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2.内蒙古科技大学包头医学院人体解剖学教研室,内蒙古
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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。

【关键词】 　 大鼠;睡眠剥夺;学习认知;海马;突触可塑性
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

acute
 

sleep
 

deprivation
 

on
 

the
 

behavior
 

and
 

synaptic
 

protein
 

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.
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　 　 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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