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ＳＩＲＴ１在ＴＮＦα介导的肠上皮屏障破坏中的作用及机制研究


马远航，杨松巍，孙礼刚，于　敏，孙力华，王文生，杨　桦△

（第三军医大学新桥医院普通外科，重庆４０００３７）

　　摘　要：目的　观察沉默信息调节因子１（ＳＩＲＴ１）对肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）介导的肠上皮Ｃａｃｏ２细胞屏障功能破坏的影响

并探讨其分子机制。方法　将Ｃａｃｏ２细胞分３组处理：对照组、ＴＮＦα１００ｎｇ／ｍＬ２４ｈ处理组（ＴＮＦα组）及ＴＮＦα１００ｎｇ／ｍＬ

２４ｈ处理＋白芦藜醇（Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ）４０μｍ预处理１２ｈ组（ＴＮＦα＋Ｒｅｓ组）。分别检测跨上皮电阻（ＴＥＲ）、ＳＩＲＴ１及紧密连接蛋

白：ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ的蛋白表达。结果　对照组、ＴＮＦα组、ＴＮＦα＋Ｒｅｓ组的ＳＩＲＴ１蛋白相对表达量分别为０．８１±０．０２、０．４３±

０．０４、０．６０±０．０３。３组的ＴＥＲ分别为（１５４．００±５．００）、（９７．００±４．００）、（１２８．００±６．００）Ｏｈｍ／ｃｍ２。ＴＮＦα组ＳＩＲＴ１的蛋白表

达较对照组下降４７．００％，ＴＥＲ降低３７．００％，经白芦藜醇预处理使ＴＥＲ较ＴＮＦα组升高３２．００％。对照组、ＴＮＦα组、ＴＮＦα＋

Ｒｅｓ组的ＺＯ１和ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白相对表达量分别为０．６２±０．０６和０．５７±０．０３、０．２３±０．０５和０．３３±０．０４、０．４１±０．０３和０．５０±

０．０２。ＴＮＦα处理后紧密连接蛋白ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达显著降低（犘＜０．０５），而白芦藜醇预处理可缓解该现象，蛋白表达较ＴＮＦ

α组分别升高７８．００％、５１．００％（犘＜０．０５）。结论　ＴＮＦα处理条件下ＳＩＲＴ１水平降低，而升高ＳＩＲＴ１水平可增加肠道紧密连接

蛋白ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白水平的表达，从而减轻ＴＮＦα对Ｃａｃｏ２细胞构成的上皮屏障功能的损伤。
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　　肠黏膜屏障是机体防御的重要屏障，多种病理条件，如手

术应激、烧伤、创伤等可致肠黏膜损伤，引起肠黏膜通透性增

高，使正常情况下不能通透的各种微生物、毒性物质进入肠壁，

诱发炎症反应。研究表明，炎性因子肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）

在该过程中起重要作用，炎性肠病患者ＴＮＦα明显增高，应用

ＴＮＦα拮抗剂可以降低患者肠黏膜屏障的通透性
［１］。沉默信

息调节因子１（ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｆａｃｔｏｒ１，ＳＩＲＴ１）是

一种依赖于烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤ＋）的去乙酰化酶

（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ，ＨＤＡＣ），在维持稳态和细胞生存中起关

键作用［２］。相关研究表明，ＳＩＲＴ１的激动剂白芦藜醇（Ｒｅｓ

ｖｅｒａｔｒｏｌ）预处理可减轻炎性肠病的肠黏膜损伤
［３］。有关

ＳＩＲＴ１能否减轻ＴＮＦα对肠屏障功能的损伤目前尚不清楚。

本研究旨在观察ＳＩＲＴ１对ＴＮＦα介导的肠上皮Ｃａｃｏ２细胞

屏障功能破坏的影响，并初步探讨其作用的分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料　人结肠癌上皮Ｃａｃｏ２细胞株，来源于中国科学院

细胞库；常规细胞培养箱购自日本Ｓａｎｙｏ公司，缺氧培养箱购

９６９１重庆医学２０１４年６月第４３卷第１６期

 基金项目：国家自然科学基金重点资助项目（ＮＳＦＣ８１３３００１３）；国家自然科学基金面上资助项目（ＮＳＦＣ８１２７２０７８）；国家教育部创新团队

资助项目（ＩＲＴ１３０５０）。　作者简介：马远航（１９８７－），硕士，主要从事肠黏膜屏障方面的研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｈｗｂｙａｎｇ＠１２６．ｃｏｍ。



自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；小牛血清、ＭＥＭ 培养基购自美国 Ｈｙｃ

Ｃｌｏｎｅ公司；胰蛋白酶购自美国ＢＢＩ公司；ＳＩＲＴ１抗体购自美

国Ａｂｃａｍ 公司；ＺＯ１抗体、单克隆鼠抗ｏｃｃｌｕｄｉｎ购自美国

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；聚偏二氟乙烯（ＰＤＶＦ）膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ

公司；ＰＣＲ电泳仪、ＷＢ垂直电泳仪和半干电转仪购自美国

ＢｉｏＲａｄ公司；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记二抗、化学发光检

测试剂盒、ＲＩＰＡ裂解液、蛋白测定试剂盒和ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶

配置试剂盒均购自武汉博士德生物工程公司；凝胶成像分析系

统购自美国 Ｋｏｄａｋ公司；ＳＩＲＴ１激动剂Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ购自成都

ＭＵＳＴ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养、分组及处理　将Ｃａｃｏ２细胞培养在６孔板

中，于３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度的条件下用含２０％胎牛血清、

１％非必需氨基酸、１％双抗的 ＭＥＭ培养基中培养５～７ｄ。细

胞融合约８０％，换用不含胎牛血清、非必需氨基酸及双抗的

ＭＥＭ培养基培养后，分３组处理：对照组、ＴＮＦα１００ｎｇ／ｍＬ

２４ｈ处理组（ＴＮＦα组）及ＴＮＦα１００ｎｇ／ｍＬ２４ｈ处理＋Ｒｅｓ

ｖｅｒａｔｒｏｌ４０μｍ预处理１２ｈ组（ＴＮＦα＋Ｒｅｓ组）。

１．２．２　蛋白抽提及免疫印迹检测　接种到６孔板内的各组细

胞处理２４ｈ后，以ＰＢＳ漂洗３次，每孔加入预冷混有１ｍｍｏｌ／

Ｌ的苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）的 ＲＩＰＡ 裂解液１ｍＬ，冰浴１５

ｍｉｎ，１２０００×ｇ４℃离心１５ｍｉｎ。用蛋白测定试剂盒测定上清

液蛋白水平。蛋白上样后８０Ｖ电泳２ｈ，１００Ｖ恒压湿转１ｈ

至ＰＶＤＦ膜，转膜结束后用５０ｇ／Ｌ的脱脂奶粉封闭１ｈ，加入

一抗后置入４℃冰箱过夜。ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。然

后加入二抗后室温孵育１ｈ。ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。加

入ＥＣＬ化学发光试剂显影，采用图像分析系统采集发光信号，

经ＫｏｄａｋＭｏｌｅｃｕｌａｒＩｍａｇｉｎｇ软件行密度分析，以目的蛋白与甘

油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）灰度比值作为目的蛋白表达量。

１．２．３　免疫荧光　取同代细胞接种于盖玻片上，待细胞生长

融合，加入处理因素，取出盖玻片，ＰＢＳ漂洗３次（每次１０ｍｉｎ）

后，用４０ｇ／Ｌ多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗，加入５ｇ／Ｌ

ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理１０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗，１００ｍＬ／Ｌ小牛血清清蛋

白室温封闭１ｈ，加入ＺＯ１抗体（１∶５０）、ｏｃｃｌｕｄｉｎ抗体（１∶

５０），４℃过夜，ＰＢＳ漂洗后加入ＦＩＴＣ标记二抗（１∶２００）室温

孵育１ｈ，再用ＰＢＳ漂洗，蒸馏水洗后用甘油封片，激光共聚焦

显微镜下观察。

１．２．４　肠上皮细胞跨上皮电阻（ｔｒａｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｒｅ

ｓｉｓｔａｎｃｅ，ＴＥＲ）测定　细胞以２×１０５ 个／孔接种到２４孔板的

ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室内，每２ｄ更换培养基，并用 ＭｉｌｌｉｃｅｌｌＥＲＳ２电

阻测定仪测定ＴＥＲ，待ＴＥＲ稳定后（约培养５ｄ），说明体外肠

屏障模型建立成功，分别进行上述处理，检测处理前后的ＴＥＲ

值。按照公式：ｒｃｅｌｌｍｏｎｏｌａｙｅｒ＝ｒｓａｍｐｌｅ－ｒｂｌａｎｋ，即以原始数

值减去空白对照（ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室内未接种细胞）数值表示，结

果以处理后的 ＴＥＲ值占处理前的百分比表示。每组做３复

孔，实验重复３次。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数据分析，

数据均以狓±狊表示，采用单因素方差分析进行组间比较，检验

水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　３组Ｃａｃｏ２细胞ＳＩＲＴ１表达比较　免疫印迹检测结果

显示：对照组、ＴＮＦα组、ＴＮＦα＋Ｒｅｓ组的ＳＩＲＴ１相对表达量

分别为０．８１±０．０２、０．４３±０．０４、０．６０±０．０３。ＴＮＦα组较对

照组下降４７．００％，差异有统计学意义（犘＜０．０５），ＴＮＦα＋

Ｒｅｓ组蛋白质较 ＴＮＦα组升高４０．００％，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），结果见图１。

２．２　肠上皮细胞紧密连接蛋白的变化 　采用免疫印迹法检

测对照组、ＴＮＦα组及ＴＮＦα＋Ｒｅｓ组的紧密连接蛋白表达变

化，结果见图２。紧密连接蛋白选用：ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ，对照组两

种紧密连接蛋白相对表达量分别为０．６２±０．０６、０．５７±０．０３。

该２种分子在 ＴＮＦα处理组蛋白水平（０．２３±０．０５、０．３３±

０．０４）均较对照组下降，分别下降约６３．００％、４２．００％（犘＜

０．０５）。而ＴＮＦα＋Ｒｅｓ组的上述２种紧密连接蛋白分子的蛋

白水平（０．４１±０．０３、０．５０±０．０２），与ＴＮＦα组比较，分别升

高７８．００％、５１．００％，差异有统计学意义（犘＜０．０５），结果见图

２。免疫荧光染色结果：对照组ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白主要沿细胞

膜分布，呈蜂巢状线性荧光。ＴＮＦα组ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白荧

光信号明显减弱。与 ＴＮＦα组相比，ＴＮＦα＋Ｒｅｓ组ＺＯ１、

ｏｃｃｌｕｄｉｎ荧光信号增强，见图３、４。

图１　　ＳＩＲＴ１蛋白的表达

图２　　ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白的表达

图３　　ＺＯ１免疫荧光染色结果

２．３　肠上皮 ＴＥＲ的变化　对照组、ＴＮＦα组、ＴＮＦα＋Ｒｅｓ
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组的ＴＥＲ分别为（１５４．００±５．００）、（９７．００±４．００）、（１２８．００±

６．００）Ｏｈｍ／ｃｍ２。ＴＮＦα组下降约３７．００％，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。与 ＴＮＦα组比较，ＴＮＦα＋Ｒｅｓ组回升约

３２．００％，但仍低于常氧组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

图４　　ｏｃｃｌｕｄｉｎ免疫荧光染色结果

３　讨　　论

肠黏膜屏障是机体防御的重要屏障，其功能主要在于防止

肠道内细菌和内毒素移位。大量研究表明多种病理条件下，

ＴＮＦα表达增高，可诱导肠上皮细胞大量凋亡，参与黏膜固有

层炎性反应和上皮细胞脱落，从而增加肠道上皮细胞通透性，

引起肠屏障功能损害，导致肠源性感染的发生［４］。

ＳＩＲＴ１是一种依赖于 ＮＡＤ＋的 ＨＤＡＣ，属于第三类组蛋

白去乙酰化酶ｓｉｒｔｕｉｎ蛋白家族的一员，具有高度保守的催化

结构域，通过对多种底物进行去乙酰化作用在机体内参与一系

列生物学活动［５６］。ＳＩＲＴ１能通过减少炎性因子的产生及减轻

炎性因子作用后细胞的病理损伤两种途径来抑制炎性反

应［７９］。但目前对ＳＩＲＴ１是否参与肠道屏障功能的维持，特别

是ＳＩＲＴ１能否减轻ＴＮＦα对肠屏障功能损伤目前尚不清楚。

本研究结果显示，ＴＮＦα处理后，Ｃａｃｏ２细胞的紧密连接

蛋白ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ水平均下降。ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ免疫荧光同

样显示，对照组可见沿细胞膜分布的蜂巢状线性荧光，而

ＴＮＦα组荧光信号明显减弱。与此同时，本研究发现 ＴＮＦα

处理后肠上皮细胞内ＳＩＲＴ１水平比对照组低。ＴＮＦα＋Ｒｅｓ

组肠上皮细胞内ＳＩＲＴ１水平较ＴＮＦα组增高，肠上皮细胞内

ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ等紧密连接蛋白分子的表达都较 ＴＮＦα组明

显上调，说明ＴＮＦα处理后可抑制ＳＩＲＴ１的表达，而ＳＩＲＴ１

的激活则可以减轻ＴＮＦα诱导的紧密连接蛋白表达的破坏。

与对照组相比，ＴＮＦα组肠屏障功能破坏，ＴＥＲ明显增高。

ＴＮＦα＋Ｒｅｓ组肠上皮屏障较ＴＮＦα组破坏较轻，使得ＴＮＦα

＋Ｒｅｓ组肠上皮细胞ＴＥＲ明显增高。说明ＳＩＲＴ１的激活可减

轻ＴＮＦα引起的肠上皮屏障的破坏，稳定了肠上皮通透性，发

挥了明显的保护作用。有研究表明，ＳＩＲＴ１不仅能够减少炎性

因子的释放，还能够抑制炎性因子与其相应的细胞受体间的相

互作用，从而抑制炎性因子介导的细胞毒性反应［１０１１］，这与本

文中ＳＩＲＴ１在Ｃａｃｏ２细胞构成的肠上皮屏障破坏中所起的保

护作用一致。

但是ＳＩＲＴ１发挥肠上皮屏障保护效应的机制及具体信号

通路尚不清楚。目前研究表明，ＳＩＲＴ１可能通过 ＮＦκＢ信号

通路来抑制ＴＮＦα引起的肠上皮屏障的破坏。ＴＮＦα介导肠

黏膜屏障破坏的过程中，可促进ＮＦκＢ的活化，活化的 ＮＦκＢ

可正反馈增加 ＴＮＦα分泌，使炎症过程持续和放大
［１２１３］。

ＳＩＲＴ１通过去乙酰化作用降低ＮＦκＢｐ６５乙酰化水平，从而抑

制其对于下游因子的转录调控［１４１５］。通过这条通路，ＳＩＲＴ１

发挥维持上皮屏障功能，调节上皮通透性及保护紧密连接蛋白

的作用。这为进一步研究ＳＩＲＴ１调控肠上皮紧密连接蛋白表

达的机制提供了实验依据。

本实验研究结果表明，在肠上皮细胞ＴＮＦα处理模型中，

ＳＩＲＴ１信号的激活对维持肠屏障功能、降低肠黏膜通透性、上

调紧密连接蛋白分子中发挥了重要作用，该生物学作用也与慢

性炎症条件下ＳＩＲＴ１可减轻组织损伤一致，证实了病理条件

下ＳＩＲＴ１表达减少是肠黏膜屏障损伤的重要原因。
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ＶＥＧＦ与临床分期、病理分级有关。在喉癌发生及发展过

程中，血管为肿瘤提供营养和转移途径，在没有新的血管形成

以前，肿瘤只能缓慢生长，不易出现转移［１２１３］。在新血管形成

以后，肿瘤呈指数倍生长，转移概率提高。低分化肿瘤更容易

发生转移。本研究结果表明，ＭＭＰ２的表达与临床分期、病理

分级、淋巴结转移有关，而同时ＶＥＧＦ在增加血管通透性的同

时，也能促进肿瘤细胞的转移，并且 ＶＥＧＦ与 ＭＭＰ２二者的

表达具有正相关性［１４１５］。

综上所述，本文通过对 ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ２的分析表明，在

喉癌的侵袭过程中，二者存在一定的相关性。ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ

２可能成为临床及病理学判定的重要生物学指标，并为头颈部

恶性肿瘤提供实验及理论依据，但二者之间相互作用的机制还

有待深入研究。
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ｉｎａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００９，２９（５）：１３６３１３７４．

（收稿日期：２０１３１２０８　修回日期：２０１４０２２２）

４７９１ 重庆医学２０１４年６月第４３卷第１６期


