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摘要:目的　 探讨温肾养肝汤保护多巴胺(Dopamine,DA)能神经元,延缓帕金森病(Parkinson's
 

disease,PD)进程的作用机制。
方法　 将 50 只小鼠随机分为正常组,模型组,温肾养肝汤高、低剂量组,金刚烷胺组,每组 10 只,除正常组外,其余组小鼠腹腔

注射 30
 

mg·kg-1
 

1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶(MPTP),每周 2 次,连续 4 周,建立 MPTP 致小鼠 PD 模型,灌胃温肾养

肝汤,每日 1 次,连续 3 周。 观察 PD 小鼠的行为学变化;免疫组化和尼氏染色法检测 DA 能神经元细胞数;HPLC 法检测病理

组织中 DA、3,4-二羟基苯乙酸(3,4-Dihydroxyphenylacetic
 

acid,DOPAC)和高香草酸(Homovanillic
 

acid,HVA)含量;比色法测

定小鼠黑质线粒体中 ATP 酶(ATPase)、线粒体呼吸链复合物Ⅰ(ComplexⅠ)活性;Western
 

blot 测定 PINK1、Parkin、VDAC1、
LC3Ⅱ / Ⅰ、P62 蛋白相对表达量。 结果　 行为学检测显示,与模型组相比,温肾养肝汤能明显改善小鼠的肌肉力量和运动平衡

(P<0. 01),延长小鼠在滚筒上的时间(P<0. 01);免疫组化显示,温肾养肝汤高剂量组可观察到大量酪氨酸氢化酶(Tyrosine
 

hydrogenase,TH)免疫反应呈阳性的细胞,明显的细胞突起,与尼氏染色结果一致,同时小鼠纹状体中 DA 和 HVA 含量明显提

高(P<0. 05,P<0. 01);黑质线粒体酶活性和自噬通路相关蛋白研究显示,高剂量温肾养肝汤能明显提高 ATPase 和 ComplexⅠ
活性(P<0. 01),同时还能上调模型小鼠的 PINK1(P<0. 05)、Parkin(P<0. 01)、LC3Ⅱ / Ⅰ(P<0. 01)蛋白表达,抑制 P62 蛋白表

达(P<0. 01)。 结论　 温肾养肝汤通过提高线粒体功能,激活 PINK1 / Parkin 介导的线粒体自噬过程来保护 DA 能神经元,改善

PD 模型小鼠行为学功能障碍,延缓 PD 进程。
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ABSTRACT 
 

OBJECTIVE　 To
 

explore
 

the
 

potential
 

mechanism
 

of
 

Wenshen
 

Yanggan
 

Decoction
 

on
 

protecting
 

dopaminergic
 

neurons
 

and
 

delaying
 

the
 

process
 

of
 

Parkinson's
 

disease
 

 PD .
 

METHODS　 Fifty
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

5
 

groups
 

 n = 10  
 

control
 

group 
 

model
 

group 
 

Wenshen
 

Yanggan
 

Decoction
 

high
 

dose
 

group 
 

Wenshen
 

Yanggan
 

Decoction
 

low
 

dose
 

group
 

and
 

amantadine
 

group.
 

Except
 

for
 

the
 

control
 

group 
 

mice
 

were
 

injected
 

intraperitoneally
 

with
 

30
 

mg
 

 kg-1
 

of
 

1-methyl-4-phenyl-1 2 3 6-tetrahydro-
pyridine

 

 MPTP  
 

twice
 

a
 

week
 

for
 

4
 

consecutive
 

weeks
 

to
 

establish
 

a
 

Parkinson's
 

disease
 

 PD 
 

mouse
 

model.
 

The
 

mice
 

were
 

adminis-
trated

 

with
 

Wenshen
 

Yanggan
 

Decoction
 

by
 

gavage
 

once
 

a
 

day
 

for
 

3
 

weeks.
 

The
 

behavioral
 

effects
 

of
 

mice
 

were
 

observed.
 

Immunohisto-
chemistry

 

and
 

Nissl
 

staining
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

number
 

of
 

DA
 

neurons.
 

The
 

contents
 

of
 

DA 
 

3 4 -dihydroxyphenylacetic
 

acid
 

 DOPAC 
 

and
 

homovanillic
 

acid
 

 HVA 
 

in
 

pathological
 

tissues
 

were
 

measured
 

by
 

HPLC.
 

Colorimetric
 

method
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

activities
 

of
 

ATPase
 

and
 

mitochondrial
 

respiratory
 

chain
 

Complex Ⅰ
 

in
 

the
 

substantia
 

nigra.
 

The
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

PINK1 
 

Parkin 
 

VDAC1 
 

LC3Ⅱ / Ⅰ 
 

and
 

P62
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

RESULTS　 The
 

behavioral
 

tests
 

showed
 

that
 

com-
pared

 

with
 

the
 

model
 

group 
 

Wenshen
 

Yanggan
 

Decoction
 

significantly
 

improved
 

the
 

muscle
 

strength
 

and
 

exercise
 

balance
 

of
 

mice
 

 P<
0. 01  

 

and
 

prolonged
 

the
 

duration
 

of
 

mice
 

on
 

the
 

roller
 

 P<0. 01 .
 

The
 

results
 

of
 

the
 

immunohistochemistry
 

demonstrated
 

that
 

a
 

large
 

number
 

of
 

TH
 

immunoreactive
 

cells
 

and
 

obvious
 

cell
 

protrusions
 

were
 

observed
 

in
 

Wenshen
 

Yanggan
 

Decoction
 

high
 

dose
 

group 
 

which
 

was
 

consistent
 

with
 

the
 

results
 

of
 

the
 

Nissl
 

staining
 

assay.
 

In
 

addition 
 

Wenshen
 

Yanggan
 

Decoction
 

significantly
 

increased
 

the
 

levels
 

of
 

DA
 

and
 

HVA
 

 P<0. 05 
 

P<0. 01 
 

in
 

the
 

striatum.
 

Furthermore 
 

treatment
 

with
 

the
 

high
 

dose
 

Wenshen
 

Yanggan
 

Decoction
 

profoundly
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promoted
 

the
 

activities
 

of
 

ATPase
 

and
 

ComplexⅠ P<0. 01  
 

up-regulated
 

the
 

protein
 

levels
 

of
 

PINK1
 

 P<0. 05  
 

Parkin
 

 P<0. 01 
 

and
 

LC3Ⅱ / Ⅰ
 

 P<0. 01   
 

and
 

inhibited
 

P62
 

protein
 

expression
 

 P< 0. 01  
 

in
 

MPTP -induced
 

mice.
 

CONCLUSION 　 Wenshen
 

Yanggan
 

Decoction
 

can
 

improve
 

mitochondrial
 

function 
 

and
 

provide
 

neuroprotective
 

effect
 

in
 

PD
 

by
 

activating
 

PINK1 / Parkin
 

mediated
 

mitochondrial
 

autophagy
 

pathway.
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PINK1 / Parkin

　 　 帕金森病(Parkinson's
 

disease,PD)是一种常见

的神经系统退行性疾病,以中脑黑质多巴胺( Dopa-
mine,DA)能神经元丧失,纹状体中 DA 含量明显减

少以及黑质和蓝斑中存在路易小体 ( Lewy
 

body,
LB)等为主要病理特征,以肌张力增强、运动障碍,
同时可能伴有认知能力下降为主要临床症状[1] 。
据估计,到 2030 年,我国 PD 患者将会达到 494 万,
约占全世界患者 50%[2] 。 目前,临床上只能通过外

科手术以及左旋多巴类、左旋多巴增效剂、DA 受体

激动剂和促 DA 释放类等药物干预来控制 PD 病情,
尚无法根治,且药物短期疗效较好,但长期使用易出

现疗效减退现象,寻找更为有效的治疗 PD 新药尤

为迫切[3] 。
PD 致病因素较多,发病机制尚不明确,诸多证

据表明黑质内 DA 能神经元退化与线粒体功能障碍

和自噬通路功能异常等相关[4] ,以 ROS 产生过多、
ATP 产生减少、线粒体 DNA 损伤等为主要特征的线

粒体功能缺陷在 PD 发病过程中起着关键作用[5] 。
同时,线粒体自噬通路的异常,不能及时清除损伤或

病变的线粒体,导致线粒体动态性失调,造成 PD 的

发生和发展[6] 。
温肾养肝汤是江苏省名中医赵杨教授治疗 PD

的经验方,全方由肉苁蓉、乌药、益智仁、淮山药、炒
白芍和钩藤 6 味药组成,临床上具有保护 DA 能神

经元,延缓 PD 的疗效[7] 。 前期研究结果也证实,方
中君药肉苁蓉能明显升高黑质纹状体中 DA 及其代

谢物含量,下调 α-突触核蛋白表达,保护 PD 模型

大鼠的 DA 能神经元,改善大鼠神经行为学特征[8] ,
但全方治疗 PD 的作用机制尚不清楚。 本研究建立

1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶(MPTP)致 PD
小鼠模型,观察温肾养肝汤保护 DA 能神经元的作

用,并从线粒体功能及自噬通路方面探究其分子机

制,以期为 PD 治疗药物开发提供更多科学依据。
1　 材料

1. 1　 实验动物

成年雄性 C57 / BL6 小鼠 50 只,10 周龄,体质量

25 ~ 30
 

g,由上海西普尔-必凯实验动物有限公司提

供,动物生产许可证号:SCXK(沪) 2018 - 0006。 在

南京中医药大学动物实验中心适应性饲养(伦理

号:202102A002),自由饮水,温度 20 ~ 25
 

℃ ,湿度

40% ~ 70%。 适应性饲养 1 周。
1. 2　 药材

1. 2. 1　 温肾养肝汤处方　 肉苁蓉 30
 

g,乌药 20
 

g,
益智仁 30

 

g,淮山药 20
 

g,炒白芍 20
 

g,钩藤 20
 

g,按
处方量加 20 倍纯水,煎煮 2 次,每次 1. 5

 

h,浓缩至

生药量 4
 

g·mL-1。 给药前,分别稀释成高、低剂量

1. 6、0. 8
 

g·mL-1

1. 2. 2　 试剂　 MPTP(货号:M0896,用无菌生理盐

水配制成 3
 

mg·mL-1 溶液)和酪氨酸羟化酶( Ty-
roxine

 

hydroxylase, TH ) 多 克 隆 抗 体 ( 货 号:
SAB4200697)购自 Sigma - Aldrich 公司;金刚烷胺

(货号:A800770,配置成 4
 

mg·mL-1 溶液)购自上

海麦克林;ATP 酶(ATPase)活性检测试剂盒(货号:
ab234055)和线粒体呼吸链复合物Ⅰ( Complex

 

Ⅰ)
活性检测试剂盒(货号:ab109721) 购自 Abcam 公

司;PINK1 抗体 (货号: ab23707)、 Parkin 抗体 ( 货

号:ab264105)、 VDAC1 抗体 (货号: ab15895)、 P62
抗体 ( 货 号: ab56416 )、 LC3

 

Ⅱ / Ⅰ 抗 体 ( 货 号:
ab128025)、COX

 

Ⅳ抗体(货号:ab202554)、山羊抗

小鼠二抗(货号:ab205719)和山羊抗兔二抗(货号:
ab205718)均购自 Abcam 公司;Tubulin 抗体(货号:
AF7011) 购自 Affinity 公司; ECL 试剂盒 ( 货号:
P1000-25)购自北京普利莱生物技术公司,二氨基

联苯胺(DAB) (货号:ZLI-9017)购自中杉金桥;线
粒体提取试剂盒(货号:SM0020)购自北京索莱宝;
DA(货号: B25300)、高香草酸 ( Homovanillic

 

acid,
HVA)(货号:B20433)、3,4-二羟基苯乙酸(3,4-Di-
hydroxyphenylacetic

 

acid,DOPAC)(货号:B21788)购

于上海源叶生物。
2　 方法

2. 1　 动物饲养分组

50 只小鼠分笼后,随机分成正常组、模型组、温
肾养肝汤低剂量组(低剂量组)、温肾养肝汤高剂量

组(高剂量组)、金刚烷胺组,每组 10 只。
2. 2　 动物造模

适应性饲养 1 周后,除正常组外,其余组小鼠每

日腹腔注射 30
 

mg·kg-1
 

MPTP,每周 2 次,连续 4
周。
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2. 3　 药物处理

根据动物体表面积折算小鼠给药量[9] 。 造模 1
周后,温肾养肝汤低剂量组和高剂量组小鼠分别灌

胃 8、 16
 

g · kg-1 · d-1; 金 刚 烷 胺 组 小 鼠 灌 胃

40
 

mg·kg-1·d-1,正常组和模型组小鼠灌胃等体积

纯水,每日 1 次,连续 3 周。 最后 1 次 MPTP 腹腔注

射后,进行行为学检测。
2. 4　 行为学检测

从最后一次 MPTP 注射前 5
 

d 开始,每天对小

鼠进行训练以适应行为学检测,采用爬杆试验、牵引

试验和滚筒试验[10]检测 5 组小鼠肢体运动协调性。
爬杆试验: 在垂直木制表面粗糙的杆 ( 高

50
 

cm,直径 1
 

cm)顶部固定一个直径为 2. 5
 

cm 的

塑料小球,将小鼠放置于杆顶,记录小鼠下降转弯潜

伏期和整个爬杆时间,测定 3 次,每次间隔 30
 

min。
牵拉试验:将小鼠前肢悬挂在水平钢丝上,用两

个后肢抓住钢丝记 3 分,用单个后肢抓住钢丝记 2
分,两个后肢均抓不住钢丝记 1 分,落下得 0 分。

滚筒试验: 小鼠在滚轴上 ( 直径 6
 

cm, 转速

20
 

r·min-1)保持平衡并连续运动,记录运动时间,
连续测 20 次,取平均值。
2. 5　 脑组织取材

行为学检测后,腹腔注射 45
 

mg·kg-1 戊巴比

妥钠麻醉,将小鼠大脑剥离,切割成 2 个完全相同的

半球,1 个半球分离黑质,部分黑质 4%甲醛固定,用
于组织病理学研究;另 1 个半球分离黑质和纹状体,
-80

 

℃储存。
2. 6　 免疫组化法分析 DA 能神经元数[11]

分别取黑质组织,石蜡包埋后,切成 30
 

μm 厚,
PBS 洗涤后,牛血清白蛋白封闭,加 TH 抗体( 1 ∶
1

 

000)4
 

℃孵育过夜,洗涤后,再加生物素标记的二

抗,室温孵育,经 DAB 显色后封片,取 21 个连续切

片选择视野于同一放大倍数、同一光强度下拍摄,用
无偏体视学方法计算黑质总 TH 阳性神经元数量。
2. 7　 尼氏染色

冷冻切片依次经过二甲苯、无水乙醇、95%乙

醇、80%乙醇、70%乙醇和蒸馏水处理,切片在尼氏

染色液中 40
 

℃ 孵育 10
 

min,并用蒸馏水清洗。 之

后,切片依次经 70%乙醇、80%乙醇、95%乙醇,各脱

水 2
 

min;然后经无水乙醇 2 次,每次 5
 

min,二甲苯

2 次,每次 10
 

min。 最后 DPX 封片,显微镜下尼氏

体呈紫色,细胞核呈淡紫色。
2. 8　 纹状体中 DA 及其代谢物检测

组织匀浆后,取 50
 

μL 上清液,按照文献描述的

方法[12] ,测定 DA、HVA 和 DOPAC 含量。 HPLC 色

谱条件:电化学检测器(美国 Waters 公司,2696),流
动相为 A(1%醋酸铵水溶液) ∶B(甲醇)= 94 ∶6 等度

洗脱,流速为 0. 5
 

mL·min-1,柱温 22
 

℃ 。 用外标法

计算 DA 及其代谢物 HVA、DOPAC 的含量。
2. 9　 线粒体酶活性评价

按照试剂盒说明书检测 ATPase 和 ComplexⅠ
的活性。
2. 10　 Western

 

blot 检测

取黑质组织匀浆,加 RIPA 裂解缓冲液,用试剂

盒提取线粒体总蛋白,再用 BCA 法测定蛋白浓度。
上样量 50

 

μg,根据目的蛋白分子量选择 10% ~ 12%
 

SDS-PAGE 进行电泳分离,转膜后,按比例孵育一抗

[PINK1 抗体( 1 ∶ 1
 

000)、 Parkin 抗体( 1 ∶ 1
 

000)、
VDAC1 抗体(1 ∶ 1

 

000)、P62 抗体(1 ∶ 1
 

000)、LC3
 

Ⅱ / Ⅰ抗体(1 ∶ 1
 

000)],洗涤后,加二抗孵育,ECL
显影,以 Tubulin(1 ∶ 3

 

000) 为总蛋白内参、COX
 

Ⅳ
(1 ∶1

 

000)为线粒体蛋白内参,计算目的蛋白的相对

表达水平,所有试验重复 3 次。
2. 11　 统计学方法

所有试验结果以 x ± s 表示,多组间比较采用

ANOVA 和 Dunnett's 事后检验。 P<0. 05 表示差异有

统计学意义。
3　 结果

3. 1　 小鼠造模情况

模型组小鼠腹腔注射 MPTP 后出现全身震颤、
运动迟缓、活动减少、后肢张开以及皮毛和尾巴竖立

的特征,而且随着 MPTP 给药次数的增加,上述症状

趋于明显,提示造模成功。
3. 2　 温肾养肝汤对 PD 小鼠行为学的影响

与正常组相比,模型组小鼠爬杆完成时间明显

延长(P<0. 01),滚筒试验时间明显缩短(P<0. 01),
牵拉试验得分显著降低(P<0. 01),经温肾养肝汤干

预后,高剂量组小鼠爬杆完成时间和滚筒试验时间

以及牵拉试验得分均得到明显改善,与模型组比较

具有统计学差异(P<0. 01),提示温肾养肝汤可以改

善 PD 小鼠运动障碍,增强肌肉抓力。 见图 1。
3. 3　 温肾养肝汤对 PD 小鼠中脑黑质 DA 能神经元

数的影响

免疫组化结果显示,正常组小鼠 DA 能神经元

胞浆和纤维染色较深,细胞突起明显,TH 免疫反应

阳性信号明显;MPTP 可引起小鼠明显的 DA 能神
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经元毒性,中脑腹侧被盖区( Ventral
 

tegmental
 

area,
VTA)和黑质致密部( SNpc)

 

DA 能神经元明显丢

失,TH 免疫反应阳性细胞数减少,多数细胞无突起,
而经温肾养肝汤干预后,高剂量组可见大量 TH 免

疫反应阳性细胞,细胞突起较易观察(P<0. 01)。 尼

氏染色结果显示,相比于正常组,模型组尼氏小体缺

失严重(P<0. 01),经温肾养肝汤干预后,尼氏小体

数明显增加(P<0. 01)。 见图 2。

注:与正常组比较,∗∗ P<0. 01;与模型组相比较,# P<0. 05,## P<0. 01。 x±s,n = 10。
图 1　 温肾养肝汤对 PD 小鼠运动障碍的影响

Fig.
 

1　 Effects
 

of
 

Wenshen
 

Yanggan
 

Decoction
 

on
 

dyskinesia
 

in
 

PD
 

mice

注:与正常组比较,∗∗ P<0. 01;与模型组比较,## P<0. 01。 x±s,n = 3。
图 2　 温肾养肝汤对 PD 小鼠 DA 能神经元的影响

Fig.
 

2　 Effects
 

of
 

Wenshen
 

Yanggan
 

Decoction
 

on
 

dopaminergic
 

neurons
 

in
 

PD
 

mice
3. 4　 温肾养肝汤对 PD 小鼠大脑纹状体 DA 能神经 元功能的影响
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结果见表 1 和图 3。 与正常组相比,模型组小

鼠纹状体中 DA、DOPAC 和 HVA 含量明显降低(P<
0. 01 ), DOPAC / DA 和 HVA / DA 明显升高 ( P <
0. 01),而给予高剂量温肾养肝汤可明显提高 DA 及

其代谢物 HVA 含量( P < 0. 05,P < 0. 01),DOPAC /
DA 和 HVA / DA 也有不同程度降低( P < 0. 05,P <
0. 01),阳性对照药金刚烷胺也能明显减轻 MPTP
致 PD 小鼠纹状体 DA 的损失( P<0. 01),提示温肾

养肝汤或金刚烷胺能改善 DA 的利用率和周转代谢

率。
表 1　 温肾养肝汤对 PD 小鼠纹状体 DA 及其代谢物

的影响( x±s,ng·mg-1 ,n = 6)
Table

 

1　 Effects
 

of
 

Wenshen
 

Yanggan
 

Decoction
 

on
 

DA
 

and
 

its
 

metabolites
 

in
 

PD
 

mice
 

( x±s,ng·mg-1 ,n = 6)

组别 DA DOPAC HVA

正常组 6. 10±0. 59 6. 02±0. 63 6. 18±0. 71
模型组 2. 83±0. 56∗∗ 4. 51±0. 37∗∗ 4. 26±0. 23∗∗

低剂量组 3. 95±0. 51# 5. 26±0. 41 4. 54±0. 47
高剂量组 4. 24±0. 37## 5. 30±0. 49 5. 11±0. 19#

金刚烷胺组 5. 55±0. 63## 5. 46±0. 74# 5. 31±0. 62##

　 注:与正常组比较,∗∗ P< 0. 01;与模型组相比较,# P < 0. 05,## P <
0. 01。

　 注:与正常组比较,∗∗ P<0. 01;与模型组比较,# P<0. 05,## P<0. 01。 x±s,n = 6。

图 3　 温肾养肝汤对 PD 小鼠纹状体 DOPAC / DA 和 HVA / DA 的影响

Fig.
 

3　 Effects
 

of
 

Wenshen
 

Yanggan
 

Decoction
 

on
 

DOPAC / DA
 

and
 

HVA / DA
 

in
 

PD
 

mice

3. 5　 温肾养肝汤对 PD 小鼠线粒体酶活性的影响

结果见图 4。 与正常组相比,模型组小鼠线粒

体酶活性明显低于正常小鼠(P<0. 01),温肾养肝汤

高剂量能明显提高 ATPase 和 ComplexⅠ酶活性(P<

0. 01)(见图 4),提示温肾养肝汤能明显改善 PD 小

鼠黑质线粒体酶活性,恢复线粒体功能,为神经元的

存活供能。

　 注:与正常组比较,∗∗ P<0. 01;与模型组比较,## P<0. 01。 x±s,n = 6。

图 4　 温肾养肝汤对 PD 小鼠线粒体酶活性的影响

Fig.
 

4　 Effects
 

of
 

Wenshen
 

Yanggan
 

Decoction
 

on
 

ATPase
 

and
 

ComplexⅠ
 

activities
 

in
 

PD
 

mice

3. 6　 温肾养肝汤对线粒体自噬通路蛋白表达的影

响

Western
 

blot 结果显示,造模后小鼠黑质线粒体

的 PINK1、Parkin、VDAC1、LC3Ⅱ / Ⅰ表达明显下调

(P<0. 01),P62 明显上调(P<0. 01),高剂量温肾养

肝汤干预可显著改善各蛋白表达(P<0. 01),提示温

肾养肝汤对 DA 能神经元保护作用可能与调控线粒

体自噬有关。 见图 5。
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注:与正常组比较,∗∗ P<0. 01;与模型组比较,# P<0. 05,## P<0. 01。

图 5　 温肾养肝汤对 PD 小鼠线粒体自噬通路蛋白表达的影响

Fig. 5　 Effects
 

of
 

Wenshen
 

Yanggan
 

Decoction
 

on
 

mitochondrial
 

autophagy
 

pathway-related
 

protein
 

expressions
 

in
 

PD
 

mice

4　 讨论

古代中医典籍中无 PD 病名的记载,根据 PD 临

床表现其归属于“颤证”范畴,而众多医家认为“颤

证”多属内风,病在肝肾[13] 。 同样,赵杨教授也认为

肝肾亏虚,肝风内动,筋脉失养是 PD 的主要病机,
病位在筋脉,与肝、肾、脾密切相关[7] ,并根据多年

临床经验自拟了温肾养肝汤,方中肉苁蓉温补肾阳、
润肠通便,乌药温肾散寒,益智仁温脾暖肾、涩精缩

尿,山药补肺脾肾,钩藤平肝熄风,白芍养血敛阴,以
避免肉苁蓉、乌药温燥引动肝阳。

目前 PD 动物模型制备主要是利用化学、物理

等方法破坏黑质-纹状体 DA 递质神经系统,产生神

经元变性丢失的特异性病理改变[14] 。 MPTP 是一

种亲脂性化学试剂,对黑质和纹状体有较强敏感性,
其代谢物可被 DA 能神经元摄取,抑制线粒体复合

物活性,导致 DA 能神经元变性,进而准确模拟出

PD 患者的运动障碍症状[14] 。 基于此,选择 MPTP
作为造模剂复制小鼠 PD 模型研究温肾养肝汤对

PD 小鼠的 DA 能神经元保护作用及其对线粒体功

能和自噬途径的影响。
中脑黑质 DA 能神经元变性丢失,纹状体内 DA

含量明显降低是 PD 的主要病理特征。 生理情况

下,DA 是在 DA 能神经元胞质内由酪氨酸经 TH 和

芳香族 L-氨基酸脱羧酶( AADC)作用异构脱羧而

成,以囊泡形式经轴突末端释放到突触间隙,与突触

后受体结合传递信号[15] ;突触间隙内游离 DA 被轴

突末梢上转运蛋白摄取后,经线粒体单胺氧化酶

(MAO)代谢成具有内源性神经毒素的 3,4-二羟基

苯乙醛(DOPAL),再经乙醛脱氢酶( ALDH)转化为

低反应活性的 DOPAC,进一步代谢为 HVA,维持着

DA 动态平衡[16] 。 本实验中,与模型组相比,温肾养

肝汤高剂量能显著提高中脑黑质中 TH 抗体阳性细

胞数(P<0. 01),且可明显观察到阳性细胞突起,提
示温肾养肝汤能保护 PD 小鼠的 DA 能神经元;同时

对纹状体中 DA 及其代谢物进行分析,发现高剂量

温肾养肝汤能明显提高 PD 小鼠脑内 DA ( P <
0. 01)、HVA 含量( P<0. 05),降低 DOPAC / DA( P <
0. 01)、HVA / DA( P<0. 05),改善 DA 周转代谢率,
进一步证实温肾养肝汤能对抗 MPTP 诱导的 DA 能

神经元丢失。
线粒体分裂融合的动态性失调与神经元细胞存

活以及 PD 等神经退行性疾病发生密切相关[17] 。
正常情况下,DA 能神经元细胞内线粒体分裂与融

合过程的平衡保持着线粒体形态、数量和功能的正

常,而在 PD 疾病状态下,ComplexⅠ被抑制,使线粒

体功能缺陷,ROS 大量聚集,诱发 DA 能神经元丢

—721—徐成成,等:温肾养肝汤对 MPTP 所致帕金森病多巴胺能神经元损伤保护的分子机制研究　 第 2 期



失,同时介导受损线粒体降解的线粒体自噬也被抑

制,造成受损细胞器聚集,进一步加剧 DA 能神经元

丢失[18] 。 PINK1 是线粒体质量控制主要调节因子,
可被线粒体损伤因素激活,磷酸化 Parkin,泛素化线

粒体底物,通过 VDAC1 通道将接头蛋白 P62 募集

到线粒体上,被自噬受体识别后,在连接蛋白 LC3
Ⅱ / Ⅰ作用下,被自噬泡招募,启动线粒体自噬,以清

除损伤或病变的线粒体;在清除线粒体的过程中,与
底物结合的 P62 也会被蛋白酶水解[18-20] 。 本实验

结果证实,温肾养肝汤能明显提高 PD 小鼠黑质中

ComplexⅠ和 ATPase 活性,提示温肾养肝汤能改善

线粒体功能;同时还能上调黑质线粒体中 PINK1、
Parkin、VDAC1 和 LC3Ⅱ / Ⅰ蛋白的表达,下调 P62
蛋白表达,提示温肾养肝汤能恢复 PD 小鼠黑质线

粒体自噬,及时清除受损的线粒体。
综上所述,温肾养肝汤能保护 PD 小鼠的 DA 能

神经元,提高脑内 DA 含量,改善小鼠行为学特征,
延缓疾病进程, 可能与改善线粒体功能, 激活

PINK1 / Parkin 介导的线粒体自噬相关。
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