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基于 EphA4/ephrinA3 信号通路探讨安寐丹改善老年睡眠剥夺
模型神经元突触结构功能损伤的作用
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［摘要］ 目的：探讨安寐丹（AMD）对老年睡眠剥夺模型肝配蛋白 A 型受体 4（EphA4）/肝配蛋白 A3（ephrinA3）信号通路蛋

白表达及突触结构功能的影响。方法：72 只 18 月龄老年小鼠随机分为空白组，模型组，安寐丹高、中、低剂量组（26.26、13.13、

6.565 g·kg-1·d-1）和褪黑素组（1.3 mg·kg-1·d-1），每组 12 只。以新物体实验检测小鼠的认知水平，苏木素-伊红（HE）染色观察海

马组织的细胞数量和形态，尼氏染色观察海马组织的细胞结构、计算尼氏小体数量；透射电镜观察突触微观结构，重点观察突

触形态结构变化；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测海马组织中 EphA4、ephrinA3 及脑源性神经营养因子（BDNF）、谷氨酸-天

冬氨酸转运体（GLAST）、谷氨酸转运体 1（GLT-1）、生长相关蛋白 43（GAP43）、突触后致密蛋白 95（PSD95）、突触素（SYN）等蛋

白的表达水平；免疫荧光双标分别将 EphA4、ephrinA3 与胶质纤维酸性蛋白（GFAP）、神经元核抗原（NeuN）进行共染，观察目

标蛋白与神经元及星形胶质细胞的共定位情况。结果：与空白组比较，模型组小鼠旧物体探索时间增加（P<0.01），而新物体探

索时间和识别指数均降低（P<0.01），小鼠海马组织 CA1 区、CA3 区和 DG 区神经元细胞数量减少，尼氏小体减少，突触结构损

伤；海马组织 BDNF、GLAST、GLT-1、GAP43、PSD95、SYN 蛋白表达均减少；EphA4、ephrinA3 和 GFAP 蛋白表达升高；与模型组

比较，安寐丹低、中、高剂量组和褪黑素组小鼠探索新物体时间和新物体识别指数均升高（P<0.01），旧物体探索时间均显著降

低（P<0.01），改善了 CA1 区和 DG 区神经元细胞损伤，提高 CA1 区尼氏小体数量；缓解细胞器和突触结构损伤；提高 BDNF、

GLAST、GLT-1、GAP43、PSD95、SYN 的蛋白表达，降低 EphA4、ephrinA3 和 GFAP 的蛋白表达（P<0.05，P<0.01）。结论：安寐丹

可调节老年睡眠剥夺模型 EphA4/ephrinA3 信号通路蛋白表达，增强突触蛋白表达并改善神经元突触损伤。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the effects of Anmeidan （AMD） on protein expression of the ephrin type-A receptor 

4 （EphA4）/ephrinA3 signaling pathway and synaptic structural function in an aged sleep deprivation model. Methods：： Seventy-

two 18-month-old aged mice were randomly divided into a blank group， a model group， AMD high-， medium-， and low-dose 

groups （26.26， 13.13， 6.565 g·kg-1·d-1， respectively）， and a melatonin group （1.3 mg·kg-1·d-1）， with 12 mice in each group. 

Cognitive function was assessed using the novel object recognition test. Hematoxylin-eosin （HE） staining was used to observe cell 
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number and morphology in hippocampal tissues， and Nissl staining was performed to examine cellular structure and quantify Nissl 

bodies. Transmission electron microscopy was used to observe synaptic ultrastructure， with emphasis on changes in synaptic 

morphology and structure. Western blot was employed to detect the expression levels of EphA4， ephrinA3， brain-derived 

neurotrophic factor （BDNF）， glutamate aspartate transporter （GLAST）， glutamate transporter-1 （GLT-1）， growth-associated 

protein 43 （GAP43）， postsynaptic density protein 95 （PSD95）， and synaptophysin （SYN） in hippocampal tissues. 

Immunofluorescence double labeling was performed to co-stain EphA4 and ephrinA3 with glial fibrillary acidic protein （GFAP） 

and neuronal nuclei antigen （NeuN）， respectively， to observe the colocalization of target proteins with neurons and astrocytes. 

Results：： Compared with the blank group， the model group exhibited increased exploration time of familiar objects （P<0.01）， 

while exploration time of novel objects and the recognition index were decreased （P<0.01）. The number of neurons in the CA1， 

CA3， and dentate gyrus （DG） regions of the hippocampus was reduced， Nissl bodies were decreased， and synaptic structures were 

damaged. Protein expression levels of BDNF， GLAST， GLT-1， GAP43， PSD95， and SYN in hippocampal tissues were 

decreased， whereas the expression levels of EphA4， ephrinA3， and GFAP were increased. Compared with the model group， the 

AMD low- ， medium- ， and high-dose groups and the melatonin group showed increased exploration time of novel objects and 

higher novel object recognition indices （P<0.01）， along with significantly reduced exploration time of familiar objects （P<0.01）. 

Neuronal damage in the CA1 and DG regions was ameliorated， the number of Nissl bodies in the CA1 region was increased， and 

organelle and synaptic structural damage was alleviated. Protein expression levels of BDNF， GLAST， GLT-1， GAP43， PSD95， 

and SYN were increased， and protein expression levels of EphA4， ephrinA3， and GFAP were decreased （P<0.05，P<0.01）. 

Conclusion：： AMD can regulate protein expression of the EphA4/ephrinA3 signaling pathway in an aged sleep deprivation model， 

enhance synaptic protein expression， and improve neuronal synaptic damage.

［［Keywords］］ Anmeidan （AMD）； Sleep deprivation； ephrin type-A receptor 4 （EphA4）/ephrinA3 signaling pathway； 

synapse； astrocyte

睡眠是人类不可或缺的一种生理现象，良好充

足的睡眠是保证人体的正常生命活动的基础。而

目前睡眠障碍发病率逐年升高，其中老年群体因受

衰老等因素的影响，其发病率较其他年龄段人群更

为显著，其中睡眠剥夺是主要表现，并成为老年性

失眠的重要诱因之一。老年性失眠主要以入睡困

难、早醒或醒后难以入睡为临床表现的疾病［1］，属中

医“不寐”“不得卧”等范畴，且常伴随认识功能损

伤。调查显示，老年性失眠的发生率已经达到为

30%~40%，其中女性高于男性，并成为老年性痴呆、

心脏病、抑郁症等慢性疾病的重要危险因素［2-3］。长

期的睡眠缺失通过破坏昼夜节律、加剧神经炎症及

突触可塑性损伤，诱发并加重老年失眠的发生［4］。

研究表明，慢性失眠可使老年人认知功能下降风险

增加［5］，其中肝配蛋白 A 型受体 4（EphA4）/肝配蛋

白 A3（ephrinA3）信号通路的异常表达通过影响突

触结构功能进一步加重认知损伤的恶性循环。

安寐丹是治疗失眠的代表方剂之一，出自《石

室秘录》卷一，前期临床报道此方对于慢性失眠患

者睡眠质量具有较好疗效，并缓解患者认知功能损

害，治疗后总有效率显著高于对照组［6］。为进一步

揭示安寐丹对睡眠障碍的的现代分子机制，课题组

团队通过动物实验证实安寐丹可改善睡眠剥夺模

型的认知损害，减轻神经元损伤［7-8］，但安寐丹是否

对老年睡眠剥夺模型有作用尚待进一步研究。故

本次研究在前期基础上，选用 18 月龄雄性 C57BL/6

小鼠为研究对象，从行为学、形态学、分子生物学等

层面，围绕 EphA4/ephrinA3 通路介导胶质细胞兴奋

性氨基酸转运体（EAATs）转运和神经因子表达，挖

掘安寐丹治疗老年睡眠剥夺模型的作用机制，研究

结果将为中医药防治老年脑病提供新思路。

1 材料

1.1　动物     72 只 18 月龄雄性小鼠，体质量（35±

2） g，由江苏华创信诺医药科技有限公司提供，合格

证号 SCXK（苏）2020-0009，喂养于 SPF 级动物房，

室温（24±1） ℃，湿度（55±5）%、所有动物自由摄食

饮水。

1.2　伦理     本实验已获得湖北中医药大学动物伦

理委员会批准（批注号 HUCMS33540852）。
1.3　药材及试剂     安寐丹组成及剂量：人参 11 g、

麦冬 11 g、茯神 11 g、丹参 7 g、甘草 4 g、石菖蒲 4 g

（江阴天江药业有限公司，批号分别为 B23071401-

01、B23120601-01、B23050801-01、B23062502-01、

B23010201-01、B23041801-01），生酸枣仁 19 g（重庆

医药集团杭州医药有限公司，批号 240201），熟酸枣

仁 19 g（ 河 北 康 美 制 药 股 份 有 限 公 司 ，批 号

230501），当归 11 g（亳州广源堂中药饮片有限公司，

批号 231001），五味子 4 g（安徽亳泰中药科技有限

公司，批号 23102603）；所有药材经湖北中医药大学

药学院游秋云教授鉴定为正品。药物装入煎药机

中 煎 煮 30 min 后 过 滤 ，煎 煮 2 次 后 合 并 浓 缩 成

26.26 g·mL-1 药液；褪黑素（上海麦克林生化科技有
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限公司，批号 C14896562）；聚氰基丙烯酸正丁酯

（BCA）蛋白浓度测定试剂盒、山羊抗小鼠免疫球蛋

白（Ig）G- 辣 根 过 氧 化 物 酶（HRP）、山 羊 抗 兔

IgG-HRP、RIPA 裂解液、苏木素-伊红（HE）染色试剂

盒、尼氏染色液（北京兰杰柯科技有限公司，批号分

别为 BL521S、BL001A、BL003A、BL504A、G1076、

G1086）；兔源抗体促红细胞生成素产生肝细胞受

体 A4（EphA4）、Eph 受体反应蛋白 A3（ephrinA3）、
谷氨酸-天冬氨酸转运体（GLAST）、谷氨酸转运体-1

（GLT-1）、脑源性神经营养因子（BDNF）、线粒体神

经元核抗原（NeuN）、生长相关蛋白 43（GAP43）、胶
质纤维酸性蛋白（GFAP）、突触后致密物（PSD95）、
突 触 素（SYN）鼠 源 抗 体 、甘 油 醛 -3-磷 酸 脱 氢 酶

（GAPDH）抗体（武汉爱博泰克生物科技有限公司，

批号分别为 A8346、12480-1-AP、20785-1-AP、2515-

1-AP、A1307、A0951、A19055、A0237、A0131、

A19122、AC033）。
1.4　仪器     GelDoc XR+型自制睡眠剥夺箱、Mini-

PROTEAN 型电泳仪、转膜仪、Universal Hood Ⅲ型

凝胶成像分析系统（美国 Bio-Rad 公司）；Ethovision 

XT 16.0 型动物行为学视频跟踪系统（荷兰 Noldus

公 司）；Spectra Max M5 型 多 功 能 酶 标 仪（美 国

Molecular Devices 公司）；AVANTI J-15R 型高速冷

冻离心机（美国 Beckman Coulter 有限公司）；DVM6

型透射电镜仪（德国 Leica 公司）；IX71 型荧光倒置

显微镜（日本 Olympus公司）。
2 方法

2.1　模型制备     采用多平台水环境制备睡眠剥夺

模 型［9］。 自 制 睡 眠 剥 夺 箱 尺 寸 为 75 cm×50 cm×

36 cm，在其中放入小圆台直径 3 cm；箱内注入水低

于平台 1 cm，小鼠仅在不同圆台间活动造成持续性

睡眠剥夺。空白组在实验组基础上增加圆台直径

保证动物能够正常睡眠 ，剥夺时间为当日中午

12：00 至次日早上 8：00，造模持续 4 周。除造模时

间外小鼠正常饲养。

2.2　分组及给药     将 72 只 18 月龄雄性小鼠采用随

机数字法分为空白组，模型组，安寐丹低、中、高剂

量组和褪黑素组，每组 12 只，空白组和模型组给予

等容生理盐水灌胃，每日 1 次。根据中药药理研究

方法学（第 2 版）［10］小鼠与人剂量折算，安寐丹低剂

量为 6.565 g·kg-1·d-1，安寐丹中剂量组给药剂量为

13.13 g·kg-1·d-1，安寐丹高剂量组为 26.26 g·kg-1·d-1，

褪黑素组给药量为 1.3 mg·kg-1·d-1，持续性睡眠剥夺

14 d 后，开始灌胃给药并连续给药 28 d。

2.3　指标检测

2.3.1　新物体识别实验     于治疗结束后每组 12 只

小鼠在边长 25 cm 的去盖正方体中进行检测，实验

分为 3 d 完成，分别为熟悉期、适应期和测试期，第

1 天箱体内不放任何物体，小鼠自由活动熟悉环境

5 min。第 2 天将 2 个相同的物体放在实验箱内，以

箱子的正中线为轴对称放在左右两边，将小鼠放入

箱内 5 min 对两相同物体进行探索。第 3 天将箱中

的 1 个物体换为其他颜色形状均不相同的物体，小

鼠进行新物体识别。视频分析软件自动识别并记

录小鼠在 5 min 内对 2 个不同物体的学习探索的时

间，每次实验结束后喷洒 75% 乙醇消除气味，记录

Tn为探测新物体的时间，Tf为探索旧物体的时间，用

新物体识别指数表示小鼠的学习记忆能力，新物体

识别指数=Tn/（Tn+Tf）×100%。

2.3.2　样本采集     行为学实验结束后，每组随机选

取 3 只小鼠安乐死处理后冰盘上剥离全脑 4% 多聚

甲醛溶液固定用于后续检测，取海马组织分置于电

镜固定液作为电镜标本，其余动物迅速剥离海马和

皮质等组织放入无菌冷冻管，置于-80 ℃冰箱备用。

2.3.3　HE 染色观察小鼠海马病理形态     脑组织在

4% 多聚甲醛中固定后，经梯度乙醇脱水，透明包埋

处理后，用切片机切为 5 μm 薄片并贴于载玻片。依

次进行脱蜡，组织水化，染色，水洗，返蓝，梯度乙醇

脱水，伊红染色，脱水与透明，封片，最后光学显微

镜下观察。

2.3.4　尼氏染色检测小鼠海马 CA1 区、CA3 区和

DG 区神经元细胞     对全脑组织进行取材固定，包

埋，切片等制备相应的组织切片，石蜡切片脱蜡至

水，冰冻切片复温固定，尼氏染色，透明封片，最后

显微镜观察，分析图像。

2.3.5　电镜观察突触超微结构     取海马脑组织置

于 电 镜 固 定 液 中 4 ℃ 保 存；1% 锇 酸 固 定 2 h，

0.1 mol·L-1磷酸缓冲液洗 3 次，然后室温对组织进行

乙醇脱水，100% 丙酮，包埋，切片机切片，染色，最

后观察并分析图像，重点观察突触形态结构变化。

2.3.6　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测海马组

织 EphA4、 ephrinA3、 BDNF、 GLAST、 GLT-1、

GAP43、PSD95、SYN 蛋白的表达     从海马组织中

提取组织蛋白，BCA 试剂盒测定蛋白配平后，依据

检测蛋白分子量选取合适十二烷基硫酸钠 -聚丙烯

酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）凝胶，经过上样，电泳，

转膜，封闭，清洗，孵育一抗工作液（1∶1 000），孵二

抗（1∶10 000）工作液，最后 TBST 清洗后，滴加显影
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工作液，显影，拍照分析目标条带。

2.3.7　免疫荧光（IF）双标检测 EphA4、ephrinA3 与

GFAP、NeuN 共染表达     海马组织进行切片固定，

清洗，抗原修复，封闭，孵育一抗（1∶1 000）、二抗

（1∶1 000），组织复染与淬灭组织自发荧光，抗荧光

淬灭封片，根据图像分析数据。

2.4　统计学处理     采用 Image J 1.8.0 对实验图像数

据处理，GraphPad Prism 8.0软件进行统计分析，数据

以 x̄ ± s表示，单因素方差分析（One-way ANOVA）进
行多组间比较，P<0.05表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1　安寐丹对老年睡眠剥夺模型小鼠新物体识别

实验的影响     与空白组比较，模型组小鼠旧物体探

索时间显著增加（P<0.01），而新物体探索时间和识

别指数均显著降低（P<0.01）；与模型组比较，安寐丹

低、中、高剂量组和褪黑素组小鼠探索新物体时间

和新物体识别指数均显著升高（P<0.01），尤以安寐

丹高剂量组和褪黑素组治疗效果最佳；与模型组比

较，安寐丹低、中、高剂量组和褪黑素组旧物体探索

时间均显著降低（P<0.01）。见表 1。

3.2　安寐丹对老年睡眠剥夺模型小鼠神经元形态

结构的影响     空白组海马组织神经元细胞排列整

齐有序，结构完整规则，细胞轮廓清晰，数量较多，

无明显炎症浸润和细胞水肿；与空白组比较，模型

组小鼠海马 CA1 区、CA3 区和 DG 区神经元细胞数

量减少，神经元显著水肿，有炎性细胞浸润，形态排

列无规则。与模型组比较，褪黑素组和安寐丹低、

中、高剂量组小鼠海马组织 CA1 区和 DG 区神经元

细胞结构相对完整，细胞损伤得到改善，炎性浸润

细胞得到不同程度缓解，其中安寐丹高剂量组和褪

黑素组改善效果最佳；但治疗各组 CA3 区神经元细

胞数量差异无统计学意义。见图 1。

3.3　安寐丹对老年睡眠剥夺模型小鼠海马组织尼

氏体的影响     空白组可见海马组织有较多神经元

细胞，排列紧密，细胞胞浆内有较多尼氏体，呈现为

“斑点状”；与空白组比较，模型组海马 CA1 区、CA3

区和 DG 区锥体细胞数量显著丢失（P<0.01），尼氏

体小体数量大幅减少，颜色变淡；与模型组比较，安

寐丹高、中、低剂量组及褪黑素组小鼠海马组织

CA1 区神经元细胞数量依次增多（P<0.01），细胞内

尼氏小体数量增多；与模型组比较，治疗各组海马

CA3 区与 DG 区尼氏小体数量差异无统计学意义，

褪黑素组 CA3 区细胞数差异具有统计学意义（P<

0.05）。见图 2、表 2。

3.4　安寐丹对老年睡眠剥夺模型小鼠神经元突触

超微结构的影响     空白组线粒体形态结构清晰完

整，粗面内质网丰富，前膜突触囊泡分布均匀。与

空白组比较，模型组线粒体肿胀，有空泡样变，胞内

细胞器部分溶解，有明显的神经元突触损伤改变，

树突棘和树突断裂、变短、分支缩短，突触后致密物

质明显变薄，突触囊泡密度显著降低；与模型组比

较，褪黑素组和安寐丹高、中、低组的线粒体损伤得

到不同的缓解，海马组织突触超微结构损伤改善，

缓解突触致密物质减少；胞内细胞器结构基本恢复

正常，分布较为均匀。见图 3。

3.5　 安 寐 丹 对 老 年 睡 眠 剥 夺 模 型 小 鼠 EphA4/

ephrinA3 信号通路蛋白表达的影响     与空白组比

较，模型组海马组织 EphA4、ephrinA3 蛋白表达水平

显著升高（P<0.01）；与模型组比较，安寐丹低、中、高

剂量组和褪黑素组显著降低 EphA4 蛋白的表达水

平（P<0.01）；安寐丹低、中剂量组 ephrinA3 蛋白表

达水平差异无统计学意义，安寐丹高剂量组和褪黑

素 组 明 显 降 低 ephrinA3 蛋 白 表 达 水 平（P<0.05，

P<0.01）。见图 4、表 3。

3.6　安寐丹对老年睡眠剥夺模型小鼠突触功能相

关蛋白表达的影响     与空白组比较，模型组海马

表 1　安寐丹对老年睡眠剥夺模型小鼠新物体识别检测结果比较  （x̄± s，n=12）

Table 1　Comparison of new object recognition detection results of Anmeidan（AMD） in aged sleep deprivation model mice （x̄± s，n=12）

组别

空白组

模型组

安寐丹低剂量组

安寐丹中剂量组

安寐丹高剂量组

褪黑素组

剂量/g·kg-1

6.565

13.13

26.26

0.001 3

旧物体探索时间/s

32.87±0.59

43.39±0.721）

41.67±1.103）

37.88±0.903）

33.51±0.733）

33.10±0.673）

新物体探索时间/s

44.49±2.24

21.15±0.491）

31.88±0.633）

36.15±0.853）

44.81±1.603）

44.07±2.813）

相对识别指数/%

57.50±1.35

32.70±1.351）

43.50±0.713）

48.80±0.923）

57.30±1.063）

57.10±1.663）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表 2-表 5 同）
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BDNF、GLAST、GLT-1、GAP43、PSD95、SYN 蛋白表

达水平显著下降（P<0.01）；与模型组比较，安寐丹

低、中、高剂量组和褪黑素组明显升高 GLAST、

GLT-1、GAP43、PSD95 蛋 白 的 表 达（P<0.05，

P<0.01）；其中安寐丹高剂量组和褪黑素组明显升高

BDNF 蛋白表达（P<0.05，P<0.01），安寐丹低剂量组

和安寐丹中剂量组差异无统计学意义；安寐丹低、

中剂量组和褪黑素剂量组均能够显著提高 SYN 蛋

白表达（P<0.01），安寐丹高剂量组 SYN 蛋白表达水

平无统计学意义。见图 5、表 4。

3.7　安寐丹对老年睡眠剥夺模型小鼠海马组织合成

蛋白表达的影响     EphA4、ephrinA3 用红色标记，

GFAP、NeuN 用绿色标记，并用 DAPI标记细胞核，免

疫荧光共染用黄色标记。与空白组比较，模型组海马

注：A.空白组；B.模型组；C.安寐丹低剂量组；D.安寐丹中剂量组；E.安寐丹高剂量组；F.褪黑素组（图 2-图 7 同）
图 1　安寐丹对老年睡眠剥夺模型小鼠海马的病理的影响  （HE，×400）
Fig. 1　Effect of AMD on hippocampal region in  mouse model of elderly sleep deprivation （HE，×400）

图 2　安寐丹对老年睡眠剥夺模型小鼠海马尼氏染色结果的影响  （尼氏，×400）
Fig. 2　Effect of AMD on results of Nysted staining in hippocampal region of mice in elderly sleep deprivation model （Nissl，×400）
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组织 EphA4、ephrinA3 和 GFAP 蛋白表达显著升高，

NeuN蛋白表达显著减少，EphA4/NeuN蛋白共染表达

显著增加（P<0.01），但 ephrinA3/GFAP蛋白共染表达

差异无统计学意义；与模型组比较，安寐丹组 EphA4、

ephrinA3和GFAP蛋白表达量显著降低，NeuN蛋白表

达显著增强，EphA4/NeuN蛋白共染表达显著减少（P<

0.01），ephrinA3/GFAP蛋白共染表达差异无统计学意

义。见表 5、图 6、图 7。

4 讨论

安寐丹出自清代医家陈士铎《石室秘录》：“心

经之病，怔忡不寐等症，乃心血少也……水煎服。”

常用于治疗元气亏虚，心血失养所致的睡眠不安，

心悸等病症［11-12］。方中人参大补元气，配合麦冬、五

味子益气养阴；生枣仁、熟枣仁同用养血以益气，配

以茯神、甘草增强益气宁心安神之功；当归、丹参补

血行血，助力气血调和；石菖蒲醒脑益智。中医学

认为人体衰老是脏腑气血阴阳等的整体衰老，彼此

之间相互影响，若出现元气亏虚、阴阳失衡等则人

体出现一系列的病理变化，如早衰，失眠等。全方

补中有泻，以补为主，合用可以培元固本，养心安

图 5　各组小鼠突触功能相关蛋白表达电泳

Fig. 5　 Electrophoresis of expression of synaptic function-related 

proteins in each group of mice

表 2　安寐丹对老年睡眠剥夺模型小鼠海马神经元细胞数目的影响  （x̄± s，n=3）

Table 2　Effect of AMD on number of neuronal cells in hippocampal regions of aged sleep deprivation model mice （x̄± s，n=3） 个

组别

空白组

模型组

安寐丹低剂量组

安寐丹中剂量组

安寐丹高剂量组

褪黑素组

剂量/g·kg-1

6.565

13.13

26.26

0.001 3

CA1 区神经元细胞数

70.67±3.98

29.00±4.381）

40.96±3.023）

51.13±4.363）

64.53±2.833）

67.80±3.543）

CA3 区神经元细胞数

92.67±3.51

33.33±1.531）

34.33±2.08

38.00±1.00

37.33±1.53

40.00±2.652）

DG 区神经元细胞数

163.00±10.82

92.00±4.361）

93.67±4.51

93.33±9.87

99.70±7.37

97.70±6.66

图 3　安寐丹对老年睡眠剥夺模型小鼠海马神经元突触微观结构的影响  （透射电镜，×10 000）
Fig.  3　 Effect of AMD on synaptic microstructure of neurons in hippocampal tissue of mice with aged sleep deprivation model 

（TEM，×10 000）

图 4　各组小鼠 EphA4 和 ephrinA3 蛋白表达电泳

Fig. 4　 Electrophoresis of EphA4 and ephrinA3 protein 

expressions in each group of mice

表 3　安寐丹对老年睡眠剥夺模型小鼠 EphA4 和 ephrinA3 蛋白表

达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　Effect of AMD on protein expression levels of EphA4 and 

ephrinA3 in aged sleep deprivation model mice （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

安寐丹低剂量组

安寐丹中剂量组

安寐丹高剂量组

褪黑素组

剂量/g·kg-1

6.565

13.13

26.26

0.001 3

EphA4/GAPDH

0.73±0.27

1.80±0.091）

1.09±0.053）

1.28±0.133）

1.21±0.043）

0.98±0.033）

ephrinA3/GAPDH

0.72±0.15

1.09±0.071）

0.99±0.05

1.00±0.04

0.80±0.052）

0.75±0.023）
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神［13］。本实验结果证明安寐丹可改善老年睡眠剥

夺模型认知损伤，并减轻神经元突触损伤，为进一

步研究提供基础。

突触是信息传递的敏感部位，是神经元之间的

表 4　安寐丹对老年睡眠剥夺模型小鼠 BDNF、GLAST、GLT-1、GAP43、PSD95、SYN 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect of AMD on expression levels of BDNF， GLAST， GLT-1， GAP43， PSD95， and SYN protein expression in aged sleep 

deprivation model mice （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

安寐丹低剂量组

安寐丹中剂量组

安寐丹高剂量组

褪黑素组

剂量/g·kg-1

6.565

13.13

26.26

0.001 3

BDNF/GAPDH

0.95±0.04

0.27±0.081）

0.33±0.02

0.34±0.03

0.47±0.072）

0.56±0.013）

GLAST/GAPDH

1.05±0.12

0.42±0.031）

0.56±0.082）

0.60±0.043）

0.88±0.033）

1.01±0.053）

GLT-1/GAPDH

1.08±0.02

0.35±0.061）

0.54±0.013）

0.50±0.073）

0.60±0.053）

0.62±0.063）

GAP43/GAPDH

1.31±0.05

0.28±0.061）

0.66±0.013）

0.67±0.073）

0.84±0.073）

0.85±0.063）

PSD95/GAPDH

1.30±0.08

0.65±0.031）

1.01±0.023）

1.08±0.063）

1.21±0.033）

1.30±0.043）

SYN/GAPDH

1.05±0.01

0.52±0.031）

1.12±0.083）

1.14±0.053）

0.48±0.03

1.42±0.023）

表 5　安寐丹对老年睡眠剥夺模型小鼠 NeuN、EphA4、GFAP、ephrinA3 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　Effect of AMD on expression of NeuN， EphA4， GFAP， and ephrinA3 proteins in aged sleep-deprived model mice （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

安寐丹低剂量组

安寐丹中剂量组

安寐丹高剂量组

褪黑素组

剂量/g·kg-1

6.565

13.13

26.26

0.001 3

NeuN

49.64±2.82

13.52±0.511）

23.01±0.443）

25.56±1.263）

28.84±0.943）

28.10±0.703）

EphA4

6.11±0.65

48.89±0.721）

39.37±0.613）

29.80±0.823）

20.38±0.113）

21.73±0.533）

GFAP

3.40±0.12

27.23±0.231）

14.78±0.833）

10.63±0.263）

8.92±0.583）

6.23±0.923）

ephrinA3

6.23±0.16

25.98±0.211）

18.27±0.333）

13.09±0.723）

9.82±0.393）

8.22±0.673）

EphA4/NeuN

1.26±0.02

21.23±0.231）

12.03±0.163）

11.42±0.183）

9.84±0.203）

9.89±0.673）

ephrinA3/GFAP

0.02±0.01

0.03±0.02

0.01±0.01

0.02±0.01

0.03±0.01

0.04±0.01

图  6　安寐丹对老年睡眠剥夺模型小鼠 EphA4 与 NeuN 蛋白表达的影响（免疫荧光，×500）
Fig.  6　Effect of AMD on expression of EphA4 and NeuN protein in aged sleep deprivation model mice （IF，×500）
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连结关键部位，是生物体学习记忆存储的重要基

础［14］。神经元必须保持长期的突触连接以存储信

息，通过维持可塑性以创造新的记忆［15］。突触可塑

性包括传递效率功能可塑性和信息贮存结构可塑

性，结构可塑性是功能可塑性的基础，主要与神经

系统的发育、修复和信息传递过程，以及情绪应激、

学习记忆等重要的脑功能密切相关［16-17］。因此，棘

突密度和突触的形成、重塑是神经元连接活动依赖

性变化的重要部分［18-19］。长期的睡眠缺失不仅直接

影响海马捕获外界刺激，削弱大脑保留信息的能

力，同时加速脑衰老进程，引起海马神经元出现不

同程度的损伤，表现在相关突触蛋白异常，导致突

触可塑性降低，损害记忆的形成与巩固［20-21］。以

EphA4 为代表的酪氨酸激酶肾上腺素受体（Eph）家
族可调节神经的发育过程如神经网络的形成、轴突

导向等，且在突触的发育和成熟中扮演关键角色，

重点参与轴突生长与树突棘密度发育［22］。Eph 受体

家族还参与调节学习与记忆功能［23］。EphA4 已成

为常见神经系统疾病如睡眠障碍、阿尔茨海默病、

抑郁症等从突触功能障碍开展研究的重要靶点［24］，

遗传方式减少或药物阻断 EphA4 的表达可以挽救

树突棘丢失和长时程增强（LTP）缺陷，改善认知能

力［25］。但 EphA4 与配体 ephrinA3 调控区域并不相

同 。 EphA4 主 要 存 在 于 海 马 成 熟 神 经 元 ，而

ephrinA3 位于星形胶质细胞。在 EphA4 激酶调控

棘突形态的研究中 MURAI 等［26］通过实验证明了

EphA4 和 ephrin 的正向传递信号是保持树突棘长度

重要因素。BOURGIN 等［27］进一步阐述了 EphA 受

体对树突棘形态可塑性同样起着重要作用。因此

检测 EphA4/ephrinA3 信号通路蛋白表达发现安寐

丹可以下调其表达，这可能是其改善突触微环境缓

解认知损伤的潜在机制。

为了进一步证实，对其下游蛋白即星形胶质细

胞膜上大量的 EAATs 尤其是 EAAT1（GLAST）和
EAAT2（GLT-1）进行了研究。EAATs 通过摄取谷氨

酸（Glu）的方式消除海马中多余的兴奋性突触连

接，防止过量堆积造成神经元兴奋性毒性［28-29］。另

外，星形胶质细胞可以通过调节 BDNF/激活原肌球

蛋白受体激酶 B（TrkB）通路，促进神经元生长、生存

和修复，参与突触可塑性规则的维持，改善学习记

忆水平［30］。在生理条件下，EphA4 介导的星形胶质

细胞 ephrinA3 信号是控制胶质细胞 EAATs 浓度所

图  7　安寐丹对老年睡眠剥夺模型小鼠 ephrinA3 与 GFAP 蛋白表达的影响（免疫荧光，×500）
Fig.  7　Effect of AMD on expression of ephrinA3 and GFAP protein in aged sleep deprivation model mice （IF，×500）
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必需的。星形胶质细胞 ephrinA3 调控 EAATs 转运

促进 Glu 再摄取，维持突触传递效率与可塑性［31］。

当星形胶质细胞摄取能力减弱，EAATs 转运能力下

降时，Glu 清除效率降低，将造成不可逆突触损伤而

损害认知功能［32-33］。本研究发现安寐丹可改善海马

组织突触超微结构损伤，提高神经营养因子，兴奋

性氨基酸转运体 GLAST、GLT-1 的蛋白表达。

睡眠剥夺损伤海马神经元已经得到广泛证实，

并通过降低相关突触蛋白表达，诱导认知功能障

碍［34］。BDNF 是突触可塑性的重要神经因子，调控

着神经元的生长与分化［35］，发挥神经保护作用，成

熟星形胶质细胞中，GFAP 是主要的中间丝蛋白，其

水平的变化能够体现出星形胶质细胞的活力状态

与功能状况；SYN 是突触前膜发育和活性的标志性

蛋白，调控突触的延长，促使突触囊泡前移［36］；
GAP43 在其轴突导向作用中发挥着重要作用［37］，

PSD-95 维持突触结构稳定、促进突触传递效能发挥

着关键作用［38］。进一步通过免疫荧光双标法进行

共定位标记及蛋白半定量分析，结果发现安寐丹可

以改善缓解突触致密物质减少，提高神经营养因

子，突触功能相关蛋白 GAP43、PSD95、SYN 的表

达，降低 EphA4、ephrinA3 蛋白和 GFAP 蛋白表达，

降低 EphA4/NeuN 蛋白共染表达；提示安寐丹维持

老年睡眠剥夺模型小鼠突触可塑性，并改善星形胶

质细胞活性。

综上所述，安寐丹通过调节 EphA4/ephrinA3 信

号来控制胶质细胞 EAATs 转运并调整突触传递，增

强海马神经元与星形胶质细胞对话，减轻海马神经

损伤和认知障碍。后期的研究考虑结合细胞实验

及临床进行持续性研究及验证。
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