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谷氨酰胺对烧伤大鼠肠三叶因子表达的影响
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　　提　要:目的　探讨谷氨酰胺对烧伤大鼠肠三叶因子(intestinal trefoil factor , ITF)表达的影响及其可能的机制。方法

　采用 30%体表面积Ⅲ度烧伤大鼠模型 , 随机分正常对照(C)组 , 烧伤后普通肠道营养(EN)组及烧伤后添加谷氨酰胺的

肠道营养(GLN)组。 EN组用等量甘氨酸补足氮量 , 使两组烧伤大鼠保持等氮 、等热卡 ,动态观察伤后两组大鼠 ITF及 ITF

mRNA的变化。结果　正常大鼠小肠中 ITF 及 ITF mRNA均有一定表达 , 烧伤后其表达一过性增加 , 随后明显降低。两组

比较 , GLN组大鼠肠组织中 ITF及 ITFmRNA水平明显高于 EN组 , 同时GLN 组肠粘膜受损程度也明显低于 EN 组。结论　

严重烧伤后肠粘膜结构受损是 ITF合成下降的主要原因 , 谷氨酰胺能保护肠粘膜 , 维护杯状细胞的正常结构和功能 ,促进

ITF 特别是 ITF二聚体的合成和分泌。
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　　Abstract:Objective　To explore the effects of glutamine on intestinal trefoil factor(ITF)and ITF mRNA ex-

pression in burned rats and the possible mechanisms.Methods　Wistar rats inflicted with 30% total body surface

area full thickness burns were randomly divided into three groups:normal enteral nutrition (EN), enteral nutrition

plus glutamine(GLN), and normal control(C).The expression and content of ITF in the intestinewere quantitative-

ly and localizationally determined by in situ hybridization(ISH), immunohistochemistry , and high performance liquid

chromatography (HPLC).Results　ITF and ITF mRNA were expressed in the whole small intestine , and most of

them were localized in goblet cells of intestinal villus.After burn injury , the structure of intestinal mucosa was se-

verely damaged , and the abilities of goblet cell synthesis and ITF secretion , especially ITF dimer , were significantly

decreased.GLN could lessen the extent of ITF drop though it could not reverse this trend.Meanwhile , compared with

EN , GLN could abate the intestinal mucosa injury obviously.Conclusion　The decline of ITF synthesis may result

from damaged intestine structure after severe burn.GLN can protect the intestinal mucosa , preserve the normal struc-

ture and function of goblet cells , and promote the synthesis and secretion of ITF , particularly ITF dimer.

　　Key words:glutamine;intestinal trefoil factor;enteral nutrition;rat;burn

　　业已证明 ,肠道是严重创伤后受损最严重的器官之

一 ,伤后肠粘膜屏障功能受损 ,导致细菌 、内毒素移位 ,

引起肠源性感染和肠源性高代谢 ,进而可引发失控性炎

症反应(systemic inflammatory response syndrom , SIRS)

　　基金项目:国家自然科学基金资助面上项目(0320020094)

　　　　　　Supported by the NationalNatural Science Foundation of China(0320020094)

　　作者简介:彭　曦(1968-),男 ,四川省成都市人 ,博士 ,副研究员 ,主要从事

创伤后代谢营养方面的研究 ,发表论文 30 余篇。电话:(023)

68754149-8056

　　收稿日期:2003-06-22;修回日期:2003-10-15

和多器官功能不全(multiple organ dysfunction syndrome ,

MODS)
[ 1]
。因此 ,维护肠道结构和功能已成为创伤救

治的重要内容之一。肠三叶因子(intestinal trefoil fac-

tor , ITF)是一种特殊的生长因子 ,主要由杯状细胞分

泌 ,能稳定肠粘液层 ,防止有害物质对肠粘膜的损伤 ,

并能促进肠上皮细胞增殖与移行 ,修复受损肠粘膜
[ 2]
。

因此 ITF 在肠道的自我保护机制中占据重要地位。我

们以往的工作已证实与静脉营养相比 ,肠道营养可促

进 ITF的表达 ,减轻烧伤后肠道受损程度 ,但其疗效还

不是十分理想
[ 3]
。我们推测可能与普通肠道营养中缺
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乏谷氨酰胺(glutamine ,GLN)有关
[ 4]
,本实验旨在观察

谷氨酰胺强化的肠道营养对肠道合成和分泌 ITF的影

响 ,以期阐明 GLN 保护肠道组织结构 ,维护肠道功能

的作用机制 。并为临床合理使用谷氨酰胺提供理论

依据 。

1　材料和方法

1.1　材料
　　rITF cDNA质粒由美国佛罗里达大学 Thompson 博士惠赠 ,

rITF(二聚体)由丹麦 NOVO 研究院 L .Thim 教授惠赠 , 质粒提

取盒 ,地高辛 cRNA探针标记盒 , 内切酶 xhoI , T3 RNA 聚合酶均

购自德国宝灵曼公司 , 三氟乙酸购自德国MERCK 公司 , PEAE-

Sephadex A-50 购自Sigma公司 ,Hypersil C4柱由大连国家色谱中

心提供 , 羊抗兔抗血清由武汉博士德公司提供 , 实验所用谷氨

酰胺为颗粒剂(商品名:安凯舒 , 含 99.2% L-谷氨酰胺), 由重

庆药友制药有限公司提供。

1.2　方法
1.2.1　动物模型制作及分组　　健康成年Wistar 大鼠 110 只 ,

体质量 205～ 260 g , 雌雄不拘 , (第三军医大学大坪医院动物所

提供)伤前禁食 12 h , 1%戊巴比妥钠(40 mg kg)腹腔麻醉 ,背部

电推剃毛 ,称重后置剃毛区于 92 ℃水浴中 18 s ,造成 30%TBSA

Ⅲ度烧伤(病理切片证实)。伤后按 50 ml kg 腹腔注入乳酸林

格液抗休克。随机将动物分成 3 组:烧伤后普通肠道营养(en-

teral nutrition , EN)组 , 50 只;谷氨酰胺强化的肠道营养(glu-

tamine , GLN)组 , 50 只;正常对照(control , C)组 , 10只。

1.2.2　时相设置　　实验分烧伤后(PBD)1、3、5 、7、10 d 5个时

相点(每时相点包括 GLN和 EN两组 , 每组每时相10 只大鼠 , 共

110 只大鼠)。

1.2.3　营养素的供应　　烧伤大鼠不论 GLN 或 EN 组均按每

天 732.2 kJ kg 的标准供给 ,其中糖 、脂 、蛋白的供热比为 50∶35∶

15。GLN组按每公斤体重每天添加 1.0 g GLN , EN 组采用等量

的甘氨酸。

1.2.4　肠粘膜 ITF mRNA表达的检测　　质粒转化 、目的片段

回收及 ITF 探针标记均按宝灵曼公司相应的说明书操作。 伤

后各时相点活杀大鼠取一段回肠约 1 cm , 4%多聚甲醛固定 , 冰

冻切片(20μm), 其余步骤参见文献[ 5] ,制片在TIGER2000 型图

像分析仪上测定阳性染色的吸光度值。

1.2.5　ITF 免疫组织化学染色　　ITF 抗血清的制备及纯化参

见文献[ 5] 。大鼠活杀后取一段回肠约 1 cm , 置 10%福尔马林

液中固定。常规石蜡包埋切片 ,一抗工作浓度为 1∶32 , 其余步

骤及阴性对照按常规进行操作 ,图像处理同上 。

1.2.6　肠粘膜中 ITF(二聚体)含量测定　　色谱条件及标准

曲线制作均按文献[ 5] 的方法进行 , 取大鼠回肠粘膜约 200 ～

300 mg ,加 2 ml生理盐水(含 400 U 抑肽酶), 冰浴匀浆 , 15 000

r min 4 ℃离心 20 min ,取上清 100μl进样检测。采用考马斯亮

蓝G-250 法定蛋白。

1.3　统计学处理
　　结果以 x±s表示 ,所有数据在华西医科大学 PEMS 程序包

上作 t检验。

2　结果

2.1　烧伤大鼠肠粘膜中 ITF mRNA表达的变化

　　图像分析显示 ,烧伤后 ITF mRNA 有一过性表达增加 , 随着

时间延长 ,特别是烧伤 3 d 以后肠粘膜 ITF mRNA的表达量明显

下降。同 EN 组相比 , GLN组大鼠肠粘膜 ITF mRNA 的表达有所

增加 , 两组在伤后 5～ 10 d 存在非常显著差异(P<0.01)(表 1)。

表 1　烧伤大鼠肠粘膜 ITF mRNA 原位杂交图像

分析(Dλ, n=10,  x±s)

Tab 1　Image analysis of ITF mRNA expression in goblet cells of rat

intestinal villus after burn injury by in situ hybridization

(Dλ, n=10,  x±s)

Group PBD1 PBD3 PBD5 PBD7 PBD10

GLN 452.23±88.23 345.88±89.32 388.23±42.13■■ 305.60±45.12■■ 438.23±66.20＊＊■■

EN 441.30±55.48 321.12±62.31 268.10±51.20＊＊ 214.00±33.45＊＊ 237.30±57.69＊＊

C 396.23±49.68 - - - -

＊＊:P<0.01 , vs C;■■:P<0.01 , vs EN

2.2　烧伤大鼠肠粘膜中 ITF 免疫组化染色的变化

　　ITF 阳性染色呈棕黄色 ,主要分布于杯状细胞 , 镜下可见染

色深浅不一的杯状细胞。图像分析显示 , 烧伤后 ITF 表达明显

降低 , 从伤后 7 d 起GLN 组 ITF 阳性染色的吸光度值明显高于

EN组(表 2)。

表 2　烧伤大鼠肠粘膜 ITF免疫组化图像分析(Dλ, n=10,  x±s)

Tab 2　Image analysis of ITF-positive goblet cells in rat intestine after

burn injury by immunohistochemistry(Dλ, n=10,  x±s)

Group PBD1 PBD3 PBD5 PBD7 PBD10

GLN 710.56±112.40 325.20±88.45＊＊ 330.45±78.30＊＊ 507.89±102.50■ 688.80±78.65■

EN 689.21±95.00 387.28±112.30＊＊ 308.45±70.20＊＊ 323.40±87.00＊＊ 525.33±98.20

C 652.30±95.45 — — — —

＊＊:P<0.01 , vs C;■■:P<0.01 , vs EN

2.3　烧伤大鼠肠粘膜 ITF(二聚体)含量的变化
　　与正常对照组相比 , ITF(二聚体)在伤后第 1 天有一过性

增加 ,随后逐渐降低 , 从第 3 天起大幅下降 , 伤后 7 d 降至最低

点。GLN组在伤后 5 ～ 10 d显著高于 EN 组(P<0.01)(表 3)。

表 3　烧伤大鼠肠粘膜中 ITF(二聚体)含量的变化(ng g,  x±s , n=10)

Tab 3　Changes of content of ITF dimer in rat intestine after burn

injury(ng g ,  x±s , n=10)

Group PBD1 PBD3 PBD5 PBD7 PBD10

GLN 602.45±87.00＊＊ 325.45±45.60＊＊ 359.32±40.20■■　385.10±65.23■■458.69±47.88■■

EN 623.10±102.45＊＊ 289.50±43.00＊＊ 244.23±36.56＊＊ 198.23±42.00＊＊389.54±52.36

C 483.56±78.20 — — — —

＊＊:P<0.01 , vs C group;■■:P<0.01 , vs EN group

3　讨论

　　营养支持是烧伤救治的重要环节 ,合理的营养支

持在降低患者过高的代谢率 ,维护免疫功能 ,降低感染
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率和病死率以及改善预后等方面都有重要意义
[ 6]
。研

究表明 ,谷氨酰胺对危重患者而言是一种必需氨基酸 ,

缺乏谷氨酰胺的营养支持是不完善的 ,营养效果会大

打折扣
[ 7]
。以往的研究证明 ,肠道营养有利于维护肠

道组织结构 ,减轻肠道损害 ,但疗效仍不能令人满意 ,

可能与普通肠道营养中缺乏谷氨酰胺有关。谷氨酰胺

能减轻肠道损害 ,被喻为肠粘膜保护剂 ,但作用机制还

未完全搞清 ,特别是与 ITF 这种特殊生长因子的关系

还未见报道 ,这也是本实验的研究重点 。

　　实验结果显示 ,正常情况下肠粘膜中有一定量的

ITF mRNA表达 ,主要分布于杯状细胞 ,特别是绒毛上

部的杯状细胞中有较高表达 ,提示 ,只有成熟的杯状细

胞才能分泌 ITF。同对照组相比 ,烧伤早期 ITF 表达有

一过性增加 ,随着伤情加重 , ITF mRNA表达明显下降。

图像分析的结果表明 ,尽管补充谷氨酰胺不能完全逆

转 ITF mRNA下降的趋势 ,但下降幅度明显低于普通

肠道营养组 ,伤后 5 ～ 10 d两组存在非常显著差异(P

<0.01)。免疫组化结果显示 ,正常情况下大鼠肠道有

较多的 ITF阳性细胞 ,其定位同 ITF mRNA完全一致。

主要分布于肠绒毛杯状细胞中 ,而且绒毛顶部和底部

的杯状细胞着色深浅不一 ,说明 ITF 的分泌量在不同

的杯状细胞中存在明显差异 ,并与其成熟度有关。实

验结果显示 ,烧伤大鼠肠粘膜中 ITF(二聚体)的含量

显著低于伤前 ,特别是伤后 5 ～ 7 d有一个明显的下降

过程 ,同伤前相比 ,最大下降幅度可达 60%,两组相

比 ,Gln组明显高于 EN组 。提示补充谷氨酰胺能明显

抑制 ITF 特别是 ITF 二聚体的下降幅度 ,说明谷氨酰

胺改变的不仅是 ITF的总量 ,更为重要的是改变了 ITF

的构成比例 。生理状况下 ,肠道分泌的 ITF 有两种形

式 ,单体和二聚体 ,其中只有二聚体才有生物活性 ,形

成二聚体的 ITF 自身稳定性增强 ,能同粘液糖蛋白的

糖链紧密结合 ,稳定肠粘液层
[ 8]
。谷氨酰胺促进 ITF

表达的机制可能与其能减轻肠道损害 ,维护杯状细胞

的结构和功能有关 ,而相对较多的 ITF 反过来又增强

了肠道的抗损伤能力 ,形成良性循环。我们的研究结

果提示 ,谷氨酰胺保护肠粘膜屏障的作用机制是多方

面的 ,一方面谷氨酰胺是肠道的重要能源物质 ,为肠道

提供了大量的碳源和氮源 ,对维护肠粘膜细胞的生长 、

增殖和分化具有重要意义 ,另一方面谷氨酰胺能促进

肠粘膜合成和分泌 ITF ,维护肠粘膜的结构和功能 ,并

能加速受损组织的修复。这也许就是谷氨酰胺强化的

肠道营养较普通肠道营养能显著减轻肠道损伤 ,促进

修复的作用机制 。

　　本研究结果提示 ,对重症患者 ,应积极采用谷氨酰
胺强化的肠道营养 ,减轻肠道损害 ,加快肠道修复 ,最

终达到降低并发症 ,改善预后的目的。
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气应及时更换气管插管。

2.2.2　呼吸机管道脱开或呼吸机管路连接不牢固　　这是一

种常见的和严重的情况 ,最为多见的是呼吸机管道与气管插管

连接处 ,脱开后可因自主呼吸停止或减弱造成窒息死亡。呼吸

机管路要衔接紧密 , 必要时需更换管路。 对于机械通气的病

人 ,护士应 24 h 守护在病人身旁。

2.3　氧浓度常见报警原因
　　空氧混合器故障或某个气体模块损坏 , 以及氧电池消耗。

应立即更换氧电池或拔出接头。

2.4　电源报警常见原因
　　墙上电源或插座板故障或后备电池不足 、烧毁保险管 , 机

内电源故障 ,应更换保险管或作对应处理[2] 。为防止呼吸机故

障引起的并发症 ,医护人员应了解所用的各种呼吸机的性能 、

特点和使用方法。定期对仪器进行检测和维修 , 在应用呼吸机

前应正确连接呼吸机管路 , 并连接模拟肺检查呼吸机状况 , 无

故障后方可应用于病人 , 并合理设置呼吸及条件和报警限 , 一

旦出现呼吸机报警应真正找出报警原因并及时清除。

　　关键词:呼吸机;机械通气;报警
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