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化浊解毒疏肝方对癫痫大鼠学习记忆及 PI3K/Akt/GSK-3β
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［摘要］ 目的：观察化浊解毒疏肝方对癫痫大鼠学习记忆及磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）/糖原合成酶激

酶 -3β（GSK-3β）通路相关蛋白表达的影响，探讨其可能的作用机制。方法：选取 SPF 级雄性 SD 大鼠 48 只，随机分为正常组、

模型组、丙戊酸钠组、化浊解毒疏肝方低、中、高剂量组，每组 8 只。正常组给予 0.9% 氯化钠溶液腹腔注射（0.035 g·kg-1），其余

5 组给予同等剂量戊四氮（PTZ）腹腔注射制备大鼠慢性癫痫模型，共 14 次。化浊解毒疏肝方低、中、高剂量组分别灌胃化浊解

毒疏肝方 2.7，5.4，10.8 g·kg-1，丙戊酸钠组灌胃丙戊酸钠 0.19 g·kg-1，正常组和模型组灌胃同等体积 0.9% 氯化钠溶液，每天

1 次，持续 28 d。药物干预期间，各造模组大鼠在第 7，14，21，28 天给予 PTZ 腹腔注射以维持癫痫模型。应用 Morris 水迷宫观

察大鼠的行为学变化，苏木素-伊红（HE）染色观察大鼠海马神经元病理形态学变化，免疫组化检测磷酸化（p）-Akt，p-GSK-3β
蛋白的表达，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 PI3K，Akt，p-Akt，GSK-3β，p-GSK-3β蛋白表达情况。结果：与正常组比较，模

型组大鼠寻找平台时间延长（P<0.01），穿越平台次数减少（P<0.01），海马 CA1 区神经元结构损伤，海马 CA1 区 p-Akt，p-GSK-

3β蛋白表达降低（P<0.05），海马组织 PI3K，p-Akt，p-GSK-3β相对表达量降低（P<0.01）。与模型组比较，丙戊酸钠组、化浊解

毒疏肝方各剂量组大鼠寻找平台时间缩短（P<0.01）；丙戊酸钠组、化浊解毒疏肝方高、中剂量组大鼠穿越平台次数升高（P<

0.01），各治疗组海马 CA1 区神经元结构明显改善，化浊解毒疏肝方高、中剂量组、丙戊酸钠组海马 CA1 区 p-Akt，p-GSK-3β蛋

白表达升高（P<0.05），化浊解毒疏肝方高、中剂量组、丙戊酸钠组 PI3K，p-Akt，p-GSK-3β相对表达量升高（P<0.01）。结论：化

浊解毒疏肝方可改善癫痫大鼠学习记忆能力，可能与激活 PI3K/Akt/GSK-3β通路相关蛋白有关，从而发挥抗癫痫作用。
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［Abstract］ Objective： To observe the effects of Huazhuo Jiedu Shugan Prescription（HZJDSG） on

learning，memory，and the expression of phosphoinositide 3-kinase（PI3K）/protein kinase B（Akt）/glycogen

synthase kinase-3β（GSK-3β）pathway-related proteins in epileptic rats，and to explore its possible mechanism.

Method：Forty-eight SPF male SD rats were randomly divided into a normal group，a model group，a sodium

valproate（0.19 g·kg-1） group，and low-（2.7 g·kg-1），medium-（5.4 g·kg-1），and high-dose（10.8 g·kg-1）

HZJDSG groups，with eight rats in each group. The normal group received 0.9% sodium chloride solution

（0.035 g·kg-1）by intraperitoneal injection，and the other five groups received pentetrazol（PTZ）at the same

dose to induce a chronic epilepsy model for a total of 14 times. The drug groups received corresponding drugs

and the normal group and the model group received 0.9% sodium chloride solution at the same volume once a

day for 28 days. During the drug intervention period，epilepsy was maintained in each modeling group by

intraperitoneal injection of PTZ on day 7，14，21，and 28. The behavioral changes of rats were observed by

Morris water maze and the pathomorphological changes of rat hippocampal neurons by hematoxylin-eosin（HE）

staining. The protein expression of phosphorylation Akt （p-Akt） and p-GSK-3β was detected by

immunohistochemistry and the protein expression of PI3K，Akt，p-Akt，GSK-3β，and p-GSK-3β by Western

blot. Result：Compared with the normal group，the model group showed prolonged platform finding time（P<

0.01），reduced number of platform crossings（P<0.01），structural damage of neurons in the CA1 region of the

hippocampus，down-regulated protein expression of p-Akt and p-GSK-3β in the CA1 region of the hippocampus

（P<0.05），and reduced relative expression of PI3K，p-Akt，and p-GSK-3β in the hippocampus（P<0.01）.

Compared with the model group， the sodium valproate group and the HZJDSG groups showed shortened

platform finding time（P<0.01）and improved neuronal structure in the CA1 region of the hippocampus，while

the sodium valproate group and the high- and medium-dose HZJDSG groups exhibited increased number of

platform crossings（P<0.01），up-regulated protein expression of p-Akt and p-GSK-3β in the CA1 region of the

hippocampus （P<0.05）， and elevated relative expression of PI3K， p-Akt， and p-GSK-3β （P<0.01）.

Conclusion：HZJDSG can improve the learning and memory of epileptic rats，and its antiepileptic effect may

be achieved by the activation of PI3K/Akt/GSK-3β pathway-related proteins.

［Keywords］ Huazhuo Jiedu Shugan prescription； epilepsy； rat； learning and memory； phosphoinositide

3-kinase（PI3K）/protein kinase B（Akt）/glycogen synthase kinase-3β（GSK-3β） signaling pathway

癫痫是多种病因引起的大脑高度同步化异常

放电的慢性神经系统疾病，影响全球约 5 000 万~

1 亿的癫痫患者［1］，每年致残率约 1 200 万 ~1 400

万［2］，在我国的癫痫患病人数大约有 800 万~1 000

万，其中活动性癫痫约 500~700 万，每年新增病例约

39 万~41 万［3］，癫痫反复发作可发展为难治性癫痫，

影响患者的心理、认知、情感等，给患者个人、家庭

及社会带来沉重的负担。

研 究 表 明 ，磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶/蛋 白 激 酶 B

（PI3K/Akt）信号通路是一条经典的抗细胞凋亡和促

进细胞存活的细胞内信号转导途径［4］，在细胞的凋

亡、生存以及在细胞的增殖方面有重要作用，在细

胞骨架改变方面也同样起着相当重要的作用［5］，Akt

是调节细胞过程的各种信号通路细胞的关键激酶，

参与调控细胞生长、增殖和存活［6］，可以直接或间接

调节细胞凋亡的不同底物来调节细胞的存活［7］，Akt

的磷酸化主要依赖于 PI3K 的活化，脑缺血发生后可

通过脑源性神经营养因子与其胞膜上的受体结合，

激活 PI3K/Akt信号途径，PI3K/Akt活化途径可起到

神经保护作用，糖原合成酶激酶 -3β（GSK-3β）是

PI3K/Akt通路的重要下游底物之一，是一种丝氨酸-

苏氨酸激酶，能磷酸化多种底物，参与多种细胞信

号途径及细胞生存［8］，化浊解毒疏肝方是否通过

PI3K/Akt/GSK-3β信号通路发挥神经元保护作用目

前未见报道。

中医药应用已有上千年的历史，是中华民族的
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瑰宝，积累了大量的临床经验，具有药效作用时间

长，疗效显著，不良反应相对较少及花费较少的特

点，以及在中药的研究中表现出多靶点作用、从整

体论治的特点而逐步受到临床研究者的重视，到目

前为之，尚未发现治疗癫痫的有效的方法，笔者认

为癫痫患者的学习记忆能力下降可能与浊伏脑络

有关，化浊解毒疏肝方是裴林教授基于浊毒理论并

结合基础研究及临床经验的创新方，由黄芩 12 g，荷

梗 9 g，绞股蓝 12 g，柴胡 12 g，石菖蒲 9 g，罗勒 6 g

等药物组成，具有化浊毒、疏肝郁的作用。本实验

应用戊四氮（PT2）制作大鼠慢性癫痫模型，用中药

作为目标治疗药物，探讨其抗癫痫可能的作用机

制，为化浊解毒疏肝方进行深入研究及改善癫痫认

知功能方面提供新思路和理论依据。

1 材料

1.1 动物 选取 4 周龄 SPF 级健康 SD 雄性大鼠

48 只，体质量 100~120 g，购自河北医科大学实验动

物中心，动物生产合格证号 SCXK（冀）2018-004，饲

料垫料生产合格证号 SCXK（冀）2018-003。实验动

物所处环境光线充足，12 h 光亮/黑暗循环交替，温

度为 22~24 ℃，湿度为 50%~60%，实验大鼠饲养在

聚砜鼠笼中，可自由获取食水，在河北省中医药科

学院动物房内饲养。本实验经河北省中医药科学

院动物实验伦理委员会审查并批准（批准号 DWLL-

2020003）。
1.2 药物与试剂 化浊解毒疏肝方由黄芩 12 g，荷

梗 9 g，绞股蓝 12 g，石菖蒲 9 g，柴胡 12 g，罗勒 6 g

组 成（安 国 市 伊 康 药 业 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

191203，200115，191224，190912，191107，200108，经

河北省中医药科学院附属医院药学部邵奇药师鉴

定符合 2015 年版《中华人民共和国药典》一部标准，

标本凭证保存于河北省中医药科学院附属医院），
丙戊酸钠片（湖南省湘中制药有限公司，国药准字

H43020874）。 PTZ（P6500-100G）（ 美 国 Sigma-

Aldrich 公司，批号 #SLBF5034V）。 10% 水合氯醛

（天 津 市 北 联 精 细 化 学 品 开 发 有 限 公 司 ，批 号

1040508）；PI3K 单克隆抗体，Akt 多克隆抗体（武汉

三鹰生物技术有限公司，批号分别为 60225-1-Ig，

10176-2-AP）；磷酸化（p）-Akt 多克隆抗体，p-GSK-

3β 多 克 隆 抗 体（英 国 Affinity 公 司 ，批 号 分 别 为

AF0016，AF2016）；GSK-3β多克隆抗体，β -肌动蛋

白（β-actin）单克隆抗体，辣根过氧化物酶（HRP）标
记山羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G 二抗，HRP 标记山羊

抗 小 鼠 IgG 二 抗 ，苏 木 素 -伊 红（HE）染 液 套 装 ，

Tween-20，RIPA 裂解液，蛋白酶抑制剂（100 mmol·L-1

PMSF），磷酸化蛋白酶抑制剂，5×蛋白还原型上样

缓冲液，SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒，彩色预染蛋白

Marker，PVDF 膜 0.45 μm，脱脂奶粉，ECL 发光试剂

盒，显影定影试剂（武汉谷歌生物科技有限公司，批

号分别为 GB11099，GB12001，GB23303，GB23301，

G1003，WGT8220，G2002，G2008，G2007，G2013，

G2003，26617，G6015-0.45，G5002，G2014，G2019）；
无水乙醇、二甲苯、中性树胶（国药集团化学试剂有

限 公 司 ，货 号 分 别 为 100092683，10023418，

10004160）。
1.3 仪器 JB-P5 型包埋机，JB-L5 型冻台（武汉俊

杰电子有限公司）；RM2016 型病理切片机（上海徕

卡仪器有限公司）；KD-P 型组织摊片机（浙江省金

华市科迪仪器设备有限公司）；Nikon Eclipse E100

型正置光学显微镜，NIKON DS-U3 型成像系统（日

本尼康公司）；防脱载玻片，MS-PB 型磁力搅拌器，

TSY-B 型脱色摇床，D1008E 型掌上离心机，KZ-Ⅱ
型研磨仪，BV-2型垂直电泳仪，BT-2型转印电泳仪，

WGJP0001 型柯达胶片（武汉赛维尔生物科技有限

公司）；Morris水迷宫，SLY-ETS 行为分析系统（北京

硕林苑科技有限公司）；RT-6100 型酶标仪（美国

Rayto 公司）；D3024R 型台式高速冷冻离心机［大龙

兴创实验仪器（北京）有限公司］；SPR80 型制冰机

（美国 Sigma 公司）；alphaEaseFC 灰度分析软件（美

国 Alpha Innotech 公司）；6300 型化学发光仪（上海

勤翔科学仪器有限公司）。
2 方法

2.1 造模与分组 将 SD 雄性大鼠 48 只随机分为

正常组、模型组、丙戊酸钠组、化浊解毒疏肝方低、

中、高剂量组，每组 8 只，根据预实验结果及参考

ALESE 等［9］的实验方法制作癫痫模型，模型组及给

药组腹腔注射亚惊厥剂量 PTZ（0.035 g·kg-1），正常

组腹腔注射同等剂量 0.9% 氯化钠溶液，共 14 次，执

行时间是上午 8：00~11：00，造模前称体质量，给药

后密切观察每只大鼠的行为学表现 30 min，期间如

出现强直性抽搐持续超过 1 min 不能自行缓解的，

给以腹腔注射 10% 水合氯醛溶液 3 mL·kg 以终止

抽搐。

根据 Racine 分级标准［10］，见表 1，造模 14 次后，

进行数据分析，连续出现 3 次癫痫发作在Ⅳ级及以

上的大鼠视为造模成功，造模结束后剔除造模不成

功及死亡的癫痫大鼠，其余大鼠纳入实验研究。

2.2 给药方法 造模成功后翌日开始，每天上午
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8：00~10：00 进行灌胃治疗，化浊解毒疏肝方临床常

用生药量为 60 g，按人和大鼠间等效剂量的折算系

数［11］进行换算，化浊解毒疏肝方低、中、高剂量比为

1∶2∶4，计算出化浊解毒疏肝方低、中、高剂量组给

药剂量分别为 2.7，5.4，10.8 g·kg-1，丙戊酸钠临床成

人每日最大剂量为 0.03 g·kg-1，按照人和大鼠间等

效剂量折算系数换算后的大鼠用量为 0.19 g·kg-1，

化浊解毒疏肝方低、中、高剂量组分别给予化浊解

毒疏肝方低、中、高剂量治疗，丙戊酸钠组给予丙戊

酸钠治疗，正常组与模型组给予同等体积的 0.9% 氯

化钠溶液灌胃，每日 1 次，共持续 28 d。药物干预期

间，各造模组大鼠在第 7，14，21，28 天给予 PTZ 以维

持癫痫模型。加适量水浸泡 1 h，煎煮约 30 min，滤

出药液后再加入适量水煎煮 30 min，将煎煮好的

2 次的药液合并，进行浓缩，将化浊低、中、高剂量分

别浓缩为 111 mL 的汤药。煎煮好的各组化浊解毒

疏肝方标记好并存于 4 ℃冰箱备用。

2.3 Morris水迷宫实验 Morris水迷宫实验是测试

大鼠学习记忆的经典实验，灌胃给药结束翌日进行

水迷宫测试，每组筛选出 6 只大鼠（剔除视力及运动

能力差的），进行为期 5 d 的行为学测试。Morris 水

迷宫是一个半径 60 cm，高 60 cm 的圆形水池，分为

4 个象限，在东北（NE）象限放置一个直径约 15 cm，

高 28 cm 的圆形平台，位于水面下 2 cm，置放在安静

的测试室内进行，水池上方装有视频图像采集系

统，用来记录大鼠游泳轨迹路线，电脑软件会自动

收集并计算大鼠找到平台的时间及穿越平台次数。

操作过程中保持实验室环境安静，水温控制在 25 ℃

左右，实验前将墨汁加入水中，以便更好地隐匿平

台。定位航行实验历时 4 d，每天训练 1 次，每个象

限每次大鼠游泳时间设置为 120 s，如果大鼠成功找

到站台，电脑会自动记录大鼠找到平台的时间。第

5 天进行空间探索实验测试，撤去平台，选取西南象

限作为大鼠固定入水点，设置时间为 120 s，记录在

120 s内各组大鼠穿过平台的次数。

2.4 HE 染色观察大鼠海马组织病理变化 腹腔注

射 10% 水合氯醛麻醉，数秒后待其充分麻醉后将其

置于解剖台上，逐层打开胸腹腔，用止血钳固定，使

心脏充分暴露，在右心耳处剪开一个小口使血液顺

利流出，将预冷的 0.9% 氯化钠溶液的输血器针头自

左心室插入心脏，快速灌注约 230 mL，随后缓慢灌

注 4 ℃预冷的 4% 多聚甲醛固定液约 240 mL，待大

鼠出现四肢僵直、肝脏发白时提示灌注成功，剥取

全脑，标记后置于 4% 多聚甲醛中固定 24~48 h，切

取视交叉至乳头体之间的部分，将目的部位组织修

平整，石蜡包埋，切片（厚 4 μm），HE 染色（脱蜡，苏

木素染色，脱水，透明，封片），光镜下观察。

2.5 免疫组化检测 p-Akt，p-GSK-3β蛋白表达 将

石蜡切片脱蜡至水，抗原修复，将其放入 3% 过氧化

氢中，需要避光孵育 25 min（室温），再放入磷酸盐缓

冲液（PBS）中清洗 3 次，每次 5 min，滴加 3%BSA，室

温封闭 30 min，滴加一抗（p-Akt，p-GSK-3β稀释比

例均为 1∶100），将切片平放于湿盒内，4 ℃孵育过

夜，第 2 天取出恢复室温，然后将载玻片放入 PBS 中

清洗 3 次，每次 5 min，随后滴加二抗（HRP 标记的山

羊抗兔 IgG，稀释比例为 1∶200），室温孵育 50 min，

DAB 显色，脱水封片，显微镜镜检，图像采集分析。

2.6 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测海马组织

PI3K，Akt，p-Akt，GSK-3β，p-GSK-3β 蛋 白 表 达

从-80 ℃冰箱取出海马组织，称取每只大鼠海马

质量，用高温消毒的眼科剪把组织剪成细小的碎

片，加入适量裂解液直至海马组织完全裂解，将裂

解后的样品置于低温高速离心机中，12 000 r·min-1

离心 10 min，收集上清，即为总蛋白溶液，然后转至

离心管，分装冻存，放置在-80 ℃冰箱，根据蛋白浓

度测定结果，按照 4∶1 的比例加入 5×还原型蛋白上

样缓冲液，吹打混匀，沸水浴变性 15 min，将样品缓

慢加入至胶孔，Marker 所在的上样孔中加入等体积

的 预 染 Marker，接 通 电 源 ，浓 缩 胶 电 压 75 V

（15 mA），当出现蛋白 Maker 进入分离胶以后将电

压改为 120 V（20 mA），电泳至溴酚蓝距离最底部大

约 1 cm 即可关闭电泳仪，终止电泳。将凝胶上分离

到的蛋白条带通过转移电泳方式转印至 PVDF 膜，

5% 脱脂奶粉进行封闭，加入配置好的一抗（稀释比

例为 PI3K，Akt，p-Akt，GSK-3β，p-GSK-3β 1∶1 000；
β-actin 1∶2 000），4 ℃孵育摇床过夜，第 2 天将 HRP

标记的山羊抗小鼠或山羊抗兔二抗（1∶3 000）放置

摇床上进行孵育，ECL 化学发光，以 Image J 图像分

表 1 Racine分级

Table 1 Racine Grade

分级

0级

Ⅰ级

Ⅱ级

Ⅲ级

Ⅳ级

Ⅴ级

行为表现

无抽搐发作，行为表现较为正常

面部可观察到局部肌肉的小阵挛发作，如眨

眼/抖须/湿狗样抖动/咀嚼样表现

颈部肌肉表现出阵挛，以点头为主

一侧前肢抽搐阵挛表现，不伴站立

两侧前肢抽搐阵挛表现，伴站立

全身及四肢强直阵挛伴跌倒
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析软件分析各组目的蛋白与内参蛋白的光密度

比值。

2.7 统计学方法 采用 SPSS 19.0 统计软件进行统

计学分析，连续变量数据资料符合正态分布且方差

齐均以 x̄± s 表示，采用单因素方差分析（One-way

ANOVA）及最小显著性差异法（LSD）进行两两比

较，以 P<0.05为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 Morris 水迷宫结果 与正常组比较，模型组大

鼠寻找平台时间显著延长（P<0.01），穿越平台次数

显著减少（P<0.01）。与模型组比较，丙戊酸钠组、化

浊解毒疏肝方高、中、低剂量组大鼠寻找平台时间

显著缩短（P<0.01），丙戊酸钠组、化浊解毒疏肝方

高、中剂量组大鼠穿越平台次数显著增多（P<0.01）。
化浊解毒疏肝方高剂量组与丙戊酸钠组大鼠寻找

平台时间及穿越平台次数差异无统计学意义，见

表 2。各组大鼠 Morris水迷宫运动轨迹图见图 1。

3.2 对癫痫大鼠海马组织 CA1 区病理形态学的影

响 正常组大鼠海马 CA1 区锥体细胞数目较多，形

态饱满，呈圆形及椭圆形，胞核大而圆，核仁较清

晰，细胞排列规整，结构完整。模型组大鼠海马

CA1 区锥体细胞数目减少，形态不规则，细胞排列

不整齐，形状呈梭形，可见明显细胞胞体固缩深染。

丙戊酸钠组、化浊解毒疏肝方低、中、高剂量组大鼠

海马 CA1 区的锥体细胞数目相对较多，排列较为规

整，结构相对完整，以化浊解毒疏肝方高剂量组和

丙戊酸钠组最为明显。见图 2。

3.3 对癫痫大鼠海马 CA1 区 p-Akt，p-GSK-3β蛋白

表达的影响 与正常组比较，模型组大鼠海马 CA1

区 p-Akt，p-GSK-3β表达明显降低（P<0.05）；与模型

组比较，丙戊酸钠组、化浊解毒疏肝方中剂量组及

化浊解毒疏肝方高剂量组 p-Akt，p-GSK-3β表达明

显升高（P<0.05）。化浊解毒疏肝方高剂量组予丙戊

酸钠组比较差异无统计学意义。见图 3，4。

表 2 化浊解毒疏肝方对癫痫大鼠寻找平台时间及穿越平台次数的

影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of Huazhuo Jiedu Shugan prescription on time to

find platform and number of platform crossings in rats（x̄± s，n=6）

组别

正常

模型

丙戊酸钠

化浊解毒疏肝方

剂量/g·kg-1

0.19

2.7

5.4

10.8

寻找平台时间/s

13.89±2.82

37.14±4.302）

18.50±3.424）

30.61±5.454）

28.83±3.834）

17.96±4.034）

穿越平台数/次

8.50±1.05

3.50±1.052）

7.17±1.174）

4.00±0.89

6.17±1.174）

7.67±1.034）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，
4）P<0.01（表 3同）。

A. 正常组；B. 模型组；C. 丙戊酸钠组；D. 化浊解毒疏肝方低剂量

组；E. 化浊解毒疏肝方中剂量组；F. 化浊解毒疏肝方高剂量组

（图 2~5同）
图 1 Morris水迷宫大鼠运动轨迹

Fig. 1 Morris Water Maze rat motion profile

图 2 化浊解毒疏肝方对癫痫大鼠海马组织 CA1 区病理形态学的

影响（HE，×400）
Fig. 2 Effect of Huazhuo Jiedu Shugan prescription on

pathomorphology of CA1 region of hippocampus in rats

（HE，×400）
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3.4 对 癫 痫 大 鼠 海 马 组 织 PI3K，p-Akt/Akt，

p-GSK-3β/GSK-3β的影响 与正常组比较，模型组

海马组织 PI3K，p-Akt，p-GSK-3β相对表达量显著

降低（P<0.01）；与模型组比较，化浊解毒疏肝方高剂

量组、化浊解毒疏肝方中剂量组及丙戊酸钠组

PI3K，p-Akt，p-GSK-3β 相 对 表 达 量 显 著 升 高

（P<0.01）。化浊解毒疏肝方高剂量组与丙戊酸钠组

比较差异无统计学意义。见图 5，表 3。

4 讨论

癫痫是一种致残率高的慢性疾患，反复发作可

引起认知功能的损害，海马 CA1 区是认知功能的关

键区域，参与学习记忆过程，易受到缺血性损伤的

影响［12-13］。本研究 HE 染色结果显示，与正常组比

较，模型组大鼠海马 CA1 区受损较为严重，细胞数

目减少，形态呈梭形，细胞排列不规则，提示癫痫模

型制作成功，对大鼠海马神经元产生一定的损伤。

与模型组比较，丙戊酸钠组及化浊解毒疏肝方高、

中、低剂量组大鼠海马 CA1 区细胞形态较为完整，

排列较为整齐，层次较清晰，提示化浊解毒疏肝方

可改善癫痫大鼠海马 CA1区损伤。

PTZ 是一种常用的点燃实验动物模型，是 γ-氨

基丁酸（GABA）受体拮抗剂，易通过血脑屏障，为癫

痫组织病理学和细胞病理学的公认模型［14-15］。丙戊

酸钠是常用的抗癫痫一线药物，是许多癫痫发作的

首选药物［16］，故本研究采用丙戊酸钠作为阳性对照

药物，验证了化浊解毒疏肝方的抗惊厥作用。

Morris 水迷宫测试是 1981 年由英国心理学家

Morris报道，用于多种神经系统疾病的模型评估、行

为表现及药物干预研究，主要用于评估啮齿类动物

的空间学习记忆能力的经典实验［17］。本研究结果

显示，模型组大鼠寻找平台时间延长，穿越平台次

图 5 各组大鼠 PI3K，Akt，p-Akt，GSK-3ββ，p-GSK-3ββ蛋白表达

电泳

Fig. 5 Electrophoresis of PI3K，Akt，p-Akt，GSK-3ββ，p-GSK-3ββ
protein in rats of each group

图 3 化浊解毒疏肝方对癫痫大鼠海马 CA1区 p-Akt蛋白表达的影

响（免疫组化，×400）
Fig. 3 Effect of Huazhuo Jiedu Shugan prescription on

expression of p-Akt protein in CA1 region of hippocampus in rats

（IHC，×400）

图 4 化浊解毒疏肝方对癫痫大鼠海马 CA1区 p-GSK-3ββ蛋白表达

的影响（免疫组化，×400）
Fig. 4 Effect of Huazhuo Jiedu Shugan prescription on

expression of p-GSK-3ββ protein in CA1 region of hippocampus in

rats（IHC，×400）
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数减少，表明癫痫大鼠学习记忆能力受损。而经过

药物治疗后各组大鼠寻找平台时间缩短，大鼠穿越

平台次数增多，表明化浊解毒疏肝方可以改善癫痫

大鼠学习记忆能力。化浊解毒疏肝方高剂量组与

丙戊酸钠组大鼠寻找平台时间及穿越平台次数无

统计学差异，表明化浊解毒疏肝方高剂量组与丙戊

酸钠组疗效相当。

PI3K/Akt 信号转导通路是抗细胞损伤，促进细

胞存活的经典通路，在调节认知功能，改善学习记

忆中起重要作用，该通路的激活在缺血缺氧性神经

元损伤中起着尤为重要作用［18］。PI3K/Akt 通路是

BDNF/TrkB 通路的重要下游级联信号中的一部分，

癫痫发作引起的缺血缺氧可激活 BDNF 与 TrkB 结

合后可引起 PI3K 的变化，Pl3K 是一种二聚物体复

合物，由催化亚基（p110）和调节亚基（p85）构成，

Pl3K 可以将代谢物磷脂酰肌醇二磷酸（PIP2）脂质

催化域转化为 PIP3，PIP3 可充当第二信使，PIP3 的 3

位磷酸基团可同时招募磷酸肌醇依赖性激酶 1

（PDK1）和 Akt 蛋白到质膜上，PDK1 使 Thr308 上的

Akt磷酸化，导致 Akt部分活化［19-20］，Akt在羧基端疏

水基中的 Ser473 位点则可以进一步被哺动物雷帕

霉素靶蛋白（mTOR）复合体 -2（mTORC2）磷酸化，

也可被 Pl3K 相关激酶（PIKK）家族成员 DNA-PK 磷

酸化，从而激发 Akt 的完全活化［21-22］，活化的 Akt 可

引起下游底物 GSK-3β的变化。

GSK-3 是 Akt 的重要下游底物之一［23-24］，在脑

组织发生缺血缺氧损伤时，GSK-3β起促进神经细

胞凋亡的作用［25］，此时 Akt磷酸化被激活，通过抑制

糖原合成酶激酶 3 的活性而起到神经系统保护作

用 。 是 一 种 丝 氨 酸/苏 氨 酸 激 酶 ，由 GSK-3α 和

GSK-3β的 2 个亚型组成，参与多种细胞功能的调

节［26］，对其神经元存活［27］及细胞凋亡［28］有调节作用，

活化的 Akt可在高度保守的 N 末端调节位点磷酸化

GSK-3 亚型（Ser9），该残基的磷酸化导致 GSK-3β

失活，从而抗细胞凋亡，促神经细胞存活及发挥神

经保护作用。免疫组化及 Western blot 检测结果显

示，模型组大鼠海马 PI3K，p-Akt，p-GSK-3β表达均

减少，可能与癫痫反复发作出现脑部缺血缺氧激活

了 PI3K/Akt信号通路，引起 Akt的磷酸化水平升高，

进而促进神经元存活，阻止神经元的损伤，是机体

对脑部缺血缺氧的一种保护性反应。经药物治疗

后的各组 PI3K，p-Akt，p-GSK-3β表达均增多，反复

癫痫发作可能激活了 Akt，活化形式的 Akt可以磷酸

化 GSK-3β Ser9 位点使 GSK-3β受到抑制而失活，

从而阻止神经元损伤，发挥神经保护作用。

裴林老师认为浊毒既是一种对人体脏腑经络、

气血阴阳等均能造成严重损害的致病因素，也是指

多种原因导致脏腑功能紊乱、气血运行失常，机体

内产生的代谢产物不能及时正常排出而蕴积体内

化生的病理产物［29］。痰邪、瘀血日久，化为浊邪，内

伏于脑络，导致疾病缠绵难愈，脑脉失其所养则出

现言语混乱、呆傻等表现；舌质红，苔黄腻，脉弦滑

数是为浊毒内蕴于脏腑的表现［30-32］。化浊解毒疏肝

方是裴林老师基于浊毒理论结合患者的临床表现

及基础实验研究总结的治疗癫痫的基础方，在临床

上根据患者的具体临床表现进行药物的加减，在改

善癫痫患者记忆方面及情志方面给均有较好的疗

效。方中黄芩用于清除体内湿邪浊邪等；荷梗理气

宽胸，使气顺痰消，湿邪排除体外；绞股蓝清热解

毒，可化内浊毒使浊毒去清窍通而痫自止；石菖蒲

开窍豁痰，醒神益智，柴胡疏肝升阳，治疗肝气不

疏，肝主疏泄功能正常则浊毒去；罗勒化湿活血解

毒，疏泄全身气机，气行则湿浊毒行，促使其排除体

外，全方共司疏肝郁，化浊毒之功用。

综上所述，化浊解毒疏肝方可激活 PI3K/Akt/

GSK-3β信号通路相关蛋白的表达，改善癫痫大鼠

海马神经元损伤引起的学习记忆能力减退，从而对

癫痫大鼠神经元起到保护作用。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。

表 3 化浊解毒疏肝方对癫痫大鼠海马组织 PI3K，p-Akt/Akt，p-GSK-3ββ/GSK-3ββ的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of Huazhuo Jiedu Shugan prescription on PI3K，p-Akt/Akt and p-GSK-3ββ/GSK-3ββ in hippocampus of rats in each group

（x̄± s，n=3）

组别

正常

模型

丙戊酸钠

化浊解毒疏肝方

剂量/g·kg-1

0.19

2.7

5.4

10.8

PI3K/β-actin

0.75±0.12

0.23±0.022）

0.62±0.424）

0.28±0.08

0.44±0.034）

0.61±0.044）

p-Akt/Akt

0.96±0.22

0.30±0.062）

0.95±0.294）

0.48±0.14

0.59±0.13

0.86±0.244）

p-GSK-3β/GSK-3β
0.80±0.05

0.30±0.082）

0.65±0.094）

0.49±0.103）

0.56±0.094）

0.68±0.124）
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