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摘要 目的 探讨同型半胱氨酸( Hcy) 对 Caco-2 细胞通透

性的影响及其机制。方法 Caco-2 结肠癌细胞分为空白对

照组、Hcy 处理组( 10、20、50 μmol /L) 、Hcy + 不同抑制剂处

理组( EＲK 抑制剂 PD98059、MLCK 抑制剂 ML-7、P38MAPK
抑制剂 SB203580、Ca2 + /Calmodulin 抑制剂 KN62、Ｒho 抑制

剂 Y27632 及 PKC 抑制剂 Staurosporine) 。通过检测跨上皮

电流阻抗( TEEＲ) 及异硫氰酸荧光素( FITC) 跨膜转运量评

估 Caco-2 细胞模型通透性，Western blot 法检测 Caco-2 细胞

中 MEK、EＲK、MLCK、p-EＲK、p-MLCK、ZO-1、Occludin、Clau-
din-1 及 Claudin-2 蛋白表达水平。结果 与空白对照组相

比，使用 50 μmol /L Hcy 预处理的 Caco-2 细胞通透性改变速

率最 快。Claudin-1、Occludin、ZO-1 表 达 降 低，MEK、EＲK、
MLCK、p-EＲK、p-MLCK、Claudin-2 蛋白表达升高。与 Hcy 处

理组相比，使用 ML-7 及 PD98059 处理 Caco-2 细胞，可减弱

Hcy 预 处 理 引 起 的 Caco-2 细 胞 通 透 性 增 加，降 低 MEK、
EＲK、MLCK、p-EＲK、p-MLCK、Claudin-2 蛋白表达，提高 Clau-
din-1、Occludin 及 ZO-1 蛋 白 表 达。结 论 Hcy 可 能 通 过

MEK-EＲK-MLCK 细胞信号通路，调控细胞紧密连接( TJ) 相

关蛋白表达，影响 Caco-2 细胞通透性。
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炎症性肠病( inflammatory bowel disease，IBD)

是一种发病机制尚不明确的肠道炎症性疾病［1］，肠

黏膜屏障通透性改变在 IBD 的发生与发展中有重

要作用。紧密连接( tight junction，TJ) 是肠黏膜上皮

机械屏障中的重要结构［2］，TJ 损伤引起的肠上皮通

透性增加，参与了 IBD 病理生理过程。跨膜蛋白

( 包括 Claudin 及 Occludin) 和外周蛋白是 TJ 的主要

结构蛋白，受肌球蛋白轻链激酶( myosin light chain
kinase，MLCK) 调控，引起 TJ 通透性改变，参与肠黏

膜通透性的调节［3］。
同型半胱氨酸( homocysteine，Hcy) 是一种含硫

氨基酸，可通过多种机制参与血管内皮细胞屏障损

伤过程。IBD 患者血浆及结肠中 Hcy 水平升高，且

Hcy 能够损伤肠上皮细胞线粒体功能［4］，但 Hcy 是

否通过调控 MLCK 蛋白影响肠上皮 TJ 通透性目前

尚不明确。该研究在建立 Caco-2 模型基础上，研究

Hcy 是否参与调控 MLCK 蛋白表达影响肠黏膜通透

性及其机制。

1 材料与方法

1． 1 细胞与试剂

1． 1． 1 实验细胞 Caco-2 细胞，购于中国科学院上

海生命科学研究院。
1． 1． 2 药品与试剂 同型半胱氨酸、异硫氰酸荧光

素、ML-7、SB203580、DEME 高糖培养基、非必需氨

基酸、胰蛋白酶均购于美国 Sigma-Aldrich 公司; ML-
CK、MEK、EＲK、p-EＲK、Claudin-1、Claudin-2 购于南

京 Bioworld 公司; Occludin 购于美国 Proteintech 公

司; p-MLCK 购 于 美 国 Santa Cruz 公 司; KN62、
PD98059、Staurosporine、Y27632 购于美国 Selleck 公

司; 胎牛血清购于杭州四季青公司; L-谷氨酰胺购于

美国 Gibco 公司; 青霉素 － 链霉素混合溶液购于上

海笃玛生物科技公司。
1． 1． 3 主要仪器 F2700 型荧光分光光度计，购于

日本岛津公司; Transwell 小室( 型号 3413 ) ，购于美

国 Corning 公司; Millicel@ -EＲS 细胞电阻仪，购于德

国 Millipore 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 Caco-2 细胞通透性模型的建立及分组 Ca-
co-2 细胞通透性模型的建立: Caco-2 结肠癌细胞培

养条件为 37 ℃、5% CO2、95% 空气湿度，培养基使

用含 15%胎牛血清、1% 非必需氨基酸、1% L-谷氨

酰胺及 1%青霉素 － 链霉素双抗的 DMEM 高糖培养

基培养。每 2 ～ 3 天进行换液，当细胞生长至 80%
连续时，使用含 0. 05% EDTA 的 0. 25%胰蛋白酶消

化细胞，收集细胞悬液，以 5 × 105 个 /孔的密度接种

于 12 孔 Transwell incerts( 孔径 0. 4 μm) 的上槽中。
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接种后，每 2 天换液，1 周后改为每天换液，直至 21
d。Caco-2 结肠癌细胞分为空白对照组、Hcy 处理组

( 10、20、50 μmol /L) 、Hcy + 信号通路抑制剂处理组

( EＲK 抑 制 剂 PD98059、MLCK 抑 制 剂 ML-7、
P38MAPK 抑制剂 SB203580、Ca2 + /Calmodulin 抑制

剂 KN62、Ｒho 抑制剂 Y27632 及 PKC 抑制剂 Stau-
rosporine) 。
1． 2． 2 Caco-2 细胞通透性检测 Caco-2 细胞模型

的通透性通过检测跨上皮电流阻抗( transepithelial
electrical resistance，TEEＲ) 及异硫氰酸荧光素( fluo-
rescein isothiocyanate，FITC ) 跨膜转运量 改 变 来 评

估。弃去 12 孔板中培养基，加入含不同浓度 Hcy
( 10、20、50 μmol /L) 的 PBS 液孵育后，通过对 TEEＲ
及 FITC 转 运 进 行 检 测 来 确 定 Hcy 的 最 优 浓 度。
TEEＲ 采用 Millicell EＲS 细胞电阻仪测量，实验开始

后每 30 分钟检测 TEEＲ 并记录，同时于下槽取样并

保存于 4 ℃冰箱中，直至第 180 分钟实验结束。收

集的样品经稀释、离心后使用荧光分光光度计检测

样品上清液中 FITC 荧光值( 设置激发波长为 380
nm，吸收波长为 425 nm) ，并根据标准曲线方程计算

出样品中 FITC 浓度，即 FITC 跨膜转运量，借此评估

Caco-2 细胞模型的通透性。实验结束后将 Caco-2
细胞用胰酶消化并收集细胞悬液，保存于液氮中用

于 Western blot 检测。
1． 2． 3 Western blot 法检测 Caco-2 细胞中 MEK、
EＲK、p-EＲK、MLCK、p-MLCK、ZO-1、Claudin-1、Clau-
din-2、Occludin 蛋白表达水平 从 Caco-2 细胞中提

取蛋白质，使用 SDS-PAGE 分离并转移至 PVDF 膜。
在室温下用封闭液( 5% 脱脂乳) 封闭 2 h。将膜与

一抗在 4 ℃温育过夜。一抗包括抗 MEK( 1 ∶ 500) 、
EＲK( 1 ∶ 1 000 ) 、p-EＲK ( 1 ∶ 2 000 ) 、MLCK ( 1 ∶
500) 、p-MLCK ( 1 ∶ 200 ) 、ZO-1 ( 1 ∶ 500 ) 、Claudin-1
( 1 ∶ 500) 、Claudin-2( 1 ∶ 500) 、Occludin( 1 ∶ 600) 和

beta-actin( 1 ∶ 1 000 ) 。TBST 洗涤，将 HＲP 连接的

二抗在室温下与膜温育 2 h。再次洗涤，使用 ECL
蛋白质印迹检测系统和 Image J 软件检测分析结果。
1． 3 统计学处理 计数资料采用 SPSS 16. 0 软件

分析，两两组间比较采用 t 检验，以 P ＜ 0. 05 为差异

有统计学意义。

2 结果

2． 1 Hcy 对 Caco-2 细胞通透性的影响 使用不同

浓度 Hcy ( 0、10、20、50 μmol /L) 处理 Caco-2 细胞，

记录 TEEＲ 和 FITC 跨膜转运量随时间的改变，结果

显示，随 Hcy 浓度的增加 Caco-2 细胞 TEEＲ 逐渐降

低，FITC 跨膜转运量逐渐增加。当使用 50 μmol /L
Hcy 处理 Caco-2 细胞时，TEEＲ( 图 1A) 及 FITC 跨膜

转运量( 图 1B) 改变速率最快。表明 Hcy 能够增加

Caco-2 细胞的通透性且具有浓度依赖性，后续采用

50 μmol /L Hcy 进行作用机制研究。

图 1 不同浓度 Hcy 对 Caco-2 细胞

TEEＲ 和 FITC 跨膜转运量的影响

A: Caco-2 细胞 TEEＲ 随 Hcy 浓度的变化; B: Caco-2 细胞 FITC

跨膜转运量随 Hcy 浓度的变化

2． 2 MLCK 抑制剂 ML-7 对 Hcy 增加 Caco-2 细

胞通透性的影响 与 Hcy 处理组比较，Hcy + ML-7
处理组 Caco-2 细胞 TEEＲ 增加( 图 2A) ，FITC 跨膜

转运量显著减少［( 31. 23 ± 9. 01) μg /ml vs ( 43. 05
± 14 ) μg /ml，t = 2. 459，P ＜ 0. 05］( 图 2B ) ，提示

MLCK 抑制剂具有抑制 Hcy 引起 Caco-2 细胞通透

性增加的作用，MLCK 可能在 Hcy 增加 Caco-2 细胞

通透性过程中发挥作用。
2． 3 PD98059、SB203580、KN62、Y27632 和 stau-
rosporine 对 Hcy 增加 Caco-2 细胞通透性的影响

与 Hcy 组比较，Hcy + PD98059 处理组 Caco-2 细胞

TEEＲ 增加，FITC 跨膜转运量显著减少［( 30. 83 ±
5. 96) μg /ml vs ( 41. 9 ± 8. 29) μg /ml，t = 3. 756，
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图 2 ML-7 抑制 Hcy 引起的 Caco-2 细胞通透性增加

A: ML-7 增加 Hcy 处理后 Caco-2 细胞的 TEEＲ; B: ML-7 降低 Hcy

处理后 Caco-2 细胞的 FITC 跨膜转运量; 与 Hcy 组比较: * P ＜0. 05

P ＜ 0. 05; 而 SB203580、KN62、Y27632、staurosporine
对 Hcy 处理后 Caco-2 细胞的 TEEＲ 和 FITC 跨膜转

运量无显著影响，提示 EＲK-MLCK 信号通路在 Hcy
增加 Caco-2 细胞通透性过程中发挥作用( 图 3) 。
2． 4 Hcy 对 Caco-2 细胞中细胞连接蛋白表达的影

响 Western blot 检测结果显示，与对照组比较，50
μmol /L Hcy 处理的 Caco-2 细胞中细胞连接蛋白

ZO-1、Claudin-1、Occludin 蛋白表达减少，Claudin-2
蛋白表达增加( 图 4) 。
2． 5 ML-7 和 PD98059 对 Hcy 处理后 Caco-2 细胞

中细胞连接蛋白表达的影响 与 Hcy 组比较，Hcy
+ ML-7 处理组 ( 图 5A) 和 Hcy + PD98059 处理组

( 图 5B) Caco-2 细胞中 ZO-1、Claudin-1、Occludin 蛋

白表达均增加，Claudin-2 蛋白表达均减少，提示抑

制 EＲK-MLCK 信号通路可能是 Hcy 调控 Caco-2 细

胞中细胞连接蛋白表达的关键环节。
2． 6 MEK-EＲK-MLCK 信号通路在 Hcy 增加 Ca-
co-2 细胞通透性中的作用 Western blot 检测结果

显示，50 μmol /L Hcy 处理后 Caco-2 细胞中 MEK、
MLCK、p-MLCK、EＲK1 /2 和 p-EＲK1 /2 蛋白表达增

图 3 不同信号通路抑制剂对 Caco-2 细胞

TEEＲ 和 FITC 跨膜转运量的影响

A: Caco-2 细胞 TEEＲ 随 Hcy 浓度的变化; B: Caco-2 细胞 FITC

跨膜转运量随 Hcy 浓度的变化; 1． Hcy 组; 2． Hcy + PD98059 组; 3．

Hcy + SB203580 组; 4． Hcy + Y27632 组; 5． Hcy + KN62 组; 6． Hcy +

staurosporine 组; 与 Hcy 组比较: * P ＜ 0. 05

图 4 Hcy 对 Caco-2 细胞中细胞连接蛋白表达的影响

图 5 ML-7 和 PD98059 对 Hcy 处理后 Caco-2 细胞

中细胞连接蛋白表达的影响

A: ML-7 促进 Hcy 处理后 Caco-2 细胞中 ZO-1、Claudin-1、Occlu-

din 的表达，抑制 Claudin-2 的表达; B: PD98059 促进 Hcy 处理后 Ca-

co-2 细胞中 ZO-1、Claudin-1、Occludin 的表达，抑制 Claudin-2 的表达
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加。而再分别 使 用 ML-7 ( 图 6A ) 和 PD98059 ( 图

6B) 处理后 Caco-2 细胞中 MEK、MLCK、p-MLCK、
EＲK1 /2 和 p-EＲK1 /2 蛋白表达均下降。提示 Hcy
可能通过 MEK-EＲK-MLCK 信号通路抑制细胞连接

蛋白的表达，促进细胞通透性增加。

图 6 ML-7 和 PD98059 对 Hcy 处理后 MEK-EＲK-MLCK

信号通路蛋白表达的影响

A: ML-7 抑制 Hcy 处理后 Caco-2 细胞中 MEK-EＲK-MLCK 信号

通路蛋白的表达; B: PD98059 抑制 Hcy 处理后 Caco-2 细胞中 MEK-

EＲK-MLCK 信号通路蛋白的表达

3 讨论

IBD 是一种慢性非特异性肠道炎症性疾病，其

病因和发病机制目前尚不完全清楚，肠黏膜免疫调

节异常引起的炎症在 IBD 发病过程中起着重要作

用。同型半胱氨酸是一种含硫氨基酸，是蛋氨酸和

半胱氨酸代谢过程中的重要中间产物。Hcy 通过刺

激 MMP 合成，促进炎症因子表达如 TNF-α，IL-6 和

IFN-γ，激活 NADPH 和 p38MAPK，调控心血管内皮

细胞的通透性。同时发现 IBD 患者结肠组织及血

浆中 Hcy 水平较健康对照相比明显升高［5］，血管内

皮细胞屏障与肠黏膜上皮屏障存在结构上的相似

性，Hcy 是否通过对肠道黏膜屏障通透性产生影响，

参与 IBD 发病机制目前相关研究较少。

Caco-2 细胞与人的肠道黏膜上皮细胞屏障在形

态、极性以及转运体的表达上相似，被广泛用于研究

肠道黏膜屏障功能调节的相关机制［6］。TJ 是肠道

黏膜屏障的关键结构，是顶端连接复合体的重要组

成部分，控制细胞旁转运和调节肠上皮的通透性。
Claudin-1 在上皮细胞周围形成连续的封闭结构，起

到固定 TJ 结构的关键作用。细胞中 Claudin-1 的过

度表达有助于增加 TEEＲ［7］，Claudin-2 参与形成跨

膜通道运输水和小分子物质以及上皮细胞通透性调

节［8］。Claudin-2 基因敲除可使 MDCK 细胞 TEEＲ
增加［9］。Occludin 敲除小鼠的细胞旁通透性与野生

型相比没有明显增加［10］。ZO-1 连接跨膜蛋白与细

胞骨架，细胞骨架对形成 TJ 结构起着重要作用［11］，

敲除 ZO-1 会引起 TJ 结构与功能的破坏［12］。本研

究中，对 Hcy 处理 Caco-2 细胞的检测表明，Hcy 可

降低 Caco-2 细胞中 ZO-1、Claudin-1、Occludin 蛋白

表达，增加 Claudin-2 表达，提示 Hcy 可通过影响 Ca-
co-2 细胞 TJ 蛋白影响 Caco-2 细胞通透性。

MLCK 介导肌球蛋白轻链磷酸化通路是调控 TJ
结构及功能的重要信号通路。磷酸化的肌球蛋白轻

链发生构象改变，引起肌动蛋白与肌球蛋白丝收缩，

引起上皮细胞 TJ 开放，参与调节上皮细胞黏膜通透

性的调节过程。MLCK 表达增加可以上调 MLC 磷酸

化水平，导致血管内皮细胞收缩加剧，通透性增加，

细胞形态和功能完整性遭到破坏［13］。Hcy 作用于

血管内皮细胞，可以促进其 MLCK 的表达［14］。本研

究结果显示 Hcy 增加 Caco-2 细胞中 MLCK、p-MLCK
的蛋白表达，使用 ML-7 抑制剂预处理 Caco-2 细胞

可明显改善 Hcy 引起的 TEEＲ 降低，提示 Hcy 可以

影响 Caco-2 细胞中 MLCK 磷酸化过程，调节 Caco-2
细胞通透性改变。

MLCK 受 P38MAPK、Ｒho 激酶、EＲK、钙调素依

赖激酶、PKC 等多种信号通路调控。研究［15］表明，

MEK /EＲK /MAPK 信号通路参与 MLCK 功能调控，

MEK 可激活 EＲK 促进 EＲK 磷酸化，最后激活 ML-
CK。本研 究 通 过 使 用 不 同 工 具 药 ( EＲK 抑 制 剂

PD98059，P38MAPK 抑制剂 SB203580，Ｒho 激酶抑

制剂 Y27632，钙调素依赖激酶抑制剂 KN62，PKC 抑

制剂 Staurosporine，MLCK 抑制剂 ML-7) 干预 Hcy 处

理的 Caco-2 细胞，结 果 提 示 Hcy 主 要 通 过 MEK-
EＲK 蛋白调节 MLCK 磷酸化，参与调节 TJ 功能。

本研究结果显示 Hcy 增加 Caco-2 细胞中 MEK、
EＲK、p-EＲK、MLCK、p-MLCK 的 蛋 白 表 达，使 用

PD98059 及 ML-7 抑制剂预处理 Caco-2 细胞可明显
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改善 Hcy 引起的 TEEＲ 降低，下调 MLCK、Claudin-2
蛋白表达，ZO-1、Claudin-1 及 Occludin 表达有较大

程度回升，提示 Hcy 可能通过促进 MEK-EＲK-MLCK
蛋白磷酸化过程，影响 TJ 结构蛋白表达，损伤肠上

皮细胞 TJ，引起肠黏膜通透性增加，加重肠道炎症

过程，为阐明 IBD 中 Hcy 影响肠黏膜通透性的作用

机制提供实验依据。
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Mechanisms of homocysteine on Caco-2 cell permeability
Yao Chengyun，Ding Shaozhen，Yang Qing，et al

( Dept of Gastroenterology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the effect of homocysteine ( Hcy) on the permeability of Caco-2 cells and its
mechanism． Methods Caco-2 cells were divided into blank control group，treated with different concentrations of
Hcy ( 10，20，50 μmol /L ) ，treated with Hcy + different signaling transduction inhibitors ( EＲK inhibitor
PD98059，MLCK inhibitor ML-7，P38MAPK inhibitor SB203580，Ca2 + /Calmodulin inhibitor KN62，Ｒho inhibitor
Y27632 and PKC inhibitor Staurosporine) ． The permeability of Caco-2 cells was detected by transepithelial electri-
cal resistance ( TEEＲ) and fluorescein isothiocyanate ( FITC) ． The expression levels of MEK，EＲK，MLCK，p-
EＲK，p-MLCK，ZO-1，Occludin，Claudin-1 and Claudin-2 in Caco-2 cells were detected by Western blot． Ｒesults
Compared with the blank control group，the permeability of Caco-2 cells pretreated with 50 μmol /L Hcy had the

faster change． The expression of Claudin-1，Occludin and ZO-1 decreased，while the expression of MEK，EＲK，

MLCK，p-EＲK，p-MLCK and Claudin-2 increased． Compared with Hcy group，pretreatment with ML-7 and
PD98059 could reduce the permeability alteration of Caco-2 cells induced by Hcy，which resulted in decreased ex-
pression of MEK，EＲK，MLCK，p-EＲK，p-MLCK，Claudin-2 while increased expression of Claudin-1，Occludin
and ZO-1． Conclusion Hcy may regulate the expression of tight junction-related proteins through MEK-EＲK-ML-
CK signaling pathway and affect the permeability of Caco-2 cells．
Key words homocysteine; permeability; myosin light chain kinase; tight junction
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