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[ 摘要 ]  目的　探讨益生菌干预对脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织 Aβ 表达的影响及神经元的保护作用。

方法　实验动物为雄性 Sprague-Dawley 大鼠，随机分为 4 组，各组 n = 12：假手术组、模型组、益生菌组、依

达拉奉组。假手术组仅分离颈总动脉，其余各组使用线拴法建立脑缺血再灌注模型。脑损伤程度使用神经行为

学评分评估；大鼠脑组织梗死面积使用 TTC 染色观察；大鼠大脑海马 CA1 区与皮层区神经元病理形态学改变

特征使用 HE 染色观察；Aβ 蛋白的表达使用免疫组化实验检测。结果　模型组相较假手术组，神经行为学评

分升高（P < 0.05），脑梗死面积增加（P < 0.05），海马 CA1 区与皮层区神经元出现损伤，Aβ 蛋白表达显著上调

（P < 0.001，P < 0.05）；益生菌组、依达拉奉组与模型组相比，神经行为学评分降低（P < 0.05），脑梗死面积减小

（P < 0.05），海马 CA1 区与皮层区神经元损伤减轻，Aβ 蛋白表达水平在两组中均显著下调（P < 0.001，P <

0.05）；依达拉奉组改善更为明显。结论　益生菌干预可下调 Aβ 蛋白的表达，减轻脑缺血再灌注大鼠脑组织

损伤、发挥神经元保护作用。
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［Abstract ］   Objective　 To explore  the effect  of  probiotics  interventionon of  the expression of  Aβ in rats
with cerebral  ischemia-reperfusion and the protective effect  of  neurons. Methods　Male SD rats  were selected as 
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the experimental animals and randomly divided into Sham Group，Model Group，Probiotics Group and Edaravone
Group.  The  common  carotid  artery  was  separated  only  to  the  Sham  Group  While  a  cerebral  ischemia-reperfusion
model was eatablished to the other groups. The degree of brain injury was evaluated using neurobehavioral scoring;
The infarct area of rat brain tissue was observed using TTC staining; HE staining was used to observe the pathological
and morphological changes of neurons in the CA1 and cortical regions of the hippocampus in rats; The expression of
Aβ proteins  was  detected  using  immunohistochemistry  experiments. Results　 Compared with  the  Sham Group，
the Model Group showed an increase in neurobehavioral scores （P < 0.05），an increase in cerebral infarction focus
（P < 0.05），neuronal damage in the hippocampal CA1 and cortical regions，and a significant upregulation of Aβ
protein expression （P < 0.001，P < 0.05）; Compared with the Model Group，the Probiotics Group and Edaravone
Group showed a  decrease  in  neurobehavioral  scores （P < 0.05）  and  a  reduction  in  cerebral  infarction  focus （P <
0.05）. The Probiotic Group and the Edaravone Group showed the less neuronal damage in the hippocampal CA1 and
cortical regions ，and the Aβ protein expression levels were significantly down regulated in both groups （P < 0.001，

P < 0.05） .  The improvement was more significant  in Edaravone Group. Conclusion　 Probiotics intervention can
downregulate the expression of  Aβ protein，alleviate the brain tissue damage and exert  neuroprotective effects  in
rats with cerebral ischemia-reperfusion.

［Key words ］ Probiotics；Cerebral ischemia-reperfusion injury；β amyloid；Edaravone

 
缺血性脑卒中（ischemic stroke，IS）是指因大

脑血液循环受阻，脑组织缺血、缺氧引起相应神

经功能缺损的 1 组疾病或临床综合征。临床上缺

血性脑卒中患者的主要治疗方法为再灌注治疗，

旨在神经元损伤前恢复缺血区域的血流和氧气。

但再灌注治疗具有局限性，即在进行治疗时脑功

能可能会出现更严重的损害，称为脑缺血再灌注

损伤（cerebral ischemic-reperfusion injury，CIRI）[1]。

阿尔兹海默症（Alzheimer’ s disease，AD）流行病学

表明，脑卒中和 AD 之间存在着密切关联[2]。前

期研究发现，CIRI 后大鼠脑部出现了 AD 相关病

理学改变−β 淀粉样蛋白（amyloid beta，Aβ）的增

多[3]，且已有研究证明脑缺血后出现的神经功能

障碍与 Aβ 蛋白的增加有关[4]。提示 CIRI 与 AD

的病理过程存在一定的交叉，CIRI 与 AD 可能存

在共同的治疗靶点[5−6]。

近年来，关于菌群-肠-脑轴的研究发现，神

经系统与肠道菌群可相互调控[7]。脑缺血再灌注

损伤会导致菌群失调、通透性增加、肠道屏障破

坏等，影响肠神经系统和中枢神经系统，从而导

致或加重疾病[8]。研究发现，粪便菌群移植、益

生菌灌胃、高纤维饮食等改善肠道菌群紊乱的干

预措施可调整肠道内有益菌与有害菌比例，恢复

肠道稳态，改善神经系统损伤[9−12]。已有研究表

明益生菌干预可改善缺血性脑卒中预后，也可以

改善认知功能与情绪[9，13]。益生菌在维持机体肠

道菌群平衡方面起重要作用，其对宿主健康有益，

这类活的微生物制剂能调节肠道内微生物群组成

并恢复菌群结构紊乱，使宿主肠道微生物稳态恢

复正常[14]。正常的肠道菌群是影响神经系统疾病

及预后不可或缺的因素。双歧杆菌可抑制人体内

有害细菌的生长繁殖预防病原菌感染，在肠道中

发挥重要作用。鼠李糖乳杆菌可通过较强的抗炎、

抗氧化应激功能调节菌群代谢和保护肠道屏障等，

具有临床应用潜力且研究较为广泛。嗜酸乳杆菌

可通过释放有益物质促进有益菌的生长，也可通

过释放乳酸、乙酸和抗菌素抵抗小肠中的有害细

菌。本研究选用三联益生菌：双歧杆菌、鼠李糖

乳杆菌及嗜酸乳杆菌干预脑缺血再灌注（ischemic-

reperfusio，I/R）大鼠，观察益生菌干预对脑 I/R 大

鼠 Aβ 表达的影响及神经元的保护作用。 

1    材料与方法
 

1.1    实验动物

SPF 级 Sprague-Dawley 大鼠 48 只，雄性，6

周龄，体重（200±10）ｇ。购自新疆医科大学动物

实验中心，实验动物饲养于湿度 45%～55%，温度

（22 ± 2）℃ 的环境中。本研究经新疆医科大学动

物伦理委员会批准 [SYXK（新）2018-0003]。 

1.2    试剂与仪器

三联益生菌购于山东中科嘉亿生物工程有限

公司；依达拉奉购于扬子江药业有限公司； 2，3，

5-氯化三苯基四氮唑 TTC 购于 SAGMA；苏木素、

伊红染色液、水合氯醛、多聚甲醛固定液购于

Biosharp；一抗Ａβ、二抗山羊抗兔购于 Abcam；

柠檬酸钠修复液、山羊血清、DAB 显色液购于中

杉金桥；大脑中动脉栓塞术线栓购于北京西浓科
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技有限公司。 

1.3    实验方法 

1.3.1    动物分组及模型制备　按随机数字表法[15]

将 48 只 SD 大鼠随机分为 4 组，每组 12 只：假手

术组、模型组、益生菌组、依达拉奉组。参考文

献中造模方式[16]：（1）实验动物造模手术前禁食

12 h，10% 水合氯醛腹腔注射麻醉（0.35 mL/100 g），

恒温环境 25 ℃，麻醉后的大鼠仰卧位固定于操作

台上；（2）备皮消毒颈部正中皮肤，切一纵向、长

约 1.5 cm 切口，按皮下组织、肌组织结构分离暴

露颈总动脉、颈内颈外分叉；（3）结扎颈总动脉，

颈 内 颈 外 动 脉 分 叉 稍 下 处 剪 口 ， 可 插 入 直 径

0.265  mm 的 圆 头 线 拴 大 小 即 可 ， 插 入 线 拴 约

18 mm 处停止，将线拴扎紧固定；（4）脑缺血2 h

后将线拴拔出，缝合后消毒。 

1.3.2    给药　三联益生菌液制备：双歧杆菌、鼠

李糖乳杆菌和嗜酸乳杆菌菌粉以 1∶1∶1 比例混

合后，用生理盐水溶解制成 108 CFU/mL 浓度的复

合菌液，益生菌组大鼠术前与术后用三联益生菌

液分别灌胃 7 d；依达拉奉组在再灌注前 15 min

腹腔注射依达拉奉； 

1.3.3    神经行为学评分　大鼠脑缺血再灌注 7 d

后，采用 Zea Longa5 级评分法[17] 进行神经行为

学评分，见表 1，去除 4 分和 0 分者，其余符合

标准者进行后续实验。
 
 

表 1    Zea Longa 5 级评分法评分标准

Tab. 1    Zea longa grade 5 scoring method scoring standard

评分 表现

0 无神经损害症状

1 梗死侧对侧前肢和前爪不能完全伸展

2 不能正常行走，行走时向梗死侧旋转

3 行走时向梗死对侧倾倒

4 无法行走和意识障碍
  

1.3.4    2，3，5-氯化三苯基四氮唑（TTC）染色　大

鼠脑缺血再灌注 7 d 后，将大鼠麻醉后分离出全

脑组织，切 5 层、厚 2 mm 的脑片后，浸入 TTC

溶液中，避光染色 30 min 。染色后观察并拍照，

Image J 软件计算各组大鼠脑梗死面积。 

1.3.5    HE 染色　每组随机抽取 3 只大鼠，参考课

题组前期实验方法[17]，（1）大鼠麻醉（10 % 水合氯

醛）后使用磷酸缓冲液行心内灌注；（2）快速断头

取 脑 多 聚 甲 醛 固 定 ， 石 蜡 包 埋 后 行 冠 状 切 片 ；

（3）二甲苯脱蜡，乙醇梯度去除二甲苯；（4）苏木

素染色，流水冲洗反蓝；（5）伊红液染色后用乙醇

脱水，二甲苯透明，自然晾干片子后中性树脂封

片；（6）每张切片在400×光镜视野下拍摄。 

1.3.6    免疫组化　每组随机抽取 5 只大鼠，灌注

固定与石蜡包埋同 HE 染色步骤。（1）切片脱蜡水

化；3% H2O2 室温下孵育 10 min；微波修复抗原；

（2）山羊血清封闭后甩干切片，滴加兔 Aβ 抗体

（1∶50）4 ℃ 过夜；（3）室温环境复温 1 h，PBST

洗去一抗后滴加山羊抗兔二抗（1∶1 000）37 ℃ 孵

育 20 min；（4）洗去二抗后，DAB 显色，随时在

显微镜下观察并中止染色；苏木素复染 ，盐酸乙

醇分化，流水下返蓝；（5）染色结束，乙醇脱水，

二 甲 苯 透 明 ， 自 然 晾 干 片 子 后 中 性 树 脂 封 片 ；

（6）每张切片各取 5 个 400×视野，测定各组阳性

积分光密度（integrated optical density，IOD）及面积

（Area），取其比值为该组切片的平均光密度（mean

optical density，MOD），进行统计学比较。 

1.4    统计学处理

x̄± s

数据统计分析软件采用 GraphPad  Prism  9.0

软件，计量资料表示为均数±标准差（ ），多

组间比较用单因素方差分析。P < 0.05 为差异有

统计学意义。 

2    结果
 

2.1    益生菌对脑 I/R 大鼠神经行为学评分的影响

假手术组未出现神经功能损伤，模型组神经

行为学评分结果为（3.508±0.412）分，提示明显出

现神经功能损害症状，如向右侧旋转、行走时向

右侧倾斜等。相较模型组，益生菌组与依达拉奉

组神经行为学评分结果为（2.53±0.41）分、（2.274±

0.196）分，均显著低于模型组（P < 0.05），依达拉

奉组神经功能损伤改善更显著，见表 2。 

2.2    益生菌对脑 I/R 大鼠脑梗死面积的影响

脑组织 TTC 染色后，梗死区域呈白色，正常

区域呈红色。使用 Image J 软件计算脑组织梗死

面积。假手术组梗死面积为 0；模型组梗死面积

为（21.558±2.238）%，相较假手术组显著增大（P <

0.05）；益生菌组梗死面积（9.482±1.428）%，依达

拉奉组梗死面积（6.988±1.322）%，相较模型组，

益生菌组和依达拉奉组脑部梗死面积显著减少

（P < 0.05），依达拉奉组改善效果更为明显，见图 1、

表 3。 

2.3    益生菌对脑 I/R 大鼠神经元病理形态学的影响

HE 染色后观察大鼠大脑海马 CA1 区，假手

术组海马 CA1 区神经细胞排列整齐，胞核位居胞
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体中央，形态正常，可见清晰的核仁；与假手术

比较，模型组缺血侧海马 CA1 区神经细胞排列变

形，胞核皱缩变小，核染色质固缩，胞浆皱缩；

益生菌组和依达拉奉组相较模型组，海马 CA1 区

神经细胞排列较规则，神经元脱失不明显，细胞

皱缩减轻，神经元损伤改善，依达拉奉组改善效

果更为明显，见图 2。

HE 染色后观察大鼠大脑皮层区，假手术组

大脑皮层区神经元排列结构完整，细胞核染色清

楚，形态完整；模型组相较假手术组，组织结构

破坏明显，神经元变性坏死，细胞核固缩；益生

菌组和依达拉奉组相较模型组，大脑皮层区组织

结构损伤相对减轻，神经元排列较为正常，核固

缩减轻，依达拉奉组改善效果更为明显，见图 2。 

2.4    益生菌对脑 I/R 大鼠 Aβ 表达的影响

免疫组化检测结果显示，大鼠大脑海马 CA1

区与皮层区 Aβ 阳性染色呈棕黄色颗粒状，分布

不均匀；对不同分组之间 Aβ 免疫组化染色结果

的 IOD 值进行分析，结果提示：在假手术组中，

未见到明显 Aβ 阳性染色；而在模型组中，可以

看到明显的 Aβ 阳性染色，与假手术组相比，海

马 CA1 区（P < 0.001）与皮层区（P < 0.05）Aβ 蛋白

的表达差异有统计学意义；而给予益生菌和依达

拉奉干预后，海马 CA1 区（P < 0.001）与皮层区

（P < 0.05）神经元Aβ 阳性染色程度相比于模型组

显著减轻，Aβ 蛋白的表达差异均有统计学意义

（P < 0.05），见图 3、4。 

3    讨论

IS 由于高发病率和致残率，给家庭和社会造

成严重负担。临床上 IS 患者的主要治疗方法为再

灌注治疗[18]，但再灌注治疗具有局限性，在进行

治疗时可能会出现更严重的脑缺血再灌注损伤。

从新的角度研究缺血性脑卒中溶栓后再灌注损伤

相关的病理机制对于 CIRI 及 CIRI 预后相关疾病

的治疗极其重要。脑卒中或短暂性脑缺血发作后，

AD 的风险也显著增加。研究调查表明，如果患

者先前患有 AD，脑卒中将会使患者的认知能力

进一步下降。在大多数 AD 病例中，30% 会出现

脑梗死，2 者具有相同的病理特征：Aβ 和 tau 蛋

白增加[19−20]。Aβ 由淀粉样前体蛋白经过水解作

用产生，广泛存在于 AD 患者脑和脊髓中[21]，在

神经变性疾病及认知行为异常疾病中起着关键

作用。

既往研究报道[22]，神经系统疾病与菌群-肠-

脑轴可能存在密切关联。该轴的机制包括：肠道

菌群产生的神经递质经肠道神经细胞到达中枢神

经系统；肠道菌群的代谢产物影响中枢神经系统。

脑缺血再灌注后肠道菌群出现紊乱，随后影响神

经系统的功能，在 AD 中也有类似表现[23]。肠道

菌群中有益菌与有害菌的种类、丰度长期处于动

态平衡的状态，肠道微生态才能得以维持。

本研究中，采用线拴法制备脑缺血再灌注损

伤大鼠模型，分别给予三联益生菌与依达拉奉干

预。结果显示，大鼠脑缺血再灌注损伤后神经行

为学评分增高提示造模成功，与王亚南等[24] 的研

究结果一致；益生菌组与依达拉奉组神经功能损

伤均减轻，依达拉奉组减轻效果更明显，提示益

生菌能改善脑缺血再灌注后大鼠神经功能损伤。

本研究还发现，在 TTC 染色结果中，模型组大鼠

出现典型的脑梗死灶，给予益生菌与依达拉奉干

 

x̄± s表 2  各组大鼠神经行为学评分 [（ ），分 ]

x̄± s
Tab. 2    Neurobehavioral  scores  of  rats  in  each  group

[ （ ），points]

分组 n 神经行为学评分

假手术组 12 0±0*

模型组 12 3.51±0.41

益生菌组 12 2.53±0.41*

依达拉奉组 12 2.27±0.20*

　　与模型组比较，*P < 0.05。

 

A B C D

图 1    各组大鼠脑组织梗死灶

Fig. 1    Cerebral infarction focus of rats in each group
A：假手术组；B：模型组；C：益生菌组；D：依达拉
奉组。

 

x̄± s表 3  各组大鼠脑组织梗死灶体积的比较 [（ ）%]

x̄± s
Tab. 3    Comparison of cerebral infarction focus volume of

rats in each group [（ ）%]

分组 n 脑梗死体积百分比

假手术组 3 0±0*

模型组 3 21.56±2.24

益生菌组 3 9.48±1.43*

依达拉奉组 3 6.99±1.32*

　　与模型组比较，*P < 0.05。
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预减小了脑梗死灶面积；HE 染色结果显示，模

型组脑组织神经元结构破坏，排列紊乱、损伤明

显，益生菌组与依达拉奉组神经细胞未发生明显

变性坏死，依达拉奉组改善效果更为显著。较多

的研究发现，神经系统损伤小鼠补充益生菌后，

肠道菌群的丰度与组成改变，神经元损伤以及认

知功能障碍显著改善[9，14，25]。

相关研究发现益生菌可改善 Aβ 诱导的 AD

大鼠模型的空间学习能力[26]，减少其脑组织 Aβ

的产生和沉积，减轻其认知功能障碍[21]。调节肠

道菌群可以显著减少 AD 模型小鼠脑中的 Aβ 斑

块沉积、Tau 蛋白过磷酸化，改善其神经系统功

能缺失[27]。本研究中，模型组大鼠大脑海马 CA1

区与皮质区 Aβ 蛋白表达增加，益生菌组与依达

拉奉组相较模型组 Aβ 蛋白表达均减少，与上述

研究结果一致。依达拉奉为一种氧自由基清除剂，
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E F G H
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模型组 益生菌组 依达拉奉组

图 2    各组大鼠大脑海马 CA1 区与皮层区神经元病理形态学改变（×400）

Fig. 2    Pathological and morphological changes of neurons in the hippocampus CA1 and cortical regions of rats in each group
（×400）

A～D：大鼠海马 CA1 区神经元病理形态学改变；E～H：大鼠皮层区神经元病理形态学改变。
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图 3    各组大鼠大脑海马 CA1 区与皮层区 Aβ 蛋白的表达

Fig. 3    Expression of Aβ protein in the hippocampal CA1 and cortical regions of rats in each group
A～D：大鼠海马 CA1 区神经元 Aβ 蛋白表达情况；E～H：大鼠皮层区神经元 Aβ 蛋白表达情况。
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图 4    各组大鼠大脑海马 CA1 区与皮层区 Aβ 蛋白的表达比较

Fig. 4    Comparison of protein expression in the hippocampal CA1 and cortical regions of rats in each groups
A：大鼠大脑海马 CA1 区 Aβ 蛋白的表达统计图；B：大鼠大脑皮层区 Aβ 蛋白的表达统计图与模型组比较，**P < 0.05，
****P < 0.001。
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具有较强的神经保护作用。在本课题组前期实验

中，发现依达拉奉可显著改善脑缺血再灌注 24h

后大鼠神经元形态学损伤并下调 Aβ 蛋白表达[28]，

与本研究结果一致。

综上所述，对脑缺血再灌注损伤大鼠采用益

生菌灌胃能改善其神经功能缺损症状，改善脑梗

死面积与神经元损伤，下调 Aβ 蛋白的表达，推

测 Aβ 蛋白可能是 CIRI 过程中的重要致病因素

之一，而肠道菌群可能成为改善 CIRI 的潜在靶点。

随着菌群-肠-脑轴的研究深入，肠道菌群在神经

系统疾病中发挥着不可忽视的作用。脑缺血再灌

注后可出现肠道菌群多样性、丰度及构成改变，

而益生菌可以直接到达肠道调节肠道菌群，改变

肠道微生物的组成，并减轻肠道病原微生物对大

脑功能的损伤[29]。推测益生菌可能通过调节有益

菌与有害菌的比例，恢复肠道菌群稳态，产生神

经递质、代谢产物等途径影响肠神经系统和中枢

神经系统，从而改善神经系统损伤[30]。但通过调

节 CIRI 大鼠肠道菌群改善其神经功能损伤的具体

作用机制仍需进一步研究。
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