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补肾活血颗粒对帕金森病模型小鼠脑纹状体多巴胺稳态
及ERK/CREB/VMAT2信号通路的影响
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［摘要］ 目的　从多巴胺稳态探讨补肾活血颗粒治疗帕金森病的可能机制。方法　将 72 只小鼠随机分为空

白组、模型组、美多芭组和补肾活血颗粒低、中、高剂量组，每组 12 只。除空白组外其余各组小鼠采用腹

腔注射 1-甲基-4-苯基-1􀆯2􀆯3􀆯6-四氢吡啶 （MPTP） 连续 7 天诱导构建帕金森病小鼠模型。腹腔注射结束后次

日，补肾活血颗粒低、中、高剂量组小鼠分别给予补肾活血颗粒 1. 25、2. 5、5. 0 mg/ （g·d） 灌胃，美多芭

组小鼠给予美多芭片 0. 093 8 mg/ （g·d） 灌胃，空白组与模型组小鼠给予蒸馏水 0. 2 ml/10 g 灌胃，均每日 1
次，持续 14 天。采用旷场实验、爬杆实验与抓力实验进行行为学评价；免疫组织化学法检测脑纹状体酪氨

酸羟化酶 （TH） 表达；尼氏染色检测纹状体神经元数量；超高效液相色谱串联质谱法检测纹状体多巴胺

（DA） 与 3􀆯4-二羟基苯基乙酸 （DOPAC） 含量；透射电镜观察纹状体神经元突触小泡；免疫荧光检测纹状体

囊泡单胺转运蛋白 2 （VMAT2） 表达；蛋白质印迹法检测纹状体细胞外调节蛋白激酶 （ERK）、磷酸化细胞

外调节蛋白激酶（p-ERK）、环磷腺苷效应元件结合蛋白（CREB）、磷酸化环磷腺苷效应元件结合蛋白（p-CREB）
及 VMAT2蛋白水平。结果　与空白组比较，模型组小鼠旷场实验总路程与平均速度下降、总静止时间增加，

爬杆实验中小鼠从开始运动到头完全朝下所需的时间（T-turn）与小鼠从开始运动到木杆底部的总时间（T-total）
均增加，小鼠前肢抓力下降，脑纹状体 TH 平均光密度值、VMAT2 蛋白平均荧光强度、DA 含量降低，纹状

体神经元数量减少，DOPAC/DA 升高，纹状体 p-ERK/ERK、p-CREB/CREB 与 VMAT2 水平降低 （P＜0. 01），

透射电镜结果显示纹状体神经元突触小泡数量与体积明显降低。与模型组比较，美多芭组和补肾活血低、

中、高剂量组小鼠上述各指标均显著改善 （P＜0. 05或P＜0. 01）。与美多芭组比较，补肾活血高剂量组纹状

体 DA含量、p-CREB/CREB 升高 （P＜0. 05）。与补肾活血低剂量组比较，补肾活血高剂量组总路程、平均速

度增加，总静止时间、T-turn 与 T-total 均降低，小鼠前肢抓力增加，脑纹状体 VMAT2 蛋白平均荧光强度、

DA 含量、p-ERK/ERK、p-CREB/CREB、VMAT2水平升高 （P＜0. 05或 P＜0. 01）。结论　补肾活血颗粒可能

通过调节ERK/CREB/VMAT2信号通路促进多巴胺稳态平衡，缓解帕金森病多巴胺能神经元损伤。

［关键词］  帕金森病；多巴胺稳态；补肾活血颗粒；纹状体；囊泡单胺转运蛋白 2；细胞外调节蛋白激酶；

环磷腺苷效应元件结合蛋白

帕金森病（Parkinson's disease，PD）是临床常

见的慢性神经退行性疾病，其病理特征为中脑黑质

致密部与纹状体尾壳核多巴胺（DA）能神经元进

行性退变与 α 突触核蛋白（α-Syn）异常聚集形成

路易小体［1］。DA 正常传递与利用依赖于合成、储

存、释放、再摄取与代谢等过程的平衡，即多巴胺

稳态 （DAH）［2］。研究发现，DAH 失衡在 PD 发病

中发挥重要作用，囊泡单胺转运蛋白 2 （VMAT2）
表达减少是 DAH 失衡的关键原因之一［3］，而细胞

外调节蛋白激酶 （ERK） /环磷腺苷效应元件结合

蛋白 （CREB） /VMAT2 信号通路在 DAH 调节中发

挥重要作用，ERK磷酸化增强，引起CREB自身磷

酸化增强，促进其与VMAT2结合，可增加VMAT2
在纹状体的表达量［4］。
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补肾活血颗粒是本团队根据 PD 肾虚血瘀的根

本病机所创制的治疗 PD的代表方剂。既往研究发

现，补肾活血颗粒可提高 PD 患者脑内 DA 及其转

运体水平，发挥治疗作用［5-6］，其机制可能与减轻

大脑神经炎症和减少α-Syn异常聚集的作用有关［7］。

本实验从 DAH 角度探讨补肾活血颗粒发挥多巴胺

能神经元保护作用的潜在分子机制，以期为补肾活

血颗粒治疗 PD的临床应用提供更多依据。本研究

经中国人民解放军总医院动物伦理委员会审查批准

（批准号：2020-X16-101）。

1　材料与方法

1. 1　动物

SPF 级雄性 C57BL/6 健康小鼠 72 只，8 周龄，

体质量（20±3） g，购于北京维通利华实验动物技

术有限公司，实验动物许可证号：SCXK （京）

2021-0006。小鼠饲养于军事医学研究院实验动物

中心，温度 23~25 ℃，湿度 55%~65%，光照与黑

暗环境 12 h/12 h 循环，自由饮水与摄食，适应性

饲养1周。

1. 2　药物

补肾活血颗粒组成：肉苁蓉15 g，山萸肉20 g，
丹参 20 g，赤芍 15 g，石菖蒲 10 g等组成，北京九

龙制药有限公司生产，规格：10 g/袋，每袋药量相

当于处方 1剂，批号：250101。美多芭片：内含左

旋多巴 200 mg、苄丝肼 50 mg，由上海罗氏制药有

限公司生产，批号：YT2075。
1. 3　主要试剂及仪器

1-甲基-4-苯基-1􀆯2􀆯3􀆯6-四氢吡啶 （MPTP，批

号：MB3783-100MG，大连美仑生物技术有限公

司）；苏木素染液（批号：G1004）、柠檬酸抗原修

复液（批号：G1202）、酪氨酸羟化酶（TH）抗体

（批号：GB11181-100）、DAB 显色剂（批号：G1212）、

尼氏染液 （批号：G1036）、电镜固定液 （批号：

G1102）、DAPI染色试剂（批号：G1012）、甲苯胺

蓝染液（批号：G1032）、ERK 抗体（批号：GB11560）、

磷酸化细胞外调节蛋白激酶 （p-ERK） 抗体 （批

号：GB11004）、CREB 抗体 （批号：GB111052）、

磷酸化环磷腺苷效应元件结合蛋白（p-CREB）抗

体 （批 号 ： GB114322）、 抗 GAPDH （批 号 ：

GB15004）、HRP-山羊抗兔（批号：GB23303）、磷

酸酶抑制剂混合液（批号：GRF102，上海雅酶生

物医药科技有限公司）；（批号：G2007）、超敏ECL
化学发光试剂盒 （批号：G2020），武汉赛维尔生

物科技有限公司；DA （批号：A303863）、3􀆯4-二

羟基苯乙酸 （DOPAC，批号：D106475），阿拉丁

控股集团有限公司；VMAT2抗体（批号：ab259970），

Abcam 公司；冰醋酸（批号：10000218），国药集

团化学试剂有限公司。

Visu Track 啮齿动物行为分析软件 （3. 0 版，

上海欣软信息科技有限公司）；ZS-ZL 型大小鼠抓

力测定仪（北京众实迪创科技发展有限责任公司）；

HT7800 型 透 射 电 子 显 微 镜 （HITACHI 公 司）；

Nikon Eclipse E100 型正置光学显微镜 （日本尼康

公司）；RM2016 型病理切片机 （上海徕卡仪器有

限公司）；JB-P5 型包埋机 （武汉俊杰电子有限公

司）；UPLC I-Class型超高效液相色谱、XEVO TQ-XS
型串联四极杆质谱系统，Waters Corporation公司。

1. 4　分组与造模

适应性饲养1周后，将72只小鼠按随机数字表

法分为空白组，模型组，美多芭组，补肾活血低、

中、高剂量组，每组 12 只。除空白组外，其余各

组小鼠均使用 MPTP腹腔注射 30 mg/kg造模，每日

注射 1 次，连续 7 天［8］。注射 MPTP 后小鼠出现震

颤、反应迟钝、弓背、抽搐、毛发直立、活动次数

减少等症状，提示造模成功［9］。相同时期内，空白

组腹腔注射0. 9%氯化钠溶液30 ml/kg。
1. 5　干预方法

利用人与小鼠的等效剂量系数［10］进行换算，补

肾活血颗粒中剂量组为临床等效剂量，每日给药量

为2. 5 mg/g；补肾活血颗粒低、高剂量组每日给药量

分别为补肾活血颗粒中剂量组的0. 5、2倍，即1. 25、
5. 0 mg/g。美多芭组每日给药剂量为 0. 093 8 mg/g。
空白组与模型组采取 0. 2 ml/10 g蒸馏水灌胃。各组

小鼠腹腔注射结束后次日开始灌胃，每日 1次，持

续14天。

1. 6　观察指标及方法

1. 6. 1　行为学实验　灌胃结束后次日依次进行旷

场实验、爬杆实验、抓力实验。

1）旷场实验［11］：将白色旷场底板分为 4个长

50 cm、宽 50 cm 的方格，实验期间，保持环境安

静，每次在 4个方格依次放入 4只小鼠，使用 Visu 
Track动物行为分析系统检测 5 min内小鼠在旷场内

的活动轨迹，每次实验结束后用 75% 乙醇棉球擦

拭旷场底板，避免该批小鼠气味、分泌物等对待测

小鼠活动轨迹的影响。记录每只小鼠运动总路程、

平均速度、总静止时间等指标，评估小鼠运动缺陷。

2） 爬杆实验［12］：选取一根长 50 cm，直径
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0. 8 cm 的木杆，用纱布缠绕其表面。所有小鼠在

灌胃最后 2天进行爬杆训练。正式测试时，将小鼠

头部向上置于木杆顶部，并记录小鼠从开始运动到

头完全朝下所需的时间（T-turn）与小鼠从开始运

动到木杆底部的总时间（T-total）。每只小鼠测试 3
次，取3次的平均值。

3）抓力实验［11］：使用小鼠抓力测试仪，一手

抓住小鼠尾端，另一手将小鼠前肢放置于抓网上，

水平向后拉动小鼠尾端，直至小鼠前肢完全脱离抓

网，读取仪器所示前肢对抓网施加的最大抓力，每

只小鼠实验5次并取平均值。

1. 6. 2　免疫组织化学法检测小鼠脑纹状体 TH 表

达　行为学测试次日，使用 1% 戊巴比妥钠溶液

0. 1 ml/20 g 腔注射麻醉小鼠后，使用 0. 9% 氯化钠

溶液进行心脏灌注。剥离小鼠全脑置于冰上，镊子

剥开皮质，暴露出完整纹状体，使用手术刀片完整

分离，左侧纹状体装入冻存管，保存于-80 ℃环境，

用于后续超高效液相色谱串联质谱法 （UPLC-MS/
MS）、蛋白质印迹实验；右侧纹状体存放于电镜固

定液或通用型组织固定液，用于免疫组化、尼氏染

色、透射电镜观察或免疫荧光分析。

取右侧纹状体，酒精与二甲苯梯度脱水，石蜡

包埋，用切片机切出 4 µm 石蜡切片，依次将切片

放入脱蜡液与无水乙醇，蒸馏水洗涤，经柠檬酸抗

原修复液修复后，加入 3% 双氧水室温避光孵育，

阻断内源性过氧化物酶，BSA均匀覆盖纹状体，封

闭30 min，加入TH一抗（稀释比例 1∶1000），4 ℃
过夜，洗涤 3 次，加 HRP 标记的山羊抗兔 IgG
（稀释比例 1∶200），室温孵育 50 min，洗涤 3次，

加入DAB显色，镜下视野棕黄色为阳性，苏木素复

染细胞核3 min后，封片，显微镜下拍照，用 ImageJ 
1. 8. 0软件计算平均光密度值。

1. 6. 3　尼氏染色检测小鼠纹状体神经元数量　采

用随机数字表法每组选取 4 只小鼠纹状体石蜡切

片，切片放入尼氏染液 5 min，0. 1% 冰醋酸分化，

显微镜下控制分化程度，自来水冲洗终止反应，烤干，

放入二甲苯透明 10 min，采集图像。使用 ImageJ 
1. 8. 0软件计算小鼠纹状体神经元数量。

1. 6. 4　免疫荧光法检测小鼠纹状体 VMAT2蛋白表

达　石蜡切片脱蜡至水后，水浴 30 min修复抗原，

切片洗涤 3次后，组化笔在纹状体周围画圈，BSA
封闭，加入一抗（稀释比 1∶300），4 ℃孵育，洗

涤，加CY3标记山羊抗兔 IgG （稀释比例 1∶300），

孵育 50 min，加入 DAPI 染液后，淬灭组织自发荧

光，封片，采集图像，采用 ImageJ 1. 8. 0软件计算

平均荧光强度。

1. 6. 5　UPLC-MS/MS测定小鼠纹状体DA与DOPAC
含量　各组小鼠取左侧纹状体 50 mg，色谱柱：

Waters UPLC HSS PFP （2. 1 mm×100 mm， 粒 径

1. 8 µm），流动相：A 相 （水，0. 1% 甲酸）、B 相

（纯乙腈），流速：0. 4 ml/min，进样量：5. 0 µl，
柱温：35 ℃。质谱条件：离子源电压 3. 0 kV、温

度 150 ℃；去溶剂化温度 400 ℃、去溶剂化气体流

速 800 L/h；锥孔气体流速 150 L/h。采用TargetLynx
定量软件计算峰面积，获得定量结果。

1. 6. 6　透射电镜观察纹状体突触小泡　取各组小

鼠右侧纹状体 10 mg，投入装有 4 ℃电镜固定液的

培养皿，用手术刀片切成 1 mm3小块，放入 0. 1 M
磷酸缓冲液 PB 配制的 1% 锇酸固定 2 h。酒精与丙

酮在室温下脱水。配制包埋剂（丙酮∶812包埋剂= 
1∶1），37 ℃下包埋 4 h 后，使用包埋剂 （丙酮∶

812包埋剂=1∶2），37 ℃渗透过夜，纯 812包埋剂

37 ℃包埋 5 h 后，37 ℃烤箱过夜，60 ℃聚合 48 h，
将树脂块切成 1. 5 µm 切片，用甲苯胺蓝染色，光

镜下定位。最后用超薄切片机切成70 nm切片，置于

铜网上染色，透射电镜下观察并采集图像。

1. 6. 7　 蛋 白 质 印 迹 法 检 测 小 鼠 纹 状 体 ERK、

CREB、VMAT2、p-ERK、p-CREB 蛋白水平　采用

随机数字表法选取各组 3只小鼠左侧纹状体 20 mg，
经PBS洗涤 3次后，剪成小块置于离心管中，加入

4 颗 3 mm 的钢珠，加入 10 倍组织体积的裂解液，

使用匀浆机匀浆 5 min，放置冰上裂解 30 min，使

用离心机 4 ℃、12 000 r/min （离心半径 86. 75 mm）
离心 10 min，收集上清。部分上清 1∶10 稀释后，

进行 BCA 蛋白定量，4∶1 加入蛋白上样缓冲液，

沸水浴变性15 min。配制电泳胶后，进行SDS-PAGE
电泳，转膜，封闭，洗脱。以 1∶1000 稀释ERK、
p-ERK、CREB、p-CREB、VMAT2抗体；1∶10 000
稀释 GAPDH 抗体，4 ℃孵育过夜。TBST 洗脱后，

1∶5000稀释HRP山羊抗兔，室温孵育 30 min，曝

光，并收集条带图像，用AIWBwellTM分析软件计算

灰度值。

1. 7　统计学方法

采用 Graphpad Prism 9. 5 软件进行统计分析。

计量资料均符合正态分布以均值±标准差（x̄±s）表

示，方差齐采用单因素方差分析进行多组间比较，

组间两两比较采用 Tukey 法检验；方差不齐采用

Dunnett-T3检验。P＜0. 05为差异具有统计学意义。
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2　结果

2. 1　各组小鼠旷场实验结果比较

表 1示，与空白组比较，模型组小鼠旷场实验

总路程与平均速度降低，总静止时间增加 （P＜

0. 01）。与模型组比较，美多芭组及补肾活血低、

中、高剂量组总路程、平均速度增加，总静止时间

降低（P＜0. 01）。与美多芭组比较，补肾活血低、

中、高剂量组各指标差异均无统计学意义 （P＞

0. 05）。与补肾活血低剂量组比较，补肾活血高剂

量组总路程、平均速度增加，总静止时间降低（P＜
0. 05或P＜0. 01）。

2. 2　各组小鼠爬杆实验结果比较

表 2示，与空白组比较，模型组小鼠 T-turn与

T-total均增加（P＜0. 01）。与模型组比较，美多芭

组和补肾活血低、中、高剂量组小鼠T-turn与T-total
均降低 （P＜0. 01）。与补肾活血低剂量组比较，

补肾活血高剂量组和美多芭组小鼠 T-turn与 T-total
均降低（P＜0. 05或P＜0. 01）。

2. 3　各组小鼠抓力实验结果及脑纹状体TH表达比较

表 3示，与空白组比较，模型组小鼠前肢抓力

和脑纹状体 TH平均光密度值降低（P＜0. 01）。与

模型组比较，美多芭组与补肾活血低、中、高剂量

组小鼠前肢抓力增加，脑纹状体 TH平均光密度值

升高（P＜0. 05或P＜0. 01）。与补肾活血低剂量组

比较，补肾活血中、高剂量组和美多芭组小鼠前肢

抓力增加（P＜0. 01）。各给药组小鼠脑纹状体 TH
平均光密度值差异无统计学意义 （P＞0. 05）。各

组小鼠脑纹状体TH表达免疫组化图见图1。

2. 4　各组小鼠纹状体神经元数量及 VMAT2蛋白平

均荧光强度比较

图 2示，空白组小鼠纹状体神经元细胞数量密

集，排列紧凑整齐，尼氏小体结构完整。模型组小

鼠纹状体神经元细胞数量减少，排列紊乱无序，尼

氏小体结构缺损。与模型组比较，美多芭组与补肾

活血低、中、高剂量组小鼠纹状体神经元细胞数量

增加，排列较为密集有序，尼氏小体结构较为完

整。表 4示，与空白组比较，模型组小鼠纹状体神

经元数量减少，纹状体 VMAT2蛋白平均荧光强度

降低 （P＜0. 01）。与模型组比较，美多芭组与补

表2　各组小鼠爬杆实验结果比较

Table 2　Comparison of pole test results among groups of mice
（s，x̄±s）

组别

空白组

模型组

美多芭组

补肾活血低剂量组

补肾活血中剂量组

补肾活血高剂量组

鼠数

12
12
12
12
12
12

T-turn
1. 55±0. 20
8. 40±0. 77a）

3. 92±0. 42b） c）

5. 18±0. 81b）

4. 44±0. 40b）

3. 70±0. 98b） c）

T-total
9. 68±1. 20

25. 26±1. 53a）

11. 66±1. 72b） d）

13. 32±1. 15b）

11. 92±1. 37b）

10. 49±1. 24b） c）

注：T-turn，小鼠从开始运动到头完全朝下所需的时间；T-total，
小鼠从开始运动到木杆底部的总时间。

a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜0. 01；
c）与补肾活血低剂量组比较，P＜0. 01；d）与补肾活血低剂量组

比较，P＜0. 05。

表3　各组小鼠前肢抓力及脑纹状体TH平均光密度值比较

Table 3　Comparison of forelimb grip strength and mean 
optical density of TH in the striatum among groups （x̄±s）

组别

空白组

模型组

美多芭组

补肾活血低剂量组

补肾活血中剂量组

补肾活血高剂量组

鼠数

12
12
12
12
12
12

前肢抓力/N
1. 56±0. 11
0. 36±0. 05a）

1. 11±0. 15b） d）

0. 74±0. 20b）

1. 02±0. 21b） d）

1. 19±0. 15b） d）

TH平均光密度值

0. 40±0. 05
0. 26±0. 01a）

0. 37±0. 03b）

0. 34±0. 03c）

0. 36±0. 05b）

0. 38±0. 01b）

注：TH，酪氨酸羟化酶。

a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜0. 01；
c）与模型组比较，P＜0. 05；d）与补肾活血低剂量组比较，P＜0. 01。

表1　各组小鼠旷场实验指标比较

Table 1　Comparison of open field test results among groups of mice （x̄±s）

组别

空白组

模型组

美多芭组

补肾活血低剂量组

补肾活血中剂量组

补肾活血高剂量组

鼠数

12
12
12
12
12
12

总路程/mm
23336. 25±3577. 79

8244. 82±1949. 16a）

19395. 26±5595. 89b）

15232. 89±3569. 75b）

16871. 94±2289. 49b）

21266. 25±6010. 95b） c）

平均速度/mm·s-1

77. 43±11. 88
26. 86±5. 95a）

64. 11±18. 68b）

50. 12±12. 11b）

55. 80±7. 59b）

70. 52±19. 85b） c）

总静止时间/s
68. 45±20. 04

182. 52±20. 46a）

76. 40±23. 43b）

103. 38±32. 11b）

92. 07±12. 54b）

73. 21±24. 63b） d）

注：a）与空白组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 01；c）与补肾活血低剂量组比较，P＜0. 01；d）与补肾活血低剂量组比较，

P＜0. 05。
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肾活血低、中、高剂量组小鼠纹状体神经元数量增

加，纹状体 VMAT2 蛋白平均荧光强度升高 （P＜
0. 05 或 P＜0. 01）。与补肾活血高剂量组比较，美

多芭组及补肾活血低、中剂量组纹状体 VMAT2蛋

白平均荧光强度降低（P＜0. 05或P＜0. 01）。

2. 5　各组小鼠脑纹状体 DA 含量及 DOPAC/DA 值

比较

表 5 示，与空白组比较，模型组小鼠纹状体

DA含量降低，DOPAC/DA值升高（P＜0. 01）。与模

型组比较，美多芭组和补肾活血低、中、高剂量组

小鼠纹状体DA含量升高，DOPAC/DA值降低（P＜
0. 05 或 P＜0. 01）。与补肾活血高剂量组比较，美

多芭组及补肾活血低、中剂量组小鼠纹状体DA含

量降低（P＜0. 05或P＜0. 01），而DOPAC/DA值各

给药组差异无统计学意义（P＞0. 05）。

2. 6　各组小鼠脑纹状体神经元突触小泡透射电镜

观察结果比较

图 3示，透射电镜下肉眼观察发现，与空白组

比较，模型组小鼠脑纹状体神经元突触小泡数量明

显减少，体积减小。与模型组比较，美多芭组和补

表4　各组小鼠纹状体神经元数量及VMAT2蛋白

平均荧光强度比较

Table 4　Comparison of striatal neuronal counts and VMAT2 
protein mean fluorescence intensity in each group （x̄±s）

组别

空白组

模型组

美多芭组

补肾活血低剂量组

补肾活血中剂量组

补肾活血高剂量组

鼠数

4
4
4
4
4
4

神经元数量/个
216. 50±15. 16
112. 25±12. 82a）

181. 25±22. 23b）

162. 25±25. 95c）

177. 50±29. 23b）

184. 75±21. 70b）

VMAT2蛋白平

均荧光强度

29. 91±2. 55
8. 99±2. 00a）

19. 91±3. 09b） d）

16. 24±2. 13c） e）

20. 96±3. 06b） d）

27. 48±3. 56b）

注：VMAT2，囊泡单胺转运蛋白2。
a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜0. 01；

c）与模型组比较，P＜0. 05；d）与补肾活血高剂量组比较，P＜

0. 05；e）与补肾活血高剂量组比较，P＜0. 01。

空白组

补肾活血低剂量组

模型组

补肾活血中剂量组

美多芭组

补肾活血高剂量组

注：黑色箭头代表正常神经元细胞，绿色代表坏死神经元细胞，黄色代表尼氏小体。

图2　各组小鼠纹状体神经元尼氏染色图（×400）
Figure 2　Nissl staining images of striatal neurons in mice in each group （×400）

空白组

补肾活血低剂量组

模型组

补肾活血中剂量组

美多芭组

补肾活血高剂量组

注：TH，酪氨酸羟化酶；图中棕黄色为TH阳性表达。

图1　各组小鼠脑纹状体TH表达（免疫组化，×400）
Figure 1　Comparison of striatal TH expression among groups （Immunohistochemistry，×400）
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肾活血低、中、高剂量组突触小泡数量增加，体积

增大，且以补肾活血高剂量组更显著。

2. 7　 各 组 小 鼠 脑 纹 状 体 p-ERK/ERK、 p-CREB/
CREB、VMAT2水平比较

表 6 示，与空白组比较，模型组小鼠纹状体

p-ERK/ERK、 p-CREB/CREB 与 VMAT2 水 平 降 低

（P＜0. 01）。与模型组比较，美多芭组及补肾活血

低、中、高剂量组小鼠纹状体p-ERK/ERK、p-CREB/
CREB 与 VMAT2 水平升高 （P＜0. 05 或 P＜0. 01）。

与美多芭组比较，补肾活血低、中剂量组 p-ERK/
ERK降低，补肾活血高剂量组p-CREB/CREB、VMAT2
水平升高（P＜0. 05 或 P＜0. 01）。与补肾活血低、

中剂量组比较，补肾活血高剂量组 p-ERK/ERK 与

VMAT2水平升高（P＜0. 05或P＜0. 01）。与补肾活

血低剂量组比较，补肾活血中、高剂量组 p-CREB/
CREB升高（P＜0. 01）。各组小鼠纹状体ERK、CREB、
p-ERK、p-CREB、VMAT2蛋白电泳图见图4。

表5　各组小鼠脑纹状体DA含量与DOPAC/DA值比较

Table 5　Comparison of DA content and DOPAC/DA 
in the striatum of mice in each group （x̄±s）

组别

空白组

模型组

美多芭组

补肾活血低剂量组

补肾活血中剂量组

补肾活血高剂量组

鼠数

12
12
12
12
12
12

DA/ng·mg-1

6. 52±0. 70
1. 95±0. 30a）

4. 61±0. 44b） d）

3. 67±0. 62c） e）

4. 30±0. 61b） d）

6. 05±0. 93b）

DOPAC/DA
0. 93±0. 06
1. 62±0. 08a）

1. 16±0. 30c）

1. 20±0. 16c）

1. 18±0. 17c）

1. 06±0. 20b）

注：DA，多巴胺；DOPAC，3􀆯4-二羟基苯基乙酸；DOPAC/DA
值评价DA代谢状态，反映DAH平衡状况。

a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜0. 01；
c）与模型组比较，P＜0. 05；d）与补肾活血高剂量组比较，P＜

0. 05；e）与补肾活血高剂量组比较，P＜0. 01。

表6　各组小鼠脑纹状体p-ERK/ERK、p-CREB/CREB、VMAT2水平比较

Table 6　Comparison of p-ERK/ERK，p-CREB/CREB and VMAT2 levels in the striatum of mice in each group （x̄±s）

组别

空白组

模型组

美多芭组

补肾活血低剂量组

补肾活血中剂量组

补肾活血高剂量组

鼠数

3
3
3
3
3
3

p-ERK/ERK
1. 42±0. 01
0. 15±0. 02a）

0. 75±0. 06b）

0. 45±0. 04b） d）

0. 55±0. 03b） e）

0. 88±0. 12b） f） g）

p-CREB/CREB
0. 79±0. 08
0. 13±0. 02a）

0. 39±0. 06b）

0. 28±0. 04c）

0. 53±0. 07b） f）

0. 64±0. 05b） d） f）

VMAT2
0. 77±0. 03
0. 22±0. 01a）

0. 49±0. 03b）

0. 40±0. 03b）

0. 49±0. 03b）

0. 60±0. 05b） e） f） h）

注：p-ERK，磷酸化细胞外调节蛋白激酶；ERK，细胞外调节蛋白激酶；p-CREB，磷酸化环磷腺苷效应元件结合蛋白；CREB，环磷腺苷

效应元件结合蛋白；VMAT2，囊泡单胺转运蛋白2；p-ERK/ERK、p-CREB/CREB是评估ERK与CREB磷酸化水平与该通路活性的有效指标。

a）与空白组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 01；c）与模型组比较，P＜0. 05；d）与美多芭组比较，P＜0. 01；e）与美多芭

比较，P＜0. 05；f）与补肾活血低剂量组比较，P＜0. 01；g）与补肾活血中剂量组比较，P＜0. 01；h）与补肾活血中剂量组比较，P＜0. 05。

空白组

补肾活血低剂量组

模型组

补肾活血中剂量组

美多芭组

补肾活血高剂量组

注：红色箭头指示为神经元突触小泡。

图3　各组小鼠脑纹状体神经元突触小泡透射电镜图（×40 000）
Figure 3　Transmission electron microscopy images of striatal neuronal synaptic vesicles in mice of each group （×40 000）
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3　讨论

中医学将 PD 归属为“颤证”的范畴，病机总

属本虚标实。本课题组认为 PD病位在脑，根本在

肾，肾虚血瘀为 PD 根本病机［13］。肾之精气渐亏，

精不生髓，髓无以上充于脑，脑窍失充，清窍不

清；精不生血化气，气机不利，瘀血内阻，脑脉涩

滞，清窍不通；血不荣筋，则筋脉颤动，故发为

PD。因此，治以补肾活血为根本大法。补肾活血

颗粒以山萸肉、肉苁蓉为君，补肾填精养血；丹

参、赤芍为臣，活血化瘀通络；石菖蒲为佐，开窍

豁痰通络。全方共奏补肾活血之功。课题组前期研

究［14］发现，补肾活血颗粒可显著缓解PD患者临床

症状，提高脑内DA含量。实验研究［15-16］发现，补

肾活血颗粒可通过抑制铁死亡、缓解神经炎症等途

径缓解PD模型小鼠病理学特征。

研究［17］表明，中枢神经系统DAH失衡可影响

神经回路与情绪、认知、运动系统，DAH 失衡是

PD 发生的主要病理机制之一。在纹状体多巴胺能

神经元中，TH催化酪氨酸合成L-3􀆯4-二羟基苯丙氨

酸（L-DOPA），继而 L-DOPA 在芳香族氨基酸脱羧

酶的催化作用下，转化为DA［18］。随后，突触前膜

VMAT2 通过主动运输，将 DA 迅速包装入突触小

泡，囊泡内酸性 PH值维持其理化性质稳定，防止

其因异常代谢产生神经毒性［19］。在神经元去极化

后，突触小泡以钙依赖形式将 DA 释放于突触间

隙，与突触后膜多种DA受体相结合，发挥其对运

动与认知功能的调节能力［20］。此外，突触小泡内

DA 通过主动运输与被动外排使 DA 浓度保持动态

平衡，发挥神经保护作用［21］。因此，DAH 平衡在

缓解 PD运动及非运动症状方面起到重要作用。在

PD病理状态下，多巴胺能神经元胞质内生成的DA
无法由突触小泡包装，而大量游离于胞质中，通过

单胺氧化酶催化作用，DA被氧化为具有强烈神经

毒性的 3􀆯4-二羟基苯乙醛和过氧化氢，随后，在醛

脱氢酶的催化下，3􀆯4-二羟基苯乙醛氧化为DOPAC，

最终通过儿茶酚-O-甲基转移酶甲基化形成高香草

酸，此过程导致 DA 囊泡内含量与利用率显著降

低，从而加重PD病理损伤［22］。

VMAT2 是维持 DAH 平衡的关键蛋白之一［23］。

研究［24］发现，VMAT2转录与翻译水平下调可加重

PD 大鼠多巴胺能神经元损伤等典型病理学特征，

同时，其下调水平与病情严重程度呈正相关。另有

研究［25］表明，ERK/CREB 通路的激活引起下游信

号级联反应，对 PD 模型小鼠发挥神经保护作用。

同时 CREB 被证实可维持 VMAT2 的基础水平，其

磷酸化可上调下游VMAT2的表达，继而诱导DA包

裹于突触小泡中，减轻DA神经毒性，恢复DAH平

衡，改善PD病理特征［26］。

本研究采用MPTP腹腔注射诱导 PD小鼠模型，

并设立美多芭为阳性对照，观察补肾活血颗粒对

PD 小鼠神经保护作用。本研究结果显示，模型组

小鼠在旷场、爬杆与抓力实验中出现明显抑郁焦虑

状态及运动障碍，同时纹状体 TH阳性神经元显著

减少，提示 MPTP诱导的 PD模型构建成功。TH是

鉴别DA能神经元功能的金标准标志物，其在黑质

与纹状体表达降低是PD的关键病理特征［27］。美多

芭与补肾活血颗粒可显著改善 PD模型小鼠行为学

表现并增加 TH阳性神经元表达。在旷场实验中美

多芭组与补肾活血颗粒低、中、高剂量组效果相

当，补肾活血高剂量效果优于低剂量。爬杆与抓力

实验中美多芭组与补肾活血颗粒中、高剂量组效果

相当，补肾活血高剂量疗效优于低剂量。此外，美

多芭与补肾活血低、中、高剂量在提高 TH表达方

面效果相当。尼氏小体染色结果可见，模型组小鼠

纹状体神经元数量减少，排列紊乱，尼氏小体结构

缺损；美多芭组与补肾活血颗粒低、中、高剂量组

注：VMAT2，囊泡单胺转运蛋白 2；p-ERK，磷酸化细胞外调节

蛋白激酶；ERK，细胞外调节蛋白激酶；p-CREB，磷酸化环磷腺苷效

应元件结合蛋白；CREB，环磷腺苷效应元件结合蛋白；GAPDH，甘

油醛-3-磷酸脱氢酶；A，空白组；B，模型组；C，美多芭组；D，补

肾活血低剂量组；E，补肾活血中剂量组；F，补肾活血高剂量组。

图4　各组小鼠纹状体ERK、CREB、p-ERK、p-CREB、

VMAT2蛋白印迹图

Figure 4　Western Blotting results of ERK，CREB，p-ERK，p-

CREB，and VMAT2 proteins in the striatum of mice in each group
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显著增加神经元数量，恢复紧凑排列，改善尼氏小

体结构缺损，表明美多芭与补肾活血颗粒可改善纹

状体神经元形态，缓解多巴胺能神经元损伤。模型

组小鼠纹状体 DA 含量减少、DOPAC/DA 增加，提

示 DA 代谢增强，利用率下降。DOPAC/DA 是评价

DA代谢状态与利用率的重要生化指标，反映DAH
的平衡状况［28］。美多芭组与补肾活血颗粒低、中、

高剂量组显著提高纹状体DA含量，并降低DOPAC/
DA，抑制DA代谢，提高利用率，提示美多芭与补

肾活血颗粒通过提高 DA 含量，抑制 DA 代谢，促

进 DAH 平衡，其中补肾活血高剂量组提高纹状体

DA含量的效果优于美多芭组与补肾活血低、中剂

量组。此外，模型组小鼠纹状体神经元突触小泡数

量与体积明显减少，纹状体 p-ERK/ERK、p-CREB/
CREB、VMAT2显著降低，而补肾活血颗粒可增加

纹状体神经元突触小泡数量与体积，提高 p-ERK/
ERK、p-CREB/CREB、VAMT2 表达，调节 DAH，

其中补肾活血颗粒高剂量组效果最优，表明补肾活

血颗粒通过激活 ERK/CREB/VMAT2 信号通路改善

MPTP诱导PD模型小鼠DAH失衡。

综上，补肾活血颗粒可能通过激活ERK/CREB/
VMAT2信号通路，增强VMAT2表达，改善DAH平

衡，从而抑制 MPTP 诱导 PD 小鼠多巴胺能神经元

损伤，缓解运动缺陷及焦虑状态。但本研究未采用

体外实验、抑制剂或基因敲除小鼠验证此信号通路

的必要性，且通路关键节点仅测定蛋白表达量变

化，缺乏脑微透析技术等先进技术验证，后续实验

应结合体外实验等方式进一步探讨补肾活血颗粒调

控DAH的机制。
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Effect of Bushen Huoxue Granule （补肾活血颗粒）  on Dopamine Homeostasis and ERK/CREB/VMAT2 
Signaling Pathways in the Striatum in Parkinson's Disease Model Mice
SUN Hehao1，2， CHEN Yingfan1， WANG Peng1， GENG Xiaohan1， ZHANG Yuzhi1， ZHANG Qian1， LI Min1， 
LI Shaodan1， YANG Minghui1

1.  Department of Traditional Chinese medicine，The sixth medical center，The People's Liberation Army General Hospital，Beijing，
100048；2.  Chinese People's Liberation Army Medical School
ABSTRACT Objective To investigate the possible mechanism of Bushen Huoxue Granule （补肾活血颗粒， BHG） 
in treating Parkinson's disease （PD） from the perspecitve of dopamine （DA） homeostasis.   Methods Seventy-two 
mice were randomly divided into blank group， model group， madopar group and BHG low-， medium- and high-dose 
groups， with 12 mice in each group.  Except for the blank group， all mice were administered intraperitoneal injections 
of 1-methyl-4-phenyl-1，2，3，6-tetrahydropyridine （MPTP） for 7 consecutive days to induce a PD model.  On the day 
following the injection， BHG low-， medium- and high-dose groups were administered BHG at doses of 1. 25， 2. 5， 
and 5. 0 mg/（g·d） by oral gavage， respectively， while the madopar group received madopar tablets at dose of 0. 093 8 mg/
（g·d） by oral gavage.  The blank group and the model group were given 0. 2 ml/10 g of distilled water by gavage.  All 
treatments were given once daily for 14 days.  Open field test， pole climbing test and grip test were used to evaluate 
the behavior of mice in each group.  Immunohistochemistry was used to detect the expression of tyrosine hydroxylase 
（TH） in striatum.  Nissl staining was used to detect the activity of striatal neurons.  The contents of DA and 3􀆯4-

dihydroxyphenylacetic acid （DOPAC） in striatum were detected by ultra performance liquid chromatography tandem 
mass spectrometry.  The number and volume of synaptic vesicles were observed by transmission electron microscope.  
The expression of vesicular monoamine transporter 2 （VMAT2） in striatum was detected by immunofluorescence.  
Western Blot was used to detect the expression of extracellular signal-regulated kinase （ERK）， phosphorylated ERK 

··2492



中医杂志 2025 年 12 月第 66 卷第 23 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2025，Vol. 66，No. 23

（p-ERK）， cAMP response element-binding protein （CREB）， phosphorylated CREB （p-CREB） and VMAT2 in 
striatum.   Results Compared to the blank group， mice in the model group showed a significant decline in total 
distance and average speed in the open field test， along with an increase in total resting time； in the pole test， both the 
time required for the mice to turn completely downward （T-turn） and the total time taken to reach the bottom of the 
pole （T-total） were prolonged； forelimb grip strength was reduced； in the striatum， the mean optical density of TH， 
the average fluorescence intensity of VMAT2 protein， and DA content all decreased， while the number of striatal neu⁃
rons was reduced， and the DOPAC/DA ratio was elevated； the levels of p-ERK/ERK， p-CREB/CREB， and VMAT2 
in the striatum significantly decreased （P＜0. 01）； transmission electron microscopy revealed that both the number 
and volume of synaptic vesicles in striatal neurons were markedly reduced.  Compared to the model group， mice in 
the madopar group and BHG low-， medium- and high-dose groups showed significant improvements in all the above 
indicators （P＜0. 05 or P＜0. 01）.  Compared to madopar group， the BHG high-dose group exhibited increased DA 
content and elevated p-CREB/CREB ratio in the striatum （P＜0. 05）.  Compared to the BHG low-dose group， the 
BHG high-dose group showed increased total distance and mean velocity， decreased total resting time， T-turn， and T-

total， as well as enhanced forelimb grip strength； moreover， the average fluorescence intensity of VMAT2 protein， 
DA content， p-ERK/ERK， p-CREB/CREB， and VMAT2 levels in the striatum were all significantly elevated （P＜
0. 05 or P＜0. 01）.   Conclusion　BHG may restore DA homeostasis and alleviate the damage of dopaminergic neu⁃
rons by regulating ERK/CREB/VMAT2 signaling pathway.
Keywords Parkinson's disease； dopamine homeostasis； Bushen Huoxue Granules （补肾活血颗粒）； striatum； vesi-
cular monoamine transporter 2； extracellular regulated protein kinase； cAMP response element-binding protein
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