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新生儿坏死性小肠结肠炎

张丙宏 1，陶弯 1，钟森 2，唐俊明 3

（1. 武汉大学人民医院 儿科，湖北 武汉 430060；2.湖北医药学院附属人民医院，湖北 十堰 442000；

3.湖北医药学院附属人民医院研究所，湖北 十堰 442000）

摘要：目的 探讨硫化氢（H2S）对新生 SD大鼠坏死性小肠结肠炎（NEC）的肠道微循环作用。方法 出生

12 h内的新生 SD大鼠 10只仅用于检测 H2S合成酶表达，另 80只随机分为 4组：正常对照组、NEC模型组、

NEC+GYY4137 组、NEC+AOAA 组。各组分别予以腹腔注射生理盐水、LPS+ 生理盐水、LPS+GYY4137、

LPS+AOAA。通过人工喂养 -缺氧 -冷刺激 -脂多糖（LPS）方法复制新生鼠 NEC模型。HE染色、病理评分以

及动物显微镜拍实体照片显示肠组织损伤程度，并统计分析各组新生鼠生存时间，采用 FLPI2 激光散斑血流

实时成像系统检测各组血流量变化，探讨 H2S对新生鼠 NEC的肠道微循环保护作用。结果 与模型组比较，

当给与 NEC处理鼠 GYY4137时其肠组织血流量升高（ <0.05），病理评分降低（ <0.05）；而给予 AOAA时其

病理评分较 NEC组增加（ <0.05），但肠组织血流量差异并无统计学意义；NEC组较正常组病理评分增高，血

流量降低。末端回肠与全肠组织血流量均值差异无统计学意义。结论 H2S（7.5 mg/kg·d）可通过提高肠道微循

环血流量保护 NEC，提高 NEC新生鼠生存率。
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Exogenous H2S up-regulates intestinal microcirculation to protect
rats from neonatal necrotizing enterocolitis
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Abstract: Objective To research the effect of H2S on intestinal microcirculation of newborn SD rats with
neonatal necrotizing enterocolitis (NEC). Methods Ten newborn Sprague-Dewley (SD) rats were used to detect the
expression of H2S synthase. Eighty SD rats were randomly divided into 4 groups: control group in which the rats were
treated with 0.9% NaCl, NEC group in which the rats were treated with LPS+0.9% NaCl, NEC+GYY4137 group in
which the rats were treated with LPS+ GYY4137 and NEC+AOAA group in which the rats were treated with LPS+
AOAA. GYY4137 is the donor of H2S and AOAA is the inhibitor of cystathionine 茁-synthase (CBS). The NEC model
of SD rats was induced by bottle -feeding, hypoxia treatment, cold stimulation, and lipopolysaccharide (LPS)
peritoneal injection for 3 days. Then HE stain, the Histologic Injury Score and photos taken under animal
microscope were used to show the injury of intestinal tissues. What's more, the intestinal microvascular blood flow
was detected by real-time imaging system of FLPI2 laser speckle blood flow and the survival time of the newborn
rats was surveyed. The protective effect of H2S on intestinal microcirculation of newborn NEC rats was explored.
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新生儿坏死性小肠结肠炎（neonatal necrotizing
enterocolitis，NEC）是一种严重的小肠炎症反应，须

及早诊断治疗。然而目前对于 NEC缺乏有效的诊

治、预防手段。其确切病因也并不清楚，但有研究表

明 NEC的危险因素为肠动力学功能失调、早产、肠

内喂养、细菌诱导的肠上皮炎症、肠道微生物入侵、

肠道血流量异常等[1-4]。而 H2S于 20世纪 80年代被

发现，为继一氧化氮 NO和一氧化碳 CO之后的第 3

种内源性气体信号分子，其生理浓度是 50～

160μmol/L[5-6]。内源性生理浓度的 H2S主要由 3种

硫化氢合酶胱硫醚β 合酶（CBS）、胱硫醚 γ裂解

酶（CSE）和 3- 巯基丙酮酸硫转移酶（3-MST）产

生 [7]。大量研究探讨了 H2S的生理作用，H2S能够抗

氧化应激，抗炎抗病毒，抗细胞凋亡，抑制自噬，舒张

血管[8-12]。但对于新生鼠 NEC模型，其是否具有明显

保护作用及其起作用的主要合酶并不确切，本实验

旨在研究 H2S是否能通过提高肠道微循环对新生大

鼠 NEC模型起保护作用。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 出生 12 h内的 SPF级新生 SD大

鼠 90只，体重为（7.6±0.069）g，购自湖北医药学院

动物中心[许可证号：SCXK（鄂）2011-003108]。

1.1.2 试剂 脂多糖 LPS（E.coli 055：B5）（Sigma，美

国），GYY4137（Sigma，美国），AOAA（Sigma，美国），

CBS一抗（santa cruz，美国），CSE一抗（santa cruz，美

国），3-MST一抗（abcam，英国），其他试剂均来自十

堰市人民医院临床研究所。

1.2 仪器与设备

ZKY-4F智能控氧仪，XBS-01多功能小白鼠试

验箱（爱普仪器设备有限公司，杭州），HW-1000超

级恒温水浴箱（泰盟科技有限公司，成都），SM-3B

手术显微镜（AmScope，美国），莱卡病理系统（Leica

Biosystems，德国），FLPI2激光散斑血流实时成像系

统（Perimed AB，瑞典），相机（佳能 D700，中国）。

1.3 方法

1.3.1 Western blot检测 H2S合成酶的表达 新生

12 h内 SD大鼠 10只，取距离阑尾处 1 cm的末端

回肠 3 cm，进行 Western blot实验检测 H2S合成酶

胱硫醚 -β-合成酶（CBS）、胱硫醚 -γ- 裂解酶

（CSE）和 3-巯基丙酮酸硫转移酶（3-MST）的表达，

结果将在后文显示，NEC好发部位为末端回肠及近

端结肠，由于新生鼠结直肠段较短，无法从结肠、十

二指肠、直肠中准确分离出近端结肠，故本实验采用

末端回肠进行蛋白检测。

1.3.2 动物分组 采用随机数字表法将 80只新生

SD 大鼠分为 4 组：正常对照组、NEC 模型组、

NEC+GYY4137组、NEC+AOAA组，每组 20只，每组

新生鼠体重差异无统计学意义。

1.3.3 喂养方法 正常对照组与母鼠同笼鼠乳喂

养，其余各组给予代乳品喂养，第 1天每只小鼠给予

代乳品 0.01 ml/次，4 h/次，而后每天每次以 0.01 ml

递增，直至第 3天，代乳品配置以及喂养方法参考张

丙宏等研究[13]。

1.3.4 模型复制以及各组干预 NEC 大鼠模型的

复制方法参考张丙宏等 [13]研究，人工喂养 +缺氧冷

刺激 +LPS腹腔注射（5 mg/kg）处理 3 d制备 NEC新

生鼠模型。代乳品喂养与复制模型时间间隔 2 h，并

于喂代乳品间隔 2 h 后各组给予相应试剂腹腔注

射。复制模型组和所有干预组在给予复制处理基础

上再给予不同药物腹腔注射，处理时间也为 3 d。腹

腔注射正常对照组给予氯化钠 NaCl 0.12 ml/d，4次

/d；NEC 模型组给予 0.06 ml/d LPS[5.0 mg/（kg·d），2

次 /d]+0.06 ml/d 生理盐水（2 次 /d）；NEC+GYY4137

组给予 0.06 ml/d LPS（2 次 /d）+0.06 ml/d GYY4137

[7.5 mg/（kg·d），2次 /d]；NEC+AOAA组给予 0.06 ml/d

LPS（2 次 /d）+0.06 ml/d AOAA[0.05 mmol/（kg·d），2

次 /d]。另为降低非 NEC相关性死亡率，复制模型组

及所有干预组第 1次复制处理给予缺氧冷刺激时间

为 5 min，LPS为 2.5 mg/（kg·d）。

Results Compared with the NEC group, the intestinal microvascular blood flow was significantly increased and the
Histologic Injury Score was significantly decreased in the NEC +GYY4137 group ( < 0.05). Importantly,
administration of AOAA to the NEC rats significantly increased the Histologic Injury Score ( < 0.05), but there was
no significant difference in the intestinal microvascular blood flow between the NEC group and the NEC+ AOAA
group. When compared to the control group, the intestinal microvascular blood flow was significantly decreased and
the Histologic Injury Score was significantly increased in the NEC group. Conclusions H2S [7.5 mg/(kg·d)] could
protect newborn NEC rats and increase the survival rate by increasing blood flow of intestinal microcirculation.

Keywords: neonatal necrotizing enterocolitis; hydrogen sulfide; intestinal microcirculation
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1.3.5 标本收集及组织病理学检查 各组新生鼠在

末次处理后 12 h或试验过程中死亡后立即打开腹

腔取近回盲部距阑尾 1 cm处 2段长约 5 mm肠段，

并用 4%多聚甲醛固定至少 12 h，石蜡包埋后切片，

切片厚约 5 um，HE染色，并用显微镜观察玻片是否

出现 NEC以及其程度，评分系统参考 DAVIS等[14]的

文章，组织学评分结果将会在后文列出。组织学改变

评分：0分，无损伤；1分，上皮细胞肿胀或分离；2

分，绒毛中层坏死；3分，绒毛全层坏死；4分，透壁坏

死。所有玻片由 2个人分开独立评分，组织学评分≥

2分为 NEC。若实验过程中死亡，后 NEC病理评

分≥2分，认为是 NEC相关性死亡，若病理评分 <2

分认为“非 NEC相关性死亡”。

1.3.6 血流量检测 各组新生鼠在即将死亡前（不

欲进食，不活动，皮肤湿冷紫绀）或者末次处理后异

氟烷吸入麻醉 4 min，置于 FLPI2激光散斑血流实时

成像系统黑色操作台上，固定后沿腹正中线打开腹

腔，充分暴露肠腔以及末端回肠，激光定位后，圈出

末端回肠区域为 ROI1，全腹部肠组织区域为 ROI2，

而整个激光散斑视野所检测血流量为整个腹部（包

括胃、脾、胰腺、肝脏、肠组织等器官）血流量值，记录

5 min，得到血流改变图像、实时动态曲线以及 5 min

平均血流量值。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 21.0统计软件进行数据分析。多样

本均数采用样本均数±标准差（x±s）表示，两两比

较采用单因素方差分析，方差不齐使用 Dunnett-T3

检验，Bonfferoni校正后 <0.05；各组鼠存活情况采

用 Kaplan-Meier法进行生存分析。末端回肠血流量

与全肠组织血流量比较使用配对 检验， <0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 H2S合成酶 CBS、CSE、3-MST酶表达

新生 12 h内 SD大鼠 CBS，CSE，3-MST酶表达

结果如图 1所示，可见其中 CBS合酶表达，但 CSE，

3-MST合酶不表达。见图 1。

2.2 一般状况及生存分析

正常对照组新生鼠活动佳、进食良好、排黄色

便、体重增加良好，皮肤红润；NEC组和 NEC+AOAA

组出现活动减少、反应稍迟钝、体重减轻、腹胀腹泻、

排黄绿色黏液便甚至黑色血便情况，但 NEC+AOAA

组新生大鼠紫绀、尖叫、早期死亡表现突出，体重降

低。而 NEC+GYY4137 组新生大鼠以上表现相较

NEC组均明显减轻，体重稍降。根据各组新生鼠存

活情况进行生存分析显示，NEC组、NEC+AOAA 组

和 NEC+GYY4137组死亡率较正常对照组均升高；

而 GYY4137 组其死亡率较 NEC 组降低，AOAA 组

死亡率较 NEC组升高（见图 2）。HE染色后证实

NEC 组、NEC+GYY4137 组、NEC+AOAA 组间非

NEC相关性死亡分别为 2、2和 3只。

2.3 肠组织损伤情况

正常对照组新生鼠空肠呈乳白色，回结肠为淡

黄色，红润有光泽（见图 3A）；NEC组新生鼠肠管严

重程度扩张、充血，肠壁积气变薄，并有腹水（见图

3B）；NEC+GYY4137组为淡黄色轻微充血水肿（见

图 3C）；AOAA 组肠管大量积气、变脆、发黑、坏死、

穿孔、大量腹水（见图 3D）。不同组新生大鼠肠组织

典型实体图见图 3。

2.4 各组新生鼠肠组织病理 HE染色

正常对照组，肠绒毛无损伤（见图 4A）；NEC

组，黏膜上皮绒毛顶部、中部以及底部皆有不同程度

断裂脱落（见图 4B）；GYY4137组绒毛轻度水肿，上

皮脱落仅限于绒毛顶部且较少（见图 4C）；AOAA

组，绒毛损伤程度较重，大部分绒毛中部、根部断裂，

部分隐窝无法识别、可见透壁坏死（见图 4D）。NEC

组病理评分（3.2±0.25）较正常组（0.1±0.07）增高，

而 NEC+ GYY4137组（1.7±0.19）病理评分较 NEC

图 1 H2S合成酶 CBS、CSE、3-MST酶表达

茁-actin

CBS

CSE

3-MST

图 2 各组新生鼠生存分析图
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组别 病理评分 /分

正常对照组 0.1±0.069

NEC组 3.2±0.2471）

NEC+GYY4137组 1.7±0.1932）

NEC+AOAA组 3.8±0.2363）4）

表 1 各组新生鼠肠组织病理评分比较 （ =20，x±s）

注：1）正常组与 NEC组比较， <0.05；2）NEC组与 GYY4137组

比较， <0.05；3）GYY4137组与 AOAA组比较， <0.05；4）正常组与

AOAA组比较， <0.05

A B C D

图 5 各组新生鼠肠组织以及腹部血流图

A B C D

图 4 各组新生鼠肠组织病理 HE染色

A B C D

图 3 各组新生鼠肠组织典型实体图

组降低，NEC+AOAA组（3.8±0.24）病理评分较 NEC

组增高。见表 1。

2.5 血流量变化

各组新生鼠血流图见图 5，图中血流量大小从 0

至 300颜色标识依次为从黑色、蓝色、绿色、黄色至

红色，其过渡见图底标尺，正常组（见图 5A）与

GYY4137组（见图 5C）ROI1、ROI2区域血流量可见

以黄、红色居多，少数绿蓝色，而 NEC组（见图 5B）

与 AOAA组（见图 5D）血流图 ROI1、ROI2区域以黑

色蓝色居多，图 5结果显示正常组与 GYY4137组血

流量比 NEC组与 AOAA 组明显丰富。图 6 中 A～

D显示正常组（见图 6A），NEC组（见图 6B），NEC+

GYY4137 组（见图 6C），NEC+AOAA 组（见图 6D）

5 min内动态实时血流曲线，其中蓝色曲线为 ROI1

区域动态实时血流曲线，红色曲线表示 ROI2区域

动态实时血流曲线，黑色曲线为激光探头检测范围

内血流，曲线围绕固定基线波动为血流随呼吸上下

波动，图 5A中头端血流为麻醉稍浅呼吸深大状态

时使腹部血流稍增加所致，并不影响 5 min整体平

均血流值，图 5B中尖峰为镊子刺激肠断时引起肠

组织血管收缩，瞬时血流增加所致，并不影响整体血

流均值，且其立刻恢复正常说明开腹寻找末端回肠

的操作并不影响整体血流平均检测值，因其可在 10 s

第 10期 张丙宏，等：硫化氢提高肠道微循环灌注保护新生儿坏死性小肠结肠炎
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正常对照 60.99±2.983 75.61±5.937 3.67 0.067

NEC 10.79±1.7561） 4.28±2.6475） -4.23 0.052

NEC+GYY4137 57.12±2.1092） 62.22±5.9246） 2.18 0.160

NEC+AOAA 10.49±2.6083）4） 6.21±1.497）8） -2.83 0.105

组别 全腹部肠组织
血流量

末端回肠
血流量 值 Sig.(双侧)

注：全腹部肠组织血流量：1）正常组与 NEC组比较， <0.05；2）

NEC 组与 GYY 组比较， <0.05；3）GYY 组屯 AOAA 组比较， <

0.05；4）正常组与 AOAA组比较， <0.05；末端回肠血流量：5）正常组

与 NEC 组比较， <0.05；6）NEC 组与 GYY 组比较， <0.05；7）GYY

组与 AOAA组比较， <0.05；8）正常组组与 AOAA组比较， <0.05

表 2 各组新生鼠全腹部肠组织、末端回肠血流量值比较

（ =7，x±s）

3 讨论

CBS、CSE、3-MST 为机体内能够产生内源性

H2S的 3种合酶，CBS主要存在于脑和肝，而 CSE主

要存在于心血管系统，在不同组织中 CBS和 CSE单

独或协同作用，而 3-MST被发现存在于大脑和外周

组织细胞内的线粒体中 [15]，对于新生鼠末端回肠，

其主要产生内源性 H2S 的合酶为哪一种并不清

楚，本实验用Western blot检测末端回肠 CBS、CSE、

3-MST表达，发现其表达以 CBS 合酶为主，另外 2

种合酶几乎不表达，说明生理情况下，3 d 新生

鼠末端回肠主要为 CBS 合酶产生 H2S。AOAA 为

O-（carboxymethyl）hydroxylamine hemihydrochloride：

羧甲基羟胺半盐酸盐]CBS合酶抑制剂，能够抑制内

源性 H2S CBS合酶表达，降低 H2S 含量[16]。对于 H2S

的作用研究使用 NAHS 作为供体较多，但其释放

浓度并不稳定，容易出现 H2S 过量引起的毒副反

应，本实验使用 GYY4137 [morpholin-4-ium 4

methoxyphenyl（morpholino）phosphinodithioate]来研究

H2S的生理作用。GYY4137是吗啉代二硫代磷酸酯
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内恢复。图 6示正常组（见图 6A）血流曲线在 60左右

上下波动，NEC组（见图 6B）血流曲线在 10左右上

下波动，NEC+GYY4137组（见图 6C）血流曲线在 50

左右上下波动，NEC+AOAA组（见图 6D）血流曲线在

10左右波动，显示正常组与 GYY4137组血流量比

NEC组与 AOAA组明显丰富。表 2示整个腹部肠组

织血流量正常组、NEC 组、NEC+GYY4137 组、

NEC+AOAA组各组分别为（60.99±2.983）、（10.79±

1.756）、（57.12±2.109）和（10.49±2.608）；末端回肠

血流量分别为 （75.61±5.937）、（4.28±2.647）、

（62.22±5.924）和（6.21±1.49）。各组腹部及末端回

肠血流量配对 检验显示两者之间血流量差异无统

计学意义（ >0.05）[1]。以上结果共同表明 NEC发病

过程中肠组织血流量降低（ <0.05），给予 H2S供体

GYY4137，其血流量相对 NEC 组增加，而给予

AOAA处理其血流量较 NEC组差异无统计学意义。

图 6 各组新生鼠肠组织以及腹部动态血流实时曲线
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二氯甲烷复合物，会缓慢而持续释放出少量的 H2S,

且并不触发导致细胞死亡的信号通路[17]。肠道血流

量异常被认为是 NEC发病的终末阶段。窒息，早产，

喂养过速，感染，免疫系统不成熟等因素导致活性

氧，促炎介质激活，以及早产儿肠系膜微循环调节系

统不成熟导致内皮功能紊乱，并最终导致肠系膜微

循环功能障碍，当应激持续存在时，微循环障碍将

有可能进展为凝固性肠坏死，并最终导致 NEC的

发生[18-19]。而 H2S最早被提及的有益生理效应即是其

对血流量的作用，KUTZ等[20]的研究表明硫化氢对皮

肤微循环具有血管舒张作用，CASALINI等[21]的研究

表明 H2S能够通过内皮依赖性舒张功能明显提高微

循环血流量。但是，也有研究表明 H2S对大鼠脑动脉

具有与血管收缩作用[22]，故对于新生 NEC鼠末端回

肠，H2S是否具有保护作用并不清楚。

本实验模型组新生大鼠与正常组比一般情况明

显变差，肉眼观、HE染色及病理评分显示肠组织坏

死改变，其血流量减低，死亡率升高提示复制模型成

功且NEC 发生时血流量降低；复制模型同时给予

GYY4137处理，发现其肠坏死情况较模型组减轻，

血流量也升高，死亡率降低，但较正常组其肠坏死情

况升高，死亡率升高，但血流量无改变，提示

GYY4137能够提高腹部血流量至接近正常值，从而

部分抑制 NEC的进展，对 NEC模型鼠具有保护作

用。但其提高肠组织血流量作用则易于引起新生大

鼠于缺氧时心脑血管血流量降低，引起新生大鼠死

亡，这可能是 H2S的主要副作用。当给与内源性 H2S

合酶 CBS 抑制剂AOAA 时其肠坏死情况较正常组

升高，血流量降低，死亡率升高，与模型组比较坏死

情况加重，死亡率升高，但血流量差异并无统计学意

义。推测可能由于 NEC组血流量过低，在此基础上

给予 AOAA并不会使血流量更低。说明末端回肠由

CBS合酶产生 H2S维持其生理保护作用，且其作用

可能部分与提高血流量有关。各组间末端回肠与全

肠组织血流量差异并无统计学意义，说明 H2S 对

NEC的保护作用通过提高全肠组织血流量实现，对

末端回肠血流量并无更好的保护作用。

据以上实验结果可推测 H2S可能通过提高肠组

织血流量对新生大鼠 NEC起部分保护作用，可能为

NEC的治疗以及预防提供了新的思路。
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