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　　［摘要］　目的　探讨自诱导因子２（ａｕｔｏｉｎｄｕｃｅｒ２，ＡＩ２）缓解新生鼠坏死性小肠结肠炎（ｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇ
ｅｎｔｅｒｃｏｌｉｔｉｓ，ＮＥＣ）模型肠道损伤的作用机制。方法　 将３６只７ｄ龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为（ｎ＝１２）：
对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组，由母鼠喂养）、ＮＥＣ组（采用配方奶＋脂多糖灌胃、缺氧和冷应激的方法诱导新生鼠
ＮＥＣ模型）及ＮＥＣ＋ＡＩ２组（建模的配方奶中添加 ＡＩ２溶液）。记录造模期间各组小鼠体质量及存活
率。建模３ｄ后处死小鼠，ＨＥ染色观察末端回肠组织病理学改变；ＲＴｑＰＣＲ检测肠组织芳香烃受体
（ａｒｙｌｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＨＲ）、细胞色素Ｐ４５０１Ａ１（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０１Ａ１，ＣＹＰ１Ａ１）、肿瘤坏死因子α
（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、白细胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）、白细胞介素２２（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２２，
ＩＬ２２）基因的表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肠组织 ＡＨＲ、ＣＹＰ１Ａ１蛋白表达水平；酶联免疫吸附试验
（ＥＬＩＳＡ）检测肠组织中 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ２２蛋白表达水平。结果　与 ＮＥＣ组相比，ＮＥＣ＋ＡＩ２组新生鼠
存活率增加（９１．７％ｖｓ６６．７％，Ｐ＜０．０５）；肠道病理损伤评分降低（１．３３±０．２１ｖｓ２．６７±０．３３，Ｐ＜０．０５）；
肠组织中ＡＨＲ、ＣＹＰ１Ａ１在基因及蛋白表达水平均明显升高（均 Ｐ＜０．０５）；肠组织中促炎因子 ＴＮＦα、
ＩＬ６表达水平降低（均Ｐ＜０．０５），抑炎因子ＩＬ２２表达水平增加（均Ｐ＜０．０５）。肠道ＡＨＲ表达及活化与
肠道病理损伤评分呈明显的负相关关系（Ｐ＜０．００１）。结论　ＡＩ２可通过激活肠道中 ＡＨＲ调节炎症反
应缓解ＮＥＣ新生鼠的肠道损伤。
　　［关键词］　芳香烃受体；自诱导因子２；坏死性小肠结肠炎；炎症反应
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　　新生儿坏死性小肠结肠炎（ｎｅｏｎａｔａｌｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇ
ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓ，ＮＥＣ）是新生儿期高发且严重的胃肠道急
症。研究报道确贝尔分期＞Ⅱａ的 ＮＥＣ的新生儿病死
率为２３．５％［１］。存活的患儿可能会出现短肠综合征、
肠衰竭［２］、神经发育异常［３］以及肺部损害［４］等并发

症。因此，亟待探索 ＮＥＣ的发病机制以有效防治
ＮＥＣ。目前对于 ＮＥＣ发病机制的研究主要集中于肠
道屏障功能障碍及肠道菌群失调等方面［５］。群体感

应（ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ，ＱＳ）是细菌间交流的一种机制，细
菌通过ＱＳ系统感知周围细菌密度的变化，协调细菌
的群体行为。这种通信过程由 ＱＳ信号分子介导。自
诱导分子２（Ａｕｔｏｉｎｄｕｃｅｒ２，ＡＩ２）是 ＱＳ系统中的一类
重要的信号分子［６］。研究表明，ＡＩ２与ＮＥＣ疾病进展
密切相关，急性期ＮＥＣ患儿肠道 ＡＩ２水平降低，恢复
期逐步升高［７］。

　　芳香烃受体（ａｒｙｌｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＨＲ）是一
种配体依赖的转录因子，广泛表达于肠道多种细胞，经

特定配体活化后转运至胞核，参与细胞增殖分化、免疫

调节等病理生理过程［８］。研究发现 ＡＨＲ在维持肠道
黏膜稳态中具有重要作用［９］。我们前期通过分析

ＮＥＣ患儿手术切除的肠组织，发现ＮＥＣ患儿肠组织中
的ＡＨＲ较非ＮＥＣ患儿表达减少，且与病变组织病理
评分呈负相关，ＡＨＲ表达越低，肠道损伤越重［１０］。研

究表明ＡＨＲ不仅可以作为环境、饮食中某些化合物的
传感器，还能够感知肠道微生物产生的 ＱＳ信号分子，
参与维持肠道屏障功能，实现肠道内稳态［１１］。因此，

我们推测ＡＩ２可能通过激活 ＡＨＲ减轻 ＮＥＣ肠道组
织损伤。本研究通过给ＮＥＣ新生鼠外源性补充ＡＩ２，
以探索ＡＨＲ在ＡＩ２缓解新生鼠坏死性小肠结肠炎中
的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　１０只 ８～１０周 ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，体质量
１８．０～２０．０ｇ（购自重庆医科大学动物实验中心，饲养
于重庆医科大学附属儿童医院动物实验中心）。按雌

鼠６只、雄鼠４只合笼，合笼后２１天小鼠正常分娩，取
孕鼠自然分娩的７ｄ龄新生鼠进行实验，雌雄不拘，体
质量约 ３．０～３．５ｇ。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（批准文

号：ＣＨＣＭＵＩＡＣＵＣ２０２３０５２９００９）。
１．２　主要仪器、试剂
　　本研究主要采用的仪器和试剂有：ＡＩ２标准液
（Ｏｍｍ公司，美国），脂多糖（Ｓｉｇｍａ公司，美国）。
Ｔｒｉｚｏｌ（湖南艾科瑞生物，中国），反转录和实时荧光定
量ＰＣＲ试剂（ＴａＫａＲａ公司，日本），引物（北京擎科，
中国）。全蛋白提取试剂盒、ＢＣＡ蛋白含量检测试剂
盒（江苏凯基，中国），ＳＤＳＰＡＧＥ电泳凝胶配制试剂盒
（上海雅酶，中国），ＡＨＲＲａｂｂｉｔ抗体（武汉三鹰，中
国），ＣＹＰ１Ａ１Ｒａｂｂｉｔ抗体（杭州华安，中国），０．２２μｍ
ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，德国）。ＴＮＦα检测试剂盒
（北京四正柏，中国），ＩＬ６ＥＬＩＳＡ（深圳优品，中国），
ＩＬ２２ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（深圳欣博盛，中国）。ＣＦＸ
９６荧光定量 ＰＣＲ仪、电泳仪（ＢｉｏＲａｄ，美国），ＢｉｏＴｅｋ
ＳｙｎｅｒｇｙＨ１酶标仪、低温高速离心机、ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００
（Ｔｈｅｒｍｏ，美国）。
１．３　实验方法
１．３．１　实验动物分组和处理　　根据随机数字表法
将新生７ｄ的ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６小鼠分为３组：Ｃｏｎｔｒｏｌ
组、坏死性小肠结肠炎组（ＮＥＣ组），ＡＩ２治疗组（ＮＥＣ
＋ＡＩ２组），每组 １２只。Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠由母鼠喂养，
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ＮＥＣ组和ＮＥＣ＋ＡＩ２组按照ＷＡＮＧ［１２］、ＺＯＵ［１３］等的方
法诱导 ＮＥＣ模型，幼鼠饲养于温度（３６±１）℃、湿度
４５％～６０％的恒温保育箱中，ＰＩＣＣ管灌胃配方奶（３０～
５０μＬ／ｇ），５次／ｄ（０８：００、１２：００、１６：００、２０：００、
２４：００）。将新生鼠放入缺氧箱，以１０Ｌ／ｍｉｎ流量向箱
内充入１００％氮气，待箱内氧气浓度降至０时开始计
时，９０ｓ后将新生鼠取出立即放入 ４℃冰箱中刺激
１０ｍｉｎ，２次／ｄ（１０：００、２２：００）；ＬＰＳ（５ｍｇ／ｋｇ）灌胃，
１次／ｄ；连续３ｄ。ＡＩ２治疗组 ＮＥＣ建模方法同 ＮＥＣ
组，另在配方奶粉中加入 ＡＩ２溶液（ＡＩ２终浓度为
５００ｎｍｏｌ／Ｌ）。
１．３．２　建模期间新生鼠一般情况观察　　观察新生
鼠精神状态、活动度、毛色、皮下脂肪厚度、有无腹胀、

腹泻、便血等。每日清晨建模前记录每只小鼠体质量、

大便性状，每２４ｈ统计各组小鼠生存情况。
１．３．３　新生鼠肠道内容物采集和ＡＩ２活性测量　　
用８００μＬ２２１６Ｅ液体培养基冲洗每只小鼠的回肠和结
肠，并用无菌管收集内容物，涡旋并离心。将粪便沉积

物及粪便上清冷冻在－８０℃。使用哈维弧菌报告菌株
ＢＢ１７０检测样品中的 ＡＩ２活性。将 ＢＢ１７０菌株在
２２１６Ｅ液体培养基中生长（３０℃，１８ｈ），并以１∶５０００
梯度稀释到新鲜的 ２２１６Ｅ液体培养基中，作为工作
液。然后，将１８０μＬＢＢ１７０稀释剂加入９６孔测定板
中，之后分别将２０μＬ待测样本、１μｍｏｌ／ＬＡＩ２标准
溶液（阳性对照），和２２１６Ｅ液体培养基（阴性对照）以
加入９６孔板以产生２００μＬ的最终体积，并将板以３０℃、
１２０ｒ／ｍｉｎ摇动。孵育３０ｍｉｎ后，使用 ＢｉｏＴｅｋＳｙｎｅｒｇｙ
Ｈ１仪器每３０ｍｉｎ测量一次生物发光强度，直到阴性
对照组的值最小化。样本相对发光度为样本发光值与

标准液发光值之比。

１．３．４　新生鼠回肠末端组织 ＨＥ染色　　建模结束
１２ｈ后将各组小鼠断头处死，取出自十二指肠至直肠
段肠管，分离系膜，观察肠道大体形态。取回肠远端约

１ｃｍ肠组织立即放入４％多聚甲醛中固定２４ｈ，随后
将样品脱水、包埋，并切成４μｍ的石蜡切片，经ＨＥ染
色后，在光学显微镜下观察回肠末端肠道组织病理形

态学变化。根据 ＳＯＤＨＩ等［１４］所报道的双盲法行肠组

织损伤评分：０分，肠道完整无损；１分，远端上皮脱
落；２分，绒毛中段脱落；３分，绒毛完全坏死，隐窝保
留；４分，肠道透壁性坏死。每例标本观察均 ３个视
野，并取其平均值，评分≥２分确定为ＮＥＣ。
１．３．５　荧光定量 ＰＣＲ法检测新生鼠回肠组织 Ａｈｒ、
Ｃｙｐ１ａ１、Ｔｎｆα、ＩＬ６、ＩＬ２２ｍＲＮＡ的表达量　　建模结

束处死小鼠后，取回肠远端２～３ｃｍ肠组织（约２０ｍｇ）冻
存于－８０℃。Ｔｒｉｚｏｌ法提取肠组织总 ＲＮＡ，用分光光
度计测定每个样本 ＲＮＡ浓度，取１μｇ总ＲＮＡ反转录
为ｃＤＮＡ，接着以ｃＤＮＡ为模板扩增Ａｈｒ、Ｃｙｐ１ａ１、Ｔｎｆα、
ＩＬ６、ＩＬ２２，Ｇａｐｄｈ为内参。ｑＰＣＲ反应条件：９５℃预
变性３０ｓ、９５℃变性 ５ｓ、６０℃退火 ３０ｓ，共 ４０个循
环。采用 ２－ΔΔＣｔ法进行目的基因相对表达量分析。引
物序列见表１。

表１　引物序列及长度

基因 引物序列（５′→３′） 长度（ｂｐ）

Ａｈｒ 正义：ＡＴＧＴＣＣＡＴＧＴＡＴＣＡＧＴＧＣＣＡＧ ２１

反义：ＣＴＧＣＴＣＡＡＧＴＣＧＧＡＣＧＡＡＴＡＧ ２１

Ｃｙｐ１ａ１ 正义：ＴＴＴＧＴＧＡＡＣＣＡＧＴＧＧＣＡＧＧＴ ２０

反义：ＴＣＴＣＣＧＡＴＧＣＡＣＴＴＴＣＧＣＴＴ ２０

Ｔｎｆα 正义：ＴＴＣＣＧＡＡＴＴＣＡＣＴＧＡＧＣＣＴＣＧＡＡ ２３

反义：ＴＧＣＡＣＣＴＣＡＧＧＧＡＡＧＡＡＴＣＴＧＧＡＡ ２４

ＩＬ６ 正义：ＣＣＡＡＴＴＴＣＣＡＡＴＧＣＴＣＴＣＣＴ ２０

反义：ＡＣＣＡＣＡＧＴＧＡＧＧＡＡＴＧＴＣＣＡ ２０

ＩＬ２２ 正义：ＣＡＴＡＣＡＴＣＧＴＣＡＡＣＣＧＣＡＣＣＴ ２１

反义：ＴＣＣＣＣＧＡＴＧＡＧＣＣＧＧＡＣＡ １８

Ｇａｐｄｈ 正义：ＣＴＴＣＴＣＣＴＧＣＡＧＣＣＴＣＧＴ １８

反义：ＴＣＡＴＣＣＡＣＣＴＣＣＣＣＡＣＡＧＴＡ ２０

１．３．６　酶联免疫法检测新生鼠回肠组织细胞因子蛋
白表达水平　　从冰箱取出冻存的肠组织，按照 １ｇ
组织加入９ｍＬ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）的比例加入相应
体积的 ＰＢＳ，同时加入对应体积蛋白酶抑制剂
（１∶１０００），匀浆后离心（４℃、１４０００×ｇ、１０ｍｉｎ），取
上清，向相应的抗体包被板中每孔加入待测样品

１００μＬ（做好复孔及标准曲线），再向孔中加入１００μＬ
生物素化抗体，微震荡混匀，３７℃孵育２ｈ，洗板４次，
甩尽孔中残余液体，每孔５０μＬ加入酶结合物，混匀，
３７℃孵育３０ｍｉｎ，洗板 ４次，避光加入显色液及终止
液，使用ＢｉｏＴｅｋＳｙｎｅｒｇｙＨ１仪器测量４５０ｎｍ吸光值，
计算各自标准曲线公式并根据公式计算样本中

ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ２２蛋白含量。
１．３．７　蛋白质印迹法检测新生鼠回肠组织 ＡＨＲ、
ＣＹＰ１Ａ１的蛋白表达水平　　取２０ｍｇ新鲜肠组织置
于２００μＬ组织裂解液（含 ２００μＬＬｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ、２μＬ
ＰＭＳＦ、０．２μＬ的蛋白酶抑制剂和 ２μＬ磷酸酶抑制
剂）中，匀浆后离心（４℃、１４０００×ｇ、１０ｍｉｎ），取上
清，ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度。将蛋白质溶液与十二
烷基硫酸钠样品缓冲液以 ４∶１的比例混合，然后在金
属浴中变性１０ｍｉｎ。电泳分离变性蛋白并转移至ＰＶＤＦ
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膜，５％脱脂奶粉在室温下封闭１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，在
ＡＨＲ、ＣＹＰ１Ａ１一抗中４℃孵育过夜，次日相应二抗常
温孵育 １ｈ，洗膜 ３次后使用 ＢｉｏＲａｄＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ

Ｔｏｕｃｈ成像系统进行成像。使用 ＩｍａｇｅＬａｂ软件测量
目的蛋白与βａｃｔｉｎ灰度值比值，相对定量分析目的蛋
白表达。

１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２５．０和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件分析
和绘图。采用 珋ｘ±ｓ表示正态分布且方差齐的定量资
料；多组间比较采用单因素方差分析，采用 ＬＳＤ法进
行组间两两比较；生存分析采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ检验。
采用Ｓｐｅａｒｍａｎ法进行相关性分析。检验水准α＝０．０５，
Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　 结果

２．１　ＡＩ２改善新生鼠ＮＥＣ模型体质量及存活率
　　图１Ａ显示 ３组新生小鼠肠内容物中的 ＡＩ２水
平，ＮＥＣ组新生鼠的肠道中ＡＩ２相对生物发光度低于
Ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ＮＥＣ＋ＡＩ２组（ｔ＝－２．７２３，Ｐ＝０．０４７；ｔ＝
－２．８３１，Ｐ＝０．０３８）。在实验过程中，Ｃｏｎｔｒｏｌ组新生鼠
精神、活动度可，无腹胀、腹泻；ＮＥＣ组新生鼠出现精
神萎靡，活动量减少，毛发黯淡，皮下脂肪薄，有明显的

腹胀、腹泻，部分出现血便；ＮＥＣ＋ＡＩ２组新生鼠较
ＮＥＣ组小鼠活动量明显增加，毛发较干净，部分小鼠
出现腹胀、腹泻。

　　建模７２ｈ后，ＮＥＣ组新生鼠建模期间体质量下降
明显高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ＮＥＣ＋ＡＩ２组（ｔ＝－７．２９８，Ｐ＜
０．００１；ｔ＝－２．１６８，Ｐ＝０．１１６），见图 １Ｂ。ＮＥＣ组建模
期间４只新生鼠死亡（４／１２，３３．３％），ＮＥＣ＋ＡＩ２组

１只小鼠死亡（１／１２，８．３％），３组间小鼠生存率具有统
计学意义（Ｐ＝０．０３６５），见图１Ｃ。
２．２　ＡＩ２缓解新生鼠ＮＥＣ模型的肠道损伤
　　肉眼观察可见：Ｃｏｎｔｒｏｌ组新生鼠肠组织外观基本
正常，淡黄色，肠腔无扩张，肠壁无水肿、出血、坏死；

ＮＥＣ组新生鼠肠道明显扩张，肠壁水肿、积气呈串珠
样改变；ＮＥＣ＋ＡＩ２组有少量积气和水肿，无出血
（图２Ａ）。光镜下观察显示：Ｃｏｎｔｒｏｌ组新生鼠肠上皮
细胞排列整齐，绒毛完整，黏膜下层、肌层无水肿、分

离；ＮＥＣ组肠组织结构紊乱，部分绒毛脱落、坏死，固
有层及黏膜下层分离，肌层变薄，部分肠段出现透壁坏

死；ＮＥＣ＋ＡＩ２组肠组织病理损伤较ＮＥＣ组明显减轻，
结构形态基本正常，绒毛肿胀，无脱落、坏死，固有层、

肌层轻度肿胀（图 ２Ｂ）。病理损伤评分显示，ＮＥＣ组
病理损伤评分明显高于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（ｔ＝８．２８１，Ｐ＜０．００１），
ＡＩ２干预后病理损伤评分明显降低（ｔ＝－４．１４０，Ｐ＝
０．００３，图２Ｃ）。
２．３　ＡＩ２干预后新生鼠 ＮＥＣ模型肠组织中 ＡＨＲ、

ＣＹＰ１Ａ１的表达水平增加
　　ＲＴｑＰＣＲ检测到 ＮＥＣ组 Ａｈｒ及其下游靶基因
Ｃｙｐ１ａ１ｍＲＮＡ的表达水平较 Ｃｏｎｔｒｏｌ组明显降低（ｔ＝
－９．０１６，Ｐ＜０．００１；ｔ＝－５．４１１，Ｐ＜０．００１），ＮＥＣ＋ＡＩ２组
中Ａｈｒ和Ｃｙｐ１ａ１ｍＲＮＡ的表达水平较 ＮＥＣ组明显升
高（ｔ＝８．９４１，Ｐ＜０．００１；ｔ＝５．８１３，Ｐ＜０．００１），见图３Ａ、
Ｂ。同时，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测到ＮＥＣ组ＡＨＲ和ＣＹＰ１Ａ１
蛋白表达水平较 Ｃｏｎｔｒｏｌ组明显降低（ｔ＝－３．３３６，Ｐ＝
０．００５；ｔ＝－４．５３２，Ｐ＜０．００１）；ＮＥＣ＋ＡＩ２组 ＡＨＲ和
ＣＹＰ１Ａ１蛋白表达水平较ＮＥＣ组明显升高（ｔ＝３．５７３，
Ｐ＝０．００３；ｔ＝６．０３１，Ｐ＜０．００１），见图３Ｃ～Ｅ。

Ａ：肠道内容物中ＡＩ２的相对生物发光度测定结果（ｎ＝６）；Ｂ：小鼠生后第 ７、８、９、１０天体质量变化（ｎ＝１２）；ａ：Ｐ＜０．０５，与
Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮＥＣ组比较；Ｃ：小鼠生后第７、８、９、１０天的生存情况（ｎ＝１２，ＬｏｇＲａｎｋＰ＝０．０３６５）

图１　３组小鼠肠内容物中ＡＩ２水平及建模期间一般情况 （珋ｘ±ｓ）
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Ａ：小鼠肠组织的大体形态 　：示肠壁积气处肠段；Ｂ：光学显微镜观察各组小鼠肠组织的病理改变；Ｃ：各组小鼠肠组织病理
损伤评分　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮＥＣ组比较

图２　３组小鼠肠组织的大体形态和病理学改变　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

Ａ：各组小鼠肠组织中Ａｈｒ基因的表达水平（ｎ＝４）；Ｂ：各组小鼠肠组织中Ｃｙｐ１ａ１基因的表达水平（ｎ＝６）；Ｃ：各组小鼠肠
组织ＡＨＲ、ＣＹＰ１Ａ１、βａｃｔｉｎ电泳图；Ｄ：各组小鼠肠组织 ＡＨＲ定量分析（ｎ＝６）；Ｅ：各组小鼠肠组织 ＣＹＰ１Ａ１定量分析
（ｎ＝６）　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮＥＣ组比较

图３　ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠肠组织ＡＨＲ和ＣＹＰ１Ａ１的表达水平　（珋ｘ±ｓ）

１９３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）



２．４　新生鼠肠组织中ＡＨＲ、ＣＹＰ１Ａ１表达水平与肠道
病理损伤呈负相关

　　Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析结果显示：ＡＨＲ和 ＣＹＰ１Ａ１
的蛋白表达水平与新生鼠肠组织病理损伤评分呈现显

著的负相关关系（Ｐ＜０．００１，图４Ａ，４Ｂ）。

Ａ：各组小鼠肠组织ＡＨＲ蛋白相对表达量与病理损伤评分
的相关性分析（ｎ＝１８）；Ｂ：各组小鼠肠组织 ＣＹＰ１Ａ１蛋白
相对表达量与病理损伤评分的相关性分析（ｎ＝１８）

图４　小鼠肠组织中ＡＨＲ、ＣＹＰ１Ａ１表达量与病理损伤评
分的相关性分析

２．５　ＡＩ２干预调节新生鼠ＮＥＣ模型肠组织中炎症因
子水平

　　ＲＴｑＰＣＲ显示ＮＥＣ组新生鼠肠组织中炎症因子
Ｔｎｆα和 ＩＬ６ｍＲＮＡ水平较 Ｃｏｎｔｒｏｌ组明显升高（ｔ＝
８．１４９，Ｐ＜０．００１；ｔ＝４．３６９，Ｐ＜０．０１），且抑炎因子ＩＬ２２
ｍＲＮＡ水平明显下降（ｔ＝－４．２３７，Ｐ＜０．０１）；而 ＮＥＣ＋
ＡＩ２组新生鼠回肠组织中Ｔｎｆα和ＩＬ６ｍＲＮＡ水平较
ＮＥＣ组明显降低（ｔ＝－８．２４４，Ｐ＜０．００１；ｔ＝－３．６７６，Ｐ＜
０．０１），ＩＬ２２ｍＲＮＡ水平上调（ｔ＝５．０６１，Ｐ＜０．０１），见
图５Ａ～Ｃ。ＥＬＩＳＡ检测新生鼠回肠组织中 ＴＮＦα和
ＩＬ６蛋白表达水平显示 ＮＥＣ组明显高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组
（ｔ＝７．７４０，Ｐ＜０．０１；ｔ＝７．３７３，Ｐ＜０．０１），ＩＬ２２蛋白表
达水平下调（ｔ＝－６．６６３，Ｐ＜０．００１）；ＮＥＣ＋ＡＩ２组新生
鼠回肠组织中ＴＮＦα和ＩＬ６蛋白表达量较 ＮＥＣ组明
显降低（ｔ＝－７．９２２，Ｐ＜０．００１；ｔ＝－７．７９８，Ｐ＜０．００１），
ＩＬ２２蛋白水平上调（ｔ＝４．６４６，Ｐ＜０．０１），见图５Ｄ～Ｆ。

Ａ：各组小鼠肠组织ＴｎｆαｍＲＮＡ表达水平（ｎ＝５）；Ｂ：各组小鼠肠组织 ＩＬ６ｍＲＮＡ表达水平（ｎ＝５）；Ｃ：各组小鼠肠组织 ＩＬ２２
ｍＲＮＡ表达水平（ｎ＝５）；Ｄ：各组小鼠肠组织ＴＮＦα蛋白表达水平（ｎ＝４）；Ｅ：各组小鼠肠组织ＩＬ６蛋白表达水平（ｎ＝５）；Ｆ：各
组小鼠肠组织ＩＬ２２蛋白表达水平（ｎ＝５）；　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮＥＣ组比较

图５　３组小鼠肠组织细胞因子表达水平　（珋ｘ±ｓ）
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３　讨论

３．１　ＮＥＣ的研究现状
　　ＮＥＣ是新生儿中最常见和最严重的胃肠道疾病
之一。目前主要的治疗手段包括禁食、胃肠减压、抗生

素治疗［１５］。然而，约２０％～５０％的患儿对保守治疗无
效，需要进行手术治疗。不幸的是，手术会导致患儿的

死亡率显著增加，并且术后可能出现严重的并发

症［１６］。目前ＮＥＣ的发病机制尚不完全清楚，也缺乏
针对病因的有效治疗手段。现普遍认为肠道屏障功能

障碍与ＮＥＣ发病密切相关［５］。

３．２　ＡＨＲ参与维护肠道黏膜稳态的机制探讨
　　ＡＨＲ是维护肠道黏膜稳态的关键调节因子。研
究发现，ＡＨＲ通过调节肠道免疫应答来维持肠道黏膜
稳态。例如，ＬＩＵ等［１７］发现黄芩素通过激活 ＡＨＲ调
节小鼠肠道 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞分化，恢复促炎细胞因子
和抗炎细胞因子的平衡，从而缓解右旋糖酐硫酸钠

（ＤＳＳ）诱导的结肠炎。ＬＩ等［１８］也发现通过激活

ＡＨＲ／ＩＬ２２途径可以减轻溃疡性结肠炎小鼠的肠道损
伤。此外，ＡＨＲ还参与调控肠道上皮细胞的增殖和修
复。ＳＨＡＨ等［１９］人研究发现 ＡＨＲ可直接调控结肠上
皮细胞分化过程中的关键转录因子，终止再生反应，促

进细胞再生后高效、及时的分化，从而控制结肠上皮细

胞再生并防止恶性转化。ＭＥＴＩＤＪＩ等［２０］研究也表明

肠上皮细胞中 Ａｈｒ的缺失会促进炎症和结肠肿瘤的发
生。综上所述，研究揭示了ＡＨＲ与肠道健康的密切关
系。因此，肠道细胞中的ＡＨＲ可能是ＮＥＣ的潜在治疗
靶点。

３．３　ＡＩ２在肠道健康中的作用研究
　　研究表明，肠道共生菌释放的一些 ＱＳ信号分子
可以与宿主肠上皮细胞上的受体相互作用，有助于维

持肠黏膜的屏障功能，并调节免疫反应［１１］，揭示了宿

主微生物界面的群体感应信号传递的可能性，对于维
持正常的宿主微生物关系具有重要的影响。ＡＩ２作
为细菌间的“公共语言”，有助于促进不同种类细菌之

间的信号交流，同时也参与宿主细菌共生［６］。研究发

现，哺乳动物肠道上皮细胞在受损后会产生 ＡＩ２类似
物刺激细菌的群体感应，在肠上皮修复过程中发挥保

护作用［２１］，ＺＡＲＧＡＲ等［２２］将体外合成的 ＡＩ２与肠道
上皮细胞共培养，结果显示，在 ＡＩ２不同浓度和作用
时间下细胞炎症因子的表达发生了动态变化，这些研

究结果表明 ＡＩ２也可能是一种肠上皮信号分子。近
期研究发现，给孕鼠提供富含 ＱＳ信号分子的饮食，可
以激活胎儿肠道中的 ＡＨＲ信号预防新生小鼠发生
ＮＥＣ［２３］。综上所述，ＡＩ２具有激活肠道细胞中 ＡＨＲ

并参与维持肠道稳态的可能性。

３．４　ＡＩ２可能通过激活 ＡＨＲ减轻新生鼠 ＮＥＣ模型
的肠道炎症

　　我们的研究发现，与正常新生鼠相比，ＮＥＣ组新
生鼠模型中 ＡＨＲ、ＣＹＰ１Ａ１的表达水平均显著降低。
同时，ＡＨＲ的表达水平与活性与小鼠肠道病理损伤程
度呈负相关，这一结果与我们课题组前期在ＮＥＣ患儿
手术标本中的发现一致。ＣＹＰ１Ａ１是体内重要的Ⅰ相
解毒酶，也是ＡＨＲ调控的直接靶基因之一，通过检测
ＣＹＰ１Ａ１的表达水平，可以评估 ＡＨＲ的活性［２４］。

ＡＩ２干预后，新生鼠 ＮＥＣ模型的一般情况、体质量下
降明显好转，存活率增加；且肠组织中 ＡＨＲ和
ＣＹＰ１Ａ１在基因和蛋白水平的表达量都明显增加；促
炎因子ＴＮＦα、ＩＬ６的表达降低，抑炎因子 ＩＬ２２的表
达增加。综上所述，本研究表明ＡＩ２可以通过激活肠
组织中的ＡＨＲ来下调促炎因子表达、上调抑炎因子表
达，从而减轻新生鼠ＮＥＣ模型的肠道损伤。在本研究
中，关于 ＡＩ２激活 ＡＨＲ的机制尚未进行深入研究，
ＡＩ２是通过配体的方式直接活化 ＡＨＲ还是通过操纵
肠道菌群的行为间接激活ＡＨＲ，仍需进一步探索。在
未来的研究中，可通过运用Ａｈｒ／动物模型抑制 Ａｈｒ基
因表达或使用ＡＨＲ抑制剂阻断 ＡＨＲ功能，来进一步
验证ＡＨＲ在ＡＩ２缓解ＮＥＣ肠道损伤中的重要作用。
同时，可以分析各组小鼠的粪便微生物组成和代谢物

组成进行分析，以深入挖掘潜在的分子机制。
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