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新生儿坏死性小肠结肠炎中细胞死亡机制的研究进展*

韦巧珍,韦冰梅,黄清梅,陈玉君**

(广西医科大学第二附属医院儿科,广西南宁 530000)

摘要:坏死性小肠结肠炎(Necrotizing
 

Enterocolitis,NEC)是由多因素作用导致的肠道急性炎症性疾病,是早

产儿主要的死亡原因之一。以往的研究认为,细胞凋亡是NEC中肠上皮细胞最主要的死亡形式。但近年来

的研究发现,程序性坏死(Necroptosis)、细胞焦亡(Pyroptosis)及铁死亡(Ferroptosis)等非凋亡形式的程序性

细胞死亡(Programmed
 

Cell
 

Death,PCD)也可能参与到NEC的发病机制中,不同形式的细胞死亡的信号调节

通路不同,可能会相互影响或存在共同的调节机制如细胞广泛凋亡小体(PANoptosome)等。本文综述了非凋

亡形式的不同类型程序性细胞死亡方式及其信号调节通路,以及其在NEC中的作用机制,并提出NEC诊断

生物标志物或防治的新靶点,以期为临床NEC的预防和管理提供思路。
关键词:坏死性小肠结肠炎;程序性坏死;细胞焦亡;铁死亡;细胞广泛凋亡
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  坏死性小肠结肠炎(Necrotizing
 

Enterocolitis,

NEC)是新生儿期一种严重的肠道急性炎症性疾病,
是早产儿常见的并发症及主要死亡原因之一。出生

体重为500-1
 

500
 

g的早产儿中,NEC的发病率约

为 7%,其 中 极 低 出 生 体 重 儿 NEC 的 病 死 率 为

20%-30%,而超低出生体重 儿 的 病 死 率 则 高 达

30.0%-50.9%[1,2],严重时还可导致感染性休克、
肠坏死及穿孔等并发症,存活者也可能出现短肠综合

征、生长发育受限及认知障碍[3􀆼5]等问题,严重影响新

生儿的生存质量。NEC是由多因素作用导致的急性

坏死性肠道疾病,包括肠道发育不成熟、遗传易感性、

输血、感染、肠道内菌群失调及配方奶喂养等[6􀆼8],其
病理机制尚未完全阐明。多种高危因素,如细菌内毒

素可以促进多种炎症因子如白细胞介素(Interleu-
kin,IL)、肿瘤坏死因子􀆼α

 

(Tumor
 

Necrosis
 

Factor􀆼
α,TNF􀆼α)及其他炎症趋化因子的产生,导致肠道上

皮细胞凋亡、氧化应激反应发生、微生态紊乱及屏障

功能损伤等[9],并进一步介导急性黏膜上皮细胞死

亡,最终导致肠道炎症和坏死的发生。细胞凋亡

(Apoptosis)是 NEC中肠上皮细胞死亡的主要原

因[10],但这种程序性的细胞死亡方式产生的凋亡小

体可被体内吞噬细胞快速清除,几乎没有细胞内成分
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的外溢,不会发生炎症反应[11,12],这种炎症反应静默

型的细胞凋亡难以解释NEC快速、剧烈的急性炎症

性病理改变。随着细胞死亡机制研究的不断深入,其
他非凋亡形式的程序性细胞死亡(Programmed

 

Cell
 

Death,PCD),如程序性坏死(Necroptosis)、细胞焦亡

(Pyroptosis)及铁死亡(Ferroptosis)等均可能参与

NEC的发生和发展,因此本文对近年来非凋亡形式

的程序性细胞死亡在 NEC中的作用机制进行了

综述。

1 程序性坏死与NEC

  程 序 性 坏 死,又 称 坏 死 性 凋 亡,是 Degterev
等[13]于2005年发现的一种可被调控的、由多条复杂

信号通路介导的程序性细胞死亡,具有不同于细胞凋

亡的形态学特征,如细胞核凝聚、细胞膜破裂以及线

粒体肿胀等[14]。其中,细胞膜破裂会导致细胞核内

容物释放,进一步诱发更为强烈的炎症反应[15],加剧

周围或远处组织的炎症损伤。程序性坏死的调控机

制极为复杂,具有多条信号通路,如肿瘤坏死因子受

体(Tumor
 

Necrosis
 

Factor
 

Receptor,TNFR)信号途

径及Toll样受体4(Toll􀆼Like
 

Receptor
 

4,TLR4)信
号途径[16,17](图1)。这两种信号途径分别由TNF􀆼α
和病原微生物或细菌毒素,如脂多糖(Lipopolysac-
charide,LPS)介 导,分 别 激 活 细 胞 膜 表 面

的TNFR及TLR4,再通过与受体相互作用蛋白激

图1 程序性坏死信号机制

Fig.1 Signaling
 

mechanism
 

of
 

necroptosis

酶􀆼1(Receptor
 

Interacting
 

Protein
 

Kinase
 

1,RIPK1)
及受体相互作用蛋白激酶􀆼3(Receptor

 

Interacting
 

Protein
 

Kinase
 

3,RIPK3)结合,形成复杂的蛋白复合

体,即死亡小体,进一步激活下游分子混合谱系激酶

样蛋白(Mixed
 

Lineage
 

Kinase
 

domain􀆼Like
 

Protein,

MLKL),使其发生磷酸化,这也是程序性坏死的关键

步骤[18,19]。MLKL磷酸化后可以从细胞质部位转移

至细胞膜上,与相应的膜蛋白识别、结合,使细胞膜形

态发生改变、通透性降低、水分子内流,细胞肿胀、破
裂,释放细胞内源性炎症信号分子———损伤相关分子

模 式 (Damage
 

Associated
 

Molecular
 

Pattern,

DAMP),而细胞内成分溢出会促进周围细胞和组织

炎症反应的发生,同时还可激活线粒体产生氧自由基

损伤[20]。

  细胞程序性死亡已被证实与人类各种缺血性、炎
症性和神经退行性疾病有关[21]。TLR4炎症信号的

激活被认为是NEC中非常重要的环节。TLR4是哺

乳动物LPS的主要受体[22],早产儿肠道中TLR4的

表达高于足月儿,这使早产儿的肠道对定植微生物处

于持续高反应状态[23],而微生物感染又是临床发生

NEC非常重要的因素,这可能是NEC主要发生在早

产儿的机理之一。Lu等[24]研究发现,在 NEC动物

模型中,RIPK1、RIPK3和 MLKL的表达急剧增加,
肠道出现黏膜上皮细胞坏死、潘氏细胞丢失、炎症细

胞浸润等改变,符合临床 NEC的病理特征,而敲除

了TLR4 基因后的小鼠肠道坏死的表现较轻微,说
明TLR4介导的程序性坏死通路在 NEC的发生和

发展中起重要作用。Negroni等[25]通过体外培养的

肠黏膜上皮细胞发现,程序性坏死还可以减少肠道上

皮细胞紧密连接蛋白E􀆼钙黏蛋白、封闭素和Zonulin􀆼
1的表达,从而破坏肠上皮细胞间的黏附性,使肠黏

膜屏障的通透性增高。可见,程序性坏死可以通过

LPS激活 TLR4的死亡信号通路参与到 NEC中。
在临床早产儿管理过程中,配方奶喂养、抗生素使用

及医院感染等均可导致早产儿出现肠道菌群紊乱,使
大肠埃希菌(Escherichia

 

coli)等致病菌感染的概率

增加,从而使肠道更容易暴露于细菌的 LPS导致

NEC的发生。因此,对于这类患儿能否通过阻断

RIPK3的激活或 MLKL的磷酸化来预防NEC的发

生,值得进一步探讨。

  在临床上,Liu等[26]对比了NEC患儿手术切除

的坏死肠道及非炎症性肠病(如先天性肠闭锁)切除

的肠道移行区发现,NEC患儿切除的肠道中 TLR4
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和磷酸化的RIPK3表达明显增加,免疫组化分析显

示,这种高表达主要发生在绒毛顶部的肠上皮细胞

中,而不仅是在黏膜的固有层。Werts等[27]研究发

现,在 NEC 患 儿 中,回 肠 组 织 中 RIPK1、RIPK3、

MLKL蛋白的表达均明显高于胎儿及正常新生儿,
而这种表达也主要存在于小肠绒毛顶端的上皮细胞,
不同于肠黏膜细胞凋亡主要位于隐窝处,也更符合

NEC肠道病理损伤的主要表现形式(以绒毛顶端肠

上皮细胞坏死为主)。同时,在小鼠模型中也发现,在
暴露于 NEC的诱导条件下,小 鼠 肠 道 RIPK1 和

RIPK3的表达均有增加,而4
 

d后上调更为显著,且
在3种常见的NEC诱导条件(配方奶喂养、缺氧和细

菌灌胃)同时存在时,RIPK1和RIPK3表达最高,表
明肠上皮细胞程序性坏死可以被外源性因素诱导发

生,这也符合临床常见的 NEC病因。可见,程序性

坏死在NEC的发生和发展中起重要的作用。此外,
肠上皮细胞的程序性坏死导致的DAMP释放可以造

成远处器官(如肺、脑等)的损伤。DAMP是一组具

有高度免疫炎性的因子,可造成组织、细胞的炎症性

损伤,加剧和扩大炎症反应[28],这也进一步阐明了临

床上NEC患儿更容易继发肺部、大脑损伤及远期神

经系统预后不良等疾病。可见,如果能阻断程序性坏

死的信号转导通路,不仅能减少NEC的发生和严重

程度,还能减少远期神经系统不良预后的发生。

2 细胞铁死亡与NEC

  铁死亡是近年来新发现的一种不同于细胞凋亡

和坏死性凋亡过程的、具有铁依赖性的和脂质氧化介

导的程序性细胞死亡形式[29]。Dixon等[30]于2012
年首次提出铁死亡的概念,在形态学方面,铁死亡形

式的细胞膜及细胞核相对完整,但线粒体出现体积缩

小、嵴减少或消失及外膜破裂等损伤改变。铁死亡有

正、负两条信号调控通路。(1)正调控通路。应激状

态时,细胞通过细胞膜上的转铁蛋白受体1(Trans-
ferrin

 

Receptor􀆼1,TFR1)增加铁的摄入,导致细胞内

铁池出现铁超载,过量的 Fe2+ 与活性氧(Reactive
 

Oxygen
 

Species,ROS)发生芬顿(Fenton)反应,氧化

脂质产生大量的ROS,从而损伤线粒体,诱导细胞发

生铁死亡[31]。因而,铁超载及脂质过氧化产生ROS
也是细胞铁死亡的核心机制(图2)。(2)负调控通

路。胱氨酸/谷氨酸反向转运体(Thecystine/Gluta-
mate

 

antiporte
 

system,system
 

Xc)和谷胱甘肽过氧

化物酶4(Glutathione
 

Peroxidase
 

4,GPX4)信号转导

图2 铁死亡信号机制

Fig.2 Signaling
 

mechanism
 

of
 

ferroptosis
机制是主要的负调控通路。system

 

Xc将胱氨酸转

运到细胞内并转化为半胱氨酸,进而合成谷胱甘肽

(Glutathione,GSH),这也是GSH合成的限速点,而
GSH是细胞内非常重要的还原剂,起抗氧化应激作

用。当机体受到刺激时,细胞外的各种危险信号通过

其他途径使system
 

Xc转运胱氨酸的功能受到抑制,
进而造成GSH的合成减少、GPX4的活性降低、细胞

抗氧化能力下降以及氧自由基堆积,导致细胞发生铁

死亡,此为细胞铁死亡的负向调控通路,GSH的消耗

或GPX4的失活是细胞铁死亡的重要特征[32]。

  铁死亡在 NEC中的作用机制研究较少。华洪

葳等[33]用LPS刺激仔猪后发现,其空肠上皮细胞铁

死亡相关因子(铁死亡关键基因TFR1、铁反应元件

结合蛋白2)
 

mRNA表达量明显升高,上皮细胞总抗

氧化能力(GSH活性)下降,并且在刺激后8
 

h内空

肠上皮细胞铁死亡程度最严重,说明铁死亡参与

LPS诱导的肠道损伤。Li等[34]研究发现,通过抑制

细胞铁死亡可以减轻肠道的缺血再灌注损伤及其引

起的肺损伤。李宁等[35]研究发现,外源性的ROS可

以加重小鼠 NEC的严重程度,使肠道GSH 活性降

低以及血液中细胞因子水平升高,这些均提示铁死亡

很可能参与 NEC的发病机制。Angeli等[36]研究已

证实,非螯合铁(如硫酸亚铁和柠檬酸亚铁)更容易触

发肠细胞的铁死亡。Lin等[37]研究也发现,与基础饮

食组相比,给断奶小鼠补充高剂量的硫酸亚铁会使其
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肠道出现绒毛缩短、破裂、减少、排列松散和黏膜糜烂

等病理表现,并且肠道内益生乳酸杆菌的丰度显著降

低,某些致病性肠杆菌(如大肠杆菌和鼠伤寒沙门氏

菌Salmonella
 

typhimurium)感染的概率增加,提示

过量的铁可能损伤发育中的肠道。而正常的肠道菌

群及其代谢产物,可以通过抑制肠上皮细胞铁死亡,
从而减轻小鼠肠道的缺血再灌注损伤[38],说明肠道

菌群稳态与细胞铁死亡密切相关。一个11
 

166例大

样本的早产儿研究显示,早产儿铁摄取相关基因的多

态性与NEC的发生相关,具有两个或3-4个使铁吸

收增强的等位基因的早产儿NEC发生率较低,可能

与这些患儿肠道铁吸收率较高、肠道内铁的浓度较

低、肠道损伤降低有关,但其确切机制尚未阐明,且该

研究未发现早产儿补充肠道铁剂会引起不良结局和

增加NEC的风险[39]。可见,铁死亡的正、负两条调

控通路及铁吸收相关基因均与 NEC的发生有密切

关系。因此,对铁死亡的两条调控通路进行干预能否

防止NEC的发生,以及相关基因或生物标记物筛查

能否用于预测NEC等问题或许是未来的研究方向。

  危重早产儿住院期间可能需要多次输血,La
 

Carpia等[40]研究发现,新生儿多次输血可诱发铁超

载,而铁超载是细胞发生铁死亡的敏感因素,可扰乱

肠道微生态,使肠道处于高铁环境,有利于致病菌的

生长和侵袭,这可能是多次输血造成NEC发生的潜

在机制[41,42]。尽管没有明确的研究表明铁死亡会直

接参与NEC的发生和发展,但肠内铁剂补充、铁代

谢失调、多次输血等这些导致铁死亡敏感性增加的新

生儿有更高的NEC发生率[39,43]。铁剂补充、输血是

临床常用的早产儿管理方案,但是否直接促进铁死亡

导致NEC的发生概率增加,还需要更多的循证医学

证据证实,这可能会对传统的早产儿临床管理方案提

出挑战,同时临床医生也需要更严格地评估铁剂补充

和输血的指征。

3 细胞焦亡与NEC

  细胞焦亡也是近年来发现的一种新型程序性细

胞死亡方式,是Cookson等[44]在研究宿主细胞抗微

生物感染时发现的,其核心机制是半胱天冬酶􀆼1
(caspase􀆼1)的激活。细菌、病毒等微生物抗原可通过

识别细胞质中的NOD样受体(Nod􀆼Like
 

Receptors,

NLR)激活caspase􀆼1,使其下游的分子蛋白Gasder-
min

 

D
 

(一种新型的死亡调节蛋白)发生裂解,产生N
末端并嵌入细胞膜中,形成直径10-14

 

nm 的孔

道[45],使水分子内流、细胞肿胀、细胞膜破裂,导致细

胞内容物释放,尤其是促炎因子,如白细胞介素1
(IL􀆼1β)、白细胞介素18(IL􀆼18),引起周围组织炎症

反应[46](图 3)。胡刘宏等[47]在动物模型中发现,

NEC的新生大鼠肠道中细胞焦亡相关基因 NLRP3
的mRNA表达水平较正常组均明显升高,细胞焦亡

关键蛋白caspase􀆼1激活态P10及P20呈高表达,而
在正常对照组中不表达,这提示细胞焦亡参与 NEC
的发生和发展。Yao等[48]在炎症性肠病的小鼠模型

中发现,激活的caspase􀆼1能够诱导炎症性肠病的发

生,而敲除了caspase􀆼1 或NLRP3 基因的小鼠血液

中促炎因子IL􀆼1β和IL􀆼18水平降低,且肠道的病理

学表现也比野生型小鼠更轻微。

图3 细胞焦亡信号机制

Fig.3 Signaling
 

mechanism
 

of
 

pyroptosis

  阪崎克罗诺杆菌(Cronobacter
 

sakazakii)是一

种重要的致病菌,常与 NEC的发生有关[49]。Fan
等[50]在体外培养的人肠上皮细胞和新生大鼠动物模

型中均发现,阪崎克罗诺杆菌能诱导NLRP3炎症小

体、caspase􀆼1和caspase􀆼3(细胞凋亡相关蛋白)双重

细胞死亡机制,同时介导肠上皮细胞焦亡和凋亡的发

生,而益生菌脆弱拟杆菌(Bacteroides
 

fragilis)则可

以通过减少细胞凋亡和细胞焦亡来抑制阪崎克罗诺

杆菌诱导的NEC发生,这提示补充益生菌不仅可以

平衡肠道的微生物稳态,还可以减少肠上皮细胞的死

亡,对NEC起预防作用。然而细胞焦亡在临床NEC
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中的作用机制未见有相关报道,而相关的信号调控通

路能否为NEC提供新的防治靶点值得进一步研究。

4 细胞广泛凋亡与NEC

  Kuriakose等[51]研究发现,一些病原微生物感染

可以通过小鼠巨噬细胞同时诱导细胞焦亡、细胞凋亡

和坏死性凋亡的发生。因此,学者提出了一个关于不

同PCD的疑问———这3种途径是相互独立激活的,
还是通过共同的细胞死亡诱导复合物同时调控的?

Günther等[52]在肠道炎症性疾病的实验模型中发现

了多种细胞死亡途径共存,这种现象被称为细胞广泛

凋亡(PANoptosis),是一种由被称为细胞广泛凋亡

小体(PANoptosome)的多聚体蛋白复合物同时调控

的多种PCD共同发生的一种细胞死亡机制[53]。这

些多聚体蛋白复合物的成分比较复杂,可能包括

ZBP1􀆼RIPK3􀆼caspase􀆼8等多种蛋白共同组成的复合

体结构,同时介导不同的PCD,使之形成相互协调、
干扰、抑制、交叉或重叠等复杂的细胞内死亡机制网

络[54]。如caspase􀆼8活性的丧失会导致细胞广泛凋

亡机制的激活,从而导致大量细胞死亡、肠道炎症以

及胚胎死亡[55,56]。这种细胞广泛凋亡机制是否参与

NEC的发生和发展,目前尚未见相关报道,值得进一

步探索。不同的PCD途径均可能参与NEC的发病

机制,然而不同因素介导的NEC是以某种PCD占据

主导还是多种PCD同时作用尚未可知。

5 展望

  虽然有较多不同的PCD通路参与NEC发生机

制的研究,但多局限于动物模型和细胞水平,而临床

NEC的病因复杂,不同病因导致的NEC是否由不同

的PCD机制介导,或存在相互的影响、共同调节通

路,其确切的机制值得进一步探索。目前,不同的

PCD通路关键性蛋白或相关基因可作为分子生物学

标志物,用于早期预测某些肿瘤、系统性红斑狼疮等

的发生和预后[57,58],那么这些蛋白或基因能否用于

早期诊断或预测NEC也是重要的研究方向。此外,
阐明NEC中不同的PCD通路机制还有望为其研发

多种治疗靶点药物,如参与程序性坏死机制的特异性

RIPK1抑制剂(Nec􀆼1)能减轻肠道的缺血再灌注损

伤[19];参与细胞焦亡信号途径的相关抑制物可减轻

NEC的发生[59];内源性的DAMP信号抑制剂已成

为临床免疫治疗的新药物[60]。而联合抗TNF􀆼α和

γ干扰素(IFN􀆼γ)中的中和抗体,可以阻断由TNF􀆼α

和IFN􀆼γ共同诱导的以细胞因子风暴为特征的、

PANoptosome依赖的细胞广泛凋亡途径,如疾病实

验模型中的SARS􀆼CoV􀆼2感染、噬血细胞性淋巴组

织细胞增多症和败血症等[61],这些均可为NEC这一

有多种PCD机制共存的、以急性炎症反应为特征的

肠道疾病提供新的防治思路。
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Progress
 

on
 

the
 

Mechanism
 

of
 

Cell
 

Death
 

in
 

Neonatal
 

Necrotizing
 

Enterocolitis

WEI
 

Qiaozhen,WEI
 

Bingmei,HUANG
 

Qingmei,CHEN
 

Yujun**
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Pediatrics,The
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Guangxi
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University,Nanning,Guangxi,530000,China)

Abstract:Necrotizing
 

Enterocolitis
 

(NEC)
 

is
 

an
 

acute
 

inflammatory
 

disease
 

of
 

the
 

intestine
 

caused
 

by
 

multiple
 

factors,and
 

is
 

one
 

of
 

the
 

main
 

causes
 

of
 

death
 

in
 

premature
 

infants.Previous
 

studies
 

have
 

suggested
 

that
 

ap-
optosis

 

is
 

the
 

most
 

important
 

form
 

of
 

death
 

in
 

NEC
 

midgut
 

epithelial
 

cells.However,recent
 

studies
 

have
 

found
 

that
 

non􀆼apoptotic
 

Programmed
 

Cell
 

Death
 

(PCD)
 

such
 

as
 

necroptosis,pyroptosis
 

and
 

ferroptosis
 

may
 

also
 

be
 

involved
 

in
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

NEC.Different
 

forms
 

of
 

cell
 

death
 

have
 

different
 

signal
 

regulation
 

pathways,which
 

may
 

affect
 

each
 

other
 

or
 

have
 

common
 

regulatory
 

mechanisms
 

such
 

as
 

PANoptosome.This
 

article
 

reviews
 

different
 

types
 

of
 

non
 

apoptotic
 

forms
 

of
 

PCD
 

and
 

their
 

signaling
 

regulatory
 

pathways,as
 

well
 

as
 

their
 

mechanisms
 

of
 

action
 

in
 

NEC.It
 

also
 

proposes
 

new
 

diagnostic
 

biomarkers
 

or
 

new
 

targets
 

for
 

preven-
tion

 

and
 

treatment
 

of
 

NEC,in
 

order
 

to
 

provide
 

ideas
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

management
 

of
 

clinical
 

NEC.
Key

 

words:necrotizing
 

enterocolitis;necroptosis;pyroptosis;ferroptosis;PANoptosis
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