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丁酸对小鼠坏死性小肠结肠炎中髓源性抑制细胞的作用
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【摘 要】目的：探究丁酸干预对新生小鼠坏死性小肠结肠炎（necrotizing enterocolitis，NEC）中髓源性抑制细胞（myeloid-
derived suppressor cells，MDSCs）的影响。方法：7日龄C57BL/6小鼠随机分成对照组（CON组）、NEC+PBS建模组（NP组）、NEC+
丁酸钠灌胃组（NB组），CON组由母鼠喂养，NP与NB组采用人工喂养与缺氧冷刺激联合的方式建立新生鼠NEC模型，NB组在

此基础上灌胃丁酸钠，连续 4 d。建模完成后分析各组小鼠存活率、体质量变化曲线、肠组织病理损伤情况、ELISA检测肠组织

炎症因子、流式细胞术以 CD11b/Ly6C/Ly6G为标志物分析 MDSCs分群与比例、Western blot检测 S100A9蛋白水平。使用 MD⁃
SCs清除抗体与大鼠同型对照抗体后采用NEC+丁酸的方式建模，即NEC+Butyrate+anti-DR5组（NBA组）与NEC+ Butyrate+Iso⁃
type 组（NBI 组），进行流式细胞术检测 MDSCs 变化情况、ELISA 检测肠组织炎症因子、16s rRNA 测序对各组菌群进行分析。

结果：与 CON 组相比，丁酸减轻 NEC 小鼠肠道炎症，降低 NEC 小鼠 PMN-MDSC 比例（P=0.001），降低 NEC 小鼠中 S100A9 的

表达，NBA组处理后NEC小鼠肠道病理损伤评分降低（P=0.006），NBA组肠组织肿瘤坏死因子表达降低（P=0.002），白细胞介

素-10表达升高（P<0.001），并且可以改善肠道菌群的组成以及基于ASV水平的α-多样性情况。结论：丁酸能够降低NEC小

鼠中PMN-MDSC的比例，但在NEC中发挥作用不依赖于MDSCs。
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【Abstract】Objective：To investigate the effect of butyrate intervention on myeloid-derived suppressor cells（MDSCs） in neonatal mice 
with necrotizing enterocolitis（NEC）. Methods：C57BL/6 mice，aged 7 days，were randomly divided into control group（CON group），

NEC+PBS model group（NP group），and NEC+sodium butyrate group（NB group）. The mice in the CON group were fed by female 
mice，and those in the NP and NB groups were given formula feeding combined with hypoxia and cold stimulation to establish a neona⁃
tal mouse model of NEC；in addition，the mice in the NB group were given sodium butyrate by gavage. After modeling，the above groups 
were analyzed in terms of survival rate，body weight change curve，and intestinal tissue injury；ELISA was used to measure the levels of 
inflammatory factors in intestinal tissue； flow cytometry was used to analyze the grouping and proportion of MDSCs with CD11b/Ly6C/
Ly6G as markers；Western blot was used to measure the protein level of S100A9. After the application of an antibody for clearing MD⁃
SCs and rat isotype control antibody，the method of NEC+sodium butyrate was used for modeling，i.e.，NEC+sodium butyrate+anti-DR5 
group（NBA group） and NEC+sodium butyrate+isotype group（NBI group）； flow cytometry was used to measure the changes in MDSCs，
ELISA was used to measure inflammatory factors in intestinal tissue，and 16s rRNA sequencing was used to analyze the microbiota of 
each group. Results：Compared with the CON group，sodium butyrate alleviated intestinal inflammation and reduced the proportion of 
PMN-MDSC in NEC mice（P=0.001） and the expression of S100A9，and after treatment，the NBA group had significant reductions in 
intestinal pathological injury score（P=0.006） and the expression of tumor necrosis factor in intestinal tissue（P=0.002） and a signifi⁃
cant increase in the expression of interleukin-10（P<0.001），with improvements in the composition of intestinal microbiota and the α

-diversity profile based on ASV levels. Conclusion：Sodium butyr⁃
ate can reduce the proportion of PMN-MDSC in NEC mice，and its 
role in NEC does not depend on MDSCs.
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新生儿坏死性小肠结肠炎（necrotizing enteroco⁃
litis of newborn，NEC）是新生儿时期尤其是早产儿

时期最严重的胃肠道疾病之一[1-3]。随着医疗技术

的发展，全球早产儿存活率升高，在 2010年至 2020
年间已占新生儿出生率的 10% 左右，在中国，根据

Chen C等[4]的统计结果，2015年至 2016年间早产儿

的发生率在 6.7%~7.3%。与此一致，NEC 的发病率

也逐渐升高[5-6]，在体质量<1 500 g 的极低出生体质

量儿中发病率可达 7%[7]。在高发病率的情况下，

NEC的预后不容乐观，短肠综合征、生长迟缓、神经

发育障碍等[5，6，8-10]都是 NEC 严重的并发症，部分患

儿也可能因此而死亡[9，11]，这些不良预后结果引起了

研究人员对 NEC 的高度重视。对于 NEC 的研究离

不开病因的探寻，然而，现在关于 NEC 的关键发病

机制尚不十分清楚，目前认为引起 NEC 的因素多

样，肠道微生物定植失调是十分重要的一项因

素[7，12-14]，菌群失调可破坏稳态下的微生物信号传导，

引发一系列相关炎症反应及上皮屏障损伤反应。

丁酸（Butyrate）作为一种短链脂肪酸（short-
chain fatty acid，SCFA），是肠道微生物参与食物分

解所产生的代谢物，具有促进肠道蠕动、维持肠道

上皮细胞间紧密连接的完整性等作用[15-17]，可以通

过直接或间接调节肠道巨噬细胞的功能[18]、影响中

性粒细胞的趋化募集[19]以及 T 细胞的分化[20-22]来影

响肠道的免疫功能，因此在维持肠道稳态中具有重

要的生物学作用。李秋平[23]已经证实丁酸对 NEC
具有抗炎、促肠道稳态恢复的作用，但关于丁酸干

预对NEC中髓源性抑制细胞的影响尚未见报道。

肠道微环境的稳态与肠道免疫细胞息息相关，

NEC的发生发展伴随着免疫细胞的失衡，其中髓源性

抑制细胞（myeloid-derived suppressor cells，MDSCs）
的参与是非常重要的一环[24]。MDSCs 是来源于骨

髓的一群免疫抑制细胞，具有强大的免疫抑制活

性，与许多病理状态的调节相关。MDSCs主要分为

类粒细胞或多形核细胞（PMN-MDSC）和单核细胞 
（M-MDSC），顾名思义，PMN-MDSC 在表型和形态

学上与中性粒细胞相似，而M-MDSC更类似于单核

细胞[25]。两者在免疫机制上是相似的，但是有部分

细微的差别：精氨酸酶-1 和前列腺素 E2 优先由

PMN-MDSC 产生，而一氧化氮（nitrogen monoxide，
NO）由M-MDSC产生[26]。He YM等[27]的研究表明了

MDSCs 在新生儿时期具有重要的免疫学功能以及

MDSCs可抑制新生小鼠 NEC 的发生，揭示了 MDSC
在 NEC 临床免疫治疗中的潜在的重要应用价值。

基于丁酸与 MDSCs 在肠道稳态中均发挥重要的作

用，本研究通过建立 NEC 模型来观察丁酸干预对

NEC 中 MDSCs 的影响以及两者的协同作用对于

NEC炎症的影响，从而为丁酸调节NEC炎症的作用

机制提供更深刻的理解。

1　材料与方法

1.1　实验动物

实验所用 7 日龄 C57BL/6 新生小鼠均购于重庆医科大

学动物实验中心。本研究已得到本中心伦理审查委员会的

批准（批准号：CHCMU-IACUC20220629012）。

1.2　主要试剂

Similac 配方奶（Abbott Laboratories 公司，美国）；Esbilac 
Puppy Milk Replacer Powder（Pet-Ag公司，美国）；丁酸钠（上

海生物工程股份有限公司，中国）；抗 DR5 抗体（Bioxcell 公
司，美国）；APC-Cy™7 Rat Anti-Mouse CD45（BD Biosciences，
美国）；BV421 Rat Anti-CD11b（BD Biosciences，美国）；PE-
Cy7 Rat Anti-Mouse Ly-6C（BD Biosciences，美国）；FITC Rat 
anti-Mouse Ly-6G（BD Biosciences，美国）；Live/dead（BD Bio⁃
sciences，美国）；Mouse IL-6 ELISA 试剂盒（中国四正柏）；

Mouse IL-10 ELISA 试剂盒（中国四正柏）；Mouse TNF- α 
ELISA 试剂盒（中国四正柏）；4%多聚甲醛（武汉赛维尔生物

技术有限公司，中国）；BCA蛋白浓度测定试剂盒（中国碧云

天）；RIPA裂解液（中国碧云天）；S100a9 Rabbit pAb（武汉爱

博泰克，中国）。

1.3　实验方法

1.3.1　动物分组与 NEC 模型建立　7 日龄 C57BL/6 小鼠随

机分成 3组：CONTROL组（CON组，与母鼠共同饲养）、NEC+
PBS灌胃组（NP组）、NEC+丁酸钠灌胃组（NB组）。丁酸钠配

置成 150 mmol/L，pH 7.62[23]。C57BL/6小鼠饲养于自制保育

箱内，NP组喂食配方奶（2 g Esblic与 3.33g Similac奶粉加入

10 mL 温水中搅拌混匀），NB 组喂食配方奶＋丁酸钠，每日

喂食 5次，间隔 4 h 1次。NP组和NB组的小鼠每日进行 2次

缺氧（99.99% 氮气，90 s）和冷刺激（4 ℃，10 min），持续 4 d。
对照组小鼠由正常母鼠喂奶且不进行缺氧冷刺激。在第 4
天造模结束后间隔 12 h 后断头处死小鼠，留取肠道组织

标本。

1.3.2　肠道组织病理取材与切片染色　建模结束后的小鼠

进行断头处理，暴露腹腔，轻柔钝性分离肠管，肉眼观察肠管

内有无充气、坏死、出血等情况。取小鼠回盲部 1~2 cm肠组

织，用 4%多聚甲醛固定，脱水后石蜡包埋，进行厚度为 4 μm
的切片，烘干后二甲苯脱蜡，梯度乙醇水化，苏木精-伊红染

色后中性树脂封片。按照Yu XY等[28]的评分标准，采用双盲

法进行评分，分数≥2分即认定为NEC。

1.3.3　酶联免疫吸附试验（enzyme linked immunosorbent 
assay，ELISA）　冻存的肠组织按重量加入适量组织裂解液

（20 mg 肠组织加入 150~250 μL 组织裂解液）后进行研磨匀
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浆，静置 20~30 min 后离心取上清（4 ℃，12 000 r/min），上清

液用BCA试剂盒测量后调整蛋白浓度。按照ELISA试剂盒

说明书进行操作后用酶标仪在 450 nm波长下测定各孔的吸

光度后绘制标准曲线并计算公式，按照公式计算炎症因子

水平。

1.3.4　流式细胞术　肠组织冰 PBS 清洗，放入含有 L-
DTT（1 mmol/L）、L-EDTA（1 mmol/L）与 FBS 的 D-Hanks 液，

150 r/min，30 min冰上孵育去除上皮细胞，清洗后剪成 1 cm2

大小碎片放入含有胶原酶（1 mg/mL）、DNaseⅠ（5 U/mL）与

FBS（10%）消化液中 37 ℃，100 r/min，30 min消化，过细胞筛

后细胞悬液 1 000 g，10 min 离心去上清，清洗 2次后重悬细

胞。细胞悬液用CD45、CD11b、Ly6C、Ly6G和 Live/dead进行

染色后上机检测。

1.3.5　MDSCs清除　根据He YM等[27]的方案在NEC建模初

始前 1 h与开始后 36 h分别按照 40 μg/g腹腔注射抗 DR5抗

体，大鼠 IgG同种型作为对照，其余同NB组建模方式进行灌

胃缺氧及冷刺激。

1.3.6　粪便收集与菌群测定　断头处死小鼠暴露腹腔，取完

整肠组织，以 1 mL无菌注射器吸取 1 mL灭菌 ddH2O反复冲

洗肠腔 5~8次，冲洗液收集至 1.5 mL无菌离心管，以液氮速

冻后送上海美吉生物公司进行肠道菌群测定。

1.4　统计学方法

使用 FlowJo进行流式细胞术分析，使用 GraphPad Prism 
8.0.2分析所有数据并进行差异性分析。正态分布计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，用单因素方差分析或双因素方

差分析确定显著性。非正态分布计量资料采用中位数（四分

位间距）[Md（P25，P75）]来描述，并通过 Kruskal-Wallis 检验来

确定差异。计数资料采用构成比或者率表示，采用卡方检

验。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　丁酸干预可以改善 NEC小鼠的生存状况与肠道组织病

理损伤

经过 4 d NEC建模，NP组小鼠的生存率（62.5%）明显低

于 CON 组小鼠（100%），NB 组生存率（83.3%）处于两者之

间，较 NP 组的生存率差异有统计学意义（P=0.030 2，n=24，
图 1A）。NEC是新生儿时期疾病，体质量增长是新生儿的关

注指标，NB组较 NP组体质量增长改善，差异有统计学意义

（P<0.0001，n=7，图 1B）。观察肠道组织大体样本 CON 组肠

段规整，未见明显肠胀气，NP组肠腔胀气明显，NB组肠腔胀

气较NP组好转，但未达到CON组水平（图 1C）。与大体样本

观察结果一致，肠道组织HE染色后可见CON组肠腔肠绒毛

生长良好整齐，上皮细胞连续完整，肠壁肌层厚而连续，NP
组肠腔绒毛紊乱断裂，上皮细胞完整性连续性破坏，细胞脱

落丢失，肠壁肌层明显变薄，NB组肠腔情况好转，较CON组

仍有肌层变薄，绒毛充气的现象（图 1D）。对肠组织进行病

理学评分，可见 NP 组显著高于 CON 组，NB 组评分有所降

低，但仍高于CON组（图 1E），此 3组病理学评分差异具有统

计学意义。

对 CON 组、NP 组、NB 组肠组织进行 ELISA 检测炎症因

子水平，可见NP组白细胞介素-6（interleukin6，IL-6）水平较

CON组明显升高，白细胞介素-10（interleukin10，IL-10）水平

较 CON 组降低，NB 组较 NP 组 IL-6 水平下降，IL-10 水平升

高，但仍未达 CON 组水平（图 1F、G），提示丁酸对 NEC 炎症

的改善作用。

丁酸对肠道的稳态维持十分重要，在肠道发挥着抗炎作

用。综上，丁酸在NEC中能够明显提升NEC小鼠的生存状况，

减轻NEC小鼠的肠道损伤，降低NEC小鼠的肠道炎症水平。

2.2　丁酸对NEC小鼠中MDSCs的影响

除了炎症因子的分泌外，炎症反应还必然伴随着各种免

疫细胞的代偿性调节，其中包括髓源性抑制细胞 MDSCs。
因此，本课题组以 CD11b+Ly6G+Ly6Clow 标记 PMN-MDSC，

CD11b+Ly6G−Ly6CHigh 标记 M-MDSC，以这两种标记策略对

NEC小鼠肠组织MDSCs进行了流式细胞术分析。流式细胞

术分析显示，PMN-MDSC 与 M-MDSC 分群较为明显，NP 组

小鼠肠组织中MDSCs的比例较CON组明显升高，而NB组小

鼠的百分比降低，降低主要见于 PMN-MDSC 分群（图 2A）。

流式细胞术进行分群比例统计，NB组PMN-MDSC占总细胞

数目的比例明显降低，M-MDSC 无明显改变（图 2B）。研究

注：a，与NP组相比较，P<0.01，n=4~7；b，与NP组相比较，P<0.05，n=5
图 1　丁酸减轻 NEC 肠损伤
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显示PMN-MDSCs受 S100A9的调控[27]，Western blot检测 3组

的 S100A9比例，结果显示相较于 NP组，丁酸干预后小鼠肠

组织中 S100A9 的水平显著降低（图 2C）。以上结果说明

NEC 小鼠中免疫细胞 MDSCs 在炎症情况下会增加，丁酸干

预后则出现减少，并且主要体现在PMN-MDSC的减少上，这

一趋势与S100A9的变化一致。

2.3　MDSCs清除后丁酸对NEC的作用

内质网应激（endoplasmic reticulum stress，ER应激）的激

活是小鼠和人类MDSCs的共同特征，ER应激通路的激活诱

导MDSC上DR5（一种TRAIL受体）的上调，靶向该分子迅速

诱导 MDSC 细胞凋亡[29]。为了进一步确定丁酸在 NEC 中影

响MDSCs的作用，本研究使用MDSCs清除抗体Anti-DR5与

同型对照抗体Rat IgG Isotype对NEC建模小鼠进行干预，同

时 2组均使用丁酸灌胃，即 NBA 组与 NBI组，建模模式图见

图 3A。建模结束后取小鼠肠组织进行流式细胞术检测MD⁃
SCs 改变，可见 NBI组 PMN-MDSC 比例下降，流式细胞术改

变趋势与 2.2 中的结果一致（图 3B~D），而 NBA 组 PMN-
MDSC与M-MDSC比例均降低，这表明丁酸对NEC的保护作

用可能不依赖于 MDSCs。小鼠肠道组织 HE 切片显示相比

NP 组，NBI 组与 NBA 组肠绒毛完整，上皮细胞脱落明显减

少，肠壁肌层增厚连续性增强，肠组织损伤减轻（图 3E），病

理学评分 NBI 与 NBA 组较 NP 组降低，但 NBI 与 NBA 组间

无区别（图 3F）。ELISA 检测肠组织炎症因子水平，相较 NP

组，NBI 与 NBA 组 IL-10 水平升高，肿瘤坏死因子-α（tumor 
necrosis factor-α，，TNF-α）水平降低，2组间水平无差异，提示

NBA与NBI在减轻肠道炎症的作用无明显差别（图3G、H）。

结合图 2、3，丁酸可以降低 NEC中 MDSCs的比例，且主

要降低 PMN-MDSC比例，MDSCs清除后丁酸对 NEC小鼠肠

道损伤的抑制作用未见明显减弱，提示丁酸对 NEC 的保护

作用不依赖于MDSCs。
2.4　丁酸联合MDSCs对NEC菌群的影响

丁酸是肠道菌群分解食物的代谢产物，又可以影响肠道

菌群情况，MDSCs在炎症中可被激活增殖后发挥抗炎作用，

两者对于肠道微生物群的影响亦是NEC发生发展中重要的

一环。本课题组对CON组、NP组、NBI与NBA组进行肠道菌

群 16sRNA测序。测序结果显示，基于小鼠肠道中细菌群落

扩增子序列变体（amplicon sequence variant，ASV）水平的稀

释曲线随着采样的读数数量的增加逐渐达到饱和平台期，表

明测序深度足以代表大多数微生物物种（图 4A）。图 4C~F
显示肠道菌群的 α-多样性，结果显示包括 Chao、Ace、Shan⁃
non 和 Simpson 指数在 NBI 与 NBA 组间无明显差异，但两组

与NP组之间有明显差异，表明在NEC中无论是否去除MD⁃
SCs，丁酸干预后都能明显影响NEC小鼠的整体细菌丰富度

和群落多样性。未加权的基于 UniFrac 的主坐标分析 
（PCoA）的结果表明，NP组、NBI组、NBA组在 ASV水平上与

对照组分离，但 NBI组与 NBA组有较多重叠（图 4G）。Venn

                注：a，与NP组相比较，P<0.05，n=3；b，与NP组相比，P>0.05，n=3
图 2　流式细胞术检测各组小鼠 MDSCs 变化
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图显示了重叠和共享的ASV数据，显示 4组间有 9个ASV重

合，NBI、NBA 组较 NP 组与 CON 组重合度更高，NBI 与 NBA
之间有较高重合度（图4B）。

在菌种的细分上面，根据门水平上的 Circos 图（图 4H-
K）显示，NP 组在厚壁菌（Firmicutes）比例明显低于 CON、

NBI、NBA 组，在变形菌（Proteobacteria）比例明显高于其他 3
组（4I）；CON 组、NBI 组、NBA 组在放线菌门（Actinobacteria）

水平均高于 NP 组（图 4K）；在属（Genus）水平对各组进行比

较，可见 NP 组大肠埃氏菌属-志贺菌（Escherichia-Shigella）

与肠球菌（Enterococcus）比例较 CON 组大幅度增高，NBI 与
NBA组则降低了这2种菌的比例。

总的来说，NBI组与 NBA 组相较于 NP组在肠道菌群的

构成上有益菌如厚壁菌门的比例更高，MDSCs 清除未能明

显改变丁酸改善NEC菌群组成的现象。

注：a，与NP组相比，P<0.05，n=3~6；b，与NBI组相比，P<0.05，n=3；c，与NP组相比，P>0.05，n=3；d，与NBI组相比，P>0.05，n=4~6
图 3　MDSCs 去除后 NEC 小鼠肠组织损伤变化
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注：a，与NP组相比，P<0.01，n=3；b，与NP组相比，P<0.05，n=3；c，与NBI组相比，P>0.05，n=3；d，与NP组相比较，P>0.05，n=3
图 4　丁酸与 MDSC 改变对小鼠菌群的影响
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3　讨 论

3.1　丁酸干预减轻NEC小鼠肠道炎症

NEC 是一种威胁新生儿尤其是早产儿的急性

消化道疾病，具有发病率高、死亡率高、发病机制复

杂以及严重后遗症等特点[1，2，8-10]，这引起本研究的

高度重视。从 1828年[14]首次被发现的一百多年来，

各国研究人员与临床工作者对于 NEC 的探索从未

止步，但直至距今的 30年左右，对于NEC发病机制

的研究才取得了比较大的发展。NEC 的发病机制

十分复杂，呈现出多因素的特点，包括遗传易感性、

早产、配方奶喂养和微生物群失调等[7，12，30]。研究表

明微生物群失调与 NEC 的进展存在联系[12，24，31-32]，

因此对于 NEC 中微生物群的作用探索引起了广泛

关注。以丁酸为代表的短链脂肪酸（SCFAs）是由肠

道细菌经过食物发酵代谢产生的。作为一种重要

的能量来源，其可为肠道细胞提供能量，确保上皮

屏障的完整性，因此，肠道微生物群失调将不可避

免地改变短链脂肪酸的组成和浓度[33]。既往研究已

证明，丁酸干预可以改善NEC小鼠的肠道炎症与急

性损伤程度[23]。本研究采用人工喂养与缺氧冷刺激

的方式建立NEC模型，并在此基础上使用丁酸进行

干预，结果表明丁酸可以直接改善NEC小鼠的生存

情况、肠道损伤情况以及肠道炎症。

3.2　丁酸干预可以减少NEC小鼠肠组织中的MDSCs
比例

既往研究表明肠道微生物群改变可以影响肠

道黏膜中包括 T、B淋巴细胞的适应性免疫，也可以

影响包括 ILC3s在内的固有免疫[34-35]，对于肠道的免

疫功能的调节十分重要。MDSCs 是一类免疫抑制

细胞，在对抗肠道炎症中发挥了重要作用，He YM
等[27]验证了 MDSCs 对于 NEC 小鼠肠道炎症的改善

作用。本研究将微生物群相关代谢物丁酸与 MD⁃
SCs 联系起来，旨在探索丁酸是否能够调节 MDSCs
从而影响 NEC 小鼠的炎症程度。根据流式细胞术

结果显示，丁酸干预后 NEC 小鼠肠道 PMN-MDSC
比例降低。钙结合蛋白 S100A9对于PMN-MDSC的

调节十分重要[27]，Western Blot结果显示丁酸干预后

NEC 小鼠肠道 S100A9 水平下降，与 PMN-MDSC 的

改变一致。参照 He YM 等[27]方案将 MDSCs 进行清

除后进行丁酸钠灌胃，观察清除MDSCs后NEC小鼠

在丁酸干预下的肠道情况，结果表明MDSCs清除后

小鼠肠组织炎症未见明显改变。本研究结果表明

丁酸可能通过对 S100A9的调节影响PMN-MDSC的

招募，但其对NEC的保护作用并不依赖于MDSCs的
改变。

研究表明 S100A9的上调与PMN-MDSC的免疫

抑制作用息息相关[27]，这是一种钙结合蛋白，主要限

制性地表达于单核/巨噬细胞系、中性粒细胞等，与

许多炎症中的免疫息息相关。S100A9在肠道黏膜

损伤的早期即可被分泌到肠腔中，可以作为NEC的

一种早期损伤识别标志物[36]。 Pergialiotis V 等[37]对

多个数据库中的数据进行综合分析也证实 S100A9
在 NEC患儿的粪便中显著升高。Cao T等[38]的实验

显示丁酸在神经退行性病变模型小鼠中可以明显

降低 S100A9的水平。因此本课题组推测在NEC小

鼠中可能由于 S100A9 水平上升，引起 PMN-MDSC
的肠道聚集，使用丁酸干预后小鼠肠道 S100A9 水

平下降，因而引起PMN-MDSC比例的明显下降。这

与本研究中的结果一致。除了调节 MDSCs 的扩增

与迁移之外，S100A9 对于 PMN-MDSC 的免疫抑制

功能也至关重要。低水平的S100A9大大减少MDSCs
的活化，免疫调节能力显著降低。除此之外，研究

表明使用丁酸干预 IBD 后观察 MDSCs 在肠道变化

的结果显示在结肠炎的情况下，趋化因子受体

CCR9上调，与趋化因子配体CCL25的结合增加，促

进MDSCs的招募，但丁酸的使用可以明显减少这一

趋势，两者均能改善 IBD小鼠结肠炎，呈现功能互补

的状态[39]。在 NEC中，CCR9/CCL25受到 TLR4调节

而显著上调[40]。本课题组前期研究表明丁酸干预

NEC可以通过抑制 TLR4通路减轻NEC炎症[41]。基

于此，推测在 NEC 中丁酸干预可能通过抑制 TLR4
的表达下调CCR9/CCL25的水平，对MDSCs的水平与

功能产生抑制作用。另外，既往的研究表明丁酸与

MDSCs均能明显促进肠道调节性T细胞（Regulatory 
cells，Tregs）的分化，增强肠道抗炎作用[33，42-43]。综

上所述，本课题组推测丁酸在NEC小鼠中通过下调

S100A9的水平与抑制TLR4通路等方式下调MDSCs
尤其是PMN-MDSC的比例与活化程度，二者在免疫

细胞的调节和减轻肠道炎症的功能上有互补的趋

势，因此在清除MDSCs后丁酸对NEC的保护作用未
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见明显减弱。这需要后续进一步的研究加以证明。

3.3　MDSCs 清除后丁酸干预部分改变 NEC 小鼠肠

道菌群

临床研究显示与足月婴儿相比，早产儿的肠道

微生物群幼稚且多样性较低[44]。对早产儿粪便微生

物群的分析研究发现[44-45]，在 NEC发生之前已有肠

道菌群的改变，变形菌门的丰度增加，厚壁菌门和

拟杆菌门的丰度降低。由此可见肠道微生物的改

变是NEC发生发展的一大高危因素，本研究对各组

小鼠进行肠道菌群 16sRNA 测序，结果显示相比对

照组，NEC 小鼠的菌群多样性降低，MDSCs 清除组

与同型对照组在接受丁酸干预后菌群多样性升高，

且两者无明显差异。进一步对菌群种类进行分析，

NEC 小鼠较对照组变形菌增多，厚壁菌减少，符合

临床 NEC 早产儿粪便菌群改变。NEC 小鼠的大肠

埃希菌属-志贺菌属以及肠球菌增加，均是已知的

肠道致病菌或者机会致病菌，MDSCs清除组与同型

对照组在接受丁酸干预后菌群改变相似，肠道致病

菌比例减少。放线菌是肠道微生物群的四大门之

一，在维持肠道稳态方面十分重要[46]。根据门水平

的 Circos 显示，MDSCs清除组与同型对照组在接受

丁酸干预后可以明显提高小鼠的放线菌比例，帮助

恢复肠道稳态。由此可见，丁酸作用于NEC小鼠时

MDSCs 是否清除对于其改善 NEC 小鼠菌群的现象

无明显差异，表明丁酸促进NEC小鼠的肠道菌群恢

复并不依赖于MDSCs的参与。

综上所述，丁酸可能通过下调 S100A9 与抑制

TLR4通路降低 NEC 小鼠中的 MDSCs尤其是 PMN-
MDSCs的比例。在进一步探究丁酸是否依赖MDSCs
发挥作用时发现 MDSCs 是否清除对丁酸减轻 NEC
小鼠的肠道炎症与改善菌群分布的作用无明显影

响，即丁酸改善NEC小鼠炎症与肠道菌群构成并不

依赖MDSCs的参与。
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