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谷氨酰胺对体外肠上皮细胞缺血再灌注
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　　【摘要】　目的　探讨谷氨酰胺（ＧＬＮ）对体外肠缺血再灌注损伤后肠上皮细胞活性及紧密连接蛋白 ｏｃ唱
ｃｌｕｄｉｎ表达的影响，以研究 ＧＬＮ对肠黏膜保护作用的机制。 方法　利用 Ｃａｃｏ唱２ 细胞建立缺氧／复氧模型，模
仿肠缺血再灌注，然后用含有不同浓度 ＧＬＮ的培养液继续培养。 利用 ＭＴＴ检测细胞活性，利用 ＲＴ唱ＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白的表达情况。 结果　ＭＴＴ 结果显示，与 ０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ 组（０畅６３５ ±０畅０４１、
０畅６９０ ±０畅０３２）相比，补充 ＧＬＮ 后细胞 ＯＤ 值明显增加（４ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ 组：０畅７１６ ±０畅０４０、０畅９０４ ±０畅０８９，
８ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ 组：０畅７６８ ±０畅０４０、０畅８５６ ±０畅０７３，P 均 ＜０畅０５）。 ＲＴ唱ＰＣＲ 结果显示，与 ０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ 组
（０畅２４４ ±０畅０３７、０畅５９１ ±０畅０３１ ）相比，ＧＬＮ 影响 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白 ｍＲＮＡ 的相对表达量（４ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ 组：
０畅３７１ ±０畅０５７、０畅７９９ ±０畅０５４，８ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ组：０畅７１４ ±０畅０３０、０畅５４７ ±０畅０６４，P均＜０畅０５）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结
果显示，与０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ组（３５畅０５６ ±２畅３１３、７４畅３０９ ±１畅５２８ ）相比，ＧＬＮ可以增加紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 表
达（４ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ组：６３畅４３２ ±０畅６４９、１０１畅７５９ ±１畅２１４ ，８ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ组：９９畅４５３ ±０畅５２６、９９畅５７３ ±２畅０８２，P
均＜０畅０５）。 结论　ＧＬＮ促进肠上皮的增殖，同时在基因和蛋白水平上影响紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ （ＧＬＮ） ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉａ唱ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ in vitro．Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａ ｂｙ ＧＬＮ．Methods　Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｍａｄｅ ｂｙ ｈｙｐｏｘｉｃ ／ｒｅ唱
ｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，ｔｈｅｎ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＬＮ ．Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ 唱ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ．Results　ＭＴＴ：
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ０ ｍｍｏｌ／Ｌ（０畅６３５ ±０畅０４１，０畅６９０ ±０畅０３２ ），ＧＬＮ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ＯＤ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
（４ ｍｍｏｌ／Ｌ：０畅７１６ ±０畅０４０，０畅９０４ ±０畅０８９，８ ｍｍｏｌ／Ｌ：０畅７６８ ±０畅０４０，０畅８５６ ±０畅０７３，P ＜０畅０５）．ＲＴ唱ＰＣＲ：
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ０ ｍｍｏｌ／Ｌ（０畅２４４ ±０畅０３７，０畅５９１ ±０畅０３１），ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍＲＮＡ
ｗａｓ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｂｙ ＧＬＮ （４ ｍｍｏｌ／Ｌ：０畅３７１ ±０畅０５７，０畅７９９ ±０畅０５４，８ ｍｍｏｌ／Ｌ：０畅７１４ ±０畅０３，P ＜０畅０５）．Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ：ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ０ ｍｍｏｌ／Ｌ（３５畅０５６ ±２畅３１３，７４畅３０９ ±１畅５２８），ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｐｒｏｍｏｔｅｄ
ｂｙ ＧＬＮ（４ ｍｍｏｌ／Ｌ：６３畅４３２ ±０畅６４９，１０１畅７５９ ±１畅２１４，８ ｍｍｏｌ／Ｌ：９９畅４５３ ±０畅５２６，９９畅５７３ ±２畅０８２，P ＜０畅０５）．
Conclusions　ＧＬＮ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ，ａｎｄ ｕｐ唱ｒｅｇｕｌｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｉｇｈｔ
ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｃｃｌｕｄｉｎ ａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ．

【Key words】　Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ；　Ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ；　Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

　　缺血再灌注损伤（ ｉｓｃｈｅｍｉａ唱ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）
是指在缺血的基础上，恢复血供后，组织的缺血性损伤
和功能障碍未减轻，反而加重的现象，严重的感染、创
伤、休克等均可引起 ＩＲＩ。 肠是对缺血反应最敏感的组
织之一，肠缺血再灌注不仅可以引起肠黏膜的局部组

织损害，甚至引发肠道细菌移位及内毒素血症，损害远
处器官，所以它被认为是全身炎症反应综合征（ｓｙｓｔｅｍ唱
ｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ，ＳＩＲＳ）和多器官功能
障碍综合征 （ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｏｒｇａｎ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ，
ＭＯＤＳ）的“起动机” ［１唱３］ 。 紧密连接是上皮细胞间重要
的连接方式，在肠黏膜屏障中起到举足轻重的作用［４］ 。
ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白是紧密连接的主要蛋白成分之一，对维护
紧密连接的基本结构和功能发挥着至关重要的作

用［５］ 。 谷氨酰胺（ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ，ＧＬＮ）具有保护肠黏膜屏
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障的作用，但其具体机制尚未完全阐明。 本研究利用
Ｃａｃｏ唱２细胞，通过缺氧／复氧的方法，模拟临床上的肠缺
血再灌注。 通过测量缺氧／复氧后，ＧＬＮ 对肠上皮细胞
的细胞增殖及对 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达的影响，来探讨 ＧＬＮ
对肠上皮细胞活性的影响及对肠道保护作用的机制 。

材料和方法

１．实验材料及主要试剂：Ｃａｃｏ唱２细胞株，购自中科
院上海细胞库；兔抗人 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 多克隆抗体，购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＦＩＴＣ标记羊抗兔 ＩｇＧ抗体，购自北京中
杉金桥公司；ＤＭＥＭ高糖培养基（含丙酮酸钠型），胎牛
血清，非必需氨基酸，ＧＬＮ，购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；实时
定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ，ＲＴ唱ＰＣＲ）试剂盒，
购自大连宝生物工程有限公司；辣根过氧化物酶
（ＨＲＰ）标记羊抗兔 ＩｇＧ 抗体，购自碧云天生物技术有
限公司；ＭＩＮＩＶＥ垂直蛋白电泳仪，购自美国 Ａｍｅｒｓｈａｍ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司。

２．细胞培养：细胞均用含 ２００ ｍｌ／Ｌ 胎牛血清、
１０ ｇ／Ｌ非必需氨基酸和青霉素唱链霉素双抗液的 ＤＭＥＭ
高糖培养液，ＮａＨＣＯ３ 调节 ｐＨ 值。 细胞在 ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 条件下进行培养。 细胞按每 ７ ｄ，１∶２传代，传代后
７ ｄ细胞生长达融合状态［６］ 。

３．Ｃａｃｏ唱２细胞缺氧／复氧模型的建立方法：取传代
后 ７ ｄ生长达到融合的 Ｃａｃｏ唱２ 细胞，吸取细胞培养基，
将细胞置于厌氧培养箱中（１％ Ｏ２ ，５％ ＣＯ２ ，９４％ Ｎ２ ）
孵育 ９０ ｍｉｎ（缺氧），取出，加培养液至原量后，再置于
原培养箱（５％ ＣＯ２ ，９５％空气）中孵育 ３０ ｍｉｎ。 加入含
有不同浓度 ＧＬＮ的细胞培养液，继续培养［７］ 。

４．ＭＴＴ：取同代细胞接种于 ９６ 孔板上，接种密度
为 ５０００／１００ μｌ／孔，待细胞生长达到融合状态后造模，
然后用不同浓度的 ＧＬＮ （ ０ ｍｍｏｌ／Ｌ， ４ ｍｍｏｌ／Ｌ，
８ ｍｍｏｌ／Ｌ，１２ ｍｍｏｌ／Ｌ，１６ ｍｍｏｌ／Ｌ）处理。 分别在２４ ｈ、
４８ ｈ，向每个孔中加入 ＭＴＴ（５ ｇ／Ｌ）２０ μｌ，于 ３７ ℃细胞
培养箱中孵育 ４ ｈ，小心吸弃孔内培养上清液，每孔中
加入 １５０ μｌ二甲基亚砜。 选择 ５６０ ｎｍ波长，在全自动
酶标仪上进行测定。

５．荧光 ＲＴ唱ＰＣＲ：提取各实验组细胞的 ＲＮＡ，将每
个样本 ＲＮＡ各取 １ μｇ反转录为 ｃＤＮＡ，进行荧光实时
定量 ＰＣＲ反应。 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的引物为：ｏｃｃｌｕｄｉｎ唱Ｆ：５′唱ＡＧＴ唱
ＧＣＣＡＣＴＴＴＧＧＣＡＴＴＡＴＧＡＧＡ唱３′，ｏｃｃｌｕｄｉｎ唱Ｒ：５′唱ＣＴＴＧＴＧ唱
ＧＣＡＧＣＡＡＴＴＧＧＡＡＡＣ唱３′；ＧＡＰＤＨ唱Ｆ：５′唱ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧ唱
ＧＣＴＧＡＧＡＡＣ唱３′， ＧＡＰＤＨ唱Ｒ： ５′唱ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴ唱
ＧＧＡ唱３′。 ＰＣＲ反应条件：９５ ℃，３０ ｓ；９５ ℃，５ ｓ；６０ ℃，
２０ ｓ，循环 ４０次，４ ℃结束。

６．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ：分别收集各实验组的细胞，超声破
碎提取总蛋白，采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法进行定量。 取蛋白样
品，加入 １／４ 体积的 ５ ×Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 上样缓冲液，于
沸水中煮沸 ３ ～５ ｍｉｎ。 取 ３０ μｇ总蛋白上样行 ＳＤＳ唱聚
丙烯酰胺凝胶电泳，将分离后蛋白转移至硝酸纤维素
膜上， ５％脱脂奶粉 ４ ℃封闭过夜， Ｔ唱ＴＢＳ 缓冲液
（１０ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ唱ＨＣｌ， ｐＨ ７畅４， １５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，
０畅０５％ Ｔｗｅｅｎ ２０）清洗膜 ３次，每次 ５ ｍｉｎ，加入多克隆
兔抗人 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 抗体（一抗）孵育 ４ ｈ，洗膜 ３ 次 ×
５ ｍｉｎ，加入 ＨＲＰ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（二抗）孵育 ２ ｈ，
洗膜后加入 ＥＣＬ 化学发光剂，放入暗盒中压片 １ ｍｉｎ
后显影，定影。

７．统计学分析：数据以均数±标准差（珋x ±s）表示，
应用 ＳＰＳＳ １９畅０ 统计学软件进行分析，经方差齐性检验
后采用方差分析，两组间的比较采用 q 检验。 取显著
性检验水准α＝０畅０５。

结　　果

１．ＧＬＮ 对细胞活性的影响：与 ０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ 组
细胞相比，４ ｍｍｏｌ／Ｌ、８ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ 组 ＯＤ 值明显增
高；与 ８ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ 组相比，１２ ｍｍｏｌ／Ｌ、１６ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＧＬＮ组 ＯＤ值明显下降（表 １）。

表 1　不同浓度 ＧＬＮ对细胞的促增殖作用
（ＯＤ值，珋x ±s，n ＝６）

组别 ２４ ｈ ４８ ｈ
０ ｍｍｏｌ／Ｌ ０ 痧痧畅６３５ ±０  畅０４１ ０ 敂敂畅６９０ ±０ �畅０３２

４ ｍｍｏｌ／Ｌ ０ 痧痧畅７１６ ±０  畅０４０ ａ ０ 敂敂畅７６８ ±０ �畅０４０ ａ

８ ｍｍｏｌ／Ｌ ０ 痧痧畅９０４ ±０  畅０８９ｂｃ ０ 敂敂畅８５６ ±０ �畅０７３ ａ

１２ ｍｍｏｌ／Ｌ ０ 痧痧畅７８１ ±０  畅０４５ｄ ０ 敂敂畅７１９ ±０ �畅０４３ ｄ

１６ ｍｍｏｌ／Ｌ ０ 痧痧畅７３０ ±０  畅０２０ｄ ０ 敂敂畅７５８ ±０ �畅０５２ ｄ

　　注：与 ０ ｍｍｏｌ／Ｌ 组相比，ａP ＜０畅０５，ｂP ＜０畅０１；与 ４ ｍｍｏｌ／Ｌ 组相
比，ｃP ＜０畅０５；与 ８ ｍｍｏｌ／Ｌ 组相比，ｄP ＜０畅０５

　　２．ＧＬＮ对 ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 相对表达量的影响：以
０ ｍｍｏｌ／Ｌ ｍＲＮＡ相对表达量为 １，通过管家基因校正，
得出各组的 ｍＲＮＡ 相对表达量 （表 ２）。 ２４ ｈ，与
０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ 组细胞相比，４ ｍｍｏｌ／Ｌ 和 ８ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＧＬＮ组 ＲＥＲ 值明显增高。 ４８ ｈ，４ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ 组与
０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ 组对比，ＲＥＲ 明显上升，但 ８ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＧＬＮ组与 ４ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ 组相比，ＲＥＲ 明显降低。 与
２４ ｈ比较，０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ 组和 ４ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ 组 ４８ ｈ
ＲＥＲ明显增高（P ＜０畅０５），８ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ组 ＲＥＲ明显
降低（P ＜０畅０５）。
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表 2　ＧＬＮ对 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白 ｍＲＮＡ相对含量的
影响（珋x ±s，n＝６）

组别 ２４ ｈ ４８ ｈ
０ ｍｍｏｌ／Ｌ ０ ??畅２４４ ±０ Y畅０３７ ０ 行行畅５９１ ±０ 觋畅０３１ ｄ

４ ｍｍｏｌ／Ｌ ０ ??畅３７１ ±０ Y畅０５７ ａ ０ 行行畅７９９ ±０ 觋畅０５４ ａｄ

８ ｍｍｏｌ／Ｌ ０ ??畅７１４ ±０ Y畅０３０ ｂｃ ０ 行行畅５４７ ±０ 觋畅０６４ ｄｃ

　　注：与 ０ ｍｍｏｌ／Ｌ 组相比，ａP ＜０畅０５，ｂP ＜０畅０１；与 ４ ｍｍｏｌ／Ｌ 组相
比，ｃP ＜０畅０５；与 ２４ ｈ相比，ｄP ＜０畅０５

　　３．ＧＬＮ对 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达的影响：利用Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ方法对蛋白进行半定量分析。 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白的分子
量约为 ６４ ｋＤａ，结果表明在 ６４ ｋＤａ 位置有明显条带。
２４ ｈ，随着 ＧＬＮ浓度的增加，ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白的含量增加。
４８ ｈ，４ ｍｍｏｌ／Ｌ、８ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ组与同时间点０ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＧＬＮ组相比，蛋白含量增加，但是 ４ ｍｍｏｌ／Ｌ、８ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＧＬＮ组之间差异不明显（图 １，表 ３）。

表 3　ＧＬＮ对 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达量的影响（珋x ±s，n＝３）
组别 ２４ ｈ ４８ ｈ

０ ｍｍｏｌ／Ｌ ３５ SS畅０５６ ±２ m畅３１３ ７４ 滗滗畅３０９ ±１ �畅５２８ ｄ

４ ｍｍｏｌ／Ｌ ６３ SS畅４３２ ±０ m畅６４９ ａ ９９ 滗滗畅４５３ ±０ �畅５２６ ａｄ

８ ｍｍｏｌ／Ｌ １０１ SS畅７５９ ±１ m畅２１４ ｂｃ ９９ 滗滗畅５７３ ±２ �畅０８２ ａ

　　注：与 ０ ｍｍｏｌ／Ｌ 组相比，ａP ＜０畅０５，ｂP ＜０畅０１；与 ４ ｍｍｏｌ／Ｌ 组相
比，ｃP ＜０畅０５；与 ２４ ｈ相比，ｄP ＜０畅０５

讨　　论

Ｃａｃｏ唱２细胞为人结直肠癌细胞，可分化成有极性
的肠上皮细胞。 单层 Ｃａｃｏ唱２细胞在结构上类似人正常
的肠上皮细胞，在细胞生长达到融合后会出现类似于
小肠微绒毛的柱状突起，在培养液侧形成刷状缘，并且
有分化良好的紧密连接，同时它还可以分泌与人体相
似的酶、转化因子等，是很好的体外肠黏膜屏障模型，
特别是在关于紧密连接的研究中被广泛应用［８］ 。 紧密
连接是肠上皮屏障的重要组成部分，它不仅在相邻细
胞之间起到连接作用，同时还起到维持肠上皮细胞极
性，调节肠黏膜屏障通透性，调控细胞信号转导和与紧
密连接相关的转录因子，参与上皮细胞增殖分化等作

用［９］ 。 ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白是紧密连接上的一个四次跨膜蛋
白，其分子量约为 ６４ ｋＤａ，它的功能状态对紧密连接以
及上皮细胞的变化起到重要作用，是目前的研究热点，
也是多种临床疾病治疗的靶点。 对 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白的检
测，可以在一定程度上反映紧密连接和肠黏膜屏障的
情况

［９］ 。
ＧＬＮ是肠黏膜细胞的重要能源物质，也是核苷酸

合成的重要底物，同时它还在在肠道相关免疫系统中
扮演重要角色，对全身多脏器尤其是胃肠道具有保护
作用［１０］ 。 多项体内研究证明，ＧＬＮ缺乏可导致肠黏膜
萎缩，绒毛稀疏，细胞间连接破坏，肠黏膜屏障功能受
损。 已知 ＧＬＮ能够促进肠上皮更新，减少细菌易位，降
低 ＩＲＩ对多器官尤其是肠黏膜屏障的损害，并已广泛应
用于临床治疗，但其具体作用机制尚不明确，ｏｃｃｌｕｄｉｎ
蛋白是否参与其中也未见报道［１１唱１４］ 。
本实验中，我们利用缺氧／复氧在体外模拟肠 ＩＲＩ

模型。 通过 ＭＴＴ检测证明，添加 ＧＬＮ组细胞活性明显
高于未添加 ＧＬＮ 组细胞活性。 而增加 ＧＬＮ 浓度的细
胞，８ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ 组 ＯＤ 值明显高于 ４ ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＬＮ
组。 说明 ＧＬＮ的浓度能够促进肠上皮细胞增殖，且具
有一定的浓度依赖性。
我们进一步检测 ＧＬＮ对紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 表

达的影响。 我们应用 ＲＴ唱ＰＣＲ从基因方面检测 ｏｃｃｌｕｄｉｎ
蛋白 ｍＲＮＡ相对含量，得出加入 ＧＬＮ 的细胞，ｏｃｃｌｕｄｉｎ
蛋白 ｍＲＮＡ表达明显增加。 同时，我们还利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ进行蛋白半定量检测，与未添加 ＧＬＮ组相比，加入
ＧＬＮ组细胞 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达增加。
综上所述，我们在体外构建了肠 ＩＲＩ模型，并通过

改变 ＧＬＮ浓度，检测 ＧＬＮ 对肠上皮的修复作用与 ｏｃ唱
ｃｌｕｄｉｎ蛋白的关系。 我们得出：在体外，对于缺血再灌
注的肠上皮细胞，ＧＬＮ可以促进细胞增殖，提高细胞活
性，并且在分子和蛋白水平上增加 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白的表
达。 ＧＬＮ是修复肠黏膜屏障的有效手段。 ＧＬＮ对肠黏
膜的保护作用可能是由于：（１）ＧＬＮ 可以提供给细胞
ＤＮＡ合成和分裂所需要的能量；（２）ＧＬＮ 可以提供给
细胞合成核苷酸的底物；（３）ＧＬＮ的增加促进了谷胱甘
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肽的合成，而谷胱甘肽是细胞内的重要的抗氧化剂和
氧自由基清除剂，可以保护细胞免受氧自由基的损害；
（４）抑制肠一氧化氮合酶（ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎ唱
ｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ），氧自由基的生成。 我们后面的实验，将在
体外构建肠 ＩＲＩ模型，进一步验证ＧＬＮ对肠上皮 ＩＲＩ后
的作用。
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