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摘要      该文探讨了缺氧诱导因子-1α(hypoxia inducible factor-1α, HIF-1α)在新生儿坏死性小

肠结肠炎(neonatal necrotizing enterocolitis, NEC)中的作用机制。收集8例NEC患儿小肠组织作为疾

病组和6例胃肠道畸形患儿小肠组织作为对照组。将40只7日龄的C57BL/6新生鼠(WT)分为NEC组
(WT/NEC, n=20)和对照组(WT/DF, n=20), 40只7日龄C57BL/6背景的谷氧还原蛋白1(glutaredoxin1, 
Grx1)基因敲除鼠(Grx1–/–)分为NEC组(Grx1–/–/NEC, n=20)和对照组(Grx1–/–/DF, n=20)。Western blot
检测人和小鼠肠组织HIF-1α、小鼠肠组织血管内皮生长因子A(vascular endothelial growth factor A, 
VEGFA); qRT-PCR检测小鼠肠道血管内皮生长因子VEGFA mRNA, 免疫荧光染色检测人和小鼠肠

组织HIF-1α。结果显示, NEC患儿小肠组织中HIF-1α表达量较对照组显著降低(P<0.05); WT/NEC
小鼠小肠组织HIF-1α和VEGFA蛋白表达量较WT/DF显著降低(P<0.05); WT/NEC组小肠组织中

VEGFA表达量较WT/DF组显著降低(P<0.05), Grx1–/–/NEC组VEGFA表达量较WT/NEC组显著升高

(P<0.05); HIF-1α主要表达于小肠上皮细胞, NEC患儿肠组织和NEC小鼠肠组织中HIF-1α免疫荧光

染色强度均较各自对照组显著降低, 而Grx1基因敲除显著提高了NEC小鼠肠组织HIF-1α免疫荧光

染色强度。该研究结果表明, HIF-1α在NEC患儿和NEC小鼠中有重要作用, 其机制可能与肠道微血

管的发育相关。

关键词      坏死性小肠结肠炎; 缺氧诱导因子; 血管内皮生长因子; 谷氧还原蛋白1                                                           
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Abstract       This study was to investigate the role of HIF-1α (hypoxia inducible factor-1α) in NEC (neonatal 
necrotizing enterocolitis) and its possible mechanism. The small intestine tissues of eight children with NEC were 
collected as the disease group and six children with gastrointestinal abnormalities as the control group. Forty 7-day-
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old C57BL/6 newborn mice were divided into the NEC group (WT/NEC, n=20) and control group (WT/DF, n=20); 
Forty 7-day-old Grx1 (glutaredoxin1) knockout (Grx1–/–) mice on C57BL/6 background were divided into the NEC 
group (Grx1–/–/NEC, n=20) and control group (Grx1–/–/DF, n= 20). Western blot was used to detect HIF-1α in hu-
man and mouse intestinal tissues. It also detected VEGFA (vascular endothelial growth factor A) in mouse 
intestinal tissues. Mouse intestinal VEGFA mRNA was detected by qRT-PCR. Immunofluorescence staining 
was used to detect HIF-1α in intestinal tissue of children and newborn mice. The expression of HIF-1α in 
the small intestine of NEC children was significantly lower than that in the control group (P<0.05). The ex-
pression levels of HIF-1α and VEGFA in the small intestine of WT/NEC mice were significantly lower than 
those in the WT/DF group (P<0.05). The mRNA expression of VEGFA in WT/NEC mice intestine tissue 
was significantly lower than that in the WT/DF group (P<0.05), and the expression of VEGFA in the Grx1–

/–/NEC group was significantly higher than that in WT/NEC group (P<0.05). HIF-1α was mainly expressed 
in small intestinal epithelial cells. The immunofluorescence intensity of HIF-1α staining in small intestinal 
tissues of NEC children and NEC mice was significantly lower than that in the control group, respectively. 
While Grx1 ablation significantly increased the intensity of HIF-1α immunofluorescence staining in NEC 
mouse intestine tissue. The results show that HIF-1α plays an important role in NEC children and NEC 
mice, and its mechanism may be related to the development of intestinal microvascular.

Keywords        neonatal necrotizing enterocolitis; hypoxia inducible factor; vascular endothelial growth fac-
tor; glutaredoxin1

新生儿坏死性小肠结肠炎(neonatal necrotizing 
enterocolitis, NEC)是最常见和最具破坏性的早产儿胃

肠道疾病[1]。NEC主要影响早产儿, 体重不足1 500 g
的早产儿中, 其NEC发生率约为7%[2]。在过去的几

十年里, 随着医学技术的发展, NEC的总体发病率并

没有降低, 而且死亡率仍然很高(10%~30%), 该疾病

一直是新生儿医学领域的研究重点和热点[3]。其发

病机制有小肠功能不成熟、缺氧、肠道免疫屏障受

损、人工喂养和肠道内的非正常菌群定植等[4]。多

种危险因素可以促进NEC的发生, 包括先天性心脏

病[5]、红细胞悬液输入和贫血[6]、产妇子痫前期胎

盘供血不足和产时窒息[7]、肠道微循环的改变[8]。

这些发病机制和危险因素都和缺血缺氧相关。小肠

的血流量变化快, 容易导致缺血缺氧, 因此被认为是

NEC病理过程的关键起始因素, 引起了肠道中一系

列的炎症反应[9]。缺氧会触发组织适应缺氧环境的

机制, 引起各种细胞、系统、代谢反应, 并且激活缺

氧诱导因子-1α(hypoxia-inducible factor-1α, HIF-1α)。
HIF-1α是一种调节缺氧诱导基因表达所必需的转录

因子[10], 可通过调节血管内皮生长因子(vascular en-
dothelial growth factor, VEGF)的表达来调控血管生

成, 从而刺激内皮细胞增殖, 促进内皮细胞和血管平

滑肌细胞的迁移, 抑制细胞凋亡[11-12]。VEGF家族有

多种亚型, 包括VEGF-A、-B、-C、-D、-E), VEGF-
A被认为是最重要的血管生成因子。我们在预实验

中发现, NEC患儿小肠组织中, HIF-1α表达量降低, 肠
道的微血管数量减少。因此, 我们推测HIF-1α的表达

降低在NEC的发生中起重要作用, 通过下调VEGFA
影响小肠的微血管生成, 从而促进NEC的发生。本

研究首先收集NEC患儿小肠组织, 检测HIF-1α的表

达量, 随后建立NEC小鼠模型, 并且在此模型中引入

Grx1–/–小鼠[13], 检测小肠组织的HIF-1α表达变化和

VEGFA表达量变化, 探讨HIF-1α在NEC中的作用。

1   材料与方法 
1.1   主要试剂  

试剂包括: Similac配方奶(Abbott Laboratories, 
美国); 犬代乳奶粉(Pet-Ag, 美国); SDS-PAGE电泳

凝胶配制试剂盒(上海雅酶生物医药科技有限公

司); 高效RIPA组织裂解液(北京索莱宝科技有限公

司); 5× 蛋白上样缓冲液、快速封闭液(上海碧云天

生物科技有限公司); HIF-1α Rabbit pAb(成都正能

生物技术有限责任公司); β-actin抗体(武汉三鹰生

物技术有限公司); 山羊抗兔IgG(成都正能生物技术

有限责任公司); 0.45 μm PVDF膜(Millipore, 德国); 
Trizol(Invitrogen, 英国); Evo M-MLV反转录试剂预
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混液(11711)(湖南艾科瑞生物工程有限公司); SYBR® 
Green Pro Taq HS预混型qPCR试剂盒II(11702)(湖南

艾科瑞生物工程有限公司)。
1.2   临床样本收集

收集2020年1月至2020年12月重庆医科大学附

属儿童医院肝胆外科急诊手术NEC患儿(8例)切除的

小肠组织作为NEC组, 肠道畸形患儿(6例, 包括十二

指肠闭锁、回肠闭锁、肠吻合)手术切除的小肠组织

作为非NEC对照组。本研究经过所有患儿监护人的

知情同意, 并经重庆医科大学医学伦理委员会批准。

1.3   动物分组及处理 
7日龄背景为C57BL/6的新生小鼠(重庆医科

大学实验动物中心, SPF级) 40只, 雌雄不限, 体重

2.5 g~4.5 g, 由随机数软件产生随机数的方法将新

生小鼠分为对照组(WT/DF)和NEC组(WT/NEC), 每
组 20只 ; 7日龄背景为C57BL/6的Grx1–/–新生小鼠

(四川大学实验动物中心, SPF级) 40只, 用以上同

样的方法分为对照组(Grx1–/–/DF)和NEC组(Grx1–/–/
NEC)。对照组小鼠由母鼠喂养, 不做任何处理; 
NEC组小鼠置于恒温孵育箱中, 配制代乳品[11], 灌胃

喂养, 每次(0.03~0.04) mL/g, 1次/4 h。脂多糖(lipo-
polysaccharide, LPS) 5 mg/kg灌胃, 每日1次。给予缺

氧刺激60 s(置于100%氮气环境), 冷刺激10 min(置
于4 °C环境)[4]。建模3日过程中, 每日给予2次缺氧

和冷刺激。本研究经重庆医科大学医学伦理委员会

批准, 实验过程符合国家和单位有关实验动物的管

理和使用规定。

1.4   方法 
1.4.1   记录新生小鼠的精神状态、活动、腹胀、腹泻、

便血等情况, 两组小鼠在建模过程中的体重变化。 
1.4.2   组织取材保存和形态学检测      建模结束, 小
鼠采用断头法处死, 取近回盲部小肠约3 cm, 免疫荧

光染色观察, 剩余小肠组织超低温冻存备用。取末

端小肠组织, 通用型组织固定液固定, 包埋、切片、

HE染色、拍照分析。肠组织病理学评分方法采用

Natalie[14]所使用的双盲法, 由病理学专家对肠组织

进行病理学评分, 分值≥2分认为是成功的NEC模型, 
每张切片随机在100倍镜下拍摄3张照片, 3张照片评

分的平均值作为该样本的分值。

1.4.3   收集的外科手术标本, 取1 cm进行石蜡包埋, 
免疫荧光染色观察, 其余–80 °C冻存备用。

1.4.4   Western blot      冻存备用的肠组织样本, 按照

每20 mg组织加入200 μL高效RIPA组织裂解液, 组织

匀浆器匀浆2 min, 4 °C离心5 min(14 000 r/min), 取1 μL
上清检测蛋白浓度(BCA法), 其余上清加入5× 蛋白

上样缓冲液煮沸5 min, 冻存备用。取40 μg备用样品

进行SDS-PAGE凝胶电泳, 转膜(200 V, 100 min), 室
温封闭10 min, 按抗体说明书将一抗稀释(稀释比例

C环境下, 膜于抗体中孵育10 h; 随后加° 4 ,(000 1׃1

入二抗(稀释比例1500׃)室温孵育1 h, ECL显影。 分

析软件采用ImageJ, 目的蛋白相对表达量以目的蛋

白与内参蛋白条带灰度值比值表示。

1.4.5   免疫荧光染色      备好的石蜡切片进行脱蜡

至水; 随后切片置于柠檬酸(pH6.0)抗原修复液中修

复抗原; 切片用组化笔画圈, 浸泡于3%双氧水溶液

中避光孵育25 min, 中性PBS洗涤3次, 每次5 min; 滴
加BSA孵育30 min; 滴加一抗, 4 °C孵育10 h; 中性

PBS洗涤3次, 每次5 min。滴加荧光二抗, 避光孵育

1 h; 滴加DAPI染液, 避光孵育10 min; 中性PBS洗涤

3次, 每次5 min。滴加自发荧光淬灭剂孵育5 min, 流
水冲洗10 min; 滴加抗荧光淬灭剂封片; 每张切片用

荧光显微镜随机采集3个200倍视野图像, 用ImageJ
软件测量每个图像平均荧光强度, 取平均值作为该

样本的荧光强度, 进行统计分析。

1.4.6   实时荧光定量PCR检测VEGFA的mRNA表达

水平      取备用组织, 采用Trizol法提取组织RNA, 分
光光度计检测RNA浓度, 调整RNA浓度至400 ng/μL, 
将RNA逆转录为cDNA。以cDNA为模板, 分别对目

的基因和内参基因进行扩增(Bio-Rad CFX90 Real-
time PCR仪)。反应条件为: 95 °C 30 s; 95 °C 5 s, 60 °C 
30 s, 共39个循环。以β-actin为内参 , 用2–ΔΔCt法分析

VEGFA的mRNA表达水平。引物序列如表1所示。

1.5   统计学处理 
分析和作图软件采用GraphPad Prism 8.0。采

用正态性分布检验分类定量资料, 用(x
_
±s)表示正态

分布且方差齐的定量资料, 独立样本t检验比较两

组间差异; 多组间比较采用单因素方差分析。用中

位数M(Q)表示不符合正态性分布或方差不齐的定

量资料, 用Wilcoxon Mann-Whitney检验进行组间比

较。P<0.05表示有统计学差异。

2   结果 
2.1   NEC患儿肠组织HIF-1α蛋白表达

Western blot检测结果显示 , NEC患儿小肠组
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织HIF-1α表达较对照组显著降低, 差异有统计学意

义(P<0.01, 图1A)。免疫荧光染色检测显示, HIF-
1α主要表达于患儿小肠上皮细胞, NEC患儿小肠组

织的HIF-1α平均荧光强度较对照组患儿显著降低

(图1B)。
2.2   动物一般情况和病理学改变 

由母鼠喂养的WT/DF和Grx1–/–/DF小鼠精神

状态良好, 活动较多, 皮下脂肪丰富, 无腹胀、腹

泻、便血等症状。采用配方乳喂养的WT/NEC小
鼠第2日开始出现腹胀、腹泻、便血, 活动减少, 皮
下脂肪减少, Grx1–/–/NEC小鼠仅出现轻度腹胀和腹

泻, 无便血和消瘦等症状; 小鼠建模前后体重变化

(图 2D)。肉眼观察小鼠组织 , WT/DF和Grx1–/–/DF
小鼠肠组织较细, 呈淡黄色, 无积气、水肿、出血

改变; WT/NEC小鼠肠积气显著, 质脆, 部分回肠末

端有出血、坏死等改变; Grx1–/–/NEC小鼠小肠轻

度积气, 部分轻度水肿, 无出血、坏死等改变。100
倍镜下观察WT/DF和Grx1–/–/DF小鼠肠组织, 层次

结构清晰, 基底膜连续, 腺体整齐, 绒毛完整, 黏膜

层、黏膜下层和固有层结构连接紧密; NEC组小鼠

肠组织结构破坏, 肠绒毛数量减少、排列紊乱、水

肿, 部分坏死脱落, 基底层变薄, 部分断裂; Grx1–/–/
NEC小鼠绒毛轻度水肿, 少量脱落, 无坏死, 基底层

连续(图2B)。病理学评分统计显示, WT/NEC组小

鼠肠组织评分值 (3.17±0.44)较WT/DF组 (0.17±0.25)
显著升高 (P<0.000 1, 图2C), Grx1–/–/NEC组病理评

分值 (1.29±0.38)较WT/NEC组 (3.17±0.44)显著降低

(P<0.000 1)。建模结束后 , WT/NEC组小鼠体重较

A: Western blot检测发现患儿肠组织HIF-1α蛋白表达量; B: 荧光显微镜观察患儿小肠组织免疫荧光染色, HIF-1α主要表达于肠上皮细胞(绿色为

HIF-1α, 蓝色为DAPI)。**P<0.01, ****P<0.000 1, 与对照组相比。

A: Western blot showed HIF-1α expression in the intestinal tissues of children; B: immunofluorescence staining of children small intestine tissues was 
observed under fluorescence microscope. HIF-1α is mainly expressed in intestinal epithelial cells (HIF-1α: green; DAPI: blue). **P<0.01, ****P<0.000 1 
vs control group.

图1   患儿HIF-1α检测

Fig.1   HIF-1α detection in children
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表1   实时荧光定量PCR引物序列

Table 1   Primer sequences used in Real-time PCR
引物

Primer
序列

Sequence

VEGFA Forward: 5ʹ-GCA GCG ACA AGG CAG ACT AT-3ʹ
Reverse: 5ʹ-AGA ACC AAC CTC CTC AAA CCG-3ʹ

β-actin Forward: 5ʹ-CAT CCG TAA AGA CCT CTA TGC CAA C-3ʹ
Reverse: 5ʹ-ATG GAG CCA CCG ATC CAC A-3ʹ
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WT/DF减轻, Grx1基因敲除减弱了NEC处理对小鼠

体重增长的影响(P<0.001, 图2D)。
2.3   小鼠肠组织HIF-1α蛋白表达  

免疫荧光染色检测显示, HIF-1α同样主要表

达于小鼠小肠上皮细胞, WT/NEC小鼠小肠组织的

HIF-1α平均荧光强度较WT/DF小鼠降低(P<0.000 1, 
图3A); Grx1–/–/NEC小鼠HIF-1α平均荧光强度较WT/
NEC小鼠升高(P<0.001, 图3A)。 Western blot检测结

果显示, WT/NEC组小鼠小肠组织HIF-1α蛋白表达

量较WT/DF显著降低 (P<0.01, 图3B)。
2.4   小肠组织VEGF蛋白和VEGFA mRNA表达

Western blott检测结果显示, WT/NEC小鼠肠

组织VEGFA蛋白表达水平较WT/DF小鼠显著降低

(P<0.001, 图4A)。RT-PCR结果显示, WT/NEC组小

鼠小肠组织中VEGFA的mRNA表达水平较WT/DF组
显著降低(P<0.05, 图4B), Grx1–/–/NEC小鼠VEGFA的

mRNA表达水平较WT/NEC组显著升高(P<0.01, 图
4B)。  

3   讨论
HIF-1是由α和β亚基组成的异二聚体, 调节缺

氧诱导基因表达所必需的转录因子, 包括血管生成、

红细胞生成、细胞增殖、细胞凋亡、能量产生等多

种缺氧诱导基因, 促进细胞适应低氧微环境[15-16]。许

多研究报告指出, 当细胞暴露于缺氧或经历应激时

HIF-1α对细胞是有益的 [17-18]。本研究发现 , NEC患

儿小肠组织中HIF-1α显著减低, 证明NEC的发生和

HIF-1α有密切联系。我们用免疫荧光染色定位HIF-
1α, 发现其主要表达于小肠上皮细胞, 并且在免疫荧

光的半定量分析中, 也同样取得了和Western blot一
致的结果, NEC患儿和NEC小鼠小肠组织HIF-1α染
色的平均荧光强度均较各自对照组显著降低。随后

A: 小肠不同程度损伤典型实例(分别为O~IV级); B: 新生小鼠肠组织用HE染色进行形态学分析: WT/NEC小鼠肠组织损伤严重, Grx1基因敲

除减轻了NEC引起的肠道损伤; C: 病理学评分: WT/NEC小鼠肠组织病理学评分较WT/DF显著升高, Grx1基因敲除降低了NEC小鼠肠组织病

理学评分; D: 从第9日之后, WT/NEC小鼠体重较WT/DF小鼠减轻, Grx1基因敲除减轻了体重变化。**P<0.01, ****P<0.000 1, 与WT/DF相比; 
#P<0.05, ###P<0.001, ####P<0.000 1, 与WT/NEC相比。

A: typical characteristics of gross morphology (Grade O-IV, respectively); B: stained with HE for morphometric analyse (Original magnification): the 
intestinal tissue of WT/ NEC mice was seriously damaged, and Grx1 ablation alleviated this damage; C: histopathological score: the intestinal histopatho-
logical score of WT/NEC mice was higher than WT/DF group. Grx1 ablation decreased the intestinal histopathological score of NEC mice; D: after day 9, 
weight loss was observed in WT/NEC mice compared with WT/DF mice, ablation of Grx1 ameliorated this trend. **P<0.01, ****P<0.000 1 vs WT/DF 
group; #P<0.05, ###P<0.001, ####P<0.000 1 vs WT/NEC group.

图2   病理学和体重变化

Fig.2   Pathology and body weight changes
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我们在NEC动物模型上进行了相同的研究, NEC小
鼠小肠组织中HIF-1α同样较对照组显著降低, 和临床

样本研究取得了一致的结果。有研究表明, 使用二

甲基氧基甘氨酸(dimethyloxalylglycine, DMOG, 抑制

HIF-1α的降解)能够减轻NEC小鼠的肠道损伤[4]; 在
小鼠的肠炎模型中, 过表达HIF-1α可减轻肠道损伤, 
这些结果都表明HIF-1α是有益的靶点[19]。HIF-1α
的调节通过脯氨酸羟化结构域酶(prolyl hydroxylase 
domains, PHDs)和pVHL(von hippel lindau)对HIF-1α

进行蛋白酶体降解, 从而调节HIF-1α丰度; 而HIF-1α
则通过调节VEGFA的表达来介导血管生成[20]和围

产期的氧稳态[21-22]。在缺氧条件下, PHDs不被激活, 
HIF-1α稳定, 并与HIF靶基因启动子中存在的HIF反
应元件结合, 从而激活调节氧稳态基因的转录[10], 包
括VEGF[16]。VEGF与血管内皮细胞受体结合调控血

管生成, 引起内皮细胞出芽、迁移和增殖, 并最终形

成新的血管分支[23]。在生理状态下, 肠道会经历显著

的血流波动, 空腹状态下大约有全身血液总量的5%

A: 荧光显微镜观察小鼠小肠组织HIF-1α免疫荧光染色。HIF-1α主要表达于肠上皮细胞, NEC小鼠肠组织HIF-1α平均荧光强度较对照组降低(绿
色为HIF-1α, 蓝色为DAPI), Grx1基因敲除显著提高了NEC小鼠肠组织HIF-1α的荧光强度。B: Western blot检测发现NEC小鼠肠组织HIF-1α蛋白

表达较对照组显著降低。**P<0.01, ****P<0.000 1,与WT/DF相比; ###P<0.001, 与WT/NEC相比。

A: immunofluorescence staining of mice small intestine tissues was observed under fluorescence microscope (Original magnification). HIF-1α is mainly 
expressed in intestinal epithelial cells. Compared with the WT/DF group, the mean fluorescence intensity of HIF-1α in the intestinal tissues of WT/
NEC mice was reduced (green: HIF-1α; blue: DAPI); in contrast, HIF-1α expression was increased in the intestinal epithelial cells after Grx1 ablation. 
B: Western blot showed that HIF-1α protein expression in the intestinal tissues of WT/NEC mice was significantly lower than that in WT/NEC group. 
**P<0.01, ****P<0.000 1 vs WT/DF; ###P<0.001 vs WT/NEC group.

图3   小鼠肠组织HIF-1α检测

Fig.3   Detection of HIF-1α in intestinal tissue of mice
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进入肠道, 进食后大约会有全身总血液量的30%进

入肠道[24]。微血管减少导致肠灌注受损与NEC的发

生密切相关[25]。因此, 我们检测了VEGFA mRNA在

动物中的表达量, 发现NEC小鼠小肠组织中VEGFA
的表达量较对照组显著降低, VEGFA蛋白表达水平

同样降低, 说明对VEGFA的调控是从基因层面进行

的, 而HIF-1α正好是作用于VEGFA的转录启动子[4]。

我们推测HIF-1α的表达降低, 导致了VEGFA的转录

下降, 最终引起VEGFA的蛋白表达水平下降; 稳定

HIF-1α的表达, 能够提高VEGFA的表达量, 从而对

NEC起保护作用。为了对此进行验证, 我们引入了

Grx1–/–鼠, 对NEC模型中HIF-1α的表达进行干预。

谷氧还原蛋白1(glutaredoxin1, Grx1)在体内是

一种具有保守性和普遍表达的酶, 它主要抑制蛋白

质S-谷胱甘肽化, 调节蛋白质的氧化还原反应[26]。

蛋白质半胱氨酸残基与谷胱甘肽(glutathione, GSH)
结合产生GSH加合物, 这些加合物被Grx1特异性地

逆转。GSH加合物能稳定HIF-1α, 抑制HIF-1α的降

解, 从而提高HIF-1α的表达量[13]。因此, Grx1–/–鼠能

通过增加GSH加合物的产生提高HIF-1α表达量。实

验结果发现, Grx1基因敲除显著改善了NEC病理

过程导致的HIF-1α降低和VEGFA降低, 并且减轻了

NEC小鼠的肠道损伤, 减轻了小鼠的疾病严重程度。

因此, 我们认为Grx1/HIF-1α/VEGFA信号轴在NEC
的病理过程中起关键作用。

综上所述, 我们推测在NEC的病理过程中, 由
于HIF-1α表达量降低, 引起VEGFA表达量下降, 导
致了小肠组织的血管生成减少, 小肠供血不足, 引起

小肠组织缺血缺氧, 促进了NEC的发生。目前, 国内

外的研究大多只采用临床样本或动物模型, 本研究

采用临床样本和动物实验结合的方法验证HIF-1α在
NEC中的机制, 两种方法取得了一致的结果, 并且引

入Grx1–/–鼠, 增加了推断的可靠性。我们研究的局

限性是临床样本数量较小, 并且通过Grx1基因敲除

来干预HIF-1α的表达是间接的, Grx1是否通过其他

机制对NEC起保护作用, 还需进一步的实验进行验

证。HIF-1α在NEC的病理过程中显著降低, 但在临

床实践中能否通过提高HIF-1α的表达来改善NEC的
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A: Western blot检测结果表明WT/NEC小鼠肠组织VEGFA蛋白表达量较WT/DF小鼠显著降低。B: RT-PCR结果表明WT/NEC小鼠肠组织VEGFA 
mRNA表达量较WT/DF小鼠显著降低, Grx1基因敲除显著提高了NEC小鼠肠组织VEGFA mRNA表达量。*P<0.05, ***P<0.001, 与WT/DF相比; 
##P<0.01, 与WT/NEC相比。

A: Western blot showed that the expression of VEGFA in intestinal tissue of WT/NEC mice was significantly lower than that in WT/DF group. B: the 
expression of VEGFA mRNA in the intestinal tissue of WT/NEC mice were significantly lower than that in WT/DF group, whereas the levels was in-
creased by Grx1 ablation. *P<0.05, ***P<0.001 vs WT/DF group; ##P<0.01 vs WT/NEC group.

图4   小鼠肠组织VEGFA蛋白和VEGFA mRNA检测

Fig.4   Detection of VEGFA protein and VEGFA mRNA in intestinal tissue of mice
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病理过程还有待于进一步的研究。
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