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谷氨酰胺在体内／外对巨噬细胞炎症因子分泌的影响

王学敏梁梦凡衷媛江伟

【摘要】 目的 观察谷氨酰胺(Gln)在体内／外条件下对巨噬细胞炎症反应及热休克蛋白(HsP)表达的

影响，探讨Gln在脓毒症时抑制体内炎症反应的机制。方法 实验’1：将培养的腹腔巨噬细胞株RAw264．7

分为Gln 0、o．5和8 mmol／L 3组，分别于内毒素脂多糖(LPS)刺激后O、1、4、12和24 h收集细胞及上清液。

实验2：45只昆明小鼠被随机均分为假手术(Sham)组、模型组、Gln组；采用盲肠结扎穿孔术(cLP)制备小鼠

脓毒症模型，术后即刻从尾静脉注射Gln O．75 g／kg(Gln组)或等量生理盐水(Sham组和模型组)。6 h后采

血，腹腔灌洗分离巨噬细胞。用酶联免疫吸附法(ELlSA)检测细胞上清液、血清、巨噬细胞裂解液中肿瘤坏死

因子一a(TNF—a)、白细胞介素一6(1L-6)、IL一10浓度；用蛋白质免疫印迹法检测巨噬细胞HSP72蛋白表达。结果

体外条件下Gln可显著促进RAW264．7细胞释放TNF—n，IL一6和IL一10，呈剂量和时间依赖性(尸<o．05

或P<o．01)}LPS刺激4 h后，Gln 8 mmol／L组RAw264．7细胞HSP72表达显著增加(P均<o．01)。体内

条件下，GIn组腹腔巨噬细胞TNF—a、IL一6含量均明显低于模型组(尸<O．01和P<O．05)，3组间IL一10含量

比较差异无统计学意义；G1n组血清TNF—a浓度明显低于模型组(P<O．05)，两组血清IL一6、lL一10浓度差异

无统计学意义；Gln组巨嘴细胞HSP72表达较模型组和Sham组均显著升高(P均<0．01)。结论Gln体外

作用时可显著促进巨噬细胞释放TNF—a和IL一6，且该作用不能被HSP72表达所抑制。体内作用条件下Gln

抑制腹腔巨噬细胞合成TNF—a和IL一6。体外和体内条件下Gln都可诱导巨噬细胞表达HSP72，提示HSP72

表达可能不是Gln在脓毒症时抑制机体炎症反应的主要机制。
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【Abstnct】 ObJ酏“ve To evaIuate the effects of glutamine(Gln)on macrophages c”okines reIease

and heat shock protein 72 (HsP72)expression in vivo and in vitro， and explore the anti—inflammatidn

mechanisms of Gln during sepsis． Me他0ds In experiment one， mouse peritoneaI macrophage cell li如

RAW264．7 ceUs were divided into O，O．5 and 8 mmol／L Gln groups，and cells and supernatants were

harvested at O。 1， 4， 12 and 24 hours after“popolysaccharide (LPS)challenge． In experiment two，

forty—five Kunrning mice were randomized into sham—operation group(Sham)，sepsis model group，and Gln

group．Sepsjs was jnduced by cecal Jjga“on and puncture(CLP)．Either Gln O．75 g／kg(Gbl gToup)or saline

(Sham and model group)was administered immediately after CLP via tail-vein in持ction．B100d sample w躯

collected at 6 hours， arId macrophages were harvested by peritoneal lavage． Turrlor necrosis factor一口

(TNF-a)，imerleukin，6(1L一6)and IL一10 content8 in supernatant，serum and ceU lysate were analyzed whh

enzyme—linked immunosorbent assay(ELISA)．fnacrophages HSP72 expression was assessed with Western

blotting．ResuIb Gln promoted RAW264．7 cens to release TNF—a，IL一6 and IL一10 in a dose—dependent and

tilIIe—dependent manner in vitro(P<0．05 or P<O．01)，and sil}nificantly increased HSP72 expression in

8 mmol／L Gln group at 4 hours a{ter LPS stimulation(both P<O．01)．1n vivot in animals given Gln

intracellular TNF．n and IL．6 levels were significantIy lower than sepsis ani啪ls(P<O．01 and P<O．05)，but

there was no statisticaIly significant difference in intraceIluIar lL—10 leveIs among three groups．The serum

levels of TNF—a in GIn group were significantly lower than in model group(P<O．05)，while serum IL一6 and

IL一10 levels were similar between two groups．Gln treatment led to significant HSP72 expression compared

to model and Sham groups(both P<0．01)．CIDncIusIon GIn can promote innam衄tory c”okir地s reIease

from macropha‘筘s in vitro， which cannot be attenuated by HSP72 expression induced by GIn in LPS

chIlenged RAW264．7 mcropllages． Gln treatment significantly decreases intracellular TNF—a and IL一6

Ievels in vivo during sepsis．HSP72 expression increases after Gln treatment both in vivo and in vitro．These

data implicate that HSP72 may not play a major role in attenuating the innamnmtory response after GIn

adlllinistratjon in sepsis．
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谷氨酰胺(Gln)是在人体内含量丰富的条件必

需氨基酸，它是肠道细胞和免疫细胞最重要的能源

物质nj。在脓毒症时血中Gln水平下降，患者易发生

感染且病死率升高。临床研究证实，给患者补充Gln

可以抑制机体的炎症反应，降低感染发生率和病死

率[2-3]，但其保护机制仍不完全清楚。新近研究发现，

Gln可诱导机体细胞表达热休克蛋白(HSPs)，从而

发挥保护作用[4。5]。巨噬细胞在脓毒症的发生发展中

有重要作用．它可产生肿瘤坏死因子一a(TNF—a)和

白细胞介素一1lB(IL一1p)等大量炎症因子，引发级联

反应，造成器官损害。研究证实Gln在体外具有促

进巨噬细胞、中性粒细胞、淋巴细胞等大量分泌

TNF—a、IL一6和IL一8等细胞因子的作用[¨。既然认

为Gln可诱导细胞表达HSPs从而抑制炎症反应，

那么高浓度Gln在体外是否能够增加巨噬细胞

HSP72表达，进而抑制巨噬细胞分泌炎症因子?G1n

在体外可促进巨噬细胞分泌炎症因子，在体内对巨

噬细胞的影响如何?搞清这两个问题对于理解Gln

抑制脓毒症时机体炎症反应的机制具有重要意义。

本实验分体外和体内两部分，分别研究上述两个问

题，探讨Gln抑制机体炎症反应的可能机制。

l材料与方法

1．1 主要试剂：Gln一丙氨酸(无锡华瑞制药有限公

司，批号：0610175一01)；质量分数为o．25％的胰蛋

白酶、Dulbecco改良Eagle培养基(DMEM)培养

液、胎牛血清(美国Gibco公司)；内毒素脂多糖

(LPS，美国Sigma公司)；HSP72单克隆抗体

(单抗，美国Stressgen公司)；p-肌动蛋白(pactin)

小鼠单抗(美国Abcam公司)；辣根过氧化物酶标记

的山羊抗小鼠IgG(美国Jackson公司)；化学发光

检测(ECL)试剂盒(深圳晶美生物工程有限公司)；

酶联免疫吸附法(ELISA)试剂盒(美国Biosource

公司)。

1．2 RAW264．7细胞培养及分组：小鼠腹腔巨噬

细胞株RAW264．7购自中国科学院细胞研究所，采

用含2 mmoI／L Gln、体积分数为10％胎牛血清、

1％青、链霉素的DMEM，在37℃、体积分数为5％

的CO。培养箱中常规培养。取对数生长期的细胞，

调整浓度为5×108／L，接种于24孔板，分别加入含

Gln O、0．5和8 mmol／L无血清DMEM培养液，

37℃孵育1 h后，加入100 pg／L LPS刺激，分别于

0、1、4、12和24 h收集细胞及上清液。不同时间点实

验重复3次。

1．3动物模型制备及分组：清洁级昆明小鼠45只
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(由复旦大学实验动物科学部提供)，体重20～25 g。

适应性饲养1周后按随机数字表法分为假手术组

(Sham，，z=15)、模型组(，z=15)和Gln组(甩=15)。

按Singleton等[63报道的方法行盲肠结扎穿孔术

(CLP)复制脓毒症模型，其中Sham组仅开腹翻动

盲肠，术后即刻皮下注射生理盐水30 ml／kg补充术

中液体丢失。术后10 min内．Gln组经小鼠尾静脉

注射Gln o．75 g／kg，Sham组和模型组注射等量生

理盐水。每组取5只于术后6 h麻醉，眼球采血，血

液静置30 mjn后离心取血清于一80℃保存。预冷的

DMEM培养液6 ml灌洗腹腔，灌洗液离心10 min，

磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤1次，将细胞置入24孔

板，以不含Gln的DMEM培养液于37℃、5％CO：

培养箱中孵育1 h，用PBS洗去未贴壁细胞。贴壁细

胞为巨噬细胞。用PBS将贴壁细胞吹下，镜下计数。

细胞悬液离心后用细胞裂解液350弘l裂解细胞，冰

浴反复吹打后静置30 min，离心取上清液于一80℃

保存。每组另取10只小鼠，每两只小鼠的腹腔灌洗

液合并分离细胞，用细胞裂解液(2×10”细胞／L)裂

解细胞，取上清液检测HSP72表达。

1．4细胞因子测定：按照ELISA试剂盒说明书测

定RAw264．7细胞上清液、血清和细胞裂解液中的

TNF—a、IL一6、IL一10浓度。

1．5 HSP72蛋白含量测定：采用蛋白质免疫印迹

法。用二辛可宁酸(BCA)法蛋白定量，取蛋白样本

40弘g经质量分数为10％的十二烷基硫酸钠一聚丙

烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)分离，100 V、2 h将

蛋白电转移至聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上，用5％的

脱脂牛奶封闭1 h；o．5 mol／L Tris—NaCl溶液冲洗

后，用封闭液稀释HSP72单抗(1：1 000)或pactin

抗体，4℃孵育过夜，含O．05％吐温(Tween)20的

o．05 mol／L T“s—NaCl溶液(TBST)洗脱3次，室温

下用辣根过氧化物酶标记的二抗溶液(1：3 000)孵

育1 h，ECL试剂盒显色，X线曝光。用Syngene凝

胶成像分析仪测定条带灰度值，以HSP72与pactin

条带灰度值的比值表示其表达量。

1．6统计学分析：计量资料以均数土标准差(z±s)

表示，使用SAS 8．o软件行单因素方差分析，两两

比较用DUNCAN检验；行双因素方差分析，有交互

影响则采用CONTRAST语句进行两两比较；P<

0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 RAW264．7细胞炎症因子释放(图1)：Gln促

进RAW264．7细胞释放TNF—a，呈时间与剂量依
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赖性(P均<O．01)。Gln为O．5 mmol／L、8 mmol／L

时细胞IL一6释放速度增快(时间P<o．01，浓度

P<o．05)，但LPS刺激24 h后，不同浓度Gln间

IL一6差异无统计学意义。不同浓度Gln间细胞IL一10

释放量随时间延长而增加，并与Gln呈剂量依赖性

(时间P<o．01，浓度尸<o．05)。

2．2 RAW264．7细胞HSP72蛋白的表达(图2)：

LPS jli嗵￡4 h，Gln O、o．5和8 mmol／L组RAW264．7

细胞均有HSP72表达，表达量分别为o．35土o．03、

0．38±O．06和O．69土0．04，Gln 8 mmol／L组

HSP72表达较另两组明显增加(P均<O．01)。

2．3腹腔巨噬细胞炎症因子的分泌(图3)：模型组

细胞裂解液中TNF—a和IL～6含量明显升高；Gln

组TNF—a和IL一6含量均明显低于模型组(P<O．05

或P<o．01)，而与Sham组比较差异无统计学意

义。3组间IL一10含量差异无统计学意义。
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2．4血清中炎症因子的含量(图4)：模型组血清中

TNF—n、IL一6、IL一10的水平均明显高于Sham组

(P均<O．01)；与模型组比较，Gln组血清TNF—a

含量明显下降(P<O．05)，而IL一10、IL一6含量则差

异无统计学意义。

田2 不同浓度Gln对小鼠RAW264．7细胞HSP72表达的影响

2．5 腹腔巨噬细胞HSP72的表达(图5)：术后

6 h，Sham组、模型组和Gln组巨噬细胞中均有

HSP72蛋白表达，分别为O．24士O．07、O．36±O．04

和O．47士O．04，其中模型组HSP72蛋白表达显著
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田l不同浓度Gln对小鼠IMw264．7细胞炎症因子释放的影响
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圈3 Gln对脓毒症小鼠腹腔巨噬细胞炎症因子分泌的影响

组别

一
＼
脚
C
一寸
一

一
＼
啪
C

o
一
-j

模型纽 Gln组

组别

Sham组

组别

洼：与Shm组比较，‘P<o·05，‘P<o·olf与模型组比较，。P<O·05

圈4 Gln对脓毒症小曩血清细臆炎症因子水平的影响

慎翟组 GIn组

组别

加加∞如印如加。

一，1＼∞oo一．，I一

印∞蚰加∞帅们柏加。

一，I＼∞=口．卜lH

加

∞

蛐

∞

蚰

加

。

万方数据



±垦垂重塑叁塾匡堂；!!!堡!旦筮!!鲞墨!塑堡垒垫堡!畦堡!!!丛生!垒竖!!!!!塑：y!!：!!：盥!：!

强于Sham组，而Gln组HSP72表达显著强于模型

组(P均<O．01)。

田5 Gln对脓毒症小鼠腹腔巨噬细胞HSP72表达的影响

3讨论

本实验显示，体外条件下高浓度Gln虽可促进

巨噬细胞表达HSP72，却不能抑制其释放TNF—a

和IL一6等细胞因子。而在体内条件下，Gln抑制腹

腔巨噬细胞合成TNF—a和IL一6，并能促进其表达

HSP72，同时Gln组血清TNF—a水平有所降低。

Gln在体内的浓度近似为o．5 mmol／L，而以往

文献报道，8 mm01／L Gln可诱导多种组织和细胞大

量表达HSPs，并抑制细胞炎症反应[1’5]。本实验显

示，虽然体外高浓度Gln可诱导RAW264．7细胞产

生大量HSP72，但不能抑制，反而促进RAw264．7

细胞释放TNF—a和IL一6。说明诱导HSPs表达可能

并非Gln在脓毒症时抑制体内炎症反应的主要机

制。wischmeyer等[7]的实验显示，体外高浓度G1n

可抑制人外周血单核细胞(PBMCs)释放TNF—a，认

为这是Gln诱导PBMCs表达HSP72的结果。然而

仔细分析该文章我们发现，作者使用的PBMCs是

20％单核细胞和80％淋巴细胞的混合体，而以往有

研究证实Gln可促使淋巴细胞大量分泌IL一10等细

胞因子[8呻]，因此我们推测，单核细胞释放TNF—a减

少可能是受到淋巴细胞旁分泌的影响，HSP72表达

并非是主要机制。体内实验也显示，Gln组血清中

IL一10水平较模型组有升高趋势，而腹腔巨噬细胞内

TNF—a和IL一6水平降低是否与体内IL一10水平升

高有关，尚有待进一步研究。

以往研究Gln对免疫细胞代谢的影响都是在

体外进行，发现其对巨噬细胞、中性粒细胞、淋巴细

胞和单核细胞等都表现为促进代谢和细胞因子释放

的作用[1’10。。本实验发现，Gln可抑制脓毒症时腹腔

巨噬细胞合成TNF—a和IL一6，该影响与Gln在脓毒

症时可抑制机体炎症反应的作用一致。然而Gln对

体内巨噬细胞的影响为什么会与体外相反还不清

楚。本组体外实验已经显示Gln诱导HSP72表达并

不足以抑制巨噬细胞炎症因子释放，高浓度Gln反
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而促进其产生更多炎症因子，该结果提示Gln在体

内抑制炎症反应还有非HSP72依赖的机制。有实验

发现[1¨：PBMCs单独在G1n作用下释放的TNF一口、

IL一6和1L一10无明显变化，但当其与肠上皮细胞株

Caco一2共孵育时，高浓度的Gln可以显著抑制

PBMCs释放TNF—a和IL一6，并增加IL一10的生成；

研究者认为Gln可能促使肠上皮细胞释放某种细

胞因子，进而影响PBMCs的炎症因子分泌。提示体

内免疫细胞释放炎症因子的改变可能是受到其他细

胞的影响，而并非Gln直接作用的结果。

综上分析，我们认为诱导HSPs表达可能并非

是Gln在体内抑制炎症反应的主要机制。在体外实

验时G1n往往作用于单一细胞，其主要表现为促进

炎症因子分泌；而在体内时Gln同时作用于多种细

胞、组织和器官，并相互影响，最终对免疫细胞炎症

因子分泌产生抑制作用。由于Gln可降低肠道通透

性[12|，且在体外即表现为抑制肠上皮细胞分泌IL一8

等炎症因子[13。1引，推测脓毒症时Gln可能通过某种

HSPs依赖或非依赖的机制作用于肠道细胞，改变

其通透性，或促使其分泌某种因子，最终抑制巨噬细

胞等炎性细胞分泌炎症因子。该假说有待更直接的

实验来证明，具体的作用途径也有待研究。虽然我们

的实验证实体外条件下Gln可以诱导巨噬细胞表

达HSP72，但并不能抑制其释放炎症因子。而在体

内条件下Gln对腹腔巨噬细胞炎症因子分泌表现

为抑制作用，该影响与其在体外条件下对巨噬细胞

的作用是相反的，提示Gln在脓毒症时抑制体内炎

症反应还存在诱导HSPs表达以外的机制。
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严重创伤、失血性休克患者性别差异对预后的影响

美国科研人员研究了性别对严重创伤、失血性休克后病死率、多器官功能衰竭(MOF)以及医源性感染的影响。研究共纳

入1 036例钝器伤合并失血性休克的成年患者，其中男680例，女356例。结果显示，在排除一切重要干扰因素后，所有患者单

独的cox比例风险回归模型表明：性别对病死率、MOF以及医源性感染有一定影响。1 036例患者的总病死率、MOF发生率

和医源性感染率分别为20％、40％和45％，损伤严重程度评分平均为(32士14)分。除了大多数男性因既往有饮酒史和肝病史

而需要更多液体、供氧和精细护理外，男性和女性的临床表现类似。女性发生MOF和医源性感染的风险分别低于男性43％和

23％。在男性青年和老年两个亚组分析中，男性的性别因素为独立的危险因素。与同龄男性相比，女性(绝经前后)的性别因素

对发生MOF和医源性感染的独立保护效果显著。这与以往的研究结果和已知女性绝经后生理性激素变化是相反的。研究人

员认为，除了性激素，还有一些因素可能影响着严重刨伤、失血性休克患者的预后。

张立俭，缟译自《Crit Care Med》，2008。36(6)：1838．1845I胡森审枝

摄入和戒断烟碱对全身炎症动物存活率的影响

最近，美国科研人员研究了烟碱长、短期摄人和戒断对无菌性全身炎症及脓毒症动物的影响。研究者给雄性C57BL／6小

鼠皮下植入渗透泵(摄人烟碱)和遥测探头(测定体温)，制作无菌性炎症(脂多糖40 mg／kg腹腔注射)和盲肠结扎穿孔术脓毒

症模型。烟碱长期摄入组在诱发炎症前连续2周摄人烟碱28 mg·kg。·d～，直至实验结束；烟碱短期摄入组在给予2周盐

水后摄人烟碱；烟碱戒断组在摄入2周烟碱后给予生理盐水；无烟碱组在整个实验过程中给予生理盐水。结果显示，与无烟碱

组比较，烟碱长期摄人组因为烟碱耐受对两个炎症模型的存活没有影响。烟碱短期摄入组无菌性炎症动物的存活率从11％提

高到33％(可能通过抗炎途径)，但是恶化了脓毒症(可能抗炎加快了细菌的繁殖)。与烟碱短期摄入组相反．烟碱戒断组提高

了脓毒症的存活率(18％～40％)。而且存活率不受体温改变的影响。研究者认为，烟碱短期摄入和烟碱戒断能影响全身炎症

动物的存活率，影响程度取决于炎症的无菌性或脓毒性。

张立俭，铸译自‘J Appl Ph弹iol》。2008一07—10(电子版)，胡森审提

高血糖症胰岛素治疗对大■内毒素诱发急性肺损伤高迁移率族蛋白Bl的影响

高血糖症和胰岛素抵抗常增加脓毒症患者发病率和病死率。高迁移率族蛋白B1(HMGBl)在脓毒症后期发病机制中起着

重要的作用。日本科研人员采用脂多糖(LPS)诱发脓毒症大鼠模型，研究了高血糖和HMGBl增高对肺损伤的影响，以及胰岛

紊治疗降低血清HMGBl水平、从而减轻肺损伤的可能性。研究者给雄性wistar大鼠摄入LPS后即刻输注葡萄糖诱导脓毒

症合并高血糖。监控动物血糖。各组大鼠在输入LPs 12 h和24 h后分别处死，测定HMGBl水平和肺损伤程度，观察胰岛素

治疗效果。结果显示，脓毒症合并高血糖大鼠血糖水平显著升高，肺损伤加重，血清HMGBl有所增加。高血糖症胰岛素治疗

能显著减低血糖浓度和血清HMGBl水平．减轻肺损伤。在一项体外实验中，胰岛索治疗还抑制了核转录因子一xB(NF—KB)的

活性。研究者认为。在脓毒症时。高血糖与较高的HMGBl水平和肺损伤相关，胰岛索治疗能显著减轻肺损伤。高血糖症的胰

岛素治疗可能降低了血清和肺组织中HMGBl水平，HMGBl分泌和NF—KB呈正相关。

张立俭。墙译自‘Crit Care Med'，2008—07一01(电子版)，胡泰甲校
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