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细胞角蛋白８在促肾上腺皮质激素释放因子诱导
的肠上皮通透性改变中的作用

胡　癑，　陈超英，　张　梦，　吕　宾△

（浙江中医药大学附属第一医院消化科，浙江 杭州 ３１０００６）

　　［摘　要］　目的：探讨细胞角蛋白８（ＣＫ８）在促肾上腺皮质激素释放因子（ＣＲＦ）诱导的肠上皮细胞间通透性
改变中的作用及机制。方法：培养人结肠腺癌ＨＴ２９细胞株建立肠上皮屏障模型，采用免疫荧光法检测ＨＴ２９细胞
表面ＣＲＦ受体１（ＣＲＦＲ１）及ＣＲＦＲ２的表达情况，并将其分为对照组和 ＣＲＦ组，ＣＲＦ组以１００ｎｍｏｌ／ＬＣＲＦ处理细
胞７２ｈ。采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测２组细胞ＦＩＴＣ标记的ｄｅｘｔｒａｎ透过率，透射电镜观察２组细胞紧密连接结构变化，
并用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测２组细胞ＣＫ８及紧密连接相关蛋白（ＺＯ１和ｏｃｃｌｕｄｉｎ）的表达，免疫荧光检测ＣＫ８表达微
结构变化，ＥＬＩＳＡ检测加药５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、１ｈ及２ｈ后蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ）活性。采用 ｓｈＣＫ８慢病毒构建
ＣＫ８低表达ＨＴ２９细胞，检测给予ＣＲＦ处理后相应蛋白表达量、ＦＩＴＣ标记的ｄｅｘｔｒａｎ透过率及ＰＫＣ活性的改变。结
果：ＨＴ２９细胞表面存在ＣＲＦＲ１及ＣＲＦＲ２受体，而ＣＲＦ处理后，ＦＩＴＣ标记的ｄｅｘｔｒａｎ透过率高于对照组（Ｐ＜００５），
透射电镜观察可见对照组细胞紧密连接通道关闭，ＣＲＦ处理后紧密连接开放。同时，ＣＲＦ可引起 ＨＴ２９细胞 ＣＫ８
的荧光强度增高，呈颗粒样浓聚，其蛋白表达明显增加（Ｐ＜００５），而ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ１表达下调（Ｐ＜００５）。此外，
ＣＲＦ处理１ｈ时，ＰＫＣ的活性下降（Ｐ＜００５）。ｓｈＣＫ８慢病毒转染ＨＴ２９细胞后成功建立低表达ＣＫ８细胞株，与阴
性对照组相比，ＣＲＦ刺激后肠上皮细胞通透性并未明显降低，ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达仍下调（Ｐ＜００５），而ＺＯ１则无明
显改变。同时，与阴性对照组相比，ＣＫ８低表达后，ＣＲＦ刺激并未引起ＰＫＣ活性的下降。结论：ＣＫ８可能通过抑制
ＰＫＣ活性参与ＣＲＦ诱导的肠上皮通透性的增加，同时可能存在其它信号通路共同参与。
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　　肠易激综合征（ｉｒｒｉｔａｂｌｅｂｏｗｅｌｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＩＢＳ）作
为一种临床常见的胃肠功能紊乱性疾病［１］，其发病

机制尚未完全明确，目前研究指出腹泻型 ＩＢＳ患者
存在小肠和结肠肠黏膜屏障的损伤［２４］。因此，保护

肠黏膜屏障的结构和功能完整在防治腹泻型 ＩＢＳ中
有着重要的意义。同时，应激在 ＩＢＳ的发病中的作
用被日益关注，促肾上腺皮质激素释放因子（ｃｏｒｔｉｃｏ
ｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＣＲＦ）作为应激反应中最重要
的内分泌激素，已被发现可以引起肠上皮细胞通透

性的改变［５６］，参与 ＩＢＳ的发病。此外，在我们前期
研究中，应激 ＩＢＳ大鼠结肠黏膜存在细胞角蛋白 ８
（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ８，ＣＫ８）的表达上调［７］，且伴有肌动蛋白

重构及紧密连接蛋白闭锁小带蛋白１（ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕ
ｄｅｎｓ１，ＺＯ１）分布紊乱。由此，本研究旨在明确ＣＲＦ
是否是通过上调ＣＫ８破坏肠上皮细胞紧密连接引起
肠上皮通透性改变及其可能的调节机制，为阐明腹

泻型ＩＢＳ的发病机制及其临床有效诊治提供科学
依据。

材　料　和　方　法

１　细胞培养及处理
　　人结肠腺癌细胞株 ＨＴ２９购自中国科学院上海
典型培养物保藏委员会细胞库。细胞培养于含有

１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，在 ３７℃、５％
ＣＯ２培养箱孵育培养。细胞为贴壁生长，２～３ｄ传
代１次。当ＨＴ２９细胞生长并融合形成单层约６０％
～７０％左右，给予１００ｎｍｏｌ／ＬＣＲＦ处理，７２ｈ后行相
关指标检测。

２　主要试剂
　　ＲＰＭＩ１６４０培养基和胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ；用于
细胞转染的慢病毒购自上海吉凯基因化学技术有限

公司；抗 ＣＫ８抗体及 ＰＫＣ活性试剂盒购自 Ａｂｃａｍ；
抗ＺＯ１抗体购自Ｌｉｆｅ；抗 ｏｃｃｌｕｄｉｎ抗体购自 ＣＳＴ；抗
ＣＲＦ受体１（ＣＲＦｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＣＲＦＲ１）及 ＣＲＦＲ２抗体
购自Ａｎｂｏｂｉｏ；Ｃｙ３标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）ＩＩ
抗购自 Ｓｉｇｍａ；４’，６二脒基２苯基吲哚（４’，６ｄｉａ
ｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）购自 ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈ；
ＣＲＦ购自ＴｏｃｒｉｓＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ；抗兔 ＩＩ抗购自上海明睿

生物技术有限公司；ＴＲＩｚｏｌ及 ＰＣＲ试剂购自 ＴａＫａ
Ｒａ；ＭＭＬＶ逆转录试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ。
３　主要方法
３．１　ｓｈＣＫ８慢病毒转染　取处于对数生长期的细
胞经胰酶消化，完全培养基制成（３～５）×１０７／Ｌ细胞
悬液，将２ｍＬ细胞悬液接种到６孔板中，继续培养
保证感染时铺板量达到１５％～３０％左右。待细胞密
度为每孔 ２０％时更换感染培养基（Ｅｎｉ．Ｓ＋ｐｏｌｙ
ｂｒｅｎｅ），将 ＣＫ８干扰慢病毒 ＬＶＫＲＴ８ＲＮＡｉ（３７９９１
１）和阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣ）病毒 ＣＯＮ０５３按
ＭＯＩ值２０分别加入培养体系中进行感染。感染后
１６ｈ更换为常规培养基继续培养，并分为 ｓｈＮＣ组
和ｓｈＣＫ８组。感染后７２ｈ，给予１００ｎｍｏｌ／ＬＣＲＦ处
理，７２ｈ后行相关指标检测。
３．２　免疫荧光检测 ＨＴ２９细胞表面 ＣＲＦＲ１和
ＣＲＦＲ２的表达情况　将各组 ＨＴ２９细胞调整至每孔
５×１０５，接种于已放圆形爬片的２４孔板，３７℃、５％

ＣＯ２培养箱孵育，去培养基，按固定、洗涤、封闭、洗涤
的顺序处理爬片，分别孵育抗ＣＲＦＲ１（１∶５０）、ＣＲＦＲ２
（１∶５０）和ＣＫ８（１∶２５０００）的Ｉ抗在湿盒中４℃过夜，
洗涤后在避光环境中，以１∶４００比例孵育Ｃｙ３标记的
ＩＩ抗，ＰＢＳ洗涤，加入 ＤＡＰＩ及抗淬灭剂封片，随后在
激光共聚焦显微镜下观察。

３．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ　将各组ＨＴ２９细胞以ＴＲＩｚｏｌ法
提取总ＲＮＡ，逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ，以此 ｃＤＮＡ
为模版用荧光定量 ＰＣＲ试剂盒检测 ＣＫ８的 ｍＲＮＡ
表达情况。ＧＡＰＤＨ的上游引物序列为 ５’ＴＧＡＣＴ
ＴＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣＣＣＡ３’，下游引物序列为 ５’
ＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡ３’，扩增片段为 １２１
ｂｐ；ＣＫ８的上游引物序列为 ５’ＡＣＡＡＧＴＴＴＧＣＣＴＣ
ＣＴＴＣＡＴＡＧＡ３’，下 游 引 物 序 列 为 ５’ＧＡＧＧＡ
ＣＡＡＡＴＴＣＧＴＴＣＴＣＣＡＴ３’，扩增片段为 ２８７ｂｐ。反
应参数为：９５０℃３０ｓ；９５０℃５ｓ、６００℃３４ｓ，扩
增４０个循环，６０℃ ～９５℃缓慢升温，产生熔解曲
线。实验结果以目的基因和内参照 ＧＡＰＤＨ的 Ｃｔ比
值来描述。

３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　收集各组ＨＴ２９细胞，用ＲＩＰＡ裂
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解液裂解细胞收集蛋白；以 ＢＣＡ法测定样本蛋白浓
度，上样于１０％ＳＤＳＰＡＧＥ，后转移至 ＰＶＤＦ膜，分别
孵育 ＣＫ８（１∶２５０００）、ＺＯ１（１∶１２５）及 ｏｃｃｌｕｄｉｎ
（１∶５００００）的Ｉ抗４℃过夜，次日抗兔 ＩＩ抗室温孵
育２ｈ，凝胶成像分析仪进行ＥＣＬ化学发光显影。实
验结果由凝胶成像系统采集图像，数据由 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ软件分析。
３．５　细胞旁通透性的检测　取对数生长期的各组
ＨＴ２９细胞，按１×１０５的密度接种到 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养
板上，待Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板中细胞形成紧密单层后，按１００
ｎｍｏｌ／Ｌ的ＣＲＦ加入培养基中，７２ｈ后于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上
室加入１ｇ／ＬｄｅｘｔｒａｎＦＩＴＣ１００μＬ，下室加入５００μＬ
ＰＢＳ，避光置于 ３７°Ｃ恒温细胞培养箱中，分别于
０５ｈ、１ｈ和 ２ｈ后从 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板底部取 １００μＬ
ＰＢＳ，置于 ９６孔板上，利用荧光分光光度计测量浓
度，激发波长设定在 ４８８ｎｍ，发射波长设定在 ５２５
ｎｍ。根据标准曲线计算ｄｅｘｔｒａｎＦＩＴＣ浓度。
３．６　电镜观察　将２组细胞调整至每孔１×１０５接
种于６孔板，加药７２ｈ后用细胞刮器将细胞刮下后
固定细胞于 ２５％戊二醛内（＞４８ｈ）。按漂洗、固
定、脱水、包埋，聚合、修块和切片染色顺序处理细

胞。染色后将超薄切片放至单孔铜网上，电镜观察

条件：Ｔｅｃｎａｉ１０透射电镜，高压８０ｋＶ，照相。
３．７　蛋白激酶 Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）活性的测
定　对 ＨＴ２９细胞培养至９０％融合，加１００ｎｍｏｌ／Ｌ
ＣＲＦ分别于５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、１ｈ和２ｈ收集细
胞样本，加入裂解液裂解细胞，收集并测定蛋白浓

度。按照 ＰＫＣ活性试剂盒说明书进行检测，并计算
ＰＫＣ活性。并根据此次结果，采用１００ｎｍｏｌ／ＬＣＲＦ
处理慢病毒感染后的各组 ＨＴ２９细胞并收集细胞样
本，进行ＰＫＣ活性检测。
４　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ２００统计软件对实验数据进行处理，
符合正态分布的计量资料用均数 ±标准差（ｍｅａｎ±
ＳＤ）表示。两组样本均数比较采用独立样本 ｔ检验，
多组间均数比较采用单因素方差分析及ＬＳＤｔ检验。
以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

１　ＨＴ２９细胞表面ＣＲＦ受体的表达
　　激光共聚焦显微镜显示，红色为 ＣＲＦＲ１及
ＣＲＦＲ２特异荧光，蓝色为 ＤＡＰＩ核染，提示 ＨＴ２９表
面存在ＣＲＦＲ１及ＣＲＦＲ２表达，见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＲＦＲ１ａｎｄＣＲＦＲ２ｉｎｔｈｅＨＴ２９

ｃｅｌｌｓｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ

（×２００）．ＣＲＦＲ１ａｎｄＣＲＦＲ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅ

ＨＴ２９ｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄａｆｔｅｒｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈ

Ｃｙ３ｌａｂｅｌｌｅｄａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（ｒｅｄ）．ＤＡＰＩｗａｓｕｓｅｄｔｏ

ｃｏｕｎｔｅｒｓｔａｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓ（ｂｌｕｅ）．

图１　ＨＴ２９细胞株ＣＲＦＲ１及ＣＲＦＲ２免疫荧光染色观察

２　ＣＲＦ对ＨＴ２９细胞旁通透性及细胞紧密连接超
微结构的影响

　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果提示，与对照组相比，ＨＴ２９
细胞在给予１００ｎｍｏｌ／ＬＣＲＦ０５ｈ，细胞通透性改变
的差异无统计学显著性，而给药１ｈ和２ｈ时，细胞
通透浓度均增加（Ｐ＜００５），见图２Ａ。电镜观察结
果提示，对照组的 ＨＴ２９细胞间的紧密连接结构完
整，通道关闭，连接致密（黄色剪头所示），而 １００
ｎｍｏｌ／ＬＣＲＦ处理后细胞紧密连接结构不完整，连接
疏松，通道开放（红色剪头所示），见图２Ｂ。
３　ＣＲＦ对ＨＴ２９细胞ＣＫ８及紧密连接蛋白表达的
影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果提示，与对照组对比，ＣＲＦ处理
后 ＨＴ２９细胞 ＣＫ８的蛋白表达上调，而 ｏｃｃｌｕｄｉｎ及
ＺＯ１的蛋白表达均下调（Ｐ＜００５），见图３Ａ。共聚
焦显微镜提示，红色为 ＣＫ８特异荧光，蓝色为 ＤＡＰＩ
核染，与对照组相比，ＣＲＦ处理后，ＨＴ２９细胞表面
ＣＫ８荧光强度增加，并在细胞膜上聚集，见图３Ｂ。
４　ＰＫＣ活性的变化
　　与对照组相比，ＨＴ２９细胞在 ＣＲＦ处理后 １ｈ
ＰＫＣ活性降低最为显著（０４４±００５ｖｓ０２７±００５，
Ｐ＜００５）。
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Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＣＲＦｏｎｔｈｅｐａｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ

ａｎｄｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｓ（ＴＪｓ）ｉｎｔｈｅ

ＨＴ２９ｃｅｌｌｓ．Ａ：ｔｈｅｐａｒａｎｃｅｌｌｕｌａｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆ

ＨＴ２９ｃｅｌｌｓ，ａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｄｅｘｔｒａｎＦＩＴＣ，ｗａｓｍｅａ

ｓｕｒｅｄｕｓｉｎｇａｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ；Ｂ：ｔｈｅ

ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＴＪｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒａｔｒａｎｓｍｉｓ

ｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×８３００）．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎ

ＣＲＦｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１００ｎｍｏｌ／ＬＣＲＦｆｏｒ

７２ｈ．ＴＪｓｗｅｒｅｓｈｏｗｎｂｙａｒｒｏｗｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．
Ｐ＜００５ｖｓｔｈｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图２　ＣＲＦ对ＨＴ２９细胞旁通透性及紧密连接结构的影响

５　ＣＫ８基因沉默
　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示，ｓｈＣＫ８组 ＣＫ８ｍＲＮＡ
的表达水平（０１２±０００４）显著低于对照组（１２４±
００５）和 ｓｈＮＣ组（１００±００８）（Ｐ＜００５）。Ｗｅｓ
ｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ｓｈＣＫ８组 ＣＫ８蛋白的相对表达
量显著低于对照组和 ｓｈＮＣ组（Ｐ＜００５），见图４。
这提示感染ｓｈＣＫ８慢病毒可显著降低 ＣＫ８的蛋白
表达水平。

６　ＣＫ８沉默后ＣＲＦ对 ＨＴ２９细胞旁通透性及相关
蛋白的影响

　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ结果提示，ＣＫ８沉默后，ｓｈＮＣ和 ｓｈ
ＣＫ８组给予１００ｎｍｏｌ／ＬＣＲＦ处理７２ｈ，在２ｈ细胞
通透浓度分别为（４１０４±１３３）ｍｇ／Ｌ和（４０５８±

１６３）ｍｇ／Ｌ，且差异无统计学意义。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
果表明，ｓｈＣＫ８＋ＣＲＦ组 ＺＯ１的表达对比 ｓｈＣＫ８
组无明显差异，而ｓｈＮＣ＋ＣＲＦ组 ＺＯ１的表达明显
低于 ｓｈＣＫ８＋ＣＲＦ组（Ｐ＜００５），见图 ５Ａ；ＣＲＦ
处理后，各组 ｏｃｃｌｕｄｉｎ则表达下调（Ｐ＜００５），见图
５Ｂ。在ＣＲＦ处理１ｈ后，ｓｈＮＣ＋ＣＲＦ组 ＰＫＣ活性
对比ｓｈＮＣ组及 ｓｈＣＫ８＋ＣＲＦ组显著降低（０４８±
００１ｖｓ０４１±００１，Ｐ＜００５），ｓｈＣＫ８＋ＣＲＦ组
ＰＫＣ活性较 ｓｈＣＫ８组无明显差异（０４３±０００４ｖｓ
０４５±００４，Ｐ＞００５）。

讨　　论

　　ＩＢＳ是临床常见的功能性胃肠病，其发病率呈现
出逐年上升的趋势［８］。近年来，精神心理因素在ＩＢＳ
发病中的作用日益受到人们的关注，作为机体应激

反应的重要介质，ＣＲＦ广泛分布于人类胃肠道，并通
过与其受体ＣＲＦＲ１、ＣＲＦＲ２以及ＣＲＦ肽类家族相结
合，参与应激相关胃肠道功能异常，包括内脏高敏

感、肠道动力异常以及肠道黏膜通透性改变等［９１１］。

有研究证实，急性应激释放的 ＣＲＦ能够直接作用于
肥大细胞脱颗粒，通过分泌炎症介质改变黏膜通透

性，引起肠屏障功能的破坏以加重 ＩＢＳ腹泻症
状［１２１３］。其中，肠上皮紧密连接作为肠黏膜屏障中

最重要的连接方式，能够通过维持上皮细胞间的结

构稳定及修复上皮细胞间物质运输来调节肠黏膜屏

障的通透性［１４１６］。而跨膜蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ及细胞质蛋
白ＺＯ１是形成肠上皮紧密连接的关键蛋白，通过与
肌动蛋白结合而参与维持其功能稳定［１４，１７］。同时，

应激 ＩＢＳ动物模型肠黏膜高表达的 ＣＫ８，属上皮细
胞骨架蛋白，在维持胃肠道上皮的结构和功能方面

扮演着重要的角色，与紧密连接相关蛋白之间存在

紧密联系［１０，１８］。因此，探明ＣＲＦＣＫ８途径与ＩＢＳ的
肠黏膜通透性改变之间的关系，可以为明确 ＩＢＳ的
病理生理机制提供新的视角。

　　本研究证实，ＣＲＦ能够引起肠上皮细胞旁通透
性的梯度增加，紧密连接通道开放，结构疏松，同时

伴随ＣＫ８的表达上调，并在胞质内呈颗粒样改变；而
紧密连接蛋白 ＺＯ１和 ｏｃｃｌｕｄｉｎ均出现表达降低，表
明应激相关因子 ＣＲＦ不仅可以引起 ＣＫ８表达上调
和分布改变，同时伴有紧密连接超微结构破坏，及其

相关蛋白在表达水平的不同变化，最终引起肠上皮

屏障通透性增高。然而ＣＫ８基因沉默却并不能阻断
ＣＲＦ引起的肠上皮细胞通透性增加，细究其具体蛋

·３０９·



Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＣＲＦ（１００ｎｍｏｌ／Ｌｆｏｒ７２ｈ）ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＣＫ８ａｎｄｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＨＴ２９

ｃｅｌｌｓ．Ａ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＫ８，ｏｃｃｌｕｄｉｎ，ａｎｄＺＯ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＨＴ２９ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔＣＲＦｔｒｅａｔｍｅｎｔ；

Ｂ：ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＫ８ｉｎｔｈｅＨＴ２９ｃｅｌｌｓｅｘａｍｉｎｅｄｕｎｄｅｒｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×３０００）．ＴｈｅＨＴ２９ｃｅｌｌｓｗｅｒｅ

ｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＣｙ３ｌａｂｅｌｌｅｄａｎｔｉｂｏｄｙａｇａｉｎｓｔＣＫ８（ｒｅｄ）．ＤＡＰＩｗａｓｕｓｅｄｔｏｃｏｕｎｔｅｒｓｔａｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓ（ｂｌｕｅ）．Ｍｅａｎ±ＳＤ．

ｎ＝４．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图３　ＣＲＦ对ＨＴ２９细胞ＣＫ８及紧密连接蛋白表达的影响

白变化，我们发现 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的蛋白表达仍下调，但
ＺＯ１的表达下降被成功抑制。我们知道，紧密连接
蛋白按分布部位的不同，分为２类：一类为细胞膜蛋
白，存在于细胞膜上，通常为跨膜结构，是构成选择

性屏障功能的结构蛋白；另一类为细胞质蛋白，位于

细胞质内，能与多种蛋白质结合，起连接膜蛋白与细

胞骨架或传递信号分子的作用［１４］。有研究指出，胞

质蛋白ＺＯ１在稳定上皮紧密连接中具有关键作用，
其ＰＤＺ区域可与跨膜蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎ相互连接并相互

作用，一旦ＺＯ１发生破坏，紧密连接的功能多随之
改变［１５，１９２１］。结合本研究结果，我们推测 ＣＲＦ能够
通过上调 ＣＫ８介导肠上皮紧密连接 ＺＯ１低表达来
增加肠上皮通透性。但本研究中，ｏｃｃｌｕｄｉｎ在给予
ＣＲＦ刺激后蛋白表达仍下调，同时，肠上皮细胞通透
性也未见明显差异，这说明 ＣＲＦ对肠上皮细胞紧密
连接的破坏是多途径的，即使阻断了 ＣＲＦＣＫ８途
径，但由于仍存在跨膜紧密连接蛋白的破坏，因此并

不能逆转ＣＲＦ刺激后肠上皮通透性的增加。
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图４　基因沉默后ＣＫ８蛋白的表达

　　ＰＫＣ属于丝氨酸／苏氨酸激酶超家族一员，通过
介导下游信号通路，参与细胞活化、增殖及分化等多

种生物学功能。而大量研究显示，ＰＫＣ介导的信号
通路通过诱导紧密连接蛋白表达分布改变，直接调

节紧密连接而在上皮屏障中发挥重要作用，同时，

ＺＯ１和 ｏｃｃｌｕｄｉｎ等紧密连接相关蛋白上存在 ＰＫＣ
的定位位点［２２］。有研究报道，佛波酯刺激人结直肠

癌上皮细胞Ｔ８４细胞株２４ｈ后，可以引起ＰＫＣ活性
下调并与其上皮通透性增加相关［２３］。而本研究亦发

现，ＣＲＦ刺激１ｈ后ＰＫＣ活性明显下降。同时，ＣＫ８
被报道可能参与 ＰＫＣ信号通路调控肌动蛋白的改
变［２４］，因此，在 ＣＫ８基因沉默后 ＣＲＦ并不能引起
ＰＫＣ活性的下调。由此，我们推测，ＣＲＦ可能通过上
调ＣＫ８抑制ＰＫＣ途径介导紧密连接ＺＯ１低表达及
结构紊乱参与调节肠上皮通透性改变。

　　结合已有的研究结果，我们认为 ＣＲＦ引起的肠
上皮通透性增加可能与 ＣＫ８表达增加有关，即 ＣＲＦ
作用于肠上皮细胞可上调 ＣＫ８表达，从而抑制 ＰＫＣ
信号通路，降低紧密连接蛋白 ＺＯ１的表达。同时亦
存在其它途径共同参与 ＣＲＦ导致的肠上皮屏障受
损，具体机制待进一步阐明。
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ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＯ１ｉｎｓｈＮＣａｎｄｓｈＣＫ８
ＨＴ２９ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔＣＲＦｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｂ：Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｃｃｌｕｄｉｎｉｎｔｈｅｓｈＮＣａｎｄｓｈＣＫ８ＨＴ２９
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ＣＲＦｇｒｏｕｐ．

图５　ＣＲＦ对ＣＫ８基因沉默后 ＨＴ２９细胞 ＺＯ１及 ｏｃｃｌｕｄｉｎ
蛋白表达的影响
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