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［摘　要］　目的　探讨平帕汤治疗帕金森病（ＰＤ）的配伍规律并确定其最佳配伍比例。 方法　１１２只Ｃ５７／ＢＬ雄性小鼠，采

用１－甲基－４－苯基－１，２，３，６－四氢吡啶（ＭＰＴＰ）腹腔注射法建立ＰＤ模型，随机分为中药１～８组，每组１４只。按Ｌ８（２７）正交设

计表，各组以相应配伍比例的平帕汤（银杏叶、肉苁蓉、罗布麻、山梗菜）灌胃，每日１次，给药１０天后，采用高效液相电化学法
（ＨＰＬＣ－ＥＣＤ）检测各组小鼠纹状体内多巴胺（ＤＡ）、３，４－二羟基苯乙酸（ＤＯＰＡＣ）和高香草酸（ＨＶＡ）含量；采用免疫组化染色

法观察各组小鼠黑质酪氨酸羟化酶（ＴＨ）阳性细胞点光密度（ＩＯＤ值）。 结果　各组小鼠黑质致密部可见阳性神经元呈条带

状，胞体呈梭形或锥形，胞浆深棕黄色到浅黄色不等，可见轴突纤维同时伴有不同程度上的胞间纤维缺失。平帕汤治疗ＰＤ的

影响因素主次顺序为银杏叶＞肉苁蓉＞山梗菜＞罗布麻，银杏叶、肉苁蓉及二者的交互作用为主要影响因素，其中银杏叶及

其与肉苁蓉交互作用的差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。 结论　平帕汤最佳配伍比例为银杏叶２０ｇ、肉苁蓉４０ｇ、罗布麻２０ｇ、

山梗菜２０ｇ。
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　　帕金森病（ＰＤ）是一种常见的中枢神经系统变
性疾病，以静止性震颤、运动迟缓、肌僵直、姿势障碍
等为主要临床表现，主要病理生化改变为黑质多巴
胺能神经元进行性变性和缺失，导致纹状体多巴胺
（ＤＡ）含量显著减少。现代医学运用左旋多巴复方
制剂外源性补充脑内ＤＡ治疗ＰＤ，此类药物在远期
疗效、量效关系和副作用等方面还存在争议。我们
在长期诊疗ＰＤ的过程中，反复验证了自拟方平帕

汤的临床疗效［１］。前期研究也已证实平帕汤对ＰＤ
模型小鼠的多巴胺能神经元具有保护作用并可促进

其分泌ＤＡ［２］，现采用正交设计法，进一步探讨其配
伍规律，旨在为临床合理用药和新药开发研究等提
供依据。

１　材料

１．１　动物

Ｃ５７／ＢＬ雄性小鼠１１２只，清洁级，体重（２２±
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２）ｇ，由浙江中医药大学实验动物中心提供，动物合
格证号：２００８００１６１４４１３。

１．２　药物及制备
平帕汤（银杏叶、肉苁蓉、罗布麻、山梗菜）由浙

江中医药大学中医门诊部提供，水煎两次，每次１ｈ，
合并后浓缩至１．２ｇ／ｍｌ，４℃保存备用。

１．３　试剂

１－甲基－４－苯基－１，２，３，６－四氢吡啶（ＭＰＴＰ）盐酸
盐（批号：０９０Ｍ１５５２Ｖ）、多巴胺盐酸盐（ＤＡ，批号：

０８６Ｋ２５０４）、高香草酸（ＨＶＡ，批号：０５６Ｋ５００９）、二
羟基苯乙酸（ＤＯＰＡＣ，批号：０３００２ＫＥ）、水合磷酸二
氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ，批号：０６９Ｋ０３５９）、乙二胺四
乙酸（ＥＤＴＡ，批号：０８０Ｍ００１０Ｖ）、三乙胺（ＴＥＡ，批
号：１６６９６ＴＭＶ）、高氯酸 （Ｐｅｒｃｈｌｏｒｉｃ　ａｃｉｄ，批号：

０８４９６ＡＰ）、１－辛烷磺酸钠（１－Ｏｃｔａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ　ａｃｉｄ　ｓｏ－
ｄｉｕｍ　ｓａｌｔ，批号：ＭＫＢＦ６４３８Ｖ）均为Ｓｉｇｍａ公司产
品。兔抗小鼠酪氨酸羟化酶一抗（Ａｎｔｉ－Ｔｙｏｒｓｉｎｅ
Ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ，批号：２１１５９１８）为 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司产品，免疫组织化学Ｐｏｗｅｒ　Ｖｉｓｉｏｎ试剂盒（批
号：１２５７１９７Ａ）为中衫金桥生物技术有限公司产品，
其他为国产分析纯试剂。

１．４　仪器

１２００系列高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公
司）；ＣｏｕｌｅｃｈｅｍⅢ电化学检测器（美国ＥＳＡ公司）；

ＪＹ９２－Ⅱ超声波细胞粉碎机（宁波新芝生物科技股份
有限公司）；ＡｌｌｅｇｒａＴＭ６４Ｒ高速冷冻离心机（美国

Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；Ｆｏｒｍａ－８６ＣＵＬＴ超低温冰箱（美
国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＳＴＰ１２０脱水机（Ｍｉｃｒｏｍ公司）；

ＡＰ２８０－２包埋机（Ｍｉｃｒｏｍ公司）；ＨＭ３３５Ｅ切片机
（Ｍｉｃｒｏｍ公司）；Ｎｉｋｏｎ　ｅｃｌｉｐｓｅ　８０ｉ显微镜（Ｎｉｋｏｎ公
司）；Ｃａｒｌ　Ｚｅｉｓｓ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｃａｒｌ　Ｚｅｉｓｓ公司）。

２　方法

２．１　造模方法
参考Ｓｏｎｓａｌｌａ等［３］和 Ｈｅｉｋｋｉｌａ等［４］的方法，腹

腔注射 ＭＰＴＰ　３０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），连续５天。观察模
型小鼠行为改变，以出现步长缩短、动作迟缓、震颤、
竖毛、爬杆不能等作为模型成功标准［５－６］，全部小鼠
均造模成功。

２．２　动物分组、给药和处理方法
以药味为因素、药量为水平（以临床常用剂量及

其２倍剂量为两种水平），按Ｌ８（２７）正交设计表进
行实验（见表１，表２），随机抓取分为８个中药组，每
组１４只。造模成功２４ｈ后以相应中药灌胃，每天１

次，连续１０天。灌胃１０天后，各组随机抓取７只小
鼠行高效液相电化学法（ＨＰＬＣ－ＥＣＤ）分析，另７只
行免疫组织化学分析。

表１　平帕汤药物配伍剂量因素水平表（ｇ）

水平 银杏叶 肉苁蓉 罗布麻 山梗菜

１　 ２０　 ２０　 ２０　 ２０
２　 ４０　 ４０　 ４０　 ４０

表２　平帕汤配伍比例的正交试验表

组别 银杏叶 肉苁蓉 罗布麻 山梗菜

中药１组 １　 １　 １　 １
中药２组 １　 １　 ２　 ２
中药３组 １　 ２　 １　 ２
中药４组 １　 ２　 ２　 １
中药５组 ２　 １　 １　 ２
中药６组 ２　 １　 ２　 １
中药７组 ２　 ２　 １　 １
中药８组 ２　 ２　 ２　 ２

２．３　ＨＰＬＣ－ＥＣＤ分析

①样本提取。小鼠断头取脑，置冰袋上迅速剥
离双侧纹状体，精密称重，置－８０℃冻存；每１００ｍｇ
脑组织加１ｍｌ　０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌＯ４ 溶液，超声粉碎，
离心，取上清液经微孔滤膜过滤，分装，－８０℃冻存，
待测。②ＨＰＬＣ－ＥＣＤ检测ＤＡ及其代谢物的色谱
条件。色谱柱：ＥＳＡＭＤ－１５０ＯＤＳ　Ｃ１８反相分析柱
（３．２ｍｍ×１５０ｍｍ）；流 动 相：ＮａＨ２ＰＯ４ · Ｈ２Ｏ
７５ｍｍｏｌ／Ｌ，１－辛 烷 磺 酸 钠 １．７ｍｍｏｌ／Ｌ，ＴＥＡ
１００μｍｏｌ／Ｌ，ＥＤＴＡ　２５μｍｏｌ／Ｌ，乙腈１０％的混合
液；流速：０．６ｍｌ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；进样量：２０μｌ。检
测各组小鼠纹状体内ＤＡ、ＤＯＰＡＣ、ＨＶＡ的含量。
综合评分［７－８］＝２０×ＤＡ 含量／ＤＡ 含量最大值＋
１５×（ＤＡ／ＤＯＰＡＣ比值）／（ＤＡ／ＤＯＰＡＣ比值最大
值）＋１５×（ＤＡ／ＨＶＡ比值）／（ＤＡ／ＨＶＡ比值最大
值）＋５０×ＩＯＤ值／ＩＯＤ值最大值。

２．４　免疫组织化学分析
小鼠断头取脑，置于１０％甲醛固定，脑组织经

常规步骤处理，石蜡包埋，切片，常温保存备用。采
用常规免疫组织化学两步法显示小鼠中脑黑质酪氨

酸羟化酶（ＴＨ）的阳性表达，小鼠抗酪氨酸羟化酶
第一抗体浓度为１∶２００。每张切片选黑质部位，于

Ｎｉｋｏｎ　ｅｃｌｉｐｓｅ　８０ｉ显微镜４０倍物镜下拍照，ＣＣＤ：

ＤＳ－Ｆｉ１（５００万象素），光源亮度为恒定电压５．５Ｖ，
放大倍数为４００，采用Ｃａｒｌ　Ｚｅｉｓｓ公司的Ｃａｒｌ　Ｚｅｉｓｓ
Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍｓ进行图像分析，测定 ＴＨ 阳性细
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胞总光密度（ＩＯＤ值）。

２．５　统计学方法
采用正交设计助手ⅡＶ　３．１进行直观分析和方

差分析，实验数据以均值±标准差（珚ｘ±ｓ）表示。

３　结果

３．１　注射 ＭＰＴＰ后小鼠的行为学表现
给予 ＭＰＴＰ数分钟后，小鼠不同程度表现出挠

嘴、竖毛、竖尾、弓背、慌张步态、爬杆不能等急性症
状，少数出现下颌震颤，但在３０～１ｍｉｎ内消失；随
时间延长，运动迟缓、运动减少等有所加重，但均在

２４ｈ后完全消失。

３．２　黑质ＴＨ阳性细胞免疫组化结果
各组小鼠黑质致密部可见阳性神经元呈条带

状，胞体呈梭形或锥形，胞浆深棕黄色到浅黄色不
等，可见轴突纤维同时伴有不同程度上的胞间纤维
缺失。

３．３　平帕汤不同配伍比例对ＰＤ小鼠各项指标的
影响

不同配伍比例平帕汤干预ＰＤ模型小鼠后，各
组小鼠纹状体ＤＡ、ＤＡ／ＤＯＰＡＣ、ＤＡ／ＨＶＡ值和黑
质ＴＨ阳性细胞ＩＯＤ值结果见表３，经综合加权评
分确定平帕汤抗ＰＤ的最佳配伍比例。评分时以各
指标的最大值为参照将数据进行归一化，再给出不
同的权重。具体权重为：ＴＨ 是主要存在于黑质多
巴胺能神经元内合成左旋多巴的限速酶，也是多巴
胺能神经元的标记酶，将其阳性细胞表达的ＩＯＤ值
权重系数设为０．５；ＤＡ及其代谢物含量是反应ＰＤ
病情的常用生化手段，ＤＡ／ＤＯＰＡＣ、ＤＡ／ＨＶＡ 又可
以反映ＤＡ在脑内的代谢情况，因此，将权重系数分
别设为：ＤＡ：０．２，ＤＡ／ＤＯＰＡＣ：０．１５，ＤＡ／ＨＶＡ：０．１５。

３．４　平帕汤不同配伍比例正交试验结果
表４示，平帕汤抗ＰＤ的影响因素主次顺序为

银杏叶＞肉苁蓉＞山梗菜＞罗布麻，且由表５可知，
银杏叶、肉苁蓉及二者的交互作用为主要影响因素，
其中银杏叶及其与肉苁蓉交互作用的差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）。当κ＝１时（银杏叶），珚Ｔ１１＞珚Ｔ２１，故
银杏叶２０ｇ比４０ｇ抗ＰＤ作用更好；肉苁蓉、罗布麻、
山梗菜同理。以上分析得知，银杏叶２０ｇ、肉苁蓉

２０ｇ、罗布麻２０ｇ、山梗菜２０ｇ时治疗效果较好。但由
于银杏叶与肉苁蓉存在交互作用，因此，还需确定较
好的银杏叶与肉苁蓉的二元交互作用。由表６知，银
杏叶２０ｇ、肉苁蓉４０ｇ＞银杏叶２０ｇ、肉苁蓉２０ｇ＞银
杏 叶４０ｇ、肉苁蓉２０ｇ＞银杏叶４０ｇ、肉苁蓉４０ｇ，因

表３　平帕汤不同配伍比例对ＰＤ模型小鼠

　　各项指标的影响（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数
ＤＡ含量
（ｎｇ／ｇ）

ＤＡ／ＤＯＰ
ＡＣ比值

ＤＡ／ＨＶＡ
比值

ＩＯＤ值
（像素
×１０５）

综合评
分（分）

中药１组 ７　 ７９９．５８　 １．４７３　 ３８．８５２　 １．３２９６　 ７６．３３
中药２组 ７　 ９１５．１３　 １．０９９　 ４５．１２３　 １．２５５１　 ７３．４５
中药３组 ７　 ９７２．３０　 ０．８６０　 ５８．８７７　 １．３８１８　 ７７．７５
中药４组 ７　 ８０１．２８　 １．４１８　 ２７．４８９　 １．６５６０　 ８４．１６
中药５组 ７　 ７５１．６３　 ０．６６１　 ２８．３０６　 １．４１０７　 ６８．１８
中药６组 ７　 ６０５．０９　 ０．４６１　 ２２．５４８　 １．６６４５　 ７０．０１
中药７组 ７　 ６５７．１６　 ０．６７０　 ３２．９４４　 １．００８９　 ５４．８４
中药８组 ７　 ４１２．７３　 ０．２８４　 １２．８６４　 ０．６７１９　 ３４．７２

表４　平帕汤配伍比例的Ｌ８（２７）正交试验直观分析表

组别 银杏叶 肉苁蓉 罗布麻 山梗菜 综合评分（分）

中药１组 １　 １　 １　 １　 ７６．３３
中药２组 １　 １　 ２　 ２　 ７３．４５
中药３组 １　 ２　 １　 ２　 ７７．７５
中药４组 １　 ２　 ２　 １　 ８４．１６
中药５组 ２　 １　 １　 ２　 ６８．１８
中药６组 ２　 １　 ２　 １　 ７０．０１
中药７组 ２　 ２　 １　 １　 ５４．８４
中药８组 ２　 ２　 ２　 ２　 ３４．７２
珡Ｔ１ｋ ８４．０８　 ７６．７９　 ７３．４３　 ７５．４２
珡Ｔ２ｋ ５８．６７　 ６５．９６　 ６９．３１　 ６７．３２
Ｒ　 ２５．４１　 １０．８３　 ４．１３　 ８．１０

表５　平帕汤配伍比例的Ｌ８（２７）正交试验方差分析表

　因素 偏差平方和 自由度 Ｆ值 Ｐ值

银杏叶 １２９１．２８５　 １　 ３４．３１３ ＜０．０５
银杏叶与肉苁蓉
交互作用

５４３．３１３　 １　 １４．４３７ ＜０．０５

肉苁蓉 ２３４．５５６　 １　 ６．２３３
罗布麻 ３４．０８１　 １　 ０．９０６
山梗菜 １３１．２８５　 １　 ３．４８９
误差 １１２．９０　 ３

　　注：Ｆ０．０５（１，３）＝１０．１；罗布麻、银杏叶与罗布麻的交互作用和

银杏叶与山梗菜的交互作用作为误差项

表６　银杏叶与肉苁蓉交互作用分析表

珡Ｔ值和
银杏叶（ｇ）

２０　 ４０

肉苁蓉（ｇ）
２０　 １４９．７８　 １３８．１９
４０　 １６１．９１　 ８９．５６

此，银杏叶２０ｇ、肉苁蓉４０ｇ时，平帕汤抗ＰＤ作用
较强。综上，银杏叶２０ｇ、肉苁蓉４０ｇ、罗布麻２０ｇ、

山梗菜２０ｇ是抗ＰＤ验方平帕汤的最佳配伍比例。

４　讨论
ＰＤ是目前国内外神经科的研究热点，动物模
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型的选择对其科学研究至关重要。Ｕｎｇｅｒｓｔｅｄｔ
等［９］报道了利用６－羟基多巴胺（６－ＯＨＤＡ）制作成功
ＰＤ动物模型；Ｂｕｒｎｓ等［１０］在１９８３年首次报道了利
用 ＭＰＴＰ制成的非人灵长类动物ＰＤ模型，ＭＰＴＰ
通过腹腔给药，操作简便、无创、成功率高、作用明
确、模型较稳定，是目前中医药研究较为理想的动物
模型。本实验即采用腹腔注射 ＭＰＴＰ　３０ｍｇ／（ｋｇ·

ｄ），连续５天制备 ＰＤ 小鼠模型，其造模机制为
ＭＰＴＰ在 单 胺 氧 化 酶 （ＭＡＯ）作 用 下 转 变 为
ＭＰＰ＋，ＭＰＰ＋是线粒体呼吸链复合酶Ⅰ的可逆性
抑制剂，可使细胞内 ＡＴＰ 和还原型谷胱甘肽
（ＧＳＨ）减少，从而导致Ｃａ２＋平衡破坏和氧自由基增
多，最终引起多巴胺能神经元变性死亡［１１］。该模型
在病理、生化及对药物治疗反映方面与原发性ＰＤ特
征较为相似，适用于本实验神经保护性药物的研究。
目前中药复方配伍的研究多以不完全因子设计

和单因素设计考察复方的变化，采用撤药分析法和
简单拆分等方法，忽视了药物之间的交互作用，并多
以中医药传统理论及临床经验指导确定复方、拆方
方案，尚未脱离经验认识的水平。平帕汤由银杏叶、
肉苁蓉、罗布麻、山梗菜组成，本实验采用数理统计
中的正交设计法，按Ｌ８（２７）正交设计表将平帕汤中
的四味药物（因素）和两个剂量（水平）合理安排，统
计出各因素对实验指标的影响和各因素的主次及交

互作用，找出诸因素各水平的最佳组合。其显著特
点是只要通过挑选部分有代表性的水平组合进行试

验，就能够分析了解全面试验的情况，从而找出最优
的水平组合［１２］。
为避免使用单一活性指标难以综合反映复方药

效，本实验采用 ＨＰＬＣ－ＥＣＤ和免疫组化染色两种
方法，ＤＡ、ＤＡ／ＤＯＰＡＣ、ＤＡ／ＨＶＡ和ＩＯＤ值四个
指标进行综合评估。同时采用综合加权评分法，将
具有不同考察范围的多个指标转变为一个指标，从
而能够更全面、方便、快捷、有效地筛选出平帕汤最
佳配伍比例。评分时以各指标的最大值为参照将数
据进行归一化，再给出不同的权重［７－８］。
本实验结果显示，银杏叶、肉苁蓉及二者的交互

作用是影响平帕汤疗效的主要因素，其中银杏叶、银
杏叶与肉苁蓉交互作用的差异具有统计学意义。由
直接分析得知，银杏叶２０ｇ、肉苁蓉２０ｇ、罗布麻
２０ｇ、山梗菜２０ｇ时治疗效果较好。但由于银杏叶
与肉苁蓉存在交互作用，因此，还需确定较好的银杏
叶与肉苁蓉二元交互作用。银杏叶２０ｇ、肉苁蓉
４０ｇ＞银杏叶２０ｇ、肉苁蓉２０ｇ＞银杏叶４０ｇ、肉苁蓉
２０ｇ＞银杏叶４０ｇ、肉苁蓉４０ｇ，由此得知，银杏叶

２０ｇ、肉苁蓉４０ｇ时，平帕汤对ＰＤ的治疗作用较强。
但二者相互作用的具体机制还有待进一步深入研究。
综上所述，平帕汤在保护ＰＤ患者残存的 ＤＡ

神经元、挖潜增效、增加脑内ＤＡ含量的过程中，银
杏叶２０ｇ和肉苁蓉４０ｇ起到主要作用，而罗布麻２０ｇ
和山梗菜２０ｇ仅起着辅助作用。
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