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摘要摘要：：目的 探讨银杏叶提取物（EGb 761）联合多奈哌齐对阿尔茨海默病（AD）模型大鼠的协同作用及其机制。方法 取雄性 SD大鼠

72只，随机分为正常组（等体积生理盐水）、假手术组（等体积生理盐水）、模型组（等体积生理盐水）、多奈哌齐组（25 mg / kg）、EGb 761组

（50 mg / kg）和联合组（多奈哌齐 25 mg / kg + EGb 761 50 mg / kg），各 12只。腹膜内注射水合氯醛 300 mg / kg麻醉，将聚集的 Aβ25 - 35
（10 µL）以 1 µL / min的速率注入大鼠双侧海马，以复制 AD大鼠模型。建模成功后，各组大鼠均灌胃相应药物或生理盐水，每天 1次，共

2个疗程（每个疗程 10 d，间隔 3 d）。采用 Morris 水迷宫实验评估大鼠的认知和记忆能力；采用 TUNEL 染色法，观察大鼠海马神经细

胞凋亡情况，并计算凋亡指数；采用酶联免疫吸附法检测大鼠血清乙酰胆碱酯酶（AChE）、丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）水

平；采用 Western blot 法检测大鼠海马组织中核因子（NF）- κB 通路相关蛋白 p - IKKα，p - IκBα，p - NF - κB 表达水平。结果 与

模型组比较，各给药组大鼠 Morris水迷宫实验第 6天逃避潜伏期均大幅缩短，第 7天各给药组大鼠在象限Ⅰ中穿越平台的次数及耗

时百分比均显著增加；各给药组大鼠海马神经细胞阳性数量均显著减少，凋亡指数均显著降低（P < 0. 05）；各给药组大鼠 AChE 和

MDA水平均显著降低，SOD水平显著升高（P < 0. 05）；各给药组大鼠 NF - κB通路相关蛋白 p - IKKα，p - IκBα，p - NF - κB的表达

水平均显著升高（P < 0. 05）；且联合组上述指标变化均更显著（P < 0. 05）。结论 EGb 761联合多奈哌齐可协同改善 AD 模型大鼠的

记忆能力，其机制可能与减少海马神经细胞 NF - κB通路激活后的细胞凋亡有关。
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AbstractAbstract：：Objective To investigate the synergistic effect of extract of Ginkgo biloba leaves（EGb 761） combined with donepezil on
the Alzheimer's disease（AD） model rats and its mechanism. Methods A total of 72 male SD rats were selected and randomly
divided into the normal group （equal volume of normal saline），the sham operation group （equal volume of normal saline），the
model group （equal volume of normal saline），the donepezil group （25 mg / kg），the EGb 761 group （50 mg / kg），and the
combination group（25 mg / kg donepezil + 50 mg / kg EGb 761），with 12 rats in each group. After intraperitoneal injection of
300 mg / kg chloral hydrate for anesthesia，the rats' bilateral hippocampi were injected into the aggregated Aβ 25 - 35（10 µL） at
a rate of 1 µL / min to replicate the AD rat models. After successful modeling，the rats in each group were given corresponding
drug or normal saline by gavage once a day for two treatment courses（10 d for each course，with an interval of 3 d）. The Morris
water maze test was used to assess the cognitive and memory abilities of rats. The TUNEL staining method was used to observe
the apoptosis of hippocampal neurons in rats，and the apoptotic index was calculated. The enzyme - linked immunosorbent assay
（ELISA） was used to detect the serum acetylcholinesterase （AChE），malondialdehyde （MDA） and superoxide dismutase （SOD）
levels in rats. The Western blot was used to detect the expression levels of nuclear factor（NF） - κB pathway - related proteins
including p - IKKα，p - IκBα and p - NF - κB in hippocampal tissue of rats. Results Compared with those in the model
group，the escape latency in each drug group significantly shortened on the 6th day of Morris water maze test，the frequency of
crossing the platform and time - consuming percentage in quadrant Ⅰ significantly increased on the 7th day；the positive cell
count and the apoptotic index of hippocampal neurons in each drug group significantly decreased（P < 0. 05）；the AChE and MDA
levels in each drug group significantly decreased，while the SOD level significantly increased（P < 0. 05）；the expression levels of
NF - κB pathway - related proteins including p - IKKα，p - IκBα and p - NF - κB in each drug group significantly increased
（P < 0. 05）. The above indexes in the combination group were significantly better （P < 0. 05）. Conclusion EGb 761 combined
with donepezil can synergistically improve the memory ability of AD model rats，and its mechanism may be related to the
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有研究表明，阿尔茨海默病（AD）进展的早期伴随

着β -淀粉样蛋白（Aβ）的过量产生，这可能是AD发病

机制中的一个关键步骤［1］。核因子 - κB（NF - κB）与

AD等神经退行性疾病关系密切［2］。在人类早期AD的

神经元和星形胶质细胞中可观察到NF - κB通路的激

活和淀粉样蛋白的沉积［3］。但其中NF - κB激活的确切

功能尚未明晰。银杏叶提取物（EGb 761）可用于防止各

种神经和血管损伤［4 - 5］。其主要含萜类、黄酮类、烷基酚

类、聚丙醇、有机酸等成分［6］，具有神经保护作用，包括

减少缺血性脑损伤，延缓缺血性脑卒中后海马神经元

细胞死亡和凋亡，改善认知缺陷和情绪障碍，促进运动

功能恢复［7 - 9］。但前述作用均发现于EGb 761治疗前或

治疗后（缺血后 4 h内）。EGb 761是否能在更长的治疗

时间内发挥保护作用尚不清楚。多奈哌齐为乙酰胆碱

酯酶（AChE）抑制剂，是轻度至中重度 AD所致痴呆对

症治疗的一线药物。据报道，EGb 761和多奈哌齐对AD
患者有类似的抗痴呆作用，常联合使用［10 - 15］。Aβ25 -
35为毒性Aβ（Aβ1 - 40，Aβ1 - 42）的活性片段［16］，本研

究中分析了前者对神经细胞的生物学效应，并研究了

EGb 761联合多奈哌齐对AD模型大鼠认知和记忆损伤

的潜在保护作用。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与动物

仪器：Alphalmager TM 2000型凝胶图像扫描仪，

PRO1406型低温高速离心机（美国 Alpha innotech公

司）；RD1101 - MVWM - R型Morris水迷宫（上海玉研

科学仪器有限公司）；DP74型图像分析系统，CKX53型
显微镜（日本Olympus公司）。

试药：水合氯醛（张家口市沙岭子医院药剂科，批

号为 230112）；Aβ25 - 35（美国 Sigma - Aldrich公司，批

号为A4559）；银杏叶注射液（EGb 761，德国Dr Willmar
Schwabe Group制药公司，批号为 20230304）；多奈哌齐

原料药（美国MCE公司，批号为 20221214）；青霉素（上

海源培生物科技股份有限公司，批号为 S110JV）；p -
IKKα，p - IκBα，p - NF -κB，β - actin一抗，辣根酶标记

山羊抗小鼠 IgG二抗；磷酸盐缓冲液（PBS，武汉普诺赛

生命科技有限公司，pH 7. 4，批号为WH0221A241）；

ECL 检 测 试 剂 盒（美 国 Fennentas 公 司 ，批 号 为

ZY61003）；RIPA 裂解液试剂盒、SDS / PAGE 凝胶配置

试剂盒（烟台塞尔斯生物技术有限公司，批号分别为

230105，230418）；TUNEL试剂盒（南京基科生物科技有

限公司，批号为 230509）；BCA试剂盒（碧云天生物技术

有限公司，批号为 230907）；乙酰胆碱酯酶、丙二醛

（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）活性检测试剂盒（上海

科培瑞生物科技有限公司 ，批号分别为 221208，
230103，230402）。

动物：雄性 SD大鼠 72只，5～6月龄，体质量 250～
350 g，购自上海懿尚生物科技有限公司，实验动物生产

许可证号 SCXK（沪）2023 - 0007。在温度 23 ℃、相对湿

度 55%、12 h明暗交替、自由摄食饮水条件下适应性喂

养 7 d。动物实验经张家口市沙岭子医院动物与伦理审

查委员会批准。

1. 2 方法

溶液制备：取Aβ25 - 35适量，加 37 ℃的无菌生理

盐水，溶解 7 d，以制备聚集的Aβ25 - 35（质量浓度为

1 g / L）。取EGb 761、多奈哌齐各适量，分别溶解于蒸馏

水中，制得质量浓度为20，0. 5 mg / mL的溶液。

建模、分组与给药：将 72只大鼠随机分为正常组

（等体积生理盐水）、假手术组（等体积生理盐水）、模型组

（等体积生理盐水）、多奈哌齐组（25 mg / kg）、EGb 761组
（50 mg / kg）和联合组（多奈哌齐 25 mg / kg + EGb 761
50 mg / kg），各12只。腹膜内注射水合氯醛（300 mg / kg）
麻醉大鼠，将Aβ25 - 35（10 µL）以 1 µL / min的速率注

入大鼠双侧海马，以复制AD大鼠模型。建模成功后，各

组大鼠均灌胃相应药物或生理盐水，每天 1次，共 2个
疗程（每个疗程10 d，间隔3 d）。

Morris水迷宫实验：各组均取6只大鼠，先将平台置

象限Ⅰ内，进行隐藏平台试验 6 d：将大鼠置起始位置

（象限Ⅱ和象限Ⅲ）的水中，如其在 90 s内成功逃到平

台上，则实验成功。所有大鼠均被允许在平台上停留20 s。
记录每只大鼠的逃避潜伏期（如 90 s内仍未能逃脱，则

逃避潜伏期记为90 s）、游泳速率和轨迹，每天2次。第7天
起移除平台，并进行探针试验，起点位于象限Ⅲ，记录

90 s内大鼠在象限Ⅰ中穿越耗费的时间。

细胞凋亡检测：采用 TUNEL染色法。各组取 6只大

鼠麻醉，灌注 0. 01 mol / L PBS，然后左心室灌注 4 ℃ 4%
多聚甲醛。处死大鼠，取出大脑，用石蜡包埋，切片，使

用 TUNEL试剂盒进行 TdT介导的 dUTP缺口末端标记

测试。检查各组大鼠TUNEL染色阳性细胞情况，并计算

海马 CA1区细胞的凋亡指数（AI），AI（%）= 凋亡细胞

数 /（凋亡细胞数 +正常细胞数）× 100%。

生化指标测定：水迷宫实验结束后，腹腔注射戊巴

decreased apoptosis after activation of the NF - κB pathway in hippocampal neurons.
Key wordsKey words：：extract of Ginkgo biloba leaves；donepezil；EGb 761；Alzheimer's disease；nuclear factor - κB pathway；cognitive function；
apoptosis
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注：与假手术组比较，*P < 0. 05；与模型组比较，#P < 0. 05；与联合组比较，△P < 0. 05。图2至图4同。

A. 游泳轨迹 B. 逃避潜伏期 C. 游泳速率 D. 穿越平台次数 E. 象限Ⅰ中耗时百分比

图1 Morris水迷宫实验结果

Note：Compared with those in the sham operation group，*P < 0. 05. Compared with those in the model group，#P < 0. 05. Compared with those in
the combination group，△P < 0. 05（for Fig. 1 - 4）.

A. Swimming trajectory B. Escape latency C. Swimming rate D. Frequency of crossing the platform E. Time - consuming percentage in quadrant Ⅰ
Fig. 1 Results of the Morris water maze test
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比妥钠 40 mg / kg处死大鼠，心脏采血，置EP管中室温静

置至少1 h，3 000 r / min离心 10 min，分离，得血清，采用

检测试剂盒分别检测AChE，MDA，SOD的水平。

蛋白表达检测：采用Western blot法。使用组织分离

试剂盒提取大鼠海马组织的蛋白质，并使用BCA试剂盒

测定蛋白质浓度。取蛋白质样品 15 mg，进行 SDS -
PAGE，并转移至聚偏二氟乙烯膜上，4 ℃下封闭2 h，并与

（p - IKKα，p - IκBα，p - NF - κB，β - actin）一抗、二抗孵

育。使用ECL检测试剂盒对蛋白条带进行化学发光检测。

1. 3 统计学处理

采用GraphPad Prism 8. 0软件进行分析。计量资料

以X ± s表示，两组间比较行 t检验，多组间比较行方差

分析。P < 0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 Morris 水迷宫实验

各组大鼠第 1天沿池壁游泳，第 4天搜索行为完成

了认知任务，第 6天几乎均有明确目标，表现为游泳轨

迹类型单一。与模型组比较，联合组大鼠第 5天的逃避

潜伏期大幅缩短，多奈哌齐组、EGb 761组和联合组大

鼠第 6天的逃避潜伏期大幅缩短。前 6 d各组大鼠的游

泳速率无明显差异。第7天，大鼠的游泳轨迹均在象限Ⅰ
位置附近。与模型组比较，多奈哌齐组、EGb 761组和联

合组大鼠在象限Ⅰ中穿越平台次数更多，耗时百分比

显著增加，且联合组增加更显著。详见图1。
2. 2 细胞凋亡

正常组和假手术组中均未见阳性染色细胞，模型

组中见大量阳性染色细胞，多奈哌齐组、EGb 761组、

联合组大鼠海马神经细胞阳性数量显著减少，且联

合组减少更显著（P < 0. 05）。与模型组比较，多奈哌

齐组、EGb 761组、联合组大鼠正常海马神经细胞凋亡

指数均显著降低，且联合组降低更显著（P < 0. 05）。详

见图 2。
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A. 显微图（× 200） B. 数据统计

图2 细胞凋亡

A. Microscopic photos（× 200） B. Data statistics
Fig. 2 Apoptosis
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图3 AChE，MDA，SOD水平
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Fig. 3 AChE，MDA and SOD levels

A B C

活性 / mU·mg - 1
800

600

400

200

0 组别

正
常
组

假
手
术
组

模
型
组

多
奈
哌
齐
组

EGb
761组 联

合
组

*

#△ #△

#

活性 / mU·mg - 1
400

300

200

100

0 组别

正
常
组

假
手
术
组

模
型
组

多
奈
哌
齐
组

EGb
761组 联

合
组

*

#△ #△
#

活性 / nmol·mg - 1
5

4

3

2

1

0 组别

正
常
组

假
手
术
组

模
型
组

多
奈
哌
齐
组

EGb
761组 联

合
组

*

#△ #△

#

A. 蛋白条带 B. 相对表达量（B1. p - IκBα B2. p - NF - κB）
图4 NF - κB通路相关蛋白表达水平

A. Protein electropherograms B. Relative expression levels（B1. p - IκBα B2. p - NF - κB）
Fig. 4 Expression levels of NF - κB pathway - related proteins
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2. 3 AChE，MDA，SOD 水平

与假手术组比较，模型组大鼠 AChE和MDA水平

均显著升高，SOD水平显著降低（P < 0. 05）。与模型组

比较，多奈哌齐组、EGb 761组、联合组大鼠 AChE和

MDA水平均显著降低，SOD水平显著升高（P < 0. 05），

且联合组变化更显著（P < 0. 05）。详见图3。

2. 4 NF - κB 通路相关蛋白表达水平

与假手术组比较，模型组大鼠 p - IKKα，p - IκBα，
p - NF - κB蛋白表达水平均显著降低（P < 0. 05）；与模

型组比较，多奈哌齐组、EGb 761组、联合组大鼠前述蛋

白表达水平均显著升高（P < 0. 05），且联合组升高更显

著（P < 0. 05）。详见图4。

p - IKKα
p - IKKβ
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AD的发病机制被认为与胆碱能传递减少、氧化应

激水平升高、Aβ异常形成和聚集及 tau蛋白过度磷酸化

有关［17］，但目前临床可用的抗痴呆治疗仅以AChE抑制

剂来改善轻中度痴呆患者的认知功能，故具有抗氧化

活性的中草药如EGb 761［18］迅速获得关注。鉴于EGb 761
对现有AChE抑制剂治疗额外获益的机制尚不明确［12］，
且对此类联合治疗机制的研究有限，故本研究中选择

一线AChE抑制剂多奈哌齐，全面评估其与EGb 761在
AD模型大鼠中的协同作用及其调控机制。

神经系统的衰老是以功能神经细胞慢性凋亡为特

征的生理过程。人们普遍认为，Aβ在老年斑块中的细胞

外积聚是 AD发病机制中的一个重要步骤［19］。聚集的

Aβ在体外和体内对神经细胞均有毒性［20］，且在AD的

转基因小鼠模型中观察到人类淀粉样蛋白前体蛋白

（APP）的过表达［6］，其导致异鼠李素类似于在具有学习

和记忆缺陷的AD患者中看到的神经炎斑块［21］。APP转

基因小鼠表现出认知能力下降，被公认为是成功的AD
模型［22 - 23］。同时，可溶性Aβ低聚物可在体外和体内抑

制认知功能和长时程增强作用［24］。此外，脑内注射聚集

的Aβ寡聚物诱导认知障碍和神经病理学体征的动物

模型是AD早期的有用模型［25］，被用于许多研究［7 - 9］。
本研究中的Morris水迷宫实验发现，EGb 761与多

奈哌齐联合给药可进一步减弱Aβ25 - 35导致的学习

和记忆障碍。这种抗遗忘作用可能与二者联合抗AChE
和抗氧化作用有关。有报道指出，EGb 761中的槲皮

素［26 - 27］、山柰酚和异鼠李素［28］具有抗AChE活性，而银

杏内酯B和银杏内酯C对AChE活性无抑制作用［29 - 30］。
此外，本研究中也发现对黄酮类苷元和银杏内酯A均无

抑制AChE活性的作用。由此推测EGb 761中槲皮素、山

柰酚和异鼠李素是EGb 761抗AChE活性的主要原因。

此外，EGb 761的抗氧化活性首次在Aβ25 - 35诱导的

大鼠中得到证实，此前的 3项研究证实了 EGb 761在
AD患者［24］、API / PS1小鼠、SAMP8小鼠［31 - 32］中的抗氧

化作用。此外，由于槲皮素［33］、山柰酚［34］、异鼠李素［35］、
白叶碱、银杏内酯A和银杏内酯B［36］的抗氧化活性已被

证实，可知EGb 761中的类黄酮苷元和萜烯内酯均可促

使其发挥抗氧化作用。

本研究结果表明，AD模型大鼠中Aβ的过度沉积可

导致海马神经细胞凋亡，导致记忆能力受损。EGb 761联
合多奈哌齐治疗相较两药单用进一步改善了AD模型

大鼠的记忆和认知能力，并减少了海马神经细胞的凋

亡。表明两者有协同作用。此外，本研究中还观察到

EGb 761联合多奈哌齐治疗激活了海马神经细胞中的

NF - κB通路。这与既往的研究结果［37］一致，表明NF - κB

通路的激活可能在AD中发挥保护作用。

据报道，神经细胞中NF - κB通路的激活在AD等

神经退行性疾病的退行性过程中具有神经保护作

用［38］。此外，NF - κB通路可能参与由突触信号产生的短

期记忆转变为长期记忆的过程，在信号转导、记忆形成和

神经建模中发挥重要作用［39］。同时，在病理条件下，NF - κB
通路的激活促进了神经细胞的存活。如NF - κB通过调

节细胞凋亡蛋白（1APs）、抗氧化酶和抑制线粒体去极

化、膜通透性变化和细胞色素 C释放来抑制细胞凋

亡［40］。但也有证据表明它可能导致神经细胞死亡。在

Tg2576转基因小鼠中，在相同细胞中发现NF - κB活化

和细胞凋亡增加同时发生，表明NF - κB活化可能增加

神经细胞凋亡［41］。
综上所述，EGb 761和多奈哌齐联用于Aβ25 - 35

诱导的AD模型大鼠，相较两药单用可进一步增强其胆

碱能和抗氧化作用，从而在不改变其全身和大脑暴露

的情况下发挥更好的抗遗忘作用，这可能与海马神经

细胞NF - κB通路激活后细胞凋亡的减少有关。
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