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梗阻性黄疸大鼠肠黏膜上皮紧密连接蛋白和

ＭＬＣＫ的研究
陈振勇，冯贤松，周有生

（华中科技大学附属协和医院 普通外科，湖北 武汉 ４３００２２）

　　摘要：目的　探讨梗阻性黄疸肠黏膜屏障破坏的机制。方法　建立梗阻性黄疸大鼠的动物模型，
分别于胆管结扎１０ｄ和２０ｄ后，采用免疫组化、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测末端回肠黏膜的紧密连接蛋白成

员 ＺＯ１和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ与肌球蛋白轻链激酶（ＭＬＣＫ）的分布和表达。结果　正常回肠黏膜层 ＺＯ１和

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的分布相似，主要位于上皮细胞的边缘，细胞膜顶端，沿绒毛下方均匀连续分布；ＭＬＣＫ主要分

布在细胞浆内。梗阻性黄疸时 ＺＯ１和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ分布不均，染色变淡，线条模糊，边缘粗糙有毛刺状突

起；ＭＬＣＫ分布散乱，染色稀疏。与对照组相比 ２０ｄ组和 １０ｄ组的 ＺＯ１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ，ＭＬＣＫ数量明显减

少，强阳性表达率分别从 ７０．０％，８０．０％，７０．０％降至１０ｄ组的２８．６％，２８．６％，２８．６％ （均 Ｐ＜

０．０５）和 ２０ｄ组的 ＺＯ１从 １０ｄ组的 ２８．６％降至 １４．３％，３５．７％，２１．４％ （均 Ｐ＜０．０５）。２０ｄ

组的 ＺＯ１下降较 １０ｄ组更为明显（Ｐ＜０．０５），而 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ＭＬＣＫ变化不明显。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测的

结果与之相似。结论　梗阻性黄疸时大鼠小肠黏膜上皮 ＺＯ１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ，ＭＬＣＫ分布紊乱，表达下降，小

肠黏膜上皮屏障的完整性破坏。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（２）：１４０－１４４］
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　　梗阻性黄疸时肠道黏膜屏障受损。环绕黏膜
上皮细胞顶侧的紧密连接是维持肠黏膜屏障的重

要结构基础，是决定细胞间通透性大小的主要因

素。紧密连接系由一系列的细胞质蛋白，细胞骨

架元素和几种跨膜蛋白组成。由肌球蛋白轻链激

酶（ｍｙｓｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＬＣＫ）的磷酸化引起
的细胞骨架的收缩是肠上皮屏障破坏的必需因

素［１］。笔者通过建立梗阻性黄疸动物模型，利用

免疫组化和免疫印迹 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓ等方法检测肠
黏膜紧密连接蛋白成分 ＺＯ１和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ及其与
ＭＬＣＫ间的表达及其关系，探讨肠黏膜紧密连接
及其受损的调控因素。

１　材料和方法

１．１　主要材料
单克隆兔抗 ＺＯ１抗体，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ抗体，（美国

ＺｙｍｅｄＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公 司），抗 ＭＬＣＫ抗 体 （ｍｏｎｏ
ｃｌｏｎａｌａｎｔｉＭＬＣＫ，Ｓｉｇｍａ公司），四甲基异硫酸罗丹
明（ＴＲＩＴＣ）山羊抗兔 ＩｇＧ（北京中山生物技术有
限公司），ＴｒａｎｓｗｅｌｌＴＭ聚碳酸酯膜和聚乙烯膜（美
国 Ｃｏｓｔａｒ公司）。ＳＰ免疫组化染色试剂盒（即用
型免疫组化 ＥｌｉｖｉｓｉｏｎＴＭｐｌｕｓ广谱试剂盒，福州迈新
生物技术公司），ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ４１图像采集系统
（ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ，ｖｅｒｓｉｏｎ４．５，ＵＳＡ）。
１．２　实验方法
１．２．１　模型制备　健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，雌雄不限，
体重 ２５０～３３０ｇ，由同济医学院实验动物中心提
供，动物随机分为４组：对照组（ｎ＝１０），不作任何
操作。假手术组（ｎ＝１０），开腹手术后仅解剖胆总
管而 不 结 扎。实 验 组 采 用 １０ ％ 水 合 氯 醛
（０．３ｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，行上腹正中切口，结扎
并切断胆总管，手术后均经口给予联合广谱抗生素

治疗，并分别于成模术后１０ｄ（实验甲组，ｎ＝１４）和
２０ｄ（实验乙组，ｎ＝１４）放血处死动物，在距回盲
部１０ｃｍ处环形切取回肠。取１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ
小块组织，于４０ｇ／Ｌ甲醛溶液中固定，行 ＨＥ染色，
石蜡包埋切片。另无菌取部分组织冷冻备用。

１．２．２　免疫组化技术（ＳＰ法）检测回肠 ＺＯ１和
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ与 ＭＬＣＫ的表达　采用常规 ＳＰ法测定后
ＤＡＢ显色，实验步骤按试剂盒说明书进行，阴性对
照用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗，同法进行染
色。反应终浓度抗 ＺＯ１（１∶２００），Ｏｃｃｌｕｄｉｎ抗体
（１∶２００），ＭＬＣＫ抗体（１∶１０００），每一种切片随
机选 取 染 色 清 晰 者 切 片 ５～８张，于 光 镜 下
（４０×）随 机 选 取 ３个 视 野，并 在 高 倍 镜 下
（２００×）观察在阳性颗粒在细胞内的分布。免疫
染色的结果判读：一个半定量模式，由两个独立的

无临床知识的观察者进行染色评分。细胞中出现

棕褐色颗粒为阳性。≥７５％的细胞染色判为
（＋＋＋），５０％ ～＜７５％染色为（＋＋），１０％
～≤５０％为（＋），≤１０％为阴性。所有实验均
重复 ３次，以保证可重复性。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　另取黏膜组织 １００ｍｇ，
加入 １ｍＬ裂解液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．５，
１％ ＴｒｉｔｏｎＸ －１００，５ｍｍｏｌ／ＬＥＧＴＡ，１ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｎａ３Ｖ０４，１ ｍｍｏ／Ｌ ＰＭＳＦ） 和 １０ ｍＬ缓 冲 液
（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．５，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，
１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００，０．１％ ＳＤＳ，１ｍｍｏｌ／Ｌ脱氧胆
酸钠，２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ），组织粉
碎，匀浆，冰浴 ３０ｍｉｎ；４℃离心，取上清液，采用
ＢＣＡ法用紫外可见分光光度仪测定蛋白浓度，并
用蒸馏水将各样本统一稀释为 ５μｇ／μＬ，－７０℃
保存。各取样本 １０μＬ及 ５μＬ的预染 Ｍａｒｋｅｒ，加
入上 样 缓 冲 液；混 合 后 １００℃ 煮 沸 蛋 白 变 性
５ｍｉｎ，分别经 ７．５％和 １２％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳
分离 １ｈ或 ２ｈ。电转 ３０ｍｉｎ；取出硝酸纤维膜，
转移至染色液中染色 １ｍｉｎ，标记，用含 ５％脱脂
奶 粉 的 ＴＢＳＴ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ ７．２，
１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．１％Ｔｗｅｅｎ２０）洗膜数次。浸
入封闭液中封闭 １ｈ。分别加一抗 ＺＯ１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
和 ＭＬＣＫ抗体，均以 １∶１０００稀释；以 βａｃｔｉｎ（武
汉博士德产品）为内参，１∶２０００稀释，４℃ 孵育

过夜。加入 １∶２０００的二抗［四甲基异硫酸罗丹
明（ＴＲＩＴＣ）－山羊抗兔 ＩｇＧ］室温下孵育 １ｈ。将
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膜放入显色液中，震荡孵育 ５～１０ｍｉｎ，暗室下胶
片显影，扫描。以 βａｃｔｉｎ蛋白进样对照。采用
ＡｄｏｂｅＰｈｏｔｏｓｈｏｐ 软 件 定 量 测 量 平 均 光 密 度
（ＯＤ值）。
１．３　统计学处理方法

实验数据用均数 ±标准差表示，用简明医学
统计软件进行统计学分析。组内多样本计量资料

用方差分析；样本均数的组间比较采用精确概率

ｑ检验（ＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ法）。Ｐ＜０．０５为差异有显
著性意义。

２　结　果

２．１　免疫组化检测回肠 ＺＯ１蛋白和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
蛋白的表达

对照组光镜下观察 ＺＯ１均匀一致地连续分
布于小肠上皮细胞的边缘，细胞膜顶端，沿绒毛下

方均匀连续分布，呈强阳性表达（７／１０，７０．０％）。
假手术组与之相似（７／１０，７０．０％）（Ｐ＞０．０５）。
实验组中的甲、乙组的 ＺＯ１蛋白分布不均，染色
变淡，线条模糊，边缘粗糙有毛刺状突起（图 １），
表达下降。两实验组强阳性表达率与对照组相比

均显著降低（Ｐ＝０．０４５，Ｐ＝０．０１０），且实验乙组
显著低于实验甲组（Ｐ＝０．００８）（表 １）（图 １）。

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ类似 ＺＯ１，连续分布于小肠上皮细
胞的边缘，主要定位于细胞膜和细胞质，对照组强

阳性表达率为 ８０．０％（８／１０），假手术组表达略
有下降为 ７０．０％（７／１０），但差异无统计学意义
（Ｐ＝１．０００）。光镜下观察实验甲、乙组染色散
乱，强阳性表达率均显著低于对照组（Ｐ＝０．０３６，
Ｐ＝０．０４７），尽管甲组的表达率低于乙组，但差异
无显著意义（Ｐ＝１．０００）（表 １）。

表１　小肠黏膜ＺＯ１和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白的表达变化

组别 例数
ＺＯ１蛋白染色分析

（－）～（＋） （＋＋）～（＋＋＋）
强阳性率（％）

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白染色分析

（－）～（＋） （＋＋）～（＋＋＋）
强阳性率（％）

对照　 １０ ３ ７ ７０．０ ２ ８ ８０．０

假手术 １０ ３ ７ ７０．０ ３ ７ ７０．０

实验甲 １４ １０ ４ ２８．６１），２），３） １０ ４ ２８．６１），２）

实验乙 １４ １２ ２ １４．３１），２） ９ ５ ３５．７１），２）

　　注：１）与对照组比，Ｐ＜０．０５；２）与假手术组比Ｐ＜０．０５；３）与实验乙组比Ｐ＜０．０５

图１　ＺＯ１的染色图片（ＨＥ×２００）　　左侧图片为对照组
ＺＯ１染色连续分布于小肠上皮细胞的边缘；右侧为实

验组染色稀疏，分布不均

２．２　免疫组化检测 ＭＬＣＫ蛋白的表达
对照组 ＭＬＣＫ表达主要定位于肠黏膜上皮细

胞胞浆内。实验甲、乙组的染色稀疏，强阳性表

达均明显低于对照组和假手术组，差异有统计学

意义（Ｐ＝０．０４５，Ｐ＝０．０３５）。实验乙组强阳性
表 达 率 低 于 甲 组，但 差 异 无 统 计 学 意 义

（Ｐ＝１．０００）（表 ２）。

表 ２　小肠黏膜 ＭＬＣＫ蛋白的表达变化

组别 例数
ＭＬＣＫ蛋白染色分析

（－）～（＋）（＋＋）～（＋＋＋）
强阳性率（％）

对照 １０ ３ ７ ７０．０

假手术 １０ ４ ６ ６０．０

实验甲 １４ １０ ４ ２８．６１），２）

实验乙 １４ １１ ３ ２１．４１），２），３）

　　注：１）与对照组比，Ｐ＜０．０５；２）与假手术组比Ｐ＜０．０５；３）与实

验甲组比Ｐ＞０．０５

２．３　ＺＯ１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ＭＬＣＫ的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
结果

以βａｃｔｉｎ为内参，ＺＯ１蛋白条带在２１０ｋＤ左右，
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白条带在７０～９０ｋＤ之间（图２），ＭＬＣＫ条
带主要集中在１７０ｋＤ左右（图３）。
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图２　ＺＯ１和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图 图３　ＭＬＣＫ的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图像定量处理结果
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图像 ＯＤ值的定量分析显示，实

验甲、乙组的 ＺＯ１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ＭＬＣＫ的表达较对
照组 和 假 手 术 组 均 有 不 同 程 度 的 明 显 下 降

（Ｐ＜０．０１）。且 实 验 乙 组 较 甲 组 下 降 更 明 显
（表３）。

表３　ＺＯ１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ＭＬＣＫ的图像定量分析结果（ＯＤ
值，ｘ±ｓ）

组别 例数
ＯＤ值

ＺＯ－１ ｏｃｃｌｕｄｉｎ ＭＬＣＫ

对照　 １０ ０．２５２２±０．０１８６ ０．５５９７±０．０２２１ ０．８７７０±０．０１１９

假手术 １０ ０．２４６１±０．０３６５１） ０．５６１５±０．０２０４１） ０．８７７６±０．０１３８１）

实验甲 １４ ０．２２１７±０．０１９５２） ０．４７２８±０．０１７２２） ０．８３７８±０．０１５６２）

实验乙 １４ ０．２０２６±０．０１３６２），３） ０．４３２０±０．０２１４２） ０．８２１９±０．０１１３２）

　　注：１）与对照组比较Ｐ＞０．０５；２）与对照组比较Ｐ＜０．０５；３）与实验甲组比较Ｐ＜０．０５

３　讨　论

研究表明，肠上皮紧密连接以一种腰围的形

式环绕细胞的外侧缘，通过电子显微镜和冷冻蚀

刻技术分析，其侧面具有抵抗细胞外渗透的作

用［２］。动物实验及临床观察［３］均已证实在梗阻性

黄疸时，小肠通透性增加，并且与梗阻的严重程

度和时间成正比。

肠黏膜上皮紧密连接是由一系列的细胞质蛋

白、细胞骨架元素和几种跨膜蛋白组成。细胞质

蛋白包括 ＺＯｓ等，ＺＯｓ有 ３种异构体（ＺＯ１，ＺＯ２
和 ＺＯ３），ＺＯ１与 ＺＯ２形成稳定的复合体，它
直接结合于 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的胞浆尾端的一个 １５０个氨
基酸区域，形成一个网络支架，将 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和肌动
蛋白骨架系统连接在一起构成稳定的连接系统，

是构成肠黏膜上皮紧密连接的重要成分之一。

在信号传导过程中起转化作用，从而控制细胞周

围屏障［４］。

ＭＬＣＫ是由 ｍｙｌｋ１基因编码的产物，至少 ４个

蛋白产物，这些蛋白产物可调节非平滑肌和平滑

肌肌球蛋白活性，参与调节多种收缩性程序，包

括平滑肌收缩，细胞黏附，迁移和增殖［５］。ＭＬＣＫ
有 ２个亚型，短链的 ＭＬＣＫ１０８，广泛表达于平滑
肌细胞；长链的 ＭＬＣＫ２１０主要位于内皮细胞［６］。

而本实验中 ＭＬＣＫ条带主要集中在 １５０ｋＤ附近。
说明发生改变的主要是长链 ＭＬＣＫ。

传统的 ＭＬＣＫ属于 Ｃａ２＋／钙调蛋白依赖的蛋
白激酶家族，在 Ｃａ２＋和钙调蛋白存在下，ＭＬＣＫ对
肌球蛋白轻链（ｍｙｏｓｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ，ＭＬＣ）进行磷酸
化作用，并促进肌球蛋白与肌动蛋白丝间相互作

用［５］，诱导连接周围的肌动蛋白和肌球蛋白丝收

缩，对紧密连接和细胞表面产生张力，开放紧密

连接［７］。通过使用肌动蛋白解聚剂能开放细胞间

紧密连接［８］。在 ＭＬＣＫ与肠黏膜屏障关系的研究
中发现，由肌球蛋白 ＩＩ调控的轻链的磷酸化引起
的细胞骨架的收缩是肠上皮屏障破坏的必要因

素［９］。

体外 实 验 证 实 抑 制 ＭＬＣＫ能 恢 复 屏 障 功
能［７］。其中可能的机制是：⑴Ｃａ２＋依赖的 ＭＬＣＫ
活化致 ＭＬＣ磷酸化，使肌动蛋白收缩，跨膜电阻
下降及旁细胞通透性升高；⑵Ｒｈｏ亚家族的小三
磷酸鸟苷（ＧＴＰ）结合蛋白，与靶蛋白共同作用从
而控制肌动蛋白的动力学，增强 ＭＬＣ的磷酸化及
其收缩张力；⑶蛋白激酶 Ｃ、酪氨酸激酶等，其中
后者的拮抗剂所介导的连接蛋白的酪氨酸磷酸

化的增加，伴随旁细胞通透性增加。但对此确切

的调控机制仍未明了。

梗阻性黄疸时肠黏膜上皮通透性是如何改变

的？本文通过建立胆道梗阻的动物模型，证明梗

阻性黄疸时肠黏膜通透性的变化与肠黏膜紧密

连接蛋白的一系列改变有关。检测显示，胆道梗

阻时实验甲、乙组与肠黏膜通透性密切相关的紧

密连接蛋白 ＺＯ１和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的强阳性表达率均
有明显下降（均 Ｐ＜０．０５），且分布紊乱，染色变
淡，线条模糊。ＺＯ１随着梗阻时间的延长下降更
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显著，实验乙组（１４．３％）与实验甲组（２８．６％）
差异具有显著性。参与细胞收缩的主要成分之

一的 ＭＬＣＫ的强阳性表达率亦从对照组的 ７０％
下降至实验甲组 ２８．６％，与 ＺＯ１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的改
变具有一致性。说明 ＺＯ１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ，ＭＬＣＫ均参
与了肠黏膜通透性的改变。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测及图
像分析系统进行定量研究，也得到相同的结果。

综上所述，本实验发现梗阻性黄疸时肠上皮

的紧密连接破坏，是由各种原因引起的紧密连接

蛋白（ＺＯ１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ等）的改变所致，它诱导 ＭＬ
ＣＫ变化，从而激活 ＭＬＣ，引起细胞骨架重排，最
终造成细胞皱缩，细胞间间隙增大，细胞通透性

增加。
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·读者·作者·编者·

关于一稿两投和一稿两用问题处理的声明

近来本刊编辑部发现仍有个别作者一稿两投和一稿两用，为了维护本刊的声誉和广大读者的利益，本刊

就一稿两投和一稿两用问题的处理声明如下。

１．一稿两投和一稿两用的认定：凡属原始研究的报告，同语种一式两份投寄不同的杂志，或主要数据和
图表相同、只是文字表达可能存在某些不同之处的两篇文稿，分别投寄不同的杂志，属一稿两投；一经为两

杂志刊用，则为一稿两用。会议纪要、疾病的诊断标准和防治指南、有关组织达成的共识性文件、新闻报道

类文稿分别投寄不同的杂志，以及在一种杂志发表过摘要而将全文投向另一杂志，不属一稿两投。但作者若

要重复投稿，应向有关杂志编辑部作出说明。

２．作者在接到收稿回执后满 ３个月未接到退稿通知，表明稿件仍在处理中，若欲投他刊，应先与本刊编
辑部联系。

３．编辑部认为文稿有一稿两投或两用嫌疑时，应认真收集有关资料并仔细核对后再通知作者，在作出处
理决定前请作者就此问题作出解释。编辑部与作者双方意见发生分岐时，由上级主管部门或有关权威机构

进行最后仲裁。

４．一稿两投一经证实，则立即退稿，对该作者作为第一作者所撰写的论文，２年内将拒绝在本刊发表；一
稿两用一经证实，将择期在杂志中刊出作者姓名、单位以及该论文系重复发表的通告，对该作者作为第一作

者所撰写的论文，２年内拒绝在本刊杂志发表。本刊将就此事件向作者所在单位和该领域内的其他科技期
刊进行通报。

中国普通外科杂志编辑部
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