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Abstract
AIM: To investigate the effect of platelet acti-
vating factor (PAF) receptor antagonist on the 
tight junction associated protein ZO-1 (zonula 
occludens-1) between epithelial cells of intestinal 
mucosa in young rats.

METHODS: Eighteen day-old Wistar rats were 

randomly assigned into lipopolysaccharide (LPS) 
group, PAF receptor antagonist (prevention and 
treatment) group and control group. The rats in 
LPS and control group were intraperitoneally 
injected with LPS (5 mg/kg) and normal saline (1 
mL/kg), while the rats in prevention and treat-
ment group were intraperitoneally injected with 
PAF receptor antagonist BN52021 (5 mg/kg) 
30 min before and after LPS injection. Terminal 
ileum of each rat was collected for transmission 
electron microscopy. The expression of ZO-1 
was determined by immunohistochemistry and 
reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR) at both protein and mRNA level.

RESULTS: Microvilli and tight junctions were 
intact in control group. Enlargement of tight 
junctions were observed in LPS group and mi-
crovilli were thin, rare or disrupt, and shed. The 
rough endoplasmic reticulum, mitochondria, 
and glycogen particles were damaged. The 
above changes were alleviated in PAF receptor 
antagonist group. The staining of ZO-1 in the 
control rats was similar to a honeycomb, which 
reflected a continuous and uniform distribu-
tion localized at the apical portion of cell-to-
cell contact of the enterocytes. In LPS group, the 
signals of ZO-1 were disrupted and irregularly 
distributed at the outer enterocyte periphery. 
The content of ZO-1 was obviously lower in LPS 
group than that in the control group at 6 h (opti-
cal density: 0.198 5 ± 0.015 9 vs 0.224 7 ± 0.021 0, 
P < 0.01; mRNA: 0.16 ± 0.02 vs 1.18 ± 0.09, P < 
0.01). The content of ZO-1 was also significantly 
decreased in prevention and treatment group 
in comparison with that in control group at 6 h 
(optical density: 0.199 2 ± 0.008 7, 0.203 8 ± 0.006 7 
vs 0.224 7 ± 0.021 0, P < 0.01; mRNA: 0.47 ± 0.08, 
0.53 ± 0.21 vs 1.18 ± 0.09, P < 0.01). Meanwhile, the 
level of ZO-1 in prevention and treatment group 
was higher than that in LPS group at different time 
points, but there were no marked differences.

CONCLUSION: PAF may decrease tight junction 
associated protein ZO-1 and thereby damage the 
function of intestinal barrier. PAF receptor an-

■背景资料
胃肠功能障碍与
肠屏障功能破坏
密切相关, 而紧密
连接蛋白ZO-1是
肠屏障的重要组
成部分. 血小板活
化因子可损害胃
肠 黏 膜 ,  故 我 们
应用PA F受体拮
抗剂对PA F在幼
年大鼠内毒素血
症模型中肠黏膜
ZO-1的影响作初
步研究.
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tagonist can alleviate the degree of the damages 
to some extent.
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摘要
目的: 探讨血小板活化因子(platelet activating 
factor, PAF)受体拮抗剂对肠黏膜上皮细胞间
紧密连接蛋白ZO-1的影响. 

方法: 18日龄Wistar大鼠, 随机分为对照组, 内
毒素组(LPS组)和PAF受体拮抗剂组(预防组和
治疗组). LPS组和对照组分别腹腔注射内毒素
(5 mg/kg)和生理盐水(1 mL/kg). 预防组和治疗
组分别于每一时相点注射LPS前、后30 min
腹腔注射PAF受体拮抗剂BN52021(5 mg/kg). 
按时间点分别处死动物, 取回肠用于电镜观
察, 免疫组化及RT-PCR检测ZO-1. 

结果: 电镜下对照组肠微绒毛及细胞间紧密
连接未见异常. 实验组上皮细胞连接增宽; 微
绒毛变细、稀疏, 部分断裂、脱落; 细胞器受
损. 拮抗剂组改变较实验组减轻. 紧密连接蛋
白Z O-1正常时均匀一致地分布于小肠上皮
细胞连接处的尖端, 呈蜂巢状, 实验组ZO-1
分布不均, 染色变淡. 免疫组化平均光密度
值及RT-PCR结果可见LPS组ZO-1表达明显
低于对照组, 6 h表达最低, 光密度从对照组
0.224 7降至LPS组0.198 5, ZO-1 mRNA从1.18
降至0.16(P <0.01). 预防组及治疗组变化趋势
同LPS组, 6 h预防组及治疗组光密度分别为
0.199 2和0.203 8, ZO-1 mRNA分别为0.47和
0.53, 与对照组相比均有显著差异(P <0.01). 
各时相点ZO-1较LPS组高, 预防组较治疗组
ZO-1略低, 无统计学差异.

结论: PAF可降低肠道紧密连接蛋白ZO-1, 从
而损害肠道的屏障功能, 而PAF受体拮抗剂可
减轻肠道屏障功能损伤的程度. 

关键词: 血小板活化因子; 受体拮抗剂; 屏障; 紧密连

接; ZO-1
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0  引言

肠源性感染是儿科危重症中胃肠功能障碍的

常见病因之一, 其发病机制与肠屏障功能破坏

密切相关 ,  紧密连接蛋白Z O-1是肠屏障的重

要组成部分. 近年来血小板活化因子(p late let 
activating factor, PAF)在胃肠黏膜损害中的作用

日益受到重视. 由于PAF通过其受体发挥作用, 
故我们应用PAF受体拮抗剂对PAF在幼年大鼠

内毒素血症模型中对肠黏膜上皮细胞间紧密连

接蛋白ZO-1的影响作初步研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康18日龄Wi s t a r大鼠, 平均体质

量32.21±6.67 g, 与母鼠共同饲养, 由中国医

科大学附属第二临床学院实验动物中心提

供. PAF(1-O-hexadecyl-2-acetyl-sn-glycero-3-
phosphocholine, Sigma公司). PAF受体拮抗剂

BN52021(Ginkgolide B, Sigma公司). 内毒素

LPS(lipopolysaccharide, O55: B5脂多糖, Sigma
公司 ) .  鼠抗Z O-1紧密连接多聚单克隆抗体

(CHEMICON公司). SP-9000免疫组化染色试

剂盒(北京中杉金桥生物技术有限公司). RNA
裂解液、总RNA提取试剂盒(上海华美生物工

程公司). TaKaRa试剂盒及DNA Marker(大连

宝生物公司). Primer由上海博亚生物技术有限

公司合成. 日本电子J E M100C X-Ⅱ型透射电

镜, OLYMPUS-BX41图像采集系统. 美国Meta 
Morph/DP10/BX41软件分析系统. 紫外分光光

度计UV-1201型(日本). 自动电泳凝胶成像分析

仪ALPHAINNOTECH ChemiImager5500(美国). 
PTR-100PCR扩增仪(美国). KODAK ID型凝胶

成像分析系统(美国).
1.2 方法 随机分为对照组(n = 8), 内毒素组(LPS
组)和PAF受体拮抗剂组(预防组和治疗组), 每一

时相点(1.5, 3, 6, 24, 48, 72 h)各8只. 对照组腹腔

注射生理盐水1 mL/kg, LPS组腹腔注射内毒素

5 mg/kg(1 mL/kg), 用生理盐水溶解. 预防组和治

疗组分别于每一时相点注射LPS前、后30 min
腹腔注射PAF受体拮抗剂BN52021 5 mg/kg.  
BN52021用二甲基亚砜配成20 g/L, 用药当天

37℃水浴, 再用无菌生理盐水配成5 g/L. 用药后

各组均放回鼠笼, 继续哺乳, 直至实验结束. 按时

间点分别处死动物, 距回盲部3 cm处环形切取

回肠.

■研发前沿
通过PA F受体拮
抗剂对ZO-1的影
响, 间接证明PAF
对肠屏障功能的
损害作用.
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■创新盘点
本文通过在内毒
素血症模型中应
用PA F受体拮抗
剂对ZO-1的保护
作 用 ,  间 接 证 明
PA F对肠屏障功
能存在损害作用. 
而其他相关文章
多通过细菌移位
等证明PA F可损
害肠屏障功能.

1.2.1 电镜观察 回肠于25 g/L戊二醛溶液中固

定, 取1 mm3小块若干用10 g/L锇酸双固定, 乙
醇梯度脱水, 环氧树脂Epon812包埋, LKB超薄

切片机切片, 厚度0.05 μm, 钠、铅双染色, 透射

电镜下观察. 
1.2.2 免疫组织化学技术检测回肠ZO-1蛋白 回
肠于40 g/L甲醛溶液中固定, 包埋, 石蜡切片. 免
疫组化应用S-P法(过氧化物酶标记的链霉卵白

素法, streptavidin/peroxidase)测定ZO-1, 按常规

S-P法操作步骤进行. 鼠抗ZO-1紧密连接多聚单

克隆抗体稀释比例1∶75. 每个时间点选取染色

清晰的切片5-8张, 于光镜下(×40)随机选取2-3
个视野, 应用OLYMPUS-BX41图像采集系统, 
Meta Morph/DP10/BX41软件分析系统测定平均

光密度值(optical density average).
1.2.3 RT-P C R检测回肠Z O-1 m R N A的表达 
TRIZOL裂解待测的回肠组织, 用酚-氯仿抽提总

RNA, 逆转录合成cDNA后进行PCR扩增, 反应

总体积25 µL, ZO-1正义引物序列: 5'-AAT GCT 
GCT TTA TTGGG-3'; 反义序列: 5'-AGTGGT 
TGG TGG TCT TCT-3', 扩增长度229 bp. b-肌动

蛋白正义引物序列: 5'-CAC CCT GTG CTG CTC 
ACC GAG GCC-3'; 反义序列: 5'-CCA CAC AGA 
TGA CTT GCG CTC AGG-3', 扩增长度690 bp.  
ZO-1的反应条件: 94℃变性3 min, 然后进行

PCR反应共35次循环: 94℃变性45 s, 47.5℃退火

1 min, 72℃延伸1 min, 最后行72℃延伸27 min. 
b-肌动蛋白PCR反应35次循环: 94℃变性30 s, 
55℃退火1 min, 72℃延伸1 min 30 s. 取PCR反
应产物10 µL加入2 g/L琼脂糖凝胶中电泳, 应
用计算机凝胶成像分析系统处理软件量化PCR
扩增产物. 基因相对表达量 = 待测基因光密度

值/内参照光密度值.
统计学处理 采用SPSS 10.0数据分析软件, 

所有数据用mean±SD表示, 组间比较采用方差

分析LSD法(least significant difference), P <0.05为
有统计学意义.

2  结果

2.1 电镜下病理改变 对照组肠黏膜上皮细胞表

面微绒毛排列整齐, 柱状上皮细胞结构完整; 细
胞质内细胞器丰富, 结构未见异常; 细胞间连

接紧密(图1A). 实验组上皮细胞连接增宽; 微绒

毛变细、稀疏、排列不整、呈倒伏状, 部分断

裂、脱落; 线粒体严重肿胀, 嵴肿胀、断裂甚至

消失, 呈空泡变性, 内质网扩张, 核糖体脱落, 染
色质浓缩分布在核周边, 可见核碎裂.  拮抗剂组

改变较实验组减轻(图1B-C).
2.2 ZO-1蛋白在小肠黏膜的表达 紧密连接蛋白

ZO-1正常时均匀一致地分布于小肠上皮细胞

连接处的尖端, 呈蜂巢状(图2A). 实验组ZO-1分
布不均, 染色变淡(图2B-D). 免疫组化平均光密

度值可见LPS组ZO-1蛋白表达明显低于对照组, 
6 h表达最低, 预防组及治疗组变化趋势同LPS
组, 各时相点ZO-1较LPS组高, 预防组较治疗组

ZO-1略低, 无统计学差异(表1).
2.3 回肠组织ZO-1 mRNA表达水平 LPS组ZO-1 
mRNA水平明显低于对照组(P <0.01), 6 h表达

最低, 预防组及治疗组变化趋势同LPS组, 各时

相点ZO-1 mRNA较LPS组高, 预防组较治疗组

ZO-1 mRNA略低, 无统计学差异(表2, 图3).

图  1  透射电镜下回肠上皮细胞超微结构改变 (钠、铅双染

色). A: 正常回肠上皮细胞(×7 200); B: LPS组6  h(×7 200); 

C: 预防组6  h(×10 000).

A

B

C
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3  讨论

胃肠道黏膜的损伤会引起肠道通透性增加、肠

道细菌和内毒素移位、释放大量炎性介质等, 
其结果可能导致脓毒症、其他器官损伤, 最终

导致多系统器官功能衰竭(multiple system organ 
failure, MSOF). 肠黏膜通透性增高, 为肠腔内毒

素及其他毒素吸收入血提供了机会, 也是肠道

    

表  1   幼鼠各组回肠ZO-1表达平均光密度值变化 (mean±SD)

	                                                                                 ZO-1平均光密度

	           1.5  h                         3  h                         6  h                        24  h                       48  h                       72  h

LPS组      0.2031±0.0091b  0.2019±0.0125b  0.1985±0.0159b  0.2015±0.0155b  0.2000±0.0108b  0.2073±0.0056a

预防组     0.2108±0.0087a   0.2082±0.0043a   0.1992±0.0087b  0.2022±0.0206b  0.2031±0.0106b  0.2197±0.0102

治疗组     0.2199±0.0142    0.2144±0.0024   0.2038±0.0067b  0.2034±0.0145b  0.2103±0.0082   0.2108±0.0155a

对照组     0.2247±0.0210    0.2247±0.0210   0.2247±0.0210   0.2247±0.0210   0.2247±0.0210   0.2247±0.0210

分组

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组. 

    

表  2   幼鼠各组回肠ZO-1 mRNA表达水平变化 (mean±SD)

	                                                                                               ZO-1 mRNA

	                        1.5  h                        3  h                        6  h                       24  h                       48  h                     72  h

LPS组                      0.31±0.24b         0.32±0.21b         0.16±0.02b         0.72±0.24b         0.97±0.11a        1.15±0.11

预防组                     0.52±0.16b         0.51±0.08b         0.47±0.08b         0.73±0.18b         0.98±0.12a        1.08±0.09

治疗组                     0.53±0.12b         0.51±0.17b         0.53±0.21b         0.73±0.17b         1.13±0.16         1.17±0.12

对照组                     1.18±0.09          1.18±0.09          1.18±0.09           1.18±0.09          1.18±0.09         1.18±0.09

分组

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组. 

图  2  回肠黏膜ZO-1蛋白表达 (×40). A: 正常; B: LPS组3 h; C: 预防组3 h; D: 治疗组3 h.

C

A B

D

图  3  回肠各组ZO-1 mRNA电泳图. M: Marker; 1-6: LPS组

(1.5, 3, 6, 24, 48, 72 h); 7-12: 预防组; 13-18: 治疗组; 19: 对

照组.

690 bp
229 bp

b-actin
ZO-1

M  1   2   3  4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14 15 16 17 18  19   

■名词解释
ZO-1 :  膜相关鸟
苷酸激酶家族成
员 之 一 ,  膜 周 蛋
白 质 ,  与 膜 内 蛋
白质如occludin和
claudin相互作用, 
使膜内蛋白质与
细胞质和细胞骨
架紧密相连, 共同
维持紧密连接和
肠屏障功能的稳
定.
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成有两条酶促途径[17], 是否预防性应用BN52021
大多与新生(denovo)途径合成的生理条件下的

PAF的受体结合, 部分性阻滞其病理功能; 而治

疗性应用BN52021大多与LPS激活后上调的PAF
受体结合, 从而阻断其病理功能, 这一观点也有

待于进一步证实. 但总的来说, 预防和治疗性应

用特异性PAF受体拮抗剂BN52021作为有效的

干预措施, 可维护肠道免疫屏障功能的稳定, 防
治肠源性感染以减少对机体的继发损伤. 
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细菌移位的病理基础. 防止细菌移位的屏障由

以下几部分构成: (1)肠道连续的黏膜上皮构成

的机械屏障; (2)由肠道淋巴样组织细胞网提供

的细胞及体液免疫系统; (3)正常的、大量的肠

道厌氧菌群, 防止致病微生物的过度增生及在

肠道黏膜的定植. 其中任一部分或几部分遭到

破坏, 都会造成细菌移位, 因此肠道屏障功能备

受学者关注[1-3]. 肠黏膜的机械屏障由肠表面黏

液、微绒毛、肠黏膜上皮细胞及其间的紧密连

接以及黏膜的特殊结构组成[4]. 肠上皮细胞间连

接由紧密连接、黏附连接、缝隙连接等构成. 
构成肠上皮细胞间连接的蛋白主要有ZO-1、
occludin、cadheren、claudin和β-catenin等[5-8]. 这
些分子直接或间接地与多种细胞内蛋白, 特别

是骨架蛋白连接构成上皮细胞的紧密连接, 主
要功能是作为选择性的细胞间屏障, 调节各种

分子和离子的扩散[6,9,10]. ZO-1是膜相关鸟苷酸

激酶家族成员之一, 与细胞质内的occ ludin和
claudin相互作用[11-13], 同时也参与蛋白与蛋白相

互作用的信号转导. 
研究认为PAF在诸多参与胃肠黏膜损害的

炎症介质中可能起到“中心放大”的介导作

用[14]. 腹腔注射LPS, 能诱发肠组织产生内源性

PAF[15]. PAF很可能是内毒素作用的主要效应因

子. 已有实验证实[16], 用PAF和LPS引起的坏死性

小肠结肠炎的改变相似, 用PAF受体拮抗剂WEB 
2170可明显减轻LPS所致的肠坏死. 本文电镜结

果可见, 应用拮抗剂后可明显改变肠道细胞损

伤的程度, 使细胞器及细胞间连接的损伤较实

验组减轻. 免疫组化及RT-PCR结果可见, 实验组

应用内毒素后ZO-1蛋白及mRNA水平均明显降

低, 6 h内改变明显, 随时间推移改变逐渐减轻; 
应用拮抗剂后ZO-1下降程度较实验组减轻. 本
文实验结果说明PAF在内毒素血症中可损伤肠

道紧密连接蛋白ZO-1, 从而损伤肠道的屏障功

能, 而PAF受体拮抗剂可降低肠道屏障功能损伤

的程度. 
另外 ,  本文研究结果显示 ,  治疗性应用

BN52021较预防性应用效果稍好, 其原因可能

由于预防性应用BN52021通过阻滞PAF与其受

体结合而不能发挥PAF的生物效应, 但BN52021
不能直接阻滞PAF的合成与释放; 而治疗性应用

BN52021之所以疗效好是否由于BN52021不仅

可直接阻滞已释放的PAF与其受体结合, 还可直

接中和PAF, 有待于进一步研究. 另外, PAF的合

■同行评价
肠黏膜上皮细胞
间 紧 密 连 接 蛋
白具有很多重要
的 生 理 功 能 ,  与
IBD、IBS、肠源
性感染等疾病的
发生关系密切, 是
临床基础研究的
热点之一. 本文通
过模拟肠源性感
染, 并应用PAF受
体拮抗剂防治, 探
讨了PA F对紧密
连接蛋白表达的
影响 ,  研究新颖 , 
选题准确, 有一定
学术价值.
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首届北京地坛感染病学术会议
                                                                                   

本刊讯 为庆祝建院60周年, 北京地坛医院决定于2006-03-02/04在北京召开全国性的“首届北京地坛感染病学

术会议”, 预计全国的同行500人参加这次重要的会议. 会议邀请了40余位我国德高望重、年富力强的感染病

专家作专题学术讲演．

1 会议征稿内容

这次感染病学术会议征文的内容包括病毒性肝炎、HIV/AIDS、各种传染性疾病和感染性疾病, 抗生素的合理

使用, 也包括新发/复燃的传染病. 论文全文和摘要请发到电子信箱: cj@genetherapy.com.cn; 或hy@genetherapy.

com.cn.

2 与会专家名单

首届北京地坛感染病学术会议邀请的专题报告专家(按照汉语拼音排序)有: 白雪帆, 陈智, 陈志海, 成军, 段钟

平, 窦晓光, 范小玲, 高志良, 郭利民, 侯金林, 贾继东, 郎振为, 李长青, 李兰娟, 李太生, 李兴旺, 刘沛, 刘庄, 伦文

辉, 毛羽, 缪晓辉, 穆毅, 宁琴, 牛俊奇, 任红, 施光峰, 斯崇文, 谭德明, 唐红, 唐小平, 万谟彬, 王凤水，王福生, 王

贵强, 王磊, 王玲, 王宇明, 王宪波, 魏红山, 魏来, 翁心华, 谢青, 谢雯, 谢尧, 邢卉春, 徐道振, 杨东亮，杨钧，袁

正宏, 赵红心, 庄辉．

3 联系方式

首届北京地坛感染病学术会议组织委员会主席为成军教授. 地址: 北京市东城区安外大街地坛公园13号, 邮编: 

100011; 电话: 010-64481639; 传真: 010-64481639. Email: cj@genetherapy.com.cn.

　　欢迎全国感染病学界的各位专家和同仁来北京参加这次盛会.


