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Abstract
AIM: To determine the effect of glutamine (Gln) 
on Toll-like receptor (TLR) 2 and 4 expression in 
rats with intestinal endotoxemia. 

METHODS: Twenty-four Wistar rat pups aged 
10 d were randomly divided into three groups: 
control (normal saline 1 mL/kg ip, n = 8), lipo-
polysaccharide (LPS) (LPS 5 mg/kg ip, n = 8), 
and Gln group (LPS 5 mg/kg + Gln 10 mL/kg 
ip, n = 8). The rats were sacrificed at 3 h after 
treatment. The small intestine was dissected for 
histological analysis, and expression of TLR2 
and TLR4 mRNA was detected by reverse 
transcription-polymerase chain reaction. TLR2 
and TLR4 protein expression was measured by 
Western blotting.  

RESULTS: TLR2 and TLR4 mRNA and protein 
were detected at a low level in the intestine of 
the control group (TLR2 mRNA 1.386 ± 0.04, 
TLR4 mRNA 9.872 ± 0.36, TLR2 protein 22.28 ± 
0.96, TLR4 protein 35.07 ± 0.17), but they were 
markedly increased at 3 h in the LPS group (TLR2 

mRNA 4.093 ± 0.90, TLR4 mRNA 16.706 ± 1.28, 
TLR2 protein 79.27 ± 3.16, TLR4 protein 65.18 ± 
0.46). In the Gln group, TLR2 and TLR4 mRNA 
and protein expressions were significantly de-
creased (TLR2 mRNA 3.055 ± 0.51, TLR4 mRNA 
3.920 ± 0.5, TLR2 protein 51.15 ± 1.84, TLR4 pro-
tein 43.25 ± 0.27). The intestinal injury was obvi-
ously relieved. 

CONCLUSION: TLR2 and TLR4 mRNA and 
protein expressions in the intestine of rats with 
endotoxemia are markedly inhibited by Gln, 
which led to relief of intestinal damage. 

Key Words: Lipopolysaccharide; Toll-like receptor; 
Glutamine; Reverse transcription-polymerase chain 
reaction; Western blotting

Jing K, Sun M. Effects of glutamine on Toll-like receptor 
2 and 4 expression in rats with intestinal endotoxemia. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(29): 3122-3126

摘要
目的: 探讨谷氨酰胺对TLR2、4表达的调节与
肠组织损伤的关系. 

方法: 将24只10日龄Wistar幼鼠随机分为对照
组(n  = 8)，ip生理盐水, 1 mL/kg; LPS组(n  = 8), 
ip LPS, 5 mg/kg; 谷氨酰胺组(n  = 8)，ip LPS 
5 mg/kg+谷氨酰胺10 mL/kg, 3 h后取肠组织, 
HE染色观察病理改变, RT-PCR检测肠组织
TLR2、4 mRNA的表达. Western blot检测TLR
蛋白表达. 

结果: 对照组TLR2、4 mRNA均较LPS组弱
(TLR2 mRNA: 1.386±0.04 vs  4.093±0.90, 
TLR4 mRNA: 9.872±0.36 vs  16.706±1.28, 
TLR2 蛋白: 22.28±0.96 vs  79.27±3.16, TLR4 
蛋白: 35.07±0.17 vs  65.18±0.46); 与LPS组
相比, 谷氨酰胺组TLR2、4mRNA和蛋白表
达明显下调(TLR2 mRNA: 3.055±0.51, TLR4 
mRNA: 3.920±0.5, TLR2蛋白: 51.15±1.84, 
TLR4蛋白: 43.25±0.27), 肠组织损伤明显 
减轻. 

结论: 谷氨酰胺通过抑制TLR2、4 mRNA的

®

■背景资料
TLR是能识别病
原微生物的免疫
受体, 通过信号转
导激发天然免疫
反 应 ,  导 致 组 织
损伤. 谷氨酰胺是
肠道重要的能源
物质, 能减轻病理
状态下肠黏膜的
损伤和改善肠黏
膜屏障的功能, 但
谷氨酰胺对肠黏
膜的保护作用与
TLR的关系尚未
见报道. 



荆科, 等. 谷氨酰胺对内毒素血症肠组织TLR2、4表达的影响                                                                                          3123

www.wjgnet.com

表达, 减轻肠组织的损伤. 
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合酶链反应; 免疫印迹
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0  引言

TLR(Toll-like receptor, TLR)是近年发现的一种

免疫受体, 是一种跨膜蛋白, 能识别病原微生物

或细胞壁成分, 通过信号转导激发天然免疫反

应[1-4], 引起细胞因子和炎症介质的释放, 导致组

织损伤. 谷氨酰胺(Glutamine, Gln)是肠道重要的

能源物质, 许多研究证实Gln能减轻病理状态下

肠黏膜的损伤和改善肠黏膜屏障的功能[5-6], 但
Gln对肠黏膜保护作用的机制并不十分清楚. 本
研究旨在探讨G ln对肠组织的保护作用是否可

以通过抑制TLR的表达而实现.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Wis ta r幼鼠24只, 日龄10 d, 
雌雄不限 ,  体质量为15-25  g ,  由中国医科大

学附属二院医学实验动物中心提供 .  许可证

号 :  S C X K(辽)2003-0009 .  实验试剂脂多糖

(LPS)(Escherichia coli O55: B5)购于Sigma公
司, TRIzol总RNA提取试剂购自美国Promega公
司, RT-PCR试剂盒、反转录和PCR扩增所需要

的酶及其他试剂购于大连宝生物工程公司(日
本TaKaRa公司), Western blot试剂TLR2兔抗鼠

IgG(一抗)购于日本Santa Cruz公司, TLR4兔抗

鼠IgG(一抗)购于武汉博士德生物工程有限公

司, 即用型SABC试剂盒及DAB显色剂均购于

武汉博士德生物工程有限公司. PCR引物根据

Medline数据库自行设计, 由上海英骏生物公司

合成.
1.2 方法 
1.2.1 分组和模型 将24只幼鼠随机分为对照组

(A组, n  = 8只), 给予生理盐水1 mL/kg ip; LPS组
(B组, n  = 8只), LPS(5 mg/mL)5 mg/kg ip; 谷氨酰

胺组(C组, n  = 8只), Gln 10 mL/kg(含谷氨酰胺

13.46 mg/100 mL)+LPS 5 mg/kg ip. 于ip后3 h处
死, 留取距回盲端0.5-1 cm左右回肠组织, 于液

氮速冻, 并转-70℃保存. 另取肠组织40 g/L甲醛

固定, HE染色, 观察肠组织病理改变.
1.2.2 应用RT-PCR检测TLR2、4 mRNA的表

达 TLR2、4引物序列(表1). 按TRIzo l总RNA
提取试剂说明书进行操作提取总RNA, 并经紫

外分光光度计测定, 计算提取物RNA浓度. 并
经反转录扩增cDNA. RT-PCR检测TLR2、4 
mRNA表达, 取cDNA 3 μL(1 μg), 10×Buffer 2 
μL, MgCl2 4 μL, 10 mmmol/L dNTPs 2 μL, 引物

100 ng, TagDNA多聚酶1 μL, 总体系20 μL. 循
环条件: 94℃预变性3 min, 94℃变性46 s, 退火

1 min(TLR2 51.5℃, TLR4 53.5℃, β-actin 55℃), 
72℃延伸80 s, 共35个循环, 72℃共延伸10 min. 
取PCR扩增产物20 g/L琼脂糖凝胶电泳, 用凝胶

成像系统及分析系统进行条带分析, β-actin作为

内参照, 标化各组TLR mRNA含量.
1.2.3 Western b lot测定TLR2、4蛋白表达 液
氮速冻肠组织解冻, 裂解液裂解, 提取总蛋白, 
并按改良Lowry法测定蛋白含量. 取总蛋白40 
μL, 加5×样品缓冲液, 100℃煮沸4 min, SDS-
PAGE电泳, 100 V电压转印至NC膜上, 将NC膜
浸泡在1×TBS中10 min, 用50 g/L牛血清白蛋

白封闭1 h, 1×TTBS冲洗膜两次, 加入TLR2、
4兔抗大鼠IgG抗体, 4℃过夜, 次日1×TBS洗膜

1次, 1×TTBS冲洗膜2次, 将NC膜浸泡于碱性

磷酸酶标记的羊抗兔抗体溶液中2 h, 1×TBS
冲洗膜两次, 显色液显色. 用GIS-2020型数码

凝胶图像分析系统进行吸光度扫描分析, 测定

样品灰度值.
统计学处理 数据均以mean±SD表示, 采

用SPSS10.0数据分析软件系统进行方差分析, 
组间比较采用LSD法检验, P <0.05为差异有显 
著性.

2  结果

2.1 肠组织病理改变 对照组肠绒毛完整, 上皮细

胞排列整齐, 杯状细胞少见, 无明显异常改变(图

■研发前沿
TLR是一种免疫
受体, 通过信号转
导介导免疫反应, 
引起细胞因子和
炎症介质的释放, 
导致组织损伤, 在
免疫反应中有明
显 的 高 表 达 .  因
此, 探讨保护剂在
重症感染和SIRS
时 ( 如 谷 氨 酰 胺
等)对TLR的作用
是研究减轻脏器
损伤 ,  避免MOF
发生发展的重点.

表  1  TLR2、4 mRNA及β－actin RT-PCR引物序列

     
引物名称                           引物序列

                                  扩增片

                                                                                              段(bp)

TLR2       F: 5'-CGC TTC CTG AAC TTG TCC-3'          286

               R: 5'-GGT TGT CAC CTG CTT CCA-3' 

TLR4       F: 5'-CCA GAG CCG TTG GTG TAT-3'         419

               R: 5'-GCC CTG TGA GGT CGT TGA-3'

β-actin   F: 5'-CAC CCT GTG CTG CTC ACC GAG 

               GCC-3'

               R: 5'-CCA CAC AGA TGA CTT GCG CTC      690

               AGG-3'                                                           
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1A). LPS组3 h后肠组织可见明显异常, 绒毛间质

可见有充血, 少许炎性细胞浸润, 水肿明显, 肠
上皮细胞排列紊乱, 细胞水肿, 未见杯状细胞(图
1B). Gln组见绒毛间质轻度充血, 无明显水肿, 细
胞轻度水肿, 杯状细胞明显增加(图1C).
2.2 TLR mRNA的表达 对照组TLR2 mRNA表达

较弱, LPS组TLR2 mRNA表达较对照组明显增

强(P <0.01), 谷氨酰胺组TLR2 mRNA表达明显

弱于LPS组(P <0.05, 表2, 图2A). TLR4 mRNA在

对照组有较弱的表达, LPS组TLR4 mRNA表达

较对照组显著上调(P <0.01), 谷氨酰胺组TLR4 
mRNA表达较LPS组明显下调(P <0.01, 表2, 图
2B).
2.3 TLR蛋白表达 Western blot检测见TLR2蛋白

在对照组表达较弱, LPS组TLR2蛋白表达较对

照组明显增强(P <0.01), 谷氨酰胺组TLR2蛋白

表达明显弱于LPS组(P <0.01, 表2, 图3A). TLR4

■创新盘点
有研究报道TLR
能引起炎症介质
释放, 导致肠黏膜
损 伤 ;  另 有 研 究
证实谷氨酰胺对
肠黏膜有保护作
用 .  本 文 首 次 探
讨谷氨酰胺对内
毒素血症时TLR 
mRNA和蛋白的
表达具有抑制作
用 ,  证 实 谷 氨 酰
胺可以通过抑制
TLR的表达对肠
黏膜起保护作用.

表  2  肠组织TLR2、4 mRNA/β-actin光密度及相应蛋白
值(mean±SD, n = 8)

     
指标	         对照组               LPS组                   Gln组

mRNA        

    TLR2	 1.386±0.04     4.093±0.90b     3.055±0.51bc 

    TLR4	 9.872±0.36   16.706±1.28b     3.920±0.5bd

蛋白        

    TLR2	 22.28±0.96     79.27±3.16b     51.15±1.84bd

    TLR4	 35.07±0.17     65.18±0.46b     43.25±0.27bd

bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  LPS组.

A

B

C

图  1  肠组织病理变化. A: 对照组; B: LPS组; C: Gln组.
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图  2  肠组织TLR2、TLR4 mRNA表达RT-PCR扩增产物电泳. 
A: TLR2; B: TLR4. 1: Marker; 2-3: 对照组; 4-5: LPS组; 6-7: 

Gln组; 8: 空白对照.
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图  3  Western blot检测肠组织TLR2、TLR4蛋白表达. A: 

TLR2; B: TLR4. 1: 对照组; 2: LPS组; 3: Gln组.
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蛋白经Western b lot分析见对照组有一定的表

达, L P S组T L R4蛋白表达较对照组明显增强

(P <0.01), 谷氨酰胺组TLR4蛋白表达明显弱于

LPS组(P <0.01, 表2, 图3B).

3  讨论

感染常伴发胃肠功能障碍, 提示病情加重和预后

不良. 胃肠功能障碍常常被认为是多器官功能

衰竭的始发因子[7], 发病机制与内毒素和肠黏膜

屏障功能密切相关, 近年来倍受人们的关注. 当
肠黏膜的屏障功能破坏, 肠道内细菌及毒素大

量入血及组织, 引起内毒素血症. 内毒素血症又

促进细胞因子和炎性介质的释放, 加重肠黏膜

屏障的损坏, 加速危重症的发展过程. 因此胃肠

功能障碍是导致全身炎症反应综合征(SIRS)和
多器官功能衰竭(MOF)的重要因素之一[8-9]. 谷
氨酰胺被认为是一种条件必需氨基酸, 是体内

含量最为丰富的氨基酸, 是快速分裂细胞如黏

膜上皮细胞、淋巴细胞等的主要能源物质, 是
许多生物活性物质如核苷酸等的前质. 有资料

表明, 对于重症感染患者, 在TPN中给予谷氨酰

胺营养支持后, 可减轻肠黏膜的损伤和改善肠

黏膜的屏障功能, 肠源性细菌易位的发生率明

显下降, 使多脏器功能障碍综合症得到明显改 
善 [7-10]. 以往的实验对谷氨酰胺的作用多集中

在营养支持方面 ,  对谷氨酰胺能减轻肠损伤

的机制并没有清楚的认识 .  本研究显示 ,  对
内毒素血症幼鼠给予谷氨酰胺能明显下调

TLR2、4 mRNA和蛋白的表达, 减轻肠黏膜

损伤. LPS的识别和信号转导是宿主发生防御

反应的关键, LPS介导的细胞激活需细胞表面

能够与内毒素结合的蛋白参与 ,  这些蛋白包

括LPS结合蛋白(LPS binding protein, LBP)和
CD14, 并没有跨膜转导信号的功能[11-12]. 研究表 
明[13], TLR4和CD14在与LPS的反应中是紧密相

连的, 也与他们在肠道的分布密切相关, 在肠

道的表达有相似的模式. TLR既是免疫识别受

体, 又是跨膜信号转导分子, TLR2、4均可识

别LPS, 而TLR4是主要的识别受体[14-16]. 研究表 
明[17-20], TLR4与单独LPS的亲和力实际上相当低. 
在体内LPS形成LPS-LBP-CD14复合物后与TLR4
结合的亲和力明显增强, 并使TLR4激活, 通过信

号转导作用, 激活NF-κB并使其向核内移位, 促
进促炎介质合成和释放, 如TNF-α释放明显增加, 
导致肠组织损伤, 使肠黏膜结构破坏和屏障功能

降低, 导致细菌移位, 可导致肠源性内毒素血症, 

诱发MOF. 本研究表明, 谷氨酰胺对TLR2、4的
表达对LPS有明显的下调作用, 其机制可能是多

方面的. 其中谷氨酰胺可能作为单体阻抑TLR与
LPS的结合, 使信号转导不能传导到细胞内, NF-
κB不能被激活, 因而炎症介质的合成释放受到

抑制, 使肠黏膜免遭损伤. 因此, 我们认为谷氨酰

胺能阻抑TLR与LPS的结合, 减少炎症介质的释

放, 可能是其减轻肠黏膜损伤, 保护肠屏障功能

的主要机制之一.
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世界华人消化杂志个性化服务订购活动

本刊讯 为了满足读者的多样化需求, 解决一些作者因为资金不足而导致订阅印刷版的困难, 自2007年开始, 
世界华人消化杂志(WCJD ), 推出以下个性化服务策略来为广大读者服务.

1      精彩专家述评专辑印刷版杂志

WCJD旬刊的服务方式: (1)每月8,  18,  28日通过E-mail发送精彩专家述评PDF; (2)2007年底将精彩专家述评专

辑一本挂号邮寄用户收. 定价: 50元/年.

2      WCJD电子杂志

WCJD旬刊的服务方式是每月8,  18,  28日通过E-mail提醒PDF电子杂志(1-36期). 定价: 180元/年.

 
3      WCJD网络版杂志

WCJD旬刊的服务方式是每月8,  18,  28日通过E-mail提醒网络版杂志(1-36期). 定价: 160元/年.

4      WCJD印刷版杂志

WCJD印刷版1-36期. 定价: 864元/年. 

5      订购信息

邮政编码, 姓名, 地址, 部门, 机构名称, E-mail, 手机号.

6      汇款的方式

邮局汇款: 世界胃肠病学杂志社收, 100023, 北京市2345信箱. 附言注明订购的内容.

银行汇款: 户名: 北京百世登生物医学科技有限公司; 开户银行: 中国工商银行北京商务中心区支行国贸大厦

分理处; 账号: 0200041609020180741.  附言注明: 订购的内容和发票的抬头.

总之, WCJD将尽自己的最大努力, 满足广大读者的需求, 同时欢迎更多个性化服务的意见和建议E-mail

发至: h.n.zhang@wjgnet.com. 谢谢! (世界胃肠病学杂志社 2007-09-30).


