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抵抗素样分子β在坏死性小肠结肠炎新生小鼠组织中的表达
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摘 要：目的 探讨抵抗素样分子 β（RELMβ）在坏死性小肠结肠炎（NEC）新生小鼠组织中的表达。方法 24只

新生 C57BL/6J小鼠随机分为 2组，NEC 组行人工喂养、缺氧、冷刺激、脂多糖灌胃（5 mg/kg）造模，而对照组行母乳喂

养。ELISA检测血液中RELMβ水平，Western blot检测小肠组织中RELMβ表达。结果 NEC组血液中RELMβ水平明

显高于对照组（P<0.01），但小肠组织中RELMβ表达在两组间差异无统计学意义（P>0.05）。结论 NEC新生小鼠血液

中RELMβ水平升高。
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Expression of resistin-like molecule β in newborn mice with necrotizing enterocolitis

CHEN Chao-li1, LUO Jun1*, XU Fen1, JIN Zhen-chao1, LIN Hong-zhi2 (1.Department of Neonatalogy, Affiliated Bao􀆳
an District Maternal and Child Health Hospital, Jinan University, Shenzhen 518102, China; 2.Department of Neona‐

talogy, School of Pediatrics, China Medical University, Taichung 404, Taiwan)

Abstract: Objective To investigate the expression of resistin-like molecule β (RELMβ) in newborn mice with

necrotizing enterocolitis (NEC). Methods Twenty-four C57BL/6J newborn mice were randomized to two groups. NEC

group were treated with artificially feeding, hypoxia, cold stimulation, and intragastric lipopolysaccharide (5 mg/kg), while

control group with breast feeding. RELMβ level in blood and small intestine was determined by ELISA and Western blot,

respectively. Results Blood RELMβ level was higher in NEC group than in control group (P<0.01), while RELMβ

expression in small intestine was comparable between two groups (P>0.05). Conclusion RELMβ overexpression is

present in blood of newborn mice with NEC.
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坏死性小肠结肠炎（NEC）是新生儿期最严重的

消化道炎症，进展快、死亡率高。目前研究认为NEC

与喂养、炎症反应、肠道免疫、缺氧、缺血等相关[1]。有

研究报道，在发达地区如澳大利亚、加拿大及意大利

小于 28周的早产儿NEC的发病率高达 7%~9%，病死

率为 23.5%[2-3]。2020 年我国一项多中心超低出生体

质量儿研究调查显示，超低出生体质量儿 NEC 发病

率为 11.9%[4]，病死率为 10%~50%[5]。怎样更好预防

NEC 发生、降低其病死率及改善预后是目前面临的

难题。抵抗素样分子 β（RELMβ）是人体重要的肠道

免疫和炎症因子。研究证实，在感染线虫的小马肠道

内杯状细胞大量分泌 RELMβ参与黏膜局部免疫[6]；

此外，RELMβ作为一种肠源性激素，其在肠道黏膜局

部免疫中具有十分重要的意义，而且能够维持肠道上

皮细胞屏障功能，保护黏膜屏障的完整性，诱导肠上

皮细胞分化，故又称之为肠道特异性抵抗分子，为维

持胃肠道功能屏障蛋白之一[7]，故我们推测 RELMβ

可能参与NEC的炎症反应。本研究通过对小鼠NEC

血液及肠道组织中 RELMβ表达水平的检测，探讨

RELMβ在小鼠 NEC 血液和肠黏膜组织中的变化及

其意义，为下一步研究NEC的可能机制提供参考。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 从广东省实验动物中心购入 8 周

龄 C57BL/6J 小鼠 24 只[动物批号：SCXK（粤）2004-

0011，雌性∶雄性=1∶2]，于动物房适应性养 1 周后按

雌性∶雄性=1∶2交配合笼，1周后雌雄分笼，待雌鼠分
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娩乳鼠后，将7日龄的乳鼠纳入实验。

1.1.2 试剂 RELMβ的 ELISA 试剂盒和兔抗大鼠

RELMβ多克隆抗体（产品编号 ELI05827）购于美国

R&D生物公司，伊红染料、中性树胶购于索莱宝公司，

苏木素染料购于Servicebio公司，二甲苯、无水乙醇购

于国药集团化学试剂有限公司，LPS购买于 Sigma公

司，早产奶粉购于雀巢公司，GAPDH购自 Proteintech

公司，BCA蛋白定量试剂盒购于Thermo公司。

1.1.3 实验仪器显微镜购自明美，包埋机、脱水机、冷

却台、切片机购于Leica公司，高低氧动物箱及冰箱分

别购于南京普禾生物有限公司和澳柯玛公司。

1.2 实验方法

1.2.1 NEC模型制备及标本采集 C57BL/6J新生小

鼠 24 只，随机分为对照组和 NEC 组，每组 12 只。对

照组与代母鼠同笼每日人工喂养，不给予特殊处理，

每日观察小鼠活动和体质量变化。NEC组采用人工

喂养+缺氧冷刺激+脂多糖（LPS）腹腔注射进行 NEC

造模[8]，具体过程如下：在每日人工喂养基础上，将小

鼠置于缺氧箱中，调节氮气流量为 15 L/min往缺氧箱

内通气，当测氧仪下降至 0时开始计时，90 s后结束氮

气通风并打开缺氧箱，随后将新生小鼠置于 4℃冰箱

冷藏室中，持续 10 min。每天处理 3次，连续处理 3 d，

两次处理至少间隔 3 h，每日单次 LPS 腹腔注射

（5 mg/kg）。经过 3 d建模成功后心脏取血或者眼眶

取血，之后打开腹腔取材十二指肠下端至直肠上端的

肠道组织，拍照。将肠道组织分成 2 份，一份置于多

聚甲醛中固定，一份液氮速冻后置于-80 ℃保存。

1.2.2 小鼠肠道病理损伤检测 分离两组小鼠的肠

道，10% 甲醛固定后制成切片，H&E 染色，盲法对其

炎症反应和管腔扩张程度进行评分，组织学 NEC 评

分确定疾病的严重程度如下：0分，肠黏膜绒毛正常；

1 分，黏膜下层或固有层有轻度分离；2 分，黏膜下层

或固有层中度分离或黏膜下层和肌层有水肿；3 分，

黏膜下层或固有层重度分离，黏膜下层和肌层严重水

肿，该区的绒毛崩解分离；4分，绒毛的缺失坏死。肠

组织学评分>2分被定义为NEC。

1.2.3 ELISA法检测血液中RELMβ水平取两组小鼠

血液样品，按ELISA试剂盒操作说明书检测两组血液

中RELMβ表达水平。

1.2.4 Westernblot法检测肠道组织RELMβ水平取组

织剪碎后，加 RIPA 裂解液，用组织匀浆器研磨（加蛋

白酶抑制剂 1∶100+PMSF 1∶100）冰上裂解 30 min。

4 ℃离心机12 000 r/min离心15 min，取上清液至干净

离心管。BCA 蛋白浓度测定试剂盒检测总蛋白量，

整上样蛋白量，把蛋白浓度调到统一浓度，100 ℃水

浴变性 5 min，冷却后上样；80V 跑胶 25 min，160V 跑

胶 60 min；200 mA 电转 2 h；5% 脱脂牛奶 TBST 封闭

2 h；一抗：按照抗体说明书稀释抗体，4 ℃孵育过夜；

TBST 洗涤 5 次，5 min/次；二抗：按照兔 1∶10 000、鼠

1∶5 000稀释抗体，室温2 h，TBST洗涤5次，5 min/次；

显色：按 1∶1 配制发光液，覆盖在膜表面，显色 2 min

后曝光；图像采集分析。

1.3 统计学处理

采用SPSS 18.0统计软件进行数据处理和统计分

析，计量资料以 x±s表示，采用 t检验，P<0.05表示差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 小鼠肠组织表现及病理结果

NEC组病理结果显示绒毛不完整、出血、有炎症细

胞浸润、黏膜下与肌肉层有不同程度的分离。肠组织

学评分>2分，说明造模成功，符合实验要求。对照组空

肠、回肠淡黄色，弹性好；NEC组局部肠管扩张、积气，

失去光泽，颜色为暗紫色或黑色，弹性差，见图1。对照

组为正常肠组织切片，腺体、绒毛结构完整；NEC 组

绒毛结构崩解分离，见图2。

2.2 两组小鼠血液中RELMβ表达水平的比较

NEC组血液中 RELMβ表达水平明显升高，与对

照组比较差异有统计学意义[(268.08±175.55) ng/L vs

(35.83±28.58) ng/L，P<0.01）。

2.3 两组小鼠小肠组织中 RELMβ 蛋白表达水平

比较

NEC 组与对照组肠组织中 RELMβ表达水平分

图2 两组病理切片HE染色结果

对照组（HE×10） NEC组（HE×10）

图1 两组肠组织对照结果

对照组 NEC组
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别为 0.89±0.15 和 0.81±0.11，两组比较差异无统计学

意义（P>0.05），见图3。

3 讨论

NEC 是多种因素导致的肠道炎症性疾病，多见

于早产儿，病死率高，预后差，具体发病机制目前尚不

明确。本研究在前期研究的基础上[9]，进一步探讨了

RELMβ在NEC的表达和意义，为下一步研究NEC的

可能机制奠定基础。

RELMβ属于RELMs家族成员之一，在动物和人

中都有特异性表达，最早发现于小鼠结肠上皮细胞，

是参与消化道黏膜炎症反应的重要炎症因子[8,11]。

Bhinder等[10]研究发现感染鼠伤寒沙门氏菌野生型大

鼠盲肠组织中 RELMβ水平明显升高，说明在体外

LPS 可 诱 导 Goblet 细 胞 类 似 的 LS174T 细 胞

RELMβmRNA 表达增高。 McVay 等[11] 研究发现，

RELMβ基因敲除大鼠由葡聚糖硫酸钠（DSS）诱导发

生肠炎的概率明显低于野生型大鼠，提示 RELMβ可

能是肠道重要的免疫和炎症因子。本研究中，NEC

小鼠血液中RELMβ水平明显高于正常小鼠，这与He

等[7]研究结果一致，说明 RELMβ是一种参与 NEC 炎

症反应过程的重要炎症介质。

此外，多项研究表明 RELMβ在调控炎症反应过

程中起到非常重要的作用。McVay 等[11]应用重组

RELMβ刺激外周血分离的巨噬细胞，发现其可以诱

导TNF-α表达；而Hayes等[12]研究发现，TNF-α在体外

培养可以刺激 Goblet 细胞类似的 LS174T 细胞分泌

RELMβ增多，如果加入 IL-13 则更加明显[13]，考虑此

正反馈作用可能是导致NEC炎症因子风暴的重要机

制，而 RELMβ为调控其中炎症反应的重要一环。本

研究通过人工喂养、缺氧、冷刺激和 LPS灌胃等多因

素成功构建NEC模型，通过Western bolt 检测到NEC

组肠组织中 RELMβ蛋白稍高于对照组，但差异无统

计学意义（P>0.05）。这与我们最初设想的不同，考虑

可能原因是样本量偏小，后续实验可加大样本量进一

步明确。
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图3 Western blot法检测两组肠组织RELMβ蛋白的表达水平

A为NEC组，B为对照组

RELM-β

GAPDH

RELM-β

GAPDH
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