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孕晚期睡眠剥夺对孕鼠胎盘炎症、犬尿氨酸途径及
幼鼠认知功能的影响
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【摘 要】目的：探究孕晚期睡眠剥夺对孕鼠胎盘炎症、犬尿氨酸途径及幼鼠认知功能的影响。方法：24只孕 18 d大鼠随机分

为对照组和模型组，每组 12只。水平台睡眠剥夺法建立睡眠剥夺模型，模型组接受为期 72 h的睡眠剥夺，对照组不进行睡眠

剥夺，正常饲养。建模完成后，对照组与模型组随机取 6只孕鼠乙醚麻醉，腹主动脉采血，完整取出脑组织，剥离胎鼠、胎盘，其

余6只自然分娩，正常饲养。于幼鼠出生后34 d、64 d进行行为学检测，苏木精-伊红（hematoxylin eosin，HE）染色观察胎盘组织

形态，免疫荧光染色观察胎鼠海马小胶质细胞形态和神经元增殖情况。高效液相色谱法检测色氨酸、犬尿氨酸、犬尿喹啉酸

（kynurenic acid，KYNA）水平。测定母鼠血浆皮质酮与胎盘组织细胞因子水平。结果：与对照组相比，模型组幼鼠 64 d旷场实

验活动总距离、34 d中央区域停留时间、64 d中央区域活动距离存在差异（P<0.05），34 d高架十字迷宫实验幼鼠进入开放臂的

时间增多（P<0.05），进入闭合臂的时间减少（P<0.05），64 d强迫游泳实验幼鼠不动时间增加（P<0.05）。对照组胎盘结构清晰，

细胞形态正常，模型组胎盘部分滋养细胞皱缩，呈空网状，血窦减少。与对照组相比，模型组胎鼠海马神经元增殖、突起数量减

少（P<0.05），小胶质细胞数量增多（P<0.05），细胞表面积增大（P<0.05），胎盘色氨酸、犬尿氨酸、KYNA、白细胞介素-1β（inter⁃
leukin-1β，IL-1β）、白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、胎鼠脑组织KYNA、

母鼠血浆皮质酮水平升高（P<0.05）。结论：孕晚期睡眠剥夺可能通过犬尿氨酸途径引发孕鼠胎盘炎症反应，影响幼鼠认知

功能。
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Influence of sleep deprivation in late pregnancy on placental inflammation 
and the kynurenine pathway in pregnant rats and the cognitive function 

of young rats
Chen　Guangxue1，Chen　Wujuan2，Wang　Lu1，Zheng　Xiuli1

（1. Beijing Jishuitan Hospital，Capital Medical University；2. Department of Obstetrics and Gynecology，
The Fifth Affiliated Hospital of Sun Yat-sen University）

【Abstract】Objective：To investigate the influence of sleep deprivation in late pregnancy on placental inflammation and the kynurenine 
pathway in pregnant rats and the cognitive function of young rats. Methods：A total of 24 rats pregnant for 18 days were randomly 
divided into control group and model group，with 12 rats in each group. The method of water platform sleep deprivation was used to 
establish a model of sleep deprivation； the rats in the model group received sleep deprivation for 72 hours，while those in the control 
group was fed normally without sleep deprivation. After modeling，6 pregnant rats were randomly selected from each group for ether 
anesthesia，and blood samples were collected from the abdominal aorta；brain tissue was completely removed，and stripping of fetal rats 
and placenta were performed. The remaining 6 rats in each group were subject to natural labor and normal feeding. Behavioral tests of 
the young rats were performed on days 34 and 64 days after birth；HE staining was used to observe the histomorphology of placenta，and 
immunofluorescent staining was used to observe the morphology of microglial cells and the proliferation of neurons in the hippocampus 
of fetal rats；high-performance liquid chromatography was used to measure the levels of tryptophan，kynurenine，and kynurenic acid 

（KYNA）；the levels of plasma corticosterone and cytokines in pla⁃
cental tissue were measured for maternal rats. Results：There were 
significant differences between the control group and the model 
group in total activity distance of the open field test on day 64，the 
time spent in the central area on day 34，and activity distance in the 
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central area on day 64（P<0.05），and compared with the control group，the model group had a significant increase in the time of enter⁃
ing the open arm（P<0.05） and a significant reduction in the time of entering the closed arm（P<0.05） in the elevated plus maze test on 
day 34，as well as a significant increase in immobility time in the forced swimming test on day 64（P<0.05）. The control group had a 
clear structure of the placenta and normal cell morphology，while the model group had shrinkage of some trophoblasts in the placenta，
with a reticular structure，and a reduction in blood sinuses. Compared with the control group，the model group had significant reduc⁃
tions in the proliferation and processes of hippocampal neurons（P<0.05） and significant increases in the number of microglial cells（P<
0.05），cell surface area（P<0.05），the levels of tryptophan，kynurenine，KYNA，interleukin-1β，interleukin-6，and tumor necrosis factor-
α in the placenta，and the levels of KYNA in fetal brain tissue and corticosterone in the plasma of maternal rats （P<0.05）.Conclusion：
Sleep deprivation in late pregnancy may induce placental inflammation in pregnant rats through the kynurenine pathway and affect the 
cognitive function of young rats.
【Key words】late pregnancy；sleep deprivation；inflammation；kynurenine pathway；cognitive function

睡眠是维持健康的基本要求，睡眠剥夺、睡眠

不足可导致认知障碍，对日常功能产生负面影响，

然而现今越来越多的人因工作压力、生活方式难以

获得充足的睡眠，睡眠不足已发展成为社会普遍关

注的问题[1-2]。孕期女性体内激素水平变化会对睡

眠模式产生影响，睡眠时间会随着孕期进展缩短，

睡眠更易受到干扰[3]。多项研究显示，孕期睡眠不

足可提高产妇妊娠期疾病发生风险，影响胎儿发

育，提高儿童发生注意力缺陷的几率[4-5]。Nakahara 
K等[6]的研究显示，母亲孕期不良睡眠模式与较低的

睡眠质量可提高新生儿 1 岁时出现睡眠问题的风

险。Khodaverdiloo A等[7]的研究结果表明，睡眠剥夺

模型孕鼠子代鼠海马神经元数量显著减少，细胞凋

亡增加。目前关于孕期睡眠剥夺对相关分子机制

影响的研究较少。色氨酸是一种必需氨基酸，是多

种重要生物活性化合物的底物，其代谢产物褪黑

素、5-羟色胺具有调节睡眠的作用[8-9]。犬尿氨酸途

径神经活性代谢物犬尿喹啉酸（kynurenic acid，
KYNA）与行为障碍、认知障碍、睡眠-觉醒行为变化

相关[10-11]，Rentschler KM 等[12]的研究表示，内源性

KYNA 水平增高可损害记忆形成，增多夜间唤醒次

数，减少快速眼动睡眠，而 Mithaiwala MN 等[13]的研

究表明，胎儿KYNA升高可能对神经发育产生负面

影响，导致成年后犬尿氨酸途径代谢和认知缺陷的

长期变化。本次研究通过动物实验探究孕晚期睡

眠剥夺对孕鼠胎盘炎症、犬尿氨酸途径及幼鼠认知

功能的影响，现报告如下。

1　材料与方法

1.1　实验动物

24 只 SPF 级 8 周龄健康怀孕雌性 SD 大鼠，购自北京维

通利华实验动物技术有限公司[动物合格证号：SCXK（京）

2021-0011]。饲养于 SPF房内，1周后进行实验，所有实验操

作符合3R原则。

1.2　主要试剂

苏木精-伊红（hematoxylin eosin，HE）染色试剂盒（货号：

BJ-14644），购自上海邦景实业有限公司；5-溴脱氧尿嘧啶

核苷（5-bromodeoxyuridine，BrdU）（货号A1397），购自北京康

瑞纳生物科技有限公司；微管相关蛋白（doublecortin，DCX）
（货号：ET1701-98），购自杭州华安生物技术有限公司；小胶

质细胞标记物（ionized calcium binding adapter molecule 1，
Iba-1）（货号：ab178846），购自英国 Abcam 公司；Triton X-
100（货号：B1276）、4'，6-二脒基-2-苯基吲哚（4'，6-di⁃
amidino-2-phenylindole，DAPI）（货号：Y1083S），购自优利科

（上海）生命科学有限公司；小鼠皮质酮检测试剂盒（货号：

SZ-HAS-265），购自深圳海思安生物技术有限公司；白细胞

介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）（货号：ml301814）、白细胞

介素-6（interleukin-6，IL-6）（货号：ml102828）、肿瘤坏死因

子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）（货号：ml002859），购

自上海酶联生物科技有限公司。

1.3　方法

1.3.1　分组与造模　将 24只孕 18 d大鼠随机分为对照组和

模型组，每组 12只。采用水平台睡眠剥夺法建立睡眠剥夺

模型[14]。睡眠剥夺箱内放置 1个距箱底 5 cm高的平台，孕鼠

可于平台上正常进食与活动。箱内注入恒温 25 ℃的清水，

至距平台 1 cm 处。孕鼠在平台上进入异相睡眠期后，身体

肌肉松弛，难以站稳或落入水中，迫使孕鼠保持清醒。模型

组接受为期 72 h的睡眠剥夺，完成后将放回原笼待产，对照

组不进行睡眠剥夺，正常饲养。建模完成后，对照组与模型

组各随机取 6只孕鼠乙醚麻醉，腹主动脉采血，完整取出脑

组织，剥离胎鼠、胎盘，其余6只自然分娩，正常饲养。

1.3.2　幼鼠行为学检测　所有实验均于幼鼠出生后 34 d、
64 d进行，在一个安静、光线昏暗的房间内完成。旷场实验：：

使用 60 cm×60 cm×30 cm 的黑色不透明聚丙烯板搭建活

动区域，每次投入 1 只鼠，通过 SMART 视频跟踪系统记录
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幼鼠的活动轨迹。将活动区域划分为16个等大方格（15 cm×

15 cm），分析 5 min内幼鼠的活动总距离、在中央 4个区域内

的停留时间与距离。高架十字迷宫：：使用黑色聚丙烯板搭建

距地面 55 cm高的高架十字迷宫，四臂长 50 cm，宽 10 cm，开

放臂边缘及末端无遮挡，闭合臂边缘及末端以 30 cm高的挡

板遮挡。每次投入 1只鼠，测试开始时，幼鼠面朝开放臂放

置于仪器中心，拍摄 5 min内幼鼠自由活动的过程。以幼鼠

四肢完全进入臂内计为进入 1次，实验过程中幼鼠掉出迷宫

则不计入，分析幼鼠进入各个臂的次数和时长。强迫游泳：：

强迫游泳设备为一高 40 cm，直径 30 cm的透明圆柱形容器，

容器内注入高 20 cm、温度（24±1） ℃的水。每次投入 1 只

鼠，幼鼠全程后肢无法接触容器底部，上肢和头部无法探出

容器上缘。观察拍摄10 min内幼鼠活动情况，记录除保持头

部高于水面的必要动作外，放弃挣扎漂浮不动的时间。

1.3.3　苏木精-伊红（hematoxylin eosin，HE）染色观察胎盘组

织形态　取部分胎盘组织置入 4% 多聚甲醛中固定后常规

石蜡包埋制成厚度为5 µm的切片，按照HE染色试剂盒说明

书的操作步骤染色，在光镜下观察拍照。

1.3.4　免疫荧光染色观察海马小胶质细胞形态和神经元增

殖　每组取6只21 d龄胎鼠，腹腔注射50 mg/kg BrdU，1 d/次，

持续 3 d。末次给药 2 h后，使用 50 mg/kg戊巴比妥钠麻醉胎

鼠，经心内灌流磷酸盐缓冲液和 4% 多聚甲醛，完整取出脑

组织，置入4%多聚甲醛中48 h后置入30%蔗糖溶液中24 h，
制成厚度为 30 µm 的冷冻切片，置于含 0.03% 叠氮化钠的

磷酸盐缓冲液中 4 ℃保存。用 0.5% Triton X-100 渗透切片

20 min，置于 1 mol/L 盐酸溶液中，37 ℃处理 30 min 后用

0.1 mol/L硼酸盐缓冲液洗涤。切片置于含 10%驴血清的磷

酸盐缓冲液中封闭 2 h，加入稀释比例均为 1∶400 的 BrdU、

DCX 抗体，4 ℃孵育过夜。Iba-1 的免疫荧光切片不接受盐

酸孵育和硼酸盐缓冲液洗涤，稀释比例均为 1∶400。第 2天

加入荧光染料偶联的对应二抗孵育1 h，稀释比例1∶400。加

入稀释比例为 1∶10 000的 DAPI染核 5 min，封片，于荧光显

微镜下避光观察拍照。BrdU、DCX 标记评估海马神经发生

情况，Iba-1 标记小胶质细胞形态，通过 Image J 软件分析图

像，统计小胶质细胞数量、细胞表面积和突起数量。

1.3.5　高效液相色谱法检测色氨酸、犬尿氨酸、KYNA 水

平　取部分胎盘组织与部分母鼠、胎鼠脑组织，称重后置于

超纯水中超声破碎待用。100 µL样品加入 25 µL 25% 高氯

酸组织酸化，12 000×g离心 10 min，取 20 µL上清液进行高效

液相色谱检测。色氨酸、犬尿氨酸和 KYNA 在 Reprosil-Pur 
C18色谱柱上等度洗脱，流动相含 50 mmol/L乙酸钠和 5%乙

腈，冰醋酸调节 pH至 6.2，流速为 0.5 mL/min，柱后使用流速

为 0.1 mL/min 的 500 mmol/L 醋酸锌进行检测。用 Waters 
2475荧光检测仪测定洗脱液中的色氨酸（激发波长 285 nm，

发射波长 365 nm）、犬尿氨酸（激发波长 365 nm，发射波长

480 nm）和KYNA（激发波长 344 nm，发射波长 398 nm），保留

时间分别为 11 min、6 min和 11 min。胎盘组织检测色氨酸、

犬尿氨酸、KYNA，母鼠、胎鼠脑组织检测KYNA。

1.3.6　皮质酮测定　取母鼠血浆，按照皮质酮检测试剂盒说

明书要求进行实验，测定皮质酮水平。

1.3.7　细胞因子定量　取部分胎盘组织制成匀浆，按照

ELISA检测试剂盒说明书中的步骤进行实验，检测促炎细胞

因子 IL-1β、IL-6、TNF-α水平。

1.4　统计学方法

数据分析使用 SPSS 24.0 统计软件完成，经正态性和方

差齐性检验，计量资料均符合正态分布，方差齐，以均数±标

准差（x±s）表示，组间比较采用独立样本 t检验。检验水准

α=0.05。

2　结 果

2.1　各组幼鼠行为学检测结果

旷场实验结果显示，与对照组相比，模型组 64 d活动总

距离 [（3 3943.38±4 799.51） vs. （2 5631.09±2 172.24），t=
9.928，P=0.000]、34 d 中央区域停留时间 [（14.08±2.67） vs.
（17.59±2.34），t=6.302，P=0.000]、64 d 中央区域活动距离

[（2 747.52±381.30）vs.（2 271.85±242.93），t=6.659，P=0.000]
存在差异。高架十字迷宫实验结果显示，34 d、64 d 对照组

与模型组幼鼠进入开放臂、闭合臂的次数、64 d 2 组幼鼠进

入开放臂、闭合臂的时间差异均无统计学意义（P>0.05），34 d
模型组幼鼠进入开放臂的时间较对照组增多 [（77.26±
10.71） vs. （94.17±8.68），t=7.805，P=0.000]，进入闭合臂的

时间较对照组减少 [（163.66±10.45） vs. （132.74±9.53），t=
13.950，P=0.000]。强迫游泳实验结果显示，34 d对照组与模

型组幼鼠不动时间无统计学差异（P>0.05），64 d模型组幼鼠

不动时间较对照组增加[（65.04±10.85） vs. （114.59±12.32），

t=19.365，P=0.000]。见图1。
2.2　胎盘、海马组织学检测结果

HE 染色结果显示，对照组胎盘结构清晰，细胞形态正

常，模型组胎盘部分滋养细胞皱缩，呈空网状，血窦减少。经

免疫荧光染色，BrdU呈绿色，DCX、Iba-1呈红色。与对照组

相比，模型组胎鼠海马神经元增殖减少 [（59.39±2.67） vs.
（40.26±6.59），t=6.590，P=0.000]，小胶质细胞增多[（2 091.64±
148.08）vs.（2 450.03±301.42），t=2.614，P=0.024]，突起数量

减少[（9.47±0.52） vs. （5.44±0.53），t=13.295，P=0.000]。见

图2。
2.3　色氨酸、犬尿氨酸与KYNA生化分析结果

与对照组相比，模型组胎盘色氨酸[（108.69±7.07） vs. 
（138.49±4.93），t=8.469，P=0.000]、犬尿氨酸 [（4.12±0.26）
vs. （5.16±0.36），t=5.737，P=0.000]与 KYNA 水平[（196.20±
31.97） vs. （317.86±30.40），t=6.755，P=0.000] 明显升高，

母鼠脑组织 KYNA 水平差异无统计学意义（P>0.05），胎鼠

脑组织 KYNA 水平明显升高[（321.28±22.94） vs. （654.86±
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144.39），t=5.589，P=0.000]。见图3。
2.4　母鼠血浆皮质酮与胎盘细胞因子定量检测结果

与对照组相比，模型组母鼠血浆皮质酮水平升高

[（126.34±41.20） vs. （877.18±187.67），t=9.572，P=0.000]，

胎盘 IL-1β[（3.22±1.06） vs. （8.13±1.89），t=5.550，P=0.000]、
IL-6[（4.28±1.85） vs. （12.47±5.29），t=3.580，P=0.004]、TNF-
α[（10.72±2.56） vs. （29.38±5.53），t=7.501，P=0.000]水平升

高。见图4。

                注：a，与对照组相比，P<0.05
图 1　各组幼鼠行为学检测结果（x±s，n对照=43，n模型=39）
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     注：a，与对照组相比，P<0.05
图 2　胎盘、海马组织学检测结果（x±s，n=6）

                             注：a，与对照组相比，P<0.05
图 3　色氨酸、犬尿氨酸与 KYNA 生化分析结果（x±s，n=6）
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3　讨 论

孕期睡眠质量下降的情况较为普遍，在妊娠晚

期，产妇子宫增大，压迫脏器，多种激素与心理状态

产生变化，多种因素皆可导致睡眠障碍加重[15-16]。
孕期睡眠剥夺可致子代生化指标与行为发生变化，

Yao ZY等[17]的研究显示，孕晚期母鼠睡眠剥夺可令

子代鼠肠道菌群失调，导致神经炎症和心理障碍。

Lahimgarzadeh R 等[18]研究提及，母鼠睡眠剥夺的子

代鼠海马神经发生能力减弱，经Morris水迷宫测试，

子代鼠空间记忆学习能力较差。本次研究结果显

示，睡眠剥夺模型孕鼠幼鼠 3种行为学实验结果与

对照组均存在统计学差异，提示母鼠孕晚期睡眠剥

夺可能对幼鼠行为方式产生影响。组织学检测结

果显示，睡眠剥夺模型胎盘部分滋养细胞与胎鼠海

马小胶质细胞形态发生变化，海马神经元增殖减

少。海马结构完整性受到神经发生水平影响，神经

发生减少令神经回路受损，进而导致海马功能发生

变化，可能是幼鼠行为方式出现差异的原因之一[19]。
小胶质细胞的激活和炎性细胞因子的分泌在神经

干细胞增殖、分化等过程中发挥调节作用[20]。胚胎

时期过度激活的小胶质细胞可持续影响神经元细

胞生存，甚至影响成年后的行为表现[21]。Tang CF
等[22]研究表明，啮齿动物海马新生神经元减少可激

活小胶质细胞。另一方面，胎儿大脑发育与母亲和

胎儿之间的内分泌和免疫动态平衡密切相关[23]。细

胞因子定量结果显示，睡眠剥夺模型胎盘 IL-1β、

IL-6、TNF-α 水平较对照组明显升高，说明孕期睡

眠剥夺可诱导母体免疫系统激活，而孕期炎症反应

失调抑制神经发生可导致后代行为异常与神经病

理变化[24]。
犬尿氨酸途径参与了调节母体与胎盘的血管

张力、免疫耐受、神经保护等多种孕期生理过程，犬

尿氨酸途径代谢物可通过胎盘运输影响胎盘功能

和妊娠结局[25-26]。近期部分研究认为，犬尿氨酸途

径具有调节睡眠的作用，KYNA 分解代谢增加与睡

眠缺失相关[27-28]。长期保持清醒状态后，机体皮质

酮与色氨酸水平升高，皮质酮激活色氨酸-2，3-双
加氧酶催化大部分色氨酸分解代谢成犬尿氨酸[29]。
犬尿氨酸进一步代谢产物 KYNA 是一种神经调节

剂，Rentschler KM 等[12]的研究显示，亲代大鼠食用

犬尿氨酸饲料，子代鼠睡眠-觉醒节律紊乱，犬尿氨

酸代谢途径出现性别特异性变化。Bai MY 等[30]的
研究表明，犬尿氨酸-3-单加氧酶基因敲除的小鼠

犬尿氨酸羟化反应途径被抑制，脑组织KYNA水平

升高，神经元兴奋性发生变化。在本次研究中，睡

眠剥夺模型胎盘色氨酸、犬尿氨酸、KYNA 水平升

高，胎鼠脑组织 KYNA 水平升高，母鼠血浆皮质酮

水平升高，推测孕晚期睡眠剥夺可能导致孕鼠犬尿

氨酸途径相关水平变化，进而导致胎盘促炎分子水

平与幼鼠认知功能改变。

                        注：a，与对照组相比，P<0.05
图 4　母鼠血浆皮质酮与胎盘细胞因子定量检测结果（x±s，n=6）
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综上所述，孕晚期睡眠剥夺可能通过犬尿氨酸

途径引发孕鼠胎盘炎症反应，抑制胎鼠海马神经发

生，影响幼鼠认知功能，但本次研究仅涉及了犬尿

氨酸途径的一部分，犬尿氨酸代谢过程还可能通过

其他机制对孕晚期睡眠剥夺模型孕鼠与幼鼠产生

影响，还需更加深入地研究验证。
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