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摘要：目的 探究乌参醒脑汤对帕金森病大鼠行为学及内质网应激PERK/ATF4通路的影响。方法 将48只

大鼠随机分为对照组、模型组、低剂量组、高剂量组，每组12只。除对照组外，另3组在大脑纹状体内注射0.2%

6-羟基多巴胺（6-OHDA）复制帕金森病模型。模型复制成功后，低剂量组和高剂量组（5.4 g/kg 和 10.8 g/kg）

乌参醒脑汤连续灌胃给药21 d，给药结束后，通过旋转实验和旷场实验观察各组大鼠行为学表现；取大鼠纹状体，

通过苏木精-伊红（HE）染色，观察其组织病理变化；采用实时荧光定量聚合酶链反应和Western blotting检测大

鼠纹状体蛋白激酶R样内质网激酶（PERK）、转录活化因子4（ATF4）、C/EBP同源蛋白（CHOP）和B淋巴细胞

瘤-2基因（Bax）mRNA和蛋白的表达。结果 与对照组比较，模型组大鼠旋转频率、水平运动频率降低（P <

0.05）；与模型组比较，低剂量组和高剂量组大鼠旋转频率降低（P <0.05），水平运动频率升高（P <0.05）；与低

剂量组比较，高剂量组大鼠旋转频率降低（P <0.05），水平运动频率升高（P <0.05）。HE染色结果显示，对照组

大鼠纹状体多巴胺能神经细胞元形态正常，结构和轮廓清晰，且数量多。模型组大鼠纹状体多巴胺能神经元细胞

数量很少，形态破损严重，多成角状。低剂量组和高剂量组大鼠纹状体多巴胺能神经元细胞数量较多，结构比较

完整，轮廓清晰。与对照组比较，模型组PERK、ATF4、CHOP、Bax mRNA和蛋白相对表达量升高（P <

0.05）；与模型组比较，低剂量组和高剂量组PERK、ATF4、CHOP、Bax mRNA和蛋白相对表达量降低（P <

0.05）；与低剂量组比较，高剂量组PERK、ATF4、CHOP、Bax mRNA和蛋白相对表达量降低（P <0.05）。

结论 乌参醒脑汤可以改善帕金森病大鼠的运动失调，修复损伤的多巴胺能神经元，其作用机制可能与抑制内质

网应激PERK/ATF4通路有关。
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Except for the control group, the other three groups were injected with 0.2% 6-hydroxydopamine (6-OHDA) into the

striatum to establish the models of Parkinson's disease. Three days after the model establishment, Wushen Xingnao

Decoction was continuously administered by gavage for twenty-one days in the low-dose group (5.4 g/kg) and the

high-dose group (10.8 g/kg). Following the administration, the behavioral performance of rats in each group was

observed via rotation test and open field test. The histopathological changes of the rat striatum were observed by

H&E staining. The relative mRNA and protein expressions of PERK, ATF4, CHOP and Bax were detected by

quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) and Western blotting, respectively. Results The

rotational speed and horizontal movement speed of rats were lower in the model group than those in the control

group (P < 0.05). Compared with the model group, the rotational speed of rats was decreased and the horizontal

movement speed was increased in low-dose group and high-dose group (P < 0.05). The rotational speed of rats was

decreased and the horizontal movement speed was increased in the high-dose group relative to those in the low-dose

group (P < 0.05). The morphology of striatal dopaminergic neurons was normal and the number of striatal

dopaminergic neurons was high in the control group as revealed via H&E staining. In the model group, the number

of dopaminergic neurons in the striatum was low, and they were severely damaged and were mostly angular in shape.

In contrast, the number of dopaminergic neurons in the striatum of rats was relatively high and the neurons were

well-defined in low-dose group and high-dose group. Compared with the control group, the mRNA and protein

expression levels of PERK, ATF4, CHOP and Bax in the striatum of rats were higher in the model group (P < 0.05).

The mRNA and protein expression levels of PERK, ATF4, CHOP and Bax in the striatum of rats in the low-dose

group and high-dose group were lower than those in the model group (P < 0.05), while they were even lower in the

high-dose group than those in the low-dose group (P < 0.05). Conclusions Wushen Xingnao Decoction can

improve the motor function of rat models of Parkinson's disease and repair the damaged dopaminergic neurons,

which may be related to the inhibition of endoplasmic reticulum stress PERK/ATF4 pathway.

Keywords: Parkinson's disease; Wushen Xingnao Decoction; behavior; PERK; ATF4; rat

帕金森病（Parkinson's disease, PD）是一种神经

系统退行性疾病，多发于老年群体，临床上表现为

静止性战栗、运动减少、步态异常等，发病原因较复

杂。有研究显示，年龄增长、氧化应激过度等均可

引起黑质纹状体系统中多巴胺能神经元变性死亡，

促进 PD 的发展[1]。目前西医主要通过抗胆碱能药

物、多巴胺受体激动剂等对症治疗，用药后症状明

显改善，但长期使用毒副作用较大[2]。此外手术治

疗也有明显效果，但术后并发症多，且极易复发[3]。

近年来，中医治疗PD有一定成效，并且中药毒副作

用低，值得临床参考[4]。中医认为，PD的病位在脑，

病机为本虚标实症，虚症以气血两虚和肝肾亏虚为

主，实证在于风、淤、痰[5]。2010版《中华人民共和国

药典》[6]收录了“人参首乌胶囊”一方，具有益气补

血、补肝养肾的功效，可治疗神经衰弱、失眠健忘等

症。本研究在此方基础上根据临床经验加入黄芪、

当归、川芎、银杏叶、三七粉、蒲黄，在补肾养肝的基

础上起到通脑络、养气血、通淤堵的作用。本研究

探究配伍而成的乌参醒脑汤对帕金森病大鼠的行

为学和内质网应激PERK/ATF4通路的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物

48只雄性SD大鼠，体重（220±20）g，SPF级，购

自上海昇敞生物科技有限公司。实验动物生产许

可证号：SCXK（沪）2021-0002；实验动物使用许可证

号：SYXK（沪）2021-0009。正常饲喂、饮水，适应性

饲养1周。

1.2 主要试剂及仪器

1.2.1 主要试剂 乌参醒脑汤方中人参、首乌、黄

芪、当归、川芎、银杏叶、三七粉和蒲黄（北京同仁堂

大药房），6-羟基多巴胺（6-OHDA）（批号：636-00-0）、

盐酸阿扑吗啡（批号：314-19-2）（上海源叶生物科

技 有 限 公 司），Total RNA Extraction Kit（批 号 ：

R1200）、Universal RT-PCR Kit（批号：RP1100）、动物

组织总蛋白提取试剂盒（柱式法）（批号：BC3790-

50T）、BCA试剂盒（批号：PC0020）（北京索莱宝科技

有 限 公 司），蛋 白 激 酶 R 样 内 质 网 激 酶（protein

kinase R-like ER kinase, PERK）、转录活化因子 4

（activating transcription factor 4, ATF4）、C/EBP同源蛋

白（C/EBP homology protein, CHOP）、B淋巴细胞瘤-2

·· 36



第 14 期 于楠楠，等：乌参醒脑汤对帕金森病大鼠行为学及内质网应激PERK/ATF4通路的影响

基因（BCL2-associated X, Bax）、β-actin 兔抗大鼠一

抗、HPR标记羊抗兔IgG二抗（美国Abcam公司）。

1.2.2 主要仪器 数显式脑立体定位仪DB006-1、

SMART 3.0动物行为学视频分析系统Smart 3.0（北京

智鼠多宝生物科技有限公司），光学显微镜Axio Lab.

A1（北京普瑞赛司仪器有限公司），Qtower96G 实时

荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应（quantitative real-time

polymerase chain reaction, qRT-PCR）仪（德国椰拿分

析仪器股份公司），全自动样品快速研磨仪-24L（上

海净信实业发展有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 乌参醒脑汤的制备 称取人参12 g、首乌12 g、

银杏叶10 g、黄芪8 g、当归6 g、川芎6 g、三七粉3 g、

蒲黄 5 g，冷水浸泡30 min，取出沥干水分，置于砂

锅中，加适量自来水头煎煮沸后25 min关火，倒出

汤剂，加适量自来水再煎，煮沸后20 min关火，捞

出药渣，将头煎和二煎的汤剂混合，浓缩至20 mL，

生药浓度为3.1 g/mL的混悬液，置于4℃冷藏备用。

1.3.2 模型的复制与鉴定 参照张辉等[7]的研究，

复制PD大鼠模型。模型复制前12 h禁食，用2%戊

巴比妥钠腹腔注射麻醉大鼠，将其固定在脑立体定

位仪上，剔去颅顶毛发，沿头部中线切开头皮，暴露

颅骨。参考 PAXINOS 等[8]的大鼠脑部立体定向图

谱，利用定位坐标法定位大鼠左侧纹状体（striatum,

CPU）的坐标（前囟后1.00 mm，中线左3.00 mm，硬膜

下 5.00 mm），于该点向大鼠左侧 CPU 内注射 0.2%

6-OHDA（生理盐水稀释），留针5 min，缓慢退针，缝

合好伤口后表面涂抹青霉素防止感染。模型复制

3 d后观察到大鼠步态失调，肢体震颤，行动迟缓，即

模型复制成功。

1.3.3 实验分组与给药 将48只大鼠随机分为对

照组、模型组、低剂量组、高剂量组，每组12只。模

型复制成功后低剂量组和高剂量组分别灌胃5.4 g/kg

和 10.8 g/kg 乌参醒脑汤（灌胃前需摇匀并加热至

37℃，按照人与大鼠用药剂量换算得出），连续灌胃

21 d。对照组灌胃等体积生理盐水，模型组按照

1.3.2方法复制模型后灌胃生理盐水。

1.3.4 大鼠行为学观察 ①旷场实验[9]：最后一天

给药结束后，将大鼠依次入旷场行为箱（160 cm×

160 cm×50 cm的纸箱），箱底有16个大小一致的方

格（40 cm×40 cm），利用行为学视频分析系统记录

5 min大鼠四肢爬过的方格数量，即大鼠的水平运动

频率。②旋转实验[10]：旷场实验结束后，于各组大鼠

后颈部皮下注射0.5 mg/kg盐酸阿扑吗啡，注射结束

后 5 min 开始计时，记录 30 min 内大鼠的旋转圈数

（360°为1圈），即大鼠的旋转频率。

1.3.5 苏木精-伊红（hematoxylin-eosin staining, HE）

染色观察纹状体组织病理改变 旋转实验结束后，

待大鼠安静，每组随机选取4只大鼠，腹腔注射2%

戊巴比妥钠溶液麻醉大鼠，迅速取下头部，在冰上

解剖分离出脑组织纹状体，放入10%甲醛溶液中浸

泡1周固定，石蜡包埋，切片。取石蜡切片烤干，二

甲苯脱蜡处理（2 次，10 min/次），乙醇浸泡脱苯

（2 次，5 min/次），蒸馏水洗净乙醇，加苏木精染色

15 min，用0.5%盐酸乙醇浸泡30 s，再用蒸馏水冲洗

干净，加入0.5%伊红染色10 min，蒸馏水冲洗干净，

二甲苯浸泡透明处理（2次，10 min/次），中性树脂封

片，在光学显微镜下观察神经元细胞呈深蓝色。

1.3.6 qRT-PCR检测纹状体PERK、ATF4、CHOP、

Bax mRNA 的表达 每组随机选取 4 只大鼠，腹腔

注射2%戊巴比妥钠溶液麻醉，迅速取下头部，在冰

上解剖分离出脑组织纹状体，置于2 mL离心管，加

入1 mL裂解液，放入组织匀浆机中匀浆，匀浆后将

离心管在室温放置5 min，使核酸蛋白复合物完全分

离，按照Total RNA Extraction Kit 试剂盒说明书进行

后续提取，将得到的RNA用Universal RT-PCR Kit试

剂盒进行逆转录，qRT-PCR检测mRNA的表达，反应

条件：95℃变性30 s，65℃退火30 s，72℃延伸2 min，

共30个循环。以 β-actin为内参，每个样品做3个复

孔计算Ct值的平均数，采用2-ΔΔCt法计算mRNA相对

表达量。各引物序列见表1。

1.3.7 Western blotting 检 测 大 鼠 纹 状 体 PERK、

ATF4、CHOP、Bax 蛋白的表达 随机选取每组 4 只

大鼠，腹腔注射2%戊巴比妥钠溶液麻醉，迅速取下

头部，在冰上解剖分离出脑组织中纹状体部分，置

于2 mL离心管中，按照动物组织总蛋白提取试剂盒

说明书提取蛋白，利用BCA法测定蛋白浓度。提取

结束后，利用SDS-PAGE系统进行电泳，β-actin为内

参，转膜，洗膜，5% BSA 蛋白封闭，一抗孵育过夜，

洗膜，二抗孵育 1 h，显色液显色，曝光分析，利用

Image J系统计算灰度值。

1.4 统计学方法

数据分析采用SPSS 21.00统计软件。计量资料
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以均值±标准差（x±s）表示，比较用方差分析，进

一步两两比较用LSD-t 检验，P <0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠行为学实验结果比较

模型组与对照组大鼠的旋转频率比较，经 t 检

验，差异有统计学意义（t =9.841，P =0.000），模型组

大鼠旋转频率较高。模型组、低剂量组、高剂量组

大鼠的旋转频率比较，经方差分析，差异有统计学

意义（P <0.05）。进一步两两比较结果：与模型组相

比，低剂量组和高剂量组大鼠旋转频率降低（P <

0.05）；与低剂量组比较，高剂量组大鼠旋转频率降

低（P <0.05）。见表2。

对照组、模型组、低剂量组、高剂量组大鼠的水

平运动频率比较，经方差分析，差异有统计学意义

（P <0.05）。进一步两两比较结果：与对照组比较，

模型组大鼠水平运动频率降低（P <0.05）；与模型组

比较，低剂量组和高剂量组大鼠水平运动频率升高

（P <0.05）；与低剂量组比较，高剂量组大鼠水平运

动频率升高（P <0.05）。见表2。

2.2 各组大鼠纹状体染色结果比较

各组大鼠纹状体病理切片见图1。对照组大鼠

纹状体多巴胺能神经细胞元形态正常，结构和轮廓

清晰，且数量多。模型组大鼠纹状体多巴胺能神经

元细胞数量很少，形态破损严重，多成角状。低剂

量组和高剂量组大鼠纹状体多巴胺能神经元细胞

数量较多，结构比较完整，轮廓清晰。

2.3 各组大鼠纹状体PERK、ATF4、CHOP、Bax

mRNA相对表达量比较

对照组、模型组、低剂量组和高剂量组大鼠纹

状体 PERK、ATF4、CHOP、Bax mRNA 相对表达量比

较，经方差分析，差异有统计学意义（P <0.05）。进

一步两两比较结果：与对照组比较，模型组 PERK、

ATF4、CHOP、Bax mRNA相对表达量升高（P <0.05）；

与模型组比较，低剂量组和高剂量组PERK、ATF4、

CHOP、Bax mRNA 相对表达量降低（P <0.05）；与低

剂 量 组 比 较 ，高 剂 量 组 PERK、ATF4、CHOP、Bax

mRNA相对表达量降低（P <0.05）。见表3。

2.4 各组大鼠纹状体PERK、ATF4、CHOP、Bax蛋

白相对表达量比较

对照组、模型组、低剂量组和高剂量组大鼠纹

状体PERK、ATF4、CHOP、Bax蛋白相对表达量比较，

经方差分析，差异有统计学意义（P <0.05）。进一步

两两比较结果：与对照组比较，模型组PERK、ATF4、

CHOP、Bax 蛋白相对表达量升高（P <0.05）；与模型

表1 qRT-PCR引物序列

基因

PERK

ATF4

CHOP

Bax

β-actin

引物序列

正向：5'-ACCTAGGCCCTAAATGATCCG-3'

反向：5'-CCTAGTCGGTACCCTAGGCCT-3'

正向：5'-CCAATGGGTAACGGTAACTG-3'

反向：5'-GGTATTCTAAACCTGGGTAC-3'

正向：5'-CCGGTACATGTACAATACG-3'

反向：5'-ATTGAATGACCATGACAGA-3'

正向：5'-TTGGATACATGACGATCAGTAG-3'

反向：5'-CCTAGCATGACCATTGACCATG-3'

正向：5'-ATTCTGGTACCATGCGTAC-3'

反向：5'-TAGTAGCCATGACATGAAC-3'

引物长

度/bp

116

250

22

18

827

表2 各组大鼠旋转频率比较 （n =12，x±s）

组别

对照组

模型组

低剂量组

高剂量组

F 值

P 值

旋转频率/（圈/min）

0.00±0.00

10.00±3.52①

6.61±2.81①②

3.69±1.01①②③

16.850

0.000

水平运动频率/（格/min）

22.40±4.21

12.58±2.18①

15.38±2.71①②

19.10±3.52①②③

20.923

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05；③与

低剂量组比较，P <0.05。

对照组 模型组

低剂量组 高剂量组

图1 各组大鼠纹状体病理切片 （HE×100）
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组相比，低剂量组和高剂量组 PERK、ATF4、CHOP、

Bax 蛋白相对表达量降低（P <0.05）；与低剂量组比

较，高剂量组PERK、ATF4、CHOP、Bax蛋白相对表达

量降低（P <0.05）。见表4。

3 讨论

PD是以黑质纹状体系统多巴胺能神经元变性

丢失为主要特征的神经系统疾病，患者神经元胞

质中出现易小体，且纹状体内多巴胺含量减少[11]。

PD一般多发于老年人，表现为肌肉僵直、肢体静

止性战栗、运动迟缓并伴有步态变形等临床症状，

极大地影响患者生活质量[12-13]。目前，西医常用金

刚烷胺、左旋多巴胺等药物治疗PD，但长时间服

用该类药物会导致患者产生幻觉、出现意识障碍、

刺激肠胃、呕吐等不良反应，部分患者还表现出

直立性低血压和下肢水肿的症状。此外，该类药

物仅缓解PD的症状，并不能达到根治的目的。药

物治疗效果不佳的患者还可以选择手术治疗，即

通过毁损神经核或者进行脑部电刺激，但该方法

会产生不可逆损伤，且术后并发症多，极易反复。

我国中医研究资料显示，PD属实虚结合症，实为

风、淤、痰，虚为气血两虚和肝肾亏虚。中药的

毒副作用少、对肠胃刺激小，因此选择中药方剂

或许可以有效治疗PD。

本研究根据药典中收录的“人参首乌胶囊”，

另加入六味药材配伍成乌参醒脑汤（人参、首乌、银

杏叶、黄芪、当归、川芎、三七、蒲黄）。其中，人参

属滋补药，具有祛痰，缓解神经衰弱的作用[14]；首

乌具有益精血，补肝肾，祛湿痰的作用[15]；银杏叶

可活血养心，疏通脑络[16]；黄芪具有益气敛汗，补

脾益肺的作用；当归为补血圣药，可以补血活血

治疗血虚诸症；川芎可活血祛瘀，行气开郁；三

七可以治气血虚弱；蒲黄可化瘀。八味药材相配

伍，起到补气、养血、化瘀、通脑络的作用。

表4 各组大鼠纹状体PERK、ATF4、CHOP、Bax蛋白相对表达量比较 （n =4，x±s）

组别

对照组

模型组

低剂量组

高剂量组

F 值

P 值

PERK蛋白

0.53±0.03

1.12±0.32①

0.76±0.14①②

0.55±0.12①②③

8.740

0.002

ATF4蛋白

0.59±0.06

1.51±0.29①

0.91±0.09①②

0.78±0.11①②③

23.413

0.000

CHOP蛋白

0.41±0.05

1.39±0.20①

0.95±0.08①②

0.80±0.10①②③

44.557

0.000

Bax蛋白

0.56±0.06

2.01±0.35①

0.98±0.09①②

0.81±0.09①②③

45.643

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05；③与低剂量组比较，P <0.05。

PERK

ATF4

CHOP

Bax

β-actin

125 kD

26 kD

30 kD

21 kD

42 kD

对照组 模型组 低剂量组 高剂量组

图2 各组大鼠纹状体PERK、ATF4、CHOP、

Bax蛋白的表达

表3 各组大鼠纹状体PERK、ATF4、CHOP、Bax mRNA相对表达量比较 （n =4，x±s）

组别

对照组

模型组

低剂量组

高剂量组

F 值

P 值

PERK mRNA

0.55±0.04

1.07±0.18①

0.71±0.11①②

0.65±0.14①②③

12.493

0.001

ATF4 mRNA

0.50±0.03

0.97±0.15①

0.87±0.12①②

0.76±0.15①②③

10.870

0.001

CHOP mRNA

0.39±0.03

1.21±0.16①

0.89±0.06①②

0.75±0.12①②③

41.516

0.000

Bax mRNA

0.51±0.05

1.95±0.28①

0.95±0.08①②

0.87±0.10①②③

62.619

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05；③与低剂量组比较，P <0.05。
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本研究结果显示，模型组大鼠运动迟缓，水

平运动频率较低，说明运动受阻，灌服乌参醒脑

汤后，水平运动频率升高，说明大鼠运动能力恢

复；旋转实验中，低剂量和高剂量给药组大鼠旋

转频率下降，高剂量组大鼠旋转频率更低，提示

乌参醒脑汤可以降低帕金森病大鼠多巴胺受体敏

感性，恢复大鼠运动障碍，且适当增加乌参醒脑

汤的剂量效果更佳。二苯乙烯苷是从首乌中提取

的主要成分，大量研究显示其对PD动物模型的行

为具有改善作用[17]。本研究结果显示，模型组大鼠

纹状体内多巴胺能神经元受损严重且数量少，低

剂量组和高剂量组大鼠纹状体内多巴胺能神经元

形态良好且数量较多，提示各剂量乌参醒脑汤在

不同程度上对神经元具有保护和修复的作用。现

代药理学研究发现，人参的主要活性成分是人参

皂碱，可以有效抑制神经细胞凋亡[18]；有研究显

示，二苯乙烯苷可以提高黑质纹状体系统多巴胺

含量，并且对多巴胺能神经元具有保护作用[19]。三

七总皂苷是三七的主要活性成分，可以诱导神经

干细胞分化成多巴胺能神经元。以上研究与本研

究结果均说明乌参醒脑汤具有保护神经元的作用。

内质网应激是一种细胞的保护性应激反应，

适当的内质网应激有利于细胞内稳态的平衡，但

内质网应激过度则会引起相关细胞凋亡。PERK是

内质网上的一种跨膜蛋白激酶，介导内质网应激，

当受到刺激时，PERK被活化，进而活化ATF4，导

致细胞凋亡活化[20]。CHOP、Bax是参与细胞凋亡的

重要因子，活化的ATF4激活CHOP，CHOP可以上

调 Bax 的表达，促进细胞凋亡[21]。本研究结果显

示，模型组大鼠PERK、ATF4、CHOP和Bax mRNA

和蛋白相对表达量升高，说明大鼠纹状体内的细

胞凋亡途径已被活化，不同剂量的乌参醒脑汤给

药对PERK、ATF4、CHOP和Bax mRNA和蛋白有不

同程度的下调作用。银杏叶提取物具有消除自由

基，减少氧化应激的作用，抑制大鼠脑内多巴胺

能神经元的减少，对其有保护作用[7]；黄芪的主要

活性成分是皂苷类和黄酮类化合物，可以清除体

内多余的氧自由基，具有抗氧化应激的作用。黄

捷等[22]的研究显示，人参皂苷R3参与调控内质网

应激PERK通路；另有研究显示，二苯乙烯苷和川

芎嗪可以调节Bax的表达，调控细胞凋亡[23-25]。以

上研究结合本研究结果，说明乌参醒脑汤可以抑

制PERK/ATF4通路，从而抑制细胞凋亡

综上所述，乌参醒脑汤具有保护多巴胺能神

经元和修复已受损神经元的作用，可以恢复帕金

森病大鼠的运动失调，抑制细胞凋亡，这可能与

抑制PERK/ATF4通路有关。
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