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基于 Nrf2/D1R-ERK 信号通路探讨甘松对左旋多巴诱导的异动症大鼠的
作用机制 

李佳园，魏晓嘉，万国慧，杨  雪，于佳禾，刘金凤，金重先，王雨青，吕  研，石晋丽*4 

北京中医药大学中药学院，北京  102488 

摘  要：目的  基于 Nrf2/D1R-ERK 信号通路探讨甘松 Nardostachys jatamansi 对左旋多巴（levodopa，L-DOPA）诱导的异

动症（levodopa-induced dyskinesia，LID）模型大鼠的作用机制。方法  将 SD 大鼠随机分为假手术组、帕金森（Parkinson’s 

disease，PD）组、L-DOPA 组和甘松＋L-DOPA 组。PD 组、L-DOPA 组和甘松＋L-DOPA 组颈背部 sc 鱼藤酮葵花籽油（1.5 

mg/kg）14 d 制备 PD 模型，假手术组 sc 等体积葵花籽油，之后进行 14 d 的药物干预：L-DOPA 组 ig L-DOPA（100 mg/kg）

和苄丝肼（25 mg/kg），甘松＋L-DOPA 组 ig 甘松（1240 mg/kg）、L-DOPA（100 mg/kg）和苄丝肼（25 mg/kg），假手术组和

PD 组 ig 等体积 0.9%氯化钠溶液。通过前肢功能检测实验评估 L-DOPA 对 PD 大鼠运动能力的影响；通过异常不自主运动

（abnormal involuntary movement，AIM）评分评估 L-DOPA 导致 LID 大鼠的 AIM 程度；采用免疫组化法考察大鼠黑质中酪

氨酸羟化酶（tyrosine hydroxylase，TH）的表达；Western blotting 法检测大鼠纹状体内转录因子 E2 相关因子 2（nuclear factor 

erythroid-2 related factor 2，Nrf2）、多巴胺 D1 受体（dopamine D1 receptor，D1R）、细胞外调节蛋白激酶（extracellular regulated 

protein kinases，ERK）、磷酸化 ERK（（phosphorylated ERK，p-ERK）和∆FosB 蛋白的表达；ELISA 法检测大鼠脑纹状体中

活性氧自由基（reactive oxygen species，ROS）、血红素加氧酶-1（heme oxygenase-1，HO-1）、超氧化物歧化酶（superoxide 

dismutase，SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，GSH-Px）、多巴胺和 cAMP 调节的磷蛋白-32（dopamine and 

adenosine 3′,5′-monophosphate-regulated phospho-protein，DARPP-32）和 p-DARPP-32 的含量。结果  前肢功能检测结果显

示，L-DOPA 单用和甘松与 L-DOPA 联用均能显著增加 PD 大鼠的前肢跨步次数（P＜0.001）。AIM 评分结果显示，与 L-DOPA

单用相比，甘松与 L-DOPA 联用可显著降低 LID 大鼠的 AIM 症状（P＜0.01）。免疫组化结果显示，PD 组和 L-DOPA 组的

TH 表达没有显著性差异，而甘松与 L-DOPA 联用可明显增强 PD 大鼠的 TH 表达（P＜0.05），同时显著增强 L-DOPA 单用

导致的 LID 大鼠的 TH 表达（P＜0.01）。Nrf2 信号通路结果显示，PD 组和 L-DOPA 组没有显著性差异，而甘松与 L-DOPA

联用可明显降低 PD 大鼠的 ROS 含量（P＜0.05），显著促进 Nrf2 表达（P＜0.01），并显著提高 HO-1、SOD、GSH-Px 的

含量（P＜0.001）；同时还能显著降低 LID 大鼠的 ROS 含量（P＜0.001），明显提高 Nrf2、HO-1、SOD 的含量（P＜0.05），

并显著提高 GSH-Px 含量（P＜0.01）。D1R-ERK 信号通路结果显示，甘松与 L-DOPA 联用能显著降低 LID 大鼠的 D1R 表

达（P＜0.001），同时明显减低∆FosB、p-DARPP-32/DARPP-32、p-ERK/ERK 的表达（P＜0.05）。结论  L-DOPA 可以改善

PD 大鼠的运动障碍，但不能降低 TH 的损伤，而且还会引起氧化应激反应和 D1R-ERK 通路的过表达。甘松联合 L-DOPA 给

药可明显改善 PD 大鼠的运动损伤，抑制 L-DOPA 引起的 AIM 现象，同时提高 TH 的表达。其机制可能是甘松通过激活 Nrf2

通路相关蛋白的表达，并抑制 D1R-ERK 通路相关蛋白的过表达发挥抗 LID 作用。 
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Abstract: Objective  To explore the mechanism of Nardostachys jatamansi (Nar) on levodopa (L-DOPA)-induced dyskinesia (LID) 

model rat based on Nrf2/D1R-ERK signaling pathway. Methods  SD rats were randomly divided into sham group, Parkinson’s disease 

(PD) group, L-DOPA group and Nar + L-DOPA group. Rats in PD group, L-DOPA group, and Nar + L-DOPA group were sc rotenone 

sunflower oil (1.5 mg/kg) on the back of neck for 14 d to prepare PD model. Rats in sham group was sc same amount of sunflower oil. 

Then 14 d of drug intervention was carried out: rats in L-DOPA group were ig L-DOPA (100 mg/kg) and benserazide (25 mg/kg), rats 

in Nar + L-DOPA group were ig Nar (1240 mg/kg), L-DOPA (100mg/kg) and benserazide (25 mg/kg), rats in sham group and PD group 

were ig same amount of normal saline. Effect of L-DOPA on motor ability of PD rats was evaluated by forelimb function test. Abnormal 

involuntary movement (AIM) score was used to assess the AIM degree of LID induced by L-DOPA in rats. Expression of tyrosine 

hydroxylase (TH) in substantia nigra of rats was investigated by immunohistochemical staining. Expressions of nuclear factor E2-

related factor 2 (Nrf2), dopamine D1 receptor (D1R), extracellular regulated protein kinases (ERK), p-ERK and ∆FosB protein in rats 

striatum was detected by Western blotting. ELISA method was used to detected the contents of reactive oxygen species (ROS), heme 

oxygenase-1 (HO-1), superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px), dopamine and adenosine 3′,5′-monophosphate-

regulated phosphoprotein (DARPP-32), p-DARPP-32 in the striatum of rats. Results  The results of the forelimb function test showed 

that L-DOPA alone and Nar + L-DOPA combined significantly increased the number of forelimb strides in PD rats (P < 0.001). The 

AIM score results showed that compared with L-DOPA alone, the combination of Nar + L-DOPA significantly reduced the AIM 

symptoms of LID rats (P < 0.01). Immunohistochemical results showed that there was no significant difference in TH expression 

between PD group and L-DOPA group. The combination of Nar + L-DOPA significantly enhanced TH expression in PD rats (P < 0.05), 

and significantly enhanced TH expression in LID rats induced by L-DOPA alone (P < 0.01). Nrf2 signaling pathway showed no 

significant difference between PD group and L-DOPA group. The combination of Nar + L-DOPA significantly decreased ROS content 

(P < 0.05), significantly promoted Nrf2 expression (P＜0.01), significantly increased the contents of HO-1, SOD and GSH-Px of PD 

rats (P < 0.001). The combination of Nar + L-DOPA significantly decreased ROS content (P < 0.001), significantly increased Nrf2, 

HO-1, SOD content (P < 0.05), and increased GSH-Px content in LID rats (P < 0.01). D1R-ERK signaling pathway results showed 

that the combination of Nar + L-DOPA significantly decreased the expression of D1R in LID rats (P < 0.001), significantly reduced 

the expressions of ∆FosB, p-DARPP-32/DARPP-32 and p-ERK/ERK (P < 0.05). Conclusion  L-DOPA can alleviate dyskinesia in 

PD rats, but it can not reduce the damage of TH, and can induce an oxidative stress response and overexpression of D1R-ERK pathway. 

Nar combined with L-DOPA significantly alleviated the motor injury of PD rats, inhibited AIM phenomenon caused by L-DOPA and 

increased TH expression. The mechanism may be that Nar plays an anti-LID role by activating the expression of related proteins in 

Nrf2 pathway and inhibiting the overexpression of related proteins in D1R-ERK pathway. 

Key words: Nardostachys jatamansi DC.; Parkinson’s disease; levodopa-induced dyskinesia; Nrf2 signaling pathway; D1R-ERK 

signaling pathway

帕金森病（Parkinson’s disease，PD）是继阿

尔茨海默症之后的第二大中枢神经系统退行性疾

病[1]。临床表现为静止性震颤、姿势步态异常、肌肉

僵直等[2]，病理特征主要为中脑黑质致密部多巴胺

能神经元的变性缺失[3]。目前 PD 的治疗主要通过

补充外源性多巴胺来缓解症状 [4] 。左旋多巴

（levodopa，L-DOPA）作为多巴胺的前体，是目前治

疗 PD 的首选药物，能有效缓解 PD 的运动障碍，

临床常与苄丝肼联用增加中枢神经系统对其利用程

度[5]。但 L-DOPA 长期应用会出现一些局限性，如

加速 PD 进展过程中多巴胺能神经元的死亡[6]、引

起并发症等。 

异动症（levodopa-induced dyskinesia，LID）是

长期服用 L-DOPA 后最常见的一种不良反应[7]，临

床表现主要为肢体、躯干和面部的非自主、无目的、

不规则运动，是 PD 患者晚期致残的主要原因[8]。研

究表明，在接受 L-DOPA 治疗 15 年以上的 PD 患者

中，LID 的累积发生率可高达 95%[8]，严重影响了

患者的生命质量。目前，LID 的发病机制尚未明确，

但研究发现主要与 L-DOPA 在体内代谢过程中引起

的氧化应激反应和 L-DOPA 长期反复摄取导致基底

神经环路中多巴胺 D1 受体（dopamine D1 receptor，

D1R）的过度激活有关[9]。研究表明，L-DOPA 进入

机体后，在代谢期间会产生大量的活性氧自由基

（reactive oxygen species，ROS）形成氧化应激反应，

破坏多巴胺能神经元。此时，转录因子 E2 相关因子

2（nuclear factor erythroid-2 related factor 2，Nrf2）

作为机体自身的抗氧化通路[10-11]，可通过抑制氧化

应激反应，减少多巴胺能神经元的损伤，缓解 PD[12]

和 LID[13]。此外，当 D1R 激活后，会促进细胞外调
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节蛋白激酶（extracellular regulated protein kinases，

ERK）信号的磷酸化，而 ERK 信号通路持续过度活

化被认为是诱导和维持 LID 发生的主要原因[14]。因

此，基于 Nrf2 和 D1R-ERK 通路探讨药物对 LID 的

作用具有重要意义。 

甘松为败酱科植物甘松 Nardostachys jatamansi 

DC.的干燥根及根茎，有理气止痛、开郁醒脾之功[15]，

具有神经保护[16]、抗神经退行性疾病[17]、镇静[18]等

药理作用。本课题组前期研究发现，甘松提取物不

同萃取部位均可增强 6-羟基多巴胺损伤细胞的存活

率，对人神经母细胞瘤 SH-SY5Y 细胞损伤有明显

的保护作用[19]。甘松 80%乙醇提取物对 PD 模型大

鼠具有良好的治疗效果，优于甘松 95%乙醇提取物

和甘松水提取物，且甘松（生药 1240 mg/kg）联合

少量的 L-DOPA 对 PD 的治疗具有增效作用。此外，

甘松还可提高多巴胺能神经元含量，抑制炎性反应，

缓解 PD 伴发焦虑[20]。以上研究表明，甘松在治疗

PD 方面具有潜在的开发价值，但甘松对 PD 后期出

现的 LID 是否也具有保护作用却鲜有研究。本研究

在 PD 模型的基础上给予 L-DOPA 的慢性刺激制备

LID 模型大鼠，考察甘松对 LID 模型大鼠 Nrf2 和

D1R-ERK 信号通路的调控作用，以期为甘松治疗

LID 的临床应用提供依据。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠，体质量 200～220 g，8 周

龄，购自北京维通利华实验动物技术有限公司，动

物合格证号 SCXK（京）2016-0006。大鼠饲养于北

京中医药大学 SPF 级动物实验中心，湿度 40%～

60%，温度 20～22 ℃，12 h 光暗周期（7: 00～19: 00

光照），自由进食饮水。动物实验方案符合国家实验

动物福利伦理的相关要求，均符合 3R 原则。 

1.2  药材 

甘松购自四川阿坝若尔盖县，经北京中医药大

学石晋丽教授鉴定为败酱科植物甘松 N. jatamansi 

DC.的干燥根及根茎。将药材用高速万能粉碎机粉

碎成粗粉，称取 100 g 置于 1 L 烧杯中，封口膜封

口，依次用 10、8、8 倍量 80%乙醇超声提取 3 次，

温度控制在 35 ℃以下，时间分别为 60、45、45 min，

静置，滤过，合并滤液，减压回收溶剂，得棕色浸

膏，将浸膏真空冷冻干燥，得到干燥的甘松 80%乙

醇提取物。HPLC 测得含甘松新酮为 0.56%，符合

《中国药典》2020 年版规定。 

1.3  药品与试剂 

鱼藤酮（批号 R105076）购自上海阿拉丁生化

科技有限公司；葵花籽油（批号 W24A11L122237）

购自上海源叶生物科技有限公司；乌拉坦（批号

C10821103）购自上海麦克林生化科技有限公司；L-

DOPA 购自北京曙光药业有限责任公司；多巴胺和

cAMP 调节的磷蛋白-32（dopamine and adenosine 

3′,5′-monophosphate-regulated phospho-protein ，

DARPP-32）ELISA 试剂盒、磷酸化 DARPP-32

（phosphorylated DARPP-32，p-DARPP-32）ELISA 试

剂盒、血红素加氧酶-1（heme oxygenase-1，HO-1）

ELISA 试剂盒（批号 20210706CM2）、ROS ELISA

试剂盒、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，

SOD）ELISA 试剂盒、谷胱甘肽过氧化物酶

（glutathione peroxidase，GSH-Px）ELISA 试剂盒（批

号 20210617K）购自江苏酶免生物科技有限公司；

D1R 抗体（批号 A2893）购自武汉爱博泰克生物科

技有限公司；ERK 抗体（批号 GB11560）、p-ERK

抗体（批号 GB11004）购自武汉赛维尔生物科技有

限公司；Nrf2 抗体（批号 12721S）购自美国 CST 公

司；∆FosB 抗体（批号 ab227387）、β-actin 抗体（批

号 AB227387）购自英国 Abcam 公司；HRP 标记的

山羊抗小鼠二抗（批号 074-1506）、HRP 标记的山

羊抗兔二抗（批号 074-1806）购自 KPL 公司。 

1.4  仪器 

FW200 型高速万能粉碎机（北京科伟永兴仪器

有限公司）；RE3000A 型旋转蒸发仪（上海亚荣生

化仪器厂）；冷冻干燥机（北京博医康实验仪器有限

公司）；KW-1000DC 型数显恒温水浴锅（金坛市杰

瑞电器有限公司）；KH5200DE 数控超声波清洗器型

（昆山合创超声仪器有限公司）；RT-6100 型多功能

酶标仪（深圳雷杜生命科学股份有限公司）。 

2  方法 

2.1  PD 和 LID 模型的制备、分组及给药 

SD 大鼠适应性喂养 7 d 后，随机分为假手术

组、PD 组、L-DOPA 组和甘松＋L-DOPA 组。PD 组、

L-DOPA 组、甘松＋L-DOPA 组大鼠颈背部 sc 鱼藤

酮葵花籽油（1.5 mg/kg）14 d 制备 PD 模型，假手

术组 sc 等体积葵花籽油。当大鼠出现毛色发黄、精

神萎靡不振、弓背和四肢力量减弱等症状时，表明

造模成功[21]，共得到 36 只 PD 模型大鼠，造模成功

率为 90%。之后在 PD 模型大鼠的基础上给予 L-

DOPA 和苄丝肼的慢性刺激制备 LID 模型[22]，同
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时进行 14 d 的药物干预：L-DOPA 组 ig L-DOPA

（100 mg/kg）和苄丝肼（25 mg/kg）；甘松＋L-DOPA

组 ig 甘松（1240 mg/kg），30 min 后 ig L-DOPA（100 

mg/kg）和苄丝肼（25 mg/kg）；假手术组和 PD 组 ig

等体积 0.9%氯化钠溶液（5 mL/kg）。 

2.2  前肢功能检测实验 

前肢功能检测实验能较好地模拟 PD 患者的运

动障碍[23]，可以用来确定 L-DOPA 对 PD 大鼠的运

动障碍是否具有改善作用，以及甘松与 L-DOPA 联

用是否影响 L-DOPA 的疗效。实验时一只手固定大

鼠后半部躯体和双后肢，另一只手托起一条前肢，

使大鼠将其重心放置在着地的前肢上。在桌子上沿

着大鼠负重肢体方向以 18 cm/s 的速度匀速移动，

记录移动时大鼠负重前肢的跨步数。重复 3 次，每

次间隔 30 min，取平均值作为大鼠前肢跨步数。 

2.3  各 组大鼠异常不自主运动 （ abnormal 

involuntary movement，AIM）评分 

为了评价 L-DOPA 导致的 LID 大鼠的运动障碍

程度，在文献报道[24]的基础上进行了 AIM 评分。在

给予 L-DOPA 后，每 20 分钟评价 1 次，观察周期为

1 min，共观察 3 次，取平均值。总 AIM 得分对应 3

种 AIM 亚型（轴向、肢体和口舌）的得分之和。每

种亚型的严重程度为 0～4 级（0 级：没有出现异动；

1 级：偶然出现异动；2 级：频繁出现异动；3 级：

连续出现异动；4 级：连续出现异动，且无法被抑制）。 

2.4  免疫组化检测各组大鼠黑质中酪氨酸羟化酶

（tyrosine hydroxylase，TH）的表达 

大鼠 ip 20%乌拉坦麻醉，充分暴露大鼠胸腔，

将灌注针插入心脏左心室，同时剪开右心耳。每只

大鼠先灌注 300 mL PBS 缓冲溶液，待大鼠心脏中

流出的液体为无色澄清时，灌注 100 mL 多聚甲醛

进行固定。固定完成后在冰上迅速剥离出完整的大

脑，浸泡于 10 倍量的多聚甲醛溶液中，静置 24 h。

然后进行石蜡包埋，冠状面切片，梯度酒精脱水，

染色，拍照，并将图片导入至 Image J 软件中，对阳

性细胞的吸光度（A）值及区域总面积的比值进行分

析，得到 TH 的平均 A 值，以确定其表达情况。 

2.5  Western blotting 法检测各组大鼠纹状体中

Nrf2、D1R、p-ERK/ERK、∆FosB 的蛋白表达 

大鼠 ip 20%乌拉坦麻醉，迅速在冰上取出纹状

体，组织块用预冷的 PBS 缓冲液漂洗 2～3 次，加

入 10 倍量的组织蛋白提取试剂，剪成小块置于匀

浆器中匀浆。将匀浆液转移至离心管中，振荡。冰

浴 30 min，期间用移液器反复吹打，确保匀浆液完

全裂解，4 ℃、13 000×g 离心 5 min，收集上清液。

使用 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白质量浓度，加

入 5×蛋白上样缓冲液，95～100 ℃沸水浴 5 min。

蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，

转至 PVDF 膜，加入封闭液室温封闭 1 h；分别加入

Nrf2、D1R、p-ERK/ERK、∆FosB、β-actin 抗体

（1∶1000），4 ℃孵育过夜；用 TBST 洗 3 次，每次

5 min，加入 HRP 标记的兔抗山羊 IgG 抗体

（1∶5000），室温孵育 2 h，TBST 洗 4 次，每次 5 

min。采用 ECL 化学发光法显影，使用 Image J 分

析蛋白条带灰度值。 

2.6  ELISA 法检测各组大鼠纹状体中 HO-1、SOD、

GSH-Px 活性及 ROS、p-DARPP-32/DARPP-32 含量 

取低温保存的纹状体匀浆上清液，按 ELISA 试

剂盒说明书检测 HO-1、SOD、GSH-Px 活性及 ROS、

p-DARPP-32/DARPP-32 含量。 

2.7  统计学分析 

采用 GraphPad Prism 6.0 软件对实验数据进行

分析，利用单因素方差进行多组间比较，Tukey 检

验进行两组间比较。符合正态分布的各组数据采用

x s 表示。 

3  结果 

3.1  前肢功能检测实验 

采用前肢功能检测实验评价 L-DOPA 对 PD 大

鼠运动障碍的影响及甘松与 L-DOPA 联用是否影响

L-DOPA 的疗效，如表 1 所示，与假手术组相比，

PD 组大鼠前肢运动次数显著减少（P＜0.001）；与

PD 组相比，L-DOPA 组和甘松＋L-DOPA 组大鼠的

前肢运动次数显著增多（P＜0.001），且 L-DOPA 组

与甘松＋L-DOPA 组之间没有显著性差异。表明 L-  

表 1  各组大鼠前肢跨步次数 ( x s , n = 12) 

Table 1  Forelimb stride times of rats in each group ( x s , 

n = 12) 

组别 前肢跨步次数 

假手术 11.83±0.49 

PD 6.25±0.33*** 

L-DOPA 10.25±0.33
△△△

 

甘松＋L-DOPA 11.33±0.51
△△△

 

与假手术组比较：***P＜0.001；与 PD 组比较：△P＜0.05  △△P＜

0.01  △△△P＜0.001；与 L-DOPA 组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  

###P＜0.001，下表同 

***P < 0.001 vs sham group; △P＜0.05  △△P < 0.01  △△△P < 0.001 

vs PD group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs L-DOPA group, 

same as below tables 
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DOPA 能明显改善 PD 大鼠的运动障碍，且甘松与 L-

DOPA 联用对 L-DOPA 治疗 PD 的药效未产生影响。 

3.2  各组大鼠 AIM 评分 

 采用AIM 评分评价 L-DOPA 导致的LID 大鼠的

运动障碍程度。如表 2 所示，假手术组和 PD 组大鼠

均未表现出明显的 AIM 现象。L-DOPA 组和甘松＋

L-DOPA 组具有不同程度的 AIM 现象。与 L-DOPA

组相比，甘松＋L-DOPA 组的 AIM 评分显著降低 

表 2  各组大鼠 AIM 评分 ( x s , n = 12)  

Table 2  AIM score of rats in each group ( x s , n = 12) 

组别 AIM 评分 

L-DOPA 28.75±2.25 

甘松＋L-DOPA 19.50±2.31## 

（P＜0.01）。表明与 L-DOPA 单用相比，甘松与 L- 

DOPA 联用能显著降低 LID 大鼠的 AIM 现象。 

3.3  甘松对各组大鼠黑质 TH 表达的影响 

如图 1 所示，与假手术组相比，PD 组 TH 表达

显著降低（P＜0.01）；与 PD 组相比，L-DOPA 组没

有显著性差异，但甘松＋L-DOPA 组 TH 表达明显

升高（P＜0.05）；与 L-DOPA 组相比，甘松＋L-DOPA

组 TH 表达显著升高（P＜0.01）。表明在 PD 模型大

鼠形成过程中，TH 表达下降且胞体显著缩小，多巴

胺能神经元被损坏；给予 L-DOPA 后，TH 表达没

有明显提高，多巴胺能神经元的损伤程度没有被逆

转；而甘松＋L-DOPA 联用可有效扭转这一趋势，

提高 TH 表达，达到保护多巴胺能神经元的作用。 
 

 
A-假手术组  B-PD 组  C-L-DOPA 组  D-甘松＋L-DOPA 组  与假手术组比较：**P＜0.01；与 PD 组比较：△P＜0.05  △△P＜0.01  △△△P＜

0.001；与 L-DOPA 组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001，下图同 

A-sham group  B-PD group  C-L-DOPA group  D-N. jatamansi + L-DOPA group  **P < 0.01 vs sham group; △P＜0.05  △△P < 0.01  △△△P < 0.001 

vs PD group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs L-DOPA group, same as figures 

图 1  各组大鼠脑内黑质中 TH 表达情况 (×100) 

Fig. 1  Expression of TH in substantia nigra of rats in each group (× 100) 

3.4  甘松对大鼠纹状体 Nrf2 通路的影响 

3.4.1  甘松对大鼠纹状体ROS含量的影响  如表 3

所示，与假手术组相比，PD 组大鼠纹状体中 ROS

水平显著升高（P＜0.001）；与 PD 组相比，L-DOPA

组有升高的趋势，但甘松＋L-DOPA 组大鼠纹状体

ROS 含量明显降低（P＜0.05）；与 L-DOPA 组相比，

甘松＋L-DOPA 组大鼠纹状体 ROS 含量显著降低

（P＜0.001）。表明在 PD 模型大鼠中，ROS 因无法

及时清除发生了氧化应激反应，而服用 L-DOPA 后，

没有减轻 ROS 含量，又因 L-DOPA 在体内代谢产

生 ROS，加重了氧化应激反应。甘松与 L-DOPA 联

用可有效抑制 ROS 的产生，减轻氧化应激反应。 

3.4.2  甘松对大鼠纹状体 Nrf2 蛋白表达的影响  

如图 2 所示，与对照组相比，PD 组大鼠纹状体中

Nrf2 蛋白表达有升高的趋势；与 PD 组相比，L-

DOPA 组没有显著差异，但甘松＋L-DOPA 组大鼠

纹状体的 Nrf2 蛋白表达水平显著升高（P＜0.01）；

与 L-DOPA 组相比，甘松＋L-DOPA 组大鼠纹状体 

表 3  各组大鼠纹状体 ROS 含量 ( x s , n = 8) 

Table 3  ROS content in striatum of rats in each group 

( x s , n = 8) 

组别 ROS/(ng·mg−1) 

假手术 45.42±7.88 

PD 125.60±14.34*** 

L-DOPA 146.00±9.73 

甘松＋L-DOPA 79.60±4.11
△### 

的 Nrf2 蛋白表达水平明显升高（P＜0.05）。表明在

正常机体中，抗氧化因子 Nrf2 处于静息状态，表达

不明显；在 PD 模型大鼠中，机体会自发启动保护

机制使抗氧化因子 Nrf2 由静息状态变为活跃，并促

进 Nrf2 的表达来抑制过量的 ROS；药物干预后，

与 L-DOPA 单用比较，甘松与 L-DOPA 联用后，Nrf2

表达显著提高，表明甘松可通过提高 Nrf2 表达，降

低体内 ROS 的含量，从而抑制氧化应激反应。 

3.4.3  甘松对大鼠纹状体 HO-1、SOD、GSH-Px 活

性的影响  如表 4 所示，与假手术组相比，PD 组大

鼠纹状体 HO-1、SOD 和 GSH-Px 活性均有升高的
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图 2  各组大鼠纹状体 Nrf2 蛋白表达情况 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Nrf2 protein expression in striatum of rats in each group ( x s , n = 3) 

表 4  各组大鼠纹状体 HO-1、SOD 和 GSH-Px 活性 ( x s ) 

Table 4  HO-1, SOD and GSH-Px activities in striatum of rats in each group ( x s ) 

组别 HO-1/(ng·mg−1) (n = 6) SOD/(ng·mg−1) (n = 8) GSH-Px/(ng·mg−1) (n = 8) 

假手术 1.54±0.07 1.52±0.18 2.81±0.24 

PD 1.97±0.14 1.84±0.10 3.78±0.35 

L-DOPA 2.36±0.08 2.27±0.21 4.26±0.32 

甘松＋L-DOPA 2.98±0.21
△△△# 3.12±0.20

△△△# 5.94±0.34
△△△## 

趋势；与 PD 组相比，L-DOPA 组没有显著性差异，

但甘松＋L-DOPA 组大鼠纹状体中 HO-1、SOD、

GSH-Px 活性显著升高（P＜0.001）；与 L-DOPA 组

相比，甘松＋L-DOPA 组大鼠纹状体 HO-1、SOD

活性明显升高（P＜0.05），GSH-Px 活性显著升高

（P＜0.01）。表明在正常机体中，氧化还原稳态平衡，

HO-1、SOD、GSH-Px 均处于静息状态，表达不明

显；在 PD 大鼠中，机体 ROS 异常增多导致 HO-1、

SOD、GSH-Px 抗氧化因子被自发激活；药物干预

后，与 L-DOPA 单用比较，甘松与 L-DOPA 联用可

显著提高 HO-1、SOD、GSH-Px 的表达，对抑制过

量 ROS 的产生具有积极作用。 

3.5  甘松对大鼠 D1R-ERK 通路的影响 

3.5.1  甘松对大鼠纹状体 D1R、p-ERK/ERK、∆FosB

蛋白表达的影响  如图 3 所示，与 PD 组相比，L-

DOPA 组大鼠纹状体 D1R、p-ERK/ERK、∆FosB 蛋

白表达水平显著升高（P＜0.001、0.01）；与 L-DOPA

组相比，甘松＋L-DOPA 组大鼠纹状体 D1R、p-

ERK/ERK、∆FosB蛋白表达水平明显降低（P＜0.05、

0.001）。表明 PD 模型大鼠大量服用 L-DOPA 会激

活 D1R-ERK 通路上的相关蛋白，而甘松与 L-DOPA

联用对 D1R-ERK 通路的过度激活具有抑制作用。 

 
图 3  各组大鼠纹状体 D1R、p-ERK/ERK 和∆FosB 蛋白表达 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  D1R, p-ERK/ERK and ∆FosB protein expressions in striatum of rats in each group ( x s , n = 3)
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3.5.2  甘松对大鼠纹状体 p-DARPP-32/DARPP-32

蛋白表达的影响  如表 5 所示，与 PD 组相比，L-

DOPA 组大鼠纹状体 p-DARPP-32/DARPP-32 蛋白

表达水平显著升高（P＜0.01）。与 L-DOPA 组相比，

甘松＋L-DOPA 组大鼠纹状体D1R蛋白表达水平明

显降低（P＜0.05）。表明 PD 模型大鼠大量服用 L-

DOPA 会导致 p-DARPP-32/DARPP-32 蛋白激活，

甘松与 L-DOPA 联用可以抑制该蛋白的过度激活。 

表 5  各组大鼠纹状体 p-DARPP-32/DARPP-32 蛋白表达

( x s , n = 8) 

Table 5  p-DARPP-32/DARPP-32 protein expression in 

striatum of rats in each group ( x s , n = 8) 

组别 p-DARPP-32/DARPP-32/(ng·mg−1) 

假手术 0.27±0.02 

PD 0.34±0.03 

L-DOPA 0.61±0.09
△△

 

甘松＋L-DOPA 0.39±0.05# 
 

4  讨论 

 目前 PD 模型制备常用的神经毒素有鱼藤酮[25]、

6-OHDA[26]和 MPTP[27]，其中鱼藤酮所致的 PD 模

型在行为学改变和病理学特征上与临床 PD 患者更

为接近，且容易穿透血脑屏障、造模成功率高、价

廉易得[28]，此外，鱼藤酮可以直接作用于多巴胺能

神经元，诱导线粒体功能障碍和增加 ROS 产生，导

致多巴胺能神经元的变性[29]。因此本研究采用 sc 鱼

藤酮制备 PD 模型，并在此基础上给予大量的 L-

DOPA 制备 LID 模型大鼠[30-31]。 

本研究发现，PD 模型大鼠的前肢跨步次数显著

降低，ROS 含量增多，TH 表达下降，多巴胺能神经

元被严重破坏。给予 L-DOPA 治疗后，前肢跨步次

数有所增加，但没有缓解 ROS 增多的现象，且因 L-

DOPA 在体内代谢时也会产生 ROS，使得氧化应激

反应进一步加重；此外，L-DOPA 还激活了 D1R-ERK

通路，此时机体表现为运动增加，出现 AIM[32-33]。

与 L-DOPA 单用相比，甘松与 L-DOPA 联用可以激

活 Nrf2 通路抑制氧化应激反应，同时甘松与 L-

DOPA 联用还能抑制 D1R-ERK 通路相关蛋白，最终

起到治疗 LID 的作用。具体机制分析见图 4。 

首先，外源性 L-DOPA 进入机体后，在氨基酸

脱羧酶（aromatic amino acid decarboxylase，AADC）

的代谢下成为多巴胺，多巴胺进一步代谢为 3,4-二

羟基苯乙酸（3,4-dihydroxyphenylacetic acid，

DOPAC）和高香草酸（homovanillicacid，HVA），

反应的副产物包括 ROS、H2O2 等，此时机体由于

氧化还原稳态失衡，ROS 不能被及时清除，机体会

发生氧化应激反应加剧疾病进程[34]。Nrf2 是机体

抗氧化防御机制中关键的内源性调节因子，可调节

多种抗氧化酶的活性，对于降低 PD 患者体内 ROS

的含量、减轻多巴胺能神经元变性至关重要[13]。当

机体受到 ROS 的刺激时，Nrf2 和 Keap1 解离，迁

移进入细胞核内，结合细胞内抗氧化反应元件 

 

图 4  甘松治疗 LID 的具体机制 

Fig. 4  Mechanism of N. jatamansi on treating LID
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（antioxidant response element，ARE），启动下游多

种抗氧化酶（如 HO-1、SOD、GSH-Px 等）的表

达 [35-36]，它们能保护机体免受氧化物质造成的损

害，减少外源性刺激引起的多种疾病。 

 其次，长期服用外源性 L-DOPA，会导致 D1R

激活，当 D1R 被激活后，会引起其下游 cAMP 信号

级联的持续和间歇性高表达，进而导致 cAMP 依赖

的蛋白激酶 A（protein kinases A，PKA）和 DARPP-

32 的活性增加，使 DARPP-32 磷酸化[37]。DARPP-

32 作为 D1R 下游信号通路上重要的整合分子，当

其磷酸化后会通过抑制蛋白磷酸酶 -1（protein 

phosphatase-1，PP-1）从而促进 ERK 的磷酸化[15]。

研究表明，D1R 下游 ERK 信号通路持续过度活化

是诱导和维持 LID 发生的主要机制，在许多动物模

型中干扰介导 ERK 激活的细胞内因子可以改善

LID 症状[38-39]。此外，ERK 过度激活，会促使其下

游∆FosB 蛋白的生成，在棘状神经元中∆FosB 的蓄

积被认为是 LID 发生的标志分子，且蓄积的程度与

LID 行为学评分呈正相关，选择性阻止∆FosB 的蓄

积则会显著减轻 LID[40]。如 Ukgansan 可通过降低

纹状体中 D1R 相关信号蛋白（如 p-ERK、∆FosB、

c-fos 等）的过表达改善大鼠运动功能障碍，恢复多

巴胺能神经元，减缓 LID 的进程[41]。 

本课题组前期研究发现，甘松乙醇提取物对体

内、体外 PD 模型均有良好的抑制作用。本研究通

过 Nrf2 和 D1R-ERK 2 条信号通路证明了甘松对

LID 具有良好的治疗作用。此外，有学者分别利用

体内、体外模型研究甘松对阿尔茨海默症的作用，

结果表明甘松能够减轻 Aβ 诱导的脑内细胞死亡，

同时能够降低小胶质细胞数量、ROS 水平及 ERK

的磷酸化，证明甘松的神经保护作用可能与抗氧化、

抗炎及抑制 ERK 信号通路的激活作用有关[42]，与

本研究结果可以互为佐证。 

综上所述，甘松通过增强 PD 大鼠的 TH 表达

和激活 Nrf2 信号通路，对 L-DOPA 缓解 PD 大鼠的

运动障碍起到了促进作用。同时，甘松通过抑制

D1R-ERK 信号通路，改善了慢性 L-DOPA 引起的

AIM 症状。本研究为甘松联合 L-DOPA 治疗 LID 的

临床应用提供了依据。 
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