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Ｈ ＩＶ－

１ 感染致肠道上皮紧密连接异常的分子机制

博士研宄生 ： 王凤杰

导师 ： 杨贵波 研究员

单位 ： 中 国疾病预防控制 中心性病艾滋病预防控制 中心

研宄背景

粘膜是包括人类免疫缺陷病毒在 内 的绝大多数病原体入侵机体的主要 门户 。

粘膜 固有免疫系统是阻止粘膜感染的天然屏障 ， 具有广谱抗感染能力 。 作为肠粘

膜屏障的重要组成成分 ， 肠道上皮的紧密连接结构可阻止病原微生物及其产物从

肠腔 内渗透进入粘膜组织 以及循环系统 。 肠道的紧密连接结构
一

旦被破坏 ， 就会

引 起肠腔 内有害物质及病毒组分的渗透 ， 进而 引 起炎症反应及粘膜系统的紊乱 ，

最终导致肠道乃至全身免疫系统的活化 。 虽然长期 的抗逆转录病毒治疗能够使

Ｈ ＩＶ－

１ 感染者体 内病毒载量得 以控制 ， 系统免疫活化处于较低水平 ， 但肠道屏障

损伤依然存在 ， 这使得 Ａ ＩＤ Ｓ 的治疗变得困难 。 了解 Ｈ ＩＶ－

１ 感染中肠道紧密连接

异常的分子机制对 Ｈ ＩＶ ／Ａ ＩＤ Ｓ 中肠道屏障损伤的预防及修复具有重要意义 。 虽然

已知肠道粘膜中 ＣＬＤＮ １ 、 ＣＬＤＮ ３ 、 ＯＣＬＮ 和 ＺＯ －

１ 等紧密连接蛋 白表达 、 分布

及调控在 Ｈ ＩＶ－

１ 和 Ｓ ＩＶ 感染中均发生异常 ， 但仍有多种在屏障功能的维持 中发

挥重要作用 的紧密连接蛋 白 的变化未见报道 ， Ｈ ＩＶ／Ａ ＩＤＳ 相关紧密连接异常的分

子机制 尚不清楚 。

作为紧密连接的主要胞外调控因子 ， １ Ｌ －

１ ７Ａ 和 ＴＮＦ －ａ 在 Ｈ ＩＶ－

１ ／Ｓ ＩＶ 感染的

肠粘膜中均表达异常 。 Ｉ Ｌ －

１ ７ ／ ＩＬ －

１ ７Ｒ 通路在维持粘膜免疫稳态 、 肠粘膜屏障完整

性 以及肠道微生物群的正常组成和功能 中发挥至关重要 的作用 ， 虽然 Ｓ ＩＶ 感染

中肠粘膜 几－

７ Ｚ４ 的表达与 多种紧密连接基因存在相关性 ， 但 ＩＬ －

１ ７ 家族其它因

子在 Ｈ ＩＶ ／Ａ ＩＤ Ｓ 中 的变化仍未见报道 。 Ｈ ＩＶ－

１ ／Ｓ ＩＶ 感染中肠道 Ｔｈ ｌ ７ 细胞的大量

损耗 、 相关炎症过程的激活 、 微生物移位的产生及病毒组分的存在均有可能是导

致肠道粘膜屏障功能异常的重要 因素 ， 但 Ｉ Ｌ －

１ ７ 、 ＴＮ Ｆ －

ｃｔ 等 炎症 因子 、 微生物移

位 以及这些 因素 的联合作 用对肠道屏障功能的影响仍知之甚少 。 为此 ， 本文系统

１
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地观察 了ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴 （ ＨＩＶ－

１ 感染动物模型 ） 肠道 中 多种紧密连接

相关基因表达的变化及其与 Ｉ Ｌ －

１ ７ 家族细胞因子表达的相关性 ； 建立体外肠道上

皮细胞屏障模型研宄 了ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 对 Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ
ｌ ４０ 介导 的肠道上皮屏障损

伤的影响 ； 并探讨 了 在炎症因子 ＴＮＦ －

ｏｔ 和微生物移位的标志物 ＬＰ Ｓ 存在时 ，

Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ ／ ＩＬ －

１ ７Ｆ 对上皮细胞屏障功能及紧密连接相关蛋 白表达的影响 。

研宄方法

１ ． 建立实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 方法检测正常和 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ Ｉ Ｖ 感染的恒河猴

（ Ｈ ｌＶ－

丨 感染动物模型 ） 肠道 中 ＣＸＺＷ２ ，
？

／ ，５ ，７ ，Ａ 几 ７ ２ ， 以 ， ７ ５ 等 多种

紧密连接相关基因 的 ｍＲＮＡ 水平 以及 ／Ｚ －

／ Ｚ４／／Ｉ －

７ ７Ｆ 及其受体的 ｍＲＮＡ 水平 ，

利用统计学方法分析紧密连接相关基因与 Ｚ４／／Ｌ －

７ ７Ｆ／／Ｚ －

／ ７／？ｍＲＮＡ 水平之间

的相关性 。

２ ． 利用 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 嵌入式培养皿构建体外上皮细胞屏障模型 （ Ｃ ａｃｏ －２ 细胞 ） ，

利用测量屏障单层跨膜电阻值和 Ｆ ＩＴＣ －Ｄｅｘｔｒａｎ 透过率的方法评价 Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０

存在时 Ｃ ａｃｏ －２ 细胞的屏障功能 ， 并利用实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 方法检测 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ 存在时紧密连接相关基因 ｍＲＮＡ 水平 。

３ ． 通过实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 的方法检测 ＩＬ －

１ ７Ａ 、 ＩＬ －

１ ７ Ｆ

及 Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ
ｌ ４０ 单独或联合作用 下紧密连接相关基因 的表达 ； 通过 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ

的方法检测 ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ：ＩＬ －

１ ７Ｆ 作用 下 ＮＦ －ｋＢ
ｐ

６ ５ 和 ＭＡＰＫ
ｐ６８ 总蛋 白及磷酸化蛋

白 的表达 ， 利用 特异 ｓ ｉＲＮＡ 干扰及 ＢＡＹ １ １
－

７０ ８２ （ ＮＦ －ｋＢ 选择性抑制剂 ） 、

Ｕ ０ １ ２ ６（ ＭＡ ＰＫ 选择性抑制剂 ） 确定参与 丨 Ｌ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 调控紧密连接相关基

因表达的信号通路 。

４ ． 通过实时荧光定量 ＲＴ－ ＰＣＲ 方法检测正常和 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ Ｉ Ｖ 感染恒河猴肠逬

中 ７７ＶＦ－

ＣＣｍＲＮＡ 水平及肠系膜淋巴结中 ７估 基因 的水平 ， 分析 ７ＷＦ－

ａ 与病

毒载量及 ／Ｉ －

／ ７／？ｍＲＮＡ 水平之 间 的相关性 ； 利用 实时 荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 和

Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 的方法检测在 ＬＰＳ＋ＴＮ Ｆ －ａ 、 ＩＬ －

１ ７Ａ ／ ＩＬ －

１ ７Ｆ 单独及联合作 用 下 ７／？

和 紧密连接相 关基 因 及 蛋 白 的 表达水平 ， 并利 用 细胞 免疫荧光 的方法检 测

ＬＰＳ＋ＴＮＦ －

ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ａ 联合作用下紧密连接蛋 白 Ｚ０ －

１ 的表达水平 。

２
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研宄结果

１ ．ＳＨ １Ｖ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道粘膜 屮 紧密连接相关基因 ＣＬＤＭ５ ，５ ， ／ ７ ，

７２ ， ７ ４ｍＲＮＡ 水平显著低于正常动物 。 感染动物肠道粘膜中 ＣＬＺＷ５ 和 ＣＺＤｔＶＳ

ｍＲＮＡ 水平是正常动物 中 的 １ ／２ ，ＣＺＺ）；Ｗ八 ／ ２ ， Ｗ ｍＲＮＡ 水平是正常动物 中 的

２／５ 。 ７ ， ７ ５ｍＲＮＡ 在正常和感染动物肠道中没有 明显差异 。 在感染动

物中 ＣＬＣＷ５ ， ７ ２ ， Ｍ ｍＲＮＡ 水平两两之间存在显著正相关性 。

２ ．ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染动物肠道粘膜 中 ｍＲＮＡ 是正常动物 中 的 １ ／ １ ６３ 倍 ，

且感染动物 中 分别与 ＣＺＺＷ５ 、 ＣＬＤｉＷ ／ ｍＲＮＡ 均存在正相关 ； 感染动物

肠道 中 ／Ｕ ７Ｆ ｍＲＮＡ 是正常动物 中 的 ２ ． ７ 倍 ；
几－

７ ７兄４／／Ｌ －

／ ７／？Ｃ ｍＲＮＡ 是正常动

物中 的 ５
？

６ 倍 。 感染动物 中 ／Ｌ －

／ ７Ｆ 与 ＣＺＺＷ５ ，Ｓ ，７ ／ ， ／ ２ ， Ｗ ｍＲＮＡ 水平均存

在负相关性 ；
／Ｉ －

／ ７／Ｌ４ 分别与 ＣＺＺＷ３ ， ５ ， ５ ， ７ ２ ，／４ ｍＲＮＡ 水平呈正相关性 ；

／Ｚ －

／ ７ｉ？Ｃ 分别与 ＣＸＤ７Ｖ７
，

２ ，３ ，７ ， ７ ５ ｍＲＮＡ 水平呈正相关性 。

３ ．Ｈ ＩＶ－

１
ｇｐ

ｌ ４０处理２４ｈ后Ｃａｃｏ －２跨膜 电阻值降低 了３ ０
？４０％ ，Ｆ ＩＴＣ －Ｄｅｘｔｒａｎ

的透过率增加 了 约 ５ ０％ ， 并伴随着 ２ ，３ ，４ ， ５ ，７ ， ＜？ ， ＯＣｉｉＶ 和 ＺＯ－

７

等紧密连接相关基因下调表达 了２
￣

３ ． ５ 倍 。 ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ通过协 同上调 、

ＯＣＸ＃ 和 ＺＯ－

７ 等紧密连接蛋 白 的表达阻止 Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０ 对肠道上皮细胞屏障的

损伤 。 当 ＩＬ －

１ ７Ａ 不存在时 ， ＩＬ －

１ ７Ｆ 单独作用对上皮屏障功能有
一

定的促进作用 ，

但没有统计显著性 。 ｓ ｉＲＮＡ 抑制 ｄ ｃ＂ 的表达后 ， ＩＬ－

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 介导 的 ＯＣＩＪＶ

和 ＺＯ－

７ 转录和蛋 白水平均较 ｓ ｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏ 丨 组发生显著下调 。 ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ

对紧密连接相关基因 的调控伴随着 ＩＬ －

１ ７Ｒ 下游信号通路 ＮＦ －ｋＢ 和 ＭＡＰＫ 的活

化 ， ＮＦ －ｋＢ 选择性抑制剂 ＢＡＹ １ １
－

７０ ８ ２ 对 ＯＣｉｉＶ 和 Ｚ （９－

７ 的表达均有抑

制作用 ， 而 ＭＡＰＫ 激酶 ＭＥＫ １ ／２ 抑制剂 Ｕ０ １ ２ ６ 仅对 ＺＯ－

／ 的表达具有明显 的抑

制作用 。

４ ．ＳＨ Ｉ Ｖ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道 中 发生微生物移位 ， 感染动物肠道 中 Ｚ７ＶＦ－ａ

ｍＲＮＡ 水平是正常动物 的 ２ 倍 ， 且感染动物 中 ７ＷＦ－

０Ｃ 分别与病毒载量 、几－

／ ７兄４ 、

／Ｚ －

／ ７ＷＣｍ ＲＮＡ 水 平 存 在 正 相 关 性 。 在 体 外 细 胞模 型 中 ， ＬＰＳ＋ＴＮ Ｆ －

ａ 与

ＩＬ －

１ ７Ａ ／ Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ 联合促进 Ｃａｃｏ
－２ 细胞中 几－

／ ７似 和 ／Ｕ ７ＡＣ 的表达 。 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０

单独作用 能够抑制 ／Ｚ －

／ ７７？ 的表达 ， 但 Ｌ ＰＳ＋ＴＮ Ｆ －

ｏｕ 丨 Ｌ －

１ ７Ａ ／ １ Ｌ －

１ ７ Ｆ 存在时 ， Ｈ ＩＶ－

１

３
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ｇｐ 

１ ４０ 与 ＬＰＳ＋ＴＮＦ －ａ 、 ＩＬ －

１ ７Ａ／ＩＬ －

１ ７Ｆ 的联合作用依然能显著上调 ／Ｚ －

／ ７／Ｍ 和

／Ｚ －

／ ７ＡＣ 的表达 。

５ ．ＬＰＳ＋ＴＮＦ －

ｏｔ能够轻微上调Ｃ ａｃｏ
－２细胞 中ＣＸＺＷ／ ， ２ ，３ ， 矣７ ， ＂ 及ＺＯ －

７

ｍＲＮＡ 的表达 ， 但不影响 ＣｉＸ ）７Ｗ２ ，７ ４ ， ／ ５ 和 ＯＣｉＷｍＲＮＡ 的表达 。 此外 ，

ＬＰＳ＋ＴＮ Ｆ －

ａ 对 ＣＸＺＷ５ 、 ＣＺＺＷＳｍＲＮＡ 表达具有
一

定 的抑制作用 。 在 丨Ｌ －

１ ７Ａ 存

在时 ， ＬＰＳ＋ＴＮＦ － ａ 对肠道上皮细胞屏障功能及紧密连接蛋 白 ＣＬＤＡ７ 、 ＣＴＵ

和 ＺＯ－

７ 表达的促进作用大于单独作用之和 。在 ＩＬ －

１ ７Ｆ 存在的情况下 ， ＬＰＳ＋ＴＮ Ｆ －

ａ

不能够显著促进肠道上皮细胞屏障功能 。 ＬＰＳ 、 ＴＮ Ｆ －

ｃｃ 及 丨 Ｌ －

１ ７Ａ 协同促进紧密

连接相关蛋 白表达的过程伴随着 Ｉ Ｌ －

丨 ７Ｒ 下游信号通路 Ｎ Ｆ －ｋ ＪＢ 和 ＭＡ ＰＫ 的活化 。

Ｎ Ｆ －ｋＢ 选择性抑制剂 ＢＡＹ  １ １
－

７ ０８２ 对 ＣＺＺＷ八 和 ＺＯ－

／ 表达均有 明 显 的

抑制作用 ；
ＭＡＰＫ 激酶 ＭＥＫ １ ／２ 抑制剂 Ｕ ０ １ ２６ 对 ＣＺＺＷ３ 和 ＺＯＪ 的表达有 明显

的抑制作用 ， 但对 ＣＸＣＷｉ 表达无 明显影响 。

结论

在 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道 中 ，
ＣＺＤＡ＾５

，＆ｉ ｉ ，
７２ ， 以 等多种紧密连

接相关基因均发生 了 显著下调 ， Ｈ ＩＶ－

１ｇＰ １ ４０ 能够直接破坏肠道上皮细胞屏障的

完整性 ， 病毒及其蛋 白组分的存在可能是导致肠道屏障功能破坏 的直接原 因 。

ＬＰＳ＋ＴＮＦ － ａ 与 ＩＬ －

１ ７Ａ 在对肠道上皮屏障功能及紧密连接蛋 白表达的促进 中 具有

协同作用 。 虽然 Ｈ ＩＶ ／Ａ ＩＤＳ 感染伴随着肠道微生物移位的发生 （ ＬＰ Ｓ 的存在 ） 和

／Ｌ －

／ ７Ｆ 、 等细胞因子的上调表达 ， 但这些因素仅对肠道屏障功能的保护产

生微弱 的促进作用 ， 肠粘膜中 Ｔｈ 丨 ７ 细胞的缺失及 ／Ｚ －

／ Ｚ４ 水平降低可能是造成屏

障功能损伤及不 易恢复的重要原因 。 这些结果扩展 了对 Ｈ ＩＶ ／Ａ １Ｄ Ｓ 中 肠道屏 障损

伤机制的认识 ， 提示针对 Ｔｈ ｌ ７ 细胞缺失 的额外治疗方法修复肠道屏 障功能的可

能性 。

关键词 ： 肠道粘膜屏障 ， 紧密连接 ， １ Ｌ －

１ ７ ，Ｈ ＩＶ－

ｌ ｇＰ １ ４０ 蛋 白

４



中 国疾病预 防控制 中 心 博士学位 论文


英 文摘要

Ａｂｓ ｔ ｒａ ｃ ｔ

Ｍ ｏ ｌ ｅｃｕ ｌａ ｒｍ ｅｃｈａｎ ｉ ｓｍ ｓｏｆ ｉ ｎ ｔｅｓ ｔ ｉ ｎ ａ ｌｅｐ ｉ ｔｈ ｅ ｌ ｉａ ｌｔ ｉｇｈ
ｔ
ｊ
ｕ ｎ ｃ ｔ ｉｏｎ
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－

ｉｎｆｅｃ ｔ ｉ ｖｅｅ ｆｆｅ ｃ ｔ ｓ ．Ａ ｓｔｈ ｅ

ｍ ｏ ｓ ｔ ｉｍ
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？
、 ｔ
十

前 ｇ

粘膜是
一

层 内衬于与外界相通的腔体或通道且能够分泌粘液的体表结构 ， 其

表面积约为皮肤的 ２ ００ 倍 ， 是机体最大 的组织器宫 。 粘膜主要定位于 胃 肠道 、 泌

尿生殖道 、 呼吸道及
一

些外分泌腺 ， 是包括人类免疫缺陷病毒在 内 的多种病原体

入侵机体的主要 门户 。 研究表明 ， 艾滋病 、 呼吸道感染类疾病 、 腹泻 、 结核及麻

疹等疾病 皆主要 由相应的病原体通过粘膜感染宿主
［

】
，
２

］
。在 Ｈ ＩＶ－

１ 传播过程中 ，

生殖道分泌物及母乳 中 的病毒粒子可 以通过直接感染粘膜上皮细胞 、 胞吞作用 、

细胞旁路渗透 、 朗格汉斯细胞 ／树突状细胞的捕获等 四种途径进入粘膜并与宿主

靶细胞接触 ， 建立局部感染 ， 进而将病毒或 已感染细胞向机体扩散 ， 最终在宿主

体 内建立系统性感染
［
３

，４ ］
。 对 Ｈ ＩＶ－

１ 感染的病理过程研究发现 ， 感染者的疾病

进展与粘膜屏障损伤密切相关
［
５

－

７
］

， 粘膜损伤所导致的微生物移位进而 引 起的系

统免疫活化是艾滋病疾病进程中 的主要推动力 ［
８

，９ ］
。 事实上 ， 除 了少数病原体

是通过动物叮咬 、 注射 、 输血等途径入侵外 ， 大部分病原体都通过粘膜途径入侵

机体 ［
１ ０

］
。

胃 肠道粘膜作为人体最大的粘膜系统除 了 消化吸收功能之外 ， 还具有强大的

抵御有害微生物及毒素的功能 。 但其表面上皮细胞巨大的表面积及复杂 的隐窝和

绒毛结构 ， 也为传染性病原体的定植和入侵提供 了便利的条件 。 在正常生理条件

下 ， 肠道具有较为完善的粘膜屏障功能 ， 肠道上皮层作为高度选择性的吸收表面

同时也成为微生物入侵时非常有效的隔离带 ， 能够将肠腔 内物质与机体 内环境隔

离开来 ， 防止肠腔 内细菌 、 有毒物质和食物抗原等侵入粘膜组织 ， 维持机体 内环

境的稳定
［

１ １

］
。 肠粘膜屏障

一

旦受损 ， 肠道 中 的致病微生物和毒素便可突破屏障

进入 门静脉和淋巴系统 ， 引 起肠道微生物移位 ， 进而发展为全身性炎症反应甚至

多器官功能衰竭综合征
［

１ ２
］

。

１ 肠道粘膜屏障的构成

所有潜在的有害病原微生物都必须克服物理 、 化学 、 免疫学防御屏障才能够

完成在肠道中定植和感染 ， 同样 ， 宿主必须建立强大 的防御系统 以抵抗病原复杂

的入侵策略 。 肠道粘膜屏障 由包括分泌型抗体 、 肠相关淋 巴组织在 内 的免疫屏障

和包括机械屏障 、 化学屏障 、 生物屏障在 内 的非 免疫屏障构成 ， 共 同对抗潜在病

１ ３
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前言

原的入侵 。

１ ． １ 获得性免疫屏障

免疫屏障 由 肠相关淋巴组织和弥散免疫细胞组成 ， 肠相关淋巴组织富含淋巴

细胞 ， 主要分布于淋巴小结 、 固有层和肠上皮细胞之间 。 固有层 中 的 ＣＤ４
＋

和 ＣＤ ８

＋

Ｔ 淋巴细胞在抗原刺激后产生很弱 的增殖过程 ， 但却能大量分泌 ＩＦＮ－

Ｙ 、 ＩＬ －４ 、 Ｉ Ｌ －

５

等细胞因子 。 上皮 内淋巴细胞 以 ＣＤ ８

＋

Ｔ 细胞为主 ， 分泌 ＩＬ －２ 、 ＩＬ－

３ 、 ＩＬ －４ 、 ＩＬ －

５ 、

ＩＬ －

１ ０ 、 Ｉ ＦＮ －

ａ 和 Ｉ ＦＮ －

ｙ 等细胞因子或产生不 同的细胞毒作用 ， 对抗致病原并促进

粘膜损伤的愈 合
［

１ ３
］

。 Ｐｅｙ ｅ ｒ 淋巴结 （ Ｐｅｙｅｒ
’

ｓ Ｐａ ｔｃｈｅ ｓ ） 是淋巴细胞发生初始免疫

应答的主要场所之
？

， 足免疫应答的诱导和活化部位 ， 它能够调节并启动粘膜的

Ｉ

ｇＡ 免疫 ， 参与 免疫排斥反应 ， 增加细胞毒性 Ｔ 细胞的数量
［

１ ４
］

。 上皮细胞中存

在 的微皱褶细胞 （ Ｍ 细胞 ） 能够摄取抗原并将抗原转移给抗原递呈细胞 。 肠 巨

嗤细胞也具有抗原呈递和吞嗟灭菌 的功能 。 此外 ， 分泌型 ＩｇＡ（ Ｓｅｃ ｒｅ ｔｏ ｒｙ
Ｉ
ｇ
Ａ ，

Ｓ ＩｇＡ ） 作为 胃 肠道粘膜表面主要免疫效应分子 ， 是防御病菌在肠道粘膜粘附和

定植的第
一

道防线 ， 它能够防止细菌粘附 ， 与补体 、 溶酶体协 同杀灭病菌 ， 并促

进含 Ｆｃ 受体的细胞的吞噬功能 ， 对 胃肠道粘膜防御起重要作用
［

１ ５
］

。

１ ．２ 固有免疫屏障

机械屏障 由肠粘膜表面黏液层 、 肠道粘膜上皮细胞及细胞间紧密连接等组成 ，

其中肠上皮细胞主要包括吸收细胞 、 杯状细胞和潘氏细胞 。 上皮细胞的质膜近肠

腔侧 的侧表面与相邻的细胞形成紧密连接复合体 ， 只 允许水分子和水溶性小分子

物质有选择性的通过 。 杯状细胞能够与病原微生物竞争抑制肠道粘膜上皮的黏附

素受体 ， 从而抑制病原微生物在肠道的粘附定植 ， 预防小肠细菌过度增生和肠源

性感染 ， 此外 ， 杯状细胞所分泌的粘液糖蛋 白能够阻止消化酶和有害物质对消化

道上皮细胞的损害 。 潘 氏细胞对细菌具有
一

定的吞噬能力 ， 其分泌的溶菌酶 、 天

然抗生素肽 及 防御素在抑制肠道微生物移位和 防止肠源性感染中发挥重要作用

［
１ ６

］
。

胃 肠道分泌的 胃 酸 、 胆汁 、 消化酶 、 粘多糖 、 溶菌酶和抗菌肽等构成 了肠道

的化学屏障 。 胃 酸能够抑制细菌在 胃肠道上皮的粘附和定植 ； 胆汁 中 的胆汁酸盐

可与 内 毒素结合形成复合物从而阻止其吸收 ； 肠道分泌的大量消化液可稀释毒素 ，

冲洗清洁肠腔 ， 使潜在的肠道致病菌难 以粘附到肠上皮 ； 溶菌酶能够通过破坏细

１４
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菌细胞壁使细菌裂解 ； 粘液 中 的补体成分可增强溶菌酶和免疫球蛋 白 的抗菌作用

［
１ ７

］
。

肠道是人体最大的细菌库 ， 寄居的微生物数量为 １ ０
１ ３
？

１ ０
１ ４

个 ， 其 中 ９９％左

右为专性厌氧菌 。 肠道 内 数量 、 分布相对恒定 的常驻菌群形成 了
一

个相互依赖又

相互作用 的微生态系统 ， 即肠道 的生物屏障
［

１ ８
］

。 专性厌氧菌通过粘附作用 与肠

上皮紧密结合 ， 被糖衣包被并形成菌膜群 ， 可竞争性抑制肠道中致病菌与肠上皮

的结合 ， 从而抑制致病菌在肠道的定植和生长 ， 同时 ， 专性厌氧菌还能够分泌醋

酸 、 乳酸和短链脂肪酸等 ， 降低肠道 ｐ
Ｈ 值并与致病菌竞争利用营养物质 ， 从而

抑制致病菌的生长 。 需氧菌和兼性厌氧菌游离于肠腔 内 ， 形成菌腔群 。 肠道菌群

之间保持着稳定的 比例 ， 构成
一

个相互作用 、 相互依赖的微生态系统 。 肠道的生

物屏障能够拮抗致病菌 ， 减少肠道 内某些有毒物质对肠粘膜的损害 ， 此外 ， 肠道

微生物能够激活肠道免疫系统活性 ， 增加 Ｓ Ｉ
ｇ
Ａ 和 Ｉ

ｇ
Ｍ 的分泌 ， 产生抑菌肽抑制

外来菌的生长
［
１ ９

］
。

２ 肠道上皮紧密连接结构

上皮细胞之 间 的连接是维持上皮组织结构和功能的重要基础 ， 其连接方式主

要包括紧密连接 、 粘附连接 、 缝隙连接和桥粒连接 。 对肠道粘膜上皮而言 ， 细胞

间最主要的连接方式即为紧密连接 ［
２０

］
。 肠粘膜上皮屏障是选择性渗透的 ， 肠上

皮细胞间 的紧密连接结构是维持屏障机械结构完整性和肠粘膜正常功能的基础 ，

是肠粘膜屏障最重要的组成成分 。 该结构是 由连接相邻细胞并封闭细胞间 间 隙的

分子构成的胞间屏障结构 ， 广泛存在于上皮细胞之间 ， 呈箍状环绕细胞
［
２ １

］
。 紧

密连接结构除 了具有机械连接作用外 ， 更重要 的是对细胞顶部和 间 隙的封 闭作用 ，

防止细胞外的分子在细胞底面与基面和侧面 自 由扩散 。

２ ． １ 紧密连接结构的组成

紧密连接是多种分子形成 的结构和功能的复合体 ［

２２
，２ ３ ］

， 主要包括跨膜蛋

白 以及胞质 内 蛋 白 等 。 根据分子结构不 同跨膜蛋 白可分为单跨膜区 蛋 白 （ ＪＡＭ 、

Ｃ ｒｂ３ 、 ＣＡＲ ） 、 三跨膜区 蛋 丨

：
丨

（ Ｂ ｖ ｅ ｓ ） 以及含有 ＣＬＤＮ 和 ＴＡＭ Ｐ 家族的 四跨膜区

蛋 白 （ Ｃ ＬＤＮ ｓ 、 ＯＣ ＬＮ 、 ｔ ｒ ｉ ｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ｉ ｎ 、 Ｍ ａ ｒｖｅ ｌ Ｄ ３ ） ， 胞质 内 蛋 白包括ＺＯ －

１ 、 ＺＯ －２ 、

２０ －

３ 、 ７ ｝＾６ 、 「３ １？ １ ３ 、 以５３ １３ 、 １＾叩 １ １ １ １ １１ 、 ５
＞

＾

１耶 １ ６ １＾ １１ 、 八 卩 －

６ 等
［
２４

，

２ ５
］

。

ＣＬＤＮ 蛋 白 楚紧密连接的主要骨架蛋 白 ， 其分布具有种属和组织特异性 ，

１ ５
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ＣＬＤＮ １ ３ 表达于啮齿类动物但不表达于灵长类动物 ， 肠道 中可表达多种 ＣＬＤＮ

蛋 白 （ ＣＬＤＮ ］
，２ ， ３ ，４ ，５ ， ７ ， ８ ， １ １ ， １ ２ ， １ ４ ， １ ５ ） ， 而ＣＬＤＮ ９则选择性的

表达于耳蜗 内 ［
２６

，
２７

］
。 人类 ＣＬＤＮ 蛋 白 多达 ２７ 种 ， 每个 ＣＬＤＮ 蛋 白 由 ２０７

－

３ ０５

个氨基酸残基组成 ， 氨基和羧基末端均存在于细胞 内部
［
２２

］
。 ＣＬＤＮ 具有 四个跨

膜结构域 ， 形成两个长度不等的胞外环结构 ， 不 同 ＣＬＤＮ 分子胞外环的氨基酸

序列具有高度的保守性 。 ＣＬＤＮ 可直接与胞质 内 蛋 白 （ ＺＯ －

１ 、 ＺＯ －

２ 、 ＺＯ －

３ ） 、 膜

相关蛋 白 的鸟苷酸激酶 同工酶及富含 ＰＤＺ（ Ｐｏ ｓ ｔ
－

ｓｙｎａｐ ｔ ｉｃｄ ｅｎ ｓ ｉ ｔｙｐｒｏ ｔｅ ｉ ｎ
－９ ５ 、 Ｄ ｉ ｓｃ ｓ

ｌ ａｒｇｅ 、 Ｚｏ ｎ ｕ ｌ ａ Ｏｃｃ ｌ ｕｄ ｅ ｎ ｓ
－

ｌ ） 结构域的蛋 白 相互作用 ， 并 间接同 Ａ Ｆ －

６ 和菌环蛋 白

作用 ， 维持栅栏和屏障功能
［
２ １

，
２ ８

］
。

紧密连接中 另
一

个重要的组成蛋 白是 ＺＯ －

１ ， 该蛋 白 属于膜连接鸟苷酸激酶

蛋 白 家族 ， 此家族成员 多位于胞间连接处并通过胞外信号转导途径与细胞骨架相

互作用 。 自 １ ９８ ６ 年首次发现该蛋 白 以来 ， 其结构和功能
一

直备受关注 。 ＺＯ －

１ 广

泛表达于所有脊椎动物的紧密连接结构 ， 它与 同源体 ＺＯ －２ 和 ＺＯ －

３
—

起搭建具

有连接作用 的脚手架样平 台 ， 不仅能够参与调节细胞 内物质 的转运 ， 维持上皮极

性
［
２９

］
， 而且在细胞的增殖和分化 以及肿瘤细胞的转移中都发挥 了重要作用 。

２ ．２ 紧密连接的功能

柱状上皮细胞顶端的紧密连接结构 ， 可 以封闭细胞间隙 ， 使相邻细胞间紧密

贴合并将细胞间隙与肠腔分隔 。 肠道上皮紧密连接形成细胞旁选择性渗透屏障 ，

既能够阻止有害物质或病原性抗原进入机体 ， 同时又调节大分子物质和离子的细

胞旁转运 ， 允许离子 、 溶质分子等通过细胞间隙 自 由进入 ， 调控细胞形成独特的

化学梯度和 电渗透梯度维持机体的 内稳态 ［
３ ０

］
。 在病理状态下 ， 紧密连接蛋 白 能

够收缩并 向胞质 中移动 ， 细胞间孔隙增大 ， 从而导致毒素 、 大分子物质及细菌移

位 ， 使肠黏膜屏障丧失其选择性渗透功能 。 肠道细胞上皮顶侧和基侧膜的蛋 白质

和脂质 的构成存在差异 ， 与基侧膜的结构不 同 ， 顶侧膜的磷脂成分相对缺乏 ， 但

富 含鞘糖脂和胆 固醇 ， 鞘糖脂可通过分子间 的 Ｈ 键相互连接 ， 从而维持肠粘膜

的硬度 和 不可通透性 ， 保护机体免受有害物 质 的入侵
［
３ １

］
。 紧密连接结 构 中

ＣＬＤＮ ｓ 和 ＯＣ ＬＮ 等跨膜蛋 白 的存在限制 了 以紧密连接为界的上皮细胞顶侧和基

侧膜上脂质 的 自 由流动 ， 体现了 紧密连接的栅栏功能
［
３ ２

］
。

除此之外 ， 紧密连接结构在维持细胞极性中也发挥着重要作用 。 细胞极性主

１ ６
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要 由胞 内脂质 的变化决定 ， 是上皮细胞的重要特性之
一

， 细胞极性与紧密连接结

构的变化呈现 同时相性
［
３ ３

］
。 紧密连接结构将细胞分为两个完全不 同 的液性空间 ，

即顶部的脂质 区 和基底部的蛋 Ａ成分 区 ， 保证 了 不同 的受体和转运体等膜分子被

定位在各 自 的局 限功能 区域
［
３４

］
， 从而维持细胞极性 。 此外 ， 紧密连接还能够参

与细胞增殖的调控Ｐ ５
］

。

２ ．３ 紧密连接的调控

紧密连接相关蛋 白通过复杂 的相互作用形成
一

个处于动态变化 中 的结构和

功能复合体 。 相邻细胞的跨膜蛋 白分子通过胞外 区 的特殊结构相互作用形成选择

透过性屏障 ， 跨膜蛋 白 的胞质 区通过胞质 内连接蛋 白 与细胞骨架相连形成功能完

整的结构 。 紧密连接相关基因 的表达及紧密连接蛋 白 的组装受多种分子的精密调

控 ， 包括多种基因在转录水平 ， 转录后及蛋 白水平的调控 。

紧 密 连 接 基 因 表 达 的 主 要 调 控 因 子 及 通 路 包 括 ＴＮＦ －ａ／ＮＦ －

ｉｃＢ 和

ＴＧＦ －

Ｐ
－ Ｓｍａｄ／Ｓｎａ ｉ ｌ通路 ， ＰＰＡ １Ｕ 、 ＳＰ １ 、 ＨＮＦ －

ｌ ａ 、 ＨＮＦ －４ａ 、 ＣＤＸ １ 、 ＣＤＸ２ 、 ＧＡＴＡ －４

和 Ｇ ｒｈ ｌ ２ 等分子也参与 了ＣＸＤｉＶ 转录水平 的调控 。 有报道指 出 ， ＲＮＡ 结合蛋 白

（ ＨｕＲ 、 ＣＵＧＢ Ｐ １ 、 Ｔ ＩＡＲ ） 和ｍ ｉＲＮＡ（ ｍ ｉＲ －

９ 、 ｍ ｉＲ－

１ ２２和ｍ ｉＲ －２ １ ２等 ） 参与 了

紧密连接蛋 白基因 的转录后调节
［
３ ６ －

３ ８
］

。 紧密连接相关基因翻译后 的调控主要涉

及蛋 白 质 的磷酸化 、 棕榈酰化 、 糖基化及泛素化
［
２２

，３ ９ ，
４０

］
。 紧密连接蛋 白 的磷

酸化在紧密连接结构的组装和屏障功能的维持 中 具有重要的调节作用
［
４ １

，４２ ］
。

在 ＣＬＤＮ 和 ＯＣＬＮ 等紧密连接相关蛋 白分子中存在包括 ＰＫＣ 、 ＰＫＡ 、 ＭＡＰＫ 、

ＷＮＫ 、 ＭＬＣＫ 、 ＲｈｏＫ 和酪氨酸激酶等的磷酸化位点 。 己知 ＣＬＤＮ １ 含有丝氨酸

和酪氨酸磷酸化位点
［
４３

，

４４
］

， ０＾＾ ３
［
４５

］
、 ０＾撕

［
４６

］
、 ０＾犯

［
４７

］
的磷酸化位

点也有报道 。

紧密连接也可 以受到 多种胞外因素的调控 ， 包括细胞因子 、 生长因子 、 病原

微生物及其产物 、 食物成分等 。 目 前 己知的能够提高肠道上皮紧密连接通透性的

细胞因子和生长Ｗ子有 Ｉ ＦＮ －

ｙ 、 ＴＮ Ｆ －

ｏｕ 丨 Ｌ －

ｉ

ｐ
、 Ｉ Ｌ －４ 、 ＩＬ －６ 和 ＩＬ －

１ ３ 等 ， 能够降

低肠道紧密连接通透性或恢复损伤 的细胞因子和生长因子包括 １ Ｌ －

１ ０ 、 丨 Ｌ －

１ ７ 、

ＴＧ Ｆ －

Ｐ 和 ＥＧ Ｆ 等 ， 这些细胞因 子可 以通过影响紧密连接蛋 白 的表达和分布等影

响紧密连接的功能
［

４ ８
－

５ １

］
。 影响紧密连接的病原体较多 ， 包括霍乱弧菌 ， 肠致病

性大肠杆菌 ， 肠 出血性大肠杆蘭 、 产气荚膜梭菌等
［
５ ２

，５ ３
］

。 氨基酸 、 多肽 、 维

１ ７
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生素和益生菌等营养物质也可 以影响紧密连接的结构和功能 ［
５４

，５ ５ ］
。

２ ．４ 与紧密连接异常有关的疾病

人类 多种肠道性疾病的发生与紧密连接的功能异常有关 ， 肠上皮细胞紧密连

接的变异 、 减少 、 缺失导致细胞间 隙通透性增加 ， 细菌 、 毒素 、 大分子物质便可

通过紧密连接进入机体循环 ， 导致疾病 的产生 ， 如克罗恩病
［
５ ６

，５ ７
］

、 溃疡性结

肠炎
［
５ ８

］
、 微观结肠炎

［
５ ９

］
等炎症性肠病 以及肠道易激综合征

［
６０

］
、 乳糜泻 ［

６ １

］
等

小肠疾病 。 另外 ， 在 自 身免疫性 Ｉ型糖尿病
［
６２

］
、 多 发性硬化 ［

６３
］

、 类风湿性关节

炎
［

６４
］
等 自 身免疫性疾病 中紧密连接也发生 了 明显 的异常 。 在这些疾病 的进程 中 ，

由于 紧密连接异常导致的肠道屏障功能缺陷 ， 致使肠道 内 的抗原物质 更容 易进入

机体而刺激具有特定遗传背景 的个体的免疫系统 ， 产生针对 自 身器官或组织的免

疫应答反应 。 不仅如此 ， 紧密连接异常还与肿瘤发生 、 感染和变态反应等多种人

类疾病密切相关 ［
６ ５

，
６６

］
， 例如 ＣＬＺＷｉ ， ３ｄ 在肠型 胃 癌和大肠癌 中高表达 ［

６７
，
６ ８

］
，

而在原发性乳腺癌中 ＣＸＤｉＶ／ 和 ＣＺＺＷ７ 的表达显著降低 ［
６９

］
。 由于 ＣＬＤＮ 蛋 白

表达的组织特异性 ， 使其有望应用于乳腺癌 、 卵巢癌 、 肠型 胃 癌及大肠癌的早期

诊断及鉴别 。

３ 紧密连接与 ＡＩＤＳ

肠道上皮损伤和紧密连接异常是艾滋病患者 中存在的普遍现象
［
７０

］
。 早在艾

滋病发现后不久 ， 就有学者观察到 Ａ ＩＤＳ 患者的肠道粘膜通透性发生 了 明显异常

［
７ １

－７ ３
］

。 腹泻是 Ｈ ｌＶ－

丨 感染者最为 明显 的肠道症状之
一

， 多达 ４０％的感染者体 内

并没有可 明确鉴定 的致腹泻病原 ， 其产生可能与肠道上皮屏障功能缺陷有关 ［
７４

，

７ ５
］

。 尽管关于感染者肠粘膜屏障损伤的早期报道主要是针对 Ｈ ＩＶ－

］ 感染的慢性

期 ， 但体外研究和动物模型研究表明 ， 紧密连接异常可能发生在 Ｈ ＩＶ－

１ 感染的早

期
［
７６

，
７７

］
。 研究表 明 ， Ｓ ＩＶ 可在感染后 ３ 天 内可 引 起紧密连接异常 ［

７ ８
］

， ＳＨ ＩＶ ／Ｓ １Ｖ

感染早期恒河猴体 内 ＣＬＤｔＷ 、 ＯＣＺＷ 、 ＺＯ －

／ 等紧密连接相关基因转录水平发生

下调
［
７９

］
， 这在很大程度上表明 Ｈ ＩＶ－

１ 感染者 中可能存在与 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染类似

的情况 ， 也就是说 ， 在 Ｈ ＩＶ－

１ 感染的早期就 己经 出现 了 紧密连接的损伤 ， 微生物

及其产物通过受损 的粘膜进入机体刺激免疫系统 引 起免疫系统活化可能是贯 穿

Ｈ Ｉ Ｖ－

１ 感染始终的病理机制 。

体外研究发现 ， Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ２０ 、 Ｔａ ｔ 、 Ｎ ｅｆ等多种 Ｈ ＩＶ－

１ 蛋 白 能够影响脑血管

１８
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内 皮细胞紧密连接相关基因 的表达和 分布
［
８０

］
。 Ｈ ＩＶ－

１ 导致血脑屏障 中 ＺＯ－八

ＣＬＣＷ５ 和 ＯＣＬＷ 表达下调 ， 该过程伴随 ＪＡＫ ／ＳＴＡＴ 信号通路 中 ＳＴＡＴ １ 的激活 以

及 Ｒｈ ｏ 激酶的磷酸化 ［
８ １

］
。 Ｈ Ｉ Ｖ－

ｌｇｐ ｌ ２０ 蛋 白 能够通过增强基质金属蛋 白酶－

２ 和

－９ （ Ｍ Ｍ Ｐ２ ／ＭＭ Ｐ９ ） 的表达使黏连蛋 白 和 ＣＩＺＷ５ 表达显著下调
［
８２

］
。 Ｈ ＩＶ－

１Ｔａ ｔ

蛋 白 通过活化 ＥＲＫ １ ／２ 介导紧密连接蛋 白 ＺＯ －

１ 完整性的破坏 以及炎性细胞的渗

透
［
８ ３

］
。 此外 ， Ｈ ＩＶ－

１ 、 Ｈ ＩＶ－

ｌ ｇｐ ｌ ２０ 及 Ｔａｔ 蛋 白均能够介导血－视网膜屏障产生损

伤
［
８４

－

８ ６
］

。在 口 腔上皮的研宄 中人们也发现 Ｈ ＩＶ－

１
ｇｐ 

１ ２０ 通过与 ＣＣＲ５ 和 ＣＸＣＲ４

受体的结合介导 ＥＲＫ １ ／２ 的磷酸化 ， 从而 引 起紧密连接的变化 ［
８７

］
。 在生殖道上

皮与 Ｈ ＩＶ－

１ 相互作用 的研究 中 发现 ， Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ２０ 可通过 ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４ 活化

Ｎ Ｆ －ｋＢ 信号通路诱导细胞因子表达和上皮通透性改变 ［
８ ８

］
。

综上所述 ， 紧密连接在肠道上皮屏障功能的维持 中发挥 了不可替代的作用 。

目 前对紧密连接的结构和功能的研宄 己取得很大进展 ， 随着紧密连接蛋 白功能的

深入挖掘 ， 紧密连接在多种疾病 中 的变化及机制也备受关注 。 对 Ａ ＩＤ Ｓ 而言 ， 尽

管 目 前 己经有充分的证据证 明 Ｈ ＩＶ－

１ 感染能够 引 起肠道紧密连接相关蛋 白表达

和调控的异常 ， 但对 Ｈ ＩＶ－

１ 引 起紧密连接相关基因表达发生变化的分子机制仍知

之甚少 。 尽管 目 前 己有研究在血管 内皮细胞 、 口腔上皮细胞及生殖道上皮中 阐述

了Ｈ ＩＶ－

１ 及其蛋 白影响紧密连接蛋 白表达和分布的部分机制 ， 但 由于肠道上皮细

胞与其它上皮表达紧密连接蛋 白类型 的差异 以及肠道上皮与其它上皮截然不 同

的微环境 ， 因此 ， 有必要对 Ｈ ＩＶ－

１ 致肠道上皮紧密连接蛋 白表达异常的分子机制

进行深入研究 。 本研宄对 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道组织中紧密连接相关基因

的表达变化进行 了探讨 ， 并建立体外细胞模型对 Ｈ ＩＶ－

１ 致肠道上皮紧密连接蛋 白

表达异常 的潜在分子基础进行 了探讨 ， 本研究不仅可 以获得 Ｈ ＩＶ－

１ 致病机制 的新

知识 ， 而且可 以为 Ｈ ＩＶ ／Ａ ＩＤＳ 防治靶点 的获得提供
一

定 的理论支持 。

１ ９
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第 部分

第
一

部分 ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染后恒河猴肠道紧密连接基因表达的变

化及其与 ／Ｌ
－

１ ７Ｆ 、 ／ ＺＸ１ ７Ｒ 表达的相关性

第
一

节 引 言

在艾滋病 中 ， 肠道免疫紊乱及肠道屏障破坏是主要的病理变化 ， 肠道屏障的

一

个关键成分是上皮细胞间 的紧密连接结构 。 紧密连接 由跨膜蛋 白 和胞 内衔接蛋

白组成 ， 包括 Ｃ ＬＤＮ 、 ＯＣ ＬＮ 、 连接粘附分子 以及细胞 内 支架蛋 ｄ（ ＺＯ ｓ ）［
２ ５

，８９ ，

９ ０［ ＣＬＤＮ 的分布具有种属和组织特异性 ， ＣＺＸＷ６ 和 Ｃ
’

ＺＸ？Ａ＾ 表达于肝脏 、 ＰＢＭＣ

及肝癌细胞系 中
［
２７

，９ １
］

， ＣＺＺＷ７ ０ 主要表达于 肾脏和汗腺中
［
９２

，９ ３ ］
， ＣＬＤ７Ｗ ３

则在 鼠科动物各组织 中广泛表达 ［
９４

］
。 在灵长类动物 的肠道组织 中 具有 多种

ＣＺＩＷ基因 （ ＣＩＺＷ７ ， ２ ，
＿３ ， ４ ，５ ， ７ ， ＆／八／么７ ５等 ） 的表达 ， 这些

紧密连接蛋 白在肠道 中共同表达并相互作用 ， 共 同参与肠道屏障功能 的维持 。

ＣＬＺＷ 的表达和分布在多种肠道疾病 中发生改变 ， 导致水分和 电解质运输的严重

失调 。 溃疡性结肠炎 （ ｕ ｌ ｃｅ ｒａｔ ｉｖｅｃｏ ｌ ｉｔ ｉ ｓ ，ＵＣ ） 患者肠道跨膜 电阻值仅为正常人的

２０％ ， 伴随着 ＣＺＺＷ／ 和 ＣＸＩＷ２ 表达的异常
［
５ ８

，９ ５ ］
； 克罗恩病 （ Ｃ ｒｏｈｎ

’

ｓｄ ｉ ｓｅａ ｓｅ ，

ＣＤ ） 中 ， ２ ， 孓 么 ５ ， ＜§ 等紧密连接蛋 白均表达异常
［
９６

］
； 微观结肠炎

（ ｃｏ ｌ ｌ ａｇｅｎｏｕｓｃｏ ｌ ｉ ｔ ｉ ｓ ， ＣＣ ） 中屏障功能受损伴随着 ＣＬＣＷ４ ， ５ ，Ｓ 表达下调 ， 肠

道跨膜 电阻值下降且钠离子通过离子通道的运输功能受限 ［
９７

，９８ ］
。 但艾滋病 中

紧密连接相关基因 的表达仍缺乏系统和深入的研究 。

研究表明 ， 在 Ｈ １Ｖ－

１ ／Ｓ １Ｖ 感染中 ， 肠道上皮紧密连接相关基因表达受多种因

素的共 同调控 ，
Ｔｈ ｌ ７ 细胞通过诱导紧密连接相关基因 的表达促进上皮细胞的再

生可能是肠粘膜屏障功能修复的机制之
一

［
９９

］
。 此外 ， Ｔｈ ｌ ７ 细胞还能够刺激抗菌

蛋 白和肽的生产
［

１ ００
］

， 并通过 Ｉ Ｌ－

１ ７ 的表达调节紧密连接蛋 白 的合成
［
５ ０

］
。 在非

疾病状态下 ， Ｔｈ ｌ ７ 细胞大量存在于粘膜部位并对微生物病原体产生快速反应 ，

在维持机体与共生微生物的免疫 内稳态 、 防止病原体通过粘膜屏障入侵 中 发挥作

用 。 在 Ｈ ＩＶ－

１ 和 Ｓ ＩＶ 的急性和慢性感染过程中外周血和粘膜部位的 Ｔｈ ｌ ７ 细胞大

量损耗
［

１ ０ １
，

１ ０２
］

， 肠道 Ｔｈ ｌ ７ 细胞被选择性清 除 ， 肠粘膜 ＩＬ －

１ ７Ａ 表达下调

２０
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［
１ ０ ３ －

丨 ０７
］

，
—

方面 ， 受损的 Ｔｈ ｌ ７ 细胞分泌 丨 Ｌ －

１ ７ 和 ＩＬ －

２ ２ 等促炎性细胞因子的

能力 降低
［

１ ０ ８
］

； 另
一

方面 ， Ｔｈ ｌ ７ 消耗导致中性粒细胞数量和活性降低 ， 可能导

致机体在控制 微生物 的 传 播 和 扩散 中 存 在 缺 陷 。 这在 很大程度 上提 示我 们

Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 的耗竭可能与 Ｈ ＩＶ ／Ａ １ＤＳ 的发病机制及粘膜屏障 的损伤存在联系 。然而 ，

Ｉ Ｌ －

１ ７ 通路其它成员在 Ｈ ＩＶ－

】 感染 中的表达是否发生变化及是否参与 Ｈ Ｉ Ｖ／Ａ ＩＤＳ

的发病机制 目 前还 尚不清楚 。 虽然 Ｈ ＩＶ－

１ 感染伴随着肠粘膜中 ＩＬ －

１ ７Ａ 水平降低 ，

但这可能不是 ＩＬ －

１ ７ 系统的唯
一

改变 ， 有必要对 ＩＬ －

１ ７ 家族其它成员 的表达变化

及其与紧密连接之间 的关系进行探讨 。

Ｉ Ｌ －

１ ７Ｒ 是表达在 白介素 １ ７ 家族细胞因子的靶细胞表面的
一

种跨膜分子 ， 由

Ｉ Ｌ －

１ ７ＲＡ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ 、 Ｅ 五个成员构成 ， ＩＬ －

丨 ７ＲＡ 是最先被发现的哺乳动物 白 介

素 １ ７Ａ 和 Ｆ 的受体 ， 与 ＩＬ －

１ ７ＲＣ 以复合体的形式介导细胞对 ＩＬ －

１ ７Ａ 和 １Ｌ －

１ ７Ｆ

的应答
［

１ ０９
， １ １ ０

］
。 ＩＬ －

１ ７Ｒ 信号通路活化后可刺激抗菌肽 、 促炎性细胞因子和趋

化因子 的产生 ， 介导 中性粒细胞 向感染或炎症部位募集 ， 在机体 自 身免疫疾病 、

宿主防御 中起重要作用 ［
１ １ １

，
１ １ ２

］
。 在肠道粘膜 中 ，

１ １＾
－

１ ７／ １ １＾
－

１ ７ １１ 通路在维持粘膜

免疫稳态 、 肠粘膜屏障完整性以及肠道微生物群的正常组成和功能 中发挥至关重

要 的作用 ［
１ １ ３

－

１ １ ５
］

。 研究表 明 ， ＩＬ －

１ ７Ｒ 与 多发性硬化症 、 银屑病和系统性红斑

狼疮等多种疾病状态有关 ［
１ １ ６ －

１ １ ８
］

， 在系统性硬化成纤维细胞中 ， ／Ｌ －

７ ７Ｍ 的表

达下调
［
１ １ ９

］
， 在肺脏移植 中 ， ＩＬ －

１ ７ＲＡ 的多态性与原发性移植物功能障碍有关

［
１ ２ ０

］
， 此外 ， ＩＬ －

１ ７ＲＡ 与流感病毒感染的免疫机制有关 ［
１ ２ １

］
。 由于 ＩＬ －

１ ７Ｒ 在人

类健康和疾病 中 的重要作用 ， 以 ＩＬ －

１ ７ 通路为靶点的治疗方法已应用于临床并显

示 出 良好的治疗效果
［
１ ２２

］
。

Ｓ ＩＶ 感染后 ３ 天 内可 引 起紧密连接异常
［
７ ８

］
。 本研究组 己经对 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感

染的恒河猴肠道 中 ＣＺＸＷ／ 、 ＣＺＸＷ３ 、 Ｚ （９－

／ 和 ＯＣＸｉＶ 等紧密连接基因 的变化进行

了探讨 ， 发现 ＳＨ １Ｖ ／Ｓ ＩＶ 感染导致这些紧密连接蛋 白 在肠道 内 发生不 同程度的破

坏 。 但 ＳＨ Ｉ Ｖ ／Ｓ ＩＶ 感染对 ａｘ ？ｗ ， ４ ， ５ ， ７ ， Ｓ ， 仏 ７ ２ ， 以 ， ７ ５ 等在屏障维持

中发挥重要作用 的紧密连接蛋 白表达的影响 尚不 明确 。 Ｉ Ｌ －

１ ７ 受体通路在肠道粘

膜屏障完整性的维持 中发挥重要作用
［

１ １ １
，

１ ２ ３
， １ ２４

］
。 但 Ｈ １Ｖ－

１ ／Ｓ Ｉ Ｖ 感染 中肠道

几－

７ ７／？ 表达 的 变化及 其 与 紧 密连接 蛋 白 表达 的 关 系 仍知 之甚少 。 为 了 验证

Ｈ ＩＶ ／Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 病 理过程 中 不 仅仅有 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 的参与 ， 本研 宂建立实时 荧光 定 量

２ １
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ＲＴ－ＰＣＲ 的方法检测 了ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道中 ／Ｚ －

７ Ｚ４ 、 ／Ｚ －

７ ７Ｆ 、 ／Ｚ－

７ ７兄４

和
■

表达的变化 。 为 了探讨 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染中 ＩＬ －

１ ７ 家族成员 与肠道屏障

功能异常之间 的联系 ， 本研究对紧密连接相关基因与 几－

／ ７Ｊ 、 几－

／ ７Ｆ 及

分布的相关性进行 了 分析 。

２ ２
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第二节 材料和方法

１ 实验材料及试剂

１ ． １ 主要仪器设备

（ １ ）ＮＵＡ ＩＲＥ Ｃ ｌ ａｓ ｓ Ｉ Ｉ 生物安全柜 （ Ｔｅｃ ｈ ｃｏｍ ｐ ，Ｕ ＳＡ ）

（ ２ ）ＡＢ Ｉ７ ５ ００Ｒｅａ ｌｔ ｉｍｅＰＣＲ仪 （ ＡＢ Ｉ ，ＵＳＡ ）

（ ３ ）４６Ｋ离心机 （ ＲＯＴＡＮＴＡ ，Ｕ ＳＡ ）

（ ４ ）Ｔｒｏｂｏｔ基因扩增仪 （ Ｂ ｉｏｍ ｅ ｔｒａ ，Ｇ ｅｒｍ ａｎｙ ）

（ ５ ）Ｎａｎｏｄ ｒｏｐ
２ ０００微量紫外分光光度计 （ Ｔｈ ｅ ｒｍ ｏＦ ｉ ｓ ｈ ｅ ｒ ，Ｕ ＳＡ ）

（ ６ ）Ｂ ｉ ｏ －ＲａｄＰｏｗｅ ｒＰａｃｎＨＣ高 电流电泳仪 （ Ｂ ｉｏ －Ｒａｄ ，Ｕ ＳＡ ）

（ ７ ）ＨＰＸ －９０ ８２ 数显 电热培养箱 （上海博讯实业有限公司 医疗设备厂 ）

（ ８ ）ＤＨＺ －ＣＡ 大容量恒温振荡器 （太仓市实验设备厂 ）

１ ．２ 动物组织样品

为 研 宄 Ｈ ＩＶ－

１ 感 染所致体 内 变 化 ， 本 文 使 用 了Ｈ ＩＶ－

１ 感 染动物模 型

（ ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴 ） 样本 ， 所使用 的所有 中 国恒河猴组织均为实验室保存

样 品 ， 动物年龄为 ４￣５ 周 岁 ， 感染组 ５ 只 动物攻毒过程如下 ： 第
一

次使用

ＳＨ ＩＶ－

ＳＦ １ ６２ｐ４ 进行直肠攻毒 ， 第二次使用 ＳＨ ＩＶ－ＳＦ １ ６２ｐ
４ 进行静脉注射法攻毒 ，

第三次使用 Ｓ ＩＶｍ ａｃ２ ５ １ 进行静脉注射法攻毒 ， 在第三次攻毒后第 ２ ７３ 天至第 ３ ０６

天对动物进行安乐处死并采集组织样品 ， 其它病毒学与免疫学背景数据见本研究

组之前的报道
［

１ ２ ５ －

１ ２７
］

。 对照组动物组织源于 ５ 只正常 中 国恒河猴 。

１ ．３ 主要试剂

质粒小量提取试剂盒 （ ￡ ．２凡八 ．？ 丨 ３ ５ １１１ 丨 （１ ］＼４ 丨 １１如６口
１＜＾ １ ） 购 自 美 国 ０〇＾呂３ ；

凝胶 回 收试剂盒 （ Ｑ ＩＡ
ｑｕ

ｉ ｃｋＧ ｅ ｌＥｘｔ ｒａｃ ｔ ｉ ｏｎＫ ｉ ｔ ） 购 自 德 国 Ｑ ｉ ａｇｅｎ ； 体外转录试剂

盒 （ Ｒ ｉｂｏＭＡＸ ｌ ａ ｒｇｅｓｃａ ｌ ｅＲＮＡＰｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎ Ｓｙ ｓｔｅｍ ｓ
－

ＳＰ６ ／Ｔ７ ） 购 自 美 国Ｐ ｒｏｍｅｇａ ；

动物组织 ＲＮＡ 提取试剂盒 （ ＲＮＡ ｐ
ｒｅｐ

Ｐｕ ｒｅＴ ｉ ｓ ｓ ｕｅＫ ｉ ｔ ） 购 自 天根生物科技有限公

司 ；
ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒 （ Ｏ ｎ ｅＳ ｔｅｐ

ＲＮＡＰＣＲＫ ｉ ｔ ） 、 Ｒｅ ａ ｌｔ ｉｍ ｅＲＴ－ＰＣＲ检测试剂盒 （ Ｏ ｎｅ

Ｓ ｔｅ
ｐ
Ｐ ｒ ｉｍ ｅＳ ｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔＲＴ－ ＰＣＲＫ ｉ ｔａｎｄＯ ｎ ｅＳ ｔｅｐ

ＳＹＢＲ？Ｐ ｒ ｉｍ ｅＳ ｃ ｒ ｉ

ｐ ｔ

？
ＲＴ－ ＰＣＲＫ ｉ ｔ ） 购

自 日 本 ＴａＫ ａＲａ 。

１ ． ４ 主要溶液及配制

（ １ ）０ ． １Ｍ磷酸盐缓冲液 ： Ｎ ａＣ ｌ８ ． ０
ｇ ，ＫＣ Ｉ ０ ＿ ２ ｇ ， Ｎ ａ

２
Ｈ Ｐ０４

．

１ ２Ｈ
２
０３ ． ５ ８

ｇ ，

２ ３
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ＫＨ
２
Ｐ０４０ ． ２４

ｇ ， 力口入 ８００ｍ Ｌ 去离子水充分溶解后定容至 １Ｌ ， 调 ＰＨ 至

７ ．４ ， 高压蒸汽灭菌后 ４

°

Ｃ保存备用 。

（ ２ ）５ 〇 ｘＴＡＥ电泳缓冲液 ： Ｔｒ ｉ ｓ
－Ｂａ ｓｅ２４２ ． ０

ｇ ，Ｎ ａ
２
ＥＤＴＡ

＇

２Ｈ ２０３ ７ ． ２
ｇ ， 冰乙酸

５ ７ ． １ｍＬ ， 加入 ８００ｍＬ 去离子水充分溶解后定容至 １Ｌ 并调 ＰＨ 值至 ８ ． ３

备用 。

（ ３ ）ＬＢ培养基 ： Ｙｅａｓ ｔＥｘ ｔｒａｃ ｔ５ ． ０
ｇ ， Ｎ ａＣ ｌ １ ０ ． ０

ｇ ，Ｔｙｐｔｏｎ ｅ １ ０ ＿ ０
ｇ ， Ａｇａｒ １ ５ ． ０

ｇ

（ 固体培养基 ） ， 加入去离子水定容至 １ Ｌ ， 调 ＰＨ 至 ７ ． ０ ， 高压蒸汽灭菌

后 ４

°

Ｃ保存备用 。

１ ．５ 主要生物学软件

（ １ ） 引 物及探针设计软件 ： ＯＬ ＩＧＯ６ ． ０
；Ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒＥｘ

ｐ
ｒｅ ｓ ｓ３ ． ０ 。

（ ２ ） 序列分析软件 ： ＤＮＡ ｓｔａ ｒ
；ＤＮＡＭ ａｎ 。

（ ３ ） 数据统计学分析及作 图软件 ： Ｇ ｒａｐ
ｈ
ｐ
ａｄＰ ｒ ｉ ｓｍ５ ．０

；Ａｄｏ ｂｅＰｈｏ ｔｏ ｓｈｏｐ
Ｃ Ｓ４ 。

２ 实验方法

２ ． １ 动物组织中 的总 ＲＮＡ 提取

根据 ＲＮＡ
ｐ
ｒｅｐ

Ｐｕ ｒｅＴ ｉ ｓ ｓｕ ｅＫ ｉ ｔ 说明书提取动物组织 中 的总 ＲＮＡ 。

（ １ ） 称量 １ ０
￣

２ ０ｍ ｇ 组织样 品于 ＲＮａｓｅＦｒｅｅ 离心管 中 ， 加入 ３ ００ 叫 裂解液 ＲＬ

并充分研磨 。

（ ２ ） 向组织匀浆液 中加入 １ ０ 私 蛋 白酶 Ｋ 和 ５ ９０ＲＮ ａｓｅＦｒｅｅｄｄＨ ２
０ ， 充分

混勾后置于 ５ ６

°

Ｃ孵育 ］ ０
￣２０ ｍ ｉｎ 。

（ ３ ） １ ２０００ｒｐｍ４

°

Ｃ离心 ５ｍ ｉ ｎ ， 取上清于新 ＲＮ ａｓｅＦ ｒｅｅ 离心管 中并加入 ０ ． ５ 倍

体积无水 乙醇充分混匀 ， 转移液体混合物至吸附柱 ＣＲ３ 中 ， １ ２０００ｒｐｍ４

°

Ｃ

离心 ｌ ｍ ｉ ｎ ， 弃废液 。

（ ４ ） 向 ＣＲ３ 中加入 ３ ５ ０ 叫 去蛋 白液 ＲＷ ｌ ， １ ２０００ ｒｐｍ ４

°

Ｃ 离心 １ｍ ｉ ｎ ， 弃废液 。

（ ５ ） 向 ＣＲ３ 中央加入 ８ ０ 吣 ＤＮ ａ ｓｅＩ 工作液 ， 室温放置 １ ５ｍ ｉｎ 。

（ ６ ） 重复步骤 （ ４ ） 。

（ ７ ） 用 ５ ００ 叫 漂洗液 ＲＷ 将 ＣＲ３ 重复漂洗两次 ， １ ２ ００ ０ｒｐｍ４

°

Ｃ离心 １ｍ ｉ ｎ ，

弃废液 。

（ ８ ） １ ２０００ 印 １１１ ４

°

（：离心 ２ １＾ １１ ， 弃废液 ， 静置数分钟彻底晾干 ０１３ 中残留 的漂

洗液 。

２ ４
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（ ９ ） 将 ＣＲ３ 转移至新 ＲＮ ａｓｅＦ ｒｅｅ 离心管 中 ， 向 吸附膜 中 央滴加 ３ ０
？

５ ０ 吣 ＲＮ ａ ｓｅ

Ｆ ｒｅｅｄ ｄＨ ２
〇 ， 室温静置２ｍ ｉ ｎ ， １ ２０００ｒ

ｐ
ｍ４

°

Ｃ离心２ｍ ｉ ｎ ， 将ＲＮＡ溶液分

装后置于 －

８０

°

Ｃ 保存备用 。

２ ．２ 基因标准品 的构建

２ ．２ ． １ＲＴ－ＰＣＲ 扩增

以动物组织总 ＲＮＡ 为模板 ， 用
一

步法 ＲＴ－ＰＣＲ 试剂盒进行基因 目 的片段扩

增 ， 扩增程序如下 ：

５ ０

°

Ｃ ，３ ０ｍ ｉ ｎ

９４

°

Ｃ ，５ｍ ｉ ｎ

９４ 

°

Ｃ ，４ ５ｓ

 ^

５ ５
￣

５ ７

〇

Ｃ ，４ ５ｓｌ３ ５ｃｙｃ
ｌ ｅ ｓ

７２

°

Ｃ ，９０ ｓ－

７２

°

Ｃ ， １ ５ｍ ｉｎ

扩增 引 物序列见表 Ｌ Ｉ ， 扩增体系如下 ：

试剂 用量

ｌ 〇 ｘ〇ｎｅＳ ｔｅｐ
ＲＮＡ ＰＣＲ Ｂ ｕ ｆｆｅ ｒ ５ ． ０

 （

Ｊ ．
Ｌ

Ｍ
ｇ
Ｃ ｌ

２（ ２ ５ｍＭ ） １ ０ ． ０
＾

ｉＬ

ｄＮＴＰＭ ｉｘｔｕ ｒｅ（各１ ０ｍＭ ） ５ ． ０
ｐ

．Ｌ

ＲＮａ ｓｅＩｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏ ｒ（ ４０ Ｕ ／
｜

ｘＬ ） １ ． ０
 ｜

ｉＬ

ＡＭＶ ＲＴａｓｅ ＸＬ（ ５ Ｕ ／＾Ｌ ） １ ． ０

上游 引 物 （ １ ０
ｐＭ ） ２ ． ０

下游 引 物 （ １ ０
ｐＭ ） ２ ． ０

ＲＮＡ模板 ５ ． ０
ｇＬ

ＲＮ ａ ｓｅＦ ｒｅｅｄｄＨ
２
〇 １ ８ ．０

 （

〇Ｌ

表 １ ． １ＲＴ－ＰＣＲ 引 物序列及参考基因

Ｔａｂ ｌ ｅ １ ． １Ｔｈｅ
ｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒｓｅ
ｑ
ｕｅ ｎ ｃｅ ｓａ ｎｄｒｅ ｆｅ ｒｅｎ ｃｅ

ｇｅｎ ｅ ｓｆｏ ｒＲＴ－ ＰＣＲ

Ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒｎ ａｍ ｅ Ｓ ｅ
ｑ
ｕ ｅ ｎ ｃ ｅ５

’

－

３

’

 Ｒ ｅ ｆｅ ｒｅｎ ｃ ｅ
ｇｅｎ ｅ ｓ

ＣＬＤＮ２
ｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒ ＦＧＡＧＣＡＧＴＣＣＣＴＧＡＡＧＡＣＧＣＴＴＣＴＮＭ０２ ０ ３ ８４ ． ３
；ＸＭ０ １ ５ １ ２ ７９ ６０ ． １

２ ５
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ＣＬＤＮ２
ｐｒ

ｉｍ ｅ ｒＲＧＧＴ ＴＧＧＧＣＴ ＴＧＧＴＡＧＧＣＡ Ｔ

ＣＬＤＮ４
ｐｒ ｉｍ ｅ ｒＦＡＧＧＣＣＡ ＡＧＡ ＣＣＡＴＧＡ ＴＣＧＴＧＮＭ００ Ｉ ３ ０５ ．４

；ＮＭＯＯ ｌ  １ ９４ ５ ６４ ．２

ＣＬＤＮ４
ｐｒ ｉｍ ｅ ｒＲＡＣＣＡＣＡＣＣＣＴＧＴ ＣＡＣＴＴＣＣＧＴ

ＣＬＤＮ５
ｐｒ ｉｍ ｅ ｒＦＣＡＧＴＧＣ ＡＣＣＡＣＣＴＧＣＧＴＧＧＣＮＭＯＯ ｌ  １ ３ ０ ８ ６ １ ． １  ；ＸＭ０ １ ５ １ ４９ ７ ０ ９ ． １

ＣＬＤＮ５
ｐｒ ｉｍ ｅ ｒＲＡＧＣＧＣＣＣＴＣ ＡＧＡＣＧＴ ＡＧＴ ＴＣＴ

ＣＬＤＮ ７
ｐｒ ｉｍ ｅｒ ＦＡＣＴＧＧＡＧＧＧＧＴＣＧＡＴ ＴＴＧＴＧＮＭ００ １ ３ ０ ７ ． ５

；ＸＭ００ １ １ ０ ７２ ６５ ． ３

ＣＬＤＮ７
ｐｒ ｉｍ ｅｒ ＲＧＣＣＡＴＡＣＣＡＧＧＡＧＣＡＡＧＣＴＡ

ＣＬＤＮ８
ｐｒ ｉｍ ｅｒＦＣＴＡＴＣＴＧＧＣＣＡＧＡＡＧＴＡＧＣＡＡＮＭＪ ９９ ３ ２ ８ ． ２

；ＮＭＯＯ ｌ  １ ９４ １ ５ ２ ． １

ＣＬＤＮ８
ｐｒ ｉｍ ｅ ｒＲＧＴＣＡＧＣＡＧＡＡＴＧＴＧＡＧＣＣＴ

ＣＬＤＮＵ
ｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒＦＡＴＣＣＴＣＴＧＣＴＧＣＧＣＴ ＧＧＡＧＡＴＮＭ ００ ５ ６０２ ． ５
；ＮＭ

—

０ ０ １ ２ ６ ０ ５ ５ ３ ． ２

ＣＬＤＮ １ １
ｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒＲＴＧＧＧＣＡＴＴＡ ＴＣＴＧＡＧＣＴＡＧＡＧ

ＣＬＤＮ １ ２
ｐｒ ｉｍ ｅｒ ＦＣＡＣＡＡＧＣＴＴＧＣＣＴＧＣＣＡＴＮＭＯＯ ｌ  １ ８ ５ ０７２ ． ２

；ＮＭＯ Ｏ １ １ ９４ ８６０ ． １

ＣＬＤＮ１２
ｐ

ｒ ｉｍ ｅｒ ＲＴＴＧＡＴＧＴＴＧＧＧＣ ＡＣＣＧＡＧ

ＣＬＤＮ １ ４
ｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒＦＴＣＡＴＣＧＧＧＡＴＧＡ ＡＧＴ ＧＣＡ ＣＧＮＭ １ ４４４９２ ． ２
；ＸＭ ０ １ ５ １ ３ ２ ８ ８４ ． １

ＣＬＤＮ １４
ｐｒ ｉｍ ｅｒ ＲＣＣＡ ＣＴＧＡＣＣ ＡＡＡ ＣＴＣＣＣＡ

ＣＬＤＮ １ ５
ｐｒ ｉｍ ｅｒ ＦＧＣＡＣＴＣ ＡＴＧＡＴＣ ＡＣＣＧＣＣ ＡＴＣＮＭＯＯ ｌ  １ ８ ５ ０ ８ ０ ． １

 ；ＸＭ０ １ ５ １ ３４ ５ ３ １ ． １

ＣＬＤＮ １ ５
ｐｒ ｉｍ ｅｒＲＴＧＣＧＡＣＴＴＣＣＣＡ ＡＧＡ ＧＣＡ ＧＴ

７１ －

７ ７＾
ｐ ｒ ｉｍ ｅｒ ＦＡＡＧＧＣＡＧＧＡ ＡＴＡ ＧＣＡ ＡＴＣＵ ３ ２ ６ ５ ９ ． １

；ＸＭＯＯ ｌ  １ ０６ ３ ９ １ ． ３

ＩＬ －

１ ７Ａ
ｐ ｒ ｉｍ ｅｒ ＲＣＡＣＧＧＡ ＣＡＣＣＡＧＴＡＴＣＴＴ

／Ｌ－

７ ７Ｆ
ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒＦＣＡＡ ＣＡＴ ＧＡＣＡＧＴＧＡＡＧＡＣＣＣＴＮＭ

—

０ ５ ２ ８ ７２ ． ３
；ＮＭＯＯ  １ ２６ １ ２ ８ ７ ． １

７１－

７ ７Ｆ
ｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒＲＡＡＣ ＡＧＡＧＣＡＧＣＣＴＴＧＧＴＧＣＴＴ

ＩＬ －

１ ７ＲＡ
ｐｒ ｉｍ ｅ ｒＦＣＴＣＣＣＡＧＣＣＧＧＧＧＣＴ ＡＡＡＣＴＧＮＭ０ １ ４ ３ ３ ９ ． ６

；ＸＭＯＯ ｌ  １ ０２４ ８３ ． ３

ＩＬ －

１ ７ＲＡ
ｐ
ｒｉｍ ｅ ｒＲＡＧＧＡＡＡＴＴＣＴＴＧＧＡＣＴＧＧＴＧＧ

ＩＬ －

１ ７ＲＣ
ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒＦＴＡＧＡＡＧＡＴＧＣＣＴＧＴＧＣＣＣＴＧＧＴＴＮＭ １ ５ ３４ ６ ０ ． ３

；ＸＭ ０ １ ５ １ ３ ０２ ７ ８ ． １

／Ｌ －

／ ７ ／？Ｃ
ｐ

ｒ ｉｍ ｅｒＲＡＧＧＣＡＧＣＴＧＣＴＧＴＧＴＧＡＧＧＴＴＧＡ

ＧＡＰＤＨ
ｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒＦＣＣＡＣＣＣ ＡＴＧＧＣＡ ＡＡＴ ＴＣＣＡＴＧＧＣＡＤＱ ８ ９４ ７４４ ． １
；ＮＭＯＯ ｌ  １ ９ ５ ４２ ６ ． １

ＧＡＰＤＨ
ｐｎｍ Ｑ ｒ ＲＴＣＴ ＡＧＡＣＧＧＣＡＧＧＴＣ ＡＧＧＴＣＣＡＣＣ

２ ．２ ．２ＲＴ－ＰＣＲ 产物回收及克隆

２ ６
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（ １ ） 对 ＰＣＲ 产物进行琼脂糖凝胶 电泳 ， 收集 目 的位置的凝胶 ， 称重后置于 １ ． ５

ｍＬＥＰ 管 中 ， 加入适量溶胶液 ＱＧ 并置于 ５ ０

°

Ｃ 水浴 中充分溶解凝胶 。

（ ２ ） 将溶解好的凝胶转移至 Ｑ ＩＡ
ｑ
ｕ ｉ ｃｋ 回收柱 中 ， ８０００ｒｐ

ｍ 离心 ｌ ｍ ｉ ｎ 并弃废

液 。

（ ３ ） 向 回收柱 中加入 ５ ００
ｐ
Ｌ 溶胶液 ， ８ ０００ｒｐｍ 离心 １ｍ ｉ ｎ 并弃废液 。

（ ４ ） 向 回收柱 中加入 ７ ５ ０ 叫 Ｂ ｕｆｆｅ ｒＰＥ ， 室温静置 ５ｍ ｉ ｎ ，８ ０００ｒｐｍ 离心 １ｍ ｉｎ

并弃废液 。

（ ５ ） １ ２０００ｒｐｍ 离心 ２ｍ ｉ ｎ 去除吸附柱中 的残存液体 ， 将吸附柱置于新 的离心

管中 ， 加入 ５ ０
？

８０
ｐＬ 预热的蒸谐水 ， 室温静止 ２ｍ ｉ ｎ ， ８０００ｒ

ｐ
ｍ 离心 １ｍ ｉｎ

收集 回收产物 。

（ ６ ） 对 回收产物进行琼脂糖凝胶 电泳 ， 鉴定浓度及纯度 。

（ ７ ） 回收产物与 ｐＧＥＭ
？

－Ｔ 载体连接 ， 连接体系如下 ： ＤＮＡ 模板 ３ ． ５ 从Ｌ ，

ｐ
ＧＥＭ

？
－Ｔ Ｅａｓｙ

Ｖｅｃｔｏｒ０ ． ５
 ［

Ｊ ．Ｌ ， ２ ｘＲａｐ
ｉ ｄＬ ｉ

ｇａｔ ｉ ｏｎＢ ｕ ｆｆｅ ｒ５
 （

ｉＬ ， Ｔ４ＤＮＡ Ｌ ｉｇａｓｅ

ｌ
（

〇Ｌ ， 混匀后置于 ４

°

Ｃ 孵育过夜 。

２ ．２ ．３ 质粒重组及转化

（ １ ） 从－７０

°

Ｃ 超低温冰柜 中取 出 ＤＨ ５ ａ 感受态细胞于冰上融化 ， 加入连接产物

轻柔混匀 ， 冰上孵育 ３ ０ｍ ｉｎ 。

（ ２ ） 插入 ４２

°

Ｃ水浴中热休克 ６０？９０ ｓ ， 迅速放回冰中 ， 静置 ３
？

５ｍ ｉ ｎ 。

（ ３ ） 在超净工作 台 中 向上述管 内加入 ｌ ｍＬ 不含抗菌素的 ＬＢ 液体培养基 ， 轻

轻混匀并置于 ３ ７

°

Ｃ摇床中震荡培养 １ｈ 。

（ ４ ） 取上述转化混合液 ２ ００ｐＬ 滴加到含合适抗菌素的 ＬＢ 固体培养皿 中 ， 用

无菌玻璃棒涂布均匀 ， ３ ７

°

Ｃ过夜培养 。

２ ．２ ．４ 提取质粒

（ １ ） 挑取单
一

菌落于 ＬＢ 液体培养基中 ， ３ ７

°

Ｃ震荡培养 １ ２ｈ 。

（ ２ ） 取 １ ． ５
￣

５ｍ ｌ 菌液于离心管 中 ， 丨 ００００ｒｅ ｆ 室温离心 ｌ ｍ ｉ ｎ ， 弃上清液 。

（ ３ ） 向细菌 中加入 ２ ５ ０
ｐＬＳｏ ｌ ｕ ｔ ｉｏ ｎＩ ， 漩涡震荡使细菌重悬 。

（ ４ ） 加入 ２ ５ ０
ｐ
ＬＳｏ ｌ ｕ ｔ ｉｏ ｎＩ Ｉ ， 轻柔混匀数次 ， 室温静置 ２ｍ ｉ ｎ 。

（ ５ ） 加入 ３ ５ ０
ｐＬＳｏ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏ ｎ＾ ， 颠倒离心管数次直至产生 白色絮状沉淀 ， 丨 ００００ｒｅ ｆ

室温 离 心 、

丨 ０ｍ ｉ ｎ 。

２ ７
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（ ６ ） 吸取上清至回收柱 中 ， １ ０００ ０ｒｅ ｆ室温离心 １ｍ ｉｎ ， 弃废液 。

（ ７ ） 加 ５ ００
｜

ｕＬ Ｂ ｕｆｆｅ ｒ ＨＢ 于 回收柱 中 ， ｌ ＯＯＯＯ ｒｃ ｆ室温离心 ｌ ｍ ｉ ｎ ， 弃废液 。

（ ８ ） 力卩 ７００ 叫 Ｗａ ｓｈＢ ｕ ｆｆｅ ｒ 于 回收柱 中重复清洗两次 ， １ ００００ｒｅ ｆ室温离心 １ｍ ｉｎ ，

弃废液 。

（ ９ ） １ ３ ０００ｒｅｆ室温离心 ２ｍ ｉ ｎ 甩干 回收柱 中 的液体 。

（ １ ０ ） 向 回收柱 中央加入 ３ ０
￣

５０ ｐＬ Ｅ ｌｕｔ ｉｏｎ Ｂ ｕｆｆｅ ｒ ， 室温静置 １
？２ ｍ ｉ ｎ ， １ ３ ０００ ｒｃ ｆ

离心 ２ｍ ｉ ｎ 收集 ＤＮＡ 产物 。

２ ．２ ．５ 质粒测序

对测序质粒进行序列分析 ， 保存测序正确 的质粒 。

２ ．２ ．６ 质粒的线性化

用 Ｎ ｃｏ ｌ 限制性 内 切酶对质粒进行酶切 ， 酶切体系如下 ： 质粒 ＤＮＡ３ ０＾Ｌ ，

Ｎ ｃｏ ｌ ｌ
）

ｉＬ ，ｌ Ｏ ｘＢ ｕｆｆｅｒｌｌ ｌ５
｜

ｉＬ ， ｌ 〇 ｘＢ ＳＡ ０ ． ５
卩Ｌ ，ＲＮａ ｓ ｅ Ｆ ｒｅｅ ｄｄＨ２０ １ ３ ． ５ ｐＬ 。 取５

ｐＬ 酶切产物进行琼脂糖凝胶 电泳 ， 鉴定质粒的线性化是否成功 ， 未酶切 的样品

作为阴性对照 。 按 ２ ． ２ ． ２ 步骤对线性化质粒进行回收 。

２ ．２ ．７ 体外转录

按照Ｒ ｉｂｏＭＡＸＴＭＬａ ｒｇｅＳ ｃａ ｌｅＲＮＡＰｒｏｄｕｃｔ ｉ ｏｎＳｙｓｔｅｍ
－ＳＰ６试剂盒说明书对

线 性化 质 粒进行体 外转录 ， 反应体系 如 下 ： 线性 ＤＮＡ 模板 ５ ０ ｜

ｉＬ ，ＳＰ６

Ｔｒａｎｓｃｒ ｉ

ｐ
ｔ ｉｏｎ５ ＞＜Ｂｕｆｆｅｒ ２０

 ｆ

ｉＬ ， Ｅｎｚｙｍ ｅＭ ｉｘ１ ０
 ｆ

ｉＬ ， ｒＮＴＰ ｓ２０
 ／

ｉＬ 。 ３ ７

°

Ｃ赌育２
￣４ｈ ，

向转录产物 中加入 ２
ｐＬＲＱ １ＲＮａ ｓｅ

－Ｆ ｒｅ ｅＤＮＡ 酶消化残存的 ＤＮＡ 〇

２ ．２ ． ８ＲＮＡ 样品 的纯化

按照 ＲＮ ｅａ ｓｙ
Ｍ ｉｎ ｉＫ ｉ ｔ 试剂盒说明书对 ＲＮＡ 样品进行纯化 。

（ １ ） 向体外转录产物 中加入 ３ ５ ０
ｐＬＢ ｕｆｆｅ ｒＲＬＴ ， 轻柔混匀后加入 ２ ５ ０

ｎＬ 无水

乙醇 。

（ ２ ） 将液体缓慢加入 ＲＮ ｅａ ｓｙ 柱 中 ， １ ２０００ｒ
ｐ
ｍ ４

°

Ｃ离心 １ｍ ｉｎ ， 弃废液 。

（ ３ ）向 ＲＮ ｅａ ｓｙ 柱 中加入 ３ ５ ０
ｐＬ 去蛋 白液 ＲＷ １ ， １ ２０００ ｒｐｍ ４

°

Ｃ 离心 １ｍ ｉ ｎ ， 弃

废液 。

（ ４ ） 向 ＲＮ ｅａ ｓｙ 柱 中央加入 ８０
ｐＬＤＮ ａ ｓｅＩ 工作液 ， 室温放置 １ ５ｍ ｉｎ 。

（ ５ ） 重复操作步骤 （ ３ ） 。

（ ６ ） 用 ５ ００ 此 Ｂ ｕ ｆｆｅ ｒＲＰＥ 将 ＲＮ ｅａ ｓｙ 柱重复漂洗两次 ， １ ２０００ 卬ｍ４

°

Ｃ 离心 １

２ ８
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ｍ ｉ ｎ ， 弃废液 。

（ ７ ） １ ２０００ｒ
ｐ
ｍ ４

°

Ｃ离心 ２ ｍ ｉ ｎ ， 弃废液 ， 静置数分钟使 ＲＮ ｅ ａ ｓｙ 柱彻底晾干 。

（ ８ ） 将 ＲＮｅａｓｙ 柱转移至新 ＲＮ ａ ｓｅＦｒｅｅ 离心管中 ， 向吸附膜 中央滴加 ３ ０
？

５ ０ 叫

ＲＮ ａ ｓｅＦ ｒｅｅｄｄＨ ２０ ， 室温静置２ｍ ｉ ｎ ， １ ２ ０００ｒ
ｐ
ｍ４

°

Ｃ离心２ｍ ｉｎ ， 得到ＲＮＡ

样 品 。

２ ．２ ．９ 标准品的稀释

用 Ｎａｎｏｄ ｒｏｐ
２ ０００ 微量紫外分光光度计测定 ＲＮＡ 样品浓度 ， 根据公式

ＲＮＡ样 品拷 贝数 （ ｃｏｐ
ｉ ｅ ｓ／ｍＬ ）＝ＲＮＡ样 品浓度 （昭 ／ｍＬ ）ｘ

ｉ 〇

－ ６
ｘ ６ ． 〇２ ｘ ｌ 〇

２ ３

片段长度 （ ｂｐ ） ＞＜ ３４０ ． ９ ５ （ ｇ
／ｍＬ ）

换算为拷贝数 ， 用含 ｔＲＮＡ 的 ＲＮａ ｓｅＦ ｒｅｅＨ ２
０ 对样 品进行 １ ０ 倍连续稀释 ， 分装

后置于 －

８０Ｃ储存备用 。

２ ．３ 实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ

以动物组织总 ＲＮＡ 为模板 ， 用 ＯｎｅＳ ｔｅ
ｐ
Ｐｒ ｉｍ ｅ Ｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔＲＴ－

ＰＣＲＫ ｉ ｔ 进行 目 的基

因 的定量检测 ， 扩增程序如下 ：

４２ 

°

Ｃ ，１ ０ｍ ｉｎ

９ ５

°

Ｃ ，１ ０ｓ

９ ５

。

。 ， ５ ｓ

Ｐ
４ ５ｃｙｃ ｌ ｅ ｓ

６０

°

Ｃ ，３ ４ｓ
」

扩增 引 物及探针序列见表 １ ．２
， 扩增体系如下 ：

试剂 用量

２ ｘ〇ｎ ｅＳ ｔｅ ｐ
ＲＴ ＰＣＲ Ｂ ｕｆｆｅｒｌ ｌ ｌ １ ０ ． ０

＾
ｉＬ

Ｅｘ Ｔａ
ｑ
Ｈ Ｓ （ ５ Ｕ牡 ） ０ ．４

＾
ｉＬ

Ｐ ｒ ｉｍ ｅ Ｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔＲＴ Ｅｎｚｙｍ ｅＭ ｉｘ Ｉ Ｉ （ 各 １ ０ｍＭ ）０ ．４

 （

ｉＬ

上游 引 物 （ １ ０
ｐＭ ） ０ ．４

 ｉ
ｉＬ

下游 引 物 （ １ ０
ｐＭ ） ０ ．４

ｎＬ

探针 （ １ ２ ． ５ ｐＭ ） ０ ．４
 ＼

ｉＬ

ＲＯＸＲｅ ｆｅ ｒｅｎ ｃｅＤｙ ｅＩ Ｉ（ ５ 〇 ｘ ） ０ ．４
 （

Ｊ ．Ｌ

ＲＮＡ模板 ５ ． ０
ｎＬ

ＲＮ ａ ｓｅＦ ｒｅｅｄ ｄＨ
２
〇 ２ ． ６

 （

ｉＬ

２ ９
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表 １ ． ２ 实时焚光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 引 物探针序列及参考基 因

Ｔａｂ ｌｅ １ ． ２Ｐｒ ｉｍ ｅ ｒｓａｎｄ
ｐ ｒｏｂ ｅｓｅ

ｑ
ｕ ｅｎｃ ｅ ｓａｎ ｄｒｅｆｅｒｅｎ ｃｅ

ｇｅｎ ｅ ｓｆｏｒＲｅ ａ ｌ

－

ｔ ｉｍ ｅＲＴ－ＰＣＲ

Ｐｒ ｉｍ ｅ ｒｎ ａｍ ｅ Ｓ ｅ
ｑ
ｕ ｅｎ ｃ ｅ５

’

－

３

’

 Ｒｅｆｅ ｒｅｎ ｃｅｓ ｅ
ｑ
ｕ ｅｎ ｃ ｅ

ｑ
ＣＬＤＮ２

ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒＦＧＡＧＣＡＧＴＣＣＣＴＧＡＡＧＡＣＧＣＴＴ ＣＴＮＭ０２ ０３ ８４ ． ３ ；ＸＭ０ １ ５ １ ２ ７９ ６ ０ ． １

ｑＣＬＤＮ２ｐ
ｒ ｉｍ ｅ ｒＲＡＧＣＣＡＡＣＴＧＣＴＧＴＣＡＣＡＡＴＧＣＴ

ｑ
ＣＬＤＮ２

ｐ
ｒｏｂ ｅＣＡＴＧＧＣＣＴＣＴＣＴ ＴＧＧＣＣＴＣＣＡ ＡＣＴ ＴＧＴ Ｇ

ｑ
ＣＬＤＮ４

ｐｒ ｉｍ ｅ ｒＦＣＡＧＣＡＡＣＴＡＣＧＴ ＧＴＡ ＡＧＧＴＧＣＣＡＮＭＯＯ  １ ３ ０ ５ ． ４
；ＮＭ００ １ １ ９４ ５ ６４ ． ２

ｑ
ＣＬＤＮ４

ｐ
ｒ ｉｍ ｅ ｒＲＣＣＡＣＡＣＣＣＴＧＴＣ ＡＣＴ ＴＣＣＧＴ

ｑ
ＣＬＤＮ４

ｐ
ｒｏｂｅＧＣＡＧＣＡＧＣＣＴＴＣＡＧＣＣＴＣＴＣＴＧＧＣＣＣＡ

ｑ
ＣＬＤＮ５

ｐ
ｒ ｉｍ ｅ ｒ ＦＴＣＴＧＴＧＣＣＣＧＴＧＴＣＧＣＡＧＡＡ ＮＭ ０ ０ １ １ ３ ０ ８６ １ ． １  ；ＸＭ０ １ ５ １ ４９７０ ９ ． １

ｑ
ＣＬＤＮ５

ｐ
ｒ ｉｍ ｅｒ ＲＡＧＣＧＣＣＣＴＣ ＡＧＡ ＣＧＴ ＡＧＴ ＴＣＴ

ｑ
ＣＬＤＮ５

ｐ
ｒｏｂ ｅＴＣＣＣＧＡＣＣＴＣＡＧＣＴＴＣＣＣＣＧＴＧＡＡ ＧＴＡ

ｑ
ＣＬＤＮ７

ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒＦＣＴＧＡＧＧＧＣＧＧＡＡ ＡＴＧＧＣＣＡＡＴＮＭ ００ １ ３ ０ ７ ． ５
；ＸＭ ０ ０ １ １ ０ ７２ ６ ５ ． ３

ｑ
ＣＬＤＮ７

ｐｒ ｉｍ ｅ ｒＫＣＴＧＧＧＣＣＧＴ ＧＡＴ ＧＡＴＧＴＴ ＧＴＣ

ｑ
ＣＬＤＮ ７

ｐｒｏｂｅＡＴＣＣＣＧＣＡＧＴＧＧＣＡＧＡＴＧＡＧＣＴＣＣＴＡＴＧＣ

ｑ
ＣＬＤＮ８

ｐ
ｒ ｉｍｅｒ ＦＣＴＡ ＴＣＴＧＧＣＣＡＧＡＡＧＴＡＧＣＡＡ ＮＭ １ ９ ９３ ２ ８ ．

２
；ＮＭ０ ０ １ １ ９４ １ ５ ２ ． １

ｑ
ＣＬＤＮ８

ｐｒ ｉｍ ｅｒ ＲＣＡＣＣＡＣＣＡＡ ＧＡＡ ＡＣＡＧＣＣＣＡＧ

ｑ
ＣＬＤＮ８

ｐｒｏｂｅＧＧＡＴＡＡ ＴＧＧＣＡＡ ＣＣＣ ＡＴＧＣＣＴＴＡＧＡＡ

ｑ
ＣＬＤＮ ｌ ｌ

ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒＦＴＡＴ ＡＡＧＡＧＧＧＣＴ ＧＣＣＣＧＧＣＴＧ ＮＭ ０ ０ ５ ６ ０２ ． ５ ；ＮＭ ０ ０ １ ２ ６ ０ ５ ５ ３ ． ２

ｑＣＬＤＮｌ ｌ
ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒＲＴＧＧＧＣＡ ＴＴＡ ＴＣＴＧＡＧＣＴＡ ＧＡＧ

ｑ
ＣＬＤＮ ｌ ｌ

ｐ ｒｏ ｂｅＡＧＣＡＴＣＣＴＧＴＣＴＧＧＣＡＴＴＴＴＧＴＡＧＴＣＴ ＴＡ

ｑＣＬＤＮ １２
ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒ ＦＴＧＣＣＡＴＧＧＧＣＴＧＴＣＧＧＧＡＴＧＴ ＮＭ０ ０ １ １ ８ ５ ０７２ ． ２

；ＮＭ００ １ １ ９４ ８ ６０ ． １

ｑ
ＣＬＤＮ １ ２

ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒＲＴＣＡＣＴＧＣＴＣＣＣＧＴＣＡ ＴＡＣ

ｑ
ＣＬＤＮ Ｉ ２

ｐｒｏｂ ｅＴＣＴ ＧＣＴ ＴＣＣＣＡＡ ＣＴＧＧＡＧＡＡＡ ＡＴＴ Ａ

ｑ
ＣＬＤＮＮ

ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒ ＦＴＴＴ ＧＣＣＴＧＴ ＣＣＴ ＧＣＣ ＡＧＧＡＣＧＡ ＮＭ １ ４４４ ９２ ． ２
；ＸＭ ０ １ ５ １ ３ ２ ８ ８４ ． １

ｑ
ＣＬＤＮＮ

ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒＲＧＧＡＣＴＣＡＣＡＣＧＴ ＡＧＴＣＧＴＴＣＡＧ

ｑ
ＣＬＤＮ １４

ｐ ｒｏｂ ｅＴＧＣＣＴＡ ＣＣＡ ＧＣＣＡＣＣＡＧＣＴＧＣＣＴＡＣＡ

ｑ
ＣＬＤＮ Ｉ Ｓ

ｐ ｒ ｉｍ ｅｒ ＦＣＡＴ ＴＣＴＧＧＣＣＧＧＴＡＴＣＴＧＣ ＮＭ ０ ０ １ １ ８ ５ ０ ８ ０ ． １
；ＸＭ ０ １ ５ １ ３ ４ ５ ３ １ ． １

３ ０
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ｑ
ＣＬＤＮ １ ５

ｐ
ｒ ｉｍ ｅ ｒＲＧＧＣＣＡＧＡＧＣＴＧＣＴＡＣＡＣＧＴＡ

ｑ
ＣＬＤＮ １ ５

ｐ
ｒｏｂｅＣＡＴ ＣＴＣＣＴＧＧＴＡＣＧＣＣＴＴ ＣＡＡＣＡＴＣＡ

ｑＪＬＡ ＩＡ
ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ ｒＦＣＡＴＣＣＡＴＡＡＣＣＧＧＡＡ ＴＡＣＣＡＡＴＡＣＣＮＭ ００ ３ ２ ５ ７ ． ４

；ＸＭ ０ ０２ ８ ０４６ ９２ ． １

ｑ
ＩＬ －

１ ７Ａ
ｐ

ｒ ｉｍ ｅｒＲＴＣＣＴＣＡＴＴＧＣＧＧＴＧＧ ＡＧＡＴＴＣ

ｑ
ＩＬ －

Ｊ ７Ａ
ｐ ｒｏ ｂｅＴＣＡＧＡＴ ＴＡＣＴＡＣＡＡＣＣＧＡ ＴＣＣ ＡＣＣＴＣＡＣＣＴ

ｑ
／Ｚ －

７ ７Ｆ
ｐ

ｒ ｉｍ ｅｒ ＦＣＣＴ ＧＧＡ ＡＴＴ ＡＣＡＣＴＧＴＣＡＣＴＴ Ｕ３２６５ ９ ． １
；ＸＭ００ １ １ ０ ６ ３ ９ １ ． ３

ｑ
／Ｚ －

； ７Ｆ
ｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒＲＣＴＴ ＧＡＧＣＡＴ ＴＧＡ ＴＧＣＡＧＣ

ｑ
／Ｚ －

７ ７Ｆ
ｐ

ｒｏｂｅＣＣＴ ＣＧＧＡＡＧＴＴＧＴＡＣＡＧＧＣＣＣＡＧＴＧＴＡ

ｑ
ＩＬ －

１ ７ＲＡ
ｐ

ｒ ｉｍ ｅｒＦＴＧＧ ＡＴＴＣＡＣＣＣＴＣＧＡ ＡＡＣＣＴ ＮＭ
＿

０ １ ４ ３ ３ ９ ． ６
；ＸＭ００ １ １ ０２４ ８ ３ ． ３

（
＼
ＩＬ －

１ ７ＲＡ
ｐ
ｒｉｍ ｅ ｒＲＡＧＡ ＴＡＡＣＴＣＴＧＣＡＣＣＣＴＣＧＡＧＧＴＡ

ｑ
ＩＬ －

１ ７ＲＡ
ｐ

ｒｏｂｅＣＡＣＴＧＣＡＧＡ ＣＡＧ ＡＣＧＣＣＡ ＧＣＡ ＴＣＣ

ｑ
ＩＬ －

Ｊ ７ＲＣ
ｐ

ｒ ｉｍ ｅｒ ＦＴＡＧ ＡＡＧ ＡＴＧ ＣＣＴＧＴＧＣＣＣＴＧＧＴＴＮＭ １ ５ ３４ ６０ ． ３
；ＸＭ

＿

０ １ ５ １ ３ ０２ ７ ８ ． １

ｑ
ＩＬ －

１ ７ＲＣ
ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒＲＴＣＡＴＣＴ ＴＣＡ ＧＧＴＴＣＴＴＣＣＣＡＧ ＴＧ

ｑ
ＩＬ －

１ ７ＲＣ
ｐ ｒｏｂｅＣＴＧＧＴＧＣＴＧ ＡＧＧＴＧＣＣＧＣＡＡＧＧＡＧＡ

ｐ
ｒ ｉｍ ｅｒ ＦＧＡＣＣＡＣＡＧＴ ＣＣＡ ＴＧＣＣＡＴ ＣＡ ＤＱ ８ ９４７４４ ． １

；ＮＭ００ １ １ ９ ５４２６ ． １

尸Ｄ＂
ｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒ ＲＣＡＴＣＡＣＧＣＣ ＡＣＡ ＧＴＴ ＴＣＣＣ

ｑ
ＧＡＰＤＨ

ｐｒｏｂ ｅＡＣＣＣＡＧＡＡＧ ＡＣＴＧＴＧＧＡＴＧＧＣＣＣＣ

用 ７ ５ ００Ｓｙ ｓｔｅｍＳｏｆｔｗａｒｅ 对焚光定量 ＰＣＲ 数据进行处理 ， 建立检测基因 的标

准 曲线并对模板 中所检测 的基因进行绝对定量 ， 最后与管家基因 的拷 贝

数进行校准 。

３ １
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第 部分

第三节 实验结果

１ＳＨＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染影响恒河猴肠道中紧密连接相关基因 的表达

１ ． １ 正常与 ＳＨ ＩＶ／ＳＩＶ 感染恒河猴肠道中紧密连接相关基因 ｍＲＮＡ 水平的差异

为 了解紧密连接相关基因在正常恒河猴肠道各段的分布情况 ， 本研究建立实

时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 的方法检测 了５ 只 正常恒河猴十二指肠近端 、 空肠近端 、 回

肠末端 、 盲肠 、 结肠近端和直肠 中 ＣＸＤＡ／２
， 么 ５ ，７ ，５ ， ７２ ， 丨 ５ 的转

录水平 。 如 图 １ ． １ 所示 ， 所检测 的基因在肠道各段均有表达 ， ＣＺＺＷ２ ，Ａ５ ，７ ２

ｍＲＮＡ 在肠道各段的表达水平在 ３ ｘ
｜ 〇

５
￣

９ ｘ
ｌ 〇

５

ＣＯｐ
ｉ ｅ ｓ ／ ｌ 〇

６

似 尸Ｄ／７ 之间 ， ＣＴＺＷ２

ｍＲＮＡ 在空肠近端和直肠中 的水平存在显著差异 （ Ｐ＝０ ． ０ １ ５ ９ ）
；ａＸ ？Ｗ ７

， ＆／八

＂ ｍＲＮＡ 在肠道各段表达水平均相对较高 ， 其 中 ， ＣＺＸＷＳ 和 谓＂ ｍ ＲＮＡ 在

回肠末端中表达水平最高 ， 均达到 了４
ｘ

ｌ 〇
６

ｃｏｐ
ｉｅ ｓ／ １ ０

６

Ｇ乂ＰＤ／／ ， ａＸＷ７ 和 ＣｉＸＷＳ

ｍＲＮＡ 在空肠近端和直肠的表达中均存在显著差异 （ 尸＝０ ． ０ １ ５ ９
；Ｐ＝０ ． ０３ １ ７ ）

；

ａ＾Ａ７５ ｍＲＮＡ 在肠道各段的表达水平相对较低 ， 盲肠 、 结肠近端和直肠 中 的表

达水平均低于 ］ ０
４

ｃｏｐ
ｉ ｅｓ／ １ ０

６

ＧＡＰ￡ ？／／ ， 其中结肠近端表达量最低 ， 仅为 ７０２ ８

ｃｏｐ
ｉ ｅ ｓ ／ １ ０

６

ｄＰＺ）／／ ， ＣＺ￡Ｗ／ ５ ｍＲＮＡ 在 回肠末端 中 的表达分别与盲肠 、 结肠近端

和直肠中存在显著差异 （ 尸二０ ． ０ １ ５ ９
；Ｐ

＝
０ ． ０ １ ５２

；
户＝０ ． ０ １ ３ ５ ） 。 另外 ， ＣＬＤＡ＾ ， ５ ，

７ ， Ｓ ， ７７ ，７２ ， Ｍ ｍＲＮＡ 在直肠 中表达水平均低于其它肠道组织 。

３ ２
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第
一

部分

己知 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染可导致恒河猴肠道中 ＣＺＺＷ八 ＺＯ ／ 、 ＯＣＩ７Ｖ

等紧密连接蛋 白 的表达和分布异常 。 为 了探讨 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染对其它在粘膜屏障

功能维持中发挥重要作用 的紧密连接相关基因的影响 ， 本研宄采用实时荧光定量

ＲＴ－ＰＣＲ 的方法对正常和 ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴肠道组织中 紧密连接相关基因转

录水平进行 了 比较 ， 如 图 １ ．２ 所示 ， ＳＨ １Ｖ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道 中紧密连接相

关基因 ＣＺＤｉＶ５ ， ＜？ ， 厂 ， ７ ２ ，Ｗ ｍＲＮＡ 水平显著低于正常动物 ， 感染动物肠道

中 ＧＬＣＷ５ 和 ＣＺＸＷＳ ｍＲＮＡ 水平是正常动物 中 的 １ ／２（ 户＜０ ． ０００ １
；
户＝０ ． ００５ ５ ） ，

ＣＺＤＡ７ ／ ， ／２ ，ＷｍＲＮＡ水平是正常动物中 的２／５ （ 尸＝ ０ ． ００３ ６
；
户＝０ ．００６ ３

；
户＜０ ． ０００ １） 。

感染动物肠道 ＣＺＺＷ２ｍＲＮＡ 也低于对照组 ， 但没有统计学差异 （ Ｐ＝０ ． ０ ８ １ ５ ） 。

此外 ， 本研究发现感染组 ＣＸＤＷ ，７ ， ／ ５ 转录水平与 对照组相 比并没有 明 显 的

差异 。

３ ４
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为 了进
一

步明确 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道 中紧密连接相关基因 ＧＬＤＡ／５ ，

Ｓ
， 以 ， ７２ ， 以 表达水平降低主要发生的部位 ， 我们分别对感染前后小肠 （ 十二

指肠近端 、 空肠近端 、 回肠末端 ） 和大肠 （ 盲肠 、 结肠近端 、 直肠 ） 中紧密连接

相关基因 的表达进行 了 比较 ， 发现 和 ＣＺＺＷＷｍＲＮＡ 在感染动物的小肠

（ Ｐ＝０ ． ００ １ ８
；Ｐ

＝

０ ． ００ ５ ６ ） 和大肠 （ Ｐ＝０ ． ００４
；Ｐ

＝

０ ． ００ ］ １ ） 中 的表达水平均显著低

于正常动物 ， 虽然感染动物肠道 中 ＣＺＨ７ ／ ，７ ２ｍＲＮＡ 总体水平低于正常动

物 （ 图 １ ．２ Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ ） ， 但该变化主要发生在大肠中 （ Ｐ＝０ ． ０ ３４ ３
；
尸＝０ ． ０ １ ５ ４

；
ＪＰ
＝

０ ． ０２７ ５ ） ，

小肠 中存在表达水平下降 的趋势 ， 但没有统计显 著性 （ 图 １ ． ３Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ ） 。

３ ６



中 国疾病预防控制 中 心博士学位论文


第
一

部分

Ａ Ｂ

ＣＬＤＮ５ ＣＬＤ．
＼Ｓ

ｇｑ ｓ
１ 〇

〕

〇〇
。

Ｄ
—

■

Ｉ
ｉ ， ？

＊
－

Ａ＾ｖ

ｖ Ｉ卜 ， Ｉ责Ｗ

ｎ．
〇〇

ＩａＩＦｐ

妒．

０ｗ

ｉ
ｚ 勺 ｉ

ｓ

□

ｄ ｃ

１ ０
Ｊ—

，



９


１



１

— Ｉ 〇
Ｊ ＾—

＊



＊



？



＊

—

、
／

、
／ ／ ／／／／／

／／＾，、
／／ｙｚ

／ ／ —
／

、
／／ｚｚ

Ｃ Ｄ

ＣＬＤＮｌ ｌ ＣＬＤＭ２

．

！ 〇
，

ｉ
°
〇
°
〇

￣￣

１

－
， ０

，

ｉ ．

Ｉ ！
， 。

‘ ？

當 熹 黄ｉ！
！ ， 。

‘
．

阶 ：

—￣

１

１
１ １ ０

＊ －

 ５ １ １ 〇
５
－

〇
°□Ａ▽ ▽

Ｓ２ □ ？５ ▽
▽

Ｑ ^

３ ^

１ ０
４
－ １——

Ｉ



１



１



！

—— Ｉ ０
４ ｊ

？



９


１



１

——

／ ／ ．／ ？／／ 、＜
／／ ．／

／ ．、
／／／／／／／

＾、户＾、， —
。
４

、
矿令

’
、，

Ｅ

ＣＬＤＭ４

１ ０
７ －

｜ｇ
＊ Ｉ



１

：！

ｌ

－

＂

ｆ
＂

＾ｉｔ－ｉ
｜
１。。

』Ｉ
Ｉ Ｉ １ ０

－ Ｖ
７

Ｉ

５

ｎ
ｓＤ

１ ０
４
－ ＊—

１



ｊ



１



１

—

／ 、
／／／

／／Ｚ／
＂

， 、， ， ，

图 １ ． ３ 正常与 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴大肠和小肠 中紧密连接相关基因 ｍ ＲＮＡ 水平的 比较

Ｆ ｉ

ｇ
１ ． ３Ｃ ｏｍ ｐａ ｒ ｉ ｓ ｉｏｎｏｆ  ｔｈ ｅｍ ＲＮＡ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓｏ ｆ  ｔ ｉｇｈ ｔ

 ｊ
ｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏｎａｓｓｏ ｃ ｉ ａ ｔｅ ｄ

－

ｇｅｎ ｅｓ
ｉ ｎｔ ｈ ｅ ｌ ａ ｒｇｅ ｉ ｎ ｔｅ ｓ ｔ ｉ ｎｅ

３７
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ａｎ ｄｓｍ ａ ｌ ｌ ｉ ｎ ｔｅ ｓ ｔ ｉｎｅ ｂｅ ｔｗ ｅｅｎＭａｃａｃａ ｍ ｕ ｌａ ｔ ｔｏ ｗ ｉ ｔｈａｎ ｄｗ ｉ ｔｈ ｏｕ ｔＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ  ｉｎ ｆｅ ｃｔ ｉｏｎ

正常恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 与 ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 肠道粘膜中 ＣＬＤ７Ｖ５（ Ａ ） 、 ＣＸＺＷＳ（ Ｂ ） 、

ＣＬ ＺＷ／ ／（ Ｃ ） 、 ＣＬＤ７Ｖ ／ ２（ Ｄ ） 、 ＣＬＺＷＷ（ Ｅ ）ｍＲＮＡ 水平 的 ｑ
ＰＣＲ 检测 ； 垂直条代表平均值

土ＳＤ ， 统 汁学方法 ： Ｍ ａｎｎ
－ Ｗｈ ｉ ｔｎｅｙ ｔ ｅ ｓ ｔ（

＊
： 尸 ＜０ ． ０ ５

；尸 ＜０ ． ０ １ ）

１ ．２ 恒河猴肠道中紧密连接相关基因 ｎｉＲＮＡ 水平的相关性

在 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道 中 ， ＣＺＸＷ／ 、 ＯＣＴＷ 和 ＺＯ－

／ 表达水平降低 ，

且三者的表达两两之间存在正相关性
［
７９

］
。 为 了进

一

步探讨恒河猴肠道 中 紧密连

接相关基因表达之间 的联系 ， 本研 宄分析 了 紧密连接相关基因 ＣＬＤＷ５ ， ／ ７ ，

７ ２ ，Ｍ ｍ ＲＮＡ 之间 的相关性 。 如 图 １ ．４ 所示 ， 正常动物中 ＣＬＩＷ５ ，７ ／ ， ／ ２ ，

以 ｍＲＮＡ 水平两两之间存在显著 的正相关性 。 同样 ， 在 ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河

猴肠道 中 ， ＣＺＺＷ ５ 分别与 ＣＺＺＷＳ ，７ ７ ， ７ ２ ， ７ ４表达呈正相关性 （＾０ ．７ １ ８７＾＜０ ．０００ １
；

产０ ． ８０３ ０ ， 尸＜０ ． ０００ １
；ｒ

＝

０ ． ７７ ８９ ， 尸＜０ ． ０００ １
；ｒ

＝

０ ． ７ ８ ８７ ， 尸＜０ ． ０００ １ ） ，ＣＺＺＷＳ分别

与ＣＺＺＷ７ ／
，７ ２ ， 以 表达呈正相关性 （ ｒ

＝

０ ． ９ ３ ３ ５ ，Ｐ＜０ ． ０００ １
；ｒ
＝

０ ． ８ ９７６ ， 户＜０ ． ０００ １
；

ｒ
＝

０ ． ８ １ ８ ８ ，ＰＯ． ＯＯＯ ｌ ） ，ａＸＷ／ ｉ分别与ＣＺＺＷ／ ２ ，７ ４表达呈正相关性 （ ｒ
＝

０ ．９２６７ ，

户＜０ ． ０００ １ ；
ｒ
＝

０ ． ８ ３ ５２ ， ＪＰ＜０ ． ０００ １
；） ， ＣＺＸＷ７ ２与ＣＩＺＷ以 表达呈正相关性 （ ｒ

＝

０ ． ８ ０ １ ９ ，

Ｐ＜０ ．０００ １ ） （ 图 １ ． ５ ） 。 这些紧密连接相关基因表达的相关性提示它们在肠道屏障

功能的维持 中可能发挥相似的作用 。

３ ８
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中 国疾病预防控制 中 心博士学位论文


第
一

部分

２ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染影响恒河猴肠粘膜中 及其受体的表达

２ ． １ 正常与 ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴肠粘膜中 ／Ｌ －

／ Ｚ４ｍＲＮＡ 水平的 比较

本研宄用实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣ Ｒ 的方法检测 了 正常恒河猴空肠近端 、 回肠末

端 、 盲肠 、 结肠近端 、 直肠和肠系膜淋巴结 中 的水平 ， 发现肠系

膜淋 巴结中 ／Ｚ －

／ ７ｄ ｍＲＮＡ 水平最高 ， 为 ２ ５２２ ｃｏｐ ｉ ｅ ｓ／ １ ０
６

ＧＪＰＤ仏 空肠近端 、 盲

肠 、 结肠近端中 ｍＲＮＡ 水平相 当 ， 约为 ６ ３ ０ｃｏ
ｐ

ｉ ｅ ｓ ／Ｈ）

６

回肠末

端和直肠 中 ／Ｚ－

ｉ ７ｖ４ ｍＲＮＡ 表达相对较低 ， 约为 ２ ８ ８ ｃｏｐ
ｉ ｅ ｓ／ １ ０

６

ＧｌＰ￡ ＞／／ ， 见图 １ ． ６

Ａ 。

对正常和 ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道各段 ／Ｉ －

／ Ｚ４ 转录水平比较发现 ， 与预

期结果
一

致 ， 对照组恒河猴肠道 中 ７１－

７ ｍＲＮＡ 水平是 ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ感染组的 １ ６３ ． ６

倍 （ 图 １ ． ６ Ｂ ） ， 感染组 ／Ｌ －

／ ７＾ ｍＲＮＡ 在空肠近端 、 回肠末端 、 盲肠 、 结肠近端 、

直 肠和 肠系 膜淋 巴结 中表达水平均 显著低于对 照组 （ ｉ
＾

Ｏ ． ＯＯ ｌ
；
尸＝〇 ． 〇〇 ８ １

；

Ｐ二０ ．００ ０ ８
；
尸＜０ ． ０００ １

；
尸＝０ ．００９３

；Ｐ＝０ ． ０００ ５ ） （ 图１ ． ６Ａ ） 。

Ａ Ｂ

１１－１ ７Ａ ＩＬ－

１ ７Ａ
ｒ

￣

１Ｎｏｒｍａ ｌ

Ｅ３ Ｉｎｆｅ ｃ ｔｅｄ ４
－

Ｂ］Ｔ Ｉ％ ｜

＾
１

ｌ
§ ３

－ ＸｔＴＴＭ１ １

３
＇

｜ ．

Ｓ

３

Ｔｒ
１

！ＡＴ ．５５ ：

：

：画鍵努 ：

：

：
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ｎ ｒｎ 彡２２

－發ｋ

２
２２

－ ｉ
＾爾麵顆ｋ

｜８ ，
？ ＊

 ？ ？ＴＳ
＇

ｓ
１

＊

醒．
—

ｉ ｌｍｈ ｉａ ｌｉ ｌｆ ｌ
＾

ＪＪ－Ｊ——
ｕ １ １ ＊ １ １ １

多 》
＾？＃＃＃＾Ｚ

Ｔ ｉｓ ｓ ｕｅ ｓ

图 １ ． ６ 正常与 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴肠粘膜组织中 ／Ｕ ７ＪｍＲＮＡ 水平的差异

Ｆ ｉ

ｇ
１ ． ６Ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｃ ｅ ｓｏ ｆ ＩＬ －

１ ７Ａｍ ＲＮＡ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓ ｉ ｎ ｔｈｅ ｉ ｎ ｔｅ ｓ ｔ ｉ ｎ ａ ｌ ｔ ｉ ｓｓｕ ｅ ｓｂ ｅ ｔｗ ｅ ｅｎＭａｃａｃａｍ ｕ ｌａｔｔｏｗ ｉ ｔｈ

ａｎｄｗ ｉ ｔｈ ｏ ｕ ｔ ＳＨ ＩＶ ／Ｓ Ｉ Ｖ ｉ ｎ ｆｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ

Ａ ． 正常恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 与 ＳＨ Ｉ Ｖ ／Ｓ １Ｖ 感染恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 肠道各节段 中 ／Ｌ －

／ ７４ ｍ ＲＮＡ 水平的

ｑ
ＰＣＲ 检测 ；

Ｂ ． 正常恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 与 ＳＨ １Ｖ ／Ｓ Ｉ Ｖ 感染恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 肠道中 ／Ｌ －

／ ７ＪｍＲＮＡ

总体水平的 ｑ
ＰＣＲ 检测 ； ｊ

ｅ
ｊ

： 空肠近端 ；
ｉ ｌ ｅ ： 回肠末端 ；

ｃａ ｅ ： 盲肠 ；
ｃ ｏ ｌ ： 结肠近端 ；

ｒｅ ｃ ：

４ １
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直肠 ；
ｍ ｅ ｓ ： 肠系膜淋巴结 ； 垂直条代表平均值土ＳＤ ， 统计学方法 ？

＿Ｍ ａｎｎ
－Ｗｈ ｉ ｔｎｅｙ ｔｅ ｓｔ（

＊ ＊
：

尸
＜０ ． ０ １

；
＊ ＊ ＊

： 尸
＜０ ． ００ １ ）

２ ．２ 正常与 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴肠道中 ／／：
－７ ７Ｆ ｍＲＮＡ 水平的差异

本研 究建立实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 方法检测 了 正常恒河猴肠道 中 ／Ｚ －

／ ７Ｆ

ｍＲＮＡ 的表达水平 ， 发现 ／Ｚ －

７ ７ＦｍＲＮＡ 在直肠 中 表达水平最高 ， 为 １ ００９２

ｃｏｐ
ｉｅｓ／ 〗 ０

６

（２４ＰＺ）／／ ， 其次为 回肠末端 ， 在十二指肠近端 、 空肠近端 、 盲肠 、 结肠

近端 中表达水平相当 ， 均为 ３ ０００
？

５ ０００ ｃｏ
ｐ

ｉ ｅ ｓ／ １ ０
６

ＧＩＰＺ）／／（ 图 １ ．７Ａ ） 。

对 ＳＨ Ｉ Ｖ ／Ｓ １Ｖ 感染与未感染恒河猴肠道中 ／Ｚ －

／ ７Ｆｍ ＲＮＡ 的表达水平进行 比

较发现 ， 感染组肠道中 ／Ｚ －

／ ７Ｆ ｍ ＲＮＡ 整体水平高于对照组 （ 尸＝０ ． ０００８ ） ， 表达水

平是对照组的 ２ ． ７４ 倍 （ 图 １ ． ７Ｂ ） 。 各肠道组织 中除 回肠末端没有明显差异外 ，

几－

／ ７ＦｍＲＮＡ 在十二指肠近端 、 空肠近端 、 盲肠 、 结肠近端 、 直肠中 的表达水

平 比未感染动物中高 （ 图 １ ． ７ Ａ ） 。

Ａ Ｂ

ＣＺＪＮｏｒｍａ ｌＨ’ｉ ／Ｆ

５ ｔＥＤ ｉ ｎ ｆｅｃ ｔｅｄ ３０００°

１ ？

ｘ ｘ
＊ １

￣￣￣

｛

５４
￣

 ｆ

＾
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图 】 ． ７ 正常与 ＳＨ Ｉ Ｖ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴肠道组织中 ／Ｌ －

／ ７Ｆ ｍ ＲＮＡ 水平的 比较

Ｆ ｉ ｇ
１ ． ７Ｃ ｏｍ ｐ ａ ｒ ｉ ｓ ｉ ｏ ｎｏ ｆ １Ｌ －

１ ７Ｆ ｍＫＮＡ  ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓ ｉ ｎ ｔｈ ｅ ｉ ｎ ｔｅ ｓ ｔ ｉ ｎ ａ ｌｍｕ ｃｏ ｓ ａｏ ｆ Ｍａｃａｃａｍ ｕｌａｔ ｔａ ｗ ｉ ｔｈａｎ ｄ

ｗ ｉ ｔｈ ｏｕ ｔＳＨ Ｉ Ｖ／Ｓ Ｉ Ｖ ｉ ｎ ｆｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎ

Ａ ． 正常恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 与 ＳＨ Ｉ Ｖ／Ｓ 丨Ｖ 感染恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 肠道各节段中 ／Ｚ －

／ ７Ｆ ｍＲＮＡ 水平 的

ｑ
ＰＣＲ 检测 ；

Ｂ ． 正常恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 与 ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 肠道中 ／Ｌ －

／ ７Ｆ ｍＲＮＡ

总体水平 的 ｑ
ＰＣ Ｒ 检测 ；

ｄ ｕ ｏ ： 十二指肠近端 ； ｊ
ｅ
ｊ

： 空肠近端 ；
ｉ ｌ ｅ ： 回肠末端 ；

ｃ ａｅ ： 盲肠 ；

ｃ ｏ ｌ ： 结肠近端 ；
ｒｅ ｃ ： 直肠 ； 垂直条代表平均值土ＳＤ ， 统计学方法 ： Ｍａｎ ｎ

－Ｗｈ ｉ ｔｎ ｅｙ ｔ ｅ ｓ ｔ（
＊ ＊ ＊

：

４２
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尸 
＜０ ． ０ ０ １ ）

２ ．３ 正常与 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴肠道中 ／Ｌ －

／ ７兄４／？Ｌ－ ７ ７／ｆＣｍＲＮＡ 表达水平的

差异

为阐 明 ／Ｉ －

／ ７兄４ 在恒河猴中 的分布特征 ， 本研宄首先检测 了包括免疫系统 、

消化系统 、 生殖系统等在 内 的 ３ ６ 个组织中 几－

７ ７兄４ｍＲＮＡ 的表达水平 。 如 图 １ ． ８

所示 ， ／Ｚ －

７ ７似 在免疫相关组织中表达水平相对较高 ， 其中腹股沟淋巴结的表达

水平最高 ， 其次为腋窝淋巴结 ， 扁桃体中表达水平最低 。 与免疫系统相 比 ， 消化

道中 ／Ｉ －

／ ７兄４ 的表达水平普遍偏低 ， 口 腔黏膜 ／Ｌ －

７ ７／Ｌ４ 表达水平最低 ， 仅为 ２ ８ １ ０

ｃｏｐ ｉ ｅ ｓ ／ ｌ Ｃ＾ Ｇ／ｉＰＺ）／／ 。 大肠中 的表达水平高于小肠 ， 大肠 中盲肠 ７Ｌ －

／ ７ｉＬ４ 表达水平

最高 ， 结肠近端表达水平最低 ， 小肠 中十二指肠近端水平最高 ， 空肠中部表达水

平最低 。 在生殖系统中 ， 雌性恒河猴的子宫颈和雄性恒河猴的睾丸中 几－

７ ７兄４ 表

达水平较高 。 此外 ， 几－

／ ７兄４ 在胰脏 、 肺脏和肝脏等组织中高表达 ， 在所有检测

的组织中 ， 肌肉组织 ／Ｉ －

７ ７见４ｍＲＮＡ 表达水平最低 ， 仅为 ３ ７０ｃｏｐ
ｉ ｅ ｓ ／ １ ０

６

Ｇ乂ＰＤ／／ 。

４ ３
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在 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ Ｉ Ｖ 感染中 ， 恒河猴肠道 ／Ｌ －

／ ７Ｊ 和 ／Ｌ －

／ ７Ｆ ｍ ＲＮＡ 均发丰 了 显著的

变化但变化 的方 向 相 反 。 为 了 进
一

步探讨 ／Ｉ －

／ ７Ｊ 和 ／Ｌ －

／ ７Ｆ 的表达变化与

Ｈ １Ｖ ／Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 病理及肠道屏障损伤之间 的关系 ， 本研宄建立实时荧光定量 ＲＴ－ ＰＣＲ

方法对 丨 Ｌ －

１ ７Ａ ／ Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ 受体 （ １ Ｌ －

１ ７ＲＡ 和 １Ｌ －

１ ７ＲＣ ） 的表达进行 了检测 。 如 图 １ ．９

所示 ， 在所检测 的 ６ 个节段的肠道组织中 ， 感染组 ／Ｌ －

／ ７兄４ｍＲＮＡ 水平均高于对

照 组 。 在 十 二 指 肠近 端 中 ， 感染组 ／Ｌ －

／ ７兄４ｍＲＮＡ 水平 显 著 高于 对 照 组

（ ７Ｍ） ． ０４４２ ） ， 感染组 ／１ －

７ ７兄４ｍＲＮＡ 水平是对照组的 ５ ． ５ 倍左右 ； 感染组动物

的空肠近端中 几－

／ ７兄４ｍ ＲＮＡ 是对照组的 ４ ． ９ 倍 （ ｉ
＾

Ｏ ． ００ ５ ５ ）
； 同样 ， 感染组动

物回肠末端和结肠近端 中 ， 江－

？／ Ｚ／ＭｍＲＮＡ 水平也显著高于对照组 （ Ｐ＝０ ． ００ ０６
；

Ｐ＝０ ． ０００７ ） ， 表达水平为对照组的 ６ 倍左右 ； 在盲肠和直肠 中 ， 感染组 几－

７ ７几４

ｍＲＮＡ 水平显著高于对照组 （ ＾＝０ ． ０ １ ７ ，Ｐ＝０ ． ０２４６ ） ， 表达水平为对照组的 ４ 倍 。

ＩＬ－１ ７ＲＡ

ｒ

￣

ｌＮｏ ｒｍａ ｌ
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〇Ｃ
： ：

？

： ：

ｖ ：
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：

＞

？品
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？
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—２
̄

§ｓ
卜
一
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Ｖ
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￣
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５＾令
？妒＾＾^

Ｔ ｉ ｓ ｓ ｕ ｅ ｓ

图 １ ． ９ 正常与 ＳＨ Ｉ Ｖ ／Ｓ Ｉ Ｖ 感染恒河猴肠道组织 中 从－

／ ７兄４ｍＲＮＡ 水平的 比较

Ｆ ｉ

ｇ
１ ． ９Ｃｏｍ

ｐ
ａ ｒ ｉ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆ １Ｌ－

１ ７ＲＡｍ ＲＮＡ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓ ｉ ｎｔｈ ｅ ｉ ｎ ｔｅ ｓ ｔ ｉ ｎａ ｌｍｕ ｃ ｏ ｓ ａｏ ｆ Ｍａｃａｃａｍｕ ｌａ ｔｔａｗ ｉ ｔｈ

ａｎ ｄｗ ｉ ｔｈｏｕ ｔＳＨ Ｉ Ｖ ／Ｓ Ｉ Ｖ ｉ ｎ ｆｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ

正常恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 与 ＳＨ １ Ｖ ／Ｓ Ｉ Ｖ 感染恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 肠道各节段 中 ／Ｌ －

／ ７／Ｍｍ ＲＮＡ 水平 的

ｑ ＰＣ Ｒ 检测 ；
ｄ ｕ ｏ ： 十二指肠近端 ； ｊ

ｅ
ｊ

： 空肠近端 ；
ｉ ｌ ｅ ： 回肠末端 ；

ｃａｅ ： 盲肠 ；
ｃｏ ｌ ： 结肠近

端 ；
ｒｅｃ ： 直肠 ； 垂直条代表平均值土ＳＤ ， 统计学方法 ： Ｍａｎｎ

－Ｗｈ ｉ ｔｎｅｙ
ｔｅ ｓｔ（

＊
： 戶 ＜０ ． ０５

；
＊ ＊

：

／
＞
＜０ ．０ １  ；

＊ ＊ ＊
： ／

＞
＜０ ． ００ １ ）

４５
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／Ｚ＾ ７ｉ？Ｃ ｍＲＮＡ 在正常恒河猴肠道各段广泛表达 。 大肠中 ／Ｚ －

７ ７ｉ？Ｃ ｍＲＮＡ 水

平略高于小肠 。 大肠中直肠 ／Ｚ －

７ ７／？Ｃ ｍＲＮＡ 水平最高 ， 为 ２４ ８２５ｃｏｐ ｉ ｅ ｓ／ １ ０
６

其次是结肠近端 ， 为 ２ ００７５ｃｏｐ
ｉ ｅｓ／ １ ０

６

ｄＤｉ／ ， 大肠 中盲肠 ／Ｚ －

／ ７７？Ｃ ｍＲＮＡ 水平

最低 ， 为 １ ６７２ ５ｃｏｐ
ｉ ｅ ｓ ／ １ ０

６

ｄＰＤ／／ 。 但与 ／Ｚ －

７ ７似 相 比 ， ／Ｚ －

／ ７敗：在大肠 中 的 ｍＲＮＡ

水平偏低 。 小肠 中空肠近端表达水平最高 ， 为 １ ９２２７ ｃｏ
ｐ

ｉ ｅ ｓ ／ １ ０
６

ＧｄＰＤ／／ ， 十二指

肠近端和 回肠末端 ／Ｚ －ＷＡＣ ｍＲＮＡ 水平相当 ， 约为 ｌ ］ ０００ ｃｏｐ
ｉ ｅｓ／ １ ０

６

Ｇ乂ＰＤ／／ ， 见

图 １ ． １ ０ 。

与 几－

／ ７兄４ 相似 ， 感染组 ／Ｌ －

／ ７ＡＣｍＲＮＡ 水平在所检测 的肠道组织中也均高

于对照组 ， 且上调 的倍数 ／Ｌ －

／ ７／ＪＣ 整体高于 ／Ｕ ７兄４ 。 在结肠近端 中 ， 感染组

／Ｚ －

７ ７７？Ｃ ｍＲＮＡ 较对照组升高倍数最大 ， 约为 １ ３ 倍 （ Ｐ Ｃ０ ．０００ １ ）
； 在十二指肠近

端 中 ， 感染组 ／Ｕ ７ｉ？Ｃ ｍＲＮＡ 水平是对照组的 ８ ．４ 倍 （户＝０ ． ０００６ ）
； 回肠末端中 ，

感染组 ｍＲＮＡ 水平是对照组的 ６ 倍 （ Ｐ＝０ ． ００４ ３ ）
； 在感染组的空肠近端

和盲肠 中 ， ／Ｚ －

／ ７ｉ？Ｃ ｍＲＮＡ 水平也高于对照组 （ 户＝０ ． ０４ ８４
；
尸＝０ ． ０３２ ３ ） ， 表达水

平是对照组的 ４ 倍 ， 同样 ， 感染组直肠 ｍＲＮＡ 水平也显著高于对照组

（ 户＝０ ． ００４７ ） ， 表达水平是对照组的 ４ ． ５ 倍 ， 见图 １ ． １ ０ 。

Ｘ Ｉ ，ＪＬ －

１ ７ＲＣ
ｔ ｉＮ ｏｒｍａ ｌ

ｇ Ｉｎ ｆｅｃ ｔｅｄ

ｓｃ
＇朴 ＊ ＊ ＊ ＊ｎ

１
次ｒ

＊＝

ｉ
＊

＾＾
ｒ

￣－

ａ．丁 ｉ

＊

， ｒ

？

ｉ ｆ

￣

ｌ

一
￣

． －

？ ．

 ．Ｖ ．

．

§^

２ 

－
 ？  ？

ｕ ．

．

？

？
 ？

ｔｌ

〇
？ －

 ｜
——

了 

————

ｔ Ｔ 

＊￣＾

 Ｉ ｉ

— －

＋
？

於參＾旁
Ｔ ｉ ｓ ｓ ｕ ｅ ｓ

图 １ ． １ ０ 正常与 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ １Ｖ 感染恒河猴肠道组织中 ／Ｌ －

／ ７ＡＣ ｍＲＮＡ 水平的 比较

Ｆ ｉ

ｇ １ ． １ ０Ｃ ｏｍｐａ ｒ ｉ ｓ ｉ ｏｎｏｆ ＩＬ－

１ ７ＲＣ ｍＲＮＡ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓ ｉ ｎ ｔｈ ｅ ｉ ｎ ｔｅ ｓ ｔ ｉ ｎ ａ ｌｍ ｕ ｃ ｏ ｓ ａｏｆ Ｍａｃａｃａｍ ｕｌａｔｔａｗ ｉ ｔｈ

４ ６
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ａ ｎ ｄｗ ｉ ｔｈ ｏｕ ｔＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ ｉｎ ｆｅｃ ｔ ｉｏｎ

正常恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 与 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ １Ｖ 感染恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 肠道各节段中 ／Ｌ－

／ ７／ＪＣｍＲＮＡ 水平 的

ｑ
ＰＣＲ 检测 ；

ｄ ｕｏ ： 十二指肠近端 ；

ｊ
ｅ
ｊ

： 空肠近端 ；
ｉ ｌ ｅ ： 回肠末端 ；

ｃａｅ ： 肓肠 ；
ｃｏ ｌ ： 结肠近

端 ；
ｒｅ ｃ ： 直肠 ； 垂直条代表平均值士ＳＤ ， 统计学方法 ： Ｍ ａｎ ｎ

－Ｗｈ ｉ ｔ ｎ ｅｙ ｔ ｅ ｓ ｔ （

＊
：Ｐ ＜０ ．０ ５

：

尸 ＜０ ． ０ １
；＊ ＊ ＊

： 尸 ＜０ ．０ ０ １ ）

为了探讨 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染中 和 ｍＲＮＡ 表达水平的关系 ， 本

研究对正常组动物和感染组动物 ６ 个节段肠道组织中 ／Ｚ－

／ ７兄４ 和 ７Ｚ －

／ ７ＡＣ ｍＲＮＡ

表达水平分别做相关性分析 ， 发现在正常动物肠道 中 ／Ｚ－

７ ７兄４ 和 ＺＬ －

７ ７／？Ｃ ｍＲＮＡ

的表达不存在相关性 （ 图 １ ． １ １ Ａ ） ， 但是在感染组动物肠道 中 ，
二者 的表达呈显

著正相关 （ ｒ
＝

０ ．４ １ ５ ７ ，Ｐ＝０ ． ０２７ ８ ） （ 图１ ． １ １ Ｂ ） 。

Ａ Ｂ

Ｎｏ ｒｍ ａ ｌ ｉｎ ｆｅ ｃ ｔ ｅｄ

ＩＬ－

１ ７ＲＡａｎｄ ／￡．

／ ７ｉ？Ｃ ＩＬ－

１ ７ＲＡ ａｎｄ ＩＬ－

Ｉ ７ＲＣ

〇
５ ０

１ ｒ
＝０ ． ０４７ ６ ０

１Ｍ ＞

．４ １ ５７

？Ｓ？ Ｐ
＝

０ ．＾２７４ Ｍ— Ｐ＊０ ， ０２？８

｜ｇ
４ ．５

－

？
？？ Ｉ￡

５ ． ５
－？

？
？

ＺＳ４ ．０
－’

？

？Ｚ２５ ． ０
－

^

＝ ｉ ａ？
？？

？

ｇ
２

，
３３－

？ ＾
２

，
４３ －？ｔ

３ ． ０
￣

 ＾ ｉ ｉ ｉ ４ ． ０
＂

 ｉ ｉ ＊ ｉ

３ ． ５ ４ ． ０ ４ ． ５５ ． ０ ５ ． ５ ４ ． ０４ ． ５５ ． ０５ ．５６ ． ０

Ｕ．

－

１ ７ＲＡ ｎｉＲＮＡ  ｉ ｎ  ｉｎ ｔ ｅ ｓ ｔ ｉ ｎｅ ＩＬ＾

１ ７ＲＡ ｍＲＮＡ  Ｉｎ  ｉ ｎｔｅ ｓ ｔ ｉｎ ｅ

Ｉｇ  （
ｃｏｐｉｅ ｓ ／ １ ０

６
ＧＡＰＤＨ

 ） Ｉｇ 
（
ｃｏｐｋ ｓ ／ １ ０

６

ＧＡＰＤＨ
）

图 １ ． １ １ 恒河猴肠道粘膜组织中 与 ／Ｌ －

７ ７及Ｃ ｍＲＮＡ 水平的相关性

Ｆ ｉ

ｇ １ ． １ １Ｃ ｏ ｒ ｒｅ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎｂ ｅ ｔｗ ｅｅ ｎＪＬ －

１ ７ＲＡａｎ ｄＩＬ－

１ ７ＲＣｍＲＮＡ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓ ｉｎｔｈｅ ｉ ｎ ｔｅ ｓ ｔ ｉ ｎ ａ ｌｍ ｕ ｃｏ ｓ ａｏｆ

Ｍａｃａｃａ ｍ ｕ ｌａ ｔ ｔｏ

正常恒河猴 （ Ａ ， ｎ
＝

５ ） 和 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴 （ Ｂ ，ｎ
＝

５ ） 肠道粘膜中 几－

／ ７兄４ 与 ／Ｌ －

／ ７ＷＣ

ｍＲＮＡ 水平 的相关性分析散点 图 ；
ｒ 为相关系数 ， ｐ Ｏ ． ０ ５ 为显著相关 ； 统计学方法 ： 非参数

检验Ｓ ｐ ｅ ａ ｒｍ ａ ｎ ｔ ｅ ｓ ｔ

２ ．４ 恒河猴肠道粘膜中 ／Ｌ －

／ 与受体 ｍＲＮＡ 水平的相关性

４７
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ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道粘膜中 ／Ｌ －

７ Ｚ＾ｍＲＮＡ 水平低于正常动物 ， 而我

们的研宄发现 ／Ｚ －

／ ７Ｆ、 ／Ｚ －

ｉ ７兄４ 和 的变化趋势与 ／Ｚ －

７ Ｚ４ 相反 。 为 了进

一

步研宄 ／Ｕ Ｚ４ 、 ／Ｚ －

７ ７Ｆ 及 ／Ｚ－

７ ７及 表达之间 的关系 ， 本研宄对正常组动物和

ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染组动物肠道组织 ／Ｉ －

／ ７Ｊ 和 ／Ｚ －

ｉ ７／？ 、 ／Ｚ －

７ ７Ｆ 和 ／Ｚ －

／ ７／？ 表达的相关

性做 了分析 。

如 图 １ ． １ ２Ａ 和 Ｂ 所示 ， 无论是在正常动物还是感染动物 中 ， ／Ｕ  ７^ ４ 和 ／Ｚ －

７ ７兄４

的表达均呈负相关的趋势 ， 但没有统计显著性 。 几 和 ／Ｚ －

／ ７ｉ？Ｃ
■

在正常动物肠

道中不存在相关性 （ 图 １ ． １ ２Ｃ ） ， 在感染动物肠道中呈现正相关的趋势 ， 但没有

统计显著性 （ 图 １ ． １ ２Ｄ ） 。

Ａ Ｂ
Ｎｏ ｒｍａ ｌ Ｉｎ ｆｅｃｔｅｄ

ＩＬ－１ ７Ａ 
ａ ｎ ｄ ＩＬ－１ ７ＲＡ １１－１ ７Ａ ａ ｎ ｄ ＩＬ－１ ７ＲＡ

５
－

？ ｒ
＝ＭＵ ９３５ ２ ．〇

－

｜ ｒ
＝＊
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＾４ ＾＾ ４ ． ５５ ．０ ５ ， ５６ ． ０
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－ ０ ．５
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？

Ｉ Ｌ－

Ｉ ７ＲＡ ｍＲＮＡ  ｉ ａ  ｉ ｎ ｔｅ ｓ ｔ ｉ ｎ ｅ

０^
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Ｓ
￣

Ｚ Ｓ
￣
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Ｉ Ｌ －

Ｉ ７ＲＡ ｍＲＮＡ  ｉ ａ  ｉ ｎ ｔ ｅ ｓ ｔ ｉ ｎ ｅ

Ｉ

ｇ Ｃ
ｃｏ

ｐ
ｌｅ ｓ ／ ｌ Ｏ

＾

ＧＡＰＤ Ｉ Ｉ
）

Ｃ 〇

Ｎ ｏｒｍ ａ ｌ Ｉｎ ｆｅｃ ｔｅｄ

ＩＬ－１ ７Ａ ａｎｄ ＩＬ－１ ７ＲＣ ｆＬ－Ｉ ７Ａ ｓｎｄ ＩＬ－１ ７ＲＣ
４
１ ｒ

＝ＭＸ ０６０ １ ５ ｊ ＾ ｒ
＝０ ． ２０ １ ６

Ｃ

｛＃Ｐ＝０ ， ８０ １ １
‘

 Ｐ
＝０ ． ３５６３
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ｃ ？ ？

＃ ｓ— ？？？

ｌ
ｌ

３
＇？？．， Ｉ

ｆ

１ －０
－

 ？

． ．．
？
？

１ １．
． ． Ｉ Ｉ ，

．

ｓ Ｓ ５ ＞

 ｐ
，

＜ ？０ ．０
＂

 Ｉ

丨
ｉ产 Ｉ ｉ

ｇ

ｉ Ｊ
．

 ？ ｜
Ｉ ４ ． ０４ ． ５５ ． ０５ ． ５６ ． ０

３

－ ＾５
－０ ． ５

－ ？

 ？
＝ Ｉ Ｌ －

Ｉ ７ＲＣ ｍＲＮＡ  ｉ ｎ  Ｉ ｎ ｔ ｅ ｓ ｔ ｉ ｎ ｅ

０
－

１



１



！



？



１ ｉ  ｒＪ＾ （
ｃｏ

ｐ
ｌ ｅ ｓ ／Ｈ＾ ＧＡ ＰＤＨ ）

３ ．０３ ＊５４ ．０４ ． ５５ ． ０
＇

＊ ＊

Ｉ Ｌ－

Ｉ
７ＲＣ  ｒｎＲＮＡ  ｉ ｎ  ｉ ｓ ｉ ｅ ｓ ｌ ｉ ｎ ｅ

ｉ

？ 
（
Ｃ６

ｐ
｝ ｅ ＊ ／ Ｉ ｆ ＞

６

ＧＡＦＤＨ  ）

图 １ ． １ ２ 恒河猴肠道组织中 与 几－

／ ７ｉ？ ｍＲＮＡ 水平的相关性

Ｆ ｉ

ｇ
１ ． １ ２Ｃ ｏｒｒｅ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎｂｅ ｔｗ ｅｅｎＩＬ －

１ ７Ａａｎ ｄＩＬ－

１ ７Ｒｍ ＲＮＡ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓ ｉ ｎ ｔ ｈ ｅ ｉｎ ｔｅ ｓ ｔ ｉ ｎ ａ ｌｍ ｕ ｃｏ ｓ ａｏｆ Ｍａｃａｃａ

ｍ ｕｌａｔｔａ

４ ８
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正常恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 肠道粘膜中／Ｌ
－

７ Ｚ４与／Ｌ
－

／ ７／？ｚ （（ Ａ ） 或／Ｌ
－

／ ７Ｗ与／Ｌ
－

／ ７／ｆＣ （ Ｃ ）ｍＲＮＡ

水平 的相关性分析散点 图 ；
ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴 （ ｎ

＝

５ ） 肠道粘膜 中 ／Ｌ －

／ ７Ｊ 与 （ Ｂ ）

或 ／Ｌ －

／ ７Ｊ 与 ／Ｌ －

／ ７７？Ｃ （ Ｄ ）ｍＲＮＡ 水平的相关性分析散点 图 ；
ｒ 为相关系数 ， ｐ

＜０ ． ０ ５ 为显著

相关 ； 统计学方法 ： 非参数检验 Ｓ
ｐ
ｅ ａ ｒｍ ａｎ ｔｅｓ ｔ

对正常组动物和 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染组动物肠道组织 ／Ｚ －

／ ７Ｆ 和 ／Ｕ ７７？ 的表达分

别进行相关性分析发现 ， 无论是在正常动物还是感染动物 中 ， ／Ｚ －

／ ７Ｆ 和 几－

７ ７似

的表达均呈现正相关的趋势 ， 但没有统计显著性 （ 图 １ ． １ ３Ａ 和 Ｂ ） ， 而 ／Ｚ －

／ ７Ｆ 和

／Ｚ＾／ ７ｉ？Ｃ 在正常动物和感染动物 中均呈现显著正相关性 （ ａ

－

０ ． ６２ ５ ８ ， 尸＝０ ． ００ １ ８
；

产０ ． ４００２ ， Ｐ＝０ ． ０３ ８６ ） （ 图 １ ． 丨 ３ Ｃ和Ｄ ） 。

Ａ Ｂ

Ｎｏ ｒｍａ ｌ Ｉｎ ｆｅｃ ｔｅｄ

ＩＬ－ＨＦ＾ ｌ^ ＲＡ
＾

／—
河挪

ｇ＾ Ｐ
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－

ｌ
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？？

？

 ｆｅＩ
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：

Ｐ？

？

？ｆ？？

３ ． ０
＂   

ｊ

ｍ 

Ｊ

 

ｊ

ｌ

Ｊ ３ ， ０
＿

 Ｉ ｔ ｉ Ｉ

３ ．０ ３ ，５４ ．０４ ．５５ ，０ ４ ．０ ４ ． ５ ５ ．０ ５ ．５ ６ ．０

ＪＬ－ Ｉ ７ＲＡ  ｉ ｉ ｉＲＮＡ  ｉ ｎ  ｉ ａ ｔｅ ｓ ｔ ｉａｅ ＩＬ－

Ｊ ７ＲＡｍＲＮＡ  ｉｎ  ｉ ｉ ｉ ｔｅ ｓ ｔ ｉｎｅ
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＇

Ｉ ！

４ ０
＇

？

＾
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 ？ ？ ５ ：

３ 〇 － ｆ ｋ  ｋ ｊ  ｉ

３ ．０３ ．５４ ． ０４ ． ５ ５ ．０ ３ ５４ ０４ ５５ ０５ ５６ ０

／／．
－

／ ７／？Ｃ ｒａＲＮＡ  ｉ ｎ  ｉｎ ｔｅ ｓ ｔ ｉ ｎｅ ／／，
－

／ ７／？Ｃ ｍＲＮＡ  ｉｎ ｍ ｌ ｅ ｓ ｔ ｉ ｎｃ

Ｉ

８ （
ｃｏ ｐ ｉ ｅ ｓ ／ ｌ 〇Ｖ？／

）
ｉ

ｇ （
ｃ ｏ

ｐ
ｉ ｅ ｓ ／ １ ０

６

ｆ；＾ ／／
）

图 丨 ． １ ３ 恒河猴肠道组织中 ／Ｌ －

／ ７Ｆ 与 ／Ｌ－

／ ７７？ ｍ ＲＮＡ 水平的相关性

Ｆ ｉ

ｇ １ ． １ ３Ｃ ｏ ｒｒｅ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｂ ｅ ｔｗｅ ｅ ｎ／Ｌ －

１ ７Ｆ ａｎ ｄＩＬ －

１ ７Ｒｍ ＲＮＡ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓ ｉ ｎ ｔ ｈ ｅ ｉ ｎ ｔｅ ｓ ｔ ｉ ｎ ａ ｌｍ ｕ ｃｏ ｓ ａｏ ｆ Ｍａｃａｃａ

ｍｕｌａ ｔ ｔａ

４ ９
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正常恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 肠道粘膜 中 ／ｉ －

／ ７Ｆ 与 ／Ｌ －

／ ７兄４（ Ａ ） 或 ／Ｌ －

／ ７Ｆ 与 ／Ｌ －

／ ７尺Ｃ（ Ｃ ）ｍＲＮＡ

水平 的相关性分析散点 图 ；
ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴 （ ｎ

＝

５ ） 肠道粘膜 中 江－

／ ７Ｆ 与 ／Ｌ －

／ ７／Ｌ４（ Ｂ ）

或 ／Ｌ －

／ ７Ｆ 与 ／Ｚ －

／ ７穴Ｃ（ Ｄ ）ｍ ＲＮＡ 水平 的相关性分析散点 图 ；
ｒ 为相关系数 ， ｐ

＜０ ． ０５ 为显著

相关 ； 统计学方法 ： 非参数检验 Ｓｐ ｅａ ｒｍ ａｎ ｔｅ ｓ ｔ

３ＳＨＩＶ／ＳＩＶ 感染的恒河猴肠道中 几 与紧密连接相关基因表达的相

关性

３ ． １ＳＨＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道中 ／Ｉ－７ Ｚ４ 与紧密连接相关基因表达的相关性

在 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道 中 ， 几－

７ ７／１ 与 ＜：

’

１／说３ 、 ＣｄＷ 及

ＺＯ－

／ 等紧密连接相关基 因在转录水平存在正相关性 。 为 了更好的 了 解 ／Ｌ －

／ ７／Ｉ 与

紧密连接相关基因表达之间 的关系 ， 本研究对空肠近端 、 回肠末端 、 盲肠 、 结肠

近端和直肠中 ／Ｚ －

／ Ｚ４ 与 ＣＺＺ５Ａ／５ ， ＜§ ， ７ ２ ， ／ ４ ｍＲＮＡ 表达分别作 了相关性分

析 ， 发现在正常动物中 ，几－

／ ７Ｊ 与这些紧密连接相关基因均不存在显著的相关性 ，

但有正相关的趋势 （ 图 １ ． １ ４Ａ －Ｅ ） 。在感染动物 中Ｕ Ｚ４ 分别与 ＣｉＸＷＪ和 ＣＸＺＷ／ ／

的表达存在显著正相关性 （ ｒ
＝

０ ． ５２ ５ ７ ， 尸＝０ ． ０ １
；ｒ

＝

０ ．４ １ ８ ，Ｐ＝０ ．０４７２ ） （ 图 １ ． １ ４Ｆ

和 Ｈ ） ， 此外 ， ／Ｚ －

／ Ｚ４ 与 ＣＺＺＷ＆７２ ， 以 的表达存在正相关的趋势 ， 但没有统

计显著性 （ 图 １ ． １ ４Ｇ 、 Ｉ 和 Ｊ ） 。

５０
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中 国疾病预防控制 中心博士学位论 文


第 部分

３ ．２ＳＨＩＶ／ＳＩＶ 感染的恒河猴肠道中 ／Ｉ －

７ ７Ｆ 与紧密连接相关基因表达的相关性

为 了进
一

步探讨 Ｈ ＩＶ－

１ ／Ｓ ＩＶ 中 丨 Ｌ －

１ ７ 家族与紧密连接相关基因表达调控之间

的关系 ， 本研究对 ＩＬ －

１ ７ 家族 另外
一

个重要 的细胞因子 ／Ｌ －

／ ７Ｆ 与紧密连接基因

表达的相关性做 了分析 。 结果表明 ， 在正常动物肠道 中 ， ／Ｚ －

／ ７Ｆ 与 ＣＺＸ ？

ｉＶ５ ，Ｓ ，

７ ７ ， ７ ２ ， ／ ４ ｍＲＮＡ 的表达存在正相关的趋势 ， 但没有统计显著性 。 而感染动物

中 与 ＣＬＤ？Ｖ５ ， Ｓ ， Ｂ ， ｉ ２ ， Ｍ ｍＲＮＡ 的表达存在显著负相关性 （ ｒ
＝

－

０ ． ５４ ５ ７ ，

Ｐ＝０ ．００２ ７
；ｒ

＝
－０ ． ６ ３ ９ ３ ，Ｐ＝０ ．０００２

；ｒ
＝

－

０ ．６ ８２ ５ ，Ｐ＜０ ．０００ １
；ｒ

＝
－０ ． ５ ９ １ ７ ，Ｆ＝０ ． ０００９

；

ｒ
＝

－

０ ． ７９７５ ， Ｐ＜０ ． ０００ １ ） ， 见 图 １ ． １ ５ 。

５ ２
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３ ．３ＳＨＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道中 ＺＬ － ７ ７Ｒ 与紧密连接相关基因表达的相关性

为 了研宂 ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染中 ＩＬ －

１ ７ 受体与肠道上皮屏障功能之间 的关系 ， 本

研宄对 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴 ／Ｚ －

／ ７７？ 与紧密连接相关基因表达的相关性进行 了

分析 ， 发现在感染动物的大肠 （ 盲肠 、 结肠近端 、 直肠 ） 中 ， 江－

７ ７兄４ 分别与

ＣＬＺＷｍ ７ ２ ，ＷｍＲＮＡ的表达呈显著正相关 （ ｒ
＝

０ ． ５ ６ ５ ９ ， Ｐ＝０ ． ０４３ ８
； ｒ
＝

０ ． ６７２７ ，

尸＝０ ． ０２３ ３
；ｒ

＝
０ ．６ ８ ］ ８ ，

尸＝０ ．０２０ ８
；ｒ

＝

０ ． ６ １ ８２ ， 尸＝０ ． ０４２ ６
；ｒ

＝

０ ． ８４５ ５ ，ＺＭＸＯＯ ｌ ） （ 图

图 １ ． １ ６ ） 。 同样 ， 大肠中 ７Ｌ －

７ ７ＡＣ 分别与 ＣＬＣＷ２ 和 ＣＸＤＡ／３ 的表达呈显著正相关

（ ｒ
＝
０ ． ５ ８９ ３ ， 尸＝０ ． ０ １ ０ １

；ｒ
＝
０ ． ６ １ ４ ３ ，／Ｍ） ． ０ １ ４ ８ ） （ 图 １ ． １ ７ ） 。 在ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ感染的恒

河猴小肠 （ 十二指肠近端 、 空肠近端 、 回肠末端 ） 中 ， 与 紧密连接相关

基因表达没耵 明 显 的相关性 ， 凡－

／ ７／？Ｃ 分别与 ３ ， 矣 ７ ，／ ５ ｍ ＲＮＡ 的表

达呈显著正相关 （ ｒ
＝

０ ． ６６３ ６ ， 尸＝０ ． ０２６
；ｒ
＝
０ ． ５ ９ ５ ６ ，Ｐ＝０ ．０２４６ ；ｒ

＝

０ ． ７ １ ３ ３ ，Ｐ＝０ ． ００９２
；

ｒ
＝

０ ． ５ ８２４ ，Ｐ＝０ ． ０３ ６７
；ｒ

＝
０ ． ５ ８２４ ， Ｐ＝０ ．０２ ８９ ） （ 图 １ ． １ ８ ） 。 提示肠道粘膜屏障通透

性及紧密连接蛋 白 的调控 中可能有 ＩＬ －

１ ７／ＩＬ －

１ ７Ｒ 信号通路的参与 。

５４
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ｌ ｌ
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＇
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｜６ ． ５
－
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＝０ ． ８４５５

Ｉ一 ｐ
＝０ － （Ｘ ） １

！ ｌ
ｓ －°

－

Ｊ ３

＾
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ｓｃ
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ｚ
^

Ｑ

Ｓ４ ． ５
－

１



１



１



！



１

４ ． ０４ ． ５５ ． ０５ ．５６ ． ０

ＩＩ．
－

１ ７ＲＡ ｍ ＲＮＡ  ｔ ｎ  ｌ ａ ｒ
ｇ
ｅ  ｉ ｎ ｔ ｅ ｓ ｔ ｉ ｎ ｅ

Ｉ

ｒ ＾ｏ
＼
Ａ ｅ ｓ！ ＼＾ ＧＡＰＤＨ

）

图 １ ． １ ６ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴大肠 中 从－

／ ７似 与紧密连接相关基因 ｍ ＲＮＡ 水平 的相关性

Ｆ ｉ ｇ １ ． １ ６Ｃ ｏ ｒｒｅ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｂ ｅ ｔｗ ｅ ｅｎ ｔ ｈ ｅｍ ＲＮ Ａ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓｏ ｆ ＩＬ －

１ ７ＲＡａｎｄｔ ｉ

ｇ
ｈ ｔ

ｊ
ｕ ｎｃ ｔ ｉ ｏｎａｓ ｓｏｃ ｉ ａｔｅｄ

ｇｅｎ ｅ ｓ ｉ ｎ

ｔｈ ｅ ｌ ａ ｒ
ｇｅ

 ｉ ｎ ｔ ｅｓ ｔ ｉ ｎ ａ ｌｍ ｕｃｏ ｓ ａｏ ｆ ＳＨ ＩＶ ／Ｓ Ｉ Ｖ ｉ ｎ ｆｅｃ ｔｅｄＭａｃａｃａ ｍ ｕ ｌａｔ ｔａ

ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ感染恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 大肠 屮／Ｌ
－

／ ７／＾与ＣＺＺＷＪ（ Ａ ） 、 ＣＬＤ ／Ｖ５ （ Ｂ ＞ 、 ＣＬＤ ｉＷ（ Ｃ ） 、

ＣＺＸＷ ／ ２（ Ｄ ） 、 ＣＺＸＷＷ（ Ｅ ）ｍ ＲＮＡ 水平 的相关性分析散点 图 ；
ｒ 为相关系数 ，

；
７＜０ ． ０ ５ 为

５ ５
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显著相关 ； 统计学方法 ： 非参数检验 Ｓｐ ｅａ ｒｍａｎ ｔ ｅ ｓ ｔ

Ａ Ｂ

Ｉ ｎ ｆｅｃ ｔ ｅｄ Ｉ ｎ ｆｅ ｃ ｔｅｄ
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－

１ ７ＲＣ ｍＲＮＡ  ｉ ｎ  ｌ ａ ｒ
ｇ
ｅ  ｉ ｎ ｔ ｅ ｓ ｔ ｉ ｎ ｅ

Ｉｐ 
（ ｃｏｐ ｌ ｅｘ／ ｌ Ｏ

５

ＧＡＰＤＨ
 ） Ｉｇ  （

ｃｏｐ ｉ ｅ ｓ ／ １０
＊

ＧＡＰＤＨ
 ）

图 １ ． １ ７ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴大肠 中 ／Ｚ－

／ ７穴Ｃ 与紧密连接相关基因 ｍＲＮＡ 水平的相关性

Ｆ ｉｇ
１ ． １ ７Ｃｏｒｒｅ ｌ ａｔ ｉｏｎｂ ｅ ｔｗｅ ｅｎｔｈ ｅｍＲＮＡ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓｏｆ ＩＬ －

１ ７ＲＣ ａｎｄｔ ｉ

ｇ
ｈ ｔ

ｊ
ｕｎ ｃ ｔ ｉ ｏｎａｓ ｓｏ ｃ ｉ ａｔｅｄ

ｇｅｎ ｅ ｓ ｉｎ

ｔｈ ｅ ｌ ａ ｒ
ｇｅ

 ｉｎ ｔｅ ｓｔ ｉｎａ ｌ ｍｕ ｃｏ ｓａｏ ｆ ＳＨ Ｉ Ｖ ／Ｓ ＩＶ  ｉｎｆｅ ｃ ｔｅｄＭａｃａｃａ ｍ ｕｌａｔｔａ

ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ感染恒河猴 （ ｎ
＝
５ ） 大肠中 ／Ｌ －

／ ７从： 与ＣＬＤ７Ｖ２（ Ａ ） 、 ＣＸ ＺＷＪ（ Ｂ ）ｍ ＲＮＡ水平的

相关性分析散点 图 ；
ｉ

＊

为相关系数 ，

／
７
＜０ ． ０ ５ 为显著相关 ； 统计学方法 ： 非参数检验 Ｓ

ｐ
ｅａｒｍ ａｎ

ｔｅ ｓ ｔ

５ ６
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图 １ ． １ ８ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴小肠 中 ／Ｌ－

／ ７／？Ｃ 与紧密连接相关基因 ｍＲＮＡ 水平的相关性

Ｆ ｉ ｇ
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ＳＨ ＩＶ ／ Ｓ ＩＶ感染恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 小肠 中 ／Ｚ－

／ ７／？Ｃ 与ＣＬＤＡ７（ Ａ ） 、 ＣＺＸＷＪ（ Ｂ ＫＣＬＤ ７Ｗ（ Ｃ ） 、

ＣＺＤＡ７（ Ｄ ） 、 ＣＬＤ ７Ｖ ／ ５（ Ｅ ）ｍ ＲＮＡ 水平的相关性分析散点 图 ； ｒ 为相关系数 ，

／
？
＜０ ． ０ ５ 为显

著相关 ； 统计学方法 ： 非参数检验 Ｓ ｐ ｅａｒｍ ａｎ ｔ ｅ ｓ ｔ

５ ７
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第四节 讨论

Ｈ ＩＶ／Ａ ＩＤＳ 引 起的肠道上皮屏障损伤对微生物移位和系统免疫活化至关重要 。

本研宄发现 ＳＨ １Ｖ／Ｓ １Ｖ 感染的恒河猴肠道 中 ＣＺＤＡ／Ｊ ，５ ， ／ ／ ， ７ ２ ， 以 转录水平的

表达较对照组降低 了２
？

３ 倍 ， 且这些基因 的表达两两之间存在显著正相关性 。 已

知这些基因在屏障功能的维持中都具有重要作用 ， 主要参与小分子渗透 ，

有研宄表明 Ｃ ａｃｏ －２ 细胞稳定转染 ＣＺＺＷ５ｃＤＮＡ 后其跨膜 电阻值升高 ， 甘露醇的

透过率降低
［

１ ２ ８
］

； 在 ＭＤＣＫＩ Ｉ 细胞中 ， ＣＺＸＷＳ 参与 阳离子 、 铵离子及碳酸氢

盐等选择性通道的形成 ［
丨 ２９

， １ ３ ０
］

； 髓鞘中 ＣＺＺＷ７ ／ 的缺失会导致其对水和小分

子的渗透性增强 ［
丨 ３ 丨

］
， 上皮细胞中 ＣＸＺＷ／ ２ 的下调影响 了 维生素 Ｄ 诱导 的 Ｃ ａ

２ ＋

的渗透
［

１ ３ ２
］

， 此外 ， 在 胃癌 、 胆囊癌中 的异常表达 ［
１ ３ ３

］
， ＣＺＸＷ７ ２ 在结

肠癌 、 乳腺癌中异常表达 ［
１ ３ ４

］
， 提示二者可能与恶性肿瘤中粘膜屏障的破坏 、

细胞 内粘附的丧失及体 内渗透的紊乱直接相关 ；
ＣＺＤ＃以 通过降低阳离子特别是

钾离子的通透性来增加 内 皮细胞的跨膜阻力 ， 参与 内 皮屏障功能的维持 ， ＭＤＣＫ

Ｉ Ｉ 细胞中 过表达导致细胞的跨膜电阻值增加 了６ 倍 ［
１ ３ ５

］
。 这些基因 的

变化提示我们在 Ｈ ＩＶ－

１ ／Ｓ ＩＶ 感染中 ， 除 目 前 己经确认的 ＣＺＤｖＶ／ ， ３ ，ＯＣＸ７Ｖ 和 ＺＯ－

／

等表达异常外 ， ＯＺＷ５ ，７７ ，ｉ２ ，Ｍ 等的异常表达可能是引 起肠道屏障对 阳

离子及水分子等渗透缺陷 的重要因素 ， 提示在 Ａ ＩＤ Ｓ 研宄中 多个 以前未被重视的

紧密连接相关基因参与 了Ｈ ＩＶ ／Ａ ＩＤ Ｓ 的病理过程 。 另 外 ， 本研究发现 ＣＺＤｖＷ ，７ ，

７ ５ 的表达在 ＳＨ ＩＶ／Ｓ Ｉ Ｖ 感染后并无明显改变 ， ＣＸＤｉＷ 主要参与 肾脏 中介导氯离

子 的细胞旁路转运 ， 在肾小管氯的重吸收 中 发挥重要作用 ；
ＣＸＩ）ｉＶ７ 则主要表达

于在 肾脏 、 肺脏 、 前 列腺等组织的上皮 中 ， ＳＨ Ｉ Ｖ ／Ｓ ＩＶ 感染并没有影响肠道 中

和 ＣＺＺＷ７ 的表达 ， 说 明肠道可能不是二者发挥功能的主要部位 。

在 Ｈ ＩＶ－

１ ／Ｓ ＩＶ 感染的急性期和慢性期 ， 表达 ＣＣＲ ５ 的粘膜 ＣＤ４
＋

Ｔ 细胞 以及

表达整合素
（

３７ 和趋化因子受体 ＣＣＲ６ 的外周 Ｈ ＩＶ－

丨 特异性 ＣＤ４
＋

Ｔ 淋 巴细胞的数

量都大幅度降低
［

１ ３ ６
， １ ３ ７

］
。 与之前 的报道

一

致
［

１ ０ ３
－

１ ０５
，１ ３ ８

，１ ３ ９
］

， 本研宄发现

在 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道中 ， ／Ｌ －

７ ７＾ｍＲＮＡ 表达水平下 降 ， 几 的低水

平表达可能影响宿主粘膜屏障 ， 进而参与 Ｈ ＩＶ ／Ａ ＩＤ Ｓ 的病理过程
［

１ ０４
， １ ４０

－

１ ４ ３
］

。

此外 ， 本研宄还发现 ／Ｕ ７Ｆ 、 几 －

／ ７兄４／／Ｚ －

／ ７ＡＣ 在 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ １ Ｖ 感染的恒河猴肠道

中表达均高于正常动物 ， 该结果表明 ， ＩＬ －

１ ７ 通路的多个关键成分在 Ｈ ＩＶ －

１ ／Ｓ Ｉ Ｖ

５ ８
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感染中受到 了影响 ，
Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ 、 丨 Ｌ －

１ ７ＲＡ 和 ＩＬ －

１ ７ＲＣ 可能与 Ｈ ＩＶ ／Ａ ＩＤＳ 的发病机制

有关 ， 在 寻找 Ｈ ＩＶ ／Ａ Ｉ ＤＳ 治疗的新靶点时应予 以考虑 。

Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 和 丨 Ｌ －

１ ７ Ｆ 作为 多种 炎症性疾病和感染性疾病 中重要 的细胞因子 ， 其

表达水平在疾病状态下通常会发生上调
［

１ １ ４
， １ １ ８

，
１ ２２

］
。 但 在 ＳＨ １Ｖ ／Ｓ １ Ｖ

感染的恒河猴肠道 中却低水平表达 ， 可能是 丨 Ｌ －

１ ７Ａ
＋

细胞的大幅度减少所致 。 显

然 ， ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染中 ＩＬ －

１ ７Ａ
＋

细胞的减少并不能解释 ７Ｌ －

／ ７Ｆ 表达量的增加 ， 但

是并非所有 的 ＩＬ－

１ ７Ａ
＋

细胞都表达 ７Ｆ ， ＩＬ －

１ ７Ｆ
＋

细胞也并非都表达 ／Ｚ －

ｉ ７２
［

１ ４４
］

，

Ｔｈ ｌ ７ 之外的 ＩＬ －

１ ７Ｆ
＋

细胞可能是导致 ／Ｌ －

／ ７Ｆ 表达增加 的主要原 因 ， 有必要对

ＩＬ －

１ ７Ｆ
＋

细胞在 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染中 的变化进行深入探讨 。 ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ－

１ ７Ｆ 的功能

有所重叠但又各不相 同 ［
１ ４ ５

， １ ４６
］

， 二者在调节和维持肠道屏障完整性中均有重

要作用
［

１ ４７
， １ ４ ８

］
， 推测 ／Ｚ －

７ ７Ｊ 表达水平的下 降可能直接导致 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染 中

肠道屏障功能障碍 ， ／Ｚ －

／ ７Ｆ 可能补偿 了 表达降低的部分影响 ， ＩＬ －

１ ７Ｆ 在

维持肠道屏障功能中 的作用仍有待进
一

步研宄 。

对 ／Ｌ －

／ ７Ｊ／／Ｚ －

／ ７Ｆ 与 紧密连接相关基因 的相关性分析发现 ， 在正常动物 中 ，

／Ｌ －

／ Ｚ／（ 和 ７Ｌ－

／ ７Ｆ 主要分布在紧密连接相关基因高水平表达的肠道组织 ， 说明在

生理条件下 ， Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 可能参与恒河猴肠道屏障功能的维持 ， 在 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ

感染动物中 ， ／Ｚ －

／ Ｚ４ 分别和 ＣＺＤＡ７ ７ 的表达存在正相关性 ， 这可能与

感染过程中 ＺＬ －

／ Ｚ４ 和紧密连接相关基因均表达下调有关 ， 说明 由紧密连接异常

引 起的粘膜功能损伤可能与 ／Ｌ －

ｉ ７＾ 的缺失存在
一

定的联系 。 感染动物中 ， ／Ｌ －

／ ７Ｆ

主要分布于屏障受损严重 （ 紧密连接相关基因表达水平低 ） 的部位 ， 这可能是机

体的
一

种代偿性调控行为 ， 提示病理状态下 ＩＬ－

１ ７Ｆ 可能在肠道紧密连接屏障功

能的修复中发挥
一

定 的作用 。

本研究对正常恒河猴体 内 几－

／ ７兄４ 和 ／Ｚ －

／ ７ＡＣ 的分布做 了探讨 ， 发现 ／Ｚ－

７ ７兄４

ｍ ＲＮＡ 在消化道 中 的平均水平低于淋 巴组织 ， 但 由 于肠道相关淋 巴组织的免疫

细胞超过其它 所有淋 巴组织 的 总 和 ， 因 此肠道相 关淋 巴组织 中 表达 的 总 的

Ｉ Ｌ －

１ ７ＲＡ 仍然可能是最多 的 。 提示肠道可能是 ＩＬ －

１ ７ＲＡ 发挥功能的主要部位 。 此

夕 卜 ， 本研宄发现 ＳＨ １Ｖ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道 ／Ｌ －

／ ７兄４ 和 ／Ｉ －

／ ７７？Ｃ 表达水平均高

于对照动物 ， 事实上 ， 在多种炎症性疾病 中 ／Ｉ －

／ ７兄４ 和 ７Ｌ －

／ ７ＡＣ 的表达均会发生

上调 ， 类风湿性关节 炎患者体 内 ／Ｉ －

／ ７似 和 ／Ｕ ７ｉ？Ｃ 的过表达在该病 的发病机制

５ ９
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中起重要作用 ［
１ ４９

］
， 先天性 巨结肠患者的结肠上皮中 ／Ｚ －

／ ７７？ 和 ｄ ｃ ／ ｉ 的表达均发

生上调
［

１ ５ ０
］

， 但在 Ｈ ＩＶ／Ａ ＩＤＳ 中二者的表达变化未见报道 。 在 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染的

恒河猴肠道 中 ， ／Ｚ －

／ ７／Ｌ４ 和 ／Ｚ －

７ ＺＲＣ 表达水平升高且与 多种紧密连接相关基因 的

表达存在正相关性 ， 提示作为 ＩＬ －

１ ７Ａ／ ＩＬ －

１ ７Ｆ 的受体 ， Ｉ Ｌ －

１ ７ＲＡ 和 丨 Ｌ －

１ ７ＲＣ 及其

下游信号可能在肠道上皮细胞受损时通过调控肠道紧密连接蛋 白 表达 的方式来

限制过度渗透和修复屏障完整性 ， 有必要对 Ｈ ＩＶ ／Ａ ＩＤ Ｓ 中 Ｉ Ｌ －

１ ７Ｒ 与肠道屏障功

能之间 的关系做进
一

步探讨 。

６０
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

第
一

部分

第五节 小结

１ ．ＳＨ 丨Ｖ ／Ｓ Ｉ Ｖ 感染的恒河猴肠道 中 ＣＸＺＷ５ ， ５ ， ／ ／ ， ７ ２ ， ７ ４ 的表达水平均显著

低于对照组 ， ＣＬＺ）Ａ＾ ，７ ，的表达较对照组没有 明 显变化 ；
ＣＹＸＷ５ ， ＆

／八 ／ ２ ，Ｗ 的表达两两之间存在 显著正相关性 。

２ ．ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道 中 ／Ｌ －

／ Ｚ４ ｍＲＮＡ 水平显著低于对照组 ， 且感染

动物 中 ７Ｌ －

／ Ｚ４ 分别与 ＣＬＤ７ＶＪ 和 ＣＺＤｉＷ ／ 表达呈显著正相关性 。

３ ．ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道中 ７Ｚ －

７ ７Ｆ和 ／Ｚ －

／ ７／？ｍＲＮＡ 水平均显著高于对照

组 ， 在感染动物中 ， ／Ｚ －

／ ７Ｆ 分别与 ＣＬＤＭ５ ， ＜？ ， 以 ， ｉ ２ ， 以 表达呈显著负相

关 ；
／Ｚ －

／ ７／Ｍ 分别与 ＣＺＸＷ５ ，５ ，
７ ２ ， 表达呈显著正相关 ； 分别

与 ＣＺＸＷ２ ，４ ，７ ， ７ ５ 表达呈显著正相关 。

６ １
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第二部分 Ｉ Ｌ
－

１７Ａ／ Ｉ Ｌ
－ １７ Ｆ对 Ｈ ＩＶ － １

ｇｐ ｌ４０ 介导的肠道上皮屏障损伤

的保护作用

第
一

节 引 言

Ｈ ＩＶ／Ａ ＩＤＳ 相关肠道屏障功能障碍始发于 Ｈ Ｉ Ｖ－

丨 感染的早期 ， 微生物及其产

物通过受损的肠道进入机体 ， 刺激免疫 系统 引 起免疫活化 ， 可能是 贯 穿 Ｈ ＩＶ－

１

感染始终的病理机制
［

丨 ５ 丨
，

１ ５ ２
］

。 虽然长期的抗逆转录病毒治疗可将感染者体 内

的病毒量控制在检测水平 以下 ， 并使系统的免疫活化维持在较低水平 ， 但肠道屏

障损伤仅能得到部分恢复 ， 这使得 Ａ ＩＤＳ 治疗方法的探索变得更加复杂
［

１ ４７
，１ ５ ３

］
。

作为肠粘膜屏障最重要的组成成分 ， 肠道上皮细胞间 的紧密连接结构在维持屏障

机械结构完整性和肠粘膜正常功能的执行 中 发挥 了 不可替代的作用 。 紧密连接结

构不仅能够维持屏障机械结构完整性 ， 对水 、 溶质等具有选择渗透性 ， 还能通过

限制膜脂和蛋 白 质 的横 向扩散来维持细胞极性 。 紧密连接表达异常会 引起肠道免

疫紊乱及肠道屏障破坏 ， 甚至危及生命 ［
１ ５ ４

， １ ５ ５
］

。 肠道屏障功能修复可降低微

生物移位和系统免疫活化 ， 对 Ａ ＩＤ Ｓ 的功能性治疗起到促进作用
［
１ ５ ６

］
。

目 前 ， 对 Ａ ＩＤ Ｓ 中肠道屏障功能障碍的机制知之甚少 ， 可能是病毒组分的存

在和病毒感染的 间接作用 引 起 了 紧密连接 的破坏
［
８ ８

］
。 己有大量报道指 出 ， 在

Ｈ ＩＶ ／Ａ ＩＤ Ｓ 感染过程中 ， Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ２ ０ 、 Ｔａ ｔ 蛋 白 以及 Ｈ ＩＶ－

Ｉ 粘膜上皮相关炎症过

程的激活均可诱导紧密连接相关基因 的表达下调 ， 致使粘膜屏障功能障碍Ｐ８
］

。

Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ２０ 能够破坏血脑屏障和血视网膜屏障 中紧密连接的完整性

［
８２

，８４ ］
， 且

能够造成肺泡上皮和生殖道上皮屏障功能的紊乱
［

１ ５ ７
－

１ ５ ９
］

， 此外 ， Ｈ Ｉ Ｖ－

ｌｇｐ
ｌ ２ ０

对肠粘膜屏障的完整性也具有破坏作用
［
８ ８ＬＨ Ｉ Ｖ－

１ｇｐ ｌ ４０ 为去除 了跨膜区和胞

内 区 的截短型 Ｈ ＩＶ－

１ 膜蛋 白 ， 它保存 了Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ２０ 和 ｇｐ４

１ 完整的膜外区结构 ，

其细胞毒性较 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ６０ 大大降低 ， 且与 Ｈ Ｉ Ｖ－

ｌ

ｇｐ ｌ ２ ０ 相 比 ， Ｈ ＩＶ－

］ｇｐ ｌ ４０ 具有

更多 的 中和表位
［

１ ６０
］

。 但 目 前关于 Ｈ ＩＶ－

ｌ

ｇｐ 

１ ４０ 对粘膜屏障功能的损伤研究较少 。

紧密连接的通透性可 以受多种细胞因子的调控
［
４ ８

，
丨 ６ 〗 ． １ ６２

］
， 已知 ＩＦＮ －

Ｙ 、

ＩＬ －

］ Ｐ
、 ＩＬ －４ 、 Ｉ Ｌ －６ 、 Ｉ Ｌ －

１ ３ 、 和 ＴＮＦ －ａ 等炎性细胞因子能够下调紧密连接相关基

６２
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

第二部分

因 的表达 ， 增加上皮通透性 ， Ｉ Ｌ －

１ ７ 、 ＴＧ Ｆ －

ｐ
、 ＥＧ Ｆ 等能够降低上皮通透性 ， 但

细胞 因 子在肠道 屏 障功 能恢复 中 的作 用 尚 不清楚 。 第
一

部分 的研宄 已指 出 ，

ＳＨ ＩＶ ／Ｓ 丨 Ｖ 感染的恒河猴肠道中 ／Ｚ －

／ Ｚ４ 、 ／Ｚ －

７ ７Ｆ 及 ／Ｚ －

／ ７兄４／／Ｚ －

／ ７ＡＣ 表达均发生

显著变化 ， 且这些因子与 紧密连接相关基因 的表达均存在相关性 ， 这些结果提示

我们 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 和 丨 Ｌ －

１ ７Ｆ 及其受体可能参与 Ｈ ＩＶ ／Ａ １ Ｄ Ｓ 中 紧密连接相关基因表达异

常的调控 。事实上 ， 己有报道指 出 ＩＬ －

１ ７Ａ 能够上调 ＣＨｉ 和 ＣＺＤｉＶ２ 的表达
［

１ ６２
］

，

但其对其它紧密连接蛋 白 的影响知之甚少 ， ＩＬ －

１ ７ 家族其它成员对紧密连接的调

控也鲜有报道 。

ＩＬ －

１ ７Ａ 和 Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ 均 以 ＩＬ －

１ ７ＲＡ 和 ＩＬ －

１ ７ＲＣ 为受体 ， 其受体结合 以后 ， 受体

中包含的 ＳＥＨＲ 结构域与下游的信号分子 Ａ ｃ ｔ ｌ 相互作用
［
１ １ ８

］
， 激活下游 ＥＲＫ ，

ＪＮＫ／ＳＡＰＫ ，ｐ ３ ８ ＭＡＰＫ 以及 ＮＦ －ｋＢ 等信号通路
［

１ １ １
，１ ６ ３

］
， 诱导产生多种细胞因

子 （
ＩＬ － ６ ，ＧＭ－Ｃ ＳＦ ，Ｇ －Ｃ ＳＦ

）
、 抗菌肽 （

Ｓ １ ００Ａ ８ ，Ｓ １ ００Ａ ９ ， ｐ
－

ｄｅｆｅｎ ｓ ｉｎ －２
）

、 趋化因

子 （
ＣＸＣＬ １ ，ＣＸＣＬ５ ，ＣＣＬ２ ，ＣＣＬ７ ，ＣＣＬ２０

）
、 基质金属蛋 白酶 （

ＭＭＰ １ ，ＭＭＰ ３ ，

ＭＭＰ９ ， ＭＭＰ １ ２ ， ＭＭＰ １ ３
） 以及黏蛋 白 （

ＭＵＣ ５ＡＣ ， ＭＵＣ ５Ｂ
） ［

１ ６４
］

。 Ａ ｃ ｔ ｌ 是 ＩＬ － ＾Ｒ

通路中
一

种重要的信号转导元件 ， 其缺失可导致 ＩＬ －

１ ７ 下游信号 的激活存在选择

性缺陷 ［
１ ６ ５

］
。 在肠道粘膜 中 ， ＩＬ －

Ｉ ７／ １ Ｌ －

１ ７Ｒ 通路在抑制肠道上皮周 围细菌 的繁殖 ，

维持粘膜屏障完整性中发挥至关重要的作用
［

１ １ １
，

１ ２３
，１ ２４

］
。 ＮＦ －ｋＢ 是 ＩＬ －

１ ７Ｒ 下

游的
一

个重要的信号通路 ， ＩＬ －

１ ７Ｒ 可 以通过 ＥＲＫ 、 ＪＮＫ ／ＳＡＰＫ 、 ｐ３
８ＭＡＰＫ 和

ＴＲＡＦ －６ 依赖的 ＮＦ －ｋＢ 信号通路调控免疫相关受体 、 细胞因子 、 炎症因子 、 粘附

分子等靶基因的表达 。 有报道 曾指 出 ＩＬ －

１ ７Ａ 可能通过 Ｒａ ｓ
－Ｒａｆ－ＭＥＫ －ＥＲＫ 这

一

ＭＡＰＫ 信号通路促进 Ｔ８４ 细胞间紧密连接的形成
［

１ ６２
］

， 但 ＩＬ －

１ ７ 影响紧密连接

的其它分子基础仍有待进
一

步探讨 。

本部分利用 Ｃａｃｏ －２ 细胞作为肠道上皮屏障的体外研究模型 ， 检测 了Ｈ １Ｖ－

１

ｇｐ ｌ ４０ 介导 的肠道上皮损伤 中 多种紧密连接相关基因表达的变化 ， 探讨 了ＩＬ －

１ ７Ａ

和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 对 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ ｌ ４０ 介导 的屏障损伤的影响并对参与该生物过程的信号通路

进行 了初步探讨 。

６ ３
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

第二部分

第二节 材料和方法

１ 实验材料及试剂

１ ． １ 主要仪器设备

（ １ ）ＷＤ －

９４０ ５Ｂ 水平摇床 （ 北京市六
一

仪器厂 ）

（ ２ ）Ｓ ａｎｙｏＣ０２恒温细胞培养箱 （ ＳＡＮＹＯ ，Ｊ ａｐａｎ ）

（ ３ ）ＲＯＴＡＮＴＡ ４６Ｒ台式冷冻离心机 （ ＲＯＴＡＮＴＡ ， Ｇ ｅ ｒｍ ａｎｙ ）

（ ４ ）Ａｍ ｅ ｒｓｈａｍ Ｉｍ ａｇｅ ｒ６００成像仪 （ Ａｍ ｅ ｒｓ ｈａｍ ， Ｕ ＳＡ ）

（ ５ ） 电热恒温水槽 （上海
一

恒科技有限公司 ）

（ ６ ）ＤＹＣ Ｐ－４０Ｃ 型 电泳仪及 ＤＹＹ－

７Ｃ 型 电泳仪 （ 北京市六
一

仪器厂 ）

（ ７ ）ＤＹＹ－

３ １ Ａ 型水平 电泳槽 （ 北京市六
一

仪器厂 ）

（ ８ ） 振荡器 （ Ｅ
ｐｐｏ

ｒｄｏｒｆ ， Ｇ ｅ ｒｍ ａｎｙ ）

（ ９ ）Ｅｐｏｃｈ２ 微孔板分光光度计 （ Ｂ ｉｏＴｅｋ ，Ｕ ＳＡ ）

（ １ ０ ）８ ５
－２ 定时恒温磁力搅拌器 （ 上海司 乐仪器有限公司 ）

（ １ １ ）Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｃ ｅ ｌ ｌ

－ＥＲＳ电阻仪 （ Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ

ｐｏ
ｒｅ ， Ｕ ＳＡ ）

（ １ ２ ） 细胞计数仪 （ Ｎ ｉｈｏｎＫｏｈｄｅｎ ， Ｊ ａｐ ａｎ ）

（ １ ３ ）ＦＡＣ ＳＣ ａ ｌ ｉｂｕ ｒ流式细胞仪 （ ＢＤＢ ｉ ｏ ｓｃ ｉｅｎｃｅ ｓ ，ＵＳＡ ）

其它仪器设备同第
一

部分 。

１ ．２ 主要试剂及抗体

动物组织及细胞总 蛋 白 提 取试剂盒 购 自 康 为世 纪生物科技有 限 公 司 ；

Ｓ ｕｐｅ ｒＳ ｉｇｎａ
ｌＷｅ ｓ ｔｅ ｒｎＢ ｌｏｔ增 强试 剂 盒 、 Ａ ｃ ｔ ｌ干 扰ＲＮＡ及Ｌ ｉ

ｐｏ
ｆｅｃ ｔａｍ ｉ ｎｅ

？

ＲＮＡ ｉＭＡＸ 转染试剂购 自美 国 Ｉ ｎｖ ｉ ｔ ｒｏｇｅｎ ；Ｓ ｕ
ｐ
ｅ ｒＳ ｉ ｇ ｎ ａ ｌ Ｗｅ ｓ ｔ Ｆｅｍ ｔｏ 底物超敏试剂

盒购 自 美 国 Ｐ ｉ ｅ ｒｃｅ
；ＤＭＥＭ 培养基 、 胰酶 （ ０ ．２ ５％Ｔｒｙｐｓ ｉ ｎ

－ＥＤＴＡ ） 和 １ ０〇 ｘ青链

霉素购 自 Ｈｙｃ ｌ ｏｎ ｅ
； 胎牛血清 、 丙酮酸钠和非必须氨基酸均购 自 Ｇ ＩＢ ＩＣＯ

；Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ ｌ ４０购 自Ｓ ｉ ｎｏＢ ｉ ｏ ｌｏｇｙｃａ ｌ Ｉ ｎ ｃ
； 人重组 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 、 人重组 １ Ｌ －

１ ７Ｆ和Ｆ ＩＴＣ －ｄ ｅｘｔｒａｎ

购 自 Ｓ ｉｇｍ ａ
；ＲＮＡ ｉ ｓｏＰ ｌ ｕ ｓ 购 自 日 本 ＴａＫ ａＲａ

；ＢＣＡ 法蛋 白 定量试剂盒及 ＮＦ －ｋＢ

信号通路选择性抑制剂 ＢＡＹ  １ １

－７０ ８ ２ 购 自 上海碧云天生物技术公司 ；
ＭＡＰＫ 信

号通路选择性抑制剂 Ｕ ０ １ ２ ６ 购 自 华中海威基因科技有限公司 。

ＲＥＬＡ（ ＮＦ －

ＫＢ －

ｐ ６
５ ） 多 克隆抗体购美 国Ａ Ｂ ｃ ｌ ｏｎａ ｈＡ ｃ ｔ ｌ和Ｎ Ｆ －ｋＢ －

Ｐ６
５

（ ｐ
ｈｏ ｓｐ

ｈｏＳ ｅｒ５ ２ ９
） 多克隆抗体购 自 美 国 Ｉｍｍ ｕ ｎ ｏＷａｙ ；Ｐ３ ８ＭＡ ＰＫ

（
ＰＴ １ ８０／ＰＹ １ ８２

）

６ ４
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单克隆抗体购 自美国 ＢＤ
；Ｐ ３ ８ＭＡ ＰＫａ ｌ

ｐ
ｈ ａ 多 克隆抗体 、 ＣＬＤＮ １ 多克隆抗体 、

ＯＣＬＮ 多克隆抗体及 Ｚ０ －

１ 单克隆抗体均购 美国 丨 ｎｖ ｉ ｔ ｒｏｇｅ ｎ ； Ｐ
－

ａｃ ｔ ｉ ｎ 单克隆抗体

购 自 北京博奥龙免疫技术有限公司 ；
山 羊抗兔 Ｉ ｇＧＨ ＲＰ 标记二抗购 自 康为世纪

生物科技有限公司 ； 山 羊抗 鼠 ｌ

ｇＧＨ ＲＰ 标记二抗购 ｆｔ 美 国 Ｓ ａｎ ｔａＣ ｒｕ ｚ 。

１ ．３ 主要溶液及配制

（ １ ）Ｈ ＩＶ－

１
ｇｐ

ｌ ４０与细胞结合缓冲液 ： ＨＥＰＥＳ １ ０ｍＭ ，Ｎ ａＣ １ １ ５ ０ｍＭ ，ＭｎＣ ｌ
２１

ｍＭ ，ＣａＣ ｌ
２
０ ． １ ｍＭ ， Ｂ ＳＡ ０ ． ５％ ，Ｎ ａＮ ３０ ． ００９％ ， 加入８ ００ ｍＬ去离子水充

分溶解 ， 定容至 １ Ｌ ， ４
°

Ｃ保存备用 。

（ ２ ）ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ缓冲液 ： Ｔｒ ｉ ｓ
－Ｂａｓｅ３ ． ０２

ｇ ， 甘氨酸 １ ８ ． ８
ｇ ，ＳＤＳ ］ ． ０

ｇ ， 加入８００

ｍＬ 去离子水充分溶解后定容至 １ Ｌ ， 室温保存备用 。

（ ３ ） 转膜缓冲液 ： Ｔｒ ｉ ｓ
－Ｂａ ｓｅ０ ． ３ ０ ３

ｇ ， 甘氨酸６ ． ９０６
ｇ ， ＳＤＳ １ ．０

ｇ ， 加入８ ００ｍＬ

去离子水充分溶解后定容至 １ Ｌ ， 室温保存备用 。

（ ４ ）ＰＢ ＳＴ 缓冲液 ： ０ ． １Ｍ 磷酸盐缓冲液 ５ ００ｍＬ ， 加入 １ｍ ＬＴｗｅｅｎ
－２０ 充分混

匀后室温保存备用 。

（ ５ ）ＴＢ ＳＴ缓冲液 ： Ｎ ａＣ １ ８ ．０ ｇ ， ＫＣ １ ０ ．２ ｇ ，
ｌ Ｍ Ｔｒ ｉ ｓ

－ＨＣＫ ｐＨ值为７ ． ５ ） ５ ０ ｍＬ ，

Ｔｗｅｅｎ
－２００ ． ５ｍＬ ， 力口入 ８００ｍＬ 去离子水充分溶解后定容至 １ Ｌ ， 室温保

存备用 。

（ ６ ）５％脱脂牛奶 ： 脱脂乳 ５ ｇ ， 加入 ｌ ＯＯ ｍＬ ＴＢ ＳＴ 缓冲液充分溶解 ， ４
°

Ｃ保存

备用 。

（ ７ ）３％脱脂牛奶 ： 脱脂乳 ３ ｇ ， 加入 ｌ ＯＯ ｍＬ ＴＢ ＳＴ 缓冲液充分溶解 ， ４
°

Ｃ保存

备用 。

（ ８ ）５ ＞＜ ＳＤ Ｓ
－ＰＡＧＥＬｏａｄ ｉ ｎｇ

Ｂ ｕｆｆｅ ｒ ： １Ｍ Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ（ ｐＨ值为６ ． ８ ） １ ． ２ ５ｍ Ｌ

， 甘油

２ ． ５ｍＬ ， ＳＤＳ０ ． ５
ｇ ， 溴酸蓝 ２５ｍｇ ， 加入去离子水定容至 ５ｍ Ｌ ， 室温保

存备用 ， 使用前加入 ２ ５ ０
ｐ
Ｌ

ｐ
－巯基 乙醇 。

（ ９ ） １ ０％ＳＤＳ －ＰＡＧＥ分离胶 ： ３ ０％Ａ ｃｒｙ ｌ ａｍ ｉ ｄｅ １ ． ７ｍ Ｌ ， １ ． ５ＭＴ ｒ ｉ ｓ
－ＨＣ Ｉ（ ｐＨ值

为８ ． ８ ） １ ． ３ｍ Ｌ ，１ ０％ Ａ ＰＳ０ ． ０ ５ｍ Ｌ ， １ ０％ＳＤ Ｓ０ ． ０ ５ｍＵ去 离子水２ ． ０ｍ Ｌ ，

ＴＥＭ ＥＤ ２
 ｊ
ｘＬ 。

（ １ ０ ） １ ２％ＳＤ Ｓ
－ＰＡＧ Ｅ分离胶 ： ３ ０％Ａ ｃ ｒｙ ｌ ａｍ ｉ ｄ ｅ２ ． ０ｍ Ｌ ， １ ． ５Ｍ Ｔ ｒ ｉ ｓ

－ＨＣ ｌ（ ｐ
Ｈ值

＾］ ８ ． ８ ） １ ． ３ ｍ Ｌ ，１ ０％ Ａ ＰＳ ０ ． ０ ５ｍ Ｌ ， １ ０％ＳＤＳ０ ． ０ ５ｍ Ｌ
，

６ ５
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ＴＥＭＥＤ ２ ｐＬ 。

（ ］ １ ） １ ５％ ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ分离胶 ： ３ ０％ Ａ ｃ ｒｙ ｌ ａｍ ｉ ｄｅ ２ ． ５ ｍＬ ， １ ． ５ Ｍ Ｔｒ ｉ ｓ

－ＨＣ ｌ（
ｐ
Ｈ值

为８ ． ８ ） １ ＿ ３ｍ Ｌ ， １ ０％ ＡＰＳ０ ． ０ ５ｍ Ｌ ， １ ０％ＳＤＳ０ ． ０ ５ｍＬ ， 去离子水１ ．２ｍＬ ，

ＴＥＭＥＤ ２
叫 。

（ １ ２ ）４％ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ浓缩胶 ： ３ ０％Ａ ｃ ｒｙ ｌ ａｍ ｉ ｄｅ０ ． ５ｍＬ ， １ ． ５Ｍ Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ（ ｐＨ值为

６ ． ８ ） ０ ． ３ ８ ｍＬ ，１ ０％ ＡＰＳ ０ ． ０３ ｍ Ｌ ， １ ０％ ＳＤＳ ０ ． ０３ ｍＬ ， 去离子水２ ． １ ｍＬ ，

ＴＥＭＥＤ ３
 ｜

＿ｉＬ 〇

其它溶液及配制 同第
一

部分 。

１ ．４ 主要生物学软件

蛋 白 免疫印迹条带光密度分析软件 ： Ｉｍ ａ
ｇｅ Ｊ 。

流式细胞术数据分析软件 ： Ｆ ｌ ｏｗ ｊ ｏ７ ． ６ ． １

其它生物学软件 同第
一

部分 。

２ 实验方法

２ ． １ＣＤ４
＋

Ｔ 淋巴细胞的阳性分选

（ １ ）ＰＢＭＣ 计数后 ３ ００ｒｅｆ 离心 ｌ Ｏｍ ｉｎ ， 小心弃尽上清 。

（ ２ ） 每 １ ０
７

个细胞中加入 ８０ 队 分选缓冲液使 ＰＢＭＣ 重悬 。

（ ３ ） 每 １ ０
７

个细胞 中加入 ２ ０ 此 ＣＤ４Ｍ ｉ ｃｒｏＢ ｅａｄ ， 充分混匀后置于 ４

°

Ｃ孵育 １ ５

ｍ ｉ ｎ 〇

（ ４ ） 每 １ ０
７

个细胞 中加入 １ 至 ２ｍ Ｌ 的分选缓冲液 ， ３ ００ｒｅｆ离心 １ ０ｍ ｉｎ ， 小心

弃尽上清 。

（ ５ ） 加入 ５ ００
ｐ
Ｌ 分选缓冲液使细胞重悬 （细胞数量不超过 １ ０

８

） 。

（ ６ ） 将 Ｍ Ｓ 分选柱置于分选器上并加入 ５ ００ｐＬ 分选缓冲液冲洗 Ｍ Ｓ 分选柱 。

向 Ｍ Ｓ 分选柱中加入细胞悬液 ， 流 出 的液体即为磁珠未标记的细胞 ， 待细

胞悬液完全流 出后 ， 向 Ｍ Ｓ 分选柱 中加入分选缓冲液冲洗 ３ 次 ， 每次 ５ ００

（

ｘＬ 〇

（ ７ ） 从分选器 中取下 Ｍ Ｓ 分选柱 ， 向其 中加入 １ｍＬ 分选缓冲液并收集流 出 的

液体 。

（ ８ ） 重复操作步骤 （ ７ ） 。

（ ９ ） 向收集液 中加入 ＲＰＭ １

－

１ ６４０ 全培养基并离心 ２？３ 次 ， 去除分选缓冲液 ，

６ ６
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即得到富集的 ＣＤ４
＋

Ｔ 淋巴细胞 。

２ ．２ ＣＤ４
＋

Ｔ 淋巴细胞的培养

ＣＤ４
＋

Ｔ 淋巴细胞从健康人 ＰＢＭＣ 中 分选获得 ， 培养基为含有 丨 ０％胎牛血清 、

１ ００Ｕ ／ｍ 丨 青霉素及链霉素 的 ＲＰＭ １

－

１ ６４０ 完全培养基 ， 在含 １ Ｌ －２ 的完全培养基 中

加入 ＰＨＡ 至终浓度为 ２
ｐｇ ／ｍＬ ，５％Ｃ０ ２ ，３ ７

°

Ｃ 条件下刺激培养 ３ 天备用 。

２ ．３Ｃａｃｏ －２ 细胞的培养及处理

人结肠腺癌细胞 Ｃａｃｏ
－２ 由本实验室保存 ， 培养基为含有 １ ０％胎牛血清 、 １ ００

Ｕ ／ｍ ｌ 青霉素及链霉素 、 １ ％丙酮酸钠 、 １ ％谷氨酰胺和 １ ％非必须氨基酸的 ＤＭＥＭ ，

培养条件为 ５％ Ｃ０
２ ，３ ７

°

Ｃ静置培养 。

在 ＩＬ －

１ ７Ａ ／ ＩＬ －

１ ７Ｆ 及 Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０ 对 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞中 紧密连接蛋 白表达影响 的

实验中 ， Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞 以 １ ０

６

个 ／孔的密度接种到 ６ 孔板中 ， 待细胞单层铺满率达

到８０
？

９０％ ， 加入ＩＬ －

１ ７Ａ 、 ＩＬ －

１ ７Ｆ至终浓度为１ ００ ｎｇ／ｍ Ｌ ， 或加入Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０

至终浓度为 １ｇｇ／ｍＬ ，３ ７

°

Ｃ培养 ２４ｈ 后收集细胞进行转录水平检测或 ４ ８ｈ 后收

集细胞进行蛋 白水平检测 。

在信号通路抑制实验 中 ， Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞 以 １ ０

６

个 ／孔的密度接种到 ６ 孔板中 ， 待

细胞单层铺满率达 到 ８０
？

９０ ％ ， 向 细胞上清液 中 加入 ＮＦ －

ｋＢ 选择性抑制剂

ＢＡＹ １ １
－

７０８２（ Ｉ Ｏ
ｊ

ｉＭ ） 或 ＭＡＰＫ 选择性抑制剂 Ｕ ０ １ ２ ６（ １ ０ ｐＭ ） ， 对照组 中加入

相 同体积的 ＤＭＳＯ ，３ ７

°

Ｃ孵育 ２ｈ 后 ， 小心弃掉上清并用 ＰＢ Ｓ 缓慢清洗细胞 ２

次 ， 加入ＩＬ －

１ ７Ａ（ １ ００ ｎｇ／ｍＬ ） 、 Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ（ １ ００ ｎｇ ／ｍＬ ） 或Ｈ Ｉ Ｖ－

１
ｇｐ

ｌ ４０（ １

 ｜

ｉｇ／ｍＬ ） ，

３ ７

°

Ｃ培养 ２４ｈ 后收集细胞进行转录水平检测或 ４ ８ｈ 后收集细胞进行蛋 白水平检

测 。

２ ．４Ｃａｃｏ－２ 单层屏障模型的构建及屏障功能检测

Ｃ ａｃｏ －２ 细胞 以 １ ０
５

个／ｃｍ
２

的密度接种到 ２４ 孔嵌入式培养皿中 ， 每 ２？３ 天更

换新鲜培养基 ， 连续培养 】 ８
￣

２ １ 天 ， 跨上皮细胞 电阻值 （ ＴＥＲ ） 达到 ５ ００Ｄ ． ｃｍ
２

说 明细胞单层屏障模型构建成功 。

上皮细胞的屏障功能可通过测定 ＴＥＲ 和测定上皮对 Ｆ Ｉ ＴＣ －Ｄｅｘ ｔ ｒａｎ 的透过率

进行评估 。 向 Ｃ ａｃｏ
－

２ 细胞单层屛障模型 的嵌入式培养皿上层小室加入 １ Ｌ －

１ ７Ａ

（ １ ００ ｎｇ／ｍＬ ） 、 １ Ｌ －

１ ７ Ｆ（ １ ００ ｎｇ／ｍ Ｌ ） 或Ｈ Ｉ Ｖ－

ｌ ｇｐ ｌ ４０ （ ｌ ｐｇ／ｍ Ｌ ） ，３ ７

°

Ｃ 孵育
一

定

时 间 （ 见结果 ） 后进行屏障功能测定 。 在 ＴＥＲ 的测 定试验 中 ， 将孵育完成的细

６ ７
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胞室温静置 １ ０ｍ ｉ ｎ ， 用 Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ ｃｅ ｌ ｌ

－ＥＲＳ 电阻仪测定 ＴＥＲ 。 在测定 Ｆ ＩＴＣ －Ｄｅｘｔｒａｎ 透

过 率 的 试 验 中 ， 向 嵌 入 式 培 养 皿 上 层 小 室 加 入 终浓 度 为 ２ ． ５ｍｇ／ｍＬ 的

ＨＴＣ －Ｄｅｘｔ ｒａｎ 并在 ３ ７

°

Ｃ孵育 ３ ｈ ， 收集下层培养液 ， 用荧光分析系统 （ ＴｅｃａｎＧＥＮ ｉ ｏ ｓ

ｒｅａｄ ｅ ｒ ） 分析培养液中 Ｆ ＩＴＣ －Ｄ ｅｘｔ ｒａｎ 的焚光强度 。

２ ．５Ｈ ＩＶ－

１
ｇｐ ｌ ４０ 与细胞结合实验

（ １ ） 单细胞悬液的制备 ： 将 Ｃ ａｃｏ －２ 细胞接种于 ２ ５Ｔ 细胞培养瓶中 ， 待细胞单

层铺满后 ， 用 ＰＢ Ｓ 洗 ３ 次 ， 加入适量胰酶消化并收集细胞于 １ ５ｍＬ 离心

管 中 ， １ ０００ 卬 １１１ 室温离心 ５ １１１ 丨 １１ ， 弃液 ， 加入 ２ １１１ １＾８ ３ 重悬细胞 ， １ ０００ 卬 １１１

室温离心 ５ｍ ｉ ｎ ， 弈液并加入 １ｍ ＬＢ ｉ ｎ ｄ ｉ ｎｇＢ ｕｆｆｅ ｒ 轻柔重悬细胞后备用 ；

ＣＤ４

＋

Ｔ 淋 巴细胞为悬浮细胞 ， 直接收集细胞于 １ ５ｍＬ 离心管中 ， 按上述

步骤离心备用 。

（ ２ ） 细胞计数 ： 取 １ ０细胞悬液加入 ９０ 叫 ＰＢ Ｓ 中进行 １ ０ 倍稀释 ， 用移液

器轻柔混匀 ， 用细胞计数仪对细胞进行计数 。

（ ３ ） 将步骤 （ １ ） 中 的细胞分装到流式管中 ， 每管的细胞数量约为 １ ０
６

个 。

（ ４ ） 分别 向每管 中加入
一

定量的 Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０ －ＦＣ 蛋 白 ， 轻微震荡混匀后冰上

孵育 ３ ０ｍ ｉ ｎ 。

（ ５ ） 每管 中加入 ５ ００
 ｆ

ｉＬＢ ｉｎｄ ｉｎｇ
Ｂ ｕｆｆｅ ｒ ， 轻微震荡混匀 ， １ ０００ｒ

ｐｍ 室温离心 ５

ｍ ｉｎ ， 弃液 。

（ ６ ） 重复操作步骤 （ ５ ） ， 弃液后每管 中加入抗人 Ｉ
ｇ
Ｇ －ＦＣ Ｆ ＩＴＣ 标记的二抗 ， 室

温避光孵育 ３ ０ｍ ｉｎ 。

（ ７ ） 重复操作步骤 （ ５ ） 两次 ， 每管 中加入 ２ ００
ｈＬ ＰＢ Ｓ ， 震荡使细胞成为单细

胞悬液 ， 用 ＦＡＣＳＣ ａ ｌ ｉ ｂ ｕ ｒ 收集细胞 。

２ ．６ 基因标准品 的构建

方法同第
一

部分 ， ＲＴ－ＰＣ Ｒ 扩增 引 物序列及参考基因见表 ２ ． １ 。

表 ２ ． １ＲＴ－ＰＣ Ｒ 引 物序列及参考基因

Ｔａｂ ｌ ｅ２ ． １Ｔｈ ｅ
ｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒｓｅ
ｑ
ｕ ｅｎ ｃ ｅ ｓａｎｄｒｅ ｆｅ ｒｅｎ ｃ ｅ

ｇｅｎ ｅ ｓｆｏ ｒＲＴ－ＰＣＲ

Ｐｒ ｉｍ ｅ ｒｎａｍ ｅ Ｓ ｅ
ｑ
ｕ ｅ ｎ ｃｅ５

＇

－

３

＇

 Ｒｅ ｆｅ ｒｅｎ ｃ ｅ
ｇｅｎ ｅ ｓ

ＣＬＤＮ１
ｐｒ ｉｍ ｅ ｒ ＦＧＣＧＡＣＡ ＡＣＡＴＣＧＴＧＡ Ｃ ＮＭ０２ １ １ ０ １ ．４

；ＮＭ００ １ １ ９３ ９６９ ． １

ＣＬＤＮ １
ｐｒ ｉｍ ｅ ｒ ＲＡＣ ＡＧＧＡＡＣＡＧＣＡ ＡＡＧＴＡＧ

６ ８
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ＣＬＤＮ３
ｐｒ ｉｍ ｅ ｒＦＧＧＴ ＣＣＧＣＣＡ ＡＣＡ ＣＣＡ ＴＴＡ ＴＣＣＧＮＭＯＯ  １ ３ ０ ６ ． ３

；ＮＭ０ ０ １ １ ９４ ５ ６２ ． １

ＣＬＤＮ３
ｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒＲＴＣＣＴＴＧＣＧＧＴＣＧＴＡＧＧＣＴＧＴＧ

ＯＣＬＮ
ｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒＦＧＣＡＴＴＧＣＴＣＡＴＣＣＴＧＡＡＧＡＴＣＵ ５ ３ ８２ ３ ． １
；ＸＭ

—

００２ ８ ０４４０ ３ ． １

ＯＣＬＮ
ｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒＲＣＴＧＣＴＣＴＴＧＧＧＴＣＴＧＴＡＴ ＡＧＣ

ＺＯ －

１
ｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒ ＦＣＧＧＡＴＧＧＴＧＣＴＡＣＡＡＧＴＧＮＭ ００ ３ ２ ５ ７ ．４
；ＸＭ ００２ ８ ０４６ ９２ ． １

ＺＯ－

１
ｐｒ ｉｍｅｒ ＲＣＡＧＧＧＧＡＧＴＣＴＡＴＴＣＴＡＴＧ

２ ． ７ 细胞中 的总 ＲＮＡ 提取

ＲＮＡ ｉ ｓｏＰ ｌ ｕ ｓ 法提取细胞中总 ＲＮＡ 。

（ １ ） 向 １ ０
７

个细胞中加入 ｌ ｍ ＬＲＮＡ ｉ ｓｏＰ ｌ ｕ ｓ ， 将裂解后 的样 品室温放置 ５
￣

１ ０

ｍ ｉｎ ， 使核蛋 白 与核酸完全分离 。

（ ２ ） 加入 ０ ． ２ｍＬ 三氯 甲烷 ， 剧烈震动 １ｍ ｉ ｎ ， 室温放置 ５ｍ ｉ ｎ ，１ ２０００ 卬ｍ ４

°

Ｃ

离心 １ ０ｍ ｉｎ 。

（ ３ ） 吸取上层水相并转移至 ＲＮ ａ ｓ ｅＦ ｒｅｅ 离心管 中 ， 加入等体积的异丙醇 ， 混

匀后于－

２０

°

（：放置 ３ ０ 〇１比 。

（ ４ ） １ ２０００ ｒ
ｐ
ｍ ４

°

Ｃ离心 ｌ Ｏ ｍ ｉ ｎ ， 弃上清液 。

（ ５ ） 加入 １ｍ ｌ７ ５％的 乙醇洗涤沉淀 ， １ ２０００ｒｐｍ ４

°

Ｃ离心 ５ｍ ｉｎ ， 弃上清 ， 室温

干燥５
￣

１ ０ｍ ｉｎ 。

（ ６ ） 加入 ３ ０
？

５ ０ 队 ＲＮ ａ ｓ ｅＦ ｒｅｅｄｄＨ ２０ 充分溶解 ＲＮＡ ， 将 ＲＮＡ 溶液分装后置

于－

８０

°

Ｃ保存备用 。

２ ．８ 实时焚光定量 ＲＴ－ＰＣＲ

方法同第
一

部分 ， 扩增 引 物及探针序列 见表 ２ ．２ 。

表 ２ ． ２ 实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 引 物探针序列及参考基因

Ｔａｂ ｌ ｅ２ ．２Ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒｓａｎｄ
ｐ ｒｏｂｅｓｅｑ

ｕ ｅ ｎ ｃ ｅ ｓａｎ ｄｒｅ ｆｅ ｒｅｎ ｃｅ
ｇｅ ｎ ｅ ｓｆｏ ｒＲｅ ａ ｌ

－

ｔ ｉｍ ｅＲＴ－ＰＣＲ

Ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒ ｎ ａｍ ｅ Ｓ ｅｑｕ ｅ ｎ ｃ ｅ５
’

－

３

’

 Ｒｅｆｅｒｅｎ ｃ ｅｓｅｑ ｕ
ｅｎ ｃ ｅ

ｑ
ＣＬＤＮ ｌ

ｐ
ｒ ｉｍ ｅｒＦＧＴＣＴＴＴＧＡＣＴＣＣＴＴＧＣＴＧＡＡＴＣＴＧＮＭ０２ １ １ ０ １ ． ４

；ＮＭ００ １ １ ９ ３ ９６ ９ ． １

ｑ
ＣＬＤＮ ｌ

ｐ
ｒ ｉｍ ｅｒ ＲＴＴＧＣＴＡ ＴＣＡＣＴＣＣＣＡＧＧＡＧＧＡＴ

ｑＣＬＤＮ ｌ
ｐ

ｒｏｂｅＣＡＧＣＡＣＡＴＴＧＣＡ ＡＧＣＡＡＣＣＣＧＴＧ

ｑＣＬＤＮ３
ｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒＦＧＴＣＣＧＣＣＡＡＣＡＣＣＡＴＴＡＴＣＣ ＮＭ００ １ ３ ０ ６ ． ３
；ＮＭ００ １ １ ９４ ５ ６２ ． １

６９
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ｑ
ＣＬＤＮ３

ｐ ｒ ｉｍ ｅｒ ＲＧＴＡ ＣＡＧＧＣＴＣＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴ

ｑ
ＣＬＤＮ３

ｐ
ｒｏｂｅＴＡＣ ＡＡＣＣＣＣＧＴＧＧＴＧＣＣＴＧＡＧＧＣ

ｑ
ＯＣｉ ｙＶ

ｐｒ
ｉｍ ｅ ｒＦＴＣＡＧＣＣ ＡＴＧＴＣＡ ＴＣＣＡＧＧ Ｕ ５ ３ ８２ ３ ． １

；ＸＭ００２ ８ ０４４０ ３ ． １

ｑ
ＯＣＬ ／Ｖ

ｐ
ｒ ｉｍ ｅ ｒＲＡＧＡ ＴＧＧＣＡＡＴＧＣＡＣＡＴＣＡ ＣＡ

ｑＯＣＬＮ ｐ
ｒｏｂ ｅＣＴＣＴＴＧＡＡＡＧＴＣＣＡＣＣＴＣＣＴＴ ＡＣＡ Ｇ

ｑ
ＺＯ－

１
ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒＦＡＣＡ ＡＧＴ ＧＡＴＧＡＣＣＴＴ ＧＡＴ ＴＴＧＣＡＴＮＭ００ ３ ２ ５ ７ ． ４

；ＸＭ００２ ８ ０４６９２ ． １

ｑ
ＺＯ－

１
ｐｒ

ｉｍ ｅｒＲＧＴＣＴＡＣＴＧＴＣＣＧＴＧＣＴＡＴ ＡＣＡ ＴＴＧＡＧＴ

ｑ
ＺＯ－

１
ｐｒｏｂ ｅＡＴＧＡＴＣＧＴＣＴＧＴＣＣＴ ＡＣＣＴＧＴ ＣＡＧＣＴＣＣＡ

２ ．９ 蛋 白免疫印迹

２ ．９ ． １ 细胞中总蛋 白 的提取

向预冷的蛋 白抽提试剂中加入 １％体积的蛋 白酶抑制剂 ， 配制成蛋 白抽提工

作液 ， 工作液要求现用现配 。 向 １ 〇
６

个 Ｃａｃ ｏ
－

２ 细胞 中加入 ２００
ｐＬ 蛋 白抽提工作

液 ， 冰上孵育 ２ 〇 １１１ 丨 １１ ， １ ００〇 １＾ ４
°

（：离心 １ ５ １＾ １１ ， 收集上清并分装 。

２ ．９ ．２ 蛋 白浓度测定

按照 ＢＣＡ 蛋 白浓度测定试剂盒说 明书测定蛋 白浓度 。

（ １ ） 取 ０ ． ８ｍＬ 蛋 白标准配制液加入 ２０ｍｇ
Ｂ ＳＡ 蛋 白标准 中充分溶解 ， 配制成

２ ５ｍｇ／ｍ Ｌ 蛋 白标准溶液 。

（ ２ ） 取适量 ２５ｍｇ ／ｍＬ 蛋 白标准溶液 ， 加入 ＰＢ Ｓ 稀释至终浓度为 ０ ． ５ｍ ｇ／ｍＬ 。

（ ３ ） 取 ５ ０ 体积 ＢＣＡ 试剂 Ａ 加入 １ 体积 ＢＣＡ 试剂 Ｂ ， 充分混匀后配制成 ＢＣＡ

工作液 。

（ ４ ） 将蛋 ｄ 标准 品按照 ０ ， １ ， ２ ，４ ，８ ， １ ２ ， １ ６ ，２ ０
ｐ
Ｌ 加入 ９６ 孔板的标准品

孔 中 ， 加 ＰＢ Ｓ 将各孔补足到 ２ ０
｜

ｉＬ 。

（ ５ ） 向 ９ ６ 孔板的样 品孔中加入 ２
 ｊ

ｘＬ 待测蛋 白样品 ， 每孔加入 １ ８
ｐ
ＬＰＢ Ｓ 。

（ ６ ） 向 各标准 品孔和各样 品孔 中分别加入 ２００ｐＬＢＣＡ 工作液 ， ３ ７

°

Ｃ放置 ３ ０

ｍ ｉ ｎ 。

（ ７ ） 将 ９ ６孔板放入酶标仪中 ， 测定 Ａ ５ ６２ ， 根据标准 曲线计算蛋 白样 品 的浓度 。

２ ．９ ．３ＳＤＳ －ＰＡＧ Ｅ

（ １ ） 配制浓缩胶及分离胶 ， 将装好的凝胶板放置于 电泳槽中 ， 加入 ＳＤ Ｓ
－ ＰＡＧＥ

７ ０
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电泳缓冲液 。

（ ２ ） 向 收集的蛋 白样 品 中加入适量 ５ ＞＜ ＳＤＳ
－ＰＡＧＥＬｏａｄ ｉｎｇＢ ｕ ｆｆｅ ｒ ， 混匀后煮沸

１ ０ｍ ｉ ｎ 使蛋 白 充分变性 。

（ ３ ） 待变性的蛋 白样品冷却到室温后 ， 将其直接上样到 ＳＤＳ －ＰＡＧ Ｅ 胶加样孔

内 ， 上样时需根据不 同蛋 白样 品 的浓度调节上样体积 ， 保证每孔的上样蛋

白量
一

致 。 样 品孔旁需加入 ５
ｎＬ 预染蛋 白质分子量标准液 。

（ ４ ） 连接 电源 ， 设定 电压为 ８０Ｖ 使样品通过浓缩胶 ， 待溴酚蓝进入下层分离

胶时将 电压调节为 １ ２０Ｖ ， 待溴酚蓝到达胶的底端处附近时停止 电泳 。

２ ．９ ．４ 转膜

（ １ ） 剪取适当大小 的 ＰＶＤＦ 膜并将其浸泡于 甲醇中待用 ， 剪取适当大小 的转 印

滤纸并将其浸泡于转膜缓冲液中至饱和待用 。

（ ２ ） 将切胶刀 的斜边楔入两块胶板之间 的缝隙 中小心撬开 ， 小心分离聚丙烯酰

胺凝胶和胶板 。

（ ３ ） 将转印滤纸放在凝胶顶部 ， 小心将胶转移置滤纸上 ， 该过程保证转印缓冲

液持续饱和滤纸 。

（ ４ ） 放置到平面上后 ， 用切胶刀切掉聚丙烯酰胺凝胶的加样孔和底边 ， 将预先

浸泡过的 ＰＶＤＦ 膜轻放到凝胶的上面将其覆盖 ， 然后将浸泡过的转 印滤纸

轻放到 ＰＶＤＦ 膜上 。

（ ５ ） 将制备好的聚丙烯酰胺凝胶及膜的夹层缓慢转移至转印槽中 ， 保证从阳极

到 阴极的顺序依次为 ： 滤纸 、 ＰＶＤＦ 膜 、 凝胶 、 滤纸 。 用玻璃棒轻轻推赶

排除所有气泡 。

（ ６ ） 连接 电源 ， 调节 电流为 １ ５ ０ｍＡ ， 恒流转印 ｌ ｈ 。

２ ． ９ ．５ 免疫反应

转膜完毕后 ， 用 Ｓ叩ｅ ｒＳ ｉｇｎ ａ ｌＷｅｓ ｔｅ ｒｎＢ ｌｏ ｔ 增强试剂盒对 ＰＶＤＦ 膜进行处理 ，

继而进行后续的免疫反应 。

（ １ ） 将 ＰＶＤＦ 膜置于超纯水 屮摇动洗涤 ２ｍ ｉｎ ， 弃掉超纯水 ， 再用超纯水将

ＰＶＤ Ｆ 膜冲洗 ２ 遍 。

（ ２ ） 向 ＰＶＤＦ 膜 屮加入足够体积的抗原预处理液使膜充分浸泡 ， 室温孵育 １ ０

ｍ ｉ ｎ 。

７ １
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（ ３ ） 弃掉液体 ， 用超纯水将 ＰＶＤＦ 膜冲洗 ５ 遍 。

（ ４ ） 封 闭 ： 向 ＰＶＤＦ 膜 中加入 ５％脱脂牛奶 ， 室温摇动孵育 ２ｈ 。

（ ５ ） 弃掉封闭液 ， 向 ＰＶＤＦ 膜中加入 ＴＢ ＳＴ 缓冲液 ， 摇动洗涤 ３ 次 ， 每次 ５ｍ ｉ ｎ 。

（ ６ ） 用抗原预处理液稀释
一

抗 ， 稀释 比例为 １ ： １ ００ ０ ， 将 ＰＶＤＦ 膜充分浸入稀

释好的
一

抗中 ， ４

°

Ｃ孵育过夜 。

（ ７ ） 弃掉
一

抗 ， 向 ＰＶＤＦ 膜中加入 ＴＢＳＴ 缓冲液 ， 摇动洗涤 ４ 次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ 。

（ ８ ） 用 ３％脱脂牛奶稀释二抗 ， 稀释 比例为 １ ：８０００ ， 将 ＰＶＤＦ 膜充分浸入稀

释好的二抗中 ， 室温避光摇动孵育 ３ ０ ｍ ｉｎ 。

（ ９ ） 弃掉二抗 ， 向 ＰＶＤ Ｆ 膜 中加入 ＴＢ ＳＴ 缓冲液 ， 摇动洗涤 ５ 次 ， 每次 ５ｍ ｉ ｎ 。

（ １ ０ ） 根据 Ｓｕ
ｐ
ｅ ｒＳ ｉｇｎ ａ ｌ Ｗｅ ｓ ｔ Ｆ ｅｍ ｔｏ 底物超敏试剂盒说明书 ， 将稳定剂和增强发

光剂按 １ ： １ 混合 ， 室温下避光保存 （现用现配 ） 。

（ １ １ ） 将发光液均匀滴加到 ＰＶＤＦ 膜上 ， 室温孵育 １
？２ ｍ ｉ ｎ ， 用吸水纸吸去多余

发光液 。 将 ＰＶＤＦ 膜用保鲜膜固定 ， 用 Ａｍｅ ｒｓｈａｍＩｍ ａｇｅ ｒ６００ 成像仪扫膜

或用 医用 Ｘ 胶片进行曝光显影 。

２ ． １ ０ ｄ ｃ＂ｓ ｉＲＮＡ 干扰试验

（ １ ） 设计特异性识别 ｄ ｃ ／／ 序列的 ｓ ｉＲＮＡ 序列如下 ： ５

’

－ＧＡＣＡＣＵＧＧＣＣＡＵ

ＧＡＣＵＣＡ ＧＡＣ ＡＡＡ Ｕ －

３
，

。

（ ２ ） 将 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞接种到六孔板 中 ， 接种密度为 ０ ． ５ ｘ

ｌ 〇

６

个 ／孔 ， 培养 ２４ ｈ ，

待细胞的单层铺满率达到 ６０
？

８ ０％后加入 ＰＢ Ｓ 轻柔的清洗细胞 ２ 次备用 。

（ ３ ） 取两个离心管 ， 向第
一

个离心管 中加入 １ ５ ０无血清培养基和 ９
ｐＬ 转染

试剂 ， 向第二个离心管中加入 １ ５ ０ｐＬ 无血清培养基和 ３ 队 ｓ ｉＲＮＡ （ ３ ０

ｐｍ ｏ ｌ ） 。

（ ４ ） 将两个离心管 中 的液体 １ ： １ 混合 ， 室温静置 ５ｍ ｉ ｎ 。

（ ５ ） 将转染试剂 －

ｓ ｉＲＮＡ 裩合液缓慢滴加入细胞中 ， ３ ７

°

Ｃ培养 ２４ ｈ 。

（ ６ ） 小心弃掉细胞上清液 ， 用 ＰＢ Ｓ 缓慢冲洗细胞 ２ 次后备用 。

其它实验方法 同第
一

部分 。

７ ２
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第三节 实验结果

１Ｈ ＩＶ－

１
ｇｐ

ｌ ４０ 直接破坏肠道上皮细胞屏障的完整性

１ ． １Ｈ ＩＶ－

１
ｇｐ

ｌ ４０ 与 ＣＤ ４

＋

Ｔ 淋巴细胞结合

从健康人的 ＰＢＭＣ 中阳性分选 ＣＤ４
＋

Ｔ 淋巴细胞 ， 在含 Ｉ Ｌ －２ 的完全培养液

中加入终浓度为 ２ 吨 ／ｍＬ 的 ＰＨＡ ， ５％Ｃ０ ２３ ７

°

Ｃ 刺激培养 ３ 天 ， 离心收集细胞 ，

将细胞分为 ６ 组 ， 向每组细胞中分别加入终浓度为 ０ ． １

ｐｇ
／ｍＬ 、 ｌ

ｇｇ／ｍＬ 、 ５
ｐｇ ／ｍＬ 、

１ ０ 呢／ｍＬ 的 Ｈ ＩＶ－

１
ｇｐ

ｌ ４ ０ ， 孵育后加入抗人 Ｉ

ｇ
Ｇ －ＦＣＦ ＩＴＣ 标记的二抗 ， 用流式细

胞术检测与 Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０ 结合的 ＣＤ４

＋

Ｔ 淋巴细胞量 。 如 图 ２ ． １ 所示 ， 当 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ 作用浓度为 １

ｎｇ
／ｍＬ 时 ， ＣＤ４

＋

Ｔ 细胞中 Ｆ ＩＴＣ 阳性细胞率为 １ ７ ． ９％ ， 随着

Ｈ ＩＶ－

丨 ｇｐ ｌ ４０ 作用剂量的加大 ， 阳性细胞率逐渐升高 ， 当 Ｈ ＩＶ－

１ｇ ｐ ｌ ４０ 作用剂量

为 ２ ０
ｐｇ／ｍＬ 时 ， 阳性细胞率可达到 ７５％ 。

Ａ Ｂ Ｃ

１ Ｋ
＿

 Ｎｏｎ －

Ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ １Ｋ
＇

 Ｈ ＩＶ －

１
ｇｐ

ｌ ４ 〇 ０ ． １
ｔ

ｉｇ／ｍ Ｌ １ Ｋ
＇

 Ｈ Ｉ Ｖ －

１
ｇｐ

ｌ ４０ １
｜
ｉｇ／ｍ Ｌ

８００ 

－ ８００ 

－

 ８００ 

－

６〇〇 

－ ６００ 

－

 ６００ 

－

ＣＤ４０ ． １９６％ Ｃ０４１ ７ ． ９％ Ｃ０４４ ３ ． ２％

ｊ ｜痛 ｜ ｜

ｆ ＇

 ｌ

＂ ＂
｜ １ ？ ｌ  ｌ

 ｊ

ｔ

ｉ ｐｐ— ＇  １

 ？ 
 ＂

Ｉ
＇

＇ 
 １ 

＂ ＂

ｔ

ｔ ｏ

０ １ ０

１

 ｔ ｏ

２ ｜ 〇

３ １ ０

４ １ ０

° １ ０

’

 １ ０

２ １ ０

３

 １ ０

４

 １ ０

°

 １ ０

１

 １ ０

２ １ ０

３

 １ 〇

４

Ｄ Ｅ

ｗ 

＿

 Ｈ ＩＶ －

Ｊ
ｇｐ ｌ ４０ － ５

ｆ
ｉｇ／ｍ ｌ Ｉ Ｋ 

■

 Ｈ Ｉ Ｖ －

２
ｇｐ ｌ ４〇 －

ｌ〇
ｔ
ｉｇ／ｍ Ｌ

８００ 
－

 ８００ 
■

６００ 

－

 ６００ 

■

Ｃ Ｄ４５８ ． １％ Ｃ０４７ ５ ３ｔ

ｒ＾ｌ ：ｍ
运 １ ０

°

 １ ０

’

 １ ０

２

 １ 〇

３ １ ０

４

 １ ０

° １ ０

’

 １ 〇

２ １ ０

３ １ 〇

４

Ｌ＞

ｇ ｐ
ｉ ４〇－

Ｆ ｒｒｃ

图 ２ ． １ 不同浓度 的 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４ ０ 与 ＣＤ４

＋

Ｔ 淋巴细胞的结合

Ｆ ｉ

ｇ
２ ． １Ｔｈｅｂ ｉｎｄ ｉｎｇ

ｏｆ ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔｃ ｏｎ ｃｅｎ ｔｒａｔ ｉ ｏｎ ｓｏｆ Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４ ０ｔｏＣＤ４Ｔ ｌｙｍｐ

ｈｏ ｃｙｔｅ ｓ

７ ３
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ＣＤ４
＋

Ｔ淋 巴细胞分别与Ｏ ｐｇ／ｍＬ（ Ａ ） 、 ０ ． １

辟／ｍＬ（ Ｂ ） 、 １

 ｜

ｕｇ／ｍＬ（ Ｃ ） 、 ５
吨／ｍＬ（ Ｄ ） 、

１ ０
ｊ
ｘｇ／ｍＬ（ Ｅ ） 的 Ｈ ＩＶ－

ｌ ｇｐ
ｌ ４ ０ 结合能力的流式检测

１ ．２Ｈ ＩＶ－

１
ｇｐ ｌ ４０与Ｃａｃｏ －２细胞结合

Ｃａｃｏ －２ 细胞培养至单层铺满后 ， 用胰酶消化并离心收集细 胞 ， 检测其与

Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０ 的结合情况 。 如 图 ２ ．２ 所示 ， ＨＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４ ０ 蛋 白能够与 Ｃａｃｏ
－２ 细胞

结合 ， 当 ＨＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０ 作用剂量为 ０ ． １ｎｇ／ｍＬ 时 ， Ｃａｃｏ
－２ 细胞中 Ｆ ＩＴＣ 阳性细胞

率为 ６ ． ２ ７％ ， 当 Ｈ ＩＶ－

丨 ｇｐ ｌ ４０ 浓度增加到 １ 飓／ｍＬ 时 ， 阳性细胞率达到 １ ９ ． １％ ，

当 Ｈ ＩＶ－

丨ｇｐ ｌ ４０ 作用浓度继续增加到 ５ 吨／ｍＬ 和 １ ０ 吨／ｍＬ 时 ， 阳性细胞率较 １

ｐｇ／ｍＬ 时没有明显 的变化 。 此外 ， 本研宄通过流式细胞术检测 了Ｃ ａｃ ｏ
－

２ 细胞表

面 ＣＤ４ 的表达情况 ， 发现 Ｃａｃｏ －２ 细胞表面几乎没有 ＣＤ４ 的表达 （ 图 ２ ． ３ ） ， 说

明 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ 是与 Ｃ ａｃｏ －２ 细胞表面 ＣＤ４ 以外的其它受体结合 。

Ａ Ｂ Ｃ

１ Ｋ
＇

 Ｎ ｏｎ － Ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ １ Ｋ 

■

 Ｈ Ｉ Ｖ －

１
ｇｐ ｌ ４ ０ －０ ． ｍｇ／ｍ ｌ Ｉ Ｋ

．

 Ｈ ＩＶ －

１
 ｇ ｐ １ ４ ０ １ ｎｇ／ｍ Ｌ

６００ 

－

 ８００ 

－

 ｅｏｏ 

－

咖 ． Ｃａ ｃｏ －

２０ ． ２ ７ ６％ Ｃａｃｏ －

２６ ． ２ ７％
 Ｃａｃｏ－

２１ ９ ． ＩＸ

－ＪＦＭ ；

Ｍ

—

＾ ． 撰，■
Ｔ ＇ 

＂

Ｉ


＂


■ 

ＴＴＴ
Ｔ

＾
—￣

 

—

 Ｔ

－

 １ 
 Ｉ

^

１ ０

° １ ０

１

 １ ０

２ １ ０

３ １ ０

４ １ ０

° １ ０

ｆ

 １ ０
２ １ ０

３ １ ０

４

 １ ０

° １ ０

ｆ

 ｔ ｏ

２ ｔ ｏ

３ ｔ ｏ

４

Ｄ Ｅ

１Ｋ
－

 Ｈ ＩＶ －

１
ｇ ｐ ｌ ４ ０ － Ｓ＾ｇ／ｍ ｌ讯

？

 Ｈ ＩＶ －

１
ｇｐ ｌ ４０ －

ｌ 〇
ｉ
ｉｇ ／ｍ ｌ

８００ 

－

 ８００ 

－

６ 〇〇 
＿ Ｃａ ｃｏ

－

２ １ ７ ． １ ０ｌｔ

 ６ 〇〇 
＿

Ｃａｃｏ
－

２２０ ． ７％

邊－

］

＇

－Ａ－

ｇｐ
ｌ４０ －

Ｆ ＩＴＣ

图 ２ ．２ 不 同浓度的 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ 与 Ｃａｃｏ －２ 细胞的结合

Ｆ ｉｇ 

２ ．２Ｔｈｅｂ ｉｎｄ ｉ ｎｇ
ｏｆ ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔ ｃｏｎｃｅｎ ｔｒａ ｔ ｉｏｎ ｓ ｏ ｆ Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ ｌ ４０ ｔｏＣａｃｏ －２ｃｅ ｌ ｌ ｓ

７４
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Ｃａｃｏ
－２细胞分别与０

 （

ｉｇ／ｍＬ（ Ａ ） 、 ０ ． １

 ｊ

ｘｇ
／ｍＬ（ Ｂ ） 、 １

 （

ｉｇ
／ｍＬ（ Ｃ ） 、 ５

 ｊ

ａｇ／ｍＬ （ Ｄ ） 、 １ ０
 ｜

ｉｇ／ｍＬ

（ Ｅ ） 的 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
Ｍ Ｏ 结合能力 的流式检测

Ａ Ｂ

１Ｋ Ｎ ｏｎ －Ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ １Ｋ 

＿

 Ａｎｔ ？

－

ＣＤ４ －

Ｆ ｆＴＣ

６００ 

＊ ８００ 

－

ＧＯＯ 

－

 ６００ 
－

Ｃａ ｃｏ ？

２０ ． １ １ ２％
 Ｃａｃｏ

－

２０ ． ２ ３２％


（ｊ
、

Ｉ ＇
 ■  １

 ｉ

＂ －

ｉ
１ 〇

 Ｉ ？  ？

＾


１ ０

°

 Ｉ Ｑ

１

 １ ０

２

 １ ０

３

 １ 〇

４

 １ ０

°

 １ 〇

１

 １ 〇

２ １ ０

３

 １ ０

４

ｇｐ ｌ４０ －ＲＴＣ

图 ２
． ３Ｃ ａｃｏ

－

２ 细胞表面 ＣＤ４ 的流式检测

Ｆ ｉ

ｇ
２ ． ３Ｆ ｌ ｏｗ ｃｙ ｔｏｍ ｅｔｒｙ

ｏｆ ＣＤ４ｏｎＣ ａｃｏ －２ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

Ａ ． 正常细胞对照 ；
Ｂ ．Ｃ ａｃｏ

－２ 细胞与 ａｎｔ ｉ

－ＣＤ４ － Ｆ ＩＴＣ 抗体结合

１ ．３ＨＩＶ－

ｌ
ｇｐ ｌ ４０ 增加肠道上皮屏障的通透性

向 Ｃａｃｏ －２ 细 胞单层屏 障模型 的嵌入式培养皿上层 小 室加入终浓 度 为

Ｉ

昭／ｍＬ的Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ ，３ ７

°

Ｃ分别孵育Ｏｈ 、 ３ ｈ 、 ８ｈ 、 ２４ｈ 、 ４ ８ｈ后用Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ ｃｅ ｌ ｌ

－ＥＲＳ

电阻仪测定 ＴＥＲ 。 如 图 ２ ．４Ａ 所示 ， 对照组在 Ｏｈ 到 ４ ８ｈ 的 ＴＥＲ 基本恒定 ， 而

出￥ －４０ １ ４〇 处理 ３ １１ 后 丁￡ １１ 较对照组降低 了 ２ ３％ （ 尸＝〇 ． 〇〇 ５ ３ ） ， ２４ １１ 后 丁￡ １１ 降

低到对照组的 ７０％ （ 尸＝０ ． ００ ５ ） ， 丁￡ １１ 在 ＾［ １￥－

１

§？
１ ４０ 处理后 ２４ １１ 到 ４ ８ １１ 保持稳

定 。

为 了对 ＴＥＲ 的结果进行验证 ， 本研究检测 了Ｈ ＩＶ －

ｌ
ｇｐ 

１ ４０ 蛋 白对 Ｃａｃｏ
－

２ 单

层屏障通透性的影响 。 如 图 ２ ．４Ｂ 所示 ， Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ ｌ ４０ 处理 ３ｈ 后 ＨＴＣ －Ｄ ｅｘｔｒａｎ 的

透过率增加 了 约 ４０％（ Ｐ
＝

０ ． ０４９ １ ） ， 处理 ２４ｈ 后 Ｆ ＩＴＣ －Ｄｅｘｔｒａｎ 的透过率增加 了

约 ５ ０％（ 户＝０ ．００９ ７ ） 并在 ２４ｈ 到 ４ ８ｈ 保持稳定 。

７ ５
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Ａ Ｂ

－Ｂ－Ｃ〇 ｎ ．ｍ ｌ
？０？Ｃ〇咖 Ｉ

令 丨 丨 丨
Ｖ－

丨 叩 丨 ４０＾Ｈ ｌＶ－

．

ｇｐ ． ４０

１ ２０
－

１
＇

 ２ ００ －

．

＾ ｜ ，
？



＊ ＊

＾
１ ００

－０
＾

—

Ｑ
§昏Ｓ Ｉ １ ５ ０

－
一

＾
一
＾^

＾８〇
－

ｔ ？ｒｈ ？〇
－

一
￣

Ｓ


ｉ


—

０
５

Ｉ Ｉ

Ｘ６０
－

ｔ５ （ １

－

％ Ｕ

＂

！

＇ ＇

 ｉ ｉ ｉ ｉ ＂
ｉ

 ｉ ｉ
￣

Ｉ （ Ｉ

？ ３ ８ ２ ４４８ ０ ３ ８ ２４４ ８

Ｔｉｍ ｅ
ｐ

ｏ ？ ｔ  ｔ ｒｅ ａ ｌｍ ｅ ｎ ｔ  （
ｈ ｏ ｕ ｒ

）Ｔｉｍｅ
ｐ

ｏ ｓ ｔ  ｔ ｒｅ ａ ｔｍ ｅ ｎ ｔ
 （
ｈ ｏ ｕ ｒ

）

图 ２ ． ４Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ 对 Ｃ ａｃｏ

－２ 细胞上皮通透性的影响

Ｆ ｉｇ
２ ． ４Ｅ ｆｆｅ ｃ ｔｏｆ Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ ｌ ４ ０ｏｎｔｈｅ
ｐａｒａｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａｒ

ｐｅｒｍ ｅａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ
ｏｆ Ｃａｃｏ

－２ｃ ｅ ｌ ｌｍｏｎｏ ｌ ａｙ ｅ ｒｓ

Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４ ０ 作用不同时间 点对 Ｃａｃｏ

－２ 细胞 ＴＥＲ（ Ａ ） 和 Ｆ ＩＴＣ －Ｄｅｘｔｒａｎ 透过率 （ Ｂ ） 的影响 ；

垂直条代表平均值士ＳＤ （ ｎ
＝

３ ） ， 统计学方法 ： ｕｎｐａ
ｉ ｒｅｄ ｔｗｏ

－

ｔａ ｉ ｌ ｅｄ ｔ ｔｅｓｔ （

＊
：Ｐ ＜ ０ ． ０ ５

；
＊ ＊

： 尸 ＜

０ ． ０ １ ）

１ ．４ＨＩＶ－

１
ｇＰ １ ４０ 下调肠道上皮紧密连接相关基因 的表达

为 了探讨 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ 对紧密连接相关基因表达的影响 ， 本研究用实时荧光

定量 ＲＴ－ＰＣＲ 的方法检测 了Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０ 作用 ２４ｈ 后 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞紧密连接相关

基因转录水平的变化 。 如 图 ２ ． ５ 所示 ， 与对照组相 比 ， Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０ 处理组 中

ＣＸＤＡ７ ，２ ，５ ，７ ，Ｓ ，ＣＯＪＶ和Ｚ ＜９－

７ ｍＲＮＡ下调表达 了２
￣

２ ． ５倍 （ 尸＝０ ． ０ ３ ２ ８
；

户＝０ ． ０ １ ８ １
；
户＝０ ． ００ ５

；
尸＝０ ． ００３ ８ ；

尸＝０ ． ００ １
；
尸＝０ ． ０２３ ９

；Ｐ＝０ ＿ ０００ ８
；
尸＝０ ． ０００２ ） ，

ＣＺＤＷ 下调表达 了约 ３ ． ５ 倍 （ Ｐ＝０ ． ００３ ） ， ＣＬＣＷ７ ７ 和 ＣＺＤＡ７２ 的表达也发生 了 下

调 ， 但没有统计显著性 （ 尸＝０ ． ０９２４ ；Ｐ＝０ ． １ ２６８ ） 。 另外 ， ＣＺＺＷＷ 和 ＣＺＺＷ／ ５ 的

表达并没有明显的改变 。

７ ６
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ＣＺ３Ｃｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ

％Ｅ３ＨＩＶ －

１
ｇ ｐ

ｌ ４ ０

〇 ｐ
ｉ

５＂）
５
－

ｎ
＊ 國 國 门 本 ＊ ＊

ｇ￡１ ０
４
－Ｍ 圍＿園

５ 〇 ｉ 〇
３
－Ｎ ｉ Ｉ灣Ｓ ｎ ＿ ｎ ＿Ｍ＿

＾圖 ｉ 國 麵園 自

ｉ

１

：ｉ ！［ｉｊ
＿

ｌ ！ ！１ １ １ １ ！

５

／ ／ 、
／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ＃

＇

Ｃ
ｖＣ

ｖＣ
ｖＣ

ｖＣ
ｖＣ

ｖＣ
ｖ
ｃ

ｖ
Ｖ
Ｃ

ｖ
Ｖ
（Ｘ＜ｘ０

Ｔｉ ｇ ｈ ｔ
ｊ
ｕ ｎｃ ｔ ｉ ｏ ｎａ ｓ ｓ ｏ ｃ ｉ ａｔ ｅ ｄ

ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ

图 ２ ． ５Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ ｌ ４０ 改变 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞紧密连接相关基因 的表达

Ｆ ｉ

ｇ
２ ． ５Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４ ０ｔｒｅａｔｍ ｅｎ ｔａ ｌ ｔｅ ｒｅｄ ｔ ｉｇｈ ｔ
ｊ
ｕｎ ｃ ｔ ｉｏｎａｓ ｓｏｃ ｉ ａｔｅｄ

ｇｅｎ ｅ ｓｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉ ｏｎｏｆ Ｃａｃｏ
－２ｃｅ ｌ ｌ

ｍ ｏｎｏ ｌ ａｙ ｅ ｒ ｓ

Ｈ ＩＶ－

１
ｇｐ

ｌ ４ ０ 处理 ２４ｈ 后 Ｃ ａｃ ｏ
－２ 细胞中 紧密连接相关基因 ｍＲＮＡ 水平的 ｑ

ＰＣＲ 检测 ； 垂直

条代表平均值土ＳＤ （ ｎ
＝

３ ） ， 统计学方法 ： ｕｎｐａ ｉｒｅｄ ｔｗｏ－

ｔａ ｉ ｌ ｅｄ ｔ ｔｅｓ ｔ（
＊

： 尸 ＜ ０ ． ０５
；

＊ ＊
： 尸 ＜ ０ ． ０ 】

；

＊ ＊ ＊
：ｆ ＜ ０ ． ００ １ ）

２ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 阻止 ＨＩＶ－

１
ｇｐ ｌ ４０ 介导的肠道上皮细胞屏障的破坏

２ ． １ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 对肠道上皮通透性的影响

为 了研究 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ－

１ ７Ｆ 单独作用及联合作用对 Ｃａｃｏ －２ 上皮通透性及

Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０ 介导的肠道上皮屏障损伤的影响 ， 本研宄检测 了Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０ 存在

或不存在的情况下 ， Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ－

１ ７Ｆ 单独及联合作用 ２４ｈ 后 Ｃ ａｃｏ
－

２ 细胞 ＴＥＲ

及 Ｆ ＩＴＣ －Ｄ ｅｘ ｔ ｒａｎ 透过率的变化 。 如 图 ２ ．６ 所示 ， Ｈ ＩＶ－

ｌ

ｇｐ
ｌ ４０ 不存在时 ， ＩＬ －

１ ７Ａ

或 １Ｌ －

１ ７ Ｆ 单独作用均使 ＴＥＲ 和 Ｆ ＩＴＣ －Ｄｅｘｔ ｒａｎ 透过率产生轻微的改变 。 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ ｌ ４０存在时 ， Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 处理使 ＴＥＲ较 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ 单独处理组显著增加 （ 尸＝０ ． ０ ３ ３ ） ，

Ｆ ＩＴＣ －Ｄｅｘ ｔ ｒａｎ透 过 率 显 著 降 低 （ 尸＝０ ． ０ １ ８ ９ ） ， ｌＬ －

１ ７Ｆ＋ｇｐ 

１ ４０处 理使ＴＥＲ和

Ｆ ＩＴＣ －Ｄｅｘ ｔ ｒａｎ 透过率均产生轻微改变 。 而无论 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ ｌ ４０ 是否存在 ， ＩＬ －

１ ７Ａ 和

１Ｌ －

１ ７ Ｆ 的联合作用均能够使 ＴＥＲ 显著增加 （ 尸＝０ ． ０４０４
；／Ｍ） ． ０ １ ８ ） ，Ｆ ＩＴＣ －Ｄｅｘｔ ｒａｎ

透过率显著降低 （ Ｐ＝０ ． ０４４ ７
；Ｐ

＝

０ ． ０ ］ ７ ） ， 且二者联合作用对 ＴＥＲ 和 Ｆ ＩＴＣ －Ｄｅｘｔｒａｎ

７ ７
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透过率的影响大于单独作用之和 。 说明 １Ｌ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 均能够降低肠道上皮的

通透性 ， 阻止 Ｈ ＩＶ－

ｌ

ｇｐ
ｌ ４０ 介导 的肠道上皮 的通透性的增加 ， 且二者具有协同作

用 。

Ａ Ｂ

２ 〇 ＜ｈ ２ 〇〇 ｎ Ｉ， １

ｆ ｉ



１

Ｓ１ ５０
－

Ｔ １



１６１ ５０
－

＿ｆ
２

！

〇 ｆ

Ｘ．

ｘ 彡 Ｉ



１ ＊

：

：

＞＞ ：

：

＾ １ ０ ０
－

ｒｒｒｒ

＾ｐＨ ＨＴｒ ｌ 〇〇
￣

 Ｉ下丁

ｒ广！

： ｇｎｎ
ｉ－ ＞

：

ｆ

＾

ｌ ？ｊ－

＾５ ０
－

 ９５０
－

ＳＶ＾ ：

－

，

－＾ ： Ｎ
ｖ ＞ ： ｖ

＇

 ： ：： ： ：

 －

Ｘｖ ： ：Ｈｖ２

 ＇  － ｖ ． ＇Ｖ

－


．  ．
－

 ．

 Ｖ


Ｑ 

ｎ ｌ ． ｉ ｎ ． ｎ

｜

？ ？ １  ｎ ｉ ． 

 ｜

＞ ＞  ｉ ＜ １ ｔ ．  ．

｜

Ｉ ！
｜

． ？ １  ． ０
１ ＇

 Ｉ
ｆ

 １
＊ １

 ｜
＊ １

 ＾
＇ １

 ｜
１ ＊

 ，
＇ ＇

 ＾  ｜
Ｉ 

．

＾＾＾＾＾＾＃ 汐 汐 夕 夕 夕 夕

＾ｆ
■

少￥￥９友

＜ｙ ＜ｙ

图 ２ ． ６ ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ－

１ ７Ｆ 对 Ｃ ａｃｏ
－

２ 细胞屏障功能的影响

Ｆ ｉｇ 
２ ． ６Ｔｈｅｅ ｉｆｅｃｔｓｏｆ ＩＬ－

１ ７Ａ ａｎｄＩＬ －

１ ７Ｆｏｎｂａｒｒ ｉ ｅ ｒ ｆｕｎ ｃｔ ｉｏｎ ｉｎＣ ａｃｏ
－２ｃ ｅ ｌ ｌ ｍ ｏｎｏ ｌ ａｙ ｅｒｓ

Ａ ． ＩＬ －

１ ７Ａ和ＩＬ－

１ ７Ｆ对Ｃ ａｃｏ－２细胞ＴＥＲ的影响 ；
Ｂ ． ＩＬ －

１ ７Ａ和 ＩＬ －

１ ７Ｆ对Ｃ ａｃｏ
－２细胞

Ｆ Ｉ ＴＣ －Ｄｅｘｔｒａｎ 透过率的影响 ； 垂直条代表平均值±ＳＤ （ ｎ
＝

３ ） ， 统计学方法 ： ｕｎ
ｐ
ａ ｉ ｒｅ ｄｔｗ ｏ

－

ｔａ ｉ ｌ ｅｄ

ｔ ｔ ｅ ｓ ｔ（

＊
： 尸 ＜ ０ ． ０ ５ ）

２ ．２ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 对肠道上皮紧密连接蛋 白表达的影响

本研宄分别用实时荧光定量 ＲＴ－ ＰＣＲ 和 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 的方法检测 了Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 和

Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ 对紧密连接蛋 白 ＣＬＺＷ／ ， ＯＱＵＶ 和 ＺＯ－

／ 转录及蛋 白表达的影响 。 如 图

２ ． ７ 所示 ， 无论 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ 是否存在 ， ＩＬ －

１ ７Ａ 均能显著上调 ＣＺＺＷＫ Ｐ＝０ ． ０４ ８４
；

Ｐ＝０ ＿ ００ １ ６ ） 和ＺＯ－

７（ Ｐ＝０ ． ００５４
；
户＝０ ． ００６９ ） 转录水平的表达 ， 而ＩＬ－

１ ７Ｆ对ＣＺＸＷ７

和 ＺＯ－

７ｍＲＮＡ 仅产生轻微的影响 。 在 Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０ 存在时 ， ＩＬ－

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ

单独作用均能显著上调 ＯＣＬ７Ｖ 的表达 （Ｐ＝０ ． ０ １ ５２
；Ｐ

＝

０ ．００４ １ ） 。 ＩＬ－

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ

联合作用均能够显著上调 ＣＩＺＷ７ 、 ＯＣＬ ｉＶ 和 ＺＯ－

７ 的表达 ， 且联合作用 的促表达

７ ８
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效果大于单独作用之和 ， 说明 １Ｌ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ－

１ ７Ｆ 能够协同促进 ＣＸ￡ ？
；Ｖ／ 、 ０ＣＬ７Ｖ 和

ＺＯ－

／ 的表达 。 在 Ｈ ＩＶ－

ｌ ｇｐ
ｌ ４０ 存在时 ， １ Ｌ －

１ ７Ａ 和 丨 Ｌ －

１ ７Ｆ 协同作用 的促紧密连接

表达效 果甚至 高于 未经 Ｈ ＩＶ－

１ｇ ｐ
ｌ ４０ 处理 的对 照组 （ 尸＝０ ． ００９３

；Ｐ＝０ ． ０４７
；

／＾） ． ０３ １ ４ ） 。 ＼￥６５１６ １１＾ 丨〇 １ 检测 了 １１＾ １ ７八 和 １［ －

１ ７？ 联合作用对 （：１＾）＞１ １ 、 〇 （： １＾ 和

ＺＯ －

１ 蛋 白水平的影响 ， 结果与实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ
—

致 （ 图 ２ ． ７Ｄ ） 。

Ａ Ｂ，

ＣＬＤＮｌ ＯＣＬＮ

，

 ！！
， Ｉ

 ！

１

３
－

， ， ２ －５
－

Ｉ ｜

——＾
１

Ｔ＊
？ ？ ？ ２ ． ０

－

 ，州


，

ｉ
ｆ ２

－靈
１

－

ｔ Ｔ

￥Ａ ｔ＾ｉｎ ，

衫

丨＿
ａ ［

４ ｉ■ ： §１ １ ．〇
－

ｎ ｔｚＴ
－

^
￡
ｉ

？

－

ｎ
＇

—

ｉ．

Ｔ
￡

ｉ^￣

ｈ ０ ． ５
－

Ｔ：
：

＇

ｏＪ ｊ ｌ Ｊ ｌ Ｊ ｌ Ｊ ｆＴｉ ｉ Ｊ ｌ Ｊ ｌ
．

Ｌ

， ／ＶＶ

Ｃ Ｄ

ｚｏ－

ｒ

３
１ ＾

，Ｚ
． ？， ＼ 

！
＊



Ｉ４－

｜ ／
〇ｉ

２
＿

Ｊ
－

 ！ ｊ Ｃ
°

＾^

｜＾ ：

： ：

： ：

：

：

：－

ｒ醒料ｒ＾ｉ ＣＬＤＮ １

ＭＴ１ｏｃｌｎ １
＾

—

Ｈ－ 參
 ｜

一＂

｜ ＺＯ －

ｌ＿■！
領＾ 彻

叫
〇 

＿
＿ ｌ＿ ＿ ！■

 ＾


＾０４、必＇ Ｐ
－ ａ ｃ ｔ ｌ ｎ

１ 
＿＿ －＊？

－．

＊＾
１

／ｆｖｖ

＜ｙ

图 ２ ． ７ Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 和 丨 Ｌ －

１ ７ Ｆ 对 Ｃ ａｃ ｏ
－２ 细胞中 ＣＬＤＷ 、 ＯＣＺＪＶ 和 Ｚ０－

／ 表达 的影响

Ｆ ｉ ｇ
２ ． ７Ｔｈ ｅｅ ｆｆｅ ｃ ｔ ｓｏ ｆ Ｉ Ｌ －

１ ７Ａａｎ ｄ Ｉ Ｌ －

１ ７ＦｏｎＣＬＤＮ Ｊ
，
ＯＣＬＮ ａｎ ｄＺＯ －

１ｅ ｘ ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ｉ ｎＣ ａ ｃ ｏ

－

２ｃ ｅ ｌ ｌ

ｍ ｏ ｎ ｏ ｌ ａ
ｙ ｅ ｒｓ

７ ９
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ＩＬ －

１ ７Ａ和 ＩＬ －

１ ７Ｆ处理２４ｈ后Ｃ ａｃｏ
－２细胞 中ＣＸＤＡ７ 、 ＯＣＺＷ 和Ｚ（９－

７ｍＲＮＡ水平 的
ｑ
ＰＣＲ

检测 （ Ａ －Ｃ ）及处理 ４ ８ｈ 后蛋 白 水平 的 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 检测 （ Ｄ ）
； 垂直条代表平均值土ＳＤ （ ｎ

＝

３ ） ，

统计学方法 ： ｕｎｐａ ｉ ｒｅｄ ｔｗｏ
－

ｔａ ｉ ｌ ｅｄ ｔ ｔｅｓ ｔ（
＊

： ＊ ＊
：／

＾
〈 Ｏ ． ０ １

；＊ ＊ ＊
： ／

＊

＜ ０ ． ００ １ ）

另外 ， 本研究用实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 的方法检测 了 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 对其

它紧密连接相关基因表达的影响 。 如 图 ２ ． ８ 所示 ， ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 单独作用或

联合作用均会导致 ＣＺＺＷ２ ，３ ， 么 ５ ，７ ，＆ 仏 ／ ２ ， ７ ５ｍＲＮＡ 发生不 同

程度的上调 。 丨 Ｌ －

１ ７Ａ 单独作用使 ＣＺＺＷ５ ｍＲＮＡ 上调表达 了２ 倍 （ Ｐ＝０ ．０３４９ ） ，

和 ＣＺＺＷ／ ５ｍＲＮＡ 也上调表达 了接近 ２ 倍 ， 但没有统计显著性 ；
Ｉ Ｌ －

１ ７ Ｆ

单独作用使 ＣＬＣＷ５ 和 ＣＺＤｔＷ ／ｍＲＮＡ 均上调表达 了２ 倍ＯＯ ． ＯＡ Ｃ＾ ／
＾

Ｏ ． Ｏ ｅＯＳ ）
；

Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 联合作用使 ＣＬＤ７Ｖ５ｍ ＲＮＡ 上调表达 了接近 ３ 倍 （ 尸＝０ ． ０ １ ５ ７ ） ，

ＣＺＤ７Ｖ２和ＣＸＤｉＷ２ｍＲＮＡ上调表达约２倍 （ 尸＝０ ． ００４ ８ ， 户二０ ． ０４５２ ） ， 和

Ｃｉ：￡ ＞；Ｗ ５ ｍＲＮＡ均上调表达约１ ． ５倍 （尸＝０ ． ０６３ ７ ，Ｐ＝０ ． ０ １ ７９ ） 。 除ＣＺＤＷ ， ｉｔ

７５ 外 ， ＩＬ －

丨 ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 联合作用对 ＣＬＣＷ２ ，３ ， ５ ，
７ ， ５ ， ｉ ／ ， ７２ 等紧密连接

相关基因 的促表达作用效果均优于单独作用 。

８ ０
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３ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 通过 Ａｃ ｔ ｌ 依赖通路介导 Ｃ ａｃｏ －２ 细胞中紧密连接相关基因

和蛋 白 的表达

作为 ＩＬ －

Ｉ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 的受体 ， ＩＬ －

１ ７ＲＡ 和 ＩＬ －

１ ７ＲＣ 的胞质 区都包含
一

个

保守的 ＳＥＦＩＲ 结构域 ， ＩＬ －

１ ７Ｒ 通过该结构域与 Ａ ｃ ｔ ｌ 结合活化下游信号 。 为 了探

讨 ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 介导的促紧密连接表达过程是否有 ＩＬ －

１ ７Ｒ 下游信号的参与 ，

本研宄检测 了Ｊ ｃＷ 表达抑制对 ＩＬ－

１ ７Ａ＋ ＩＬ －

１ ７Ｆ 介导的紧密连接表达的影响 。 如

图 ２ ． ９ 所示 ， ｓ ｉＲＮＡ 干扰 Ｃａｃｏ －２ 细胞中 的表达后 ， 转录水平下调表达

了７０ ％（ 尸＝０ ． ０４４ ８ ） ， 蛋 白表达也得到 了 明显 的抑制 。

Ａ Ｂ
Ａｃｔｌ

２０００００
＞

ｉ ＊

Ｉ



１

， ｉ

， ５〇ｏ ｉ ，〇
－

＾Ｈｐ
ｉ

兰 笔發涯護（ Ａｃ ｔ ｌ

１ｉ 《＿尊 ：

：

：

 ｐ
－

ａｃ ｔ ｉ ｎ

８５００００
－ Ｖ


＾
ｖ
Ｖ ｖ

＜＾
＾ ￣—」

ＨＳｌ＾ＢＳＢ
０ 

ｖ ｌ ｉ ｎ ｎ
ｒ

ｎ ｎ

Ｊ

ｉ ｎ ｎ ｒ ｒ ： 

＊

 ｜
  ＂

／
’

＂ ⑴丄 １
 ￣＂＊

々 ^
ｃｆｙ，

图 ２ ． ９ｓ ｉＲＮＡ 抑制 Ｃａｃｏ
－２ 细胞中 的表达

Ｆ ｉ

ｇ

２ ． ９ｓ ｉＲＮＡ ｉ ｎｈ ｉｂ ｉ ｔｓ Ａ ｃ ｔ ｌｅｘｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｉ ｎＣ ａｃｏ

－２ｃｅ ｌ ｌ ｓ

ｓ ｉＲＮＡＡ ｃ ｔ ｌ 处理 ２４ｈ 后 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞中 Ｊ ｃ／ ／ｍＲＮＡ 水平 的 ｑＰＣＲ 检测 （ Ａ ） 和蛋 白 水平 的

Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 检测 （ Ｂ ）
： 垂直条代表平均值±ＳＤ （ ｎ

＝

３ ） ， 统计学方法 ： ｕｎ
ｐ
ａ ｉ ｒｅｄ ｔｗｏ

－

ｔ ａ ｉ ｌ ｅｄ ｔ ｔｅ ｓ ｔ

（

＊
：Ｐ ＜ ０ ．０ ５ ）

ｓ ｉＲＮＡ 抑制 Ｊ ｃ ／ ／ 表达后 ， 对照组及 Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ
ｌ ４０ 单独处理组紧密连接相关

基因 的表达未受影响 ， 然而 ， ＩＬ －

１ ７Ａ＋ ＩＬ －

１ ７Ｆ 介导的 ＯＣｉ ｉＶ 和 ＺＯ－

／ 转录水平的

表达较对照组 （ ｓ ｉＲＮＡｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ） 发生 了 显著下调 （ 尸＝０ ． ０２ ３ ９
； （ 图 ２ ． １ ０Ｂ

和 Ｃ ） ，ＩＬ －

Ｉ ７Ａ＋ ＩＬ －

丨 ７Ｆ 介导的 ＣＬＤｉＶ／ 转录水平的表达较对照组也发生 了 下调 ，

但没有统计显著性 （ 图 ２ ． １ ０Ａ ） 。 蛋 白水平检测结果显示 ， ｓ ｉＲＮＡＡ ｃ ｔ ｌ 抑制 了

８ ２
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ＩＬ －

１ ７Ａ＋ ＩＬ －

１ ７Ｆ 介导 的 ＯＣＬＮ 和 ＺＯ －

１ 蛋 白 的表达 ， 但对 Ｃ ＬＤＮ １ 蛋 白水平没有

明 显的影响 （ 图 ２ ． １ ０Ｄ ） 。

Ａ Ｂ

ＣＬＤＮｌ ＯＣＬＮ

ＪＪｓ ｉＲＮＡ ｃ ｏｎ ｔｒ ｏ ｌ ＾ＣＺ３ｓ ｉＲＮＡ  ｃ ｏｎ ｆ ｒ ｏ ｌ ａ？ ％

３
１ＣＺ３％ ｉｍＡ Ａｍ ２ ５

ｌ ＥＺ３ ｓ ｉＲＮＡ Ａｃ ｔ ！ １



？

１工 ｆ
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｜ Ｊ

２
－

ａ ｔ ｈ
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「１ ｒ
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ｒ
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， ’．ｖ，

２
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＼ １ １ １

，

Ｌｄ＾ Ｉ

｜
，ｊ １

）
１＇

１１ １

１
１ １ ｇｉＪ １

，

１ １  ｌｉ 

＾彦＾ 、
參 ＾、

令

ｃ／辱＾．Ｓ ｃ／令ｙｙ

＾
＜

／＾

＜
／

Ｃ Ｄ

ＩＬ－

１ ７Ａ＋ＩＬ＾

ｌ ？Ｆ ＩＬＩ ７Ａ＋ ＩＬａ７Ｆ＋ｇｐｌ４０

３ｄ３ｓ ＩＲＫＡ ｃ＾ｎｔｒ？ ！
   ＂  、 ，

   『 、

１ＧＺ３ｓ ｉＲＮＡ Ａｃ ｔ ｌ＞ ＊

ｓ＾．ｓ

＝
■

Ｔ ／＾ＺＪ

本ｆｔ ？／／， ，

ｚｉ ｒ
＾

， ＣＬＤＮ Ｉ

＾
Ｘ 丁

１一＊ ■—－ ； ￣ － ￣ 

＇

  — Ｊ

１ｉ卜 门 内肉ＴＯＣＬＮ ｜

２丄  Ｍ  ｆ ？ ｒ ｒ ？ 

￣

 ．

．ｎｎ ｚ〇 １
—ｈ

ｃ／次ｙ多

、
ｖ？？

ｓ

图 ２ ． １ ０ｓ ｉ ＲＮＡ 抑制 也＂ 后影响 了Ｃａｃｏ －２ 细胞中 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ＋ Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ 介导的 Ｃ１ＩＷ八 ＯＣＺ ７Ｖ 和

ＺＯ －

／ 的表达

Ｆ ｉｇ
２ ． １ ０Ｓ ｕ

ｐｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆ Ａ ｃｔ ！ｂｙ

ｓ ｉ ＲＮＡａ ｌ ｌ ｅｖ ｉ ａ ｔ ｅｄ Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ＋ Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ －

ｉｎ ｄｕ ｃ ｅｄｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆ ＣＬＤＮ Ｉ
，

ＯＣＬＮ ａｎ ｄＺＯ－

１

ｓ ｉ ＲＮＡ处理 Ｃ ａｃ ｏ
－２细胞 ２４ｈ ， 加入  ｌ Ｌ －

１ ７Ａ／ ｌ Ｌ －

１ ７ Ｆ ／
ｇｐ

ｌ ４０处理 ２４ ｈ后 Ｃａｃ ｏ
－２细胞 屮ＣＬＤ ／Ｖ ／ 、

ＯＣＬ ｊＶ 和 ＺＯ －

／ｍＲＮＡ 水平 的 ｑ
ＰＣ Ｒ 检测 （ Ａ －Ｃ ） 和处理 ４ ８ｈ 后蛋 白 水平的 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 检测

８ ３
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（ Ｄ ）
； 垂直条代表平均值土ＳＤ（ ｎ

＝

３ ） ， 统计学方法 ： ｕｎ
ｐ ａ ｉ ｒｅｄｔｗｏ

－

ｔａ ｉ ｌ ｅｄ ｔ ｔｅｓｔ（

＊
：＾ ＜ ０ ． ０５ ）

４ＮＦ－ｋＢ 和 ＭＡＰＫ 信号通路参与 ＩＬ －

１ ７Ａ ／ＩＬ －

１ ７Ｆ 介导的紧密连接相关基因的

表达

Ｃａｃｏ
－

２ 细胞单层铺满 以后 ， 向细胞中加入 ＩＬ －

１ ７Ａ （ １ ００ｎｇ
／ｍＬ ）和 ＩＬ －

１ ７Ｆ （ １ ０ ０

ｎｇ
／ｍＬ ） ， 作用 ０ｍ ｉ ｎ 、 １ ５ｍ ｉ ｎ 、 ３ ０ｍ ｉ ｎ 、 ６０ｍ ｉ ｎ 后收集细胞样 品并提取细胞总蛋

白 ， 用 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 方法检测 ＮＦ －

ｋＢ
ｐ

６ ５ 蛋 白和 ＭＡ ＰＫ
ｐ

３ ８ 蛋 白磷酸化水平并与

总蛋 白水平做 了 比较 。如图 ２ ． １ １ 所示 ， ＮＦ －

ｋＢ
ｐ６

５ 在 ＩＬ－

１ ７Ａ＋ＩＬ－

１ ７Ｆ 作用后 １ ５ｍ ｉ ｎ

开始活化 ， 并随着作用 时 间 的延长活化水平依次递增 ， 在作用后 ６０ｍ ｉ ｎ 活化程

度最高 ；
”八 ？ １＜

口３ ８ 蛋 白在 丨 １＾ ］ ７八＋ 丨 ［ －

１ ７？ 作用后 ３ 〇 １１１ 丨 １１ 开始活化 ， ６ 〇 １＾ １１ 活化

程度最高 。该研究结果表明 ＩＬ －

１ ７Ａ＋ Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ 能够活化 Ｎ Ｆ －

ＫＢ 和 ＭＡ ＰＫ 信号通路 。

ＩＬ １ ７Ａ＋ ＩＬ４ ７Ｆ
—

（
ｍ ｉｎ

）０１５３０６０

ｐ－

ｐ
６５

ｐ
６ ５ ｊ

１— Ｈ

ＴＰ
－

１
１３８

ｐ３８ ＼

ｍｍｍｍｍｍｍｍｍ

Ｐ
－ ｎ ｃ ｔ ｉ ｎｎｌＨｉ£ Ｐ＿Ｐ

图 ２ ． １ １ 丨 Ｌ －

１ ７Ａ＋ Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ 对 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞中 Ｎ Ｆ －ｋＢ

ｐ
６５ 蛋 白和 ＭＡＰＫ

ｐ
３ ８ 蛋 白磷酸化水平的影

响

Ｆ ｉ ｇ
２ ． １ １Ｅｆｆｅｃ ｔ ｓｏ ｆ  １ Ｌ －

１ ７Ａ＋ ＩＬ －

１ ７ Ｆｏ ｎ ｔｈ ｅ
ｐ

ｈｏｓｐ
ｈｏｒｙ ｌ ａｔ ｉｏｎｏ ｆ Ｎ Ｆ －ｋＢｓｕｂｕｎ ｉ ｔ

ｐ
６ ５ａｎ ｄＭＡ ＰＫ

ｐ
３ ８

ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ ｓ ｉ ｎＣａｃｏ
－２ｃｅ ｌ ｌ ｓ

Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ＋ Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ 处理不同时间 点后 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞中 Ｎ Ｆ －ｋＢ

ｐ６
５ 蛋 白 、 ＭＡ ＰＫ

ｐ３
８ 蛋 白 及磷酸化

蛋 白 的 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 检测

为 了进
一

步说明 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ＋ Ｉ Ｌ －

】 ７Ｆ 调控紧密连接蛋 白表达的过程 中有 Ｎ Ｆ －ｋＢ 和

ＭＡＰＫ 信号通路的参与 ， 本研究用 ＮＦ －ｋＢ 选择性抑制剂 ＢＡＹ １ １
－７０ ８２ 和 ＭＡＰＫ

激酶 ＭＥＫ １ ／２ 抑制剂 Ｕ ０ １ ２ ６ 分别抑制通路活性 ， 并检测其对 ＩＬ －

Ｉ ７Ａ＋ Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ 介

导 的 ＣＬＤｉＷ 、 ＯＣｉＪＶ 和 ＺＯ－

／ 表达的影响 。 如 图 ２ ． １ ２ 所示 ， 通路抑制剂并没有影

８ ４
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响对照组及 Ｈ ＩＶ－

丨ｇｐ
ｌ ４０ 单独处理组紧密连接相关基因 的表达 ；

ＢＡＹ １ １
－

７０ ８２ 显

著抑制 了 丨 Ｌ －

１ ７Ａ＋ 丨 Ｌ －

１ ７Ｆ 介导 的 ＣＺＤＡ７ 、 ＯＣＺ ｉＶ和 ＺＯ －

／ 转录水平 的表达 （ 户＝０ ． ０ ３ ６
；

户＝０ ． ０２ ５ 丨
；
户＝０ ．０４ ３ ８ ） （ 图２ ． １ ２Ａ 、 Ｂ和Ｃ ）

； 而Ｕ ０ １ ２６仅显著抑制 了ＩＬ －

１ ７Ａ＋ ＩＬ －

１ ７Ｆ

介导 的 ＺＯ－

／ 转录水平的表达 （ Ｐ＝０ ． ０４０ ２ ） （ 图 ２ ． １ ２Ｃ ） ， 对 ＯＣＺ７Ｖ 转录水平也具

有
一

定 的抑制 作用 ， 但没有统计显 著性 （ 图 ２ ． １ ２Ｂ ）
；Ｕ ０ １ ２６ 对 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ＋ ＩＬ －

１ ７Ｆ

介导的 ＣＺＩＷ／ 的转录水平几乎没有抑制作用 （ 图 ２ ． １ ２Ａ ） 。 同样 ， 在 Ｈ ＩＶ－

ｌ

ｇｐ
ｌ ４０

存在时 ， ＢＡＹ  １ １

－

７０８２ 显著抑制 了 丨 Ｌ －

丨 ７Ａ＋ ＩＬ －

１ ７Ｆ 介导 的 ＣＬＺＷ／ 和 ＺＯ －

／ 转录水

平的表达 （ 尸＝〇 ． 〇４３ ６
；ＺＭＸ０３ ３ ５ ） ， 对ＩＬ －

１ ７Ａ＋ ＩＬ －

１ ７Ｆ介导 的ＯＣＺＴＶ ｍＲＮＡ也存

在
一

定的抑制作用 ， 但没有统计显著性 ；
Ｕ ０ １ ２ ６ 仅对 ＩＬ －

１ ７Ａ＋ＩＬ－

１ ７Ｆ 介导 的 ＺＯ －

１

转录水平的表达存在显著的抑制作用 （ Ｐ＝０ ． ０４７ ３ ） 。 蛋 白水平检测结果与转录水

平
一

致 ， ＢＡＹ １ １
－

７０ ８２ 对 ＣＬＤＮ １ 、 ＯＣ ＬＮ 和 ＺＯ －

１ 均产生 了抑制作用 ， 而 Ｕ ０ １ ２６

仅对 ＺＯ －

１ 蛋 白具有明显的抑制作用 （ 图 ２ ． １ ２Ｄ ） 。

８ ５
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Ａ Ｂ

ＯＣＬＮ

□＿
ＣＬｍ， ２ ． ５

－

，
＜＝

^
＾Ｂ ＡＭ ，

－７ ０ ８ ２？ｆ

＊

＼Ｖ

＇７〇Ｋ

ｉ
３
ｎｏｍｗ ． ２６ ａｍｗｍＨｉ

１〇 ＇

Ｊ．

Ｘ￡ｔ ｒ

＊
ｉＴ

２
－ 而 ， ％ｉ

ｒ ５
－

 ｔｎｔ

１ １ ，
－

ｎ ｆｉ ｉ＾Ｔ
－

 丨 ｆ

＊
ｌ ｏ ｓ

－１Ｘ

Ｊ １ １ １

，

１ １ １ １ １ｎ ｎ ｉ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １＿ １＿
ｃ
／／／／ ｃ

／／／／
、
， ／ 、

， ／
Ｃ Ｄ

ＺＯ－

Ｊ

ｑＤｙｊｓ〇 ｜
？

 ｜ ＩＬ １ ７Ａ＋ＩＬ－

１ ７Ｆ ＩＬ－

１ ７Ａ＋ＩＬ－

１７Ｆ＋ ｇｐ ｌ ４０

＂

１ ｄ３ＢＡＭ  １
－７ ０ ８ ２ ＼

ＪＬ
＼ 心^

ｍｕ ｌ？ １ ２６ Ｔ

，
－

ＭＵｒ
１／ ／

、

／ ／ ， ／
￡ｇ ４

；

￣￣￣

？



＂

Ｚ— ｊ ＿ ５
？ ｒ

ｃ
ｉ ＃Ｘ？

ｎｖ ｉ

１ １
＇ － ＃

－

ｎｔ ｒＪｎ ［１工 品ＯＣＬＮ厂；
＂ ＿ ［

—
？
^

Ｃ

＾
Ｔ

＂

￣

〇 ． ５
－

门 円 而
２０ １ ＼

ｍ￥ ｗｒｎ＾ｍ ＼

？
１ 丨 ＿ １ 丨 丨＿ 丨 丨 丨 丨 丨

：

１ 丨 丨 ＿ １一 ［ｆｉ＾＾ｐｒ ｌ

＃导令夕
ｉ／４ Ｘ

Ｖ
、

， ／

图 ２ ． １ ２ＮＦ －ｋＢ 和 ＭＡＰＫ 通路选择性抑制剂影响 Ｃａｃｏ
－２ 细胞中 ＩＬ －

１ ７Ａ 和 丨Ｌ －

１ ７Ｆ 介导 的

ＣＸＩＷ ／ 、 ＯＣＬ／Ｖ和Ｚ０－

／的表达

Ｆ ｉ

ｇ２ ． １ ２Ｓ ｅ ｌ ｅ ｃ ｔ ｉｖｅ ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒｓｏ ｆＮＦ－

ｋＢａｎｄＭＡＰＫｓ ｉｇｎ ａ ｌ ｉｎｇ ｉｎ ｆｌｕ ｅｎ ｃ ｅ ＩＬ －

１ ７Ａａｎ ｄ

ｌ Ｌ －

１ ７ Ｆ
－

ｍ ｅｄ ｉ ａ ｔｅｄｅｘｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆ ＣＬＤＮ １

，
ＯＣＬＮ ａｎ ｄ ＺＯ－

１ ｉ ｎＣａ ｃｏ
－２ｃｅ ｌ ｌ ｓ

通路选择性抑制剂处理 Ｃ ａｃｏ
－

２ 细胞 ２ｈ ， 加入 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ ／ Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ／
ｇｐ

１ ４ ０ 处理 ２４ｈ 后 Ｃａｃｏ
－２ 细胞

巾 ＣＬＤＡ７ 、 ０ＣＺＪＶ 和 ＺＯ ／ｍＲＮＡ 水平的 ｑ
ＰＣ Ｒ 检测 （ Ａ －Ｃ ）和处理 ４ ８ｈ 后蛋 闩 水平的 Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎ

ｂ ｌｏ ｔ 检测 （ Ｄ ）
； 垂直条代表平均值土ＳＤ（ ｎ

＝

３ ） ， 统计学方法 ： ｉｍｐａ ｉｒｅｄｔｗｏ
－

ｔａ ｉ ｌ ｅｄ ｔ ｔｅｓｔ（
＊

：Ｐ

＜ ０ ． ０ ５ ）

８ ６
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第四节 讨论

Ｈ Ｉ Ｖ－

１ 膜蛋 白不仅是 Ｔ 细胞反应的 目 的抗原 ， 还是保护性 中和抗体反应的唯

一

靶标 。 Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０ 为去除 了 跨膜 区 和胞 内 Ｌ
ｘ

： 的截短型 Ｈ ＩＶ－

１ 膜蛋 白 ， 本研究

通过流式细胞术观察发现 Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ
ｌ ４０ 能够与 Ｃａｃｏ －２ 细胞结合 ， 但 由于 Ｃ ａｃｏ －２

细胞表面未检测到 ＣＤ４ 的表达 ， 因此我们猜想 Ｃａｃｏ －２ 细胞表面可能存在其它与

Ｈ ＩＶ－

１
ｇｐ

ｌ ４０ 结合的受体 。有研究表明 ， 人结肠细胞系 ＨＴ２９ 表面并不表达 ＣＤ４ 蛋

白或 ｍＲＮＡ ， 但仍然能够结合 Ｈ ＩＶ－

ｌ
ｇｐ

ｌ ２０ 蛋 白 ， 原因是该细胞系表面表达另
一

种潜在的 Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ２０ 受体 － －半乳糖神经酰胺 ［
１ ６６

］
， 它能够与 Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ２ ０ 蛋 白

的 Ｖ ３ 区结合
［

１ ６７
］

， 但有报道 曾指 出 Ｃ ａｃｏ －２ 细胞并不表达半乳糖神经酰胺 ［
１ ６６

］
，

因此 Ｃａｃｏ
－２ 细胞表面与 Ｈ ＩＶ－

１
ｇｐ ｌ ４０ 结合的受体还有待进

一

步研究 。

在艾滋病等感染性疾病 中 ， 肠道免疫紊乱及肠道屏障破坏是主要的病理变化 。

本研宄探讨 了Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０ 对 Ｃａｃｏ
－

２ 细胞单层屏障功能及紧密连接相关基因表

达的影响 ， 发现 Ｈ ＩＶ－

ｌ ｇｐ ｌ ４０ 能够破坏 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞单层屏障功能 ， 伴随着 ＣＺＩＷ７ ，

２ ，３ ，Ａ５ ，ＯＣＺｉＶ ， ＺＯ－

／ 等多种紧密连接相关基因表达的下调 。 该发现与之前

报道的 Ｈ ＩＶ－

１ 对肠道上皮屏障
［
７ ８

，
７９

，８ ８ ］
、 血 －脑屏障

［
１ ６ ８

，１ ６９
］
及血－视网膜屏障

［
８４

，８ ５
］
中 紧密连接相关基 因表达影响 的结果

一

致 。 曾有研究者报道过 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ２ ０ 蛋 白 能够通过增强基质金属蛋 白酶－２ 和 －

９ 的表达介导血脑屏障 中 ＣＺＤＭ 、

ＯＣｉ：Ａ＾ ＺＯ－

７ 表达的破坏
［
８ １

，
８２

］
。 Ｈ ＩＶ－

ｌ ｇｐ
ｌ ２０ 对肠道粘膜完整性的破坏也有报

道 ， 伴随着 ＯＣＸ＃ ，
ＺＯ－

７ 等表达下调
［
８ ８

］
。 尽管研宄选用细胞系

不 同 ， 但本研究的结果再
一

次证 明 了Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４ ０ 对粘膜屏障的破坏作用 。此外 ，

本研宄发现 Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０ 能够下调 Ｃ ａｃ ｏ
－２ 细胞中 Ｃｉ工Ｗ７ ，Ｓ ， ７ ７ ， ｉ ２ 的表达 ，

这些发现之前未见报道 。 Ｈ ＩＶ－

丨
ｇｐ ｌ ４０ 对 Ｃ ａｃｏ

－２ 细胞中紧密连接蛋 白表达的调控

与 Ｈ １Ｖ ／Ａ Ｉ ＤＳ 患者肠道屏 障功能受损 的研究结果相吻合 。 考虑到紧密连接蛋 白在

肠道屏障完整性 中 的关键作用 ， 紧密连接相关基因 的下调可能导致 Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０

介导 的屏障完整性的破坏 ， 说 明在 Ｈ ＩＶ－

１ ／Ｓ ＩＶ 感染中 ， 病毒及其蛋 白组分的存在

可能是导致肠道屏障功能破坏的直接原 因 ， 提示在 Ａ ＩＤ Ｓ 研究中 多个 以前未被重

视的紧密连接相关基因参与 了Ｈ ＩＶ ／Ａ Ｉ ＤＳ 的病理过程 。

对肠道免疫系统在病毒感染后 的变化的研宄 中发现 ， Ｈ １Ｖ－

１ 和 Ｓ ＩＶ 感染均能

快速诱导粘膜 ＣＤ４

＋

Ｔ 淋巴细胞数量降低
［

１ ７０
］

，Ｔｈ ｌ ７ 细胞被选择性清除 。 作为

８７
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Ｈ １Ｖ－

１ 的主要靶细胞 ， ＣＤ４

＋

Ｔ 淋巴细胞尤其是 Ｈ ＩＶ－

１ 感染者肠道粘膜 中 ＣＤ４
＋

Ｔｈ ｌ ７ 细胞的优先耗竭可能是造成肠道粘膜屏障损伤 的主要原因
［

１ ７ １

］
。 １ Ｌ －

１ ７Ａ 的

缺失和 Ｈ ＩＶ－

１ 组分的存在可能共同导致了肠道粘膜屏障 的损伤 。 为 了探讨 Ｉ Ｌ －

１ ７

家族细胞因子在 Ｈ ＩＶ ／Ａ ＩＤＳ 肠道屏障损伤的作用 ， 本研宄探讨 了 在 Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４ ０

引 起的上皮屏障损伤 中 ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 对屏障功能及紧密连接相关基因表达 的

影响 ， 发现二者能够协 同增强 Ｃａｃｏ －２ 细胞的屏障功能 ， 伴随着 ＣＬＨ２ ，５ ，

７ ２ ， ７ ５ ，和 ＺＯ－

７ 等多种紧密连接相关基因表达的显著上调 ， 在与 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ 共 同作用于细胞时 ，

二者能够阻止 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ 对 Ｃａｃｏ

－２ 细胞的屏障的破

坏 。 曾有报道指 出 ， 丨 Ｌ －

１ ７Ａ 能够通过 Ｍ ＥＫ 依赖的信号通路上调 Ｔ８４ 细胞 中

和 Ｃ１ＺＷ２ 的表达
丨

１ ６２
］

， 在小 鼠 中 ， Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 能够调控 Ｃ
’

ＬＤＷ

和 ＯＣＬＡ
Ｔ

转录水平的表达
［

１ ７２
］

， 我们 的结果与这些报道
一

致 。 丨 Ｌ－

１ ７Ｆ 对人肠道

上皮细胞紧密连接表达的影响报道甚少 ， 本部分的研究拓展了之前未被认识的受

ＩＬ －

Ｉ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 调控的多种紧密连接相关基因 ， 并第
一

次指出 ＩＬ －

Ｉ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ

能够协 同阻止 Ｈ ＩＶ－

１
ｇｐ

ｌ ４０ 对 ＣＺＸ ？Ａ７ 、 ＯＣＬｉＶ 和 ＺＯ－

ｉ 表达 的下调 ， 维持上皮屏

障功能 。 这些结果表 明 ， 在生理条件下 ， ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 对粘膜屏障完整性的

维持 （通过调控紧密连接相关基因 的表达 ） 是必不可少 的 。 此外 ， 本研宄发现在

Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 存在时 ， ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 联合作用对 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐＭＯ 介导 的屏障功能的破

坏能够提供很好的保护 ， 但当 ＩＬ－

１ ７Ａ 不存在时 ， ＩＬ －

１ ７Ｆ 单独作用对上皮屏障功

能仅产生轻微的影响 ， 说明在 Ｈ ＩＶ－

１ 感染中 ， 肠道 Ｔｈ ｌ ７ 细胞的耗竭导致的 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ

水平下降可能是导致肠道屏障功能不 易恢复的重要原因 。 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 对紧

密连接的调控可能定义 了
一

种肠道上皮细胞与免疫细胞相互作用 的新机制 。

使用 ｓ ｉＲＮＡ 干扰也 ／ ／ 的表达后 ， ＩＬ －

１ ７Ａ 和 Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ 介导 的促 ＣＺＺＷ／ 、 ＯＣＺＪＶ

和 Ｚ０－

／ 表达 的作用 受到 了影响 。 ＩＬ －

１ ７Ａ 和 丨Ｌ －

１ ７Ｆ 能够促进 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞 中 Ｎ Ｆ －ｋ Ｂ

ｐ
６５ 和 ＭＡ ＰＫ

ｐ
３ ８ 蛋 白 的磷酸化水平 ， 说明该生物学过程伴随着 Ｎ Ｆ －ｋＢ 和 ＭＡ ＰＫ

信号通路的激活 。 Ｎ Ｆ
－

ｋＢ 选择性抑制剂抑制通路活性后 ， Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７ Ｆ 介导

的促 ＣＩＤ７Ｗ 、 ＯＣＬ＃ 和 Ｚ０－

７ 表达的作用受损 ， 而 ＭＡ ＰＫ 信号通路选择性抑制

剂只 能影响 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 和 丨 Ｌ －

１ ７ Ｆ 介导 的 Ｚ （９－

７ 的表达 ， 说 明 ＣＺＸＷｈＯＣＬｖＶ 和 Ｚａ ／

的表达调控机制存在差异 。 Ｋ ｉ ｎ ｕｇａ ｓ ａ 等也 曾经报道过 ＩＬ －

１ ７Ａ 通过 ＥＲＫＭＡ ＰＫ

信号通路调节 的表达 ， 但该信号通路被抑制后并没有影响 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 介 导

８ ８
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的 ＣＺＺＷ７ 的表达
［

１ ６２
］

。 这些结果表 明 丨 Ｌ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 对多种紧密连接蛋 白 的

调控可能是通过不 同 的生物学机制实现的 。 丨 Ｌ －

１ ７Ａ 和 Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ 对紧密连接表达的

调控有 Ｉ Ｌ －

１ ７Ｒ 下游信号 Ｎ Ｆ
－

ｋＢ 和 ＭＡ ＰＫ 的参与 ， 提示通过靶向 Ｉ Ｌ －

１ ７ 通路进行

Ｈ ＩＶ ／Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 肠道屏障功能修复的可能性 。

Ｈ ＩＶ－

１ 感染者肠道粘膜 中 Ｃ Ｄ４
＋

Ｔｈ ｌ ７ 细胞的优先耗竭可能是造成肠道粘膜屏

障损伤 的主要原 因 ［
１ ７ １

］
。 １ Ｌ －

１ ７ 是
一

种 多功能性的细胞因子 ， 它可 以通过促进

妙 、 紧密连接相关基因和抗菌肽的表达等多种机制维持粘膜屏障的完整性 ［
１ ００

，

１ ４８
， １ ７３

］
。 在 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴体 内 ／Ｕ Ｚ４ 的表达与 ／ 和紧密连接相

关基因 的表达均呈现正相关性 ［
７９

，１ ４０
］

。 本研宄发现 Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０ 下调紧密连接

相关基因 的表达并破坏肠道上皮屏障的完整性 ， 在 ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 存在时 ， 二

者能够协同 阻止 Ｈ ＩＶ－

ｌ
ｇｐ

ｌ ４０ 对肠道屏障的破坏 ， 这些发现尚未见报道 ， 提示针

对 Ａ ＩＤＳ 患者肠道 中 Ｔｈ ｌ ７ 缺失的额外治疗可能有助于肠道屏障功能的恢复 。

综上所述 ， 本部分的研宄发现 ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ－

１ ７Ｆ 是紧密连接相关基因 的有效

调控因子 ，
二者的单独作用及联合作用均能阻止 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ 介导的肠道屏障的

破坏 ， 该过程有 ＩＬ －

１ ７Ｒ 下游信号通路 ＮＦ －ｋＢ 和 ＭＡＰＫ 的参与 。这些发现为 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ 破坏肠道上皮屏障的研宄提供 了 新的知识 ， 拓展 了我们对 ＩＬ －

１ ７Ａ ／ ＩＬ －

１ ７Ｆ

调控紧密连接相关基因功能的认识 ， 为 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ 介导 的肠道上皮损伤的修复

机制 的研究提供 了理论支持 ， 提示 ＩＬ －

１ ７ 通路在 Ｈ ＩＶ ／Ａ ＩＤ Ｓ 肠道屏障功能障碍 中

的直接作用 ， 在针对 Ｈ ＩＶ ／Ａ ＩＤ Ｓ 肠道屏障功能障碍的治疗 中应予 以考虑 。

８ ９
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第 部分

第五节 小结

１ ．Ｈ ＩＶ－

ｌ
ｇｐ 〗 ４０ 通过下调肠道上皮紧密连接相关基因 的表达直接破坏肠道上皮

细胞屏障 的完整性 。

２ ． ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ－

１ ７Ｆ 通过协同上调多种紧密连接蛋 白 的表达阻止 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ ｌ ４０

对肠道上皮屏障的破坏 。

３ ． Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 通过 Ａｃｔ ｌ 依赖的通路介导 Ｃａｃｏ
－２ 细胞中紧密连接相关基

因和蛋 白 的表达 。

４ ． ＩＬ －

１ ７Ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ｆ 介导 的紧密连接相关基因和蛋 白 的表达有 Ｉ Ｌ －

１ ７Ｒ 下游

Ｎ Ｆ －ｋＢ 和 ＭＡ ＰＫ 信号通路的参与 。

９ ０
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第三部分

第三部分 ＬＰＳ 和 ＴＮ Ｆ
－ａ 对 Ｉ Ｌ

－

１７Ｒ 表达及肠道上皮屏障功能的影

响

第
一

节 引 言

在 Ｈ ＩＶ ／Ａ ＩＤ Ｓ 中 ， 肠道屏障的损伤是微生物移位和免疫活化的先决条件 ， 而

微生物移位揭示 了免疫激活的重要机制 。 ＬＰＳ 是革兰 氏 阴性菌外膜的组成部分 ，

被认为是微生物移位的主要标志 ［
１ ７４

］
。 革兰 氏阴性杆菌介导 的局部急性炎症反

应会导致肠道上皮屏障的破坏及细菌移位 ［
１ ７ ５

］
， 另有证据表明 ， 在 Ｓ ＩＶ 感染的

恒河猴血浆中 ， ＬＰＳ 等病原相关分子模式大量存在并与免疫激活密切相关 ［
１ ７６

］
。

肠道中 的细菌及其产物 ＬＰＳ 可通过受损的粘膜屏障进入血液循环 ， 转移到肝脏

和肠系膜淋巴结等部位 ， 引 起全身性免疫激活 ， 这是 Ｈ ＩＶ－

１ 感染进展到 Ａ ＩＤＳ 的

主要原 因 。

ＴＮＦ －ａ 已被证实是肠粘膜屏障损伤 的重要启动因子 ， 在肠道炎症和诱导肠上

皮细胞紧密连接的渗透率改变中发挥重要作用 ［
１ ７７

， １ ７８
］

。 ＬＰＳ 可诱导包括 巨噬

细胞在 内 的免疫和非免疫细胞大量表达 ＴＮＦ －ａ 等炎症因子 ， 进
一

步加剧炎症反

应 。 ＴＮＦ －

ａ 作为诱导肠道炎症的
一

种重要细胞因子 ， 在多种 自 身免疫和炎症失调

过程中通过诱导 Ｔｈ ｌ 细胞的激活而参与炎症级联反应 。 在炎症性肠病 中肠粘膜

ＴＮＦ －ａ 表达增加并参与炎症的发生及信号的转导 ［
１ ７９

］
， 此外 ， 在 Ｈ ＩＶ－

１ 感染者

的血液中 ＴＮＦ －ａ 表达也增加并且与 ＬＰＳ 的刺激直接相关
［
１ ８０

］
。

第
一

部分的研究发现 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染致恒河猴肠道中 ／Ｌ －

／ ７似 和 均

上调表达且与 多种紧密连接蛋 白存在正相关性 ， 但是 引 起 ／Ｌ －

７ ７ｉ？ 上调表达的因

素仍然未知 ， 由 于 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染中 Ｔｈ ｌ ？ 细胞分泌 ＩＬ －

１ ７ 和 丨 Ｌ －２２ 等促炎性细胞

因子的能 力 降低 ， 使 几－

７ ７兄４ 和 ／Ｌ －

／ ７ＡＣ 表达上调 的原因变得复杂 。 在第二部分

的研宄 中 ， 我们利用体外上皮细胞屏障模型 （ Ｃ ａｃｏ
－２ ） 证实 了 １ Ｌ －

１ ７Ａ 和 Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ

能够通过 Ｉ Ｌ －

１ ７Ｒ 信号通路调控肠道上皮细胞中 紧密连接相关基因 的表达并阻止

Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ＭＯ 介导 的肠道上皮屏障的损伤 。 基于 ＴＮ Ｆ －ａ 与 ＬＰ Ｓ 在 Ｈ ＩＶ ／Ａ ＩＤＳ 中 的

变化及其在肠道粘膜屏障和 炎症 中 的重要作用 ， 我们有理 由相信在 Ｈ ＩＶ－

１ ／Ｓ １ Ｖ 感

染 中 ， 肠道粘膜 ＴＮＦ －

ａ 等炎症 因子的上调表达与微生物移位可能与 ／Ｚ －

／ ７／？ 的上

９ １
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调之间存在
一

定的联系 ， ＬＰＳ 和炎性细胞因子可能均参与 了Ｈ ＩＶ ／Ａ ＩＤ Ｓ 病理过程

中肠道紧密连接相关基因表达的调控 。

在本部分的研究 中 ， 我们检测 了ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道 中 ＪＴＶＦ－ ａ 的变

化 ， 分析 了７７ＶＦ－ａ 与 ／Ｉ －

７ ７７？ 表达的相关性 ， 并利用体外细胞模型分析 了ＩＬ －

１ ７Ａ 、

ＩＬ －

１ ７Ｆ 、 ＴＮ Ｆ －

ｏ ｔ 等炎性细胞因子和 ＬＰＳ 对 ＩＬ －

１ ７Ｒ 表达 的影响 。 此外 ， 我们探讨

了ＬＰＳ 和 ＴＮＦ －

ａ 对 Ｃ ａｃｏ －２ 细胞单层紧密连接相关基因表达及屏障功能的影响 ，

并对参与该过程的相关信号通路进行 了初步探讨 。

９ ２
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第二节 材料和方法

１ 实验材料及试剂

１ ． １ 主要仪器设备

１Ｘ ８ １

－ＺＤＣ 激光共聚焦显微镜 （ ＯＬＹＭ ＰＵ Ｓ
，
Ｊ ａ ｐ ａ

ｎ ）

其它仪器设备 同第
一

、 二部分 。

１ ．２ 主要试剂

动物组织 ＤＮＡ 提取试剂盒 （ Ｑ ＩＡａｍｐ
ＤＮＡＭ ｉ ｎ ｉＫ ｉ ｔ ） 购 自 德国 Ｑ ｉ ａｇｅｎ ； 焚

光定量试剂盒 （ ＴＢＧ ｒｅｅｎ
？

Ｐｒｅｍ ｉｘＥｘＴａ
ｑ

？
）购 自 日 本 

ＴａＫａＲａ
；ＬＰＳ（ Ｅ ．ｃｏ ｌ ｉ０ １ １ １ ：

Ｂ４ｓｔｒａ ｉｎ
－ＴＬＲ４ ｌ ｉｇａｎｄ ） 购 自美 国Ｉ ｎｖ ｉｖｏｇｅｎ ； 人重组ＴＮＦ －

ａ购 自 美 国Ｓ ｉ

ｇ
ｍ ａ 。

其它试剂 同第
一

、 二部分 。

１ ．３ 主要溶液及配制

（ １ ）４％多聚 甲醛 ： 多聚 甲醛 ２０ ．０ ｇ ， 加入 ２５ ０ｍＬ ＰＢ Ｓ（ ２ ００ｍＭ ） 和 ２ ５ ０ｍ Ｌ

去离子水 ， ５ ０

°

Ｃ水浴溶解后 ４

°

Ｃ保存备用 。

（ ２ ）３％Ｔｒ ｉ ｔｏｎＸ －

１ ００
－ＰＢ Ｓ母液 ： Ｔｒ ｉ ｔｏｎＸ －

１ ００１ ． ５ｍＬ ，ＰＢ Ｓ４ ８ ． ５ｍＬ ， 充分混匀

后 ４Ｃ保存备用 。

（ ３ ） 免疫荧光抗体稀释液 ： １ ０％Ｂ ＳＡ１ ００
 ｜

ｉＬ ， ３％Ｔｒ ｉ ｔｏｎＸ －

１ ００
－ ＰＢ Ｓ母液 ］ ００

 ｜

ｉＬ ，

ＰＢ Ｓ８００
ｐＬ ， 充分混匀后 ４

°

Ｃ保存备用 。

其它溶液及配制 同第
一

、 二部分 。

２ 实验方法

２ ． １ 基因标准品的构建

方法同第
一

部分 ， ＲＴ－ＰＣＲ 扩增 引 物序列及参考基因如下 ： ７７＼７
７
－

６＾ １

＇

丨 １１＾『 卩 ５
＼

ＧＡＡ ＣＣＣＣＡＡ ＧＴＧＡＣＡ ＡＧＣＴＮＦ－

ａ
ｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒＲ５

５

－

ＧＧＣＡＡＴＧＡＴ ＣＣＣＡＡＡ

ＧＴＡ －

３
’

， 参考基因为ＮＭ ００ １ ０４７ １ ４９ ． １ 。

２ ．２ 实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ

方法 同第
一

部分 ， 扩增 引物及探针序列如下 ：

ｐ
ｒ ｉｍ ｅ ｒＦ５

’

－

ＣＴＣＴＴＣ

ＡＡＧＧＧＣＣＡＡＧＧＣＴ 
－

３

５

 ；ｑＴＮＦ
－

ａ
ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒＲ５

！

－

ＧＡＴＧＣＧＧＣＴ ＧＡＴＧＧＴＧＴＧ

－

３

’

 ；ｑ
７７ＶＦ－

ａ
ｐ

ｒｏｂｅ５
’

－

ＣＣＣＣＴＣＣＡＡＣＣＡＴＧＴＧＣＴＣＣＴＣＡ
－

３

？

， 参考基丙 为

ＤＱ９０２４８ ３ ． Ｋ

２ ．３ 动物组织 ＤＮＡ 的提取

９ ３
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根据 Ｑ ＩＡ ａｍ
ｐ
ＤＮＡ Ｍ ｉ ｎ ｉＫ ｉ ｔ 说 明 书提取动物组织中 的 ＤＮＡ 。

（ １ ） 取 １ ０
￣

２０ｍ ｇ 组织样 品粉碎后放入放入 １ ． ５ｍ 丨 的离心管 中 ， 加入 ２ ０
 ｊ

ｘＬ 蛋

白酶 Ｋ ， 涡旋混匀后置于 ５６

°

Ｃ水浴中孵 育直至溶解 。

（ ２ ） 涡旋 １ ５ｓ 并加入 ２ ００ 队 ｂｕｆｆｅ ｒＡＬ ， 涡旋使充分混匀后置于 ７０

°

Ｃ孵育 １ ０

ｍ ｉ ｎ ， 加入 ２００
ｎＬ 乙醇 （ ９ ６

？

１ ００％ ） 并再次涡旋混合 。

（ ３ ） 移 出步骤 （ ２ ） 中 的混合物至 Ｄｎｅａ ｓｙ
Ｍ ｉ ｎ ｉｓｐ

ｉ ｎｃｏ ｌ ｕｍｎ 中 ， ６０００ｒｅｆ离心 １

ｍ ｉ ｎ ， 弃液 。

（ ４ ） 加入５ ００
｜

ｊＬ ｂｕｆｆｅ ｒ ＡＷ ｌ
， ６０００ ｒｃ ｆ

离心 ｌ ｍ ｉｎ ， 弃液 。

（ ５ ） 加入５ ００
 （

ｉＬｂｕｆｆｅ ｒＡＷ２ ， ６０００ｒｅ ｆ离心 １ｍ ｉ ｎ ， 弃液 。

（ ６ ） 将Ｄｎ ｅａｓｙ
Ｍ ｉ ｎ ｉｓｐ

ｉ ｎｃｏ ｌ ｕｍ ｎ移到新 的 １ ＿ ５ｍ ｌ离心 ｆ？ 中 ， 加入２００
ｐ
Ｌｂ ｕｆｆｅ ｒ

ＡＥ ， 室温孵育 １ｍ ｉ ｎ ，６０００ｒｅ ｆ 离心 １ｍ ｉ ｎ 。

的检测

根据 ＴＢＧ ｒｅｅｎ
？

Ｐｒｅｍ ｉｘＥｘＴａｑ
？
试剂盒说明书 ， 以肠系膜淋巴结 ＤＮＡ

为模板进行 的定量检测 ， 扩增程序如 下 ：

９ ５

〇

Ｃ ，３ ０ｓ

９ ５

〇

Ｃ
，５ｓ

＇

ｉ

＾
４０ｃｙｃ

ｌ ｅ ｓ

６ ０

°

Ｃ ，３ ４ｓＪ

扩增 引 物序列如下 ： ／仍ｐｒ
ｉｍ ｅ ｒＦ５

＇

－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＹＭＴＧＧＣＴＣＡＧ －

３

’

；

７诏
ｐ
ｒ ｉｍ ｅ ｒＲ５

’

－ＣＧＹＣＣＡＴＴＧＢＧＢＡＡＤＡＴＴＣＣ －

３

＇

。

扩增体系如下 ：

试剂 用量

２ ｘＴＢＧ ｒｅｅｎＰｒｅｍ ｉｘＥｘＴａ
ｑ １ ０ ． ０

 （

． ｉ Ｌ

上游 引物 （ １ ０
ｐＭ ） ０ ． ４

＾
ｉＬ

下游引 物 （ ｌ 〇 ＫＭ ） ０ ．４
 ＼

ｉＬ

ＤＮＡ模板 （ ＜ １ ００ｎｇ ） ２ ． ０
 ｜

ｉＬ

ＲＮ ａｓｅＦ ｒｅｅｄ ｄＨ
２
〇 ７ ． ２

 ｜

ｉＬ

９４
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２ ．５Ｃａ ｃｏ －２ 细胞的处理

在 ＬＰ Ｓ 、 ＴＮ Ｆ －ａ 、 ＩＬ －

１ ７Ａ ／ Ｉ Ｌ －

１ ７ Ｆ 对 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞中 Ｉ Ｌ －

１ ７Ｒ 及紧密连接相关基

因表达影响 的实验中 ， Ｃａｃｏ －２ 细胞 以 １ ０
６

个／孔的密度接种到 ６ 孔板 中 ， 待细胞

单层铺满率达到 ８ ０
？

９ ０ ％ ， 加入 ＬＰＳ （ １ 昭 ／ｍ Ｌ ） 、 ＴＮ Ｆ －ａ（ １ ００ｎｇ ／ｍ Ｌ ） 和 ／或相

应浓度的 丨 Ｌ －

１ ７Ａ ／ ＩＬ －

１ ７Ｆ（ 见实验结果 ） ， ３ ７

°

Ｃ培养 ２４ｈ 后收集细胞进行转录水平

检测或 ４ ８ｈ 后收集细胞进行蛋 白水平检测 。

在信号通路抑制实验中 ， Ｃ ａｃｏ －２ 细胞处理 同第二部分 。

２ ．６ 细胞免疫荧光

（ １ ） 将无菌 的盖玻片放入细胞培养板底部 ， 接种 Ｃ ａｃｏ －２ 细胞于细胞培养板中 ，

将培养板放入细胞培养箱 中培养 ， 使细胞在盖玻片上形成单层 。

（ ２ ） 向Ｃ ａｃｏ －２细胞单层 中加入ＬＰＳ（ １
网／ｍＬ ） 、 ＴＮＦ －

ａ（ １ ００ ｎｇ／ｍＬ ） 和ＩＬ －

１ ７Ａ

（ １ ００ ｎｇ／ｍＬ ） ， ３ ７

°

Ｃ培养４ ８ ｈ 。

（ ２ ） 取 出铺好细胞的盖玻片 ， 用 ＰＢ Ｓ 漂洗 ３ 次 ， 每次 ５ｍ ｉ ｎ 。

（ ３ ） 用 ４％的多聚 甲醛对盖玻片上的细胞进行固定 ， 室温固定 ２ ０ｍ ｉｎ 后 ， 用

？８ ５丁 漂洗 ３ 次 ， 每次 ５ １＾ １１ 。

（ ４ ） 用 Ｔｒ ｉ ｔｏｎＸ －

１ ００ 浸泡盖玻片 ２０ｍ ｉｎ ， ＰＢ ＳＴ 漂洗 ３ 次 ， 每次 ５ｍ ｉ ｎ 。

（ ５ ） 在盖玻片上滴加适量 １ ０％正常 山羊血清 ， 室温孵育 ３ ０ｍ ｉｎ ， 使无关抗原

得 以封闭 。

（ ６ ） 用吸水纸小心吸去多余的封 闭液 ， 将稀释好的 ＺＯ －

１ 单克隆抗体 （ １ ：２ ５ ０ ）

滴加到盖玻片上 ， 将盖玻片移入湿盒中 ， ４

°

Ｃ孵育过夜 。 ＰＢ ＳＴ 漂洗盖玻

片 ３ 次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ 。

（ ７ ） 用吸水纸小心吸去多余的液体 ， 将稀释好的 Ａ ｌ ｅｘａＦ ｌ ｕｏ ｒ４ ８ ８ 标记的 山羊抗

鼠 Ｉ ｇＧ（ Ｈ＋Ｌ ） 二抗 （ １ ：８０００ ） 滴加到盖玻片上 ， ３ ７

°

Ｃ避光孵育 １ｈ 。 ＰＢ ＳＴ

漂洗盖玻片 ３ 次 ， 每次 ５ｍ ｉ ｎ 。

（ ８ ） 细胞核染色 ： 滴加 ＤＡＰ 丨 工作液于盖玻片上 ， 室温避光孵育 ２０ｍ ｉｎ ， 用

ＰＢ ＳＴ 避光漂洗 ３ 次 ， 每次 ５ｍ ｉ ｎ 。

（ ９ ） 向盖玻片上滴加适量抗荧光淬灭封片液 ， 封片后将细胞样 品置于激光共聚

焦显微镜下观察 ， 采集并保存 图像 。

其它实验方法同第
一

、 二部分 。

９ ５
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第三节 实验结果

１ＳＨＩＶ／ＳＩＶ 感染影响恒河猴肠道中 ７７ＶＦ－ａ 的表达

１ ． １ 正常与 ＳＨＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴肠道中 ７７ＶＦ－？ｍＲＮＡ 表达水平的差异及与病

毒载量之间的相关性

本研究检测 了对照组和感染组恒河猴 胃底 、 十二指肠近端 、 空肠近端 、 空回

肠中部 、 回肠末端 、 盲肠 、 结肠近端 、 结肠中段和直肠这 ９ 个 胃肠道部位

ｍＲＮＡ 的表达水平 。 如图 ３ ． １ Ａ 所示 ， 正常恒河猴 胃 肠道组织中 ７７ＶＦ－

ａ ｍＲＮＡ 在

２００
￣

３ ００ｃｏ
ｐ

ｉ ｅ ｓ／ １ ０
６

Ｇ乂ＰＺ）／／之间 ， ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ感染组 胃肠道组织中７ＷＦ－

ｏ ｔｍ ＲＮＡ

水平较对照组显著升高 （ ＾＝０ ． ０３ １ ６ ） ， 表达量为正常组的两倍 。 对 ７ＷＦ－

ｃｔｍ ＲＮＡ

表达水平与病毒载量做相关性分析发现 ， ｍ ＲＮＡ 水平与病毒载量在消化道

组织中呈显著正相关 （ ｒ
＝

０ ． ９ １ ７ ， 尸 ＝

０ ． ０００５ ） （ 如 图 ３ ． １ Ｂ ） ， 说明肠道中 ＴＷＦ－

ｃ ｔ ｍＲＮＡ

水平的升高与 ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染存在联系 。

Ａ Ｂ

 ＴＮＦ＾ａ ａｎｄ ｖ ｉｒａ ｌ  ｌｏａｄ

８００
－

，
臉

 ５邊 ７

ｓ ＊ｎ？

Ｉ 變
齡

＇

 Ｉ
ｆ

５ ９
－

／

１ １ ４〇〇
－ ｌ

｜
＊

之ｇ
２ ００

－ Ｃ

￣

 ？

」 Ｉ


Ｉ ２ ． ０
－

１



１



１



１



１

ｖ １ １ １ ２ ３ ４ ５

＾ Ｉ ｇ 
（
ｖ ｉ ｒａ ｌ ＲＪＶＡ 

ｃｏｐ ｌｅｓ／ｍ ｌ
）

图 ３ ． １ 正常与 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴消化道组织中 ７７ＶＦ－ａｍＲＮＡ 水平的差异及与病毒载

量的相关性

Ｆ ｉ

ｇ
３ ． １Ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｃ ｅ ｓ ｉｎＴＮＦ－ａｍＲＮＡ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓｂ ｅｔｗ ｅ ｅｎＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ ｉ ｎ ｆｅ ｃ ｔｅｄａｎｄｕｎ ｉｎｆｅ ｃ ｔｅｄＭａｃａｃａ

ｍｕｌａｔｔａａｎｄ ｔｈ ｅ ｉ ｒ ｃｏｒｒｅ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｗ ｉ ｔｈｖ ｉ ｒａ ｌ ｌ ｏ ａｄ

Ａ ． 正常恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 与 ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 肠道粘膜 中 ｒＷ－

ａｍＲＮＡ 水平的

ｑ
ＰＣＲ 检测 ；

Ｂ ．ＳＨ ＩＶ／Ｓ Ｉ Ｖ 感染的恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 消化道组织中 ７Ｗ－

ａ ｍＲＮＡ 与病毒载量的

相关性分析散点 图 ； 图 Ｂ 中每个点代表
一

个消化道组织 中 ５ 只感染组动物 ７７ＶＦ－？ｍＲＮＡ 水

９ ６
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平 ／病毒载量的平均值 ；
ｒ 为相关系数 ，

＜０ ． ０ ５ 为显著相关 ； 垂直条代表平均值±ＳＤ ， 统计学

方法 ： Ｍ ａｎｎ
－Ｗ ｈ ｉ ｔｎｅｙ 

ｔ ｅ ｓｔ（

＊
： 尸

＜０ ． ０ ５ ） ， 非参数检验Ｓｐ ｅ ａｒｍ ａｎ  ｔ ｅ ｓ ｔ

１ ．２ 恒河猴肠道粘膜 中 ７７ＶＦ－ａ 与 ／Ｌ － ／ ７兄 ｍＲＮＡ 水平的相关性

本研究第
一

部分的结果指 出 ＳＨ １Ｖ ／Ｓ ＩＶ 感染 引 起肠道各段

表达上调 ， 为 了探讨 ７７ＶＦ－

Ｃ（ 和 ／Ｌ －

／ ７兄４／／Ｌ －

／ ７见：表达之 间 的联系 ， 本研宄对 ７ＷＦ－

ａ

和 ／Ｌ －

／ ７兄４／／Ｚ－

／ ７ｉ？Ｃ 的表达做 了相关性分析 ， 发现在正常动物肠道 中 ， 无论是

几－

／ ７兄４ 还是 ／Ｉ－

７ ７ＡＣ ， 表达水平与 ７ＷＦ－

ａ 均无相关性 。 而在 ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染组

动物肠道 中 ，
／Ｉ －

７ ７兄４ 与 ７７ＶＦ－

Ｃ（ 呈显著正相关性 （ ｒ
＝
０ ． ３ ９９ １ ，ＺＭＸ０ ３２ １ ） ， 同样 ，

／Ｚ －

／ ＺＲＣ与７ＷＦ－ａ也存在显著正相关性 （ ｒ
＝
０ ． ３ ７６３ ， Ｐ＝０ ． ０４０ ５ ） 。

Ａ Ｂ

Ｎｏｒｍａ ！ Ｉ ｎ ｆｅｃ ｌｅｄ

５ ．５
？

｜ＴＮＦ－ａ ａｎ ｄ ＩＬ－

１ ７ＲＡ ｆ
－〇 ２８４ １ ？ＴＷＦ－ａ ｚ ｎ ｄ ＩＬ－ｌ ７Ｒ４ ｒ 

＝０３９９１

＾ ０ ＇ １ ４２９Ｉ
一

 Ｐ＝０ ． ０３ ２ １

Ｉ｜
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－＊
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＊
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！ｇ （
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ｓ
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－ ？
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？？？

ｇ芑
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－
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＊ ？
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－

 ＾
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１
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 ｉ


１ ｔ



 １

１Ｚ２ ．４ ２ ．６２ ．８ ３ ．０ ０ １ ２ ３ ４

Ｗ－ａｍ ＲＮＡ ｉ Ｂ ｉ ？ ｔ？ ｔ ｉｎｃ ＴＮＴ － ？ ｍＲ ．ＮＡ  ｉｎ  ｉｍ？ ｔｕ ． ｅ

Ｉｇ ｔ
ｃ

ｐ
ｉ ｅ ｎ ／ ｌ＾ ＧＡ ＰＯＨ
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Ｉ
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图 ３ ． ２ 恒河猴肠道粘膜组织中 ＴＴＶＦ－ａ 与 ／Ｌ －

／ ７ ／？ｍ ＲＮＡ 水平的相关性

Ｆ ｉｇ
３ ． ２Ｃｏｒ ｒｅ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎｂ ｅｔｗｅ ｅ ｎＴＮＦ－

ａａ ｎ ｄＩＬ －

１ ７Ｒｍ ＲＮＡ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓ ｉ ｎ ｔ ｈ ｅ ｉ ｎ ｔ ｅ ｓ ｔ ｉ ｎ ａ ｌｍ ｕ ｃｏ ｓ ａｏ ｆ Ｍａｃａｃａ

９７
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ｍ ｕｌａｔｔｏ

正常恒河猴 （ Ａ ， Ｃ ， ｎ
＝

５ ） 和 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染恒河猴 （ Ｂ ， Ｄ ， ｎ
＝

５ ） 肠道粘膜中 ７７ＶＦ－ａ 与 几－

／ ７兄４

（ Ａ ，Ｂ ） 或 ／ｉ －

／ ７仇： （ Ｃ ，Ｄ ）ｍＲＮＡ 水平的相关性分析散点 图 ；
ｒ 为相关系数 ， ｐ

＜０ ． ０ ５ 为

显著相关 ； 统计学方法 ： 非参数检验 Ｓ
ｐ
ｅａ ｒｍ ａｎｔｅ ｓ ｔ

２ＳＨ ＩＶ／ＳＩＶ 感染对肠系膜淋巴结中 ７必 ｒ／ｆＡＭ 基因 的影响

对正常组动物和 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染组动物肠系膜淋巴结中 ７妨 基因进行

定量分析发现 ， 感染组 】 妨 基因水平比对照组高出 ３ 倍 以上 （户＝０ ． ００６４ ） ，

提示 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ １Ｖ 感染的恒河猴肠道 中发生 了微生物移位 。

１ ６Ｓ ｒＲＮＡ

Ｖ．

， ２ ０００
－

． Ｉ



１

｜ ＞

§
１ ５００

－

 ｖ 

；

？

／
；

．幺 专
ａ

ｒ

Ｏ

Ｉ
％ １ ０００

－

Ｉ ！

？ ＝〇５００
－



Ｓ 〇
Ｊ￣￣

＾


＂

ｖ
＂



－

＾^

图 ３ ． ３ 正常与 ＳＨ ＩＶ ／Ｓ 丨 Ｖ 感染恒河猴肠系膜淋 巴结 中 基因水平的 比较

Ｆ ｉ

ｇ
３ ． ３Ｃｏｍ ｐ

ａ ｒ ｉ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆ１ ６Ｓ ｒＲＮＡ
ｇｅｎ ｅ

 ｌ ｅｖｅ ｌ ｓ ｉｎｍ ｅｓ ｅｎ ｔ ｅｒ ｉ ｃ ｌ

ｙｍ ｐ
ｈｎ ｏｄｅｓｏｆ Ｍａｃａｃａｍｕｌａ ｔ ｔｏ ｗ ｉ ｔｈ

ａｎｄｗ ｉ ｔｈ ｏ ｕ ｔＳＨ Ｉ Ｖ／Ｓ ＩＶ ｉ ｎ ｆｅｃ ｔ ｉ ｏｎ

正常恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 和 ＳＨ Ｉ Ｖ ／Ｓ Ｉ Ｖ 感染恒河猴 （ ｎ
＝

５ ） 肠系膜淋 巴结 中 基因 的 ｑ
ＰＣＲ

检测 ； 垂直条代表平均值土ＳＤ ， 统计学方法 ： Ｍ ａ ｎ ｎ
－Ｗｈ ｉ ｔｎ ｅｙ

ｔｅ ｓ ｔ（
＊ ＊

：Ｚ
５
＜０ ． ０ １ ）

３ＬＰＳ 、 ＴＮＦ－ａ 、 ＩＬ －

１ ７Ａ／ＩＬ －

１ ７Ｆ对Ｃ ａｃｏ －２细胞中ＩＬ
－

１ ７ＲＡ和ＩＬ－

１ ７ＲＣ表达的

影响

３ ． １ＩＬ －

１ ７Ａ和ＩＬ
－

１ ７Ｆ对Ｃ ａ ｃｏ
－２细胞中／Ｚ

－ ／ ７／Ｌ４和／Ｕ Ｔ／ｆＣ
？

表达的影响

在 ＳＨ ＩＶ／Ｓ Ｉ Ｖ 感染的恒河猴肠道中 ，
／Ｚ －

／ Ｚ４ 和 ／Ｉ －

７ ７Ｆ 表达均发生 了 显著变

９ ８
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化 ， 但变化的方 向不 同 （ ／Ｉ －

／ Ｚ４ 表达水平降低 ， 几－

７ ７Ｆ 表达水平升高 ） ，
二者的

表达变化均有可能影响肠粘膜 中 几－

／ ７７？ 的 水平 。 为 了进
一

步研究 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 和

ＩＬ －

１ ７ Ｆ 对 ／Ｌ －

／ ７／Ｍ／／Ｉ －

／ 表达 的调控 ， 本研究利用实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 检测

了Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 和 丨 Ｌ －

１ ７ Ｆ 单独作用及二者联 合作用对 Ｃ ａ ｃｏ
－２ 细胞 中 ／Ｌ －

／ ７兄４／／Ｚ －

／ ７ｉ？Ｃ

表达的影响 。 如 图 ３ ．４Ａ 和 Ｂ 所示 ， 低浓度 的 ｌｂ  １ ７Ａ （ １ ０ －

１ ００ｎｇ
／ｍ Ｌ ）促进 ＺＬ －

７ ７兄４

和 的表达 ， 随着 ＩＬ －

１ ７Ａ 浓度的升高 ， 其促 ／Ｚ －

７ ７７？ 表达作用逐渐减弱 ，

当 ＩＬ －

１ ７Ａ 浓度达到 ２００ｎｇ／ｍＬ 时 ， 其对 ／Ｌ －

ｉ ７兄４ 的促表达作用 消失 ， 甚至对

的表达产生抑制作用 。 如 图 ３ ．４Ｃ 和 Ｄ 所示 ， 丨 ００ｎｇ／ｍＬ 的 ＩＬ －

１ ７Ｆ 对

７Ｌ －

７ ７兄４ 和 ／Ｌ －

７ ７ＡＣ 的表达也均有促进作用 ， 但与 １Ｌ －

１ ７Ａ 不 同 ， 当 ＩＬ －

１ ７Ｆ 的浓

度增加到 ２ ００ｎｇ／ｍＬ 时 ， ＩＬ －

１ ７Ｆ 对 ／Ｕ ７兄４ 的表达产生 了更强的促进作用 。 与

２００ｎｇ
／ｍＬ的ＩＬ －

１ ７Ｆ相 比 ， 当用 １ ００ｎ ｇ
／ｍＬ的ＩＬ －

１ ７Ａ代替 Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ时 （ １ ００ｎｇ／ｍＬ

ＩＬ －

１ ７Ａ＋ １ ００ｎｇ／ｍＬＩＬ －

１ ７Ｆ ） ， ／Ｚ－

７ ７兄４ 和 ／Ｌ －

７ ７／ＪＣ 的表达并没有得到促进 ， 相反 ，

几－

７ ７兄４ 的表达甚至受到 了抑制 。 然而 ， 与 ２ ００ｎｇ／ｍＬ 的 ＩＬ －

１ ７Ａ 相 比 ， 当用 １ ００

ｎ
ｇ／ｍＬ的ＩＬ －

１ ７Ｆ代替ＩＬ
－

１ ７Ａ时 （ １ ００ｎｇ
／ｍ Ｌ Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ＋ １ ０ ０ ｎ
ｇ
／ｍ ＬＩ Ｌ －

］ ７Ｆ ）Ｕ ７似

和 的表达都发生 了上调 。 这些结果表明 ， 无论 ＩＬ －

１ ７Ａ 是否存在 ， ＩＬ －

１ ７Ｆ

均能促进 的表达 。

９ ９
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图３ ． ４ Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ和 ＩＬ －

］ ７Ｆ对Ｃａｃｏ
－２细胞／Ｌ

－

／ ７兄４和７Ｌ
－

７ ７／？Ｃ ｍＲＮＡ 水平的影响

Ｆ ｉ ｇ
３ ．４Ｅｆｆｅ ｃ ｔｓｏｆ１Ｌ －

１ ７Ａａｎｄ １Ｌ－

１ ７ＦｏｎｔｈｅｍＲＮＡ ｌ ｅｖｅ ｌｓｏ ｆ ＩＬ－

１ ７ＲＡａｎ ｄＩＬ－

１ ７ＲＣ ｉ ｎＣ ａｃ ｏ
－２

ｃｅ ｌ ｌ ｓ

不 同浓度 的 丨 Ｌ－

１ ７Ａ 处理 ２４ｈ 后 Ｃ ａｃｏ －２ 细胞中 几－

／ ７兄４（ Ａ ） 和 ／Ｌ －

／ ７／？Ｃ（ Ｂ ）ｍＲＮＡ 水平

的 ｑＰＣＲ 检测 ； 不 同浓度的 丨Ｌ －

１ ７Ａ 和域 ＩＬ －

１ ７Ｆ 处理 ２４ ｈ 后 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞中 ／ｉ－

／ ７兄４（Ｃ ） 和

／ｉ － ７ ７／？Ｃ （ Ｄ ） ｍ ＲＮＡ 水平 的 ｑ
ＰＣ Ｒ 检测 ； 垂直条代表平均值土ＳＤ （ ｎ

＝

３ ） ， 统计学方法 ： ｉｍ
ｐ ａ ｉ ｒｅｄ

ｔｗｏ
－

ｔ ａ ｉ ｌ ｅｄ ｔ ｔ ｅ ｓ ｔ（

＊
：／

＞ ＜ ０ ． ０ ５
；

＊ ＊
：／

５ ＜ ０ ． ０ １
；

＊ ＊ ＊
：Ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ ）

３ ．２ＬＰＳ 、 ＴＮＦ － ａ 对 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞中 ／Ｌ－ｉ Ｚ／Ｍ 和 几－／ ７／？Ｃ表达的影响

ＳＨ １ Ｖ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道 中发生微生物移位 （ ＬＰＳ 存在 ） ， ７７ＶＦ－

ａ 表达量

均增加且与 ／Ｚ －

７ ７兄４／／Ｚ －

／ ７ＡＣ 的表达存在显著正相关 ， 提示 ＬＰＳ 和 ＴＮ Ｆ －ａ 可能

参与 ／Ｚ －

／ ７／？ 表达的调控 。 为 了验证这
一

假设 ， 本研究用 ＬＰＳ（ １ 昭／ｍＬ ） 和 ＴＮ Ｆ －

ｃｃ

１ ００
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（ １ ００ｎｇ／ｍＬ ） 刺激Ｃ ａｃｏ
－２细胞系并观察其与ＩＬ －

１ ７Ａ （ １ ００ｎｇ
／ｍ Ｌ ） 或ＩＬ －

１ ７Ｆ （ １ ００

ｎ ｇ
／ｍ Ｌ ） 联合作用对 ／Ｚ －

／ ７兄４ 和 ／Ｚ －

／ ７／？Ｃ 表达的影响 。 如 图 ３ ． ５ 所示 ， ＬＰＳ＋ＴＮＦ －

ａ

能够显著上调 几－

／ ７似 和 几－

／ ７尺Ｃ 转录水平 的表达 （ Ｐ＜０ ． ０００ １
；
户＝０ ． ００６ ８ ） （ 图

３ ． ５Ａ 和 Ｂ ） ， 对 丨 Ｌ －

１ ７ＲＡ 和 Ｉ Ｌ －

１ ７ＲＣ 蛋 白 水平的表达也有
一

定 的促进作用 ， 但没

有统计显著性 （ 图 ３ ． ５Ｅ 和 Ｆ ） 。 在 １ Ｌ －

１ ７Ａ 存在 的情况下 ， ＬＰＳ＋ＴＮ Ｆ － ａ 对 ／Ｚ －

／ ７兄４

和 几－

７ ７仇： ｍＲＮＡ（ 戶＝０ ．０００２
；
尸＜０ ． ０００ １ ） 和蛋 白 （ Ｐ＝０ ． ０４４２ ；

户＝０ ． ０２７６ ） 均表

现出更加 明显 的促表达效果 （ 图 ３ ． ５Ａ 、 Ｂ 、 Ｅ 、 Ｆ ） 。 同样 ， 在 ＩＬ －

１ ７Ｆ 存在时 ，

ＬＰＳ＋ＴＮＦ －ａ 对 ／Ｚ －

７ ７兄４ 和 ／Ｚ －

７ ７７ＪＣ 的转录 （ 尸＝０ ． ００７
；
尸＝０ ． ０２ ５ ７ ） 及蛋 白水平

（ 户＝０ ．０ ３ ５ ６
；
户＝０ ． ０４６６ ） 也均具有 明 显 的促表达作用 （ 图 ３ ． ５Ｃ 、 Ｄ 、 Ｇ 、 Ｈ ） 。 这

些结果说 明 ， ＬＰＳ＋ＴＮＦ
－

ａ 能够促进 ／Ｚ －

／ ７兄４／／Ｕ ７ｉ？Ｃ 的表达 ， 当 ＩＬ －

１ ７Ａ／ ＩＬ －

１ ７Ｆ

存在时 ， 其促表达作用更加 明显 。

１ ０ １
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３ ．３Ｈ ＩＶ－

１
ｇｐ ｌ ４０ 对 Ｃ ａ ｃ ｏ

－２ 细胞中 ／Ｕ ７／Ｍ 和 ／Ｕ ７ＫＣ表达的影响

为 了探讨 Ｈ １Ｖ－

丨

ｇｐ
ｌ ４０ 对 ／Ｌ －

／ ７兄４／／Ｕ ７／ＪＣ 表达的影响 ， 本研宄用不同浓度

的 Ｈ ＩＶ－

丨 ｇｐ 

１ ４０ 刺激 Ｃ ａｃｏ －２ 细胞 ２４ｈ 后 ， 观察 ／Ｚ －

／ ７兄４ 和 ／Ｚ －

７ ７似７表达的变化 。

如 图 ３ ． ６ 所示 ， Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ 丨 ４０ 能够抑制 ／Ｌ －

／ ７似 和 ／Ｌ －

／ ７／ＪＣ 转录水平的表达 ， 当

Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０ 浓度为 １ （

ｉｇ
／ｍ 丨 时 ， 其对 ／Ｌ －

／ ７兄４ 和 ｍＲＮＡ 均产生轻微的

抑制作用 ， 当 Ｈ ＩＶ－

１
ｇｐ Ｉ ４０ 浓度为 １ ０ 呢／ｍ 丨 时 ， 其对 ７兄４ 和 ／Ｌ －

７ ｍＲＮＡ

的 抑 制 作 用 较 低浓度 时 增 强 ， 并 对 ／ｉ －

ｉ ７兄４ｍＲＮＡ 产 生 显 著 的抑 制 作 用

（ 尸＝０ ． ００２ ３ ） 。

２ ５００
－

ｊ ｜

———

１Ｅ３ＩＬ－

１ ７ＲＡ

Ｓ ［
ｘ＾ｌ＿Ｉ＿＾ＩＬ －

１ ７ＲＣ
■

３５２ ０００
－

■ Ｓ
ｇ ： ： ： ｙｒ

＾

ｉ丁

ｇ３
１ ５０ ０

－
： ：

：

： ： ： ： ： ： ： ： ｘ ：ｉ
１ ２Ｉｆｔ

ｌ ｉ 

１ ００ ０
－

■＞ｉ

ｓ ０
．

． ．Ｉｉ ｉ
＾Ｖ ４＾＾Ｖ^

ｇ ｐ ｉ ４ ０
｛
ｕ ｇ／ｍ ｌ

）

图３ ． ６Ｈ ＩＶ－

ｌ

ｇｐＭＯ对Ｃ ａｃ ｏ
－２细胞 ／Ｚ ＿

－

／ ７／Ｌ４和／Ｕ ＺＲＣ
表达的影响

Ｆ ｉ ｇ
３ ． ６Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ Ｈ Ｉ Ｖ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ｏｎ ｔｈ ｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆ ＩＬ－

１ ７ＲＡａｎｄ ＩＬ －

１ ７ＲＣ ｉｎＣ ａｃｏ
－２ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

不 同浓度的 Ｈ ＩＶ－

１
ｇｐ ｌ ４０ 处理 ２４ｈ 后 Ｃ ａｃｏ －２ 细胞中 ＺＬ －

／ ７兄４ 和 几－

／ ７ｉ？Ｃ ｍＲＮＡ 水平的 ｑ
ＰＣＲ

检测 ； 垂直条代表平均值土ＳＤ （ ｎ
＝

３ ）
， 统计学方法 ： ｕｎ

ｐ
ａ ｉｒｅｄ ｔｗｏ

－

ｔａ ｉ ｌｅｄ ｔ ｔｅ ｓ ｔ （

＊ ＊
： 尸 ＜ ０ ． ０ １ ）

为 了进
一

步探讨 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ 的作用 能否影响 ＬＰＳ 、 ＴＮＦ －

ａ 及 ＩＬ －

１ ７Ａ ／ ＩＬ －

１ ７Ｆ

的促 ／Ｚ －

／ ７／？ 表达效果 ， 本研究检测 了在 Ｈ ＩＶ－

ｌ

ｇｐ
ｌ ４０ （ ｌ 〇 ｎｇ／ｍＬ ）存在的情况下 ，

ＬＰＳ 、 ＴＮＦ －

ａ 及 Ｉ Ｌ Ｉ ７Ａ ／ １ Ｌ １ ７ Ｆ 对 ／Ｚ －

７ ７似 和 几 转录及蛋 白表达的影响 。

如 图 ３ ． ７ 所示 ， 在 Ｈ Ｉ Ｖ－

ｌｇｐ ｌ ４０ 存在时 ， ＺＬ －

／ ７兄４ 和 转录和蛋 白水平的

表达均受到
一

定 的抑制 ， 但 Ｈ Ｉ Ｖ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ 不足 以逆转 ＬＰＳ 、 ＴＮ Ｆ －ａ 及 丨 Ｌ －

１ ７Ａ ／ １ Ｌ －

１ ７Ｆ

的促 ／ｉ －

／ ７兄４和 表达效果 ， Ｈ ＩＶ－

］

ｇｐ
ｌ ４０与ＬＰＳ 、 ＴＮＦ －ａ及Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ的联

合作用依然能够显著上调 ／Ｚ －

／ ７／Ｌ４ 转录和蛋 白水平的表达 （ Ｐ＝０ ． ０００９
；
户＝０ ． ００ ５ ９ ）

（ 图 ３ ． ７Ａ 和 Ｅ ） ， 并显著上调 几 ［ 转录水平的表达 （ 尸＝０ ． ００５ ６ ） （ 图 ３ ． ７Ｂ ） ，

１ ０ ３
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Ｉ Ｌ －

１ ７ＲＣ 蛋 白水平也发生 了上调但没有统计显著性 （ 图 ３ ． ７Ｆ ）
；Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ
ｌ ４０ 与

ＬＰＳ 、 ＴＮＦ －

ｏｔ 及 ＩＬ －

１ ７Ｆ 的联合作用使 ／Ｚ －

７ ７兄４ 转录水平发生显著上调 （ 户＝０ ． ０００９ ）

（ 图 ３ ． ７Ｃ ） ，／Ｚ －

７ ７［ 转录水平也发生上调 ， 但没有统计显著性 （ ／ＭＸ ０８ ９７ ） （ 图

３ ． ７Ｄ ） 。 从蛋 白水平上看 ， Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０ 与 ＬＰＳ 、 ＴＮ Ｆ －

ｏ ｔ 及 Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ 的联合作用使

Ｉ Ｌ －

１ ７ＲＡ和 Ｉ Ｌ －

１ ７ＲＣ蛋 白均发生显著上调 （ Ｐ＝０ ． ０２０３
；
Ｐ＝０ ． ０３ ５ ５ ） （ 图３ ． ７Ｇ和Ｈ ） 。

这些数据表明 ， 在 Ｈ ＩＶ－

１ｇｐ ｌ ４０ 存在的情况下 ， ＬＰＳ 、 ＴＮＦ －ａ 及 ＩＬ －

１ ７Ａ ／ＩＬ －

１ ７Ｆ

依然能够促进 ／Ｚ －厂兄４ 和 的表达 。

１ ０４
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．

４ＬＰＳ 和 ＴＮＦ－ａ 对肠道上皮细胞屏障功能和紧密连接相关基因表达的影响

４ ． １ＬＰＳ 和 ＴＮＦ－

ｏ［ 对 Ｃａｃｏ－２ 细胞屏障功能的影响

为 了研究 ＬＰＳ＋ＴＮＦ －

ａ 及其与 ＩＬ －

１ ７Ａ ／ Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ 联合作用对上皮细胞屏障功能

的影响 ， 我们 向 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞单层屏障模型 的嵌入式培养皿上层小室加入终浓度

为１咫／ｍＬ的ＬＰＳ和 ／或终浓度为 ］ ＯＯ ｎｇ ／ｍＬ的ＴＮＦ －

ｔｘ 、 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 、 ＩＬ －

１ ７Ｆ ，３ ７

°

Ｃ

分别孵育 〇ｈ 、 ３ｈ 、 ８ｈ 、 ２４ｈ 后用 Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ ｃｅ ｌ 】

－ＥＲＳ 电阻仪测定 ＴＥＲ 。 如图 ３ ． ８Ａ 所示 ，

从 Ｏｈ 到 ３ ｈ ，ＬＰＳ＋ＴＮＦ －ａ 刺激并没有对 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞 ＴＥＲ 产生 明显 的影响 ， 在作

用后 ８ｈ 和 ２４ｈ ， ＴＥＲ 较对照组略有升高 。 ＬＰＳ＋ＴＮ Ｆ －

ａ 与 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 联合作用 ３ ｈ 后 ，

ＴＥＲ 比对照组增加 了２０％ ， ２４ｈ 后 ＴＥＲ 较对照组增加 了４０％ ， 高于 ＬＰＳ＋ＴＮ Ｆ －

ａ

与 丨 Ｌ －

１ ７Ａ 单独作用之和 （ 图 ２ ． ６Ａ ， 丨 Ｌ －

丨 ７Ａ 单独作用 ２４ｈ 后 ＴＥＲ 升高 了２０％ ，

图３ ． ８Ａ ，ＬＰＳ＋ＴＮＦ － ａ作用２４ｈ后ＴＥＲ升高 了５％ ） ， 说 明ＬＰＳ＋ＴＮ Ｆ － ａ和 丨 Ｌ －

１ ７Ａ

能够协同促进 Ｃａｃｏ －２ 细胞的 ＴＥＲ 。 ＬＰＳ＋ＴＮＦ －ａ 与 ＩＬ －

１ ７Ｆ 联合作用 ２４ｈ 后 ， ＴＥＲ

比对照组增加 了 约 ２ ０％ ， 相当于 ＬＰＳ＋ＴＮＦ －ａ 与 ＩＬ －

１ ７Ｆ 分别作用 的效果之和 （ 图

２ ． ６Ａ ，ＩＬ －

１ ７Ｆ单独作用２４ｈ后ＴＥＲ升高 了１ ５％ ， 图３ ． ８Ａ ，ＬＰＳ＋ＴＮＦ －ａ作用２４ｈ

后 ＴＥＲ 升高 了５％ ） ， 故 ＬＰＳ＋ＴＮＦ －ａ 与 丨Ｌ －

１ ７Ｆ 对 Ｃａｃｏ －２ 细胞 ＴＥＲ 的影响具有加

和作用而非协同作用 。

为 了对 ＴＥＲ 的结果进行验证 ， 本研宄检测 了ＬＰＳ＋ＴＮＦ －ａ 、 ＩＬ －

１ ７Ａ 、 ＩＬ －

１ ７Ｆ

对 Ｃ ａｃｏ
－

２ 单层屏障通透性的影响 。 如 图 ３ ． ８Ｂ 所示 ， ＬＰＳ＋ＴＮＦ －

ａ 处理 Ｏｈ 到 ２４ｈ

Ｆ ＩＴＣ －Ｄｅｘｔｒａｎ 的透过率并没有 明显 的改变 。 与 ＴＥＲ 检测结果
一

致 ， ＬＰＳ＋ＴＮＦ －

ａ

与 ＩＬ －

１ ７Ａ 联合作用 ２４ｈ 后 Ｆ ＩＴＣ －Ｄｅｘｔｒａｎ 透过率降低 了 约 ４０％ ， 下调 比例大于

ＬＰＳ＋ＴＮＦ －ａ 与 ＩＬ －

１ ７Ａ 单独作 用 之和 （ 图 ２ ． ６Ｂ ，ＩＬ －

１ ７Ａ 单独作 用 ２４ｈ 后

Ｆ Ｉ ＴＣ －Ｄｅｘ ｔ ｒａｎ透过率降低 了２ ０％ ， 图３ ． ８Ｂ ，ＬＰＳ＋ＴＮ Ｆ －ａ作用２４ｈ后Ｆ ＩＴＣ －Ｄｅｘｔ ｒａｎ

透过率降低 了 约 ８％ ） ， 说明 ＬＰＳ＋ＴＮ Ｆ －

ａ 和 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 能够协 同 降低 Ｃａｃｏ －２ 细胞对

Ｆ ＩＴＣ －Ｄｅｘ ｔ ｒａｎ的透过率 。 而ＬＰＳ＋ＴＮ Ｆ －

ａ与 丨 Ｌ －

１ ７Ｆ联合作用２４ ｈ后Ｆ Ｉ ＴＣ －Ｄ ｅｘｔｒａｎ

透过率降低 了 约 ２０％ ， 相 当于 ＬＰＳ＋ＴＮＦ －

ａ 与 ＩＬ －

１ ７Ｆ 分别作用 的效果之和 ， 说明

ＬＰＳ＋ＴＮ Ｆ －

ａ 与 Ｉ Ｌ－

１ ７Ｆ 对 Ｃ ａｃ ｏ
－２ 细胞 Ｆ ＩＴＣ －Ｄｅｘｔｒａｎ 透过率的影响具有加和作用

而非协 同作用 。

１ ０ ６
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Ａ Ｂ

Ｃｏ ｎ ｔ ｒ ｏ ｌ

， ８〇

１ ＬＰＳ ＊Ｔ＼Ｆ－

＜ ｉ一

丨  ２ 〇

１
Ｏｍ ｔｒ ｏ ｌ

ｑ ＴＬＰＳ ．ＴＮＦｆ ｉ ？ ＩＬ Ｉ ７Ａ Ｃ Ｔ Ｉ
ＬＰＳ ＋ＴＮＴ＾ｉ

１

１ ６° ＂

—ＬＰＳ ．ｒＳ Ｆ＾ ．
ＩＨ ７ Ｆ１ ， 〇〇 ．

—ＬＰＳ ．ＴＮ Ｆ－？ ＋Ｕ， Ｉ ７Ａ

ｇ＞ Ｚ
二

、
．
．

．

ＬＰＳ ＋ＴＶ Ｆ－？ ＾ＩＬ－

Ｉ ＴＦ

Ｖ
４０ ＇

／Ｉ ‘

１
１ ２ ０

－

 ｜

８０

１
１ ＜Ｋ ？

－ ｙ６〇
－

８０￣

Ｉ ３ ８Ｓ

￣

 Ｊｎ￣

Ｉ Ｉ ｌＴ，

—̄

Ｔ ｉｍ ｅ
ｐ

ｏ ｓ ｔ  ｔ ｒｅ ａ ｔｍ ｅ ｎ ｔ
 （
ｈ ｏｕ ｒ

） Ｔ ｉｍ ｅ
ｐ

ｏ ｓ ｔ  ｔｒｅ ａ ｔｍ ｅ ｎ ｔ
 （
ｈ ｏ ｕ ｒ

）

图 ３ ． ８ＬＰ Ｓ＋ＴＮ Ｆ －ａ 单独作用及与 ＩＬ －

１ ７Ａ／ ＩＬ －

１ ７Ｆ 联合作用对 Ｃａ ｃｏ －２ 细胞上皮通透性的影响

Ｆ ｉ
ｇ

３ ． ８Ｅ ｆｆｅｃ ｔｓｏｆＬＰＳ＋ＴＮＦ －ａａ ｌ ｏｎｅｏｒ ｉｎｃｏｍｂ ｉｎａｔ ｉｏｎｗ ｉ ｔｈ ＩＬ －

１ ７Ａ／ ＩＬ－

１ ７Ｆｏｎｔｈ ｅ
ｐ ａｒａｃ ｅ

ｌ ｌｕ ｌ ａｒ

ｐ
ｅｒｍ ｅａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ

ｏｆ Ｃ ａｃ ｏ
－２ｃ ｅ ｌ ｌ ｍ ｏｎｏ ｌ ａｙｅ ｒ ｓ

ＬＰ Ｓ＋ＴＮＦ－

ｏｕＩＬ －

１ ７Ａ／ＩＬ －

１ ７Ｆ处理不 同时间点对Ｃａｃｏ
－２细胞ＴＥＲ（ Ａ ） 和Ｆ ＩＴＣ －Ｄ ｅｘｔｒａｎ透过

率 （ Ｂ ） 的影响 ； 垂直条代表平均值土ＳＤ（ ｎ
＝
３ ）

４ ．２ＬＰＳ 和 ＴＮＦ －ａ 对 Ｃ ａｃｏ－２ 细胞紧密连接相关基因表达的影响

为 了研究 ＬＰＳ＋ＴＮＦ －ａ 单独作用对上皮细胞紧密连接相关基因表达的影响 ，

我们 向 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞单层中加入 ＬＰＳ （１ 阳／ｍＬ ） 、 ＴＮＦ －ａ （ １ ００ｎｇ／ｍＬ ）共培养 ２４ｈ ，

收集细胞提取总 ＲＮＡ ， 用实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 的方法检测 Ｃ ａｃｏ－２ 细胞中 紧密

连接相关基因转录水平的表达 。 如 图 ３ ． ９ 所示 ， ＬＰ Ｓ＋ＴＮＦ －

ａ 能够轻微上调 Ｃ ａｃｏ －２

细胞中 ＣＩＤＡ７ ，２ ，３ ， ４ ，７ ，Ｕ 及 ＺＯ －

／ｍＲＮＡ 的表达 ， 但没有统计显著性 。

ＬＰＳ＋ＴＮＦ －ａ不影响ＣＬＣＷ７２ ， 以 ， 和ＯＣＸ＃ｍＲＮＡ的表达 。 ＬＰ Ｓ＋ＴＮ Ｆ －ａ对

ＣＸＤＡ／Ｊ ， Ｓ ｍＲＮＡ 表达具有
一

定的抑制作用 ， 但没有统计显著性 。

此夕卜 ， 我们检测 了ＬＰＳ＋ＴＮＦ － ａ与ＩＬ －

１ ７Ａ （１ ００ｎｇ／ｍＬ ） ／ＩＬ －

１ ７Ｆ（ １ ００ｎｇ／ｍＬ ）

联合作用对上皮细胞紧密连接相关基因表达的影响 ， 如图 ３ ． ９ 所示 ， ＬＰＳ＋ＴＮ Ｆ －ａ

与ＩＬ
－

１ ７Ａ联合作用使ＣＬＤＷ ，２ ，５ ，７ ，Ｓ ，７ ７ ，７ ２ ，７ ４ ，及ＯＣｉＪＶ ｍＲＮＡ

均表达上调 了２
￣

３ 倍 ， 其 中 ＣＺＤＡ７ｍＲＮＡ 发生了 显著上调 （ Ｐ＝０ ． ０ ］ ２ ５ ） 。 ＣＺＺＷ３

和ＺＯ －

／ｍＲＮＡ上调 了４
？

５倍 （ Ｐ＝０ ． ０ １ ９４ ， Ｐ＝０ ． ０ ３ ６ ３ ） 。此外 ， ＬＰＳ＋ＴＮＦ －ａ与ＩＬ －

１ ７Ａ

联合作用对这些紧密连接相关基因 的促表达效果大于 Ｌ Ｐ Ｓ＋ＴＮ Ｆ －ａ 与 丨 Ｌ －

１ ７Ａ 单独

作用之和 ， 说明 ＬＰ Ｓ＋ＴＮＦ －ａ 与 ＩＬ －

１ ７Ａ 能够协同促进紧密连接相关基因 的表达 。

１０７
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ＬＰ Ｓ＋ＴＮＦ －ａ与ＩＬ －

１ ７Ｆ联合作用 使ＣＴＸＷｉ ， ２ ， ３ ， ５ ， ７ ，７２ ， ７ ５的表达略

有上调 （ １ ． ２
？

２ 倍 ） ， 上调表达 了４ 倍 ， ＣＺＺＷＬ？ 上调表达 了８ 倍 ， 但都

没有统计显著性 。 此外 ， ＬＰＳ＋ＴＮＦ －ａ 与 ＩＬ －

１ ７Ｆ 联合作用并没有影响 ＣＺＤ７Ｗ、

ＯＣ７ＪＶ和 Ｚ０－

７ 的表达 。

１ ０８
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为 了进
一

步 了解 ＬＰＳ＋ＴＮＦ －

ｏｔ 和 ＩＬ －

１ ７Ａ 联合作用对紧密连接蛋 白表达的影响 ，

本研宄在刺激剂处理 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞单层 ４ ８ｈ 后 ， 用 蛋 白 免疫 印迹的方法对 ＣＬＤＮ １ 、

ＣＬＤＮ３ 和 ＺＯ －

１ 的表达进行 了 蛋 白水平的分析 。 如 图 ３ ． １ ０ 所示 ， 与转录水平检

测结果
一

致 ， 三种紧密连接蛋 白在 ＬＰＳ＋ＴＮＦ －

ｃｘ 与 ＩＬ －

１ ７Ａ 联合刺激下均发生显著

上调 ， 其中 ＣＬＤＮ ］ 上调表达 了２ 倍 （ Ｐ＝０ ． ００ ８ ５ ） ， 上调幅度略低于转录水平检

测结果 ；
ＣＬＤＮ ３ 上调表达 了３ ． ２ 倍 （ Ｐ＝０ ． ０ １ ２２ ） ， 上调幅度高于转录水平检测结

果 ；
ＺＯ －

１ 上调表达 了近 ５ 倍 （ Ｐ＝０ ． ０ １ ４４ ） ， 上调幅度与转录水平相 当 。 另 外 ， 本

研宄用激光共聚焦显微镜观察 了ＬＰＳ＋ＴＮ Ｆ －

ａ 与 丨 Ｌ －

１ ７Ａ 对 Ｃａｃｏ
－２ 细胞 中 ＺＯ －

１

蛋 白表达的影响 ， 与实时荧光定量 ＲＴ－ ＰＣＲ 及 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔ 结果
一

致 ， ＬＰＳ＋ＴＮ Ｆ －

ａ

与 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ 联合作用使 ＺＯ －

１ 蛋 白 荧光信号 明显增强 。

１ １ ０
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Ａ Ｂ Ｃ

Ｃ ＬＤＮ ｌ Ｉ—＾ １ Ｃ ＬＤＮ ３ １ ＺＯ －

１ ＼
ｍｒｎ＾ ＜■■？！

Ｐ
－

ａ ｃｔ ｉ
ｎ １■——

 Ｉ ｐ
－

ａ ｃｔ ｉ ｎ １ ＩＭ １ ｐ
－

ａ ｃ ｔ ｉ ｎ Ｉ 
■ ＿ 和 ｜

１３
－

１ Ｉ＾〇
１ ，

？



． Ｉ ５

１ ？

Ｌ ＊

—— ！￣

＝
｝

－Ｌ ｜ ４
． １



＝４－

ｊ

ｌ
２

＊

 ｜ ｊ

ｆ

１ ５
＞

 ｌｈ －

 ｜


卞

ｒ
＝－

］ ｌ ｉ－

ｐ ｉ ｌ

２
＇

ｒ ｎ ＾ ｏ ． ５
－

 ｜

—

＾ １
－

〒

￡ ． ｉｎ

Ｚ 〇
－ ■

１



１

—
－

 ０ ．０
－ ＊

１



＞



ｘ０
－ ＊￣￣

＇



？

 ＇

？



ｘ

， ｃ
／， ｃ

／，
．、

？

ｖＶ

ｙ，

图 ３ ． １ ０ＬＰ Ｓ＋ＴＮＦ －

ａ 与 ＩＬ －

１ ７Ａ 联合作用对 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞中 ＣＬＤＮ ｌ 、 ＣＬＤＮ ３ 和 ＺＯ －

ｌ 蛋 白水平

的影响

Ｆ ｉｇ３ ． １ ０Ｅ ｆｆｅ ｃｔ ｓｏｆＬＰＳ＋ＴＮＦ －

ａ ｉｎｃ ｏｍｂ ｉｎａｔ ｉ ｏｎｗ ｉ ｔｈ ＩＬ －

１ ７ＡｏｎＣＬＤＮ ｌ
，ＣＬＤＮ ３ａｎｄＺＯ －

１

ｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉｎ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓ ｉｎＣ ａｃｏ

－２ｃｅ ｌ ｌ ｓ

ＬＰＳ＋ＴＮＦ －

ｃｔ
＋ ＩＬ －

１ ７Ａ处理４ ８ｈ后Ｃａｃｏ
－

２细胞 中ＣＬＤＮ ｌ （ Ａ ） 、 ＣＬＤＮ ３ （ Ｂ ） 和ＺＯ －

１ （ Ｃ ）

蛋 白水平的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂ ｌ ｏ ｔ 检测 ； 垂直条代表平均值士ＳＤ （ ｎ
＝

３ ） ， 统计学方法 ： ｕｎｐａ ｉ ｒｅｄｔｗｏ
－

ｔ ａ ｉ ｌ ｅｄ

ｔ ｔｅｓｔ（

＊
： 户 ＜

０ ． ０５ ）

ＤＡＰ Ｉ ＺＯ －

１Ｍ ｅ ｒｇｅ

■■ＨＨＩ

■■■
Ｌ Ｐ Ｓ ＋Ｔ Ｎ Ｆ

－

Ｑ ＋ Ｉ Ｌ
－

１ ７ ＡＩ ： ｉ

ｊ

： ■ ＾

，
， １

？

：

ｉｎ
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图 ３ ． １ 丨 激光共聚焦观察 ＬＰ Ｓ＋ＴＮ Ｆ －

ｔｘ 与 ＩＬ －

１ ７Ａ 联合作用对 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞 中 Ｚ０ －

１ 蛋 白 水平的

影响

Ｆ ｉｇ３ ． １ １Ｌ ａ ｓ ｅｒｓｃ ａｎｎ ｉｎｇｃｏｎｆｏ ｃ ａ
ｌｍ ｉ ｃｒｏ ｓ ｃ ｏｐｙｏｂ ｓｅ ｒｖｅｄｅｆｆｅｃｔｓｏｆＬＰ Ｓ＋ＴＮＦ － ａ ｉ ｎｃｏｍｂ ｉｎａ ｔ ｉｏｎ

ｗ ｉ ｔｈ Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ ｏｎＺＯ－

１
ｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉｎｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎ ｉｎＣａｃｏ

－２ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．

ＬＰ Ｓ＋ＴＮ Ｆ － ａ＋ ＩＬ －

１ ７Ａ 处理 ４ ８ｈ 后 Ｃａｃ ｏ
－２ 细胞中 ＺＯ －

ｌ 蛋 白水平的细胞免疫荧光检测 ， 蓝色

为细胞核 ， 绿色为 ＺＯ －

１ 蛋 白 ， 比例尺为 ２ 〇 ｎｍ

５ＬＰＳ 、 ＴＮＦ － ａ 及 ＩＬ －

１ ７Ａ 影响紧密连接相关基因表达的信号通路

５ ． １ＬＰＳ＋ＴＮＦ －ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ａ 对 ＮＦ －ｋＢ 、 ＭＡＰＫ 通路相关蛋 白磷酸化水平的影响

Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞单层铺满后 ， 向细胞中加入 Ｌ Ｐ Ｓ （ 终浓度为 ｌ

｜

ｉｇ ／ｍＬ ） 、 ＴＮ Ｆ －ａ

（ 终浓度为 １ ０ ０ｎｇ／ｍＬ ） 、 Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ （ 终浓度为 １ ００ｎｇ／ｍＬ ） ， 在刺激剂作用 ０ｍ ｉ ｎ 、

５ｍ ｉ ｎ 、 １ ５ｍ ｉｎ 、 ３ ０ｍ ｉ ｎ 、 ６０ｍ ｉ ｎ 后收集细胞样品并提取总蛋 白 ， 用 Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ

方法检测 ＮＦ －ｋＢ 、 ＭＡＰＫ 信号通路中 ｐ６ ５ 、 ｐ３ ８ 蛋 白 的磷酸化水平并与总蛋 白水

平做 了 比较 。 如 图 ３ ． １ ２ 所示 ， ＮＦ －ＫＢ ｐ
６５ 在 ＬＰＳ＋ＴＮＦ －ａ＋ ＩＬ －

１ ７Ａ 作用 后 １ ５ ｍ ｉｎ

开始活化 （ Ｐ＝０ ． ０ ３２ １ ） ， 在作用后 ３ ０ ｍ ｉｎ 活化程度最高 （ ７
＾

０ ． ０ １ １ １ ） ， 并在作用后

６０ 〇＾ 恢复 ；
１＾八？ １＜： ？３ ８ 蛋 白在刺激剂作用后 ５ １１１ 丨 １１ 就开始活化 （ 户＝０ ． ００ １ ８ ） ， 在

作用后 １ ５ｍ ｉｎ 恢复 ， 并在作用后 ３ ０ｍ ｉｎ 时发生第二次活化 （ 尸＝０ ． ００ １ ６ ） ， 作用后

６０ｍ ｉｎ 恢复正常 。 该结果表明 ＬＰＳ＋ＴＮＦ －ａ 与 ＩＬ －

１ ７Ａ 协同影响紧密连接蛋 白表达

过程中有 ＮＦ －ｋＢ 、 ＭＡＰＫ 信号通路的参与 ， 且信号通路的活化发生在刺激剂作

用后 ５ｍ ｉ ｎ 到 １ｈ 之 内 ， 其 中 ＭＡＰＫ 信号通路分别在刺激剂作用后 ５ｍ ｉｎ 和 ３ ０ｍ ｉ ｎ

发生 了两次活化 。

１ １ ２
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ＬＰＳ＋ＴＮＦ － ａ＋ｌＬ－

１ ７Ａ

（
ｍ ｉｎ

）０５ １ ５ ３０６ ０

ｐ －

ｐ＾［？ 讀麵ＩＨＷ Ｉ

ｐ ，

ｐ３ ８ １ ＾）
ｉｐ？ｆｃ＾｜｜｜ｐｉＭ

ｐ３８ＶＺ義脚 
ｉ－ｗ Ｗｉ ｉ＾

］

Ｐ
－

ｉ ？ｃ？ｎ
丨

＿
：

？  ｈ ｉ ，


，

^

１ ５

１ ；ｃ２ ．〇
１

ｌ
：：

／ＶＶ
ＯＶ

ＳＣＸ

０ ．０ １

「

ｊ
ｆ

３
ｊ

￣ ＊   〇 ？〇
＂ ＂ ＂

ａ



Ｔ
＇ ＂

７
 ＂

） ｜

＂圓 丨 丨删 ＂ ＿ 丨

，
丨 ． 丨 ＂ ＂

０５１５３０６０ （
ｍｉｎ） ０５１ ５３０６０（

ｍｍ）

图 ３ ． １ ２ＬＰ Ｓ＋ＴＮＦ －ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ａ 联合作用对 Ｃａｃｏ
－２ 细胞中 ＮＦ －ｋＢ

ｐ
６ ５ 蛋 白和 ＭＡＰＫ

ｐ
３ ８ 蛋 白

磷酸化水平的影响

Ｆ ｉｇ
３ ． １ ２Ｅｆｆｅｃ ｔ ｓｏｆ ＬＰＳ＋ＴＮＦ －

ａ ｉｎｃｏｍｂ ｉｎａｔ ｉｏｎｗ ｉ ｔｈＩＬ －

１ ７Ａｏｎｔｈｅ
ｐ

ｈｏ ｓｐ
ｈｏ ｒｙ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｏｆ ＮＦ －ｋＢ

ｓｕｂｕｎ ｉ ｔ
ｐ

６ ５ａｎｄ ＭＡ ＰＫ
ｐ３ ８

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎ ｓ ｉｎＣａｃｏ －２ｃ ｅ ｌ ｌｓ

ＬＰＳ＋ＴＮＦ －ａ＋ ＩＬ －

１ ７Ａ 处理不同时间点后 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞中 Ｎ Ｆ － ｋＢｐ６５ 蛋 白 、 ＭＡ ＰＫ

ｐ
３ ８ 蛋 白及

憐酸化蛋 白 的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 检测 ； 垂直条代表平均值±ＳＤ（ ｎ
＝

３ ） ， 统计学方法 ： ｕｎｐａ
ｉｒｅｄ

ｔｗｏ
－

ｔａ ｉ ｌ ｅｄ ｔ ｔｅｓｔ （

＊
： 尸 ＜ ０ ． ０５

；
＊ ＊

： 尸 ＜ ０ ． ０ １ ）

５ ．２ＮＦ－ｋＢ 、 ＭＡＰＫ 通路选择性抑制剂对 ＬＰＳ 、 ＴＮＦ－ａ 、 ＩＬ －

１ ７Ａ 介导的紧密连接

相关基因及蛋 白表达的影响

为 了进
一

步说明 ＮＦ －ｋＢ 和 ＭＡＰＫ 信号通路参与 ＬＰＳ 、 ＴＮＦ －

ｃｕＩＬ －

１ ７Ａ 介导

的紧密连接相关基因表达的调控 ， 本研宄用 ＢＡＹ  １ １ 

－７０ ８２ （ ＮＦ －ｋＢ 抑制剂 ， 】 ０
 ｜

ａＭ ） 、

Ｕ０ １ ２６（ＭＡＰＫ 激酶 ＭＥＫ １ ／２ 抑制齐 Ｉ

」 ，
１ ０

 ｜

ｉＭ ） 分别处理 Ｃ ａｃｏ
－２ 细胞单层 ２ｈ 后 ，

弃掉抑制剂并用 ＰＢ Ｓ 将细胞清洗 ２ 次 ， 向细胞单层 中加入 ＬＰＳ 、 ＴＮＦ －ａ 、 １ Ｌ －

１ ７Ａ

共培养 ２４ ｈ ， 利用实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 对 ＣｉＤ？Ｗ 、 ＣＸＺＷ３ 、 ＺＯ－

／ 的表达进行

转录水平的检测 ， 或共培养 ４ ８ｈ 后用蛋 白免疫印迹进行蛋 白水平的检测 。

Ｎ Ｆ －ｋＢ 抑制剂 ＢＡＹ １ １
－７ ０８２对三种紧密连接相关基因转录水平的表达均起到

１ １ ３
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了抑制作用 （ ＣＺＺＷＪ ／ＭＪ ． Ｏ Ｉ Ｓ Ｉ ，ＣＺＺＷ３Ｐ＝０ ． ０４ ８２ ， Ｚ０－

７ Ｐ＝０ ． ０３９ ５ ） ， 且与未加

抑制剂组相 比 ， 三种紧密连接蛋 白 ｍＲＮＡ 水平均下 降 了１ 倍 ；
ＭＥＫ １ ／２ 抑制剂

Ｕ０ １ ２ ６ 仅对 ＺＯ－

ｉｍＲＮＡ 产生 了 明显 的抑制作用 （ Ｐ＝０ ． ００３ ８ ） ， 对 和

ＣＬ￡Ｗ３ｍＲＮＡ 有抑制表达的趋势 ， 但没有统计学意义 ， 见图 ３ ． １ ３ 。

｜ＣＺ３Ｄ ４＼ ＩＳＯ＊ＬＰＳ＋ＴＮＦｍｉ ＋ ＩＩ＾ １ ７Ａ

￡ＥＤＢＡＶ１ １＋ ＩＬ－

１ ７Ａ

§ ｜ ｜Ｂｔ５

〇ｎ６ ．ＬＰ￥＋ＴＮＦ－？ ＋ Ｉｌｒ ｌ ７Ａ

｜ ｆ １ ０
．＾ ｉｒ

＾
Ｈ^

ｒ ｌ工Ｔ
ｆｅ ｄＳｉ
？

２＝目白
＊

〇４Ｅ圓工 ＿
２

“ 卜Ｊ
ｎ＾工 圓ｒｉＭ

＞
ｗ

＝目 ．
．

．

？ ． 曰
２ｍＭ

％０ ？ ０
』 ＂丄」Ｍ ■塵￣ 丨 Ｉ單眉￣ ｌ ｌ －

ｉ

－ ｌＭ ． ． － ．

ｃ／ ｃ／，
、

图 ３ ． １ ３ＮＦ－ｋＢ 和 ＭＡＰＫ 抑制剂对 Ｃａｃｏ
－２ 细胞中 ＣＺＸＷ ／ 、 ＣＺＺＷ３ 和 ＺＯ－

／ 转录水平 的影响

Ｆ ｉｇ３ ． １ ３Ｅｆｆｅ ｃ ｔｓｏｆ ＮＦ －ｋＢａｎｄＭＡＰＫ ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒ ｓｏｎｔｈ ｅｔｒａｎ ｓ ｃ ｒ ｉｐ ｔ ｉｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓｏｆ ＣＬＤＮ １
，ＣＬＤＮ３

ａｎ ｄＺＯ－

１ ｉｎＣ ａｃｏ
－２ｃｅ ｌ ｌ ｓ

ＮＦ －ｋＢ或ＭＡＰＫ抑制剂处理Ｃａｃｏ －２细胞 ２ｈ ， 力口入ＬＰＳ 、 ＴＮ Ｆ －

ａ 、 ＩＬ －

１ ７Ａ处理２４ｈ后Ｃ ａｃ ｏ
－２

细胞中 ＣＺＤＷ 、 ＣＩＺＷ３ 和 Ｚ（９－

／ｍＲＮＡ 水平的 ｑ
ＰＣＲ 检测 ； 垂直条代表平均值±ＳＤ（ ｎ

＝

３ ） ，

统计学方法 ： ｕｎ
ｐ
ａ ｉ ｒｅｄｔｗｏ

－

ｔａ ｉ ｌ ｅｄ ｔ  ｔｅ ｓ ｔ（
＊

： 尸 ＜
０ ． ０５

；
＊ ＊

： 尸 
＜ ０ ．０ １ ）

从蛋 白水平看 ， 抑制 ＮＦ －ｋＢ 信号通路对 ＣＬＤＮ １ 、 ＣＬＤＮ ３ 和 ＺＯ －

１ 表达均有

明显的抑制作用 （ Ｐ＝０ ． ００６３ ， 尸
＝

０ ．０３ ３ １ ， ／Ｍ） ． ００７６ ） ， 其 中 ＺＯ －

１ 表达下 降 了２ 倍 ；

抑制 ＭＡＰＫ 信号通路使 ＣＬＤＮ ３ 和 ＺＯ －

１ 蛋 白 显著下调 （ 尸＝０ ． ０２４ １ ，Ｐ＝０ ． ０ ３ ３ ９ ） ，

但对 ＣＬＤＮ １ 蛋 白表达无明显影响 。

■

１ １４
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ＡＷ／ＶＷ
／／／／

Ｂ

ｗ
Ｃ Ｌ ＤＮ １ ｜〒 ｜只卜

Ｃ ＬＤ Ｎ ３

Ｕ
＾

Ｏ ｖ ｌ
ｔ
ｌ Ｓ  Ｉ  ＭＭ ＊ ｒｉ ｖ

？ ｎ ＞ ． ． Ｍ ｔ     ？

Ｉ
ｉ５

ｌ ｔ

—＾￣￣
ｉ－

ｒ
－ ｜

２ 〇

ｌ
＇

．
？

＊

ｉ
＇

Ｉ， ？
．

ｐ
－

］ＪｌＬ ，，ｒ

＾

ｑ
｜
ｆ ． ． ５

－ｐｒ
＾＝－

ｉｐ＾，

＾ ｓ
－

 ｜

￣

＾
 ｜ ｌ ｌ

１ ０
＇

ｉ
｜

， － ＃
－

 ｓ ｜

＾
＾ｗ

－

０ ． ５
－

ｖ０ ． ５
－

 ＃ ：

： Ｉ

｜０ ． ０
』 ■ … Ｌ“． ＿

ｒ
？二」＿ １—

，

＿＿ Ｌ＿
，

＿Ｌ ＾＿＿

，

＿＿＿？

，

＿Ｌ－

ＬＰＳ＾ＴＮＦ
－ ｏ

－

Ｈ Ｌ
－

１７Ａ＋ ？ ＋ ＬＰＳ＋ＴＮｆ
－ａ＋ Ｉ Ｌ

－

ｌＴＡ＋ ＋＋

ＢＡＹ １ １
－

７０８２一 ＋— ＢＡＹ １ １
－

７０８２一 ＋—

Ｕ ０ １ ２ ６—一？ Ｕ ０１２５— 一 ＋

ｃｆＺ Ｚ

＾＾＾／
＃ｍ

２０ －

１Ｒｕｉｎ ？ｌ ｌ＿ｉｉ
＇

ｍｍ
ｌ

ｐ
－

ａｃ ｔ ｉ ｎ ＞ 

ｗ ？ ？ ＞
ｉ ． ｉ

ａｉ ｎ Ｉ



１

１ ）

￣＾￣
ｉ

ｌ「
．工— ．

，

Ｓ￡２
－ ？

■

Ｚ ］＜
？ 

？ ？ ？

： ｖ＾－

：

－

Ｕ＾；

：

？

 ？

５
５  ｉ

Ｖ

Ｉ
＾ｏ ｌｉ ： ：： ：＾ ． ． ｌ＿ ｌ —

 ｔ

」￣ １—

Ｔ
－

ＬＰＳ＋ＴＮ Ｆ
－

Ｃ ｔ＋ Ｉ Ｌ
－

１７Ａ？＋＋

ＢＡＹ １１
－

７０８２— ＋—

Ｕ ０ １２＆一 一 ＋

图 ３ ． １ ４Ｎ Ｆ －ｋＢ 和 ＭＡ ＰＫ 抑制剂对 Ｃａｃｏ
－

２ 细胞 中 ＣＬＤＮ １ 、 Ｃ Ｌ ＤＮ ３ 和 ＺＯ ｌ 蛋 白 水平的影响

Ｆ ｉｇ
３ ． １ ４Ｅ ｆｆｅ ｃ ｔ ｓｏ ｆ Ｎ Ｆ －

ｋＢａｎ ｄＭＡＰＫ ｉ ｎ ｈ ｉｂ ｉ ｔｏ ｒ ｓｏｎＣＬＤＮ １
，ＣＬＤＮ ３ａｎｄＺ０－

！
ｐ

ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓ ｉ ｎ

Ｃ ａｃｏ
－２ｃｅ ｌ ｌ ｓ

ＮＦ －ｋＢ或ＭＡ ＰＫ抑制剂处理Ｃａ ｃｏ
－

２细胞２ｈ ， 加入ＬＰＳ 、 ＴＮ Ｆ －

ｏｕ Ｉ Ｌ －

１ ７Ａ处理４ ８ｈ后Ｃ ａｃｏ
－２

细胞中 ＣＬＤＮ １ （ Ａ ） 、 Ｃ ＬＤＮ３（ Ｂ ） 和 ＺＯ －

１ （ Ｃ ） 蛋 白水平 的 Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 检测 ； 垂直条代

表平均值士 ＳＤ （ ｎ
＝

３ ） ， 统计学方法 ： ｕ ｎ ｐ ａ ｉ ｒｅｄ ｔｗ ｏ
－

ｔ ａ ｉ ｌ ｅｄ ｔ ｔ ｅ ｓ ｔ （

＊
：／

＾ 〈 Ｏ ． Ｏ Ｓ
；

＊ ＊
： 尸 ＜ ０ ． ０ １ ）

１ １ ５
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第四节 讨论

ＳＨ ＩＷＳ ＩＶ 感染的恒河猴肠道中 ／Ｚ －

７ ７／Ｌ４ 和 ７１ －

／ ７ＡＣｍＲＮＡ 水平是对照组的

５
？

１ ０ 倍 ， 但高表达的原 因 尚不明确 。 在 Ｈ ＩＶ－

１ ／Ｓ ＩＶ 感染中 ， 肠道粘膜 ＴＮＦ －

ａ 和

ＬＰＳ 水平的升高可能是致使 ／Ｚ －

／ ７兄４ 和 ／Ｚ －

／ ７ＡＣ 表达升高的重要原因 ［
１ ８ １

］
。本部

分研宄发现 ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染伴随着肠道粘膜 中 ７７ＶＦ－

Ｃ Ｃ 的表达水平的升高和肠道微

生物移位 ， 且 ７７ＶＦ－ ａ 的表达与组织中病毒载量和 都存在正相关性 。 在体

外细胞模型 中 ， 本研究证实 了在 丨 Ｌ －

１ ７Ａ 或 丨 Ｌ －

１ ７Ｆ 存在的情况下 ， ＬＰＳ 和 ＴＮＦ －ａ

能够促进 从－

／ ７似 和 ／Ｌ －

／ ７尺Ｃ 的表达 。 虽然肠道 中 ＩＬ －

１ ７Ａ 水平的下降可能导致

几－

／ ７似 和 ／Ｌ －

／ ７／？Ｃ 表达水平降低 ， 但 Ｉ Ｌ －

１ ７Ｆ 升高可能补偿 了 丨 Ｌ －

１ ７Ａ 下调 的作

用 。 这些数据表 明 ， ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道 中 ／Ｚ －

７ ７兄４ 和 表达的

增加可能主要 由微生物移位和炎症环境所致 。 关于促进 几－

／ ７及 表达的其它 因素

尚需要进
一

步研究确定 。

Ｈ ＩＶ－

１ 包膜糖蛋 白 除 了在病毒进入宿主细胞过程中起关键作用外 ， 它对宿主

细胞还具有多种非进入相关的生物学效应
［
１ ８２

］
。 在肠道 中 ， Ｈ ＩＶ－

１ 及 ｇｐ ｌ ２０ 蛋 白

可 以影响肠上皮细胞紧密连接相关基因 的表达
［
８ ８

］
， 另外 ， Ｈ ＩＶ－

１ 包膜糖蛋 白 以

高浓度存在于 Ｈ ＩＶ－

１ 感染者及 Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴组织中
［

１ ８ ３
］

， 可能会影响

的表达 。 本研宄发现在肠道上皮细胞中 Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ 单独作用会抑制 和

的表达 ， 然而 ， 当 ＬＰＳ 、 ＴＮＦ －ａ 及 ＩＬ －

１ ７ 存在时 ， Ｈ ＩＶ－

ｌ
ｇｐ

ｌ ４０ 对 几－

７ ７及

的抑制作用不足 以逆转 ＬＰ Ｓ 和炎症因子对 ／Ｚ －

７ ７Ａ 的促表达作用 。 这些数据说 明 ，

肠道粘膜炎症环境可能是 ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染中 ／Ｚ －

／ ７兄４ 和 高表达的主要驱

动 因素 。

ＩＬ －

１ ７Ｒ 信号对于控制粘膜感染和维持粘膜屏障功能至关重要
［

１ ４７
，１ ８４

， １ ８ ５
］

，

同 时 ， Ｉ Ｌ －

１ ７ＲＡ 和 ＩＬ －

１ ７ＲＣ 在控制肠道共生微生物 中发挥重要 作 用
［

１ １ ５
］

。 在

ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道 中 ， ＩＬ －

１ ７ 通路及其在 Ｈ ＩＶ ／Ａ ＩＤＳ 发病机制 中 的作用

仍有待进
一

步研究 。 虽然 己有研究指 出 Ｈ ＩＶ－

１ 感染者肠道微生物菌群与正常人相

比发生 了显著的变化 ［
］ ８ 】

，

］ ８６
］

， 但 ／Ｚ －

７ ７及 表达改变与微生物失调之间 的分子联

系仍有待进
一

步揭示 。 ／Ｚ －

／ ７／Ｍ 和 ／Ｚ －

／ ７ＡＣ 广泛表达于上皮细胞和成纤维细胞中

［
１ １ １

，１ ２ ３
， １ ４４

］
， 但是 由于没有找到恒河猴 Ｉ Ｌ －

１ ７Ｒ 的合适抗体 ， 导致本研究 中表

达 ＩＬ －

１ ７Ｒ 的细胞类型 尚未确定 。

１ １ ６
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本部分研究观察 了ＬＰＳ 和 ＴＮ Ｆ －ａ 对肠道上皮细胞屏障功能及紧密连接相关

基因表达的影响 ， 发现二者共刺激对 Ｃ ａ ｃｏ －２ 细胞屏障功能没有 明显 的影响 。 二

者对 ＣＺＤ７Ｖ５ 和 ＣＬＤＭ９ 转录水平表达也无影响 ， 对其它紧密连接相关基因表达

也只 具有轻微的促进或抑制作用 。 事实上 ， 在 目 前 的研宂 中 ， ＴＮ Ｆ －

ａ 对体外细胞

系 中紧密连接蛋 白 的表达的影响存在不 同 的结果 ， 有 的研宄认为 ＴＯ Ｆ －ａ 能够在

转录水平降低 ＣＯＪＶ 和 Ｚ０ －３ 的表达
［

１ ８ ７
］

， ＣＬＤＮ 蛋 白存在磷酸化和非磷酸化两

种形式 ， 紧密连接蛋 白 的组装和跨膜 电阻的形成与其酪氨酸残基的磷酸化有关

［
１ ８ ８

］
， ＴＮＦ －ａ 对肠道粘膜通透性的影响可能是其下调紧密连接蛋 白磷酸化水平

的结果 。 有的研宄认为 ＴＮＦ －

ａ 对 ＣＬＤＮ 蛋 白 的表达没有影响 ［
１ ８ ９

，１ ９０
］

。 也有报

道 曾指 出 ＬＰＳ 在 ２４ 小时之 内 并不会对 Ｃ ａｃｏ －２ 的跨膜电阻值产生影响 ［
１ ９ １

］
， 但

关于 ＬＰ Ｓ 和 ＴＮＦ －ａ 共 同作用对 Ｃａｃｏ
－２ 细胞紧密连接蛋 白表达的影响 目 前还没有

报道 。这些结果的差异可能与研宄所选的细胞系及 ＬＰＳ／ＴＮＦ －ａ 的作用时间有关 ，

单
一

细胞因子及短时间作用可能不会引 起紧密连接蛋 白 的变化 。

本部分研究发现 ＬＰＳ＋ＴＮＦ －

ａ 与 ＩＬ －

１ ７Ａ 能够协同促进 Ｃ ａｃｏ －２ 细胞屏障功能

及紧密连接相关基因 的表达 。 之前的报道主要关注 了ＬＰＳ 、 ＴＮＦ －ａ 、 ＩＬ －

１ ７Ａ 单独

作用对肠道上皮紧密连接表达 的影响 ， 并 己经证实 了ＩＬ －

１ ７Ａ 可 以通过上调

和 ＺＯ－

／ 的表达促进粘膜表面的紧密连接形成 ， 且 ＩＬ －

１ ７Ａ 能够 以
一

种非

促进细胞增殖的方式促进 Ｔ ８４ 细胞间紧密连接的形成 ， 这与本研宄的结果相符 ，

这在
一

定程度上解释 了Ｔｈ  １ ７ 细胞通过诱导表达紧密连接来实现上皮细胞的再生 。

在 ＬＰＳ 和 ＴＮＦ －ａ 存在时 ＩＬ －

１ ７Ａ 对紧密连接相关基因 的促表达作用更加 明显 ， 研

宄表明 ， ＴＮＦ －ａ 介导肠道上皮细胞紧密连接蛋 白表达 中有 ＭＬＣＫ 和 ＮＦ －ｋＢ 信号

的参与
［

１ ８ ７
］

， 此外 ， ＬＰＳ 与 ＬＢＰ 相互作用后 ， 能够将 ＬＰＳ 转移到膜 ＣＤ １ ４ －ＴＬＲ４

复合物上 ， ＴＬＲ４ 将信号转导至细胞核 ， 导致 ＮＦ －ｋＢ 信号的激活和 ＴＮＦ －

ａ 、 ＩＬ －

１ 、

ＩＬ －

６ 等细胞因子产生
［

１ ９２
］

， ＬＰＳ＋ＴＮＦ －

ａ 和 ＩＬ －

１ ７Ａ 对肠道上皮屏障功能的调控过

程 中都伴随着 ＮＦ －ｋＢ 信号通路的激活可能是 ＬＰＳ＋ＴＮＦ － ａ 与 ＩＬ －

１ ７Ａ 产生协同作

用 的
一

个重要原因 。

１ Ｌ －

１ ７Ａ 可 以通过 ＭＡ ＰＫ 信号通路调控 Ｔ ８４ 细胞间 紧密连接蛋 白 的表达
［

１ ６２
，

１ ９３
］

。 本研究对 丨 Ｌ －

１ ７Ａ 诱导紧密连接相关基因表达的机制进行 了探讨 ， 发现在

ＬＰＳ 和 ＴＮ Ｆ －ａ 存在时 ，
丨 Ｌ －

１ ７Ａ 不仅能够激活 ＭＡ ＰＫ 信号通路 ， Ｎ Ｆ － ｋＢ 信号通路

１ １ ７
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

第三部分

同样也发生 了活化 ， 通路的选择性抑制剂均对 ＺＯ－

／ 的表达产生 了 明显 的抑制作

用 。 另外 ， ＮＦ －ｋＢ 信号通路的选择性抑制剂对 ＣｉＺＷ八 ＣＺＺＷ３ 和 Ｚ０－

７ 的转录

水平和蛋 白水平均产生 了 明 显 的抑制 。 本研宄 己经 明确 了细胞因子调控紧密连接

相关基因表达过程中 ＮＦ －ｋＢ 、 ＭＡ ＰＫ 的活化 ， 在
一

定程度上揭示 了细胞因子参

与调控肠道上皮屏障功能的分子基础 ， 但对于信号通路的活化机制仍有待研宄 。

本部分研宄探讨 了 可能 引 起 ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染 的恒河猴肠道 中 ／Ｚ －

ｉ ７兄４ 和

／Ｌ －

／ ７ＡＣ 表达升高的因素 ， 并在体外细胞模型中探讨 了这些因素对肠道上皮细胞

屏障功能及紧密连接相关基因表达的影响 ， 证实 了 炎性细胞因子和微生物移位对

肠道屏障功能的调控 。 这些结果为 Ｈ ＩＶ／Ａ ＩＤＳ 相关肠道损伤防治靶点 的获得提供

－

定 的理论支持 。

１ １ ８
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

第三部分

第五节 小结

１ ．ＳＨ ＩＶ ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道 中发生微生物移位并伴随着 ７７ＶＦ－

ｏ ｔｍＲＮＡ 水平

升高 ， 且 ７ＷＦ－

Ｃ Ｃ 表达与肠道病毒载量 、 ／Ｌ －

／ ７心 Ｉ ／／Ｌ －

／ ７ＡＣ 表达均存在正相关

性 。

２ ． 低浓度 的 ＩＬ －

１ ７Ａ 促进 ／Ｚ －

ｉ ７兄４／／Ｚ －

７ ７ＡＣ 的表达 ， 随着 ＩＬ －

１ ７Ａ 浓度 的升高 ，

其促 ／Ｌ－

／ ７兄４／／Ｚ －

／ ７ｉ？Ｃ 表达作用逐渐减弱 ， 甚至产生抑制作用 。

３ ．ＬＰＳ＋ＴＮＦ －

ｃｔ与ＩＬ －

１ ７Ａ ／ ＩＬ －

１ ７Ｆ联合促进Ｃ ａｃｏ
－２细胞中／Ｌ

－

／ ７兄４和 几

的表达 。

４ ．Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０抑制／Ｌ

－

７ ７兄 的表达 ， 当ＬＰＳ 、 ＴＮＦ －

ｏｕＩＬ－

１ ７Ａ／ＩＬ －

Ｉ ７Ｆ

存在时 ， Ｈ ＩＶ－

１

ｇｐ
ｌ ４０ 不足 以逆转这些因子的促 ７Ｉ －

／ ７似 和 ／Ｌ －

ｉ ７／？Ｃ 表达效

果 。

５ ．ＬＰＳ＋ＴＮＦ －

ｏｔ 与 ＩＬ －

１ ７Ａ 协同促进紧密连接蛋 白 、 ＣＺ＾ＤｉＶ＾ 和 ＺＯ －

ｉ 的

表达 ， 该过程有 ＮＦ －

ｋＢ 和 ＭＡＰＫ 信号通路的参与 。

１ １ ９



中 国疾病 预防控制 屮心博士学位论文


全文结论

全文结论

１ ．ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道 中 ＣＺＺ）ｉＶ５ ， ５ ， ／ ／
，

／ ２ ， Ｍ 等多种紧密连接相

关基因表达水平均低于对照组 ， 病毒及其蛋 白组分的存在可能是导致肠道屏

障功能破坏的直接原因 。

２ ．ＳＨ ＩＶ／Ｓ ＩＶ 感染的恒河猴肠道粘膜中 ／Ｚ －

ｉ ７兄４ 和 ／Ｚ －

／ ７／？Ｃ 表达的增加可能主

要 由微生物移位和炎症环境所致 。

３ ．ＩＬ －

１ ７Ａ 和 丨 Ｌ －

１ ７Ｆ 能够协 同促进肠道上皮屏障功能 ， 并对 Ｈ ＩＶ－

丨

ｇｐ
Ｍ Ｏ 介导 的

屏障损伤提供 良好的保护作用 ， 该过程伴随着 丨 Ｌ －

１ ７Ｒ 下游 Ｎ Ｆ －ｋＢ 和 ＭＡ ＰＫ

信号通路的参与 。

４ ． 虽然 Ｈ ＩＶ－

１ 感染伴随着肠道微生物移位的发生 （ ＬＰＳ 的存在 ）和 丨 Ｌ －

１ ７Ｆ 、 ＴＮＦ －

ｃｔ

等细胞因子的上调表达 ， 但这些因素仅对肠道屏障功能产生微弱 的影响 ， 肠

粘膜 中 Ｔｈ ｌ ７ 细胞的缺失及 ＩＬ －

１ ７Ａ 水平降低可能是造成屏障功能损伤及不 易

修复的重要原因 。

１ ２ ０
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ＣＬＤＮ 异常相关肠道疾病的研宄进展

肠道的表面积接近 ４００ 平方米 ， 是人体最大的消化器官和排毒器官 。 肠道单

层上皮细胞将人体与周 围环境分开 ， 它既能选择性的吸收营养物质 、 离子 、 水分

等 ， 又是人体抵御外界抗原的第
一

道防线 。 肠黏膜屏障功能受损与临床多种疾病

的发生发展有密 的关系 ， 紧密连接在肠黏膜屏障结构和功能的维持中发挥着重要

的作用
［

１

］
。 紧密连接蛋 白是肠道上皮细胞屏障功能的关键成分 ， 特别是紧密连

接蛋 白 中庞大的 ＣＬＤＮ 家族成员 。 ＣＬＤＮ 蛋 白分子结构的变化既能够减少与肠

道吸收功能相关的通道 ， 又能够通过增加与肠道小分子溶质和水分分泌相关的通

道而导致腹泻 ， 另外 ， ＣＬＤＮ 蛋 白分子结构的变化还能够使肠道大分子的吸收通

道增加 ， 导致炎症 的发生 。 许多肠道疾病都与 ＣＬＤＮ 蛋 白 分子结构的变化所 引

起的腹痛 、 腹泻等肠道炎性症状有关 。 本文主要探讨 了肠道功能紊乱及 Ｃ ＬＤＮ

蛋 白调节异常所 引 起的 Ｈ ＴＶ－

１ 肠道病变 、 肠道炎症性肠病 、 结肠炎 、 乳糜泻 、 肠

道 易激综合症等多种肠道疾病 。

１ ．ＣＬＤＮ 蛋 白 的特点及其发生改变的病理生理学机制

ＣＬＤＮ 蛋 白大小为 ２０ －２７ｋＤａ ， 是
一

种小分子跨膜蛋 白 ， 它与 ＪＡＭ（连接粘

附分子 ） 、 ＯＣＬＮ 以及胞质分子 ＺＯ －

１ 、 ＺＯ －２ 、 ＺＯ －

３ 等
一

起作为构成机体所有器

官上皮和 内 皮细胞 中紧密连接蛋 白 的分子原件 。 自 １ ９９ ８ 年首次发现两种 ＣＬＤＮ

蛋 白 以来
［
２

］
， 接下来的 ２０年人们在哺乳动物体 内又先后发现 了２７ 种 ＣＬＤＮ

［
３

］
。

ＣＬＤＮ 蛋 白 的功能主要有 以下几个方面 ： 首先 ， ＣＬＤＮ 蛋 白 是形成屏障和通道结

构的关键成分 ； 其次 ， ＣＬＤＮ 蛋 白 能够影响细胞信号 的形成 、 细胞增殖和分化 、

细胞迁移并能够影响细胞受体的功能 ； 另外 ， ＣＬＤＮ 还能够作为
“

栅栏
”

限制细

胞膜侧面和顶端蛋 白 的混合 。 作为肠道屏障和通道结构 的关键成分 ，

一

方面 ，

Ｃ ＬＤＮ 能够阻止肠腔 内 的 电解质 、 水分及抗原物质无限制 的通过肠道上皮 ， 另
一

方面 ， Ｃ ＬＤＮ 能够形成细胞旁路渗透网络 ， 使肠道吸收或分泌的物质通过紧密连

接蛋 白得 以运输 。 目 前 已经证实的 ＣＬＤＮ 作为细胞旁路通道主要有三种类型 的

选择渗透作川 ， 第
一

种是对 阴 离子的选择渗透性 ， 此类作用 主要与 ＣＬＤＮ Ｉ Ｏａ 和

１ ３ ７
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ＣＬＤＮ １ ７ 的功能有关 ； 第二种是对阴离子的选择渗透性 ， 此类作用主要与 ＣＬＤＮ２ 、

ＣＬＤＮ Ｉ Ｏｂ 和 ＣＬＤＮ １ ５ 的功能有关 ； 第三种是对水分的选择渗透性 ， 此类作用主

要与 ＣＬＤＮ２ 的功能有关 。 其它 ＣＬＤＮ 蛋 白 ， 如 ＣＬＤＮ １ 、 ＣＬＤＮ ３ 、 ＣＬＤＮ ５ 等

对特定 电荷和质量的物质具有严格的屏障功能 。 ＣＬＤＮ４ 、 ＣＬＤＮ ８ 和 ＣＬＤＮ １ ４ 则

能够对带
一

个或多个 电荷 的物质发挥更高效的屏障功能 ［
４

，５ ］
。

ＣＬＤＮ 蛋 白在肠道各段的表达存在差异 ， 在肠道疾病过程中 ， ＣＬＤＮ 的表达

和分布也会发生很大的变化 ， 这些改变将会导致肠道 内 电解质和水分运输的严重

失调 ， 并导致大分子物质 在炎症部位被吸收 ， 进而形成特定的临床表现 。

２ ．ＣＬＤＮ 与 Ｈ ＩＶ－

１ 引起的肠道损伤

Ｈ １Ｖ－

１ 肠道病变 出现在感染的早期 ［
６

］
，Ｈ １Ｖ－

１ 感染能够导致系统免疫活化从

而使肠道组织固有层 中 的 ＣＤ４
＋

Ｔ 淋 巴细胞损耗
［
７

，８ ］
。 Ｈ ＩＶ－

１ 急性感染过程中肠

道屏障功能紊乱 ［
９

］
， 促进 了肠道对微生物抗原的吸收 ， 进而导致 Ｈ ＩＶ－

１ 慢性感

染中系统免疫活化
［
８

］
。 Ｈ ＩＶ－

１ 对肠道屏障功能的破坏主要体现在三个方面 ： （ １ ）

促进肠道上皮细胞凋亡 ，

？

（ ２ ） 表达穿孔素的 ＣＤ８＋Ｔ 淋巴细胞数量增多 ；
（ ３ ） 改

变紧密连接蛋 白 的表达
［
９

， １ ０
］

。 由于紧密连接蛋 白 中封 闭蛋 白 ＣＬＤＮ １ 的破坏和

孔道形成蛋 白 ＣＬＤＮ ２ 表达的增加 ， 未经治疗的 Ａ ＩＤＳ 病人空肠上皮细胞跨膜 电

阻值降低 了４０％并伴有甘露糖醇的透过率增加的现象 ［
１ ０

］
。 经高效抗逆转理病毒

药物治疗后 ， ＣＬＤＮ １ 和 ＣＬＤＮ２ 的表达恢复到正常水平 。 封闭蛋 白 ＯＣ ＬＮ 和

Ｃ ＬＤＮ４ 在 Ｈ ＩＶ－

１ 感染的肠道 中未发生 明显变化 。 由此可 以推断 ， 未经治疗的 Ａ ＩＤＳ

病人肠道屏障功能的破坏是肠道上皮细胞凋亡和紧密连接蛋 白表达改变共 同作

用 的结果 ， 且高效抗逆转理病毒药物治疗可 以通过促进紧密连接蛋 白 的重建使肠

道屏障得 以恢复
［

１ 〇
］

。

促炎性细胞因子 丨 Ｌ －２ 、 Ｉ Ｌ －４ 、 Ｉ Ｌ －

１ ３ 和 ＴＮ Ｆ － ａ 刺激 鼠的空肠粘膜 ， 发现上皮

细胞跨膜 电阻值降低
［
９

］
。 Ｈ １Ｖ－

１ 与肠道上皮细胞在体外共培养发现促炎性细胞因

子 丨 Ｌ －６ 、 Ｉ Ｌ －

８ 和 ＴＮ Ｆ －

ａ 表达均发生上调 ［
］ １

］
。 这在

一

定程度上可能揭示 Ｈ ＩＶ－

１ 感

染过程 中肠道屏障损伤 的机制 。 在 Ｈ ＩＶ－

１ 感染早期病毒在肠道粘膜 中 的能够进行

自 我复制 ， 这也可能促使肠道上皮屏障的损伤
［

１ ２
，］ ３

］
。 同样 ， 病毒 ｇｐ

ｌ ２０ 蛋 白 、

Ｔａ ｔ 蛋 白 、 Ｖ ｐ ｒ 蛋 白均能够介导上皮屏障的改变和上皮细胞的凋亡 ［

１ ４
，１ ５

］
。 尽管

１ ３ ８
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目 前 己经明确 了
一

些促炎性细胞因子在 Ｈ １Ｖ－

１ 感染过程中 是如何变化的 ， 但这些

过程的分子生物学机制 尚不清楚 。 同样 ， 作为粘膜修复和再生过程中 的重要细胞

因子 ， Ｉｂ２２ 在 Ｈ ＩＶ－

１ 感染 中发生下调 的机制也有待进
一

步研究
［

１ ６
］

。

３ ．ＣＬＤＮ 与炎症性肠病

炎症性肠病 （ Ｉｎｆｌ ａｍｍａｔｏｒｙ
ｂｏｗｅ ｌｄ ｉ ｓｅａ ｓｅ ｓ ， ＩＢＤ ） 主要分为两种 ，

一 ■

种是克

罗恩病 （ Ｃ ｒｏｈｎ
’

ｓｄ ｉ ｓｅａ ｓｅ ，ＣＤ ） ， 另
一

种是溃疡性结肠炎 （ ｕ ｌｃｅ ｒａｔ ｉ ｖｅｃｏ ｌ ｉ ｔ ｉ ｓ ，ＵＣ ） 。

在 ＣＤ 中 ， 病患处波及从 口腔到结肠的整个消化道组织 ， 而 ＵＣ 的病患处往往 只

出现在结肠和直肠 。 ＩＢＤ 病人常 出现频繁腹泻 、 便血 、 腹痛等临床症状 ， 除肠道

以外 ， ＩＢＤ 的临床表现还 出现在关节 、 肝脏 、 皮肤等部位 。 ＩＢＤ 感染者
一

般 比较

年轻 ， 但老年人亦可感染 。

３ ． １ 溃疡性结肠炎

己有研究指 出 ， ＵＣ 是
一

种肠道异常免疫反应性疾病 ， 该病是 由微生物因素 、

环境因素和肠道免疫系统之间复杂地相互作用所致 。 数据显示 ， ＵＣ 患者肠道跨

膜电阻值约为正常人的 ２０％ ， 并伴随紧密连接蛋 白 的破坏
［

１ ７
］

， 这表 明紧密连接

蛋 白组分的改变使上皮屏障功能的严重损伤 ， 电解质和水分在不受屏障功能调控

的状态下严重流失 ， 抗原物质摄入增多 ， 后者可能造成
一

个长期 的慢性炎症反应

过程 。 在 ＵＣ 中 ＣＬＤＮ 的表达和分布发生均发生 了变化 ， Ｏ ｓｈ ｉｍ ａ 等人发现在 ＵＣ

病人的直肠 中 ＣＬＤＮ １ 表达并没有发生显著 的变化 ［
１ ８

］
， 而 Ｐｏ ｒ ｉ ｔｚ 的报道指 出

Ｃ ＬＤＮ １ 在 ＵＣ 病人的结肠中表达上调
ｆ

ｌ ９
； ｜

，Ｗｅｂｅｒ 通过对 ＵＣ 病人进行活检发现

ＣＬＤＮ １ 和 ＣＬＤＮ２ 的上调表达仅发生在严重炎症反应部位 ， 说明 ＣＬＤＮ １ 和

ＣＬＤＮ２ 的表达与炎症的发展密切相关
［
２０

，２ １
］

。 ＣＬＤＮ １ 的上调能够促进上皮细

胞的紧密连接 ， 而 ＣＬＤＮ２ 的上调则有利于上皮的渗漏 ， 事实上 ， ＣＬＤＮ２ 在正

常人的结肠中是检测不到 的 ， 但在 ＵＣ 病人的结肠 中大量表达 。 ＣＬＤＮ ２ 的上调

表达受 ＩＬ －

１ ３ 、 ＴＮ Ｆ －

ｃｕ ＩＬ －

６ 等细胞因子的调控 ， 这些细胞因子通过介导 Ｔｈ２ 型

免疫应答参与 ＵＣ 的炎症过程 。 除 了 调控 ＣＬＤＮ２ 的表达之外 ， Ｉ Ｌ－

１ ３ 、 ＴＮ Ｆ －

ｏｔ 还

能够促进上皮细胞的凋亡
［
２２

，
２ ３

］
， 该过程有信 号转导子和转录激活子 ６ （ ＳＴＡＴ６ ） 、

肌球蛋 白轻链激酶 （ ＭＬＣＫ ） 以及磷脂酰肌醇 －

３
－羟激酶 （ Ｐ Ｉ ３ Ｋ ） 信号的参与 ［

２４ －２ ６
］

。

在 Ｃ ａｃ ｏ
－

２ 细胞中 ， Ｉ Ｌ －

６ 能够通过激活 Ｍ ＥＫ ／ＥＲＫ 和 Ｐ Ｉ ３Ｋ 信号通路促进 Ｃ ＬＤＮ ２

１ ３ ９
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的表达
［
２７

］
。 在人的肠道 中 ， ＣＬＤＮ３ 主要位于未形成隐窝 凹陷的结肠细胞膜侧

壁 ， 且不能与 Ｚ０ －

丨 发生共定位
［
２ ８

］
，ＣＬＤＮ ３ 在 ＵＣ 病人的肠道 中并没有发生显

著的变化
［
２ ９

］
。 ＣＬＤＮ ４ 和 ＣＬＤＮ ７ 在 ＵＣ 病人直肠 中 发生下调

［
２ ９

］
。 其它紧密连

接蛋 白 如 ＣＬＤＮ ５ 、 ＣＬＤＮ ８ 、 ＣＬＤＮ ］ ２ 、 ＣＬＤＮ １ ５ ， 目 前没有数据支持他们在 ＵＣ

中发生表达和分布的变化
ｆ
２ ８

，３ ０ 】
。

３ ．２ 克罗恩病

ＣＤ 以肠道上皮屏障功能紊乱为主要特征 。 对轻度和 中度 ＣＤ 的结肠活检发

现 ， 中度 ＣＤ 上皮细胞跨膜 电阻值较轻度 ＣＤ 下 降 了４０％ ， 电子显微镜观察发现

紧密连接蛋 白 呈间断 、 不连续 的形态 ［
２ ８

］
， 这就提示在疾病过程 中 ＣＬＤＮ 蛋 白 的

表达可能发生 了变化 。 事实上 ， 多种 Ｃ ＬＤＮ 蛋 白在 ＣＤ 中 发生 了表达和 分布的

变化 。 首先 ， ＣＬＤＮ ］ 仅在细胞之间交接处的膜侧壁发生 了 下调 ， 但 ＣＤ 患者肠

道 内 总的 ＣＬＤＮ １ 表达和分布较正常人均没有发生明显 的变化
［
２ ８

］
。 由于 ＣＬＤＮ １

在 ＵＣ 患者肠道中发生上调 ， 而在 ＣＤ 患者 中没有发生 明显的变化 ， 所 以 ＣＬＤＮ １

的表达可 以作为 区分这两种疾病的标志
［
３ １

］
。 与 ＵＣ 相 同 ， ＣＬＤＮ２ 的表达在 ＣＤ

患者的结肠和十二指肠 中表达也发生上调
［
２ ８

，３２ ］
。 另外 ， ＣＬＤＮ２ 主要分布在隐

窝 的基底部且在 ＣＬＤＮ ８ 表达水平低的病人 中其表达量更高 ［
２ ８

］
。 与 ＵＣ 不同 ，

参与 ＣＤ 的主要是 Ｔｈ  １ 型免疫应答 ， 在 ＨＴ－２９／Ｂ ６ 和 Ｃ ａｃｏ
－２细胞中 ， ＴＮＦ －ａ 和 ＩＦＮ－

Ｙ

参与调控 ＣＬＤＮ２ 的上调表达 ， 细胞的跨膜电阻值降低 ， 对阳离子的透过率增加

［
２ ８

，３ ３ ］
。 Ｃ ａｃｏ

－２ 细胞中存在的糖皮质激素能够
一

定程度修复 由 ＴＮＦ －

ａ 和 ＩＦＮ－

ｙ

介导的上皮细胞屏障损伤 ， 但该过程的生物学机制 尚不清楚
［
３ ３

］
。 在 ＣＤ 患者的

结肠 中 Ｃ ＬＤＮ ３ 的表达是下调的 ， 该蛋 白 弥散分布于结肠上皮细胞的胞浆中 ， 未

经抗病毒治疗的患者十二指肠中 ＣＬＤＮ ３ 的水平低于正常人 ， 在糖皮质激素和咪

唑硫嘌呤治疗 ６ 个月 后恢复到正常值
［

３ ２
］

。 ＣＬＤＮ４ 和 Ｃ ＬＤＮ ７ 均分布于细胞膜侧

壁和上皮细胞表面 ， 在轻度至 中度 ＣＤ 的结肠中 ， 这两种蛋 白 的表达和分布均未

见 明显异 ， 但在 ＣＤ 患者的十二指肠 中 Ｃ ＬＤＮ４ 表达下调 ， 且经 ６ 个月 治疗后其

表达水平有所回转但并未恢复
［
２ ８

，３ ２
］

。 ＣＬＤＮ ５ 和 ＣＬＤＮ ８ 表达水平在患者结肠

中发生 明 显 的下调
［
２ ８

］
。 在人的结肠中未检测到 ＣＬＤＮ １ １ 、 ＣＬＤＮ １ ２ 、 ＣＬＤＮ １ ４ 、

ＣＬＤＮ １ ５ 和 ＣＬＤＮ １ ６ 的表达
［
２ ８

］
。 总而言之 ， ＣＤ 的屏障功能损伤 由孔道形成蛋

白 ＣＬＤＮ ２ 的上调表达 、 封 闭蛋 白 ＣＬＤＮ ５ 和 ＣＬＤＮ ８ 的下调表达共同介导 ， 但

１４ ０
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是没有 ＣＬＤＮ １ 、 ＣＬＤＮ４ 和 ＣＬＤＮ ７ 的参与 。

３ ．３ 微观结肠炎

微观结肠 炎主要包括胶原性结肠 炎 （ ｃｏ ｌ ｌ ａｇｅｎｏ ｕ ｓｃｏ ｌ ｉ ｔ ｉ ｓ ， ＣＣ ） 和淋巴细胞性

结肠炎 （ ｌ

ｙｍ ｐ
ｈｏｃ

ｙ
ｔ ｉ ｃｃｏ ｌ ｉ ｔ ｉ ｓ ，ＬＣ ） ，

二者均属于 炎症性肠病 。 该疾病 以水泻为主

要特征 ， 多发于老年人 。 由 于患者的肠道 内 窥镜检资 中缺乏 肉 眼可见 的临床症状 ，

所 以只能通过病理学分析将 ＣＣ 和 ＬＣ 加 以 区分 。 ＬＣ 患者的肠道上皮 内淋巴细

胞数量剧增 ， ＣＣ 除此症状外 ， 还表现出结肠粘膜上皮胶原带增厚 。 由于微观结

肠炎在临床上 比较罕见 ， 所 以关于该疾病发病机理 以及疾病过程 中 ＣＬＤＮ 表达

和分布的报道较少 。

Ｂ Ｕ ｒｇｅ ｌ 在对 ＣＣ 腹泻机制的研究中 发现疾病过程中肠道上皮的胞 内运输和胞

外运输发生改变 ， 他认为 Ｎ ａＣ ｌ 的吸收和氯离子的分泌是腹泻的主要发病机理 。

此外 ， 他们还发现肠道上皮跨膜 电阻值的 降低与 ＣＬＤＮ４ 的破坏有直接关系 ，

ＣＬＤＮ １ 、 ＣＬＤＮ２ 、 ＣＬＤＮ ３ 和 ＣＬＤＮ ５ 的表达在疾病过程 中并没有发生 明显改变

［
３４

］
。

目 前仅有的
一

篇关于 ＣＬＤＮ 在 ＬＣ 中表达和功能发生变化的报道中指 出 ， 疾

病过程中肠道 ＣＬＤＮ４ 、 ＣＬＤＮ ５ 和 ＣＬＤＮ ８ 表达下调 ， 且 ＣＬＤＮ ５ 和 ＣＬＤＮ ８ 发

生 了重新分配 ［
３ ５

］
。 另外

一

篇报道指 出 ， 在 ＬＣ 中肠道上皮屏障功能受损 ， 跨膜

电阻值下降 ， 且钠离子通过离子通道的运输功能受限 ［
３ ６

］
， 但该报道 中并没有提

及紧密连接蛋 白 的变化 ， 这提示在微观结肠炎的疾病进程中 ， 钠离子吸收受限导

致的体 内 离子失衡对疾病的影响要大于上皮屏障功能破坏的影响 。

４ ．ＣＬＤＮ 与小肠疾病

４ ． １ 肠道易激综合征

肠道 易激综合征是
一

种常见的肠道功能失调性疾病 ， 有超过五分之
一

的西方

人受该病的影响
［
３ ７

］
。 患者常见的临床表现有腹痛 、 腹胀 ， 且伴有排便 习惯的改

变 。 由于常规诊断方法中缺乏病理表现致使该病 的治疗方式有限 ， 所 以疾病 的过

程往往漫长而痛苦 。 近年来 ， 该疾病对肠道屏障功能的影响备受关注 。 已有数据

表明 患者的肠道渗透性增加 ， 且严重腹泻 的病人肠道屏障功能损伤尤为严重
［
３ ８

］
。

患者结肠部位的屏障渗透性增加也 己得到证实 ［
３ ９

，４０ ］
。 肠道紧密连接蛋 白 在腹

１４ １
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泻型肠道易激综合征 中也发生 了改变 ， ＣＬＤＮ １ 和 ＣＬＤＮ４ 的表达发生 了 明显的

下调 ， 但 ＣＬＤＮ ３ 未发生明显变化 ［
４ １

］
。 在腹泻型肠道应激综合征病人的结肠 中 ，

２０ －

１ 、 ００＾ 和 （：１＾＾ ］ 的转录和蛋 白水平均发生 了 下调
［
４２

，

４３
］

， 但非腹泻型病

人中却未观察到 以上改变
［
４３

］
。 其它紧密连接蛋 白 （ ＣＬＤＮ ２ 、 ＣＬＤＮ ５ 、 Ｃ ＬＤＮ７ 、

ＣＬＤＮ ８ 、 ＣＬＤＮ １ ０ 、 ＣＬＤＮ 丨 ５ 等 ） 在结肠 中 的表达变化 目 前 尚无报道 。 另有报道

指 出 ， 腹泻型肠道易激综合征病人的空肠中 ＣＬＤＮ ２ 表达增加 ， 并伴随大量肥大

细胞的活化以及肌球蛋 白激酶的上调表达 ， 与此同时 ， ＯＣＬＮ 的表达发生下调 ，

细胞骨架收缩 ， 细胞间距增大
［
４４

］
。 在腹泻型肠道 易激综合征 中紧密连接蛋 白表

达的变化使肠道屏障渗透性发生改变 ， 从而促进 了肠腔 内抗原性物质 的吸收 ， 进

而导致肠道的 炎症反应和免疫活化
［
４ ５

，
４６

］
。

４ ．２ 乳糜泻

乳糜泻是
一

种 自 身免疫性肠道疾病 ， 主要影响遗传 易感人群 。 该病与醇溶蛋

白 的摄入有关 ， 醇溶蛋 白通过其胞 内和胞外转运途径进入上皮细胞的基底部 ， 在

疾病进程中发挥重要作用 。 在疾病 的早期阶段 ， 醇溶蛋 白 的摄入通过细胞的 内吞

作用和转胞吞作用实现
［
４７

，
４ ８

］
， 醇溶蛋 白可直接与肠道免疫系统 （ Ｔｈ ｌ 细胞介导

的炎症应答 ） 相互作用最终导致肠绒毛和隐窝 的损伤 。 在疾病后期 ， 由于肠道紧

密连接蛋 白 的破坏 引 起细胞旁路功能紊乱 ， 导致醇溶蛋 白通过细胞旁路途径摄入

而造成营养物质和 电解质 的吸收障碍
［
４９ －

５ １
］

。

Ｓ ｃｈｕ ｌｚｋｅ 对乳糜泻病人空肠进行活检发现上皮细胞跨膜 电阻降低 了５ ６％ ， 这

是对乳糜泻肠道屏障功能破坏的首次报道
［
５ ２

］
。 另有报道指 出 ， 采用冷冻蚀刻 电

镜观察病人肠道紧密连接蛋 白 显微结构发现 ， 紧密连接蛋 白 出现形态异常 ， 呈不

连续的断裂状 ［
５ ３

］
。 这些结果为后续研宄中发现病人肠上皮 中与孔道形成有关的

ＣＬＤＮ 蛋 白发生上调 、 起封闭作用 的 ＣＬＤＮ 蛋 白发生下调奠定 了基础
［
５ ０

，５４
］

。

研宄表明 ， ＣＬＤＮ １ 在乳糜泻 中并没有发生显著 的变化 ， Ｃ ＬＤＮ ２ 在未经治疗的病

人十二指肠发生 了上调 ， 而且 由于 ｍＲＮＡ 表达并没有发生变化 ， 所 以 ＣＬＤＮ ２

这种变化是发生在基因 的转录后
［

５４
］

。 在未经治疗 的儿童十二指肠 内 ， ＣＬＤＮ２

蛋 白 的表达取决于疾病的活跃程度 ， 病情越严重肠道 ＣＬＤＮ ２ 水平往往越高
［
５ １

］
。

在该病过程中 发生上调的细胞因子主要有 ＩＬ －２ １ 和 Ｉ ＦＮ－

ｙ ， Ｉ ＦＮ－

ｙ 是细胞 内吞作用

的重要调控因子
［
５ ５

－

５ ７
］

， 高水平的 Ｉ ＦＮ－

ｙ 能够促进醇溶蛋 白 的吸收 ， 但乳糜泻 中

１４ ２
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Ｉ ＦＮ －

丫 对 ＣＬＤＮ ２ 表达的影响 目 前 尚不清楚 。 已经有报道指 出 ， Ｉ ＦＮ －

ｙ 能够下调

Ｔ８４ 细胞 中 ＣＬＤＮ ２ 的表达 ， 同 时 增加细胞 的跨膜 电 阻 值
［
５ ８

］
， 这

一

结论在

Ｗ ｉ ｌ ｌ ｅｍ ｓｅｎ 的研宄 中 也得到 了证实
［
５ ９

］
。 尽管在 Ｔ ８４ 细胞 屮 Ｉ ＦＮ －

ｙ 参与 ＣＬＤＮ ２ 的

调控 ， 但乳糜泻 中高水平的 Ｉ ＦＮ －

ｙ 与 Ｃ ＬＤＮ ２ 的上调表达是否有直接关系仍需要

进
一

步证实 。 乳糜泻 中 １Ｌ －２ １ 是否参与 ＣＬＤＮ ２ 的调控 目 前 尚无报道 。

ＣＬＤＮ １ ５ 是另
一

种与孔道形成有关的紧密连接蛋 白 ， 在乳糜泻 中 ＣＬＤＮ １ ５

的表达也发生 了上调 ， 与 ＣＬＤＮ２ 相 同 ， ＣＬＤＮ １ ５ 与细胞旁路阳离子选择性通道

的形成有关 ［
６０

］
。 在乳糜泻 中 ＣＬＤＮ １ ５ 的表达上调主要发生在细胞 内 的囊泡 中

［
５４

］
。 研宄表明 ， ＣＬＤＮ １ ５ 与 鼠 的小肠中葡萄糖的运输有关

［
６ １

］
， 这提示我们乳

糜泻 中 ＣＬＤＮ １ ５ 的异常表达对肠道 中葡萄糖的吸收的影响可能大于其对肠道屏

障机能的影响 。 乳糜泻 中肠道上皮屏障功能的损伤是紧密连接蛋 白 中孔道形成蛋

白下调与封闭蛋 白上调共 同作用 的结果 ， 但 ＣＬＤＮ 表达发生改变的调控机制还

有待进
一

步研究 。

展望

许多肠道疾病 以肠道上皮屏障损伤为特征 ， 这与肠道紧密连接蛋 白 结构和表

达水平的改变直接相关 。 自 １ ９９ ３ 年 ＯＣＬＮ 发现 以来
［
６２

］
， 包括 ＣＬＤＮ 家族在 内

的紧密连接蛋 白 的组成和调控受到 了越来越多 的关注 。 接下来研宄者们又发现了

一

些 ＣＬＤＮ 蛋 白 与细胞旁路 中离子和水分的选择性通道 的形成有关 。 目 前对

ＣＬＤＮ 蛋 白 的研宄主要包括其异聚体的 晶体结构的研宄 ， 表达和定位的生理病理

调控的研究 以及其除屏障和通道功能 以外的其它功能的研究 。

尽管有些肠道疾病有着相似的临床表现 ， 但在疾病过程 中紧密连接蛋 白表达

和分布的变化却有着很大的差异 。 目 前 ， 许多肠道疾病 的分子机制 已经 明确 ， 但

一

些肠道疾病 的发病机制仍然需要进
一

步 的探索 。 未来我们仍需不断探索肠道疾

病 中新的特异性诊断方法 ， 以期实现 ＣＬＤＮ 相关肠道疾病 的靶向治疗 。
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伴和鼓励 ， 这份珍贵的情谊我定珍藏于心 。

最后感谢各位答辩与评审专家能在百忙之 中评阅论文并给予指导 。

王凤杰

二零
一

九年五月 于北京

１ ５ ２


