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　 　 ［摘要］ 　目的 　研究氟马西尼不同给药途径对受地西泮和唑吡坦催眠小鼠的催醒作用 ，评价氟马西尼口服制剂的可行

性 。方法 　首先 ，昆明种小鼠分别腹腔注射生理盐水和戊巴比妥钠（S ＋ W） 、地西泮和戊巴比妥钠（D ＋ W） 、唑吡坦和戊巴比

妥钠（Z ＋ W） ，观察（D ＋ W）组和（Z ＋ W）组能否延长戊巴比妥钠睡眠时间 ，验证地西泮和唑吡坦的催眠效果 ；然后提前腹腔注

射给药氟马西尼 ，以小鼠睡眠时间为评价指标 ，评价其催醒作用 ；最后考察提前灌胃给药氟马西尼 ，观察其睡眠时间 ，评价氟

马西尼灌胃给药的催醒作用 。结果 　与对照组（S ＋ W）相比 ，地西泮组（D ＋ W）和唑吡坦组（Z ＋ W）能显著延长戊巴比妥钠诱

导的小鼠睡眠时间（P＜ ０ ．００１ ，P＜ ０ ．０５） ；提前腹腔注射或灌胃给药氟马西尼 ，与地西泮组（D ＋ W）和唑吡坦组（Z ＋ W）相比 ，

小鼠的睡眠时间显著缩短（P＜ ０ ．００１ ，P＜ ０ ．０５） 。结论 　氟马西尼无论是腹腔注射还是灌胃给药 ，均能拮抗地西泮和唑吡坦

的催眠作用 ，表明氟马西尼制成的口服制剂 ，同样能显著发挥药效 ，为研制氟马西尼口服制剂的可行性提供了依据 。
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Evaluation of the effect of different routes of administrating flumazenil against
hypnosis
HOU Cheng ，LU Guangzhao ，ZHANG He ，LU Ying ，ZHONG Yanqiang ，ZOU Hao （Department of Pharmaceutics ，School
of Pharmacy ，Second Military Medical University ，Shanghai ２００４３３ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To study the effect of flumazenil on hypnotic mice induced by diazepam and zolpidem ，and to eval唱
uate the possibility of flumazenil oral administration ．Methods 　 First ，Kunming mice were injected intraperitoneally with nor唱
mal saline and sodium pentobarbital （S ＋ W） ，diazepam and pentobarbital sodium （D ＋ W） ，zolpidem and pentobarbital sodi唱
um （Z ＋ W） ．The hypnotic effect of diazepam and zolpidem on prolonging the sleep time of pentobarbital sodium would be ver 唱
ified by （D ＋ W） group and （Z ＋ W） group ．Then the mice were injected intraperitoneally with flumazenil ．The sleep time
was used as the evaluation index to evaluate the effect of flumazenil against hypnosis ． Finally ， the oral administration of
flumazenil was observed against hypnosis ，which was evaluated by using sleep time as an index ．Results 　 Compared with the
control group （S ＋ W） ，the diazepam group （D ＋ W） and the zolpidem group （Z ＋ W） significantly prolonged the sleep time in唱
duced by pentobarbital sodium （P＜ ０ ．００１ ，P＜ ０ ．０５） ；After Intraperitoneal injection of flumazenil ，compared with the diazepam
group （D ＋ W） and the zolpidem group （Z ＋ W） ，the sleep time of the diazepam group ［F（ip）＋ D ＋ W］ and the zolpidem group
［F（ip）＋ Z ＋ W］ were significantly shorter （P＜ ０ ．００１ ，P＜ ０ ．０５） ；After oral administration of flumazenil ，the sleep time of the
diazepam group ［F（ig）＋ D ＋ W ］ and the zolpidem group ［F （ig） ＋ Z ＋ W ］ were also significantly shorter （P ＜ ０ ．００１ ，P ＜

０畅０５） ．Conclusion 　 Flumazenil ，whether intraperitoneal injection or intragastric administration ，could antagonize the hypnotic
effect of diazepam and zolpidem ．It was proved that oral administration of flumazenil had the same effect compared with intrap 唱
eritoneal injection of flumazenil ，which provided the possibility of preparation of oral administration of flumazenil ．
　 　 ［Key words］ 　 flumazenil ；diazepam ；zolpidem ；hypnosis ；against hypnosis

　 　虽然镇静催眠药短期治疗有效 ，但若长期使用 ， 常伴有后遗效应 、依赖性 、反跳性失眠等不良反

应［１］
。氟马西尼 ，化学名称为 ８唱氟唱５ ，６唱二氢唱５唱甲

基唱６唱氧代唱４H唱咪唑并［１ ，５唱a］ ［１ ，４］苯并二氮�唱３唱

羧酸乙酯 ，能够高效结合中枢苯二氮�（BDZ）受体 ，

竞争性抑制 γ唱氨基丁酸唱苯二氮�复合物（GABA唱
BDZ）识别 BDZ 受体药物 ，进而减少 γ唱氨基丁酸

（GABA ）的释放 ，逆转 GABA 释放带来的中枢抑制
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作用 ，在临床上主要应用于拮抗 BDZ受体激动产生
的各类症状［２］

。目前临床应用的氟马西尼剂型主要

是注射剂 ，但随着科研工作的开展 ，为满足不同病理

因素的需要 ，找寻更多的给药途径已经成为研究

热点［３］
。

　 　氟马西尼作为 BDZ拮抗剂 ，主要用于拮抗 BDZ
受体激动剂的作用 ，而地西泮和唑吡坦是 BDZ受体
激动剂的代表药物 。 地西泮［４］作为 BDZ 受体的代
表药物 ，能特异性地结合中枢神经的 GABA 受体 ，

释放 GABA ，产生中枢抑制作用 ，进而产生抗焦虑 、

镇静催眠 、麻醉的作用 。唑吡坦［５］作为非 BDZ受体
代表药物 ，能选择作用于 A 型 γ唱氨基丁酸（GABA＿
A） ，增强 GABA 的释放 ，从而产生中枢抑制的各类

症状 。上述两药常作为镇静催眠药在临床上广泛

使用 。

　 　要评价氟马西尼不同给药途径对催眠作用的影

响 ，则必须要建立一个完善的催眠模型［６］
。然而长

期以来 ，由于缺乏长时间记录活动动物脑电波的方

法及解析这种脑电波的手段 ，在我国临床前药理学

研究中 ，规定用能否延长或缩短戊巴比妥钠翻正反

射的丢失时间来反映睡眠效应 ，虽然所得结果实际

上是所试药物对麻醉作用的影响 ，不能反映其真实

的睡眠效应 ，但是它却是一种较好的睡眠效应分析

模型［７］
。

　 　 枟新药（西药）临床及临床前研究指导原则汇编枠

第 ４８页规定 ，镇静催眠药物一般能延长戊巴比妥钠

的睡眠时间［７］
。翻正反射指正常生理情况下 ，动物

四肢朝上背位放置后能迅速翻转过来的生理反射 。

如注射戊巴比妥钠等药物后 ，动物的这种特性会减

弱或消失 ，故称为翻正反射消失 。在实验中 ，从注射

戊巴比妥钠到翻正反射消失的这段时间 ，一般称为

睡眠潜伏期 。翻正反射消失发生到恢复的这段时

间 ，称为睡眠时间 。 判断标准是动物翻转后 １ min
内不能恢复原状 ，重复 ３次 ，阳性为翻正反射消失 ；

反之 ，动物翻转后 １ min 内立刻恢复原状 ，重复 ３

次 ，阳性为翻正反射恢复 。本实验中 ，运用翻正反射

消失模型验证地西泮和唑吡坦的催眠作用 ，考察腹

腔注射或者灌胃氟马西尼的催醒作用 ，探讨氟马西

尼口服给药的可行性 。

1 　材料和方法

1 ．1 　主要药品
　 　氟马西尼 （湖南华纳大药厂有限公司 ，批号 ：

１６０６２１） ；地西泮注射液（上海旭东海普药业有限公

司 ，２ ml ：１０ mg ，批号 ：AH１６０４０１） ；唑吡坦（鲁南贝

特制药有限公司 ，批号 ：１０８１６０９０１） ：戊巴比妥钠（德

国 Merck公司 ，批号 ：１６０５０９） ；所有供试液均为实

验前新鲜配置 。

1 ．2 　仪器 、试剂与动物

　 　 MS２０５DU 型十万分之一电子天平（瑞士 Mett唱
leo Toledo 公司） ；NANO pure DiamondTM 超纯水
机（美国 Barnstead公司） ；DMSO （国药集团化学试
剂公司 ，批号 ：２０１６０７０６） ；０ ．９％ 氯化钠溶液（山东华

路制药有限公司 ，批号 ：１６１０１３） ；去离子水（实验室

超纯水机自制）

　 　昆明种小鼠（SPF 级 ，雄性 ，体重 ２２ ～ ３０ g） ，由

第二军医大学实验动物中心提供 。动物可以自由饮

水 、进食 ，于（２２ ± ２） ℃ 温度下饲养 ，相对湿度维持

在 ７０％ 左右 ，所有操作均严格按照枟第二军医大学

实验动物管理指南枠执行 。 动物许可证号 ：SCXK
（沪）２０１７唱０００３ 。

1 ．3 　地西泮和唑吡坦对戊巴比妥钠致小鼠翻正反
射消失的影响

　 　考察地西泮和唑吡坦是否具有催眠作用 。具体

方法 ：动物提前 ３０ min 腹腔注射地西泮和唑吡坦 ，

然后腹腔注射戊巴比妥钠 ，以小鼠翻正反射消失时

间及恢复时间为指标 ，记录相应的睡眠潜伏期和睡

眠时间［６］
。在实验之前进行预实验 ，确定了具有催

眠作用的戊巴比妥钠阈剂量为 ４５ mg ／kg ，既能保证
１００％ 实验动物入睡 ，又能保证睡眠时间不会过长以

免影响实验观察 。

　 　实验选在恒温 、恒湿 、安静的房间中进行 ，时间

为下午 １３ ：００ － １７ ：００之间 。在上述模型基础上 ，课

题组根据待试药物性质和实验目的 ，将实验动物分

为 ３组 ，即生理盐水 ＋ 戊巴比妥钠组（S ＋ W） ；地西

泮 ＋戊巴比妥钠组（D ＋ W） ；唑吡坦 ＋ 戊巴比妥钠

组（Z ＋ W） 。以小鼠翻正反射消失时间及恢复时间

为指标 ，记录相应的睡眠潜伏期和睡眠时间 ，比较 ３

组睡眠潜伏期和睡眠时间的数据 ，考察地西泮和唑

吡坦对戊巴比妥钠致翻正反射消失的影响［８］
。具体

操作见图 １和表 １ 。

1 ．4 　腹腔注射氟马西尼对地西泮和唑吡坦催眠作
用的影响

　 　在明确地西泮和唑吡坦有催眠作用的基础上 ，

进一步考察腹腔注射氟马西尼对地西泮和唑吡坦催

眠作用的影响 。具体方法 ：动物在 ０ min 时腹腔注
射氟马西尼 ，在 ２０ min 时腹腔注射地西泮和唑吡
坦 ，在 ５０ min时腹腔注射戊巴比妥钠 ，以小鼠翻正

反射消失时间及恢复时间为指标 ，记录相应的睡眠

潜伏期和睡眠时间 ，对比相同条件下“１ ．３”项下的数

１３
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图 1 　受试药物对戊巴比妥钠致翻正反射消失的影响实验操作图

据 ，考察腹腔注射氟马西尼对地西泮和唑吡坦催眠

作用的影响 。具体操作见表 ２ 。

表 1 　各组实验小鼠腹腔注射给药的时间和剂量（n＝ ６）

组别
给药时间（t／min）

０ ,２０ �５０ 浇
对照组
（S ＋ W）

生理盐水 生理盐水 戊巴比妥钠
（４５ mg ／kg ）

地西泮组
（D ＋ W）

生理盐水 地西泮
（３ mg ／kg）

戊巴比妥钠
（４５ mg ／kg ）

唑吡坦组
（Z ＋ W）

生理盐水 唑吡坦
（６ mg ／kg）

戊巴比妥钠
（４５ mg ／kg ）

表 2 　腹腔注射氟马西尼对两组药物催眠
作用影响实验的给药时间及剂量（n＝ ６）

组别
给药时间（t／min）

０ ,２０ �５０ 浇
地西泮组

F（ip） ＋ D ＋ W
氟马西尼
（３ mg ／kg）

地西泮
（３ mg ／kg）

戊巴比妥钠
（４５ mg ／kg ）

唑吡坦组
F（ip） ＋ Z ＋ W

氟马西尼
（３ mg ／kg）

唑吡坦
（６ mg ／kg）

戊巴比妥钠
（４５ mg ／kg ）

1 ．5 　灌胃给药氟马西尼对地西泮和唑吡坦催眠作
用的影响

　 　根据“１ ．３”实验可知 ，地西泮和唑吡坦有催眠作

用 ，“１ ．４”实验评价了氟马西尼腹腔注射对催眠作用

的影响 ，“１ ．５”实验改变氟马西尼的给药途径 ，考察

灌胃给药氟马西尼对地西泮和唑吡坦催眠作用的影

响 。具体方法 ：动物灌胃给药氟马西尼 ，随后２０ min
腹腔注射地西泮和唑吡坦 ，最后在 ５０ min时腹腔注
射戊巴比妥钠 ，以小鼠翻正反射消失时间及恢复时

间为指标 ，记录相应的睡眠潜伏期和睡眠时间 ，对比

相同条件下“１ ．３”项下的数据 ，考察灌胃给药氟马西

尼对地西泮和唑吡坦催眠作用的影响 。具体操作见

表 ３ 。

2 　实验结果及分析

2 ．1 　地西泮和唑吡坦对戊巴比妥钠致翻正反射消
失的影响

　 　由图 ２可知 ，S ＋ W组的睡眠潜伏期为（４ ．４４ ±

０ ．２７） min ，而 D ＋ W 和 Z ＋ W组睡眠潜伏期也仅

表 3 　灌胃给药氟马西尼对两组药物
催眠作用影响实验的给药时间及剂量（n＝ ６）

组别
给药时间（t／min）

０ L２０ 煙５０ 葺
地西泮组
F（ig ） ＋ D ＋ W

氟马西尼
（３０ mg ／kg ，ig ）

地西泮
（３ mg ／kg ，ip）

戊巴比妥钠
（４５ mg ／kg ，ip）

唑吡坦组
F（ig） ＋ Z ＋ W

氟马西尼
（３０ mg ／kg ，ig ）

唑吡坦
（６ mg ／kg ，ip）

戊巴比妥钠
（４５ mg ／kg ，ip）

仅是（５ ．０４ ± ０ ．２３） min和（４ ．６１ ± ０ ．４６） min ，可见
其睡眠潜伏期差别不大 。

　 　 但在睡眠时间上 ，S ＋ W 组为 （４５ ．２９ ±

０ ．９７） min ，而 D ＋ W 和 Z ＋ W 组分别为（１２３ ．４２ ±

９ ．１３） min和（６２ ．３１ ± ４ ．７７） min 。与 S ＋ W 组相
比 ，小鼠睡眠时间显著增加 ，差异非常显著 （P ＜

０畅００１ ，P＜ ０ ．０５） 。表明在此模型基础上 ，可以验证

地西泮和唑吡坦对戊巴比妥钠处理小鼠有明显的催

眠效应 。

图 2 　地西泮和唑吡坦对戊巴比妥钠
致翻正反射消失小鼠的影响

n＝ ６ ；倡 P ＜ ０ ．０５ ，倡 倡 倡 P ＜ ０ ．００１ ，

与 S ＋ W 组比较 ；A ．睡眠潜伏期 ；B ．睡眠时间

2 ．2 　腹腔注射氟马西尼对地西泮和唑吡坦催眠作
用的影响

　 　由图 ３可知 ，提前 ５０ min腹腔注射氟马西尼的
F（ip）＋ D ＋ W和 F（ip）＋ Z ＋ W 组小鼠的睡眠时间
分别为（７８ ．７２ ± ３ ．３１） min 和（４３ ．０１ ± １ ．５８） min ，
与 D ＋ W 和 Z ＋ W 组小鼠的睡眠时间（１２３ ．４２ ±

９ ．１３） min和（６２ ．３１ ± ４ ．７７） min 相比 ，显著降低 ，

差异非常显著（P ＜ ０ ．００１ ，P ＜ ０ ．０５） 。表明腹腔注

射氟马西尼能够拮抗地西泮和唑吡坦的催眠作用 ，

减少被两药催眠小鼠的睡眠时间 ，进而催醒小鼠 。

2 ．3 　灌胃给药氟马西尼对地西泮和唑吡坦催眠作
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图 3 　腹腔注射氟马西尼对地西泮
和唑吡坦催眠作用的影响

n＝ ６ ；倡 P ＜ ０ ．０５ ，与 Z ＋ W 组比较 ；

倡 倡 倡 P＜ ０ ．００１ ，与 D ＋ W 组比较

用的影响

　 　由图 ４可知 ，提前 ５０ min灌胃给药氟马西尼的
F（ig）＋ D ＋ W 和 F（ig） ＋ Z ＋ W 组小鼠的睡眠时间
分别为 （６５ ．７２ ± １０ ．００ ） min 和 （３３ ．２８ ±

４ ．２４） min ，与 D ＋ W 和 Z ＋ W 组小鼠的睡眠时间
（１２３ ．４２ ± ９ ．１３） min和（６２ ．３１ ± ４ ．７７） min 相比 ，

显著降低 ，差异非常显著（P＜ ０ ．００１ ，P＜ ０ ．０５） 。表

明灌胃给药氟马西尼同样能够拮抗地西泮和唑吡坦

的催眠作用 ，减少被两药催眠小鼠的睡眠时间 。

图 4 　灌胃给药氟马西尼对地西泮和
唑吡坦催眠作用的影响

n＝ ６ ；倡 P ＜ ０ ．０５ ，与 Z ＋ W 组比较 ；

倡 倡 倡 P＜ ０ ．００１ ，与 D ＋ W 组比较

3 　讨论

　 　 枟新药（西药）临床及临床前研究指导原则汇编枠

指出 ，在做正式实验之前 ，应摸准既能使小鼠 １００％

入睡 、又不使睡眠时间过长的戊巴比妥钠的剂量

（３０ ～ ６０ mg ／kg）［７］ 。进行戊巴比妥钠剂量的预实
验 ，给予小鼠低 （３０ mg／kg） 、中 （４５ mg／kg ） 、高
（６０ mg／kg）３种剂量的戊巴比妥钠 ，观察小鼠的睡

眠时间 。结果显示 ，低剂量时小鼠不能 １００％ 入睡 ，

高剂量时小鼠睡眠时间过长 ，长达 （８５ ．７９ ±

１ ．６７） min ，不利于后续验证试验的开展 ，因此选取

中间剂量 （４５ mg ／kg ） ，此时小鼠的睡眠时间为

（４５畅２９ ± ０ ．９７） min ，能满足枟指导原则枠的要求 ，方

便后续实验的开展 。

　 　进行地西泮和唑吡坦的催眠实验时 ，本研究初

筛了研究剂量 ，Forouzanfar 等［８］以３ mg／kg的地西
泮剂量能观察到明显的催眠效应 ，因此预试验以

３ mg／kg的地西泮和唑吡坦验证催眠效果 ，结果表

明地西泮以 ３ mg／kg的剂量能满足本实验需求 ，但

３ mg／kg 的唑吡坦剂量过低 ，没有观察到戊巴比妥

钠诱导睡眠小鼠的睡眠时间延长 ，于是逐步加大唑

吡坦预实验剂量 ，发现以 ６ mg／kg 剂量的唑吡坦给
药 ，小鼠的睡眠时间与对照组（D ＋ W ）有统计学差

异（P ＜ ０ ．０５ ） ，因此本实验中唑吡坦剂量选择

６ mg／kg 。
　 　 Koga［９］在实验中选用 ３ mg ／kg 的氟马西尼腹
腔注射催醒小鼠 ，刘正［６］在实验中也选取 ３ mg／kg
的氟马西尼腹腔注射给药拮抗 ３ mg／kg 地西泮的
催眠作用 ，结果显示在此剂量下能显著缩短小鼠的

睡眠时间（P ＜ ０ ．００１） 。实验开始前进行预实验验

证 ，确实能观察到小鼠睡眠时间显著缩短 ，因此腹腔

注射氟马西尼剂量为 ３ mg／kg 。 根据文献［１０唱１２］报

道 ，氟马西尼的口服生物利用度在 １０％ ～ ２０％ 之

间 。因此 ，本研究灌胃剂量为 ３０ mg／kg ，在灌胃给
药氟马西尼对地西泮和唑吡坦催眠作用的影响中 ，

观察到了预期的实验结果 。

　 　综上 ，以翻正反射消失模型为基础 ，本研究验证

了地西泮和唑吡坦的催眠作用 ，并在此基础上验证

了氟马西尼能拮抗地西泮和唑吡坦镇静催眠的药理

作用 。同时 ，在氟马西尼的给药途径上有所创新 ，对

比了腹腔注射与口服给药的效果 ，结果显示 ，口服氟

马西尼仍然有效 ，能够发挥其相应的药理作用 ，表明

氟马西尼口服给药在剂型优化上具有可行性 。
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属配合物后 ，可增强其抗氧化能力 ，而槲皮素唱金属

离子配合物的抗肿瘤等其他活性作用及药理作用机

制 ，都是值得进一步探究的有趣课题 。
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