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［摘要］ 目的 探讨补肾复方治疗帕金森病 ( PD) 的可能作用机制。 方法 40 只雄性 SD大鼠采用颈背部
皮下注射鱼藤酮葵花油乳化液建立 PD大鼠模型，随机分为补肾复方低、中、高剂量组 ( 40、80、160 mg /kg
补肾复方水煎剂灌胃) 及模型组 ( 等体积生理盐水灌胃) ，每组 10 只。另设正常组和溶剂组 ( 等体积生理
盐水灌胃) 各 10 只。于灌胃第 14 天进行悬挂实验; 免疫组化检测黑质酪氨酸羟化酶 ( TH) 阳性细胞数，
Western Blot 法检测纹状体、额叶多巴胺能神经营养因子 ( CDNF) 、中脑胶质细胞源性神经营养因子
( MANF) 蛋白表达，ＲT-PCＲ检测纹状体、额叶 CDNF、MANF mＲNA表达。 结果 与模型组比较，补肾复
方中、高剂量组悬挂实验评分增加，黑质 TH阳性细胞数增加，纹状体和额叶 CDNF蛋白表达及补肾复方高
剂量组纹状体 MANF蛋白及 mＲNA 水平、纹状体 CDNF mＲNA 水平、额叶 MANF mＲNA 亦明显增加，补肾
复方各剂量组额叶 CDNF mＲNA表达均增多 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。 结论 补肾复方能改善帕金森病的行
为障碍，保护纹状体、额叶的多巴胺能神经细胞，其保护作用可能是通过纠正不同脑区的 CDNF、MANF 表
达实现的，且以高剂量效果更好。
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帕金森病 ( Parkinson's disease，PD) 典型的运
动症状出现在 Braak 病理分期第三期黑质受累时，
据此病理分期，PD 早期病变出现在延髓、脑桥，
之后进展至海马、黑质、丘脑，晚期蔓延到额
叶［1］。目前对 PD的研究多集中在黑质，其他脑区
的研究甚少。神经营养因子 ( neurotrophins，NTs)
是神经系统正常发育和功能维持的重要调节因子，

包括神经生长因子基因家族、胶质细胞源性神经营
养因子家族、保守性多巴胺神经营养因子家族及促
神经生成细胞因子家族。大脑多巴胺能神经营养因
子 ( CDNF ) 、中脑胶质细胞源性神经营养因子
( MANF) 属于保守性多巴胺神经营养因子家族，
具有特定的保守氨基酸序列，对多巴胺能神经元有

良好的保护及神经修复作用［2 － 4］。

中医理论认为，肝肾亏虚、髓海不足是帕金森
病的重要病机，补肾益髓是治疗该病的重要思路。
本实验采用的补肾复方是课题组多年经验的总结，

已申请为国家专利 ( 专利号: 2011103028541 ) 。
课题组前期临床试验发现，其能减轻 PD 患者运动
障碍及减少西药用量［5 － 6］; 改善 PD 动物模型的行
为学障碍，增加黑质胶质细胞源性神经营养因子及

其受体的表达［7 － 8］; 上调 ME23. 5 神经细胞神经营
养因子表达，减轻多巴胺能神经细胞的凋亡［9 － 10］。
本实验拟在前期研究基础上观察补肾复方对 PD 模
型大鼠不同脑区神经营养因子的影响，为补肾复方

进一步应用于临床提供实验依据。

1 材料与方法

1. 1 实验动物
SPF级健康雄性 SD 大鼠 70 只，体重 ( 180 ±

20) g，由福建中医药大学实验动物中心提供，实
验动物合格证号码: SCXK ( 沪) 2012-0002。实验
条件: 室温 20 ～ 22℃，相对湿度 60% ～65%，自动
光暗控制 ( 7: 00 － 19: 00 光照，19: 00 － 7: 00
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暗置) ，摄食饮水自由。
1. 2 主要药物与试剂
补肾复方组成: 肉苁蓉 10 g，淫羊藿 10 g，制

黄精 12 g，福建中医药大学附属第三人民医院提
供，按原料配比称取肉苁蓉、淫羊藿、制黄精，加
蒸馏水煎煮 2 次，合并煎液，将过滤后的煎液分别
浓缩成终浓度为 25、50、100 mg /ml 的补肾复方药
液。鱼藤酮 ( 批号: Ｒ8875 ) 、葵花油 ( 批号:
S5007) ，美国 Sigma公司; 水合氯醛 ( 天津市大茂
化学试剂厂，批号: 1362) ; 免疫组化试剂盒 ( 福
建迈新技术有限公司，批号: KIT-9720 ) ; ECL 化
学发光检测试剂盒 ( 美国 Bio-Ｒad 公司，批号:
1705060) ; BCA 试剂盒 ( 上海碧云天生物技术研
究所，批号: P0010S ) ; CDNF 抗体 ( 美国 Novus
公司，批号: NBP1-76834) ; β-actin抗体 ( 武汉三
鹰公司，批号: 66009-1 ) ; MANF 抗体 ( 批号:
ab67271) 、TH抗体 ( 批号: ab112 ) ，英国 Abcam
公司; Trizol 试剂盒 ( 批号: Ｒ401 ) 、HiScript Q
ＲT SuperMix for qPCＲ ( 批号: Ｒ123) 、AceQ qPCＲ
SYBＲ Green Master Mix ( 批号: Q111 ) ，南京诺唯
赞生物技术有限公司。
1. 3 实验仪器
倒置显微镜 ( 日本尼康公司，型号: TS100 ) ;

光学显微镜 ( 型号: MDL) 、石蜡切片机 ( 型号:
ＲM2235) ，德国 Leica 公司; 多功能酶标仪 ( 美国
Bio-Tek 公司，型号: ELX800 ) ; 电泳仪 ( 型号:
PowerPac Basic) 、转膜仪 ( 型号: PowerPac Basic) 、
化学发光成像仪 ( 型号: Universal Hood Ⅱ ) 、
ＲNA逆转录仪 ( 型号: S1000 Thermal) ，美国 Bio-
Ｒad公司; 实时荧光定量 PCＲ分析仪 ( 美国 BD公
司，型号: CFX96) 。
1. 4 动物模型建立

PD 模型制备采用 Sherer 等［11］创立的经典方
法: 将鱼藤酮溶于葵花油乳化液，使其终浓度为

1. 5 mg /ml，按 1. 5 mg / ( kg·d) 剂量给予大鼠颈背
部皮下注射，连续 14 天。观察大鼠的行为学改变，
参照陈忻等［12］的行为学评分标准进行评分，2 ～ 8
分者为合格的 PD模型大鼠。
1. 5 实验分组及给药
将 70 只健康 SD大鼠按 SPSS 24. 0 软件产生的

随机数字分为正常组 10 只，溶剂组 10 只 ( 为排除
溶剂对各检测指标的影响而设，只颈背部皮下注射

等量葵花油乳化液) ，造模组 50 只。造模组大鼠
按 1. 4 中的造模方法建立 PD 模型，造模成功大鼠

共 40 只。将造模成功大鼠再次按 SPSS 24. 0 软件
随机分为模型组及补肾复方低、中、高剂量组，每
组 10 只。
补肾复方按人每日常用量 47 g，根据人-大鼠

体表面积比换算［13］，得出大鼠每天用药的低、中、
高剂量分别为 40、80、160 mg /kg，其中中剂量为
人的临床等效剂量。补肾复方低、中、高剂量组分
别用浓度为 25、50、100 mg /ml 的补肾复方药液按
10 ml / ( kg·d) 灌胃，正常组、溶剂组和模型组以
10ml / ( kg·d)生理盐水灌胃，每天 1次，连续 14天。
1. 6 观察指标及方法
1. 6. 1 一般情况观察及行为学检测 每天观察各
组大鼠进食、饮水、活动、精神情况，并做好记
录。于干预第 14 天灌胃后 6 h 在同一时间分别对
各组大鼠进行悬挂实验［14］: 将大鼠前爪悬挂于距

地面 30 cm水平放置的金属丝上，记录从开始悬挂
至落地时的时间并评分，评分标准为: 持续 0 ～ 5 s
为 0 分，6 ～ 10 s 为 1 分，11 ～ 15 s 为 2 分，16 ～
20 s 为 3 分，21 ～ 25 s 为 4 分，26 ～ 30 s 为 5 分，
超过 30 s为 6 分，共检测 3 次，取平均值，每次检
测时间间隔约 2 min。
1. 6. 2 免疫组化法检测黑质酪氨酸羟化酶 ( TH)
阳性细胞数 各组取 5 只大鼠，以 10%水合氯醛
3 ml /kg行腹腔注射麻醉后打开胸腔，灌注针插入
左心室，剪开右心耳，灌注生理盐水 ( 4℃ ) 冲洗
血液，以肝脏变白为灌注成功，至右心房流出的液

体变清亮时，再灌注 4%多聚甲醛溶液，灌注完成
后仔细分离取出大脑组织，置于 4%多聚甲醛溶液
中固定 24 h，流水冲洗 2 h，依次进行 70%、80%、
90%、95%、100%乙醇梯度脱水、二甲苯透明、
浸蜡、包埋切片。按照试剂盒说明书对石蜡切片进
行免疫组化染色，200 倍显微镜下观察，以棕黄色
或淡黄色颗粒染色为阳性表达。每张切片随机选取
5 个视野，应用 Image-pro Plus 6. 0 软件分析图像，
读取 TH阳性反应细胞数，取平均数。
1. 6. 3 Western Blot 法检测各组大鼠不同脑区
CDNF、MANF蛋白表达 各组另 5 只大鼠待其完
全麻醉后快速断头，于冰面上迅速取出脑组织并分

离出大脑纹状体及额叶皮层，置 － 80℃冰箱中保存
备用。取大鼠纹状体、额叶皮层各 50 mg，BCA 法
测定蛋白水平。SDS-PAGE 凝胶电泳，PVDF 转膜，
脱脂奶粉室温封闭，加入一抗 ( β-actin 1 ∶ 2000;
CDNF 1 ∶ 1000; MANF 1 ∶ 1000) ，4℃孵育过夜。
相应二抗 ( 均 1 ∶ 3000 ) 室温孵育 1 h，ECL 试剂
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盒显影并成像，用 Image Lab 4. 0 软件分析蛋白条
带灰度值，β-actin 为内参，以目的蛋白条带灰度
值 /β-actin表示相对表达水平。
1. 6. 4 ＲT-PCＲ 法检测各组大鼠不同脑区 CDNF、
MANF mＲNA表达 取 － 80℃冷冻保存的大鼠纹状
体和额叶组织块 100 mg，抽提总 ＲNA，反转录后
扩增，引物由英潍捷基 ( 上海) 贸易有限公司合

成，引物序列见表 1。反应条件为: 94℃预变性
1 min，94℃ 8 s，60℃ 34 s，共 40 个循环; 72℃延
伸 10 min。GAPDH 为内参，采用 2 － ΔΔCT值相对定

量法计算目的基因表达的相对水平。

表 1 大鼠纹状体、额叶 PCＲ引物序列

基因 引物序列
扩增片
段长度

MANF 上游: 5'-ACCAGCCACTATTGAAGAAGAAC-3'，
下游: 5'-GTCCTAGTCACACTCACCGTAT-3'

226 bp

CDNF 上游: 5'-TGCCAACATCCAAGACAACAT-3'，
下游: 5'-CATTGACATCAGCGTGAGAGTT-3'

209 bp

GAPDH 上游: 5'-GCAGCGACTAAGCAGGAAC-3'，
下游: 5'-CAGATGACGAAGAGCACAGATG-3

140 bp

注: MANF，中脑胶质细胞源性神经营养因子; CDNF，大脑多巴

胺能神经营养因子

1. 7 统计学方法
采用 SPSS 24. 0 软件进行统计学处理，计量资

料采用均值 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，多组间比较进
行单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD 法或
Game's Howell法，检验水准 α = 0. 05。

2 结果

2. 1 各组大鼠一般情况比较
造模前各组大鼠毛色、活动、体型等情况无明

显差异。模型组大鼠于造模第 7 天开始逐渐出现主
动活动减少、拒捕行为减弱、弓背向上抬高、单侧
斜卧、行走困难。补肾复方低、中、高剂量组大鼠
主动活动均较模型组大鼠有所增加，毛色较为光

亮，行动有所改善，补肾复方低、中、高剂量组大
鼠之间一般情况无明显区别。正常组及溶剂组大鼠
毛色亮，活动自如，饮食正常。
2. 2 各组大鼠行为学结果比较
表 2 示，与正常组比较，溶剂组大鼠悬挂实验

评分差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ，模型组悬挂
实验评分减少 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与模型组比较，补肾
复方中、高剂量组悬挂实验行为学评分增加 ( P ＜
0. 05) ; 补肾复方低、中、高剂量组之间两两比较
差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。

2. 3 各组大鼠中脑黑质 TH阳性细胞数比较
显微镜下观察，模型组 TH 阳性细胞数较正常

组及溶剂组减少，补肾复方中、高剂量组 TH 阳性
细胞数较模型组增多。表 2 示，与正常组比较，溶
剂组大鼠中脑黑质 TH阳性细胞数差异无统计学意
义( P ＞ 0. 05) ，模型组中脑黑质 TH 阳性细胞数显
著降低 ( P ＜ 0. 01) ; 与模型组比较，补肾复方中、
高剂量组中脑黑质 TH 阳性细胞数显著增多 ( P ＜
0. 05 或 P ＜ 0. 01) ; 补肾复方高剂量组 TH 阳性细
胞数明显多于中、低剂量组 ( P ＜ 0. 01 ) ，补肾复
方中、低剂量组之间 TH阳性细胞数比较差异无统
计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。

表 2 各组大鼠悬挂实验评分、中脑黑质 TH

阳性细胞数比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数
悬挂实验评分
( 分)

TH阳性细胞数
( 个)

正常组 10 1. 16 ± 0. 42 314. 33 ± 17. 15
溶剂组 10 1. 16 ± 0. 53 309. 13 ± 16. 25
模型组 10 0. 47 ± 0. 21* 128. 67 ± 19. 56＊＊

补肾复方低剂量组 10 0. 63 ± 0. 25 150. 33 ± 5. 13
补肾复方中剂量组 10 0. 87 ± 0. 16△ 169. 37 ± 17. 18△

补肾复方高剂量组 10 0. 88 ± 0. 16△ 272. 33 ± 17. 47△△▲#

注: TH，酪氨酸羟化酶; 与正常组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜

0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01; 与补肾复方低剂

量组比较，▲P ＜ 0. 01; 与补肾复方中剂量组比较，#P ＜ 0. 01

2. 4 各组大鼠纹状体、额叶 CDNF、MANF蛋白表
达比较

表 3 示，与正常组比较，溶剂组大鼠纹状体、
额叶 CDNF、MANF 蛋白表达差异无统计学意义
( P ＞ 0. 05 ) ，模型组纹状体、额叶 CDNF、MANF
蛋白表达均明显减少 ( P ＜ 0. 01) ; 与模型组比较，
补肾复方低剂量组额叶 MANF 蛋白，补肾复方中、
高剂量组纹状体、额叶 CDNF蛋白，补肾复方高剂
量组纹状体 MANF 蛋白表达均明显升高 ( P ＜
0. 05) ; 补肾复方低、中、高剂量组之间两两比较
差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。各组大鼠纹状体、
额叶 CDNF、MANF蛋白电泳图分别见图 1、图 2。
2. 5 各组大鼠纹状体、额叶 CDNF、MANF mＲNA
表达比较

表 4 示，与正常组比较，溶剂组大鼠纹状体、
额叶 CDNF、MANF mＲNA 表达差异无统计学意义
( P ＞0. 05) ，模型组纹状体、额叶中 CDNF、MANF
mＲNA 表达均明显减少 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ;
与模型组比较，补肾复方高剂量组纹状体 CDNF、
MANF mＲNA和额叶 MANF mＲNA及补肾复方各剂

·2671· 中医杂志 2019 年 10 月第 60 卷第 20 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2019，Vol． 60，No． 20



表 3 各组大鼠纹状体、额叶 CDNF、MANF蛋白表达比较 ( /β-actin，珋x ± s)

组别 鼠数
纹状体

CDNF MANF
额叶

CDNF MANF

正常组 5 0. 52 ± 0. 04 0. 43 ± 0. 05 0. 59 ± 0. 04 0. 66 ± 0. 05
溶剂组 5 0. 51 ± 0. 05 0. 43 ± 0. 04 0. 59 ± 0. 03 0. 65 ± 0. 05
模型组 5 0. 24 ± 0. 08* 0. 22 ± 0. 07* 0. 40 ± 0. 04* 0. 48 ± 0. 03*

补肾复方低剂量组 5 0. 27 ± 0. 03 0. 29 ± 0. 11 0. 46 ± 0. 03 0. 56 ± 0. 05△

补肾复方中剂量组 5 0. 34 ± 0. 07△ 0. 28 ± 0. 02 0. 47 ± 0. 03△ 0. 52 ± 0. 04
补肾复方高剂量组 5 0. 35 ± 0. 05△ 0. 35 ± 0. 02△ 0. 48 ± 0. 03△ 0. 55 ± 0. 06

注: CDNF，大脑多巴胺能神经营养因子; MANF，中脑胶质细胞源性神经营养因子; 与正常组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜

0. 05

表 4 各组大鼠纹状体、额叶 CDNF、MANF mＲNA表达比较 ( 2 － ΔΔCT，珋x ± s)

组别 鼠数
纹状体

CDNF MANF
额叶

CDNF MANF

正常组 5 1. 80 ± 0. 90 1. 26 ± 0. 31 1. 11 ± 0. 16 1. 02 ± 0. 12
溶剂组 5 1. 66 ± 0. 26 1. 41 ± 0. 26 1. 10 ± 0. 09 0. 97 ± 0. 06
模型组 5 0. 78 ± 0. 24* 0. 76 ± 0. 21* 0. 47 ± 0. 12＊＊ 0. 64 ± 0. 02＊＊

补肾复方低剂量组 5 1. 40 ± 0. 34 1. 03 ± 0. 04 0. 92 ± 0. 14△ 0. 75 ± 0. 18
补肾复方中剂量组 5 1. 26 ± 0. 36 1. 10 ± 0. 14 0. 86 ± 0. 08△ 0. 79 ± 0. 16
补肾复方高剂量组 5 1. 93 ± 0. 62△ 1. 32 ± 0. 3△ 0. 93 ± 0. 04△ 0. 90 ± 0. 18△

注: CDNF，大脑多巴胺能神经营养因子; MANF，中脑胶质细胞源性神经营养因子; 与正常组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与模型

组比较，△P ＜ 0. 05

量组额叶 CDNF mＲNA 表达均增多 ( P ＜ 0. 05 ) ;
补肾复方低、中、高剂量组之间两两比较差异无统
计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。

注: CDNF，大脑多巴胺能神经营养因子; MANF，中脑胶

质细胞源性神经营养因子

图 1 各组大鼠纹状体 CDNF、MANF蛋白表达

注: CDNF，大脑多巴胺能神经营养因子; MANF，中脑

胶质细胞源性神经营养因子

图 2 各组大鼠额叶 CDNF、MANF蛋白表达

3 讨论

Braak等［15］研究将 PD 病理改变分为六期，提

出 PD的病变是由延髓向大脑皮层发展。当三、四
期黑质明显受累时，患者才出现典型的运动症状。
但实际在病变早期，患者即可出现嗅觉减退、睡眠
障碍等非运动症状，此时已有延髓、脑桥的受累;
而在疾病晚期，患者还会并发痴呆、幻觉、认知障
碍等神经精神症状，但此时病变往往已波及额叶、
新皮层等部位［16］。重视对其他脑区的研究有助于
我们对 PD的早期诊断以及对晚期神经精神症状的
认知。中医理论认为，PD 虽然病位在脑，但是病
机为肾虚髓空，可通过补益肾脏来濡养脑髓。本实
验中应用的补肾复方中肉苁蓉为君药，温补肾阳;

淫羊藿为臣药，补肾阳、强筋骨; 制黄精为佐药，
滋阴补肾、填髄补虚; 三药联合，共奏补肾益髓
之功。
正常小鼠具有攀爬能力，这需要适当的握力与

运动协调性，悬挂实验是常用的观察 PD 模型大鼠
肢体运动协调情况的行为学检测方法［14］。本实验
结果显示，鱼藤酮造模后，造模组大鼠出现了主动

活动减少、行动困难等类似 PD 运动障碍的临床症
状，模型组大鼠悬挂实验的评分减少; 而补肾复方

干预后，补肾复方中、高剂量组大鼠悬挂实验的评
分增多，提示补肾复方中、高剂量可以改善鱼藤酮
制备的 PD模型大鼠的行为障碍。

TH是脑内多巴胺合成的限速酶，主要分布于
脑内多巴胺能神经元，是脑内多巴胺能神经元的蛋
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白标志，TH阳性神经元数目可反映脑内多巴胺含
量及多巴胺能神经元的数量［8］。本实验中免疫组
化发现，造模后 PD 模型大鼠中脑黑质 TH 阳性细
胞数明显减少，而补肾复方干预后补肾复方中、高
剂量组 TH阳性细胞数量显著增多，且以补肾复方
高剂量组效果更明显，反映了补肾复方对多巴胺能

神经元具有保护作用。
CDNF、MANF属于保守性多巴胺神经营养因

子家族，两者间接同源，均定位于内质网，能对抗

内质网应激诱导的细胞凋亡，而内质网应激导致的

多巴胺能神经元的凋亡是帕金森病的重要发病机制

之一，增加 CDNF、MANF 的表达可能是治疗帕金
森病的有效途径［17］。研究表明，CDNF、MANF 对
帕金森病模型大鼠的多巴胺能神经元有神经保护和

神经修复作用［18 － 19］。本实验中，为了进一步探讨
补肾中药对不同脑区神经营养因子的影响，我们对

各组大鼠额叶、纹状体的 CDNF、MANF 蛋白及
mＲNA表达水平进行测定，结果发现补肾复方干预
后 PD模型大鼠额叶、纹状体的 CDNF、MANF 蛋
白及 mＲNA 表达水平增多，提示补肾复方可能通
过增加不同脑区 CDNF、MANF 的表达发挥神经保
护作用，但补肾复方低、中、高剂量组之间未见明
显的剂量依赖关系。
综上，在鱼藤酮制备的 PD 模型大鼠中，除了

中脑黑质区，额叶和纹状体区的多巴胺能神经细胞

亦存在损伤，而补肾复方对此损伤具有保护作用，

其作用靶点可能是 CDNF和 MANF。本研究还缺乏
多时间点的选择验证，未将神经营养因子的变化随

造模和治疗时间长短的变化展现出来。今后将进一
步探讨补肾复方调控 CDNF、MANF 表达的具体机
制，以期为补肾复方的临床应用提供更多的实验
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Effects of Nourishing-Kidney Formula on Neurotrophic Factors in Different Brain Ｒegions of Parkinson' s
Disease Model Ｒats
LIN Yao1，YANG Shasha2，LIU Ting2，ZHONG Jianan2，XU Qian1，HUANG Lufen1，YUAN Mingzhou1，

LIN Youning3，XIAO Shaojian3，CAI Jing1

( 1． College of Integrative Medicine，Fujian University of Traditional Chinese Medicine，Fuzhou 350122; 2． Academy of Integrative
Medicine，Fujian University of Traditional Chinese Medicine; 3． Third People's Hospital Affiliated to Fujian University of Traditional
Chinese Medicine)
ABSTＲACT Objective To investigate the possible action mechanism of Nourishing-Kidney Formula in the treat-
ment of Parkinson's disease ( PD) ． Methods A total of 40 male Sprague-Dawley rats were injected with subcuta-
neous injection of rotenone sunflower oil emulsion to establish a PD rat model． They were randomly divided into low，
medium and high doses of Nourishing-Kidney Formula ( 40，80，160 mg /kg Nourishing-Kidney Formula decoction)
and a model group ( equal volume saline by gavage) ，with 10 rats in each group． There were also 10 rats in the nor-
mal group and the solvent group ( equal volume saline by gavage) ． The suspension experiment was performed on the
14th day of intragastric administration; the number of black tyrosine hydroxylase ( TH) positive cells was detected by
immunohistochemistry，and the striatum，frontal lobe dopaminergic neurotrophic factor ( CDNF) and midbrain glial
cell-derived neurotrophic factor ( MANF) protein were detected by Western Blot． ＲT-PCＲ was used to detect the ex-
pression of CDNF and MANF mＲNA in striatum and frontal lobe． Ｒesults Compared with the model group，the
suspension test scores in the middle and high dose groups of Nourishing-Kidney Formula increased，and the number of
TH cells in the substantia nigra increased． The CDNF protein expression in the striatum and frontal striatum，and the
MANF protein and mＲNA levels in the striatum of the high-dose Nourishing-Kidney Formula group，the levels of
CDNF mＲNA in the striatum and the expression of MANF mＲNA in the frontal lobe were also significantly increased．
The expression of CDNF mＲNA in the frontal lobe of each group was increased ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Conclu-
sion Nourishing-Kidney Formula can improve the behavioral disorder of Parkinson's disease and protect the dopam-
inergic neurons of striatum and frontal lobe． The protective effect may be achieved by correcting the expression of
CDNF and MANF in different brain regions，and it is better to use high dose．
Keywords Parkinson's disease; Nourishing-Kidney Formula; striatum; frontal lobes; neurotrophic factors
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