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谷氨酰胺对内毒素血症大鼠肠道损伤的保护作用

及对血红素加氧酶一1表达的影响

庞庆丰 徐文莉 何俊 陈华林

【摘要】 目的 探讨谷氨酰胺(Glu)对内毒素血症大鼠肠道损伤的保护作用以及对血红寨加氧酶一1

(HO一1)表达的影响。方法按随机数字表法将32只雄性SD大鼠分为正常对照组、模型组、Glu组和Glu+

锌原卟啉(ZnPP)组，每组8只。腹腔注射内毒素脂多糖(LPS)10 mg／kg制备内毒素血症动物模型。Glu组注

射LPS前12 h灌胃Glu 1 g／kg；Glu+ZnPP组注射LPS前12 h灌胃Glu 1 g／kg，注射LPS前1 h静脉注射

ZnPP 10 mmol／kg。术后12 h取回肠组织，测定髓过氧化物酶(MPO)活性及肿瘤坏死因子一a(TNF—d)、白细胞

介素一10(IL—i0)含量，并进行肠组织学评分；用免疫组化法检测回肠组织HO—l表达。结果与正常对照组比

较，模型组回肠组织学评分、MPO活性及TNF-a、IL-10含量显著升高[组织学评分(分)：3．3士0．4比1．1士

0·6，MPO活性(U／g)：0．40士0．08比0．26士0．07，TNF—a含量(ng／g)：25．2±6．9比6．5土2．8，IL一10含量

(ng／g)：27．6士10．2比5．7士2．9，均尸<0．013；HO-1表达较低。与模型组比较，Glu组组织学评分、MPO活

性和TNF一口含量明显减低[组织学评分(分)：1．6士0．5比3．3士0．4，MPO活性(U／g)：0．25士0．05比0．40±

0．08，TNF—a含量(ng／g)：13．4士3．2比25．2士6．9，均P<0．017，IL一10含量(ng／g)显著升高(47．3±5．5比

27．6土10．2，P<0．01)，HO一1表达明显增加。Glu+ZnPP组与模型组各指标比较差异无统计学意义。结论

Glu能明显增强内毒素血症大鼠肠组织HO一1表达，明显减轻肠道炎症反应，从而保护肠黏膜。
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[Abstract】 Objective To investigate the protective effect of glutamine(Glu)pretreatment on

intestinal injury induced by endotoxin and expression of heme oxygenase一1(HO一1)in rats．Methods

Thirty—two male Sprague—Dawley(SD)rats were randomly divided into four groups(以=8 in each group)：

normal control group，model group，Glu group and Glu+zinc protoporphyrin(ZnPP)group． In model

group，endotoxemia was produced by intraperitoneal injection of lipopolysaccharide(LPS，10 mg／kg)．In

Glu group，the rats received intragastraiclly 1 g／kg of Glu 1 2 hours before LPS intraperitoneal injection．In

Glu+ZnPP group，the rats received 1 g／kg of Glu by gavage 1 2 hours before LPS intraperitoneal injection

and ZnPP 10 mmol／kg intravenously via tail vein 1 hour before LPS injection．The distal ileum was harvested

in full thickness 12 hours after LPS injection．The myeioperoxidase(MPo)activity，tumor necrosis factor—a

(TNF—a)and interleukin一10(IL一10)in the intestine were determined，the pathologic changes were observed

and expressed in Chiu grade．The expression of HO一1 was evaluated by immunohistochemistry method．

Results Compared with normal controI group，the Chiu grade。MPO activity。the content of TNF—a and

IL一10 were significantly increased in model group(Chiu grade：3．3士O．4 vs．1．1士0．6，MPO activity

(U／g)：0．40士0．08 vs．0．26士O．07，TNF-a(ng／g)：25．2土6．9 vs．6．5士2．8，IL一10(ng／g)：27．6±10．2

vs．5．7士2．9，a11尸<0．01]，and the expression of HO一1 was decreased．Compared with model group，the

Chiu grade，MPo activity，the content of TNF—a in Glu group were significantly decreased CChiu grade：

1．6士O．5 vs．3．3士0．4，MPO activity(U／g)：0．25±0．05 vs．0．40±0．08，the content of TNF—a(ng／g)：

13．4士3．2 vs．25．2士6．9，a11 JP<O．01]，while the level of IL一10(ng／g)elevated(47．3士5．5 vs．27．6士

10．2，P<O．01)，and the expression of HO一1 was increased．There was no difference in above mentioned

indexes between model group and Glu+ZnPP group．Conclusion Glu pretreatment significantly ameliorates

the expression of HO—l of intestinal tissue induced by LPS in rats，and intestinal mucosa is protected with

alleviation of inflammatory reaction in intestinal tract．
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近年来学术界认为肠道是“外科应激条件下的

中心器官”，全身炎症反应综合征(SIRS)和多器官

功能障碍综合征(MODS)患者的病原体均来自胃肠

道[1刮。肠黏膜屏障障碍的发病机制主要与内毒素血

症和肠屏障功能密切相关。谷氨酰胺(Glu)能有效

减轻烧伤、失血性休克等导致的肠损伤，对肠道具有

保护作用[4-s]，但确切机制目前尚未清楚。血红素加

氧酶一1(H0—1)是分解血红素的限速酶。H0—1及其

代谢产物一氧化碳(CO)、胆绿素具有较强的抗炎和

抗凋亡作用，对肠道损伤具有重要保护作用[6。7]。本

实验中拟观察Glu是否通过调节HO一1表达对内毒

素血症大鼠的肠道损伤发挥保护作用，以阐明Glu

保护肠道组织结构、维护肠道功能的机制，为内毒素

血症肠道损伤后肠内营养支持提供科学依据。

l材料与方法

1．1药品和试剂：脂多糖(LPS，E．coli，0111：B4)

和H0—1阻断剂锌原卟啉(ZnPP，美国Sigma公

司)；Glu(美国Amersco公司)；HO一1二抗试剂盒

(武汉博士德生物试剂有限公司)；HO一1免疫组化

及蛋白质免疫印迹法(Western blotting)抗体(美国

Chemicon公司)；肿瘤坏死因子一a(TNF—a)和白细

胞介素一10(IL一10)酶联免疫吸附法(ELISA)试剂盒

(上海晶美生物有限公司)；髓过氧化物酶(MPO)活

性试剂盒(南京建成生物试剂公司)。

1．2动物分组及处理：清洁级雄性SD大鼠32只，

体重280～320 g，由江苏省徐州医学院实验动物中

心提供(动物合格证号：SYXK2001—0050)。按随机

数字表法将大鼠分为正常对照组、模型组、GIu组和

G1u+ZnPP组，每组8只。腹腔注射LPS 10 mg／kg

制备内毒素血症动物模型，正常对照组不做任何处

理。Glu组腹腔注射LPS前12 h灌胃Glu 1 g／kg；

Glu+ZnPP组注射LPS前12 h灌胃Glu 1 g／kg，

注射LPS前1 h静脉注射ZnPP 10 mmol／kg。本研

究中动物处置方式符合动物伦理学标准。

1．3检测指标及方法

1．3．1组织标本的收集：术后12 h腹腔注射戊巴

比妥麻醉大鼠，开腹后距回肠末端取一段8 am的小

肠，其中0．5 am用10％甲醛水溶液浸泡，余下的回

肠立即置于--80℃冰箱内保存待测。

1．3．2组织形态学观察：光镜(×100)下观察肠黏

膜形态，采用Chiu 6级评分法评价肠黏膜损伤程

度【8]：0分为正常，1分为绒毛顶端上皮下间隙增大；

2分为上皮层和固有层中度分离；3分为绒毛两侧有

大量分离并伴有部分绒毛顶端破损；4分为绒毛破

损伴有固有层毛细血管大量暴露；5分为固有层破

坏、出血及溃疡。

1．3．3肠组织HO一1表达测定：组织匀浆中HO一1

表达测定采用免疫组化链霉素一亲和紊一生物素一过

氧化物酶法(SABC法)，按常规方法进行操作。

1．3．4肠组织TNF—a、IL一10含量测定：组织匀浆

中TNF—a、IL一10含量采用ELISA法测定，具体操作

按试剂盒说明书进行。

1．3．5肠组织MPO活性测定：采用比色法测定，

具体操作按照试剂盒说明书进行。

1．4统计学处理：使用SPSS 11．5软件进行统计分

析，数据以均数土标准差(z土s)表示，组间比较用单

因素方差分析，P<O．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1组织形态学观察(表1)：3个实验组中，回肠组

织学评分在G1u+ZnPP组最高，Glu组最低。Glu组

与模型组和Glu+ZnPP组比较差异均有统计学意

义(均P<O．01)。说明G1u组在维持肠黏膜形态方

面较好，肠黏膜屏障受损明显减轻。

表1各组大鼠回肠组织学评分、MPO活性

及TNF～a、IL—lO含量比较(；土5)

组别警篇翥器 荔嚣

注：MPO：髓过氧化物酶，TNF—a：肿瘤坏死因子一a，IL一10t白细胞介

素一10，Glu：谷氨酰胺，ZnPP：锌原卟咻}与正常对照组比较。tJP<

0．01 I与模型组比较bP<O．Ol}与Glu组比较JP<O．01

2．2肠组织MPO活性(表1)：MPO主要存在于中

性粒细胞中，而在单核／巨噬细胞中分布较少。MPO

活性大小与中性粒细胞数量相关，可以反映组织内

中性粒细胞的数量。模型组MPO活性较正常对照

组显著升高(尸<0．01)；Glu组MPO活性较模型组

明显降低(P<0．01)；Glu+ZnPP组MPO活性与

模型组比较无差异。说明用Glu可以减少肠组织中

中性粒细胞的浸润，降低内毒素血症导致的中性粒

细胞应激反应。

2．3肠组织TNF一口和IL一10含量(表1)：与正常对

照组比较，模型组TNF—a、IL一10含量显著升高(均

P<O．01)；与模型组比较，Glu组TNF—a含量明显

减低，IL一10含量显著升高(均P<O．01)；而Glu+

ZnPP组TNF—a、IL一10含量与模型组比较无差异。
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圈1光镜下观察谷氨酰胺(Glu)对内毒素血症大鼠回肠组织血红索加氧酶一1(HO一1)表达的影响正常对照组(a)回肠组织中无胞质着

色HO一1阳性肠上皮细胞；模型组(b)有少量胞质着色HO一1阳性肠上皮细胞；Glu组(c)和Glu+锌原卟啉(ZnPP)g]t(d)有大量胞质着色

HO一1阳性肠上皮细胞免疫组化×200

说明在内毒素血症时Glu能明显降低肠道炎症介

质TNF—a的分泌，促进IL一10的分泌，从而抑制肠

道的炎症反应，发挥抗炎效应。

2．4肠组织HO一1表达(图1)：正常对照组回肠组

织中无HO一1表达；模型组表达较低；而在Glu组和

Glu+ZnPP组肠黏膜中HO一1表达明显增加。说明

Glu可以有效诱导HO—l的表达；ZnPP不能阻断

HO一1表达，但作为HO一1活性抑制剂可以阻断

HO一1生物活性发挥作用。

3讨论

肠道作为一个免疫器官，起着阻隔细菌和内毒

素的屏障作用，而Glu对维持肠黏膜上皮功能是必

不可少的，其对肠黏膜上皮的生长和修复、免疫功能

的改善及抗氧化损伤的作用具有理论意义和临床价

值。近年来，多项研究表明，在病理状态下肠屏障功

能损伤与机体处于低Glu水平状态有关。诸多动物

实验和临床研究表明，适量Glu可以增加肠绒毛高

度，降低肠黏膜通透性和增强肠免疫功能，可防止细

菌移位，维持肠黏膜屏障功能J]。所以，Glu在肠屏

障中所起的作用正日益受到重视，但其肠保护机制

目前尚未完全阐明。

有研究发现，Glu改善肠免疫屏障功能的作用

可能是通过减少肠道黏膜或免疫细胞释放TNF—a、

IL-1、IL-6等前炎症因子以及减少中性粒细胞的活

性和聚集有关[1⋯。本研究发现，肠免疫屏障保护作

用可能与GIu能够增加HO一1的含量有关，表现在：

①Glu组有较低的组织学评分，这可能与HO一1的

大量分泌、维持肠黏膜形态的完整有关。(g)Glu组肠

组织TNF—a含量和MPO活性最低，说明内毒素血

症诱发的肠道炎症反应在各实验组间Glu组最低。

在促进抗炎物质释放方面，Glu组IL一10含量较其

他3组高，有利于发挥局部抗炎作用和减少肠源性

炎症介质的释放。③Glu的保护作用可以被HO一1

生物活性阻断剂ZnPP取消，说明Glu的保护作用

是HO一1特异性的。

HO有3种不同亚型，它们在基本结构、表达调

节和组织分布中有很大差异，包括可诱导型H0—1、

非诱导型(结构型)H0—2和催化活性极低的HO一3。

生理情况下，消化道中的HO同工酶主要是HO一2，

它主要表达于神经组织、平滑肌和血管内皮。HO一1

是一种热应激蛋白，是催化血红素分解的关键酶，正

常情况下消化道中不表达HO一1，但可在各种氧化

应激情况下，如热休克、缺血、缺氧、重金属、内毒素、

细胞因子(IL、TNF—a等)、生长因子[血小板衍生生

长因子(PDGF)、转化生长因子一p(TGF一6)3、一氧化

氮(NO)等诱导下产生。近年来研究发现，H0—1在

肠缺血／再灌注损伤、放射性肠炎、内毒素性肠损伤

等各种诱因引起的肠道损伤中发挥着重要的保护作

用，而这种作用机制主要与HO一1及其代谢产物

CO、胆绿素具有抗炎、抗氧化、抗凋亡等作用有关。

Glu诱导HO一1表达的分子机制目前还不清楚，可

能与Glu能够激活热休克因子1，从而激活HO一1

启动子上的热休克反应元件有关[11。”]。

TNF—a是诱导SIRS和MODS发生的中心介

质和早期介质，是引起SIRS和MODS发生的始动

因素。在内毒素血症期，活化的中性粒细胞发挥重要

的免疫防御功能，但同时大量活化的中性粒细胞也

是引起过度应激反应的物质，活化的中性粒细胞通

过激发肠道内的炎症因子释放(如TNF—a)，在随之

导致的SIRS和MODS病理变化过程中起重要作

用[13|。因此，通过测量肠道内MPO活性和TNF—a、

IL一10含量以及HO一1表达情况，可以准确反映肠道

内炎症介质的释放情况以及炎症反应的程度。

本研究和其他研究均证实HO一1及其代谢产物

CO对炎症因子的释放有重要调节作用。有研究证

实，HO一1可以通过丝裂素活化蛋白激酶(MAPK)
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信号通路增加IL一10含量，抑制TNF—a表达，减轻

局部和远隔器官的炎症反应；其抗炎作用是通过

HO一1和CO互相诱导，共同参与抗炎反应的“正反

馈”过程J 4。15]。本研究发现，Glu能明显增强内毒素

血症大鼠肠组织的HO一1表达，减轻肠道中炎症反

应，较好地保护肠黏膜。

本研究提示，Glu对肠道损伤的部分保护作用

是通过诱导H0—1来实现的，H0—1基因位于人类第

22号染色体上。不同患者之间HO一1启动子含有的

GT重复数量变化在15～40之间，短启动子结构比

长启动子序列HO一1基础转录水平高2．5倍，且在

各种刺激因子作用下，只有具有短GT重复序列启

动子的患者容易诱导HO一1表达；GT重复序列>

30的患者对各种应激原刺激不敏感，HO—l的诱导

表达数量少，使机体的抗氧化能力减弱u 6。川。这个结

果一方面可以解释Glu在临床上治疗部分肠道损

伤患者疗效欠佳的原因；另一方面提示对于Glu疗

效欠佳的患者不宜一味增加Glu剂量，应该通过各

种方法增加HO一1含量才能更好提高治疗效果。
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心肌梗死患者早期置入复律除颤器与延迟置入相比在治疗方面并未显示出卓越性

对于发生急性心肌梗死(AMI)后病情较稳定的患者，如延迟置入植入型复律除颤器(ICDs)可降低其病死率，但在随机II缶

床试验中与晚期置入ICDs相比，早期置入ICDs并未显示出更高的生存率。最近加拿大学者对此进行了研究，研究人员选取

左心室功能障碍(射血分数<o．35)且近期(1周至1个月内)发生AMI患者作为研究对象，并随机分为早期ICD组(311例)

和延迟ICD组(342例)。结果发现，与延迟ICD组相比，早期ICD组患者心律失常致死风险减少[相对风险比值比(OR)为

0．33，95％可信区间(95％CI)O．15～o．713，但非心律失常致死风险增加(OR为1．70，95％口1．oO～2．80)；接受早期ICD治

疗的患者由于非心律失常原因年致死率为15．I％，而延迟ICD治疗患者为5．2％；早期ICD患者猝死率减少完全被非心律失

常致死亡增加而抵消。研究者得出结论：AMl早期应用ICD与延迟置入ICD的患者相比，虽降低了心肌梗死患者的早期猝死

率，但其非后期心律失常致死风险增加，从而抵消了早期应用ICD的优点。

刘先奇，方涛，编译自((Circulation》，2010-12—06(电子版)；胡森，审校
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