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Abstract
AIM: To explore the mechanism of intestinal 
epithelial barrier disruption induced by tumor 
necrosis factor alpha (TNF-α). We detected the 
expression of the tight junction protein claudin-1 
in Caco-2 cells with TNF-α treatment. 

METHODS: Caco-2 cells between passages 20 
and 30 were cultured with DMEM including 20% 
fetal bovine serum and 2 mmol/L glutamine for 
7 days. Cells were then treated with different 
concentrations of TNF-α (0, 10, and 100 μg/L) 
for 24 hours when they became fused. Protein 
was extracted from cells to prepare NP-40 de-
tergent-soluble and insoluble protein fractions. 
Western blot was used to measure the protein 
levels of phosphorylated and unphosphorylated 
claudin-1. Indirect immunofluorescence was ap-

plied to the localization of claudin-1. Real-time 
quantity polymerase-chain reaction (RQ-PCR) 
was used to detect the mRNA expression of 
claudin-1. 

RESULTS: Immunofluorescence showed that 
claudin-1 was distributed around the cell mem-
brane and presented scrobiculate linear fluo-
rescence. A 10 μg/L concentration of TNF-α 
caused weakened fluorescence signals that were 
abnormally distributed dentately. Claudin-1 
has two molecular forms: one is the nonphos-
phorylated form (20 kDa) that primarily exists 
in NP-40 soluble proteins; the other is the phos-
phorylated form (25 kDa) that only exists in 
NP-40 insoluble proteins. TNF-α did not affect 
the protein expression of 65-kDa claudin-1 but 
decreased 80-kDa claudin-1 protein expression 
in a concentration-dependant manner compared 
with the control (10, 100 μg/L: 0.31 ± 0.02, 0.24 ± 
0.05 vs 0.43 ± 0.09, P > 0.05, P < 0.05). Real time 
PCR demonstrated that the mRNA expression 
of claudin-1 in TNF-α treatment groups with 
different concentrations (10 and 100 μg/L) for 
24 hours, or a different reacting time (4, 8, 24 h), 
was not significantly different from the corre-
sponding time normal groups (P > 0.05).

CONCLUSION: TNF-α does not affect the 
mRNA expression of the tight junction protein 
claudin-1 but decreases the expression of func-
tional claudin-1 in Caco-2 cells. 
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摘要
目的: 研究肿瘤坏死因子α(TNF-α)对肠上皮
细胞紧密连接蛋白claudin-1定位和表达的影
响, 探讨TNF-α增加肠上皮细胞屏障通透性的
作用机制.
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■背景资料
炎症性肠病时肠
上皮细胞旁路通
透性的增高是其
重要的发病基础, 
TNF-α可能发挥
重要作用 .  目前
体内、体外的多
项研究已经证实, 
TNF-α可以增加
肠上皮细胞旁路
的通透性, 但具体
作用机制还不十
分清楚. 肠上皮细
胞旁路通透性主
要受紧密连接调
控, 而紧密连接由
多种紧密连接蛋
白组成, claudin-1
是最重要的一种
紧密连接蛋白 , 
其表达量的高低
直接影响肠上皮
细胞屏障的跨上
皮细胞电阻 .  那
么 T N F - α增加
肠上皮细胞旁路
的通透性是否是
由于破坏紧密连
接蛋白claudin-1
而造成的呢?  本
文 就 这 一 问 题
研究了 T N F - α
对 肠 上 皮 细 胞
紧 密 连 接 蛋 白
claudin-1表达的 
影响. 
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方法: Caco-2细胞(20-30代)应用含有2 mmol/
L谷氨酰胺、20%胎牛血清的DMEM培养液
培养7 d, 细胞生长达到融合后加入不同浓度
的TNF-α(0, 10, 100 μg/L)继续培养24 h, 提
取细胞蛋白制备NP-40可溶性及不溶性蛋白
框架, Western blot检测磷酸化和非磷酸化的
claudin-1蛋白含量, 并应用间接免疫荧光法
检测claudin-1的定位, 实时定量PCR技术检测
claudin-1 mRNA的表达. 

结果: 免疫荧光染色可见对照组claudin-1沿细
胞膜分布, 呈蜂巢状线性荧光, 10 μg/L TNF-α
引起claudin-1荧光信号减弱, 并呈锯齿状异
常分布; Western blot分析显示claudin-1蛋白
有两种表达形式, 一种为20 kDa(非磷酸化
claudin-1), 主要存在于NP-40可溶性蛋白样品
中; 另一种为25 kDa(磷酸化claudin-1), 只存
在于NP-40不溶性蛋白样品中. TNF-α不影响
20 kDa claudin-1蛋白的表达, 但可使25 kDa 
claudin-1蛋白表达下降且具有浓度依赖性(10, 
100 μg/L: 0.31±0.02, 0.24±0.05 vs  0.43±0.09 
P>0.05, P<0.05); 实时定量PCR结果显示不同浓
度的TNF-α(10, 100 μg/L)作用24 h或100 μg/L 
TNF-α作用不同时间(4, 8和24 h)与正常对照组
相比均不能引起claudin-1 mRNA的改变.

结论:  T N F-α对C a c o-2细胞紧密连接蛋白
claudin-1 mRNA的表达没有影响, 但可以引起
有功能的磷酸化claudin-1蛋白表达减少.

关 键 词 :  肿瘤坏死因子- α ;  紧密连接蛋白
claudin-1; Caco-2细胞; 免疫荧光; 免疫印迹; 实

时定量聚合酶链式反应
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0  引言

肠黏膜屏障功能损害被认为是炎症性肠病的始

动因素[1], 可引起肠黏膜屏障通透性增高, 使正

常情况下不能通透的各种毒性物质、微生物进

入肠壁, 诱发炎症反应. 炎性细胞因子TNF-α在
这一过程中占据重要位置, 已有研究表明炎症

性肠病患者TNF-α异常增高, 并伴随肠黏膜屏

障通透性的增高, 应用TNF-α抗体可以降低这

些患者肠黏膜屏障的通透性[2], 但是TNF-α引起

肠黏膜屏障通透性增高的具体机制还不十分清

楚. 炎症性肠病时肠黏膜屏障通透性增高的特征

是肠上皮细胞旁路的通透性明显增高, 而肠上皮

细胞旁路的通透性主要受紧密连接限制. 紧密连

接由多种紧密连接蛋白组成, claudin-1是最重要

的一种紧密连接蛋白, 对于屏障功能的维持和

紧密连接的完整性具有重要作用. 有研究表明, 
claudin-1表达异常可使肠上皮细胞跨上皮细胞

电阻(transepithelial electrical resistance, TEER)降
低, 肠黏膜通透性增高[3]. 因此我们检测了TNF-α
对紧密连接蛋白claudin-1表达的影响, 以探讨

TNF-α增加肠上皮细胞屏障通透性的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 D M E M高糖培养基, F C S购自美国

Gibcobrl公司, 非必须氨基酸、丙酮酸钠购自美

国Hyclone公司, 谷氨酰胺、重组人 TNF-α购自美

国Sigma公司, 兔抗claudin-1多克隆抗体购自美国

Zymed公司, FITC、辣根过氧化物酶标记的羊抗

兔IgG购自美国Santa Cruz公司, PCR试剂盒、T7
体外转录试剂盒、定时定量PCR试剂盒购自大

连宝生物工程有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养 Caco-2细胞应用含有200 mL/L胎
牛血清、10 g/L非必须氨基酸、4 mmol/L谷氨

酰胺和青霉素-链霉素双抗液的DMEM培养液, 
在37℃、50 mL/L CO2条件下进行培养, 每7天按

1∶2的比例传代. 传代后7 d左右细胞生长达到

融合, 加入不同浓度的TNF-α(0, 10, 100 μg/L)培
养24 h后, 进行免疫荧光检测, 并收集Caco-2细
胞提取蛋白及总RNA, -130℃保存待用. 每种实

验均选取3组非同代细胞进行.
1.2.2 免疫荧光 取同代细胞接种于盖玻片上, 待
细胞生长融合70%左右加入处理因素, 取出盖玻

片, PBS漂洗3次(每次10 min)后, 用40 g/L多聚甲

醛固定15 min, PBS漂洗, 加入5 g/L Triton X-100
处理10 min, PBS漂洗, 100 mL/L小牛血清白蛋

白室温封闭30 min, 加入claudin-1抗体(1∶50), 
4℃过夜, PBS漂洗后加入FITC标记二抗(1∶
200)室温孵育1 h, 再用PBS漂洗, 蒸馏水洗后用

甘油封片, 荧光显微镜下观察. PBS液代替一抗

作为空白对照. 
1.2.3 NP-40可溶性及不溶性蛋白框架的制备 细
胞用冰PBS洗3遍, 然后用NP-40蛋白裂解液(25 
mmol/L HEPES, pH 7.4, 150 mmol/L NaCl, 4 mmol/
L EDTA, 10 g/L Nonidet P-40, 25 mmol/L NaF, 1 
mmol/L Na3VO4, 10 mmol/L sodium pyrophosphate, 
1 mmol/L PMSF)冰上裂解细胞20 min, 4℃, 12 000 
g离心30 min, 上清即为NP-40可溶性蛋白, 转移

■研发前沿
炎 症 性 肠 病 时
TNF-α水平明显
增高, 并且与肠黏
膜屏障通透性增
高密切相关 .  但
TNF-α引起肠黏
膜屏障通透性增
高的机制, 尤其是
其发挥作用的信
号传导通路是目
前研究的热点.
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至新的Microtube内. 剩余沉淀应用SDS蛋白裂解

液(25 mmol/L HEPES, pH 7.4, 4 mmol/L EDTA, 
10 g/L SDS, 25 mmol/L NaF, 1 mmol/L Na3VO4, 10 
mmol/L sodium pyrophosphate, 1 mmol/L PMSF)
冰上裂解细胞20 min, 超声波粉碎5 s×5次, 4℃, 
12 000 g离心30 min, 所得上清即为NP-40不溶性

蛋白, 两种蛋白的混合物即为总蛋白. 采用BCA
法对蛋白样品进行定量, 用蒸馏水将蛋白样品调

成相同浓度, 加入相同体积上样缓冲液, 沸水煮5 
min进行蛋白变性.
1.2.4 Western blot 每个样本取等量蛋白(约50 
μg)进行80 g/L SDS-PAGE凝胶电泳, 电压100 V, 
2.5 h, 电泳后将蛋白转至硝酸纤维素膜上, 电压

50 V, 2 h, 脱脂奶粉4℃封闭过夜, TBS洗5 min×
3次, 加入多克隆兔抗claudin-1抗体(1∶500)室温

2 h, TTBS洗5 min×3次, 然后加入碱性磷酸酶标

记的羊抗兔-IgG抗体(1∶10 000)室温2 h, TTBS
洗5min×3次, ECL显色. 以同一样本的β-actin作
为内参. 结果通过天能图像分析系统进行分析, 
claudin-1蛋白含量 = 样本claudin-1蛋白灰度值

/同一样本β-actin灰度值.
1.2.5 实时定量PCR 用TRIzol一步法提取细胞

总RNA. 采用SYBR Green Ⅰ荧光染料嵌合法

检测claudin-1 mRNA. 简言之先构建目的基因

(claudin-1基因)和管家基因(GAPDH)的RNA标

准品, 制作标准曲线, 利用标准曲线对样品中的

目的基因和管家基因分别进行定量. 通过管家

基因的校正, 检测各组大肠组织中claudin-1目
的基因的相对表达量. Claudin-1 mRNA的相对

表达量 = claudin-1基因拷贝数/GAPDH基因拷

贝数. PCR反应体系的组成参照说明书进行, 反
应条件为逆转录反应42℃ 10 min, 95℃ 2 min, 
PCR扩增95℃ 10 s 1个循环, 95℃ 5 s, 60℃ 20 s 
45个循环. Claudin-1和GAPDH引物序列如下: 
Claudin-1引物: 5'-AAGAGTTGACAGTCCCAT
GGCATAC-3'(上游), 5'-ATCCACAGGCGAAGT 
T A AT G G A A G - 3 ' (下游 ) ;  G A P D H引物 : 
5'-AAATGGTGAAGGT CGGTGTG-3'(上游), 5'-
TGAAGGGGTCGTTGATGG-3'(下游). Claudin-1
产物片段133 bp, GAPDH产物片段144 bp.  
统计学处理 实验结果以mean±SD表示, 采

用SPSS10.0统计软件对各组间数据进行单因素

方差分析, 每种实验均选取3组数据进行分析.

2  结果

2.1 免疫荧光染色结果 对照组claudin-1蛋白主要

沿细胞膜分布, 呈蜂巢状线性荧光; 加入TNF-α 
10 μg/L可使claudin-1蛋白荧光信号减弱, 并呈锯

齿状分布; 增加TNF-α浓度到100 μg/L发现clau-
din-1蛋白荧光信号进一步减弱, 锯齿状分布更加

■相关报道
在 体 外 细 胞 培
养中 ,  T N F - α对
紧 密 连 接 蛋 白
claudin-1表达的
影响, 国内尚未见
相关报道 .  国外
研究存在不同的
结果 ,  有研究认
为TNF-α可以使
claudin-1表达减
少, 也有研究认为
TNF-α对claudin-1
的表达没有影响.

■创新盘点
目前关于TNF-α
对肠上皮细胞间
紧 密 连 接 蛋 白
claudin-1表达变
化的文章国内尚
未见报道. TNF-α
对肠黏膜屏障损
伤的研究主要集
中在肠上皮细胞
的凋亡, 对紧密连
接蛋白表达的影
响研究较少. 

DC

A B

图  1  各组免疫荧光染色结果(×400). A: 对照组可见沿细胞膜分布的蜂巢状线性荧光; B: 低浓度TNF-α组可见荧光信号呈
锯齿状异常分布; C: 高浓度TNF-α组荧光信号明显减弱, 锯齿状异常分布更加明显; D: 空白对照.
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明显, 并且在胞浆内可见阳性染色. 以上结果提

示TNF-α可引起claudin-1分布异常, 由膜顶端向

膜下及胞浆转移, 并具有浓度依赖性(图1).
2.2 Western blot结果 各组蛋白样品分为NP-40
可溶性与NP-40不溶性两个框架分别进行蛋白

杂交, 结果发现NP-40可溶性标本仅在20 kDa
处见一特异性的蛋白条带, 对各条带进行灰度

分析发现各组claudin-1蛋白的表达无明显差异. 
NP-40不溶性标本可见两条蛋白条带, 分别在

20 kDa和25 kDa, 对各条带进行灰度分析发现

各组标本20 kDa的蛋白含量无统计学差异, 但
是对于25 kDa的蛋白含量, TNF-α组较对照组明

显下降并呈剂量依赖性(0.31±0.02, 0.24±0.05 
vs  0.43±0.09, P >0.05, P <0.05, 图2).
2.3 实时定量PCR结果 电泳结果和OD值结果显

示, 构建的人claudin-1基因和GAPDH基因RNA标

准品片段长度分别为358 bp和1043 bp. 其质量良

好, 所获得的标准曲线相关系数为0.998, 线性关

系良好, 融解曲线显示特异性良好. 利用标准曲

线对样品中的claudin-1基因和GAPDH基因进行

定量, 结果发现不同浓度TNF-α组与正常对照组

比较claudin-1 mRNA的水平没有统计学差异(0.63
±0.1,0.61±0.06 vs  0.6±0.07, P >0.05). 进一步我

们检测了TNF-α 100 μg/L作用不同时间(4, 8, 24 
h)claudin-1 mRNA水平的变化, 与正常对照组相

应时间点相比, claudin-1 mRNA水平仍然没有统

计学差异(0.9±0.4, 1.02±0.6, 0.92±0.3 vs  0.94±
0.4, P>0.05). 这些结果提示TNF-α对claudin-1的调

节不发生在转录水平(图3). 

3  讨论

TNF-α已被证实是炎症性肠病时引起肠黏膜屏

障功能损伤的重要启动因子, 这可以从下面几点

证明: (1)炎症性肠病患者TNF-α水平异常增高, 
并与肠黏膜损伤的程度直接相关[4]; (2)抗TNF-α
抗体治疗炎症性肠病患者有效 [5-8]; (3)TNF-α
可引起其他细胞因子如IL-1, -6, -8, -12、CSF
等增高 ,  这些细胞因子被证实参与了炎症性

肠病的发生 [4,6].  T N F-α引起肠黏膜屏障通透

性增高的机制还不十分清楚, 与NF-κB活化有 
关[9], MLCK, MAPK, PKC等信号途径皆参与其调 
节[10-16]. 最近越来越多的研究表明, TNF-α可以

增加肠上皮细胞细胞旁的通透性, 降低肠上皮

细胞屏障的跨上皮电阻, 并认为这是TNF-α引起

肠黏膜屏障通透性增高的主要原因[17-19]. 正常情

况下肠上皮细胞细胞旁间隙是由连接复合体封

闭的, 其中最重要的是紧密连接(tight junction, 
T J)[20]. 紧密连接由多种紧密连接蛋白分子组

成, 包括跨膜蛋白claudin-1、claudins、连接黏

附分子(junctional adhesion molecule, JAM)和胞

质附着蛋白Zos、AF6、7H6等. Claudin-1是最

先分离出来的TJ跨膜蛋白, 分子量为20 kDa, 形
成两个细胞外环和一个短的细胞内环. 相邻细

胞间通过外环以“拉链”状结合产生细胞旁

封闭. Claudin-1蛋白对于上皮细胞屏障功能的

维持和紧密连接的完整性具有重要作用. 有研

究表明, 用claudin-1转染L-纤维母细胞(缺乏TJ)
后, 相邻细胞之间可以形成TJ样结构[21]. 另外在

MDCK(犬肾上皮)细胞中增加claudin-1表达可以

增加上皮细胞的TEER[22-23], 而在蟾蜍胚胎中, 转
入缺乏完整结构的claudin-1片段可破坏屏障功 
能[24]. 这提示claudin-1是TJ的主要功能蛋白, 参
与屏障功能的调节. 因此我们推测TNF-α是通

过影响紧密连接蛋白的表达, 从而破坏紧密连

接的完整性, 增加肠黏膜屏障的通透性. 为了验

证这一假设, 我们检测了TNF-α对TJ中最重要

的跨膜蛋白claudin-1表达和定位的影响. 我们首

先应用免疫荧光染色对claudin-1蛋白的定位进

行研究. 正常情况下, claudin-1定位在细胞膜顶

端, 交织成网状, 加入TNF-α后, claudin-1由膜顶

端向膜下转移, 表现为荧光信号呈锯齿状分布

并有中断现象. 这说明TNF-α可以引起claudin-1
蛋白分布异常, 使其不能定位在紧密连接上发

挥功能, 从而引起紧密连接的断裂. 这与H a n
和Sappington在Caco-2细胞中的研究结果相一 
致[25-26]. Claudin-1存在磷酸化和非磷酸化两种

形式, 磷酸化是其活性形式, 在ATP或钙转移

实验中发现T J的组装和高T E E R的形成有赖

■应用要点
本研究发现在体
外培养肠上皮细

胞 ,  TNF- α可以
引起紧密连接蛋
白claudin-1异常
分布及磷酸化减
少, 而对claudin-1 
mRNA的表达没
有影响, 为进一步
深入研究TNF-α
损伤肠黏膜屏障
的 机 制 提 供 了 
基础.
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于claudin-1酪氨酸残基的磷酸化[27]. 有研究表

明磷酸化的claudin-1定位在TJ上, 而非磷酸化

claudin-1沿膜的基底侧分布, 并且磷酸化会使

claudin-1分子量上调并不溶于NP-40[28]. 利用这

一特性我们制备了NP-40可溶性和不溶性蛋白

框架, 分别进行claudin-1蛋白杂交. 结果发现在

NP-40可溶性蛋白框架内只存在一种蛋白, 分
子量在20 kDa, TNF-α不能影响其表达; 而在

NP-40不溶性蛋白框架内存在两种蛋白, 一种为

20 kDa的非磷酸化claudin-1蛋白, 一种为25 kDa
的磷酸化claudin-1蛋白, TNF-α可以下调后者的

表达并具有浓度依赖性. 这也进一步解释了免

疫荧光中TNF-α为何会引起claudin-1蛋白的分

布异常-是TNF-α减少claudin-1蛋白磷酸化的结

果. 在目前研究中, TNF-α对claudin-1蛋白含量

的影响存在不同结果, 有研究表明TNF-α或细

胞因子混合物(TNF-α、IFN-γ、IL-1β)可以减少

claudin-1蛋白的表达[25-26], 也有研究认为TNF-α
对claudin-1蛋白总量没有影响[29-30]. 我们实验中

发现TNF-α不影响claudin-1蛋白的总量, 但可以

减少claudin-1蛋白的磷酸化, 这些结果上的差异

可能与选择的细胞系及细胞因子的作用时间有

关, 单一细胞因子及较短的作用时间(24 h)不引

起claudin-1蛋白总量的改变. 有报道称TNF-α可
以下调肠上皮细胞HT-29/B6 claudin-1基因启动

子的表达[31-32], 提示claudin-1蛋白表达亦受转录

水平的调节, 因此我们应用实时定量PCR技术

检测了TNF-α对claudin-1 mRNA的影响, 结果表

明无论哪种浓度的TNF-α均不能引起claudin-1 
mRNA水平的变化. 对于蛋白分子调控, 其转录

水平的调节与蛋白水平的调节具有一定的时相

性, 因此我们又检测了TNF-α 100 μg/L作用不同

时间(4, 8, 24 h)claudin-1 mRNA水平的变化, 同
样没有发现任何阳性结果. 提示在Caco-2细胞

中, TNF-α对claudin-1的调节发生在蛋白水平, 
而不是转录水平, 这一结果也与Western blot实
验中claudin-1蛋白的总量没有变化相一致. 在本

实验中, 我们证明TNF-α可以减少紧密连接蛋白

claudin-1磷酸化, 使其从紧密连接上解聚, 紧密

连接断裂, 并认为这是TNF-α增加肠上皮屏障通

透性的作用靶点. 为进一步研究TNF-α增加肠上

皮细胞屏障通透性的分子机制提供基础.
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