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Zonulin介导的肠道微生物对肠上皮细胞

屏障功能的调节
杜维霞  沈名扬  艾  青  韦  红*

(重庆医科大学附属儿童医院, 重庆 400014)

摘要      利用Caco-2肠上皮细胞单层屏障模型研究四种肠道微生物对肠道屏障的影响。实验

设置空白对照组(control)、大肠埃希菌组(Eco)、肺炎克雷伯菌组(Kpn)、粪肠球菌组(Efa)、乳酸杆

菌组(Lac)。加入各组细菌共培养, 结果表明大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、粪肠球菌均引起单层细

胞跨膜电阻值(transepithelial electrical resistance, TEER)明显下降(P<0.001); Eco组、Kpn组作用后

细胞释放zonulin蛋白增加(P<0.01), Efa组作用于Caco-2细胞单层后, zonulin释放量较对照组升高, 
但差异无统计学意义(P>0.05); Eco组、Kpn组三种紧密连接蛋白occludin、claudin-1、ZO-1表达明

显减少, Efa组、Lac组occludin、claudin-1表达与空白对照组相比无明显变化, 胞浆蛋白ZO-1表达

降低; 细菌与细胞共培养6 h后免疫荧光观察紧密连接蛋白分布情况, Eco组、Kpn组可见荧光强度

减弱, 荧光不连续, 甚至有缺口及裂隙, Efa组、Lac组荧光强度稍减弱, 但仍沿胞膜分布, 条带较清晰, 
与空白对照组差异不明显。肠道四种微生物中大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌可能通过zonulin途径降

低紧密连接蛋白表达、改变蛋白分布, 最终导致肠道屏障功能受损, 益生菌对肠道屏障无损伤作用。
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Regulation of  Intestinal  Epithelial Barrier Function by Different 
Microorganisms: the Role of Zonulin

Du Weixia, Shen Mingyang, Ai Qing, Wei Hong*
(Children’s Hspital of Chongqing Medical University, Chongqing 400014, China)

Abstract       In this research, we investigated the effect of four intestinal microorganisms on Caco-2 monolayers 
and the role of zonulin in this process. This experiment was divided into five groups: control group, Escherichia 
coli group (Eco), Klebsiella pneumoniae group (Kpn), Enterococcus faecalis group (Efa) and Lactobacilli (Lac) 
group. After co-culturing with the four bacterias, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Enterococcus faecalis 
impaired Caco-2 epithelial barrier function in a time-dependent manner with a decrease in TEER. Escherichia coli 
and Klebsiella pneumoniae induced higher level of zonulin release (P<0.01) compared with that of control group. The 
expressions of tight junction proteins occludin, claudin-1 and zonula occluden-1 (ZO-1) were diminished and tight 
junction was destroyed and redistributed in Escherichia coli group and Klebsiella pneumoniae group. Escherichia 
coli, Klebsiella pneumoniae and Enterococcus faecalis caused different degrees of barrier function loss, and barrier 
dysfunction was probably associated with elevated zonulin level, diminished and redistributed tight junction proteins.
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新生儿刚出生时肠道是无菌的, 出生后在外界

环境、饮食等条件影响下逐步建立形成一个多功

能、动态的微生态系统, 人体和这些微生物相互作

用形成一个互惠互利的共生复合体[1]。机体和肠道

微生物间的动态平衡促进和维持人体的健康状态, 
如果机体内外环境改变引起平衡失调则导致各种疾

病的发生发展。研究表明, 肠道菌群失调与肥胖、炎

症性肠病、癌症、过敏以及新生儿坏死性小肠结肠

炎等疾病相关[2]。新生儿坏死性小肠结肠炎(neonatal 
necrotizing enterocolitis, NEC)是新生儿期一种严重的

消化道疾病, 易发生于早产儿, 病死率高, 其病因及发

病机制至今仍不完全清楚。目前的观点认为, NEC是
一种多因素所致疾病, 与遗传易感性、早产及低出生

体重、人工喂养、肠道细菌异常定植有关[3]。目前, 
报道的与NEC相关细菌包括大肠埃希菌、肺炎克雷

伯菌、凝固酶阴性葡萄球菌、肠球菌属等[4-9]。临床

实验证明, 益生菌可预防NEC发生, 减轻NEC疾病

严重程度, 对NEC有较好的治疗效果[10]。各种肠道

致病菌作用机制研究很多, 但NEC相关肠道微生

物对肠道细胞屏障的具体作用仍不清楚。Zonulin
蛋白是近年来发现的一种蛋白, 作用于肠道上皮

细胞间紧密连接快速、可逆调节肠道通透性, 是目

前已知的唯一的肠道通透性的生理性调节蛋白[11]。

本研究利用Caco-2细胞建立肠上皮细胞单层屏障

模型, 研究肠道微生物大肠埃希菌、肺炎克雷伯

菌、粪肠球菌、乳酸杆菌对肠道屏障功能的影响, 
以及zonulin、紧密连接蛋白在其中的作用, 为肠道

菌群失衡相关疾病的防治提供新思路。

1   材料与方法
1.1   主要材料与试剂  

Caco-2细胞由第三军医大学高敏惠赠, 来自

ATCC; 大肠杆菌(ATCC 25922)、肺炎克雷伯菌

(ATCC 700603)、粪肠球菌(ATCC 29212)由重庆

医科大学儿童医院临床检验中心提供; 乳酸杆菌

6005购于广州微生物菌种库。DMEM培养基、胎

牛血清购自美国Hyclone公司, LB、MRS培养基购

自青岛日水生物技术有限公司; Millicell悬挂式培

养皿、Millicell-ERS电阻测定仪购于美国Millipore
公司; Zonulin检测试剂盒购自武汉华美生物工程

有限公司; Occludin抗体、claudin-1抗体、ZO-1抗
体购自美国Invitrogen公司, HRP标记二抗购自美

国Abcam公司, FITC标记二抗购自美国Invitrogen
公司。

1.2   细胞培养 
Caco-2细胞用DMEM培养基加入10%胎牛血

清、50 U/mL青 霉 素、50 U/mL链 霉 素 在5% CO2 
37 °C培养箱中培养, 每2~3 d换液。当细胞生长至

80%~90%融合时, 用0.25%胰酶加0.03% EDTA液消

化细胞, 按1:3传代培养, 实验所用细胞在10~30代。

将细胞按5×104/cm2接种于Millicell悬挂式培养皿14 d
后进行后续实验, 或接种于孔板、无菌玻片生长融

合后进行后续实验。

1.3   细菌培养  
按1%的比例接种于新鲜配制的LB或MRS液体

培养基中, 置于37 °C恒温摇床200 r/min震荡12~20 h, 
或厌氧罐(90% N2+10% CO2)培养48~72 h, 菌液测定

D值后用无抗生素无血清的DMEM培养基调整浓度

为1×108 CFU/mL待用。

1.4   实验分组 
实验分为5组, 即空白对照组(control)、大肠

埃希菌组(Eco)、肺炎克雷伯菌组(Kpn)、粪肠球

菌组(Efa)、乳酸杆菌组(Lac)。当细胞生长融合形

成单层屏障后, 将计数后的细菌按感染复数100:1
的比例加入小室顶侧或者孔板、灭菌玻片。根

据实验要求分别在实验开始后的1, 3, 6, 12 h测定

TEER, 6 h后测zonulin释放量、紧密连接蛋白表达

和分布。

1.5   单层肠上皮细胞跨膜电阻值TEER的测定  
单层细胞跨上皮电阻值与单层细胞完整性有

关。测定方法参照Millicell ERS-2操作说明书进行, 
测量时电极垂直于单层细胞, 两极分别在细胞的顶

侧和基底侧, 长极在外, 短极在内, 注意勿与细胞接

触。每次分别在悬挂培养皿周围三个方向测量, 取
三孔测量值的均值为实际TEER, 不接种细胞培养皿

为的空白对照, 测得的电阻值为空白TEER, 细胞单

层TEER=(实测TEER–空白TEER)×Transwell有效膜

面积, 单位用Ω·cm2表示。

1.6   Zonulin释放量检测  
标本采集和保存: 在各实验组作用时间点结束

后, 取Millipore悬挂培养皿顶室液1 000 r/min离心

15 min, 取上清液立即检测; 或进行分装, 将标本保

存于–80 °C冰箱, 避免反复冻融。用酶联免疫吸附

实验检测zonulin含量, 根据说明书具体操作。
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1.7   Western blot检测肠上皮细胞紧密连接occludin、
claudin-1、ZO-1蛋白表达水平 

 细胞培养在6孔板中培养至10~15 d, 换无抗生

素无血清培养液培养24 h, 加入不同种类细菌, 时间

点结束后提取总蛋白。蛋白进行电泳、转膜, 孵育

抗体, 一抗(抗occludin、claudin-1、ZO-1抗体, 稀释

度均为1:400, 抗β-actin抗体稀释度为1:5 000)室温振

荡孵育膜1~2 h或者4 °C冰箱孵育过夜, 辣根过氧化

物酶(HRP)标记羊抗兔二抗(抗体稀释度为1:10 000)
室温震荡孵育1 h, ECL化学发光显像。

1.8   免疫荧光检测肠上皮细胞紧密连接occludin、
claudin-1、ZO-1的分布和形态变化  

将细胞培养在24孔板内的灭菌盖玻片上, 培养

融合至70%左右, 换无抗生素无血清培养液培养24 h, 
加入不同种类细菌, 时间点结束时, 用预热PBS漂
洗5 min×3次。4%多聚甲醛固定20 min, 0.5% Triton 
X-100通透10 min, 0.3% BSA室温下封闭30 min, 兔抗

人occludin抗体(抗体稀释度1:50)、兔抗人claudin-1
抗体(抗体稀释度1:50)、兔抗人ZO-1抗体(抗体稀

释度1:50), 分别滴加于玻片上覆盖细胞, 37 °C孵育

1 h或4 °C过夜, 羊抗兔FITC标记二抗(抗体稀释度

1:100), 37 °C避光孵育1 h。DAPI室温避光孵育2 min。
封片后激光共聚焦显微镜观察, 紧密连接蛋白呈绿

色。

1.9   统计学分析  
应用SPSS 17.0统计软件进行统计学分析, 多组

间比较用方差分析, P<0.05为差异具有统计学意义。

所用统计结果为三次独立重复实验。统计学处理计

量资料结果用mean±S.D.表示。

2   结果
2.1   肠道微生物对Caco-2肠上皮细胞单层TEER
值的影响

Caco-2细胞单层培养14 d, 电阻值TEER值稳定

在250 Ω·cm2, 表明模型建立可用于后续实验。加入

细菌共培养12 h, 各组TEER值随时间变化如图1所
示。空白对照组TEER无明显变化, 各细菌组均有不

同程度下降, 共培养至6 h时明显。12 h内大肠埃希

菌组和肺炎克雷伯菌组下降幅度最大, 与对照组相

比差别均有显著性(P<0.001)。粪肠球菌组下降趋势

不如前两组细菌组明显, 但差别仍具有统计学意义

(P<0.001)。乳酸杆菌组与对照组相比无显著差异。

2.2   肠道微生物作用于Caco-2细胞单层时zonulin
释放量的检测

大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌作用于Caco-2单
层细胞顶侧6 h后, 顶侧上清液中zonulin释放量明显

增多, 与对照组相比有统计学差异(P<0.01)。粪肠

球菌作用于Caco-2细胞单层后, zonulin释放量较对

照组升高, 但差异无统计学意义(P>0.05)。乳酸杆

菌作用于Caco-2细胞zonulin释放量与对照组相比无

显著差异(P>0.05)。同时, 检测各组细菌培养液和

millicell培养皿基底侧培养液zonulin含量, 结果无明

显zonulin蛋白释放(图2)。
2.3   Western blot检测紧密连接蛋白occludin、
claudin-1、ZO-1的表达变化

通过Western blot检测各组细菌作用6 h后紧密

***P<0.001, Efa组与对照组比较; ###P<0.001, Kpn组与对照组比较; 
&&&P<0.001, Eco组与对照组比较。

***P<0.001 Efa group vs control group; ###P<0.001 Kpn group vs 
control group; &&&P<0.001 Eco group vs control group.

图1  肠道微生物对细胞单层TEER的影响

Fig.1  Effect of intestinal microorganisms on TEER
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图2  肠道微生物作用后Caco-2细胞zonulin表达量

Fig.2  Zonulin levels after co-culture with intestinal 
microorganisms
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连接蛋白occludin、claudin-1、ZO-1表达明显减少。

粪肠球菌组、乳酸杆菌组细胞跨膜蛋白occludin、
claudin-1表达与空白对照组相比无明显变化, 胞浆

蛋白ZO-1表达降低。

2.4   免疫荧光观察紧密连接蛋白occludin、claudin-1、
ZO-1的分布和形态

紧密连接位于相邻细胞顶侧部, 正常情况下紧

密连接蛋白occludin、claudin-1、ZO-1沿膜连续分布。

各组细菌作用6 h后进行荧光染色, 在激光共聚焦显

微镜下观察其分布, FITC激发呈绿光。对照组细胞

occludin、claudin-1、ZO-1蛋白沿细胞膜连续分布, 
结构完整, 边界清楚。大肠埃希菌组、肺炎克雷伯

菌组可见荧光较正常组松散, 不连续, 甚至有缺口及

裂隙, 荧光强度减弱。粪肠球菌组、乳酸菌组荧光

Control Eco KpnEfaLac

Claudin-1

Occludin

ZO-1

Actin

图3  肠道微生物作用下肠上皮细胞紧密连接蛋白claudin-1、
occludin、ZO-1表达变化

Fig.3  Expression of tight junction proteins claudin-1, 
occludin and ZO-1 after co-culture with intestinal 

microorganisms

图4  肠道微生物作用下肠上皮细胞claudin-1、occludin、ZO-1分布与形态变化(标尺=20 μm)
Fig.4  Distribution of tight junction proteins claudin-1, occludin and ZO-1 after co-culture with intestinal 

microorganisms (Scale bars=20 μm)
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Control
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Lac

连接蛋白occludin、claudin-1、ZO-1表达变化如图

3所示。大肠埃希菌组、肺炎克雷伯菌组三种紧密
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强度稍减弱, 但仍沿胞膜分布, 条带较清晰, 变化不

如前两组细菌显著。

3   讨论
新生儿刚出生时肠道为无菌状态, 出生后立即

被多种微生物定植, 定植模式与分娩方式、母亲体

表菌群、产前产后抗生素使用、喂养方式以及病房

环境等因素有关, 健康足月经阴道分娩新生儿生后

一周肠道主要菌群为专性厌氧菌, 剖宫产新生儿主

要定植细菌为克雷伯菌、肠杆菌、芽孢杆菌等; 母
乳喂养新生儿肠道优势菌群为双歧杆菌、乳酸杆菌, 
配方奶喂养新生儿则为肠杆菌、芽孢杆菌、拟杆菌

等[1-2]。新生儿坏死性小肠结肠炎(NEC)是新生儿期

一种多因素共同作用导致的胃肠道急症, 易发生于

早产儿, 在尚未接触到细菌的宫内环境下不发生, 异
常的细菌定植是公认的危险因素, 但是众多关于NEC
肠道黏膜、粪便的微生物学研究未能发现与NEC有
特定关联的病原菌, NEC患儿肠道优势菌群包括大肠

埃希菌、肺炎克雷伯菌、梭状芽孢杆菌等[6,8]。尽管

关于肠致病性大肠杆菌、肠道侵袭性大肠杆菌、沙

门氏菌、志贺杆菌等侵害肠黏膜屏障的研究已经很

多, 但有关肠道相对的“正常”的大肠埃希菌、肺炎

克雷伯菌、肠球菌等在肠道细菌过度生长时迅速增

殖转变为肠道优势菌群而致病的细菌还没有充分研

究。

肠道黏膜屏障是人体重要的一道防御屏障, 能
够防止肠腔内微生物、抗原、有毒大分子物质侵

入机体, 是人体抵御外部环境的第一道防线。肠

上皮紧密连接是肠黏膜屏障的重要组成成分, 位
于相邻细胞顶侧部, 是由50多种紧密连接蛋白组成

的复杂结构, 包括跨膜蛋白和胞浆蛋白, 前者包括

claudin蛋白、occludin蛋白、JAM(junctional adhesion 
molecules)等, 是构成选择性屏障功能的结构蛋白, 
后者有ZO-1、ZO-2、ZO-3、cingulin等, 能与多种

蛋白质结合, 起连接膜蛋白与细胞骨架或传递信号

分子的作用[12]。生理情况下, 肠道内大量的微生物

与肠上皮细胞之间相互作用保持动态平衡, 肠道紧

密连接通过包括zonulin途径在内的多种调节机制起

选择性屏障作用[11]。紧密连接一旦减少或缺失, 细
胞间隙通透性就会增加, 细菌及各种大分子物质就

可通过紧密连接进入体循环, 引起机体疾病, 包括

NEC、炎症性肠病、乳糜泻、糖尿病、HIV相关性

腹泻、食物过敏等[1,13]。

本实验利用Caco-2肠上皮细胞屏障模型研究

了大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、粪肠球菌、乳酸杆

菌对肠道屏障完整性的影响。实验结果表明, 大肠

埃希菌组、肺炎克雷伯菌组细菌刺激后TEER值明

显下降, 下降过程随时间变化, 具有时间依赖性。说

明这两种细菌对单层细胞的完整性造成损伤, 有利

于细菌转位发生。粪肠球菌组TEER值也呈下降趋

势, 但下降幅度不如前两组显著, 说明粪肠球菌对肠

道屏障损伤作用较前两组轻。乳酸杆菌组对细胞单

层TEER值无明显影响, 说明益生菌对肠道无损伤作

用, 为临床应用益生菌防治NEC等胃肠道疾病提供

了理论支持。

Zonulin是最近发现的一种蛋白, 能可逆、快速

地调节肠道紧密连接, 改变肠道通透性, 是目前已知

的唯一一种肠道通透性生理性调节蛋白[11]。研究表

明, 在麦胶蛋白或者细菌刺激下, 肠道黏膜可以分泌

zonulin进入肠腔, 与肠上皮细胞zonulin受体结合传

导信号, 最终作用于肠道紧密连接, 使其开放, 增加

肠道通透性[14]。很多疾病如乳糜泻、胰岛素依赖的

糖尿病、自身免疫性肝炎、结缔组织疾病早期就

有zonulin水平的升高、紧密连接的开放和肠道通透

性改变, 其具体机制可能是zonulin介导的肠道紧密

连接开放时肠腔内抗原物质进入黏膜下, 触发了自

身免疫反应[15]。Asmar等[16]研究了三种来源的大肠

杆菌及沙门氏菌对肠道屏障功能的影响, 体外肠道

组织和肠上皮细胞模型均表明四种细菌均能引起

zonulin的释放、细胞旁通透性的增高、紧密连接蛋

白ZO-1的重新分布。

本研究检测到大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌诱

发了Caco-2细胞zonulin的释放增加, 粪肠球菌和乳

酸杆菌作用相同时间后顶侧上清液中zonulin含量与

对照组相比无明显变化, 这一趋势与细菌对肠道完

整性通透性的影响相符合, 提示不同细菌作用于肠

道上皮细胞引起不同水平的zonulin分泌, 导致了肠

道屏障功能的不同改变, 表现了机体对肠道通透性

的精细调节。通过Western blot、免疫荧光检测各

组细菌作用6 h后紧密连接蛋白occludin、claudin-1、
ZO-1表达变化, 其中大肠埃希菌组、肺炎克雷伯菌

组紧密连接蛋白occludin、claudin-1、ZO-1表达明

显减少, 免疫荧光下见分布不连续, 甚至有缺口及

裂隙, 荧光强度减弱。而粪肠球菌组、乳酸杆菌组
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occludin、claudin-1蛋白表达水平与对照组相比无

明显变化, 仅ZO-1轻度下降, 荧光染色见三种紧密

连接蛋白沿细胞膜分布, 条带清晰。该变化趋势与

zonulin趋势一致, 提示zonulin可能影响了紧密连接

细胞膜蛋白和胞浆蛋白的表达和分布, 大肠埃希菌、

肺炎克雷伯菌与肠上皮细胞接触后肠上皮细胞分泌

zonulin使完整的紧密连接蛋白从紧密连接复合物处

解离, 蛋白表达量下降, 肠道通透性升高, 从而使肠

道的屏障功能受损。

Zonulin的分泌增多可以导致肠道功能受损, 但
生理情况下的zonulin同时也是机体固有免疫的一部

分。机体小肠近端细菌含量少, 远端肠道的细菌移

位时, 即使无病原菌释放毒素, 也不发生明显肠道

黏膜损伤, 但仍会导致小肠通透性增高, 其机制可

能与肠道内细菌作用于肠上皮细胞导致zonulin释放

有关, zonulin快速、可逆的调节紧密连接开放, 使肠

腔内液体分泌增多, 阻止细菌在近端小肠的定植[16]。

目前, 已有多种疾病早期即出现zonulin水平的增高。

Watts等[17]利用糖尿病大鼠模型研究发现, 有糖尿病

倾向的老鼠在发病前25 d肠腔内zonulin即明显升高, 
阻断zonulin受体可以降低糖尿病发病率。而两个

临床试验显示, 口服益生菌可以降低血清zonulin水
平, 增强屏障功能, 防止相关感染的发生[18-19]。我们

的研究结果表明, 肠道条件致病菌和生理性共生菌

诱导肠上皮细胞产生不同水平zonulin, 这可能是肠

道菌群紊乱引起通透性增高导致相关疾病发生的机

制, 为相关疾病提供了新的治疗靶点, 也为临床益生

菌的应用提供了理论基础, 但关于机体产生不同水

平zonulin的具体机制仍有待进一步研究。
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