
新生儿坏死性小肠结肠炎（NEC）是新生儿时期常

见且较为严重的胃肠道急症之一，有较高的发病率和病

死率［1］。NEC病情重，进展快，其确切机制尚未完全阐

明［2］。目前研究发现早产、人工喂养、肠道菌群异常定植

等与NEC的发生有着密切关系［3］。

近年来应用益生菌防治NEC的研究虽然取得了较

多进展［4］，但其作用机理尚未完全阐明［5-6］。罗伊氏乳杆

菌（L. reuteri）最初是由母乳分离而来［7］，在国际上普遍

运用，Hoang等［8］发现其可通过减少炎症反应减轻NEC

肠道损伤，另外，有研究表明 L. reuteri可通过减少氧化

应激减轻急性胃肠道氧化损伤［9-10］。但 L. reuteri 对

NEC肠道氧化应激水平的调节作用尚不清楚。我们在

此基础上推测其对NEC肠道炎症损伤的保护作用可能
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摘要：目的 探讨罗伊氏乳杆菌（L. reuteri）DSM17938菌株对坏死性小肠结肠炎（NEC）新生小鼠模型氧化应激的保护作用及可

能机制。方法 将96只10日龄C57BL/6J新生小鼠随机分为3组（n=32）：对照组、NEC组、NEC+L. reuteri组。通过HE染色观察

回盲部肠组织病理变化并行双盲病理评分。采用实时荧光定量PCR检测肠组织中TNF-α、IL-1β的基因表达水平。通过ELISA

检测肠组织TNF-α、IL-1β的蛋白表达水平。采用比色法检测SOD活力及抑制率、MDA、GSH、GSSG、GSSG/GSH比值。结果

与对照组相比，NEC组小鼠体质量下降（P<0.05），肠道损伤加重，病理评分增加（P<0.05），TNF-α、IL-1β在基因及蛋白水平均表

达升高（P<0.05），SOD活力及抑制率、GSH降低，MDA、GSSG、GSSG/GSH比值显著升高（P<0.05）。与NEC组相比，NEC+L.

reuteri组病理评分降低，TNF-α、IL-1β在基因及蛋白水平均表达降低（P<0.05），SOD活力及抑制率、GSH 增加，MDA、GSSG、

GSSG/GSH比值明显降低（P<0.05），两组生存率差异无统计学意义（P>0.05）。结论 L. reuteri DSM17938可能通过减少肠道

氧化应激、增加其抗氧化能力，从而减轻肠道炎症反应，发挥对NEC新生小鼠肠道保护作用。
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Abstract: Objective To investigate the protective effect of L. reuteri DSM17938 strain against oxidative stress in a neonatal
mouse model of necrotizing enterocolitis (NEC) and explore the possible mechanism. Methods Ninety-six 10-day-old neonatal
C57BL/6J mice were equally randomized into control group, NEC group, and NEC+ L. reuteri group. The pathological changes
of the ileocecal intestinal tissue were evaluated with HE staining and double-blind pathological scoring. The mRNA and
protein expressions of tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-1β (IL-1β) in the intestinal tissues were detected using
quantitative real-time PCR and ELISA, respectively. Colorimetric assays were used to determine the activity of superoxide
dismutase (SOD) and its inhibition rate, malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH), oxidized glutathione (GSSG), and GSSG/
GSH ratio. Results Compared with those in the control group, the neonatal mice in NEC group showed significant weight loss
(P<0.05), obvious intestinal injury, increased pathological scores (P<0.05), increased expressions of TNF-α and IL-1β mRNA
and proteins (P<0.05), decreased SOD activity and inhibition rate, decreased GSH, and significantly increased MDA, GSSG,
and GSSG/GSH ratios (P<0.05). Treatment with L. reuteri obviously decreased the pathological scores, expressions of TNF-α
and IL-1β (P<0.05), MDA, GSSG, and GSSG/GSH ratio (P<0.05), and significantly increased SOD activity, its inhibition rate, and
GSH level in the mice with NEC, but the survival rate was not significantly different between NEC and L. reuteri-treated
groups (P>0.05). Conclusion L. reuteri DSM17938 can offer protection against NEC in mice by reducing oxidative stress and
increasing antioxidant capacity of the intestinal tissue to suppress intestinal inflammations.
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与减少肠道氧化应激有关。本研究采用NEC新生小鼠

模型，予以L. reuteri DSM17938菌株干预，并检测各组

肠组织病理改变，炎症因子表达水平以及氧化损伤指

标，探讨L. reuteri DSM17938对NEC肠道氧化应激水

平的调控作用。由于国内临床治疗存在地区差异，

且尚未搜集到国内其对NEC作用的报道，因此阐明

L. reuteri影响NEC作用机制对国内临床菌群选择提供

参考，进而推动国内中西部地区该菌株对NEC防治的

应用具有重要意义。

1 材料和方法

1.1 实验动物与试剂

96 只IVC清洁级新生10 d的C57BL/6J新生小鼠，

体质量3.79~4.07 g（重庆医科大学动物中心）。雅培婴

幼儿奶粉（雅培），贝克幼犬奶粉（贝克），组织RNA提取

试剂盒（Qiagen），反转录试剂盒（TaKaRa），ELISA检测

试剂盒（欣博盛），超氧化物歧化酶（SOD）测定试剂盒

（南京建成）、丙二醛（MDA）测定试剂盒（南京建成），还

原性谷胱甘肽（GSH）和氧化型谷胱甘肽（GSSG）检测试

剂盒（碧云天），酶标仪（Biotek），蛋白酶抑制剂混合物

（凯基生物），L. reuteri DSM17938菌株（百纳），CFX96

Real-time PCR仪（BioRad）。

1.2 方法

1.2.1 动物模型的制备 按随机数字表法分为3组（n=32）：

对照组、给予PBS的NEC模型组（NEC组）、给予L. reuteri

DSM17938干预的NEC模型组（NEC+L. reuteri组）。

对照组：与母鼠同笼喂养，不予其他处理；NEC组：采用

缺氧、冷刺激、人工喂养建立NEC模型［11］，新生小鼠于生

后第10天开始与母鼠分开，放于保育箱内。采用鼠乳

代用品人工喂养［12］，经口插入PICC管行灌胃喂养。每

次灌胃奶量为0.03~0.05 mL/g，每隔4 h喂养1次，共5

次。灌胃时间：08:00、12:00、16:00、20:00、24:00。将小

鼠放入自制的缺氧箱内，向缺氧箱充入氮气（N2），控制

N2流量为12 L/min；缺氧1 min 30 s后关闭氮气阀门并

将取出小鼠。6 min后将新生小鼠置于4 ℃冰箱中冷刺

激10 min。缺氧、冷刺激分别于每日10:00、18:00、22:00各

进行1次，每天进行3次，连续3 d［13］。NEC+L. reuteri

组：新生小鼠每天早上 9 点予以 1 次 L. reuteri

DSM17938灌胃，余处理同NEC。建模前后称量小鼠

体质量，第13天处死，取标本。

1.2.2 L. reuteri培养 将已活化的 L. reuteri DSM17938

菌株接种于MRS液体培养基中，于37 ℃厌氧培养箱中

静置培养24 h。1500 r/min下离心15 min，用PBS调整

菌体浓度［1×107 CFU/mL］，按照（每日106 CFU/g）的剂

量添加［14］。

1.2.3 小鼠一般状况及体质量变化 观察并记录各组新

生小鼠有无吐奶，腹胀、腹泻及粪便性状，活动及精神状态

是否良好等情况。并记录建模前后小鼠体质量变化情况。

1.2.4 小鼠肠道组织大体形态及病理学形态观察 小鼠

于建模后处死，取回肠末端近回盲部肠组织。肉眼观察

有无肠腔积气、串珠样改变、出血、坏死等NEC样病

变。取回盲部肠组织2~3 cm固定于4%多聚甲醛溶液

中，通过石蜡包埋、切片、苏木素-伊红染色、封片，于光

学显微镜下观察肠道组织病理学变化并拍照。参照

NEC肠道损伤评分的标准，采用双盲法进行肠组织病

理评分［15］，评分≥2分确定为NEC建模成功。每个肠组

织标本观察3个视野，取其平均值。

1.2.5 实时荧光定量PCR检测肠组织中 IL-1β、TNF-α

mRNA水平 取出冻存肠组织，提取肠组织总RNA，测

定每个样本RNA浓度，并按照逆转录试剂盒操作步骤将

RNA逆转录为cDNA，然后以cDNA为模板，在Bio-Rad

CFX90 Real time PCR 仪上进行 IL-1β、TNF-α扩增。

RT-PCR 反应条件：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 5 s、

60 ℃退火5 s、65 ℃延伸5 s，共39个循环。以GAPDH

为内参照，采用2–ΔΔCt（ΔCt=目的基因Ct值-内参Ct值）进

行目的基因相对表达量分析计算。引物序列（表1）。

表1 RT-PCR引物序列
Tab.1 Sequences of the primers used for RT-PCR

Gene name (mouse)

GAPDH

TNF-α

IL-1β

Primer sequence (5′-3′)

F：TGCCCCCATGTTTGTGATG
R：TGTGGTCATGAGCCCTTCC

F：ATGGCCTCCCTCTCATCAGTT
R：ACAGGCTTGTCACTCGAATTTTG

F：AGTGTGGATCCCAAGCAATACCCA
R：TGTCCTGACCACTGTTGTTTCCCA

Fragment length (bp)

151

80

175

1.2.6 ELISA检测肠组织中炎症因子TNF-α、IL-1β的蛋

白表达水平 取出冻存的回盲部肠组织，按照80 mg组

织加入400μL组织裂解液的比例加入裂解液，同时按比例

加入蛋白酶抑制剂，匀浆，4 ℃、12 000 g离心10 min，取

上清液，严格按照TNF-α、IL-1β试剂盒说明书操作。

1.2.7 比色法检测肠组织中SOD活力及抑制率、MDA

含量 取出冻存的取肠道样本0.3 g按比例加入PBS匀

浆。组织匀浆液按4000 r/min，４℃离心10 min，取上清
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液检测。各指标的测定均按生化试剂盒说明书要求进行

操作。SOD于37 ℃孵育20 min，450 nm处酶标仪测量。

MDA于95 ℃水浴40 min，流水冷却后，4000 r/min，离心

10 min。取上清，于532 nm处酶标仪测量。

1.2.8 比色法测定肠组织中 GSH、GSSG、GSSG/GSH

取 0.3 g 组织加入匀浆液匀浆，组织匀浆液按 4 ℃，

10 000 g离心10 min，严格按照生化试剂盒说明书进行

操作，于 412 nm 处酶标仪测量，并按说明书计算出

GSH、GSSG、GSSG/GSH。

1.3 统计学方法

采用SPSS 24.0统计软件进行分析，正态分布计量

资料以均数±标准差表示，符合正态分布且方差齐的计

量资料3组间比较采用单因素方差分析。非正态分布

计量资料以中位数（四分位间距）表示，方差不齐采用

Kruskal-Wallis 进行非参数检验，检验水准α=0.05。

2 结果

2.1 小鼠一般情况及体质量变化

3组小鼠在建模前，体质量差异无统计学意义（P>

0.05）。对照组一般情况较好，进食、排便正常，第13天

体质量为4.19±0.34 g，明显增加。NEC组一般情况较

差，出现吐奶、腹胀、腹泻、活动减少、喂养困难等。取标

本时，NEC + L. reuteri 组与 NEC 组体质量均减少，

NEC+L. reuteri组体质量下降较NEC组少（P<0.05）；

而两组生存率（63.6% vs 66.7%）差异无统计学意义

（P>0.05）。

2.2 肠组织大体形态、病理学形态及评分

肉眼观察可见，对照组肠组织弹性佳，色泽鲜嫩，无

出血、积气、充血等表现（图1A）。NEC组肠管胀气明

显，肠管扩张，肠壁变薄，呈串珠样改变（图1B）。NEC+

L. reuteri组肠道组织弹性尚可，肠腔可见轻度积气，有

轻微串珠样改变（图1C）。光学显微镜下可见：对照组

组小鼠回盲部肠组织结构清晰，肠上皮连续，绒毛高耸，

黏膜层、黏膜下层及固有层均未见断裂分离或充血水

肿，肌层较厚（图2A）；NEC组肠组织完整性丧失，肠上

皮出现断裂，部分出现坏死、脱落或消失，肌层变薄、断

裂（图2B）；而予以 L. reuteri干预的NEC组小鼠回盲部

肠组织结构较清晰，肠上皮完整性尚可，偶有断裂，绒毛

轻中度水肿，腺体结构稍紊乱，肌层稍变薄，但未见明显

断裂（图2C）。NEC+L. reuteri组［1.33（1.25~1.75）］肠

组织损伤评分，明显低于 NEC 组［2.67（2.33~3.33）］

（P<0.05）。

A B C

图1 3组新生小鼠肠道大体形态
Fig.1 Gross morphology of intestinal tissue of the neonatal mice in the 3 groups. A: Control group; B: NEC
group; C: NEC+ L. reuteri group.

2.3 回盲部肠组织TNF-α、IL-1βmRNA水平

与对照组相比，NEC 组炎症因子 TNF-α、IL- 1β

mRNA表达显著增加（P<0.05）；与NEC组相比，予以

L. reuteri干预组TNF-α、IL-1βmRNA表达降低（P<0.05，

表2）。

2.4 ELISA检测炎症因子TNF-α、IL-1β蛋白水平

ELISA结果与PCR结果一致，与对照组相比，NEC

组炎症因子TNF-α、IL-1β蛋白表达显著增加（P<0.05）；

与NEC组相比，NEC+L. reuteri组TNF-α、IL-1β蛋白表

达降低（P<0.05，表2）。

2.5 L. reuteri DSM17938干预的NEC小鼠氧化应激水

平与抗氧化能力

与对照组相比，NEC组 MDA、GSSG、GSSG/GSH

增加，SOD活力及抑制率、GSH降低（P<0.05）；与NEC

组相比，NEC+L. reuteri组SOD活力及抑制率、GSH含

量增加，MDA、GSSG、GSSG/GSH降低（P<0.05，表3）。

3 讨论

NEC是严重威胁着早产儿的生命健康的胃肠道疾

病之一［16］，其发病机制尚不清楚。目前研究认为血流灌

注失衡、肠道菌群异常定植、感染等都是NEC的发病危

险因素［17-18］。虽然迄今为止尚不清楚何种因素起主导作
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用，但炎症因子参与NEC肠道损伤这一理论已逐渐被

认可［19］。本实验结果显示，与对照组相比，NEC组炎症

因子TNF-α、IL-1β表达增加，表明炎症因子TNF-α、IL-1β

在NEC的发生中过程中起着重要用。另外研究发现，

TNF-α通过激活炎症级联反应，促进自身以及其他炎症

因子的释放，诱导肠黏膜损伤［20］。IL-1β也可通过募集、

激活免疫细胞，导致炎症介质释放，放大局部及全身炎

症反应［21］。以上研究提示炎症因子TNF-α、IL-1β可通过

放大炎症反应引起肠黏膜损伤，导致新生儿NEC的发

生。本研究结果还显示 L. reuteri DSM17938干预能降

低NEC肠道炎症因子TNF-α、IL-1β的表达。Karadag

等［22］发现在NEC中炎症因子升高主要是由于肠道氧化

应激引起的。Li等［23］发现肠道菌群异常定植诱导肠道

氧化应激升高，进一步损伤肠道黏膜屏障，导致细菌易

位，激活免疫系统，引发NEC肠道炎症反应。表明氧化

应激可能是引起NEC肠道炎症反应的重要调节因素。

表2 添加罗伊氏乳杆菌对小鼠炎症因子的影响
Tab.2 Effects of Lactobacillus reuteri on inflammatory cytokines in the intestinal tissues in the mice

Inflammatory cytokines

RT-PCR

IL-1β

TNF-a

ELISA

IL-1β (pg/mL)

TNF-α (pg/mL)

Control (n=8)

0.34±0.03

0.24±0.04

394.87±12.50

68.00±3.74

NEC (n=8)

1.24±0.07a

1.31±0.18a

555.09±11.41a

83.00±3.30a

NEC+ L. reuteri (n=8)

0.75±0.05ab

0.42±0.06b

448.72±14.90ab

68.44±2.39b

P

<0.001

<0.001

<0.001

0.004

aP<0.05 vs Control group; bP<0.05 vs NEC group.

表3 添加罗伊氏乳杆菌对小鼠抗氧化性能的影响
Tab.3 Effect of Lactobacillus reuteri on antioxidant capacity of the mice

Parameter

SOD activity (U/mg prot)

SOD inhibition rate (%)

GSSG (nmol/g)

GSH (nmol/g)

GSSG/GSH

MDA (nmol/g prot)

Control (n=8)

33.94±1.17

47.17±1.12

111.76±8.49

187.09±8.17

0.60±0.04

89.34±9.26

NEC (n=8)

27.36±1.39a

35.65±1.97a

198.29±12.15a

85.66±5.36a

2.33±0.11a

556.50±21.45a

NEC+L. reuteri (n=8)

32.26±1.35b

43.40±1.83b

128.91±5.53ab

160.29±9.31b

0.81±0.03ab

194.23±12.00ab

P

0.005

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

aP<0.05 vs Control group; bP<0.05 vs NEC group.

早产儿肠道黏膜屏障功能不成熟，容易发生肠道缺

氧、缺血、菌群异常定植等，并产生大量的氧自由基［24］，

激活肠道氧化应激，导致蛋白质、DNA以及细胞膜过氧

化，过量的自由基可以介导产生大量的MDA，造成组织

A B C

图2 3组新生小鼠肠道病理形态比较 HE
Fig.2 Pathomorphology of the intestinal tissue of the neonatal mice in the 3 groups (HE staining, original magnification: ×100). A:
Control group; B: NEC group; C: NEC+L. reuteri group.
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细胞损伤［25］。肠道氧化应激可以通过测定MDA含量来

进行评价［26］。Özdemir等［27］研究发现MDA含量在肠道

缺血再灌注损伤中无明显增加。本研究结果显示，与对照

组相比，NEC组肠道MDA含量明显增加；予以L. reuteri

干预后肠道MDA含量降低。提示NEC肠道氧化应激

损伤增加，L. reuteri可能通过减少氧化应激保护NEC

肠道损伤，这与杨家军等［9］发现L.reuteri可通过减少氧

化应激减轻急性肠道损伤结果一致。

机体抗氧化系统的第一道防线负责抑制过量氧自

由基的生成和脂质过氧化，细胞对氧化应激的防御是通

过SOD、GSH等介导的［28］，SOD、GSH可中和氧自由基

从而抵抗氧化应激。SOD可将体内的氧自由基转化为

过氧化氢［29］，GSH 中和自由基发生氧化反应转变为

GSSG，GSSG/GSH被认为是检测氧化损伤的可靠指

标［30］。本实验结果显示，与对照组比，NEC组GSSG、

GSSG/GSH显著升高，SOD活力和抑制率、GSH降低；

与 NEC 组相比，添加 L. reuteri DSM17938 可降低

GSSG、GSSG/GSH比值，提高肠道SOD活力及抑制率、

GSH含量。提示L. reuteri DSM17938菌株能够通过增

加机体的抗氧化能力，在一定程度上减轻肠道氧化损

伤，这与Yang等［31］给昆明鼠喂养益生菌提高其抗氧化

能力的报道一致。研究发现粪菌移植可以调节肠道微生

态，减少肠道氧化应激从而减轻NEC肠道炎症反应［23］。

且Oliveira等［10］研究表明L.reuteri对肠道氧化应激损伤

具有潜在调节作用。因此，我们推测在NEC中，L. reuteri

DSM17938菌株可能通过减少肠道脂质过氧化物的产

生、增加其抗氧化能力，减轻肠道黏膜损伤，从而降低

NEC肠道炎症反应。

综上所述，本研究表明L. reuteri DSM17938菌株

可能通过减少肠道氧化应激、增加其抗氧化能力，从而

减轻肠道炎症反应，保护NEC肠道损伤。进一步提示

在国内临床针对肠道氧化损伤较重的NEC患儿治疗

中，可考虑增加该菌株使用。但是在复杂的肠道微生态

中，L.reuteri通过调节氧化应激作用炎症反应的具体分

子信号通路仍需进一步探索。
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