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摘+要!目的+检测失眠模型大鼠脑干组织中
)

I氨基丁酸转运体I# ! 8̂ ;I# "=RŶ 及 8̂ ;I# 蛋白的表达变化$ 方法+

&' 只 :`大鼠随机分为失眠模型组%生理盐水对照组和地西泮干预组$ 腹腔注射对氯苯丙氨酸!W9Ŵ "制作大鼠失眠模

型$ 采用 R;IW9R法和 OE23EF? M./3法分别检测大鼠脑干组织中 8̂ ;I# =RŶ 和 8̂ ;I# 蛋白的表达变化$ 结果+与对照

组相比#模型组和干预组 8̂ ;I# =RŶ 及 8̂ ;I# 蛋白的表达均降低!#V"*"# " #干预组较模型组表达更低!#V"*"# " $

结论+脑干 8̂ ;I# 表达下调可能与失眠后机体的保护性机制有关&地西泮下调 8̂ ;I# 可能是其发挥催眠作用的机制之一$

关键词!失眠&对氯苯丙氨酸&
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I氨基丁酸转运体I#&脑干&地西泮

NH5*+##")0)%

!

3&."0)84(/*"'&'"-(*&0#5)*(+*3? "0(1+8*&"0#(+.)%"0#).0"& .)-+,*&(#

@!CJ9(*B3(# J$%8G29'*+3# ?/%K9()*E3# J$%8&-.&-<951L-(1'4%-35':')6# G29()69 ;'0<219:# >-(159:+'31, C(2S-50216#

>,9()0,9 U#""",# >,2(9

>'55-0<'(N2() $31,'5' J$%8G29'*+3# F*L92:' 0Q(ToP6b69,''.M'L.M(

:8#(*&'(' ;89+'("7++;/23ABC3>EE\JFE221/? /H0@=@I@=1?/MA3CF14@41B 3F@?2J/F3EFI# !8̂ ;I#" =RŶ @?B JF/3E1? 1? 3>EMF@1? 23E=
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I@=1?/MA3CF14@41B 3F@?2J/F3EFI#& MF@1?23E=& B1@DEJ@=

++失眠!1?2/=?1@"是最常见的睡眠障碍!2.EEJ B12I

/FBEF2# : "̀ #是多种躯体%精神和行为疾病所具有的

常见临床表现$

)

I氨基丁酸!0@=@I@=1?/MA3CF14@41B#

8̂ ]̂ "是哺乳动物中枢神经系统中最主要的抑制性

神经 递 质$ 8̂ ]̂ 转 运 体 ! 0@=@I@=1?/MA3CF14@41B

3F@?2J/F3EF# 8̂ ;"是一种主要位于神经元及胶质膜上

的糖蛋白#能摄取突触间隙及细胞外液的 8̂ ]̂ #终

止 8̂ ]̂ 的抑制作用$ 地西泮是治疗失眠的经典药

物#通过促进 8̂ ]̂ 与 8̂ ]̂ ^受体的结合而发挥神

经抑制功能$ 在失眠及其治疗的过程中# 8̂ ;I# 会

发生怎样的同步变化#目前尚不完全清楚$ 本研究

采用腹腔注射对氯苯丙氨酸 !

*

I4>./F/J>E?C.@.@?1?E#

W9Ŵ "制作大鼠失眠模型#并同步设立生理盐水对

照组和地西泮干预组#检测大鼠脑干组织中 8̂ ;I#

=RŶ 及 8̂ ;I# 蛋白的表达变化#初步探讨其与失

眠的关系#以寻找临床治疗失眠的新靶点$

?@材料与方法

?*?@动物及其分组

清洁级成年健康雄性 :JF@0AE @̀K.EC大鼠 &'

只#体重 #," -!!" 0#鼠龄 , -#" 周#由湖南农业

大学实验动物中心提供#随机分为失眠模型组 !简

称模型组" %生理盐水对照组!简称对照组 "和地西

(U#(
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泮干预组!简称干预组" #每组 #! 只$ 所有大鼠均

在 #! 6#! > 的照明6黑暗环境中同等饲养#温度 !!

-!'k#相对湿度 '" -,"5#普通饲料%分笼饲

养$ 各组在未进行任何措施前#先适应性饲养 # 周$

各组大鼠分别在入组时%第一次腹腔注射 W9Ŵ 前

当天%第一次灌胃前当天及处死取材前称体重$

?*A@模型制作

模型组大鼠每日上午 , '&" -( ' "" 腹腔注射

W9Ŵ !上海瀚鸿化工科技有限公司" &"" =06G0#用

弱碱性生理盐水! JP'% -, "溶解#按"*# =.6G0配制

成混悬液#制作实验性失眠模型的大鼠模型#连续

! B&第 & 天起# 上午 , ' &" -( ' "" 以蒸馏水按

"*# =.6G0灌胃 # 次#连续 ) B$ 对照组大鼠在相同

时间点腹腔注射生理盐水 "*# =.6G0#连续 ! B#第

& 天起灌胃同模型组#连续 ) B$ 干预组大鼠在腹

腔注射 W9Ŵ 建立失眠模型之后# 第 & 天 起 以

"*"(! =0"*#=.6G0地西泮水溶液 !蒸馏水配置 " 灌

胃#时间同模型组#连续 ) B$

?GB@I:O3?.!K:和 I:O3? 蛋白的检测

各组受试动物于灌胃治疗后第 ' 天快速断头

处死#取大鼠脑干组织#超低温保存$ 用 R;IW9R

法和 O]法分别检测大鼠脑干组织中 8̂ ;I# =RŶ

和 8̂ ;I# 蛋白的表达变化#操作按试剂盒说明进

行$ 其中 8̂ ;I# =RŶ 引物!上游 )lI;88̂ 9̂̂ 9;I

8̂ 9989;89;;I&l#下游 )lI8̂ ;̂9̂ 8̂ 9̂ 89;;;98I

8̂ 8̂;;88I&l"由上海生工生物公司合成&R;IW9R

逆转录试剂盒购自美国 ZEF=E?3@2Q]X& 8̂ ;I# 抗体

为兔抗鼠多克隆抗体 !美国 Q1..J/FE公司 " &]9̂ 蛋

白定量试剂购自北京鼎国生物技术公司&蛋白

Q@FGEF购自碧云天公司$

?*C@统计学处理

测定数值采用平均值 f标准差!Pf0"表示#资

料采用 Ŷcâ 方差分析#多组间均数比较采用

:Y_IU检验$

A@结果

A*?@大鼠行为学变化

对照组大鼠生活%睡眠习惯无明显变化$ 模型

组和干预组大鼠于第一次腹腔注射 W9Ŵ 混悬液

!, -&" > 后#出现昼伏夜出的节律消失#白天也活

动不停#总睡眠时间减少#饮水进食减少&随睡眠

剥夺时间的延长#大鼠疲惫%精神不佳#皮毛蓬乱

无光泽#对环境刺激的警觉性%反应性减弱#易激

惹且攻击性增强#后脚趾多有破损出血$ 干预组大

鼠在予以地西泮灌胃后#睡眠时间%饮水进食%精

神状态等均逐渐恢复$

A*A@大鼠体重变化

入组时及第一次腹腔注射 W9Ŵ 前当天#各组大

鼠体重差异无统计学意义!#<"*") " $ 地西泮灌胃

前#模型组及干预组大鼠体重均较对照组减轻#差异

有统计学意义!#V"*"# " &干预组与模型组间差异

无统计学意义!#<"*") " $ 处死大鼠取材前#模型

组和干预组大鼠体重均较对照组减轻#差异有统计

学意义!#V"*"#" &但干预组大鼠体重较模型组增

加#差异有统计学意义!#V"*")" #见表 #$

表 ?@各组大鼠在不同时间点的体重及比较@(2)

组别 ( 入组时 第一次腹腔注射 W9Ŵ 前当天 第一次灌胃前当天 取材前

对照组 #! !#"*)" f'*&" !U#*(! f#U*," !U,*,& f#U*(# !%#*(! f%*'!

模型组 #! !"(*"" fU*%( !U#*!) f#'*U"

!!&*&& f#'*'%

""

!&'*)" f#"*&U

""

干预组 #! !"(*#% f'*,! !U"*)" f#'*")

!!!*,& f#%*U#

""

!U)*,& f##*%,

""#

注&

""

为模型组和干预组在同时间点与对照组比较!U7).U"&').)",'#!.!#U',."U)!#7".""!'".""!'"."""'".""""

#

为干预组在同时间点

与模型组比较!U7U.#''!#7"*"U#%

AGB@各组大鼠脑干组织 I:O3? .!K:及 I:O3?

蛋白的表达

模型组及干预组大鼠脑干组织 8̂ ;I# =RŶ

及 8̂ ;I# 蛋白的表达较对照组明显下调#差异有

统计学意义!#V"*"# " &干预组又较模型组下调#

差异有统计学意义 ! #V"*"# " $ 见图 # %图 ! %表

! $
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图 A@各组大鼠脑干组织 8̂ ;I# 蛋白表达的电泳图%

# &对照组"! &模型组"& &干预组%

表 A@各组大鼠脑干组织I:O3? 的表达及比较@(;P值)

组别 ? 8̂ ;I# =RŶ 8̂ ;I# 蛋白

对照组 #! "*,(## f"*"%&) "*,"#& f"*")(

模型组 #!

"*U"', f"*"&((

""

"*))!' f"*"),

""

干预组 #!

"*"%() f"*"#(%

""##

"*U&!' f"*"U'

""##

注&

""

为与对照组比较!U7!'.)!!'UU.U','##.#%U'#'.)%#!#7

"."""'"."""'"."""'".""""

##

为与模型组比较!U7#%.(!U'

).&(%!#7"*"""'"*""(%

B@讨论

抑制与兴奋的平衡在脑功能中至关重要#在复

杂的神经网络中#二者缺一不可$ 所有的神经元细

胞膜上都同时存在着兴奋性和抑制性受体#虽然兴

奋是神经元之间信息传递的主要方式#但是抑制

!尤其是中间神经元调节的抑制 "在许多神经网络

中的作用也非同小可$ 抑制过度或者兴奋不足可

能导致昏迷%抑郁%低血压%镇静甚至睡眠&而兴奋

过强或抑制缺乏则可导致震颤%焦虑%高血压%静

坐不能以及失眠等一系列异常现象的发生$

8̂ ]̂ 是哺乳动物中枢神经系统中重要的抑制

性神经递质+#,

#在调节神经元兴奋与抑制的平衡中

起着极其重要的作用#该系统的任何一个环节出现

故障都可导致 8̂ ]̂ 介导的抑制削弱和丧失#从而

使平衡向兴奋的方向倾斜$ 8̂ ]̂ 的生理效应是

通过 8̂ ]̂ %̂8̂ ]̂ ]和 8̂ ]̂ 9三种亚型受体介导

的#其中 8̂ ]̂ ^受体亚型是占主导地位的亚型#其

上有地西泮结合位点$

8̂ ;是一种主要位于神经元及胶质膜上的糖

蛋白# 属 Y@

n

69.

$依赖性转运蛋白+!,

#其中 8̂ ;I#

是最早被克隆出来的 8̂ ]̂ 转运体+&,

#主要存在于

神经元#属于高亲和力的 8̂ ]̂ 转运体+U,

#在脑组

织中的含量最多#约占脑组织中 8̂ ]̂ 转运体总数

的 ,"5#它可以迅速从突触间隙移走 8̂ ]̂ #终止

8̂ ]̂ 的抑制作用$ 此外# 8̂ ;在 8̂ ]̂ 的释放过

程中也发挥着重要作用#其抑制剂 :_Z,((%' !̂ !"

-#""

(

=/.6T"和 YcI%## ! #"

(

=/.6T"均可抑制

8̂ ]̂ 的释放+),

$ 破坏 Y@

n

%9.

$及 8̂ ]̂ 梯度或通

过细胞去极化# 8̂ ]̂ 转运蛋白会发生反向转运#

即由转运体介导将细胞内的 8̂ ]̂ 转运到细胞外#

导致 8̂ ]̂ 从胞内向突触间隙释放#加强 8̂ ]̂ 的

抑制作用$ 即通过调节细胞外的 8̂ ]̂ 浓度而发

挥其生理病理功能$ 8̂ ;表达的异常会导致 8̂ I

]̂ 能神经信号传递的变化#在神经兴奋6抑制的平

衡中扮演着重要的角色$ 有研究发现#睡眠状态下

脑组织 8̂ ]̂ 含量较清醒时升高 #)5

+',

#原发性失

眠患者脑内 8̂ ]̂ 下降+%,

$ 但关于睡眠剥夺后 8̂ I

]̂ 的变化#各报道不一#也有研究发现大鼠连续睡

眠剥夺后脑组织 8̂ ]̂ % 8̂ ]̂ 68Td的比值均显著

增高+,# (,

$

参与睡眠调节的物质很多#与睡眠相关的解剖

结构亦相当广泛#但觉醒与睡眠周期的调节主要与

脑干的网状结构有关#如中缝背核 ! YR̀ "的 )IP;

能神经元+#"# ##, 和蓝斑核 ! T9" 的 Y[能神经元+#!,

等#故本实验取脑干组织为研究对象$

本实验发现#模型组和干预组大鼠腹腔注射

W9Ŵ 后体重下降#并出现类似失眠的表现#即昼伏

夜出的规律消失#白天活动增多等兴奋性表现#后

逐渐出现精神状态不佳%活动减少%警觉性下降

!但易激惹 " 等抑制性表现#说明模型建立成功$

这与 ]E@A.1EA 等+#&, 研究报道的短时间睡眠剥夺后

神经功能以代偿性变化为主#多表现为一定的兴奋

效应#模型动物学习记忆能力增强#而长时间睡眠

剥夺! <%! > "则表现为代偿失调后的变化#神经

功能由早期的兴奋转为普遍性抑制状态相符$ 本

实验同时发现模型组脑干组织中 8̂ ;I# =RŶ 及

8̂ ;I# 蛋白表达较对照组下降#结合行为学改变我

们认为这一现象可能是因为长时间睡眠剥夺后#神

经元处于持续兴奋状态#此时机体代偿性下调

8̂ ;I# =RŶ 及其蛋白的表达#使中枢神经系统抑

制性递质 8̂ ]̂ 重摄取和降解减少#使抑制效应占

优势#使中枢神经系统功能处于相对抑制状态#以

防止神经元因长时间持续兴奋状态而过度疲劳#从

而拮抗兴奋性递质的神经毒性作用对神经元的损

伤#发挥-保护性抑制.作用$

!

"

地西泮!安定 "属苯二氮 类衍生物#是临床上

治疗失眠的经典药物$ 地西泮作为 8̂ ]̂ 受体正

性调节剂#通过作用于中枢 8̂ ]̂ ^受体上的苯

二氮卓结合位点而增强 8̂ ]̂ 的突触亲和力6有效

性#即促进 8̂ ]̂ 与 8̂ ]̂ ^受体的结合#进而增加

氯离子通道的开放频率#但对平均开放时间无影

响#使氯离子内流#胞膜超极化#产生抑制性突触

后电位!XW:W" #加强 8̂ ]̂ 的抑制效应+#U# #),

$ 有研

('#(

+ ++S/AF?@./HX?3EF?@31/?@.YEAF/./0C@?B YEAF/2AF0EFC+!"#& #U" ! # "+



究发现#抗惊厥药物丙戊酸钠具有下调神经元和胶

质细胞 8̂ ;I# 蛋白表达的功能+#,

$ 亦有文献报道

腹腔注射 W9Ŵ 致失眠模型大鼠以安定治疗后脑

内抑制性递质 8̂ ]̂ 及其受体 8̂ ]̂ ^的含量增

加+#'I#,,

$ 在本实验干预组中#大鼠腹腔注射 W9Ŵ

后 !, -&" > 出现兴奋性症状#症状出现后第二天

开始用地西泮进行灌胃干预#灌胃后各大鼠昼伏夜

出的节律有所恢复#白天睡眠增多#总睡眠时间增

多#精神状态好转#进食饮水也有所改善#体重有

所增加#整体观察与模型组明显不同#表明地西泮

改善了实验动物的失眠症状#同时发现 8̂ ;I# 的

表达较模型组下降#该结果与上述研究有一致性$

因此#我们推测#采用短时间! !, -&" > "的睡眠剥

夺后#地西泮改善失眠可能是通过下调 8̂ ;I# 的

表达#从而增加突触间隙抑制性神经递质 8̂ ]̂ 的

量而发挥其镇静%催眠作用$
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