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谷氨酰胺对脓毒症大鼠血清免疫刺激性的影响

薛 瑛，王学敏，梁梦凡，黄炎哲，江伟，周 明

(I-海交通大学附属第六人民医院，上海200233)

【摘要】目的观察脓毒症大鼠血清对RAW264．7细胞的免疫刺激作用及谷氨酰胺(Gln)的影响，并探

讨其保护作用的机制。方法SD大鼠18只，随机分为假手术组(sham组)、脓毒症组、Gln处理组(GLN组)。采

用盲肠结扎穿孔术(CLP)制备大鼠脓毒症模型，术后即刻从尾静脉注射Gin 0．75 g／kg(GLN组)或等量生理

盐水(sham和脓毒症组)。3组均于术后6 h采血并取肺组织，并将血清与RAW264．7细胞孵育4 h后收集上清

液。鲎试剂法定量测定血浆内毒素浓度；比色法检测血浆D一乳酸和血清Gln水平；酶联免疫吸附法(ELISA)测

定肺组织及血清作用于RAW264．7细胞后上清液中肿瘤坏死因子一a(TNF—a)和白细胞介素一6(IL一6)水平。结

果 3组血清Gin浓度无明显差异。GLN组血浆D一乳酸和内毒素水平明显低于脓毒症组[D一乳酸：(2．04士

0．13)mg／L比(5．08士0．47)mg／L；内毒素：(0．011士0．003)mg／L比(5．085士1．647)mg／L，P均<o．01]。

脓毒症组血清刺激内毒素激活的RAW264．7细胞释放炎症因子明显高于sham组，GLN组明显低于脓毒症组

(P<O．05或P<O．01)，而GLN组与sham组比较差异无统计学意义。GLN组肺组织匀浆中TNF一口浓度明显

低于脓毒症组[(31．01士14．23)／-g／L比(80．18士26．27)／-g／L，P<O．013。结论脓毒症大鼠血清对巨噬细胞

释放炎症因子有明显的促进作用，而Gin可抑制脓毒症血清的该作用，这可能与Gln改变肠道通透性有关。
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[Abstract]Objective To investigate the effects of serum in rats with sepsis on RAW264．7 macrophage

immunostimulation，the influence of glutamine(GIn)on the serum and the protective effects of GIn on the

organism．Methods Eighteen Sprague—Dawley(SD)rats were randomly divided into three groups：sham

operation group(sham group)，sepsis group and Gin—treatment group(GLN group)．The septic model was

established by cecal ligation and puncture(CLP)．After operation，Gin 0．75 g／kg(GLN group)or saline

(sham and CLP groups)was immediately injected into a tail vein．Serum and lung tissue were collected at 6

post—operative hours in these three groups，and the supernatant was collected after RAW264．7 macrophages

were incubated in the serum for 4 hours．The concentration of endotoxin(LPS)in plasma was detected by

limulus test I the levels of D—lactate in plasma and Gln in serum were detected by speetrophotometric assay．

The level of tumor necrosis factor一口(TNF—a)and interleukin一6(IL一6)in lung tissue and the supernatant

collected as the method above was detected by enzyme linked immunosorbent assay(ELLSA)．Results There

was no difference of Gln concentration in serum in the three groups．In GLN group，the plasma concentrations

of D—lactate and LPS were significantly lower than those in CLP group[D—lactate：(2．04士0．13)mg／L vs．

(5．08士0．47)mg／L，LPS：(0．011土0．003)mg／L vs．(5．085士1．647)mg／L，both P<0．01]．

The serum of CLP group stimulated the RAW264．7 macrophages activated by LPS to release higher cytokines

than those in sham group，while in the GLN group，the cytokines released were remarkably lower than those

in CLP group(P<O．05 or P<0．01)，but there was no difference between GLN group and sham group．The

concentration of TNF—a in lung tissue homogenate of GLN group was significantly lower than that in CLP

group((31．01士14．23)pg／L vs．(80．18±26．27)pg／L，P<0．01]．Conclusion The serum of rats with

sepsis can apparently improve the effect of maerophage to release eytokines，and Gln may inhibit this serum

action．The mechanism is probably related to the change of intestinal permeability by Gln．
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谷氨酰胺(Gln)为半必需氨基酸，是免疫细胞

和肠道组织最重要的能源物质。脓毒症可造成血中

Gln浓度明显下降，大量研究均证实脓毒症时补充

Gln可降低感染等并发症的发生率和病死率，改善

患者预后[1-2]。在危重病患者血中Gln缺乏与疾病严

重程度及临床预后有关，且血Gln水平下降对机体

免疫和脏器功能有一定影响口]。但是关于Gin体内

保护作用的具体机制还不清楚。脓毒症时肠道通透

性升高，使得肠道释放某些毒性物质或细胞因子进

入血液循环，进而影响到全身炎症反应。而Gin可

改善肠屏障功能，降低肠道通透性。因此，我们怀疑

Gln抑制机体炎症反应的作用可能主要与其减少肠

道释放某些毒性物质或细胞因子进入血液循环有

关。但Gin的保护机制尚未得到证实。本实验中观

察脓毒症大鼠血清对RAW264．7细胞释放炎症因

子的刺激作用及Gin处理后血清该种作用的改变，

并探讨Gln抑制机体炎症反应的机制。

l材料与方法

1．1动物模型制备及分组：18只雄性SD大鼠(由

复旦大学实验动物科学部提供)，体重200"-,250 g，

适应性饲养1周后实验。按随机数字表法分为假手

术组(sham组)、脓毒症组、Gln处理组(GLN组)，

每组6只。腹腔注射戊巴比妥(50 mg／kg)全身麻

醉。按Singleton等[4]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(20 ml／kg)，补充

术中液体丢失。术后10 rain内，经尾静脉注射Gln

0．75 g／kg(GLN组)或等量生理盐水(sham和脓毒

症组)，谷氨酰胺一丙氨酸由无锡华瑞制药有限公司

生产(批号：0610175—01)。于术后6 h麻醉大鼠，心

脏采血，血液静置30 rain后离心收集血清，部分血

液肝素抗凝处理后离心收集血浆，一80℃保存。取大

鼠肺组织200 mg加1 ml细胞裂解液匀浆后离心，

收集上清液，一80℃保存。

1．2体外细胞培养及处理方法：取小鼠腹腔巨噬细

胞株RAW264．7(购自中国科学院细胞研究所)，用

2 mmol／L Gln、体积分数为10％胎牛血清和1％青

链霉素的Dulbecco改良Eagle培养基(DMEM)在

37℃的CO。培养箱中培养。取对数生长期的细胞

(5×105)接种于24孔板中。将细胞分为两组，一组

加人含100 pg／L的内毒素(Sigma，美国)，无Gin、

无血清培养液；另一组加入等量培养液；两组再分别

加入等量各组大鼠血清，总体积500 td。于4 h后收

集细胞上清液，一80℃保存。

1．3检测指标及方法：①D一乳酸测定：按Brandt

等Is]描述的方法检测血浆D一乳酸水平。②内毒素测

定：采用改良过氯酸法预处理血浆，偶氮显色法鲎试

剂测定血浆内毒素浓度[6]。③G1n测定；按照试剂盒

(南京建成生物有限公司)说明测定血清中Gln含

量。④细胞因子测定：严格按照酶联免疫吸附法

(ELISA)试剂盒(R&D，美国)说明书操作。

1．4统计学方法：使用SAS 8．0软件进行统计学

分析，计量资料以均数±标准差。士s)表示，采用单

因素方差分析和Duncan检验，P<0．05为差异有

统计学意义。

2结 果

2．1血浆D一乳酸水平(表1)：脓毒症组血浆D一乳

酸水平明显高于GLN组和sham组(P均<o．01)，

GLN组和sham组间差异无统计学意义(尸>0．05)。

表1各组大鼠血中D一乳酸、内毒素、Gin

及肺组织TNF．a水平比较(；士s)

组别警血豢酸衅(rag蟪／L)索蝴Gin(retool／L)肺乏三≯敷 (mg／L) (flg／L)

注：与sham组比较，6P<O．01，与脓毒症组比较，8P<O．01

2．2血浆内毒素水平(表1)：脓毒症组血浆内毒素

浓度显著高于sham组，而GLN组内毒素浓度显著

低于脓毒症组(P均<0．01)，GLN组与sham组间

差异无统计学意义(P>0．05)。

2．3血清Gin浓度(表1)：sham、脓毒症和GLN

组问Gln含量差异均无统计学意义∽均>o．05)。

2．4肺组织肿瘤坏死因子一a(TNF-a)浓度(表1)：

脓毒症组肺组织TNF—Q浓度显著高于sham组，而

GLN组显著低于脓毒症组(P均<0．01)，GLN组

与sham组差异无统计学意义(尸>o．05)。

2．5 Gln对脓毒症大鼠血清刺激RAW264．7细胞

炎症因子分泌的影响(图1)：在非内毒素激活的

RAW264．7细胞加入sham组大鼠血清后TNF-a

释放处于低水平，加入脓毒症组大鼠血清后TNF—a

释放明显增加(P<o．05)，而加入GLN组大鼠血清

后TNF—a释放较脓毒症组下降。在内毒素激活的

RAW264．7细胞加入脓毒症组大鼠血清后TNF—a

释放较sham组显著升高，而加入GLN组大鼠血清

后TNF—a浓度较脓毒症组明显下降(P均<O．01)，

GLN组与sham组无明显差异。在非内毒素激活的
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RAW264．7细胞加入sham、脓毒症与GLN 3组大

鼠血清后自细胞介素一6(IL一6)的释放均处于低水

平。在内毒素激活的RAW264．7细胞加入脓毒症组

大鼠血清后IL一6的释放较sham组显著增加，而加

入GLN组大鼠血清后IL一6较脓毒症组明显下降

(P均<0．05)，GLN组与sham组无明显差异。

脓毒症 GLN

组别

注：与sham组比较，‘尸<o．05，5P<0．01-与脓毒症组比较，

cPd0．05，ap<o．Ol

圈1内毒蠢激活的RAW264．7细胞对各组大曩血清中

TNF—a及IL一6浓度的影响

3讨论

本实验结果显示，脓毒症大鼠血清可刺激内毒

素激活的RAW264．7细胞释放TNF—d。Gin可逆转

血清的此种作用，同时大鼠肺组织中TNF-a的含量

也显著减少，并伴有肠道通透性的明显降低。脓毒症

时肠道不但是靶器官，而且也是推动脓毒症发展的

重要因素。肠道通透性升高可能伴有大量肠源性毒

性物质及肠细胞分泌的炎症因子进入血液循环，从

而加剧机体的炎症反应及组织器官的损伤。而Gln

可改善肠屏障功能，降低肠道通透性，抑制机体炎症

反应。但是Gln改善肠屏障功能到减轻全身炎症反

应的具体途径仍不清楚。脓毒症大鼠血清刺激非内

毒素激活的RAW264．7细胞，其释放的TNF-a轻

度升高，而GLN组的血清则无此种作用。该作用可

能与脓毒症组大鼠血清中含有较高浓度的内毒素有

关。我们进一步用各组大鼠血清去刺激内毒素激活

的RAW264．7细胞，结果显示，脓毒症组血清可显

著增加RAW264．7细胞的TNF—a分泌量，而GLN

组血清则明显抑制RAW264．7细胞释放TNF—a。

由于激活RAW264．7细胞所使用的内毒素浓度为

100 pg／L，远远大于血清中原有的内毒素浓度，因

此3组培养液中内毒素浓度差异是不明显的。而

3组RAW264．7细胞释放TNF—a差异显著，该结果

提示内毒素并非是引起这种差异的主要原因，而可

能是由其他肠源性毒性物质或肠上皮细胞分泌的细

胞因子引起，但该物质具体是什么尚不清楚，它可能

不是某一种物质而是某一类毒性物质或细胞因子。

以往的实验也提示Gln抑制炎症介质释放与肠上

皮细胞分泌某种因子有关口]。同时脓毒症组肺组织

中TNF—a显著升高，而GLN组显著降低，该结果与

血清刺激RAW264．7细胞的结果一致。远端器官的

这种变化可能与含有毒性物质的血清刺激远端器官

内的免疫细胞有关。

我们关注的另外一个问题是导致不同组大鼠血

清免疫刺激性差异如此大的原因是什么。因此我们

测定了血清中的Gln水平，结果显示3组间Gln浓

度差异无统计学意义，与以往实验结果[8]一致。

有实验显示高浓度的Gln可通过增加免疫细

胞热休克蛋白72(HSP72)表达来抑制其炎症因子

释放，而本实验中3组血清Gln水平无差异，提示

Gln浓度不是引起大鼠血清免疫刺激性差异的原

因。由于我们采用的是CLP模型，因此也有可能是

渗出的肠毒性物质直接渗透进入血液循环中。但不

同组间大鼠血清内毒素含量差异很大，很难解释

Gln可直接干扰局部毒性物质通过毛细血管进入血

液循环。因此我们考虑血中内毒素浓度的巨大差异

是由肠通透性不同导致的，局部毒性物质直接渗入

血液并非是引起血清免疫刺激性差异的主要原因。

D一乳酸是肠道固有细菌的代谢终产物，血中的

D一乳酸主要来源于肠道，其水平变化与肠黏膜屏障

功能密切相关。本实验结果显示，GIn处理改善了肠

屏障功能，降低肠道通透性，这可能是G1n降低脓

毒症大鼠血清免疫刺激性的原因，本实验结果与田

辉等凹1报道的临床结果相符合。以往的实验显示失

血性休克大鼠肠屏障功能的改变可引起肠系膜淋巴

液细胞毒性改变[1川，进而对全身组织细胞产生毒性

作用，本实验还发现Gln可通过改善肠屏障功能而

降低肠系膜淋巴液的细胞毒性作用(数据未显示)。

因此我们想知道血清中的毒性物质是直接来源于肠

道，还是间接通过淋巴液进入血液循环中，还正在实

验中。

以往实验显示失血性休克大鼠的肠淋巴液细胞

毒性有显著改变，但其血清对内皮细胞的毒性作用
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无显著变化。而本实验显示脓毒症大鼠血清的免疫

刺激性显著增加，造成该差异的主要原因是所采用

的动物模型不同。失血性休克模型的全身炎症反应

轻微，可能不足以引起血清免疫刺激性改变。而

CLP模型腹腔炎症反应剧烈，可见到大鼠肠壁发生

严重的充血水肿。因此肠屏障功能的降低可能更为

明显，肠上皮细胞释放更多毒性物质或细胞因子进

入血液循环，造成血清免疫刺激性的改变。

在我们以往的研究中发现，体外条件下Gln虽

然可诱导巨噬细胞表达HSP72，却不足以抑制其释

放炎症因子[1¨。该研究显示Gln在体内抑制炎症反

应还存在HSP72诱导以外的其他机制。而本实验证

实了Gin可通过降低肠道通透性，抑制脓毒症时血

清的免疫刺激性，并可能借助该机制进一步抑制全

身炎症反应，该发现也合理解释了Gln改善肠屏障

功能与其抑制全身炎症反应的关系和具体途径。

综上所述，脓毒症时肠道通透性的改变可引起

血清免疫刺激性改变，可能激活免疫细胞释放大量

炎症因子。而静脉注射Gln可降低肠道通透性，减

少肠源性毒性物质进入血液中，从而减轻血清的免

疫刺激作用。该发现为我们深入理解脓毒症的发病

机制以及Gln对脓毒症全身炎症反应的抑制作用

和组织、器官的保护作用提供了一条有益的思路。
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1.期刊论文 刘敬臣.王海棠.王维.LIU Jing-ehen.WANG Hai-tang.WANG Wei 丙氨酰谷氨酰胺对脓毒症大鼠肺损伤

的保护作用 -中南大学学报(医学版)2008,33(12)
    目的:探讨丙氨酰谷氨酰胺对脓毒症大鼠急性肺损伤的保护作用及其机制.方法:静脉注射内毒素(LPS)3 mL(6 mg/kg)复制大鼠脓毒症急性肺损伤模型

,40只健康wistar大鼠,分为4组,即对照组(静脉注射等量生理盐水28 mL/kg)、内毒素组[先后静脉注射生理盐水25 mL/kg和内毒素3 mL/kg(6 mg/kg)]、

丙氨酰谷氨酰胺治疗组[先后静脉注射4.5%力太(丙氨酰谷氨酰胺注射液)25 mL/kg和内毒素3 mL/kg(6 mg/kg)]、谷氨酰胺治疗组[先后静脉注射3%谷氨酰

胺25 mL/kg和内毒素3 mL/kg(6 mg/kg)].在静脉注射前(T0),注射后6 h(T1),各抽血1 mL.注射6 h后,处死大鼠,用ELISA法测定各时点血清TNF-α,IL-

1β,IL-8的浓度,测定肺组织湿/干重比、支气管肺泡灌洗液的总蛋白浓度,光学显微镜下观察肺组织病理改变,原位TUNEL技术进行肺组织细胞凋亡检测分

析.结果:与LPS组比较,丙氨酰谷氨酰胺治疗组、谷氨酰胺治疗组的肺组织湿/干重比、支气管肺泡灌洗液的总蛋白浓度,血清TNF-α,IL-1β,IL-8浓度明

显降低(P<0.05);丙氨酰谷氨酰胺治疗组、谷氨酰胺治疗组的肺组织损伤程度明显减轻而且凋亡指数也较LPS组显著降低(P<0.05).结论:静脉给予丙氨酰

谷氨酰胺对脓毒症大鼠急性肺损伤有保护作用.

2.学位论文 邹子俊 脓毒症大鼠肺血管内皮细胞的变化及谷氨酰胺对其保护作用的研究 2009
    研究目的：

    本研究通过建立脓毒症大鼠模型，测定各组大鼠肺组织含水量、肺血管内皮细胞(vascular endothelial cell，VEC)凋亡的变化、肺VEC细胞间黏附

分子-1(intercellular adhesion molecule-1，ICAM-1)和E—选择素蛋白表达的变化，以及肺组织ICAM-1和E—选择素mRNA表达的变化，观察肺VEC病理
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形态学的变化；探讨谷氨酰胺对脓毒症大鼠肺VEC的保护作用及其可能的机制。

    材料与方法：

    1、实验分组

     SD大鼠56只，随机分成3组：对照组(18只)、脓毒症组(18只)和治疗组(18只)。用静脉注射给药方法，脓毒症组注射脂多糖

(Lipopolysaccharide，LPS)4mg/kg；治疗组注射LPS4mg/kg+谷氨酰胺0.3g/kg；对照组注射生理盐水。各组动物按照观察时间点平均分为造模后6h、

12h和24h各3个亚组。

    2、模型制作

    用0.1％的戊巴比妥钠4ml/kg作腹腔内注射麻醉后，将大鼠于仰卧位固定。于右侧大腿作纵切口找到股静脉。用静脉注射给药方法，注射

LPS4mg/kg，制备脓毒症动物模型。

    3、检测指标和方法

    在造模后6h、12h和24h时点处死相应实验组的大鼠，快速分离左肺组织，测定其肺组织含水量。快速分离右肺下叶经4％多聚甲醛固定12～16h，制

成石蜡切片，H．E染色，光学显微镜下观察标本形态学变化；进行免疫组织化学染色检测肺VEC ICAM-1和E—选择素蛋白的表达；进行Hoechest33258染

色法观察肺VEC的凋亡。分离右肺中叶，应用RT—PCR方法检测ICAM-1和E—选择素mRNA的表达。分离右肺上叶，组织切块(约1mm×1mm×2mm)投入2.5％戊

二醛固定液固定后，电镜观察。

    4、统计学处理

    本研究的数据采取SPSS13.0软件包进行统计学处理，实验资料均以均数±标准差(-x±S)表示；多组间比较用方差分析；对于不同处理组的两两比较

，主要利用了LSD—t法检验。以p<0.05为差异具有统计学意义。

    结果：

    1、肺组织含水量

    在6h和12h时点各组肺组织含水量无显著差异(p>0.05)；在24h时点各组肺组织含水量，脓毒症组>治疗组>对照组，各组肺组织含水量有显著差异

(p<0.01)。

    2、肺VEC凋亡的变化

    在6h、12h和24h时点上，脓毒症组大鼠肺VEC凋亡多于治疗组(p<0.05)和对照组(p<0.01)；治疗组大鼠VEC凋亡多于对照组(p<0.01)。脓毒症组和治

疗组随着建模时间的延长，VEC凋亡逐渐增加；各时点之间比较，差异有统计学意义(p<0.05)。

    3、肺VEC ICAM-1蛋白表达的变化

    在6h、12h和24h时点上，脓毒症组大鼠肺VEC ICAM-1蛋白的表达高于治疗组(p<0.01)和对照组(p<0.01)；治疗组大鼠肺VEC ICAM-1蛋白的表达高于

对照组(p<0.05)。脓毒症组和治疗组随着建模时间的延长，ICAM-1蛋白的表达逐渐增高，24h达到高峰；各时点之间比较，差异有统计学意义(p<0.05)。

    4、肺VEC E—选择素蛋白表达的变化

    在6h和12h时点上，脓毒症组大鼠肺VEC E—选择素蛋白的表达高于治疗组(p<0.01)和对照组(p<0.01)；治疗组大鼠肺VEC E—选择素蛋白的表达高于

对照组(p<0.05)。在24h时点各组之间E一选择素蛋白的表达差异无统计学意义(p>0.05)。脓毒症组和治疗组E—选择素蛋白的表达6h达到高峰，12h回落

，24h基本与对照组在同一水平；各时点之间比较，差异有统计学意义(p<0.05)。

    5、肺组织ICAM-1 mRNA表达的变化

    在6h、12h和24h时点上，脓毒症组大鼠肺组织ICAM-1 mRNA的表达高于治疗组(p<0.01)和对照组(p<0.01)，治疗组大鼠肺组织ICAM-1 mRNA的表达高

于对照组(p<0.05)。脓毒症组和治疗组随着建模时间的延长，ICAM-1 mRNA的表达逐渐增高，24h达到高峰；各时点之间比较，差异有统计学意义

(p<0.05)。

    6、肺组织E—选择素mRNA表达的变化

    在6h和12h时点上，脓毒症组大鼠肺组织E—选择素mRNA的表达明显高于治疗组(p<0.01)和对照组(p<0.01)，治疗组大鼠肺组织E—选择素mRNA的表达

明显高于对照组(p<0.05)。在24h时点各组之间E—选择素mRNA的表达差异无统计学意义(p>0.05)。脓毒症组和治疗组E—选择素mRNA的表达6h达到高峰

，12h回落，24h基本与对照组在同一水平；6h、12h和24h各时点之间比较，差异有统计学意义(p<0.01)。

    7、肺组织光镜下的变化

    对照组肺部组织结构正常。脓毒症组肺泡壁增厚及中性粒细胞浸润，毛细血管扩张，肺间质水肿，肺泡腔及小血管内红细胞聚集。随着建模时间的

延长，可见肺泡间隔增宽断裂，肺泡腔内可见大量的红细胞及中性粒细胞浸润。治疗组与脓毒症组相比，肺水肿及细胞浸润现象有明显的改善。

    8、肺组织电子显微镜下的变化

    对照组肺部组织结构正常，肺VEC形态正常。脓毒症组肺VEC内出现空泡、细胞器肿胀、细胞器溶解等坏死表现，以及核染色质边集、核碎裂、核膜

破裂等凋亡表现；同时可见肺微血管基底膜增厚，细胞间隙水肿，肺泡壁增厚及毛细血管扩张，肺间质水肿，红细胞及中性粒细胞浸润等表现。随着建

模时间的延长，上述表现逐渐加重，肺泡间隔增宽断裂，肺泡腔内大量的红细胞及中性粒细胞浸润。治疗组与脓毒症组相比，肺VEC坏死和凋亡比例相对

较少，肺水肿及细胞浸润现象相对较轻。

    结论：

    1.脓毒症组大鼠肺VEC的凋亡明显增加，肺VEC ICAM-1和E—选择素的表达明显增加，肺水肿和细胞浸润现象明显。

    2.谷氨酰胺治疗组较脓毒症组大鼠肺VEC的凋亡、肺VEC ICAM-1和E—选择素的表达明显减少，肺水肿和细胞浸润现象相对较轻。

    3.谷氨酰胺下调肺VEC ICAM-1和E—选择素的表达，可能是谷氨酰胺对脓毒症大鼠肺VEC具有保护作用的机制之一。

3.期刊论文 何志捷.邹子俊.HE Zhi-jie.ZOU Zi-jun 谷氨酰胺对脓毒症大鼠肺血管内皮细胞的作用 -中华急诊医

学杂志2009,18(9)
    目的 观察脓毒症大鼠肺血管内皮细胞(vascular endothelial cell,VEC)、细胞间黏附分子-1(intercellular adhesion molecule-1,ICAM-1)和E-

选择素的变化特点并探讨谷氨酰胺对其的作用.方法 将Sprague-Dawley(SD)大鼠56只随机分成对照组、脓毒症组和治疗组.实验地点在中山大学北校区动

物实验中心.脓毒症组注射脂多糖4mg/kg制备大鼠脓毒症模型,治疗组注射脂多糖4mg/kg和谷氨酰胺0.3g/kg,对照组不注射脂多糖.造模成功后,在6,12,24

h时间点分离大鼠肺标本,采用逆转录聚合酶链反应和免疫组织化学方法研究肺ICAM-1和E-选择素的表达;用Hoechest染色评价肺VEC凋亡;用电子显微镜观

察肺VEC.采取SPSS 13.0软件包进行统计学处理,统计分析方法采用方差分析法.结果 脓毒症组大鼠肺ICAM-1和E-选择素的表达与治疗组和对照组比较明

显增加(P＜0.01),治疗组ICAM-1蛋白和E-选择素的表达明显高于对照组(P＜0.05).脓毒症组和治疗组ICAM-1的表达24 h达到高峰,E-选择素的表达6 h达

高峰.脓毒症组大鼠肺VEC凋亡明显多于治疗组(P＜0.05)和对照组(P＜0.01);治疗组大鼠VEC凋亡明显多于对照组(P＜0.01).电子显微镜观察也得到证实

.结论 脓毒症大鼠肺ICAM-1和B选择素的表达明显增加,导致肺VEC的坏死和凋亡以及急性肺损伤的发生.谷氨酰胺对其有保护作用.

4.学位论文 梁梦凡 谷氨酰胺在脓毒症中保护作用的机制研究 2009
    目的：①探讨不同浓度谷氨酰胺(Gln)给予不同预处理后对小鼠腹腔巨噬细胞株RAW264.7热休克蛋白(HSP)72表达和细胞因子释放功能的影响。②观

察静脉注射Gln后，脓毒症大鼠肠淋巴液对RAW264.7细胞细胞因子释放功能和人脐静脉内皮细胞株HUVEC细胞活力的影响。③观察大鼠肠淋巴管结扎

(LDL)后，脓毒症大鼠血清对RAW264.7细胞细胞因子释放功能和HUVEC细胞活力的影响，探讨脓毒症大鼠血清对细胞的影响是否通过肠淋巴管途径。

    方法：⑴共同培养2 h45 min后，加入lipopolysaccharide(LPS)刺激，于0、1、4、12和24 h收集细胞及上清液；同时行热应激预处理45

min，37℃孵育2 h后加入LPS刺激4 h，收集细胞及上清液；同时行DON预处理，2 h45 min后加入LPS刺激4 h，收集细胞及上清液。ELISA法检测细胞上清

液细胞因子的浓度，Western blotting检测细胞HSP72蛋白表达。⑵采用盲肠结扎穿孔法制备大鼠脓毒血症模型，将SD大鼠随机分为假手术组(Sham)、脓

毒症组(CLP)、谷氨酰胺组(GLN)，并引流肠系膜淋巴液，术后即刻尾静脉注射Gln0.75 g/kg(GLN组)或等量生理盐水(Sham和CLP组)。收集术后5 h和6

h淋巴液，将不同处理组淋巴液分别与LPS激活或未激活的RAW264.7细胞共同孵育4 h，测定肠淋巴液、细胞上清液中TNF-α和IL-6的浓度，检测肠淋巴液

Gln水平。将不同处理组淋巴液分别与HUVEC细胞共同孵育8 h，CCK-8法检测细胞活力，PI/Hoechst双染色观察细胞形态。⑶采用盲肠结扎穿孔法制备大

鼠脓毒血症模型，将SD大鼠随机分为假手术组(Sham)、脓毒症组(CLP)、肠淋巴管结扎组(CLP+LDL)。收集术后第6 h血清，将不同处理组血清分别与

LPS激活或未激活的RAW264.7细胞共同孵育4 h，测定细胞上清液中TNF-α的浓度。将不同处理组血清分别与HUVEC细胞共同孵育8 h，CCK-8法检测细胞活

力。
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    结果：①LPS刺激后4 h，RAW264.7细胞均有HSP72表达，经8 mM Gln培养者较经0和0.5 mM Gln培养者HSP72表达显著增加(P<0.01)，而24 h时三者

HSP72表达差异无统计学意义(P>0.05)；Gln促进TNF-α释放，与Gln呈时间和浓度依赖关系；0.5 mM和8 mM组IL-6释放量在4h、12h较0 mM组显著增加

(P<0.01)，而两组间IL-6释放量无统计学差异(P>0.05)；8 mM组IL-10释放量在12h、24h时较0 mM组显著增加(P<0.01)。②CLP组与GLN组肠淋巴液TNF-

α和IL-6含量均明显高于Sham组(P<0.05)；在无LPS刺激下，三组间RAW264.7细胞释放INF-α和IL-6的差异不明显；LPS激活的RAW264.7细胞，CLP组淋巴

液可显著抑制其释放TNF-α和IL-6(P<0.05)， GLN组淋巴液可部分恢复RAW264.7细胞TNF-α的释放功能(P<0.05)。三组肠淋巴液中Gln浓度没有差异。

CLP组肠淋巴液可明显抑制HUVEC细胞活力(P<0.05)，GLN组肠淋巴液可部分改善其活力抑制(P<0.05)。③CLP组或CLP+LDL组血清可显著促进LPS激活或未

被LPS激活的RAW264.7细胞释放TNF-α(P<0.05)。CLP组或CLP+LDL组血清均可明显抑制HUVEC细胞活力(P<0.05)。

    结论：⑴Gln可诱导RAW264.7细胞表达HSP72，但并不足以抑制其TNF-α释放。除诱导HSP72表达外，Gln在脓毒症时调节机体炎症反应还可能存在其

他机制。⑵脓毒症大鼠肠淋巴液对LPS激活的RAW264.7细胞释放细胞因子功能及HUVEC细胞活力有明显抑制作用，Gln能部分减轻该抑制作用。⑶脓毒症大

鼠血清能促进RAW264.7细胞释放细胞因子并显著抑制HUVEC活力，而肠淋巴管结扎后并不影响脓毒症大鼠血清该作用，即脓毒症大鼠血清刺激RAW264.7细

胞释放细胞因子及抑制HUVEC细胞活力的作用是通过肠淋巴管以外的途径。

5.期刊论文 刘欢.LIU Huan 黄芪联合谷氨酰胺对脓毒症休克患者血浆一氧化氮二胺氧化酶的影响及意义 -中国急

救医学2009,29(11)
    目的 探讨黄芪与谷氨酰胺联用在脓毒症休克所致肠黏膜缺血/再灌注损伤时的保护作用.方法 选择2005-12～2008-10期间重症监护病房(ICU)符合诊

断标准的脓毒症休克患者69例,全部患者按2004年脓毒症诊治指南的规范集束治疗,包括早期目标液体复苏、抗生素治疗、呼吸机治疗、激素治疗、血糖

控制等.采用随机对照方法分为三组,各组均实施低热量肠外营养(TPN)治疗,A组为低热量常规TPN对照组,B组为加用谷氨酰胺组,C组为黄芪联合谷氨酰胺

组,分别于治疗前及治疗后第1、3、5、7天测定血浆一氧化氮(NO)水平、二胺氧化酶(DAO)活性,并记录急性生理学与慢性健康状况评分Ⅱ(APACHEⅡ),终

末观察指标为多器官功能障碍综合征(MODS)发生率、ICU住院时间、28 d病死率.结果 三组治疗前各指标比较差异均无统计学意义(P＞0.05).与A组比较

,C组治疗后NO水平进一步下降,第1、3、5天下降明显(P＜0.01);与B组比较,C组NO水平亦下降(P＜0.05),第7天比B组稍偏高,但两组比较差异无统计学意

义(P＞0.05).与A组比较,C组治疗后DAO活性逐渐下降,第3、5、7天下降明显(P＜0.01);C组DAO活性与B组比较差异亦有统计学意义(P＜0.05).与A组、B组

比较,C组治疗后APACHEⅡ评分、MODS发生率、28 d病死率均下降(P＜0.05).与A组比较,B组、C组ICU住院时间稍有缩短,但差异无统计学意义

(P＞0.05).结论 黄芪联合谷氨酰胺加强免疫营养治疗可保护脓毒症休克所致的肠黏膜损伤,并改善患者预后,这与抑制NO的大量产生有关.

6.期刊论文 尹海燕.王吉文.黄子通.YIN Hai-yan.WANG Ji-wen.HUANG Zi-tong 谷氨酰胺对脓毒症大鼠基质金属蛋

白酶及血栓调节蛋白基因表达的影响 -中国急救医学2009,29(6)
    目的 观察脓毒症大鼠血浆基质金属蛋白酶(MMP-9)、血栓调节蛋白(TM)浓度和TM基因表达的变化及研究谷氨酰胺(Gln)对其影响,以明确Gln对脓毒症

大鼠内皮细胞的保护作用.方法 采用内毒素(LPS)腹腔注射法制作脓毒症大鼠模型,大鼠随机分为对照组、LPS组及LPS+Gln组,每组再分为0、6、12、24

h亚组(n＝6),检测各时点血浆MMP-9及TM的浓度及心肌细胞TM mRNA的表达.对结果进行方差分析.结果 本研究显示,与对照组比较,在脓毒症后LPS组、

LPS+Gln组血浆MMP-9、TM的浓度逐渐升高,至12 h达到峰值,24 h有所下降(P<0.05),但LPS+Gln组升高幅度较LPS组明显减小(P<0.05).LPS组、LPS+Gln组

在术后TM mRNA表达水平均不同程度高于对照组, 12 h达到高峰(P<0.05),然后下降;LPS+Gln组升高幅度较LPS组明显下降(P<0.05).结论 脓毒症增加大鼠

血浆MMP-9及TM含量及上调TM mRNA基因的表达;脓毒症大鼠应用Gln进行干预治疗能够降低MMP-9及TM含量及抑制脓毒症早期组织的TM mRNA表达;Gln对脓

毒症血管内皮细胞具有保护作用.

7.学位论文 王侠 谷氨酰胺对老年脓毒症患者的临床疗效 2009
    目的：通过静脉对老年脓毒症患者应用丙氨酰—谷氨酰胺(Alanyl—glutamine，Aln—Gln)进行辅助营养支持，观察治疗后血生化、免疫学指标、人

体测量指标及相关预后指标，以探讨谷氨酰胺(glutamine，Gln)对老年脓毒症患者的临床疗效。

    方法：选择老年脓毒症患者共30例，随机分为谷氨酰胺治疗组(Gln group)和对照组(Control group)，每组各15例。两组患者均予脓毒症的常规治

疗及一般的营养支持[25—30kcal/(kg·d)]，在此基础上谷氨酰胺治疗组患者给予Aln—Gln100ml静滴，一天一次，连续7d。在营养治疗前及治疗后第

8天测定血生化、免疫学指标及人体测量指标。通过采用SPSS11.5软件对实验组与对照组，实验组内进行比较，计量资料以x±s表示，组间比较采用两个

独立样本t检验，组内比较，采用配对t检验。

    结果：患者在营养支持治疗7d后，Gln治疗组ALB、PALB指标较治疗前均有升高，差异有统计学意义(P<0.05)，对照组治疗前后比较差异无统计学意

义(P>0.05)。Gln治疗组患者经过营养支持治疗7d后，体液免疫功能指标及细胞免疫功能指标均较治疗前明显改善，IgG、IgA、IgM、淋巴细胞总数、总

T淋巴细胞CD3、T辅助淋巴细胞CD4、T辅助淋巴细胞CD4/抑制性淋巴细胞比值(CD4/CD8)指标较治疗前均有明显升高，差异均有统计学意义(P<0.05)。对

照组治疗前后比较仅有淋巴细胞总数较治疗前升高，差异有统计学意义(P<0.05)，其余各指标差异无统计学意义(P>0.05)。两组CRP、APACHEⅡ评分均较

治疗前下降(均P<0.05)，但Gln治疗组同对照组比较下降更为显著(P<0.05)。

    结论：将Aln—Gln应用于老年脓毒症患者的营养支持治疗，不仅能提供能量和促进蛋白质合成，同时具有调节细胞、体液免疫功能，提高临床疗效

，对老年脓毒症的预后起到积极作用。

8.期刊论文 刘敏丰.高志光.秦环龙.LIU Min-feng.GAO Zhi-guang.QIN Huan-long 生长激素和谷氨酰胺对脓毒症

大鼠细胞因子和氨基酸代谢的影响 -中国普外基础与临床杂志2006,13(5)
    目的 探讨谷氨酰胺(Gln)联合生长激素(GH)对脓毒症大鼠肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白介素-1(IL-1)、IL-6、皮质醇及三甲基组氨酸(3-MH)浓度和

氨基酸代谢的影响.方法 79只SD大鼠,随机取其中10只设为对照组,另69只用盲肠结扎穿孔法建立腹腔感染、颈静脉置管肠外营养(PN)模型后,将其中存活

超过6 d的大鼠30只均分为3组:脓毒症组、Gln组和Gln+GH组.第6 d处死动物,取门静脉血,用酶联免疫吸附法(ELISA)检测血清TNF-α、IL-1、IL-6和皮质

醇浓度;氨基酸自动分析仪检测血清氨基酸浓度;取大鼠趾长伸肌组织,采用高效液相色谱法检测骨骼肌组织中3-MH浓度.结果 血清TNF-α、IL-1、IL-6及

皮质醇浓度对照组均低于脓毒症组(P＜0.05,P＜0.01),Gln+GH组及Gln组均低于脓毒症组(P＜0.05,P＜0.01),Gln+GH组亦低于Gln组.与对照组相比,脓毒

症组血清总氨基酸浓度升高(P＜0.05),尤以谷氨酸和支链氨基酸明显(P＜0.05),Gln浓度明显降低(P＜0.05);Gln组和Gln+GH组与脓毒症组相比,血清总氨

基酸浓度降低(P＜0.05),尤以Gln+GH组降低明显(P＜0.05),Gln浓度明显升高(P＜0.05).骨骼肌组织中3-MH浓度以脓毒症组为最高,Gln组又高于Gln+GH组

(P＜0.01).结论 添加GH和Gln的PN,能降低细胞因子水平,改善氨基酸代谢.

9.期刊论文 袁媛.王学敏.薛瑛.江伟.YUAN Yuon.WANG Xuemin.XUE Ying.JIANG Wei 谷氨酰胺对脓毒症小鼠的保护

作用 -上海医学2009,32(1)
    目的 探讨谷氨酰胺对脓毒症小鼠炎性反应及生存率的影响.方法 昆明小鼠45只,随机分为假手术组(CON)、手术组(CLP)、谷氨酰胺组(GLN),每组

15只.采用盲肠结扎穿孔法(CLP)制备脓毒症模型,术后即刻尾静脉注射谷氨酰胺0.75 g/kg(GLN组)或等体积0.9%氯化钠溶液(CON和CLP组).6 h后每组各取

5只.收集血清,腹腔灌洗分离巨噬细胞.采用酶联免疫吸附试验(ELISA)测定血清和巨噬细胞中肿瘤坏死因子(TNF)-α、白细胞介素(IL)-6、IL-10水平;另

外每组各取10只观察术后5 d生存率.结果  CLP和GLN组血清中TNF-α、IL-6、IL-10水平均显著高于CON组(P值分别＜0.05、0.01);GLN组血清TNF-α水平

显著低于CLP组(P＜0.05),两组间血清IL-6、IL-10的差异均无统计学意义(P值均＞0.05).GLN组巨噬细胞中TNF-a、IL-6水平均显著低于CLP组(P值分别

＜0.01、0.05),3组问IL-10水平的差异无统计学意义(P＞0.05).GLN组小鼠的存活时间显著长于CLP组(P＜0.05).结论 谷氨酰胺可以抑制脓毒症小鼠的炎

性反应,降低其病死率.

10.学位论文 尹海燕 谷氨酰胺对脓毒症大鼠心肌细胞凋亡保护作用的研究 2009
    目的：研究脓毒症大鼠心肌细胞凋亡的变化及其与Bcl—2、Bax及Caspase—3基因及蛋白表达的关系：同时探讨谷氨酰胺(Gln)在脓毒症心肌损伤治

疗中的保护作用及机理。

    方法：采用内毒素(LPS)腹腔注射法制作脓毒症大鼠模型，大鼠随机分为对照组、LPS组及LPS+Gln组，再分为0h、6h、12h、24h亚组(n＝6)，以电镜

和光镜观察其心肌细胞凋亡变化，检测各时间点心肌细胞凋亡率(Tunel法)和Bcl—2、Bax及Caspase—3蛋白的含量，同时检测心肌Bcl—2、Bax及
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Caspase—3 mRNA表达。对结果进行方差分析和相关性统计分析。

    结果：LPS组大鼠心肌细胞凋亡率均明显高于对照组(P<0.05)：心肌细胞Bax蛋白表达术后6h降低(P<0.05)，之后高于对照组，而Bcl—2蛋白表达均

低于对照组(P<0.05)：Bax/Bcl—2蛋白表达比明显高于对照组(P<0.05)；Caspase—3蛋白表达水平显著高于对照组(P<0.05)；Bax mRNA、Bcl—2 mRNA和

Caspase—3 mRNA较对照组均明显上调(P<0.05)。LPS+Gln组与LPS组比较，心肌细胞凋亡率明显低于LPS组(P<0.05)；Bax蛋白表达下降(P<0.05)，而

Bcl—2蛋白却升高(P<0.05)；Bax/ Bcl—2蛋白表达比降低(P<0.05)：Caspase—3蛋白表达水平显著低于LPS组(P<0.05)：Bax mRNA、Bcl—2 mRNA和

Caspase—3 mRNA较LPS组均明显下调(P<0.05)。LPS组Bax/Bcl—2蛋白表达量与心肌细胞凋亡指数存在明显的直线正相关性

(r=0.8751，p<0.001，y=474.64x-110.59)。

    结论：

    1.心肌细胞凋亡可能是脓毒症心肌损伤的机制之一。

    2.Bcl—2抗凋亡基因及Bax、Caspase—3促凋亡基因及其蛋白的表达在脓毒症心肌细胞损害的发生发展中起极其重要的作用。

    3.Gln通过影响凋亡相关基因及蛋白表达而干预脓毒症心肌细胞的凋亡，可利用它对脓毒症进行早期干预，以改善脓毒症的预后。
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