取同代
ＩＰＥＣ１细胞接种至 ６块 ６孔细胞培养板上，分别用含 ０（对照组）、０．２５、０．５０、１．００、２．００、
４．００ｍｍｏｌ／ＬＡｌａＧｌｎ的ＤＭＥＭ高糖培养基进行培养，待细胞生长融合达７０％以上时，对ｏｃｃｌｕ
ｄｉｎ进行免疫荧光定位和蛋白质印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测。结果表明：１）对照组细胞可见其胞质
内存在团状的阳性荧光染色，而细胞间连接处阳性荧光染色不明显；随着 ＡｌａＧｌｎ浓度的升高，
细胞间连接处荧光信号逐渐增强，细胞轮廓更加清晰，而胞质内荧光信号逐渐减弱。２）各添加
组 ＩＰＥＣ１细胞间 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的相对表达量均极显著高于对照组（Ｐ＜０．０１）。随着 ＡｌａＧｌｎ浓度的
升高，ｏｃｃｌｕｄｉｎ的相对表达量呈先增后减的趋势，添加量为２．００ｍｍｏｌ／Ｌ时达到峰值，且极显著
高于其他添加量（Ｐ＜０．０１）。由此可知，ＡｌａＧｌｎ可以上调仔猪小肠上皮细胞间紧密连接蛋白
ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达，促进细胞间紧密连接结构的形成，进而增强仔猪小肠黏膜的屏障功能。
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　　仔猪小肠具有完整的黏膜屏障功能是保证其
肠道健康的重要基础，而小肠上皮细胞间良好的

紧密连接结构是维持小肠黏膜发挥正常屏障功能

和吸收功能的前提。小肠上皮细胞间的这种紧密

连接可封闭细胞旁间隙，使得上皮细胞仅仅对离

子和氨基酸类营养物质选择性通过。研究表明，

紧密连接是依靠一系列跨膜及外周蛋白相互作用

形成的复合体，包括 ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ｃｌａｕｄｉｎ、ＺＯ１和
ＪＡＭ等多种蛋白。其中 ｏｃｃｌｕｄｉｎ最早被发现，是
紧密连接中最重要的结构蛋白之一，其分子质量

为６４～８２ｋｕ，含有４个跨膜结构域、２个细胞外环
和１个细胞内环，可与 ＺＯ１等蛋白结合，共同构
成紧密连接的骨架部分。ｏｃｃｌｕｄｉｎ一旦进入紧密
连接，其连接部位的膜通透性将大大降低，使大分

子自由出入受阻，进而达到屏障保护作用［１］。仔

猪早期断奶后，肠道通透性增加、肠屏障功能破坏

可能归因于肠上皮细胞间紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ
ｍＲＮＡ表达量的下降［２］。在应激状态下，仔猪肠

道几乎完全依赖谷氨酰胺（ｇｌｕｔａｍｉｎｅ，Ｇｌｎ）来支持
黏膜细胞和巨噬细胞的生理代谢以维持肠黏膜结

构和功能的完整［３］。在断奶期间，由于无法获得

母源性 Ｇｌｎ，仔猪容易发生 Ｇｌｎ缺乏。因此，通过
补充外源性 Ｇｌｎ对防止仔猪断奶应激具有十分重
要的意义。然而，目前人工合成的 Ｇｌｎ水溶性差，
易转化为有害的焦谷氨酸和氨，且吸收率低，限制

了其在生产中的广泛应用［４］，而以丙胺酰 －谷氨
酰胺二肽（ａｌａｎｙｌｇｌｕｔａｍｉｎｅｄｉｐｅｐｔｉｄｅ，ＡｌａＧｌｎ）作
为 Ｇｌｎ的供体，则可弥补 Ｇｌｎ单体的缺陷［５］。Ａｌａ
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Ｇｌｎ在保护仔猪肠道屏障功能方面已有一些研究，
但 ＡｌａＧｌｎ参与仔猪小肠屏障保护作用是否与小
肠上皮细胞间紧密连接的形成有关？ＡｌａＧｌｎ是
否可以上调紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达？目前
鲜有报道。本试验旨在通过体外试验，以分离自

仔猪空肠上皮的 ＩＰＥＣ１细胞为模型，利用免疫荧
光定位和蛋白质印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）方法，探讨
ＡｌａＧｌｎ对仔猪小肠上皮细胞间紧密连接蛋白 ｏｃ
ｃｌｕｄｉｎ定位与表达的影响，以期为揭示ＡｌａＧｌｎ促进
肠黏膜屏障功能的作用机理提供新的线索。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　试验试剂
　　ＤＭＥＭ高糖培养基（不含 Ｇｌｎ）购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司、胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司、ＡｌａＧｌｎ、小牛血
清白蛋白（ＢＳＡ）、丙烯酰胺（ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ）、过硫酸
铵 （ＡＰＳ）、Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′－四 甲 基 乙 二 胺
（ＴＥＭＥＤ）、三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓｂａｓｅ）、甘氨
酸（Ｇｌｙ）、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、脱氧胆酸钠
（ｓｏｄｉｕｍｄｅｏｘｙｃｈｏｌａｔｅ）购自 Ｓｉｇｍａ公司，青霉素、
链霉素购自北京索莱宝公司，胰岛素铁硒传递蛋

白（ＩＴＳ）购自 Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ公司，鼠表皮生长因子
（ｍＥＧＦ）、脱脂奶粉（ｓｋｉｍｍｉｌｋｐｏｗｄｅｒ）购自 ＢＤ
公司，兔抗 ｏｃｃｌｕｄｉｎＣｔｅｒｍ多克隆抗体购自 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记的羊抗
兔免疫球蛋白 Ｇ（ＩｇＧ）购自中杉金桥公司，辣根过
氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、
ＨＲＰ标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、鼠抗 β－肌
动蛋白（βａｃｔｉｎ）单克隆抗体购自 Ｊａｃｋｓｏｎ公司，磷
酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、甲醛、聚乙二醇辛基苯基醚
（ＴｒｉｔｏｎＸ１００）、苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、甲叉双丙
烯酰胺（ｂｉｓａｃｒｙｌａｍｉｄｅ）、吐温 －２０、溴酚蓝（ｂｒｏｍ
ｐｈｅｎｏｌｂｌｕｅ）、丽春红Ｓ（ｐｏｎｃｅａｕＳ）、乙基苯基聚乙
二醇裂解液（ＮＰ４０）、细胞组织快速裂解液（ＲＩ
ＰＡ）购自 Ａｍｒｅｓｃｏ公司，动植物膜蛋白微量制备试
剂盒、２ｍｇ／ｍＬ牛血清白蛋白标准品、５×还原样
品缓冲液、１０×ＴｒｉｓＧｌｙＳＤＳ电泳缓冲液、考马斯
亮蓝、中分子质量预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ（７条带）、Ｓｔｒｉｐ
ｐｉｎｇＢｕｆｆｅｒ购自天恩泽，二辛可宁酸（ＢＣＡ）蛋白
质浓度测定试剂盒购自碧云天，免疫印迹化学发

光剂（ＥＣＬ）、０．４５μｍ孔径硝酸纤维素膜购自 Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ公司，二硫苏糖醇（ＤＴＴ）购自 Ｍｅｒｃｋ公司，

蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂购自 Ｒｏｃｈｅ公司，甲
醇、氯化钠购自国药集团，璜基水杨酸购自北京金

汇太亚化学试剂公司，三氯乙酸购自上海研拓

公司。

１．１．２　试验培养基
　　基础培养基：９５％ ＤＭＥＭ高糖培养基（不含
Ｇｌｎ）＋５％胎牛血清 ＋５μｇ／ＬｍＥＧＦ＋１‰ ＩＴＳ＋
１００Ｕ／ｍＬ青霉素 ＋１００Ｕ／ｍＬ链霉素。
　　配制 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ共 ６种试验培养基，即
分别在基础培养基中加入 ０、０．２５、０．５０、１．００、
２．００和４．００ｍｍｏｌ／Ｌ（终浓度）的 ＡｌａＧｌｎ。
１．１．３　试验细胞
　　试验用细胞为分离自仔猪空肠上皮的成熟的
ＩＰＥＣ１细胞，由中科院长沙亚热带研究所馈赠。
１．２　试验方法
１．２．１　ＩＰＥＣ１细胞培养
　　取传代稳定的同代 ＩＰＥＣ１细胞，同时接种于
底部放有盖玻片的分别标记为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ的
６块６孔细胞培养板上，并分别加入含 ０、０．２５、
０．５０、１．００、２．００和 ４．００ｍｍｏｌ／Ｌ（终浓度）Ａｌａ
Ｇｌｎ的试验培养基，置于培养箱中于 ３７℃、５％
ＣＯ２条件下培养。
１．２．２　ｏｃｃｌｕｄｉｎ免疫荧光定位观察
　　待细胞融合达 ７０％以上后，吸去培养基，用
ＰＢＳ洗涤５次，每次 １０ｍｉｎ。加入中性甲醛固定
液固定１５ｍｉｎ后，用 ＰＢＳ洗涤。随即加入０．５％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理 １０ｍｉｎ，经 ＰＢＳ洗涤后，再用
１００ｍＬ／ＬＢＳＡ封闭１ｈ，然后加入２μｇ／ｍＬ的兔
抗 ｏｃｃｌｕｄｉｎＣｔｅｒｍ多克隆抗体，于 ３７℃下温育
１ｈ。用 ＰＢＳ洗涤后按１∶１００加入 ＦＩＴＣ标记的羊
抗兔 ＩｇＧ，经３７℃温育１ｈ、ＰＢＳ洗涤、蒸馏水冲洗
后将盖玻片取出，用甘油封片，在荧光显微镜下观

察各组样品 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的定位情况并拍照。
１．２．３　ｏｃｃｌｕｄｉｎ相对表达量测定
１．２．３．１　十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电
泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）溶液配制
　　３０％ ＡｃｒＢｉｓ储备液：取２９ｇ丙烯酰胺和１ｇ
甲叉双丙烯酰胺，溶于１００ｍＬ双蒸水。
　　１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ６．８）：１２．１ｇＴｒｉｓｂａｓｅ
溶于８０ｍＬ双蒸水，用浓 ＨＣｌ调节 ｐＨ至６．８，定
容至１００ｍＬ。
　　１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．８）：１２．１ｇＴｒｉｓｂａｓｅ
溶于８０ｍＬ双蒸水，用浓 ＨＣｌ调节 ｐＨ至８．８，定
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容至１００ｍＬ。
　　１０％ ＳＤＳ：取１０ｇ电泳级ＳＤＳ，加入９０ｍＬ双
蒸水，加热至６８℃助溶，再加入几滴浓 ＨＣｌ调节
溶液的 ｐＨ至７．２，用双蒸水定容至１００ｍＬ。
　　１０％ ＡＰＳ：将０．１ｇＡＰＳ溶于１ｍＬ双蒸水。
　　ＴＢＳＴ缓冲液：Ｔｒｉｓｂａｓｅ２．４２ｇ，ＮａＣｌ８．７７ｇ，
调 ｐＨ至７．２～７．４，定容至１０００ｍＬ，再加 ２ｍＬ
吐温 －２０。
　　５％脱脂奶粉 －ＴＢＳＴ缓冲液：在 １００ｍＬ
ＴＢＳＴ缓冲液中加入５ｇ脱脂奶粉。
　　３％ ＢＳＡＴＢＳＴ缓冲液：在 １００ｍＬＴＢＳＴ缓
冲液中加入３ｇＢＳＡ。
　　另外，按照常规方法配制５％浓缩胶和１２％分
离胶。

１．２．３．２　细胞膜蛋白抽提及浓度调整
　　将培养好的各组细胞用 ＰＢＳ冲洗１遍，加入
预冷的裂解液于冰上裂解 １０～２０ｍｉｎ，将细胞刮
下，用ＥＰ管收集，然后经１００～２００Ｗ超声波破碎
细胞２次，每次 ３ｓ。于 ４℃下 １２０００×ｇ离心
５ｍｉｎ，弃去上清，将上述操作重复３次。采用动植
物膜蛋白微量制备试剂盒提取细胞膜蛋白，于

－８０℃保存待测。
　　使用 ＢＣＡ蛋白质浓度测定试剂盒对细胞膜
蛋白样品进行定量，以 ＲＩＰＡ将各组细胞膜蛋白样
品调成相同浓度。加入５×还原样品缓冲液后，使
样品终浓度为０．８ｍｇ／ｍＬ。
１．２．３．３　目的蛋白电泳及 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ预试验
　　将样品水浴煮沸５ｍｉｎ，上样时每孔目的蛋白
量为 ８μｇ。接好电源，浓缩胶中 ９０Ｖ恒压约
２０ｍｉｎ。待溴酚蓝跑至分界处，将电压调为
１６０Ｖ，约５０ｍｉｎ后溴酚蓝跑出分离胶，终止电泳。
小心取下 ２块胶，其中一块以考马斯亮蓝染色。
以记号笔在玻璃板上画好标记线，依线小心切去

浓缩胶及两边未加样泳道，并在凝胶底部最靠近

左边切去一角，以示电泳方向及加样方向。同法

操作另一块胶。

　　ＳＤＳＰＡＧＥ后将目的蛋白转至硝酸纤维素膜
上，条件为：３００ｍＡ恒流，０．４５μｍ孔径硝酸纤维
素膜，转膜约１ｈ。转膜完成后用丽春红 Ｓ染色，
并观察转膜效果。然后将硝酸纤维素膜完全浸没

在装有３％ ＢＳＡＴＢＳＴ缓冲液的封口袋中，室温下
轻摇２ｈ。弃封闭液，用兔抗 ｏｃｃｌｕｄｉｎＣｔｅｒｍ多克
隆抗体（３％ ＢＳＡＴＢＳＴ缓冲液稀释，１∶２０００）室

温下孵育１０ｍｉｎ，置于 ４℃冰箱过夜。取出硝酸
纤维素膜，室温下孵育３０ｍｉｎ。再使用ＴＢＳＴ缓冲
液（Ｔｒｉｓｂａｓｅ２０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮａＣｌ１５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ
７．４，吐温 －２００．０５％）清洗硝酸纤维素膜５次，每
次５ｍｉｎ。加入 ＨＲＰ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（５％脱
脂奶粉 －ＴＢＳＴ缓冲液稀释，１∶２０００）后，室温下
轻摇 １ｈ。ＴＢＳＴ缓冲液清洗５次，每次５ｍｉｎ。加
入 ＥＣＬ２ｍＬ，室温反应３～５ｍｉｎ，胶片曝光３０～
６０ｓ，显影２ｍｉｎ，最后定影。胶片扫描后结果见
图１。

图１　目的蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ预试验条带
Ｆｉｇ．１　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｐｒｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｂａｎｄｓｏｆ

ｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｏｃｃｌｕｄｉｎ

１．２．３．４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ正式试验
　　ＳＤＳＰＡＧＥ后将目的蛋白转至硝酸纤维素膜
上，试验步骤与条件参照预试验。然后用 Ｓｔｒｉｐｐｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ在３７℃下洗膜３０ｍｉｎ，去离子水洗膜３次，
ＴＢＳＴ缓冲液洗膜３次，每次３ｍｉｎ，将硝酸纤维素
膜完全浸没在３％ ＢＳＡＴＢＳＴ缓冲液中，室温下摇
动０．５ｈ。将膜装入含有鼠抗 βａｃｔｉｎ单克隆抗体
（用５％脱脂奶粉 －ＴＢＳＴ缓冲液稀释，１∶５０００）的
封口袋中，室温下孵育２ｈ。ＴＢＳＴ缓冲液洗膜，共
洗５次，每次 ５ｍｉｎ。再用 ＨＲＰ标记的山羊抗鼠
ＩｇＧ（５％脱脂奶粉 －ＴＢＳＴ缓冲液稀释，１∶１００００）
室温下孵育４０ｍｉｎ。ＴＢＳＴ缓冲液洗膜５次，每次
５ｍｉｎ。加入 ＥＣＬ２ｍＬ，室温反应３～５ｍｉｎ，胶片
曝光３０～６０ｓ，显影２ｍｉｎ，定影。胶片扫描后结果
见图２。
１．３　统计分析
　　仔猪小肠上皮细胞间紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ
的相对表达量以样本与兔抗 ｏｃｃｌｕｄｉｎＣｔｅｒｍ多克
隆抗体结合后的灰度值与同一样本与鼠抗 βａｃｔｉｎ
单克隆抗体结合后的灰度值的比值表示。各组
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ｏｃｃｌｕｄｉｎ相对表达量数据采用 ＳＰＳＳ１７．０软件进
行方差分析，差异显著者用 ＬＳＤ法进行多重比较，

结果以“平均值 ±标准差”表示。Ｐ＜０．０５为差异
显著判断标准，Ｐ＜０．０１为差异极显著判断标准。

图２　目的蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ试验条带
Ｆｉｇ．２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｂａｎｄｓｏｆ

ｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｏｃｃｌｕｄｉｎ

２　结果与分析
２．１　ＡｌａＧｌｎ对仔猪小肠上皮细胞间紧密连接
蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎ定位的影响
　　由图３可知，对照组（Ａ）ＩＰＥＣ１细胞的胞质
内存在明显的团状阳性荧光染色（实线箭头指示

处），而细胞间连接处缺乏阳性荧光染色（虚线箭

头指示处）。当培养基中加入 ＡｌａＧｌｎ后发现，
ＩＰＥＣ１细胞间连接处的荧光信号明显增强，且随
着 ＡｌａＧｌｎ浓度的升高，ＩＰＥＣ１细胞轮廓更加清
晰，胞质内荧光信号逐渐减弱，细胞间连接处的荧

光信号越发增强。而细胞核的荧光信号并无肉眼

可见变化。

２．２　ＡｌａＧｌｎ对仔猪小肠上皮细胞间紧密连接
蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达的影响
　　由表１可知，培养基中加入 ＡｌａＧｌｎ后，小肠
上皮细胞间紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的相对表达量
均较对照组极显著升高（Ｐ＜０．０１）。随着 ＡｌａＧｌｎ
浓度的升高，ｏｃｃｌｕｄｉｎ的相对表达量呈现先增后减
的趋势，在添加量为２．００ｍｍｏｌ／Ｌ时达到峰值，极
显著高于其他添加量（Ｐ＜０．０１）。这表明，Ａｌａ
Ｇｌｎ可以上调仔猪小肠上皮细胞间紧密连接蛋白
ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达，进而促进细胞间紧密连接结构的
形成。

图３　仔猪小肠上皮细胞间紧密连接蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎ免疫荧光定位
Ｆｉｇ．３　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｏｃｃｌｕｄｉｎｉｎｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｆｒｏｍｐｉｇｌｅｔｓ
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３　讨　论
　　小肠黏膜具有屏障功能的一个重要解剖学基
础是小肠上皮细胞间具有完整的紧密连接。一般

来说，这种紧密连接可封闭细胞旁间隙，使得肠上

皮细胞仅仅对离子和氨基酸类营养物质选择性通

过。但在特殊情况（如断奶应激）下，紧密连接往

往受到破坏，细菌、内毒素等有害物质通过肠黏膜

屏障进入血液循环系统，引起机体炎症反应甚至

多器官功能衰竭。ｏｃｃｌｕｄｉｎ是构成小肠上皮紧密
连接的主要结构蛋白之一，ｏｃｃｌｕｄｉｎ一旦进入紧密
连接，其连接部位的膜通透性将大大降低，使大分

子自由出入受阻，进而达到屏障保护作用［６］。

表１　ＡｌａＧｌｎ对仔猪小肠上皮细胞间紧密连接蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达的影响
Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡｌａＧｌｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｏｃｃｌｕｄｉｎｉｎｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｆｒｏｍｐｉｇｌｅｔｓ

项目

Ｉｔｅｍ

ＡｌａＧｌｎ浓度 ＡｌａＧｌｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｍｍｏｌ／Ｌ）

０ ０．２５ ０．５０ １．００ ２．００ ４．００

Ｐ值
Ｐｖａｌｕｅ

ｏｃｃｌｕｄｉｎ相对表达量
Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｏｃｃｌｕｄｉｎ

０．５２
±０．０４Ｃｄ

０．６８
±０．０３Ｂｃ

０．６７
±０．０２Ｂｃ

０．７３
±０．０１Ｂｂ

０．８６
±０．０１Ａａ

０．７３
±０．０２Ｂｂ

＜０．０１

　　同行数据肩标不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），相同字母或无字母
表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
　　Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｏｒｎｏｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５）．

　　ｏｃｃｌｕｄｉｎ是一种跨膜蛋白，也是最早发现的细
胞间紧密连接蛋白［７］。ｏｃｃｌｕｄｉｎ含有 ２个细胞外
环，其中一个细胞外环对屏障功能有调节作用，是

紧密连接的最重要结构蛋白之一。ｏｃｃｌｕｄｉｎ存在
磷酸化和非磷酸化２种形式，磷酸化 ｏｃｃｌｕｄｉｎ为活
性形式，主要集中于紧密连接纤维内，有一小部分

ｏｃｃｌｕｄｉｎ沿着细胞侧膜分布，不进入纤维内［８］，连

接相邻的细胞，封闭细胞间的空隙［９］。而非磷酸

化 ｏｃｃｌｕｄｉｎ集中在细胞质中［１０］。研究表明，Ｇｌｎ或
其二肽通过上调肠上皮细胞紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕ
ｄｉｎ的表达而降低肠上皮的通透性被认为是其发
挥肠道屏障功能的一个可能机制。小肠黏膜对大

分子物质的通透性是评价小肠黏膜屏障功能的一

项重要指标［１１］。在临床上，要直接观察细菌移位

（ｂａｃｔｅｒｉａｌｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ）比较困难，因此大多采用小
肠对大分子的通透性来间接反映细菌易位的发

生。据报道，Ｇｌｎ或其二肽可降低小肠对二乙烯三
胺戊乙酸（ＤＴＰＡ）的通透率，其机理可能在于其可
维护小肠黏膜屏障的完整性及小肠绒毛的形态，

从而减少 ＤＴＰＡ与腺凹细胞间的紧密连接及通透
肠黏膜屏障的机会［１２］。Ｇｌｎ或其二肽是目前应用
非常广泛的肠黏膜保护剂，是维持肠道黏膜代谢、

结构和功能的必需营养成分，对维护肠黏膜细胞

的生长、分化和增殖具有重要的意义［１３－１７］。体内

试验表明，Ｇｌｎ缺乏可使肠道黏膜萎缩，绒毛变稀
变矮，屏障功能下降，而补充 Ｇｌｎ后能明显增加大
鼠肠黏膜质量、恢复绒毛高度、黏膜表面积和陷窝

深度，加快肠上皮细胞更新速度，阻止肠黏膜萎缩

及炎症所致的通透性增加，从而恢复并维持肠黏

膜屏障功能［１８－１９］。Ｐｏｔｓｉｃ等［２０］利用胃造口术研究

大鼠后发现，Ｇｌｎ缺乏可引起大鼠肠上皮细胞间紧
密连接结构的破坏。崔巍等［２１］在对人的结肠癌细

胞系 Ｃａｃｏ２细胞试验中进一步表明，Ｇｌｎ缺乏会
降低紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的相对表达量，增加肠
上皮细胞屏障通透性，而补充 Ｇｌｎ能够阻断这些
改变。近来，有人利用 Ｃａｃｏ２细胞建立缺氧／复氧
模型，模仿肠缺血再灌注，然后用含有不同浓度

Ｇｌｎ的培养基培养，研究了 Ｇｌｎ对肠黏膜的保护作
用。结果证实，Ｇｌｎ可上调紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ
的表达［２２］。根据临床医学的研究进展，本试验应

用 ＩＰＥＣ１细胞建立体外小肠上皮细胞屏障，探讨
ＡｌａＧｌｎ对仔猪小肠上皮细胞间紧密连接相关蛋
白ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达的影响，在对仔猪小肠上皮细胞进
行免疫荧光定位后发现，培养基中不含 ＡｌａＧｌｎ时
仔猪小肠上皮细胞间的连接处荧光信号微弱，而

细胞质的荧光信号较强。由此推测，对照组小肠

上皮细胞中非磷酸化 ｏｃｃｌｕｄｉｎ含量较高，而起活性
作用的磷酸化 ｏｃｃｌｕｄｉｎ含量较低。随着培养基中

８９６



３期 邓宸玺等：丙氨酰－谷氨酰胺二肽对仔猪小肠上皮细胞间紧密连接蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎ定位与表达的影响

ＡｌａＧｌｎ浓度的增加，仔猪小肠上皮细胞胞质中的
荧光信号逐渐减弱，并最终转为阴性。与此相反

的是，细胞膜紧密连接处的荧光信号则随 ＡｌａＧｌｎ
浓度的增加而逐渐增强。此结果表明，ＡｌａＧｌｎ可
以促进 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的磷酸化及细胞间紧密连接结构
的形成。在 ｏｃｃｌｕｄｉｎ功能的调节中，丝／苏氨酸的
磷酸化状态较为重要，其主要受蛋白激酶 Ｃ
（ＰＫＣ）的影响。ＰＫＣ是一类磷脂依赖性蛋白激
酶，通过催化多种蛋白质磷酸化，调节细胞的代

谢、生长和分化。丝／苏氨酸磷酸化的 ｏｃｃｌｕｄｉｎ聚
集在紧密连接处，而磷酸化残基较少的 ｏｃｃｌｕｄｉｎ则
多分布在细胞质的基底膜侧［２３］。而 ＡｌａＧｌｎ对
ｏｃｃｌｕｄｉｎ磷酸化的促进作用可能源于其对 ＰＫＣ活
性的促进作用。试验进一步提取了仔猪小肠上皮

细胞膜蛋白，分析了其中 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的相对表达量。
结果证实，随着 ＡｌａＧｌｎ浓度的增大，ｏｃｃｌｕｄｉｎ的相
对表达量也逐渐增加，这与前面免疫荧光定位试

验中所观察到的紧密连接结构越来越明显相吻

合。由此表明，ＡｌａＧｌｎ可促进仔猪小肠上皮细胞
膜上 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的磷酸化，有效促进细胞间紧密连接
结构的形成，进而降低仔猪小肠黏膜的通透性，增

强小肠黏膜的屏障功能。

４　结　论
　　ＡｌａＧｌｎ可以上调仔猪小肠上皮细胞间紧密
连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达，促进细胞间紧密连接结
构的形成，进而增强仔猪小肠黏膜的屏障功能。
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１９９５，３３（６）：３７１－３７３．
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［８］　高志光，秦环龙．肠上皮细胞紧密连接的生物学功
能及在肠屏障中的作用［Ｊ］．肠外与肠内营养，
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ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＤｅ
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ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｏｎｔｅｍｐｏｒａｒｙＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ，２００６，８（６）：
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１３３４．
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