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摘要： 目的　 探讨定振丸对帕金森病大鼠儿茶酚胺类神经递质及黑质多巴胺能神经元氧化应激的改善作用。 方法　 利

用 ６⁃羟多巴胺建立帕金森病大鼠模型， 大鼠随机分为假手术组， 模型组， 定振丸低、 中、 高剂量组 （１１􀆰 ０３、 ２２􀆰 ０５、
４４􀆰 １０ ｍｇ ／ ｋｇ） 及阳性组 （美多芭 １􀆰 ６７ ｍｇ ／ ｋｇ）， １ 次 ／ ｄ， 连续灌胃给药 １５ ｄ。 ＥＬＩＳＡ 法检测脑黑质中 ＤＡ、 ＤＯＰＡＣ、
ＨＶＡ、 ５⁃ＨＴ 水平； 应用硫代巴比妥那比色法、 邻苯三酚自氧化法和二硫代二硝基苯甲酸直接法分别检测脑黑质匀浆

上清液中 ＭＤＡ、 ＳＯＤ 及 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平； 免疫组化法检测 ＴＨ 阳性率； ＴＵＮＥＬ 染色检测多巴胺能神经元细胞凋亡率；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达。 结果 　 与模型组比较， 定振丸组 ＤＡ、 ＤＯＰＡＣ、 ＨＶＡ、 ５⁃ＨＴ、
ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平， ＴＨ 阳性率及 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＭＤＡ 水平、 多巴胺能神经元凋亡率、 Ｂａｘ 及

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 定振丸能改善帕金森大鼠儿茶酚胺类神经递质及黑质多巴胺能神经元氧化

应激的作用， 下调 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达， 上调 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达， 从而促进 ＴＨ 表达、 抑制多巴胺能神经元凋亡。
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　 　 帕金森是临床中常见的锥体外系统疾病， 中老

年人群是高发群体。 临床调查发现， 我国 ６５ 岁以

上人群帕金森发病率约 １􀆰 ７０％ ， 以肌强直、 静止

性震颤等运动异常为典型表现， 且伴随睡眠障碍、
抑郁等非运动表现， 对患者的生活造成严重影

响［１］。 目前帕金森病仍无根治方法， 常采用美多

芭干预治疗， 短期内可获得较好疗效， 但长期用药

可出现疗效波动或减退、 不良反应增加的情况［２］。
近年来， 中医药在多种慢性疾病的治疗中表现出疗

效好的优点， 在临床中获得广泛认可。 帕金森病属

中医 “颤证” 范畴， 多由肝肾阴虚引起， 治疗应

以补肝益肾、 熄风止痉为主［３］。 定振丸方出自

《证治准绳·类方》， 具有养血柔筋、 熄风止痉的

功效， 临床中已有应用定振丸加减方治疗帕金森病

的报道［４］， 但关于定振丸对帕金森儿茶酚胺类神

经递质及黑质多巴胺能神经元氧化应激的影响及机

制研究尚少。 为此， 本研究观察定振丸对帕金森大

鼠儿茶酚胺类神经递质及黑质多巴胺能神经元氧化

应激的影响。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠， ７５ 只， ８ 周

龄， 体质量 （２００±２０） ｇ， 购自南京大学模式动物

研究所， 生产许可证号 ＳＣＸＫ （苏） ２０１８⁃０００１。
１􀆰 ２　 药物和试剂 　 中药药材 （天麻、 秦艽、 全

蝎、 生地、 熟地、 当归、 川穹、 白芍、 防风、 白

术、 黄芪、 石决明、 生牡蛎、 钩藤） 均由广州至

信中药饮片有限公司提供， 符合 《中国药典》
２０１５ 年版一部质量标准。 美多芭片 （０􀆰 ２５ ｍｇ， 上

海罗氏制药有限公司， 国药准字 Ｈ１０９３０１９８， 批号

ＳＨ２２８２）； 多巴胺 （ＤＡ） ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （美
国 Ｒ＆Ｄ 公 司， 批 号 ２０１５０３ ）； 二 羟 基 苯 乙 酸

（ＤＯＰＡＣ） ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （美国 Ｒ＆Ｄ 公司，
批号 ２０１５０３）； 高香草酸 （ＨＶＡ） ＥＬＩＳＡ 检测试剂

盒 （美国 Ｒ＆Ｄ 公司， 批号 ２０１５０３）； ５⁃羟色胺

（５⁃ＨＴ） ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （美国 Ｒ＆Ｄ 公司， 批

号 ２０１５０３）； 二喹啉甲酸 （ＢＣＡ） 蛋白浓度测定试

剂盒 （上海碧云天生物技术有限公司， 批号

１２３１１５１６０５１１）； 酪氨酸羟化酶 （ＴＨ） 免疫组化试

剂盒 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 批号 １０１Ｍ４７９６）； 丙二醛

（ＭＤＡ） 检测试剂盒 （南京建成生物工程研究所，

批号 ２０１６１１２０）； 超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ） 检测试

剂 盒 （ 南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所， 批 号

２０１６０６１４）； 谷胱甘肽过氧化物酶 （ＧＳＨ⁃Ｐｘ） 检测

试剂 盒 （ 南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所， 批 号

２０１６１１２２）； 原位凋亡检测 （ ＴＵＮＥＬ 法） 试剂盒

（瑞士罗氏公司， 批号 １１６８４８１７９１０）； Ｂｃｌ⁃２ （英

国 Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ａｂ５９３４８）； Ｂａｘ 单抗 （英国

Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ａｂ１８２７３３）、 山羊抗兔 Ｂｃｌ⁃２
（英国 Ａｂｃａｍ 公司， 批号 ａｂ９７０５１）、 Ｂａｘ 多抗 （二
抗， 英国 Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ａｂ７８３２）。
１􀆰 ３　 仪器　 ＳＭ２２３５Ｒ 切片机 （徕卡显微系统贸易

公司）， 电泳仪、 ＣｈｅｎｉＤｏｃ ＸＲＳ 化学发光成像分析

系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 定振丸制备　 定振丸由天麻 １０ ｇ、 秦艽 １０ ｇ、
全蝎 ９ ｇ、 生地 １２ ｇ、 熟地 １５ ｇ、 当归 １２ ｇ、 川穹

１０ ｇ、 白芍 １５ ｇ、 防风 ９ ｇ、 白术 １５ ｇ、 黄芪 １５ ｇ、
石决明 ２０ ｇ、 生牡蛎 ２０ ｇ （先煎）、 钩藤 １５ ｇ （后
下） 组成。 加 ５００ ｍＬ 蒸馏水浸泡 ３０ ｍｉｎ 后慢煎

９０ ｍｉｎ， 重复 ２ 次， 合并 ２ 次水煎液， 用高压旋转

蒸发仪将其浓缩至 ２００ ｍＬ， 使生药质量浓度

为９􀆰 ３ ｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 ２　 帕金森大鼠模型建立及分组干预 　 取 ７５ 只

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠， １％ 戊巴比妥钠腹腔麻醉后， 立体仪

上固定， 颅顶去毛备皮， 消毒后沿正中切开颅顶皮

肤， 暴露前囟， 定位纹状体， 标出注药点 １ （前囟

前 ０􀆰 ８ ｍｍ、 中线右 ３􀆰 ０ ｍｍ）， 注药点 ２ （前囟后

０􀆰 ２ ｍｍ、 中线右 ２􀆰 ７ ｍｍ、 硬膜下 ５ ｍｍ）， 牙科钻

在标注带开直径 ２ ｍｍ 小孔。 其中 ６５ 大鼠只用微

量注射器在 ２ 个注药点分别注射 ２ μｇ ／ μＬ 含 ０􀆰 ２％
抗坏血酸的 ６⁃羟多巴胺 （６⁃ＯＨＤＡ） 各 ５ μＬ。 剩余

１０ 大鼠作为假手术组， 注射等量生理盐水， 术后

常规给予青霉素抗感染。 造模 １ 周后， 腹腔注射

０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 阿扑吗啡诱发旋转行为， 观察大鼠向左

侧逆时针旋转速度＞２１０ ｒ ／ ３０ ｍｉｎ 则造模成功［５］。
将造模成功大鼠随机分为模型组、 阳性组、 定振丸

低、 中、 高剂量组。 根据体表面积法计算大鼠相当

于成人的临床等效剂量， 低、 中、 高剂量组大鼠分

别给予相当于成人 １ ／ ２、 １、 ２ 倍的临床等效剂量

（生药 １１􀆰 ０３、 ２２􀆰 ０５、 ４４􀆰 １０ ｇ ／ ｋｇ） 的定振丸混悬
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液灌胃给药， 模型组和假手术组分别灌胃等体积生

理盐水， 阳性组给予浓度为 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 的美多芭混

悬液 １􀆰 ６７ ｍｇ ／ ｋｇ （溶剂为生理盐水） 灌胃， 连续

灌胃 １５ ｄ。
２􀆰 ３　 组织取材 　 治疗 １５ ｄ 后脱颈法处死所有大

鼠， 迅速取出大脑， 在冰面分离切取包含脑黑质的

脑组织， 放入 ４％ 多聚甲醛中固定， 取部分大脑黑

质置于－８０ ℃保存备用。
２􀆰 ４　 儿茶酚胺类神经递质检测　 取大脑黑质， 加

入磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ）， 制备组织匀浆液， 超声

破碎后， 放于 ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取

上清液， ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤， 严格按照试剂盒说明

书步骤操作， 采用 ＥＬＩＳＡ 法检测脑黑质中 ＤＡ、
ＤＯＰＡＣ、 ＨＶＡ、 ５⁃ＨＴ 水平。
２􀆰 ５　 脑黑质 ＭＤＡ、 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 检测 　 取大脑

黑质匀浆上清液， 采用 ＭＤＡ、 ＳＯＤ 及 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 检

测试剂盒， 分别应用硫代巴比妥那比色法、 邻苯三

酚自氧化法和二硫代二硝基苯甲酸法检测脑黑质匀

浆上清液中 ＭＤＡ、 ＳＯＤ 及 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 的水平。
２􀆰 ６　 脑黑质 ＴＨ 表达检测 　 取固定脑组织， 经酒

精梯度脱水， 二甲苯透明后， 常规制作石蜡切片

（厚度为 ４ μｍ 的冠状位切片）， 然后进行一步法免

疫组化染色。 切片常规脱蜡， 然后用 ３％ Ｈ２Ｏ２ 孵

育 １０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 冲洗 ３ 次， ３ ｍｉｎ ／次， 然后滴加

５０ μＬ山羊血清工作液， 室温孵育 １０ ｍｉｎ 后立即滴

加一抗 （１ ∶ ５００） ４ ℃摇床过夜， ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，
３ ｍｉｎ ／次， 滴加生物素化二抗 （１ ∶ ５ ０００）， 室温

孵育 １５ ｍｉｎ 后 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次， ３ ｍｉｎ ／次， 显色剂

显色后， 蒸馏水冲洗， 封片。 显微镜下观察脑黑

质， 采用图像分析软件 Ｉｍａｇｅ⁃ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ５􀆰 ０， 每张切

片取 ５ 个不同视野， 计算 ＴＨ 阳性细胞率。
２􀆰 ７　 黑质中多巴胺能神经元细胞凋亡水平检测　
取脑组织石蜡切片， 脱蜡至水后， 每张切片滴加

５０ μＬ 现配蛋白酶 Ｋ 肠胃孵育 １５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 冲洗后

晾干， 保鲜膜覆盖放置于 ０􀆰 ３％ Ｈ２Ｏ２ 甲醇溶液，
室温放置 ５ ｍｉｎ， 然后用 ＰＢＳ 冲洗 ２ 次、 ２ ｍｉｎ ／次，
擦干周围液体， 滴加 ５０ μＬ 末端脱氧核苷酸转移酶

标记 （ＴＵＮＥＬ） 工作液 （含 ＴＤＴ 酶 １ μＬ、 荧光素

标记 ｄＵＴＰ ４９ μＬ）， 于 ３７ ℃避光 ６０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗

涤 ３ 次、 ２ ｍｉｎ ／次， 擦干后， 滴加 ５０ μＬ ＳＡ⁃ＨＲＰ
工作液， ３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎ， 加入 ＤＡＢ 显色液显

色， 蒸馏水终止， 滴加苏木素复染， 自来水冲洗，
常规脱水、 待透明后， 用中性树脂封片。 显微镜观

察脑黑质， 细胞染色为棕黄色或棕色判定凋亡细

胞， 计算细胞凋亡率。
２􀆰 ８　 脑黑质中 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达检

测　 取液氮研磨脑黑质组织， 加入 ５０ μＬ 细胞裂解

液， 置于沸水浴 ８ ｍｉｎ， 离心后取上清液， ＢＣＡ 法

测定蛋白总量。 取 ５０ μｇ 样品加入等体积上扬缓冲

液， 沸水浴 ３ ｍｉｎ， 然后 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ
取上清液， 进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰氨凝胶电

泳分离 ６０ ｍｉｎ 后， 蛋白转至硝酸纤维素膜 ＮＣ 膜，
加入封闭液室温放置 ２ ｈ， 加入一抗 （１ ∶ １ ０００）
４ ℃摇床孵育过夜， 洗涤液冲洗后加入二抗 （１ ∶
５ ０００）， 常温孵育 ３０ ｍｉｎ， 暗室中显影。 以凝胶成

像系统扫描拍照， 并进行灰度值分析， 以目的蛋白

与内参 β⁃ａｃｔｉｎ 的灰度值比值代表目的蛋白的相对

表达量。
２􀆰 ９　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ２１􀆰 ０ 统计软件进行分

析， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单

因素方差分析， 组间两两比较采用 ＳＮＫ 检验。 以

Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 大鼠一般状态 　 ７５ 只大鼠共 ６５ 只参与造模

（１０ 只进行假手术）， 造模成功率为 ７６􀆰 ９２％ ， 其中

７ 只大鼠向左侧逆时针旋转速度＜２１０ ｒ ／ ３０ ｍｉｎ， ５
只未苏醒或苏醒后死亡， 剔除实验； 假手术组 １０
只均存活参与后续实验。 假手术组大鼠饮食、 活动

状况均正常； 模型组大鼠背毛黯淡无光、 精神萎

靡、 喜卧、 采食量下降， 均出现肌肉震颤、 抖动及

四肢僵硬等典型帕金森症状， 随着时间的延长， 上

述状态更加严重， 部分大鼠出现惊厥或濒死状态；
定振丸各剂量组随着干预时间的延长症状缓解， 精

神及活动状态有所改善， 但仍较假手术组差， 其中

定振丸中剂量组与阳性组大鼠状态相似， 定振丸高

剂量大鼠状态最好， 无惊厥和濒死状态。
３􀆰 ２　 儿茶酚胺类神经递质水平　 与假手术组比较，
模型组儿茶酚胺类神经递质 ＤＡ、 ＤＯＰＡＣ、 ＨＶＡ、
５⁃ＨＴ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 定振

丸低、 中、 高剂量组和阳性组均能以上指标均升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 １。
３􀆰 ３　 脑黑质 ＳＯＤ、 ＭＤＡ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平 　 与假手

术组比较， 模型组 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平降低， ＭＤＡ
水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 定振丸低、
中、 高剂量组和阳性组 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平升高，
ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ２。
３􀆰 ４　 脑黑质 ＴＨ 阳性率及多巴胺能神经元凋亡

率　 与假手术组比较， 模型组 ＴＨ 阳性率降低，
６０６
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　 　 　 　 　 表 １　 定振丸对儿茶酚胺类神经递质水平的影响 （ｘ±ｓ， μｇ·Ｌ－１）
Ｔａｂ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｄｉｎｇｚｈｅｎ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃａｔｅｃｈｏｌａｍｉｎｅ ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒｓ （ｘ±ｓ， μｇ·Ｌ－１）

组别 动物数 ／ 只 ＤＡ ＤＯＰＡＣ ＨＶＡ ５⁃ＨＴ
假手术组 １０ ４􀆰 ４５±０􀆰 ５８ ２５􀆰 １６±２􀆰 ８７ ３０􀆰 １２±３􀆰 ４８ ３􀆰 ８１±０􀆰 ３８
模型组 １０ １􀆰 ５０±０􀆰 ２４∗ １１􀆰 ３８±１􀆰 １０∗ １３􀆰 ４４±１􀆰 ５２∗ ２􀆰 １０±０􀆰 ２１∗

阳性组 １０ ２􀆰 ９０±０􀆰 ５５＃ １７􀆰 ２３±２􀆰 ０４＃ １９􀆰 ５８±２􀆰 ０８＃ ３􀆰 ０２±０􀆰 ３１＃

定振丸低剂量组 １０ ２􀆰 ０４±０􀆰 ３５＃ １４􀆰 ７９±１􀆰 ８４＃ １６􀆰 ８０±１􀆰 ８９＃ ２􀆰 ６８±０􀆰 ２６＃

定振丸中剂量组 １０ ２􀆰 ９３±０􀆰 ５４＃▲ １７􀆰 ２０±１􀆰 ９５＃▲ １９􀆰 ５５±２􀆰 ０４＃▲ ３􀆰 ０１±０􀆰 ３０＃▲

定振丸高剂量组 １０ ３􀆰 ６５±０􀆰 ６８＃▲※ １９􀆰 ３５±２􀆰 ０８＃▲※ ２４􀆰 ３８±２􀆰 ５０＃▲※ ３􀆰 ４４±０􀆰 ３２＃▲※

　 　 注：与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与定振丸低剂量组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与定振丸中剂量组比较，※Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ２　 定振丸对对脑黑质 ＳＯＤ、 ＭＤＡ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平的影响 （ｘ±ｓ）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｄｉｎｇｚｈｅｎ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ ＳＯＤ， ＭＤＡ， ＧＳＨ⁃Ｐｘ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｎｉｇｒａ （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只 ＳＯＤ ／ （Ｕ·ｍｇ－１） ＭＤＡ ／ （ｍｍｏｌ·ｍｇ－１） ＧＳＨ⁃Ｐｘ ／ （Ｕ·ｍｇ－１）
假手术组 １０ １８７􀆰 １０±２０􀆰 １５ ２􀆰 ０４±０􀆰 ２４ ７５􀆰 １０±８􀆰 ０４
模型组 １０ ９５􀆰 ４２±９􀆰 ３７∗ ６􀆰 ５４±１􀆰 ０３∗ ２７􀆰 ２６±３􀆰 １９∗

阳性组 １０ １４０􀆰 ０８±１６􀆰 ８５＃ ４􀆰 ２０±０􀆰 ６５＃ ４６􀆰 ２１±５􀆰 ２７＃

定振丸低剂量组 １０ １１３􀆰 ７８±１２􀆰 ８４＃ ５􀆰 １９±０􀆰 ８４＃ ３４􀆰 ３８±３􀆰 ７８＃

定振丸中剂量组 １０ １４１􀆰 ３７±１５􀆰 ８０＃▲ ４􀆰 ２２±０􀆰 ６０＃▲ ４６􀆰 １０±５􀆰 ２９＃▲

定振丸高剂量组 １０ １６２􀆰 １０±１７􀆰 ５５＃▲※ ３􀆰 １７±０􀆰 ５２＃▲※ ５２􀆰 ６４±６􀆰 ４７＃▲※

　 　 注：与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与定振丸低剂量组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与定振丸中剂量组比较，※Ｐ＜０􀆰 ０５。

ＤＮ 凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 与模型组比较， 定振

丸低、 中、 高剂量组和阳性组 ＴＨ 阳性率升高，
ＤＮ 凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ３， 图 １～２。

表 ３　 定振丸对脑黑质 ＴＨ 表达及多巴胺能神经元凋亡的影响 （ｘ±ｓ）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｄｉｎｇｚｈｅｎ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ ＴＨ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｎｉｇｒａ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒｏｎｓ （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只 ＴＨ 阳性率 ／ ％ 多巴胺能神经元凋亡率 ／ ％
假手术组 １０ ３０􀆰 １７±３􀆰 ２２ １０􀆰 ３１±１􀆰 ０２
模型组 １０ １０􀆰 ６４±１􀆰 １８∗ ４２􀆰 ７４±４􀆰 ５０∗

阳性组 １０ １９􀆰 ２０±２􀆰 １３＃ ３０􀆰 ２３±３􀆰 １２＃

定振丸低剂量组 １０ １５􀆰 ８０±１􀆰 ９４＃ ３５􀆰 １１±３􀆰 ６８＃

定振丸中剂量组 １０ １９􀆰 ２１±２􀆰 ０６＃▲ ３０􀆰 １５±３􀆰 ０６＃▲

定振丸高剂量组 １０ ２５􀆰 ４０±２􀆰 ５１＃▲※ ２１􀆰 ３５±２􀆰 ６８＃▲※

　 　 注：与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与定振丸低剂量组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与定振丸中剂量组比较，※Ｐ＜０􀆰 ０５。

注： 箭头所指为 ＴＨ 阳性表达。

图 １　 脑黑质中 ＴＨ 阳性表达 （ＳＰ， ×１００）
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＴＨ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｎｉｇｒａ （ＳＰ， ×１００）

７０６

２０２０ 年 ３ 月

第 ４２ 卷　 第 ３ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｍａｒｃｈ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． ３



注： 箭头所指为凋亡细胞。

图 ２　 脑黑质中多巴胺能神经元凋亡 （ＴＵＮＥＬ， ×１００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｎｉｇｒａ （ＴＵＮＥＬ， ×１００）

３􀆰 ５　 脑黑质 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达 　 与

假手术组比较， 模型组 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低， Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 与模型组比，

定振丸低、 中、 高剂量组和阳性组 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达

升高， Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
见表 ４、 图 ３。

表 ４　 定振丸对脑黑质中 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｄｉｎｇｚｈｅｎ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ Ｂａｘ， Ｂｃｌ⁃２， ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｎｉｇｒａ （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只 Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２ ｃａｓｐａｓｅ⁃３
假手术组 １０ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０６ １􀆰 ６４±０􀆰 ２１ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０５
模型组 １０ １􀆰 ９４±０􀆰 ２３∗ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０５∗ １􀆰 ５１±０􀆰 １８∗

阳性组 １０ １􀆰 ０５±０􀆰 １３＃ ０􀆰 ９５±０􀆰 １２＃ ０􀆰 ８９±０􀆰 １０＃

定振丸低剂量组 １０ １􀆰 ３５±０􀆰 ２０＃ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０８＃ １􀆰 ３２±０􀆰 １５＃

定振丸中剂量组 １０ １􀆰 ０２±０􀆰 １５＃▲ ０􀆰 ９８±０􀆰 １１＃▲ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０９＃▲

定振丸高剂量组 １０ ０􀆰 ７０±０􀆰 ０８＃▲※ １􀆰 １５±０􀆰 １７＃▲※ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０６＃▲※

　 　 注：与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与定振丸低剂量组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５；与定振丸中剂量组比较，※Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 蛋白免疫印迹图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
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４　 讨论

帕金森属于慢性进展性神经系统退化疾病， 帕

金森发病机制复杂， 一旦发病则需终身干预治

疗［６⁃７］。 美多芭由左旋多巴和周围脱羧酶抑制剂苄

丝肼组成， 为老年帕金森患者的常用药［８］， 近期

疗效确切， 但无法逆转病情进展， 且药物的不良反

应明显， 远期效果多不理想。 帕金森属于中医

“颤证” 范畴， 以老年久病者多发， 长期气血阴液

匮乏、 肝肾亏虚， 导致阴虚阳盛、 虚风内动， 治疗

关键在于养血柔筋。
本研究发现， 定振丸干预后帕金森大鼠症状均

有所缓解， 且各剂量组儿茶酚胺类神经递质水平、
ＳＯＤ 水 平、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水 平、 ＴＨ 阳 性 率 均 升 高，
ＭＤＡ 水平、 多巴胺能神经元凋亡率均降低， 提示

定振丸对帕金森儿茶酚胺类神经递质及黑质多巴胺

能神经元氧化应激均有改善作用， 高剂量组定振丸

效果最好。 定振丸方中天麻、 熟地为君药， 平肝熄

风； 黄芪为臣药， 健脾益气； 当归、 白芍、 白术、
川穹为佐药， 养血补精、 荣养筋脉； 秦艽、 防风、
全蝎为佐药， 辛温发散、 祛风通络， 诸药合用， 共

奏平肝熄风、 养血柔筋之效［９］。 帕金森患者脑损

伤后儿茶酚胺类神经递质 ＤＡ、 ＤＯＰＡＣ、 ＨＶＡ、
５⁃ＨＴ水平会异常升高［１０］， 其升高后可造成神经元

细胞损伤。 定振丸方中含有当归， 当归水提取物中

含有的有机酸类、 多炔类等成分具有营养神经和调

节神经递质水平的作用［１１］。 在患者帕金森病情进

展中， 脑组织中氧自由基大量产生， 而氧自由基清

除系统的缺陷可导致脑组织持续受到过氧化物损

伤， 引起黑质多巴胺能神经元死亡［１２⁃１３］。 另有研

究发现［１４］， 黄芪水提物预处理后可改善大鼠肠系

膜缺血再灌注后氧化应激损伤， 提示黄芪中的有效

成分可能参与调节氧化应激水平。
此外， 本研究中， 定振丸各剂量组脑黑质

Ｂｃｌ⁃２蛋白表达升高， Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达量降

低， 提示定振丸对帕金森神经递质及氧化应激的改

善作用可能与下调 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 上调 Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白表达， 从而增加 ＴＨ 免疫反应阳性神经元数目、
抑制多巴胺能神经元凋亡有关。 ＴＨ 是酪氨酸羟化

作用合成多巴胺的关键限速酶， 是多巴胺能神经元

免疫组化的标记酶［１５］。 既往研究证实［１６］， 帕金森

发病过程中伴随多巴胺能神经元持续凋亡， 而线粒

体依赖性细胞凋亡途径是典型凋亡通路。 Ｂｃｌ⁃２ 主

要分布在线粒体中， 通过调控膜电位传递、 减少钙

离子释放等途径， 发挥抗凋亡作用， Ｂａｘ 通过竞争

性抑制 Ｂｃｌ⁃２ 活性， 激活下游 ｃａｓｐａｓｅ⁃３， 发挥促凋

亡作用［１７］。 本研究中应用定振丸干预后， 大鼠脑

黑质中 ＴＨ 阳性表达水平升高， 且多巴胺能神经元

凋亡水平下降， 推测定振丸可能通过上调 Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白表达， 并且下调 Ｂａｘ 蛋白表达， 从而减少线粒体

功能障碍， 阻断下游凋亡信号传导， 进而减少脑黑

质中多巴胺能神经元的变性丢失和脑神经元氧化应

激损伤， 最终起抑制脑损伤作用。
综上所述， 定振丸具有改善帕金森大鼠神经递

质及黑质多巴胺能神经元氧化应激的作用， 其中高

剂 量 定 振 丸 效 果 最 佳， 可 能 与 下 调 Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 上调 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达水平， 从而增加 ＴＨ
免疫反应阳性神经元数目、 抑制多巴胺能神经元凋

亡有关， 但是否存在其他调控通路尚不确定， 再进

一步的研究中应深入探讨。
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摘要： 目的　 探讨四君子颗粒对大鼠糖尿病前期的改善作用。 方法　 采用高糖高脂饮食建立糖尿病前期大鼠模型， 随

机分为正常组、 模型组、 四君子颗粒高、 低剂量组 （１０􀆰 ５０、 ５􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ）， 连续灌胃 １０ 周。 分别于第 ２、 ４、 ６、 ８、 １０
周末检测 ＦＢＧ、 ＦＩＮＳ、 ＧＨｂ 水平并计算 Ｈｏｍａ⁃ＩＲ， 第 １０ 周末采用 ＴＵＮＥＬ 染色法检测胰岛细胞凋亡水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法检测胰腺组织 ｐ⁃ＰＥＲＫ、 ＧＲＰ７８、 ＡＴＦ４、 ＣＨＯＰ 蛋白表达。 结果　 糖尿病前期大鼠 ＦＢＧ、 ＧＨｂ、 ＦＩＮＳ 水平及 Ｈｏｍａ⁃
ＩＲ 均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 胰岛中凋亡细胞增多， 胰腺组织 ｐ⁃ＰＥＲＫ、 ＧＲＰ７８、 ＡＴＦ４、 ＣＨＯＰ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 给予四君子颗粒后， 血清 ＦＢＧ、 ＧＨｂ、 ＦＩＮＳ 水平和 Ｈｏｍａ⁃ＩＲ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 胰岛细胞凋亡减少，
同时， 胰腺组织 ｐ⁃ＰＥＲＫ、 ＧＲＰ７８、 ＡＴＦ４、 ＣＨＯＰ 蛋白表达下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 四君子颗粒可明显改善

大鼠糖尿病前期状态， 其机制可能与减轻糖尿病前期大鼠胰岛素抵抗、 抑制内质网应激诱导的胰岛细胞凋亡有关。
关键词： 四君子颗粒； 糖尿病前期； 胰岛素抵抗； 内质网应激； 凋亡
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