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干扰素与肿瘤坏死因子 Ot对肠上皮 

屏障功能影响的实验研究 

刘行 王裴 王凤君 

【摘要】 目的 观察炎症介质 干扰素及 TNF—ot联合作用对肠上皮屏障功能的影响并探讨其 

分子机制。 方法 建立人肠上皮细胞株 Caco一2单层细胞培养模型，分别在预处理的24孔板与6孔 

板中采用 DMEM培养基培养。将2种培养板中细胞均按随机数字表法分为对照组(常规培养)、 干 

扰素组(加入终浓度为 10 ng／mL 干扰素培养)、TNF—ot组 (加入终浓度为 10 ng／mL TNF—oL培养)、 

干扰素 +TNF一0l组(加入终浓度均为 10 ng／mL的 干扰素与TNF—d培养)。24孔板细胞处理后0 h 

(即刻)及 6、12、24、36、48 h，用电阻测定仪检测肠上皮细胞跨上皮电阻(TER)；于48 h分别采用异硫 

氰酸荧光素一葡聚糖荧光示踪法与免疫荧光法，检测肠上皮细胞通透性及紧密连接咬合蛋白的分布与 

形态变化。6孔板细胞处理 24 h时，用蛋白质印迹法检测咬合蛋 白、磷酸化肌球蛋 白轻链(pMLC)、 

肌球蛋白轻链激酶(MLCK)蛋白表达。对数据进行单因素方差分析与 t检验。 结果 (1)对照组各 

时相点肠 上皮 细胞 TER无 明显 变化 (F =0．86，P >0．05)；-y干扰 素组 与 TNF—ot组 TER虽逐 渐 降 

低，但与处理后0 h比较差异均无统计学意义(F值分别为1．69、2．47，P值均大于0．05)； 干扰素 + 

TNF—ot组 TER从 24 h起显著低于处理后 0 h(t=4．97，P <0．05)，并明显低于其余 3组 (F = 

11．54，P<0．05)。(2) 干扰素 +TNF—ot组的肠上皮细胞通透性[(1197±215)pmo1]显著高于对照 

组 、̂y干扰素组与 TNF一0l组[(303±93)、(328 4-76)、(797±177)pmol，t值分别为4．8、5．0、6．9，P值 

均小于0．01]。(3)24 h时各组咬合蛋白表达量无明显变化(F=0．26，P >0．05)。48 h时对照组 

咬合蛋白排列规则 ；̂y干扰素组及 TNF一 组咬合蛋白排列不规则；而 干扰素 +TNF一仪组咬合蛋白排 

列不连续 ，发生明显重分布，胞质内分布增加。(4)̂y干扰素 +TNF—oL组 pMLC蛋白表达量(0．95± 

0．05)显著高于对照组、 干扰素组与 TNF一0l组(0．57±0．12、0．56±0．07、0．59±0．10，F=17．97，P< 

0．01)，MLCK蛋白表达量(1．57±0．36)也显著高于其余 3组(0．85±0．18、1．04±0．23、1．O0±0．07， 

F ：9．05，P<0．05)。 结论 ŷ干扰素与TNF—ol联合作用通过增加 MLCK及 pMLC蛋白表达，引起 

肠上皮屏障功能损害。 

【关键词】 干扰素Ⅱ型； 肿瘤坏死因子 oL； 肌球蛋白轻链 ； 肠上皮细胞 ； 屏障功能； 咬 

合 蛋白 

An experimental study on intestinal epithelial barrier dysfunction induced by interferon-gamma and 

tumor necrosis factor-alpha LIU Hang，WANG Pei，WANG Feng un．Institute of Burn Research，South— 

west Hospital，State Key Laboratory of Trauma，Burns and Combined Injury，the Third Military Medical Uni— 

versity，Chongqing 400038，China 

Corresponding author：WANG Fengjun，Email：wang~@mail．tmmu．corn．cn，Tel：023—68754176 

【Abstract】 0bjective To investigate the effect of combination of interferon—gamma(IFN一̂y)and 

tumor necrosis factor—alpha(TNF一 )on intestinal epithelial barrier function． Methods The Caco一2 

monolayers were cultured in DMEM nutrient solution， and then they were inoculated in 24一well or 6-well 

plate with Transwell inserts．They were divided into control group(ordinary treatment)，IFN一 group(with 

addition of 10 ng／mL IFN一̂y)，TNF— group(with addition of 10 ng／mL TNF—oL)，and IFN一 pius TNF—oL 

group(with addition of 10 ng／mL TNF— and 10 ng／mL IFN一 )．Monolayers inoculated in 24一well plate 

were collected for determination of transepithelial electrical resistance(TER)with an ohmmeter at post treat— 

ment hour(PTH)0，6，1 2，24，36，and 48，the permeability of monolayers with fluorescein isothiocya— 

nate—labeled dextran(FITC—dextran)tracer method at PTH 48，the distribution and morphological change of 
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tight iunction occludin with immunofluorescence assay at PTH 48．Monolayers inoculated in 6-well plate were 

collected for determination of protein expression of occludin，myosin light chain kinase(MLCK)，and phos— 

phorylated MLC(pMLC)with Western blot at PTH 24．Data were processed with one—way analysis of vari— 

ance and t test． Results (1)There was no obvious difference in TER in control group at each time point 

(F =0．86，P >0．05)．TER in IFN一-y group and TNF一0【group were gradually decreased during PTH 6_48， 

but showed no statistical difference as compared with that at PTH 0(with F value respectively 1．69，2．47， 

P values all above 0．05)．TER in IFN一 plus TNF—ot group was significantly decreased from PTH 24 as COB— 

pared with that at PTH 0(t=4．97，P <0．05)and that in each of the other three groups(F =11．54， 

P <0．05)．(2)The permeability ofmonolayers in IFN一 plus TNF一0l group[(1197±215)pmo1]was sig— 

nificantly higher than that in control group，IFN一 group，and TNF'ct group[(303 4-93)，(328±76)， 

(797 4-177)pmol，witht value respectively 4．8，5．0，6．9，P values all below 0．01]．(3)There was no 

statistical difference in occludin expression at PTH 24 among four groups(F =0．26，P >0．05)．The oc— 

cludin in control group at PTH 48 was regular in arrangement，while that in IFN一 and TNF—ot groups was ir— 

regular in arrangement．The arrangement of occludin in IFN一 plus TNF—ot group at PTH 48 was interrupted， 

with obvious redistribution in cytoplasm．(4)The protein expression of pMLC in IFN一 plus TNF一 group 

(0．95 4-0．05)was significantly higher than that in control group，IFN一 group，or TNF—ot group(0．57 4- 

0．12，0．56 4-0．07，0．59 4-0．10，respectively，F =17．97，P <0．01)．The protein expression of MLCK 

in IFN— plus TNF一 group(1．57士0．36)was also significantly higher than that in control，IFN一 ，TNF— 

groups(0．85 4-0．18，1．04 4-0．23，1．00 4-0．07，respectively，F =9．05，P <0．05)． Conclusions 

Combination of IFN一 and TNF— can induce intestinal epithelial barrier dysfunction by up—regulating MLCK 

protein expression and promoting MLC phosphorylation． 

【Key words】 Interferon typeⅡ； Tumor necrosis factor—alpha； Myosin light chains； Intestinal 
epithelial cell； Barrier function； Occludin 

尽管严重烧伤早期发生的肠上皮屏障功能损 

害、通透性增加以及由此引起的全身性病理生理变 

化已得到普遍认识，但肠上皮屏障功能损害及通透 

性增加的分子机制至今仍未探明。严重烧伤早期损 

害的实质主要是缺血缺氧性损害及全身失控性炎症 

反应，伴有全身及肠道等局部组织中多种炎症介质， 

如 干扰素、TNF—ot、IL．1、IL．6等  ̈ 的大量产生 

这些炎症介质是否影响以及如何影响严重烧伤早期 

肠上皮屏障功能及通透性，目前尚未完全清楚。本 

实验中，笔者利用体外单层肠上皮细胞模型，观察 

干扰素及 TNF一仅对肠上皮屏障功能的影响，并探 

讨其分子机制。 、 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂与仪器 

DMEM培养基(美国 Hyclone公司)，胰蛋白酶 

(美国 BBI公司)， 干扰素、TNF—ot(美 国 R&D公 

司)，异硫氰酸荧光素(FITC)一葡聚糖(相对分子质 

量 4×10 )、鼠尾胶原、抗人 B肌动蛋白抗体、抗人 

肌球蛋 白轻链激酶 (MLCK)抗体 (美 国 Sigma公 

司)，兔抗人咬合蛋白抗体(美国 Invitrogen公司)， 

抗人肌球蛋白轻链(MLC)抗体(美国 Santa Cruz公 

司)，抗人磷酸化肌球蛋 白轻链 (pMLC)抗体(美国 

Cell Signaling公司)，辣根过氧化物酶(HRP)标记的 

二抗(美国 Southern Bioteeh公司)，Alexa Fluor 488 

标记的二抗(美 国 Molecular Probes公司)，超敏增强 

型化学发光(ECL)试剂盒(美国 Pierce公司)，蛋白 

质印迹相关试剂甘氨酸 、丙烯酰胺等(上海生工生物 

工 程 技 术 服 务 有 限 公 司 )。蛋 白测 定 试 剂 盒 及 

ChemiDoc XRS型凝胶图像分析系统(美国 Bio．Rad 

公司)，聚偏氟乙烯(PVDF)膜、Millicell—ERS型电阻 

测定仪(美国 Millipore公司)，Transwell培养板 (美 

国 Coming公司)，TCS SP5型激光扫描共聚焦显微 

镜(德国Leica公司)。 

1．2 细胞培养、分组与处理 

用 DMEM培养基培养人肠上皮细胞株 Caco 2 

(美 国 ATCC公 司) ，将细胞 以 5×10 个／cm 接 

种至 24孔板的 Transwell聚碳酸酯 膜(预先 以1 g／L 

鼠尾胶原包被)及 6孔板 的未包被 Transwell聚碳酸 

酯膜上，每 2天更换 1次培养液。用电阻测定仪每 

天测定细胞跨上皮电阻(TER)1次，待 TER稳定时 

进行下述实验。 

将 24孑L板与6孔板中单层肠上皮细胞均按随 

机数字表法分为对照组、 干扰素组、TNF—d组、 干 

扰素 +TNF—ot组。对照组仅用 DMEM培养基培养； 

干扰素组加入终浓度为 10 ng／mL 干扰素培养； 

TNF—oL组加入终浓度为 10-g／mL TNF一仅培养； 干 

扰素 +TNF—ot组同时加入 干扰素和 TNF．0【培养， 

终浓度均为 10 ng／mL。24孔板细胞用于 TER和通 

透性测定以及紧密连接咬合蛋白的免疫荧光分析； 
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6孔板细胞用于蛋 白表达分析。 

1．3 检测指标 

1．3．1 肠上皮细胞 TER变化 参照文献[34]， 

测定各组细胞处理后 0 h(即刻)及 6、12、24、36、48 h 

的TER。为便于不同批次间实验结果比较，TER结 

果以原始数值的百分数表示。实验重复5次。 

1．3．2 肠上皮细胞通透性 各组细胞处理 48 h 

时，参照文献[4]采用 FITC一葡聚糖荧光示踪法进行 

检测。预热 D—Hank液至 37℃，清洗 Transwell顶室 

及底室各 1次，底室加入 D．Hank液 500 IxL，顶室加 

入 100 L FITC一葡聚糖(1 mg／mL)，于37℃、体积分 

数 5％CO，条件下孵育2 h。取底室液体，用多功能 

读板仪(芬兰 Thermo公司)以激发光波长 480 nm、 

发射光波长 520 am测定各种样品荧光强度。按标 

准曲线计算出FITC一葡聚糖通过的摩尔量，反映单层 

肠上皮通透性 。实验重复 5次。 

1．3．3 肠上皮细胞紧密连接咬合蛋白的分布与形 

态变化 各组 细胞 处理 48 h时 ，采用免疫 荧光 

法 检测。用 10 g／L多聚甲醛 固定细胞 30 rain，含 

1 mmol／L氯化钙 PBS漂洗 5 rain，加入含 50 mmol／L 

氯化 铵 的 PBS，室 温孵 育 15 rain。漂洗 后 加入 含 

25 g／L牛血清白蛋白、体积分数 0．1％Triton X．100 

的 PBS，室温孵育 30 rain。加入按 1：50稀释的兔抗 

人咬合蛋白抗体50 L，4℃孵育过夜。用 PBS漂洗 

3次，每次 5 rain，加入 50 IxL Alexa Fluor 488标记的 

二抗 (1：100)，室温避光孵育 1 h。PBS漂洗 3次，每 

次 5 rain。切取聚碳酸酯膜置于载玻片上 ，指 甲油封 

片。采用激光扫描共聚焦显微镜观察并照相 。 

1．3．4 肠上皮 细胞 咬合蛋 白、pMLC、MLCK的表达 

各组细胞处理 24 h时，采用蛋白质印迹法 4。 

检测。以4 cI=预冷 PBS漂洗细胞，加上样缓冲液裂 

解并超声破碎 ，以离心半径 82 mm，12 000 r／rain离 

心 10 rain，取上清液于 100℃水 中浸浴 5 rain。用蛋 

白测定试剂盒测定蛋 白含 量，行十二烷基硫酸钠一聚 

丙烯酰胺凝胶 电泳后转移至 PVDF膜 。以50 g／L脱 

脂奶粉 室温封 闭 1 h，分别加 入抗人 MLCK、MLC、 

pMLC、咬合蛋白抗体(稀释度均为 1：1000)和 B肌 

动蛋 白抗体(稀释度 为 1：5000)，4 oC孵育过夜。含 

吐温 的三羟 甲基氨基 甲烷缓冲液(TBST)洗膜 4次 ， 

加入按1：5000稀释的HRP标记二抗，室温孵育 1 h， 

TBST洗膜 4次。用超敏 ECL试剂盒显影 ，图像分析 

系统采集发光信号，以 Quantity One软件进行灰度 

分析，目的蛋白与 B肌动蛋白灰度比值为 目的蛋白 

相对表达量(pMLC蛋 白表达量以其 与 MLC灰度 比 

值表示)。实验至少重复 4次。 

1．4 统计学处理 

数据以 x±s表示 ，采用 SPSS 13．0统计软件行 

多组间比较单因素方差分析 、两两 比较 t检验。 

2 结 果 

2．1 肠上皮细胞 TER变化 

对照组肠上皮细胞 TER无 明显变化 ，各时相点 

间比较，差异无统计学意义(F：0．86，P >0．05)。 

干扰素组与 TNF— 组 TER虽呈缓慢降低趋势 ，但 

各时相点与处理后 0 h比较 ，差异均无统计学意义 

(F值分别为 1．69、2．47，P值均大于0．05)。 干 

扰素 +TNF一 组 TER也呈逐渐降低趋势，降低幅度 

大于 干扰素组与 TNF一 组 ，24 h时明显低于 0 h 

(t=4．97，P<0．05)，36、48 h TER下降更显著(t值 

分别为 7．32、7．41，P值均小于0．05)。组间比较显 

示， 干扰素+TNF一 组 TER 24 h时明显低于其余 

3组(F =1 1．54，P <0．05)，持续 至 36、48 h(F值 

分别为 l2．31、8．35，P值均小于0．05)。见表 1。 

表 1 各组肠上皮细胞跨上皮电阻变化比较(％， ±s) 

组别 样本数— ——— 竺 L 

注：处理后即刻(0 h)各组细胞跨上皮电阻均为100．O％；与 干扰 

素 +TNF—d组比较， P <0．05；与0 h比较， P<0．05 

2．2 肠上皮细胞通透性 

对照组 、̂y干扰素组、TNF一 组、 干扰素 + 

TNF一仅组处理 48 h时，对 FITC一葡聚糖通透量分别 

为 (303±93)、(328±76)、(797±177)、(1197± 

215)pmol。 干扰素 +TNF一 组通透量较 对照组 明 

显增加(t=4．8，P <0．01)，约为对照组的 4倍 ；也 

显著高于 干扰素组与 TNF—ol组(t值分别为 5．0、 

6．9，P值均小于 0．01)。 

2．3 肠上皮细胞咬合蛋白的分布与形态变化 

免疫荧光染色结果显示 ，处理 48 h时，对照组 

肠上皮细胞紧密连接咬合蛋白主要沿细胞膜分布， 

圆滑、连续、排列规则(图 1a)；̂y干扰素组及 TNF一 

组咬合蛋白亦沿细胞膜分布，但排列不规则，圆滑程 
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多种细胞 因子大量释放 的情况下 ，二者可能通过联 

合作用参与肠上皮屏障功能损害的发生。 

细胞紧密连接及其相关蛋 白是调控肠上皮机械 

屏障及细胞旁路通透性的主要决定因素 ’ 。我们 

在观察到 干扰素与 TNF一仅能联合引起肠上皮屏 

障功能损害的基础上，又研究了这 2种细胞因子对 

肠上皮紧密连接咬合蛋白的影响。结果表明， 干 

扰素与 TNF-仅无论是单用还是联用，对咬合蛋白表 

达均无 明显影响 ；但 2种细胞 因子对咬合蛋 白的排 

列形态与分布有一定影响，尤其是二者联合作用能 

引起咬合蛋白在胞内发生重分布。该结果提示，引 

起紧密连接蛋 白重分布可能是 干扰素与 TNF．0l 

联合引起肠上皮屏障功能损害的重要机制之一。除 

紧密连接蛋白重分布外， 干扰素与 TNF—oL引起肠 

上皮屏 障功能损害 的机制还 涉及细胞凋亡、紧密连 

接蛋白mRNA与蛋白表达的降低、紧密连接蛋白磷 

酸化减少以及细胞膜脂质成分发生改变等 。至 

于 干扰素与 TNF一 是如何引起紧密连接蛋白发 

生重分布的，尚不明确。有研究认为， 干扰素激活 

Rho-鸟苷三磷酸酶，诱导 Rho相关激酶(ROCK)表 

达上调，经 RhoA／ROCK信号途径引起紧密连接蛋 

白被内吞，发生重分布 。新近研究认为，TNF．ot 

可通过窖蛋白 1引起紧密连接咬合蛋白被内吞及重 

分布 ，从而影响紧密连接结构和功能损害  ̈。 

由 MLCK调控的 pMLC在肠上皮紧密连接屏障 

功能的调控中具有非常重要 的作用 ，MLC发生磷 

酸化后可引起肌动一球蛋白环收缩，细胞间隙形成， 

紧密连接屏障功能损害。为此，我们进一步研究了 

干扰素与 TNF- 联合作用对肠上皮细胞 pMLC及 

MLCK蛋 白表达的影 响。结果表 明， 干扰素或 

TNF— 单独作用对肠上皮细胞 pMLC及 MLCK蛋白 

表达均无显著影响，但二者联合作用则引起 pMLC 

及 MLCK蛋白表达显著增加 ，与前述 TER、通透性 以 

及紧密连接咬合蛋白重分布的结果相吻合。本课题 

组曾用 干扰素处理单层肠上皮细胞 24 h后，弃去 

干扰素用 TNF． 处理，观察到 干扰素通过诱导 

TNF 1／型受体表达，协同TNF一仅引起 MLCK及 pMLC 

蛋白表达增加 ，导致肠上皮屏障功能损害 。另有 

文献报道，TNF—d通过活化 NF—s：B或激活蛋白 1，诱 

导 MLCK基因转 录增加 ，从 而引起 MLCK蛋 白表达 

增加  ̈。 。MLCK—pMLC信号通路可能是 干扰素 

与 TNF—ot联合作用引起肠 上皮屏 障功能损 害 的重 

要分子机制。是否还有其他影响因素，值得进一步 

深入研究 。 

本研究结果提示 ，̂y干扰素与 TNF—ot联合作用 

可通过诱导 MLCK蛋白表达，引起 MLC磷酸化，导 

致肠上皮屏障功能损害。这对进一步了解严重烧伤 

早期肠上皮屏障功能障碍的发生机制有重要意义。 
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