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丹参酮 IIA 通过调控 Rac1/JNK 通路改善臂丛神经根性撕脱伤后运动功能
障碍  
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摘  要：目的  采用臂丛神经根性撕脱伤（brachial plexus root avulsion，BPA）再植大鼠模型和过氧化氢（hydrogen peroxide，

H2O2）诱导的小鼠运动神经元细胞系 NSC-34 神经元损伤模型，探讨丹参酮 IIA对 BPA 的治疗作用及其作用机制。方法  将

60 只 SD 大鼠随机分为假手术组、模型组和丹参酮 IIA低、高剂量（10、30 mg/kg）组，每组 15 只。造模后连续给药 8 周，

每周通过 Terzis 梳洗试验（Terzis grooming test，TGT）评估运动功能恢复情况；取肱二头肌称定质量，并进行苏木素-伊红

（hematoxylin-eosin，HE）染色观察肌肉组织形态；采用中性红染色检测脊髓前角运动神经元存活情况；采用荧光金逆行标记

及肌皮神经胆碱乙酰转移酶（choline acetyltransferase，ChAT）与神经丝蛋白 200（neurofilament 200，NF200）免疫荧光染色

评估轴突再生；免疫荧光法检测脊髓前角离子钙结合衔接分子 1（ionized calcium-binding adapter molecule 1，Iba1）、胶质纤

维酸性蛋白（glial fibrillary acidic protein，GFAP）及神经元型一氧化氮合酶（neuronal nitric oxide synthase，nNOS）的表达；

检测损伤侧脊髓中丙二醛（malondialdehyde，MDA）水平及超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）活性；Western 

blotting 检测损伤侧脊髓中 Ras 相关的 C3 肉毒素底物 1（Ras-related C3 botulinum toxin substrate l，Racl）、细胞分裂周期蛋

白 42（cell division control protein 42，Cdc42）、c-Jun 氨基末端激酶（c-Jun N-terminal kinase，JNK）及 c-Jun 蛋白表达。体外

实验设置对照组、模型组、丹参酮 IIA组和 Rac1 抑制剂组，以 400 μmol/L H2O2 诱导 NSC-34 细胞氧化损伤，给予丹参酮 IIA

组或 NSC 23766 干预后，采用 CCK-8 法检测细胞活力，测定 MDA、活性氧（reactive oxygen species，ROS）及 SOD 活性，

Western blotting 检测 Rac1/JNK 通路相关蛋白表达。结果  术后 1 周模型组大鼠 TGT 评分均为 0，提示模型建立成功。与模

型组比较，丹参酮 IIA组可显著提高 TGT 评分（P＜0.05、0.01），促进轴突再生水平（P＜0.01），提升运动神经元存活数量

（P＜0.01），改善肌肉萎缩（P＜0.05、0.01），并降低 Iba1 及 GFAP 表达（P＜0.05、0.01）。同时，丹参酮 IIA 组能减轻氧化

应激损伤，表现为 nNOS 阳性运动神经元数量显著减少（P＜0.05、0.01），MDA 水平明显下降（P＜0.001），SOD 活性明显

升高（P＜0.01），并显著上调 Rac1、Cdc42、JNK 及 c-Jun 蛋白表达（P＜0.01、0.001）。细胞实验中，丹参酮 IIA可显著提高

H2O2 损伤的细胞活力（P＜0.01），增加 SOD 活性（P＜0.01），降低 MDA 和 ROS 水平（P＜0.01），并上调 Rac1、Cdc42、

JNK 及 c-Jun 蛋白表达（P＜0.05、0.01、0.001）；而联合使用 Rac1 抑制剂 NSC 23766 则可部分逆转丹参酮 IIA 的保护效应

（P＜0.01、0.001）。结论  丹参酮 IIA可能通过激活 Rac1/JNK 信号通路，抑制氧化应激及神经炎症反应，促进运动神经元存

活与轴突再生，从而改善 BPA 大鼠运动功能恢复。 
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Abstract: Objective  To investigate the therapeutic effect and mechanism of tanshinone IIA on motor function recovery after brachial 

plexus root avulsion (BPA) using a rat brachial plexus root avulsion (BPA)-replantation model and an hydrogen peroxide (H2O2)-

induced oxidative damage model in NSC-34 cells. Methods  A total of 60 SD rats were randomly divided into sham group, model 

group, tanshinone IIA low- and high-dose (10, 30 mg/kg) groups, with 15 rats in each group. After modeling, continuous administration 

was performed for eight weeks. Motor function recovery was evaluated using Terzis grooming test (TGT). The biceps brachii muscle 

was weighed and processed for hematoxylin-eosin (HE) staining to assess morphological changes. Motor neuron survival in the spinal 

cord was determined by neutral red staining. Axonal regeneration was assessed by Fluoro-Gold retrograde labeling and 

immunofluorescence staining for choline acetyltransferase (ChAT) and neurofilament 200 (NF200) in the musculocutaneous nerve. 

Immunofluorescence was performed to detect ionized calcium-binding adapter molecule 1 (Iba1), glial fibrillary acidic protein (GFAP) 

and neuronal nitric oxide synthase (nNOS) expressions. Level of malondialdehyde (MDA) and activity of superoxide dismutase in the 

injured spinal cord were measured. The protein expressions of Ras-related C3 botulinum toxin substrate l (Rac1), cell division control 

protein 42 (Cdc42), c-Jun N-terminal kinase (JNK) and c-Jun in the injured spinal cord were detected by Western blotting. In vitro, control 

group, model group, tanshinone IIA group and Rac1 inhibitor group were established. NSC-34 cells were induced with 400 μmol/L H2O2 

to cause oxidative damage. After intervention with tanshinone IIA or NSC 23766, cell viability was assessed using CCK-8 assay. Levels of 

MDA, reactive oxygen species (ROS) and activity of SOD were measured, and the expressions of Rac1/JNK pathway-related proteins was 

analyzed by Western blotting. Results  The BPA model was successfully established as evidenced by consistently 0 TGT scores in model 

group at 1 week post-surgery. Compared with model group, tanshinone IIA significantly improved the TGT scores (P < 0.05, 0.01), 

enhanced axonal regeneration (P < 0.01), increased motor neuron count (P < 0.01), mitigated muscle atrophy (P < 0.05, 0.01), and reduced 

the expressions of Iba1 and GFAP (P < 0.05, 0.01). Meanwhile, tanshinone IIA improved oxidative stress damage, including decreased 

nNOS positive motor neurons (P < 0.05, 0.01), reduced MDA level (P < 0.001), elevated SOD activity (P < 0.01), while up-regulating 

Rac1, Cdc42, JNK and c-Jun expressions in spinal cord tissue (P < 0.01, 0.001). In vitro, tanshinone IIA significantly increased viability of 

H2O2-injured NSC-34 cells (P < 0.01), elevated SOD activity (P < 0.01), decreased MDA and ROS levels (P < 0.01), up-regulated Rac1, 

Cdc42, JNK and c-Jun protein expressions (P < 0.05, 0.01, 0.001). Notably, these protective effects of tanshinone IIA were partially 

attenuated by co-administration of Rac1 inhibitor NSC 23766 (P < 0.05, 0.01). Conclusion  Tanshinone IIA promotes motor function 

recovery following brachial plexus root avulsion by activating Rac1/JNK signaling pathway, which attenuates oxidative stress and 

neuroinflammation, thereby enhancing motor neuron survival and axonal regeneration. 

Key words: brachial plexus root avulsion; tanshinone IIA; Rac1/JNK pathway; motor neuron; axonal regeneration; oxidative stress; 

neuroinflammation 

臂丛神经根性撕脱伤（brachial plexus root 

avulsion，BPA）是臂丛神经根自脊髓表面撕脱的周

围神经损伤，可导致患肢的感觉和运动功能障碍[1]，

多发生于交通事故、重物压伤、运动伤（如滑雪）

及分娩产伤等，预后极差[2-3]。据统计，全球臂丛神

经损伤患者约占创伤总数的 1.2%，其中 65%成人损

伤和 75%产伤麻痹属于根性撕脱伤，且发病率呈逐

年上升趋势[4]。目前，临床上主要应用显微外科手

术（（如神经移位术、功能性肌肉移植重建术及原位

回植术）联合神经营养药物修复治疗，该策略可在

一定程度上促进患者运动功能恢复[5-6]，但仍面临诸

多挑战。术后神经再生速度缓慢，难以在运动神经

元及手内肌萎缩前重建有效运动单位，导致功能恢

复困难[7]。同时，现有神经营养因子因半衰期短，

局限于局部应用，而神经干细胞移植存在安全性和

分化方面不确定性等问题[8-9]。因此，在显微外科神

经再植的基础上，亟需寻找一种安全有效且能促进

神经元存活及轴突再生的药物。 

丹参作为活血化瘀的常用中药，可通过改善微

循环、抑制炎症反应及抗氧化等途径，为神经再生过

程提供必要的营养支持与微循环保障[10-11]。其活性

成分丹参酮 IIA已被证实具有抗炎、抗氧化、抗凋亡

等多种药理作用，在脊髓损伤、缺血性脑卒中及阿尔

茨海默病等多种神经系统疾病中均展现良好疗效。

已有研究证实丹参酮 IIA 可通过调控核因子-κB

（nuclear factor-κB，NF-κB）通路调节小胶质细胞活
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化与极化，从而减轻脑缺血再灌注损伤[12]。此外，研

究表明丹参酮 IIA 通过靶向谷胱甘肽过氧化物酶 4

（glutathione peroxidase 4，GPX4）/酰基辅酶 A 合成

酶长链家族成员 4（acyl-CoA synthetase long chain 

family，ACSL4）通路抑制铁死亡，进一步促进脊髓

损伤后的功能恢复[13]。尽管丹参酮 IIA在神经系统疾

病中的保护作用已被广泛证实，然而其是否对 BPA

具有保护作用及其具体机制目前尚未见系统报道。 

Ras 相关的 C3 肉毒素底物 1（ras-related C3 

botulinum toxin substrate l，Racl）/c-Jun 氨基末端激

酶（（c-Jun N-terminal kinase，JNK）通路在神经再生

方面具有至关重要的作用。研究表明，Rac1 信号通

路通过激活 WASP 家族维罗素蛋白（WASP-family 

verprolin-homologous protein，WAVE）及肌动蛋白

相关蛋白复合物，直接催化形成分支状肌动蛋白，

从而调控肌动蛋白细胞骨架的动态重组[14]。该通路

同时可激活 p21 激活激酶（p21-activated kinase，

PAK），引发 LIM 域激酶（LIM domain kinase，LIMK）

对切丝蛋白的磷酸化抑制，进一步稳定肌动蛋白丝结

构，最终促使轴突再生并实现神经功能恢复[15-16]。

JNK/c-Jun 信号通路是介导神经细胞响应损伤与再

生过程的关键分子途径之一。活化的 JNK 进入细胞

核，可磷酸化转录因子 c-Jun，促进其形成转录活性

复合物激活蛋白-1（（activating protein-1，AP-1）。该

复合物一方面诱导促凋亡基因表达，参与神经元凋

亡过程；另一方面也可上调神经营养因子及细胞骨

架蛋白等再生相关基因的表达，进而发挥促进轴突

再生的作用 [17-18]。研究显示，Rac1 可通过激活

JNK/c-Jun 信号通路，调控细胞骨架重构及轴突生

长，从而促进神经再生过程[19]。这一协同机制为开

发多靶点神经修复策略提供了重要理论基础。 

本研究拟建立体内 BPA-再植大鼠模型及体外

过氧化氢（（hydrogen peroxide，H2O2）诱导小鼠运动

神经元细胞系 NSC-34 神经元损伤模型，旨在探讨

丹参酮 IIA对 BPA 的治疗作用及其潜在机制，以期

为临床治疗 BPA 提供新的思路及理论依据。 

1  材料 

1.1  动物 

60 只 SPF 级雌性 SD 大鼠，体质量 180～220 g，

6～8 周龄，购自广州锐格生物科技有限公司，实验

动物生产许可证号 SCXK（（粤）2023-0059。动物饲

养于广州中医药大学动物实验中心，实验动物使用

许可证号 SYXK（（粤）2023-0342，屏障环境每 12 h

交替进行明/暗光照，温度 21～23 ℃，相对湿度

60%～70%，动物自由进食饮水，定期更换垫料。动

物实验经广州中医药大学动物伦理委员会批准（（批

准号 20220315003）。 

1.2  细胞 

NSC-34 细胞（批号 ZKCC-X1846）购自北京

中科质检生物技术有限公司。 

1.3  药品与试剂 

丹参酮 IIA（（质量分数≥95%，批号 S31459-10g）

购自上海源叶生物科技有限公司；30% H2O2（（批号

20241202-09）购自广州化学试剂厂；Rac1 抑制剂

NSC 23766（（质量分数≥99%，批号 HY-15723A）购

自美国 MedChemExpress 公司；荧光金染料（批号

Fluoro-Gold）购自美国 Fluorochrome 公司；离子钙

结合适配分子 1（ionized calcium-binding adapter 

molecule 1，Iba1）抗体（批号 019-19741）购自日

本和光生物公司；神经元型一氧化氮合酶（（neuronal 

nitric oxide synthase，nNOS）抗体（批号 61-7000）

购自美国 Thermo 公司；胶质纤维酸性蛋白（glial 

fibrillary acidic protein，GFAP）抗体（（批号 G6171）、

神经丝蛋白 200（neurofilament 200，NF200）抗体

（（ 批 号 N4142 ）、 胆 碱 乙 酰 转 移 酶 （ choline 

acetyltransferase，ChAT）抗体（批号 AB144P）购

自美国 Sigma 公司；苏木素-伊红（hematoxylin-

eosin，HE）染色试剂盒（（批号 DH0020）购自北京

雷根生物公司；Rac1 抗体（（批号 WL02851）、细胞

分裂周期蛋白 42（cell division control protein 42，

Cdc42）抗体（批号 WL01165）、JNK 抗体（批号

WL01295）、c-Jun 抗体（（批号 WL02863）购自沈阳

万类生物科技有限公司；β-tubulin 抗体（批号

GB15200-100）购自武汉赛维尔生物科技有限公司；

胎牛血清（（批号 164210-50）购自武汉普诺赛生命科

技有限公司；培养基（（批号 6125216）购自美国 Gibco

公司；中性红粉末（（批号 MB4613-1）、CCK-8 试剂

盒（批号 MA0218-3）购自大连美仑生物技术有限

公司；BCA 蛋白浓度检测试剂盒（批号 P0010S）、

丙二醛（（malondialdehyde，MDA）检测试剂盒（（批

号 S0131S）、超氧化物歧化酶（（superoxide dismutase，

SOD）活性检测试剂盒（批号 S0101S）、活性氧

（（reactive oxygen species，ROS）检测试剂盒（批号

S0033S）购自上海碧云天生物技术有限公司。 

1.4  仪器 

CM1860 型冰冻切片机、RM2245 型石蜡包埋
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机、DMI8 型倒置荧光显微镜（德国 Leica 公司）；

BX53 型病理图像采集系统（日本 Olympus 公司）；

ECLIPSE 型倒置荧光显微镜（日本 Nikon 公司）；

Powerpac Universal 通用型电泳仪蛋白电泳系统（（美

国 Bio-Rad 公司）；5200 型化学发光成像仪（上海

天能公司）；3131 型细胞培养箱（（美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司）；BCM 型超净工作台（（苏州苏净安

泰公司）；Synergy NEO2 型多模式微孔板检测仪（（美

国 Bio Tek 公司）。 

2  方法 

2.1  体内实验 

2.1.1  动物分组与给药  将 60 只 SD 大鼠随机分

为假手术组、模型组和丹参酮 IIA低、高剂量（10、

30 mg/kg）组，每组 15 只。于 BPA 手术后且大鼠

清醒后开始给药，各给药组 ig 相应药物，假手术组

和模型组 ig 等体积的 0.5%羧甲基纤维素钠

（carboxymethyl cellulose sodium，CMC-Na）溶液，

1 次/d，连续给药 8 周。 

2.1.2  BPA-再植大鼠模型的建立  大鼠适应性饲

养 1 周后，ip 3%戊巴比妥钠（60 mg/kg）麻醉，俯

卧位固定于在手术台，术区备皮消毒。以大鼠右侧

作为手术损伤侧，自枕部到肩胛骨上角行约 3 cm 正

中切口，以第二胸椎棘突（T2）作为骨标记，逐层

分离右侧颈长肌和颈半棘肌，以金属钩牵引固定肌

肉，充分暴露术野。手术刀沿椎板向外剥离椎板附

着肌肉，显露右侧 C4-T2 椎板，用骨钳避开脊髓小

心咬除 C4-C8 椎板，暴露 C5-C7 神经根。以自制细

玻璃钩牵引撕脱右侧 C5-C7 背侧和腹侧根，撕脱后

立即将撕脱的 C6 腹侧根贴回原位，同时彻底切除

C5 近端和 C7 远端残根以防止再生。假手术组仅剥

离椎板暴露脊髓，不进行撕脱。术后逐层缝合大鼠

肌肉和皮肤并消毒，待大鼠清醒后送回饲养环境。 

2.1.3  Terzis 梳洗试验检测大鼠运动功能  术前及

术后每周同一时间对各组大鼠进行 Terzis 梳洗试验

并评分，连续 8 周进行评分检测大鼠患侧前肢运动

功能的恢复情况。使用喷壶在大鼠头面部均匀喷洒

3～5 mL 纯净水，诱导大鼠使用前肢梳理沾湿的毛

发。进行实验时用相机记录 5 min 内大鼠患侧前肢

屈肘去除头部水珠时前爪到达头部的最高位置。梳

洗试验的评分标准：0 分，动物无屈肘功能；1 分，

屈肘功能部分恢复但前爪未达鼻部；2 分，屈肘功

能部分恢复前爪可达鼻部；3 分，屈肘功能部分恢

复但前爪未达眼部；4 分，屈肘功能部分恢复前爪

可达眼部；5 分，屈肘功能恢复前爪可达耳部或其

上部。 

2.1.4  HE 染色观察肱二头肌的病理变化  肱二头

肌经 4%多聚甲醛固定、脱水机脱水后，肱二头肌长

轴垂直于桌面放置进行石蜡包埋，−20 ℃冰箱过夜

后置于轮转式切片机切片，厚度 4 μm，玻片置于

60 ℃烘箱烤片 1 h 后，二甲苯、梯度乙醇脱蜡，苏

木素染液染色 10 min，纯水洗涤，再进入 1%盐酸

乙醇中分化 10 s，水洗后伊红染液染色 5 min，切片

在梯度乙醇中脱水，最后放置于二甲苯中透明，随

后用中性树胶封片，于显微镜下观察并拍照。 

2.1.5  荧光金逆行标记脊髓组织中的运动神经元  

在大鼠造模后第 8 周前 3 d，各组随机选择 3 只大

鼠对右侧肌皮神经注射荧光金染料以标记运动神

经元。大鼠 ip 3%戊巴比妥钠（60 mg/kg）麻醉后，

局部备皮消毒，暴露并鉴定右侧肌皮神经，使用微

型玻璃移液管将 10 μL 荧光金染液缓慢注射入肌皮

神经内，并用显微手术钳夹闭注射部位 10 s 以防染

液外漏，术后逐层缝合大鼠肌肉和皮肤并消毒，于

倒置荧光显微镜下观察并拍照。 

2.1.6  中性红染色检测脊髓组织中运动神经元存

活情况  脊髓冰冻切片用 PBS 洗涤 3 次，洗去多余

的 OCT。再置于 1%中性红染液中染色 10 min，用

纯水洗涤 3 次。梯度乙醇脱水后，放置于二甲苯中

3～5 min 进行透明，随后用中性树胶封片，于显微

镜下观察并拍照。 

2.1.7  免疫荧光染色检测脊髓 Iba1、GFAP、nNOS

和肌皮神经 NF200、ChAT 表达  组织经 OCT 包埋

后，置于冰冻切片机切片，肌皮神经切片厚度 6 μm、

脊髓组织切片厚度 20 μm，PBS 溶液洗涤 3 次后分

别滴加 Iba1（1∶1 000）、GFAP（1∶1 000）、nNOS

（1∶1 000）、ChAT（1∶800）、NF200（1∶1 000）

一抗，于 16 ℃摇床过夜孵育；次日，PBS 洗涤 3

次后，加入对应种属 488（1∶1 000）或 555（1∶

1 000）荧光二抗，于室温摇床避光孵育 2 h；PBS 洗

涤 3 次后，裱片并使用抗荧光淬灭剂封片，在倒置

荧光显微镜下观察和拍照。 

2.1.8  脊髓组织内 MDA 水平与 SOD 活性的检测  

术后 1 周取 C5-C7 节段脊髓组织，加入适量组织裂

解液进行冰上匀浆，随后在 4 ℃、12 000 r/min 离

心 10 min 后，收集上清液，按照试剂盒说明书检测

脊髓组织内 MDA 水平与 SOD 活性。 

2.1.9  Western blotting 检测脊髓组织中 Rac1、
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Cdc42、JNK 及 c-Jun 的蛋白表达  脊髓组织中加入

适量含 1%苯甲基磺酰氟（phenylmethanesulfonyl 

fluoride，PMSF）的 RIPA 裂解液，进行匀浆、超声、

离心后吸取上清，通过 BCA 蛋白浓度检测试剂盒

测定蛋白浓度，加入上样缓冲液，调齐样品蛋白浓

度，金属浴 100 ℃加热 10 min 使蛋白变性，置于

−20 ℃储存。蛋白样品经 12%十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，TBST 洗涤后，

加入 5%脱脂牛奶于室温封闭 1 h 后，TBST 洗涤 3

次，10 min/次；分别加入 Rac1、Cdc42、JNK 及 c-

Jun 一抗，4 ℃摇床孵育过夜；次日，TBST 洗涤 3

次，10 min/次，加入对应二抗，室温摇床孵育 1 h，

TBST 洗涤 3 次后，加入 ECL 发光液，使用天能化

学发光成像仪进行显影。 

2.2  体外实验 

2.2.1  细胞培养  NSC-34 细胞用含 10%胎牛血清

和 1%青霉素/链霉素的 DMEM 培养基，于 37 ℃、

5% CO2 的细胞培养箱中培养，细胞生长密度达到

80%左右时，进行传代处理，取对数生长期的 NSC-

34 细胞用于后续实验。 

2.2.2  CCK-8 法检测细胞活力  取对数生长期的

NSC-34 细胞，以 1×104 个/孔接种于 96 孔板，每

孔 100 μL，细胞贴壁后分别加入不同浓度的 H2O2

（100、200、300、400、500、600、700、800 μmol/L）

或丹参酮 IIA（0.1、1.0、2.5、5.0、10.0、20.0、50.0、

100.0 μmol/L）处理 24 h，另设置对照组加入不含药

物的培养基。每孔加入 10 μL CCK-8 溶液，继续培

养 1 h，用多模式微孔板在 450 nm 处测定吸光度

（A）值。 

 设置对照组、模型组和丹参酮 IIA（0.1、1.0、

2.5、5.0、10.0、20.0、50.0、100.0 μmol/L）组，模

型组和给药组加入 400 μmol/L 的 H2O2 处理 24 h，

给药组提前 3 h 加入不同浓度的丹参酮 IIA处理，对

照组加入不含药物的培养基。每孔加入 10 μL CCK-

8 溶液，继续培养 1 h，测定 A 值。 

2.2.3  细胞分组与给药  设置对照组、模型组、丹

参酮 IIA组和 Rac1 抑制剂组。对照组加入基础培养

基，模型组加入 400 μmol/L 的 H2O2 培养 24 h，丹

参酮 IIA组加入 20 μmol/L 丹参酮 IIA及 400 μmol/L

的 H2O2 培养 24 h，Rac1 抑制剂组加入 20 μmol/L

丹参酮 IIA、50 μmol/L NSC 23766 及 400 μmol/L 的

H2O2 培养 24 h。 

2.2.4  细胞内 MDA 水平及 SOD 活性的检测  取

对数生长期的 NSC-34 细胞，以 5×105个/孔接种于

6 孔板，细胞贴壁后按“2.2.3”项下方法进行给药。

培养 24 h 后，按照试剂盒说明书测定细胞内 MDA

水平及 SOD 活性。 

2.2.5  细胞内 ROS 水平的检测  取对数生长期的

NSC-34 细胞，以 1×104 个/孔接种于 96 孔板，细

胞贴壁后按“2.2.3”项下方法进行给药。培养 24 h

后，按照说明书步骤，给予 DCFH-DA 探针孵育完

成后，用倒置荧光显微镜观察染色情况并进行拍

照，每孔随机选取 3 个视野，用 Image J 软件进行

荧光强度分析。 

2.2.6  Western blotting 检测细胞中 Rac1、Cdc42、

JNK 及 c-Jun 的蛋白表达  取对数生长期的 NSC-

34 细胞，以 5×105 个/孔接种于 6 孔板，细胞贴壁

后按“2.2.3”项下方法进行给药。培养 24 h 后，弃

去培养基，PBS 洗涤 2 次，每孔加入 200 μL RIPA

裂解液，冰上裂解 15 min，用刮刀收集细胞，加入

裂解液提取蛋白，4 ℃、12 000 r/min 离心 15 min，

取上清后用 BCA 试剂盒进行蛋白定量，按照“2.1.9”

项方法检测相关蛋白表达。 

2.3  统计学分析 

数据用 x s 表示，采用 SPSS 26.0 软件进行分

析，统计分析采用单因素方差分析（（ANOVA），多

重比较采用 Bonferroni 检验。使用 GraphPad Prism 

8.3 软件进行绘图。 

3  结果 

3.1  丹参酮 IIA 促进 BPA 大鼠前肢运动功能恢复 

如图 1-A 所示，在 BPA 术后检测大鼠体质量，

与假手术组比较，在术后 1 周时模型组及丹参酮 IIA

给药组大鼠体质量均显著降低（P＜0.01）。在术后

2～8 周，各组大鼠体质量无统计学差异。结果显示，

丹参酮 IIA 在实验期间对大鼠体质量无明显影响。

各组大鼠 Terzis 梳洗试验评分如图 1-B 所示，术后

1 周，模型组及丹参酮 IIA 给药组 Terzis 梳洗试验评

分均为 0 分，提示各造模大鼠前肢运动功能完全丧

失，模型成功复制。术后 2 周后，与假手术组比较，

模型组大鼠 Terzis 梳洗试验评分明显下降（P＜

0.01）；与模型组比较，丹参酮 IIA低、高剂量组 Terzis

梳洗试验评分在第 4～8 周显著提高（P＜0.05、

0.01）。表明丹参酮 IIA能有效促进 BPA 大鼠前肢运

动功能恢复。如图 1-C～E 所示，与假手术组比较，

模型组大鼠肱二头肌湿质量比显著降低（（P＜0.01），

HE 病理染色结果显示肌纤维直径更小，成纤维细 
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A-大鼠术后体质量变化（n＝6）；B-大鼠术后 Terzis 梳洗试验评分（n＝6）；C、D-损伤侧与对照侧肱二头肌湿质量比（n＝3）；E-肱二头肌 HE

染色（×400）；与假手术组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，图 2～6 同。 

A-postoperative weight changes in rats (n = 6); B-postoperative Terzis grooming test score of rats (n = 6); C, D-weight ratio of fresh biceps brachii on 

injured side to that on control side (n = 3); E-biceps brachii observed by HE staining (× 400); ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs sham group; *P < 0.05  **P < 

0.01  ***P < 0.001 vs model group, same as Figs. 2—6.  

图 1  丹参酮 IIA促进 BPA 大鼠前肢运动功能恢复 ( x s ) 

Fig. 1  Tanshinone IIA promotes motor functional recovery of forelimb in BPA rats ( x s ) 

胞数量较多；与模型组比较，丹参酮 IIA给药组肱二

头肌湿质量比明显提高（（P＜0.05、0.01），肌纤维直

径变大，成纤维细胞数量减少。表明丹参酮 IIA能有

效改善 BPA 大鼠的肌肉萎缩。 

3.2  丹参酮 IIA 促进 BPA 大鼠运动神经元的轴突

再生 

术后 8周各组大鼠注射荧光金逆行标记脊髓内

运动神经元，结果如图 2-A、B 所示，与假手术组

比较，模型组大鼠脊髓前角运动神经元数量显著减

少（（P＜0.01）；与模型组比较，丹参酮 IIA低、高剂

量组大鼠脊髓前角运动神经元数量明显增加（P＜

0.01）。从标记神经元的形态发现，模型组荧光金标

记的神经元数量少、细胞体积小，丹参酮 IIA给药组

荧光金标记的神经元胞体体积增大、结构清晰，表

明丹参酮 IIA有效促进撕脱运动神经元的轴突再生，

增强了运动神经元轴突与周围神经的联系。术后 8

周采用免疫荧光观察各组大鼠损伤侧肌皮神经

NF200 和 ChAT 表达，结果见图 2-C、D，其中 NF200

标记的是包含感觉轴突和运动轴突在内的全部轴

突，ChAT 标记的是运动轴突。与模型组比较，丹参

酮 IIA 低、高剂量组可明显增加 ChAT 标记运动神

经元的比例（（P＜0.01），表明丹参酮 IIA能有效促进

BPA 大鼠运动神经元的轴突再生。 

3.3  丹参酮 IIA 促进 BPA 大鼠脊髓神经元存活 

在术后第 8 周对大鼠脊髓前角进行中性红染

色，结果如图 3 所示，与假手术组比较，模型组大 
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A、B-荧光金逆行标记脊髓前角运动神经元数量（×100，n＝6）；C、D-损伤侧肌皮神经运动神经元轴突比例（×400，n＝3）。 

A, B-number of motoneurons in anterior horn of spinal cord labeled by fluorogold (× 100, n = 6); C, D-ratio of motor neuron axons on musculocutaneous 

nerve of injured side (× 400, n = 3). 

图 2  丹参酮 IIA促进 BPA 大鼠脊髓运动神经元轴突再生 ( x s ) 

Fig. 2  Tanshinone IIA promotes neuronal axonal regeneration in spinal cord of BPA rats ( x s ) 

 

图 3  丹参酮 IIA促进 BPA 大鼠脊髓运动神经元存活 (×100; x s , n = 3) 

Fig. 3  Tanshinone IIA promotes neuronal survival in spinal cord of BPA rats (× 100; x s , n = 3) 
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鼠脊髓前角中性红染色的阳性运动神经元数量显

著减少（P＜0.01）；与模型组比较，丹参酮 IIA低、

高剂量组的阳性运动神经元数量明显增加（P＜

0.01）。表明丹参酮 IIA 能有效增加撕脱伤损伤后脊

髓前角运动神经元的存活数量。 

3.4  丹参酮 IIA改善 BPA 大鼠脊髓前角胶质反应 

在术后 2周检测损伤侧脊髓前角小胶质细胞标

志物 Iba1 和星形胶质细胞标志物 GFAP 的表达。如

图 4 所示，与假手术组比较，模型组大鼠脊髓前角

Iba1、GFAP 表达水平显著升高（（P＜0.01），且均密

集分布于病变区；与模型组比较，丹参酮 IIA显著抑

制损伤区域小胶质细胞与星形胶质细胞的激活（P＜

0.05、0.01）。表明丹参酮 IIA能有效抑制撕脱伤引起

的神经炎症反应。 

3.5  丹参酮 IIA 改善 BPA 大鼠脊髓损伤后的氧化

应激水平 

进一步评估丹参酮 IIA对 BPA 诱导的脊髓氧化

应激的影响。在术后 2 周对损伤侧脊髓前角进行

nNOS 免疫荧光染色，术后 1 周对损伤侧脊髓进行

氧化应激水平检测。免疫荧光染色结果如图 5-A、

B 所示，假手术组中鲜少检测到 nNOS 标记的运动

神经元，与模型组比较，丹参酮 IIA 低、高剂量组

nNOS 阳性运动神经元数量明显减少（P＜0.05、

0.01）。如图 5-C、D 所示，与假手术组比较，模型

组脊髓组织中 MDA 水平显著升高（P＜0.001），

SOD 活性显著降低（（P＜0.001）；与模型组比较，丹

参酮 IIA 低、高剂量组 MDA 水平显著降低（P＜

0.001），丹参酮 IIA高剂量组 SOD 活性明显升高（P＜

0.01）。表明丹参酮 IIA能有效减轻 BPA 诱导脊髓损

伤后的氧化应激水平。 

3.6  丹参酮 IIA激活 BPA 大鼠脊髓 Rac1/JNK 通路 

术后 2 周采用 Western blotting 检测各组大鼠脊

髓 Rac1/JNK 信号通路相关蛋白表达，结果如图 6

所示，与假手术组比较，模型组大鼠脊髓组织中 

 

图 4 丹参酮 IIA改善 BPA 大鼠脊髓前角胶质水平 (×100; x s , n = 3) 

Fig. 4  Tanshinone IIA improves glial cell level in spinal anterior horn of BPA rats (× 100; x s , n = 3) 

 

A、B-脊髓前角 nNOS 阳性神经元数量（×100，n＝3）；C、D-MDA 水平及 SOD 活性（n＝3）。 

A, B-number of nNOS-positive neurons in anterior horn of spinal cord (× 100, n = 3); C, D-MDA level and SOD activity (n = 3). 

图 5  丹参酮 IIA降低 BPA 大鼠脊髓损伤氧化应激水平 ( x s ) 

Fig. 5  Tanshinone IIA reduces oxidative stress levels in spinal cord injury of BPA rats ( x s ) 
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图 6  丹参酮 IIA激活 BPA 大鼠脊髓 Rac1/JNK 通路 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Tanshinone IIA activates spinal cord Rac1/JNK pathway in BPA rats ( x s , n = 3)

Rac1、Cdc42、JNK 和 c-Jun 的蛋白表达水平显著降

低（（P＜0.01、0.001）；与模型组比较，丹参酮 IIA给

药能显著拮抗损伤引起的上述蛋白表达下降，其中

高剂量组 Rac1、Cdc42、JNK 及 c-Jun 蛋白表达水

平明显增加（P＜0.01、0.001），低剂量组 JNK 和

Cdc42 蛋白表达水平显著增加（P＜0.01）。表明丹

参酮 IIA可能通过调控Rac1/JNK信号通路表达进而

促进轴突再生及运动功能恢复。 

3.7  丹参酮 IIA 降低 H2O2 诱导的 NSC-34 细胞中

氧化应激水平 

如图 7-A 所示，与对照组比较，给予 H2O2 后

NSC-34 细胞活力明显下降（（P＜0.05、0.001）。在给

予 400 μmol/L H2O2 时，细胞存活率为 57.38%，说

明此浓度 H2O2 可有效诱导细胞损伤，且避免浓度

过高导致细胞不可逆的损伤。因此，本研究选取 400 

μmol/L H2O2 以诱导神经元损伤，进一步探讨丹参酮

IIA 的神经保护作用机制。如图 7-B 所示，50、100 

μmol/L 丹参酮 IIA处理 NSC-34 细胞 24 h 后，细胞

活力显著降低（P＜0.01），表现出细胞毒副作用。

0.1～20.0 μmol/L 丹参酮 IIA处理后细胞活力无明显

变化，表明在此浓度范围内丹参酮 IIA 无明显细胞

毒副作用。如图 7-C 所示，与对照组比较，模型组

细胞活力显著降低（（P＜0.001）；与模型组比较，丹

参酮 IIA（20 μmol/L）组细胞活力显著升高（P＜

0.01）。因此，选择 20 μmol/L 丹参酮 IIA 进行后续

实验，验证其神经保护作用机制。 

如图 7-D～G 所示，与对照组比较，模型组

MDA 水平及 ROS 相对荧光强度显著升高（P＜0.01、

0.001），SOD 活性显著降低（P＜0.01）；与模型组比

较，丹参酮 IIA 组 MDA 水平及 ROS 相对荧光强度

明显下降（P＜0.01），SOD 活性明显升高（P＜0.01）；

与丹参酮 IIA 组比较，Rac1 抑制剂组 MDA 水平及

ROS 相对荧光强度显著升高（（P＜0.05），SOD 活性

呈现下降趋势。结果表明，丹参酮 IIA能降低 H2O2

引起的氧化应激水平，同时 Rac1 抑制剂 NSC 23766

能抑制丹参酮 IIA发挥抗氧化的作用。 

3.8  丹参酮 IIA 通过激活 Rac1/JNK 通路发挥神经

保护作用 

如图 8 所示，与对照组比较，模型组 Rac1、

Cdc42 和 JNK 蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、

0.01），c-Jun 蛋白表达水平呈降低趋势；与模型组

比较，丹参酮 IIA组 Rac1、Cdc42、JNK 和 c-Jun 蛋

白表达水平显著升高（P＜0.05、0.01、0.001）；联

合使用 Rac1 抑制剂后，上述蛋白表达水平明显下

降（（P＜0.05、0.01）。表明丹参酮 IIA可能通过调控

Rac1/JNK 信号通路从而发挥其神经保护作用。 
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A～C-CCK-8 法检测细胞活力；D-MDA 水平；E-SOD 活性；F、G-ROS 水平（×200）；与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与

模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与丹参酮 IIA组比较：&P＜0.05  &&P＜0.01，图 8 同。 

A—C-cell viability detected by CCK-8 method; D-MDA level; E-SOD activity; F, G-ROS level (× 200); #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control 

group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group; &P < 0.05  &&P < 0.05 vs tanshinone IIA group, same as Fig. 8. 

图 7  丹参酮 IIA降低 H2O2诱导的 NSC-34 细胞中氧化应激水平 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Tanshinone IIA reduces level of oxidative stress in NSC-34 cells induced by H2O2 ( x s , n = 3) 

4  讨论 

BPA 是一种治疗难度大、预后差的严重上肢周

围神经损伤，多发生于道路交通、运动事故及难产

等[2]。其主要原因是脊髓神经根被强大外力牵拉撕

脱，引起轴突断裂及逆行性轴突损伤，大量运动神

经元发生退化及死亡，进而引发肌肉萎缩，严重者

可导致上肢运动功能丧失，极大地增加患者的生活

负担[4,8]。BPA 的临床修复效果主要受限于轴突再生 
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图 8  丹参酮 IIA通过激活 Rac1/JNK 通路抑制氧化应激水平发挥神经保护作用 ( x s , n = 3) 

Fig. 8  Tanshinone IIA exerts neuroprotective effect by activating Rac1/JNK pathway to inhibit oxidative stress levels 

( x s , n = 3) 

缓慢及复杂的病理机制，导致手术再植后功能恢复

受限。因此，在手术干预基础上辅以有效的药物治

疗对于改善术后神经再生与功能恢复至关重要。本

研究通过建立撕脱再植大鼠模型，模拟临床 BPA 后

典型病理改变。结果显示，BPA 大鼠损伤侧肱二头

肌出现明显萎缩、肌纤维排列紊乱，且 Terzis 梳洗

试验评分显示大鼠前肢运动功能严重受损，提示

BPA 模型复制成功。 

丹参为唇形科植物丹参 Salvia miltiorrhiza Bge.

的干燥根和根茎，具有活血化瘀、通经止痛之功

效[20-21]。丹参酮 IIA 作为丹参中的重要活性成分，

其磺酸钠盐制剂（（丹参酮 IIA磺酸钠注射液）因其安

全性高，并具备抗炎、抗氧化及保护血管内皮等药

理作用，已广泛应用于心脑血管疾病的临床治疗[22]。

临床试验表明，丹参酮 IIA 磺酸钠能有效降低急性

冠脉综合征患者经皮冠状动脉介入治疗后超敏C反

应蛋白（（high sensitivity C-reactive protein，hs-CRP）、

肿瘤坏死因子-α（（tumor necrosis-α，TNF-α）及基质

金属蛋白酶-9（（matrix metalloproteinase-9，MMP-9）

水平，提高 SOD 活性[23]。此外，在缺血性卒中患者

中，丹参酮 IIA 磺酸钠注射液可显著改善患者血黏

度、血脂、脑血流及炎症凝血相关指标[24]，发挥神

经保护作用。同时，研究表明丹参酮 IIA磺酸钠可通

过调控内源性神经干细胞向神经元分化，有效改善

大鼠脊髓损伤后的病理形态，促进脊髓损伤后运动

功能的恢复[25]，为其应用于神经损伤修复提供了实

验依据。在神经保护方面，研究证实丹参酮 IIA能够

抑制神经炎症、减轻氧化应激损伤，并促进神经元

轴突再生[26]。其机制涉及促进热休克蛋白 70（（heat 

shock protein 70，HSP70）表达，抑制神经元凋亡，

从而减轻脊髓缺血再灌注损伤[27]。在外周坐骨神经

横断损伤中，丹参酮 IIA亦可缓解神经病理性疼痛，

促进神经再生[28]。近期研究表明丹参酮 IIA 磺酸钠

可通过调节 miR-125b-5p/信号转导与转录激活因子

3（signal transducer and activator of transcription 3，

STAT3）轴，抑制小胶质细胞极化和神经炎症，进

而改善神经病理性疼痛[29]。Dai 等[30]研究发现，丹

参酮 IIA 磺酸钠通过抑制 p38/丝裂原活化蛋白激酶

（（mitogen-activated protein kinase，MAPK）信号通路，

减轻氧化应激，从而延缓大鼠椎间盘退变。本研究

结果显示，丹参酮 IIA 能有效促进脊髓中运动神经

元的轴突再生，显著提高运动神经元的存活数量，

减轻 BPA 诱导的脊髓病理损伤。同时，丹参酮 IIA

显著缓解 BPA 后大鼠脊髓的神经炎症和胶质细胞

反应，并有效改善氧化应激水平，进而改善肱二头

肌的肌肉萎缩，并在一定程度上恢复 BPA 大鼠的前

肢运动功能。 

Rac1 作为关键的 Rho 鸟苷三磷酸（guanosine 

triphosphate，GTP）酶，在接收到脑源性神经营养

因子（brain-derived neurotrophic factor，BDNF）等

H2O2 (400 μmol·L−1) 

丹参酮 IIA (20 μmol·L−1) 

NSC 23766 (50 μmol·L−1) 

 

 

H2O2 (400 μmol·L−1) 

丹参酮 IIA (20 μmol·L−1) 

NSC 23766 (50 μmol·L−1) 

 

 

H2O2 (400 μmol·L−1) 

丹参酮 IIA (20 μmol·L−1) 

NSC 23766 (50 μmol·L−1) 

 

 

H2O2 (400 μmol·L−1) 

丹参酮 IIA (20 μmol·L−1) 

NSC 23766 (50 μmol·L−1) 

 

 

H2O2 (400 μmol·L−1) 

丹参酮 IIA (20 μmol·L−1) 

NSC 23766 (50 μmol·L−1) 

 

 

－    ＋     ＋     ＋ 

－    －     ＋     ＋ 
－    －     －     ＋ 

－  ＋   ＋  ＋ 

－  －   ＋  ＋ 
－  －   －  ＋ 

－  ＋   ＋  ＋ 

－  －   ＋  ＋ 
－  －   －  ＋ 

－  ＋   ＋  ＋ 

－  －   ＋  ＋ 
－  －   －  ＋ 

－  ＋  ＋  ＋ 

－  －  ＋  ＋ 
－  －  －  ＋ 

2.0 

 

1.5 

 

1.0 

 

0.5 

 

0.0 

2.0 

 

1.5 

 

1.0 

 

0.5 

 

0.0 

2.0 

 

1.5 

 

1.0 

 

0.5 

 

0.0 

2.0 

 

1.5 

 

1.0 

 

0.5 

 

0.0 JN
K
蛋
白
相
对
表
达
量

 

Rac1 

 

 

Cdc42 

 

 

JNK 

 

 

c-Jun 

 

 

β-tubulin 

2.1×104 

 
 
 
2.1×104 

 

 
5.4×104 

4.6×104 

 

 
4.8×104 

 

 

 

5.5×104 
 

R
ac

1
蛋
白
相
对
表
达
量

 

C
d

c4
2
蛋
白
相
对
表
达
量

 
c-

Ju
n
蛋
白
相
对
表
达
量

 

## 

* 

& # 

*** 
 

&& 

# 

** 

&& 

** 

& 



·946· 中草药 2026 年 2 月 第 57 卷 第 3 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 February Vol. 57 No. 3 

   

上游信号后，与 GTP 结合的 Rac1 迅速启动，通过

激活 PAK 磷酸化并抑制切丝蛋白，稳定肌动蛋白纤

维，直接驱动生长锥形成与轴突延伸，为轴突再生

提供结构基础[15-16]。Tahirovic 等[31]发现，在神经元

中条件性敲除 Rac1 会严重损害轴突再生。Heasman

等[32]研究证实，在海马神经元中抑制 Rac1 活性会

导致树突棘数量显著减少，而过度激活 Rac1 则导

致树突棘异常增多及形态改变。这些结果表明 Rac1

的激活在体内轴突再生过程中发挥重要作用。在转

录调控层面，JNK 信号通路是轴突再生另一关键环

节[33]。神经损伤后，JNK 通过磷酸化转录因子 c-

Jun，启动包括生长相关蛋白-43（growth associated 

protein-43，GAP-43）、神经营养因子及细胞骨架蛋

白在内的多种再生相关基因的表达，为神经元的结

构修复提供分子基础[34-36]。Huang 等[37]发现 c-Jun

基因修饰干细胞可显著上调胶质细胞源性神经营

养因子（glial cell line-derived neurotrophic factor，

GDNF）、BDNF、神经鞘胚素（（artemin，ARTN）等

多种因子的表达，从而促进背根神经节外植体的轴

突生长。此外，研究显示丹参酮 IIA通过诱导内质网

应激激活 JNK/c-Jun 通路，抑制非小细胞肺癌的细

胞生长并增强程序性细胞死亡蛋白-1（programmed 

death-1，PD-1）免疫治疗效果[38]。 

根据文献及课题组前期研究结果[39]，BPA 损伤

后，脊髓内小胶质细胞与星形胶质细胞的活化具有

明确的时间相关性。小胶质细胞活化在术后 14 d 达

到高峰，并维持约 2 周，之后逐渐消退。星形胶质

细胞活化标志物 GFAP 的表达在损伤后 1 d即上调，

同样在术后 14 d 达到峰值[43]。因此，术后第 2 周正

处于胶质反应的高峰期，此时检测能最大程度反映

药物对胶质细胞活化的干预效果。NOS 介导的氧化

应激是 BPA 后运动神经元凋亡的重要机制。本研究

在术后第 1 周已检测氧化应激指标，而术后第 2 周

正是 nNOS 表达与氧化损伤的高发期，此时评估

nNOS 表达变化，可更直接地反映药物对早期损伤

通路的调控作用[45]。Rac1 作为调控细胞骨架重组

的关键小 G 蛋白，在神经损伤后早期即被激活[47]。

在术后认知障碍等模型中，Rac1 信号通路的改变也

出现于损伤早期[49]。因此，在病理反应高峰期（（术

后第 2 周）检测 Rac1 等相关蛋白表达，有助于揭

示药物在关键时间窗内对信号通路的干预效果。本

研究体内实验结果显示，丹参酮 IIA 组大鼠脊髓组

织中 Rac1、Cdc42、JNK 及 c-Jun 蛋白表达水平较

模型组均显著升高，提示 Rac1/JNK 信号通路可能

参与其对 BPA 的治疗过程。为了进一步验证该机

制，在体外 H2O2诱导 NSC-34 细胞神经元损伤中发

现，丹参酮 IIA可显著上调 Rac1/JNK 信号通路相关

蛋白表达，而该效应可被 Rac1 抑制剂 NSC23766 部

分逆转。上述结果表明，丹参酮 IIA 可能通过激活

Rac1，进而调控其下游 Cdc42、JNK 及 c-Jun 信号

级联反应，发挥促进轴突再生与神经保护作用。 

综上，丹参酮 IIA 联合再植术能有效改善 BPA

大鼠的肌肉萎缩，促进运动神经元轴突再生与神经

元存活，并显著恢复前肢运动功能，其作用可能通

过激活 Rac1/JNK 信号通路介导。丹参酮 IIA联合手

术再植可能是一种具有潜力的治疗策略，为 BPA 的

临床药物治疗提供新的实验依据。 
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