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摘要! 本实验研究了饲料氧化鱼油对草鱼肠道屏障结构和肠道通透性的影响% 以豆油$鱼油$氧

化鱼油作为饲料脂肪源!分别设计鱼油组"7(#$豆油组"7*#$3I氧化鱼油"3"(#$8I氧化鱼油

"8"(#及 7I氧化鱼油"7"(#4 组等氮$等能半纯化饲料!在池塘网箱养殖草鱼(平均体质量

";8=9 E1=3# ?);3 D% 采用实时荧光定量 G-$"Y$L6G-$#的方法!测定了草鱼肠道紧密连接蛋

白中闭锁蛋白 "220@D=A!闭合蛋白 -0<@D=A8/$-0<@D=A814<和胞浆蛋白 X"61$X"63$X"6/的基

因表达活性!并结合肠黏膜细胞间紧密连接结构透射电镜观察结果$肠道通透性标志性指标综合

分析% 结果显示'在添加氧化鱼油后!

'

血清二胺氧化酶活性$内毒素和 46乳酸含量都出现显

著增加"9B2=24#&

(

组成肠黏膜细胞间紧密连接结构的闭合蛋白 -0<@D=A 6/$-0<@D=A 614<和

胞浆蛋白X"61$X"63$X"6/ 基因表达活性显著下降"9B2=24#!而闭锁蛋白"220@D=A 基因表

达活性出现不同程度的下降!但差异不显著"9C2=24#&

)

透射电镜观察结果显示肠黏膜细胞间

紧密连接结构出现缝隙&

*

饲料中的 &.值$G".值$O4&含量与闭合蛋白 -0<@D=A 6/$

-0<@D=A 614<!胞浆蛋白 X"61$X"63$X"6/ 和闭锁蛋白 "220@D=A 基因表达活性均显示负相关

关系!其中饲料 G".值$O4&含量与胞浆蛋白 X"61 基因表达活性呈极显著负相关关系"9B

2=24#% 结果表明!在饲料中添加氧化鱼油后!氧化鱼油中的过氧化物$丙二醛等油脂氧化产物导

致组成肠道黏膜细胞间紧密连接结构的蛋白基因表达活性显著下降$紧密连接物理性结构显著

损伤!致使肠黏膜屏障结构的完整性被破坏$肠黏膜通透性显著增加%

关键词! 氧化鱼油& 草鱼& 肠道& 细胞紧密连接& 通透性

中图分类号! *07/5 文献标志码'&

55完整的肠黏膜屏障结构是维护完整的肠道屏

障功能的结构基础"能防止有毒有害物质透过肠

壁到达肠外组织"维持机体的内环境稳定) 目前

认为肠黏膜屏障一般由机械屏障(免疫屏障(生物

屏障和化学屏障构成"其中以机械屏障最为重要)

而完整的肠黏膜细胞和肠黏膜细胞间的连接是肠

黏膜机械屏障的结构基础"二者共同构成了肠道

的结构性屏障
%1&

) 肠黏膜细胞间连接包括紧密

连 接 # 3=?T36@A23=/A $( 黏 着 连 接 # <DTCJCAH

6@A23=/A$(桥粒连接# DCH;/H/;C6@A23=/A$和缝隙

连接# ?<B 6@A23=/A$) 紧密连接是肠黏膜细胞间

最为重要的连接方式"位于相邻肠黏膜细胞间最

顶端"是物质通过肠黏膜细胞间通路转运的限制

因素"具有栅栏功能和屏障功能
%3&

) 栅栏功能把

肠黏膜细胞质膜分成顶膜和基侧膜 3 个部分"阻

止它们之间的脂质和蛋白质等自由弥散) 而屏障

功能通过对分子大小和所带电荷的选择性"调节

肠黏膜细胞间通路离子(水和溶质的转运"维持组

织的内环境稳态
%/&

) 紧密连接是由多种蛋白质

构成 的 大 分 子 复 合 物" 主 要 分 为 跨 膜 蛋 白

"220@D=A

%8&

(-0<@D=AH

%4 67&

和胞浆蛋白 X"H

%; 69&

)

紧密连接蛋白在维持肠道黏膜通透性和肠道屏障

功能完整性方面具有重要作用
%0&

) 肠黏膜通透性

的升高主要通过增加肠黏膜细胞通路和肠黏膜细
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胞间通路的通透性来实现
%12&

) 其中"4&"活性(

46乳酸和内毒素含量经常作为判断肠黏膜通透

性和肠黏膜屏障功能的指标
%11 618&

)

鱼油虽然含有丰富的多不饱和脂肪酸"但由

于鱼油的高度不饱和性"导致了其极易发生氧

化变质"产生大量的自由基(过氧化物 #如丙二

醛$等"这些油脂氧化产物会使肠道产生氧化应

激"损伤肠道屏障功能
%14 617&

) 但是"目前关于

氧化鱼油是否破坏肠道屏障结构和功能完整性

的研究还少有报道) 本实验在添加不同梯度氧

化鱼 油 的 条 件 下"采 用 荧 光 定 量 G-$技 术

# Y$L6G-$$对草鱼肠道的 7 个紧密连接蛋白

基因表达活性进行检测"并结合紧密连接结构

透射电镜和肠道通透性指标综合分析"探讨氧

化鱼油对肠黏膜细胞间紧密连接蛋白基因表达

活性(肠黏膜细胞间紧密连接结构完整性和肠

黏膜通透性的影响)

!"!#实验鱼

草鱼来源于浙江一星饲料有限公司养殖基

地"为池塘培育的 1 冬龄鱼种"挑选体格健康(无

畸形(体质量为#;8=9 士 1=3$ ? 的草鱼 /22 尾鱼"

随机分为 4 组"每组 / 个重复"每个重复 32 尾鱼)

!"$#实验饲料

以酪蛋白和秘鲁蒸气鱼粉为主要蛋白源"采

用等氮(等能方案设计基础饲料"制作了 7I豆油

组#7*组$(7I鱼油组 #7(组$(3I氧化鱼油 >

8I豆油组#3"(组$(8I氧化鱼油 >3I豆油组

#8"(组$(7I氧化鱼油组 #7"(组$作为脂肪源

的 4 组等氮等能实验饲料"饲料原料粉碎过 72 目

筛"用绞肉机制成直径 1=4 ;;的长条状"切成

1=4 ;;?312 ;;的颗粒状"风干"饲料置于 632

M冰柜保存备用"具体配方及营养水平见表 1)

豆油为-福临门.牌一级大豆油"鱼油来源于广东

省良种引进服务公司生产的-高美牌.精炼鱼油"

氧化鱼油参考文献%12&方法制备"并分别测定了

/ 种油脂过氧化值 #G".$(酸价 #&.$(丙二醛

#O4&$"并计算实验饲料中 G".值(&.值(

O4&含量"具体结果见表 3)

表 !#实验饲料组成及营养水平#干物质基础$

+,-.!#G0>B;8,2304,4@:>0H3B,2?10B:053230406?H:?>3B?42@3?25#%= -,535$

项目

=3C;H

组别 ?J/@BH

7* 7( 3"( 8"( 7"(

原料 =A?JCD=CA3Hh

酪蛋白 2<HC=A 314 314 314 314 314

蒸汽鱼粉 H3C<;DJ=CD 7=HT ;C<0 17; 17; 17; 17; 17;

磷酸二氢钙 -<#+

3

G"

8

$

3

/+

3

"

33 33 33 33 33

氧化鱼油 /W=D=SCD 7=HT /=0 2 2 32 82 72

豆油 H/>KC<A /=0 72 2 82 32 2

鱼油 7=HT /=0 2 72 2 2 2

氯化胆碱 2T/0=AC2T0/J=DC 1=4 1=4 1=4 1=4 1=4

预混料 BJC;=W

1$

12 12 12 12 12

糊精 DCW3J=A 112 112 112 112 112

-

6淀粉
-

6H3<J2T 344 344 344 344 344

微晶纤维 ;=2J/2J>H3<00=AC2C00@0/HC 71 71 71 71 71

羧甲基纤维素 2<JK/W>;C3T>02C00@0/HC 09 09 09 09 09

乙氧基喹啉 C3T/W>Y@=A 2=4 2=4 2=4 2=4 2=4

合计 3/3<0 1 222 1 222 1 222 1 222 1 222

营养水平 A@3J=CA30CPC0H

3$

粗蛋白质 2J@DCBJ/3C=A5I /2=21 30=43 /2=44 /2=20 /2=18

粗脂肪 2J@DC0=B=D5I ;=29 ;=22 ;=3/ 7=9/ 7=02

能量 CACJ?># U!5?$ 32=383 32=743 32=743 10=08/ 32=972

注!1$预混料为每 U? 饲料提供!-@ 4 ;?"(C192 ;?"OA /4 ;?"XA 132 ;?")2=74 ;?"*C2=4 ;?"-/ 2=2; ;?"O? /22 ;?"N92 ;?".&

12 ;?".:

1

9 ;?".:

3

9 ;?".:

7

32 ;?".:

13

2=1 ;?".-342 ;?"泛酸钙 32 ;?"烟酸 34 ;?".4

/

8 ;?".N

/

7 ;?"叶酸 4 ;?"肌醇 122

;?' 3$实测值

%/3CH!1$ LTCBJC;=W BJ/P=DCD 3TC7/00/R=A? BCJU? /7D=C3H!-@ 4 ;?"(C192 ;?"OA /4 ;?"XA 132 ;?")2=74 ;?"*C2=4 ;?"-/ 2=2; ;?"

O? /22 ;?"N92 ;?".&12 ;?".:

1

9 ;?".:

3

9 ;?".:

7

32 ;?".:

13

2=1 ;?".-342 ;?"2<02=@;B<A3/3TCA<3C32 ;?"A=<2=A 34 ;?".4

/

8 ;?".N

/

7 ;?"7/0=2<2=D 4 ;?"=A/H=3/0122 ;?' 3$ OC<H@JCD P<0@CH

3141
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表 $#实验饲料中 (ca值"'a值"=%'含量分析结果

+,-.$#'4,8A231,8>?5;82560>(ca&'a,4@=%'

1042?4234@3?25

;?5U?

组别

?J/@BH

过氧化值

G".

酸价

&.

丙二醛

O4

7* /=7; /2 2=193

7( ;3=84 922 12=9

3"( 78=44 822 71=7

8"( 134=8/ ;;2 13/=0

7"( 197=/1 1 182 194

55本实验中使用的鱼油有一定程度的氧化"由

于其在饲料中比例为 7I"而氧化鱼油组是由氧

化鱼油和豆油按比例混合作为脂肪源"所以 7(组

的实际 G".值比 3"(组高 13=34I"而 &.则比

3"(和 8"(组分别高出 122I和 /=0I)

!"<#饲养管理

饲养实验在浙江一星饲料有限公司养殖基地

进行"在面积为 4 ;?77; ;#平均水深 1=9 ;$的

池塘中设置网箱"网箱规格为 #1=2 ;?1=4 ;?

3=2 ;$) 饲养实验前用 7 *组饲料驯化一周"正

式饲养时间为 ;3 D"每天 ;D22 和 17D22 定时投

喂"投饲率为 8I) 每 12 天依据投饲量估算鱼体

增重并调整投喂率"记录每天投饲量) 每周测定

水质一次"实验期间水温 34 <// M"溶解氧浓

度 C9=2 ;?5'" B+ ;=9 <9=8"氨氮浓度 B2=3

;?5'"亚硝酸盐浓度 B2=21 ;?5'"硫化物浓度

B2=24 ;?5')

!"F#主要试剂

总 $%& 提 取 试 剂 $%&=H/ G0@H"

GJ=;C*2J=B3

LO

$L O<H3C3JO=W 反 转 录 试 剂 盒"

*Q:$GJC;=W ,W L<Y

LO

)都来自 L<N<$<公司"荧

光定量 G-$扩增引物由生工生物工程#上海$股

份有限公司合成)

!"N#样品制备与分析

血清样品的制备与分析5养殖 ;3 D(停食 38

T 后"每网箱随机取出 12 尾鱼"采用尾静脉采血

法"取其全血置于离心管中"常温放置 2=4 T 后"

/ 222 J5;=A离心 12 ;=A 制备血清样品"经液氮速

冻后" 692 M 保 存 备 用) 血 清 二 胺 氧 化 酶

#4&"$活性采用南京建成的二胺氧化酶试剂盒

进行测定) 血清 46乳酸(内毒素含量采用南京

建成的 ,0=H<试剂盒进行测定)

肠道组织透射电镜样品制备与分析5每网箱

取 3 尾鱼(每组 7 尾"于中肠前四分之一处取 1 <3

2;肠管 1 段"纵向剖开用磷酸缓冲液冲洗后"立

即将其投入 8I戊二醛中固定"用于透射电镜分

析) 透射电镜采用锇酸固定(丙酮脱水"最后放入

胶囊内包埋切片染色"用日立 +L;;22 透射式电

子显微镜观察肠道组织结构并拍照)

草鱼肠道组织基因样品制备5每网箱随机选

取抽过血的 / 尾鱼进行活体解剖"迅速取出内脏

团置于冰浴中"在中肠的 153 处取出 1=2 2;?

1=2 2;的一块组织于 G:*中"漂洗 3 </ 次后"一

式两份"迅速装于 ,G管中"液氮速冻"于 692 M

保存)

总 $%&的提取和反转录 24%&5利用总

$%&提取试剂 $%&=H/ G0@H按照说明书提取肠道

样品总 $%&) 取 1 @? 总 $%&为模板"按照

GJ=;C*2J=B3

LO

$LO<H3C3JO=W 反转录试剂盒的方

法将 $%&转录成 24%&"于 632 M保存备用)

Y$L6G-$检测肠黏膜细胞间紧密连接蛋白

基因表达5根据本实验室草鱼肠道转录组测序

#$%&6*CY$结果"运用 BJ=;C4=2 软件设计了 7

个紧 密 连 接 蛋 白 基 因 和 内 参 基 因
%

8<23=A

#ECAK<AU 登录号!4F311207$的荧光定量正(反

向引物#表 /$)

表 <#实时荧光定量引物

+,-.<#(>3B?>5;5?@60>O;,4232,23D?>?,8V23B?()*

基因

?CACH

引物#4F6/F$

BJ=;CJH#4F6/F$

X"61

( --&EE&-&E&EL-&ELEE&E&

$ LEEEEL-&ELE-&EELLL

X"63

( EL-ELL&E&EEL-&LLL-EL-&

$ --&E-&E-&-&&L-&E-&EL

X"6/

( LLEL-&LLLLEEEL--L-LE

$ -L&L--E--L&&--ELEL-

"220@D=A

( LEEELE&&LE&LELE&&LEE

$ &&--E-LE-L-&ELEEE&-

-0<@D=A 614<

( &-&E&LL-L-EL&-&EEELLE&

$ -EELLELLE&&EL-ELLE-

-0<@D=A 6/

( L-EELEE&LLEL&-LL-LL-L-

$ --&&&L-&-L-EEE&-LL-L&

%

6&23=A

( -ELE&-&L-&&EE&E&&E

$ E&ELLE&&EELEEL-L-&L

55实时定量检测采用 -(907 荧光定量 G-$仪

#:=/ 6$<D"#*&$进行"反应体系为 32 @'!*Q:$

/141
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GJC;=W ,W L<YLO ))#L<N<$<$ 12 @'"候选引物

各 1 @'"24%&3 @'"灭菌水 7 @') G-$反应采用

两步法"反应条件为 04 M预变性 /2 H(04 M 变性

4 H(72 M 退火 /2 H"共 82 个循环) 同一样品重复

/ 个反应"以
%

6<23=A 作为参照基因) 根据扩增

曲线得到的 -

3

"计算出目标基因和参照基因
%

6

<23=A -

3

值的差异
&

-

3

'最后计算出不同样品相对

于参照样品基因表达倍数 3

6

&&

-3

"制作出相对定

量的图表)

!"E#数据分析

通过 *G**31=2 进行 "AC6R<> &%".&分

析"并进行 '*4与 4@A2<A 氏比较"结果以平均

值 E标准误#;C<A E*,$表示"当 9B2=24 时"差

异显著)

35结果与分析

$"!#草鱼血清内毒素"%V乳酸含量和 %'c活

性显著增加

与 7*组相比"在添加氧化鱼油后"血清 4&"

活性(内毒素含量和 46乳酸含量都出现显著增

加#9B2=24$#表 8$)

$"$#氧化鱼油使草鱼肠黏膜细胞间紧密连接结

构严重损伤

经过 ;3 D 养殖实验后"各个实验组草鱼肠黏

膜细胞间紧密连接结构的透射电镜图见图版) 图

版 61 <4 分别为 7*(7((3"((8"(和 7"(组#图

中箭头所示为草鱼肠黏膜细胞间紧密连接结

构$"在透射电镜下"紧密连接结构表现为一条黑

色的致密电子带"起始于上皮顶端"从绒毛根部

向基底层延伸) 由图版 61 可见"7*组紧密连接

结构没有缝隙"图版 63 <4 箭头所示处可以发现

紧密连接结构出现缝隙"并且逐步扩大"7"(组紧

密连接结构严重受损"缝隙达到最大) 结果显示

肠黏膜细胞间紧密连接结构受到严重的损伤)

表 F#氧化鱼油对草鱼肠道通透性的影响

+,-.F#U66?12060H3@3\?@63590380429?:?>B?,-3832A

06C>,551,>:342?5234?

组别

?J/@BH

二胺氧化酶5##5'$

D=<;=AC/W=D<HC

内毒素

5#,#5'$

CAD/3/W=A

46乳酸

5#

!

;/05'$

460<23=2<2=D

7*

10=47 E1=8

<

87=4 E/=0

<

2=724 E2=24;4

<

7(

3/=33 E2=99

K

4/=4 E3=9

<K

2=99/ E2=22/1

K

3"(

30=97 E2=99

2

7/=7 E1=4

K

2=073 E2=2474

K

8"(

30=01 E2=99

2

74=3 E8=0

K

2=977 E2=1309

K

7"(

88=28 E1=;1

D

134=/ E17=1

2

3=233 E2=32;4

2

注!表中同列数据有相同字母的表示差异不显著#9C2=24$ "无

相同字母表示差异显著#9B2=24$ "下同

%/3CH!)A 3TCH<;CBJC2CDCA2C" P<0@CHR=3T D=77CJCA3H;<000C33CJ

H@BCJH2J=B3H;C<A H=?A=7=2<A3D=77CJCA2C# 9B2=24 $ " 3TCH<;C<H

3TC7/00/R=A?

$"<#氧化鱼油诱导草鱼肠黏膜细胞间紧密连接

蛋白基因表达活性显著下降及其相关性分析

对组成肠道黏膜细胞间紧密连接结构蛋白质

基因表达活性的检测结果见表 4) 由表 4 可知"

与 7*组相比"在饲料中添加氧化鱼油后"闭合蛋

白 -0<@D=A 6/(-0<@D=A 614<和胞浆蛋白 X"61(

X"63(X"6/ 基因表达活性显著下降 #9B

2=24$"而闭锁蛋白 "220@D=A 基因表达活性出现

不同程度的下降"但差异不显著#9C2=24$)

表 N#氧化鱼油对草鱼肠黏膜细胞间紧密连接蛋白基因表达活性的影响

+,-.N#+3C92];412304:>02?34C?4??H:>?5530406342?5234?34C>,551,>:;4@?>0H3@3\?@6359038

组别

?J/@B

闭合蛋白基因

20/HCD BJ/3C=A ?CAC

胞浆蛋白基因

2>3/B0<H;=2BJ/3C=A ?CAC

闭锁蛋白基因

<3JCH=<BJ/3C=A ?CAC

-0<@D=A 6/

变化量

7/0D

2T<A?C

-0<@D=A 6

14<

变化量

7/0D

2T<A?C

X"61

变化量

7/0D

2T<A?C

X"63

变化量

7/0D

2T<A?C

X"6/

变化量

7/0D

2T<A?C

"220@D=A

变化量

7/0D

2T<A?C

7*

1=22 E2=20

K

2

1=22 E2=21

2

2

1=22 E2=21

2

2

1=22 E2=29

K

2

1=22 E2=/;

K

2

1=22 E2=1

<

2

7(

2=41 E2=33

<

684I

2=41 E2=20

<

680I

2=0/ E2=1;

K2

6;I

1=4 E2=34

2

42I

1=28 E2=21

K

8I

1=47 E2=30

K

47I

3"(

2=78 E2=1

<

6/7I

2=88 E2=21

<

647I

2=;9 E2=31

K2

633I

2=84 E2=28

<

644I

2=83 E2=2;

<

649I

2=99 E2=2/

<

613I

8"(

2=7 E2=11

<

6/0I

2=;1 E2=11

K

630I

2=;/ E2=18

K

63;I

2=43 E2=21

<

689I

2=88 E2=23

<

647I

2=99 E2=/1

<

613I

7"(

2=0 E2=21

K

60I

2=44 E2=27

<

684I

2=89 E2=2/

<

643I

2=/7 E2=23

<

678I

2=87 E2=23

<

648I

2=08 E2=24

<

67I

注!变化量 A#鱼油或氧化鱼油组的数值 6豆油组的数值$ ?122I5豆油组的数值

%/3CH!(/0D 2T<A?CA#3TCP<0@C/77=HT /=0/J/W=D=SCD 7=HT /=0?J/@B 63TCP<0@C/7H/>KC<A /=0?J/@B$ ?122I53TCP<0@C/7H/>KC<A /=0?J/@B
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55将 7*(7((3"((8"(和 7"(组饲料的 &.

值(G".值(O4&含量分别与肠黏膜细胞间紧密

连接蛋白基因表达活性做 GC<JH/A 相关性分析"

检验双侧显著性"样品组数 ) A4#表 7$) 饲料中

的 &. 值( G". 值( O4& 含 量 与 闭 合 蛋 白

-0<@D=A 6/(-0<@D=A 614<"胞浆蛋白 X"61(X"6

3(X"6/和闭锁蛋白 "220@D=A 基因表达活性均显

示负相关关系的变化趋势"其中饲料 G".值(

O4&值与胞浆蛋白 X"61 基因表达活性呈极显

著负相关关系#9B2=24$)

表 E#草鱼肠黏膜细胞间紧密连接蛋白基因表达活性与饲料油脂质量的相关性分析

+,-.E#)0>>?8,2304,4,8A535-?2Q??423C92];412304:>02?34C?4??H:>?5530406342?5234?34C>,551,>:

,4@038O;,832A 34@3?25

GC<JH/A 相关分析

GC<JH/A 2/JJC0<3=/A0

<A<0>H=H

-0<@D=A 6/ -0<@D=A 614< "220@D=A X"61 X"63 X"6/

&.

$

3

62=303 62=400 62=18; 62=;;4 62=339 62=8/9

9 2=7/8 2=394 2=91/ 2=138 2=;13 2=871

G".

$

3

62=207 62=89/ 62=331 62=081 62=448 62=7;/

9 2=9;9 2=820 2=;31

2=21;

""

2=/// 2=31/

O4&

$

3

62=20/ 62=/19 62=4/ 62=0;9 62=;9/ 62=927

9 2=993 2=723 2=/49

2=228

""

2=11; 2=1

注!$

3 相关系数' 9显著性#双侧$水平'

""表示因子之间极显著相关" 9B2=21

%/3CH!$

3

2/JJC0<3=/A 2/C77=2=CA3' 9H=?A=7=2<A2C0CPC0#:=0<3CJ<00>$ '

""

H=?A=7=2<A32/JJC0<3=/A KC3RCCA D=77CJCA37<23/JH" 9B2=21

55对相关系数 $

3

C2=02 的因子作回归分析后

发现"G".值(O4&含量对胞浆蛋白X"61 基因

表达活性的影响以二次函数关系拟合度最高"拟

合度分别为 2=012 7 和 2=040 1#图 1$)

图 !#dcV! 基因表达活性与饲料油脂质量的关系

G3C.!#*?8,2304593:-?2Q??4dcV! C?4?

?H:>?55304,4@038O;,832A 34@3?25

/5讨论

<"!#氧化鱼油使草鱼肠黏膜通透性显著增加

4&"是具有高度活性的细胞内酶"该酶在小

肠黏膜上层绒毛含量高"活性强"在其他组织含量

低"活性弱) 当肠黏膜细胞受损(肠黏膜通透性增

加后"胞内释放大量的 4&"会通过肠黏膜屏障

而进入血液"使血浆 4&"活性升高
%11&

) 46乳

酸主要是细菌发酵的代谢产物"正常情况下很少

被吸收) 当肠黏膜细胞受损时"肠黏膜通透性增

加"肠道中细菌产生大量 46乳酸通过受损黏膜

细胞进入血液"使血浆 46乳酸水平升高
%13&

) 所

以血浆 4&"活性和 46乳酸含量可作为反映肠

道黏膜损害程度和通透性变化的重要指标) 当肠

道屏障被破坏时"肠黏膜通透性增加"大量的内毒

素可通过肠黏膜细胞间通路(肠黏膜细胞微绒毛

的细胞膜通路"进入血液引发内毒素血症) 因此"

内毒素的通透性可反映肠黏膜屏障的功能
%1/&

)

有研究表明"腹泻(感染和手术等多种应激状态均

可导致暂时或长时间的肠黏膜屏障损伤"表现为

肠黏膜通透性增加(细菌和毒素移位等
%18&

) 表 8

结果显示"在添加氧化鱼油后"血清 4&"活性(4

6乳酸和内毒素含量都出现显著增加 # 9B

2=24$"表明饲料氧化鱼油破坏了肠黏膜细胞和

肠黏膜细胞间紧密连接结构"即肠黏膜屏障遭到
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严重损伤"肠黏膜通透性显著增加)

<"$#氧化鱼油使草鱼肠黏膜细胞间紧密连接蛋

白基因表达活性显著下降

如图 3 所示"闭锁蛋白 "220@D=A 和闭合蛋白

-0<@D=AH是构成紧密连接结构的主要跨膜蛋白"

相邻肠黏膜细胞间通过跨膜蛋白 "220@D=A(

-0<@D=AH的胞外环以 -拉链.状相连接"形成 -锁

扣.结构"从而封闭细胞旁间隙"在维持紧密连接

的屏障功能和通透性上起着关键作用
%1; 619&

) 刘

海萍等
%18&

研究发现"早期断奶会引起仔猪肠道屏

障受损(通透性增加"这可能与紧密连接蛋白

"220@D=A 表达下降有关) L@JUHCA 等
%10&

研究表

明"当紧密连接蛋白 -0<@D=AH("220@D=A 合成量不

足时"紧密连接结构受到损伤"肠黏膜细胞间通透

性会显著增加) (@J@HC等
%32&

发现先天性缺乏

-0<@D=A 61 的小鼠"皮肤上皮屏障会受到严重影

响) )A/@C等
%31&

研究表明"缺血再灌注后大鼠回

肠屏障功能的损害与 "220@D=A(-0<@D=A8/ 的表达

改变有关) 胞浆蛋白 X"H是一类外周膜蛋白"有

/ 种异构体#X"61(X"63(X"6/$"它们一端可

以与跨膜蛋白 "220@D=A(-0<@D=AH的胞内域相连"

另一端可以与肌动蛋白相结合"从而将跨膜蛋白

与细胞内骨架系统连接起来"构成稳定的紧密连

接结构
%33&

) 胞浆蛋白 X"H可以将不同的信号传

递到跨膜蛋白 -0<@D=AH("220@D=A"对紧密连接结

构的-开启.与 -闭合.进行调控
%3/&

) 有研究表

明"X"61 的结构和功能与紧密连接的其他成员

关系密切"多数情况下"只要 X"61 受到破坏"紧

密连接的功能也会随之变化"所以"X"61 常被

用来作为组织紧密连接屏障功能和通透性的指

标
%38&

) 刘圣?等 %34&

研究表明"当大鼠胆汁淤积

时"X"61 表达下降对肠黏膜屏障的破坏起了主

要作用) 体外研究发现"一些细胞因子会降低

X"61的表达而降低肠上皮细胞的屏障功能
%37&

)

另有学者观察到"烧伤后早期肠道通透性增加的

同时"细胞连接处 X"61 和 "220@D=A 减少
%3;&

)

本实验中"在添加氧化鱼油后"闭锁蛋白 "220@D=A

基因表达活性出现不同程度的下降"闭合蛋白

-0<@D=A 6/(-0<@D=A 614<基因表达活性显著下降

#9B2=24$"胞浆蛋白 X"61(X"63(X"6/ 基

因表达活性显著下降 #9B2=24 $) 上述结果表

明"饲料氧化鱼油减少了闭锁蛋白 "220@D=A(闭合

蛋白 -0<@D=A 6/(-0<@D=A 614<的生成能力"削弱

了胞浆蛋白 X"H对紧密连接 -锁扣.结构的 -闭

合.调控"通过打开紧密连接-锁扣.结构的方式"

导致肠黏膜细胞间紧密连接结构的破坏和肠黏膜

通透性的增加"损伤肠黏膜屏障)

图 $#肠上皮细胞间的紧密连接示意图

G3C.$#+9?23C92];412304506342?5234,8

?:329?83,8342?>1?88;8,>

55陈群等
%17&

研究发现"饲喂氧化脂肪会导致氧

化应激发生"诱发消化道损伤) 黄琳等
%14&

研究表

明"饲喂氧化鱼油饲料会造成仔猪肠道氧化应激"

诱发肠道炎症反应) 表 7 结果显示"在添加鱼油

或氧化鱼油后"饲料中的 &.值(G".值(O4&

含量与闭合蛋白 -0<@D=A 6/(-0<@D=A 614<"胞浆

蛋白 X"61(X"63(X"6/ 和闭锁蛋白 "220@D=A

基因表达活性均显示负相关关系的变化趋势"其

中饲料 G".值(O4&值与胞浆蛋白 X"61 基因

表达活性呈极显著负相关关系 #9B2=24$"且符

合二次函数关系) 表明饲料 &.值(G".值(

O4&含量会通过肠黏膜细胞间紧密连接蛋白基

因表达活性显著下降(紧密连接的-锁扣.结构被

打开和紧密连接结构遭到破坏的方式"导致肠黏

膜通透性增加和肠黏膜屏障受损)

作为肠黏膜细胞间通路的关键结构"紧密连

接结构只允许离子和可溶性的小分子通过"大分

子物质及微生物难以通过"通过紧密连接结构的

-开启.与 -闭合.实现肠黏膜细胞间通路的 -开

启.与 -闭合.) *2T;=3S等
%39&

研究发现"紧密连

接发生变化会使肠黏膜屏障受损) 如图版所示"

7*组紧密连接结构没有出现缝隙"在添加氧化鱼

油后"3"((8"(组紧密连接结构开始出现缝隙"

并且逐步扩大"7"(组紧密连接结构严重受损"缝

隙达到最大) 这些结果表明"在添加氧化鱼油后"

紧密连接的-锁扣.结构被打开"紧密连接结构遭

到破坏"导致肠黏膜通透性增加) 这也为肠黏膜

细胞间紧密连接蛋白基因表达活性显著下降导致
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肠道紧密连接结构的破坏和肠黏膜通透性的增加

提供了很好的证据)

85结论

在饲料中添加氧化鱼油后"氧化鱼油中的过

氧化物(丙二醛等油脂氧化产物会使肠黏膜细胞

间紧密连接蛋白基因表达活性显著下降"紧密连

接结构遭到破坏"导致肠黏膜通透性增加和肠黏

膜屏障损伤"最终破坏肠道屏障功能的完整性)
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2C00H%!&1!/@JA<0/7-C00:=/0/?>" 1008" 134 # / $!

49/ 64081

% 0 &5E</ XE" F=A + '1LTC K=/0/?=2<07@A23=/AH /7

=A3CH3=A<0CB=3TC0=<03=?T36@A23=/AH<AD =3HJ/0C=A

=A3CH3=A<0K<JJ=CJ%!&1G<JCA3CJ<0g,A3CJ<0%@3J=3=/A"

3224"13#4$!300 6/231%高志光"秦环龙1肠上皮

细胞紧密连接的生物学功能及在肠屏障中的作

用1肠外与肠内营养"3224"13#4$!300 6/231&

%12&5'=FV"!=<!V1$CHC<J2T GJ/?JCHH/7)A3CH3=A<0

GCJ;C<K=0=3> % !&1OCD=2<0$C2<B=3@0H3C" 322;" 1/

#19$!1/98 61/941%李秋伟"贾建伟1肠黏膜通透

性 的 研 究 进 展1医 学 综 述" 322;" 1/ # 19 $!

1/98 61/941&

%11&5'=!Q"'P Q1LTCH=?A=7=2<A2C/72T<A?CH<AD =A

D=<;=AC/W=D<HC<23=P=3> =A =A3CH3=A<0=A6@J> <73CJ

3J<@;<%!&1-T=ACHC-J=3=2<0-<JCOCD=2=AC"3222"13

#9$!893 68981%黎君友"吕艺1二胺氧化酶在创伤

后肠道损伤中变化及意义1中国危重病急救医学"

3222"13#9$!893 68981&

%13&5*@A 9F"(@ 9 :" XT<A? $" >.-31LTCC77C23/7

=A3CH3=A<0=H2TC;=<6JCBCJ7@H=/A =A6@J> /A =A3CH3=A<0

BCJ;C<K=0=3> % !&1!/@JA<0/7LJ<@;<3=2 *@J?CJ>"

1000"1#8$!329 63121%孙晓庆"付小兵"张蓉"等1

大鼠肠缺血 6再灌流损伤对肠黏膜通透性的影

响1创伤外科杂志"1000"1#8$!329 63121&

%1/&5'CAS&" (J<AU0=A E &" -TC<D0C V E1*>H3C;=2

=A70<;;<3=/A <73CJ3J<@;<%!&1)A6@J>"322;"/9#13$!

1//7 61/841

%18&5'=@ +G"+@ -+"9@ Q1,77C23H/7,<J0> VC<A=A?

/A )A3CH3=A<0GCJ;C<K=0=3> <AD L=?T3!@A23=/A GJ/3C=A

"220@D=A ;$%& ,WBJCHH=/A 'CPC0H/7G=?0C3H%!&1

-T=ACHC!/@JA<0/7&A=;<0%@3J=3=/A"3229"32 #8$!

883 68871%刘海萍"胡彩虹"徐勇1早期断奶对仔

猪肠通透性和肠上皮紧密 连 接 蛋 白 "220@D=A

;$%&表达的影响1动物营养学报"3229"32 #8$!

883 68871&

%14&5+@<A? '"!=<A? XQ"'=A Q -" >.-31)A70@CA2C/7

"W=D=SCD (=HT "=0/A )A3CH3=A<0O@2/H<0);;@AC

$CHB/AHC=A %C/A<3<0G=?0C3H<AD 3TC#HC/7*/>KC<A

)H/70<P/ACH<H<A )A3CJPCA3=/A OC<H@JC% !&1&23<

X//A@3J=;CA3<*=A=2<"3211"3/ #4$!;00 69271%黄

琳"蒋宗勇"林映才"等1饲喂氧化鱼油对新生仔猪

肠道黏膜免疫应答的影响及大豆异黄酮的干预作

用1动物营养学报"3211"3/#4$!;00 69271&

%17&5-TCA F"'CE V"*T=Q +">.-31&DP<A2C=A 3TC

4<;<?C /7 $C<23=PC "W>?CA *BC2=CH /A 3TC

E<H3J/=A3CH3=A<0LJ<23=A &A=;<0%!&1-T=A<&A=;<0

+@HK<ADJ> g.C3CJ=A<J> OCD=2=AC" 3227" // # 11 $!

127 61291%陈群"乐国伟"施用晖"等1氧自由基对

动物消化道损伤及干预研究进展1中国畜牧兽医"

3227"//#11$!127 61291&

%1;&5*<U<U=K<J<&"(@J@HCO" *<=3/@ O" >.-31G/HH=K0C

=AP/0PC;CA3/7BT/HBT/J>0<3C=/A /7/220@D=A =A 3=?T3

6@A23=/A 7/J;<3=/A%!&1LTC!/@JA<0/7-C00:=/0/?>"
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100;"1/;#7$!1/0/ 618211

%19&5)3/T O"(@J@HCO"O/J=3<N">.-314=JC23K=AD=A? /7

3TJCC3=?T36@A23=/A <HH/2=<3CD O&E#NH" X" 61"

X"63"<AD X" 6/" R=3T 3TC-""+ 3CJ;=A=/7

20<@D=AH%!&1!/@JA<0-C00:=/0/?>" 1000" 18; # 7 $!

1/41 61/7/1

%10&5L@JUHCA N"LJ/> L-1:<JJ=CJHK@=03/A 20<@D=AH%!&1

!/@JA<0 /7 -C00 *2=CA2C" 3228" 11; # 13 $!

38/4 6388;1

%32&5(@J@HCO"+<3<O"(@J@HCN">.-31-0<@D=A 6K<HCD

3=?T36@A23=/AH <JC 2J@2=<0 7/J 3TC ;<;;<0=<A

CB=DCJ;<0K<JJ=CJ! < 0CHH/A 7J/; 20<@D=A 61 6

DC7=2=CA3;=2C%!&1!/@JA<0/7-C00:=/0/?>"3223"147

#7$!1200 611111

%31&5)A/@CN""><;<D<O" O=3H@7@6=*" >.-314=77CJCA3

2T<A?CH=A 3TCCWBJCHH=/A /7;@03=B0CU=ADH/73=?T36

6@A23=/A BJ/3C=AHD@J=A? =H2TC;=<6JCBCJ7@H=/A =A6@J>

/7 3TC J<3 =0C@; % !&1&23< +=H3/2TC;=2< C3

->3/2TC;=2<"3227"/0#3$!/4 6841

%33&5NC/A :+"*2Tp7CJ*"N@TA -">.-31*>;B0CU=A"<

A/PC03>BC/73=?T36@A23=/A B0<Y@CBJ/3C=A % !&1

!/@JA<0/7-C00:=/0/?>"1007"1/8#8$!122/ 612191

%3/&5XT/A? Q" *<=3/T L" O=A<HCL" >.-31O/A/20/A<0

<A3=K/D> ;+7 JC<23HR=3T < A/PC03=?T36@A23=/A

<HH/2=<3CD BJ/3C=A D=H3=A237J/; X"61"2=A?@0=A <AD

X"63%!&1!/@JA<0/7-C00:=/0/?>"100/"132 #3$!

8;; 689/1

%38&5#3CBKCJ?CA/P 4)" (<AA=A? & *" &ADCJH/A !O1

4=;CJ=S<3=/A /73TC H2<77/0D=A? BJ/3C=A X" 61

3TJ/@?T 3TCHC2/AD G4X D/;<=A % !&1!/@JA<0/7

:=/0/?> -TC;=H3J>"3227"391#/8$!387;1 6387;;1

%34&5'=@ *9"+@<A? X+"'=A '1-T<A?CH/7CWBJCHH=/AH

/7=A3CH3=A<0;@2/H<03=?T36@A23=/A BJ/3C=AHX"61

<AD "220@D=A =A J<3H R=3T <2@3C =A3J<TCB<3=2

2T/0CH3<H=H % !&1 !/@JA<0 /7 &BB0=CD -0=A=2<0

GCD=<3J=2H"3211"37#1$!84 68;1%刘圣?"黄志华"

林莉1急性肝内胆汁淤积大鼠小肠上皮紧密连接

蛋白 X"61 和 "220@D=A 表达的变化1实用儿科临

床杂志"3211"37#1$!84 68;1&

%37&5-TCA -'"'=@ Q '"V<A? G">.-3*$/0C/7O'-

BT/HBT/J>0<3=/A =A =A3CH3=A<0 CB=3TC0=<0 K<JJ=CJ

D>H7@A23=/A =AD@2CD K> HCPCJCK@JA =A6@J>%!&1&23<

&2<DC;=<C OCD=2=A<C O=0=3<J=HLCJ3=<C" 3229" /2

#14$!18/8 618/;1%陈传莉"刘依凌"王裴"等1严

重烧伤后肠黏膜肌球蛋白轻链磷酸化表达改变及

其意 义1第 三 军 医 大 学 学 报" 3229" /2 # 14 $!

18/8 618/;1&

%3;&5-/H3<A3=A=LV"'//;=HV +"G@3A<; !E">.-31

:@JA 6=AD@2CD ?@3K<JJ=CJ=A6@J> =H<33CA@<3CD K>

BT/HBT/D=CH3CJ<HC=AT=K=3=/A!C77C23H/A 3=?T36@A23=/A

H3J@23@J<0BJ/3C=AH% !&1*T/2U" 3220" /1 # 8 $!

817 68331

%39&5*2T;=3S+":<;3C>CJ-" (J/;; O" >.-31&03CJCD

7=?T36@A23=/A H3J@23@JC2/A3J=K@3CH3/ 3TC=;B<=JCD

CB=3TC3=<0K<JJ=CJ7@A23=/A =A @02CJ<3=PC2/0=3=HH%!&1

E<H3J/CA3CJ/0/?P"1000"117#3$!/21 6/201
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+9?52;@A 04@,B,C?06342?5234,8B;105, -,>>3?>52>;12;>?Q329

0H3@3\?@6359038@3?25348+0$179#-4$%1*1$'*0((#

+#&%EQ@RC=" Q,Q@<A3@

"

" -&)-T@A7<A?" V#G=A?" -+,%NCY@<A" V#L</"

9#4CA?T@=" G,%EN<A" ')%9=@W=@" '#"F=?<A?

#>%5-)?#*)4#*5#'JL;)4+/J,+B)$A;4*+4+#, +, Q+),&0; P*#3+,/%"P*%/$+,+/)$(%8+/+,%),8 =+#$#&+/)$

./+%,/%"#$$%&%#'.##/6#F2,+3%*0+45".;K6#;531413/""6+,)$

'-52>,12! &;3 6D<> CWBCJ=;CA3R<H2<JJ=CD /@33/ =APCH3=?<3C3TCC77C23/7/W=D=SCD 7=HT /=0/A =A3CH3=A<0

;@2/H<K<JJ=CJH3J@23@JC<AD =A3CH3=A<0BCJ;C<K=0=3> /7?J<HH2<JB #;.>)0,1-(2)&050) $5>33-$%<PCJ<?CRC=?T3

#;8=9 E1=3$ ?&1(=PCD=C3H2/A3<=A=A? D=77CJCA30CPC0H/7H/>KC<A /=0"7=HT /=0<AD /W=D=SCD 7=HT /=0#7I 7=HT

/=0"7I H/>KC<A /=0"3I /W=D=SCD 7=HT /=0' 8I /W=D=SCD 7=HT /=0"7I /W=D=SCD 7=HT /=0$ RCJCCP<0@<3CD

<22/JD=A? 3/ 3TCCY@<0H3<AD<JDH/7A=3J/?CA <AD CACJ?>1#H=A? Y$L6G-$;C3T/D"3TC?CACCWBJCHH=/A

0CPC0H<K/@3<3JCH=<BJ/3C=A "220@D=A"20/HCD BJ/3C=A -0<@D=A/"-0<@D=A14<<AD 2>3/B0<H;=2BJ/3C=A X"61"

X"63"X"6/ =A 3TC=A3CH3=ACRCJC;C<H@JCD"<AD L,O /KHCJP<3=/AH/7=A3CH3=A<0;@2/H<02C00H3=?T3

6@A23=/A <AD =A3CH3=A<0BCJ;C<K=0=3> =ADCW RCJC2/;BJCTCAH=PC0> <A<0>SCD1LTCJCH@03HHT/RCD 3T<3" # 1 $

*CJ@; D=<;=AC/W=D<HC<23=P=3>"CAD/3/W=A <AD 480<23=2<2=D 2/A3CA3H=?A=7=2<A30> =A2JC<HCD @ADCJ/W=D=SCD

7=HT /=0#9B2=24$1#3$ LTC?CACCWBJCHH=/A /720/HCD BJ/3C=A -0<@D=A8/"-0<@D=A814<<AD 2>3/B0<H;=2

BJ/3C=A X"61"X"63"X"6/ RCJCH=?A=7=2<A30> DC2JC<HCD @ADCJ/W=D=SCD 7=HT /=0#9B2=24$1#/$ LTC

3=?T36@A23=/A H3J@23@JC/7=A3CH3=A<0;@2/H<02C00HD=HB0<>CD ?<B @ADCJ/W=D=SCD 7=HT /=01#8$ LTCP<0@CH/7

&."G". <AD 3TC2/A3CA3/7O4& =A D=C3D/RAJC?@0<3CD R=3T 20/HCD BJ/3C=A -0<@D=A/"-0<@D=A14<<AD

2>3/B0<H;=2BJ/3C=A X"61"X"63"X"6/ ?CACCWBJCHH=/A"KCH=DCH" 3TCP<0@C/7G".<AD 3TC2/A3CA3/7

O4&=A D=C3H=?A=7=2<A30> D/RAJC?@0<3CD R=3T 2>3/B0<H;=2BJ/3C=A X"61 ?CACCWBJCHH=/A @ADCJ/W=D=SCD

7=HT /=0#9B2=24$1-/00C23=PC0>"3TCBJCHCA3H3@D> DC;/AH3J<3CD 3T<3<73CJ<DD=A? /W=D=SCD 7=HT /=0=A 7CCD"

BCJ/W=DC/W=D<3=/A <AD /3TCJ/=0/W=D<3=/A BJ/D@230=UC;<0/AD=<0DCT>DC/77=HT /=00CD 3/ 3TC7<233T<33=?T3

6@A23=/A BJ/3C=A ?CACCWBJCHH=/A <23=P=3> H=?A=7=2<A30> DC2JC<HCD <AD 3=?T36@A23=/A BT>H=2<0H3J@23@JC

H=?A=7=2<A3D<;<?CD" JCH@03=A? =A 3TC7<233T<3=A3CH3=A<0K<JJ=CJH3J@23@JCR<HDCH3J/>CD <AD =A3CH3=A<0

BCJ;C<K=0=3> H=?A=7=2<A30> =A2JC<HCD1

P?A Q0>@5! /W=D=SCD 7=HT /=0' ?J<HH2<JB' =A3CH3=AC' 2C003=?T36@A23=/A' BCJ;C<K=0=3>

)0>>?5:04@34C ,;290>! Q,Q@<A3@1,

#

;<=0!>C>3:H@D<1CD@12A
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图版#草鱼肠道紧密连接的透射电镜图 # e!$ SSS$

117*组"肠道紧密连接正常#

'

$ '317(组"紧密连接出现缝隙#

'

$ '/13"(组"紧密连接扩张#

'

$ '818"(组"紧密连接受损"缝隙

明显#

'

$ '417"(组"紧密连接严重受损"结构完全打开#

'

$

(8,2?#+U= B31>0C>,:950629?];41230452>;12;>?534C>,551,>:

117*?J/@B";=D?@33=?T36@A23=/A R<HA/J;<0#

'

$ ' 317(?J/@B"3TCJCR<HHB<2CKC3RCCA 3TC3=?T36@A23=/A#

'

$ ' /13"(?J/@B"3TCHB<2C

KC3RCCA 3=?T36@A23=/A R<HCA0<J?CD#

'

$ ' 818"(?J/@B"3TC3=?T36@A23=/A R<H=A6@JCD <AD 3TCHB<2CR<H/KP=/@H#

'

$ ' 417"(?J/@B"3TC

3=?T36@A23=/A R<H=A6@JCD K<D0> <AD 2/;B0C3C0> /BCACD#

'

$
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