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摘要%目的!通过改进和比较国内*外常用的坏死性小肠结肠炎!>Q5M691e12RW29QM656O191*(>WA"动物模型建立方法(

明确简便有效的 >WA建模方法+ 方法!采用出生 & 8 内新生 =G大鼠(随机分为 B 组(对照组 "# 只(实验组每组 &#

只+ N组与代母鼠同笼鼠乳喂养(且未行任何干预,\组人工喂养o缺氧冷刺激o!脂多糖"EF= 灌胃!B 7R;.R体质

量",A组人工喂养o缺氧冷刺激oEF= 灌胃!"# 7R;.R",G组人工喂养o缺氧冷刺激oEF= 腹腔注射!& 7R;.R",W组

人工喂养o缺氧冷刺激oEF= 腹腔注射!B 7R;.R"+ 每日观察新生鼠的活动状况和体质量变化+ 实验结束后取小肠

组织行苏木素J伊红染色*评价小肠病理损伤程度,检测小肠组织内肿瘤坏死因子 #!I>YJ#"水平+ 结果!实验组

新生鼠均出现不同程度的活动减少(腹胀腹泻(黑便(体质量减轻+ 病理评分显示实验组较对照组新生鼠病理损伤

评分显著增高!*m#C#B"+ EF= 腹腔注射组!G*W"较经口给药组!\*A">WA发病率更高!*m#C#B"(但 EF= 大剂量
!B 7R;.R"腹腔注射组较其他组(非 >WA相关性致死率明显增高!*m#C#B"+ 结论!在人工喂养*缺氧冷刺激的基

础上结合小剂量 EF=!& 7R;.R"腹腔注射建立 >WA的方法更具有可操作性*稳定性+

关键词%坏死性小肠结肠炎,模型建立,新生儿,大鼠,脂多糖
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/K材料与方法

/M/K主要试剂和仪器
低体质量儿配方奶粉 !特别能恩"由雀巢公司

提供,脂肪乳注射液 !A"( iA&( "由华瑞制药有限公
司提供,汤臣倍健蛋白质粉购自朗臣健益公司,EF=
!W456O1#BB%\B"购自美国 =1R73公司,喂养管由一
次性使用静脉留置针!青岛(威高"改装, d̂]J(Y智
能控氧仪*_\=J#" 多功能小白鼠试验箱!杭州爱普
仪器设备有限公司",保育箱由 VLJ"### 超级恒温
水浴箱改装!成都泰盟科技有限公司(成都",=[J)\
手术显微镜!美国 N7=56:Q公司",尼康 GB"## 照相
机!日本(尼康"+
/M5K实验动物

=FY级出生 & 8 内未开奶新生 =G大鼠 %# 只(
生产许可证%=]_d!W鄂"&#""J##)"(购自湖北医药
学院动物中心+

/M3K方法与分组
/M3M/!分组%将体质量!BC?i$CB" R新生大鼠采用
随机数字表法分组+ 分为 B 组(对照组 "# 只(实验
组每组 &# 只+ N组与代母鼠同笼鼠乳喂养(且未行
任何干预,\组人工喂养o缺氧冷刺激oEF= 灌胃
!B 7R;.R",A组人工喂养o缺氧冷刺激oEF= 灌胃
!"# 7R;.R",G组人工喂养o缺氧冷刺激oEF= 腹腔
注射!& 7R;.R",W组人工喂养o缺氧冷刺激oEF=
腹腔注射!B 7R;.R"+
/M3M5!鼠乳代乳品的配置及人工喂养%\*A*G*W
组新生大鼠出生后即置于自制的保育箱内 !温度
)’ h,湿度 (BfiBBf"(采用代乳品人工喂养(代
乳品参考 NSQ*93,- ".研究报道配制(每 "## 7E代乳
品添加早产儿奶粉 "C? R(加朗蛋白粉 $C’ R(脂肪乳
($ 7E(总热量约 B$" .X(最终成分及热量如表 " 所
示+ 喂养方法参考文献 - &.并适当改进(采用 " 7E
注射器连接威高静脉留置针作为喂养管(沿新生大
鼠一侧口角缓慢*轻柔插入约会厌水平!深度#C$i
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"C# 57"(当新生鼠出现张口*吞咽动作时(缓慢注
入代乳品每 ( 8 给予代乳品约 #4" 7E;次(每 "& 8 增
加 #C#B 7E(第 & 天增至 #4) 7E;次(’& 8 后(停止缺
氧冷刺激(继续喂养 "& 8*取材+

表 /K鼠乳成分及代乳品成分

@%J:-/K?%F9#:Y%&HQ#9+:%F-H9#:Y#&)G-H#-&FQ

成分 鼠乳;E 代乳品;E

蛋白;R ’)i’’ ’B

脂肪;R "#$i""& "#$

碳水化合物;R &)i&’ &?

能量;.X B’$iB%& B$(

/M3M3!缺氧及冷刺激%实验组新生大鼠首次代乳品
喂养后 " 8(预设 d̂]J(Y智能控氧仪氧浓度为#fi
#CBf(打开氮气罐阀门及流量表(控制氮气流量在
B E;712 左右(待箱内氧浓度m#CBf(将新生大鼠置
入缺氧箱内(缺氧 ’ 712(转置于 ( h冷藏室 ’ 712(
G*W组在冷刺激结束后分别接受 & 7R;.R*B 7R;.R
EF=!EF= 均溶于 #C" 7E生理盐水"(注射结束后将
所有新生鼠放回保育箱复温(上述操作每隔 "& 8 一
次(连续 ) ,+
/M3M2!标本收集%正常对照组及实验处理组新生鼠
在末次处理后 "& 8 或自然死亡后(立即打开腹腔取
近回盲部小肠 ) 57(近回盲 " 57置于 (f甲醛中固
定(剩余 & 57肠管置液氮中储存备用做生化分析+
/M3MV!组织病理学检查%近回盲部小肠于 (f甲醛
溶液中固定 &( 8 以上(脱水*石蜡包埋(取冠状面*
B %7切片(VW染色后在光镜下观察各组织的形态
学改变+ 参照文献 - ).的病理评分标准对回盲部进
行肠组织损伤评分%# 分%肠黏膜绒毛完整(结构正
常," 分%绒毛轻度水肿(上皮脱落仅限于绒毛顶部,
& 分%绒毛中部损伤坏死,) 分%绒毛缺失(隐窝仍可
识别,( 分%黏膜上皮结构完全缺失(或透壁坏死+
以取样品中观察到的最高分数确定为肠道的损伤程
度(组织学评分+& 分确认为 >WA+
/M3M4!炎症因子检测% 根据试剂盒说明书操作方
法(采用酶联免疫吸附法!WE<=N"检测各组新生鼠
小肠组织中肿瘤坏死因子J#!I>YJ#"水平+
/M2K统计方法

用 =F== &#4# 软件处理数据(计数资料采用单
因素多组方差分析(多样本等级资料采用 .MS*.3OJ
-3OO1*秩和检验结合 >Q7Q2+1法检验做两样本间分
析(各组鼠存活情况采用 d3:O32J[Q1QM法进行生存
分析,*mc4#B 为差异有统计学意义+

5K结果

5M/K一般状况及生长状况
N组活动度良好(进食及排便皆正常(无腹胀及

腹泻(体质量增加良好,\*A*G*W组在缺氧过程中(
均有呼吸困难(紫绀(抽搐及大小便失禁+ \*A组
造模后新生鼠均出现活动减少(反应稍迟钝(体质量
减轻*腹胀腹泻(排黄绿色黏液便甚至血便情况+ 其
中(G组大鼠注射 EF= 后约 ?#i"&# 712 出现抖动*
精神萎靡(活动减少(? i"& 8 后开始腹胀*腹泻(活
动减少(体质量减轻+ W组在 EF= 注射后 )# 712 左
右出现烦躁*尖叫*黏膜苍白*晦暗(进而活动减少*
萎靡(活动迟缓((i? 8 出现腹胀*黄绿稀便或黑便(
) 8 开始陆续出现实验鼠自然死亡+
5M5K生存状况及体质量变化情况

根据各组实验鼠存活情况(通过生存分析显示(
实验组较对照组均存在差异!*m#C#B"(\*A*G组
间生存差异均无统计学意义 !*\A j#C?$**AG j
#C((**\Gj#C&("(但 G*W组间生存差异有统计学
意义!*j#C#("(大剂量 EF=!B 7R;.R"腹腔注射较
小剂量 EF=!& 7R;.R"腹腔注射可显著增加实验鼠
的死亡率!*m#C#B"+ N至 W组 >WA发病率分别为
#;"#*&Bf!B;&#"*)Bf!’;&#"*’Bf!"B;&#"*$#f
!"?;&#"(死亡率分别为% #;"#* "Bf! );&#"* &#f
!(;&#"*)Bf!’;&#"*?#f!"&;&#"+ 对死亡新生鼠
解剖*取材*病理评分(若 >WA病理评分+& 分(认
为是 >WA相关性死亡(m& 分认为是其他非 >WA相
关性死亡( N*\组均无非 >WA相关性死亡,A*G*W
组分别有 "*&*B 只出现非 >WA相关性死亡+ 除 N
组外(实验组新生鼠均有不同程度体质量减轻(除
\*A组间体质量减轻无差异外( A*G*W组间体质量
减轻均有明显差异!见图 ""+
5M3K肠组织病理改变

显微镜下可见正常大鼠肠道空肠呈乳白色*回
结肠为淡黄色(红润有光泽,肠管轻度扩张*充血,肠
壁积气变薄(呈紫黑色(轻度腹水,肠管大量积气(发
黑*坏死(穿孔*变脆*大量腹水!如图 &NiW",根据
VW染色结果进行病理评分%图 &Y至 X分别代表 #
分*" 分*& 分*) 分*( 分+
5M2K病理评分结果

采用盲法由 ) 名研究人员对 >WA标本进行病
理评分(评分不一致者(再由第 ( 名研究人员介入讨

/’)/
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论确定病理评分+ 评分结果如图 "A(采用 dMS*.3OJ
L3OO1*’检验提示 B 组间差别有统计学意义 !*m
#C##""(进一步采用 >Q27Q2+1法检验提示实验组间
>WA病理评分均无显著性差异!*n#C#B"+
5MVK小肠组织内炎症因子变化

建模后测得各组实验鼠小肠组织中肿瘤坏死因

子J#结果!如图 "4G"(结果显示 EF= 经胃肠道给药
组(不同剂量组间较对照组(I>YJ#水平差异性显著
!*m#C#B",经腹腔注射给药组(大剂量组较小剂量
组小肠组织内 I>YJ#水平差异也较显著 !*m
#C#B"(提示高剂量组系统性炎症反应更重+

图 /K生存状况及体质量病例损伤程度及小肠组织内肿瘤坏死因子 "浓度变化情况
注%N%实验鼠生存分析大剂量 EF= 腹腔注射组生存率显著降低!*m#C#B" ,\% 实验前后新生鼠体质量变化(正常对照组体质量增加

良好(但 >WA模型组体质量显著降低!*m#C#B" ,A%病理学评分及统计结果 实验组损伤程度较正常组显著增高(但 EF= 口服组间无

显著差异(EF= 腹腔注射组间无显著差异!*+#C#B" ,G%小肠组织中 I>YJ#浓度 实验组较对照组显著升高(EF= 经腹腔注射组

较口服组小肠组织中 I>YJ#水平显著较高!*m#C#B" (且 I>YJ#升高水平与 EF= 剂量呈正相关+

L#)X/K@"-Q+GU#U%:%&%:$Q#Q#<$’ P"%&)-(RJ(H$ *-#)"F#=$’ T%F"()-&#PQP(G-#E$ @BL8"P(&P-&FG%F#(&#&#&F-QF#&-#’$
>69Q%N%I8Q*SM‘1‘3OM39Q6PDM6S: W!O3MRQ@,6*QEF= 129M3:QM1962Q3O12bQ59162" 1*,Q5MQ3*Q, *1R21P15329O+!*m#4#B" (TS9,1PPQMQ25QTQ9-QQ2

DM6S: \( DM6S: A32, DM6S: G-QMQ269*1R21P15329!Y1R"N" ,\%I8Q5832RQ6PT6,+-Q1R89,SM12R*9S,+4I8QT6,+-Q1R896T9312 12 DM6S: N1*

26M73O( TS998Q,Q5MQ3*Q6PT6,+-Q1R8912 >WA76,QO!DM6S: \( A( G32, W" -3**1R21P15329!*m#4#B" , A%I8Q:3986O6R153O*56MQ*6P

129Q*9123O12bSM+1*125MQ3*Q, *1R21P1532912 Q/:QM17Q293ORM6S:*!*m#4#B" (TS998Q,1PPQMQ25Q*TQ9-QQ2 DM6S: \32, DM6S: A( DM6S: G32,

DM6S: W3MQ269*1R21P15329,G%I8QI>Y@#5625Q29M39162 12 129Q*912QTQ9-QQ2 5629M6O32, 9M31ORM6S:*-QMQ*1R21P15329!*m#4#B" ( EF=

129M3:QM1962Q3O12bQ59162 81R8QM9832 6M3O3,7121*9M39162( 98QI>Y@#5625Q29M39162 1*:6*191‘Q56MMQ591‘Q-198 98Q,6*Q6PEF=!*m#4#B"4

图 5K不同病理损伤程度的典型实体图及 Z7染色图#Z7染色 a566$
注% N%# 分(肠管呈粉红色*有光泽(瑞蠕动良,\%" 分(轻度粘膜下肿胀和绒毛轻度受损,A%& 分(肠管扩张(严重梗阻(肠壁积气,

G%) 分(肠管严重扩张(黑死,W%( 分(严重坏死*肠穿孔*腹水,Y%肠黏膜绒毛完整(结构正常,D%上皮脱落仅限于绒毛顶部,

V%绒毛中部以上损伤坏死,<%绒毛缺失(隐窝仍可识别,X%黏膜上皮结构完全缺失(或透壁坏死

L#)X5K@$T#P%:P"%G%PF-G#QF#PQ(R)G(QQ9(GT"(:()$ %&HZ7QF%#&#&) #6’ /’ 5’ 3’ 2 T(#&FQ$
>69Q%N%>WA*56MQ#( I8Q26M73O129Q*9123O9M359-3*53M239162 32, RO6**+( 129Q*9123O5323O76‘Q, 3591‘QO+, \%"( =O1R89O+562RQ*9Q,

,1*5O6*Q,, A%&( =1R89,1O3939162( *Q‘QMQ562RQ*9Q,, G%)( W/9Q2*1‘Q,1O3939162( 3::Q3MQ, TO35.,W%(( =Q‘QMQ2Q5M6*1*( Q/9Q2*1‘Q,1*56O6M39162,

Y%>WA*56MQ#( 26M73O1OQS7, D%"( *O1R89*ST7S56*3O*Q:3M39162 32, ‘1OOS*91: 12bSM+, V%&( ‘1OO3*P31OQ, 6PP, <%)( 7S56*3RMQ-*-QOO12R32,

‘1OOS**Q‘QM12bSM+( *Q‘QMQ*Q:3M39162 6P*ST7S56*332,;6MO37123:M6:M13Q,Q7312 *ST7S56*3, X%((9M32*7SM3O2Q5M6*1*

/$)/
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3K讨 论

新生儿坏死性小肠结肠炎 !>WA"是新生儿期
常见的致死性疾病+ 自 "%?’ 年首次报道并被普遍
认识以来(尽管围产医学取得了很大发展(早产儿成
活率明显提高(但 >WA的发病及预后仍无明显改
善+ 目前(出生体质量在 B## i" B## R之间的新生
儿 >WA的发病率高达 ’f(>WA相关死亡率达
&#fi)#f(严重 >WA需手术治疗的患儿死亡率更
高 - (. + 目前研究认为早产*不适当的胃肠喂养*缺
氧缺血损伤及肠道菌群失调*移位导致肠道异常的
免疫反应是 >WA发病的关键环节 - B. + >WA的确切
病因*病理机制仍不明确(亟需进一步研究+

动物模型在 >WA病因及病理机制的研究中起
着非常重要的作用(许多学者探索不同的 >WA模型
建立方法(但该模型建立方法至今仍不统一 - ?. + 人
工喂养*缺氧*复氧*冷刺激*EF= 等单一的建模方法
稳定性*可重复性较差,而综合早产*人工喂养*缺氧
冷刺激*EF= 灌胃或腹腔注射的造模方法应用越来
越普遍 - ’. + 但各研究报道在缺氧时间!)i"# 712"(
( h冷刺激时间!Bi"# 712"*EF= 用法!经胃肠道*
腹腔注射"用量!& i"# 7R;.R"方面仍存在较大差
异 - $J"#. + 故本实验参考目前普遍应用的建模方法(
进一步改进*比较不同建模结果(以期优化建模
条件+

新生大鼠是 >WA模型最常用的实验动物(属
0晚发育性动物1(" 日龄新生鼠相当于 &&i&( 周早
产儿* ) 日龄相当于 &$ i)& 周早产儿发育水
平 - ""J"&. (故推测新生鼠可以模拟早产儿建立 >WA模
型(本实验鼠采用出生 & 8 内未开奶新生 =G大鼠作
为实验鼠+ 喂养方面(新生鼠(尤其是早产鼠(食管
插管灌胃操作难度极大(食管穿孔*气胸*胃穿孔等
并发症发生率高(预实验中发现(食管插管明显增加
实验鼠的死亡率+ 故本实验在此基础上做适当调
整(利用喂养管刺激新生鼠口咽部(引出新生鼠的吞
咽反射(缓慢注入代乳品(可达到喂养目的(同时可
减少新生鼠因喂养所致的非 >WA相关性死亡(提示
试验的稳定性+

最新研究认为 IEH( 作为 EF= 受体(可促进异
常强烈的严重反应*诱导肠上皮细胞自噬*凋亡并抑

制其增殖*迁移继而抑制小肠损伤修复能力(在
>WA的发病过程中发挥着关键性作用 - $( "#( "). ( EF=
在 >WA模型建立中的应用得到认可并普遍应用+
但其用法*用量并不统一(本实验比较人工喂养*缺
氧冷刺激结合口服或腹腔注射两种常用不同剂量
EF= 的造模方法(经胃肠道组!\*A"之间在死亡率*
>WA发病率*>WA评分方面(差异并无统计学意义+
G*W组比较发现(EF= B 7R;.R腹腔注射(新生鼠在
)i? 8 开始出现烦躁*尖叫(继而全身皮肤黏膜苍
白*青紫等严重脓毒血症症状(且 "& 8 内死亡率为
);&#(解剖后病理证实 >WA评分均小于 & 分(故认
为非 >WA相关性死亡,既往有研究也发现(注射
EF=!B 7R;.R"可导致大鼠肝*肾*肺出现严重的出
血坏死(导致实验鼠直接死亡 - "(. (本试验 \*A*G组
中新生鼠非 >WA死亡分别为 "*&*B 只(虽无统计学
差异!*GWj#C&"(但不排除受样本量较小的影响,综
合分析认为 EF= 高剂量腹腔注射(可能诱发全身性
炎症反应综合征 ! =<H="*肺出血*多器官功能衰竭
![cGY"(而 >WA病变尚未充分显现(增加了非
>WA致死率(导致 >WA发生率及 >WA病理评分呈
0假性降低1(故 G*W组间病理评分无差异(但死亡
率!*j#C#&’"*生存分析!*j#C#("结果显示两组
间差异有统计学意义(结果提示增加 EF= 腹腔注射
剂量并不能提高 >WA的发病率(而且由此诱发的并
发症可能增加实验鼠的死亡率+

通过生存分析*>WA发生率*>WA相关性死亡
率*>WA非相关性死亡率*>WA病理评分*小肠内炎
症因子变化方面综合分析(认为新生鼠结合人工喂
养*缺氧冷刺激*小剂量!& 7R;.R"EF= 腹腔注射是
建立 >WA较为理想的方法+ 在 >WA模型建立及试
验结果分析过程中应该重点评价小肠病理性损伤程
度(同时纳入实验鼠的生存情况综合性分析(尽可能
防止假阴性或假阳性结果出现+

目前坏死性小肠结肠炎的病因及病理机制仍不
完全(不明确(部分研究认为消化系统黏膜屏障损伤
后继发性感染和脓毒血症是主要的病理过程 - "B. (但
目前所有的动物模型建立方法主要通过系统性刺激
而建立肠坏死病变(经消化道给予 EF= 的结果稳定
性较差(成功率较低(随着对 >WA病理生理机制研
究的不断深入(改模型的建立方法应需要进一步改
进和完善(以更好地模拟临床病例生理过程+
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