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育真熄风汤对帕金森病模型小鼠脑内铁蛋白Ｆｎ的影响
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　　摘　要：目的　探讨育真熄风汤（ＹＺＸＦＴ）对小鼠帕金森病（ＰＤ）模型中脑铁蛋白Ｆｎ的影响。方法　将试验动物分为空白对

照组、模型对照组、阳性药物对照组和中药治疗组，在１甲基４苯基１，２０，３，６四氢吡啶（ＭＰＴＰ）诱导的ＰＤ小鼠模型基础上，采

用免疫组织化学染色，观察各组小鼠脑内Ｆｎ蛋白的表达情况。结果　爬杆实验结果显示，中药治疗组小鼠与模型对照组小鼠比

较，运动协调障碍有所减轻；免疫组织化学结果显示，第６、１３、２０天模型对照组Ｆｎ水平与空白对照组比较，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），分别为２．２１倍、１．１５倍、０．３６倍。ＹＺＸＦＴ７１．５ｇ／ｋｇ和１４３ｇ／ｋｇ组与模型对照组比较能明显增加Ｆｎ蛋白水平。结

论　ＹＺＸＦＴ具有提高脑内Ｆｎ蛋白表达作用，为进一步研究其治疗ＰＤ的机制提供依据。
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　　１９２４年，Ｌｅｈｅｒｍｉｔｔｅ等发现帕金森病（ＰＤ）患者脑内铁含

量增加显著，存在异常堆积的现象。ＰＤ患者黑质内铁异常沉

积的原因不明，但越来越多的证据显示铁在脑黑质部位的异常

沉积与ＰＤ密切相关，极有可能是ＰＤ发病的一个重要因素
［１］。

铁在脑内主要以Ｆｎ蛋白的形式储存，正常情况下，当细胞内

增多的铁离子水平高于细胞代谢所需时，就会诱导Ｆｎ合成，

这样游离铁就可以结合在铁蛋白核内，以一种可利用的无毒形

式存在，如果铁蛋白的合成正常进行，黑质中增加的铁就会是

无毒性状态［２］，Ｆｎ可以防止细胞内过剩的自由铁离子的堆积，

被认为是天然的铁螯合剂，Ｆｎ蛋白越高对ＰＤ患者疗效越好。

本研究通过探讨育真熄风汤（ＹＺＸＦＴ）对脑内Ｆｎ蛋白表达作

用，为进一步研究其治疗ＰＤ的机制提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料　健康雄性Ｃ５７／ＢＬ小鼠９０只，ＳＰＦ级，６～７周龄，

体质量（１８±２）ｇ，购于北京华阜康生物科技股份有限公司，小

鼠饲养于承德医学院动物实验中心，室温维持在（１８±２）℃，湿

度维持在５０％±１０％，昼夜循环光照条件下，自由进食和饮

水，实验开始前适应环境１周。

１．２　仪器与试剂　Ｌｅｉｃａ石蜡切片机（德国），恒温摊片烤片机

（ＴＫ２１８，湖北），Ｔｈｅｒｍｏ石蜡包埋机（英国），Ｏｌｙｍｐｕｓ显微镜

及摄像装置（ＢＨ２型，日本），ＨＩ９８１２７酸度计（意大利），水域

振荡器（ＳＺＸＢ，哈尔滨），恒温磁力搅拌器（江苏），美多巴（每

片含左旋多巴２００ｍｇ＋苄丝肼５０ｍｇ，上海罗氏），１甲基４苯

基１，２０，３，６四氢吡啶（ＭＰＴＰ，美国Ｓｉｇｍａ），兔抗小鼠ＴＨ抗

体（北京博奥森生物技术有限公司），Ｆｅｒｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ（Ｈ

５３）：ｓｃ２５６１７（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）。

１．２　方法

１．２．１　药物制备　ＹＺＸＦＴ（含生黄芪１５ｇ，熟地３０ｇ，龟板３０

ｇ，怀牛膝１５ｇ，白芍２０ｇ，鹿角胶１２ｇ，附子３ｇ，补骨脂１２ｇ，

天南星１２ｇ，白芥子１２ｇ，天麻１５ｇ，牡蛎３０ｇ，枳壳１０ｇ，丹参

３０ｇ，酒大黄６ｇ，全蝎８ｇ，蜈蚣２ｇ，条僵蚕１２ｇ），生药总量

２７５ｇ，根据药理学方法计算小鼠给药量，按照每次小鼠灌胃１０

ｍＬ／ｋｇ计算，３个中药治疗组分为低、中、高剂量组，小鼠给予

相当于生药量分别为３５．７５、７１．５０、１４３．００ｇ／ｋｇ的药液，阳性

对照药物美多巴（每片２５０ｍｇ），采用ＣＭＣ溶解配制成浓度为

１２．５ｍｇ／ｍＬ的溶液，造模药 ＭＰＴＰ采用生理盐水配制成浓度
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为０．３３％的溶液。

１．２．２　ＰＤ小鼠模型　建立参照 ＮｏｂｕｔａｋａＡｒａｉ，ＫａｚｕａｋｉＭｉ

ｓｕｇｉ的实验方法，略加修改。小鼠造模前训练小鼠自上而下完

成爬杆运动１ｍｉｎ，以确保小鼠能顺利完成实验项目。训练时

间为每日上、下午每只小鼠各完成爬杆活动３次，连续５ｄ。造

模前１ｄ，采用爬杆实验筛选健康灵活小鼠，选用能在６～１０ｓ

内完成爬杆的小鼠，消除小鼠的运动差异，造模采用生理盐水

配制的０．３３％ ＭＰＴＰ（３０ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）腹腔注射，连续

５ｄ。

１．２．３　动物分组与给药　将小鼠分成６组，每组１５只，实验

药物采用灌胃法给药，按照１０ｍＬ／ｋｇ的剂量给予小鼠灌胃，

从首次注射 ＭＰＴＰ前３ｄ开始，灌胃小鼠（中药治疗组）分别给

予高（１４３ｇ／ｋｇ）、中（７１．５ｇ／ｋｇ）、低（３５．７５ｇ／ｋｇ）浓度的

ＹＺＸＦＴ，美多巴组给予阳性药物美多巴悬液（１２５ｍｇ·ｋｇ
－１·

ｄ－１）灌胃，以上统称（治疗组）；空白对照组和模型对照组给予

生理盐水灌胃，造模期间及造模后持续灌胃给药共２７ｄ。

１．２．４　行为学检测　取一长５０ｃｍ，直径１ｃｍ的木制杆垂直

竖立，顶端固定一直径１．５ｃｍ 的黏土小球，为防止打滑，木杆

表面缠一层纱布。将被测小鼠头向下放到小球上，从小鼠接触

小球开始计时，到小鼠前爪着地为止，记录小鼠从小球爬下木

杆所用时间。如遇小鼠中途停止或反向爬行结果不计，重新测

试。如小鼠抱杆停留，不能爬行，或不能抓杆，直接掉落计１２０

ｓ。每只小鼠每天在同一时间测试３次，以连续爬行用时最短

的２次作为有效，取平均值作为小鼠最终爬杆时间。

１．２．５　标本采集　分别于造模第６、１３、２０、２７天分批处死小

鼠取材。用１０％水合氯醛腹腔麻醉小鼠，麻醉成功后，打开胸

腔，插管经左心室插入升主动脉，经插管快速注入３７℃生理盐

水灌流液冲洗，同时剪开右心耳放血，直到流出液不见血色，肝

脏发白为止。再用推注１０％福尔马林溶液灌注，直至小鼠头

和四肢僵硬，灌注完毕后迅速断头，剥离颅骨及软脑膜，取出

脑，置于１０％福尔马林固定液中继续固定，２４ｈ后０．１ｍｏｌ／Ｌ

的ＰＢＳ（ｐＨ＝７．２）液浸泡６ｈ中止固定。经脱水，常规石蜡包

埋，灌状连续切片，片厚５μｍ，隔１００μｍ取１，用于免疫组织化

学染色。

１．２．６　免疫组织化学（ＳＡＢＣ法）　切片常规脱蜡至水（二甲

苯Ⅰ、Ⅱ各１５ｍｉｎ；无水乙醇Ⅰ、Ⅱ各１０ｍｉｎ，９５％、９０％、８０％、

７０％乙醇依次浸没１０ｍｉｎ，纯水浸洗５ｍｉｎ×２次；ＰＢＳ浸泡５

ｍｉｎ×２次），３％ Ｈ２Ｏ２３７℃恒温箱孵育３０ｍｉｎ灭活内源性

酶；枸橼酸盐修复液微波煮沸修复，冷却至３７℃；５％ＢＳＡ羊

血清封闭；一抗分别用１∶１５０兔抗小鼠ＴＨ抗体，１∶２００Ｆｅｒ

ｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ（Ｈ５３），４℃过夜；生物素化山羊抗兔ＩｇＧ抗

体（Ⅱ抗）和ＳＡＢＣ，３７℃各孵育２０ｍｉｎ；ＤＡＢ显色，苏木素复

染２ｍｉｎ，ＨＣＬＡＬＣ分化１～２ｓ；脱水、透明、封片，阴性对照

以ＰＢＳ代替一抗进行染色。结果判定：以胞质内出现棕黄色

颗粒为阳性神经元。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，组间多样本均值间比较采用单因素方差检

验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　行为学测试　小鼠在注射 ＭＰＴＰ５～１０ｍｉｎ后，出现肢

体震颤、弓背、竖毛竖尾、后肢伸张及跳窜等动作，持续２０～３０

ｍｉｎ后，小鼠活动明显减少，动作迟缓，对外界反应降低，逃避

反应迟钝，甚至匍匐不动，此情况持续一段时间后逐渐恢复，２４

ｈ后完全消失。爬杆实验采用小鼠完成固定爬杆的时间来评

估小鼠的运动协调能力，见表１。

表１　　实验各组爬杆标准计分比较（狀＝１５，狓±狊，分）

组别 当天 １ｄ ３ｄ ５ｄ

空白对照组 ６．４０±１．３５ ７．０７±１．１６ ６．９３±１．９８ ６．８０±２．０４

模型对照组 ６．３３±１．６７ １９．２０±５．４０△△ ５４．７３±１７．０３△△ ７６．２８±２７．６５△△

ＹＺＸＦＴ低剂量组 ６．４７±１．５５ ２１．２０±６．３３ ４４．００±２０．８１ ６２．１４±１８．３７

ＹＺＸＦＴ中剂量组 ６．８０±１．７４ ２２．７３±９．４９ ４１．６７±２４ ５９．１５±１９．４５

ＹＺＸＦＴ高剂量组 ６．４７±１．８５ ２０．４０±４．２７ ３６．１３±１９．７７ ５３．２９±１２．２８

美多巴组 ６．７３±１．３９ １８．８０±４．３９ ３９．１３±１２．８７ ５０．９４±１４．８０

　　△：犘＜０．０５，△△：犘＜０．０１，与空白对照组比较；：犘＜０．０５，：犘＜０．０１，与模型对照组比较。

表２　　各组小鼠脑内Ｆｎ蛋白表达比较（狀＝３，狓±狊）

组别 剂量 ６ｄ １３ｄ ２０ｄ ２７ｄ

空白对照组 － ０．００５７±０．０００４ ０．００５８±０．０００２ ０．０１２６±０．００１９ ０．０１９２±０．００１７

模型对照组 － ０．０１８３±０．０００３△△ ０．０１２５±０．００１３△△ ０．０１９９±０．０００７△△ ０．０１９９±０．００００

ＹＺＸＦＴ低剂量组 ３５．７５ｇ／ｋｇ ０．０１８８±０．００１０ ０．０１４１±０．０００１ ０．０２３６±０．００１７ ０．０１４３±０．００１７

ＹＺＸＦＴ中剂量组 ７１．５０ｇ／ｋｇ ０．０４０３±０．００１９ ０．０３４８±０．０００４ ０．０２４６±０．００３２ ０．０２８６±０．０００１

ＹＺＸＦＴ高剂量组 １４３．００ｇ／ｋｇ ０．０９９１±０．００１８ ０．０７７１±０．００２５ ０．０９５２±０．００９２ ０．０５３７±０．００３２

美多巴组 １２５．００ｍｇ／ｋｇ ０．０８３７±０．００７９ ０．０８９１±０．００１４ ０．１４０１±０．００２３ ０．０６５５±０．００１８

　　△：犘＜０．０５，△△：犘＜０．０１，与空白对照组比较；：犘＜０．０５，：犘＜０．０１，与模型对照组比较。－：表示此项无数据。
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　 Ａ：空白对照组；Ｂ：模型对照组；Ｃ：ＹＺＸＦＴ低剂量组；Ｄ：ＹＺＸＦＴ中剂量组；Ｅ：ＹＺＸＦＴ高剂量组；Ｆ：美多巴组。

图１　　实验第２７天黑质内Ｆｎ免疫组织化学蛋白表达（ＳＡＢＣ法，×４００）

　　结果显示，首次注射 ＭＰＴＰ前１ｄ，各组小鼠均在６～１０ｓ

内完成爬杆活动，注射 ＭＰＴＰ后，模型对照组与空白对照组比

较，完成爬杆时间出现延长，且完成爬杆时间随着用药时间的

延长而显著增加，尤其从第３天开始，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），中药组与模型对照组比较，爬杆时间有所缩短。

２．２　Ｆｎ组化染色　Ｆｎ阳性细胞染色为棕黄色，为神经胶质

细胞，空白对照组小鼠脑内胞质着色均匀分布，神经细胞胞体

正常，轮廓饱满，核仁清晰，模型对照组与空白对照组比较，模

型对照组神经胶质细胞数量明显降低，治疗组神经胶质细胞较

模型对照组增多，体积较饱满，结构较清晰，见图１。

２．３　ＹＺＸＦＴ对小鼠脑内Ｆｎ蛋白表达的影响　Ｆｎ免疫组织

化学结果显示，在给药的第６、１３、２０天模型组Ｆｎ含量与空白

组比较增加，差异均有统计学差异（犘＜０．０５），分别为２．２１

倍、１．１５倍、０．３６倍。给药的第６、１３、２０和２７天，ＹＺＸＦＴ低

剂量组与模型对照组比较，差异无统计学意义（犘＜０．０５）；

ＹＺＸＦＴ中剂量组与模型对照组比较，Ｆｎ蛋白表达分别增加了

１．２０倍（犘＜０．０１）、１．７８倍（犘＞０．０５）、９５．２％（犘＞０．０５）、

４８．９５％（犘＜０．０１）；ＹＺＸＦＴ高剂量组与模型对照组比较，Ｆｎ

蛋白表达分别增加了４．４１、５．１６、６．５５、１．７９倍，差异均有统计

学意义（犘＜０．０１）；而美多巴组与模型对照组比较，Ｆｎ蛋白表

达分别增加了３．５７、６．１２、１０．１９、２．４１倍，差异均有统计学意

义（犘＜０．０１），见表２。

３　讨　　论

ＹＺＸＦＴ以熟地、龟板、鹿角胶为君药，辅以其他滋肝阴、补

肾气、补脾益气、活血化瘀、化疾通络的中药有效成分，从多靶

点、多层次、多途径整体调节机体功能，达到熄风止痉、引血下

行、肾阳充盛，肝阳下潜，虚风得熄，筋脉得养，抽搐震颤自止的

效果，符合ＰＤ的中医治疗理论。行为学上采用爬杆实验
［３４］

作为测试小鼠协调运动能力改变的指标，结果显示在造模第３

天，模型对照组与空白对照组的出现显著差异，随着 ＭＰＴＰ注

射时间的增加，每次注射后小鼠的运动障碍程度较前１ｄ增

加，症状持续时间相应延长。中药治疗组和美多巴组与模型对

照组比较ＰＤ小鼠运动协调障碍均有不同程度的减轻，恢复时

间有所缩短，显示ＹＺＸＦＴ可减轻ＰＤ小鼠的行为学障碍，实验

结果表明，本次研究所采用的连续５ｄ腹腔注射 ＭＰＴＰ（３０ｍｇ

·ｋｇ
－１·ｄ－１）建立的ＰＤ小鼠模型是可靠的，并且 ＹＺＸＦＴ对

ＭＰＴＰ所致小鼠运动协调能力障碍具有一定的改善作用。

多数学者普遍认为，铁通过Ｆｅｎｔｏｎ反应与 Ｈ２Ｏ２ 反应产

生具有高度活性的羟自由基（ＯＨ），ＯＨ通过作用于核酸、蛋

白质和含有大量不饱和脂肪酸的细胞膜，从而引起细胞损

伤［５］。结合的Ｆｅ３＋需要被还原成Ｆｅ２＋后才能与 Ｈ２Ｏ２ 反应生

成ＯＨ，这是铁产生氧化应激损伤的一个关键环节。铁在脑内

主要以Ｆｎ的形式储存，Ｆｎ是由蛋白质外壳和壳内无机复合体

的铁核构成。蛋白质外壳是由重链（Ｈ亚基）和轻链（Ｌ亚基）

组成。Ｈ亚基含有有活性的铁氧化酶，它是氧化Ｆｅ２＋的关键

酶［６］。ＳＮ内铁以Ｆｅ２＋的形式被摄取，随之在铁蛋白外壳被铁

氧化酶氧化为Ｆｅ３＋并转入铁核，以多聚体形式聚集在铁核内，

而Ｌ亚基不含有铁氧化酶。因此 Ｈ亚基具有迅速结合和稳定

铁，减少氧化应激损伤的作用，被认为是细胞抗氧化损伤的天

然保护剂。同样，铁蛋白中的Ｆｅ３＋也可以在多种生物还原剂

如半胱氨酸、还原型核黄素和抗坏血酸的作用下还原成Ｆｅ２＋

而释放［７］。正常情况下，当细胞内增多的Ｆｅ２＋水平高于细胞

代谢所需时，就会诱导Ｆｎ合成，这样游离铁就可以结合在铁

蛋白核内，以一种可利用的无毒形式存在。如果铁蛋白的合成

正常进行，ＳＮ中增加的铁就会是无毒性状态
［８］，Ｆｎ可以防止

细胞内过剩的自由铁离子的堆积，因此，被认为是天然的铁螯

合剂。

本研究结果显示，模型对照组比空白对照组Ｆｎ显著增

加，可能是游离铁的增加诱发铁蛋白合成增多。而治疗组小鼠

Ｆｎ水平较模型组增多显著，且随着剂量的增加，Ｆｎ水平也增

加，ＹＺＸＦＴ高剂量组与美多巴组近似，提示ＹＺＸＦＴ可能是通

过促进胶质细胞内铁蛋白含量的增加，进而结合游离铁离子，

降低铁的异常堆积，对抗神经细胞膜上产生的脂质过氧化反

应，从而保护黑质多巴胺神经元免遭氧化应激的攻击，达到抗

ＰＤ的目的。

（下转第１８９５页）
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３为活性的 ＭＭＰ３，ＭＭＰ３又可快速激活ＰｒｏＭＭＰ９，大量

ＭＭＰ３，９又可刺激细胞分泌更多的ｕＰＡ，从而在细胞外基质

降解病理过程中形成一个恶性循环，通过早期干预，抑制ｕＰＡ

的表达水平，可显著减缓组织胶原的降解。笔者前期构建了靶

向ｕＰＡｓｈＲＮＡ序列并进行慢病毒包装，本研究在进行慢病毒

包装时加载了ＧＦＰ，转染软骨细胞后观察不同分组之间ｕＰＡ、

ＭＭＰ３基因和蛋白的表达水平，结果显示ｕＰＡｓｉＲＮＡ慢病毒

载体可高效转染软骨细胞，其可显著抑制ｕＰＡ、ＭＭＰ３基因

和蛋白的表达水平，而同期应用 ＭＭＰ３抑制剂 ＴＩＭＰ后，其

只抑制了 ＭＭＰ３蛋白的表达，对ｕＰＡ、ＭＭＰ３基因和ｕＰＡ

蛋白的表达未产生任何影响，进一步表明沉默ｕＰＡ在 ＯＡ病

变早期基因治疗中的价值，也间接证明ｕＰＡ作为调控 ＭＭＰ３

表达的上游因子，在 ＭＭＰ３相关分子信号通路中发挥着极其

重要的作用。笔者后续将通过动物实验进一步验证此项研究

结果，为进一步研究ｕＰＡ基因在 ＯＡ病变中的作用机制及其

治疗作用奠定实验基础。
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