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基于主成分分析和多指标综合指数法对银杏酮酯-多奈哌齐不同量比

抗痴呆作用比较研究
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摘要: 比较评价银杏酮酯-多奈哌齐 (GD) 不同量比对痴呆小鼠学习和记忆能力的影响, 优选银杏酮酯-多奈哌

齐治疗痴呆作用的最佳配比。实验方案经南京中医药大学动物实验伦理委员会批准, 所有程序均严格按照动物使

用和护理的伦理原则进行。本研究采用多因素神经损伤复制痴呆小鼠模型, 通过Morris水迷宫行为学、脑组织病理

学切片以及血浆和脑组织中的神经递质及相关酶指标的变化, 观察两药不同量比对痴呆小鼠学习记忆能力的影响。

采用主成分分析法和多指标综合指数法综合评价银杏酮酯-多奈哌齐不同量比抗痴呆的总效应。结果表明, 基于临

床常用配比 (1∶1) 7个剂量下, 两药联用 1倍量 (临床等效量) 时效果最好; 基于最佳剂量下两药联用 11个配比中, 以

银杏酮酯-多奈哌齐1∶1的总改善效果最好, 这与临床1∶1使用两药结论相一致, 为临床更有效应用银杏酮酯和多奈

哌齐提供科学依据。
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Abstract: The combination of ginkgo ketoester tablet - donepezil (GD) is a popular combination commonly

used in clinic for the treatment of Alzheimer's disease. To evaluate the learning and memory improving ability of
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different proportions of the two drugs. We optimized the ratio of GD for treatment of dementia using a mouse

model. Dementia was induced by multiple neuronal damages in mice. The experimental protocols were approved

by the Animal Experimental Ethical Committee of Nanjing University of Chinese Medicine and all the procedures

were strictly conducted in accordance with ethical principle of animal use and care. Morris water maze, brain

hematosylin-eosin staining and the changes of the neurotransmitters and related enzymes in the plasma or brain

tissues were tested to determine the effect of GD on dementia mice. The results showed that the dementia

mice were significantly different from the normal group in terms of behavior, pathological sections and related

indicators. Compared to the dementia mice, partial administration groups could improve learning and memory

ability as well as indexes in the blood and brain tissues. Both the principal component analysis and multi-attribute

comprehensive index methods were used to comprehensively evaluate the total effect of GD on anti-dementia. The

results showed that the combination of two drugs at the dose of 0.5 to 1 times was in a dose-effect relationship, and

the dose of 1 (the clinical equivalent) had the best treatment effect. Then based on the optimal dose, GD 1∶1

had best effect, which was consistent with the clinical use of two drugs. This provides scientific basis for more

effective application of the compatibility between ketoester tablet and donepezil for modern clinic medicine.

Key words: flavonoid; ginkgolide; donepezil; compatibility; dementia; principal component analysis; multi-

attribute comprehensive index method

阿尔茨海默病 (Alzheimer's disease, AD) 即老年性

痴呆, 是老年人群中最为常见的一种病症。随着全球人口

的老龄化发展, 阿尔茨海默病的患病率逐年攀升[1,2]。

临床症状一般表现为进行性记忆力减退和获得性知识

丧失, 直至日常活动能力丧失为特征, 给社会和家庭带

来沉重负担, 成为严重的社会和医疗卫生问题[3]。AD

的病因并不明确, 一般认为与老化基础上的遗传、生

化、神经内分泌、免疫和环境等因素有关。此外, 氧化

损伤、铝中毒和铁中毒等均可导致胆碱能神经系统损

害, 进而产生意识障碍[4]。目前, AD尚无法彻底治愈,

而常用的治疗药物主要包括: 胆碱酯酶抑制剂、胆碱能

受体激动剂、谷氨酸受体阻断剂、抗氧化类药物、抗自

由基药物和雌激素等, 但均属于单靶向药物, 有效性和

特异性显得尤为不足, 只能改善或者缓解患者的症状,

且这些药物有着较为严重的不良反应, 限制了其临床

应用[5,6]。中药因其多靶点、多系统、多环节和多途径

的特征在治疗AD上表现出独特的优势[7], 文献[8]报道

人参、天麻、黄芪、银杏、吴茱萸和雷公藤等可用于治疗

AD。因此, 目前越来越多的临床实践研究发现, 中西

医联合用药治疗阿尔茨海默病的疗效显著, 不良反应

少, 在很大程度上改善了老年患者的学习认知能力。

经过临床调查发现 , 银杏酮酯-多奈哌齐 (GD)

联合用药最引人注目 , 其治疗 AD 效果显著、不良反

应低, 因而在临床实践中应用广泛[9,10]。中药银杏中最

主要的成分即黄酮类和萜内酯类成分, 通过提高脑胆

碱能神经功能, 增加脑血流量从而来保护脑神经细胞

改善脑神经损害[11]。多奈哌齐是经美国 FDA 批准上

市的属于第二代特异的可逆性中枢胆碱酯酶 (acetyl

cholinesterase, AChE) 抑制剂 , 可以选择性抑制 AChE

的活性, 使突触间隙乙酰胆碱 (acetylcholine, ACh) 分

解减慢, 提高ACh的含量, 广泛用于轻、中度阿尔茨海

默病和血管性痴呆治疗, 可以改善患者认知功能和全

脑功能[12,13]。文献[8]研究发现, 在 AD 动物模型上, 银

杏酮酯和多奈哌齐联用明显提高ACh, 改善脑部ACh

缺乏现状, 优于单独使用。但是临床上对于两药的应

用仍停留在临床医生经验用药的层面, 对其量效关系

和配伍比例未见报道。

药物的剂量与临床效应之间存在正比的关系, 即

在“一定的”范围内 , 当一种药物的含量/浓度增加或

减少时, 药物的效应也会随之增强或减弱, 这就是药

物量效关系[14], 是确定临床用药的基础。而药物联用

是按病情需要和药性特点, 有选择地将两药及不同配

比同用, 从而起到协同增效的治疗作用。因此, 在本实

验中采用多因素损伤法进行造模, 先以临床常用配比

(1∶1) 为基础设计不同剂量 (0.5、1、2、4、6、8 和 10

mg·kg-1 ·d-1) 来探讨银杏酮酯-多奈哌齐联用时的最佳

治疗剂量, 接着基于最佳剂量选择银杏酮酯-多奈哌齐

不同配比 (1∶0、2∶1、3∶1、4∶1、8∶1、1∶1、1∶8、1∶4、1∶3、

1∶2和 0∶1) 为研究对象, 观察两药不同配比联用后对

痴呆小鼠Morris水迷宫行为学、神经递质、相关酶指标

及脑组织损伤的影响。本文采用主成分分析联合多指

标综合指数法评价银杏酮酯-多奈哌齐不同剂量及配

比抗 AD的活性, 从而筛选出银杏酮酯和多奈哌齐联

用的最佳剂量和配比。进而为临床上二者合理联用提

供实验依据, 同时对中西医结合联合用药治疗 AD的

研究提供参考。
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材料与方法

药物 银杏酮酯分散片 (国药准字 Z20050670),

购自江苏神龙药业股份有限公司; 盐酸多奈哌齐 (批

准文号: 国药准字 H20070181) 购自卫材 (中国) 药业

有限公司。

动物 SPF级雄性 ICR小鼠, 体质量 18～22 g, 购

自于南京市江宁区青龙山动物繁殖场 , 合格证号 :

SCXK (苏) 2017-0001。将所有小鼠随机分笼饲养, 室

内温度 (22±2) ℃, 相对湿度 (50±5) %, 提供 12 h光照

且明暗交替。保证每笼小鼠自由进食和饮水。实验方

案经南京中医药大学动物实验伦理委员会批准, 所有

程序均严格按照动物使用和护理的伦理原则进行。动

物实验前适应性饲养1周。

试剂与仪器 无水氯化铝 (10000862) 购自国药

集团化学试剂有限公司; 盐酸东莨菪碱 (S113892)、硫

酸亚铁七水合物 (F116340) 和D-半乳糖 (G100366) 均

购自阿拉丁试剂有限公司 ; 小鼠 AChE elisa 试剂盒

(YFXEM00765)、小鼠ACh elisa试剂盒 (YFXEM00564)、

小鼠单胺氧化酶 (monoamine oxidase, MAO) elisa试剂

盒 (YFXEM00076) 和小鼠乙酰胆碱转移酶 (choline

acetyltransferase, ChAT) elisa 试剂盒 (YFXEM00769)

均购自南京翼飞雪生物科技有限公司; 生理盐水 (lw17-

09-20-1) 购自南京良玮生物科技有限公司。Morris水

迷宫视频跟踪分析系统购自上海吉量软件科技有限公

司; 酶标仪 (Inspire) 购自Perkins Elmer公司。

药物制备 将银杏酮酯分散片和多奈哌齐研磨至

粉状 , 称取适量粉末溶于 0.5% 羧甲基纤维素钠溶液

中。动物给药剂量按体表面积换算系数计算: 人临床

用量×0.002 6/20×1 000×临床等效量的倍数, 银杏酮酯

分散片人临床剂量为 450 mg · d-1, 多奈哌齐人临床剂

量为 5 mg·d-1。根据公式所得银杏酮酯的临床等效量

为 58.5 mg · kg-1 · d-1, 多奈哌齐的临床等效量为 0.65

mg·kg-1·d-1。

多因素损伤痴呆模型的建立 适应性饲养 1 周

后, 小鼠随机分为正常组和模型组。模型组小鼠每日

灌胃无水氯化铝 (3.3 mg · kg-1) 和硫酸亚铁七水合物

(50 mg · kg-1) 及腹腔注射东莨菪碱 (0.33 mg · kg-1) 和

D-半乳糖 (120 mg·kg-1), 连续 4周[15], 复制小鼠痴呆模

型; 正常组小鼠用0.9%生理盐水重复相同操作。

基于银杏酮酯-多奈哌齐临床常用量 (1∶1) 优选

抗痴呆作用的最佳剂量 将模型小鼠随机分为 10组,

每组 10只, 即模型组 (M1)、多奈哌齐组 (D)、银杏酮酯

组 (G)、0.5 倍量组 (0.5×)、1 倍量组 (1×, 即临床等效

量)、2倍量组 (2×)、4倍量组 (4×)、6倍量组 (6×)、8倍量

组 (8×) 和 10 倍量组 (10×)。造模结束后 , 除正常组

(C1) 和模型组 (M1) 小鼠灌胃给予 0.2 mL · d-1生理盐

水, 各组小鼠分别灌胃给予各自剂量的药物治疗, 连续

给药10天。

基于最佳剂量优选银杏酮酯-多奈哌齐抗痴呆作

用的最佳配比 将模型小鼠随机分成 12 组 , 每组 10

只, 分别为模型组 (M2) 和银杏酮酯-多奈哌齐不同配

比给药组 (即 1∶0、2∶1、3∶1、4∶1、8∶1、1∶1、1∶8、1∶4、

1∶3、1∶2、0∶1)。造模结束后, 除正常组 (C2) 和模型组

(M2) 小鼠灌胃给予 0.2 mL · d-1生理盐水, 各组小鼠分

别灌胃给予各自配比的药物治疗, 连续给药 10天。给

药剂量换算同上。

Morris 水迷宫行为学测试 为了评价药物的治

疗效果, 在给药 4天后, 进行持续 6天的Morris水迷宫

行为学实验, 测试各组小鼠空间学习记忆能力。水迷

宫水温控制在 (20±1) ℃, 站台位置 (固定于第三象限)

及水池外固有参照物如桌子、窗帘和门等保持固定不

变, 且水面高出站台 0.5 cm。实验时将小鼠面向池壁

放入水中, 自由游泳 60 s。录像系统自动记录小鼠找

到平台的时间和游泳路径。若小鼠未在 1 min内找到

平台, 将其引导至平台上, 并停留 10 s。每天从 2个不

同象限对小鼠进行训练, 连续4天。在第5天进行定位

航行实验, 1 min内小鼠找到平台的时间即为潜伏期,

未找到平台的按 1 min计。第 6天撤除平台进行空间

探索实验, 于站台位置对角象限为起始点, 将小鼠面向

池壁放入水中, 记录小鼠在 1 min内游泳轨迹全过程。

分别记录小鼠潜伏期、穿越站台次数、第三象限占总路

程百分比、第三象限游泳时间对小鼠空间学习和记忆

能力进行评价。

检测指标 Morris水迷宫实验结束后, 立即脱颈

处死小鼠并在冰上快速分离出小鼠的大脑皮层和海马

组织, 液氮迅速冷冻。称取一定质量脑组织在冰上匀

浆, 按照说明书要求测定 ACh含量和 AChE、ChAT和

MAO活性。

苏木精-伊红 (hematoxylin-eosin, HE) 染色 各

组小鼠处死后, 每组中选取 2只小鼠在冰上快速取出

脑组织, 于 4 ℃生理盐水中漂洗去除血渍, 滤纸拭干,

置于福尔马林 (4 ℃) 中固定, 进行病理切片的考察。

数据统计与分析 将所有数据导入SPSS 19.0中用

Descriptives进行统计, 结果采用均数±标准差 (
-
x ± s) 表

示; 与正常组和模型组比较采用ANOVA中的Dunnett

法进行组间两两比较, P<0.05表示有统计学意义。

效应整合 根据多指标综合指数法, 对潜伏期、穿

越站台次数、第三象限占总路程百分比、第三象限时

间、ACh、AChE、MAO和ChAT多个指标进行标化和效

应整合。多指标综合指数法就是对实验过程中各指标
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数据进行标准化, 当模型组的相应指标数值 (value, V)

与正常组相比升高时, V标化=(V模型-V给药)/V模型; 当模型

组的相应指标与正常组相比降低时 , V标化 = (V给药-

V模型)/V模型。查阅近 10年来阿尔茨海默病模型相关文

献 160 余篇 , 其中检测潜伏期 (QFQ) 的有 107 篇 , 检

测穿越站台次数 (No.) 的有 57 篇 , 检测 AChE 的有

43篇, 检测病理切片 (HE) 的有 38篇, 检测ChAT的有

20篇, 检测第三象限时间 (tⅢ) 的有 17篇, 检测第三象

限占总路程百分比 (Ⅲ%) 的有 14 篇 , 检测 ACh 的有

10篇, 检测MAO的有 8篇。此外还需要结合同行专家

对各指标进行评分, 最后根据直观的变量重要性投影

值 (variable importance in the projection, VIP) 处理结果

分别独立给出各指标的权重系数, 该总效应值即为各

指标标化值乘以权重的加和值[16-18]。各个指标的VIP

的计算是将所测得的所有指标数据导入 MassLynx

v4.1 (Waters公司) 软件的EZ info中, 采用主成分分析

法 (principal components analysis, PCA) 中的 Pareto 进

行规格化处理, 得到各指标的得分图, 然后采用软件中

的偏最小二乘法 (partial least squares method, PLS) 分

析得到各指标 VIP值, 依据 VIP值的大小判断各指标

对分类的重要程度, 一般VIP>1的指标认为其对分类

的贡献比较大[19]。最终确定各指标的权重系数: 潜伏

期的权重系数为 3, 穿越站台次数、AChE和病理切片

得分的权重系数为 2, ChAT、MAO、ACh、第三象限时

间和第三象限路程百分比的权重系数为 1。此外, 对

不同剂量、配比的联用组和的相应药效的指标数据进

行PCA分析, 计算各给药组到正常组的相对距离来评

价不同配比联用给药组抗痴呆的效应。

结果

1 外观形态

经过持续 4周造模后, 模型小鼠表现出食欲不振、

皮毛粗糙失去光泽且伴有不同程度的脱毛等现象。正

常组小鼠行动矫健、皮毛光洁、饮食活动正常。各给药

组小鼠的情况较模型组有不同程度的改善。

2 不同给药组小鼠Morris水迷宫行为学考察

2.1 银杏酮酯-多奈哌齐不同剂量对多因素神经损伤

小鼠学习记忆能力的影响 持续 10天给药后, 进行水

迷宫行为学测试, 于训练第 5天进行定位航行实验, 结

果表明 (表 1) 多因素造模后的小鼠潜伏期较正常组小

Table 1 Effects of behavioral indicators of Morris water maze in dementia mice after ginkgo ketoester tablet - donepezil (GD) combina‐

tions. After administration, the orientation navigation and space exploration tests were conducted. The latency to reach the platform, swim

distance and the number of platform location crossing were film recorded by a camera, mounted above the center of the water maze. The

results showed that the ability of spatial learning and memory of model mice had dramatically decreased and recovered after administration.

n = 6-10,
-
x ± s. #P<0.05, ##P<0.01 vs C; *P<0.05, **P<0.01 vs M. C1: Normal group in different dose experiment; M1: Model group in

different dose experiment; C2: Normal group in different proportion experiment; M2: Model group in different proportion experiment

Group

C1

M1

D

G

GD 0.5×

GD 1×

GD 2×

GD 4×

GD 6×

GD 8×

GD 10×

C2

M2

GD 1:0

GD 2:1

GD 3:1

GD 4:1

GD 8:1

GD 1:1

GD 1:8

GD 1:4

GD 1:3

GD 1:2

GD 0:1

Escape latency/s

18.75 ± 5.05

30.79 ± 6.72##

24.14 ± 6.85

22.11 ± 4.57*

20.77 ± 5.18**

17.64 ± 4.57**

15.00 ± 7.16**

23.33 ± 7.04

25.42 ± 5.77

21.14 ± 7.52*

20.01 ± 3.64**

21.28 ± 7.72

35.08 ± 5.41##

31.40 ± 7.62

27.67 ± 5.71*

26.88 ± 6.55*

30.00 ± 7.34

31.59 ± 6.58

23.29 ± 7.53**

33.58 ± 6.45

32.35 ± 7.50

30.35 ± 6.19

28.89 ± 3.27*

26.70 ± 4.82**

Platform crossing

5.60 ± 1.17

3.56 ± 1.24##

4.30 ± 0.95

4.50 ± 1.08

5.50 ± 1.08**

5.25 ± 0.89**

4.30 ± 1.06

4.20 ± 1.03

5.00 ± 0.94*

4.00 ± 1.07

4.50 ± 1.18

4.80 ± 0.92

2.86 ± 0.90##

3.13 ± 0.99

3.88 ± 0.64*

3.57 ± 0.79

3.43 ± 0.79

3.71 ± 0.76

4.33 ± 0.71**

3.25 ± 0.89

3.86 ± 0.69*

3.75 ± 0.71

4.00 ± 0.58*

4.00 ± 0.58*

Third quadrant time/s

22.71 ± 5.81

17.75 ± 3.25#

20.88 ± 5.46

17.23 ± 2.25

19.54 ± 2.77

22.83 ± 4.49*

19.92 ± 1.85

20.67 ± 4.60

21.94 ± 3.54*

21.42 ± 4.59

20.48 ± 4.04

17.71 ± 1.66

14.79 ± 1.92#

15.66 ± 3.12

16.29 ± 2.71

16.26 ± 3.27

14.62 ± 2.65

16.62 ± 2.27

16.36 ± 2.83

15.57 ± 2.72

15.13 ± 3.49

14.11 ± 2.83

14.42 ± 2.91

14.25 ± 3.30

Third quadrant distance percent

26.13 ± 4.87

19.92 ± 4.36##

23.17 ± 6.54

17.07 ± 4.50

19.98 ± 4.75

25.56 ± 4.93*

19.03 ± 5.50

22.00 ± 6.56

21.42 ± 2.91

25.37 ± 5.30*

21.95 ± 5.20

28.90 ± 3.71

21.55 ± 3.68##

25.27 ± 5.49

25.08 ± 1.79*

25.08 ± 2.51*

23.69 ± 3.10

24.84 ± 6.13

26.64 ± 3.16*

24.46 ± 7.77

25.42 ± 4.19

25.30 ± 3.81

26.13 ± 3.10*

24.86 ± 3.44
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鼠明显延长且有显著性差异 (P<0.01), 不同剂量组治

疗后除单用多奈哌齐、联用 4 倍量 (GD 4×) 和 6 倍量

(GD 6×) 无显著性缩短外, 其余剂量组均可以显著地

降低潜伏期的时间, 其中联用 1 倍量 (GD 1×) 和 2 倍

量 (GD 2×) 潜伏期与正常组接近。次日进行空间探索

实验发现模型组无论是穿越站台次数 (P<0.01) 还是

在目标象限停留的时间 (P<0.05) 及其第三象限路程

百分比 (P<0.01) 均较正常组显著降低, 不同剂量给药

后均有不同程度地提高, 表明不同给药剂量均可改善

痴呆小鼠的记忆学习能力。

2.2 银杏酮酯-多奈哌齐不同配比对多因素神经损伤

小鼠学习记忆能力的影响 造模结束后 , 连续给药

10天开始进行 Morris水迷宫测试。结果如表 1所示,

与正常组小鼠相比, 模型组小鼠潜伏期明显延长且有

显著性差异 (P<0.01)。撤除平台后进行空间探索实验

发现, 模型小鼠穿越站台次数 (P<0.01)、第三象限时间

(P<0.05) 和第三象限路程百分比 (P<0.01) 均明显小于

正常组。说明每日灌胃和注射无水氯化铝、硫酸亚铁

七水合物、东莨菪碱和D-半乳糖对小鼠学习和记忆能

力造成损失, 表明多因素神经损伤痴呆小鼠模型成功。

给予不同配比的银杏酮酯-多奈哌齐治疗后, 与模型组

小鼠相比 , 发现 GD 2∶1 (P<0.05)、GD 3∶1 (P<0.05)、

GD 1∶2 (P<0.05)、GD 1∶1 (P<0.01) 和GD 0∶1 (P<0.01)

这 5个配比治疗组小鼠的潜伏期均明显降低。在空间

探索实验中 , GD 2∶1 (P<0.05)、GD 1∶1 (P<0.01)、GD

1∶4 (P<0.05)、GD 1∶2 (P<0.05) 和 GD 0∶1 (P<0.05) 配

比组穿越站台次数较模型组小鼠显著增加。此外, 由

第三象限路程百分比可以看出 GD 2∶1、GD 3∶1、GD

1∶1 和 GD 1∶2 这 4 个配比组均高于模型组 (P<0.05)。

其余各配比给药组有一定的治疗作用, 但不显著。

3 不同给药组小鼠对血浆及大脑中神经递质及其相

关酶的影响

3.1 银杏酮酯-多奈哌齐不同剂量对多因素神经损伤

痴呆小鼠血浆和大脑中 ACh、AChE、ChAT 和 MAO

的影响 多因素损伤造模后, 模型小鼠各指标较正常

小鼠均有显著差异 (P<0.01)。在血浆中, 单用银杏酮

酯和GD 1×对降低的ACh含量和ChAT活性有显著升

高 (P<0.01), 而单用多奈哌齐、GD 0.5×和 GD 2×仅回

调降低的ACh含量 (P<0.01); 对于造模后升高的AChE

和MAO, GD 1×和 GD 4×均有显著降低作用 (P<0.05

或 P<0.01)。单用银杏酮酯、GD 0.5× (P<0.01)、GD 2×

(P<0.01)、GD 6× (P<0.05) 和GD 10× (P<0.05) 对MAO

也有显著降低。GD 1×、GD 2×、GD 4×、GD 6×和 GD

10×可提高脑组织中ACh含量和ChAT的活性 (P<0.05

或 P<0.01); GD 0.5×和GD 1×对升高的AChE和MAO

均有显著降低, 此外, 其余各剂量组均有一定程度治疗

作用。结果见图1。

3.2 银杏酮酯-多奈哌齐不同配比对多因素神经损伤

痴呆小鼠血浆和大脑中 ACh、AChE、ChAT 和 MAO

的影响 本研究结果发现, 造模后的小鼠无论是血浆

还是脑组织中ACh含量和ChAT活性与正常组小鼠相

比均显著降低 (P<0.05或P<0.01), 而MAO和AChE的

Figure 1 Effects of different doses of GD administration on neurotransmitters and related enzymes in dementia mice. Immediately after

the completion of behavioral tests, the animals were sacrificed. The cerebral cortex and hippocampus were rapidly isolated on ice and rapidly

homogenized with 10 volumes of ice-cold physiological saline, and then centrifuged at 4°C. The supernatants were collected for the further

analysis. Acetylcholine (ACh), acetyl cholinesterase (AChE), choline acetyltransferase (ChAT) and monoamine oxidase (MAO) were

measured by commercial available kits. All procedures were carried out according to the manufacturer's protocol using a microplate reader

to measure the absorbance at their respective absorption wavelengths. n = 6-10,
-
x ± s. ##P<0.01 vs C; *P<0.05, **P<0.01 vs M
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活性较正常小鼠显著升高。说明模型小鼠胆碱能神经

递质遭到破坏且有老化现象, 表明造模成功。经不同

配比药物治疗后, 与模型组比较发现, 在血浆样品中,

仅 GD 1∶1 对降低的 ACh (P<0.05) 和 ChAT (P<0.01)

均有显著升高 , GD 8∶1 (P<0.01)、GD 1∶8 (P<0.01)、

GD 1∶2 (P<0.01)、GD 2∶1 (P<0.01)、GD 1∶4 (P<0.01)、

GD 1∶3 (P<0.01) 和 GD 0∶1 (P<0.05) 仅对 ChAT 有回

调的作用 ; 而 GD 1∶1、GD 1∶3 和 GD 0∶1 对升高的

MAO 和 AChE 均有显著降低 ( P<0.05), GD 1∶0 (P<

0.01)、GD 3∶1 (P<0.05) 和 GD 4∶1 (P<0.01) 仅回调了

升高的MAO活性。而在脑组织中, GD 3∶1和GD 1∶1

ACh 含量和 ChAT 活性均不同程度升高 (P<0.05),

ChAT中, GD 8∶1和GD 1∶8有一定的回调趋势但未表

现出显著性差异; GD 3∶1和GD 1∶1均显著降低MAO

和 AChE (P<0.01), 脑组织 MAO, GD 2∶1、GD 1∶8 和

GD 0∶1有一定的回调趋势但没有显著性差异。具体

结果见图2。

4 银杏酮酯-多奈哌齐不同配比对脑组织病理学的

影响

脑组织病理切片染色显示, 正常组小鼠脑组织细

胞形态完好, 细胞膜、核膜清晰, 未出现细胞核固缩、深

染、老年斑等情况。而模型组小鼠大脑组织中可见大

量细胞核固缩、深染、较多老年斑、少量空泡样病变和

局部细胞核淡染。不同配比给药组有一定改善作用,

图 3列出评分最低给药组 (即GD 1∶1) 病理切片图, 可

见其大脑损伤不严重, 仅表现出较少细胞核固缩深染,

并未出现老年斑与空泡样病变。该病理切片表明两药

联用临床剂量1∶1时对脑部病理损伤最小。

5 基于PCA法的评价不同给药组小鼠学习记忆能力

5.1 PCA法评价银杏酮酯-多奈哌齐不同剂量对痴呆

小鼠的学习记忆能力改善作用 将所测指标的源数据

导入 MassLynx v4.1中 EZ info生成 PCA图。其中, 每

一个点表示 1个样品, 且药效相似的点会被聚到一起。

本实验采用相对距离的方法计算PCA中模型、给药组

与正常组之间的距离, 从而评判不同给药组抗痴呆作

用的程度。从图 4可以看出, 正常组中心大约是 (4.22,

-0.90), 模型组中心大约是 (-4.28, -0.65), 可见正常组

与模型组之间获得较好分离, 其他各不同剂量给药组

散落在正常组与模型组之间, 其中两药联用 1倍量与

正常组最为接近, 中心大约是 (2.84, 0.21)。结果表明

多因素损伤痴呆小鼠模型复制成功, 不同给药组对痴

呆小鼠有不同程度改善作用, 其中联用药组 1倍量改

善作用最好。

Figure 3 Hematosylin-eosin staining (HE) of brain tissue (×200)

Figure 2 Effects of different GD combination on neurotransmitters and related enzymes in dementia mice. The animals were sacrificed

after the completion of Morris water maze. The cerebral cortex and hippocampus were rapidly isolated on ice and rapidly homogenized with

10 volumes of ice-cold physiological saline, and then centrifuged at 4 °C. The supernatants were collected to determine the ACh, AChE,

MAO and ChAT kits. All procedures were carried out according to the manufacturer's protocol using a microplate reader to measure the

absorbance at their respective absorption wavelengths. n = 6-10,
-
x ± s. #P<0.05, ##P<0.01 vs C; *P<0.05, **P<0.01 vs M
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5.2 PCA法评价银杏酮酯-多奈哌齐不同配比对痴呆

小鼠的学习记忆能力改善作用 同上操作得到不同配

比的 PCA 图 (图 5), 图中可以看出正常组中心大约

(4.01, 0.76), 模型组中心大约是 (-3.94, 0.74), 两组得

到较好分离, 提示痴呆小鼠造模成功。不同给药组散

落在正常组与模型组之间, 且GD 1∶1、GD 1∶2和GD 1

∶3的中心离正常组较近, 说明抗痴呆效果较好, 其中

GD 1∶1中心离正常组最近, 表示该配比组对痴呆小鼠

改善作用最好。GD 1∶8和GD 8∶1组中心离模型组最

近, 表示它们对痴呆小鼠改善作用最弱。

6 基于多指标综合指数法的不同给药组小鼠学习记

忆能力效应整合

6.1 多指标综合指数法银杏酮酯-多奈哌齐不同剂量

改善痴呆小鼠学习记忆能力效应整合 将所有指标数

据导入 MassLynx v4.1 EZ info 中, 采用偏最小二乘法

分析得到各指标的VIP值, 如图 6A所示, 指标对分类

的贡献度与VIP值大小呈正比关系。结果发现脑组织

中ACh、AChE和ChAT, 血浆中ACh和ChAT的VIP值

均大于 1, 而其余各指标的VIP值较小。采用多指标综

合指数法对各个指标进行归一化处理, 得到总的效应

值 (表 2), 最后得到不同剂量的银杏酮酯-多奈哌齐抗

痴呆总效应值 (图 6B), 其大小顺序为 : GD 1× > GD

0.5× > GD 2× > GD 6× > D > GD 4× > G > GD 8× >

GD 10×, 说明银杏酮酯-多奈哌齐临床剂量 1倍量时,

抗痴呆效应最好。实验结果表明基于临床常用配比的

不同剂量中, 1倍量抗阿尔茨海默症效果最佳, 0.5倍量

Figure 5 PCA score plot of anti-dementia indexes after different GD combination. Data of measured indicators were imported into EZ

info in MassLynx v4.1 to generate a PCA map. Each point represented a sample. Results showed that normal and model groups got a better

separation. The groups of GD 1∶1, GD 1∶2 and GD 1∶3 were closer to the normal group indicating that they had a better effect on anti-

dementia. However the group of GD 1∶1 was closest to the normal group, which indicated that it had the best effect on dementia mice

Figure 4 PCA score plot of anti-dementia indexes after different doses of GD administration. Data of measured indicators were imported

into EZ info in MassLynx v4.1 to generate a PCA map. Each point represented a sample. Results showed that normal and model groups got a

better separation. The other different dose groups were scattered between the normal and model groups in which the combination of two

drugs at the dose of 1 time had the best separation with the model group
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总效应值仅次于 1 倍量。当两药剂量在 0.5～6 倍量

时, 效应值大于两药单用, 而增至 8～10倍量时效应值

最低, 治疗效果最差, 提示两药联用在一定剂量范围

内 (0.5～6倍量) 表现出增效的作用, 其中 1倍量效果

最好, 而8～10倍量内可能表现出一定的拮抗作用。

6.2 多指标综合指数法银杏酮酯-多奈哌齐不同配比

改善痴呆小鼠学习记忆能力效应整合 VIP 图 (图

7A) 可得出不同配比治疗后各指标的VIP值。结果发

现, 血浆中 ChAT、AChE 和 MAO 及脑组织中 MAO 的

VIP值大于 1, 其余各指标的VIP值均较小。通过多指

标综合指数法归一化处理, 得到各指标效应值 (表 2),

最后得到不同配比的总效应值 (图 7B)。其大小顺序

为: GD 1∶1 > GD 1∶2 > GD 1∶3 > GD 0∶1 > GD 1∶0 >

GD 2∶1 > GD 1∶4 > GD 1∶8 > GD 3∶1 > GD 8∶1 > GD

4∶1, 表明GD 1∶1治疗效果最佳。这些研究结果表明,

在两药不同比例配伍时, 随着多奈哌齐所占比例增加

时 (GD 1∶1～GD 1∶3), 两药联用效果远大于银杏酮酯

和多奈哌齐单用, 表现出两药联用的协同增效作用, 但

随着多奈哌齐所占比例进一步增加时, 两者配伍后的

总效应值逐渐降低, 说明两药在一定配比范围内协同

Table 2 Standardized indexes and total effect values of GD combination. TE: Total effect

Group

C1

M1

D

G

DG 0.5×

DG 1×

DG 2×

DG 4×

DG 6×

DG 8×

DG 10×

C2

M2

GD1:0

GD2:1

GD3:1

GD4:1

GD8:1

GD1:1

GD1:8

GD1:4

GD1:3

GD1:2

GD0:1

Va

QFQ

0.391

―

0.216

0.282

0.325

0.427

0.513

0.242

0.174

0.313

0.350

0.393

―

0.105

0.211

0.234

0.145

0.100

0.336

0.043

0.078

0.135

0.177

0.239

Vb

No.

0.575

―

0.209

0.266

0.547

0.477

0.209

0.181

0.406

0.125

0.266

0.680

―

0.094

0.356

0.250

0.200

0.300

0.517

0.138

0.350

0.313

0.400

0.400

HE

―

―

―

―

―

―

―

―

―

―

―

1

―

0.667

0

0

0.167

0.167

0.667

0.667

0.333

0.333

0.500

0

Plasma

AChE

0.369

―

0.087

0.118

0.070

0.270

0.110

0.251

0.152

0.099

0.060

0.234

―

0.061

0.112

0.078

0.034

0.050

0.295

0.027

0.082

0.222

0.195

0.282

Brain

AChE

0.296

―

0.220

0.183

0.214

0.245

0.160

0.130

0.203

0.075

0.033

0.090

―

0.069

0.076

0.148

0.011

0.115

0.154

0.005

0.050

0.041

0.043

0.028

Vc

tⅢ

0.279

―

0.176
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Figure 6 The VIP plot of anti-dementia indexes (A) and total effect (B) after different doses of GD administration. In picture A, all

indicator data were imported into EZ info in MassLynx v4.1 to obtain the VIP value by partial least squares analysis. And then each indicator

was normalized by multi-attribute comprehensive index method. QFQ: Escape latency; No.: Platform crossing; tⅢ : Third quadrant time;

Ⅲ%: Third quadrant distance percent; N: Brain tissue; X: Plasma. In picture B, total effect values were represented as column diagram for

intuitive comparison. Va: Standardized values a; Vb: Standardized values b; Vc: Standardized values c
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增效。

7 综合主成分分析法和多指标综合指数法评价不同

给药组抗痴呆的总效应

7.1 银杏酮酯-多奈哌齐不同剂量抗痴呆总效应值

结合PCA法和多指标综合指数法的结果可知, 两药联

用 1倍量的抗痴呆效果最好, 两种分析方法所得结果

相一致。在 0.5～6倍量时, 两者联用表现出增效作用,

且在 1倍量时达到顶峰。提示银杏酮酯-多奈哌齐比

例为 1∶1 时 , 即小鼠用药剂量 (银杏酮酯分散片 58.5

mg·kg-1 ·d-1, 多奈哌齐 0.65 mg·kg-1 ·d-1) 为临床用量的

1倍量时对多因素损伤小鼠的学习记忆改善最好。

7.2 银杏酮酯-多奈哌齐不同配比抗痴呆总效应值

由 PCA图和多因素指标综合指数法均可知GD 1∶1组

总效应值最大。在两者配比 GD 1∶1～GD 1∶3时, 总

效应值是远大于单用两药的, 而随着多奈哌齐的所占

比例进一步增加时 , 其效应值小于两单味药。提示

GD 1∶1组对于改善多因素损伤痴呆小鼠的学习记忆

能力最强 , 这与临床上银杏酮酯和多奈哌齐使用相

一致。

讨论

AD 是病因复杂机制尚不完全明确的疾病, 本实

验通过给小鼠腹腔注射D-半乳糖 (加速动物衰老)、东

莨菪碱 (阻断胆碱受体) 和灌胃三氯化铝、硫酸亚铁溶

液 (进行铝、铁中毒) 造模, 模拟乙酰胆碱分泌不足、金

属元素摄入体内和加速颅内老化等多种因素损伤致

AD的发生, 避免单一损伤造模的偏颇[20]。Morris水迷

宫通常用于研究与空间学习和记忆功能评估相关的大

脑区域, 因此通过该行为学来评价不同药物对痴呆小

鼠的影响。早在 1982年就有研究报道胆碱能神经递

质系统的破坏是与年龄相关的中枢神经系统功能障碍

和认知丧失的主要原因[21], 而AChE和ChAT分别是水

解和合成 ACh的相关酶。此外, 研究发现 MAO-B被

认为是老化的标志, 称之为老化相关酶。因此本实验

还选择了ACh、AChE、MAO和ChAT等多个效应指标

来综合评价其药效, 但各指标的评价标准和药物对各

指标的反应灵敏度往往不一致, 需从一个整体的、直观

的角度对这些不同指标进行标准化, 统一计量单位, 从

而形成整合效应来进行综合评价。

综合指数是编制总指数的基本形式, 把不同性质、

不同类别和不同计量单位的指标经过指数化, 按照同

类指标相乘、异类指标相加的方法进行指标综合, 然后

比较总效应值, 进而便于观察药物发挥效应的强弱[22]。

PCA是考察多个变量间相关性的一种多元统计方法,

通过恰当的数学变换, 使新变量主成分成为原变量的

线性组合, 并选取少数几个在总信息量中比例较大的

主成分来分析事物的一种方法[23,24], 主要作用在于揭

示数据集中观测变量的分组、趋势及离群值[25]。此外,

对各指标权重的确定还参考专家评分, 即同行专家依

据指标模型涉及的药物干预环节, 独立给出各指标权

重系数。两者相结合在一定程度上弥补各自不足, 并

采用 PLS-DA 中 VIP 值对各个指标进行评分。因此 ,

本文采用多种方法对银杏酮酯-多奈哌齐不同量比各

指标评分, 避免单一评分的偏颇, 为确定权重系数提供

客观的理论依据。

综合多指标综合指数法和PCA对银杏酮酯、多奈

哌齐单用和1∶1联用的7个剂量总效应值进行比较, 结

果发现两药联用 0.5～1倍量时呈量效关系, 在 1倍量

(即临床等效量) 时治疗效果最佳, 2～6倍量时治疗效

果虽然弱于 1倍量但明显优于两药单用, 当剂量进一

步增大至 8～10倍量时, 治疗效果不及两药单用, 提示

两药在一定剂量范围内随着剂量增加效应增加。而后

Figure 7 The VIP plot of anti-dementia indexes (A) and total effect (B) after different GD combination. In picture A, all indicator data

were imported into EZ info in MassLynx v4.1 to obtain the VIP value by partial least squares analysis. And then each indicator was

normalized by multi-attribute comprehensive index method. In picture B, total effect values were represented as column diagram for

intuitive comparison
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基于优选的最佳剂量进一步评价银杏酮酯-多奈哌齐

不同配比的总效应, 结果发现两药配伍随着银杏酮酯

或多奈哌齐的所占比例增大, 总效应值呈下降趋势。

综上, 本研究结果表明, 当银杏酮酯―多奈哌齐配伍比

例1∶1, 剂量为临床常用量时抗痴呆效果最好。
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