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谷氨酰胺对肠组织TLR2、4及NF-κB的调节与内毒素致
肠损伤保护作用的关系

荆 科, 孙 梅

®

■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. NF-κB 的过
度活化会激活、
增强机体的非特
异及特异性免疫
反应, 造成组织损
伤和器官功能紊
乱. 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. 谷氨
酰胺对肠道的保
护作用是否与对
TLR和NF-κB的
调节相关, 尚不十
分清楚. 
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Abstract
AIM: To investigate whether glutamine (Gln) ex-
erts protective effects against endotoxin-induced 
intestinal injury in rats and to explore possible 
mechanisms involved. 

METHODS: Twenty-four 10-day-old Wistar rats 
were equally and randomly divided into three 
groups: control group (intraperitoneally injected 
with normal saline 1 mL/kg), lipopolysaccharide 
(LPS) group (intraperitoneally injected with LPS 
5 g/L), and Gln group (intraperitoneally injected 
with Gln 10 mL/kg and LPS 5 mg/kg). Rats 
were sacrificed 3 h after injection. A segment 
of distal ileum was dissected. The pathologic 
changes in the small intestine were observed 
under an optical microscope after hematoxylin-
eosin staining. The mRNA and protein expres-
sion of TLR2/4 and NF-κB was detected by RT-

PCR and immunohistochemistry, respectively. 

RESULTS: The structure of the small intestine of 
rats in the control group was normal. Although 
inflammatory cell infiltration and interstitial and 
epithelial edema were observed in both the LPS 
group and Gln group, the pathological changes 
were significantly milder in the Gln group than 
in the LPS group. Compared to the LPS group, 
the mRNA and protein expression of TLR4 and 
NF-κB was significantly lower in the Gln group 
(TLR4: 3.92 ± 0.50 vs 16.71 ± 1.28, 38.80 ± 2.42 
vs 20.69 ± 2.42; NF-κB: 0.37 ± 0.14 vs 2.23 ± 0.72, 
17.21 ± 5.07 vs  22.76 ± 3.68, P < 0.01, P < 0.05). 

CONCLUSION: Gln exerts protective effects 
against intestinal injury in rats possibly by down-
regulating TLR4 and NF-κB mRNA and protein 
expression.
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摘要
目的: 探讨谷氨酰胺对肠组织TLR2、4及NF-
κB的调节与内毒素引起的肠损伤保护作用的
关系. 

方法:  24只日龄10 d的Wi s t a r幼鼠随机分
为正常对照组(n  = 8), 生理盐水1 mL/kg腹
腔注射 ;  内毒素血症组(n  = 8) ,  脂多糖组
(lipopolysaccharide, LPS)(5 g/L)5 mg/kg 腹腔
注射; 谷氨酰胺组(glutamine, Gln)(n  = 8), Gln 
10 mL/kg(含谷氨酰胺13.46 mg/100 mL)+LPS 
5 mg/kg腹腔注射. 于腹腔注射后3 h处死幼鼠, 
留取远端回肠组织, HE染色. 光镜下观察肠组
织病理改变, RT-PCR检测肠组织TLR2、4及
NF-κB mRNA的表达, 免疫组织化学检测肠组
织TLR2、4及NF-κB蛋白定位表达. 

■同行评议者
秦春宏, 副主任医
师, 南华大学附属
第二医院普外科
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■研发前沿
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. 但Gln
对肠黏膜的保护
作用的机制并不
十分清楚.

结果: 光镜下对照组肠组织结构正常, Gln组
和LPS组均可见间质和上皮细胞水肿, Gln组
较LPS组明显减轻; 肠组织TLR2、4及NF-κB 
mRNA表达Gln组较LPS组明显下降(3.055±
0.51 vs  4.09±0.90, 3.92±0.50 vs  16.71±1.28, 
0.37±0.14 vs  2.23±0.72, 均P <0.01), 肠组织
TLR4及NF-κB蛋白定位表达Gln组较LPS组明
显降低(P <0.05). TLR2蛋白定位表达Gln组较
NS组、LPS组均增强(P <0.01). 

结论: Gln减轻肠组织损伤的保护作用可能与
其下调TLR4及NF-κB mRNA和蛋白的表达
相关.

关键词: 谷氨酰胺; Toll样受体; 核因子-κB; 脂多

糖; 肠组织
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0  引言

Toll样受体(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, 通过信号转导激发先天

性免疫反应[1-6], 引起细胞因子, 炎症介质的释

放, 导致组织损伤. 核因子-κB(nuclear factor-κB, 
NF-κB)是一种能与多种细胞基因的启动子和增

强子中的κB序列位点发生特异结合的核转录因

子, 是具有多向性调节作用的蛋白质分子, 具有

广泛的生物学活性. 受感染、内毒素等多种因

素刺激活化后, 参与调控多种因子的基因表达, 
能促进细胞因子、黏附分子、趋化因子等基因

转录, 在免疫调控、炎症、应激反应及细胞凋

亡中起重要作用. NF-κB的过度活化会激活、增

强机体的非特异及特异性免疫反应, 造成组织

损伤和器官功能紊乱[7-11]. 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[12-19]. 但Gln对肠黏膜的保护作用的

机制并不十分清楚. 本研究旨在探讨Gln对肠组

织的保护作用是否可以通过抑制TLR和NF-κB
的表达而实现. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Wistar幼鼠24只, 日龄10 d, 雌
雄不限, 体质量为15-25 g, 由中国医科大学医学

实验动物中心提供. 许可证号: SCXK(辽)2000- 

0009; 内毒素(Escherichia coli  O55:B5; 脂多糖, 
lipopolysaccharide, LPS)购于Sigma公司; TRIzol
总RNA提取试剂购自美国Promega公司. RT-PCR
试剂盒、反转录及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); 免疫组织化学试剂: TLR2兔抗大鼠IgG(一
抗)购于Santa Cruz公司. TLR4、NF-κB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. 即用型SABC试剂盒

包括: 山羊抗兔IgG、SABC(链霉亲和素一过氧霉亲和素一过氧亲和素一过氧

化物酶复合物)及正常血清封闭液. 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 分组和造模: 将24只幼鼠随机分为正常对

照组[NS(normal saline)组n  = 8], 给予生理盐水1 
mL/kg腹腔注射(intro-peritoneal, ip); LPS组(n  = 
8), LPS(5 g/L)5 mg/kg ip; 谷氨酰胺组(glutamine, 
Gln, n  = 8), Gln 10 mL/kg(含Gln 13.46 mg/100 
mL)+LPS 5 mg/kg ip. 于腹腔注射后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4%甲醛固定, 以待

检测和分析. 
1.2.2 组织学观察: 4%多聚甲醛固定液中标本, 
常规进行石蜡包埋、5 μm组织切片、HE染色, 
光学显微镜下观测肠组织学改变. 
1.2.3 应用RT-PCR检测TLR和NF-κB mRNA的表

达: 按TRIzol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NF-κB mRNA表达取cDNA3 μL(1 μg), 10
×Buffer 2 μL, MgCl2 4 μL, 10 mmol/L dNTPs 2 
μL, 引物100 ng, Tag DNA多聚酶1 U. 总体系20 
μL. 循环条件: 94 ℃预变性3 min, 94 ℃变性40 s, 
退火1 min(TLR2 51.5 ℃, TLR4 53.5 ℃, NF-κB 
56 ℃, β-actin 55 ℃), 72 ℃延伸(TLR2、4和NF-
κB 60 s, β-actin 90 s), 共35个循环, 72 ℃共延伸7 
min. 取PCR扩增产物2%琼脂糖凝胶电泳, 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TLR2、4和NF-κB mRNA含量

(表1). 
1.2.4 采用链霉素抗生物素蛋白-过氧化物酶法

检测肠组织TLR2、4和NF-κB蛋白定位表达: 石
蜡切片常规脱蜡至水, 加300 mL/L H2O2+蒸馏

水混合, 室温孵育l0 min, 灭活内源性过氧化氢
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■相关报道
Mihaela和Liboni
探究了谷氨酰胺
对NF-κB的调节
与LPS诱导肠损伤
和休克的关系, 认
为谷氨酰胺具有
一定的保护作用.

酶, 蒸馏水冲洗. 经热修复抗原, 滴加5% BSA
封闭液, 室温下孵育30 min. 滴加稀释的兔抗

大鼠TLR2、4和NF-κB抗体(一抗), 4 ℃孵育过

夜. 冲洗后滴加生物素标记的山羊抗兔IgG(二
抗), 37 ℃孵育30 min. 经冲洗, 再滴加SABC溶
液, 37 ℃孵育30 min, 冲洗, 混匀后DAB显色, 室
温条件下显色5 min, 蒸馏水充分洗涤. 苏木素轻

度复染10 min, 水洗反兰30 min. 脱水、二甲苯反兰30 min. 脱水、二甲苯兰30 min. 脱水、二甲苯

透明处理, 封片. 显微镜下观察. 阴性对照: 除用

PBS代替兔抗大鼠TLR2、4和NF-κB抗体外, 其
他步骤同上. 结果判定TLR以细胞膜有棕黄色染

色为阳性细胞; NF-κB以细胞核和细胞质内有均

匀的棕黄色颗粒染色为阳性细胞. 
1.2.5 免疫组织化学测定蛋白表达: 每组图片

取8个视野, 采取日本Olympus摄像系统和日本

MetaMorph/BX41图像数据分析系统测定积分光

密度值(integrated OD total, IODT). 
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 用

SPSS17.0统计软件包, 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 肠组织在光镜下变化 NS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; 
LPS组给予LPS后3 h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; Gln组间质和

上皮细胞水肿较LPS组明显减轻, 杯状细胞明显

增加(图1). 
2.2 肠组织TLR2、4和NF-κB mRNA的表达 NS
组TLR2表达较弱, LPS组TLR2表达较NS组明

显增强(P <0.01), Gln组TLR2表达弱于LPS组
(P <0.01). TLR4在NS组有一定的表达, LPS组表

达较NS组显著上调(P <0.01), Gln组较LPS组表

达明显下调(P <0.01). NF-κB在NS组表达非常弱, 

LPS组表达较NS组明显增高(P <0.01), Gln组较

LPS组表达明显下调(P <0.01, 表2, 图2). 
2.3 肠组织T L R2、4和N F-κB蛋白定位表达 
TLR2蛋白表达在NS组肠绒毛上皮细胞膜处可处可可

见颜色较浅的棕黄色染色, LPS组蛋白表达较NS
组明显增强(P <0.01), Gln组蛋白表达较NS组、

LPS组均明显增强(P <0.01, 图3A); TLR4蛋白表

达在NS组肠绒毛上皮细胞胞膜可见棕黄色染色

较浅, LPS组蛋白表达较NS组明显增强(P <0.01), 
Gln组蛋白表达较LPS组明显减弱(P <0.05, 图
3B); NF-κB蛋白表达在NS组肠绒毛顶端上皮细

胞胞质和胞核内可见少量棕黄色染色, LPS组蛋

白表达较NS组明显增强(P <0.05), Gln组蛋白表

达较LPS组明显降低(P <0.05, 图3C, 表3).  

3  讨论

感染是儿科常见病之一, 其危重症常伴发胃肠

功能障碍, 此时, 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[20], 发病机制与内毒素和肠黏膜屏障功

能密切相关, 近年来备受人们的关注. 当肠黏膜备受人们的关注. 当肠黏膜受人们的关注. 当肠黏膜

的屏障功能破坏, 肠道内细菌及毒素大量入血

及组织中, 引起内毒素血症, 内毒素血症又可促

进细胞因子、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(systemic 
inflammatory response syndrome, SIRS)和多器官

功能衰竭(multiple organ failure, MOF)的重要因

素之一[21,22]. Gln被认为是一种条件必需氨基酸, 

表  1  TLR、NF-κB及β-actin引物序列

     引物名称                                                                   扩增片段(bp)

TLR2 F: 5'-CGCTTCCTGAACTTGTCC-3' 286      

R: 5'-GGTTGTCACCTGCTTCCA-3'

TLR4 F: 5'-CCAGAGCCGTTGGTGTAT-3' 419      

R: 5'-GCCCTGTGAGGTCGTTGA-3'

NF-κB F: 5'-TGCGAATGGAGCGACAGG-3' 243       

R: 5'-AGGCCAAATGAAAGGAGTGG-3'

β-actin F: 5'-CACCCTGTGCTGCTCACCGAGGCC-3' 690       

R: 5'-CCACACAGATGACTTGCGCTCAGG-3'

表  2  肠组织TLR2、4和NF-κB mRNA/β-actin吸光度值 

     
指标         NS组          LPS组       Gln组

TLR2 1.37±0.04   4.09±0.90b 3.06±0.51bd 

TLR4 9.87±0.36 16.71±1.28b 3.92±0.50bd

NF-κB 0.62±0.02   2.23±0.72b 0.37±0.14d

bP<0.01 vs  NS组; dP<0.01 vs  LPS组.

表  3  肠组织TLR2、4和NF-κB蛋白表达IODT

     
指标         NS组          LPS组       Gln组

TLR2 38.74±13.62 50.43±3.37a 39.36±8.79c 

TLR4 14.39±2.33 20.69±2.42b 38.80±2.42bd

NF-κB 15.64±4.83 22.76±3.68b 17.21±5.07c

aP<0.05, bP<0.01 vs  NS组; cP<0.05, dP<0.01 vs  LPS组.
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■应用要点
本文研究了谷氨文研究了谷氨研究了谷氨
酰胺对TLR和NF-
κB的调节作用与
肠损伤保护作用
的关系, 扩展了谷
氨酰胺对肠损伤
保护作用机制的
认识.

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的患者, 在全胃肠外营全胃肠外营

养(total parenteral nutrition, TPN)中给予Gln营养(total parenteral nutrition, TPN)中给予Gln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征得到明显改善[23-26]. 

以往的实验对Gln的作用多集中在营养支持

方面的作用, 对Gln能减轻肠损伤的机制并没有

清楚的阐述. 本研究显示对内毒素血症幼鼠给

予Gln能明显下调TLR4和NF-κB mRNA和蛋白

的表达, 肠黏膜损伤明显减轻. 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, 这些蛋白并没有跨膜转导

信号的功能[27,28]. 研究表明[29]TLR4与CD14在与

LPS的反应中的功能是紧密相连的, 其在肠道的

分布也是密切相关的, 在肠道的表达有相似的

模式. TLR即是免疫识别受体, 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[30-32]. 研究表明[33,34]TLR4与单独LPS
的亲和力实际是相当低的, 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, NF-κB激活并向核内移位, 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, 并可导致肠源性内毒素血症, 诱
发MOF. 本研究表明Gln对TLR4 mRNA和蛋白

的表达有明显的下调作用, 并同时伴有NF-κB
表达的下调, 肠组织损伤明显减轻. Gln对TLR4
的表达下调作用其机制可能是多方面的. 其中

Gln可能阻抑了TLR与LPS-LBP-CD14复合物或

LPS-LBP与CD14等中间环节的结合, 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Gln阻抑了TLR与LPS的结

合, 减少了炎症介质的释放, 可能是其减轻肠黏

膜损伤, 保护肠屏障功能的主要作用之一. 研究

表明[35,36], TLR2也被认为是LPS的信号转导分

子, 在肠黏膜屏障保护方面起一定作用. 本研究

显示Gln能下调mRNA表达, 但对肠黏膜蛋白表

达无抑制作用. 这表明在肠组织损伤中TLR4可
能起主要的作用. TLR2的作用有待进一步研究. 
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