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补肾活血颗粒对亚急性帕金森病模型小鼠
脑黑质多巴胺神经元铁死亡的影响

李晨，王鹏，王亮，王学林，李绍旦，杨明会✉

中国人民解放军总医院第六医学中心中医医学部，北京市海淀区复兴路28号，100853

［摘要］ 目的 探讨补肾活血颗粒治疗帕金森病的作用及可能机制。方法 将48只C57/BL6小鼠随机分为空

白组 （12只） 和造模组 （36只），造模组小鼠连续 1周腹腔注射 1-甲基-4-苯基-1􀆯2􀆯3􀆯6四氢吡啶 （MPTP）
30 mg/（kg·d） 制备亚急性PD小鼠模型，将造模成功 36只小鼠再随机分为模型组、补肾活血颗粒组、铁死

亡抑制剂组，各 12只。补肾活血颗粒组给予补肾活血颗粒药液 3 g/（kg·d） 灌胃，铁死亡抑制剂组予铁死亡

抑制剂 Liproxstatin-1 溶液 10 mg/（kg·d） 腹腔注射，空白组和模型组给予蒸馏水 10 ml/（kg·d） 灌胃，均每

日 1次，连续 2周。给药结束后的第 2天运用旷场实验和步态行为分析进行小鼠行为学测试，免疫组化法观

察脑黑质酪氨酸羟化酶 （TH） 阳性表达，检测脑黑质谷胱甘肽 （GSH）、4-羟基异壬烯醛 （4-HNE）、铁离子

（Fe2+） 含 量 变 化 ，Western-blot 和 RT-qPCR 法 检 测 脑 黑 质 铁 死 亡 相 关 因 子 溶 质 载 体 家 族 7 成 员 11
（SLC7A11）、谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）、酰基辅酶A合成酶长链家族成员 4（ACSL4） 蛋白及mRNA的

表达。结果 与空白组比较，模型组小鼠在旷场实验中运动总路程缩短、平均速度明显降低，静止时间明显

延长，步态分析实验中步宽增大、步长减小、步态变异率增大，脑黑质 TH表达、GSH含量及 SLC7A11、
GPX4 mRNA及蛋白表达降低，4-HNE、Fe2+含量、ACSL4 mRNA及蛋白表达升高 （P＜0. 01）。与模型组比

较，补肾活血颗粒组小鼠运动总路程和平均速度增加，静止时间缩短，步宽缩小、步长增加、步态变异率减

小，脑黑质 TH阳性表达、GSH含量及 SLC7A11、GPX4 mRNA及蛋白表达升高，4-HNE、Fe2+含量、ACSL4
mRNA及蛋白表达降低 （P＜0. 05或P＜0. 01）；铁死亡抑制剂组运动总路程延长、平均速度增加，步长增

加，脑黑质 TH阳性表达、GSH含量及 SLC7A11、GPX4 mRNA及蛋白表达升高，4-HNE、Fe2+含量、ACSL4
mRNA及蛋白表达降低 （P＜0. 05或P＜0. 01）。铁死亡抑制剂组与补肾活血颗粒组比较，GPX4mRNA表达

升高 （P＜0. 01），其余各指标差异均无统计学意义 （P＞0. 05）。结论 补肾活血颗粒治疗帕金森病可能机

制是通过抑制多巴胺神经元铁死亡，改善氧化应激，从而改善运动能力。
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帕金森病（Parkinson's disease，PD）是一种年

龄依赖性、迟发性神经退行性疾病，多巴胺（DA）
能神经元变性坏死所致的黑质-纹状体通路障碍和

错误折叠的 α-突触核蛋白（α-syn）在神经元中形

成的团块，是其主要的病理特征［1］。铁死亡是一种

由于谷胱甘肽（GSH）的合成受阻引起，并因铁代

谢失衡而加剧，最终导致脂质过氧化物累积到毒性

水平而触发的程序性细胞死亡［2］。PD中铁超载、

脂质过氧化程度升高、谷胱甘肽表达异常等病理标

志是铁死亡途径的主要触发因素［3-4］。本课题组既

往研究证明，补肾活血颗粒是治疗 PD的有效复方

颗粒，与单纯西药治疗相比，可明显延缓疾病进

展［5］，也可改善氧化应激、调节铁代谢异常［6］。本

实验观察补肾活血颗粒对 PD小鼠 DA神经元铁死

亡途径的作用，从而探讨补肾活血颗粒对 PD小鼠

的神经保护可能作用机制。本研究通过解放军总医

院动物伦理委员会批准（批准号：2020-X16-101）。
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1 材料与方法

1. 1 实验动物

健康雄性 SPF级 C57/BL6小鼠 48只，8周龄，

体质量（18. 0±2. 0） g，购自中国人民解放军总医

院实验动物中心，实验动物许可证号：SYXK（军）

2017-0019。生存环境：温度 21~23 ℃，湿度 30%~
60%，保持12 h明暗交替，垫料每周更换2次。

1. 2 药物

补肾活血颗粒（解放军总医院中医医学部制备，

批号：总 L2016002，规格：每袋 10 g），组成：肉

苁蓉15 g，山萸肉15 g，赤芍10 g，丹参15 g，石菖

蒲 10 g。将补肾活血颗粒溶于适量蒸馏水进行煎

煮，获得药物终浓度为 0. 3 g/ml，搅拌并加热助于

溶解，4 ℃储存备用。铁死亡抑制剂 Liproxstatin-1
粉末（APExBIO公司，批号：950455-15-9，规格：

50 mg），50mg药物溶于 2. 5ml DMSO（母液浓度

20mg/ml），将 2. 5ml母液依次加入 15ml PEG300、
5ml Tween80、27. 5ml ddH2O，混匀澄清后浓度为

1mg/ml。
1. 3 主要试剂与仪器

1- 甲基 -4- 苯基 -1 􀆯 2 􀆯 3 􀆯 6 四氢吡啶 （MPTP，
APExBIO公司，批号：23007-85-4）；DMSO（批号：

0231）、戊巴比妥钠 （批号：B0500）， Tween80
（批号：STS0204-1L），Sigma公司；PEG300（批

号：S6740），Selleck公司；枸橼酸（PH6. 0）抗原

修复液（批号：G1202），谷歌生物科技有限公司；

BCA 试剂盒 （批号： PC0020）、 TBST （批号：

T1081）， Solarbio 公司； 4% 多聚甲醛 （批号：

G1212）、DAB显色试剂盒 （批号：G1212-200T）、

苏木素染液（批号：G1004-100ML），Servicebio公
司；GSH试剂盒（批号：SG2799）、4-羟基异壬烯

醛 （4-HNE） 试剂盒 （批号：SG9191），SG Green
qPCR Mix（批号：Q1001L），北京信诺金达生物科

技有限公司；Fe2+试剂盒（上海源叶生物科技有限

公司，批号：R22186）；酪氨酸羟化酶（TH）一抗

（批号： 25859-1-AP）、溶质载体家族 7成员 11
（SLC7A11）一抗（批号：26864-1-AP）、谷胱甘肽

过氧化物酶 4（GPX4）一抗（批号：14432-1-AP），

Proteintech公司；酰基辅酶A合成酶长链家族成员

4（ACSL4）一抗（博士德生物工程有限公司，批

号：A04372-2）；Trizol（批号：R1001）、RNA提

取试剂盒（批号：R1002）、反转录试剂盒（批号：

Q1010）、RIPA裂解液（批号：W1001），中国 Sino⁃

Gene公司；ECL发光液（Engreen公司，批号：29050）；

β-actin（Abclonal公司，批号：AC028）；HRP羊抗兔

IgG二抗（批号：SA00001-2）、HRP羊抗鼠 IgG二抗

（批号：SA00001-1），美国PTG公司。

电泳仪（型号：JY-300C）、转移槽（型号：JY-

ZY6）、凝胶成像系统（型号：JY04S-3C），北京君

意东方电泳仪器有限公司；正置白光拍照显微镜

（日本尼康公司，型号：Eclipse Ci-L）；酶标仪（美

国伯乐公司，型号：680）；冷冻离心机 （SIGMA公

司，型号：3K15）；分光光度计（Eppendorf公司，

型号：BiophotometerD30）。

1. 4 动物分组、造模及给药

将 48只 C57/BL6小鼠按照随机数字表法分为

空白组 12只和造模组 36只，造模组予 3 mg/ml
MPTP溶液 30 mg/（kg·d）腹腔注射制备亚急性 PD
小鼠模型［7］，空白组注射 0. 9%氯化钠溶液 10 ml/
（kg·d），每日 1次，连续 1周。造模后小鼠出现毛

发悚立、震颤、弓背、抽搐等症状即为造模成

功［7］。将造模成功的 36只小鼠按照随机数字表法

分为模型组、补肾活血颗粒组、铁死亡抑制剂组，

每组 12只。按照人与小鼠的等效剂量系数进行换

算［8］，补肾活血颗粒组予补肾活血方药液3 g/（kg·d）
灌胃，铁死亡抑制剂组予 Liproxstatin-1溶液 10 mg/
（kg·d）腹腔注射，空白组和模型组予蒸馏水 10 ml/
（kg·d）灌胃，各组均每日1次，连续2周。

1. 5 观察指标及方法

小鼠给药结束后的第 2天进行行为学评估，行

为学测试结束后，采用1%戊巴比妥钠（0. 5 ml/100 g）
腹腔注射麻醉小鼠，开胸并沿心脏灌注 0. 9%氯化

钠溶液，小心剥离颅骨和脑组织后，将脑组织放入

脑定位槽中，在定位槽的正中及后 1 mm处分别插

入两个刀片，两刀片之间所夹的脑组织即黑质所在

的切面，并根据脑立体定位图谱确定黑质的具体位

置，用镊子夹取后，一部分 -80 ℃保存，用于

Elisa、Western-blot、RT-PCR的检测；另一部分用

4%多聚甲醛固定，用于免疫组化的病理检测。

1. 5. 1 行为学评价 旷场实验：实验前将小鼠放

入装有摄像头的旷场装置中适应 10 min，适应结束

后打开旷场实验分析系统，输入小鼠的编号，保持

周围环境安静，并开始连续录像 5 min，通过追踪

分析小鼠的自动运行轨迹，得到小鼠运动总路程、

平均速度、总静止时间等指标，衡量小鼠的运动

能力。

步态行为分析：根据既往研究报道［9-10］，自制
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90 cm×4. 5 cm×10 cm的跑道，并在跑道上铺上相应

宽度的白纸，测试时将小鼠前后爪分别涂抹红蓝墨

水，使其从一端跑向另一端暗箱的过程中留下脚

印，选择 3个清晰连续的脚印，计算以下数据：步

宽（a） =相邻左右侧两脚印连线的垂直距离，步长

（b） =步行的距离/总步数，c=同侧相邻两脚印的平

均距离，d=相邻左右侧两脚印的平均距离，平均

步态变异率β=0. 5-d/c。
1. 5. 2 免疫组化检测脑黑质组织TH平均光密度值

改变 取固定于 4%多聚甲醛中的脑黑质组织，进

行包埋切片，各级乙醇依次脱水 5 min。枸橼酸

（PH6. 0） 抗原修复液及微波加热处理切片，DAB
显色剂滴于切片反应 15 min，苏木素复染 2 min，
自来水冲洗后乙醇和二甲苯处理，树胶封固，显微

镜下采集图像，计算 TH光密度值（IOD） /该区域

面积（Area），即TH平均光密度值。

1. 5. 3 Elisa法检测脑黑质组织GSH、4-HNE、Fe2+
的含量 称取 10 mg脑黑质组织，充分裂解取上

清，BCA法检测蛋白浓度，根据试剂盒步骤说明测

定GSH、4-HNE、Fe2+的吸光度，并按照浓度与吸

光度之间的线性关系得到GSH、4-HNE、Fe2+的含

量变化。

1. 5. 4 RT-PCR 法 检 测 脑 黑 质 组 织 SLC7A11、
GPX4、ACSL4 mRNA表达 运用Trizol试剂从脑黑

质组织中提取RNA，测定RNA浓度及纯度，并严

格按照试剂盒说明将其逆转录为 cDNA，加入引物

和 2×SG Green qPCR Mix，按照 15 μl的最终反应体

系，进行 40个扩增循环（95 ℃ 10 min，95 ℃ 20 s，
90 ℃ 30 s），引物由北京信诺达生物有限公司合成，

β-actin：上游 GCCAACAAAGTGCTGTCTGG，下游

GAGTACTTGCGCTCAGGAGGAG，长 度 131 bp；
SLC7A11：上游 TGGCACTCTCCTGGCTTACT，下游

CTAGCTCCTCGGTGGTTCTG，长度 110 bp；GPX4：
上 游 ACTGCAACAGCTCCGAGTTC， 下 游 CGAT⁃
GTCCTTGGCTGAGAAT，长度 93 bp；ACSL4：上游

ACCGTCCCCTCAGACACACC， 下 游 TGTTCCAG⁃
CACCACATGATT，长度 94 bp。将结果中的Ct值采

用2−ΔΔCt法进行分析，并比较基因的相对表达量。

1. 5. 5 Western-blot法检测脑黑质组织 SLC7A11、
GPX4、ACSL4蛋白表达 称取 10 mg脑黑质组织，

RIPA裂解液和预冷的小钢珠充分研磨裂解，离心

取上清，BCA法测定蛋白含量。样品液和预染蛋白

marker分别上样后，进行 SDS-PAGE分离蛋白，待

溴酚蓝跑出，停止电泳。准确组装滤纸凝胶纤维素

夹层，将相对应的marker转移到PVDF膜上，并置

于封闭液中孵育 1 h后，分别加入一抗ACSL4（1∶
1000）、GPX4 （1∶ 1000）、 SLC7A11 （1∶ 1000）
4 ℃过夜，TBST洗涤 3次，每次 10 min，二抗（1∶
3000） 孵育 1 h，TBST洗涤 3次，每次 10 min。滴

加ECL发光液，经X胶片曝光显影，Image J 6. 0软
件进行灰度分析。

1. 6 统计学方法

采用 SPSS 23. 0统计软件进行数据分析，计量

资料符合正态分布以均值±标准差（x̄±s）表示，组

间差异采用单因素方差分析，组间多重比较方差齐

时采用LSD检验，方差不齐时采用Games-Howell检
验，P＜0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组小鼠旷场实验结果比较

表 1示，模型组小鼠较空白组小鼠运动总路程

缩短、平均速度降低，静止时间延长（P＜0. 01）。

与模型组比较，补肾活血颗粒组运动总路程延长、

平均速度增加，静止时间缩短 （P＜0. 05或 P＜
0. 01）；铁死亡抑制剂组小鼠运动总路程延长、平

均速度增加 （P＜0. 05），静止时间差异无统计学

意义 （P＞0. 05）。铁死亡抑制剂组与补肾活血颗

粒组比较，各指标差异均无统计学意义 （P＞
0. 05）。

2. 2 各组小鼠步态分析结果比较

表 2示，与空白组比较，模型组小鼠步宽增

大，步长减小，步态变异率增大 （P＜0. 01）。与

模型组比较，补肾活血颗粒组小鼠步宽明显缩短，

步长明显增长，步态变异率减小（P＜0. 05或 P＜

表1 各组小鼠旷场实验结果比较 （x̄±s）
组别

空白组

模型组

补肾活血颗粒组

铁死亡抑制剂组

鼠数

12
12
12
12

运动总路程/cm
3579. 28±823. 45
2234. 44±557. 81a）
2909. 99±361. 11c）
2718. 23±377. 42b）

平均速度/cm·s-1
11. 93±2. 75
7. 45±1. 86a）
9. 71±1. 21c）
9. 06±1. 26b）

静止时间/s
54. 70±11. 51
77. 19±11. 60a）
67. 73±7. 55b）
70. 03±9. 18

注：a）与空白组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 05；c）与模型组比较，P＜0. 01。
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0. 01）；铁死亡抑制剂组步长明显增长（P＜0. 05），

步宽、步态变异率差异无统计学意义（P＞0. 05）。

铁死亡抑制剂组与补肾活血颗粒组比较，各指标均

无统计学意义（P＞0. 05）。

2. 3 各组小鼠脑黑质组织TH平均光密度值比较

图 1示（彩图请扫描本文二维码获取），空白

组黑质致密部 TH阳性细胞胞体完整清晰，排列均

匀致密。模型组 TH阳性神经元胞体缩小，排列稀

疏。补肾活血颗粒组 TH阳性细胞的损伤减少，排

列整齐，TH阳性神经元形态趋于正常。铁死亡抑

制剂组TH阳性细胞形态完整，排列有序。表 3示，

与正常组比较，模型组小鼠 TH平均光密度值减少

（P＜0. 01）；与模型组比较，补肾活血颗粒组、铁

死亡抑制剂组小鼠的TH平均光密度值明显增多（P
＜0. 05或 P＜0. 01）；铁死亡抑制剂组与补肾活血

颗 粒 组 比 较 ， 各 指 标 均 无 统 计 学 意 义 （P＞
0. 05）。

2. 4 各组小鼠脑黑质组织GSH、4-HNE、Fe2+含量

比较

表 4示，与空白组比较，模型组小鼠GSH含量

明显降低，4-HNE、Fe2+含量明显升高（P＜0. 01）。

与模型组比较，补肾活血颗粒组和铁死亡抑制剂组

小鼠脑黑质组织的GSH含量升高，4-HNE、Fe2+含
量降低（P＜0. 05或P＜0. 01）。铁死亡抑制剂组与

补肾活血颗粒组比较，各指标差异均无统计学意

义 （P＞0. 05）。

2. 5 各组小鼠脑黑质组织SLC7A11、GPX4、ACSL4
mRNA相对表达量比较

表5示，与空白组比较，模型组小鼠SLC7A11、
GPX4 mRNA表达明显降低，ACSL4 mRNA表达明

显升高 （P＜0. 01）。与模型组比较，补肾活血颗

粒组和铁死亡抑制剂组小鼠脑黑质组织 SLC7A11、
GPX4 mRNA表达明显升高，ACSL4mRNA表达明

显降低（P＜0. 05或P＜0. 01）。与铁死亡抑制剂组

比较，补肾活血颗粒组GPX4 mRNA表达降低（P＜
0. 01），其余各指标均无统计学意义（P＞0. 05）。

表2 各组小鼠步态分析结果比较 （x̄±s）
组别

空白组

模型组

补肾活血颗粒组

铁死亡抑制剂组

鼠数

12
12
12
12

步宽/cm
2. 74±0. 21
3. 39±0. 24a）
3. 19±0. 23b）
3. 28±0. 21

步长/cm
7. 63±0. 28
5. 50±0. 24a）
6. 31±0. 45c）
5. 84±0. 33b）

步态变异率

0. 12±0. 01
0. 16±0. 03a）
0. 14±0. 02b）
0. 15±0. 02

注：a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜

0. 05；c）与模型组比较，P＜0. 01。

空白组 模型组 补肾活血颗粒组 铁死亡抑制剂组

图1 各组小鼠脑黑质酪氨酸羟化酶（TH）阳性神经元免疫组化染色结果（×200）

表3 各组小鼠脑黑质TH平均光密度值比较 （x̄±s）
组别

空白组

模型组

补肾活血颗粒组

铁死亡抑制剂组

鼠数

12
12
12
12

TH平均光密度值

0. 383±0. 03
0. 314±0. 03a）
0. 362±0. 04c）
0. 346±0. 03b）

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. 05；
c）与模型组比较，P＜0. 01。

表4 各组小鼠脑黑质组织GSH、4-HNE、Fe2+含量比较

（x̄±s）
组别

空白组

模型组

补肾活血颗粒组

铁死亡抑制剂组

鼠数

12
12
12
12

GSH/ng·ml-1
12. 00±2. 12
6. 48±0. 59a）
8. 36±1. 29c）
9. 20±0. 33c）

4-HNE/ng·ml-1
265. 13±21. 93
355. 51±36. 51a）
316. 45±18. 19c）
319. 14±22. 61c）

Fe2+/μmol·g-1
8. 97±2. 66
18. 96±5. 17a）
12. 05±4. 44c）
15. 12±4. 51b）

注：GSH，谷胱甘肽；4-HNE，4-羟基异壬烯醛；Fe2+，铁离子。

a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜0. 05；
c）与模型组比较，P＜0. 01。

表5 各组小鼠脑黑质组织SLC7A11、GPX4、ACSL4
mRNA相对表达量比较 （2−ΔΔCt，x̄±s）

组别

空白组

模型组

补肾活血颗粒组

铁死亡抑制剂组

鼠数

12
12
12
12

SLC7A11
1. 01±0. 21
0. 67±0. 13 a）
0. 94±0. 28 b）
1. 11±0. 13 c）

GPX4
1. 01±0. 17
0. 15±0. 05 a）
0. 64±0. 07 c） d）

0. 87±0. 08 c）

ACSL4
1. 00±0. 26
5. 90±4. 33 a）
1. 69±0. 48 b）
2. 06±0. 43 b）

注：SLC7A11，溶质载体家族 7成员 11；GPX4，谷胱甘肽过

氧化物酶4；ACSL4，酰基辅酶A合成酶长链家族成员4。
a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜0. 05；c）

与模型组比较，P＜0. 01；d）与铁死亡抑制剂组比较，P＜0. 01。
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2. 6 各组小鼠脑黑质组织SLC7A11、GPX4、ACSL4
蛋白相对表达量比较

表6示，与空白组比较，模型组小鼠SLC7A11、
GPX4蛋白相对表达量降低，ACSL4蛋白相对表达

量明显升高 （P＜0. 01）。与模型组比较，补肾活

血颗粒组和铁死亡抑制剂组小鼠 SLC7A11、GPX4
蛋白相对表达量升高，ACSL4蛋白相对表达量明显

降低（P＜0. 05或P＜0. 01））。铁死亡抑制剂组与

补肾活血颗粒组比较，各指标均无统计学意义（P
＞0. 05）。各 组 小 鼠 黑 质 组 织 SLC7A11、GPX4、
ACSL4蛋白电泳图见图2。

3 讨论

帕金森病又名震颤麻痹，中医学称之为“颤

证”，其根本病机为肾虚血瘀［6］。肾与脑以督脉相

连，与“髓”密切相关，并从神识意志、运动功能

等方面联络互属［11］，成为PD老年发病以肾虚精亏

为本的理论基础。年老体衰，肾虚血瘀，亦致脑髓

不充，筋脉不养，继而发为颤证，其治则当以补肾

活血贯穿始终。补肾活血颗粒具有补肾填精益脑

髓、活血化瘀通筋脉功效，其中肉苁蓉、山萸肉补

肾益精填髓，为君药；丹参、赤芍活血化瘀，为臣

药；再加石菖蒲等诸药开窍化痰，为佐使药。诸药

合用可痰瘀同治，共奏补肾活血之效。补肾活血颗

粒已被证明在改善 PD患者临床指征等方面有

效［12-13］，在基础实验中也被证实可通过提高 PD小

鼠的抗氧化水平，促进α-syn自噬，下调炎症因子

等方面对DA神经元起到保护作用［14-16］。本研究通

过旷场实验和步态分析实验等多角度的行为学评

估，显示了 PD模型小鼠主动运动行为显著减少、

静止时间延长，以及出现步态异常、共济失调等症

状。而补肾活血颗粒和Liproxstatin-1干预后，明显

改善 PD小鼠的运动迟缓症状和步态行为，并提高

PD小鼠的协调能力和自主活动量，且补肾活血颗

粒和Liproxstatin-1效果相当。

TH活性降低是DA缺乏和 PD早期发病的重要

指征，TH的表达水平可以直接影响DA的合成量，

是反映PD严重程度的重要标志物［17］。病理检测结

果显示，PD模型小鼠 TH表达降低，表明DA神经

元受损严重。补肾活血颗粒和Liproxstatin-1干预后

可提高 TH表达，减轻DA神经元受损。以上结果

表明，MPTP造模通过降低小鼠脑黑质 TH阳性表

达，引发了 PD的典型运动症状。而补肾活血颗粒

和 Liproxstatin-1均可以通过提升 TH的表达，增强

DA神经元的合成，并进一步改善 DA能神经元支

配下的运动障碍。

既往研究［18-19］显示，PD大鼠发病与铁死亡通

路密切相关，铁死亡作为氧化损伤介导的一种关键

细胞死亡方式，是神经元丢失的重要因素。MPTP
是诱导亚急性PD小鼠的常用药物［20］，最早发现铁

死亡的 PD动物模型是经MPTP诱导的［21］。铁死亡

抑制剂Liproxstatin-1能够在低浓度范围内抑制铁死

亡，能通过血脑屏障，且对其他经典类型的细胞死

亡无干扰［22］，因此本实验选用 Liproxstatin-1抑制

铁死亡进行研究。GSH的合成受阻是诱发铁死亡的

关键环节，Fe2+的聚集可以看作铁死亡发生的有效

标志物，脂质过氧化物分解物 4-HNE能破坏膜结

构最终导致铁死亡［23］。GPX4通过提供还原后的脂

质醇（LOH），避免了铁过载暴露在脂质过氧化物

堆积的环境中，从而发挥抗铁死亡作用［24］。

SLC7A11是胱氨酸/谷氨酸反向转运体中负责主要

转运功能的轻链亚基，并通过提供还原后的半胱氨

酸从而在GSH的合成中发挥核心作用［25］。ACSL4
是脂质过氧化的底物，其与辅酶A结合，并催化花

生四烯酸和肾上腺酸，引起磷脂酰乙醇胺膜磷脂的

过度氧化，从而诱发铁死亡［26］。

表6 各组小鼠脑黑质组织SLC7A11、GPX4、ACSL4蛋白

相对表达量比较 （x̄±s）
组别

空白组

模型组

补肾活血颗粒组

铁死亡抑制剂组

鼠数

12
12
12
12

SLC7A11
1. 00±0. 05
0. 59±0. 14 a）
0. 99±0. 29 c）
1. 17±0. 16 c）

GPX4
1. 00±0. 13
0. 33±0. 23 a）
1. 17±0. 32 c）
1. 46±0. 24 c）

ACSL4
1. 00±0. 10
1. 86±0. 25 a）
1. 57±0. 22 b）
1. 44±0. 15 c）

注：SLC7A11，溶质载体家族 7成员 11；GPX4，谷胱甘肽过

氧化物酶4；ACSL4，酰基辅酶A合成酶长链家族成员4。
a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜0. 05；

c）与模型组比较，P＜0. 01。

注： SLC7A11，铁死亡相关因子溶质载体家族 7成员 11；
GPX4，谷胱甘肽过氧化物酶 4；ACSL4，酰基辅酶A合成酶长链家

族成员4。
图2 各组小鼠脑黑质组织SLC7A11、GPX4、

ACSL4蛋白相对表达量比较
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本实验结果显示，模型组小鼠与正常组相

比，脑黑质GSH水平降低，且 4-HNE、Fe2+水平升

高，脑黑质GPX4、SLC7A11蛋白和mRNA表达水

平明显降低，ACSL4蛋白和mRNA表达上调，而

Liproxstatin-1干预后可明显逆转上述改变，说明PD
小鼠脂质过氧化和铁过载共同作用激活了铁死亡途

径，DA神经元的丢失由铁死亡引起。补肾活血颗

粒干预后，与铁死亡抑制剂组相比差异没有统计学

意义，说明在抑制DA神经元铁死亡方面，可达到

与Liproxstatin-1的同等干预效果。补肾活血颗粒组

小鼠GSH水平明显升高，4-HNE、Fe2+的升高受到

抑制，GPX4、SLC7A11蛋白和mRNA表达明显高

于模型组，ACSL4蛋白和mRNA表达明显下调。说

明补肾活血颗粒的神经保护机制，可能与改善氧化

应激水平及抑制 Fe2+的蓄积，改善脂质的暴露环

境，从而直接减少膜磷脂的过度氧化，最终阻断铁

死亡途径有关。

综上，补肾活血颗粒可抑制亚急性 PD模型小

鼠脑黑质铁死亡，改善氧化应激水平，从而发挥神

经保护的作用，为补肾活血颗粒治疗 PD提供了实

验依据。但本实验分组未设计不同剂量对药物功效

的影响，未来可进一步观察不同剂量的干预效果，

并从细胞水平进一步挖掘其全面的作用机制。
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Effect of Bushen Huoxue Granule （补肾活血颗粒） on Ferroptosis of Dopamine Neurons in Substantia Nigra
of Subacute Parkinson's Disease Model Mice
LI Chen，WANG Peng，WANG Liang，WANG Xuelin，LI Shaodan，YANG Minghui
Department of Traditional Chinese Medicine， The Sixth Medical Center of Chinese PLA General Hospital， Beijing， 100853
ABSTRACT Objective To investigate the effects of Bushen Huoxue Granule（补 肾 活 血 颗 粒 ，BSHXG）on
Parkinson's disease（PD）and the possible mechanism. Methods Thirty-six successful modeling subacute PD
mice prepared by 7-day continuous intraperitoneal injection of 30 mg/（kg·d）1-Methyl-4-phenyl-1，2，3，6tetrahydro⁃
pyridine（MPTP）were randomly divided into model group，BSHXG group，Liproxstatin-1（Lip-1）group with 12
mice in each group，and another 12 C57/BL6 mice were taken as blank group. The BSHXR group was given 3 g/
（kg·d）BSHXG solution by gavage，while the Lip-1 group was administered with intraperitoneal injection of 10 mg/
（kg·d）Lip-1 solution，and the blank and model group were given 10 ml/（kg·d）distilled water by gavage，once daily
for two weeks. The behavioral performance of mice was detected by open field experiment and gait analysis，and the
positive expression of tyrosine hydroxylase（TH）in substantia nigra was observed by immunohistochemistry. The con⁃
tents of glutathione（GSH），4-hydroxyisononenal（4-HNE）and ferric ion（Fe2+）in substantia nigra were assessed，
and the protein and mRNA expressions of ferroptosis related factors solute including carrier family 7 member 11
（SLC7A11），glutathione peroxidase 4（GPX4）and acyl-CoA synthase long-chain family member 4（ACSL4）were de⁃
tected by Western-blot and RT -qPCR. Results Compared to those in the blank group，the total distance and ave-
rage speed of mice in the model group decreased，and the resting time increased in the open field experiment；the gait
analysis showed the step width in the model group increased，while the step length decreased，and the gait variation
rate increased；the TH expression，the GSH content and the expression of SLC7A11 and GPX4 mRNA and protein
decreased，while the contents of 4-HNE and Fe2+ and expression of ACSl4 mRNA and protein increased（P＜0. 01）.
Compared to those in the model group，the total distance and average speed of mice in BSHXG group increased，while
the resting time decreased significantly；the step width was shortened，while the step length increased，and the gait
variation rate decreased；the TH positive expression，the GSH content and the mRNA and protein expression of
SLC7A11 and GPX4 increased，while 4-HNE and Fe2+ contents and ACSl4 mRNA and protein expression decreased
（P＜0. 05 or P＜0. 01）. Compared to the model group，the Lip-1 group increased the total distance，average speed
and step length，increased the TH positive expression，GSH content and the SLC7A11 and GPX4 mRNA and protein
expression，and decreased 4-HNE and Fe2+ contents and ACSl4 mRNA and protein expression（P＜0. 05 or P＜
0. 01）. Compared to that in the BSHXG group，the expression of GPX4 mRNA in Lip-1 group increased（P＜0. 01），
while there were no statistical significant differences in other outcomes between groups（P＞0. 05）. Conclusion
BSHXG in the treatment of PD may improve athletic ability by inhibiting ferroptosis of dopamine neurons and improv⁃
ing oxidative stress.
Keywords parkinson's disease；Bushen Huoxue Granule（补肾活血颗粒）；substantia nigra；ferroptosis；behaviour
performance；glutathione
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