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&&!摘&要"&目的&通过观察谷氨酰胺$P6Y-3/)*.' L6*%对内毒素血症幼年大鼠肾脏信号转导通路TNOF#*0D:

及其/N89表达的影响'探讨谷氨酰胺在大鼠内毒素血症中通过干预肾脏TNOF# 以及 0D: 信号转导途径来保护肾

脏的机制& 方法&选健康 !: 日龄f)R-34大鼠 !#! 只'按腹腔注射药物不同分为($ ( 对照组$生理盐水'% m!!%'

内毒素组$A1U'% mEE%'谷氨酰胺组$L6*' % mEE%# 后两组又分为 #'"'?'#" 及 ># (共 E 个时间点'每个时间点 !!

只'在各指定时间点分别将大鼠断头分离肾脏': 只用逆转录F聚合酶链反应$N<F1'N%方法测定TNOF# 以及 0D: 的

/N89的表达'另 D 只取肾组织后用甲醛固定'制成石蜡切片'用免疫组化方法确定 TNOF# 以及 0D: 蛋白质的表

达& 结果&A1U组各时点TNOF# /N89' 0D:@91O/N89' TNOF#' 0D:@91O表达均较对照组增强'最高点在 ? ('

差异有显著性'3e$7$!#L6*组各时点 TNOF# /N89' 0D:@91O/N89' TNOF#' 0D:@91O表达趋势与 A1U 组一

致'但明显低于A1U组'3e$7$E 或3e$7$!& 结论& TNO及 0D: 在内毒素血症表达均明显增强& 谷氨酰胺可使

其表达下调'从而减轻肾脏损伤& !中国当代儿科杂志#!""##$$$%%&G"$ &G"'"

!关&键&词"&内毒素血症# 谷氨酰胺# TNOF##0D:# 大鼠

!中图分类号"&N;DD&&!文献标识码"&9&&!文章编号"&!$$: ;::D$$#$$%%$" ;$D$! ;$E
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0-./-/,1)<-:/); -/;.6/7 9+,04-,1)/:.,.M)5-+

M25"3-%&' 9"8)'S-%' M2.51F;%&'!)7%&' *,/!6)' #+#-' #+S-%&:4;<7=>?;%>$@3;G-7>=-DI' EF;%&K-%& 2$I<->7A
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&&=30,9+8,( >3?)8,-@)&L6Y-3/)*.(3R04,-.W-)[..XX.W-R3P3)*R-4.*36)*iY4).R7<()RR-Y2M\3R2.R)P*.2 -,.̂06,4.-(.

0,RR)Z6./.W(3*)R/Y*2.46M)*P-(.04,-.W-),*RZM.̂3/)*)*P-(..XX.W-R,XP6Y-3/)*.,* .̂-43W.66Y634R)P*364.PY63-.2 Q)*3R.

$TNO% 3*2 0D:@91O.̂04.RR),* )* -(.Q)2*.M)* 43-R\)-( .*2,-,̂./)37A),1.:0&K*.(Y*24.2 3*2 -\.*-MF,*.!:F23MF

,62 f)R-3443-R\.4.43*2,/6M)*i.W-.2 \)-( A1U $" /P=QP# % mEE%' A1U $" /P=QP% dP6Y-3/)*.$! /A=QP% $% mEE%' ,4

*,4/36R36)*.$W,*-4,6P4,Y0# % m!!%7<(.-\,A1U P4,Y0R\.4.RYZ2)[)2.2 )*-,X)[.P4,Y0RR3W4)X)W.2 3-#' "' ?' #" 3*2

># (4R3X-.432/)*)R-43-),* $ % m!! .3W(%7TNOF# 3*2 0D:@91O/N893*2 04,-.)* .̂04.RR),* )* -(.Q)2*.M\.4.

/.3RY4.2 ZMN<F1'N3*2 )//Y*,()R-4,W(./)R-4M7()06*,0&',/034.2 -,-(.W,*-4,6P4,Y0' -(./N893*2 04,-.)*

.̂04.RR),* ,XZ,-( TNOF# 3*2 0D:@91O )* -(.A1U P4,Y0 R)P*)X)W3*-6M)*W4.3R.2 #' "' ?' #" 3*2 ># (4R3X-.4

32/)*)R-43-),* $3e$7$!%' 3*2 4.3W(.2 30.3Q 3-? (4R$3e$7$!%7I* -(.A1U dP6Y-3/)*.P4,Y0' -(.-4.*2 ,XTNOF#

3*2 0D:@91O.̂04.RR),* \3RR)/)634-,-(.A1U P4,Y0 ZY--(.)4.̂04.RR),*366.[.6R\.4.R)P*)X)W3*-6M6,\.4-(3* -(,R.)*

-(.A1U P4,Y0 3-366-)/.0,)*-R$3e$7$E ,4$7$!%7B./8*60-./0&C,-( TNOF# 3*2 0D:@91O.̂04.RR),* )*W4.3R.2 )*

M,Y*P43-R\)-( A1UF)*2YW.2 .*2,-,̂./)37L6Y-3/)*.366.[)3-.R4.*36)*iY4).R0,RR)Z6MZM2.W4.3R)*P-(..̂04.RR),* ,XZ,-(7

!B1-/C B./,)52D):-+,9' !""#' $$ $%%(G"$ &G"'"

&&E); 4.9:0(&T*2,-,̂./)3# L6Y-3/)*.# T̂-43W.66Y634R)P*364.PY63-.2 Q)*3R.# 0D:@91O# N3-R

&&内毒素血症是儿科重症感染导致多器官功能障

碍综合 征 $ /Y6-)06.,4P3* 2MRXY*W-),* RM*24,/.'

@KJU%最常见原因之一' 多脏器受累时一旦伴有肾

功能障碍甚至衰竭时'则难以救治'死亡率甚高& 肾

脏细胞的增殖和凋亡需要丝分裂蛋白激酶$@91O%

信号转导系统的参与'细胞外信号调节激酶$TNO%

和 0D: 是@91O信号转导系统中比较重要的两个'

国内有报道在肾脏病人中'TNO和 0D: 的升高与降

)!$D)
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低与肾脏代偿与失代偿有关!!"

& 细胞凋亡参与内

毒素血症幼年大鼠肾损伤过程'谷氨酰胺 $P6Y-3F

/)*.' L6*%可减轻肾脏细胞凋亡保护肾脏功能!#"

&

L6*在内毒素血症是否能通过干预肾脏 TNO以及

0D: 信号转导途径来保护肾脏'目前国内外没有相

关报道& 本研究旨在观察幼年大鼠内毒素血症肾脏

在L6*干预后其TNO及 0D: 表达的动态变化'探讨

L6*在肾脏损伤性改变中对肾脏保护作用的机制&

$F材料与方法

$7$F实验动物和模型制作

选健康 !: 日龄 f)R-34大鼠 !#! 只'体重约

#:7% bE7" P'不分雌雄'由中国医科大学实验动物

中心提供& 用脂多糖$A1U%腹腔注射的方法制备幼

年大鼠内毒素血症动物模型'计量为 " /P=QP& 各

组按腹腔注射药物不同分成 $ ( 对照组$生理盐水

! /A=QP%'A1U$" /P=QP%#'"'?'#" 及 ># ( 组'L6*

$A1U " /P=QPdL6* ! /A=QP%#'"'?'#" 及 ># ( 组'

各组于上述指定时间点剖开腹腔观察肾脏外观改

变'无菌分离肾脏'D 只置于 "S多聚甲醛固定 !# `

!? ('制成石蜡切片'用作免疫组化测定': 只置于

无N*3R.的T00.*2,4X管中'放入;>?o液氮中再置

;:$o冰箱冻存'留作逆转录F聚合酶链反应$N<F

1'N%测定 TNO'0D: /N89用&

$7!F检测指标的试剂以及仪器

大肠杆菌精制内毒素 $A1U' TRW(.4)W()3W,F

6)K!!!(C"%(由美国 U)P/3公司提供#力肽$含活性

成分为 !D7"? P=!$$ /A谷氨酰胺'由德国费森尤斯

公司生产%& TNOF#'0D:@91O组化试剂盒均由武

汉博士得生物医学工程公司提供& 大鼠 TNOF# 以

及 0D: @91O/N89引物参照 L.*C3*Q'由上海博

亚生物工程公司合成14)/.4& TNOF# 扩增产物长度

为 #$! Z0'序列为(上游( EnF'<'99L''<<''

99''<'FDn#下游( EnFL'9L'''9'9L9''9

99<FDn& 0D:@91O扩增产物长度为 !D$ Z0'序列

为(上游( EnF'<'9L'L<LL9'L99<LLFDn#下

游( EnF'<'9L''L'9LL<<9L9<FDn& 内参照物

-

F3W-)*扩增产物长度 ?%$ Z0'序列为(上游( EnF'9'

''<L<L'<L'<'9''L9LL''FDn#下游( EnF

''9'9'9L9<L9'<<L'L'<'9LLFDn& N89

总的提取液由华美生物工程工公司提供& 逆转录和

1'N扩增所需的酶和其他试剂均购自日本 <3O3N3

公司& 扩增产物用琼脂糖购自北京中山生物技术

公司&

动物手术台$动物夹'止血钳'剪刀'镊子等必

备手术器械%&

日本产KAk@1jU光学显微镜以及摄像系统及

日本产@.-3@,40(=CG"! 型图像数据分析系统&

$7GF方法

!7D7!&N<F1'N半定量测定 TNOF# 及 0D:@91O

/N89的表达

$!%肾脏组织总蛋白提取(按 <NIhKA总 N89

提取试剂说明书采用硫氢酸胍F酚F氯仿一步法提取

肾脏总的 N89'取 ! /A'以无菌 JT1'水调整为

#7$

&

P=

&

A浓度&

$#%第一链WJ89$互补J89%的合成(在 #$

&

A

的反应体系中'分别加入样本 N89$#7E

&

P%#

&

A'

#E //,6@PUK

"

"

&

A' N<ZYXX.4$# a%!$

&

A' 28<1R

$各 !$ //,6=A% !

&

A' 9/[$## j=

&

A% !

&

A'寡核

苷酸引物 $,6)P,2 14)/.4% !

&

A' N89酶抑制剂

$"$ j=

&

A% $7E

&

A'JT1'水 $7E

&

A'混匀后置于下

列温度反应(?Eo ! /)*' D$o E /)*' !E D̀$ /)*

匀速升温'?Eo D$ /)*' %:o E /)*' Eo E /)*'即

完成WJ89的合成&

$D%1'N扩增TNOF#(在 ##

&

A反应体系中'加

入WJ89D

&

A' JT1'!?7>

&

A' 1'NZYXX.4#7E

&

A'

28<1R#

&

A'<3]J89聚合酶$E j=

&

A%$7#

&

A'上

游引物 $7D

&

A'下游引物 $7D

&

A& 1'N扩增条件(

%"o D /)*'%"o "$ R' E!7Eo ! /)*' >#o ! /)*'

>#o > /)*'DE 个循环&

$"%1'N扩增 0D:@91O(在 ##

&

A反应体系中'

加入WJ89D

&

A'JT1'!>7!

&

A'1'NZYXX.4#7E

&

A'

28<1R#

&

A'<3]J89聚合酶$E j=

&

A%$7#

&

A'上游

引物 $7!

&

A'下游引物 $7!

&

A& 1'N扩增条件(

%"o D /)*'%"o "$ R' EDo ! /)*' >#o ! /)*'

>#o > /)*' DE 个循环&

$E%扩增产物的分析(扩增产物行 #S琼脂淀粉

凝胶电泳'溴化乙锭染色后于紫外灯下观察扩增产

物并拍照'用O,23Q !J型凝胶成像系统及分析系统

进行扩增产物条带分析& TNOF#'0D:@91O/N89

表达水平以其与
-

F3W-)* ?%$ Z0的密度比值'半定量

计算TNOF#'0D:@91O/N89含量&

!7D7#&免疫组化方法测定 @91O%0D: 蛋白质表达

&&$!%程序(将石蜡切片经常规脱蜡至水& DS过

氧化氢室温 E !̀$ /)*'以灭活内源性酶& 蒸馏水洗

D 次& 热修复抗原(将切片浸入 $7$! @枸橼酸盐缓

冲液$0H?7$%'微波炉加热至沸腾后断电 E /)*'再

煮 ! /)*'冷却后1CU$0H>7# >̀7?%洗涤 ! #̀ 次&

滴入 ESCU9封闭液'室温 #$ /)*'甩去多余液体'

)#$D)
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不洗& 滴入稀释 !? 倍的一抗'D>o ?$ /)*'1CU 洗

涤 # /)* aD 次& 滴入生物素化山羊抗小鼠 IPL

D>o'#$ /)*'1CU洗 D 次a# /)*& 滴入 U9C'D>o

#$ /)*'1CU洗 " 次 aE /)*& J9C显色'充分水洗'

苏木素复染'充分水洗'酒精脱水'二甲苯透明'封片&

$#%图像分析(取 D 张组化染色片$阳性者表现

为胞浆内棕黄色颗粒%'在三张切片上随机选取 :

个视野照相'采用日本产 KAk@1jU 摄像系统和

@.-3@,40(=CG"! 型图像数据分析系统测定积分吸

光度值'进行数据分析&

!7D7D&病理分析&&取大鼠左肾切开置于 !$S福

尔马林中固定'石蜡包埋'苏木精F伊红染色法光镜

下观察肾脏结构改变&

!7D7"&电镜观察的标本处理&&低温下横断皮质

髓质' 取肾组织 ! //

D置于 #7ES戊二醛中固定&

固定后的组织经 $7! /,6=A磷酸缓冲液中充分漂

洗' 用 !SKRK

"

后固定 # (' 漂洗后的组织经酒精梯

度脱水' 环氧树脂T0,*:!# 浸透包埋' 半薄切片定

位肾小球' 超薄切片' 醋酸铀和柠檬酸铅双重染

色' 于透射电镜下观察&

$7%F统计学处理

所有数据均以均数b标准差$LbI%表示'差异

比较采用 U1UU !!7$ 医学数据分析软件系统进行分

析'JY**.-->检验及制作统计图'3e$7$E 为差异有

显著性&

!F结果

!K$F脓毒症大鼠肾脏 V(EP! 5(X=#2GYA=DE

5(X=#V(EP!#2GYA=DE表达的动态变化

从表 !' # 中可以看出' $ ( TNOF# /N89'

0D:@91O/N89'TNOF#' 0D:@91O基本都处于弱

表达'随着脓毒症的进展'两者表达逐渐升高'在 ? (

达到高峰'明显高于对照组' 以后开始下降'但到

># (仍明显高于对照组' 3e$7$!& L6* 组 TNOF#

/N89' 0D:@91O/N89' TNOF#'0D:@91O表达趋

势与 A1U 组一致'但各时点明显弱于 A1U 组'

3e$7$E 或3e$7$!&

!7!F免疫组化

A1U组 ? (及 #" (组肾小球及肾小管上皮细胞

可见大量棕黄色 0D:@91O及TNOF#颗粒沉积& L6*

组 ? (及 #" (组肾小球及肾小管上皮细胞可见仅有

少量棕黄色 0D:@91O及TNOF#颗粒沉积$图 !%&

!7GF病理改变及电镜观察

L6*组各时点病理改变较 A1U 组均有减轻'见

图 #& 电镜观察见图 D&

表 $F脓血症幼年大鼠肾脏V(EP! 5(X=及 2GYA=DE5(X=的变化
$% m:'LbI%

时点
TNOF# /N89

A1U组 L6*组

两组比较

>值

0D:@91O/N89

A1U组 L6*组

两组比较

>值

$ ( :"7"D b:7#" !$E7"" b!!7E>

# ( :?7#E b%7">

:E7E$ b>7$!

Z

D7!> !$:7!> b!D7"% !$>7"> b!!7%% #7$%

" (

%$7#> b:7%?

3

::7D> b:7E%

3'W

?7E:

!!D7DD b!E7#"

3

!!$7#> b!$7:E

W

?7!"

? (

%E7!% b%7!>

3

%D7?> b%7::

3'Z

D7!?

!#E7#> b!:7DD

3

!#!7D" b!!7D?

3'W

?7#!

#" (

%#7!" b:7E"

3

%$7D% b%7!$

3'W

D7?D

!!:7DD b!?7%#

3

!!"7?: b!$7>>

3'W

?7D$

># (

::7!> b>7::

3

:?7ED b:7?:

3'Z

#7:"

!!E7D> b!E7D>

3

!!D7>! b!$7"E

3'W

%7E#

时点比较Q值 ED7!#" "$7%:# EE7:%? "D7%!?

&&3(与 $ (比较'3e$7$!# Z(与 A1U组相同时点比较'3e$7$E# W(与 A1U组相同时点比较'3e$7$!

表 !F脓血症幼年大鼠肾脏V(EP! 及 2GYA=DE蛋白的变化
$% m:'LbI%

时点
TNOF#

A1U组 L6*组
>值

0D:

A1U组 L6*组
>值

$ ( !! %?D b! !#" !! !>: b! :E?

# (

#? D!: bD >E?

3

#? D$! bD $>:

3'Z

:7?:
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&&图 $F免疫组化光镜图$ %̂""%F

=(A1U ? (组 0D:@91O棕黄色颗粒沉积# I(L6* ? ( 组 0D:@91O少量棕黄色颗粒沉积#

B(A1U ? (组 TNOF#颗粒沉积# R(L6* ? (组TNOF# 颗粒沉积&

&&图 !F病理切片图$ %̂""%F

=(A1U ? ( 组肾小管炎症细胞明显增加# I(L6* ? ( 组肾小管大致正常'少量炎症细胞浸润#

B(A1U #" (组肾小球内系膜细胞明显增多'系膜基质弥漫# R(L6* #" (组基本正常'系膜细胞轻度增加&

&&图 GF电镜图片$ Ŷ"""%F

=(对照组正常肾小球滤过屏障'远端肾小管细胞表面微绒毛$短的%细胞连接完整*细胞质内线

粒体完整# I(A1U注射后 ? (近端小管微绒毛可见'核形不规则'胞质内大量线粒体呈空泡变性'嵴溶解'外膜破损# B(A1U 注射后

#" ( 近端小管上皮细胞内核膜模糊'异染色质浓缩为凋亡的中期# R(应用L6*后 ? ( 近端小管绒毛可见'线粒体外膜破损'局部细胞

质溶解# V(应用L6* #" (远端小管细胞连续存在'个别线粒体外膜模糊'可见粗面内质网&

GF讨论

革兰阴性细菌是与机体组织长期共生的微生

物& A1U即革兰阴性菌内毒素$.*2,-,̂)*%是革兰阴

性细菌的细胞壁组成成分'机体在受到革兰阴性细

菌的感染时' A1U 作用于细胞膜受体'通过细胞内

信号传递级联使基因表达发生变化!D'""

&

参与A1U所介导的信号转导下游通路主要有

核转录因子
+

C$8BF

+

C%信号转导通路和 @91OR信

号转导通路& 到目前为止'在哺乳动物细胞中已至

少发现有 D 条@91O通路(TNO通路'WFiY* 氨基末

端激酶 $ WFiY* 8F-.4/)*36Q)*3R.' +8O% 通路和

0D:@91O通路!E"

& A1U 与细胞膜上相应受体作用

后'启动胞内信号传递链'引起 8BF

+

C' 0D:' TNO

活化'启动基因转录'表达和释放多种细胞因子'发

挥其毒性作用!?"

& 本实验中'随着脓血症的进展'

在 #" (内 TNOF# 和 0D:@91O表达均呈增强之势'

#" (之后转为下降'可能机体正在进行代偿性肾脏

细胞的肥大增生&

L6* 是人体内最丰富的非必需氨基酸' 在应激

条件下' 被认为是一种必需氨基酸' 占全身游离氨

基酸的一半以上& 机体对抗手术*创伤*感染和禁食

时' 免疫的激活可能增加能量代谢和对蛋白分解'

L6* 作为快分裂$ 430)2 4.06)W3-),*% 的肠上皮细胞和

免疫细胞的主要能量来源与蛋白合成的中间物' 机

)"$D)
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体对L6*的需求有明显增加& 如果不能及时得到外

源性补充' 会大大增加发生 @KJU 的危险!>"

& L6*

在脓血症中可以通过多种途径保护机体免受毒素的

损害!:"

& 用L6*喂养的幼猪能通过保持小肠的形态

和功能'可能通过调节生长激素缓解埃希大肠杆菌

内毒素血症引起的生长抑制!%"

'或者通过增加细胞

的谷胱苷肽还原酶'减轻氧化应激反应'保护肠黏膜

上皮细胞!!$ !̀#"

& 给肥胖大鼠喂以一段时间的 L6*

后'肥胖大鼠的巨噬细胞中 <8BF

/

含量降低且与

L6* 浓度成反比'提示 L6* 可以减少 <8BF

/

的合

成!!D"

& L6*已被用于预防多柔比星引起的心肌损

害!!""

& 已有作者指出细胞凋亡参与内毒素血症幼

年大鼠肾损伤过程' L6* 可减轻肾脏细胞凋亡保护

肾脏功能!#"

&

本实验中观察到L6*组TNOF# /N89' 0D:@91O

/N89' TNOF#' 0D:@91O在各时点表达虽然比 $ (

对照组增强'但均较A1U组减弱'提示 L6*可能是通

过对 @91O信号转导系统的抑制'限制多种转录因

子磷酸化'减少了肾脏细胞的损伤& 本研究中亦做

了同期的病理和肾脏细胞超微结构观察'也证实

L6*组肾脏组织的损伤明显减轻'而且恢复较快'提

示这种抑制可能是有益的&
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