
第 28 卷第 1 期
2022 年 1 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 28，No. 1

Jan. ，2022

基于 16S rRNA 测序的肠道菌群探讨化浊解毒活血通络方对
脑缺血再灌注损伤大鼠脑-肠轴的影响

霍瑞卿 1，赵敏菡 1，李芳钊 1，韩宇帆 1，孙阔 1，田军彪 2*

（1. 河北中医学院，石家庄 050200；2. 河北省中医院，石家庄 050011）

［摘要］ 目的：研究化浊解毒活血通络方对脑缺血再灌注损伤大鼠肠道菌群的影响，探讨中药调控肠道微生物群进而恢

复脑-肠轴平衡的机制。方法：将 50 只 SPF 级雄性 SD 大鼠随机分为假手术组，模型组，化浊解毒活血通络方高（25.0 g·kg-1），中
（12.5 g·kg-1），低（6.25 g·kg-1）剂量组，每组 10 只。参照 Longa 法并结合既往研究经验制备大脑中动脉梗塞大鼠模型，缺血 2 h

后再灌注。于脑缺血再灌注损伤 72 h 检测大鼠神经功能缺损情况、脑梗死范围百分比；采用实时荧光定量聚合酶链式反应

（Real-time PCR）检测大鼠结肠闭锁小带蛋白 -1（ZO-1），闭锁蛋白（Occludin）mRNA 表达；苏木素 -伊红（HE）染色观察各组大

鼠肠道组织、脑组织损坏程度；每组收集 6 只大鼠粪便进行 16S rRNA 测序；免疫组化、酶联免疫吸附测定试验（ELISA）检测肠

道组织、外周血、脑组织调节性 T 细胞（Treg），辅助性 T 细胞 17（Th17）的表达。结果：与假手术组比较，模型组大鼠神经功能缺

损症状加重（P<0.05），脑梗死面积增加（P<0.05）；与模型组比较，化浊解毒活血通络方高、中剂量组大鼠神经功能缺损症状明

显减轻（P<0.05），脑梗死面积减少（P<0.05）。与假手术组比较，模型组大鼠结肠黏膜结构破坏，上皮细胞、杯状细胞结构不完

整；与模型比较，化浊解毒活血通络方高、中剂量组大鼠结肠黏膜破坏较少，上皮细胞、杯状细胞结构完整。与假手术组比较，

模型组大鼠 Occludin，ZO-1 mRNA 表达降低（P<0.05），与模型组比较，化浊解毒活血通络方高剂量组 Occludin，ZO-1 mRNA 水

平均有所增加（P<0.05）。模型组与假手术组肠道菌群微生态结构存在差异，化浊解毒活血通络方高剂量组与假手术组组群落

结果更相近。与假手术组比较，模型组大鼠肠道组织、外周血、脑组织 Treg 细胞表达下降，Th17 细胞表达升高（P<0.05）；与模

型比较，化浊解毒活血通络方高、中剂量组大鼠肠道组织、外周血、脑组织 Treg 细胞表达升高，Th17 细胞表达下降（P<0.05）。
结论：化浊解毒活血通络方可能通过调整肠道微生物的丰度和多样性，改善肠壁通透性，减少肠道 Th17 细胞迁移至缺血侧脑

组织，减少炎症反应，进而减轻大鼠脑缺血再灌注损伤。
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［［Abstract］］ Objective：：To study the effect of Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo（HJHT）prescription on

the intestinal flora in rats with cerebral ischemia-reperfusion injury，and to explore the mechanism of Chinese

medicinal prescription regulating intestinal flora to restore the balance of brain-gut axis. Method：： Fifty male
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SPF SD rats were randomly assigned into sham group，model group，high-dose HJHT group（25.0 g·kg−1），
medium-dose HJHT group（12.5 g·kg−1），and low-dose HJHT group（6.25 g·kg−1），with 10 rats in each group.

The rat model of permanent middle cerebral artery infarction was established according to Longa method and

previous research experience，and reperfusion was performed 2 h after ischemia. The recovery of neurological

function deficit and the percentage of cerebral infarction area were detected 72 h after administration. Real-time

PCR was performed to detect the mRNA levels of Occludin and zonula occludens-1（ZO-1）in rat colon.

Hematoxylin-eosin（HE）staining was conducted to reveal the intestinal damage. The feces of 6 rats in each

group were collected for 16S rRNA sequencing. The expression of Treg and Th17 in intestinal tissue，peripheral

blood，and brain tissue were detected. Result：： Compared with the sham group，the model group showed

obvious neurological deficit（P<0.05）and large cerebral infarction area（P<0.05）. High-dose and medium-doses

HJHT alleviated the symptoms of neurological impairment（P<0.05）and reduce the cerebral infarction area

（P<0.05）compared with the model group. Compared with the sham group，the model group showed destroyed

structure of colonic mucosa and incomplete epithelial cells and goblet cells，while high-dose and medium-doses

HJHT alleviated such changes. The mRNA levels of Occludin and ZO-1 in the model group were lower than

those in the sham group（P<0.05），and the high-dose HJHT groups were higher than the model group（P<0.05）.

The intestinal flora structure was significantly different between the model group and the sham group while

similar between the high-dose HJHT group and sham group. Compared with the sham group，the model group

showed down-regulated expression of Treg and up-regulated expression of Th17 in the intestinal tissue，

peripheral blood， and brain tissue， and high-dose and medium-dose HJHT alleviated the changes in the

expression of Treg and Th17 in the model group（P<0.05）. Conclusion：： Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo

prescription may improve the permeability of intestinal wall by adjusting the abundance and diversity of intestinal

microorganisms to reduce the migration of intestinal Th17 cells toward the ischemic lateral brain tissue，mitigate

the inflammatory response，and thus alleviate the cerebral ischemia-reperfusion injury in rats.

［［Keywords］］ Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo prescription； cerebral ischemia-reperfusion injury；

intestinal flora；16S rRNA；intestinal barrier

据世界卫生组织宣布，脑血管意外是世界上第

二大死因，也是全球第三大致残原因，缺血性卒中

约占卒中总数的 70%~80%［1］。脑卒中最严重的原

因是大脑中动脉闭塞（MCAO），导致受影响的脑组

织损伤，损伤后引发炎症和免疫反应［2］。脑卒中后

炎症反应是缺血性脑损伤的一个持久的病理过程，

是继发性脑损伤的重要原因［3］。这一过程与脑卒中

后肠道微生物失衡和肠道屏障破坏密切相关［4-5］。

急性脑损伤导致微生物组失调，反之，肠道微生物

组的变化亦影响脑损伤后的神经炎症和神经功

能［6］。肠道微生物群是启动脑损伤继发性神经炎症

反应的关键调节器，微生物对免疫和脑卒中预后的

影响是通过微生物多样性的改变导致肠道屏障受

损，肠道炎症细胞迁移至脑产生的［7-8］。T 细胞在脑

缺血后继发性神经炎症中起决定性作用［9-10］。多项

证据表明，肠道微生物群是 T 细胞稳态的关键调节

因子，并参与免疫系统的成熟及维持宿主和微生物

的相互共存。研究发现，卒中后肠道菌群失调导致

肠道免疫细胞转位至大脑增加缺血区炎症反应，加

重脑缺血损伤［11-12］。BENAKIS 等［6］研究发现，使用

抗生素预处理抑制肠道菌群，MCAO 小鼠在第 3 天

时，肠道菌群 α-多样性明显下降，脑梗死体积减小，

预后较好，导致这种现象的机制可能是小肠内分泌

白细胞介素 -17（IL-17）的 γδ T 细胞数目减少，调节

性 T 细 胞（Treg）数 量 增 加 ，调 节 T 细 胞 抑 制

IL-17+ γδ T 细胞迁移至脑膜，减轻脑组织炎症［6］。

因此，对缺血性卒中后失衡的肠道微生态进行调

节，对于缺血性卒中的康复预后，减少其致残致死

的发生机率有着重要的意义［13］。

卒中后湿热痰瘀等浊毒闭阻肠道，腑气不通反

而上逆，导致浊毒闭阻脑络，气血瘀滞，脉络不通。

化浊解毒活血通络法在此理论基础上提出。课题

组前期研究发现，脑缺血后血脑屏障通透性增加，

化浊解毒活血通络方可通过上调缺血区域脑组织

紧密连接蛋白闭锁小带蛋白 -1（ZO-1），闭锁蛋白

（Occludin）的表达降低血脑屏障的通透性，并通过
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减少炎症细胞因子的表达，降低脑缺血再灌注损伤

（CIRI）的程度［14-15］。在前期实验研究基础上，本实

验旨在研究化浊解毒活血通络方是否通过调节肠

道菌群，改善肠道屏障通透性，减少肠道炎症细胞

从肠道随血液循环透过损伤后的血脑屏障迁移至

脑组织，从而减轻 CIRI，发挥神经保护作用。

1 材料

1.1 动物 健康成年雄性 SD 大鼠 50 只，体质量

250~280 g，由北京维通利华实验动物技术有限公司

提供，合格证号 SCXK-（京）2016-0006。所有动物

饲养在河北中医学院动物房清洁级环境内，室温控

制在 21~25 ℃，自由取食水。随机将动物分为假手

术组，模型组，化浊解毒活血通络方高、中、低剂量

组共 5 组，每组 10 只。动物实验研究经由河北中医

学 院 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 ，伦 理 审 查 编 号

DWLL2018047。

1.2 药物 化浊解毒活血通络方（组方为黄连 6 g，

茯苓 15 g，泽泻 6 g，丹参 15 g，赤芍 15 g，当归 9 g，石

菖蒲 15 g，郁金 15 g，川芎 9 g，地龙 15 g，为广东一

方制药有限公司生产的配方颗粒 ，批号分别为

0071783，0092923，0081833，0071563，0060823，

0070963，0061663，0072803，0086363，0057083）。
1.3 试剂 2，3，5-氯化三苯基四氮唑（TTC）染液

（北京索莱宝科技有限公司，批号 G3005）；IL-17，

IL-10 酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒，叉头框蛋

白 3（FoxP3）一抗，IL-17 一抗（武汉云克隆公司，批

号 分 别 为 SEA063Ra，SEA056Ra，PAB877Ra01，

PAA063Ra01）；PE/Cyanine7 抗鼠 CD4 抗体，APC 抗

鼠 CD25 抗 体 ，Alexa Fluor 􀳏 488 抗 小 鼠/大 鼠/人

FoxP3 抗体［BioLegend（北京）生物科技有限公司，

批号分别为 201515，202113，320011］；IL-17A 单克

隆抗体（美国 eBioscience 公司，批号 11-7177-80）；
RIPA 裂 解 液（碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号

P0013E）；发光试剂盒（美国 Millipore 公司，批号

WBKLS0500）；硝 酸 纤 维 素（NC）膜（ 美 国 Pall

Corporation 公 司 ，批 号 T22740）；山 羊 抗 兔 二 抗

（北京中杉金桥公司，批号 ZB2301）；焦碳酸二乙酯

（DEPC，美 国 Sigma 公 司 ，批 号 D5758）；Eastep

Super Total RNA ExtractionKit，GoScript Reverse

Transcription System，GoTaq qPCR Master Mix

（北京 Promega 公司，批号分别为 LS1040，A5001，

A6002）；引物［生工生物工程（上海）股份有限公司，

批 号 260064816］；microAmp Optical 8-Cap Strip，

MicroAmp Fast Reactiion Tubes（ 美 国 Life

Technologies 公 司 ，批 号 分 别 为 REF4323032，

REF4358293）。
1.4 仪器 SHA-B 型恒温振荡器（常州国华公司）；
DL-CJ-1N 型高性能无菌实验台（哈尔滨东联公司）；
YXQ-LS-50A 型高压灭菌器（上海博迅实业有限公

司）；2720 型基因扩增仪（美国 AB 公司）；1-15K 型高

速冷冻离心机（美国 Sigma 公司）；756MC 型紫外可

见分光光度计（上海精密科学仪器有限公司）；
CFX96 型实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time

PCR）仪（美国 Bio-Rad 公司）。
2 方法

2.1 造模及给药 用改良线栓法建立 CIRI 模型。

大鼠使用戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后，仰卧位固

定 。 颈 正 中 线 切 口 ，钝 性 分 离 右 侧 颈 总 动 脉

（CCA），颈外动脉（ECA）和颈内动脉（ICA），分别于

CCA，ICA，ECA 穿线备用。结扎 CCA 近心端，在

ECA 近分叉处剪一倒“V”小口，插入线栓，于插入线

栓处将备用线结扎，固定线栓，缓慢推送线栓至

ICA，当线端进入 1.8 cm 左右感觉有一定阻力时停

止推进，此时线栓头端正好位于大脑中动脉（MCA）
起始部，即造成阻断。缺血 2 h 后拔出线栓，即制成

CIRI模型。采用 Longa五分法在模型大鼠术后苏醒

进行早期评分，评分>1 分即可从神经缺损评分角度

认为模型制备成功。同时，每组选取 3 只进行 TTC

染色，经 TTC 染色后，正常脑组织呈现为红色，梗死

区脑组织呈现为白色，则为造模成功。

各实验组分别于拔栓大鼠苏醒后给药，造模成

功后，假手术组及模型组均按照 10 mL·kg-1 体积给

予蒸馏水灌胃；化浊解毒活血通络方高、中、低剂量

组分别给予相应剂量的中药溶液灌胃，按照成人等

效剂量折算系数，以成人剂量的 6.25 倍为中剂量，

化浊解毒活血通络方低、中、高各给药剂量为 6.25，

12.5，25.0 g·kg-1，给药前均用蒸馏水制备成不同浓

度的中药混悬液，按照 10 mL·kg-1 体积灌胃，连续

3 d。

2.2 神经功能评分 大鼠于脑缺血再灌注 72 h 后，

采用改良版神经功能评分进行大鼠神经行为学

评分。

2.3 脑梗死范围百分比测定 大鼠灌胃给药 3 d 后

麻醉，断头取脑，生理盐水冲洗残血，-20 ℃下速冻

20 min，置于脑槽中切片，TTC 染色，Image J 软件测

定脑梗死范围百分比。

2.4 苏木素 -伊红（HE）染色检测各组大鼠脑、结肠

组织病理改变 大鼠处死后留取脑组织、结肠组
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织，用预冷的磷酸盐缓冲液（PBS）溶液冲洗，4% 多

聚甲醛固定，常规脱水、石蜡包埋、切片，进行 HE 染

色，中性树胶封片后在倒置显微镜下观察脑组织、

结肠组织形态变化并拍摄病理图片。

2.5 ELISA 检测血清和缺血区脑组织 IL-10，IL-17

水平 使用 ELISA 试剂盒检测血清和缺血区脑组

织 IL-10，IL-17，实验步骤严格按照说明书进行。

2.6 免疫组化法检测大鼠脑组织、结肠组 FoxP3，

IL-17 蛋白的表达 免疫组化检测大鼠脑组织、结肠

组织 FoxP3，IL-17 蛋白表达。使用组织切片机将石

蜡包埋脑、结肠组织切成 4~5 μm 的薄片，放置于黏

附载玻片上，二甲苯脱蜡，乙醇水化，双氧水淬灭过

氧化物酶，EDTA 修复抗原，山羊血清封闭，一抗

（FoxP3，IL-17 1∶100）孵育过夜，二抗（1∶500）孵育

30 mim，链霉卵白素孵育 30 min，DAB 显色，苏木素

复染，中性树脂封片，电子显微镜观察并拍照。每

张切片随机选取 5 个视野（×400），使用 Image Pro

Plus 6.0 软件计算每个视野下阳性结果的积分吸光

度 IA 和面积，以 IA/面积作为检测指标的半定量

结果。

2.7 流 式 细 胞 术 检 测 外 周 血 Th17 细 胞 ，

CD4+ CD25+ FoxP3+细胞的表达 外周血加红细胞

裂解液 3 mL，混匀静止 4~5 min，待红细胞完全破

碎；加 PBS 5 mL 重悬细胞，缓慢加至含有淋巴细胞

分 离 液 3 mL 的 15 mL 离 心 管 液 面 上（室 温），
1 200 r·min-1 室温离心 20 min（离心半径 28 cm），吸
出雾状单个核细胞层；洗涤 2 遍，加入 FACS buffer

5 mL 重悬细胞，1 200 r·min-1 离心 5 min（离心半径

28 cm），去上清；用余液重悬细胞；固定液室温孵育

10 min；加入破膜剂混匀后 37 ℃孵育 10 min 通透细

胞；按抗体说明书加入适量抗体混匀后，37 ℃避光

孵 育 30 min；加 入 PBS 400 μL 后 避 光 保 存 等 待

上机。

2.8 Real-time PCR 检测大鼠结肠组织 Occludin，

ZO-1 mRNA 表 达 称 取 结 肠 组 织 20 mg，加 入

TRIzol 500 μL，45 W 超声破碎 50 s（工作 20 s，间歇

10 s）后，加入三氯甲烷 100 μL，振荡混匀后室温静

置 10 min，4 ℃，11 300 r·min-1 离心 15 min（离心半

径 7 cm），取上层水相加入异丙醇 250 μL，混匀后室

温 静 置 10 min，4 ℃ ，11 300 r·min-1 离 心 10 min

（离心半径 7c m），弃上清，再分别经 75% 乙醇和无

水乙醇清洗后离心 10 min 得到结肠总 RNA 并测定

浓度。使用 PrimeScript™ RT Master Mix 试剂盒进

行反转录，得到 cDNA，以该 cDNA 为模板，使用

SYBR Premix Ex Taq™ Ⅱ进行 Real-time PCR 反应，

预变性 95 ℃，10 min，44 个循环反应，95 ℃ 15 s，

60 ℃ 60 s。文中用于 Real-time PCR 的引物序列来

源于检索 NCBI 基因数据库，通过基因 ID 在 Primer

Bank 中 获 得 相 关 引 物 序 列 。 以 β - 肌 动 蛋 白

（β-actin）为内参，2-ΔΔCt法计算 mRNA 相对表达量，引

物序列由生工生物工程（上海）股份有限公司合成，

序列见表 1。

2.9 粪便样本收集与检测 术后 72 h 收集各组大

鼠粪便样本，取新鲜大鼠粪便 2~3 粒放入无菌冻存

管中，在液氮中进行速冻，再将样本转移至-80 ℃冰

箱中储存，后续用于送检菌群测定。粪便细菌总

DNA 提取及质量检测，16S rRNA 基因 V3~V4 区

PCR 扩增，16S rRNA Miseq 高通量测序，生物学分

析由杭州联川生物公司完成。

2.10 统 计 学 分 析 实 验 数 据 采 用 Excel 存 储 ，

Prism 7 软件分析，计量资料用 x̄± s 表示，两组间均

数比较采用 T 检验，多组间数据比较用单因素方差

分析，组间比较用图基（Tukey）检验，以 P<0.05 为差

异具有统计学意义。

3 结果

3.1 对大鼠神经功能评分及脑梗死面积的影响

大鼠脑缺血再灌注 72 h 后，与假手术组比较，模

型组大鼠神经功能缺损评分明显升高，脑梗死面积

明显增加（P<0.05）；与模型组比较，化浊解毒活血通

络方高、中剂量组大鼠神经功能缺损评分降低，脑

梗死面积减小（P<0.05）；与化浊解毒活血通络方高

剂量组比较，化浊解毒活血通络方低剂量组大鼠神

经功能缺损评分升高，脑梗死面积增加（P<0.05）。
见表 2，3，图 1。

3.2 对大鼠脑组织病理的影响 假手术组大鼠脑

组织未见异常改变，细胞排列整齐，形态规则，胞浆

染色均匀，细胞膜完整，细胞核、核仁清晰，无变性

坏死细胞。与假手术组比较，模型组脑组织缺血区

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

引物

ZO-1

Occludin

β-actin

序列（5'→3'）
上游 AGGTGAAACTCTGCTGAGCC

下游 TCACAGTGTGGCAAGCGTAG

上游 GGTGAGCGGTTCTTCTGTGT

下游 GGCCACACTGTAGTTGGTGT

上游 GCAGGAGTACGATGAGTCCG

下游 ACGCAGCTCAGTAACAGTCC

长度/bp

90

93

74
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域可见大量细胞变性、坏死，细胞排列紊乱，细胞间

隙增大，胞浆染色变浅，细胞核固缩、深染，有炎症

细胞浸润。与模型组比较，中药各组脑组织病理状

态有所改善，以化浊解毒活血通络方高、中剂量组

改善明显。见图 2。

3.3 对大鼠结肠组织病理的影响 假手术组结肠

黏膜未见明显损伤。与假手术组比较，模型组结肠

可看到黏膜少许破坏，黏膜水肿，绒毛形态不规则，

局部出现黏膜破损，经化浊解毒活血通络方治疗后

上述情况好转。见图 3。

3.4 对大鼠肠组织 Occludin，ZO-1 mRNA 表达的

影 响 与 假 手 术 组 比 较 ，模 型 组 Occludin，ZO-1

mRNA 表达水平明显下降（P<0.05）；与模型组比较，

化 浊 解 毒 活 血 通 络 方 高 剂 量 组 Occludin，ZO-1

mRNA 表达水平均有所增加（P<0.05）；与化浊解毒

活血通络方高剂量组比较，化浊解毒活血通络方低

剂量组 Occludin mRNA 表达水平下降（P<0.05）。
见表 4。

3.5 对大鼠肠道菌群的影响

3.5.1 各组大鼠肠道菌群多样性分析 Shannon 指

表 2 化浊解毒活血通络方对各组大鼠神经功能评分的影响（x̄± s，

n=10）

Table 2 Effect of Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo prescription on

neurological function score in each group（x̄± s，n=10）

组别

假手术

模型

化浊解毒活血通络方

剂量/g·kg-1

25.0

12.5

6.25

神经功能评分/分

0

10.10±1.371）

7.20±1.322）

7.50±1.182）

9.60±0.973）

注：与假手术组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05；与化浊

解毒活血通络方高剂量组比较 3）P<0.05（表 3~11 同）。

表 3 化浊解毒活血通络方对各组大鼠脑梗死面积的影响（x̄± s，

n=3）

Table 3 Effect of Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo prescription on

cerebral infarction area in each group（x̄± s，n=3）

组别

假手术

模型

化浊解毒活血通络方

剂量/g·kg-1

25.0

12.5

6.25

脑梗死面积/%

0

15.45±0.501）

10.41±0.392）

11.11±0.362）

14.77±0.563）

A. 假手术组；B. 模型组；C~E. 化浊解毒活血通络方高、中、低剂量

组（图 2~6 同）
图 1 化浊解毒活血通络方对各组大鼠脑梗死面积的影响

Fig. 1 Effect of Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo prescription on

cerebral infarction area of rats in each group

图 2 化浊解毒活血通络方对各组大鼠脑组织病理的影响（HE，×400）
Fig. 2 Effect of Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo prescription on brain histopathology of rats in each group（HE，×400）

图 3 化浊解毒活血通络方对各组大鼠结肠组织病理的影响（HE，×400）
Fig. 3 Effect of Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo prescription on colon histopathology of rats in each group（HE，×400）
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数和 Simpson 指数反映物种的丰富度和均匀度，与

假手术组比较，模型组大鼠肠道菌群 Shannon 和

Simpson 指数降低；与模型组比较，中药各组大鼠肠

道菌群 Shannon 和 Simpson 指数升高，以高剂量组

最显著。见图 4。

3.5.2 对各组大鼠肠道菌群的影响 使用非参数

因子克鲁斯卡尔 -沃利斯秩和检验检测具有显著丰

度差异特征，并找到与丰度有差异的类群。在门水

平，与假手术组比较，模型组厚壁菌门、拟杆菌门下

降（P<0.05）；与模型组比较，化浊解毒活血通络方高

剂 量 组 厚 壁 菌 门 、拟 杆 菌 门 升 高（P<0.05）。

见表 5。

在科水平，与假手术组比较，模型组肠杆菌科

升高（P<0.05），乳杆菌科下降（P<0.05）；与模型组比

较，化浊解毒活血通络方高剂量组肠杆菌科下降

（P<0.05），乳杆菌科升高（P<0.05）。见表 6。

在属水平，与假手术组比较，模型组普雷沃氏

菌 属 下 降（P<0.05），梭 菌 属 、肠 球 菌 属 升 高

（P<0.05）；与模型组比较，化浊解毒活血通络方高剂

量组组普雷沃氏菌属升高（P<0.05），梭菌属、肠球菌

属下降（P<0.05）。见表 7。

表 4 化浊解毒活血通络方对各组大鼠 Occludin，ZO-1mRNA 表达

水平的影响（x̄± s，n=8）

Table 4 Effect of Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo prescription on

expression levels of Occludin and ZO-1 mRNA in each group（x̄± s，

n=8）

组别

假手术

模型

化浊解毒活血通络方

剂量/g·kg-1

25.0

12.5

6.25

Occludin

1.19±0.21

0.79±0.211）

1.10±0.232）

1.00±0.162）

0.90±0.153）

ZO-1

1.23±0.23

0.87±0.101）

1.15±0.102）

0.98±0.21

0.94±0.16

表 5 化浊解毒活血通络方对各组大鼠肠道微生物门水平相对丰度

的影响（x̄± s，n=6）

Table 5 Effect of Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo prescription on

relative abundance of intestinal microphylum levels in each group

（x̄± s，n=6）

组别

假手术

模型

化浊解毒活血通络方

剂量/g·kg-1

25.0

12.5

6.25

厚壁菌门

50.04±6.35

18.64±4.011）

32.84±9.662）

20.84±4.75

27.11±4.00

拟杆菌门

39.23±6.75

31.98±4.601）

38.52±5.972）

36.34±7.17

33.02±9.78

表 6 化浊解毒活血通络方对各组大鼠肠道微生物科水平相对丰度

的影响（x̄± s，n=6）

Table 6 Effect of Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo prescription on

relative abundance of intestinal microbiota levels in each group

（x̄± s，n=6）

组别

假手术

模型

化浊解毒活血通络方

剂量/g·kg-1

25.0

12.5

6.25

肠杆菌科

0.17±0.24

20.06±5.871）

4.96±2.142）

18.28±6.17

18.05±8.46

乳杆菌科

7.38±2.78

0.70±0.271）

7.50±2.412）

4.71±1.91

5.18±1.82

图 4 化浊解毒活血通络方对各组大鼠 Shannon 指数，Simpson 指

数的影响

Fig. 4 Effect of Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo prescription on

Shannon index and Simpson index in each group

表 7 化浊解毒活血通络方对各组大鼠肠道微生物属水平相对丰度的影响（x̄± s，n=6）

Table 7 Effect of Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo prescription on relative abundance of intestinal microbial genera of rats in each group

（x̄± s，n=6）

组别

假手术

模型

化浊解毒活血通络方

剂量/g·kg-1

25.0

12.5

6.25

梭菌属

0.05±0.01

0.17±0.051）

0.02±0.012）

0.05±0.35

0.08±0.49

普雷沃菌属

0.84±0.30

0.02±0.011）

0.24±0.602）

0.09±0.05

0.34±0.19

肠球菌属

0.00±0.00

0.20±0.591）

0.03±0.012）

0.11±0.03

0.09±0.04
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3.6 对大鼠辅助性 T 细胞 17（Th17），IL-17 表达的

影响 结肠、缺血区脑组织免疫组化结果显示，与

假手术组比较，模型组大鼠 IL-17 表达明显增高

（P<0.05），与模型组比较，化浊解毒活血通络方高剂

量 组 可 以 明 显 降 低 IL-17 表 达（P<0.05）。 见

表 8，图 5。

与假手术组比较，模型组 Th17 细胞的比例明显

增高（P<0.05）；与模型组比较，化浊解毒活血通络方

高、中剂量组可以明显降低 Th17 细胞的分布比例，

差异具有统计学意义（P<0.05）。与假手术组比较，

模型组中的 IL-17 的水平明显升高（P<0.05）；与模

型组比较，化浊解毒活血通络方高、中剂量组 IL-17 的表达明显降低（P<0.05）。见表 9。

3.7 对大鼠 FoxP3+，IL-10 的影响 结肠、缺血区脑

组织免疫组化结果显示，与假手术组比较，模型组

FoxP3+表达下降（P<0.05）；与模型组比较，化浊解毒

活 血 通 络 方 高 、中 剂 量 组 FoxP3+ 表 达 明 显 增 加

（P<0.05）。见图 6，表 10。流式细胞仪检测外周血

中 CD4+ CD25+ FoxP3+的比例，结果显示与组织中的

结果表达一致，差异有统计学意义（P<0.05）。与假

手术组比较，模型组 IL-10 表达明显下降（P<0.05）；
与模型组比较，化浊解毒活血通络方高、中剂量组

IL-10 表达明显增加（P<0.05）。见表 11。

4 讨论

人的肠道内含有数万种不同的菌群，正常情况

下肠道菌群处于一个平衡的状态，菌群多样性的丧

失和改变致使肠道功能失调，肠壁通透性增加，炎

表 8 化浊解毒活血通络方对各组大鼠 IL-17表达的影响（x̄± s，n=6）

Table 8 Effect of Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo prescription on

expression of IL-17 protein in each group（x̄± s，n=6）

组别

假手术

模型

化浊解毒活血通络方

剂量/g·kg-1

25.0

12.5

6.25

IL-17/IA

结肠

0.50±0.02

0.13±0.021）

0.06±0.032）

0.07±0.012）

0.08±0.02

脑组织

0.04±0.01

0.13±0.021）

0.05±0.012）

0.05±0.022）

0.11±0.033）

图 5 化浊解毒活血通络方对各组大鼠 IL-17表达的影响（免疫组化，×400）
Fig. 5 Effect of Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo prescription on expression of IL-17 in each group（IHC，×400）

表 9 化浊解毒活血通络方对各组大鼠 Th17及 IL-17表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 9 Effect of Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo prescription on Th17 and IL-17 expression in each group（x̄± s，n=3）

组别

假手术

模型

化浊解毒活血通络方

剂量/g·kg-1

25.0

12.5

6.25

Th17/%

39.32±3.96

66.96±5.921）

42.68±3.852）

35.37±6.662）

60.17±14.673）

IL-17

血清/ng·L-1

48.92±7.70

71.94±5.651）

51.47±3.442）

53.33±3.032）

64.26±10.453）

脑组织/ng·g-1

3.00±0.14

4.00±0.291）

3.12±0.142）

3.28±0.162）

3.64±0.233）
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症加重，这些炎症细胞透过肠壁，随外周血液循环

进入大脑，进一步加重 CIRI［16-17］。急性脑缺血引起

局部神经炎症反应，同时改变周围免疫稳态。最近

的证据表明，肠道微生物群通过调节免疫稳态在自

身免疫性疾病中起关键作用。因此，课题组研究了

急性脑缺血、微生物群改变和脑损伤后免疫反应之

间的机制联系。

脑神失常，则易肠腑失控，传导失司，肠腑以通

为用，腑气不通，冲逆犯上，又可影响神明。在临床

上脑部疾病常从腑论治。中风多因肝木亏损，肾阴

不足，水不涵木，肝木火旺，上亢引动风阳，脑窍蒙

闭或气虚血瘀，经脉不通。胃肠不通则中州传输不

利，升降失常，糟粕内结，气机阻滞，形成腑实之证。

脑病治疗泻腑实以养神，腑畅神安，从现代医学的

脑 -肠轴和肠道菌群学说上可以解释。中风后湿热

痰瘀等浊毒闭阻肠道，腑气不通反而上逆，导致浊

毒闭阻脑络，气血瘀滞，脉络不通。化浊解毒活血

通络法在此理论基础上提出。化浊解毒活血通络

方中黄连清热燥湿，泻火解毒，茯苓、泽泻健脾利水

渗湿；赤芍、丹参、当归、川芎活血行气化瘀，另外川

芎味辛上行头目，有引药上行之效；石菖蒲、郁金降

气化痰祛湿，地龙清热熄风；甘草调和诸药，诸药合

用共奏化浊解毒活血通络之效。

卒中损伤后肠道菌群多样性及物种组成会发

生一系列变化［4］。研究发现，在脑卒中患者中变形

菌门、乳酸杆菌科、肠杆菌科和卟啉单胞菌科的丰

度 增 加 ，Odoribacter 属 ，Akkermansia 属 和

Ruminococcaceae_UCG_005 属的相对丰度明显更

高，而厚壁菌门和拟杆菌门、双歧杆菌的水平降

表 10 化浊解毒活血通络方对各组大鼠 FoxP3+蛋白表达的影响

（x̄± s，n=3）

Table 10 Effect of Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo prescription

on FoxP3+ expression in each group（x̄± s，n=3）

组别

假手术

模型

化浊解毒活血通络方

剂量/g·kg-1

25.0

12.5

6.25

IA

结肠

0.13±0.02

0.06±0.021）

0.11±0.022）

0.10±0.012）

0.07±0.013）

脑组织

0.10±0.04

0.04±0.021）

0.13±0.022）

0.11±0.032）

0.06±0.013）

表 11 化浊解毒活血通络方对各组大鼠 CD4+ CD25+ FoxP3+及 IL-10表达情况（x̄± s，n=3）

Table 11 Effect of Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo prescription on CD4+ CD25+ FoxP3+cells and IL-10 expression in each group（x̄± s，n=3）

组别

假手术

模型

化浊解毒活血通络方

剂量/g·kg-1

25.0

12.5

6.25

CD4+ CD25+ FoxP3+细胞/%

12.18±1.41

5.63±1.111）

10.48±1.242）

9.48±0.922）

5.18±0.193）

IL-10

血清/ng·L-1

101.32±9.90

57.98±8.071）

78.19±1.322）

98.28±7.442）

57.98±10.683）

脑组织/ng·g-1

1.09±0.03

0.84±0.071）

1.04±0.092）

1.01±0.052）

0.84±0.083）

图 6 化浊解毒活血通络方对各组大鼠 FoxP3+表达的影响（免疫组化，×400）
Fig. 6 Effect of Huazhuo Jiedu Huoxue Tongluo prescription on FoxP3+ expression in each group（IHC，×400）
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低［18-19］。本研究发现，假手术组与模型组的肠道菌

群发生了明显的变化，由 Shannon 指数，Simpson

指数，主坐标分析（PCoA）可知 CIRI 大鼠的肠道菌

群的物种多样性及丰度显著下降，经中药干预后物

种的多样性较模型组增高。其中化浊解毒活血通

络方高剂量治疗后菌群改变更为明显，具体表现为

有益菌群如厚壁菌门、拟杆菌门等丰度升高，机会

致病菌群如肠杆菌科，Akkermansia 属丰度下降，因

此改变了肠道菌群的生态环境。

正常的肠道功能除了维持肠道菌群的稳态，肠

道黏膜屏障功能也至关重要。肠杆菌科是临床上

常见的条件致病菌，能够介导肠道内炎症，并通过

破坏的肠上皮细胞屏障移位至体循环，感染各器官

诱发各种炎症反应［20］。肠杆菌科过度生长通常是

肠道微生物失调和肠道通透性增加的一种特征［21］。

乳杆菌科细菌可以代谢产生大量的短链脂肪酸参

与调节肠道免疫和屏障功能，对肠道屏障具有保护

作用。本实验研究发现，CIRI后肠道菌群 MCAO 组

大鼠肠道菌群中肠杆菌科表达上调，乳杆菌科表达

下降，结肠组织 ZO-1，Occludin 表达下降，经化浊解

毒活血通络方治疗后肠杆菌科表达下调，乳杆菌科

表达上调，ZO-1，Occludin 表达上调，与上述研究一

致，表明化浊解毒活血通络通过调节肠道菌群对

CIRI大鼠的肠道屏障功能产生保护作用。

Th17 和 Treg 的平衡是胃肠道内外环境的一个

关键屏障［22］。肠道菌群失调导致 T 细胞亚群数量和

活性失衡，进而引发多种代谢或免疫紊乱相关疾

病。肠道菌群中的大肠埃希菌属、拟杆菌属、乳杆

菌属和链球菌属可以在小肠和结肠固有层中促进

Treg 诱导、迁移和增殖［23-25］。研究表明，在广谱抗生

素治疗或无菌培养条件下，结肠 Treg 数量的减少这

进一步证明肠道菌群对于 Treg 分化的重要性［26］。

肠道 Th17 是在肠道共生菌和某些细胞外病原体的

定植下诱导和积累的［27］，具有强大的促炎性。结肠

中 Th17 是由肠道菌群的代谢物 ATP 诱导的［28］。

肠道生态失调导致外周血中 Treg 减少，辅助性

T 细胞（Th1 和 Th17）增加［29-30］，活化的 T 淋巴细胞从

外周迁移到中枢神经系统，分泌细胞黏附分子和趋

化因子，导致单核细胞和巨噬细胞浸润中枢神经系

统［31］。Th17 在维持肠黏膜屏障，炎症和微生物易位

中起着重要作用，并具有有效突破血脑屏障渗入中

枢神经系统的能力。BENAKIS 等［6］通过荧光标记

MCAO 大鼠肠道内的 T 细胞发现肠道分泌的 Treg，

Th17 可迁移到损伤的脑组织，Th17 细胞增加加重

了小鼠卒中后炎症。本课题组前期研究发现 ，

MCAO 大鼠血脑屏障通透性增加，经化浊解毒活血

通络方治疗对血脑屏障起保护作用。本实验研究

发现 MCAO 组大鼠肠道组织、外周血和缺血区脑组

织中 Treg 分泌减少，Th17 分泌增加。经化浊解毒活

血通络方干预后，大鼠肠道组织、外周血和缺血区

脑组织中 Treg 分泌明显增加，Th17 分泌减少，表明

化浊解毒活血通络方可能是通过降低肠道组织

Treg，Th17 的表达，减少 Treg，Th17 的迁移至脑组织

从而减轻 CIRI。

综上所述，化浊解毒活血通络方通过调节脑卒

中后肠道菌群的紊乱和肠道屏障的破坏，抑制炎症

反应，恢复 CIRI 大鼠的肠-脑轴平衡，从而影响脑卒

中的预后。本研究结果将为脑卒中的临床治疗和

脑卒中后肠功能障碍的预防提供新的思路。
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