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Abstract
AIM: To investigate the alteration of intestinal 
epithelial tight junction proteins after infection 
with enteroinvasive Escherichia coli and to study 
mechanism underlying protective effect of 
Lactobacillus plantarun on Caco-2 cells.

METHODS: Caco-2 models were established 
and divided into normal group, infection 
group, Lactobacillus treatment group and gen-
tamicin treatment group. Ultrastructure of 
tight junction structure was observed using 
immuno-gold labeling. The distribution and 
structure of tight junction proteins, such as 
Claudin-1, Occludin, ZO-1, JAM-1 as well as 
F-actin were examined using immunofluores-
cence assay.

RESULTS: The tight junction structure was at 
the top of intestine epithelial cells. After infec-
tion with EIEC, the structure of tight junction 
was destroyed and the expression of F-actin 
and tight junction proteins (such as Claudin-1, 
Occludin, JAM-1, ZO-1) were diminished. But 
Lactobacillus plantarun prevented the damage 
induced by EIEC.

CONCLUSION: The Lactobacillus plantarun ex-
erts a protective effect against the damage to the 
F-actin and distribution of TJ proteins promoted 
by enteroinvasive Escherichia coli infection. 
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摘要
目的: 研究肠上皮细胞(Caco-2)在侵袭性大肠
杆菌(enteroinvasive Escherichia coli , EIEC)感
染后, 紧密连接(TJ)相关蛋白表达的改变及乳
酸菌对Caco-2细胞的保护作用机制.

方法:  将C a c o-2感染模型分为正常组、感
染组、乳酸菌处理组和庆大霉素处理组. 采
用免疫金标记及电镜观察上皮细胞间T J的
位置和超微结构. 免疫荧光观察TJ相关蛋白
(Claudin-1, Occludin, JAM-1, ZO-1)及F-actin
的表达分布和超微结构变化. 

结果: 紧密连接结构位于相邻上皮细胞间的
顶端, 间隙大小约25-38 nm. EIEC感染后, 免
疫胶体金定位不清, 细胞骨架F-act in遭到破
坏, 相邻Caco-2细胞间TJ结构遭到破坏, TJ相
关蛋白(Claudin-1蛋白, Occludin蛋白, JAM-1
蛋白, ZO-1蛋白)的表达亦减少, 而乳酸菌处理
后F-actin的表达明显增多, 可减轻EIEC引起
的TJ结构受损, TJ相关蛋白的表达增多. 

结论: E IEC感染导致Caco-2细胞细胞骨架
F-actin、TJ相关蛋白的表达和分布发生改变. 

®

■背景资料
紧密连接是构成
上皮屏障功能的
最 重 要 的 结 构 , 
由Claudin蛋白、

Occludin蛋白、

JAM、ZOs等结
构蛋白及各类连
接蛋白分子共同
组成. 研究其相关
结构和蛋白的变
化对于了解肠道
感染的发生、发
展和防治具有十
分重要的意义. 

■同行评议者
王炳元, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院消化内
科
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乳酸菌可以明显抑制EIEC引起的单层细胞TJ
结构和相关蛋白的破坏, 并改善细胞骨架的
分布表达.
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0  引言

肠道上皮黏膜是肠道最重要的一道屏障, 由肠

上皮细胞和相邻细胞间的连接构成. 而Claudin, 
Occludin, JAM(junction adherensive molecular), 
ZOs(zonula occludins)等结构蛋白及各类连接蛋

白分子共同组成的紧密连接(tight junction, TJ)是
构成上皮屏障功能最重要的结构[1]. 一旦肠上皮

细胞间TJ结构受损, 细胞间通透性就会增加, 毒
素或微生物代谢产物由此进入体循环, 引起肠

道局部感染或脓毒症等全身性反应. 因此, 阐明

TJ在肠上皮屏障中所发挥的作用及其相关调控

机制对深入了解肠屏障功能及防治某些疾病的

发生具有重要意义[2-4].

1  材料和方法

1.1 材料 乳酸菌LP-Onlly(Lactobacillus  plantarun 
Onl ly, 分型菌株号: CGMCC No. 1258)由上

海交大昂立生物公司提供 ;  侵袭性大肠杆菌

(enteroinvasive Escherichia coli , EIEC), 血清分型

O 124: NM(ATCC 43893)由上海市疾控中心提供; 
Caco-2细胞购自中科院上海细胞所; DMEM(H)
高糖培养基、胎牛血清(Hyclone公司, 美国); 
MRS培养基、LB培养基((Difco公司, 美国); 单
克隆兔抗人Claudin-1、Occludin、JAM-1、ZO-1
抗体, FITC标记羊抗兔二抗(Zymed公司, 美国); 
抗兔IgG-胶体金, 直径5 nm(Sigma公司, 美国); 
Tecnai G2透射电子显微镜(FEI公司); Leica TCS 
SP2激光共聚焦显微镜(Leica, 德国).
1.2 方法 
1.2.1 细菌培养及计数: 新鲜配置并高压灭菌

MRS和LB培养液. 将乳酸菌LP-Onlly和EIEC分
别接种于MRS和LB培养液中, 37℃下摇床培养

16 h至生长平台期. 待其成为混浊液后进行细菌

计数(比浊法). 将菌液1500 r/min离心5 min, 倒去

液体, 用无菌PBS稀释, 光电比色计测定菌液浓

度, 调整浓度为1×1011/L. 

1.2.2 细胞的培养: DMEM高糖液体培养基, 另加

100 mL/L胎牛血清, 1×105 U/L青霉素, 100 mg/L
链霉素. 在50 mL/L CO2饱和湿度37℃条件下培

养, 当细胞生长至80%-90%融合时, 用0.25%胰

酶+0.3 g/L EDTA液消化细胞, 按1∶3传代培养, 
实验所用细胞在10代以内. 将细胞接种于六孔

细胞培养板内经明胶处理无菌玻片及Millicell插
入式培养皿, 细胞浓度为5×104/cm2, 生长7-10 d
至细胞成单层后进行实验. 
1.2.3 实验分组及处理: 实验分为4组, 即正常组、

感染组、乳酸菌处理组、庆大霉素处理组. 感染

组: 当细胞生长融合形成单层细胞后, 按50∶1的
比例加入EIEC细菌培养; 乳酸菌处理组: 将计数

后的乳酸菌按100∶1的比例加入六孔板细胞中, 
37℃条件下孵育1 h, 再加入EIEC感染; 庆大霉素

组: 感染3 h后, 加入庆大霉素(50 mg/L). 分别在实

验开始后的3、6、12、24 h取样.
1.2.4 透射电镜下观察TJ超微结构: 取Millicell插
入式培养皿培养的单层培养细胞, 用25 g/L戊二

醛固定2 h, 连膜一起切下, 常温下包埋后进行半

薄切片定位; 经超薄切片, 透射电镜观察下摄片. 
1.2.5 TJ结构的免疫胶体金标记: 取Millicell插入

式培养皿培养的单层细胞, 用新鲜的30 g/L多聚

甲醛+5 g/L戊二醛(GA)固定25 min, PBS冲洗后

连膜一起切下; LR white低温包埋, 切片; BSA封

闭; 一抗孵育1∶20, 0.01 mol/L PBS 冲洗, 二抗

孵育1∶20, 0.01 mol/L PBS冲洗; 10 g/L GA固定, 
ddH2O冲洗; 30 g/L醋酸双氧铀, ddH2O冲洗; 半
薄切片定位; 超薄切片, 透射电镜观察下摄片. 
1.2.6 细胞骨架的表达: 将细胞培养在六孔板

内的盖玻片上, 培养至融合, 细胞间TJ结构形

成. 用40 g/L多聚甲醛固定, 室温下20-30 min, 
PBS漂洗5 min×3次; 2 mL/L Triton-X100漂
洗10 min; 50 g/L BSA封闭20 min; FITC标记

pha l lo id in(1∶100)染色细胞骨架, 湿盒37℃
孵育40 min; 80℃摇床, PBS漂洗15 min×3次; 
DAPI 30 μg/L室温下孵育, 甘油封片后LSCM激

光共聚焦显微镜下观察摄片.
1.2.7 TJ结构相关蛋白的表达(免疫荧光): 将细

胞接种于内含灭菌盖玻片的六孔培养板内, 待
细胞长至单层, 按照实验分组进行处理. 标本

用PBS漂洗2次, 40 g/L多聚甲醛室温下固定25 
min后, 用PBS液漂洗3次. 采用两步法免疫组

化染色, 单抗1∶50-100稀释, 4℃过夜, FITC标

记二抗1∶25-50, 37℃孵育30 min, PBS液漂洗

吸干后, LSCM镜下观察摄片, FITC(568 nm)激

■研发前沿
本研究采用免疫
金标记及TEM电
镜观察上皮细胞
间TJ的位置和超
微结构; 采用细胞
免疫荧光观察TJ
相关蛋白和细胞
骨架F-actin在不
同实验分组中的
分布和结构变化, 
为阐明肠道屏障
功能的调控机制
提供了线索. 
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发后呈绿光.

2  结果

2.1 透射电镜 Caco-2细胞在Millicell插入式培养

皿(PCF膜, 0.4 μm)培养7-10 d后, 固定包埋, 超薄

切片透射电镜下观察(图1): Caco-2细胞顶部具

有小肠绒毛样结构, TJ位于相邻细胞之间的顶

端、两侧胞膜上, 呈浓集样表现, 中间有一缝隙, 
测量直径在25-38 nm.
2.2 胶体金免疫电镜 胶体金免疫标记, 超薄切片

电镜观察: 细胞之间连接紧密, 形成肠绒毛样结

构; 胶体金颗粒直径5 nm, 在相邻细胞之间的顶

部有聚集, 分别位于两侧胞膜上, 中间有明显的

孔隙, 即为TJ结构所在位置. EIEC感染后, 胶体

金颗粒未见明显浓集, TJ结构标记不清(图2).
2.3 细胞骨架蛋白F-actin的表达变化 细胞骨架

蛋白(F-actin)用FITC-phalloidin染色后LSCM下

观察(图3): F-actin发绿光, 荧光分布于细胞膜及

细胞骨架. 正常组: 细胞膜及细胞内荧光均较强, 
可见明显的细胞内骨架分布, 呈条索状. 感染组: 
细胞内荧光明显减少, 细胞骨架特征性条索状

分布消失. 与正常组相比, 乳酸菌组和庆大组内

细胞骨架荧光亦明显减少, 且细胞内荧光与胞

膜荧光不连续.
2.4 TJ相关蛋白免疫荧光表达的变化 与免疫组化

相比, TJ蛋白的免疫荧光表达更具有特异性, 背
景较低. 激光共聚焦显微镜下见FITC激发后发绿

光. TJ蛋白沿胞膜分布, 勾勒出细胞轮廓. 正常组

细胞的Claudin-1, Occludin, JAM-1, ZO-1蛋白表

达可见荧光沿胞膜分布, 边界清楚, 呈网状结构. 
EIEC感染Caco-2细胞后, 细胞间的荧光分布较正

常组分散, 强度减弱. 细胞间隙增大, 因加入细菌

的缘故, 细胞内可见较多小荧光颗粒. 乳酸菌处

理组与正常组相比, TJ蛋白的荧光强度稍减弱, 

A B

C D

图  2  免疫胶体金电镜TJ结构定位(×65 000). A-B: 免疫胶体金电镜TJ结构定位; C-D: EIEC感染后免疫胶体金电镜下TJ结构.

图  1  单层Caco-2
细胞透射电镜观察
结果(箭头所指即为
TJ结构). A: 放大倍

数(×65 000); B: 放

大倍数(×46 000).

BA■相关报道
目前国内的相关
研究仅限于肠道
通透性, 并未涉及
TJ相关蛋白; 而国
外的相关研究主
要针对感染后TJ
蛋白的变化, 或未
涉及乳酸菌的保
护作用, 因此本实
验比较全面地作
了分析和研究. 
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但仍沿胞膜分布, 条带较清晰. 庆大霉素组与感

染组相比, 细胞膜间荧光明显较强, 但与乳酸菌

组亦有差别, 可见明显的细菌感染痕迹(图4-7).

3  讨论

肠道上皮细胞和相邻之间的紧密连接构成肠道

的选择性屏障, 调节水和小分子物质的跨膜转

运. 正常情况下, 肠道内各类细菌维持着肠道微

生态的平衡. 一旦有外来致病菌侵入或人体免

疫机能下降导致肠道条件致病菌激活, 则肠道

上皮TJ结构遭受侵害, 肠黏膜通透性增高, 细菌

或毒素异位而发生肠源性感染. 

图  3  各实验组细胞骨架F-actin免疫荧光变化. A: 正常组; B: 感染组; C: LA组; D: 庆大组.

20 μm 20 μm20 μm20 μm

A B C D

图  4  Claudin-1蛋白免疫荧光表达. A: 正常组; B: 感染组; C: LA组; D: 庆大组.

A B C D

图  5  Occludin蛋白免疫荧光表达. A: 正常组; B: 感染组; C: LA组; D: 庆大组.

A B C D

图  6  JAM-1蛋白免疫荧光表达. A: 正常组; B: 感染组; C: LA组; D: 庆大组.

A B C D

■创新盘点
本实验首先采用
免 疫 胶 体 金 对
EIEC感染TJ结构
进行超微定位观
察, 具有较强说服
力; 同时采用免疫
荧光电镜进行蛋
白分析, 较为客观
可信, 实验相关结
果与国外文献有
一致性, 但更为具
体、详实. 
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研究发现, EIEC黏附于肠道上皮细胞后, 可
分泌效应分子引起肠道功能异常(电解质分泌紊

乱、TJ屏障破坏、细菌异位感染等)或诱导细胞

凋亡[5-6]. EIEC感染首先损害细胞骨架, 细胞骨架

F-actin损伤破坏TJ结构可能的原因有: 细胞骨架

F-actin在细胞内主要起到支撑作用, EIEC感染

后细胞内F-actin表达减少, 可导致细胞内骨架支

撑力不足, 细胞塌陷, 引起细胞间间隙增大, TJ结
构遭到破坏; EIEC感染后细胞内F-actin表达减

少, F-actin蛋白在细胞内将信息传递给与其相连

的TJ结构蛋白, 导致TJ结构和蛋白表达功能障

碍; EIEC感染后, 首先作用于紧密连接结构, 引
起TJ相关蛋白破坏, 导致与其相连的F-actin的功

能受损, 表达减少.
国外学者用致病性大肠杆菌(E P E C)感染

T84细胞的实验发现[7], EPEC可作用于TJ, 导
致Z O-1、O c c l u d i n和C l a u d i n-1蛋白表达减

少. Schneeberger et al [8]研究发现, TJ结构蛋白

Claudin-1、Occludin、ZO-1、JAM-1均与细胞

骨架F-actin相连, 细胞骨架F-actin的表达与TJ结
构功能之间关系密切. 近年还有研究发现, 乳酸

菌等益生菌可拮抗大肠杆菌引起的肠道通透性

改变[4]. Resta-Lenert et al [9]将乳酸菌和双歧杆菌

与大肠杆菌共培养, 结果发现, 大肠杆菌所致的

肠道上皮通透性增加可明显减缓, TJ结构ZO-1
蛋白的表达较感染组增多, 提示益生菌对肠道

致病菌的感染具有保护作用. 
本实验研究发现, Caco-2细胞在插入式培

养皿上培养7-10 d后, 细胞相互融合形成TJ结构, 
电镜下胶体金颗粒呈聚集样表现. 而EIEC感染

后, 免疫胶体金未见明显浓集, 无法进行TJ结构

的定位, 表明TJ相关蛋白的表达或其结构发生

变化. 进一步研究发现, 在激光共聚焦显微镜下, 
正常组TJ相关蛋白荧光表达呈网格状, 线条清

晰, TJ蛋白分布位于胞膜上, 表明细胞间相互连

接紧密, 单层细胞屏障功能完好. 而感染组荧光

表达明显较分散, 表明TJ蛋白之间距离增大, 细
胞旁间隙增大, 虽然仍可见胞膜及细胞轮廓, 但
屏障功能可能已经受损. 同时, 细胞内F-actin荧
光明显减少, 细胞骨架特征性条索状分布消失. 
提示EIEC感染后, 紧密连接相关蛋白(Claudin-1, 
Occludin, ZO-1, JAM-1)的表达明显减少[10], 使得

相邻细胞间原本正常的膜结构发生紊乱, 而这

一异常可能是通过F-actin表达减少, 细胞骨架破

坏造成的. 经乳酸菌处理后, 细胞间TJ蛋白表达

增多且分布集中, 与正常组接近, 表明上皮细胞

屏障功能得到保护, 庆大组作为乳酸菌组的对

照, 两者的荧光表达近似. 同时, 细胞内F-actin表
达明显增多. 提示乳酸菌可以修复EIEC引起细

胞间紧密连接相关蛋白破坏, 这一作用可能与

减少细胞骨架F-actin损伤有关[11-12]. 
结合已有的研究结果, 我们认为乳酸菌对

EIEC的拮抗作用可能与减少EIEC对Caco-2细胞

的黏附有关, 即乳酸菌黏附于肠道上皮细胞后

可阻止EIEC的黏附, 从而减轻肠上皮的感染, 缓
解TJ的损伤和降低肠道通透性. 但是目前, 有关

的实验研究仅局限于表象, 具体的黏附机制及

涉及的蛋白分子仍未完全了解, 详细深入的机

制仍有待进一步阐明[13-14].
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