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%表达的变化'

方法
!C

只大鼠随机均分为正常对照$

KK
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QK

%组&

TM6

睡眠剥夺$
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%组#采用改良多

平台睡眠剥夺法建立大鼠
TM6

睡眠剥夺模型#运用免疫组织化学分析法及原位杂交法观察大鼠经
%*TM6

睡眠剥夺后下丘

脑内
>D5

蛋白及
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的表达变化'

结果
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蛋白及
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的表达在
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睡眠剥夺

后#大鼠下丘脑背内侧核内的
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表达上调#
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结论
TM6

睡眠剥夺后下丘脑内觉醒相关区域
>D5

表达增加#说明当
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睡眠减少时机体会主动调节
>D5

的分泌#提示
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与睡眠觉醒的调节机制有关'
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眠与生长发育&学习记忆和认知功能等心理活动有

关)
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TM6

期睡眠障碍或缺失会导致认知障碍等

多种疾病'

TM6

睡眠剥夺是通过模拟睡眠缺失对

引发的生理性损害进行研究的常用方法#其作用机

制与神经递质表达变化密切相关)
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快速眼球运动睡眠剥夺对大鼠下丘脑背内侧核神经肽
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表达的影响
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>D5T

%#两者结合形成新

的系统#共同影响生物个体的睡眠觉醒&抑郁焦虑&

记忆学习&摄食代谢&内分泌甚至免疫功能等多种生

理过程'初步研究证实#这可能与其主要集中在中

枢神经系统并且随其在下丘脑的表达变化高度相

关)

$

*

'背内侧核是下丘脑内的重要核团#参与机体

的睡眠&觉醒过程'当存在睡眠障碍导致睡眠减少

时#机体是否会通过主动调节背内侧核内
>D5

来参

与觉醒过程尚未可知'本研究采用改良多平台水环

境睡眠剥夺法$
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期睡眠剥夺模型#观察
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睡眠剥夺后下丘脑背内侧核
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表达的变化

情况'
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睡眠剥夺模型的建立
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%建立大鼠
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期睡眠剥夺模型'
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剥夺水槽内放置两排平台#每排设置
E

个平台#往水

槽内注水#距离平台表面
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时停止#放置恒温
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'为保证大鼠可在平台

间自由活动#平台间的间隔设定在
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时#为确保
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睡眠被剥夺的效果#平台设计较

小#这样大鼠进入
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期睡眠时#会因肌肉放松导

致身体失衡落水#从而惊醒'每个水槽内放
E

只大

鼠#每
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对明暗进行切换#保持实验环境安静'
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组水槽内同样放置两排平台#每排
E

个#平台设
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5?

组大鼠#

用
K@

!

窒息#先后使用
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液进行主动脉灌流#快速分离脑组织#置于灌流固定
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张下丘脑背内侧核切片的
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阳性神经元进行计数'
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探针的制备详见文献)
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漂洗
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'用灭菌吸水纸将

切片吸干#而后放入杂交液$核酸探针浓度为
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贴在上面并放置于阴凉处干燥(中性树胶封片'荧光

显微镜下观察下丘脑背内侧核
H6P,T>'

的表达#

采集图像#对每组
E

只大鼠&每只大鼠
!

张下丘脑背

内侧核切片的
H6P,T>'

阳性神经元进行计数'

#<&
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统计学处理
!

采用
5D55#<"

软件进行数据统

计和分析#结果以
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TM6

睡眠剥夺后大鼠的一般情况及行为学表

现
TM6

睡眠剥夺后#大鼠体质量有所减轻#皮毛

蓬松杂乱&无光泽#部分大鼠爪子表面皮肤有出血现

象(大鼠有狂躁表现#容易被激怒#同时表现出较强

的攻击性'
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睡眠剥夺后大鼠下丘脑背内侧核
>D5

蛋白表达变化 在大鼠下丘脑区域#能够观察到中

等强度的
>D5

蛋白阳性染色'在下丘脑背内侧核

区域#

>D5

蛋白阳性染色则较为明显'

KK

组和
QK

组的
>D5

阳性蛋白在背内侧核中表达较少#呈散在

分布 $图
#'

&

#Z

%#两组间阳性神经元数量差异无统

计学意义$表
#

%(
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组大鼠经
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睡眠剥夺后#背内

侧核
>D5

蛋白阳性细胞数量较多#占背内侧核核团

的大部分$图
#K

%#其阳性神经元数量与
KK

组和
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组比较差异有统计学意义$
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图
(

!

神经肽
)

蛋白在各组大鼠下丘脑背内侧核内的表达
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表
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!

各组大鼠背内侧核神经肽
)

$

"J)

&蛋白及

3!"#

阳性神经元数

,fE

#

#

5d(

组
!

别
>D5

蛋白
H6P,T>'

KK #&<B$d!<#! #G<&%d#<E$

QK #E<&"d#<&" #E<$"d#<&G

5? !B<E&d!<CB

"&

!$<B$d!<#!

"&

!

KK

!正常对照(

QK

!环境对照(

5?

!快速眼球运动$

TM6

%睡

眠剥夺
<

"

6

%

"<"$

与
KK

组比较(

&

6

%

"<"$

与
QK

组比较

!<%

!

TM6

睡眠剥夺后大鼠下丘脑背内侧核
H6P

,T>'

表达变化
!

在本实验中#下丘脑背内侧核内

H6P,T>'

的表达趋势与
>D5

蛋白一致'大鼠

下丘脑背内侧核的
H6P,T>'

在
KK

组和
QK

组

阳性表达较少#呈散在分布$图
!'

&

!Z

%#阳性神经元

数量在两组间差异无统计学意义$表
#

%'

5?

组大

鼠经
%*

睡眠剥夺后#大鼠下丘脑背内侧核
H6P

,T>'

阳性表达的细胞数较多#占该核团大部分

$图
!K

%#与
KK

组和
QK

组比较差异均有统计学意

义$
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%

"<"$

#表
#

%'

图
E

!

神经肽
)

$

'()

&

3!"#

在各组大鼠下丘脑背内侧核内的表达

'

!正常对照$

KK

%组(

Z

!环境对照$

QK

%组(

K

!快速眼球运动$

TM6

%睡眠剥夺$
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&

!

讨
!

论

睡眠和觉醒的调节涉及复杂的神经环路#多

种神经化学成分参与其中#而在参与觉醒系统的

多种神经递质中#

>D5

是最新被报道的一种'

>D5

广泛分布在人&狗&牛&猪等动物组织中#尤

+

!!%

+
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快速眼球运动睡眠剥夺对大鼠下丘脑背内侧核神经肽
5

表达的影响

其在脊椎动物的脑组织&唾液腺&甲状腺和乳腺

中有较高表达#参与睡眠和觉醒&饮食&体温&代

谢等多项生理功能的调节#其中尤其与睡眠及觉

醒的关系最为密切)

E

*

'

本实验中#我们对大鼠进行
TM6

睡眠剥夺处

理#试图探讨在
TM6

睡眠缺失时机体是否会自动

启动补偿机制'早期研究中#

W0

等)

G

*对实验组和对

照组小鼠分别进行侧脑室注射
>D5

和生理盐水#而

后分别记录小鼠脑电图变化'结果发现#

>D5

注射

组小鼠慢波睡眠的
#

期&

!

期和
TM6

期睡眠时间明

显缩短'作者认为#

>D5

介导的觉醒产生迅速#可

能是通过激活单胺能系统起作用'这表明
>D5

能

够促进唤醒#诱导觉醒#抑制睡眠'一项关于咖啡因

与
>D5

关系的研究发现#大鼠下丘脑和脑干的
>D5

受体在经过咖啡因处理后均出现较高表达)

$

*

#说明

>D5

可能是咖啡因促进觉醒的机制'

@-;L-

等)

#"

*学

者也证明
>D5

能有效促进觉醒#并显著缩短睡眠时

间'这都提示
>D5

会显著促进或维持觉醒'

下丘脑背内侧核与机体的睡眠觉醒密切相关'

本实验中#我们对进行
TM6

睡眠剥夺处理的大鼠

下丘脑
>D5

表达进行测定#结果显示#

KK

组与
QK

组之间大鼠下丘脑背内侧核内
>D5

阳性细胞数无

明显差异#说明水环境对
>D5

蛋白和
,T>'

表达

无明显影响'但
5?

组大鼠下丘脑背内侧核内
>D5

阳性细胞数比
KK

组&

QK

组明显升高#且与两组比

较差异具有统计学意义$

6

%

"<"$

%#说明
TM6

睡眠

剥夺可引起下丘脑内背内侧核
>D5

蛋白和
,T>'

的表达上调'上述结果提示当存在外界刺激#导致

机体无法正常睡眠时#机体会自动启动保护和调节

机制#通过下丘脑分泌
>D5

以维持和促进觉醒#证

实
>D5

可能参与机体的促觉醒调节过程'
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