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［摘　要］　目的　探讨补肾养肝熄风汤对帕金森病（ＰＤ）小鼠纹状体神经递质和多巴胺（ＤＡ）受体的调节机制。 方法　将

Ｃ５７／ＢＬ雄性小鼠５６只随机分为正常组、模型组、中药组和西药组，每组１４只。采用 ＭＰＴＰ腹腔注射复制ＰＤ小鼠模型，正常

组、模型组生理盐水灌胃（０．１ｍｌ／１０ｇ），中药组以补肾养肝熄风汤灌胃（０．１ｍｌ／１０ｇ），西药组多巴丝肼灌胃（０．１ｍｌ／１０ｇ），每日１
次，治疗１４ｄ。治疗结束后分离取出小鼠纹状体组织，测定纹状体ＤＡ、去甲肾上腺素（ＮＥ）、５－羟色胺（５－ＨＴ）、亮胺酸脑啡肽
（ＬＥＫ）含量以及ＤＡ　Ｄ１、Ｄ２ 受体的含量。 结果　模型组、中药组和西药组小鼠纹状体ＤＡ、ＮＥ、５－ＨＴ、ＬＥＫ含量显著低于正

常组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），中药组和西药组ＤＡ、ＮＥ、５－ＨＴ含量显著高于模型组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；模型组、中药组和

西药组纹状体ＤＡ　Ｄ１ 受体免疫组化指数（ＩＨＣ）显著低于正常组（Ｐ＜０．０１），西药组ＤＡ　Ｄ１ 受体ＩＨＣ高于模型组和中药组（Ｐ

＜０．０５）；中药组、西药组ＤＡ　Ｄ２ 受体ＩＨＣ显著高于模型组（Ｐ＜０．０１）。 结论　补肾养肝熄风汤可提高纹状体下降的ＤＡ、

ＮＥ、５－ＨＴ水平，可提高纹状体ＤＡ　Ｄ２ 受体的含量。
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　　帕金森病（ＰＤ）是一种中老年常见的神经变性
疾病，以黑质多巴胺能神经元变性缺失和路易小体
形成为病理特征。前期临床研究显示，补肾养肝熄
风汤对各期ＰＤ均有一定疗效，可以减慢肝肾阴虚
型ＰＤ患者帕金森氏病综合评分量表（ＵＰＤＲＳ）评
分的上升速度，改善肝肾阴虚症状，减少每日左旋多
巴用量，可能具有延缓病程进展的作用［１］。本研究
以Ｃ５７／ＢＬ雄性小鼠为实验动物，探讨补肾养肝熄
风汤对ＰＤ小鼠纹状体多巴胺（ＤＡ）、去甲肾上腺素
（ＮＥ）、５－羟色胺（５－ＨＴ）、亮氨酸脑啡肽（ＬＥＫ）等神
经递质以及ＤＡ受体Ｄ１、Ｄ２ 的影响，从而为临床研
究提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　动物及分组
雄性８周龄Ｃ５７／ＢＬ小鼠５６只，清洁级，体重２０～

２５ｇ，购自上海斯莱克实验动物有限责任公司，动物许
可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７－０００５，清洁级动物饲养室喂
养，自由饮水取食。采用数字表法将５６只小鼠随机分
为正常组、模型组、中药组、西药组，每组１４只。

１．２　药物制备
补肾养肝熄风汤由药物组成，熟地黄１５ｇ、生地

黄１５ｇ、钩藤１５ｇ、白芍１５ｇ、（制）何首乌９ｇ等补肾
养肝熄风方药根据文献［２］方法制成２．０ｇ／ｍｌ水煎
液（上海中医药大学附属岳阳中西医结合医院药剂
科制备）；多巴丝肼片（上海罗氏制药有限公司产品，
批号０５２０００，２５０ｍｇ／片）配制成２．５ｍｇ／ｍｌ溶液。

１．３　试剂和仪器

１－甲基－４－苯基－１，２，３，６－四氢吡啶（ＭＰＴＰ）、ＤＡ
盐酸盐、ＮＥ盐酸盐、５－ＨＴ盐为Ｓｉｇｍａ公司产品；

ＬＥＫ放射免疫试剂盒由上海第二军医大学神经生
物学教研室提供；抗小鼠Ｄ１、Ｄ２ 受体免疫组化试剂
盒为上海麦莎生物科技有限公司产品。

ＬＣ２１０Ａ型高效液相色谱仪（ＳＨＩＭＡＤＺＵ）、

Ｗａｔｅｒｓ４６０ 电 化 学 检 测 器 （Ｗａｔｅｒｓ）、Ｈｙｐｅｒｓｉｌ
ＯＤＳ２３柱（ＧＬ）、保护柱（ＤＩＫＭＡ）、Ｍｉｃｒｏ　Ｍａｘ　ＲＦ
高速离心机（Ｔｈｅｒｍｏ　ＩＥＣ）、ＬＸＪ２ⅡＢ低速离心机
（上海安亭科学仪器厂）、ＭＩＱＡＳ医学图像定量分
析系统、医学图像定量分析软件、ＴＫ－Ｃ１４８１ＢＥＣ彩
色摄像机（ＪＶＣ）、ＢＨ２生物显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）、４５００
数 码 相 机 （Ｎｉｋｏｎ）、ＨＩＳＴＯＳＴＡＴ－８２０ 切 片 机
（ＲＭＣ）等。

１．４　模型制备及给药
模型组、中药组、西药组按３０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射

ＭＰＴＰ［３］，每日１次，连续注射７ｄ，制备ＰＤ模型；正
常组腹腔注射等量生理盐水，每日１次，连续注射

７ｄ。
造模成功后，各组分别给予相应治疗，正常组、

模型组生理盐水灌胃（０．１ｍｌ／１０ｇ）；中药组补肾养
肝熄风汤灌胃（０．１ｍｌ／１０ｇ）；西药组多巴丝肼灌胃
（０．１ｍｌ／１０ｇ）。每日１次，连续治疗１４ｄ。小鼠在最
后一次相应处理后次日断头处死，分离取出纹状体
组织，－７０℃保存。因小鼠纹状体组织很小，检测指
标较多，故每组随机抽取７只检测神经递质、７只检
测ＤＡ受体。

１．５　指标检测

１．５．１　ＮＥ、ＤＡ、５－ＨＴ含量的测定　采用高效液
相色谱－电化学检测法。取纹状体组织匀浆，加正
丁醇 ２１０ｍｌ，混匀，于 ４℃ 下离心 （１０　０００ｒ／ｍｉｎ）

１５ｍｉｎ；取上清液，加０．１１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌＯ４０．１５０ｍｌ、正
庚烷２１０ｍｌ，旋涡振荡３ｍｉｎ后低速离心（３　０００ｒ／

ｍｉｎ）３ｍｉｎ；除 去 有 机 相，在 下 层 的 水 相 中 加

ＣＨＣｌ３２１０ｍｌ，经旋涡振荡３ｍｉｎ、低速离心３ｍｉｎ后，
取上层水样直接进样，进样量２０．０μｌ。流动相为缓
冲液（０．１０２ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸三钠和０．１０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸
氢二钠）∶甲醇＝９０∶１０的溶液，经０．１４５μｍ滤膜
过滤并超声脱气后使用，流速为１１０ｍｌ／ｍｉｎ；工作电
极为玻璃碳电极，参比电极 Ａｇ／ＡｇＣｌ，电化学监测
器设定电压为＋６５０ｍＶ。共测定３种单胺类神经
递质，其洗脱顺序依次为ＮＥ、ＤＡ、５－ＨＴ。

１．５．２　ＬＥＫ含量测定　采用放射免疫检测法测定

ＬＥＫ。

１．５．３　ＤＡ　Ｄ１、Ｄ２ 受体测定　①组织包埋及切片：
将新鲜纹状体浸入２．５％戊二醛固定液中，固定１ｈ；
组织脱水，机器平板包埋；１～２ｈ后用石蜡切片机切
取３～４μｍ厚冠状平面的脑片。②指标检测：二甲
苯６０℃脱蜡３次，每次１０ｍｉｎ；经乙醇水合；流水冲
洗，双氧水冲洗１０ｍｉｎ，再经流水冲洗，蒸馏水冲洗，
切片于脱蜡修复液中 １００℃ 水浴 １０ｍｉｎ，保温

１０ｍｉｎ，自然冷却，ＰＢＳ漂洗；将切片置于湿盒中，加
入第一抗体，室温过夜；次日用ＰＢＳ冲洗３次，每次

１０ｍｉｎ；加入通用型第二抗体，室温３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗

３次，每次１０ｍｉｎ；加入ＤＡＢ显色１０ｍｉｎ；显色后流
水冲洗苏木精复染４５ｓ，１％盐酸乙醇分化，乙醇梯
度脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。用 ＭＩＱＡＳ医
学图像定量分析系统对脑片进行分析，测出阳性面
积及光密度值（Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｄｅｎｓｉｔｙ）。通过ＯＬＹＭＰＵＳ
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表１　各组小鼠纹状体ＤＡ、ＮＥ、５－ＨＴ、ＬＥＫ含量比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＤＡ（ｎｇ／ｇ） ＮＥ（ｎｇ／ｇ） ５－ＨＴ（ｎｇ／ｇ） ＬＥＫ（ｐｇ／ｍｇ）

正常组 ７　 ２２．５７±２．３６　 ３１４．３８±１０．５４　 ２６２．６３±１０．２５　 ３５．００±９．９６
模型组 ７　 １５．０３±１．３３＊＊ ２７０．７４±４．２４＊＊ ２３６．２２±１２．０９＊＊ ２１．９１±４．７５＊

中药组 ７　 １８．９６±２．０４＊＊△△ ２８９．７９±７．９７＊＊△△ ２４９．３７±９．７２＊△ ２３．４０±８．９９＊

西药组 ７　 １９．１０±２．１９＊＊△△ ２８５．１０±５．１２＊＊△△ ２５１．９６±８．６８＊△ ２２．２７±９．５１＊

　　注：与正常组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１

ＢＨ２ 生物显微镜２５倍物镜下（１０倍目镜），全视场
（３５　１０００像素点）测量，并对每张脑片摄片，每张选
取３个视野，取平均值。最后计算出免疫组化指数
（ＩＨＣ）（ＩＨＣ＝阳性面积×光密度）。

１．６　统计学方法
采用ＳｉｇｍａＳｔａｔ３．１统计分析软件进行统计分

析。计量数据以（珚ｘ±ｓ）表示，统计检验均采用双侧
检验，采用单因素方差分析并以ｑ检验作组间比较。

２　结果

２．１　各组小鼠纹状体ＤＡ、ＮＥ、５－ＨＴ、ＬＥＫ含量比
较

表１示，模型组、中药组、西药组ＤＡ、ＮＥ、５－ＨＴ
及ＬＥＫ含量均低于正常组（Ｐ＜０．０１）；中药组、西
药组ＤＡ、ＮＥ及５－ＨＴ含量高于模型组（Ｐ＜０．０５
或Ｐ＜０．０１）；中药组与西药组各指标含量差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。

２．２　各组小鼠纹状体ＤＡ　Ｄ１、Ｄ２ 受体ＩＨＣ比较
表２示，模型组、中药组、西药组 ＤＡ　Ｄ１ 受体

ＩＨＣ均低于正常组（Ｐ＜０．０１）；西药组ＤＡ　Ｄ１ 受体
ＩＨＣ高于模型组和中药组（Ｐ＜０．０５）；中药组与模
型组ＤＡ　Ｄ１ 受体ＩＨＣ差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）；模型组ＤＡ　Ｄ２ 受体ＩＨＣ低于正常组（Ｐ＜
０．０１），正常组、中药组、西药组ＤＡ　Ｄ２ 受体ＩＨＣ指
数差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；中药组、西药组
ＤＡ　Ｄ２ 受体ＩＨＣ高于模型组（Ｐ＜０．０１）。

表２　各组小鼠纹状体ＤＡ　Ｄ１、Ｄ２ 受体

　　ＩＨＣ比较（％，珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 Ｄ１受体 Ｄ２受体

正常组 ７　 ４００６９．６５±５０２５．４７　 ３００５９．７３±３３４７．５７
模型组 ７　 ２１２７６．２０±４８８８．５６＊ １２８４５．５３±２６１１．４０＊

中药组 ７　 ２１１１９．２３±３８６９．３５＊ ２４３６２．４２±５５８１．１３△△

西药组 ７　 ２７８３０．５９±３３７１．１４＊△▲ ２７３１８．８５±４６０１．０１△△

　　注：与正常组比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５，
△△Ｐ＜０．０１；与中药组比较，▲Ｐ＜０．０５

３　讨论

ＰＤ临床表现为静止性震颤、肌强直、动作迟缓
和姿势平衡障碍等症状。ＤＡ、ＮＥ和５－ＨＴ等神经

递质的异常在ＰＤ的发病中起着一定的作用。ＰＤ
最显著的生物化学特征是脑内ＤＡ含量减少。ＤＡ
的前体是酪氨酸，在酪氨酸羟化酶（ＴＨ）的催化下
生成左旋多巴，在ＰＤ病理条件下，ＴＨ活性可发生
异常改变，表现为酶总活性的下降。有研究显示，补
肾养肝中药能升高脑内ＴＨ　ｍＲＮＡ表达，提高ＴＨ
活性［４］。本研究发现，经过治疗，中药组和西药组小
鼠纹状体 ＤＡ 含量显著高于模型组（Ｐ＜０．０５或

Ｐ＜０．０１）。与西药组直接提供左旋多巴的机理不
同，中药组改善ＤＡ含量的机理可能是由于补肾养
肝熄风方药激活了ＴＨ，从而使ＤＡ合成增加。ＮＥ
在纹状体中的含量相当高，在ＰＤ时，纹状体区的

ＮＥ含量降低。本研究发现，经过治疗，中药组和西
药组小鼠纹状体 ＮＥ 含量较模型组增高（Ｐ＜
０．０５）。脑中５－ＨＴ能神经分布比较广泛，纹状体中
的５－ＨＴ含量丰富，主要来自中缝核的５－ＨＴ能神
经。普遍认为，ＰＤ患者脑内除了ＤＡ与乙酰胆碱的
代谢失衡外，尚存在５－ＨＴ的减少和组织胺相对增
多。本研究发现，经过治疗，中药组和西药组小鼠纹
状体５－ＨＴ含量较模型组增高（Ｐ＜０．０５）。
神经肽在基底节中的含量分布很高，但与ＰＤ

的关系尚不明确。有研究显示在ＰＤ动物模型中，

ＤＡ明显耗竭并出现运动障碍症状之前，基底节神
经环路的运动区域前脑啡肽表达上调，脑啡肽 ｍＲ－
ＮＡ上调出现在ＰＤ运动障碍之前［５］；类似的研究显
示纹状体脑啡肽神经元蛋白表达增多出现在ＤＡ不
断耗损及神经递质平衡失调之前［６］。在黑质纹状体

ＤＡ系统损伤的动物模型中也发现纹状体脑啡肽免
疫染色和前脑啡肽 ｍＲＮＡ表达明显上调［７］。本研
究发现，ＰＤ小鼠模型纹状体内 ＬＥＫ 含量显著降
低，经过西药和中药治疗后ＬＥＫ含量无明显变化。
经典的ＤＡ受体分类根据其药理、生化、生理特

性分为Ｄ１ 和Ｄ２ 两个亚型，Ｄ１ 受体激活腺苷酸环化
酶，而Ｄ２ 受体激活磷酸肌醇水解酶。根据ＰＤ临床
及病理表现分析认为，患者运动协调障碍与其 Ｄ１
受体缺失可能存在关系［８］。有研究表明Ｄ２ 受体可
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能与ＰＤ的发病有关［９］，缺少Ｄ２ 受体基因的动物则
表现为运动不佳、动作迟缓、自发性运动减少等类似

ＰＤ的症状，该基因是ＰＤ的易感基因。本研究发
现，ＭＰＴＰ造模后小鼠纹状体Ｄ１、Ｄ２ 受体均不同程
度受损，经补肾养肝熄风汤治疗后Ｄ１ 受体含量无
明显变化，Ｄ２ 受体含量明显增高。本实验只提示了

Ｄ１、Ｄ２ 受体数量的变化，而对Ｄ１、Ｄ２ 受体功能的影
响需要进一步研究。

ＰＤ属于中医学“颤证”的范畴，病位在肝肾，基
本病机是肝肾不足，常伴发肝风内动，治疗原则为补
肾养肝熄风。本实验所用方药系在长期临床中反复
调整筛选，该方熟地黄、生地黄补益肝肾为君药，白
芍、钩藤柔肝熄风为臣药，何首乌补益肝肾为佐药，
全方共奏补肾养肝熄风之效。综上所述，补肾养肝
熄风方药能提高纹状体ＤＡ、ＮＥ、５－ＨＴ含量，调节

Ｄ２ 受体的含量，从而具有治疗ＰＤ的功效，但其详
细的机制有待进一步研究。
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第二届名老中医临床经验学术研讨会征文通知
中医人才面临着诸多方面的挑战，也是目前中医药学发展的瓶颈之一，如何培养适合现代中医药需求的人才，全面提高中医人才

的质量；如何挖掘、整理名老中医的学术思想和临床实践经验，进一步做好中医药继承工作成为促进中医药发展的关键。根据国家中
医药管理局师承有关规定，我们将通过师授、带帮等形式，力求培养更多的基层中医药人才和技术骨干，培养更多的中医药优秀人才，故特
举办此次研讨会。本届师承研讨会将以沈绍功教授学术思想、临床经验为主题。沈绍功教授是全国名老中医药专家学术经验继承指导老
师，承担和参与国家中医心脑血管病等多项攻关课题；享受国务院特殊津贴；上海沈氏妇科第十九代传人；悬壶济世５０余年，德高医精，治
学严谨，在医疗、科研、教学等方面具有深厚造诣。本次研讨会将请沈绍功教授现场传承沈氏家族６００余年的医家真传与诊疗经验。

一、会议内容：继承和研究名老中医药专家学术思想和临床诊疗经验论谈。国家中医药管理局科研成果、中医百项临床实用技术
的推广利用。中医药验方、技术、发明、专利的推广与转让。推选一批德医双馨优秀工作者，颁发“白求恩奖章”、“优秀基层医生”等荣
誉证书、奖牌。二、征文内容：１、名老中医诊疗经验在临床中的应用体会。２、国家医疗百项实用技术临床推广经验。３、慢性、疑难杂病
防治经验谈及名方名药或单味中草药的临床应用体会。４、中医药养生保健食疗、偏方、秘方等民间疗法的探索与应用。三、征文要求：

论文论点明确，论据充分，结构严密，层次分明，文字精炼。具有科学性、创新性、实用性、突出中医药简便验廉的特点。稿件无论发表
与否均可投稿交流。征文截止日期２０１１年９月１６日，征文字数限２　０００字以内，请自留底稿。文题下署作者姓名，单位名称、地址、邮
编请写在文稿末尾。请使用电子邮件投稿，手写文稿不予受理。电子邮箱：ｄｕｄｙ００１＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ，中文域名：中国基层医疗，网址：ｗｗｗ．
Ｃｈｉｎａｉｍｔ．ｃｏｍ。四、参会办法：为确保会议代表的住宿，请参会代表每人务必提前预交报名费和住宿预订费共计１００元，我们将按照所
收预订费的排序安排参会事宜。报到时预交报名费可抵冲会务费２００元。会务费２　８００元（含三星级宾馆住宿及餐费，将安排考察活
动）。五、会议时间：２０１１年１０月２３日至２５日（２３日报到）。咨询电话：（０１０）８４０３５３４９、８４０４４１９１。六、相关待遇：１、凡正式会议代表
均有机会免费获得（４选２）Ａ：《沈绍功中医方略论》、Ｂ：《基层医生实用全书》、Ｃ：《名老中医临床经验汇编》（共５册）、Ｄ：《临床经验论文
汇编》。七、相关荣誉及奖项：１、部分优秀文章将推荐相关医学杂志发表并安排大会演讲交流。２、会议将设优秀论文奖、民族医药贡献
奖、白求恩纪念奖、优秀基层医生奖。八、联系地址：北京市东直门内海运仓１号国家中医药管理局中医药发展综合改革示范基地海运
仓国际大厦６层６０６室，邮编：１００００７，联系人：冯金风。

您有第二职业吗？招聘兼职医生
实用针灸刮痧拔罐培训班，咨询电话：０１０—８４０３５３４９／８４０４４１９１／８４０３２００２传真：０１０—８４０３２００２转２２。

·０２２１· 陆征宇等　补肾养肝熄风汤对帕金森病小鼠纹状体神经递质和多巴胺受体的影响 ２０１１年第１４期


