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酸枣仁提取物不同给药途径的入脑行为分析及镇静催眠作用比较  

郑安祺，王建香，王艺斐，胡方方，贾  晔，卢  闻* 

西安交通大学医学部药学院，陕西 西安  710061 

摘  要：目的  酸枣仁提取物经鼻、经口途径的体内、外入脑行为分析及镇静催眠作用比较。方法  建立 Calu-3/BMEC和

Caco-2/BMEC 细胞模型，分别从体外模拟酸枣仁指标成分斯皮诺素经鼻黏膜和经胃肠道吸收入血、入脑过程；考察大鼠经

鼻和 ig给药，指标成分在体内的血浆和脑组织分布过程；进一步比较 2种给药方式对酸枣仁提取物镇静、催眠作用的影响。

结果  鼻腔的 Calu-3、肠道的 Caco-2和血脑屏障的 BMEC细胞层对斯皮诺素的跨细胞转运都有阻滞作用，而且模拟体内的

多细胞转运过程，进一步加强了阻滞作用；经鼻给药增加斯皮诺素的入血、入脑分布，其药时曲线下面积（area under curve，

AUC0～t）分别是 ig给药的 4.8倍（血浆）和 5.1倍（脑组织）；与 ig给药相比，鼻腔给药显著减少了模型小鼠的运动距离（P＜

0.05），延长了静止时间和睡眠持续时间（P＜0.05）。结论  经鼻给药可通过直接、间接方式的多种入脑通路增加酸枣仁提取

物入脑含量，并增强其镇静催眠作用。 
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Analysis of behavior of Zizyphi Spinosae Semen extract penetrating brain via 

different administration routes and comparison of their sedative-hypnotic effects 

ZHENG Anqi, WANG Jianxiang, WANG Yifei, HU Fangfang, JIA Ye, LU Wen 

College of Pharmacy, Health Science Center, Xi’an Jiaotong University, Xi’an 710061, China 

Abstract: Objective  To analyze the behavior of Suanzaoren (Zizyphi Spinosae Semen) extract penetrating into brain in vivo and in 

vitro through intranasal and gavage administration, and compare the corresponding sedative-hypnotic effects. Methods  Calu-

3/BMEC and Caco-2/BMEC cell models were established to simulate the process of spinosin, an index component of Zizyphi Spinosae 

Semen extract, being absorbed into the bloodstream and brain through nasal mucosa and gastrointestinal tract in vitro, respectively. The 

distribution process of index component in the plasma and brain tissue of rats after intranasal and gavage administration was 

investigated. The effects of the two administration routes on the sedative and hypnotic action of Zizyphi Spinosae Semen extract were 

further compared. Results  The cellular layers representing Calu-3 in the nasal cavity, Caco-2 in the intestinal tract and the BMEC in 

the blood-brain barrier all blocked the transcellular transport of spinosin. The multicellular transport process, which imitated in vivo 

physiological conditions, further strengthened the blocking effect. The distribution of spinosin in the blood and brain was increased 

when administered intranasally, and the area under curve (AUC0～t) value was 4.8 times (plasma) and 5.1 times (brain tissue) higher 

than those of gavage administration, respectively. Compared with gavage administration, intranasal administration significantly 

reduced the movement distance (P < 0.05), prolonged the immobility time and sleep duration in the model mice (P < 0.05). Conclusion  

Intranasal administration could increase the brain uptake of Zizyphi Spinosae Semen extract through multiple brain entry pathways in 

a direct and indirect manner, and enhance its sedative and hypnotic effects.  
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酸枣仁是鼠李科植物酸枣 Ziziphus jujuba Mill. 

var. spinosa (Bunge) Hu ex H. F. Chou的干燥成熟种
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子[1-2]，为古今常用的养心安神的药食两用中药。古

有 19 部本草典籍明确记载酸枣仁具有治疗失眠的
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功效[3]，如（ 神农本草经》 本草纲目》 名医别录》

等；现今治疗失眠的中药组方、改善睡眠的保健食

品中酸枣仁的使用频次均居前列[4]。现代药理学研

究证实，酸枣仁中的皂苷和黄酮苷类成分是其发挥

镇静催眠作用的关键成分，有研究报道酸枣仁中的

黄酮苷类成分通过调节脑组织神经元细胞的谷氨

酸代谢、5-羟色胺能系统和氨基丁酸能系统等，发

挥镇静催眠作用[5-8]。Zhang等[5]发现酸枣仁中黄酮

成分斯皮诺素可通过特异性抑制睡眠-觉醒调控的

关键脑区神经元活性，进而抑制促觉醒中枢功能，

改善睡眠。然而，无论黄酮苷还是皂苷成分，其相

对分子质量均在 600以上，为不易入脑的低溶解度、

低渗透性物质。大鼠 ig斯皮诺素（（20 mg/kg）绝对

生物利用度仅为 2.20%[9]；Qiao 等[10]通过 SD 大鼠

尾 iv斯皮诺素（5 mg/kg），于给药后 0.5 h可在脑组

织中检测到斯皮诺素，但 4 h时脑组织质量浓度已

低于定量限（（0.8 ng/mL）。因此，探究酸枣仁有效成

分的入脑屏障，寻找增加其脑内分布的方式，对于

阐释酸枣仁养心安神的功效基础和新产品的研制

具有重要意义。 

口服给药是现有酸枣仁复方和相关产品的最

主要服用方式。酸枣仁中的成分经胃肠道吸收入

血，随血液循环进入脑组织需跨越生物系统的多层

屏障，如胃肠道上皮细胞形成的屏障[11]，由脑血管

内皮细胞、星形胶质细胞等组成的血脑屏障[12]等。

这些屏障必然会影响酸枣仁有效成分进入脑组织。

近年来，随着对鼻-脑通路研究的逐步深入，鼻腔给

药成为增加药物入脑的可替代途径之一。进入鼻腔

的药物可沿嗅神经、经嗅球直接入脑；或沿三叉神

经通路直接入脑；分布于鼻腔呼吸区或进入气道、

食道的药物可吸收入血再跨越血脑屏障，以间接途

径传输到脑组织[13]。为此，本研究选择酸枣仁中催

眠镇静作用及机制研究较为深入的有效成分斯皮

诺素为指标，构建能够模拟口服和鼻腔给药药物吸

收屏障的体外模型，比较酸枣仁跨细胞屏障的转运

行为；采用 ig和滴鼻 2种给药方式，分析酸枣仁指

标成分的血浆和脑组织分布动力学；基于指标成分

的脑组织分布差异，比较 2种给药方式的镇静催眠

效果。 

1  材料 

1.1  动物与细胞 

清洁级雄性SD大鼠 80只，体质量（200±20）g，

购自西安交通大学实验动物中心，动物使用许可证

号 SYXK（陕）2023-004。动物实验获得西安交通

大学医学部生物医学伦理委员会批准（批准号

XJTUAE 2024-1998）。 

清洁级雄性 ICR 小鼠 100 只，5～6 周龄，体

质量 20～24 g，购自西安交通大学医学部动物中心，

动物使用许可证号 SYXK（陕）2023-004。动物实

验获得西安交通大学动物实验伦理审查批准（（批准

号 XJTUAE 2024-1997）。 

人肺腺癌 Calu-3 细胞购自江苏齐氏生物科技

有限公司，人结肠癌 Caco-2细胞购自江苏齐氏生物

科技有限公司。 

1.2  药材 

 酸枣仁（（批号 8230219701）购自河北百合健康

药业有限公司，经西安交通大学牛晓峰教授鉴定为

鼠李科植物酸枣 Z. jujuba Mill. var. spinosa (Bunge) 

Hu ex H. F. Chou的干燥成熟种子。 

1.3  药品与试剂 

斯皮诺素（批号 23021601，质量分数≥98%）

购自成都普菲德生物技术有限公司；葛根素（（批号

110752-201816，质量分数≥98%）购自中国食品药

品检定研究院；Alican Blue 8GX（批号 69077549）

购自上海金畔生物科技有限公司；CCK-8 试剂盒

（（批号 0843512201）购自陕西中辉赫彩生物医药科

技有限公司；E-cadherin 抗体（批号 20240811）、

Occludin抗体（（批号 20240801）购自武汉三鹰生物

技术有限公司；DAPI（（批号 CR2101104）购自武汉

塞维尔生物科技有限公司；苏木素 -伊红

（（ hematoxylin-eosin，HE）染色试剂盒（批号

240003001）、Triton X-100（（批号 T8200）购自北京

索莱宝科技有限公司；对氯苯丙氨酸（ p-

chlorophenylalanine，PCPA，批号 106151）购自北

京百灵威科技有限公司；地西泮注射液（批号

231101）购自太原市振兴制药有限责任公司；γ-氨

基丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA）测定试剂盒

（（批号 WZ29V6H46959）购自武汉伊莱瑞特生物科

技股份有限公司；其他试剂为市售分析纯。 

1.4  仪器 

Millcell® ERS-2型跨膜细胞电阻仪（美国密理

博公司）；SuperMax-3000M2 型多功能酶标仪系统

（（上海闪谱生物科技有限公司）；LC-2030 3D型高效

液相色谱仪（（日本岛津公司）；HC-2518R型高速冷

冻离心机（（安徽中科中佳科学仪器有限公司）；101-

1AB 型真空浓缩干燥仪（天津泰斯特仪器有限公



 中草药 2025年 12月 第 56卷 第 23期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2025 December Vol. 56 No. 23 ·8613· 

    

司）；FDS-1000型冷冻干燥机（东京理化器械株式

会社）；PHY-Ⅲ型病理组织漂烘仪（（德国徕卡生物科

技有限公司）；CR-601S型克拉泰石蜡切片机（（金华

克拉泰仪器有限公司）；OFT-100型 TM-Vision行为

学实验系统、ZZ-6型小鼠自主活动测试仪（（成都泰

盟科技有限公司）。 

2  方法 

2.1  酸枣仁提取物的制备及成分分析 

2.1.1  酸枣仁提取物的制备  取酸枣仁 200.0 g，粉

碎，加入 6倍量石油醚脱脂，60 ℃加热回流 4 h，

滤过，收集石油醚液。药渣脱除溶剂，加入 8倍量

70%乙醇回流提取 2 h，滤过；再加入 6倍量 70%乙

醇回流提取 2 h，滤过。合并 2次滤液，60 ℃减压

浓缩、干燥，按干膏-甲醇（1∶5）的比例加入甲醇，

超声 30 min，滤过，回收甲醇至干，即得酸枣仁提

取物。 

2.1.2  酸枣仁提取物中斯皮诺素含量测定  取酸

枣仁提取物适量，精密称定，加甲醇制成 0.1 g/mL

的溶液，采用 HPLC测定酸枣仁提取物中斯皮诺素

含量[14]。色谱条件：Inert Sustain SwiftTM C18色谱柱

（（150 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为乙腈（（A）-水

（（B），梯度洗脱：0～10 min，12%～19% A；10～16 

min，19%～20% A；16～22 min，20%～90% A；22～

30 min，90% A。体积流量为 1.0 mL/min；进样量为

10 μL；柱温为 40 ℃；检测波长为 335 nm。 

2.2  酸枣仁提取物经 Calu3/脑微血管内皮细胞

（brain microvascular endothelial cells，BMEC）模

型转运行为分析 

2.2.1  Calu-3/BMEC 细胞模型的建立及表征  

Calu-3细胞以 3×105个/mL接种于 24孔 Transwell

内插室膜（聚碳酸酯膜，孔径 0.4 µm），于 37 ℃、

5% CO2的培养箱中培养，待细胞单层汇合，吸弃内

插室培养基，顶端暴露在空气中，在气-液界面继续

培养，下室每天更换培养基，采用跨膜细胞电阻仪

监测跨膜电阻（trans-epithelial electrical resistance，

TEER）值。当 Calu-3细胞培养 9 d时，参照实验室

已建立方法提取分离BMEC细胞[15]，以 1×105个/mL

接种于 12孔Transwell内插室培养，每天监测TEER

值。当 Calu-3 细胞层 TEER 值大于 300 Ω·cm2、

BMEC细胞层大于 150 Ω·cm2，将 2种细胞串联培

养 3 h，建立 Calu3/BMEC细胞模型，并测定串联培

养前后模型 TEER值。 

 TEER＝(TEER 细胞－TEER 空白)×A         （1） 

TEER 细胞为接种细胞的电阻值（Ω），TEER 空白为未接种细胞

的电阻值（Ω），A为内插室膜面积（cm2） 

将 Calu-3细胞内插室切膜后分成 2组，一组于

4%多聚甲醛固定 12 h，梯度乙醇脱水，石蜡包埋，

制作切片，脱蜡至水，3%醋酸液浸泡 2 min，1% 

Alican Blue 8GX染色 20 min，苏木素-伊红（HE）

复染，中性树脂封片，观察黏液分泌情况。另一组

固定 20 min、0.2% Triton X-100透膜，2%牛血清白

蛋白封闭，分别加入 E-cadherin、Occludin一抗（（1∶

100），4 ℃孵育过夜；加入荧光素标记的二抗，避

光孵育 1 h，DAPI试剂（（1 µg/mL）染核后，采用荧

光显微镜成像。 

检测苯酚红穿过细胞层的表观渗透系数

（（apparent permeability coefficient，Papp）值以评估细

胞模型的通透性。将Calu-3/BMEC模型中接有Calu-

3细胞的 Transwell内插室取出置于 24孔板，Hank’s

平衡盐溶液（HBSS）洗涤 2 次，上室加入 0.2 mL

苯酚红 HBSS（（100 µg/mL），下室加入 1.0 mL空白

HBSS。置 37 ℃、50 r/min恒温培养摇床，分别于

各检测时间吸取内插室下室接收液 1.0 mL，并补加

同温同体积空白 HBSS。收集的接收液经真空浓缩

仪 40 ℃浓缩至干，甲醇复溶残渣，HPLC检测苯酚

红含量[16]。色谱条件：流动相为 0.2%磷酸水溶液-

甲醇（50∶50），体积流量为 1 mL/min，检测波长

426 nm，柱温 35 ℃，进样量 10 μL，外标法计算接

收液苯酚红浓度，并计算 Papp值。 

 -1i i iQ C V C V＝ × ＋ ×                  （2） 

  

Qi为不同时间的累积转运量（（µg），V为接收液体积（（mL），

Ci为各检测时间苯酚红浓度（µg/mL），dQ/dt为单位时间内

转运量（μg/s），A 为内插室膜面积（cm2），C0 为初始浓度

（（µg/mL） 

同法测定 Calu-3/BMEC模型中 BMEC 细胞层

的苯酚红 Papp值，并与 Calu-3和 BMEC 2种单层细

胞模型的苯酚红 Papp值进行比较。 

2.2.2  酸枣仁提取物经 Calu3/BMEC细胞模型转运

分析  酸枣仁提取物用无菌 HBSS溶液配制成 20.0 

mg/mL的贮备液，并稀释成系列质量浓度的溶液，

先以 CCK-8法测定其对 Calu-3及 BMEC细胞活力

影响。再取质量浓度为 2.0 mg/mL的溶液 0.3 mL，

加入到 Calu-3/BMEC细胞模型上层，而中层、下层

app

0

d 1

d

Q

t

P
AC

＝ × （3） 
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分别加入 0.5、1.0 mL空白 HBSS溶液。置 37 ℃、

50 r/min 恒温培养摇床，于各检测时间取下层接收

液 1.0 mL，并补加 1.0 mL 相同温度的空白 HBSS

溶液。收集的接收液挥干后甲醇复溶，按 2.2.1”

项下色谱条件测定 HPLC测定，按照公式（2）计算

累积转运量，进一步计算累积转运率（Ri＝各时间

的累积转运量/初始质量），按照公式（3）计算 Papp

值。同时设置 Calu-3 和 BMEC 的单层细胞模型作

为对照。 

2.3  酸枣仁提取物经 Caco-2/BMEC 细胞模型转运

分析 

2.3.1  Caco-2/BMEC 细胞模型的建立及表征  

Caco-2细胞以 1×105个/mL接种于 24孔 Transwell

内插室膜，于 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养，并

监测 TEER值。当 Caco-2细胞培养至第 7天，分离

BMEC于 12孔 Transwell内插室接种、培养、监测

TEER 值。待 Caco-2 和 BMEC 细胞层的 TEER 值

分别大于 300 Ω·cm2和 150 Ω·cm2时，将载有 2种

细胞的内插室串联培养 3 h，建立 Caco-2/BMEC细

胞模型并测定 TEER值。参照 2.2.1”项下方法，

测定 Caco-2/BMEC细胞模型的苯酚红通透性。 

2.3.2  酸枣仁提取物经 Caco-2/BMEC 细胞模型转

运分析  于 Caco-2/BMEC 细胞模型上层加入 0.3 

mL 酸枣仁提取物 HBSS 溶液（2.0 mg/mL），参照

 2.2.2”项下方法，测定并计算酸枣仁提取物中斯皮

诺素的 Ri和 Papp值，同时设置 Caco-2和 BMEC单

层模型作为对照。 

2.4  酸枣仁提取物经鼻、经口途径的入脑行为分析 

2.4.1  动物分组及给药  选取健康雄性 SD大鼠 80

只，实验前禁食 12 h，自由饮水，按体质量随机分

为酸枣仁提取物 ig给药和鼻腔给药组，酸枣仁提取

物给药剂量为 0.56 g/kg（即按斯皮诺素计 25 

mg/kg），大鼠分别 ig和鼻腔给予酸枣仁提取物（0.5 

g/mL）。其中鼻腔给药组大鼠 ip 2%戊巴比妥钠麻

醉，仰卧位固定，头部略抬高并保持稳定，左右鼻

孔交替给药，每侧鼻孔 75 μL。 

2.4.2  血浆及脑、嗅球组织中指标成分动力学分析  

大鼠固定于固定器，颈前区剃毛、消毒，沿颈中线

纵切口；分离皮下组织及肌内侧缘，暴露颈静脉。

分别于给药前、给药后 0.083、0.25、0.5、1、2、4、

8、12 h颈静脉取血，全血置于肝素化离心管中，离

心、取上层血浆；采血完成后处死大鼠，迅速取出

脑组织、嗅球，置−20 ℃冰箱保存、备用。 

血浆以 3倍体积甲醇沉淀蛋白，涡旋、12 000 

r/min离心，取上清液，真空浓缩仪 37 ℃下挥干溶

剂；脑及嗅球组织，加入 5倍量生理盐水匀浆，经

甲醇-醋酸乙酯混合溶剂（（8∶2）提取 2次，合并提

取液，挥干，生物样品残渣用 150 μL甲醇溶解，离

心取上清液，HPLC测定。 

采用酸枣仁提取物中有效成分斯皮诺素为指

标成分，以分子结构、性质与斯皮诺素相似的葛根

素作为内标物（（图 1），标准曲线法计算血浆、脑及

嗅球组织中斯皮诺素含量。色谱条件：Inert Sustain 

SwiftTM C18色谱柱（150 mm×4.6 mm，5 μm），流

动相为乙腈（A）-0.02%甲酸水溶液（B），梯度洗

脱：0～8 min，10%～13% A；8～13 min，13% A；

13～16 min，13%～20% A；16～21 min，20% A；

21～31 min，20～80% A；31～41 min，80～10% A。

体积流量为 1.0 mL/min，柱温为 30 ℃，检测波长

为 335 nm。 

血浆及组织样品中酸枣仁指标成分浓度与时

间绘制药动学曲线；采用 DAS 2.0软件，非房室模

型拟合得到药动学参数。2 种给药方式的药动学参

数经 Student’s t检验分析。 

       

图 1  斯皮诺素 (A) 和葛根素 (B) 的分子结构式 

Fig. 1  Structural formulas of spinosin (A) and puerarin (B) 

A B 
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2.5  酸枣仁提取物经鼻、经口给药镇静催眠作用比较 

2.5.1  小鼠分组、造模与给药  ICR小鼠适应性喂

养 7 d后，按体质量随机分为对照组、模型组、地

西泮（（4 mg/kg）组、ig给药（（0.80 g/kg）组、鼻腔

给药（（0.80 g/kg）组，每组 10只。除对照组外，其

余小鼠 ip 30 mg/mL PCPA 生理盐水溶液（300 

mg/kg），1次/d，连续 3 d。于第 11天开始给药，对

照组和模型组 ig等体积的生理盐水，地西泮组 ip地

西泮溶液，ig给药组 ig酸枣仁提取物（（10 mL/kg）；

鼻腔给药组给予酸枣仁提取物，左右侧鼻孔交替给

药。各组小鼠每天给药 2次，每日 9: 00和 21: 00时

各给药 1次，连续 7 d。 

2.5.2  行为学检测  末次给药 30 min后，将小鼠置

于自主活动测试仪反应格内，适应环境 2 min，启动

系统记录 5 min内的活动，包括水平移动次数和垂

直站立次数，两者之和即为总自主活动次数。之后

将小鼠放在正方形旷场箱（100 cm×100 cm×50 

cm）中，摄像头记录小鼠 5 min内在箱中的行动轨

迹，通过 TM-Vision行为学实验系统分析各组小鼠

的运动距离、运动时间和静止时间。 

2.5.3  指标检测  完成上述实验后，每组小鼠均随

机分成 2组，一组小鼠麻醉后，于左心室心尖插入

灌注针，切开右心耳，注入 30 mL生理盐水，再灌

注 30 mL 4%多聚甲醛，至肝脏颜色泛白、四肢僵硬

停止灌注。迅速分离脑组织，置于 4%多聚甲醛溶液

中固定 24 h，梯度乙醇脱水，石蜡包埋，制成 4 μm

厚的冠状切片，HE染色，在光学显微镜下观察海马

区形态学变化。另一组处死后剥取海马组织，5 倍

量生理盐水匀浆离心，收集上清液，按照试剂盒说

明书检测 GABA水平。 

2.5.4  镇静催眠作用评价  另取 50 只小鼠同法造

模并给药，采用戊巴比妥钠协同睡眠实验评估药物

镇静催眠作用。末次给药 30 min后，每组取 3只，

共 15只小鼠分别经 ip 25、30、35 mg/kg戊巴比妥

钠，另取 15只 ip 40、45、50 mg/kg戊巴比妥钠，

每个剂量 5只小鼠，记录给予不同剂量戊巴比妥钠

后 20 min内小鼠入睡只数以确定剂量阈值，阈下剂

量定义为不诱发翻正反射消失（（≥60 s）的最高剂量

（（筛选范围为 25～35 mg/kg），阈上剂量为诱导全部

动物入睡的最低有效剂量（筛选范围为 40～50 

mg/kg）。继续给予酸枣仁提取物 3 d，末次给药 30 

min后，5组小鼠均 ip阈下剂量的戊巴比妥钠，记

录 30 min内入睡只数并计算睡眠百分率（（睡眠百分

率＝入睡小鼠只数/小鼠总只数）。再继续给药 3 d，

注射阈上剂量的戊巴比妥钠，记录给药时间、翻正

反射消失和恢复的时间，计算睡眠潜伏期（（给药完

毕至翻正反射消失时间）和睡眠持续时间（（反射消

失至恢复时间）。 

2.6  统计学分析 

 数据以 x s 表示，采用 Graphpad Prism 8统计

软件进行数据分析。两组间比较采用两独立样本 t

检验（Student’s t），多组间比较采用单因素方差分

析（ANOVA）。 

3  结果 

3.1  酸枣仁提取物经 Calu-3/BMEC 和 Caco-2/ 

BMEC 细胞模型的转运行为分析 

3.1.1  Calu-3/BMEC 模型表征及酸枣仁提取物转

运行为分析  建立了模拟药物经鼻黏膜吸收入血、

跨越血脑屏障（blood-brain barrier，BBB）入脑的

Calu-3/BMEC 细胞模型。通过对 Calu-3 和 BMEC

细胞的生长曲线和 TEER值监测（图 2-A）表明，

Calu-3 在第 1 天快速生长，可维持 19 d 的细胞活

力；其 TEER 值亦呈持续增加趋势，至第 13 天达

到 400～450 Ω·cm2，并维持在此范围内，第 17天

有所下降。BMEC可维持 8～9 d的细胞生长期，其

TEER值在接种后第 6～7天达到最大值150 Ω·cm2，

随后开始下降。因此，于 24孔 Transwell内插室先

接种、培养 Calu-3 细胞；至第 9 天时，于 12 孔

Transwell内插室接种、培养 BMEC，至第 16天，

将 2种细胞的 Transwell内插室串联共培养 3 h，即

得 Calu-3/BMEC 细胞模型。通过对串联培养前后

TEER值检测（图 2-B），表明 Calu-3、BMEC细胞

串联培养对细胞单层的完整性无影响。 

分泌黏液是鼻黏膜细胞典型特性。图 2-C显示

了气-液界面层 Calu-3 细胞分泌黏液的情况，细胞

成单层排列，顶端为被蓝色标记的分泌黏蛋白。从

图 2-D 可观察到 Calu-3 细胞间的黏附连接蛋白 E-

cadherin、紧密连接蛋白 Occludin 呈现连续、规则

的分布，在细胞轮廓和细胞间隙上形成相互连接的

网状结构，细胞核排列于网状结构内。测定了细胞

渗透性标志物苯酚红的 Papp值，结果表明苯酚红在

Calu-3细胞单层的 Papp值为（（1.64±0.10）×10−7～

（（2.13±0.11）×10−7 cm/s，120 min内 Papp值均小于

0.5×10−6 cm/s[17]。BMEC单层的 Papp值为（（2.40±

0.10）×10−5～（3.02±0.07）×10−5 cm/s，与文献

报道基本一致[18]。进一步比较了串联共培养前后 
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A-Calu-3、BMEC单层模型 TEER值监测；B-Calu-3/BMEC细胞模型串联培养前后的 TEER值；C-Calu-3细胞的黏液分布（红色箭头指示细胞

核，黑色箭头指示黏液，×200）；D-Calu-3细胞间连接蛋白 E-cadherin、Occludin的分布（×200）；E-Calu-3/BMEC细胞模型串联培养前后 Calu-

3单层的苯酚红通透性；F-Calu-3/BMEC细胞模型串联培养前后 BMEC单层的苯酚红通透性。 

A-TEER values of Calu-3 and BMEC monolayer model; B-TEER values of Calu-3/BMEC model before and after tandem culture; C-mucus distribution 

of Calu-3 cells (red arrow indicates nucleus, black arrow indicates mucus, × 200); D-distribution of intercellular junction proteins E-cadherin and Occludin 

in Calu-3 cells (× 200); E-phenol red permeability of Calu-3 cell layer before and after tandem culture of Calu-3/BMEC cell model; F-phenol red 

permeability of BMEC cell layer before and after tandem culture of Calu-3/BMEC cell model. 

图 2  Calu-3/BMEC 细胞模型的性能表征 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Characterization of performance of Calu-3/BMEC cell model ( x s , n = 3) 

Papp值（图 2-E、F），Calu-3和 BMEC细胞层串联

共培养前、后的 Papp值相近，均无显著性差异。以

上结果表明 2种细胞均呈现完整、紧密的细胞单层

结构；Calu-3细胞具备鼻黏膜细胞的特征，且串联

共培养对 Calu-3、BMEC的细胞完整性、通透性无

影响，所建立的 Calu-3/BMEC细胞模型可用于药物

经鼻黏膜吸收、转运入脑的行为研究。 

 CCK-8实验结果（（图 3-A）显示，0.1～4.0 mg/mL

酸枣仁提取物对 Calu-3 和 BMEC 的细胞存活率均

无显著性影响。因此以 2.0 mg/mL的酸枣仁提取物

开展了细胞转运实验，累积转运率结果（图 3-B）

表明，在 Calu-3/BMEC细胞模型给药 30 min后才

检测到有效成分斯皮诺素，而 Calu-3 和 BMEC 单

层模型 15 min即可检测到斯皮诺素；随着监测时间

的延长，累积转运率均逐渐增加，但 Calu-3/BMEC

模型的累积转运率均低于 2种单层细胞模型。进一

步分析了各时间点的通透性参数（（图 3-C），斯皮诺

素在 Calu-3/BMEC 模型的 Papp值显著低于 Calu-3

和 BMEC 单层模型（P＜0.05），120 min 时 Calu-

3/BMEC模型的 Papp值分别是 Calu-3模型和 BMEC

模型的 25.6%和 4.3%。以上结果表明，在经鼻入脑

的途径中，Calu-3和 BMEC细胞层均会阻滞斯皮诺

素的转运，且其多细胞的跨膜转运会累加阻滞作

用，使其转运量进一步降低。 
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A-酸枣仁提取物对 Calu-3、BMEC细胞活力的影响（n＝6）；B-酸枣仁提取物指标成分斯皮诺素在 Calu-3、BMEC和 Calu-3/BMEC细胞模型的

累积转运率（n＝3）；C-斯皮诺素在 Calu-3、BMEC和 Calu-3/BMEC串联模型的 Papp（n＝3）；与 Calu-3或 BMEC组比较：*P＜0.05。 

A-effect of Zizyphi Spinosae Semen extract on viability of Calu-3 and BMEC (n = 6); B-accumulative transport rate of spinosin, an index component of 

Zizyphi Spinosae Semen extract, in Calu-3, BMEC and Calu-3/BMEC cell models (n = 3); C-Papp of spinosin in Calu-3, BMEC and Calu-3/BMEC models 

(n = 3); *P < 0.05 vs Calu-3 or BMEC group. 

图 3  酸枣仁提取物对细胞活力的影响及转运行为分析 ( x s ) 

Fig. 3  Effect of Zizyphi Spinosae Semen extract on cell viability and analysis of transport behavior ( x s ) 

3.1.2  Caco-2/BMEC 模型表征及酸枣仁提取物转

运行为分析  以 Caco-2/BMEC 细胞模型模拟药物

经胃肠道吸收入血、跨越 BBB 入脑的细胞转运过

程。同样通过 TEER值监测（图 4-A、B），当 Caco-

2 细胞在 Transwell 内插室培养 7 d 时，在 12 孔

Transwell内插室接种、培养 BMEC；继续培养 6～

7 d，Caco-2细胞层的TEER值达到300～400 Ω·cm2，

BMEC细胞层的 TEER值达到 150 Ω·cm2，此时细 

 

A-Caco-2、BMEC单层模型 TEER值监测；B-Caco-2/BMEC细胞模型串联培养前后的 TEER值；C-Caco-2/BMEC细胞模型串联培养前后 Caco-

2单层的苯酚红通透性；D-Caco-2/BMEC细胞模型串联培养前后 BMEC单层的苯酚红通透性；E-酸枣仁提取物中斯皮诺素在 Caco-2、BMEC

单层、Caco-2/BMEC细胞模型的累积转运率；F-斯皮诺素在 Caco-2、BMEC、Caco-2/BMEC细胞模型的 Papp；与 Caco-2或 BMEC组比较：

*P＜0.05。 

A-TEER values of Caco-2 and BMEC monolayer model; B-TEER values of Caco-2/BMEC model before and after tandem culture; C-phenol red 

permeability of Calu-3 cell layer before and after tandem culture of Caco-2/BMEC cell model; D-phenol red permeability of BMEC cell layer before and 

after tandem culture of Calu-3/BMEC cell model; E-accumulative transport rate of spinosin of Zizyphi Spinosae Semen extract in Caco-2, BMEC monolayer 

and Caco-2/BMEC cell models; F-Papp of spinosin in Caco-2, BMEC and Caco-2/BMEC cell models; *P < 0.05 vs Calu-3 or BMEC group. 

图 4  Caco-2/BMEC 细胞模型的性能表征及酸枣仁提取物转运行为分析 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Characterization of performance of Caco-2/BMEC cell model and analysis of transport behavior of Zizyphi Spinosae 

Semen extract ( x s , n = 3)
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胞单层完整性良好，将 2 种细胞串联共培养 3 h，

经测定串联培养前后细胞模型的 TEER值无显著性

差异。苯酚红通透性实验结果（（图 4-C、D）表明，

苯酚红在 Caco-2细胞模型的 Papp值为 4.02×10−7～

4.86×10−7 cm/s，120 min内 Papp值均小于 5×10−7 

cm/s；在 BMEC细胞模型的 Papp值为 2.21×10−5～

3.17×10−5 cm/s；串联培养后 Caco-2和 BMEC细胞

层 Papp值均无显著性改变，即串联培养对细胞单层

通透性无影响。Caco-2/BMEC模型较好保留了细胞

的完整性和通透性，可用于酸枣仁提取物的细胞转

运实验研究。 

 0.1～4.0 mg/mL 酸枣仁提取物对 Caco-2 细胞

的存活率亦无显著性影响。选择了细胞安全浓度范

围内的酸枣仁提取物，考察其在 Caco-2/BMEC 细

胞模型转运行为。如图 4-E、F所示，与 Caco-2和

BMEC单层模型相比，指标成分斯皮诺素累积转运

率均明显低于 Caco-2、BMEC模型，给药后 60 min

才检测到斯皮诺素，120 min的转运率分别是 Caco-

2、BMEC模型的 17.3%、3.1%；同样，检测终点时

有效成分斯皮诺素在 Caco-2/BMEC 模型的 Papp值

分别比 Caco-2 和 BMEC 模型降低了 87.0%和

96.9%。 

3.2  酸枣仁提取物 ig、经鼻给药途径的组织分布分析 

采取 ig 和鼻腔 2 种给药途径给予酸枣仁提取

物，考察了其中指标成分斯皮诺素在大鼠体内的血

浆和脑组织分布过程。从图 5-A、B 所示的药时曲

线可知，ig和鼻腔给药后，血浆和脑组织中均可检

测到酸枣仁指标成分斯皮诺素，但 2种给药方式的

达峰时间（（tmax）、达峰浓度（（Cmax）和滞留时间有较

大差异。ig给药在 5 min～4 h，可监测到血浆和脑

组织中斯皮诺素；而鼻腔给药至给药 8 h，血浆和脑

组织仍可检测到指标成分。同时测定了嗅球组织中

斯皮诺素的药时曲线（（图 5-C），鼻腔给药嗅球组织

斯皮诺素具有较高的浓度和较长的滞留时间。 

进一步分析了 2种给药方式的主要药动学参数

（（表 1），在相同给药剂量下，ig 给药在血浆和脑组 

 

A-血浆；B-脑组织；C-嗅球组织。 

A-plasma; B-brain tissue; C-olfactory bulb tissue. 

图 5  酸枣仁提取物 ig、经鼻给药后指标成分浓度-时间曲线 

Fig. 5  Concentration-time curves of index component of Zizyphi Spinosae Semen extract after gavage and intranasal 

administration 

表 1  酸枣仁提取物经 ig、鼻给药后血浆、脑、嗅球中斯皮诺素的药动学参数 ( x s , n = 5) 

Table 1  Pharmacokinetic parameters of spinosin in plasma, brain and olfactory bulb after gavage and intranasal 

administration of Zizyphi Spinosae Semen extract ( x s , n = 5) 

药动学参数 单位 
ig给药 鼻腔给药 

血浆 脑组织 血浆 脑组织 嗅球 

Cmax ng·mL−1或 ng·g−1 106.93±3.65⁎ 441.91±25.94⁎ 1 306.48±167.50 1 199.96±121.93 3 405.17±217.86 

AUC0～t ng·h·mL−1或 ng·h·g−1 335.94±5.54⁎ 774.95±30.59⁎ 1 616.96±23.95 3 948.16±383.14 6 296.20±1 098.95 

AUC0～∞ ng·h·mL−1或 ng·h·g−1 795.10±10.25⁎ 1 017.25±65.05⁎ 2 635.04±193.83 4 712.70±269.51 10 007.10±490.38 

tmax h 0.90±0.20⁎ 0.45±0.10⁎ 0.45±0.10 1.80±0.40 0.90±0.20 

t1/2 h 4.71±0.32⁎ 1.85±0.25⁎ 1.51±0.33 3.03±0.27 2.78±0.30 

CLz/F L·h−1·kg 31.45±0.61⁎ 24.65±1.53⁎ 15.03±0.44 1.06±0.06 2.50±0.12 

MRT0～t h 1.92±0.06⁎ 1.46±0.08⁎ 1.63±0.12 2.73±0.09 1.87±0.07 

Vz/F L·kg−1 213.72±12.41⁎ 65.60±6.50⁎ 33.00±6.75 5.08±1.03 11.41±2.58 

与鼻腔给药组比较：*P＜0.05。 

*P < 0.05 vs nasal administration group. 
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织的 Cmax 和药时曲线下面积（area under curve，

AUC0～t）都明显低于鼻腔给药，表明经鼻给药可增

加酸枣仁提取物中斯皮诺素的入血、入脑吸收。鼻

腔方式的血浆吸收半衰期（（t1/2）低于 ig给药，相应

地其 tmax快于 ig给药；而在脑组织中，鼻腔方式的

t1/2大于 ig 给药，tmax晚于 ig 给药。比较 2 种给药

方式消除速率，鼻腔给药方式的血浆清除率（（CLz/F）

为 ig给药的 47.8%，脑组织CLz/F为 ig给药的 4.3%，

这与药时曲线呈现的趋势相一致。此外，鼻腔给药

方式在嗅球组织中检测到斯皮诺素较高的 Cmax 和

AUC0～t，其中 AUC0～t分别是血浆和脑组织的 3.9和

1.6倍，提示鼻腔给药后部分提取物沿嗅球通路直接

入脑。ig给药方式中，指标成分通常经胃肠道吸收入

血，再随血液循环至脑，因此在嗅球组织中未检测到

斯皮诺素。而鼻腔给药方式中，血浆中的指标成分的

分布可表明存在经鼻给药后吸收入血、入脑的方式，

嗅球组织中的分布可表明直接方式入脑，即脑组织

中的指标成分分布来自于间接和直接2种给药方式。 

3.3  酸枣仁提取物 ig、经鼻给药的镇静催眠作用分析 

进一步比较了 ig 和鼻腔 2 种给药方式对酸枣

仁提取物镇静、催眠作用的影响。首先监测了实验

动物的自主活动次数，如图 6-B所示，与对照组比

较，模型组小鼠自主活动次数明显升高（（P＜0.05），

为自主活动亢进；与模型组比较，2 种途径给药均

显著降低小鼠自主活动次数（P＜0.05），且鼻腔给

药组小鼠自主活动次数明显低于 ig 给药组（P＜

0.05）。采用旷场实验精确记录实验动物的运动轨

迹，图 6-A为轨迹热图，与对照组比较，模型组小

鼠沿旷场四周运动，穿越中间区域次数显著减少，

表现出中间区域回避倾向，这是由于旷场环境的开

放性和缺乏隐蔽处会导致动物表现出更多的探索

行为和更高的警觉程度。正常健康动物会表现出典

型的环境探索行为特征，而失眠动物表现为焦虑样

改变同时警觉性降低、认知功能下降，更倾向于在

场地边缘区域活动[19-20]。给予地西泮和酸枣仁提取

物干预后，小鼠穿越中间区域次数明显增加，且鼻

腔给药组高于 ig给药组。分析各组小鼠旷场实验中

的静止时间、运动距离和穿越中间区域次数，结果

如图 6-C～E 所示，与对照组比较，模型组小鼠静

止时间和穿越中间区域次数显著减少（P＜0.05），

运动距离显著增加（P＜0.05）；与模型组比较，给

予地西泮和酸枣仁提取物后，小鼠静止时间和穿越

中间区域次数显著增加（P＜0.05），运动距离显著

减少（（P＜0.05）；其中与 ig给药组比较，鼻腔给药

组小鼠静止时间和穿越中间区域次数显著增加（P＜

0.05），运动距离显著减少（P＜0.05）。 

 

A-旷场实验小鼠行动轨迹热图；B-小鼠自主活动次数；C-静止时间；D-运动距离；E-穿越中间区域次数；与对照组比较：*P＜0.05；与模型组

比较：#P＜0.05；与 ig给药组比较：
▲

P＜0.05，图 7同。 

A-heatmap of  movement trajectories of mice in open field test; B-number of spontaneous activities in mice; C-immobility time; D-traveled distance; E-

number of traversing center zone; *P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; 
▲

P < 0.05 vs ig administration group, same as Fig. 7. 

图 6  酸枣仁提取物 ig、经鼻给药的镇静效果分析 ( x s , n = 10) 

Fig. 6  Analysis of sedative effect of Zizyphi Spinosae Semen extract after gavege and intranasal administration 

( x s , n = 10) 
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采用戊巴比妥钠协同睡眠实验[21]评估酸枣仁

提取物的催眠作用。如图 7-A所示，ip阈下剂量的

戊巴比妥钠（（30 mg/kg），对照组和模型组小鼠的翻

正反射未消失，入睡小鼠只数为 0；给予地西泮和

酸枣仁提取物，小鼠睡眠百分率均有增加，地西泮

组、ig给药组和鼻腔给药组小鼠睡眠百分率分别为

80%、40%和 60%。如图 7-B所示，ip阈下剂量戊

巴比妥钠（（45 mg/kg），与对照组比较，模型组小鼠

睡眠潜伏期增加（P＜0.05），持续时间减少（P＜

0.05）；给予地西泮和酸枣仁提取物后，小鼠睡眠潜

伏期显著缩短（P＜0.05），睡眠持续时间显著延长

（（P＜0.05），且鼻腔给药组的睡眠持续时间较 ig 给

药组显著延长（P＜0.05）。 

如图 7-C所示，与对照组比较，模型组小鼠海

马组织中 GABA水平显著降低（（P＜0.05）；与模型

组比较，各给药组 GABA水平显著升高（（P＜0.05），

且鼻腔给药组GABA水平较 ig给药组升高了44.6%

（（P＜0.05）。海马组织的 HE染色结果见图 7-D，对

照组小鼠海马 CA1、CA3、DG 区结构正常，锥体

细胞排列规则且紧密，细胞圆润饱满，核膜完好，

核仁清晰可见；模型组海马组织损伤严重，结构异

常，锥体细胞分布疏松紊乱，大量细胞核深染，出

现神经元固缩现象，CA3、DG区细胞核固缩情况较

CA1区更明显；与模型组比较，地西泮组和不同途

径的酸枣仁给药组锥体细胞排列趋于规律，细胞形

态完整，不同程度地改善了海马组织结构异常情况。 

 

A-小鼠睡眠百分率（n＝10）；B-小鼠睡眠潜伏期及睡眠持续时间（n＝10）；C-海马组织中 GABA水平（n＝5）；D-海马组织 HE染色结果

（×200）。 

A-sleep percentage of mice (n = 10); B-sleep latency and sleep duration of mice (n = 10); C-level of GABA in hippocampus (n = 5); D-HE staining result 

of hippocampus (× 200). 

图 7  酸枣仁提取物 ig、经鼻给药的催眠效果评价 ( x s ) 

Fig. 7  Evaluation of hypnotic effect of Zizyphi Spinosae Semen extract after gavage and intranasal administration ( x s ) 

4  讨论 

本研究分别采用 Calu-3/BMEC 和 Caco-

2/BMEC 细胞模型模拟了酸枣仁经鼻间接途径入脑

和经口途径入脑所需跨越的主要细胞屏障。肠道的

Caco-2、鼻腔的 Calu-3 和血脑屏障的 BMEC 对酸

枣仁提取物的跨细胞转运都有阻滞作用，特别当细

胞层串联后，进一步增加了酸枣仁的跨细胞转运屏

障。由此可知，药物在进入体内到达目标部位前所

需经历的多细胞跨膜过程都会阻滞药物的转运，导

致分布到目标部位的药物含量降低[22]。而对于 2种
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串联细胞模型，酸枣仁中指标成分斯皮诺素经 Calu-

3/BMEC 模型 120 min 的累积转运率为 0.60%，稍

高于经 Caco-2/BMEC 模型的相应累积转运率

（（0.43%），推测药物孵育一段时间后，经鼻吸收入脑

的细胞阻滞作用稍弱于经口途径。 

相同剂量的酸枣仁提取物经鼻给予大鼠后，指

标成分斯皮诺素血浆 AUC0～t是 ig 给药的 4.8 倍，

脑组织 AUC0～t是 ig 给药的 5.1 倍，这可能与经鼻

给药有直接、间接多种途径吸收入血、入脑有关。

经测定鼻腔方式中嗅球组织的酸枣仁指标成分含

量明显高于血浆，可知嗅球直接入脑途径是脑组织

中斯皮诺素浓集的主要贡献途径。药物进入鼻腔

后，输送到嗅区、可被内吞进入嗅觉神经元的轴突；

经囊泡沿嗅神经、到达嗅球；通过胞吐作用在嗅球

中释放，然后传递到脑的吻侧区[13]。考虑到酸枣仁

提取物黏稠度，可增加其在嗅区的停留时间，相应

地与嗅觉上皮细胞的相互作用时间增加，亦有利于

酸枣仁在嗅区的蓄积和转运入脑[23-24]。 

酸枣仁发挥镇静催眠作用的靶区域在脑组织，

而其在脑组织中的浓集将利于改善睡眠障碍。从不

同给药途径对 PCPA致失眠小鼠的药效实验结果可

知，经鼻给药比 ig 给药呈现出更强的镇静催眠效

果。脑组织中 GABA作为抑制性神经递质可使神经

细胞膜的 Cl−通透性增加，顺浓度差进入细胞内，增

加细胞膜内负电位，实现超极化进而导致兴奋性下

降，表现为镇静催眠作用[25]，GABA含量测定结果

表明酸枣仁提取物经鼻给药可显著上调海马组织

GABA的含量，这与经鼻给药组的镇静催眠效果强

于 ig组的结果相一致。此外，研究表明睡眠障碍与

海马体损伤之间存在着相互影响的复杂关联，二者

形成了一种互为因果的病理循环[26-27]。海马病理观

察结果表明给予酸枣仁提取物后，海马组织结构异

常现象显著减少，酸枣仁可改善由失眠引发的海马

组织损伤，这与 Xiao等[28]的研究结果相一致，酸枣

仁提取物能够通过改善 PCPA致失眠大鼠海马的损

害来改善睡眠质量。本研究结果表明作为可增加药

物入脑的鼻腔给药途径，因其直接、间接的多种入

脑通路，显著增加了酸枣仁提取物在脑组织中含

量，进而产生了增强了镇静催眠作用。 
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