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丁酸钠对坏死性小肠结肠炎小鼠脑损伤的保护作用

张玉妮，张兴道，贺　雨，艾　青，史　源　　４０００１４重庆，重庆医科大学附属儿童医院新生儿科，国家儿童健康与
疾病临床医学研究中心，儿童发育疾病研究教育部重点实验室，儿童感染免疫重庆市重点实验室

　　［摘要］　目的　探究丁酸钠对坏死性小肠结肠炎（ｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓ，ＮＥＣ）小鼠脑损伤的影
响。方法　１３７只３ｄ龄Ｃ５７ＢＬ／６新生鼠分为：对照组（ＣＯＮ组，ｎ＝４０，不与母鼠分离）、ＮＥＣ＋ＰＢＳ灌胃
组（ＮＰ组，ｎ＝５７）和ＮＥＣ＋丁酸钠灌胃组（ＮＢ组，ｎ＝４０），ＮＰ组和ＮＢ组分别从３ｄ龄开始予ＰＢＳ或丁
酸钠灌胃，干预７ｄ后与母鼠分离，采用人工喂养联合缺氧冷刺激的方法连续３ｄ刺激建立 ＮＥＣ模型。
分析各组小鼠存活率，肠组织病理损伤情况，脑组织 ＴＮＦα、ＩＬ６ｍＲＮＡ水平以及活化的小胶质细胞和
星形胶质细胞的表达情况。采用水迷宫实验和透射电镜检测各组成年小鼠学习记忆能力和髓鞘微结构

改变。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肠组织ＨＭＧＢ１和脑组织ＴＬＲ４、ＮＦκＢ蛋白表达水平。结果　与ＣＯＮ组相比，
ＮＰ组小鼠大脑中ＴＮＦα、ＩＬ６ｍＲＮＡ表达显著上调（１．５１±０．２０ｖｓ０．６７±０．１４，Ｐ＜０．０５；２．０３±０．３９ｖｓ
１．０１±０．１７，Ｐ＜０．０５），活化的小胶质细胞增加（７５１．００±８２．３５ｖｓ２８４．７０±５２．０１，Ｐ＜０．０５），星形胶质细
胞数量增加（Ｐ＜０．０５），肠组织 ＨＭＧＢ１和脑组织 ＴＬＲ４、ＮＦκＢ蛋白表达水平显著升高（１．７６±０．１９ｖｓ
０．７３±０．０６，Ｐ＜０．０５；１．１４±０．１６ｖｓ０．８１±０．０１，Ｐ＜０．０５；１．２１±０．１９ｖｓ０．６０±０．１５，Ｐ＜０．０５）；ＮＰ组成
年小鼠水迷宫逃避潜伏期延长（Ｐ＜０．０５），平台穿越次数减少（Ｐ＜０．０５），Ｇｒａｔｉｏ显著升高 （Ｐ＜０．０５）。
而与ＮＰ组相比，ＮＢ组小鼠大脑中 ＴＮＦα、ＩＬ６ｍＲＮＡ表达水平降低（０．８１±０．１２ｖｓ１．５１±０．２０，Ｐ＜
０．０５；０．９３±０．３８ｖｓ２．０３±０．３９，Ｐ＜０．０５），小胶质细胞活化减少（４６８．００±９９．５９ｖｓ７５１．００±８２．３５，Ｐ＜
０．０５），星形胶质细胞减少（Ｐ＜０．０５），肠组织ＨＭＧＢ１和脑组织ＴＬＲ４、ＮＦκＢ蛋白表达降低（１．２２±０．１１
ｖｓ１．７６±０．１９，Ｐ＜０．０５；０．８８±０．０６ｖｓ１．１４±０．１６，Ｐ＜０．０５；０．７０±０．１９ｖｓ１．２１±０．１９，Ｐ＜０．０５）；成年小
鼠水迷宫逃避潜伏期缩短（Ｐ＜０．０５），平台穿越次数增加（Ｐ＜０．０５），髓鞘厚度增加（Ｐ＜０．０５）。结论　
丁酸钠可通过抑制大脑中的ＴＬＲ４ＮＦκＢ通路减轻神经炎症反应，从而发挥对ＮＥＣ远期相关脑损伤的
保护作用。

　　［关键词］　 坏死性小肠结肠炎；脑损伤；丁酸钠；神经炎症；小胶质细胞活化
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＫｅｙＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＰｒｏｇｒａｍｏｆＣｈｉｎａ（２０２２ＹＦＣ２７０４８０２）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＳＨＩＹｕａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｓｈｉｙｕａｎ＠
ｈｏｓｐｉｔａｌ．ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　坏死性小肠结肠炎（ｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓ，ＮＥＣ）
是新生儿期最严重的胃肠道急症，主要见于极低和超

低出生体质量儿［１］。ＮＥＣ在出生体质量＜１５００ｇ的
极低出生体质量儿中的发生率约为 ７％，病死率高达
３０％［２］，而随着早产儿数量的增加，ＮＥＣ患儿数量也
在缓慢上升［３－４］。在存活的患儿中，约４５％会出现神
经发育不良，在１８～２４个月时出现认知、精神运动、视
觉或听觉障碍［５］。与单纯的早产儿相比，合并ＮＥＣ的
早产儿，其神经发育结果明显更差［６］。目前认为导致

ＮＥＣ脑组织病理改变的机制较为复杂，主要为小胶质
细胞活化、少突胶质细胞分化成熟障碍等［７－８］。

　　小胶质细胞作为中枢神经系统中的巨噬细胞，在
不受外界炎症、感染等损伤的情况下处于静息状态，当

受到上述损伤后，可发生表型转换，由静息向活化状态

转变，其中活化状态表现为胞体增大，呈阿米巴样形

态，并释放出大量炎性因子如肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、
白细胞介素１β（ＩＬ１β）和其他神经毒素等参与神经炎
症，损伤其他神经元，从而导致脑内正常神经结构和功

能发生病理改变［９］。星形胶质细胞数量的增加，这一

过程被称为反应性星形细胞增多，可由炎症晚期活化

的小胶质细胞诱导。激活的星形胶质细胞可释放出毒

性因子，进一步促进了神经炎症的发展［１０］。总之，活

化的小胶质细胞和星形胶质细胞都参与了神经炎症的

病理损伤过程。炎症性疾病发生时，血脑屏障通透性

增加，外周炎症因子更易进入脑内进一步活化小胶质

细胞和星形胶质细胞，加重神经炎症反应造成脑白质

损伤［８］，从而影响神经发育尤其是认知功能受损。一

项最新的研究结果表明，ＮＥＣ小鼠肠道释放的高迁移
率族蛋白 Ｂ１（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｐｒｏｔｅｉｎ１，ＨＭＧＢ１）可
激活脑内 Ｔｏｌｌ样受体 ４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）
从而导致小胶质细胞的活化，最终引起ＮＥＣ相关脑损
伤的发生［７］。目前，与肠道损伤的广泛研究相比，关

于ＮＥＣ相关脑损伤的研究仍比较少，其导致脑损伤的
具体机制仍不清楚，且尚缺乏针对ＮＥＣ脑损伤的防治
措施。

　　丁酸是肠道菌群分解寡糖的产物。丁酸钠是内源
性丁酸的钠盐，具有促进髓鞘再生、免疫调节、抗炎等

多种重要的生物学作用［１１－１３］，其在 ＮＥＣ中的抗炎保
护作用已被证实［１４－１５］，但在 ＮＥＣ相关脑损伤中的保
护作用尚未见报道。本实验采用人工喂养联合缺氧冷

９８３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１３）



刺激的方法建立 ＮＥＣ小鼠模型并预先给予丁酸钠灌
胃处理，观察丁酸钠对 ＮＥＣ相关脑损伤的影响，并探
究其可能的潜在机制，从而为丁酸钠防治ＮＥＣ相关脑
损伤提供理论支持。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　１３７只清洁级新生３ｄ龄的Ｃ５７ＢＬ／６新生鼠，不限
雌雄，体质量１．５～４．０ｇ（购自重庆医科大学动物中心），
饲养于重庆医科大学附属儿童医院动物实验中心。本

研究已得到重庆医科大学附属儿童医院动物实验中心

伦理审查委员会的批准（ＣＨＣＭＵＩＡＣＵＣ２０２２０６２９０１２）。
１．２　主要试剂
　　Ｓｉｍｉｌａｃ配方奶（ＡｂｂｏｔｔＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司，美国）；
犬代乳奶粉（ＰｅｔＡｇ公司，美国）；丁酸钠（上海生物工
程公司股份有限公司，中国）；反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ公
司，日本）；ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美国）；抗Ｉｂａ１抗体，
抗ＧＦＡＰ抗体，４％多聚甲醛，柠檬酸盐缓冲液，电镜固
定液（武汉赛维尔生物技术有限公司，中国）；２％多聚甲
醛２．５％戊二醛电镜固定液（北京雷根，中国）。
１．３　实验方法
１．３．１　动物分组与ＮＥＣ模型建立　　３日龄Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠分为 ３组：对照组（ＣＯＮ组，ｎ＝４０，不与母鼠分
笼，母乳喂养），ＮＥＣ＋ＰＢＳ灌胃组（ＮＰ组，ｎ＝５７）和
ＮＥＣ＋丁酸钠灌胃组（ＮＢ组，ｎ＝４０）。分别从３日龄开
始予ＰＢＳ或丁酸钠灌胃，连续干预７ｄ后与母鼠分离，
采用人工喂养联合缺氧冷刺激的方法连续３ｄ刺激建
立 ＮＥＣ模型。丁酸钠配置成 １５０ｍｍｏｌ／Ｌ的溶液，
ｐＨ＝７．６２［１５］。根据文献［１４］建立ＮＥＣ模型：Ｃ５７ＢＬ／６
新生小鼠饲养在自制保育箱内，配方奶经口灌胃喂养

（０．０３～０．０５ｍＬ／ｇ），每４小时喂养１次。将新生鼠放
入自制的缺氧箱内，向箱内充入纯氮（１００％Ｎ２），控制
Ｎ２流量为９～１２Ｌ／ｍｉｎ，当测氧仪测得箱内 Ｏ２浓度降
为０时开始计时，９０ｓ后关闭阀门并将新生鼠取出，立
即将其置于４℃冰箱中刺激１０ｍｉｎ。缺氧、冷刺激每
天３次。
１．３．２　组织取材和切片制备　　ＮＥＣ建模结束间隔
１２ｈ后，断头处死部分小鼠，分离十二指肠下端至回
盲部肠管，肉眼观察有无肠腔积气、出血、坏死等 ＮＥＣ
样病变。获取小鼠近回盲部１～２ｃｍ肠组织，用４％多
聚甲醛固定；同时在冰上迅速剥离出脑组织，用４％的
多聚甲醛固定。肠和脑组织经脱水和石蜡包埋后，进

行切片，切片厚度为４μｍ，烘干后备用。
１．３．３　肠道组织 ＨＥ染色　　取肠道组织石蜡切片
于二甲苯中脱蜡，ＨＥ染色后中性树脂封片，在光学显

微镜下观察肠道组织病理形态学变化。采用双盲法进

行肠组织病理损伤评分，根据 ＹＵ等［１６］的评分标准，

评分≥２分认定为ＮＥＣ。
１．３．４　免疫组化染色　　取脑组织石蜡切片于二甲
苯中脱蜡，梯度浓度的乙醇溶液中脱水。柠檬酸盐缓

冲液（ｐＨ＝６．０）覆盖组织切片，修复抗原，微波炉加
热２５ｍｉｎ，阻断内源性过氧化物酶，３％牛血清白蛋白
阻断非特异性结合３０ｍｉｎ后用抗 Ｉｂａ１和抗 ＧＦＡＰ一
抗 ４℃孵育过夜，ＰＢＳ冲洗，二抗在室温孵育 １ｈ。
ＤＡＢ染色后苏木精复染，切片脱水，封片，全玻片扫描
仪扫描后使用 ＩｍａｇｅＪ软件进行分析，筛选出活化状
态的小胶质细胞并计算其数量［８］。

１．３．５　荧光定量ＰＣＲ　　取冻存的脑组织，ＴＲＩｚｏｌ法
提取 ＴｏｔａｌＲＮＡ，将 ＴｏｔａｌＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ，以
ｃＤＮＡ为模板扩增 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。引物序列如下：ＩＬ６正义链 ５′ＣＴＴ
ＣＴＴＧＧＧＡＣＴＧＡＴＧＣＴＧＧＴ３′，反义链 ５′ＧＧＴＣＴＧＴＴＧ
ＧＧＡＧＴＧＧＴＡＴＣＣ３′；ＴＮＦα正义链 ５′ＣＣＡＡＡＧＧＧＡ
ＴＧＡＧＡＡＧＴＴＣＣ３′，反义链 ５′ＣＴＣＣＡＣＴＴＧＧＴＧＧＴＴＴ
ＧＣＴＡ３′；ＧＡＰＤＨ正义链 ５′ＴＧＡＡＧＣＡＧＧＣＡＴＣＴＧＡ
ＧＧＧ３′，反义链５′ＣＧＡＡＧＧＴＧＧＡＡＧＡＧＴＧＧＧＡＧ３′。
１．３．６　透射电镜　　存活至４周龄的小鼠用生理盐
水约１０ｍＬ快速灌流，待肝脏变白且右心耳流出液体
澄清后，使用２％多聚甲醛２．５％戊二醛电镜固定液约
１０ｍＬ继续灌注后断头取脑。冠状位将脑组织切成
１ｍｍ厚的脑片，小心修出包含胼胝体的１ｍｍ×１ｍｍ×
１ｍｍ组织块，放入电镜固定液中固定，ＰＢＳ室温洗涤
３次，四氧化锇固定后，用丙酮脱水并包埋在环氧树脂
中，然后将标本切成７０ｎｍ的超薄切片，再用电镜观察
髓鞘的超微结构，镜下依次放大３０００和８０００倍。用
ＩｍａｇｅＪ软件中的 Ｇｒａｔｉｏ插件计算出 Ｇｒａｔｉｏ值。
Ｇｒａｔｉｏ定义为：有髓神经纤维轴突直径／有髓神经纤维
髓鞘外直径，能反映不同直径的神经纤维髓鞘厚度，

Ｇｒａｔｉｏ值越大，髓鞘厚度越小。
１．３．７　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　　按照ＺＨＵ等［１７］的方法

进行Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验，包括５ｄ的定位航行实验和
１ｄ的空间探索实验。第 １～５天，平台在水面下 １～
２ｃｍ，连续５ｄ将小鼠依次放入４个象限内，记录小鼠
在６０ｓ内定位目标平台所用的总时间（潜伏逃避期）。
在测试的第６天撤走平台，记录６０ｓ内的小鼠在目标
平台区的穿越次数、目标象限穿越次数和目标象限停

留时间，评估小鼠的远期学习记忆能力。实验采用

ＡＮＹｍａｚｅ视频跟踪软件自动记录。
１．３．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　取冻存的肠组织和脑组织，加入

０９３１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



组织裂解混合液，匀浆，静置２０ｍｉｎ后，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ，收集上清液，用 ＢＣＡ试剂盒进行蛋白浓
度定量。取上清液加入５×蛋白上样缓冲液 １００℃煮
１０ｍｉｎ，冻存备用。取 ５０μｇ总蛋白样品进行凝胶电
泳，转膜至 ＰＶＤＦ膜，封闭１５ｍｉｎ，孵育一抗（ＨＭＧＢ１
抗体稀释浓度为 １∶５０００，ＴＬＲ４抗体稀释浓度为
１∶５００，ＮＦκＢ抗体稀释浓度为１∶５００，βａｃｔｉｎ抗体稀
释浓度为１∶１００００），４℃孵育过夜 １４～１６ｈ，孵育二
抗（稀释浓度为 １∶２００００），显影。分析软件采用
ＩｍａｇｅＪ，目的蛋白相对表达量以目的蛋白与内参蛋白
条带灰度值比值表示。

１．４　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．３．０分析所有数据并检验
是否为正态分布。正态分布数据以 珋ｘ±ｓ表示，用单因素
方差分析或双因素方差分析确定显著性。采用Ｍ（Ｐ２５，
Ｐ７５）来描述非正态分布数据，并通过 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检
验来确定差异。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＮＥＣ小鼠模型的建立以及丁酸钠对ＮＥＣ小鼠肠
道损伤的影响

　　建模前２ｄ（即生后第１０、１１天），ＮＢ组与 ＮＰ组

小鼠体质量无统计学差异（图１Ａ），建模第３天和取材
时（即生后第１２、１３天），ＮＢ组体质量高于 ＮＰ组，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。最终生存率 ＮＰ组为
６２．８％，ＮＢ组为８０．６％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
图１Ｂ）。光学显微镜下观察，ＣＯＮ组小鼠肠道组织绒
毛结构清晰完整，上皮细胞排列整齐，肌层厚而连续；

ＮＰ组部分绒毛坏死、脱落，肌层变薄；ＮＢ组绒毛结构
相对完整，肌层较ＮＰ组增厚，见图１Ｃ。病理损伤评分
结果显示，与ＣＯＮ组比较，ＮＰ组小鼠肠组织病理损伤
评分显著升高（Ｐ＜０．０５），丁酸钠干预后，ＮＢ组病理损
伤评分显著降低（Ｐ＜０．０５），见图１Ｄ。以上结果表明
ＮＥＣ模型建立成功，丁酸钠的干预可减轻ＮＥＣ的肠道
损伤。

２．２　丁酸钠对ＮＥＣ小鼠远期认知功能的影响
　　水迷宫实验结果显示，在定位航行实验的第５天，
与ＣＯＮ组比较，ＮＰ组逃避潜伏期延长（Ｐ＜０．０５），丁
酸钠干预后，ＮＢ组逃避潜伏期缩短（Ｐ＜０．０５）；空间探
索实验结果显示，与ＣＯＮ组比较，ＮＰ组穿越目标平台
次数减少（Ｐ＜０．０５），丁酸钠干预后，ＮＢ组穿越目标
平台次数增加（Ｐ＜０．０５），见图２。表明ＮＥＣ小鼠存在
远期认知障碍，而丁酸钠的干预可改善这一现象。
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Ａ：各组小鼠建模期间体质量变化情况；Ｂ：各组小鼠生存率分析；Ｃ：光学显微镜观察各组小鼠肠组织病理改变（×１００）；

Ｄ：各组小鼠病理损伤评分；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＰ组比较

图１　 ＮＥＣ小鼠模型的建立与鉴定（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
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Ａ：各组小鼠Ｍｉｒｒｏｒｓ水迷宫平台探索期轨迹图；Ｂ：各组小鼠训练期内逃避潜伏期比较；Ｃ：各组小鼠平台探索期内

平台穿越次数比较；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＰ组比较

图２　水迷宫实验检测各组小鼠远期认知功能（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６～８）

２．３　丁酸钠对ＮＥＣ小鼠远期髓鞘发育的影响
　　为了评估丁酸钠对 ＮＥＣ小鼠远期髓鞘发育的影
响，使用透射电镜观察４周龄时小鼠髓鞘的超微结构。
ＣＯＮ组髓鞘完好，均匀，边界清晰；ＮＰ组髓鞘呈松散、
分离和崩解的形态，有髓轴突数量减少；ＮＢ组部分髓
鞘局部分离，结构大致完整，有髓轴突数量较 ＮＰ组有

所增加，见图 ３Ａ。比较各组 Ｇｒａｔｉｏ比值，ＮＰ组
Ｇｒａｔｉｏ升高（Ｐ＜０．０１），说明髓鞘厚度降低，表明 ＮＥＣ
小鼠远期存在髓鞘的发育障碍。丁酸钠干预后，ＮＢ组
的Ｇｒａｔｉｏ降低（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ）。说明髓鞘厚度增加，
提示丁酸钠改善了ＮＥＣ小鼠远期的髓鞘化障碍。
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Ａ：透射电镜检测各组小鼠髓鞘发育情况；Ｂ：各组小鼠Ｇｒａｔｉｏ分析；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＰ组比较

图３　透射电镜检测各组小鼠远期髓鞘发育情况（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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２．４　丁酸钠对ＮＥＣ小鼠脑组织中炎症因子表达的影响
　　ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示：ＮＰ组炎症因子ＩＬ６、ＴＮＦα
较ＣＯＮ组表达升高（Ｐ＜０．０１）；与ＮＰ组相比，ＮＢ组ＩＬ６
和ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平明显降低（Ｐ＜０．０１，图４），提
示丁酸钠减轻了ＮＥＣ脑组织中的神经炎症反应。
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Ａ：各组小鼠ＩＬ６表达水平；Ｂ：各组小鼠ＴＮＦα表达水平；
ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＰ组比较

图４　ＲＴｑＰＣＲ检测１３ｄ龄各组小鼠脑组织炎症因子ＩＬ６、
ＴＮＦα表达水平（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

２．５　丁酸钠对ＮＥＣ小鼠海马星形胶质细胞的影响
　　免疫组化检测各组１３ｄ龄小鼠海马区星形胶质

细胞的数量，结果显示：与 ＣＯＮ组比较，ＮＰ组小鼠海
马区星形胶质细胞数量增多（Ｐ＜０．０５，图 ５Ａ）。丁酸
钠干预后，抑制了海马区反应性星形胶质细胞增多，

ＮＢ组星形胶质细胞较ＮＰ组减少（Ｐ＜０．０５，图５Ｂ）。
２．６　丁酸钠对ＮＥＣ小鼠海马小胶质细胞的影响
　　免疫组化检测各组１３日龄小鼠海马区处于活化
状态的小胶质细胞的数量。如图 ６Ａ所见，静息状态
的小胶质细胞包含许多分支，几乎没有细胞质，而活化

状态的小胶质细胞呈棒状，几乎没有分支。与ＣＯＮ组
比较，ＮＰ组小鼠海马区活化的小胶质细胞增多（Ｐ＜
０．０５）；丁酸钠干预后，抑制了小胶质细胞的活化，ＮＢ
组活化的小胶质细胞减少（Ｐ＜０．０５），见图６Ｂ。
２．７　丁酸钠对 ＮＥＣ小鼠肠组织中 ＨＭＧＢ１和脑组织

中ＴＬＲ４、ＮＦκＢ表达的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ＣＯＮ组比较，ＮＰ组肠
组织中ＨＭＧＢ１和脑组织中 ＴＬＲ４、ＮＦκＢ蛋白表达均
明显升高（Ｐ＜０．０５），与 ＮＰ组比较，ＮＢ组肠组织
ＨＭＧＢ１和脑组织 ＴＬＲ４、ＮＦκＢ的蛋白表达均明显降
低（Ｐ＜０．０５），见图 ７。说明丁酸钠抑制了肠道
ＨＭＧＢ１的表达以及大脑中ＴＬＲ４、ＮＦκＢ的表达。
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图５　免疫组化检测各组小鼠海马区的星形胶质细胞（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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Ａ：免疫组化检测各组小鼠海马区Ｉｂａ１表达情况　红色↑：活化的小胶质细胞；Ｂ：各组小鼠活化的小胶质细胞
计数；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＰ组比较

图６　免疫组化检测各组小鼠海马区小胶质细胞活化情况（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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Ａ：各组小鼠肠组织ＨＭＧＢ１和脑组织ＴＬＲ４、ＮＦκＢ表达；Ｂ：肠组织ＨＭＧＢ１定量分析；Ｃ：脑组织ＴＬＲ４定量分析；
Ｄ：脑组织ＮＦκＢ定量分析；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＰ组比较

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠肠组织ＨＭＧＢ１和脑组织ＴＬＲ４、ＮＦκＢ蛋白表达量（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３　讨论

３．１　ＮＥＣ脑损伤模型的成功建立
　　神经认知障碍是ＮＥＣ患儿常见的远期并发症，相
比于未发生 ＮＥＣ的早产儿，患有 ＮＥＣ的早产儿远期
发生神经认知损伤的风险更高，且程度可能与肠道损

伤的严重程度有关［１８－１９］，表明肠道损伤和 ＮＥＣ脑损
伤之间存在联系。本研究采用人工喂养联合缺氧冷刺

激建立ＮＥＣ小鼠模型，结果显示 ＮＰ组小鼠生存率降
低，病理学观察结果示其绒毛结构破坏、坏死、脱落或

消失，肌层变薄甚至断裂，表明成功建立了 ＮＥＣ小鼠
模型。于４周龄时行水迷宫实验和透射电镜观察髓鞘
结构，结果显示ＮＰ组小鼠逃避潜伏期延长，穿越目标
平台次数减少；透射电镜观察到ＮＰ组髓鞘呈松散、分
离和崩解的形态，髓鞘厚度降低，有髓轴突数量减少；

表明本研究中的 ＮＥＣ脑损伤小鼠模型与临床上 ＮＥＣ
相关的脑损伤具有相似性，包括髓鞘化障碍以及远期

认知障碍［７］。

３．２　丁酸钠对ＮＥＣ小鼠神经炎症反应的影响
　　研究表明，ＮＥＣ脑损伤与神经炎症的发生有关，
ＮＥＣ小鼠脑内促炎细胞因子表达水平、活化的小胶质
细胞和星形胶质细胞数量增多，且趋势与ＮＥＣ肠道损
伤的严重程度呈正相关［８］。在 ＮＥＣ新生猪的脑组织
中，与神经炎症和缺氧相关的差异表达基因明显上调，

活化的小胶质细胞增多［２０］。炎症性疾病中，小胶质细

胞和星形胶质细胞对进入脑内的外周炎症因子进一步

反应并释放大量的氧自由基、炎症因子、谷氨酸等物质

聚集在脑白质区域，造成髓鞘化障碍等脑白质的损伤，

从而影响神经发育特别是远期认知功能［８，２１］。这提示

参与神经炎症的小胶质细胞和星形胶质细胞，是 ＮＥＣ
相关脑损伤发生的重要环节。在 ＮＥＣ导致的远期认
知损伤中，小胶质细胞活化也被认为是参与其中的重

要环节［７］。丁酸钠是短链脂肪酸丁酸的钠盐形式，可

在肠道内形成，已在不同的神经疾病模型中被证实具

有抑制炎症的作用［２２－２３］。研究发现通过早期的丁酸

钠干预，ＮＥＣ小鼠脑内星形胶质细胞和活化的小胶质
细胞数量减少，脑组织炎症因子ＩＬ６、ＴＮＦα表达水平
降低；丁酸钠还改善了ＮＥＣ小鼠远期的髓鞘化障碍和
认知功能损伤。在其他疾病模型的研究中，丁酸钠可

改善缺血再灌注脑损伤以及阿尔茨海默病导致的认知

功能障碍［２４－２５］；在脱髓鞘疾病的动物模型中，丁酸钠

还具有促进髓鞘再生的作用［１３］。这与本研究的结果

一致，支持了丁酸钠的神经功能保护作用，且其机制可

能与减轻神经炎症有关。

３．３　丁酸钠保护ＮＥＣ脑损伤的机制探讨
　　ＨＭＧＢ１是一种重要的炎症递质和促炎细胞因
子［２６］，在ＮＥＣ的发病机制中，ＨＭＧＢ１的表达增加可
促进肠道炎症的发展［２７］。此外，不仅仅局限于肠道，

研究显示，ＨＭＧＢ１作为ＴＬＲ４的激动剂可促进大脑中
小胶质细胞的活化，从而导致活性氧等有害介质的释

放增多，引起了少突胶质细胞前体细胞减少和髓鞘丢

失，最终导致了ＮＥＣ相关的脑损伤［７］，是引起 ＮＥＣ相
关脑损伤的重要介质。丁酸钠已被证实在多种炎性疾

病如急性肺损伤、急性胰腺炎和急性肝损伤中可通过

减少ＨＭＧＢ１的释放来发挥抗炎活性［２８－３１］。先前的研

究也表明，丁酸钠的干预可能通过抑制 ＴＬＲ４ＮＦκＢ
通路减少肠道ＨＭＧＢ１的分泌从而减轻ＮＥＣ的肠道炎
症［１４］。ＮＦκＢ是ＴＬＲ４下游一种重要的核转录因子，
能控制ＤＮＡ转录和细胞因子合成，广泛存在于神经元
及胶质细胞中，在炎症反应中起关键作用［３２－３３］。为了

进一步明确丁酸钠减轻 ＮＥＣ小鼠神经炎症的作用机
制，本研究检测了肠组织中ＨＭＧＢ１和脑组织中ＴＬＲ４、
ＮＦκＢ的蛋白表达水平，结果显示，丁酸钠干预后肠道
释放的 ＨＮＧＢ１和脑组织表达的 ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ蛋白
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水平均明显降低。由此可见，丁酸钠可减少ＮＥＣ肠道
分泌 ＨＭＧＢ１，抑制大脑中 ＴＬＲ４ＮＦκＢ通路的激活，
从而抑制脑内小胶质细胞的活化和炎症因子的表达，

减轻神经炎症，最终改善ＮＥＣ远期髓鞘化障碍和认知
功能损伤。

　　综上所述，本研究结果初步推断丁酸钠可能通过
减少肠道分泌ＨＭＧＢ１，抑制脑内 ＴＬＲ４ＮＦκＢ通路减
轻ＮＥＣ小鼠神经炎症反应，从而发挥对 ＮＥＣ远期相
关脑损伤的保护作用，但其更深入的保护机制还需进

一步探索。
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