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　 　 【摘要】 　 目的　 探究不同时间急性睡眠剥夺对大鼠行为学及突触蛋白表达的影响。 方法　 健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ
大鼠 ７０ 只随机分为 ７ 组，即空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、睡眠剥夺 ２４ ｈ 组、４８ ｈ 组、７２ ｈ 组、９６ ｈ 组、１２０ ｈ 组、１４４ ｈ 组，采
用改良多平台水环境睡眠剥夺法建立大鼠睡眠剥夺模型，通过 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检测空间学习记忆能力，旷场实验检

测大鼠焦虑状况，Ｎｉｓｓｌ 染色观察大鼠海马神经元形态、数量的改变，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 实验分别测定大鼠

突触相关分子标志物突触素（ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ，ＳＹＮ）、突触后膜致密物质 ９５（ｐｏｓｔ⁃ｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｅｎｓｉｔｙ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃９５，ＰＳＤ⁃９５）、
脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）的表达。 结果　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，随着睡眠剥夺时间

的延长，大鼠的站立次数和修饰行为次数均显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）；１２０ ｈ、１４４ ｈ 组大鼠的逃避潜伏期与上台前路程均

显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５），而穿越平台次数和目标象限时间百分比均显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０１），且与睡眠剥夺时间呈负相关；
ＢＤＮＦ、ＳＹＮ 及 ＰＳＤ⁃９５ 蛋白 ／基因的表达量均随睡眠剥夺时间的延长呈明显下降趋势（Ｐ＜０􀆰 ０１），且与睡眠剥夺时

间呈负相关。 结论　 随着睡眠剥夺时间的增加，模型大鼠空间学习记忆损害与焦虑情绪逐渐加重，其可能与突触

相关分子标志物表达减少有关。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｓｅｖｅｎｔｙ ｈｅａｌｔｈｙ ｍａｌｅ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｓｅｖｅｎ ｇｒｏｕｐｓ， ａ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ



ａｎｄ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ （２４， ４８， ７２， ９６， １２０ ａｎｄ １４４ ｈｏｕｒｓ）． Ｔｈｅ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ
ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｕｌｔｉｐｌａｔｆｏｒｍ ｗａｔｅｒ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ． Ｓｐａｔｉａｌ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ． Ａｎｘｉｅｔｙ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ． Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｗｅｒｅ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ
（ＳＹＮ）， ｐｏｓｔ⁃ｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｅｎｓｉｔｙ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃９５ （ ＰＳＤ⁃９５）， ａｎｄ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ （ ＢＤＮＦ） ｉｎ ｒａｔｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｓｔａｎｄｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ｐｒｏｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ａｎｄ ｐａｔｈ ｌｅｎｇｔｈ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ １２０ ａｎｄ １４４ ｈ
ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｃｒｏｓｓｉｎｇｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ ｔｉｍｅ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１） ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＢＤＮＦ，
ＳＹＮ， ａｎｄ ＰＳＤ⁃９５ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｏｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ， ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｘｉｅｔｙ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｏ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｒａｔ； ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ； ｌｅａｒｎｉｎｇ ｃｏｇｎｉｔｉｏｎ； ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ； ｓｙｎａｐｔｉｃ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 睡眠是大脑清除代谢废物的一种特殊方式，对
于大脑功能的维持、运行以及神经元的生长至关重

要［１－２］。 《中国睡眠研究报告 ２０２３》显示，２０２３ 年我

国居民睡眠指数得分为 ６７􀆰 ７７ 分，较 ２０２１ 年（６４􀆰 ７８
分）增加了 ２􀆰 ９９ 分，《报告》显示我国居民总体睡眠

时间延长了，但仍有 １６􀆰 ７％的成年人睡眠时长不足

７ ｈ，睡眠问题仍是各国共同面临的健康问题［３］。 睡

眠剥夺（ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＳＤ）是指各种原因导致的

严重睡眠不足，普遍存在于各行各业，其主要的临

床症状包括入睡困难、早醒、多梦、易惊醒等［４－５］。
长期睡眠不足可引起记忆力减退、学习能力降低、
注意力不集中、情绪和行为异常、激素水平变化、免
疫力降低等现象［６－７］。

相关研究表明，睡眠剥夺与学习认知功能密切

相关［８－９］。 睡眠是支持学习和记忆功能的重要生理

状态，正常的睡眠－觉醒周期能够提高学习能力、巩
固记忆［１０］，而睡眠不足会产生记忆巩固缺陷。 突触

可塑性（ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ）是指神经元间随着活动

的增强或减弱，突触形态、结构及功能可以发生相

应改变的能力，是哺乳动物中枢神经系统储存信息

的主要机制，被认为是学习记忆活动的生物学基

础［１１－１４］。 突触相关蛋白的表达在突触可塑性中发

挥了重要的生理功能，突触后膜致密物质 ９５（ｐｏｓｔ⁃
ｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｅｎｓｉｔｙ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃９５，ＰＳＤ⁃９５）是维持突触间连

接、促进突触传递效能的重要支架蛋白，对突触可

塑性产生重要影响［１５］。 突触素 （ ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ，
ＳＹＮ）是突触囊泡膜的一种特殊糖蛋白，能促进突触

囊泡前移和神经递质的释放，被认为是突触前膜发

育和活性的标志性蛋白［１６］，脑源性神经营养因子

（ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ） 是具有神

经营养作用的蛋白质，能够促进神经环路的发育和

成熟，在突触的正常生长发育和可塑性中发挥重要

作用［１７－１９］。 睡眠剥夺导致的学习认知功能障碍机

制复杂，至今尚未阐明其确切机制，既往研究表明，
学习认知功能减退与突触可塑性密切相关［２０］，但不

同时间急性睡眠剥夺是否通过调控突触可塑性进

而影响学习认知功能鲜有报道。 因此本实验通过

探究不同时间急性睡眠剥夺后大鼠行为学及突触

相关蛋白表达的变化，进而研究大鼠急性睡眠剥夺

与学习认知功能之间的关系。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ＳＰＦ 级雄性 ６ ～ ８ 周龄 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ７０ 只，体重

３００～ ３２０ ｇ，购自北京斯贝福生物技术有限公司

［ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０］，所有实验动物均饲养于内

蒙古科技大学包头医学院动物实验中心 ＳＰＦ 级动

物房［ＳＹＸＫ（蒙）２０１８－０００１］，温度（２４􀆰 ０±１􀆰 ０）℃，
光照条件为每 １２ ｈ 昼夜交替 １ 次，自由进食进水。
本实验经内蒙古科技大学包头医学院伦理审查委

员会批准（包医伦审 ２０２２ 第（６３）号），饲养和实验

过程中严格遵循 ３Ｒ 原则，并给予人道的关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 高效 ＲＩＰＡ 裂解液（Ｒ００１０）、ＥＣＬ Ｐｌｕｓ 超敏发

光液 （ ＰＥ００１０ ）、 电 泳 缓 冲 液 （ Ｔ１０７０ ）、 转 膜 液

（Ｄ１０６０）、蛋白上样缓冲液（Ｐ１０１５）等均购自购自

北京索莱宝；免疫组化试剂盒（ＰＶ⁃９０００）购自北京

中杉金桥；ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒（２３２２７）购自美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ； ＰＳＤ⁃９５ （ ＡＢ１９２７５７ ）、 ＳＹＮ
（ａｂ３２１２７）抗体购自美国 Ａｂｃａｍ；ＢＤＮＦ（４８５０３－２）、
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β⁃ａｃｔｉｎ （ ５２９０１ ） 购 自 美 国 ＳＡＢ； 羊 抗 兔 二 抗

（ＳＡ００００１－２）购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ。
石蜡切片机（德国 Ｌｅｉｃａ 公司）；光学显微镜（德

国 Ｌｅｉｃａ 公司）；旷场实验箱（上海欣软）；－８０ ℃超

低温冰箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；电泳仪（北京

六一生物科技有限公司）；脱色摇床（北京六一生物

科技有限公司）；蛋白凝胶成像分析系统 （上海

Ｔａｎｏｎ 科技）；酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验动物分组及模型制备

　 　 将 ７０ 只大鼠随机分为 ７ 组，即空白对照组

（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、睡眠剥夺 ２４ ｈ 组、４８ ｈ 组、７２ ｈ 组、９６ ｈ
组、１２０ ｈ 组、１４４ ｈ 组。 采用改良多平台水环境法

制备睡眠剥夺模型［２１］，实验设备为长 １３０ ｃｍ×宽 ５０
ｃｍ×高 ４５ ｃｍ 的长方体聚乙烯树脂水箱。 水箱内放

置直径为 ５ ｃｍ，高 ２０ ｃｍ 的小平台，水箱注水深度

约为 １８ ｃｍ，维持水温（２０±１）℃。 实验开始前 １ 周

每天将大鼠放入水箱平台上适应环境 １ ｈ， 除

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组外，其余各组均放置在小平台上进行睡眠

剥夺。 自由摄食和水，每天 １２ ｈ ／ １２ ｈ 明 ／暗交替。
１􀆰 ３􀆰 ２　 体重变化

　 　 所有大鼠于行为学实验开始的前一天上午 ８：
００ 统一称量体重并记录，睡眠剥夺实验开始后每天

同一时间称量体重并记录。
１􀆰 ３􀆰 ３　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫

　 　 定位航行实验：水迷宫划分为 ４ 个象限，平台置

于第四象限内，水面高出平台约 ２ ｃｍ，水温保持在

（２５±１）℃。 记录 ６０ ｓ 内大鼠找到平台时游泳的距

离、时间以及游泳轨迹，未找到平台的大鼠将其引

导至平台上并停留 ２０ ｓ，连续训练 ５ ｄ。
空间探索实验：第 ６ 天把平台撤掉，记录 １２０ ｓ

内穿越平台次数和目标象限停留时间百分比。
各组大鼠均在睡眠剥夺最后 １ ｄ 结束后进行空

间探索实验，２４ ｈ 组在水迷宫第 ５ 天进行睡眠剥夺

实验；４８ ｈ 组在水迷宫第 ４ 天进行睡眠剥夺实验；７２
ｈ 组在水迷宫第 ３ 天进行睡眠剥夺实验；９６ ｈ 组在

水迷宫第 ２ 天进行睡眠剥夺实验；１２０ ｈ 组在水迷宫

第 １ 天进行睡眠剥夺实验；１４４ ｈ 组在水迷宫实验开

始前 ２４ ｈ 进行睡眠剥夺实验。
１􀆰 ３􀆰 ４　 旷场实验

　 　 实验开始时将测试大鼠依次放入旷场实验箱

固定角落，使用行为分析软件记录 ５ ｍｉｎ 内大鼠的

站立次数、修饰行为及次数、粪便数量等指标。 实

验过程中要求环境安静，并且两次实验之间用清水

和 ７５％乙醇酒精分别擦拭实验装置，以免上次实验

动物余留信息影响下次实验结果。
１􀆰 ３􀆰 ５　 尼氏染色

　 　 将脑组织用 ４％多聚甲醛固定，脱水、包埋、切
片、脱蜡至水，切片厚度为 ５ μｍ，尼氏染液染色、分
化，无水乙醇脱水、二甲苯透明、中性树胶封片，显
微镜下观察神经细胞形态、数量的变化。
１􀆰 ３􀆰 ６　 免疫组织化学染色

　 　 常规脑组织脱水、包埋、切片、脱蜡至水，高压

微波抗原热修复，ＰＢＳ 洗 ５ ｍｉｎ×３ 次，滴加内源性过

氧化物酶阻断剂，室温孵育 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗 ５ ｍｉｎ×３
次。 一抗孵育，４ ℃过夜，室温复温 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗 ５
ｍｉｎ×３ 次，滴加反应增强液，３７ ℃孵育 ２５ ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗 ５ ｍｉｎ×３ 次，滴加增强酶标山羊抗兔 ＩｇＧ 聚合物，
３７ ℃孵育 ２５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗 ５ ｍｉｎ×３ 次，ＤＡＢ 显色 ２
ｍｉｎ，自来水洗，苏木精复染，上行梯度乙醇脱水，二
甲苯透明，封片。
１􀆰 ３􀆰 ７　 蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）
　 　 取海马组织加入蛋白 ＲＩＰＡ 裂解液，冰浴环境

下超声匀浆，低温超速离心机离心 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１５
ｍｉｎ，取上清并采用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒测定其蛋

白浓度，取 ２０ μｇ 蛋白加蛋白上样缓冲液置于 １００
℃金属浴变性 ５ ｍｉｎ 制备蛋白样品并－２０ ℃保存。
提前配制浓缩胶和分离胶并安装在电泳槽内进行

电泳，电泳结束后恒流转膜 ２ ｈ，取出 ＰＶＤＦ 膜用 ５
％脱脂奶粉常温封闭 ２ ｈ；将 ＰＶＤＦ 膜置于一抗（１ ∶
１０００）中于脱色摇床 ４ ℃过夜，１×ＴＢＳＴ 中进行漂洗

后，二抗常温孵育 ２ ｈ；利用成像分析系统扫描拍照

并分析各组条带灰度值进行定量分析。
１􀆰 ３􀆰 ８　 ＲＴ⁃ＰＣＲ
　 　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取海马组织总 ＲＮＡ 并进行浓

度测定。 使用反转录试剂盒进行逆转录，反转录条

件为 ４２ ℃ １５ ｍｉｎ，９５ ℃ ３ ｍｉｎ，完成后置于－２０ ℃
保存，使用荧光定量试剂盒进行荧光定量扩增反

应，反应体系为 ２０ μＬ，反应条件为 ９５ ℃ ３ ｍｉｎ，１ 个

循环，９５ ℃ ５ ｓ，５９ ℃ １０ ｓ，７２ ℃ １５ ｓ，４０ 个循环，结
果采用 ２－ΔΔＣｔ 进行数据分析。 引物序列见表 １，引物

序列由上海生物工程有限公司合成。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 所有实验结果均采用平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表
示，并用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５ 软件进行数据统计分

析和绘图。 两两比较采用 ＳＮＫ⁃ｑ 检验，多样本比较
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采用单因素方差分析（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＮＡ），以 Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异具有统计学意义。

图 ２　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫定位航行实验结果

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｎａｖｉｇａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ

２　 结果

２􀆰 １　 不同时间睡眠剥夺对大鼠体重的影响

　 　 急性期各组睡眠剥夺大鼠体重变化结果显示，
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠在 ０ ～ １４４ ｈ 体重未见明显变化。 与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，急性睡眠剥夺 ２４ ｈ 后，大鼠体重明

显下降（Ｐ＜０􀆰 ０５），４８～９６ ｈ 大鼠体重维持在相对恒

定的水平且呈下降趋势，１２０ ｈ 和 １４４ ｈ 组大鼠体重

较前下降更显著（Ｐ＜０􀆰 ０５，图 １）。 说明急性睡眠剥

夺可以引起大鼠体重下降。
２􀆰 ２　 不同时间睡眠剥夺对大鼠空间学习记忆的

影响

２􀆰 ２􀆰 １　 定位航行实验结果

　 　 随着定位航行实验天数的增加，各组大鼠上台

前路程和逃避潜伏期均逐渐减小。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比

较，２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ、９６ ｈ 组上台前路程和逃避潜伏

期均无显著性差异，１２０ ｈ 和 １４４ ｈ 组模型大鼠上台

前路程和逃避潜伏期仅在第 ５ 天均显著增加（Ｐ＜
０􀆰 ０５，图 ２）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 空间探索实验结果

　 　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，随着睡眠剥夺时间的增加，
大鼠穿越平台次数呈现逐渐减少的趋势（Ｐ＜０􀆰 ０５，
图 ３Ａ），且与睡眠剥夺时间呈负相关（图 ３Ｃ）；与
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 组目标象限停留时

间所占百分比无显著性差异，但 ９６ ｈ、１２０ ｈ、１４４ ｈ
组目标象限停留时间所占百分比呈明显下降趋势

（Ｐ＜０􀆰 ０１，图 ３Ｂ），且与睡眠剥夺时间呈负相关（图
３Ｄ）。 大鼠游泳轨迹热图显示，随着睡眠剥夺时间

的延长大鼠的游泳轨迹逐渐紊乱，在目标象限停留

的时间逐渐减少（图 ４）。 上述结果表明，睡眠剥夺

对大鼠记忆功能影响更为显著。
２􀆰 ３　 不同时间睡眠剥夺对大鼠焦虑行为的影响

　 　 旷场实验结果显示，睡眠剥夺前各组大鼠站立

次数、修饰次数无显著性差异。 随着睡眠剥夺时间

的增加，２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 组模型大鼠站立次数显著

增多（Ｐ＜０􀆰 ０５），而 ９６ ｈ、１２０ ｈ、１４４ ｈ 组大鼠站立次

数显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 睡眠剥夺后各组大鼠修饰

次数显著增加，其中 ７２ ｈ 组尤为显著（Ｐ＜０􀆰 ０１）；至
此之后，随着睡眠剥夺时间的增加，大鼠修饰次数

逐渐减少，但仍高于睡眠剥夺前（Ｐ＜ ０􀆰 ０５，图 ５）。
上述结果表明，随着睡眠剥夺时间的延长，各组大

鼠出现了焦虑情绪。
表 １　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 ＲＴ⁃ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列（５’－３’）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５’－３’）

β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ： ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ
Ｒ： ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ

ＢＤＮＦ

ＳＹＮ

ＰＳＤ⁃９５

Ｆ： ＡＧＧＴＣＴＧＡＣＧＡＣＧＡＣＡＴＣＡＣＴ
Ｒ： ＣＴＴＣＧＴＴＧＧＧＣＣＧＡＡＣＣＴＴ
Ｆ： ＡＧＴＧＣＣＣＴＣＡＡＣＡＴＣＧＡＡＧＴＣ
Ｒ： ＣＧＡＧＧＡＧＧＡＧＴＡＧＴＣＡＣＣＡＡＣ
Ｆ： ＡＣＣＡＧＡＡＧＡＧＴＡＴＡＧＣＣＧＡＴＴＣＧ
Ｒ： ＧＧＴＣＴＴＧＴＣＧＴＡＧＴＣＡＡＡＣＡＧＧ

图 １　 不同时间睡眠剥夺模型大鼠体重变化

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ
ａｆｔｅｒ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ
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注：Ａ：空间探索实验穿越平台次数；Ｂ：空间探索实验目标象限时间百分比；Ｃ：睡眠剥夺时间与穿越平台次数相关性分析；Ｄ：睡眠剥夺时间与

目标象限时间百分比相关性分析。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫空间探索实验结果

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｃｒｏｓｓｉｎｇ． Ｂ， Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ． Ｃ， Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｌａｔｆｏｒｍ

ｃｒｏｓｓｉｎｇｓ． Ｄ， Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ ｔｉｍｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｓｐａｃｅ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ

图 ４　 空间探索实验各组大鼠游泳轨迹热图

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｒａｊｅｃｔｏｒｙ ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｓｐａｃｅ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ

２􀆰 ４　 不同时间睡眠剥夺对大鼠海马 ＣＡ１ 区细胞形

态的影响

　 　 尼氏染色结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，急性睡

眠剥夺后 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ、９６ ｈ 组大鼠海马 ＣＡ１ 区

神经细胞数量未见明显减少，排列整齐，轮廓清晰，
尼氏体核仁深染、清晰、居中，细胞形态结构基本正

常；１２０ ｈ、１４４ ｈ 组海马 ＣＡ１ 区细胞数目较前减少，
形态不规则，排列疏松紊乱，间隙增大（图 ６）。
２􀆰 ５　 不同时间睡眠剥夺对大鼠突触相关分子标志

物表达的影响

如图 ７ 免疫组织化学染色结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ

组比较，睡眠剥夺 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ、９６ ｈ 组模型大鼠

海马 ＣＡ１ 区 ＢＤＮＦ、ＳＹＮ、ＰＳＤ⁃９５ 阳性细胞数未见

明显减少，而 １２０ ｈ、１４４ ｈ 组阳性细胞表达减少（Ｐ＜
０􀆰 ０５），且 ＣＡ１ 区神经细胞排列疏松，着色浅。

图 ８ 所示， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组大鼠海马

ＢＤＮＦ、 ＳＹＮ、 ＰＳＤ⁃９５ 蛋 白 表 达 量 结 果 显 示， 与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，随着睡眠剥夺时间的增加，各组大

鼠海马组织中 ＢＤＮＦ、ＳＹＮ、ＰＳＤ⁃９５ 蛋白表达量均呈

下降趋势（Ｐ＜０􀆰 ０１），且与睡眠剥夺时间呈负相关。
如图 ９ 的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，

随着睡眠剥夺时间的延长，各组大鼠海马组织中
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注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 旷场实验结果

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

图 ６　 Ｎｉｓｓｌ 染色观察不同时间睡眠剥夺对大鼠海马 ＣＡ１ 区神经元形态、数量的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ＣＡ１ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ

图 ７　 免疫组织化学染色观察不同时间睡眠剥夺对大鼠海马 ＣＡ１ 区突触相关蛋白 ＢＤＮＦ、ＳＹＮ 和 ＰＳＤ⁃９５ 阳性细胞表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＢＤＮＦ， ＳＹＮ ａｎｄ
ＰＳＤ⁃９５ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＣＡ１ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａ ｓｔａｉｎｉｎｇ
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注：Ａ：条带图片；Ｂ：ＢＤＮＦ 蛋白表达；Ｃ：ＳＹＮ 蛋白表达；Ｄ：ＰＳＤ⁃９５ 蛋白表达；Ｅ：睡眠剥夺时间与突触相关蛋白表达量的相关性分析。 与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测不同时间睡眠剥夺模型大鼠海马组织突触相关蛋白的表达

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｓｔｒｉｐ ｐｉｃｔｕｒｅ． Ｂ， Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＤＮＦ． Ｃ， Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＹＮ． Ｄ， Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＳＤ⁃９５． Ｅ， Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｌｅｅｐ

ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｗｉｔｈ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ

注：Ａ：ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 的表达水平；Ｂ：ＳＹＮ ｍＲＮＡ 的表达水平；Ｃ：ＰＳＤ⁃９５ ｍＲＮＡ 的表达水平；Ｄ：突触蛋白 ｍＲＮＡ 的表达水平。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比

较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测不同时间睡眠剥夺模型大鼠海马组织突触相关蛋白基因的表达

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ． Ｂ， Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＹＮ ｍＲＮＡ． Ｃ， Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＰＳＤ⁃９５ ｍＲＮＡ． Ｄ，Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ

ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ ｍＲＮＡ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 ＲＴ⁃ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｗｉｔｈ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ
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ＢＤＮＦ、ＳＹＮ、ＰＳＤ⁃９５ 的 ｍＲＮＡ 表达水平均显著降

低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）且与睡眠剥夺时

间呈负相关。 上述结果表明，睡眠剥夺可以导致大

鼠海马组织突触相关分子标志物表达异常。

３　 讨论

　 　 睡眠在中枢神经系统的正常运行中起着至关

重要的作用，良好睡眠有利于学习记忆的形成与巩

固［２２］，而睡眠剥夺则会导致记忆功能紊乱以及认知

功能下降［８，２３］。 既往研究报道，睡眠剥夺可以导致

学习认知功能减退，但具体机制错综复杂，至今尚

未明确。 突触可塑性是突触的形态和功能发生较

为持久改变的特性，长期以来一直被认为是学习和

记忆的重要组成部分［１２］。 突触相关蛋白的表达在

增强突触传递效能中发挥了重要作用，是构成突触

可塑性重要的生物学基础［２４］。
最近的相关研究报道主要集中在药物干预对

急、慢性睡眠剥夺诱导的学习认知功能障碍，但睡

眠剥夺导致学习认知功能障碍的确切机制研究鲜

有报道，本实验通过改良多平台水环境法制备大鼠

睡眠剥夺模型，探究不同时间睡眠剥夺是否通过调

控突触相关标志物的表达影响突触可塑性，进而导

致睡眠剥夺模型大鼠学习认知功能减退。 结果显

示，睡眠剥夺后大鼠站立次数和修饰次数逐渐增

加，出现易激惹、互相撕咬等焦虑样行为，随着睡眠

剥夺时间的延长，大鼠站立次数和修饰次数均呈升

高的趋势且在 ７２ ｈ 达高峰，９６ ｈ、１２０ ｈ、１４４ ｈ 呈逐

渐下降趋势，表明大鼠对新鲜事物探索的好奇心减

弱，兴奋性降低，焦虑情绪增加。 Ｌｉｕ 等［２５］研究发现

改良多平台法诱导的急性反常睡眠剥夺持续 ６ ｈ 可

导致小鼠焦虑样行为，与本研究结果一致。 Ｍｏｒｒｉｓ
水迷宫定位航行实验中，１２０ ｈ、１４４ ｈ 组逃避潜伏期

和上台前路程增加，可能是由于随着睡眠剥夺时间

的延长，大鼠体力不支、耐力下降导致的；在空间探

索实验中，大鼠穿越平台次数和目标象限停留时间

百分比随睡眠剥夺时间的延长呈明显下降趋势且

呈负相关。 此外，本研究结果发现随着睡眠剥夺时

间的增加，动物的学习能力（大鼠逃避潜伏期和上

台前路程）没有明显改变，但记忆功能（大鼠目标象

限停留时间百分比和穿越平台次数）呈明显下降趋

势，且与睡眠剥夺时间呈负相关，由此表明，睡眠剥

夺可能对大鼠记忆功能的影响更为显著。
Ｚｈｏｕ 等［２６］研究结果显示，睡眠剥夺可以导致

海马神经元数量减少，诱导海马神经元损伤，异槲

皮素通过抑制 ＮＬＲＰ３ 诱导的焦亡来减轻睡眠剥夺

依赖性海马神经元损伤改善学习认知功能。 本研

究结果中各组大鼠海马神经元形态和结构未发生

明显改变，但结合 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 结果推测，急性睡眠剥夺短期内对海马神经细

胞形态和结构不会产生明显改变，但其功能发生了

变化，主要表现为大鼠记忆能力明显减退。
突触与学习认知功能密不可分，突触可塑性是

学习记忆形成的神经基础［２７］，研究表明，蒙药珍宝

丸通过促进 ＰＳＤ⁃９５ 的合成，修复 ＰＳＤ 结构来维持

长时程增强的功能，进而改善睡眠剥夺模型大鼠的

学习记忆能力［２８］。 相关文献报道，ＳＡＭＰ８ 小鼠大

脑内 ＢＤＮＦ 的表达下降，突触传递效能减低，上调

ＢＤＮＦ 的表达可以有效增强突触可塑性，改善学习

认知功能［２９］。 研究发现，ＳＹＮ 表达的增加能够增强

大鼠的学习记忆能力［３０－３１］。 Ｐｅｉ 等［３２］ 研究认为，睡
眠剥夺大鼠空间记忆缺陷与海马神经元突触可塑

性有关。 本实验 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果均显

示突触可塑性相关蛋白 ＢＤＮＦ、ＳＹＮ、ＰＳＤ⁃９５ 的表达

随着睡眠剥夺时间的增加呈逐渐下降的趋势且呈

负相关，本研究发现，睡眠剥夺主要通过影响突触

相关蛋白的表达进而影响动物的空间学习记忆

功能。
随着睡眠剥夺时间的增加，当达到 １２０ ｈ、１４４ ｈ

时大鼠进食量减少、体重减轻、情绪暴躁、出现攻击

行为，部分大鼠出现血尿、血便，并且落水频率增

加，不能稳定站立于平台上，出现溺水而亡。 故推

测大鼠死亡原因可能与睡眠剥夺时间过长食欲素

分泌紊乱、体力不支、消化系统功能紊乱等有关。
后期仍需进行相关实验进行验证。

综上所述，急性睡眠剥夺可增加大鼠焦虑样情

绪，导致学习认知功能下降，其可能与突触生物标

志物表达降低有关。
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《中国比较医学杂志》不接受重复投稿说明

本刊严格执行国家有关科研诚信建设的相关规定及标准，包括但不局限于《ＣＹ ／ Ｔ １７４－２０１９：学术出版

规范 期刊学术不端行为界定》、《关于进一步加强科研诚信建设的若干意见》 （国务院公报 ２０１８ 年第 １７
号）、《发表学术论文“五不准”》（科协发组字〔２０１５〕９８ 号）等，严肃对待各种学术不端行为。

本刊不接受重复发表（包括不同语种），也不允许作者一稿多投。 具体表现形式包括：
重复发表：
ａ） 不加引注或说明，在论文中使用自己（或自己作为作者之一）已发表文献中的内容。
ｂ） 在不做任何说明的情况下，摘取多篇自己（或自己作为作者之一）已发表文献中的部分内容，拼接成

一篇新论文后再次发表。
ｃ） 被允许的二次发表不说明首次发表出处。
ｄ） 不加引注或说明地在多篇论文中重复使用一次调查、一个实验的数据等。
ｅ） 将实质上基于同一实验或研究的论文，每次补充少量数据或资料后，多次发表方法、结论等相似或雷

同的论文。
ｆ） 合作者就同一调查、实验、结果等，发表数据、方法、结论等明显相似或雷同的论文。
一稿多投：
ａ） 将同一篇论文同时投给多个期刊。
ｂ） 在首次投稿的约定回复期内，将论文再次投给其他期刊。
ｃ） 在未接到期刊确认撤稿的正式通知前，将稿件投给其他期刊。
ｄ） 将只有微小差别的多篇论文，同时投给多个期刊。
ｅ） 在收到首次投稿期刊回复之前或在约定期内，对论文进行稍微修改后，投给其他期刊。
ｆ） 在不做任何说明的情况下，将自己（或自己作为作者之一）已经发表论文，原封不动或做些微修改后

再次投稿。
若存在以上问题，一经查实，编辑部有责任揭露，给予书面警告，拒绝发表有其署名的文稿，通知其所在

单位，并在我刊公开曝光。
《中国比较医学杂志》编辑部
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