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摘　 要： 本试验旨在探讨肠产毒性大肠杆菌 （ ＥＴＥＣ） 造成 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞损伤的分子机制。
ＥＴＥＣ Ｋ８８ 感染、核转录因子－κＢ（ＮＦ⁃κＢ）抑制剂处理 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞以及小干扰 ＲＮＡ（ ｓｉＲＮＡ）
沉默 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞中 β－连环蛋白（β⁃ｃａｔｅｎｉｎ）基因的表达后，采用定量 ＰＣＲ（ ｑＰＣＲ）法检测细胞

中 ＮＦ⁃κＢ、闭锁小带蛋白－１（ＺＯ⁃１）、闭锁蛋白（ ｏｃｃｌｕｄｉｎ）、Ｔｏｌｌ 样受体 ２（ＴＬＲ２）、Ｔｏｌｌ 样受体 ４
（ＴＬＲ４）、β－连环蛋白（β⁃ｃａｔｅｎｉｎ）、细胞周期蛋白 Ｄ１ （ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１） 和人髓细胞增生原癌基因

（ｃ⁃Ｍｙｃ）的 ｍＲＮＡ 表达量，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测细胞中 ＺＯ⁃１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的蛋白表达量和 ｐ６５
ＮＦ⁃κＢ 的磷酸化水平，用酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）法检测细胞培养上清液中肿瘤坏死因子－α
（ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素－８（ ＩＬ⁃８）含量和乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活性。 结果表明：ＥＴＥＣ Ｋ８８ 作用细

胞 ６ 或 ２４ ｈ 时，ＺＯ⁃１ 和 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的蛋白表达量以及 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 和 ｃ⁃Ｍｙｃ 的ｍＲＮＡ表达量均极显著

降低（Ｐ＜０．０１），ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃８ 含量和 ＬＤＨ 活性显著上升（Ｐ＜０．０５），ｐ６５ ＮＦ⁃κＢ 的磷酸化水平在

ＥＴＥＣ Ｋ８８ 作用细胞 １、３ 和 ６ ｈ 时均极显著上升（Ｐ＜０． ０１），ＴＬＲ２、ＴＬＲ４ 的 ｍＲＮＡ 表达量在

ＥＴＥＣ Ｋ８８ 作用细胞 ６ 和 １２ ｈ 时均极显著上升（Ｐ＜０．０１）。 ＮＦ⁃κＢ 被抑制后，ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃８ 和

ＬＤＨ 的活性均极显著降低（Ｐ＜０．０１），ＺＯ⁃１ 和 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的蛋白表达量以及 ＮＦ⁃κＢ 的 ｍＲＮＡ 表达

量均极显著升高 （Ｐ ＜ ０． ０１）。 ｓｉＲＮＡ 沉默 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 基因后，各时间点β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和

ｃ⁃Ｍｙｃ的 ｍＲＮＡ 表达量均极显著降低（Ｐ＜０．０１），ＬＤＨ 的活性显著上升（Ｐ＜０．０５）。 综上所述，
ＥＴＥＣ Ｋ８８ 通过上调 ＮＦ⁃κＢ 信号通路引起炎症反应，下调 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路活化抑制 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２
细胞的增殖，从而诱导 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞损伤。
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　 　 肠产毒性大肠杆菌（ＥＴＥＣ）是引起仔猪腹泻

的主要致病菌之一［１］ ，ＥＴＥＣ 通过多种类型的菌毛

黏附素与小肠黏膜上皮细胞的微绒毛和细胞表面

的受体相结合，从而在肠道内大量繁殖，释放肠毒

素引致腹泻［２］ ，同时可损伤肠上皮细胞结构的完

整性、增加肠道的通透性［３－４］ 。 闭锁小带蛋白－１
（ＺＯ⁃１）和闭锁蛋白（ ｏｃｃｌｕｄｉｎ）是构成肠上皮细胞

紧密连接结构的重要蛋白，能够有效封闭细胞间

隙，阻止病原菌侵入，紧密连接蛋白的表达异常将

导致肠道屏障功能损伤、肠道通透性增加。 现有

研究表明，ＥＴＥＣ 通常会引起肠黏膜发炎和上皮细

胞凋亡，随后导致肠内稳态和肠屏障功能的破

坏［５］ 。 核转录因子－κＢ（ＮＦ⁃κＢ）是一种多亚基核

转录因子，在许多基因的调控中起重要作用，包括
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参与免疫和炎症、促进或抑制趋化性及相关凋亡

蛋白的表达、细胞增殖以及肿瘤发生［６］ 。 有研究

表明，当细胞被炎症介质或氧化应激等因素诱导

时，ＮＦ⁃κＢ 进入细胞核调节细胞因子和炎症介质

的表达，从而调节组织和细胞的生理和病理过

程［７］ 。 Ｔｏｌｌ 样受体（ＴＬＲ）是一种先天性免疫模式

识别受体，其中 ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４ 主要参与细菌及其

产物的识别，一旦被激活就会通过信号级联反应

激活其通路中关键分子 ＮＦ⁃κＢ，进而产生肿瘤坏

死因子－α（ＴＮＦ⁃α）和白细胞介素（ ＩＬ）等免疫分

子，调节机体炎症反应［８］ 。 Ｋｉｍ 等［９］ 已经证实

ＴＮＦ⁃α 诱导的相关促炎因子能在肠上皮细胞中过

度表达和分泌。 很少有研究检测肠部位 ＴＬＲ 介导

的细胞因子对 ＥＴＥＣ 感染的反应。 本课题组前期

研究发现，ＥＴＥＣ 处理显著增加了断奶仔猪肠系膜

淋巴结中 ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４ 的 ｍＲＮＡ 表达量以及血

清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃８ 的含量［１０］ 。
　 　 Ｗｎｔ ／ β－连环蛋白（β⁃ｃａｔｅｎｉｎ）信号通路在调节

细胞增殖、极性、凋亡以及组织的内环境平衡中起

着重要作用［１１］ ，在肠上皮中，Ｗｎｔ 信号通路促进肠

隐窝 中 干 细 胞 的 增 殖 和 分 化［１２］ 。 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 是

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信 号 通 路 的 核 心 转 录 因 子，
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ一旦被激活便转位到细胞核，启动人髓细

胞增生原癌基因（ ｃ⁃Ｍｙｃ）和细胞周期蛋白 Ｄ１（ ｃｙ⁃
ｃｌｉｎ Ｄ１）等 Ｗｎｔ 特异性基因的转录，从而促进细胞

增殖， 有 助 于 受 损 细 胞 的 修 复［１３－１４］ 。 脂 多 糖

（ＬＰＳ）是革兰氏阴性菌细胞壁的组成成分，是大肠

杆菌致病的主要因素，可引起机体的炎症反应。
Ｓｈｕ 等［１５］研究表明，ＬＰＳ 能够激活小鼠软骨细胞

ＡＴＤＣ５ 中 ＮＦ⁃κＢ 信号通路产生炎症反应，同时

ＬＰＳ 刺激显著降低细胞中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、ｃ⁃Ｍｙｃ 和 ｃｙｃ⁃
ｌｉｎ Ｄ１ 的蛋白表达量。
　 　 由此可见，ＬＰＳ 能够通过 ＮＦ⁃κＢ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信

号通 路 影 响 细 胞 生 理 功 能。 然 而， ＮＦ⁃κＢ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ信号通路是否参与 ＥＴＥＣ 引起的细胞损

伤目前尚不清楚。 因此，本试验拟通过 ＥＴＥＣ 感

染建立 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞炎症损伤模型，研究 ＥＴＥＣ 感

染 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞后对细胞中紧密连接蛋白、ＴＬＲ、
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、ｃ⁃Ｍｙｃ 和 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的 ｍＲＮＡ 表达量以

及细胞培养上清液中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃８ 含量和 ＬＤＨ 活

性的影响，并基于 ＮＦ⁃κＢ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路研究

ＥＴＥＣ 引起 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞损伤的分子机制，为有效

改善仔猪肠道屏障功能奠定理论基础。

１　 材料与方法
１．１　 细胞和菌株

　 　 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞购于上海某生物工程有限公司，
ＥＴＥＣ Ｋ８８ 为天津农学院动物科学与动物医学学

院实验室保存菌株。
１．２　 主要试剂

　 　 ＲＰＭＩ １６４０ 基础培养基、０．２５％胰酶－乙二胺

四乙酸（ＥＤＴＡ）胎牛血清（ ＦＢＳ）均购自 Ｇｉｂｃｏ 公

司；青链霉素、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）和辣根过氧化

物酶（ＨＲＰ）－山羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ（ ＩｇＧ）均购自

北京索莱宝生物公司；ＩＬ⁃８、ＴＮＦ⁃α、ＬＤＨ 检测试剂

盒均购自美国 ＢＤ 公司；ＲＮＡ 提取试剂盒、反转录

试剂盒和实时荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒均购自美国

ＧｅｎｅＣｐｏｅｉａ 公 司； ＢＡＹ１１ － ７０８２ 购 自 Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 干扰 ＲＮＡ 由上海生工生物

工程有限公司合成；兔抗 ＺＯ⁃１ 多抗和兔抗 ｏｃｃｌｕ⁃
ｄｉｎ 单抗均购自 Ａｂｃａｍ 公司；兔抗 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 和磷

酸化 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５（ ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５）单抗均购自 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司。
１．３　 细胞培养及处理

　 　 将复苏后的 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 用含 １０％胎牛血清、１％
青链霉素的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基培养，将生长至对

数生长期的细胞接种于 ６ 孔细胞培养板中，待细

胞融合度达到 ８０％（细胞浓度为 ２×１０６ 个 ／孔），在
培养基中加入浓度为 １ × １０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的 ＥＴＥＣ
Ｋ８８ 刺激细胞，同时以未经 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 处理的细胞

作为对照组，每组设 ３ 个重复。 作用一定时间后，收
集细胞培养上清液及细胞，于－８０ ℃保存备用。
１．４　 细胞培养上清液中 ＩＬ⁃８、ＴＮＦ⁃α含量和 ＬＤＨ
活性的测定

　 　 按照相应的酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）试剂

盒说明书检测细胞培养上清液中 ＩＬ⁃８、ＴＮＦ⁃α 含

量和 ＬＤＨ 活性。
１．５　 细胞中紧密连接蛋白表达量的测定

　 　 将裂解后的细胞与上样缓冲液充分混匀后煮

沸 １０ ｍｉｎ，即为待测蛋白样品。 待测蛋白样品经

１２％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ）分离后转移至聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜，参考

Ｌｉ 等［１６］ 的方法进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 试验以鉴定

目的蛋白的表达，其中一抗用兔抗 ＺＯ⁃１ 多克隆抗

体、兔抗 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 单克隆抗体、兔抗 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 单

克隆抗体和兔抗 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 克隆抗体，二抗选用

４９８５
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ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ。 使用 Ｇｅｌ⁃Ｐｒｏ ａｎａｌｙｚｅｒ
软件分析各组条带浓度，并进行定量分析。
１．６　 细胞中 ＮＦ⁃κＢ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路相关基因

ｍＲＮＡ 表达量的测定

　 　 按照 Ｔａｃｏ 公司的核酸提取试剂盒说明书对

细胞进行 ＲＮＡ 的提取。 根据反转录试剂盒说明

书对 ＲＮＡ 进 行 反 转 录。 将 ＲＮＡ 反 转 录 产 物

ｃＤＮＡ作为模板进行定量分析。 以甘油醛－３－磷酸

脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）为内参基因，参考李海花等［１７］的

方法检测目的基因的 ｍＲＮＡ 表达量。
　 　 参考文献设计 ＺＯ⁃１［１８］ 、ｏｃｃｌｕｄｉｎ［１８］ 、ＴＬＲ２［１９］ 、
ＴＬＲ４［１９］和 ＧＡＰＤＨ［１９］的引物。 在 ＮＣＢＩ 上搜索猪

ＮＦ⁃κＢ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１和 ｃ⁃Ｍｙｃ 基因的全序

列，使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设计特异性引物

（表 １），引物序列均由生工生物工程（上海）股份

有限公司合成。

表 １　 引物序列信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

（５′—３′）

片段大小
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ ／ ｂｐ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

核转录因子－κＢ
ＮＦ⁃κＢ

Ｆ：ＡＧＴＡＣＣＣＴＧＡＧＧＣＴＡＴＡＡＣＴＣＧ
Ｒ：ＴＧＡＧＡＡＧＴＣＣＡＴＧＴＣＣＧＣＡＡＴ １４６ ６２

β－连环蛋白
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ

Ｆ：ＡＧＡＣＡＧＡＡＡＡＧＣＧＧＣＴＧＴＴＡＧＴＣＡＣ
Ｒ：ＣＣＴＣＴＴＣＴＴＣＡＧＧＡＴＴＧＣＣＴＴＴＡＣＣ １１９ ６４

细胞周期蛋白 Ｄ１
ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１

Ｆ：ＴＧＧＡＧＣＣＣＧＴＧＡＡＡＡＡＧＡＧＣ
Ｒ：ＧＡＴＧＧＡＧＴＴＧＴＣＧＧＴＧＴＡＧＡＴＧＣ １２５ ６４

人髓细胞增生原癌基因
ｃ⁃Ｍｙｃ

Ｆ：ＣＣＣＴＡＣＣＣＧＣＴＣＡＡＣＧＡＣＡ
Ｒ：ＧＡＧＣＣＡＡＧＧＧＴＴＣＧＧＧＡＣＴ １１３ ６４

１．７　 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的抑制

　 　 将 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞接种至 ６ 孔细胞培养板中，
待细 胞 贴 壁 后，用 ＤＭＳＯ 溶 解 ＢＡＹ１１ － ７０８２
（ＮＦ⁃κＢ 抑制剂） ，用终浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ［ ２０］ 的

ＮＦ⁃κＢ 抑 制 剂 处 理 细 胞 １ ｈ， 再 用 １ ×
１０ ３ ＣＦＵ ／ ｍＬ的 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 分别刺激 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细

胞 ６ 和 ２４ ｈ。 试验设空白对照组（ Ｃｏｎｔｒｏｌ 组） 、
仅用 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 感染细胞组（ ＥＴＥＣ 组） 、用 ＮＦ⁃
κＢ 抑制剂处理细胞后再添加 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 感染

细胞组 （ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ＥＴＥＣ 组 ） 、仅用 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＤＭＳＯ 处理细胞组 （ ＤＭＳＯ 组） 、用 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＤＭＳＯ 处理细胞后再用 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 感染细胞组

（ＤＭＳＯ＋ＥＴＥＣ 组） ，每组设 ３ 个重复。 收集细

胞培养上清液及细胞后按照 １ ． ６ 方法提取细胞

ＲＮＡ 并反转录。 按照 １ ． ６ 的方法分析细胞中

ＺＯ⁃１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＮＦ⁃κＢ 的 ｍＲＮＡ 表达量，按照

１ ．４的方法检测细胞培养上清液中 ＩＬ⁃８、ＴＮＦ⁃α
含量和 ＬＤＨ 活性。
１．８　 细胞转染

　 　 猪 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 干 扰 序 列： 正 向 ５′ － ＧＣ⁃
ＣＣＡＵＧＡＵＧＵＣＵＣＵＧＵＴＴ － ３′ 和 反 向 ５′ － ＡＵ⁃

ＣＡＧＡＧＡＵＧＡＵＧＧＣＴＴ－３′序列委托生工生物工

程（上海） 股份有限公司设计合成。 将 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２
细胞接种至 ６ 孔细胞培养板，待细胞贴壁后，用
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的小干扰 ＲＮＡ（ ｓｉＲＮＡ）处理细胞 ６ ｈ，
再用完全培养基培养 １８ ｈ 后用 １ ×１０ ３ ＣＦＵ ／ ｍＬ
的 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 分别刺激 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞 ６ 和 ２４ ｈ。
试验设空白对照组 （Ｃｏｎｔｒｏｌ 组） 、转染阴性对照

组（ＮＣ 组） 、用 ｓｉＲＮＡ 处理细胞组（ ｓｉＲＮＡ 组） 、
用 ｓｉＲＮＡ 处理细胞后再用 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 感染细胞

组（ ｓｉＲＮＡ＋ＥＴＥＣ 组） 、用转染阴性对照处理细胞

后再用 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 感染细胞组（ＮＣ＋ＥＴＥＣ 组） ，
每组设 ３ 个重复。 收集细胞及其培养上清液，按
照 １．６ 的方法分析细胞中β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和

ｃ⁃Ｍｙｃ 的 ｍＲＮＡ 表达量，按照 １．４ 的方法检测细

胞培养上清液中 ＬＤＨ 活性。
１．９　 数据处理与分析

　 　 使用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 软件对数据进行初步处理，
采用 ＳＰＳＳ ２０． ０ 进行单因素方差分析 （ ｏｎｅ⁃ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），用 ｔ 检验进行组间差异性分析，以 Ｐ＜
０．０５作为差异显著性判断标准。
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２　 结果与分析
２．１　 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 对 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞的影响

　 　 由图 １ 可知，与对照组相比，ＥＴＥＣ 组紧密连

接蛋白 ＺＯ⁃１ 和 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的蛋白表达量在 ６ 和２４ ｈ
时均极显著降低 （ Ｐ ＜ ０． ０１） （图 １ －Ａ、图 １－Ｂ）；

ＥＴＥＣ 组 ＬＤＨ 活性在 ３ ｈ 时无显著变 化 （ Ｐ ＞
０．０５），在 ６ ｈ 时显著升高（Ｐ＜０．０５），在 １２ 和 ２４ ｈ
时极显著升高（Ｐ＜０．０１） （图 １－Ｃ）。 上述结果表

明，ＥＴＥＣ Ｋ８８ 能引起紧密连接蛋白表达量降低、
ＬＤＨ 活性升高，破坏细胞紧密连接的屏障作用引

起 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞损伤。

　 　 数据柱上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）。 下图同。
　 　 Ｖａｌｕｅ ｃｏｌｕｍｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｅｘ⁃
ｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０１） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

图 １　 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 对紧密连接蛋白表达量（Ａ、Ｂ）和 ＬＤＨ 活性（Ｃ）的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＴＥＣ Ｋ８８ ｏｎ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ （Ａ ａｎｄ Ｂ） ａｎｄ ＬＤＨ ａｃｔｉｖｉｔｙ （Ｃ）

２．２　 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 对 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的影响

　 　 由图 ２ 可知，与对照组相比，ＥＴＥＣ 组 ＴＬＲ２ 的

ｍＲＮＡ 表达量在 ３ ｈ 时没有显著变化（Ｐ＞０．０５），
在 ６ 和 １２ ｈ 时极显著上升 （ Ｐ ＜ ０． ０１），ＴＬＲ４ 的

ｍＲＮＡ 表达量在 ３、６ 和 １２ ｈ 时均极显著上升（Ｐ＜
０．０１）（图 ２－Ａ）。 与对照组相比，ＥＴＥＣ 组 ＴＮＦ⁃α
含量在 ６、１２ 和 ２４ ｈ 时均极显著上升（Ｐ＜０．０１），

且呈现时间依赖性（图 ２－Ｂ）；ＥＴＥＣ 组 ＩＬ⁃８ 含量

在 ３ ｈ 时无显著变化（Ｐ＞０．０５），在 ６、１２ 和 ２４ ｈ 时

均极显著升高（Ｐ＜０．０１）（图 ２－Ｃ）。 ｐ６５ ＮＦ⁃κＢ 的

磷酸化水平在 １、３ 和 ６ ｈ 时均极显著上升（Ｐ＜０．０１）
（图 ２－Ｄ、图 ２－Ｅ）。 这说明 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 处理增加了细

胞 ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４ 的 ｍＲＮＡ 表达量，从而激活 ＮＦ⁃κＢ
信号通路，刺激下游促炎性细胞因子的释放。

图 ２　 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 对 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＴＥＣ Ｋ８８ ｏｎ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
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２．３　 抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路对 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 引起的

ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞损伤的影响

　 　 由图 ３ 可知，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＤＭＳＯ 组

ＮＦ⁃κＢ的 ｍＲＮＡ 表达量在 ６ ｈ 时无显著变化（Ｐ＞
０．０５） （图 ３ － Ａ）， ＺＯ⁃１ （图 ３ － Ｂ） 和 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的

ｍＲＮＡ表达量（图 ３－Ｃ）及 ＴＮＦ⁃α（图 ３－Ｅ）和 ＩＬ⁃８
的含量（图 ３－Ｆ）在 ６ 和 ２４ ｈ 时均无显著变化（Ｐ＞
０．０５），ＬＤＨ 的活性在 ２４ ｈ 时亦无显著变化（Ｐ＞
０．０５） （图 ３ － Ｄ）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， ＥＴＥＣ 组

ＮＦ⁃κＢ的 ｍＲＮＡ 表达量在 ６ ｈ 时极显著降低（Ｐ＜
０．０１），ＺＯ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 表达量及 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃８ 的含

量和 ＬＤＨ 的活性在各时间点均无显著变化（Ｐ＞
０．０５）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＤＭＳＯ＋ＥＴＥＣ 组ＮＦ⁃κＢ
的 ｍＲＮＡ 表达量及 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃８ 的含量和 ＬＤＨ 的

活性在各时间点均极显著升高（Ｐ＜０．０１），ＺＯ⁃１ 和

ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的 ｍＲＮＡ 表达量在各时间点均极显著降

低（Ｐ＜０．０１）。 与 ＤＭＳＯ＋ＥＴＥＣ 组相比，Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋
ＥＴＥＣ 组 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃８ 的含量和 ＬＤＨ 的活性在各

时间点均极显著降低（Ｐ＜０．０１），ＺＯ⁃１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和

ＮＦ⁃κＢ 的 ｍＲＮＡ 表达量在各时间点均极显著升高

（Ｐ＜０．０１）。 上述结果表明，抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路

可降低 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 引起的 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞损伤。

图 ３　 ＮＦ⁃κＢ 信号通路在 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 引起的 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞损伤中的作用

Ｆｉｇ．３　 Ｒｏｌｅ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ＥＴＥＣ Ｋ８８

２．４　 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 对 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的影响

　 　 由 图 ４ 可 知， 与 对 照 组 相 比， ＥＴＥＣ 组

ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１的 ｍＲＮＡ 表达量在 ６ 和 １２ ｈ 时分别显著

（Ｐ＜ ０． ０５） 和极显著降低 （ Ｐ ＜ ０． ０１） （图 ４ －Ａ），
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ和 ｃ⁃Ｍｙｃ 的 ｍＲＮＡ 表达量在 ６ 和 ２４ ｈ 时

均极显著降低（Ｐ＜０．０１） （图 ４－Ｂ、图 ４－Ｃ）。 这说

明 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 通过抑制 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的活

化，降低 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和 ｃ⁃Ｍｙｃ 的 ｍＲＮＡ 表

达量，引起 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞损伤。

图 ４　 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 对 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＴＥＣ Ｋ８８ ｏｎ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
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２．５ 　 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 基因沉默对 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 引起的

ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞损伤的影响

　 　 由图 ５ 可知，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＮＣ 组 ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１（图 ５ － Ａ）、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ （ 图 ５ － Ｂ） 和 ｃ⁃Ｍｙｃ 的

ｍＲＮＡ表达量（图 ５－Ｃ）在 ６ 和 ２４ ｈ 时均无显著变

化（Ｐ＞０．０５），ＬＤＨ 的活性在 ２４ ｈ 时亦无显著变化

（Ｐ＞０． ０５） （图 ５ －Ｄ）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， ｓｉＲＮＡ

组和 ｓｉＲＮＡ ＋ ＥＴＥＣ 组 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 和 ｃ⁃
Ｍｙｃ 的 ｍＲＮＡ 表达量在各时间点均极显著降低

（Ｐ＜０．０１），ＬＤＨ 的活性在各时间点均极显著升高

（Ｐ＜０． ０１）。 与 ＮＣ＋ＥＴＥＣ 组相比，ｓｉＲＮＡ＋ＥＴＥＣ
组 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 和 ｃ⁃Ｍｙｃ 的 ｍＲＮＡ 表达量

在各时间点均极显著降低（Ｐ＜０．０１），ＬＤＨ 的活性

在各时间点均显著上升（Ｐ＜０．０５）。

图 ５　 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 引起的 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞损伤中的作用

Ｆｉｇ．５　 Ｒｏｌｅ ｏｆ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ＥＴＥＣ Ｋ８８

３　 讨　 论
　 　 肠道不仅是营养物质消化吸收的场所，而且

是抵抗外部环境的重要防御线［２１］ 。 仔猪肠道完整

性在抵抗细菌感染和为生物体提供营养方面发挥

着关键作用，肠道通透性增加会导致许多器官的

功能障碍［２２］ 。 肠道上皮细胞的完整性和通透性主

要取决于细胞间的紧密连接作用。 其中，ＺＯ⁃１ 和

ｏｃｃｌｕｄｉｎ 是构成紧密连接结构和功能的重要蛋

白［２３－２４］ 。 这 ２ 种重要蛋白表达的减少或结构损伤

会破坏肠道的屏障功能，导致肠道的通透性增

加［２５］ 。 致病性大肠杆菌由 ＥＴＥＣ Ｋ８８、肠致病性

大肠 杆 菌 （ ＥＰＥＣ ） 和 产 志 贺 毒 素 大 肠 杆 菌

（ＥＳＩＥＣ）等组成，其中 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 是引起仔猪腹泻

最主要的致病菌［２６］ 。 但是，ＥＴＥＣ Ｋ８８ 引起 ＩＰＥＣ⁃
Ｊ２ 细胞炎症和对 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞增殖影响的分子机

制尚不清楚。 本研究发现，ＥＴＥＣ Ｋ８８ 感染导致

ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞中 ＺＯ⁃１ 和 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的蛋白表达量降

低，这与 Ｙｉ 等［２７］ 的研究结果一致，表明 ＥＴＥＣ

Ｋ８８ 能破坏肠道屏障功能，增加肠道的通透性。
此外，Ｌｉ 等［１６］证明经 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 处理的断奶仔猪

也得到了同样的结果。 ＬＤＨ 是细胞内的酶，正常

条件下细胞外的活性很低，但是当细胞受损时

ＬＤＨ 就会从细胞内释放出来，因此可以用细胞培

养上清液中 ＬＤＨ 的活性来评价细胞的损伤情

况［２８］ 。 Ｗｕ 等［２９］ 报道，ＬＰＳ 处理增加了 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２
细胞中 ＬＤＨ 的释放。 本研究发现，ＥＴＥＣ Ｋ８８ 感

染导致 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞培养上清液中 ＬＤＨ 的活性增

加且呈时间依赖性，表明培养时间越长细胞受损

越严重。
　 　 ＮＦ⁃κＢ 是一种多亚基核转录因子，可启动不

同细胞因子和趋化因子的转录。 在健康状态下，
非活性形式的 ＮＦ⁃κＢ 复合物通过与其抑制物核因

子－κＢ 抑制蛋白 α（ ＩκＢα）非共价相互作用被隔离

在细胞质中［３０］ 。 ＴＬＲ 是一种在多种组织和细胞

中广泛表达的免疫受体［３１］ 。 ＴＬＲ 信号通路一旦

被病原菌激活，ＩκＢα 就会解除对 ＮＦ⁃κＢ 的束缚，
导致 ＮＦ⁃κＢ 的核易位［３２］ ，进入胞核内的 ＮＦ⁃κＢ 启
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动核内相关基因表达，产生相应的 ｍＲＮＡ，合成细

胞因子，如 ＩＬ⁃８ 和 ＴＮＦ⁃α 等，最终释放到胞外，引
起炎症反应。 有研究表明，ＥＴＥＣ 的 ＬＰＳ 可通过识

别 ＴＬＲ４ 和引发 ＴＬＲ４ 来触发炎症反应，从而激活

ＮＦ⁃κＢ 信号途径，导致促炎性细胞因子分泌增

加［３３］ 。 ＴＬＲ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路在 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 引起

ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞炎症反应中的作用尚不明确。 为了

探明 ＮＦ⁃κＢ 信号通路在 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 感染 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２
细胞产生炎症反应的作用，本试验在 ＥＴＥＣ Ｋ８８
感染 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞后，检测了细胞中 ＮＦ⁃κＢ、ＴＬＲ２
和 ＴＬＲ４ 的 ｍＲＮＡ 表达量以及细胞培养上清液中

ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃８ 含量的变化，发现 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 可诱

导 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞大量表达 ＮＦ⁃κＢ、ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４，
且其 ｍＲＮＡ 表达量与细胞培养上清液中 ＴＮＦ⁃α
和 ＩＬ⁃８ 含量呈正相关。 与此相似，Ｓａｒｇｅａｎｔ 等［３４］

研究发现，ＥＴＥＣ 感染显著增加了 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞培

养上清液中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃８ 的含量以及细胞中 ＴＬＲ４
的 ｍＲＮＡ 表达量。 Ｌａｎ 等［３５］ 的研究同样表明，
ＬＰＳ 上调了 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞中 ＴＬＲ４ 的 ｍＲＮＡ 表达

量，降低了细胞培养上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃８ 的含

量，同时紧密连接蛋白的表达量也有所下降。 ＩＬ⁃８
是一种白细胞趋化激活细胞因子，由各种类型的

细胞在受到炎症刺激后产生，并在白细胞尤其是

中性 粒 细 胞 中 发 挥 多 种 功 能［３６］ 。 因 此， 推 测

ＥＴＥＣ Ｋ８８ 感染 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞后细胞中白细胞增

多，引起炎症反应，造成细胞损伤，可能与细胞因

子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃８ 的分泌增加有关。
　 　 当前，ＮＦ⁃κＢ 信号通路的抑制对 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞

影响的相关研究较少，仅 Ｓｈｉ 等［３７］ 用 ＴＬＲ４ 抑制

剂预处理 ＩＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞后发现，ＬＰＳ 诱导的ＮＦ⁃κＢ
信号通路激活受到了一定程度的抑制，促炎性细

胞因子含量显著降低，表明 ＬＰＳ 诱导 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 相

比过度分泌促炎性细胞因子是 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号

通路的重要机制。 此外，彭成璐等［３８］的研究表明，
添加 ＮＦ⁃κＢ 抑制剂后 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞的存活率及贴

壁细胞数量显著提高。 本研究发现，利用 ＮＦ⁃κＢ
抑制剂处理 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞后，细胞中 ＮＦ⁃κＢ 的

ｍＲＮＡ 表达量与对照组相比显著降低，说明ＮＦ⁃κＢ
抑制剂抑制了细胞中 ＮＦ⁃κＢ 的活化；与 ＤＭＳＯ＋
ＥＴＥＣ 组相比，抑制剂＋ＥＴＥＣ 组细胞培养上清液

中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃８ 含量和 ＬＤＨ 活性均极显著降低，
ＺＯ⁃１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＮＦ⁃κＢ 的 ｍＲＮＡ 表达量均极显

著升高。 本试验研究结果证明了 ＴＬＲ 是通过激活

ＮＦ⁃κＢ 信号通路而诱导促炎性细胞因子的产生，
进而引起机体炎症反应，破坏紧密连接结构，引起

肠黏膜屏障通透性的改变，最终造成 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞

损伤。
　 　 Ｗｎｔ 信号通路是高度进化保守的，可调节细

胞增 殖 和 细 胞 形 态 等 多 个 生 物 学 过 程［３９］ 。
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ是经典 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路中的中心

介质，是将信号传递到细胞核，启动 Ｗｎｔ 特异性基

因转录并决定各种细胞和组织特异性的重要因

子［１３］ 。 ｃ⁃Ｍｙｃ 和 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 参与细胞和组织的广

泛发育，是细胞增殖的关键下游效应因子［１４］ 。 有

研究发现，ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和 ｃ⁃Ｍｙｃ 是 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信

号通路重要的调控因子，当这个信号通路被激活

时，大量的 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 进入细胞质和细胞核中，促进

下游 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和 ｃ⁃Ｍｙｃ 基因的表达，从而促进细

胞增殖［４０］ 。 据报道，β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 表达量增加对肠道

细胞增殖有促进作用［４１］ 。 当前，有关 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信

号通路在 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 引起的 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞损伤中

的作用的研究还未见报道。 鉴于此，本试验检测

了 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 感 染 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细 胞 后 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、
ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１和 ｃ⁃Ｍｙｃ 基因的表达情况，发现 ＥＴＥＣ
Ｋ８８ 感染 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞 ６ 和 ２４ ｈ 时 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、
ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１和 ｃ⁃Ｍｙｃ 的 ｍＲＮＡ 表达量均显著降低。
本研究结果显示，用 ｓｉＲＮＡ 干扰 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 基因后

再用 ＥＴＥＣ Ｋ８８ 处理细胞，细胞中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１ 和 ｃ⁃Ｍｙｃ 的 ｍＲＮＡ 表达量均极显著降低，细胞

培养上清液中 ＬＤＨ 的活性显著上升。 Ｆａｎ 等［４２］

和 Ｌｉ 等［４３］ 研究均发现，激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号

通 路 能 刺 激 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细 胞 增 殖， 抑 制 Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ信号通路可抑制 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞增殖。 这

些结果提示，ＥＴＥＣ Ｋ８８ 通过抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
信号 通 路 的 活 化， 降 低 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和

ｃ⁃Ｍｙｃ的 ｍＲＮＡ 表达量，引起 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞损伤，
Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在机体抗炎症反应中发挥

着重要的调节作用。

４　 结　 论
　 　 综上所述，ＥＴＥＣ Ｋ８８ 通过上调 ＮＦ⁃κＢ 信号

通路引起炎症反应，下调 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路活化

抑制细胞增殖，从而诱导 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞损伤。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ （ＥＴＥＣ）
ｃａｕｓｉｎｇ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌｓ． Ａｆｔｅｒ ＥＴＥＣ Ｋ８８ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ （ＮＦ⁃κＢ） ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ （ ｓｉＲＮＡ） ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌｓ， ｑｕａｎｔｉｆｙ ＰＣＲ （ｑＰＣＲ） ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｔｈｅｎ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ＮＦ⁃κＢ， ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ⁃１ （ ＺＯ⁃１ ）， ｏｃｃｌｕｄｉｎ， Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ （ ＴＬＲ２ ）， Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４
（ＴＬＲ４）， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ， ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ａｎｄ ｍｙｅｌｏｃｙｔｏｍａｔｏｓｉｓ ｏｎｃｏｇｅｎｅ （ ｃ⁃Ｍｙｃ） ｉｎ ｃｅｌｌｓ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ
ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＺＯ⁃１ ａｎｄ ｏｃｃｌｕｄｉｎ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ６５ ＮＦ⁃κＢ ｉｎ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ （ＥＬＩＳＡ） ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ
ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α （ＴＮＦ⁃α）， ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃８ （ ＩＬ⁃８） ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｎｄ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ （ＬＤＨ） ａｃｔｉｖｉ⁃
ｔｙ ｉｎ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： ｅｉｔｈｅｒ ６ ｏｒ ２４ ｈ ＥＴＥＣ Ｋ８８ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ｅｎａｂｌｅ
ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＺＯ⁃１， ｏｃｃｌｕｄｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ ｃ⁃Ｍｙｃ ｔｏ ｅｘ⁃
ｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｌｉｎｅ （Ｐ＜０．０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃８ ａｎｄ ＬＤＨ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｉｓｅ （Ｐ ＜ ０． ０５）； ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ６５ ＮＦ⁃κＢ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｔ １， ３ ａｎｄ ６ ｈ ｐｏｓｔ
ＥＴＥＣ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ （Ｐ＜０．０１）； ｐｌｕｓ， ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＬＲ２ ａｎｄ ＴＬＲ４ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ６ ｏｒ １２ ｈ ＥＴＥＣ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ （Ｐ＜０．０１） ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ， ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ
ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃８ ａｎｄ ＬＤＨ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０．０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＺＯ⁃１ ａｎｄ ｏｃｃｌｕｄｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
（Ｐ＜０．０１） ． Ｗｈｅｎ ｔｈｅ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｉｌｅｎｃｅｄ ｂｙ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ＲＮＡ （ ｓｉＲＮＡ）， ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ， ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ａｎｄ ｃ⁃Ｍｙｃ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０．０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ＬＤＨ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｏ ｓｕｍ ｕｐ， ＥＴＥＣ Ｋ８８ ｉｓ ａｂｌｅ ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｂｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｃａｓｅ， ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌｓ ｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｉｎｄｕ⁃
ｃｉｎｇ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎｊｕｒｙ．［Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， ２０２０， ３２（１２）：５８９３⁃５９０２］

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＥＴＥＣ Ｋ８８； ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌｓ； ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ； β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
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