
炎症性肠病（IBD）是一种慢性非特异性肠道炎性

疾病，其发病机制尚不完全清楚，现有的治疗药物也存

在缺陷。对IBD发病机制和治疗手段的探讨，一直是消

化系统疾病领域的研究热点［1, 2］。

肠黏膜屏障主要由肠上皮细胞及细胞间的紧密连

接构成，是维持肠道免疫微环境稳态的重要屏障［3］。目

前研究发现，肠黏膜屏障损伤是IBD发病过程中极其重

要的一环［4］。肠上皮屏障损伤主要包括肠上皮细胞坏

死损伤及肠上皮细胞紧密连接蛋白缺失［5, 6］。但是，肠屏
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摘要：目的 探讨WNT2b高表达成纤维细胞破坏肠黏膜，促进炎症性肠病（IBD）进展的机制。方法 通过体外细胞共培养及条

件培养，构建成纤维细胞对Caco-2细胞的作用模型。实验组为加入20%成纤维细胞条件培养基或与WNT2b高表达成纤维细

胞共培养，对照组为不含条件培养基或与野生型成纤维细胞共培养，通过跨膜电阻和荧光黄渗透率测定，评估Caco-2细胞屏障

通透性的变化。与WNT2b高表达或对照肠道成纤维细胞共培养后，使用免疫荧光法检测Caco-2细胞β-catenin入核情况，使用

Western blot法检测ZO-1、E-Cadherin等紧密连接蛋白表达情况。采用DSS（葡聚糖硫酸钠）对C57小鼠进行类 IBD肠炎造模，

实验组使用Salinomycin（5 mg/kg，腹腔注射），对照组为对应溶剂生理盐水，分别对小鼠进行处理，评价该抑制剂对肠炎的治疗

作用。结果 与对照组相比，过表达WNT2b基因可致成纤维细胞分泌WNT2b蛋白显著增加，并促进Caco-2细胞β-catenin入核

（P<0.01），紧密连接蛋白表达下降；Caco-2细胞中敲低FZD4表达可逆转这一作用。Salinomycin可明显减轻对DSS小鼠肠道炎

症并使肠黏膜紧密连接蛋白表达增多。结论 WNT2b高表达成纤维细胞破坏肠黏膜屏障功能，是治疗IBD的潜在靶点。
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Abstract: Objective To investigate the mechanism by which fibroblasts with high WNT2b expression causes intestinal mucosa
barrier disruption and promote the progression of inflammatory bowel disease (IBD). Methods Caco-2 cells were treated with
20% fibroblast conditioned medium or co-cultured with fibroblasts highly expressing WNT2b, with the cells without treatment
with the conditioned medium and cells co-cultured with wild- type fibroblasts as the control groups. The changes in barrier
permeability of Caco-2 cells were assessed by measuring transmembrane resistance and Lucifer Yellow permeability. In Caco-2
cells co-cultured with WNT2b-overexpressing or control intestinal fibroblasts, nuclear entry of β-catenin was detected with
immunofluorescence assay, and the expressions of tight junction proteins ZO-1 and E-cadherin were detected with Western
blotting. In a C57 mouse model of dextran sulfate sodium (DSS)-induced IBD-like enteritis, the therapeutic effect of
intraperitoneal injection of salinomycin (5 mg/kg, an inhibitor of WNT/β-catenin signaling pathway) was evaluated by
observing the changes in intestinal inflammation and detecting the expressions of tight junction proteins. Results In the co-
culture system, WNT2b overexpression in the fibroblasts significantly promoted nuclear entry of β-catenin (P<0.01) and
decreased the expressions of tight junction proteins in Caco-2 cells; knockdown of FZD4 expression in Caco-2 cells obviously
reversed this effect. In DSS- treated mice, salinomycin treatment significantly reduced intestinal inflammation and increased
the expressions of tight junction proteins in the intestinal mucosa. Conclusion Intestinal fibroblasts overexpressing WNT2b
causes impairment of intestinal mucosal barrier function and can be a potential target for treatment of IBD.
Keywords: inflammatory bowel disease; fibroblasts; WNT2b; WNT/β-catenin signaling pathway
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障损伤的诱因并不完全清楚，目前的研究主要围绕免疫

细胞展开。

成纤维细胞是肠道的正常组成部分，过去认为主要

发挥组织修复的作用。近年来研究发现成纤维细胞具

有多种表型，包括炎性成纤维细胞、肌成纤维细胞和抗

原提呈成纤维细胞等［7］。有证据显示，成纤维细胞可能

在IBD进展过程中起重要作用：肌成纤维细胞与克罗恩

病肠纤维化相关；炎性成纤维细胞受细菌抗原激活分泌

IL-1β等炎症因子，趋化并激活肠道免疫细胞［8, 9］。目前

没有研究报道成纤维细胞可直接破坏肠道屏障。我们

前期研究报道，IBD患者肠道组织中存在一群特殊类型

成纤维细胞，该群成纤维细胞以高表达WNT2b为特征，

其表型介于炎性成纤维细胞和肌成纤维细胞之间［10］。

有关该群成纤维细胞在 IBD中发挥的具体作用目前尚

无相关报道。WNT2b是一种外分泌蛋白，属于WNT蛋

白家族［11］。WNT2b主要结合卷曲蛋白4（FZD4）受体并

激活WNT/β-catenin信号通路［12］。WNT/β-catenin信号

通路激活可抑制肠上皮细胞紧密连接蛋白表达［13, 14］。

据此我们推测，WNT2b高表达的成纤维细胞可能通过

分泌WNT2b破坏肠上皮屏障，促进肠道炎症。本研究

拟探讨成纤维细胞对肠上皮屏障功能的破坏作用，并进

一步探究其相关机制，以期为IBD的治疗提供新的靶点

和理论依据。

1 材料和方法

1.1 主要材料与试剂

胎牛血清、DMEM培养液、青霉素链霉素双抗、

胰蛋白酶均（Gibco），细胞培养瓶、Transwell 小室均

（Corning），跨膜电阻测量仪（Bio- Rad），抗人 ZO-1

(D6L1E)抗体、抗人 E-Cadherin（24E10）抗体、抗人β-

Catenin（D10A8）抗体（Cell Signaling Technology），稀

释比例1∶1000；抗人GAPDH抗体（Proteintech），稀释比

例1∶1000；抗人 a-Tubulin抗体（锐抗生物科技有限公

司），稀释比例1∶5000。

1.2 细胞培养

Caco-2细胞系购自中国科学院典型培养物保藏委

员会上海细胞所，培养于DMEM细胞培养液，培养液添

加10%胎牛血清和1%青霉素-链霉素；人肠道成纤维细

胞株(HIF，上海中乔新舟生物科技有限公司），培养于

Sciencell细胞培养液，培养液添加1%促成纤维细胞生

长因子、1%双抗、2%血清。以上细胞均在37℃恒温、

5% CO2细胞培养箱中培养。

1.3 实验分组

细胞培养实验：选用Caco-2细胞和HIF为实验对

象。实验组为加入 20%成纤维细胞条件培养基或与

WNT2b高表达HIF共培养，对照组为不含条件培养基

或与野生型HIF共培养，采用Western blot、ELISA、4D

蛋白组学、IF、Conforcol、HE、细胞跨膜渗透及电阻测

定等实验方法分别进行验证。动物实验：使用DSS对

10只雄性 c57小鼠进行类 IBD肠炎造模，并随机分为

对照组和实验组，每组 5只，实验组使用Salinomycin

（5 mg/kg，腹腔注射），对照组为对应溶剂生理盐水。所

有动物实验均通过本院伦理委员会审批，（审批号：

NFYY-2021-0623）。

1.4 实验方法

1.4.1 Western blot检测 裂解细胞提取蛋白样品后，进

行SDS-PAGE胶电泳并转膜。5%脱脂奶粉和2% BSA

室温封闭1 h，4℃一抗孵育过夜；二抗室温孵育1 h，显

影检测。荧光成像系统拍照。

1.4.2 免疫荧光 细胞经过处理后 4%多聚甲醛室温

固定细胞 30 min，0.5% TritonX-100-PBS缓冲液通透

20 min，5%脱脂牛奶及2% BSA-PBS缓冲液封闭1 h后

4℃一抗孵育过夜。荧光二抗避光室温孵育60 min后，

滴加DAPI孵育5min染核，封片后在激光共聚焦显微镜

下拍照。

1.4.3 4D蛋白质组学 Shotgun法检测成纤维细胞培养

基中蛋白。使用蛋白酶将成纤维细胞培养基消化为肽

段混合物，在高效液相色谱分离后串联导入高分辨质谱

仪中进行分析，得到各肽段的质荷比（m/z），同时对肽段

离子进行进一步轰击，获得二级质谱信号。采用检索软

件以及相应的蛋白质组数据库对质谱数据进行分析，还

原样本中蛋白质组信息。

1.4.4 ELISA 收集细胞培养上清液，按照ELISA试剂

盒说明书中的步骤检测上清液蛋白浓度。

1.4.5 上清蛋白浓缩提取 收集成纤维细胞培养上清液，

放入已预冷的MilliQ水湿润超滤管中，置离心机中以

4℃、4000×g，离心40 min。取出的浓缩液50 μL，加入

20 μL 5×Loading Buffer，100 ℃加热10 min，对细胞培

养液中蛋白进行浓缩提取。

1.4.6 细胞跨膜电阻测定 Caco-2细胞接种于Transwell

小室上层，在温度为37℃、5% CO2的培养箱中培养，细

胞每隔2 d换液并使用细胞电阻仪测量跨膜电阻值，待

电阻值稳定于某一数值不再改变，表示细胞紧密连接模

型构建成功［15］。模型构建成功后开始进行刺激并继续

记录跨膜电阻值变化。

1.4.7 细胞跨膜渗透 细胞形成紧密连接后刺激48 h，

PBS冲洗3次后，在 transwell上室中加入300 μL浓度为

10 μg/mL的荧光黄溶液，下室加入800 μL PBS，孵育30

min后取下室溶液200 μL，采用酶标仪检测荧光黄浓

度。激发波长500 nm，发射波长500 nm。

1.5 统计方法

采用Graphpad Prism 8.0及EXCEL软件对实验结

果进行统计分析及绘图。各项实验均独立重复3次，计
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量资料以均数±标准差表示，两个独立样本均数间的比

较采用 t检验；单因数方差分析比较多组间均数差异，

P<0.05认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 成纤维细胞条件培养基抑制肠上皮细胞屏障功能

第14天，实验组与对照组细胞屏障功能无显著差

异，而换用不同培养基培养后，实验组TEER值迅速下

降，而对照组则缓慢下降，在第16天和第18天组间出现

显著性差异（P<0.001，图1A），。在第18天进行荧光黄

渗透实验，发现实验组细胞荧光黄渗透程度显著高于对

照组（P<0.01，图 1B）。我们对两组Caco-2细胞进行

Western blot检测，发现ZO-1和E-Cadherin的表达在成

纤维细胞条件培养基组均显著下降（P<0.01，图1C）。
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图1 成纤维细胞条件培养对肠上皮细胞屏障功能的影响
Fig.1 Effect of conditioned culture medium of fibroblasts on intestinal epithelial cell barrier function. A：Detection of
intestinal epithelial cell barrier function by measuring cell transmembrane resistance. B：Cell transmembrane
permeability assay. **P<0.01,***P<0.001 vs control. C: Western blotting of ZO-1 and E-cadherin proteins. +: Cells were
treatment with 20% fibroblast conditioned medium. -: Cells without treatment.

2.2 成纤维细胞培养液蛋白鉴定

4D蛋白组学分析发现，成纤维细胞培养液中蛋白

组分含有WNT2b蛋白（表1）。

2.3 过表达WNT2b显著增强成纤维细胞对Caco-2紧

密连接蛋白的抑制作用

Western blot结果显示，与对照组相比，过表达组

WNT2b-GFP 融合蛋白表达明显，说明过表达成功

（图 2A）。过表达组培养液中WNT2b浓度明显上升

（图 2B，P<0.001）。检测Caco-2细胞紧密连接蛋白表

达显示，与对照组相比，WNT2b过表达HIF共培养组

Caco-2 细胞 ZO-1 和 E-Cadherin 表达水平明显更低

（图2C）。

2.4 WNT2b通过激活WNT/β-catenin信号通路抑制紧

密连接蛋白形成

与对照组相比，β-catenin 入核信号在过表达组

（OV）显著升高（图3A、B，P<0.01）。使用WNT/β-catenin

信号通路抑制剂Salinomycin进行处理，可部分抑制

WNT2b蛋白对Caco-2细胞跨膜电阻和细胞屏障的破

坏作用（图3C、D，P<0.05）。由于FZD4是主要表达于

肠上皮细胞表面的卷曲蛋白家族受体，我们使用siRNA

敲低Caco-2细胞的FZD4，发现可部分恢复WNT2b对

Caco-2细胞紧密连接蛋白ZO-1和E-Cadherin抑制作

用（图3E）。

2.5 抑制WNT/β-catenin信号通路可减轻DSS诱导的

肠道炎症，同时减轻肠上皮屏障的破坏

Salinomycin组类 IBD肠炎小鼠造模期间肠道炎

症评分明显更低，第6天和第7天与对照组相比有显

著性差异（P<0.001，图 4A）。HE 染色炎症浸润，且

Salinomycin 组肠道炎症组织病理学评分显著更低

（P<0.05，图4B、C）。Salinomycin组β-catenin入核信号

明显下调，差异具有统计学意义（P<0.05，图 4D、E）。

Salinomycin组ZO-1和E-Cadherin表达水平显著更高，

差异具有统计学意义（P<0.05，图4 F、G、H）。

3 讨论

肠上皮屏障是维持肠道免疫微环境稳态的核

心［16］。肠屏障缺失是IBD重要的病理特征［17, 18］。目前研

究认为，异常的免疫细胞是肠屏障的主要破坏者［19, 20］。

本文通过成纤维细胞条件培养基和共培养实验，发现成

纤维细胞可直接抑制肠上皮细胞紧密连接形成，破坏肠

屏障。既往研究报道，成纤维细胞分泌多种炎症因子参

与 IBD进展过程［21］。而本文通过进一步研究发现成纤

维细胞主要通过分泌WNT2b蛋白而非炎症因子激活
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肠上皮细胞WNT/β-catenin信号通路，抑制紧密连接蛋

白表达。

成纤维细胞主要分化为肌成纤维细胞和炎性成纤

维细胞：前者通过分泌细胞外基质促进损伤修复，过度

活化可导致肠道狭窄和息肉形成；后者分泌 IL-1β等多

种炎症因子激活免疫细胞，参与肠道炎症反应［22, 23］。我

们前期研究发现成纤维细胞存在其他亚群［10］，例如本文

研究的WNT2b高表达成纤维细胞，该群细胞在肠炎中

明显富集，但功能不明。本研究通过肠道成纤维细胞

HIF中作过表达WNT2b的方式模拟WNT2b高表达成

表1 成纤维细胞培养液蛋白鉴定
Tab.1 Identification of proteins in fibroblast culture medium

Accession

P30086

P02768

P05452

Q99969

P11021

Q93097

P10599

P07996

P05109

O43707

P62258

Q9Y6C2

P07195

P05067

P00749

Gene name

PEBP1

ALB

CLEC3B

RARRES2

HSPA5

WNT2B

TXN

THBS1

S100A8

ACTN4

YWHAE

EMILIN1

LDHB

APP

PLAU

Description

Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=PEBP1 PE=1 SV=3

Albumin OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=ALB PE=1 SV=2

Tetranectin OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=CLEC3B PE=1 SV=3

Retinoic acid receptor responder protein 2 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=RARRES2 PE=1 SV=1

Endoplasmic reticulum chaperone BiP OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=HSPA5 PE=1 SV=2

Protein Wnt-2b OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=WNT2B PE=1 SV=2

Thioredoxin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TXN PE=1 SV=3

Thrombospondin-1 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=THBS1 PE=1 SV=2

Protein S100-A8 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=S100A8 PE=1 SV=1

Alpha-actinin-4 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=ACTN4 PE=1 SV=2

14-3-3 protein epsilon OS=Homo sapiens OX=9606
GN=YWHAE PE=1 SV=1

EMILIN-1 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=EMILIN1 PE=1 SV=3

L-lactate dehydrogenase B chain OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=LDHB PE=1 SV=2

Amyloid-beta precursor protein OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=APP PE=1 SV=3

Urokinase-type plasminogen activator OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=PLAU PE=1 SV=2

Coverage
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图2 过表达WNT2b显著增强成纤维细胞对Caco2紧密连接蛋白的抑制作用
Fig.2 Effect of WNT2b overexpression in fibroblasts on expressions of tight junction proteins in Caco2 cells in the
co-culture system. A: Western blotting of WNT2b-GFP fusion protein. B: ELISA for detecting the expression level
of WNT2b-GFP fusion protein (***P<0.001 vs NC). C: Western blotting for detecting the effect of WNT2b
overexpression in fibroblasts on ZO-1 and E-cadherin proteins. NC: Negative control; OV: Overexpression group.
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纤维细胞。我们研究发现肠道成纤维细胞本身可分泌

WNT2b蛋白，而高表达WNT2b基因后WNT2b分泌随

之增加，说明WNT2b很可能是该群细胞产生作用的关

键介质。

WNT/β-catenin信号通路是在物种进化过程中高

度保守的信号通路，成纤维细胞分泌的WNT2b蛋白激

活了WNT/β-catenin信号通路，该通路主要通过WNT2b

蛋白与细胞膜表面的卷曲蛋白家族受体（FZD4）结合，

抑制胞质中的β-catenin降解来诱发上皮细胞-间充质化

（EMT）转换，胞内大量增加的β-catenin会转移进入细胞

核，作为转录因子亚单位诱导大量基因的表达，这些靶

基因的表达产物中有很多都是能诱导EMT转换过程的

转录因子，而EMT 主要特征有紧密连接蛋白ZO-1及E-

Cadherin的表达减少［24, 25］。该通路抑制紧密连接蛋白形

成，是破坏IBD肠道屏障的关键信号通路之一［26, 27］。本

研究发现WNT/β-catenin通路抑制剂可部分抑制小鼠

DSS肠炎，并上调肠黏膜屏障蛋白表达。我们进一步确

认，外源性WNT2b蛋白可激活肠上皮细胞的WNT/β-

catenin 信号通路，促进β-catenin 入核，抑制 ZO-1、E-

Cadherin蛋白表达。FZD4是肠上皮细胞表达的主要卷

曲蛋白受体［28］，本文进一步确认，成纤维细胞分泌的

WNT2b蛋白作用于FZD4受体产生作用。

综上所述，本研究阐述了WNT2b高表达肠道成纤

维细胞的作用：抑制肠上皮屏障。其机制是通过分泌

WNT2b蛋白作用于肠上皮细胞FZD4受体，激活WNT/

β-catenin通路，抑制ZO-1、E-Cadherin表达。本研究提

示WNT2b高表达肠道成纤维细胞可能在 IBD中起重

要作用，是治疗IBD的潜在靶点。
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图3 WNT2b通过FZD4激活WNT/β-catenin信号通路抑制紧密连接蛋白形成
Fig.3 WNT2b inhibits tight junction protein formation by FZD4-mediated activation of the WNT/β-catenin signaling pathway.
A, B: β-catenin nuclear entry signaling is significantly increased in the overexpression group (**P<0.01 vs NC). C, D: Effect of
salinomycin, an inhibitor of WNT/β-catenin signaling pathway, on cell transmembrane resistance and cell barrier function (*P<
0.05, ***P<0.001 vs control). E：Western blotting for examining the effect of FZD4 knockdown on ZO-1 and E-Cadherin
proteins in Caco2 cells. +: Cells were treatment with 20% fibroblast conditioned medium. -: Cells without treatment.
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图4 抑制WNT/β-catenin信号通路对DSS诱导的小鼠肠道炎症及肠上皮屏障功能的影响
Fig.4 Effects of inhibiting WNT/β-catenin signaling pathway on intestinal inflammation and intestinal epithelial barrier
function in DSS-treated mice. A: Intestinal inflammation score in mice with DSS-induced IBD-like enteritis. B: HE staining of
the intestinal tissue of the mice. C: Histopathological score of mice with DSS-induced IBD-like enteritis. D, E: β-catenin
nuclear entry signaling is significantly increased in control group. F-H: Immunofluorescence for detecting ZO-1 and E-
cadherin proteins expression in the intestinal mucosa of the mice (*P<0.05).
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