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[bookmark: _GoBack][bookmark: OLE_LINK35][bookmark: OLE_LINK36][bookmark: OLE_LINK37][bookmark: OLE_LINK41]摘  要  ：目的：  探讨循经按摩通过缺氧诱导因子-1α（Hypoxia Iinducible Ffactor-1α,，HIF-1α）/腺病毒E1BI9kDa相互作用蛋白3（BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3,，BNIP3）通路对缺血性脑卒中大鼠线粒体自噬的影响。方法：  采用线栓法阻塞大鼠右侧大脑中动脉（Middle cerebral artery，MCA）制作缺血模型，将建模成功的缺血性脑卒中大鼠均分为空白对照组模型组、按摩组、通路激动剂组、通路抑制剂组以及按摩＋抑制剂组，空白对照组大鼠以非循经穴位（包括百会、风府、人中）进行常规按摩，按摩组采用循经按摩（包括髀关、太冲、丰隆、足三里），通路激动剂组采用HIF-1α/BNIP3激活剂进行干预，通路抑制剂组采用HIF-1α/BNIP3抑制剂进行干预，按摩＋抑制剂组采用循经按摩和HIF-1α/BNIP3抑制剂进行联合干预，另选10 只健康大鼠进行仅分离血管不插线栓的假手术干预。通过Zea Longa评分系统评估神经功能缺损；TTC脑片染色测定大鼠脑梗死体积和脑半球肿胀程度；HE染色观察大鼠海马组织的病理变化；免疫荧光检测大鼠脑组织中HIF-1α以及BNIP3的表达；通过透射电镜对海马区域自噬小体的数量进行观察；Western blot检测脑组织线粒体中自噬（LC3B）、凋亡（Beclin-1）和HIF-1α/BNIP3信号通路相关蛋白表达。结果：  （1）①模型组海马组织相较于假手术组中HIF-1α以及BNIP3荧光表达强度增强（P＜<0.05）；按摩组海马组织相较于模型组中HIF-1α以及BNIP3荧光表达强度显著增强（P＜<0.05）；。（2）②与模型组相比，抑制剂组脑半球肿胀、神经功能缺损评分以及脑梗死体积水平上升（P＜<0.05）；激动剂组脑半球肿胀、神经功能缺损评分以及脑梗死体积水平下降（P＜<0.05）；激动剂组Beclin-1以及LC3B蛋白表达上升（P＜<0.05）；抑制剂组Beclin-1以及LC3B蛋白表达下降（P＜<0.05）；。（3）③与按摩组相比，按摩+＋抑制剂组海马区细胞排列较为分散，细胞数量变少，出现水肿现象，组织呈现受损状态。（4）④与模型组相比，按摩组LC3B、HIF-1α、Beclin-1以及BNIP3蛋白表达上升（P＜<0.05）；按摩
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[bookmark: OLE_LINK39]＋抑制剂组LC3B、HIF-1α、Beclin-1以及BNIP3蛋白表达下降（P<＜0.05）。结论：  采用循经按摩治疗缺血性脑卒中时能通过激活HIF-1α/BNIP3信号通路，进而促进脑组织线粒体自噬改善神经功能，为后续循经按摩在缺血性脑卒中患者临床治疗中的应用提供了理论基础。  
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Mechanism of mMitochondrial aAutophagy in cCerebral tTissue of iIschemic sStroke rRats tThrough HIF-1α/BNIP3 pPathway iInduced by cCirculation mMassage
WEI Yiding  HUANG Hai  HUANG Fei
（Hubei Provincial Hospital of TCM, ;Hubei  Provincial  Hospital  of
Traditiona1       Chinese        Medicine ; Affiliated  Hospital  of  Hubei University    of    Chinese    Medicine;Wuhan 430074, China）
Abstract:  Objective:  To investigate the effects of meridian massage on mitochondrial autophagy in ischemic stroke rats through the hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α)/BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 (BNIP3) pathway. Methods:  The ischemic model was made by blocking the right middle cerebral artery (MCA) of rats with thread embolism. The ischemic stroke rats with successful modeling were divided into model group, massage group, pathway agonist group, pathway inhibitor group and massage + inhibitor group. The rats in the blank control group received routine massage at non-meridian acupoints (including Baihui, Fengfu and Renzhong). The massage group was treated with circulation massage (including bBi Gguan, Taichong, Fenglong and Zusanli), the pathway agonist group was treated with HIF-1α/BNIP3 activator, the pathway inhibitor group was treated with HIF-1α/BNIP3 inhibitor, and the massage +＋ inhibitor group was treated with combination of circulation massage and HIF-1α/BNIP3 inhibitor. Another 10 healthy rats were selected for sham operation intervention, which only separated the blood vessels without inserting the plug. Neurological deficits were evaluated through the Zea Longa scoring system; TTC brain smear staining was used to determine the volume of cerebral infarction and the degree of hemispheric swelling in rats. The pathological changes of rat hippocampal tissue were observed by HE staining; Immunofluorescence was used to detect the expressions of HIF-1α and BNIP3 in rat brain tissue; The number of autophagosomes in the hippocampal region was observed by transmission electron microscopy. Western blot was used to detect the protein expressions related to autophagy (LC3B), apoptosis (Beclin-1), and HIF-1α/BNIP3 signaling pathways in mitochondria of brain tissue. Results:  (1)① The fluorescence expression intensity of HIF-1α and BNIP3 in hippocampus of model group was increased compared with that of sham group (P＜<0.05); The fluorescence expression intensity of HIF-1α and BNIP3 in hippocampus of massage group was significantly increased compared with that of model group (P＜<0.05). (2)② Compared with model group, cerebral hemisphere swelling, nerve function deficit score and cerebral infarction volume in inhibitor group were increased ((P＜P<0.05); The levels of cerebral hemisphere swelling, nerve function deficit score and cerebral infarction volume in agonist group were decreased (P＜<0.05). The protein expressions of Beclin-1 and LC3B in agonist group were increased (P＜<0.05). The protein expressions of Beclin-1 and LC3B in inhibitor group were decreased (P＜<0.05). (3)③ Compared with the massage group, the hippocampal cells in the massage +＋ inhibitor group were more dispersed, the number of cells decreased, edema appeared, and tissue was damaged. (4)④ Compared with model group, the protein expressions of LC3B, HIF-1α, Beclin-1 and BNIP3 in massage group were increased (P＜<0.05); The protein expressions of LC3B, HIF-1α, Beclin-1 and BNIP3 in massage +＋ inhibitor group were decreased (P＜<0.05). Conclusion:  In the treatment of ischemic stroke, meridian massage can activate HIF-1α/BNIP3 signaling pathway, and then promote brain mitochondrial autophagy to improve nerve function, which provides a theoretical basis for the subsequent application of meridian massage in the clinical treatment of ischemic stroke patients.
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[bookmark: OLE_LINK9]缺血性脑卒中作为当前人群中最常见且严重影响生活质量的神经系统疾病，具有较高的发病率、死亡率和致残率[1]。既往研究表明，缺血性脑卒中患者发病过程受到线粒体功能障碍、氧化应激反应以及细胞凋亡等多种机制的影响[2]；张凤娟[3]在一项综述报道中指出，在缺血性脑卒中发生后能够应激性激活线粒体自噬，进而利用双膜自噬体包裹受损的神经元线粒体，并通过融合形成的自噬溶酶体酶进一步将其降解，从而维护脑组织的内环境稳态。Deng D等[4]在大鼠实验中发现，调节线粒体功能，能够改善海马突触的可塑性，进而降低大鼠抑郁障碍的发生风险，可见线粒体自噬在神经系统疾病中发挥着重要的作用，进一步为缺血性脑卒中患者的治疗提供了方向。同时，Zheng J等[5]通过综合分析得出，线粒体能够通过产生活性氧（rReactive oxygen species,，ROS）进而在低氧条件下稳定缺氧诱导因子-1α（Hypoxia Iinducible Ffactor-1α,，HIF-1α）表达，进而影响大脑神经元活性；丁慧敏等[6]对血管性痴呆大鼠进行观察时发现，激活HIF-1α信号通路后海马组织中的自噬效应蛋白Beclin-1表达增加、自噬小体数量增多；安影丹等[7]对脑缺血性再灌注损伤大鼠进行HIF-1α/腺病毒E1BI9kD相互作用蛋白3（BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3,，BNIP3）通路活性抑制干预后发现，大鼠海马组织的线粒体肿胀加重、自噬能力降低，且脑含水量高达83.25%，提示了对于缺血性脑卒中的治疗可考虑以干预线粒体自噬和HIF-1α/BNIP3信号通路活性为方向。然而，当前临床对于缺血性脑卒中治疗的方式多样，如何有效提高缺血性脑卒中的治疗效果仍需进一步探究，其在线粒体自噬和HIF-1α/BNIP3通路中的具体作用机制同样值得探索。
[bookmark: OLE_LINK40][bookmark: OLE_LINK50]循经按摩作为一种中医疗法，通过在特定穴位进行按揉，能够有效缓解肌肉的紧张和痉挛。在一项对88 例脑卒中后痉挛性偏瘫患者的治疗中发现，联合使用循经按摩的患者干预后肢体运动功能评分、平衡功能评分均较干预前有明显提高，且显著高于常规康复训练的患者（均P＜<0.05）[8]；李贞贞等[9]对2型糖尿病合并认知障碍的患者进行为期3 个月的认知功能干预时发现，采用循经拍打按摩的患者干预后认知评估量表和智能状态检查量表得分[（23.98 分±±3.77） 分、（22.42 分±±2.87） 分）]均显著高于采用社区常规医疗服务的患者（均P＜<0.05），提示了循经按摩可能作为一种重要的神经功能干预手段进而在缺血性脑卒中患者中发挥治疗作用。然而，循经按摩对于脑卒中的改善效果和相关的作用机制仍需要进一步探究。基于此，本研究对缺血性脑卒中大鼠予以循经按摩干预，并进一步观察干预效果与线粒体自噬和HIF-1α/BNIP3通路联结在一起的关系，以期为开发针对缺血性脑卒中疾病的有效治疗策略提供理论依据和潜在靶点。
1 材料与方法
1.1 实验材料
70 只成年健康SD大鼠，雄性，体质量为260～-280 g，均购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司。本实验已获得动物实验伦理委员会审核批准。
[bookmark: OLE_LINK17][bookmark: OLE_LINK31]HIF-1α抗体（武汉华美生物工程有限公司，货号CSB-RA263943A0HU），BNIP3抗体（武汉华美生物工程有限公司，货号CSB-MP002766MO），Beclin-1抗体（上海康朗生物科技有限公司，货号kl-33315M），LC3B抗体（湖北艾普蒂生物工程有限公司艾普蒂，货号IPD00551），β-actin抗体（北京百奥莱博科技有限公司百奥莱博，货号YT633），CY3标记的山羊抗兔IgG（[翌圣生物科技（上海）股份有限公司翌圣生物，货号33108ES60）]，苏木素-伊红（Hematoxylin and Eosin staining,，HE）染色试剂盒（上海歌凡生物科技有限公司上海歌凡生物，货号M020），HIF-1α抑制剂（PX-478，上海泽叶生物科技有限公司，纯度>＞98%，货号ZY6M5146），HIF-1α激活剂（FG-4592，北京百奥莱博科技有限公司，纯度99.91%，货号M00101），HRP偶联的驴抗小鼠IgG二抗（武汉艾美捷科技有限公司，货号DkxMu-003-FHRPX）。
1.2 缺血性脑卒中大鼠模型构建
[bookmark: OLE_LINK22]所有大鼠适应性喂养1 周后，随机选取其中58 只大鼠纳入模型组，采用线栓法制作动脉阻塞（Middle Ccerebral Aartery Oocclusion，MCAO）大鼠模型：术前12 h禁食，麻醉后分离右侧颈总动脉（Common carotid artery，CCA）、颈外动脉（External carotid artery，ECA）及颈内动脉（Internal carotid artery，ICA），于ECA近心端位置处予以结扎，经ICA插入线栓（直径0.28 mm）至大脑中动脉起始部（距分叉18 mm±±0.5 mm处），打开动脉夹，在大鼠颅内动脉组织位置处插线栓，阻止血流后依次关闭切口。剩余12 只大鼠作为假手术组，仅分离CCA、ECA及ICA，不结扎血管及插入线栓，其余步骤与模型组保持一致。术后将所有大鼠在保湿、保温、干燥环境中分笼喂养1 周，同时确保大鼠能够自由进食、饮水。
缺血性脑卒中模型构建成功标准：大鼠术后出现一侧肢体瘫痪、站立不稳、提尾时向一侧转圈。
1.3 分组干预
建模过程中模型组死亡53 只，术后喂养期间模型组死亡3 只、假手术组死亡2 只。
[bookmark: OLE_LINK30]将建模成功的模型组大鼠均分为空白对照组、按摩组、通路激动剂组、通路抑制剂组以及按摩＋抑制剂组，每组各10 只。按摩组采用循经按摩：参照既往文献[10]自制按摩仪，将力度控制在0.3 N左右、振动频率设置为2 Hz，于模型大鼠模型偏瘫侧后肢持续按摩10 min，每日按摩2 次，循经按摩取穴以髀关、太冲、丰隆、足三里为主；空白对照组：选取非循经穴位（包括百会、风府、人中），时长和力度与按摩组相同；通路激动剂组采用FG-4592进行腹腔注射，浓度为1××104 μmol/L·L-1，剂量为50 mg·kg-1/kg；通路抑制剂组则以同样地给药方式和剂量注射1××105 μmol·L-1/L的PX-478；按摩＋＋抑制剂组采用循经按摩和PX-478进行联合干预。
假手术组大鼠腹腔注射等体积的生理盐水，各分组均连续干预一1 周。干预期间未出现大鼠死亡情况。
1.4 观察指标
1.4.(1)1 神经功能缺损评分
[bookmark: OLE_LINK51]  分别在大鼠建模24 h、治疗干预1 周后，采用Zea Longa评分系统[11]对大鼠的神经功能受损程度进行评估。该评分系统设定了5 个等级：0 分：大鼠行为表现正常，无神经损伤特征；1 分：大鼠的左前爪无法自然伸直，为蜷曲状态，表明轻微的神经功能受损；2 分：大鼠行走时明显偏向左侧，左侧部位抵抗侧推力量较弱，肩部呈现内收状态，反映了中度神经功能障碍；3 分：大鼠在行走时显著向左侧倾斜，并伴有左右摇摆的现象，表明神经功能严重受损；4 分：大鼠处于意识模糊状态，失去了自主行走的能力，反映了神经功能极度受损。评估过程中，仔细观察大鼠双侧肢体的探索能力、肌力大小以及动作协调性，并以此作为评估标准。值得注意的是，随着评分的升高，大鼠的神经功能受损程度也随之加重。
1.4.2 (2)取材方法
建模24 h后，待大鼠完成神经功能受损程度评估，从各组中随机选取4 只大鼠脱臼处死，分别获取完整脑组织和海马组织，保存，切片厚度为2 mm。剩余大鼠在治疗干预1 周完成神经功能受损程度评估后全部处死：每组随机选取3 只获取完整脑组织，制成切片后固定；另3 只分离海马组织，待检。
1.4.3 (3)氯化三苯基四氮唑染色（2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride staining,，TTC）染色观察脑梗死体积
[bookmark: OLE_LINK52][bookmark: OLE_LINK48]分别在建模24 h和干预1 周后于各组中取部分脑组织切片（厚度2 mm），予以TTC溶液，于孵育箱进行孵育处理，均匀染色，再予以适量的甲醛溶液处理，过夜。将脑片转移至4%的多聚甲醛内进行固定24 h，其正常组织是红色，梗死组织是白色。固定完成后，我们使用滤纸轻轻吸干脑片上的水分，并对脑片进行拍照记录。通过ImageJ软件对图片进行分析。拍照并测量脑梗死体积=＝脑梗死面积××2 mm/全部脑组织切片体积××100%。
1.4.4 (4)脑半球肿胀的测定
[bookmark: OLE_LINK53][bookmark: OLE_LINK23]对上述TTC染色中的各组大鼠脑半球肿胀情况进行分析。计算公式为：脑半球肿胀百分比=＝（缺血侧体积-－缺血对侧体积）/÷缺血对侧体积××100%。
[bookmark: OLE_LINK26][bookmark: OLE_LINK24]1.4.5 (5)通过HE染色观察海马组织的病理变化
[bookmark: OLE_LINK54]分别在建模24 h和干预1 周后于各组中取部分海马组织，同时予以适量生理盐水溶液进行清洗，将海马组织邻近血液清洗干净，固定，包埋，并进行切片，进行HE染色，显微镜观察。
[bookmark: OLE_LINK14][bookmark: OLE_LINK25]1.4.6 (6)通过免疫荧光检测大鼠脑组织中HIF-1α以及BNIP3的表达
[bookmark: OLE_LINK55]取干预后剩余大鼠部分脑组织，将石蜡切片经过脱蜡处理后转至水相，进行抗原修复操作，在切片上标记出特定区域，使用双氧水对这些区域进行封闭处理，并彻底洗涤。在室温条件下，使用牛血清白蛋白溶液（Bovine Sserum Aalbumin solution,，BSA）溶液对切片进行封闭。按照1∶:1000的比例分别稀释HIF-1α抗体和BNIP3抗体，4 ℃的环境下孵育过夜。次日，洗涤后滴加二抗，于室温条件下孵育、洗涤、微波处理。加入被CY3标记的二抗（山羊抗兔IgG），在室温下孵育完成后，洗涤、切片，使用DAPI溶液对细胞核进行复染，同时淬灭组织的自发荧光。处理封片，并采集图像。
1.4.7 (7)通过透射电镜对海马区域自噬小体的数量进行观察
[bookmark: OLE_LINK59]取干预后剩余大鼠海马组织切片，将其置于饱和醋酸双氧铀水溶液中进行20 cm深度染色，染色结束后，使用去离子水对其进行冲洗10 min，随后让其自然晾干，待其自然干燥后，再使用柠檬酸铅溶液染色5 min，染色完成后，再次用离子水冲洗10 min并进行干燥处理，最终在电子显微镜下进行细致观察并拍摄照片以供后续分析。
1.4.8 (8)脑组织线粒体蛋白和胞浆蛋白提取
[bookmark: OLE_LINK58]取干预后剩余大鼠部分脑组织，按照组织∶：线粒体分离液A=＝1∶:10的设定的比例，加入线粒体分离液A，加入含有苯甲基磺酰氟（Phenylmethanesulfonyl fluoride,，PMSF）（1%）以及磷酸酶抑制剂（1%）的分离液，离心处理后取线粒体沉淀，加入1% PMSF线粒体裂解液（按1∶:2的比例对组织与裂解液进行配比），冰浴反应20 min，充分裂解后在4 ℃下离心处理10 min（12000 r），上清即为线粒体蛋白。 
1.4.9 (9)蛋白免疫印迹实验（Western blot）检测脑组织线粒体中自噬（LC3B）、凋亡（Beclin-1）和HIF-1α/BNIP3信号通路相关蛋白表达
取上述各组剩余的脑组织，二喹啉甲酸法（Bicinchoninic Aacid Aassay,，BCA）法测定总蛋白浓度，确定上样量，沸水浴10 min，得上样蛋白；制备SDS凝胶，电泳，转膜，5%脱脂奶粉蛋白封闭，一抗（人抗兔1∶:500）4 ℃过夜孵育，二抗（鼠抗兔1∶:200）37 ℃孵育1 h，PBS洗涤，显影，拍照保存。使用ImageJ软件测定目标蛋白条带灰度值，以GAPDH为内参，计算相对表达量（目标蛋白灰度值/内参灰度值）。
1.5 统计学分析
统计学分析采用 SPSS 27.0和 GraphPad Prism 16.0方法，均值±±SD用来表示计算数据，符合正态分布和满足方差齐性；数据计算过程中均采用F检验，组间比较使用LSD方法。以P<＜0.05为结果表示有显著性差异，具有统计学意义。
2 结果
2.1 缺血性脑卒中大鼠模型构建成功
手术后对各组大鼠进行密切观察，假手术组大鼠精神状态正常，但在术后喂养期间死亡3 只；模型组在建模和术后喂养期间共导致8 只大鼠发生死亡，造模成功率为86.21%；分组干预期间未出现大鼠死亡情况。模型组神经功能缺损评分、脑梗死体积以及脑半球肿胀均较高（vs假手术组，图1A-图1C，均P<＜0.05）。进一步对假手术组以及模型组进行HE染色（图1D），结果显示，模型组相较于假手术组大鼠其海马区细胞形态不规则，排列不整齐，细胞数量变少，存在细胞空泡，细胞旁出现空染区，胞质浓缩，脑组织损伤状态明显，细胞层次变少。该结果表明缺血性脑卒中大鼠模型构建成功。	Comment by 陈力通: 作者：请确认数据，前文描述是死亡了10只
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图1  缺血性脑卒中大鼠模型构建结果
Fig. 1  Construction results of rat models of ischemic stroke
（A：. 各组大鼠神经功能受损评分，；B. ：各组大鼠脑梗死体积；，C. ：各组大鼠脑半球肿胀情况；，D. ：HE染色观察大鼠海马组织的病理变化情况，，比例尺=＝20 μm。与模型组比较，*P<＜0.05。）
Fig.1 Construction results of rat models of ischemic stroke(A: Neurological impairment scores of rats in each group, B: Cerebral infarction volume of rats in each group, C: Swelling of cerebral hemispheres in rats in each group, D: Pathological changes of hippocampal tissue observed by HE staining in rats, scale =20μm. Compared with the model group, *P<0.05.)
2.2 循经按摩能够改善缺血性脑卒中大鼠神经功能
进一步将缺血性脑卒中大鼠分为模型组、空白对照组和按摩组，经干预后可见，按摩组相较于模型组，神经功能缺损评分明显降低（图2A，P<＜0.05）；进一步通过TTC染色观察可见，按摩组梗死组织（白色）明显较少（图2B，vs模型组），且与模型组相比，按摩组脑梗死体积以及脑半球肿胀程度均降低（图2C-图2D，P<＜0.05）；免疫荧光共定位分析显示，HIF-1α与BNIP3在按摩组海马CA1区神经元中高度共表达，而模型组共定位较弱（图2E），并且结果发现，按摩组脑组织组织中HIF-1α以及BNIP3荧光表达强度显著增强（vs模型组，图2F，P<＜0.05）。，表明循经按摩可以改善缺血性脑卒中大鼠神经功能。
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图2  循经按摩对缺血性脑卒中大鼠神经功能影响结果
Fig. 2  Results of the effect of meridian massage on the neurological function of rats with ischemic stroke
[bookmark: OLE_LINK27][bookmark: OLE_LINK4]（A. ：各组大鼠的神经功能缺损评分；。B. ：各组大鼠脑组织的TTC染色情况，正常组织为鲜红色，梗死组织为白色；。C. ：各组大鼠脑组织的脑梗死体积；D. ：各组大鼠脑组织的脑半球肿胀情况；。E. ：各组大鼠脑组织中HIF-1α（绿色）、BNIP3（红色）的免疫荧光染色情况，DAPI为蓝色标记，比例尺=＝20 μm；。F. ：免疫荧光检测各组大鼠脑组织中HIF-1α、BNIP3表达定量分析柱状图。，与模型组比较，*P<＜0.05；与空白对照组比较，#P<＜0.05。）
Fig.2 Results of the effect of meridian massage on the neurological function of rats with ischemic stroke (A: Neurological deficit scores of rats in each group; B: The TTC staining of brain tissues in each group of rats showed that normal tissues were bright red and infarcted tissues were white. C: Cerebral infarction volume of brain tissue in each group of rats; D: The swelling of the cerebral hemispheres in the brain tissue of each group of rats; E: Immunofluorescence staining of HIF-1α (green) and BNIP3 (red) in the brain tissues of rats in each group, with DAPI marked in blue, scale =20μm; F: Quantitative analysis bar chart of HIF-1α and BNIP3 expression in brain tissues of rats in each group detected by immunofluorescence. Compared with the model group, *P<0.05; Compared with the blank control group, #P<0.05.) 
[bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK21]2.3 HIF-1α/BNIP3通路参与缺血性脑卒中大鼠神经功能的变化，并影响脑组织线粒体自噬
[bookmark: OLE_LINK28]将缺血性脑卒中大鼠模型进一步分为模型组、激动剂组以及抑制剂组，观察其神经功能变化，结果显示，抑制剂组神经功能缺损评分、脑梗死体积以及脑半球肿胀水平上升（vs模型组，图3A-图3C，P<＜0.05）；激动剂组神经功能缺损评分、脑梗死体积以及脑半球肿胀水平下降（vs模型组，图3A-图3C，P＜<0.05）；通过Western blotWB实验观察各组脑组织线粒体中Beclin-1以及LC3B蛋白表达情况，激动剂组Beclin-1以及LC3B蛋白表达上升（vs模型组，图3D-图3F，P＜<0.05）；抑制剂组Beclin-1以及LC3B蛋白表达下降（vs模型组，图3D-图3F，P＜<0.05）。进一步通过透射电镜观察大鼠海马区域自噬小体数量，结果发现，模型组中线粒体外膜破裂、，损伤明显、，数量减少、，明显肿胀、，有少量自噬小体、，嵴突消失、杂乱或断裂；激动剂组线粒体双模结构不清晰、，出现肿胀现象、，可观测到少量自噬小体、，嵴突变短至消失，但受损程度远低于模型组（图3G）。表明HIF-1α/BNIP3通路参与缺血性脑卒中大鼠神经功能变化，并影响脑组织线粒体自噬。
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[bookmark: OLE_LINK32]图3  HIF-1α/BNIP3通路影响缺血性脑卒中大鼠神经功能结果（
Fig. 3  Results of the effect of the HIF-1α/BNIP3 pathway on neurological function in rats with ischemic stroke
[bookmark: OLE_LINK8]A. ：各组大鼠的神经功能缺损评分；B. ：各组大鼠的脑梗死体积；C. ：各组大鼠的脑半球肿胀；D. ：各组大鼠的Beclin-1、LC3B蛋白Western blot代表性条带图；E. ：各组大鼠Beclin-1蛋白Western blot灰度分析柱状图；F. ：各组大鼠LC3B蛋白Western blot灰度分析柱状图；G. ：通过透射电镜对各组大鼠的海马区域的自噬小体数量进行观察，比例尺=＝1 μm。与模型组比较，*P＜<0.05；与激动剂组比较，#P＜<0.05。）
Fig.3 Results of the effect of the HIF-1α/BNIP3 pathway on neurological function in rats with ischemic stroke (A: Neurological deficit scores of rats in each group; B: Cerebral infarction volume of rats in each group; C: The cerebral hemispheres of rats in each group were swollen; D: Western blot representative band plots of Beclin-1 and LC3B proteins in each group of rats; E: Western blot gray-scale analysis bar charts of Beclin-1 protein in each group of rats; F: Western blot gray-scale analysis bar charts of LC3B protein in each group of rats; The number of autophagosomes in the hippocampal region of each group of rats was observed by transmission electron microscopy, with a scale of 1μm. Compared with the model group, *P<0.05; Compared with the agonist group, P<0.05.) 
2.4 循经按摩能够通过HIF-1α/BNIP3通路促进脑组织线粒体自噬改善神经功能
[bookmark: OLE_LINK29]进一步观察循经按摩与HIF-1α/BNIP3通路在缺血性脑卒中的治疗机制，结果显示，按摩组＋抑制剂组神经功能缺损评分、脑梗死体积以及脑半球肿胀上升（vs按摩组，图4A-图4C，P<＜0.05）。HE染色结果显示（图4D），按摩组海马区细胞排列整齐，层次较为清晰，细胞数量较多，受损程度减轻，结构较完整（vs模型组），按摩＋+抑制剂组海马区细胞排列较为分散，细胞数量变少，出现水肿现象，组织呈现受损状态（vs按摩组）。通过Western blotWB实验检测各组HIF-1α、BNIP3、Beclin-1以及LC3B蛋白表达情况，按摩组HIF-1α、BNIP3、Beclin-1以及LC3B蛋白表达上升（vs模型组，图3E-图3I，P<＜0.05）；按摩＋抑制剂组HIF-1α、BNIP3、Beclin-1以及LC3B蛋白表达下降（vs按摩组，图3E-图3I，P<＜0.05）。进一步通过透射电镜对大鼠海马区自噬小体的数量进行观察（图4J），结果发现，按摩＋抑制剂组中线粒体数量减少、嵴突杂乱，有少量自噬小体出现，但受损程度远低于模型组。表明循经按摩能够通过HIF-1α/BNIP3通路促进脑组织线粒体自噬改善神经功能。
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[bookmark: OLE_LINK46]图4  循经按摩通过HIF-1α/BNIP3通路促进脑组织线粒体自噬改善神经功能结果
Fig. 4  Results of promoting mitochondrial autophagy in brain tissue and improving neurological function through the HIF-1α/BNIP3 pathway by meridian massage
（A. ：各组大鼠的神经功能缺损评分；B. ：各组大鼠的脑梗死体积；C. ：各组大鼠的脑半球肿胀；D. ：各组大鼠的海马组织HE染色情况，比例尺=＝20 μm；E. ：各组大鼠脑组织的HIF-1α、BNIP3、Beclin-1、LC3B蛋白Western blot代表性条带图；F. ：各组大鼠脑组织的HIF-1α蛋白Western blot灰度分析柱状图；G. ：各组大鼠脑组织的BNIP3蛋白Western blot灰度分析柱状图；H. ：各组大鼠脑组织的Beclin-1蛋白Western blot灰度分析柱状图；I. ：各组大鼠脑组织的LC3B蛋白Western blot灰度分析柱状图；J. ：通过透射电镜对各组大鼠的海马区域的自噬小体数量进行观察，比例尺=＝1μm。与模型组比较，*P<＜0.05；与按摩组比较，#P<＜0.05。）
Fig.4 Results of promoting mitochondrial autophagy in brain tissue and improving neurological function through the HIF-1α/BNIP3 pathway by meridian massage (A: Neurological deficit scores of rats in each group; B: Cerebral infarction volume of rats in each group; C: The cerebral hemispheres of rats in each group were swollen; D: HE staining of hippocampal tissues in each group of rats, scale =20μm; E: Western blot representative band images of HIF-1α, BNIP3, Beclin-1 and LC3B proteins in the brain tissues of rats in each group; F: Western blot gray-scale analysis bar charts of HIF-1α protein in brain tissues of rats in each group; G: Western blot gray-scale analysis bar charts of BNIP3 protein in brain tissues of rats in each group; H: Western blot gray-scale analysis bar charts of Beclin-1 protein in brain tissues of rats in each group; I: Western blot gray-scale analysis bar charts of LC3B protein in the brain tissues of each group of rats; J: The number of autophagosomes in the hippocampal region of each group of rats was observed by transmission electron microscopy, with a scale of 1μm. Compared with the model group, *P<0.05; Compared with the massage group, P<0.05.) 
3 讨论
[bookmark: OLE_LINK44]在缺血性脑卒中的发病过程中，伴随着脑部血管阻塞，进一步导致了机体血液、氧气供应急剧减少，进而引发大量神经元的死亡，从而加重患者神经功能的不可逆损害[12]，因此，对缺血性脑卒中患者实施有效治疗对于延缓病情进展具有重要意义。基于此，本研究通过构建大鼠模型，并对其进行分组干预治疗，以进一步发现积极有效的治疗方式。在本次研究中，模型组大鼠建模成功率为86.21%，同时，与假手术组相比，模型组大鼠脑组织损伤状态更为明显，说明了本研究中缺血性脑卒中大鼠模型构建成功，且建模方式合理，为后续缺血性脑卒中的治疗提供了基础。
[bookmark: OLE_LINK45]在中医理论中，缺血性脑卒中属“中风”范畴，多因元气不足、运血无力所致，而在血流不畅的过程中，机体的氧化应激状态则会进一步引起神经元凋亡、血脑屏障破坏等进而加剧脑缺血损伤的恶化，因此以活血化瘀、益气养血为治疗的核心原则[13]。按摩作为一种能够提高肌肉温度、加快血液循环、增强肌肉灵活性并缓解僵硬的被动物理疗法，其在脑梗死偏瘫[14]、脑卒中后吞咽障碍[15]等多种神经系统疾病中发挥重要的治疗价值；Xie Y HYunhui X等[16]在研究中发现循经按摩可改善脑卒中术后患者的运动障碍，提高患者术后的生活质量，提示循经按摩可能在缺血性脑卒中的康复治疗中发挥重要作用。根据“经脉所过，主治所及”理论，腧穴的选用及其配伍是重中之重，直接影响着缺血性脑卒中的治疗效果[17]；而髀关穴作为足阳明胃经的常用腧穴之一，可调控下肢气血运行、引血归经，改善局部组织的营养供应，促进血管新生；太冲穴是足厥阴肝经的原穴，也是经络气血汇集之地，具有调节肝经气血、平抑肝阳、改善脑部供血的作用[18]；丰隆穴则可柔筋养肝、祛痰利水，在调水液代谢障碍中具有重要作用；足三里穴为足阳明胃经的合穴，具有调理脾胃、补中益气、通经活络的作用，上述穴位分别属于足阳明胃经、足厥阴肝经等不同经络，通过多经络的协同调节，可以更好地发挥疏通经络、调和气血的作用，促进脑卒中患者的康复[19]。基于此，本研究以髀关穴、太冲穴、丰隆穴、足三里穴为主，采用循经按摩的方式对缺血性脑卒中大鼠进行干预，结果可见，与模型组相比，按摩组（循经按摩干预）大鼠脑梗死占比明显减少，且神经功能缺损评分、脑梗死体积以及脑半球肿胀程度均降低，证实了循经按摩能够在一定程度上改善缺血性脑卒中大鼠的神经功能。并且，在结果中可以发现，与空白对照组相比，按摩组小鼠神经功能改善更为明显，表明经络取穴是疗效关键。尽管近年来的研究结果表明，针灸与按摩作为非药物疗法在缺血性脑卒中康复中均具有积极效果[20-21]，但按摩的持续机械刺激能够进一步促进局部微循环，而针灸的间歇性刺激对慢性血流改善的持久性较弱[22]，并且按摩操作更简便，避免了针刺带来的疼痛和感染风险，更适用于长期康复治疗，这也为临床选择非药物疗法提供了新证据。进一步对各组大鼠海马区HIF-1α及BNIP3的免疫荧光表达情况进行观察，发现按摩组的HIF-1α及BNIP3荧光表达效果显著增强，说明了HIF-1α及BNIP3可能也参与缺血性脑卒中大鼠神经功能的变化。既往研究发现，当HIF-1α表达升高时能够有效降低机体的凋亡蛋白的表达，进而促进神经存活，同时，在这一过程中，微血管的稳定性被进一步调节，从而促进了轴突的再生，进而有效促进脊髓损伤患者的功能恢复[23]；Xu S X等[24]通过生物信息学分析发现，HIF-1α/BNIP3通路能够介导细胞对缺氧和凋亡的反应，由此可见，深入探究缺血性脑卒中大鼠HIF-1α/BNIP3通路活性的作用机制具有重要意义。
为了观察HIF-1α/BNIP3通路对缺血性脑卒中大鼠神经功能的影响，本研究进一步对缺血性脑卒中大鼠实施HIF-1α抑制剂（PX-478）和HIF-1α激活剂（FG-4592）干预并观察各组大鼠的神经功能变化，结果可见，与模型组相比，抑制剂组大鼠神经功能缺损评分、脑梗死体积、脑半球肿胀数据均呈现出显著上升的趋势，而激动剂组则相反，可见HIF-1α通路活性与缺血性脑卒中大鼠神经功能密切相关。既往研究表明，通过激活线粒体自噬，改变线粒体的功能，减少因缺血再灌注损伤导致的线粒体功能障碍，能够进一步减轻脑损伤程度[25]；Hao X N等[26]在一项动物实验中发现，经过ZYAN1 类似物（增强HIF-1α表达）处理的大鼠，其HIF-1α和BNIP3的表达水平被上调，且线粒体自噬体数量和自噬相关蛋白LC3-B的表达水平显著增加；Wang F等[27]在研究中表示，HIF-1α/BNIP3信号通路的活性可能对线粒体自噬防御系统至关重要；Amin N等[28]通过研究发现，在治疗缺血性脑卒中小鼠的过程中， HIF-1α信号通路被激活，其下游基因VEGF、TrkB、PI3K表达增加，并且在这一过程中血管生成增多、死亡神经细胞减少、神经元线粒体的自噬作用被改变，提示了HIF-1α通路在缺血性脑卒中的治疗中作用可能与调控线粒体自噬有关。本研究在进一步的观察中发现，激动剂组中Beclin-1以及LC3B的蛋白表达显著高于模型组和抑制剂组，并且透射电镜下的线粒体受损程度远低于模型组，说明了HIF-1α/BNIP3通路参与了缺血性脑卒中大鼠的神经功能变化，并影响脑组织线粒体自噬。分析原因可能是，HIF-1α的激活不仅增强了细胞对缺氧环境的适应能力，还通过调节直接下游效应分子BNIP3，进而增强线粒体自噬，促进细胞的保护和修复机制，进而减轻脑组织病理学损伤[29]。
[bookmark: OLE_LINK47]修春英等[30]在对缺氧诱导的心肌损伤大鼠进行干预时发现，循经取穴组大鼠心肌组织中HIF-1α的mRNA和蛋白质表达量均显著高于模型组，提示了循经取穴干预能够在一定程度上调控HIF-1α通路的活性，猜测其可能会对缺血性脑卒中的脑组织损伤产生影响。为了进一步明确循经按摩对缺血性脑卒中神经功能的干预作用是否通过HIF-1α/BNIP3通路调控，本研究在按摩组的基础上联合使用HIF-1α抑制剂干预，发现与按摩组相比，按摩+＋抑制剂组大鼠神经功能缺损评分、脑梗死体积以及脑半球肿胀程度均明显提高，且海马组织的HE染色可见明显细胞数量变少、组织受损状态更为严重，说明了在循经按摩的基础上，降低HIF-1α/BNIP3通路活性同样会进一步加重脑组织损伤，可见在循经按摩治疗的缺血性脑卒中的过程中，HIF-1α/BNIP3通路发挥重要的调控作用。为了进一步明确循经按摩对HIF-1α通路的调控机制，本研究通过Western blotWB实验发现，与模型组相比，按摩组HIF-1α、BNIP3、Beclin-1以及LC3B蛋白表达均上调，而按摩+＋抑制剂组则会降低这些蛋白质的表达但仍高于模型组，并且通过透射电镜对大鼠海马区自噬小体数量进行观察可以发现按摩＋+抑制剂组线粒体的受损程度仍低于模型组，说明了循经按摩能够通过促进HIF-1α/BNIP3通路活性进而影响缺血性脑卒中的神经功能，而这一过程可能与线粒体自噬有关。分析原因可能是，在循经按摩的过程中能够通过调节肌肉的收缩和舒张，使得组织间压力得到调节，并通过神经-内分泌系统调节血管舒、缩功能和血管壁的通透性，进而加快血液、内分泌、神经等组织进入良性循环体系，从而加快脑局部组织的氧化应激和新陈代谢，最终改善脑神经功能[31]。Rahayu U B等人[32]认为按摩类物理疗法的干预会使得患者的肌肉张力、关节灵活性以及整体运动协调性均得到了不同程度的改善，但对机体产生这些积极影响；高洁等人[33]认为穴位按摩结合常规认知康复训练这种综合治疗方法能够显著加速患者认知功能的恢复进程，这也与本研究的结论相似。在一项综述报道中指出，胃肠道组织中的神经细胞数量与脑组织中的神经细胞数量极为接近，认为胃肠道与大脑之间可能存在密切联系，并且这一关系影响着脑组织的生理病理变化[34]；现代中医研究中提出的“肝-肠-脑轴”概念认为肝失疏泄、大肠降泄不及、腑气不通时，浊毒上逆侵犯脑窍，可导致脑功能障碍，而通过调理肝胃功能，可以改善胃肠道功能，减少浊毒上逆，从而保护脑功能[35]；祁正亮等在一项动物实验中发现[36]，对于肝胃不和型功能性消化不良大鼠，抑制其HIF-1α/BNIP3通路活性能够进一步抑制线粒体自噬，进而发挥改善胃肠功能的作用，提示了在改善脑神经功能的过程中调控胃、肝功能具有重要意义，而HIF-1α/BNIP3通路则发挥着重要的调控作用。这也证实了本研究中以肝经、胃经为循经按摩的主要穴位，进一步调控HIF-1α/BNIP3通路进而影响缺血性脑卒中大鼠脑组织线粒体自噬的相关结论。
综上所述，在治疗缺血性脑卒中采用循经按摩的方式能够有效改善脑组织的线粒体功能，其机制可能与促进HIF-1α/BNIP3通路活性有关，为后续循经按摩在缺血性脑卒中患者临床治疗中的应用提供了理论基础。然而本次研究仅观察了按摩对缺血性脑卒中的影响，尚未进行中医其他康复手段的对比，无法明确按摩的优势，同时，研究仅在动物层面观察了循经按摩的干预效果，尚未在患者中进行疗效分析，仍需要在临床研究中开展进一步的观察；并且循经按摩对缺血性脑卒中的长期影响效果如何同样需要进一步探究。
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