
■背景资料
研 究 显 示 骨 髓
间 充 质 干 细 胞
(bone  mar row- 
m e s e n c h y m a l 
stem cells, BM-
MSCs)具有促进
小肠缺血再灌注
损伤的修复和增
生作用 ,  但单纯
输注BM-MSCs存
在到达受损部位
数量及活性偏低
等问题 .  为提高
受损组织内定向
迁移BM-MSCs的
数量、增强其对
受损组织的保护
作用 ,  本研究目
的是探讨趋化因
子C X 3 C亚族是
否在BM-MSCs修
复受损组织中发
挥作用.
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Abstract
AIM: To investigate the role of chemokine 
receptor CX3CR1 in the repair of injured intestinal 
epithelial cells by bone marrow mesenchymal 
stem cells (BM-MSCs). 

METHODS: BM-MSCs were cultured and 
identified in vitro. Caco-2 cells were exposed 
to tumor necrosis factor alpha (TNF-α) to 
establish a cell model of injured intestinal 
epithelium. Cells were divided into six groups: 
BM-MSCs, Caco-2 cells, Caco-2 cells treated 
with TNF-α, co-cultured BM-MSCs and Caco-2 
cells, co-cultured BM-MSCs and Caco-2 cells 
treated with TNF-α, and co-cultured BM-MSCs 
and Caco-2 cells treated with anti-CX3CR1 
and TNF-α. The expression of tight junction 
proteins and mRNAs in Caco-2 cells, and 
CX3CR1 protein and mRNA in BM-MSCs was 
detected by immunofluorescence, Western blot 
and RT-PCR. 

RESULTS: We selected 100 ng/mL TNF-α for 
48 h to establish the injured model, because 
the expression of zonula occluden 1(ZO-1) and 
Occludin was reduced significantly at this time 
point (P < 0.05). The protein and mRNA levels of 
ZO-1, Occludin and CX3CR1 had no significant 
changes when BM-MSCs were co-cultured with 
untreated Caco-2 cells, but increased when BM-
MSCs were co-cultured with injured Caco-2 
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■研发前沿
BM-MSCs具有
多向分化、免疫
原 性 弱 等 优 势 , 
已被广泛应用在
组织修复、重建
中 ,  但单纯输注
BM-MSCs存在
数量和活性偏低
问题 ,  如何提高
BM-MSCs修复
受损组织的作用
仍是目前研究的
重点. 因此, 希望
寻找特定基因能
够增加受损组织
内BM-MSCs的
定向迁移能力.

cells (P < 0.05). When CX3CR1 was blocked, the 
protein and mRNA levels of ZO-1 and Occludin 
decreased significantly.

CONCLUSION: CX3CR1 participates in the 
repair of injured intestinal epithelial cells by 
BM-MSCs. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨趋化因子受体C X3C R1对骨髓
间充质干细胞(bone marrow-mesenchymal 
stem cells, BM-MSCs)修复受损肠上皮细胞
的影响.

方法: 体外分离培养、鉴定BM-MSCs. 采
用肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor 
alpha, TNF-α)处理结肠癌上皮细胞(colon 
adenocarcinoma epithelial cell line, Caco-2)
建立肠上皮损伤模型. 实验分为6组: (1)单
纯BM-MSCs组; (2)单纯Caco-2组; (3)Caco-
2+TNF-α组; (4)BM-MSCs+Caco-2组; (5)BM-
MSCs+Caco-2+TNF-α组; (6)anti-CX3CR1-
BM-MSCs+Caco-2+TNF-α组, 利用Transwell
培养板将各组共培养 ,  通过免疫荧光、

Western blot及荧光定量RT-PCR方法检测
Caco-2上ZO-1(zonula occluden 1)、Occludin和
BM-MSCs上CX3CR1蛋白及mRNA表达水平. 

结果: 选择100 ng/mL TNF-α处理Caco-2细胞
48 h建立损伤模型后, 检测ZO-1和Occludin
表达水平明显降低(P <0.05). 在BM-MSCs与
未受损的Caco-2共培养时ZO-1、Occludin
和CX3CR1蛋白及mRNA的表达不受影响, 
而在BM-MSCs与受损Caco-2共培养时, 其
表达增加(P <0.05). 阻断CX3CR1后, ZO-1、
Occludin蛋白及mRNA的表达与未阻断前相
比明显减少(P <0.05). 

结论: CX3CR1参与BM-MSCs对受损肠上皮

的修复.

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本文应用肿瘤坏死因子-α(t u m o r 
necrosis factor alpha)处理结肠腺癌Caco-2细胞, 成
功建立肠黏膜上皮细胞损伤模型, ZO-1(zonula 
occluden 1)和Occludin表达水平明显降低, 将
BM-MSCs和受损Caco-2共培养, ZO-1、Occludin
和CX3CR1蛋白及mRNA的表达水平增加, 阻断

CX3CR1后, ZO-1、Occludin蛋白及mRNA的表达

与未阻断前相比明显减少, 揭示了CX3CR1能够参

与骨髓间充质干细胞对受损肠上皮的修复作用. 
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0  引言

炎症性肠病、肝硬化、严重烧伤、缺血休克

等疾病状态都会使肠道结构和功能遭到严重

损害, 引发肠黏膜屏障功能障碍, 甚至全身炎

症反应综合征和多器官功能障碍综合征等严

重并发症[1-4]. 而在这些疾病的治疗中, 对于肠

道的保护尤为重要. 研究[5,6]表明, 骨髓间充质

干细胞(bone marrow-mesenchymal stem cells, 
BM-MSCs)对受损肠上皮组织有修复、支持

作用. 但其定向分化修复作用主要是在其到

达受损位点的前提下发挥的. 由于受损部位

释放细胞信号, 如趋化因子、选择素、整合

蛋白和其他黏附分子可与间充质干细胞上的

细胞信号受体结合, 促使其到达受损部位发

挥治疗作用[7-12]. 其中趋化因子发挥重要作用. 
趋化因子被分为C、CC、CXC、CX3C 4个
亚家族, 其受体对应为CR、CCR、CXCR、

CX3CR. 对于哪种趋化因子及其受体相互作

用调控BM-MSCs迁移到受损肠道组织发挥作

用目前尚不清楚. 大量研究[13-15]指出, 当肠道

组织受到炎性刺激时, CC、CXC亚族趋化因

子及其配体会参与其中. 但关于CX3C亚族及

其配体是否发挥作用尚无报道. CX3C类目前

只发现CX3CRl-CX3CLl存在, 而CX3CRl表达
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■相关报道
炎性介质导致肠
黏膜间紧密连接
处通透性增加的
报道很多, 如肿瘤
坏死因子-α(tumor 
necros is  fac tor  
alpha, TNF-α)能
够 通 过 激 活 核
因子-κB(nuclear 
factor-κB, NF-
κB)通路抑制ZO-
1(zonula occluden 
1)和Occludin的表
达等, BM-MSCs
能够对异位肠道
移植和肠道缺血
灌注时造成的肠
黏膜屏障损伤产
生修复作用的研
究也有报道, 但研
究趋化因子在其
中的作用较少.

在BM-MSCs表面, 故本实验旨在探讨CX3CRl
在BM-MSCs修复受损肠上皮细胞过程中是否

发挥作用.

1  材料和方法:

1.1 材料 实验动物选用SPF(Specific Pathogen 
Free)级健康、♂Wistar大鼠, 体质量60-80 g, 购
自军事医学科学院实验动物中心. Caco-2细
胞株购自美国模式生物典藏中心(Amer ican 
Type Culture Collection, ATCC). DMEM/F12
培养基、L-DMEM/F12培养基、RPMI-1640
培养基、胰蛋白酶 / E D T A 细胞消化液

(Gibco, 美国)、胎牛血清(fetal bovine serum, 
FBS)(PAA, 奥地利); DMSO(Sigma-Aldrich, 
美国 ) 、抗大鼠 C D 3 4 - 异硫氰酸荧光素

(fluorescein isothiocyanate, FITC)、CD29-
PE、CD45-PE、CD90-FITC、RT1A-PE、
RT1B-FITC(Biolegend, 美国)、Transwell小室

(CORNING, 美国)、FACSCalibur流式细胞仪

(BD, 美国)、重组人类肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor alpha, TNF-α)(PeProTech, 美
国)、兔抗O c c l u d i n抗体、兔抗C X3C R l抗
体、兔抗GAPDH抗体、HRP标记山羊抗兔

IgG(Abcam, 美国)、兔抗ZO-1(zonula occluden 
1)抗体(Invitrogen, 美国)、Western blot相关

试剂购自武汉博士德; 山羊血清(索莱宝, 中
国), RNAiso P lus RNA等提取相关试剂、

Pr imeScr iPt Ⅱ第一链cDNA合成试剂盒及

SYBR Premix Ex Taq Ⅱ荧光定量PCR试剂

盒(TaKaRa, 日本), 荧光定量PCR仪(APPlied 
Biosystems 7300, 美国).
1.2 方法 
1.2.1 BM-MSCs体外分离、培养及流式鉴定: 
Wis tar大鼠处死, 取股骨和胫骨、减去骨骺, 
用含10%血清的DMEM/F12完全培养液反复

冲洗骨髓腔, 制成单细胞悬液, 接种培养瓶中, 
37 ℃、50 mL/L CO2培养. 48 h换液, 去掉未贴

壁细胞, 待细胞密度达到80%-90%融合时, 1∶
2传代培养. 使用生长状况良好的第三代BM-
MSCs进行后续实验. 

取生长良好的第三代BM-MSCs, 消化成

单细胞悬液, 调整细胞浓度为106/m L, 加入

荧光标记CD29-PE、CD45-PE、RT1A-PE、
CD34-FITC、CD90-FITC、RT1B-FITC, 避光

孵育30 min, 洗涤, 流式细胞仪检测这些表面标

记的表达. 
1.2.2 BM-MSCs向脂肪细胞的诱导分化: 在100 
mL含10%血清的L-DMEM/F12培养液中, 加入

200 mmol/L吲哚美辛50 μL, 0.5 mol/L 1-甲基-3-
异丁基黄嘌呤100 μL, 40 U/mL胰岛素550 μL, 1 
mmol/L地塞米松100 μL, 配制成成脂诱导培养

液. 将BM-MSCs接种在6孔板中培养. 待细胞生

长稳定后, 更换为成脂诱导培养液培养, 每3 d
换液. 8-12 d时, 用油红O染液染色, 显微镜下观

察细胞浆内橘红脂滴着色.
1.2.3 BM-MSCs向成骨细胞的诱导分化: 在100 
mL含10%血清的L-DMEM/F12培养液中, 加入

1 mmol/L地塞米松10 μL, 1 mol/L甘油磷酸钠 1 
mL, 100 mg/mL维生素C 50 μL混匀, 调整pH值

在7.3-7.4, 配制成成骨诱导培养液. 将BM-MSCs
接种在6孔板中培养. 待细胞生长稳定后, 更换

为成骨诱导培养液培养, 每3 d换液. 14 d左右, 
用Von Kossa染色试剂盒染色. 显微镜下观察黑

色钙盐颗粒沉积.
1.2.4 肠黏膜上皮损伤模型的建立: 用含10%血

清的RPMI-1640完全培养液, 37 ℃、50 mL/L 
CO2培养Caco-2细胞. 隔天换液, 待细胞铺满

80%以上瓶底时, 按1∶2传为二代细胞. 取状态

良好的Caco-2细胞, 按5×105/孔接种于六孔板

中, 培养24 h左右, 待细胞贴壁均匀、单层融合

后, 分别加入终浓度为0、50、100和200 ng/mL
的重组人TNF-α培养48 h, 以及使用100 ng/mL
的重组人TNF-α分别培养0、12、24和48 h[16,17]. 
利用免疫荧光检测紧密连接蛋白ZO-1形态及

表达, RT-PCR及Western blot技术检测紧密连接

蛋白ZO-1和Occludin的含量来判定肠黏膜上皮

细胞的损伤程度. 探讨TNF-α的最佳处理浓度

和处理时间. 不同批次细胞重复实验3次以上, 
验证肠黏膜上皮损伤模型的建立.
1.2.5 Transwell小室BM-MSCs与Caco-2共培养: 
上面实验证实100 ng/mL TNF-α处理48 h为最

佳处理条件. 实验分为6组: (1)单纯BM-MSCs
组; (2)单纯Caco-2组; (3)Caco-2+TNF-α组(损
伤组); (4)BM-MSCs+Caco-2组(共培养组); 
(5)BM-MSCs+Caco-2+TNF-α组(损伤修复组); 
(6)anti-CX3CR1-BM-MSCs+Caco-2+TNF-α组
(阻断组). 将Caco-2、TNF-α刺激后Caco-2以1×106

个/孔分别置于六孔Transwell小室下层, BM-
MSCs及预先以5 μg/mL anti-CX3CR1抗体室

温孵育1 h的anti-CX3CR1-BM-MSCs 4×105

曹毅, 等. CX3CR1对骨髓间充质干细胞修复受损肠上皮细胞的影响
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■创新盘点
本 文 发 现 体 外
BM-MSCs对受
损肠黏膜屏障具
有修复作用 ,  其
中趋化因子受体
CX3CRl参与此
作用.

个/孔分别置于Transwell小室上层, 培养24 h
收集细胞, 提取蛋白和RNA, 实验方法参照

文献[18]. 
1.2.6 免疫荧光检测紧密连接蛋白ZO-1: 取接

种了Caco-2细胞的玻片, PBS漂洗5 min×4次, 
37 g/L甲醛固定15 min, PBS漂洗5 min×4次, 
山羊血清封闭1 h, ZO-1(1∶50), 4 ℃湿盒过夜, 
PBS漂洗后加入FITC标记羊抗兔免疫荧光抗

体, 37 ℃ 1 h, PBS漂洗, 甘油封片. 
1.2.7 荧光定量RT-PCR检测紧密连接ZO-1、
Occlud in mRNA和趋化因子受体CX3CR1 
mRNA的表达: 收集细胞, 按照试剂盒说明书

提取总RNA, 逆转录试剂盒反转录得到cDNA. 
取1 μL cDNA加入20 μL的实时定量PCR反应

体系, 反应条件: 95 ℃预变性30 s; PCR扩增(重
复40个循环): 95 ℃ 5 s, 58 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s; 
ZO-1和Occludin使用Human-β-actin, CX3CR1
使用Rat-β-actin作为内参. 结果用2-△Ct值比较. 
每组实验取不同批次细胞重复3次. PCR引物

序列如表1.
1.2.8 Western blot技术检测紧密连接ZO-1、
Occludin和趋化因子受体CX3CR1的蛋白含

量: 收集共培养细胞, 提取蛋白, BCA法测定蛋

白浓度. ZO-1采用8%SDS-PAGE, Occludin、
CX3CR1和内参GAPDH采用10%SDS-PAGE
电泳分离后湿转至NC膜, 5%脱脂奶粉封闭2 
h, 一抗ZO-1(1∶400)、Occludin(1∶1500)、
CX3CR1(1∶500)和GAPDH(1∶1000), 4 ℃孵

育过夜, TBST洗膜, 二抗(1∶2000)室温孵育

2 h, 洗膜, ECL曝光显色, 图像经AlPhaView分

析软件进行灰度值测定. 通过计算每组样品的

(目的蛋白条带亮度值-背景值)与对应(内参蛋

白GAPDH条带亮度值-背景值)的比值, 得到校

正后的目的蛋白的相对表达量. 以对照组的目

的蛋白相对表达量为1, 比较各组间校正后的

目的蛋白相对表达量的关系. 每组实验取不同

批次细胞重复3次.
统计学处理 采用SPSS21.0统计软件分析, 

数据以mean±SD的形式表示, 多组比较采用

单因素方差分析, 而各组间的进一步两两比较

采用t检验. P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 BM-MSCs的提取、培养及流式鉴定 提取

的原代BM-MSCs细胞12 h后开始逐步贴壁, 随
着换液和传代, 造血细胞等杂质细胞越来越少, 
15 d左右传至第三代, 以均匀长梭形生长, 呈漩

涡状或平行排列, 具有典型的MSCs形态特征

(图1A, B).
流式结果表明: 95.5%的细胞表达CD90

而不表达CD45, 99.4%的细胞表达CD29而不

表达CD34, 95.0%的细胞表达RT1A而不表达

RT1B, 这说明我们提取的原代细胞培养至三

代获得纯的BM-MSCs(图2).
2.2 BM-MSCs向脂肪细胞和成骨细胞的诱导

分化 作为一种多能干细胞, BM-MSCs具有向

多种组织细胞分化的能力, 我们分离得到的

BM-MSCs在成脂或成骨诱导培养液中能分化

为脂肪细胞或成骨细胞, 脂肪细胞油红O染液

染色, 显微镜下观察到细胞浆内出现橘红脂滴

(图1C); 成骨细胞Von Kossa染色试剂盒染色, 
显微镜下观察到黑色钙盐颗粒沉积(图1D).

表  1  荧光定量PCR引物序列

     
引物名称                     序列(5'-3') 扩增大小(bp)

ZO-1 F: ACCTACCACCTCGTCGTCTG 128

R: CACTCTGTCTCCAGGTCCTTC

Occludin F: GACAGATTTGATGGAGGAC 265

R: GGCAATACCAAGCAGTTC

CX3CR1 F: GTCAACATCCTGGGCTTCG 226

R: CCCTCTTCATGCCACAACTAG

Human-β-actin F: CGTGACATTAAGGAGAAGCTG 501

R: CTAGAAGCATTTGCGGTGGAC

Rat-β-actin F: GCGTGACATTAAAGAGAAGCTG 500

R: AGAAGCATTTGCGGTGCAC

F: 上游引物,  R: 下游引物.
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■应用要点
目 前 研 究 表 明
BM-MSCs虽然
对损伤组织有修
复作用 ,  但大多
为其旁分泌发挥
作用 ,  而其组织
分化定向修复作
用由于其只有少
数到达受损部位
而难以发挥 ,  本
研究通过揭示趋
化因子受体提高
BM-MSCs对受
损组织的保护作
用 ,  为其应用临
床治疗提供实验
依据.

2.3 采用TNF-α成功建立肠黏膜上皮损伤模型

2.3.1 不同浓度(0、50、100及200 ng/mL)TNF-α
处理Caco-2细胞: 免疫荧光检测ZO-1蛋白表

达, 显微镜下ZO-1蛋白定位在细胞膜上, 0 ng/
mL TNF-α组ZO-1的绿色荧光比较明亮, 且连

续完整, 细胞间构成蜘蛛网状形态. 随着50、

100及200 ng/mL TNF-α浓度的增加, ZO-1荧
光的亮度逐渐减弱, 且100和200 ng/mL TNF-α
组出现细胞膜上ZO-1荧光的断裂及其完整性

的破坏(图3). Western blot结果显示, 在225、
59和37 kDa位置处依次出现ZO-1、Occludin
和GAPDH条带. 50、100及200 ng/mL组与0 
ng/mL组相比, ZO-1蛋白的表达量逐渐减少

(F  = 293.36, P <0.05)、Occludin 蛋白的表达

量亦逐渐减低(F  = 216.73, P <0.05), 呈浓度依

赖. PCR结果显示, 50、100及200 ng/mL组较0 
ng/mL组, ZO-1 mRNA的表达量逐渐减少(F  = 

A

B

C

D

图  1  BM-MSCs形态及诱导分化. A: BM-MSCs形态(×

100); B: 未诱导分化(×200); C: 成脂诱导(×200), 油红O染

色示细胞浆内出现橘红脂滴(箭头所示); D: 成骨诱导(×

200), Von Kossa染色见黑色钙盐颗粒沉积(箭头所示). BM-

MSCs: 骨髓间充质干细胞.
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图  2  BM-MSCs表面标记检测. A: CD45-PE, CD90-FITC; 

B: CD29-PE, CD34-FITC; C: RT1A-PE, RT1B-FITC. 

BM-MSCs: 骨髓间充质干细胞.
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■名词解释
紧 密 连 接 蛋 白
ZO-1: 为第一个
紧密连接相关蛋
白 ,  属于跨膜蛋
白, 可以连接咬合
蛋白Occludin和
肌动蛋白骨架的
作用, 是构成肠黏
膜上皮紧密连接
的重要成分之一.

140.00, P <0.05)、Occludin mRNA的表达量也

随之减少(F  = 1196.65, P <0.05)(图4). mRNA与

蛋白水平结果一致, 而100 ng/mL组与200 ng/
mL组对紧密连接蛋白的影响两者间差异无统

计学意义, 所以我们选用100 ng/mL为最终处

理浓度.
2.3.2 不同时间(0、12、24和48 h)100 ng/mL 
TNF-α处理Caco-2细胞: 使用TNF-α 100 ng/mL
处理Caco-2细胞12、24和48 h后, 随着处理时

间的延长, ZO-1免疫荧光亮度依次减弱, 蜘蛛

网状形态破坏逐渐严重, 细胞间紧密连接蛋白

排列不规则甚至断裂(图5). Western blot证实, 
100 ng/mL TNF-α处理12、24和48 h组与0 h组
相比, ZO-1(F  = 115.49, P <0.05)和Occludin蛋白

(F  = 86.12, P <0.05)的表达受抑制, 呈时间依赖. 
PCR检测结果提示, ZO-1(F  = 35.73, P <0.05)和
Occludin mRNA(F  = 17050.91, P <0.05)的表达

量均减少, 且处理时间越长减少越明显, 差异

有统计学意义(图6). 这些结果表明肠黏膜上皮

损伤模型建立成功, 而TNF-α 100 ng/mL处理

48 h为我们选用的最佳处理条件. 
2.4 观察BM-MSCs对受损Caco-2的影响 BM-
MSCs与Caco-2共培养对ZO-1、Occludin的
表达无影响. 而BM-MSCs与受损Caco-2共培

养后, ZO-1、Occludin蛋白的表达量较受损

Caco-2组均增加(t  = 12.77, P <0.05; t  = 14.71, 
P <0.05); ZO-1、Occludin mRNA的表达量也均

增加(t  = 7.40, P <0.05; t  = 13.02, P <0.05). 该
结果提示BM-MSCs对受损Caco-2有修复作用

(图7).
2.5 观察趋化因子受体CX3CR1对BM-MSCs
修复受损Caco-2的作用 与单纯BM-MSCs组比

较, BM-MSCs与Caco-2共培养时, CX3CR1蛋
白和mRNA的表达水平轻微增加, 但差异无统

计学意义; 而BM-MSCs与受损Caco-2共培养

后, CX3CR1蛋白表达增加(t  = 19.81, P <0.05), 
CX3CR1 mRNA的表达水平也明显增加(t  = 
12.27, P<0.05). 结果提示CX3CR1参与BM-MSCs
修复受损Caco-2的过程.

观察阻断CX3CR1的结果: Anti-CX3CR1-
BM-MSCs与受损Caco-2共培养后, ZO-1、
Occludin蛋白的表达量较阻断前相比减少(t  
= 4.98, P <0.05; t  = 3.02, P <0.05), 但高于受损

Caco-2组的表达量(t  = 11.81, P <0.05; t  = 14.92, 
P <0.05). 而ZO-1、Occludin mRNA的表达量

较阻断前相比减少(t  = 4.37, P <0.05; t  = 10.55, 
P <0.05), 但高于受损Caco-2组的表达量(t  = 
4.89, P <0.05; t  = 4.66, P <0.05). 这个结果说明

阻断CX3CR1影响BM-MSCs对受损Caco-2的
修复(图8).

C

BA

D

图  3  不同浓度TNF-α作用48 h时Caco-2细胞的ZO-1蛋白免疫荧光表达情况(×200). A: 0 ng/mL; B: 50 ng/mL; C: 100 

ng/mL; D: 200 ng/mL. TNF-α: 肿瘤坏死因子-α. 箭头示ZO-1蛋白. 
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■同行评价
本文探讨趋化因
子受体CX3CR1
对BM-MSCs修
复受损肠上皮细
胞的影响 ,  整个
课 题 工 作 量 大 , 
具有一定创新性
结果.
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图  4  不同浓度TNF-α作用48 h下ZO-1和Occludin蛋白及mRNA的表达水平. A: ZO-1和Occludin的Western blot条带; 

B: ZO-1和Occludin蛋白的相对表达量; C: ZO-1 PCR扩增曲线; D: ZO-1 PCR溶解曲线; E: Occludin PCR扩增曲

线; F: Occludin PCR溶解曲线; G: ZO-1和Occludin mRNA的相对表达量. aP<0.05 vs  0 ng/mL组. TNF-α: 肿瘤坏死因

子-α.

曹毅, 等. CX3CR1对骨髓间充质干细胞修复受损肠上皮细胞的影响



2015-08-18|Volume 23|Issue 23|WCJD|www.wjgnet.com 3677

3  讨论

各种炎症、应激、缺血缺氧、肠道肿瘤放化

疗处理都会导致肠上皮损伤, 肠上皮的损伤

主要表现在肠黏膜屏障受损. 肠黏膜屏障由机

械屏障、免疫屏障、化学屏障及生物屏障四

部分构成. 其中机械屏障在维护肠道功能上起

着至关重要的作用. 紧密连接是机械屏障的重

要组成部分, 主要有ZO-1、Occludin、肌动蛋

白β、咬合蛋白、钙黏蛋白等[17]. Caco-2细胞

具有微绒毛和紧密连接结构, 类似于分化的

人小肠黏膜上皮细胞, 被广泛用于肠道的功

能研究[19]. 
研究[16,20]显示, 炎性介质TNF-α能够通过

激活核因子-κB(nuclear factor-κB, NF-κB)引起

MLCK肌球蛋白酶表达增加及其轻链磷酸化; 
抑制ZO-1和Occludin mRNA表达, 导致肠黏膜

间紧密连接处通透性增加. 本研究利用50、
100及200 ng/mL TNF-α作用Caco-2细胞48 h以
及100 ng/mL TNF-α作用Caco-2细胞0、12、24
和48 h构建肠上皮损伤模型. 将紧密连接蛋白

作为观察对象, 探讨TNF-α的最佳处理浓度和

时间. 我们的结果提示随着TNF-α刺激时间的

延长以及刺激浓度的增高, 紧密连接蛋白ZO-1
和Occludin mRNA和蛋白表达降低, 荧光显示

出明显断裂. 当100 ng/mL TNF-α刺激48 h时, 

紧密连接蛋白的损伤已十分明显、且稳定, 并
与200 ng/mL TNF-α刺激效果无明显差异, 所
以我们选用100 ng/mL TNF-α处理48 h构建稳

定的肠上皮细胞炎性损伤模型.
间充质干细胞(mesenchymal stem cells, 

MSCs)是属于中胚层的一类具有高度自我更

新和多向分化潜能的干细胞, 广泛分布于全身

多种组织, 以骨髓中含量最高. BM-MSCs在病

灶部位能定向分化为软骨细胞[21]、骨骼肌和

心肌细胞[22]、神经细胞[23]、肝细胞[24,25]等, 在
肝纤维化[26]、急性胰腺炎[27]等多系统疾病治

疗中发挥作用. 有研究[6]表明, BM-MSCs可以

对异位肠道移植和肠道缺血灌注时造成的肠

黏膜屏障损伤产生修复作用. 但是BM-MSCs
的定向分化修复作用是在其到达受损部位的

前提下发挥的. 其中趋化因子及其受体的作用

对于BM-MSCs的迁移至关重要[28-31]. 趋化因

子是一类由蛋白质组成的小分子多肽, 目前

已发现50余种趋化因子以及20种趋化因子受

体[32]. CX3CRl作为一种趋化因子受体, 表达在

BM-MSCs表面, 能够促使间充质干细胞迁移

到受损脑组织、胰腺组织发挥作用[33,34]. 我们

为研究CX3CRl在BM-MSCs修复受损肠上皮

中所发挥的作用, 采用Transwell小室建立体外

趋化迁移模型, 发现BM-MSCs与Caco-2共培

C
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D

图  5  100 ng/mL TNF-α作用下不同时间点Caco-2细胞的ZO-1蛋白表达情况(×200). A: 0 h; B: 12 h; C: 24 h; D: 48 h. 

TNF-α: 肿瘤坏死因子-α. 箭头所示为细胞ZO-1蛋白表达情况.
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养, 不会对Caco-2上ZO-1和Occludin的表达造 成影响. 而BM-MSCs与受损Caco-2共培养后, 
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图  6  100 ng/mL TNF-α处理不同时间下的ZO-1和Occludin蛋白及mRNA的表达水平. A: ZO-1和Occludin的Western blot

表达; B: ZO-1和Occludin蛋白的相对表达量; C: ZO-1 PCR扩增曲线; D: ZO-1 PCR溶解曲线; E: Occludin PCR扩增

曲线; F: Occludin PCR溶解曲线; G: ZO-1和Occludin mRNA的相对表达量. aP<0.05 vs  0 h组. TNF-α: 肿瘤坏死因子-α.
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图  7  各个实验组中Caco-2细胞的ZO-1、Occludin蛋白和mRNA的表达. A: ZO-1和Occludin的Western blot条带; B: 

ZO-1和Occludin蛋白的相对表达量; C: ZO-1 PCR扩增曲线; D: ZO-1 PCR溶解曲线; E: Occludin PCR扩增曲线; F: 

Occludin PCR溶解曲线; G: ZO-1和Occludin mRNA的相对表达量. 1: Caco-2对照组; 2: Caco-2+BM-MSCs共培养组; 

 1          2          3        4          5        kDa

ZO-1

GAPDH

Occludin

GAPDH

225

37

59

37

A B

C D

E F

G

曹毅, 等. CX3CR1对骨髓间充质干细胞修复受损肠上皮细胞的影响



2015-08-18|Volume 23|Issue 23|WCJD|www.wjgnet.com 3680

ZO-1和Occludin的表达增加, 提示BM-MSCs
对受损Caco-2有修复作用. 对于CX3CRl, BM-
MSCs与Caco-2共培养对其表达无影响. 而BM-
MSCs与受损Caco-2共培养后, CX3CRl表达增

加. 该结果提示CX3CRl参与BM-MSCs趋化迁

移到受损肠上皮模型处发挥修复作用. 为进一

步验证CX3CRl的作用, 我们使用anti-CX3CRl
抗体预处理BM-MSCs后再与受损Caco-2共
培养, 此时ZO-1和Occludin的表达较未封闭

CX3CRl前减低, 进一步验证CX3CRl参与BM-

MSCs趋化迁移修复受损肠道组织的过程. 但
是本实验尚存在不足. CX3CRl被封闭后, ZO-1
和Occludin的表达量仍比受损Caco-2组表达增

加. 这个结果提示: (1)我们没有完全封闭BM-
MSCs上CX3CRl的表达. 接下来我们将继续

探讨CX3CRl的封闭浓度和时间; (2)由于封闭

CX3CRl不能完全阻断BM-MSCs对受损肠上

皮的修复, 提示尚存在其他细胞信号参与BM-
MSCs对受损肠上皮的修复.

本研究发现CX3CRl在BM-MSCs体外修

图  8  BM-MSCs表面趋化因子受体CX3CR1的表达水平. A: CX3CR1的Western blot条带; B: CX3CR1蛋白的相对表达量; 

C: CX3CR1 PCR扩增曲线; D: CX3CR1 PCR溶解曲线; E: CX3CR1 mRNA的相对表达量. 1: BM-MSCs对照组; 2: BM-

MSCs+Caco-2共培养组; 3: BM-MSCs+Caco-2+TNF-α损伤修复组. aP<0.05 vs  对照组. TNF-α: 肿瘤坏死因子-α; BM-

MSCs: 骨髓间充质干细胞.
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复受损肠上皮模型中的作用, 为我们临床上促

进移植BM-MSCs到达受损肠道组织从而提高

治疗效果提供线索. 但在体内是否存在类似作

用, 还有哪些细胞信号参与肠黏膜损伤下间充

质的修复, 这将是我们接下来研究的方向. 

志谢: 感谢天津市器官移植重点实验室为我提

供科学研究的平台.
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