
热养阴消愈$")% ( 本实验发现’ 散结灵胶囊能明显
改善急性血瘀模型大鼠全血低切变率’ 延长凝血酶
原时间 "QS#’ 降低血浆中的纤维蛋白原 "HjP#
含有量’ 体现出较好的活血化瘀作用(

综上所述’ 散结灵胶囊具有较好的改善子宫肌
瘤病变) 活血化瘀) 镇痛作用’ 其中下调血清 2#)
QOI水平可能是其效应机制的关键环节’ 具体有待
深入研究(
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摘要# 目的!观察龟羚帕安丸对帕金森病大鼠神经干细胞移植后中脑黑质S/) TJFH) QBA$ 表达的影响( 方法!)*羟
基多巴注射法建立帕金森病模型后’ )( 只造模大鼠随机分为空白对照组’ 美多芭组’ 龟羚帕安丸高) 中) 低剂量组’

神经干细胞移植组’ 各组灌胃给药 #1 ?( 然后’ 免疫组化法检测大鼠中脑黑质S/) TJFH) QBA$ 蛋白表达’ 原位杂交
法检测5.3OFG表达( 结果!与神经干细胞移植组比较’ 美多芭组) 龟羚帕安丸组 S/) TJFH) QBA$ 蛋白及 5.
3OFG表达均显著增加 "!R(K("#( 结论!龟羚帕安丸可增加帕金森病大鼠中脑黑质S/) TJFH) QBA$ 蛋白表达’ 可
能是其治疗帕金森病的作用机制之一(

关键词! 龟羚帕安丸* 帕金森病* 神经干细胞移植* 中脑黑质* S/* TJFH* QBA$
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-/GFTYCD*7C5"’ !X/GFTI54EL*:75#!’ !Ija5E"

""#5/%?%9,+6 742+29’48%629’47,44%=%,-.%+’+ B+2C%(32)0,-7/2+%3%8%6292+%’ T/%+=E/,A HV;;;<’ 7/2+’* <#>’3298%629’47,44%=%,-.%+’+

B+2C%(32)0,-7/2+%3%8%6292+%’ T/%+=E/,A HV;;;W’ 7/2+’#

9:;*<9=*! 9>?!S>>̂UD[]DB7DD\\D=BU>\;>UBEDC[46UBD3=D66B[4EU;64EB4B5>E CUD>\TC565ELQ4+4E Q566U>E
DA;[DUU5>EU>\S/’ TJFH4E? QBA$ 5E 35?^[45E UC^UB4EB54E5L[4>\Q4[N5EU>EpU?5UD4UD[4BU&?$*/@A;!S7D
U5AB9)*79?[>A9?>;435ED5E8D=B5>E*5E?C=D? [4B3>?D6U>\Q4[N5EU>EpU?5UD4UD[4E?>369?5]5?D? 5EB>^64EN =>EB[>6
L[>C;’ a4?>;4[L[>C;’ 75L7’ 3D?5C3’ 4E? 6>@?>UDTC565ELQ4+4E Q566UL[>C;U’ 4E? EDC[46UBD3=D66B[4EU;64E*
B4B5>E L[>C; @D[DL5]DE #1 ?49U5EB[4L4UB[5=4?35E5UB[4B5>E’ [DU;D=B5]D69’ 4\BD[@75=7 B7D5[DA;[DUU5>EU>\S/’
TJFH’ QBA$ ;[>BD5EU5E 35?^[45E UC^UB4EB54E5L[4@D[D?DBD=BD? ^9533CE>75UB>=7D35UB[9’ 4E? B7D5[DA;[DUU5>E >\
5.3OFG@4U4E469:D? ^92+ 32)A 79̂[5?5:4B5>E&<$;BC*;!->3;4[D? @5B7 B7DEDC[46UBD3=D66B[4EU;64EB4B5>E
L[>C;’ a4?>;4[L[>C; 4E? TC565ELQ4+4E Q566UL[>C;UU74[D? 3>[DU5LE5\5=4EB695E=[D4UD? DA;[DUU5>EU>\S/’
TJFH’ QBA$ ;[>BD5EU4E? 5.3OFG"!R(K("#&=@D=CB;>@D!TC565ELQ4+4E Q566U=4E B[D4BQ4[N5EU>EpU
?5UD4UD?CDB>5BU4=B5>E 3D=74E5U35E 5E=[D4U5ELB7DDA;[DUU5>EU>\S/’ TJFH’ QBA$ ;[>BD5EU5E 35?^[45E UC^UB4E*
B54E5L[4>\Q4[N5EU>EpU?5UD4UD[4BU&
E$FG@<A;! TC565ELQ4+4E Q566U* Q4[N5EU>EpU?5UD4UD* EDC[46UBD3=D66B[4EU;64EB4B5>E* 35?^[45E UC^UB4EB54
E5L[4* S/* TJFH* QBA$

!!帕金森病是一种多见于中老年人的神经系统变
性疾病’ 其典型病理改变是黑质内多巴胺神经元缺
失) 变性) 凋亡’ 降低了纹状体内其水平’ 破坏了
正常基底节环路的功能$"% ( 近年来’ 干细胞移植
治疗逐渐引起了人们关注’ 目前认为潜力最大) 临
床应用前景最好的治疗策略是以神经干细胞为供体
细胞的替代疗法$#% (

龟羚帕安丸是由河南省中医院脑病科研制的用
于治疗帕金森病的中药复方制剂’ 临床疗效较好’
可抑制多巴胺能神经元凋亡’ 诱导神经干细胞分化
为成熟多巴胺能神经元’ 并最终转化为神经递质多
巴胺$$*’% ( 本实验采用 )*羟基多巴注射法建立帕金
森病大鼠模型象’ 观察龟羚帕安丸对其神经干细胞
移植后中脑黑质S/) TJFH) QBA$ 表达的影响’ 以
期阐释其作用机制(
HI材料
"K"!动物!,QH级 ,J大鼠’ 体质量 "1( c##( L’
购于山西医科大学实验动物中心’ 合格证号 ,-Yd
"晋# #("+((("(
"K#! 试 药 ! 龟 羚 帕 安 丸 "批 号 郑 卫 制 剂
X(%("(")#’ 规格 )( LM瓶’ 河南省中医院院内制
剂’ 由龟板) 羚羊角) 全蝎) 威灵仙) 厚朴组
成#’ 临用时研末’ 筛取细粉状物质’ 生理盐水稀

释成 (K%) (K#) (K" LM3I混悬液备用* 美多芭
"多巴丝肼片’ 批号 ,/")+#’ 规格 #+( 3L’ 上海
罗氏制药有限公司产品#’ 临时用生理盐水稀释成
#K( 3LM3I* )*羟基多巴胺 ",IPH++( b#) 阿扑吗
啡 " ,IPH) $)0 b# 均购自美国 ,5L34公司(
Ja2aMH"# 培养基) #!P#’) #+!胰蛋白酶) ^H*
TH) 2TH) J*74ENU液) QP, 缓冲液 "中杉金桥生
物技术有限公司’ 批号 Xa(("$#* S/一抗 "美国
-D66,5LE465EL公司’ 批号l#’0##* TJFH一抗 "中
杉金桥生物技术有限公司’ 批号 ,-*$#1#* QBA$ 一
抗 "美国 Q[>BD5EBD=7 公司’ 批号 "$’0’*"*GQ#*
S/) TJFH) QBA$ 二抗体 "北京中杉金桥生物有限
公司’ 批号Qb0(((#* 5.*3OFG原位杂交试剂盒)
,GP-免疫组化染色试剂盒) JGP显色试剂盒)
QP, 缓冲液 "武汉博士德生物工程有限公司#(
"K$!仪器!大鼠脑立体定向仪 "美国 ,B>D6B5EL公
司#* 高速颅骨钻 "淮北正华生物仪器设备有限公
司#* + "I微量进样器 "上海安亭微量进样器
厂#* V693;CU光学显微镜 "日本V693;CU公司#(
JI方法
#K"!神经干细胞培养与鉴定!1"!,J大鼠动情期按
照雌 o雄 "# o"# 合笼’ 第 # 天早晨检查阴道栓并
结合阴道涂片’ 两者在显微镜下发现精子者记为2?

#1)"
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(K+’ 常规饲养 "+ ?( 孕 "+ ? 大鼠麻醉’ 摘取胎鼠’
将其海马组织置于J*74ENU液中冲洗’ 眼科剪剪碎’
$’ f下添加 #+!胰蛋白酶消化’ 加 Ja2aMH"# 培
养液 "含"( !胎牛血清# 停止消化’ 移液枪吹打分
离细胞’ 通过不锈钢筛网 "先 1(目’ 后 #((目# 筛
滤’ 取通过筛网的细胞制备细胞悬液( 离心后’ 弃
掉上清液’ 加入Ja2aMH"#无血清培养液中’ 加入
适量 ^HTH) 2TH’ 再加入 #!P#’ 添加剂’ 使其含
有量达到 #( "IM3I’ 移液枪吹吸打散为单细胞悬
液’ 电脑软件计数’ 将细胞密度调节为 " n"(+ M3I
后接种到培养瓶中’ 置于培养箱中’ +!-V#) $’ f
下静置培养( 在细胞生长良好) 细胞培养液由红色
变微黄时’ 每 # c$ ?半量换液 " 次’ 将原代培养形
成的神经细胞球离心 + 35E "" ((( [M35E#’ 倒掉上
清液’ 加入培养液使细胞重悬后继续上述过程’ 接
种培养’ 约 ’ ? 传代 " 次( 神经干细胞 FDUB5E 鉴定
FDUB5E阳性表达’ 提示为神经干细胞(
#K#!模型建立!0" !,J大鼠腹腔注射阿扑吗啡
"(K+ 3LMNL# 后’ 选择无震颤) 旋转行为者称定质
量’ 腹腔注射 %!水合氯醛 "1 3IMNL# 麻醉( 将大
鼠俯卧位固定在脑立体定位仪上’ 备皮消毒’ 手术
刀沿头皮正中纵线切 " c# =3切口’ 分离皮下组织’
去除脑膜’ 暴露前) 后囟门’ 对右侧中脑黑质致密
部 ",F-# 坐标 GMQ "距前囟中心后# *%K) 33)
IMO "距前囟中心左右# *"K’ 33) VMb "距脑膜
表面深度# *’K) 33处进行定位标记’ 牙科钻垂直
钻透颅骨’ 微量进样器按照分组情况抽取预先配好
的 )*羟基多巴溶液或 (K(#!维生素 -溶液’ 将微
量进样器垂直固定到定位仪上’ 按 " 33M35E 速度
进针’ 到预定深度后缓慢推入 )*羟基多巴溶液
"" "IM35E#’ 留针 "( 35E后缓慢退针"" 33M35E#’
常规缝合’ 消毒’ 腹腔注射 " n"()Z青霉素’ 连续
’ ?( 术后 " 周’ 腹腔注射阿扑吗啡 "(K+ 3LMNL#
诱导旋转’ 若大鼠出现以右侧肢体为支点) 身体向
右侧弯曲) 首尾相接) 原地转动) 伴有颤抖等动
作’ 而且 $( 35E 内平均旋转圈数 g’ [M35E时’ 可

认为模型建立成功(
#K$!分组!)( 只造模大鼠称定质量后’ 按照随机
数字表法分为 ) 组’ 每组 "( 只’ 分别为龟羚帕安
丸高) 中) 低剂量组 "(K%) (K#) (K" LMNL#’ 美
多芭组 "(K((# LMNL#’ 神经干细胞移植组’ 空白
对照组 "生理盐水#(
#K%!神经干细胞移植!收集H$ 代神经干细胞’ 置
于 "+ 3I无菌离心管中’ " ((( [M35E离心+ 35E’ 加
入适量QP,’ 轻轻吹打成单细胞悬液’ 调整细胞密
度为 "() 个M3I( 按照模型定位方法’ 取右侧纹状体
"GMQ*(K+ 33) IMO*$K( 33) VMb*+K( 33#’ 微
量进液器抽取预先制备好的 + "I细胞悬液进行注
射’ 其他操作步骤同 .#K#/ 项(
#K+!S/# TJFH# QBA$ 蛋白表达$ 5.3OFG表达
检测!大鼠断头取脑’ 冰盘上快速完整剥取脑组
织’ % f下于 %!多聚甲醛 "含 (K"! 焦碳酸二乙
酯# 中固定 % c) 7’ 分离出中脑黑质’ 常规石蜡
包埋’ 切片 "厚 + "3#( 免疫组化法检测 S/)
TJFH) QBA$ 蛋白表达’ 原位杂交法检测5.3OFG
表达’ 均按试剂盒方法操作( 在光镜高倍视野
" n%((# 下’ 随机在每个切片上选择 + 个面积相
同的视野’ 目标蛋白表达数量即以 + 个视野的平均
积分光密度表示( 石蜡切片制作) 相关指标检测均
在郑州大学基础医学院进行(
#K)!统计学分析!采用 ,Q,, "1K( 软件进行处理’
计量资料结果采用 "Pk3# 表示’ 数据符合正态分
布和方差齐性者’ 采用单因素方差分析* 不符合正
态分布和方差齐性者’ 采用多个相关样本的非参数
检验( !R(K(+ 为差异有统计学意义(
OI结果
$K"!中脑黑质 S/蛋白及 3OFG表达比较!表 ")
图 " c# 显示’ 与神经干细胞移植组比较’ 美多芭
组) 龟羚帕安丸组S/蛋白及其 3OFG表达均显著
增加 "!R(K("#* 与美多芭组比较’ 龟羚帕安丸
组表达显著增加 "!R(K("#* 龟羚帕安丸各剂量
组间比较’ 中剂量组表达最高 "!R(K("#(

表 HI各组*/$ ,-K<D9表达 %!P"& #QHX’
*+LMHI$ZN4&))#"-)"%*/+-!,-K<D9#-8+4#"0).4"0N)%!P"& #QHX’

组别 剂量M"L0NLi"# S/表达M积分光密度值 5.3OFG表达M积分光密度值
龟羚帕安丸高剂量组 (K% "0"K#($ # k"(K+#" #"#$% ""%K)+) $ k’K)#) ’"#$%
龟羚帕安丸中剂量组 (K# #()K1%( ) k 0K’$# )"#$ "#1K)11 $ k’K")’ 1"#$
龟羚帕安丸低剂量组 (K" "’0K+01 ( k""K’#’ #"# ""(K"’# ) k+K+11 1"#
美多芭组 (K((# ")#K(’% $ k ’K$)1 $" 0%K%1# + k+K0’( %"
神经干细胞移植组 i "%+K01% ’ k 1K$1% ( ’)K"%+ ) k0K"’% 1
空白对照组 i ))K"$1 ( k ’K$’1 ) %’K1)0 # k%K’(# 0
!!注!与神经干细胞移植组比较’"!R(K("*与美多芭组比较’#!R(K("*与龟羚帕安丸低剂量组比较’$!R(K("*与龟羚帕安丸中剂量组
比较’%!R(K("
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图 HI各组大鼠中脑黑质*/表达比较 % WUXX’
S#.MHI="KN+4#)"-"%*/&ZN4&))#"-)#-4+(K#!L4+#-)0L)(+-(#+ -#.4+ #-8+4#"0).4"0N)% WUXX’

图 JI各组大鼠中脑黑质,-K<D9表达比较 % WUXX’
S#.MJI="KN+4#)"-"%,-K<D9&ZN4&))#"-)#-4+(K#!L4+#-)0L)(+-(#+ -#.4+ #-8+4#"0).4"0N)% WUXX’

$K#!各组大鼠中脑黑质 TJFH# QBA$ 蛋白表达的
比较!表 #) 图 $ c% 显示’ 与神经干细胞移植组
比较’ 美多芭组) 龟羚帕安丸组 TJFH) QBA$ 蛋白
表达均显著增加 "!R(K("#* 与美多芭组比较’
!!!

龟羚帕安丸组表达显著增加 "!R(K("#* 龟羚帕
安丸各剂量组间比较’ 中剂量组表达最高 "!R
(K("#’ 而高) 低剂量组之间无显著差异 "!g
(K(+#(

表 JI各组TADS$ 2(ZO 蛋白表达 %!P"& #QHX’
*+LMJI$ZN4&))#"-)"%TADS& 2(ZO N4"(&#-)#-8+4#"0).4"0N)%!P"& #QHX’

组别 剂量M"L0NLi"# TJFH表达M积分光密度 QBA$ 表达M积分光密度
龟羚帕安丸高剂量组 (K% "##K#1( ) k0K(0$ +"#% "#+K0#" 0 k+K%)+ ""#%
龟羚帕安丸中剂量组 (K# "$1K$’) 1 k’K($$ %"#$ "$1K)0% + k0K%00 #"#$
龟羚帕安丸低剂量组 (K" ""’K(’" " k0K()+ $"# "#(K1## ) k)K$+% )"#
美多芭组!!!!! !(K((# 0#K+10 ( k1K)(0 )" "("K+0) 0 k’K)’+ +"
神经干细胞移植组! i +0K0"$ ( k%K11% % ’’K%"’ 0 k1K(+( $
空白对照组!!!! i %’K("% ’ k+K%0# # $0K1(+ 0 k+K""0 #

!!注!与神经干细胞移植组比较’"!R(K("*与美多芭组比较’#!R(K("*与龟羚帕安丸低剂量组比较’$!R(K("*与龟羚帕安丸中剂量组
比较’%!R(K("
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图 OI各组大鼠中脑黑质TADS表达比较 % WUXX’
S#.MOI="KN+4#)"-"%TADS&ZN4&))#"-)#-4+(K#!L4+#-)0L)(+-(#+ -#.4+ #-8+4#"0).4"0N)% WUXX’

图 UI各组大鼠中脑黑质2(ZO 表达比较 % WUXX’
S#.MUI="KN+4#)"-"%2(ZO &ZN4&))#"-)#-4+(K#!L4+#-)0L)(+-(#+ -#.4+ #-8+4#"0).4"0N)% WUXX’

$K$!相关性分析!表 $ 显示’ S/与 TJF) QBA$
均呈正相关(

表 OI各指标相关性分析结果

*+LMOI<&)03()"%’"44&3+(#"-+-+37)#)%"48+4#"0)#-!#’&)

指标 ( !
TJFH (K1’0 (K(((
QBA$ (K0%$ (K(((

UI讨论
帕金森病根据其临床表现’ 属于中医 .颤证/

.振颤/ 等范畴( 课题组应用中医 .肾脑相关/ 理

论’ 参阅历代文献并结合多年临床体会及现代研究
成果’ 认为帕金森病病位在脑’ 基本病机为肾精亏
虚) 脑髓受损) 瘀血阻络’ 病理性质总属本虚标
实’ 肝肾阴虚为其本’ .瘀/ .风/ 互结为其标’
蕴塞脑窍’ 故治疗当以滋补肝肾) 熄风活血为主(

龟羚帕安丸是河南省中医院脑病科研制的治疗
帕金森病的中药复方制剂’ 由龟板) 羚羊角) 厚
朴) 全蝎) 威灵仙等药材组成( 方中龟板胶味甘性
平’ 入肝肾经’ 滋阴潜阳’ 补肾益血’ 为君药* 羚
羊角粉味咸性寒’ 入肝经’ 为臣药* 全蝎味咸性
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平’ 入肝经’ 祛风止痉通络’ 佐羚羊角活血以熄
风* 威灵仙味辛咸性温’ 入膀胱经’ 搜风通络’ 改
善经脉拘挛* 厚朴味苦辛性温’ 入脾) 胃经’ 温中
燥湿消痰’ 诸药共奏滋补肝肾) 养血活血) 通络熄
风之功(

研究表明’ S/作用于酪氨酸时’ 可使其转化
为左旋多巴’ 再经多巴胺脱羧酶催化转化为多巴
胺’ 之后又在单胺氧化酶) 儿茶酚甲基转移酶共同
催化下生成高香草酸’ 最后经多巴胺*!*羟化酶催
化生成去甲肾上腺素( S/被普遍认为是对包含多
巴胺在内的儿茶酚胺类神经递质合成有重要影响的
第一限速酶’ 细胞表达S/是判断神经元为多巴胺
能神经元的的金标准$"(*""% ( 本实验结果显示’ 龟
羚帕安丸组大鼠中脑黑质致密部S/及其 3OFG表
达均显著高于神经干细胞移植组’ 即多巴胺能神经
元数量更多’ 表明龟羚帕安丸可提高 S/及其
3OFG的活性和表达’ 从而提高脑内多巴胺含有
量’ 改善帕金森病症状(

TJFH是迄今为止对中脑多巴胺能神经元神经
营养作用最强大的营养因子之一’ 不但能使多巴胺
能神经元突起明显延长’ 胞体明显增大’ 显著促进
其成熟’ 还能特异性抑制其凋亡’ 促进其存活和分
泌 S/’ 进而改善帕金森病症状$"#*"$% ( 本实验发
现’ 龟羚帕安丸组大鼠中脑黑质致密部TJFH表达
显著高于神经干细胞移植组’ 即能提高 TJFH表
达’ 进而间接抑制多巴胺能神经元凋亡’ 促进其存
活( 同时’ S/与 TJFH成正相关性’ 说明后者能
促进前者表达’ 与上述结果一致(

QBA$ 是中枢神经系统中脑黑质神经元特异表
达的基因’ 在鼠和成人体内维持表达’ 其转录产物
可能通过与 S/启动子结合来发挥功能$"%% ( 本实
验研究表明’ S/与QBA$ 呈正相关’ 即后者能促进
前者表达’ 与上述结果一致* 龟羚帕安丸组大鼠中
脑黑质致密部 QBA$ 表达显著高于神经干细胞移植
组’ 即能提高QBA$ 表达’ 促进S/表达(

综上所述’ 龟羚帕安丸可诱导外源性神经干细
胞向多巴胺能神经元分化’ 改善帕金森病大鼠运动
症状’ 其作用机制可能为龟羚帕安丸一方面通过促
进外源性神经干细胞的存活’ 直接促进其分化为更
多的多巴胺能神经元* 另一方面’ 它通过提高TJ*
FH) QBA$ 表达增强对多巴胺能神经元的营养作用’
间接抑制其凋亡’ 促进其存活(
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