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丙氨酰 - 谷氨酰胺对低出生体重新生大鼠缺氧性
肠损伤后胰岛素样生长因子 1 的影响

徐芬 1　朱传瑞 1　詹媛丽 1　卢光进 1　苏浩彬 2

（1. 深圳市宝安区妇幼保健院新生儿科，广东 深圳　518133；
2. 中山大学孙逸仙纪念医院儿科，广州　510120）

［摘要］　目的　探讨丙氨酰 - 谷氨酰胺（Ala-Gln）对低出生体重（LBW）新生大鼠缺氧后肠组织胰岛素

样生长因子 -1（IGF-1）及 IGF-1 受体（IGF-1R）水平的影响。方法　将孕鼠分别置于吸烟和非吸烟环境中饲养，

非吸烟条件下饲养孕鼠所分娩的新生大鼠设为 A 组；将吸烟条件下饲养孕鼠所分娩的正常体重新生大鼠设为 B

组，LBW 新生大鼠随机分为对照组（C 组）、缺氧 - 复氧组（D 组）和 Ala-Gln 组（E 组）；每组 24 只。D、E

组行缺氧 - 复氧操作连续 3 d，每天 2 次造模，E 组在每日缺氧处理前腹腔注射 Ala-Gln（10 mL/kg），C、D 组

以等量生理盐水行替代注射。各组于生后第 4、7、10 天分别处死 8 只大鼠取肠组织。采用 ELISA 法检测各组

肠组织 IGF-1 水平；免疫组化法检测各组肠组织 IGF-1R 水平。结果　A 组与 B 组 IGF-1 及 IGF-1R 蛋白水平在

各时间点差异无统计学意义（P>0.05）。C 组 IGF-1 及 IGF-1R 蛋白水平呈上升趋势，第 7 天时均较其他各组升

高（P<0.05），第 10 天时趋于正常水平，与 A、B 组比较差异无统计学意义（P>0.05）。D 组各时间点 IGF-1
及 IGF-1R蛋白水平均明显低于C组（P<0.05）。E组在第4、7天 IGF-1及 IGF-1R蛋白水平低于C组（P<0.05），

但到第 10 天上升至接近 C 组水平，且显著高于 D 组水平（P>0.05）。结论　宫内和生后缺氧易使 LBW 新生大

鼠出现肠损伤，肠道外给予大剂量 Ala-Gln 可减轻 LBW 新生大鼠缺氧性肠损伤程度，对缺氧性肠损伤有一定保

护作用。                                                                                        ［中国当代儿科杂志，2015，17（5）：502-507］

［关键词］　丙氨酰 - 谷氨酰胺；低出生体重；胰岛素样生长因子 -1；肠损伤；新生大鼠

Effect of L-alanyl-L-glutamine on expression of insulin-like growth factor-1 in 
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Abstract: Objective    To study the effect of L-alanyl-L-glutamine (Ala-Gln) on the levels of insulin-like growth 
factor-1 (IGF-1) and IGF-1 receptor (IGF-1R) in the intestinal tissues of low-birth-weight (LBW) newborn rats with 
hypoxia/reoxygenation-induced intestinal injury. Methods    Pregnant rats were fed with or without smoking. The rats 
born by those fed without smoking were included in group A; for the rats born by those fed with smoking, normal-birth-
weight rats were included in group B, and LBW rats were randomly divided into control group (group C), hypoxia/
reoxygenation (H/R) group (group D), and Ala-Gln group (group E). Each group consisted of 24 newborn rats. The 
rats in groups D and E received H/R treatment twice a day for three consecutive days to establish an intestinal injury 
model; the rats in group E were intraperitoneally injected with Ala-Gln (10 ml/kg) before daily H/R treatment, while 
those in groups C and D were given an equal dose of normal saline by intraperitoneal injections. On days 4, 7, and 
10 after birth, 8 rats were sacrificed in each group to collect intestinal tissues. The IGF-1 levels in intestinal tissues 
were measured using ELISA, and IGF-1R levels were measured by immunohistochemistry. Results    There were no 
significant differences in IGF-1 and IGF-1R levels between groups A and B at all time points. The levels of IGF-1 and 
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新生儿缺氧性肠道损伤是新生儿窒息的常见

消化系统并发症 [1]，尤其多见于低出生体重儿（low 

birth weight infant, LBWI）。随着研究的深入，谷

氨酰胺（Glutamine, Gln）因对新生儿特别是 LBWI

小肠上皮细胞屏障功能的保护作用和对免疫功能

的调节作用成为新生儿肠道营养研究的新热点之

一。由于 Gln 对酸性环境敏感，无法耐受高温消

毒，水溶液中性质不稳定。而丙氨酰 - 谷氨酰胺

（L-Alanyl-L-Glutamine, Ala-Gln）作为 Gln 载体形

式的二肽，与单纯的 Gln 相比，具有水解稳定性，

适合静脉制剂而成为 Gln 制剂研究的新选择。Gln

作为“免疫营养素”不仅补充营养物质的缺乏，

更以特定的方式刺激免疫细胞增强免疫应答，维

持正常适度的反应，调控细胞因子的产生和释放，

减轻有害或过度的炎症反应，维持肠屏障功能的

完整，减少感染的发生 [2]。而胰岛素样生长因子 -1

（Insulin-like growth factor-1, IGF-1）作为重要的

胃肠道激素之一，在新生儿消化系统结构和功能

的成熟与完善方面起着非常重要的作用。有研究

发现 IGF-1 同样能促进肠上皮细胞生长增殖及免

疫细胞的增殖活化 [3]。目前临床上有关 Ala-Gln 及

IGF-1 相关的研究资料尚少，Ala-Gln 通过何种途

径促进小肠黏膜上皮细胞增殖，维持肠道屏障功

能以及与 IGF 间的相互作用，特别是当宫内发育

迟缓或 LBWI 发生肠损伤时两者是否存在联系等均

不甚明了。

新生儿坏死性小肠结肠炎（NEC）目前仍然

是新生儿病死率增加的主要原因，也是导致早产

儿死亡的主要疾病之一。Meyer 等 [4] 通过缺氧 - 复

氧和窒息后冷处理的方法成功建立了 NEC 动物模

型。柯志勇等 [5] 的实验结果显示被动吸烟法相对

其它方法因为可获取较多活产的仔鼠且宫内发育

迟缓（IUGR）的发病率高（61.6%），而更有利于

儿科实验研究。本实验采用被动吸烟法建立 LBW

新生大鼠模型并制造缺氧诱导肠道损伤病变，通

过了解 IGF-1、IGF-1受体（IGF-1R）的动态变化，

从而为临床治疗缺氧性肠损伤甚至 NEC 时提供一

定的理论依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物

15~20 周龄 Sprague-Dawley（SD）大鼠 24 只

由中山大学医学院动物中心提供，雌雄比为 2 : 1，

动物批号：SCXK（粤）2004-0011。动物于室温、

自然光照条件下自由饮水，标准饲料喂养。

1.2　主要试剂

N(2)-Ala-Gln 注射液由德国费森尤斯公司出

品， 含 Gln 活 性 成 分 13.46 g/100 mL；IGF-1 的

ELISA 试剂盒和兔抗大鼠 IGF-1R 多克隆抗体（产

品编号 ELI05827）购于美国 R&D 生物公司；

SABC 免疫组化试剂盒、DAB 显色试剂购自武汉博

士德生物工程有限公司。

1.3　低出生体重动物模型建立

根据文献 [5]，将发情期 SD 雌性大鼠与雄鼠合

笼，次日晨观察阴道涂片，以发现精子为妊娠第 1

天，一部分孕鼠正常饲养，获得 200 只 SD 新生大

鼠并称量体重作为正常体重标准。另一部分孕鼠

于孕 10 d 起置于烟雾吸入箱中，每天熏烟 4 次，

每次 3 支，燃烟时间为 10~15 min，两次间隔为

2 h，吸烟至自然分娩。以出生体重小于相同饲养

环境非吸烟条件下正常新生大鼠平均体重 2 个标

准差（2 SD<4.916 g）为 LBW 新生大鼠标准，共

获得 72 只；另选取吸烟条件和非吸烟条件下正常

出生体重的新生大鼠各 24 只作为对照。

1.4　实验动物分组

将 72 只新生 LBW 大鼠遵照随机数字表法分

为低出生体重对照组（C组）、缺氧-复氧组（D组）

IGF-1R in group C kept increasing, were higher than those in other groups on day 7 (P<0.05), and reached a normal 
level on day 10, without significant differences compared with those in groups A and B. Group D had significantly lower 
IGF-1 and IGF-1R levels than group C at all time points (P<0.05). The levels of IGF-1 and IGF-1R in group E were 
lower than those in group C on days 4 and 7 (P<0.05), but they increased to approximately the levels in group C and 
were significantly higher than those in group D on day 10. Conclusions    Intrauterine and postnatal hypoxia may induce 
intestinal injury in LBW newborn rats, and parenteral administration of high-dose Ala-Gln can reduce hypoxia-induced 
intestinal injury. Therefore, Ala-Gln has a protective effect against hypoxia-induced intestinal injury.                                                                                         

[Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(5): 502-507]
Key words: L-alanyl-L-glutamine; Low-birth-weight; Insulin-like growth factor-1; Intestinal injury; Newborn rats
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和 Ala-Gln 组（E 组）；非吸烟条件下正常出生体

重新生大鼠设为 A 组，吸烟条件下正常出生体重

新生大鼠设为 B 组；每组 24 只。

1.5　缺氧 - 复氧动物模型建立

根据文献 [4]，向特制缺氧舱内通入CO2 气体，

浓度达 100% 后，放入 D、E 组 1 日龄新生 LBW

大鼠 5 min 后取出，迅速给氧舱通入纯氧使舱内浓

度达 100%，再将缺氧后新生大鼠放入舱内 5 min

取出，接着置于 4℃冷环境中持续 10 min，待处

理结束后将两组新生大鼠放回母鼠身边喂养。缺

氧 - 复氧操作连续 3 d，每天 2 次。C 组置于空

气中；E 组在每日缺氧处理前腹腔注射 Ala-Gln

（10 mL/kg），C、D组以等量生理盐水行替代注射。

1.6　标本采集及处理

每组于生后第 4、7、10 天各取 8 只大鼠断头

处死，留取近回盲部 1~2 cm 处回肠，置于 10% 福

尔马林溶液中固定，制备石蜡切片；其余肠组织

制备肠组织匀浆，3 500 rpm 离心 20 min 后，取上

清液置 -20℃冰箱待测。

1.7　ELISA 法检测肠组织 IGF-1 水平

取各组肠组织匀浆上清液，按 ELISA 试剂盒

操作说明书检测各组肠组织中 IGF-1 表达水平。

1.8　免疫组化法检测肠组织 IGF-1R 水平

将石蜡切片固定、脱蜡，于不同浓度梯度乙

醇液中至水，PBS 浸洗后放入新鲜配置的 3%H2O2

溶液中室温孵育 10 min，蒸馏水洗后行微波抗原修

复。滴加兔抗大鼠IGF-1R多克隆抗体一抗（1 : 750），

4℃孵育过夜，37℃复温 30 min 后 PBS 冲洗；滴加

生物素化山羊抗兔 IgG 二抗，37℃孵育 20 min 后

PBS冲洗；滴加SABC，37℃孵育20 min后PBS冲洗。

DAB 显色，苏木素轻度复染，脱水，透明，封片。

每个标本随机选取 3 张石蜡切片，将切片置于日

本 Nikon Eclipse TE 2000-U 型倒置显微镜下，随机

选取 5 个视野，固定窗口面积，利用 ACT-2U 图

像采集系统采集信息，应用美国 Image-Pro Plus 6.0
软件测定阳性细胞平均光密度值（AOD），结果

取平均值。

1.9　统计学分析

采用 SPSS 18.0 统计软件对数据进行统计学分

析。计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组均数间比较采用单因素方差分析，组间两两比

较采用SNK-q 检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　各组 LBW 新生大鼠肠组织的病理改变

肉眼观察 C 组大鼠肠道光滑，无明显变色肿

胀；光镜下观察肠绒毛完整，排列整齐。肉眼观

察 D 组出现肠变色、出血、回肠胀气或狭窄等肠

损伤征象；光镜下见绒毛断裂、脱落甚至中重度

坏死，肠壁变薄，局部可见红细胞及淋巴细胞增

多。肉眼观察 E 组肠损伤程度较 D 组减轻，光镜

下见少量绒毛断裂脱落，部分绒毛呈轻中度坏死。

见图 1。

2.2　各组新生大鼠平均体重的变化

A 组与 B 组体重在各时间点差异无统计学意

义（P>0.05）。C、D、E 组第 4 天体重仍明显低

于A组（P<0.05），第7天体重差异消失（P>0.05）。

第 10 天，C、E 组体重接近 A、B 组（P>0.05），

而 D 组体重低于 C 组和 E 组（P<0.05）。见表 1。

2.3　各组新生大鼠肠组织 IGF-1 的表达

A、B 组 IGF-1 蛋白水平在各时间点差异无统

计学意义（P>0.05）。C 组第 4 天和第 7 天 IGF-1
蛋白水平均高于 A 组和 B 组（P<0.05），第 10 天

差异消失（P>0.05）。D 组各时间点 IGF-1 蛋白水

平均明显低于 C 组（P<0.05）。E 组第 4 天和第 7

天 IGF-1 蛋白水平低于 C 组（P<0.05），而第 7 天

和第 10 天 IGF-1 水平明显高于 D 组（P<0.05）。

见表 2。

2.4　各组新生大鼠肠组织 IGF-1R 的表达

免疫组化染色显示 IGF-1R 蛋白阳性反应产物

呈棕黄色颗粒，多分布于绒毛上皮层和固有层结

缔组织中的吸收细胞和固有层淋巴细胞、浆细胞

胞膜上。IGF-1R 蛋白水平变化与 IGF-1 类似，A、

B 组 IGF-1R 蛋白水平在各时间点差异无统计学意

义（P>0.05）。C 组第 7 天 IGF-1R 蛋白水平均高

于A组和B组（P<0.05），第10天差异消失（P>0.05）。
D 组各时间点 IGF-1R 蛋白水平均明显低于 C 组

（P<0.05）。E 组第 4 天和第 7 天 IGF-1R 蛋白水

平低于 C 组（P<0.05），而第 10 天 IGF-1R 蛋白

水平明显高于 D 组（P<0.05）。见表 3、图 2。
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表 1　各组新生大鼠平均体重变化　（x±s，g）

组别 鼠数 第 1 天 第 4 天 第 7 天 第 10 天

A 组 8 6.37±0.38 11.08±0.65 15.03±0.77 22.38±0.75

B 组 8 5.93±0.12 10.75±1.71 16.15±1.46 22.53±0.69

C 组 8 5.31±0.20a 9.13±0.53a 14.73±0.53 22.25±0.71

D 组 8 5.32±0.10a 9.25±0.41a 13.45±1.49 19.55±1.31a,b,c

E 组 8 5.23±0.55a 9.13±0.43a 13.46±1.48 21.13±1.40d

F 值 7.425 3.310 0.818 7.991

P 值 <0.05 <0.05 >0.05 <0.05

注：a 示与 A 组比较，P<0.05；b 示与 B 组比较，P<0.05；c 示与 C 组比较，P<0.05；d 示与 D 组比较，P<0.05。

表 2　各组肠组织 IGF-1 蛋白含量比较　（x±s，pg/mL）

组别 鼠数 第 4 天 第 7 天 第 10 天

A 组 8 22.0±2.2 24.9±5.1 46.7±9.5

B 组 8 19.0±2.9 21.1±6.2 53.8±8.1

C 组 8 36.8±6.8a,b 50.1±4.7a,b 53.7±7.6

D 组 8 19.0±1.5c 17.2±1.4c 15.4±0.4a,b,c

E 组 8 17.0±2.7c 33.2±6.1c,d 45.2±4.4d

F 值 17.430 16.377 20.925

P 值 <0.01 <0.01 <0.01

注：a 示与 A 组比较，P<0.05；b 示与 B 组比较，P<0.05；
c 示与 C 组比较，P<0.05；d 示与 D 组比较，P<0.05。

表 3　各组肠组织 IGF-1R 平均光密度值比较　（x±s）

组别 鼠数 第 4 天 第 7 天 第 10 天

A 组 8 0.195±0.023 0.210±0.022 0.316±0.066

B 组 8 0.193±0.026 0.230±0.058 0.354±0.053

C 组 8 0.240±0.048 0.295±0.036a,b 0.306±0.048

D 组 8 0.181±0.015c 0.199±0.049c 0.174±0.032a,b,c

E 组 8 0.181±0.005c 0.120±0.023c 0.264±0.040d

F 值 3.414 3.552 9.145

P 值 <0.05 <0.05 <0.05

注：a 示与 A 组比较， P<0.05；b 示与 B 组比较，P<0.05；
c 示与 C 组比较，P<0.05；d 示与 D 组比较，P<0.05。

图 1　各组新生大鼠肠组织病理学变化（苏木精 - 伊红染色，×100）　　C 组肠绒毛完整，均匀向管腔中心聚集，

肠壁厚度均一。第4天： D组肠绒毛断裂，高度降低，数量减少，黏膜层局部淋巴细胞增多；E组肠绒毛部分断裂，高度降低，

数量减少。第 7 天：D 组肠绒毛断裂、脱落，高度和数量明显减少，局部肠壁变薄；E 组肠绒毛断裂、脱落减轻，高度和数

量较 D 组增加。第 10 天：D 组肠绒毛脱落、缺失，高度和数量减少，肠壁明显变薄；E 组肠绒毛轻度断裂、脱落，高度和数

量较 D 组增加。

C 组

第 4 天 第 7 天 第 10 天

D组

E 组
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3　讨论

吸烟对妊娠有害早为人知，孕妇吸烟发生流

产、胎盘早剥、胎儿宫内发育迟缓及早产的风险

均增高。Magee[6] 从新生儿出生资料中提取了孕妇

的吸烟率和吸烟量对婴儿出生体重的影响，应用

logistic 回归法将吸烟对 LBW 的影响进行单变量分

析，结果发现轻度吸烟（<11 支 /d）对 LBW 的影

响率高达 60%。本实验通过被动吸烟造模法成功

获得 LBW 仔鼠，为后期研究打下基础。 有文献表

明被动吸烟不仅与出生体重降低有关，同时可能

降低血清 IGF-1 水平，猜测宫内被动吸烟造成胚

胎组织缺氧可能是引起胎儿宫内生长迟缓和血清

IGF-1 下降的一个重要原因 [7]。据此假想，本实验

被动吸烟组和非吸烟组新生鼠 IGF-1、IGF-1R 水

平应该存在差异，然而实际情况发现两组正常体

重新生鼠肠组织的 IGF-1 与其受体在生后各时间点

差异均无统计学意义，与假设相矛盾。由于现有

文献资料多测量胎鼠或第 1 天出生大鼠血清 IGF-1
含量，而本实验以测量宫内第 10 天开始至出生时

被动吸烟的新生鼠在生后第 4 天以后的 IGF-1 含量

为检测指标，确有存在与文献不一致的可能。推

测原因也可能是同被动吸烟时间较短有关，确切

机制还有待进一步研究。

脐血清 IGF-1 与胎龄、胎盘重量呈显著正相

关，其中与胎盘重量呈高度正相关，与胎儿体重

是否有相关关系，目前尚存在争论 [8-9]。多数研究

表明，无论是人类还是动物模型，大多支持 LBW

与 IGF-1 含量下降有关，认为 IGF-1 对哺乳动物胚

胎期及生后的生长发育起重要作用。同时宫内生

长迟缓患儿生后可出现追赶生长，IGF-1 能加速分

泌，帮助其体重和身长的恢复。本实验中 LBW 对

照组肠组织 IGF-1 和 IGF-1R 蛋白含量呈上升趋势，

第 7 天前明显高于其他各组，其中非吸烟 / 吸烟正

常体重组和低出生体重对照组第 7 天蛋白含量差

异均有统计学意义，第 10 天差异消失。不过出现

生长追赶和消失的时间差异较大，可能与检测时

间点的选择及 IGF-1 检测途径有关，不排除肠道

IGFs 的变化较血清中变化及时和对生长追赶反应

更灵敏的可能性。 

Zhou 等 [10] 研究发现 Gln 是通过下调 TLR-2 和

TLR-4 的水平来保护发生 NEC 的新生鼠肠道。对

图 2　各组新生大鼠肠组织 IGF-1R 免疫组化染色结果（DAB 显色，×400）　　IGF-1R 阳性表达呈棕黄色颗粒，

多分布于绒毛上皮层和固有层结缔组织中的吸收细胞和固有层淋巴细胞、浆细胞胞膜上。C 组 IGF-1R 表达水平较高，且随时

间推移有增高趋势；D组 IGF-1R表达水平较C组降低；E组第4天和第7天的 IGF-1R表达水平与D组相仿，第10天明显增多。

C 组

第 4 天 第 7 天 第 10 天

D组

E 组
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患有 NEC 的新生儿血浆氨基酸水平测定表明，患

儿有明显的 Gln 缺乏，提示 Gln 缺乏可能是 NEC

的易感因素之一 [11]。由于 Gln 对酸性环境敏感，

无法耐受高温消毒，水溶液中性质不稳定，既往

无论动物实验还是临床研究多以胃肠道内添加为

主，特别是有关新生儿临床应用的资料不多。大

多数研究是以占氨基酸总量的一个固定百分比

（15%~35%）投予。一般认为成年人术后对蛋白

质的需求量为每日 1.5 g/kg，Gln 剂量通常为每日

0.3 g/kg，而新生儿一般为每日 0.2 g/kg，但对于处

于应激状态的病人，特别是早产儿，蛋白质需要量

增加，需要更多的外源性谷氨酰胺补给，但确切的

剂量尚未确定。Ala-Gln作为Gln载体形式的二肽，

与单纯的 Gln 相比，具有水解稳定性，适合静脉制

剂而成为 Gln 制剂研究的新选择。本实验参考李军

等 [12] 动物实验中 Gln 溶液（10 mL/kg，活性成分

1.346 g/kg）剂量对新生鼠腹腔注射 Ala-Gln，发现

可减轻 LBW 新生鼠缺氧肠损伤程度，而且肠组织

IGF-1 及 IGF-1R 蛋白含量在生后第 10 天明显高于

缺氧 - 复氧组，提示 Ala-Gln 和 IGFs 在维护肠屏

障结构和功能完整性方面存在一定联系。猜测可能

的机制是与两者都可上调小肠黏膜上皮细胞 C-Fos
和 C-Jun 基因的表达有关，并通过刺激 IGF-1 表达

促进肠上皮细胞增殖。

总之，Ala-Gln 对缺氧后肠损伤有保护作用，

为新生儿 NEC 的防治提供了一定的理论依据。然

而，Ala-Gln 与 IGF-1 系统在缺氧后肠损伤中的具

体作用和确切机制有待进一步研究。
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