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坏死性小肠结肠炎对新生小鼠脑损伤及其程度的影响
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　　［摘要］　目的　探讨不同程度坏死性小肠结肠炎（ｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓ，ＮＥＣ）对新生小鼠脑损
伤的影响。方法　将６０只５日龄Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为对照组（ＣＯＮ组，ｎ＝２０）和坏死性小肠结肠炎
组（ＮＥＣ组，ｎ＝４０）。ＣＯＮ组与母鼠同笼，母乳喂养；ＮＥＣ组饲养在保育箱，采用配方奶喂养＋缺氧＋口
服脂多糖（ＬＰＳ）诱导坏死性小肠结肠炎小鼠模型，建模４ｄ后处死所有小鼠。建模过程中记录小鼠每
日体质量并观察一般情况；ＨＥ染色观察肠道组织的病理学改变。根据回盲部肠道损伤评分将 ＮＥＣ组
分为轻度ＮＥＣ组（ｎ＝１２）和重度ＮＥＣ组（ｎ＝１２）；Ｎｉｓｓｌ染色观察相应脑组织的病理学变化，并将肠道损
伤程度和神经细胞的数量做相关性分析。ＲＴｑＰＣＲ检测脑组织中炎症因子 ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα
ｍＲＮＡ的表达水平；酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测脑组织炎症因子 ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα蛋白的表达水
平；免疫荧光检测活化的小胶质细胞和星形胶质细胞的数量。结果　与 ＣＯＮ组相比，ＮＥＣ组小鼠活动
度降低，体质量明显减轻（３．８４±１．２５ｖｓ１．７６±０．２６ｇ，Ｐ＜０．０５），肠道损伤严重，且在海马ＣＡ１区，轻、重
度ＮＥＣ组的神经细胞数量减少（１２５．８３±６．４０ｖｓ１０３．８３±７．９３、７５．５０±８．８７，Ｐ＜０．０５），重度 ＮＥＣ组较
轻度ＮＥＣ组减少更多（Ｐ＜０．０５）；相关性分析显示：神经细胞数量与肠道损伤的严重程度呈负相关（ｒ＝
－０．９４３，Ｐ＜０．００１）。与ＣＯＮ组相比，ＮＥＣ组脑组织炎症因子 ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦɑ的表达水平均升高
（Ｐ＜０．０５），活化的小胶质细胞和星形胶质细胞也明显增多（Ｐ＜０．０５），并且重度 ＮＥＣ组较轻度 ＮＥＣ组
升高更明显（Ｐ＜０．０５）。结论　坏死性小肠结肠炎可导致新生小鼠发生急性脑损伤，其损伤程度与肠道
损伤的严重程度相关，可能与神经炎症的增加有关。
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　　坏死性小肠结肠炎（ｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓ，ＮＥＣ）
是早产儿常见的炎症性胃肠道疾病，特别是在极低体

质量出生的早产儿中，其发病率达９％，病死率在３０％
～５０％［１］。ＮＥＣ主要以肠道的炎症为特征，并伴有不
同程度的出血、坏死和穿孔，严重者需要手术治疗［２］。

存活的ＮＥＣ患儿常伴有多种短期和长期并发症，包括
肠道衰竭、短肠综合征、神经发育障碍等［３］。ＮＥＣ与
神经认知障碍之间的关系已经得到了很多研究者的证

实。一项回顾性的研究表明，约４０％的ＮＥＣ患儿存在
不同 类 型 的 神 经 发 育 障 碍 （ｎｅｕｒｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ
ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ，ＮＤＩ），如：脑瘫、视觉、听力和认知障碍，比
未合并其他疾病的早产儿更严重、持续时间更久［４］。

与药物治疗的 ＮＥＣ患儿相比，接受手术治疗的严重
ＮＥＣ患儿在脑核磁共振成像（ＭＲＩ）上表现出严重的
脑损伤，且预后更差［５－６］。这似乎表明 ＮＥＣ对新生儿
大脑的影响程度与肠道损伤的严重程度相关。

　　在 ＮＥＣ患儿中，细胞因子特别是 ＩＬ１β、ＩＬ６和
ＴＮＦα在ＮＥＣ的发病机制中具有重要作用，可导致机
体产生过度的炎症反应，并且与肠道损伤的严重程度

相关［７］。临床研究发现，这些细胞因子在具有认知障

碍的ＮＥＣ患儿中升高更明显［８］。ＮＥＣ发生脑损伤和
ＮＤＩ的作用机制还未完全阐明，围产期的全身炎症已
被证明与新生儿脑损伤有关。由于肠道和全身炎症是

ＮＥＣ的主要过程之一，我们推测神经炎症可能参与了
ＮＥＣ脑损伤的发病机制。为进一步证明 ＮＥＣ肠道损

伤的程度与脑损伤相关性，本研究拟通过建立坏死性

小肠结肠炎模型，观察不同程度ＮＥＣ的脑组织损伤情
况和神经炎症的水平，为尽早减轻ＮＥＣ患儿病情和改
善神经发育结果提供新的预防策略。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　６０只新生 ５ｄ的 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠购自重庆医科大
学动物实验中心，雌雄不限，体质量 ２．０～３．０ｇ，饲养
在重庆医科大学附属儿童医院动物实验中心。本研究

通过重庆医科大学附属儿童医院动物实验中心伦理审

查委员会批准（２０２０年２月）。
１．２　主要试剂
　　Ｓｉｍｉｌａｃ奶粉购自美国 ＡｂｂｏｔｔＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ；倍乐酷
狗代乳粉购自ＰｅｔＡｇ；脂多糖（Ｌ２８８０）购自美国Ｓｉｇｍａ；
４％多聚甲醛、柠檬酸钠修复液（ｐＨ＝６．０）和组织自发
荧光淬灭剂购自北京赛维尔公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；反转录和实时荧光定量ＰＣＲ试剂购自
ＭＣＥ公司；引物由上海生工生物工程股份有限公司合
成；ＥＬＩＳＡ试剂盒购自欣博盛生物科技有限公司；Ｎｉｓｓｌ
染色液（焦油紫法）和驴血清购自北京索莱宝科技有

限公司；兔抗鼠 Ｉｂａｌ抗体购自 Ａｂｃａｍ公司，兔抗鼠
ＧＦＡＰ抗体购自 ＣＳＴ公司，荧光二抗 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５５５
标记驴抗兔ＩｇＧ和抗荧光淬灭封片剂均购自碧云天公
司；ＤＡＰＩ染色液购自北京雷根生物科技有限公司。
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１．３　实验方法
１．３．１　动物分组与 ＮＥＣ模型建立　　ＳＰＦ级新生
５ｄ的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠采用随机数字表法分为 ＣＯＮ组
（ｎ＝２０）和ＮＥＣ组（ｎ＝４０），ＣＯＮ组小鼠和母鼠同笼，
母乳喂养，ＮＥＣ组小鼠饲养在保育箱（温度３６±１℃，
湿度４５％～６０％）。按照 ＣＨＥＮ等［９］的方法建立 ＮＥＣ
模型，灌胃喂养配方奶３０～５０μＬ／ｇ，每日５次（８：００、
１２：００、１６：００、２０：００、２３：００）；在 ５％氧气的缺氧箱中
缺氧１０ｍｉｎ，每日３次（８：３０、１６：３０、２３：３０）；灌胃喂养
脂多糖ＬＰＳ５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），连续建模４ｄ。
１．３．２　一般情况观察　　观察新生小鼠的活动度、腹
胀、腹泻等情况，并记录每日的体质量和死亡情况。

１．３．３　组织取材　　最后一次喂养后１２ｈ，断头处死
所有小鼠，获取胃端至直肠的整段肠组织，观察肠道组

织的大体形态；取回肠、空肠和十二指肠的肠道组织固

定于４％多聚甲醛中；迅速剥离脑组织后将其一分为
二，一半冻存于－８０℃，另一半用４％多聚甲醛固定。
１．３．４　肠道组织ＨＥ染色　　ＣＯＮ组和ＮＥＣ组的肠
道组织经过甲醛固定，脱水，石蜡包埋后切成４μｍ厚度
的薄片，在烤箱烘烤２ｈ，二甲苯脱蜡后进行ＨＥ染色，
中性树脂封片，在光学显微镜下观察肠组织病理形态学

变化。根据ＤＲＵＣＫＥＲ等［１０］的评分标准，采用双盲法

评分，每个标本选取３个视野，取平均值作为每个标本
的评分值，评分≥２分认定为发生了ＮＥＣ。固有层和黏
膜下层明显分离或（和）伴有局部绒毛脱落为轻度ＮＥＣ
（ｎ＝１２）；绒毛全部脱落或坏死为重度ＮＥＣ（ｎ＝１２）。
１．３．５　脑组织 Ｎｉｓｓｌ染色　　取 ＣＯＮ组、轻度 ＮＥＣ
组和重度ＮＥＣ组的脑组织，经固定、脱水和包埋后在
冠状位切片，切片厚度为４μｍ，烤干后备用。经脱蜡
至水后，取一部分脑片行 Ｎｉｓｓｌ染色，在 Ｃｒｅｓｙｌｖｉｏｌｅｔ
Ｓｔａｉｎ中５６℃滴染１ｈ，ＮｉｓｓｌＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ分化１ｍｉｎ，
梯度乙醇脱水后中性树脂封片。用光学显微镜观察海

马的病理学变化。

１．３．６　荧光定量 ＰＣＲ检测脑组织炎症因子 ＩＬ１β、
ＩＬ６和ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达水平　　Ｔｒｉｚｏｌ法提取脑
组织中的总 ＲＮＡ，取２μｇ总 ＲＮＡ按照反转录试剂说
明书反转录成ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板扩增 ＩＬ１β、ＩＬ６
和ＴＮＦα，ＧＡＰＤＨ作为内参。反应条件设定为９５℃
３ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ，５５℃ ２０ｓ共４０个循环。引物序列
见表１。
１．３．７　ＥＬＩＳＡ检测脑组织炎症因子 ＩＬ１β、ＩＬ６和
ＴＮＦα蛋白的表达水平　　取冻存的脑组织，每２０ｍｇ
组织加入 ２００μＬ含 １ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ的蛋白酶抑制
剂，匀浆后离心（４℃，１４０００ｒ／ｍｉｎ）１０ｍｉｎ，取上清
液，根据ＥＬＩＳＡ试剂盒方法检测。

表１　引物序列
基因 序列（５′→３′） 片段大小／ｂｐ

ＩＬ１β
正义：ＣＣＡＧＣＴＴＣＡＡＡＴＣＴＣＡＣＡＧＣＡＧ
反义：ＣＴＴＣＴＴＴＧＧＧＴＡＴＴＧＣＴＴＧＧＧＡＴＣ

１７５

ＩＬ６
正义：ＣＣＡＡＴＴＴＣＣＡＡＴＧＣＴＣＴＣＣＴ
反义：ＡＣＣＡＣＡＧＴＧＡＧＧＡＡＴＧＴＣＣＡ

１８２

ＴＮＦα
正义：ＴＴＣＣＧＡＡＴＴＣＡＣＴＧＧＡＧＣＣＴＣＧＡＡ
反义：ＴＧＣＡＣＣＴＣＡＧＧＧＡＡＧＡＡＴＣＴＧＧＡＡ

１４４

ＧＡＰＤＨ
正义：ＴＧＡＡＧＣＡＧＧＣＡＴＣＴＧＡＧＧＧ
反义：ＣＧＡＡＧＧＴＧＧＡＡＧＡＧＴＧＧＧＡＧ

１０２

１．３．８　免疫荧光检测活化的小胶质细胞和星形胶质
细胞数量　　脑组织的石蜡切片在二甲苯脱蜡，梯度
乙醇水化，自来水冲洗３ｍｉｎ；柠檬酸钠修复液（ｐＨ值＝
６．０）修复１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次；组织自发荧光淬灭剂
Ａ室温孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次；驴血清３７℃封闭
３０ｍｉｎ，一抗４℃孵育过夜。次日ＰＢＳ洗涤３次，荧光
二抗室温孵育２ｈ；ＰＢＳ洗涤３次，ＤＡＰＩ染色５ｍｉｎ，组
织自发荧光淬灭剂 Ｂ孵育５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次；抗荧
光淬灭剂封片。在倒置荧光显微镜下采集数据图像，

使用ＩｍａｇｅＪ处理和分析图像。
１．４　统计学分析
　　使用ＳＰＳＳ２４．０软件进行统计学分析，计量资料
均采用 珋ｘ±ｓ表示，两组间数据比较采用独立样本 ｔ检
验，多组间比较采用单因素方差分析，采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ
法进行组间两两比较，生存分析采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ检
验，相关性分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ检验，Ｐ＜０．０５表示差异
具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＮＥＣ小鼠的一般情况
　　ＣＯＮ组小鼠活动度良好，无腹胀、腹泻；ＮＥＣ组小
鼠活动度差，出现不同程度的腹胀、腹泻。ＣＯＮ组小鼠
体质量逐渐增加，ＮＥＣ组小鼠的体质量逐日递减，两组
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１Ａ）；ＣＯＮ组小鼠无
死亡，ＮＥＣ组小鼠死亡１６只（４０％），两组差异有统计学
意义（Ｐ＜０．００１，图１Ｂ）。
２．２　ＮＥＣ小鼠肠组织的大体形态和病理学改变
　　大体观察，ＣＯＮ组小鼠肠组织呈淡黄色，弹性佳，
无扩张、积气；轻度ＮＥＣ小鼠肠组织大部分呈淡黄色，
弹性稍差，部分肠管扩张，积气；重度ＮＥＣ小鼠肠组织
弹性差，肠管积气、扩张明显，部分呈串珠样改变，见图

２Ａ。肠道ＨＥ染色显示，回盲部是肠道损伤最重的部
位，空肠和十二指肠也存在不同程度的损伤。ＣＯＮ组
肠组织结构完整，肠上皮细胞结构连续，绒毛完整，固

有层、黏膜下层和肌层无水肿或分离，无炎性细胞浸

润。轻度ＮＥＣ组小鼠肠组织结构紊乱，部分绒毛水肿
或脱落，固有层和黏膜下层分离，并伴有黏膜下层和肌

层水肿，少量炎性细胞浸润；重度 ＮＥＣ组小鼠肠组织
结构消失，绒毛完全脱落，见图２Ｂ。
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２．３　ＮＥＣ小鼠脑组织海马区的神经细胞缺失
　　Ｎｉｓｓｌ染色显示，在海马 ＣＡ１区，与 ＣＯＮ组
（１２５．８３±６．４０）相比，ＮＥＣ组 Ｎｉｓｓｌ体数量减少，颜色
变浅（Ｐ＜０．０５）；与轻度 ＮＥＣ组（１０３．８３±７．９３）相比，
重度ＮＥＣ组（７５．５０±８．８７）Ｎｉｓｓｌ体数量减少更明显
（Ｐ＜０．０５），见图 ３；且相关性分析显示，肠道损伤越
重，神经细胞缺失越多（ｒ＝－０．９４３，Ｐ＜０．００１）。
２．４　ＮＥＣ小鼠脑组织炎症因子的表达水平增加
　　ＲＴｑＰＣＲ和 ＥＬＩＳＡ结果显示，与 ＣＯＮ组相比，
ＮＥＣ组小鼠脑组织 ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ和

蛋白水平均明显增加（Ｐ＜０．０５），且重度 ＮＥＣ组小鼠
脑组织的炎症因子表达水平明显高于轻度 ＮＥＣ组
（Ｐ＜０．０５，图４、５）。
２．５　ＮＥＣ小鼠脑组织海马区活化的小胶质细胞和星

形胶质细胞增加

　　免疫荧光结果显示，与ＣＯＮ组（１．７３±０．１６，８．８５±
３．１４）相比，在海马中，轻度ＮＥＣ组活化的小胶质细胞
（７．９６±１．３５）和星形胶质细胞（２５．４９±１．２２）增加（Ｐ＜
０．０５），且重度 ＮＥＣ组（１６．１５±１．００，３５．１６±５．０７）增
加更明显（Ｐ＜０．０５，图６、７）。
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图５　ＥＬＩＳＡ检测ＮＥＣ小鼠脑组织上清液中炎症因子ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα的表达（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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图６　免疫荧光检测ＮＥＣ小鼠海马区活化的小胶质细胞
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图７　免疫荧光检测ＮＥＣ小鼠海马区活化的星形胶质细胞
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３　讨论

　　ＮＥＣ是新生儿期常见的严重胃肠道急症，常伴有
肠道坏死和／或穿孔，可对神经系统的发育产生不良影
响，且炎症在早产儿脑损伤的发生中具有重要。本研

究应用 ＮＥＣ小鼠模型，研究不同肠道病变程度的
ＮＥＣ，其对应的神经病理学变化及神经炎症水平，结果
提示ＮＥＣ小鼠发生了急性脑损伤，且肠道病变越严
重，缺失的神经细胞越多，大脑中的炎症因子和活化的

胶质细胞越多。

　　本研究成功建立了ＮＥＣ小鼠模型，并且发现在相
同的干预条件下，ＮＥＣ小鼠的肠道损伤程度不同，部
分小鼠只出现了轻度的肠道损伤，而部分小鼠肠道损

伤非常严重。肠道损伤后可破坏肠道屏障，导致大量

的炎症介质释放和细菌入血，进而引起全身炎症反

应［２］。ＮＥＣ好发于早产儿，此时大脑处于快速、动态
发育的关键时期，包括神经发生、神经元迁移和突触形

成，容易受到各种炎症介质、缺血缺氧和营养不良等因

素的影响［１１］。因此 ＮＥＣ可能影响早产儿大脑的发
育。海马参与学习记忆的形成，是早产儿脑损伤的敏

感区域［１２］。本研究发现，ＮＥＣ小鼠海马区的神经细胞
出现不同程度的缺失，这表明ＮＥＣ可导致新生小鼠发
生急性脑损伤。在早产仔猪的ＮＥＣ模型中同样发现，
海马区的神经细胞出现了损伤［１３］。本研究进一步评

估了肠道损伤程度和神经细胞数量之间的关系，结果

发现，肠道损伤越重，缺失的神经细胞越多。这与临床

上观察的结果相一致，与药物治疗的 ＮＥＣ患儿和非
ＮＥＣ患儿相比，接受手术治疗的严重ＮＥＣ患儿脑损伤
的程度更重［４］。这表明受损的肠道和大脑之间存在

联系，肠脑轴可能参与其中。肠道菌群失调激活的
Ｔｏｌｌ样４受体（ＴＬＲ４）是 ＮＥＣ肠道损伤的重要发病机
制。ＴＬＲ４激活后可引起肠道的ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞和高
迁移率族蛋白 Ｂ１（ＨＭＧＢ１）释放，直接或间接作用于
小胶质细胞引起脑损伤［１４－１５］。除此之外，失调的微生

物还可通过引起和加剧全身炎症反应、增加血脑屏障

通透性、产生各种神经递质以及影响迷走神经系统对

大脑产生影响［１６］。但是肠道菌群在 ＮＥＣ脑损伤中的
具体作用机制还需进一步探索。

　　本研究结果显示：ＮＥＣ可导致脑组织中促炎细胞
因子ＩＬ１β、ＴＮＦα和 ＩＬ６的表达以及小胶质细胞和
星形胶质细胞的激活增加。这表明 ＮＥＣ脑组织发生
了神经炎症。ＢＩＯＵＳＳ等［１７］的研究表明，与母乳喂养

的小鼠相比，ＮＥＣ小鼠的全身炎症和神经炎症均增
加。在ＮＥＣ仔猪脑组织中，神经炎症和缺氧相关的差

异表达基因上调，活化的小胶质细胞增多［１８］。肠道受

损后释放的大量细胞因子如 ＩＬ１β、ＴＮＦα和 ＩＬ６，可
通过产生全身炎症、破坏血脑屏障进入大脑引起炎症

反应［１９］。许多研究已证实，ＮＥＣ小鼠不仅肠道屏障受
损，血脑屏障和血脑脊液屏障也同样遭到破坏［１３，２０］。

细胞因子还可激活早产儿大脑中的星形胶质细胞和小

胶质细胞，它们通过分泌细胞因子和趋化因子参与脑

内的炎症反应。星形胶质细胞和小胶质细胞也表达细

胞因子特异性受体，如ＩＬ１β、ＴＮＦα和干扰素γ（ＩＦＮγ）
受体，并可被这些细胞因子激活，加剧脑内的炎症反

应［２１］。最新的研究表明，ＮＥＣ小鼠肠道的 ＣＤ４＋Ｔ淋
巴细胞，可通过受损的肠道屏障和血脑屏障流向大脑，

其释放的ＩＦＮγ可激活小胶质细胞，从而引起认知功
能障碍［１５］。ＮＥＣ患儿的脑损伤在影像学上主要表现
为脑白质的异常，以少突胶质细胞的减少和髓鞘缺失

为特征。早产儿大脑中的少突胶质细胞处于高度分化

的状态，对炎症、缺血缺氧和氧化应激等因素具有高度

易损性。各种细胞因子和胶质细胞的激活均可影响少

突胶质细胞的分化和成熟，导致髓鞘形成障碍。在

ＮＥＣ动物模型中证实了认知障碍的发生与小胶质细
胞激活导致少突胶质细胞减少和髓鞘形成受损有

关［１４］。由此可知，小胶质细胞的激活是 ＮＥＣ脑损伤
的中心靶点。

　　综上所述，本研究发现ＮＥＣ引起的急性脑损伤与
肠道损伤的严重程度相关，神经炎症反应在脑损伤中

起重要作用，特别是小胶质细胞的激活。我们应尽早

制定合理的护理和治疗方案，减轻ＮＥＣ肠道损伤的程
度，并同时考虑到对早产儿神经系统的影响，尽早采取

脑保护策略，从而改善ＮＥＣ患儿的神经发育结果。
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