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舒筋健脑方干预脑瘫模型大鼠减轻大脑皮质的组织炎症反应

文题释义：

舒筋健脑方：由补阳还五汤加减化裁而来，由黄芪、益智仁、杜仲、当归、牛膝、赤芍、钩藤、伸筋草、透骨草等9味中药组成，共奏补

益脾肾、熄风通络之功。

JAK2/STAT3：是中枢神经系统介导炎症和免疫反应的关键信号通路，参与神经细胞存活、增殖、分化、凋亡的过程。

摘要

背景：舒筋健脑方是北京中医药大学东直门医院治疗脑瘫的经验方剂，临床疗效明确，但具体作用机制有待阐明。

目的：探讨舒筋健脑方治疗脑性瘫痪的可能作用机制。

方法：64只7 d龄SD大鼠幼鼠随机分为正常组12只和造模组52只。造模组幼鼠采用Rice-Vannucci法建立模型，造模成功的52只幼鼠随机分为

模型组12只、米诺环素组及舒筋健脑方低、中、高剂量组各10只。米诺环素组大鼠给予40 mg/(kg•d)盐酸米诺环素灌胃；舒筋健脑方低、

中、高剂量组分别给予舒筋健脑方颗粒4，8，16 g/(kg•d)灌胃；正常组及模型组给予等剂量生理盐水灌胃。各组每日灌胃1次，连续干预

1周。各组大鼠采用悬吊实验、不自主动作评分、Bederson评分进行行为学评价；苏木精-伊红染色观察大脑皮质组织病理改变；Elisa法检

测大脑皮质组织炎症相关因子水平；免疫组化检测大脑皮质组织酪氨酸激酶2(Janus kinase 2，JAK2)、磷酸化酪氨酸激酶2(Phosphorylated 
janus kinase 2，p-JAK2)及磷酸化信号转导子和转录激活子3(Phosphorylated signal transducer and activator of transcription 3，p-STAT3)阳性表

达；Western blot检测JAK2、p-JAK2、p-STAT3蛋白表达水平。

结果与结论：①与正常组比较，模型组大鼠悬吊实验得分、不自主动作得分降低(P < 0.01或P < 0.05)；神经细胞结构破坏，大量空泡形成，

细胞肿胀，细胞间隙增大；大脑皮质组织肿瘤坏死因子α、白细胞介素1β水平显著升高(P < 0.01)，白细胞介素10水平降低(P < 0.05)；大脑

皮质组织JAK2、p-JAK2、p-STAT3蛋白表达显著升高(P < 0.01)。②与模型组比较，米诺环素组及舒筋健脑方各剂量组大鼠行为学指标改善(P < 
0.01或P < 0.05)；缺血缺氧性病理改变减轻，仅有少量神经细胞坏死及少量空泡形成，细胞间隙减小；大脑皮质组织肿瘤坏死因子α、白细

胞介素1β水平降低(P < 0.05)；大脑皮质组织JAK2、p-JAK2、p-STAT3蛋白表达显著降低(P < 0.01)；舒筋健脑方高剂量各指标改善最明显。③

结果说明，舒筋健脑方能够抑制缺血缺氧脑损伤模型大鼠大脑皮质组织炎症反应，其作用机制可能与调节JAK2/STAT3信号通路有关。  
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0   引言   Introduction
脑性瘫痪 (cerebral palsy，CP) 简称脑瘫，是指大脑发育

未成熟阶段，因早产、难产、窒息、黄疸等因素导致的不可

逆性脑组织损伤，主要表现为姿势异常及运动障碍
[1]
。据统

计，中国脑瘫患病率为 0.246%，全国累计 600 余万例
[2]
。脑

瘫具有高致残性，极大地限制了患者活动范围，降低了生活

质量。随着中国传统医学的进步，中医对脑瘫认识的逐步深

入，中医药治疗脑瘫的临床及基础研究工作广泛开展，主要

包括中药内服、针灸、推拿、中药外敷等。中医药治疗脑瘫

具有多靶点、多途径的优势，且具备“简、便、廉、验”的

特点，已成为脑瘫治疗的关键方式
[3]
。

缺血缺氧性脑损伤是脑组织因部分或完全缺氧、脑血流

减少或暂停而引起的脑组织病变，是脑瘫主要病理特征
[4]
。

在缺血缺氧脑损伤过程中，神经炎症反应扮演了重要的角色，

通过释放大量促炎因子及脂质过氧化产物，诱发神经元死亡、

脑细胞分化和髓鞘形成延迟，最终发展为脑瘫
[5-6]

。因此，

寻求有效手段抑制缺血缺氧后脑组织炎症反应，促进神经功

能恢复是治疗脑瘫的关键。

舒筋健脑方由补阳还五汤加减化裁而来，由黄芪、益智

仁、杜仲、当归、牛膝、赤芍、钩藤、伸筋草、透骨草等 9

味中药组成，共奏补益脾肾、熄风通络之功。近年来，中医

药治疗脑损伤研究被广泛开展，如黄芪有效成分黄芪多糖能

有效改善脑缺血缺氧损伤后微环境，发挥脑保护作用
[7]
；益

智仁能抑制大鼠海马区神经细胞凋亡，减轻神经炎症反应
[8]
。

此次研究拟通过构建脑瘫大鼠模型，探讨舒筋健脑方对脑

组织的保护作用，并从酪氨酸激酶 2(Janus kinase 2，JAK2)/

信号转导子和转录激活子 3(signal transducer and activator of 

transcription 3，STAT3) 信号通路探索其作用机制，为临床应

用提供实验依据。

OBJECTIVE: To explore the possible mechanism of Shujin Jiannao Prescription in treating cerebral palsy. 
METHODS: Sixty-four 7-day-old Sprague-Dawley rats were randomly divided into a normal group (n=12) and a model group (n=52). An animal model was 
established by the Rice-Vannucci method. After successful modeling, 52 model rats were randomly divided into control model group (n=12), minocycline group, 
and the low-, medium-, and high-dose groups of the Shujin Jiannao Prescription (n=10 per group). Rats in the minocycline group were given 40 mg/kg•d  
minocycline by gavage; rats in the low-, medium, and high-dose groups were given 4, 8, and 16 g/kg•d Shujin Jiannao Prescription granules by gavage, 
respectively; and rats in the normal group and control model group were given an equal dose of normal saline by gavage. Medication in each group was 
given once a day for 1 week. The rats in each group were evaluated behaviorally using suspension test, abnormal involuntary movement score, and Bederson 
score. The pathological changes of the cerebral cortex were observed by hematoxylin-eosin staining. The levels of tumor necrosis factor α, interleukin 1β, and 
interleukin 10 in the cerebral cortex were determined using ELISA. The positive expressions of Janus kinase 2 (JAK2), phosphorylated Janus kinase 2 (p-JAK2), 
phosphorylated signal transducer and activator of transcription 3 (p-STAT3) in the cerebral cortex were detected using immunohistochemistry. The protein 
expression levels of JAK2, p-JAK2, and p-STAT3 were detected using western blot. 
RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the normal group, the suspension test score and involuntary movement score were decreased in the control 
model group (P < 0.01 or P < 0.05). The pathological results showed structural disruption of nerve cells, formation of large numbers of vacuoles, cell swelling, 
and increased intercellular space in the control model group. In addition, the expressions of tumor necrosis factor α and interleukin 1β in the cerebral cortex 
were significantly increased (P < 0.01), the expression of interleukin 10 was decreased (P < 0.05), and the protein expressions of JAK2, p-JAK2, and p-STAT3 
in the cerebral cortex were significantly increased (P < 0.01) in the control model group compared with the normal group. Compared with the model group, 
minocycline and Shujin Jiannao Prescription at each dose could improve the behavioral indexes of rats (P < 0.01 or P < 0.05) and ischemic-hypoxic pathological 
changes were attenuated, with only a small amount of necrotic nerve cells and a few vacuoles, and reduced intercellular space. Moreover, the expressions 
of tumor necrosis factor α and interleukin 1β in the cerebral cortex were decreased in each drug group compared with the control model group (P < 0.05), 
while the protein expressions of JAK2, p-JAK2, and p-STAT3 in the cerebral cortex were significantly decreased (P < 0.01). The most obvious improvement was 
observed in the high-dose Shujin Jiannao Prescription group. To conclude, Shujin Jiannao Prescription can inhibit inflammation in the cerebral cortex of rats 
with hypoxic-ischemic brain injury. The mechanism may be related to the regulation of the JAK2/STAT3 signaling pathway.
Key words: cerebral palsy; Shujin Jiannao Prescription; inflammation; JAK2/STAT3 signaling pathway
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1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照动物实验。对结果数据进行单因素方差

分析和 LSD 法两两比较或非参数检验。

1.2   时间及地点   实验于 2019 年 9 月至 2021 年 9 月在中医

科学院中医基础理论研究所完成。

1.3   材料

1.3.1   动物   6 只定时妊娠的 SD 母鼠，SPF 级，购买于斯贝

福 ( 北京 ) 生物技术有限公司，动物许可证号：SCXK( 京 ) 

2019-0010。实验动物饲养于中国中医科学院基础理论研究

所实验动物中心，日光灯照明时长为每日12 h，温度22-24 ℃，

湿度 40%-60%，自由食水。母鼠分娩当日记为产后第 1 天，

以 7 d 龄 SD 大鼠 64 只为实验动物，体质量 13-21 g。该实验

经北京中医药大学东直门医院伦理委员会批准，符合实验动

物伦理委员会指导原则，批准号为 DZMEC-KY-2019-85。
1.3.2   药物及试剂   舒筋健脑方由黄芪 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 组成，上述药物均为颗粒剂，购买于北京康仁堂药

业股份有限公司；盐酸米诺环素 ( 瀚晖制药有限公司 )；异氟

烷 ( 河北一品制药股份有限公司 )；肿瘤坏死因子 α、白细胞

介素 1β、白细胞介素 10 试剂盒 ( 南京建成生物工程研究所 )；

苏木精 - 伊红试剂盒 ( 北京索莱宝科技有限公司 )；兔抗 JAK2

抗体、兔抗 p-JAK2 抗体、兔抗 p-STAT3 抗体、兔抗甘油醛 -3-

磷酸脱氢酶 (GAPDH) 抗体 ( 英国 Abcam 公司 )；辣根过氧化

物酶标记羊抗兔二抗 ( 北京中杉金桥生物科技有限公司 )。
1.3.3   实验器材   小动物吸入麻醉机 ( 美国 MATRX 公司 )；氧

气检测仪 AR8100( 香港希玛仪器仪表有限公司 )；电子天平

( 德国赛多利斯公司 )；4 ℃低温高速离心机 ( 美国 Thermo

公司 )；常温高速离心机 ( 德国艾本德公司 )；脱水机、包埋

机 ( 武汉俊杰电子有限公司 )；病理切片机 ( 德国徕卡公司 )；
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倒置显微镜、凝胶成像系统 ( 日本尼康公司 )；稳压稳流电

泳仪、垂直电泳槽 ( 美国伯乐公司 )；计算机图像分析仪 ( 美

国 Media Cybernetics 公司 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   造模方法   使用体积分数 3.0% 异氟烷对 7 d 龄 SD 大鼠

吸入麻醉，待麻醉后固定于手术台，将异氟烷浓度调整为体

积分数 1.5% 持续低剂量麻醉。消毒颈部皮肤，正中切口分

离左侧颈总动脉，双重结扎后剪断血管，缝合皮肤。待术后

1 h，将大鼠放入自制密闭缺氧箱中，通入混合气体模拟缺氧

条件 ( 体积分数 92% 氮气和 8% 氧气 )，2.5 h 后取出，放回

母鼠笼中继续哺乳
[9-10]

。正常组大鼠麻醉下取颈部正中切口，

暴露颈总动脉后缝合，不做颈总动脉结扎及缺氧处理。

缺氧性脑损伤模型大鼠进行后续实验
[13-14]

。

1.4.3   分组及给药   64 只大鼠随机分为正常组 12 只，模型组

12 只，米诺环素组及舒筋健脑方低、中、高剂量组各 10 只。

除正常组外，其余各组在模型构建成功后开展后续研究。参

考既往研究
[15]
，米诺环素组大鼠予以 40 mg/(kg•d) 盐酸米诺

环素灌胃；舒筋健脑方低、中、高剂量组大鼠分别予舒筋健

脑方颗粒 4，8，16 g/(kg•d) 灌胃；正常组及模型组予等剂量

生理盐水灌胃。大鼠每日灌胃 1 次，连续干预 1 周。

1.4.4   行为学评价   干预 1 周后再次按照 1.4.2 描述进行行为

学检测。

1.4.5   大脑皮质组织形态学检测   干预 1 周后，所有大鼠禁

食 12 h，麻醉后，取各组大鼠大脑左侧皮质组织，使用多聚

甲醛固定后进行苏木精 - 伊红染色，封固后于光学显微镜下

扫描观察。

1.4.6   Elisa 法检测大脑皮质组织炎症相关因子的水平   干预

1 周后，取各组大鼠大脑左侧皮质组织 50 mg，加入 1 mL

匀浆缓冲液，用匀浆器充分匀浆，3 000 r/min，4 ℃离心 

15 min，取上清。采用 ELISA 试剂盒检测肿瘤坏死因子 α、白

细胞介素 1β、白细胞介素 10水平，检测均按照试剂盒说明

严格操作。

1.4.7   免疫组化检测大脑皮质组织 JAK2、p-JAK2、p-STAT3 的

表达   干预 1周后，取各组大鼠大脑左侧皮质组织，石蜡切片，

脱蜡至水，使用缓冲液及体积分数 3% 过氧化氢室温孵育 

10 min，PBS冲洗，分别滴加一抗 (JAK2按 1∶ 200稀释；p-JAK2

按 1 ∶ 100 稀释；p-STAT3 按 1 ∶ 100 稀释 )，4 ℃条件下过

夜，PBS 冲洗，滴加二抗稀释，室温孵育 20 min，PBS 冲洗，

加入ABC复合物，室温孵育 20 min，PBS冲洗后加入 0.03%DAB

显色，苏木素复染，乙醇梯度浓度脱水，二甲苯透明，中性

树胶制片，于 400 倍光学显微镜观察。使用 Image J 软件分

析蛋白阳性表达面积。

1.4.8   Western blot 检测大脑皮质组织 JAK2、p-JAK2、p-STAT3

蛋白的表达   干预 1 周后，取各组大鼠大脑左侧皮质组织制

成匀浆，装入预冷的 EP 管中，加入细胞裂解液 50 μL，冰上

静置 20 min，充分裂解后将组织匀浆于 4 ℃，10 000 r/min 离

心 10 min，将上清转移至新的预冷 EP 管中，BCA 法对蛋白

浓度进行测定。加入 5×loading buffer，95 ℃蛋白变性后 SDS-

PAGE 凝胶电泳，15 V 电转 25 min，脱脂牛奶封闭 1 h，加入

一抗相关抗体 (JAK2 按 1 ∶ 2 000 稀释；p-JAK2 按 1 ∶ 2 000

稀释；p-STAT3 按 1 ∶ 1 000 稀释；GAPDH 按 1 ∶ 5 000 稀释 )，

封口，4 ℃中过夜孵育，TBST 洗膜 3 次，对应的二抗 (JAK2、
p-JAK2、p-STAT3 均按 1 ∶ 2 000 稀释；GAPDH 按 1 ∶ 3 000

稀释 ) 孵育 1 h 后洗膜显影，以 GAPDH 为内参计算各蛋白的

表达，利用 Image J 图像处理软件进行灰度值测定。

1.5   主要观察指标   ①大鼠行为学评分；②大脑左侧皮质组

织形态结构；③大脑左侧皮质组织肿瘤坏死因子 α、白细胞

介素 1β、白细胞介素 10 表达；④大脑左侧皮质组织 JAK2、
p-JAK2、p-STAT3 的蛋白表达。

组织工程实验动物造模过程中的相关问题

造模目的 探讨舒筋健脑方治疗脑性瘫痪的可能作用机制

模型与所研究疾
病的关系

Rice-Vannucci 模型是目前最为常用的模拟脑瘫的动物模型，该
方法通过结扎幼鼠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，使幼鼠在大脑发育的关键时期受到缺
血缺氧损伤

动物品系 妊娠的 SD 母鼠，购买于斯贝福 ( 北京 ) 生物技术有限公司

造模技术描述 建立缺血缺氧脑损伤大鼠模型：将幼鼠麻醉后，正中切口分离
左侧颈总动脉，双重结扎后剪断血管，缝合皮肤。待术后 1 h，
将大鼠放入自制密闭缺氧箱中模拟缺氧条件 ( 体积分数 92% 氮
气和 8% 氧气 )，2.5 h 后取出

动物数量及分组
方法

将 64只大鼠随机分为 6组：正常组、模型组各 12只，米诺环素组、
舒筋健脑方低、中、高剂量组各 10 只

造模成功评价指
标

造模后 24 h，大鼠同时具备行为学悬吊实验异常、不自主动作
异常、Bederson 评分≥ 1 分，评定为脑瘫大鼠造模成功

造模后实验观察
指标

①大鼠行为学评分；②大脑左侧皮质组织形态结构；③脑组织
肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β、白细胞介素 10 表达；④脑组
织 JAK2、p-JAK2、p-STAT3 蛋白表达

造模后动物处理 干预 1 周后，麻醉各组大鼠取大脑左侧皮质组织

伦理委员会批准 实验经北京中医药大学东直门医院伦理委员会批准，审批编号：
DZMEC-KY-2019-85

1.4.2   模型鉴定方法   术后 24 h 根据行为学观察判断模型构

建是否成功
[11-12]

。

(1) 悬吊实验：大鼠双前肢在距离地面 45 cm 高度，抓

握一水平放置木棒，木棒直径 0.1 cm，记录大鼠掉落时间并评

分。掉落时间≤ 10 s 记为 1 分；10-30 s 记为 2 分；> 30 s-2 min

记为 3 分；> 2-5 min 记为 4 分；> 5 min 记为 5 分。

(2) 不自主运动：不自主动作包括震颤、徐动、抽搐、

痉挛扭动、舞动。正常为 0 分，出现上述任何一项加 1 分，

具备任何一项即可定义为异常。

(3)Bederson 评分：大鼠神经功能评分分为 4 个等级，0

级：无神经功能缺损，记 0 分；Ⅰ级：将大鼠尾巴提起，瘫

痪侧前肢收回并屈曲于腹部下方，健侧前肢向地面伸展，记

1 分；Ⅱ级，除Ⅰ级体征外，俯卧于地面时向瘫痪侧推动大

鼠时阻力较健侧降低，同时大鼠无转圈行为，记 2 分；Ⅲ级：

除上述体征外，大鼠行走时向瘫痪侧旋转，记 3 分。

鉴定为脑瘫的大鼠，必须同时具备行为学评估中悬吊试

验异常、不自主动作异常、Bederson 评分≥ 1 分，选取缺血
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1.6   统计学分析   采用 SPSS 26.0 统计分析软件对数据进行统

计分析，连续变量用 x-±s 表示。对具有正态分布及符合方差

齐性检验的连续数据进行单因素方差分析，组间两两比较采

用 LSD 法；对非正态分布的连续数据进行非参数检验。P < 0.05

为差异有显著性意义。该文章的统计学方法已经北京中医药

大学生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   实验选用新生大鼠 64 只，分为 6 组，

实验过程无脱失，64 只大鼠进入了结果分析。

2.2   各组大鼠行为学评分   见表 1。干预 1 周后与正常组相

比，模型组大鼠悬吊实验得分显著降低 (P < 0.01)、不自主动

作得分升高 (P < 0.05)；与模型组相比，米诺环素组及舒筋健

脑方各剂量组大鼠悬吊实验得分升高 (P < 0.05)，舒筋健脑方

高剂量组大鼠不自主动作得分显著降低 (P < 0.01)；各组大鼠

Bederson 评分无显著差异。

(P < 0.05)；与模型组相比，米诺环素组及舒筋健脑方各剂量

组肿瘤坏死因子 α 质量浓度降低 (P < 0.05)；舒筋健脑方中、

高剂量组白细胞介素 1β 质量浓度降低 (P < 0.05)；米诺环素

组及舒筋健脑方各剂量组白细胞介素 10 质量浓度差异无显

著性意义，但均值均高于模型组。

2.5   各组大鼠大脑左侧皮质组织免疫组化染色   见图 2-4，

表 3。正常组 JAK2、p-JAK2、p-STAT3 蛋白少量表达，染色为

棕黄色或棕褐色，细胞核及细胞质中均可见表达；与正常组

相比，模型组中 JAK2、p-JAK2、p-STAT3 蛋白表达显著增加 

(P < 0.01)；与模型组相比，米诺环素组及舒筋健脑方各剂量

组 JAK2、p-JAK2、p-STAT3 蛋白表达显著降低 (P < 0.01)，且

随中药浓度增加，表达逐渐降低。

表 1 ｜各组大鼠行为学评分结果                                              (x-±s)
Table 1 ｜ Behavioral scores in rats 

组别 n 悬吊实验得分 不自主动作得分 Bederson 评分

正常组 12 2.89±0.78 0.00±0.00 0.00±0.00
模型组 12 1.67±0.71b 0.88±0.35a 1.88±0.84
米诺环素组 10 2.56±0.73c 0.50±0.53a 1.63±0.70
舒筋健脑方低剂量组 10 2.22±0.44c 0.50±0.53a 1.38±0.52
舒筋健脑方中剂量组 10 2.56±0.73c 0.38±0.52 1.25±0.46
舒筋健脑方高剂量组 10 2.56±0.53c 0.33±0.50c 1.56±0.53

表注：与正常组比较，
aP < 0.05，bP < 0.01；与模型组比较，

cP < 0.05

表 2 ｜各组大鼠大脑左侧皮质肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β 和白细
胞介素 10 检测结果                                                                           (x-±s，pg/mL) 
Table 2 ｜ Levels of tumor necrosis factor α, interleukin 1β and interleukin 10 
in the rat left cerebral cortex tissue

组别 n 肿瘤坏死因子 α 白细胞介素 1β 白细胞介素 10

正常组 4 43.63±14.46 819.32±127.30 87.00±9.11
模型组 4 89.36±12.48b 1 439.34±112.74b 55.78±25.15a

米诺环素组 3 63.52±9.59ac 1 145.07±75.52b 68.23±15.03a

舒筋健脑方低剂量组 3 77.04±2.40bc 1 128.03±158.57b 62.07±10.10b

舒筋健脑方中剂量组 3 70.54±9.75bc 1 060.19±77.70bc 77.49±24.74a

舒筋健脑方高剂量组 3 72.39±11.52bc 953.50±107.01c 73.90±5.47a

表注：与正常组比较，
aP < 0.05，bP < 0.01；与模型组比较，

cP < 0.05

表 3 ｜各组大鼠左侧大脑皮质组织免疫组化定量分析结果      
(x-±s，n=4，相对表达量 ) 

Table 3 ｜ immunohistochemical quantitative analysis of the rat left 
cerebral cortex tissue 

组别 JAK2 p-JAK2 p-STAT3

正常组 0.059±0.005 0.054±0.003 0.054±0.004
模型组 0.141±0.004a 0.099±0.003a 0.108±0.003a

米诺环素组 0.067±0.003ab 0.083±0.003ab 0.052±0.004b

舒筋健脑方低剂量组 0.105±0.003ab 0.076±0.002ab 0.081±0.005ab

舒筋健脑方中剂量组 0.092±0.003ab 0.076±0.003ab 0.073±0.003ab

舒筋健脑方高剂量组 0.073±0.003ab 0.071±0.003ab 0.065±0.004ab

表注：与正常组比较，
aP < 0.05；与模型组比较，

bP < 0.05

表 4 ｜各组大鼠左侧大脑皮质组织蛋白印迹定量分析结果      
(x-±s，n=4，相对表达量 ) 

Table 4 ｜ Western blot quantitative analysis of the rat left cerebral cortex 
tissue 

组别 n JAK2/GAPDH p-JAK2/GAPDH p-STAT3/GAPDH

正常组 4 0.38±0.05 0.47±0.06 0.60±0.14
模型组 4 0.93±0.15b 1.22±0.13b 1.13±0.08a

米诺环素组 3 0.71±0.18ac 0.81±0.19bc 0.72±0.13a

舒筋健脑方低剂量组 3 0.71±0.46bc 0.76±0.13b 0.68±0.18b

舒筋健脑方中剂量组 3 0.67±0.11bc 0.79±0.13bc 0.71±0.16
舒筋健脑方高剂量组 3 0.65±0.14bc 0.83±0.06c 0.91±0.06a

表注：与正常组比较，
aP < 0.05，bP < 0.01；与模型组比较，

cP < 0.05

2.3   各组大鼠大脑左侧皮质组织形态学观察   见图 1。正常

组神经细胞形态正常，细胞结构完整，排列有序，胞核淡蓝色，

呈圆形，核膜清晰，核仁形态正常，胞质淡红色；模型组神

经细胞结构破坏，大量空泡形成，大量神经细胞坏死，细胞

肿胀，细胞间隙增大，细胞核固缩，体积减小，轮廓不清楚；

米诺环素组及舒筋健脑方各剂量组缺血缺氧性改变减轻，细

胞间隙减小，少量神经细胞坏死及少量空泡形成，部分细胞

核固缩变小。

2.4   各组大鼠大脑左侧皮质组织炎症相关因子 Elisa 检测结果   

见表 2。

2.6   各组大鼠大脑左侧皮质组织 JAK2、p-JAK2、p-STAT3 蛋白

印迹检测结果   见表 4，图 5。与正常组相比，模型组 JAK2、
p-JAK2、p-STAT3 相对表达量显著升高 (P < 0.01)；与模型组相

比，米诺环素组、舒筋健脑方各剂量组 JAK2、p-JAK2、p-STAT3

相对表达量降低 (P < 0.05)。

3   讨论   Discussion
脑瘫属于中医“五迟五硬”的范畴，小儿先天精血亏损，

后天气血不足，脾肾亏虚；加之脑络损伤，气血瘀滞，筋骨

失养，出现生长发育迟缓、肌肉痿软、关节活动不利。故其

基本病机为脾肾不足、血瘀风动，治则为补益脾肾、熄风通

络
[16]
。舒筋健脑方中黄芪善补诸虚不足、补气升阳，气旺则

血行，功大力宏；益智仁温补肾气、暖脾固精，共为君药。

杜仲补肝肾、强筋骨；当归养血柔肝，化瘀而不伤血；牛膝

活血祛瘀、滋补肝肾、祛风除湿，共为臣药。赤芍入肝经血分，

   与正常组比，模型组肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β 质

量浓度显著升高 (P < 0.01)，白细胞介素 10 质量浓度降低     
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图注：图 A 为正常组；B 为模型组；C 为米诺环素组；D-F 分别为舒筋

健脑方低、中、高剂量组

图 1 ｜各组大鼠大脑左侧皮质组织形态 ( 苏木精 -伊红染色，×200)
Figure 1 ｜ Morphology of the rat left cerebral cortex tissue (hematoxylin-
eosin staining, ×200)

图注：图中 A 为正常组，B 为模型组，C 为米诺环素组，D-F 分别为舒

筋健脑方低、中、高剂量组。与模型组相比，米诺环素组、舒筋健脑方

各剂量组 JAK2、p-JAK2、p-STAT3 相对表达量降低

图 5 ｜各组大鼠左侧大脑皮质组织蛋白印迹结果

Figure 5 ｜ Western blot detection of the rat left cerebral cortex tissue 

图注：图 A 为正常组；B 为模型组；C 为米诺环素组；D-F 分别为舒筋

健脑方低、中、高剂量组。JAK2 蛋白染色为棕黄色或棕褐色。与模型组

相比，米诺环素组及舒筋健脑方各剂量组 JAK2 蛋白表达降低

图 2 ｜各组大鼠左侧大脑皮质组织 JAK2 免疫组化结果 (×400)
Figure 2 ｜ Immunohistochemical staining (JAK2) of the rat left cerebral 
cortex tissue (×400)

图注：图 A 为正常组；B 为模型组；C 为米诺环素组；D-F 分别为舒筋

健脑方低、中、高剂量组。p-JAK2 蛋白染色为棕黄色或棕褐色。与模型

组相比，米诺环素组及舒筋健脑方各剂量组 p-JAK2 蛋白表达降低

图 3 ｜各组大鼠左侧大脑皮质组织 p-JAK2 免疫组化结果 (×400)
Figure 3 ｜ Immunohistochemical staining (p-JAK2) of the rat left cerebral 
cortex tissue (×400)

图注：图 A 为正常组；B 为模型组；C 为米诺环素组；D-F 分别为舒筋

健脑方低、中、高剂量组。p-STAT3 蛋白染色为棕黄色或棕褐色。与模

型组相比，米诺环素组及舒筋健脑方各剂量组 p-STAT3 蛋白表达降低

图 4 ｜各组大鼠左侧大脑皮质组织 p-STAT3 免疫组化结果 (×400)
Figure 4 ｜ Immunohistochemical staining (p-STAT3) of the rat left cerebral 
cortex tissue (×400)

长于活血散瘀、清肝泻火；钩藤清热平肝、熄风止痉，兼具

甘凉清解、疏泄透达的特性，共为佐药。伸筋草活血舒筋、

祛风除湿，透骨草活血化瘀、通经透骨，共为使药。诸药配伍，

共奏补益脾肾、熄风通络之功。

Rice-Vannucci 模型是目前最为常用的模拟脑瘫的动物模

型，该方法通过结扎幼鼠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，使幼鼠在大脑发育的关键

时期受到缺血缺氧损伤
[9]
。此次研究发现，Rice-Vannucci 模

型大鼠表现出反应迟钝、四肢肌张力增高、站立不稳等表现，

这与脑瘫的典型特征相符合，并通过行为学评价确定实验用

模型鼠造模成功。此次研究选择米诺环素作为阳性对照药物，

研究发现，米诺环素能抑制小胶质细胞活化，减轻脑组织炎

症及氧化应激反应，发挥脑保护作用
[17]
。

炎症反应是脑瘫关键机制之一，脑瘫患儿大脑细胞供血

不足，血氧含量低，大量自由基、炎症因子释放，诱发一系

列级联反应，最终导致神经元坏死及凋亡
[18]
。小胶质细胞是

介导炎症反应的重要参与者，在维持中枢神经系统微环境稳

态中扮演着重要角色
[19-21]

。小胶质细胞属单核巨噬细胞系，

定植于中枢神经系统，激活后可极化为 M1 及 M2 两种不同

表型。M1 型分泌促炎细胞因子，如白细胞介素 1β、肿瘤坏

死因子 α 等，加剧炎症反应。M2 型分泌抑炎细胞因子，如

白细胞介素 10 等，发挥神经保护作用。当缺血缺氧脑损伤

发生后，M1 型小胶质细胞明显升高，直至 2 周后仍持续上

升
[22-23]

。临床研究发现促炎因子在脑瘫患儿血清中持续高表

达
[24]
。临床和基础研究都证明炎症反应在脑瘫发生过程中可

能持续存在。此次研究发现，舒筋健脑方能有效地抑制缺血

缺氧后大脑皮质组织促炎因子白细胞介素 1β、肿瘤坏死因子

α 表达，促进抑炎因子白细胞介素 10 表达，具有不亚于米

诺环素的效果。

JAK2/STAT3 信号通路是中枢神经系统介导炎症和免疫反

应的关键信号通路，参与神经细胞存活、增殖、分化、凋亡

的过程
[25-26]

。JAK 家族中，JAK2 能特异性激活 STAT3。细胞

因子与细胞膜上的受体结合促进跨膜受体多聚化，JAK2 靠近

膜受体并磷酸化酪氨酸残基，形成 p-JAK2，继而招募 STAT3

并促使其磷酸化，形成 p-STAT3。p-STAT3 进入细胞核识别特

定 DNA 序列，调控相关基因转录
[27]
。JAK2 磷酸化过程在脑

损伤中存在，抑制 JAK2 磷酸化可减少神经元死亡，保护受
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研究原著

损脑组织
[28]
。也有研究表明缺血缺氧条件下能显著促进未成

熟大脑 STAT3 表达，被激活的 STAT3 与炎症反应关系密切
[29]
。

通过抑制 JAK2/STAT3 信号通路，能有效减少促炎因子表达，

减轻脑损伤
[30-31]

。因此，JAK2/STAT3 信号通路可能是治疗脑

瘫的有效靶点。此次研究发现，模型组大鼠 p-JAK2 和 p-STAT3

显著提升，这表明缺血缺氧下，JAK2/STAT3 通路被激活。而

舒筋健脑方干预后能显著抑制该通路蛋白表达，以高剂量组

作用最为明显。

综上所述，舒筋健脑方能减轻大脑皮质组织炎症反应，

其作用机制可能与其抑制 JAK2/STAT3 信号通路有关。但此次

研究未设计回复实验，无法证明舒筋健脑方对 JAK2/STAT3 信

号通路的特异性调控作用，有待今后实验进一步补充。
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