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摘要　 目的　 观察慢病毒介导的 ＳＰＡＲＣ 基因沉默对人瘢痕

疙瘩成纤维细胞增殖、凋亡及细胞周期的影响并初步探讨其

影响机制。 方法 　 将携带 ＳＰＡＲＣ ｓｈＲＮＡ 的慢病毒载体

（ＬＶ２Ｎ⁃ｓｈＲＮＡ⁃ＳＰＡＲＣ，ｓｈ⁃ＳＰＡＲＣ 组）及空载体（ＬＶ２⁃ＮＣ，ｓｈ⁃
ＮＣ 组）转染人瘢痕疙瘩成纤维细胞（ＨＫＦ），以未作任何处

理的成纤维细胞为空白对照组，应用实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分别检测 ＳＰＡＲＣ ｍＲＮＡ 和蛋白

的表达。 四甲基偶氮噻唑蓝比色法（ＭＴＴ）检测各组细胞的

增殖情况；流式细胞仪法测定 ＨＫＦ 细胞周期及细胞凋亡；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中 ＴＧＦ⁃β１ 及 ＴβＲⅠ的表达。 结

果　 ① ＳＰＡＲＣ⁃ｓｈＲＮＡ 慢病毒载体感染 ＨＫＦ 后，ｓｈ⁃ＳＰＡＲＣ
组细胞中 ＳＰＡＲＣ ｍＲＮＡ 和蛋白表达量明显低于 ｓｈ⁃ＮＣ 组和

空白对照组，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０ư ０５）；② ＭＴＴ 结果显

示，与对照组相比，ｓｈ⁃ＳＰＡＲＣ 组细胞增殖减慢（Ｐ ＜ ０ư ０５）；
③ 流式细胞术结果显示，ｓｈ⁃ＳＰＡＲＣ 组成纤维细胞进入 Ｓ 期

的比例低于 ｓｈ⁃ＮＣ 组和空白对照组（Ｐ ＜ ０ư ０５）；细胞凋亡率

较对照组增加 （Ｐ ＜ ０ư ０５）；④ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， ｓｈ⁃
ＳＰＡＲＣ 组 ＴＧＦ⁃β１ 及 ＴβＲⅠ的蛋白表达水平明显降低。 结

论　 ＳＰＡＲＣ 基因沉默能抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖，阻
滞细胞周期进程，促进凋亡，其机制可能与 ＴＧＦ⁃β 信号通路

的下调有关。
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　 　 富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白（ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｉｅｎ
ａｃｉｄｉｃ ａｎｄ ｒｉｃｈ ｉｎ ｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＳＰＡＲＣ）是一种胶原结合

蛋白，能够影响胶原细胞外基质的组装和转化生长

因子⁃β１（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１， ＴＧＦ⁃β１）的

活性［１］。 研究［２］表明，ＳＰＡＲＣ 在多种纤维性病变组

织中均呈现高表达。 瘢痕疙瘩是一种病因不明的皮

肤纤维过度增生性疾病，与肺、心脏纤维化等纤维性

疾病具有相似的胶原细胞外基质组装和 ＴＧＦ⁃β 活

化过程。 课题组先前的研究［３ － ４］表明病理性瘢痕中

ＳＰＡＲＣ 表达高于正常皮肤；经外源性 ＳＰＡＲＣ 处理

的 ＨＫＦ 显示出明显的增殖迹象，在兔耳瘢痕中注射

ＳＰＡＲＣ，其成纤维细胞增殖和胶原沉积明显增加。
先前研究表明 ＳＰＡＲＣ 与瘢痕疙瘩的形成具有相关

性，但具体的作用机制仍不清楚。
该研究构建了 ＳＰＡＲＣ 慢病毒干扰载体感染

ＨＫＦ，观察沉默 ＳＰＡＲＣ 基因对瘢痕疙瘩成纤维细胞

生物学特性的影响。 同时，拟通过检测细胞中 ＴＧＦ⁃
β１ 及其Ⅰ型受体（ＴβＲⅠ）的蛋白表达情况，初步探

讨形成这一影响的机制。

１　 材料与方法

１． １　 主要材料 　 重组慢病毒 ＬＶ２Ｎ⁃ＮＣ 和 ＬＶ２Ｎ⁃
ｓｈＲＮＡ⁃ＳＰＡＲＣ 干扰载体由上海吉玛基因生物技术

有限公司合成并鉴定，在 ２９３ Ｔ 细胞中进行包装及

滴度测定。 ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司），ＴＲＩｚｏｌ 试剂、逆转录试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ 公

司），ＭＴＴ 试剂、ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡检测试

剂盒（上海碧云天生物技术有限公司），兔抗人 ＴＧＦ⁃
β１、 ＴＧＦ⁃β ＲｅｃｅｐｔｏｒⅠ抗体、重组人 ＳＰＡＲＣ 蛋白（美
国 Ｒ＆Ｄ 公司）。 ５ 例组织标本来自安徽医科大学第

一附属医院整形外科，手术切除的典型瘢痕疙瘩

（其中耳垂 ３ 例，肩部 ２ 例），取材标本术前均未接

受药物及其他治疗且均获得本人或其监护人同意。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞培养　 将瘢痕疙瘩标本剪去表皮和皮

下组织，切成 ２ ～ ３ ｍｍ３ 的组织块，采用组织块贴壁

法进行瘢痕疙瘩成纤维细胞的原代培养，以含 ２０％
胎牛血清、双抗（青霉素 １００ Ｕ ／ ｍｌ ＋ 链霉素 １００ Ｕ ／
ｍｌ）的高糖 ＤＭＥＭ 培养基，于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 饱和湿

度培养箱中培养。
１． ２． ２　 慢病毒感染 ＨＫＦ 细胞和分组　 取对数生长

期的 ＨＫＦ 细胞以胰酶消化，计数后以 １ × １０５ 个 ／孔
接种到 ６ 孔板中，将细胞分为 ３ 组：其中未做任何处

理的 ＨＫＦ 细胞为空白对照组，转染空载质粒的
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ＨＫＦ 细胞为 ｓｈ⁃ＮＣ 组，转染 ＳＰＡＲＣ ｓｈＲＮＡ 重组慢

病毒载体质粒的 ＨＫＦ 细胞为 ｓｈ⁃ＳＰＡＲＣ 组。 转染

过程严格参照慢病毒转染手册，转染后筛选并收集

稳定转染的 ＨＫＦ 细胞。
１． ２． ３ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＳＰＡＲＣ 基因表达 　 提取

ＨＫＦ 细胞中总 ＲＮＡ，逆转录得 ｃＤＮＡ。 以 ＧＡＰＤＨ
为内源性参照，以 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 染料法利用 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测系统，进行 ＰＣＲ 扩增。 用 ２ － ΔΔＣｔ 法计算

ＳＰＡＲＣ ｍＲＮＡ 的相对表达量。 ＳＰＡＲＣ 上游引物序

列为 ５′⁃ＴＧＡＧＧＴＡＴＣＴＧＴＧＧＧＡＧＣＴＡＡＴＣ⁃３′， 下 游

引物序列为 ５′⁃ＣＣＴＴＧＣＣＧＴＧＴＴＴＧＣＡＧＴＧ⁃３′，产物

长度 １２８ ｂｐ ；ＧＡＰＤＨ 上游引物序列 ５′⁃ＡＡＴＣＣＣＡＴ⁃
ＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣ⁃３′，下游引物序列 ５′⁃ＡＧＧＣＴＧＴＴＧＴ⁃
ＣＡＴＡＣＴＴＣ⁃３′，产物长度 ２１８ ｂｐ。
１． ２． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＳＰＡＲＣ 蛋白的表达 　 提

取各组细胞总蛋白，ＢＣＡ 法进行蛋白定量。 制备好

的蛋白样品经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳后，转移至 ＰＶＤＦ
膜上，５％脱脂奶粉室温封闭 １ư ５ ｈ 后，加入１ ∶ １ ０００
稀释的 ＳＰＡＲＣ 抗体 ４ ℃孵育过夜，ＴＢＳＴ 洗膜后加

二抗室温孵育 ２ ｈ，再次洗膜后进行 ＥＣＬ 显色。
１． ２． ５　 ＭＴＴ 法检测细胞增殖　 取对数生长期的各

组细胞，以 ３ ０００ ／孔接种于 ９６ 孔板，分别培养 ２４、
４８、７２、９６ ｈ 后于每孔加入 ２０ μｌ ＭＴＴ 溶液，３７ ℃体

积分数 ５ ％ ＣＯ２ 培养箱孵育 ４ ｈ 后弃上清液。 在避

光操作下每孔加入 １５０ μｌ 二甲基亚砜，摇床混匀 １０
ｍｉｎ，酶标仪检测 ４９０ ｎｍ 波长各孔吸光度 ＯＤ 值。
每组 ５ 个复孔。 实验独立重复 ３ 次。
１． ２． ６　 流式细胞术检测细胞周期及细胞凋亡　 转

染后的各组 ＨＫＦ 细胞以胰酶消化，离心收集细胞，
调整细胞悬液密度为 １ × １０６ ／ ｍｌ，加入预冷的 ７０ ％
的乙醇 ４ ℃固定 ２４ ｈ，离心弃上清液，ＰＢＳ 洗涤细胞

２ 次。 加入配置好的碘化丙啶（ＰＩ）染色液，３７ ℃避

光温浴 ３０ ｍｉｎ 后用流式细胞仪检测细胞周期比例。
另取 ５ × １０４ ～ １ × １０５ 个重悬的细胞，离心沉淀后加

入 １９５ μｌ 结合缓冲液重悬细胞，然后加入 ５ μｌ Ａｎ⁃
ｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 １０ μｌ ＰＩ，混匀后避光室温孵育 ２０
ｍｉｎ，随后立即上流式细胞仪检测细胞凋亡情况。
１． ２． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＧＦ⁃β１ 及 ＴβＲⅠ蛋白的

表达　 分别收集人瘢痕疙瘩成纤维细胞空白对照

组，ｓｈ⁃ＮＣ 组和 ｓｈ⁃ＳＰＡＲＣ 组细胞，提取细胞总蛋白

并进行蛋白定量。 制备好的蛋白样品经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
凝胶电泳后，转移至 ＰＶＤＦ 膜上，５％ 脱脂奶粉室温

封闭 １ư ５ ｈ 后，加入 １ ∶ １ ０００ 稀释的 ＴＧＦ⁃β１ 及

ＴＧＦ⁃β Ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ⅰ 抗体 ４ ℃孵育过夜，ＴＢＳＴ 洗膜后

加入相应二抗，室温孵育 ２ ｈ，再次洗膜后进行 ＥＣＬ
显色，以 ＧＡＰＤＨ 为内参。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２０ư ０ 软件分析，数据

以 �ｘ ± ｓ 表示。 组间比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃
ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 检验，以 Ｐ ＜
０ư ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 重组慢病毒感染人瘢痕疙瘩成纤维细胞后

ＳＰＡＲＣ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达 　 ｓｈ⁃ＳＰＡＲＣ 组 ＨＫＦ
细胞中 ＳＰＡＲＣ ｍＲＮＡ 的相对表达水平均明显低于空

白对照组和 ｓｈ⁃ＮＣ 组（ｎ ＝３，Ｆ ＝４５ư ５６，Ｐ ＝０ư ０００ ２），
见图 １；空白对照组和 ｓｈ⁃ＮＣ 组之间 ＳＰＡＲＣ ｍＲＮＡ
相比，差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０ư ０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测也得到了相同结果，ＳＰＡＲＣ 基因在蛋白水平的

变化与其在 ｍＲＮＡ 水平表达变化一致。 见图 ２。

图 １　 ３ 组细胞中 ＳＰＡＲＣ ｍＲＮＡ 相对表达水平比较

与空白对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０ư ００１

图 ２　 ３ 组细胞中 ＳＰＡＲＣ 蛋白的表达

２． ２　 ＳＰＡＲＣ 对 ＨＫＦ 细胞增殖的影响　 对各组细

胞分别培养 ２４、４８、７２、９６ ｈ 后观察，可见转染 ＳＰＡＲＣ
干扰载体的人瘢痕疙瘩成纤维细胞，其增殖效应较空

白对照组有所减缓（ｎ ＝ ５，Ｆ ＝ ８ư ４７，Ｐ ＝ ０ư ０１０ ６），空
白对照组和 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较，在 ４９０ ｎｍ 吸光度 ＯＤ 值

差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０ư ０５）。 见图 ３。
２． ３　 ＳＰＡＲＣ 对 ＨＫＦ 细胞周期的影响　 流式细胞

术检测结果显示，ｓｈ⁃ＳＰＡＲＣ 组的 ＨＫＦ 细胞进入 Ｓ
期的比例有所减少（ ｎ ＝ ３，Ｆ ＝ １０５ư ００，Ｐ ＜ ０ư ０５），
Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞百分比高于空白对照组与 ｓｈ⁃ＮＣ 组（ｎ
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＝ ３， Ｆ ＝ ４０ư ４５，Ｐ ＝ ０ư ０００ ３），空白对照组与 ｓｈ⁃ＮＣ
组各时期细胞百分比比较差异均无统计学意义（均
Ｐ ＞ ０ư ０５）。 见表 １。

图 ３　 ＭＴＴ 法检测人瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖结果

与空白对照组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５

表 １　 流式细胞仪分析人瘢痕疙瘩成纤维细胞周期结果（�ｘ ± ｓ，％ ）

组别 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期 Ｓ 期 Ｇ２ ／ Ｍ 期

空白对照 ６４． ２０ ± １． ７３ １８． ０６ ± １． ３３ １５． ０３ ± ０． ８５
ｓｈ⁃ＮＣ ６３． ４３ ± ２． ４５ １９． ０３ ± １． １０ １４． ６６ ± １． ３６
ｓｈ⁃ＳＰＡＲＣ ７５． ９０ ± １． ３５∗∗∗ ８． １９ ± ０． ３３∗∗∗ １３． １８ ± １． ２７

　 　 与空白对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０ư ００１

２． ４　 ＳＰＡＲＣ 对 ＨＫＦ 细胞凋亡的影响　 ｓｈ⁃ＳＰＡＲＣ
组 ＨＫＦ 细胞凋亡率高于空白对照组和 ｓｈ⁃ＮＣ 组，
（ｎ ＝ ３，Ｆ ＝ １７１ư ０８，Ｐ ＜ ０ư ０５）；空白对照组和 ｓｈ⁃ＮＣ
组 ＨＫＦ 细胞凋亡率比较差异无统计学意义（Ｐ ＞
０ư ０５），见图 ４。

图 ４　 流式细胞仪分析 ＨＫＦ 凋亡率

１：空白对照组；２：ｓｈ⁃ＮＣ 组；３：ｓｈ⁃ＳＰＡＲＣ 组；与空白对照组比

较： ∗∗∗Ｐ ＜ ０ư ００１

２． ５　 ＳＰＡＲＣ 对 ＨＫＦ 细胞中 ＴＧＦ⁃β１ 及 ＴβＲⅠ蛋

白表达的影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的检测结果显示 ｓｈ⁃
ＳＰＡＲＣ 组 ＨＫＦ 细胞中 ＴＧＦ⁃β１ 及 ＴβＲⅠ蛋白的表

达较空白对照组和 ｓｈ⁃ＮＣ 组降低，空白对照组和 ｓｈ⁃
ＮＣ 组间差异无统计学意义。 见图 ５。

图 ５　 ３ 组 ＨＫＦ 中 ＴＧＦ⁃β１ 及 ＴβＲⅠＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

３　 讨论

　 　 瘢痕疙瘩是易感个体的正常伤口愈合紊乱的结

果，其病变明显超出受损区域边界，向周围正常皮肤

呈浸润性生长，且这种异常增长持续存在［５］。 该病

严重影响患者的生活质量，若长在关节部位还有可

能对运动功能产生影响。 复杂多样的疾病成因和巨

大的个体差异使得瘢痕疙瘩的防治在临床中依然难

以攻克。
ＳＰＡＲＣ 是一种基质细胞糖蛋白，它可以通过与

细胞外基质结构成分和生长因子的结合来调节细胞

间的相互作用［６］。 ＳＰＡＲＣ 已被证实和多种纤维化

疾病相关［７］。 瘢痕疙瘩实质是皮肤的纤维过度增

生性疾病，先前的研究［３］ 在细胞和组织水平初步比

较 ＳＰＡＲＣ 在正常皮肤、增生性瘢痕和瘢痕疙瘩中的

表达情况，结果显示，ＳＰＡＲＣ 在瘢痕疙瘩成纤维细

胞中的表达水平高于正常皮肤；经体外培养的瘢痕

疙瘩及正常皮肤成纤维细胞与重组人 ＳＰＡＲＣ 蛋白

共培养后，其成纤维细胞的增殖加快，且 ＴＧＦ⁃β１ 的

蛋白表达较对照组增加，并且浓度越高这种效应也

越显著［４］，提示 ＳＰＡＲＣ 基因的激活或过表达可能是

瘢痕疙瘩形成的重要因素，但其具体的作用机制尚

不明确。
ＴＧＦ⁃β 是目前已知与瘢痕形成关系最密切的促

纤维化细胞因子之一［８］，其中 ＴＧＦ⁃β１ 最为关键［９］。
ＴＧＦ⁃β１ 及其受体在瘢痕疙瘩组织和成纤维细胞中

高度表达，同时与正常皮肤成纤维细胞相比，瘢痕疙

瘩成纤维细胞对 ＴＧＦ⁃β１ 更为敏感，高表达的 ＴＧＦ⁃
β１ 通过刺激成纤维细胞增殖并促进其合成胶原蛋

白、纤连蛋白等细胞外基质成分，同时诱导蛋白酶抑

制剂如纤溶酶原激活物抑制剂⁃１（ＰＡＩ⁃１）和金属蛋

白酶组织抑制剂 １（ＴＩＭＰ１）的表达，抑制细胞外基
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质的降解，导致细胞外基质的合成与降解失衡，使得

以胶原为主细胞外基质在真皮内过度沉积，最终导

致瘢 痕 疙 瘩 的 形 成［１０ － １１］。 有 研 究［１２ － １３］ 表 明

ＳＰＡＲＣ 通过 ＴＧＦ⁃β 受体及 Ｓｍａｄ２ ／ ３ 依赖通路刺激

ＴＧＦ⁃β 信号系统是与 ＳＳｃ 患者纤维化相关的一个重

要机制；将 ＳＰＡＲＣ 添加到 ＳＰＡＲＣ 缺失的系膜细胞

中可诱导 ＴＧＦ⁃β１ 的产生［１４］；在人正常皮肤成纤维

细胞中用小干扰 ＲＮＡ （ｓｉＲＮＡ）特异性抑制 ＳＰＡＲＣ
基因能够降低 Ｉ 型胶原的表达，减少细胞外基质沉

积，并减弱 ＴＧＦ⁃β１ 的促纤维化作用［１５］。
该研究推测在瘢痕疙瘩的形成过程中，ＳＰＡＲＣ

同样通过 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄｓ 信号通路发挥作用，为了

验证这一猜想，并确定能否通过沉默 ＳＰＡＲＣ 基因来

抑制瘢痕疙瘩中成纤维细胞的过度增殖，该研究设

计构建了 ＳＰＡＲＣ 基因慢病毒干扰载体并感染至人

瘢痕疙瘩成纤维细胞，成功下调了成纤维细胞中

ＳＰＡＲＣ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达，并通过 ＭＴＴ 法和流式

细胞术检测瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖、凋亡以及细

胞周期的变化，结果显示 ＳＰＡＲＣ 基因的低表达可以

明显调低成纤维细胞的增殖速度，阻滞细胞周期进

程并增加瘢痕疙瘩成纤维细胞的凋亡率。 同时运用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验方法检测在细胞增殖过程中，与
ＳＰＡＲＣ 蛋白以及瘢痕组织均具有相关性作用的

ＴＧＦ⁃β１ 及其受体的量效关系，寻找 ＳＰＡＲＣ 蛋白影

响瘢痕组织形成发展的特定关系。 结果显示

ＳＰＡＲＣ 基因干扰组成纤维细胞中的 ＴＧＦ⁃β１ 及

ＴＧＦ⁃β Ⅰ型受体的水平都有所降低，提示 ＳＰＡＲＣ 在

瘢痕疙瘩形成过程中可能是通过 ＴＧＦ⁃β１ 信号系统

发挥作用，但对其下游信号分子的影响还有待深入

研究。
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持续光照建立斑马鱼失眠模型及评价
冉思邈，夏　 婧，夏乐旋，王　 平

摘要　 目的　 利用斑马鱼建立睡眠剥夺模型，为失眠的基础

研究提供更多可靠的实用建模参考方案。 方法　 选取 ４ 月

龄同一批次野生型 ＡＢ 系雄性斑马鱼 １６０ 尾作为实验对象，
随机分为对照组（ＣＫ 组）和睡眠剥夺 １ ～ ７ ｄ 组（ＳＤ１ ～ ＳＤ７
组）。 对照组置于正常 １４ ｈ ／ １０ ｈ 明 ／暗交替环境，睡眠剥夺

组分别利用模拟日光对其进行不同时间的持续光照达到剥

夺斑马鱼睡眠的效果。 造模结束后，比较各组斑马鱼运动形

式、学习记忆能力、生物钟基因表达、脑部超微结构的改变。
结果　 运动形式结果显示：与 ＣＫ 组斑马鱼相比，ＳＤ１、ＳＤ２、
ＳＤ３ 组斑马鱼静息时间均增多（Ｐ ＜ ０ư ０５），ＳＤ３ 组斑马鱼大

运动时间及大运动计数较 ＣＫ 组减少（Ｐ ＜ ０ư ０５）；学习记忆

能力结果显示：ＣＫ 组斑马鱼学习记忆能力较 ＳＤ１、ＳＤ２、ＳＤ３
组强，（Ｐ ＜ ０ư ０５、０ư ０１），ＳＤ１ 组斑马鱼学习记忆能力较 ＳＤ２、
ＳＤ３ 组斑马鱼强（均 Ｐ ＜ ０ư ０１），ＳＤ２ 组斑马鱼学习记忆能力

较 ＳＤ３ 组斑马鱼强（Ｐ ＜ ０ư ０１）；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示：与 ＣＫ
组相比，ＳＤ３ 组斑马鱼脑部周期蛋白 １ａ（Ｐｅｒ１ａ）、周期蛋白 ２
（Ｐｅｒ２）、脑和肌肉组织芳香烃受体核转运蛋白的类似蛋白 １
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作者简介：冉思邈，女，医学博士；

王　 平，男，二级教授，主任医师，博士生导师，博士后合作

导师，责任作者，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｐｗａｎｇ５４＠ ａｌｉｙｕｎ． ｃｏｍ

（Ｂｍａｌ１）、隐色素 １ｂ（Ｃｒｙ１ｂ） ｍＲＮＡ 表达差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０ư ０５）；电镜结果显示：ＳＤ２ 及 ＳＤ３ 组斑马鱼大脑神经

元出现神经元坏死现象，镜下可见细胞核塌陷，边界破裂甚

至溶解，核染色质固缩，线粒体出现肿胀，甚至大量空泡。 结

论　 持续光照 ３ ｄ 可改变斑马鱼运动形式，使其学习记忆能

力下降，改变了与睡眠相关的时钟基因表达，诱发了脑部神

经元凋亡，可以用来建立斑马鱼失眠模型。
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　 　 失眠是以频繁而持续的入睡困难和睡眠维持困

难并导致睡眠感不满意为特征的一种睡眠障碍。 各

种原因导致的睡眠不足均对健康有着负面影响［１］。
严重的睡眠障碍不仅影响患者的身心健康，也影响

了患者的生活和工作质量，长期失眠对个人和社会

造成了严重的负担［２］。
斑马鱼与人类基因高度同源，可以通过光照、咖

啡因、持续流动水流、感官刺激、电刺激、物理摇晃等

方式对斑马鱼进行睡眠剥夺［３ － ７］，但目前尚未见斑

马鱼成鱼失眠模型的报道。 该研究探索建立一种斑

马鱼成鱼失眠模型，并通过比较睡眠剥夺后斑马鱼
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