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基于 p53/p21 通路探讨左归丸抑制细胞衰老

保护帕金森病小鼠的作用机制*
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摘要：目的：基于 p53/p21通路探讨左归丸对帕金森病（Parkinson'sdisease，PD）小鼠的脑保护作用机制。 方法：采用随机数字表

法将 60只雄性C57BL/6小鼠分为对照组、模型组、左归丸低剂量组（1.8 g·kg-1·d -1）、左归丸中剂量组（3.6 g·kg-1·d -1）、

左归丸高剂量组（7.2 g·kg-1·d -1）、美多芭组（50 mg·kg-1·d -1）。 除对照组外，其余各组小鼠均通过腹腔注射 1 -甲

基-4 -苯基-1，2，3，6 -四氢吡啶（1 -methyl-4 -phenyl-1，2，3，6 -tetrahydropyridine，MPTP）（30 mg·kg-1·d -1）建立PD

模型，连续 5 d。 从造模第 1 天起，各给药组同步开始灌胃给药，每日 1 次，持续 10 d。 采用行为学评估、免疫组化、Western

Blot、Elisa、β-半乳糖苷酶（β-galactosidase，SA-β-gal）染色、免疫荧光染色法观察左归丸对 PD小鼠细胞衰老的影响。 结

果：旷场实验结果显示，与对照组比较，模型组小鼠旷场运动总距离缩短（P＜0.01）；与模型组比较，左归丸中剂量组、左归丸

高剂量组及美多芭组小鼠运动总距离增加（P＜0.01）。 爬杆实验结果显示，与对照组比较，模型组小鼠爬杆时间延长（P＜

0.05）；与模型组比较，左归丸高剂量组爬杆时间缩短（P＜0.05）。 免疫组织化学染色及 Western Blot法检测酪氨酸羟化酶

（tyrosinehydroxylase，TH）蛋白结果显示，与对照组比较，模型组 TH蛋白表达降低（P＜0.01）；与模型组比较，左归丸中剂量

组、左归丸高剂量组及美多芭组TH蛋白表达升高（P＜0.05 或P＜0.01）。 Elisa结果显示，与对照组比较，模型组黑质组织和

纹状体组织多巴胺（dopamine，DA）、二羟基苯基乙酸（ dihydroxy-phenylaceticacid，DOPAC）、高香草酸（ homovanillicacid，

HVA）水平降低（P＜0.01）；与模型组比较，左归丸低剂量组、左归丸中剂量组、左归丸高剂量组、美多芭组黑质组织和纹状体

组织DA、DOPAC、HVA水平均升高（P＜0.05 或P＜0.01）。 免疫荧光双染检测结果显示，与对照组比较，模型组核纤层蛋白

B1（nuclearlaminaprotein B1，Lamin B1）阳性细胞数减少（P＜0.01），胶质纤维酸性蛋白（glialfibrillaryacidicprotein，GFAP）阳

性细胞数增加（P＜0.01）；与模型组比较，左归丸低剂量组、左归丸中剂量组、左归丸高剂量组、美多芭组 Lamin B1 阳性细胞

数增加（P＜0.05 或P＜0.01），GFAP阳性细胞数减少（P＜0.01）。 Western blot检测结果显示，与对照组比较，模型组黑质组

织 p53（tumourprotein 53，TP53）、细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 1A（Cyclin -dependentkinaseinhibitor1A，CDKN1A，p21）、细

胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 2A（Cyclin -dependentkinaseinhibitor2A，CDKN2A，p16）蛋白表达均升高（P＜0.01）；与模型组

相比，左归丸低剂量组、左归丸中剂量组、左归丸高剂量组、美多芭组黑质组织 p53、p21、p16 蛋白表达均降低（P＜0.01）。

SA-β-gal染色法结果显示，与对照组比较，模型组黑质组织 SA-β-gal蛋白阳性表达面积增加（P＜0.01）；与模型组相比，

左归丸中剂量组、左归丸高剂量组、美多芭组黑质组织 SA-β-gal蛋白阳性表达面积降低（P＜0.05 或P＜0.01）。 Elisa检测

结果显示，与对照组比较，模型组黑质组织IL-6、IL-8 水平均升高（P＜0.01）；与模型组相比，左归丸低剂量组、左归丸中剂

量组、左归丸高剂量组、美多芭组黑质组织IL-6、IL-8 水平均降低（P＜0.05 或P＜0.01）。 结论：左归丸可能通过抑制 p53/

p21 通路，减轻细胞衰老，从而对PD模型小鼠发挥保护作用。
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ActionMechanismofZuoguiPillInhibiting CellularSenescenceand
Protecting Parkinson′sDiseaseMiceBasedonp53/p21 Pathway
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1.TheFirstAffiliated HospitalofHenan UniversityofChineseMedicine，Zhengzhou Henan China450000； 2.TheAffiliated
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Abstract:Objective:ToexploretheneuroprotectivemechanismofZuoguiPillsin Parkinson'sdisease（PD） micebased on thep53/p21

pathway.Methods:SixtymaleC57BL/6 micewererandomlydivided intoacontrolgroup，modelgroup，low-doseZuoguiPillsgroup

（1.8 g·kg-1·d -1），medium-doseZuoguiPillsgroup （3.6 g·kg-1·d -1），high -doseZuoguiPillsgroup （7.2 g·kg-1·d -1），

and Madopargroup （50 mg·kg-1·d -1 ） usingarandomnumbertablemethod.Exceptforthecontrolgroup，allothergroupswere

modeled byintraperitonealinjection with 1 -methyl-4 -phenyl-1，2，3，6 -tetrahydropyridine（MPTP） （30 mg·kg-1·d -1） for

fiveconsecutivedays.Fromthefirstdayofmodeling，thetreatmentgroupswereadministered orallyoncedailyfor10 days.Behavioral

assessment，immunohistochemistry，Western Blot，ELISA，β-galactosidase（SA-β-gal） staining，and immunofluorescencestaining

wereused toobservetheeffectofZuoguiPillson cellularsenescencein PDmice.Results:Theopen field testresultsshowed that，com-

pared with thecontrolgroup，thetotaldistancetraveled bymicein themodelgroup wasreduced （P＜0.01）；compared with themodel

group，thetotaldistancetraveled bymicein themedium-doseand high -doseZuoguiPillgroups，aswellastheMadopargroup，was

increased （P＜0.01）.Thepole-climbingtestresultsshowed that，compared with thecontrolgroup，thetimeformicein themodel

group toclimb thepolewasprolonged （P＜0.05）；compared with themodelgroup，thepole-climbingtimewasshortened in the

high -doseZuoguiPillgroup （P＜0.05）.Immunohistochemistryand Western Blotdetection oftyrosinehydroxylase（TH） protein

showed that，compared with thecontrolgroup，THprotein expression in themodelgroup wasdecreased （P＜0.01）；compared with the

modelgroup，THprotein expression wasincreased in themedium-doseand high -doseZuoguiPillgroups，aswellasin theMadopar

group （P＜0.05 orP＜0.01）.ELISAresultsshowed that，compared with thecontrolgroup，thelevelsofdopamine（DA），dihydroxy-

phenylaceticacid （DOPAC），and homovanillicacid （HVA） in thesubstantianigraand striatumtissuesofthemodelgroup werede-

creased （P＜0.01）；compared with themodelgroup，thelevelsofDA，DOPAC，and HVAin thesubstantianigraand striatumtissues

wereincreased in thelow-dose，medium-dose，and high -doseZuoguiPillgroups，aswellasin theMadopargroup （P＜0.05 orP＜

0.01）.Immunofluorescencedoublestainingresultsshowed thatcompared with thecontrolgroup，thenumberofLamin B1 （nuclearlam-

inaprotein B1） positivecellsin themodelgroup wasreduced （P＜0.01），and thenumberofGFAP（glialfibrillaryacidicprotein）

positivecellswasincreased （P＜0.01）.Compared with themodelgroup，thenumbersofLamin B1 positivecellsin thelow-dose，me-

dium-dose，and high -doseZuoguipillsgroups，aswellasin theMadopargroup，wereincreased （P＜0.01），whilethenumbersof

GFAPpositivecellsweredecreased （P＜0.05 orP＜0.01）.Western blotresultsshowed thatcompared with thecontrolgroup，thepro-

tein levelsofp53 （tumorprotein 53，TP53），CDKN1A（Cyclin -dependentkinaseinhibitor1A，p21），and CDKN2A（Cyclin -de-

pendentkinaseinhibitor2A，p16） in thesubstantianigratissueofthemodelgroup wereallelevated （P＜0.01）.Compared with the

modelgroup，theprotein levelsofp53，p21，and p16 in thesubstantianigratissuewerereduced in thelow-dose，medium-dose，and

high -doseZuoguipillsgroups，aswellasin theMadopargroup （P＜0.01）.SA-β-galstainingresultsshowed thatcompared with

thecontrolgroup，theareaofSA-β-galpositiveexpression in thesubstantianigratissueofthemodelgroup wasincreased （P＜

0.01）；compared with themodelgroup，theareaofSA-β-galpositiveexpression wasdecreased in themedium-doseand high -

doseZuoguipillsgroups，aswellasin theMadopargroup （P＜0.05 orP＜0.01）.ELISAresultsshowed thatcompared with thecon-

trolgroup，thelevelsofIL-6 and IL-8 in thesubstantianigratissueofthemodelgroup wereincreased （P＜0.01）；compared with

themodelgroup，thelevelsofIL-6 and IL-8 in thesubstantianigratissuewerereduced in thelow-，medium-，and high -dose

ZuoguiPillgroups，aswellasin theMadopargroup （P＜0.05 orP＜0.01）.Conclusion:ZuoguiPillmayexertaprotectiveeffecton

PDmodelmicebyalleviatingcellularsenescencethrough inhibition ofthep53/p21 pathway.

Key words:ZuoguiPill；cellularsenescence；Parkinson'sdisease；p53/p21 pathway

  帕金森病（Parkinson'sdisease，PD）又称震颤麻

痹病，由英国医师JamesParkinson于 1817 年在他的

经典之作《关于震颤麻痹的评论》 （An essayon the

shakingpalsy）中首次提出。 PD主要表现为运动迟
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缓、肌僵直、静止性震颤以及姿势不稳等运动症状，

并常伴有感觉障碍、精神行为异常、认知障碍、睡眠

障碍以及自主神经功能障碍等非运动症状[1 -2] 。 目

前我国有超过 270 万例 PD患者，预计到 2030 年将

激增至 500 万，占全世界 PD患者总数的 50%以

上[3] 。 PD的高发病率、高致残率严重影响患者身体

健康和生活质量，给社会和家庭带来沉重的经济负

担。 目前，PD的主要治疗药物为多巴类制剂，但这

些药物不能改变疾病的病理发展或阻止疾病的进

展[4] 。 细胞衰老是机体衰老的标志，衰老细胞持续

存在于组织中，它们会引起局部炎症，并对周围细胞

有害，进而导致机体老化和功能障碍，在 PD的发病

中起着至关重要的作用。 有研究显示，环鸟苷酸-

腺苷酸合成酶/干扰素基因刺激因子/脂质运载蛋白

2（cGAS/STING/LCN2）通路能调控星形胶质细胞衰

老，从而影响PD的发展[5] 。 另有研究显示，通过促

进小鼠黑质细胞铁超载和细胞衰老，可导致小鼠运

动障碍[6] 。 因此，阻止细胞衰老可能是未来有效治

疗PD的新方法。

左归丸出自《景岳全书》，为补肾益精、滋补肾

阴要方。 由六味地黄丸减泽泻、茯苓、牡丹皮，加枸

杞子、川牛膝、菟丝子、龟板胶、鹿角胶化裁而来。 有

研究显示，左归丸能改善肝肾阴虚型 PD运动症状

与非运动症状[7] ，然而其治疗 PD的具体机制尚不

清楚。 左归丸还能抗衰老、改善衰老大鼠学习记忆

能力[8] 。 笔者根据 《素问·至真要大论》: “七

八……精少，肾脏衰，形体皆极”，提出“肾衰形极”是

PD运动障碍的根本原因，并应用左归丸补肾益精改

善PD运动障碍。 p53是一种细胞衰老调节因子，p53

通过激活 p21 导致细胞周期停滞和细胞衰老。 本研

究发现，左归丸可能通过 p53/p21 通路抑制黑质星形

胶质细胞衰老，进而减少PD小鼠模型多巴胺能神经

元死亡，为未来 PD的治疗提供新的药物及作用靶

点。

1 材料

1.1 动物 10 ～12 周龄 SPF级健康雄性 C57BL/6

小鼠，体质量 24 ～30 g，购于成都达硕实验动物有限

公司，合格证号 SCXK（川） 2020 -030。 饲养于成

都中医药大学实验动物中心标准化动物房。 实验环

境通风、安静，自由进食和饮水，相对湿度控制在

（50 ±5）%，温度（23 ±2） ℃，光照时长控制在 12 h

（8∶00—20∶00 光照；20∶00—8∶00 黑暗）。 所

有实验程序均在成都中医药大学动物实验伦理委员

会的指导下进行，伦理审查号为 20211498A。

1.2 药物与试剂 左归丸（仲景宛西制药股份有

限公司，批号 Z41020696）；1 -甲基 -4 -苯基 -1，

2，3，6 -四氢吡啶（1 -methyl-4 -phenyl-1，2，3，

6 -tetrahydropyridine， MPTP） （MACKLIN， 批 号:

C12450723 ）； 美 多 芭 （上 海 罗 氏 制 药， 批 号:

SH5057）；酪氨酸羟化酶（tyrosinehydroxylase，TH）、

p53、p21 抗体（proteintech，批号分别为 25859 -1 -

AP、60283 -2 -Ig、10355 -1 -AP）；核纤层蛋白 B1

（nuclearlamin protein B1，lamin B1）抗体（三鹰，批

号 12987 -1 -AP）；p16（abcam，批号ab51243）；β-

actin、 GAPDH （ abclonal， 批 号 分 别 为 AC026、

AC033）；胶质纤维酸性蛋白 （glialfibrillaryacidic

protein，GFAP）抗体、CY3 标记山羊抗兔 IgG二抗、

辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）标记

山羊抗兔 IgG二抗（武汉塞维尔生物科技有限公

司，批号分别为GB11096、GB21303、GB23303）；多巴

胺（dopamine，DA）、二羟苯基乙酸（dihydroxy-phen-

ylaceticacid，DOPAC）、高香草酸（homovanillicacid，

HVA）、白细胞介素-6（interleukin -6，IL-6）、白细

胞介素-8（interleukin -8，IL-8）酶联免疫吸附法

（ELISA）检测试剂盒（上海茁彩生物科技有限公司，

批号分别为ZC-38119、ZC-56579 -J、ZC-56552 -J、

ZC-37988、ZC-37935）。

1.3 仪器 SpectraMAXPlus384 型酶标仪（美谷分

子仪器有限公司），KZ-III-F型高速低温组织研

磨仪（武汉赛维尔生物科技有限公司），RM2016 型

石蜡切片机（上海徕卡仪器有限公司），BMJ-Ⅲ型

包埋机（常州郊区中威电子仪器厂），S1010E型掌

上离心机（美国 SCLOGEX公司），H2050R型台式高

速冷冻离心机（湘仪集团），HH-6 型恒温水浴锅

（上海力辰邦西仪器科技有限公司），BA410 型显微

镜（麦克奥迪实业集团有限公司）。

2 方法

2.1 药物制备 用无菌生理盐水将左归丸配制成

125 g·L-1的浓度。

2.2 分组、造模与给药 适应性喂养 1 周，采用随

机数字表法将小鼠随机分为 6 组，每组 10 只。 分别

为对照组、模型组、左归丸低剂量组、左归丸中剂量

组、左归丸高剂量组、美多芭组。 根据文献[9 -11]中的

方法，用无菌生理盐水配制成质量浓度为 2 g·L-1的

MPTP，对照组给予等容量的无菌生理盐水每天腹腔

注射，其余各组每天腹腔注射 30 mg· kg-1 的

·0762·
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MPTP，均连续注射 5 d。 注射MPTP90 min后，观察

实验小鼠行为变化，当表现为动作笨拙、肢体僵硬、

震颤、步态不稳、竖毛及反应迟钝，即表示造模成功。

自造模的第 1 天开始给药，于 MPTP处理 1 h 后给

予左归丸灌胃。 对照组和模型组给予等容量的无菌

生理盐水灌胃。 根据前期实验[11]及文献[12] ，左归

丸低、中、高剂量组分别以 1.8 g· kg-1 · d -1、

3.6 g·kg-1·d -1、7.2 g·kg-1·d -1左归丸灌胃，

美多芭组给予 50 mg·kg-1·d -1美多芭灌胃。 连续

给药 10 d（即MPTP停止注射后再灌胃 5 d）。

2.3 样本制备 给药结束次日，行为学评估后断头

处死小鼠，于 4 ℃冰块上迅速取黑质纹状体区组织

块。

2.4 行为学评估

2.4.1 旷场实验 取一长 70 cm、宽 70 cm、高

30 cm的旷场装置，将实验小鼠轻轻置放在旷场装

置某一固定方位的角落处，摄像机记录小鼠行动轨

迹，连续观测 5 min。

2.4.2 爬杆实验 取一直径为 1 cm、长 40 cm木杆

垂直放置，木杆顶端固定一直径 2.5 cm的球形突

起，记录小鼠从顶端前肢爬至底部时间。 每组重复

测量 3 次，取平均值。

2.5 免疫组织化学染色检测TH蛋白表达 4%的

多聚甲醛溶液中固定组织 12 h，经全自动脱水机脱

水，切片 60 ℃烘烤 1 h，切片脱蜡至水，常温保存。

将脑片置于柠檬酸盐缓冲液 （ pH 6.0），修复仪

100 ℃，修复 20 min，冷却后，PBS 洗 3 次，每次

5 min。 山羊血清封闭液，室温封闭 20 min，滴加一

抗，在 4 ℃过夜；PBS 冲洗 3 次，再滴加二抗孵育，

37 ℃ 下 30 min；配置新鲜DAB显色液，滴加到脑组

织上，室温显色；苏木素复染 3 min，自来水洗，清水

返蓝后流水冲洗；将切片依次置于 75%、 85%、

95%、无水乙醇、二甲苯中分别浸泡 10 min，中性树

胶封片。

2.6 WesternBlot法检测 TH、p53、p21、p16 蛋白

表达 取黑质组织放入 2 mL研磨管中，然后向每管

加入 2 颗 3 mm研磨珠及RIPA裂解液，在高速低温

组织研磨仪内研磨 4 次，取出放 4 ℃冰箱 30 min 进

行裂解。 离心机离心，收集上清液，BCA蛋白定量

试剂盒测定蛋白浓度。 于 SDS 凝胶上电泳，并转移

到PVDF膜上。 随后，将膜在含有 5%脱脂乳的

TBST中浸泡，室温下摇床封闭 2 h。 将 PVDF膜放

入一抗中（1∶1 000），4 ℃孵育过夜；TBST冲洗，放

入二抗中（1∶5 000），室温孵育 2 h TBST冲洗。 在

避光环境下把 PVDF膜完全浸没在含有 ECL混合

液的培养皿中，曝光。

2.7 Elisa 法检测 DOPAC、HVA、DA、IL-6、IL-

8 水平 收集组织样本，以质量体积比 1∶9 加入

PBS，组织研磨仪进行组织匀浆， 5 000 ×g 离心

10 min，取上清液。 试剂盒室温平衡 30 min，标准品

孔各加不同浓度的标准品 50 μL，样本孔中加入待

测样本 50 μL。 空白孔不加，标准品孔和样本孔中

每孔加入HRP标记的检测抗体 100 μL，封孔，37 ℃

恒温箱温育 60 min。 洗涤，吸水纸上拍干，反复 5

次。 每孔加入底物 A、B各 50 μL，37 ℃避光孵育

15 min。 每孔加入终止液 50 μL，10 min，在 450 nm

波长处测定各孔的OD值。

2.8 染色法检测 β-半乳糖苷酶（β-galactosi-

dase，SA-β-gal）蛋白表达 石蜡切片置于 65 ℃

恒温箱烘烤 1 h，脱蜡，加入 SA-β-gal染色固定液

固定 30 min，去除固定液，PBS 洗 3 次，加入适当

SA-β-gal染色液，37 ℃孵育过夜。 弃液脱水封

片，光镜下拍照观察。

2.9 免疫荧光共定位观察中脑黑质 GFAP、Lamin

B1 阳性细胞数 依次将切片放入脱蜡液Ⅰ 15 min，

二甲苯Ⅱ 15 min，二甲苯Ⅲ 15 min，无水乙醇Ⅰ

5 min；无水乙醇Ⅱ 5 min，85%酒精 5 min，75%酒精

5 min，蒸馏水洗。 抗原修复，牛血清，室温孵育

30 min；加入一抗， 4 ℃过夜，PBS 洗 3 次，每次

5 min。 加入二抗，室温孵育 50 min；PBS 洗涤 3 次，

每次 5 min。 滴加 DAPI，室温孵育 10 min；PBS 洗 3

次，每次 5 min。 抗荧光淬灭封片剂封片。 荧光显微

镜下采集图像。

2.10 统计学分析 本次实验结果采用 GraphPad

Prism9.0 软件进行数据统计分析，计量资料数据以

均数±标准差（-x±s）表示。 符合正态分布的数据，

多组间比较采用单因素方差分析（one-wayANO-

VA），两两比较若方差齐性采用 LSD检验，方差不齐

则采用 Tamhane'sT2 检验；不符合正态分布的数

据，采用非参数秩和检验。 P＜0.05 为差异有统计

学意义。

3 结果

3.1 左归丸对 PD小鼠行为学的影响 当给予

MPTP腹腔注射后，C57BL/6 小鼠出现动作笨拙、肢

体僵硬、震颤、步态不稳、竖毛及反应迟钝，与 PD患

者的临床表现相似。 与对照组比较，模型组小鼠旷

场运动总距离缩短（P＜0.01）；与模型组比较，左归
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丸中剂量组、左归丸高剂量组及美多芭组小鼠运动

总距离增加（P＜0.01）。 与对照组比较，模型组小

鼠爬杆时间延长（P＜0.05）；与模型组比较，左归丸

高剂量组爬杆时间缩短（P＜0.05）。 这些结果表

明，左归丸能改善 MPTP诱导的 PD小鼠的行为障

碍，见表 1、图 1。

3.2 左归丸对黑质、纹状体TH蛋白表达的影响 

免疫组织化学技术及 Western Blot法检测 TH蛋白

表达。 结果显示，与对照组比较，模型组 TH蛋白表

达降低（P＜0.01）。 与模型组比较，左归丸中剂量

组、左归丸高剂量组及美多芭组 TH蛋白表达升高

（P＜0.05，P＜0.01），见图 2、表 2。

表 1 左归丸对PD小鼠行为学的影响 （-x±s）

组别 n 旷场运动距离（s/m） 爬杆时间（t/s）

对照组 6 22.53 ±1.34 6.91 ±0.47

模型组 6 4.10 ±0.46** 3.41 ±0.53*

左归丸低剂量组 6 4.93 ±0.45 5.07 ±0.38

左归丸中剂量组 6 8.67 ±1.01## 6.58 ±2.08

左归丸高剂量组 6 13.80 ±0.66## 7.04 ±1.64#

美多芭组 6 14.53 ±1.43## 6.22 ±0.87

F值 152.800 4.193

P值 ＜0.001 0.019

 注:与对照组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与模型组比

较，#P＜0.05，##P＜0.01。

注:A:对照组；B:模型组；C:左归丸低剂量组；D:左归丸中剂量组；E:左归丸高剂量组；F:美多芭组。

图 1 左归丸对PD小鼠旷场实验的影响

  注:（a）TH免疫组织化学染色（ ×400）；（b）Western blot检测TH蛋白。 A:对照组；B:模型组；C:左归丸低剂量组；D:

左归丸中剂量组；E:左归丸高剂量组；F:美多芭组。

图 2 左归丸对黑质、纹状体TH蛋白表达的影响
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表 2 左归丸对黑质、纹状体TH蛋白表达的影响 （-x±s）

组别 n 黑质免疫组化 黑质 纹状体

对照组 6 0.37 ±0.02 1.00 ±0.01 1.00 ±0.14

模型组 6 0.13 ±0.03** 0.22 ±0.03** 0.19 ±0.06**

左归丸低剂量组 6 0.21 ±0.04## 0.29 ±0.01 0.27 ±0.05

左归丸中剂量组 6 0.27 ±0.01## 0.44 ±0.09## 0.38 ±0.06#

左归丸高剂量组 6 0.32 ±0.03## 0.78 ±0.11## 0.70 ±0.09##

美多芭组 6 0.28 ±0.02## 0.61 ±0.09## 0.49 ±0.12##

F值 36.610 39.770 30.41

P值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

 注:与对照组比较，**P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01。

3.3 左归丸对黑质组织 DA、DOPAC、HVA水平

的影响 Elisa检测黑质组织 DA、DOPAC、HVA含

量。 结果显示，与对照组比较，模型组 DA、DOPAC、

HVA水平降低（P＜0.01）；与模型组比较，左归丸

低剂量组、左归丸中剂量组、左归丸高剂量组、美多

芭组DA、DOPAC、HVA水平均升高（P＜0.05 或P＜

0.01）；且随着左归丸剂量的增加，这一升高趋势更

加明显，见表 3。
表 3 左归丸对黑质组织DA、DOPAC、HVA水平的影响 （-x±s）

组别 n DA（ρ/ng·L-1） DOPAC（ρ/μg·L-1） HVA（ρ/μg·L-1）

对照组 6 12.26 ±1.73 3.90 ±0.24 13.24 ±1.17

模型组 6 6.14 ±1.35** 2.16 ±0.19** 5.19 ±1.18**

左归丸低剂量组 6 8.52 ±1.31# 2.57 ±0.29# 7.31 ±1.39#

左归丸中剂量组 6 9.36 ±2.09## 2.86 ±0.31## 8.56 ±1.42##

左归丸高剂量组 6 11.26 ±1.86## 3.43 ±0.31## 11.26 ±1.24##

美多芭组 6 10.54 ±1.84## 3.30 ±0.31## 10.49 ±1.81##

F值 9.682 30.310 25.370

P值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

 注:与对照组比较，**P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01。

3.4 左归丸对纹状体组织 DA、DOPAC、HVA水

平的影响 ELISA检测纹状体组织 DOPAC、HVA、

DA含量。 结果显示，与对照组比较，模型组 DA、

DOPAC、HVA水平降低（P＜0.01）；与模型组比较，

左归丸低剂量组、左归丸中剂量组、左归丸高剂量

组、美多芭组 DA、DOPAC、HVA水平均升高（P＜

0.05 或P＜0.01）；且随着左归丸剂量的增加，升高

趋势更加明显，见表 4。
表 4 左归丸对纹状体组织DA、DOPAC、HVA水平的影响 （-x±s）

组别 n DA（ρ/ng·L-1） DOPAC（ρ/μg·L-1） HVA（ρ/μg·L-1）

对照组 6 15.05 ±1.50 4.32 ±0.37 14.52 ±1.16

模型组 6 8.73 ±1.17** 2.42 ±0.23** 6.58 ±1.16**

左归丸低剂量组 6 10.80 ±1.99# 2.86 ±0.32# 8.37 ±1.19#

左归丸中剂量组 6 12.14 ±1.87## 3.23 ±0.23## 9.70 ±1.01##

左归丸高剂量组 6 14.50 ±1.96## 3.90 ±0.31## 12.75 ±1.39##

美多芭组 6 13.43 ±1.62## 3.53 ±0.28## 11.58 ±1.38##

F值 11.720 33.530 43.590

P值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

 注:与对照组比较，**P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01。

3.5 左归丸对黑质组织 LaminB1、GFAP阳性细

胞数的影响 免疫荧光双染检测 Lamin B1、GFAP，

结果显示，与对照组比较，模型组 Lamin B1 阳性细

胞数减少（P＜0.01）；与模型组比较，左归丸低剂量

组、左归丸中剂量组、左归丸高剂量组、美多芭组

Lamin B1 阳性细胞数增加（P＜0.05 或 P＜0.01）。

与对照组比较，模型组 GFAP阳性细胞数增加（P＜

0.01）；与模型组比较，左归丸低剂量组、左归丸中

剂量组、左归丸高剂量组、美多芭组GFAP阳性细胞

数减少（P＜0.01）；且随着左归丸剂量的增加，减少

趋势更加明显，见图 3、表 5。
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注:A:对照组；B:模型组；C:左归丸低剂量组；D:左归丸中剂量组；E:左归丸高剂量组；F:美多芭组。

图 3 左归丸对黑质组织LaminB1、GFAP阳性细胞数的影响（免疫荧光双染，×400）

表 5 左归丸对黑质组织LaminB1、GFAP

阳性细胞数的影响 （-x±s）

组别 n Lamin B1 GFAP

对照组 6 126.00 ±15.10 3.33 ±0.58

模型组 6 3.33 ±3.51** 40.00 ±2.00**

左归丸低剂量组 6 18.00 ±2.00# 30.33 ±2.08##

左归丸中剂量组 6 51.67 ±8.50## 14.67 ±2.52##

左归丸高剂量组 6 73.00 ±7.55## 8.33 ±0.58##

美多芭组 6 32.67 ±3.21## 21.67 ±4.04##

F值 91.930 108.200

P值 ＜0.001 ＜0.001

 注:与对照组比较，**P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01。

3.6 左归丸对黑质组织 p53、p21、p16 蛋白表达的

影响 中脑黑质组织Western blot检测结果显示，与

对照组比较，模型组 p53、p21、p16 蛋白表达均升高

（P＜0.01）。 与模型组相比，左归丸低剂量组、左归

丸中剂量组、左归丸高剂量组、美多芭组 p53、p21、

p16 蛋白表达均降低（P＜0.01）；且随着左归丸剂

量的增加，降低趋势更加明显，见图 4、表 6。

3.7 左归丸对黑质组织 SA-β-gal蛋白表达的

影响 SA-β-gal染色法检测黑质组织 SA-β-

galSA-β-gal蛋白表达。 结果显示，与对照组比

较，模型组 SA-β-gal蛋白阳性表达面积增加

（P＜0.01）；与模型组相比，左归丸中剂量组、左归

丸高剂量组、美多芭组 SA-β-gal蛋白阳性表达面

积降低（P＜0.05 或P＜0.01），见图 5、表 7。

  注:A:对照组；B:模型组；C:左归丸低剂量组；D:左

归丸中剂量组；E:左归丸高剂量组；F:美多芭组。

图 4 左归丸对p53、p21、p16 蛋白表达的影响

3.8 左归丸对黑质组织 IL-6、IL-8 水平的影响

 Elisa检测黑质组织 IL-6、IL-8 含量。 结果显

示，与对照组比较，模型组IL-6、IL-8 水平均升高

（P＜0.01）；与模型组相比，左归丸低剂量组、左归

丸中剂量组、左归丸高剂量组、美多芭组 IL-6、

IL-8 水平均降低（P＜0.05 或P＜0.01）；且随着左

归丸剂量的增加，降低势更加明显。 见表 8。
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表 6 左归丸对p53、p21、p16 蛋白表达的影响 （-x±s）

组别 n p53 p21 p16
对照组 6 1.00 ±0.13 1.01 ±0.32 1.01 ±0.19
模型组 6 7.87 ±0.74** 4.41 ±0.44** 4.99 ±0.74**

左归丸低剂量组 6 4.91 ±0.61## 3.48 ±0.35## 3.63 ±0.65##

左归丸中剂量组 6 2.52 ±0.27## 2.23 ±0.08## 2.04 ±0.30##

左归丸高剂量组 6 1.79 ±0.10## 1.77 ±0.21## 1.52 ±0.19##

美多芭组 6 3.16 ±0.35## 2.82 ±0.21## 2.69 ±0.60##

F值 99.941 52.021 26.035
P值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

 注:与对照组比较，**P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01。

注:A:对照组；B:模型组；C:左归丸低剂量组；D:左归丸中剂量组；E:左归丸高剂量组；F:美多芭组。

图 5 左归丸对SA-β-gal蛋白表达的影响（SA-β-gal染色法，×200）

表 7 左归丸对黑质SA-β-gal蛋白

表达的影响 （-x±s）

组别 n 阳性表达面积占比

对照组 6 0.099 ±0.031
模型组 6 0.576 ±0.076**

左归丸低剂量组 6 0.514 ±0.079
左归丸中剂量组 6 0.351 ±0.068##

左归丸高剂量组 6 0.192 ±0.044##

美多芭组 6 0.357 ±0.066#

F值 24.97
P值 ＜0.001

 注:与对照组比较，**P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01。

表 8 左归丸对黑质组织IL-6、IL-8

水平的影响 （-x±s，ng·L-1）

组别 n IL-6 IL-8
对照组 6 3.75 ±1.47 6.79 ±1.37
模型组 6 9.26 ±1.31** 11.40 ±1.21**

左归丸低剂量组 6 6.68 ±1.194# 9.10 ±1.10#

左归丸中剂量组 6 5.33 ±1.56## 6.92 ±0.66##

左归丸高剂量组 6 4.82 ±1.45## 6.21 ±1.61##

美多芭组 6 6.16 ±1.38# 8.45 ±1.26#

F值 5.579 7.341
P值 0.007 0.002

 注:与对照组比较，**P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01。

4 讨论

PD属中医学“颤证”“拘病”范畴。 “肾衰形极”

是PD运动障碍发生的根本原因。 《素问·至真要

大论》云:“七八……天癸竭，精少，肾脏衰，形体皆

极。”指出肾精在维持形体活动中的重要作用。 肾

主生长发育，人体也随着肾精盛衰而经历生、长、壮、

老、已的生命过程。 肾藏先天之精和五脏六腑之精，

肾所藏元精是人体生命运动的根本动力，对于维持

人体机能活动起着至关重要的作用。 肾为“性命之

根”，肾精虚衰是衰老的根本。 “足于精者，百病不

生”，肾精虚衰则四肢百骸失于濡养，脏腑功能减

退，病理产物堆积，导致老年相关疾病发生。 《医学

正传》记述“肾气盛则寿延，肾气衰则寿夭”。 《医学

入门》曰:“人至中年，肾气自衰。”人年过半百，则阴

气自半，肾居下焦属阴，随着年岁的增长，肾脏功能

衰退，阴精不足，不能濡养形体脑窍，就会出现动作

缓慢，四肢灵活度降低，行则偻俯，记忆力减退等机

体衰老症状。 朱丹溪认为人体“阳常有余而阴不

足”，肾中阴精不足，相火妄动，则常伴有肢体震颤

症状。 明代赵献可在《医贯·痰论》中亦指出本病

由“肾虚不能制水，则水不归源”；清代张璐明确指
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出颤振乃“肾虚而行步振掉”，指出PD由肾虚导致。

临床治疗PD时，常加用补益肝肾的方药。 左归丸

具有补肾滋阴益精作用，肾精充足则四肢百骸得以

濡养，灵活有力。 本研究显示，左归丸能改善 PD运

动障碍，缩短小鼠爬杆时间，增加旷场活动的总距

离。

DA是一种儿茶酚胺类神经递质，主要产生于

黑质腹侧被盖区。 酪氨酸是合成 DA的原料，TH是

合成DA的关键限速酶。 脑内 TH含量的变化直接

影响黑质-纹状体系统中 DA的生物合成[13] 。 DA

单胺类氧化酶代谢途径最后代谢为 DOPAC，经儿茶

酚胺-O-甲基转移酶途径最后代谢为 HVA[14] 。

在本研究中，腹腔注射 MPTP后降低了小鼠黑质 -

纹状体TH、DA、DOPAC、HVA含量，导致帕金森病

样症状。 左归丸可以显著增加 PD小鼠 TH、DA、

DOPAC、HVA含量，逆转 MPTP引起的多巴胺神经

元数量损伤，改善PD小鼠运动障碍。

星形胶质细胞是中枢神经系统中分布最广、体

积最大的胶质细胞[15] 。 星形胶质细胞发出众多突

起，延续包裹在神经细胞胞体及突起。 神经元在有

丝分裂后不太可能经历传统的衰老诱导，然而衰老

可优先发生在星形胶质细胞内。 星形胶质细胞为神

经元提供结构、代谢和营养支持，当衰老的星形胶质

细胞采用促炎分泌表型时，会损害神经元功能，并在

体内导致与衰老相关的神经变性和脑功能下

降[5，16 -17] 。 脑损伤后，能够有丝分裂的星形胶质细

胞在一个称为反应性星形胶质细胞增生的过程中发

生分子、细胞和功能变化。 相关研究表明，星形胶质

细胞在神经退行性疾病中具有重要作用[18 -19] 。 有

研究显示，衰老的星形胶质细胞积聚，影响神经元功

能，与神经退行性变和认知和运动障碍有关[20] 。

GFAP主要分布在中枢神经系统的星形胶质细胞；

Lamin B1 是维持细胞核完整性的关键组分，参与细

胞的增殖与衰老，细胞衰老时 Lamin B1 的表达下

降[21] 。 本研究中，MPTP诱导的小鼠模型黑质

GFAP阳性细胞数增加，Lamin B1 阳性细胞数减少，

左归丸可以逆转 MPTP引起的这一过程，减轻星形

胶质细胞损伤。

细胞衰老是机体衰老的标志，衰老细胞的积累

会促进机体老化和功能障碍，而消除衰老细胞则有

望延年益寿。 移植相对少量的衰老细胞会加速健康

年轻小鼠的衰老，而减少小鼠衰老细胞负荷可以减

轻衰老特征，带来健康益处，并延长老年动物的寿

命[22] 。 由于衰老细胞持续存在于组织中，它们会引

起局部炎症并对周围细胞有害[23 -24] ，从而导致人体

衰老。 神经退行性疾病如帕金森病，是衰老性疾病，

多巴胺神经元的衰老是 PD的主要促进因素[25] ，而

CD8 +T淋巴细胞是一种重要的免疫细胞，这种免疫

细胞的“异常”老化可能有助于 PD的发展[26] 。 p16

是一种被广泛接受的人体衰老和细胞衰老标记物，

随着年龄的增长该标志物在神经或肌肉干细胞表达

明显增加。 有研究显示 p16 在 PD患者黑质致密部

表达增高[27] ，表明PD多巴胺能神经元存在细胞衰

老。 p21 是另一种 CDK抑制剂，在细胞衰老过程

中，应激诱导的 p53 通过激活 p21 导致细胞周期阻

滞。 衰老相关 SA-β-gal是一种溶酶体水解酶，是

当今用于检测衰老细胞最广泛使用的生物标志物，

在细胞衰老过程中 SA-β-gal特异性升高[28] 。 衰

老相关分泌表型 （senescence-associated secretory

phenotype，SASP）将衰老细胞转化为促炎介质、活性

氧和金属蛋白酶的连续来源。 衰老细胞可能维持促

炎环境，这可能对邻近细胞造成损害，将邻近细胞转

化为衰老细胞。 炎性介质是 SASP的重要组成成

分，也是细胞衰老的关键特点。 IL-6 与IL-8 是主

要的 SASP介质，在老年大脑和 AD中上调，其过表

达在体内驱动神经退行性变。 本研究发现，MPTP

诱导的小鼠模型黑质中 p53、p21、p16、SA-β-gal

蛋白表达均升高，IL-6、IL-8 水平均升高；经左归

丸治疗后这些指标均降低，且随着左归丸剂量增加，

这一效果更加明显。 表明左归丸能够改善 PD小鼠

黑质组织细胞衰老，可能与 p53/p21 通路有关。

综上所述，左归丸可改善 PD模型小鼠运动障

碍，其作用机制可能与抑制 p53/p21 通路，阻止星形

胶质细胞衰老，进而减少多巴胺神经元损伤有关。
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