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大肠杆菌 Kgg 体外秸附 Caco-2 细胞

及其对细胞膜的影晌

郭 彤 飞许梓荣

(浙江大学动物分子营养学教育部重点实验室，浙江大学饲料科学研究所， 杭州 310029)

摘 要:采用体外 Caco-2 细胞培养模型，研究大肠杆菌 Kgg 和附 Caco-2 肠上皮细胞后对其

存活率及增殖活力、细胞膜磷脂酶A2、细胞内 Ca2+ 浓度及膜流动性的影响 。 结果表明 ， 细菌和附

3h后细胞活力明显下降， PLA2活性升高，细胞内 Ca2+ 浓度增加，细胞膜流动性降低，从而导致肠

上皮细胞膜结构和功能的损害 。
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Caco-2 细胞是体外培养的肠上皮单层细胞株，

细胞来源于人的结肠腺癌细胞 。 Caco-2 细胞株由

Borchardt和 Workers 在 1989 年构建的[1 1 。 由于 Caco-

2细胞株在特定培养条件下可自发进行上皮样分化并

形成紧密连接， 其结构功能、形态学、标志酶的

功能表达及渗透特性等都与小肠上皮细胞类似[21 。

而小肠黠膜上皮细胞是肠道的主要功能细胞， 参与

肠道食物的消化、吸收、 免疫屏障和应激反应等。

1994 年 ， Gruz 等[31首先应用 Caco-2 细胞单层肠上皮

系统模拟肠黠膜作了体外上皮细胞-细菌相互关系的

研究。此后， Caco-2 单层肠上皮细胞成为国内外

学者研究细胞-细菌相互作用关系的最佳模型。

大肠杆菌~g 是肠道内存在的一种致病菌，也是

肠道细菌移位的主要菌群之一，它可引起人及动物

发生腹泻，严重时死亡。 它与肠上皮细胞的新附是

其移位的第一步，进而定植于肠黠膜表面，随后侵

入肠系膜淋巴结，从而遍及全身 [4，51 。 细菌会对黠附

后的细胞产生一系列的病理生理变化，但目前关于

细菌黠附于细胞表面后细胞膜的变化知之甚少。

本研究旨在从体外大肠杆菌 Kgg 站附 Caco-2 细

胞着手，探讨黠附后 Caco-2 细胞膜的变化规律及可

能的作用机制，为致病菌侵染肠上皮细胞导致的细

菌移位以及认识细菌对肠上皮细胞致病机制建立了

科学的理论依据 。

1 材料与方法

1. 1 菌株和细胞株

致病菌大肠杆菌 KgsCEscherichia coli Kgg, ATCC 

Kg卢购自中国药品生物制品检定所。 Caco-2 细胞

株购自中国科学院生物化学与细胞生物学研究所。

1.2 仪器和试剂

主要仪器 : CH-2 型 Olympus 光学显微镜(日

本); REVCO-3 500 型 CO2 培养箱(美国 ) ; MK3 

型自动酶标仪(荷兰 ); RF-54 0 型荧光分光光度

计(日本，岛津 ) ; LKB121 7 型液闪仪(瑞典)。

主要试剂 : DMEM 培养液、胎牛血清、 0.25%

l夷蛋白酶、 Hank's 缓冲液均购 自 GIBCO 公司: 青、

链霉素、 二甲基亚枫 (DMSO ) 、 MTT、荧光探

针 DPH 、 Fura2-AM 均购 自 Sigma 公司 ;培养瓶、

培养板购自 Coming 公司 ; MH 肉汤购自 Difco 公司 :

[ 3H]_ 花生囚烯酸购自中国科学院原子能研究所。

1. 3 培养方法

1.3.1 Caco-μ田胞培养 首先将 Caco-2 细胞生长

在 25ml 的培养瓶中 ， 加入含 10% 灭活的胎牛血清

和 100U/ml 青霉素、 100μg/ml 链霉素、含 L- 谷氨

酷肢的 DMEM 培养液 ， 37 "C , 5%C02 培养箱中培
养，直到 Caco-2 细胞贴壁生长为单层细胞。用 0.25%

膜蛋白酶消化传代并计数。然后用 DMEM培养液调

整细胞数为 5 X 104 细胞/时， 接种到 24 孔细胞培养

板中， 每孔 2ml ， 置 37 "C ， 5% 的 CO2 培养箱中培
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养，待 Caco-2 细胞在培养板底部形成完整的类似上

皮样的膜状结构时用于试验。 期间每隔一天更换一

次培养液。使用前细胞用 Hank' s 缓冲液洗 3 次，再

向每孔加入 lml DMEM 。

1. 3~2 细菌的培养 将大肠杆菌Kgg培养在MH 肉

汤培养液中， 37
0

C振荡过夜培养。培养完毕后 ，

3000r/min 离心 15min ， 收集细菌，用无血清无双

抗的 DMEM 培养液悬浮细菌， 调整菌液浓度为 1 X 

107CFU/ml ， 备用 。

1 .4 黠附试验及分组

辈占附试验分为对照组和大肠杆菌 Kgg 站附组 。

对照组: Caco-2 细胞在 24 孔细胞培养板中常规培养

至单层，用无菌 Hank's 平衡盐溶液(HBSS)洗 3 次 ，

再加入含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养液 。 大肠杆

菌 Kgg 站附组:细胞培养至单层，用无菌 HBSS 洗

3 次， 每孔加 200μl 菌液，然后置于 3rc ， 5% 的

CO2 培养箱中培养。 以上两组均于站附后 1 、 3 、 6h

收集样本进行检测 。

1.5 检测指标

1.5.1 细胞存活率的测定 采用台盼蓝排除检测

法(6]测定细胞存活率。方法 : 将细胞培养于 24 孔

细胞培养板中，细胞贴壁生长成单层细胞时，对照

组、试验组分别在 1 、 3 、 6h 收集样本进行检测 。

单层细胞经 0.25% 膜蛋 白酶消化 ， 吹打成细胞悬

液，取 20μl 细胞悬液和等量的 2% 台盼蓝液混合，

滴入细胞计数板。 在显微镜下计数 200 个细胞，镜

下见未着色的是活细胞， 呈蓝色的是死细胞，计算

存活率。

1.5.2 细胞增殖活力的测定 采用四睡盐(MTT)

比色法(7]定量测定 Caco-2 细胞增殖的活力 。 方法 :

将细胞培养于 96 孔细胞培养板，每孔各加 180μl

培养液，在规定时间 1 、 3 、 6h 取出，然后加 20μl

0.5%MTT 液，继续培养 4h 。 吸去培养液，每孔

加入等量(200μl)DMSO 溶液，在微型震荡器上振荡

5min ， 在自动酶标仪上测定光吸收值(OD) ，波长

为 570nm 。

1.5.3 Caco-2 细胞胞浆游离 Ca2+ 浓度的测定 采

用荧光法， 方法参见文献(g] 。 用 fura-2AM 作为荧

光探针， 于 Ex=340nm ， Em=490nm ， 狭缝 5nm ，

RF-540 型荧光分光光度计测定 。

1.5.4 Caco-μ田胞液中磷脂酶A2 ( PLA2 ) 活性的测

定 采用放射化学法，方法参见文献 ( 9 ] 。 用

LKB1217 型液闪仪测定。

1.5.5 Caco-2 细胞膜流动性的测定 采用荧光偏

振法测定，方法参见文献(1 0] 。 将待测细胞用膜蛋白

酶消化成单细胞悬液， 1000r/min 离心 10min 收集细

胞， . PBS 液(pH 7 . 0)洗涤 1 次 ， 加入 1. 5ml ( 2 X 

10 - 6mollL ) DPH 溶液， 25
0

C标记 lh，再用 PBS 液

( pH 7.0 ) 洗涤 1 次， 最后悬浮于 3ml PBS 液中 。

用 RF-540 型荧光分光光度计于 Ex=362nm ，

Em=432nm ， 狭缝 10nm，测温 25
0

C ，测量并计算

细胞膜荧光偏振度 P 和膜脂微敬度 η 。

1.6 统计学处理

数据以王土s 表示 ， 采用 SAS(6. 12 版)软件进行

方差分析和显著性检验 。 差异显著用 P<0 . 05 ， 差

异极显著用 P<O . OI 表示 。

2 结果与讨论

2.1 大肠杆菌~g 黠附对 Caco-2 细胞存活率的影晌

结果表明，大肠杆菌 Kgg 站附 Caco-2 细胞后，

随黠附时间的延长，细胞存活率逐渐降低，从 lh

的 94.2% 降低到仙的 8 1.4%，与对照组相比 ， lh 差

异显著(P<0.05)，而培养 3h 后差异极显著(P<O.OI) 。

见表 1 。表明大肠杆菌 Kgg 茹附 Caco-2 细胞后降低

了活细胞的数量，说明大肠杆菌 Kgg 对细胞具有毒

害作用，也证实了大肠杆菌 Kgg 具有致病作用。

2.2 大肠杆菌 Kgg 黠附对 Caco-2 细胞增殖活力的

影响

由表 2可见，大肠杆菌 Kgg 黠附 Caco-2 细胞后，

细胞增殖活力在 lh 就开始下降 ， 与对照组相比， 差

异显著(P<0.05) 。 而培养 3h 后细胞增殖活力显著下

降 ， 与对照组相 比， 差异极显著(P<O.OI) 。 之后

细胞增殖活力持续降低。这说明大肠杆菌 Kgg 站附

Caco-2 细胞后对其造成严重损害。

表 1 大肠杆菌 K.. 黠附 Caco-2 细胞对其存活率的影晌(%)

组别 n 旦旦且i
3 6 

对照组 10 98.1 土0 .4 98 . 7土0 . 3 99.2 :1: 0.6 

试验组 10 94. 2土2.沪 89 . 6土2 . 1 ** 8 1.4土1.5忡

注 : 与对照组相比， * P <0 .05 , ** P<O . OI 。

表 2 大肠杆菌 Kss 黯附 Caco-2 细胞对其增殖活力的影晌

(眼光度 A)

组别 n 时间 ( h )

3 6 

对照组 10 0.72士0.08 0.73土0 . 07 0 . 75土0.0 5

试验组 10 0.64主0.08 * 0 .4 8 :1: 0.06忡 。 12士0 . 06忡

注 : 与对照组相比 ， * P<0.05 ， 时P<O . OI 。
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表 3 大肠杆菌 K88 黯附对 Caco-2 细胞胞浆游离 Ca2+ 浓度的

影响(nmoνL)

组别 n 时间(h )

3 6 

对照组 10 102.牡4 1. 2 115.4 :1: 38.2 1 32. 6土 45 . 2

试验组 10 26 5 .3 主 37.2忡 33 6 .牡42.8 ** 40 3.3 :1: 48.6忡

注:表示与对!照组相比，忡P<O . Ol o

2 .3 大肠杆菌 Kss 黠附对 Caco-2 细胞胞浆游离

Ca2+ 浓度的影响

大肠杆菌 Kgg 黠附 Caco-2 细胞后胞浆 Ca2+ 浓度

迅速升高 ， 并随时间的延长 ， Ca2+ 浓度持续升高。

结果见表 3 。 至 6h 约为对照组的 3 倍 ， 造成 Ca2+

浓度超载 。 Ca2+ 在细胞内的过度积累对细胞的生长

和功能的实现具有负面效应 ， 可导致细胞膜的损

伤。 但损伤机制还未完全阐明。目前认为可能的机

制是: 胞浆 Ca2+ 浓度的升高可激活中性蛋白酶和磷

脂酶，加速膜磷脂的降解而引起膜的损伤。 膜一旦

发生不可逆损伤，对各种离子的屏障作用即消失 ，

导致细胞内外离子分布的紊乱， Ca2+ 大量流入细胞

内， 一方面激活磷脂酶 ; 另一方面沉积于线粒体

内 ， 使其能量代谢功能障碍乃至丧失， 最终导致细

胞功能的降低和死亡[ 11 ] 。

2 .4 大肠杆菌 Kss 黠附对 Caco-2 细胞膜 PLA2 活
性的影晌

PLA2 是哺乳动物体内广泛分布的一类水解酶，

可水解甘油磷脂 Sn-2 位醋键产生游离脂肪酸和溶血

磷脂。 PLA2 被认为在生物膜的稳衡过程中起重要作
用[闷。本文所测 PLA2 活性值来自膜上 ， 结果见表4。

可以看出 ， 大肠杆菌 KSg 黠附 Caco-2 细胞 lh

后 ， PLA2 活性开始升高 ， 3-6h 活性明显增加 ， 6h 

达 0.4 1μmol • min- I • L-I ， 几乎为相应对照的 4 倍。

也有相关报道表明[13] ， 用低剂量的大肠杆菌悬液静

脉注射给自愿受试者， PLA2 的活性在 3h 开始升高，

24h 达高峰值 。 尽管 PLA2 激活的确切机制还不清
楚 ， 但大量试验表明 内毒素改变了细胞的内环境。

大量试验表明 ， PLA2 的活性异常升高 ， 可导致细

胞内的[Ca叮增加 ， 过多的 Ca2+ 是激活 PLA2 最主要
的因素[14]。而且 PLA2 激活后作用于底物磷脂(它是
细胞膜、细胞器膜的主要组成成分) ， 这是膜磷脂

减少的主要原因 。 活化的 PLA2 水解膜磷脂， 使肠

上皮胞外游离脂肪酸和溶血磷脂大量堆积，这些代

谢产物可直接损伤细胞膜 ， 使细胞膜上脂肪酸链缩

短， 导致膜流动性下降，而细胞的生存依赖于膜结

表4 大肠杆菌 K88 黠附对 Caco-2 细胞培养上清 PLA2 活性的
影晌(μmol • min- I • L - 1) 

组别 n 时间(h)

3 6 

对照组 10 0 . 09士0 . 02 0. 10土0.02 0.11 :1:0.03 
试验组 10 0 . 1 6土0 . 03 * 0.27 :1: 0.04忡 0.41 :1: 0. 04忡

注:表示与对照组相比 ， * P< 0 . 05 ， 忡P<O.O I 。

构的完整。因此， 膜损伤势必造成细胞损伤和功能

破坏 。

2 . 5 大肠杆菌 Kss 黠附对 Caco-2 细胞膜流动性的

影响

研究表明 ， 对照组(n= 1 0)的细胞膜荧光偏振度

P 为 0. 126 ::f::: 0 .042 ， 而大肠杆菌 Kgg 站附 Caco-2 细

胞(n=10)后的 1 、 3 和 6h，细胞膜荧光偏振度 P 分

别为 0. 132 ::f::: 0 .0万 ， 0.145 ::f::: 0.045 和 0. 174 ::f::: 0.032; 

相应的膜脂微新度 η 分别为 0.805 ::f::: 0.127 , 0.921 ::f::: 

0 . 134 , 1.217 ::f::: 0 . 1 24 。 可见，大肠杆菌 KgS 站附

Caco - 2 细胞后，细胞膜荧光偏振度 P 升高 ， 膜脂

微辈占度增加 ， 膜刚性增加 ， 导致膜流动性降低 ， 随

时间延长变化加剧 。

细胞膜(既包括膜脂 ， 又包括膜蛋白)具有类似

于液体易流动的特性。 流动性是细胞膜结构的主要

特征，对细胞膜表现其正常功能具有十分重要的生

理意义 。 如能量转换、物质转运、细胞分裂、细

胞融合等都与膜的流动性密切相关[15] 。 膜流动性的

下降无疑会给细胞正常的生理活动(如膜通透性、

膜上酶活性 、 受体功能及能量传递等)带来诸多影

响 ， 损害细胞的形态和功能[16] 。 研究表明 ， 大肠

杆菌Kgg 黠附Caco-2细胞 3h后膜的流动性明显降低，

从而使细胞死亡。另外 ， 我们还用大肠杆菌 ATCC

25922 菌株作了类似的研究， 结果相似。

3 结论
总之，本试验研究结果表明:大肠杆菌 Kgg 直

接黠附 Caco-2 细胞后 ， 使细胞存活率下降 ， 细胞

增殖活力降低，胞内钙超载 ， [Ca2+]升高 ， PLA2 水
平升高 ， 膜流动性降低 ， 而这些变化最终导致

Caco-2 细胞膜的结构和功能损害。
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Effects of Escherichia coli Kss Adhesion on Membrane 

Ch aracteristics of Caco-2 Cells in vitro 

GUOTong飞 XU Zi Rong 

( Key Lab fo r Molecular Animal Nutrition of Ministry of Education, F eed Science Institute 

ofZhejiang University, Hangzhou 310029, China) 

A bstract: Caco-2 intestinal epithelial cells were used in this experiment and adhered with Escherichia coli 

~g' The change in the v iability of the cells and the activity of membranous PLA
2
, the calcium concentration of cells 

and membrane fluidity were studied. R esults showed: at 3h after the adhesion of Esche richia coli K gg, the viability 

of the Caco-2 cells decreased significantly ; the activity of membranous PLA
2 

and the calcium concentration of cells 

increased significantly; cell membrane fluidity decreased. Therefore, struc ture and function of Caco-2 cell mem

br ane suffered impairment. 

Key w ords: Escherichia co li K
88

; adhesion; Caco-2 cell; cell membrane 
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