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双歧杆菌对坏死性小肠结肠炎新生大鼠
肠道 β- 防御素 -2 表达的影响

卢维城 1　郑旭 1　刘金富 2　吴文川 2　陈兴月 1　魏海波 1　李春蕾 1　林明静 1

（海南省人民医院　1. 新生儿科；2. 病理科，海南 海口　570311）

［摘要］　目的　探讨双歧杆菌对坏死性小肠结肠炎（NEC）新生大鼠肠道 β- 防御素 -2（BD-2）表达的影响。

方法　将 40 只大鼠分为正常对照组、双歧杆菌对照组、NEC 模型组和双歧杆菌干预组（n=10）。采用缺氧 + 冷

刺激 + 人工喂养的方法建立 NEC 模型。双歧杆菌对照组和双歧杆菌干预组在每日冷刺激后经胃管注入双歧杆菌，

每天 1 次，连续 3 d。收集各组大鼠末段回肠组织于光镜下观察形态学改变并对肠道损伤进行评分，采用免疫组

织化学法、qRT-PCR 法分别检测各组大鼠回肠黏膜组织中 BD-2 蛋白及 mRNA 的表达水平。结果　NEC 模型组

肠道损伤评分分别高于正常对照组、双歧杆菌对照组、双歧杆菌干预组（P<0.05）；双歧杆菌干预组的肠道损

伤评分高于正常对照组和双歧杆菌对照组（P<0.05）。正常对照组 BD-2 mRNA 及蛋白的表达低于双歧杆菌对照组、

NEC 模型组和双歧杆菌干预组（P<0.05）；双歧杆菌对照组 BD-2 mRNA 及蛋白的表达高于 NEC 模型组和双歧

杆菌干预组（P<0.05）；双歧杆菌干预组 BD-2 mRNA 及蛋白的表达高于 NEC 模型组（P<0.05）。结论　双歧杆

菌可诱导大鼠肠道表达 BD-2，其可能通过增加 BD-2 的表达而减轻肠道炎症反应，发挥对新生大鼠 NEC 模型的

保护作用。                                                                                    ［中国当代儿科杂志，2018，20（3）：224-229］

［关键词］　β- 防御素 -2；坏死性小肠结肠炎；双歧杆菌；新生大鼠

Effect of Bifidobacterium on the expression of β-defensin-2 in intestinal tissue of 
neonatal rats with necrotizing enterocolitis
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Abstract: Objective    To study the effect of Bifidobacterium on the expression of β-defensin-2 (BD-2) in intestinal 
tissue of neonatal rats with necrotizing enterocolitis (NEC). Methods    A total of 40 rats were randomly divided into four 
groups: normal control, Bifidobacterium control, NEC model, and Bifidobacterium treatment, with 10 rats in each group. 
A rat model of NEC was induced by hypoxia, cold stimulation, and artificial feeding. The rats in the Bifidobacterium 
control and Bifidobacterium treatment groups were given Bifidobacterium via the gastric tube after cold stimulation 
once a day for three consecutive days. The morphological changes of the terminal ileum were observed under a light 
microscope and the intestinal injury score was determined. Immunohistochemistry and qRT-PCR were used to measure 
the protein and mRNA expression of BD-2 in the ileal mucosal tissue. Results    The NEC model group had a significantly 
higher intestinal injury score than the normal control, Bifidobacterium control, and Bifidobacterium treatment groups 
(P<0.05). The Bifidobacterium treatment group had a significantly higher intestinal injury score than the normal control 
and Bifidobacterium control groups (P<0.05). The mRNA and protein expression of BD-2 in the normal control group 
was significantly lower than in the Bifidobacterium control, NEC model, and Bifidobacterium treatment groups (P<0.05). 
The Bifidobacterium control group had significantly higher mRNA and protein expression of BD-2 than the NEC model 
and Bifidobacterium treatment groups (P<0.05). The Bifidobacterium treatment group had significantly higher mRNA 
and protein expression of BD-2 than the NEC model group (P<0.05). Conclusions    Bifidobacterium can induce the 
expression of BD-2 in intestinal tissue of rats and reduce inflammatory response by increasing the expression of BD-2. 
This provides a protective effect on neonatal rats with NEC.                   [Chin J Contemp Pediatr, 2018, 20(3): 224-229]
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新 生 儿 坏 死 性 小 肠 结 肠 炎（necrotizing 

enterocolitis, NEC） 是 新 生 儿 最 常 见 的 致 死 性 肠

道危重症。有研究结果显示，早产儿一旦发生

NEC，病死率高达 20%~30%[1]。由于 NEC 的发病

机制仍不甚清楚，迄今缺乏有效的防治措施。目

前认为肠道菌群失衡和肠道免疫应答失调在 NEC

复杂的发病机制中扮演重要的作用 [2]。β- 防御素 -2
（β-defensin 2, BD-2）是一种内源性小分子抗菌肽，

为肠道免疫的重要成员，BD-2 表达异常已被证实

参与炎性肠病的发病过程 [3]。肠道的共生菌对于维

持肠道的稳态至关重要，参与肠道先天性免疫和

适应性免疫调节 [4]。近年应用益生菌防治 NEC 已

成为临床实践策略，但其疗效仍存争议 [5-6]。双歧

杆菌作为人体肠道最重要的益生菌之一，具有许

多微生态效应和生理效应。本研究采用新生大鼠

NEC 模型，给予双歧杆菌干预，检测各组肠道组

织病理改变、BD-2 蛋白及其 mRNA 的表达，探讨

BD-2 在 NEC 发病中的作用以及双歧杆菌对肠道

BD-2 表达的影响，从分子水平探讨双歧杆菌对肠

道的作用机制，为临床应用益生菌防治 NEC 提供

理论基础。

1　材料与方法

1.1　实验材料

新 生 1 日 龄 Sprague-Dawley（SD） 大 鼠 由 浙

江省医学科学院提供，生产许可证号为 SCXK（浙）

2014-0001。大鼠代乳品（美国雅培公司，批号：

MFG20151030）；双歧杆菌冻干粉（上海诺德生

物实业有限公司，浓度为 1.5×1011 CFU/g）；一抗：

兔抗大鼠 BD-2 多克隆抗体（北京博奥森生物技术

有限公司，批号：OA101369580）；二抗：羊抗兔

通用型 IgG 抗体 - 辣根过氧化物酶多聚体（北京中

杉金桥生物技术有限公司，批号：K152411G）；

二氨基联苯胺（diaminobenzidine, DAB）（北京中

杉金桥生物技术有限公司，批号：K175914A）；

RNA 提取试剂盒（上海捷瑞生物工程有限公司，

货号：GK3016）；逆转录试剂盒（大连宝生物工

程有限公司，货号：RR036A）；定量 PCR 试剂盒

（北京天根生化科技有限公司，货号：FP215）。

1.2　实验动物及分组

将 40 只 SD 新生大鼠按窝采用数字表法随机

分为正常对照组、双歧杆菌对照组、NEC 模型组

和双歧杆菌干预组，每组均 10 只。正常对照组和

双歧杆菌对照组经母鼠喂养；NEC 模型组和双歧

杆菌干预组经人工喂养代乳品，每 4 h 喂养 1 次，

首次灌胃 0.1 mL，隔天增加 0.1 mL，最大不超过

0.3 mL。

1.3　模型建立与处理

采用缺氧 + 冷刺激 + 人工喂养的方法建立

NEC 模型 [7]。将 NEC 模型组和双歧杆菌干预组 SD

新生大鼠放入自制的缺氧箱，充入氧浓度 <1% 的

氮气缺氧 1 min，取出待恢复正常呼吸后，放入 4℃

冰柜内冷刺激 10 min，每天 2 次，连续 3 d。双歧

杆菌对照组和双歧杆菌干预组在每日冷刺激后经

胃管注入双歧杆菌，双歧杆菌给药选用双歧杆菌

冻干粉（1.5×1011 CFU/g，含青春双歧杆菌、短双

歧杆菌及两歧双歧杆菌）1 g，加入到 10 mL 代乳

品中，浓度为 1.5×1010 CFU/mL，每天灌胃 1 次，

连续 3 d。正常对照组、双歧杆菌对照组不行缺氧

和冷刺激处理，正常对照组以等量生理盐水替代

进行灌胃。每天观察各组 SD 新生大鼠一般情况和

腹部情况。

1.4　肠道组织病理学检查

造模后 96 h 取回盲部近段回肠标本，经 4%

甲醛溶液固定、脱水、石蜡包埋、组织切片及苏

木精 - 伊红（HE）染色，采用双盲法对各组大鼠

小肠组织进行损伤评分。按照 Nadler 标准 [8] 评分：

0 分：肠黏膜绒毛正常；1 分：黏膜下层或固有层

轻度分离；2 分：黏膜下层或固有层中度分离，或

者黏膜下层和肌层水肿；3 分：黏膜下层或固有层

重度分离，或者黏膜下层和肌层严重水肿；4 分：

肠壁全层坏死。评分≥ 2 分，提示 NEC 阳性。

1.5　免疫组织化学染色检测 BD-2 表达

取末段回肠组织固定、切片（4 µm）。每只

大鼠肠组织分别取 5 张切片，采用枸橼酸盐缓冲

液（pH 6.0）微波修复抗原，滴加 1 : 100 稀释的一

抗 4℃冰箱孵育过夜（用 PBS 缓冲液代替一抗作

阴性对照），转至室温，PBS 冲洗；滴加二抗，

37℃孵育 15 min，PBS 冲洗。DAB 反应显色，苏

木素复染，脱水透明后封片。每张免疫组化切片

随机选择 5 个不同的视野观察，并对结果进行判

读。BD-2 表达结果采用半定量分析方法，以染色

强度结合阳性细胞数百分比进行评分 [9-10]。染色
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强度以多数细胞呈现的染色强度并减去背景着色

计分：无明显着色为 0 分，轻微为 1 分，中度为

2 分，重度为 3 分；阳性细胞百分比：0~5% 评为

0 分，6%~25% 评 为 1 分，26%~50% 评 为 2 分，

51%~75% 评为 3 分，>75% 评为 4 分。最终 BD-2
表达以阳性细胞百分比与染色强度的评分加和进

行表示：0 分为阴性（-），1~3 分为弱阳性，4~5

分为中度阳性，6~7 分为强阳性。

1.6　qRT-PCR 法检测 BD-2 的 mRNA 表达水平

按 照 RNA 提 取 试 剂 盒 说 明 书 提 取 肠 道 组

织 RNA， 检 测 RNA 浓 度 后， 使 用 PrimeScript 

RT Master Mix 逆 转 录 试 剂 盒 将 mRNA 反 转 录 成

cDNA。 待 测 目 的 基 因 以 β-actin 为 内 参， 引 物

序 列 正 义 链 为 5'-CTTCCTTCCTGGGTATGG-3'，

反 义 链 为 5'-GATGTCAACGTCACACTTC-3'，

片 段 长 度 77 bp；BD-2 的 引 物 序 列 正 义 链 为 

5'-ACTGGCGGTTTTCGACAGAT-3'， 反 义 链 为

5'-TGTGCATTTTCATGGAGGAGC-3'， 片 段 长

度 124 bp。 利 用 SuperReal PreMix Color（SYBR 

Green）定量 PCR 试剂盒行实时荧光定量 PCR，

反应体系 20 μL，包括 cDNA 8 μL，10×PCR 预混

液 10 μL，正反引物各 1 μL。反应条件：50℃预热

3 min；95℃预变性 15 min；95℃变性 10 s，61.5℃

退火并延伸 30 s，40 个循环。结果以 2-ΔΔCt 来计

算目的基因的相对表达量。

1.7　统计学分析

应用 SSPS 22.0 统计软件对数据进行统计学分

析，正态分布计量资料以均数 ± 标准差（x±s）

表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两

两比较采用 SNK-q 检验；非正态分布计量资料

以中位数（四分位间距）表示，多组间比较采用

Kruskal-Wallis H 检验，组间两两比较采用 Nemenyi

检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　NEC 模型的评价

两个对照组新生大鼠肠壁色泽红润，富有弹

性，镜下绒毛完整，肠壁结构正常。NEC 模型组

大鼠肠组织外观明显扩张充气，弹性差，肠壁菲

薄呈红黑色，部分穿孔，肠壁水肿、充血、坏死；

镜下出现不同程度的固有层与肌层分离或水肿，

部分绒毛脱落坏死，腺体排列紊乱，炎症细胞浸润。

双歧杆菌干预组肠管扩张充气程度较 NEC 模型组

减轻，肠管呈暗红色，弹性及光泽较差，镜下可

见肠壁轻中度水肿、充血，部分绒毛坏死脱落，

部分肠管病变不十分明显。见图 1。

图 1　各组大鼠肠组织病理改变（苏木精 - 伊红染色，×100）　　正常对照组（A）：肠黏膜绒毛结构完整，肠腺

体排列规则，黏膜层、黏膜下层、固有层无充血水肿，肌层完整；双歧杆菌对照组（B）：与正常对照组相似； NEC 模型组（C）：

绒毛坏死脱落、缺失，固有层和肌层分离；双歧杆菌干预组（D）：肠黏膜及黏膜下层可见轻中度水肿充血，部分绒毛脱落坏死。

2.2　肠道组织病理学改变

各组肠道损伤病理评分比较差异有统计学意

义（P<0.001）。进一步两两比较，NEC 模型组肠

道损伤评分分别高于正常对照组、双歧杆菌对照

组、双歧杆菌干预组（P<0.05）；双歧杆菌干预组

的肠道损伤评分高于正常对照组和双歧杆菌对照

组（P<0.05）。提示双歧杆菌对 NEC 模型具有保

护作用，见表 1。

A B C D
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图 2　免疫组织化学法检测 BD-2 在各组新生大鼠末段回肠组织中的表达（DAB，×400）　　正常对照组

（A）：肠黏膜上皮细胞有 BD-2 弱阳性表达；双歧杆菌对照组（B）：BD-2 为强阳性表达，呈弥漫性或颗粒状分布；NEC 模

型组（C）：在绒毛、隐窝处均有 BD-2 弱阳性表达；双歧杆菌干预组（D）：肠黏膜上皮胞质顶端有 BD-2 中等阳性染色。

BD-2 阳性表达呈棕色。

3　讨论

肠黏膜屏障由机械屏障（肠黏膜上皮）、生

态屏障（肠道菌群）、免疫屏障（免疫细胞及免

疫因子）等构成，肠黏膜屏障的破坏是肠功能障

碍发生的病理基础 [2,11]。BD-2 是肠道免疫屏障的

重要组成部分，参与肠道先天性免疫和适应性免

疫应答反应。BD-2 具有较强的广谱抗菌、抗病

毒、抗螺旋体及免疫调节等生物学活性。BD-2 主

要表达于皮肤、肠道、口腔、呼吸道、泌尿道等

上皮组织中，在肠道主要由肠壁上皮细胞分泌，

生理情况下在肠道呈低水平表达，感染或炎症时

BD-2 表达增加。早产儿适应性免疫功能未成熟，

其肠道更依赖于先天免疫系统抵御致病因素的侵

袭 [12-13]。Trend 等 [14] 报道了母乳内含量丰富的 β-
防御素对新生儿肠道具有保护作用。早产儿脐带

血 BD-2 含量低于足月儿，被认为是早产儿发生晚

发败血症的危险因素 [15]。研究发现粪便 BD-2 的

含量不受喂养方式、分娩方式影响，但与胎龄密

切相关，胎龄越小 BD-2 含量越低，肠道 BD-2 不

足可能增加早产儿罹患 NEC 的风险 [16]。Campeotto

等 [17] 研究显示 NEC 患儿粪便中的 BD-2 升高，认

为肠道 BD-2 升高可作为 NEC 的诊断标志物，但

Jenke 等 [18] 研究发现中度 NEC 患儿肠黏膜 BD-2 的

表达升高，而重症 NEC 却下降。本研究结果显示

BD-2 呈低水平表达于正常大鼠肠道组织中；与正

表 1　各组新生大鼠肠道损伤评分及回肠组织 BD-2 表达水平比较

组别 n 病理评分 [M(P25~P75)] BD-2 蛋白 (x±s) BD-2 mRNA (x±s)

正常对照组 10 0.50(0.00~1.00) 0.7±0.5 1.5±0.9

双歧杆菌对照组 10 0.00(0.00~1.00) 5.9±0.6a 254.1±57.1a

NEC 模型组 10 3.00(3.00~4.00)a,b 2.6±0.6a,b 35.9±9.7a,b

双歧杆菌干预组 10 1.50(1.00~2.00)a,b,c 4.6±0.8a,b,c 92.5±21.1a,b,c

H(F) 值 30.277 (404.527) (113.888)

P 值 <0.001 <0.001 <0.001

注：a 示与正常对照组比较，P<0.05；b 示与双歧杆菌对照组比较，P<0.05；c 示与 NEC 模型组比较，P<0.05。

2.3　各组新生大鼠肠壁组织中 BD-2 mRNA 的表达

各组 BD-2 mRNA 表达水平比较差异有统计学

意义（P<0.001）。进一步两两比较，正常对照组

BD-2 mRNA 的表达低于双歧杆菌对照组、NEC 模

型组和双歧杆菌干预组（P<0.05）；双歧杆菌对照

组 BD-2 mRNA 的表达高于 NEC 模型组和双歧杆菌

干预组（P<0.05）；双歧杆菌干预组 BD-2 mRNA

的表达高于 NEC 模型组（P<0.05）。见表 1。

2.4　各组新生大鼠回肠黏膜 BD-2 蛋白的表达

各组 BD-2 蛋白半定量表达比较差异有统计

学意义（P<0.001）。进一步两两比较，双歧杆菌

对照组 BD-2 的表达高于正常对照组（P<0.05）；

NEC 模型组 BD-2 表达高于正常对照组，但低于双

歧杆菌对照组（P<0.05）；双歧杆菌干预组 BD-2
的表达高于正常对照组和 NEC 模型组，但低于双

歧杆菌对照组（P<0.05）。见表 1，图 2。

A B C D
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常对照组比较，NEC 模型组的肠道 BD-2 表达升高，

提示 BD-2 参与 NEC 的发病过程。NEC 时 BD-2 表

达虽有升高，但升高的幅度有限，经双歧杆菌干

预的 NEC 模型 BD-2 水平高于 NEC 模型组，肠道

病理损伤程度也减轻，由此可见，BD-2 表达量不

足是 NEC 发生发展的重要原因。

肠道菌群具有许多重要生理功能，包括维持

肠黏膜屏障的完整性以及参与肠道的免疫调节等，

无菌的肠道不会发生 NEC，NEC 存在肠道微生态

失衡，肠道菌群紊乱是 NEC 重要的发病机制之

一 [19]，肠道添加益生菌可能有助于降低 NEC 的风

险，但其切确作用机制尚不清楚，或许存在多种

机制发挥保护肠道的作用，其中包括刺激黏膜免

疫防御反应、增强黏膜屏障完整性、增加分泌型

IgA 生成，促进肠道免疫功能的发育成熟和肠道微

生态菌群多样化等 [20]，近年来随着分子生物学的

研究进展，认为益生菌的治疗作用可能还涉及调

节抗菌肽的生成而发挥肠道保护作用。有研究发

现 NEC 病人的肠道菌群与宿主肠道免疫之间的稳

态发生失衡，粪便 BD-2 的含量与肠道菌群组成变

化相关，认为肠道固有免疫受肠道菌群影响 [21]。

双歧杆菌是人体肠道最重要的益生菌之一，肠道

双歧杆菌属等益生菌减少，是 NEC 发病机制中

的重要因素 [22]。在本研究中，选择双歧杆菌调控

BD-2 的表达，利用 qRT-PCR 和免疫组化方法均

检测到添加双歧杆菌的 NEC 肠道 BD-2 mRNA 及

蛋白表达水平高于 NEC 模型组，肠道损伤也轻于

NEC 模型组，推测双歧杆菌通过诱导 BD-2 的生成

而发挥肠道保护作用。微生物诱导 BD-2 的表达呈

菌株特异性，Habil 等 [23] 研究发现乳酸杆菌 Shiora

株可强劲诱导 BD-2 生成，然而乳酸杆菌 MS15 株

却抑制 BD-2 的生成。BD-2 基因如何被诱导表达

的确切机制仍不甚明了，研究表明 p38 丝裂原活

化蛋白激酶（MAPK）、KB 抑制蛋白激酶和核转

录因子 κB（NF-κB）是暴露于脆弱类杆菌毒素环

境下的肠上皮细胞产生 BD-2 所必需的 [24]。Lewis

等 [25] 研究发现出血性大肠杆菌鞭毛所介导的肠上

皮细胞 BD-2 表达可被 NF-κB、p38 MAPK 和 c-Jun

氨基末端激酶的抑制剂阻断。目前主要认为 BD-2
通过激活 NF-κB 信号通路实现，该机制的途径为：

微生物和炎症刺激上皮细胞→病原体模式识别受

体被结合→ NF-κB 等转录因子激活→ BD-2 基因启

动子被结合→ BD-2 基因被激活，转录并翻译，表

达上调，BD-2 mRNA 增加 [26]。

综上所述，本研究表明 BD-2 表达不足是 NEC

发生发展的重要因素，参与 NEC 的发病过程，双

歧杆菌可上调 BD-2 表达而发挥对 NEC 的肠道保

护作用。BD-2 具有极其广泛的抗菌谱，迄今尚未

发现有致病菌株对其产生耐药性，通过寻找合适

的益生菌种类调控机体内源性 BD-2 表达将为 NEC

的防治提供新的方法。
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