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滋补肝肾通络解毒中药对帕金森病模型大鼠酪氨酸

经化酶及其信使核糖核酸的影响

何建成
’
袁灿兴

，
卫洪 昌

‘
陈汝兴

�

摘要 目的
�

探讨滋补肝肾通络解毒中药治疗帕金森病 ����

的作用机制
。

方法
�

采用 �一经基多巴胺 ��
一

�����注射于大鼠

脑右侧黑质造成偏侧 �� 模型
。

并用滋补肝肾通络解毒中药进

行治疗
，

同时设立正常对照组
、

假手术组
。

用免疫组化和 ��
�

��� 的方法观察对酪氨酸经化酶����阳性细胞及酪氨酸经化

酶信使核糖核酸��������表达的影响
。

结果
�

滋补肝肾通络

解毒中药可使 �� 阳性细胞数 目明显增加
，
�� ���� 的表达

亦明显增加
，

且两者的变化趋势是一致的
。

结论
�

滋补肝肾通络

解毒中药对 �� 含量的升高作用是通过影响 �� ���� 而产

生的
。

主题词 帕金森病�中医药疗法 补益肝肾 通络

我们已有的临床研究证明
，

滋补肝肾
、

通络解毒中

药配合西药治疗帕金森病 ����具有增效减毒作用 〔‘〕 。

本研究检测了酪氨酸轻化酶����
、

酪氨酸经化酶信使

核糖核酸��� �����
，

旨在从分子水平揭示滋补肝

肾
、

通络解毒中药治疗 �� 的作用机制
。

� 材料

�
�

� 动物
�

��
���� 大鼠

，

雄性
，

体重 ���一 ����
，

由上

海中医药大学实验动物中心提供
，

动物合格证号
�

沪动

合格字 ��� 号
。

�
�

� 药物
�

滋补肝 肾
、

通络解毒中药
，

包括汤药和胶

囊
。

其中汤药内含熟地黄
、

桑寄生
、

构祀子
、

天麻
、

钩藤
、

僵蚕
、

丹参
、

羲术
、

白芍
、

生胆南星
，

按既定工艺煎煮成

汤药
，

每毫升含原药材 �
�

����
，

由上海 中医药大学附

属龙华医院制剂室制备 �蝎娱胶囊内含全蝎
、

娱蛤
，

每

粒 �
�

��
，

由上海中医药大学附属龙华医院提供
，

批号

�院内制剂�������
。

按 比例将胶囊混匀于汤药中
，

使浓

度为 �
�

�������
，

备用
。

盐酸氯胺酮为上海中西药业股

份有限公司产品
，

卫药准字 ������
。

庆大霉素为上海

第一制药厂产品
，

卫药准字 �����。
。

�
·

� 试剂
��

一

����
�

美国 ����
�
公司产品 �阿朴吗啡

�����
�

美国 �����
公司产品 �抗坏血酸

�

美国 �����

公司产品 �兔抗 �� 抗体
�

浓度为 � � ���
，
���

一

�����

基金项 目
�

上海市教委科研基金资助项 目�������

� 上海中医药大学基础医学院
，
上海市零陵路 ���号���。 。 ���

� 上海中医药大学附属龙华医院

收稿 日期
�����一 ��一 ���修回 日期

�����一 ��一 ��

����������� 产品 ������羊抗兔 ���
�

浓度为 � � ���
，

������ 产品 ��� 液
�

浓度为 � � ���
，
������ 产

品 �多聚甲醛
�

����� 产品
�
����

上海伯奥生物科技有

限公司�美国进 口分装�
，

批号为 ������ �异硫氰酸肛
�

����� 公司产品 ���� 逆转录酶
�������

�
公司产品 �

���������
�
������� 公 司产 品 ���� 酶

�

华 美公 司产

品 �引物
�

塞百胜公司产品
。

�
�

� 仪器
�

大鼠脑立体定位仪
�
���

一

�� 型
，

汕头市

教育医学仪器厂 �微量进样器 ��川�
�

上海第三分析仪

器厂 �核酸蛋白分析仪
�������� 公司

�核酸蛋 白成像

仪
�
��������� 公司 �电泳仪及水平电泳槽

�

��。 一

��� 公

司 ���� 仪
�
�� 公司

�显微镜
������ ���

一
兀

，
����� �

���彩色图像分析综合系统
�

上海 申腾信息技术有限

公司
。

� 方法

�
�

� 大鼠模型制备���
�

雄性大鼠
，

术前按常规进行行

为测试
，

确认无异常旋转行为后
，

用氯胺酮���������

腹腔注射麻醉
。

然后将大鼠固定于脑立体定位仪上
，

头

部去毛
，

新洁尔灭常规消毒
。

无菌条件下
，

沿正中线切

开大鼠颅顶皮肤
，

剥离骨膜
，

暴露前自
。

以前自为准
，

根

据包新民等���大鼠脑立体定位图谱
，

确定右侧黑质二

坐标
�
���前自后 �

�

���
，

正中线右侧 �
�

���
，

硬膜下

�
·

��� ����前自后 �
�

���
，

正中线右侧 �
�

���
，

硬膜

下 �
�

���
。

用颅骨钻于手术要求部位小心钻开颅骨
，

用 �川微量进样器将 �
一

�����溶于含 �
�

���抗坏血

酸的生理盐水中
，
浓度为 �拌��闪�注入右侧黑质部�以

�
�

������� 速度缓慢进针�
，

每孔 �产�
，

注射速度 为

�拌�����
，
注射完毕后 留针 ����

，
然后 以 �

�

�������

速度缓慢退针
。

手术完成后
，

用医用明胶海绵填塞颅骨

孔
，

缝合切 口皮肤
，

肌肉注射庆大霉素
，

待动物清醒后

放回饲养笼中饲养
。

假手术组只注射含 �
�

���抗坏血酸的等量生理

盐水
，

其余条件与造模手术相同
。

正常对照组只固定大

鼠
，

不进行任何处理
。

��天后
，
以腹腔注射 ��� �

�

������诱发大鼠向

一侧旋转
，

记录开始旋转至 ����� 内的旋转圈数
，
以旋
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转圈数平均每分钟超过 �次者为合格的 ��模型川
。

�
�

� 动物分组及给药
�

本实验共分正常对照组
、

假手

术组
、

模型组
、

中药组 �组
，

每组 �只
。

其中正常对照

组
、

假手术组
、

模型组每鼠灌 胃等体积生理盐水
，

中药

组每鼠灌 胃滋补肝肾
、

通络解毒 中药混悬液 ��
�

����

��
。

每 日 �次
，

共 ��天
。

�
�

� 观察指标及测试方法
�

实验结束测其旋转行为

后
，

在每组中取 �只动物进行灌注固定
，

另在每组取 �

只动物作为 ��
一

��� 样本
。

�� �� � �� 测试方法
�

将灌注 固定的大 鼠断头
，

打开

头颅顶盖
，

小心取出脑组织
，

分离纹状体和黑质
，

并浸

于含 ���蔗糖的磷酸盐缓冲液�����中����过夜
。

用

冰冻切片机作 ��拌� 的连续切片
，

切片按 ��� 的 ���

方法川
，

作 �� 免疫组织化学染色
。

每组观察 �张切片
，

每张切片在光镜高倍镜下随

机取 �个 ���
�

的视野
，

用 ���彩色图像分析系统进

行 �� 神经元计数
。

�
�

�
�

� ��
一

��� 样本制作及测试方法
�

将实验大鼠迅

速断头
，

打开头颅顶盖
，

小心取出脑组织
，

分离黑质
，

置

液 氮中保存
。

���组织总 ��� 抽提
�

用异硫氰酸肛

法闭
。

将抽 提 好 的总 ��� 取 ��川 稀 释 至 ���测

�����和 �����光密度定量并用凝胶电泳鉴定其分

子的完整性
。

����� 引物的设计与合成
�

根据文献���

合成引物序列
。

引物 ��
�

正向
��气��� ��� ��� ��� ��� ���

��
一

�’

反 向
��’ 一

��� ��� ��� ��� ��� ���

��
一

�’
扩增片段为 �����

。

引 物 各�����
�

正 向
�
�卜��� ��� ��� ��� ���

��� ��
一

�
’

反 向
� �

’ 一
��� ��� ��� ��� ���

��� ��
一

�’

扩增片段为 �����
。

���逆 转 录 ���
，

总 体 积 为 ��“ ��� ��亡反 应

�����
，
���反应 ����� 灭活逆转录酶

。

���多聚酶链

反 应 �����
�
���预 变性 ���� ���

一

� ���
，
��毛 ���

，

��℃ ���
，
��个循环 ����延伸 ����

。

���电泳分析结果

及计算
�

取 ��� 产物�靶基因 ��拜�
，

件
����� 产物 ��拌��

进行 �
�

��的琼脂糖凝胶电泳
。

结束后用凝胶成像系

统拍照
，

并进行电泳条带光密度分析
。

标本靶基因条带

光密度参数与内参基因条带的光密度参数之比值作为

该标本 ���� 的表达水平参数
。

�
�

� 统计学处理方法
�

所有资料均用 至士
�
表示

，

应用

���� ��
�

�版软件进行齐性检验并统计结果
。

� 结果

�
�

� 各组两侧黑质的 �� 阳性细胞计算结果比较
�

在

正常对照组
、

假手术组的黑质均可见密集 的

表 � 各组两侧黑质的 �� 阳性细胞计数

比较�个�每视野厅士
��

组别

正常组

假手术组

模型组

中药组

视野数 损毁侧

��
�

��士�
�

��
任 △

��
�

��士�
�

��
璐 △

�
�

��土 �
�

��“
��

�

��士 �
�

��
件 ▲

损毁对侧

��

��

��

��

��
�

��士�
�

��

��
�

��士�
�

��

��
�

��士�
�

��

��
�

��士 �
�

��

与模型组 比较
， ， �� 。

�

���
�
与中药组 比较

，△尸��
�

��� �与本组

损毁对侧比较
，▲尸���

��
，▲▲尸���

���

表 � 各组 �� ���� 表达情况 ‘ 士��

组别 标本数 �� ����

正常对照组 � �
�

��士�
�

��
“

假手术组 � �
�

��士 �
�

��
，

模型组 � �
�

��士�
�

��

中药组 � �
�

��士�
�

��
，

与模型组 比较
， ， ���� ��

�� 阳性细胞
，

呈棕褐色
，

这些细胞体主要为圆形或卵

圆形
，

少数为极形
。

有些细胞分枝状树突
、

单根或成束

的轴突清晰可见
，

左右两侧的细胞数 目相近 �纹状体内

可见细而密集的 �� 阳性终末
，

呈棕褐色
。

模型组右侧

黑质可见少量
、

稀疏的 �� 阳性细胞
，

纹状体内可见细

而稀疏的 �� 阳性终末
，

呈棕褐色 �而模型组左侧可见

密集的 �� 阳性细胞
，

细胞计数与正常对照组
、

假手术

组相近 �中药组黑质可见较密集的 �� 阳性细胞
，

呈棕

褐色
，

细胞体亦主要为圆形或卵圆形
，

少数为极形 �纹

状体内也可见细而较密集的 �� 阳性终末
，

呈棕褐色
。

表 �示
，

模型组损毁侧 �� 阳性细胞计数与各组 比较
，

差异有显著性�尸��
�

����
。

中药组虽较模型组为好 �尸

��
�

����
，

但仍不及正常组及假手术组�尸��
�

����
。

�
�

� 总 ��� 抽提结果
�

随机在各组取 ��� 样本
，

经

紫外分光光度仪测定
，
���。����� 比值在 �

·

�一 �� �

之间
，

说明 ��� 无污染 �将 ��� 经变性琼脂糖凝胶

电泳后
，

在紫外灯下
，

可见到 ���和 ���两条清晰带
，

且 ���的荧光强度为 ���的二倍 以上
，

说明 ��� 分

子无降解
。

�
�

� 各组 �� ���� 表达情况
�

凝胶电泳结果发现
，

各组靶基因条带均出现在 �����附近
，

其中模型组荧

光强度最暗
，

中药组次之
，

正常组及假手术组最亮 �内

参 件
����� 条带均出现在 �����附近

。

从表 �可见
，

模型组黑质 内 �� ���� 虽有表

达
，

但 比正常对照组
、

假手术组明显降低
，

其结果经统

计学处理
，

差异有显著性意义�尸��
�

���
。

而经中药治



·

���
� ����

�

���
�

����
，
���

�

��
，
��

�

�

疗 后有 所上升
，

与模型组相 比差 异有 显著性 �尸�

�
�

���
。

� 讨论

本病病因繁多
，

病机复杂
。

我们认为其病理性质属

于本虚标实
，

虚实夹杂
。

本虚为肝肾亏损
，

气血不足
，

标

实为风
、

痰
、

痕
、

火
、

毒胶结
。

盖肝藏血主筋
，

肾藏精主

骨
，

年老体衰
， ’
肾水无以滋养肝木

，

筋骨失于濡养
，

风阳

扰动
，

兼夹癖
、

毒
、

痰
、

火
，

伤及脑窍所致
。

此中以虚
、

风
、

痕
、

毒
、

火为主
，

而本虚则尤其重要
。

是故其治
，

不仅要

重点突出
，

又要兼顾全面
，

即以补虚为主
，

兼顾风
、

痕
、

毒
、

火
、

痰
。

滋补肝肾
、

通络解毒中药便是以此为据组方

研制而成的
，

由熟地黄
、

构祀子
、

桑寄生
、

白芍
、

天麻
、

钩

藤
、

丹参
、

荻术
、

全蝎
、

娱蛤
、

生胆南星
、

僵蚕组成
。

多巴胺����合成的主要调节因素是 ��
，
�� 是

�� 能神经元合成的限速酶
。

�� 免疫组织化学方法常

被用于显示 �� 能神经元细胞体及其突起
。

本研究应

用 �� 免疫组织化学方法清晰地显示了神经元细胞体

及突起
。

研究结果显示
，

模型组右侧黑质可见少量
、

稀

疏的 �� 阳性细胞
，

左侧可见密集的 �� 阳性细胞
，

右

侧为左侧的 ��
�

���
，

表明经 �
一

���� 处理后
，
右侧黑

质及纹状体的 �� 能神经元大多数被损毁
，

与文献报

道一致川
。

我们的研究还发现
，

模型组 �� 及 �� ���� 的

含量均降低
，

而经中药治疗后
，

中药组损毁侧黑质可见

较 密 集 的 �� 阳 性 细 胞
，

呈 棕 褐 色
，

是 左 侧 的

��
�

���
，

提示中药可以升高 �� 的含量
，

提高 �� 的

活力
，

阻止或缓解 �
一

���� 对黑质及纹状体的损毁作

用 ��� ���� 的表达亦明显增加
，

且与 �� 的变化相

一致
，

说明 �� 蛋白的升高是由于细胞内 �� ����

的升高所致
。

提示滋补肝肾通络解毒中药对 �� 含量

的升高作用是通过影响 �� ���� 而产生的
。

总之
，
��

一

��� 和免疫组化检测分别从核酸和蛋

白质水平证明了滋补肝肾通络解毒中药在黑质纹状体

内可以产生 �� 蛋白
，

它将酪氨酸转化为左旋多巴
，

后

者脱竣成为神经递质 ��
，

代偿了由于黑质的 �� 能

神经元损毁所造成的黑质纹状体通路中 �� 缺乏造成

的疾病
，

从而产生疗效
。
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