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３种典型不饱和脂肪酸对 Ｃａｃｏ－２肠上皮细胞
机械屏障功能的影响
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摘要：旨在为优化膳食脂肪摄入结构，预防相关慢性代谢类疾病提供一定的理论依据，通过构建

Ｃａｃｏ－２肠上皮细胞机械屏障模型，考察不同脂肪酸〔油酸（ＯＡ）、亚油酸（ＬＡ）和 α－亚麻酸
（ＡＬＡ）〕对Ｃａｃｏ－２细胞模型完整性和通透性的影响，以及对Ｃａｃｏ－２细胞机械屏障相关基因及关
键蛋白表达水平的调控作用。结果表明：在脂肪酸浓度３００μｍｏｌ／Ｌ、干预时间２４ｈ条件下，ＬＡ显
著降低跨膜电阻值和碱性磷酸酶比活性，升高表观渗透系数和一氧化氮含量，而 ＯＡ和 ＡＬＡ对上
述指标无显著影响；ＬＡ显著下调胞质紧密黏连蛋白１（ＺＯ１）基因和闭锁蛋白（ＯＣＬＮ）基因表达水
平，对封闭蛋白２（ＣＬＤＮ２）基因的表达无显著影响；ＡＬＡ显著提高 ＺＯ１基因的表达水平并抑制
ＣＬＤＮ２基因的表达水平，而ＯＡ对ＺＯ１、ＯＣＬＮ、ＣＬＤＮ２基因的表达水平无显著影响；３种脂肪酸对
屏障黏附连接蛋白和桥粒蛋白相关基因的表达均无显著影响；ＬＡ显著降低胞质紧密黏进蛋白１
（ＺＯ－１）和闭锁蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）的表达水平，ＡＬＡ显著降低封闭蛋白２（Ｃｌａｕｄｉｎ－２）的表达水平，
ＯＡ对紧密连接蛋白的表达水平无显著影响。综上，３种典型不饱和脂肪酸对Ｃａｃｏ－２细胞屏障功
能影响不同，ＬＡ可通过降低紧密连接蛋白表达水平来降低肠屏障的完整性，增加其通透性，而
ＡＬＡ则表现出提升肠屏障紧密性的效果，ＯＡ则未见明显影响。
关键词：不饱和脂肪酸；肠道机械屏障；Ｃａｃｏ－２细胞模型；营养特性
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　　肠道不仅是人体消化吸收的主要场所，也是最
大的免疫器官，其健康状态对于维持机体的正常运

转至关重要［１］。肠道屏障是一个复杂的防御体系，

由机械屏障［２］、化学屏障［３］、免疫屏障［４］和生物屏

障［５］等组成，其中由肠道上皮细胞及细胞间致密结

构构成的机械屏障作用尤为突出，它不仅能够阻止

有害物质和病原体的入侵，还能调节肠道内微生物

群落的平衡，维持肠道内环境的稳定［２］。机械屏障

作为维持肠道健康的关键防线，其完整性受损，会促

使代谢性内毒素如脂多糖（ＬＰＳ）向周围组织释放，
导致肠道其他屏障功能紊乱，进而引发全身性的慢

性炎症反应。长期存在低水平炎症是肥胖、２型糖
尿病（Ｔ２ＤＭ）、心血管疾病等慢性代谢类疾病风险
增加的关键因素。因此，维持肠道机械屏障的功能

健全对于促进营养物质的有效吸收、防止代谢性内

毒素的外泄、维护机体健康、预防慢性疾病具有重要

意义［２］。

近年来，随着人们生活水平的提高，我国慢性代

谢类疾病的发病率呈现暴发式增长［６］。研究表明，

当前人群慢性代谢类疾病比例的急剧增加，与居民

膳食脂肪的不合理摄入方式密切相关［７－８］。油酸

（ＯＡ）、亚油酸（ＬＡ）和 α－亚麻酸（ＡＬＡ）是居民日
常膳食中最为典型的３种链长相同而饱和度不同的
不饱和脂肪酸（ＵＦＡｓ），在肠道内被消化吸收后参与
人体正常的生命活动。然而，不同类型的脂肪酸对

肠道屏障功能的影响不同。ＯＡ作为一种单不饱和
脂肪酸，能够促进有益菌群的生长，抑制有害菌群的

繁殖，从而改善肠道形态，避免黏液层中二硫键过量

引起的机械屏障损伤［９］。ＬＡ属于 ω－６型多不饱
和脂肪酸，基于高 ＬＡ的高脂饮食可能通过引起免

疫细胞失调、增加肠上皮屏障通透性引发肠道屏障

功能障碍，进而导致肠道内分泌系统的紊乱［１０］。

ＡＬＡ则是一种 ω－３型多不饱和脂肪酸，其代谢产
物二十碳五烯酸（ＥＰＡ）和二十二碳六烯酸（ＤＨＡ）
被发现可通过调节 ＮＬＲＰ３／ＡＳＣ信号通路显著抑制
肠道炎症反应，并通过增强胞质紧密黏连蛋白 １
（ＺＯ－１）和闭锁蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）的表达来维持肠道
机械屏障功能［１１］。居民长期过量摄入单一油脂，会

导致脂肪酸摄入失衡，破坏肠内稳态，进而诱发一系

列慢性代谢类疾病［１２］。

目前关于典型膳食脂肪酸摄入形式对肠道屏障

功能的影响，以及其在慢性代谢类疾病发生发展中

的作用机制尚不明确，尤其是在肠道机械屏障功能

方面的潜在影响机制仍需进一步研究。基于此，本

文以居民日常膳食中最为典型的３种不饱和脂肪酸
（ＯＡ、ＬＡ和 ＡＬＡ）为研究对象，通过构建人结直肠
腺癌（Ｃａｃｏ－２）肠上皮细胞机械屏障模型，研究其
对肠道机械屏障功能的影响，并从基因与蛋白质的

表达水平探究其潜在作用机制，以期为优化膳食脂

肪摄入结构，预防相关慢性代谢类疾病提供一定的

理论依据。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

Ｃａｃｏ－２细胞、ＭＥＭ培养基（含非必需氨基
酸）、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、Ｈａｎｋ′ｓ平衡盐溶液
（ＨＢＳＳ），武汉普诺赛生命科技有限公司；ＯＡ、ＬＡ和
ＡＬＡ（纯度均为９９％）标准品，上海阿拉丁生化科技
股份有限公司；Ｇｉｂｃｏ南美胎牛血清（ＦＢＳ）、Ｇｉｂｃｏ胰
蛋白酶 －ＥＤＴＡ溶液（０．２５％），美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
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公司；细胞荧光黄染料，苏州优逸兰迪生物科技有限

公司；ＣＣＫ－８试剂盒、碱性磷酸酶检测试剂盒、一
氧化氮检测试剂盒、凝胶试剂盒、蛋白上样缓冲液、

蛋白电泳 Ｍａｒｋｅｒ、ＥＣＬ化学发光试剂盒、Ｔｗｅｅｎ２０
的Ｔｒｉｓ缓冲盐水（ＴＢＳＴ），碧云天生物技术有限公
司；牛血清蛋白（ＢＳＡ）、细胞／组织总ＲＮＡ抽提纯化
试剂盒、逆转录试剂、实时荧光定量逆转录聚合酶链

式反应（ＲＴ－ｑＰＣＲ）染料，翌圣生物科技（上海）股份
有限公司；一抗（ＺＯ－１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ－２、α－
ｔｕｂｕｌｉｎ）、二抗等，武汉三鹰生物技术有限公司；氢氧
化钠（ＮａＯＨ）、无水乙醇、甲醇等，国药集团化学试
剂有限公司。本研究试剂配制和细胞处理所用水均

为Ｍｉｌｌｉ－Ｑ纯化水。
１．１．２　仪器与设备

ＱｕａｎｔｉＳｔｕｄｉｏ３ＲＴ－ｑＰＣＲ仪、ＭｕｌｔｉｓｋａｎＧＯ全
波长酶标仪、ＣＯ２培养箱、ＳｏｒｖａｌｌＬＹＮＸ４０００离心

机，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ ＥＲＳ细胞电
阻仪、Ｍｉｌｌｉ－ＱＤｉｒｅｃｔ８水纯化系统，美国密理博公
司；ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧＰＣＲ仪，德国艾本德公司；蛋白电
泳和转膜整套设备，美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司；化学发光
凝胶成像仪，美国伯乐公司；ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＱｕｉｃｋＤｒｏｐ
超微量分光光度计，美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司；
ＤＭ２０００显微镜，德国徕卡公司；超声波细胞破碎
仪，宁波新芝生物科技股份有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　Ｃａｃｏ－２细胞培养

使用添加２０％（体积分数）ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ青霉
素和０．１ｍｇ／ｍＬ链霉素的 ＭＥＭ培养基（细胞培养
液），对Ｃａｃｏ－２细胞进行培养。按照１×１０４个／ｍＬ
将Ｃａｃｏ－２细胞接种于 Ｔ２５细胞培养瓶内，置于
３７℃、５％（体积分数）ＣＯ２的培养箱中培养（后文未
特殊说明均为此条件），隔天换液，待细胞融合度达

到８０％～９０％时，按１∶３的比例进行传代。
１．２．２　脂肪酸处理液的配制

参考文献［１３］的方法，将 ＯＡ、ＬＡ、ＡＬＡ溶解在
０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液中至脂肪酸浓度为４０ｍｍｏｌ／Ｌ，
在７５℃条件下水浴３０ｍｉｎ，与质量分数３０％的ＢＳＡ
溶液等体积混合，得到浓度为２０ｍｍｏｌ／Ｌ的脂肪酸
储备液。将储备液过滤灭菌并用细胞培养基稀释

后，制得脂肪酸处理液。

１．２．３　脂肪酸对细胞活力的影响
采用ＣＣＫ－８比色法评估不同浓度的 ＯＡ、ＬＡ、

ＡＬＡ对Ｃａｃｏ－２细胞活力的影响。将融合度８０％～
９０％的Ｃａｃｏ－２细胞以５×１０３个／孔的密度接种在

９６孔板中，预培养２０ｈ，待细胞贴壁，以换液的形式
加入不同浓度（１５０、３００μｍｏｌ／Ｌ和６００μｍｏｌ／Ｌ）的
ＯＡ、ＬＡ、ＡＬＡ，设置空白组（未接种细胞的细胞培养
液）和体积分数０．２２５％的 ＢＳＡ对照组，每组设置
３～５个复孔，分别培养１２、２４、３６、４８ｈ和７２ｈ后，
弃去原培养液，每孔加入 ２００μＬＣＣＫ－８工作液
（细胞培养液与ＣＣＫ－８溶液体积比为１０∶１），３７℃
避光孵育１．５ｈ后，用酶标仪在４５０ｎｍ波长处检测
吸光度，根据公式（１）计算细胞活力。

Ｙ＝
Ｏ样品 －Ｏ空白
Ｏ对照 －Ｏ空白

×１００％ （１）

式中：Ｙ为细胞活力；Ｏ样品为样品组的吸光度；
Ｏ对照为对照组的吸光度；Ｏ空白为空白组的吸光度。
１．２．４　Ｃａｃｏ－２肠上皮细胞机械屏障模型的建立

参考文献［１４］的方法建立 Ｃａｃｏ－２肠上皮细
胞机械屏障模型。向６孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ嵌入式培养板
（ＰＥＴ膜，孔径０．４μｍ）的上、下室分别加入１．５ｍＬ
和２．６ｍＬ细胞培养液，置于细胞培养箱２ｈ以平衡
聚酯膜，取对数生长期的 Ｃａｃｏ－２细胞消化、离心，
制成细胞悬液，以５×１０４个／ｃｍ２的密度均匀接种在
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室，每４８ｈ对Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板进行换液。在
每次换液前，使用电阻仪测定跨膜电阻值（ＴＥＥＲ），
当ＴＥＥＲ大于４５０Ω·ｃｍ２并稳定时，表示模型建立
成功，可模拟肠屏障进行实验［１５］。本研究中，

Ｃａｃｏ－２细胞在铺板后的第２１天完全融合并分化，
形成了致密单层结构，可进行后续实验。

１．２．５　脂肪酸对Ｃａｃｏ－２细胞模型干预实验
Ｃａｃｏ－２细胞在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ嵌入式培养板培养

２１ｄ后，弃去上、下室培养基，并用ＰＢＳ洗涤３次，在
对应孔上室加入不同脂肪酸处理液，下室加入细胞培

养液，每组３个平行，干预一定时间后测定相关指标。
１．２．６　跨膜电阻值（ＴＥＥＲ）的测定

根据说明使用 Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ ＥＲＳ细胞电阻仪测定
Ｃａｃｏ－２细胞模型的电阻。仪器校正零点后，将细胞
电阻仪的电极分别置于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ嵌入式培养板上、
下室，确保电极与液面充分接触，待数值稳定后记

录，每孔测定３次取平均值，ＴＥＥＲ按式（２）计算。
Ｒ＝（Ｒ样品 －Ｒ空白）×Ｓ （２）
式中：Ｒ为 ＴＥＥＲ，Ω·ｃｍ２；Ｒ样品为样品组的电

阻，Ω；Ｒ空白为未接种细胞孔的电阻，Ω；Ｓ为 ６孔
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板膜有效面积，取４．４６ｃｍ２。
１．２．７　表观渗透系数（Ｐａｐｐ）的测定

参照文献［１６］的方法，选择荧光黄作为渗透标
志物用以评估Ｃａｃｏ－２肠上皮细胞机械屏障模型的
通透性。在 １２孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ嵌入式培养板培养的
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Ｃａｃｏ－２细胞经脂肪酸干预后，用预热的ＨＢＳＳ清洗
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ的上、下室 ２次，弃去 ＨＢＳＳ，在上室加入
０．５ｍＬ５０μｇ／ｍＬ的荧光黄溶液，下室加 １．５ｍＬ
ＨＢＳＳ，在细胞培养箱中培养２ｈ后，在每孔下室取
样１００μＬ，在激发波长４２８ｎｍ、发射波长５３６ｎｍ条
件下，用酶标仪检测荧光强度。代入以荧光黄标准

溶液绘制的标准曲线中，根据式（３）计算表观渗透
系数（Ｐａｐｐ）。

Ｐ＝ｄＱｄｔ×
１
Ａ×Ｃ０

（３）

式中：Ｐ为 Ｐａｐｐ，ｃｍ／ｓ；ｄＱ／ｄｔ为单位时间荧光
黄透过量，μｇ／ｓ；Ａ为１２孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板膜的有效面
积，取１．１２ｃｍ２；Ｃ０为荧光黄溶液质量浓度，μｇ／ｍＬ。
１．２．８　细胞内碱性磷酸酶（ＡＫＰ）比活力的测定

在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ嵌入式培养板培养的 Ｃａｃｏ－２细
胞经脂肪酸干预后，弃去各孔上室清液，用 ＰＢＳ洗
涤细胞３次，根据 ＡＫＰ检测试剂盒说明书裂解细
胞，离心取上清，用酶标仪在４０５ｎｍ波长处检测吸
光度，计算细胞内ＡＫＰ的比活力。

１．２．９　一氧化氮（ＮＯ）含量的测定
在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ嵌入式培养板培养的 Ｃａｃｏ－２细

胞经脂肪酸干预后，收集各孔上室清液，按照ＮＯ检
测试剂盒说明书，设置标品孔和样品孔，依次进行操

作，用酶标仪在５４０ｎｍ波长处测定吸光度，根据ＮＯ
标准品绘制的标准曲线计算ＮＯ含量。
１．２．１０　Ｃａｃｏ－２细胞机械屏障相关基因 ｍＲＮＡ相
对表达量的测定

根据总ＲＮＡ抽提纯化试剂盒说明书提取Ｃａｃｏ－２
肠上皮细胞机械屏障的总 ＲＮＡ，计算 ＲＮＡ的纯度
及浓度。根据 ｃＤＮＡ逆转录试剂盒说明书，将总
ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，并使用 ｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ染料，利用 ＲＴ－ｑＰＣＲ仪对目标基因
ｍＲＮＡ的表达进行定量检测，采用 ２－ΔΔＣｔ法计算基
因胞质紧密黏连蛋白１（ＺＯ１）、闭锁蛋白（ＯＣＬＮ）、
封闭蛋白２（ＣＬＤＮ２）、Ｅ－钙黏蛋白（ＣＤＨ１）、β－连
环蛋白（ＣＴＮＮＢ１）、桥粒黏蛋白２（ＤＳＧ２）和桥粒糖
蛋白２（ＤＳＣ２）ｍＲＮＡ的相对表达水平。ＲＴ－ｑＰＣＲ
引物基因序列信息见表１。

表１　ＲＴ－ｑＰＣＲ引物基因序列信息
Ｔａｂｌｅ１　ＲＴ－ｑＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

基因 上游基因序列 下游基因序列

ＺＯ１ ＡＡＣＴＧＧＧＣＴＣＴＴＧＧＣＴＴＧＣＴＡＴＴＣ ＴＣＣＡＧＡＡＧＴＣＡＧＣＡＣＧＧＴＣＴＣＣ

ＯＣＬＮ ＡＣＴＴＣＧＣＣＴＧＴＧＧＡＴＧＡＣＴＴＣＡＧ ＴＴＣＴＣＴＴＴＧＡＣＣＴＴＣＣＴＧＣＴＣＴＴＣＣ

ＣＬＤＮ２ ＡＣＡＧＡＧＴＧＧＣＧＧＴＡＧＣＡＧＧＴＧ ＣＣＣＡＴＧＡＡＧＡＴＴＣＣＡＧＧＣＡＡＣＡＧＧ

ＣＤＨ１ ＧＣＣＡＴＣＧＣＴＴＡＣＡＣＣＡＴＣＣＴＣＡＧ ＣＴＣＴＣＴＣＧＧＴＣＣＡＧＣＣＣＡＧＴＧ

ＣＴＮＮＢ１ ＧＧＣＴＣＴＴＧＴＧＣＧＴＡＣＴＧＴＣＣＴＴＣ ＧＣＴＴＣＴＴＧＧＴＧＴＣＧＧＣＴＧＧＴＣ

ＤＳＧ２ ＧＣＡＧＧＧＡＡＧＣＡＣＡＧＣＡＴＧＡＣＴＣ ＴＣＣＧＣＡＡＴＧＧＣＡＣＡＴＣＡＧＣＡＧ

ＤＳＣ２ ＡＧＧＡＴＴＧＧＣＧＧＴＧＧＡＧＧＡＧＴＡＣ ＣＣＡＣＡＧＡＣＣＡＧＣＧＴＡＡＡＣＡＧＧＡＴＧ

１．２．１１　细胞紧密连接蛋白相对表达量的测定
采用蛋白质免疫印迹法测定不同处理组细胞紧

密连接蛋白相对表达量，具体处理流程如下：向分化

２１ｄ后的Ｃａｃｏ－２细胞中加入高强度的 ＲＩＰＡ裂解
液，收集后利用超声波细胞破碎仪对其进行匀浆，在

４℃、１０００ｒ／ｍｉｎ的条件下离心１０ｍｉｎ，收集上清备
用。利用ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒检测各个样品
的蛋白质浓度并进行归一化处理，根据计算结果向

各个样品中加入一定量的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ上样缓冲液
（５Ｘ），充分混匀，１００℃水浴３ｍｉｎ，观察到样品澄清
时完成蛋白质变性。采用凝胶试剂盒制备适宜浓度

的分离胶与浓缩胶，经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分离蛋白样品
后，采用湿法转膜将凝胶上的蛋白条带转移到聚偏

氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上；转膜完成后，将 ＰＶＤＦ膜放置
在无蛋白封闭液中封闭５～１０ｍｉｎ后，添加一抗于

４℃孵育过夜，继而使用 ＴＢＳＴ充分漂洗，置于二抗
中于室温孵育１ｈ，结束后充分漂洗，添加ＥＣＬ化学
发光显影液后在化学发光凝胶成像仪中进行显影，

采用ＩｍａｇｅＪ软件对条带进行灰度值定量。
１．２．１２　数据统计与分析

每组实验均进行３次平行测定，数据结果经检
验符合正态分布，以“平均值 ±标准差”的形式表
示，使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０．０软件对实验数据进
行差异显著性分析并绘图，数据采用 Ｏｎｅ－ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ进行统计学检验，ｐ＜０．０５表示差异具有统
计学意义。

２　结果与讨论
２．１　脂肪酸干预浓度和干预时间的确定

脂肪酸的干预浓度和干预时间对细胞生长状

态有重要影响，长时间或高浓度脂肪酸处理会对
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细胞产生毒性作用。研究发现，ＬＡ可以通过调节
活性氧（ＲＯＳ）的生成和改变细胞抗氧化能力调控
氧化应激反应，高浓度 ＬＡ（３００μｍｏｌ／Ｌ以上）可抑
制细胞生长，而低浓度 ＬＡ（１００～２００μｍｏｌ／Ｌ）则

又表现出促进细胞增殖的结果［１３］。因此，需确定

合适的脂肪酸干预浓度和干预时间。ＯＡ、ＬＡ和
ＡＬＡ的浓度和干预时间对 Ｃａｃｏ－２细胞活力的影
响如图１所示。

注：与对照组相比，表示ｐ＜０．０５，表示ｐ＜０．０１，表示ｐ＜０．００１，表示ｐ＜０．０００１。下同
Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｐ＜０．０５，ｐ＜０．０１，ｐ＜０．００１，ｐ＜０．０００１．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ

图１　脂肪酸浓度和干预时间对Ｃａｃｏ－２细胞活力的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｆａｔｔｙａｃｉｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｈｅＣａｃｏ－２ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ

　　由图１可知，７２ｈ内对照组（０．２２５％ＢＳＡ组）与
空白组的Ｃａｃｏ－２细胞活力无显著差异，可排除ＢＳＡ
对实验结果的影响，后续实验也均采用０．２２５％的
ＢＳＡ处理作为对照。在较短干预时间（１２ｈ）内，各
组细胞活力未受到明显影响，均保持在 ８０％以上
（图中虚线表示细胞活力为８０％），说明脂肪酸对细
胞活力无毒性作用，不影响细胞正常生长；干预２４ｈ
后，高浓度（６００μｍｏｌ／Ｌ）ＬＡ显著降低了Ｃａｃｏ－２细
胞活力（ｐ＜０．０５），这与已有研究结论［１３］一致；随着

干预时间的延长（３６～７２ｈ），各浓度脂肪酸处理组
细胞活力均降低，干预７２ｈ时，除１５０μｍｏｌ／ＬＯＡ
组外，其余组的细胞活力均低于８０％，这可能是因
为长时间脂肪酸干预造成了细胞脂质代谢异常，加

剧了细胞内氧化应激反应，使得细胞活力受到影

响［１７］。综合考虑细胞状态，确定 ３种脂肪酸干预
Ｃａｃｏ－２细胞浓度为３００μｍｏｌ／Ｌ，干预时间为２４ｈ。
２．２　脂肪酸对 Ｃａｃｏ－２细胞模型完整性和通透性
的影响

ＴＥＥＲ可直接反映细胞间紧密连接和屏障功能
完整性，是评估 Ｃａｃｏ－２肠上皮细胞机械屏障模型
是否建立成功的主要标志之一［１５］；Ｐａｐｐ能够量化

物质通过细胞层的速率，反映肠屏障的通透性，常用

于验证 Ｃａｃｏ－２肠上皮细胞机械屏障模型的通透
性［１８］；ＡＫＰ通常存在于肠上皮细胞的刷状缘，其活
力水平可反映细胞的分化和成熟程度，是肠道黏膜

通透性的主要调节因子，良好的ＡＫＰ活力可以通过
调节肠上皮细胞间紧密连接蛋白的磷酸化状态，进

而提高ＺＯ－１、胞质紧密黏连蛋白２（ＺＯ－２）的表达
水平以维持机械屏障的致密与完整［１９］；ＮＯ是一种
重要的信号分子，其在肠道中的含量变化与肠屏障

的功能调节密切相关，适量的 ＮＯ有助于维持肠道
正常的生理功能和血管舒张，保障肠黏膜的血液供

应，但过高浓度的ＮＯ会导致肠屏障功能受损、通透
性增加，还可能引起氧化应激反应，进一步破坏肠屏

障的稳定性［２０］。对不同脂肪酸处理后细胞的ＴＥＥＲ
变化率（脂肪酸干预后 ＴＥＥＲ与干预前 ＴＥＥＲ的比
值）、Ｐａｐｐ、ＡＫＰ比活力和ＮＯ含量进行检测，结果如
图２所示。

由图 ２可知，ＯＡ、ＬＡ均能降低细胞模型的
ＴＥＥＲ，而ＡＬＡ能升高细胞模型的ＴＥＥＲ，其中ＬＡ对
细胞模型 ＴＥＥＲ的影响与对照组相比有显著差异
（ｐ＜０．０１），说明ＬＡ破坏了肠屏障模型的完整性。ＬＡ

９６２０２５年第５０卷第１２期　　　　　　　　　　　　　中　国　油　脂



显著升高了细胞模型对荧光黄的透过率（ｐ＜０．０１），说
明ＬＡ处理组的肠屏障模型通透性增加，可能会对
肠屏障功能的正常发挥产生不利影响，而 ＯＡ和
ＡＬＡ对细胞模型的 Ｐａｐｐ无显著影响（ｐ＞０．０５）。
ＯＡ和ＡＬＡ对细胞模型ＡＫＰ比活力无明显影响（ｐ＞
０．０５），而 ＬＡ显著降低了 Ｃａｃｏ－２细胞模型的 ＡＫＰ

比活力（ｐ＜０．０５），说明ＬＡ可能抑制了Ｃａｃｏ－２细胞
的正常分化，从而损伤肠道模型屏障的功能。ＯＡ和
ＡＬＡ对细胞模型的ＮＯ含量无明显影响（ｐ＞０．０５），
而ＬＡ显著增加了 Ｃａｃｏ－２细胞模型中 ＮＯ的含量
（ｐ＜０．０１），可能是由于ＬＡ促进了ＮＯ的生成，而过
量的ＮＯ会造成肠屏障功能的破坏。

　　　

　　　
图２　不同脂肪酸处理对Ｃａｃｏ－２细胞模型完整性、通透性的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆａｔｔｙａｃｉｄｓｏｎｉｎｔｅｇｒｉｔｙａｎｄｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＣａｃｏ－２ｃｅｌｌｍｏｄｅｌ

２．３　脂肪酸对 Ｃａｃｏ－２细胞模型机械屏障相关基
因表达水平的影响

２．３．１　对 Ｃａｃｏ－２细胞模型紧密连接蛋白相关基
因表达水平的影响

已有研究表明，ＺＯ１编码的紧密连接相关蛋白
ＺＯ－１，ＯＣＬＮ编码的 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ，以及 ＣＬＤＮ２编码的
封闭蛋白２（Ｃｌａｕｄｉｎ－２）的正常表达是肠道机械屏
障功能维持的重要标志［２１］。ＺＯ－１是构成肠屏障
紧密连接的主要结构蛋白，其表达量的改变会影响

肠屏障功能的发挥［２２］；Ｏｃｃｌｕｄｉｎ为紧密连接提供结

构完整性，是肠道机械屏障抵御有害物质入侵的重

要组成部分，其表达水平与体外和体内的屏障特性

密切相关［２３］；Ｃｌａｕｄｉｎ－２是一种形成孔隙的封闭蛋
白，其表达水平可调控机体对 Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｌｉ＋等阳离
子和水的渗透性，进而影响肠道屏障功能［２４］。ＺＯ－１
作为紧密连接结构的重要支撑，它将 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和
Ｃｌａｕｄｉｎ－２等跨膜蛋白与肌动蛋白细胞骨架相连，确
保紧密连接的稳定性。不同脂肪酸处理对 Ｃａｃｏ－２
细胞模型ＺＯ１、ＯＣＬＮ和 ＣＬＤＮ２的 ｍＲＮＡ表达水平
的影响如图３所示。

　 　
图３　不同脂肪酸处理对Ｃａｃｏ－２细胞模型紧密连接蛋白相关基因表达水平的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆａｔｔｙａｃｉｄｓｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ－ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅＣａｃｏ－２ｃｅｌｌｍｏｄｅｌ

　　由图３可知，ＯＡ组细胞模型 ＺＯ１基因的表达
水平无明显变化（ｐ＞０．０５），ＬＡ组ＺＯ１基因的表达
水平显著降低（ｐ＜０．０１），而 ＡＬＡ组细胞模型 ＺＯ１
基因的表达水平显著升高（ｐ＜０．０１），这与文献

［２５］的结果一致。ＯＡ和ＡＬＡ对细胞模型ＯＣＬＮ基
因的表达水平无明显影响（ｐ＞０．０５），而ＬＡ显著降
低了细胞模型ＯＣＬＮ基因的表达水平（ｐ＜０．０００１）。
ＯＡ和ＬＡ对细胞模型 ＣＬＤＮ２基因的表达水平无明

０７ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０２５Ｖｏｌ５０Ｎｏ１２



显影响（ｐ＞０．０５），而 ＡＬＡ显著降低了细胞模型
ＣＬＤＮ２基因的表达水平（ｐ＜０．０５）。结果表明，ＬＡ
和ＡＬＡ会影响 Ｃａｃｏ－２肠上皮细胞机械屏障模型
紧密连接相关基因的表达，其中 ＬＡ组细胞模型呈
现出屏障完整性降低的趋势，而ＡＬＡ则可能促进屏
障紧密连接结构的稳定。

２．３．２　对 Ｃａｃｏ－２细胞黏附连接蛋白相关基因表
达水平的影响

ＣＤＨ１编码的Ｅ－钙黏蛋白（Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）可促
进细胞与细胞之间黏附，形成连续的细胞层，限制物

质非特异性通透，其正常表达是维持肠屏障完整性，

防止有害物质侵入的前提，而其表达异常会影响肠

屏障的通透性［２６］。ＣＴＮＮＢ１基因编码的 β－连环
蛋白（β－ｃａｔｅｎｉｎ）参与多种信号通路，能通过与其
他蛋白相互作用，调节细胞的增殖、分化和黏附，

与 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ等蛋白结合，有助于稳定细胞间的
黏附连接，对维持肠屏障的结构和功能起着重要

作用［２７］。不同脂肪酸处理对 Ｃａｃｏ－２细胞模型
ＣＤＨ１和ＣＴＮＮＢ１的ｍＲＮＡ表达水平的影响如图４
所示。

　　　
图４　不同脂肪酸处理对Ｃａｃｏ－２细胞模型黏附连接蛋白相关基因表达水平的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆａｔｔｙａｃｉｄｓｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｄｈｅｓｉｏｎｊｕｎｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ－ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅＣａｃｏ－２ｃｅｌｌｍｏｄｅｌ

　　由图４可知，ＯＡ、ＬＡ和ＡＬＡ对Ｃａｃｏ－２细胞模
型黏附连接相关基因ＣＤＨ１和ＣＴＮＮＢ１的表达水平
均无显著影响（ｐ＞０．０５）。这表明３种脂肪酸处理
并不会在基因转录水平上对细胞黏附连接水平造成

显著影响。

２．３．３　对 Ｃａｃｏ－２细胞桥粒蛋白相关基因表达水
平的影响

ＤＳＧ２和 ＤＳＣ２基因编码的蛋白是桥粒的重要
组成部分［２８］。桥粒为细胞间提供黏附作用，有助于

维持屏障细胞的致密性和黏膜层稳定性，桥粒蛋白

的正常表达表明细胞发挥正常的机械屏障功能，有

利于抵御不良条件刺激［２９］。不同脂肪酸处理对

Ｃａｃｏ－２细胞模型 ＤＳＧ２和 ＤＳＣ２的 ｍＲＮＡ表达水
平的影响如图５所示。

由图５可知，ＯＡ、ＬＡ和ＡＬＡ对Ｃａｃｏ－２细胞模
型黏附连接相关基因ＤＳＧ２和ＤＳＣ２的表达水平均无
显著影响（ｐ＞０．０５）。这表明３种脂肪酸处理不会在
基因转录水平上对细胞桥粒表达造成显著影响。

　　　
图５　不同脂肪酸处理对Ｃａｃｏ－２细胞模型桥粒蛋白相关基因表达水平的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆａｔｔｙａｃｉｄｓｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｄｅｓｍｏｓｏｍｅｐｒｏｔｅｉｎ－ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅＣａｃｏ－２ｃｅｌｌｍｏｄｅｌ

２．４　脂肪酸对 Ｃａｃｏ－２细胞模型紧密连接蛋白相
对表达量的影响

为进一步在分子层面分析脂肪酸对肠屏障紧密

连接水平的影响，对各组细胞模型的紧密连接相关

蛋白的表达水平进行了分析。蛋白免疫印迹条带图

及ＺＯ－１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 Ｃｌａｕｄｉｎ－２的相对表达量如
图６所示。

由图６可知：ＯＡ和 ＡＬＡ组 ＺＯ－１的表达水平
无显著变化（ｐ＞０．０５），而ＬＡ处理会显著降低细胞
模型ＺＯ－１的表达水平（ｐ＜０．０５）；ＯＡ和 ＡＬＡ对
细胞模型 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ相对表达量无显著影响（ｐ＞
００５），而ＬＡ处理显著降低了细胞模型 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的
表达水平（ｐ＜０．０１），说明ＬＡ可能破坏了肠屏障模
型紧密连接结构的完整性；ＯＡ和 ＬＡ对 Ｃｌａｕｄｉｎ－２

１７２０２５年第５０卷第１２期　　　　　　　　　　　　　中　国　油　脂



的相对表达量无显著影响（ｐ＞０．０５），而 ＡＬＡ处理
能显著降低细胞模型 Ｃｌａｕｄｉｎ－２的相对表达量
（ｐ＜０．０１），有可能减少肠屏障孔道的形成，这与

２．３．１中ＡＬＡ处理显著增加ＺＯ１基因表达水平的结
果存在一致性，表明ＡＬＡ在维持紧密连接结构的完
整性方面可能发挥有利作用。

　　　

　　　
图６　蛋白免疫印迹条带图及紧密连接蛋白的相对表达量

Ｆｉｇ．６　Ｐｒｏｔｅｉｎｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇｓｔｒｉｐｄｉａｇｒａｍａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ

３　结　论
本研究通过构建Ｃａｃｏ－２肠上皮细胞机械屏障

模型，探讨了 ３种典型不饱和脂肪酸（ＯＡ、ＬＡ和
ＡＬＡ）对肠道屏障功能的影响。结果表明：在脂肪酸
浓度 ３００μｍｏｌ／Ｌ、干预时间 ２４ｈ条件下，ＬＡ组
ＴＥＥＲ变化率和 ＡＫＰ比活力显著降低，而 Ｐａｐｐ和
ＮＯ含量显著增加，ＯＡ组和ＡＬＡ组与对照组相比未
见显著差异；３种脂肪酸对于黏附连接蛋白和桥粒
蛋白相关基因的表达水平均无显著影响，但在紧密

连接蛋白相关基因的表达水平上出现差异，ＯＡ对
紧密连接蛋白相关基因的表达无显著影响，ＬＡ可显
著降低紧密连接蛋白相关基因 ＺＯ１、ＯＣＬＮ及其蛋
白ＺＯ－１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达水平，而 ＡＬＡ可显著提
升ＺＯ１基因表达水平的同时，明显抑制了 ＣＬＤＮ２
基因和Ｃｌａｕｄｉｎ－２的表达水平。总之，３种脂肪酸
对肠屏障功能的影响存在明显差异，ＬＡ可能通过下
调肠细胞紧密连接蛋白表达水平来降低肠屏障的完

整性，而ＡＬＡ则可通过降低致孔相关蛋白的表达来
提升肠屏障的紧密性，ＯＡ未见明显影响。关于不
同类型脂肪酸及其比例对肠屏障功能影响的具体调

控通路机制仍有待挖掘，本研究可从维持肠道屏障

功能的角度，为倡导膳食脂肪酸合理平衡摄入提供

一定的理论参考依据。
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