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基于 BDNF/TrkB/CREB 信号通路探讨有氧运动联合安寐丹对
睡眠剥夺大鼠学习记忆及突触可塑性的影响
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［摘要］ 目的：研究 4 周的有氧运动联合安寐丹对睡眠剥夺模型大鼠海马体突触可塑性标志蛋白、突触超微结构的影响，

探究其改善睡眠剥夺大鼠学习记忆的可能作用机制。方法：将 50 只 SD 大鼠随机分为空白组、模型组、有氧运动+模型组、安寐

丹+模型组（18.18 g∙kg-1∙d-1）及有氧运动+安寐丹+模型组（18.18 g∙kg-1∙d-1）。安寐丹+模型组安寐丹灌胃 4 周、有氧运动+模型

组进行 4 周的有氧运动、有氧运动+安寐丹+模型组安寐丹灌胃联合有氧运动 4 周之后采用多平台水环境法进行连续 72 h 睡眠

剥夺。睡眠剥夺结束后采用 Morris 水迷宫评估各组大鼠学习记忆能力，苏木素-伊红（HE）染色观察大鼠海马体神经元形态改

变，透射电镜观察大鼠海马体突触超微结构，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠海马体脑源性神经营养因子（BDNF）、酪
氨酸激酶受体 B（TrkB）、cAMP 反应元件结合蛋白（CREB）、突触后密度蛋白 -95（PSD-95）、突触素（SYN）表达水平，实时荧光

定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测大鼠海马体 BDNF、TrkB、CREB mRNA 相对表达量。结果：与空白组比较，模型组

大鼠上平台潜伏期和游泳总路程显著延长（P<0.01），穿越平台次数和目标象限停留时间显著减少（P<0.01），部分海马体神经

元损伤、数量减少且排列紊乱，突触间隙模糊，突触后致密物变薄，突触小泡密度不均，BDNF、TrkB、CREB 蛋白表达水平及

mRNA 相对表达量显著下降（P<0.01），PSD-95、SYN 蛋白表达显著降低（P<0.01）。与模型组比较，安寐丹+模型组、有氧运动+

模型组、有氧运动+安寐丹+模型组大鼠上平台潜伏期和游泳总路程有所降低、穿越平台次数和目标象限停留时间明显增加

（P<0.05，P<0.01），海马体神经元损伤减轻，排列较整齐，突触结构较完整、突触后致密物增厚、突触小泡密度均匀，BDNF、

TrkB、CREB 蛋白表达水平及 mRNA 表达量明显升高（P<0.05，P<0.01），PSD-95、SYN 蛋白表达明显上升（P<0.05，P<0.01）。
结 论 ：有氧运动联合安寐丹可以改善睡眠剥夺大鼠学习记忆，其作用机制可能与调控 BDNF/TrkB/CERB 信号通路、上调

PSD-95、SYN 的表达，改善突触结构损伤有关，且联合干预优于单一运动或药物。
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［［Abstract］］  Objective：： This paper aims to study the effects of four weeks of aerobic exercise combined with Anmeidan on 

the synaptic plasticity marker protein and synaptic ultrastructure of the hippocampus in the model rats with sleep deprivation， 

thereby investigating the possible mechanism of its action to improve the learning memory of rats with sleep deprivation. Methods：： 

50 Sprague-Dawley （SD） rats were randomly divided into blank control group （group C）， sleep deprivation group （group M）， 

aerobic exercise + sleep deprivation group （group MEX）， Anmeidan + sleep deprivation group （group MA， 18.18 g∙kg-1∙d-1）， and 

aerobic exercise + Anmeidan + sleep deprivation group （group MEXA， 18.18 g∙kg-1∙d-1）. Anmeidan was administered by gavage in 

the MA group for four weeks. Aerobic exercise was performed in the MEX group for four weeks. Anmeidan was administered by 

gavage in the MEXA group in combination with aerobic exercise for four weeks， and sleep deprivation was performed for 72 h by 

using the multi-platform water environment method. At the end of sleep deprivation， Morris water maze was used to assess the 

learning and memory ability of rats in each group， and hematoxylin-eosin （HE） staining was used to observe the morphological 

changes of rats' hippocampal neurons. A transmission electron microscope was used to observe the synaptic ultrastructure of rats' 

hippocampus. The expression levels of brain-derived neurotrophic factor （BDNF）， tyrosine kinase receptor B （TrkB）， cAMP-

response element binding protein （CREB）， postsynaptic density-95 （PSD-95）， and synaptophysin （SYN） were detected by 

Western blot， and the real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction （Real-time PCR） was used to detect the relative 

mRNA expression levels of BDNF， TrkB， and CREB in the rats' hippocampus. Results：： Compared with those in group C， rats in 

group M had significantly longer latency and total swimming distance on the platform （P<0.01） and a significantly reduced number 

of traversals across the platform as well as the residence time in the target quadrant （P<0.01）. Part of the hippocampal neurons 

damaged， with a reduced number， disorganized arrangement， fuzzy synaptic gaps， thinning of post-synaptic dense material， and 

uneven density of synaptic vesicles. The protein expression levels and relative mRNA expression levels of BDNF， TrkB， and CREB 

were significantly reduced （P<0.01）， and the protein expression levels of PSD-95 and SYN were significantly reduced （P<0.01）. 

Compared with those in group M， rats in MA， MEX， and MEXA groups showed a decrease in latency to platform and total 

distance swum， an increase in the number of traversals across the platform and residence time in the target quadrant （P<0.05， P<

0.01）， a reduction in hippocampal neuronal damage， a better arrangement， a more intact synaptic structure， a thickening of post-

synaptic dense material， a uniform density of synaptic vesicles， and an increase in the protein expression levels and mRNA 

expression levels of BDNF， TrkB， and CREB （P<0.05， P<0.01）. The protein expressions of PSD-95 and SYN rose （P<0.05， P<

0.01）. Conclusion：： Aerobic exercise combined with Anmeidan can improve learning memory in rats with sleep deprivation， and 

its mechanism of action may be related to the modulation of the BDNF/TrkB/CERB signalling pathway， up-regulation of the 

expression of PSD-95 and SYN， and improvement of synaptic structural damage. The combination of interventions is superior to 

single exercise or drugs.

［［Keywords］］ Anmeidan； aerobic exercise； sleep deprivation； learning memory； synaptic plasticity； brain-derived 

neurotrophic factor （BDNF）/tyrosine kinase receptor B （TrkB）/ cAMP-response element binding protein （CERB）

睡眠是人们保持身心健康的基本需要。充足

的睡眠有助于清除大脑的代谢废物、促进神经修

复、巩固记忆，改善认知功能［1］。睡眠剥夺是临床常

见的睡眠障碍之一，中医将其归于“不寐”“不得卧”

范畴［2］，不仅会引起海马体依赖的学习记忆等认知

功能的损伤，还会成为阿尔茨海默病（AD）等神经退

行性疾病的慢性应激源［3］。有氧运动作为一种非药

物疗法，具有神经保护作用，对于神经细胞和大脑

功能活动有积极的影响，可以改善睡眠剥夺引起的

记忆障碍和情绪紊乱［4-5］。安寐丹是中医经典方剂，

出自清代医书《石室秘录》，具有培元益智、养心安

神的功效。由人参、酸枣仁、炒酸枣仁，茯神、石菖

蒲、五味子等 10 种中药组成［6］。

人类学习记忆等高级功能的实现与海马体突

触功效及突触可塑性水平密切相关，突触可塑性是

学习记忆形成的神经基础［7］。脑源性神经营养因子

（BDNF）对神经元生长、发育和维持至关重要，与其

特异性受体酪氨酸激酶受体 B（TrkB）结合，可激活

cAMP 反应元件结合蛋白（CREB）在海马体突触可

塑性调节中起关键作用［8］。

课题组前期基础实验研究发现，安寐丹可以改

善睡眠剥夺大鼠海马体神经元损伤，保护海马体突

触微环境［9-10］；临床研究表明，安寐丹治疗慢性失眠

安全有效［11］。然而，安寐丹联合有氧运动对睡眠剥

夺大鼠学习记忆影响的相关研究少见报道。因此，

本研究基于 BDNF/TrkB/CREB 信号通路调控海马

体突触可塑性途径探讨有氧运动联合安寐丹预防

性干预对睡眠剥夺大鼠学习记忆的影响和可能作

用机制，为中医药改善睡眠剥夺提供新方案，为临

床防治睡眠障碍提供新思路。

1 材料

1.1　动物     50 只 SPF 级雄性 SD 大鼠（2 月龄），体质
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量 190~230 g，购买于辽宁长生生物技术股份有限公

司，合格证号 SCXK（辽）2020-0001。饲养于湖北中

医药大学动物房中，保持房内温度 20~24 ℃，相对湿

度 50%~70%。动物自由进食和饮水，定期进行清

洁。适应性饲养 1 周后，采用随机数字表法分为

5 组，每组 10 只。

1.2　伦理     本研究通过武汉华联科生物技术有限

公司伦理委员会审查（编号 HLK20230524001），实
验遵循伦理要求。

1.3　药物及试剂     安寐丹组成为生酸枣仁 19 g、熟

酸枣仁 19 g、人参 11 g、麦冬 11 g、茯神 11 g、当归

11 g、丹参 7 g、石菖蒲 4 g、五味子 4 g、甘草 4 g，购于

湖北中医药大学黄家湖校医院，经湖北中医药大学

游秋云教授鉴定均为正品。药物用 15 倍水浸泡

30 min 后武火煮沸，文火煎煮 30 min 后过滤药液。

第 2 次 10 倍水后煎煮，合并 2 次药液最终浓缩为含

生 药 1.82 g·mL-1 的 药 液 ，灌 胃 给 药 体 积 为

10 mL·kg-1。苏木素-伊红（HE）染色试剂盒（武汉四

维加生物科技公司，货号 S10010）；电镜固定液、

RNA 提取试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，货号

分别为 P1126、R1100）；蛋白定量法（BCA）蛋白浓度

测定试剂盒（美国 Thermo 公司，货号 A53225）；辣根

过氧化物酶（HRP）-山羊抗兔免疫球蛋白 G（IgG）、
HRP-山羊抗小鼠免疫球蛋白 G（IgG）（美国 Jackson

公司，货号分别为 JAC-111-035-003、JAC-115-035-

003）；放射免疫沉淀法（RIPA）裂解液（上海碧云天

生物技术有限公司，货号 P0013D）；兔源抗体一抗

BDNF、TrkB、CREB、突触素（SYN）、鼠源抗体一抗

甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）（英国 Abcam 公司，

货 号 分 别 为 ab108319、ab187041、ab178322、

ab32127、ab8245）；兔源抗体一抗突触后密度蛋白

95（PSD-95）（武汉爱博泰克生物科技有限公司，货

号 A7889）。
1.4　 仪 器     ZH-PT/5S 型 多 通 道 动 物 实 验 跑 台 、

ZH0065 型 Morris水迷宫（安徽正华生物仪器设备有

限 公 司 ）；Microfuge 26 型 高 速 离 心 机（ 美 国

BecKman Coulter公司）；DYY-6C 型电泳仪和转膜仪

（北京六一生物科技有限公司）；QuickChemi5100 型

化学发光成像仪、Q225 型实时荧光定量聚合酶链式

反应（Real-time PCR）仪［莫纳（苏州）生物科技有限

公司］；ChemidocXRS+型凝胶成像仪（美国 Bio-Rad

公司）；JEM-1400Flash型透射电子显微镜（日本电子

公司）；JB-P5 型包埋机（武汉俊杰电子有限公司）；
RM2016型病理切片机（上海徕卡仪器有限公司）。

2 方法

2.1　模型制备     根据课题组前期研究，采用多平台

水环境法制备睡眠剥夺模型［12］。睡眠剥夺箱体长宽

高分别为 70 cm、50 cm、40 cm，内置直径 6.5 cm、高

9 cm的圆型金属连体站台，实验过程中保持水面低于

站台 1 cm，每个剥夺箱中放置 5 只大鼠，大鼠在站台

上活动，当其进入睡眠阶段时会因接触水面而惊醒，

从而达到睡眠剥夺的目的。空白组的设置和实验组

相同，但在站台上放置金属网来保证其正常睡眠。预

防性干预后，进行 72 h 连续睡眠剥夺，造模后模型组

大鼠反应迟钝，学习记忆能力下降提示造模成功。正

式睡眠剥夺前，让大鼠进行 3 d适应性训练（1 h·d-1）。
在此期间，保证箱内的清洁和大鼠正常摄食。

2.2　分组和给药     将大鼠随机分为空白组、模型

组、有氧运动+模型组、安寐丹+模型组、有氧运动+

安寐丹+模型组，每组 10 只。根据课题组前期总结

的安寐丹最佳有效剂量和中药药理研究方法学（第

2 版）对大鼠与人的药物剂量进行折算［13-14］，安寐

丹+模型组和有氧运动+安寐丹+模型组的给药量为

18.18 g∙kg-1∙d-1。空白组和模型组等体积生理盐水

灌胃，适应性饲养 1 周后开始给药，连续给药 28 d。

2.3　运动方案     参考文献［15］方法，有氧运动+模

型组和有氧运动+安寐丹+模型组置于多通道动物

跑台进行 4 周的有氧运动训练。将跑台的速度设置

为 15 m∙min-1，坡度为 0°。每 15 min 为 1 个运动小

节 ，第 1 周 和 第 2 周 每 天 进 行 2 个 小 节 的 运 动 ，

第 3 周进行 3 个小节的运动，第 4 周进行 4 个小节的

运动。每个运动小节结束后休息 5 min。

2.4　指标检测     

2.4.1　Morris 水迷宫检测     4 周的跑台运动和安寐

丹灌胃结束后的第 1天，进行 Morris水迷宫检测。水

迷宫系统由影像采集分析设备、圆形水池、站台等组

成。将圆形水池划分为 4个象限，本实验将站台放置

在第 1 象限并将其设定为目标象限。水迷宫检测分

为定位巡航试验和空间探索试验两部分，在定位巡

航实验中，将大鼠贴壁背对站台放入水中，记录每只

大鼠找寻站台的时间，记为逃避潜伏期，若大鼠未在

90 s内找到站台，则将其引导至站台上停留 15 s。每

天训练 1 次，持续训练 5 d。在第 6 天，进行定位巡航

实验，统计大鼠试验中寻找目标站台的时间和游泳

总距离。到第 7天，撤去站台，进行空间探索试验，统

计大鼠穿越站台次数和目标象限停留时间。

2.4.2　大鼠海马体组织取材     行为学检测结束后，

用小动物麻醉机将大鼠麻醉，麻醉成功后于冰上剥
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离全脑，将 HE 染色所需样本放置于 4% 多聚甲醛中

固定，取 1 mm×1 mm×1 mm 海马体组织置于电镜固

定液中固定，将剩余海马体样本装入无菌冻存管并

放入−80 ℃冰箱保存备用。

2.4.3　大鼠全脑组织 HE 染色     将固定在 4% 多聚

甲醛中的全脑组织取出，梯度乙醇进行脱水、石蜡

包埋后置于切片机经典海马体处切片（片厚 4 μm），
再用二甲苯和乙醇脱蜡处理，然后用苏木素染细胞

核、伊红染细胞质，最后经脱水后中性树胶封片，在

显微镜下观察海马体神经元形态结构、排列情况。

2.4.4　海马体组织透射电镜观察     将置于电镜固

定液中的海马体组织取出，磷酸盐缓冲液（PBS）漂
洗 3 次，1% 锇酸固定 2 h，随后使用丙酮和乙醇脱

水，丙酮和包埋剂按比例包埋后渗透聚合，之后切

片、铀 -铅双染色，最后在透射电镜下观察海马体突

触超微结构。

2.4.5　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测海马体

组织蛋白     将冻存的海马体组织剪成小碎块，加入

去污剂和裂解液后置于匀浆器中匀浆，匀浆完成后

冰浴 30 min 使匀浆液完全裂解，4 ℃、12 000 r·min-1

离心 5 min（离心半径 7.5 cm），收集上清液。采用

BCA 法测定蛋白浓度，将提取的上清液与 5×蛋白上

样缓冲液混合后，在沸水中加热 10 min，让蛋白溶液

完全变性。配制 10% 分离胶和 5% 浓缩胶，将已备好

的蛋白样本进行电泳、转膜，然后将转好的聚偏二氟

乙烯（PVDF）膜放入 5% 脱脂奶粉中，在摇床上振荡

封 闭 1 h，加 入 稀 释 一 抗 BDNF（1∶5 000）、TrkB

（1∶5 000）、CREB（1∶500）、PSD-95（1∶1 000）、SYN

（1∶20 000），4 ℃孵化过夜后，洗去多余的一抗，稀释

二抗（1∶10 000）并摇床孵育 1 h，用 TBST 清洗，滴加

新鲜配置的增强化学发光法（ECL）混合溶液到膜的

蛋白面侧，发光检测。根据不同光强度调整曝光条件

显影，采用 Image J软件分析目标条带的灰度值。

2.4.6　Real-time PCR 检测海马体组织 mRNA 表达  

    取冻存的部分海马体组织样本，用 TRIzol 提取海

马 体 组 织 总 RNA，用 逆 转 录 试 剂 盒 逆 转 录 成

cDNA，再以 cDNA 为模板进行 PCR 扩增。反应体

系为加入 SYBR Green 混合液，上下游引物，DNA 

template，ddH2O 等。反应条件：95 ℃、5 min；95 ℃、

10 s，60 ℃、30 s，40 个循环。以 GAPDH 为内参，使

用 2-ΔΔCt 计算目标 mRNA 表达量。引物由四维加生

物科技公司合成，引物序列见表 1。

2.4.7　统计学方法     采用 SPSS 26.0 软件进行数据

分析和处理，计量资料以 x̄ ± s 表示，组间比较采用

单因素方差分析（One-way ANOVA）。P<0.05 为差

异有统计学意义。

3 结果

3.1　对睡眠剥夺大鼠学习记忆能力的影响     定位

巡航实验结果显示，与空白组比较，模型组大鼠逃

避潜伏期和游泳总路程显著延长（P<0.01），穿越平

台次数显著减少、目标象限停留时间明显缩短（P<

0.01）；与模型组比较，有氧运动+模型组、安寐丹+模

型组、有氧运动+安寐丹+模型组大鼠逃避潜伏期、

游泳总路程明显缩短（P<0.05，P<0.01），穿越平台次

数明显增多、目标象限停留时间明显延长（P<0.05，

P<0.01）。见表 2、增强出版附加材料。

3.2　有氧运动联合安寐丹对睡眠剥夺大鼠海马体

神经元形态结构的影响     空白组大鼠海马体区细

胞数量多，排列整齐紧密，形态结构完整；与空白组

比较，模型组大鼠海马体神经细胞数量减少，排列

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

GAPDH

BDNF

CREB

TrkB

序列（5′-3′）
上游 ATCTTCTTGTGCAGTGCC

下游 CAGCTTCCCATTCTCAGC

上游 AGGGGCATAGACAAAA

下游 CCAGCCAATTCTCTT

上游 TTGCCCCTGGAGTTGTTAT

下游 CTTGCTGCTTCCCTGTTCTT

上游 TCGCCAGCAGTAGCAGAG

下游 ACTGCGGTAGCAGGACAG

长度/bp

237

100

113

174

表 2　有氧运动联合安寐丹对睡眠剥夺大鼠学习记忆的影响  （x̄± s，n=10）

Table 2　Effect of aerobic exercise combined with Anmeidan on learning memory in sleep deprived rats （x̄± s，n=10）

组别

空白组

模型组

有氧运动+模型组

安寐丹+模型组

有氧运动+安寐丹+模型组

剂量/g∙kg-1

18.18

18.18

逃避潜伏期/s

17.56±4.36

31.79±5.552）

26.60±4.343）

26.22±6.113）

24.78±3.504）

游泳总路程/cm

210.71±45.24

397.74±50.562）

295.02±48.334）

284.26±47.714）

247.31±32.844）

穿越平台次数/次

4.40±1.26

1.60±0.842）

2.80±1.033）

2.60±1.073）

3.60±0.974）

目标象限停留时间/s

35.59±5.90

21.83±5.412）

28.68±4.353）

27.67±5.783）

30.31±6.744）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 3、表 4 同）
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松散无规则，部分细胞出现核固缩，染色加深；与模

型组比较，有氧运动+模型组、安寐丹+模型组、有氧

运动+安寐丹+模型组大鼠海马体神经细胞数量较

多，细胞形态较完整，排列较整齐，部分细胞核饱

满、核仁清晰、胞浆丰富。见图 1。

3.3　有氧运动联合安寐丹对睡眠剥夺大鼠海马体突

触超微结构的影响     与空白组比较，模型组大鼠海

马体突触结构模糊，突触前后膜界限不清，突触间隙

部分融合、突触后致密物厚度变薄，突触小泡密度不

一；与模型组比较，有氧运动+模型组、安寐丹+模型

组、有氧运动+安寐丹+模型组大鼠突触结构较完整，

突触后致密物增厚，突触小泡密度均匀，突触前后膜

界限清晰，突触间隙宽度适中。见图 2。

3.4　有氧运动联合安寐丹对睡眠剥夺大鼠海马体

BDNF/TrkB/CREB 信号通路蛋白表达的影响     与空

白组比较，模型组海马体 BDNF、TrkB、CREB 蛋白表

达水平显著降低（P<0.01）；与模型组比较，有氧运动+

模型组、安寐丹+模型组、有氧运动+安寐丹+模型组

海马体 TrkB、CREB、BDNF 蛋白表达明显升高（P<

0.05，P<0.01）。见表 3、图 3。

3.5　对睡眠剥夺大鼠海马体突触标志蛋白 PSD-95、

SYN蛋白表达的影响     与空白组比较，模型组大鼠海

马体 PSD-95、SYN 蛋白表达水平显著降低（P<0.01）；
与模型组比较，有氧运动+模型组、安寐丹+模型组、有

氧运动+安寐丹+模型组海马体 PSD-95、SYN 蛋白表

达水平明显升高（P<0.05，P<0.01）。见表 3和图 3。

3.6　对睡眠剥夺大鼠海马体 BDNF、TrkB、CREB 

mRNA 表达的影响     与空白组比较，模型组海马体

BDNF、TRKB、CREB mRNA 表达水平显著降低（P<

0.01）；与模型组比较，有氧运动+模型组、安寐丹+模

型组、有氧运动+安寐丹+模型组海马体 BDNF、TrkB、

CREB mRNA表达水平显著升高（P<0.01）。见表 4。

4 讨论

睡眠剥夺的危害是多方面的，涉及生理、心理、

社交行为等。研究显示，学习和记忆的巩固有赖于

良好的睡眠，而睡眠剥夺会导致学习记忆等认知能

注：A.空白组；B.模型组；C.安寐丹+模型组；D.有氧运动+模型

组；E. 有氧运动+安寐丹+模型组（图 2-图 3 同）；红色箭头标注细胞

结构损伤；黄色箭头标注细胞形态结构完整

图 1　有氧运动联合安寐丹对睡眠剥夺大鼠海马体神经元病理形态

的影响  （HE，×400）
Fig. 1　 Effect of aerobic exercise combined with Anmeidan on 

pathological morphology of hippocampal neurons in sleep-

deprived rats （HE，×400）

注：红色箭头标注突触前膜；黄色箭头标注突触后膜；绿色箭头

标注突触小泡

图 2　有氧运动联合安寐丹对睡眠剥夺大鼠海马体突触超微结构的

影响  （透射电镜，×15 000）
Fig. 2　 Effect of aerobic exercise combined with Anmeidan on 

ultrastructure of hippocampal synapses in sleep-deprived rats 

（TEM，×15 000）

表 3　有氧运动联合安寐丹对睡眠剥夺大鼠海马体 BDNF、TrkB、CREB、PSD-95、SYN 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　 Effect aerobic exercise combined with Anmeidan on hippocampal BDNF，TrkB，CREB，PSD-95，SYN protein expression in sleep 

deprived rats （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

有氧运动+模型组

安寐丹+模型组

有氧运动+安寐丹+模型组

剂量/g∙kg-1

18.18

18.18

BDNF/GAPDH

0.94±0.12

0.22±0.042）

0.42±0.054）

0.52±0.014）

0.70±0.044）

TrkB/GAPDH

0.91±0.16

0.20±0.042）

0.52±0.223）

0.51±0.073）

0.62±0.084）

CREB/GAPDH

0.92±0.14

0.30±0.102）

0.55±0.133）

0.59±0.183）

0.79±0.104）

PSD-95/GAPDH

0.94±0.11

0.33±0.182）

0.58±0.093）

0.67±0.084）

0.76±0.094）

SYN/GAPDH

0.89±0.19

0.28±0.022）

0.50±0.093）

0.57±0.053）

0.72±0.144）
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力的下降［16-17］。海马体是大脑的重要组成部分，对

于学习和空间记忆的巩固至关重要［18］。研究发现，

睡眠剥夺会导致海马体神经元损伤，影响海马体的

功能［19-20］。本研究采用 Morris 水迷宫检测大鼠学习

记忆能力并对海马体组织进行 HE 染色观察，结果

显示模型组学习记忆水平显著下降且海马体部分

神经元固缩损伤，神经细胞数量有所减少，排列较

松散。与模型组比较，有氧运动+模型组、安寐丹+

模型组、有氧运动+安寐丹+模型组学习记忆水平均

有不同程度地提高，海马体区神经元损伤有所恢

复，其中有氧运动+安寐丹+模型组改善效果最佳。

说明有氧运动干预和安寐丹给药均能改善大鼠学

习记忆能力，并且有氧运动联合安寐丹干预比单一

的干预方法效果更佳。

突触是神经元之间实现彼此联系和信息传递

的基础，记忆的获取、储存和巩固与神经元的突触可

塑性有着密切的联系［21］。突触可塑性包括结构可塑

性和功能可塑性，功能可塑性与突触传递相关［22］；结
构可塑性主要是突触形态结构的改变，包括突触界

面曲率、突触后致密物厚度、突触间隙宽度等的变

化［23］。研究发现，睡眠剥夺会使突触形态结构损伤，

导致突触功能障碍，影响突触信息传递的效率［24］。

本研究使用透射电镜观察大鼠海马体突触超微结构

发现，模型组大鼠海马体突触后致密物变薄，突触小

泡密度不均，突触间隙模糊，与文献基本一致［25-26］。

而经过有氧运动、安寐丹、有氧运动联合安寐丹预防

性干预后大鼠海马体突触超微结构损伤有所改善，

突触后致密物增厚，突触间隙清晰宽度适中。

BDNF是海马体中突触传递和长时程增强（LTP）
的重要调节因子，在记忆的形成中发挥重要作用［27］。

TrkB是 BDNF的高亲和力受体。BDNF与 TrkB特异

性结合后，诱导 TrkB受体二聚化，使其酪氨酸残基发

生磷酸化，激活下游磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白

激酶 B（Akt）、丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）/细胞外

信号调节激酶（ERK）等多条信号通路，这些信号最终

会导致 CREBSer133位点的磷酸化，活化的 CREB 可以

增强 BDNF 的转录，进而在神经元存活，分化和突触

可塑性中起关键作用［28］。有研究发现，激活 BDNF/

TrkB 信号通路可以改善睡眠剥夺小鼠海马体神经损

伤和突触可塑性［29］。SYN 和 PSD-95 与突触结构和

功能状态密切相关，参与突触成熟、信息传递和记忆

形成，被认为是突触可塑性的标志［30］。有研究显示，

睡眠剥夺大鼠学习记忆能力的下降可能与 SYN、

PSD-95等突触相关蛋白含量降低有关［31］。本次研究

通过 Western blot和 Real-time PCR 检测 BDNF/TrkB/

CREB信号通路蛋白和 mRNA的表达，同时还检测了

PSD-95、SYN 蛋白，发现模型组大鼠海马体 BDNF、

TrkB、CREB、PSD-95、SYN 表达水平均显著下降，而

有氧运动+模型组、安寐丹+模型组、有氧运动+安寐

丹+模型组以上指标均有不同程度的提高，其中有氧

运动+安寐丹+模型组上升水平更为明显，提示有氧运

动联合安寐丹预防性干预可能通过调控 BDNF/TrkB/

CREB 信号通路、上调 PSD-95、SYN 的表达来改善突

触可塑性进而提高学习记忆水平。

安寐丹是防治失眠健忘的经典方，方中以人参

为君大补元气；生、熟酸枣仁同用，一阴一阳、补肝宁

心，为臣药；当归补血行血、丹参清心除烦、麦冬清心

养阴、石菖蒲醒脑益智、茯神宁心安神、五味子益心

敛气，6种药物清补结合、开敛共济，共奏清心宁心之

功，为佐药；甘草益气健脾、调和诸药，为使药；诸药

合用，共奏培元固本、养心安神之功。课题组前期已

从昼夜节律、神经递质等角度探讨安寐丹防治失眠

健忘的作用机制［32-33］。运动疗法是一种低成本、高收

图 3　睡眠剥夺大鼠海马体 BDNF、TRKB、CREB、PSD-95、SYN 蛋

白表达电泳

Fig. 3　 Electrophoresis of BDNF，TrkB，CREB，PSD-95 and SYN 

protein expression in hippocampus of sleep-deprived rats

表 4　有氧运动联合安寐丹对睡眠剥夺大鼠海马体 BDNF、TrkB、

CREB mRNA 表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect aerobic exercise combined with Anmeidan on 

hippocampal BDNF，TrkB，CREB mRNA expression in sleep 

deprived rats （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

有氧运动+模型组

安寐丹+模型组

有氧运动+安寐丹+模型组

剂量

/g∙kg-1

18.18

18.18

BDNF 

1.05±0.08

0.21±0.022）

0.48±0.104）

0.57±0.064）

0.77±0.064）

TrkB 

1.04±0.06

0.19±0.022）

0.45±0.124）

0.61±0.074）

0.77±0.084）

CREB 

1.02±0.03

0.22±0.012）

0.52±0.024）

0.62±0.034）

0.79±0.064）
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益的非药物疗法，中医提出了“动以养形、静以养神、

动静结合、形神兼养”的运动防治疾病的理念。近些

年，运动疗法对于学习记忆等认知功能的改善备受

认可。研究发现，跑步机运动预处理阻止了 AD 小鼠

学习记忆水平的下降，AD 小鼠突触数量、突触结构

参数、树突棘数量增加，海马体突触结构可塑性恢

复［34］。另有研究显示，中等强度跑台运动增强了慢

性睡眠剥夺大鼠学习记忆能力，提高了海马体 DG 区

BDNF及其 TrkB 受体的表达［35］。本实验从海马体突

触结构可塑性的角度，检测与之密切相关的 BDNF、

TrkB、CREB、PSD-95、SYN 表达水平，并结合行为学

和病理形态学结果，揭示有氧运动联合安寐丹对睡

眠剥夺大鼠学习记忆的保护作用可能与 BDNF/

TrkB/CREB 信号通路介导的突触结构可塑性相关。

但对于突触功能可塑性的影响及其指标未进行深入

探究，后期将持续深入研究。

综上，有氧运动联合安寐丹可以改善睡眠剥夺

大鼠学习记忆能力，其机制可能与调控 BDNF/TrkB/

CREB 信号通路，增加突触可塑性标志蛋白的表达、

修复突触结构损伤、增强突触可塑性有关，且二者

联合使用优于单一药物或运动。
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