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谷氨酰胺联合脐血间充质干细胞移植在大鼠肠缺血再灌注损伤中的作用
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   【摘要】目的  探讨谷氨酰胺联合脐血间充质干细胞（MSCs）移植在大鼠肠缺血再灌注损伤中作用。方法  体外复苏并培养脐血间充质干细胞移植前备用，观察CM-DiI荧光标记后脐血间充质干细胞的去向。80只SD大鼠随机分为正常对照组，缺血再灌注损伤组，谷氨酰胺组，MSCs移植组及联合组每组各15只。对照组采用生理盐水灌肠，损伤组采用TNB (S乙醇稀释)灌肠，在TNBS建模后1 h，谷氨酰胺组于尾静脉输入谷氨酰胺0.45 g/kg、MSCs移植组于尾静脉输入1 × 1010 L-1 脐血间充质干细胞悬液，联合组尾静脉输入谷氨酰胺0 .45 g/kg + 脐血间充质干细胞悬液1 × 1010 L-1 。通过ELISA法检测各组大鼠血清中肠脂肪酸结合蛋白（IFABP）、白介素-6（IL-6）、超氧化物歧化酶(SOD)的含量；各组于再灌注1 h、3 h后检测肠组织含水率；通过RT-PCR、Western blot观察大鼠肠黏膜上皮细胞caspase-3、NF-kB、Bcl-2在谷氨酰胺联合MSCs移植后的mRNA和蛋白的表达情况。结果  通过荧光示踪法观察到移植的MSCs细胞分布于肠粘膜淋巴组织内和腺上皮细胞间，表明MSCs可能参与了肠缺血再灌注损伤的修复过程。各组大鼠血清中SOD、IFABP、IL-6的含量变化比较，损伤组血清中IFABP、IL-6的含量较对照组显著增加，而谷氨酰胺组，MSCs移植组及联合组与之比较，则显著减少，联合组减少更为明显，损伤组血清中SOD的含量较对照组显著减少，而谷氨酰胺组，MSCs移植组及联合组与之比较，则显著增高，联合组增高更为明显( P<0.05)。再灌注1 h和3 h，损伤组肠组织含水率均明显高于对照组；与损伤组相比，谷氨酰胺组、MSCs移植组及联合组肠组织含水率值均显著降低，联合组降低更为明显，而谷氨酰胺组、MSCs移植组差异无统计学意义( P>0.05)。与对照组比较，损伤组肠黏膜上皮细胞caspase-3、NF-kB的mRNA和蛋白表达明显上调，Bcl-2的mRNA和蛋白表达明显下调( P<0.05)，而谷氨酰胺组、MSCs移植组及联合组与之比较，caspase-3、NF-kB的mRNA和蛋白表达明显下调，Bcl-2的mRNA和蛋白表达明显上调(P<0.05)，谷氨酰胺组及MSCs移植组之间无统计学差异(P>0.05)，但两组与联合组比较，差异明显(P<0.05)。结论  谷氨酰胺组及MSCs移植后，明显减轻了大鼠肠缺血再灌注损伤程度，其可能通过抑制caspase-3、NF-kB表达和促进Bcl-2表达减轻肠黏膜缺血再灌注损伤。 
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Effects of glutamine in combination with umbilical cord blood mesenchymal stem cell transplantation on intestinal ischemia reperfusion injury in rats
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【Abstract】Objective   To investigate the effect of glutamine in combination with umbilical cord blood mesenchymal stem cells (MSCs) transplantation on intestinal ischemia-reperfusion injury in rats. Methods Umbilical cord blood mesenchymal stem cells were isolated, and were labeled with CM-DiI fluorescent dye. Eighty Sprague-Dawley rats were randomly divided into normal control group, ischemia reperfusion injury group, glutamine group, MSCs transplantation group and combined group with 15 rats in each group. The control group received saline enema. The injury group was treated with TNBS (ethanol dilution) enema. The glutamine group at 1 h after TNBS received intravenous injection of 0.45 g/kg glutamine. The rats of MSCs transplantation group had tail vein injection of 1 ×1010/L umbilical cord blood mesenchymal stem cell suspension, and the combined group received intravenous injection of glutamine 0.45 g/kg and 1×1010/L umbilical cord blood mesenchymal stem cell suspension. ELISA was used to detect the midgut fatty acid binding protein (iFABP), interleukin 6 (IL-6), and superoxide dismutase (SOD) content in the rat serum. The water content of intestinal tissue was detected at 1 h and 3 h after reperfusion in each group. The expressions of NF-kB, Bcl-2 and caspase-3 mRNA and proteins in the rat intestinal epithelial cells after treated with glutamine in combination with MSCs were detected by RT-PCR and Western blot assays. Results The fluorescent tracer method revealed that the transplanted MSCs cells were distributed in the intestinal mucosal lymphoid tissues and glandular epithelial cells, indicating that MSCs might be involved in the repair process of intestinal ischemia-reperfusion injury. The content of serum IFABP and IL-6 in the injured group was significantly higher than that in the control group, while significantly reduced in the glutamine group, MSCs transplantation group and the combined group, with the most obvious in the combined group. The content of SOD in the injury group was significantly lower than that in the control group, and significantly increased than that in the glutamine group, MSCs transplantation group, with the most striking in the combined grou (P<0.05 for all). The water content of intestinal tissue in the injury group at 1 and 3 hours after reperfusion was significantly higher than that in the control group, significantly lower in the glutamine group, MSCs transplantation group and the combined group, with the most decreased in the combination group, and there was no significant difference in the glutamine group and MSCs transplantation group (P>0.05). Compared with the control group, the caspase-3 and NF-kB mRNA and protein expressions in the intestinal mucosal epithelial cells of the injury group were significantly increased, and the expressions of Bcl-2 mRNA and protein were significantly reduced (P<0.05), the expressions of caspase-3 and NF-kB mRNA and protein were significantly reduced in the glutamine group, MSCs transplantation group and combined group. The expressions of Bcl-2 mRNA and protein were significantly increased (P<0.05), while no significant difference was shown between the glutamine group and MSCs transplantation group (P>0.05), but there was a significant difference between these two groups and the combined group (P<0.05). Conclusions After treated with glutamine and MSCs transplantation, the degree of intestinal ischemia reperfusion injury is obviously reduced in rats. It may be mediated through inhibiting the expression of caspase-3 and NF-kB and promoting the expression of Bcl-2.
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缺血再灌注损伤（ischemia-reperfusion injury, IR）是多种原因诱发的器官缺血时引起原有结构破坏，当恢复血液供应时细胞和组织结构遭到损伤并出现功能障碍，使损伤加重的现象[1，2]。小肠是IR最常累及的器官，在临床上是无法避免的病理生理过程，肠系膜动脉取栓术后、溶栓术后、出血性休克、小肠移植术后常会继发性发生，有很高的死亡率，且预后很差[3]。肠IR与其他器官的IR损伤不同，其不仅有氧自由基的生成、免疫细胞应答、炎症因子释放的过程[4]，还有缺血缺氧所致的内皮细胞和上皮细胞屏障功能受破坏，进而引起细菌移位，导致全身性的免疫应答和多器官功能障碍[5，6]。

谷氨酰胺（glutamine, Gln）对肠上皮细胞正常作用的发挥起重要作用，是抗氧化防御系统中重要物质谷胱甘肽和核苷酸等合成的前体，在抗氧化应激中对机体起到保护作用[7]。既往研究表明，Gln能够减轻IR损伤，起到保护性作用[8]。

IR损伤目前还没有确切的治疗手段，国际研究热点集中在干细胞移植治疗[9]。干细胞有脐血和骨髓两种来源[10]，因自体移植需抽取自体骨髓来进行分离以及培养周期较长，并且得到的数目较少，活性不高，定向迁移以及促进再生的能力均下降，且病人及家属较难接受，所以临床实施有一定的困难[11]。脐血间充质干细胞（human umbilical cord blood mesenchymal stem cells, HUMSCs）从脐血中分离得到，相比于祖细胞更加原始，增殖分化能力更强，无论是在体内还是体外均能多方向分化[12]，是目前在脑损伤、肠IR损伤等多种疾病在内的治疗中常用的理想细胞[13-14]。HUMSCs免疫原性极低，一般情况下不会引起免疫反应或者是移植物抗宿主病，因此受到临床工作者的青睐，有望成为理想的取材细胞。本研究联合应用Gln和HUMSCs，观察其对IR的影响。

1 材料和方法

1.1 材料　　　

本实验于2013年3月～2015年10月在河北医科大学动物实验中心完成，实验动物使用许可证号：SYXK(冀)2011-0057。80只SD大鼠，体质量220～250 g，由河北医科大学动物实验中心提供，实验动物生产许可证号：   实验中对动物的处置符合动物伦理学要求。CM-DiI(美国Invitrogen公司)；谷氨酰胺粉末，纯度99%（美国 Sigma 公司）；细胞裂解液和BCA法定量试剂（碧云天生物技术公司）；PVDF膜（Millipore公司）；anti-NF-kB antibody（Santa Cruz公司）；anti-β-actin（福州中彬金桥公司）；IFABP检测试剂盒（武汉博士德生物有限公司）；总RNA提取试剂TRIzol（美国Invitrogen公司）；逆转录试剂盒（TaKaRa公司）；Soniprep150型超声波发生器（上海宁商超声仪有限公司）；酶联免疫试剂盒（上海恒远生化试剂有限公司）。
1.2方法

1.2.1体外复苏并培养脐血间充质干细胞：将冻存管从液氮中取出，迅速放入37℃水浴中解冻，注意避免冻存管顶部沾水而受污染。将细胞加入有培养基的离心管中，1 500 r/min 离心5 min，去掉上清液，接种到新的培养基皿中，置入体积分数为0.05 的CO2培养箱内培养。每3 d半量换液1次，7～10ｄ传代 1 次。继续观察，待贴壁细胞融合完全后对其进行消化并进行传代，将第２代的细胞分别接种到2个6孔板上，调整细胞密度使其满足1×105孔，当再次融合达80%时，向其中添加诱导剂。倒置相差显微镜下观察细胞生长情况。
1.2.2大鼠建模及其实验分组： 参加实验80只，进入结果分析75只，中途死亡及其脱落5只。将其75只SD大鼠随机分为正常对照组，缺血再灌注损伤组，谷氨酰胺组，MSCs移植组及联合组每组各15只。对照组采用生理盐水灌肠，损伤组采用TNB (S乙醇稀释)灌肠，在TNBS建模后1h，谷氨酰胺组于尾静脉输入谷氨酰胺0.45 g/kg、MSCs移植组于尾静脉输入1×1010／L 脐血间充质干细胞悬液，联合组尾静脉输入谷氨酰胺0 .45 g/kg+脐血间充质干细胞悬液1×1010／L 。
1.2.3 脐血间充质干细胞示踪：利用CM-DiI与HUMSCs结合而将其标记，使其在显微镜下观察时能够表现出红色的荧光而进行跟踪。将等量的CM-DiI与DMSO进行混合并充分溶解后制成原液，随后从中抽取2μL放到干净的Ep管中，添加DPBS液1 mL制成2 μg/mL的工作液。向上述已制备好的HUMSCs中添加PBS进行浓度的调整，使其满足1 mg/mL，并从中抽取50 μL添加到干净的Ep管中，向其中添加等量的上述配好的工作液，放在培养箱中温育5 min，随后将其放在4℃条件下静置15 min，毕后用PBS进行冲洗。将其放在离心机中，调整参数进行离心，2 h后将其取出丢弃上层液体，用枪头对下层留下的沉淀进行反复吹打，随后将其进行接种及培养。并从中取出少量的细胞行细胞爬片，监测细胞的变化，6 h后将其置于荧光显微镜下对CM-DiI标记的HUMSCs的进行观察，对结果进行拍照。4周后将大鼠处死，同时取肠组织立即以OCT包埋，冰冻切片，直接荧光显微镜下观察，记录和分析CM-DiI荧光分布情况。

1.2.4 ELISA法检测IFABP、IL-6、SOD的含量： 将大鼠麻醉后处死，截取肠管约1 000 mg，将肠系膜以及内含物分离，用生理盐水对其进行冲洗，随后放在-80℃条件下进行保存。在4℃条件下将300 mg的肠组织用生理盐水进行冲洗，随后用滤纸将其表面的水分吸干，将9倍于组织块的生理盐水视为匀浆介质。调整Soniprep150超声波发生器的参数为振幅14 μm，时间30 s，使细胞充分破裂。将组织匀浆中的10%放在低温离心机中，调整其参数，进行离心，将上清液取出并保留。采用ELISA方法测定血清中IFABP、IL-6、SOD的含量。
1.2.5 各组于再灌注1 h、3 h后检测肠组织含水率： 将大鼠处死后进行消毒并剖开腹部取回盲瓣以上肠管3 cm，将其内的内容物以及附于表面的肠系膜丢弃，用生理盐水进行反复冲洗。用吸水纸将附于表面的水分吸取干净，随后将其放在电子分析天平上称量其湿重（W），将其放在80℃的恒温干燥箱中进行烘干，对其进行反复称重直至重量不再变化，再次进行称重，得到干重（D），根据公式[（W – D）/W] × 100%，计算含水率。
1.2.6 通过RT-PCRt检测Caspase-3、NF-kB、Bcl-2 mRNA的表达：对总RNA进行提取并转录。β-actin 上游引物:5’-GGGAAATCGTGCGTGACAT-3’，下游引物:5’-TCAGGAGGAGCAATGATCTTG-3’；Casepase-3上游引物：5’-AGATACCGGTGGAGGCTGACT-3’，下游引物：5’-TCTTTCGTGAGCATGGACACA-3’； NF-kB的上游引物：5’-GCATTCTGACCTTGCCTATC-3’,下游引物：5’-ATCCTTCCCAAACTCCACC-3’；Bcl-2 上游引物:5’-CGCTGGGAGAACAGGGTA-3′，下游引物:5’-GGGCTGGGAGGAGAAGAT-3′。加入SYBR Green RCR Master Mix 10 μL，上游引物0.4 μL，下游引物0.4 μL，cDNA 1μL，DEPC H2O 8.2 μL，将上述物质进行混合，随后进行离心，行PCR反应。毕后行溶解曲线分析，根据结果来确定该反应是否特异。应用软件分析得到的结果。
1.2.7 Western blot检测Caspase-3、NF-kB、Bcl-2 蛋白的表达：将大鼠麻醉后，迅速取出包含损伤区域在内的肠组织约10 mm，对其中的总蛋白参照说明书进行提取，随后对蛋白样品浓度进行检测。清洗玻璃板，进行灌胶上样，并进行电泳，将蛋白采用印迹法取 50 μg 总蛋白于 10% 聚丙烯酰胺凝胶中电泳。取纤维膜用半干式电印迹将蛋白进行转膜，37℃温育2 h，加入一抗后过夜，次日洗膜后加入HRP标记的二抗，重复进行上述温育及洗膜处理，用显色剂进行显色。重复以上操作步骤3次。用Quantity One 处理系统进行结果的处理。
1.2.8 统计学方法：实验数据采用SPSS 17.0进行分析，所有数据以
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±s表示，采用单因素方差(ANOVA)进行不同组之间差异的比较，P<0.05为差异有统计学意义。
2结果

2.1 MSCs细胞的形态观察   

刚接种完毕后对细胞形态进行观察发现其形态不一，差异性较大。进行首次换液后将未贴壁的细胞及杂质去除后可见到部分细胞已贴壁，但形态仍不规则（图1A）。4 d后再次换液可见有小的细胞集落形成，7 d后再次观察可见集落明显增大，并且呈方向性排列，10-12 d后细胞融合度良好，可以进行传代。传代后生长速度明显增快，且形态逐渐趋于一致。第3代时细胞胞质色变浅，核较清晰，胞体以纺锤形和梭形为主，周围可见数量不等的突起，突起间相互交织，细胞排列较紊乱，极性不明显（图1B）。至第6代时，细胞的形态比较无明显变化，但胞体变长变大，形态更加均一，呈方向性排列，极性较一致（图1C）。
2.2 CM-Dil标记的HUMSCs形态观察

    HUMSCs能否于肠IR损伤中发挥作用的前提是其能否有效的表达于肠组织中，为了对其进行证明，我们用活细胞染色剂CM-DiI对其进行染色。将活细胞染色剂CM-DiI与HUMSCs共同放置6h后利用荧光显微镜进行观察发现，经CM-DiI标记后的HUMSCs细胞均发出红色荧光（图2A）。将CM-DiI标记的HUMSCs细胞经尾静脉移植入肠IR大鼠后，用荧光显微镜在大鼠肠粘膜的淋巴以及上皮细胞的冰冻切片中可以见到大量的HUMSCs分布，且向损伤区迁移（图2B），提示其可能参与肠IR损伤的修复过程。
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图1A：首次换液后可见部分细胞已贴壁；图1B：第3代MSCs细胞； 图1C：第6代MSCs细胞

图1 MSCs细胞的形态观察（×100）

Fig. 1A. After the first change of medium, some cells were adherent to the glass surface. Fig. 1B: The 3rd generation of MSCs cells; Figure 1C: The 6th generation of MSCs cells

Fig. 1 Morphological observation of the MSCs 
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图2A：肠粘膜淋巴组织CM-Dil标记的MSCs；图2B：上皮细胞CM-Dil标记的MSCs

图2 CM-DiI标记的MSCs（×200）

Fig. 2A: CM-Dil-labeled MSCs in the intestinal lymphoid tissue; Fig. 2B: The epithelial cell CM-Dil-labeled MSCs

Fig.2 The CM-DiI labeled MSCs 

2.3 ELISA法检测IFABP、IL-6、SOD的含量

对各组中IFABP、IL-6以及SOD含量进行比较发现，损伤组血清中IFABP以及IL-6的含量较对照组明显增加，而谷氨酰胺组、MSCs移植组以及联合组两者的含量则明显减少，且联合组减少更为显著（P<0.05）；对各组中SOD含量进行比较发现，损伤组较对照组明显减少，而其他三组较其则显著增高，且联合组增高更显著（P<0.05）。见表1。
2.4 再灌注1 h、3 h后肠组织含水率的检测结果

IR损伤后不同时间点对各组含水率进行比较：损伤组中肠组织的含水率较对照组明显升高，且显著高于其他三组，与联合组相比差异最为显著（均P<0.05）；而谷氨酰胺与MSCs组进行比较无意义（P>0.05）。见表2。

表1 各组小肠组织匀浆的上清液中IFABP、IL-6、SOD变化（
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Tab. 1 The changes of supernatant IFABP, IL-6, and SOD in the intestinal tissue of various groups 

	组别 Groups
	人肠脂肪酸结合蛋白 （IFABP）（ng/L）
	白介素-6 （IL-6）
（ng/L）
	超氧化物歧化酶（SOD）
（ng/L）

	  对照组 Control
	1223.04±76.54a
	1380.48±131.32a
	134.09±27.05a

	损伤组 Injury 
	1302.23±136.13b
	1535.68±104.56b
	116.88±25.93b

	谷氨酰胺组 Glutamine
	1033.04±126.24c
	976.57±114.60c
	234.66±24.12c

	MSCs组 MSCs
	1016.17±105.13d
	957.83±105.06d
	249.58±23.20d

	联合组 Combination
	636.78±35.40
	305.98±29.69
	420.53±23.20


注：abcd P<0.05。 Note. abcd P<0.05.
表2 各组肠组织含水率比较（
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Tab. 2 Comparison of the water content in the intestinal tissue of the groups 

	组别
Groups
	肠组织含水率 (%)
Water content in the intestinal tissue

	
	1 h
	3 h

	对照组 Control
	41.52±2.18a
	45.41±2.24a

	损伤组 Injury
	84.46±2.66b
	89.26±2.08b

	谷氨酰胺组 Glutamone
	64.94±2.11c
	62.53±2.80c

	MSCs组 MSCs
	64.68±2.20d
	62.42±2.67d

	联合组 Combination
	43.42±2.56
	45.13±2.23


注：abcd P<0.05。  Note. abcd P<0.05。
2.5 Caspase-3、NF-kB、Bcl-2 mRNA的表达

经PT-PCR对各组mRNA进行测定可知，与对照组相比，损伤组的肠粘膜上皮细胞中caspase-3及NF-kB的mRNA表达量显著上调，而Bcl-2的mRNA的表达量明显下调（P<0.05）；而谷氨酰胺、MSCs以及联合组与之相比较，caspase-3、NF-kB明显下调，Bcl-2明显上调，各组间差异有统计学意义 ( P<0.05)。如图3。 
2.6 Caspase-3、NF-kB、Bcl-2 蛋白的表达

对蛋白的表达情况进行测定发现，损伤组中caspase-3的表达量较对照组显著上调，Bcl-2的表达量明显下调（P<0.05）；而谷氨酰胺、MSCs以及联合组与之相比较，caspase-3明显下调，Bcl-2明显上调，差异有统计学意义( P<0.05)（图4）。对各组间总NF-kB进行比较，差异无统计学意义，进一步对各组磷酸化的NF-kB表达水平进行比较，得到与casepase-3一致的结果，即损伤组中磷酸化的NF-kB表达量较对照组显著上调；而谷氨酰胺、MSCs以及联合组与之相比较，磷酸化的NF-kB明显下调，差异有统计学意义( P<0.05)（图5）。
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图3各组Caspase-3、NF-kB、Bcl-2 mRNA表达

Fig. 3 Expression of Caspase-3, NF-kB, and Bcl-2 mRNA in each group 

[image: image10.png]



图4各组caspase-3、NF-kB、Bcl-2 蛋白表达

Fig. 4 each group The expression of caspase-3, NF-kB, and Bcl-2 protein in each group
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图5 各组NF-kB的表达情况

Fig. 5 The expression of NF-κB in each group 
3 讨论

    大量研究表明，肠道可能是对缺血缺氧最敏感的器官之一，在肠绞窄、腹部外伤及肠系膜血管缺血性疾病等情况下，小肠出现不同程度的缺血性损伤，当恢复血流时，其损伤进一步加重[15-18]。因此，研究IR的机制以及如何对其进行预防有重要意义。牛琼等[19]研究表明，在IR中Gln能够保护肠粘膜，但是否和抗氧化应激以及抗炎相关，未见报道。

近年来，人们对肠IR损伤的机制有了更加深入的了解，如氧自由基、促炎细胞介质、黄嘌呤氧化酶的释放等机制均参与肠IR损伤[20]。小肠绒毛中含有大量的活性氧簇相关的酶，当IR时能够激活腺嘌呤-次黄嘌呤途径，增加氧自由基的产生。SOD是氧自由基的去除剂能够反映机体对其的去除能力。而IL-6被认为是IR的主要致病因子。本研究通过对SOD及IL-6进行检测发现，机体损伤后SOD表达减少，而IL-6表达增加，与以往研究一致[21]。IFABP亦是肠IR损伤的指标之一。本研究发现，损伤组IFABP表达量明显增加，与既往[22]的研究结论相同。

细胞凋亡是IR过程中的关键一环。通过对肠组织中凋亡相关蛋白进行检测，能够反映大鼠IR损伤后肠道的变化情况。其通过激活casepase最终诱导凋亡的发生。Bcl-2是抗凋亡因子中的一员[23，24]。而NF-kB能够上体炎症及免疫因子的表达，诱发炎症反应、细胞凋亡，最终导致脏器的损伤[25]。本研究通过对其进行检测发现，IR后casepase以及NF-kB表达增加，而Bcl-2减少。

总之，通过本研究发现，大鼠肠IR损伤后进行谷氨酰胺联合HUMSCs移植，能够改善损伤，对肠道起到保护性作用。其可能的机制是减少casepase-3、NF-kB并促进Bcl-2表达来实现。
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