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#进行干预!模型组和正常组灌胃等量
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羧甲基纤维素钠!连续干预
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日$ 运用超高效液相色谱 "串联质谱"

.3P/, I;/Q2/=,-B; 3>R.>H BS/2

#

=,P2T/,IS0 P,-H;= =,GG GI;BP/2=;P/0
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#方法!观察各组小鼠
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含量$ 除正常组
#"

只外!

筛选
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模型小鼠
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只!随机数字表法分为模型组和拜颤停复方组"优化配比组方#!拜颤停复方组灌胃优

化配比提取物!模型组和正常组灌胃等量
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羧甲基纤维素钠!连续干预
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日$ 观察各组小鼠行为学!检

测纹状体内
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含量$ 结果$与正常组比较!模型组小鼠纹状体内
CJ

含量降低"

F W"
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#!提示造模成

功$ 与模型组比较!

#
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!

组纹状体内
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含量升高"
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$$帕金森病$

F,/?>-G2-

%

G H>G;,G;

"

FC

%是一种常

见于中老年人的中枢神经系统退行性疾病"

FC

主要

病理特征为黑质致密部多巴胺能神经元进行性缺失和

死亡"黑质 "纹状体通路多巴胺$

H2I,=>-;

"

CJ

%释

放减少"纹状体
CJ

含量显著降低'

#

(

) 目前对
FC

的

发病机制尚不完全清楚'

!

(

"临床未发现药物可减缓*

阻止甚至逆转
FC

黑质多巴胺能神经元的变性过程)

拜颤停复方源于临床经验方"本课题组前期对拜颤停

复方进行了大量的文献调研*临床考证和实验研究"证

实拜颤停复方$原名#复原平颤宁%能够有效治疗
FC

"

减轻
FC

患者临床症状'

%

"

7

(

) 为了进一步优化组方配

伍"提高临床疗效"本课题组将方中单味药分别进行提

取纯化"并运用均匀设计的方法"观察各组分不同比例

配伍作用"确定最优配伍组合)

材料与方法

#

$实验动物$雄性
&9:KLE$

小鼠"

6

周龄"清洁

级"体重$

!"

(

!

%

T

"购自北京维通利华实验动物技术

有限公司"许可证号#

V&Mc

$京%

!"#!

"

"""#

) 于黑

龙江中医药大学药物安全性评价中心饲养"光线
#! S

明暗交替"温度#$

!%

(

%

% )"湿度#$
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(
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%

O

"自由

饮食饮水"适应性喂养
#

周)

!

$药物$刺五加*白芍*钩藤药材$哈尔滨市世

一堂制药厂提供"经黑龙江中医药大学中医研究院付

克教授鉴定为合格品%"刺五提取物$提取方法#刺五

加药材用
6"O

乙醇回流提取"浓缩后经大孔树脂分离

纯化"收集
%"O

乙醇洗脱部位"浓缩后冷冻干燥%"白

芍提取物$提取方法#白芍药材用乙醇回流提取"浓缩

后经大孔树脂分离纯化"收集
:"O

乙醇洗脱部位"浓

缩干燥%"钩藤提取物$提取方法#钩藤药材用乙醇提

取"浓缩后经大孔树脂分离纯化"收集
:9O

乙醇洗脱

部位"浓缩干燥%) 将刺五加*白芍*钩藤提取物按比

例混匀后用
"

!
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%
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#
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#

"
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%

"

$

#四氢

吡啶$
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"美国
V>T=,

公司"批号
+cKd6$%91

%&

色谱乙腈$美国迪马公司%&盐酸多巴胺$上海阿拉丁

生化科技股份有限公司"批号
%!%!#

%)

\(L

#

!

小鼠自

发活动监测仪$中国医学科学院药物研究所%&

12/

#

P;^

#

[;->; !

漩涡混合器$上海乔跃电子有限公司%&

cC&

#

#$"]Z

高速冷冻离心机$安徽科大创新股份有

限公司%&
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#

周"腹腔注射
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#
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$
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%"连续注射
9

日"制备
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模型"正常组腹腔注射等量生理盐水) 小鼠行为改变*

出现步长缩短*动作迟缓*震颤*竖毛*爬竿不能*对外

界刺激反应低下者作为成模标准'

%

(

) 本次造模成功

率为
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!
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)

9

$分组及干预方法$除正常组
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只外"筛选出符

合造模标准
&9:KLE$

小鼠
6"

只"按随机数字表分为模

型组及刺五加*白芍和钩藤提取物
:

个不同配比干预组

$表
#

%) 造模后开始灌胃提取物"模型组和正常组灌胃

等量
"

!
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羧甲基纤维素钠"连续干预
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日)

根据原方临床常用剂量'

7

(

*+中华人民共和国药

典,

'

9

(规定的原药材给药范围及各原药材提取物的提
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#6

*
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%"根据均匀设计方案选用

U

:

$

:

7

%表"将刺五加*白芍*钩藤提取物用药量作为考

察因素"每个因素分别取
:

个水平)

$

$检测指标及方法

$

!

#

$脑组织样品处理$断头取脑"于冰板上剥

离双侧纹状体"称重"液氮保存) 取各组小鼠纹状体"
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"
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"

!

#O

甲酸水
N:

&

8%

&流速

"

!

! =LE=>-

&柱温
!$

)&进样量
9 !L

) 质谱条件#采

用电喷雾电离正离子源$

<V(

Y

%多反应监测$

+Z+

%模

式监测反应质荷比$

=Ee

%#

#97

!

""

!

#%:

!

""

"锥孔电

压
!" 1

"碰撞能量为
8 ;`

"离子源温度为
#!"

)"毛

细管电离电压为
%

!

" ?1

"萃取电压为
% 1

)

线性关系考察#将
CJ

标准品配制成浓度为

#" """

*

! """

*

7""

*

6"

*

#$

*

%

!

% -TE=L

标准品"以进

样浓度为横坐标"峰面积为纵坐标"绘制标准曲线)

$

!

%

$验证实验$除正常组
#"

只外"筛选
FC

模

型小鼠
!"

只"采用随机数字表法分为模型组和拜颤

停复方组$优化配比组方%"拜颤停复方组灌胃优化配

比提取物"模型组和正常组灌胃等量
"

!

9O

羧甲基纤

维素钠"连续干预
!"

日) 观察各组小鼠行为学"检测

纹状体内
CJ

含量)

$

!

%

!

#

$爬杆实验$参照文献'

%

("将一根长
9" B=

粗
#B=

的木杆作为爬杆"爬杆顶端固定一直径为

! B=

的泡沫塑料小球"爬杆缠胶布以防打滑) 持小鼠

尾部将其头向下置于杆顶$以小鼠双后肢至于球上为

准%"使其自然爬下"小鼠自站于杆顶至双前肢接触杆

底平台为爬完全长"记录爬杆时间"每只小鼠爬杆

%

次"取平均值) 每天训练小鼠爬杆
#

次"于干预结束

后检测)

$

!

%

!

!

$自主活动实验$测定小鼠自发活动变

化"将小鼠置于自主活动计数仪内"盖好盖子"采用自

主活动计数仪检测并记数"包括直立运动和水平运动

的次数的总和"预适应
! =>-

后"记录小鼠
9 =>-

内自

发运动次数"于干预结束后检测)

$

!

%

!

%

$纹状体内
CJ

含量测定$于干预结束后

检测"脑组织样品处理方法同
$

!

#

"测定方法同
$

!

!

)

:

$统计学方法$采用
VFVV #%

!

"

进行统计分

析"计量资料用
^

(

G

表示"组间比较采用方差分析"均

匀设计数据采用
CFV `:

!

"9

软件"运用二次多项式逐

步回归的方法进行统计分析)

F W"

!

"9

为差异有统计

学意义)

结$$果

#

$各组一般状态比较$造模后模型组及各给药

组小鼠均表现出前肢抬举伴震颤*竖毛"运动障碍"动

作迟缓"对外界反应低下"短暂性活动减少"体重减轻

等症状"各给药组小鼠干预后上述症状减轻)

!

$均匀设计实验

!

!

#

$线性关系考察$图
#

%$绘制
CJ

标准曲线"

得回归方程为#

X N#

!

#"7 $6M Y#

!

69" 9!

$

/ N"

!

888

$

%"表明
CJ

浓度在
%

!

%

*

#" """ -TE=L

与其峰面积

呈良好的线性关系)

图
#

#

CJ

标准曲线
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$

CJ

含量测定实验结果$表
!

%$与正常组比

较"模型组小鼠纹状体内
CJ

含量降低$

F W"

!

"#

%) 与

模型组比较"

#

*

!

组纹状体内
CJ

含量升高$

F W"

!

"9

%"

根据二次多项式逐步回归统计结果"得出回归方程为

X N"

!

!$9 Y "

!

"!$M!

"

"

!

"9$M% Y "

!

%%7

'

#"

"

%
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M#
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M% Y"

!

$8#

'

#"

"

%

'

M%

!

$

/ N"

!

6:9

%"得出钩藤提

取物为影响药效的主因素$

F W"

!

"#

%"由回归方程预测

其最佳配伍为#

M#

$刺五加提取物%

N97

!

""

"

M!

$白芍

提取物%

N77

!

66

"

M%

$钩藤提取物%

N6!

!

9"

)

表
!

#各组小鼠纹状体
CJ

含量比较$$
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"

^

(

G

%
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- CJ
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"
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(

"
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#6
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9!

(

"
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模型
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9"

(

"

+

"6

正常
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!

+

:6

(

"
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$!

"

$$注#与模型组比较"

"

F

,

"

+

"9

%

$验证实验$按照均匀设计确定的优化配比方

案"即给予小鼠刺五加提取物
97

!

"" =TE

$

?T

!

H

%*白

芍提 取 物
77

!

66 =TE

$

?T

!

H

%* 钩 藤 提 取 物
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!

9" =TE
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%混合物做验证试验)

%

!

#

$各组小鼠爬杆时间及自主活动次数比较

$表
%

%$与正常组比较"模型组小鼠的爬杆时间延长

$

F W"

!

"#

%"自主活动次数降低$

F W"

!

"#

%) 与模型

组比较"拜颤停复方组爬杆时间缩短$

F W"

!

"9

%"自主

活动次数升高 $

F W"

!

"#

%)

表
%

#各组小鼠爬杆时间及自主活动次数比较#$

^

(

G

%

组别$$$

-

爬杆时间$

G

% 自主活动次数$次
E=>-
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"

(

#

+
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7

+

8

(
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$各组小鼠纹状体
CJ

含量比较$表
7

%$与

正常组比较"模型组
CJ

含量降低$

F W"

+

"#

%) 与模

型组比较"拜颤停复方组
CJ

含量升高$

F W"

!

"#

%)

表
7

#各组小鼠纹状体
CJ

含量比较$$

-TE=T

"

^

(

G

%

组别$$$

- CJ

含量

正常$$$

#"

!

+

:"
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模型$$$

#" "
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:!

(
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拜颤停复方
#"

!

+

"8

(

"

+

!:

"

$$注#与模型组比较"

"

F W"

+

"#

讨$$论

均匀设计法是将数论和多元统计相结合的一种实

验设计方法"适用于多因素*多水平的实验研究) 其方

法是让实验点在其实验范围内充分地-均匀分散."每

个实验点具有更好的代表性"实验点的数目也可大幅

度地减少"且实验结果可通过计算机处理"运用回归方

程分析各因素对实验结果的影响"得出理论的最佳优

化实验条件"因此具有方便*适用*预测性好的特点)

目前均匀设计已广泛应用于工艺筛选"近年来也越来

越多应用于复方药物筛选的研究'

$

(

"在分析复方配伍

规律的探索方面"涉及各药味对复方药效的影响"可以

充分发挥均匀设计法多因素多水平的优势) 该法的运

用简化了实验操作"降低了实验次数"可以定量地分析

各因素对试验结果的影响"定量地预报优化条件及优

化结果的区间估计)

拜颤停复方是由刺五加*白芍*钩藤
%

味中药的提

取物合理配伍组成"具有补气养血*熄风止痉的功效"

用于
FC

的治疗) 临床研究表明"白芍在治疗
FC

的

处方中出现的频率排在第一位"钩藤排在第十一

位'

:

(

"可见白芍和钩藤在
FC

的临床治疗中具有重要

的地位&实验研究表明"刺五加有效部位对
FC

小鼠多

巴胺能神经元具有保护作用'

6

(

"对
#

#甲基#

7

#苯基吡啶

离子诱导
F&#!

细胞损伤也具有保护作用'

8

(

"白芍的

有效成分芍药苷能明显拮抗
FC

模型黑质和纹状体多

巴胺能神经元的损伤"并对运动迟缓等
FC

症状有明

显的改善作用'

#"

"

##

(

"钩藤对
$

羟多巴胺诱导的
FC

大

鼠及
F&#!

细胞毒性具有良好的神经保护作用'

#!

(

"可

见以上
%

味药物均是防治
FC

的有效候选药物)

FC

动物模型有很多"其中利用
+F)F

制作的
FC

小鼠模型的症状*病理和生化指标均与人类
FC

表征

相似"并且症状稳定"是目前最合适的
FC

动物模型之

一'

#%

(

"已被广泛用于
FC

发病机制*诊断和治疗研

究'

#"

"

#7

(

"本实验选取此模型作为
FC

模型)

FC

主要病理特征为黑质致密部多巴胺能神经元

进行性缺失和死亡"黑质"纹状体通路
CJ

释放减少"

纹状体
CJ

含量显著降低"因而纹状体
CJ

含量的变

化是衡量治疗
FC

药物疗效的一个主要药效学指标"

本实验即以小鼠纹状体
CJ

含量为检测指标"考察拜

颤停复方不同组分配比的治疗作用)

本实验在拜颤停原方的基础上将方中各味中药分

别进行提取*纯化"得到精制组分"并通过均匀设计实

验统计结果得出钩藤提取物为主效应组分"可见钩藤

提取物量的改变对整个复方的药效起着最重要的作
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用"同时预测出拜颤停复方治疗
FC

的最佳组分配比&

通过对预测出的最优拜颤停复方进行验证试验进一步

确证其组方合理"药效确切"干预后
FC

小鼠爬杆时间

明显缩短*单位时间内自主活动次数显著增多"纹状体

CJ

含量显著上升"表明本方可以改善
FC

小鼠模型

四肢协调能力*抓握能力及活动能力等"由此证实拜颤

停复方是具有良好前景的治疗
FC

的候选药物"同时

本实验的研究模式也为中药方剂的二次开发提供新思

路"即根据治疗需要利用科学的实验设计合理配伍复

方组分)

综上"本研究选取经典的
+F)F

诱导小鼠模型作

为
FC

动物模型"选取主要药效指标纹状体
CJ

含量

为检测指标"利用现代均匀设计的方法"将拜颤停复方

按照组分配比的组合方式筛选出最佳组分配伍复方"

用科学数据诠释了拜颤停复方的合理配伍关系)
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