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补肾止颤方对帕金森病模型大鼠多巴胺能神经元铁死亡
及Nrf2调控SLC7A11/GSH/GPX4信号通路的影响
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［摘要］ 目的　从铁死亡角度探讨补肾止颤方治疗帕金森病 （PD） 的可能作用机制。方法　70只 SD大鼠随

机分为对照组、模型组、核转录因子 E2相关因子 2 （Nrf2） 抑制剂组、多巴丝肼组及补肾止颤方低、中、高

剂量组，每组 10 只。除对照组外，其余各组大鼠采用蛋白酶抑制因子皮下注射建立 PD 大鼠模型。造模 2 周

后，Nrf2 抑制剂组大鼠予 ML385 小分子化合物 50 mg/kg 腹腔注射，隔日 1 次，共 3 次，其余各组大鼠于同时

间点予2 ml/kg生理盐水腹腔注射。造模4周后，补肾止颤方低、中、高剂量组分别给予补肾止颤方颗粒剂溶

液 1. 0、1. 5、2. 0 ml/ （100 g·d） 灌胃，多巴丝肼组则予多巴丝肼片 200 mg/ （100 g·d） 灌胃，对照组、模型

组、Nrf2抑制剂组大鼠均以生理盐水按2. 0 ml/ （100 g·d） 灌胃。各组大鼠灌胃3周后，采用网格实验、爬杆

实验进行行为学检测，对 PD 大鼠的运动功能进行评估；采用 qRT-PCR 法检测大鼠中脑黑质 Nrf2 mRNA 表

达，Western Blot法检测 Nrf2、溶质载体家族 7成员 （SLC7A11）、谷胱甘肽过氧化物酶 4 （GPX4） 蛋白水平，

ELISA 法检测谷胱甘肽 （GSH）、丙二醛 （MDA） 含量、亚铁离子 （Fe2+）、GPX4含量，荧光酶标仪检测活性

氧 （ROS） 水平。结果　与对照组比较，模型组大鼠网格实验移动潜伏期、爬杆时间均增加，中脑黑质区

GSH、GPX4 含量降低，Fe2+、MDA 含量升高，Nrf2、SLC7A11、GPX4 蛋白水平均降低，ROS 水平升高，

Nrf2 mRNA 表达下降 （P＜0. 05）；Nrf2 抑制剂组上述各指标与模型组变化趋势相同，且程度较模型组更显

著，与模型组、对照组比较差异均有统计学意义 （P＜0. 05）。与模型组比较，多巴丝肼组和补肾止颤方低、

中、高各剂量组各指标均改善 （P＜0. 05），且补肾止颤方高剂量组和多巴丝肼组各指标均较补肾止颤方低、

中剂量组改善更为显著 （P＜0. 05）；补肾止颤方高剂量组和多巴丝肼组改善情况差异均无统计学意义 （P＞
0. 05）。结论　补肾止颤方可能通过激活中脑黑质 Nrf2 表达，调控 SLC7A11/GSH/GPX4 信号通路，从而抑制

脂质过氧化和铁死亡，达到治疗PD的目的。

［关键词］  帕金森病；铁死亡；补肾止颤方；脂质过氧化；核转录因子 E2相关因子 2；溶质载体家族 7成员；

谷胱甘肽；谷胱甘肽过氧化物酶4

帕金森病（Parkinson's disease，PD）是继阿尔

茨海默病之后全球第二大神经退行性疾病［1］。目前

临床最常用的多巴胺 （dopamine，DA） 替代疗法

虽能改善疾病早期的运动症状，却不能阻止 PD的

进展。铁的蓄积、氧化应激水平升高和脂质过氧化

损伤亦是 PD病理生理学的显著特征［2］，这种由铁

依赖性脂质过氧化产物不断积聚而引发的细胞死

亡，被定义为铁死亡。使用铁离子螯合剂驱铁治疗

可降低PD患者体内的铁含量从而缓解早期PD运动

症状［3］。铁死亡受多种基因表达信号调控，溶质载

体家族 7 成员（SLC7A11） /谷胱甘肽（GSH） /谷胱

甘肽过氧化物酶4（GPX4）信号通路是主要的铁死

亡监测系统，对于维持氧化还原稳态和预防铁死亡

至关重要［4］。核转录因子E2相关因子 2 （Nrf2）是

抗氧化反应的主要调节因子，在预防和纠正细胞内

氧化还原失衡中发挥重要作用［5］。研究［6-7］表明，
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Nrf2可通过激活 Nrf2/SLC7A11/GPX4信号通路调控

铁死亡保护神经元损伤。SLC7A11/GSH/GPX4通路

作为细胞抗氧化的重要通路，可以有效促进 GSH
的合成，减少活性氧（ROS）积累抑制铁死亡［4，8］。

由此可见，Nrf2调控 SLC7A11/GSH/GPX4信号通路

在铁死亡过程中发挥了重要作用。

本团队基于 PD 肝肾亏虚的中医基本病机，创

制了补肾止颤方。该方具有补益肝肾、益精填髓、

补气养血、疏筋通络、熄风止颤的功效。前期研

究［9］证明，该方可降低PD患者症状严重程度，提

高患者的运动能力，对患者的运动症状和非运动症

状均有明显改善。实验研究［10］也发现，补肾止颤

方呈剂量依赖地改善 PD大鼠行为学表现及神经元

受损情况，具有神经保护作用。因此，本研究拟从

Nrf2 调控 SLC7A11/GSH/GPX4 通路和铁死亡角度

探讨补肾止颤方治疗 PD 的可能作用机制，为其

临床应用提供依据。本研究已通过广西中医药大

学实验动物福利伦理委员会伦理审查 （批件号：

DW20230909-01）。

1　材料与方法

1. 1　动物

SPF 级雄性 SD 大鼠 70 只，3~4 月龄，体质量

（250±50） g，所有大鼠均购自湖南省长沙市天勤生

物技术有限公司［实验动物生产许可证号：SCXK 
（湘） 2019-0014］。大鼠饲养于广西中医药大学第

一附属医院实验动物中心的标准化动物房，相对湿

度 50%~70%，温度 23~25 ℃，采用昼夜各 12 h 的

光照循环模式，大鼠给予常规普通饲料，自由饮水。

1. 2　药物

补肾止颤方组成：鹿角胶 10 g，阿胶 10 g （烊

化），龟甲20 g，党参15 g，枸杞子30 g，白芍30 g，
生地黄 25 g，火麻仁 15 g，麦冬 15 g，炙甘草 6 g，
鳖甲15 g，肉苁蓉30 g，天麻15 g，黄精10 g，山萸

肉10 g，钩藤30 g。免煎颗粒由江阴天江药业有限公

司生产，配制成含生药 2. 574 g/ml 的溶液，批号：

1206003。多巴丝肼片（国药准字 SH10930198，批

号：YT2725，规格250 mg/片），上海罗氏制药公司。

1. 3　主要试剂和仪器

蛋白酶抑制因子 （PSI，ApexBio 公司，批号：

A190011337769）； ML385 （Selleck 公司，批号：

S8790）；水合氯醛 （天津市大茂化学试剂厂，批

号：ky-my）；4%多聚甲醛（批号：IP9020）、GAPDH
一抗 （批号：BL006B）、ECL 化学发光底物 （批

号： BL520A）， Biosharp 公司； Nrf2、 SLC7A11、

GPX4 抗体 （Affinity 公司，批号分别为：AF0639、
DF12509、DF6701）；GPX4 ELISA试剂盒（武汉贝

茵莱生物科技有限公司，批号：RA 21465）；丙二

醛（MDA） ELISA 试剂盒（批号：BC0025）、GSH 
ELISA 试剂盒（批号：BC1175）、亚铁离子含量检

测试剂盒（批号：BC5415）、BCA蛋白浓度测定试

剂盒（批号：PC0020）、总 RNA 提取试剂（批号：

R1100），北京索莱宝科技有限公司；组织 ROS 检

测试剂盒 （贝博生物科技有限公司，批号：BB-

470357）；HRP标记山羊抗兔（Servicebio公司，批

号：GB23303）。

酶标分析仪 （德铁生物科技有限公司，HBS-

1096A型）；荧光酶标仪（Perkin Elmer公司，VICTOR 
Nivo 型）；高速低温组织研磨仪 （Servicebio 公司，

KZ-Ⅲ-F型）；低温离心机（Eppendorf公司，5418R
型）；蛋白转印模块 （Bio-Rad 公司，Mini Trans-

Blot Cell型）；电泳仪（Bio-Rad公司，PowerPac Basic
型）；多功能酶标仪 （TECAN 公司， INFINITE 
200PRO型）；荧光定量PCR仪（ABI公司，7500型）；

体视显微镜（MOTIC 公司，Stellar 1 Pro-B 型）；显

微脑刮匙（上海医疗器械公司，M-N-0209型）。

1. 4　动物分组与模型制备

将 70 只大鼠按照随机数字表法分为对照组、

模型组、Nrf2抑制剂组、多巴丝肼组及补肾止颤方

低、中、高剂量组，每组 10 只。除对照组外，其

余各组大鼠采用PSI皮下注射建立PD大鼠模型［11］：

大鼠背部皮下注射 PSI 溶液 75 μl/100 g，每周一、

三、五注射，连续处理 2周。造模后大鼠出现运动

迟缓、肌肉僵直、肢体震颤等 PD样症状，同时网

格实验、爬杆实验评分上升则认为 PD大鼠模型制

备成功［11-12］。在此过程中，若出现大鼠死亡或造模

失败的情况，及时将其剔除，同时从同一批次大鼠

进行补充并重新造模，待造模成功后再将其纳入实

验。对照组大鼠同时间点背部皮下注射 2 ml/kg 生

理盐水，持续2周。

1. 5　给药方法

造模 2周后，Nrf2抑制剂组大鼠予ML385小分

子化合物 50 mg/kg腹腔注射，于周一、周三、周五

注射，共3次；其余各组大鼠于同时间点均予2 ml/kg
生理盐水腹腔注射，注射完成后观察 1周。造模 4
周后，依据大鼠与人药物剂量折算方法［13］，补肾止颤

方低、中、高剂量组分别给予补肾止颤方颗粒剂溶液

1. 0、1. 5、2. 0 ml/（100 g·d），其中高剂量为临床等

效剂量；多巴丝肼组则予多巴丝肼片200 mg/（100 g·d）
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灌胃；对照组、模型组、Nrf2抑制剂组大鼠均以生

理盐水按 2 ml/（100 g·d）灌胃。各组大鼠均连续

灌胃3周。

1. 6　观察指标及方法

1. 6. 1　大鼠一般状态及行为学观察　实验期间每

日对各组大鼠的行为表现进行观察与记录，具体包

括体毛状态、肢体震颤情况、站立频次及僵直反应

等。灌胃 3周后各组大鼠进行网格实验及爬杆实验

评估运动协调能力［14］。网格实验：取自制的长60 cm、

宽 40 cm、每个小格子约 1 cm²的金属网格一块，垂

直地面放置。依次将各组大鼠以倒立姿势放置于金

属网格中央，待其四肢抓牢网格后开始记录大鼠从

前后肢平稳到其中一肢开始活动所需的时间，即为

该大鼠的移动潜伏期。大鼠休息10 min后进行下一

轮实验，每只重复测 3次。大鼠移动潜伏期越长表

示大鼠肢体僵硬情况越重。爬杆实验：长 50 cm、直

径 2 cm 的木杆与桌面呈 45°固定，将大鼠放置杆

顶，头朝木杆底部，记录大鼠从杆顶到达桌面的时

间，重复 3次，取平均值，每次重复前休息 1 min。
大鼠震颤频率高、步态异常、进食少及爬杆时间增

加表示大鼠PD症状加重。

1. 6. 2　ELISA 法检测中脑黑质区亚铁离子 （Fe2+）、

GSH、GPX4、MDA 含量　各组大鼠进行最后一次

爬杆实验后 2 h，400 mg/kg水合氯醛腹腔注射，待

大鼠角膜反射完全消失、呼吸心跳停止，确认大鼠

死亡后，取大脑标本，用解剖剪沿间脑与中脑交界

处、中脑与脑桥交界处剪断，分离出完整中脑块。

在体视显微镜下，用显微脑刮匙轻剥黑质组织，收

集大鼠中脑黑质区组织样本，每只大鼠约获得100 mg
中脑黑质组织。每组采用随机数字表法取 6只大鼠

中脑黑质组织，用 ELISA 试剂盒定量测定 Fe2+、

GSH、GPX4及 MDA 含量，操作均严格参照 ELISA
试剂盒说明书进行。

1. 6. 3　 Western Blot 法 检 测 中 脑 黑 质 区 Nrf2、

SLC7A11、GPX4、GSH 蛋白水平　每组采用随机

数字表法取 6 只大鼠中脑黑质组织约 20 mg，转至

EP管，匀浆，离心半径10 cm、12 000 r/min，4 ℃离

心 5 min，取上清蛋白测定浓度后调齐浓度，加入

5×蛋白上样 buffer，100 ℃变性 10 min。90 V 恒压

电泳约 20 min，分离胶层后，换用 120 V恒压电泳

1. 0~1. 5 h，300 mA恒流转膜、封闭，按说明书将

一抗 GAPDH、Nrf2、SLC7A11、GPX4 按 1∶3000
比例稀释，将膜放入 4 ℃孵育 12 h。孵育操作结束

后，将膜置于按 1∶4000 比例稀释的二抗中，在

37 ℃条件下孵育 1 h；完成膜清洗操作后，采用

ECL化学发光显色剂对印迹膜进行处理，触发目的

蛋白与抗体复合物的发光反应。待显色反应稳定

后，将膜转移至凝胶成像系统内，通过设定适宜的

曝光参数完成图像采集，获取包含目的蛋白与内参

蛋白条带的发光影像，用 Image J （1. 52 版本） 软

件分析得到的蛋白条带的灰度值。

1. 6. 4　qRT-PCR 法检测中脑黑质区 Nrf2 mRNA 表

达　每组采用随机数字表法取 6只大鼠中脑黑质组

织约 20 mg，将组织剪成小块，采用 3 mm小钢珠研

磨充分，加入 0. 1 ml氯仿替代物，振荡 15 s，室温

静置 2 min，取 0. 5 ml上清放入新的 1. 5 ml EP管中

离心，加入 0. 5 ml异丙醇再次离心，沉淀。取 1 μl 
RNA 样本，用多功能酶标仪进行 RNA 浓度测定并

直接测定 A260/280，A260/280 代表 RNA 的纯度

（比值在 1. 8~2. 0之间则说明 RNA样本纯度较高）。

采用聚合酶链式反应（PCR）扩增，扩增条件：预

变性 95 ℃ 30 s；PCR 循环 （40 循环）：变性 95 ℃
10 s；退火和延伸：60 ℃ 30 s；记录每个样本所对

应基因的 Ct 值，各样本目的基因的相对表达量为

2-ΔΔCt。引物设计由南宁捷尼斯生物科技有限公司合

成，NRF2：上游 GGTTGCCCACATTCCCAAAC，下游

TCAGGGGTGGTGAAGACTGA，长度168 bp；GAPDH：

上游 TCTCTGCTCCTCCCTGTTCT，下游 ATCCGTT-

CACACCGACCTTC，长度95 bp。
1. 6. 5　荧光酶标仪法检测中脑黑质区细胞内 ROS
水平　随机选取6只大鼠中脑黑质组织约40 mg，加入

缓冲液充分摇匀，离心半径10 cm、4 ℃、1500 r/min
离心3 min，弃沉淀，取上清。在96孔板中加入190 μl
匀浆上清液、10 μl DCFHDA探针，用移液器吹打，

使之充分混匀。37 ℃避光孵育 30 min。置于酶标

仪中，于激发波长 488 nm、发射波长530 nm检测荧

光强度。蛋白定量：取约50 μl上清匀浆液，用 PBS
约稀释 30 倍，取 100 μl，按 BCA 蛋白浓度测试剂

盒说明书，配制蛋白梯度浓度，每个浓度设置 3个

复孔，进行蛋白定量，以每毫克蛋白荧光强度表示

组织活性氧强度。

1. 7　统计学方法

采用 SPSS 26. 0 统计分析软件进行数据处理。

计量资料均符合正态分布用均值±标准差（x̄±s）表

示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两

比较，方差齐时采用 LSD 检验，方差不齐时采用

Dunnett's T3检验。取双侧 α=0. 05 为检验水准。以

P＜0. 05为差异有统计学意义。
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2　结果

2. 1　各组大鼠一般表现及行为学结果比较

对照组大鼠行为活动及摄食正常。模型组大鼠

逐渐出现反应迟钝、运动迟缓、毛发变脏、四肢及

头部震颤等表现，随造模时间越长，上述表现越明

显。与模型组比较，补肾止颤方各剂量组和多巴丝

肼片组大鼠的摄食行为均有不同程度改善，典型的

震颤症状得到缓解，肢体不自主震颤的频率与幅度

降低，自主活动能力提升，同时大鼠毛发状态变为

干燥、洁净，其中以补肾止颤方高剂量组及多巴丝

肼组改善最为明显。表 1示，与对照组比较，其余

各组大鼠网格实验移动潜伏期、爬杆实验时间均增

加（P＜0. 05）；与模型组比较，Nrf2抑制剂组网格

实验移动潜伏期、爬杆实验时间增加，多巴丝肼

组、补肾止颤方各剂量组网格实验移动潜伏期、爬

杆时间均减少（P＜0. 05）；补肾止颤方高剂量组、

多巴丝肼组网格实验移动潜伏期、爬杆时间减少较

补肾止颤方低、中剂量组更为显著 （P＜0. 05）；

补肾止颤方高剂量组与多巴丝肼组比较差异无统计

学意义（P＞0. 05）。

2. 2　 各 组 大 鼠 中 脑 黑 质 区 Fe2+ 、 GSH、 GPX4、

MDA含量比较

表 2示，与对照组比较，其余各组大鼠中脑黑

质区 GSH、GPX4 含量均降低，Fe2+、MDA 含量均

升高 （P＜0. 05）；与模型组比较，Nrf2 抑制剂组

Fe2+、MDA 含量均升高，GPX4、GSH 含量均降低

（P＜0. 05），多巴丝肼组和补肾止颤方低、中、高

剂量组 Fe2+、MDA 含量均降低，GSH、GPX4 含量

均升高 （P＜0. 05）；与补肾止颤方低、中剂量组

比较，多巴丝肼组及补肾止颤方高剂量组 Fe2+、

MDA 含量均下降，GSH、GPX4 含量均升高 （P＜
0. 05）；多巴丝肼组与补肾止颤方高剂量组各指标

比较差异无统计学意义（P＞0. 05）。

2. 3　各组大鼠中脑黑质区 Nrf2、SLC7A11、GPX4
蛋白水平比较

表 3示，与对照组比较，其余各组大鼠中脑黑

质区Nrf2、SLC7A11、GPX4蛋白水平均降低（P＜
0. 05）； 与 模 型 组 比 较 ， Nrf2 抑 制 剂 组 Nrf2、
SLC7A11、GPX4 蛋白水平均降低，而多巴丝肼组

和补肾止颤方低、中、高各剂量组Nrf2、SLC7A11、
GPX4 蛋白水平均升高 （P＜0. 05）；多巴丝肼组、

补肾止颤方高剂量组 Nrf2、SLC7A11、GPX4 蛋白

水平显著高于补肾止颤方低、中剂量组 （P＜
0. 05）；多巴丝肼组与补肾止颤方高剂量组 Nrf2、
SLC7A11、GPX4蛋白水平差异无统计学意义（P＞
0. 05）。各组大鼠中脑黑质区 Nrf2、 SLC7A11、
GPX4蛋白电泳图见图1。
2. 4　各组大鼠中脑黑质区 ROS 水平及 Nrf2 mRNA
表达比较

表 4示，与对照组比较，其余各组大鼠中脑黑

表 1　各组大鼠网格实验移动潜伏期、爬杆实验时间比较

Table 1　Comparison of movement latency in grid test and pole-

climbing time among rats in each group （s，x̄±s）

组别

对照组

模型组

Nrf2抑制剂组

补肾止颤方低剂量组

补肾止颤方中剂量组

补肾止颤方高剂量组

多巴丝肼组

鼠数

10
10
10
10
10
10
10

网格实验移动

潜伏期

2. 80±0. 86
10. 53±1. 35a）

14. 53±2. 66a）b）

7. 73±1. 09a）b）

7. 40±1. 12a）b）

6. 26±1. 57a）b）c）d）

5. 26±1. 22a）b）c）d）

爬杆实验时间

10. 05±2. 17
30. 60±3. 04a）

34. 26±1. 22a）b）

19. 53±3. 39a）b）

16. 80±1. 65a）b）

14. 50±2. 64a）b）c）d）

14. 80±2. 07a）b）c）d）

注：Nrf2，核因子E2相关因子2。
a） 与对照组比较，P＜0. 05；b） 与模型组比较，P＜0. 05；

c）与补肾止颤方低剂量组比较，P＜0. 05；d）与补肾止颤方中剂

量组比较，P＜0. 05。
表 2　各组大鼠中脑黑质区Fe2+、GPX4、GSH、MDA含量比较

Table 2　Comparison of Fe2+，GPX4，GSH and MDA contents in substantia nigra among rats in each group （x̄±s）

组别

对照组

模型组

Nrf2抑制剂组

补肾止颤方低剂量组

补肾止颤方中剂量组

补肾止颤方高剂量组

多巴丝肼组

鼠数

6
6
6
6
6
6
6

Fe2+/μmol·g-1

0. 112±0. 014
0. 275±0. 031a）

0. 320±0. 034a） b）

0. 237±0. 023a） b）

0. 214±0. 023a） b）

0. 166±0. 018a） b） c） d）

0. 157±0. 016a） b） c） d）

GPX4/ng·ml-1

33. 49±4. 26
17. 84±2. 07a）

14. 20±1. 80a） b）

21. 50±2. 71a） b）

22. 05±3. 14a） b）

26. 39±2. 86a） b） c） d）

28. 51±3. 27a） b） c） d）

GSH/μg·ml-1

161. 10±22. 14
93. 48±11. 93a）

71. 33±8. 21a） b）

113. 48±13. 35a） b）

117. 52±13. 21a） b）

138. 48±15. 90a） b） c） d）

141. 81±17. 09a） b） c） d）

MDA/nmol·mg prot-1

1. 34±0. 15
2. 46±0. 31a）

2. 88±0. 28a） b）

1. 96±0. 19a） b）

1. 96±0. 18a） b）

1. 65±0. 19a） b） c） d）

1. 61±0. 19a） b） c） d）

注：Fe2+，亚铁离子；GPX4，谷胱甘肽过氧化物酶4；GSH，谷胱甘肽；MDA，丙二醛；Nrf2，核因子E2相关因子2。
a）与对照组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 05；c）与补肾止颤方低剂量组比较，P＜0. 05；d）与补肾止颤方中剂量组比较，

P＜0. 05。
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质 ROS水平均升高，Nrf2 mRNA 表达均下降（P＜

0. 05）；与模型组比较，Nrf2抑制剂组 ROS水平升

高、Nrf2 mRNA表达降低，多巴丝肼组和补肾止颤

方低、中、高剂量组ROS水平均下降、Nrf2 mRNA

表达均升高 （P＜0. 05）；与补肾止颤方低、中剂

量组比较，多巴丝肼组、补肾止颤方高剂量组ROS
水平下降、Nrf2 mRNA表达升高（P＜0. 05）；多巴

丝肼组与补肾止颤方高剂量组比较，差异无统计学

意义（P＞0. 05）。

3　讨论

作为一种复杂的神经退行性疾病，PD 的发病

与铁死亡调控紧密相关［15］。临床研究发现，PD患

者大脑显示出明显的铁离子积累，主要集中在中脑

黑质致密部［16］。在猴 PD 模型中，采用对 Fe2+具有

氧化还原沉默作用的氯喹诺尔 （Clioquinol，CQ）
干预后，中脑黑质部铁积累和脂质过氧化明显减

少［17］。抑制铁死亡的发生可以有效减轻PD神经元

细胞损伤。铁死亡的模式涉及脂质过氧化和 Fe2+的

积累，而 Fe2+超载可以通过芬顿反应生成 ROS，
ROS则介导脂质过氧化产生MDA，最终导致神经细

胞铁死亡［18-19］。MDA 是脂质过氧化反应的主要产

物，标志着细胞内氧化应激，同时也可作为铁死亡

标志物［20］。GPX4是一种关键的抗氧化酶，在GSH
参与下，可将有毒的脂质过氧化物还原为无毒的脂

质醇，消除细胞内脂质ROS，因此能够防止由ROS
引起的脂质过氧化物的产生，从而抑制铁死亡的发

生［21-22］。另有研究［23］表明，在PD细胞模型中，通

过增加 Nrf2 及 GPX4的表达，能促进 GSH的合成，

减少ROS生成、Fe2+的积累从而抑制PD神经元铁死

亡。SLC7A11是一种重要致癌蛋白，在防御氧化应

激和铁死亡中具有重要作用［24］。SLC7A11 是胱氨

酸/谷氨酸逆向转运系统的关键亚基，负责将谷氨

酰胺导入细胞，在细胞内转化成半胱氨酸，最终用

于合成 GSH［25］。当胱氨酸/谷氨酸逆向转运系统被

化合物抑制时，GSH合成受阻，导致GPX4不能利

表 3　各组大鼠中脑黑质区Nrf2、SLC7A11、GPX4蛋白水平灰度值比较

Table 3　Comparison of gray values of Nrf2， SLC7A11 and GPX4 protein levels in substantia nigra among rats in each group （x̄±s）

组别

对照组

模型组

Nrf2抑制剂组

补肾止颤方低剂量组

补肾止颤方中剂量组

补肾止颤方高剂量组

多巴丝肼组

鼠数

6
6
6
6
6
6
6

Nrf2
1. 12±0. 14
0. 67±0. 08a）

0. 54±0. 07a） b）

0. 82±0. 10a） b）

0. 83±0. 09a） b）

0. 96±0. 10a） b） c） d）

0. 98±0. 11a） b） c） d）

SLC7A11
0. 97±0. 11
0. 54±0. 08a）

0. 43±0. 05a） b）

0. 65±0. 07a） b）

0. 67±0. 08a） b）

0. 79±0. 08a） b） c） d）

0. 82±0. 09a） b） c） d）

GPX4
0. 94±0. 10
0. 47±0. 05a）

0. 34±0. 04a） b）

0. 63±0. 08a） b）

0. 68±0. 07a） b）

0. 78±0. 08a） b） c） d）

0. 86±0. 09a） b） c） d）

注：Nrf2，核因子E2相关因子2；SLC7A11，溶质载体家族7成员11；GPX4，谷胱甘肽过氧化物酶4。
a）与对照组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 05；c）与补肾止颤方低剂量组比较，P＜0. 05；d）与补肾止颤方中剂量组比较，

P＜0. 05。

注：Nrf2，核因子E2相关因子 2；SLC7A11，溶质载体

家族 7 成员 11；GPX4，谷胱甘肽过氧化物酶 4；A，对照

组；B，Nrf2 抑制剂组；C，模型组；D，补肾止颤方低剂

量组；E，补肾止颤方中剂量组；F，补肾止颤方高剂量组；

G，多巴丝肼组。

图 1　各组大鼠中脑黑质区Nrf2、SLC7A11、
GPX4蛋白电泳图

Figure 1　Protein electrophoresis of Nrf2，SLC7A11 
and GPX4 in substantia nigra among rats in each group

表 4　各组大鼠中脑黑质区ROS水平及Nrf2 mRNA表达比较

Table 4　Comparison of ROS level and Nrf2 mRNA expression 
in substantia nigra among rats in each group （x̄±s）

组别

对照组

模型组

Nrf2抑制剂组

补肾止颤方低剂量组

补肾止颤方中剂量组

补肾止颤方高剂量组

多巴丝肼组

鼠数

6
6
6
6
6
6
6

ROS
1. 00±0. 12
1. 45±0. 16a）

1. 67±0. 22a）b）

1. 26±0. 18a）b）

1. 24±0. 15a）b）

1. 04±0. 12a）b）c）d）

1. 03±0. 14a）b）c）d）

Nrf2 mRNA
1. 01±0. 13
0. 53±0. 07a）

0. 43±0. 06a）b）

0. 65±0. 08a）b）

0. 67±0. 07a）b）

0. 84±0. 09a）b）c）d）

0. 89±0. 10a）b）c）d）

注：ROS，活性氧；Nrf2，核因子E2相关因子2。
a）与对照组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 05；；

c）与补肾止颤方低剂量组比较，P＜0. 05；d）与补肾止颤方中剂

量组比较，P＜0. 05。
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用GSH将脂质过氧化物还原，引发铁死亡［26］。GPX4
和GSH均是铁死亡的内源性抑制剂，SLC7A11/GSH/
GPX4 信号通路作为铁死亡的主要调控通路之一，

发挥了重要的抗氧化作用［27-28］。

Nrf2作为细胞抗氧化反应的主要调节因子，参

与细胞抗氧化和抗炎反应。通过抑制 Nrf2的表达，

可提高脂质过氧化水平及 ROS 形成，促进细胞铁

死亡［29］，促进Nrf2的激活能显著抑制GPX4依赖性

脂质过氧化，减少MDA和脂质ROS的生成［30］。研

究［31］表明，激活Nrf2的表达可以减轻 1-甲基-4-苯

基-1􀆯2􀆯3􀆯6-四氢吡啶（MPTP）诱导的 PD 大鼠多巴

胺神经元丢失和运动缺陷，抑制神经铁死亡。因

此，本研究设置 Nrf2 抑制剂组，以对比靶向调控

Nrf2表达后PD大鼠行为学及铁死亡相关指标的改变。

中医学认为，PD 属中医学“颤证”范畴，多

因久病及摄养失调，暗耗肾精，或年迈肾亏精少，

又因肝肾同源，终致肝肾俱亏，水不涵木则风阳上

扰、内风暗动，致使经脉肢体失主而发病。课题组

通过总结前期经验并结合现代研究认为，本病发病

之根责之于肝肾，肝肾俱亏为其病机关键。龟鹿二

仙汤是治疗肾元虚损、精血阴阳不足的经典良方，

具有很强的抗氧化能力及抗衰老作用［32］；大定风

珠亦能保护神经元，恢复神经细胞功能［33］。补肾

止颤方以龟鹿二仙汤合大定风珠加减化裁而成。该

方剂一方面具有龟鹿二仙汤的补肾养阳、益精填髓

之功效，另一方面基于大定风珠大力滋补真阴、收

敛浮阳以平熄内风的组方理念，通过恢复阴液、濡

养筋脉，实现虚风自止的效果。同时，方中配伍山

萸肉、黄精、肉苁蓉以补益肝肾精血，搭配天麻、

钩藤以平熄内风、镇痉止颤。诸药合用，具有滋养

肝肾、补充精髓、熄风、止颤、通络的功效。前期

研究［2，34-35］证实，补肾止颤方能有效减轻 PD 大鼠

大脑炎性反应，保护DA能神经元。多巴丝肼片是

治疗PD的常用药物，缓解PD的临床效果确切，是

治疗帕金森病的标准疗法［36］，因此本实验将该药

物设为阳性对照药物。

本研究结果显示，与模型组相比，补肾止颤方

各剂量组与多巴丝肼组大鼠的摄食行为、震颤频率

及毛发状态等一般状态均有改善，行为学表现同样

得到改善，其中以补肾止颤方高剂量组及多巴丝肼

组改善优于补肾止颤低、中剂量组，而补肾止颤方

高剂量组与多巴丝肼组表现未见明显差异。与正常

大鼠比较，PD模型大鼠中脑黑质GPX4、GSH含量

下降，Fe2+、MDA、ROS 含量升高，提示 PD 模型

大鼠存在铁死亡和脂质氧化损伤情况。同时，用抑

制剂 ML385 靶向抑制 Nrf2 的表达后，大鼠中脑黑

质GPX4、GSH含量及 SLC7A11、GPX4蛋白水平均

较模型组下降，Fe2+、MDA、ROS含量均增加，表

明Nrf2能够调节 SLC7A11/GSH/GPX4轴的表达，抑

制Nrf2的表达则加重铁死亡和脂质氧化损伤。而经

补肾止颤方低、中、高剂量及多巴丝肼干预后，

PD 大鼠中脑黑质 Nrf2 mRNA 及 SLC7A11、GPX4、
蛋白表达均升高，GSH含量升高，Fe2+、ROS、MDA
含量下降，其中补肾止颤方高剂量组与多巴丝肼组

改善情况相当，且优于补肾止颤方低、中剂量组。

以上结果提示补肾止颤方能在一定程度上减轻机体

氧化应激反应，抑制神经元铁死亡，其可能通过增

加 SLC7A11 稳定性促进 GPX4 合成，提高 GSH 表

达，降低 Fe2+、ROS 及 MDA 水平，从而抑制 PD 神

经元细胞铁死亡进程，且以高剂量效果最好，其可

能通过增强 Nrf2 的表达来激活其下游信号通路

SLC7A11/GSH/GPX4 的表达从而抑制 PD 神经元铁

死亡进程。

综上所述，补肾止颤方能够改善 PD 大鼠运动

症状，抑制中脑黑质神经元铁死亡，其机制可能是

通过激活Nrf2的表达，上调 SLC7A11/GSH/GPX4通

路，有效清除细胞内累积的 Fe2+和脂质过氧化物，

从而抑制神经元铁死亡，保护DA能神经元。本研

究为探究补肾止颤方治疗 PD提供了一定的科学依

据与理论支撑，考虑到补肾止颤方抑制 PD大鼠神

经元铁死亡机制较为复杂，未来可能需结合单细胞

测序及基因编辑等手段，进一步系统地揭示其调控

机制。
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Effects of Bushen Zhichan Formula （补肾止颤方）  on Ferroptosis of Dopaminergic Neurons and Nrf2-Regulated 
SLC7A11/GSH/GPX4 Signaling Pathway in Parkinson's Disease Model Rats
HU Yuying1， CHEN Weiying2， SONG Xi1， LI Xiaodong1， LIU Shanshan1， LUO Zhihui2
1.  The First Affiliated Hospital of Guangxi University of Chinese Medicine，Nanning，530023；2.  Guangxi University of Chinese 
Medicine
ABSTRACT Objective　To explore the potential mechanism of Bushen Zhichan Formula （补肾止颤方） in treating 
Parkinson's disease （PD） from the perspective of ferroptosis.   Methods　A total of 70 SD rats were randomly divided 
into 7 groups with 10 rats in each group， control group， model group， Nrf2 inhibitor group， levodopa-benserazide 
group， and low-， medium-， and high-dose Bushen Zhichan Decoction groups.  PD models were established by subcuta⁃
neous injection of proteasome inhibitor in rats except for the control group.  Two weeks after modeling， rats in the Nrf2 
inhibitor group were intraperitoneally injected with ML385 small molecule compound at 50 mg/kg once every other 
day for 3 times， while rats in other groups were intraperitoneally injected with normal saline at 2 ml/kg at the same 
time points.  Four weeks after modeling， rats in the low-， medium-， and high-dose Bushen Zhichan Formula groups were 
intragastrically administered with Bushen Zhichan Formula granule solution at 1. 0， 1. 5 and 2. 0 ml/（100 g·d）， 
respectively； rats in the levodopa-benserazide group were intragastrically administered with levodopa-benserazide 
tablets at 200 mg/（100 g·d）； rats in the control group， model group and Nrf2 inhibitor group were intragastrically 
administered with normal saline at 2 ml/（100 g·d）.  After 3 weeks of intragastric administration， behavioral tests 
including grid test and pole-climbing test were performed to evaluate the motor function of PD rats.  qRT-PCR was 
used to detect the mRNA expression of nuclear factor E2-related factor 2 （Nrf2） in the substantia nigra of rats； 
Western Blot was employed to determine the protein levels of Nrf2， solute carrier family 7 member 11 （SLC7A11） and 
glutathione peroxidase 4 （GPX4）； ELISA was adopted to measure the contents of glutathione （GSH）， malondialdehyde 
（MDA）， ferrous ion （Fe2+） and GPX4； and a fluorescence microplate reader was used to detect the level of reactive 
oxygen species （ROS）.   Results　 Compared with the control group， the movement latency in grid test and pole-
climbing time prolonged， the contents of GSH and GPX4 in the substantia nigra decreased， the contents of Fe2+ and 
MDA increased， the protein levels of Nrf2， SLC7A11 and GPX4 reduced， the ROS level elevated， and the Nrf2 
mRNA expression down-regulated in the model group （P＜0. 05）.  The above indicators in the Nrf2 inhibitor group 
showed the same changing trend as the model group with more significant degrees， and the differences were statistically 
significant compared with both the model group and control group （P＜0. 05）.  Compared with the model group， all 
indicators were improved in the levodopa-benserazide group and low-， medium-， high-dose Bushen Zhichan Formula 
groups （P＜0. 05）； moreover， the improvements of all indicators in the high-dose Bushen Zhichan Formula group 
and levodopa-benserazide group were more significant than those in the low- and medium-dose groups （P＜0. 05）.  
There was no statistically significant difference in improvement between the high-dose Bushen Zhichan Formula group 
and levodopa-benserazide group （P＞0. 05）.   Conclusions　Bushen Zhichan Formula may exert a therapeutic effect 
on PD by activating the expression of Nrf2 in the substantia nigra， and regulating the SLC7A11/GSH/GPX4 signaling 
pathway， thereby inhibiting lipid peroxidation and ferroptosis.
Keywords Parkinson's disease； ferroptosis； Bushen Zhichan Formula （补肾止颤方）； lipid peroxidation； nuclear 
factor E2-related factor 2； solute carrier family 7 member 11； glutathione； glutathione peroxidase 4
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