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Abstract
AIM: To explore the mechanism of glutamine 
(GLN) underlying maintenance of intestinal 
barrier permeability.

METHODS: Caco-2 cells were placed on Tran-
swell filters and grown in a culture medium 
composed of DMEM with indicated concentra-
tion of GLN (0, 0.1, 1, 4 mmol/L) for 21 days 
before treatment. Next, transepithelial electrical 
resistance (TEER) was measured. The localiza-
tion and expression of tight junction (TJ) protein 
occludin were measured under immunofluo-
rescence light microscopy. Cells were lysed into 
detergent-soluble and -insoluble protein frac-
tions and the expression of active or non active 
occludin protein were measured using western 
blot. 

RESULTS: Transepithelial electrical resistance 

was significantly raised following GLN supple-
mentation compared with 0 mmol/L GLN 
group (21.4 ± 0.1, 124.5 ± 0.3, 173.6 ± 0.2 vs 11.3 ± 
0.3, P < 0.05). Immunofluorescence test showed 
that occludin protein was localized in cytoplasm, 
with increasing GLN, positive occludin ap-
peared as continuous belt-like structures encircl-
ing the cells at the apical cellular junctions in 0 
mmol/L GLN group. GLN deprivation did not 
affect 65-kDa occludin expression, but 85- kDa 
occludin expression was down-regulated (1.04 ± 
0.03, 1.17 ± 0.04, 1.29 ± 0.03, 1.43 ± 0.06, P < 0.05). 

CONCLUSION: Deprivation of glutamine de-
creases active occludin protein expression and 
increases the intestinal barrier permeability, 
which is partially reversible with GLN supple-
mentation. 
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摘要
目的: 探讨谷氨酰胺保护肠黏膜屏障功能的
作用机制. 

方法: Caco-2细胞(20-30代)应用含有不同浓
度谷氨酰胺(0、0.1、1、4 mmol/L)的DMEM
培养液在Transwell上培养21 d, 检测跨上皮电
阻的变化. 免疫荧光染色检测紧密连接蛋白
occludin的定位、表达. 应用不同裂解液制备
NP-40可溶性及不溶性蛋白框架, 分别进行蛋
白印迹杂交检测活性和非活性occludin蛋白的
相对含量.  

结果: 与0 mmol/L GLN组比较, 补充GLN后, 
跨上皮电阻明显升高(21.4±0.1, 124.5±0.3, 
173.6±0.2 vs 11.3±0.3, 均P <0.05). 免疫荧
光染色可见0 mmmol/L GLN组occludin呈团
状分布于细胞胞质内, 随着GLN浓度的增加, 
occludin阳性荧光染色呈沿细胞膜分布的蜂巢
状线性荧光. GLN缺乏不影响65 kDa occludin
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■背景资料
谷氨酰胺是最重
要的肠黏膜保护
剂, 能够促进肠上
皮细胞更新, 减少
细菌穿透, 但是具
体的作用机制还
不十分清楚. 紧密
连接是肠黏膜机
械屏障的重要组
成部分, 紧密连接
的形成是否参与
谷氨酰胺的肠黏
膜保护功能还未
见报道. 因此, 本
文观察了谷氨酰
胺对体外肠上皮
细胞屏障通透性
和紧密连接形成
的影响. 

■同行评议者
王炳元, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院消化内
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蛋白的表达, 但能降低85 kDa occludin蛋白的
表达(1.04±0.03, 1.17±0.04, 1.29±0.03, 1.43
±0.06, P <0.05). 

结论: 谷氨酰胺缺乏能够减少活性紧密连接
蛋白occludin的表达, 增加肠上皮细胞屏障通
透性, 补充GLN能够阻断这些改变. 

关键词: 谷氨酰胺; 肠黏膜屏障; 紧密连接蛋白
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0  引言

肠黏膜屏障是机体最重要的免疫防御屏障, 将
机体与肠道内的外源性物质隔离开来 .  肠黏

膜具有屏障功能最重要的解剖基础是肠上皮

细胞间具有完整的紧密连接, 封闭了细胞旁间

隙, 使得肠上皮细胞仅对离子、氨基酸等营养

物质选择性通过. 但在病理情况下(如败血症、

烧伤、急性重症胰腺炎等), 紧密连接破坏, 细
菌、毒素等有害物质通过肠黏膜屏障进入血

液系统, 引起全身炎症反应综合征(s y s t e m i c 
inflammatory response syndrome, SIRS)甚至多

器官功能衰竭[1-5]. 谷氨酰胺在保护肠黏膜屏障

功能方面发挥重要作用, 能够促进肠上皮细胞

更新, 减少细菌穿透[6-11], 但是具体的作用机制

还不十分清楚, 紧密连接的形成是否参与谷氨

酰胺的肠黏膜保护功能还未见报道. 因此, 本文

应用Caco-2细胞建立体外肠上皮细胞屏障模型, 
观察谷氨酰胺对肠上皮细胞屏障通透性和紧密

连接蛋白occludin形成的影响, 以探讨谷氨酰胺

肠黏膜保护作用的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 D M E M高糖培养基, F B S购自美国

Gibco-BRL公司, 非必需氨基酸购自美国Hyclone
公司, L-GLN购自美国Sigma公司, 兔抗occludin
多克隆抗体购自美国Zymed公司, FITC标记的羊

抗兔IgG购自北京中杉金桥公司. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及分组: Caco-2细胞来源于人大

肠癌细胞, 可分化成有极性的肠上皮细胞. 将
分化良好的Caco-2细胞接种于Transwe l l板上

(孔径3 μm, 有效膜面积0.6 cm2), 接种密度为5
×104/cm2. 实验分为4组, 每组细胞均应用含有

200 mL/L胎牛血清、10 g/L非必需氨基酸和青
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霉素-链霉素双抗液的DMEM培养液, 但是加

入不同浓度的谷氨酰胺(0、0.1、1、4 mmol/L)
在37℃、50 mL/L CO2条件下进行培养, 隔天换

液(Transwell上层加入100 μL培养液, 下层加入

600 μL培养液), 倒置显微镜下观察细胞生长情

况, 同时测定跨上皮电阻(transepithelial electrical 
resistance, TEER). 另将一部分细胞接种于六孔

细胞培养板中, 培养液同上, 生长7 d左右细胞达

到70%融合后进行免疫荧光和蛋白印迹杂交. 每
种实验均选取至少三组非同代细胞进行.  
1.2.2 跨上皮电阻的测定: 在细胞生长过程中, 每
日应用EVOM测定各组细胞的TEER值, 具体测

定方法参照文献[12]. 为保证数值的准确性, 整
个过程在恒定温度下(37℃)进行, 每个Transwell
均取不同方向的三个点, 重复测定3次, 取平均

值乘以Transwell的膜面积, 即为该样品的TEER
值, 以Ω•cm2表示; 因为Transwell膜本身也具有

一定的TEER, 因此标准TEER(Ω•cm2) = 样本实

测TEER-空白对照TEER.  
1.2.3 免疫荧光: 取同代细胞接种于盖玻片上, 加
入含不同浓度谷氨酰胺的DMEM培养液, 待细

胞生长融合达70%左右, 取出盖玻片, PBS漂洗3
次(每次10 min), 37 g/L甲醛固定15 min, PBS漂
洗, 加入0.5% Triton X-100处理10 min, PBS漂洗, 
100 mL/L小牛血清白蛋白封闭1 h, 加入浓度为

1∶50的多克隆兔抗occludin抗体, 4℃过夜, PBS
漂洗后加入用FITC标记的羊抗兔IgG抗体37℃ 1 
h, 再用PBS漂洗, 蒸馏水洗后用甘油封片, 荧光

显微镜下观察. 
1.2.4 NP-40可溶性及不溶性蛋白框架的制备: 
参照文献[13]各组细胞用冰P B S洗3遍 ,  然后

用NP-40蛋白裂解液(25 mmo l/L HEPES, pH 
7.4, 150 mmol/L NaCl, 4 mmol/L EDTA, 1% 
Nonidet P-40, 25 mmol/L NaF, 1 mmol/L Na3VO4, 
10 mmol/L sodium pyrophosphate, 1 mmol/L 
PMSF)冰上裂解细胞20 min, 4℃离心12 000 g  
30 min, 上清即为NP-40可溶性蛋白, 转移至新

的Microtube内. 剩余沉淀应用SDS蛋白裂解液

(25 mmol/L HEPES, pH7.4, 4 mmol/L EDTA, 10 
g/L SDS, 25 mmol/L NaF, 1 mmol/L Na3VO4, 10 
mmol/L sodium pyrophosphate, 1 mmol/L PMSF)
冰上裂解细胞20 min, 超声波粉碎5 s×5次, 4℃
离心12 000 g  30 min, 所得上清即为NP-40不溶

性蛋白, 采用BCA法对蛋白样品进行定量, 用蒸

馏水将蛋白样品调成相同浓度, 加入相同体积

上样缓冲液, 沸水煮5 min进行蛋白变性.  
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■相关报道
张媛莉 et al 证实
在 慢 性 酗 酒 大
鼠 中 ,  补 充 谷 氨
酰 胺 能 够 提 高
occludin、ZO-1等
紧密连接分子蛋
白和mRNA的表
达. 

■研发前沿
谷氨酰胺的肠黏
膜保护作用已经
证实, 但其发生机
制是目前研究的
热点, 尤其是分子
水平的研究是今
后的趋势. 
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1.2.5 Western blot: 每个样本取等量蛋白(约50 
μg)进行80 g/L SDS-PAGE凝胶电泳, 电压100 V, 
90 min; 电泳后将蛋白转至硝酸纤维素膜上, 电
压50 V, 2 h; 脱脂奶粉封闭2 h, 加入多克隆兔抗

occludin 抗体(1∶1000)4℃过夜; 然后加入辣根

过氧化物酶标记的羊抗兔-IgG抗体(1∶2000)室
温2 h, ECT显色. 以β-actin作为内参, 结果通过

天能图像分析系统进行分析, occludin蛋白含量 
= 样本occludin蛋白灰度值/同一样本β-actin灰
度值.  

统计学处理 以mean±SD表示, 应用SPSS10.0
对各组间数据进行分析. 采用单因素方差分析

(AVONA)的LSD方法对各组间数据进行比较.

2  结果

2.1 谷氨酰胺对肠上皮细胞屏障TEER的影响 0 
mmol/L GLN组Caco-2细胞随着培养时间的延

长, 细胞间隙没有消失, TEER值无明显升高(11.3
±0.3 Ω•cm2); 0.1 mmol/L GLN组Caco-2细胞培

养21 d后, 细胞间隙仍然存在, TEER值有所升

高(21.4±0.1 Ω•cm2, P <0.05), 1 mmol/L GLN组

Caco-2细胞培养21 d后, 细胞间隙消失, TEER值
达124.5±0.3 Ω•cm2, 与0 mmol/L GLN组比较有

统计学差异(P <0.0005);  4 mmol/L GLN组Caco-2
细胞培养21 d后, 细胞形成紧密单层, TEER值进

一步升高, 达到173.6±0.2 Ω•cm2, 与0 mmol/L 
GLN组比较差异有统计学意义(P <0.0005, 图1).
2.2 谷氨酰胺对紧密连接蛋白occludin定位的影

响 0 mmol/L GLN组可见细胞胞质内成团状的阳

性荧光染色, 细胞间连接处缺乏阳性荧光染色; 
0.1 mmol/L GLN组于细胞间连接处可见不连续

的线状荧光染色; 1 mmol/L GLN组细胞间连接

处出现沿细胞膜分布的蜂巢状线性荧光, 轮廓较

完整, 胞质内阳性荧光染色减弱; 4 mmol/L GLN
组细胞间连接处阳性荧光信号明显增强, 轮廓完

整, 胞质内可见少量极弱的荧光信号(图2).
2.3 谷氨酰胺对occ lud in蛋白表达的影响 各组

蛋白样品分为NP-40可溶性(S)与NP-40不溶性

(I)两个框架分别进行蛋白杂交, 结果发现NP-40
可溶性标本仅在65 kDa处见一特异性的蛋白

条带, 对各条带进行灰度分析发现各组occludin
蛋白的表达无明显差异(0.91±0.05, 0.85±0.09, 
0.87±0.06, 0.88±0.05, P >0.05). NP-40不溶性标

本可见两条蛋白条带, 分别在65 kDa和85 kDa, 
对各条带进行灰度分析发现, 随着谷氨酰胺浓

度的增加, occ lud in蛋白的相对含量明显增加

(1.04±0.03, 1.17±0.04, 1.29±0.03, 1.43±0.06, 
P <0.05), 提示谷氨酰胺能够影响occludin蛋白的

表达(图3).

3  讨论

肠道积极参与应激反应, 如反应失调可直接或

间接损伤肠黏膜屏障 ,  引起肠腔内细菌和内

毒素逸出肠壁, 导致肠源性全身感染及S I R S
甚至多器官功能障碍综合征(mu l t i p le o rgan 
dysfunction syndrome, MODS), 造成大量重症患

者死亡[14-19]. 目前已有研究表明在烧伤、重症胰

腺炎、暴发性肝衰竭等疾病引起的肠黏膜屏障

损伤中, 均存在肠上皮屏障的破坏[20-25], 表现为

紧密连接蛋白表达减少, 紧密连接完整性的破

坏, 因此推断在上述疾病中, 肠上皮紧密连接屏

障的损害是诱发全身炎症反应综合征的启动环

节, 阻断此环节对疾病的转归具有重要意义. 
GLN是目前应用非常广泛的肠黏膜保护剂, 

是维持肠道黏膜代谢、结构和功能的必须营养

成分, 对维护肠黏膜细胞的生长、分化和增殖

具有重要的意义[26-30]. 体内实验表明GLN缺乏可

使肠道黏膜萎缩, 绒毛变稀变矮, 屏障功能下降; 
补充GLN后能明显增加大鼠肠黏膜质量、恢复

绒毛高度、黏膜表面积和陷窝深度, 加快肠上皮

细胞更新速度, 阻止肠黏膜萎缩及炎症所致的通

透性增加, 从而恢复并维持肠黏膜屏障功能[31-32]. 
Potsic et al [33]利用胃造口术喂养大鼠发现, GLN
的缺乏可以引起肠上皮细胞间连接的破坏, 并
且与凋亡无关, 提示GLN可能对于肠上皮细胞

紧密连接的形成和功能维持有一定影响. 为了

验证这一推论, 我们应用研究紧密连接屏障的

经典细胞Caco-2细胞建立体外肠上皮细胞屏障, 
检测了不同浓度GLN对肠上皮屏障通透性和紧

密连接蛋白occludin表达的影响. 
我们首先利用TEER检测了GLN对肠上皮屏

障通透性的影响. TEER由离子经细胞旁间隙的流

动形成, 是检测细胞旁通透性的常用指标[12]. 我

图  1  GLN对TEER的影响. 可见随着GLN浓度的增加, TEER

值逐渐升高. aP<0.05, bP<0.01 vs  0 mmol/L GLN组.
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■创新盘点
目前国内关于谷
氨酰胺影响肠上
皮细胞间紧密连
接形成的文章尚
未见报道. 谷氨酰
胺肠黏膜屏障保
护功能的研究主
要集中在光镜下
肠组织结构的改
变以及肠上皮细
胞的凋亡. 

■应用要点
本研究证实谷氨
酰胺缺乏能够影
响紧密连接的形
成, 为临床补充谷
氨酰胺治疗肠黏
膜屏障损害提供
依据. 
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们的实验结果表明在GLN缺乏的情况下, Caco-2
细胞不能形成紧密单层, TEER值始终处于较低

水平; 而在补充1 mmol/L GLN后, Caco-2细胞

的细胞间隙消失, TEER值明显升高, 4 mmol/L 
GLN的这种作用更加明显, 说明GLN的含量能

够影响肠上皮细胞屏障的通透性. 
TEER值主要反映肠上皮细胞的细胞旁通

透性, 而肠上皮细胞的细胞旁转运主要受紧密

连接的限制. 有研究报道紧密连接蛋白occludin
是TJ的主要功能调节蛋白[34], 其表达量的多少直

接决定TEER的高低, 并且occludin缺失可引起肠

上皮屏障通透性的增高[35], 因此我们进一步检测

了GLN对紧密连接蛋白occludin表达的影响. 
Occ lud in存在两种形式, 磷酸化和非磷酸

化, 磷酸化是其活性形式. 非磷酸化occludin主要

存在于胞质内, 可溶解于去垢剂NP-40中, 而磷

酸化occludin定位于细胞间的紧密连接处, 不溶

于NP-40[13], 因此我们制备了NP-40可溶性和不

溶性蛋白成分, 分别进行蛋白印迹杂交. 结果表

明GLN缺乏能够明显减少NP-40不溶性occludin
蛋白的表达, 补充GLN后, NP-40不溶性occludin
蛋白的含量明显增加, 提示GLN缺乏能够引起

活性状态occludin蛋白表达的减少. 这一结论可

由免疫荧光进一步证实: 在GLN缺乏的情况下, 
occludin蛋白呈团块状分布于Caco-2细胞胞质

内, 不能定位在紧密连接处发挥功能; 补充GLN
后, occludin蛋白逐渐向细胞膜上转移, 定位于膜

尖端的紧密连接处, 形成完整的紧密连接.
总之, GLN缺乏能够通过减少活性紧密连

接蛋白occludin的表达, 影响紧密连接的完整性, 
进而增加肠上皮屏障通透性, 补充GLN是维护

紧密连接完整性, 降低肠上皮屏障通透性的有

效手段. 
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图  2  谷氨酰胺对紧密连接蛋白occludin定位的影响(免疫荧光染色×400). A: 0 mmol/L GLN组; B: 0.1 mmol/L GLN组; C: 

1 mmol/L GLN组; D: 4 mmol/L GLN组.
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图  3  谷氨酰胺对
occludin蛋白表达
的影响. S: NP-40
可溶性蛋白标本; I: 
NP-40不溶性蛋白
标本.

■名词解释
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控制细胞间的通
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的极性. 紧密连接
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Claudin, occludin
以及ZO-1, ZO-2, 
Zo-3等, 在不同的
组织结构, 各种紧
密连接蛋白的表
达亦存在差别. 
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