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睡眠占据着人类生命的三分之一，是一项非常重要

的生理需求。它对于维护人类身心健康起着重要的作

用，比如，睡眠参与机体新陈代谢、内分泌和免疫系统平

衡的调节［1-3］，还参与认知和学习记忆能力的强化［4-5］，以

及情绪的调节［6］等。睡眠剥夺是指由于环境因素或自

身原因引起的睡眠时间减少或者缺失。当遭遇严重自

然灾害、战争或者重大事故等情况时，人们常常出现睡

眠障碍，以及疲惫、焦虑、惊恐和沮丧等心理问题，甚至

在得到短暂休息之后上述症状仍然无法得到好转［7-8］。

而经历这些痛苦和压力出现情绪调节异常的人们，往往

忽视睡眠在其中所起的重要作用。虽有研究发现睡眠

剥夺会增加罹患抑郁症的风险［9］，但是其机制目前并不

清楚。快速动眼睡眠（REMS）是睡眠的基本状态之一，

本实验通过连续剥夺5 d小鼠的快速动眼睡眠，观察这

种长时间睡眠剥夺后小鼠运动能力、抑郁样行为和杏仁

核单胺氧化酶A（MAOA）的变化，以探讨连续长时间快

速动眼睡眠剥夺对机体的影响。

1 资料和方法

1.1 实验动物

120只健康C57BL/6J小鼠（SPF级，雄性，8周龄，

25~28 g）由南方医科大学实验动物中心提供，许可证

号：SCXK（粤）2011-2015。实验过程中室内温度控制
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摘要：目的 探讨连续长时间快速动眼睡眠剥夺（5 d）对C57BL/6J小鼠抑郁样行为和杏仁核单胺氧化酶A水平的影响。方法 成

年雄性C57BL/6J小鼠随机分成空白组、对照组和快速动眼睡眠剥夺组，通过多小平台水环境法建立快速动眼睡眠剥夺模型。

睡眠剥夺结束后，于不同时间点采用旷场实验检测各组运动能力，强迫游泳实验和糖水偏好实验检测各组抑郁样行为。之后，

取脑分离杏仁核，利用Western Blot和Real-time PCR检测各组单胺氧化酶A的表达水平。结果 快速动眼睡眠剥夺后的1~3 d

内，睡眠剥夺小鼠运动能力明显下降，第4天可恢复到正常水平；第 7~14天强迫游泳实验显示小鼠不动时间延长；糖水偏好率也

明显降低。Western blot和Real-time PCR检测发现杏仁核中单胺氧化酶A表达水平明显升高。结论 连续长时间快速动眼睡

眠剥夺导致小鼠迟发性抑郁样行为，该现象很可能与杏仁核单胺氧化酶水平变化有关。
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Abstract: Objective To observe the effect of rapid eye movement sleep deprivation (REMSD) for 5 days on depressive-like
behavior and monoamine oxidase A (MAOA) expression in the amygdale of mice. Methods Adult male C57BL/6J mice were
divided into blank control group, control group and REMSD group. REMSD models were established by a modified multiple
small platform method. The mice were examined for locomotive activity in open field test (OFT) and for depressive-like
behavior in forced swimming test (FST) and sucrose preference test (SPT) after treatment. After all the tests, the protein and
mRNA expressions of MAOA in the amygdala were detected with Western blotting and real-time PCR, respectively. Results
REMSD for 5 days significantly impaired the locomotive activity of the mice, which was obvious in 1 to 3 days after REMSD.
The locomotive activity became normal on day 4 after the 5-day REMSD. The immobility time of the mice was lengthened in
days 7 to 14 (P<0.01), and sucrose preference rate was reduced significantly in days 8 and 9 (P<0.01). The expression level of
MAOA in the amygdala was increased significantly after the 5-day REMSD (P<0.01). Conclusion REMSD for 5 days causes
delayed depressive-like behavior in mice possible in relation with the increased expression of MAOA in the amygdale.
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在22±1 ℃，上午8:00开灯，昼夜周期为12 h。动物可自

由进食饮水。

1.2 主要试剂

MAOA抗体购自Santa Cruz公司；GAPDH抗体由

SIGMA提供；山羊抗兔 IgG/辣根酶标记、山羊抗小鼠

IgG/辣根酶标记购自北京中山金桥生物技术有限公司

提供；DEPC水、Trizol、RT试剂盒、定量PCR试剂盒均

由Takara提供。

1.3 主要仪器及设备

蛋白电泳仪、凝胶成像仪均购自Bio-Rad提供；紫

外分光光度计由日本岛津公司提供；PCR 仪购自

Eppendorf；定量PCR仪由Agilent提供。

1.4 方法

1.4.1 快速动眼睡眠剥夺（REMSD） C57BL/6J小鼠适

应实验室环境1周后，经体质量和旷场实验初筛出体质

量和行为得分近的小鼠120只，随机分成3组（每组40

只）：空白对照（Baseline）组、大平台对照（Control）组和

快速动眼睡眠剥夺（REMSD）组。Baseline组在整个实

验过程中于正常鼠笼饲养且不做任何处理。Control组

被置于含有6个正方体大平台（边长6 cm）的鼠笼中；

REMSD组动物被置于含有12个圆柱体平台（直径1.5 cm，

高7 cm）的鼠笼中，两组均加水至台下1 cm。Control组

和REMSD组小鼠都能够在平台之间自由移动、进食和

饮水。REMSD组小鼠站立在小平台上，当它进入快速

动眼睡眠时，由于全身肌肉松弛而掉入水中，由于对水

环境的恐惧，小鼠会迅速爬上平台，由此便完全剥夺了

小鼠的快速动眼睡眠；Control组小鼠睡觉时不会掉落

水中。本实验REMSD时间为5 d，从第1天的12:00至

第6天的12:00。所有动物在睡眠剥夺结束后回到原鼠

笼饲养。

1.4.2 行为学检测 上述3组小鼠，每组30只，再分成3

个小组，分别编号为第1小组、第2小组和第3小组，每

小组10只。睡眠剥夺结束后24、48、72 h分别对每组的

第1小组、第2小组和第3小组进行行为学检测。首先

进行旷场实验，每小组小鼠每隔72 h测一次运动能力，

直到结果提示各组小鼠运动能力无差异以后，开始加入

强迫游泳实验。强迫游泳实验安排在上述旷场实验休

息24 h后进行，直到睡眠剥夺后第14天。另外，每组剩

下的10只小鼠，在睡眠剥夺结束96 h后（此时3组运动

能力已无差异），进行糖水偏好实验。

旷场实验（OFT）使用白色敞箱（70 cm×70 cm×40 cm）

进行。开始前1 h将待检测小鼠放入实验房间适应。检

测时，将小鼠放入敞箱中心位置，记录小鼠30 min内经

过的总路程。每只小鼠结束实验后放回原笼，清除敞箱

里粪便和尿液，并用75%酒精擦拭，以消除残留气味对

下一只实验小鼠的影响。

强迫游泳实验（FST）采用水深20 cm，水温23 ℃的

有机玻璃缸（直径14 cm，高40 cm）进行。开始前1 h将

小鼠放入实验房间适应环境。实验时将小鼠放入缸中，

小鼠在玻璃缸中游泳6 min，记录后4 min小鼠累计不动

时间（Immobility time）。不动时间指小鼠呈现不挣扎、

漂浮状态，或者仅有肢体的细小运动以保持头部浮于水

面的时间。

糖水偏好实验（SPT）从睡眠剥夺结束后第4天开

始，每笼使用两个100 mL带弯嘴的玻璃瓶分别盛50 mL

1%蔗糖溶液或者纯水。实验前，小鼠需单笼双瓶饮水

适应4 d，且每隔24 h交换水瓶位置，适应的前2 d两瓶

都装糖水，后2 d两瓶都装纯水。禁食禁水24 h后，正式

开始实验。实验第1天给予小鼠1瓶纯水1瓶糖水，测

量24 h水瓶重量变化以计算液体消耗量；第2天，交换

纯水和糖水位置，再次测量。计算每天的糖水偏好率

［糖水偏好率=糖水消耗量/（糖水消耗量+纯水消耗量）×

100%］，取两天的平均值。

1.4.3 Western blotting和Real-time PCR检测 每组随

机取3只小鼠，于所有行为实验结束后立刻处死，取脑，

于冰上分离出两侧杏仁核，样品保存于-80 ℃冰箱，分

别用于Western blotting和Real-time PCR检测。

Western blotting检测所需的各组样品于冰上提取

总蛋白后，BCA法进行总蛋白定量，计算出每份样品所

需总蛋白体积并制样。取每孔20 μg蛋白样品经10%

SDS-PAGE胶分离后湿转至PVDF膜，室温封闭1 h后，

加入相应一抗，4 ℃孵育过夜。TBST洗膜3次后，加入

对应二抗，室温孵育1 h，洗膜后使用ECL显色系统检测

目的蛋白。

Real-time PCR检测所需的各组样品以Trizol法低

温下提取组织RNA，紫外分光光度仪测定RNA浓度，

各取500 ng RNA，进行逆转录反应，得到cDNA样品，

利用特异性引物和Real-time PCR反应，检测目的基因

表达情况（表1）。

1.5 统计学方法

数据均应用SPSS13.0软件进行统计学处理，采用

均数±标准差表示。两组间比较使用t检验，两组以上组

间比较使用One-way ANOVA检验进行分析。当P<

0.05时认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 快速动眼睡眠剥夺导致迟发性抑郁样行为

（1）30 min旷场实验结果显示快速动眼睡眠剥夺5 d

后的1~3 d内，REMSD组小鼠运动能力与Baseline组

和Control组相比明显降低（P<0.01，图 1A），而在第4天

以后运动能力恢复到正常水平；（2）强迫游泳实验结果

显示快速动眼睡眠剥夺后4~6 d REMSD组小鼠的不动
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时间与Baseline组和Control组并无差异，第 7~14天

REMSD 组小鼠的不动时间明显高于另外两组（P<

0.01，图 1B）；（3）糖水偏好实验结果显示快速动眼睡眠剥

夺后第8~9天REMSD组小鼠的糖水偏好率较Baseline

组和Control组明显降低，差异显著（P<0.01，图 1C）。

2.2 杏仁核MAOA表达水平变化

当小鼠睡眠剥夺结束 14 d之后，取杏仁核进行

Western blot（图2A-B）和Real-time PCR（图2C）检测，

结果发现该部位的MAOA在REMSD组较Control组

明显增多（t=4.949，P=0.008）；而MAOA mRNA也显著

增加（t=-9.467，P=0.001）。

3 讨论

睡眠包括两个基本状态，即非快速动眼睡眠和快速

动眼睡眠，前者的主要作用是恢复体力，调节激素分泌；

后者的主要作用是巩固记忆，调节情绪，对恢复大脑高

级功能非常重要［10-11］。快速动眼睡眠剥夺会给大脑带来

一系列的不良影响，其中包括增加炎症反应，扰乱递质

系统功能，抑制神经营养因子分泌和突触可塑性，以及

破坏神经内分泌系统平衡等［12-16］，上述病理生理变化都

与抑郁症的发生有着密切联系［16-17］。在对抑郁患者的研

究中还发现，患者的快速动眼睡眠时间缩短，呈现出睡

眠碎片化的变化［18-19］。

Gene

Maoa

β-Actin

Primer of sequence

Forward: 5'-TGGTATGTGAGGCAGTGT-3'

Reverse: 5'-ATGATGGCAGGCATTGAC-3'

Forward: 5'-CAGATGTGGATCAGCAAGCAGG-3'

Reverse: 5'-TTGTCAAAGAAAGGGTGTAAAACG-3'

Site of sequence

566-586

1031-1049

1139-1160

1227-1250

表1 Real-time PCR的引物
Tab.1 Primers for real-time PCR
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图1 快速动眼睡眠剥夺对小鼠运动能力和抑郁样行为的影响
Fig.1 Effect of REMSD on locomotor ability and the depression-like behavior in mice. A: Total distance in 30
min in open field test after REMSD; B: Immobility time of the mice after REMSD in FST test; C: Sucrose
preference rate of mice on days 8 and 9 after REMSD. Data are presented as Mean±SD. **P<0.01 vs control (n=
10 in each group).
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目前很多研究认为，短时间睡眠剥夺可以改善抑郁

患者或抑郁动物的抑郁症状［20］，但是这些研究所剥夺睡

眠的时间基本在72 h以内，而且患者恢复睡眠后，抑郁

症状立即再次出现，部分患者甚至比睡眠剥夺前更加严

重［21］。关于更长时间的异相睡眠剥夺，如72、96 h或更

长时间的研究多为睡眠限制（即只剥夺每天固定时间的

异相睡眠，而不是剥夺全部），并且多集中于氧化应激和

学习、记忆等领域［22-24］，对睡眠剥夺尤其是连续长时间选

择性REM睡眠剥夺与抑郁症的相互关系尚不明确。

我们连续5 d剥夺小鼠快速动眼睡眠，模拟了人类

在战争、地震、洪水等特殊环境下被剥夺快速动眼睡眠

的状态。经历上述特殊情况的人们往往会发生创伤后

应激障碍（PTSD）。有研究发现创伤后应激障碍合并抑

郁症发病率高达75%，这种抑郁症状呈现出延迟的特

点，且经历严重创伤事件的PTSD患者出现睡眠障碍的

现象同样非常普遍［25-26］。还有研究发现氟西汀、帕罗西

汀和文拉法辛等抗抑郁药对PTSD同样有效，且能够缓

解患者的睡眠障碍［27］。但是，目前对3者之间的关系并

不清楚。在本实验中我们发现，睡眠剥夺结束后的3 d

内，小鼠的运动能力明显受损，而从第4天开始基本恢

复。这一结果与人类经历长时间睡眠剥夺后需要足够

时间休息才能消除全身无力的现象相类似。有意思的

是，REMSD组小鼠在睡眠剥夺结束后7 d开始在强迫

游泳实验和糖水偏好实验中均表现出迟发性的抑郁样

行为。这种表现在动物实验中极易被忽视，所以到目前

为止未有类似报道。该发现对于研究睡眠剥夺、PTSD

和抑郁症之间关系是一个有益提示。

杏仁核的单胺类递质与抑郁症关系密切。杏仁核

位于颞叶背内侧部，是边缘系统的重要部分，其主要作

用是产生情绪和调节情绪，损坏杏仁核会导致缺乏对恐

惧事件的辨识和反应［28-29］。有研究发现杏仁核中5-HT

和多巴胺依赖的突触可塑性被抑制与抑郁症有关［28］，且

许多抗抑郁药物可以通过抑制分解或再摄取调节杏仁

核神经元突触间单胺类递质的水平来达到治疗抑郁症

的效果［30］。而杏仁核神经元产生的MAOA是单胺类递

质代谢的关键酶。在本实验中，我们发现小鼠经过5 d

快速动眼睡眠剥夺后第7~14天小鼠表现出抑郁样行

为，同时杏仁核中MAOA和MAOA mRNA较对照组明

显增加。因而我们猜测可能是杏仁核中MAOA的表达

增加打破大脑中递质平衡，造成大脑功能异常，从而导

致小鼠抑郁样行为。以此推测，PTSD患者经历严重创

伤情况下出现的延迟性抑郁症状，可能不仅与其痛苦经

历有关，而且与睡眠剥夺有着密切关系，但是导致这种

现象的具体机制尚需进一步研究。

本实验首次发现了连续5 d快速动眼睡眠剥夺可

以导致小鼠迟发性抑郁样行为，还发现该现象很可能与

杏仁核MAOA表达水平变化有关，为更好地研究快速

动眼睡眠剥夺与PTSD合并抑郁症之间的关系提供一

个有效模型，也为探究迟发性抑郁样行为的发生机制提

供了实验依据。
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图2 快速动眼睡眠剥夺对小鼠杏仁核MAOA表达的影响
Fig.2 Effect of REMSD on expression of MAOA in the amygdale. A, B: Western blot of MAOA protein; C:
Real-time PCR of MAOA mRNA level relative to β-Actin mRNA. Data are presented as Mean±SD. **P<0.01 vs
control (n=3 in each group).
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