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双歧杆菌通过Ｚｏｎｕｌｉｎ影响坏死性小肠结肠炎新生大鼠模型肠道通透性

向　玲，杜维霞，刘依枫，彭玲珑，韦　红　　（４０００１４重庆，重庆医科大学附属儿童医院新生儿科，儿童发育疾病
研究省部共建教育部重点实验室，儿科学重庆市重点实验室，重庆市儿童发育重大疾病诊治与预防国际科技合作基地）

　　［摘要］　目的　探讨双歧杆菌对坏死性小肠结肠炎（ｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓ，ＮＥＣ）新生大鼠模型
肠道通透性及血清Ｚｏｎｕｌｉｎ表达的影响，分析双歧杆菌保护 ＮＥＣ可能的机制。方法　将６０只新生１ｄ
的ＳＤ大鼠按随机数字表法分为３组（ｎ＝２０）：对照组、坏死性小肠结肠炎新生大鼠组（ＮＥＣ组）及双歧
杆菌干预坏死性小肠结肠炎新生大鼠组（ＮＥＣ＋ＢＩＦ组）。３组于第１、２、３天固定时间点测量体质量；第
４天处死大鼠，ＨＥ染色观察回盲部肠组织病理学变化并行病理学评分，异硫氰酸荧光素葡聚糖（ＦＩＴＣ
Ｄｅｘｔｒａｎ）示踪法检测肠黏膜通透性，ＥＬＩＳＡ检测血清 Ｚｏｎｕｌｉｎ的水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及免疫组化检测肠组
织紧密连接蛋白的表达及分布，将３组大鼠血清Ｚｏｎｕｌｉｎ水平与肠道通透性及紧密连接蛋白表达量行相
关性分析。结果　与ＮＥＣ组相比，双歧杆菌干预后大鼠肠上皮损伤明显改善；而与对照组相比，ＮＥＣ组
肠道通透性显著增高（Ｐ＜０．０５），血清Ｚｏｎｕｌｉｎ表达明显增加（Ｐ＜０．０５），肠上皮紧密连接蛋白Ｃｌａｕｄｉｎ
１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１的表达明显减少（Ｐ＜０．０５），且分布不连续；与ＮＥＣ组相比，ＮＥＣ＋ＢＩＦ组肠道通透性
降低（Ｐ＜０．０５），血清Ｚｏｎｕｌｉｎ表达降低（Ｐ＜０．０５），肠上皮紧密连接蛋白的表达增加（Ｐ＜０．０５）。相关
性分析显示，３组大鼠血清Ｚｏｎｕｌｉｎ水平与肠道通透性呈正相关（ｒ＝０．９２３，Ｐ＜０．０１），而血清Ｚｏｎｕｌｉｎ水
平与肠组织紧密连接 Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１蛋白表达量均呈负相关（ｒ＝－０．７７９，Ｐ＜０．０１；ｒ＝
－０９２０，Ｐ＜０．０１；ｒ＝－０．６１９，Ｐ＜０．０１）。结论　双歧杆菌可明显改善 ＮＥＣ大鼠的肠道通透性，其机
制可能与抑制Ｚｏｎｕｌｉｎ的表达有关。
　　［关键词］　 坏死性小肠结肠炎；双歧杆菌；Ｚｏｎｕｌｉｎ；肠道通透性；紧密连接
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　　坏死性小肠结肠炎（ｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓ，ＮＥＣ）
是新生儿最常见的胃肠道急症，其发病机制十分复杂，

至今仍未完全阐明。流行病学研究显示肠道黏膜屏障

受损在该病的发生、发展过程中具有重要作用［１］。而

Ｚｏｎｕｌｉｎ是２０００年 Ｗａｎｇ等［２］发现的一种封闭带毒素

（ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎｓｔｏｘｉｎ，ＺＯＴ）类似物。研究表明，
Ｚｏｎｕｌｉｎ释放入肠腔与 Ｚｏｎｕｌｉｎ受体结合，快速调节肠
道紧密连接，改变肠道通透性，对肠道黏膜屏障的功能

具有重要作用，是目前已知的唯一的肠道通透性的生

理性调节蛋白［３－５］。双歧杆菌作为一种常见的益生

菌，在调节肠道菌群、维持肠道黏膜屏障、预防或减少

ＮＥＣ的发生率等方面具有重要作用［６－７］。但益生菌

通过调节肠道通透性从而防治肠道损伤具体机制目前

仍不清楚。本实验建立ＮＥＣ大鼠模型，观察双歧杆菌
对ＮＥＣ大鼠肠道通透性和肠道紧密连接及血清Ｚｏｎｕ
ｌｉｎ表达的影响，进一步探讨益生菌对 ＮＥＣ保护作用
的可能机制，以期为益生菌防治该病提供新思路和理

论基础。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　６０只清洁级新生１ｄ龄ＳＤ大鼠，雌雄不限，体质
量６～９ｇ（重庆医科大学动物中心），雅培加营素蛋白
质粉（美国雅培公司），多美滋婴儿配方奶粉（中国多

美滋公司），中／长链脂肪乳注射液（Ｃ６－２４）（中国华瑞
制药有限公司），双歧杆菌（中国丽珠制药有限公司），

Ｅ．ｃｏｌｉＯ５５：Ｂ５脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）、异硫
氰酸荧光素葡聚糖（ＦＩＴＣＤｅｘｔｒａｎ）（美国 Ｓｉｇｍａ公
司），兔抗大鼠 Ｃｌａｕｄｉｎ１抗体、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ抗体、ＺＯ１抗
体（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），二抗试剂盒及 ＤＡＢ显色试
剂盒（中国中杉金桥公司），Ｚｏｎｕｌｉｎ检测试剂盒（中国
沪尚生物科技有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　实验动物分组及处理　　６０只新生１ｄ的ＳＤ
大鼠按随机数字表法分成３组，每组２０只。对照组：
与母鼠同笼，鼠乳喂养。坏死性小肠结肠炎新生大鼠

组（ＮＥＣ组）：与母鼠分开，人工喂养 ＋缺氧、复氧、冷
刺激＋ＬＰＳ灌胃，以建立新生鼠 ＮＥＣ动物模型［８］。双

歧杆菌干预坏死性小肠结肠炎新生大鼠组（ＮＥＣ＋ＢＩＦ
组）：建立新生鼠ＮＥＣ动物模型，双歧杆菌溶于配方奶
中灌胃，每日２次，每次０．５×１０８ＣＦＵ，每次０．１ｍＬ，
共３ｄ。
１．２．２　建立 ＮＥＣ大鼠模型［８］　　新生１ｄ的 ＳＤ大
鼠放置在自制保育箱内（控制保育箱内温度 ２８～
３０℃，湿度４５％ ～６５％），采用配方鼠乳喂养。代乳
品参考文献［９］报道配制，经口插管灌胃喂养，第１天
喂养量为０．１ｍＬ／次，每４小时喂养１次，以后每２４小
时增加０．１～０．３ｍＬ。ＬＰＳ以５ｍｇ／ｋｇ稀释于０．１ｍＬ

０７４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



灭菌水中，每日灌胃 １次，连续 ３ｄ。缺氧箱充入纯
Ｎ２，控制Ｎ２流量为１５Ｌ／ｍｉｎ，测氧仪测得箱内 Ｎ２浓度
达１００％后，放入新生鼠３ｍｉｎ后将其取出，随即将其
置于１００％氧气浓度的氧舱中，３ｍｉｎ后立即将其置于
４℃冰箱中刺激１０ｍｉｎ。每日在早晚１０点分别进行
１次缺氧＋复氧＋冷刺激，连续３ｄ。
１．２．３　大鼠肠组织大体形态、病理学形态观察及病理
学评分　　第４天空腹后，断头处死大鼠，取出十二指
肠下端至回盲部肠管，观察肠组织大体形态变化。近

回盲部肠组织２～３ｃｍ立即固定于４％的多聚甲醛，
石蜡包埋、切片、ＨＥ染色，行组织病理学观察及病理
学评分。采用双盲法行肠组织损伤评分，参照 Ｎａｄｌｅｒ
等［９］报道的标准，评分≥２分确定为 ＮＥＣ。每例新生
鼠回盲部肠组织标本观察３个视野，取其平均值。
１．２．４　异硫氰酸荧光素葡聚糖（ＦＩＴＣＤｅｘｔｒａｎ）示踪
法［１０］检测肠道通透性　　第４天空腹后，经胃管喂
入ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ４０ｍｇ／１００ｇ，４ｈ后取血，肝素抗凝，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。取血浆２５μＬ加入１００μＬ
ＰＢＳ，用荧光分光光度计测定其荧光强度，激发光波长
为４８０ｎｍ，发射光波长为５２０ｎｍ，制作标准曲线并计
算样品浓度。

１．２．５　ＥＬＩＳＡ检测 Ｚｏｎｕｌｉｎ释放量　　取血，室温静
置２ｈ后，４℃２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取血清，－２０℃
保存备用。采用酶联免疫吸附实验检测 Ｚｏｎｕｌｉｎ的释
放量，严格根据说明书操作。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肠组织紧密连接 Ｃｌａｕｄｉｎ１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１蛋白表达　　取 －８０℃冻存的肠组
织，组织匀浆，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，提取胞浆总
蛋白，ＢＣＡ法行蛋白定量。取５０μｇ总蛋白样品凝胶
电泳，电转印至 ＰＶＤＦ膜，用５％脱脂牛奶封闭后，孵
育抗体，一抗（抗 Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１抗体稀释
浓度为１∶４００，抗 βａｃｔｉｎ抗体稀释浓度为 １∶２０００）
４℃ 冰箱孵育过夜，羊抗兔二抗（稀释浓度为１∶２０００）
室温震荡孵育１ｈ，ＥＣＬ化学发光显影。ＩｍａｇｅＪ软件进
行图像分析，以目的条带与βａｃｔｉｎ的灰度值的比值代
表Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１蛋白的表达水平。
１．２．７　免疫组化分析肠组织紧密连接 Ｃｌａｕｄｉｎ１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１蛋白的分布及表达　　石蜡切片常规
脱蜡、水化；０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸缓冲液（ｐＨ６．０）抗原
修复；３％双氧水室温１５ｍｉｎ阻断内源性过氧化物酶；
一抗（抗 Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１抗体稀释度为
１∶５０）４℃冰箱孵育过夜；二抗３７℃温箱孵育１５ｍｉｎ；
过氧化物酶标记的链霉亲和素３７℃温箱孵育１５ｍｉｎ；

ＤＡＢ显色约３０ｓ，苏木精复染，透明，干燥后中性树胶
封片观察。应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件进行图像分析，分
别测定紧密连接Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１蛋白的累积
光密度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）。
１．３　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，计量资料以珋ｘ±ｓ表示，
各组间比较行单因素方差分析法。相关性分析行一元

线性回归分析法。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　大鼠一般状况及体质量变化
　　ＮＥＣ组于建模第 ２天出现明显胃潴留、灌胃受
阻、腹胀、腹泻，甚至血便、黑便、活动明显减少、倦怠嗜

睡、外观瘦小、体质量明显减轻。与ＮＥＣ组相比，ＮＥＣ＋
ＢＩＦ组上述表现出现较晚而且较轻，体质量增长较缓
慢；对照组进食及排便正常、活动好、皮下脂肪丰满、体

质量增长明显。各组新生鼠体质量测量结果见表１。

表１　各组大鼠实验前后体质量变化（ｇ，ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 实验前 实验后

对照组 ７．０１±０．１８ ９．０１±０．３９

ＮＥＣ组 ７．００±０．１７ ６．０９±０．２６ａ

ＮＥＣ＋ＢＩＦ组 ６．９７±０．２１ ７．２７±０．２５ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮＥＣ组比较

２．２　大鼠肠组织大体形态、病理学形态及病理学评分
　　肉眼观察显示：对照组大鼠肠组织，可见其肠管色
泽粉嫩，呈淡黄色，弹性佳，无积气、出血等表现（图

１Ａ）；ＮＥＣ组大鼠肠组织，可见其回盲部近端肠管呈黑
红色改变，弹性差，肠腔可见不同程度积气，严重者呈

串珠样，有出血表现（图１Ｂ）；ＮＥＣ＋ＢＩＦ组大鼠肠组
织，可见其肠管主要呈黄色，有红色改变，但未见明显黑

红色改变，肠腔可见轻中度积气，无出血表现（图１Ｃ）。
　　光镜观察显示：对照组肠组织结构清晰正常，上皮
完整连续，腺体排列规则，绒毛高耸，黏膜层、黏膜下层

及固有层无充血水肿及断裂分离（图２Ａ）；ＮＥＣ组肠
组织坏死严重，腺体排列紊乱、消失，绒毛变性水肿，参

差不齐，部分绒毛坏死、脱落或消失，肌层变薄甚至断

裂，固有层与黏膜下层重度水肿（图２Ｂ）；ＮＥＣ＋ＢＩＦ
组肠黏膜及黏膜下层可见轻中度充血水肿，绒毛水肿，

腺体结构稍紊乱（图２Ｃ）。双盲法肠组织病理评分：
ＮＥＣ组明显高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；与ＮＥＣ组比较，ＮＥＣ＋ＢＩＦ组评分值明显降低
（Ｐ＜０．０５，表２）。
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Ａ：对照组；Ｂ：ＮＥＣ组；Ｃ：ＮＥＣ＋ＢＩＦ组
图１　３组大鼠肠组织肉眼观察
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Ａ：对照组；Ｂ：ＮＥＣ组；Ｃ：ＮＥＣ＋ＢＩＦ组
图２　３组大鼠肠组织病理形态学改变　（ＨＥ×２００）

２．３　各组大鼠肠道通透性
　　与对照组相比，ＮＥＣ组血浆 ＦＩＴＣＤ含量明显增
加（Ｐ＜０．０５）；与ＮＥＣ组相比，ＮＥＣ＋ＢＩＦ组血浆ＦＩＴＣ
Ｄ含量降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表２）。
２．４　Ｚｏｎｕｌｉｎ释放量的检测
　　对照组 Ｚｏｎｕｌｉｎ呈低水平释放，平均为（３．４８±
１０５）ｎｇ／ｍＬ；ＮＥＣ组［（１３．３０±５．０８）ｎｇ／ｍＬ］与对照
组比较，Ｚｏｎｕｌｉｎ在血液中的释放量显著升高（Ｐ＜
００５）；而与ＮＥＣ组相比，ＮＥＣ＋ＢＩＦ组Ｚｏｎｕｌｉｎ的释放
量降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表２）。

表２　各组大鼠肠组织病理学评分、Ｚｏｎｕｌｉｎ的释放量及
肠道通透性（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 病理评分
ＦＩＴＣＤ含量
（μｇ／ｍＬ）

Ｚｏｎｕｌｉｎ释放量
（ｎｇ／ｍＬ）

对照组 ０．３６±０．５０ ４９．６７±１０．１３ ３．４８±１．０５
ＮＥＣ组 ３．６４±０．４９ａ １５９．１７±１４．２９ａ １３．３０±５．０８ａ

ＮＥＣ＋ＢＩＦ组 １．８２±０．６１ａｂ １０８．８９±１１．７９ａｂ ８．４０±２．２７ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮＥＣ组比较

２．５　各组大鼠肠组织中 Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１蛋
白的表达

　　与对照组相比，ＮＥＣ组３种紧密连接蛋白表达明
显减少（Ｐ＜０．０５）；与ＮＥＣ组相比，ＮＥＣ＋ＢＩＦ组３种
紧密连接蛋白表达增加，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５，表３、图３）。

表３　各组大鼠肠组织Ｃｌａｕｄｉｎ、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１的表达
（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｃｌａｕｄｉｎ１ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ＺＯ１

对照组 ０．５６±０．１７ ０．６０±０．１３ ０．７８±０．２３

ＮＥＣ组 ０．１４±０．１０ａ ０．１２±０．０７ａ ０．２６±０．０９ａ

ＮＥＣ＋ＢＩＦ组 ０．３１±０．１１ａｂ ０．３６±０．２０ａｂ ０．５０±０．２９ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮＥＣ组比较
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１：对照组；２：ＮＥＣ组；３：ＮＥＣ＋ＢＩＦ组
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测双歧杆菌对肠组织紧密连接Ｃｌａｕｄｉｎ１、

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１蛋白表达的影响

２．６　各组大鼠肠组织中 Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１蛋
白的表达及分布

　　紧密连接位于相邻细胞顶侧部，Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕ
ｄｉｎ主要分布于细胞膜外，ＺＯ１位于细胞膜内，胞浆内
也可见分布，免疫组化染色后棕褐色都沿膜连续分布。

对照组可见大量深棕褐色颗粒沿膜连续分布，且边界

清晰；ＮＥＣ组可见棕褐色颗粒染色明显变淡、减少，呈

２７４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



弱阳性，分布不连续，且细胞结构不清，紧密连接蛋白

表达明显减少；ＮＥＣ＋ＢＩＦ组与ＮＥＣ组比较，棕褐色颗
粒增多，阳性染色增强，见图４。半定量分析 ＩＯＤ值，
ＮＥＣ组３种紧密连接蛋白都明显低于对照组（Ｐ＜
００５）；而ＮＥＣ＋ＢＩＦ组与 ＮＥＣ组相比，３种紧密连接
蛋白都明显增高（Ｐ＜０．０５，表４）。

表４　各组大鼠肠组织Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１蛋白表达
的比较（×１０４，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｃｌａｕｄｉｎ１ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ＺＯ１
对照组 ３７．１１±２．４７ ３０．３９±１．６１ ４２．２４±１．７３
ＮＥＣ组 ２０．３７±２．０８ａ １８．７９±２．１９ａ ２１．３３±２．０３ａ

ＮＥＣ＋ＢＩＦ组 ２９．７３±２．１１ａｂ ２４．１１±０．８１ａｂ ３３．８５±２．２３ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮＥＣ组比较

２．７　血清Ｚｏｎｕｌｉｎ水平与肠组织紧密连接 Ｃｌａｕｄｉｎ１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１蛋白表达和肠道通透性的相关性

　　将３组大鼠血清 Ｚｏｎｕｌｉｎ水平分别与肠道通透性
及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肠组织紧密连接蛋白表达量行相
关性分析，结果显示血清Ｚｏｎｕｌｉｎ水平与肠道通透性呈

正相关（ｒ＝０．９２３，Ｐ＜０．０１），而血清 Ｚｏｎｕｌｉｎ水平与
肠组织紧密连接Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１蛋白表达量
均呈负相关（ｒ＝－０．７７９，Ｐ＜０．０１；ｒ＝－０．９２０，Ｐ＜
００１；ｒ＝－０．６１９，Ｐ＜０．０１）。提示血清Ｚｏｎｕｌｉｎ水平越
高，肠组织紧密连接蛋白表达越少，肠道通透性越高。

３　讨论

　　肠道黏膜屏障发育不成熟在新生儿坏死性小肠结
肠炎发病机制中起关键作用［１］。肠上皮紧密连接是

肠道黏膜屏障的重要组成部分，在肠腔和肠道黏膜间

建立起了电荷与大小选择性屏障，从而在调节肠上皮

细胞的通透性方面起重要作用［１１］。肠上皮紧密连接

主要由跨膜蛋白Ｏｃｃｌｕｄｉｎ，Ｃｌａｕｄｉｎｓ，ＪＡＭｓ，胞质附着蛋
白ＺＯ家族（ＺＯ１、ＺＯ２和ＺＯ３）及与其相连的细胞骨
架蛋白等组成。紧密连接蛋白减少、缺失或移位，肠道

通透性增加，引起 ＮＥＣ［１２］、乳糜泻［１３－１４］、糖尿病［１５］、

炎症性肠病［１６］等疾病。本研究显示，ＮＥＣ大鼠肠组织
明显缺血坏死，严重炎症反应，且肠道通透性明显增加，
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图４　免疫组化检测双歧杆菌对大鼠肠组织Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１蛋白表达及分布的影响　（×４００）

３７４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（５）
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图５　３组大鼠肠道通透性（Ａ），肠组织Ｃｌａｕｄｉｎ１（Ｂ）、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ（Ｃ）、ＺＯ１（Ｄ）蛋白表达分别与血清Ｚｏｎｕｌｉｎ
水平的相关性分析

紧密连接蛋白的表达明显减少。提示肠道通透性的改

变与ＮＥＣ的发生有密切关系。
　　在肠道屏障通透性的研究中表明，肠道紧密连接
可通过Ｚｏｎｕｌｉｎ途径调节机制起选择性屏障作用［３］。

Ｚｏｎｕｌｉｎ是目前已知的唯一的肠道通透性的生理性调
节蛋白，在细菌和抗原的刺激下，Ｚｏｎｕｌｉｎ大量释放入
肠腔，与Ｚｏｎｕｌｉｎ受体结合，从而下调紧密连接蛋白的
表达，破坏紧密连接复合体的完整性，增加肠道通透

性［４－５］。我们前期体外实验已证实用致病菌干预肠上

皮单层屏障可降低紧密连接蛋白表达、改变其分布、增

加肠上皮屏障通透性，同时伴有Ｚｏｎｕｌｉｎ释放量明显增
高［１７］。Ｓａｐｏｎｅ等［１８］对Ⅰ型糖尿病患者研究发现，
４０％患者血清Ｚｏｎｕｌｉｎ水平增高，且血清 Ｚｏｎｕｌｉｎ水平
增高的患者 Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｃｌａｕｄｉｎ２基因表达改变，肠道
通透性增高。同样在腹腔疾病和胰岛素抵抗相关的肥

胖的研究中也发现，血清 Ｚｏｎｕｌｉｎ水平增高，肠道通透
性增高［１４，１９］。提示肠腔及血清 Ｚｏｎｕｌｉｎ水平均可反应
肠道通透性的变化。本研究发现，与对照组相比，ＮＥＣ
大鼠肠组织紧密连接蛋白表达明显减少，肠道通透性

明显增加，同时伴有血清 Ｚｏｎｕｌｉｎ水平明显增高；相关
性研究表明，血清 Ｚｏｎｕｌｉｎ水平与肠道通透性呈正相
关，而与紧密连接蛋白的表达量呈负相关，表明 ＮＥＣ
大鼠肠损伤可能与 Ｚｏｎｕｌｉｎ信号通路有关。但是由于
新生大鼠肠腔较小，肠壁较脆弱，小肠较短，我们未能

提取到新生大鼠肠腔灌洗液，肠腔Ｚｏｎｕｌｉｎ的变化未能
证实，有待进一步研究。

　　目前益生菌已被广泛用于治疗 ＮＥＣ，临床试验表

明益生菌降低了ＮＥＣ的发生率及死亡率，但益生菌保
护ＮＥＣ的机制尚不完全明确［６－７］。前期研究表明，益

生菌可降低ＮＥＣ动物模型肠道炎症反应，维持肠道紧
密蛋白完整性，降低肠道通透性，从而保护 ＮＥＣ肠损
伤［２０－２１］。Ｌｉｕ等［２２］的一个临床随机对照试验证实对

结直肠手术术后的患者给予益生菌治疗可降低其肠道

通透性，增强肠道屏障功能，且患者血清 Ｚｏｎｕｌｉｎ水平
与肠道通透性呈正相关，同时提出益生菌可能是通过

抑制Ｐ３８ＭＡＰＫ的表达来调控 Ｚｏｎｕｌｉｎ的表达。本研
究中，双歧杆菌干预ＮＥＣ后，肠损伤明显改善，且肠道
通透性降低，肠上皮紧密连接蛋白表达增加，同时伴有

血清Ｚｏｎｕｌｉｎ水平显著下降，提示双歧杆菌可能通过抑
制血清 Ｚｏｎｕｌｉｎ的表达而改善 ＮＥＣ大鼠肠道损伤程
度，也为益生菌的临床应用提供了一定理论基础。

　　综上所述，本研究表明，ＮＥＣ大鼠肠道通透性明
显增高伴随血清Ｚｏｎｕｌｉｎ水平显著增高，而双歧杆菌干
预后改善ＮＥＣ大鼠肠损伤的同时血清Ｚｏｎｕｌｉｎ水平也
明显降低，且相关性分析表明，血清 Ｚｏｎｕｌｉｎ水平与肠
道通透性呈正相关，而与肠组织紧密连接蛋白表达量

均呈负相关，由此我们推断ＮＥＣ的发生发展及双歧杆
菌改善ＮＥＣ大鼠的肠道通透性的作用机制之一可能
是与Ｚｏｎｕｌｉｎ信号通路的激活与抑制有关。但双歧杆
菌通过Ｚｏｎｕｌｉｎ通路改善ＮＥＣ肠道损伤的具体机制和
临床意义仍有待进一步的研究。
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