
［药　 　 理］
菖蒲郁金汤对多发性抽动症大鼠线粒体自噬及 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路
的影响

黄　 爽１， 　 闫亚丽１， 　 梅　 镐１， 　 姚景曦１， 　 薛付春１， 　 尚　 菁１， 　 唐　 彦２， 　 史正刚１∗

（１． 甘肃中医药大学中医临床学院， 甘肃 兰州 ７３００００； ２． 云南中医药大学第一临床医学院， 云南 昆明

６５０５００）

收稿日期： ２０２５⁃０４⁃１６
基金项目： 国家自然科学基金项目 （８１９６０８８６， ８２４６０９５１）； 甘肃中医药大学科研发展基金项目 （２０ＹＦ３ＦＡ０４１）
作者简介： 黄　 爽 （１９９５—）， 男， 博士生， 从事中医药防治小儿神经精神疾病研究。 Ｔｅｌ： １８４８２１３４４９４， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｈｓｃｏｏｌ１６４＠ １６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 史正刚 （１９６３—）， 男， 博士， 教授， 从事中医药防治小儿神经精神疾病研究。 Ｔｅｌ： １３９９３１９６５１１， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｓｈｉｚｈｅｎｇｇａｎｇ

００７＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 探讨菖蒲郁金汤对多发性抽动症 （ ＴＳ） 大鼠纹状体线粒体自噬和 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路的影响。
方法　 ３６ 只ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠随机分为空白组 （９ 只） 和 ＴＳ 组 （２７ 只）， ＴＳ 组大鼠每天腹腔注射亚氨基二丙腈

（３００ ｍｇ ／ ｋｇ）， 连续 ７ ｄ 以建立 ＴＳ 模型。 造模成功后， 将 ＴＳ 大鼠随机分为模型组、 泰必利组 （４７􀆰 ９１ ｍｇ ／ ｋｇ） 和菖蒲

郁金汤组 （７７􀆰 ２８ ｇ ／ ｋｇ）， 并分别予以相应药物干预 ２８ ｄ。 给药结束后， 各组大鼠进行行为学评分， ＨＥ 染色观察纹状

体病理改变， 透射电子显微镜 （ＴＥＭ） 观察纹状体超微结构变化， ＴＵＮＥＬ 染色评价神经元凋亡水平， ＥＬＩＳＡ 法检测

纹状体 ＲＯＳ 水平， 免疫荧光染色 （ ＩＦ） 检测纹状体 ＰＩＮＫ１ 与 ＬＣ３Ｂ 共表达， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测纹状体

ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｐ６２、 ＬＣ３Ｂ （ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ ／ Ⅰ） ｍＲＮＡ、 蛋白表达。 结果 　 与空白组比较， 模型组大鼠行为学

评分、 神经元凋亡率及纹状体 ＲＯＳ 水平均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 纹状体神经元和线粒体发生损伤， 纹状体 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３Ｂ （ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ ／ Ⅰ） ｍＲＮＡ、 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐ６２ ｍＲＮＡ、 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 泰必利组和菖蒲郁金汤组大鼠行为学评分、 神经元凋亡率及纹状体 ＲＯＳ 水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 纹状体线粒

体和神经元病理损伤改善， 纹状体 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ ｍＲＮＡ、 蛋白表达均升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｐ６２
ｍＲＮＡ、 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 菖蒲郁金汤组大鼠纹状体 ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ、 ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ ／ Ⅰ蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 结论　 菖蒲郁金汤对 ＴＳ 大鼠的改善作用可能与调节 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路激活线粒体自噬、 改善线粒体功

能、 降低 ＲＯＳ 水平， 进而保护神经元相关。
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ｐａｔｈｗａｙ， ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｒｅｄｕｃｉｎｇ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅｂｙ ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ ｎｅｕｒｏｎｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｃｈａｎｇｐｕ Ｙｕｊｉｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； Ｔｏｕｒｅｔｔｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ； ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ； ｎｅｕｒｏｎ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ｓｔｒｉａｔｕｍ； ｍｉｔｏｐｈａｇｙ

　 　 多发性抽动症 （Ｔｏｕｒｅｔｔｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＴＳ） 是一

种常见的儿童、 青少年时期神经发育障碍性疾病，
以运动和 （或） 发声抽动为临床特征， 并常伴注

意缺陷多动障碍、 强迫障碍等精神行为障碍［１］，
对患者学习、 认知、 心理健康造成严重负面影

响［２⁃３］。 目前， ＴＳ 的发病机制尚未完全明晰， 研究

表明患者纹状体存在线粒体功能障碍和氧化代谢失

衡［４］， 可能与 ＰＴＥＮ 诱导的假定激酶 １ （ ＰＴＥＮ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｋｉｎａｓｅ １， ＰＩＮＫ１ ） ／帕 金 蛋 白

（ｐａｒｋｉｎ ＲＢＲ Ｅ３ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇａｓｅ， Ｐａｒｋｉｎ） 信

号通路介导线粒体自噬障碍有关， 该信号通路的抑

制会导致活性氧 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ）
积累， 加速神经元凋亡进程［５］。 菖蒲郁金汤是史

正刚教授治疗 ＴＳ 的经验方， 临床研究显示其能改

善患者临床症状， 安全性良好［６］， 并可修复 ＴＳ 大

鼠纹状体线粒体超微结构损伤， 促进神经元数量恢

复［７⁃８］， 然而其内在作用机理尚未明确。 本研究通

过构建 ＴＳ 疾病模型， 旨在探讨菖蒲郁金汤对线粒

体自噬和 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路的影响， 进而深

入挖掘该方潜在相关分子机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ３６ 只雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠， ３ 周龄， 体

质量 （６０±１０） ｇ， 购自常州卡文斯动物实验有限公

司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （苏） ２０２１⁃００１３，
动物质量合格证号 ３２０７３０２４０１０００３０６８６］， 饲养于

甘肃中医药大学 ＳＰＦ 级实验动物房 ［实验动物使

用许可证号 ＳＹＸＫ （甘） ２０２１⁃０００４］， 环境温度

（２２±２）℃， 相对湿度 （５５±５）％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 光 ／暗
循环照明， 自由摄食饮水， 适应性喂养 １ 周后进行

实验。 本研究方案通过甘肃中医药大学动物伦理审

查 （伦理审查编号 ＧＺＲＳＱ２０２４⁃０２１）。
１􀆰 ２　 药物　 菖蒲郁金汤由石菖蒲 １０ ｇ、 郁金 １０ ｇ、
天竺黄 ８ ｇ、 远志 ８ ｇ、 僵蚕 ８ ｇ、 蝉蜕 ８ ｇ、 全蝎

３ ｇ、 天麻 ８ ｇ、 磁石 ２０ ｇ、 石决明 ２０ ｇ、 川牛膝

１０ ｇ、 焦山楂 ８ ｇ 组成， 均由甘肃中医药大学附属

医院中药房提供， 经甘肃中医药大学药学院中药鉴

定教研室侯嘉副教授鉴定为正品， 符合 ２０２０ 年版

《中国药典》 规定。 前期研究结果显示， 菖蒲郁金

汤高剂量 （７７􀆰 ２８ ｇ ／ ｋｇ） 的抗抽动作用优于中、 低

剂量 （３８􀆰 ６４、 １９􀆰 ３２ ｇ ／ ｋｇ） 的［９］， 因此本实验选

择高剂量进行研究。 上述饮片分别以 １０、 ８、 ６ 倍

量水提取 ３ 次， 提取时间分别为 ９０、 ６０、 ３０ ｍｉｎ，
过滤， 合并滤液， 浓缩成生药量 ５􀆰 １５ ｇ ／ ｍＬ 的药

液。 泰必利 （批号 ＤＬＹ⁃２３Ｇ０１） 购自江苏恩华药

业股份有限公司， 生理盐水稀释成 ３􀆰 １９ ｍｇ ／ ｍＬ 溶

液； 亚 氨 基 二 丙 腈 （ ３， ３′⁃ｉｍｉｎｏｄｉｐｒｏｐｉｏｎｉｔｒｉｌｅ，
６２２３
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ＩＤＰＮ， 货号 ３１７３０６） 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 生理

盐水稀释成 ３０ ｍｇ ／ ｍＬ 溶液。
１􀆰 ３　 试剂　 苏木素、 伊红染液 （北京索莱宝科技

有限公司， 货号 Ｇ１０８０、 Ｇ１１００）； ＴＵＮＥＬ 细胞凋

亡检 测 试 剂 盒、 ＴＲＩｅａｓｙＴＭ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂盒 ［翌圣生物科技 （上海） 股份有限

公司， 货号 ４０３０８ＥＳ５０、 １０６０６ＥＳ６０］； ＲＯＳ ＥＬＩＳＡ
试剂盒 （南京建成生物工程研究所， 货号 Ｅ００４⁃１⁃
１）； 逆转录试剂盒、 ｑＰＣＲ 预混液 ［新贝 （上海）
生物科技有限公司， 货号 Ｒ２０２⁃０２、 Ｑ２０４⁃０１］；
ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｐ６２、 微管相关蛋白 １
轻链 ３Ｂ （ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ
３Ｂ， ＬＣ３Ｂ）、 ＧＡＰＤＨ 抗体 （北京博奥森生物技术

有 限 公 司， 货 号 ｂｓｍ⁃５１２６５Ｍ、 ｂｓ⁃２３６８７Ｒ、 ｂｓ⁃
１３５３Ｒ、 ｂｓ⁃５５２０７Ｒ、 ｂｓ⁃２９１２Ｒ、 ｂｓ⁃１０９００Ｒ）； 鼠二

抗、 兔二抗 （武汉赛维尔生物科技有限公司， 货

号 ＧＢ２５３０１、 ＧＢ２８３０１）。
１􀆰 ４　 仪器　 透射电子显微镜 （ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， ＴＥＭ ） （ 日 本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公 司， 型 号

ＨＴ７８００ ／ ＨＴ７７００）； 荧光显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公

司， 型号 ＩＸ５１）； 离心机 （德国 Ｋｅｎｄｒｉｏｎ 公司， 型

号 Ｄ⁃３７５２０ ）； 酶 标 仪 （ 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， 型号 ＭＫ３）； 实时定量 ＰＣＲ 仪

（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司， 型号 Ｉｑ５）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组、 造模及给药　 大鼠适应性喂养 １ 周后，
随机分为空白组 （９ 只） 和 ＴＳ 组 （２７ 只）， ＴＳ 组

大鼠每天腹腔注射 ＩＤＰＮ （３００ ｍｇ ／ ｋｇ） 以建立 ＴＳ
模型［１０］， 空白组大鼠则每天腹腔注射等体积生理

盐水， 连续 ７ ｄ。 造模结束后， 对大鼠刻板行为和

运动行为进行评分， ≥２ 分表明造模成功［１１］， 标

准见表 １。 将造模成功的 ＴＳ 大鼠随机分为模型组、
泰必利组和菖蒲郁金汤组， 每组 ９ 只， 泰必利组大

鼠灌胃 ４７􀆰 ９１ ｍｇ ／ ｋｇ 药液， 菖蒲郁金汤组大鼠灌胃

７７􀆰 ２８ ｇ ／ ｋｇ 药液， 空白组、 模型组大鼠灌胃 １５
ｍＬ ／ ｋｇ 蒸馏水， 每天 １ 次， 持续 ２８ ｄ。

表 １　 ＴＳ 大鼠行为学评分标准

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｉｎｇ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ＴＳ ｒａｔｓ
评分 ／ 分 刻板行为 运动行为

０ 无刻板运动 安静或正常活动

１ 旋转行为 过度兴奋

２ 头颈部垂直运动过多 探究行为增加

３ 头颈部垂直运动过多加旋转行为 不停跑动

４ 头向侧摆，合并头颈部垂直运动过多 不停跑动加惊跳

２􀆰 ２　 行为学评分 　 各组大鼠于造模后 （给药前）

及给药结束后进行行为学评分， 将其放入观察笼内

（单只单笼） 适应 ５ ｍｉｎ 后每 ５ ｍｉｎ 评分 １ 次， 持

续 １ ｈ， 记录总分并计算平均值。 评分过程分别由

２ 名训练有素但对分组情况不知晓的实验人员进

行， 以期减少主观误差。
２􀆰 ３　 苏木素⁃伊红 （ＨＥ） 染色观察大鼠纹状体病

理变化　 各组大鼠麻醉后心脏采血， 灌注， 取全脑

组织并进行固定， 石蜡包埋， 切片， 脱蜡， 水化，
苏木素、 伊红染液染色， 封片， 在显微镜下观察纹

状体并采集图像。
２􀆰 ４　 透射电子显微镜 （ＴＥＭ） 观察大鼠纹状体超

微结构变化　 各组大鼠取纹状体组织， 切成 １ ｍｍ３

小块， 电镜固定液、 １％ 锇酸固定， 梯度乙醇脱水，
浸透包埋， 烤箱聚合， 切成 ６０～８０ ｎｍ 超薄片并染

色， 在 ＴＥＭ 下观察并采集图像。
２􀆰 ５　 ＴＵＮＥＬ 染色评价大鼠纹状体神经元凋亡水

平　 脑组织经固定、 脱水透明、 石蜡包埋、 切片、
脱蜡、 水化、 蛋白酶 Ｋ 通透处理后进行预平衡，
ＴｄＴ 酶反应， 清洗， 封闭， 抗体标记， 在荧光显微

镜下观察并采集图像。
２􀆰 ６　 ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠纹状体 ＲＯＳ 水平　 纹状体

组织经匀浆、 离心后收集上清液， 按照 ＥＬＩＳＡ 试

剂盒说明书检测 ＲＯＳ 水平。
２􀆰 ７　 免疫荧光 （ ＩＦ） 法检测大鼠纹状体 ＰＩＮＫ１ 与

ＬＣ３Ｂ 共表达　 脑组织石蜡切片经脱蜡、 水化、 抗

原修复、 通透、 封闭液封闭后， 加入一抗 （鼠抗

ＰＩＮＫ１、 兔抗 ＬＣ３Ｂ， １ ∶ ２００） 孵育过夜， 次日加

入对应二抗孵育 ６０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 滴加

ＤＡＰＩ 室温染核， ＰＢＳ 清洗后封片， 在荧光显微镜

下观察并采集图像， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ５ｆ 软件分析荧

光信号强度。
２􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测大鼠纹状体 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｐ６２、 ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ 表达　 取纹状体组织，
按照试剂盒说明书提取总 ＲＮＡ 并去除 ｇＤＮＡ， 逆

转录成 ｃＤＮＡ， 进行 ＰＣＲ 扩增反应， 参数为 ９５ ℃
预变性 ３０ ｓ， １ 个循环； ９５ ℃变性 １０ ｓ， ６０ ℃退火 ／
延伸 ３０ ｓ， ４０ 个循环。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 采用

２－ΔΔＣＴ法计算目的基因 ｍＲＮＡ 相对表达量。 引物由

奥科生物科技有限公司合成， 序列见表 ２。
２􀆰 ９ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 大 鼠 纹 状 体 ＰＩＮＫ１、
Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｐ６２、 ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ ／ Ⅰ蛋白表达 　 取

纹状体组织， 加入 ＲＩＰＡ 裂解液提取蛋白后进行定

量， 电泳分离， 转移到 ＰＶＤＦ 膜上， 加入封闭液封

闭 １ ｈ， 加入一抗鼠抗 ＰＩＮＫ１、 兔抗 Ｐａｒｋｉｎ、 兔抗
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　 　 　 表 ２　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 引物序列（５′→３′）

ＰＩＮＫ１ 正向 ＧＡＡＡＡＧＧＣＣＣＡＧＡＴＧＴＣＧＴＣ

反向 ＴＴＴＧＣＴＧＡＡＣＣＣＡＡＧＧＣＴＴＣ

Ｐａｒｋｉｎ 正向 ＴＣＣＡＧＴＧＧＣＣＣＡＡＧＡＴＴＣＡＴ

反向 ＣＡＧＣＡＡＡＣＡＴＴＧＴＣＣＴＧＧＣＴ

Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 正向 ＡＣＡＴＣＴＧＧＣＡＣＡＧＴＧＧＡＣＡＧＴＴＴＧ

反向 ＡＧＣＡＴＧＧＡＧＣＡＧＣＡＡＣＡＣＡＧＴＣ

Ｐ６２ 正向 ＴＧＡＴＴＧＡＧＴＣＣＣＴＣＴＣＣＣＡＧＡＴＧＣ

反向 ＣＣＧＣＴＣＣＧＡＴＧＴＣＡＴＡＧＴＴＣＴＴＧＧ

ＬＣ３Ｂ 正向 ＴＣＴＴＧＧＡＣＧＣＴＴＧＴＡＣＧＣＡＴ

反向 ＴＴＧＴＧＴＧＴＣＴＣＣＴＣＡＡＣＣＣＧ

ＧＡＰＤＨ 正向 ＴＧＡＴＧＧＧＴＧＴＧＡＡＣＣＡＣＧＡＧ

反向 ＡＧＴＧＡＴＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧ

Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 兔抗 Ｐ６２、 兔抗 ＬＣ３Ｂ 和兔抗 ＧＡＰＤＨ 孵

育过夜， 次日 ＴＢＳＴ 洗膜， 加入相应二抗孵育 ９０
ｍｉｎ， 采用化学发光法在暗室中曝光、 显影， 通过

Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ５ｆ 软件分析条带灰度值。
２􀆰 １０　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处

理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 符合正态分布者组间比

较采用单因素方差分析， 方差齐时两两比较采用

ＬＳＤ 法， 方差不齐时采用 Ｇａｍｅｓ⁃Ｈｏｗｅｌｌ 法。 以 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。

３　 结果

３􀆰 １　 菖蒲郁金汤对 ＴＳ 大鼠行为学评分的影响　 在

造模结束时， ＴＳ 组大鼠刻板行为和运动行为评分

均≥２ 分， 表明造模成功。 如表 ３ 所示， 给药结束

后， 与空白组比较， 模型组大鼠刻板行为和运动行

为评分均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 泰必利

组和菖蒲郁金汤组大鼠刻板行为和运动行为评分均

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 ３　 各组大鼠行为学评分比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
（ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别 刻板行为评分 ／ 分 运动行为评分 ／ 分
空白组 ０􀆰 ０５±０􀆰 ０６ ０􀆰 ０９±０􀆰 １０
模型组 ３􀆰 ０５±０􀆰 １９∗∗ ２􀆰 ９４±０􀆰 １４∗∗

泰必利组 １􀆰 ５０±０􀆰 ２１＃＃ １􀆰 ５０±０􀆰 ０８＃＃

菖蒲郁金汤组 １􀆰 １９±０􀆰 １０＃＃ １􀆰 ２０±０􀆰 １６＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 菖蒲郁金汤对 ＴＳ 大鼠纹状体病理改变的影

响　 如图 １ 所示， 空白组大鼠纹状体神经元呈圆

形， 形态完整， 细胞核清晰， 排列紧密有序， 胞质

均匀； 模型组大鼠纹状体神经元形态不规则， 部分

出现核固缩， 胞质疏松、 不均匀； 与模型组比较，
泰必利组、 菖蒲郁金汤组大鼠纹状体神经元形态完

整， 核固缩减轻， 排列紧密有序， 胞质均匀。

注： 蓝色箭头指向正常神经元， 红色箭头指向异常神经元。

图 １　 各组大鼠纹状体 ＨＥ 染色 （×１００）
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｓｔｒｉａｔｕｍ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×１００）

３􀆰 ３　 菖蒲郁金汤对 ＴＳ 大鼠纹状体超微结构的影

响　 如图 ２ 所示， 空白组大鼠纹状体神经元核膜完

整， 线粒体嵴清晰并排列紧密有序； 与空白组比

较， 模型组大鼠纹状体神经元核膜边界不清， 甚

至出现凹陷， 线粒体肿胀、 膜模糊、 嵴疏松断

裂， 严重者呈现空泡样改变； 与模型组比较， 泰

必利组、 菖蒲郁金汤大鼠纹状体神经元核膜边界

较清晰， 线粒体嵴较清楚， 肿胀和空泡样改变较

少； 菖蒲郁金汤组大鼠纹状体可见自噬体和溶

酶体。

注： 红色箭头指向线粒体， 黄色箭头指向自噬体， 蓝色箭头指向溶酶体。

图 ２　 各组大鼠纹状体超微结构 （ＴＥＭ， ×６ ０００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｒａｔ ｓｔｒｉａｔｕｍ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＴＥＭ， ×６ ０００）
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３􀆰 ４　 菖蒲郁金汤对 ＴＳ 大鼠纹状体神经元凋亡水平

的影响　 如图 ３、 表 ４ 所示， 与空白组比较， 模型

组大鼠纹状体 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数量增加， 神经元

凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 泰必利

组、 菖蒲郁金汤组大鼠纹状体 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数

量减少， 神经元凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 ３　 各组大鼠纹状体神经元凋亡染色 （ＴＵＮＥＬ， ×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔ ｓｔｒｉａｔｕｍ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＴＵＮＥＬ， ×２００）

表 ４　 各组大鼠纹状体神经元凋亡率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ４ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｉｎ ｒａｔ

ｓｔｒｉａｔｕｍ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 凋亡率 ／ ％

空白组 １􀆰 ９５±０􀆰 ３２
模型组 １１􀆰 ６２±０􀆰 ５６∗∗

泰必利组 ７􀆰 ４８±１􀆰 ４３＃＃

菖蒲郁金汤组 ６􀆰 ６７±１􀆰 ２０＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ５　 菖蒲郁金汤对 ＴＳ 大鼠纹状体 ＲＯＳ 水平的影

响　 如表 ５ 所示， 与空白组比较， 模型组大鼠纹状

体 ＲＯＳ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 泰

必利组、 菖蒲郁金汤组大鼠纹状体 ＲＯＳ 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 ５　 各组大鼠纹状体 ＲＯＳ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｒａｔ ｓｔｒｉａｔｕｍ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＲＯＳ ／ （ｎｇ·ｇ－１）
空白组 １３０􀆰 ６９±８􀆰 ６１
模型组 ３５７􀆰 ０８±１８􀆰 ００∗∗

泰必利组 ２７７􀆰 ９２±１３􀆰 ８６＃＃

菖蒲郁金汤组 ２３９􀆰 ０３±１０􀆰 ０９＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ６　 菖蒲郁金汤对 ＴＳ 大鼠纹状体 ＰＩＮＫ１ 与 ＬＣ３Ｂ
共表达的影响　 如图 ４、 表 ６ 所示， 与空白组比较，

模型组大鼠纹状体 ＰＩＮＫ１、 ＬＣ３Ｂ 表达均降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 泰必利组、 菖蒲郁金汤组大

鼠纹状体 ＰＩＮＫ１、 ＬＣ３Ｂ 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 ６　 各组大鼠纹状体 ＰＩＮＫ１ 与 ＬＣ３Ｂ 共表达比较 （ｘ±ｓ，

ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＰＩＮＫ１ ａｎｄ ＬＣ３Ｂ ｃｏ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ

ｒａｔ ｓｔｒｉａｔｕｍ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＰＩＮＫ１ ＬＣ３Ｂ

空白组 １􀆰 ００±０􀆰 ０６ １􀆰 ００±０􀆰 ０３
模型组 ０􀆰 ４０±０􀆰 ０２∗∗ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０３∗∗

泰必利组 ０􀆰 ６１±０􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０２＃＃

菖蒲郁金汤组 ０􀆰 ８１±０􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ８６±０􀆰 ０２＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ７　 菖蒲郁金汤对 ＴＳ 大鼠纹状体 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｐ６２、 ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 如表 ７
所示， 与空白组比较， 模型组大鼠纹状体 ＰＩＮＫ１、
Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ 表达均降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， Ｐ６２ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 泰必利组、 菖蒲郁金汤组大鼠纹状体

ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， Ｐ６２ ｍＲＮＡ 表 达 降 低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 菖蒲郁金汤组大鼠纹状体 ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ 表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而泰必利组大鼠纹状体 ＬＣ３Ｂ
ｍＲＮＡ 表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
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图 ４　 各组大鼠纹状体 ＰＩＮＫ１ 与 ＬＣ３Ｂ 共表达染色 （ＩＦ， ×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏ⁃ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＰＩＮＫ１ ａｎｄ ＬＣ３Ｂ ｉｎ ｒａｔ ｓｔｒｉａｔｕｍ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＩＦ， ×２００）

表 ７　 各组大鼠纹状体 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｐ６２、 ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）
Ｔａｂ􀆰 ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＩＮＫ１， Ｐａｒｋｉｎ， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１， Ｐ６２ ａｎｄ ＬＣ３Ｂ ｉｎ ｒａｔ ｓｔｒｉａｔｕｍ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ，

ｎ＝４）
组别 ＰＩＮＫ１ Ｐａｒｋｉｎ Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ Ｐ６２ ＬＣ３Ｂ

空白组 １􀆰 ０１±０􀆰 １７ １􀆰 ０２±０􀆰 １９ １􀆰 ０１±０􀆰 １５ １􀆰 ００±０􀆰 １１ １􀆰 ０２±０􀆰 １９
模型组 ０􀆰 １４±０􀆰 ０３∗∗ ０􀆰 １６±０􀆰 ０３∗∗ ０􀆰 １６±０􀆰 ０２∗∗ ４􀆰 ３６±０􀆰 ４４∗∗ ０􀆰 １０±０􀆰 ０２∗∗

泰必利组 ０􀆰 ４１±０􀆰 ０８＃ ０􀆰 ３７±０􀆰 ０７＃ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０８＃＃ １􀆰 ６０±０􀆰 １６＃＃ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０４
菖蒲郁金汤组 ０􀆰 ７７±０􀆰 １５＃＃ ０􀆰 ５２±０􀆰 １０＃＃ ０􀆰 ６５±０􀆰 １２＃＃ １􀆰 ２９±０􀆰 １２＃＃ ０􀆰 ５０±０􀆰 １０＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ８ 　 菖 蒲 郁 金 汤 对 ＴＳ 大 鼠 纹 状 体 ＰＩＮＫ１、
Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｐ６２、 ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ ／ Ⅰ蛋白表达的影

响　 如图 ５、 表 ８ 所示， 与空白组比较， 模型组大

鼠纹状体 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ ／ Ⅰ
蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐ６２ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 泰必利组和菖蒲郁金

汤组大鼠纹状体 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白表

达均升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｐ６２ 蛋白表达降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 菖蒲郁金汤组大鼠纹状体 ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ ／ Ⅰ比值

升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 而泰必利组大鼠纹状体 ＬＣ３Ｂ⁃
Ⅱ ／ Ⅰ比值无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
４　 讨论

线粒体作为细胞的能量中心和 ＲＯＳ 的主要来

源， 对维持细胞稳态起重要作用。 当机体受到刺激

时， 线粒体内氧化还原失衡， ＲＯＳ 积蓄， 引发线

粒体氧化应激损伤， 线粒体功能障碍， 并进一步加

速神经元凋亡的进程［１２］， 影响着帕金森病、 亨廷

顿病等神经系统疾病的发生发展［１３⁃１４］。 研究报道，
ＩＤＰＮ 诱导的 ＴＳ 大鼠脑中存在氧化应激水平和神经

元凋亡率升高［１５⁃１６］， 提示线粒体氧化应激和神经

元凋亡进程加速可能是本病的重要病理基础。 本研

究结果显示， 模型组大鼠刻板行为和运动行为评分

升高， 同时伴随着纹状体线粒体、 神经元损伤，
ＲＯＳ 水平、 凋亡率上升； 菖蒲郁金汤能有效控制

ＴＳ 大鼠刻板行为和运动行为， 并清除过量 ＲＯＳ，
改善线粒体损伤， 减缓神经元凋亡， 提示它对 ＴＳ
大鼠纹状体线粒体功能障碍、 神经元氧化应激损伤

起改善作用。 此外， ＴＥＭ 显示菖蒲郁金汤还增加

了自噬体和溶酶体数量， 可能与激活线粒体自噬

有关。
线粒体自噬通过选择性清除受损线粒体和

ＲＯＳ 来维持质量控制， 其中以 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号

通路介导的线粒体自噬过程研究广泛［１７］。 在线粒

体应激或去极化状态下， ＰＩＮＫ１ 稳定在受损的线粒
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图 ５　 各组大鼠纹状体 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｐ６２、 ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ ／ Ⅰ蛋白条带

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＰＩＮＫ１， Ｐａｒｋｉｎ， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１， Ｐ６２ ａｎｄ ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ ／ Ⅰ ｉｎ ｒａｔ ｓｔｒｉａｔｕｍ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ８　 各组大鼠纹状体 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｐ６２、 ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ ／ Ⅰ蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＩＮＫ１， Ｐａｒｋｉｎ， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１， Ｐ６２ ａｎｄ ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ ／ Ⅰ ｉｎ ｒａｔ ｓｔｒｉａｔｕｍ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＰＩＮＫ１ Ｐａｒｋｉｎ Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ Ｐ６２ ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ ／ Ⅰ
空白组 ０􀆰 ８５±０􀆰 ０２ １􀆰 ２２±０􀆰 ０４ １􀆰 ０４±０􀆰 ０３ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０５ ２􀆰 ４３±０􀆰 ３６
模型组 ０􀆰 ２６±０􀆰 ０２∗∗ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０６∗∗ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ０８±０􀆰 ０９∗∗ １􀆰 ３５±０􀆰 １２∗∗

泰必利组 ０􀆰 ５５±０􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 ８７±０􀆰 ０４＃＃ １􀆰 ５６±０􀆰 １５
菖蒲郁金汤组 ０􀆰 ６８±０􀆰 ０３＃＃ １􀆰 ０６±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ９３±０􀆰 ０１＃＃ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０１＃＃ １􀆰 ９６±０􀆰 ２９＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

体膜上， 招募 Ｐａｒｋｉｎ， 使其磷酸化并泛素化线粒体

底物蛋白以形成多聚泛素链， 此时泛素接头蛋白

Ｐ６２ 通过其 Ｃ 端连接泛素化线粒体， 再通过与自噬

体中 ＬＣ３ 结合， 将泛素化线粒体聚集并包裹进入

自噬体， 并最终被溶酶体降解清除。 ＬＣ３Ｂ 是 ＬＣ３
研究最多的亚型， 在自噬过程中， 其前体经剪切生

成 ＬＣ３Ｂ⁃Ⅰ， 并在相关蛋白作用下与磷脂酰乙醇胺

偶联形成 ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ， 并定位于自噬体膜， 因此

ＬＣＢ⁃Ⅱ是自噬体标志物， ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ ／ Ⅰ比值与自噬

水平呈正比［１８］。 此外， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 作为自噬体成核的

关键分子， 对后者形成起重要调控作用， 因此也常

作为自噬标志物进行检测［１９］。 当 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ ／ Ⅰ表达降低， Ｐ６２ 表达升高时，
表明 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路介导线粒体自噬水平

降低， 这是帕金森病、 阿尔茨海默病等神经系统疾

病的重要病理特征， 而激活该途径对这些疾病有着

改善作用［２０⁃２１］。 前期报道， 促进 ＬＣ３、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 表

达可减缓 ＩＤＰＮ 诱导的抽动障碍模型大鼠纹状体神

经元凋亡［１６］， 本研究在此基础上， 进一步探讨

ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路激活线粒体自噬对 ＴＳ 大鼠

的影响， 结果显示， 模型组大鼠 ＰＩＮＫ１ 与 ＬＣ３Ｂ 共

表达及 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３Ｂ （ ＬＣ３Ｂ⁃
Ⅱ ／ Ⅰ） ｍＲＮＡ、 蛋白表达降低， Ｐ６２ ｍＲＮＡ、 蛋白

表达升高， 提示 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路介导的线

粒体自噬被抑制。 值得注意的是， 菖蒲郁金汤组大

鼠 ＰＩＮＫ１ 与 ＬＣ３Ｂ 共 表 达 及 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３Ｂ （ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ ／ Ⅰ） ｍＲＮＡ、 蛋白表达

升高， 而 Ｐ６２ ｍＲＮＡ、 蛋白表达降低， 提示菖蒲郁

金汤对 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路介导的线粒体自噬

具有促进作用。
综上所述， 菖蒲郁金汤能激活 ＴＳ 大鼠纹状体

线粒体自噬， 改善线粒体功能， 降低 ＲＯＳ 水平，
１３２３
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进而保护神经元， 其机制可能与调控 ＰＩＮＫ１ ／
Ｐａｒｋｉｎ 信号通路有关。 后续课题组将使用自噬抑制

剂进行反向验证， 进一步明确其因果关系， 以期揭

示菖蒲郁金汤干预 ＴＳ 的作用机制， 并为相关新药

开发提供科学依据。
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