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摘要：食物过敏已成为全球高发的免疫相关疾病，肠道屏障损伤是食物过敏原致敏的关键环节。蚕蛹作为优质蛋白源被广泛食

用，但其主要新型脂蛋白过敏原 Bomb m 6 的肠道作用机制尚不明确，限制了蚕蛹过敏防控与安全利用。本研究以 Caco-2、HT-29 细

胞及 Caco-2/HT-29 共培养肠道屏障模型为对象，采用 CCK-8、ELISA、FITC-Dextran 通透实验与 Western blot 等方法，探究 Bomb m 6

对肠道上皮细胞活力、炎症因子、警报素及屏障功能的影响。结果显示，6.25~200 μg∙mL-1 Bomb m 6 对 Caco-2 细胞无显著毒性，        

400 μg∙mL-1可显著抑制 HT-29 细胞活力；100、200 μg∙mL-1 Bomb m 6 使 Caco-2 细胞 IL-6、IL-8 分别升至 6.80、31.20 pg∙mL-1，         

200 μg∙mL-1可显著提升 Caco-2 细胞 IL-33、IL-25、TSLP 水平，50 μg∙mL-1及以上可显著提升 HT-29 细胞 IL-1β、TNF-α、IL-33、TSLP

水平；200 μg∙mL-1 Bomb m 6 处理 24 h 后，体外肠道屏障模型表观渗透系数 Papp 升高 2.5 倍，IL-6、IL-8 分泌增加，ZO-1、Occludin、

Claudin-1 紧密连接蛋白表达显著下调。Bomb m 6 可能通过诱导肠上皮细胞炎症反应、降低紧密连接蛋白表达、增加屏障通透性，对

肠道上皮屏障功能产生损伤作用，为蚕蛹过敏的机制阐释、预防诊断及家蚕资源安全开发提供实验依据。 
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Abstract: Food allergy has become a highly prevalent immune-related disease worldwide, and intestinal barrier damage is a critical step 

in sensitization to food allergens. Silkworm pupae are widely consumed as a high-quality protein source; however, the intestinal effects of Bomb 

m 6, a major novel lipoprotein allergen from silkworm pupae, remain unclear, which limits the prevention and control of silkworm pupa allergy 

and the safe utilization of silkworm resources. In this study, Caco-2 cells, HT-29 cells, and a Caco-2/HT-29 co-cultured intestinal barrier model 

were used to investigate the effects of Bomb m 6 on intestinal epithelial cell viability, inflammatory cytokines, alarmins, and barrier function 

using CCK-8 assay, ELISA, FITC-Dextran permeability assay, and Western blot. The results showed that 6.25~200 μg·mL-1 Bomb m 6 had no 

significant cytotoxicity toward Caco-2 cells, whereas 400 μg·mL-1 Bomb m 6 significantly inhibited the viability of HT-29 cells. Treatment with 

100 and 200 μg·mL-1 Bomb m 6 increased IL-6 and IL-8 levels in Caco-2 cells to 6.80 and 31.20 pg·mL-1, respectively. Treatment with     

200 μg·mL-1 Bomb m 6 significantly increased the levels of IL-33, IL-25, and TSLP in Caco-2 cells, while concentrations of 50 μg·mL-1 and 

above significantly increased IL-1β, TNF-α, IL-33, and TSLP levels in HT-29 cells. After treatment with 200 μg·mL-1 Bomb m 6 for 24 h, the 

apparent permeability coefficient (Papp) of the in vitro intestinal barrier model increased by 2.5-fold, IL-6 and IL-8 secretion was enhanced, and 

the expression levels of the tight junction proteins ZO-1, Occludin, and Claudin-1 were significantly downregulated. These results suggest that 
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Bomb m 6 may impair intestinal epithelial barrier function by inducing inflammatory responses in intestinal epithelial cells, reducing tight 

junction protein expression, and increasing barrier permeability, thereby providing experimental evidence for elucidating the mechanism of 

silkworm pupa allergy, its prevention and diagnosis, and the safe development of silkworm resources. 
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近三十年来，食物过敏的发病率在全球范围内显著攀升，越来越多婴幼儿及成人受到困扰[1,2]。食物过敏本质

上是机体免疫系统对食物中某些过敏原产生的异常免疫应答。根据 IgE 抗体在该病理过程中的参与程度，食物过

敏可划分为三类：典型 IgE 介导型、非 IgE 介导型以及混合型，其中以 IgE 介导的速发型反应最为多见[3]。该病

的常见临床表现涵盖皮肤症状（如荨麻疹、血管性水肿）、呼吸道症状（如喉头水肿、支气管痉挛）及消化道症状

（如呕吐、腹泻），严重病例可发展为过敏性休克[4-6]。 

肠道是食物过敏发生与发展的核心部位，其屏障结构在此过程中发挥关键作用[7,8]。经胃肠道致敏的动物蛋白

过敏原，其致敏过程始于对肠道屏障的穿透[9]，过敏原只有穿越该屏障，才能被抗原呈递细胞（Antigen Presenting 

Cells，APCs）摄取、加工并呈递，从而有效激活免疫应答。肠道屏障由黏液层、单层上皮细胞构成的物理屏障以

及富含免疫细胞的固有层共同组成。过敏原可通过以下方式进入固有层：1）经肠道 M 细胞的主动转运；2）被杯

状细胞包裹于囊泡中进行跨细胞传递；3）部分具有蛋白酶活性的过敏原可降解紧密连接蛋白（如 ZO-1、Occludin、

Claudin-1），破坏上皮屏障的完整性，增加过敏原的被动扩散，进而促进抗原呈递[10,11]。因此肠道屏障的完整性与

食物过敏息息相关。 

蚕（Bombyx mori）在我国是一种被广泛饲养的养殖昆虫，蚕及其衍生物具有很高的营养、药用和经济价值[12,13]。

其中蚕蛹常被亚洲国家，尤其是中国用作食物。在中国，蚕蛹不仅作为食品被食用，也是治疗高血压和脂肪肝的

中药重要组成部分[14]。随着对可持续动物源性膳食蛋白需求的增加，可食用昆虫作为蛋白质来源受到广泛关注。

蚕蛹被认为是优质的动物蛋白来源，是中国卫生部发布的《新型食品资源名录》中唯一的昆虫类食品，并广泛用

于中国和韩国的膳食补充剂、药品及动物饲料[15]。近年来，蚕蛹凭借其高营养价值和多样的生物活性被用作食品

工业的原材料。然而包括蚕蛹在内的新型蛋白质来源，可能引发食物过敏[16]，甚至过敏性休克[17]。因此，蚕蛹过

敏现已成为全球广泛研究的课题。 

此前研究组成功从鲜蚕蛹中纯化并鉴定了一种分子大小为 27.6 kDa 的新型蚕蛹过敏原（家蚕脂蛋白 3），此过

敏原被 WHO/IUIS 过敏原命名委员会审定命名为 Bomb m 6
[18]。作为一种新发现的脂蛋白类过敏原，其致敏机制

尚未明确，为此，本研究重点探讨 Bomb m 6 对肠道上皮屏障的作用，旨在阐明其致敏机理，从而为蚕蛹过敏的

预防与治疗提供新思路。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

PBS、DMEM 培养基、RPMI-1640 培养基、胎牛血清、青霉素-链霉素双抗，Gbico 公司；氯化钠，麦克林公

司；FITC-Dextran，Sigma 公司；CCK-8 试剂盒，Solarbio 公司；人 IL-6 检测试剂盒、人 IL-8 检测试剂盒、人 IL-1β

检测试剂盒、人 TNF-α检测试剂盒、人 TSLP 检测试剂盒、人 IL-33 检测试剂盒、人 IL-25 检测试剂盒，江莱生

物公司；Tris，Bio-Rad 公司；BCA 试剂盒，Biosharp 公司；5×蛋白上样缓冲液，Solarbio 公司；Tris-HCl 缓冲液

（pH 值 6.8），Biosharp 公司；Tris-HCl 缓冲液（pH 值 8.8），Solarbio 公司；TEMED，amresco 公司；十二烷基硫

酸钠（SDS），上海生工公司；30%制胶液（29:1），Solarbio 公司；过硫酸铵，Sigma 公司；考马斯亮蓝 R250、彩

虹 130 广谱蛋白 marker，Solarbio 公司；蛋白 Marker（10~250 kDa），UElandy 公司；聚偏二氟乙烯膜，Bio-Rad

公司；甲醇、无水乙醇，麦克林公司；20×TBST 缓冲液，Solarbio 公司；牛血清白蛋白，Biosharp 公司；脱脂奶

粉，Solarbio 公司；ZO-1 Antibody、Occludin Antibody、Claudin-1 Antibody、Beta-actin Antibody、Beta tubulin Antibody，

Affinity 公司；ECL 化学发光底物试剂盒，四正柏公司。 

1.2  实验仪器 

HERAguard HPH9型超净工作台，Thermo公司；Centrifuge 5424 R型台式高速离心机，Eppendorf公司；LV-150N
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型光学显微镜，日本 Nikon 公司；DZKW-D-2 型电热恒温水浴锅，科恒公司；Heracell 150i GP 型 CO2培养箱，

Thermo 公司；RE1600 型细胞电阻仪，北京金工公司；MS7-H550-Pro 型磁力搅拌器，Scilogex 公司；BSA224S

型电子分析天平，Sartorius 公司；CHB-100HB-100 型干式恒温器，博日公司；PowerPac 系列电泳仪，Bio-Rad 公

司；KS 3000i 型恒温空气摇床，IKA 公司；MINI HD6 型 ECL 成像分析系统，UVITEC 公司；MX-S 型涡旋混合

器，SCILOGEX公司；SYNERGY HTX型酶标仪，Bio-Tek公司；Research® plus系列单道可调量程移液器，Eppendorf

公司；Milli-Q Academic 型 Milli-Q 超纯水仪，Millipore 公司；Revco ULT-1786-6V 型超低温冰箱，Thermo 公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  Caco-2 与 HT-29 细胞的培养 

Caco-2 细胞及HT-29 细胞分别培养于含有体积分数 10% FBS 及体积分数 1%青霉素-链霉素溶液的DMEM培

养基中，培养箱条件设置为 37 ℃，5% CO2（体积分数）。每天观察细胞状态，待细胞融合度达到 90%以上时，进

行细胞传代：弃去旧培养基，加入适量 PBS 溶液轻轻润洗细胞，加入适量胰酶消化，用三倍体积的完全培养基中

止，1 200 r·min
-1离心 3 min，弃上清，用适量完全培养基重悬细胞，加到新的培养皿中继续培养。 

1.3.2  CCK-8 法检测细胞毒性 

选取生长状态良好的 Caco-2 细胞及 HT-29 细胞，按每毫升 2×10
5
 cells 的密度接种于 96 孔板，每孔 100 μL，

培养 24 h，待细胞贴壁后，弃去板内旧培养基，实验组用 DMEM 配置 6.25，12.5，25，50，100，200，400 μg∙mL
-1

质量浓度的 Bomb m 6，对照组则加入等量含有细胞的 DMEM 培养基，空白组加入等体积不含细胞的 DMEM 培

养基，每组设 3~6 个复孔。继续培养 24 h 后每孔加入 10 μL CCK-8 溶液，继续培养 3 h。使用酶标仪在 450 nm 波

长下测定各孔的吸光度（OD 值）。细胞存活率按以下公式计算，实验重复 3 次，数据以均值±标准差表示。 

                        （1）
 

式中： 

V——细胞存活率，%； 

OD1——实验组吸光度； 

OD2——空白组吸光度； 

OD3——对照组吸光度。 

1.3.3  细胞因子含量检测 

为分析细胞上清中炎症因子（IL-6、IL-8、TNF-α、IL-1β）与警报素（IL-33、IL-25、TSLP）的分泌水平，本

研究采用酶联免疫吸附试验（Enzyme-Linked Immunosorbent Assay，ELISA）进行定量检测。待细胞经过敏原刺激

处理 24 h 后，收集各组细胞的培养上清液，置于 4 ℃条件下以 300×g 离心 10 min，以去除上清中悬浮的细胞碎片，

离心结束后小心吸取上清并分装至无菌 EP 管中，于-80 ℃超低温冰箱中保存备用。实验检测前，将江莱生物生产

的 ELISA 试剂盒从冰箱中取出，室温平衡后，参照试剂盒说明书梯度稀释标准品，制备标准曲线，并按说明书步

骤依次进行加样、孵育、洗涤、显色与终止反应。最终通过标准曲线计算得到各样品中细胞因子的浓度，所有实

验数据均以平均值±标准差的形式进行统计表示。 

1.3.4  Caco-2/HT-29 共培养构建体外肠道上皮屏障模型 

按 3:1 比例混合 Caco-2 与 HT-29 细胞，以每毫升 2.0×10
5
 cells 的密度接种于 0.4 μm 孔径 Transwell 小室顶端

室（每孔 0.5 mL），基底室加入 1.5 mL 完全培养基。培养 21 d，第 1 周隔天换液，之后每日换液；隔周测定跨上

皮电阻（TEER），仅选用 TEER>400 Ω∙cm
2的完整单层模型用于后续实验[19,20]。 

1.3.5  体外肠道上皮屏障模型通透性的检测 

采用 4 kDa FITC-Dextran 通透实验评估单层细胞模型的屏障通透性。将 FITC-Dextran 溶于 HBSS 溶液中避光

保存，实验前以无血清培养基稀释备用。待共培养模型培养至第 21 天，首先通过跨膜电阻仪检测各孔 TEER 值，

仅选择 TEER>400 Ω∙cm
2的孔用于后续实验。弃去 Transwell 上室培养基，用预热的 HBSS 轻柔洗涤细胞单层 3 次

以去除残留培养基。随后，向上室加入含 20 μg∙mL
-1

 FITC-Dextran 及不同质量浓度 Bomb m 6（0、50、100、        

200 μg∙mL
-1）的无血清培养基，下室加入 1.5 mL 无血清培养基，每组设置 3~5 个复孔。将细胞置于 37 ℃、5% CO2
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（体积分数）培养箱中避光孵育，分别于 2、4 及 24 h 从下室吸取 100 μL 培养基，转移至黑色不透光 96 孔板中，

采用荧光酶标仪在激发波长 485 nm、发射波长 535 nm 条件下检测各孔荧光强度。同时，以无血清 DMEM 培养基

配制0.156 25~20 μg∙mL
-1系列浓度的FITC-Dextran标准溶液，根据标准曲线计算各实验孔中FITC-Dextran的浓度，

并按下式计算表观渗透系数（Papp）： 

                              （2）
 

式中： 

X——表观渗透系数，cm∙s-1； 

dQ/dt——单位时间内透过细胞单层的 FITC-Dextran 量，μg∙s-1； 

A——Transwell 膜面积，cm2； 

C0——上室 FITC-Dextran 初始浓度，μg∙mL-1。 

1.3.6  体外肠道上皮屏障模型的细胞因子含量检测 

ELISA 对细胞上清液中炎症因子与警报素进行定量检测。细胞经 Bomb m 6 处理 24 h 后，收集 Transwell 小

室上室上清液，于 4 ℃、300×g 条件下离心 10 min，去除细胞碎片后将上清分装，并置于-80 ℃冰箱冻存备用。检

测前从冰箱取出江莱生物 ELISA 试剂盒，按照说明书要求配制标准品，其余操作严格遵循试剂盒步骤进行。根据

标准曲线计算各样品中 IL-6、IL-8、TNF-α、IL-1β等炎症因子及 IL-33、IL-25、TSLP 等警报素的浓度，实验数据

以平均值±标准差。 

1.3.7  蛋白免疫印迹检测目标蛋白表达量 

为检测紧密连接蛋白 ZO-1、Occludin 及 Claudin-1 的表达水平，将处理后的细胞用预冷 PBS 洗涤，加入含蛋

白酶抑制剂的 RIPA 裂解液，冰上裂解 30 min。随后在 4 ℃、12 000 r∙min
-1条件下离心 15 min，收集上清液。采

用 BCA 法测定蛋白浓度，并将各组样品浓度统一，蛋白样品置于-20 ℃保存备用。取等量蛋白（30 μg）与 5×上

样缓冲液混匀，95 ℃煮沸 10 min，经 SDS-PAGE 电泳分离后转印至 PVDF 膜。用 5%脱脂牛奶室温封闭 1 h，依

次加入相应一抗（稀释比例 1:1 000）及 HRP 标记的二抗（稀释比例 1:5 000），4 ℃孵育过夜。TBST 洗膜 3 次后，

使用 ECL 化学发光系统显影并检测目的蛋白条带。 

1.3.8  数据分析 

所有样品测定均重复 3 次，数据均表示为平均值±标准偏差，采用单因素方差分析（One-way ANOVA）评估

组间显著性差异，统计分析通过 GraphPad Prism 10.3.0 完成，P<0.05 处的差异被认为具有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  Bomb m 6对 Caco-2和HT-29细胞存活率的影响 

 

图1 Bomb m 6对 Caco-2和 HT-29两种细胞存活率的影响 

Fig.1 Effects of Bomb m 6 on the Viability of Caco-2 and HT-29 Cells 

注：（a）不同浓度的 Bomb m 6 对 Caco-2 细胞存活率的影响；（b）不同浓度的 Bomb m 6 对 HT-29 细胞存活率的影响。   

****P<0.000 1，***P<0.001，ns 表示无显著差异。 
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本文选用 Caco-2 和 HT-29 两种细胞用于肠道屏障功能的研究[21-24]。为排除 Bomb m 6 自身引起的细胞毒性对

后续实验的影响，首先采用 CCK-8 法初步探索 Bomb m 6 的给药浓度，结果如图 1 所示。 

本文首先考察了不同浓度梯度的 Bomb m 6 对 Caco-2 与 HT-29 细胞活力的影响。结果表明，在设定的浓度范

围内，Bomb m 6 对 Caco-2 细胞无明显细胞毒性，细胞存活率未出现显著下降（图 1a）。而对于 HT-29 细胞，当

Bomb m 6 质量浓度升高至 400 μg∙mL
-1时，细胞活力受到显著抑制（图 1b）。基于上述细胞毒性预实验结果，本

研究将后续实验的最高给药质量浓度确定为 200 μg∙mL
-1，以避免非特异性毒性干扰。为进一步探究 Bomb m 6 作

用的剂量效应关系，最终选取 50、100 和 200 μg∙mL
-1作为低、中、高三个浓度梯度开展后续实验。 

2.2  Bomb m 6可诱导 Caco-2和HT-29细胞炎症因子的释放 

 

图2 Bomb m 6对 Caco-2和 HT-29两种细胞的炎症因子水平的影响 

Fig.2 Effects of Bomb m 6 on Inflammatory Cytokine Levels in Caco-2 and HT-29 Cells 

注：Caco-2 和 HT-29 细胞上清中 IL-6 的含量（a）；Caco-2 和 HT-29 细胞上清中 IL-8 的含量（b）；Caco-2 和 HT-29 细胞上清中

IL-1β的含量（c）；Caco-2 和 HT-29 细胞上清中 TNF-α的含量（d）。****P<0.000 1，**P<0.01，*P<0.05，ns 表示无显著差异。 

当抗原暴露伴随上皮屏障损伤时，受损上皮细胞会释放促炎因子[25-27]。因此本文采用 ELISA 试剂盒测试了

Bomb m 6 对 Caco-2 和 HT-29 两种细胞的炎症因子水平的影响，结果如图 2 所示。 

如图所示，Bomb m 6对Caco-2和HT-29两种肠道上皮细胞的炎症因子分泌具有显著的细胞特异性调控作用：

在 Caco-2 细胞中，100 μg∙mL
-1和 200 μg∙mL

-1
 Bomb m 6 可显著上调 IL-6 分泌水平，分别从对照组的 2.20 pg∙mL

-1

升至 6.00 pg∙mL
-1和 6.80 pg∙mL

-1，同时 100 μg∙mL
-1和 200 μg∙mL

-1
 Bomb m 6 可显著促进 IL-8 分泌，分别从对照

组的 15.30 pg∙mL
-1升至 32.50 pg∙mL

-1和 31.20 pg∙mL
-1，而 50 μg∙mL

-1
 Bomb m 6 对 IL-6、IL-8 分泌无显著影响，

且各浓度 Bomb m 6 对 Caco-2 细胞 IL-1β、TNF-α的分泌均无显著诱导作用；在 HT-29 细胞中，Bomb m 6 可显著

诱导多种促炎因子的分泌，其中 50、100 μg∙mL
-1

 Bomb m 6可使 IL-1β水平从对照组的 0.15 pg∙mL
-1分别升至0.57、

0.67 pg∙mL
-1，200 μg∙mL

-1组 IL-1β水平为 0.40 pg∙mL
-1，同时 50、100、200 μg∙mL

-1
 Bomb m 6 可显著上调 TNF-α

分泌，分别从对照组的 3.20 pg∙mL
-1升至 91.20、76.50、87.30 pg∙mL

-1，而各浓度 Bomb m 6 对 HT-29 细胞 IL-6、

IL-8 的分泌无显著影响，整体表明 Bomb m 6 可选择性诱导肠道上皮细胞的促炎反应，且 HT-29 细胞对 Bomb m 6

的炎症刺激敏感性显著高于 Caco-2 细胞。结果与以往报道的体内实验结果共同表明了食物过敏会导致细胞炎症因

子水平上升[28,29]。 

2.3  Bomb m 6可增加 Caco-2和HT-29细胞警报素的分泌 
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在肠道屏障功能受损的病理过程中，肠上皮细胞会主动分泌 IL-33、IL-25、TSLP 等上皮源性警报素，这些分

子可通过激活 2 型固有淋巴细胞（ILC2s）和 Th2 细胞，启动并放大过敏性炎症反应，是食物过敏等肠道过敏性

疾病的关键启动环节[30,31]。基于这一核心机制，本研究在检测炎症因子的基础上，进一步分析了 Bomb m 6 处理

后细胞上清中警报素的分泌水平。实验结果如图 3 所示：与对照组相比，200 μg∙mL
-1

 Bomb m 6 干预可显著上调

Caco-2 和 HT-29 细胞中 IL-33 的分泌量；同时，该质量浓度处理可特异性诱导 Caco-2 细胞 IL-25 的水平升高至    

2.60 pg∙mL
-1。综合炎症因子与警报素的检测结果，Bomb m 6 能够同时促进 Caco-2 和 HT-29 细胞释放炎症介质与

上皮源性警报素，从炎症激活与屏障损伤两个层面，提示其可能破坏肠道屏障完整性、诱发过敏性炎症的潜在致

病作用。 

 

图3 Bomb m 6对 Caco-2和 HT-29两种细胞的警报素分泌水平的影响 

Fig.3 Effects of Bomb m 6 on the secretion levels of alarmins in Caco-2 and HT-29 cells 

注：Caco-2 和 HT-29 细胞上清中 IL-33 的含量（a）；Caco-2 和 HT-29 细胞上清中 IL-25 的含量（b）；Caco-2 和 HT-29 细胞上

清中 TSLP 的含量（c）。****P<0.000 1，***P<0.001，**P<0.01，*P<0.05，ns 表示无显著差异。 

2.4  Bomb m 6对体外肠道上皮屏障模型通透性的影响 

为更直观地揭示 Bomb m 6 对肠道上皮屏障的作用效应，本研究采用 Caco-2/HT-29 细胞共培养体系构建体外

肠道上皮屏障模型，以此评估 Bomb m 6 对屏障功能的影响。如图 4 所示，在 Bomb m 6 刺激 4 h 内，各处理组

FITC-Dextran 的跨膜渗透量与对照组相比均无统计学差异。随着处理时间延长至 24 h，各组渗透量均呈现不同程

度升高，其中 200 μg∙mL
-1

 Bomb m 6 处理组的 FITC-Dextran 渗透量（5.21×10
-6

 cm∙s
-1）较空白对照组        

（2.13×10
-6

 cm∙s
-1）显著上升 2.4 倍。表观渗透系数（Papp）是评价体外肠道屏障完整性的关键量化指标[32]，进一

步计算结果表明，经 200 μg∙mL
-1高质量浓度 Bomb m 6 处理 24 h 后，相较于对照组 Papp 值显著升高 2.5 倍，提

示高剂量 Bomb m 6 可明显增加肠道上皮屏障的通透性，破坏屏障结构与功能完整性。 

 

图4 Bomb m 6处理对体外肠道上皮屏障模型的影响 

Fig.4 Impact of Bomb m 6 on the Intestinal Epithelial Barrier Function In Vitro 

注：不同浓度的 Bomb m 6 处理 2 h，4 h 和 24 h 时的 FITC-Dextran 的渗透量（a）；不同浓度的 Bomb m 6 处理 2 h 时体外肠道

上皮屏障模型的 Papp 值（b）。*P<0.05， 

2.5  Bomb m 6对体外肠道上皮屏障模型炎症因子水平的影响 

鉴于 Bomb m 6 可显著上调 Caco-2 与 HT-29 细胞中 IL-6、IL-8、IL-1β及 TNF-α等炎症因子的释放，本研究
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进一步在 Caco-2/HT-29 体外共培养的肠上皮屏障模型中检测了上述炎症因子的分泌水平。如图 5 所示，Bomb m 6

处理可显著上调体外肠道上皮屏障模型中促炎因子 IL-6、IL-8 的分泌水平，对 IL-1β、TNF-α 无显著影响：与对

照组相比，100 μg∙mL
-1

 Bomb m 6 可使 IL-6 水平从 12.30 pg∙mL
-1显著升高至 27.10 pg∙mL

-1，200 μg∙mL
-1组 IL-6 水

平为 20.80 pg∙mL
-1，50 μg∙mL

-1组（14.50 pg∙mL
-1）与对照组无显著差异；同时，50 μg∙mL

-1
 Bomb m 6 可使 IL-8

水平从 58.20 pg∙mL
-1显著升高至 95.70 pg∙mL

-1，100 μg∙mL
-1组（89.30 pg∙mL

-1）、200 μg∙mL
-1组（81.50 pg∙mL

-1）

与对照组相比差异均有统计学意义；而各质量浓度 Bomb m 6 处理后，IL-1β水平（对照组 0.14 pg∙mL
-1，50 μg∙mL

-1

组 0.13 pg∙mL
-1，100 μg∙mL

-1组 0.14 pg∙mL
-1，200 μg∙mL

-1组 0.13 pg∙mL
-1）、TNF-α水平（对照组 4.00 pg∙mL

-1，       

50 μg∙mL
-1组 3.70 pg∙mL

-1，100 μg∙mL
-1组 3.00 pg∙mL

-1，200 μg∙mL
-1组 3.50 pg∙mL

-1）均无显著变化，表明 Bomb m 

6 可选择性诱导体外肠道屏障模型的 IL-6、IL-8 炎症反应。其中 Caco-2 细胞更倾向于释放 IL-6 与 IL-8，由此推测

共培养模型中显著升高的 IL-6 和 IL-8 主要来源于经 Bomb m 6 刺激活化的 Caco-2 细胞。 

 

图5 Bomb m 6处理对体外肠道上皮屏障模型炎症因子水平的影响 

Fig.5 Effects of Bomb m 6 on Inflammatory Cytokine Levels in an In Vitro Intestinal Epithelial Barrier Model 

注：上清中 IL-6 的含量检测结果（a）；上清中 IL-8 的含量检测结果（b）；上清中 IL-1β的含量检测结果（c）；上清中 TNF-α

的含量检测结果（d）。***P<0.001，**P<0.01，*P<0.05，ns 表示无显著差异。 

2.6  Bomb m 6对体外肠道上皮屏障模型警报素水平的影响 

 
图6 Bomb m 6对体外肠道上皮屏障模型警报素水平的影响 

Fig.6 Effects of Bomb m 6 on Alarmin Levels in an In Vitro Intestinal Epithelial Barrier Model 
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注：体外肠道上皮屏障模型 IL-33 的含量检测结果（a）；体外肠道上皮屏障模型 IL-25 的含量检测结果（b）；体外肠道上皮屏

障模型 TSLP 的含量检测结果（c），ns 表示无显著差异。 

本文进一步对共培养单层细胞模型中警报素水平进行了检测。结果显示（图 6），经处理后，三种警报素水平

均无显著变化。该结果提示，在 Caco-2/HT-29 共培养构建的肠道屏障模型中，Bomb m 6 对 IL-33、IL-25 和 TSLP

的诱导作用并不显著，其屏障损伤效应可能主要表现为 IL-6、IL-8 等炎症因子升高及紧密连接蛋白表达下降。与

单培养模型相比，共培养体系中细胞间旁分泌调节、屏障结构形成及黏液样保护作用可能共同影响 Bomb m 6 诱

导警报素释放的程度。 

2.7  Bomb m 6对体外肠道上皮屏障模型紧密连接蛋白的影响 

现有研究表明，炎症因子可通过调控紧密连接蛋白（Tight Junction Proteins，TJPs）的表达与功能，破坏肠上

皮细胞间的紧密连接结构，进而导致肠道屏障通透性异常增高[33]。基于上述机制，本研究检测了 ZO-1、Occludin

及 Claudin-1 三种核心紧密连接蛋白的表达水平。结果如图 7 所示，经 200 μg∙mL
-1

 Bomb m 6 处理后，三种蛋白的

表达量均出现显著下调，提示 Bomb m 6 可通过抑制体外肠上皮屏障模型中紧密连接蛋白的表达，破坏细胞间连

接结构，最终导致屏障通透性增加。 

 

图7 Bomb m 6对体外肠道上皮屏障模型的紧密连接蛋白表达水平的影响 

Fig.7 Effects of Bomb m 6 on TJPs Expression in the In Vitro Intestinal Epithelial Barrier Model 

2.8  本研究的局限性 

需要指出的是，本研究仍存在一定局限性。首先，本文主要基于 Caco-2、HT-29 单培养细胞及 Caco-2/HT-29

共培养肠道上皮屏障模型开展实验，虽然该模型可用于初步评价 Bomb m 6 对肠上皮细胞炎症反应、屏障通透性

及紧密连接蛋白表达的直接影响，但其仍属于体外简化模型，不能完全模拟体内肠道环境。真实肠道屏障不仅包

括肠上皮细胞和杯状细胞，还涉及免疫细胞、肠道菌群、消化酶、黏液层动态更新以及神经-免疫调节等多种因素。

因此，本文结果主要反映 Bomb m 6 对肠上皮屏障的直接损伤作用，尚不能完全等同于体内食物过敏发生过程。 

其次，本研究尚未开展动物实验进行交叉验证，缺乏对 Bomb m 6 在体内是否能够诱导肠道屏障损伤、过敏

性炎症反应及全身免疫应答的直接证据。后续研究可进一步建立 Bomb m 6 致敏动物模型，结合腹泻、体温变化、

血清特异性 IgE、组胺、肥大细胞活化、肠组织病理学、炎症因子水平及紧密连接蛋白表达等指标，系统验证 Bomb 

m 6 在体内诱导食物过敏和肠道屏障损伤的作用。此外，也可进一步引入免疫细胞共培养体系或类器官模型，以

更接近体内肠道免疫微环境，从而深入阐明 Bomb m 6 介导肠道屏障损伤及过敏反应的分子机制。 

3  结论 

综上所述，100 μg∙mL
-1和 200 μg∙mL

-1的 Bomb m 6 可使 Caco-2 细胞的 IL-6 和 IL-8 水平显著升高，而 Bomb m 

6 的质量浓度为 50 μg∙mL
-1时会增加 HT-29 细胞 IL-1β和 TNF-α水平。200 μg∙mL

-1
 Bomb m 6 处理会使体外肠道上

皮屏障模型的 Papp 增加 2.5 倍，并使其 IL-6 和 IL-8 的释放水平升高，同时下调其紧密连接蛋白的表达。以上结

果表明，Bomb m 6 会诱导肠上皮细胞发生炎症，对肠道屏障中机械屏障的紧密连接产生影响。本文为蚕蛹过敏的

预防诊断和治疗奠定了一定的研究基础，为进一步开发家蚕资源提供了重要的理论依据。 
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