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　　[摘要]　目的:探究肠上皮细胞炎症发生过程中细胞能量代谢损伤对肠上皮细胞线粒体结构和功能的影响。
方法:采用过氧化氢构建肠上皮细胞体外炎症模型,给予0μmol/L和100μmol/L脱氧胆酸(DCA)干预5d,分别

记为模型组和实验组,同时以不做任何处理的人正常结肠上皮细胞 NCM460为空白对照组,采用透射电镜观察

各组肠上皮细胞线粒体超微结构差异;采用CCK8实验检测各组细胞活力;采用 ATP试剂盒检测各组细胞 ATP
生成量;采用激光共聚焦显微镜检测细胞线粒体膜电位改变;检测各组肠上皮细胞耗氧率、呼吸代谢指标及活性

氧百分含量差异情况。结果:空白对照组线粒体形态结构正常;模型组线粒体肿胀,内嵴紊乱,甚至断裂消失;实
验组线粒体出现气球样自噬泡。与空白对照组比较,模型组和实验组肠上皮细胞活性受到明显抑制(P<0.05),
细胞线粒体 ATP生成量及 ATP酶活性明显较低(P<0.05),线粒体膜电位也明显较低(P<0.05),细胞耗氧率

及基础呼吸、质子渗漏、最大呼吸、储备呼吸率、非线粒体呼吸等呼吸指标也明显较低(P<0.05),细胞活性氧百

分含量则明显较高(P<0.05);与模型组比较,实验组肠上皮细胞活性抑制更明显(P<0.05),细胞线粒体 ATP
生成量、ATP酶活性、线粒体膜电位均进一步降低(P<0.05),细胞耗氧率及基础呼吸、质子渗漏、最大呼吸、储备

呼吸率、非线粒体呼吸等呼吸指标进一步减少(P<0.05),细胞活性氧百分含量则进一步增高(P<0.05)。结论:
线粒体参与肠上皮细胞炎症的能量代谢调节,其作用与线粒体呼吸功能抑制及膜电位下降有关。
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Effectsofenergymetabolisminepithelialcellsonmitochondrial
pathologyininflammatoryboweldisease
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Abstract　Objective:Toinvestigatetheeffectsofcellularenergymetabolismdamageonthemitochondrial
structureandfunctionofintestinalepithelialcellsduringtheinflammatoryprocess.Methods:Thehydrogenper-
oxide(H2O2)wasusedtoconstructintestinalepithelialcellsinvitro modelofinflammation,0μmol/Land
100μmol/Ldeoxycholicacid(DCA)interventionin5d,respectivelyforthemodelgroupandexperimentalgroup,
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atthesametimewiththosewhodonotdoanyprocessingnormalcolonepithelialcellsNCM460asblankcontrol
group,withtransmissionelectronmicroscopeeachenterocytemitochondrialultrastructureofdifference;thecell
activityofeachgroupwasmeasuredbyCCK8experiment.ATPproductionofeachgroupwasdetectedbyATP
kit.Thechangesofmitochondrialmembranepotentialweredetectedbylaserconfocalmicroscopy.Thedifferences
ofoxygenconsumptionrate,respiratorymetabolismindexandreactiveoxygencontentinintestinalepithelialcells
weredetected.Results:Intheblankcontrolgroup,mitochondriawerenormalinmorphologyandstructure;inthe
modelgroup,mitochondriawereswollen,internalcristaeweredisordered,andevenrupturedisappeared;inthe
experimentalgroup,balloon-likeautophagyvesiclesappeared.Comparedwithblankcontrolgroup,modelgroup
andexperimentalgroupofintestinalepithelialcellactivitywassignificantlyinhibited(P<0.05),thecellsmito-
chondrialATPgenerationandatpaseactivitysignificantlylower(P<0.05),mitochondrialmembranepotentialis
alsosignificantlylower(P<0.05),thecelloxygenconsumptionrateandrespiration,protonleakage,maximum,

reservebreathingrate,themitochondrialrespiratorybreathingindexessuchasalsosignificantlylower(P<0.05),

activeoxygenhasasignificantlyhigherpercentageofcells(P<0.05).Comparedwithmodelgroup,experimental
groupactivityofintestinalepithelialcellsmoreobvious(P<0.05),thecellsmitochondrialATPgeneration,atpase
activityandmitochondrialmembranepotentialwerefurtherreduced(P<0.05),thecelloxygenconsumptionrate
andrespiration,protonleakage,maximum,reservebreathingrate,themitochondrialrespiratorybreathinginde-
xessuchasfurtherreducereactiveoxygenpercentage(P<0.05),thecellsarefurtherincreased(P<0.05).Con-
clusion:Mitochondriaareinvolvedintheregulationofenergymetabolisminintestinalepithelialinflammation,

whichisrelatedtotheinhibitionofmitochondrialrespiratoryfunctionandthedecreaseofmembranepotential.
Keywords　inflammatoryboweldisease;intestinalepithelialcells;mitochondria;energymetabolism;respirato-

rymetabolism;membranepotential

　　肠上皮细胞是机体肠黏膜屏障的关键所在,在
分泌、屏障、吸收等正常的生命活动维持中扮演着

重要角色[1]。肠道是机体应激反应的中心器官,研
究发现,肠黏膜的能量代谢紊乱是导致肠道炎症反

应及损害的主要原因之一,肠黏膜上皮细胞参与机

体的消化吸收、内分泌、免疫屏障等作用,是肠道中

的重要功能细胞,了解肠上皮细胞炎症状态下的能

量代谢情况对于治疗肠道疾病具有重要意义[2-3]。
线粒体是肠上皮细胞内的一个重要细胞器,是细胞

产生能量和发挥呼吸代谢作用的主要场所,其结构

与功能和细胞的生命活动息息相关,可通过三羧酸

循环、氧化磷酸化反应、呼吸链作用等直接参与细

胞成分的调节[4]。现已有大量文献指出,细胞内线

粒体对炎症及氧化应激刺激极为敏感,其受炎症和

氧化应激攻击致结构及功能障碍,继而可引起机体

多种疾病的发生、发展[5-6]。本研究拟通过构建肠

上皮细胞体外炎症模型,在此基础上通过干预细胞

能量代谢,从线粒体结构和功能角度出发,探究线

粒体在肠上皮细胞炎症损伤能量代谢改变中的作

用,初步探索肠上皮细胞炎症发生过程中细胞能量

代谢与线粒体结构和功能的关系。
1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　细胞　实验用人正常肠上皮细胞 NCM460
购于中国科学院上海细胞库。
1.1.2　主要试剂　RPMI1640培养液、胎牛血清

FBS购于 Gibco公司;Rhodamine123、脱氧胆酸

(DCA)购于Sigma公司;细胞线粒体分离试剂盒、
活性氧检测试剂盒购于上海碧云天;CCK8试剂

盒、ATP检测试剂盒购于南京建成;细胞呼吸代谢

检测试剂盒购于SeahorseBiosciences。
1.2　方法

1.2.1　细胞培养　人正常肠上皮细胞 NCM460
置于含 10% 胎 牛 血 清 RPMI1640 培 养 液 中,于

37℃、5%CO2 的培养箱中常规培养。待细胞铺满

80%镜下视野时采用0.25%含EDTA胰酶消化传

代。取对数生长期细胞进行实验。
1.2.2　肠上皮细胞体外炎症模型构建　采用过氧

化氢诱导构建肠上皮细胞体外炎症模型[7]。常规

培养肠上皮细胞 NCM460,待细胞铺满80%镜下

视野时,采用PBS轻轻洗1遍,加入4mmol/L 过

氧化氢处理2h,收集细胞。
1.2.3　细胞分组　采用 DCA 干预诱导细胞能量

代谢障碍[8],向肠上皮细胞体外炎症模型细胞中添

加0μmol/L和100μmol/LDCA,干预5d,分别

记为模型组和实验组,同时以不做任何处理的肠上

皮细胞 NCM460为空白对照组。所有细胞均常规

培养。
1.2.4　透射电镜观察细胞线粒体超微结构变化　
收集各组细胞离心成团,采用2.5%戊二醛固定,
常规修块,漂洗,1%锇酸固定,饱和醋酸铀过夜,系
列丙酮酸脱水,环氧同丙烷置换,环氧树脂包埋,超
薄切片,透射电镜下观察细胞线粒体超微结构变化

情况。
1.2.5　CCK8实验检测细胞活力　各组细胞制成

细胞悬液,调整细胞浓度至5000个/mL,96孔板

每孔加入细胞悬液 1 mL,每组 3 个复孔,置于

37℃、5%CO2 培养箱常规培养48h。分别于0、
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24、48、72h时每孔加入10μLCCK8试剂,继续置

于培养箱中放置2h,用酶标仪测定其在450nm 处

的吸收度(A)值。以相对应A 值百分率表示细胞

活性大小,绘制细胞生长曲线。
1.2.6　ATP试剂盒检测细胞 ATP生成量　各组

细胞制成细胞悬液,离心取上清液,采用 ATP检测

试剂盒检测各组细胞 ATP生成量,实验严格按照

试剂盒说明书操作进行。
1.2.7　试剂盒检测线粒体总 ATP酶活性　各组

细胞制成细胞悬液,加入1mg/mL线粒体蛋白液

及1mL10%TCA,培养箱中常规孵育60min,冰
浴 终 止 反 应,加 入 0.02 mol/L ATP NaCl2

250μL+ 0.05 mol/L MgCl2100 μL,28℃ 反

应5min。加入1mL10%TCA 终止反应,4℃离

心15min,取上清液采用无机磷检测试剂盒检测

Pi含量,记为 ATP酶活性。
1.2.8　激光共聚焦显微镜检测细胞线粒体膜电位

　采用Rhodamine123摄取法检测细胞线粒体膜

电位。各组细胞于24孔板盖玻片上培养24h,添
加0.75μmol/LRhodamine123共培养30min,细
胞分组处理后,分别于0、1、2、3h采用激光共聚焦

显微镜检测,根据细胞荧光强度检测细胞线粒体膜

电位。
1.2.9　细胞呼吸代谢指标检测　取对数生长期细

胞以5×103 个/孔接种于24孔细胞呼吸代谢板中

培养,待细胞贴壁过夜后,分组处理,处理72h后

上机检测,去除细胞培养液,采用1mL分析检测

液清洗2次,随后添加500μL分析检测液,常规孵

育1h。探针板依次加入寡霉素、FCCP和 ROT-

AA。检测前探针板每孔添加1mL校正缓冲液,
水化过夜激活探针。按照设定程序上机检测细胞

呼吸耗氧率及基础呼吸、质子渗漏、最大呼吸、储备

呼吸率、非线粒体呼吸等呼吸代谢指标情况,采用

XFeAnalyzer2.1软件处理数据。
1.2.10　细胞活性氧百分含量检测　取对数生长

期细胞,装载探针,按照1：1000的比例使用无血

清培养液稀释 DCFH-DA,终浓度为10μmol/L。
收集细胞重悬于DCFH-DA中,置于培养箱中常规

孵育20min,每隔3~5min混匀一下,保证探针与

细胞充分接触。随后采用无血清培养液清洗细胞

3次,在阳性对照孔内加入 ROS阳性对照剂,采用

流式细胞仪检测各组细胞荧光强度差异。
1.3　统计学处理

应用 SPSS20.0 统计软件进行分析。采用

Shapro-Wilk 检验数据是否符合正态分布,采用

Bartlett检验进行方差齐性检验。符合正态分布

的计量资料以■x±s表示,多组数据间比较采用方

差分析,2组数据间均数比较采用SNK-q 检验。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　 能 量 代 谢 对 肠 上 皮 细 胞 线 粒 体 超 微 结

构的影响

透射电镜下观察发现,空白对照组线粒体形态

结构正常,呈椭圆形,双层膜清晰;模型组线粒体大

小不一,内室肿胀,内嵴水肿、紊乱,甚至断裂消失;
实验组线粒体基质呈气球样改变,出现自噬泡,可
见受损线粒体被自噬体吞噬,并与溶酶体融合。见

图1。

1a:空白对照组;1b:模型组;1c:实验组。
图1　能量代谢对肠上皮细胞线粒体超微结构的影响

2.2　能量代谢对肠上皮细胞活力的影响

CCK8细胞增殖实验结果显示,与空白对照组

比较,从48h开始,模型组和实验组肠上皮细胞活

性明显受到抑制(P<0.05),与模型组比较,实验

组肠上皮细胞活性抑制更为明显(P<0.05),组间

差异有统计学意义。见图2。
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图2　能量代谢对肠上皮细胞活力的影响

2.3　能量代谢对肠上皮细胞 ATP生成量的影响

试剂盒检测结果显示,与空白对照组比较,模
型组细胞线粒体 ATP生成量较低(P<0.05),与
模型组比较,实验组细胞线粒体 ATP生成量进一

步 减 少 (P <0.05),组 间 差 异 有 统 计 学 意

义。见图3。

图3　能量代谢对肠上皮细胞ATP生成量的影响

2.4　能量代谢对肠上皮细胞线粒体总 ATP酶活

性的影响

实验结果显示,经过氧化氢处理后,与空白对

照组比较,肠上皮细胞 ATP酶活性明显降低(P<
0.05),经DCA进一步干预细胞能量代谢后,肠上

皮细胞 ATP酶活性进一步降低,实验组肠上皮细

胞 ATP酶活性明显低于模型组水平(P<0.05),
组间差异有统计学意义。见图4。

图4　能量代谢对肠上皮细胞线粒体总ATP酶活性的影响

2.5　能量代谢对肠上皮细胞线粒体膜电位的影响

实验以 Rhodamine123荧光强度反映线粒体

膜电位改变情况,实验结果显示,与空白对照组比

较,模型组和实验组肠上皮细胞荧光强度下降明显

(P<0.05),且与模型组比较,实验组肠上皮细胞

荧光强度下降更为明显(P<0.05),组间差异有统

计学意义。见图5。

图5　能量代谢对肠上皮细胞线粒体膜电位的影响

2.6　能量代谢对肠上皮细胞耗氧率的影响

细胞呼吸代谢检测结果显示,与不做处理的空

白对照组比较,采用过氧化氢干预的模型组和实验

组细胞内耗氧率明显降低(P<0.05),且与模型组

比较,加用DCA干预的实验组细胞耗氧率进一步

降低(P<0.05),组间差异有统计学意义。见图6。

图6　能量代谢对肠上皮细胞耗氧率的影响

2.7　能量代谢对肠上皮细胞呼吸指标的影响

呼吸代谢指标检测结果显示,与空白对照组比

较,采用过氧化氢干预的模型组和实验组肠上皮细

胞基础呼吸、质子渗漏、最大呼吸及储备呼吸率均

明显降低(P<0.05),与模型组细胞比较,实验组

肠上皮细胞基础呼吸、质子渗漏、最大呼吸、储备呼

吸率及非线粒体呼吸均进一步降低(P<0.05),组
间差异有统计学意义。见图7。
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图7　能量代谢对肠上皮细胞呼吸指标的影响

2.8　能量代谢对肠上皮细胞活性氧百分含量的影响

采用 DCFH-DA 荧光探针法检测上皮细胞内

活性氧自由基水平,实验结果显示,与空白对照组

比较,模型组和实验组上皮细胞活性氧百分含量明

显较高(P<0.05),且与模型组比较,进行能量代

谢干预的实验组上皮细胞活性氧百分含量明显较

高(P<0.05),组间差异有统计学意义。见图8。

图8　能量代谢对肠上皮细胞活性氧百分含量的影响

3　讨论

肠黏膜屏障是机体肠道阻止有害物质进入组

织循环的重要屏障,以肠道黏膜上皮屏障这一肠上

皮细胞屏障最为关键[9]。肠上皮细胞参与机体肠

道消化、吸收、免疫屏障、氧化应激等生理功能,在
机体内环境稳态的维持中起着重要作用[10]。肠上

皮细胞作为机体内代谢最快的一类细胞,极易受氧

化应激刺激,与此同时,肠上皮细胞也是烧伤休克

和缺血再灌注损伤的重要靶器官之一[11]。了解肠

上皮细胞在氧化应激中的功能作用和反应,对于修

复肠道屏障损伤具有重要意义。
线粒体是细胞能量代谢的重要场所,不仅可产

生 ATP为细胞提供能量,还可产生活性氧调节细

胞核基因表达,以此对氧化应激及细胞死亡作出反

应,其结构和功能障碍直接影响细胞的生命活

动[12-13]。线粒体在细胞能量代谢中的作用已被证

实,线粒体功能障碍是细胞能量代谢损伤产生的主

要原因之一[14]。近来有研究发现,增加细胞线粒

体质量,能有效逆转乳酸的过度生成,从而增加细

胞 ATP的生成,改善细胞产能[15-16]。然而细胞线

粒体的结构和功能是否受细胞能量调节的影响尚

未明了。线粒体是应激反应状态下产生活性氧的

主要来源,但同时线粒体也是活性氧的作用细胞

器,细胞会根据线粒体的产能及活性氧合成情况,
通过调节细胞内线粒体的数量以及质量来平衡细

胞内环境,满足细胞的能量需求[17-18]。即:细胞内

线粒体的功能作用在一定程度上受细胞自身能量

代谢的需要,为了探究细胞能量代谢对线粒体功能

的影响,我们以线粒体为研究中心,通过过氧化氢

干预构建肠上皮细胞体外炎症模型,在肠上皮细胞

炎症的基础上,采用 DCA 干预进一步抑制肠上皮

细胞的能量代谢,通过观察不同组别细胞活性、
ATP产生量、ATP酶活性以及细胞呼吸效率等指

标的改变,初步探索肠上皮细胞能量代谢对炎症性

肠病线粒体病理的影响。
本研究结果显示,空白对照组肠上皮细胞线粒

体形态结构正常,采用过氧化氢干预后,细胞出现

炎症反应,线粒体肿胀,内嵴紊乱,甚至断裂消失,
在肠上皮细胞炎症基础上进一步抑制能量代谢,可
见线粒体出现气球样自噬泡,受损线粒体被自噬体

吞噬,并与溶酶体融合。细胞功能实验结果显示,
模型组 和 实 验 组 肠 上 皮 细 胞 活 性 受 到 明 显 抑

制(P<0.05),细 胞 线 粒 体 ATP 生 成 量 较

低(P<0.05),ATP酶活性较低(P<0.05),细胞

线粒体膜电位也明显较低(P<0.05),提示在炎症

基础上,进一步抑制细胞能量呼吸可降低细胞线粒

体膜电位,抑制 ATP酶活性,减少 ATP产生。为

了进一步探究上皮细胞能量代谢对线粒体功能作

用的影响,本课题组对不同组别肠上皮细胞的呼吸

及活性氧产生情况进行了检测,结果显示,模型组

和实验组细胞耗氧率、基础呼吸、质子渗漏、最大呼

吸、储备呼吸率、非线粒体呼吸等呼吸指标明显较

低(P<0.05),其 中 实 验 组 各 呼 吸 指 标 进 一 步

降低(P<0.05),细胞活性氧百分含量则明显较

高(P<0.05),提示肠上皮细胞能量障碍可通过影

响细胞活性氧含量及线粒体呼吸功能,参与调节线

粒体产能情况,进而影响线粒体病理结构和功

能作用。
综上所述,肠上皮细胞炎症状态下,上皮细胞

能量障碍可通过抑制线粒体呼吸,降低膜电位,抑
制线粒体产能。
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