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  [摘 要] 目的 探讨天智颗粒对帕金森病(PD)小鼠模型脑黑质和脊髓多巴胺(DA)能神经元的影响。
方法 2022年9月采用1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶25

 

mg/(kg·d)腹腔注射5
 

d
 

的方法构建PD小鼠模

型,采用随机数字表法分为模型组和天智颗粒5、2、1
 

g/kg组,每组10只,另取10只小鼠作为正常对照组。灌

胃给药2周后比较各组小鼠行为学变化、中脑黑质和脊髓DA能神经元存活数量及形态变化、神经元内酪氨酸

羟化酶阳性表达情况等。结果 与正常对照组比较,模型组小鼠悬挂能力下降、游泳时间缩短,经天智颗粒干

预后可有效提高小鼠悬挂能力,延长游泳时间,黑质和脊髓灰质前角DA能神经元数量和神经元内酪氨酸羟化

酶阳性表达均明显减少,经天智颗粒5、2
 

g/kg干预后小鼠黑质和脊髓DA能神经元检测指标明显改善,差异均

有统计学意义(P<0.05)。结论 天智颗粒可改善PD小鼠行为学,提高中脑黑质和脊髓部位DA能神经元及

突起的存活数目,增加中枢神经系统内DA的含量,表明天智颗粒对黑质和脊髓灰质前角多巴能神经元具有保

护作用。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

Tianzhi
 

Granule
 

on
 

dopaminergic(DA)
 

neurons
 

in
 

substantia
 

nigra
 

and
 

spinal
 

cord
 

of
 

Parkinson's
 

disease(PD)
 

mouse
 

model.Methods PD
 

mouse
 

model
 

was
 

constructed
 

by
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
 

25
 

mg/(kg·d)
 

for
 

five
 

days
 

in
 

September
 

2022.The
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

model
 

group
 

and
 

the
 

Tianzhi
 

Granule
 

5,2,1
 

g/kg
 

groups,with
 

10
 

mice
 

in
 

each
 

group.Another
 

10
 

mice
 

were
 

taken
 

as
 

the
 

normal
 

control
 

group.Af-
ter

 

two
 

weeks
 

of
 

intragastric
 

administration,the
 

behavioral
 

changes
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group,the
 

number
 

and
 

morphology
 

changes
 

of
 

DA
 

neurons
 

in
 

the
 

substantia
 

nigra
 

and
 

spinal
 

cord,and
 

the
 

positive
 

expression
 

of
 

tyro-
sine

 

hydroxylase
 

in
 

neurons
 

were
 

compared.Results Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,the
 

suspension
 

ability
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

model
 

group
 

was
 

decreased
 

and
 

the
 

swimming
 

time
 

was
 

shortened.After
 

the
 

intervention
 

of
 

Tianzhi
 

Granule,the
 

suspension
 

ability
 

of
 

mice
 

was
 

effectively
 

improved,the
 

swimming
 

time
 

was
 

pro-
longed.The

 

number
 

of
 

DA
 

neurons
 

in
 

the
 

anterior
 

horn
 

of
 

the
 

substantia
 

nigra
 

and
 

spinal
 

cord
 

gray
 

matter
 

and
 

the
 

positive
 

expression
 

of
 

tyrosine
 

hydroxylase
 

in
 

neurons
 

were
 

significantly
 

reduced.After
 

five
 

and
 

two
 

g/kg
 

intervention
 

with
 

Tianzhi
 

Granule,the
 

detection
 

indexes
 

of
 

DA
 

neurons
 

in
 

the
 

substantia
 

nigra
 

and
 

spinal
 

cord
 

of
 

mice
 

were
 

significantly
 

improved,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant(P<0.05).Conclusion Tianzhi
 

granule
 

can
 

improve
 

the
 

behavior
 

of
 

PD
 

mice,increase
 

the
 

survival
 

number
 

of
 

DA
 

neurons
 

and
 

neurites
 

in
 

the
 

substan-
tia

 

nigra
 

and
 

spinal
 

cord,and
 

increase
 

the
 

content
 

of
 

DA
 

in
 

the
 

central
 

nervous
 

system,indicating
 

that
 

Tianzhi
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granule
 

has
 

a
 

protective
 

effect
 

on
 

dopaminergic
 

neurons
 

in
 

the
 

substantia
 

nigra
 

and
 

spinal
 

cord.
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  帕金森病(PD)是由遗传和环境等因素共同作用

导致的一类神经退行性疾病,患者出现运动症状和一

系列非运动症状[1],导致生活质量下降及严重的家庭

经济负担。我国PD发病率呈上升趋势,成为目前增

长速度最快的神经系统疾病[2]。PD病变部位主要为

中脑黑质、边缘系统、大脑皮质等,但有研究表明,PD
病变部位除上述部位外,尚累及脊髓神经元[3]。

天智颗粒由《中医内科杂病证治新义》中的验方

“天麻钩藤饮”化裁而成,具有活血化瘀、平肝熄风、补
益肝肾等功效。已有临床和实验研究证实,天智颗粒

对脑血管疾病具有一定的疗效,可有效改善患者行为

和日常生活能力[3-4]。但针对天智颗粒保护PD患者

多巴胺(DA)能神经元的效用和机制进行的研究很少

见,对中脑黑质-纹状体通路以外的中枢神经部位DA
能神经元损伤进行的研究则更少见。故本研究通过

1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶(MPTP)腹腔注射

的方法构建PD小鼠模型,研究了天智颗粒对其中脑

黑质和脊髓部位DA能神经元的影响,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 2022年9月选取C57BL/6J小鼠

50只,无特定病原体级,体重18~22
 

g,8~12周龄,

雌雄不拘。购自山东济南朋悦实验动物繁育有限公

司,合格证号[SCXK(鲁)20190003]。本研究已通过

山东中医药高等专科学校实验动物伦理审查委员会

审批。实验于20~25
 

℃清洁级实验室进行,单笼饲

养,自然光照,自由饮水进食,适应性喂养1周。

1.1.2 主要试剂及仪器 天智颗粒(Lot:091201,河
南宛西制药公司)、MPTP(Lot:143208,百灵威科技

有限公司)、兔抗小鼠酪氨酸羟化酶(TH,Lot:bs-
0016R,北京博奥森生物技术有限公司)、链霉亲和素-
生物素-过氧化物酶复合物免疫组化染色试剂盒(Lot:

SA1052,武汉博士德生物工程有限公司)、3,3'-二氨

基联苯胺四盐酸盐显色试剂盒(Lot:ZLI-9018,北京

中杉金桥生物工程公司)、苏木素染色剂(Lot:G1080,

北京索莱宝科技有限公司)、奥林巴斯DP-72显微镜、

自制小鼠泳箱等。

1.2 方法

1.2.1 PD小鼠模型构建 采用随机数字表法选取

10只小鼠作为正常对照组,剩余40只小鼠腹腔注射

MPTP
 

25
 

mg/(kg·d),连续5
 

d[5]。正常对照组注射

等体积的生理盐水。

1.2.2 动物分组及给药 采用随机数字表法将造模

成功后的40只小鼠分为模型组和天智颗粒5、2、1
 

g/kg(以生药量计,成人用量2倍)组,每组10只,模
型组和正常对照组给予等量生理盐水灌胃,每天2

 

次,灌胃2周。每次灌胃后2
 

h进行行为学观察。

1.2.3 悬挂实验 参照KURIBARA
 

等[6]的方法取

一根长约40
 

cm 的电线,将小鼠的后爪悬挂于电线

上,2只后爪均能抓住电线计3.0分,一只后爪抓住电

线计2.0分,2只后爪均抓不住电线计1.0分,无法抓

住直接跌落计0分。每只小鼠检测3次,每次间隔5
 

min,取平均分值。

1.2.4 游泳实验 将小鼠置于20
 

cm×30
 

cm×
20

 

cm的自制泳箱内,水温22~25
 

℃,2
 

min内连续

不断游泳计3.0分,大部分时间游泳计2.5分,漂浮

时间占总时长50%计2.0分,偶尔游泳计1.5分,偶
尔后肢游动计1.0分。每只小鼠测3次,每次间隔

5
 

min,取平均分值。

1.2.5 取材和指标检测 灌胃2周后将小鼠麻醉,

用多聚甲醛(40
 

g/L)
 

灌注固定,取中脑和脊髓标本后

置于多聚甲醛(40
 

g/L)浸泡过夜,石蜡包埋。切片常

规脱蜡入水,用3%过氧化氢-甲醇溶液孵育30
 

min
消除内源性过氧化物酶活性,正常羊血清室温封闭30

 

min,弃多余血清,滴加TH(1∶200),4
 

℃过夜,滴加

生物素化二抗37
 

℃、30
 

min,3,3'-二氨基联苯胺四盐

酸盐避光显色,梯度乙醇脱水,二甲苯透明,中性树胶

封片,磷酸盐缓冲液替代一抗作为阴性对照,各步骤

之间以0.01
 

mol/L磷酸盐缓冲液冲洗。

1.2.6 图像分析 每组每只小鼠取5张黑质和脊髓

部位组织切片,随机选取3个高倍视野进行黑质部阳

性细胞计数,使用图像分析软件Image-Pro
 

plus分析

TH
 

免疫阳性神经元的平均光密度值。

1.3 统计学处理 应用SPSS26.0统计软件进行数

据分析,计量资料以x±s表示,采用单因素方差分析

(one-way
 

ANOVA)、秩和检验等。P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结  果

2.1 PD小鼠的行为学观察 腹腔注射 MPTP后小

鼠均出现不同程度行动迟缓,尾巴僵直,竖尾,竖毛等
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表现,持续约30
 

min左右,连续给药5
 

d后出现反应

迟钝、体重减轻、毛色杂乱、后肢僵硬等表现。

2.2 天智颗粒对PD小鼠悬挂评分和游泳时长的影

响 与正常对照组比较,模型组、天智颗粒1
 

g/kg组

小鼠悬挂、游泳评分均明显降低,天智颗粒2、5
 

g/kg
组小鼠悬挂、游泳评分均明显高于模型组,差异均有

统计学意义(P<0.05)。见表1。

2.3 各组小鼠中脑黑质部DA能阳性神经元形态及

数量比较 正常对照组小鼠中脑黑质部位含有大量

DA能神经元,细胞核大而圆,呈条带状排列整齐,纤
维走行清晰。与正常对照组比较,模型组小鼠中脑黑

质部DA能神经元数量明显减少,个头变小,突起变

少甚至消失,纤维杂乱,神经元内TH 平均光密度值

明显下降,差异均有统计学意义(P<0.05);与模型组

比较,天智颗粒5、2
 

g/kg组小鼠灌胃2周后中脑黑质

部DA能神经元形态较好且有突起伸出,突起较多,
视野内纤维较粗,走行较规整且成明显连续性,神经

元内 TH 平均光密度值上升,差异均有统计学意义

(P<0.05);天智颗粒5、2
 

g/kg组比较,差异无统计

学意义(P>0.05)。见图1、表2。
表1  各组小鼠悬挂、游泳评分比较(x±s,分)

组别 n 悬挂评分 游泳评分

正常对照组 10 3.00±0.44a 2.76±0.34a

模型组 10 1.57±0.56b 1.84±0.14b

天智颗粒1
 

g/kg组 10 1.60±0.55b 1.86±0.15b

天智颗粒2
 

g/kg组 10 2.92±0.35a 2.75±0.33a

天智颗粒5
 

g/kg组 10 3.01±0.18a 2.83±0.30a

  注:与模型组比较,aP<0.05;与正常对照组比较,bP<0.05。

  注:A为观察部位(标尺=200
 

μm);B为正常对照组(标尺=20
 

μm);C为模型组(标尺=20
 

μm);D为天智颗粒1
 

g/kg组(标尺=20
 

μm);E为

天智颗粒2
 

g/kg组(标尺=20
 

μm);F为天智颗粒5
 

g/kg
 

组(标尺=20
 

μm)。

图1  各组小鼠中脑黑质部DA能阳性神经元形态比较

表2  各组小鼠中脑黑质部DA能神经元数量比较(x±s)

组别 n 神经元数量(个) 平均光密度值

正常对照组 10 10.67±3.10a 18.06±5.17a

模型组 10 5.27±2.52b 11.47±4.57b

天智颗粒1
 

g/kg组 10 6.13±2.26b 9.88±3.71b

天智颗粒2
 

g/kg组 10 12.27±3.17a 20.17±6.65a

天智颗粒5
 

g/kg组 10 11.87±4.27a 20.88±4.76a

  注:与模型组比较,aP<0.05;与正常对照组比较,bP<0.05。

2.4 各组小鼠脊髓 DA 能神经元形态及数量比

较 正常对照组小鼠脊髓DA能神经元胞体明显、细
胞核清楚,神经元突起多且长。与正常对照组比较,

模型组小鼠脊髓DA能神经元细胞着色浅,细胞核未

见明显固缩,神经元突起减少,部分神经元只保留轴

丘,多数突起消失,神经元内TH 的平均光密度值明

显下降,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组比

较,天智颗粒5、2
 

g/kg组小鼠灌胃2周后脊髓DA能

神经元呈多边形,个头较大,有多个突起伸出,突起较

长,走行规整且成明显连续性,灌胃前后神经元数量

变化无明显差异,但灌胃后神经元内TH平均光密度

值明显上升,差异有统计学意义(P<0.05);天智颗粒

5、2
 

g/kg组比较,差异无统计学意义(P>0.05)。见

图2、表3。
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  注:A为观察部位(标尺=100
 

μm);B为正常对照组(标尺=20
 

μm);C为模型组(标尺=20
 

μm);D为天智颗粒1
 

g/kg
 

组(标尺=20
 

μm);E为

天智颗粒2
 

g/kg组(标尺=20
 

μm);F为天智颗粒5
 

g/kg
 

组(标尺=20
 

μm)。

图2  各组小鼠脊髓腰骶部灰质前角(板层Ⅸ)DA能神经元形态比较

表3  各组小鼠脊髓腰骶部DA能神经元数量比较(x±s)

组别 n 神经元数量(个) 光密度值

正常对照组
 

10 18.33±3.84 17.48±3.85a

模型组 10 16.33±3.28 11.38±2.24b

天智颗粒1
 

g/kg组 10 17.67±2.55 8.74±3.05b

天智颗粒2
 

g/kg组 10 20.40±7.78a 16.98±5.21a

天智颗粒5
 

g/kg组 10 18.61±5.61 16.54±3.82a

  注:与模型组比较,aP<0.05;与正常对照组比较,bP<0.05。

3 讨  论

PD是一种常见于老年人的以黑质部位DA能神

经元丧失为主的神经退行性疾病,发病率仅次于阿尔

茨海默病[7]。2019年中国PD患者约284万人,成为

世界上PD患者最多的国家。PD也成为危害老年人

身体健康的三大杀手之一[8]。

PD的病变特征包括震颤、僵硬、姿势不稳定、运
动迟缓,以及细胞水平上DA神经元的特异性死亡和

路易体包涵体的出现。目前的医疗手段主要以改善

临床症状为主,尚不能有效根治疾病[9]。PD患者除

表现出一系列运动系统症状外,在发病早期还出现一

系列非运动症状,如记忆异常、疼痛、便秘、排尿困难

等。意味着PD患者的边缘系统、自主神经系统和脊

髓等部位同时受到影响[10]。过去认为,在哺乳动物的

中枢神经系统中DA能神经元只存在于脑中的一些

局部区域,如间脑的A11核团,脊髓中的DA也主要

来自该核团,并在整个脊髓形成广泛投射的纤维投

射[11]。但多份尸检报告指出,散发性PD患者存在黑

质-纹状体通路以外的神经病变,包括脊髓[12],且多个

独立实验小组的研究结果支持PD患者和 MPTP小

鼠脊 髓 中 出 现 DA 能 神 经 元 的 死 亡[13-15]。WAK-
ABAYASHI等[16]指出,PD不仅是一种由黑质-纹状

体神经元特异性丢失引起的运动障碍,更是一种涉及

整个神经系统的复杂疾病。乔原[17]在大鼠脊髓的腰

骶部发现 TH 阳性细胞的存在,并进一步证实这些

TH阳性细胞就是DA能神经元,同时,观察到了脊髓

损伤后DA能神经元的可塑性变化,并证实大鼠脊髓

中的DA能神经元主要分布于副交感节前神经元富

集的脊髓灰质侧角及脊髓后角浅层区域,意味着其与

自主神经功能及感觉传入之间的联系。因此,脊髓病

变可能是导致PD患者运动前和运动阶段出现疼痛、
便秘、平衡不良和性功能障碍等临床症 状 的 原 因

所在[18]。
天智颗粒来源于《中医内科杂病证治新义》的经

典验方天麻钩藤饮[19],主要由天麻、钩藤、石决明、杜
仲、桑寄生等多种药物组成,具有活血化瘀、补益肝

肾、益智安神等功效。临床常用于治疗血管性痴呆、
中风肢体功能障碍、PD等神经系统疾病[3-4]。现代药

理研究表明,天智颗粒可通过提高胆碱能神经功能和

抗氧化酶活性,抑制脑内兴奋性氨基酸的神经毒性,
改善血管性痴呆的症状[20]。君药中天麻中的主要成

分天麻素可抑制DA代谢率,使DA含量升高,并对

DA能神经元的形态及功能具有保护作用,还可通过

提高DA能神经元细胞质内TH的活性,促进DA的
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合成[21-22]。

MPTP啮齿动物模型可较好地模拟PD的病理

特点[23]。因此,使用 MPTP诱导的C57BL/6J小鼠

已成为经典的 PD 动物模型之一[24]。本研究采用

MPTP
 

25
 

mg/(kg·d)、连续5
 

d腹腔注射的方法构

建亚急性PD小鼠模型。药物注射后小鼠出现了肌肉

震颤、竖尾、尾巴僵直、竖毛、动作迟缓等经典的PD行

为学表现,符合实验需要的PD小鼠模型特征,结果显

示,MPTP引起模型组小鼠中脑黑质和脊髓灰质前角

DA能神经元的损伤,主要表现为神经元胞体的缩小

和胞内TH的减少,DA能神经元的突起减少甚至消

失。给予天智颗粒2、5
 

g/kg干预2周后PD小鼠黑

质和脊髓灰质前角DA能神经元突起增多、变长,神
经元内TH含量增加,且PD小鼠后肢悬挂时间延长,
游泳能力增强。意味着在同样的情况下天智颗粒

2
 

g/kg是促进脊髓灰质前角DA能神经元的存活、进
而改善PD小鼠的行为学的最优选择。天智颗粒的保

护作用与运动[25]促进脊髓TH的含量结果相似。由

此推测,天智颗粒治疗PD的有效机制可能与药物促

进黑质和脊髓DA能神经元及其突起的存活,提高黑

质和脊髓灰质前角DA能神经元中TH的含量有关;
天智颗粒可通过提高中枢神经系统内源性DA分泌,
有效改善PD小鼠肌肉的运动协调能力受损的情况。
但本研究结果显示,在脊髓灰质前角DA能神经元数

量变化方面,治疗前后并无明显变化。
综上所述,MPTP诱导的亚急性PD小鼠模型

中,中脑黑质和脊髓灰质前角部位DA能神经元及其

突起均受到损伤,天智颗粒2
 

g/kg即可改善PD小鼠

的异常行为表现,其机制可能与促进PD小鼠中脑黑

质和脊髓中DA能神经元的存活、提高DA能神经元

TH含量有关,为临床应用天智颗粒治疗PD提供了

部分用药指导。本研究尚未涉及天智颗粒起效的分

子学机制,以及相关蛋白、基因等的表达变化,故尚需

进一步的探索和深入研究。
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