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摘要 为探讨粘膜上皮细胞与淋巴细胞相互 作用 的机制
,

利用 C ac o 一 2 上皮细 胞 (系 )与新鲜分 离

的小 鼠 P e y e r ’ S 结琳 巴细 胞共培养模型
,

采用短路 电流检测单层上皮细 胞跨上皮 电阻 ( T E R )的变

化
,

半定量 R T
一

P C R 方法检测上皮细 胞 间的紧密连接相 关蛋 白 2 0
一

1 和 2 0
一

2 m R N A 的表达 以及

E L ISA 方法测定相关细 胞因子 m I L
一

6 和 hI L
一

8 的变化
.

结果表 明
,

P ey er
’ s 结淋 巴细 胞可 以较好地

维持上皮 的屏障功能
,

但当痢疾杆菌 F Z a 一

12 脂多糖 ( L P S )作用 后
,

却使跨上皮 电阻 明显降低
.

细

胞因子 m l工
_ 一

6 和 hI L
一

8 在不 同共培养情况下的差异表达
,

揭 示琳 巴细 胞与上皮细 胞 间的
“

对话
”

包括细胞 间的直接接触作用
.

关键词 ca
c
-o 2 细胞 eP ye r’ s

结淋巴细胞 共培养 跨上皮电阻 ( T E )R

肠粘膜上皮细胞 ( IE C )是有极性的柱状上皮细

胞
,

具有消 化
、

吸收
、

分 泌和 屏 障等重要 生理 功

能 ; 此外
,

粘膜上皮含有 占体 内 80 % 的免疫细胞和

免疫分子 〔’
,

2 〕
,

因此成为机体最大的免疫组织
,

IE c

通过对粘膜免疫细胞的不同刺激信号来调节肠粘膜

的各种免疫反应
,

在粘膜的天然和获得性免疫 防御

机制中发挥重要作用
.

研究表 明
,

上皮细胞与免疫

细胞不仅在组织学定位上密切相关
,

而且在生理及

病理状态下
,

两者存在着复杂的
“

对话
”

机制
,

它

是粘膜免疫研究的重要前沿领域
,

是探索粘膜免疫

独特性与规律的突破 口
.

因此
,

在体外建立一种稳

定的上皮细胞与淋巴细胞共培养体系
,

以此进行上

皮细胞的生理学特性及其免疫调节作用的研究
,

是

进一步探索肠 上皮细 胞免疫应 答机制 的前提 和基

础
.

同时利用痢疾杆菌 F Z a 一 12 L P S 作为抗原
,

观察

L P S 在共培养体系中的作用
,

为揭示上皮细胞与淋

巴细胞之间的
“

对话
”

提供 实验基础
,

为研 究粘膜

免疫防御机制提供依据
.

材料与方法

将 来 源 于 人 的 C ac o 一

2 上 皮 细 胞 ( 3 火 10 5 /

0
.

2 m L )与新鲜分离的 B A L B / c 小 鼠 ( S P F 级
,

6 一 8

周
,

雌性 )的 P e y e r ’ S 结淋巴细胞 ( s 只 1 0 6
或 i 又 10 6 )

分别上下或混合共培养 3[J
,

并以单独培养 的 C ac 。 一

2

上皮细胞作为对照
.

在共培 养 第 6
,

8 天
,

利用 短 路 电流 检测仪

( D V C
一

10 0 0 ; W
o r l d P r e e i s i o n I n s t r u m e n t S In e

. ,

N e w

H a v e n ,

C T
,

U s A )进行跨上皮 电阻 ( t r a n s 一 e p i t h e li a l

e le e t r i e a l r e s i s t a n e e ,

T E R )的检测 [” ]
.

收集 共 培 养第 6 天 C ac
。 一

2 单 层 细 胞
,

常规

T R I ZO L 法抽提总 R N A
,

反转录为
c D N A 后

,

分别

以 2 0
一

r
,

2 0
一

2 引物 14 〕作 P e R 扩增
,

以 件a e t i n 作为

内对照
,

检测 2 0
一

1
,

2 0
一

Z m R N A 的表达
.

分别收 集共培 养第 6 天各组 细 胞培养液
,

用

E L I S A 试剂盒 ( B IO S O U R C E )检 测 m I L
一

6 和 h I L
一

8

两种细胞因子
.

共培养第 4 天
,

在滤膜的 C ac
。 一

2 单层细胞顶端

加入痢疾杆菌 F Z a 一

1 2 I
J

P s ( 5 拼g / m L /滤膜 )
,

继续共

培养 48 h 后进行短路 电流检测跨上皮电阻
.

上述实验结果 以平均值 士标准差表示
,

两样本

均 差 t 检 验 分 析
,

尸 < 0
.

05 为 显 著 性 差 异
,

尸 < 0
.

0 1为极显著性差异
.
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2 结果与讨论

2
.

1 P ey e r ’ s 结淋巴细胞对上皮细胞极性 (紧密连

接 )的维持及 单层上皮细胞完整性和屏障功能的影

响

上皮细胞屏障功能是依靠位于细胞 间顶端 的紧

密连接 ( t i g h t zu n e t io n s ,

TJ
S )来完成的

,

其紧密程度

则可由跨上 皮 电阻 ( T E R )来 反映
.

本 研究建 立 了

C ac --o 2 上皮细胞 (系 )与新鲜分离的小 鼠 P ey e r ’ S
结

淋巴细胞共培养模型
,

对上皮细胞 T卫R 检测的结

果 (图 1) 表 明
:

无论是 上下共培养或混合共培 养
,

在共培养第 6 天
,

共培养组与对照之间上皮细胞的

T E R 没有明显差异
,

但在第 8 天
,

对照组 T E R 明

显下降
,

共培养组的 T E R 仍维持较高水平
,

两组

之间有显著性差异 (尸 < 0
.

0 1 )
.

提示与淋 巴细胞共

育可以较好地维持上皮屏障功能
,

对 C ac
。 一

2 上皮细

胞生长有促进和防止老化的作用
.

上下共培养

00oo
J
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口 对照
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图 1 C a e -o 2 与 P P L 共培养不同时间 T E R ( n
·

e扩 )的变化

进一步用半定量 R T
一

P C R 检测紧密连接相关蛋

白 2 0
一

1和 2 0
一

Z m R N A 的表达
,

结果 (图 2) 显示
:

两种共培养组 中 2 0
一

1 的表达均 比单独 C ac
。 一

2 上皮

细胞对照组明显升高
,

进一步证实淋巴细胞对上皮

细胞的 生长 以及极性 (紧密连接 )的维持有重要 作

用 ; 而 2 0
一

2 的表达在各 组间没有明显差异 ; 提 示

淋巴细胞影响 C ac 。 一

2 细胞间紧密连接的作用对象主

要是 2 0
一

1
.

恻妞铡伐恻五拨刨

单独 C
a e -o 2

图 2

上下共培养 混合共培养 单独 aC
co Z 上下共培养 混合共培养

紧密连接相关蛋白 2 0
·
1和 2 0

.

2 的 R T
一

P C R 半定 t 检测结果

2
.

2 不同共培养方式 (细胞接触与否 )影响共育细

胞相关细胞因子的分泌

因为淋巴细胞和上皮细胞的来源不同
,

在共育

培养第 6 天
,

用 E IL S A 对培养液中小鼠 m I L
一

6 和人

hI L
一

8 两种细胞 因子进行检测
.

结果 (图 3) 显示
,

在混合共培养组 中
,

m I L
一

6 的相对含量 明显高于其

他各组
,

其 差别十分 显著 ( 尸 < 0
.

0 5 ) ; 而该组 的

M L
一

8 相对含量却明显低于上下共培养组
,

其差别

非常明显 (尸 < 0
.

0 5 )
.

说 明上皮细胞与淋巴细胞直

接接触与否诱导的细胞 因子在量和 类别上均有差

别
,

提示在共培养体系中上皮细胞与淋 巴细胞的相

互作用不仅包括各种细胞因子的分 泌
,

而且还有上

皮细胞与淋 巴细胞 间的直接接触作用
.
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图 3 E L sI A 检测细胞因子的结果

2
.

3 痢疾杆菌 F 2 a- 12 L P S 降低共育上皮细胞 的屏

障功能

如前所述
,

上下共培养和混合共培养组的 T E R

比单 独 C ac
。 一

2 对 照组 明显 升高
.

但是
,

当用 L P S

预处理 48 h 后
,

两种共培养组 T E R 均下降
,

与各

自对照 比较 都有 显著性差异 ( 尸 < 0
.

0 5 )
,

而单独

C ac
。 一

2 细胞 T E R 则没有明显的变化 (图 4 ;) 说明共

育不仅提高了 C ac
o 一

2 细胞的屏障功能
,

也增加了对

L P S 刺激的敏感性
,

提示 L P S 可降低淋巴细胞相关

的上皮屏障功能
.

对照

1」名

体系中的淋 巴细胞均采用外周血淋 巴细胞 (包 括巨

噬细胞
,

单核粒细胞或 白细 胞等 )
,

且与上述 各种

淋巴细胞共 育后均 导致 上皮细胞 T E R 下 降
.

而我

们实验 中的淋 巴细胞来源于肠道粘膜部位的集合淋

巴小结 ( P ey e r ’ S
结 )

,

结果显示 P ey er
’ S
结淋巴细胞

在正常情况下可以较好地维持上皮细胞的完整性和

屏障功 能
,

只有在感染时才使上皮屏障功能 下降
;

这与通常所观察到 的生理现象相符
.

上皮细胞与不

同部位 (外周血或粘膜 )的淋 巴细胞共育对其屏障功

能的影响存在差异
,

可能也反映出系统免疫与粘膜

免疫的不同
,

说明上皮细胞与淋巴细胞之 间存在着

复杂的相互关系
.

因此
,

本研 究为进一步探讨淋巴

细胞与上皮细胞相互关系
,

以及粘膜免疫 防御机制

奠定了实验基础
.
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2

单层细胞作用 4 8 h 的 ET R 变化

总之
,

我们在建 立 的人结肠 癌上皮 细胞 (系 )

ca co
一

2 与 eP ye r ’ S
结淋 巴细胞共培养模型上

,

观察

到共培养体系 中 eP ye r ’ S
结淋 巴细胞可影响上皮细

胞的屏障功能
,

并且在不 同的共培养 (上下共 培养

与混合共培养 )条件下
,

以及在正常和感染 ( L P )S 情

况下存在着差别 ; 上皮细胞与淋巴细胞的
“

对话
” ,

不仅通过细胞因子的释放
,

而且还有细胞与细胞之

间的直接接触作用
.

我们认为该结果更符合粘膜上

皮的生理状态
.
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