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摘 要：【目的】探讨连续长时程睡眠剥夺对大鼠行为、记忆和海马区递质的影响及四神聪电针的预防作用。

【方法】采用多平台法进行连续 7 d睡眠剥夺造模。实验分阶段进行，一阶段（实验一）：将 30只 SD雌性大鼠随机分

成环境对照组（TC组），睡眠剥夺组（SD组），睡眠剥夺结束后 3 d组（3 d after SD）、6 d组（6 d after SD）和 11 d组（11
d after SD），即 7 d睡眠剥夺结束后再在常规大鼠饲养笼内饲养不同时间，并让大鼠恢复正常睡眠；每组大鼠均为 6
只。采用旷场实验观察大鼠自发活动。二阶段（实验二）：将 18只大鼠随机分成环境对照组（TC组）、睡眠剥夺组

（SD组）、电针组（SD+EA组），每组 6只。SD+EA组于睡眠剥夺期间每天上午电针一次，每次 20 min，共 7 d。采用

Morris水迷宫实验观察各组大鼠空间学习记忆能力。另外，两阶段的酶联免疫吸附测定均在旷场实验和水迷宫检

测结束后取材进行。【结果】实验一，旷场实验：SD组与 TC组比，大鼠水平运动和垂直运动的得分减少明显（P<

0.05）；但睡眠恢复 3 d、6 d、11 d后，3 d组、6 d组、11 d组的大鼠水平运动和垂直运动得分恢复明显，与 SD组比较差

异有统计学意义（P<0.05），但与 TC组比，3 d组、6 d组虽存在差异（P<0.05），但 11 d组差异已无显著性（P＞0.05）。

大鼠海马区GABA检测：SD组与 TC组比，睡眠剥夺后导致GABA表达下降（P<0.05）；但睡眠恢复 3 d、6 d后，GABA
的表达明显上升，与 SD组比较差异有统计学意义（P<0.05），而与TC组比差异已无显著性（P>0.05）；但到第 11天时，

GABA表达相对于 TC组和 6 d组又有下降趋势，但与 TC组和 6 d组相比较无统计学差异（P>0.05）。实验二：Morris
水迷宫检测结果显示，与 TC组和电针组比，SD组水下平台的逃避潜伏期明显延长（P<0.05），而穿越原平台所在区

次数明显减少（P<0.05）；相反，电针组与 TC组相比，无论是水下平台的逃避潜伏期还是穿越原平台所在区次数，均

无统计学意义（P>0.05）。大鼠海马区的 5-HT和GABA检测：5-HT的表达，与 TC组相比，SD组变化不大（P>0.05）；

但电针组与 TC组比有下降趋势，且差异有统计学意义（P<0.05）。GABA的表达与 5-HT的表达刚好相反，与 TC组

比，SD组海马GABA的表达有下降趋势（P<0.05）；但电针组与 TC组比变化不大（P>0.05）。【结论】7 d连续睡眠剥夺

可导致大鼠行为、记忆能力明显下降，且对大鼠海马区GABA和 5-HT表达的影响有异于既往文献报道的少于 4 d连
续睡眠剥夺的影响。四神聪电针具有预防长时程睡眠剥夺对大鼠行为记忆损害的作用，其机制可能是通过电针改

善因睡眠剥夺而导致的紊乱的中枢神经递质。
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Abstract：【Objective】To investigate the effects of continuous long-term sleep deprivation on rat’s behavior，memory
and neurotransmitters in hippocampus，as well as determine the effects of prevention of electro-acupuncture.【Method】We
used multi-platform water environment to make the rat model of insomnia.The experiment was divided into two sections. Sec⁃
tion one：thirty rats were divided into 5 groups（six rats each group）：tank control group（TC），sleep-deprived for continu⁃
ous 7 days group（SD group），three days of recovery after SD group（3d after SD group），six days of recovery after SD group
（6d after SD group），eleven days of recovery after SD group（11d after SD group）. The term of recovery refers to normal feed⁃
ing and sleeping when rats return to cages after sleep-deprivation. The open-field test was performed following the end time
of each group experiment and then the rats were perfused and fixed. Section two：Eighteen rats were divided into three groups
（six rats each group）：tank control group（TC），sleep-deprived for continuous 7 days group（SD group），sleep-deprived
rats treated with electro-acupuncture group（SD+EA group）. Rats of SD group and SD+EA group were deprived sleep for con⁃
tinuous 7 days. During the period of sleep deprivation，the rats of SD+EA group were treated with electro-acupuncture 20
minutes every morning. At the end time of experiment，rats were tested by the Morris water maze and then perfused and get
specimens.【Results】Section one：the statistical analysis of outcome of open- field test showed：as compared to the TC
group，the scores of rat’s horizontal movement and vertical movement were significantly fewer in the SD group（P<0.05）. Af⁃
ter 3，6，or 11 days recovery of sleep，the scores increased significantly as compared with SD group（P<0.05）. Although，
the outcome of open-field test in the 3d after SD and 6d after SD groups had the significant difference with TC group（P＜

0.05），there was no different between the 11d after SD group and TC group（P>0.05）.The quantitative analysis of gamma
aminobutyric acid（GABA）expression in the hippocampus showed：the SD group shows lower level of GABA when com⁃
pared to the TC group（P<0.05）. After 3 days or 6 days of recovery，the expression of GABA is higher than the SD group（P<
0.05），and similar to the TC group（P>0.05）. In the 11days after SD group，the expression of GABA declined as compared
to the TC group and the 6d after SD group（P<0.05）. Section two：In the Morris water maze experiment，when compared to
the TC group and the SD+EA group，the escape latency period was significantly prolonged and the times of across the plat⁃
form were significantly reduced in the SD group（P<0.05）. On the contrary，there were no statistical differences in the escape
latency period or the across platform times between the SD+EA group and the TC group（P>0.05）.The results of serotonin（5-
HT）and GABA in the hippocampus showed：the 5-HT level in the SD group was no significant difference as compared to
the TC group and the SD group on 5-HT level，while the 5-HT level in the SD+EA group was reduced as compared to the
TC group（P<0.05）. In the opposite，the GABA level in the SD group was decreased as compared to the TC group（P＜

0.05），while the SD+EA group and the TC group appear similarly level（P>0.05）.【Conclusions】The effect of 7 days’contin⁃
uous long-term sleep-deprivation may lead to the reduction in the ability of learning and memory behavior of rats. Our results
is different with 4 days’continuously sleep-deprivation which was reported on the rats’expression of GABA and 5-HT.
Electro-acupuncture stimulating the Sishengcong Acupoints seems preventing the harming of long-term sleep-deprivation on
the ability of learning and memory，which probably is through adjusting the disorder of central neurotransmitter expression
caused by sleep deprivation.

Key words：sleep deprivation，electro-acupuncture，Sishengcong Acupoints，behavior，memory，GABA，5-HT.
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充足的睡眠是保持学习工作效率的前提，睡

眠剥夺（sleep deprivation，SD），无论是对人还是

动物，均可导致大脑的认知功能受损和行为、记忆

能力的下降［1- 2］。但短时间的 SD，目前被认为不

会产生明显的不良影响，可是，超过 24 h或更长

时间的 SD，尤其连续性长时程 SD，则会带来较大

的不良后果［3］。至今有关减小这种长时程 SD损

害的办法尚少。尽管有研究报道，咖啡因能预防

SD诱导的海马依赖性记忆损害［4］，但它同时也存

在着干扰睡眠结构的突出缺点，长期应用会引起

睡眠结构紊乱，反而加重行为、记忆损害。因此，

进一步探讨连续性长时程 SD的影响和预防措施
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十分重要。居于既往针灸治疗失眠的有效性和预

防性的研究［5］，我们将进一步探讨其对预防 SD的

损伤是否同样有效。

1 材料与方法

1.1 实验动物

清洁级（SPF级）健康 Sprague Dawley鼠 48只，

雌性，体质量 220～250 g（由中山大学实验动物中

心提供，动物生产许可证号：SCXK（粤）2011-
0029。实验室内温度 20~25 ℃，保持 12 h光照循

环，实验动物自由饮水进食，符合我国《实验动物

管理条例》和《医学实验动物管理实施细则》。

1.2 主要试剂与材料

大鼠γ氨基丁酸（GABA）ELISA Kit，购于武汉

华美生物工程有限公司，货号：CSB-E08368r；大
鼠 5-羟色胺（5-hydroxytryptamine，5-HT）ELISA
kit，购于上海源叶生物科技有限公司，货号

K00417。戊巴比妥钠，购于中国医药集团上海化

学试剂公司。Sunrise 酶标分析仪（TECAN ，德

国）、3500型超高速低温离心机（久保田，日本）、

JY92-2D超声波细胞粉碎机（宁波新芝生物科技

股份有限公司）、上海华谊G6805-1A低频脉冲治

疗仪（上海华谊医用仪器有限公司）、一次性毫针：

0.25 mm×13 mm规格（广州穗鑫医疗器械有限公

司）、XR-XB108型Morris水迷宫（上海欣软信息科

技有限公司）。

1.3 分 组

实验分两步进行。实验一：将 SD大鼠按体质

量大小编号，利用随机数字表进行分组，分别为环

境对照组（TC组），睡眠剥夺组（SD组），睡眠剥夺

结束后 3 d组（3 d after SD）、6 d组（6 d after SD）和

11 d组（11 d after SD），共 5组，每组 6只大鼠。其

中 SD组睡眠剥夺 7 d；环境对照组大鼠则置于网

台上 7 d，可正常饮食与睡眠；其余各组在结束 7 d
睡眠剥夺后再分别恢复实验室常规饲养和睡眠

3 d、6 d、11 d。以上所有组均在旷场实验结束后

取材。实验二：将 18只大鼠按实验一相同方法随

机分成 TC组、SD组、电针组（SD+EA组）；每组 6
只。SD组和 SD+EA组大鼠连续剥夺睡眠 7 d，其
中 SD+EA组于睡眠剥夺期间每天上午电针一次，

每次 20 min，共 7 d。三组均在实验 7 d后取材，取

材点均为大鼠双侧海马脑区。

1.4 实验动物模型的构建

采用改良多平台水环境法建立大鼠睡眠剥夺

模型。睡眠剥夺箱 50 cm×40 cm×40 cm，内有 6个

平台，高 8.0 cm，直径 6 cm，平台之间间隔 8 cm，平

台周边注满水，水面距平台面约 1.0 cm，水温保持

在（20±3）℃左右。大鼠进入快动眼睡眠（REM睡

眠）时，由于骨骼肌的松弛使大鼠失去支撑掉入水

中而惊醒，如此反复，造成睡眠剥夺。环境对照组

则是在原有平台上放置总长 40 cm，总宽 28 cm的

不锈钢网格，网格大小为 1.2 cm×1.2 cm，动物能够

进入睡眠，每天更换睡眠剥夺箱中的水。实验大

鼠采用 24 h/d剥夺法（每天给睡眠剥夺箱换水时，

大鼠有 20 min左右的非剥夺时间）；环境对照组大

鼠则置于网台上；电针组进行四神聪电针干预时

则于睡眠剥夺箱外进行。

1.5 四神聪电针干预

①用特定固定架将大鼠固定；②选取四神聪

穴（头部顶骨正中、两耳尖连线中点，前后左右各

旁开约 2 mm）；③选用直径 0.25 mm×13 mm的针

灸针向百会方向平刺，进针约 2 mm，连电针仪并

用疏密波，幅度为 2 mV，电源电压 9 V，刺激 20
min；于睡眠剥夺期间每天上午电针一次，共 7 d。
1.6 行为学观察指标和生化检测方法

1.6.1 行为学观察指标 旷场实验：旷场实验箱

底面分成 25个边长 4 cm的正方形组成，每只大鼠

测试前喷洒酒精消除上一只测试大鼠气味，测试

大鼠 5 min内水平活动情况（爬行总格数）和垂直

方向活动情况（直立次数）。Morris水迷宫：在实

验二进行的第三天开始，每天上、下午共进行 2次

获得性训练（记录大鼠 60 s内找到水下隐藏平台

时间），训练四天，最后一天，撤去水迷宫中平台，

进行空间探索试验（记录大鼠穿越原平台所在位

置次数）。

1.6.2 酶联免疫吸附测定 在旷场实验或Morris
水迷宫测试结束后，断头取脑，在冰板上迅速分离

出海马，4 ℃ pbs洗净，滤纸拭干，按 1∶9 比例加入

pbs（pH7.4），采用电动玻璃匀浆器冰浴中制备匀

浆，匀浆液在 4 ℃ 20 630 ×g离心 10 min，取上清

液，再次离心 10 min，取上清液，按不同的实验阶

段要求，采用 ELISA技术分别测定海马组织匀浆

中GABA、5-HT的含量。

1.7 统计学处理

所有统计学处理均采用 SPSSN22.0统计软件
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表 2 Morris水迷宫检测电针对睡眠剥夺大鼠的学习记

忆的影响

Table 2 Effects of electroacupuncture on learning and
memory of rats with sleep deprivation

ELP/s
APT/times

TC（n=6）
12.20±1.15
4.50±0.42

SD（n=6）
22.67±2.00 1）

1.33±0.42 1）

SD + EA（n=6）
11.47±0.82 2）

4.67±0.49 2）

F

19.528
17.477

P

<0.001
<0.001

ELP：escape latency period；APT：across platform times TC：
tank conrol；SD：sleep deprivation；SD + EA：sleep deprivation +
electroacupuncture；1）P<0.05 vs. TC group；2）P<0.05 vs. SD group

进行分析。计量资料以均数±标准差（x ± s）表

示。主要统计数据均进行正态性及方差齐性检

验，正态分布数据组间差异性比较采用单因素方

差分析，Bonferroni 法进行两组间多重比较。选取

检验水准α=0.05，P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 实验一

旷场实验结果如表 1：SD 组与环境对照组

比，大鼠水平运动和垂直运动的得分减少明显

（P<0.05）；但恢复常规鼠笼饲养、休息和睡眠 3 d、
6 d、11 d后，3 d组、6 d组、11 d组的大鼠水平运动

和垂直运动得分恢复明显，与 SD组比较差异有统

计学意义（P<0.05），但与 TC组比：3 d组、6 d组存

在差异（P<0.05），而 11 d组差异已无显著性（P>
0.05）。说明大鼠行为活动可在恢复自由睡眠后

得到改善和恢复。大鼠海马区GABA检测结果如

图 1：SD组与环境对照组比，睡眠剥夺后导致GA⁃
BA表达下降（P<0.05）；但恢复常规饲养 3 d、6 d
后，GABA的表达明显上升，与 SD组比较差异有

统计学意义（P<0.05），而与环境对照组比差异已

无显著性（P>0.05）；11 d组分别与TC组和6 d组比

P>0.05，但GABA表达相对于TC组和 6 d组又有下

降趋势。可见，睡眠剥夺后及睡眠恢复不同时点

大鼠海马区GABA的表达趋势具有一定差异。

2.2 实验二

Morris水迷宫行为记忆检测（表 2）：与环境对

照组和电针组比，SD组水下平台的逃避潜伏期明

显延长（P<0.05），而穿越原平台所在区次数明显

减少（P<0.05）；相反，电针组与环境对照组相比，

无论是水下平台的逃避潜伏期还是穿越原平台所

在区次数，均无统计学意义（P>0.05）。以上结果

说明四神聪电针对连续长时程睡眠剥夺所导致的

记忆损害具有一定预防作用。大鼠海马区的 5-
HT和GABA检测结果如表 3：5-HT的表达，与环

境对照组比，SD组变化不大（P>0.05）；但电针组

与环境对照组比有下降趋势，且差异有统计学意

义（P<0.05）。GABA的表达与5-HT的表达刚好相

反，与环境对照组比，SD组有下降趋势（P< 0.05）；

但电针组与环境对照组比变化不大（P>0.05）。说

GABA： gamma- aminobutyric acid；TC： tank conrol； SD：

sleep deprivation；1）P<0.05 vs. TC group；2）P<0.05 vs. SD group
图 1 睡眠剥夺对大鼠海马脑区GABA的影响

Fig.1 Effects of sleep deprivation on GABA in rat
hippocampus
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表 1 旷场实验检测睡眠剥夺对大鼠行为学的影响

Table 1 Effects of sleep deprivation on behavior of rats were investigated by open field experiment

TMD：total movement distance；VMT：vertical movement times；TC：tank conrol；SD：sleep deprivation；1）P<0.05 vs. TC group；2）P<0.05
vs. SD group

TMD/grids
VMT/times

TC（n=6）
104.83±6.68

19±2.68

SD（n=6）
44.83±10.12 1）

2.83±0.87 1）

3 d after SD（n=6）
85.83±6.21 1）2）

9.33 ±0.67 1）2）

6 d after SD（n=6）
90.17±6.82 1）2）

11±0.931）2）

11 d after SD（n=6）
103.67±6.83 2）

21.83±1.17 2）

F

63.434
63.300

P

<0.001
<0.001
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表 3 电针对睡眠剥夺大鼠海马脑区神经递质的影响

Table3 Effectsofelectroacupunctureonneurotransmitter
in hippocampus of rats with Sleep Deprivation

GABA：gamma- aminobutyric acid；5- HT：Serotonin；TC：
tank conrol；SD：sleep deprivation；SD + EA：sleep deprivation +
electroacupuncture；1）P<0.05 vs. TC group

GABA/ng/mL
5-HT/ng/mL

TC
（n=6）

10.87±0.63
9.73±0.35

SD
（n=6）

8.06±0.571）

9.24±0.23

SD + EA
（n=6）

10.23±0.33
7.94±0.561）

F

7.748
5.229

P

0.005
0.019

明四神聪电针对 5-HT及GABA的表达具有调节

作用，这可能也是四神聪电针预防睡眠剥夺对行

为记忆损害的内在机制。

3 讨 论

有临床研究表明：睡眠剥夺对双侧海马功能

连接存在显著影响，连续睡眠剥夺会显著影响人

们的注意力和记忆力［2，6］。实验研究也证实：连续

睡眠眠剥夺严重损害大鼠行为记忆和改变海马区

递质的表达［1，7］。因此，海马区及海马区的 5-HT、
GABA自然也就成为此次睡眠剥夺研究的靶器官

和靶递质。实验一结果显示：7 d睡眠剥夺后大鼠

行为能力与既往文献报道［8］基本一致，即睡眠剥

夺后旷场实验总分均显著低于 TC 对照组（P<
0.05）。

但在恢复睡眠 3~11 d后，大鼠行为得分随着

恢复睡眠天数的增加而不断提升，至 11 d时行为

得分与 TC组比差异已无显著差别（P＞0.05）。说

明睡眠剥夺作为一种应激原，在恢复睡眠后机体

启动应急代偿保护机制，以保护因睡眠剥夺而严

重受损的行为能力。不同的是 7 d睡眠剥夺后，大

鼠海马区抑制性递质GABA表达的趋势与既往文

献中少于 4 d的睡眠剥夺的海马区GABA表达的

趋势［7］完全相反的，即 7 d睡眠剥夺后，SD组与TC
组比是下降的（P<0.05），而少于 4 d睡眠剥夺的

SD组与 TC对照组比是上调的（P<0.05），部分文

献报道也证实无论相同还是不同的睡眠剥夺造模

法均可出现GABA表达下降的结果［9-10］；但睡眠恢

复 3 d、6 d后的 GABA表达与既往睡眠剥夺 1 d、
3 d、5 d，恢复睡眠后 6 h的GABA 表达较对照组显

著增高的结果是一致［11］。这再次反映了睡眠剥夺

作为一种应激原，无论剥夺睡眠时间的长短在恢

复睡眠后均会启动应急代偿保护机制。可是，睡

眠在恢复至 11 d时，大鼠海马区GABA的表达与

TC组、3 d组和 6 d组比又开始呈现下降趋势，但

差异无显著（P>0.05）。以上结果表明：7 d睡眠剥

夺后的 SD组及恢复睡眠的 3 d组、6 d组，精神行

为的得分与海马区GABA的表达有正相关趋势，

这有别于过往的文献有关于抑制性递质的水平与

大鼠的精神行为呈负相关的研究结果［12］。近年研

究表明［13］：GABA作为一种重要的抑制性神经递

质，其GABAA受体亚基α2、β2、γ2广泛分布于海

马，也存在于脊髓运动神经，参与运动调节，因此，

依据GABA的生理功能，其表达上升会抑制大鼠

行为活动［7］。但 7 d睡眠剥夺后的 SD组其运动得

分并没有因GABA的表达下调而增加，也没有因睡

眠恢复后GABA的表达上升而下降。说明7 d睡眠

剥夺后的大鼠行为活动有其独特性。这可能与下

列因素有关。首先，有研究显示［14-15］：水平台长期

异相睡眠剥夺可以显著影响大鼠的能量代谢，导

致大鼠体温下降、基础代谢率升高等，甚至完全睡

眠夺 3 周后可导致死亡，死亡前有大量能量消

耗。可见，长时程睡眠剥夺引起的过度能量消耗

可能是导致大鼠行为活动下降的原因之一；另外，

有研究还表明连续 5 d睡眠剥夺可导致抑郁［16］，

而抑郁模型大鼠的海马中GABA能中间神经元减

少［17］，这与 7 d睡眠剥夺后的大鼠行为得分降低

及GABA的表达下调结果是一致的，即 7 d睡眠剥

夺可能导致了大鼠产生抑郁状态。而行为活动能

力下降正是抑郁症的主要表现之一。所以，7 d睡
眠剥夺后的大鼠行为能力和GABA表达下降主要

原因就是睡眠剥夺与少于 4 d睡眠剥夺比，时间相

对过长，导致能量过度消耗，和由于大鼠连续长时

程维持清醒状态下，中枢系统为了拮抗大量聚集

的兴奋性递质如谷氨酸和其产生的神经毒性，必

会大量和过度耗竭抑制性递质GABA所致。至于

睡眠恢复 3 d和 6 d后行为得分明显上升，是由于

睡眠恢复后能量亦得到恢复和代偿，以及睡眠恢

复后随着GABA的应激性反弹，抑郁症状在内外

因的促使亦得到改善所致。另外，睡眠在恢复至

11 d时，大鼠海马区GABA的表达与 TC组、3 d组

和 6 d组比又开始呈现下降趋势，这或许与睡眠剥

夺对海马区神经元产生损伤有关［7-8］，即GABA的
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