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α硫辛酸对睡眠剥夺所致的大鼠脑中ＩＲＥ１表达的影响

冯　晶，赵忠新

第二军医大学长征医院神经内科，上海２００００３

［摘要］　目的：观察睡眠剥夺及抗氧化药物干预对大鼠皮质、海马中抑制阻抗性酯酶１（ＩＲＥ１）表达的影响。方法：将ＳＤ大鼠随

机分为对照组和睡眠剥夺组。对照组分为空白对照组（ＣＣ，ｎ＝１０）和实验环境对照组（ＴＣ，ｎ＝１０）。睡眠剥夺组制作不同时间睡

眠剥夺大鼠模型（ＳＤ，ｎ＝１２０），分为用药组（２５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１α硫辛酸）和非用药组，每组按不同睡眠剥夺（ＳＤ）及恢复时间（ＲＳ）

随机分为６小组：ＳＤ１ｄ、ＳＤ３ｄ、ＳＤ５ｄ、ＳＤ７ｄ、ＳＤ７ｄ／ＲＳ６ｈ、ＳＤ７ｄ／ＲＳ１２ｈ（ｎ＝１０）。应用ＲＴＰＣＲ和免疫组织化学方法检测

ＩＲＥ１转录及蛋白表达变化。结果：ＲＴＰＣＲ结果发现大鼠海马、皮质中ＩＲＥ１ｍＲＮＡ表达量在ＣＣ组和ＴＣ组间无统计学差异，

ＳＤ组明显升高（Ｐ＜０．０５），用药后随之减少。将用药组分别与非用药组相应时间点作一一比较，在睡眠剥夺５、７ｄ及恢复睡眠后

６、１２ｈ各时间点有统计学意义（Ｐ＜０．０５），其余无统计学意义。经免疫组织化学染色后，有棕黄色阳性细胞表达，各组间的表达水

平与ＲＴＰＣＲ结果一致。结论：α硫辛酸能够降低睡眠剥夺大鼠脑内ＩＲＥ１的表达，为睡眠剥夺的抗氧化治疗研究提供了依据。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（５）：５１３５１６］

　　睡眠剥夺（ｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＳＤ）是指机体因环
境需要而部分或全部丧失正常睡眠量的状态，它是
睡眠障碍中的常见症状［１］。氧化应激和内质网应激

（ＥＲＳ）是睡眠剥夺引起脑损害的病理基础［２３］，两者
之间又存在着共同的信号转导通路，也曾有人推测
氧化应激所导致的损害作用可能是通过内质网所启
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动的凋亡通路实现的［４］。动物实验［５］发现睡眠剥夺

使能量代谢异常并产生大量的活性氧，活性氧在内
质网中聚集，加重了内质网的负担并引起ＥＲＳ。

　　抑制阻抗性酯酶１（ＩＲＥ１）是ＥＲＳ通路中的蛋白，
在ＥＲＳ反应过程中具有承上启下的作用。因此本研
究选择ＩＲＥ１作为评价ＥＲＳ的指标，通过ＲＴＰＣＲ和
免疫组化方法，观察抗氧化剂α硫辛酸对睡眠剥夺后
大鼠脑组织中ＩＲＥ１含量的影响，以期进一步了解α
硫辛酸对睡眠剥夺后脑损害的干预作用机制。

１　材料和方法

１．１　实验动物及分组　成年雄性ＳＤ大鼠１４０只，体

质量（２００±２０）ｇ，清洁级，由中国科学院上海实验动

物中心提供。大鼠均饲养于空调房间（２５℃左右），每

日４０Ｗ日光灯光照１２ｈ，黑暗１２ｈ。将ＳＤ大鼠随机

分为对照组和睡眠剥夺组。对照组分为空白对照组

（ＣＣ，ｎ＝１０）和实验环境对照组（ＴＣ，ｎ＝１０），分别检测

用药前后脑组织中ＩＲＥ１表达的变化。睡眠剥夺组

（ＳＤ，ｎ＝１２０）分为用药组（ｄｒｕｇｇｒｏｕｐ，ＤＧ）和非用药

组（ｎｏｎｄｒｕｇｇｒｏｕｐ，ＮＤＧ），每组按不同睡眠剥夺（ＳＤ）

及恢复时间（ＲＳ）随机分为６小组，ＳＤ１ｄ、ＳＤ３ｄ、ＳＤ

５ｄ、ＳＤ７ｄ、ＳＤ７ｄ／ＲＳ６ｈ、ＳＤ７ｄ／ＲＳ１２ｈ（ｎ＝１０）。

１．２　动物模型制作　采用改良多平台法（ｍｏｄｉｆｉｅｄ

ｍｕｌｔｉｐｌｅｐｌａｔｆｏｒｍｍｅｔｈｏｄ，ＭＭＰＭ）建立ＲＥＭ（快速眼

球运动）睡眠剥夺模型。制作长、宽、高分别为

１１０ｃｍ×６０ｃｍ×４０ｃｍ 的水槽［６］，内有８个直径

６．５ｃｍ、高８．０ｃｍ的平台，每个平台间隔１５ｃｍ，其周

边注满水，水面距平台面约１．０ｃｍ，水温保持在约

２２℃，大鼠可在平台上自行摄食饮水。实验前１周将

大鼠放在平台上适应，每天适应１ｈ。睡眠剥夺７ｄ后

将恢复睡眠（ＳＤ７ｄ／ＲＳ６ｈ、ＳＤ７ｄ／ＲＳ１２ｈ）的大鼠

置于正常饲养环境中，停止剥夺。ＴＣ组采用与ＳＤ组

大小一样的水槽，但内置直径１７ｃｍ、高８ｃｍ的大平

台，其周边注满水，以形成与ＳＤ组相似的环境。其他

条件与ＳＤ组相同。ＣＣ组为未进行处理的大鼠。

１．３　给药方法　在正常喂养的基础上，ＣＣ组、ＴＣ
组和ＤＧ组大鼠腹腔注射α硫辛酸（上海浦东制药

厂生 产，规 格２０ｍｌ０．６ｇ；批 号：国 药 准 字

Ｈ２００５６４０３），剂量２５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１。ＤＧ组于睡

眠剥夺前１ｄ和剥夺开始后每日上午９：００称量、给

药，至处死。ＣＣ组和ＴＣ组同步给药，８ｄ后处死。

１．４　实验动物取材　各组动物在相应时点处死。

用于ＲＴＰＣＲ实验的大鼠麻醉后快速断头取脑，将

双侧皮质、海马分离干净后置入焦碳酸二乙酯

（ＤＥＰＣ）处理过的Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ离心管中，液氮速冻后

置于－８０℃保存待用。而用于免疫组化的实验动物

开胸经左心室至升主动脉插管，用生理盐水和４％多

聚甲醛（ｐＨ７．４，４℃）２５０ｍｌ进行灌注，随后进行脱

水，透明，浸蜡，包埋，切片。切片后分别用 ＨＥ染

色进行病理组织学观察及进行免疫组化测定。

１．５　ＲＴＰＣＲ反应　引物由上海生工生物工程技

术服务有限公司合成，按试剂盒（上海晶美生物工程

有限公司）说明提取大鼠脑组织总ＲＮＡ，进行反转

录反应和ＰＣＲ扩增，上样电泳后半定量分析。

１．６　免疫组织化学反应　采用ＳＰ法。ＩＲＥ１一

抗、二抗购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，免疫组化常规试剂购

自Ｓｉｇｍａ公司。显微镜观察ＩＲＥ１主要表达在细胞

质内，染成棕褐色为阳性。每只大鼠选取６张切片，

测相同面积的大鼠海马和皮质，每片随机取３个视

野（×１００）输入图像分析仪，利用ＫＳ４００图像分析系

统选取灰度阈值对图像进行分析处理，以阳性面积

进行统计分析。

１．７　统计学处理　数据用珔ｘ±ｓ表示，两组间比较采

用ｔ检验；多组比较采用方差分析；用ＳＰＳＳ１３．０版本

软件进行统计分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＲＴＰＣＲ结果　利用ＲＴＰＣＲ方法检测大鼠脑

组织海马、皮质中ＩＲＥ１ｍＲＮＡ表达情况，以βａｃｔｉｎ作

为内参照进行半定量分析，结果（图１、表１）发现：ＣＣ组

与ＴＣ组之间表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），ＳＤ组

比ＣＣ组明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。用药

干预后大鼠海马、皮质中ＩＲＥ１ｍＲＮＡ表达量随之减

少，在ＳＤ５ｄ、ＳＤ７ｄ及ＳＤ７ｄ／ＲＳ６ｈ、ＳＤ７ｄ／

ＲＳ１２ｈ各时间点有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。

图１　α硫辛酸对睡眠剥夺大鼠ＩＲＥ１ｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆαｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｏｎＩＲＥ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆｂｒａｉｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎｉｎｒａｔｓ
ＣＣ：Ｃａｇｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＴＣ：Ｔａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＳＤ：Ｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａ

ｔｉｏｎ；ＲＳ：Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｓｌｅｅｐ．Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ
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表１　药物干预前后睡眠剥夺ＩＲＥ１ｍＲＮＡ的相对表达量

Ｔａｂ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆαｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ（αＬＡ）ｏｎｃｅｒｅｂｒａｌＩＲＥ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎｉｎｒａｔｓ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ

Ｎｏｎｄｒｕｇ αＬＡ
Ｃｏｒｔｅｘ

Ｎｏｎｄｒｕｇ αＬＡ
ＣＣ ０．４２４±０．０２４ ０．４０２±０．０４６ ０．４６４±０．０２４ ０．４３４±０．０５
ＴＣ ０．４１２±０．０３８ ０．３６８±０．０５７ ０．４４６±０．０４１ ０．４３０±０．０７
ＳＤ１ｄ ０．４７４±０．０３２ ０．４６８±０．０５２ ０．５３２±０．０５１ ０．４９２±０．０６４

ＳＤ３ｄ ０．５４６±０．０５９ ０．４９２±０．０６３ ０．６５２±０．０５６ ０．５５０±０．０９５

ＳＤ５ｄ ０．４８６±０．０４０ ０．４１６±０．０５０△ ０．５１８±０．０４３ ０．４３４±０．０５８△

ＳＤ７ｄ ０．４３４±０．０４９ ０．４１０±０．０３５△ ０．４９６±０．０５８ ０．３９６±０．０４７△

ＳＤ７ｄ／ＲＳ６ｈ ０．５０２±０．０６６ ０．４２０±０．０３５△ ０．５２６±０．０４７ ０．４２６±０．０６５△

ＳＤ７ｄ／ＲＳ１２ｈ ０．５２０±０．０９５ ０．４３６±０．０４９△ ０．５４６±０．０５９ ０．４５２±０．０４５△

　ＣＣ：Ｃａｇｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＴＣ：Ｔａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＳＤ：Ｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ；ＲＳ：Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｓｌｅｅｐ．Ｐ＜０．０５ｖｓＣＣｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｎｄｒｕｇｇｒｏｕｐ

２．２　免疫组织化学染色结果　各组切片经免疫组
织化学染色后，ＩＲＥ１免疫阳性细胞呈现棕黄色，其

表达 变 化 趋 势 与 ＲＴＰＣＲ 结 果 一 致 （图 ２、
表２）。　　　　

图２　睡眠剥夺３ｄＩＲＥ１的阳性表达

Ｆｉｇ２　ＩＲＥ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ３ｄａｆｔｅｒｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ（ＳＰ）

Ａ：Ｃｏｒｔｅｘｉｎｎｏｎｄｒｕｇｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｃｏｒｔｅｘｉｎｄｒｕｇｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｉｎｎｏｎｄｒｕｇｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｉｎｄｒｕｇｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎ：Ａ，Ｂ（×２００）；Ｃ，Ｄ（×４００）

表２　药物干预前后睡眠剥夺ＩＲＥ１的阳性表达

Ｔａｂ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆαｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ（αＬＡ）ｏｎｃｅｒｅｂｒａｌＩＲＥ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎｉｎｒａｔｓ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ
Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ

Ｎｏｎｄｒｕｇ αＬＡ
Ｃｏｒｔｅｘ

Ｎｏｎｄｒｕｇ αＬＡ
ＣＣ １５．１８±０．９０ １３．５６±１．５０ １０．１８±０．６８ ８．３３±１．６６
ＴＣ １５．０６±１．４３ １３．８４±１．１７ １０．６±０．８７ ８．６５±１．８１
ＳＤ１ｄ １６．６４±０．７７ １４．２０±１．７０ １１．０２±０．３８ ９．６５±０．９１

ＳＤ３ｄ ２５．５２±３．２８ ２１．６９±０．２５ ２０．９０±３．７６ １６．７０±０．３２

ＳＤ５ｄ １８．１０±１．８９ １５．７４±０．４３ １２．９０±１．９２ １０．０９±０．１８

ＳＤ７ｄ １５．６２±１．４９ １３．０２±０．２３ １０．８２±０．９２ ８．５８±１．４２

ＳＤ７ｄ／ＲＳ６ｈ １７．３２±１．４８ １４．９６±１．０７ １１．７６±０．９５ ９．２８±１．４６

ＳＤ７ｄ／ＲＳ１２ｈ １６．９８±１．１７ １４．３５±１．５１ １１．６４±０．８５ ９．０３±１．６５

　ＣＣ：Ｃａｇｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＴＣ：Ｔａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＳＤ：Ｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ；ＲＳ：Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｓｌｅｅｐ．Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｎｄｒｕｇｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　 正常情况下，细胞内质网膜上存在ＩＲＥ１、

ＰＥＲＫ、ＡＴＦ６三种跨膜蛋白质。在ＥＲＳ反应过程
中，这三种跨膜蛋白质可感知ＥＲＳ信号并通过寡聚

化和自身磷酸化由内质网膜向细胞质和细胞核转导

ＥＲＳ信号［７８］。ＩＲＥ１属Ⅰ型跨膜蛋白，其Ｎ末端与
内质网陪伴分子Ｂｉｐ相连，以防止跨膜蛋白聚集。
然而，当错误／未折叠蛋白聚集时，Ｂｉｐ与ＩＲＥ１解聚
而释放出来，同时ＩＲＥ１发生自身磷酸化。ＩＲＥ１活
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化后，可以特异地剪接ＸＢＰ１ｍＲＮＡ，合成ＸＢＰ１蛋
白［９］，且与ＥＲＳＥ（内质网应激反应元件）结合，导致

Ｂｉｐ上调，从而引导蛋白质正确折叠。鉴于ＩＲＥ１在

ＥＲＳ反应过程中具有承上启下的作用，本研究选择
了ＩＲＥ１这个 ＵＰＲ 通路中的感应蛋白作为评价

ＥＲＳ的指标。

　　氧化应激和ＥＲＳ是睡眠剥夺引起脑损害的病
理基础，氧化应激与ＥＲＳ之间又存在着共同的信号
转导通路。氧自由基是一类具有高度活性的物质，
当作用于中枢神经系统时，其神经毒性可以造成神
经细胞和组织的氧化损伤，影响细胞正常功能。正
常情况下，体内氧自由基的产生和清除是平衡的。
当自由基产生过多或体内抗氧化系统出现故障，体
内氧自由基代谢就会出现失衡形成氧化应激。于是
通过摄入外源性抗氧化剂，增加细胞内的抗氧化剂
水平，可以恢复氧化／抗氧化平衡，减少氧化应激的
损伤。因此寻找合适的抗氧化剂，并研究其抗氧化
机制就显得十分重要。

　　本实验选用的α硫辛酸具有“万能抗氧化剂”之
称，可以有效清除自由基，具有可透过血脑屏障，并
且可在水、脂两相发挥抗氧化作用等优点［１０］。其作
用机制是通过除去 Ｏ－·

２ 清除活性氧（ＲＯＳ）或其前
体，抑制ＲＯＳ的生成或清除过多的ＲＯＳ，增加其他
抗氧化物质的含量及活性等一系列途径来发挥保护

神经元作用。α硫辛酸已经用来治疗高血压、糖尿
病、动脉硬化、多发性神经炎，肝病及其他氧化损伤
有关的疾病，还能维持微粒体中的蛋白肌醇，防止溶
血和神经系统的疾病［１１１２］。

　　本实验采用 ＲＴＰＣＲ和免疫组化方法分别对
用药干预之前的大鼠海马、皮质中ＩＲＥ１的 ｍＲＮＡ
和蛋白进行研究，结果显示ｍＲＮＡ表达和蛋白表达
基本一致，即随着睡眠剥夺时间延长其增高趋势明
显，这提示睡眠剥夺对机体是一种有害应激。而对
睡眠剥夺大鼠予以α硫辛酸腹腔注射干预后，大鼠
海马、皮质中ＩＲＥ１ｍＲＮＡ表达量也随之减少，提示

α硫辛酸的抗氧化作用明显。在睡眠剥夺最初的第

１、３天，大鼠海马、皮质中ＩＲＥ１的转录水平与对照
组比较后无明显差异，分析原因可能是剥夺睡眠初
期，大鼠体内的氧化与抗氧化系统尚能维持平衡，机
体尚未处于氧化应激状态。在睡眠剥夺５、７ｄ，及恢
复睡眠后６、１２ｈ各时间点差异均有统计学意义，这
说明随着剥夺时间逐渐延长，大鼠的抗氧化能力逐
渐减弱，所受氧化损伤逐渐加重，机体便处于氧化应
激状态。此时抗氧化剂在大鼠体内也已具有一定的
药物浓度，从而起到了神经保护作用。

　　氧化应激的损伤作用越来越受到人们的重视，
寻找高效低毒的天然抗氧化剂及设法调动和激活机

体中的内源性抗氧化剂是至关重要的。α硫辛酸能
透过血脑屏障，是一种高效的能量型天然抗氧化剂，
毒副作用较少，可能会在临床上发挥较大的作用。
本研究关于睡眠剥夺后脑损害及抗氧化剂α硫辛酸
干预作用机制的探讨，希望能给临床工作中合理地
应用抗氧化剂，减轻慢性失眠患者白天出现的脑功
能下降症状提供一定的实验依据。
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