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NMDAR抑制剂和T型钙离子通道抑制剂的组

合对抑郁症的治疗和药物

(57)摘要

本发明提供了用于治疗抑郁症的药物组合

物，其包括：组分(a)N‑甲基‑D‑天冬氨酸受体抑

制剂；和组分(b)T型钙离子通道抑制剂，其中施

用于对象的所述组分(a)和组分(b)的其中至少

一种的治疗有效量低于不存在另一组分时施用

的所述组分的治疗有效量。本发明还提供了组分

(a)N‑甲基‑D‑天冬氨酸受体抑制剂；和组分(b)T

型钙离子通道抑制剂联合用于制备治疗抑郁症

的药物的用途。本发明还提供了用所述药物或药

物组合物治疗抑郁症的方法。
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1.下述组分在联合制备治疗对象中的抑郁症的药物中的用途：

组分(  a  )  N‑甲基‑D‑天冬氨酸受体（NMDAR）抑制剂；和

组分(  b  )  T型钙离子通道（T‑VSCC）抑制剂，

其中所述组分的联合用药为选自以下的联合用药：氯胺酮和Mibefradil；AP5和

Mibefradil；以及氯胺酮和乙琥胺。

2.如权利要求1所述的用途，其中施用于所述对象的组分（a）和组分（b）的其中至少一

种的治疗有效量低于不存在另一组分时施用的所述组分的治疗有效量。

3.如权利要求2所述的用途，其中所述对象的组分（a）和组分（b）的治疗有效量都低于

不存在另一组分时施用的所述组分的治疗有效量。

4.如权利要求2所述的用途，其中施用于所述对象的组分（a）和组分（b）的其中至少一

种的治疗有效量比不存在另一组分时施用的所述组分的治疗有效量低至少10％。

5.如权利要求4所述的用途，其中施用于所述对象的组分（a）和组分（b）的治疗有效量

都比不存在另一组分时施用的所述组分的治疗有效量低至少10％。

6.如权利要求4所述的用途，其中施用于所述对象的组分（a）和组分（b）的其中至少一

种的治疗有效量比不存在另一组分时施用的所述组分的治疗有效量低至少25％。

7.如权利要求1‑6中任一项所述的用途，其中所述药物为在外侧缰核局部给药的剂型。

8.如权利要求1‑6中任一项所述的用途，其中所述抑郁症是外侧缰核簇状放电介导的

抑郁症。

9.如权利要求1‑6中任一项所述的用途，其中所述药物是快速起效治疗抑郁症的药物。

10.如权利要求9所述的用途，其中所述药物是中效和长效的治疗抑郁症的药物。

11.治疗对象的抑郁症的药物组合物，其包含：

组分(  a  )  N‑甲基‑D‑天冬氨酸受体（NMDAR）抑制剂；和

组分(  b  )  T型钙离子通道（T‑VSCC）抑制剂，

其中所述组分的联合用药为选自以下的联合用药：氯胺酮和Mibefradil；AP5和

Mibefradil；以及氯胺酮和乙琥胺。

12.如权利要求11所述的药物组合物，其中施用于所述对象的组分（a）和组分（b）的其

中至少一种的治疗有效量低于不存在另一组分时施用的所述组分的治疗有效量。

13.如权利要求12所述的药物组合物，其中所述对象的组分（a）和组分（b）的治疗有效

量都低于不存在另一组分时施用的所述组分的治疗有效量。

14.如权利要求12所述的药物组合物，其中施用于所述对象的组分（a）和组分（b）的其

中至少一种的治疗有效量比不存在另一组分时施用的所述组分的治疗有效量低至少10％。

15.如权利要求12所述的药物组合物，其中施用于所述对象的组分（a）和组分（b）的治

疗有效量都比不存在另一组分时施用的所述组分的治疗有效量低至少10％。

16.如权利要求12所述的药物组合物，其中施用于所述对象的组分（a）和组分（b）的其

中至少一种的治疗有效量比不存在另一组分时施用的所述组分的治疗有效量低至少25％。

17.如权利要求11‑16中任一项所述的药物组合物，其中所述药物为在外侧缰核局部给

药的剂型。

18.如权利要求11‑16中任一项所述的药物组合物，其中所述抑郁症是外侧缰核簇状放

电介导的抑郁症。
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19.如权利要求11‑16中任一项所述的药物组合物，其中所述药物是快速起效治疗抑郁

症的药物。

20.如权利要求19所述的药物组合物，其中所述药物是中效和长效的治疗抑郁症的药

物。
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NMDAR抑制剂和T型钙离子通道抑制剂的组合对抑郁症的治疗

和药物

技术领域

[0001] 本发明涉及疾病治疗和药物领域。具体的，本发明涉及抑郁症的治疗和用于治疗

抑郁症的药物组合物和其制备方法。

背景技术

[0002] 抑郁症在人群中具有很高的发生比例。抑郁症患者如果不进行合适的治疗，在情

绪和身体上都会受到重大影响。根据美国国家精神健康研究所(US  National  Institute 

of  Mental  Health,NIMH)的定义和描述，抑郁症包括以下症状：“持续性悲伤、焦虑或空虚”

的情绪；绝望感、悲观感；罪恶感、无价值感、无助感；失去对享受过的爱好和活动的兴趣和

快乐；精力减少、疲劳；难于集中精神、记忆困难、难于做决定；多动、易怒等。

[0003] 外侧缰核(lateral  habenula，LHb)是缰核的组成部分，位于上丘脑。外侧缰核是

边缘前脑和中脑间传递信息的主要组织。近年来，发现外侧缰核与多巴胺能和5‑羟色胺能

的神经纤维联接和调控，使得外侧缰核参与了多种生理活动，影响机体功能，与药物成瘾、

奖赏‑厌恶、疼痛、睡眠等精神状态和病症相关。

[0004] 已经发现外侧缰核与抑郁症的发生具有关联。研究表明，在抑郁大鼠中，外侧缰核

至VTA投射神经元的微小兴奋性突触后电流mEPSC的频率相对于正常大鼠显著增高，这提示

在缰核中，这种抑郁相关的过度兴奋状态有可能是由突触可塑性机制所介导的(Li,B.et 

al.Nature  470,535–539，2011)。在正常情况下，外侧缰核对VTA与DRN有低水平的抑制作

用。在抑郁症中，精神压力导致βCaMKII表达量显著上升，导致外侧缰核神经元的GluR1上

膜，神经元兴奋性和突触传递效率均显著增强。外侧缰核的高度兴奋增强对VTA与DRN抑制，

导致快感缺失和行为上的绝望表现(Li  et  al.,Science  341,1016–1020，2013)。.

[0005] 本领域已经具有一些常用的抗抑郁药物，但这些药物通常在比较长的一段时间后

才能见效。而且导致抑郁症的病理机制还未完全被认识。本领域还需要新的，或是起效更快

速、使用剂量更安全的治疗抑郁症的方法和药物。

发明内容

[0006] 本发明首次和意外发现外侧缰核的神经元的簇状放电(burst)在抑郁症的产生中

具有重要作用，并发现了N‑甲基‑D‑天冬氨酸受体(NMDA受体或NMDAR)和T型钙离子通道(T‑

type  calcium  channel或T‑VSCC)协同引发外侧缰核中的簇状放电，由此提供了通过联合

给予NMDA受体抑制剂和T型钙离子通道抑制剂来治疗(抑制)抑郁症的方法和药物，特别是

快速治疗(抑制)抑郁症的方法和药物，达到协同增效并且降低单一NMDA受体抑制剂和T型

钙离子通道抑制剂的起效剂量和降低副作用的效果。

[0007] 具体的，本发明提供了治疗对象中的抑郁症的方法，其包括向所述对象施用：

[0008] 组分(a)N‑甲基‑D‑天冬氨酸受体(NMDAR)抑制剂；和

[0009] 组分(b)T型钙离子通道(T‑type  calcium  channel或T‑VSCC)抑制剂。
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[0010] 本发明还提供了治疗抑郁症的药物组合物，其包含：

[0011] 组分(a)N‑甲基‑D‑天冬氨酸受体(NMDAR)抑制剂；和

[0012] 组分(b)T型钙离子通道(T‑type  calcium  channel或T‑VSCC)抑制剂。

[0013] 需要本文所述的方法和药物(药物组合物)的对象包括被诊断患有抑郁症的对象。

将要治疗的对象可以是哺乳动物，包括人或者非人灵长类如猴。哺乳动物可以是其它动物，

例如大鼠、小鼠、兔、猪、狗等。所述哺乳动物可以是家养动物，例如猫或者狗。

[0014] 在本发明的其中一个方面，本发明提供的治疗抑郁症的方法和药物组合物中，施

用于所述对象的组分(a)和组分(b)的其中至少一种的治疗有效量低于不存在另一组分时

施用的所述组分的治疗有效量。在本发明的其中又一个方面，施用于所述对象的组分(a)和

组分(b)的治疗有效量都低于不存在另一组分时施用的所述组分的治疗有效量。

[0015] 在本发明的其中又一个方面，本发明提供的治疗抑郁症的方法和药物组合物中，

施用于所述对象的组分(a)和组分(b)的其中至少一种，特别是两种的治疗有效量比不存在

另一组分时施用的所述组分的治疗有效量低至少5％，低至少10％，低至少25％，低至少

50％，低至少60％，低至少70％，低至少80％，或低至少90％。在本发明的其中一个方面，本

发明提供的治疗抑郁症的方法和药物组合物中，施用于所述对象的组分(a)和组分(b)的其

中至少一种的治疗有效量比不存在另一组分时施用的所述组分的治疗有效量低5％至

90％，低10％至90％，低25％至90％，或低50％至90％。

[0016] 例如，本发明提供的治疗抑郁症的方法和药物组合物中，所述NMDAR抑制剂的治疗

有效量比不存在所述T‑VSCC抑制剂时施用的所述抗抑郁症药物的治疗有效量低至少5％，

低至少10％，低至少25％，低至少50％，低至少60％，低至少70％，低至少80％，或低至少

90％。即在本发明的药物组合物中，所述NMDAR抑制剂的剂量比单独使用该NMDAR抑制剂的

正常剂量(建议剂量)低至少5％，低至少10％，低至少25％，低至少50％，低至少60％，低至

少70％，低至少80％，或低至少90％。在本发明的其中一个方面，本发明提供的治疗抑郁症

的方法和药物组合物中，所述NMDAR抑制剂的治疗有效量比不存在所述T‑VSCC抑制剂时施

用的所述抗抑郁症药物的治疗有效量低5％至90％，低10％至90％，低25％至90％，或低

50％至90％。即在本发明的药物组合物中，所述NMDAR抑制剂剂的剂量比单独使用该NMDAR

抑制剂的正常剂量(建议剂量)低5％至90％，低10％至90％，低25％至90％，或低50％至

90％。

[0017] 例如，本发明提供的治疗抑郁症的方法和药物组合物中，所述T‑VSCC抑制剂的治

疗有效量比不存在所述NMDAR抑制剂时施用的所述抗抑郁症药物的治疗有效量低至少5％，

低至少10％，低至少25％，低至少50％，低至少60％，低至少70％，低至少80％，或低至少

90％。即在本发明的药物组合物中，所述T‑VSCC抑制剂的剂量比单独使用该T‑VSCC抑制剂

的正常剂量(建议剂量)低至少5％，低至少10％，低至少25％，低至少50％，低至少60％，低

至少70％，低至少80％，或低至少90％。在本发明的其中一个方面，本发明提供的治疗抑郁

症的方法和药物组合物中，所述T‑VSCC抑制剂的治疗有效量比不存在所述NMDAR抑制剂时

施用的所述抗抑郁症药物的治疗有效量低5％至90％，低10％至90％，低25％至90％，或低

50％至90％。即在本发明的药物组合物中，所述T‑VSCC抑制剂的剂量比单独使用该T‑VSCC

抑制剂的正常剂量(建议剂量)低5％至90％，低10％至90％，低25％至90％，或低50％至

90％。
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[0018] 本发明提供的治疗抑郁症的方法和药物组合物中，所述NMDAR抑制剂和所述T‑

VSCC抑制剂被配制在同一药物组合物中，或所述NMDAR抑制剂被配制在第一药物组合物中

并且所述T‑VSCC抑制剂被配制在第二药物组合物中。

[0019] 本发明提供的治疗抑郁症的方法和药物组合物中，将所述NMDAR抑制剂和所述T‑

VSCC抑制剂同时施用。在本发明的另一个方面，将所述NMDAR抑制剂和所述T‑VSCC抑制剂分

开施用。

[0020] N‑甲基‑D‑天冬氨酸是一种兴奋性氨基酸(excitatory  amino  acids，EAA)，是中

枢神经系统的兴奋性神经递质。N‑甲基‑D‑天冬氨酸受体(NMDA受体或NMDAR)是一种离子型

受体，参与兴奋性突触传递。对NMDA受体的调节可调节谷氨酸能神经递质介导的神经作用。

[0021] 可用于本发明的N‑甲基‑D‑天冬氨酸受体抑制剂包括但不限于：

[0022] 1)NMDA受体的竞争性抑制剂(与谷氨酸结合位点竞争的抑制剂)：AP5，AP7，

CPPene，塞福太(Selfotel)；

[0023] 2) NMDA受体的非竞争性抑制剂(阻断变构结合位点的抑制剂)：阿替加奈

(Aptiganel)，氯胺酮，美金刚(memantine)、Huperzine  A，伊博格碱(Ibogaine)，HU‑211，加

巴喷丁(Gabapentin)，PD‑137889等；

[0024] 3)NMDA受体反竞争性的通道阻断剂(通道阻断剂)：金刚胺(Amantadine)，阿托西

汀(Atomoxetine)，AZD6765，右美沙芬(Dextromethorphan)，盐酸镁金刚胺，MK801

(Dizocilpine)；

[0025] 4)甘氨酸结合位点抑制剂：TK‑40，犬尿酸(Kynurenic  acid)等。

[0026] T型钙离子通道或T型钙通道(transient  calcium  channel)又名低电压激活钙通

道(Low  voltage  activate  calcium  channel,T‑type  calcium  channel)。T型钙通道在中

枢与外周神经系统的兴奋性调节中均有着重要的作用。脊椎动物中，T型钙通道家族包括3

个不同的α1亚基基因：CACNA1G、CACNA1H、CACAN1I，分别编码α1G、α1H、和α1I，从而构成了

Cav3.1，Cav3.2和Cav3.3，3种T型钙通道亚型。T型钙通道蛋白是四聚体组成的结构，每个单

体即α1亚单位含四个同源区域。通道蛋白孔道由上述四个同源区域构成。孔道螺旋与细胞

外S6片段的末端连接够成了钙离子选择性通过滤器。每个同源结构域的S4片段每隔三个氨

基酸都有带正电的氨基酸残基，形成了通道的电压感受器，以此结构为基础在膜电位发生

变化时可以控制通道的开放和关闭。

[0027] 可用于本发明的T型钙离子通道抑制剂包括但不限于：

[0028] 琥珀酰亚胺类(Succinimides) ，例如乙琥胺(ethosuximide)、甲琥胺

(methsuximide)；乙内酰脲类(hydantoins)；唑尼沙胺(zonisamide)；丙戊酸钠(valproate 

sodium)；phenytoin；Mibefradil；苯妥英(Phenytoin)；sipatrigine；哌嗪类似物如

Flunarizine、Z941；哌啶类似物如Z944和Fluoropiperidine；TTA‑P1；TTA‑P2；喹唑啉酮

(quinazolinone)；匹莫齐特(Pimozide)；三甲双酮(Trimethadione)和二甲双酮；TTA‑Q4；

ML218等。

[0029] 在本发明的其中一个方面，本发明的治疗抑郁症的药物组合物中的N‑甲基‑D‑天

冬氨酸受体抑制剂是氯胺酮，优选的，其在本发明的联合药物组合物中的治疗有效量比不

存在所述T‑VSCC抑制剂时施用的治疗有效量低至少5％，低至少10％，低至少25％，低至少

50％，低至少60％，低至少70％，低至少80％，或低至少90％，例如为低5％至90％，低10％至
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90％，低25％至90％，或低50％至90％。在本发明的其中一个方面，本发明的治疗抑郁症的

药物组合物中的N‑甲基‑D‑天冬氨酸受体抑制剂是美金刚，优选的，其在本发明的联合药物

组合物中的治疗有效量比不存在所述T‑VSCC抑制剂时施用的治疗有效量低至少5％，低至

少10％，低至少25％，低至少50％，低至少60％，低至少70％，低至少80％，或低至少90％，例

如为低5％至90％，低10％至90％，低25％至90％，或低50％至90％。

[0030] 在本发明的其中一个方面，本发明的治疗抑郁症的药物组合物中的T‑VSCC抑制剂

是甲琥胺或乙琥胺、三甲双酮或二甲双酮、丙戊酸钠、匹莫齐特或唑尼沙胺。优选的，所述T‑

VSCC抑制剂在本发明的联合药物组合物中的治疗有效量比不存N‑甲基‑D‑天冬氨酸受体抑

制剂时施用的治疗有效量低至少5％，低至少10％，低至少25％，低至少50％，低至少60％，

低至少70％，低至少80％，或低至少90％，例如为低5％至90％，低10％至90％，低25％至

90％，或低50％至90％。

[0031] 在本发明的其中一个方面，本发明的治疗抑郁症的药物组合物中的T‑VSCC抑制剂

是(+)‑ECN： 优选的，其在本发明的联合药物组合物中的治疗有效量比

不存在所述N‑甲基‑D‑天冬氨酸受体抑制剂时施用的治疗有效量低至少5％，低至少10％，

低至少25％，低至少50％，低至少60％，低至少70％，低至少80％，或低至少90％，例如为低

5％至90％，低10％至90％，低25％至90％，或低50％至90％。

[0032] 在本发明中，抑郁症可以特别指“外侧缰核介导的抑郁症”，尤其是指“外侧缰核簇

状放电介导的抑郁症”。本申请的发明人发现并证明了外侧缰核的神经元的异常发放，特别

是簇状放电的异常发放在抑郁症的产生中具有重要作用，并发现了N‑甲基‑D‑天冬氨酸受

体(NMDA受体或NMDAR)和T型钙离子通道(T‑type  calcium  channel或T‑VSCC)是引发外侧

缰核中的簇状放电的上下游事件，由此提供了通过联合给予NMDA受体抑制剂和T型钙离子

通道抑制剂来治疗(抑制)抑郁症的方法和药物，并证实联合给予NMDA受体抑制剂和T型钙

离子通道抑制剂具有协同增效的作用。

[0033] 在本发明的其中一个方面，本发明的治疗抑郁症的方法和药物组合物适合用于在

其它抗抑郁方法和药物不起效的抑郁症患者中使用。

[0034] 本领域已经采用的抗抑郁药，根据其抑制抑郁症的机制分类，可包括：

[0035] ●褪黑激素激动剂；

[0036] ●选择性5‑羟色胺重摄取抑制剂(SSRIs)；

[0037] ●5‑HT和去甲肾上腺素再摄取双重抑制剂(SNRIs)；

[0038] ●单胺氧化酶抑制剂(MAOIs)；

[0039] ●三环类抑郁药(TCAs)；

[0040] ●三重单胺摄取阻断剂；

[0041] ●代谢型谷氨酸受体(mGluRs)；

[0042] ●GABA拮抗剂；

[0043] ●NK1拮抗剂；
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[0044] ●NK2拮抗剂；

[0045] ●CRF1拮抗剂；

[0046] ●精氨加压素V1b拮抗剂；

[0047] ●MCH受体拮抗剂；

[0048] ●NT‑3、NT‑4拮抗剂；

[0049] ●CREB拮抗剂等。

[0050] 以上种类的抗抑郁药和其具体药物在WO2007/137247中列出。在此通过全文引入。

[0051] 本申请的发明人首次发现并证明了外侧缰核的神经元的异常发放，特别是簇状放

电的异常发放在抑郁症的产生中具有重要作用，因此提供了通过抑制外侧缰核的神经元的

异常发放，特别是簇状放电的异常发放来治疗(抑制)抑郁症的方法和药物。这是本领域已

知的治疗抑郁症的机制和药物未能针对的病理机制和进行治疗的脑部靶组织或其分子水

平上的靶目标。因此，本发明提供的方法和药物或药物组合物特别适合用于在上述抗抑郁

方法和药物不起效的抑郁症患者中使用。

[0052] 本领域已知某些化合物或药物可用于治疗抑郁症。但在这些报道中，其发现的或

推测的抗抑郁机制与本发明发现的机制，即通过抑制外侧缰核神经元的异常发放，特别是

簇状放电的异常发放来抑制抑郁症，完全不同。在不破坏本发明的创新性的情况下，在本发

明的其中一个方面，本发明的联合给予T‑VSCC抑制剂和NMDAR抑制剂治疗抑郁症的方法和

本发明的治疗抑郁症的联合药物组合物中，所述T型钙离子通道抑制剂不包括氟西汀、曲唑

酮、乙琥胺、三甲双酮、丙戊酸钠、匹莫齐特和唑尼沙胺。在不破坏本发明的创新性的情况

下，在本发明的其中一个方面，本发明的联合给予T‑VSCC抑制剂和NMDAR抑制剂治疗抑郁症

的方法和本发明的治疗抑郁症的联合药物组合物中，所述NMDA受体拮抗剂不包括这些NMDA

受体拮抗剂，例如AP5，CPPene，MK801、美金刚(memantine)、氯胺酮、非尔氨脂(felbamate)、

甘氨酸、D‑丝氨酸、D‑环丝氨酸、L‑谷氨酸艾芬地尔等。

[0053] 在本发明的其中一个方面，本发明的治疗抑郁症的方法和本发明的治疗抑郁症的

药物(药物组合物)中，所述方法、药物或药物组合物为在外侧缰核中局部起效，即施用在外

侧缰核的方法和药物。对于用于神经组织的药物，特别是脑部神经组织，例如外侧缰核来

说，将药物的作用限定在目标组织是有益的。用于在外侧缰核中给药对治疗方法和制备药

物都是限制性的技术特征。用于LHb的方法或药物需要考虑该方法或药物是否能够在LHb发

挥药物的有效性，包括药物是否能到达LHb，以及在LHb中是否能达到起效的浓度等。在本发

明中，所述药物或药物组合物为在外侧缰核局部给药的剂型。可以通过局部给药的方式来

达到将药物作用限定在目标组织，例如通过将药物制成可通过套管植入外侧缰核局部给药

的剂型。又例如，将药物制成植入组织后缓释的剂型等。另外还可将上述药物制成组织特异

性的靶向药物递送系统的形式。例如可以通过将具有抑制簇状放电功能的小分子化合物或

生物活性分子(核酸如蛋白编码DNA或mRNA分子、蛋白如抗体等)与能够特异性结合在外侧

缰核特异性表达的蛋白结合的抗体或抗体片段连接形成能够识别和结合外侧缰核的细胞

的复合分子。

[0054] 在本发明的其中一个方面，在本发明提供的上述在通过在外侧缰核中联合给予T‑

VSCC抑制剂和NMDAR抑制剂局部抑制簇状放电来治疗抑郁症的方法和联合药物组合物中，

所述T型钙离子通道抑制剂也可为氟西汀、曲唑酮、乙琥胺、三甲双酮、丙戊酸钠、匹莫齐特
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和唑尼沙胺等，以及所述NMDA受体拮抗剂也可为AP5，CPPene，MK801、美金刚、氯胺酮、非尔

氨脂、甘氨酸、D‑丝氨酸、D‑环丝氨酸、L‑谷氨酸艾芬地尔等。

[0055] 在本发明的其中一个方面，本发明的治疗抑郁症的方法和本发明的治疗抑郁症的

药物(药物组合物)，特别适合用于快速治疗(抑制)抑郁症。本发明提供的方法和药物适合

作为快速起效的治疗(抑制)抑郁症的方法和药物。本领域大多数抗抑郁药一般需要一周到

几周时间才能发挥抗抑郁的作用，例如常用的5‑HT再摄取抑制剂(SSRI)通常在2‑3周才显

效，5‑HT和去甲肾上腺素再摄取双重抑制剂通常在1周才显效。本发明提供的抗抑郁方法和

药物或药物组合物的起效时间低于一周，优选低于三天，更优选低于一天，例如为低于12小

时。本发明提供的药物还适合作为快速起效以及具有中效或长效的治疗(抑制)抑郁症，其

单剂量的抗抑郁效果能够持续一天以上，优选持续三天以上，更优选持续一周以上。

[0056] 本发明提供的药物组合物中的活性成分为抑制外侧缰核中簇状放电的试剂。尽管

适用于治疗的本发明的药物组合物中的活性成分可以以原料化合物的形式给药，但优选将

活性成分，任选地以生理上可接受的盐的形式，与一种或多种佐剂、赋形剂、载体、缓冲剂、

稀释剂和/或其他常规的药物辅料一起引入药物组合物。

[0057] 可以通过任意便利的适合于期望疗法的途径给予本发明的药物组合物。优选的给

药途径包括口服给药，特别是以片剂、胶囊、锭剂、散剂和液体形式；和胃肠外给药，特别是

皮肤、皮下、肌内和静脉内注射。本发明的药物组合物可以由本领域技术人员通过使用适合

于期望制剂的标准方法和常规技术制备。如果需要，则可以使用适合于使活性成分缓释的

组合物。

[0058] 本发明的药物组合物可以是那些适合于口服、直肠、支气管、鼻、肺、局部(包括颊

和舌下)、透皮、阴道或肠胃外(包括皮肤、皮下、肌内、腹膜内、静脉内、动脉内、脑内、眼内注

射或输注)给药的药物组合物，或那些适合于通过吸入或吹入给药(包括粉末和液体气雾剂

给药)或适合于通过缓释系统给药的形式的药物组合物。适合的缓释系统的实例包括含有

本发明化合物的固体疏水性聚合物的半渗透基质，该基质可以是成形的制品形式，例如薄

膜或微囊。

[0059] 因此可将本发明的药物组合物中的活性成分与常规的佐剂、载体或稀释剂一起制

成药物组合物及其单位剂量的形式。这样的形式包括固体、并尤其是片剂、填充胶囊、散剂

和微丸的形式，以及液体、尤其是水溶液或非水溶液、混悬剂、乳剂、酏剂和填充上述形式的

胶囊，所有这些形式均用于口服，用于直肠给药的栓剂、以及用于胃肠外的无菌可注射溶

液。这样的药物组合物及其单位剂型可包括常规比例的常规成分，含有或不含另外的活性

化合物或成分，并且这样的单位剂型可含有与所需每日应用剂量范围相当的任何适合的有

效量的活性成分。

[0060] 为从本发明药物组合物中的活性成分制备药物组合物，药学上可接受的载体可以

是固体或者液体。固体形式的制剂包括散剂、片剂、丸剂、胶囊、扁囊剂、栓剂以及可分散的

颗粒剂。固体载体可以是一种或多种还能用作稀释剂、矫味剂、增溶剂、润滑剂、悬浮剂、粘

合剂、防腐剂、片剂崩解剂或包囊材料的物质。

[0061] 适合于口服使用的含水混悬剂可通过将细粉碎的活性成分分散在含黏性物质、如

天然或合成的树胶、树脂、甲基纤维素、羧甲基纤维素钠、或其他众所周知的悬浮剂的水中

而制备。

说　明　书 6/18 页

9

CN 108853510 B

9



[0062] 还包括欲在临用之前转化为用于口服给药的液体形式制剂的固体形式制剂。这样

的液体形式包括溶液、混悬剂和乳剂。除活性成分之外，这样的制剂还可包含着色剂、矫味

剂、稳定剂、缓冲剂、人造和天然的甜味剂、分散剂、增稠剂、增溶剂等。

[0063] 为了局部施用到表皮，可将本发明化合物配制成软膏剂、霜剂，或洗剂，或透皮贴

剂。例如，软膏剂和霜剂可用水性或油性基质外加适合的增稠剂和/或胶凝剂配制而成。洗

剂可用水性或油性基质配制而成，且通常还含一种或多种乳化剂、稳定剂、分散剂、悬浮剂、

增稠剂或着色剂。

[0064] 或者，本发明药物组合物中的活性成分可以干粉形式提供，例如化合物在适合的

粉末基质(如乳糖、淀粉、淀粉衍生物(如羟丙基甲基纤维素)和聚乙烯吡咯烷酮(PVP))中的

粉末混合物。适宜地，粉末载体将在鼻腔内形成凝胶。粉末组合物可以单位剂型呈现，例如

以胶囊或药筒(如明胶的胶囊或药筒)形式，或以粉末可借助吸入器从中给药的泡罩包装形

式。

[0065] 需要时，可以应用适合提供活性成分缓释的组合物。

[0066] 药物制剂优选为单位剂型。这类形式中，制剂被细分为含有适量活性组分的单位

剂量。单位剂型可以是包装的制剂，该包装含有离散量的制剂，如包装的片剂、胶囊，以及小

瓶或安瓿中的粉末。此外，单位剂型可以是胶囊、片剂、扁囊剂或锭剂本身，或者可以是适合

数量的任何这些剂型的包装形式。

[0067] 用于口服给药的片剂或胶囊和用于静脉内给药和连续输注的液体是优选的组合

物。

[0068] 在一个实施方案中，当意欲使用本发明的药物组合物治疗具有滥用倾向和因烟碱

成瘾导致的脱瘾症状时，关注例如树胶、贴剂、喷雾剂、吸入剂、气雾剂等这样的制剂。

[0069] 治疗有效剂量意指缓解症状或病况的活性成分的量。治疗功效和毒性，例如ED50

和LD50，可以通过在细胞培养物或实验动物中的标准药理学程序而测定。治疗性和毒性效

果之间的剂量比例是治疗指数，其可以通过LD50/ED50的比例而表达。

[0070] 给予的剂量当然必须针对所治疗的个体的年龄、体重和病症，以及给药途径、剂型

及给药方案，以及期望的结果而小心地调整，且确切的剂量当然应该由医师决定。

[0071] 实际的剂量取决于所治疗疾病的性质及严重程度、确切的给药方式和给药剂型，

且在医师的判断范围之内，可以根据本发明具体情况通过递增剂量而改变，以产生期望的

治疗效果。然而，目前认为含有约0.1‑约1000mg、优选约1‑约750mg的活性成分/单个剂量的

药物组合物对于治疗性处理是适合的。

[0072] 术语

[0073] 术语“簇状发放”，或“簇状放电”，是指神经元在放电过程中同时产生两个或两个

以上锋电位的放电模式。

[0074] 抑制簇状放电是指抑制簇状放电的发放程度，包括减少簇状放电的频率或簇状放

电过程中簇内峰电位的个数，降低簇状放电的强度，甚至是消除簇状放电的发生。

[0075] 术语“单个发放”，或“单个放电”，是神经元在放电过程中每次发放一个锋电位的

放电模式。

[0076] 抑制簇状放电的试剂包括能够在对簇状放电起抑制作用的化合物、复合物或混合

物，以及在抑制簇状放电的方法(含外科手术方法)中使用的制剂等。所述试剂包括小分子
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化合物或复合物，或是蛋白、核酸等大分子活性成分，例如与簇状放电生理途径上的蛋白结

合的拮抗剂如抗体，或是影响这些蛋白的表达水平的核酸等。

[0077] 本发明中，“治疗”包括：改良、减轻、减少或预防与抑郁症相关的症状的进行中的

过程或结果；改善与抑郁症相关的症状的进行中的过程或结果；使处于导致特定机体功能

损伤的疾病或病症中的机体功能正常化的进行中的过程或结果；或者引发疾病的一种或多

种临床可测定的参数改善的进行中的过程或结果。在一个实施方案中，治疗目的是预防或

减慢(减轻)不希望的生理情况、病症或疾病，或获得有益的或期望的结果。该结果可以是，

例如医学的、生理学的、临床的、物理治疗、职业治疗，面向保健人员或患者；或本领域理解

为“生活品质”或日常生活活动的参数。本发明中，有益的或期望的临床结果包括但不限于，

减轻症状；减小/缩小该情况、病症或疾病的程度；稳定(即非恶化)该情况、病症或疾病的状

态；延迟该情况、病症或疾病的开始或减慢其进展；改善或缓和该情况、病症或疾病；和减轻

(无论部分或总体)、无论可检测出的或不可检测出的；或增强或改善该情况、病症或疾病。

在一个实施方案中，治疗包括引发临床有效响应而没有过度水平的副作用。在一个实施方

案中，治疗也包括与如果不接受治疗的预期的存活期相比延长存活期。在一个实施方案中，

治疗指给药药物或对患者执行医疗程序。本发明中，治疗可以是预防(防止)，治愈虚弱或

病，或改良患者的临床情况，包括降低病程或疾病严重度，或主观改善患者的生活品质或延

长患者的存活期。

附图说明

[0078] 图1外侧缰核局部阻断NMDA受体足以产生快速抗抑郁效果。(A)cLH大鼠外侧缰核

双侧套管植入示意图。白色虚线指示缰核位置。(B‑G)局部双侧施加氯胺酮(25μg每侧，B‑D)

和AP5(40nmol每侧，E‑G)到LHb，在短时间内(0.5或1小时)能有效逆转cLH大鼠的抑郁表型：

显著降低强迫游泳中的不动时间(C和F)和显著增高抑郁动物对糖水的偏好性(D和G)。(H‑

I)LHb双侧施加氯胺酮的抗抑郁效果可以持续到给药后第14天。所有数据均表示为平均值

±SEM。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001与对照组相比。N.S.表示差异不显

著。其他的图标相同。

[0079] 图2大鼠和小鼠抑郁动物模型中外侧缰核神经元簇状发放增强并可被氯胺酮所反

转。(A)指示了全细胞膜片钳记录的记录位点，记录位点分布于外侧缰核的不同亚区。(B‑D)

外侧缰核中神经元的三种自发放模式典型图，分别是不放电(silent)，单个放电(tonic)和

簇状放电(burst)。中间是同一个神经元对TTX的反应，TTX可阻断单个放电和簇状放电的峰

电位。右边放电轨迹图是左边阴影区的放大图。(E‑F)散点图(E)和累积曲线(F)显示静息膜

电位(RMPs)的均值和分布。(G‑H)簇内发放频率而非簇间发放频率与静息膜电位超级化程

度正相关。(I‑N)在先天抑郁(cLH)大鼠和慢性束缚应激诱导的小鼠抑郁模型中，簇状放电

的神经元比例显著增高。(I，L)饼状统计图显示在大鼠和小鼠抑郁模型中，簇状放电神经元

数目增加。(J，M)柱图显示所有发放细胞中单个放电和簇状放电的细胞比例。(K，N)柱形统

计图显示不动抑郁动物缰核中神经元峰电位间隔的分布。

[0080] 图3在体电生理记录显示氯胺酮抑制慢性束缚应激小鼠缰核神经元簇状放电活性

和θ波段的同步化活动。(A)在体记录电极在对照和CRS小鼠LHb中的记录位点。(B)在体记录

对照，CRS和CRS+氯胺酮的小鼠LHb神经元放电的代表性示例(左)和平均发放波形(右)，通
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过分析峰电位间隔(ISI)来分离簇状放电。(C‑D)CRS小鼠LHb神经元簇状放电比例和每分钟

簇状放电的个数都显著高于对照小鼠，且可以被氯胺酮所反转。(E)对照小鼠和CRS小鼠在

氯胺酮注射前后峰电位间隔的累积分布曲线(对照组：143ms，CRS组：33ms，CRS+氯胺酮组：

121ms)。虚线指示峰电位50％变化的点。(F)对照组和CRS组小鼠在给氯胺酮前后神经元发

放相关场电位，CRS组相邻波谷之间的时间间隔为140ms左右(周期约为7hz)(G)对照小鼠和

CRS小鼠在氯胺酮注射前后单个神经元放电与场电位的相关性(SFC)。每个放电单位的SFC

(左)，平均的SFC(中)，θ波段(4‑10Hz)中SFC百分比。所有数据均表示为平均值±SEM。*P<

0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001与对照组相比。N.S.表示差异不显著。其他的图

标相同。

[0081] 图4LHb的簇状放电需要激活NMDA受体。(A)将神经元钳制在‑80mV时产生的兴奋性

突触后电流典型图。通过在无Mg2+的人工脑脊液(ACSF)中加入GABA受体抑制剂

(picrotoxin)和AMPA受体阻断剂(NBQX)来分离NMDA受体介导的兴奋性突触后电流(NMDAR‑

EPSCS)，并用NMDA受体阻断剂AP5来确认电流。(B)LHb神经元钳制在不同电压下记录到的

NMDAR‑EPSCs，该电流可被AP5完全阻断。(C‑H)LHb中氯胺酮(C‑D)，AP5(E‑F)和NBQX(G‑H)对

自发簇状放电的影响。左侧为典型图，右侧为统计图。(I‑J)NMDA灌流可使不发放的细胞产

生簇状放电，这种诱发的簇状放电可被氯胺酮所抑制。NMDA可诱发大的兴奋性突触后电位

和簇状放电。所有数据均表示为平均值±SEM。*P<0 .05，**P<0 .01，***P<0 .001，****P<

0.0001与对照组相比。N.S.表示差异不显著。其他的图标相同。

[0082] 图5LHb簇状放电需要神经元膜超级化和T型电压敏感型干通道的参与。(A)斜坡电

流注射诱导LHb神经元从簇状放电向单个放电转化的典型图，神经元在相对超级化的状态

下容易产生簇状放电，而在相对去极化的状态下产生单个放电。(B)统计图显示大小鼠中

LHb神经元注入超级化电流后能诱导产生簇状放电的神经元比例。(C‑E)电流钳加记录到的

簇状放电频率(C)，簇状放电持续时间(D)和簇内放电个数(E)与神经元静息膜电位的相关

性。(F)超级化下自发单个放电神经元向簇状放电转化的典型示例图。(G)去极化下自发簇

状放电向单个放电转化的典型示例图。(H，I)T‑VSCC阻断剂Mibefradil(H)和HCN通道阻断

剂ZD7288(I)对LHb神经元自发簇状放电的影响。左侧为典型图，右侧为统计图。(J)一个发

放示例图总结了LHb神经元簇状放电中所需要的各种离子和通道。激活的T‑VSCC使得阻断

NMDA受体的镁离子被移开，T‑VSCC和NMDA受体通道的打开驱动神经元膜电位超簇状放电阈

值方向变化。当快速失活T‑VSCC和NMDA受体通道时，神经元静息膜电位恢复到‑55mV一下，

起始另一个簇状放电周期。所有数据均表示为平均值±SEM。*P<0 .05，**P<0 .01，***P<

0.001，****P<0.0001与对照组相比。N.S.表示差异不显著。其他的图标相同。

[0083] 图6T‑VSCC拮抗剂表现出快速抗抑郁的作用。(A‑C)局部注射mibefradil，到双侧

LHb，在FST(B)和SPT(C)行为中均表现出快速的抗抑郁效果。(A)为LHb注射CTB确定套管的

注射位点图。所有数据均表示为平均值±SEM。*P<0 .05，**P<0 .01，***P<0 .001，****P<

0.0001与对照组相比。N.S.表示差异不显著。其他的图标相同。

[0084] 图7eNpHR光激活诱导的反弹式簇状放电使动物表现出可被氯胺酮反转的厌恶和

抑郁表型。(A)eNpHR病毒表达载体构建示意图(上图)，光电及记录示意图(下图)。(B，C)在

AAV2/9‑eNpHR病毒表达的小鼠LHb中，黄光激活的脑片神经元(B)和在体记录到的神经元

(C)反弹簇状放电的典型图。成功诱导出簇状放电的细胞百分比显示于右侧统计图。(D)点
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阵图和刺激后时间柱图显示在体光电极记录中一个代表性的LHb神经元对100ms黄光刺激

的反应。(E)eNpHR光激活引起的反弹式簇状放电的簇内发放频率和簇内发放个数的分布与

CRS小鼠缰核中记录到的相当。中央的十字交叉代表平均值。(F)eNpHR光激活引起的反弹式

簇状放电诱发的实时位置厌恶(RTPA)。左侧显示RTPA的代表性热图，右侧显示定量分析的

厌恶回避参数。(G)eNpHR光激活引起的反弹式簇状放电诱发的FST抑郁表型。(H)eNpHR光激

活引起的反弹式簇状放电诱发的SPT抑郁表型。所有数据均表示为平均值±SEM。*P<

0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001与对照组相比。N.S.表示差异不显著。其他的图

标相同。

[0085] 图8与簇状放电相同频率的单个放电不能引起抑郁表型。(A)离体电生理记录显示

5Hz的光激活oChIEF光通道产生5Hz的单个放电。(B)与表达对照非光通道的eGFP小鼠相比，

光激活并不改变动物的运动能力。(C)5Hz的光激活产生的单个放电不能诱导出抑郁表型。

[0086] 图9联合施用低剂量NMDA受体抑制剂和T型钙离子通道抑制剂能够产生快速抗抑

郁效果，并且降低两种药物的副作用。

[0087] 图10NMDAR抑制剂与T‑VSCC抑制剂联合用药对诱发簇状放电的影响。给予外侧缰

核神经元注射‑100pA的超级化电流100ms，使神经元处于超极化状态，超级化状态诱发外侧

缰核神经元簇状放电。外侧缰核脑片单独灌流氯胺酮(100μM，A)，AP5(100μM，B)或

Mibefradil(10μM,C)时，对神经元超级化诱发簇状放电的概率的影响，左侧图形为簇状放

电的波形示例，右侧为统计分析。当氯胺酮(100μM)与Mibefradil(10μM)联合给药(D)或AP5

(100μM)与Mibefradil(10μM)联合给药(E)，对神经元超级化诱发簇状放电的概率的影响，

左侧图形为簇状放电的波形示例，右侧为统计分析。所有数据均表示为平均值±SEM。****P

<0.0001与对照组相比。其他的图标相同。

具体实施方式

[0088] 下面将结合实施例进一步说明本发明的实质内容和有益效果，该实施例仅用于说

明本发明而非对本发明的限制。

[0089] 实施例1材料和方法

[0090] 动物材料

[0091] 雄性cLH大鼠(4‑12周龄)，Sprague  Dawley大鼠(4‑12周龄)。cLH大鼠是一个选择

性培育的具有先天习得性无助抑郁表型的抑郁症动物模型(D.Schulz ,M .M .Mirrione ,

F .A .Henn ,Neurobiol  Learn  Mem  93 ,291，Feb,2010)。本实验的cLH大鼠从美国冷泉港

Malinow实验室引进。cLH大鼠饲养和繁殖如前述D.Schulz,et  al，Feb,2010中描述。大鼠4

只/笼，12小时的明暗周期(7am‑7pm有光)。用于套管实验的cLH大鼠1只/笼饲养。成年(8‑12

周龄)C57BL/6小鼠被用于行为测试：4只/笼，12小时明暗周期(5am‑5pm有光)。大鼠和小鼠

都能够自由摄取稳定的水和食物，所有的动物实验经过浙江大学动物保护和使用委员会的

批准。

[0092] 病毒构建

[0093] AAV9‑CaMKII‑eNpHR3.0‑eYFP，质粒购自于Addgene，Cat#26971，病毒由上海泰廷

生物科技有限公司包被；AAV9‑Ubi‑eGFP由UMass的Gao  Guangping实验室馈赠；AAV9‑hSyn‑

oChIEF‑tdTomato，质粒购自于Addgene，Cat#50977，病毒由上海泰廷生物科技有限公司包
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被。

[0094] 立体定位注射和组织学

[0095] 小鼠注射病毒:小鼠腹腔注射氯胺酮(100mg/kg体重)和赛拉嗪(8mg/kg)混合液麻

醉后，固定于立体定位仪上(Stoelting  instruments)。每只小鼠每侧LHb注入0.1‑0.2ul纯

化浓缩的AAV病毒(～1013感染单位/ml)，LHb立体定位坐标(前后距离Bregma：‑1.7mm(AP)，

左右旁开±0.46mm(ML)，皮层表面往下‑2.56mm(DV))。使用自行拉制的玻璃微电极缓慢注

入(～100‑150nl/min)，注射结束留针5min，然后再5min内缓慢移出注射电极。

[0096] 术后至少14天，开展行为实验或者电生理实验。行为实验结束后检查注射位置，只

使用正确注射的那些动物数据。

[0097] 注射了AAV病毒的脑切片在荧光显微镜下检查，或其它标记了GFP的病毒在显微检

查之前用抗体检查GFP蛋白。每个大脑的缰核区切成6组连续的切片(小鼠30um的切片，每组

6片；大鼠40um切片，每组8‑9片)。所有的切片在安装到固定片之前用Hoechst复染色。

[0098] 大鼠双侧LHb埋置套管：大鼠腹腔注射4％戊巴比妥那(60mg/kg体重)麻醉后，固定

于大鼠立体定位仪上。置管用LHb立体定位坐标(前后距离Bregma：‑3.7mm(AP)，左右旁开±

0.7mm(ML)，皮层表面往下‑4.1mm(DV))。在LHb对应的颅骨上方，颅钻钻孔，之后在颅骨上固

定三颗螺丝。按置管LHb坐标使双侧套管(购自于美国plastics  one公司)进入缰核的上方，

并用牙托水泥固定套管，待牙托水泥完全凝固后，在套管中插入与套管等长的平端堵芯，并

拧上螺帽以防止堵芯脱落。术后7天，待大鼠从手术创伤中恢复后，可用于检测药物的行为

学效果。大鼠使用气体(异氟烷)麻醉机麻醉后，用套管配套的注射针，自套管中缓慢注入

1ul待测试药物(约100nl/min)，注射结束留针10min，然后移出注射内芯。根据药物的有效

时程进行行为学测试。行为实验结束后，通过套管注射CTB‑488or  555检查套管位置，LHb注

射位点准确的动物行为学数据才用于统计分析。

[0099] 离体电生理记录

[0100] 出生后40‑50天的大鼠或出生8周的小鼠经异氟烷麻醉后，用20ml冰冷充氧的切片

液进行灌流。快速断头取出大脑，放进充氧的切片液中。随后利用Leica振动切片机在充氧

的冰冷的切片液中，进行350um的管状切面切片。缰核脑片在充氧的34℃的ACSF(118mM 

NaCl,2.5mM  KCl,26mM  NaHCO3,1mM  NaH2PO4,10mM  glucose,1.3mM  MgCl2and  2.5mM  CaCl2,

gassed  with  95％O2and  5％CO2)中，恢复至少1小时后转移到室温进行记录。注射氯胺酮组

的大鼠和小鼠均在动物取脑前1h进行。

[0101] 外侧缰核脑片的膜片钳记录采用Axon  Multiclamp  700B放大器，在32±1℃环境

下，在装配红外微分干涉相差光学镜头的Olympus显微镜下进行记录。所有细胞均在全细胞

模式下记录。神经元记录电极阻抗为4‑6MΩ，电极内液成分为(mM)：105K‑Gluconate ,

30KCl,4Mg‑ATP,0.3Na‑GTP,0.3EGTA,10HEPES  and  10Na‑phosphocreatine,pH为7.35。记

录外液所用人工脑脊液(ACSF)成分为(mM)：125NaCl ,2 .5KCl ,25NaHCO3 ,1 .25NaH2PO4 ,

1MgCl2and  25葡萄糖。数据经过2kHz过滤后使用Digidata  1322A在10kHz下采样记录。数据

使用pClamp  10软件进行分析。

[0102] 大小鼠LHb神经元中动作电位自发放频率，是在I＝0电流钳记录模式下进行，持续

60秒，平均发放频率由这60s发放来统计。对LHb中产生的不同的放电模式的定义为：不发放

细胞，指在整个记录过程中没有动作电位发放的细胞；单个放电的细胞，指放电频率在0.1‑
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10Hz，极少有10‑20Hz；簇状放电细胞，是指能产生成簇的发放，且簇内发放频率极高，但表

现出逐渐递减趋势，簇间发刚频率高达200Hz。

[0103] 诱发的NMDA受体介导的兴奋性突触后电流是在零镁的ACSF下，将细胞牵制在‑

50mV到‑80mV下所记录到的。诱发的T型电压敏感型钙通道电流，是将细胞钳制在‑50mV下，

然后再将细胞钳制到‑100mV，持续1秒。刺激按照常规频率0.1Hz给出。钙电流通过线性渗漏

相减得到。

[0104] 在体电生理记录

[0105] 成年雄性小鼠腹腔注射氯胺酮(100mg/kg体重)和赛拉嗪(8mg/kg)混合液麻醉后，

固定于立体定位仪上(Stoelting  instruments)。将由8个tetrode(由四根电极丝组成的)

(电阻为250‑500KΩ,California  fine  wire)组成的可移动电极阵列植入到LHb(AP：‑

1 .72mm；ML：±0.46mm；DV：‑2.44mm)。不锈钢丝缠绕到固定在颅骨上的两个螺钉上用于接

地。电极用牙托水泥固定在颅骨表面。动物恢复5‑7天后，开始适应记录所用的转接头，一天

10分钟，共适应2‑3天。记录采用64通道的OmniPlex‑D神经信号采集系统(Plexon  Inc .,

Dallas,TX)，在饲养笼中记录30分钟动物LHb的自发放电活动(采样频率40kHz,300‑6000Hz

带通滤波))和场电位(LFP，采样率为1kHz,250Hz低通滤波)，增益为5000。将没有可辨别的

神经元放电信号的通道作为参考电极。每次记录后tetrode以70μm深度往下步进，并恢复2

天以开始下一次记录。对于慢性束缚应激小鼠，记录氯胺酮给药前30min和给药1h后的放电

活动。所用记录的动物最后都用电损毁的方式确定电极位点。

[0106] 动作电位分选：将所有记录到的电信号导入到Offline  Sorter  V3(Plexon 

Inc.)，然后使用阈值法和主成分分析(PCA)对单个神经元放电进行手动分选。峰电位间隔

小于不应期(1.4ms)的发放被排除在外，并通过互相关分析确保没有分选出的神经元不发

生重复。与背景噪音无法分离的信号被排除。数据分析：该部分数据分析所用软件为

Neuroexplorer4(Plexon  Inc .)和MATLAB。数据分析：该部分数据分析所用软件为

Neuroexplorer4(Plexon  Inc.)和MATLAB。

[0107] 行为学实验

[0108] 强迫游泳测试(forced  swim  test，FST)

[0109] 实验在正常日光灯下进行。小鼠强迫游泳圆柱形容器的直径为12cm，高25cm。测试

水深为14cm，水温23‑24℃。摄像头从侧边记录小鼠在6min内的游泳情况。采用双盲方式统

计小鼠游泳6min内后4min的不动时间(动物的漂浮姿势或者四肢完全没有活动的时间)。

[0110] 糖水偏好测试(sucrose  reference  test，SPT)

[0111] 实验小鼠单独饲养1周，然后连续2天给予小鼠两瓶普通水，之后两天将水换为两

瓶2％的蔗糖水进行训练。训练结束后，给予动物一瓶普通水和一瓶2％的蔗糖水进行测试，

每12小时交换一次水瓶的位置，每24小时记录一次水和糖水的消耗量(对水瓶称重)，共记

录48小时。

[0112] 慢性束缚应激(chronic  restraint  stress，CRS)小鼠抑郁模型构建

[0113] 动物随机分成两组，一组每天11:00到14:00间放入50ml离心管束缚2h，连续束缚

14天，为了利于动物呼吸，所用50ml的离心管上钻有2mm直径的数个小孔；另一组对照动物

则不接受束缚应激。每天的束缚结束后，动物放回自己的笼子并与对照组动物饲养在同一

饲养室。在第15天进行强迫游泳和糖水偏好测试去评估动物的抑郁表型。
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[0114] 自由活动清醒小鼠光遗传行为测试

[0115] 该部分所有动物行为学检测都是动物处于生物节律的黑暗时期，且在病毒表达至

少三周后进行。植入的光纤通过陶瓷套管连接到插线电缆(陶瓷套管购自于中国杭州

NEWDOON公司)，插线电缆接通过一个FC/PC适配器连接到到一个转动接头(购自于加拿大

Doric,Québec)上，使得动物可以无限制地自由运动。另一根插线电缆通过FC/PC适配器连

接到电脑和473nm的DPSS激光器(Aurora‑220‑473)或者589nm  DPSS激光器(Aurora‑220‑

589)，激光器均购自于中国杭州NEWDOON公司。

[0116] 实时位置回避(Real‑time  place  aversion，RTPA)测试

[0117] 基于前人的实验方法(Matthews  et  al.,2016；Zhu  et  al.,2016)，一个中间连通

的52x  26x  23厘米敞口箱子，分左右两个相同大小的箱子(26x26x  23厘米)用于行为学测

试。小鼠被放置到箱内自由活动20分钟，用于评估小鼠对两侧箱子的基础偏好水平。接下来

的20分钟测试阶段，将小鼠平均分配到左右侧箱子，并以这一侧作为刺激箱，另一侧则为每

只小鼠对应的非刺激箱。将小鼠放到非刺激箱开始实验。小鼠一旦进入刺激箱便能激活黄

光刺激(eNpHR3.0:589nm,1Hz,16mW,100ms间隔)，直到小鼠返回非刺激侧结束。回避箱子的

正上方安装有摄像头，记录每次实验动物的活动情况。并用Any‑maze软件(美国Stoelting

公司)分析动物的相关行为指标。回避分数＝后20min刺激侧与非刺激侧停留时间差值‑前

20min刺激侧与非刺激侧停留时间差值。

[0118] 旷场测试：基于前人研究的实验方法(Matthews  et  al.,2016)，所用旷场测试箱

大小为：45x  45x  45厘米，四个壁和底部均为白色树脂材料。动物先在旷场内一共自由探索

9分钟，中间3分钟给予激光刺激(eNpHR3.0:589nm,1Hz,16mW,100ms间隔)。旷场正上方摄像

头记录每次实验动物的运动情况，用Any‑maze软件分析动物的相关行为指标。

[0119] 强迫游泳测试：基于已有的强迫游泳测试方法(Li  et  al.,2013)。实验在正常光

照(约100lux)下进行。小鼠强迫游泳圆柱形透明容器的直径为12cm，高25cm。测试水深为

14cm，水温22.5‑23℃。当小鼠放入水中后，激光刺激即开始，持续6分钟(eNpHR3.0:589nm,

1Hz,16mW,100ms间隔)。摄像头从侧边记录小鼠在6min内的游泳情况。实验结束后，采用双

盲方式统计视频中小鼠游泳6min内后4min的不动时间(动物的漂浮姿势或者四肢完全没有

活动的时间)。

[0120] 统计分析

[0121] 所有的数据都以平均值±SEM。对于所有的行为数据，采用two‑tailedStudent's 

t‑tests。

[0122] 实施例2在大鼠的外侧缰核局部给药NMDA受体抑制剂可产生快速抗抑郁效果

[0123] 通过对cLH抑郁症大鼠在外侧缰核双侧套管植入后给予氯胺酮来观察抑郁表型的

变化。图1的A是cLH大鼠外侧缰核双侧套管植入示意图，白色虚线指示缰核位置。图1的B‑G

给出实验的结果：局部双侧施加不同的NMDAR抑制剂氯胺酮(25μg每侧，图1的B‑D)和AP5

(40nmol每侧，图1的E‑G)到LHb，在短时间内(0.5或1小时)能有效逆转cLH大鼠的抑郁表型，

包括显著降低强迫游泳中的不动时间(图1的C和F)，显著增高抑郁动物对糖水的偏好性(图

1的D和G)。

[0124] 在实验中还观察到，LHb双侧施加NMDAR抑制剂氯胺酮的抗抑郁效果可以持续到给

药后第14天(如图1的H‑I所示)。
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[0125] 以上实验证明，在大鼠的外侧缰核局部对NMDA受体进行抑制处理，可产生快速和

持久的抗抑郁效果。

[0126] 这是在本领域第一次发现在脑部的局部组织中给予NMDA受体抑制剂，例如氯胺

酮，能够产生快速和持久的抗抑郁效果。

[0127] 实施例3外侧缰核中三种神经元自发放电模式(不放电，单个放电和簇状放电)在

抑郁动物中的发放特性

[0128] 运用全细胞膜片钳技术在离体脑切片观察抑郁症动物外侧缰核神经元的放电模

式。图2的A显示全细胞膜片钳记录的记录位点，记录位点分布于外侧缰核的不同亚区。发现

外侧缰核中神经元存在三种自发放模式典型图，分别是不放电(silent)(图2的B所示)，单

个放电(tonic)(图2的C所示)和簇状放电(burst)(图2的D所示)。

[0129] 图2的E(散点图)和F(累积曲线)显示静息膜电位(RMPs)的均值和分布。结果显示，

相较于不发放的细胞，单个放电细胞静息膜电位表现出去极化而簇状放电细胞表现为超级

化。

[0130] 另外，实验发现，在大鼠和小鼠抑郁动物模型中，外侧缰核自发簇状放电的神经元

比例显著高于对照正常动物，且NMDAR抑制剂氯胺酮可显著降低抑郁动物自发簇状放电的

神经元比例。提示抑郁症中外侧缰核神经元簇状放电增强。如图2的I和L(饼状统计图)显

示，大鼠和小鼠抑郁模型中，簇状放电神经元数目增加。图2的J和M(柱状统计图)显示所有

发放细胞中单个放电和簇状放电的细胞比例。图2的K和N(柱状统计图)显示不动抑郁动物

缰核中神经元峰电位间隔的分布。

[0131] 实施例4体内实验观察抑郁症动物外侧缰核神经元的放电模式

[0132] 为了进一步确证外侧缰核神经元簇状放电对抑郁症的作用，运用在体多通道电生

理记录方法，一种更好模拟动物生理状态的记录方法，在清醒的小鼠外侧缰核置入多通道

电生理记录电极，记录外侧缰核神经元的发放，包括小鼠簇状放电活性和θ波段的同步化活

动等。结果如图3所示。

[0133] 图3的A显示在体记录电极在对照和CRS抑郁症小鼠(CRS，chronic  restrain 

stress)的LHb中的记录位点。图3的B为在体记录对照，CRS和CRS+氯胺酮的小鼠LHb神经元

放电的代表性示例(左)和平均发放波形(右)，通过分析峰电位间隔(ISI)来分离簇状放电。

图3的C‑D显示，CRS小鼠LHb神经元簇状放电比例和每分钟簇状放电的个数都显著高于对照

小鼠，且可以被氯胺酮所反转。图3的E显示，对照小鼠和CRS小鼠在氯胺酮注射前后峰电位

间隔的累积分布曲线(对照组：143ms，CRS组：33ms，CRS+氯胺酮组：121ms)。虚线指示峰电位

50％变化的点。

[0134] 已知簇状放电可以增强神经元网络的同步化发放。我们通过计算神经元发放相关

场电位(spike‑triggered  averages，STAs)，去检测发放和场电位间振荡的同步化效应。图

3的F显示对照小鼠和CRS小鼠在氯胺酮注射前后神经元发放相关场电位，对照小鼠发放相

关场电位分布呈较平缓的趋势，提示没有神经元同步化效应。CRS组则出现7Hz的发放相关

场电位分布，提示CRS抑郁小鼠外侧缰核神经元网络放电呈现出θ波段(4‑10Hz)节律，且这

种同步化效应可被氯胺酮所阻断。

[0135] 图3的G通过分析每个放电单位的神经元放电与场电位的相关性(SFC，左)()，平均

的SFC(中)和θ波段(4‑10Hz)中SFC百分比(右)，进一步证实了CRS抑郁小鼠外侧缰核神经元
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网络放电呈现出可被氯胺酮所阻断的θ波段(4‑10Hz)节律。

[0136] 以上结果显示，慢性束缚应激诱导的抑郁小鼠模型中，外侧缰核神经元簇状放电

频率和簇内发放个数都显著高于对照正常小鼠，这种增高可被NMDAR抑制剂氯胺酮所反转。

[0137] 实施例5离体实验证明，NMDA受体的激活是LHb神经元产生簇状放电的充分必要条

件

[0138] 已有在其他脑区的研究结果显示，簇状放电的产生需要有NMDA受体介导的钙离子

内流。本发明进一步研究为了阐明外侧缰核中NMDA受体在簇状放电产生过程中的作用，首

先确证了LHb有NMDAR的表达：膜片钳记录到LHb脑片中NMDA电流。图4的A是将神经元钳制

在‑80mV时产生的兴奋性突触后电流典型图。通过在无Mg2+的人工脑脊液(ACSF)中加入GABA

受体抑制剂(picrotoxin)和AMPA受体阻断剂(NBQX)来分离NMDA受体介导的兴奋性突触后

电流(NMDAR‑EPSCS)，并用NMDA受体阻断剂AP5来确认电流。

[0139] 图4的B显示LHb神经元钳制在不同电压下记录到的NMDAR‑EPSCs，该电流可被

NMDAR抑制剂AP5完全阻断。这确证了LHb有NMDAR的表达。

[0140] 图4的C‑H显示外侧缰核中氯胺酮(C‑D)，AP5(E‑F)和NBQX(G‑H)对自发簇状放电的

影响。左侧为典型图，右侧为统计图。以图4的C‑D为例，可以看到氯胺酮不影响神经元的静

息膜电位(resting  membrane  potentials，RMPs)，但是几乎完全阻断了自发簇状放电。如4

的C显示，在以氯胺酮处理后10秒，LHb的簇状放电转化为了单个放电。结果显示，NMDA受体

抑制剂氯胺酮和AP5均有效降低自发簇状放电的频率，而阻断另一种谷氨酸受体AMPA，对自

发簇状放电的影响远比NMDA受体抑制剂的为弱。

[0141] 进一步的实验在脑片中直接灌流NMDA，发现可使LHb中不发放的细胞产生簇状放

电，而且这种簇状放电能被氯胺酮所阻断。如图4的I和J所示，NMDA灌流可使不发放的细胞

产生簇状放电，这种诱发的簇状放电可被氯胺酮所抑制。NMDA可诱发大的兴奋性突触后电

位和簇状放电。

[0142] 结果证明，LHb中NMDA受体的激活是LHb神经元产生簇状放电的充分必要条件。

[0143] 实施例6LHb簇状放电需要神经元膜超级化和T型电压敏感型干通道的参与

[0144] 实施例3中所发现的现象，即LHb中不同发放模式的神经元有不同的静息膜电位

(RMP)，自发簇状放电的神经元表现出超级化的静息膜电位。

[0145] 发明人进一步确认静息膜电位与神经元发放模式间的关系。如图5所示，首先，给

记录的神经元注入一个递增的斜坡电流，使细胞的静息膜电位从‑80到‑40mV间变化。超级

化电流注入，使细胞产生簇状放电。簇状放电的簇内个数的峰值在‑56～‑60mV之间，与自发

簇状放电细胞的静息膜电位相近。同时对自放放电的细胞给予超级化或去极化的电流注入

也可以使细胞在单个发放和簇状发放之间相互转化。

[0146] 图5中的A是斜坡电流注射诱导LHb神经元从簇状放电向单个放电转化的典型图。

如图所示，神经元在相对超级化的状态下容易产生簇状放电，而在相对去极化的状态下产

生单个放电。图5中的B为统计图，显示大小鼠中LHb神经元注入超级化电流后能诱导产生簇

状放电的神经元比例。图5中的C‑E为：电流钳加记录到的簇状放电频率(C)，簇状放电持续

时间(D)和簇内放电个数(E)与神经元静息膜电位的相关性。

[0147] 由于NMDA受体是一个去极化条件下才激活的通道，而产生簇状放电的神经元静息

膜电位是超级化的，本申请发明人那么进一步研究超级化条件下NMDA受体是怎么被激活而
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参与到簇状放电中。

[0148] 本申请的发明人发现了在神经元超级化时被激活并能使神经元去极化的离子通

道：T型电压敏感的钙离子通道。T型电压敏感的钙离子通道是一类超级化下激活的钙通道，

通道激活后使钙离子内流而导致神经元去极化。该通道有三个亚型，Cav3 .1，Cav3 .2和

Cav3.3，三个亚型在LHb中均有表达。

[0149] 发明人通过实验证明了在LHb中T型电压敏感的钙离子通道的激活能引发簇状放

电。图5中的F是超级化下自发单个放电神经元向簇状放电转化的典型示例图。图5中的G是

去极化下自发簇状放电向单个放电转化的典型示例图。

[0150] 发明人测试了T‑VSCC对LHb自发或诱发的簇状放电的影响。另外，测试另一个离子

通道‑HCN通道(hyperpolarization‑activated  cyclic  nucleotide–gated  channel)对

LHb自发或诱发的簇状放电的影响。实验通过测试T‑VSCC阻断剂和HCN的阻断剂对LHb自发

或诱发的簇状放电的影响来进行。图5中的H，I显示，T‑VSCC阻断剂Mibefradil(H)和HCN通

道阻断剂ZD7288(I)对LHb神经元自发簇状放电的影响。左侧为典型图，右侧为统计图。结果

证明，T‑VSCC阻断剂能显著抑制LHb自发或诱发的簇状放电频率。而HCN通道阻断剂对LHb自

发或诱发的簇状放电的影响远小于T‑VSCC阻断剂。

[0151] 由此，发明人首次发现了NMDA受体和T‑VSCCs协同引起外侧缰核中的自发簇状放

电。该簇状放电生理过程如图5中的J所示：激活的T‑VSCC使得阻断NMDA受体的镁离子被移

开，T‑VSCC和NMDA受体通道的打开驱动神经元膜电位超簇状放电阈值方向变化。当快速失

活T‑VSCC和NMDA受体通道时，神经元静息膜电位恢复到‑55mV一下，起始另一个簇状放电周

期。

[0152] 实验的电生理记录和模型的数据都证明了T‑VSCC和NMDA受体协同介导LHb神经元

的簇状放电。

[0153] 实施例7在动物模型的外侧缰核局部给药，阻断外侧缰核的T‑VSCC，消除抑郁症症

状

[0154] 发明人在先天抑郁大鼠外侧缰核双侧置入套管，给予T‑VSCC的阻断剂Mibefradil

(10nmol/ul/侧)，如图6所示。图6的A为LHb注射CTB确定套管的注射位点图。观察到

Mibefradil作用1h即可有快速的抗抑郁效果：在FST(图6的B)和SPT(图6的C)行为中均表现

出快速的抗抑郁效果。证明了局部阻断LHb  T‑VSCC可快速抗抑郁。

[0155] 实施例8簇状放电而不是整个发放频率的增加贡献于抑郁症的产生

[0156] 发明人首次发现，簇状放电模式而不是整个发放频率的增加贡献于抑郁症的产

生。

[0157] 发明人通过激活抑制性的光敏感通道eNpHR3.0，在离体脑片上能检测到回弹的簇

状放电。同时，发明人通过体内实验，在动物中光激活外侧缰核表达的eNpHR3 .0光敏感通

道，发现也可快速介导厌恶情绪和抑郁表型的产生。

[0158] 图7的A给出了eNpHR病毒表达载体构建示意图(上图)，光电及记录示意图(下图)。

[0159] 图7的B，C是在AAV2/9‑eNpHR病毒表达的小鼠LHb中，黄光激活的脑片神经元(B)和

在体记录到的神经元(C)反弹簇状放电的典型图。成功诱导出簇状放电的细胞百分比显示

于图C的右侧统计图。(D)点阵图和刺激后时间柱图显示在体光电极记录中一个代表性的

LHb神经元对100ms黄光刺激的反应。黄光结束后神经元有一个反弹式的放电频率增高。1Hz
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黄光照射eNpHR3.0所产生的簇内动作电位的发放频率与CRS抑郁动物LHb中记录到的频率

相当，提示1Hz黄光照射eNpHR3.0可模拟抑郁状态下的簇状放电水平。同时行为学研究结果

也发现，eNpHR光激活诱导的反弹式簇状放电使动物表现出厌恶和抑郁表型。而图7的F，G，H

表明，eNpHR光激活引起的反弹式簇状放电可诱发实时位置厌恶(RTPA)和抑郁表型。以上结

果说明，增加LHb簇状放电足以产生抑郁样表型。

[0160] 与此相对，运用5Hz的光激活oChIEF光通道产生5Hz的单个放电(图8A)，且放电中

频率与1Hz的光激活eNpHR3.0激活产生的总放电频率(每秒产生一个簇状放电，每簇内有5

个发放，总放电频率为5Hz)相当(图7B)，但不能诱导出抑郁表型(图8C)。与表达对照非光通

道的eGFP小鼠相比，光激活并不改变动物的运动能力(图8B)。

[0161] 以上结果证明，簇状放电模式而不是整个发放频率的增加贡献于抑郁症的产生。

[0162] 实施例9体外实验，证明部分阻断诱发簇状放电浓度下的NMDA受体抑制剂与T‑

VSCC受体抑制剂联合给药，能完全阻断诱发簇状放电的产生。

[0163] 为了验证NMDAR抑制剂与T‑VSCC抑制剂联合给药对诱发簇状放电的影响，分别测

试NMDAR抑制剂与T‑VSCC抑制剂单独及联合用药对诱发簇状放电的影响。

[0164] 给予外侧缰核神经元注射‑100pA的超级化电流100ms，使神经元处于超极化状态，

超级化状态诱发外侧缰核神经元簇状放电。外侧缰核脑片单独灌流氯胺酮(100μM，图10A)，

AP5(100μM，图10B)或Mibefradil(10μM,图10C)时，神经元超级化诱发簇状放电的概率被部

分降低为0.19，0.12和0.05。

[0165] 当氯胺酮(100μM)与Mibefradil(10μM)联合给药(图10D)或AP5(100μM)与

Mibefradil(10μM)联合给药(图10E)，都能使超级化诱发的簇状放电的概率进一步降到0，

完全阻断超级化诱发的簇状放电。

[0166] 实施例10体内实验，证明低于单独给药起效剂量的NMDA受体抑制剂与低于单独给

药起效剂量的T‑VSCC受体抑制剂联合给药，能够有效产生抗抑郁效果，并且降低两种药物

的副作用

[0167] 1.测试NMDA受体抑制剂氯胺酮产生抗抑郁效果的最低生效浓度。

[0168] 对3mg/kg氯胺酮在C57BL/6小鼠上注射1hr后产生抗抑郁效果的实验进行验证。实

验结果显示，强迫游泳测试中，注射3mg/kg氯胺酮(1hr)，C57BL/6小鼠与注射安慰剂生理盐

水(1hr)的C57BL/6小鼠相比，放弃挣扎的时间有降低趋势(P＝0.097，n＝8each  group)。相

反，2.5mg/kg  ketamine注射1hr后，在强迫游泳行为范式中，不能够降低小鼠放弃挣扎的时

间。

[0169] 2.测试T‑VSCC受体抑制剂ethosuximide产生抗抑郁效果的最低生效浓度。

[0170] 对200mg/kg  ethosuximide在C57BL/6小鼠上注射1hr后产生抗抑郁效果的实验进

行测试。实验结果显示，强迫游泳测试中，注射200mg/kg  ethosuximide(1hr)C57BL/6小鼠

与注射安慰剂生理盐水(1hr)C57BL/6小鼠相比，放弃挣扎的时间显著降低(P＝0.04，n＝

8each  group)。糖水偏好测试中，注射200mg/kg  ethosuximide(1hr)C57BL/6小鼠与注射安

慰剂生理盐水(1hr)C57BL/6小鼠相比，对于糖水的偏好显著升高(P＝0 .01，n＝8each 

group)。

[0171] 相反，100mg/kg  ethosuximide(ETH)注射1hr后，在强迫游泳行为范式中，不能够

降低小鼠放弃挣扎的时间。
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[0172] 3.联合使用低于单独给药起效剂量的低剂量NMDA受体抑制剂与低剂量T‑VSCC受

体抑制剂

[0173] 如图9所示，通过对C57BL/6小鼠进行2 .5mg /kg  ketamine+100mg /kg 

ethosuximide注射1hr后，在强迫游泳行为范式中，能够降低小鼠放弃挣扎的时间。

[0174] 以上实验证明，低于单独给药起效剂量的低剂量NMDA受体抑制剂与低剂量T‑VSCC

受体抑制剂联合的方式，能够产生快速抗抑郁效果，并且降低两种药物的副作用。

[0175] 结论

[0176] 本发明首次和意外发现外侧缰核的神经元的簇状放电(burst)在抑郁症的产生中

具有重要作用，并发现了N‑甲基‑D‑天冬氨酸受体(NMDA受体或NMDAR)和T型钙离子通道(T‑

type  calcium  channel或T‑VSCC)协同引发外侧缰核中的簇状放电，由此提供了通过联合

给予NMDA受体抑制剂和T型钙离子通道抑制剂来治疗(抑制)抑郁症的方法和药物，特别是

快速治疗(抑制)抑郁症的方法和药物，达到协同增效并且降低单一NMDA受体抑制剂和T型

钙离子通道抑制剂的起效剂量和降低副作用的效果。

[0177] 上面是对本发明进行的说明，不能将其看成是对本发明进行的限制。除非另外指

出，本发明的实践将使用有机化学、聚合物化学、生物技术等的常规技术，显然除在上述说

明和实施例中所特别描述之外，还可以别的方式实现本发明。其它在本发明范围内的方面

与改进将对本发明所属领域的技术人员显而易见。根据本发明的教导，许多改变和变化是

可行的，因此其在本发明的范围之内。

[0178] 如无特别表示，本文中出现的温度的单位“度”是指摄氏度，即℃。
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图5

图6
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图7

图8
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图9

图10
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