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［摘要］ 目的：基于“肠-脑”轴探讨化痰通络汤（HTTLD）对大鼠脑缺血再灌注后脑组织和肠道形态和功能的影响。方法：

将 60 只 SPF 级雄性大鼠随机分为假手术组，模型组，HTTLD 高、中、低剂量组（28.66，14.33，7.16 g·kg-1），依达拉奉（4 g·kg-1）+

丁酸梭菌（5.0×108 cfu·mL-1）组，采用大鼠局灶性脑缺血再灌注模型，灌胃给药 HTTLD，神经功能缺损评分和 2，3，5-氯化三苯

四氮唑（TTC）染色法测定脑组织损伤，小肠推进率观察脑缺血再灌注对肠道动力的影响，十二指肠黏膜的病理形态学检测评

价肠黏膜细胞损伤，酶联免疫吸附测定法（ELISA）测定血清 D-乳酸（D-LAC），二胺氧化酶（DAO），细菌内毒素（LPS）含量，蛋

白免疫印迹法（Western blot）检测十二指肠的闭合蛋白（Occludin），紧密连接蛋白 -5（Claudin-5），闭锁小带蛋白 -1（ZO-1）蛋白

的表达。结果：脑缺血再灌注后，大鼠出现神经功能缺损症状，与假手术组比较，模型组神经功能缺损评分显著升高（P<0.01）；
与模型组比较，HTTLD 中、高剂量组能显著减少神经功能缺损症状，降低神经功能缺损评分（P<0.01）。与假手术组比较，模型

组大鼠脑组织出现明显梗死灶，脑梗死率显著升高（P<0.01）；与模型组比较，各给药组脑梗死体积明显减少（P<0.01），以
HTTLD 高剂量组的效应最佳，且效应具有剂量依赖性。小肠推进率结果显示，与假手术组比较，模型组小肠推进率显著降低

（P<0.01）；与模型组比较，各给药组能显著升高小肠推进率（P<0.01），以 HTTLD 高剂量效应最佳，且效应具有剂量依赖性。十

二指肠黏膜组织病理学检测显示，脑缺血再灌注后十二指肠黏膜可见明显损伤，各给药组黏膜损伤情况明显减轻。与假手术

组比较，模型组 ZO-1，Occludin，Claudin-5 蛋白表达均显著降低（P<0.01）；与模型组比较，HTTLD 低、中、高剂量组能不同程度

上调 ZO-1，Occludin，Claudin-5 蛋白表达（P<0.05，P<0.01），以高剂量组的效应最为显著。与假手术组比较，模型组血清 D-

LAC，DAO，LPS 蛋白含量均显著升高（P<0.01）；与模型组比较，各给药组 D-LAC，DAO 含量均明显降低（P<0.05，P<0.01），
HTTLD 中、高剂量组明显降低 LPS 含量（P<0.05，P<0.01），且 HTTLD 高剂量组的作用最明显。结论：脑缺血再灌注后，大鼠脑

组织受损、出现神经功能障碍，同时肠道黏膜损伤、肠道蠕动减弱和肠道黏膜屏障破坏。HTTLD 能减少脑组织和胃肠道黏膜

损伤，减轻神经功能缺损症状，提高胃肠道动力、改善肠道屏障功能、减少肠道细菌代谢产物和毒物的释放，从而发挥对脑缺血

再灌注后“脑-肠”轴损伤的保护作用。
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［［Abstract］］ Objective：： To explore the effects of Huatan Tongluo Decoction（HTTLD） on the

morphology and function of brain tissues and intestine in rats with cerebral ischemia/reperfusion based on the gut-

brain axis. Method：：Sixty SPF male rats were randomly divided into a sham operation group，a model group，

high-（28.66 g·kg-1），medium-（14.33 g·kg-1），and low-dose（7.16 g·kg-1）HTTLD groups，and an edaravone

（4 g·kg-1）+Clostridium butyricum（5.0×108 cfu·mL-1）group. The model was established by focal cerebral

ischemia/reperfusion in rats. The drugs were administered by gavage. The brain tissue injury was determined by

neurological deficit score and 2，3，5-triphenyl tetrazolium chloride（TTC）staining. The effect of cerebral

ischemia/reperfusion on intestinal motility was assessed by the propulsion rate of small intestine. The intestinal

mucosal cell damage was evaluated by the pathomorphological examination of the duodenal mucosa. Enzyme-

linked immunosorbent assay（ELISA）was used to determine the content of D-lactate（D-LAC），diamine

oxidase（DAO），and bacterial endotoxin（lipopolysaccharide，LPS）in serum. Western blot was used to detect

the expression of Occludin，Claudin-5，and zonula occludens 1（ZO-1） in the duodenum. Result：： After

cerebral ischemia/reperfusion，rats developed neurological deficit symptoms. The neurological deficit score in

the model group was higher than that in the sham operation group（P<0.01）. Compared with the model group，

the high- and medium-dose HTTLD groups could relieve the symptoms of neurological deficits and lower

neurological deficit scores（P<0.01）. The results of TTC staining showed that the model group presented

obvious infarcts in brain tissues compared with the sham operation group（P<0.01）. The cerebral infarction

volumes of HTTLD groups were reduced compared with that in the model group（P<0.01），especially the high-

dose HTTLD group，and the effect was dose-dependent. Furthermore，the propulsion rate of small intestine in

the model group was significantly reduced compared with that in the sham operation group（P<0.01）. Compared

with the model group，HTTLD groups could increase propulsion rates of small intestine（P<0.01），especially

the high-dose HTTLD group，and the effect was dose-dependent. After cerebral ischemia/reperfusion，obvious

duodenal mucosal damage could be observed，which was relieved after the administration of HTTLD. Western

blot results showed that the protein expression of ZO-1，Occludin，and Claudin-5 in the model group was

reduced compared with that in the sham operation group（P<0.01）. Compared with the model group，the

HTTLD groups could up-regulate the expression of ZO-1，Occludin，and Claudin-5 to varying degrees（P<

0.05，P<0.01），especially the high-dose HTTLD group. ELISA showed that the serum D-LAC，DAO，and LPS

of the model group were elevated compared with those in the sham operation group（P<0.01）. Compared with

the model group，the HTTLD groups showed reduced D-LAC and DAO（P<0.05，P<0.01），and the medium-

and high-dose HTTLD groups showed reduced LPS（P<0.05，P<0.01），especially the high-dose HTTLD group.

Conclusion：： After cerebral ischemia/reperfusion， the rats showed damaged brain tissues， neurological

dysfunction， intestinal mucosal injury，weakened intestinal motility，and destroyed the intestinal mucosal

barrier. HTTLD can protect against brain-gut axis injury after cerebral ischemia/reperfusion by reducing the

damage on brain tissues and gastrointestinal mucosa，relieving the symptoms of neurological deficits，promoting

gastrointestinal motility，improving intestinal barrier function，and reducing the release of intestinal bacterial

metabolites or poisons.

［［Keywords］］ gut-brain axis； cerebral ischemia/reperfusion； Huatan Tongluo decoction； intestinal

motility；intestinal barrier
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缺血性脑卒中是一种脑血管病变引起血流中

断或减少，导致脑组织缺血缺氧和变性坏死的疾

病，中医理论和临床研究认为，脑梗死的病因病机

是风、痰、虚、火、气、血六端作用于人体，相互影响，

相互制衡而致病。现代中医学对缺血性中风的研

究证明，该病与风、痰、瘀关系最为密切，风、痰、瘀

彼此依存、互相转化而致病，故治疗强调治痰、祛

瘀、化风［1］。王永炎院士认为该病以本虚标实为主，

急性期以内风、邪热、痰浊、血瘀、腑实等标实症状

突出，同时相互转化，其核心病理为“痰瘀互阻”“痰

阻瘀滞、气机升降失常”是中风病急证的主要发病

机制。故痰浊瘀血贯穿于中风病的始终，同时痰、

瘀作为致病因素，反过来又加重脏腑功能失调和气

血津液运行障碍，推动痰、瘀再生，加速病情进展。

因此，痰浊和瘀血作为缺血性中风的病理产物和致

病因素，二者相互胶结，相兼为病。

现代研究证明，“肠-脑”轴是将胃肠道和脑联系

起来的双向信号调节系统［2］。中枢神经系统、自主

神经系统、神经内分泌系统参与了肠与脑在生理、

病理状态下的信息交流，越来越多的研究表明，肠

道菌群与抑郁、自闭症、老年痴呆等诸多脑部疾病

密切相关。中风后“肠 -脑”轴改变，及其介导的神

经-内分泌-免疫功能失调是导致胃肠道损伤的重要

原因［3］。 2016 年 3 月，一篇刊登在 Nature Medicine

的文章证明肠道菌群被抑制后脑梗死体积可降低

60%，其作用机制依赖于调节性 T 细胞增加和白细

胞介素-17（IL-17）阳性 γδT 细胞的降低［4］，从而揭示

了“肠 -脑”轴的存在及脑缺血与肠道菌群之间具有

关联性，为脑缺血的治疗提供了新的思路。这与中

医整体观不谋而合，也为中医药的硏究提供了新的

策略与思路。

化痰通络汤（HTTLD）是以中医经典名方半夏

白术天麻汤为基础加减而成，主要由半夏、天麻、茯

苓、白术、胆南星、天竺黄、香附、丹参、酒大黄组成，

功能以化痰通络为主，辅以息风，主治中风风痰阻

络证。刘东坡［5］发现 HTTLD 治疗脑梗死伴颈动脉

粥样硬化（CAS）临床疗效显著。姚欣艳等［6］研究显

示 HTTLD 对大脑中动脉阻塞（MCAO）大鼠的脑保

护作用可能是通过抗炎症反应、阻断高迁移率族蛋

白Ⅰ（HMGBⅠ）/Toll 样受体 4（TLR4）/核转录因子 -

κB（NF- κB）信 号 通 路 而 实 现 。 且 有 研 究 表 明 ，

HTTLD 中的组成药物半夏、大黄、白术、丹参等具有

改善胃肠道功能、减少炎性因子释放等作用［7-10］。

因此，推测 HTTLD 可能通过“肠 -脑”轴发挥对脑卒

中患者的保护作用。本研究以 MCAO 再灌注为模

型，研究 HTTLD 对脑缺血再灌注后肠道功能状态

和脑损伤的影响，探讨 HTTLD 对脑缺血后“肠 -脑”

轴的干预效应，从而为缺血性中风的研究与防治提

供新的思路与靶点，有助于为 HTTLD 在缺血性中

风的临床应用与开发提供理论依据，具有重要的潜

在应用价值。

1 材料

1.1 动物 SPF 级雄性健康 SD 大鼠，体质量 220~

250 g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，合

格证号 SCXK（湘）2019-0004，饲养于湖南中医药大

学 SPF 级动物实验中心，室温控制在 22~26 ℃，实验

单位使用许可证号 SYXK（湘）2019-0009。本实验

符合湖南中医药大学动物伦理委员会要求，伦理委

员会编号 LL2019100902。实验前适应性喂养 3~

5 d，给药前禁食 12 h，自由饮水。

1.2 药物 HTTLD 组方药材法半夏 20 g（亳州市

沪谯药业有限公司，批号 1905160252），天麻 20 g

（ 湖 南 中 医 药 大 学 第 一 附 属 医 院 ，批 号

YP19070502），茯苓 20 g（湖南中医药大学第一附属

医院，批号 PR19070801），白术 15 g（湖南中医药大

学第一附属医院，批号 CK19061604），胆南星 10 g

（四川百胜药业有限公司，批号 180906），天竺黄

10 g（亳州市沪谯药业有限公司，批号 1904030462），
丹参 30 g（湖南中医药大学第一附属医院，批号

HY19052201），香附 10 g（湖南三湘中药饮片有限公

司，批号 2019050401），大黄 15 g（湖南三湘中药饮

片有限公司，批号 2018102901），由湖南中医药大学

左亚杰教授鉴定为正品，符合 2015 年版《中华人民

共和国药典》规范，依达拉奉注射液（3-甲基-1-苯基-

2 吡唑啉 -5 酮，福建天泉药业股份有限公司，批号

1910142），规格 15 mg/支（10 mL），采用腹腔注射给

药（4 mg·kg-1）。
1.3 试剂 丁酸梭菌（北京北纳创联生物技术研究

院，批号 BNCC337239）；强化梭酸培养基、氧气指示

剂（青岛高科技工业园海博生物技术有限公司，批

号分别为 20200619，20200703）；2，3，5-氯化三苯基

四氮唑（TTC，美国 Sigma 公司，批号 T8877-10G）；
水合氯醛（梯希爱化成工业发展有限公司，批号

C10232288）；闭锁小带蛋白 -1（ZO-1）兔多克隆抗

体，闭合蛋白（Occludin）兔多克隆抗体，β-肌动蛋白

（β-actin）兔多克隆抗体，辣根过氧化物酶（HRP）标
记的山羊抗兔二抗，HRP 标记的山羊抗鼠二抗（美

国 Proteintech 公司，批号分别为 21773-1-AP，27260-
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1-AP，20536-1-AP，SA00001-2，SA00001-1）；紧密连

接蛋白 -5（Claudin-5）小鼠单克隆抗体（赛默飞世尔

科技中国有限公司，批号 UJ289616）；RIPA 裂解液、

蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂（康为世纪生物科技

有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 CW2333S，CW2200S，

CW2383S）；ECL 化学发光液（环亚生物科技有限公

司，批号 GE2301）；蛋白 Marker（美国 Thermo-Fisher

公司，批号 00806201）；BCA 试剂盒（联科生物技术

股份有限公司，批号 A00755）；苏木素、伊红染色液

（维世尔生物科技有限公司，批号分别为 WB03008

B，WB03009A）；D-乳酸（D-LAC）酶联免疫吸附测

定法（ELISA）试剂盒（上海茁彩生物科技有限公司，

批号 2200826）；细菌内毒素（LPS）ELISA 试剂盒（武

汉华美生物工程有限公司，批号 X15032943）；二胺

氧化酶（DAO，武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公

司，批号 EXITMBXXT8）。
1.4 仪器 BSC-1300 ⅡA2 型生物安全柜（苏州安

泰空气技术有限公司）；SW-CJ-1FD 型超净工作台

（苏州安泰空气技术有限公司）；DEN-1 型比浊仪

［英国 Grant 仪器（剑桥）有限公司］；SD2350 型麦氏

比浊管（美国 Pro-Lab 诊断公司）；3111 型二氧化碳

培养箱［赛默飞世尔科技（中国）有限公司］；C-32 型

日本三菱 MGC 厌氧培养罐（北京缘生化科技有限

公司）；TP-200D 型电子分析天平（湘仪天平仪器设

备有限公司）；RE-52AA 型旋转蒸发器（上海雅荣生

化仪器设备有限公司）；RMZ135 型精密轮转切片机

（德国 Leica公司）；Axios cope 5 型光学扫描显微镜+

Axiocam 503 color 型显微镜摄像头（蔡司科技苏州

有限公司）；Heraeus Fresco21 型高速冷冻离心机（美

国 Thermo-Fisher 公司）；Spark 型多功能酶标仪（瑞

士 Tecan 公 司）；PowerPacTM 型 电 泳 仪 ，Universal

HoodⅡ型 化 学 发 光 凝 胶 成 像 仪（美 国 Bio-Rad

公司）。
2 方法

2.1 HTTLD 的制备［11］ 给药剂量根据 60 kg 成年

人每日服用 150 g 生药剂量，按人与大鼠体表面积

换算系数，确定大鼠 HTTLD 高、中、低剂量分别为

28.66，14.33，7.16 g·kg-1，其中 HTTLD 中剂量相当

于临床等效剂量。汤药煎煮按照中药常规煎煮法

进 行 ，以 8 倍 量 水 浸 泡 30 min，加 热 保 持 微 沸

30 min；通过 7 层过滤纱布，充分过滤，得到残渣加

6 倍量水，进行二煎，微沸 30 min，合并 2 次滤液，采

用 旋 转 蒸 发 器 浓 缩 至 所 需 生 药 质 量 浓 度 为

2.28 g·mL-1，作为高剂量灌胃浓度，中剂量在高剂

量浓度基础上稀释 2 倍得到，低剂量在中剂量基础

上再稀释 2 倍得到，4 ℃冰箱保存备用。

2.2 液 体 培 养 基 制 备 称 取 强 化 梭 酸 培 养 基

38.0 g，置于 1 L 烧杯中，加入蒸馏水 800 mL，加热搅

拌至混匀，加水定容至 1 L，将制备好的液体培养基

平均分在 3 个锥形瓶，于 121 ℃，0.1 MPa 条件下灭

菌 30 min，冷却备用。

2.3 种子液制备 取适量丁酸梭菌接种于上述培

养基中，于 CO2培养箱中厌氧缸厌氧培养 24~48 h，

采用麦氏比浊法测定菌液浊度，换算成相应浓度单

位，待菌液浓度达到 5.0×108 cfu·mL-1可用于实验。

2.4 营养性半固体糊制备［12］ 取羧甲基纤维素 5 g

溶于 100 mL 蒸馏水中，分别加入奶粉 8 g，糖 4 g，淀

粉 4 g，碳素墨水 2 mL，配成半固体糊，置冰箱中冷

藏保存，临用前 2 h 取出恢复至常温。

2.5 大鼠 MCAO 再灌注模型制作 依据前期方

法［13］，制作 MCAO 局灶性脑缺血再灌注模型。阻断

2 h 后，拔出线栓进行再灌注 24 h。假手术组仅将颈

总动脉（CCA），颈外动脉（ECA），颈内动脉（ICA）游
离出来，不做结扎、插线处理，其他操作同模型组。

2.6 动物分组与给药 将大鼠随机分成假手术组、

模 型 组 ，HTTLD 高 、中 、低 剂 量（28.66，14.33，

7.16 g·kg-1）组，丁酸梭菌（5.0×108 cfu·mL-1）+依达拉

奉（4 mg·kg-1）组，每组 5 只，共 60 只大鼠（分 2 批来

做，一批用来检测血清 D-LAC，DAO，LPS 含量和小

肠推进率，另外一批行脑 TTC 染色、十二指肠苏木

素 -伊红（HE）染色和紧密连接蛋白检测）。各给药

组于制作脑缺血模型前 2 h 开始灌胃给药，每次给

药间隔 12 h。阳性药组予以丁酸梭菌每日灌胃 2

次，细菌制剂的制备与给药剂量参照文献［14］，每

次灌胃 0.7 mL，每天 2 次；依达拉奉采用腹腔注射给

药，每天 1 次；假手术组与模型组灌胃等量生理盐

水，术后继续同前给药。

2.7 标本采集 于缺血 2 h 再灌注 24 h 后，一批大

鼠麻醉后行腹主动脉采血，再取小肠做小肠推进率

检测。另外一批大鼠断头取脑行脑 TTC 染色；自幽

门下端 5 cm 处，再取部分十二指肠多聚甲醛固定用

于 HE 染色，部分十二指肠置于冻存管，过液氮，

于-80 ℃冰箱保存用于紧密连接蛋白检测。

2.8 指标检测

2.8.1 神经功能缺损评分 于缺血 2 h 再灌注 24 h

后，采用 LONGA 评分法［15］测定神经功能缺损评分。

0 分，无明显神经功能缺失症状；1 分，轻度局灶性神

经功能障碍（不能完全伸展左侧前肢）；2 分，中度局
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灶性功能障碍（行走时向左侧旋转）；3 分，重度神经

功能障碍（行走时向左侧倾倒）；4 分，极重度神经功

能障碍（不能自发行走或意识丧失）。
2.8.2 TTC 染色法测定脑梗死率 根据前期研究

方法［16］，于缺血 2 h 再灌注 24 h 后，麻醉大鼠，迅速

断头取脑，去除小脑、脑干，置-20 ℃冷冻 15 min 后，

沿冠状面将脑组织连续切成 5 片，每片厚 2 mm，立

即将脑片放入 2% TTC 缓冲液中，置 37 ℃水浴避光

染色 20~30 min，染色完毕后，置于 4% 多聚甲醛溶

液中固定 24 h 后，拍照记录。正常脑组织染色为玫

瑰红色，梗死灶为苍白色。用 Image-pro plus 6.0 图

像分析软件测量梗死灶面积。根据公式 V=t（A1+

A2 ……+An）计算梗死灶体积，其中 t 为切片厚度，A

为梗死面积，n=5。梗死体积百分比即为梗死区体

积与正常侧大脑半球体积比值。

2.8.3 小肠推进率检测肠道动力评价 大鼠取材

前 30 min 给予半固体糊（10 mL·kg-1）灌胃处理［12］，

于缺血 2 h 再灌注 24 h 后，麻醉处死大鼠后剖开腹

部，结扎胃贲门和幽门，迅速取出小肠，轻轻剥离

后，平铺于蓝色手术铺巾上，测量幽门至回盲肠部

全长，既代表小肠总长度 L，幽门至黑色半固体糊前

沿的距离为炭末推进距离 L0。小肠推进率（%）=

L0/L×100%。

2.8.4 HE 染色观察各组大鼠十二指肠黏膜组织病

理学改变 缺血 2 h 再灌注 24 h 后，自幽门下端

5 cm 处，取部分十二指肠行 HE 染色，观察组织病理

变化，取出固定好的十二指肠组织，采用梯度乙醇

脱水 2 h，二甲苯透明，包埋。连续石蜡切片，厚度为

5 μm，烤片，常规 HE 染色，中性树胶封片，于 200 倍

镜下进行组织形态观察，选取典型视野拍照。

2.8.5 蛋白免疫印迹法（Western blot）测定对各组

大鼠十二指肠紧密连接蛋白表达的影响 缺血 2 h

再灌注 24 h 后，自幽门下端 5 cm 处，取十二指肠组

织 50 mg，加入预冷的 RIPA 裂解液 1 mL 提总蛋白，

于冰上匀浆 30~50 次，充分混匀静置 30 min 后 4 ℃

条 件 下 12 000 r·min-1 离 心 10 min，取 上 清 液 ，用

BCA 试剂盒测定总蛋白含量。每个样本取蛋白

80 μg，100 ℃水浴 10 min 变性后，于 110 V 恒压电泳

90 min，200 mA 转膜 2 h，5% 脱脂牛奶封闭 2 h，再分

别与 ZO-1 兔多克隆抗体（1∶5 000），Occludin 兔多

克 隆 抗 体（1∶2 000），Claudin-5 小 鼠 单 克 隆 抗 体

（1∶500），β-actin 兔多克隆抗体（1∶8 000）孵育，4 ℃

静置过夜，然后分别加山羊抗兔二抗（1∶8 000），山
羊抗鼠二抗（1∶8 000），于 37 ℃孵育 1 h 后，TBST 洗

膜 3 次，每次 10 min，加 ECL 化学发光剂于凝胶成像

仪中显影。用 Image Lab 图像分析软件测定蛋白相

对表达量。

2.8.6 ELISA 测定血清 D-LAC，DAO 及 LPS 含量

缺血 2 h 再灌注 24 h 后，采用腹主动脉采血的方法，

采血 5 mL，于-4 ℃低温离心，3 000 r·min-1，离心

15 min，离心后提取上清液置于-80 ℃冰箱保存，按

照 D-LAC，DAO，LPS ELISA 分析试剂盒说明书提

供的方法进行检测。

2.9 统计学分析 数据采用 SPSS 24.0 统计软件进

行统计分析，实验数据用 x̄± s 表示，各药物组计量资

料比较采用单因素方差分析，组间两两比较方差齐

者用最小显著性差异法（LSD）检验，方差不齐者用

Dunnett's T3 检验，P<0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 对脑缺血再灌注大鼠神经功能缺损评分的影

响 神经功能缺损评分结果表明，假手术组无脑组

织损伤，评分为 0。与假手术组比较，模型组神经功

能缺损评分显著升高（P<0.01）。与模型组比较，

HTTLD 高、中剂量组与依达拉奉+丁酸梭菌组评分

显著降低（P<0.01）；各药物组间比较，HTTLD 高、中

剂量组降低神经功能缺损评分的效应明显强于低

剂量组（P<0.05，P<0.01）。见表 1。

3.2 对 脑 缺 血 再 灌 注 大 鼠 脑 梗 死 体 积 的 影 响

TTC 染色结果表明，假手术组无梗死灶形成，脑

梗死率为 0。与假手术组比较，模型组出现明显梗

死灶，脑梗死率显著升高（P<0.01）。与模型组比较，

HTTLD 低、中、高剂量组及依达拉奉+丁酸梭菌组

表 1 HTTLD 对脑缺血再灌注大鼠神经功能缺损评分的影响

（x̄± s，n=5）

Table 1 Effect of HTTLD on score of neurological deficit in rats

with cerebral ischemia/reperfusion（x̄± s，n=5）

组别

假手术

模型

HTTLD

依达拉奉+丁酸梭菌 9）

剂量

/g·kg-1

7.16

14.33

28.66

0.004+5.0×108）

神经功能缺损

评分/分

0

3.2±0.452）

2.8±0.458）

2.0±0.714，5）

1.8±0.454，6）

2.2±0.454）

注 ：与 假 手 术 组 比 较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 模 型 组 比

较 3）P<0.05，4）P<0.01；与 HTTLD 低剂量组比较 5）P<0.05，6）P<0.01；

与 HTTLD 高 剂 量 组 比 较 7）P<0.05，8）P<0.01；9）表 示 剂 量 单 位 为

cfu·mL-1（表 2~5 同）。
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均能明显减少梗死体积，脑梗死率显著下降（P<

0.01）。各给药组间比较，HTTLD 高剂量组减轻脑

梗死体积的效应明显强于中、低剂量组与依达拉

奉+丁酸梭菌组（P<0.05，P<0.01），且脑梗死率随中

药剂量浓度增加而明显降低（P<0.05，P<0.01）。见

图 1，表 2。

3.3 对脑缺血再灌注大鼠小肠推进率的影响 与

假手术组比较，模型组大鼠的小肠推进率显著降低

（P<0.01）。与模型组比较，HTTLD 低、中、高剂量组

及依达拉奉+丁酸梭菌组均能显著提高小肠推进

率，差异具有统计学意义（P<0.01）。各给药组间比

较，HTTLD 高剂量组对小肠推进率的促进作用显著

强于中、低剂量组与依达拉奉 +丁酸梭菌组（P<

0.01），且小肠推进率随 HTTLD 浓度增加而增加。

见表 3。

3.4 对脑缺血再灌注大鼠十二指肠黏膜形态改变

的影响 正常大鼠十二指肠组织黏膜层、黏膜下层

与肌层，层次分明，小肠绒毛排列整齐，中央乳糜管

清晰可见。与假手术组比较，模型组大鼠十二指肠

黏膜可见部分充血与少量炎症细胞，小肠绒毛部分

脱落，上皮层和固有层层次不清。与模型组比较，

HTTLD 低剂量组小肠绒毛脱落情况较模型组减少，

但排列仍不整齐，可见有轻微充血及少量炎症细

胞；HTTLD 中、高剂量组十二指肠组织小肠绒毛排

列较模型组整齐，中剂量组仍有少许固有层增宽，

可见少量炎症细胞，高剂量组与依达拉奉+丁酸梭

菌组的充血情况明显好转，炎症细胞减少，固有层

宽度恢复，绒毛排列整齐。见图 2。

3.5 对脑缺血再灌注大鼠十二指肠组织 ZO-1，

Occludin，Claudin-5 蛋白表达的影响 与假手术组

比较，模型组 ZO-1，Occludin，Claudin-5 蛋白表达均

显著降低（P<0.01）。与模型组比较，HTTLD 低、中、

A. 假手术组；B. 模型组；C. HTTLD 低剂量组；D. HTTLD 中剂量

组；E. HTTLD 高剂量组；F. 依达拉奉+丁酸梭菌组（图 2~3 同）；白色

区为梗死灶，红色区为正常脑组织

图 1 HTTLD对脑缺血再灌注大鼠脑组织 TTC染色的影响

Fig. 1 Effect of HTTLD on TTC staining in brain tissue of rats

with cerebral ischemia/ reperfusion

表 3 HTTLD对脑缺血再灌注大鼠小肠推进率的影响（x̄± s，n=5）

Table 3 Effect of HTTLD on rat small intestine propulsion rate

after cerebral ischemia /reperfusion（x̄± s，n=5）

组别

假手术

模型

HTTLD

依达拉奉+丁酸梭菌 9）

剂量/g·kg-1

7.16

14.33

28.66

0.004+5.0×108）

小肠推进率/%

51.26±3.68

31.14±1.592）

35.09±1.184，8）

38.64±1.644，5，8）

45.14±1.834，6）

40.53±1.904，6，8）

表 2 HTTLD对脑缺血再灌注大鼠脑梗死率的影响（x̄± s，n=5）

Table 2 Effect of HTTLD on cerebral infarction rate in rats with

cerebral ischemia/reperfusion（x̄± s，n=5）

组别

假手术

模型

HTTLD

依达拉奉+丁酸梭菌 9）

剂量/g·kg-1

7.16

14.33

28.66

0.004+5.0×108）

脑梗死率/%

0

41.72±0.782）

37.98±1.944，8）

35.48±1.684，5，8）

29.53±1.654，6）

32.13±1.804，6，8）

图 2 HTTLD 对脑缺血再灌注大鼠十二指肠黏膜形态改变的影响

（HE，×200）
Fig. 2 Effect of HTTLD on morphological changes of duodenal

mucosa in rats with cerebral ischemia/reperfusion（HE，×200）
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高剂量组及依达拉奉+丁酸梭菌组能明显上调 ZO-1

蛋白表达（P<0.05，P<0.01），HTTLD 中、高剂量组

及依达拉奉+丁酸梭菌组能明显上调 Occludin 蛋白

表达（P<0.05，P<0.01），HTTLD 低、高剂量组能显

著上调 Claudin-5 蛋白表达（P<0.01）。各给药组间

比较，高剂量组对 ZO-1，Occludin，Claudin-5 蛋白表

达上调的作用均明显强于中、低剂量组与依达拉

奉+丁酸梭菌组（P<0.05，P<0.01），且 HTTLD 上调

Occludin 蛋白表达的作用随药物浓度增加而增加

（P<0.05，P<0.01）。见图 3，表 4。

3.6 对脑缺血再灌注大鼠血清 D-LAC，DAO，LPS

含量的影响 与假手术组比较，模型组 D-LAC，

DAO，LPS 含量均显著升高（P<0.01）。与模型组比

较，HTTLD 低、中、高剂量组及依达拉奉+丁酸梭菌

组 均 能 明 显 降 低 D-LAC，DAO 含 量（P<0.05，P<

0.01），HTTLD 中、高剂量组及依达拉奉+丁酸梭菌

组 能 明 显 降 低 LPS 含 量（P<0.05，P<0.01）。 且

HTTLD 高剂量组对 D-LAC 蛋白下调的作用明显强

于中、低剂量组及依达拉奉+丁酸梭菌组（P<0.05，

P<0.01），对 DAO，LPS 蛋白下调的作用明显强于低

剂量组（P<0.05，P<0.01），差异有明显统计学意义。

见表 5。

4 讨论

中医理论认为，中风后脑窍血脉痹阻，气机不

畅、升降失调，则胃肠失于通降。轻则腹中胀闷，纳

呆食少，大便干结；重则口干口臭，面红心烦，腹胀

腹痛，大便干结，或可扪及腹中有燥屎数枚，或可并

现呕血、黑便等胃肠出血，从而导致新的病理产物

形成痰湿，水饮、瘀血等。这些新产生的病理产物

作为致病因素，可上扰清窍，导致脑的生理功能发

生失调，从而改变脑部病变或加重脑部损伤；胃肠

气机失调，浊气上逆于脑，进而导致脑髓受损。由

此可见，脑与肠在生理上相互为用，病理上互相影

响，联系紧密。现代研究也表明，中枢神经系统、自

主神经系统、神经内分泌系统参与了肠与脑在生

理、病理状态下的信息交流［3］，肠道通过神经信号、

图 3 脑缺血再灌注大鼠十二指肠组织 ZO-1，Occludin，Claudin-5

蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of ZO-1，Occludin，Claudin-5 protein

expression in duodenal tissue of rats with cerebral ischemia/

reperfusion

表 5 HTTLD对脑缺血再灌注大鼠血清 D-LAC，DAO，LPS含量的影响（x̄± s，n=5）

Table 5 Effect of HTTLD on content of serum D-LAC，DAO and LPS in rats with cerebral ischemia/reperfusion（x̄± s，n=5）

组别

假手术

模型

HTTLD

依达拉奉+丁酸梭菌 9）

剂量/g·kg-1

7.16

14.33

28.66

0.004+5.0×108）

D-LAC/μmol·L-1

3.33±0.59

6.51±1.162）

5.27±0.603，8）

5.14±0.923，7）

3.73±0.364，6）

4.91±1.064，7）

DAO/μg·L-1

2.78±0.63

6.38±0.762）

5.13±0.763，8）

4.40±0.974）

3.43±0.444，6）

4.29±0.864）

LPS/μg·L-1

2.54±0.58

3.93±0.442）

3.34±0.187）

3.18±0.533）

2.62±0.684，5）

2.94±0.234）

表 4 HTTLD对脑缺血再灌注大鼠十二指肠组织十二指肠组织 ZO-1，Occludin，Claudin-5蛋白表达的影响（x̄± s，n=5）

Table 4 Effect of HTTLD on expression of ZO-1，Occludin and Claudin-5 proteins in duodenum tissue of rats with cerebral ischemia/

reperfusion（x̄± s，n=5）

组别

假手术

模型

HTTLD

依达拉奉+丁酸梭菌 9）

剂量/g·kg-1

7.16

14.33

28.66

0.004+5.0×108）

ZO-1/β-actin

0.63±0.10

0.17±0.032）

0.29±0.063，8）

0.33±0.063，8）

1.10±0.164，6）

0.45±0.084，5，8）

Occludin/β-actin

0.89±0.06

0.49±0.032）

0.29±0.048）

0.58±0.043，6，8）

1.13±0.094，6）

1.03±0.114，6，7）

Claudin-5/β-actin

1.19±0.11

0.18±0.032）

0.37±0.054，8）

0.19±0.038）

0.49±0.054，6）

0.20±0.036，8）
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内分泌信号、免疫信号以及肠道微生物信号上传并

调节大脑功能［17］。

缺血性卒中后，胃肠道动力障碍是中风后的常

见表现，其主要原因是颅内压升高造成自主神经功

能障碍，交感神经活动增加以及副交感神经张力下

降，胃肠道蠕动和腺体分泌受抑制；急性脑损伤后

继发的炎症反应亢进也可能导致胃肠收缩力降低，

肠道水肿加剧以及炎症因子增多［18］。胃肠道动力

障碍既导致肠内消化物不吸收又可引起肠道细菌

异常增殖。中风后肠道微生物群的组成改变，胃肠

道蠕动减弱导致有害代谢产物的局部积累，炎症反

应亢进，均能影响肠道屏障功能，造成肠道黏膜受

损，增加了消化道溃疡、出血的发生率［19］。另外，急

性缺血性脑损伤通过影响自主神经系统的传出减

少肠运动，通过肠神经系统增加肠黏膜通透性，最

终导致细菌移位、感染及脓毒症［20］。

肠道屏障（ITB）包括肠黏膜机械屏障、生物屏

障、免疫屏障和化学屏障组成［21］。肠黏膜上皮细胞

与细胞间紧密连接是构成肠黏膜机械屏障的组织

结构基础［22］。紧密连接（TJs）是肠上皮细胞间的主

要连接方式，主要由 Occludin，Claudins，连接黏附分

子（JAM）组成，通过 ZO 相互作用与肌动蛋白的细

胞骨架相连［23］，形成环绕细胞的物理屏障，进而分

离生物体内的不同区室并调节他们之间的物质交

换，维持上皮细胞层两侧物质成分的差异［24］。紧密

连接蛋白与肌动蛋白细胞骨架的相互作用对于维

持 TJs 结构至关重要，并可以调节 TJs 屏障完整性的

细胞骨架［25］。研究表明，紧密连接蛋白的表达减少

会破坏 TJs的完整性，进而改变 ITB 的通透性［26］。

DAO 是一种主要分布在小肠，是黏膜上皮绒毛

中的一种酶，其在胺类代谢中发挥关键作用，本身

具有较高的细胞毒性作用［27］。正常情况下，DAO 在

血中成分很少，当肠道黏膜屏障受损时，DAO 可伴

随肠上皮细胞核损伤和修复而表达升高［28］，因此，

DAO 是一种反映肠上皮细胞屏障的良好指标［29］。

D-LAC 是多种肠道细菌的共同代谢产物，正常情况

下，其不能够通过肠道进入血液，当肠屏障功能受

损时 D-LAC 可通过肠道发生移位，因此可作为一种

反映肠上皮细胞屏障功能的良好指标［30］。内毒素，

是多种革兰阴性菌细胞壁的主要构成物质，当肠屏

障功能正常情况下，内毒素无法通过肠道进入血

液，但在肠道屏障功能受损情况下，内毒素可以通

过肠道进入血，并通过其有效毒性成分，引发感染

性休克、败血症、多器官功能衰竭［28-29，31-32］等症状，因

而内毒素也是一种反映肠屏障功能的常用指标。

HTTLD 是以中医经典名方半夏白术天麻汤为

基础加减而成，半夏白术天麻汤出自清·程钟龄《医

学心语》。方中半夏、天麻为君，半夏可燥湿化痰，

且能降逆和胃止呕，为治痰之要药，天麻入肝经，祛

风止痛。白术、茯苓二者同为臣药，白术健脾燥湿，

茯苓健脾利湿，与白术相须为用，以治生痰之源，使

脾健运则湿痰去；天竺黄清热豁痰，凉心定惊；胆南

星清热化痰、熄风定惊；丹参活血化瘀；香附乃气病

之主药，治血者必先行气，治痰先治气，气顺瘀自

灭，血行痰自消；大黄有攻积滞、清湿热、泻火、凉

血、祛瘀、解毒等功效。全方共奏息风化痰、活血通

络之功效，切中中风病“痰、瘀”病机。

本研究结果显示，脑缺血再灌注后，大鼠神经

功能出现缺损症状，脑梗死灶明显。HTTLD 高、中、

低剂量组能显著减轻神经功能缺损症状，缩小脑梗

死体积，以高剂量组效应明显，且脑梗死率随药物

浓度的升高而显著降低。说明 HTTLD 具有抗脑缺

血再灌注大鼠脑组织损伤的作用，且效应存在剂量

依赖性。

肠道动力和肠道形态学检测结果表明，脑缺血

再灌注后，大鼠的小肠推进率显著降低，可见十二

指肠绒毛脱落，黏膜各层层次不清，且有炎性细胞

浸润与充血。HTTLD 低、中、高剂量组能增强小肠

推进率，减少肠黏膜损伤、减轻肠道充血，且小肠推

进率随 HTTLD 浓度增加而增加。说明，脑缺血再

灌注可以引起肠道动力与肠道黏膜损伤，HTTLD 能

减轻脑缺血再灌注后的肠道黏膜损伤，增强肠道黏

膜的修复，改善肠道动力、促进胃肠道蠕动，且效应

具有剂量依赖性。

紧密连接蛋白研究结果显示，ZO-1，Occludin，

Claudin-5 3 种蛋白在正常大鼠肠黏膜上皮细胞上均

有表达，脑缺血再灌注后，其表达均显著减少，同时

血清 D-LAC，DAO，LPS 含量增加，表明紧密连接蛋

白表达降低是引起 ITB 通透性增加的重要原因，且

脑缺血再灌注可以引起 ITB 增加和肠道细胞毒素以

及细菌代谢产物释放入血。HTTLD 高、中、低剂量

组均能显著上调小肠黏膜 ZO-1 蛋白表达，中、高剂

量组及依达拉奉+丁酸梭菌组能显著上调 Occludin

蛋白表达，低、高剂量组能显著上调 Claudin-5 蛋白

表达；同时 HTTLD 高、中、低剂量组均能降低血清

D-LAC，DAO 含量，HTTLD 高、中剂量组能降低血

清 LPS 含量，且高剂量的效应更加明显，Occludin 蛋

白表达上调随 HTTLD 浓度增加而显著增加。说明
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HTTLD 可以维持脑缺血再灌注后肠道屏障的完整

性，减少肠道毒物和细菌代谢产物 D-LAC，DAO，

LPS 的释放，其作用与上调肠道黏膜紧密连接蛋白

ZO-1，Occludin，Claudin-5 表达有关，且对 Occludin

蛋白表达上调的促进作用具有剂量依赖性，这对于

更好的维持脑缺血后紧密连接的稳定性和 ITB 的通

透性具有重要意义。

综上所述，脑缺血再灌注后，大鼠脑组织损伤、

出现神经功能损障碍，同时有肠黏膜充血、炎症、胃

肠道蠕动减弱等改变，并出现肠上皮细胞通透性增

加，肠道细胞毒素以及细菌代谢产物通过 TJs 进入

体循环。HTTLD 能够对抗脑缺血再灌注脑组织损

伤、降低脑梗死率，增强小肠推进率，提高胃肠道蠕

动，减轻十二指肠黏膜损伤、增强上皮紧密连接蛋

白表达减少肠黏膜通透性和肠道有害物质入血的

作用。由此可见，HTTLD 在脑缺血再灌注后肠 -脑

损伤中发挥了重要作用，但其机制是否与脑缺血后

神经、内分泌、免疫信号的介导以及肠道微生物的

紊乱［17，33］是否有关，有待进一步研究。
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