
书书书

论著 文章编号：１０００５４０４（２０１３）１９２０１４０５

快速眼动期睡眠剥夺对大鼠海马齿状回神经元增殖与凋亡的影响

梁小敏，陈　甲，许志强　　（４０００４２重庆，第三军医大学大坪医院野战外科研究所神经内科）

　　［摘要］　目的　探讨快速眼动期（ｒａｐｉｄｅｙｅｍｏｖｅｍｅｎｔ，ＲＥＭ）睡眠剥夺（ｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＳＤ）对大鼠海马齿状回神经
元增殖与凋亡的影响。方法 　４５只ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠按随机数字表法分为３组：①普通鼠笼对照组（ＣＣ，ｎ＝１５）；②睡
眠剥夺组（ＳＤ，ｎ＝１５）；③睡眠恢复组（ＲＳ，ｎ＝１５）。采用改良多平台睡眠剥夺法连续７２ｈ剥夺大鼠 ＲＥＭ睡眠后，利用
ＢｒｄＵ标记增殖细胞，运用免疫组织化学方法观察大鼠海马齿状回神经元增殖情况，并利用免疫荧光染色检测大鼠海马齿
状回新生神经元标记物微管相关蛋白（ｄｏｕｂｌｅｃｏｒｔｉｎ，ＤＣＸ）和星形胶质细胞标记物胶质纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）的表达情况。采用ＴＵＮＥＬ法观察大鼠海马神经元凋亡情况。结果 　免疫组化结果显示 ＳＤ组及 ＲＳ组每
张切片ＢｒｄＵ阳性细胞平均数均明显少于ＣＣ组（Ｐ＜０．０１），但是ＲＳ组与ＳＤ组相比无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。免疫荧光
染色结果显示，ＤＣＸ阳性细胞在ＢｒｄＵ阳性细胞中所占比例最大，各组间 ＢｒｄＵ／ＤＣＸ、ＢｒｄＵ／ＧＦＡＰ双阳性细胞的百分比相
差不显著（Ｐ＞０．０５）。ＣＣ组、ＳＤ组及ＲＳ组各组海马区均未见ＴＵＮＥＬ阳性细胞。结论　 ＲＥＭ睡眠剥夺抑制海马齿状回
神经元增殖，短期睡眠恢复后无显著改善。ＲＥＭ睡眠剥夺对海马齿状回神经元的分化和凋亡无影响。
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　　睡眠剥夺（ｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＳＤ）已成为现代社会
的一个常见现象，研究表明，长时间的睡眠剥夺可以造

成心血管、免疫、内分泌以及认知功能等方面的显著损

害，甚至增加死亡的风险［１］。有研究发现，海马依赖

的记忆巩固对快速眼动期（ｒａｐｉｄｅｙｅｍｏｖｅｍｅｎｔ，ＲＥＭ）
睡眠剥夺特别敏感，Ｍａｑｕｅｔ等［２］研究证实，ＲＥＭ睡眠
剥夺可造成神经行为机能损伤，导致机体情绪与行为

变化、记忆力与认知功能减退。海马齿状回是与空间

学习和记忆相关的重要脑区。研究证实哺乳动物海马

齿状回的颗粒下区存在着干细胞，它具有增殖和分化

成为神经细胞的潜能［３］。近年来，睡眠剥夺对海马神

经元增殖和凋亡的影响日益受到重视。国外研究普遍

认为ＲＥＭ睡眠剥夺抑制海马神经细胞增殖［４］，而邹

俊华等［５］实验结果显示ＲＥＭ睡眠剥夺可引起海马齿状
回神经细胞增殖数目增多。程江涛等［６］实验结果表明

睡眠剥夺可引起大鼠海马神经元凋亡，而Ｈｉｐｏｌｉｄｅ等［７］

研究结果表明ＲＥＭ睡眠剥夺不影响大鼠海马神经元
凋亡。因此，本实验采用改良多平台睡眠剥夺法剥夺

青年大鼠 ＲＥＭ睡眠，采用免疫组织化学方法以及
ＴＵＮＥＬ法观察连续７２ｈＲＥＭ睡眠剥夺以及睡眠恢复
１２ｈ后大鼠海马齿状回新生神经元以及海马神经元
凋亡数目的变化，探讨ＲＥＭ睡眠剥夺对大鼠海马齿状
回神经元增殖与凋亡的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　健康雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠４５只，体质量（１００±１０）ｇ，
由第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供，

按随机数字表法分为普通鼠笼对照组、睡眠剥夺组和睡眠恢复

组，每组１５只。每组再分为 ＢｒｄＵ注射组（ｎ＝１０）和未注射药
物组（ｎ＝５）。普通鼠笼对照组大鼠正常饲养于鼠笼中，自然昼
夜光照。睡眠剥夺组大鼠连续７２ｈＲＥＭ睡眠剥夺，予以日光
灯持续照射７２ｈ，排除昼夜明暗交替。睡眠恢复组大鼠 ＲＥＭ
睡眠剥夺７２ｈ后自由恢复睡眠１２ｈ。
１．２　主要试剂
　　ＢｒｄＵ、鼠抗ＢｒｄＵ抗体购于 Ｓｉｇｍａ公司，兔抗微管相关蛋
白（ｄｏｕｂｌｅｃｏｒｔｉｎ，ＤＣＸ）抗体、鼠抗胶质纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌ
ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）抗体购于 Ａｂｃａｍ公司，ＴＵＮＥＬ细
胞凋亡检测试剂盒购于武汉博士德生物工程有限公司。

１．３　动物模型制备
　　采用改良多平台睡眠剥夺法［８］连续７２ｈ剥夺大鼠ＲＥＭ睡
眠。自制ＲＥＭ睡眠剥夺箱：鼠箱１１０ｃｍ×６０ｃｍ×４０ｃｍ，其中设
置１５个直径为６．５ｃｍ，高８．０ｃｍ的平台，平台间隔１５ｃｍ。箱中
装水，水面低于平台面约１．０ｃｍ，平台上方笼盖处放水和食物，
大鼠可自行摄食饮水，并且可以在各个平台间自由活动。

１．４　ＢｒｄＵ注射剂量和方法
　　ＢｒｄＵ按浓度２０ｍｇ／ｍＬ溶于含０．００７ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ的无菌
生理盐水中。ＢｒｄＵ注射组大鼠从实验第 １天开始腹腔注射
ＢｒｄＵ（１００ｍｇ／ｋｇ，２次／ｄ），持续７ｄ，第８天取材行免疫组织化
学染色观察大鼠海马齿状回神经元增殖、分化情况。

１．５　组织制备
　　大鼠常规麻醉、固定、取材，脱水完全的脑组织经 ＯＣＴ包

埋急冻后用冰冻切片机（ＣＭ１８５０、Ｌｅｉｃａ，Ｇｅｒｍａｎｙ）行冠状面切
片，厚４０μｍ，按顺序分４套放置。切片依次用含１％Ｈ２Ｏ２的
５０％乙醇ＰＢＳ溶液，７０％乙醇ＰＢＳ溶液，５０％乙醇 ＰＢＳ溶液和
ＰＢＳ溶液洗涤各３０ｍｉｎ，置于含０．２％叠氮钠中于４℃保存。
１．６　免疫组织化学染色
１．６．１　免疫组化ＡＢＣ法　　取脑组织切片于０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
漂洗５ｍｉｎ×３次后置于２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ／ＰＢＳ溶液中３７℃孵育
３０ｍｉｎ以解开ＤＮＡ双链，暴露ＢｒｄＵ位点，然后用０．１ｍｏｌ／Ｌ硼
酸缓冲液漂洗３ｍｉｎ×３次以恢复碱性环境，ＰＢＳ缓冲液清洗
后，置于封闭缓冲液（０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ／０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００／１％
ＢＳＡ／１．５％马血清）中３７℃孵育３０ｍｉｎ以封闭非特异性位点，
加入封闭缓冲液配制的一抗鼠抗ＢｒｄＵ单克隆抗体（１∶１０００），
４℃冰箱过夜，二抗为 ＰＢＳ配制生物素标记抗鼠 ＩｇＧ（１∶２００），
室温孵育 ２ｈ，ＰＢＳ配制 ＡＢＣ溶液（１∶１００，加入前 ３０ｍｉｎ配
制），室温孵育１ｈ，加入 ＤＡＢ葡萄糖氧化酶显色溶液进行染
色。贴片烘干后梯度酒精脱水、二甲苯透明，中性树胶封片。

阴性对照以 ＰＢＳ代替一抗，其余步骤完全相同。
１．６．２　免疫荧光染色　　暴露 ＢｒｄＵ位点以及封闭非特异性
位点步骤与１．６．１相同，加入封闭缓冲液配制的一抗鼠抗ＢｒｄＵ
单抗（１∶１０００）／兔抗 ＤＣＸ（１∶１０００），４℃冰箱过夜，二抗为
ＰＢＳ配制［Ｃｙ３羊抗鼠ＩｇＧ１（１∶２００）／４８８驴抗兔ＩｇＧ（１∶２００）］，
室温避光孵育２ｈ，避光条件下，ＰＢＳ清洗后加入封闭缓冲液，
室温孵育 ２ｈ，再加入封闭缓冲液配制的一抗鼠抗 ＧＦＡＰ
（１∶１０００），４℃冰箱过夜；避光条件下清洗后，ＰＢＳ配制二抗
Ｃｙ５标记羊抗鼠ＩｇＧ（１∶２００），室温避光孵育２ｈ，避光条件下，
贴片、阴干、甘油封片，４℃避光保存。阴性对照以 ＰＢＳ代替一
抗，其余步骤完全相同。

１．６．３　细胞计数　　每个鼠脑切片间隔３张取１张计数，每
个鼠脑计数８张切片，在显微镜高倍镜下由其他实验者计数海
马齿状回ＢｒｄＵ阳性细胞数，得到每张切片 ＢｒｄＵ阳性细胞数，
每只大鼠ＢｒｄＵ阳性细胞数为８张切片总和。使用共聚焦显微
镜对切片进行观察，计算 ＢｒｄＵ／ＤＣＸ阳性、ＢｒｄＵ／ＧＦＡＰ阳性双
标记细胞占ＢｒｄＵ阳性细胞的比例。
１．７　ＴＵＮＥＬ法观察大鼠海马神经元凋亡情况
１．７．１　ＴＵＮＥＬ法　　取脑组织切片于０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗
５ｍｉｎ×３次后置于０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００／ＰＢＳ室温孵育２０ｍｉｎ，
然后用胃蛋白酶工作液３７℃孵育３０ｍｉｎ，４％多聚甲醛固定
５ｍｉｎ，清洗后加入ＴＵＮＥＬ反应混合液（５０μＬＴｄＴ＋４５０μＬ荧
光素标记的 ｄＵＴＰ液混匀），暗湿盒中 ３７℃反应 １ｈ，清洗后
ＤＡＰＩ液（１∶５０００）室温孵育５ｍｉｎ，抗淬灭封片剂封片；在荧光
显微镜下计数凋亡细胞（激发光波长为４５０～５００ｎｍ，检测波长
为５１５～５６５ｎｍ）。阴性对照仅加荧光素标记的ｄＵＴＰ液，阳性对
照先加入ＤＮａｓｅⅠ，１５～２５℃反应１０ｍｉｎ，其余步骤完全相同。
１．７．２　ＴＵＮＥＬ阳性细胞计数　　ＴＵＮＥＬ阳性细胞计数由不
知道实验分组的实验者完成，每次随机选取５个视野进行细胞
计数，细胞凋亡的百分比＝细胞凋亡数／细胞总数。
１．８　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，所有计量单位以 珋ｘ±ｓ表示，行
独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　ＲＥＭ睡眠剥夺对大鼠生理行为学的影响
　　ＲＥＭ睡眠剥夺７２ｈ后大鼠生理行为发生变化，随ＲＥＭ睡
眠剥夺时间的延长，这种变化更加明显，主要表现为大鼠倦怠，
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皮毛暗淡、黄涩、松散蓬乱，兴奋性增加易激惹，对环境刺激的警

觉性、反应性及进攻性增强。睡眠恢复组大鼠恢复睡眠１２ｈ，所
有大鼠睡眠增加，上述表现大多消失。

２．２　ＲＥＭ睡眠剥夺对大鼠海马齿状回神经元增殖、
分化的影响

２．２．１　ＲＥＭ睡眠剥夺对大鼠海马齿状回细胞增殖的影响　　
免疫组织化学结果显示，镜下海马齿状回区可见典型的 ＢｒｄＵ
阳性细胞，胞核内着色，呈蓝黑色颗粒，无胞质及胞膜着色，细

胞形状不规则，沿海马齿状回分散排列（图１）。睡眠剥夺组每
张切片ＢｒｄＵ阳性细胞平均数为（２１．２４±１．３７）个，睡眠恢复组

为（２２．０１±０．６１）个，与普通鼠笼对照组（４０．５４±０．５５）相比，
睡眠剥夺组和睡眠恢复组每张切片ＢｒｄＵ阳性细胞平均数均明
显减少（Ｐ＜０．０１）。与睡眠剥夺组相比，睡眠恢复组每张切片
ＢｒｄＵ阳性细胞平均数虽稍有增多，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
２．２．２　ＲＥＭ睡眠剥夺对大鼠海马齿状回细胞分化的影响　　
免疫荧光染色结果表明，ＤＣＸ阳性细胞在 ＢｒｄＵ阳性细胞中所
占比例最大。普通鼠笼对照组、睡眠剥夺组以及睡眠恢复组各

组间ＢｒｄＵ／ＤＣＸ、ＢｒｄＵ／ＧＦＡＰ双阳性细胞的百分比相差不显著
（Ｐ＞０．０５）。我们观察到有部分 ＢｒｄＵ阳性细胞既不表达 ＤＣＸ
也不表达ＧＦＡＰ（图２，表１）。
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Ａ：普通鼠笼对照组；Ｂ：睡眠剥夺组；Ｃ：睡眠恢复组　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
图１　各组大鼠海马齿状回ＢｒｄＵ免疫组织化学染色观察　（ＡＢＣ）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
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Ａ～Ｄ：普通鼠笼对照组；Ｅ～Ｈ：睡眠剥夺组；Ｉ～Ｌ：睡眠恢复组；Ａ、Ｅ、Ｉ：ＢｒｄＵ；Ｂ、Ｆ、Ｊ：ＤＣＸ；Ｃ、Ｇ、Ｋ：ＧＦＡＰ；Ｄ、Ｈ、Ｌ：合并　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
图２　各组大鼠海马齿状回ＢｒｄＵ阳性细胞的鉴定　（免疫荧光）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
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Ａ～Ｃ：普通鼠笼对照组；Ｄ～Ｆ：睡眠剥夺组；Ｇ～Ｉ：睡眠恢复组；Ａ、Ｄ、Ｇ：ＤＡＰＩ染色（蓝色）；Ｂ、Ｅ、Ｈ：ＴＵＮＥＬ阳性细胞核（绿色）；Ｃ、Ｆ、Ｉ：合并
图３　各组大鼠睡眠剥夺对海马神经元凋亡的影响　（免疫荧光）

表１　各组大鼠海马齿状回ＢｒｄＵ阳性细胞的类型比较［ｎ＝１０，（珋ｘ±ｓ）％］

组别 ＢｒｄＵ／ＤＣＸ ＢｒｄＵ／ＧＦＡＰ ＢｒｄＵ／Ｎｅｉｔｈｅｒ

普通鼠笼对照组 ７７．４２±１．６８ １０．７４±１．２３ １１．８４±０．６５

睡眠剥夺组 ７８．２５±１．３０ １０．４８±１．１０ １１．２７±１．０３

睡眠恢复组 ７８．４２±０．９６ １０．４３±０．７２ １１．１５±１．２７

２．３　睡眠剥夺对大鼠海马神经元凋亡的影响
　　普通鼠笼对照组、睡眠剥夺组及睡眠恢复组各组海马区均

未见ＴＵＮＥＬ阳性细胞 （图３）。

３　讨论

　　本实验采用改良多平台睡眠剥夺法剥夺大鼠
ＲＥＭ睡眠，睡眠剥夺持续时间可以进行１ｄ或几天，
而研究者只需要间歇性的进行观察。此方法是利用大

鼠畏水原理，动物被放置在多个小平台上，周围被水包

围，当动物进入ＲＥＭ睡眠时，由于肌张力降低，动物掉
入水中而觉醒，使之不能进入ＲＥＭ睡眠。此方法既克
服了单平台睡眠剥夺法中大鼠与群体分离及活动空间

受限的缺点，也考虑了大鼠群体的稳定性。Ｍａｃｈａｄｏ
等［９］指出虽然改良多平台睡眠剥夺法会减少约３１％
慢波睡眠，但是能完全废除 ＲＥＭ睡眠。Ｍｕｅｌｌｅｒ等［１０］

使用ＥＥＧ记录也证明平台睡眠剥夺法能剥夺约９５％
ＲＥＭ睡眠。因此这是选择性剥夺动物ＲＥＭ睡眠的最
佳方法。本实验采用此法制备大鼠 ＲＥＭ睡眠剥夺模
型，观察大鼠ＲＥＭ睡眠剥夺７２ｈ后生理学行为学改
变。睡眠剥夺后大鼠表现为倦怠，皮毛暗淡、黄涩、松

散蓬乱，兴奋性增加易激惹，对环境刺激的警觉性、反

应性及进攻性增强。这说明本实验采用改良多平台睡

眠剥夺法能够较好复制ＲＥＭ睡眠剥夺。
　　哺乳动物海马齿状回的颗粒下区存在着干细胞，
它具有增殖和分化成为神经细胞的潜能。海马齿状回

颗粒细胞下层的干细胞生成新细胞，新生的细胞经过

短暂的迁移进入颗粒细胞层，分化成颗粒细胞，它们具

有与成熟颗粒细胞相同的形态和功能特征，成熟的神

经元在分子层及多形层产生树突、轴突，形成突触联
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系，最终整合至海马功能的神经环路中，参与海马的各

种功能活动［１１］。本实验选择ＢｒｄＵ标记大鼠海马齿状
回神经细胞增殖情况，结合未成熟神经元标志物 ＤＣＸ
以及星型胶质细胞标志物ＧＦＡＰ鉴定大鼠海马齿状回
神经细胞分化情况。免疫组化结果显示，ＲＥＭ睡眠剥
夺７２ｈ后大鼠海马齿状回细胞增殖较普通鼠笼对照
组减少５２．３９％，说明ＲＥＭ睡眠剥夺对大鼠海马齿状
回神经细胞增殖的抑制作用是比较明显的，这与多数

研究相符，而与邹俊华等［５］的研究结果有差异。对比

两者可以发现，虽然睡眠剥夺时间均为７２ｈ，但是在邹
俊华的研究中使用的小水台剥夺法剥夺成年大鼠，并

且ＢｒｄＵ给药每天１次，连续３ｄ，睡眠剥夺后立即处
死，这或许是造成两者结果差异的原因。本实验另外

一个结果是睡眠恢复组大鼠海马齿状回增殖细胞与睡

眠剥夺组相比，虽稍有增多，但相差不显著，说明睡眠

恢复１２ｈ后并不能缓解ＲＥＭ睡眠剥夺７２ｈ造成的神
经细胞增殖的抑制，睡眠剥夺对海马齿状回细胞增殖

的影响是比较持久的，Ｔｕｎｇ等［１２］研究发现和本实验

结果是相吻合的，支持这一结论。这个结论提出几个

有趣的问题，睡眠剥夺对神经细胞增殖的抑制是永久

的还是和睡眠恢复时间相关呢？或者使用其他药物干

预是否能缓解这种抑制？这有待进一步研究。

　　免疫荧光染色对 ＢｒｄＵ阳性细胞进行鉴定结果表
明，大鼠海马齿状回增殖细胞大部分是未成熟神经元。

普通鼠笼对照组、睡眠剥夺组以及睡眠恢复组中

ＢｒｄＵ／ＤＣＸ、ＢｒｄＵ／ＧＦＡＰ双阳性细胞的百分比相差不
显著，说明ＲＥＭ睡眠剥夺不影响大鼠海马齿状回神经
细胞的分化。这说明睡眠剥夺导致的海马相关功能减

退的可能原因是由于海马神经细胞增殖的减少而不是

新增殖细胞分化为神经元的比例减少。本实验中观察

到有部分 ＢｒｄＵ阳性细胞既不表达 ＤＣＸ也不表达
ＧＦＡＰ，可能是未分化的前体细胞。
　　凋亡是由基因介导的一系列变化，细胞依靠它来
主动地引起它自身的破坏，通过凋亡过程机体能清除

衰老及异常细胞，并在维持很多细胞功能方面有重要

作用。本实验采用 ＴＵＮＥＬ法检测大鼠海马神经元凋
亡情况，结果发现普通笼对照组、睡眠剥夺组及睡眠恢

复组海马区均未见ＴＵＮＥＬ阳性细胞，我们考虑其原因
可能是与大鼠年龄有关。年龄因素在大鼠细胞凋亡的

进程中可能起很大作用，Ｎａｉｄｏｏ等［１３］研究发现促凋亡

因子水平随着年龄的增加显著提高。本实验中使用的

是体质量为１００ｇ左右的大鼠，比较年轻（４周），得到
的结果与 ｄｅＳｏｕｚａ等［１４］研究结果一致。这说明睡眠

剥夺不会促进青年大鼠海马细胞凋亡。

　　综上所述，本实验通过改良多平台睡眠剥夺法成
功制备 ＲＥＭ睡眠剥夺模型，达到了较好的效果。

ＲＥＭ睡眠剥夺可以抑制青年大鼠海马齿状回神经元
增殖，但是不影响其分化和凋亡，短期睡眠恢复后神经

元增殖抑制不能得到有效改善。由于海马在学习记忆

中发挥着重要作用，因此我们认为ＲＥＭ睡眠剥夺对海
马神经元增殖的抑制作用可能是睡眠剥夺导致机体认

知功能损害的机制之一。
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