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用夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提

取物治疗神经病症的方法

(57)摘要

一种通过施用夹竹桃属物种或黄花夹竹桃

属物种的提取物、或其组分或亚组分治疗神经病

症的方法，其中所述提取物、或其组分或亚组分

不包含夹竹桃苷和黄夹次苷乙。通过向对象施用

治疗有效量的提取物、或其组分或亚组分，治疗

阿尔茨海默病、亨廷顿舞蹈症或中风。该提取物

可存在于药物组合物中。
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1.药物组合物，用于治疗对象中选自阿尔茨海默病、和中风的神经病症，其中所述药物

组合物通过使欧洲夹竹桃(Nerium  oleander)叶经过超临界二氧化碳流体萃取得到的提取

物负载至用水平衡的ODS-硅胶柱上，接下来通过使用甲醇含量为30％、55％、80％和100％

的多部分水性流动相顺序流过所述硅胶柱以洗脱所述提取物的不同组分，收集甲醇含量

100％洗脱得到的组分，并移除所述甲醇含量100％洗脱得到的组分中的溶剂来制备的；且

所述药物组合物包含齐墩果酸、乌索酸和白桦脂酸，且所述组合物不包含从欧洲夹竹

桃获得的强心苷，且所述组合物包含少于0.5重量％的多糖。

2.权利要求1的组合物，其中所述组合物进一步包含类固醇。

3.权利要求2的组合物，其中所述类固醇是夹竹桃苷元。

4.权利要求1的组合物，其中所述组合物进一步包含一种或多种治疗有效组分，其选自

强心苷的苷元、三萜类化合物、白桦脂醇、28-去甲乌索-12-烯-3β-醇、乌索-12-烯-3β-醇、3

β,3β-羟基-12-齐墩果烯-28-酸、3β,20α-二羟基乌索-21-烯-38-酸、3β,27-二羟基-12-乌

索烯-38-酸、3β,13β-二羟基乌索-11-烯-28-酸、3β,12α-二羟基齐墩果烷-28,13β-内酯、或

3β,27-二羟基-12-齐墩果-28-酸。

5.权利要求4的组合物，其中所述强心苷的苷元为强心甾。

6.权利要求1的组合物，其中所述超临界二氧化碳流体萃取得到的提取物通过在改性

剂存在下用超临界流体提取叶子制备。

7.权利要求6的组合物，其中所述改性剂选自由乙醇、甲醇、丙醇、丙酮、乙酸乙酯和二

氯甲烷组成的组。

8.权利要求1-7中任一项的药物组合物在制备用于治疗对象中选自阿尔茨海默病、和

中风的神经病症的药物中的用途。
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用夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物治疗神经病症

的方法

[0001] 本申请是申请日为2011年11月3日的第201180065127.6号发明名称为“用夹竹桃

属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物治疗神经病症的方法”的中国专利申请的分案申请。

技术领域

[0002] 本发明涉及用夹竹桃属(Nerium)物种或黄花夹竹桃属(Thevetia)物种的提取物、

或含有它们的制剂(组合物、配方)治疗神经病症的方法。本发明特别涉及通过将提取物施

用给需要其的对象，用于治疗神经疾病或障碍的方法。本发明还包括含有所述提取物组分

或亚组分的药物组合物以及它们的使用和制备方法。

背景技术

[0003] 神经疾病和障碍影响脑部功能。已针对这些疾病和障碍尝试开展了治愈治疗或改

善治疗；然而，尽管已证明有许多药物治疗方法对于许多不同疾病和障碍是有效的，还未形

成广泛或普遍的治愈治疗。

[0004] 亨廷顿舞蹈症(HD)是一种影响神经系统的脑部遗传疾病。它是由从父母传给孩子

的缺陷基因引起的。HD基因干扰称为“亨廷顿(huntington)”的特定蛋白的制造，所述蛋白

对于适宜的脑部发育似乎是关键的。HD的典型迹象包括情感、认知和运动障碍。亨廷顿舞蹈

症的特征是急速不自主运动(舞蹈症)，但有时引起无异常运动下的僵直，在使用四肢方面

的改变(失用症)，身体机能控制的丧失和痴呆，包括记忆力、思考速度、判断的进行性退化

以及问题意识和计划意识的缺乏。不存在亨廷顿舞蹈症的已知治愈。尽管许多药物有助于

控制HD有关的症状，例如情感和运动问题，没有治疗来停止或逆转该疾病的进程。亨廷顿舞

蹈症已被公认为是具有普遍膜异常的疾病。已观察到，与从亨廷顿舞蹈症患者的皮肤获得

的正常(Butterfield  DA,Oeswein  JQ,Prunty  ME,Hisle  KC,Markesbery  WR.,Increased 

sodium  potassiumadenosine  triphosphatase  activity  inerythrocyte  membrane  in 

Huntington's  disease,Ann  Neurology,4:60-62,1978)成纤维细胞膜相比，在亨廷顿舞蹈

症患者的红细胞和基底神经节的膜中的Na,K-ATP酶显著升高的水平和活性(10倍的提高)

(Schroeder  F ,Goetz  IE,Roberts  E,Membrane  anomalies  in  Huntington 's  disease 

fibroblasts.J.Neurochem.43:526-539,1984)。

[0005] 阿尔茨海默病是一种形式的痴呆—损害脑部智力功能(记忆、方位、计算等)但通

常保留其运动功能的一种神经退行性疾病。在阿尔茨海默病中，智力逐渐退化，引起记忆力

丧失、混乱、定向障碍、受损的判断和可影响个人行使正常日常活动的其他问题。精神变化

的类型、严重程度、顺序和进程有很大不同。没有阿尔兹海默病已知的治愈，也没有已知的

方法减缓其进程。对于疾病早期或中期的某些人，例如他克林的药物可缓解某些认知症状。

安理申(多奈哌齐)和艾斯能(卡巴拉汀)是指定用于治疗轻微至中度痴呆阿尔兹海默病类

型的可逆乙酰胆碱酯酶抑制剂。这些药物(称为胆碱酯酶抑制剂)通过提高神经递质乙酰胆

碱的脑部水平起作用，帮助恢复脑细胞之间的联系。某些药物可帮助控制例如失眠、躁动、
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徘徊、焦虑和抑郁的行为症状。这些治疗的目标在于使患者更加舒适。尽管没有药物已知治

愈阿尔兹海默病，胆碱酯酶抑制剂可改善日常活动的表现，或减轻行为问题。目前测试的用

于治疗阿尔兹海默病的药物包括雌激素、非类固醇抗炎剂、维生素E、司来吉兰(Carbex、咪

多吡)和植物药产品银杏。

[0006] 欧洲夹竹桃(Nerium  oleander)是广泛分布在亚洲亚热带、美国西南部和地中海

的观赏性植物。其医药和毒理学性质已得到长久公认。其已用于例如治疗痔疮、溃疡、麻风

病、毒蛇咬伤、以及甚至是诱导流产。夹竹桃苷(oleandrin)，夹竹桃提取物的一种重要成分

但非唯一成分，是一种强心苷。

[0007] 从夹竹桃属植物提取苷类已提供来自欧洲夹竹桃的药理学/治疗学活性成分。其

中有夹竹桃苷、黄夹次苷乙(黄花夹竹桃次苷B(nerifolin))和其他强心苷化合物。由欧洲

夹竹桃热水提取获得的夹竹桃苷提取物(以商标ANVIRZELTM出售)含有浓缩形式或粉末形式

的欧洲夹竹桃热水提取物。已完成热水夹竹桃提取物(即AnvirzelTM)的I期试验(Mekhail 

et  al.,Am.Soc.Clin.Oncol.,vol.20,p.82b,2001)。推测可提供约57ug夹竹桃苷/天的夹

竹桃提取物，可以高达1.2ml/m2/d的剂量安全施用。没有发现剂量相关毒性。

发明内容

[0008] 本发明提供一种治疗神经病症的方法，包括向需要其的对象施用有效量的含有夹

竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物的组合物，以治疗所述神经病症。本发明提供实

施方式，其中使用提取物的组分或提取物组分的亚组分代替未分级提取物，并且其中所述

提取物的组分或亚组分不包含夹竹桃苷和黄夹次苷乙。

[0009] 一方面，本发明提供一种用包含夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物的组

合物在需要其的对象中治疗神经疾病或障碍的方法，所述方法包括：

[0010] 确定对象患有神经疾病和障碍；以及

[0011] 指示向对象施用包含夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物的组合物。

[0012] 本发明某些实施方式包括以下那些，其中1)为对象开具并施用治疗相关剂量的组

合物；2)使对象按处方给药方案服用组合物；3)提取物包含从夹竹桃属物种或黄花夹竹桃

属物种提取的一或多种治疗有效剂；4)组合物进一步包含一或多种其他治疗有效剂；5)通

过使用热水、冷水、超临界流体、有机溶剂或其组合提取夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种

获得提取物；6)提取物不包含强心苷；7)提取物不包含治疗有效量的强心苷；8)提取物不包

含夹竹桃苷；9)组合物包含夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物的组分；10)组合物

包含夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物的组分，其中所述组分已由提取物的液相

色谱分级制备；11)夹竹桃属物种是欧洲夹竹桃，黄花夹竹桃属物种是黄花夹竹桃

(Thevetia  neriifolia)；12)提取物不包含黄夹次苷乙；13)组合物包含夹竹桃属物种或黄

花夹竹桃属物种的提取物组分的亚组分，其中所述亚组分已由提取物组分的液相色谱分级

制备，并且所述亚组分不包含夹竹桃苷和黄夹次苷乙；14)夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物

种的提取物，如果其含有强心苷，当以一剂型施用给患有神经疾病或障碍的对象时，与以其

他方式类似的剂型以相同剂量的强心苷施用给对象的纯强心苷相比，提供改善的临床反应

或临床效果；或15)它们的组合。

[0013] 本发明还提供一种在需要其的对象中治疗神经病症的方法，所述方法包括：
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[0014] 确定对象的神经病症是否是阿尔茨海默病、亨廷顿舞蹈症、中风或其他神经病症；

[0015] 指示施用夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物；

[0016] 根据处方的初始给药方案向对象施用初始剂量的提取物一段时间；

[0017] 定期测定对象对用提取物治疗的临床反应和/或治疗反应的适当性；以及

[0018] 如果对象的临床反应和/或治疗反应适当，根据需要用提取物继续治疗，直至达到

期望的临床终点；或

[0019] 如果对象的临床反应和/或治疗反应在初始剂量和初始给药方案下不适当，那么

逐步提高或逐步减少剂量，直至达到对象中期望的临床反应和/或治疗反应。

[0020] 本发明还提供在处于神经病症风险的对象群体中预防或降低神经病症发生率的

方法，所述方法包括：

[0021] 在经常性的基础上，以延长时间段向对象群体中的一或多个对象施用有效剂量的

夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物，所述对象群体处于患神经病症的风险，所述

神经病症例如阿尔茨海默病、亨廷顿舞蹈症、中风或其他神经病症，从而预防或降低群体中

的神经病症发病率。

[0022] 本发明包括实施方式，其中：a)所述方法进一步包括指示施用提取物至一或多个

对象；b)所述方法进一步包括根据处方给药方案向对象施用有效剂量的提取物一段时间；

c)所述方法进一步包括定期测定一或多个对象对用提取物治疗的临床反应和/或治疗反应

的适当性；d)如果对象的临床反应和/或治疗反应是适当的，那么所述方法进一步包括根据

需要用提取物继续治疗，直至达到期望的临床终点；e)如果对象的临床反应和/或治疗反应

在初始剂量和初始给药方案下不适当，那么所述方法进一步包括逐步提高或逐步减少剂

量，直至达到对象中期望的临床反应和/或治疗反应；f)将提取物施用给群体中的多个对

象；g)经常性的基础是每天、每隔一天、每两天、每三天、每四天、每五天、每六天、每周、每隔

一周、每两周、每三周、每月、每双月、每半月、每隔一月、每两个月、每季、每隔一季、每三个

月、每季节(seasonally)、每半年和/或每年；h)延长时期是一或多个周、一或多个月、一或

多个季度和/或一或多年；i)一天内，一或多次施用有效剂量；j)所述方法进一步包括鉴别

处于患神经病症风险的对象群体，所述神经病症例如阿尔茨海默病、亨廷顿舞蹈症、中风或

其他神经病症；k)处于风险的对象群体的特征是对象增大的年龄、神经病症的家族史、发生

神经病症的遗传易感性、对象中ApoE4基因的存在和表达、女性(女性患阿尔茨海默病是男

性的两倍)、心血管疾病(例如高血压和高胆固醇水平)、糖尿病(尤其是2型或成人发病型糖

尿病)、唐氏综合征、头部伤害、低水平的正规教育、吸烟、过量饮酒和/或药物滥用；l)提取

物不包含治疗有效量的强心苷；m)提取物不包含强心苷；或n)它们的组合。

[0023] 本发明还提供治疗对象中风的延时(time-delayed)方法，包括：

[0024] 在对象已患中风后的延迟时期，根据初始给药方案施用初始剂量的夹竹桃属物种

或黄花夹竹桃属物种的提取物；

[0025] 测定对象对用提取物治疗的临床反应和/或治疗反应的适当性；以及

[0026] 如果对象的临床反应和/或治疗反应是适当的，那么根据需要用提取物继续治疗，

直至达到期望的临床终点；或者

[0027] 如果对象的临床反应和/或治疗反应在初始剂量和初始给药方案下不适当，那么

逐步提高或逐步减少剂量，直至达到对象中期望的临床反应和/或治疗反应。
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[0028] 本发明某些实施方案包括以下那些，其中：1)延迟时期是10小时或更短、8小时或

更短、6小时或更短、4小时或更短、3小时或更短、2小时或更短、1小时或更短、45分钟或更

短、30分钟或更短、20分钟或更短或10分钟或更短；2)通过评估身体一侧脸部、胳膊和/或腿

的任何衰弱、身体一侧脸部、胳膊和/或腿的麻痹、不能理解口头语言、不能说话或清楚说

话、不能写、眩晕和/或步态不平衡、复视和异常严重的头痛，已完成测定对象临床和/或治

疗反应的适当性；或3)它们的组合。

[0029] 本发明还提供夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物在制备用于治疗对象

神经病症的药物中的用途。在某些实施方式中，此药物的制备包括：提供夹竹桃属物种或黄

花夹竹桃属物种的提取物；将夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物或其组分的剂量

包括在药物剂型中；以及包装该药物剂型。本发明还提供包含夹竹桃属物种或黄花夹竹桃

属物种的提取物用于治疗对象神经病症的药物组合物。在某些实施方式中，可如2006年7月

26日提交的PCT国际申请PCT/US06/29061、2005年7月28日提交的US7,402,325和2008年1月

24日提交的美国专利申请12/019,435中所描述的进行所述制备，所述专利或专利申请的全

部公开内容通过引用结合至本文。所述制备还可包括一或多个额外步骤例如：将包装的剂

型递送给供应商(零售商、批发商和/或经销商)；将包装的剂型卖给或以其他方式提供给患

有神经病症的对象；在药物内包括标签和包装说明书，其提供关于剂型的使用、给药方案、

施用、含量和毒性学性质的说明。在某些实施方案中，神经病症的治疗包括：确定对象患有

神经病症或障碍；指示根据给药方案向对象施用提取物或其组分；向对象施用含有提取物

的一或多个药物剂型，其中所述一或多个药物剂型是根据给药方案施用的。

[0030] 本发明还提供夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物或组合物，即包含夹竹

桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物的药物配方或剂型，用于治疗神经病症。在某些实

施方式中，提取物可如在本文或美国专利7,402,325、PCT国际专利申请PCT/US06/29061、美

国专利申请12/019435或Newman等(Mol.Interven.(2008) ,8,36-49)中所述，获自夹竹桃属

物种或黄花夹竹桃属物种，所述专利或专利申请的全部公开内容通过引用结合至本文。

[0031] 本发明提供用于制备夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物组分的方法，包

括：提取包含夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的物质以形成它们的未分级提取物，所述

提取物包含用于治疗神经病症的一或多种药理学活性成分；以及将未分级提取物进行分级

以形成它们的两种或更多种组分，其中至少一种组分包含一或多种非强心苷的药理学活性

成分。在某些实施方案中，a)至少一种组分不包含强心苷；b)至少一种组分至少包含强心

苷；c)用超临界液体、水、有机溶剂或它们的组合进行提取；d)用液相色谱或溶剂提取进行

分级；e)所述至少一种组分不包含夹竹桃苷和黄夹次苷乙；或f)它们的组合。

[0032] 本发明还提供分级夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物，以提供其一或多

种治疗有效组分的方法。所述方法包括：a)提供夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取

物；b)分级提取物以提供提取物的两种或更多种组分，包含一或多种药理学活性剂(其不是

强心苷)且不包含强心苷(夹竹桃苷和黄夹次苷乙)的第一提取物组分，和包含一或多种强

心苷和一或多种药理学活性剂(其不是强心苷)的第二提取物组分。还可如在本文中所述完

成分级。在某些实施方案中，对第一提取物组分和第二提取物组分进行进一步分级以提供

两种或更多种不同的亚组分，其中第一亚组分包含一或多种类固醇，第二亚组分包含一或

多种三萜烯(triterpene)。在某些实施方案中，通过具有固定相和流动相的液相色谱完成
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分级。

[0033] 本发明还提供包含获自夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物组分的组合

物，由此所述组分已通过分级获自夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物获得。在某

些实施方式中，提取物组分包含一或多种类固醇和一或多种三萜烯，并任选地不包含强心

苷(夹竹桃苷和黄夹次苷乙)。

[0034] 本发明还提供包含获自夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物组分的亚组

分的组合物，由此所述亚组分已通过进一步分级获自夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的

提取物组分获得。在某些实施方式中，提取物组分的亚组分包含一或多种类固醇、强心苷、

强心苷的相关苷元，例如夹竹桃苷元、强心甾、或三萜类化合物(triterpenoid)、和一或多

种三萜烯。在某些实施方式中，提取物组分的亚组分包含一或多种三萜烯，并不包含类固

醇。每个亚组分独立地任选地不包含强心苷(夹竹桃苷和黄夹次苷乙)。

[0035] 在某些实施方式中：a)提取物进一步包含获自(提取自)夹竹桃属物种或黄花夹竹

桃属物种的至少两种药理学活性剂；b)当向对象施用提取物时，该至少两种药理学活性剂

叠加性地或协同性地促进提取物的治疗功效；c)该至少两种药理学活性剂都不是强心苷；

和/或d)至少两种药理学活性剂选自强心苷、强心苷的相关苷元，例如夹竹桃苷元、强心甾、

三萜类化合物的组。

[0036] 在某些实施方式中：1)强心苷选自由夹竹桃苷、奥多诺苷(odoroside)、夹竹桃它

罗苷、G毒毛旋花苷、蟾毒灵(bufa lin)、洋地黄毒苷(digitoxin)、华蟾毒它灵

(cinobufatalin)、华蟾酥毒基(cinobufagin)和酯蟾毒配基(resibufogenin)组成的组；2)

提取物存在于药物配方或组合物中；3)提取物已从夹竹桃(oleander)植物物质或

neriifolia植物物质获得；4)该植物物质包括夹竹桃属物种，例如欧洲夹竹桃；或黄花夹竹

桃属物种，例如黄花夹竹桃(Thevetia  neriifolia)或Thevetia  peruviana(另称为黄夹竹

桃)；5)任选地在修饰剂存在的情况下，由超临界流体(SCF)提取制备提取物；6)强心苷是夹

竹桃苷；7)提取物是由热水提取、冷水提取、有机溶剂提取或水性有机溶剂提取制备的。

[0037] 在某些实施方案中，提取物(或其组分或亚组分)包含少于1重量％、少于0.5重

量％、少于0.1重量％、少于0.05重量％或少于0.01重量％的多糖。在某些实施方式中，提取

物(或其组分或亚组分)包含白桦脂醇(乌索-12-烯-3β,28-二醇(urs-12-ene-3β,28-

diol))；28-去甲乌索-12-烯-3β-醇；乌索-12-烯-3β-醇；3β,3β-羟基-12-齐墩果烯-28-酸；

3β,20α-二羟基乌索-21-烯-38-酸(3β,20α-dihydroxyurs-21-en-38-oic  acid)；3β,27-二

羟基-12-乌索烯-38-酸(3β,27-dihydroxy-12-ursen-38-oic  acid)；3β,13β-二羟基乌索-

11-烯-28-酸；3β,12α-二羟基齐墩果烷-28,13β-内酯和3β,27-二羟基-12-齐墩果-28-酸(3

β,27-dihydroxy-12-oleanan-28-oic  acid)。在某些实施方案中，提取物(或其组分或亚组

分)包含选自强心苷的糖基成分的一或多种强心苷前体。在某些实施方案中，糖基选自由葡

萄糖苷、果糖苷和葡萄糖苷酸组成的组。在某些实施方案中，提取物(或其组分或亚组分)包

含夹竹桃苷元、乌索酸、白桦脂酸、奥多诺苷、夹竹桃它罗苷、齐墩果酸和一或多种三萜烯以

及少于0.5％重量的多糖。

[0038] 在某些实施方案中，患有神经病症的对象，即需要其的对象，是这种对象群体的一

部分。本发明提供了用于改善患有神经病症的对象群体中统计学显著数目的对象的临床状

态，所述方法包括：向对象群体施用夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物，或包含夹
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竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物的组合物；以及确定对象的临床状态。在某些实

施方案中，统计学显著数目是群体的至少5％。

[0039] 在某些实施方式中，神经病症是阿尔茨海默病、亨廷顿舞蹈症、中风、滔蛋白病变

或其他神经病症，例如本文所描述的。可通过将提取物包含在含有一或多种药学可接受赋

形剂的药物剂型中制备药物。

[0040] 根据需要用提取物或含有提取物的组合物的对象继续治疗。可如所需要调整剂量

或给药方案，直至患者达到期望的临床终点例如与疾病相关的特定神经学症状的降低或减

轻。临床反应和/或治疗反应的适当性的测定可由熟悉被治疗的神经病症的临床医生进行。

[0041] 在某些实施方式中，神经病症选自由神经疾病、神经障碍、滔蛋白病变和中风组成

的组。在某些实施方式中，神经疾病是神经退行性疾病。在某些实施方式中，神经退行性疾

病选自由亨廷顿舞蹈症、阿尔茨海默病、帕金森氏病、肌萎缩性脊髓侧索硬化症、牛海绵状

脑病、多发性硬化、糖尿病神经病变、自闭症和青少年型神经元蜡样脂褐质沉积病组成的

组。在某些实施方式中，中风是中风引起的缺血性损伤。在某些实施方式中，神经病症是滔

蛋白病变，其是具有与对象中Tau3R/Tau4R比率失衡有关的病因学的神经退行性疾病。滔蛋

白病变是由人脑中滔蛋白(tau)的病理性聚集引起的一类神经退行性疾病。在某些实施方

式中，滔蛋白病变是唐氏综合症、皮克氏病、基底节变性、朊病毒病的某些变体、阿尔茨海默

病、进行性核上性麻痹或额颞痴呆。本发明方法的单个步骤可以单独的设施或在相同设施

内进行。

[0042] 在某些实施方式中，神经元是体外的、离体的或体内的。在某些实施方式中，神经

元是CA-1神经元。

[0043] 在某些实施方式中，本发明提供夹竹桃属物种或Neriifolia属物种的提取物、或

其组分、或其亚组分，它们具有本文所描述的1HNMR谱。在某些实施方式中，本发明提供夹竹

桃属物种或Neriifolia属物种的提取物、或其组分、或其亚组分，当施用给对象时，显示本

文所描述的治疗活性。在某些实施方式中，本发明提供夹竹桃属物种或Neriifolia属物种

的提取物、或其组分、或其亚组分，它们具有本文所描述的HPLC色谱图。在某些实施方式中，

本发明方法采用如本文所述的提取物、其组分或其亚组分。在某些实施方式中，本发明组合

物包含如本文所述的提取物、其组分或其亚组分。

[0044] 本发明包括本文所述的本发明方面、实施方式和亚实施方式的所有组合。除非本

文另外指明，术语“提取物”可指未分级提取物或分级提取物(即提取物的组分)或亚分级提

取物(即提取物的组分的亚组分)。

附图说明

[0045] 以下附图构成本说明书的一部分，并描述了要求保护的发明的示例性实施方式。

本领域技术人员根据本文的这些图和说明书，将能够在不进行过度实验情况下，实施本发

明。

[0046] 图1A描绘在神经保护基于脑部切片的“中风”试验中(实施例8)，从夹竹桃苷相比

于无氧或葡萄糖剥夺(OGD)、对照的比较性评估获得的浓度-响应数据，其中在存在或不存

在夹竹桃苷的条件下，在氧气和葡萄糖剥夺(OGD＝中风)后5-6分钟测定了健康皮层神经元

的数目。
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[0047] 图1B描绘在如本文所述的神经保护基于脑部切片的“中风”试验中(实施例8)，针

对欧洲夹竹桃未分级SCF提取物的浓度-响应试验的结果，其中使用无氧或葡萄糖剥夺作为

对照。

[0048] 图2A-2C描绘在神经保护基于脑部切片的“阿尔茨海默”试验中(实施例9)，夹竹桃

苷相比于欧洲夹竹桃未分级SCF提取物的比较性评估的结果，其中在不存在或存在不同量

的那些制剂的条件下，在APP/Aβ诱导的退化之后测定了健康皮层神经元的数目。

[0049] 图3A-3D描绘在神经保护基于皮质纹状体共培养神经元的“亨廷顿舞蹈症”试验中

(实施例10)，来自比较性评估夹竹桃苷(图3A-3B)(图3C-3D)的重复试验的结果，其中在不

存在或存在不同量的夹竹桃苷的条件下，测定了相对于对照的，皮层神经元相比于转染了

突变形式的亨廷顿(htt)蛋白的纹状体神经元的挽救百分比。

[0050] 图4A-4E描绘如本文所述的神经保护基于脑部切片的“中风”试验的结果，其中含

有夹竹桃苷的SCF提取物已通过液相色谱分级(实施例13)，并且五个不同组分(以下说明)

进行了该实验(实施例15)：组分O-H(图4A)、组分O-2(图4B)、组分O-3(图4C)、组分O-4(图

4D)、组分O-5(图4E)。

[0051] 图5描绘对于欧洲夹竹桃SCF提取物的组分O-4相比于总(parent)未分级欧洲夹竹

桃SCF提取物(PBI或PBI-05204)，浓度-响应基于脑部切片的“中风”试验(实施例15)的结

果。

[0052] 图6描绘在基于APP的“阿尔茨海默”试验中(实施例11)，欧洲夹竹桃SCF提取物的

组分(O-4或O-4A)相比于未处理(细胞未转染APP/Aβ)的比较性评估的结果，其中在不存在

或存在不同量的那些制剂的条件下，在APP/Aβ诱导的退化之后测定了健康皮层神经元的数

目。

[0053] 图7描绘在基于Tau4R的“阿尔茨海默”试验中(实施例12)，欧洲夹竹桃SCF提取物

的组分(O-4)相比于未处理(细胞未转染APP/Aβ)的比较性评估的结果，其中在不存在或存

在不同量的那些制剂的条件下，在Tau4R之后测定了健康和受损皮层神经元的数目。

[0054] 图8A-8D描绘通过根据实施例13制备的组分的HPLC分析获得的色谱图。

[0055] 图9A-9I描绘针对组分O-4欧洲夹竹桃SCF提取物中存在的多种成分的HNMR谱。图

9A描绘在根据实施例17亚分级之前，O-4组分的HNMR谱。图9B-9I描绘根据实施例17对O-4组

分进行硅胶快速色谱获得的多种亚组分的HNMR谱。

具体实施方式

[0056] 本发明提供一种通过施用有效剂量的夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取

物给需要其的对象治疗神经病症的方法。根据最适合对象的给药方案施用所述提取物，根

据针对需要治疗的神经病症的传统临床实践和临床治疗终点，临床确定剂量和给药方案的

适合性。

[0057] 在某些实施方式中，治疗的神经退行性疾病或神经病症具有与对象中tau蛋白过

量表达和/或Tau3R/Tau4R比率失衡相关的病因学。这种病症叫做滔蛋白病变。示例性滔蛋

白病变包括唐氏综合症、皮克氏病、朊病毒病的某些变体、阿尔茨海默病、进行性核上性麻

痹或额颞痴呆、基底节变性、关岛震颤麻痹痴呆综合症、嗜银颗粒性痴呆、C型尼曼匹克病和

运动性痴呆(dementia  pugilistic)。
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[0058] 在某些实施方式中，治疗的神经退行性疾病或神经病症具有与以下相关的病因

学：β-淀粉样前体蛋白的异常或非典型蛋白水解、神经元突触中β-淀粉样蛋白的积累、神经

元突触中淀粉样纤维的形成、或神经元突触中淀粉样斑块的形成。这种疾病或病症的实例

是阿尔茨海默病。根据本发明治疗的对象会表现出治疗反应。“治疗反应”意思是患有疾病

或病症的对象会由于用提取物治疗而享有至少一种下列临床益处：改善疾病或病症、降低

与疾病或病症有关的症状的发生、部分缓解疾病或病症、完全缓解疾病或病症、或发展时间

延长。换言之，治疗反应可以是完全的或部分的治疗反应。

[0059] 治疗反应还可说明为被神经退行性疾病所累的患者生活治疗改善的治疗反应。生

活质量改善可以通过例如与疾病(例如震颤、不自主肌肉运动、丧失或部分丧失神经-肌肉

协调、记忆保持等)有关症状的发生、频率或严重性降低发生。

[0060] “在风险对象群体中防止神经病症的发生”意思是在具有患神经病症风险的人口

统计预确定群体中，在预确定时间段内，神经病症不会发生。在预确定时间段内的防止是由

于所述群体中的对象已服用根据本发明的提取物。作为实例，当以预确定时间段向具有患

中风风险的对象群体中的对象施用提取物或含有提取物的组合物时，在该预确定时间段内

在那些对象中不会发生中风。特别是，含有提取物的组合物在一年的时间内长期施用给具

有患阿尔茨海默病或任何一种滔蛋白病变(tauopathology)相关疾病的对象群体，且所述

群体中的对象在该一年时间内不表现与阿尔茨海默病相关的症状。

[0061] “在风险对象群体中降低神经病症的发生率”在含义上与“防止发生”相关，除了

“降低发生率”允许在人口统计预确定对象群体中神经病症的发生，但是与不服用根据本发

明的含有提取物的组合物的、另外的类似人口统计预确定的风险对象群体相比，处于降低

的发生率或严重水平。

[0062] 如本文所用，“发展时间”是诊断(或治疗)疾病后，到疾病开始恶化之前的时间段、

时间长度或持续时间。这是保持疾病水平，没有疾病进一步发展的时间段，并且当疾病开始

再次发展时，该时间段结束。通过在治疗之前或开始之时，将患有神经病症的对象“分期”来

确定疾病发展。例如，在治疗之前或开始之时确定对象的神经健康状况。之后用提取物治疗

对象，并且定期监测神经健康状况。在某些随后时间点，神经病症的症状可能恶化，由此标

志疾病发展以及“发展时间”的结束。期间疾病没有发展或者期间疾病水平或严重程度没有

恶化的时间段是“发展时间”。

[0063] 给药方案包括根据给药计划施用的提取物的治疗相关剂量(或有效剂量)。因此治

疗相关剂量是观察到针对提取物治疗的疾病或病症的治疗反应的治疗剂量，并且是对象可

以在没有过量不期望或有害副作用的情况下服用提取物的治疗剂量。治疗相关剂量对于对

象是不致死的，尽管它可能在患者中引起某些副作用。它是对于服用提取物的对象来说，临

床益处的水平超过对象由于服用提取物所经历的有害副作用水平的剂量。根据多种已知药

理学、药效动力学和药代动力学原理，治疗相关剂量在对象之间不同。然而，治疗相关剂量

一般是在0.1至100微克提取物/天的范围内，该提取物是固体、液体或半固体形式。本领域

已知在对象中提供目标治疗结果的药理学活性剂的实际量会根据药学基本原理在对象之

间不同。

[0064] 根据在神经疾病或失调或神经退行性疾病或失调治疗中通常使用的任何给药方

案，可施用治疗相关剂量。可一次、两次、三次或更多次的每日给药安排来施用治疗相关剂
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量。可每隔一天、每三天、每四天、每五天、每半周、每周、每两周、每三周、每四周、每月、每两

个月、每半月、每三个月、每四个月、每半年、每年、或根据任何上述的结合来施用，以实现适

合的给药安排。例如，可每日一次施用治疗相关剂量一或多个周。

[0065] 以下实例包括在神经病症例如神经疾病、神经失调或中风中提取物效力的证据。

实施例3详述了一种用夹竹桃属物种的提取物、或其组合物、黄花夹竹桃属物种的提取物、

或其组合物、或它们的组合连同一或多种其他治疗剂治疗阿尔茨海默病的方法。实施例4详

述了一种用提取物或提取物组合连同一或多种其他治疗剂治疗亨廷顿舞蹈症的方法。实施

例5详述了一种用提取物或提取物组合连同一或多种其他治疗剂治疗中风引起的缺血性脑

损伤或非中风引起的缺血性脑损伤的方法。

[0066] 总体上，以下述治疗患有神经病症的对象。评估表现有神经病症的对象，以确定该

神经病症是否是阿尔茨海默病、亨廷顿舞蹈症、中风或其他神经病症。如果对象得到阳性诊

断，指示施用提取物或含有提取物的组合物。根据处方给药方案向对象施用起始剂量的提

取物或组合物一段时间。定期确定对象的临床反应和治疗反应的水平。如果在一剂量时治

疗反应的水平太低，那么根据预确定剂量递增安排将剂量逐步提高，直到对象中达到期望

的治疗反应水平。如果对象表现出不期望的副作用或不可接受水平的副作用，那么逐步降

低剂量直到对象中达到治疗反应水平相比副作用特征的期望平衡。如所需要，继续用提取

物或组合物治疗对象。可如所需要调整剂量或给药方案，直到患者实现期望的临床终点例

如疾病本身的中止、疾病有关症状的减少、和/或疾病进程发展的下降。

[0067] 提取物，特别是未分级提取物，包含一或多种药理学活性化合物。某些那些化合物

还未被确认，某些可以是夹竹桃苷或其他强心苷、欧夹竹桃苷(oleaside)、夹竹桃苷元、夹

竹桃它罗苷、奥多诺苷(Wang  X ,Plomley  JB ,Newman  RAand  Cisneros  A .LC/MS/MS 

analyses  of  an  oleander  extract  for  cancer  treatment,Analytical  Chem.72:3547-

3552 ,2000)和其他植物材料。来自超临界流体工艺的未分级SCF提取物一般含有重量计

0.9％至2.5％理论范围的夹竹桃苷。已经获得含有不同量的夹竹桃苷的SCF提取物。在一个

实施方式中，SCF提取物包含重量计约2％的夹竹桃苷。

[0068] 夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物的可提取未确认的成分可包含至少

一种(非强心苷)药理学活性成分，其有助于SCF提取物或其组分的功效。两种或更多种药理

学活性可提取成分可叠加性地或协同性地提供观察到的功效。换言之，本发明夹竹桃属物

种或黄花夹竹桃属物种的提取物含有非强心苷的一或多种药理学活性成分，尽管一或多种

强心苷可额外包含在提取物中。提取物可分级为多种不同组分，某些组分含有强心苷、一或

多种非强心苷的药理学活性成分、或它们的组合。此外，每种提取物组分可进一步分级为两

种或更多种不同的亚组分。

[0069] 在SCF提取物存在夹竹桃苷之外的一或多种药理活性成分的证据来自将含有纯夹

竹桃苷的溶液的浓度-响应曲线与含有SCF提取物的相比较。图1A描绘了在如实施例8说明

的神经保护基于脑部切片的“中风”试验中，对含有纯夹竹桃苷的溶液的浓度-响应试验结

果。溶液中的夹竹桃苷浓度从0.0069至230μg/ml变化。图1B描绘了在如本文(实施例8)中说

明的神经保护基于脑部切片的“中风”试验中，对含有夹竹桃苷SCF夹竹桃属物种的提取物

的浓度-响应试验的结果。数据表明提取物比纯的夹竹桃苷更有效，意味着提取物含有提供

神经保护的一或多种药理学活性剂。

说　明　书 9/27 页

11

CN 107412775 B

11



[0070] 实施例8详细说明了用来评估提取物、或其组合物用于治疗中风引起的缺血性神

经损伤的功效的体外试验。所述试验是针对氧合葡萄糖剥夺(OGD)的基于脑部切片的试验，

所述剥夺用来诱导24小时内健康皮层神经元的≥50％的丧失。使用夹竹桃属物种例如欧洲

夹竹桃的总未分级SCF提取物作为阳性对照。之后根据实施例13分级该总提取物，以提供夹

竹桃属物种的提取物的组分。根据实施例6、14和17分析组分。

[0071] 三萜烯的HNMR的特征是高磁场(upfield)的7个甲基信号，约5.3ppm处的烯烃质子

和约3.4ppm处的氧化次甲基信号，以及在高磁场(约1.0～2.5ppm)处的许多亚甲基和次甲

基质子信号。该HNMR谱(图9B-9I)表明主要成分是类固醇和三萜烯。没有观察到显著量糖苷

的信号。没有观察到α,β-不饱和γ-或δ-内酯的信号，它们是强心苷特征性的，表明在Fr-O-

4组分中不存在强心苷或它的苷元。图9C中的HNMR谱对应于含有至少一种类固醇和至少一

种或至少两种不同三萜烯的亚组分。图9B中的HNMR谱对应于含有至少两种不同三萜烯例如

两种乌索烷的混合物并不包含类固醇的亚组分。

[0072] 相应地，组分O-4含有至少一种三萜烯和至少一种类固醇。在某些实施方式中，组

分O-4含有至少两种不同的三萜烯和至少两种不同的类固醇，或者该组分含有多种不同的

三萜烯和多种不同的类固醇。在该实施例中评估的O-4组分不包含治疗有效量的强心苷。在

某些实施方式中，组分O-4不包含强心苷。在某些实施方式中，组分O-4的第一亚组分含有至

少一种类固醇和至少一种三萜烯或至少两种不同的三萜烯，第二亚组分含有至少两种不同

的三萜烯，不包含类固醇。在某些实施方式中，第一和第二亚组分的每一个不包含强心苷。

[0073] 在OGD处理的脑切片(中风模型)和非OGD处理(即对照)的脑切片(非中风模型)中

测试了组分O-4。数据表明当使用100ng/mL至1μg/mL浓度范围的提取物O-4组分的溶液时，

提取物O-4组分提供了实质的神经保护，并且当使用1μg/mL至1mg/mL浓度范围的提取物O-4

组分溶液时，提供了甚至更高的神经保护。因此，含有每mL液体剂型100ng/mL至1mg/mL提取

物组分的液体剂型将在施用其的对象中提供神经保护。

[0074] 尽管在提取物的全身剂量之后，没有在人脑中进行直接测定，推测当施用给对象

时，提取物组分中的一或多种生理活性成分会穿越血脑屏障。夹竹桃苷，作为纯化合物或者

包含在称之为PBI-05204的SCF提取物中，已被表明在啮齿动物(小鼠)模型中有效穿越血脑

屏障并进入脑。有理由预期夹竹桃苷对于人的血脑屏障亦会如此。

[0075] 相应地，本发明提供一种保护神经元避免由氧剥夺或氧-葡萄糖剥夺引起的活性

丧失的方法，其通过将氧剥夺和/或葡萄糖剥夺的神经元暴露给有效量的夹竹桃属物种或

黄花夹竹桃属物种的提取物，以最小化活性丧失、降低活性丧失率、停止活性丧失、减缓活

性丧失发生、和/或保护由暴露氧剥夺和/或葡萄糖剥夺的条件引起的神经元的功能。在某

些实施方式中，该方法采用有效量的夹竹桃属物种提取物或黄花夹竹桃属物种提取物的组

分或亚组分。在某些实施方式中，组分或亚组分已由提取物的液相色谱分级制备。在某些实

施方式中，组分不包含强心苷，且在其他实施方式中，组分或亚组分包括一或多种强心苷，

特别是本文描述的那些。

[0076] 实施例9详细说明了用于评估提取物治疗阿尔茨海默病的功效的体外试验。该试

验是针对APP/Aβ引起的(APP：β-淀粉样前体蛋白)皮层锥体神经元退化的基于脑切片的试

验。被分泌酶分裂后，APP被分解为Aβ肽，其据信是形成β-淀粉样斑块的致病因素。Aβ蛋白与

形成β-淀粉样斑块有关，并且据信是阿尔茨海默病的标志(如果不是病因)。生物射弹转染
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用于将必要标记例如YFP(标记黄色荧光蛋白)和疾病基因构建体导入到脑切片的相同神经

元群体中。YFP与APP同种型共转染，导致在脑切片制备和转染后的三至四天的时期内，皮层

锥体神经元的进行性退化。数据(图2A-2C)表明夹竹桃属物种SCF提取物对APP-转染的脑切

片提供浓度依赖的神经保护，从而挽救水平几乎至由BACE抑制剂药物，即β-分泌酶抑制剂

药物，所提供的相同水平。β-分泌酶将APP前体蛋白分裂为毒性Aβ蛋白。含有夹竹桃苷的SCF

提取物显示提供比单独的夹竹桃苷更高的神经保护。图2A-2C中的数据的重要性在于，文献

中几乎没有化合物或治疗策略在代表阿尔茨海默病的本体外试验中表现出任何显著的神

经元保护。

[0077] 使用欧洲夹竹桃SCF提取物的组分重复APP-WT基于脑切片的阿尔茨海默病试验

(实施例11)。在APP/Aβ引起的退化之后，在不同量的SCF提取物O-4A组分(0.01至100μg/mL)

的存在条件下，确定健康皮层神经元的数目。暴露于氧和葡萄糖剥夺用作内部阳性对照，产

生类似中风的引起的神经元损伤。阴性对照仅仅是相对健康的脑切片神经元，无OGD处理或

暴露于处理。数据描绘于图6，其中较浅颜色的柱指示相对于APP-WT条件的显著差异，依据

ANOVA及随后的0.05置信水平的杜纳法事后比较试验(Dunnett’s  post  hoc  comparison 

test)。数据表明O-4A组分在该试验中提供神经保护，即使它不包含强心苷。

[0078] 利用tau4R基于脑切片的阿尔茨海默病试验评估黄花夹竹桃SCF提取物的组分O-4

(O-4A)(实施例12)。测定健康皮层神经元的数目。本试验中的功效定义为以下或基于以下

定义：在不同量的SCF提取物O-4A组分存在的条件下(0.3-100μg/ml，浓度已根据提取物的

重量得以确定)，健康的相比于不健康数目的相对总数目以及降解神经元的百分比。这些实

验中的阴性对照由没有暴露于OGD的脑切片组成，然而暴露于OGD但没有被来源于未分级欧

洲夹竹桃提取物的组分处理的脑切片用作内部阳性对照。数据描绘于图7，其中较浅颜色的

柱指示相对于损害神经元的显著差异，依据ANOVA及随后的0.05置信水平的杜纳法事后比

较试验。数据表明O-4A组分在该试验中提供神经保护，即使它不包含强心苷。

[0079] 相应地，本发明提供一种保护神经元避免阿尔茨海默病引起的活性丧失的方法，

该方法包括：将表现出阿尔茨海默病特征的神经元暴露于有效量的夹竹桃属物种或黄花夹

竹桃属物种的提取物，以最小化活性丧失、降低活性丧失率、停止活性丧失、减缓活性丧失

发生、和/或由阿尔茨海默病引起的神经元的关键功能。在某些实施方式中，该方法采用有

效量的夹竹桃属物种提取物或黄花夹竹桃属物种提取物的组分。在某些实施方式中，组分

已通过提取物的液相色谱分级制备。在某些实施方式中，组分不包含强心苷，并且在其他实

施方式中，组分包含一或多种强心苷，特别是本文中说明的那些。

[0080] 实施例10详细说明了用于评估提取物治疗亨廷顿舞蹈症的功效的试验。通过电穿

孔将突变htt蛋白导入皮层神经元、纹状体神经元和神经胶质的高密度的、混合的共培养

物。纹状体神经元和皮层神经元由不同颜色荧光蛋白转染，从而有利于单独确认共培养物

中不同类型的神经元。颜色荧光蛋白是荧光的，并且在用合适波长的光源激发后“发射”颜

色。数据(图3A-3D)表明夹竹桃苷和欧洲夹竹桃的SCF提取物在提供更多数目的存活神经元

方面，比KW6002(腺苷2a受体拮抗剂)更加有效。数据还表明SCF提取物比单独的夹竹桃苷更

有效，提示提取物进一步包含除夹竹桃苷以外的一或多种治疗有效剂，其能用于治疗亨廷

顿舞蹈症。这样其他的剂可随同夹竹桃苷或其他强心苷一起使用，或在无夹竹桃苷或其他

强心苷的条件下使用。相应地，本发明提供一种保护神经元避免亨廷顿舞蹈症引起的活性
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丧失的方法，该方法包括：将表现出亨廷顿舞蹈症特征的神经元暴露于有效量的夹竹桃苷

或含有夹竹桃苷的提取物，以最小化活性丧失、降低活性丧失率、停止活性丧失、减缓活性

丧失发生、和/或由亨廷顿舞蹈症引起的神经元的正常功能。

[0081] 实施例16详述了能用于评估提取物中风后的延迟时期后，在对象中治疗中风的功

效的示例性脑切片试验。如本文说明进行利用氧葡萄糖剥夺的脑切片试验；然而，不是用提

取物预防性地处理脑切片，在0、1、2、4和6小时的延时时期后用提取物处理它们。数据将证

明包含提取物针对中风后长达1小时、长达2小时、长达3小时、长达4小时、长达5小时、长达

约6小时的延迟时期，有效提供显著的神经保护。

[0082] 相应地，本发明提供了一种在对象中治疗中风的延时方法，其通过在对象患中风

之后，向对象施用夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物剂量。在对象患中风后的可

接受延迟时期内，根据初始给药方案施用初始剂量的提取物。之后，确定对象对提取物治疗

的临床反应和/或治疗反应的适当性。如果对象的临床反应和/或治疗反应是适当的，那么

如所需要继续用提取物治疗，直到达到期望的临床终点。或者，如果对象的临床反应和/或

治疗反应在初始剂量和初始给药方案下不适当，逐步提高或逐步降低剂量直到达到对象中

期望的临床反应和/或治疗反应。可连同给药方案的改变，完成剂量逐步提高或逐步降低，

给药方案的改变例如给药频率或剂量施用总周期的改变。

[0083] 本文的某些脑切片试验在以下条件下进行：其中OGD之前，脑组织由提取物处理。

在那些条件下，数据证实了提取物在预防性地提供神经保护避免中风引起的损害的实用

性。

[0084] 如果临床医生试图用提取物的组合或它的组合物以及一或多种其他治疗剂治疗

具有神经病症的对象，并且已知对象具有的该特定神经病症至少部分地治疗响应于用所述

一或多种其他治疗剂的治疗，那么本方法发明包括：向需要其的对象施用治疗相关剂量的

提取物(或它的组分或亚组分)以及治疗相关剂量的所述一或多种其他治疗剂，其中根据第

一给药方案施用提取物(或它的组分或亚组分)，且根据第二给药方案施用所述一或多种其

他治疗剂。在某些实施方案中，第一和第二给药方案相同。在某些实施方式中，第一和第二

给药方案不同。

[0085] 如果处于治疗的神经症状是阿尔茨海默病，一或多种其他治疗剂可选自由BACE抑

制剂或乙酰胆碱酯酶抑制剂组成的组。在某些实施方案中，一或多种其他治疗剂可选自由

盐酸美金刚TM(NamendaTM，memantine  HCl)、安理申TM(多奈哌齐)、加兰他敏TM(RazadyneTM，

galantamine)、艾斯能TM(卡巴拉汀)和康耐视TM(他克林)组成的组。

[0086] 如果治疗的神经病症是亨廷顿舞蹈症，一或多种其他治疗剂可选择由天然产物、

抗痉挛药、NMDA(n-甲基d-天冬氨酸)受体拮抗剂和钠离子通道阻断剂组成的组。示例性治

疗剂包括维生素E、巴氯芬(CoQ10衍生物)、拉莫三嗪(抗痉挛药)、瑞马酰胺(作为低亲和性

NMDA拮抗剂的麻醉剂)和利鲁唑(Na离子通道拮抗剂)。认为这些剂中的每一个的功效就其

本身是低的(Mestre  T.et  al,Chochrane  Database  Systematic  Reviews  July  8,2009；8

(3):CD006455)；然而，预期将含有提取物的剂型施用给接受一或多种这些其他试剂的对

象，将为患有神经疾病的对象提供与施用这些试剂而不施用所述提取物相比，改善的临床

影响。

[0087] 如果治疗的神经病症是中风引起的缺血性脑损伤(缺血性中风)，那么除了提取
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物，可以采用文献(Gutierrez  M .et  al .“Cerebral  protection ,brain  repair ,

plasticity  and  cell  therapy  in  ischemic  stroke”Cerebrovasc.Dis.2009；27Suppl1:

177-186)中公开的治疗处理，例如静脉溶栓。在某些实施方式中，一或多种治疗剂可选自由

药物例如阿替普酶(溶栓剂)组成的组。

[0088] 可以剂量且根据临床医生认可为治疗有效的给药方案，或者以临床医生认可为亚

治疗有效的剂量施用一或多种其他治疗剂。通过施用提取物和一或多种其他治疗剂的组合

提供的临床益处和/或治疗效果可以是叠加性的或协同性的，此益处或效果的水平通过将

组合的施用与单独的提取物和一或多种其他治疗剂的施用比较确定。可以剂量并根据如美

国食品药品监督管理局(U .S .F .D .A .)、世界卫生组织(W .H .O)、欧洲药品管理局

(E.M.E.A.)、药物管理局(TGA，澳大利亚)、泛美卫生组织(PAHO)、药物和医疗器械安全局

(Medsafe，新西兰)或全世界多个卫生部建议或说明的给药方案施用一或多种其他治疗剂。

[0089] 如果根据本发明使用强心苷，其可以是已知具有Na,K-ATP酶结合活性的任何强心

苷。强心苷应能够穿越血脑屏障，并在施用后以延长的时期保留在脑组织中。就此而言，强

心苷应在施用强心苷后在脑中保留至少8小时，归因于组织结合和随之发生的低清除率。

[0090] 如果存在，强心苷可以纯的形式或以与一或多种其他化合物的混合物存在。强心

苷可以提取物存在。

[0091] 提取物可由临界流体(SCF)二氧化碳(CO2)提取或如此提取物的化学改性形式(例

如包括乙醇或使用SCF  CO2和乙醇制备的提取物；实施例1)制备。提取物可通过用有机溶剂

提取植物材料获得，所述有机溶剂例如乙醇、甲醇、丙醇或其他这样的溶剂。提取物可从植

物材料获得。植物材料可以是例如获自夹竹桃属物种例如欧洲夹竹桃植物物质，或黄花夹

竹桃属物种例如黄花夹竹桃(另称为黄夹竹桃)的植物物质。提取过程可在欧洲夹竹桃叶的

干粉上进行，所述干粉是根据在以下文献中说明的过程制备的：以阿丁顿(Addington)名义

在2005年2月15日提交的当前审理的美国临时申请60/653,210、以阿丁顿名义在2006年1月

26日提交的美国专利申请11/340,016、以阿丁顿名义在2006年7月28日提交的美国专利申

请11/191,650(现在是2008年7月22日授权的美国专利7,402,325)、或2006年7月26日提交

的PCT国际专利申请PCT/US06/29061、或Newman等(Mol.Interven.(2008) ,8,36-49)，这些

的全部公开通过引用结合至此，或是根据本文说明的过程制备的。这些方法还可用于制备

夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的未分级提取物。除非另外指明，本文所用术语“提取

物”可意指“未分级提取物”或提取物的组分或提取物组分的亚组分。术语“未分级提取物”

通常意指通过提取植物材料获得的提取物，其中提取物还未经过分级，例如在提取物初始

制备之后，通过色谱法或溶剂萃取分级或分离为单个成分或成分的组。

[0092] 如本文中使用，术语“夹竹桃苷”意指夹竹桃苷的所有已知形式，除非另外指明。夹

竹桃苷可以外消旋形式、光学纯形式或光学富集形式存在。欧洲夹竹桃植物材料可以例如

从商业植物供应商Aldridge  Nursery(得克萨斯州，亚他斯科)获得。

[0093] 未分级提取物可通过含强心苷植物物质的改性(例如乙醇)或未改性超临界流体

提取获得，所述植物物质例如含有夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的植物物质。超临界

流体提取物可包含从植物物质提取的一或多种药理活性剂，其当施用给对象时，有助于提

取物的治疗功效。当存在两种或更多种此活性剂时，它们叠加性地或协同性地有助于提取

物的治疗功效。
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[0094] 可通过多种不同过程制备未分级提取物。可如上或根据由Huseyin  ZiyaOzel博士

(美国专利5,135,745)开发的过程制备提取物，说明了用于在水中制备植物提取物的热水

提取程序。水性提取物据报道含有分子量从2KD至30KD变化的数种多糖、夹竹桃苷、夹竹桃

苷元、奥多诺苷和夹竹桃它罗苷。多糖据报道包括酸性高多聚半乳糖醛酸聚糖

(homopolygalacturonans)或阿拉伯半乳糖醛酸聚糖(arabinogalaturonans)。授权给

Selvaraj等的美国专利5,869,060公开了夹竹桃属物种的热水提取物及其生产方法，例如

实施例2。所得提取物可之后被冻干以产生粉。美国专利6,565,897(Selvaraj的美国预授权

公开20020114852和PCT国际公开WO  2000/016793)公开了用于制备实质上无菌提取物的热

水提取过程。Erdemoglu等(J.Ethnopharmacol.(2003)Nov.89(1) ,123-129)公开了比较植

物(包括欧洲夹竹桃)的水性提取物和乙醇提取物的结果，基于它们的抗伤害性活性和抗炎

活性。Adome等(Afr .HealthSci .(2003)Aug .3(2) ,77-86；乙醇提取物)、el-Shazly等

(J .Egypt  Soc .Parasitol .(1996) ,Aug .26(2) ,461-473；乙醇提取物)、Begum等

(Phytochemistry(1999)Feb.50(3) ,435-438；甲醇提取物)、Zia等(J.Ethnolpharmacol.

(1995)Nov.49(1) ,33-39；甲醇提取物)和Vlasenko等(Farmatsiia .(1972)Sept.-Oct.21

(5) ,46-47；醇提取物)公开了欧洲夹竹桃的有机溶剂提取物。Singh等的美国预授权专利申

请公开20040247660公开了制备用于治疗癌症的夹竹桃苷的蛋白稳定化脂质体配方。Singh

等的美国预授权专利申请公开20050026849公开了含有环糊精的夹竹桃苷的水溶性配方。

Singh等的美国预授权专利申请公开20040082521公开了制备来自热水提取物的夹竹桃苷

的蛋白稳定化纳米颗粒配方。

[0095] SCF提取可在超临界流体中改性剂的存在下进行，例如醇诸如甲醇，以增强期望化

合物从植物物质的提取(2005年7月26日提交的PCT/US06/29061；US  7,402,325和2008年1

月4日提交的USSN  12/019435、或Newman等(Mol.Interven.(2008) ,8,36-49)，其全部公开

通过引用结合至此)。改性剂通常具有超临界流体与被提取化合物之间的挥发性，并且它们

必须与超临界流体混溶。在某些实施方式中，改性剂是环境条件下的液体。通过实例并非限

制，改性剂可选择由乙醇、甲醇、丙醇、丙酮、乙酸乙酯、二氯甲烷等组成的组。

[0096] 可能的是，如在本文所包括的试验中通过功效所确定，提取物还在它们的相对性

能方面不同。即使如此，如果一或多种药理学活性剂以足够高的量或浓度存在于提取物中，

以能够制备治疗相关剂量，那么认为该提取物是本发明的一部分。

[0097] 实施例13说明了用于分级SCF提取物为五种不同组分的色谱方法：O-H、O-2、O-3、

O-4和O-5。组分通过以下制备：将未分级提取物负载至用水平衡的ODS-硅胶柱上，接下来通

过使甲醇含量不同(30％、55％、80％和100％)的多部分水性流动相顺序流过柱以洗脱提取

物的不同组分，收集各自的流出物(组分)，和通过减压溶剂蒸发以移除溶剂来浓缩流出物，

从而提供组分O-1(或O-H)、O-2、O-3、O-4和O-5。根据实施例14分析组分，通过薄层层析使用

附着至(因此可用于检测)强心苷的灵敏染料指示剂测定它们在强心苷和其他成分方面的

组成。此外，使用液相色谱/串联质谱或DAD-UV检测分析这些组分中强心苷的存在或不存

在。

[0098] 通过液相色谱采用不同于ODS-硅胶的固定相和/或通过采用不同于水的流动相，

可分析提取物的组分或亚组分。本文进一步描述了示例性合适的固定相。

[0099] 图8A-8D描绘了HPLC分析实施例13的组分Fr-O-1、Fr-O-2、Fr-O3和Fr-O-4之后获
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得的色谱图。基于比较使用相应外部参照样品获得的保留时间，确定了(Fr-O-2和Fr-O-3)

组分含有夹竹桃苷衍生物(强心苷)、夹竹桃苷(Rt＝8.3min)和其他未确认的成分。在原始

未分级SCF提取物中发现的大部分夹竹桃苷主要在Fr-O-3组分中。Fr-O-4不含有可计量的

量的任何强心苷。相应地，组分的组成根据夹竹桃苷含量、强心苷和其他未确认的成分而不

同。

[0100] 组分 夹竹桃苷(Y/N) 其他强心苷(Y/N) 神经保护(Y/N)

O-H N N Y

O-2 N Y N

O-3 Y Y Y

O-4(O-4A) N N Y

O-5 N N N

[0101] 之后对这些组分进行在实施例15中详述的神经保护基于脑部切片的实验，以测定

每种所提供的神经保护的水平。在图4A-4E中描绘了数据，其中将含有SCF提取物(23μg/mL)

的水溶液的神经保护活性与含有0.03、0.3或3μg/mL其他成分的其他溶液的进行比较。称出

所有组分，并在同等的质量重量基础上比较。确定了含有夹竹桃苷或强心苷的组分(本文所

描述的)以及不含有夹竹桃苷或强心苷的某些组分可提供神经保护。

[0102] 将SCF提取物的O-4组分在基于脑切片的中风试验中的表现与未分级SCF提取物

(PBI-05204)的表现比较。将不用量(0.03至300μg/mL)的O-4组分的表现与固定量(23μg夹

竹桃苷mL)的提取物的表现相比较。数据(图5)清楚地表明欧洲夹竹桃SCF提取物的O-4组分

保留了其功效，尽管它并不含有夹竹桃苷或可检测量的任何其他强心苷。图5中的浅色柱表

示相对于中风病症(设为0)的显著差异，依据ANOVA及随后的0.05置信水平的杜纳法事后比

较试验。

[0103] 相应地，本发明提供夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物的多个治疗组

分，所述组分选自由以下组成的组：a)包含一或多种药理学活性剂但不包含夹竹桃苷和其

他强心苷的组分，其中组分提供神经保护；b)包含一或多种药理学活性剂、夹竹桃苷和一或

多种其他强心苷的组分，其中组分提供神经保护；以及c)包含一或多种药理学活性剂(不同

于以上a)中的那些)但不包含夹竹桃苷和其他强心苷的不同组分，其中组分提供神经保护。

[0104] 本发明还提供一种分级夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物以提供它的

一或多种治疗有效组分的方法。该方法包括：a)提供夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的

提取物；b)分级提取物以提供提取物的两种或更多种组分，包含一或多种药理学活性剂(其

不是强心苷)并不包含强心苷的第一提取物，和包含一或多种药理学活性剂(其不是强心

苷)和一或多种强心苷的第二提取物。在某些实施方案中，通过具有固定相和流动相的液相

色谱完成分级。在某些实施方式中，固定相包含介质，所述介质选自由以下组成的组：“反

相”树脂，一种用于色谱法的实现充分填装的惰性非极性物质，例如由结合至硅胶的短碳链

(C8至C18)、氰基结合硅胶或苯基结合硅胶组成、离子交换树脂(基于阳离子或阴离子)、“正

相(normal)”树脂，例如具有氰基和氨基官能团的硅胶或有机部分。在某些实施方式中，流

动相包含溶剂，所述溶剂选自由水、甲醇、乙醇、乙腈、四氢呋喃、基于水的缓冲溶液或它们

的混合物组成的组。在某些实施方式中，流动相包含水甲醇，其中甲醇含量从约30％至

100％顺序升高，并且固定相是ODS-硅胶。可使用梯度洗脱流动相、分阶洗脱流动相或固定
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组合物流动相进行色谱法。

[0105] 提取物组分可以被亚分级以提供提取物组分的两种或更多种不同的亚组分。可通

过组分的液相色谱完成亚分级。用于液相色谱的合适的固定相可包含硅胶或其他树脂例如

离子交换介质、氧化铝或非结合C18材料，用于液相色谱的合适的流动相可包含极性不同的

两种或更多种有机溶剂的组合：较小极性的有机溶剂和较大极性的有机溶剂。适合的极性

有机溶剂可以是四氢呋喃、二氯甲烷、乙酸乙酯、丙酮、二甲基甲酰胺、乙腈、正丁醇、异丙

醇、正丙醇、乙醇、甲醇、乙酸和水。适合的非极性有机溶剂可以是乙酸乙酯戊烷、环戊烷、己

烷、环己烷、苯、甲苯、1,4-二噁烷、氯仿或乙醚。

[0106] 用于缓冲溶液的缓冲剂包括在液相色谱领域中任何已知的那些。示例性缓冲剂包

括含有磷酸盐、醋酸盐、柠檬酸盐、甲酸盐、磷酸盐、三氟乙酸、氯醋酸盐、磺酸盐、烷基氨、

TAE、TBE、氨、BuffAR、碳酸盐、HEPES、MES、硫氰酸盐、CAPS、CHES、胍、MOPS、PIPES、TRIS、硫酸

盐、氢氧化物、碱金属卤化物、三甲基甘氨酸或氨基酸离子、或它们的组合的那些。一或多种

离子配对剂和/或一或多种有机改性剂也可包含在流动相中。

[0107] 可用于分级提取物的其他类型的色谱法包括体积排阻色谱、正相色谱、离子交换

色谱、疏水作用色谱、或它们的组合。也可能使用不同类型色谱的组合形式。固定相可以包

含为两种或更多种不同介质的组合的介质，所述两种或更多种不同介质用于反相色谱、体

积排阻色谱、离子交换色谱或疏水作用色谱，例如反相固定相和体积排阻固定相的组合、反

相固定相和离子交换固定相的组合、或其他此类组合或两种、三种或四种不同固定相介质。

固定相介质可以是多孔的、非多孔的、表面多孔的、散布性多孔的或完全多孔的。

[0108] 本发明提供了一种分级提取物的方法，包括：a)提供获自夹竹桃属物种或黄花夹

竹桃属物种的提取物；b)通过利用ODS-硅胶作为固定相和含水甲醇作为流动相的柱色谱法

分级提取物，以提供至少两种不同的组分：包含至少一种强心苷和至少一种非强心苷的药

理活性剂的第一组分，和不包含强心苷和包含至少一种非强心苷的药理活性剂的另一组

份；c1)通过利用硅胶作为固定相和极性不同的至少两种有机溶剂的混合物作为流动相的

柱色谱法亚分级b)的另一组份，以提供至少两种不同的亚组分：包含一或多种类固醇和一

或多种三萜烯的亚组分，和包含两种或更多种不同三萜烯、不包含类固醇的另一亚组分，其

中所述亚组分不包含强心苷。

[0109] 在某些实施方式中，所述方法进一步包括：c2)通过利用硅胶作为固定相和极性不

同的至少两种有机溶剂的混合物作为流动相的柱色谱法亚分级b)的第一组份，以提供至少

两种不同的亚组分：包含一或多种类固醇和一或多种三萜烯的第一亚组分，和包含两种或

更多种不同三萜烯、不包含类固醇的另一亚组分，其中所述亚组分的任一种或两种进一步

包含强心苷。

[0110] 提取物或其组分或亚组分可以配制为任何合适的药学可接受的剂型。肠胃外剂

型、耳部剂型、眼部剂型、鼻部剂型、可吸入剂型、口腔剂型、舌下剂型、肠部剂型、外用剂型、

口服剂型、经口剂型和注射剂型特别有用。特定剂型包括固定或液体剂型。示例性的合适剂

型包括片剂、胶囊、丸剂、囊片(caplet)、锭剂、囊剂(sache)、溶液、悬浮液、分散液、小瓶

(vial)、袋、瓶、注射液体、i.v.(静脉内)、i.m.(肌内)或i.p.(腹膜内)可施用的液体以及药

学领域的技术人员已知的其他此类剂型。

[0111] 本发明药剂中含有的提取物或其组分或亚组分的量会是至少一或多种剂型，并根
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据已知的药学原则选择。特别预期有效量或治疗相关量的治疗化合物。通过术语“有效量”，

理解为相对于于例如药物，预期了药学有效量。药学有效量是对于要求的或期望的治疗反

应来说，足够的活性成分的量或质量，换言之，当施用给患者时，足以引起可感知生物反应

的量。该可感知生物反应可以是因为施用单剂或多剂的活性物质发生的。所述剂量(dose)

可包含一或多种剂型。将理解，对于任何患者来说，特定的剂量水平将依赖于多种因素，包

括正在治疗的适应症、适应症的严重程度、患者健康状况、年龄、性别、体重、饮食、药理反

应、施用的特定剂型和其他此类因素。

[0112] 对于口服，期望的剂量是多达5种剂型，尽管少至一种剂型和多至十种剂型可作为

单剂服用。示例性剂型含有每剂型0.1至5mg的SCF提取物，适用于每剂量总共0.1至500mg(1

至10的剂量水平)。将根据预先确定的和/或经调整以在对象中达到特定治疗反应或临床益

处的给药方案来施用剂量。

[0113] 对于治疗哺乳动物的应用，提取物或其组分或亚组分可以包含在剂型中。剂型的

某些实施方式不是肠溶的，且在0.5至1小时或更短时间内释放它们的提取物负载。剂型的

某些实施方式是肠溶的，且在胃的下游例如从空肠、回肠、小肠和/或大肠(结肠)释放它们

的强心剂负载。肠溶剂型将在口服后1-10小时内将提取物释放入体循环。

[0114] 应注意到本文化合物在本发明配方中可具有一或多种功能。例如，化合物可作为

表面活性剂和水混溶性溶剂两者，或作为表面活性剂和水不溶性溶剂两者。

[0115] 液体组合物可包含一或多种药学可接受液体载体。液体载体可以是含水、不含水、

极性、非极性和/或有机的载体。通过实例而非限制，液体载体包括水混溶性溶剂、水不混溶

性溶剂、水、缓冲剂和它们的组合。

[0116] 如本文所使用，可交换使用的术语“水溶性溶剂”或“水混溶性溶剂”指不与水形成

双相混合物的有机液体，或充分水溶以提供含有至少百分之五溶剂而无液相分离的含水溶

剂混合物的有机液体。该溶剂适合施用给人或动物。通过实例而非限制，示例性水溶性溶剂

包括PEG(聚乙二醇)、PEG  400(具有约400大概分子量的聚乙二醇)、乙醇、丙酮、烷酮、醇、

醚、丙二醇、甘油、三乙酸甘油酯、聚丙二醇、PVP(聚乙烯吡咯烷酮)、二甲亚砜、N,N-二甲基

甲酰胺、甲酰胺、N,N-二甲基乙酰胺、吡啶、丙醇、N-甲基乙酰胺、丁醇、soluphor(2-吡咯烷

酮)、pharmasolve(N-甲基-2-吡咯烷酮)。

[0117] 如本文所用，可交换使用的术语“水不溶性溶剂”或“水不混溶性溶剂”指与水形成

双相混合物或当溶剂在水中的浓度超过百分之五时出现相分离的有机液体。该溶剂适合施

用给人或动物。通过实例而非限制，示例性水不溶性溶剂包括中/长链甘油三酯、油、蓖麻

油、玉米油、维生素E、维生素E衍生物、油酸、脂肪酸、橄榄油、softisan  645(双二甘油(辛

酸/癸酸/硬脂酸/羟基硬脂酸己二酸)酯)、米格列醇(miglyol)、captex(Captex  350:辛酸/

癸酸/月桂酸甘油三酯(Tricaprylate/Caprate/Laurate  triglyceride)、Captex355:辛

酸/癸酸甘油三酯(Glyceryl  Tricaprylate/Caprate  triglyceride)、Captex355EP/NF:辛

酸/癸酸中链甘油三酯(Glyceryl  Tricaprylate/Caprate  mediumchain  triglyceride))。

[0118] 合适的溶剂列于“人用药物注册技术要求国际协调会(ICH)工业指南Q3C杂质：残

余溶剂”(1997)”，其推荐了关于什么量的残余溶剂在药物中被认为是安全的。示例性溶剂

被列为第2类或第3类溶剂。第3类溶剂包括例如乙酸、丙酮、苯甲醚、1-丁醇、2-丁醇、乙酸丁

酯、甲基叔丁基醚、异丙基苯、乙醇、乙醚、乙酸乙酯、甲酸乙酯、甲酸、庚烷、乙酸异丁酯、乙
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酸异丙酯、乙酸甲酯、甲基-1-丁醇、甲基乙基酮、甲基异丁基酮、2-甲基-1-丙醇、戊烷、1-戊

醇、1-丙醇、2-丙醇或乙酸丙酯。

[0119] 本发明中可用作水不混溶性溶剂的其他材料包括：Captex  100：丙二醇二癸酸酯；

Captex  200：丙二醇二辛酸酯/二癸酸酯；Captex  200P：丙二醇二辛酸酯/二癸酸酯；丙二醇

辛癸酸酯(Propylene  Glycol  Dicaprylocaprate)；Captex  300：辛酸/癸酸三甘油酯

(Glyceryl  Tricaprylate/Caprate)；Captex  300EP/NF：辛酸/癸酸中链甘油三酯；Captex 

350：辛酸/癸酸/月桂酸三甘油酯；Captex  355：辛酸/癸酸三甘油酯；Captex  355EP/NF：辛

酸/癸酸中链甘油三酯；Captex  500：三乙酸甘油酯；Captex  500P：三乙酸甘油酯(医药级)；

Captex  800：丙二醇双(2-乙酸己酯)；Captex  810D：辛酸/癸酸/亚油酸甘油三酯；Captex 

1000：三癸酸甘油酯；Captex  CA：中链甘油三酯；CaptexMCT-170：中链甘油三酯；Capmul 

GMO：单油酸甘油酯；Capmul  GMO-50EP/NF：单油酸甘油酯；Capmul  MCM：中链单甘油酯&双甘

油酯；CapmulMCM  C8：单辛酸甘油酯；Capmul  MCM  C10：单癸酸甘油酯；Capmul  PG-8：丙二醇

单辛酸酯；Capmul  PG-12：丙二醇单月桂酸酯；Caprol  10G10O：十油酸十甘油酯；Caprol 

3GO：三聚甘油单油酸酯；Caprol  ET：混合脂肪酸的聚甘油酯；Caprol  MPGO：六聚甘油二油

酸酯；Caprol  PGE  860：十聚甘油单油酸酯，十聚甘油二油酸酯。

[0120] 如本文所用，“表面活性剂”指包含极性或带电荷亲水部分以及非极性疏水(亲脂)

部分的化合物；即表面活性剂是两亲性的。术语表面活性剂可指一种化合物或化合物的混

合物。表面活性剂可以是增溶剂、乳化剂或分散剂。表面活性剂可以是亲水的或疏水的。

[0121] 亲水的表面活性剂可以是适合用于药物组合物的任何亲水表面活性剂。此类表面

活性剂可以是阴离子、阳离子、两性离子或非离子的，尽管非离子亲水表面活性剂是目前优

选的。如上所述，这些非离子亲水表面活性剂通常会具有大于约10的HLB值。亲水表面活性

剂的混合物也在本发明范围之内。

[0122] 类似地，疏水表面活性剂可以是适合用于药学组合物的任何疏水表面活性剂。通

常，合适的疏水表面活性剂具有小于约10的HLB值。疏水表面活性剂的混合物也在本发明范

围之内。

[0123] 其他合适的增溶剂的实例包括：醇和多元醇，例如乙醇、异丙醇、丁醇、苯甲醇、乙

二醇、丙二醇、丁二醇及其同分异构体、甘油、季戊四醇、山梨醇、甘露醇、还原二元醇、二甲

基异山梨醇、聚乙二醇、聚丙二醇、聚乙烯醇、羟丙基甲基纤维素和其他纤维素衍生物、环糊

精和环糊精衍生物；具有平均分子量约200至约6000的聚乙二醇的醚，例如四氢糠醇PEG醚

(四氢呋喃聚乙二醇醚，可从BASF以商品名Tetraglycol商业获得)或甲氧基PEG(美国联合

碳化物公司(Union  Carbide))；酰胺，例如2-吡咯烷酮、2-哌啶酮、己内酰胺、N-烷基吡咯烷

酮、N-羟基烷基吡咯烷酮、N-烷基哌啶酮、N-烷基己内酰胺、二甲基乙酰胺和聚乙烯吡咯烷

酮；酯，例如丙酸乙酯、柠檬酸三丁酯、乙酰柠檬酸三乙酯、乙酰柠檬酸三丁酯、柠檬酸三乙

酯、油酸乙酯、辛酸乙酯、丁酸乙酯、三乙酸甘油酯、丙二醇单乙酸酯、丙二醇二乙酸酯、己内

酯及其同分异构体、戊内酯及其同分异构体、丁内酯及其同分异构体；以及本领域已知的其

他增溶剂，例如二甲基乙酰胺、异山梨醇二甲基醚(Arlasolve  DMI(ICI))、N-甲基吡咯烷酮

(Pharmasolve(ISP))、单辛精、二乙二醇单乙基醚(可从嘉法狮公司(Gattefosse)以商品名

Transcutol获得)和水。增溶剂的混合物也在本发明范围之内。

[0124] 除非如指明，本文涉及的化合物可从标准商业来源容易获得。
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[0125] 透明液体组合物对于肉眼是视觉上清澈的，因为它将含有基于组合物的总重量少

于5％、少于3％或少于1％以重量计的悬浮固体。

[0126] 尽管不必要，本发明组合物或试剂盒可含有螯合剂、防腐剂、抗氧化剂、吸附剂、酸

化剂、碱化剂、消泡剂、缓冲剂、着色剂、电解液、盐、稳定剂、渗透修饰剂、稀释剂、其他药用

赋形剂、或它们的组合。

[0127] 如本文所用，术语“抗氧化剂”意指抑制氧化且因此用于防止制品被氧化过程劣化

的试剂。通过实例而非限制，此类化合物包括抗坏血酸、抗坏血酸棕榈酸酯、维生素E、维生

素E衍生物、丁基羟基苯甲醚、丁基羟基甲苯、次磷酸、单硫代甘油、没食子酸丙酯、抗坏血酸

钠、亚硫酸氢钠、甲醛次硫酸氢钠、焦亚硫酸钠(sodium  metalbisulfite)和本领域技术人

员已知的其他此类材料。

[0128] 如本文所用，术语螯合剂意指螯合溶液中金属离子的化合物。示例性螯合剂包括

EDTA(乙二胺四乙酸四钠)、DTPA(二乙烯三胺五乙酸五钠)、HEDTA(N-(羟乙基)-乙烯基-二

胺三乙酸的三钠盐)、NTA(次氮基三乙酸三钠)、乙醇二甘氨酸二钠(Na2EDG)、二乙醇甘氨酸

钠(DEGNa)、柠檬酸和本领域技术人员已知的其他化合物。

[0129] 如本文所用，术语“吸附剂”意指能够通过物理或化学(化学吸附)方式将其他分子

保持在其表面的试剂。通过实例而非限制，此类化合物包括粉状活性碳和本领域技术人员

已知的其他材料。

[0130] 如本文所用，术语“碱化剂”意指用于提供碱性介质的化合物。通过实例而非限制，

此类化合物包括氨水、碳酸铵、二乙醇胺、单乙醇胺、氢氧化钾、硼酸钠、碳酸钠、碳酸氢钠、

氢氧化钠、三乙醇胺和本领域技术人员已知的其他化合物。

[0131] 如本文所用，术语“酸化剂”意指用于提供酸性介质的化合物。通过实例而非限制，

此类化合物包括乙酸、氨基酸、柠檬酸、延胡索酸和其他α-羟基酸、盐酸、抗坏血酸和本领域

技术人员已知的其他化合物。

[0132] 如本文所用，术语“消泡剂”意指防止或降低形成在填充组合物表面的发泡量的化

合物。通过实例而非限制，合适的消泡剂包括二甲聚硅氧烷(dimethicone)、二甲基硅油

(SIMETHICONE)、辛基酚聚醚和本领域技术人员已知的其他消泡剂。

[0133] 如本文所用，术语“缓冲剂”意指用于在稀释或加入酸或碱时，对抗pH改变的化合

物。通过实例而非限制，此类化合物包括偏磷酸钾、磷酸钾、单碱式乙酸钠和无水和脱水柠

檬酸钠和本领域技术人员已知的其他此类材料。

[0134] 如本文所用，术语“稀释剂”或“填充剂”意指作为填充剂以在片剂和胶囊的制备中

生成期望体积、流动性和压缩特征的惰性物质。通过实例而非限制，此类化合物包括二碱式

磷酸钙、高岭土、乳糖、蔗糖、甘露醇、微晶纤维素、粉状纤维素、沉淀碳酸钙、山梨醇和淀粉

和本领域技术人员已知的其他材料。

[0135] 如本文所用，术语“防腐剂”意指用于防止微生物生长的化合物。通过实例而非限

制，此类化合物包括氯化苯甲烃胺、苄索氯铵、苯甲酸、苯甲醇、氯化十六烷基吡啶、氯丁醇、

苯酚、苯乙醇、硝酸苯汞、醋酸苯汞、硫柳汞、间甲酚、米吡氯铵、苯甲酸钾、山梨酸钾、苯甲酸

钠、丙酸钠、山梨酸、百里酚和甲基、乙基、丙基或丁基苯甲酸酯和本领域技术人员已知的其

他化合物。

[0136] 如本文所用，术语“着色剂”意指用于赋予药物制品颜色的化合物。通过实例而非
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限制，此类化合物包括FD&C红色3号、FD&C红色20号、FD&C黄色6号、FD&C蓝色2号、FD&C绿色5

号、FD&C橙色5号、FD&C红色8号、焦糖、和氧化铁(黑色、红色和黄色)、其他FD&C染料和自然

着色剂例如葡萄皮提取物、甜菜红粉、β-胡萝卜素、酪黄、胭脂红、姜黄、红椒、它们的组合和

本领域技术人员已知的其他此类材料。

[0137] 如本文所用，术语“稳定剂”意指用于稳定活性剂，对抗否则会降低活性剂治疗活

性的物理、化学或生化过程的化合物。通过实例而非限制，合适的稳定剂包括白蛋白、唾液

酸、肌酸酐、甘氨酸和其他氨基酸、烟酰胺、乙酰色氨酸钠(sodium  acetyltryptophonate)、

氧化锌、蔗糖、葡萄糖、乳糖、山梨醇、甘露醇、甘油、聚乙二醇、辛酸钠和糖精钠和本领域技

术人员已知的其他稳定剂。

[0138] 如本文所用，术语“渗透修饰剂“意指用于调整液体配方的渗透压的化合物。合适

的渗透修饰剂包括甘油、乳糖、甘露醇、右旋糖、氯化钠、硫酸钠、山梨醇、海藻糖和本领域技

术人员已知的其他渗透修饰剂。

[0139] 本发明组合物还可包含油例如固定油、花生油、芝麻油、棉籽油、玉米油和橄榄油；

脂肪酸例如油酸、硬脂酸和异硬脂酸；和脂肪酸酯例如油酸乙酯、豆蔻酸异丙酯、脂肪酸甘

油酯和乙酰化脂肪酸甘油酯。组合物还可包含醇例如乙醇、异丙醇、十六烷基醇、甘油和丙

二醇；甘油缩酮例如2,2-二甲基-1,3-二氧戊环-4-甲醇；醚例如聚乙二醇450；石油烃例如

矿物油和矿脂；水；药学合适的表面活性剂、悬浮剂或乳化剂；或它们的混合物。

[0140] 应理解在制药配方领域使用的化合物通常提供多种功能或目的。因此，如果本文

指定的化合物仅被提及一次或用于定义本文一种以上的术语，它的目的或功能不应解释为

仅限制为被指定的目的或功能。

[0141] 配方中的一或多种成分可以其自由基或药学或分析上可接受的盐形式存在。如本

文所用，“药学或分析上可接受的盐”指通过使化合物与所需要的酸反应形成离子结合对而

已被修饰的化合物。可接受的盐的实例包括形成的常规非毒性盐，例如从非毒性无机酸或

有机酸形成的。合适的非毒性盐包括从无机酸衍生的那些，所述无机酸例如盐酸、氢溴酸、

硫酸、磺酸、氨基磺酸、磷酸、硝酸和本领域技术人员已知的其他无机酸。从有机酸制备的

盐，所述有机酸例如氨基酸、乙酸、丙酸、琥珀酸、乙醇酸、硬脂酸、乳酸、苹果酸、酒石酸、柠

檬酸、抗坏血酸、扑酸、顺丁烯二酸、羟基马来酸、苯乙酸、谷氨酸、苯甲酸、水杨酸、磺胺酸、

2-乙酰基苯甲酸、反丁烯二酸、对甲苯磺酸、甲磺酸、乙烷二磺酸、草酸、羟乙磺酸和本领域

技术人员已知的其他有机酸。其他合适的盐的列表见于Remington′sPharmaceutical 

Sciences,17th.ed.,Mack  Publishing  Company,Easton,PA,1985,p.1418，其相关公开通过

引用结合于本文。

[0142] 本文使用术语“药学可接受的”来指在足够医学决定范围内，适合用于与人类和动

物的组织接触，且没有过度毒性、刺激、过敏反应或任何其他问题或并发症，与合理益处/风

险率相当的那些化合物、材料、组合物和/或剂型。

[0143] 可以制药工业已知的任何传统方法制备剂型。液体剂型可通过提供至容器中的至

少一种液体载体和夹竹桃苷或含夹竹桃苷的提取物来制备。在液体剂型中可包含一或多种

其他赋形剂。固体剂型可通过提供至少一种固体载体和夹竹桃苷或含夹竹桃苷的提取物来

制备。一或多种其他赋形剂可包含在固体剂型中。

[0144] 可使用常规包装设备和材料包装剂型。它可被包容在包、瓶、小瓶、袋、注射器、包
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膜、小包、罩板、盒、安瓿或其他此类容器中。

[0145] 本发明包括一种用于改善具有神经病症的群体中，统计学显著数目的对象的临床

状态的方法，该方法包括：向对象群体施用夹竹桃属物种或黄花夹竹桃属物种的提取物，或

它们的组合物；并确定对象的临床状态以建立改善的临床状态。在某些实施方式中，统计学

显著的数目是群体的至少5％、至少10％、至少20％、至少30％、至少40％、至少50％、至少

60％、至少70％、至少80％或至少9％。在某些实施方式中，提取物包含一或多种其他药理活

性化合物。在其他实施方式中，提取物包含一或多种其他药理活性化合物，包含与夹竹桃苷

或其他强心苷协作以改善对象的临床状态的那些。

[0146] 根据以上说明和以下实施例，本领域技术人员将能够在无需过度试验的情况下实

施本发明。参照详述用于准备/制备本发明实施方式的特定工艺的以下实施例，将更好地理

解前述内容。对这些实施例的所有参考都用于解释目的。以下实施例不应认为是穷尽的，而

只是解释本发明所预期的许多实施方式的仅少数实施方式。

[0147] 可从西格玛化工公司(Sigma  Chemical)(圣路易斯，密苏里洲)购买夹竹桃苷。

[0148] 实施例1：粉状夹竹桃叶的超临界流体提取

[0149] 方法A用二氧化碳

[0150] 通过收获、洗涤和干燥夹竹桃叶材料，之后使夹竹桃叶材料通过粉碎和脱水设备

例如美国专利5,236,132、5,598,979、6,517,015和6,715,705中所描述的那些来制备粉状

夹竹桃叶。所使用的起始材料的重量是3.94kg。

[0151] 在提取器设备中，在压力300巴(30MPa ,4351psi)和温度50℃(122°F)下将起始材

料与纯CO2结合。总共使用197kg  CO2，以使得溶剂比原材料的比率为50:1。之后使CO2与原材

料的混合物通过分离器装置，所述装置改变混合物的压力和温度，并从二氧化碳分离提取

物。

[0152] 获得作为褐色、粘稠材料的提取物(65g)，其具有宜人的芳香。颜色有可能是由叶

绿素引起的。为了确定精确的产量，用丙酮冲洗试管和分离器，挥发丙酮，得到添加的9g提

取物。提取物总量为74g。基于起始材料的重量，提取物的产量为1.88％。提取物中夹竹桃苷

的含量经高压液相色谱和质谱计算为560.1mg，或0.76％的产量。

[0153] 方法B用二氧化碳和乙醇的混合物

[0154] 通过收获、洗涤和干燥夹竹桃叶材料，之后使夹竹桃叶材料通过粉碎和脱水设备

例如美国专利5,236,132、5,598,979、6,517,015和6,715,705中所描述的那些来制备粉状

夹竹桃叶。所使用的起始材料的重量是3.85kg。

[0155] 在提取器设备中，在压力280巴(28MPa ,4061psi)和温度50℃(122°F)下将起始材

料与纯CO2和5％乙醇结合。总共使用160kg  CO2和8kg乙醇，以使得溶剂比原材料的比率为

43.6比1。之后使CO2、乙醇与原材料的混合物通过分离器装置，所述装置改变混合物的压力

和温度，并从二氧化碳分离提取物。

[0156] 在移除乙醇之后，获得作为深绿色、粘性物质的提取物(207g)，其明显含有一些叶

绿素。基于起始材料的重量，提取物的产量为5.38％。提取物中夹竹桃苷的含量经高压液相

色谱和质谱计算为1.89g，或2.1％的产量。

[0157] 实施例2：粉状夹竹桃叶的热水提取

[0158] 热水提取典型地用于从夹竹桃叶中提取夹竹桃苷和其他活性成分。热水提取方法
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的实例见于美国专利5,135,745和5,869,060。

[0159] 使用5g粉状夹竹桃叶实施热水提取。将十体积的沸水(以夹竹桃起始材料的重量

计)加入至粉状夹竹桃叶，持续搅拌混合物6小时。之后过滤混合物，收集并在相同条件下再

次提取叶残渣。将滤液合并且冻干。提取物呈褐色。干燥的提取物重约1.44g。将34.21mg提

取物材料溶解在水中，并使用高压液相色谱和质谱进行夹竹桃苷含量分析。测定夹竹桃苷

的量为3.68mg。基于提取物的量，夹竹桃苷产量计算为0.26％。下表表明了针对实施例1两

种超临界二氧化碳提取和热水提取的夹竹桃苷产量之间的对比。

[0160] 产率对比

[0161] 提取介质 基于提取物总重量的夹竹桃苷产率

超临界二氧化碳：实施例1，方法A 0.76％

超临界二氧化碳：实施例1，方法B 2.1％

热水提取：实施例2 0.26％

[0162] 实施例3：包括但不限于阿尔茨海默病的神经病症的治疗

[0163] 方法A提取物疗法

[0164] 为表现阿尔茨海默病的对象开具强心苷的药方，并且根据处方的给药方案向对象

施用治疗相关剂量一段时间。定期测定对象的治疗反应的水平。如果治疗反应水平在一剂

量时太低，那么根据预先确定的剂量递增安排逐步提高剂量，直到在对象中实现期望水平

的治疗反应。如所需要继续用提取物、或其组分或亚组分治疗对象，并且可如所需要调整剂

量或给药方案直到患者达到期望的临床终点。

[0165] 方法B组合疗法：提取物和另一治疗剂

[0166] 遵循以上方法A，除了向对象开具和施用一或多种其他治疗剂用于治疗阿尔茨海

默病或其症状。那么可在提取物之前、之后或同时施用一或多种其他治疗剂。还可逐步升高

(或逐步降低)一或多种其他治疗剂的剂量。合适的一或多种其他治疗剂包括盐酸美金刚TM

(memantine  HCl)、安理申TM(多奈哌齐)、加兰他敏TM(galantamine)、艾斯能TM(卡巴拉汀)、

康耐视TM(他克林)和金刚烷胺。

[0167] 实施例4：包括但不限于亨廷顿舞蹈症的神经病症的治疗

[0168] 方法A提取物疗法

[0169] 为表现亨廷顿舞蹈症的对象开具提取物的药方，并且根据处方的给药方案向对象

施用治疗相关剂量一段时间。定期测定对象的治疗反应的水平。如果治疗反应水平在一剂

量时太低，那么根据预先确定的剂量递增安排逐步提高剂量，直到在对象中实现期望水平

的治疗反应。如所需要继续用提取物治疗对象，并且可如所需要调整剂量或给药方案直到

患者达到期望的临床终点。施用的剂量可以类似于实施例3的那些，或者如本文另外说明。

[0170] 方法B组合疗法：提取物和另一治疗剂

[0171] 遵循以上方法A，除了向对象开具和施用一或多种其他治疗剂用于治疗亨廷顿舞

蹈症或其症状。可在强心苷之前、之后或同时施用一或多种其他治疗剂。还可逐步升高(或

逐步降低)一或多种其他治疗剂的剂量。合适的一或多种其他治疗剂包括维生素E、巴氯芬

(CoQ10的衍生物)、拉莫三嗪(抗痉挛药)、瑞马酰胺(作为低亲和性NMDA拮抗剂的麻醉剂)和

利鲁唑(Na离子通道拮抗剂)。

[0172] 实施例5：包括但不限于缺血性中风的神经病症的治疗
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[0173] 方法A提取物疗法

[0174] 为表现缺血性中风的对象开具提取物的药方，并且根据处方的给药方案向对象施

用治疗相关剂量一段时间。定期测定对象的治疗反应的水平。如果治疗反应水平在一剂量

时太低，那么根据预先确定的剂量递增安排逐步提高剂量，直到在对象中实现期望水平的

治疗反应。如所需要继续用提取物治疗对象，并且可如所需要调整剂量或给药方案直到患

者达到期望的临床终点。施用的剂量可以类似于实施例3的那些，或者如本文另外说明。

[0175] 方法B组合疗法：提取物和另一治疗剂

[0176] 遵循以上方法A，除了向对象开具和施用一或多种其他治疗剂用于治疗缺血性中

风或其症状。可在提取物之前、之后或同时施用一或多种其他治疗剂。还可逐步升高(或逐

步降低)一或多种其他治疗剂的剂量。

[0177] 实施例6：含有夹竹桃苷的溶液的HPLC分析

[0178] 使用以下条件在HPLC(Waters)上分析样品(夹竹桃苷标准品、SCF提取物和热水提

取物)：Symmetry  C18柱(5.0μm,150×4.6mm  I.D.；Waters)；流动相为甲醇:水＝54:46(v/

v)以及流速1.0ml/min。检测波长设为217nm。通过将化合物或提取物溶解在固定量的HPLC

溶剂中制备样品，以达到夹竹桃苷的近似目标浓度。

[0179] 实施例7：测定正常神经组织中的α3和α1表达

[0180] 可遵循在2008年11月6日以Phoenix  Biotechnology,Inc.(菲尼克斯生物技术公

司)名义提交的PCT国际申请PCT/US08/82641中陈述的程序，其全部公开通过引用结合于本

文。

[0181] 实施例8：在针对中风和非中风的体外试验中，对强心苷和本发明提取物

[0182] 的评估

[0183] 方法A中风：制备皮层脑切片和OGD

[0184] 从PND  7Sprague-Dawley新生大鼠制备新皮层脑切片。解剖大脑皮层，切成400μ厚

的切片，并转移至容器，所述容器含有冷的人工脑脊液，其在贴片之前含有1μM  MK-801；在

任何随后程序中都不包含MK-801。为了使用瞬时氧-葡萄糖剥夺(OGD)来模拟缺血性损伤，

将来自每个大脑一半球的切片在低O2(0.5％)环境中暴露于无葡萄糖、N2-鼓泡的人工脑脊

液中7.5min。之后将OGD切片与来自对侧半球的对照切片并排铺片在硝化纤维或Millicell

(Millipore)可透过膜上，其除了无OGD以外是同样制备的。铺片后三十分钟，将成对脑切片

转染，转移至24孔板，并在37℃、5％CO2的湿室中孵育。在每个试验中，使用5-6分钟的氧-葡

萄糖剥夺(OGD)，以引起24小时内健康皮层细胞的>50％的丧失。使用设定浓度(3μM)的黄夹

次苷乙(强心苷)作为内部阳性对照。对于夹竹桃苷(强心苷)，从0.3到3μM的所有三个浓度

在头两轮试验中显示提供神经保护，因此在第三轮中降低所测试的夹竹桃苷浓度，提示神

经保护的阈浓度在0.1和0.3μM之间。还可如针对夹竹桃苷所说明的那样，使用未分级提取

物，例如夹竹桃属物种的未分级提取物，或其组分

[0185] 方法B非中风：脑切片试验

[0186] 在“非中风”脑切片上测试夹竹桃苷和PBI-05204(欧洲夹竹桃的未分级SCF提取

物)；所述切片即切片的和转染YFP的，但没有进行经由OGD的额外创伤的切片。参见以上概

述的试验程序。我们已观察到许多神经保护化合物，包括黄夹次苷乙，能对此脑切片提供适

度水平的神经保护，推测是通过保护避免由切片过程和培养本身引起的创伤。数据证明夹
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竹桃苷和提取物显示能够对这样的“非OGD”脑切片提供与黄夹次苷乙类似水平的神经保

护，预示强心苷甚至在氧和葡萄糖剥夺不存在的情况下介导神经保护。

[0187] 实施例9：在针对阿尔茨海默病的体外试验中评估强心苷和提取物

[0188] 在针对APP/Aβ引起的皮层锥体神经元退化的大鼠脑切片模型中，使用生物射弹转

染必要标记例如YFP以及疾病基因构建体导入脑切片的相同神经元群体中。因此，APP/Aβ脑

切片模型共转染YFP与APP同种型，导致在脑切片制备和转染后的三至四天的时期内，皮层

锥体神经元的进行性退化。数据证明夹竹桃苷和PBI-05204两者、欧洲夹竹桃的未分级SCF

提取物显示能够为APP转染的脑切片提供浓度依赖的神经保护，从而挽救水平几乎至由

BACE抑制剂药物所能提供的水平。

[0189] 实施例10：在针对亨廷顿舞蹈症的体外皮质纹状体共培养试验中评估强心苷和提

取物

[0190] 在该试验中，不使用完整的脑切片，通过电穿孔将突变htt蛋白导入96孔板中排列

的皮层神经元、纹状体神经元和神经胶质的高密度的、混合的共培养物。该试验平台的目标

是将复杂的原代培养系统的生物/临床相关性与进行大规模完全自动化筛选的能力相结

合，所述原代培养系统概括了体内疾病相关神经元群体的相互关联性的关键方面。在该试

验中，在体外1-2周的时期内，转染的突变htt构建体引起纹状体神经元和锥体神经元两者

的进行性退化，之后使用自动图像采集和对象检测算法在CellomicsArrayscan  VTI平台上

对所述神经元进行量化。每个数据点获自6个孔，每孔具有在Cellomics  Arrayscan上使用

在与Cure  Huntington's  DiseaseInitiative联合进行大规模筛选期间开发的程序捕获、

处理和分析的16个图像。在完整的一轮中，每周期收集并分析约25,000图像，每周4个周期。

[0191] 皮层-纹状体共培养试验平台

[0192] 在神经元平板接种之前制备纯的神经胶质培养物，以建立具有融合神经胶质床的

96孔板。之后单独分离皮层和纹状体组织，并用恰当的DNA构建体进行“核转染”，随后通过

不同荧光蛋白例如YFP、CFP和mCherry的表达可区分皮层和纹状体组织。之后将这些单独转

染的皮层和纹状体神经元充分混合，并平板接种至含有之前接种的神经胶质单层的96孔板

中。

[0193] 在该皮层-纹状体共培养平台中测试了夹竹桃苷和PBI-05204(欧洲夹竹桃的超临

界CO2提取物)两者，初步地，这些化合物显示在该试验系统中已评估的>400个晚期药物分

子中，是我们迄今为止观察到的最强目标。用于对比，包括了KW6002(腺苷2a受体拮抗剂)的

剂量-反应图表，且包含了我们常规地包含作为该共培养试验的阳性对照的化合物。夹竹桃

苷的功效与KW6002具有同等水平，然而其效能显示高约100倍(图3A-3D)。

[0194] 实施例11：在针对阿尔茨海默病的体外APP试验中评估欧洲夹竹桃的SCF提取物的

组分

[0195] 根据实施例13制备组分。类似于实施例9进行该试验。图6中的数据证明在防止与

APP构建体导入相关的神经退化中，存在组分O-4A的浓度依赖效应。特别是，数据证明3至30

μg/mL浓度范围之间的神经保护。

[0196] 实施例12：在针对阿尔茨海默病的体外tau4R试验中评估欧洲夹竹桃的SCF提取物

的组分

[0197] 根据实施例13制备组分。图7中的数据证明在防止与Tau构建体导入相关的神经退
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化中，存在组分O-4A的浓度依赖效应。特别是，数据证明3至30μg/mL浓度范围之间的神经保

护。在Tau构建体处理的细胞和暴露于组分O-4A溶液的细胞之间存在显著差异。

[0198] 实施例13：SCF提取物的色谱分级

[0199] 将夹竹桃叶的超临界提取物(5g)(如本文所述，通过用超临界CO2和作为助溶剂/

修饰剂加入的乙醇的混合物提取植物物质获得)悬浮在水(150mL)中，并用己烷分配三次

(每次150mL)。通过将水层直接负载到水平衡的ODS树脂床上，对水层进行ODS  C-18(十八烷

基功能化的硅胶，标记20-22％，200-400目)开柱(400mm(L)x  38mm(ID))分级。用水与甲醇

混合物(水中30％甲醇1000mL，水中55％甲醇1000mL，水中80％甲醇1000mL，100％甲醇

1000mL)以及丙酮：甲醇混合物(2体积：1体积；1000mL)依次处理柱。收集来自每个混合物的

流出物(1000mL)。通过蒸发从每个组分去除溶剂，产生五个组分，即Fr-O-1、Fr-O-2、Fr-O-

3、Fr-O-4和Fr-O-5。之后如实施例14通过HPLC色谱法分析组分。

[0200] 实施例14：SCF提取物组分的HPLC分析

[0201] 本试验的目的是确定含有强心苷的(来自上述的)提取物组分。如下分析根据实施

例13获得的每个组分的样品。将组分1-3mg)溶解在1-5mL含水甲醇中(水中80％甲醇)中。利

用Agilent  Zorbax  SB-C18柱，使用水中的80％甲醇作为流动相，流速0.7mL/min，和以下述

波长的DAD-UV流出物监测，分析稀释的样品(10-25μL)：203、210、217、230、254、280、310和

300nm。

[0202] 实施例15：用于测定由提取物组分提供的神经保护的脑切片试验

[0203] 根据实施例8进行该试验。数据证明相比于未处理的中风(OGD)引起的脑切片神经

元损伤，PBI-05204提供显著水平的保护。类似水平的保护由组分O-4A(图4A和5)以及组分

O-3(图4C)和组分O-1(图4D)提供。相反，组分O-2(图4B)和O-5(图4E)证明在中风引起的缺

血性脑损伤的该OGD模型中无神经保护效应。

[0204] 实施例16：用于测定神经保护的延时脑切片试验

[0205] 根据实施例8进行该试验，除了以下改变。在OGD和导入建议的神经保护剂之间允

许特定的持续时间。测定了如果相对于OGD处理时间而延迟了治疗，PBI-05201为脑切片提

供神经保护的能力。数据表明欧洲夹竹桃提取物的2小时延时得到良好耐受，显示与在紧接

着OGD处理之后施用PBI-05204获得的类似的神经保护水平。神经保护益处在4至6小时延时

施用PBI-05204时下降，但处于仍然显著和生理相关的神经保护水平。

[0206] 实施例17：确定根据实施例13获得的欧洲夹竹桃SCF提取物组分中的化合物

[0207] 在减压下蒸发去除Fr-O-4组分中的水和甲醇。对来自实施例13Fr-O-4组分的残余

进行硅胶色谱(以下)以提供亚组分，所述亚组分之后由薄层色谱(TLC)分析。将具有类似

TLC特征的组分组合，且通过减压蒸发去除其溶剂。通过HNMR分析剩下的残余。

[0208] 薄层色谱

[0209] 在常规分析级TLC板上，使用己烷：乙酸乙酯(7:3v:v)的混合物完成TLC。用H2SO4显

示化合物，由此类固醇呈现蓝色，三萜烯呈现紫色。

[0210] 通过快速色谱进一步分级之前，Fr-O-4组分的TLC分析表明一个主要点和超过五

个小点的存在。显色反应表明该主要点含有类固醇和三萜烯的混合物，多数小点含有类固

醇。

[0211] 硅胶快速色谱
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[0212] 将硅胶(Biotage；10-15g))装柱，用乙酸乙酯(3％)和己烷(97％)的混合物平衡。

将来自Fr-O-4组分的残余放入乙酸乙酯(3％)和己烷(97％)的混合物(0.2-0.5mL)，并负载

到柱上。使用乙酸乙酯(3％-30％)在己烷(分别97％-70％)中的溶剂梯度和随后的100％甲

醇进行快速色谱。通过TLC(以上)分析从柱收集的亚组分，将具有类似TLC显色特征的那些

组分组合并浓缩以去除溶剂。

[0213] HNMR色谱法

[0214] 通过HNRM，使用常规方法分析来自快速色谱的每个浓缩亚组分的样品，以确定主

要成分的结构类型。

[0215] 实施例18：确定未分级形式的根据实施例1(方法B)获得的欧洲夹竹桃SCF

[0216] 提取物中的化合物

[0217] 通过MS-DART  TOF分析如下分析SCF提取物。使用JEOLAccuTOF-DART质谱仪(Jeol

美国，Peobody，马萨诸塞州，美国)。

[0218] 使用JEOL  AccuTOF-DART质谱仪(Jeol美国，Peabody，马萨诸塞州，美国)。在正离

子模式(DART+)下进行分析，产生对应于由DART-MS产生的M+H+离子的质量。使用仪器的一

系列设置来确定对于欧洲夹竹桃分析的最佳条件。DART+的一般设置包括：针电压3500V；孔

(orifice)1-2–20V；环透镜2–5V；孔2-2–5V；和峰电压1000V。以每个样品使用PEG  600的

10％溶液内部完成校准，所述溶液在整个要求的质量范围100–1000质量单位内提供质量标

志物。其他分析在DATR模式下进行，这些由以下构成：针电压3500V；加热元件250℃；电极1-

150V；电极2-250V；He气体流速3.79LPM。质谱仪设置：MCP  2600V；孔1-15V；环透镜-5V，孔2-

5V；和峰电压1000V。以每个样品使用全氟化的羧酸溶液内部完成校准，所述溶液在整个要

求的质量范围100–1000质量单位内提供标志物。使用硼硅酸盐玻璃熔点管的封闭端将欧洲

夹竹桃样品导入DART氦等离子体。每次分析将毛细管保持在He等离子体中约3-5s。通过

JEOLAccuTOFDART-MS仪器提供的元素组成和同位素匹配程序确定分子式。使用

HerbalScience(Naples，佛罗里达州，美国)开发的欧洲夹竹桃成分的可搜索数据库。

[0219] 发现SCF提取物含有以所标明的相对丰度(％)存在的至少下列成分。

[0220] 成分 相对丰度(％)

夹竹桃苷 2.99

夹竹桃苷元 3.31

乌索酸/白桦脂酸 15.29

奥多诺苷 0.80

齐墩果酸 0.60

乌索-12-烯-3β,28-二醇/白桦脂醇 5.44

3β,3β-羟基-12-齐墩果烯-28-酸 14.26

28-去甲乌索-12-烯-3β-醇 4.94

乌索-12-烯-3β-醇 4.76

[0221] 如本文所用，除非另外指明，术语“约”或“近似”的含义是特定数值的±10％、±

5％、±2.5％或±1％。如本文所用，除非另外指明，术语“实质”含义是“在很大程度上”、“至

少大部分”、高于70％、高于85％、高于90％、高于95％、高于98％或高于99％。

[0222] 以上是本发明特定实施方式的详细说明。将理解，尽管本文出于解释目的已说明
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了本发明特定实施方式，但是可在不脱离本发明精神和范围的条件下进行各种更改。相应

地，本发明不受除所附权利要求以外的限制。根据本公开，在不进行过度试验的情况下，可

做出和实施本文所公开和要求保护的所有实施方式。
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