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(57)摘要

本发明涉及一种人参总蛋白的制备方法及

其改善帕金森病的应用，其包括以下步骤：(1)将

人参干粉与水混合，调节pH值为7.0～9.0，在4℃

条件下浸提4～12h，分离得到上清液和残渣；(2)

将步骤(1)的残渣代替步骤(1)中的人参干粉重

复步骤(1)1～3次；(3)合并步骤(1)和步骤(2)的

上清液，调节pH值为3.0～5.0，在4℃条件下过

夜，离心，取沉淀，加入水并调节pH值为7 .0～

9.0，复溶沉淀，超滤管截留超滤，取上液，冻干得

到人参总蛋白。本发明能够最大化保留有效成分

及有效成分群组分不发生改变，方法稳定，经济

环保，适合大规模工业化生产，该人参总蛋白可

作为预防、缓解和治疗帕金森病的药物活性成

分。
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1.一种人参总蛋白的制备方法，其特征在于，所述的制备方法包括以下步骤：

(1)将人参干粉与8～12倍人参干粉体积的水混合，NaOH调节pH值为7.0～9.0，在4℃条

件下浸提4～12h，分离得到上清液和残渣；

(2)将步骤(1)所得的残渣代替步骤(1)中的人参干粉重复步骤(1)1～3次；

(3)合并步骤(1)和步骤(2)中的上清液，HCl调节pH值为3.0～5.0，在2～6℃条件下过

夜，低温离心，取沉淀，加入水并调节pH值为7.0～9.0，使沉淀复溶，采用超滤管截留低温超

滤，取上液，冻干得到所述的人参总蛋白。

2.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，调节步骤(1)中pH值为7.0～8.0；控制

步骤(1)中浸提时间为6～10h。

3.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，步骤(3)中加入水并调节pH值为7.0～

8.0。

4.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，步骤(3)中超滤管的截留分子量为

2000～4000Da。

5.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，HCl调节步骤(3)中pH值为3.5～4.5。

6.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，所述的低温离心、所述的低温超滤以

及提取后的分离的温度均低于25℃。

7.由权利要求1～6中任一项所述的制备方法制备的人参总蛋白。

8.根据权利要求7所述的人参总蛋白，其特征在于，所述的人参总蛋白中含量最高的8

种蛋白为：核糖核酸酶样主要贮存蛋白、类黄素依赖型氧化还原酶FOX5、类β‑淀粉酶、类乳

胶蛋白、甘油醛3‑磷酸脱氢酶、蛋氨酸合酶、铁氧还蛋白依赖的谷氨酸合酶1、前序列蛋白酶

2。

9.权利要求7或8所述的人参总蛋白作为活性成分在制备预防、缓解和治疗帕金森病的

药物中的应用。

10.一种用于预防、缓解和治疗帕金森病的药物，其特征在于，其包括权利要求7或8所

述的人参总蛋白。
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一种人参总蛋白的制备方法及其改善帕金森病的应用

技术领域

[0001] 本发明具体涉及一种人参总蛋白的制备方法及其改善帕金森病的应用。

背景技术

[0002] 人参是五加科植物人参(Panax  ginseng  C.A.Mey)的根及根茎，是我国应用广泛

的传统中药，有保护神经系统、心血管系统、内分泌系统的作用。人参的活性成分复杂，主要

包括皂苷、多糖、挥发油、甾醇、有机酸、蛋白质和多肽、生物碱等。目前国内外关于人参的研

究多集中于人参皂苷，有关人参蛋白和多肽的相关研究较少。根据人参蛋白(GP)的性质，GP

常用的提取方法有以Tris‑HCl溶液及PBS溶液为主的传统浸提法和有机试剂沉淀法。有机

试剂沉淀法包括Trizol提取法、膜过滤法、沉淀法、快速溶剂萃取法等。目前报道的人参蛋

白根据功能不同分为：类RNA酶蛋白、核糖核酸酶、皂苷合成相关酶、几丁质样蛋白和木聚糖

酶等，这些蛋白与人参抗真菌、抗病毒、合成皂苷、影响细胞增殖和转录活性有关。

[0003] 随着对GP的研究的深入，发现了GP的药理作用、抗氧化应激及老化、提升免疫的作

用、耐缺氧和抗疲劳、调节血脂的作用、抗辐射的作用、有抗真菌作用、有镇痛、提高睡眠质

量、改善记忆力、增强学习能力等作用。

[0004] 现有GP提取工艺中需使用Tris‑HCl溶液、PBS溶液以及有机试剂缓冲盐溶液等，且

提取液中不可避免的含有大量的小分子化合物，对人体有毒副作用，需要在保证蛋白活性

的前提下进行繁琐的去溶剂步骤以及纯化步骤，因此并不适合大规模工业化生产，导致人

参总蛋白制备成本高，进而导致较高的用药成本。此外，人参总蛋白并非单一的化合物，具

有功效的成分往往是一个大的有效成分群。复杂的提取工艺对人参总蛋白有效成分群的结

构影响较大，破坏各蛋白质活性，且组成比发生改变，对于同种病症的治疗效果也出现明显

的差异性。

[0005] 帕金森病(PD)是一种进行性神经退行性疾病，可引起运动和非运动症状。运动症

状包括运动和身体任务：震颤、僵硬、缓慢和不平衡。非运动(nonmovement)症状影响许多器

官系统，如胃窦和泌尿生殖系统。通常情况下，患者可能不会主动自愿表明自己已经出现非

运动症状，因为这些症状使他们很尴尬，导致治疗时间更多的集中在运动症状上，也或者他

们并不知道这些症状可能与帕金森病有关。被诊断为帕金森病的人通常在运动症状开始前

几年会逐渐显示出非运动症状，但通常他们不会主动提到这些症状，除非特别询问。这些前

驱非运动特征包括快速眼动睡眠行为障碍、嗅觉丧失、便秘、尿功能障碍、直立性低血压、白

天过度嗜睡和抑郁。这些症状不是帕金森病的特异性，但当它们同时发生时，随后诊断出患

有帕金森病的风险更大。快速眼动睡眠行为障碍与后续诊断出帕金森病的风险增加密切相

关。超过90％的特发性快速眼动睡眠行为障碍的个体最终发展为突触核蛋白相关的神经退

行性疾病，通常是帕金森病或相关疾病(痴呆伴路易体，多系统萎缩)，初步估计有大约30％

至50％的帕金森病患者有快速眼动睡眠行为障碍。一旦帕金森病的病史和体格检查特征得

到证实，临床医生排除了可能提示非典型帕金森病的特征(“红色标志症状”)，并评估患者

对左旋多巴(或潜在的其他多巴胺能药物)的反应，以证实帕金森病。静息震颤的逐渐开始，
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出现缓慢或广义(不是关节特异性)僵硬。仅有大约20％的帕金森病患者没有静息震颤。

[0006] 帕金森病运动交感神经的药理学治疗主要以多巴胺为基础。左旋多巴制剂、多巴

胺激动剂和单胺氧化酶‑B(MAO‑B)抑制剂是有用的初始治疗方法。对于有明显震颤的年轻

个体，抗胆碱能药物(如三羟苯基)是有用的，但由于可能发生不良事件，特别是与认知有关

的不良事件，需要谨慎。有效的运动干预帕金森病包括步态和平衡训练，不同的运动方法可

能有利于帕金森病的不同运动方面。跨学科治疗咨询的参考是帕金森病质量护理的重要组

成部分。目前，没有药物疗法可以预防或延缓帕金森病的进展。最近的第二阶段随机临床试

验高强度跑步机运动的个人新发帕金森病发现，运动功能的恶化在高强度运动组明显低于

通常的护理组，需要进一步研究运动是否改变帕金森病的进展。开发能够预防、缓解和治疗

帕金森病的药物一直是研究的重点和难点。

发明内容

[0007] 本发明的目的是提供一种适合工业化大规模生产的人参总蛋白的制备方法，通过

该制备方法制备的人参总蛋白对人体无毒副作用，并对金森病的预防、缓解和治疗具有积

极作用。

[0008] 为了达到上述目的，本发明采用如下技术方案：

[0009] 一种人参总蛋白的制备方法，所述的制备方法包括以下步骤：

[0010] (1)将人参干粉与8～12倍体积人参干粉体积的水混合，利用NaOH调节体系pH值为

7.0～9.0，在4℃条件下浸提4～12h，分离得到上清液和残渣；

[0011] (2)将步骤(1)的残渣代替步骤(1)中的人参干粉并重复步骤(1)1～3次；

[0012] (3)合并步骤(1)和步骤(2)中的上清液，利用HCl调节pH值为3.0～3.5，在4℃条件

下过夜，低温离心，取沉淀，加入水并调节pH值为7.0～9.0，使沉淀复溶，采用超滤管截留低

温超滤，取上液，冻干得到所述的人参总蛋白。

[0013] 优选地，调节步骤(1)中pH值为7.0～8.0。

[0014] 优选地，控制步骤(1)中浸提时间为6～10h，例如6h、7h、8h、9h、10h。

[0015] 优选地，步骤(3)中，合并步骤(1)和步骤(2)中的上清液，调节pH值为3.5～4.5。

[0016] 优选地，步骤(3)中加入水并调节pH值为7.0～8.0。

[0017] 优选地，步骤(3)中超滤管的截留分子量为2000～4000Da，例如2000Da、2500Da、

3000Da、3500Da、4000Da。

[0018] 根据一种优选的实施方式，所述的制备方法为：

[0019] 将人参干粉和人参干粉的十倍体积的已调节pH约为7.0的蒸馏水混合，调节终pH

值6.5～7.5，5500～6500rpm离心25～35min，得到的上清液即为提取液，分离得到的残渣重

复上述步骤，合并两次的提取液，之后将提取液调节pH至4.0以下，4℃过夜沉淀，之后离心

分离上清与沉淀，重新加入适量蒸馏水并调节pH值为6.5～7.5，复溶沉淀，采用分子量为

2800～3200的超滤管截留超滤，超滤管离心条件为4500～5500r/min离心25～35min，收集

上液，将上液冻干即得所述的人参总蛋白。

[0020] 本发明还提供由所述的制备方法制备的人参总蛋白。

[0021] 具体地，所述的人参总蛋白中含量最高的8种蛋白为：核糖核酸酶样主要贮存蛋

白、类黄素依赖型氧化还原酶FOX5、类β‑淀粉酶、类乳胶蛋白、甘油醛3‑磷酸脱氢酶、蛋氨酸
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合酶、铁氧还蛋白依赖的谷氨酸合酶1、前序列蛋白酶2。

[0022] 本发明还提供所述的人参总蛋白作为活性成分在制备预防、缓解和治疗帕金森病

的药物中的应用。

[0023] 本发明还提供一种用于预防、缓解和治疗帕金森病的药物，其包括所述的人参总

蛋白。

[0024] 由于采用上述技术方案，本发明与现有技术相比具有如下优点：

[0025] 通过本发明的制备方法获得的人参总蛋白可显著改善慢性PD模型小鼠的行为障

碍、可显著改善小鼠脑海马体细胞分布、纹状体质间区分布、降低α‑Syn聚集、升高TH表达、

减少肠组织炎症浸润以及增加肠组织杯状细胞，并且无毒副作用，可作为预防、缓解和治疗

帕金森病的药物的活性成分。本发明的人参总蛋白制备方法工艺简单，无毒性，适合大规模

工业化生产。

附图说明

[0026] 图1为BSA标准曲线；

[0027] 图2为纯化蛋白SDS‑PAGE电泳图；

[0028] 图3显示各剂量组人参总蛋白对正常小鼠体重的影响；

[0029] 图4显示各剂量组人参总蛋白对正常小鼠海马体的影响；

[0030] 图5显示各剂量组人参总蛋白对正常小鼠纹状体的影响；

[0031] 图6显示各剂量组人参总蛋白对正常小鼠α‑Syn及TH表达的影响；

[0032] 图7显示各剂量组人参总蛋白对正常小鼠α‑Syn的IOD值；

[0033] 图8显示各剂量组人参总蛋白对正常小鼠TH的IOD值；

[0034] 图9显示各剂量组人参总蛋白对慢性PD模型小鼠悬挂绳实验的影响；

[0035] 图10显示各剂量组人参总蛋白对慢性PD模型小鼠海马体的影响；

[0036] 图11显示各剂量组人参总蛋白对慢性PD模型小鼠纹状体的影响；

[0037] 图12显示各剂量组人参总蛋白对慢性PD模型小鼠α‑Syn及TH表达的影响；

[0038] 图13显示各剂量组人参总蛋白对慢性PD模型小鼠α‑Syn的IOD值；

[0039] 图14显示各剂量组人参总蛋白对慢性PD模型小鼠TH的IOD值。

具体实施方式

[0040] 下面结合具体的实施案例对本发明的技术方案进一步描述，但本发明不只限于下

面的实施例。实施例中采用的实施条件可以根据具体要求做进一步调整，未注明的实施条

件通常为常规实验中的条件。

[0041] 本发明中，所使用的水均为蒸馏水。

[0042] 本发明中，所使用的人参干粉为五加科人参Panax  ginseng  C.A.Mey的干燥根部

的粉末，粒径小于24目。

[0043] 以下实施例和对比例中，如无特殊说明，使用的仪器、原料和试剂均可通过市售获

得。

[0044] 所有数据采用GraphPad  Prism  5.0软件进行作图；SPSS  20.0统计软件进行统计

分析处理，数据以mean±SD表示，多组间均数比较采用One  way‑ANOVA方法，P＜0.05具有统
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计学差异。

[0045] 人参药材(5年生晒参)购于吉林省靖宇县，经长春中医药大学中药鉴定教研室姜

大成教授鉴定为五加科人参Panax  ginseng  C.A.Mey的干燥根部。

[0046] 实施例1

[0047] 取人参干粉10g，溶剂为蒸馏水，料液比为1:10，利用HCl及NaOH调节pH至7.0，采用

4℃冷浸提取，6000rpm低温离心30min，得到的上清液即为提取液，提取后利用Bradford测

定蛋白浓度，制备SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳，利用电泳对提取液进行监测，并将提取液冻干，

称重计算收率。

[0048] 标准曲线的绘制：经Bradford试剂盒测定，以不含BSA的缓冲液的O.D.值作为空白

对照，以蛋白浓度(单位：mg/mL)为横坐标，O.D.值为纵坐标，绘制标准曲线，结果如图1所

示，标准曲线方程为y＝1.183x+0.292，R2为0.9977。

[0049] 本实施例中，提取率为29.4％，蛋白收率为3.2％。

[0050] 对比例1

[0051] 基本同实施例1，区别在于先采用4℃冷浸提取再将残渣煮沸热提。

[0052] 本对比例中，提取率为42.3％，蛋白收率为3.6％，相比实施例1，虽然提取率显著

提高，但是基本都是杂质，残渣中蛋白收率仅为0.4％。

[0053] 实施例2

[0054] 取人参干粉1g，加入接近十倍体积的已调节pH值约至7.0的蒸馏水，加入人参粉末

后，溶液pH值减小，随后调节pH至7.0，进行4℃冷提8h，6000rpm离心30min，得到的残渣重复

上述步骤两次，共提取三次，合并提取液，制成蛋白样品，并测定蛋白浓度(测试方法同实施

例1)计算蛋白质含量及冻干粉重量。

[0055] 本实施例中，蛋白质含量为24.1mg，冻干粉重量为448.2mg。

[0056] 实施例3

[0057] 取人参干粉1g，加入接近十倍体积的已调节pH值约至8.0的蒸馏水，加入人参粉末

后，溶液pH值减小，随后调节pH至8.0，进行4℃冷提8h，6000rpm离心30min，得到的上清液即

为提取液，分离得到的残渣重复上述步骤两次，共提取三次，合并提取液，制成蛋白样品，并

测定蛋白浓度(测试方法同实施例1)计算蛋白质含量及冻干粉重量。

[0058] 本实施例中，蛋白质含量为23.9mg，冻干粉重量为469.1mg。

[0059] 对比例2

[0060] 取人参干粉1g，加入接近十倍体积的已调节pH值约至6.0的蒸馏水，加入人参粉末

后，溶液pH值减小，随后调节pH至6.0，进行4℃冷提8h，6000rpm离心30min，得到的上清液即

为提取液，分离得到的残渣重复上述步骤两次，共提取三次，合并提取液，制成蛋白样品，并

测定蛋白浓度(测试方法同实施例1)计算蛋白质含量及冻干粉重量。

[0061] 本对比例中，蛋白质含量为18.7mg，冻干粉重量为448.2mg。

[0062] 对比例3

[0063] 取人参干粉1g，加入接近十倍体积的已调节pH值约至9.0的蒸馏水，加入人参粉末

后，溶液pH值减小，随后调节pH至9.0，进行4℃冷提8h，6000rpm离心30min，得到的上清液即

为提取液，分离得到的残渣重复上述步骤两次，共提取三次，合并提取液，制成蛋白样品，并

测定蛋白浓度(测试方法同实施例1)计算蛋白质含量及冻干粉重量。
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[0064] 本对比例中，蛋白质含量为21.5mg，冻干粉重量为524.1mg。

[0065] 实施例4

[0066] 取人参干粉1g，加入接近十二倍体积的已调节pH值约至7.0的蒸馏水，加入人参粉

末后，溶液pH值减小，随后调节pH至7.0，进行4℃冷提12h，6000rpm离心30min，得到的上清

液即为提取液，分离得到的残渣重复上述步骤，共提取两次，合并提取液，制成蛋白样品，并

测定蛋白浓度(测试方法同实施例1)计算蛋白质含量为25.46mg。

[0067] 实施例5

[0068] 取人参干粉1g，加入接近八倍体积的已调节pH值约至7.0的蒸馏水，加入人参粉末

后，溶液pH值减小，随后调节pH至7.0，进行4℃冷提8h，6000rpm离心30min，得到的上清液即

为提取液，分离得到的残渣重复上述步骤两次，共提取三次，合并提取液，制成蛋白样品，并

测定蛋白浓度(测试方法同实施例1)计算蛋白质含量为26.89mg。

[0069] 实施例6

[0070] 取人参干粉1g，加入接近十倍体积的已调节pH值约至7.0的蒸馏水，加入人参粉末

后，溶液pH值减小，随后调节pH至7.0，进行4℃冷提12h，6000rpm离心30min，得到的上清液

即为提取液，分离得到的残渣重复上述步骤两次，共提取三次，合并提取液，制成蛋白样品，

并测定蛋白浓度(测试方法同实施例1)计算蛋白质含量为28.96mg。

[0071] 实施例7

[0072] 取人参干粉1g，加入接近十二倍体积的已调节pH值约至7.0的蒸馏水，加入人参粉

末后，溶液pH值减小，随后调节pH至7.0，进行4℃冷提4h，6000rpm离心30min，得到的上清液

即为提取液，分离得到的残渣重复上述步骤两次，共提取三次，合并提取液，制成蛋白样品，

并测定蛋白浓度(测试方法同实施例1)计算蛋白质含量为29.18mg。

[0073] 实施例8

[0074] 取人参干粉1g，加入接近十倍体积的已调节pH值约至7.0的蒸馏水，加入人参粉末

后，溶液pH值减小，随后调节pH至7.0，进行4℃冷提8h，6000rpm离心30min，得到的上清液即

为提取液，分离得到的残渣重复上述步骤三次，共提取四次，合并提取液，制成蛋白样品，并

测定蛋白浓度(测试方法同实施例1)计算蛋白质含量为26.89mg。

[0075] 实施例9

[0076] 取人参干粉1g，加入接近十二倍体积的已调节pH值约至7.0的蒸馏水，加入人参粉

末后，溶液pH值减小，随后调节pH至7.0，进行4℃冷提8h，6000rpm离心30min，得到的上清液

即为提取液，分离得到的残渣重复上述步骤三次，共提取四次，合并提取液，制成蛋白样品，

并测定蛋白浓度(测试方法同实施例1)计算蛋白质含量为28.44mg。

[0077] 实施例10

[0078] 取人参干粉10g，按人参干粉的十倍体积加入已调节pH约为7.0的蒸馏水后，调节

终pH值7.0，6000rpm离心30min，得到的上清液即为提取液，分离得到的残渣重复上述步骤，

合并两次的提取液，之后将提取液调节pH至4.0以下，4℃过夜沉淀，之后离心分离上清与沉

淀，重新加入适量蒸馏水并调节pH值7.0，复溶沉淀，3000Da分子量超滤管截留超滤，超滤管

离心条件为5000r/min离心30min，收集上液，冻干，称重，测试纯度，蛋白提取率为2.5％，蛋

白纯度为80.80％。

[0079] 对比例4
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[0080] 取人参干粉10g，按人参干粉的十倍体积加入已调节pH约为7.0的蒸馏水后，调节

终pH值7.0，分离得到的上清液即为提取液，分离得到的残渣重复上述步骤，合并两次的提

取液，之后将提取液调节pH至4.0以下，4℃过夜沉淀，之后离心分离上清与沉淀，重新加入

适量蒸馏水调节pH值7.0，复溶，以3000Da分子量的透析袋透析，透析时间为24h，收集内液，

经检测，冻干，称重，测试纯度，蛋白提取率为1.3％，蛋白纯度为67.9％。

[0081] 对比例5

[0082] 取人参干粉10g，按人参干粉的十倍体积加入已调节pH约为7.0的蒸馏水后，调节

终pH值7，分离得到的上清液即为提取液，分离得到的残渣重复上述步骤，合并两次的提取

液，之后将提取液调节pH至4.0以下，4℃过夜沉淀，之后离心分离上清与沉淀，重新加入适

量蒸馏水调节pH值7.0，复溶，经检测，蛋白提取率为3.9％，蛋白纯度为53.3％。

[0083] 实施例11

[0084] 将实施例10的纯化后的人参蛋白样品进行SDS‑PAGE电泳，结合胶内酶解和高分辨

生物质谱技术，对胶条样品中的蛋白混合物进行分析，针对含量最高的9条蛋白进行切胶，

分别测序，之后进行蛋白序列鉴定。纯化蛋白SDS‑PAGE电泳图见图2，9条蛋白分子量及鉴定

结果见表1(按照含量由高到低排列)。

[0085] 表1

[0086]

[0087]

[0088] 表1显示，条带8和条带7为同一种蛋白，人参总蛋白中含量最高的8种蛋白为：核糖

核酸酶样主要贮存蛋白、类黄素依赖型氧化还原酶FOX5、类β‑淀粉酶、类乳胶蛋白、甘油醛

3‑磷酸脱氢酶、蛋氨酸合酶、铁氧还蛋白依赖的谷氨酸合酶1、前序列蛋白酶2。

[0089] 实施例12

[0090] 人参总蛋白对正常C57BL/6小鼠脑组织的病理学影响

[0091] SPF级雄性C57BL/6小鼠，40只，体质量为18±2g，由长春市亿斯实验动物技术有限

责任公司提供，许可证号：SCXK(吉)2020‑0002。在进行正式实验前，对小鼠进行适应性喂养
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两周，将小鼠置于实验动物房间，保持室温在22℃‑25℃之间，自由摄食和饮水。

[0092] 将40只小鼠随机分为空白组、人参总蛋白低、中、高剂量组，每组10只。人参总蛋白

为实施例9的纯化后的人参总蛋白，人参总蛋白组给药按照2020版中国药典每人每日服用

人参3‑9g，以3g、6g、9g分别为低、中、高剂量组，以体表面积折算同时结合人参总蛋白的含

量后人参总蛋白低、中、高剂量组给药浓度分别为以蒸馏水为溶剂16mg/kg、32mg/kg和

48mg/kg。连续喂养4周，每日给药。空白对照组以同样给药方式给予等量蒸馏水。喂养过程

中观察小鼠体貌特征，记录小鼠体重。

[0093] 经给药周期中对小鼠体态等进行监测，发现小鼠体态体征正常，毛色顺滑光亮。以

周为节点在给药开始后将记录小鼠的体重数据进行汇总制图。结果如图3所示，与空白对照

组相比，人参总蛋白低、中、高剂量组小鼠生长趋势基本一致，无明显差别，对各组相同时间

点体重进行统计学分析，差异均无统计学意义。说明人参总蛋白并不会引起小鼠体重等生

命指标的变化。

[0094] 待给药周期结束后，将小鼠脱颈处死。解剖其脑组织，置于固定液中，随后进行梯

度脱水，石蜡包埋，切片，染色后脱水，用中性树胶封片，在光学显微镜下观察其海马体黑质

及纹状体，拍照。对各剂量组人参总蛋白喂养的小鼠脑组织海马体进行H&E染色，结果如图4

所示，经长期喂养各剂量组人参总蛋白小鼠海马CA1区锥体细胞分布均匀，细胞整齐排列，

形态完整，锥体细胞顶状树突清晰可见，与空白对照组无明显差别。对各剂量组人参总蛋白

喂养的小鼠脑组织纹状体进行H&E染色，结果如图5所示，纹状体细胞排列整齐，纹状质间区

明显紧凑，基质间区界限清楚，与空白对照组无明显差别。

[0095] 将处死后取出的脑组织，置4％多聚甲醛固定。依次石蜡包埋切片、脱水、浸泡、冲

洗；加入一抗、孵育、冲洗；加入二抗、孵育、冲洗；DAB显色、再次水洗、复染、脱水、透明、封片

和观察。每张切片随机选取5个高倍视野，用Image  J  6.0软件进行图像处理。获取累积光密

度(IOD)，进行数据分析。

[0096] 对各剂量组人参总蛋白喂养的小鼠脑组织进行免疫组化实验，结果如图6所示，各

剂量组人参总蛋白对小鼠脑组织α‑Syn及TH表达无明显改变。量化IOD值结果如图7和图8所

示，各组间α‑Syn及TH的表达差异均无统计学意义。

[0097] 实施例13

[0098] 人参总蛋白对C57BL/6小鼠慢性PD模型的改善作用

[0099] 将60只雄性C57BL/6小鼠随机分成6组，分别为空白对照组、模型对照组、阳性对照

组和人参总蛋白低、中、高剂量组。当中除空白对照组外，其余5组小鼠分别每日腹腔注射

35mg/kg  MPTP，共给药4周，前两周每3天给一次药，后两周每2天给一次药。空白对照组给予

相同方式相同体积的生理盐水4周后，阳性对照组灌胃给药70mg/kg的卡左双多巴缓释片，

人参总蛋白各剂量组按照实施例11中给药量灌胃给药，连续给药4周。空白对照组和模型对

照组给予相同给药方式相同体积的蒸馏水。取粗细适中的约80公分长的绳子分别固定两

端，将小鼠平行于绳子放置在绳上倒置，纪录四爪抓握的情况，同时纪录小鼠悬挂的时间。

模型对照组与空白对照组相比，有显著性差异(##P＜0.01)，证明模型构建成功。

[0100] 各剂量组人参总蛋白对慢性PD模型小鼠脑组织H&E染色切片结果如图9和图10所

示，结果表明，与空白对照组相比，慢性PD模型组小鼠CA1区锥体细胞混乱、松散，而阳性对

照组和人参总蛋白组均可不同程度改善小鼠海马体细胞分布。与空白对照组相比，慢性PD
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模型组小鼠纹状质间区稀疏，基质间区界限模糊，阳性对照组和人参总蛋白组均可改善纹

状体质间区分布。各剂量组人参总蛋白对慢性PD模型小鼠肠组织H&E染色可看出，除模型对

照组外，其他组小鼠肠绒毛完整，上皮细胞排列紧密，肠腺完整，无炎性细胞浸润。PAS染色

可看出，其他组杯状细胞数明显多于模型对照组。

[0101] 免疫组化实验结果如图11～13所示，实验结果表明，与空白组相比，模型对照组α‑

Syn表达明显增多，有显著性差异(##P＜0.01)；与模型对照组相比，阳性对照组和中剂量人

参总蛋白组有显著性差异(**P<0.01)，低剂量组与高剂量组人参总蛋白差异均有统计学意

义(*P＜0.05)。图14显示，TH表达实验中，与空白对照组相比，模型对照组TH表达明显减少，

有显著性差异(##P＜0.01)；与模型对照组相比，阳性对照组有显著性差异(**P<0.01)，低、

中、高各剂量组人参总蛋白差异均有统计学意义(*P＜0.05)。

[0102] 以上结果表明，通过本发明的制备方法获得的人参总蛋白无毒副作用，可显著改

善慢性PD模型小鼠的行为障碍，可显著改善小鼠脑海马体细胞分布、纹状体质间区分布、降

低α‑Syn聚集、升高TH表达、减少肠组织炎症浸润以及增加肠组织杯状细胞，可作为预防、缓

解和治疗帕金森病的药物的活性成分。

[0103] 以上对本发明做了详尽的描述，目的在于让本领域内的技术人员了解本发明的内

容并加以实施，并不能以此限制本发明的保护范围，且本发明不限于上述的实施例，凡根据

本发明的精神实质所做的等效变化或修饰，都应涵盖在本发明的保护范围之内。
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