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肠道微生物稳态对坏死性小肠结肠炎新生
大鼠模型造血系统的影响
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［摘要］ 目的　探讨肠道菌群对坏死性小肠结肠炎 （necrotizing enterocolitis，NEC） 新生大鼠模型造血系统的

影响。方法　Sprague-Dawley 新生大鼠随机分为对照组和模型组 （NEC 组），每组 6 只。采用配方奶结合缺氧和冷

刺激构建 NEC 新生大鼠模型。苏木精-伊红染色观察肠组织及造血相关器官病理变化；检测各组血常规；免疫组

化法检测造血相关器官中特定细胞的改变；流式细胞术检测骨髓中特定细胞的变化；采用 16S rDNA 测序技术检

测分析各组肠道菌群的组成及丰度。结果　与对照组比较，NEC 组肠组织充血坏死，肠绒毛破损、萎缩脱落，

NEC 病理评分显著增加；NEC 组外周血白细胞及淋巴细胞计数显著低于对照组 （P<0.05）；NEC 组脾脏、胸腺、

骨髓的有核细胞及肝脏的嗜碱性细胞核的小细胞聚集体数量均明显少于对照组；NEC 组肝脏中 CD71+红系祖细胞

显著减少，脾脏、骨髓中的 CD45+白细胞及胸腺中的 CD3+ T 淋巴细胞显著降低，骨髓中 CD45+CD3-CD43+SSChi的

中性粒细胞比例明显下降 （P<0.05）；NEC 组肠道菌群组成与对照组比较差异明显，NEC 组利乳杆菌属的相对丰

度降低，而埃希菌-志贺菌属的相对丰度显著升高 （P<0.05），取代利乳杆菌属成为优势菌属。结论　NEC 新生

大鼠模型存在多谱系造血异常，可能与肠道微生物稳态失衡及致病菌属埃希菌-志贺菌属的异常扩增有关。
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Effect of gut microbiota homeostasis on hematopoiesis in a neonatal rat model of 
necrotizing enterocolitis

WANG Shan-Shan, CAI Jin-Yang, SHI Ai-Wu, CAO Yan. Medical Research Center, Women's Hospital of Nanjing Medical 

University/Nanjing Maternity and Child Health Care Hospital, Nanjing 210004, China (Cao Y, Email: yancao@njmu.

edu.cn)

Abstract: Objective　To study the effect of gut microbiota on hematopoiesis in a neonatal rat model of necrotizing 

enterocolitis (NEC). Methods　Neonatal Sprague-Dawley rats were randomly divided into a control group and a model 

group (NEC group), with 6 rats in each group. Formula milk combined with hypoxia and cold stimulation was used to 

establish a neonatal rat model of NEC. Hematoxylin and eosin staining was used to observe the pathological changes of 

intestinal tissue and hematopoiesis-related organs. Routine blood tests were conducted for each group. 

Immunohistochemistry was used to observe the changes in specific cells in hematopoiesis-related organs. Flow 

cytometry was used to measure the changes in specific cells in bone marrow. 16S rDNA sequencing was used to observe 

the composition and abundance of gut microbiota. Results　 Compared with the control group, the NEC group had 

intestinal congestion and necrosis, damage, atrophy, and shedding of intestinal villi, and a significant increase in NEC 

histological score. Compared with the control group, the NEC group had significantly lower numbers of peripheral blood 

leukocytes and lymphocytes (P<0.05), nucleated cells in the spleen, thymus, and bone marrow, and small cell aggregates 
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with basophilic nuclei in the liver (P<0.05). The NEC group had significant reductions in CD71+ erythroid progenitor 

cells in the liver, CD45+ lymphocytes in the spleen and bone marrow, CD3+ T lymphocytes in thymus, and the proportion 

of CD45+CD3-CD43+SSChi neutrophils in bone marrow (P<0.05). There was a significant difference in the composition 

of gut microbiota between the NEC and control groups, and the NEC group had a significant reduction in the abundance 

of Ligilactobacillus and a significant increase in the abundance of Escherichia-Shigella (P<0.05), which replaced 

Ligilactobacillus and became the dominant flora. Conclusions　Multi-lineage hematopoietic disorder may be observed 

in a neonatal rat model of NEC, which may be associated with gut microbiota dysbiosis and abnormal multiplication of 

the pathogenic bacteria Escherichia-Shigella. Citation:[Chinese Journal of Contemporary Pediatrics, 2023, 25(8): 855-863]
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坏 死 性 小 肠 结 肠 炎 （necrotizing enterocolitis，

NEC） 是早产儿 （胎龄<32 周或出生体重<1 500 g）

最为常见的致死性肠道疾病［1］，幸存者也存在短肠

综合征、神经发育迟缓等远期并发症［2］。在过去的

几十年里，NEC的预防和治疗方面进展甚微，目前

NEC 仍然以支持性治疗为主［3］。NEC 的发病因素极

为复杂，涉及不成熟的胃肠道屏障、微生物定植异

常、感染、炎症和肠道缺血缺氧等［4］。正常的肠道

屏障需要对抗病原体和毒素等有害抗原的侵害，同

时又能容纳和耐受有益的共生细菌。肠道细菌病原

体和共生细菌之间稳态的失衡会进一步破坏早产儿

原本不成熟的肠道屏障，引发不受控制的炎症反

应，造成肠组织损伤从而导致 NEC［5］。肠道微生物

群衍生的内毒素或有害代谢产物还会渗漏到血液

中，相关内毒素血症引起的全身炎症反应及多系统

衰竭是NEC死亡的重要原因［6］。

1976 年 ， Hutter 等［7］ 首 次 报 道 了 患 有 严 重

NEC 的婴儿存在血小板减少症、粒细胞计数降低、

溶血性贫血等与 NEC 相关的血液学异常。尽管并

不是所有的 NEC 病例死亡都归因于血液学并发症，

但研究发现血液学异常对 NEC 的病死率有显著影

响，且与预后较差密切相关［8］。研究发现，NEC

死亡患儿中，血小板减少症和中性粒细胞减少症

的发生率比幸存者更高［9］。目前认为导致 NEC 相

关血液学异常的可能机制包括造血生长因子水平

过低、炎症因子水平过高等［8］，其机制迄今仍未

完全阐明。最近的研究表明，肠道菌群在正常造

血中也发挥重要作用。与肠道菌群改变相关的人

类疾病 （如炎症性肠病） 或长期使用抗生素，均

与不良血液学影响有关，包括贫血和中性粒细胞

减少［10］。然而，NEC 中肠道微生物稳态与造血之

间的关联仍是未知。本研究通过构建 NEC 新生大

鼠 模 型 ， 对 其 造 血 系 统 进 行 分 析 ， 并 采 用 16S 

rDNA 测序技术分析动物模型肠道微生态变化情况

以探究其与造血系统之间的关联。从肠道微生物

稳态角度探讨 NEC 相关血液学异常的可能机制，

为寻找更有效的 NEC 防治手段提供新思路。

1 材料与方法

1.1　动物及主要试剂

SPF 级成年健康雌、雄 Sprague-Dawley 大鼠各

6 只，体重约 220 g，购于武汉云克隆动物有限公

司，许可证号：SCXK （鄂） 2018-0021。将雌、雄

大鼠按 1∶1 比例合笼，饲养于屏障环境中，产仔

后取新生大鼠进行实验。

宠物专用奶粉购自美国 Pet-Ag 公司，婴儿配

方 奶 粉 购 自 中 国 雅 培 公 司 ； 苏 木 精 - 伊 红

（hematoxylin-eosin，HE） 染液、CD45 兔源多克隆

抗体、CD3 兔源多克隆抗体购自武汉赛维尔生物科

技有限公司；CD71 小鼠单克隆抗体购自美国 Santa 

Cruz 公司；抗大鼠 CD45-PE/Cy7 和抗大鼠 CD43-PE

流式抗体购自美国 BioLegend 公司；抗大鼠 CD3-

APC 流式抗体购自美国 eBioscience 公司；柠檬酸抗

原修复缓冲液、牛血清白蛋白、磷酸盐缓冲溶液、

辣根过氧化物酶标记的二抗、DAB 显色液均购自

武汉赛维尔生物科技有限公司。

1.2　NEC新生大鼠模型的建立

NEC 动 物 模 型 的 建 立 方 法 参 照 参 考 文 献

［11］，将出生 24 h 内体重 6~8.5 g 的新生大鼠随机

分为两组：对照组和模型组 （NEC 组）。因 NEC 造

模有一定死亡率，为保证有足够新生大鼠用于后

续实验，对照组入组 6 只，NEC 组入组 15 只。对

照组新生大鼠由母鼠喂养。NEC 组新生大鼠与母

鼠 分 离 ， 每 隔 6~8 h 给 予 40 μL/g 的 配 方 奶 粉

（15 g 婴儿配方奶粉/75 mL 宠物奶粉） 灌胃。NEC

组进行缺氧处理 （95% N2和 5% O2 2 min，3 次/d），

并予以 4℃冷刺激 （5 min/次，2 次/d，连续 4 d）。

最终 NEC 组存活新生大鼠 6 只用于后续实验。

1.3　血常规检测

取各组新生大鼠外周血 （乙二胺四乙酸盐抗

凝），采用兽用全自动血液细胞分析仪进行血常规
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检测。

1.4　HE染色

各组新生大鼠造模 4 d 后经颈椎脱臼法处死，

取胃肠道组织进行拍照后，剪取回肠末端组织放入

4% 多聚甲醛固定；另外剪取肝、脾、胸腺、股骨

等组织放入 4% 多聚甲醛固定至少 24 h 后经梯度乙

醇脱水、浸蜡、包埋，制作石蜡切片，厚度 4 μm。

石蜡切片经脱蜡至水后，进行 HE 染色，脱水、封

片后采用正置光学显微镜观察并拍照。依照文献

［12］ 的 NEC 病理评分标准：评分为 0 分 （正常）、

1 分 （轻度 NEC：绒毛核心分离，无其他异常）、2

分 （中度NEC：绒毛核心分离、黏膜下水肿和上皮

脱落） 和 3 分 （重度 NEC：上皮剥落伴绒毛缺失、

全层坏死）。每组随机选6张玻片进行病理评分。

1.5　免疫组化染色

将石蜡切片脱蜡至水后置于柠檬酸抗原修复

缓冲液中进行微波抗原修复，采用 3% 双氧水阻断

内 源 性 过 氧 化 物 酶 及 3% BSA 封 闭 后 ， 加 一 抗

（CD71、CD45、CD3） 4℃孵育过夜，一抗稀释比

分别为 1∶100、1∶2 000、1∶150，PBS 洗涤 3 次

后 ， 加 与 一 抗 对 应 种 属 的 HRP 标 记 的 二 抗

（1∶200 稀释），室温孵育 50 min。PBS 洗涤 3 次，

DAB 显色，自来水冲洗终止显色。苏木精复染，

乙醇脱水后二甲苯透明，封片后采用正置光学显

微镜观察拍照，并用 Image J 软件进行定量分析。

1.6　骨髓细胞流式细胞分析

用眼科剪取新生大鼠的两条后肢，剥离肌肉，

分别剪下股骨和胫骨，剪去两端软骨露出骨髓腔，

用吸有 PBS 的 1 mL 注射器，插入并重复冲洗骨髓

腔并经 70 μm 细胞筛网过滤以获得骨髓单细胞悬

液。加入 CD45-PE/Cy7、CD43-PE、CD3-APC 流式

抗体，4℃孵育 30 min，PBS 洗涤后，依照已有的

大鼠骨髓细胞流式分析方法［13］，采用流式细胞仪

检测各细胞比例。

1.7　16S rDNA测序

分别收集对照组和 NEC 组大鼠肠道内容物进

行 16S rDNA 测序分析。微生物组总 DNA 提取后经

琼脂糖凝胶电泳质检及紫外分光光度计定量。采

用相应引物对 V3-V4 片段进行 PCR 扩增，引物序

列 为 341 F： 5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3'；

805 R： 5'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3'。 PCR

产物经 2% 琼脂糖凝胶电泳确证，由 AMPure XT 

beads （美国贝克曼库尔特有限公司） 纯化、回收，

Qubit （英潍捷基上海贸易有限公司） 定量。采用

美国 Illumina 文库定量试剂盒建库后使用 NovaSeq 

6000 测序仪进行 2×250 bp 的双端测序。测序获得

数 据 经 拆 分 、 拼 接 、 过 滤 、 去 噪 后 获 得 ASV

（Amplicon Sequence Variant） 特 征 序 列 和 丰 度 信

息，以进行多样性及物种差异分析。样本处理、

测序及结果分析等服务由上海百趣生物医学科技

有限公司提供。

1.8　统计学分析

采用 GraphPad Prism 7.0 软件进行统计学分析，

计量资料以均数±标准差 （x̄ ± s） 表示，两组间

比较采用两样本 t 检验；16S 数据分析采用 R 软件，

非正态分布的计量资料以中位数 （四分位数间距）

［M （P25， P75） ］ 表 示 ， 组 间 比 较 采 用 Mann-

Whitney U 秩 和 检 验 ， Alpha 多 样 性 分 析 采 用

Wilcoxon 秩和检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1　NEC新生大鼠模型的建立

观察对照组和 NEC 组新生大鼠胃肠道组织外

观发现，与对照组比较，NEC 组大鼠肠组织明显

充血，呈黑色坏死样；HE 染色结果显示，与对照

组比较，NEC 组大鼠肠组织肠绒毛破损、萎缩脱

落，为 NEC 肠组织的典型病理表现 （图 1）；NEC

组病理评分显著高于对照组 ［（2.33±0.21） 分 vs

（0.33±0.21） 分；t=6.708，P<0.05）］。

2.2　两组血常规指标比较

血常规检测结果显示，NEC 组外周血白细胞

计数、淋巴细胞计数、中性粒细胞百分比均显著

低于对照组 （P<0.05），见表 1。

对照组 NEC 组

图 1　两组新生大鼠肠组织外观和末端回肠的 HE 染色

比较 （×100）   NEC 组新生大鼠肠组织明显充血，呈黑色坏死

样；NEC 组新生大鼠肠组织肠绒毛破损、萎缩脱落。
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2.3　两组新生大鼠造血相关器官的病理变化

HE 染色结果显示，与对照组相比，NEC 组新

生大鼠脾脏实质及胸腺皮质区有核细胞数量、肝

脏组织中嗜碱性细胞核的小细胞聚集体数量及骨

髓中有核细胞数量明显减少。见图 2。

2.4　两组新生大鼠造血相关器官中特定细胞的

变化

免疫组化结果显示，与对照组相比，NEC组新

生大鼠肝脏中CD71阳性的红系祖细胞聚集体数量、

脾脏中 CD45 阳性的白细胞数量、胸腺中 CD3 阳性

的T淋巴细胞数量减少 （P<0.05）。见表2、图3。

表1　两组新生大鼠血常规指标比较 （x̄ ± s）

项目

白细胞计数 (×109/L)

淋巴细胞计数 (×109/L)

单核细胞计数 (×109/L)

中性粒细胞绝对值 (×109/L)

淋巴细胞百分比 (%)

单核细胞百分比 (%)

中性粒细胞百分比 (%)

红细胞计数 (×1012/L)

血红蛋白 (g/L)

红细胞积压 (%)

平均红细胞体积 (fL)

平均红细胞血红蛋白含量 (pg)

平均红细胞血红蛋白浓度 (g/L)

红细胞分布宽度变异系数 (%)

血小板计数 (×109/L)

平均血小板体积 (fL)

血小板分布宽度 (%)

血小板压积 (%)

对照组 (n=5)

13.9±2.3

11.4±1.8

0.42±0.10

2.08±0.46

82.2±1.3

3.0±0.3

14.7±1.0

1.36±0.11

59±5

15.9±1.4

117.5±2.0

43.5±1.5

371±7

29±6

355±58

6.44±0.16

17.96±0.20

0.227±0.036

NEC 组 (n=5)

7.8±0.8

5.6±0.7

0.36±0.68

1.88±0.25

71.1±4.3

4.7±0.8

24.2±3.5

1.42±0.16

60±6

16.4±1.7

116.3±1.5

42.2±0.9

363±5

29±6

327±51

6.46±0.17

17.84±0.19

0.208±0.029

t 值

2.491

2.998

0.490

0.384

2.482

1.825

2.616

0.343

0.081

0.240

0.467

0.740

0.911

0.002

0.370

0.086

0.438

0.412

P 值

0.037

0.017

0.637

0.711

0.038

0.106

0.031

0.741

0.938

0.816

0.653

0.480

0.389

0.998

0.721

0.934

0.673

0.691

对照组

NEC 组

脾脏
（×100）

胸腺
（×200）

肝脏
（×200）

股骨
（×40）

图2　两组新生大鼠造血相关器官HE染色变化  NEC 组新生大鼠脾脏实质及胸腺皮质区有核细胞数量、肝脏组

织中嗜碱性细胞核的小细胞聚集体数量及骨髓中有核细胞数量较对照组明显减少。

表2　两组造血相关器官中特定细胞数量比较

（n=3，x̄ ± s）

指标

CD71+细胞

CD45+细胞

CD3+细胞

对照组

0.012±0.004

0.036±0.017

0.052 ±0.040

NEC 组

0.008±0.003

0.025±0.007

0.014 ±0.016

t 值

4.694

2.116

5.276

P 值

<0.001

0.044

<0.001
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2.5　两组新生大鼠骨髓中特定细胞的变化

流式细胞术检测发现，与对照组相比，NEC

组 CD45+白细胞比例、CD45+CD3+T 淋巴细胞比例及

CD45+CD3-CD43+SSChi 中 性 粒 细 胞 比 例 降 低 （P

<0.05）。见图 4。

对照组

NEC 组

肝脏 脾脏 胸腺

图 3　两组新生大鼠造血相关器官中特定细胞的免疫组化染色 （×200）   NEC 组新生大鼠肝脏中 CD71 阳性的

红系祖细胞聚集体数量、脾脏中 CD45 阳性的白细胞数量及胸腺中 CD3 阳性的 T 淋巴细胞数量较对照组减少。阳性表达呈棕色。

比
例

（
%

）

对照组 NEC 组

a

CD45+细胞

40

30

20

10

0

对照组 NEC 组

比
例

（
%

）

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

CD45+CD3+细胞

a

对照组 NEC 组

对照组 NEC 组

比
例

（
%

）

20

15

10

5

0

a

CD45+CD3-CD43+SSChi细胞

对照组 NEC 组

对照组 NEC 组

图 4　两组新生大鼠骨髓中特定细胞的流式分析结果 （n=3）   A：CD45+细胞比例。NEC 组骨髓中 CD45+白细胞

比 例 较 对 照 组 降 低 ； B： CD45+CD3+ 细 胞 比 例 。 NEC 组 骨 髓 中 CD45+CD3+T 淋 巴 细 胞 比 例 较 对 照 组 降 低 ；

C：CD45+CD3-CD43+SSChi 细胞比例。NEC 组骨髓中 CD45+CD3-CD43+SSChi 中性粒细胞比例较对照组降低。a 示与对照组比较，

P<0.05。
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2.6　两组新生大鼠肠道菌群的组成及丰度变化

Alpha 多样性分析结果显示，NEC 组 Chao1 指

数和 observed otus 指数与对照组比较差异无统计学

意义 （P>0.05），但 NEC 组 Shannon 指数和 Simpson

指数高于对照组 （P<0.05）（表 3）。Beta 多样性分

析结果表明，对照组及 NEC 组肠道菌群具有差异

（图 5）。与对照组相比，门水平上 NEC 组肠道菌群

中变形菌门、放线菌门相对丰度明显增加，而厚

壁菌门相对丰度明显减少；属水平上 NEC 组肠道

菌群中利乳杆菌属相对丰度明显减少，而埃希菌-

志贺菌属、葡萄球菌属相对丰度明显增加。NEC

组中埃希菌-志贺菌属取代利乳杆菌属成为优势菌

属 （图 6~7）。进一步对两组肠道优势菌群分析结

果显示，门水平上 NEC 组厚壁菌门的丰度低于对

照组，而变形菌门的丰度高于对照组 （P<0.05）；

属水平上 NEC 组利乳杆菌属的丰度低于对照组，

而埃希菌-志贺菌属和葡萄球菌属的丰度高于对照

组 （P<0.05）。见表 4。

表3　两组新生大鼠肠道菌群Alpha多样性比较　 （x̄ ± s）

项目

observed otus 指数

Shannon 指数

Simpson 指数

Chao1 指数

对照组 (n=6)

162±26

2.41±0.32

0.64±0.06

163±25

NEC 组 (n=6)

188±29

3.23±0.20

0.79±0.03

188±29

Z 值

-0.642

-2.082

-2.005

-0.641

P 值

0.574

0.041

0.041

0.589

表4　门水平及属水平上两组肠道优势菌群的相对丰度比较　 ［M （P25，P75）］

项目

厚壁菌门

变形菌门

利乳杆菌属

埃希菌-志贺菌属

葡萄球菌属

对照组

93.92(81.42, 98.49)

0.98(0.54, 1.31)

21.08(1.04, 53.23)

0.16(0.08, 0.24)

0.06(0.03, 0.61)

NEC 组

61.08(41.68, 72.68)

11.74(1.82, 43.61)

0.41(0.14, 0.94)

10.48(0.53, 42.02)

0.96(0.17, 11.28)

Z 值

-2.562

-2.562

-2.082

-2.562

-2.096

P 值

0.010

0.010

0.037

0.010

0.037

厚壁菌门
放线菌门
变形菌门
拟杆菌门
疣微菌门
放线菌门
脱磺杆菌门
酸杆菌门
拟杆菌门
蓝菌门
苜蓿菌门
弯曲杆菌门
绿弯菌门
梭杆菌门
芽单胞菌门
脱铁杆菌门
硝化螺菌门
酸杆菌门
螺旋体门
蛭弧菌门
匿杆菌门
浮霉菌门
黏菌门

链球菌属
乳杆菌属
利乳杆菌属
埃希菌-志贺菌属
罗氏菌属
孪生球菌属
放线菌数
葡萄球菌属
HT002
伟荣氏球菌属
葡萄球菌属_未分类
双歧杆菌属
奇异菌属
嗜黏蛋白-阿克曼菌属
棒杆菌属
假单胞菌属
栖粪杆菌属
地芽胞杆菌属
寡养单胞菌属
Muribaculaceae_unclassified
啮齿动物杆菌
束毛球菌属
Alkanindiges
Erysipelatoclostridium
毛螺菌属
UCG-005
毛螺菌科属_未分类
克雷伯氏菌属
拟杆菌属
颗粒链菌属
其他

100

75

50

25

0

相
对

丰
度

（
%

）

相
对

丰
度

（
%

）

100

75

50

25

0
对照组 NEC 组 对照组 NEC 组

图 6　门水平及属水平上两组肠道菌群相对丰度  左图：门水平上菌群相对丰度。NEC 组肠道菌群中变形菌门、

放线菌门的相对丰度明显增加，而厚壁菌门相对丰度明显减少。右图：属水平上菌群相对丰度。NEC 组肠道菌群中利乳杆菌属

相对丰度明显减少，而埃希菌-志贺菌属、葡萄球菌属相对丰度明显增加。

PC
oA

2 
(2

9.
88

%
)

0.2

0

-0.2

-0.4
-0.2  0  0.2 0.4

对照组
NEC 组

PCoA1 (59.47%)

图 5　两组肠道菌群 Beta 多样性分析  采 用 基 于

weighted uniFrac 的距离矩阵进行主坐标分析。一个圆点表示一个样

品，每组6个点代表6个样品。
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3 讨论

胸腺、脾脏是 T、B 淋巴细胞分化成熟、驻留

的重要场所，正常脾脏中 T 细胞约占 40%，B 细胞

约占 60%；而胸腺中胸腺细胞 （T 细胞的前身） 约

占 90%。在胎儿出生的前 3 d，淋巴细胞生成的部

位会由胎肝向骨髓过渡，在此期间，淋巴细胞的

生成主要发生在脾脏，随后淋巴活化的多能祖细

胞会从新生儿脾脏和成年骨髓向胸腺迁移定居并

发育成熟为 T 淋巴细胞［14］，因此，胸腺、脾脏和

骨髓在生命早期造血中都发挥着重要的作用。部

分造血祖细胞在胸腺中分化成熟的 T 细胞会返回骨

髓腔，并作为“基质细胞”参与旁分泌和邻分泌

信号转导以促进造血［15］。本研究发现 NEC 新生大

鼠模型，血常规、脾、胸腺及骨髓中白细胞、T 淋

巴细胞数量均显著下降，提示存在淋系分化障碍，

并可能进一步从“基质细胞”层面影响整个造血

系统。

本研究发现 NEC 组新生大鼠模型还存在肝脏

CD71 阳性红系祖细胞数量明显减少。肝脏是胎儿

在宫内时期的一个主要的造血器官，主要支持红

骨髓造血和造血干细胞扩增。胎鼠肝脏的造血功

能会在出生后 1~2 周内消失，正常生理条件下，成

年鼠肝脏不会造血［16］。最近的一项病例对照研究

发现，严重贫血与极低出生体重儿 NEC 的发病风

险增加密切相关［17］。早产儿患严重贫血的风险因

素 包 括 内 源 性 因 素 ， 即 促 红 细 胞 生 成 素

（erythropoietin，EPO） 生产减少或分解增加，以及

外源性因素即营养缺乏、医源性失血、感染等。

贫血导致氧传递减少和组织缺氧可造成肠道损伤，

被认为是 NEC 发展的基础。EPO 主要作用于红系

祖细胞，可促进其增殖分化为成熟的红细胞，增

加循环中的红细胞数量，给予早产儿 EPO 不仅能

够减少红细胞输注的数量，还能够降低 NEC 的发

生率［18］，可见预防严重贫血的重要性。此外，本

研究发现 NEC 组骨髓中性粒细胞比例显著降低。

中性粒细胞是先天性免疫的重要组成部分，是对

细菌、病毒和真菌感染第一个作出反应和防御的

循环免疫细胞［19］。研究表明，NEC 死亡病例的中

性粒细胞计数显著低于 NEC 幸存病例，表明中性

粒细胞减少症与预后较差密切相关［8］。造血干祖

细胞向粒细胞分化主要依赖于粒细胞集落刺激因

子 （granulocyte colony-stimulating factor， G-CSF），

而 G-CSF 在临床已被用于中性粒细胞减少症相关败

血症的治疗。一项包含 7 例早发性败血症和 7 例

NEC 患儿的研究发现，G-CSF 治疗与相对较高的白

细胞计数及生存率相关［8］。以上提示 NEC 新生大

鼠模型造血相关器官中存在红系及粒系的多谱系

分化障碍。

除上述 EPO、G-CSF 等常见的细胞因子外，近

年来发现肠道菌群是造血功能的一个关键的调节

因子，肠道微生物稳态对于正常造血的维持至关

重要［20］。肠道微生态失衡与 NEC 肠组织损伤相关，

但对于其在 NEC 相关造血异常中的作用却鲜有关

链球菌属
乳杆菌属
利乳杆菌属
埃希菌-志贺菌属
罗氏菌属

图7　两组相对丰度排序前5的菌群分布情况  NEC 组中埃希菌-志贺菌属取代利乳杆菌属成为优势菌属。
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注。本研究发现，NEC 组肠道菌群中益生菌利乳

杆菌属的丰度显著降低，而致病菌埃希菌-志贺菌

属异常扩增取代利乳杆菌属成为优势菌属，表明

NEC 新生大鼠模型肠道微生物稳态严重失衡。一

项针对非洲儿童的随机对照研究发现，肠道乳酸

杆菌显著减少，大肠杆菌和沙门氏菌等致病肠杆

菌属水平增加可能与铁过载相关血液学异常有

关［21］。埃希菌-志贺菌属是革兰阴性致病菌。大多

数革兰阴性菌的主要损害作用源于其外膜的主要

成分脂多糖 （lipopolysaccharide，LPS）。在 NEC 肠

道微生态失衡背景下，肠道屏障被破坏，通透性

增加，异常扩增的埃希菌-志贺菌相关的 LPS 更易

扩散进入血液循环到达全身各组织器官。

血液系统的所有细胞都是由造血干/祖细胞分

化产生［22］，故我们在 NEC 新生大鼠模型造血相关

器官中发现的多谱系异常可能源于上游的造血干/

祖细胞。研究表明，LPS 等能够通过识别 Toll 样受

体 4、7、9 介导持续炎症信号刺激造血干/祖细胞

使之耗竭，从而导致正常造血被抑制［23］。例如，

LPS 或者革兰阴性菌感染，可通过造血干/祖细胞

的 TLR4-TRIF-ROS-p38 信号轴诱导具有持续遗传毒

性的增殖应激，并能够破坏其自我更新与造血重

建能力［24］。因此，NEC 新生大鼠模型的血液学异

常可能与其肠道微生物稳态严重失衡，致病菌埃

希菌-志贺菌属异常扩增有关，NEC 状态下肠道屏

障破坏进一步导致体内内毒素水平升高从而对造

血产生不利影响。

本研究虽初步揭示了 NEC 新生大鼠血液学异

常与肠道微生物稳态失衡之间的关系，但仍有不

足之处。后续研究还可采用 LPS 诱导的 NEC 动物

模型进一步验证 LPS 而非造模方式本身对造血的影

响，采用粪菌移植或补充益生菌等实验进一步确

认肠道微生物稳态在 NEC 造血异常中的作用及

机制。
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