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[摘要]　目的　观察五子衍宗丸对帕金森病(PD)小鼠脑内黑质纹状体神经营养因子分泌和脑组织中细胞凋亡相关

基因表达的影响。方法　建立神经毒素MPTP诱导的PD小鼠模型，通过行为步态实验、爬杆实验及脑黑质纹状体区酪

氨酸羟化酶(TH)阳性神经元的病理学检测，观察五子衍宗丸的治疗效果；采用免疫荧光、RT-qPCR和Western blotting

法检测小鼠黑质纹状体中脑源性神经营养因子(BDNF)、胶质细胞源性神经营养因子(GDNF)、睫状神经营养因子

(CNTF)及细胞凋亡相关基因Bcl-2、Bax、caspase-3、caspase-9表达水平的变化。结果　与PD模型组比较，五子衍宗丸治

疗可明显减少PD小鼠四肢向前运动的平均摆动时间(P<0.05)和爬杆时间(P<0.001)，增高TH阳性细胞数和TH蛋白表达

水平(P<0.05)；五子衍宗丸治疗后，PD小鼠黑质纹状体中BDNF、GDNF蛋白和CNTF及Bcl-2 mRNA表达水平明显增高

(P<0.05)，而Bax、caspase-3和caspase-9表达水平明显降低(P<0.05)。结论　五子衍宗丸具有治疗PD的潜力，其作用机制

可能与提高PD小鼠黑质纹状体中神经营养因子分泌及抗凋亡作用有关。
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[Abstract]　Objective　To study the effect of Wuzi Yanzong Pill (WYP) on neurotrophic factors and apoptosis in the brain 

of mice with Parkinson's disease (PD). Methods　MPTP-induced PD model in mice was established to evaluate the therapeutic 

effect of WYP by the behavioral gait, pole test, and brain pathological TH-positive neurons in the substantia nigra (SN). We used 

immunofluorescence, RT-qPCR , and Western blotting to evaluate the expression of neurotrophic factors (BDNF, GDNF, and 
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CNTF) and apoptosis-associated genes (Bcl-2, Bax, caspase-3, and caspase-9). Results　Compared with the PD model group, WYP 

could reduce the average swinging time of each paw (P<0.05)and pole test time (P<0.001); The number of TH positive cells (P<0.05) 

and TH protein expression (P<0.05) increased, which inhibited dopaminergic neuron injury. Compared with the PD model group, 

WYP increased the expression of BDNF, CNTF, GDNF, and Bcl-2 (P<0.05) and decreased the expression of Bax, caspase-3, and 

caspase-9 (P<0.05). Conclusion　WYP shows therapeutic potential in PD, and its mechanism may be related to the anti-apoptotic 

effect and increased secretion of neurotrophic factors in SN of the brain in the MPTP-induced PD model.

[Key words]　Wuzi Yanzong Pill; Parkinson's disease; neurotrophic factor; apoptosis

帕金森病(Parkinson's disease，PD)是发病率仅

次于痴呆的神经系统退行性疾病，年发病率5/(10
万)~35/(10万)，其患病率随年龄增长而上升 [1]。

PD以选择性中脑黑质多巴胺(dopamine，DA)能神

经元变性、缺失及运动障碍为主要特征，发病机

制尚不明确，临床上多用西药如左旋多巴制剂治

疗，但长期服用后疗效减弱，且可能出现多种并

发症[2-3]。部分中药复方对PD治疗有一定疗效[4-5]。 
有研究显示，采用五子衍宗汤治疗肾虚髓减型PD
轻度认知功能障碍疗效良好[6]；五子衍宗丸(Wuzi 
Yanzong Pi l l，W YP)亦可对神经细胞发挥保护作

用，治疗神经系统疾病[7]。我们的前期研究显示，

五子衍宗丸治疗P D疗效显著 [ 8 - 9 ]。本研究采用神

经毒素1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶(1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6- tetrahydropyridine，MPTP)诱导的

PD小鼠模型，检测PD小鼠脑内黑质纹状体中脑源

性神经营养因子(brain-derived neurotrophic factor，
B D N F)、胶质细胞源性神经营养因子( g l i a l  c e l l -
derived neurotrophic factor，GDNF)、睫状神经营养

因子(ciliary neurotrophic factor，CNTF)及细胞凋亡

相关基因Bcl-2、Bax、caspase-3、caspase-9的表达情

况，探究五子衍宗丸治疗PD的作用机制，为其治

疗PD提供新的实验依据。

1　材料与方法

1.1　药材　五子衍宗丸购自太原市同仁堂药店(生
产商：北京同仁堂股份有限公司同仁堂制药厂；

批号：20035036；规格：0.1 g/粒)；药丸用研磨机

研磨成微细粉末，用0.9%氯化钠注射液溶解配制成

0.32 g/ml的五子衍宗丸药液，现配现用，使用前于

水浴锅中加热并混匀。

1.2　仪器　DigiGait动物步态检测分析系统(美国

MSI公司，型号：MSI-DIG-RT)；电泳仪(美国Bio-
R ad公司，型号：PowerPacTM)；转膜仪(美国Bio-
Rad公司，型号：PowerPacTM)；凝胶成像分析仪(美
国Bio-Rad公司，型号：HOOD-Ⅱ)；酶标仪(德国

Leica公司，型号：C-1150)；高速冷冻离心机(德国

Eppendorf公司，型号：5840)。
1.3　试剂　MPTP(M0896)购自美国Sigma公司。

BDNF抗体(A1307)、GDNF抗体(A14639)、CNTF

抗体(A1915)购自武汉Abconal公司，酪氨酸羟化酶

(tyrosine hydroxylase，TH)抗体(#58844)购自美国

Cell Signaling Technology公司。RNAprep pure Tissue 
Kit(DP431)购自天根生化科技(北京)有限公司。M5 
Sprint qPCR RT kit with gDNA remover(MF949-T)、
Realtime PCR Super mix(SYBR green，with anti-Taq)
(MF013-01)购自北京聚合美生物科技有限公司。增

强型RIPA裂解液(RIPA Lysis Buffer，RIPA)(AR0102)
购自武汉博士德生物工程有限公司。Bcl-2、Bax、
caspase-3和caspase-9的引物购自生工生物工程(上海)
股份有限公司。

1 . 4　实验动物及其分组　8周龄雄性C57BL/6小
鼠3 0只，体重 ( 2 0±3 )  g，购于北京维通利华实

验动物技术有限公司[实验动物生产许可证号：

SCXK(京)2021-0006]，按随机数字表法随机分为

3组(每组10只)：对照组、PD模型组和PD+W YP
组。对照组小鼠生理盐水[50 ml/(kg.d)]灌胃，每天

2次，间隔12 h，连续14 d。PD模型组小鼠腹腔注

射MPTP，每天1次，持续7 d(第1天：15 mg/kg；
第2天：20 mg/kg；第3－7天：30 mg/kg)[8-9,12]；同

时给予生理盐水灌胃[50 ml/( kg.d)]，每天2次，

间隔1 2  h，连续1 4  d。P D + W Y P组小鼠腹腔注射

MPTP，每天1次，持续7 d(第1天：15 mg/kg；第

2天：20 mg/kg；第3－7天：30 mg/kg)；给予五子

衍宗丸灌胃[16 g/(kg.d)]，每天2次，间隔12 h，连

续14 d。本研究动物实验方案通过山西中医药大学

医学与动物伦理审查委员会审查批准(批准文号：

2021DW268)，实验过程符合国家和单位有关实验

动物的管理和使用规定。

1.5　行为学实验检测小鼠的运动功能　五子衍宗

丸给药第14天，对小鼠进行行为学检测。(1)步态

实验。将跑带速度设置为15 cm/s，小鼠放置于水平

步态仪的透明隔间中。通过DigiGait步态检测分析

系统在连续10 s内记录小鼠动态步态行为指标，测

量小鼠各脚爪摆动的平均时间。每只小鼠进行3次
检测，每次间隔10 min，并进行统计分析。(2)爬杆

实验。将一直径1 cm、长60 cm的木杆缠绕两层纱布

(防滑)，顶端固定一圆形木塞。将小鼠头部朝下放

于木塞上，使其自然下爬，记录小鼠从杆顶自然爬

到杆底平台所用时间。测试3次，每次间隔10 min以



解放军医学杂志　2023年2月28日　第48卷　第2期170

上，中途停顿或反向爬行则重新测试，取均值进行

统计分析。

1.6　样品采集　灌胃2周后处死小鼠，开胸暴露

心脏。每组采用随机数字表法选取5只小鼠用生理

盐水进行心脏灌注直至肝脏发白，用4%多聚甲醛

溶液进行心脏灌注固定体内组织；取出完整脑组

织，置于4%多聚甲醛溶液中4 ℃固定24 h，再放置

于10%、20%、30%蔗糖溶液中梯度脱水。OCT包

埋制作组织包块，将组织制备成10 μm连续冠状冷

冻切片。每组其余5只小鼠用生理盐水心脏灌注至

肝脏发白后，取出完整脑组织，切取黑质纹状体部

位，称重后放置于研磨器中，加入组织裂解液充分

研磨，4 ℃、12 000 r/min离心20 min，离心半径为

5 cm，取上清液置于–80 ℃冰箱保存。

1.7　免疫组织化学染色　冷冻脑组织切片置于4%
多聚甲醛溶液浸泡1 h，再浸于PBS溶液清洗，浸

于含0.5% Triton X-100的PBS中，室温孵育5 min。
加TH一抗(1:1000)4 ℃孵育过夜；次日PBS清洗，

加对应IgG荧光二抗，常温孵育2 h；浸洗，甘油封

片。采用ImageJ进行细胞计数。

1.8　RT-qPCR检测细胞凋亡相关基因Bcl-2、Bax、
caspase-3、caspase-9的mRNA表达水平　各组小鼠按

上述方法取脑后，放入预冷的PBS中洗净血污和杂

质。在冰上的平面皿中迅速分离出黑质和纹状体

组织，用RNAprep pure Tissue Kit提取样本总RNA并

测定浓度。根据说明书，用M5 Sprint qPCR RT kit 
with gDNA remover转录出cDNA。使用Realtime PCR 
Super mix(SYBR green，with anti-Taq)将cDNA、相应

引物和试剂按照说明书的要求混合后，在实时PCR
仪上进行检测。对各组样品的Ct值进行测定，取平

均数，以β-actin作为内参照，并用2 –ΔΔCt法计算各

mRNA表达量。引物序列见表1。
1.9　Western blotting检测BDNF、GDNF和CNTF
蛋白表达水平　将各组小鼠黑质纹状体组织加入

RIPA(1:100)在4 ℃条件下充分裂解提取脑蛋白，

BCA法测定蛋白含量。加Loading buffer制备蛋白

上样缓冲液样品，用10% SDS-PAGE凝胶电泳分离

蛋白，转膜后，5%脱脂奶粉室温摇床上封闭1 h，
TBST洗涤3次，分别加入BDNF、CNTF和GDNF抗
体(1:1000)，4 ℃过夜。次日用TBST洗涤后加入相

应的HRP偶联二抗(1:5000)，室温孵育2 h。TBST洗

膜后加ECL化学发光液(A:B=1:1)，用化学发光凝胶

成像系统进行化学发光反应曝光条带，用Bio-R ad
凝胶成像分析仪检测条带，ImageJ软件进行灰度值

比较，并进行统计分析。

1.10　统计学处理　采用Prism 8.0.2软件进行统计分

析。符合正态分布的计量资料以x±s表示，多组间

比较采用单因素方差分析(ANOVA)，进一步两两比

较采用LSD-t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　五子衍宗丸对MPTP诱导的PD小鼠运动障碍

的影响　步态实验结果显示，与对照组比较，PD
模型组小鼠左前爪、右前爪、左后爪和右后爪向

前运动的摆动时间均明显增多( P<0 . 0 0 1 )；与P D
模型组比较，PD+W YP组小鼠左前爪、右前爪、

左后爪和右爪后向前运动的摆动时间均明显减少

(P<0.05，图1A)。爬杆实验结果显示，与对照组比

较，PD模型组小鼠爬杆时间明显增多(P<0.001)；
与PD模型组比较，PD+WYP组小鼠爬杆时间明显减

少(P<0.001，图1B)。
2.2　五子衍宗丸对MPTP诱导的PD小鼠DA能神经

元的影响　免疫荧光染色结果显示，与对照组比

较，P D模型组T H阳性神经元呈散在排列且数量

明显较少(P<0.001)；与PD模型组比较，PD+WYP
组T H阳性细胞数量明显增多( P<0 . 0 1，图2 A )。
Western blotting检测结果显示，与对照组比较，PD
模型组小鼠TH蛋白表达水平明显降低(P<0.01)；与

PD模型组比较，PD+WYP组TH蛋白表达水平明显

增高(P<0.05，图2B)。
2.3　五子衍宗丸对MPTP诱导的PD小鼠脑内神经

营养因子分泌的影响　Western blotting检测结果显

示，与对照组比较，PD模型组BDNF、GDNF和

CNTF蛋白表达水平均明显降低(P<0.05)；与PD模

型组比较，PD+WYP组BDNF、GDNF和CNTF蛋白

表达水平均明显增高(P<0.05，图3)。
2 . 4　五子衍宗丸对PD小鼠DA能神经元的抗凋亡

作用　RT-qPCR检测结果显示，与对照组比较，

PD模型组Bcl-2 mRNA表达水平明显降低(P<0.05)，
Bax、caspase-3和caspase-9的mRNA表达水平明显增

高(P<0.01)；与PD模型组比较，PD+WYP组Bcl-2 
mRNA表达水平明显升高(P<0.01)，Bax、caspase-3和
caspase-9的mRNA表达水平明显降低(P<0.05，图4)。

表1　RT-qPCR引物序列

Tab.1　Primer sequences for RT-qPCR

基因 引物序列(5'-3')

Bcl-2
正义: ATGCCTTTGTGGAACTATATGGC

反义: GGTATGCACCCAGAGTGATGC

Bax
正义: TGAAGACAGGGGCCTTTTTG

反义: AATTCGCCGGAGACACTCG

caspase-3
正义: TCTGACTGGAAAGCCGAAACTCTTC

反义: GTCCCACTGTCTGTCTCAATGCC

caspase-9
正义: CCTCGTGTCCTACTCCACCTTCC

反义: CGGCATTAGCAACCCTCAGCAG
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图3　Western blotting检测各组小鼠脑内神经营养因子BDNF、GDNF和CDNF的表达水平

Fig.3　Expression levels of BDNF, GDNF and CDNF in each group of mice (Western blotting)
PD. 帕金森病；WYP. 五子衍宗丸；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001

图1　五子衍宗丸对MPTP诱导的PD小鼠运动障碍的影响

Fig.1　Effect of WYP on mitigating of movement disorder in gait experiment of PD mice induced by MPTP
　　PD. 帕金森病；WYP. 五子衍宗丸；MPTP. 一种神经毒素；LF. 左前爪；RF. 右前爪；LH. 左后爪；RH. 右后爪；A. 步态实验中各组

小鼠各爪摆动平均时间；B. 爬杆实验中各组小鼠爬杆时间；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001

图2　免疫荧光法(A)和Western blotting(B)检测PD小鼠多巴胺能神经元中TH的表达水平

Fig.2　Expression levels of TH in dopamine neurons of PD mice (A. Immunofluorescence staining; B.Western blotting)
TH. 酪氨酸羟化酶；PD. 帕金森病；WYP. 五子衍宗丸；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
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3　讨　　论

PD是一种较常见的神经退行性疾病，以选择

性中脑黑质DA能神经元变性和缺失及运动障碍为

主要特征。该病病因复杂，发病机制尚不明确，线

粒体损伤、氧化应激、神经炎症、蛋白质错误折

叠、神经营养因子保护等均有可能参与PD的发病

和进展，目前尚无有效的临床治疗方法 [10]。中医

理论认为，PD属中医学的“颤证”范畴，其病因

病机复杂，其中一种证型是肾精损耗，不能滋养肝

木，筋脉失于濡养，木燥生风发颤[5]。故可用补肾

复方来治疗PD。

五子衍宗丸出自唐代的《道藏 ·悬解录》，由

枸杞子、菟丝子(炒)、覆盆子、五味子(蒸)、车前

子(盐炒)组成，是补肾益精之良方。枸杞子滋补肝

肾，益精明目；菟丝子补益肝肾，固精缩尿；覆盆

子固精缩尿，养肝明目；五味子补肝肾，收敛，涩

精止遗；车前子利水渗湿；五药合用达补肾益精之

功效。现代药理研究显示，五子衍宗丸具有治疗部

分神经系统疾病的作用[7,11]，可减少炎性因子的分

泌，从而保护中枢神经系统，延缓实验性自身免疫

性脑脊髓炎小鼠的发病[12]。

MPTP可透过血脑屏障转化为高毒性的MPP+，

并选择性进入黑质DA能神经元内，导致致密部DA
能神经元程序性死亡，是建立经典PD动物模型时

使用较多的神经毒素[13]。

运动迟缓和整体运动能力下降是PD患者常见

的行为学表现。在本研究中，PD小鼠表现出明显

的运动功能异常，包括四肢向前运动的摆动时间和

爬杆时间均增多，提示PD小鼠在运动时反应更慢

或者需要更长时间才能完成制动。本研究中免疫荧

光染色结果显示，PD小鼠出现了DA能神经元的损

伤和丢失；PD小鼠脑黑质纹状体中TH蛋白的表达

水平也明显降低。这一结果与我们的前期研究结果

一致，提示成功建立了MPTP导致的PD小鼠模型。

经五子衍宗丸治疗后，PD小鼠四肢向前运动的摆

动时间和爬杆时间均减少，且黑质纹状体中TH蛋

白表达增高，提示五子衍宗丸对DA神经元具有保

护作用。综上所述，本研究结果表明，五子衍宗丸

可减轻DA能神经元损伤，进而改善PD小鼠的运动

障碍。在此基础上，本研究进一步观察了五子衍宗

丸对PD小鼠脑黑质纹状体区神经营养因子分泌及

细胞凋亡的影响。

神经营养因子是支持神经元发育、成熟和存

活的小分泌蛋白。研究显示，神经营养因子可以

保护DA能神经元，促进神经退行性疾病中丢失的

某些神经元群的存活或再生[14-15]。BDNF是一种在

机体内分布广泛的神经营养因子，在小鼠黑质致密

部DA能神经元的维持中起关键作用[16]。近年研究

显示，BDNF与多种神经血管疾病有密切关联[17]。

GDNF在全身各种组织发育的不同阶段及神经损伤

后的不同阶段均有不同程度的表达[18]。Deng等[19]

报告，共移植过表达GDNF的神经干细胞和胎儿DA
能神经元的效果优于神经干细胞和胎儿DA能神经

元移植，前者移植细胞存活率明显增高，能更有效

地缓解PD大鼠的运动症状，说明过表达的GDNF和
胎儿DA能神经元具有协同作用，可促进干细胞存

活及向DA能神经元分化，这也提示GDNF在保护和

促进神经元发育中有重要作用。CNTF对DA能神经

元也有营养、保护和促进其存活的作用[20]。CNTF
受体α可阻止DA能神经元的活性退化并促进其功

能恢复 [21]。在本研究中，经五子衍宗丸治疗后，

M P T P诱导的P D小鼠脑内黑质纹状体区B D N F、

G D N F和C N T F的表达均明显增高，提示五子衍 
宗丸可诱导神经营养因子分泌，进而保护DA能神

经元。

细胞凋亡是PD神经元死亡的主要机制[22]。细

胞凋亡指机体内发生的涉及一系列基因激活、表达

图4　RT-qPCR检测各组小鼠脑内Bcl-2、Bax、caspase-3及caspase-9的mRNA表达水平

Fig.4　Expression levels of mRNA of Bcl-2, Bax, caspase-3 and caspase-9 in each group of mice(RT-qPCR)
PD. 帕金森病；WYP. 五子衍宗丸；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
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及调控的细胞自主死亡过程，主要受凋亡诱导因子

和凋亡抑制因子共同调控。Bcl-2家族和caspase家族

被认为是PD中细胞凋亡的关键标志[23]。Bcl-2基因

家族是一类重要的凋亡调控基因，分为抗凋亡基因

(如Bcl-2、Bcl-1、Bcl-xL等)和促凋亡基因(如Bax、
Bak、Bad、Bid等)两大类[24]。Caspase家族是细胞凋

亡的中心环节，活化的凋亡启动因子caspase-9激活

下游的凋亡执行因子caspase-3，抑制多聚ADP-核糖

聚合酶活性，增强核酸内切酶的活性，导致DNA片

段化，引起细胞凋亡。已在PD患者的黑质中检测

到活化的caspase-3[25]。研究显示，敲除caspase-3可
抑制MPTP诱导的PD小鼠黑质细胞凋亡[26]。本研究

结果显示，MPTP诱导的PD小鼠脑黑质纹状体中促

凋亡基因Bax、caspase-3、caspase-9表达水平增高，

抗凋亡基因Bcl-2表达降低，而五子衍宗丸治疗后部

分逆转了上述变化，提示五子衍宗丸可能通过调控

上述凋亡基因的表达而抑制PD小鼠DA能神经元的

凋亡，起到防治PD的作用。

综上，五子衍宗丸对MPTP诱导的PD小鼠具有

神经保护作用，可显著改善PD小鼠的运动表现，

其作用可能是通过增加黑质纹状体神经营养因子分

泌及调控凋亡相关的基因表达而实现的。但五子衍

宗丸治疗PD的具体机制，以及是否还参与其他生

物学过程尚不清楚，有待后续进一步研究和探讨。
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