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化瘀解毒方对缺血性中风瘀毒互结证模型大鼠
脑细胞自噬及血脑屏障通透性的影响

彭珣，李定祥，马若梦，李钰佳，蔡昱哲，邓奕辉✉

湖南中医药大学，湖南省长沙市岳麓区含浦科教园学士路300号，410208

［摘要］ 目的 探讨化瘀解毒方预防缺血性中风瘀毒互结证的可能作用机制。方法 60只雄性 SD大鼠随机

分为假手术组、模型组及化瘀解毒方低、高剂量组，每组 15只。化瘀解毒方低、高剂量组大鼠分别给予

9. 5、28. 5 g/（kg·d） 化瘀解毒方灌胃，假手术组及模型组大鼠给予 3 ml生理盐水灌胃，均连续 7天。除假

手术组外，其余各组大鼠均于灌胃第4天开始给予角叉菜胶腹腔注射，连续3天，灌胃第7天给予大鼠1次背

部皮下注射干酵母悬液。末次灌胃 24 h后采用大脑中动脉闭塞 （MCAO） 线栓法制备缺血性中风瘀毒互结证

病证结合模型。造模 24 h后进行神经功能缺损评分；各组大鼠随机选取 5只大鼠采用TTC染色法观察脑组织

梗死率；伊文思蓝 （EB） 渗透法检测脑组织血脑屏障 （BBB） 通透性；Western blot法检测脑组织自噬关键

分子酵母Atg6同系物 1（Beclin1）、微管相关蛋白 1轻链 3（LC3）、选择性自噬接头蛋白 （p62） 和咬合蛋白

（Occludin） 蛋白表达。结果 与假手术组比较，模型组大鼠脑梗死率和神经功能缺损评分增加，脑组织

Beclin1蛋白表达和LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值增加，p62、Occludin蛋白表达降低，EB含量上升 （P＜0. 05或P＜0. 01）。

与模型组比较，化瘀解毒方低剂量组脑梗死率、神经功能缺损评分、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值降低，Occludin蛋白表

达上升，化瘀解毒方高剂量组脑梗死率、神经功能缺损评分、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值、EB含量、Beclin1蛋白表达

下降，p62蛋白和Occludin蛋白表达增加 （P＜0. 05或P＜0. 01）。与化瘀解毒方低剂量组比较，化瘀解毒方

高剂量组大鼠脑梗死率、EB含量、Beclin1蛋白表达、LC3Ⅱ/ LC3Ⅰ值显著降低 （P＜0. 05或P＜0. 01）。结

论 化瘀解毒方可明显预防缺血性中风瘀毒互结证脑损伤，以高剂量较佳，其作用机制可能是抑制脑细胞自

噬，从而保护BBB功能。
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缺血性中风 （ischemic stroke） 是脑血管疾病

的主要类型，占所有脑血管疾病的 70%~80%，是

一种由于永久性或暂时性的局部脑供血不足，出现

局限性脑组织缺血、缺氧，从而导致缺血灶不可逆

损伤的疾病［1］。对于脑血管疾病，王永炎院士提出

以“毒损脑络”为研究切入点［2］，认为“瘀毒互

结”是缺血性中风的病因病机，“瘀”“毒”在缺血

性中风的理论研究和临床应用中皆体现出重要价

值［3-5］。本课题组前期将具有益气活血化瘀功效的

脑泰方［6］与清热解毒功效的黄连解毒汤［7-9］合用化

裁为化瘀解毒方治疗缺血性中风，结果表明化瘀解

毒方能发挥协同作用，减轻大脑中动脉闭塞

（MCAO）模型大鼠脑组织损伤，明显改善血小板功

能和血管内皮功能［10-11］。现代研究显示，脑血管内

皮屏障功能变化在缺血性中风发生发展中起着重要

作用［12］，在缺血性脑损伤时自噬激活对血脑屏障

（blood brain barrier，BBB）有双重作用，即保护和损

伤作用，具体发挥何种作用与自噬激活程度密切相

关［13］。因此，本研究基于前期研究探讨化瘀解毒

方对自噬介导的 BBB通透性变化的影响，以期为

阐明化瘀解毒方预防缺血性中风瘀毒互结证的作用

机制提供研究基础。本研究通过湖南中医药大学动

物实验伦理委员会审查（批准号：LL2020060301）。
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1 材料与方法

1. 1 动物

60只健康雄性 SPF级 SD大鼠，体质量 250～
280 g，购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司，

实验动物生产许可证号：SCXK（湘） 2019-0004。
适应性喂养 3天后进行实验，饲养于湖南中医药大

学动物实验中心，室温 22～26℃，相对湿度 50%～

70%，自由饮水、进食。

1. 2 药物

化瘀解毒方组成：黄芪 40 g，川芎 15 g，僵蚕

10 g，地龙 10 g，黄连 5 g，黄芩 5 g，栀子 5 g。黄

芪、川芎、黄连购自湖南春可回中药饮片有限公

司，僵蚕购自湖南三湘中药饮片有限公司，地龙、

栀子购自安徽普仁中药饮片有限公司，黄芩购自湖

南省弘华中药饮片有限公司。将中药饮片浸泡

40 min，武火煮沸转文火煎 30 min取药液，所剩药

渣按前法再煎一次，将两次药液混匀后过滤，浓缩

成相当于生药2 g/ml的药液，4 ℃保存备用。

1. 3 试剂与仪器

2，3，5-氯化三苯基四氮唑 （TTC）、伊文思蓝

（EB）、甲酰胺、小鼠单克隆抗体微管相关蛋白 1轻
链 3（LC3）（美国 Sigma公司，批号分别为 T8877-

25G、E2129-10G、V900064、SAB1305552）；小鼠

单克隆抗体咬合蛋白 （Occludin）、兔多克隆抗体

自噬关键分子酵母Atg6同系物 1（Beclin 1）、单克

隆抗体 β-肌动蛋白 （β-actin）（美国 Proteintech公
司，批号分别为 66378-1-Ig、11306-1-AP、66009-

1-Ig）；兔单克隆抗体选择性自噬接头蛋白 （p62）
（美国 CST公司，批号 23214S）；辣根过氧化物酶

（HRP）标记的山羊抗小鼠二抗、HRP标记的山羊

抗兔二抗 （美国 Proteintech公司，批号分别为

SA00001-1、 SA00001-2）；水合氯醛、角叉菜胶

（CA）（上海麦克林生化科技有限公司，批号分别

为C804539、C804872）；高活性干酵母（湖北安琪

酵母股份有限公司，批号 GB/T20886）；ECL超敏

化学发光液 （美国 Advansta公司，批号 K-12045-

D50）；MCAO栓线（北京西浓科技有限公司，批号

2634-A4）。

5810R 低温高速离心机 （德国 Eppendorf公
司）； Spark多功能酶标仪 （瑞士 Tecan公司）；

DYY-6C凝胶电泳仪 （北京六一生物科技有限公

司）；Amersham Imager 600多功能成像仪 （美国

GE Healthcare公司）。

1. 4 动物分组及处理

60只大鼠按随机数字表法分为假手术组、模

型组及化瘀解毒方低、高剂量组，每组 15只。化

瘀解毒方低、高剂量组每天上午 10点分别给予

9. 5、28. 5 g/（kg·d） 化瘀解毒方灌胃，其中低剂

量为大鼠与 70 kg成人等效剂量［14］的 1. 25倍，高

剂量为低剂量的 3倍。假手术组、模型组均给予

3 ml生理盐水灌胃。各组均每天灌胃 1次，连

续7天。

1. 5 模型制备及评价

瘀毒互结证型模型制备参照文献［15］。除假

手术组外，其余各组大鼠均于灌胃第 4天开始给予

CA 50 mg/kg腹腔注射，每天上午灌胃前注射 1次，

连续 3天，灌胃第 7天上午灌胃前仅给予大鼠 1次
背部皮下注射 0. 1%干酵母悬液（10 ml/kg）。末次

灌胃 24 h后采用MCAO线栓法［16］制备大鼠脑缺血

模型，具体方法为：造模前 12 h禁食、予少量水。

大鼠腹腔注射 10%水合氯醛 （3. 5 ml/kg） 麻醉，

麻醉成功后将大鼠仰卧位固定，暴露右侧颈总动脉

并分离出来，于分离出的颈总动脉处造一小孔，从

此处将栓线插入颈内动脉，前进直至造成大脑中动

脉闭塞并结扎，以线栓插入大脑中动脉即刻开始计

时，24 h后取材。假手术组大鼠除未用栓线及结扎

外，其余外科手术过程同MCAO线栓法造模过程。

各组大鼠取材前12 h禁食、予少量水。

模型评价：CA和 MCAO线栓法主要用于致

“血瘀”证，酵母菌引起的炎症反应模拟里热状态，

体现“热毒”证［17］。CA注射后第 2天大鼠尾部远

心端开始出现颜色变暗的表现，说明此时大鼠已出

现血流不畅、微循环障碍的情况。MCAO线栓法造

模后24 h大鼠不仅出现神经功能缺损，四肢末梢皮

肤颜色也开始变暗变紫，代表短时间内症状加重明

显，“毒”致病有来势凶猛，发病急骤，传变迅速

的特点［18］，以上说明大鼠符合瘀毒互结证病情急

重、传变迅速等特征。

1. 6 观察指标及方法

1. 6. 1 神经功能缺损评分 各组大鼠取材麻醉前

评估神经功能缺损程度，评分参考 Zea Longa评分

标准［16］。0分：无神经功能缺损，大鼠正常活动；

1分：将大鼠尾端提起后，不能完全伸展左前肢；

2分：将大鼠置于平地上，向左绕圈行走；3分：

将大鼠置于平地上，向左侧倾倒；4分：大鼠左侧

偏瘫，不能自发行走且意识水平低下。分值越高，

提示大鼠神经功能缺损越严重。得分 1～3分为造
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模成功。

1. 6. 2 TTC染色检测脑梗死率 每组 15只大鼠中

按随机数字表法选出 5只。造模后 24 h麻醉大鼠，

取脑置于-20 ℃冰箱冷冻 30 min后取出，切除嗅

球、小脑及脑干部位，切取右脑冠状位脑片 5片，

每片厚度 2 mm。将脑片置于 2％TTC溶液，37 ℃避

光水浴 15 min，每 5 min将每片脑片翻面 1次，使

其充分均匀染色后固定于 4％的多聚甲醛中，过夜

后相机采集图像。采用 Image Pro Plus 6. 0软件分析

脑梗死面积，梗死率=5片梗死区域总面积/5片脑

片总面积×100%。

1. 6. 3 EB渗漏法检测 BBB通透性 每组剩余 10
只大鼠按随机数字表法取出 5只。取材时间同前，

取材前 2 h经尾静脉注入 2%的EB（4 ml/kg），瞬间

大鼠眼巩膜、全身皮肤变蓝，表示EB体内循环成

功，2 h后麻醉大鼠，先用 4 ℃的 0. 9%氯化钠溶液

约 50 ml经心脏灌注，流出液变清亮后，速取右脑

皮层组织，称重后分别放入 15 ml离心管，并分别

向每管中加入5 ml甲酰胺并破碎脑组织匀浆，将匀

浆液置于 37 ℃避光静置水浴 48 h，4 000 r/min 、

25 ℃离心 15 min，离心半径为 17. 8 cm，取上清液

检测。用酶标仪检测波长为 630 nm的吸光度，制

作标准曲线。根据EB标准曲线定量分析EB含量。

脑组织 EB含量（μg/g）=EB含量（μg/ml）×甲酰胺量

（ml）/脑湿重（g）。

1. 6. 4 Western blot法检测脑组织 Beclin1、LC3、
p62、Occludin蛋白水平 每组剩余 5只大鼠造模后

24 h麻醉，取右脑皮层组织，从中提取总蛋白，测

蛋白浓度，电泳，转膜到聚偏二氟乙烯膜上，配

5%脱脂奶粉浸泡携带目的蛋白的膜，室温下封闭

90 min后将膜置于 4 ℃与一抗 （Beclin1 1∶5000，
LC3 1∶1000，p62 1∶1000，Occludin 1∶10 000，
β -actin 1∶5000） 孵育过夜，将膜用 TBST洗涤 3
次，每次 5 min。将HRP标记的二抗稀释后（山羊

抗小鼠二抗 1∶5000，山羊抗兔二抗 1∶6000） 与

膜共同室温孵育 60 min，结束后用 TBST洗 3次，

每次 10 min，用 ECL化学发光液显色曝光。使用

Quantity One 4. 6. 2软件分析条带，目的蛋白以样

品条带灰度值/相应内参灰度值表示，内参为β-actin。
1. 7 统计学方法

采用 SPSS 21. 0软件进行数据处理。数据符合

正态分布以均数±标准差（x̄±s）表示，多组间均数

比较用完全随机设计多样本单因素方差分析，组间

两两比较满足方差齐性用 LSD法或 SNK法检验，

不满足方差齐性用Games-Howell法；不符合正态分

布以中位数 （四分位数）［M（P25，P75）］ 表示，

用非参数检验中的Kruskal-Wallis检验。P＜0. 05为
差异具有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组大鼠神经功能评分比较

表 1示，与假手术组比较，模型组大鼠神经功

能缺损评分显著增高（P＜0. 01）；与模型组比较，

化瘀解毒方低、高剂量组大鼠神经功能缺损评分明

显减少（P＜0. 05或P＜0. 01），且两组差异无统计

学意义（P＞0. 05）。

2. 2 各组大鼠脑梗死率比较

表 2示，与假手术组比较，模型组大鼠脑梗死

率显著升高 （P＜0. 01）；与模型组比较，化瘀解

毒方高、低剂量组脑梗死率明显下降（P＜0. 01）；

与化瘀解毒方低剂量组比较，化瘀解毒方高剂量组

脑梗死率明显下降（P＜0. 05）。

2. 3 各组大鼠脑组织EB含量比较

表 3示，与假手术组比较，模型组大鼠脑组织

EB含量明显上升（P＜0. 05）；与模型组比较，化

瘀解毒方低剂量组大鼠EB含量差异无统计学意义

（P＞0. 05），化瘀解毒方高剂量组大鼠 EB含量明

显降低（P＜0. 05）；与化瘀解毒方低剂量组比较，

化瘀解毒方高剂量组大鼠 EB含量显著降低 （P＜
0. 01）。

2. 4 各 组 大 鼠 脑 组 织 Beclin1、 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ、

p62、Occludin蛋白表达比较

表 4、图 1示，与假手术组比较，模型组脑组

表1 各组大鼠神经功能评分比较［分，M（P25，P75）]
组别

假手术组

模型组

化瘀解毒方低剂量组

化瘀解毒方高剂量组

鼠数

15
15
15
15

神经功能缺损评分

0
2. 00（2. 00，3. 00） a）

1. 00（1. 00，2. 00） b）

1. 00（1. 00，1. 00） c）

注：a）与假手术组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜

0. 05；c）与模型组比较，P＜0. 01。

表2 各组大鼠脑梗死率比较 （％,x̄±s）
组别

假手术组

模型组

化瘀解毒方低剂量组

化瘀解毒方高剂量组

鼠数

5
5
5
5

脑梗死率

0
28. 80±0. 03a）
21. 00±0. 05b）
16. 00±0. 01b） c）

注：a）与假手术组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜

0. 01；c）与化瘀解毒方低剂量组比较P＜0. 05。
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织 Beclin1蛋白表达及 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值显著增加，

p62、Occludin蛋白表达显著减少 （P＜0. 01）；与

模型组比较，化瘀解毒方低剂量组Beclin1、p62蛋
白表达差异无统计学意义（P＞0. 05），LC3Ⅱ/LC3
Ⅰ值明显减少，Occludin蛋白表达显著增加（P＜

0. 05），化瘀解毒方高剂量组 Beclin1蛋白表达、

LC3Ⅱ/ LC3Ⅰ值显著减少，p62、Occludin蛋白表

达显著增加（P＜0. 05或P＜0. 01）；与化瘀解毒方

低剂量组比较，化瘀解毒方高剂量组 Beclin1蛋白

表达、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值显著减少 （P＜0. 05或 P＜

0. 01）。

3 讨论

缺血性中风瘀毒互结证多因脏腑功能虚弱而致

瘀血内生，瘀久化热，热从毒化，瘀毒互结，壅堵

脑络，发为中风。瘀为常，毒为变，瘀为毒形成的

基础，毒是瘀的发展和转归［19］。将化瘀通络、清

热解毒等方法相互配合，对提高临床疗效，改善预

后具有重要意义［20-21］。缺血性中风瘀毒互结证多见

于急性期，病机以瘀毒壅塞脑络为标，但其本在正

气虚损，故应以益气活血化瘀兼清热解毒为治法加

减用药。因此本研究选择体现益气活血化瘀兼以清

热解毒的方剂，以期更全面体现化瘀解毒法。在本

研究中，化瘀解毒方预处理的低、高剂量均明显降

低大鼠神经功能缺损评分，表明 7天预处理提供了

针对缺血性中风瘀毒互结证损伤的脑组织保护。鉴

于本研究体现化瘀解毒法的代表方在临床治疗和实

验研究中的确切效果，因此未设阳性对照组。

自噬是真核细胞的一种分解代谢途径，适当水

平的激活可以发挥保护作用，过度激活则对细胞有

损伤作用，甚至导致细胞死亡［22］。有研究［23］ 表

明，自噬在脑缺血动物模型中的 12～24 h达到峰

值。缺血性中风瘀毒互结证模型大鼠血液黏度高，

炎性因子增高，易形成血栓［15］，加上积累的毒素

代谢不畅造成脑血管堵塞。缺氧、营养不足、毒素

等正是诱导自噬激活的重要因素，多种诱导因素共

同作用可能导致自噬过度激活。Beclin1是自噬诱

导的重要蛋白，能触发自噬蛋白级联反应［24］，诱

导自噬激活后，分布于细胞质中的胞质型 LC3
（LC3I）通过修饰和结合磷脂酰乙醇胺，形成脂化

LC3（LC3II），LC3Ⅱ是一种重要自噬标记物，在

自噬激活过程中结合于自噬小体膜上，与自噬小体

的数量呈正相关。Western blot法检测 LC3蛋白，

LC3Ⅱ由于磷脂酰乙醇胺的影响，条带显示 LC3Ⅱ
处于分子量小于 LC3I的区域，因此得到 LC3I和
LC3Ⅱ两条条带，目前 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ蛋白比值被广

泛应用于定量细胞自噬活性［25-26］。p62通过 LC3Ⅱ
相互作用区直接结合，最终与自噬溶酶体一起被降

表3 各组大鼠脑组织EB含量比较 （μg/g, x̄±s）
组别

假手术组

模型组

化瘀解毒方低剂量组

化瘀解毒方高剂量组

鼠数

5
5
5
5

EB含量

3. 38±0. 79
15. 60±5. 32a）
7. 71±1. 50
3. 60±1. 12b） c）

注：EB，伊文思蓝。

a）与假手术组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 05；
c）与化瘀解毒方低剂量组比较，P＜0. 01。

注：A，假手术组；B，模型组；C，化瘀解毒方低剂量组；

D，化瘀解毒方高剂量组；Beclin1，自噬关键分子酵母Atg6同系

物 1；LC3，微管相关蛋白 1轻链 3；p62，选择性自噬接头蛋白；

Occludin，咬合蛋白。

图1 各组大鼠脑组织Beclin1、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ、

p62、Occludin蛋白电泳图

表4 各组大鼠脑组织Beclin1、LC3Ⅱ/ LC3Ⅰ、p62、Occludin蛋白表达比较 （灰度值, x̄±s）
组别

假手术组

模型组

化瘀解毒方低剂量组

化瘀解毒方高剂量组

鼠数

5
5
5
5

Beclin1/β-actin
0. 15±0. 43
0. 47±0. 11a）
0. 39±0. 73
0. 25±0. 02b） d）

LC3Ⅱ/ LC3Ⅰ
0. 35±0. 03
2. 57±0. 61a）
1. 24±0. 15b）
0. 69±0. 11c） e）

p62/β-actin
0. 50±0. 14
0. 19±0. 05a）
0. 30±0. 07
0. 37±0. 11b）

Occludin/β-actin
0. 48±0. 09
0. 19±0. 07a）
0. 32±0. 06b）
0. 35±0. 10c）

注：a）与假手术组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 05；c）与模型组比较，P＜0. 01；d）与化瘀解毒方低剂量组比较，P＜

0. 05；e）与化瘀解毒方低剂量组比较，P＜0. 01。
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解，即自噬激活时 p62水平降低，因此 p62水平升

高通常被认为是自噬活性受抑制［27］。Beclin1蛋白

和 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值增加，p62蛋白表达减少表示自

噬过程的激活，反之则代表自噬水平下降。临床研

究［28-30］显示，缺血性脑血管疾病患者细胞 LC3Ⅱ/
LC3Ⅰ值或 LC3II基因表达过度增加，治疗后或预

后好的患者细胞 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值或 LC3II基因水平

明显下降。本研究结果显示，与假手术组比较，模

型大鼠脑组织 Beclin1蛋白和 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值显著

增加，p62蛋白表达显著减少，表示自噬诱导、发

生到降解全过程显著激活。

紧密连接是 BBB的主要结构和功能组件，紧

密连接的损失会导致BBB受损，通透性增加［31-32］。

BBB通透性增加是缺血性中风急性期的主要病理生

理改变，会导致脑组织损伤加重［33］。Occludin是紧

密连接构造稳定且敏感的蛋白标志物，其含量的变

化可作为衡量 BBB受损程度的指标［34］。本研究结

果显示，与假手术组比较，模型组大鼠脑组织

Occludin蛋白表达显著减少，EB含量明显增加，

说明BBB功能受损，通透性明显增加。

本研究结果显示，与模型组比较，化瘀解毒方

低剂量组 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值下降，Occludin蛋白表达

上升，而 EB含量和 Beclin1、p62蛋白表达改变具

有同高剂量的趋势，但未达到统计学意义。化瘀解

毒方高剂量组 Beclin1蛋白表达和 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值

明显下降，p62蛋白表达明显增加，说明化瘀解毒

方高剂量组自噬从诱导、发生到降解全过程明显被

抑制，同时Occludin蛋白表达量显著增加，EB含

量明显降低，说明BBB屏障功能得到明显的恢复。

有研究［35］表明，补阳还五汤可降低小鼠脑缺血后

半暗带组织LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值，抑制 p62蛋白的降解，

抑制自噬，减少脑梗死面积，不同的活血化瘀中药

也能通过抑制缺血、缺氧性损伤引发的过度自噬保

护神经细胞、脑微血管内皮细胞［36-37］，说明益气活

血法可以通过抑制自噬保护脑组织。另有研究［38-39］

证明清热解毒法有下调炎症、毒性物质水平，改善

脑血管微循环，对抗血栓形成等作用，提示清热解

毒法可能通过减少诱导自噬激活的因素降低自噬发

生的可能性。本研究中，化瘀解毒方高剂量组大鼠

脑组织 Beclin1蛋白表达和 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ值下降，

p62蛋白上升，自噬全过程明显被抑制，这些结果

可能与化瘀解毒法减少缺氧、营养不足、炎症、毒

性物质等自噬诱导因素，从而抑制自噬过程密切相

关。因此，活血化瘀、清热解毒协同奏效，共同抑

制缺血性中风瘀毒互结证大鼠脑组织自噬过度激

活，从而保护BBB，使脑组织损伤程度减轻。

综上所述，化瘀解毒方能保护缺血性中风瘀毒

互结证大鼠 BBB功能，减轻脑组织损伤和神经功

能缺损的程度，可能跟抑制自噬过度激活有关，且

高剂量作用优于低剂量。本研究从体内实验对化

瘀解毒方改善缺血性中风的作用机制进行了初步探

索，后续有待通过体外实验对自噬影响BBB通透性

的机制以及化瘀解毒方的干预作用进行研究。
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Effects of Huayu Jiedu Formula （化瘀解毒方） on Brain Cell Autophagy and Blood Brain Barrier Permeability
in Ischemic Stroke Model Rats with Binding of Stasis and Toxin Syndrome
PENG Xun，LI Dingxiang，MA Ruomeng，LI Yujia，CAI Yuzhe，DENG Yihui
Hunan University of Chinese Medicine， Changsha， 410208
ABSTRACT Objective To explore the possible mechanism of Huayu Jiedu Formula（化瘀解毒方，HJF）in pre⁃
venting ischemic stroke（IS）with binding of stasis and toxin syndrome. Methods Sixty male SD rats were randomly
divided into sham operation group，model group，and the low- and high-dose HJF group，with 15 rats in each group.
The rats in the low- and high-dose HJF groups were given 9. 5 g/（kg·d）and 28. 5 g/（kg·d）of HJF by gavage，respec⁃
tively，while those in the sham operation group and the model group were given 3 ml of normal saline by gavage，all
for 7 consecutive days. Except for the sham operation group，rats were given intraperitoneal injection of carrageenan
from the 4th day of gavage for 3 consecutive days，and were then given subcutaneous injection of dry yeast suspension
to the back on the 7th day of gavage. Twenty-four hours after the last gavage，middle cerebral artery occlusion
（MCAO）suture method was used to develop the disease-syndrome combined model of IS with binding of stasis and
toxin syndrome. Neurological deficit score was assessed 24 hours after modeling. TTC staining method was used to ob⁃
serve the infarction rate of brain tissue in five randomly selected rats in each group. Evans blue（EB）penetration
method was used to detect the permeability of blood brain barrier（BBB）in brain tissue. Western blotting was used to
detect the protein expressions of autophagy key molecule yeast Atg6 homolog 1（Beclin1），microtubule-associated
protein 1 light chain 3（LC3），selective autophagy adaptor protein（p62）and Occludin in brain tissue. Results
Compared to the sham operation group，the model group had increased cerebral infarction rate and neurological deficit
score，higher Beclin 1 protein expression and LC3II/LC3I value，lower p62 and Occludin protein expression，and
higher EB content（P＜0. 05 or P＜0. 01）. Compared to the model group，the low-dose HJF group had decreased ce⁃
rebral infarction rate，neurological deficit score and LC3II/LC3I value as well as increased Occludin protein expres⁃
sion，while the high-dose HJF group had decreased cerebral infarction rate，neurological deficit score，LC3II/LC3I
value，EB content and Beclin1 protein expression，and increased p62 and Occludin protein expression（P＜0. 05 or
P＜0. 01）. Compared to the low-dose HJF group，the high-dose group had lower cerebral infarction rate，EB content，
Beclin1 protein expression，and LC3II/LC3I value（P＜0. 05 or P＜0. 01）. Conclusion HJF can effectively pre⁃
vent the brain damage of IS rats with binding of stasis and toxin syndrome，and high dose is associated with better
effect. Its mechanism may be related to the inhibition of the brain cells autophagy，thereby protecting the BBB func⁃
tion.
Keywords ischemic stroke；binding of stasis and toxin syndrome；Huayu Jiedu Formula（化瘀解毒方）；autophagy；
blood brain barrier
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