
第１３卷第８期
２０１１年８月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１３Ｎｏ．８
Ａｕｇ．２０１１

［收稿日期］２０１０－０９－１６；［修回日期］２０１１－０２－１０
［作者简介］荆科，男，博士，副主任医师。

论著·实验研究

谷氨酰胺对肠组织 ＮＦκＢ及 ＴＮＦα的
调节与肠损伤保护作用的关系

荆科１　孙梅２

（１．中国医科大学附属四院儿科，辽宁 沈阳　１１００３２；
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　　［摘　要］　目的　本研究旨在探讨谷氨酰胺对肠损伤的保护作用是否与调节肠组织核因子κＢ（ＮＦκＢ）和肿
瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的分泌有关。方法　２４只日龄 １０ｄ的 Ｗｉｓｔａｒ幼鼠随机分为正常对照组，内毒素血症组和
谷氨酰胺组（ｎ＝８）。正常对照组采用生理盐水１ｍＬ／ｋｇ腹腔注射；内毒素血症组给予 ＬＰＳ５ｍｇ／ｋｇ腹腔注射；谷
氨酰胺组给予力肽１０ｍＬ／ｋｇ＋ＬＰＳ５ｍｇ／ｋｇ腹腔注射。于腹腔注射后３ｈ处死幼鼠，留取远端回肠组织。行苏木
精伊红染色，光镜下观察肠组织病理改变，ＲＴＰＣＲ检测肠组织 ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肠组织 ＮＦ
κＢ蛋白表达，ＥＬＩＳＡ法检测肠组织匀浆 ＴＮＦα的含量。结果　光镜下对照组肠组织结构正常，谷氨酰胺组和内毒
素血症组均可见间质和上皮细胞水肿，谷氨酰胺组较内毒素血症组明显减轻；谷氨酰胺组肠组织 ＮＦκＢｍＲＮＡ和
ＮＦκＢ蛋白表达均较内毒素血症组明显下降（均Ｐ＜０．０１）；谷氨酰胺组肠组织ＴＮＦα分泌较内毒素血症组明显减
少（Ｐ＜０．０１）。结论　谷氨酰胺减轻肠组织损伤的保护作用可能与其下调ＮＦκＢｍＲＮＡ和蛋白的表达，并降低炎
症介质ＴＮＦα的分泌相关。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（８）：６６１－６６４］
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ＴｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＴＮＦαｉｎｔｈｅｇｌｕｔａｍｉｎｅｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇｌｕｔａｍｉｎｅａｇａｉｎｓｔｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｎｊｕｒｙｍａｙｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌＮＦκＢｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｔｈｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＴＮＦα．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１１，１３（８）：６６１－６６４］
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　　核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）是一种
能与多种细胞基因的启动子和增强子中的 κＢ序列

位点发生特异结合的核转录因子，为具有多向性调

节作用的蛋白质分子，具有广泛的生物学活性［１２］。
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受感染、内毒素等多种因素刺激活化后，参与调控多

种因子的基因表达，促进细胞因子、黏附分子、趋化

因子等基因转录，在免疫调控、炎症、应激反应及细

胞凋亡中起重要作用。ＮＦκＢ过度活化并导致多种
炎症介质的过量表达释放则是引起脓毒症、急性呼

吸窘迫综合征以及多器官功能障碍综合征发生的重

要机制［３］。谷氨酰胺（ｇｌｕｔａｍｉｎｅ，Ｇｌｎ）是肠道重要
的能源物质，许多研究证实 Ｇｌｎ能减轻病理状态下
肠黏膜的损伤和改善肠黏膜屏障的功能［４５］。但

Ｇｌｎ对肠黏膜的保护作用的机制并不十分清楚。本
研究旨在探讨 Ｇｌｎ对肠组织的保护作用是否可以通
过调节 ＮＦκＢ的表达和降低肿瘤坏死因子α
（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）的分泌而实现。

１　材料与方法

１．１　实验动物
清洁级 Ｗｉｓｔａｒ幼鼠 ２４只，日龄 １０ｄ，雌雄不

限，体重为１５～２５ｇ，由中国医科大学医学实验动物
中心提供。许可证号：ＳＣＸＫ（辽）２００３０００９。
１．２　实验试剂

内毒素（ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＯ５５：Ｂ５；脂多糖，ｌｉｐｏｐｏ
ｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）购于 Ｓｉｇｍａ公司。Ｔｒｉｚｏｌ总 ＲＮＡ
提取试剂购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司。ＲＴＰＣＲ试剂
盒、反转录和 ＰＣＲ扩增所需要的酶及其他试剂购于
大连宝生物工程公司（日本 ＴａＫａＲａ公司）。Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ试剂ＮＦκＢ兔抗鼠ＩｇＧ（一抗）购于武汉博
士德生物工程有限公司，碱性磷酸酶标记的山羊抗

兔ＩｇＧ（二抗）购于ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；即用型 ＳＡＢＣ试
剂盒及 ＤＡＢ显色剂、ＥＬＩＳＡ检测 ＴＮＦα试剂盒均购
于武汉博士德生物工程有限公司。ＰＣＲ引物根据
Ｍｅｄｌｉｎｅ数据库自行设计，由上海英骏生物公司合成。
１．３　分组和模型

将２４只幼鼠随机分为正常对照组（ＮＳ组），给予
生理盐水 １ｍＬ／ｋｇ腹腔注射；内毒素血症组（ＬＰＳ
组），给予ＬＰＳ（５ｍｇ／ｍＬ）５ｍｇ／ｋｇ腹腔注射；谷氨酰
胺组（Ｇｌｎ组），腹腔注射 ＬＰＳ５ｍｇ／ｋｇ＋力肽
１０ｍＬ／ｋｇ（力肽，含谷氨酰胺活性成分１３．４６ｇ／１００
ｍＬ，德国费森尤斯公司生产）［６］。每组８只。于腹
腔注射后 ３ｈ处死，留取距回盲端 ０．５～１ｃｍ左右
回肠组织，于液氮速冻，并转 －７０℃保存，另取肠组
织 ４％ 甲醛固定，以待检测和分析。
１．４　肠组织病理改变检测

取肠组织４％甲醛固定，苏木精伊红（ＨＥ）染
色，光镜下观察。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测 ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达
ＮＦκＢ引物序列见表１。

表１　ＮＦκＢｍＲＮＡ及 βａｃｔｉｎＲＴＰＣＲ引物序列

引物名称 引物序列 扩增片断（ｂｐ）

ＮＦΚＢ Ｆ：５′ＴＧＣＧＡＡＴＧＧＡＧＣＧＡＣＡＧＧ３′ ２４３
Ｒ：５′ＡＧＧＣＣＡＡＡＴＧＡＡＡＧＧＡＧＴＧＧ３′

βａｃｔｉｎ Ｆ：５′ＣＡＣＣＣＴＧＴＧＣＴＧＣＴＣＡＣＣＧＡＧＧＣＣ３′ ６９０
Ｒ：５′ＣＣＡＣＡＣＡＧＡＴＧＡＣＴＴＧＣＧＣＴＣＡＧＧ３′

按 Ｔｒｉｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂说明书进行操作提
取总 ＲＮＡ，并经紫外分光光度计测定，计算提取物
ＲＮＡ浓度。并经反转录扩增 ｃＤＮＡ。ＲＴＰＣＲ检测
ＮＦκＢｍＲＮＡ表达。取 ｃＤＮＡ３μＬ（１μｇ），１０×
ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，ＭｇＣｌ２４μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２μＬ，引
物１００ｎｇ，ＴａｇＤＮＡ多聚酶 １Ｕ。总体系 ２０μＬ。循
环条件：９４℃ 预变性 ３ｍｉｎ，９４℃ 变性 ４０ｓ，退火
１ｍｉｎ（ＮＦκＢ５６℃，βａｃｔｉｎ５５℃），７２℃ 延伸（ＮＦ
κＢ６０ｓ，βａｃｔｉｎ９０ｓ），共 ３５个循环，７２℃ 共延伸
７ｍｉｎ。取 ＰＣＲ扩增产物 ２％ 琼脂糖凝胶电泳，凝
胶成像系统及分析系统进行条带分析，βａｃｔｉｎ作为
内参照标化各组 ＮＦκＢｍＲＮＡ含量。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定 ＮＦκＢ蛋白表达

液氮速冻肠组织解冻，裂解液裂解，提取总蛋白，

并按改良Ｌｏｗｒｙ法测定蛋白含量。取总蛋白 ４０μＬ，
加５×样品缓冲液，１００℃ 煮沸 ４ｍｉｎ，ＳＤＳＰＡＧＥ电
泳，１００Ｖ电压转印至 ＮＣ膜上，将 ＮＣ膜浸泡在 １
×ＴＢＳ中 １０ｍｉｎ，用５％牛血清白蛋白封闭 １ｈ，１×
ＴＴＢＳ冲洗膜２次，加入 ＮＦκＢ兔抗大鼠 ＩｇＧ抗体，
４℃ 过夜，次日 １×ＴＢＳ洗膜 １次，１×ＴＴＢＳ冲洗膜
２次，将 ＮＣ膜浸泡于碱性磷酸酶标记的羊抗兔抗
体溶液中２ｈ，１×ＴＢＳ冲洗膜２次，显色液显色。用
ＧＩＳ２０２０型数码凝胶图像分析系统进行吸光度扫
描分析，测定样品灰度值。

１．７　ＥＬＩＳＡ检测肠组织匀浆ＴＮＦα
采用ＥＬＩＳＡ法检测肠组织匀浆ＴＮＦα水平，具

体操作方法参照试剂盒说明进行。

１．８　统计学分析
采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件包进行方差分析，所

有数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用
ＬＳＤ法检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组肠组织病理改变
ＨＥ染色显示，ＮＳ组肠绒毛完整，上皮细胞排
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列整齐，杯状细胞少见，无异常改变（图１Ａ）；ＬＰＳ组
给予 ＬＰＳ后 ３ｈ肠组织可见明显异常，绒毛间质可
见有充血，少许炎性细胞浸润，水肿明显，肠上皮细

胞排列紊乱，细胞水肿（图１Ｂ）；Ｇｌｎ组间质和上皮
细胞水肿较 ＬＰＳ组明显减轻，杯状细胞明显增加
（图１Ｃ）。

　　图１　各组肠组织的病理改变（ＨＥ，×４００）　Ａ：正常组，肠组织绒毛完整，上皮细胞排列整齐；Ｂ：ＬＰＳ组，
绒毛间质充血，炎性细胞浸润，上皮细胞水肿，排列紊乱；Ｃ：Ｇｌｎ组，间质和上皮细胞水肿较 ＬＰＳ组明显减轻。

２．２　各组肠组织 ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达
３组 ＮＦκＢｍＲＮＡ表达差异有统计学意义

（Ｆ＝４４．７９５，Ｐ＜０．００１），其中 ＮＳ组表达较弱，ＬＰＳ
组表达明显增高，与ＮＳ组比较，差异有统计学意义
（ｔ＝１．６１１，Ｐ＜０．０１）。Ｇｌｎ组ＮＦκＢｍＲＮＡ表达较
ＬＰＳ组明显下调（ｔ＝１．８５６，Ｐ＜０．０１），与 ＮＳ组比
较，差异无统计学意义（ｔ＝０．２４５，Ｐ＞０．０５）。见图２。
２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肠组织ＮＦκＢ蛋白表达

３组 ＮＦκＢ蛋白表达差异有统计学意义
（Ｆ＝２１３５４．７５，Ｐ＜０．００１），其中 ＮＳ组表达较弱，
ＬＰＳ组明显增强，与 ＮＳ组比较，差异有统计学意义
（ｔ＝２１．００６，Ｐ＜０．０１）。Ｇｌｎ组 ＮＦκＢ蛋白表达明
显弱于ＬＰＳ组（ｔ＝１５．６２４，Ｐ＜０．０１），但仍高于 ＮＳ
组（ｔ＝５．３８３，Ｐ＜０．０１）。见图３。
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　　图２　各组肠组织 ＮＦκＢｍＲＮＡ表达（ｎ＝８）　ａ：与 ＮＳ
组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０１。
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图３　各组肠组织ＮＦκＢ（Ｐ６５）蛋白表达（ｎ＝８）

２．４　肠组织ＴＮＦα水平
３组肠组织中 ＴＮＦα表达差异有统计学意义

（Ｆ＝１３．１２９，Ｐ＜０．００１），其中ＬＰＳ组肠组织ＴＮＦα
水平较 ＮＳ组明显增高（ｔ＝１４４．２２３，Ｐ＜０．０１）；Ｇｌｎ

组 ＴＮＦα水平较 ＬＰＳ组明显降低（ｔ＝１６０．４７１，
Ｐ＜０．０１）。Ｇｌｎ组与 ＮＳ组比较差异无统计学意义
（ｔ＝１６．２４９，Ｐ＞０．０５）。见图４。
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　　图４　各组肠组织ＴＮＦα水平（ｎ＝８）　ａ：与 ＮＳ组比较，
Ｐ＜０．０１；ｂ：与ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

感染是儿科常见病之一，其危重症常伴发胃肠

功能障碍，胃肠功能障碍常常被认为是多器官功能

衰竭的始发因子［７］，发病机制与 ＬＰＳ和肠黏膜屏障
功能密切相关，当肠黏膜的屏障功能破坏，肠道内细

菌及毒素大量入血及组织中，引起内毒素血症，内毒

素血症又可促进细胞因子、炎性介质的释放，加重肠

黏膜屏障的损坏，加速危重症的发展过程，因此胃肠

功能障碍是导致全身炎症反应综合征和多器官功能

衰竭的重要因素之一［８９］。Ｇｌｎ被认为是一种条件
必需氨基酸，是体内含量最为丰富的氨基酸，是快速

分裂细胞如黏膜上皮细胞、淋巴细胞等的主要能源

物质，是许多生物活性物质如核苷酸等的前质。有

资料表明对于重症感染的病人，在全胃肠外营养中

给予Ｇｌｎ营养支持后，可减轻肠黏膜的损伤和改善
肠黏膜的屏障功能，肠源性细菌易位的发生率明显

下降，使多脏器功能障碍综合征得到明显改

善［１０１１］。以往的实验对Ｇｌｎ的作用多集中在营养支
持方面的作用，对 Ｇｌｎ能减轻肠损伤的机理并没有
清楚的阐述。本研究显示对内毒素血症幼鼠给予

Ｇｌｎ能明显下调 ＮＦκＢｍＲＮＡ和蛋白的表达，同时
肠组织 ＴＮＦα水平也同步下降，肠黏膜损伤明显减
轻。有研究表明，在体内 ＬＰＳ形成 ＬＰＳＬＢＰＣＤ１４
复合物后与ＴＬＲ（Ｔｏｌｌ样受体，Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ）４结
合的亲和力明显增强，并使 ＴＬＲ４激活，通过信号转
导作用，激活 ＮＦκＢ，ＮＦκＢ激活并向核内移位，促

进促炎介质合成和释放，如 ＴＮＦα释放明显增加，
导致肠组织损伤，使肠黏膜结构破坏和屏障功能降

低，导致细菌移位，并可导致肠源性内毒素血症，诱

发多器官功能衰竭［１２］。本研究表明 Ｇｌｎ对 ＮＦκＢ
的表达有明显的下调作用，并减少了 ＴＮＦα的分
泌，减轻肠组织的病理损伤。提示 Ｇｌｎ可能阻抑了
某些信号的转导，使信号转导不能传导到细胞内，

ＮＦκＢ不能被激活，因而炎症介质的合成释放受到
抑制，使肠黏膜免遭损伤。因此，本研究结果提示

Ｇｌｎ阻抑ＮＦκＢ的激活，减少炎症介质的释放，可能
是其减轻肠黏膜损伤，保护肠屏障功能的主要作用

之一。
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