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　 　 【摘要】 　 目的　 探究金钗石斛提取物(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ ＬｉｎｄｌꎬＤＮＬ)在 １￣甲基 ｖ￣４￣苯基￣１ꎬ ２ꎬ ３ꎬ ６￣四氢吡啶

(１￣ｍｅｔｈｙｌ￣４￣ｐｈｅｎｙｌ￣１ꎬ ２ꎬ ３ꎬ ６￣ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅꎬＭＰＴＰ)诱导的小鼠帕金森病(Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬＰＤ)模型中的神

经保护作用ꎮ 方法　 将小鼠随机分为对照组、模型组ꎬ美多芭组(阳性药组)、ＤＮＬ(１００、２００、３００ ｍｇ / ｋｇ)组ꎬ通过腹

腔注射(ｉ.ｐ)ＭＰＴＰ(３０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ７ ｄ)建立亚急性小鼠 ＰＤ 模型ꎬ进行步态分析实验、爬杆实验、悬挂实验等评估

ＤＮＬ 对 ＰＤ 小鼠运动异常的影响ꎻ酶联免疫吸附测定法(ＥＬＩＳＡ)检测各组小鼠纹状体区和皮层区肿瘤坏死因子￣α
(ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)、白细胞介素￣６(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬＩＬ￣６)和白细胞介素￣１β( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１βꎬＩＬ￣１β)表达的

变化ꎻ蛋白质印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测各组小鼠纹状体 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ｃａｓｐａｓｅ￣９ 的表达情况ꎮ 结果　 模型组与对照

组相比ꎬ推进指数、支撑时相的步态指标有显著变化(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与模型组相比ꎬ美多芭组、ＤＮＬ(１００、２００、３００ ｍｇ /
ｋｇ)组在左后、右前、右后推进指数ꎬ左后、右前、右后支撑时相均有明显改善(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与对照组相比ꎬ模型组在爬

杆上半段和总时间增加(Ｐ<０􀆰 ０１、Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ调头时间和下半段时间无明显变化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻ与模型组相比ꎬＤＮＬ
(３００ ｍｇ / ｋｇ)组可以改善上半段时间(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ美多芭和 ＤＮＬ(１００、２００ ｍｇ / ｋｇ)组无明显改善(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻ与对照组

相比ꎬ模型组的悬挂评分降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ与模型组相比ꎬＤＮＬ(３００ ｍｇ / ｋｇ)可以增加悬挂评分(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ美多芭和

ＤＮＬ(１００、２００ ｍｇ / ｋｇ)无明显改善(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻ与对照组相比ꎬ模型组小鼠纹状体中 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 含量增加(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ｃａｓｐａｓｅ￣９ 蛋白表达水平显著增高(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎻ与模型组相比ꎬ美多芭、ＤＮＬ(３００ ｍｇ / ｋｇ)组炎症

因子指标均降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ皮层中各组含量无差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ｃａｓｐａｓｅ￣９ 蛋白表达水平均降低(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 ＤＮＬ 能够改善 ＭＰＴＰ 诱导的 ＰＤ 小鼠行为变化ꎬ减轻脑组织中的炎症反应ꎬ抑制神经细胞凋亡ꎬ在
治疗 ＰＤ 药物及功能食品研发方面具有较好的潜力ꎮ
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Ｐｈａｒｍａｃｙꎬ Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｌｕｚｈｏｕ ６４６０００ꎬ Ｃｈｉｎａ. ２. Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １００１９３. ３. Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｐｌａｎｔ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ａｎｄ Ｐｅｋｉｎｇ Ｕｎｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １００１９３. ４. Ｃｅｎｔｒｅ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ (ＣＢＭＡ)ꎬ

Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ＳＩＮＯ￣ＰＴ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ Ｆｏｒ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｐｌａｎｔ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｍｉｎｈｏꎬ
Ｂｒａｇａ ４７１０￣０５７ꎬ Ｐｏｒｔｕｇａｌ)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ Ｌｉｎｄｌ (ＤＮＬ) ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ
１￣ｍｅｔｈｙｌ￣ｐｈｅｎｙｌ￣１ꎬ２ꎬ３ꎬ６￣ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ (ＭＰＴＰ)￣ｉｎｄｕｃｅｄ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ (ＰＤ). Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａｆｔｅｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ
ｏｆ ｔｈｅ ＭＰＴＰ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｕｂａｃｕｔｅ ＰＤ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ (３０ ｍｇ ＭＰＴＰ / (ｋｇ􀅰ｄａｙ) ｉ.ｐꎬ ７ ｄ)ꎬ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＮＬ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｔｏｒ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ＰＤ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｇａｉｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｔｈｅ ｐｏｌｅ ｔｅｓｔꎬ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ＤＮＬ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α (ＴＮＦ￣α)ꎬ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ ( ＩＬ￣６) ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１β ( ＩＬ￣１β) ｉｎ
ＰＤ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＮＬ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ￣９ ｉｎ ＰＤ ｍｉｃｅ
ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｇａｉｔ ｉｎｄｅｘｅｓꎬ ｓｕｃｈ ａｓ ｔｈｅ ｐｒｏｐｕｌｓｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ
ｄｕｔｙ ｃｙｃｌｅꎬ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｈａｎｇｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５) ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｅｒｅａｓ Ｍａｄｏｐａｒ ａｎｄ
ＤＮＬ (１００ꎬ ２００ ａｎｄ ３００ ｍｇ / ｋｇ) ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５ꎬ Ｐ<０.０１ ａｎｄ Ｐ<０.００１). Ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｌｅ
ｔｅｓｔꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｃｌｉｍｂｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｔｏｐ ｈａｌｆ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｌｅ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０１ ａｎｄ Ｐ<０.００１)ꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｕｒｎ ａｒｏｕｎｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｈａｌｆ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｌｅ ｗｅｒｅ
ｎｏｔ ｃｈａｎｇｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ>０.０５). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ＤＮＬ (３００ ｍｇ / ｋｇ) ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｉｎ
ｔｈｅ ｔｏｐ ｈａｌｆ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｌｅ ｔｉｍｅ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｂｕｔ Ｍａｄｏｐａｒ ａｎｄ ＤＮＬ ( １００ ａｎｄ ２００ ｍｇ / ｋｇ) ｇｒｏｕｐｓ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ (Ｐ>０.０５). Ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｔｅｓｔꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０５) ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＬ (３００
ｍｇ / ｋｇ) ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｉｎ Ｍａｄｏｐａｒ ａｎｄ ＤＮＬ (１００ ａｎｄ ２００ ｍｇ /
ｋｇ) ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ>０.０５). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ￣αꎬ ＩＬ￣１βꎬ ＩＬ￣６ꎬ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ￣９ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｒｉａｔｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５ꎬ Ｐ<０.００１) ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＤＮＬ
(３００ ｍｇ / ｋｇ) ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｃｏｒｔｅｘ
ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ>０.０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＤＮＬ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ＭＰＴＰ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＰＤ ｍｉｃｅꎬ
ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅꎬ ａｎｄ ｈａｓ ａ ｇｏｏｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ
ＰＤ ｄｒｕｇｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｆｏｏｄ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ Ｌｉｎｄｌꎻ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅꎻ １￣ｍｅｔｈｙｌ￣ｐｈｅｎｙｌ￣１ꎬ２ꎬ３ꎬ６￣ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅꎻ Ｍａｄｏｐａｒꎻ
ｍｉｃｅ

　 　 帕金森病(Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ ＰＤ)ꎬ又称震

颤麻痹(ｐａｒａｌｙｓｉｓ ａｇｉｔａｎｓ)ꎬ是一种常见的神经退行

性疾病ꎬ其典型的临床表现包括静止性震颤、运动

迟缓、姿势失衡和步态障碍等[１]ꎮ 黒质多巴胺能神

经元的变性坏死以及 α￣突触核蛋白(α￣Ｓｙｎｕｃｌｅｉｎꎬ
α￣Ｓｙｎ)为主要成分的路易小体( ｌｅｗｙ’ ｓ ｂｏｄｙꎬＬＢ)的
形成是 ＰＤ 的特征性病理表现[２]ꎮ 目前关于 ＰＤ 发

病的具体分子机制尚不清楚ꎬ已有的研究认为 ＰＤ
与氧化应激、炎症反应以及细胞凋亡密切相关[３－５]ꎮ
至今ꎬＰＤ 的临床治疗仍然以药物为主ꎬ主要包括左

旋多巴、单胺氧化酶 Ｂ(ｍｏｎｏａｍｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ￣ＢꎬＭＡＯ￣
Ｂ) 抑制剂、 ＮＭＤＡ 受体阻滞剂和抗胆碱能药物

等[６]ꎮ 这类药物可有效缓解 ＰＤ 症状ꎬ但长期治疗

仍会引起诸多副作用ꎬ如姿势不稳、自主神经功能

紊乱等ꎬ严重危害身体健康[７]ꎮ 因此迫切需要研发

安全、有效、副作用小的防治 ＰＤ 药物ꎮ
中医药在防治 ＰＤ 方面有着丰富的临床经

验[８]ꎬ且中药具有多环节、多靶点的药理特点ꎬ可为

ＰＤ 治疗提供新思路ꎮ ＰＤ 在中医学理论中ꎬ症见头

摇、手足动摇为主者可属“颤证”范畴[９]ꎮ 金钗石斛

(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ ＬｉｎｄｌꎬＤＮＬ) 又名金钗石、扁金

钗、扁黄草等ꎬ味甘、微咸、无毒ꎬ主要以新鲜或干燥

茎入药ꎬ主产于贵州、云南等地[１０]ꎮ ２０１０ 年版«中
国药典»中已明确将金钗石斛作为药用石斛的首要

来源[１１]ꎮ 现代药理研究分析ꎬ金钗石斛的主要化学

成分为生物碱、多糖、氨基酸、酚类、挥发油等ꎬ尤其

是生物碱和多糖在抗肿瘤、降血糖以及对神经系统

疾病等方面都具有显著的改善作用[１２]ꎮ 金钗石斛

提取物能有效改善小鼠抑郁模型的行为学表现ꎬ显
著提高小鼠脑内的 ＤＡ 和 ５￣ＨＴ[１３]ꎬ金钗石斛生物总

９４中国比较医学杂志 ２０２２ 年 １ 月第 ３２ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２２ꎬＶｏｌ. ３２ꎬＮｏ. １



碱可以改善脂多糖诱导大鼠海马 ｔａｕ 蛋白的高度磷

酸化和炎症反应ꎬ减轻海马周围神经细胞的凋

亡[１４]ꎻ此外ꎬ段灿灿等[１５] 通网络药理分析途径ꎬ筛
选到金钗石斛活性成分 ４７ 个ꎬ作用靶点 ８８ 个ꎬ富集

帕金森、阿尔茨海默症及精神、记忆障碍等神经系

统疾病ꎬ从系统层面揭示了金钗石斛治疗神经系统

疾病的药效物质基础及分子机制ꎮ 因此ꎬ金钗石斛

在防治帕金森病中具有很大的潜力ꎮ
在本研究中ꎬ我们采用 １￣甲基￣４ 苯基￣１ꎬ２ꎬ３ꎬ６￣

四氨吡啶(ＭＰＴＰ) 制备经典的亚急性 ＰＤ 小鼠模

型ꎬ探究金钗石斛提取物对 ＰＤ 小鼠的作用及其

机制ꎮ

图 １　 实验流程

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ６６ 只 ８ ~ １０ 周龄ꎬ 体重 １８ ~ ２０ ｇꎬ ＳＰＦ 级

Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 雄性小鼠购自北京维通利华实验动物技

术有限公司[ ＳＣＸＫ(京) ２０２１￣０００６]ꎮ 实验期间喂

养于中国医学科学院药用植物研究所 ＳＰＦ 级实验

动物房[ＳＹＸＫ(京)２０１７￣００２０]ꎬ自由供给标准饲料

和纯净水ꎬ保持 １２ ｈ 光照(９:００ ~ ２１:００)和 １２ ｈ 黑

暗(２１:００~次日 ９:００)交替循环ꎬ室温 ２０℃ ~ ２３℃ꎬ
湿度(５５±１０)％ꎮ 动物适应环境 ５ ｄ 后开始实验ꎮ
实验过程严格遵守 ３Ｒ 原则ꎬ并遵循本所实验动物

伦理委员会相关规定(ＳＬＸＤ￣２０２１０５２１１９)ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 金钗石斛生药购自四川泸州合江凤鸣ꎬ由中国

医学科学院药用植物研究所张本刚研究员鉴定为

金钗石斛ꎮ
ＭＰＴＰ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司(规格:１００ ｍｇ)ꎻ美

多芭购自上海罗氏制药有限公司(规格:０􀆰 ２５ ｇꎬ产
品批号:ＳＨ５１４６)ꎻ小鼠肿瘤坏死因子(ＴＮＦ)￣α、白
细胞介素 ( ＩＬ)￣６ 和 ＩＬ￣１β 酶联免疫吸附测定

(ＥＬＩＳＡ)试剂盒均购自上海酶联生物公司ꎻｃａｓｐａｓｅ￣
３、 ｃａｓｐａｓｅ￣９ 和 β￣Ａｃｔｉｎ 抗 体 均 购 自 ＣＳＴ 公 司

(ｃａｓｐａｓｅ￣３ 产品编号: ９６６４ꎬ ｃａｓｐａｓｅ￣９ 产品编号:

９５０９ꎬβ￣Ａｃｔｉｎ 产品编号:４９６７)ꎻＨＲＰ 羊抗兔 ＩｇＧ、
ＨＲＰ 羊抗鼠 ＩｇＧ 等二抗购自 Ｊａｃｋｓｏｎ 公司ꎮ

步态计算机图像实时检测分析处理系统(中国

医学科学院药用植物研究所、中国航天员科研训练

中心、北京鑫海仪技术公司联合研制)ꎻ小鼠自主活

动实时检测分析系统(中国医学科学院药用植物研

究所、中国航天员中心、北京康森益友科技有限公

司共同研制作)ꎻＡＬ１０４ 电子天平(上海梅特勒￣托利

多仪器有限公司)ꎻ高速匀浆机(上海净信)ꎻ台式高

速冷冻离心机(湘立离心机)ꎻ全自动酶标仪(美国ꎬ
ＢＩＯＴＥＫ 有限公司)ꎻ自制小鼠爬杆等ꎮ
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 金钗石斛提取物的制备

　 　 称取金钗石斛茎干粉与 ８０％酸性乙醇按 １ ∶ １０
的料液比混合浸泡 １ 夜ꎬ８５℃条件下回流提取 ３ 次

后合并提取液ꎬ浓缩得到浸膏ꎬ干燥、粉碎后的褐色

粉末即为金钗石斛提取物ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 帕金森小鼠模型的建立及分组

　 　 适应期结束后ꎬ将小鼠随机分为 ６ 组:对照组、
模型组、美多芭组(１１２􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇ)、ＤＮＬ 低剂量(１００
ｍｇ / ｋｇ)组、ＤＮＬ 中剂量(２００ ｍｇ / ｋｇ)组和 ＤＮＬ 高剂

量(３００ ｍｇ / ｋｇ)组ꎬ各组小鼠分笼群养ꎬ每笼 ４ 只ꎬ每
组 １０~１２ 只ꎮ 除对照组以外ꎬ各组小鼠每天在固定

时间进行腹腔注射(ｉ.ｐ)ＭＰＴＰ ３０ ｍｇ / ｋｇꎬ每天 １ 次ꎬ
连续 ７ ｄꎬ建立亚急性 ＰＤ 模型ꎮ 对照组小鼠 ｉ.ｐ 给

予相同体积生理盐水ꎮ 美多芭组与 ＤＮＬ(１００、２００、
３００ ｍｇ / ｋｇ)组造模前 １４ ｄ 进行灌胃(ｉ.ｇ)预给药ꎬ造
模期间持续每天灌胃给药直到取材结束ꎬ对照组和

模型组灌胃予以相同体积纯水ꎮ 造模完成后次日

进行行为学检测ꎬ实验流程见图 １ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 步态分析实验(ｇａｉｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＧＡ)
　 　 步态分析实验主要用于动物运动能力及运动

协调性的评价[１６]ꎮ 开始实验前 ５ ｄꎬ每天对小鼠进

行不少于 ３ 次训练ꎬ以确保动物可从检测通道的一

端不间断地跑到另一端ꎮ 正式检测前调试软件参

数ꎬ保证小鼠足印在采集图像窗口中清晰可见ꎮ 检

０５ 中国比较医学杂志 ２０２２ 年 １ 月第 ３２ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２２ꎬＶｏｌ. ３２ꎬＮｏ. １



测时ꎬ将小鼠的足部沾水ꎬ使小鼠连续通过跑台ꎬ此
时高频摄像机记录下步态录像ꎮ 录制完成的视频

通过计算机分析软件进行分析ꎬ并统计步态指标ꎮ
每只小鼠重复测量 ３ 次ꎬ取平均值进行分析ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 爬杆实验

　 　 爬杆实验主要用于模型动物运动能力评价[１７]ꎮ
自制一根长 ６９ ｃｍꎬ直径为 １ ｃｍ 的铁杆作为小鼠实

验爬杆ꎬ将直径 ２５ ｃｍ 的软木质小球固定在爬杆顶

部ꎬ爬杆上缠上医用胶带以防打滑ꎮ 检测时ꎬ将每

只小鼠头朝上放置在球顶使其自动爬下ꎬ以小鼠双

前肢接触爬杆底部平台为爬完全长ꎬ记录以下时

间:小鼠头向上至头向下的时间(调头时间)ꎬ小鼠

爬完杆子上半部分所需时间ꎬ小鼠爬完杆子下半部

分所需时间ꎬ爬完全杆所需的总时间ꎮ 每只小鼠重

复测量 ３ 次ꎬ取平均值进行分析ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 悬挂实验

　 　 悬挂实验参照 Ｋｕｒｉｂａｒａ 等[１８]的操作方法ꎬ准备

一根离地面约 ３６ ｃｍ 的电线ꎬ将小鼠前肢悬挂于水

平电线上ꎬ评分方法如下:小鼠四爪抓住电线则记 ３
分ꎬ用一后爪抓住电线记 ２ 分ꎬ如果小鼠两后爪均抓

不住电线则记 １ 分ꎬ无法抓住而掉落记 ０ 分ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 空场实验(ｔｈｅ ｏｐｅｎ￣ｆｅｉｌｄ ｔｅｓｔꎬ ＯＦＴ)
　 　 空场实验用于检测小鼠的自主活动情况[１９]ꎮ
先将小鼠背对测试箱壁轻轻放入测试箱(３０ ｃｍ×３０
ｃｍ×３５ ｃｍ)ꎬ适应 ３ ｍｉｎ 后开始检测ꎬ计算机自动监

测记录小鼠 １０ ｍｉｎ 内在测试箱中的自发活动情况ꎬ
如总路程、运动时间、运动速度等指标ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 小鼠脑组织分离

　 　 末次行为学实验结束后ꎬ小鼠处死后迅速断

头ꎬ于冰上取脑ꎬ分离纹状体、皮层脑组织ꎬ－８０℃条

件下保存ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ８　 ＥＬＩＳＡ 法检测纹状体、皮层部位炎症因子

ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 的含量

　 　 将脑组织进行冰上匀浆裂解ꎬ１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

３０ ｍｉｎꎬ收集上清ꎮ ＥＬＩＳＡ 操作按试剂盒说明书

进行ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测纹状体中 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和

ｃａｓｐａｓｅ￣９ 蛋白的表达

　 　 将各组脑组织加入蛋白裂解液匀浆ꎬ４℃条件下

１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 后ꎬ取上清液ꎬ按 ＢＣＡ 蛋白

浓度测定试剂盒测定蛋白浓度ꎬ分装ꎬ－８０℃冻存待

用ꎮ 按每孔 ３０ μｇ 蛋白上样量配制样品ꎬ加入 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 上样缓冲液配置最终样品ꎮ 凝胶蛋白电泳条

件:浓缩胶恒压 ９０ Ｖꎬ约 ２０ ｍｉｎꎻ分离胶恒压 １２０ Ｖꎮ
转膜条件:３００ ｍＡ 恒流ꎻ０􀆰 ４５ μｍ 孔径 ＰＶＤＦ 膜ꎬ转
膜时间 ６０ ｍｉｎꎮ 室温封闭 １ ｈ 后用抗体稀释液稀释

ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ｃａｓｐａｓｅ￣９ 一抗(１ ∶ １０００)ꎬ４℃水平摇床

孵育过夜ꎮ 用抗体稀释液稀释山羊抗兔 ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ)
ＨＲＰ(１ ∶ ０ ∶ １０)ꎬ室温孵育 １ ｈꎮ 用 ＥＣＬ 化学发光

液进行检测观察ꎬ使用 ＩＰＰ ６􀆰 ０ 图像分析软件进行

分析ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ ２１. ０ 对实验数据进行统计分析ꎬ数
据以平均数±标准差(􀭰ｘ ± ｓ )表示ꎬ图形以 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ６􀆰 ０２ 软件制作ꎮ 组间差异的显著性采用单因

素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬＰ<０􀆰 ０５ 认为差异具

有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 金钗石斛对 ＰＤ 小鼠步态功能的影响

　 　 结果如表 １ 所示ꎬ在步宽指标中ꎬ各组之间的前

肢步宽和后肢步宽没有显著性差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 在

推进指数和支撑时相指标中ꎬ模型组与对照组相

比ꎬ左后推进指数、右前推进指数ꎬ右后推进指数、
左后支撑时相、右前支撑时相、右后支撑时相等步

态指标均有显著差异(Ｐ<０􀆰 ０１ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎬ而左前

推进指数和左前支撑时相均没有显著性差异(Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎮ 与模型组比较ꎬ美多芭组、ＤＮＬ(１００、２００、
３００ ｍｇ / ｋｇ)剂量组在左后推进指数均有明显恢复

(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬＤＮＬ(１００、２００、３００ ｍｇ / ｋｇ)剂量组在右

前推进指数(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬＰ<０􀆰 ０１)和右后推进指数均

有明显恢复(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 与模型组相比ꎬ美多芭组、
ＤＮＬ(２００、３００ ｍｇ / ｋｇ)剂量组在左后支撑时相和右

前支撑时相中有明显减少(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ 与

模型组相比ꎬ美多芭组在右后支撑时相中有明显改

善(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎬＤＮＬ(１００、２００、３００ ｍｇ / ｋｇ)
剂量组与模型组相比有一定程度的改善趋势但无

显著性差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
在平均步行周期指标中ꎬ模型组与对照组相比

有上升趋势ꎬ各给药组与模型组相比有下降趋势ꎬ
但无显著性差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ２　 金钗石斛对 ＰＤ 小鼠爬杆时间和悬挂评分的

影响

　 　 如表 ２ 所示ꎬ在爬杆实验中ꎬ与对照组比较ꎬ模
型组的上半段时间、总时间均增加 (Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬＰ <
０􀆰 ００１)ꎬ掉头时间和下半段时间无明显变化(Ｐ >
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０􀆰 ０５)ꎮ 与模型组相比ꎬＤＮＬ(３００ ｍｇ / ｋｇ)组的爬杆

上半段时间指标下降(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ下半段时间、掉头

时间和总时间无显著性差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 在悬挂评

分实验中ꎬ模型组与对照组比较ꎬ悬挂评分明显下

降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与模型组相比ꎬＤＮＬ(３００ ｍｇ / ｋｇ)组
的评分增加具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ美多芭组、
ＤＮＬ(１００、２００ ｍｇ / ｋｇ)组评分有一定的增加趋势但

无显著性差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ３　 金钗石斛对 ＰＤ 小鼠空场实验的影响

　 　 在空场实验中ꎬ如表 ３ 所示ꎬ与对照组相比ꎬ模
型组在运动总路程、运动时间、平均速度、僵滞时间

比率上均有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与模型组相比ꎬ
美多芭组ꎬＤＮＬ(１００、２００、３００ ｍｇ / ｍＬ)组各项指标

均无显著性差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
表 １　 ＤＮＬ 对 ＰＤ 小鼠步态功能的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ １０~１１)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＮＬ ｏｎ ｇａｉｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ＰＤ ｍｉｃｅ

步态指标
Ｇａｉｔ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ

模型组
Ｍｏｄｅｌ

美多芭组
Ｍａｄｏｐａｒ

金钗石斛组
ＤＮＬ

１００ ｍｇ / ｋｇ　 　 　 　 ２００ ｍｇ / ｋｇ　 　 　 　 ３００ ｍｇ / ｋｇ

前肢步宽(ｃｍ)
Ｆｏｒｅｐａｗ ｔｒａｃｋ ｗｉｄｔｈ １􀆰 ３６±０􀆰 ３８ １􀆰 ３９±０􀆰 ５９ １􀆰 １０±０􀆰 ２６ １􀆰 １７±０􀆰 ４１ １􀆰 ２４±０􀆰 ４３ １􀆰 ２１±０􀆰 ４３

后肢步宽(ｃｍ)
Ｈｉｎｄｐａｗ ｔｒａｃｋ ｗｉｄｔｈ １􀆰 ６５±０􀆰 ６８ ２􀆰 ４７±０􀆰 ６６ １􀆰 ５０±０􀆰 ４２ １􀆰 ７６±０􀆰 ３１ １􀆰 ９２±０􀆰 ５２ １􀆰 ６２±０􀆰 ４５

左前推进指数
Ｌｆ ｐｒｏｐｕｌｓｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ０􀆰 ３９±０􀆰 １２ ０􀆰 ６２±０􀆰 １８ ０􀆰 ４８±０􀆰 ０８ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０５ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０７ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０８

左后推进指数
Ｌｈ ｐｒｏｐｕｌｓｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０６ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０６∗∗∗ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０３＃＃＃ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０１＃＃＃ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０１＃＃＃ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０４＃＃＃

右前推进指数
Ｒｆ ｐｒｏｐｕｌｓｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０５ ０􀆰 ６５±０􀆰 １３∗∗ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０４ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０６＃ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０５＃ ＃

右后推进指数
Ｒｆ ｐｒｏｐｕｌｓｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ０􀆰 ４７±０􀆰 １２ ０􀆰 ６６±０􀆰 ０４∗∗∗ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０３ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０７＃＃ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ５７±０􀆰 ０７＃＃

左前支撑时相
Ｌｆ ｄｕｔｙ ｃｙｃｌｅ ０􀆰 ３９±０􀆰 １５ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０８ ０􀆰 ４７±０􀆰 １５ ０􀆰 ４４±０􀆰 １０ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０９ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０８

左后支撑时相
Ｌｈ ｄｕｔｙ ｃｙｃｌｅ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０８ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ４９±０􀆰 ０７ ０􀆰 ４３±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０６＃＃

右前支撑时相
Ｒｆ ｄｕｔｙ ｃｙｃｌｅ ０􀆰 ４５±０􀆰 １６ ０􀆰 ６３±０􀆰 １６∗∗ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０７ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０７＃＃ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０９＃＃

右后支撑时相
Ｒｈ ｄｕｔｙ ｃｙｃｌｅ ０􀆰 ４９±０􀆰 １３ ０􀆰 ６６±０􀆰 １３∗∗ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０５ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０８ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０９

平均步行周期 (ｓ)
Ａｖｅｒａｇｅ ｓｔｅｐ ｃｙｃｌｅ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０８ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０７ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０６ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０８ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０５ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０５

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１.

表 ２　 金钗石斛对 ＰＤ 小鼠爬杆时间和悬挂评分的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ １０~１１)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＮＬ ｏｎ ｃｌｉｍｂｉｎｇ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ ＰＤ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

调头时间(ｓ)
Ｔｕｒｎ ｒｏｕｎｄ ｔｉｍｅ

上半段时间(ｓ)
Ｆｉｒｓｔ ｈａｌｆ ｏｆ ｔｉｍｅ

下半段时间(ｓ)
Ｓｅｃｏｎｄ ｈａｌｆ ｏｆ ｔｉｍｅ

总时间(ｓ)
Ｔｏｔａｌ ｔｉｍｅ

悬挂评分
Ｓｃｏｒｅ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ０􀆰 ９７±０􀆰 ０４ ４􀆰 ０３±０􀆰 ８３ ５􀆰 ９３±０􀆰 ８１ ９􀆰 ９６±１􀆰 １０ ２􀆰 ７０±０􀆰 ４８
模型组 Ｍｏｄｅｌ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０３ ６􀆰 １３±０􀆰 ９９∗∗∗ ６􀆰 ７３±０􀆰 ９１ １２􀆰 ８６±１􀆰 １６∗∗ １􀆰 ７０±０􀆰 ４８∗

美多芭组 Ｍａｄｏｐａｒ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０２ ５􀆰 ７４±０􀆰 ７９ ６􀆰 ６６±１􀆰 ０７ １２􀆰 ４０±１􀆰 １８ ２􀆰 １１±０􀆰 ７８

金钗石斛组
ＤＮＬ

１００ ｍｇ / ｋｇ ０􀆰 ９６±０􀆰 ０４ ５􀆰 ３９±１􀆰 ２４ ６􀆰 １２±１􀆰 ６８ １１􀆰 ５１±２􀆰 ６６ ２􀆰 ４５±０􀆰 ６８
２００ ｍｇ / ｋｇ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０３ ５􀆰 １５±０􀆰 ８８ ５􀆰 ６６±１􀆰 １７ １０􀆰 ８１±１􀆰 ６６ ２􀆰 ５５±０􀆰 ５２
３００ ｍｇ / ｋｇ ０􀆰 ９９±０􀆰 ０１ ５􀆰 ０２±１􀆰 ００＃ ６􀆰 ６３±０􀆰 ７０ １１􀆰 ６６±１􀆰 ４２ ２􀆰 ６３±０􀆰 ６７＃＃

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１.
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２􀆰 ４　 金钗石斛对 ＰＤ 小鼠脑组织炎症因子水平的

影响

　 　 通过前期的行为学实验ꎬ我们认为 ＤＮＬ 各剂量

中 ３００ ｍｇ / ｋｇ 剂量效果最佳ꎬ因此仅选择 ＤＮＬ(３００
ｍｇ / ｋｇ)进行后续的研究ꎮ ＥＬＩＳＡ 检测结果如图 ２
所示ꎬ与对照组相比ꎬ 模型组小鼠纹状体区炎症因

子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ 水平升高 (Ｐ<０􀆰 ００１) ꎮ 与

模型组相比ꎬ美多芭、ＤＮＬ(３００ ｍｇ / ｋｇ)各指标显著

下降(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ 在皮层区ꎬ各组间炎症因

子水平的差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ

表 ３　 金钗石斛对 ＰＤ 小鼠空场实验的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ １０~１１)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＮＬ ｏｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ￣ｆｅｉｌｄ ｔｅｓｔ ｏｆ ＰＤ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

总路程(ｃｍ)
Ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ

运动时间(ｓ)
Ｔｉｍｅ ｏｆ ｍｏｖｅｍｅｎｔ

平均速度(ｃｍ / ｓ)
Ｓｐｅｅｄ ｏｆ ｍｏｖｅｍｅｎｔ

僵滞时间比率(％)
Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ３７５０􀆰 ０５±４９０􀆰 ９８ １９２􀆰 ６６±３８􀆰 ０９ ６􀆰 ２５±０􀆰 ８１ ６７􀆰 ９０±６􀆰 ３５
模型组 Ｍｏｄｅｌ ３１８８􀆰 ４３±６４７􀆰 ５６∗ １５４􀆰 ０５±４５􀆰 ８５∗ ５􀆰 ３１±１􀆰 ０８∗ ７４􀆰 ３３±７􀆰 ６４∗

美多芭组 Ｍａｄｏｐａｒ ３３４２􀆰 １４±４７９􀆰 ４８ １５８􀆰 ４２±３４􀆰 ４１ ５􀆰 ５７±０􀆰 ８０ ７３􀆰 ６１±５􀆰 ７３

金钗石斛组
ＤＮＬ

１００ ｍｇ / ｋｇ ３１７２􀆰 ６０±４９４􀆰 ６８ １５０􀆰 ４３±３７􀆰 ４１ ５􀆰 ２９±０􀆰 ８２ ７４􀆰 ９４±６􀆰 ２４
２００ ｍｇ / ｋｇ ３１２６􀆰 ４８±３５６􀆰 ６５ １４１􀆰 ４０±２５􀆰 ６４ ５􀆰 ２１±０􀆰 ６０ ７６􀆰 ４５±４􀆰 ２７
３００ ｍｇ / ｋｇ ３２１５􀆰 ２８±６９９􀆰 ３６ １５１􀆰 ４２±５９􀆰 ７９ ５􀆰 ３６±１􀆰 １７ ７４􀆰 ７８±９􀆰 ９７

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

注:Ａ:纹状体区 ＴＮＦ￣α 水平ꎻＢ:皮层区 ＴＮＦ￣α 水平ꎻＣ:纹状体区 ＩＬ￣６ 水平ꎻＤ:皮层区 ＩＬ￣６ 水平ꎻＥ:纹状体区 ＩＬ￣β 水平ꎻＦ:皮层区 ＩＬ￣β 水

平ꎮ 与对照组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ２　 金钗石斛对 ＰＤ 小鼠脑组织 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６、ＩＬ￣β 水平的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ７)
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ＴＮＦ￣α ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｔｒｉａｔｕｍ. Ｂꎬ ＴＮＦ￣α ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃｏｒｔｅｘ. Ｃꎬ ＩＬ￣６ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｔｒｉａｔｕｍ. Ｄꎬ ＩＬ￣６ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃｏｒｔｅｘ. Ｅꎬ ＩＬ￣β ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｔｒｉａｔｕｍ. Ｆꎬ ＩＬ￣β

ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃｏｒｔｅｘ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＮＬ ｏｎ ＴＮＦ￣αꎬＩＬ￣６ꎬＩＬ￣β ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＰＤ ｍｉｃｅ ｂｒａｉｎ

２􀆰 ５ 　 金钗石斛对小鼠纹状体中 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和

ｃａｓｐａｓｅ￣９蛋白的表达的影响

　 　 免疫印迹结果如图 ３ 所示ꎬ对照组中 ｃａｓｐａｓｅ￣３

和 ｃａｓｐａｓｅ￣９ 蛋白的表达量较少ꎬ与对照组相比ꎬ模
型组中 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ｃａｓｐａｓｅ￣９ 蛋白的表达量明显增

多(Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎻ与模型组相比ꎬ美多芭组和 ＤＮＬ
(３００ ｍｇ / ｋｇ)组中 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ｃａｓｐａｓｅ￣９ 蛋白的表

达均有显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬＰ<０􀆰 ０１ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ

３　 讨论

　 　 帕金森病是一种由多种环境因素、生物因素介

导的慢性神经退行性疾病ꎬ在 ６０ 岁以上人群中患病

率达 １％[２０]ꎮ 为了深入研究 ＰＤ 的病因及治疗方

法ꎬ研究者们根据疾病的病理特点制作了不同的动

物模型ꎬ其中 ＭＰＴＰ 模型是目前最常用的神经毒素

模型之一ꎬ具有较长的研究历史ꎮ ＭＰＴＰ 能够引起

３５中国比较医学杂志 ２０２２ 年 １ 月第 ３２ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２２ꎬＶｏｌ. ３２ꎬＮｏ. １



注:与对照组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 ３　 金钗石斛对 ＰＤ 小鼠纹状体中 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ｃａｓｐａｓｅ￣９ 蛋白的表达的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＮＬ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ￣９ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｒｉａｔｕｍ ｏｆ ＰＤ ｍｉｃｅ

黑质致密部多巴胺能神经元的变性ꎬ氧化应激反应

和线粒体功能障碍ꎬ能够较好地模拟 ＰＤ 的临床表

现和病理学特征[２１]ꎮ 因此ꎬ在本研究我们采用腹腔

注射给与 ＭＰＴＰ ３０ ｍｇ / ｋｇ 连续 ７ ｄ 诱导的小鼠亚急

性 ＰＤ 模型来评价 ＤＮＬ 的药效ꎮ 造模小鼠均在膜

腔注射给予 ＭＰＴＰ 后 ５~３０ ｍｉｎ 出现静止性震颤、立
毛、弓背、行动减缓、聚集成团等现象ꎬ与参考文

献[２２]报道一致ꎬ提示腹腔注射给与 ＭＰＴＰ 可成功建

构 ＰＤ 模型ꎮ
现代药理学研究表明ꎬ金钗石斛生物碱具有显

著的神经保护作用ꎬＬｉ 等[２３]发现金钗石斛生物碱可

以显著改善 ６￣ＯＨＤＡ 诱导的 ＰＤ 大鼠中脑黑质 ＤＡ
神经元丢失以及降低 ６￣ＯＨＤＡ 诱导的原代大鼠中脑

神经元－胶质细胞中促炎因子的释放ꎮ 石斛碱是金

钗石斛中含量最高的倍半萜类生物碱ꎬ具有显著的

生物活性[２４]ꎬ可显著改善 ＰＤ 症状保护 ＤＡ 能神经

元ꎮ 此外ꎬ研究表明金钗石斛中的有效活性成分槲

皮素可保护机体免受神经毒性化学物质的侵害ꎬ并
可防止神经元损伤和神经变性的进化和发展[２５]ꎮ
Ｓｉｎｇｈ 等[２６] 发现给予槲皮素可减轻链脲佐菌素

(ＳＴＺ)诱导的动物认知障碍ꎮ 槲皮素还可以通过激

活 ＰＩＮＫ１￣Ｐａｒｋｉｎ 线粒体吞噬通路改善 ６￣ＯＨＤＡ 诱

导的 ＰＤ 模型的线粒体质量控制并保护 ＤＡ 神经元ꎬ
改善 ６￣ＯＨＤＡ 处理下 ＰＣ１２ 细胞线粒体功能障碍ꎬ
降低氧化应激水平[２７]ꎮ 结合种种研究证据ꎬ我们认

为金钗石斛在防治 ＰＤ 药物研发方面具有较大的潜

力ꎬ因此选择金钗石斛醇提物作为干预药物ꎬ探究

其神经保护作用ꎮ
本研究选择爬杆实验、悬挂实验、步态分析实

验和空场实验来评价动物的行为学指标ꎮ 爬杆实

验和悬挂实验是 ＰＤ 动物模型公认、经典、常用的行

为学检测方法ꎬ对动物的协调性具有较好的检测效

果[１８ꎬ２８]ꎮ 在爬杆实验中ꎬ小鼠在爬杆顶部调头至爬

杆上半段时ꎬ需要调整姿势和方向ꎬ该动作能反映

肢体的抓握调遣和协调能力ꎬ总时间可评估动物总

体的运动速度和四肢协调性ꎬ因此常用于评价 ＰＤ
小鼠的运动功能ꎮ 本实验中发现ꎬＭＰＴＰ 模型组小

鼠在爬杆上半段时间、总时间与对照组相比均有显

著延长ꎬ表明腹腔注射给与 ＭＰＴＰ 使小鼠肢体运动

协调能力受到一定程度的损害ꎬ而 ３００ ｍｇ / ｋｇ 的

ＤＮＬ 对这种损伤起到了一定的恢复作用ꎮ 同样ꎬ模
型组悬挂评分显著降低ꎬ提示小鼠肢体运动协调能

力受损ꎬＤＮＬ(３００ ｍｇ / ｋｇ)同样可以显著恢复这种受

损现象ꎮ
步态分析实验是一种评价神经系统运动行为

高度敏感的检测方法[１６]ꎬ本研究采用自主研制的大

小鼠步态分析系统ꎬ已在前期的课题中得到验

证[２９]ꎬ目前国内已有文献报道将该系统应用于小鼠

帕金森步态行为的研究[３０]ꎮ 推进指数是指推进时

长 /支撑时长ꎬ用来描述动物肢体离地ꎬ在行走过程

４５ 中国比较医学杂志 ２０２２ 年 １ 月第 ３２ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２２ꎬＶｏｌ. ３２ꎬＮｏ. １



中足迹面积逐渐变小的过程ꎮ 该指标在一定程度

上能反映动物行走时肢体肌力的情况ꎮ 在本实验

中ꎬ模型组的推进指数出现异常ꎬ提示模型动物的

肢体推动能力下降ꎬ需要靠更大的肌力代偿ꎮ 步行

周期分为支撑相和摆动相ꎬ支撑时相指一个步行周

期里ꎬ动物肢体支撑时长与步行周期的比例ꎬ步行

周期的异常提示动物行走整体功能出现障碍ꎬ导致

步行时间减少ꎬ肢体与地面接触时间增加ꎮ 在本实

验中ꎬ与对照组相比ꎬ虽然模型组的步行周期没有

显著性差异ꎬ但有增高趋势ꎬ提示该模型已经出现

步行异常ꎬ步行速度下降从而使动物各肢体支撑时

长上升ꎬ美多芭和 ＤＮＬ(３００ ｍｇ / ｋｇ)均可不同程度

地改善 ＰＤ 小鼠步态指标的异常ꎮ
近年来研究表明ꎬ炎症反应参与了 ＰＤ 的发生

发展[３１]ꎮ ＭＰＴＰ 腹腔注射可使小鼠纹状体内 ＴＮＦ￣
α[３２]、ＩＬ￣６[３３]、ＩＬ￣１β[３４]等促炎因子表达量增加ꎬ 并

伴有胶质细胞的增生[３５]ꎮ 反应性小胶质细胞增生

是 ＰＤ 炎症假说中的关键环节ꎬ有研究发现 ＰＤ 模型

小鼠黒质致密部小胶质细胞出现明显增生ꎬ并产生

了大量 ＴＮＦ￣ɑ 和 ＩＬ￣１βꎬ后两者加速了 ＤＡ 神经元的

变性和死亡ꎬ继而引起了神经递质 ＤＡ 的生成的减

少[３６－３７]ꎬ因此ꎬ恢复因过度炎性反应引起的 ＤＡ 神

经元损伤是改善 ＰＤ 的一个重要途径ꎮ 本研究结果

显示ꎬ在 ＭＰＴＰ 模型组纹状体中 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β
水平及表达与对照组相比组显著升高ꎬＤＮＬ(３００
ｍｇ / ｋｇ)给药组小鼠纹状体中的炎性因子指标相对

于模型组均有所下降ꎬ说明 ＤＮＬ 对 ＭＰＴＰ 引起的纹

状体神经炎症同样发挥抑制作用ꎮ 而在皮层区却

并未观察到这一现象ꎬ这提示不同脑区对 ＭＰＴＰ 可

能存在不同的免疫反应ꎮ
ＰＤ 的发生发展还与神经细胞凋亡密切相关ꎬ

过度的细胞凋亡会严重影响神经功能ꎮ ｃａｓｐａｓｅ 家

族基因是控制凋亡的重要原件之一ꎬ当细胞凋亡途

径激活ꎬｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白磷酸化ꎬ细胞凋亡进入不可

逆阶段[３８]ꎮ 在本实验中ꎬ与对照相比ꎬ模型组小鼠

ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ｃａｓｐａｓｅ￣９ 蛋白表达量增高ꎬ表明 ＭＰＴＰ
使小鼠脑组织的神经细胞发生凋亡ꎻ相比模型组ꎬ
美多芭、ＤＮＬ(３００ ｍｇ / ｋｇ)给药组小鼠 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和

ｃａｓｐａｓｅ￣９ 蛋白表达水平均显著降低ꎬ提示 ＤＮＬ 可能

是通过降低 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ｃａｓｐａｓｅ￣９ 蛋白表达水平的

途径来抑制细胞凋亡对 ＰＤ 动物模型的影响ꎬ更具

体的作用机理有待我们下一步的研究ꎮ
综上所述ꎬ金钗石斛提取物对 ＭＰＴＰ 诱导的 ＰＤ

模型小鼠具有一定的神经保护作用ꎬ可缓解运动障

碍ꎬ降低 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β、ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ｃａｓｐａｓｅ￣９
蛋白表达水平ꎬ其作用机制可能是通过抑制炎症反

应ꎬ 减少神经细胞凋亡的途径来实现的ꎮ
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