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铁皮石斛多糖通过激活 Ｎｒｆ２／ＨＯ-１通路
改善新生小鼠坏死性小肠结肠炎的肠道损伤

王　静１，２，吴　铭１，王　军１

（１徐州医科大学附属医院儿科，徐州　２２１０００；２徐州市贾汪区人民医院儿科，徐州　２２１０１１）

摘要　目的　探究铁皮石斛多糖（ＤＯＰ）对新生小鼠坏死性小肠结肠炎（ＮＥＣ）的改善作用并初步分析其可能的分子机制。方
法　６０只７ｄ龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠分为四组：对照 （ＣＴＲＬ）组、坏死性小肠结肠炎 （ＮＥＣ）组、ＤＯＰ低剂量治疗 （ＤＯＰＬ＋ＮＥＣ）组
以及ＤＯＰ高剂量治疗 （ＤＯＰＨ＋ＮＥＣ）组。采用低氧、冷刺激、高渗喂养以及腹腔注射脂多糖（ＬＰＳ）法建立 ＮＥＣ模型，实验结
束后取小肠组织。观察小鼠一般情况，并整理分析小鼠体质量；苏木精－伊红（ＨＥ）染色观察小肠组织病理改变；免疫组化和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小肠组织钙黏蛋白Ｅ（Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ）、闭锁蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）和紧密连接蛋白１（Ｃｌａｕｄｉｎ-１）的表达水平；ＥＬＩＳＡ检
测肿瘤坏死因子-α（ＴＮＦ-α）、白细胞介素（ＩＬ）-１β、ＩＬ-６和ＩＬ-１０的表达水平；试剂盒检测乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、丙二醛（ＭＤＡ）、
超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和还原型谷胱甘肽（ＧＳＨ）含量；免疫组化和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测核因子红细胞２相关因子２（Ｎｒｆ２）和血红
素氧合酶１（ＨＯ-１）蛋白的表达水平。结果　与 ＣＴＲＬ组相比，ＮＥＣ组小鼠体质量下降、ＨＥ病理评分增加（Ｐ＜０.０１或 Ｐ＜
０.００１）；Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和Ｃｌａｕｄｉｎ-１蛋白表达减少（Ｐ＜０.０１或Ｐ＜０.００１）；ＴＮＦ-α、ＩＬ-１β、ＩＬ-６浓度升高，ＩＬ-１０浓度降低
（Ｐ＜０.０１）；ＭＤＡ、ＬＤＨ含量升高，ＧＳＨ、ＳＯＤ含量减少（Ｐ＜０.０１）；Ｎｒｆ２、ＨＯ-１蛋白表达增加（Ｐ＜０.０５或 Ｐ＜０.０１）。而 ＤＯＰ
干预后，与ＮＥＣ组相比，小鼠体质量增加、ＨＥ评分降低（Ｐ＜０.０５或 Ｐ＜０.０１）；Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ-１蛋白表达增加
（Ｐ＜０.０５或Ｐ＜０.０１或Ｐ＜０.００１）；ＴＮＦ-α、ＩＬ-１β、ＩＬ-６浓度降低（Ｐ＜０.０５或 Ｐ＜０.０１），ＩＬ-１０浓度升高（Ｐ＜０.０１）；ＭＤＡ、
ＬＤＨ含量减少，ＧＳＨ、ＳＯＤ含量增加（Ｐ＜０.０５或Ｐ＜０.０１）；Ｎｒｆ２、ＨＯ-１蛋白表达进一步增加（Ｐ＜０.０５或 Ｐ＜０.０１）。结论　
ＤＯＰ可以改善ＮＥＣ小鼠的肠道病理损伤和肠道黏膜屏障功能，降低ＮＥＣ小鼠氧化应激损伤和肠道炎症，其作用可能与 ＤＯＰ
激活Ｎｒｆ２／ＨＯ-１通路有关。
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ｍａｉｌ：６６４５８６３３１＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　新生儿坏死性小肠结肠炎（ｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏ-
ｌｉｔｉｓ，ＮＥＣ）是新生儿期常见的严重胃肠道疾病，其
特征是肠黏膜的坏死和炎症［１］，其高发病率和病死

率，对患儿健康和家庭经济造成重大影响［２］。目前

ＮＥＣ的治疗方法包括禁食、胃肠减压、抗生素及手
术等，发病机制尚不完全清楚，研究［３－４］表明炎症反

应、肠道屏障功能破坏和肠道氧化应激与ＮＥＣ的发
生、发展密切相关。

　　铁皮石斛作为一种传统中药材，被广泛应用于
保健和治疗多种疾病，其中的多糖成分，具有多种生

物学活性和药理作用。已有研究［５－８］表明，铁皮石

斛多糖（ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＤＯＰ）
具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤、免疫调节、降血糖等功

效，这些特性使得ＤＯＰ成为一个有潜力的治疗候选
物，特别是ＤＯＰ显示出对溃疡性结肠炎小鼠模型的
保护作用［９］，然而 ＤＯＰ对 ＮＥＣ小鼠模型的影响尚
未见报道。核因子红细胞２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃ-
ｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２-ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）是一种关键的转
录因子，它在调控细胞的抗氧化应答中起着核心作

用，血红素氧合酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ-１，ＨＯ-１）是一
种重要的抗氧化酶，Ｎｒｆ２／ＨＯ-１通路是细胞内重要
的抗氧化和抗炎途径，其激活可增强细胞对氧化应

激的抵抗力，减少氧化应激损伤［５］。该研究通过建

立ＮＥＣ动物模型，评估 ＤＯＰ对小肠组织病理变化
的影响，并分析肠道紧密连接蛋白、炎性因子、氧化

应激指标以及Ｎｒｆ２／ＨＯ-１信号通路的变化。

１　材料与方法

１．１　实验动物　１８只健康成年Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，体
质量２０～２６ｇ，由徐州医科大学实验动物中心提供，
饲养条件为室温（２０～２６℃），光照条件为１２ｈ／１２
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ｈ明暗交替，动物设施许可证编号：ＳＹＸＫ（苏）２０２０-
００４８。雄雌比例１∶２，进行交配繁殖后，孕鼠单独
喂养，待产子后，选用７ｄ龄小鼠作为实验对象。本
实验已通过徐州医科大学实验动物伦理道德执行委

员会审批（编号：２０２３０５Ｔ０２２）。
１．２　试剂与仪器　ＤＯＰ由上海辉文生物技术股份
有限公司提供，采用苯酚硫酸法［１０］测定多糖含量为

８９.２１％，采用超纯水溶解备用。Ｎｒｆ２一抗（兔）、
ＨＯ-１一抗（兔）、Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ一抗（兔）、Ｃｌａｕｄｉｎ-１一
抗（兔）、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ一抗（兔）、β-ａｃｔｉｎ一抗（鼠）及对
应的二抗、免疫组化试剂盒均购自武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司；苏木精－伊红（ＨＥ）染色试剂盒购自大连美伦
生物技术有限公司；脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，
ＬＰＳ）（货号：Ｌ２８８０）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；肿瘤坏死
因子-α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ-α，ＴＮＦ-α）（货号：８８-
７３２４）、白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）-１β（货号：８８-
７０１３）、ＩＬ-６（货号：８８-７０６４）和 ＩＬ-１０（货号：８８-
７１０５）ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；
超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）（货号：
Ａ００１-３-１）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）（货号：
Ａ００３-１-１）、乳酸脱 氢 酶 （ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＬＤＨ）（货号：Ａ０２０-２-２）和还原型谷胱甘肽（ｒｅｄｕｃｅｄ
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）（货号：Ａ００６-２-１）检测试剂盒均购
自南京建成科技有限公司；正置荧光显微镜（ＢＸ-
５１）购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
１．３　实验分组　清洁级 ７ｄ龄 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ新生小
鼠，体质量３～５ｇ，随机分为４组：① 对照（ＣＴＲＬ）
组：母鼠身边喂养；② 坏死性小肠结肠炎（ＮＥＣ）组：
给予低氧、冷刺激、高渗奶灌胃和腹腔注射 ＬＰＳ建
立ＮＥＣ模型；③ ＤＯＰ低剂量治疗（ＤＯＰＬ＋ＮＥＣ）
组：建立 ＮＥＣ模型同时给予低剂量 ＤＯＰ处理；④
ＤＯＰ高剂量治疗（ＤＯＰＨ＋ＮＥＣ）组：建立 ＮＥＣ模型
同时给予高剂量ＤＯＰ处理。每组１５只。
１．４　动物模型制备　通过比较和改进国内、外常用
的ＮＥＣ动物模型建立方法，采用７ｄ龄 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠制作 ＮＥＣ模型［１１－１２］。ＣＴＲＬ组小鼠在母鼠身
边常规喂养，不予任何处理，其余组做如下处理：①
新生小鼠暴露在低氧室中，以１～２Ｌ／ｍｉｎ的速度输
入含５％氧气、９５％氮气的混合气体，持续１０ｍｉｎ，２
次／ｄ。② 暴露于寒冷（４℃）中１０ｍｉｎ，２次／ｄ。③
低氧后，动物在２ｍｉｎ内接受 ＮＥＣ配方奶粉（高渗
奶）［Ｅｓｂｉｌａｃ美国倍酷（ＰｅｔＡｇ）新生幼犬专用奶粉４
ｇ＋Ｋａｒｉｈｏｍｅ配方羊奶粉６ｇ＋超纯水２０ｍｌ，混匀］
喂养，４０～５０ｍｌ／ｋｇ灌胃，４次／ｄ。④ 造模第２天腹

腔注射 ＬＰＳ５ｍｇ／ｋｇ（稀释成０．１ｍｌ／只），仅１次。
⑤ ＮＥＣ组小鼠不做给药处理，ＤＯＰＬ＋ＮＥＣ组、
ＤＯＰＨ＋ＮＥＣ组分别给予 ＤＯＰ２００、４００ｍｇ／ｋｇ灌胃
处理，１次／ｄ［本实验参考２０２０年版《中华人民共和
国药典》记载的成人铁皮石斛用量为 ６～１２ｇ／ｄ，
ＤＯＰ含量不低于２５％，换算出小鼠 ＤＯＰ（多糖含量
８９.２１％）等效用量：以成人平均体质量７０ｋｇ，成人
和小鼠体表面积换算比１∶９.１进行换算，公式为：６
ｇ／７０ｋｇ×９.１×２５％／８９.２１％≈０.２２ｇ／ｋｇ，因此小
鼠安全剂量范围为 ２２０～４４０ｍｇ／ｋｇ，结合前人研
究［６－７］，最终确定 ＤＯＰ实验剂量为 ２００ｍｇ／ｋｇ和
４００ｍｇ／ｋｇ］。以上操作连续３ｄ。７２ｈ后处死小鼠，
取回盲部至十二指肠处小肠组织。

１．５　实验方法
１．５．１　标本制备　各组新生小鼠造模结束后，取靠
近回盲瓣处约２ｃｍ的小肠组织，固定于４％多聚甲
醛中，置于４℃冰箱过夜。每只小鼠自小肠远端称
取余下新鲜小肠组织约１００ｍｇ，置于匀浆管中并加
入含有蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ裂解液裂解蛋白，匀
浆结束后，将液体转移至新的ＥＰ管中，４℃、１２０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。取上清液，使用二喹啉甲酸法
测定蛋白浓度，上清液和剩余小肠组织均放入 －８０
℃冰箱保存备用。
１．５．２　ＨＥ染色　取１.５.１中制备的多聚甲醛中肠
组织常规固定、脱水、石蜡包埋，切片常规脱蜡、复

水，进行ＨＥ染色，于光学显微镜下观察各组小鼠肠
组织病理学变化，并参照Ｎａｄｌｅｒ法［１３］采用双盲法进

行病理评分。评分标准如下：０分，肠道绒毛及上皮
完整，组织结构正常；１分，轻微黏膜下或固有层肿
胀分离；２分，中度黏膜下和（或）固有层分离，黏膜
下和（或）肌层水肿；３分，重度黏膜下和（或）固有
层分离，黏膜下和（或）肌层水肿，局部绒毛脱落；４
分，肠绒毛消失伴肠坏死。病理评分≥２分者视为
ＮＥＣ发病，造模成功。
１．５．３　免疫组化　取１.５.２中石蜡组织，制作石蜡
切片，脱蜡至水，放入预热的枸橼酸盐缓冲液中抗原

修复，冷却。取３％过氧化氢覆盖组织，室温避光孵
育１０ｍｉｎ，５％牛血清白蛋白室温封闭３０ｍｉｎ，孵育
一抗，湿盒内４℃孵育过夜。第２天室温孵育二抗，
１ｈ，ＤＡＢ显色，苏木精染色细胞核，脱水、封片，显微
镜镜检，图像采集分析。

１．５．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　取出１.５.１蛋白样品，
通过 １２.５％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺（ＳＤＳ-
ＰＡＧＥ）凝胶电泳分离，然后转移至聚偏二氟乙烯
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（ＰＶＤＦ）膜，封闭，孵育一抗 Ｎｒｆ２（１∶５０００）、ＨＯ-１
（１∶１０００）、Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ-１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ（１∶
１０００）、β-ａｃｔｉｎ（１∶１００００），４℃过夜，洗膜，室温孵
育二抗（０.５∶５０００）１ｈ，洗膜，增强型化学发光
（ＥＣＬ）液发光，使用凝胶成像系统拍照、储存图片，
ＩｍａｇｅＪ软件分析相对灰度值，以 β-ａｃｔｉｎ为内参标
化相关蛋白表达量。

１．５．５　ＥＬＩＳＡ实验　取各组小鼠肠组织，按照
ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书方法进行匀浆、收集上清液，并
检测ＩＬ-１β、ＴＮＦ-α、ＩＬ-６和ＩＬ-１０的浓度。
１．５．６　试剂盒检测　取出部分－８０℃存储的肠组
织，按照南京建成试剂盒相关说明书进行标本制备，

并检测 ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＬＤＨ及 ＧＳＨ含量，对结果进行
统计分析。

１．６　统计学处理　使用 ＳＰＳＳ２２.０对数据进行统
计学分析。采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８.０进行作图。本
研究所涉及数据以均值 ±标准差（�ｘ±ｓ）表示，多组
比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅ-ｗａｙＡＮＯＶＡ），两组
间比较采用ＬＳＤ-ｔ检验。以Ｐ＜０.０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　各组小鼠基本情况和体质量的变化　ＣＴＲＬ
组小鼠生长正常，体质量稳定增加；ＮＥＣ组小鼠出
现大小便失禁、便血、腹泻、体质量下降、主动活动减

少甚至抽搐、死亡等症状；而 ＤＯＰＬ＋ＮＥＣ组小鼠有
轻微血便、腹泻症状，无抽搐，体质量略有增加；

ＤＯＰＨ＋ＮＥＣ组小鼠无大小便失禁，无便血，腹泻较
ＮＥＣ组明显减轻，体质量较 ＤＯＰＬ＋ＮＥＣ组进一步
增加。各组小鼠体质量变化情况见图１。第１天，
各组小鼠体质量间无显著性差异（Ｆ＝０.１３９５，Ｐ＞
０.０５）。第２天和第３天，各组小鼠体质量间呈现显
著差异（Ｆ＝４.５２１、２８.７４，Ｐ＜０.０５）；与 ＣＴＲＬ组比
较，ＮＥＣ组小鼠体质量下降明显，呈现负增长（Ｐ＜
０.０１）；与ＮＥＣ组比较，ＤＯＰＬ＋ＮＥＣ组小鼠体质量
增加（Ｐ＜０.０５），ＤＯＰＨ＋ＮＥＣ组小鼠体质量增加
（Ｐ＜０.０５或Ｐ＜０.０１）。
２．２　各组小鼠肠组织ＨＥ染色结果　　ＣＴＲＬ组小
鼠肠组织绒毛及上皮完整，肠黏膜结构清晰，黏膜

层、黏膜下层、黏膜固有层无断裂分离，组织结构正

常（０分）；ＮＥＣ组绒毛大量坏死、脱落甚至消失，绒
毛短粗水肿，黏膜层、黏膜下层和固有层肿胀分离，

肌层出现变薄甚至断裂情况（４分）；ＤＯＰＬ＋ＮＥＣ组
部分绒毛轻度水肿、脱落，局部肌层变薄，较ＮＥＣ组

减轻（３分）；ＤＯＰＨ＋ＮＥＣ组绒毛轻度水肿，腺体排
列相对整齐，黏膜层、黏膜下层及固有层未见明显肿

胀现象，绒毛高耸（１分）（图２Ａ）。对各组肠组织
ＨＥ染色结果进行双盲病理评分统计，差异有统计
学意义（Ｆ＝１１.８０，Ｐ＜０.００１）（图２Ｂ）。

图１　各组小鼠体质量变化情况

Ｆｉｇ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　　**Ｐ＜０.０１ｖｓＣＴＲＬｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０.０５，＃＃Ｐ＜０.０１ｖｓＮＥＣ

ｇｒｏｕｐ．

图２　各组小鼠肠组织病理学改变

Ｆｉｇ．２　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ

ｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　　Ａ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｍｏｕｓｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓ×４００；Ｂ：Ｈｉｓ-

ｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｉｎｇｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｉｎｍｉｃｅ；ａ：ＣＴＲＬｇｒｏｕｐ；ｂ：

ＮＥＣｇｒｏｕｐ；ｃ：ＤＯＰＬ＋ＮＥＣｇｒｏｕｐ；ｄ：ＤＯＰＨ＋ＮＥＣｇｒｏｕｐ；***Ｐ＜

０.００１ｖｓＣＴＲＬｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０.０５，＃＃Ｐ＜０.０１ｖｓＮＥＣｇｒｏｕｐ．
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２．３　各组小鼠肠组织 Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕ-
ｄｉｎ-１蛋白表达水平　　采用免疫组化方法来检测
各组小鼠肠组织中Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和Ｃｌａｕｄｉｎ-１
蛋白的表达情况，阳性表达呈棕色甚至棕褐色（图

３Ａ），对上述结果进行定量分析，各组小鼠间上述蛋
白表达呈现显著差异（Ｆ＝１４９.９０、１３.２２、７.１８，Ｐ＜
０.０１）。光学显微镜下可见，与 ＣＴＲＬ组相比，ＮＥＣ
组Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 Ｃｌａｕｄｉｎ-１蛋白的表达均
减少（Ｐ＜０.０１）；与 ＮＥＣ组相比，ＤＯＰＬ＋ＮＥＣ组及
ＤＯＰＨ＋ＮＥＣ组这３种蛋白的表达均有所增加（Ｐ＜
０.０５）（图３Ｂ）。用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测了各组小
鼠肠组织中 Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 Ｃｌａｕｄｉｎ-１的蛋
白表达水平（图 ３Ｃ），差异均有统计学意义（Ｆ＝

２７.２７、１１１.４、１１.５８，Ｐ＜０.０１）。与 ＣＴＲＬ组相比，
ＮＥＣ组小鼠肠组织中这３种蛋白的表达明显减少
（ＬＳＤ-ｔ＝８.３１、１４.４６、４.３７，Ｐ＜０.０１或 Ｐ＜
０.００１）；而 ＤＯＰ干预后，与 ＮＥＣ组比较，ＤＯＰＨ＋
ＮＥＣ组上述 ３种蛋白的表达增加（ＬＳＤ-ｔ＝６.４５、
５.４０、３.４７，Ｐ＜０.０１或Ｐ＜０.００１）（图３Ｄ）。
２．４　各组小鼠肠组织中炎性因子ＥＬＩＳＡ检测结果
　　与 ＣＴＲＬ组相比，ＮＥＣ组小鼠肠组织中 ＩＬ-１β、
ＴＮＦ-α以及 ＩＬ-６浓度升高，ＩＬ-１０浓度下降（Ｐ＜
０.０１）；与 ＮＥＣ组相比，ＤＯＰＬ＋ＮＥＣ组和 ＤＯＰＨ＋
ＮＥＣ组小鼠肠组织中 ＩＬ-１β、ＴＮＦ-α及 ＩＬ-６浓度下
降（Ｐ＜０.０５或 Ｐ＜０.０１），ＩＬ-１０浓度升高（Ｐ＜
０.０１），ＤＯＰＨ＋ＮＥＣ组的上述炎性因子表达水平变

图３　各组小鼠肠组织Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ-１蛋白表达情况

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥ-ｃａｄｈｅｒｉｎ，ＯｃｃｌｕｄｉｎａｎｄＣｌａｕｄｉｎ-１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　　Ａ：ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＥ-ｃａｄｈｅｒｉｎＯｃｃｌｕｄｉｎａｎｄＣｌａｕｄｉｎ-１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ×４００；Ｂ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａ-

ｎａｌｙｓｉｓｏｆｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＥ-ｃａｄｈｅｒｉｎＯｃｃｌｕｄｉｎａｎｄＣｌａｕｄｉｎ-１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓ；Ｄ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ

ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥ-ｃａｄｈｅｒｉｎＯｃｃｌｕｄｉｎａｎｄＣｌａｕｄｉｎ-１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；ａ：ＣＴＲＬｇｒｏｕｐ；ｂ：ＮＥＣｇｒｏｕｐ；ｃ：ＤＯＰＬ＋ＮＥＣｇｒｏｕｐ；ｄ：ＤＯＰＨ

＋ＮＥＣｇｒｏｕｐ；**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１ｖｓＣＴＲＬｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０.０５，＃＃Ｐ＜０.０１，＃＃＃Ｐ＜０.００１ｖｓＮＥＣｇｒｏｕｐ．
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化较ＤＯＰＬ＋ＮＥＣ组更明显（Ｐ＜０.０１）。见表１。
２．５　各组小鼠肠组织 ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨ检
测结果　　各组间 ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＳＯＤ及 ＧＳＨ含量存
在差异（Ｆ＝６６.８４、８６.９４、３８.２５、２０６.５，Ｐ＜０.０１）。
与ＣＴＲＬ组相比，ＮＥＣ组肠组织中 ＬＤＨ、ＭＤＡ含量
升高（Ｐ＜０.０１），ＳＯＤ、ＧＳＨ活性降低（Ｐ＜０.０１）；与
ＮＥＣ组相比，ＤＯＰＬ＋ＮＥＣ组和 ＤＯＰＨ＋ＮＥＣ组肠
组织中 ＬＤＨ、ＭＤＡ含量降低（Ｐ＜０.０５或 Ｐ＜
０.０１），ＳＯＤ、ＧＳＨ活性升高（Ｐ＜０.０５或 Ｐ＜０.０１），
且ＤＯＰＨ＋ＮＥＣ组比 ＤＯＰＬ＋ＮＥＣ组更加明显。见
表２。
２．６　各组小鼠肠组织中Ｎｒｆ２、ＨＯ-１蛋白表达水平
　　采用免疫组化方法来检测各组小鼠肠组织中
Ｎｒｆ２、ＨＯ-１蛋白的表达情况，阳性表达呈棕色甚至
棕褐色（图４Ａ），统计分析显示，各组小鼠间 Ｎｒｆ２、
ＨＯ-１蛋白表达呈现显著差异（Ｆ＝２２.７３、２８.０３，Ｐ
＜０.００１），与 ＣＴＲＬ组相比，ＮＥＣ组小鼠 Ｎｒｆ２、ＨＯ-１
蛋白阳性表达增加（ＬＳＤ-ｔ＝２.９４、４.７６，Ｐ＜０.０５或
Ｐ＜０.０１）；而ＤＯＰ治疗后，与ＮＥＣ组相比，ＤＯＰＨ＋
ＮＥＣ组上述蛋白表达进一步增加（ＬＳＤ-ｔ＝４.１４、
３.５１，Ｐ＜０.０５或Ｐ＜０.０１）（图４Ｂ）。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法检测小鼠肠组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ-１蛋白的表达水
平（Ｆ＝３９.４２、４３.９７，Ｐ＜０.００１）（图４Ｃ），与 ＣＴＲＬ
组相比，ＮＥＣ组小鼠上述蛋白表达增加（ＬＳＤ-ｔ＝
３.１３、３.３２，Ｐ＜０.０５）；与ＮＥＣ组相比，ＤＯＰＨ＋ＮＥＣ

组Ｎｒｆ２、ＨＯ-１蛋白表达水平进一步升高（ＬＳＤ-ｔ＝
６.９９、７.５９，Ｐ＜０.０１）（图４Ｄ）。

３　讨论

　　ＮＥＣ是新生儿期的一种严重威胁患儿生命的
疾病，临床上以腹胀、便血、呕吐、腹泻为主要临床表

现，严重者可发生休克及多系统器官功能衰竭。目

前国内ＮＥＣ的病死率为１０％～５０％，存活患儿可能
留有短肠综合征、肠狭窄以及神经系统发育异常等

综合征［２，１４］。所以寻找有效的保护措施和治疗方法

对于改善ＮＥＣ的预后至关重要。目前认为此病是
多因素综合作用的结果，包括早产、感染、炎症、缺

血、损伤、免疫因素、喂养不当以及呼吸衰竭等［１］，

这些因素相互作用，导致肠道黏膜屏障功能受损，氧

化应激损伤增加，产生大量活性氧。活性氧是生物

有氧代谢过程中的一种天然副产物，在细胞信号转

导和体内氧化平衡中具有重要作用，在某些因素刺

激下，活性氧急剧增多，通过细胞氧化应激影响一系

列信号转导途径引起炎症反应［１５］。

　　铁皮石斛作为一种传统的中药材，被广泛用于
治疗胃肠道疾病，在２０１０年版及２０２０年版《中华人
民共和国药典》中对其“功能与主治”描述为：益胃

生津，滋阴清热。多糖是铁皮石斛中重要的活性成

分，具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤、降血糖、免疫调节和

神经元保护等多种潜在功能。如ＤＯＰ可通过激活

表１　各组小鼠肠组织中炎症因子表达水平 （ｐｇ／ｍｌ，ｎ＝６，�ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｐｇ／ｍｌ，ｎ＝６，�ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐｓ ＩＬ-１β ＴＮＦ-α ＩＬ-６ ＩＬ-１０
ＣＴＲＬ １４．８２±１．０９ １４．９７±０．７２ ８．４６±０．４３ １３３．４０±８．６９
ＮＥＣ ２９．８６±１．５７** ２２．４０±１．１１** １１．３７±０．６２** ７４．２８±７．８９**

ＤＯＰＬ＋ＮＥＣ ２１．１５±１．４４＃＃ ２０．５０±１．３２＃ １０．１１±０．８１＃ ９６．４９±４．７９＃＃

ＤＯＰＨ＋ＮＥＣ １７．５７±０．８９＃＃ １６．９０±１．１７＃＃ ９．４３±０．７４＃＃ １１９．５０±１０．９６＃＃

Ｆｖａｌｕｅ １５６．５０ ５６．２０ １９．８４ ５７．８０
Ｐｖａｌｕｅ ＜０.０１ ＜０.０１ ＜０.０１ ＜０.０１

　　**Ｐ＜０.０１ｖｓＣＴＲＬｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０.０５，＃＃Ｐ＜０.０１ｖｓＮＥＣｇｒｏｕｐ．

表２　各组小鼠肠组织中ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨ表达水平 （ｎ＝６，�ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬＤＨ，ＭＤＡ，ＳＯＤ，ａｎｄＧＳＨｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｎ＝６，�ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐｓ ＬＤＨ（Ｕ／ｇｐｒｏｔ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ） ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ） ＧＳＨ（μｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ）
ＣＴＲＬ １０．４９±２．０８ ０．７５±０．２２ ５４．５２±３．８７ ６９．４８±３．９８
ＮＥＣ ３９．５９±５．６８** ５．２５±０．９８** ３５．７７±３．４４** ９．８８±１．９１**

ＤＯＰＬ＋ＮＥＣ ３１．７３±４．９６＃ ４．２４±０．４６＃ ４１．１２±２．９１＃ ４７．４６±６．２３＃＃

ＤＯＰＨ＋ＮＥＣ １３．５２±３．１５＃＃ １．１８±０．３６＃＃ ４９．２５±２．８８＃＃ ６３．９９±５．０５＃＃

Ｆｖａｌｕｅ ６６．８４ ８６．９４ ３８．２５ ２０６．５０
Ｐｖａｌｕｅ ＜０.０１ ＜０.０１ ＜０.０１ ＜０.０１

　　**Ｐ＜０.０１ｖｓＣＴＲＬｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０.０５，＃＃Ｐ＜０.０１ｖｓＮＥＣｇｒｏｕｐ．
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图４　各组小鼠肠组织中Ｎｒｆ２、ＨＯ-１蛋白表达情况

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｒｆ２ａｎｄＨＯ-１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　　Ａ：ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＮｒｆ２ａｎｄＨＯ-１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ×４００；Ｂ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏ-

ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＮｒｆ２ａｎｄＨＯ-１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓ；Ｄ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｒｆ２ａｎｄＨＯ-１

ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；ａ：ＣＴＲＬｇｒｏｕｐ；ｂ：ＮＥＣｇｒｏｕｐ；ｃ：ＤＯＰＬ＋ＮＥＣｇｒｏｕｐ；ｄ：ＤＯＰＨ＋ＮＥＣｇｒｏｕｐ；*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１ｖｓＣＴＲＬｇｒｏｕｐ；
＃Ｐ＜０.０５，＃＃Ｐ＜０.０１ｖｓＮＥＣｇｒｏｕｐ．

Ｎｒｆ２／ＨＯ-１通路恢复成骨细胞和脂肪细胞分化过程
中氧化应激引起的损伤［１６］；ＤＯＰ可通过上调 Ｎｒｆ２／
ＨＯ-１通路的表达，抑制星形胶质细胞和小胶质细胞
的激活，减轻学习记忆障碍小鼠模型的氧化应激和

神经炎症，改善小鼠的认知障碍［５］；ＤＯＰ还可以通
过显著上调紧密连接蛋白 Ｃｌａｕｄｉｎ-１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的基
因表达，并通过 ＬＰＳ／ＴＬＲ４／ＴＲＩＦ／ＮＦ-κＢ轴减少肠
道炎症和氧化应激，增强肠道黏膜屏障功能［１７］等。

　　本研究中ＤＯＰ显示出对 ＮＥＣ小鼠模型的显著
改善作用。与 ＮＥＣ组相比，经 ＤＯＰ治疗的小鼠体
质量增加、症状减轻以及肠道病理损伤程度降低；肠

道病理损伤程度的降低直接反映了 ＤＯＰ对肠道组
织结构的保护作用。Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ-１
蛋白主要在上皮细胞膜上表达，形成完整的膜蛋白，

在细胞间黏附以及抵御有害物质入侵方面发挥关键

作用，对于维持肠道黏膜屏障的完整性至关重要。

通过免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验发现，ＤＯＰ治疗
组小鼠上述蛋白的表达较ＮＥＣ组显著增加，这无疑

有助于增强肠道黏膜屏障功能，减少炎症介质和病

原体的渗透，从而减轻ＮＥＣ的病理损伤。此结果与
先前的研究［１７］一致。此外，ＤＯＰ还显示出明显的抗
炎作用，ＥＬＩＳＡ结果显示，与ＮＥＣ组相比，ＤＯＰ治疗
组小鼠肠组织中的炎性因子 ＴＮＦ-α、ＩＬ-１β和 ＩＬ-６
浓度降低，而抗炎因子ＩＬ-１０浓度升高，这表明 ＤＯＰ
能够调节肠道炎症反应，维持炎性因子的平衡，这可

能是通过抑制促炎因子的产生和促进抗炎因子的释

放实现的。同时，ＤＯＰ还显著减轻了ＮＥＣ小鼠的氧
化应激损伤，氧化应激指标ＭＤＡ、ＬＤＨ含量降低，而
抗氧化应激指标 ＧＳＨ、ＳＯＤ含量增加，表明 ＤＯＰ能
够维持氧化应激平衡，保护肠道细胞免受氧化应激

损伤。Ｎｒｆ２作为细胞抗氧化应激的关键调控因子，
通过调控下游抗氧化基因的表达，增加细胞内抗氧

化物质的含量，从而对抗氧化应激反应。Ｎｒｆ２／ＨＯ-１
通路的激活可以增强细胞的抗氧化能力，有助于清

除自由基，减少氧化损伤，维持体内氧化应激平衡状

态［５］。本研究中，ＮＥＣ组 Ｎｒｆ２和 ＨＯ-１蛋白表达水
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平较ＣＴＲＬ组略有增加，说明机体在应激状态下，试
图通过激活Ｎｒｆ２／ＨＯ-１通路抵抗氧化应激损伤，然
而ＮＥＣ引起的氧化应激损伤可能超过了机体原有
的激活Ｎｒｆ２／ＨＯ-１通路对抗氧化应激的能力，导致
氧化应激和炎症反应加剧；而ＤＯＰ治疗组小鼠Ｎｒｆ２
和ＨＯ-１蛋白表达水平较 ＮＥＣ组进一步升高，同时
氧化应激损伤和炎症反应减轻，说明 ＤＯＰ激活
Ｎｒｆ２／ＨＯ-１通路可能是调节 ＮＥＣ小鼠氧化应激损
伤和炎症反应的分子机制之一。此外，ＤＯＰ对 ＮＥＣ
的保护作用还可能涉及多条信号通路的作用。

　　综上所述，本研究结果表明ＤＯＰ可以改善ＮＥＣ
小鼠肠道黏膜屏障功能，对 ＮＥＣ有明显的改善作
用，其机制可能与激活 Ｎｒｆ２／ＨＯ-１通路减轻氧化应
激和肠道炎症有关，此发现为ＮＥＣ的治疗提供了新
的思路，并为未来的研究和临床应用奠定了一定的

基础。尽管本研究探讨了ＤＯＰ通过激活Ｎｒｆ２／ＨＯ-１
的机制来改善小鼠 ＮＥＣ的能力，提供了 ＤＯＰ对
ＮＥＣ具有潜在治疗作用的证据，但仍存在一些局限
性。首先，本研究主要关注了 ＤＯＰ对 ＮＥＣ的短期
影响，长期治疗的效果和可能的副作用尚不清楚，而

且仅在动物模型中进行了验证，其在人类患者中的

效果和安全性仍需进一步研究。其次，对其分子机

制的研究不够深入，未来应进一步探索 ＤＯＰ激活
Ｎｒｆ２／ＨＯ-１通路的调控机制，以及可能存在的其他
信号通路的协同作用。
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ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＣａｒｂｏｈｙｄｒＰｏｌｙｍ，２０２１，２５４：１１７１８９．ｄｏｉ：１０．

１０１６／ｊ．ｃａｒｂｐｏｌ．２０２０．１１７１８９．

［９］ ＬｉａｎｇＪ，ＣｈｅｎＳ，ＣｈｅｎＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｒｏｌｅｓｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａ-

ｒｉｄｅｓｆｒｏｍｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅｏｎｃｏｌｉｔｉｓａｎｄｉｔｓｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈ-

ａｎｉｓｍｓ［Ｊ］．ＣａｒｂｏｈｙｄｒＰｏｌｙｍ，２０１８，１８５：１５９－６８．ｄｏｉ：１０．

１０１６／ｊ．ｃａｒｂｐｏｌ．２０１８．０１．０１３．

［１０］ＨｅＬ，ＹａｎＸ，ＬｉａｎｇＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｆｒｏｍｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅｓｔｅｍ［Ｊ］．

ＣａｒｂｏｈｙｄｒＰｏｌｙｍ，２０１８，１９８：１０１－８．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｃａｒｂｐｏｌ．

２０１８．０６．０７３．

［１１］ＭａＦ，ＨａｏＨ，ＧａｏＸ，ｅｔａｌ．Ｍｅｌａｔｏｎｉｎａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇ

ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓｂｙｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇＴｈ１７／Ｔｒｅｇｉｍｂａｌａｎｃｅｔｈｒｏｕｇｈａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ｏｆｔｈｅＡＭＰＫ／ＳＩＲＴ１ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ，２０２０，１０（１７）：

７７３０－４６．ｄｏｉ：１０．７１５０／ｔｈｎｏ．４５８６２．

［１２］ＧｏｐａｌａｋｒｉｓｈｎａＫＰ，ＭａｃａｄａｎｇｄａｎｇＢＲ，ＲｏｇｅｒｓＭＢ，ｅｔａｌ．Ｍａ-

ｔｅｒｎａｌＩｇＡｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏ-

ｌｉｔｉｓｉｎｐｒｅｔｅｒｍｉｎｆａｎｔｓ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２０１９，２５：１１１０－５．ｄｏｉ：

１０．１０３８／ｓ４１５９１－０１９－０４８０－９．

［１３］ＮａｄｌｅｒＥＰ，ＤｉｃｋｉｎｓｏｎＥ，ＫｎｉｓｅｌｙＡ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｄｕｃ-

ｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅａｎｄｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ-１２ｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｎｅｃｒｏ-

ｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓ［Ｊ］．ＪＳｕｒｇＲｅｓ，２０００，９２（１）：７１－７．ｄｏｉ：

１０．１００６／ｊｓｒｅ．２０００．５８７７．

［１４］ＭａｃｋａｙＣＡ，ＲａｔｈＣ，ＲａｏＳ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｎｔ-ｄｅｒｉｖｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｆｏｒ

ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆｎｅｃｒｏｔｉｓｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓ：ａｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗｏｆａｎｉ-

ｍａｌｓｔｕｄｉｅｓ［Ｊ］．Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ，２０２４，１６（６）：８３２．ｄｏｉ：１０．３３９０／

ｎｕ１６０６０８３２．

［１５］ＬｉｕＭ，ＷａｎｇＹ，ＬｉＳ，ｅｔａｌ．Ａｔｔｅｎｕａｔｅｓｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ：

ｉｎｄｕｃｅｄｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｖｉａａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＮｒｆ２／ＨＯ-１ｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ

ｉｎｍｏｄｅｌｓｏｆｔｒｉｇｅｍｉｎａｌｎｅｕｒａｌｇｉａ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０２３，１３：

１８１１１．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１５９８－０２３－４４０１３－ｗ．

［１６］ＰｅｎｇＨ，ＹａｎｇＭ，ＧｕｏＱ，ｅｔａｌ．Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅｐｏｌｙｓａｃ-

ｃｈａｒｉｄｅｓｒｅｇｕｌａｔｅａｇｅ-ｒｅｌａｔｅｄｌｉｎｅａｇｅｃｏｍｍｉｔｍｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｏｓｔｅｏ-

ｇｅｎｉｃａｎｄａｄｉｐｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｅｌｌＰｒｏｌｉｆ，２０１９，５２

（４）：ｅ１２６２４．ｄｏｉ：１０．１１１１／ｃｐｒ．１２６２４．

［１７］ＣｈｅｎＸ，ＣｈｅｎＣ，ＦｕＸ．Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

·０９９· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｊｕｎ；６０（６）



ａｌｌｅｖｉａｔｅｓｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓｂｙｒｅｓｔｏｒｉｎｇｇｕｔｍｉｃｒｏｂｉｏｔａａｎｄ

ｒｅｐａｉｒｉｎｇｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｂａｒｒｉｅｒｖｉａｔｈｅＬＰＳ／ＴＬＲ４／ＴＲＩＦ／ＮＦ-ｋＢａｘｉｓ

［Ｊ］．ＪＡｇｒｉｃＦｏｏｄＣｈｅｍ，２０２３，７１（３１）：１１９２９－４０．ｄｏｉ：１０．

１０２１／ａｃｓ．ｊａｆｃ．３ｃ０２４２９．

Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓａｍｅｌｉｏｒａｔｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｉｎｊｕｒｙｉｎｎｅｏｎａｔａｌｍｉｃｅｗｉｔｈｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓ

ｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇＮｒｆ２／ＨＯ-１ｐａｔｈｗａｙ
ＷａｎｇＪｉｎｇ１，２，ＷｕＭｉｎｇ１，ＷａｎｇＪｕｎ１

（１ＤｅｐｔｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ，ＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＸｕｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｕｚｈｏｕ　２２１０００；
２ＤｅｐｔｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ，ＴｈｅＰｅｏｐｌｅ′ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＪｉａｗａｎｇＤｉｓｔｒｉｃｔｏｆＸｕｚｈｏｕＣｉｔｙ，Ｘｕｚｈｏｕ　２２１０１１）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ（ＤＯＰ）ｏｎｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏ-
ｃｏｌｉｔｉｓ（ＮＥＣ）ｉｎｎｅｏｎａｔａｌｍｉｃｅａｎｄｔｏｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｓｅｖｅｎ-
ｄａｙ-ｏｌｄＣ５７ＢＬ／６Ｊｍｉｃｅｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ：ｃｏｎｔｒｏｌ（ＣＴＲＬ）ｇｒｏｕｐ，ｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓ
（ＮＥＣ）ｇｒｏｕｐ，ｌｏｗ-ｄｏｓｅＤＯＰｔｒｅａｔｍｅｎｔ（ＤＯＰＬ＋ＮＥＣ）ｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈ-ｄｏｓｅＤＯＰｔｒｅａｔｍｅｎｔ（ＤＯＰＨ＋ＮＥＣ）
ｇｒｏｕｐ．ＴｈｅＮＥＣｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｈｙｐｏｘｉａ，ｃｏｌｄｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ，ｈｙｐｅｒｔｏｎｉｃｆｅｅｄｉｎｇａｎｄｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃ-
ｔｉｏｎｏｆｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＬＰＳ）．Ａｔｔｈｅｅｎｄｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｔｈｅｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ．Ｔｈｅ
ｇｅｎｅｒａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｉｃｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ，ａｎｄｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｗａｓｒｅｃｏｒｄｅｄ．Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ-ｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓ
ｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅｔｉｓｓｕｅｓ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＥ-ｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
ａｎｄＣｌａｕｄｉｎ-１ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃ-
ｔｏｒ-α（ＴＮＦ-α），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ（ＩＬ）-１β，ＩＬ-６ａｎｄＩＬ-１０ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＥＬＩＳＡ．Ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏ-
ｇｅｎａｓｅ（ＬＤＨ），ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ），ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ａｎｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ（ＧＳＨ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｕ-
ｓｉｎｇｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｋｉｔｓ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２-ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２（Ｎｒｆ２）ａｎｄｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎ-
ａｓｅ-１（ＨＯ-１）ｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ＣＴＲＬｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＮＥＣｇｒｏｕｐｅｘｈｉｂｉｔｅｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄＨＥｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅｓ（Ｐ＜０.０１ｏｒＰ
＜０.００１）．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＥ-ｃａｄｈｅｒｉｎ，ＯｃｃｌｕｄｉｎａｎｄＣｌａｕｄｉｎ-１ｗｅｒｅｒｅｄｕｃｅｄ（Ｐ＜０.０１ｏｒＰ＜
０.００１）．ＴｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴＮＦ-α，ＩＬ-１βａｎｄＩＬ-６ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＩＬ-１０ｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ
＜０.０１）．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＭＤＡａｎｄＬＤＨｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＧＳＨａｎｄＳＯＤｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０.０１）．Ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮｒｆ２ａｎｄＨＯ-１ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０.０５ｏｒＰ＜０.０１）．Ｉｎｃｏｎｔｒａｓｔ，ＤＯＰｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐｓｓｈｏｗｅｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄＨＥｓｃｏｒｅｓ（Ｐ＜０.０５ｏｒＰ＜０.０１）．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＥ-ｃａｄｈｅｒｉｎ，ＯｃｃｌｕｄｉｎａｎｄＣｌａｕｄｉｎ-１ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０.０５ｏｒＰ＜０.０１ｏｒＰ＜０.０１）．Ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆＴＮＦ-α，ＩＬ-１βａｎｄＩＬ-６ｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０.０５ｏｒＰ＜０.０１），ｗｈｉｌｅｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＩＬ-１０ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜
０.０１）．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＭＤＡａｎｄＬＤＨｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＧＳＨａｎｄＳＯＤｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０.０５ｏｒＰ＜
０.０１）．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮｒｆ２ａｎｄＨＯ-１ｆｕｒｔｈｅｒｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０.０５ｏｒＰ＜０.０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＤＯＰｃａｎａｍｅｌｉｏｒａｔｅｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｄａｍａｇｅｏｆｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓａｎｄｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａｌｂａｒｒｉｅｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎＮＥＣｍｉｃｅ．Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ，ｉｔｃａｎａｌｓｏｒｅｄｕｃｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｊｕｒｙａｎｄｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎＮＥＣ
ｍｉｃｅ．ＴｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＮｒｆ２／ＨＯ-１ｐａｔｈｗａｙｂｙＤＯＰ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ；ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ；ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓ；ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２-ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２；ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ-
１；ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍ　ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏ．８１９０４２４９）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ　ＷａｎｇＪｕｎ，Ｅ-ｍａｉｌ：６６４５８６３３１＠ｑｑ．ｃｏｍ
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