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舒筋健脑方对脑性瘫痪模型大鼠脑组织神经修复
及PI3K-AKT-mTOR通路的影响

于睿钦，莫岩君，张厚君，刘港，周卓荦，阮泽辰，徐林，穆晓红 ✉

北京中医药大学东直门医院，北京市东城区海运仓5号，100700

［摘要］ 目的　探讨舒筋健脑方治疗脑性瘫痪的可能作用机制。方法　将30只7日龄SD大鼠随机分为正常组、

模型组和舒筋健脑方组，每组10只。模型组与舒筋健脑方组采用经典Rice-Vannucci模型方法建立脑性瘫痪模型。

造模成功后舒筋健脑方组大鼠予舒筋健脑方 16 g/ （kg·d） 灌胃，正常组与模型组予生理盐水 10 ml/ （kg·d）
灌胃，每日 1 次。干预 1 周后检测大鼠体质量，进行 Zea-Longa 评分及翻身实验、后肢悬吊实验评估；HE 染

色和尼氏染色观察脑组织病理形态，并计算尼氏染色阳性神经元数量；ELISA法检测脑组织炎症因子白细胞

介素 1β （IL-1β）、肿瘤坏死因子 α （TNF-α） 含量；免疫荧光法检测脑组织神经丝蛋白 200 （NF200）、髓鞘

碱性蛋白 （MBP） 水平；Western Blot法检测脑组织磷脂酰肌醇 3-激酶 （PI3K）、蛋白激酶 B （AKT）、哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白 （mTOR） 蛋白水平。结果　与正常组比较，模型组大鼠Zea-Longa评分升高，后肢悬吊实

验评分降低 （P＜0. 01）；病理结果显示脑组织大脑皮层结构松散、海马萎缩，脑细胞损伤，IL-1β、TNF-α
含量升高，皮层及海马 CA1区尼氏染色阳性神经元数量减少，NF200、MBP免疫荧光强度及 PI3K、mTOR 蛋

白水平均降低 （P＜0. 05 或 P＜0. 01）。与模型组比较，舒筋健脑方组大鼠 Zea-Longa 评分降低，后肢悬吊实

验评分升高 （P＜0. 05）；舒筋健脑方组脑组织病理损伤有所改善，IL-1β、TNF-α 含量降低，皮层及海马

CA1 区尼氏染色阳性神经元数量增多，NF200、MBP 免疫荧光强度及 PI3K、mTOR 蛋白水平均升高 （P＜
0. 05 或 P＜0. 01）。各组大鼠体质量、翻身时间、脑组织 AKT 蛋白水平比较差异均无统计学意义 （P＞
0. 05）。结论　舒筋健脑方可改善脑性瘫痪模型大鼠的神经功能，发挥神经修复作用，其作用机制可能与降

低脑组织炎症反应和激活PI3K/AKT/mTOR信号通路有关。

［关键词］  脑性瘫痪；脑损伤；神经修复；舒筋健脑方；磷脂酰肌醇 3-激酶；蛋白激酶 B；哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白

脑性瘫痪（cerebral palsy，CP）简称脑瘫，是

患儿在围产期脑发育未成熟阶段受到损害，形成以

运动障碍和姿势异常为主的综合征［1］。脑瘫是导致

儿童肢体致残的主要疾病之一，也是伴随终身的疾

病，严重影响患者身心健康和生活质量［2］。因此，

研究脑瘫发病机制以及干预措施，延缓和减轻脑瘫

患者肢体残疾的发生和发展至关重要。脑瘫可归属

于中医学“五迟”“五硬”范畴。舒筋健脑方是本

团队临床治疗脑瘫的经验方，由补阳还五汤加减化

裁而来，具有补益肝肾、祛风通络之功。前期临床

研究表明，舒筋健脑方可以改善脑瘫患者的运动能

力与认知功能［3-4］。缺血缺氧脑损伤是脑瘫的重要

成因之一，炎症反应与氧化应激产生大量促炎因子

［如白细胞介素 1β （IL-1β）、肿瘤坏死因子 α
（TNF-α） 等）］ 及脂质过氧化产物，导致神经元

死亡、脑细胞分化和髓鞘损伤［5］。前期实验研究发

现，舒筋健脑方可以减轻缺血缺氧脑瘫大鼠模型海

马细胞损伤，抑制炎症因子表达，从而减轻脑组织

缺血缺氧损伤和大脑皮质的组织炎症反应［6-7］。另

外，本团队通过基因生物信息学分析和网络药理学
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分析发现，磷脂酰肌醇3-激酶（PI3K） /蛋白激酶B
（AKT） /哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 （mTOR） 通路

是脑瘫治疗的重要靶点［8］。PI3K/AKT/mTOR 通路

在神经修复（尤其是脑瘫）中的作用近年来受到广

泛关注，其调控机制与抑制细胞凋亡、调节炎症反

应等途径有关［9］。因此，本研究从神经修复及PI3K/
AKT/mTOR通路方面探究舒筋健脑方治疗脑瘫的可

能作用机制，为其临床应用提供客观依据。本实验

已通过中国中医科学院中医基础理论研究所实验动

物中心伦理审查委员会审批（批号：IBTCMCACMS21-

2304-01）。
1　材料和方法

1. 1　动物

SPF级 SD大鼠 30只，7日龄，体质量 11~14 g，
购自北京维通利华实验动物技术有限公司，实验动

物生产许可证号：SCXK （京） 2023-0006。所有大

鼠饲养于中国中医科学院中医基础理论研究所 SPF
级环境下，温度 22 ℃，湿度 40%~50%，12 h光/暗
循环，标准饲料喂养，自由活动。

1. 2　药物

舒筋健脑方组成：黄芪9 g，杜仲6 g，牛膝6 g，
益智仁 6 g，当归 9 g，赤芍 9 g，伸筋草 12 g，透骨

草 12 g，钩藤 6 g。颗粒剂由北京同仁堂 （集团）

有限责任公司生产，3. 5 g/袋，货号：20240627。
1. 3　主要试剂与仪器

异氟烷 （货号：R510-22-10），瑞沃德生命科

技股份有限公司；戊巴比妥钠（货号：57330），德

国默克公司；IL-1β （货号：JM-01454R2）、TNF-α
（货号：JM-01587R1） ELISA 测定试剂盒，江苏晶

美生物科技有限公司；苏木精-伊红染液试剂盒

（货号：B1002）、牛血清白蛋白（BSA，货号：B0018）、

CY3 标记山羊抗兔二抗 （货号：B100802）、DAPI
（货号：B0011），武汉百仟度生物科技有限公司；

活性蛋白提取试剂盒（货号：KGP10100），江苏凯

基生物技术股份有限公司；RIPA 裂解缓冲液（货

号：C1053），北京普利莱基因技术有限公司；

PI3K 抗体（货号：20584-1-AP）、AKT 抗体（货号：

10176-2-AP）、mTOR抗体（货号：66888-1-lg），武

汉三鹰生物技术有限公司；辣根过化氧物酶标记羊

抗兔二抗（货号：7054），美国 CST 公司；兔抗甘

油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（货号：ab8245），

英国 Abcam 公司；神经丝蛋白 200 （NF200） 抗体

（货号：bs-10680R），北京博奥森生物技术有限公

司；髓鞘碱性蛋白（MBP）抗体（货号：GB12226），

武汉赛维尔生物科技有限公司。

JE1001 型电子天平，杭州恒仪仪表科技有限

公司；RB-200 型智能热板仪，成都泰盟科技有限

公司；R500IE 通用型小动物吸入麻醉机，瑞沃德

生命科技股份有限公司；AR8100 型氧气检测仪，

香港希玛仪器仪表有限公司；RM2016型病理切片

机，上海徕卡仪器有限公司；Eclipse-CI 型荧光显

微镜、DS-U3 型凝胶成像系统，日本尼康公司；

PowerPac Basic型稳压稳流电泳仪，美国伯乐公司。

1. 4　分组、造模及给药

将30只7日龄SD大鼠采用随机数字表法分为正

常组、模型组、舒筋健脑方组，每组10只。模型组、

舒筋健脑方组大鼠采用经典Rice-Vannucci模型［10-11］

建立脑瘫模型：采用异氟烷吸入麻醉（诱导麻醉浓

度为 3. 0 vol%），持续低剂量麻醉（维持麻醉浓度

为 1. 5 vol%）；颈前路正中入路消毒，分离皮下组

织筋膜，显露左侧颈总动脉，采用两端结扎中间切

断的方式阻断颈动脉血供，止血缝合，再次消毒切

口，保暖复苏大鼠后，放入密闭缺氧箱，密闭箱中

气体组成为 92% 氮气和 8% 氧气，将密闭箱放入

39 ℃水浴中保持恒温，2. 5 h结束缺氧环境，将大

鼠放回饲养笼。正常组除不进行颈动脉结扎外，其

余操作同模型组。造模 24 h 后采用 Zea-Longa 评

分［12］进行模型评价，评分1~3分为造模成功。

所有大鼠均造模成功，按照动物与人体表面积

剂量体积换算法［13］，并根据前期研究结果［6-7］，舒

筋健脑方组大鼠给予舒筋健脑方溶液（将 3. 73 g舒
筋健脑方颗粒充分溶于 50 ml生理盐水中以配制溶

液）16 g/（kg·d）灌胃，正常组与模型组大鼠予10 ml/
（kg·d）生理盐水灌胃，均每日1次，持续干预1周。

1. 5　观察指标及方法

1. 5. 1　体质量、Zea-Longa 评分及行为学指标比

较　最后一次灌胃后次日，检测各组大鼠体质量，

进行 Zea-Longa 评分以评估大鼠神经功能损伤的严

重程度。Zea-Longa评分标准［12］：正常表示无神经

功能缺损，计 0分；左侧前爪不能完全伸展表示轻

度神经功能缺损，计 1分；行走时向瘫痪侧转圈表

示中度神经功能缺损，计 2分；行走时向瘫痪侧倾

倒表示重度神经功能缺损，计 3分；不能自发行走

表示有意识丧失，计 4分。重复评分 3次，取平均

值。行为学指标：1）采用翻身实验评估大鼠的原

始反射［14］：：将大鼠背靠在棉布垫上，保持该姿势

5 s 后释放大鼠，记录大鼠回到俯卧位置所需的时
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间，每只大鼠重复 3 次取平均值。2）采用后肢悬

吊实验评估大鼠后肢力量［15］：：使用 50 ml的锥形离

心管，用湿棉球填充，将大鼠面朝下放入离心管

内，使其后肢悬挂在离心管的边缘上，放开大鼠，

观察其后肢姿势并进行评分。评分标准［15］：后肢

分离正常，尾巴抬起，计 4分；后肢虚弱且靠得较

近，但很少接触，计 3分；后肢相互靠近，经常接

触，计 2 分；后肢明显虚弱，几乎总是抱在一起，

尾巴翘起，计 1分；后肢不断抓紧，尾巴放低，或

在任何一段时间内都抓不住管子，计0分。

1. 5. 2　ELISA 法检测脑组织炎症因子含量　行为

学检测结束后，各组大鼠予腹腔注射 1%戊巴比妥

钠 （45 mg/kg） 麻醉，经 4% 多聚甲醛心脏灌注，

取大鼠脑组织，采用随机数字表法选取 3 只用于

HE 染色和尼氏染色；剩余 7 只再采用随机数字表

法选取 3只用于免疫荧光法和Western Blot法检测，

最后4只用于ELISA法检测。

取大鼠脑组织 50 mg，加入 1 ml 匀浆缓冲液，

用匀浆器充分匀浆，4 ℃、3000 r/min 离心 15 min
（离心半径 13. 5 cm）后取上清液，采用ELISA试剂

盒检测炎症因子 IL-1β、TNF-α 含量，严格按照试

剂盒说明书进行操作。

1. 5. 3　HE 染色、尼氏染色观察脑组织病理形态　

　取大鼠脑组织，长度为 1 cm。采用全自动脱水

机脱水后进行石蜡包埋，制作石蜡切片，厚 4 μm，

进行HE染色、尼氏染色，封片后于光学显微镜下

扫描观察。使用 ImageJ 1. 8. 0软件统计尼氏染色阳

性的神经元数量（只计入形态结构正常的神经元，

视野四周未完整截取到的神经元不计入）。

1. 5. 4　免疫荧光法检测脑组织 NF200、MBP 水

平　取大鼠脑组织进行切片脱蜡、乙醇梯度脱水

后，EDTA修复液抗原修复。切片甩干后加入自发

荧光淬灭剂 5 min，流水冲洗 10 min，3% BSA孵育

封闭 30 min。去除封闭液后，滴加NF200 （稀释比

例为 1∶100）、MBP （稀释比例为 1∶1000）一抗，

4 ℃孵育过夜。PBS漂洗 3次，每次 5 min，滴加对

应二抗（稀释比例为 1∶200），避光室温孵育 1 h。
PBS 漂洗后滴入 DAPI 复染细胞核，避光室温孵育

10 min。甩干后用抗荧光淬灭封片剂封片，激光共

聚焦显微镜下观察并采集图像，并通过 Image J 
1. 8. 0软件半定量分析蛋白阳性表达荧光强度。

1. 5. 5　 Western Blot 法 检 测 脑 组 织 PI3K、 AKT、

mTOR 蛋白水平　取大鼠脑组织研磨后加入适量

RAPI 裂解液裂解，提取组织总蛋白上清液，采用

BCA法测定蛋白浓度。每组取等量蛋白上样，电泳

转膜后，5%脱脂奶粉室温封闭 1 h。分别滴加一抗

（PI3K、AKT、mTOR 稀释浓度均为 1∶1000），过

夜后 TBST 冲洗，加入相应二抗 （稀释浓度为 1∶
4000） 室温孵育 1 h，ECL 发光法行胶片曝光，使

用 Image J 1. 8. 0 软件测定蛋白灰度值，以 GAPDH
为内参，以目的蛋白与内参灰度值的比值表示目的

蛋白水平。

1. 6　统计学方法

采用 SPSS 22. 0软进行统计分析。计量资料均

符合正态分布以均值±标准差 （x̄±s） 表示，满足

方差齐性多组间比较采用单因素方差分析，组间两

两比较采用 LSD 法检验；方差不齐采用 Dunnett-T3

检验。以P＜0. 05为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　各组大鼠体质量、Zea-Longa 评分及行为学指

标比较

表1示，与正常组比较，模型组大鼠Zea-Longa
评分升高，后肢悬吊实验评分降低 （P＜0. 01）。

与模型组比较，舒筋健脑方组大鼠 Zea-Longa 评分

降低，后肢悬吊实验评分升高 （P＜0. 05）。各组

大鼠体质量及翻身时间比较差异均无统计学意义

（P＞0. 05）。

2. 2　各组大鼠脑组织 IL-1β、TNF-α含量比较

表 2 示，与正常组比较，模型组大鼠脑组织

IL-1β、TNF-α 含量均升高 （P＜0. 01）。与模型组

比较，舒筋健脑方组大鼠脑组织 IL-1β、TNF-α 含

量均降低（P＜0. 01）。

表1　各组大鼠体质量、Zea-Longa评分、翻身时间、后肢悬吊实验评分比较

Table 1　Comparison of body mass， Zea-Longa score，body-turning time，and scores of hind limb suspension experiment 
in rats of each group （x̄±s）

组别

正常组

模型组

舒筋健脑方组

鼠数

10
10
10

体质量/g
25. 89±2. 82
25. 41±3. 07
25. 94±2. 89

Zea-Longa评分/分
0

1. 30±0. 67 a）

0. 80±0. 79 b）

翻身时间/s
1. 92±0. 19
1. 91±0. 24
1. 94±0. 18

后肢悬吊实验评分/分
4. 00±0. 00
3. 00±0. 82 a）

3. 30±0. 67 b）

注：a）与正常组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 05。
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2. 3　各组大鼠脑组织HE染色结果比较

图 1示，正常组大鼠的大脑皮层与海马结构整

齐，细胞排列紧密，细胞密度较高，染色较均匀，

细胞核清晰，无明显的细胞损伤迹象。模型组大鼠

的大脑皮层结构松散、海马萎缩，细胞分布稀疏，

细胞密度下降，细胞间隙增大，细胞核固缩，轮廓

不清楚，细胞变性较多，神经元数目显著减少。舒

筋健脑方组大鼠大脑皮层与海马结构接近正常，细

胞排列较整齐，少量细胞核固缩，但较模型组程度

轻，病理损伤有一定程度的改善。

2. 4　各组大鼠脑组织尼氏染色结果比较

图 2示，正常组大鼠大脑皮层与海马神经元排

列均匀整齐，形态结构完整，尼氏染色阳性神经元

数量丰富；模型组大鼠大脑皮层与海马神经元排列

紊乱，形态不规则，尼氏染色阳性神经元数量较

少；与模型组比较，舒筋健脑方组大鼠大脑皮层与

海马神经元排列较为密集，尼氏染色阳性神经元数

量较多。表 3示，与正常组比较，模型组大鼠脑组

织皮层及海马 CA1 区尼氏染色阳性神经元数量减

少 （P＜0. 01）。与模型组比较，舒筋健脑方组大

鼠脑组织皮层及海马 CA1 区尼氏染色阳性神经元

数量增多（P＜0. 05或P＜0. 01）。

表2　各组大鼠脑组织 IL-1β、TNF-α含量比较

Table 2　Comparison of IL-1β and TNF-α content in brain 
tissue of rats in each group （pg·ml-1，x̄±s）

组别

正常组

模型组

舒筋健脑方组

鼠数

4
4
4

IL-1β
19. 42±2. 16
71. 79±6. 08 a）

43. 12±4. 21 b）

TNF-α
41. 73±4. 21

102. 93±15. 12 a）

63. 49±4. 72b）

注：IL-1β，白细胞介素1β；TNF-α，肿瘤坏死因子α。

a）与正常组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 01。

皮层

海马CA1区

正常组

正常组

模型组

模型组

舒筋健脑方组

舒筋健脑方组

              注：皮层中黑色箭头指示为细胞变性；海马CA1区中黑色箭头指示为神经元数目显著减少。

图1　各组大鼠脑组织HE染色图（×200）
Figure 1　HE staining of rat brain tissue in each group （×200）

皮层

海马CA1区

正常组

正常组

模型组

模型组

舒筋健脑方组

舒筋健脑方组

              注：黑色箭头指示为神经元。

图2　各组大鼠脑组织尼氏染色图（×200）
Figure 2　Nissen staining of rat brain tissue in each group （×200）
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2. 5　各组大鼠脑组织 NF200、MBP 免疫荧光强度

比较

表 4 示，与正常组比较，模型组大鼠脑组织

NF200、MBP免疫荧光强度均降低（P＜0. 01）。与

模型组比较，舒筋健脑方组大鼠脑组织 NF200、
MBP 免疫荧光强度均升高 （P＜0. 01）。各组大鼠

脑组织 NF200、MBP 免疫荧光染色图分别见图

3、图4。

表3　各组大鼠脑组织尼氏染色阳性神经元数量比较

Table 3　Comparison of the number of Niehl's staining positive 
neurons in rat brain tissue of each group （个，x̄±s）

组别

正常组

模型组

舒筋健脑方组

鼠数

3
3
3

皮层

437. 00±29. 82
313. 33±14. 53 a）

366. 33±21. 13 b）

海马CA1区

335. 67±16. 04
172. 33±11. 93 a）

298. 33±10. 07 c）

注：a） 与正常组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜

0. 05；c）与模型组比较，P＜0. 01。

表4　各组大鼠脑组织NF200、MBP免疫荧光强度比较

Table 4　Comparison of the intensity of NF200 and MBP immu⁃
nofluorescence in rat brain tissue of each group （x̄±s）

组别

正常组

模型组

舒筋健脑方组

鼠数

3
3
3

NF200
82. 18±1. 67
52. 38±3. 53 a）

70. 05±2. 61 b）

Mbp
78. 21±2. 77
49. 97±4. 48 a）

68. 93±2. 24 b）

注：NF200，神经丝蛋白200；MBP，髓鞘碱性蛋白。

a）与正常组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 01。

                      注：NF200，神经丝蛋白200；红色荧光为NF200阳性表达，蓝色为DAPI。
图3　各组大鼠脑组织NF200免疫荧光染色图（×200）

Figure 3　 Immunofluorescence staining of NF200 in rat brain cortex in each group （×200）

                 注：MBP，髓鞘碱性蛋白；红色荧光为MBP阳性表达，蓝色为DAPI。
图4　各组大鼠脑组织MBP免疫荧光染色图（×200）

Figure 4　Immunofluorescence staining of MBP in rat brain cortex in each group （×200）
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2. 6　各组大鼠脑组织 PI3K、AKT、mTOR 蛋白水

平比较

表 5 示，与正常组比较，模型组大鼠脑组织

PI3K、 mTOR 蛋白水平均降低 （P＜0. 05 或 P＜
0. 01）。与模型组比较，舒筋健脑方组大鼠脑组织

PI3K、mTOR蛋白水平均升高（P＜0. 05）。各组大

鼠脑组织 AKT 蛋白水平比较差异均无统计学意义

（P＞0. 05）。各组大鼠脑组织 PI3K、AKT、mTOR
蛋白电泳图见图5。

3　讨论

脑瘫作为一种神经系统伤残综合征，其病因病

机及证候较为复杂。中医学认为，脑瘫多由先天禀

赋不足，肝肾亏虚，后天失养，脾胃虚弱，气血化

源不足，不能荣养五脏，脏腑功能失调，加上感

染、产伤等因素导致患儿脑络损伤，或者毒素蓄

积，脑部气血运行受阻，最终导致患儿骨脉不强、

肌肉痿弱、发育迟缓［16］。脑瘫虚损主要为肝肾、

脑髓不足，治疗以补为主，兼以祛邪，标本兼顾。

舒筋健脑方具有补益肝肾、祛风通络之功，方中大

量补气药与少量活血化瘀药同用，体现了益气活血

法，使气虚得补，经络得通，补气而不壅滞。黄芪

补气升阳，使气旺血行；益智仁温补肾气，暖脾固

精健脑；当归、赤芍、杜仲养血活血，化瘀而不伤

血；钩藤擅长清热平肝，熄风止痉；牛膝、伸筋

草、透骨草活血舒筋，袪风通经。

本研究采用的 Rice-Vannucci 模型是最常用的

脑瘫动物模型，通过结扎单侧颈总动脉构建脑缺血

条件，通过外部低氧环境构建脑缺氧条件，使大鼠

在大脑发育的关键时期受到脑损伤从而模拟脑瘫的

缺血缺氧脑损伤状态［11］。本团队前期研究显示，

舒筋健脑方高剂量［16 g/（kg·d）］对保护大鼠脑

组织细胞疗效不亚于米诺环素［6-7］。因此，本实验

采用 16 g/（kg·d） 剂量进行干预，未设计不同的

舒筋健脑方剂量组及西药组，仅探讨舒筋健脑方对

神经修复和 PI3K/AKT/mTOR 通路的影响。本研究

结果显示，脑瘫模型大鼠 Zea-Longa 评分较正常大

鼠升高，后肢悬吊实验评分则降低，而舒筋健脑方

干预后 Zea-Longa 评分降低、后肢悬吊实验评分升

高，说明舒筋健脑方可改善脑瘫模型大鼠神经功能

损伤和后肢运动能力。各组大鼠体质量比较差异无

统计学意义，可能是由于干预周期较短（7天）而

未充分显现体质量的变化。翻身实验反映了大鼠的

原始反射情况，在出生后大约5天出现［14］。本研究

中各组大鼠翻身时间比较差异无统计学意义，原因

可能涉及神经系统代偿调节，促使大鼠翻身反射在

短期内得以恢复，后续研究可增设多个观测时间点

以进一步揭示行为学差异。

神经修复是改善脑瘫患者运动功能，治疗该疾

病的突破点。近年来，国内外研究者进行了多种神

经修复策略，包括干细胞治疗、物理治疗和功能性

电刺激等［17］，这些方法旨在促进神经再生和功能

重建，但突破性的临床应用尚未出现。研究［18］表

明，损伤神经的再生需要使受损神经元活跃，进入

轴突易生长状态，并促进轴突跨越损伤区域，完成

轴突再生过程中的髓鞘重组。脑瘫患者中枢和周围

神经纤维均有明显脱髓鞘表现，使神经异常放电、

动作电位准确，轴突髓鞘的重组是此过程的关

键［19］。NF200 与 MBP 是神经损伤和神经修复的重

要标志物。NF200作为神经细胞的骨架蛋白主要成

分，为轴突提供结构支持，与髓鞘密切相关，是神

经系统的重要物质成分，也是轴突损伤的生物标志

物［20］。MBP 是一种重要的髓鞘蛋白，起到维持髓

鞘结构和功能的关键作用，髓鞘损伤时 MBP 在脑

组织内的表达降低［21］。PI3K/AKT/mTOR 是神经修

复的重要通路，参与缺血缺氧脑损伤后抑制炎症反

表5　各组大鼠脑组织PI3K、AKT、mTOR蛋白水平比较

Table 5　Comparison of PI3K，AKT and mTOR protein levels 
in rat brain tissue between groups （/GAPDH，x̄±s）

组别

正常组

模型组

舒筋健脑方组

鼠数

3
3
3

PI3K
0. 46±0. 07
0. 22±0. 09 a）

0. 36±0. 13 c）

AKT
0. 49±0. 09
0. 46±0. 05
0. 51±0. 07

mTOR
0. 42±0. 07
0. 20±0. 07 b）

0. 35±0. 03 c）

注：PI3K，磷脂酰肌醇 3-激酶；AKT，蛋白激酶 B；mTOR，

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白。

a） 与正常组比较，P＜0. 05；b） 与正常组比较，P＜0. 01；
c）与模型组比较，P＜0. 05。

注：PI3K，磷脂酰肌醇 3-激酶；AKT，蛋白激酶B；

mTOR，哺乳动物雷帕霉素靶蛋白。

图5　各组大鼠脑组织PI3K、AKT、mTOR蛋白电泳图

Figure 5　Electrophoresis of PI3K，AKT，and mTOR 
proteins in rat brain tissue of each group
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应、调控细胞凋亡和减轻氧化应激等过程［9］，并且

还参与神经元的增殖、分化、存活，调控突触形成

和再生等过程［22］。mTOR是通路中关键的下游效应

分子，其受到 PI3K 和 AKT 的调控，并与 PI3K、

AKT协同作用［23］。mTOR主要通过调控mTOR复合

体 1 （mTORC1） 和 mTOR 复合体 2 （mTORC2） 的

表达以及上调生长因子，从而促进神经炎症后的受

损组织修复；并且在突触后部位的调节中起着关键

作用，影响突触可塑性和神经递质的释放［24］。本

研究结果显示，与正常组比较，模型组大鼠脑组织

皮层及海马区存在细胞损伤、神经元数量减少，炎

症因子 IL-1β、TNF-α 含量升高，，神经修复相关的

标志物 NF200、MBP 降低，PI3K、AKT、mTOR 蛋

白水平降低；而舒筋健脑方干预后，上述各指标及

脑组织病理损伤均明显改善，说明舒筋健脑方可以

减轻脑瘫模型大鼠脑组织炎症反应，促进神经修

复，其作用机制可能与 PI3K/AKT/mTOR 信号通路

有关。

综上所述，舒筋健脑方可促进脑瘫模型大鼠的

神经元存活、轴突修复与髓鞘重组，改善其神经功

能，发挥修复与神经保护作用，其作用机制可能是

通过激活 PI3K/AKT/mTOR 信号通路实现的。本研

究的不足之处在于未设计体外实验，后续我们将进

行更深入的实验探究。
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sured， and Zea-Longa scores， the righting reflex test， and the hindlimb suspension test were conducted for assess⁃
ment； hematoxylin-eosin （HE） staining and Nissl staining were used to observe pathological changes in brain tissue， 
and the number of Nissl-positive neurons was counted； enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） was employed 
to measure levels of inflammatory cytokines in the brain tissue， specifically interleukin-1β （IL-1β） and tumor necro⁃
sis factor- α （TNF- α）； immunofluorescence was used to detect the expression levels of neurofilament protein 200 
（NF200） and myelin basic protein （MBP） in brain tissue； Western Blot analysis was conducted to determine the pro⁃
tein levels of phosphoinositide 3-kinase （PI3K）， protein kinase B （Akt/PKB/Rac）， and mammalian target of rapamycin 
（mTOR） in brain tissue.   Results　Compared with the normal group， rats in the model group showed significantly 
higher Zea-Longa scores and lower scores in the hindlimb suspension test （P＜0. 01）； pathological findings revealed 
loose structure in the cerebral cortex， hippocampal atrophy， and neuronal damage in brain tissue.  Levels of IL-1β 
and TNF- α elevated， and the number of Nissl-stained positive neurons in the cortex and hippocampal CA1 region 
reduced， and immunofluorescence intensity of NF200 and MBP， as well as protein expression levels of PI3K and 
mTOR， significantly decreased （P＜0. 05 or P＜0. 01）.  Compared with the model group， rats in Shujin Jiannao Formula 
group showed decreased Zea-Longa scores and increased hindlimb suspension test scores （P＜0. 05）； pathological 
damage in brain tissue alleviated， levels of IL-1β and TNF-α reduced， the number of Nissl-stained positive neurons 
in the cortex and hippocampal CA1 region increased， and the immunofluorescence intensity of NF200 and MBP， as 
well as the protein levels of PI3K and mTOR， significantly elevated （P＜0. 05 or P＜0. 01）.  There were no statisti⁃
cally significant differences among the groups in body weight， body-turning time， or AKT protein levels in brain tissue 
（P＞0. 05）.   Conclusion　Shujin Jiannao Formula can improve the neurological function of rats with cerebral palsy， 
exert neurorestorative effects， and its mechanism of action may be related to the reduction of inflammatory response in 
brain tissue and the activation of the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway.
Keywords cerebral palsy； brain injury； neural repair； Shujin Jiannao Formula （舒筋健脑方）； phosphatidylinositol 
3-kinase （PI3K）； protein kinase B （Akt/PKB/Rac）； mammalian target of rapamycin （mTOR）
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