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摘　 要： 本试验旨在研究不同浓度海藻多糖对仔猪小肠上皮细胞（ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞）紧密连接蛋白

及核转录因子－κＢ（ＮＦ⁃κＢ）信号通路相关基因表达的影响。 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞加入浓度分别为 ０（对

照）、６０、１２０ 和 ２４０ μｇ ／ ｍＬ 的海藻多糖处理培养基培养 ２４ ｈ，分析海藻多糖对 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞机

械屏障和免疫屏障相关基因以及蛋白表达的影响。 结果表明：１）与对照组相比，６０、１２０ μｇ ／ ｍＬ
的海藻多糖可以显著上调紧密连接蛋白闭锁蛋白（ｏｃｃｌｕｄｉｎ）和闭合小环蛋白－１（ＺＯ⁃１）的ｍＲＮＡ
相对表达量（Ｐ＜０．０５）；但 ２４０ μｇ ／ ｍＬ 海藻多糖组 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量与对照

组无显著差异（Ｐ＞０．０５）。 与对照组相比，１２０ 和 ２４０ μｇ ／ ｍＬ 的海藻多糖可以显著上调封闭蛋

白－１（ｃｌａｕｄｉｎ⁃１）的 ｍＲＮＡ 相对表达量（Ｐ＜０．０５）。 与对照组相比，１２０、２４０ μｇ ／ ｍＬ 的海藻多糖

可以显著上调 ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 和 ＺＯ⁃１ 的蛋白相对表达量（Ｐ＜０．０５）。 ２）与对照组相比，６０、１２０ 和

２４０ μｇ ／ ｍＬ的海藻多糖均显著降低了髓样分化蛋白 ８８（ＭｙＤ８８）和 ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量

（Ｐ＜０．０５），２４０ μｇ ／ ｍＬ 的海藻多糖显著降低了 Ｔｏｌｌ 样受体－４（ＴＬＲ⁃４）和核转录因子－κＢ 抑制

蛋白 α（ ＩκＢα）的 ｍＲＮＡ 相对表达量（Ｐ＜０．０５）。 由此可知，海藻多糖可以上调 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞紧

密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 和 ＺＯ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量，降低 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞 ＮＦ⁃κＢ 信号通

路相关基因的表达，对改善仔猪小肠上皮细胞屏障功能具有积极的作用。
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　 　 肠道是一种复杂的器官，既要保持对共生微

生物群的耐受性，又要对入侵的病原微生物产生

炎症反应［１］ 。 紧密连接是肠道上皮细胞之间的主

要连接方式，而紧密连接蛋白是组成紧密连接结

构的基础［２］ 。 紧密连接蛋白的表达量在一定程度

上可以反映肠道机械屏障功能［３－４］ 。 肠道上皮细

胞还能够通过分泌细胞因子、趋化因子调节肠道

的免疫应答［５］ 。 因此，调节肠上皮细胞的紧密连

接蛋白表达和细胞因子含量对维持肠道屏障功能

具有十分重要的意义。 研究表明，病原菌对肠道

细胞间的紧密连接结构具有破坏作用，使肠道的

通透性增高，损坏肠道的屏障功能［６－７］ 。 而植物多

糖作为一种生物活性物质，具有免疫调节和抗氧

化的功能［８］ 。 Ｗａｎ 等［９］在饲粮中添加海藻酸低聚

糖后发现，仔猪的免疫性能和肠道屏障功能得到

显著提高。 饲粮中添加岩藻多糖可促进小鼠脾细

胞增殖和自然杀伤细胞活性，对预防和抵抗细菌

病毒感染具有很好的效果［１０］ 。 海带多糖可通过核

转录因子 －κＢ （ＮＦ⁃κＢ）、核因子 Ｅ２ 相关因子 ２
（Ｎｒｆ２）、Ｔｏｌｌ 样受体（ＴＬＲ）等信号通路调节上皮
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细胞和淋巴细胞的增殖分化，提升机体免疫性能

和肠道屏障功能［１１］ 。 而岩藻糖则可促进大脑微血

管 内 皮 细 胞 紧 密 连 接 蛋 白 闭 合 小 环 蛋 白 － １
（ＺＯ⁃１）的表达，从而达到维持其上皮通透性的作

用［１２］ 。 目前，关于海藻多糖在调节仔猪肠道上皮

细胞紧密链接蛋白和 ＮＦ⁃κＢ 炎症信号通路相关基

因表达方面的研究还尚未见报道，不同浓度海藻

多糖对细胞水平上屏障功能的作用效果还不明

确。 当前学者对海藻多糖的研究大多都集中在海

藻多糖的医疗保健作用方面，而在生猪方面的应

用研究较少，仅有少数的研究表明其可以提高仔

猪的生长性能和改善肠道菌群结构。 因此，本试

验旨在通过研究不同浓度海藻多糖对仔猪小肠上

皮细胞紧密连接蛋白闭锁蛋白（ｏｃｃｌｕｄｉｎ）、封闭蛋

白－１（ ｃｌａｕｄｉｎ⁃１）和 ＺＯ⁃１ 及炎症通路相关蛋白髓

样分化蛋白 ８８（ＭｙＤ８８）、ｐ６５、ＴＬＲ⁃４ 和核转录因

子－κＢ 抑制蛋白 α（ ＩκＢα）基因表达，以及细胞上

清液中促炎症因子肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ⁃α）和白

细胞介素－６（ ＩＬ⁃６）含量的分析，探讨海藻多糖对

仔猪小肠上皮细胞屏障功能的调控作用，以期为

海藻多糖对仔猪肠道健康的调节作用提供一定的

理论依据。

１　 材料与方法
１．１　 试验材料

１．１．１　 海藻多糖

　 　 海藻多糖纯度为 ９９％，主要成分为 Ｌ－岩藻糖

和 Ｄ－木糖。 配制时用 ＤＭＥＭ ∶Ｆ１２ 培养基（Ｇｉｂｃｏ
公司，美国）溶解，０．２２ μｍ 除菌过滤器过滤除菌，
现用现配。
１．１．２　 仔猪小肠上皮细胞

　 　 仔猪小肠上皮细胞（ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞）由中国农

业大学农业部饲料工业中心馈赠。
１．２　 试验方法

１．２．１　 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞培养

　 　 完全培养基的配制：８９％ ＤＭＥＭ ∶Ｆ１２（体积

比 １∶１）＋１０％胎牛血清（Ｂｉｏｉｎｄ 公司，以色列）＋１％
的双抗（索莱宝科技有限公司，北京），吹打混匀，
４ ℃保存，１ 周内使用。
　 　 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞采用 ７５ ｃｍ２ 的细胞瓶培养，细

胞培养于 ５％的 ＣＯ２ 培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ 公司，美国），
２４ ｈ 换液 １ 次，待细胞融合 ８０％，采用 ０．２５％的胰

酶－乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）消化。 １ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎ 后将细胞接种于 ６ 孔板上，每孔接种细胞

数量为 ６×１０４ 个 ／孔，细胞培养 ２４ ｈ 后加入终浓度

分别为 ０（对照）、６０、１２０ 和 ２４０ μｇ ／ ｍＬ 的海藻多

糖处理培养基，继续培养 ２４ ｈ 后用于后续试验

测定。
１．２．２　 ｍＲＮＡ 表达量测定

　 　 采用实时荧光定量 ＰＣＲ 法测定 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞

ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 ｃｌａｕｄｉｎ⁃１、 ＺＯ⁃１、 ＴＬＲ⁃４、 ＩκＢα、ＭｙＤ８８ 和

ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量。 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 提供的

猪基因序列，用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ ５．０ 软件设计 ｏｃｃｌｕ⁃
ｄｉｎ、ｃｌａｕｄｉｎ⁃１、ＺＯ⁃１、ＴＬＲ⁃４、ＩκＢα、ＭｙＤ８８ 和 ｐ６５ 的

基因特异性扩增引物。 引物序列见表 １，引物由上

海生物工程有限公司合成。
　 　 按照 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒（ＴａＫａＲａ，日本）使用说明

提取总 ＲＮＡ。 ＲＮＡ 质量和浓度使用超微量核酸

分析仪（Ｂｉｏｄｒｏｐ 公司，英国）进行检测，其纯度以

Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 比值介于 １．８ ～ ２．０ 为使用标准。 以甘

油醛－３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）为内参基因，根据

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ⁃ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ（ＴａＫａＲａ，日本）说明

书步骤，采用两步法将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ。 以

反转录产物 ｃＤＮＡ 为模板使用荧光定量 ＰＣＲ
（ＣＦＸ９６，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，英国）进行基因扩增，荧光

定量 ＰＣＲ 体系组成见表 ２。 反应程序为：９５ ℃
３ ｍｉｎ预变性，９５ ℃ １０ ｓ 变性；５８ ℃ ３０ ｓ 延伸；４０
个循环。 各组基因的 ｍＲＮＡ 相对表达量用 ２－△△Ｃｔ

法计算。
１．２．３　 蛋白质免疫印迹

　 　 当 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞融合至 ８０％ ～ ９０％时，弃去细

胞培养板中的培养基，磷酸缓冲盐溶液（ ＰＢＳ）冲

洗 ３ 次，加入 ３００ ｍＬ 放射免疫沉淀法（ＲＩＰＡ）裂

解液，分别加入 １０ μＬ 的蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑

制剂和苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ），吹打混匀，冰上静

置 ３０ ｍｉｎ 使细胞充分裂解，收集细胞于 １．５ ｍＬ 的

ＥＰ 管中，高速冷冻离心机 ４ ℃ 、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

３０ ｍｉｎ，收集上清液。 加入上样缓冲液 （ ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ）吹打混匀，放入开水中煮沸 ５ ｍｉｎ。 ４ ℃ 、
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ，收集上清。

７１８２
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表 １　 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞实时荧光定量 ＰＣＲ 特异性引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｏｒ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ＰＣＲ ｏｆ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌｓ

基因
Ｇｅｎｅｓ

序列号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）

产物长度
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

甘油醛－３－磷酸脱氢酶
ＧＡＰＤＨ ＮＭ＿００１２０６３５９．１ Ｆ： ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴ

Ｒ：ＣＡＴＧＧＧＴＡＧＡＡＴＣＡＴＡＣＴＧＧＡＡＣＡ １４９

闭锁蛋白
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ＮＭ＿００１１６３６４７．２ Ｆ： ＣＡＧＧＴＧＣＡＣＣＣＴＣＣＡＧＡＴＴＧ

Ｒ： ＴＧＧＡＣＴＴＴＣＡＡＧＡＧＧＣＣＴＧＧ １１１

封闭蛋白－１
Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ ＦＭ２０５９２８．１ Ｆ： ＣＴＧＣＴＴＣＴＣＴＣＴＧＣＣＴＴＣＴＧ

Ｒ： ＧＧＡＡＧＧＣＧＡＡＧＧＴＴＴＴＧＧＡＴ ９１

闭合小环蛋白－１
ＺＯ⁃１ ＸＭ＿０２１０９８８２７．１ Ｆ： ＧＡＧＧＡＴＧＧＴＣＡＣＡＣＣＧＴＧＧＴ

Ｒ： ＧＧＡＧＧＡＴＧＣＴＧＴＴＧＴＣＴＣＧＧ １６９

Ｔｏｌｌ 样受体－４
ＴＬＲ⁃４ ＮＭ＿００１１１３０３９．２ Ｆ： ＧＣＡＡＴＡＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＣＴＴＴＣＣ

Ｒ： ＣＣＣＧＴＣＡＧＴＡＴＣＡＡＧＧＴＧＧＡ １２１

核转录因子－κＢ 抑制蛋白 α
ＩκＢα ＮＭ＿００１００５１５０．１ Ｆ：ＴＧＣＡＧＧＣＣＡＣＣＡＡＣＴＡＣＡＡＴ

Ｒ： ＴＣＡＡＣＡＡＧＡＧＣＧＡＣＡＣＣＡＧＧ １８６

髓样分化蛋白 ８８
ＭｙＤ８８ ＮＭ＿００１０９９９２３．１ Ｆ： ＧＧＴＧＣＣＡＧＧＣＡＧＧＡＣＡＴＣ

Ｒ： ＧＧＣＡＧＣＴＧＧＡＡＣＡＧＡＣＣＡＡ ６８

ｐ６５ ＸＭ＿０２４４５４０６９．１ Ｆ： ＡＡＣＡＧＣＡＧＡＴＧＧＣＣＣＡＴＡＣＣ
Ｒ： ＴＴＴＣＡＣＴＡＧＡＴＧＣＧＣＣＡＧＧＧ １１６

表 ２　 荧光定量体系组成

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ＰＣＲ

ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ μＬ

组成

Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
用量

Ｄｏｓａｇｅ

ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭＰｒｅｍｉｘ ＥＸ Ｔａｑ Ⅱ ２．０
正向引物 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０．８
反向引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０．８
参比染色剂 ＲＯＸ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｄｙｅ （５０×） ０．４
ｃＤＮＡ 模板 ｃＤＮＡ ｍｏｄｅｌ ２．０
蒸馏水 ｄＨ２Ｏ ６．０
合计 Ｔｏｔａｌ ２０．０

　 　 采用 ＢＣＡ 试剂盒（碧云天生物有限公司）测

定上清液蛋白样品的浓度。 采用聚丙十二烷基硫

酸钠－烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）法分离蛋白，
湿转法将蛋白转至聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，牛
血清 白 蛋 白 （ ＢＳＡ） 封 闭 ２ ｈ， 分 别 用 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
（ ６６３７８⁃１⁃ｌｇ， Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公 司， 美 国 ）、 ＺＯ⁃１
（ ２１７７３⁃１⁃ＡＰ， ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公 司，美 国）、 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１
（ａｂ１５０９８，Ａｂｃａｍ 公司，英国）、ｐ６５（ ａｂ１６５０２，Ａｂ⁃
ｃａｍ 公司，英国）、磷酸化 ｐ６５ （ ｐ⁃ｐ６５） （ ｏｒｂ６５０４，
Ｂｉｏｒｂｔｙ 公司，英国）一抗 ４ ℃孵育过夜，β－肌动蛋

白（β⁃ａｃｔｉｎ） （ ｔａ⁃０９，ＺＳＧＢ⁃ＢＩＯ 生物技术有限公

司）作为内参，根据一抗物种来源，选用辣根过氧

化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗兔抗体（ ａｂ６７２１，Ａｂｃａｍ
公司，英国）或 ＨＲＰ 标记的羊抗鼠抗体（ ａｂ６７８９，
Ａｂｃａｍ 公司，英国） 孵育 ２ ｈ，再用电化学发光

（ＥＣＬ，Ｔｒａｎｓｇｅｎ 生物科技有限公司）显色，曝光拍

照，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行灰度值分析。
１．２．４　 酶联免疫吸附试验

　 　 用海藻多糖处理培养皿中的 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞后，
收集培养基于离心管，４ ℃ 、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

３０ ｍｉｎ，取上清待测。 根据 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 试剂盒

（六合生物有限公司）操作步骤，将标准品工作液

和待测样品加入酶标板中，每孔 １００ μＬ，于 ３７ ℃
培养 箱 中 孵 育 ９０ ｍｉｎ。 弃 去 液 体， 每 孔 加 入

１００ μＬ的生物素化抗体工作液，覆膜，３７ ℃ 培养

箱中孵育 ６０ ｍｉｎ。 洗板 ３ 次。 每孔中加入酶结合

工作液 １００ μＬ，３７ ℃培养箱中孵育 ３０ ｍｉｎ，重复

洗板 ３ 次。 每孔加入底物溶液 ９０ μＬ，覆膜置于

３７ ℃培养箱中避光孵育 １５ ｍｉｎ。 最后向每孔加入

终止液 ５０ μＬ，终止反应后 ３０ ｍｉｎ 之内用酶标仪

在波长 ４５０ ｎｍ 处测量各孔的吸光度（ＯＤ）值。 以

标准品含量为横坐标，ＯＤ 值为纵坐标，采用 Ｌｏ⁃
ｇｉｓｔｉｃ 曲线拟合得到曲线回归方程 ［决定系数

（Ｒ２）＞０．９９］，计算出海藻多糖处理的 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细

胞上清液中促炎症因子 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 含量。
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１．３　 统计分析

　 　 所有数据用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 进行简单处理后，采
用 ＳＰＳＳ １７．０ 进行单因素方差分析，Ｄｕｎｃａｎ 氏法

进行多重比较，各组数据以“平均值±标准误”表

示，Ｐ＜０．０５ 为显著性判断标准。

２　 结果与分析
２．１　 海藻多糖对仔猪小肠上皮细胞机械屏障的

影响

　 　 由图 １ 可知，与对照组相比，６０ 和 １２０ μｇ ／ ｍＬ
的海藻多糖可以显著上调紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ
和 ＺＯ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量（Ｐ＜０．０５）；但海藻

多糖浓度达 ２４０ μｇ ／ ｍＬ 时， ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ⁃１ 的

ｍＲＮＡ 相对表达量与对照组无显著差异 （ Ｐ ＞
０．０５）。 与对照组相比，６０ μｇ ／ ｍＬ 的海藻多糖可

以上调 ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量，但差异不

显著（Ｐ＞０．０５）；１２０ 和 ２４０ μｇ ／ ｍＬ 的海藻多糖可

以显著上调 ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量（Ｐ ＜
０．０５）。
　 　 由 图 ２ 可 知， 与 对 照 组 相 比， ６０、 １２０、
２４０ μｇ ／ ｍＬ的海藻多糖对紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ
的蛋白相对表达量没有显著影响 （ Ｐ ＞ ０． ０５）；但
１２０、２４０ μｇ ／ ｍＬ 海藻多糖可以显著上调 ｃｌａｕｄｉｎ⁃１
和 ＺＯ⁃１ 的蛋白相对表达量（Ｐ＜０．０５）。
２．２　 海藻多糖对仔猪小肠上皮细胞免疫屏障的

影响

２．２．１　 海藻多糖对 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞 ＮＦ⁃κＢ 通路相关

基因和蛋白表达的影响

　 　 由图 ３ 可知，随着海藻多糖浓度的增加，ＴＬＲ⁃
４、ＩκＢα、ＭｙＤ８８、ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量呈逐渐

下降趋势。 与对照组相比，６０、１２０ 和 ２４０ μｇ ／ ｍＬ
的海藻多糖均显著降低了 ＭｙＤ８８ 和 ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ
相对表达量（Ｐ＜０．０５）；２４０ μｇ ／ ｍＬ 的海藻多糖显

著降低了 ＴＬＲ⁃４ 和 ＩκＢα 的 ｍＲＮＡ 相对表达量

（Ｐ＜０．０５），而 ６０、１２０ μｇ ／ ｍＬ 的海藻多糖对 ＴＬＲ⁃４
和 ＩκＢα 的 ｍＲＮＡ 相对表达量没有显著影响（Ｐ＞
０．０５）。 不同浓度海藻多糖对 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞 ＮＦ⁃κＢ
通路 ｐ６５ 和 ｐ⁃ｐ６５ 的蛋白相对表达没有显著影响

（Ｐ＞０． ０５）。 尽管 ２４０ μｇ ／ ｍＬ 的海藻多糖引起

ｐ⁃ｐ６５的蛋白表达量和 ｐ⁃ｐ６５ ／ ｐ６５ 较大程度的降

低，但未达到显著水平（Ｐ＞０．０５）。

２．２．２ 　 海藻多糖对 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 仔猪小肠上皮细胞

促炎症因子含量的影响

　 　 由 图 ４ 可 知， 与 对 照 组 相 比， ６０、 １２０ 和

２４０ μｇ ／ ｍＬ的海藻多糖对 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞促炎症因

子 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 含量没有显著影响（Ｐ＞０．０５）。

　 　 ∗表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。 下图同。
　 　 ∗ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ
ｂｅｌｏｗ．

图 １　 海藻多糖对 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞紧密

连接蛋白 ｍＲＮＡ 表达的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＷＰ ｏｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝ ３）

图 ２　 海藻多糖对 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞紧密

连接蛋白蛋白表达的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＷＰ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｉｇｈｔ
ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝ ３）
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图 ３　 海藻多糖对 ＮＦ⁃κＢ 信号通路相关基因和蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＷＰ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ （ｎ＝ ３）

图 ４　 海藻多糖对 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞促炎症因子

ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α含量的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＷＰ ｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒｓ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝ ３）

３　 讨　 论
３．１　 海藻多糖对仔猪小肠上皮细胞机械屏障的

影响

　 　 肠道中的紧密连接是一个高度动态的屏障结

构，可以通过调节细胞之间的通透性而选择性吸

收水分、离子及营养物质［１３］ 。 肠道紧密连接结构

的完整性对肠道的防御和免疫起着很大的作用，
紧密连接蛋白作为连接肠道上皮细胞之间的桥

梁，在一定范围内，紧密连接蛋白表达的上调对机

体的紧密连接具有促进作用［２］ 。 研究表明，多糖

类营养素（植物多糖）在促进紧密连接蛋白的表

达、维持肠道上皮的完整性方面发挥了重要作

用［１４－１５］ 。 例如，刺五加多糖可以有效缓解脂多糖

（ＬＰＳ）刺激后小鼠肠道通透性的变化，同时促进

ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ⁃１ 蛋白的表达［１６］ 。 而海藻酸钠寡
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糖可以显著改善断奶仔猪的肠道形态结构，促进

紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ⁃１ 蛋白的表达［１６］ 。
本试验结果显示，海藻多糖对 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞紧密连

接蛋白的表达同样具有明显的上调作用，其中

ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ＺＯ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量随着海藻多

糖浓度的增高而降低，ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 相对表

达量和 ＺＯ⁃１ 的蛋白相对表达量随着海藻多糖浓

度的 增 高 而 增 高， 同 时， 当 海 藻 多 糖 浓 度 为

１２０ μｇ ／ ｍＬ时，ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 的蛋白相对表达量达到最

高。 综上所述，１２０ μｇ ／ ｍＬ 的海藻多糖可以显著

上调紧密链接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 和 ＺＯ⁃１ 的

ｍＲＮＡ 相对表达量以及 ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 和 ＺＯ⁃１ 蛋白相

对表达量，在调节肠道上皮细胞紧密链接表达中

作用最佳。
３．２　 海藻多糖对仔猪小肠上皮细胞免疫屏障的

影响

　 　 ＮＦ⁃κＢ 信号通路是机体内免疫调节的经典通

路，可以调控机体内很多生理活动［１７］ 。 ＮＦ⁃κＢ 信

号通能够影响相应炎症因子的表达，进而介导炎

症反应［１８］ 。 海藻多糖是一种生物活性物质，大量

的研究表明其有一定的抗病毒和免疫调节作

用［１９－２１］ 。 有学者选择红藻多糖对肥大小鼠进行试

验后发现，红藻多糖可以显著降低肥大小鼠体内

的炎症反应，表现出对小鼠机体的一致炎症效

果［２２］ 。 还有研究发现，海带多糖能显著下调仔猪

结肠黏膜中炎症因子 ＩＬ⁃６、白细胞介素 － １７ （ ＩＬ⁃
１７）及白细胞介素－１β（ ＩＬ⁃１β）的 ｍＲＮＡ 相对表达

量，降低肠道炎症反应，并改善肠道健康［２３］ 。 而褐

藻提取物对 ＬＰＳ 诱导下仔猪结肠细胞炎症因子

ＩＬ⁃６、白细胞介素－８（ ＩＬ⁃８）、ＴＮＦ⁃α 的 ｍＲＮＡ 相对

表达量具有明显的下调作用［２４］ 。 本试验结果表

明，海 藻 多 糖 下 调 了 ＮＦ⁃κＢ 信 号 通 路 ＴＬＲ⁃４、
ＩκＢα、ＭｙＤ８８ 和 ｐ６５ 基因的表达，这与 Ｓａｎｊｅｅｗａ
等［２５］报道海藻多糖可通过 ＮＦ⁃κＢ 信号通路缓解

ＬＰＳ 诱导的巨噬细胞炎症反应结果相似。 ＮＦ⁃κＢ
信号通路为炎症信号通路，相关基因表达下调，表
明海藻多糖对肠道上皮细胞具有一定的抑炎作

用，可有效预防肠道炎症的发生，进而维持肠道屏

障功能的完整性。 本试验发现，随着海藻多糖浓

度的增高，ＴＬＲ⁃４、 ＩκＢα、ＭｙＤ８８ 和 ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ
相对表达量呈现递减趋势，在预防炎症肠道反应

中添加浓度为 ２４０ μｇ ／ ｍＬ 海藻多糖为宜。 至于海

藻多糖促进了 ＮＦ⁃κＢ 信号通路相关基因的表达，

而尚未对 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 含量产生显著影响，可能

是由于本试验条件下酶联免疫吸附反应时间不

够，或者是海藻多糖所添加的剂量梯度不够。

４　 结　 论
　 　 海藻多糖利于维持上皮屏障功能的完整性，
促进紧密连接蛋白的表达，同时可通过下调ＮＦ⁃κＢ
炎症信号通路相关基因表达有效预防肠道炎症的

发生，对改善仔猪小肠上皮细胞屏障功能具有积

极作用。 １２０ μｇ ／ ｍＬ 的海藻多糖的对肠道完整性

的作用效果最佳，２４０ μｇ ／ ｍＬ 的海藻多糖的对肠

道炎症的作用效果最佳。
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（１． Ｊｉａｎｇｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｋｅｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ⁃Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｉｇｈ Ｑｕａｌｉｔｙ ａｎｄ Ｓａｆｅｔｙ Ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ， Ｊｉａｎｇｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｆｅｅｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｊｉａｎｇｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， Ｊｉａｎｇｘｉ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｃｈａｎｇ ３３００４５，
Ｃｈｉｎａ； ２． Ｇａｎｚｈｏｕ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ， Ｇａｎｚｈｏｕ ３４１４０１， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅａｗｅｅｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｏｎ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ （ＮＦ⁃κＢ） ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈ⁃
ｗａｙ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ （ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌｓ） ． Ｔｈｅ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅａｗｅｅｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ０ （ ｃｏｎｔｒｏｌ）， ６０， １２０ ａｎｄ ２４０ μｇ ／ ｍＬ， ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ２４ ｈ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅａｗｅｅｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｂａｒｒｉｅｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｓｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： １） ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，
６０ ａｎｄ １２０ μｇ ／ ｍＬ ｓｅａｗｅｅｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｏｃｃｌｕｄｉｎ ａｎｄ ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎ⁃１ （ＺＯ⁃１） （Ｐ＜０．０５）； ｂｕｔ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｏｃｃｌｕｄｉｎ ａｎｄ ＺＯ⁃１ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ２４０ μｇ ／ ｍＬ ｓｅａｗｅｅｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ
ｇｒｏｕｐ （Ｐ＞０．０５） ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， １２０ ａｎｄ ２４０ μｇ ／ ｍＬ ｓｅａｗｅｅｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ （Ｐ＜０．０５） ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， １２０
ａｎｄ ２４０ μｇ ／ ｍＬ ｓｅａｗｅｅｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｌａｕ⁃
ｄｉｎ⁃１ ａｎｄ ＺＯ⁃１ （Ｐ＜０．０５） ． ２） Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ６０， １２０ ａｎｄ ２４０ μｇ ／ ｍＬ ｓｅａｗｅｅｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａ⁃
ｒｉｄｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ８８
（ＭｙＤ８８） ａｎｄ ｐ６５ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ２４０ μｇ ／ ｍＬ ｓｅａｗｅｅｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｔｏｌｌ ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃４ （ ＴＬＲ⁃４） ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ α
（ ＩκＢα） （Ｐ＜０．０５） ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｓｅａｗｅｅｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｃａｎ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖ⁃
ｅｌｓ ｏｆ ｏｃｃｌｕｄｉｎ， ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ ａｎｄ ＺＯ⁃１ ｉｎ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｉｎ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｈａｖｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｉｍｐｒｏｖ ｔｈｅ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ．［Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， ２０２０， ３２（６）：２８１６⁃２８２３］

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｓｅａｗｅｅｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ； ＩＰＥＣ⁃Ｊ２； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ； ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ； ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ
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