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摘要　目的　研究通过化学遗传学技术选择性激活对氯苯丙氨酸（ＰＣＰＡ）失眠模型大鼠中缝背核五羟色胺神经元（ＤＲＮ５
ＨＴ），探讨其对失眠与焦虑共患病是否具有调节作用。方法　将３２只雄性 ＳＤ大鼠随机分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＰＣＰＡ模型组（ＰＣＰＡ
组）、化学激活组（ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ组）、化学对照组（ｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ组）。通过旷场实验与高架十字迷宫实验评估实验大鼠焦
虑水平，在体脑电（ＥＥＧ）记录丙泊酚诱导睡眠及皮质脑电变化、通过免疫荧光染色观察５ＨＴ神经元ｃＦｏｓ阳性的蛋白表达量
变化。结果　行为学结果显示，化学激活组与化学对照组相比，化学激活组焦虑水平明显较低（Ｐ＜００５），睡眠时长明显延长
（Ｐ＜００５）。化学激活组ＤＲＮ５ＨＴ神经元ｃＦｏｓ阳性的蛋白表达量更多（Ｐ＜００５）。ＥＥＧ结果显示，化学激活组与化学对照
组 δ波段功率百分比较高（Ｐ＜００５），α波段功率百分比较低（Ｐ＜００５）。结论　化学激活 ＤＲＮ区５ＨＴ神经元可以改善
ＰＣＰＡ失眠大鼠的焦虑水平，增加其睡眠时长。
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　　失眠是一种常见的睡眠障碍性疾病，以难以入
睡、睡眠难以维持或非恢复性睡眠为特征［１］。长期

失眠不仅会对认知、情绪、免疫系统和新陈代谢等产

生不利影响，还会增加心血管疾病、肥胖、糖尿病及

心理疾病的风险［２－３］。失眠会导致焦虑和抑郁的发

生风险升高，而焦虑能够再次加剧失眠的程度及持

续时间，造成失眠 －焦虑 －失眠加剧的恶性循
环［４］。因此，探究失眠伴焦虑的潜在机制与改善方

法是如今治疗睡眠障碍性疾病的关键所在。

　　失眠相关病因非常复杂，涉及中枢递质障碍、炎
症因子、下丘脑－垂体－肾上腺轴功能紊乱、睡眠神
经环 路 紊 乱 等 因 素［５－６］，５羟 色 胺 系 统 （５
ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，５ＨＴ）被认为是参与睡眠觉醒调
节的关键神经节点，其中分布于中缝背核（ｄｏｒｓａｌｒａ
ｐｈｅｎｕｃｌｅｕｓ，ＤＲＮ）的五羟色胺神经元在调控和维
持慢波睡眠质量，对机体的疲劳恢复中具有不可取

代的作用，并且其与焦虑、抑郁等情绪障碍的发生密

切相关［７－８］。但目前该神经核团对于失眠及失眠性

焦虑这类疾病的影响尚不明晰，因此，该研究将以对

氯苯丙氨酸（ｐｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ，ＰＣＰＡ）诱导的失
眠大鼠模型为对象，通过免疫共标染色观察失眠期

ＤＲＮ五羟色胺能神经元变化，并利用化学遗传学特
异性调控脑内ＤＲＮ区５ＨＴ神经元，结合行为学和
在体脑电（ｅｌｅｃｔｒｏｅｎｃｅｐｈａｌｏｇｒａｐｈｙ，ＥＥＧ）记录观察失
眠大鼠睡眠质量，通过旷场实验及高架十字迷宫实

验观察其对失眠大鼠焦虑水平的作用，进而揭示

ＤＲＮ区五羟色胺能神经元对失眠大鼠睡眠质量及
失眠导致的焦虑样行为的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物　该实验使用 ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠，
体质量２５０～３００ｇ，所有动物均从河南斯克贝斯生
物科技股份有限公司购买，许可证书编号：ＳＣＸＫ
（豫）０２０２００００５。饲养于石河子大学实验动物中
心。大鼠活动自由，自由进食和饮水，昼夜周期１２ｈ
（０８：００—２０：００为光照时间），室温２３～２５℃，湿度
５３％～５５％。动物实验所需程序经石河子大学第一
附属医院伦理委员会批准（编号：Ａ２０２３１９６０１）。
实验过程严格遵循２００６年中国科学技术部发布的
《关于善待实验动物的指导性意见》。
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１．２　实验试剂、药物和病毒　丙泊酚中／长链脂肪
乳注射液购自奥地利ＦｒｅｓｅｎｉｕｓＫａｂｉ公司，异氟醚购
自深圳ＲＷＤＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ公司。对氯苯丙氨酸甲酯
盐酸盐购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司（ＣＡＳ号：
１４１７３４０１）。兔抗 ＴＰＨ２抗体、小鼠抗 ｃＦｏｓ抗体
购自美国Ａｂｃａｍ公司（批号：ａｂ１８４５０５，ａｂ３０２６６７）。
二级抗体为山羊抗兔ＩｇＧ（ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８）购自美
国Ａｂｃａｍ公司（批号：ａｂ１５００７７）、山羊抗小鼠 ＩｇＧ
（Ｈ＋Ｌ）（ＴＲＩＴＣ）购自武汉三鹰技术有限公司（批
号：ＳＡ００００７１）。ＣｌｏｚａｐｉｎｅＮｏｘｉｄｅ购自美国 ＡＰＥｘ
ＢＩＯ公司。化学遗传学激活病毒 ｒＡＡＶＴＰＨ２ｈＭ３ｄ
（Ｇｑ）ＥＧＦＰＷＰＲＥｓ购自武汉枢密公司。
１．３　主要仪器　微量注射泵、小动物麻醉机（型
号：Ｒ５００）购自深圳ＲＷＤＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ公司；荧光显
微镜（型号：Ｅ６００）购自日本 Ｎｉｋｏｎ公司；Ｌａｂｍａｚｅ
Ｖ３０动物行为视频分析系统、数显脑立体定位仪
（型号：ＺＳＦＤ）购自北京众实迪创科技发展有限公
司。

１．４　方法
１．４．１　动物分组与模型制备　为观察ＤＲＮ５ＨＴ神
经元对ＰＣＰＡ失眠大鼠的焦虑及睡眠的影响，将３２
只大鼠随机分为４组：Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＰＣＰＡ模型组（ＰＣ
ＰＡ组）、化学激活组（ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ组）、化学对照
组（ｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ组），每组 ８只。除 Ｃｏｎｔｒｏｌ组
外，各组大鼠采用腹腔注射 ＰＣＰＡ造模，每天早上
１０—１１点进行，连续２ｄ腹腔注射ＰＣＰＡ４００ｍｇ／ｋｇ
（对氯苯丙氨酸甲酯盐酸盐：每５０１．３３ｍｇ含 ＰＣＰＡ
４００ｍｇ），第一次注射后 ２８～３２ｈ后出现昼夜节律
消失，白天睡眠减少，表明造模成功。Ｃｏｎｔｒｏｌ组以
同样方法腹腔注射等体积生理盐水。

１．４．２　脑立体定位病毒注射　所有 ＳＤ大鼠均使
用３％异氟醚麻醉，将大鼠固定在脑立体定位仪。
根据第五版《大鼠脑图谱》确定 ＤＲＮ坐标（ＡＰ：
－７６ｍｍ，ＭＬ：００ｍｍ，ＤＶ：－６５ｍｍ）位点，用颅
骨钻钻孔，使用微量注射针将 ｒＡＡＶＴＰＨ２ｈＭ３ｄ
（Ｇｑ）ＥＧＦＰＷＰＲＥｓ病毒５００ｎｌ注入 ＤＲＮ核团，注
射速度为 ５０ｎｌ／ｍｉｎ，注射完毕将针尖停留在位点
１０ｍｉｎ后缓慢退针。
１．４．３　ＥＥＧ电极置入　使用异氟醚麻醉，固定大
鼠头部将带有导丝的４个不锈钢螺钉植入硬脑膜外
用于监测脑电图。螺钉分布位置：两颗螺钉植于

Ｂｅｒｇｍａ点向前 ３９ｍｍ并左右旁开 ２０ｍｍ处；另
外两个螺钉植于 Ｂｅｒｇｍａ点向后 ４０ｍｍ并且间隔
５０ｍｍ。将脑电电极置于颅骨表面，电极导丝与螺

钉导丝相连接，使用牙科水泥将脑电电极固定于颅

骨表面。术后３ｄ每天肌肉注射青霉素２０Ｕ预防
感染。

１．４．４　行为学实验　所有的行为测试都在１０：００—
１４：００进行，行为测试前１ｈ将实验动物放置行为学
房间适应环境。在每只大鼠实验结束后，使用酒精

喷雾对实验装置进行清洁，避免干扰之后实验。

１．４．４．１　旷场实验（ｏｐｅｎｆｉｅｌｄｔｅｓｔ，ＯＦＴ）　于大小
１００ｃｍ×１００ｃｍ×５０ｃｍ，中心区域大小为：４０ｃｍ×
４０ｃｍ的黑色实验装置内进行，将大鼠置于旷场场
地中央区域开始计时，允许其自由探索１０ｍｉｎ，同时
通过ＬａｂｍａｚｅＶ３．０动物行为视频分析系统（北京众
实迪创科技发展有限公司），跟踪和记录大鼠的运

动轨迹。

１．４．４．２　高架十字迷宫（ｅｌｅｖａｔｅｄｐｌｕｓｍａｚｅ，ＥＰＭ）
　将大鼠置于 ＥＰＭ中心部位，面向开放臂，自由探
索１０ｍｉｎ。同时通过 ＬａｂｍａｚｅＶ３０动物行为视频
分析系统，跟踪和记录大鼠进入开放臂次数（ｏｐｅｎ
ａｒｍｅｎｔｒｙ，ＯＥ）及进入开放臂停留时间（ｏｐｅｎａｒｍ
ｔｉｍｅ，ＯＴ）。
１．４．４．３　睡眠潜伏期、睡眠时间变化　于ＰＣＰＡ造
模后第４天，各组均尾静脉注射丙泊酚１１ｍｇ／ｋｇ诱
导睡眠，丙泊酚４８ｍｇ／（ｋｇ·ｈ）持续３０ｍｉｎ，记录大
鼠的睡眠潜伏期（丙泊酚诱导翻正反射消失时间）

及睡眠时间（停止给予丙泊酚后翻正反射恢复时

间）。翻正反射消失定义为药物注射完毕后，将大

鼠置于屈膝仰卧位，大鼠不能从仰卧位变为俯卧位。

即为丙泊酚静脉注射完毕至大鼠翻正反射消失的时

间，称为丙泊酚诱导睡眠潜伏期。翻正反射恢复定

义为大鼠在仰卧位时，能够恢复正常的体位，即为丙

泊酚注射完毕后待大鼠翻正反射恢复的时间，计为

睡眠持续时间。全程记录脑电信号。超过４０ｍｉｎ
后翻正反射未恢复，即排除该只大鼠。

１．４．５　化学遗传学实验　化学遗传学即用 Ｎ氧化
氯氮平（ｃｌｏｚａｐｉｎｅＮｏｘｉｄｅ，ＣＮＯ）可以激活由 Ｇ蛋
白偶联受体进行改造而来的 ＤＲＥＡＤＤＳ，进而激活
特异性标记的神经元兴奋性。进行行为学测定前１
ｈ，分别在表达ｈＭ３ｄ（Ｇｑ）的化学激活组和化学对照
组大鼠腹腔注射 ＣＮＯ（１ｍｇ／ｋｇ）或等剂量生理盐
水。

１．４．６　免疫荧光实验　腹腔注射 ＣＮＯ（１ｍｇ／ｋｇ）
和等剂量生理盐水注射１ｈ后，行灌注取脑冰冻切
片。冰冻切片脑组织平衡室温３０ｍｉｎ，进行 ＰＢＳ液
漂洗 ３次，结束后滴加提前配制封闭液（１５％ＢＳＡ
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与０２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００）室温封闭１ｈ，滴加一抗抗体，
置于４℃孵育过夜。用ＰＢＳ液漂洗３次，避光滴加
相应的荧光标记二抗抗体，３７℃水浴箱孵育 ２ｈ。
ＰＢＳ液漂洗３次，避光滴加入 ＤＡＰＩ染核，滴加抗荧
光衰减封片剂封片，应用荧光显微镜观察。

１．４．７　ＥＥＧ记录及数据分析　在进行整个脑电记
录过程中，用 Ｐｉｎｎａｃｌｅ８２００（ｐｉｎｎａｃｌｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
ＵＳＡ）记录系统进行脑电图信号采集，采样率为４００
Ｈｚ，使用ＬｕｎｉｏｎＳｔａｇｅ睡眠实验分析系统对脑电数
据进行分析（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｌｕｎｉｏｎｄａｔａ．ｃｏｍ，上海）。
各波段频率为 δ：０２５～４Ｈｚ，θ：４～８Ｈｚ，α：８～１３
Ｈｚ，β：１３～２５Ｈｚ，γ：２５～６０Ｈｚ。
１．５　统计学处理　应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ１００进行
统计分析。实验数据进行正态性检验后，符合正态

分布。各组行为学、入睡潜伏期、睡眠时间及 ｃＦｏｓ
蛋白共表达占比的统计分析采用 ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ
分析。ＥＥＧ波段功率百分比采用 ＴｗｏｗａｙＡＮＯＶＡ
分析合并Ｓｉｄａｋ多重比较。实验数据以 珋ｘ±ｓ表示。
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＣＰＡ失眠模型检测　为检测模型创建是否
成功，于造模给药第２天２０：００，进行２４ｈ睡眠检

测，示意图见图１，Ｃｏｎｔｒｏｌ组与ＰＣＰＡ组２４ｈ脑电结
果见图２。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＰＣＰＡ组２４ｈ清醒占
比明显升高（Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ｖｓＰＣＰＡ组：４１４００％ ±
２０９１％ ｖｓ６３５３０％ ±２６４０％；Ｐ＜００００１，ｎ＝
４），２４ｈ非快速眼动睡眠（ｎｏｎｒａｐｉｄｅｙｅｍｏｖｅｍｅｎｔ，
ＮＲＥＭ）占比明显降低（Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ｖｓＰＣＰＡ组：
４５６３０％±３３５１％ ｖｓ３０２８０％±２８６５％；Ｐ＜０００１，
ｎ＝４），２４ｈ快速眼动睡眠（ｒａｐｉｄｅｙｅｍｏｖｅｍｅｎｔ，
ＲＥＭ）占比明显降低 （Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ｖｓＰＣＰＡ组：
１２９８０％ ±２１９１％ ｖｓ６２００％ ±０９３８％；Ｐ＜
００１，ｎ＝４）。Ｃｏｎｔｒｏｌ组大鼠昼夜清醒时间占比差
异有统计学意义（ＤａｒｋｖｓＬｉｇｈｔ：５２０８０％ ±１８２５％
ｖｓ３０３４０％±２３２２％；Ｐ＜０００１，ｎ＝４），符合 ＳＤ
大鼠夜间活动多，白天睡眠为主的２４ｈ昼夜节律。
ＰＣＰＡ组大鼠昼夜清醒时间占比差异无统计学意义
（ＤａｒｋｖｓＬｉｇｈｔ：６５２８０％ ±３２８４％ ｖｓ６１４６０％ ±
１４５１％；Ｐ＝０３２８，ｎ＝４），表现为昼夜节律消失，
表明ＰＣＰＡ失眠模型大鼠造模成功。
２．２　ＡＡＶ脑立体注射位置及转染验证　大鼠通过
化学遗传学腺相关病毒（ＡＡＶ）注射转染后，经灌注
取脑，制备冰冻切片，经 ＤＡＰＩ进行染色后，通过荧
光显微镜观察可以发现，ＤＲＮ区内可见 ＡＡＶ病毒
显示的绿色荧光，细胞核为蓝色，对比第五版《大鼠

图１　激活ＰＣＰＡ失眠大鼠ＤＲＮ区５ＨＴ神经元实验研究

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｔｕｄｙｏｆａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＤＲＮ５ＨＴｎｅｕｒｏｎｓｉｎＰＣＰＡｉｎｓｏｍｎｉａｃｒａｔｓ

　　Ａ：Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐｒｏｃｅｓｓ；Ｂ：ＳｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｐｒｏｐｏｆｏｌｉｎｄｕｃｅｄｓｌｅｅｐｉｎｖｉｖｏＥＥＧｒｅｃｏｒｄｉｎｇｓ；Ｃ：Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｐｒｏｐｏ

ｆｏｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ．
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图２　Ｃｏｎｔｒｏｌ组与ＰＣＰＡ组２４ｈ在体脑电记录

Ｆｉｇ．２　２４ｈｏｕｒｉｎｖｉｖｏＥＥＧｒｅｃｏｒｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＰＣＰＡｇｒｏｕｐ

　　Ａ：２４ｈｏｕｒｉｎｖｉｖｏＥＥＧ，ＥＭＧ，ａｎｄｗａｋｅｆｕｌｓｌｅｅｐｓｔａｇｉｎｇ，ｗｉｔｈｔｈｅｂｌａｃｋｂｏｌｄｅｄａｒｅａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｎｉｇｈｔｔｉｍｅ；Ｂ－Ｄ：ＴｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＷＡＫＥ，

ＮＲＥＭａｎｄＲＥＭｗｉｔｈｉｎ２４ｈｏｕｒｓｆｏｒｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｃｉｒｃａｄｉａｎｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎｔｈｅ２４ｈｏｕｒｗａｋｅｆｕｌｎｅｓｓｃｙｃｌｅ；Ｆ：Ｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｄａｙａｎｄｎｉｇｈｔｗａｋｅｆｕｌｎｅｓｓ

ｔｉｍｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃＃＃Ｐ＜００００１ｖｓＤａｒｋｇｒｏｕｐ．

脑图谱》确定ＤＲＮ区，绿色荧光部位脑区和脑图谱
上ＤＲＮ区域位置一致，表明 ＡＡＶ化学遗传学病毒
注射位置正确，病毒转染成功。见图３。
２．３　激活ＤＲＮ区５ＨＴ神经元对ＰＣＰＡ失眠模型

大鼠焦虑水平的影响　在大鼠旷场实验中，ｈＭ３Ｄｑ
＋ＣＮＯ组大鼠与 ＰＣＰＡ组及 ｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ组相
比，进入中心区域次数增加（Ｆ＝３０９７，Ｐ＜
００００１，ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ组 ｖｓＰＣＰＡ组：５１２５±
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２０３１ｖｓ１１２５±０３５３，Ｐ＜００１，ｎ＝７或 ８；
ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ组 ｖｓｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ组：５１２５±
２０３１ｖｓ１５７１±１５１２，Ｐ＜００５，ｎ＝７或 ８）；
ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ组大鼠与 ＰＣＰＡ组相比，进入中心区
域活动时间明显增加（Ｆ＝１２６６，Ｐ＜００００１，
ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ组 ｖｓＰＣＰＡ组：２２５８０±１１５７０ｖｓ
３７２６±３０４８，Ｐ＜００５，ｎ＝７或 ８），ｈＭ３Ｄｑ＋
ＣＮＯ组大鼠与 ｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ组相比，进入中心区
域活动时间无明显变化。见图４和表１。
　　在高架十字迷宫实验中，ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ组大鼠
与ＰＣＰＡ组及 ｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ组相比，进入开放臂
次数明显增加（Ｆ＝１１７５，Ｐ＜００００１，ｈＭ３Ｄｑ＋
ＣＮＯ组 ｖｓＰＣＰＡ组：６１２５±３２２７ｖｓ０７５０±
０７０７，Ｐ＜００５，ｎ＝７或 ８；ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ组 ｖｓ
ｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ组：６１２５±３２２７ｖｓ１１４３±１０６９，
Ｐ＝００１８，ｎ＝７或８）。ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ组与ＰＣＰＡ
组及 ｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ组相比，开放闭停留时间无明
显差异。相比于 ＰＣＰＡ组，ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ组焦虑水
平明显缓解，但 ｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ组焦虑水平未见缓
解。见图 ４和表 １。行为学结果表明化学激活
ＤＲＮ５ＨＴ神经元改善ＰＣＰＡ失眠大鼠的焦虑水平。

２．４　激活ＤＲＮ区５ＨＴ神经元对ＰＣＰＡ失眠模型
大鼠睡眠质量的影响　通过丙泊酚诱导睡眠，观察
大鼠睡眠时长变化，结果如图５所示。与 ＰＣＰＡ组
及 ｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ组相比，ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ组入睡潜
伏期差异无统计学意义（Ｆ＝３８９４，Ｐ＝００２２，
ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ组 ｖｓＰＣＰＡ组：５１２９０±８７５１ｖｓ
５６１４０±７２９０，Ｐ＝０９；ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ组 ｖｓ
ｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ组：５１２９０±８７５１ｖｓ５８５７０±
２１３５０，Ｐ＝０７３１，ｎ＝６或７），丙泊酚停药后睡眠
时间延长（Ｆ＝２９３０，Ｐ＜００００１，ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ
组 ｖｓＰＣＰＡ组：８６５０００±１４５５００ｖｓ５６６１００±
１８７３００，Ｐ＜００５，ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ组 ｖｓｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａ
ｌｉｎｅ组：８６５０００±１４５５００ｖｓ５１８５００±１５７０００，
Ｐ＜００５，ｎ＝６或７）。相比于正常组，ＰＣＰＡ组及
ｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ组大鼠丙泊酚诱导睡眠入睡潜伏期
延长（Ｆ＝３８９４，Ｐ＝００２２，Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ｖｓＰＣＰＡ组：
３５５００±９８１３ｖｓ５６１４０±７２９０，Ｐ＜００５，Ｃｏｎｔｒｏｌ
组ｖｓｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ组：３５５００±９８１３ｖｓ５８５７０±
２１３５０，Ｐ＜００５，ｎ＝６或７），丙泊酚停药后睡眠
时间缩短（Ｆ＝２９３００，Ｐ＜００００１，Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ｖｓ
ＰＣＰＡ组：１２１７０００±１２２９００ｖｓ５６６１００±１８７３００，

图３　ＤＲＮ区化学遗传学病毒转染表达
Ｆｉｇ．３　ＣｈｅｍｉｃａｌｇｅｎｅｔｉｃｓｖｉｒａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＤＲＮｒｅｇｉｏｎ

Ａ：ＳｔａｎｄａｒｄｂｒａｉｎａｔｌａｓｏｆｒａｔＤＲＮｒｅｇｉｏｎ；Ｂ：Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｃｈｅｍｏｇｅｎｅｔｉｃｖｉｒｕｓｅｓ，ｂｌｕｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ：ＤＡＰＩ×２００．

表１　激活ＤＲＮ区５ＨＴ神经元对ＰＣＰＡ失眠模型大鼠焦虑样行为的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｃｔｉｖａｔｉｎｇ５ＨＴｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅＤＲＮｒｅｇｉｏｎｏｎａｎｘｉｅｔｙｌｉｋｅｂｅｈａｖｉｏｒｓｉｎＰＣＰＡｉｎｓｏｍｎｉａｍｏｄｅｌｒａｔｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
ＯＦＴ

Ｃｅｎｔｅｒｆｒｅｑｕｅｎｃｙ（ｎｕｍｂｅｒ） Ｔｉｍｅｉｎｃｅｎｔｅｒ（ｓ）
ＥＰＭ

Ｏｐｅｎａｒｍｅｎｔｒｙ（ｎｕｍｂｅｒ） Ｏｐｅｎａｒｍｔｉｍｅ（ｓ）
Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ １０．１３０±３．３９９ ３６．７５０±１８．１２０ ８．２５０±４．８３３ ５９．７４０±３２．４８０

ＰＣＰＡ ７ １．１２５±０．３５３ ３．７２６±３．０４８ ０．７５０±０．７０７ ３．１２１±６．２５２
ｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ ７ １．５７１±１．５１２ ７．６６３±９．１９６ １．１４３±１．０６９ １０．１２０±１６．５４０
ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ ８ ５．１２５±２．０３１ ２２．５８０±１１．５７０ ６．１２５±３．２２７ ２４．４９０±１７．４３０

　　 Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＰＣＰＡｇｒｏｕｐ．
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图４　各组大鼠行为学变化

Ｆｉｇ．４　Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ａ：Ｐｌｏｔｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｔｒａｊｅｃｔｏｒｉｅｓｆｏｒｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆａｂｓｅｎｃｅｓ；Ｂ：Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｅｌｅｖａｔｅｄｃｒｏｓｓｍａｚｅｓ．

Ｐ＜００００１，Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ｖｓｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ组：
１２１７０００±１２２９００ｖｓ５１８５００±１５７０００，Ｐ＜
００００１，ｎ＝６或７）。
　　通过分析停药后睡眠期间ＥＥＧ信号结果显示，
ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ组与 ｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ组δ波段功率百
分比（Ｆ＝１９１６０，Ｐ＜００００１，ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ组 ｖｓ
ｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ组：０４１４±００４４ｖｓ０２９８±００９８，
Ｐ＜００５，ｎ＝５）升高。α波段功率百分比（Ｆ＝
１９１６，Ｐ＜００００１，ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ组 ｖｓｈＭ３Ｄｑ＋
Ｓａｌｉｎｅ组：０２０８±００１９ｖｓ０３３０±０１０１，Ｐ＜００５，
ｎ＝５）降低。这表明化学激活 ＤＲＮ５ＨＴ神经元通
过缓解焦虑后睡眠期间能够对皮质脑电产生影响，

促进睡眠。结果显示激活 ＤＲＮ５ＨＴ神经元的 ＰＣ
ＰＡ失眠大鼠其焦虑水平的缓解，具有促进睡眠的作
用。

２．５　ＤＲＮ区５ＨＴ神经元与 ｃＦｏｓ蛋白共表达　
从图６免疫荧光染色 ｃＦｏｓ看出，化学激活病毒特
异性标记的５ＨＴ神经元相比于 ｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ组
ｃＦｏｓ蛋白表达较高（Ｆ＝１１１３０，Ｐ＜００１，ｈＭ３Ｄｑ
＋ＣＮＯ组 ｖｓｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅ组：０５６３±０２０８ｖｓ
０１４１±００２０，Ｐ＜００５，ｎ＝３）。ｃＦｏｓ蛋白在神
经元激活时会快速释放表达，作为神经元被激活的

标志。该研究通过对免疫荧光 ｃＦｏｓ蛋白与 ５ＨＴ
神经元共表达数量进行统计，表明了化学遗传学有

效激活ＤＲＮ５ＨＴ神经元。

３　讨论

　　调查［９］显示，失眠发病率逐年上升，中国失眠

患病率达到２９２％，失眠问题日益严重。对失眠机
制的进一步探究，有助于推动睡眠科学发展，解决失

眠障碍所导致的健康问题。目前失眠障碍的神经生

物学机制研究在睡眠障碍研究领域受到广泛关注，

其中失眠障碍的神经核团及环路的生物学机制为研

究的热点与难点。

　　睡眠的神经生物学说认为：睡眠和觉醒状态的
产生与脑内神经核团及神经元的变化密切相关。研

究［１０］表明 ＤＲＮ区５ＨＴ神经元广泛投射到大脑皮
质、杏仁核、基底前脑、丘脑、下丘脑、蓝斑核、脑桥网

状结构，参与调控焦虑、奖赏、睡眠 －觉醒及药物成
瘾等多种神经活动［１１－１２］。ＤＲＮ区５ＨＴ神经元对
睡眠的启动和维持至关重要，基因编辑技术编辑

ＴＰＨ２基因缺乏的斑马鱼表现出５ＨＴ生成减少，在
睡眠期间对刺激的反应概率明显增高，睡眠深度明

显降低，表现出更强的觉醒趋势以及睡眠稳态的减
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图５　化学激活ＰＣＰＡ失眠模型大鼠ＤＲＮ区５ＨＴ神经元促进睡眠

Ｆｉｇ．５　ＣｈｅｍｉｃａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＤＲＮ５ＨＴｎｅｕｒｏｎｓｔｏｐｒｏｍｏｔｅｓｌｅｅｐｉｎＰＣＰＡｉｎｓｏｍｎｉａｃｒａｔｓ

　　Ａ：Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｉｍｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｃ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｃｈａｒｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＥＥＧａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；ｂ：ＰＣＰＡｇｒｏｕｐ；ｃ：ｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ；ｄ：ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１ｖｓＰＣＰＡ

ｇｒｏｕｐ．

弱［１３］。本研究表明通过化学遗传学激活ＤＲＮ区５
ＨＴ神经元，可延长ＰＣＰＡ模型大鼠丙泊酚诱导的睡
眠时间，改善失眠大睡的睡眠质量。

　　同时５ＨＴ系统异常与焦虑、抑郁等情绪障碍
的发生密切相关。有研究［１４］表明激活高度焦虑状

态下的ＤＲＮ的５ＨＴ神经元，可通过作用于终纹床
核（ｔｈｅｂｅｄｎｕｃｌｅｕｓｏｆｔｈｅｓｔｒｉａｔｅｒｍｉｎａｌｉｓ，ＢＮＳＴ）的
５ＨＴ１ＡＲｓ减少焦虑样行为，表现出抗焦虑效应。失
眠患者往往伴随程度不等的焦虑症状，而失眠伴焦

虑的患者中，其睡眠障碍会进一步加剧焦虑，同样焦

虑也会降低睡眠质量加重失眠，进而引发失眠和焦

虑的恶性循环［１５］。焦虑作为失眠患者常见的共患

病，其与失眠存在共同的病理生理机制，在临床上常

作为“共病”进行“同治”［１６］。本研究通过行旷场实

验及高架十字迷宫实验，结果显示，化学遗传学激活

ＤＲＮ区５ＨＴ神经元增加了 ＰＣＰＡ失眠模型大鼠进
入旷场中心区域和高架十字迷宫开放臂的次数及停

留时间，缓解了 ＰＣＰＡ失眠模型大鼠的焦虑水平。
这表明激活 ＤＲＮ区 ５ＨＴ能神经元可以同时改善
ＰＣＰＡ失眠模型大鼠的睡眠状况及其对应的焦虑水
平，打破失眠－焦虑－加剧失眠这一恶性循环，能够
有效的改善睡眠及心理生理状态，为失眠焦虑共患
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图６　ｃＦｏｓ蛋白表达荧光染色
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　　Ａ：Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｍａｇｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ×４００；Ｂ：Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｇｅｎｅｔｉｃｓｖｉｒｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；Ｃ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃＦｏｓｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ＰＣＰＡｇｒｏｕｐ；ｃ：ｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ；ｄ：ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓＰＣＰＡｇｒｏｕｐ．

病的研究提供依据。另外，ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯ组与 Ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组相比较焦虑水平仍然较高，睡眠时间稍短，这
可能与ＰＣＰＡ造模后大鼠脑内５ＨＴ的含量整体降
低有关［１７］。

　　然而，ＤＲＮ区５ＨＴ神经元的具体机制与神经
递质、神经受体以及神经环路有着错综复杂的联系，

尽管该研究从神经生理学特征对单个核团神经元进

行调控，但缺乏对上下游神经环路的进一步探索。

在后续研究中，将更深入和全面的探究 ＤＲＮ区５

ＨＴ神经元上下游环路对失眠与焦虑共病的神经调
控机制。

　　综上所述，该研究通过化学遗传学技术结合免
疫荧光 ｃＦｏｓ和在体脑电技术以及行为学方法，发
现化学激活ＤＲＮ区５ＨＴ神经元可以改善ＰＣＰＡ失
眠大鼠的焦虑水平，增加其睡眠时长，表明 ＤＲＮ区
５ＨＴ神经元在焦虑与失眠共患病的治疗中可能发
挥重要作用，为今后失眠与焦虑共患病的临床治疗

及基础研究提供新思路。

·４０７· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ａｐｒ；６０（４）



参考文献

［１］ ＲｉｅｍａｎｎＤ，ＢｅｎｚＦ，ＤｒｅｓｓｌｅＲＪ，ｅｔａｌ．Ｉｎｓｏｍｎｉａｄｉｓｏｒｄｅｒ：ｓｔａｔｅ

ｏｆｔｈｅｓｃｉｅｎｃｅａｎｄｃｈａｌｌｅｎｇｅｓｆｏｒｔｈｅｆｕｔｕｒｅ［Ｊ］．ＪＳｌｅｅｐＲｅｓ，

２０２２，３１（４）：ｅ１３６０４．ｄｏｉ：１０．１１１１／ｊｓｒ．１３６０４．

［２］ 杜宏梅，崔杨凤，陈　明．急性睡眠剥夺调控 ＡＭＰＫ自噬信

号致小鼠抑郁样行为机制［Ｊ］．安徽医科大学学报，２０２３，５８

（１０）：１７３７－４２．ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２３．

１０．０２２．

［２］ ＤｕＨＭ，ＣｕｉＹＦ，ＣｈｅｎＭ．Ａｃｕｔｅｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎｌｅａｄｓｔｏｄｅ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｌｉｋｅｂｅｈａｖｉｏｒｂｙｍｏｄｕｌａｔｉｎｇＡＭＰＫａｕｔｏｐｈａｇｙｓｉｇｎａｌｉｎｇ

［Ｊ］．ＡｃｔａＵｎｉｖＭｅｄＡｎｈｕｉ，２０２３，５８（１０）：１７３７－４２．ｄｏｉ：１０．

１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２３．１０．０２２．

［３］ ＳｃｈａｅｄｅｌＺ，ＨｏｌｌｏｗａｙＤ，ＢｒｕｃｅＤ，ｅｔａｌ．Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｓｌｅｅｐ

ｄｉｓｏｒｄｅｒｓｉｎｔｈｅｍｅｎｏｐａｕｓａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｏｓｔＲｅｐｒｏｄＨｅａｌｔｈ，

２０２１，２７（４）：２０９－１４．ｄｏｉ：１０．１１７７／２０５３３６９１２１１０３９１５１．

［４］ ＹｕａｎＸＳ，ＸｉａｎｇＺ，ＪｉａｎｇＪＢ，ｅｔａｌ．Ｌｅｐｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｎｅｕｒｏｎｓｉｎ

ｔｈｅｖｅｎｔｒａｌｐｒｅｍａｍｍｉｌｌａｒｙｎｕｃｌｅｕｓｍｏｄｕｌａｔｅｅｍｏｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｉｎ

ｓｏｍｎｉａ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｉｓｃｏｖ，２０２４，１０：５９．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１４２１－

０２４－００６７６－ｘ．

［５］ ＢｏｒｒáｓＳ，ＭａｒｔíｎｅｚＳｏｌíｓＩ，ＲíｏｓＪＬ．Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｐｌａｎｔｓｆｏｒｉｎｓｏｍ

ｎｉａｒｅｌａｔｅｄｔｏａｎｘｉｅｔｙ：ａｎｕｐｄａｔｅｄｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａＭｅｄ，２０２１，

８７（１０－１１）：７３８－５３．ｄｏｉ：１０．１０５５／ａ－１５１０－９８２６．

［６］ ＶｅｎｎｅｒＡ，ＢｒｏａｄｈｕｒｓｔＲＹ，ＳｏｈｎＬＴ，ｅｔａｌ．Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ｏｆｓｅｒｏｔｏｎｉｎｅｒｇｉｃｄｏｒｓａｌｒａｐｈｅｎｅｕｒｏｎｓｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓｓｌｅｅｐｔｈｒｏｕｇｈａｎｘ

ｉｏｌｙｓｉｓ［Ｊ］．Ｓｌｅｅｐ，２０２０，４３（２）：ｚｓｚ２３１．ｄｏｉ：１０．１０９３／ｓｌｅｅｐ／

ｚｓｚ２３１．

［７］ ＹｕＱ，ＷａｎｇＹ，ＧｕＬ，ｅｔａｌ．Ｄｏｒｓａｌｒａｐｈｅｎｕｃｌｅｕｓｔｏｂａｓｏｌａｔｅｒａｌ

ａｍｙｇｄａｌａ５ＨＴｅｒｇｉｃｎｅｕｒａｌｃｉｒｃｕｉｔｍｏｄｕｌａｔｅｓｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎｏｆｃｏｎ

ｓｃｉｏｕｓｎｅｓｓｄｕｒｉｎｇｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅａｎｅｓｔｈｅｓｉａ［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏｔｈ

ｅｒ，２０２４，１７６：１１６９３７．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｐｈａ．２０２４．１１６９３７．

［８］ 龙忠芳，刘程曦，喻　田．中缝背核５羟色胺能神经通路功

能研究进展［Ｊ］．医学研究生学报，２０２０，３３（２）：１９７－２００．

ｄｏｉ：１０．１６５７１／ｊ．ｃｎｋｉ．１００８－８１９９．２０２０．０２．０１８．

［８］ ＬｏｎｇＺＦ，ＬｉｕＣＸ，ＹｕＴ．Ｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈｏｆｓｅｒｏｔｏｎｉｎｅｒｇｉｃｐａｔｈｗａｙ

ｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｄｏｒｓａｌｒａｐｈｅｎｕｃｌｅｕｓ［Ｊ］．ＪＭｅｄＰｏｓｔｇｒａｄ，２０２０，３３

（２）：１９７－２００．ｄｏｉ：１０．１６５７１／ｊ．ｃｎｋｉ．１００８－８１９９．２０２０．０２．

０１８．

［９］ ＳｈｉＬ，ＬｕＺＡ，ＱｕｅＪＹ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｏｆａｎｄｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｓａｓ

ｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｍｅｎｔａｌｈｅａｌｔｈｓｙｍｐｔｏｍｓａｍｏｎｇｔｈｅｇｅｎｅｒａｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

ｉｎＣｈｉｎａｄｕｒｉｎｇｔｈｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｄｉｓｅａｓｅ２０１９ｐａｎｄｅｍｉｃ［Ｊ］．ＪＡ

ＭＡＮｅｔｗＯｐｅｎ，２０２０，３（７）：ｅ２０１４０５３．ｄｏｉ：１０．１００１／ｊａｍａｎｅｔ

ｗｏｒｋｏｐｅｎ．２０２０．１４０５３．

［１０］ＪａｃｏｂｓＢＬ，ＡｚｍｉｔｉａＥＣ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｂｒａｉｎｓｅｒｏ

ｔｏｎｉｎｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＰｈｙｓｉｏｌＲｅｖ，１９９２，７２（１）：１６５－２２９．ｄｏｉ：

１０．１１５２／ｐｈｙｓｒｅｖ．１９９２．７２．１．１６５．

［１１］ＯｋａｔｙＢＷ，ＣｏｍｍｏｎｓＫＧ，ＤｙｍｅｃｋｉＳＭ．Ｅｍｂｒａｃｉｎｇｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎ

ｔｈｅ５ＨＴｎｅｕｒｏｎａｌｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０１９，２０（７）：

３９７－４２４．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１５８３－０１９－０１５１－３．

［１２］ＧａｒｃｉａＧａｒｃｉａＡＬ，ＳｏｉｚａＲｅｉｌｌｙＭ．Ｓｅｒｏｔｏｎｉｎｓｕｂｓｙｓｔｅｍｓｍｏｄｕ

ｌａｔｅｄｉｖｅｒｓｅａｎｄｏｐｐｏｓｉｔｅｂｅｈａｖｉｏｒａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＡＣＳＣｈｅｍ

Ｎｅｕｒｏｓｃｉ，２０１９，１０（７）：３０６１－３．ｄｏｉ：１０．１０２１／ａｃｓｃｈｅｍｎｅｕｒｏ．

８ｂ００５３４．

［１３］ＯｉｋｏｎｏｍｏｕＧ，ＡｌｔｅｒｍａｔｔＭ，ＺｈａｎｇＲＷ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｓｅｒｏｔｏｎｅｒｇｉｃ

ｒａｐｈｅｐｒｏｍｏｔｅｓｌｅｅｐｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈａｎｄｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｎ，２０１９，

１０３（４）：６８６－７０１．ｅ８．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｎｅｕｒｏｎ．２０１９．０５．０３８．

［１４］ＧａｒｃｉａＧａｒｃｉａＡＬ，ＣａｎｅｔｔａＳ，ＳｔｕｊｅｎｓｋｅＪＭ，ｅｔａｌ．Ｓｅｒｏｔｏｎｉｎｉｎ

ｐｕｔｓｔｏｔｈｅｄｏｒｓａｌＢＮＳＴｍｏｄｕｌａｔｅａｎｘｉｅｔｙｉｎａ５ＨＴ１Ａｒｅｃｅｐｔｏｒ

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ［Ｊ］．ＭｏｌＰｓｙｃｈｉａｔｒｙ，２０１８，２３（１０）：１９９０－

７．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｍｐ．２０１７．１６５．

［１５］ＣｈｅｌｌａｐｐａＳＬ，ＡｅｓｃｈｂａｃｈＤ．Ｓｌｅｅｐａｎｄａｎｘｉｅｔｙ：ｆｒｏｍｍｅｃｈａ

ｎｉｓｍｓｔｏｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＳｌｅｅｐＭｅｄＲｅｖ，２０２２，６１：１０１５８３．

ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｓｍｒｖ．２０２１．１０１５８３．

［１６］王玉平，汪 凯，潘集阳，等．中国成人失眠伴抑郁焦虑诊治专家

共识［Ｊ］．中华神经科杂志，２０２０，５３（８）：５６４－７４．ｄｏｉ：１０．

３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｃｎ１１３６９４－２０１９０７０１－００３９８．

［１６］ＷａｎｇＹＰ，ＷａｎｇＫ，ＰａｎＪＹ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｅｒｔｃｏｎｓｅｎｓｕｓｏｎｔｈｅｄｉａｇ

ｎｏｓｉｓａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｉｎｓｏｍｎｉａｗｉｔｈｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄａｎｘｉｅｔｙｉｎＣｈｉ

ｎｅｓｅａｄｕｌｔｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＮｅｕｒｏｌ，２０２０，５３（８）：５６４－７４．ｄｏｉ：１０．

３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｃｎ１１３６９４－２０１９０７０１－００３９８．

［１７］龙　盼，胡晓霞，胡琦兰，等．天麻素对氯苯丙氨酸（ＰＣＰＡ）

致失眠小鼠的镇静催眠作用研究［Ｊ］．中药药理与临床，

２０２１，３７（５）：３３－８．ｄｏｉ：１０．１３４１２／ｊ．ｃｎｋｉ．ｚｙｙｌ．２０２１．０５．

００７．

［１７］ＬｏｎｇＰ，ＨｕＸＸ，ＨｕＱＬ，ｅｔａｌ．Ｓｅｄａｔｉｖｅａｎｄｈｙｐｎｏｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆ

ｇａｓｔｒｏｄｉｎｏｎＰＣＰＡｉｎｄｕｃｅｄｉｎｓｏｍｎｉａｍｉｃｅ［Ｊ］．ＰｈａｒｍａｃｏｌＣｌｉｎ

ＣｈｉｎＭａｔｅｒＭｅｄ，２０２１，３７（５）：３３－８．ｄｏｉ：１０．１３４１２／ｊ．ｃｎｋｉ．

ｚｙｙｌ．２０２１．０５．００７．

Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｏｒｓａｌｒａｐｈｅ５ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅｎｅｕｒｏｎｓｏｎｓｌｅｅｐ
ｑｕａｌｉｔｙａｎｄａｎｘｉｅｔｙｌｉｋｅｂｅｈａｖｉｏｒｉｎＰＣＰＡｉｎｓｏｍｎｉａｍｏｄｅｌｒａｔｓ

ＬｉＱｕｎｔａｏ１，２，３，ＤｕＴｏｎｇｙｕ１，２，３，ＪｉａＬｅｉ１，２，３，ＹｉｎＪｉａｎｇｗｅｎ２，３，ＬｉＹａｎ２，３

（１ＤｅｐｔｏｆＡｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ，tｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＳｈｉｈｅｚｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
２ＮＨＣＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＰｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄＴｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＣｅｎｔｒａｌＡｓｉａＨｉｇｈＩｎｃｉｄｅｎｃｅＤｉｓｅａｓｅｓ，

３ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＸｉｎｊｉａｎｇＥｎｄｅｍｉｃａｎｄＥｔｈｎｉｃＤｉｓｅａｓｅｓ，Ｓｈｉｈｅｚｉ　８３２０００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｓｅｌｅｃｔｉｖｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆ５ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅｎｅｕｒｏｎｓ（ＤＲＮ５ＨＴ）ｉｎｔｈｅ
ｄｏｒｓａｌｒａｐｈｅｎｕｃｌｅｕｓｏｆｒａｔｓｗｉｔｈｉｎｓｏｍｎｉａｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ（ＰＣＰＡ）ｕｓｉｎｇｃｈｅｍｉｃａｌｇｅｎｅｔｉｃｓｔｅｃｈ

·５０７·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ａｐｒ；６０（４）



ｎｉｑｕｅｓ，ａｎｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅｗｈｅｔｈｅｒｉｔｈａｓａｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｃｏｍｏｒｂｉｄｉｔｉｅｓｏｆｉｎｓｏｍｎｉａａｎｄａｎｘｉｅｔｙ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　３２
ｍａｌｅＳＤｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＰＣＰＡｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ＰＣＰＡｇｒｏｕｐ），ｃｈｅｍｉｃａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ（ｈＭ３Ｄｑ＋ＣＮＯｇｒｏｕｐ），ａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｈＭ３Ｄｑ＋Ｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ）．Ｔｈｅａｎｘｉｅｔｙｌｅｖｅｌｏｆｅｘｐｅｒｉ
ｍｅｎｔａｌｒａｔｓｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｔｈｒｏｕｇｈｏｐｅｎｆｉｅｌｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓａｎｄｅｌｅｖａｔｅｄｃｒｏｓｓｍａｚｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．Ｉｎｖｉｖｏｅｌｅｃｔｒｏｅｎ
ｃｅｐｈａｌｏｇｒａｐｈｙ（ＥＥＧ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｒｅｃｏｒｄｐｒｏｐｏｆｏｌｉｎｄｕｃｅｄｓｌｅｅｐａｎｄｃｏｒｔｉｃａｌＥＥＧｃｈａｎｇｅｓ，ａｎｄｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｃＦｏｓｐｏｓｉｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ５ＨＴｎｅｕｒｏｎｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｂｅ
ｈａｖｉｏｒａｌｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｎｘｉｅｔｙｌｅｖｅｌｏｆｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒ（Ｐ＜００５），ａｎｄｓｌｅｅｐｄｕｒａｔｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｐｒｏｌｏｎｇｅｄ（Ｐ＜００５）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｃＦｏｓｐｏｓｉｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｉｎＤＲＮ５ＨＴｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒ（Ｐ＜００５）．
ＴｈｅＥＥＧｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆδｂａｎｄｐｏｗｅｒｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｈｅｍｉ
ｃａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒ（Ｐ＜００５），ｔｈｅｐｏｗｅｒｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｉｎｔｈｅαｂａｎｄｗａｓｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｌｏｗ（Ｐ＜００５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆ５ＨＴｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅＤＲＮｒｅｇｉｏｎｃａｎｉｍｐｒｏｖｅａｎｘｉｅｔｙｌｅｖｅｌｓａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｓｌｅｅｐ
ｄｕｒａｔｉｏｎｉｎＰＣＰＡｉｎｄｕｃｅｄｉｎｓｏｍｎｉａｒａｔｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　５ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ；ｄｏｒｓａｌｒａｐｈｅ；ｃｈｅｍｉｃａｌｇｅｎｅｔｉｃｓ；ｉｎｓｏｍｎｉａ；ａｎｘｉｅｔｙ；ｒａｔ
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍｓ　ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏｓ．８２３６０２４２，８１８６０２０９）；ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈ
ＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｈｉｈｅｚｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｎｏ．ＺＺＺＣ２０２２０８２）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ　ＬｉＹａｎ，Ｅｍａｉｌ：１２４９６２３００３＠ｑｑ．ｃｏｍ

（上接第６９６页）
ｈｉｓｔｏｎｅＨ３（Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３）ａｘｉｓｉｎｔｈｅｄｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｔｈｙｒｏｉｄｃａｎｃｅｒａｎｄｉｔｓｃｌｉｎｉｃａｌｖａｌｕｅａｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔ
ｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆａｎａｐｌａｓｔｉｃｔｈｙｒｏｉｄｃａｎｃｅｒ（ＡＴＣ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌＳＰｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅ
ｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＺＨ２，Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３，ｐａｉｒｅｄｂｏｘｇｅｎｅ８（ＰＡＸ８），ｔｈｙｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ（ＴＧ）ａｎｄｔｈｙｒｏｉｄｔｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１（ＴＴＦ１）ｉｎＡＴＣａｎｄｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＰＴＣ）ａｎｄｔｈｅｉｒａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｂｅｔｗｅｅｎＥＺＨ２ａｎｄｔｈｙｒｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｍａｒｋｅｒｓ（ＰＡＸ８，ＴＴＦ１，ＴＧ）ｗａｓｆｕｒｔｈｅｒａｎａｌｙｚｅｄｂｙｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｍｎｉｂｕｓ（ＧＥＯ）ｄａｔａｂａｓｅ．ＡＴＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓ８３０５ＣａｎｄＢＨＴ１０１ｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ．Ｒｅａｌｔｉｍｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｙｒｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｍａｒｋｅｒｓ（ＴＴＦ１，ＰＡＸ８）ｍＲＮＡ
ｉｎＡＴＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＥＺＨ２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＧＳＫ１２６），ａｎｄｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆＧＳＫ１２６
ｉｎｖｉｔｒｏ．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＧＳＫ１２６ａｎｄＢＲＡＦｉｎｈｉｂｉｔｏｒｖｅｍｕｒａｆｅｎｉｂｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＡＴＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｅｒｅｏｂ
ｓｅｒｖｅｄｂｙｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｓｓａｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＺＨ２ｉｎＡＴＣｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎ
ｔｈａｔｉｎｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜００５）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨ３Ｋ３７ｍｅ３ｉｎＡＴＣｔｉｓｓｕｅｓ
ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎＰＴＣｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜００５）．ＥＺＨ２ｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈＰＡＸ８ａｎｄＴＧ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ，ｂｕｔｎｏｔｗｉｔｈＴＴＦ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ．Ｉｎｖｉｔｒｏｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ，ＧＳＫ１２６ｃｏｕｌｄｒｅｖｅｒｓｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｔｈｙｒｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｍａｒｋｅｒｓＰＡＸ８ａｎｄＴＴＦ１ｉｎＡＴＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．ＧＳＫ１２６ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＢＲＡＦｉｎｈｉｂｉｔｏｒｖｅｍｕ
ｒａｆｅｎｉｂｃｏｕｌｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＡＴＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅＥＺＨ２Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３ａｘｉｓｐｌａｙｓａｎ
ｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｙｒｏｉｄｓｐｅｃｉｆｉｃｍａｒｋｅｒｓ，ａｎｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＥＺＨ２ｂｙｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｓａ
ｐｒｏｍｉｓｉｎｇｔａｒｇｅｔｆｏｒＡＴＣｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｔｈｅｆｕｔｕｒｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ＥＺＨ２；Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３；ａｎａｐｌａｓｔｉｃｔｈｙｒｏｉｄｃａｎｃｅｒ；ｄｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ；ＧＳＫ１２６
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍ　ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏ．８１９０２３８２）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ　ＣｈｅｎＤａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｄａｎ７８＠ｄｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

·６０７· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ａｐｒ；６０（４）


