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谷氨酰胺对结直肠癌ＨＴ２９细胞放射敏感性的影响及机制探讨
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　　［摘要］　目的　观察不同浓度谷氨酰胺（ｇｌｕｔａｍｉｎｅ，Ｇｌｎ）对结直肠癌 ＨＴ２９细胞放射敏感性的影
响，并探讨其可能机制。方法　体外培养ＨＴ２９细胞，将对数生长期的ＨＴ２９细胞按照Ｇｌｎ不同浓度设
置对照组（２ｍｍｏｌ／Ｌ，培养基基础浓度）、实验组Ⅰ（４ｍｍｏｌ／Ｌ）、实验组Ⅱ（６ｍｍｏｌ／Ｌ）、实验组Ⅲ
（８ｍｍｏｌ／Ｌ），预处理２ｈ后给予Ｃｏ６０源放射。通过ＣＣＫ８法检测未放射与放射后不同浓度 Ｇｌｎ对细
胞活力的影响；克隆形成实验检测放射后不同浓度Ｇｌｎ对细胞放射敏感性的影响；活性氧（ＲＯＳ）试剂盒
检测放射后２４ｈ细胞ＲＯＳ水平；流式细胞仪检测放射后４８ｈ细胞凋亡率；蛋白印迹法测定放射后各组
细胞Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白的表达水平。结果　未放射的ＨＴ２９细胞在Ｇｌｎ干预２４ｈ后实
验组Ⅱ、实验组Ⅲ细胞活力明显高于对照组、实验组Ⅰ（Ｐ＜０．０５）。ＨＴ２９细胞放射２４ｈ后，各实验组细
胞活力明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）；放射后１４ｄ，各实验组细胞克隆形成数均高于对照组（Ｐ＜０．０５）；放
射后２４ｈ，各实验组ＲＯＳ水平均低于对照组（Ｐ＜０．０５）；放射后４８ｈ，各实验组细胞凋亡率均低于对照
组（Ｐ＜０．０５）。实验组ⅠＮｒｆ２表达高于对照组（Ｐ＜０．０５）；实验组Ⅱ、Ⅲ Ｎｒｆ２、ＨＯ１表达均高于对照组和
实验组Ⅰ（Ｐ＜０．０５），ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３表达均低于对照组和实验组Ⅰ（Ｐ＜０．０５）；实验组Ⅲ ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３表达低于实验组Ⅱ（Ｐ＜０．０５）。结论　谷氨酰胺能显著降低ＨＴ２９细胞的放射敏感性，其机制
与减轻氧化应激损伤和减少细胞凋亡有关，这可能不利于结直肠癌患者放疗。

　　［关键词］　 谷氨酰胺；ＨＴ２９细胞；氧化应激损伤；细胞凋亡；放射敏感性
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　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是起源于原癌
基因和抑癌基因突变的肠道干细胞或干样细胞的恶性

肿瘤［１］，是常见的消化道肿瘤，也是导致癌症死亡的

第二大原因。国际癌症研究机构（ＩＡＲＣ）统计数据显
示：２０２０年有１９０多万例 ＣＲＣ新发病例和９３万死亡
病例，预计到２０４０年，这一数据将进一步增加，且大多
数将发生在人类发展指数（ＨＤＩ）较高的国家［２－３］。随

着我国社会经济的发展，ＣＲＣ也逐渐成为威胁国内居
民健康、增加社会负担的重要因素之一。

　　随着医疗技术不断进步，放疗等新辅助治疗手段
已被证明有确切的疗效［４－５］，但仍有部分患者未从中

获益，其原因与结直肠癌放疗敏感性密切相关。调控

ＣＲＣ放射敏感性靶点是放疗成功的关键因素［６－７］。谷

氨酰胺（ｇｌｕｔａｍｉｎｅ，Ｇｌｎ）是人体内最丰富的非必需氨基
酸，生理状态下，大约 ３０％的游离 Ｇｌｎ在肠道中被消
耗，是维持肠道再生和完整性的首选燃料来源［８］。Ｇｌｎ
可显著改善ＣＲＣ患者围术期的应激状态，促进患者肠
道功能恢复，被推荐用于结直肠癌患者的肠内、肠外营

养治疗［９－１０］。临床推荐丙氨酰谷氨酰胺的每日剂量为

０．３～０．４ｇ／ｋｇ，体质量７０ｋｇ患者补充２０ｇ丙氨酰谷
氨酰胺后，其血药浓度增加范围为１．８～４．８ｍｍｏｌ／Ｌ。
研究发现，在癌症发展过程中，Ｇｌｎ参与癌细胞的氧化
还原平衡、大分子合成和信号传导等过程，对癌细胞具

有保护作用［１１－１２］，这提示放疗期间Ｇｌｎ用于ＣＲＣ患者
的营养治疗，可能会降低癌细胞的放射敏感性，不利于

放疗对残余癌细胞的杀伤作用。因此，如何平衡 ＣＲＣ

患者营养治疗应用与癌症治疗之间获益是目前 ＣＲＣ
放疗期间的热点话题，如 ＣＲＣ患者放疗期间增加 Ｇｌｎ
的摄入是否降低放疗的疗效、ＣＲＣ患者何时应用 Ｇｌｎ
肠外营养治疗等值得深入探讨。

　　为了探究增加 Ｇｌｎ摄入是否降低放疗的疗效，本
研究以结直肠癌ＨＴ２９细胞构建体外模型，观察不同
浓度Ｇｌｎ对ＨＴ２９细胞放射敏感性的影响，并初步探
究其相关机制，旨在提供放疗期间肿瘤细胞 Ｇｌｎ代谢
的基础实验数据，为结直肠癌患者放疗期间的精准营

养管理提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试剂与器材
　　仪器：微量台式低温离心机（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ），
Ｏｌｙｍｐｕｓ倒置荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ），超灵敏凝胶成像
系统（Ａｃｕｒｏｎｂｉｏ），全波长多功能酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ），ＢｉｏＲａｄ高流电泳仪（ＢｉｏＲａｄ），超声破碎
仪（鄞州双嘉），细胞计数板（湖南比克曼）。试剂：

Ｌ谷氨酰胺、ＭｃＣｏｙ’ｓ５Ａ培养基（不含 Ｇｌｎ）、青链双
抗混合液、ＦＢＳ、胰蛋白酶ＥＤＴＡ溶液（武汉普诺赛），
细胞凋亡检测试剂盒（武汉塞维尔），ＰＡＧＥ凝胶快速
配成试剂盒（西安米鼠生物），ＣＣＫ８试剂盒、ＢＣＡ蛋
白定量试剂盒、ＲＩＰＡ裂解液、蛋白上样缓冲液、ＥＣＬ化
学发光试剂盒（上海碧云天），活性氧检测试剂盒（北

京Ｂｉｏｓｈａｒｐ），ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３一抗（上海艾比玛特），
Ｎｒｆ２一抗、ＨＯ１一抗、兔 ＧＡＰＤＨ抗体、过氧化物酶偶
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联的二抗（上海生工）。

１．２　实验细胞
　　结直肠癌 ＨＴ２９细胞购于武汉普诺赛生命科技
有限公司。

１．３　细胞培养
　　复苏 ＨＴ２９细胞，培养在含１０％ＦＢＳ、１％双抗的
ＭｃＣｏｙ’ｓ５Ａ培养基，置于５％ＣＯ２、３７℃培养箱孵育。
当细胞融合度达８０％时，０．１２５％胰酶消化２ｍｉｎ，调整
细胞浓度为５×１０４／ｍＬ，按１∶３传代。
１．４　细胞分组及干预
　　根据参考文献［１３－１４］，将对数生长期的 ＨＴ２９
细胞按照培养基含 Ｇｌｎ浓度２（培养基基础浓度）、４、
６、８ｍｍｏｌ／Ｌ分为对照组、实验组Ⅰ、实验组Ⅱ、实验组
Ⅲ。细胞接种、传代，待细胞贴壁１２ｈ后，按实验分组
更换含不同浓度 Ｇｌｎ的生长培养基，预处理 ２ｈ后给
予８Ｇｙ［１５－１６］（Ｃｏ６０，０．４８７Ｇｙ／ｍｉｎ）剂量放射１次，继
续培养进行下一步实验。

１．５　Ｇｌｎ对未放射ＨＴ２９细胞活力的影响
　　将生长至８０％的ＨＴ２９细胞以１×１０４／ｍＬ的密度
接种于９６孔板，每孔 １００μＬ，置于细胞培养箱培养，
待细胞贴壁１２ｈ后，按实验分组更换含不同浓度 Ｇｌｎ
的生长培养基，分别于３、６、９、１２、２４ｈ，使用 ＣＣＫ８试
剂检测各组细胞活力。

１．６　Ｇｌｎ对放射后ＨＴ２９细胞活力的影响
　　将生长至８０％的ＨＴ２９细胞以１×１０４／ｍＬ的密度
接种于９６孔板，每孔 １００μＬ，置于细胞培养箱培养。
待细胞贴壁１２ｈ后，按实验分组更换含不同浓度 Ｇｌｎ
的生长培养基预处理２ｈ，于放射后３、６、９、１２、２４ｈ，使
用ＣＣＫ８试剂检测各组细胞活力。
１．７　ＨＴ２９细胞克隆形成实验
　　Ｔ２５培养瓶孵育细胞，各组细胞放射后继续培养
２４ｈ。胰酶消化细胞，重悬后显微镜下计数并调整细
胞浓度，于６孔板中接种各组细胞６００个／孔，继续培
养至１４ｄ，中途每隔３ｄ更换各组相应培养基并观察
细胞状态。克隆完成后，ＰＢＳ洗涤 ２次，每孔加入
１ｍＬ４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次；每孔添
加结晶紫染液１ｍＬ，浸染２０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤细胞３次，
晾干拍照。在显微镜下对包含≥１０个细胞的克隆进
行计数，克隆形成率为克隆数与每孔接种的细胞数的

比值。

１．８　活性氧（ＲＯＳ）检测
　　１２孔板孵育细胞，检测各组细胞放射后２４ｈＲＯＳ
水平。按１∶１０００的比例用无血清培养液稀释ＤＣＦＨ
ＤＡ，终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ。去除细胞培养液，加入适当

体积稀释后的 ＤＣＦＨＤＡ，３７℃培养箱继续孵育
２０ｍｉｎ，无血清细胞培养基洗涤３次，充分去除细胞外
ＤＣＦＨＤＡ，Ｏｌｙｍｐｕｓ倒置荧光显微镜观察并拍照记录。
用ＩｍａｇｅＪ软件对荧光强度进行分析。
１．９　细胞凋亡实验
　　Ｔ２５培养瓶孵育细胞，各组细胞放射后继续培养
４８ｈ。收集细胞培养液到离心管内，胰酶消化细胞，加
入收集的细胞培养液，吹打所有贴壁细胞，再次收集到

离心管内，５００ｇ离心 ５ｍｉｎ，沉淀细胞。小心去除上
清，用预冷的ＰＢＳ清洗细胞２次，每次５００ｇ，４℃离心
５ｍｉｎ；收集细胞，用预冷的 １×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬细
胞，调整细胞浓度至３×１０６／ｍＬ；取１００μＬ细胞悬液，
加入ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和ＰＩ各５μＬ，轻柔混匀，室温避
光１０ｍｉｎ。加入预冷的 １×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ４００μＬ，轻轻
摇匀，上机用流式细胞仪进行检测。

１．１０　蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
　　Ｔ２５培养瓶孵育细胞，各组细胞放射后继续培养
２４ｈ。将各组细胞收集于１．５ｍＬ离心管中，裂解细胞
提取全蛋白，使用 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒进行蛋白定
量，加入蛋白上样缓冲液，９５℃金属浴 １０ｍｉｎ。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的
蛋白表达水平。用ＩｍａｇｅＪ软件对条带进行分析。
１．１１　统计学分析
　　统计分析通过 ＳＰＳＳ２０．０软件进行，使用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８软件做图，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，所
有数据进行正态性检验和方差齐性检验。若符合则两

组间比较采用独立样本 ｔ检验，多组间比较采用单因
素方差分析。Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　不同浓度Ｇｌｎ对细胞活力影响的比较
　　未放射ＨＴ２９细胞在Ｇｌｎ干预２４ｈ实验组Ⅱ、实
验组Ⅲ细胞活力明显高于对照组，差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），见图 １Ａ。ＨＴ２９细胞放射后 ６ｈ，实验
组Ⅱ、Ⅲ细胞活力明显高于对照组，差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）；放射后９、１２和２４ｈ，各实验组细胞活力
明显高于对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见
图１Ｂ。
２．２　放射后１４ｄ不同浓度Ｇｌｎ对 ＨＴ２９细胞克隆形

成数目的比较

　　各组细胞克隆形成结晶紫染色情况见图２。计数
结果显示实验组Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ细胞克隆形成数较对照组明
显增加（Ｐ＜０．０５）；实验组Ⅱ、Ⅲ细胞克隆形成数较实
验组Ⅰ明显增加（Ｐ＜０．０５）；实验Ⅲ组细胞克隆形成数
较实验组Ⅱ明显增加（Ｐ＜０．０５）。见表１。
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图１　不同浓度Ｇｌｎ对细胞活力影响的比较（ｎ＝５）

!" #

$

Ａ：对照组；Ｂ：实验组Ⅰ；Ｃ：实验组Ⅱ；Ｄ：实验组Ⅲ

图２　各组ＨＴ２９细胞在放射后的单克隆形成情况

表１　各组细胞克隆形成数比较（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 单克隆形成数 克隆形成率（％）

对照组 １４８．０±１７．７ ２４．７±２．９

实验组Ⅰ ２４６．７±９．２ ４１．１±１．５ａ

实验组Ⅱ ４０７．３±３５．９ ６７．９±６．０ａｂ

实验组Ⅲ ６８５．３±３８．１ １１４．２±６．３ａｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与实验组Ⅰ比较；
ｃ：Ｐ＜０．０５，与实验组Ⅱ比较

２．３　放射２４ｈ各组ＨＴ２９细胞活性氧的比较
　　活性氧荧光图像结果显示，实验组Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ细胞
活性氧水平均较对照组下降（Ｐ＜０．０５）；实验组Ⅱ、Ⅲ
细胞活性氧水平较实验组Ⅰ下降（Ｐ＜０．０５）；实验组Ⅲ
细胞活性氧水平较实验组Ⅱ下降（Ｐ＜０．０５）。见图３。
２．４　放射后４８ｈ不同浓度Ｇｌｎ对 ＨＴ２９细胞凋亡的

影响

　　流式细胞术结果显示实验组Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ细胞凋亡率
较对照组下降（Ｐ＜０．０５）；实验组Ⅱ细胞凋亡率较实验

组Ⅰ无明显变化；实验组Ⅲ细胞凋亡率较实验组Ⅰ、Ⅱ
明显下降（Ｐ＜０．０５）。见图４。
２．５　放射后２４ｈ各组ＨＴ２９细胞Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ｃｌｅａｖｅｄ

Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明实验组ⅠＮｒｆ２蛋白较对照
组表达增加（Ｐ＜０．０５）；实验组Ⅱ、Ⅲ Ｎｒｆ２蛋白和 ＨＯ１
蛋白较对照组和实验组Ⅰ表达明显增加（Ｐ＜０．０５），
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白较对照组和实验组Ⅰ表达明显
下降（Ｐ＜０．０５），实验组Ⅲ ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白较实
验组Ⅱ表达明显下降（Ｐ＜０．０５）。见图５。

３　讨论

　　肿瘤的发生和发展依赖于机体原本微环境生态平
衡的改变，其中代谢重编程发挥着重要作用。作为肿

瘤代谢重编程的重要组成部分，Ｇｌｎ代谢重编程被认
为对肿瘤细胞功能具有多效性作用。Ｇｌｎ分解产生合
成肿瘤细胞所需的氨基酸、核苷酸、脂肪酸和己糖胺等
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图３　放射后２４ｈ各组ＨＴ２９细胞ＲＯＳ荧光探针染色结果（ｎ＝５）
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图４　流式细胞术检测各组ＨＴ２９细胞在放射４８ｈ后的凋亡率（ｎ＝３）

１１０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（９）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与实验组Ⅰ比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与实验组Ⅱ比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ～Ｄ：分别为Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３半定量分析

图５　各组细胞Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平比较（ｎ＝３）

大分子物质的原料［１７］，其代谢物在进入三羧酸循环后

为肿瘤进展提供能量［１１］。Ｇｌｎ在多种癌症形式中显著
促进细胞增殖，Ｇｌｎ剥夺会抑制肿瘤细胞生长，显著促
进细胞凋亡，使细胞周期停滞在 Ｇ１期

［１８］。本研究也

证实，在２～８ｍｍｏｌ／Ｌ的浓度范围内，ＨＴ２９细胞活力
随Ｇｌｎ浓度增加而升高，表明在该浓度范围内，Ｇｌｎ能
增加ＨＴ２９细胞对放射的抵抗力，同时流式细胞术结
果表明，Ｇｌｎ浓度增加能明显降低放射后 ＨＴ２９细胞
凋亡。细胞克隆实验进一步证实，Ｇｌｎ以剂量依赖性
的方式增加了 ＨＴ２９细胞克隆形成数。这些结果表
明在２～８ｍｍｏｌ／Ｌ的浓度范围内，随着 Ｇｌｎ浓度增加，
ＨＴ２９细胞的放射敏感性降低。
　　研究表明，放疗可以通过增加肿瘤细胞ＲＯＳ水平
从而诱导肿瘤细胞凋亡［１９］。细胞凋亡与 ＲＯＳ密切相
关，一定水平的ＲＯＳ可维持细胞稳态，当 ＲＯＳ水平超
过阈值，细胞会触发凋亡信号，诱导细胞走向凋

亡［２０－２２］。研究证实，Ｇｌｎ代谢途径中合成的谷胱甘肽
（ＧＳＨ）和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ＮＡＤＰＨ）可以
调节肿瘤细胞的 ＲＯＳ水平，以维持其氧化还原稳态，

保证肿瘤细胞的生存［２３］。Ｎｒｆ２是一种调节抗氧化作
用转录因子，正常情况下，Ｎｒｆ２低表达并定位于细胞
质，在氧化应激条件下，Ｎｒｆ２表达水平上升，并移位到
细胞核，参与编码抗氧化酶的基因启动子结合，共同清

除ＲＯＳ［２２，２４］。血红素加氧酶１（ＨＯ１）是一种诱导蛋
白，体外和体内实验证实 ＨＯ１的表达水平可由 Ｎｒｆ２
直接调控［２５－２６］，而 ＨＯ１可抑制细胞中 ＲＯＳ的产生，
从而调控细胞凋亡［２７］。此外，细胞凋亡程序依赖于蛋

白水解Ｃａｓｐａｓｅ级联的激活，其中 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３被
认为是细胞凋亡的关键介质［２８］。本研究表明，低 Ｇｌｎ
浓度组ＨＴ２９细胞在放射后胞内ＲＯＳ水平明显上升，
且细胞凋亡维持在较高水平，而提升 Ｇｌｎ浓度能以剂
量依赖性的方式降低放射后 ＨＴ２９细胞的 ＲＯＳ水平
和凋亡水平。进一步研究发现放射后低 Ｇｌｎ浓度组
ＨＴ２９细胞 Ｎｒｆ２、ＨＯ１的表达相对较低，ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３的表达相对较高；而增加 Ｇｌｎ浓度能明显上
调Ｎｒｆ２、ＨＯ１的表达、下调 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的表达。
这表明增加ＨＴ２９细胞生长环境中的Ｇｌｎ可以通过降
低ＲＯＳ水平来增强ＨＴ２９抗氧化应激损伤的能力，减

２１０１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



少细胞凋亡，这与 ＨＴ２９细胞的放射敏感性密切
相关。

　　综上所述，本研究表明在２～８ｍｍｏｌ／Ｌ的范围内，
随着Ｇｌｎ浓度的提高，ＨＴ２９细胞的放射敏感性明显
降低，Ｇｌｎ对放射后的ＨＴ２９细胞具有保护作用，其机
制可能与降低 ＲＯＳ水平，减轻氧化应激损伤，减少放
射后ＨＴ２９细胞的凋亡有关。这提示额外补充Ｇｌｎ虽
然可以改善放疗引起的肠道反应，但可能降低ＣＲＣ患
者的放疗效果，降低 ＣＲＣ患者临床治疗的整体获益。
综上，本研究为临床上ＣＲＣ患者在放疗期间是否补充
Ｇｌｎ，以及患者的个性化营养管理提供了参考依据。然
而Ｇｌｎ是如何调控氧化应激、减少细胞凋亡，Ｇｌｎ在何
时使用及剂量在何种范围内能使 ＣＲＣ放疗患者受益
最大化，还需要进行深入的实验探究和人群队列研究。
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