
■背景资料
肠上皮屏障是机
体最重要的免疫
防御屏障 ,  其中
肠 黏 膜 上 皮 细
胞 及 其 细 胞 间
的 紧 密 连 接 结
构 是 肠 道 抵 御
外环境中有害物
质或病原体入侵
肠黏膜组织的关
键 ,  是维持肠上
皮的选择通透性
及其屏障功能的
结构基础 .  跨上
皮途径和细胞旁
紧密连接途径结
构的改变 ,  可使
肠黏膜通透性改
变 ,  即肠上皮屏
障出现损伤进而
可导致炎症性肠
病(inflammatory 
bowe l  d i sease , 
IBD)的发生.
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Abstract
Intestinal epithelial barrier permeability 

changes/increase caused by intestinal epithelial 
barrier damage play an important role in the 
pathogenesis of inflammatory bowel disease, 
and the maintenance of normal intestinal 
epithelial barrier permeability depends on the 
two aspects of the trans-epithelial cell pathway 
and the tight connection between the cells. In 
recent years, with the development of molecular 
biology technology and wide application of a 
variety of gene engineering technology, specific 
knocking out a particular gene through gene 
knockout technology to study the pathogenesis 
of the disease has become a hot research topic. 
In this paper, we review the application of 
gene knockout technology in the research of 
intestinal epithelial barrier trans-epithelial 
pathway and tight junction pathway in 
inflammatory bowel disease, in order to provide 
some ideas for further study of the pathogenesis 
of inflammatory bowel disease.
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摘要
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■研发前沿
基因敲除技术特
异性敲除某一特
定基因来研究疾
病的发病机制成
为热点 .  本文通
过介绍基因敲除
技术特异性敲除
肠上皮屏障的跨
上皮途径和紧密
连接途径这两条
途径中的任意靶
点基因来造成其
结构改变 ,  以此
来研究IBD的发
病机制 ;  并在此
基础上来寻找治
疗IBD的新靶点, 
这将对于开发治
疗IBD的新药具
有重大的潜在研
究价值.

屏障损伤在炎症性肠病发病机制中起重要
作用, 正常肠上皮屏障通透性的维持依赖于
跨上皮细胞途径和细胞间紧密连接途径这
两方面. 近年来, 随着分子生物学技术的发
展以及各种基因工程技术的广泛应用, 通过
基因敲除技术特异性敲除某一特定基因来
研究疾病的发病机制成为热点. 本文综合了
近年来国内外相关研究文献, 旨对基因敲除
技术在炎症性肠病肠上皮屏障的跨上皮途
径和紧密连接途径这两方面研究中的应用
进行简要概述, 试图对深入开展炎症性肠病
的发病机制研究提供一些思路. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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综述

核心提示: 肠上皮屏障通透性改变或通透性

增加所致的肠上皮屏障损伤在炎症性肠病

(inflammatory bowel disease, IBD)发病机制中发

挥着重要作用, 本文通过阐述基因敲除技术在

肠上皮屏障跨上皮途径中的应用和在肠上皮屏

障紧密连接途径中的应用来研究肠上皮屏障结

构或功能损伤在IBD中的影响作用. 
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克

罗恩病(Crohn's disease, CD), 由于其发病率逐

年升高, 其病因和发病机制的研究也越来越受

到重视. 其中肠上皮屏障损伤机制的研究已成

为IBD发病机制研究中的热点之一. 随着分子

生物学技术的发展以及各种基因工程技术的

广泛应用, 从20世纪90年代起就有研究者[1-3]通

过采用基因敲除技术特异性敲除某一特定基

因来研究细胞因子、细胞因子受体、T细胞受

体、抗原递呈细胞以及肠上皮细胞在IBD发病

机制尤其是在其免疫发病机制中的作用. 
基因敲除(gene knockout)技术是20世纪80

年代发展起来的一门新技术. 基因敲除动物模

型的建立使许多与人类疾病相关的新基因的

功能得到阐明, 从而使现代生物学及医学研究

领域取得了突破性进展. 该技术应用DNA同

源重组技术, 将灭活的基因导入小鼠胚胎干细

胞以取代目的基因, 再筛选出已靶向灭活的细

胞, 微注射入小鼠囊胚. 该细胞参与胚胎发育

形成嵌合型小鼠, 再进一步传代培育可得到纯

合基因敲除小鼠. 最新的基因敲除技术即可诱

导区域性蛋白质敲除技术, 用这一技术构建的

模式动物已成为目前功能基因组和功能蛋白

质组研究最先进的工具之一[4]. 基因敲除动物

可用于研究动物在该基因缺陷时的生理病理

过程. 
肠上皮屏障是机体最重要的免疫防御屏

障, 其中肠黏膜上皮细胞及其细胞间的紧密

连接结构是肠道抵御外环境中有害物质或病

原体入侵肠黏膜组织的关键, 是维持肠上皮

的选择通透性及其屏障功能的结构基础. 正
常的肠上皮通透性主要依赖于两个途径, 即
跨上皮途径和细胞旁途径(紧密连接), 在跨

上皮途径中, 肠黏膜上皮细胞允许营养物质

从肠腔吸收进入循环, 同时限制对人体有害

的物质(如内毒素和炎症因子)通过 [5,6]. 细胞

旁途径是一组复杂的结构, 主要由上皮细胞

之间的紧密连接构成. 细胞旁途径对大分子

物质(如内毒素和细菌的其他产物)是否通过

起到关键性调控作用[7]. 研究[8]表明, 跨上皮

途径和细胞旁紧密连接途径结构的改变, 可
使肠黏膜通透性改变, 即肠上皮屏障出现损

伤进而可导致I B D的发生. 通过利用基因敲

除技术特异性敲除这两条途径中的任意靶点

基因来造成其结构改变, 由此来研究肠上皮

屏障结构或功能损伤在I B D中的影响作用 . 
本文旨从肠上皮屏障的跨上皮途径和紧密连

接途径研究基因敲除技术在这两条途径中的

应用. 

1  基因敲除技术在肠上皮屏障跨上皮途径中

的应用  

1.1 肿瘤坏死因子α 肿瘤坏死因子α(t u m o r 
necrosis factor-α, TNF-α)即经典TNF, 是一种主

要由单核-巨噬细胞产生的促炎细胞因子, 主
要参与炎症反应和免疫反应. 他可诱导其他多

种炎症介质的释放, 激活全身和肠道局部免疫

反应, 引起免疫级联反应和恶性循环, 导致肠

道持续炎症[9]. Fukumoto等[10]通过研究证实, 用
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■相关报道
Marcon等认为特
异性敲除缓激肽
1 受 体 基 因 的 小
鼠对实验性结肠
炎易感是通过代
偿性上调缓激肽
2受体实现的, 而
缓 激 肽 2 受 体 可
以破坏肠上皮屏
障的紧密连接途
径 ,  进而使肠黏
膜的通透性增加. 
缓 激 肽 2 受 体 激
动剂可减轻试验
性结肠炎的症状, 
可望成为一个重
要的靶向治疗剂.

吲哚美辛诱导的小肠损伤模型中, TNF-α-/-的

小鼠与野生型小鼠相比, 其肠上皮细胞凋亡含

量和Caspase3蛋白的表达明显低于野生型小

鼠, Bcl-2 mRNA的表达水平高于野生型小鼠. 
他们认为TNF-α在吲哚美辛诱导的小肠损伤

模型发病机制中发挥着重大作用, 是通过其自

身参与肠黏膜的中性粒细胞浸润和肠上皮细

胞凋亡途径实现的. 
1.2 锌指蛋白A20 锌指蛋白A20(zinc f inger 
protein A20, A20), 他是由TNF-α诱导产生的

TNF-α诱导蛋白3(TNF-α induced protein 3, 
TNFAIP3), 是核因子-κB(nuclear factor-κB, NF-
κB)的目标基因, 能够编码泛素化修饰酶, 除
可负调控TNF-α介导的NF-κB激活, 还可抑制

TNF-α介导的细胞凋亡[11]. Vereecke等[12]研究

发现, A20-/-的小鼠没有出现自发的肠道炎症, 
但是却显示出对实验性结肠炎的敏感性, 并且

A20-/-的小鼠肠上皮细胞对TNF-α诱导的细胞

凋亡具有高敏感性, 可导致肠上皮细胞凋亡以

及肠上皮屏障破坏, 最终源于肠道共生菌的侵

袭引起系统性炎症反应而导致死亡. 
1.3 Ras相关结构域蛋白1A Ras相关结构域

蛋白1A(Ras association domain family protein 
1A, RASSF1A )是一个肿瘤抑制基因. 近年来

研究[13-15]发现, RASSF1A是一种新的细胞调

节因子, 他是Rassf/Salvador/Hippo通路的组

成部分, 而Rassf通路能够调节细胞的死亡和

增殖. Gordon等[16]通过实验证实, 特意敲除

RASSF1A基因可导致肠上皮细胞凋亡增加. 
他们通过实验观察到, RASSF1A与膜近端Toll
样受体组件有密切关联. RASSF1A能够抑制

Toll样受体诱导的NF-κB活化, 活化的NF-κB
可以调节肠上皮细胞的增殖和诱导Hippo通路

的靶蛋白YAP(Yes-associated protein)酪氨酸

磷酸化, 而酪氨酸磷酸化的YAP可以上调促凋

亡基因从而导致肠上皮细胞凋亡. 从果蝇的肠

上皮细胞移除YAP或在YAP-/-的葡聚糖硫酸钠

(dextran sodium sulfate, DSS)诱导产生的结肠

炎小鼠中显示出肠上皮细胞的低存活率和细

胞增殖减弱[17]. 
1.4 MicroRNA-21 MicroRNA-21(miR-21)是一

个独特的miRNA, 能够在多种炎症性疾病中

过量表达, 包括IBD[18-22]. miRNAs属于一种小

核糖核酸分子, 他能够在后转录水平调节基因

的表达. Shi等[23]研究证实, 在用DSS处理之前, 

miR-21-/-小鼠和野生型小鼠的肠上皮通透性

和肠上皮细胞凋亡率并没有明显差别, 而在用

DSS诱导产生结肠炎模型之后, 野生型小鼠与

miR-21-/-小鼠相比, 其肠上皮通透性和肠上皮

细胞凋亡率明显增加. 因此, 认为特异性敲除

miR-21可以提高DSS诱导的实验性结肠炎小

鼠的存活率. 
1.5 白介素-6 白介素-6(interleukin 6, IL-6)是一

类具有多重生物学效应的细胞因子, 他参与各

种细胞免疫应答和细胞凋亡与增殖, 对维持肠

黏膜完整性有重要意义[24]. Grivennikov等[25]研

究证实, 用DSS诱导产生的急性肠炎模型中, 
IL-6-/-小鼠与野生型小鼠相比, 其诱导的结肠

炎更加严重, 体质量减轻也较野生型小鼠更为

明显; IL-6-/-小鼠的肠上皮细胞凋亡率也显著

增高. 认为IL-6可以提高肠上皮细胞的增殖, 增
强肠上皮细胞对抗凋亡的能力. 
1.6 信号转录和转录激活5b 信号转录和转

录激活5b(signal transducer and activator of 
transcription 5b, STAT5b)是转录因子家族的成

员之一, 他被多种细胞因子和激素活化来调

节机体免疫、造血和新陈代谢. Han等[26]认为, 
在CD患者受损的结肠组织中STAT5b的活化

是减少的. 而用TNBS诱导产生的实验性结肠

炎模型中, STAT5b-/-小鼠对实验性结肠炎表现

出易感, 推测STAT5b对研究结肠屏障功能有

重要意义. 他们进一步研究证实, 特异性敲除

STAT5b基因, 导致结肠基因表达的凋亡模式

的活化, 可增加肠黏膜的通透性和肠上皮细胞

的凋亡[27]. 
1.7 肠三叶因子 肠三叶因子(intestinal trefoil 
factor, ITF)是肠上皮修复的重要调控因子, 在
肠黏膜损伤时有利于肠黏膜的连续性重建. 在
结直肠癌和衍生的细胞系中ITF分泌会增多, 
肠黏膜修复需要肠上皮细胞从基底脱离, 这将

诱导细胞凋亡的发生. Taupin等[28]研究证实, 特
异性敲除ITF基因的小鼠结肠上皮细胞凋亡明

显增加, 并且不伴随有受体相关(TNFR/Fas)和
应激相关(Bcl-family)的细胞凋亡调节因子表

达的改变. 

2  基因敲除技术在肠上皮屏障紧密连接途径

中的应用

2.1 缓激肽1受体和缓激肽2受体 缓激肽受体

(bradykinin receptor, BDKR)是G蛋白偶联受

陈柳, 等. 基因敲除技术在炎症性肠病肠上皮屏障机制研究中的应用



2015-10-18|Volume 23|Issue 29|WCJD|www.wjgnet.com 4676

■创新盘点
本文较全面的论
述了基因敲除技
术在IBD肠上皮
屏障的跨上皮途
径和紧密连接途
径这两方面研究
中的应用 ,  从方
法学上对今后深
入开展IBD肠上
皮屏障损伤机制
的研究具有重要
参考价值.

体视紫红质亚家族的重要成员之一, 可参与

调节血压、中枢痛觉调制、炎症发生和发

展等众多病理生理过程. BDKR分为缓激肽

1受体(bradykinin 1 receptor, B1R)和缓激肽2
受体(bradykinin 2 receptor, B2R)两种受体亚

型. BDKR的相应配体-缓激肽(bradykinin, BK)
则是激肽释放酶-激肽系统(kal l ikrein-kinin 
system, KKS)的重要产物[29]. B2R在各种不同

器官中都有表达, 能够介导多数已知激肽的生

理活动; 而B1R在正常状态下表达量很少, 但
是在创伤或是病理状态下能迅速表达[30-32]. 研
究[33]证实, BK作为B2R激动剂, 能够破坏紧密

连接通路, 从而使肠黏膜通透性增加. Marcon
等[34]研究证实, 特异性敲除B1R基因的小鼠对

DSS诱导的结肠炎易感, 与DSS诱导的野生型

小鼠相比, IL-1β、IFN-γ、角质形成细胞趋化

因子和巨噬细胞炎性蛋白2的表达明显增加; 
而对野生型小鼠进行B1R拮抗剂治疗后, 对
DSS诱导的结肠炎并没有明显影响; 用DSS诱
导的B1R-/-小鼠, 其B2R mRNA的表达明显上

调, 紧密连接相关蛋白occludin的基因表达减

少; 但通过对DSS诱导的B1R-/-小鼠进行B2R拮
抗剂治疗后, 其可以阻断结肠炎的恶化. 因此, 
认为基因敲除B1R的小鼠对实验性结肠炎易

感可能与其代偿性上调B2R有关, 进而通过调

节紧密连接来实现. 
2.2 蛋白C 蛋白C(protein C, PC)是PC通路的

成员之一 ,  P C通路是连接炎症和凝血的一

个主要桥梁 .  P C通路主要由血栓调节蛋白

(thrombomodulin, TM)、内皮细胞蛋白C受体

(endothelial cell PC receptor, EPCR)、PC、蛋

白酶激活受体-1(protease-activated receptor-1, 
PAR-1)蛋白组成[35]. 通常PC通路被认为主要

具有抗凝作用, 有研究[36,37]证实, 他对炎症通

路也起着重要作用, 其通路的每个组成部分都

表现出极大的抗炎活性, 且其在肠上皮细胞

中也有表达. PC作为一种抗凝和抗炎分子, 在
IBD的患者中上皮细胞表达的PC和PC受体下

调. Vetrano等[38]通过研究证实, 特异性敲除PC
基因的小鼠会形成自发性结肠炎, 并对实验性

结肠炎易感. PC-/-小鼠释放的炎症细胞因子和

肠黏膜通透性都出现增加. 而通过对肠上皮紧

密连接结构分析发现, PC-/-小鼠的连接黏附分

子A(junctional adhesion molecule A, JAM-A)和
claudin-3表达减少, ZO-1表达模式改变. 在体

内, 用活化的PC治疗PC-/-小鼠, 其肠黏膜损伤

治愈和结肠炎症得到改善. 由此推测, 肠上皮

细胞的PC通路在调节肠上皮通透性和紧密连

接完整性上发挥重要作用. 
2 . 3  叉 头 框 转 录 因 子 4  叉头框转录因子

4(forkhead box t ranscr ip t ion fac tor O4, 
F o x O4)是叉头框转录因子家族成员之一 . 
FoxO蛋白参与多种细胞功能, 其中包括免疫

应答的调节[39-44]. Zhou等[45]研究证实, 特异性

敲除FoxO4基因的小鼠对TNBS诱导的结肠炎

易感性增加; 与野生型小鼠相比, FoxO4-/-小鼠

的上皮细胞内趋化因子CCL5、CD4+上皮内T
细胞的招募和炎症细胞因子INF-γ、TNF-α的
表达均显著增加. 此外, FoxO4-/-小鼠的肠黏

膜通透性增加, 相关的紧密连接蛋白ZO-1、
claudin-1表达减少. 
2.4 JAM-A JAM-A是紧密连接家族的成员之

一. 紧密连接分子家族的组成比较复杂, 主要

由多种跨膜蛋白(transmembrane proteins)家族

和JAM家族组成. 研究[46]表明JAM-A能参与调

节屏障功能和炎症应答, 其在很多类型的细胞

中都有表达, 特别是在内皮细胞和上皮细胞中

表达较多. Laukoetter等[47]研究发现, 与野生型

小鼠相比, 特异性敲除JAM-A基因的小鼠对

DSS诱导的结肠炎易感. 此外, 在JAM-A-/-的小

鼠中, 其结肠黏膜炎症和肠上皮细胞的通透性

增加, 肠上皮细胞的增殖增加, 同时其紧密连

接蛋白claudin-10、claudin-15的表达也上调. 
这些研究结果显示, JAM-A介导肠上皮屏障功

能是通过调节跨膜蛋白的表达和肠上皮细胞

的增殖来实现的, 进而调节肠黏膜炎症和肠上

皮黏膜急性损伤的应答. 
2.5 IL-1β IL-1β是一种多功能细胞因子, 主要

由活化的单核-巨噬细胞产生, 在IBD的发病

机制中发挥重要作用. 有研究 [48,49]表明, IL-
1β可以导致生长的Caco-2细胞的肠上皮紧密

连接通透性增加. 临床研究[50-52]也发现, IBD
患者体内I L-1β水平的增加可导致肠黏膜通

透性增加. Al-Sadi等[53]通过研究证实, IL-1β
可以导致小鼠肠上皮通透性增加, 且其可能

是通过介导肌球蛋白轻链激酶(myosin light-
chain kinase, MLCK)表达增加和/或活化实现

的; 而在特异性敲除MLCK基因的小鼠中, IL-
1β没有导致肠上皮通透性的增加. 由此提示

MLCK在肠上皮屏障紧密连接途径中发挥着
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重要的调节作用. 

3  结论

肠黏膜上皮屏障是机体最重要的免疫防御屏

障, 其损害程度与IBD的发生与发展密切相关; 
肠黏膜上皮屏障一旦受损则可引起肠上皮通

透性增加, 因此, 修复肠黏膜上皮屏障已经成

为治疗IBD的新目标. 基因敲除技术是在动物

整体水平研究目的基因的生物学技术, 在新基

因的功能鉴定及人类疾病的研究中展现出不

可估量的应用前景, 本文通过查阅大量的国内

外文献, 认为基因敲除技术在IBD的发病机制

以及治疗策略上存在着很大的潜在应用价值. 
本文旨对基因敲除技术在IBD肠上皮屏障的跨

上皮途径和紧密连接途径这两方面研究中的

应用进行简要概述, 以期对深入开展IBD的发

病机制的研究和寻找新的治疗方法提供一些

思路. 
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