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■背景资料
临床上阻塞性黄
疸出现肠通透性
增加、肠黏膜屏
障破坏, 其中的原
因不甚清楚. 阻塞
性黄疸患者可以
观察到血清电解
质的变化及肠蠕
动的改变. 这两者
之间是否具有某
种联系尚不得而
知 .  前 期 已 经 证
实阻塞性黄疸后
细胞内外的Cl-浓
度变化, 因此本次
研究以Cl-为代表, 
探讨与Cl-直接相
关的氯离子通道
蛋白 -2与肠上皮
紧密连接间的关
系. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
chloride channel-2 (CLC-2) and intestinal muco-
sal barrier in rats with obstructive jaundice (OJ). 

METHODS: Rats were randomly divided into 
five groups: sham operation group, OJ group, lu-
biprostone (Lu) group, glucagon-like peptide-2 
(GLP-2) group, and Lu + GLP group. Except for 
the sham operation group, OJ was induced by 
bile duct ligation in rats of other groups. The Lu 
group was subcutaneously injected with LU, and 
the GLP-2 group was injected with GLP-2. The 
Lu + GLP group was injected with both Lu and 
GLP-2. The animals were sacrificed 7 days after 

treatment. The ratio of lactulose to mannitol (L/
M) and plasma endotoxin levels were measured. 
Western blot was used to examine the changes 
in the expression tight junction proteins zonula 
occludens-1 (ZO-1) and CLC-2 in epithelial cells 
in the terminal ileum. 

RESULTS: The ratio of L/M was significantly 
higher in all the experiment groups than in 
the sham operation group (all P = 0.00), but 
was significantly lower in the Lu group, GLP-2 
group and Lu + GLP group than in the OJ 
group (0.545 ± 0.03, 0.512 ± 0.03, 0.482 ± 0.05 
vs 0.656 ± 0.04, all P = 0.00). Plasma endotoxin 
levels increased in all the experiment groups, 
highest in the OJ group and decreasing some-
what in the Lu group, GLP-2 group and Lu + 
GLP group. The relative expression of ZO-1 
in the Lu group (0.209 ± 0.03) was higher than 
that in the OJ group (0.178 ± 0.03) but lower 
than that in the sham operation group (P = 
0.02). The relative expression of ZO-1 in the 
Lu + GLP group was comparable to that in the 
sham operation group. The relative expression 
of CLC-2 descended more obviously in the OJ, 
GLP-2 and Lu + GLP groups than in the sham 
operation group (0.195 ± 0.04, 0.217 ± 0.05, 0.222 
± 0.03 vs 0.267 ± 0.04, all P = 0.00). 

CONCLUSION: CLC-2 and tight junction pro-
tein participate in the maintenance of intestinal 
mucosal barrier. Acute biliary obstruction-in-
duced destruction of intestinal mucosa barrier 
is associated with CLC-2 in enterocytes. CLC-2 
activation could activate tight junction protein 
and repair impaired intestinal mucosa barrier.

Key Words: Obstructive jaundice; Intestinal mucosal 
barrier; Tight junction protein; Chloride channel-2
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摘要 
目的: 探讨急性胆道梗阻肠黏膜屏障破坏与

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
分子医学中心
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■研发前沿
肠黏膜屏障中的
研究重点是上皮
细胞间的紧密连
接, 当然其他的屏
障如生物屏障、
免疫屏障均参与
肠上皮对机体的
保护. 肠上皮细胞
同时具有大量的
分泌功能, 阻塞性
黄疸破坏肠黏膜
屏障的同时也必
然损伤其分泌功
能. 由于肠屏障功
能的维持需要多
种因素参加, 本研
究仅仅选取其中
一个非常小的研
究点, 需要进一步
研究阻塞性黄疸
后其他离子的变
化及其各自的生
理功能. 

肠上皮细胞氯离子通道-2(chloride channel-2, 
CLC-2)的关系. 

方法: 建立急性胆道梗阻(阻塞性黄疸)大鼠
动物模型, 术后7 d连续注射Lubiprostone(Lu
组)、类高血糖素多肽-2(GLP-2组)、两者共
同使用(Lu+GLP组), 以假手术组(Sham组)
和阻塞性黄疸组(obstructive jaundice, OJ组)
作为对照. 分别检测实验动物乳果糖/甘露醇
(L/M)比值、血浆内毒素水平, 并用Western 
b l o t s检测末端回肠紧密连接蛋白闭锁小带
-1(zonula occludens-1, ZO-1)、CLC-2的表
达, 并利用图像分析系统对Western blots图像
进行定量分析. 

结果: 各实验组的L/M比值均高于Sham组(P 
= 0.00), Lu组(0.545±0.03)、GLP组(0.512±
0.03)和Lu+GLP组(0.482±0.05)的数据均低
于OJ组(0.656±0.04)(均P = 0.00). 手术后各
组的血浆内毒素均升高, OJ组最高, Lu组、

GLP组和Lu+GLP组均有所下降. 通过Western 
blots研究发现CLC-2蛋白的表达条带出现在
90-100KD, ZO-1蛋白条带在200 kD左右. 定
量研究显示OJ组的ZO-1相对表达量(0.178±
0.03)明显下降, Lu组(0.209±0.03)高于OJ组
而低于Sham组(P = 0.02), 而Lu+GLP组接近于
Sham组. CLC-2蛋白的表达量Sham组为(0.267
±0.04), OJ组(0.195±0.04)、GLP-2组(0.217
±0.05)和Lu+GLP组(0.222±0.03)均下降明显
(均P = 0.00). 

结论: CLC-2和紧密连接蛋白共同参与肠黏膜
屏障的维护, 急性胆道梗阻破坏肠黏膜屏障与
肠上皮细胞的CLC-2有关, 促进或激活CLC-2后
能活化紧密连接蛋白, 修复受损的肠黏膜屏障. 

关键词: 阻塞性黄疸; 肠黏膜屏障; 紧密连接蛋白; 
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0  引言

我们前期的研究发现急性胆道梗阻所致阻塞性

黄疸(阻塞性黄疸)影响肠腔Cl-分泌, 降低血清

Cl-浓度, 升高小肠上皮细胞内Cl-浓度, 缩小上皮

细胞内外氯离子浓度差, 激活Cl-外向电流, 并且

此作用与细胞膜上氯离子通道蛋白-2(chloride 
channel-2, CLC-2)的表达降低有关. 同时阻塞性

黄疸也可以改变肠上皮细胞顶侧的紧密连接蛋

白的数量和分布, 损伤肠黏膜屏障[1,2]. 而紧密连

接与CLC-2具有共同的分布区域[3,4], 因此有理由

推测阻塞性黄疸破坏肠黏膜屏障与CLC-2和紧

密连接蛋白均有关系. 本项目的研究目的既是

利用阻塞性黄疸动物模型, 研究阻塞性黄疸对

肠黏膜屏障和肠上皮细胞CLC-2的影响, 以及紧

密连接蛋白和CLC-2间的相互关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康Wistar大鼠50只, 雌雄不限, 体质量

250-330 g, 由同济医学院实验动物中心提供. 
1.2 方法

1.2.1 分组: 按随机数字表法平均分为5组, 每组

10只. 假手术组(Sham组): 采用10%水合氯醛

(0.3 g/kg)腹腔注射麻醉, 开腹分离胆总管而不

结扎; 阻塞性黄疸组(OJ组): 手术结扎切断胆总

管后关腹, 每日皮下注射生理盐水0.5 mL; Lu-
biprostone组(Lu组): 阻塞性黄疸动物皮下注射

Lubiprostone(大连美仑生物技术公司)0.5 mL(0.2 
mg/kg), 连续7 d; 类高血糖素多肽-2(glucagon-
like peptide-2, GLP-2)组: 模型动物腹腔注射

GLP-2(美国多肽公司)0.5 mL 250[g/(kg•d)], 连续

7d; Lubiprostone + GLP-2(Lu+GLP组): 同样剂量

的Lubiprostone和GLP-2同时使用7 d. 
1.2.2 乳果糖/甘露醇(L/M)比值检测: 实验动物禁

食8 h后自由进水, 经胃管喂服2 mL/只检测溶液

(含10%乳果糖100 mg和5%甘露醇50 mg, Sigma
公司). 随后连续收集6 h尿液, 混匀后取5 mL, 加
入1 mg硫柳汞作防腐剂, 置于-20 ℃冰箱保存. 
利用色谱仪分析尿中L/M比值. 每只大鼠尿标本

分3次各取5 mL, 重复测量3次. 
1.2.3 血浆内毒素水平测定: 测量完毕后拉脱法

处死动物, 腔静脉穿刺抽血2 mL, 通过鲎试验动

态浊度法测定(动态测定试剂盒, 上海市医学化验

所)各组动物血浆内毒素水平, 按说明书并参考文

献[5]进行操作: 取1 mL抗凝血10倍稀释于75 ℃恒

温水浴中加热10 min, 离心10 min(4 000 r/min), 取
上清液加入酶反应主剂中, 溶解后转移至标准

反应管中, 插入微生物快速动态检测系统中反

应1 h, 反应结束后自动计算出血浆内毒素含量

(EU/mL). 
1.2.4 肠上皮细胞CLC-2蛋白和紧密连接蛋白闭

锁小带-1(ZO-1)表达的变化: Western blot分析. 
无菌操作, 取原手术切口, 距回盲部10 cm处环

形切取回肠, 取1 mm×1 mm×1 mm大小的组
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■创新盘点
CLC-2与紧密连
接具有共同的分
布区域, 由此推测
二者有某种联系. 
本研究第一次将
阻塞性黄疸肠黏
膜屏障的破坏与
肠上皮细胞离子
分泌联系起来, 进
一步探讨阻塞性
黄疸肠黏膜屏障
的破坏机制. 

织块, 加入1 mL裂解液和10 mL缓冲液, 组织粉

碎、匀浆, 冰浴30 min; 4 ℃离心, 取上清液, 采
用BCA法用紫外可见分光光度仪(Waters公司, 
美国)测定蛋白浓度, 并用蒸馏水将各样本统一

稀释为5 g/L, -70 ℃保存. 取各样本10 μL及5 μL
的预染Marker, 加入上样缓冲液; 混合后100 ℃
煮沸蛋白变性5 min, 分别经7.5%和12% SDS-
PAGE凝胶电泳分离1或2 h. 电转30 min; 取出硝

酸纤维膜(美国Cos ta r公司), 转移至染色液中

染色1 min, 标记, 用含5%脱脂奶粉的TBS-T[20 
mmol/L Tris-HCl(pH7.2), 150 mmol/L NaCl, 0.1% 
Tween 20]洗膜4次. 浸入封闭液中封闭1 h. 分
别加一抗ZO-1(1∶1 000稀释)或兔抗鼠CLC-2
一抗蛋白 (1∶300稀释) (均属Sigma 公司); 以
β-actin(武汉博士德产品)为内参, 1∶2 000稀释, 
4 ℃孵育过夜. 加入1∶2 000的二抗〔四甲基异

硫酸罗丹明(TRITC)-山羊抗兔IgG, 北京中山生

物技术有限公司〕室温下孵育1 h. 将膜放入显

色液中, 震荡孵育5-10 min, 暗室下胶片显影, 扫
描. 以β-actin蛋白进样对照. Olympus BX41图像

采集系统(Image-Pro plus, version 4.5, USA)收集

图片信息, Adobe Photoshop软件定量测量平均

吸光度(A )值, 以样本A值/同一样本内β-actin蛋
白A值来代表样本的相对表达量. 

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行分

析. 计量资料以mean±SD表示, 组间计量资料比

较, 采用单因素方差分析及配对资料t检验, 检验

水准α = 0.05. 

 
2  结果

2.1 各组L/M比值的变化 L/M比值可以间接反

映肠黏膜通透性. 通过研究L/M比值的变化, 发
现各实验组的数值均高于Sham组(均P  = 0.00), 
相比OJ组(0.656±0.04), Lu组(0.545±0.03)、
GLP-2组(0.512±0.03)和Lu+GLP(0.482±0.05)
组均明显下降(均P  = 0.00), 其中G L P-2组和

Lu+GLP比较P  = 0.01(图1). 
2.2 血浆内毒素的改变 通过对血浆内毒素的比

较, 各实验组的数值均明显高于Sham组(0.279±
0.02 EU/mL)(均P  = 0.00), 并且各组间相互比较

差异有极显著性意义(均P  = 0.00, 图2). 
2.3 Lubiprostone对紧密连接蛋白ZO-1的影响 
Western blot研究显示ZO-1蛋白条带在200 kD
左右(图3). 对表达条带的定量研究显示OJ组的

ZO-1相对表达量(0.178±0.03)明显下降, Lu组
(0.209±0.03)高于OJ组(P  = 0.01)而低于Sham组

(P  = 0.02), 而Lu+GLP组的作用与Lu组类似, 接
近于Sham组(P  = 0.19, 图4). 
2.4 GLP-2对CLC-2表达的影响 Western blot图片

显示CLC-2蛋白的表达条带出现在90-100 kD(图
3). 通过对图片的定量分析发现CLC-2蛋白的相

对灰度值Sham组为0.267±0.04, 而OJ组(0.195
±0.04)、GLP-2组(0.217±0.05)和Lu+GLP组
(0.222±0.03)均下降明显(均P  = 0.00), OJ组
和GLP-2组、Lu+GLP组间没有差异(P  = 0.17, 
0.06, 图5). 
2.5 阻塞性黄疸肠上皮细胞ZO-1和CLC-2蛋白的

相关性分析 用SPSS软件对阻塞性黄疸动物肠上

皮细胞的ZO-1蛋白和CLC-2蛋白的相关性进行

分析, 结果显示相关系数r  = 0.30, P  = 0.11, 说明

两者间的变化没有明显相关. 

3  讨论

阻塞性黄疸对肠黏膜屏障损坏的机制复杂, 其
中对肠上皮细胞间紧密连接及紧密连接蛋白
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■应用要点
阻塞性黄疸黏膜
屏障的破坏伴随
肠腔离子的改变, 
通过纠正肠上皮
细胞存在的电解
质紊乱可以帮助
恢复受损的肠黏
膜屏障的作用. 

如ZO-1的破坏起关键性作用[6,7]. 阻塞性黄疸降

低紧密连接蛋白的数量与分布, 开放紧密连接

通道[8], 出现细菌移位, 形成所谓“肠源性脓毒

症”, 增加多器官功能衰竭的发生率和死亡率[9]. 
肠黏膜损伤后的修复涉及到两个主要事件[10], 上
皮的重建和细胞旁区域及紧密连接的关闭. 上
皮的重建是最初的修复事件, 包括绒毛收缩、

上皮细胞迁移, 从而迅速恢复上皮连续性. 细胞

旁区域的关闭涉及紧密连接蛋白的重新组装和

屏障功能的恢复. 研究表明CLC-2在缺血所造成

的肠黏膜屏障损伤的恢复中扮演重要角色[11,12], 
氯离子通道在阻塞性黄疸所导致的肠黏膜屏

障损伤中的作用尚不清楚. 临床上经常出现的

水、电解质紊乱, 其中也包括Cl-失衡[13]. 可能的

原因在于液体、营养物质摄入不足; 合并感染

导致呕吐或发热, 液体丢失过多; 内毒素血症和

高胆红素血症致肾脏受损等[14]. 肠腔液体分泌依

靠细胞内外离子浓度差及肠上皮细胞的跨膜离

子转运, 氯离子的通透性受胞外氯离子浓度的

影响[15], 许多阳离子如K离子、Na离子等也可通

过氯通道[16]. 
我们前期的研究发现在阻塞性黄疸动物模

型上, 肠腔氯离子分泌受抑制, 肠上皮细胞内外

的氯离子浓度差缩小, 并随阻塞性黄疸程度的

加深, 对Cl-分泌的抑制更甚. 此作用与细胞膜上

CLC-2的表达降低有关. 而CLC蛋白与紧密连接

蛋白有共同分布区域[3], 此次的研究目的是探讨

阻塞性黄疸后受破坏的CLC蛋白与紧密连接蛋

白间的相互关系. 
我们首先发现阻塞性黄疸后反映肠黏膜通

透性的L/M比值和血浆内毒素均增高, 也再次印

证阻塞性黄疸破坏肠黏膜屏障[17], 不论是单独使

用CLC-2激动剂Lubiprostone或紧密连接保护剂

GLP-2, 抑或两者联合使用, 均可以降低L/M比

值和血浆内毒素, 既对肠黏膜屏障有保护作用. 
说明促进或激活肠上皮细胞的CLC-2或紧密连

接均可以恢复受损的肠黏膜屏障. 
为进一步研究其中的机制, 我们选择紧密连

接蛋白的代表ZO-1作为研究对象. 阻塞性黄疸

降低ZO-1的表达, 使用Lubiprostone激活CLC-2
后, ZO-1表达增高, 同时使用Lubiprostone和
GLP-2则作用更强, 接近于假手术组. 说明激活

CLC-2后能修复紧密连接蛋白, 恢复肠黏膜屏

障, 也表明CLC-2和紧密连接蛋白共同参与肠黏

膜屏障的维护. 
阻塞性黄疸同时也降低了C L C-2蛋白的

表达 ,  我们从相反的角度通过促进Z O-1表达

来研究紧密连接蛋白与CLC-2的相互影响. 结
果发现单用GLP-2不能恢复CLC-2表达, 尽管

GLP-2具有恢复肠黏膜屏障的作用, 但从我们

的实验中看出GLP-2的作用与CLC-2无关. 联
合使用GLP-2和Lubiprostone后CLC-2有所恢

复, 但此作用并不能排除Lubiprostone所为. 这
一点也可以从阻塞性黄疸肠上皮细胞ZO-1和
CLC-2蛋白的相关性分析中得到证实, 因为统

计分析显示两者间的变化没有明显相关. 结合

前面的研究, 反映出CLC-2和紧密连接蛋白间

激活存在先后顺序, 激活CLC-2后能活化紧密

连接蛋白, 相反恢复紧密连接蛋白并不能改变

肠上皮氯离子通道CLC-2. 也就是说抑制ZO-1
后能降低CLC-2, 相反, 抑制CLC-2则并不能影

响ZO-1表达. 
CLC-2是广泛分布的Cl通道之一, 属于Cl通

道CLC家族. 受电压和H+、Cl-激活[18]. 其多种生

理活动, 包括细胞内pH调节, 维持膜电位, 胞吐

作用, 上皮Cl-运输和液体分泌, 器官渗透物的跨

膜运输, 以及细胞增生等[19]. 已证实哺乳动物胃

肠道上皮细胞内均含有CLC-2, 定位于上皮细胞

顶端, 同时也证实基底外侧膜上也存在CLC-2通
道, 作为一个Cl-的出口, 帮助细胞尖端和基底外

侧区域离子流量相匹配[20]. 
CLC-2与紧密连接具有共同的分布区域, 两

图  4  添加Lubiprostone后ZO-1表达的变化. aP <0.05 vs  

Sham组; cP<0.05 vs  OJ组.
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图  5  CLC-2蛋白的表达量的变化. aP<0.05 vs  Sham组.
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者间具有某种联系[21], 一种可能是CLC-2通过蛋

白间相互作用, 作为一种促进各种通道和信号

分子间相互调节的方式之一, 二是CLC-2通道介

导穿过小肠上皮紧密连接的Cl-运输. 调节黏膜

屏障功能伴随绒毛和上皮紧密连接结构的改变, 
当然也有相反的结论, CLC-2敲除鼠小肠黏膜上

皮细胞的尖端紧密连接的宽度明显减少, 既没

有CLC-2存在时紧密连接结构更紧凑, 作用更显

著[12]. 这种争议可以用CLC-2在不同细胞器膜表

面分布来部分解释. 分布在不同细胞膜或细胞

器上的CLC-2具有不同的作用. CLC-2并非固定

于小肠上皮尖端质膜[22], 细胞表面的CLC-2通道

能迅速内陷并再循环. 此过程能解释细胞内膜

结构中大量存在的CLC-2. 因此调节CLC-2运输

至膜及其在膜内传动是调节CLC-2活性的方式

之一[23]. 由此单独使用GLP-2并不能恢复有效的

CLC通道. 
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