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摘要： 目的　 榄香素对大脑中动脉阻塞 ／再灌注 （ＭＣＡＯ ／ Ｒ） 大鼠肠道屏障及肠道菌群的影响。 方法　 将 ＳＤ 大鼠随机

分为假手术组、 模型组和榄香素低、 中、 高剂量组 （２􀆰 ５、 ５、 １０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 除假手术组外均建立 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 模型， 每组

１２ 只。 给药 ７ ｄ 后， 评估各组大鼠神经功能缺损评分和脑梗死面积； 免疫荧光法检测脑组织 Ｉｂａ１＋ ／ ＣＤ１６＋、 Ｉｂａ１＋ ／
ＣＤ２０６＋的共表达； ＥＬＩＳＡ 法检测脑组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃６、 ＩＦＮ⁃γ 水平； 蛋白免疫印迹法检测脑组织 ＭＡＰＫ 信号通

路蛋白 （ｐ⁃ＳＡＰＫ ／ ＪＮＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ｐ３８）， 脑及结肠组织紧密连接蛋白 （ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ） 表达。 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序分

析检测大鼠肠道菌群组成及含量变化。 结果　 与模型组比较， 榄香素高剂量组神经功能缺损评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 脑

梗死面积减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 脑组织 Ｉｂａ⁃１＋ ／ ＣＤ１６＋阳性细胞数量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｉｂａ⁃１＋ ／ ＣＤ２０６＋阳性细胞数量增加

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＮＦ⁃α、 Ｌ⁃１７、 ＩＬ⁃６、 ＩＦＮ⁃γ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ⁃ＳＡＰＫ ／ ＪＮＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 脑及结肠组织 ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序的 Ｂｅｔａ
多样性分析显示， 模型组大鼠肠道菌群分布偏离假手术组； 榄香素高剂量组肠道菌群分布趋向于假手术组。 Ａｌｐｈａ 多

样性分析显示， 与假手术组比较， 模型组大鼠大鼠肠道菌群 Ｓｈａｎｎｏｎ、 ＡＣＥ、 Ｃｈａｏ 指数均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 榄香素高

剂量组大鼠肠道菌群 Ｃｈａｏ 指数升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。 在科、 纲、 属水平上， 与假手术组比较， 模型组韦荣氏球菌科

（Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａｃｅａｅ）、 拟杆菌科 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｃｅａｅ）、 芽孢杆菌纲 （Ｂａｃｉｌｌｉ）、 噬菌体 （Ｐｈａｓｃｏｌａｒｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ） 相对丰度均升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 榄香素高剂量组上述菌群相对丰度均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 榄香素具有改善 ＭＣＡＯ ／
Ｒ 大鼠神经功能缺损， 减少脑梗死面积， 降低炎症反应， 改善肠道屏障， 恢复肠道菌群的作用， 其作用可能与调控

ＭＡＰＫ 信号通路表达有关。
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　 　 缺血性卒中占卒中病例的 ８７％ ， 其高死亡率和致残率

与脑缺血后神经元的损伤程度密切相关［１⁃２］ 。 持续缺血与缺

血再灌注损伤引发缺血核心区域的神经元死亡［３］ 。 溶栓治

疗是目前治疗缺血性卒中最有效的方案， 但其治疗时间窗

较窄且成功率低［４］ 。
丝裂原活化蛋白激酶 （ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ，

ＭＡＰＫ） 信号通路是由一系列蛋白激酶和 ＭＡＰＫ 磷酸酶调

节的通路， 调节机体应对外部刺激［５］ 。 ＭＡＰＫ 信号通路影

响缺血性卒中的发病与病情发展， 参与炎症反应［６］ 。 炎症

反应是缺血性卒中的关键病理机制， 能引发中枢神经系统

损伤［７］ 。 缺血性卒中可通过 ＭＡＰＫ 信号通路介导肠道病理

反应［８］ 。 ＭＡＰＫ 通路蛋白磷酸化导致炎性因子的释放， 破

坏肠道紧密连接结构并增加肠黏膜通透性， 影响肠道菌群

稳态［９］ 。
石菖蒲， 味辛、 苦， 性温， 具有开窍醒神、 益智消痰、

活血祛瘀及理气止痛的功效， 对于脑卒中的防治具有显著

疗效［１０］ 。 石菖蒲挥发油作为石菖蒲的主要化学成分， 是

评价石菖蒲质量的重要指标［１１］ 。 石菖蒲挥发油可以促进

神经元分化并具有神经保护作用［１２］ 。 课题组前期研究发

现， 石菖蒲挥发油中榄香素相对含量为 ２７􀆰 ８９％ ［１３］ 。 而目

前对于榄香素用于治疗脑卒中的机制研究尚无报道。 因

此， 本实验通过建立大脑中动脉阻塞 ／再灌注 （ＭＣＡＯ ／ Ｒ）
大鼠模型， 榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠肠道屏障及肠道菌群

的影响。
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１　 材料

１􀆰 １　 实验动物 　 ６０ 只成年雄性 ＳＤ 大鼠， 体质量 ２５０ ～
２７０ ｇ， 购买并饲养于广州中医药大学实验动物中心 ［实验

动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （粤） ２０１８⁃００３４， 实验动物使用

许可证号 ＳＹＸＫ （粤） ２０１８⁃０００１］， 环境温度 ２５ ℃， １２ ｈ ／
１２ ｈ 光 ／暗循环， 给予足够且洁净的水和食物。 动物实验规

程遵循要求， 并经广州中医药大学动物伦理委员会审批通

过 （伦理号 ２０２００７２７００２）。
１􀆰 ２　 药物与试剂 　 榄香素 （纯度 ９８％ ， 成都瑞芬思生物

科技有限公司， 批号 ＣＡＳ４８７⁃１１⁃６）。 ２， ３， ５⁃氯化三苯基

四氮唑 （２， ３， ５⁃Ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ， ＴＴＣ） 染液

（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司， 批号 Ｔ８８７７）； 荧光山羊抗兔 ４８８
二抗、 荧光山羊抗鼠 ５６８ 二抗 （美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公

司， 批号 Ａ１１０３４、 Ａ１１０３１）； 荧光兔抗山羊 ５９４ 二抗、 离

子化钙结合适配分子 １ （ ｉｏｎｉｚｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ａｄａｐｔｅｒ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ １， Ｉｂａ１） 抗体、 ｐ３８ ＭＡＰＫ 抗体、 ｐ⁃ｐ３８ （英国

Ａｂｃａｍ 公 司， 批 号 ａｂ１５０１４４、 ａｂ１７８８４７、 ａｂ１７００９９、
ａｂ１９５０４９）； ＨＲＰ 标记山羊抗兔二抗、 ＨＲＰ 标记山羊抗鼠

二抗、 应激活化蛋白激酶 ／氨基末端激酶 （ ｓｔｒｅｓｓ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ／ ｃ⁃ｊｕｎ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ， ＳＡＰＫ ／ ＪＮＫ）、 磷酸化

ＳＡＰＫ ／ ＪＮＫ （ ｐ⁃ＳＡＰＫ ／ ＪＮＫ ）、 Ｅｒｋ１ ／ ２、 磷 酸 化 ｐ４４ ／ ４２
ＭＡＰＫ （ ｐ⁃Ｅｒｋ１ ／ ２） 抗体 （美国 ＣＳＴ 公司， 批号 ７０７４、
７０７６、 ９５５２、 ９２５５、 ４２９５、 ４３７０）； ＣＤ１６ ／ ＣＤ３２ 抗体 （美国

ＢＤ 公司， 批号 ５５３１４２）； ＣＤ２０６ 抗体 （美国 Ｒ＆Ｄ 公司，
批号 ＷＦＴ０３２００１１）； 肿瘤坏死因子 α （ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃
ａｌｐｈａ， ＴＮＦ⁃α）、 白细胞介素 （ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ） ⁃１７、 ＩＬ⁃６、 γ 干

扰素 （ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃γ， ＩＦＮ⁃γ） ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （上海江莱生物

科 技 有 限 公 司， 批 号 ＪＬ１３２０２、 ＪＬ２０８７９、 ＪＬ２０８９６、
ＪＬ１３２４１）； 闭锁小带蛋白 （ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ⁃１， ＺＯ⁃１） 抗体

（美 国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司， 批 号 ４０⁃２２００ ）； 闭 合 蛋 白

（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ） 抗体 （美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司， 批号 ｓｃ⁃１３３２５６）。
１􀆰 ３　 仪器 　 ＣＭ１８５０ 冰冻切片机、 ＳＰ８ Ｆａｌｃｏｎ 激光共聚焦

显微镜 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）； ＭＵＬＴＩＳＫＡＮ ＦＣ 型酶标仪 （美
国赛默飞公司）； 电泳仪、 垂直板电泳槽、 免疫印迹转膜

设备、 ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ ＸＲＳ＋Ｓｙｓｔｅｍ 化学发光成像仪 （美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司）； 凝胶成像系统 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ （德国 Ｍｅｎｌｏ Ｓｙｓｔｅｍ
公司）； Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 测序仪 （美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 模型建立、 分组及给药　 大鼠用异氟烷进行麻醉， 以

２％ 异氟烷维持麻醉， 处以仰卧位， 消毒后在颈部正中开

口， 钝性分离分离出颈总动脉、 颈外动脉、 颈内动脉， 并

在远心端进行结扎并在距离颈外动脉距离颈总动脉分叉处

剪一小口， 将线栓从剪口位置推入， 经颈内动脉插入指定

位置后， ２ ｈ 后， 移除线栓进行再灌注后， 进行皮肤的缝

合。 假手术组大鼠不予进行插栓。
ＭＣＡＯ ／ Ｒ 术后造模成功的大鼠随机分为模型组和榄香

素低、 中、 高剂量组。 榄香素低、 中、 高剂量组在再灌注

２４ ｈ 后分别灌胃给予榄香素 ２􀆰 ５、 ５、 １０ ｍｇ ／ ｋｇ （榄香素用

３％ 吐温生理盐水配制， 剂量根据课题组前期研究结果确

定）， 假手术组和模型组灌胃给予等量 ３％ 吐温生理盐水，
各组均连续灌胃给药 ７ ｄ。
２􀆰 ２　 改良神经功能缺失评分 （ｍＮＳＳ） 　 ｍＮＳＳ 评分可用于

评价 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠运动感觉、 反射丧失、 不正常运动和平

衡木行走情况。 运动感觉实验包括提尾实验、 平地行走实

验、 位置觉实验、 本体放置实验， 共 ５ 分； 反射丧失和不

正常运动实验包括耳廓、 角膜、 惊恐反射及肌张力障碍实

验各 １ 分； 平衡木实验根据大鼠四肢垂落及平衡时长评价

为 ０～６ 分， ０ 分视为正常， １８ 分视为神经功能缺失严重。
给药 ７ ｄ 后， 对各组大鼠进行评分， 其中假手术组、 模型

组各 ９ 只， 榄香素低、 中剂量组各 ７ 只， 榄香素高剂量组

１２ 只。
２􀆰 ３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序分析大鼠肠道菌群变化　 给药 ７ ｄ 后，
各组随机采集 ６ 只大鼠粪便。 取质量合格的基因组 ＤＮＡ 样

品 ３０ ｎｇ 及对应的融合引物配制聚合酶链式反应 （ ＰＣＲ）
体系， 设置 ＰＣＲ 反应参数进行 ＰＣＲ 扩增， 使用 Ａｇｅｎｃｏｕｒｔ
ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ 磁珠对 ＰＣＲ 扩增产物进行纯化。 ＰＣＲ 扩增结束

后进行浓度检测。 附上标签， 完成建库。 使用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００
Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ 对文库的片段范围及浓度进行检测。 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因 测 序 的 Ｖ３⁃Ｖ４ 区 使 用 正 向 引 物 ３３８Ｆ （ ５′⁃
ＡＣＴＣＴＣＡＣＣＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ⁃３′）， 反 向 引 物 ８０６Ｒ （ ５′⁃
ＧＧＡＣＡＴＣＨＶＧＧＧＴＷＴＴＣＴＡＡ⁃３′） 进行聚合酶链反应扩增。
每个聚合酶链反应样品的扩增子被标准化为等摩尔量， 并

在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 平台进行测序。
２􀆰 ４　 ＴＴＣ 染色检测脑梗死面积　 给药 ７ ｄ 后， 取假手术组

６ 只、 模型组 ７ 只、 榄香素低剂量组 ６ 只、 中剂量组 ７ 只、
高剂量组 ９ 只大鼠的全脑放置于－２０ ℃冰箱冰冻保存， ２０
ｍｉｎ 后取出， 沿冠状面将其切成 ５ 片 ２ ｍｍ 的薄片， 用 ＴＴＣ
染液 ３７ ℃ 避光染色 ２０ ｍｉｎ， 取出脑组织并拍照， 采用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件计算脑梗死面积。
２􀆰 ５　 免疫荧光法检测脑组织中 Ｉｂａ１ ＋ ／ ＣＤ１６ ＋、 Ｉｂａ１ ＋ ／
ＣＤ２０６＋的共表达　 给药 ７ ｄ 后， 麻醉灌流后取出完整脑组

织， 每组 ３ 只， 用 ４％ 多聚甲醛固定， －３０ ℃冰冻切片 ２０
μｍ， 经摊片、 脱水、 抗原修复、 封闭、 一抗孵育、 二抗孵

育、 洗涤， 最后用甘油封片， 于荧光显微镜下观察并拍照。
通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析平均荧光强度， 并具体计算荧光强度

值的均值。
２􀆰 ６　 ＥＬＩＳＡ 法检测脑组织中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃６、 ＩＦＮ⁃γ
水平　 给药 ７ ｄ 后， 取脑组织， 每组 ４ 只， 冰上研磨， 超

声粉碎组织， 匀浆液 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清。 按

ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测脑组织中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃６、
ＩＦＮ⁃γ 水平。
２􀆰 ７　 蛋白免疫印迹法检测脑组织各目的蛋白表达 　 给药

７ ｄ后， 取梗死部位脑组织、 结肠组织， 每组 ３ 只。 加入含

蛋白酶抑制剂的组织裂解液， 匀浆， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １５ ｍｉｎ， 提取总蛋白。 制胶、 上样、 电泳、 转膜后， ５％
脱脂牛奶封闭 ２ ｈ， 加一抗 ＳＡＰＫ ／ ＪＮＫ （ １ ∶ １ ０００）、 ｐ⁃
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ＳＡＰＫ ／ ＪＮＫ （１ ∶ １ ０００）、 ｐ４４ ／ ４２ ＭＡＰＫ （ Ｅｒｋ１ ／ ２） （ １ ∶
１ ０００）、 ｐ⁃Ｅｒｋ１ ／ ２ （ １ ∶ １ ０００）、 ｐ３８ （ １ ∶ １ ０００）、 ｐ⁃ｐ３８
（１ ∶ １ ０００）、 ＺＯ⁃１ （１ ∶ １ ０００）、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ （１ ∶ ５００） ４ ℃
孵育过夜， 加相应二抗 （１ ∶ ２ ０００） 室温孵育 ２ ｈ。 加 ＥＣＬ
化学发光液进行显影， 采集图片， 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量条

带灰度值。
２􀆰 ８　 统计学分析 　 通过 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行处理，
实验数据以均数±标准误 （ ｘ±ＳＥＭ） 表示， 正态性检验采

用 Ｓｈａｐｉｒｏ⁃Ｗｉｌｋ ｔｅｓｔ 法， 组间比较采用单因素方差分析， 进

一步多重比较采用 Ｔｕｋｅｙ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠神经缺损行为学评分的影

响　 与假手术组比较， 模型组大鼠神经功能缺损评分升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 榄香素中、 高剂量组大鼠神经

功能缺损评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １。
３􀆰 ２　 榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠脑梗死面积的影响 　 与假手

术组比较， 模型组大鼠左侧局部缺血严重， 左侧脑组织出

　 　 　

注： Ａ 为假手术组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｅ 分别为榄香素低、 中、 高

剂量组。 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １ 　 榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠神经功能的影响 （ ｘ ±
ＳＥＭ， ｎ＝７～ １２）

现明显的梗死灶， 术后 ７ ｄ， 大鼠脑梗死面增加 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 榄香素高剂量组大鼠脑梗死面积

减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２。

注： Ａ 为假手术组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 分别为榄香素低、 中、 高剂量组。 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠梗死面积的影响 （ｘ±ＳＥＭ， ｎ＝６～ ９）

３􀆰 ３　 榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠脑缺血半暗带 Ｉｂａ１＋ ／ ＣＤ１６＋、
Ｉｂａ１＋ ／ ＣＤ２０６＋共表达的影响 　 与假手术组比较， 模型组

Ｉｂａ⁃１＋ ／ ＣＤ１６＋、 Ｉｂａ⁃１＋ ／ ＣＤ２０６＋阳性细胞数量均增加 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 榄香素高剂量组 Ｉｂａ⁃１＋ ／ ＣＤ１６＋的
阳性细胞数量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｉｂａ⁃１＋ ／ ＣＤ２０６＋阳性细胞数

量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３。 以上结果表明， 榄香素能够促

进 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠脑缺血半影区小胶质细胞 Ｍ２ 的极化。
３􀆰 ４　 榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠脑组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃６、
ＩＦＮ⁃γ 水平的影响　 与假手术组比较， 模型组大鼠脑组织中

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃６、 ＩＦＮ⁃γ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 榄香素中、 高剂量组 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃６、 ＩＦＮ⁃γ
水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４。
３􀆰 ５　 榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠脑组织 ＭＡＰＫ 通路蛋白表达

的影响 　 与假手术组比较， 模型组大鼠脑组织 ｐ⁃ＳＡＰＫ ／
ＪＮＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ｐ３８ 蛋 白 表 达 升 高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 榄香素各剂量组 ｐ⁃ＳＡＰＫ ／ ＪＮＫ、 ｐ⁃
ｐ３８ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 榄香素中高剂

量组 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ５。

３􀆰 ６　 榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠脑及结肠组织紧密连接蛋白

表达的影响　 与假手术组比较， 模型组大鼠脑及结肠组织

ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 榄香素中、 高剂量组大鼠脑组织 ＺＯ⁃１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达及结肠组织 ＺＯ⁃１ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 榄香素高剂量组结肠组织 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６～７。
３􀆰 ７　 榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠肠道菌群 Ｂｅｔａ 多样性的影

响　 Ｂｅｔａ多样性分析通过分析各类菌群在样品中的含量，
计算出不同样本群落结构的相似性或差异性的多样性值，
进而对不同菌群的结构进行比较。 主坐标分析 （ＰＣｏＡ） 主

成分 （ＰＣ） 分析显示， 与假手术组比较， 模型组大鼠样本

聚类距离较远， 表明 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 造模会使大鼠肠道菌群结构

出现明显改变； 而榄香素组大鼠肠道菌群分布趋向于假手

术组。 非加权组平均法 （ＵＰＧＭＡ） 聚类树分析显示， 假手

术组样本分支较聚集， 模型组样本分支与假手术组距离较

远， 榄香素高剂量组样本分支更加接近假手术组， 说明榄

香素给药后 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠肠道菌群结构具有向假手术组大
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注： Ａ 为假手术组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为榄香素高剂量组。 与假手术

组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 榄香素对ＭＣＡＯ／ Ｒ大鼠脑组织 Ｉｂａ１＋／ ＣＤ１６＋与 Ｉｂａ１＋／
ＣＤ２０６＋免疫荧光共定位的影响 （×４００， ｘ±ＳＥＭ， ｎ＝３）

　 　 　 　

鼠恢复的趋势。 结果见图 ８。
３􀆰 ８　 榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠肠道菌群 Ａｌｐｈａ 多样性的影

响　 Ａｌｐｈａ多样性分析采用 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、 ＡＣＥ 指数、 Ｃｈａｏ
指数描述， 分别反映样本微生物群落的丰富度和多样性，
指数越高， 微生物群落的丰富度和多样性越高。 与假手术

组比较， 模型组大鼠肠道菌群 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、 ＡＣＥ 指数、
Ｃｈａｏ 指数均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 榄香素高剂

量组大鼠肠道菌群 Ｃｈａｏ 指数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ９。
３􀆰 ９　 榄 香 素 对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大 鼠 肠 道 菌 群 物 种 差 异 的 影

响　 为了确定各组之间具有差异的细菌类群， 在组间进行

了物种差异分析。 在科水平、 纲水平、 属水平上， 与假手

术组比较， 模型组韦荣氏球菌科 （Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａｃｅａｅ）、 拟杆菌

科 （ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｃｅａｅ ）、 芽 孢 杆 菌 纲 （ Ｂａｃｉｌｌｉ ）、 噬 菌 体

（Ｐｈａｓｃｏｌａｒｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ） 相对丰度均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模

型 组 比 较， 榄 香 素 高 剂 量 组 韦 荣 氏 球 菌 科

（Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａｃｅａｅ）、 拟杆菌科 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｃｅａｅ）、 芽孢杆菌纲

（Ｂａｃｉｌｌｉ）、 噬菌体 （Ｐｈａｓｃｏｌａｒｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ） 相对丰度均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 １０。
４　 讨论

石菖蒲广泛应用于临床脑卒中治疗， 能够改善神经炎

症， 具有神经保护作用［１４］ 。 榄香素作为石菖蒲的成分之

一， 与缺血性脑卒中之间的关系尚无报道。 本实验结果显

示， ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠连续灌胃榄香素 ７ ｄ 后， 神经功能缺损

评分降低， 脑梗死面积缩小， 证实榄香素对缺血性脑卒中

导致的脑缺血 ／再灌注损伤具有保护作用。
炎症反应影响缺血性卒中的病理过程和预后［１５］ 。

ＭＡＰＫ 信号通路在缺血性卒中的发生、 发展中发挥重要作

用［１６］ 。 研究表明， 在缺血性卒中， ＭＡＰＫ 信号通路调控小

胶质细胞促炎 Ｍ１ 表型的极化［１７］ 。 小胶质细胞是中枢神经

系统参与炎症反应的主要细胞［１８］ 。 小胶质细胞分为 Ｍ１、
　 　 　

注： Ａ 为假手术组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 分别为榄香素低、 中、 高剂量组。 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠脑组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃６、 ＩＦＮ⁃γ水平的影响 （ｘ±ＳＥＭ， ｎ＝４）
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注： Ａ 为假手术组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｅ 分别为榄香素低、 中、 高剂量组。 与假手术组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，
∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠脑组织 ｐ⁃ＳＡＰＫ ／ ＪＮＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达的影响 （ｘ±ＳＥＭ， ｎ＝３）

注： Ａ 为假手术组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 分别为榄香素低、 中、 高剂量组。 与假手术组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比

较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠脑组织紧密连接蛋白 ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达的影响 （ｘ±ＳＥＭ， ｎ＝３）

注： Ａ 为假手术组， Ｂ 为模型组， Ｃ～ Ｅ 分别为榄香素低、 中、 高剂量组。 与假手术组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，
∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠结肠组织紧密连接蛋白 ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达的影响 （ｘ±ＳＥＭ， ｎ＝３）

图 ８　 榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠肠道菌群 Ｂｅｔａ 多样性的影响
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注： Ａ 为假手术组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为榄香素高剂量组。 与假手术组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ９　 榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠肠道菌群 Ａｌｐｈａ 多样性的影响 （ｘ±ＳＥＭ， ｎ＝６）

注： Ａ 为假手术组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为榄香素高剂量组。 与假手术组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １０　 榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠肠道菌群物种差异的影响 （ｘ±ＳＥＭ， ｎ＝４）

Ｍ２ 表型， Ｍ１ 表型促进炎症反应， Ｍ２ 表型能够改善神经炎

症［１９］ 。 ＣＤ１６ 和 ＣＤ２０６ 分别是小胶质细胞 Ｍ１ 和 Ｍ２ 的表型

标志物［２０］ 。 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃６ 与 ＩＦＮ⁃γ 是缺血性脑卒中

的关键炎症因子。 ＴＮＦ⁃α 是一种促炎因子， 引起神经毒

性［２１］ 。 促炎性 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃６ 细胞因子可介导的缺血后炎

症［２２⁃２３］ 。 炎症介质 ＩＦＮ⁃γ 参与缺血性脑卒中发生后血脑屏

障的破坏过程［２２］ 。 研究提示， 抑制 ＭＡＰＫ 信号通路有助于

改善化小鼠结肠炎症， 并通过提高紧密连接蛋白 （ＺＯ⁃１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ） 表达来恢复肠道屏障［２４］ 。 紧密连接蛋白能够调

节和限制病原体通过细胞旁途径通过， 其破坏将导致感染

和炎症［２５］ 。 研究证实， ＭＡＰＫ 信号通路在紧密连接蛋白破

坏中被激活［２６］ 。 本研究发现， 榄香素降低脑内 ｐ⁃ＳＡＰＫ ／
ＪＮＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达， 并提高脑及结肠组织

ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达， 降低了 Ｉｂａ⁃１＋ ／ ＣＤ１６＋阳性细胞

数量， 增加了 Ｉｂａ⁃１＋ ／ ＣＤ２０６＋阳性细胞数量。 同时， 榄香素

降低了促炎细胞因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃６ 与 ＩＦＮ⁃γ 的表达。
表明榄香素能降低炎症反应， 改善血脑屏障与肠道屏障，
对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 导致的神经损伤与肠屏障损伤具有保护作用。

近年来， 肠道菌群在神经系统疾病中的作用逐渐突

显［２７］ 。 研究证实了缺血性卒中患者和动物模型的肠道菌群

组成发生了变化［２８⁃２９］ 。 因此， 本研究采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序探

讨榄香素对 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠模型的作用是否与调控肠道菌群

组成及功能有关。 结果显示， ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠肠道菌群 Ａｌｐｈａ
多样性指数均降低， 说明 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 降低了菌群丰度和多样

性， 与其他动物研究的结果一致［３０］ 。 榄香素干预后大鼠肠

道菌群 Ａｌｐｈａ 多样性指数提高， Ｂｅｔａ 多样性分析显示肠道

菌群结构具有向假手术组大鼠恢复的趋势， 表明榄香素能

维持肠道菌群稳态并恢复其丰富性和多样性。 韦荣氏球菌

科 （ Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａｃｅａｅ ） 可 以 激 活 Ｔｏｌｌ 样 受 体 ４ （ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４， ＴＬＲ４） 信号通路并释放炎症因子［３１］ 。 研究发现

Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａ ｉｎｆａｎｔｉｕｍ 可介导的神经炎症， 引起认知功能障

碍［３２］ 。 拟杆菌科 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｃｅａｅ） 在肠道微生物群中占主

导地位［３３］ 。 芽孢杆菌纲 （Ｂａｃｉｌｌｉ） 可侵入大脑， 其中诺卡

氏菌 的 含 量 可 参 与 对 脑 脓 肿 的 诊 断［３４］ 。 噬 菌 体

（Ｐｈａｓｃｏｌａｒｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ） 与结直肠癌具有正相关关系， 其在

慢性疲劳综合征 ／脊髓炎患者的粪便中的相对含量增
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加［３５⁃３６］ 。 榄香素干预降低了韦荣氏球菌、 拟杆菌科、 芽孢

杆菌纲与噬菌体的丰度。 这些结果均表明榄香素可改善

ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠肠道菌群的失调。
综上所述， 榄香素可改善 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 大鼠神经功能缺

损， 减少脑梗死面积， 降低炎症反应， 改善肠道屏障， 恢

复肠道菌群， 其作用与 ＭＡＰＫ 信号通路相关。 本研究为缺

血性脑卒中的治疗提供新的靶点与治疗策略。
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ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］． ｍＳｙｓｔｅｍｓ， ２０２４， ９（１０）： ｅ００７３４２４．

［３６］ 　 Ｌｕｐｏ Ｇ Ｆ Ｄ， Ｒｏｃｃｈｅｔｔｉ Ｇ， Ｌｕｃｉｎｉ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｆａｔｉｇｕｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ／ ｍｙａｌｇｉｃ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｓ
（ＣＦＳ ／ ＭＥ） ［Ｊ］． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０２１， １１（１）： ７０４３．

药事管理暨中药科学监管栏目征稿公告

国家药监局发布的 《关于促进中药传承创新发展的实施意见》 提出， 鼓励运用现代科学技术和传统

中医药研究方法， 深入开展中药监管科学研究。 根据国家中药科学监管大会精神的新要求， 进一步加强药

品监管和政策法规的研究。 《中成药》 期刊即日起， 增设药事管理栏目， 以满足相关领域读者阅读学习和

作者撰稿交流的需要， 特发布征稿公告。
（一） 征稿稿件的内容：
（１） 与药事管理暨中药监管科学相关的政策与法规， 如药监政策法规、 卫生政策法规、 医疗保险政

策、 医药产业政策等的研究与解读。
（２） 药事管理法规在药品研制、 生产、 流通、 使用等领域应用的理论探讨和实践经验总结。
（３） 药事管理技术方法的介绍与效果评价。
（４） 中药科学监管工作发展的展望及其他相关内容等。
（二） 征稿要求：
（１） 文稿主题明确、 内容精练、 文字通顺 。
（２） 文稿内容应具备思想性、 科学性、 新颖性、 逻辑性、 实用性、 伦理性。
（３） 文稿书写格式请参阅国家有关科技论文的标准， 一般不要超过 ６０００ 字。
投稿： 请登陆 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｚｃｙｊｏｕｒｎａｌ． ｃｏｍ 或 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｃｙａ． ｃｂｐｔ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ 进行线上投稿。
联系地址： 上海市黄浦区福州路 １０７ 号 ２０６ 室 《中成药》 编辑部

邮编： ２００００２
电话： （０２１） ６３２１３２７５
Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｃｙ． ｍｅｄ＠ ｆｏｘｍａｉｌ． ｃｏｍ
ＱＱ： １２４２１３０３８０
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