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摘要!通过
(G,

%氨甲蝶呤&诱导的大鼠小肠炎模型$探讨富

含谷氨酰胺的谷朊粉胰蛋白酶水解物对小肠粘膜损伤的修

复作用"结果表明#水解物能显著提高小肠炎大鼠的小肠粘

膜重量!绒毛高度!隐窝深度以及小肠粘膜的蛋白和
EDZ

含

量$同时降低血浆中二胺氧化酶水平和提高小肠粘膜谷胱甘

肽含量"表明谷朊粉胰蛋白酶水解物可以有效地缓解大鼠

小肠炎的肠粘膜损伤症状"

关键词!谷氨酰胺'谷朊粉水解物'氨甲蝶呤'小肠炎'大鼠
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谷氨酰胺!

9

6=I4358?

(

.68

#(一种,条件性必需氨基酸-(

在应激状态下作为肠上皮细胞的主要代谢前体主要在胃肠

道进行消耗%

"

&

)

.68

对接受全肠外营养的手术患者防止肠

粘膜萎缩+调节肠道炎症和抗氧化反应有积极的效果%

$

&

)然

而(游离态
.68

具有有限的溶解度(在水溶液中不稳定(在高

温下易分解为焦谷氨酸%

!

&

)

富含
.68

的肽类化合物稳定(易于溶解(且只有
D

末端

的
.68

才能转变成焦谷氨酸%

%

&

(因此
.68

肽可作为游离态

.68

的理想替代品)已有研究%

&

&证实
.68

肽对预防大鼠肝肠

器官损伤有积极作用)此外(一些研究也报道了
/.R

%

0

&

+

S.R2S

%

*

&

+乳清衍生生长因子%

W

&和
.

2!

脂肪酸%

)

&等对肠粘膜

改善的潜在作用)然而(这些化合物!包括化学合成肽#由于

成本较高(在实际应用中受到限制%

"#

&

)

谷朊粉是小麦淀粉加工的副产品)近年来(随着小麦淀

粉加工产业的发展(全世界谷朊粉年产量已达
"##

万
I

%

""

&

)

虽然谷朊粉在欧洲和北美被报道为一种常见的食物过敏原(

但在大多数亚洲国家由于其低患病率仍被广泛用作食品原

料%

"$

&

)天然的谷朊粉表现出独特的粘弹性(在过去主要用

于面包行业面粉的品质改良)酶解可有效地提高谷朊粉的

生物利用率和功能特性%

"!T"&

&

)由于其低成本以及高
.68

含

量!约
%##3

9

*

9

.蛋白#(可用来生产肠内营养肽来作为
.68

的理想替代品%

"!

&

)目前为止(谷朊粉水解物的多种生理功

能已被报道%

"0

&

)

已有研究%

"*

&表明(采用
3C6<58

酶和
4AI584<?

酶水解谷

朊粉得到的小麦低聚肽能有效抵抗化疗诱发的大鼠小肠炎

症)碱性蛋白酶和复合蛋白酶水解谷朊粉得到的小麦肽对

小鼠小肠炎症有明显的修复作用%

"W

&

)本实验室前期研究%

")

&

指出(由胰蛋白酶一步酶解法所制备的谷朊粉水解产物中

.68

含量高达
$">%e

(具有调节溃疡性结肠炎的作用)然

而(该水解物对小肠炎症是否具有类似的功效还未见报道)

氨甲喋呤!

(G,

#是治疗癌症的化疗药物之一(常见副

作用是粘膜损伤)最近研究%

$#

&表明(

(G,

会使小肠隐窝细

胞的增殖受到抑制(由化疗导致的大鼠小肠上皮损伤能通过

绒毛和隐窝的高度以及绒毛状态来鉴定)有报道%

$"

&指出(

.68

对
(G,

诱导的小肠粘膜损伤有一定修复作用)本试验

拟采用富含
.68

的谷朊粉胰蛋白酶水解物!

_.U

#(通过

(G,

诱导的
_5<I4J

大鼠小肠炎模型(探讨
_.U

对大鼠小

肠炎的调节作用(旨在挖掘谷朊粉的潜在利用价值(为小麦

W%"



肽产品的开发应用提供理论基础)

"

!

材料与方法
">"

!

材料与仪器

谷朊 粉 胰 蛋 白 酶 水 解 物"实 验 室 自 制 !蛋 白 含 量

W0>W!e

(

.68

含量
$">%e

#(酶解反应条件参照文献%

")

&$

胰蛋白酶"酶活
$&#`

*

9

(北京鸿润宝顺科技有限公司$

雄性
_5<I4J

大鼠"

[XR

级(!

$##g$#

#

9

(北京维通利华

实验动物技术有限公司$

标准鼠粮"含谷氨酸及谷氨酰胺约
!e

(含玉米淀粉

%#e

(酪蛋白
$#e

(大豆油
*e

(纤维素
&e

等(北京华阜康生

物科技股份有限公司$

谷胱甘肽!

.[U

#试剂盒"南京建成生物工程研究所$

大鼠二胺氧化酶!

EZ\

#

1bS[Z

检测试剂盒"美国
YhE

公司$

组织基因组
EDZ

提取试剂盒"北京天根生化科技有限

公司$

分析天平"

G2$"%

型(北京市赛多利斯仪器系统有限

公司$

凯氏定氮仪"

/5?6I?AZ846

M

<5<I?J

型(丹麦
RC<<

公司$

紫外可见分光光度计"

G̀ 2")##

型(北京普析通用仪器

有限公司$

全自动酶标仪"

Ŝ\2YZE0W#

型(美国
Ŝ\2YZE

公司$

高效液相色谱仪"

"$##

型(美国安捷伦公司)

">$

!

方法

">$>"

!

动物分组与处理
!

将大鼠饲养于
"$;

灯照*黑暗交

替(温度!

$$g$

#

a

(湿度!

&&g&

#

e

的环境下(标准鼠粮和

水充足)在适应环境
%@

后(称重并随机分为
!

组"正常组

!

+\DGY

组#+模型组!

(G,

组#+样品组!

(G,2_.U

组#(

每组
"#

只)给
(G,

组和
(G,2_.U

组大鼠连续
%@

腹腔

注射
(G,

药物!

!>& 3

9

*

Q

9

体重#(造成小肠炎(同时给

+\DGY

组大鼠每天注射
$>& 3b

生理盐水(另外
(G,2

_.U

组大鼠每天灌胃
_.U

!

%>!&

9

*

Q

9

体重#)第
&

天处死

大鼠(进行相关指标测定)

">$>$

!

小肠粘膜含量的测定
!

处死大鼠后取出小肠(从盲肠

往上
"A3

处剪取小肠
"A3

(用于常规石蜡包埋切片(然后再

向上剪取
WA3

(经冰盐水漂洗滤干后(用玻片刮取粘膜组织(

称重(于
TW#a

下保存)

">$>!

!

小肠粘膜组织形态的观察和绒毛高度+隐窝深度的测

定
!

取小肠
"A3

浸泡于
"#e

甲醛溶液(石蜡包埋+切片(进

行常规
U1

染色)利用光学显微镜观察小肠粘膜组织形态(

采用医学图像处理系统分析软件对绒毛高度和隐窝深度进

行测量)

">$>%

!

小肠粘膜蛋白含量的测定
!

将小肠粘膜组织按
"

(

)

的质量比用生理盐水稀释成
"#e

组织匀浆(采用
bCJJ

M

法测

定蛋白含量)

">$>&

!

小肠粘膜
EDZ

含量的测定
!

采用组织基因组
EDZ

提取试剂盒测定小肠粘膜
EDZ

含量)

">$>0

!

小肠粘膜谷胱甘肽!

.[U

#含量的测定
!

取
"#e

小肠

组织匀浆的上清液(采用南京建成
.[U

试剂盒测定小肠粘

膜
.[U

含量)

">$>*

!

血浆二胺氧化酶!

EZ\

#含量的测定
!

采用大鼠二胺

氧化酶
1bS[Z

检测试剂盒测定血浆
EZ\

含量)

">$>W

!

数据处理与分析
!

所得数据均以
1g,M

表示(采用

(5AJC<CHI1NA?6

进行数据整理(用单因素方差分析进行显著

性检验)

$

!

结果与分析
$>"

!

小肠粘膜组织形态

小肠粘膜组织形态见图
"

)

+\DGY

组大鼠的小肠粘膜

组织无明显的病理学变化(小肠绒毛结构清晰(排列整齐$

(G,

组大鼠的小肠粘膜损伤严重(小肠绒毛明显水肿(肠壁

充血(结构破坏(表明
(G,

导致了大鼠小肠上皮的损伤$与

(G,

组大鼠相比(

(G,2_.U

组大鼠小肠粘膜损伤较轻(

结构较清晰(排列较整齐)此结果与
.68

修复
(G,

诱导的

小肠粘膜损伤%

$"

&现象相似(由此说明
_.U

中的
.68

肽对小

肠炎大鼠粘膜结构损伤也有明显改善作用)

$>$

!

小肠粘膜的重量
!

小肠粘膜不仅在营养物质的消化吸收中扮演重要角色(

同时是小肠抵御外界抗原和致病菌的有效屏障)由图
$

可

知(与
+\DGY

组相比(

(G,

组大鼠小肠粘膜重量显著减低

!

X

$

#>#&

#(这是由于
(G,

导致小肠上皮结构破坏(部分粘

图
"

!

小肠微观切片

R5

9

=J?"

!

(5AJC<AC

L

5A<?AI5C8CH<346658I?<I5846

%

"##j

&

不同字母表示差异显著!

X

$

#>#&

#

图
$

!

小肠粘膜重量

R5

9

=J?$

!

(=AC<46K?5

9

;ICH<346658I?<I5846

)%"

提取与活性
!

$#"0

年第
"$

期



膜脱落所致$而
(G,2_.U

组大鼠小肠粘膜重量显著高于

(G,

组!

X

$

#>#&

#(说明
_.U

的摄入减轻了肠道炎症大鼠

小肠粘膜的脱落(这与
.68

肽改善其粘膜结构有关(小肠上

皮损伤程度得到有效改善(机体抵抗外界抗原的能力得到

提高)

$>!

!

小肠绒毛高度
!

小肠是机体吸收和转运营养物质的主要场所(小肠绒毛

高度的缩短会使小肠吸收营养物质的能力下降%

$$

&

)由图
!

可知(与
+\DGY

组相比(

(G,

组大鼠小肠绒毛高度明显缩

短!

X

$

#>#&

#(降低了小肠吸收营养物质的能力$而
(G,2

_.U

组大鼠绒毛高度与
(G,

组相比有明显增加!

X

$

#>#&

#(

_.U

的摄入提高了小肠炎大鼠吸收营养物质的能

力(改善了大鼠因
(G,

导致的小肠炎症状)

不同字母表示差异显著!

X

$

#>#&

#

图
!

!

小肠绒毛和隐窝高度

R5

9

=J?!

!

B566=<48@AJ

ML

I;?5

9

;ICH<346658I?<I5846

$>%

!

小肠隐窝深度
!

小肠隐窝细胞在粘膜修复机制和维持小肠粘膜完整性上

起着关键性作用)小肠隐窝深度反映了肠上皮细胞的生成

率(与小肠健康程度直接相关%

$$

&

)由图
!

可知(

(G,

组大鼠

隐窝深度较
+\DGY

组相比明显变浅!

X

$

#>#&

#(肠上皮细胞

的生成率明显降低$而
(G,2_.U

组大鼠隐窝深度明显高于

(G,

组!

X

$

#>#&

#(

_.U

的摄入缓解了
(G,

导致的小肠隐

窝深度降低(提高了大鼠肠上皮细胞的生成率)

$>&

!

小肠粘膜的蛋白含量

小肠粘膜中的蛋白不仅维持着小肠粘膜的结构(还与粘

膜组织的生理生化活动密切相关)由图
%

可知(

(G,

组大

不同字母表示差异显著!

X

$

#>#&

#

图
%

!

小肠粘膜蛋白和
EDZ

含量

R5

9

=J?%

!

XJCI?5848@EDZAC8I?8ICH<3466

58I?<I58463=AC<4

鼠小肠粘膜的蛋白含量显著低于
+\DGY

组!

X

$

#>#&

#$而

(G,2_.U

组大鼠小肠粘膜的蛋白含量与
(G,

组相比有

显著提高!

X

$

#>#&

#)

.68

能为组织蛋白的合成提供氮源(

_.U

的摄入尤其是其所含的
.68

肽不仅缓解了小肠炎大鼠

肠粘膜结构的破坏(同时促进了其粘膜组织蛋白的合成)

$>0

!

小肠粘膜的
EDZ

含量
!

.68

是肠粘膜的主要能源物质及嘌呤合成的氮源供体(

为
EDZ

的合成提供了物质基础)

.68

由于提供了
EDZ

复

制的能量和核苷酸碱基而有助于肠道细胞结构和功能的维

持%

$!

&

)由图
%

可知(与
+\DGY

组相比(

(G,

组大鼠的小

肠粘膜
EDZ

含量显著降低!

X

$

#>#&

#$而
(G,2_.U

组大

鼠的小肠粘膜
EDZ

含量与
(G,

组相比有明显提高!

X

$

#>#&

#)

_.U

中的
.68

肽促进了大鼠粘膜组织
EDZ

的合

成(缓解了大鼠因
(G,

导致粘膜
EDZ

含量降低的现象)

$>*

!

小肠粘膜的
.[U

含量
!

.[U

是组织中主要的非蛋白类含巯基化合物(参与自

由基和脂质过氧化物的清除%

$%

&

)

.68

是谷胱甘肽合成的前

体物质)研究%

$&

&表明(肠外营养补充
.68

能够增加大鼠肠

缺血再灌注模型的粘膜
.[U

水平)由图
&

可知(

(G,

组大

鼠的小肠粘膜
.[U

含量与
+\DGY

组相比显著降低!

X

$

#>#&

#$与
(G,

组相比(

(G,2_.U

组大鼠小肠粘膜
.[U

含量有明显提高!

X

$

#>#&

#(达到正常水平)

.68

肽促进了粘

膜组织中
.[U

的合成(提高了小肠炎大鼠肠黏膜组织的抗

氧化能力)

不同字母表示差异显著!

X

$

#>#&

#

图
&

!

血浆
EZ\

含量和小肠粘膜
.[U

含量

R5

9

=J?&

!

EZ\AC8I?8I58

L

64<3448@.[UAC8I?8I

CH<346658I?<I58463=AC<4

$>W

!

血浆中
EZ\

含量
!

EZ\

是哺乳动物肠粘膜上皮细胞中具有高度活性的细

胞内酶)据报道%

$0

&

(肠损伤会导致细胞中
EZ\

的释放增

加(然后促进其进入血液(增加血液中
EZ\

含量)

EZ\

含

量的变化与肠道粘膜屏障功能受损情况密切相关(能作为反

映肠损伤的敏感指标%

$*

&

)由图
&

可知(

(G,

显著提高了大

鼠血浆中
EZ\

水平!

X

$

#>#&

#(进一步表明
(G,

导致了大

鼠肠粘膜屏障功能受到了严重损伤$而
(G,2_.U

组与

(G,

组相比大鼠血浆
EZ\

水平显著降低!

X

$

#>#&

#(表明

_.U

的摄入使大鼠肠粘膜屏障功能得到一定保护(使其受

(G,

的损伤得到有效缓解)

#&"

第
!$
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"$

期 严
!

斌等"谷朊粉水解物对
(G,

诱导大鼠小肠炎症的修复作用
!



!

!

结论
本试验研究了谷朊粉胰蛋白酶水解物对

(G,

诱导的

大鼠小肠炎的调节作用)结果表明(谷朊粉胰蛋白酶水解物

对
(G,

诱导的小肠炎大鼠粘膜组织形态和生理生化指标

具有明显的改善作用(能减轻粘膜损伤程度(促进粘膜炎症

的恢复(该机制可能与水解物中的
.68

肽促进粘膜细胞增殖

以及提高小肠粘膜谷胱甘肽含量有关)谷朊粉经胰蛋白酶

水解后可产生具有肠道活性的肽段(但其活性成分和作用机

制仍有待进一步研究)
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