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雨生红球藻粉对脂多糖诱导的人口腔上皮角质
细胞屏障损伤的改善作用

谢金梅 1 陈彩炼 2,3 张 勇 4 郑云剑 4 谢 曦 2,3
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摘要：［目的］探讨雨生红球藻粉（Haematococcus pluvialis，H. pluvialis）对脂多糖（LPS）诱导的口腔上皮损伤的保护作

用。［方法］检测不同剂量的 H. pluvialis 对人正常口腔上皮角质细胞（HOKs）活力的影响；测定 LPS 诱导的 HOKs 中紧密

连接相关蛋白 ZO-1 和 Occludin、线粒体形态、活性氧（ROS）、线粒体膜电位（MMP）、线粒体超氧化物（MitoSOX）和线

粒体通透性转换孔（MPTP）的变化。［结果］与 LPS 模型组相比，高剂量 H. pluvialis 显著上调 Occludin 和 ZO-1 蛋白表达

水平分别至 151.56% 和 170.52%（P<0.05），并且促进了 Occludin 和 ZO-1 蛋白的细胞膜分布。此外，H. pluvialis 明显改

善了 LPS 诱导的 HOKs 中产生过量的 ROS、MitoSOX、MMP 的降低和 MPTP 增大。［结论］H. pluvialis 可能通过改善线

粒体功能障碍和降低氧化应激水平改善 LPS 诱导的 HOKs 屏障损伤，提示 H. pluvialis 可开发为口腔黏膜屏障修复的功

能性食品。
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Abstract: ［［Objective］］ To investigate the protective effect of Haematococcus pluvialis (H. pluvialis) powder on lipopolysaccharide 

(LPS) -induced oral epithelial damage. ［［Methods］］ The effects of different doses of H. pluvialis on the viability of human oral 

keratinocytes (HOKs) were assessed. In LPS-induced HOKs, changes in the tight junction-associated proteins ZO-1 and Occludin, 

mitochondrial morphology, reactive oxygen species (ROS), mitochondrial membrane potential (MMP), mitochondrial superoxide 

(MitoSOX), and mitochondrial permeability transition pore (MPTP) were evaluated. ［［Results］］ Compared with the LPS model group, 

high-dose H. pluvialis significantly upregulated the expression levels of Occludin and ZO-1 to 151.56% and 170.52%, respectively (P <  

0.05), and promoted their membrane localization. In addition, H. pluvialis markedly improved LPS-induced excessive ROS and MitoSOX 

production, the reduction in MMP, and the increase in MPTP in HOKs. ［［Conclusion］］ H. pluvialis may alleviate LPS-induced barrier 

damage in HOKs by improving mitochondrial dysfunction and reducing oxidative stress, suggesting its potential as a functional food for 
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oral mucosal barrier repair.
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雨生红球藻（Haematococcus pluvialis，H. pluvialis）是

一种隶属绿藻门红球藻属的淡水藻类。因其富含 β-胡萝

卜素、藻蛋白、n-3 不饱和脂肪酸和虾青素等生物活性物

质被誉为具有高营养价值的经济微藻［1-2］。有研究［3］表

明，H. pluvialis 提取物可以促进细胞再生、减少衰老细胞

的堆积和维持机体的平衡。由于 H. pluvialis 具有出色的

抗氧化性与抗衰老特性［4］，已被广泛应用于保健品、饲料

和化妆品等领域［5］。

口腔上皮屏障由角质形成细胞组成，其功能完整依

赖于细胞—细胞和细胞—基质连接，这是保护口腔组织

免受有害物质侵害的屏障［6］。在细胞—细胞连接中，紧密

连接是顶端蛋白复合物，在调节上皮屏障细胞通透性方

面发挥重要作用［7］。上皮屏障的基本成分缺失或结构改

变会导致上皮屏障功能失调［8］。病原微生物及其毒力因

子等破坏黏膜上皮可能诱发口腔黏膜多种免疫性疾病损

伤的发生，白色念珠菌素诱导上皮屏障钙离子的流入与

乳酸脱氢酶的释放会造成细胞上皮屏障损伤［9-10］。口腔

常见细菌主要是变形链球菌、葡萄球菌和乳酸杆菌等，脂

多糖是所有这些细菌细胞壁的组成部分，大量存在于患

牙周病的牙齿表面引起炎症反应造成口腔屏障损伤［11］。

基于此，采用 LPS 刺激 HOKs 作为口腔黏膜屏障损伤细胞

模型进行后续研究。

线粒体作为机体重要的产能、储能器官，为糖、脂肪、

蛋白质等供能物质提供氧化代谢发生的场所，对机体活

动起着重要的调控作用［7］。Soliman 等［12］研究发现，线粒

体功能障碍与各种全身和局部疾病有关，包括牙周炎、口

腔癌和颞下颌关节疾病等口腔疾病。Ellakwa 等［13］研究

发现，线粒体在口腔炎症性疾病的发病机制和治疗靶向

中起着关键作用，强调了它们在细胞机制中的重要作用。

线粒体完整性经常受损，结构异常在涉及口腔炎症的情

况下很常见［14］。当线粒体功能发生障碍时，伴随活性氧

（reactive oxygen species，ROS）的产生、MMP 降低和线粒

体膜通透性转换孔（mitochondrial permeability transition 

pore，MPTP）的开放，进而形成恶性循环，最终导致细胞炎

症或细胞死亡［15］。Wang 等［16］研究发现，H. pluvialis 通过

降 低 细 胞 内 活 性 氧 水 平 、提 高 线 粒 体 膜 电 位

（mitochondrial membrane potential，MMP）水平和积累糖

原来有效延长酵母实际寿命，H. pluvialis 对口腔细胞中的

线粒体是否也具有保护效应值得进一步探索。

H. pluvialis 在口腔疾病中的保护作用尚未见报道。

基于以上研究背景，研究拟探索 H. pluvialis 是否能改善

LPS 诱导的 HOKs 屏障功能障碍，上调上皮屏障相关蛋白

水平，并探索 H. pluvialis 对口腔上皮屏障的保护效应是

否与改善线粒体功能障碍和降低氧化应激水平有关，旨

在为将 H. pluvialis 开发为新型口腔黏膜屏障保护性食品

提供科学理论依据。

1　材料与方法

1.1　仪器与试剂

激 光 共 聚 焦 显 微 镜 ：FV3000 型 ，日 本 奥 林 巴 斯

（Olympus）公司；

化学发光成像仪：Amersham Image Quant800 型，美

国 Cytiva公司；

CO2 培养箱：CPY-180 型，天津市莱玻特瑞仪器设备

有限公司；

超净工作台：SW-CJ-1D 型，上海泸净医疗器械有限

公司；

电转仪：Bio-Rad 型，美国 Bio-Rad 公司；

高速台式冷冻离心机：H1750R 型，湖南湘仪实验室

仪器开发有限公司；

口腔专用角质细胞培养基：M1004，上海美湾生物科

技有限公司；

脂多糖（LPS）：CS0158 纯度≥99%，金克隆（北京）生

物技术有限公司；

CCK-8 试剂盒、线粒体膜电位检测试剂盒（TMRE）、

线粒体通透性转换孔（MPTP）检测试剂盒、MitoSOX Red

线粒体超氧化物指示剂、活性氧 ROS 检测荧光探针：上海

碧云天生物技术有限公司；

ROS 活性氧检测试剂盒：江苏凯基生物技术股份有

限公司；

线粒体提取试剂盒：武汉赛维尔生物有限公司；

ZO-1、Occludin 和 GAPDH：纯度≥99%，武汉赛维尔

生物有限公司。

1.2　样品与细胞株

人正常口腔黏膜上皮角质细胞（HOKs）：上海美湾生

物科技有限公司；

雨生红球藻粉：云南爱尔发生物技术股份有限公司；

虾青素：纯度＞98%，成都普瑞法科技开发有限公司。

1.3　方法

1.3.1　雨生红球藻的配制及 CCK-8 试验　称取适量的雨
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生红球藻粉末溶解于 DMSO 溶液中配成质量浓度为

30 mg/mL 的母液备用。将生长状态良好的 HOKs 以 5×
103 个/孔 密 度 接 种 于 96 孔 板 ，每 组 设 6 个 复 孔 。

H. pluvialis 处理组加入含不同剂量梯度的 H. pluvialis（0，

6.0，12.0，24.0，48.0，96.0，192.0 μg/mL）的培养基处理 24 h

后弃去原培养基，每孔加入含 10% CCK-8 试剂的不含血

清的培养基，无细胞的孔做空白对照，37 ℃孵育 2 h，在

A450 nm测量吸光度，根据式（1）计算细胞相对活力。

v= A 1 - A 2

A 3 - A 2
× 100%， （1）

式中：

v——细胞相对活力，%；

A1——H. pluvialis处理组的细胞吸光度；

A2——无细胞孔的吸光度；

A3——对照组细胞吸光度。

1.3.2　细胞传代与种板　HOKs 培养于口腔角质细胞专

用培养基中（37 ℃，5% CO2）。当 HOKs 密度达到培养瓶

面积的 80% 后就可进行传代。细胞用 PBS 洗 3 次，确保把

培养瓶中的代谢产物、死细胞、棉花絮清洗干净。随后加

入 1 mL 0.25% 胰蛋白酶消化液立即置于 37 ℃培养箱内消

化 10 min。吸取培养瓶中所有液体并全部转移到 15 mL

离心管中，1 000×g 离心 5 min。结束后，吸弃上清，加入

1 mL 培养基重悬细胞，将细胞吹散至单细胞状态。细胞

计数后将 1.5×105 个细胞种入 60 mm 细胞培养皿中。虾

青素（astaxanthin，AST）在治疗炎症领域的效果是公认

的［17］，其在口腔炎症的应用也有报道［18］，因此以虾青素作

为阳性对照探讨雨生红球藻对口腔炎症的影响。试验分

组：正常对照组、LPS 诱导组（培养基中加入终质量浓度为

5 μg/mL 的 LPS）、LPS+AST（培养基中加入终质量浓度

为 12 μg/mL 的 AST）、LPS＋H. pluvialis（培养基中加入终

质量浓度分别为 6，12，24 μg/mL 的 H. pluvialis），细胞处

理 24 h 后可进行后续试验。

1.3.3　Western blot试验　HOKs用预冷的  PBS 洗涤 3 次，

然后浸在裂解缓冲液中，完全刮除后，倾斜嵌入水中，待

细胞和液体集中滑落到培养皿边，用移液器吸取液体，置

于事先标好序号的离心管中，放置在冰上 30 min。4 ℃、

12 000×g 离心 20 min，再用二喹啉甲酸定量蛋白质浓度，

用聚丙烯凝胶电泳，随后转移到硝酸纤维素膜上。用含

有 5% 脱脂牛奶的 TBST 缓冲液阻断非特异性结合，回收

封闭液，置于 4 ℃冰箱内。根据试验所需蛋白的相对分子

质量，将条带剪切好，背对背分别置于相应做好标记的

10 mL GADPH、ZO-1 和 Occludin 抗体管内，GADPH、ZO-

1 和 Occludin 与一抗稀释液的比例分别为 1∶4 000，1∶

2 000，1∶2 000。4 ℃下孵育过夜，第 2 天将条带取出并将

抗体管放回冰箱内，在室温下加入 5 mL HRP 二抗孵育

（1∶5 000）1.5 h。靶蛋白—抗体复合物用特超敏  ECL 化

学发光试剂盒（BeyoECL Star）显像。图像由超灵敏多功

能成像仪检测，并用  Image J 分析处理［19］。

1.3.4　细胞免疫荧光　细胞在给药处理 24 h 后，将细胞

从细胞培养箱内取出，用 PBS 洗 3 遍，加入 1 mL 4% 多聚

甲醛，固定 15 min。吸弃液体，室温下干燥 10 min。PBS

清洗 3 遍后用 10% 的山羊血清封闭液封闭 30 min，吸弃封

闭液，用 PBS 反复清洗 3 遍至干净，随后在相应的疏水圈

中加入 100 μL 用 10% 山羊血清稀释的 Occludin 和 ZO-1

抗体置于 4 ℃冰箱孵育过夜，Occludin 和 ZO-1 与 10% 山

羊血清的比例均按 1∶200 配制。次日，在相应的疏水圈中

加入 100 μL 带荧光标记的二抗在室温下避光孵育 1 h。

二抗与 10% 山羊血清的配比为 1∶100。最后每个疏水圈

中加入 100 μL DAPI 复染细胞核 15 min，洗涤后封片并于

倒置荧光显微镜下观察。

1.3.5　 细 胞 活 性 氧 检 测　 将 2×104 个 HOKs 接 种 于

29 mm 的玻璃底小皿中，待细胞生长状态良好进行分组

给药处理 24 h，加入 1 mL 含 DHE（dihydroethidium，DHE）

终浓度为 45 mol/L 的新鲜培养液，在 37 ℃培养箱避光孵

育 45 min。细胞核用稀释后的 Hoechst 33342 染核液进行

复染，检测缓冲液与 Hoechst 33342 配比为 1∶100 配制，避

光孵育 45 min，于荧光倒置显微镜中观察并拍照获取

照片。

1.3.6　透射电镜观察 HOKs 线粒体形态　将 4×105 个

HOKs 接种于 100 mm 培养皿中，待细胞密度至 80% 时进

行相应处理。随后加入 2 mL 0.25% 胰蛋白酶消化液立即

置于 37 ℃培养箱内消化 10 min，吸弃培养基加入 PBS 洗

涤，800×g 离心 10 min 收集细胞，计数。每次提取需要

5×107 个细胞，加入 1.0 mL 冰预冷的 Lysis Buffer 重悬细

胞，将细胞悬液转移到小容量玻璃匀浆器内，冰浴研磨

30~40 次。4 ℃、12 000×g 离心 10 min。线粒体沉淀在管

底，用电镜固定液重悬线粒体沉淀。后续步骤委托武汉

赛维尔生物科技有限公司完成。

1.3.7　线粒体通透性转换孔检测　将 2×104 个 HOKs 接

种于 29 mm 的玻璃底小皿中，待细胞生长状态良好进行

分组给药处理 24 h，荧光淬灭工作液按照 calcein AM 染色

液和 CoCl2 配比为 100∶1 配制，CCCP 阳性对照液的配制

按照荧光淬灭工作液和 Ionnomycin 配比为 200∶1 配制。

阳性对照组加入 1 mL 阳性对照液，其他组各加入 1 mL 荧

光淬灭工作液，37 ℃培养箱避光孵育 1 h。孵育结束后，

更 换 为 预 热 新 鲜 培 养 基 在 37 ℃ 培 养 箱 中 避 光 孵 育
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30 min，用 PBS 洗涤细胞 3 次。使用稀释后的 Hoechst 

33342 染核液复染细胞核 45 min。检测缓冲液与 Hoechst 

33342 配比为 1∶100 配制。用 PBS 清洗 3 遍，每皿加入

1 mL 检测缓冲液于倒置荧光显微镜观察捕获图像。

1.3.8　线粒体超氧化物检测　将 2×104 个 HOKs 接种于

29 mm 的玻璃底小皿中，待细胞生长状态良好进行分组

给药处理 24 h，线粒体活性氧（mitochondrial reactive oxy‐

gen species，mtROS）水 平 采 用 Mitochondrial Superoxide 

Indicator MitoSOX Red 探针测定。将超氧化物探针工作

液用 HBSS 稀释至 5 µmol/L 加入细胞中，在 37 ℃培养箱

避光孵育 30 min。细胞核用检测缓冲液稀释的 Hoechst 

33342 染色液染色，在 37 ℃培养箱避光孵育 45 min，检测

缓冲液与 Hoechst 33342 配比为 1∶100 配制。每皿加入

1 mL 检测缓冲液于共聚焦显微镜下观察拍照。

1.3.9　线粒体膜电位检测　将 2×104 个 HOKs 接种于

29 mm 的玻璃底小皿中，待细胞生长状态良好进行分组

给药处理 24 h，阳性对照组中的细胞用 CCCP（20 μmol/L）

在 37 ℃培养箱中孵育 30 min。处理结束后，所有组细胞

吸弃培养基，用 PBS 清洗细胞。随后将细胞孵育于用检

测缓冲液稀释的 TMRE 染色工作液中避光孵育 30 min，

用 PBS 洗涤两次，使用稀释后的 Hoechst 33342 染核液复

染细胞核 45 min，检测缓冲液与 Hoechst 33342 配比为 1∶

100 配制。用 PBS 反复清洗 3 遍至干净，每皿加入 1 mL 检

测缓冲液于共聚焦显微镜下观察拍照。

1.4　数据处理与分析

采用 GraphPad Prism 9.1 统计软件作图，对数据归一

化处理后，绘制成柱形图形式。试验数据采用  IBM SPSS 

Statistics 23 软件统计分析，结果以均数±标准差表示，多

组间比较采用单因素方差分析和事后多重比较，P<0.05

被认为存在统计学差异。

2　结果与分析

2.1　H. pluvialis对 HOKs活力的影响

根据 LPS 造模时间为 24 h 确定 H. pluvialis 诱导细胞

的时间为 24 h。给予 6，12，24，192 μg/mL 的 H. pluvialis

治疗 24 h 后用倒置显微镜观察 HOKs 形态如图 1 所示，其

中 H. pluvialis 剂量为 192 μg/mL 下的细胞状态与正常组

并无显著差异。采用梯度剂量设计，分别以 0，3，6，12，

24，48，96，192 μg/mL 的 H. pluvialis 处理 HOKs 24 h。结

果（图 2）显示，H. pluvialis 在 3~24 μg/mL 剂量区间细胞相

对活力有一定的上升趋势，但该趋势与正常组相比无统

计学差异（P＞0.05）。在 48~192 μg/mL 的质量浓度区间

细胞相对活力与正常组相比有下降趋势，但无统计学意

义（P＞0.05）。有研究证实，H. pluvialis 富含 β-胡萝卜素、

藻蛋白、n-3 不饱和脂肪酸等生物活性物质［1］，这些活性物

质使其具有出色的抗氧化性和抗衰老特性［4］。基于前人

的研究和试验结果，推测 H. pluvialis 中的活性物质如虾

青素、叶黄素和不饱和脂肪酸等对细胞形态和细胞活力

具有保护效应。基于 CCK8 试验数据，选择安全剂量为

6，12，24 μg/mL 进行后续试验。

2.2　H. pluvialis改善 LPS诱导的 HOKs屏障功能损伤

紧密连接（tight junction，TJ）是由多个蛋白构成的大

分子复合物，聚集在所有上皮细胞和内皮细胞的顶侧膜

区域［7］。TJ 在调节上皮屏障细胞通透性方面发挥重要作

用，其通过调节水、离子和小分子物质的转运，同时限制

大分子和微生物的通过从而创造一个理想的环境，发挥

着重要的屏障和栅栏功能［20］。Occludin 和 claudin 蛋白家

族是跨膜蛋白，这些跨膜蛋白通过细胞质附着蛋白 ZO 与

细胞骨架连接，形成完整的细胞与细胞之间的紧密连接

结构［21］。Guo 等［22］报道 LPS 通过激活 TLR4 信号通路增

加细胞与细胞之间紧密连接的通透性；Zou 等［23-24］研究

表明，LPS 下调 ZO-1 和 Occludin 的表达，从而破坏细胞

与细胞之间的紧密连接结构。蛋白质印迹法获得各组

灰度条带变化如图 3 所示。由图 4 可知，与正常组相比，

LPS 组 Occludin 和 ZO-1 蛋白表达水平显著降低，而 H.

pluvialis 高剂量组中 Occludin 和 ZO-1 蛋白表达量较 LPS

组分别显著提高 151.56% 和 170.52%（P<0.05）。通过细

胞免疫荧光检测 ZO-1 和 Occludin 蛋白的定位与表达。

图 1　不同质量浓度的 H. pluvialis 诱导 24 h 后 HOKs 的形态变化

Figure 1　Morphological changes of HOKs after H. pluvialis induction for 24 h at different concentrations
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如图 5 所示，与正常组相比，模型组 ZO-1 和 Occludin 不

能定位于细胞膜上，大部分聚集在细胞质，并且蛋白表

达水平显著降低，可能是 LPS 诱导 TJ 通透性增加降低了

TJ 蛋白的膜定位。与模型组相比，H. pluvialis 治疗组和

AST 治疗组明显减少了 ZO-1 和 Occludin 在细胞质的聚

集，增强了 ZO-1、Occludin 在细胞膜上的定位和表达。

然而与虾青素组相比，H. pluvialis 低剂量组中 Occludin

蛋白的表达水平较虾青素组高 25.65%。免疫荧光结果

观察到 H. pluvialis 高剂量中 ZO-1、Occludin 在细胞膜上

的定位和表达优于虾青素组，并且在同等剂量下，H. 

pluvialis 组中 Occludin 蛋白比 AST 组能更好地定位在细

胞膜上。这些试验结果表明，H. pluvialis 可通过增强

ZO-1 和 Occludin 蛋白在细胞膜上的定位和提高蛋白的

表达水平来改善 LPS 诱导的 HOKs 屏障功能损伤，且已

有学者［25］发现 AST 能够改善槟榔碱诱导的 HOKs 屏障

功能损伤，进一步证实 AST 是 H. pluvialis 中口腔屏障保

护作用的主要活性物质。除此之外，H. pluvialis 中还含

有叶黄素、β -胡萝卜素和脂肪酸［26］，基于试验结果推测

这些成分对口腔屏障损伤也具有一定的保护作用，且可

能通过上调 ZO-1 和 Occludin 蛋白的表达水平，增强 ZO-1

和 Occludin 在细胞膜上的定位来改善 LPS 诱导的 HOKs

屏障功能损伤。

2.3　H. pluvialis减轻 LPS 诱导的 HOKs氧化应激

ROS 作为氧化应激启动的关键因子，也是反映细胞

氧化应激水平的直接指标［27］。口腔中  ROS 的过量产生

可能会导致氧化应激和对细胞 DNA、脂质和蛋白质的氧

化损伤，从而易患许多口腔和全身性疾病［28］。龙淳等［29］

研究发现，大黄素能够降低 LPS 刺激的 RAW264.7 细胞

图 2　不同质量浓度 H. pluvialis 处理 24 h 后 HOKs 的活力

Figure 2　Cell viability of HOKs after H. pluvialis treatment 

for 24 h at different concentrations

GADPH 为内参蛋白

图 3　蛋 白 免 疫 印 迹 法 检 测 HOKs 中 紧 密 连 接 蛋 白

Occludin 和 ZO-1 表达的变化

Figure 3　Changes in expression of tight junction proteins 

Occludin and ZO-1 in HOKs by Western blot 

analysis

*与空白组相比 P<0.05；#与模型组相比 P<0.05

图 4　H. pluvialis 对 Occludin 和 ZO-1 蛋白表达水平的影响

Figure 4　Effect of H. pluvialis on the expression levels of Occludin and ZO-1 proteins
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的氧化应激反应。初毅等［30］研究发现，金银花提取物可

通过增加 SORBS2 减轻 LPS 致心肌细胞氧化应激、凋亡

和炎症反应。然而常规抗氧化剂治疗口腔疾病受限于

低浓度无局部富集、药物代谢快、在目标部位停留时间

短、作用环境复杂等问题，如口腔环境潮湿、牙周袋深，

难以达到安全剂量和有希望的治疗效果。近年来许多

天然产物已被证明具有抗氧化、抗炎的作用，并能有效

调节氧化应激反应［29］。如图 6 所示，LPS 刺激 HOKs 后

氧化应激反应显著增加，与模型组相比，H. pluvialis 和

AST 治疗组能够显著有效清除 LPS 刺激产生过多的

ROS。推测 AST 和 H. pluvialis 可能通过阻断过氧化物

指标二氢乙啶进入细胞核减轻 LPS 诱导产生过多的氧

化 应 激 、减 少 炎 症 的 发 生 ，从 而 保 护 细 胞 免 受 氧 化

损伤。

2.4　H. pluvialis改善 LPS诱导的 HOKs线粒体功能障碍

线粒体是一种高度动态的细胞器，它不仅以 ATP 的

形式提供细胞能量，而且还通过产生低水平的 ROS 来维

持细胞内稳态［31］，并且这些过程中的任何一个功能障碍

红色和蓝色荧光分别代表目标蛋白和细胞核

图 5　细胞免疫荧光法测定 Occludin 和 ZO-1 蛋白的表达与分布

Figure 5　ZO-1 and Occludin protein expression and distribution by immunofluorescence
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都可能导致出现病理状态。刘旭芳等［32］研究表明，线

粒体功能障碍所产生的过量 ROS 会攻击 DNA 等细胞

内大分子以诱导细胞凋亡，并作为第二信使促进炎性

介质生成，破坏牙周的软硬组织。线粒体功能障碍的

下游产物，如 ROS、mtDNA 等参与了 TLR4 和 NLR 通路

的激活、产生级联放大反应、生成大量炎症细胞因子，

而 这 些 细 胞 因 子 又 加 强 了 线 粒 体 功 能 障 碍 。 Yokoo

等［33］研究表明，氨通过诱导 Caco-2 细胞中的线粒体功

能障碍来损害紧密的连接屏障，提示线粒体功能在细

胞屏障保护中的重要地位。付辉等［34］研究表明，线粒

体功能障碍的典型特征是呼吸链功能受损、结构异常、

细胞 ATP 库耗竭、细胞信号传导中断和线粒体衍生的

ROS 生成增加。如图 7 所示，在 LPS 诱导的 HOKs 中，

观察到模型组 HOKs 线粒体超微结构出现空泡化，线粒

体 嵴 数 量 减 少 ，MPTP 开 口 增 加 ，导 致 MMP 减 少 和

mtROS 产生增加，提示线粒体功能障碍，这与 Bernardi

等［35］的研究结果一致。然而在给予 H. pluvialis 和 AST

治疗后观察到线粒体结构恢复正常，MPTP 开口减少，

绿色荧光变亮（见图 8）。 MMP 增加和 mtROS 产生降

低，提示 H. pluvialis 和 AST 对 LPS 诱导的线粒体损伤具

有较好的保护效应。该保护效应可能是 H. pluvialis 改

善屏障功能的机制之一。

3　结论

雨生红球藻和 AST 都能够改善脂多糖诱导的人正常

口腔上皮角质细胞屏障损伤和线粒体功能障碍，提示雨

生红球藻和 AST 对脂多糖诱导的线粒体损伤具有较好的

保护效应。该保护效应可能是雨生红球藻改善屏障功能

的机制之一，推测雨生红球藻可能通过改善 HOKs线粒体

功能障碍和降低氧化应激水平进而改善脂多糖诱导的

HOKs 屏障损伤。该研究结果提示雨生红球藻可开发为

HP 表示 H. pluvialis组；红色和蓝色荧光分别代表 ROS 和细胞核

图 6　通过 ROS 检测荧光探针标记 HOKs 的氧化应激

Figure 6　Detection of oxidative stress in HOKs using fluorescent probes labeled with ROS

图 7　HOKs 线粒体的超微结构

Figure 7　Ultrastructure of mitochondria in HOKs
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图 8　H. pluvialis 对 LPS 诱导的 HOKs 线粒体形态和功能损伤的影响

Figure 8　Effect of H. pluvialis on mitochondrial morphology and functional impairment in LPS-induced HOKs
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口腔黏膜屏障修复的功能性食品。
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