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Abstract
AIM: To explore the effect of glutamine (Gln) 
and dexamethasone (Dex) on the production of 
tumor necrosis factor alpha (TNF-α) and matrix 
metalloproteinase 3 (MMP3) in the liver of young 
rats with endotoxemia.

METHODS: Endotoxemia models were estab-
lished by intraperitoneal injection of lipopoly-
saccharide (LPS) in 88 18-day-old young wistar 

rats. The rats were then randomly divided into 
three groups: control group (C, normal saline 1 
mL/kg ip, n = 8), LPS group (L, LPS 4 mg/kg 
ip, n = 40) and treatment group (T, LPS 4 mg/kg 
ip, followed 1 hour later by Dex 5 mg/kg plus 
13.46% Gln 1 mL/kg ip, n = 40). The rats were 
sacrificed at 0, 2, 4, 6, 24 and 72 h. Liver was 
isolated, fixed and cut into slices to examine the 
protein expression of TNF-α and MMP3 by im-
munohistochemistry.

RESULTS: The protein expression of TNF-α in 
the L group gradually increased with disease de-
velopment, until it peaked at 6–24 hours, which 
was significantly higher than that in the control 
group (P < 0.01); it then slowly decreased until 
72 hours but was still higher than that in the 
controls (P < 0.05). The variation in the T group 
was paralleled to that in the L group but signifi-
cantly milder than that in the L group (P < 0.01). 
In the L group, the change in MMP3 was similar 
to that for TNF-α; the peak was at 24 hours, but 
at 72 hours, it was still higher than in the con-
trols (P < 0.01). In the T group, the production 
of MMP3 was significantly higher than that in 
the controls (P < 0.01), but significantly lower 
than that in the L group (P < 0.01). There were 
positive correlations between the expression of 
TNF-α and MMP3 during sepsis (L group, r = 
0.928; T group, r = 0.939).

CONCLUSION: Combination of Gln and Dex 
can prevent the damage and rebuilding of liver 
with sepsis by decreasing the productions of 
TNF-α and MMP3.
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摘要
目的: 通探讨谷氨酰胺(Gln)和地塞米松(Dex)

®

■背景资料
肝脏胶原纤维对
肝细胞及其周围
血管有维持形态
和支持的作用 , 
M M P是降解细
胞外基质的酶 , 
MMP活性与肝硬
化形成明显相关. 
已知地塞米松和
谷氨酰胺对脓毒
症引起的某些脏
器MMP过度合成
有抑制作用, 但在
肝脏中作用尚未
见报道. 
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对脓毒症肝损伤的保护作用.

方法: ip大肠杆菌脂多糖(LPS)制备幼年大鼠
脓毒症模型, 按照ip药物不同分为对照组(C, n  
= 8, ip生理盐水1 mL/kg); 内毒素组(L, n  = 40, 
ip LPS 4 mg/kg)，治疗组(T, n  = 40, ip LPS 4 
mg/kg 后1 h ip Dex 5 mg/kg+Gln 1 mL/kg), 在
注射内毒素后0 h(只限对照组), 2, 4, 6, 24 和
72 h取肝右叶, 采用免疫组化的方法测定肝组
织中肿瘤坏死因子(TNF-α)和基质金属蛋白
酶3(MMP3)蛋白质合成水平. 

结果: 与C相比, L组TNF-α蛋白质表达明显
高于对照组(P <0.01), 24 h达高峰, 72 h虽然
有所降低但仍明显高于对照组(P <0.05). T组
各时点TNF-α蛋白质表达均高于对照组，但
增高幅度明显低于L组(P <0.01), 与对照组相
比, L组MMP3蛋白质表达明显升高, 24 h达高
峰, 72 h有所降低, 但仍高于对照组(P <0.01); 
T组较L 组明显减低(P <0.01). L和T组肝脏组
织中TNF-α与MMP3改变均呈明显正相关(r  = 
0.928, r  = 0.939).

结论: 联合应用谷氨酰胺与地塞米松可以抑
制TNF-α和MMP3的合成, 从而减轻脓毒症幼
年大鼠的肝脏损伤和重塑.

关键词: 谷氨酰胺; 地塞米松; 基质金属蛋白酶3; 肝

脏重塑
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0  引言

肝脏胶原纤维对肝细胞及其周围血管有支持和

维持形态的作用, 一旦其胶原纤维代谢异常, 将
引起肝组织重塑, 肝脏纤维化, 进一步影响肝脏

的形态和功能. 脓毒症时可以有心、肺、肝等

多脏器功能衰竭, 此时是否伴有肝脏胶原纤维

的代谢异常, 尤其是是否存在肝脏形态的改变

目前尚未见相关报道. 肿瘤坏死因子(TNF-α)的
增加是脓毒症时引起多器官损害的关键, 地塞

米松(dexamethasone, Dex)在脓毒症时可以抑制

TNF-α以及NO[1]和IL-6的合成, 减少肝脏组织中

Toll样受体4的表达, 减少级联免疫反应而保护

肝脏[2], 谷氨酰胺(glutamine, Gln)作为自由基清

除剂也可以减少脓毒症小鼠的多器官损害和死

亡率[3], 但在脓毒症中是否对肝脏胶原代谢有保

护作用, 目前还没有相关报道. 观察Gln与Dex对
幼年大鼠脓毒症肝脏TNF-α以及胶原代谢的影

响, 从而为临床感染性休克的治疗尤其在肝脏

的保护方面提供一些理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 参照文献[4]建立幼年大鼠内毒素血症模

型, 选健康18日龄Wistar大鼠88只, 体质量28.1±4.9 g,  
不分雌雄, 由我院实验动物中心提供. 分组如下: 
对照组(Ctrl, n  = 8)ip生理盐水1 mL/kg; 内毒素

组(L, n  = 40, ip LPS 4 mg/kg); Gln与Dex治疗组

(T, n  = 40, ip LPS 4 mg/kg, 1 h 后ip 13.46 g/L Gln 
1 mL/kg+Dex 5 mg/kg). 各组于加LPS后0(仅限

于对照组), 2, 4, 6, 24及72 h分别取8只大鼠处死, 
分离肝脏右叶, 用冰盐水冲洗后放入0.1 mol/L 
PBS配制的40 g/L多聚甲醛中固定12-18 h, 常
规石蜡包埋, 切片, 用免疫组化方法测定TNF-α
和MMP3蛋白质的表达. 大肠杆菌精制内毒素

(LPS, Escherichia coli O55: B5)由美国Sigma公
司提供. TNF-α及MMP3抗体以及即用型试剂盒

由武汉博士得生物医学工程公司提供.
1.2 方法 将石蜡切片经常规脱蜡至水, 30 mL/L 
H2O2, 室温5-10 min灭活内源性酶. 热修复抗

原, 加5 g/LBSA封闭, 室温20 min, 甩去多余液

体, 不洗. TNF-α指标测定加稀释160倍的小鼠抗

TNF-α, 而MMP3指标测定加稀释160倍的小鼠

抗MMP3, 37℃, 60 min, 加生物素化山羊抗小鼠

IgG, 37℃, 20 min, 加SABC, 37℃, 20 min, PBS洗
4次, 每次5 min. DAB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. 各
时点随机取8张组化染色片, TNF-α阳性者表现

为肝细胞质内棕黄色颗粒, MMP3阳性表现为在

肝肝血管周围以及肝细胞周围有棕黄色颗粒沉

积, 在8张切片上随机选取24个视野照相, 采用

日本产Olympus摄像系统和MetaMorph/BX41型
图像数据分析系统测定积分吸光度值(Integrated 
A  Total, IA T), 再随机取3个测定的数据计算其平

均值作为1个统计数据, 每个时点共取8个统计

数据再进行数据分析.
统计学处理 采用SPSS11.0数据分析软件系

统, 数据均以(mean±SD)表示, 各组间比较采用

Dunnett t检验, P <0.05为显著性差异. TNF-α与
MMP3的关系采用相关回归方程表示.

2  结果

2.1 脓毒症幼年大鼠肝脏T N F-α的表达(表1) 
L组肝脏T N F-α表达明显高于对照组(图1A, 

■创新盘点
有研究证实脓毒
症时肝脏细胞外
基质确实受到损
害, 另有研究报道
地塞米松和谷氨
酰胺分别在脓毒
症时对小肠、心
脏的损害有保护
作用, 本文首次将
其合用作保护大
鼠肝脏损害的药
物, 取得了满意的
效果.
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P <0.001), 24 h达高峰(图1B), 72 h虽然有所恢复

但仍强于对照组(P <0.05). T组TNF-α表达趋势

与LPS组一致, 但明显低于L组(图1C, P <0.01). 
本实验中可以观察到肝脏大体标本在脓毒症

时, 其表面可以见到点状坏死, 镜下也可以证

实确有灶性坏死(图1D). 脓毒症幼年大鼠肝脏

MMP3表达: 脓毒症幼年大鼠肝脏从2组各个时

间点表达均强于0 h对照组(图2A); L组最高点

在24 h(图2B), 其增高趋势与该组TNF-α增高趋

势一致, 到72 h虽然呈现下降趋势但仍高于对照

组, 差异有显著(P <0.01). T组MMP3表达趋势于

L组一致, 但明显低于L组(P <0.01, 图2C). LPS组
TNF-α与MMP3相关系r  = 0.928, 相关回归方程

为: Y  = 1.059X+7.625; 而治疗组r  = 0.939, Y  = 
1.467X+3.419.

3  讨论

基质金属蛋白酶(MMP)是一组由不同类型细胞

分泌的依赖钙离子并且与锌离子结合的酶,他可

以降解所有的细胞外基质成份[5-6]. 在生理状态

下, MMP以无活性的MMP酶原的形式被分泌到

细胞外, 很多神经激素、肾上腺皮质激素、细

胞因子(尤其是白介素-1, 肿瘤坏死因子α和β)还
有细胞外基质金属蛋白酶成份可以影响MMP3
的基因传递[7], MMP3的调节包括MMP3的合成

和酶原的激活, 此外内源性基质金属蛋白酶组

织抑制因子的抑制也参与了这一病理过程[8]. 一
旦这种调节失衡, 将会导致组织结构重塑, 引发

很多疾病, 如: 关节炎、炎症反应、肿瘤的发

生与转移等[9-18]. 酒精中毒性肝炎、乙型、慢性

肝损伤和丙肝通过MMP活性增强, 导致肝脏细

胞坏死增加以及肝细胞周围具有支持功能的

胶原纤维的降解增加, 均有可能导致肝脏的形

态和结构改变(肝硬化)[19-22], 本研究中脓毒证时

MMP3合成明显增加, 那么推测脓毒症后幸存

表  1  脓毒症幼年大鼠肝脏TNF-α和MMP3的表达(n = 8, mean±SD, ×103)

     
分组                                     0 h                    2 h                      4 h                      6 h                    24 h                     72 h

TNF-α         L             1.1±0.3        12.9±1.4d        31.5±3.5d        46.8±3.0d        55.4±4.7d          23.8±3.6d

                    T              1.1±0.3           8.3±0.5da        18.9±1.3da        25.9±2.3da        31.3±2.5da        18.9±2.0da

MMP3         L              1.6±3.0         23.2±2.2d        33.4±3.2d        55.2±3.2d        65.1±3.4d         48.9±2.1d

                    T              1.6±3.0         19.6±1.9da        22.9±1.7da       42.2±2.9da        47.4±2.8da        40.0±2.7da

aP<0.05 vs  L组; dP<0.01 vs  0 h.

图  1  幼年大鼠肝细胞TNF-α表达(SABC×100). A: 正常; B: 脓毒症24 h; C: 脓毒症治疗组24 h; D: 脓毒症72 h.

A

DC
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■应用要点
地塞米松已广泛
用于临床抑制炎
症反应, 谷氨酰胺
在心肌缺血再灌
注损伤的防治中
作用也比较突出, 
进一步了解二者
的作用机制有望
成为脓毒症脏器
损伤的保护剂.
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的大鼠有可能发生肝脏重塑. 对已经受损的肝

脏组织, 重组人肝脏再生细胞因子可以促进其

MMP3的表达[23]. 此外LPS 还可以使小肠上皮细

胞凋亡增加[24], 而同时有增生作用的细胞核抗原

表达减少[25], 使小肠的屏障作用降低. TNF-α是
引起多脏器损害的主要细胞毒性因子, 他可以

增加肝脏细胞的凋亡和坏死以及MMP3表达增

强, 同时还可以通过诱导NO合成酶, 合成过量的

NO, 使血管内皮损伤, 抑制呼吸链电子传递而引

起肝细胞的损害并促进血清IL-8分泌以及抑制血

清IL-10 的分泌[26], 从而延缓损伤组织的修复. 
Dex为糖皮质激素, 可以抑制细胞因子的

合成, 广泛应用于减轻炎症反应. 有报道12-氧-
十四烷佛波醇-13-醋酸盐能促进野生型MMP3
转录活性, 后者有较高的促进人类结肠癌基因

的表达, Dex可钝化其促进野生型MMP3转录

活性的作用, 使直肠癌症发生率降低, 小剂量的

糖皮质激素就可以抑制MMPs的合成[27]. IL-1和
TNF-α可以诱导人类齿龈以及关节滑膜细胞的

MMP3表达Dex可以抑制这种表达[28], 我们也证

实了用Dex治疗组其肝内TNF-α与MMP3的合

成均较LPS组明显减轻, 而且二者的变化趋势一

致, 说明二者有一定的相关性. 
由于Dex的副作用较大, 临床医生在应用时

往往会产生一些顾虑, 因此人们在不放弃应用

糖皮质激素的同时, 又在努力寻找另外的在抗

炎方面与之有协同作用且副作用较小的药物. 
近年来已经有报道观察到规律进食Gln可以保

持小肠基底膜的完整性, 减少其分解[4], ip Gln也
可以减轻内毒素对小肠的损伤[29]. 对肿瘤细胞, 
Gln能够使其对TNF-α的敏感性增强而凋亡[30]. 
本人在以往的研究中也同样发现Gln能够通过减

轻内毒素对心肌收缩蛋白合成的抑制作用[31]和

减少心肌重塑[32]保护心肌收缩功能, 从而保护内

毒素血症大鼠的脏器损伤. 本试验中Gln与Dex
有协同作用, 在脓毒症发生至72 h之内, 均能使

肝脏的TNF-α以及MMP3合成减低, 说明Gln对
维持肝细胞的形态和功能可能有一定的保护

作用. 
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■同行评价
本文研究了谷氨
酰胺和地塞米松
对脓毒症幼年大
鼠肝脏的作用, 研
究目的明确, 方法
使用恰当, 引用的
参考文献较新, 有
一定的学术价值.


