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快速眼球转动期睡眠剥夺对大鼠学习、记忆能力及其海马组织脑源性神
经营养因子表达的影响

叶晨静，赵忠新（第二军医大学长征医院神经内科，上海２００００３）

［摘要］　目的：观察快速眼球转动期睡眠剥夺（ＲＳＤ）及恢复睡眠（ＲＳ）对大鼠海马脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）表达及学习、

记忆能力的影响。方法：大鼠分为空白对照组、环境对照组、ＲＳＤ１ｄ组、ＲＳＤ３ｄ组、ＲＳＤ５ｄ组、ＲＳＤ７ｄ组以及ＲＳＤ７ｄ后

ＲＳ６ｈ、ＲＳ１２ｈ组，每组１２只；ＲＳＤ大鼠模型采用改良多平台法建立。Ｙ型迷宫试验评定各组大鼠学习、记忆能力；实时定量

ＲＴＰＣＲ及免疫组化方法检测各组大鼠海马区ＢＤＮＦｍＲＮＡ及蛋白表达水平。结果：Ｙ型迷宫评定结果表明ＲＳＤ各组以及

ＲＳ６ｈ、１２ｈ组错误反应次数明显高于空白对照组和环境对照组（Ｐ＜０．０５）；与空白对照组相比，ＲＳＤ１ｄ、３ｄ大鼠总反应时间

降低（Ｐ＜０．０５），ＲＳＤ７ｄ组明显增加（Ｐ＜０．０５）。与空白对照组相比，ＲＳＤ１ｄ组大鼠海马ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达明显上升（Ｐ＜
０．０５），ＲＳＤ３ｄ组达到高峰（Ｐ＜０．０１）。ＲＳＤ１ｄ、３ｄ组海马ＣＡ１、ＣＡ３、齿状回区以及ＲＳＤ５ｄ、ＲＳ６ｈ组齿状回区ＢＤＮＦ蛋

白表达显著高于空白对照组（Ｐ＜０．０５）。结论：睡眠剥夺会导致机体学习、记忆能力下降，ＲＳ后可部分改善；机体可能会通过

促进ＢＤＮＦ表达来代偿相对较短时间的睡眠剥夺，保护自身的认知能力，然而随着剥夺时间的延长，这种代偿机制也会被打破。

［关键词］　睡眠剥夺；脑源性神经营养因子；海马；学习；记忆

［中图分类号］　Ｒ３９５．２　　　［文献标识码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００７）０１００８２０５

Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒａｐｉｄｅｙｅ ｍｏｖｅｍｅｎｔｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎｏｎｃｏｇｎｉｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄ
ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒｉｎｒａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ

ＹＥＣｈｅｎｊｉｎｇ，ＺＨＡＯＺｈｏｎｇｘｉｎ （ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｕｒｏｌｏｇｙ，ＣｈａｎｇｚｈｅｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｓｅｃｏｎｄ Ｍｉｌｉｔａｒｙ ＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，

Ｓｈａｎｇｈａｉ２００００３，Ｃｈｉｎａ）

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｄｅｇｒｅｅｓｏｆｒａｐｉｄｅｙｅｍｏｖｅｍｅｎｔ（ＲＥＭ）ｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ（ＲＳＤ）

ａｎｄｓｌｅｅｐｒｅｃｏｖｅｒｙｏｎｃｏｇｎｉｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎ（ｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙ）ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ（ＢＤＮＦ）ｉｎ

ｔｈｅｒａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＭａｌｅＳＤｒａｔｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ８ｇｒｏｕｐｓ（ｎ＝１２）：ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｓｌｅｅｐ），

ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｃｏｎｔｒｏｌ，ＲＳＤ１ｄ，ＲＳＤ３ｄ，ＲＳＤ５ｄ，ＲＳＤ７ｄ，ｒｅｃｏｖｅｒｓｌｅｅｐ６ｈａｆｔｅｒ７ｄＲＳＤ（ＲＳ６ｈ），ａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｓｌｅｅｐ１２

ｈａｆｔｅｒ７ｄＲＳＤ（ＲＳ１２ｈ）．Ｔｈｅｍｏｄｉｆｉｅｄｍｕｌｔｉｐｌｅｐｌａｔｆｏｒｍｍｅｔｈｏｄ（ＭＭＰＭ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｉｎ

ｒａｔｓ．ＴｈｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆｒａｔｓｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄｂｙＹｔｙｐｅｍａｚｅ．ＴｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＢＤＮＦｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｍｅｔｈｏｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｆａｉｌｕｒｅｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｓｏｆａｌｌＲＳＤｇｒｏｕｐｓａｎｄｔｈｅ２ＲＳ

ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｍｏｒｅｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｔｏｔａｌｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｉｎＲＳＤ１ｄ，３ｄｇｒｏｕｐｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒ（Ｐ＜０．０５），ｂｕｔｔｈａｔｏｆＲＳＤ７ｄｇｒｏｕｐｗａｓ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＤＮＦｍＲＮＡｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ

ｉｎＲＳＤ１ｄｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｒｅａｃｈｅｄｔｈｅｐｅａｋｉｎＲＳＤ３ｄｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＤＮＦｉｎＣＡ１，ＣＡ３，ａｎｄ

ｄｅｎａｔａｅｇｙｒｕｓａｒｅａｓｏｆＲＳＤ１ｄ，３ｄｇｒｏｕｐｓａｎｄｉｎｔｈｅｄｅｎａｔａｅｇｙｒｕｓａｒｅａｏｆＲＳＤ５ｄａｎｄＲＳ６ｈｇｒｏｕｐｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ

ｔｈａｎｔｈａｔｏｆｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＳｈｏｒｔｔｉｍｅＲＳＤｃａｎｌｅａｄｔｏｄｅｃｒｅａｓｅｏｆｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙａｂｉｌｉｔｙ，

ａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｓｌｅｅｐｃａｎｐａｒｔｉａｌｌｙｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｉｒａｂｉｌｉｔｙ．ＴｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆＢＤＮＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｍａｙｃｏｍｐｅｎｓａｔｅｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｓｌｅｅｐ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｔｅｃｔｔｈｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ａｓｔｈｅｐｒｏｌｏｎｇａｔｉｏｎｏｆｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎｔｉｍｅ，ｔｈｅｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎｍａｙｂｅｃｏｍｅ

ｉｎｖａｌｉｄ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ；ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ；ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ；ｌｅａｒｎｉｎｇ；ｍｅｍｏｒｙ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００７，２８（１）：８２８６］

［基金项目］　国家自然科学基金（３０２７０４８７）；第二军医大学长征医院

“三重三优”学科人才建设基金．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉ

ｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０２７０４８７）ａｎｄｔｈｅＫｅｙＳｕｐｅｒｉｏｒＰｒｏｇｒａｍ

ｏｆＣｈａｎｇｚｈｅｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ．
［作者简介］　叶晨静，硕士．现在上海交通大学医院附属瑞金医院特
需科，上海２０００２５．Ｅｍａｉｌ：ｋａｒｙｙｃｊ＠１２６．ｃｏｍ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｏｚｘ＠ｍｅｄｍａｉｌ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　睡眠是机体的正常生理需要，能增强机体的学

习能力，强化和巩固对复杂事物的记忆。长期的睡

眠剥夺会对机体产生不良的生理和心理影响，不同

程度的损害机体的认知功能，但目前睡眠剥夺导致

认知功能障碍的具体机制尚不清楚。以往研究［１３］

表明在整个睡眠阶段中，快速眼球转动期睡眠对学
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习和记忆的影响更大。本研究通过建立快速眼球转

动期睡眠剥夺快速眼球转动模型，观察快速眼球转

动期睡眠剥夺（ＲＳＤ）不同时间及恢复睡眠（ＲＳ）后

对大鼠学习、记忆能力及其海马组织脑源性神经营

养因子（ＢＤＮＦ）表达的影响，探讨快速眼球转动期

睡眠剥夺引起认知功能障碍的可能机制。

１　材料和方法

１．１　实验大鼠的选择及分组　选取健康雄性ＳＤ
大鼠（复旦大学实验动物中心），体质量２００～２５０ｇ。

将大鼠放在平台上每天适应１ｈ，适应１周后对大鼠

进行认知功能测定，筛选出活跃、对电击反应敏感、

逃避反应迅速的大鼠，淘汰反应迟钝或特别敏感的

大鼠。筛选出的９６只大鼠随机分为８组：空白对照

组（正常睡眠）、环境对照组、ＲＳＤ１ｄ、ＲＳＤ３ｄ、ＲＳＤ

５ｄ、ＲＳＤ７ｄ组以及ＲＳＤ７ｄ后ＲＳ６ｈ、ＲＳ１２ｈ
组，每组１２只。ＲＳＤ１ｄ～７ｄ组大鼠在人工光照下

饲养７ｄ后，采用改良多平台法［４］剥夺大鼠睡眠，剥

夺期间给予大鼠正常进食和饮水，每天光照时间１２

ｈ（８：００～２０：００）；ＲＳ６ｈ、１２ｈ组采用改良多平台

法剥夺睡眠７ｄ后分别进行睡眠恢复６ｈ、１２ｈ；空白

对照组大鼠正常睡眠；环境对照组采用与睡眠剥夺

组大小一样的鼠箱，但在其底部并不放置平台，而是

放置一面细密铁丝网，把大鼠放在网上，网下置水至

离网格１ｃｍ，以形成与睡眠剥夺组类似的环境，其

他条件均与睡眠剥夺组相同。

１．２　Ｙ型迷宫试验评价大鼠学习、记忆能力　对各

组大鼠进行Ｙ型迷宫试验［５］，记录大鼠１个实验日

内所有的错误次数总和即错误反应次数和所有反应

时间总和即总反应时间。比较各组大鼠的错误反应

次数和总反应时间指标评价大鼠空间辨别的学习记

忆能力。

１．３　 实 时 定 量 ＲＴＰＣＲ 法 测 定 海 马 组 织

ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达　各组６只大鼠在相应时间点断

头取出海马组织，液氮冷冻，—８０℃深低温保存备

用。

１．３．１　总 ＲＮＡ 的提取　采用 ＴＲＩｚｏｌ法抽提总

ＲＮＡ。取海马组织５ｍｇ，加入１００μｌ的ＴＲＩｚｏｌ试

剂（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ），用电动匀浆器进

行匀浆。匀浆后于１５～３０℃孵育５ｍｉｎ，再加入２０

μｌ的氯仿，盖紧管盖，手动剧烈振荡管体１５ｓ后，

１５～３０℃孵育３ｍｉｎ，４℃下１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ。

离心后混合液体分为下层的红色酚氯仿相、中间层

和上层的无色水相。将水相转移到新离心管中，加

５０μｌ的异丙醇，混匀后１５～３０℃孵育１０ｍｉｎ后，于

４℃１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，移去上清液，加入至少

１００μｌ的７５％乙醇，振荡后，４℃７５００×ｇ离心５

ｍｉｎ，去除乙醇溶液，空气中干燥 ＲＮＡ沉淀５～１０

ｍｉｎ，加入无ＲＮＡ酶的水溶解ＲＮＡ，然后５５～６０℃
孵育１０ｍｉｎ，保存于－７０℃。ＲＮＡ在紫外线分光光

度仪下检测光密度值 Ｄ２６０和 Ｄ２８０以计算提取的

ＲＮＡ浓度，判断纯度。

１．３．２　引物的设计　根据 ＧｅｎＢａｎｋ序列资料，由

ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计了相应引物，交上海康

成生物工程公司合成。ＢＤＮＦ上游引物：５′ＴＴＡ

ＧＣＧＡＧＴＧＧＧＴＣＡＣＡＧＣＧ３′；下游引物：５′

ＡＴＴＧＧＧＴＡＧＴＴＣＧＧＣＡＴＴＧＣ３′，扩增产物

长度为２０７ｂｐ。βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＣＣＴ ＧＴＡ

ＣＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴＧＣ３′；下游引物：５′ＡＴＡ

ＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣ３′，扩增产物长度为

２１１ｂｐ。

１．３．３　ｃＤＮＡ合成　取ＲＮＡ５μｇ加入３．５μｍｏｌ／

ＬＯｌｉｇｏｄＴ引物１μｌ，再加入无ＲＮＡ酶的 Ｈ２Ｏ至总

体积１０μｌ，混合液在７０℃水浴３ｍｉｎ，３７℃放置１０

ｍｉｎ；配制 ＲＴ 反应液，５ × ＲＴ 缓冲液４μｌ、２．５

ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ混合液４μｌ、ＲＮＡ 酶抑制剂（Ｐｒｏ

ｍｅｇａ）１μｌ、ＭＭＬＶ反转录酶（Ｐｒｏｍｅｇａ）１μｌ，混合

后３７℃恒温１ｍｉｎ；加１０μｌ的ＲＴ反应液到１０μｌ
退火混合物中，３７℃水浴６０ｍｉｎ，加热到９５℃维持５

ｍｉｎ。得ＲＴ终溶液即为ｃＤＮＡ溶液，置冰浴待用。

１．３．４　实时定量ＰＣＲ　取１０× ＰＣＲ缓冲液２．５

μｌ，加入 ＭｇＣｌ２溶液３μｌ，ｄＮＴＰ混合液３μｌ，Ｔａｑ聚

合酶（Ｐｒｏｍｅｇａ）３Ｕ，Ｓｙｂｅｒｇｒｅｅｎ终浓度６．２５μｌ，加

入ＢＤＮＦ特异性引物１μｌ，ｃＤＮＡ１μｌ，加水至总体

积为２５μｌ，轻弹管底将溶液混合，５０００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝

８．５ｃｍ）短暂离心，然后将配制好的ＰＣＲ反应溶液

置于实时ＰＣＲ仪（ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ３０００ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
仪，ＣｏｒｂｅｔｔＲｅｓｅａｒｃｈ公司）上进行ＰＣＲ反应，得出

实时定量测定值。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性１

ｍｉｎ，９４℃变性４０ｓ，５７℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１

ｍｉｎ，３５个ＰＣＲ循环，反应终末７２℃延伸５ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物与１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ（华美生物工程公

司）在２％琼脂糖凝胶电泳，溴乙锭染色，检测ＰＣＲ
产物是否为单一特异性扩增条带。
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１．４　免疫组织化学染色检测海马组织ＢＤＮＦ的表

达　每组６只大鼠麻醉后，经４％多聚甲醛灌注２

ｈ，断头取脑，后固定４８ｈ。脱水透明，浸蜡，包埋，切

片，片厚４μｍ。免疫组化：ＳＰ法（浓缩型ＳＰ试剂，

华美生物工程公司），羊抗鼠（Ｃ１９，ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）。常规脱蜡至水，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次，

加０．３％Ｈ２Ｏ２２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次，９８℃２０

ｍｉｎ进行抗原修复，室温冷却，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次，

加ＢＤＮＦ一抗（１１００）羊抗鼠，４℃过夜。ＰＢＳ洗３

ｍｉｎ×３次，加ｂ兔抗羊（１２００）３７℃３０ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗３ｍｉｎ×３次，加ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＨＲＰ（１２００）３７℃

３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次。０．０４％二氨基联苯胺

镍法（ＤＡＢ）＋０．０３％过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）显色８～１２

ｍｉｎ，水洗。苏木精衬染１ｍｉｎ，水洗。常规树脂封

片，观察。定量分析：每张切片中海马区至少分析３
个视野，采用ＩＭＳ细胞图像分析系统测量免疫组化

图像中阳性区域面积、阳性比率以及光密度值（Ｄ）。

１．５　统计学处理　计量数据采用珚ｘ±ｓ，所有结果

均用ＳＡＳ６．１２统计软件进行完全随机方差分析和

最小显著差法比较。

２　结　果

２．１　Ｙ型迷宫试验结果　ＲＳＤ１ｄ～７ｄ组随着睡

眠剥夺时间的延长，大鼠错误反应次数逐渐增加，在

ＲＳＤ７ｄ组达到最高值，各组均明显高于空白对照

组（Ｐ＜０．０５）；而在恢复６ｈ及１２ｈ的睡眠后（ＲＳ６

ｈ、１２ｈ组），错误反应次数逐渐下降，但仍高于空白

对照组（Ｐ＜０．０５）；环境对照组和空白对照组之间

无显著差异。

　　与空白对照组相比，ＲＳＤ１ｄ、ＲＳＤ３ｄ组大鼠

总反应时间明显降低（Ｐ＜０．０５），ＲＳＤ７ｄ组明显增

加（Ｐ＜０．０５），其余各组无明显变化。详见表１。

表１　各组大鼠学习、记忆能力的测定结果及其海马区ＢＤＮＦｍＲＮＡ及蛋白的表达水平

Ｔａｂ１　ＭｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｏｆｃｏｇｎｉｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＢＤＮＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＥＮ
（ｎ＝１２）

ＴＲＴ
（ｎ＝１２，ｔ／ｓ）

ＢＤＮＦｍＲＮＡ
（ｎ＝６，×１０－４）

ＢＤＮＦｐｒｏｔｅｉｎ（ｎ＝６，％）

ＣＡ１ ＣＡ３ Ｇｙｒｕｓｄｅｎｔａｔｕｓ

Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ４．５０±１．７３ ４７．５８±６．６３ ４．９１±０．１９ ９．８３±１．１７ １０．００±２．００ ９．６７±１．５１

Ｔａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ４．５８±１．７８ ４７．６７±７．２３ ４．８８±０．１１ １０．００±１．４１ ９．６７±１．８６ ９．８３±１．６０

ＲＳＤ１ｄ ８．０８±１．０８ ４３．００±５．７７ ６．８８±０．１４ １３．５０±１．５２ １３．８３±１．３３ １３．８３±１．３３

ＲＳＤ３ｄ １３．８３±２．２５ ４２．７５±５．８０ ７．３２±０．５３  １６．８３±１．３２ １６．６７±２．１６ １７．００±０．８９

ＲＳＤ５ｄ １４．１７±２．４８ ４８．４２±７．２２ ５．２２±０．２０ １１．６７±２．２５ １２．１７±２．４８ １２．００±２．６１

ＲＳＤ７ｄ １８．２５±１．８６▲ ５８．２５±５．６１ ４．９９±０．２４ １０．００±１．７９ １０．１７±２．２３ １０．３３±１．５１

ＲＳ６ｈ ９．００±１．６０▲ ４５．２５±４．９０ ５．２６±０．６４ １１．６７±１．５１ １２．００±２．３７ １１．８３±１．６０

ＲＳ１２ｈ ７．８３±２．７６ ４７．１７±５．１５ ４．９４±０．５３ １１．００±１．５５ １１．１７±１．４７ １１．５０±１．３７

　ＢＤＮＦｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｐｏｓｉｔｉｖｅｓｉｇｎａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆＢＤＮＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ．ＥＮ：Ｅｒｒｏｒｎｕｍｂｅｒ；

ＴＲＴ：Ｔｏｔａｌｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．２　大鼠海马组织ＢＤＮＦｍＲＮＡ的表达　各组大

鼠海马组织在２０７ｂｐ处均可见一特异性条带，与预

期结果一致（图１）。与空白对照组相比，ＲＳＤ１ｄ组

海马组织ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达明显升高（Ｐ＜０．０５），

ＲＳＤ３ｄ组达高峰（Ｐ＜０．０１）；ＲＳＤ５ｄ组ＢＤＮＦ表

达下降，ＲＳＤ７ｄ组降至基线水平，二者与空白对照

组均无显著差异；ＲＳ６ｈ组和ＲＳ１２ｈ组表达虽有

所上升，但与空白对照组无显著差异；环境对照组和

空白对照组之间无显著差异。详见表１。

２．３　大鼠海马组织ＢＤＮＦ蛋白的表达

２．３．１　一般染色结果　ＢＤＮＦ免疫反应阳性产物

为神经元胞质内褐色沉淀物，见于海马ＣＡ１的锥体

细胞层、辐射层，ＣＡ３的透明层及齿状回的颗粒细

胞层、分子层，阳性细胞呈锥形或椭圆形。空白对照

组阳性染色细胞较少，染色较浅，而ＲＳＤ３ｄ组阳性

染色细胞较多，染色较深。详见图２。

２．３．２　定量检测结果　与空白对照组相比，ＲＳＤ１

ｄ、３ｄ组海马组织ＣＡ１、ＣＡ３和齿状回区ＢＤＮＦ表

达显著升高（Ｐ＜０．０５），ＲＳＤ７ｄ组以及ＲＳ１２ｈ组

无显著变化，ＲＳＤ５ｄ及ＲＳ６ｈ组海马齿状回区稍升

高（Ｐ＜０．０５），ＣＡ１、ＣＡ３区无显著差异；空白对照组

和环境对照组之间相比无明显差异。详见表１。
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图１　各组大鼠海马组织ＢＤＮＦｍＲＮＡ实时定量ＰＣＲ凝胶电泳图

Ｆｉｇ１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＢＤＮＦｍＲＮＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ｔａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；３：ＲＳＤ１ｄ；４：ＲＳＤ３ｄ；５：ＲＳＤ５ｄ；６：ＲＳＤ６ｄ；７：ＲＳ６ｈ；８：ＲＳ１２ｈ；９：Ｎｅｇａｔｉｖｅ

图２　空白对照组（Ａ）和ＲＳＤ３ｄ组（Ｂ）

大鼠海马组织ＢＤＮＦ染色阳性结果

Ｆｉｇ２　ＨｉｐｏｃａｍｐａｌＢＤＮＦｉｍｍｕｎｏｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎｂｌａｎｋ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ａ）ａｎｄＲＳＤ３ｄｇｒｏｕｐ（Ｂ）（ＳＰ，×２００）

３　讨　论

　　睡眠剥夺会导致机体中枢神经系统发生广泛的

病理生理变化，主要表现为脑细胞能量代谢异常、细

胞形态结构的改变、神经元内多种基因表达的变化

以及神经元可塑性降低，而神经元可塑性降低直接

表现为机体学习、记忆能力的减退［６７］，但具体的损

伤机制还不很明确。

３．１　ＢＤＮＦ调节突触功能的机制　以往学者认为

神经生长因子对发育成熟的神经元不产生作用，但

近年来研究［８］发现，神经生长因子不仅在成熟后的

神经系统广泛存在，而且能够修复损伤后神经元，延

缓甚至阻止其死亡，也可调节许多神经系统功能，包

括突触可塑性和神经递质传递等。ＢＤＮＦ是１９８２
年从猪脑的提取物中分离得到的一种细胞外因子，

由１２０个氨基酸残基组成，相对分子质量为１２０００。

研究发现其能介导突起生长，改变神经系统递质表

型，改变树突形态，参与突触可塑性的调节，从而调

节突触功能；其表达严格受神经元活动调节，对突触

的传递和神经元信号的转导可产生确切的效果。

　　ＮＭＤＡ受体是突触可塑性的关键分子开关［９］，

它的早期活化对于各种记忆来说都是必需的。

Ｋｏｖａｌｃｈｕｋ等［１０］发现外源性ＢＤＮＦ可激活突触后

ＢＤＮＦ特异性受体 ＴｒｋＢ，进而激活谷氨酸 ＮＭＤＡ
受体，加强机体记忆能力。长时程增强电位（ＬＴＰ）

目前被认为是学习记忆的重要物质基础，能诱导形

成新的突触联系或促进原有突触连接和生长，是突

触可塑性的客观指标之一。ＢＤＮＦ既能作用于突触

前膜产生ＬＴＰ，也可与突触后膜ＴｒｋＢ结合诱导产

生ＬＴＰ，而当外源性的ＢＤＮＦ被清除后ＬＴＰ可被

阻断［１１１２］。Ｋｉｐｒｉａｎｏｖａ等［１３］报道脑缺血后脑室内

注射ＢＤＮＦ可以明显改善工作记忆和对照记忆。

这证实ＢＤＮＦ对突触传递和认知功能具有确切的

保护效应，也提示可以应用外源性ＢＤＮＦ来加强记

忆能力。

３．２　睡眠剥夺对大鼠学习、记忆能力及ＢＤＮＦ表

达的影响　Ｃｉｒｅｌｌｉ等［１４］发现大鼠完全睡眠剥夺８ｈ
后ＢＤＮＦ表达高于正常睡眠组；Ｈａｉｒｓｔｏｎ等［１５］发现
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幼年大鼠部分睡眠剥夺１２ｈ后，其皮质、海马组织

ＢＤＮＦ表达升高。本研究结果表明 ＲＳＤ１ｄ～７ｄ
组随着睡眠剥夺时间的延长，大鼠错误反应次数逐

渐增加，在ＲＳＤ７ｄ组达到最高值，均明显高于空白

对照组（Ｐ＜０．０５）；而在恢复６ｈ及１２ｈ的睡眠后

错误反应次数逐渐下降，但仍高于空白对照组（Ｐ＜
０．０５）；与空白对照组相比，ＲＳＤ１ｄ、３ｄ组大鼠总

反应时间明显降低，ＲＳＤ７ｄ组明显增加（Ｐ＜
０．０５）。研究还发现ＲＳＤ１ｄ组大鼠海马组织ＢＤＮＦ
表达升高，ＲＳＤ３ｄ组达到高峰，ＲＳＤ５ｄ、７ｄ组逐

渐趋于基线水平，ＲＳ后表达又有上调趋势。提示相

对较短时间的睡眠剥夺会导致ＢＤＮＦ表达的增加，

这反映了机体的某种代偿保护机制。然而随着睡眠

剥夺时间的延长，这种代偿机制也被打破了，最终导

致认知功能的损害加重。

　　本研究结果表明，睡眠剥夺会导致机体学习、记

忆能力下降，机体可能会通过促进ＢＤＮＦ表达来代

偿相对较短时间的睡眠剥夺，保护自身的认知能力，

睡眠剥夺引起的记忆损害在 ＲＳ之后可以改善，然

而随着剥夺时间的延长，这种代偿机制也会被打破，

严重的睡眠剥夺引起的记忆损害能否全面恢复还有

待进一步研究。
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贾泽军

祝贺吴孟超院士从事肝胆外科事业５０周年

　　２００６年１２月２２日，来自军内外肝胆外科学科的５位院士和几十名专家齐聚第二军医大学东方肝胆外科医院，以学术交

流的形式祝贺吴孟超院士从事肝胆外科事业５０周年和东方肝胆外科医院建院１０周年。全国人大常委会副委员长、中国科学

院院长路甬祥，国务委员陈至立发来贺信，全国人大常委会副委员长韩启德题词祝贺。第二军医大学校长张雁灵少将、政委曹

国庆少将等出席了庆祝大会。

　　学术报告会上，中国科学院上海生命科学院生化与细胞所刘新垣院士、复旦大学肝癌研究所汤钊猷院士、上海肿瘤研究所

顾健人院士、东方肝胆外科医院吴孟超院士和王红阳院士等分别作了专题演讲。


