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治疗创伤后应激障碍的粉防己碱鼻用温敏凝胶研究
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摘要: 创伤后应激障碍 (post-traumatic stress disorder, PTSD) 以传统全身给药方式起效慢, 不良反应明显。本文

制备了粉防己碱鼻用温敏凝胶 (intranasal tetrandrine temperature-sensitive gel, TTG), 鼻内给药治疗小鼠 PTSD。以

泊洛沙姆为基质制备TTG, 胶凝温度合适 (低于 32 ℃)、胶凝时间短 (1.32 min), 流变学考察表明TTG具有温度敏感

性, 小动物活体成像证明TTG鼻腔滞留时间长, 蟾蜍上腭纤毛毒性实验表明制剂安全性高。所有动物实验经军事

科学院军事医学研究院辐射医学研究所伦理委员会批准且实验均按照相关指导原则和规定进行。用单次延长应

激 (single prolonged stress, SPS)、足底电击方法建立小鼠PTSD模型, 使其产生焦虑、恐惧行为。用高架十字迷宫评

价 SPS模型小鼠, 其中开臂进入次数百分比 (percentages of open arm entry numbers, OE)、开臂进入潜伏期 (latency

of open arm entries, OL) 及开臂滞留时间 (residence time of open arm entries, OT) 均表明模型建立成功。TTG鼻腔给

药 7天后, SPS小鼠的OE和OT明显增加, OL明显降低; TTG还可明显减少条件恐惧箱中足底电击模型小鼠的不动

时间。苏木精-伊红病理切片与 c-fos免疫组化结果表明, TTG能明显改善PTSD模型小鼠海马、前额叶皮层及杏仁

核部位的病理变化。因此, TTG是一种使用方便、安全有效的抗PTSD药物, 为PTSD临床治疗提供新选择。

关键词: 创伤后应激障碍; 粉防己碱; 温敏凝胶; 鼻腔给药; 行为学

中图分类号: R943 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2019)09-1680-08

Intranasal tetrandrine temperature-sensitive gel for treatment of

post-traumatic stress disorder

PANG Lu-lu1,2, GAO Yan2, ZHANG Li-hua1,2, MA Jin-qiu1,2, ZHU Si-qing2,3, ZHU Lin2,

DU Li-na1,2,3*, JIN Yi-guang2,3*

(1. College of Pharmacy, Shandong University of Traditional Chinese Medicine, Jinan 250355, China;

2. Beijing Institute of Radiation Medicine, Academy of Military Medical Sciences, Beijing 100850, China;

3. Anhui Medical University, Hefei 230032, China)

Abstract: The traditional systemic treatment of post-traumatic stress disorder (PTSD) requires a long time

period for an effect and has obvious side effects. In this study, tetrandrine temperature-sensitive gel (TTG) was

prepared for treatment of PTSD in mice by nasal administration. TTG was prepared with poloxamer as matrix, the

gelation temperature was suitable (<32 ℃ ) and the gelation time was short (1.32 min). Rheology experiments

demonstrated that TTG has temperature sensitivity. In vivo imaging system of small animals proved that TTG nasal

cavity retention time was so long. The cilia toxic test of toad showed that the formulation was safe. Animal

experiments were approved by the Ethics Committee of Beijing Institute of Radiation Medicine, Academy of
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Military Medical Sciences and the experiments were conducted in accordance with relevant guidelines and regula‐

tions. The mice were randomly assigned into healthy group, model group and TTG group. The PTSD model of

mice was established by single prolonged stress (SPS) and foot-shock method to generate anxiety and fear behavior.

On the day 0 of TTG administration, SPS model mice were evaluated by the elevated plus maze (EPM). Percentages

of open arm entries number (OE), latency of open arm entries (OL) and the residence time of open arm entries

(OT) all indicated that the SPS model was successfully established. On the 7th day of TTG administration, TTG

increased the OE and OT, decreased the OL of SPS mice. The feard behavior of mice in the foot-shock model was

tested using conditioned fear box, 7 days of TTG treatment can reduce the freezing time of the mice obviously. The

pathological changes of hippocampus, prefrontal cortex and amygdala were observed by H&E histological sections

and c-fos immunohistochemical expression. The main influenced areas of PTSD were revealed to be the CA1 of

hippocampus, prefrontal cortex and amygdala. All of the above indicated that TTG is a convenient, safe and

effective drug for PTSD treatment, and will provide a new choice for clinical management of PTSD.
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创伤后应激障碍 (post-traumatic stress disorder,

PTSD) 是指个体目睹或经历重大威胁或创伤事件后,

所导致的个体延迟出现和持续存在的精神障碍[1], 使

患者易产生抑郁、焦虑和恐惧等情绪[2]。PTSD主要涉

及海马、前额叶、杏仁核及下丘脑-垂体-肾上腺 (hypo‐

thalamic-pituitary-adrenal, HPA) 轴, 但具体的发病机制

尚不完全明确。对于 PTSD的治疗, 目前首选五羟色

胺再摄取抑制剂 (selective serotonin reuptake inhibitor,

SSRI), 其中氟西汀、帕罗西汀和舍曲林疗效较好[3], 但

是长期用药所带来的不良反应不容忽视, 常见的有恶

心、头疼和失眠, 严重者还可引起血液及淋巴系统不

适、免疫失调和性功能障碍等。

粉防己碱是由中药汉防己科植物粉防己的干燥根

中提取的一种双苄基异喹啉类生物碱 (结构式见图 1),

属于钙通道阻滞剂, 临床上主要用于心血管疾病、风湿

病等治疗[4], 具有抗炎[5]、抗肿瘤[6]及免疫调节[7]等药理

作用。

血脑屏障[8] (blood-brain barrier, BBB) 是血中物质

进入脑组织的生理性屏障, 通透性极低, 由于它的存

在, 药物很难吸收入脑发挥治疗作用, 使得药物脑靶向

成为一个难题[9]。而鼻腔给药后药物分子可通过鼻黏

膜上皮细胞、三叉神经通路进入大脑[10], 仅有少量药物

通过血液循环透过血脑屏障, 可实现药物直接通过鼻

腔到达脑部[11], 提高药物生物利用度[12], 该给药途径适

合脑部疾病治疗。

原位凝胶[13] (in situ gel) 也称在体凝胶, 是一类以

溶液状态给药后, 能在用药部位立即发生相转变, 由液

态转化形成非化学交联半固体凝胶的制剂。根据发生

相变的原理可将原位凝胶分为温度型原位凝胶[14]、pH

型原位凝胶[15]和离子型原位凝胶[16]。其中温度敏感型

凝胶通过对环境温度的响应发生相转变, 常温下为液

体状态, 随着温度的升高, 达到相转变温度后, 在给药

部位迅速形成半固体凝胶, 用药局部滞留时间长, 具有

良好的药物缓控释性能[17], 因此特别适合通过鼻腔给

药实现脑靶向。

本研究制备了粉防己碱鼻用温敏凝胶 (intranasal

tetrandrine temperature-sensitive gel, TTG), 建立 PTSD

小鼠模型; 用高架十字迷宫评价其焦虑状态; 条件恐惧

箱评价其恐惧状态; 苏木精-伊红 (H&E) 病理切片及

c-fos免疫组化进一步观察脑部海马区、前额叶皮层和

杏仁核的病变情况, 以评价TTG对PTSD的治疗效果。

材料与方法

药品与试剂 粉防己碱 (批号: HXHFJJS20171012,

纯度 : 99%, 西安昊轩生物科技有限公司); 泊洛沙姆

407 (批号: WPTF533B, 北京凤礼精求商贸有限责任公

司); 泊洛沙姆 188 (批号 : WPMG557C, 美国 BASF 公

司); 盐酸 (批号: 20180808)、无水乙醚 (批号: 20170324)

(国药集团化学试剂有限公司); Cy7 (批号: CYW00584,

北京泛博生物化学有限公司); 生理盐水 (批号 :

1903163982, 石家庄四药有限公司); 去氧胆酸钠 (批

号: 66-10-18, 上海化学试剂采购供应站); 异氟烷 (批

Figure 1 Structure of tetrandrine
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号: 045727, 鲁南贝特制药有限公司)。

仪器 高架十字迷宫 (型号: DB015, 北京智鼠多

宝生物科技有限责任公司); Xeye Aba动物行为视频分

析系统 (安徽正华生物仪器设备有限公司); 条件恐惧

箱 (上海吉量软件科技有限公司); 动物行为学视频分

析系统主控器 (上海吉量软件科技有限公司); 高级旋

转流变仪 (奥地利安东帕有限公司); 小动物活体成像

(型号: IVIS Lumina Series III, Perkin Elmer公司); 倒置

荧光显微镜 (型号: BDS200-FL, 重庆奥普医疗器械有

限公司)。

实验动物 健康 ICR 小鼠 18 只 , 健康 C57BL/6N

小鼠 9只, SPF级, 体重为 (20 ± 1) g, 购自北京维通利

华实验动物技术有限公司 , 许可证号 : SCXK (京)

2016-0006。动物饲养环境: 21～25 ℃, 给予 12 h光照/

12 h黑暗, 自由进食饮水。健康中华大蟾蜍 12只, 雌

雄各半, 体重 60～70 g, 购自苏北农产品店。所有动物

实验经军事科学院军事医学研究院辐射医学研究所伦

理委员会批准且实验均按照相关指导原则和规定

进行。

TTG 的制备 空白温敏凝胶的制备 : 精密称取

2 g泊洛沙姆 188, 12 g泊洛沙姆 407于 50 mL烧杯中,

加入超纯水 40 mL混匀, 4 ℃ 放置 24 h使其充分溶胀,

补充超纯水至50 mL, 4 ℃保存待用[18]。

精密称取粉防己碱 0.2 g于 10 mL离心管中, 加入

0.1 mol·L-1盐酸 (pH 1.46) 3 mL及空白温敏凝胶 7 mL

(C泊洛沙姆188 = 28 mg·mL-1; C泊洛沙姆407 = 168 mg·mL-1), 涡

旋混合器充分混合均匀, 即得TTG (C粉防己碱 = 20 mg·mL-1,

pH 5.50)。

胶凝温度及胶凝时间测定 将装有 TTG 的试管

置于恒温水浴锅, 试管溶液面始终低于水浴面, 水浴温

度由 20 ℃缓慢升至 40 ℃, 升温速度为 1 ℃ ·min-1, 倒

转试管, 观察液体流动情况, 液体不流动时的温度记为

凝胶温度, 液体由溶液状态转变为凝固状态时间为胶

凝时间。

流变学性质考察 采用安东帕高级旋转流变仪测

定 TTG 的流变学性质, 考察在 10～40 ℃温度内 TTG

储能模量 (G')、损耗模量 (G'') 及复合黏度 (viscosity)

的变化 ; 考察在 32 ℃条件下 , 0.1～100 s-1 剪切频率

(ω) 内G'、G''及复合黏度的变化。

温敏凝胶鼻腔内滞留时间考察 称取 10 mg Cy7

加至 5 mL 上述空白温敏凝胶中 (2 mg·mL-1), 同时制

备相同浓度Cy7水溶液。ICR小鼠随机分为空白对照

组、Cy7溶液组和Cy7温敏凝胶组。Cy7溶液组小鼠给

予 20 μL Cy7 水溶液 (2 mg·mL-1); Cy7 温敏凝胶组小

鼠给予等量Cy7温敏凝胶 (2 mg·mL-1); 空白对照组不

作任何处理。选择激发波长为 745 nm, 分别于给药后

0、0.5、1、2和4 h进行小动物荧光成像并观察。

TTG纤毛毒性考察 将 12只中华大蟾蜍随机分

为生理盐水组 (阴性对照)、1%去氧胆酸钠组 (阳性对

照)、空白温敏凝胶组和 TTG组, 每组 3只[19]。蟾蜍处

死后, 暴露上腭, 用眼科剪和镊子小心地分离上腭黏膜,

面积约为 5 mm×5 mm, 生理盐水冲洗血块及组织。将

上腭黏膜纤毛面朝上置于载玻片上, 分别滴加 100 μL

生理盐水、1%去氧胆酸钠、空白温敏凝胶和TTG, 轻轻

盖上盖玻片, 于 200倍光学显微镜下观察蟾蜍上腭黏

膜纤毛摆动情况, 记录从给药开始到纤毛停止摆动所

持续的时间, 即纤毛持续运动时间 (persistent vibration

duration, PVD)。以各给药组蟾蜍的 PVD除以生理盐

水的 PVD 即得纤毛持续运动百分率 (percentage of

persistent vibration, PPV)。PPV 越高表示药物对纤毛

的毒性越小, 反之越大。

小鼠单次延长应激 (single prolonged stress, SPS)

模型建立 所有小鼠适应性饲养 3天后, 随机分为正

常组、SPS 模型组和 TTG 治疗组, 每组 6 只, 共 18 只。

SPS模型[20]的建立共分为 3个步骤: ① 禁锢: 将小鼠置

于 50 mL 离心管 (离心管穿孔以保证动物正常呼吸),

水平放置禁锢 2 h; ② 强迫游泳 : 将禁锢后的小鼠放

到水深 11 cm、水温 (25 ± 1) ℃的 2 L烧杯中强迫游泳

20 min; ③ 乙醚麻醉: 将强迫游泳后的小鼠放到饲养

笼中恢复 15 min后, 用无水乙醚将小鼠麻醉至意识丧

失后, 将其置于通风处待其自然苏醒, 再正常饲养。

高架十字迷宫 小鼠高架十字迷宫 (elevated plus

maze, EPM) 由长臂、短臂及中央区连接而成, 长臂长

700 mm, 宽 80 mm; 短臂长 665 mm, 宽 55 mm, 底部和

四周均为黑色, 整体置于可升降的不绣钢支架上, 调节

高架十字迷宫底座到地面的距离为 80 cm。给药 7天

后进行EPM检测[21], 将小鼠头朝开臂方向由中央区域

自由放下, 记录 300 s内小鼠分别进入开放臂和闭合臂

的次数和滞留时间, 以验证SPS模型是否建立成功, 评

价TTG是否具有抗PTSD作用。每只小鼠实验结束后

清理粪便, 用 75% 酒精擦拭小鼠活动区域, 擦干后再

进行下一轮实验 , 避免排泄物及气味对实验小鼠的

影响。

小鼠条件恐惧模型建立 条件恐惧实验 (不可逃

避足底电击) 中所有小鼠适应性饲养 3 天后 , 随机分

为正常组、条件恐惧模型组和 TTG治疗组, 每组 3只,

共 9只。条件恐惧模型[22]建立是将小鼠放到幽闭电击

箱中接受两个阶段的刺激: ① 自发活动阶段: 将小鼠

放到幽闭电击箱中自由活动 300 s, 不予以任何刺激;

② 刺激阶段: 15次间断的、不可逃避的足底电击 (电
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击参数: 0.8 mA, 持续 10 s, 间隔 10 s, 共 300 s), 上述阶

段持续两天。正常组置于幽闭电击箱, 但不给予电击,

共 600 s。每只小鼠实验结束后清理粪便, 并用 75%乙

醇擦拭幽闭电击箱底部及侧面, 避免排泄物及气味对

实验小鼠的影响。

小鼠僵住行为检测 给药 7天后, 将小鼠置于电

击箱中进行环境重现实验, 不给予任何刺激 (每只动

物放在与造模时同样的电击箱内), 采用视频分析软件

检测小鼠在300 s内的不动时间。

给药方案 模型建立成功后第 2 天开始给药 ,

TTG 组单侧鼻孔给予 20 mg·kg-1 TTG 20 μL, 每日 1

次, 连续7天, 正常组及模型组不给药。

H&E病理切片观察 条件恐惧模型小鼠在给药

7天且僵住行为检测后麻醉, 取全脑组织置于 4%多聚

甲醛中保存固定、脱水、石蜡包埋、切成薄片, H&E染

色, 200倍光学显微镜下观察脑组织形态学变化[23]。

免疫组化检测 c-fos蛋白表达 不可逃避足底电

击模型小鼠在给药 7天且僵住行为检测后麻醉, 取全

脑组织置于 4% 甲醛中保存, 切海马及前额叶皮层横

切面, 200倍镜下观察 c-fos蛋白的表达情况。

统计学方法 利用 SPSS16.0 分析软件 , 多组间

的数据采用单因素方差分析 , 实验数据均以 x̄ ± s 表

示, P<0.05表示有显著性差异。

结果

1 TTG胶凝温度及胶凝时间

在 4 ℃时 , TTG 外观为白色黏稠流动状液体 (图

2A); 37 ℃时, 迅速转变成不流动凝胶态 (图2B)。通过

试管倒转法测定 TTG 的胶凝温度低于 32 ℃, 胶凝时

间为1.32 min。

2 TTG具有温度敏感性

G'代表半固体状态, G''代表液体状态。23 ℃时,

G'等于 G'', 此温度即为液体向半固体转变的临界温

度。当温度低于 23 ℃时, G''高于G', 液体的黏性特征

占优势, 说明此时的温敏凝胶为流动的液体; 当温度高

于 23 ℃时, G'大于G'', 固体的弹性特征占主导, 此时的

凝胶状态为半固体; 当温度升高至 35 ℃后, G'及G''均

趋于稳定, 且G'大于G'', 因此在鼻腔温度下, TTG以半

固体状态黏附于鼻腔内 , 增加在鼻腔内的滞留时间

(图3A)。

温度为 32 ℃、ω在 0.1～100 s-1 内时 , G'大于 G'',

TTG 处于半固体状态, 表明鼻腔环境下, 制剂的固体

性质始终强于液体性质, 凝胶结构稳定; 随着ω增加,

凝胶黏度变小, 存在剪切变稀现象 (图3B)。

3 TTG鼻腔滞留时间延长

随着时间延长, Cy7溶液组和 Cy7温敏凝胶组小

鼠鼻腔中荧光强度均逐渐下降, 前者下降较快, 后者下

降较慢。溶液流动性好, 易通过鼻内纤毛运动排出, 不

能在鼻腔内滞留, 给药后很快通过鼻腔流到口腔内。

而温敏凝胶具有生物黏附性, 给药后 0、0.5、1、2和 4 h

鼻腔内荧光强度均高于Cy7生理盐水溶液 (图 4)。说

明以凝胶作为药物载体至少可在鼻腔内停留 4 h, 延长

药物在鼻腔内滞留时间, 减少鼻纤毛摆动引起的药物

流失, 提高药物生物利用度。

4 TTG对蟾蜍上腭黏膜纤毛摆动影响较小

生理盐水组蟾蜍上腭黏膜纤毛结构排列整齐, 清

晰可见, 运动活跃, 有规律地向同一方向呈麦浪式摆

动, 且摆动频率较高 (图 5A)。当给予 1%去氧胆酸钠

后, 黏膜表面排列杂乱无章, 纤毛结构被严重破坏, 在

短时间内停止摆动, 部分脱落, 毒性最大 (图 5B)。空

白温敏凝胶组及 TTG组, 纤毛结构较清晰完整, 运动

较活跃, 未出现明显细胞脱落现象, 表明空白温敏凝胶

和 TTG对纤毛几乎没有毒性, 安全性较高, 可用于鼻

腔给药 (图5C、D)。

Figure 2 Tetrandrine temperature-sensitive gels (TTG) appear‐

ance. A: T < 32 ℃, B: T > 32 ℃

Figure 3 The storage modulus (G'), loss modulus (G'') and viscosity curve of TTG. The change of modulus and viscosity of TTG at 10 ℃-

40 ℃ with 1% shear rate (A) and with shear rates between 0.1 s-1 and 100 s-1 at 32 ℃ (B)
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各给药组的 PVD和 PPV由高到低排列顺序依次

为生理盐水组>空白温敏凝胶组>TTG组>去氧胆酸钠

组 (表 1)。与生理盐水组相比, 去氧胆酸钠组的 PVD

和 PPV显著降低 (P<0.001); 与去氧胆酸钠组相比, 空

白温敏凝胶及 TTG 组的 PVD、PPV 均显著升高 (P<

0.001), 说明空白温敏凝胶和TTG安全性较高。

5 TTG具有抗PTSD样效果

从正常组、模型组和 TTG 组的路径分析, 与正常

组相比, 模型组在开臂滞留的路径明显缩短 (图 6A、

B), 表明SPS模型建立成功。与模型组相比, TTG组在

开臂滞留的路径明显延长, 表明TTG对 PTSD具有良

好的改善作用 (图 6B、C)。与正常组相比, 模型组OE

明显降低 (P<0.001), 尽管OL及OT指标均无统计学差

异 (P>0.05), 但与正常组相比仍有焦虑行为发生。与

模型组相比, TTG单侧鼻孔给药 7天后OE、OT明显增

高 (P<0.01, P<0.05)。尽管OL无统计学差异 (P>0.05),

但TTG组与模型组相比仍有改善的趋势, 表明TTG具

有良好的抗PTSD作用。

6 TTG具有良好的抗PTSD的作用

与正常组相比 , 模型组不动时间明显增高 (P<

0.01), 说明环境重现使小鼠产生恐惧记忆, 条件恐惧

模型建立成功; 与模型组相比, TTG 组的不动时间显

著降低 (P<0.05), 表明 TTG 具有良好的抗 PTSD 的作

用 (图7)。

7 TTG能明显逆转海马、前额叶皮层及杏仁核部位

的病变

通过倒置荧光显微镜 (×200) 观察海马 (CA1区、

CA2区、CA3区、DG区)、前额叶皮层及杏仁核结构, 发

现正常组海马、前额叶皮层及杏仁核部位均核型规整,

排列整齐。与正常组相比, 模型组 CA1区、前额叶皮

层及杏仁核部位核型不规整, 排列不整齐不均匀, 并且

出现核固缩深染的现象, 表明不可逃避足底电击导致

CA1区、前额叶皮层及杏仁核部位发生了病变。与模

型组相比, TTG 组核固缩深染现象消失, 且细胞核排

列整齐, 说明TTG能缓解PTSD所致小鼠病理学改变。

对于海马 CA2 区、CA3 区和 DG 区 , 正常组、模型组、

TTG组并无差异, 因此初步判断 PTSD病变部位主要

Figure 4 In vivo imaging of mice to investigate the nasal retention time of Cy7 temperature-sensitive gels. Normal group, Cy7 saline

group, Cy7 temperature-sensitive gels at 0 h (A), 0.5 h (B), 1 h (C), 2 h (D) and 4 h (E) after administration, respectively

Figure 5 The effect of different formulations on cilia structure of

toad. A: Normal saline group; B: Sodium deoxycholate group; C:

Blank gel group; D: TTG group

Table 1 The effect of different formulations on the movement of

toad cilia. PVD: Persistent vibration duration; PPV: Percentage of

persistent vibration. n = 3, x̄ ± s. ***P<0.001 vs normal saline

group; ###P<0.001 vs sodium deoxycholate group

Group
Normal saline
Sodium deoxycholate
Blank gel
TTG

PVD/min
526 ± 8.47
124 ± 11.05***

440 ± 9.83###

421 ± 9.66###

PPV/%
100

23.57
83.65
80.04
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在海马的CA1区、前额叶皮层及杏仁核部位[24] (图8)。

8 TTG能显著降低足底电击导致的 c-fos蛋白表达

c-fos作为在原癌基因家族中的快速反应基因, 参

与神经纤维对伤害性刺激的反应, 表明神经元的兴奋

性[25]。倒置荧光显微镜 (×200) 观察海马 (CA1 区、

CA2区、CA3区、DG区)、前额叶皮层及杏仁核结构, 蓝

色为细胞核, 棕黄色为 c-fos阳性信号。PTSD模型建

立后, 海马CA1区、前额叶皮层及杏仁核部位 c-fos的

表达量显著增高, 而海马CA2、CA3、DG区未见明显差

异。TTG给药 7天后, 可降低海马CA1区、前额叶皮层

及杏仁核部位 c-fos的表达量, 表明TTG对足底电击导

致的 PTSD症状具有良好的改善作用, 且小鼠的病变

部位主要在海马 CA1 区、前额叶皮层及杏仁核部位

(图9), 与H&E病理切片结果一致。

讨论

近年来 , PTSD 发病率越来越高[26], 但对于 PTSD

发病机制尚不明确, 大量文献表明主要集中于 3个方

面: ① HPA轴功能紊乱[27]: HPA轴为神经内分泌系统

的重要组成部分, 参与并控制应激反应。从解剖学角

度讲, 大脑海马及杏仁核与下丘脑之间存在着密切的

联系, 这种联系使得大脑核团可以刺激HPA轴; ② 炎

性因子[28]: 炎症反应可使相关蛋白的表达发生变化, 进

一步引起氧化应激反应, 导致神经系统损伤; ③ 5-羟

色胺 (5-hydroxytryptamine, 5-HT) 系统[29]: 5-HT 在大

Figure 6 Anti-post-traumatic stress disorder (PTSD) effects of TTG in mice in the elevated plus maze (EPM) experiment. A: The EPM

route of healthy mice; B: The EPM route of model mice; C: The EPM route of TTG mice; D: The percentages of number of open arm entries

(OE) after intranasal administration; E: The latency of open arm entries (OL) after intranasal administration; F: The residence time of open

arm entries (OT) after intranasal administration. n = 6, x̄ ± s. ***P<0.001 vs healthy group; #P<0.05, ##P<0.01 vs model group

Figure 7 Effects of TTG on freezing time in mice. n = 3, x̄ ± s.
**P<0.01 vs healthy group; #P<0.05 vs model group

Figure 8 H&E staining results of hippocampus (CA1, CA2, CA3, DG), prefrontal cortex and amygdala in mice (×200)
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脑皮层及神经突触内含量较高, 是一种抑制性神经递

质。PTSD的发生与 5-HT含量异常密切相关, 5-HT本

身为一类抗抑郁药, 能产生使人愉悦的信使, 调节人的

情绪, 这也为 PTSD的治疗提供了可能。粉防己碱具

有抗炎、抗氧化及免疫调节等药理作用[30], 本实验室前

期实验也表明粉防己碱脑靶向制剂具有治疗微波脑损

伤的作用。因此, 认为其可能具有治疗PTSD的作用。

由于血脑屏障的存在, 药物实现脑靶向治疗脑部

疾病一直以来是重点也是难点, PTSD作为一种神经系

统疾病也存在靶向递送效率低的问题, 因此, 本研究选

用鼻腔给药的方式来实现脑靶向, 以可在鼻腔发生相

转变的温敏凝胶作为粉防己碱载体, 不仅增加了药物

在鼻腔内的滞留时间, 还具有良好的缓控释性能, 提高

生物利用度。

本研究采用国际公认的 SPS 应激和不可逃避足

底电击刺激法作为PTSD模型的制备方法。一个有效

的动物学模型应当具有 3个效度: 表观有效性、结构有

效性和预测有效性[31], SPS模型具有上述优点, 动物所

表现出的行为反应与PTSD患者的某些临床症状相似,

并且可以模拟HPA轴负反馈抑制改变[32]; 而足底电击

模型会使动物产生恐惧、抑郁等情绪, 发生神经化学

变化[33]。因此, 本研究分别选用 SPS及足底电击作为

PTSD的模型, 使其产生焦虑及恐惧的情绪, 很好地模

拟了PTSD的症状, 具有药理学及生物学意义。

通过高架十字迷宫进行行为学评价 , 小鼠 PTSD

造模后, 开臂进入次数比例及开臂滞留时间明显比正

常组减少, 开臂进入潜伏期比正常组高, 表明动物处于

焦虑状态; TTG鼻腔给药 7天后, 再次进行高架十字迷

宫评价, 3个指标显示焦虑的情绪大有改观, 表明TTG

能够改善小鼠焦虑的情绪, 产生抗 PTSD的作用。僵

住行为检测结果显示, 足底电击能使小鼠产生恐惧记

忆, 延长不动时间, 而 TTG则可缩短小鼠在幽闭恐惧

箱内的不动时间, 进而产生抗 PTSD的作用。H&E及

c-fos免疫组化病理切片反映了PTSD的病变部位主要

在海马 CA1区、前额叶皮层及杏仁核。综上所述, 粉

防己碱温敏凝胶作为一种中药单体脑靶向制剂, 鼻腔

滞留时间长 , 安全性高 , 可显著改善 PTSD 症状 , 为

PTSD治疗提供一种新选择。但其作用机制尚不清楚,

还需进一步研究。
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