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酸枣仁汤对 PCPA 失眠大鼠学习记忆功能及海马突触可塑性
相关蛋白表达的影响
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［摘要］ 目的：观察酸枣仁汤对对氯苯丙氨酸（PCPA）失眠大鼠行为学，海马突触神经生长相关蛋白-43（GAP-43）、突触后

密度蛋白-95（PSD-95）、突触素Ⅰ（SynⅠ）的影响，探讨酸枣仁汤改善 PCPA 失眠大鼠行为学的机制。方法：取 72 只 SD 大鼠，每

组 12 只随机分为 6 组，空白组（生理盐水），PCPA（0.35 g·kg-1·d-1）组，艾司唑仑（2.7×10-4 g·kg-1·d-1）组，酸枣仁汤低、中、高剂量

（3.25、7.5、15 g·kg-1·d-1）组。腹腔注射 PCPA 建立失眠大鼠模型，造模结束后各治疗组分别给与酸枣仁汤和艾司唑仑共 7 d，采

用 Moriss 水迷宫和 Y 迷宫检测学习记忆功能，旷场检测焦虑样行为。苏木素 -伊红（HE）染色观察海马组织病理变化，实时荧

光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）、蛋白免疫印迹法（Western blot）和免疫组化（IHC）检测海马 GAP-43、PSD-95、SynⅠ
mRNA 和蛋白表达。结果：与空白组比较，PCPA 组大鼠 Moriss 水迷宫逃避潜伏期时间显著延长，平台所在象限停留时间和穿

越平台次数显著下降，Y 迷宫交替正确率显著下降，旷场运动距离、平均速度和中心区停留时间显著提高（P<0.01），海马病理

损伤明显，海马 GAP-43、PSD-95、SynⅠ mRNA 和蛋白表达显著下调（P<0.01）；与 PCPA 组比较，酸枣仁汤低、中、高剂量组及艾

司唑仑组大鼠 Moriss水迷宫逃避潜伏期时间降低，平台所在象限停留时间和穿越平台次数提高，Y 迷宫交替正确率提高，旷场

运动距离、平均速度和中心区停留时间明显降低（P<0.05，P<0.01），海马病理损伤有所改善，海马 GAP-43、PSD-95、SynⅠ
mRNA 和蛋白表达提高（P<0.05，P<0.01）。结论：酸枣仁汤可能通过上调海马突触可塑性相关蛋白 GAP-43、PSD-95、SynⅠ
mRNA 和蛋白表达改善 PCPA 失眠大鼠学习记忆障碍和焦虑水平。
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Effect of Suanzaoren Tang on Learning，Memory and Expression of Proteins Related to
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［［Abstract］］ Objective：： To observe the effects of Suanzaoren Tang on the behavior，growth-associated

protein-43（GAP-43），postsynaptic density protein-95（PSD-95），and synaptophysin Ⅰ（SynⅠ）of insomniac

rats induced by p-chlorophenylalanine（PCPA），and to investigate the mechanism of Suanzaoren Tang in

improving the behavior of the insomniac rats. Method：： Seventy-two SD rats were randomly assigned into 6

groups（12 rats in each group）：control group（normal saline），PCPA（0.35 g·kg-1·d-1）group，estazolam（2.7×

10-4 g·kg-1·d-1）group，and low-，medium-，and high-dose（3.25，7.5，15 g·kg-1·d-1，respectively）Suanzaoren
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Tang groups. The rat model of insomnia was established by intraperitoneal injection of PCPA and then the rats

were administrated with corresponding drugs for 7 continuous days. The Morris water maze and Y-maze were

used to test the learning and memory functions，and the open field to test anxiety. Histopathological changes in

the hippocampus were observed via hematoxylin-eosin（HE）staining. The mRNA and protein levels of GAP-43，

PSD-95，and SynⅠ in hippocampus were determined by real-time fluorescence quantitative polymerase chain

reaction (Real-time PCR)，Western blot，and immunohistochemistry（IHC）. Result：：Compared with the control

group，the PCPA group showcased long escape latency，shortened time in the quadrants，and decreased times of

crossing the platform in Morris water maze，decreased alternation correct rate was significantly Y-maze，and

increased distance，mean velocity，and time in center of the open field test（P<0.01）. Furthermore，the PCPA-

treated rats showed obvious pathological damage in the hippocampus and down-regulated mRNA and protein

levels of GAP-43，PSD-95，and Syn Ⅰ in hippocampus（P<0.01）. Compared with the PCPA group， the

treatments with estazolam and different doses of Suanzaoren Tang improved the rat performance in Morris water

maze，Y-maze，and open field test（P<0.05，P<0.01），alleviated the hippocampal damage，and up-regulated the

mRNA and protein levels of GAP-43，PSD-95，and SynⅠ（P<0.05，P<0.01）. Conclusion：：Suanzaoren Tang

may alleviate the learning and memory disorders and anxiety in PCPA-induced insomnia rat model by up-

regulating the mRNA and protein levels of hippocampal synaptic plasticity-associated proteins GAP-43，PSD-

95，and SynⅠ .

［［Keywords］］ sleep；Suanzaoren Tang；5-hydroxytryptamine；synaptic plasticity

睡眠是高等脊椎动物生存发育必需的生理过

程，睡眠障碍会影响学习记忆的形成和巩固，并引

发焦虑、抑郁等精神疾病，严重影响工作和生活［1-2］。

目前普遍认为突触可塑性是学习记忆的神经基础，

参与睡眠调节，突触功能障碍会导致精神疾病［3-4］。

突触作为神经元之间传递信息的桥梁，其结构和功

能会发生改变以适应环境变化。突触可塑性相关

蛋白的表达变化反映突触功能并影响突触传递，其

中分布于突触前膜的神经生长相关蛋白 -43（GAP-

43），位于突触后膜的突触后密度蛋白 -95（PSD-95）
和位于突触前囊泡膜上的突触素Ⅰ（SynⅠ）在轴突

生长和突触发生事件中高表达，有利于突触连接的

形成和神经环路的精确整合［5-7］，对学习记忆的形

成、焦虑情绪和睡眠稳态具有调控作用［8-9］。学习记

忆功能和焦虑情绪由多个脑区参与，神经病理学发

现，海马突触可塑性对睡眠剥夺引起的学习记忆障

碍和焦虑情绪十分敏感［10-11］。进一步通过透射电镜

技术发现，睡眠剥夺大鼠海马突触间隙变宽，突触

后密度（PSD）厚度变薄［12］，提示突触传递效能降低，

GAP-43、PSD-95、SynⅠ是否参与其中有待研究。

酸枣仁汤作为治疗失眠的经典名方出自《金匮

要略·血痹虚劳病脉证并治》，目前对酸枣仁汤的研

究主要侧重于睡眠调节机制，对改善认知功能和焦

虑情绪的研究较少，尤其在海马突触可塑性方面。

研究发现，脑内 5-羟色胺（5-HT）含量的变化影响睡

眠 -觉醒周期［13］。本实验通过腹腔注射对氯苯丙氨

酸（PCPA）使脑内 5-HT 含量下降制备长时间睡眠障

碍大鼠模型［14］，行为学实验评估学习记忆功能和焦

虑情况，基于海马突触可塑性相关蛋白 GAP-43、

PSD-95、SynⅠ探讨酸枣仁汤干预失眠导致学习记

忆障碍和焦虑情绪的中枢机制。

1 材料

1.1 动物 健康 SPF 级雄性 SD 大鼠 72 只，体质量

（160±20）g，购于斯贝福生物技术有限公司，合格证

号 SCXK（京）2021-0010。实验前将动物置于室温

（21±3）℃、相对湿度 50%~60%、自由摄食饮水、垫

料定期更换、避免强光、清洁干燥、安静的环境中适

应性饲养 1 周。本实验经贵州中医药大学伦理委员

会批准（编号 20210028）。
1.2 药品及试剂 酸枣仁汤由酸枣仁、川芎、甘草、

知母、茯苓组成，购自北京同仁堂，所有饮片由贵州

中医药大学王慧教授鉴定为正品；艾司唑仑（北京

斯 利 安 药 业 有 限 公 司 ，国 药 准 字 H11020249）；
PCPA、兔 单 抗 PSD-95、兔 单 抗 GAP-43、兔 单 抗

Syn Ⅰ（ 英 国 Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为 C6505、

238135、75810、254349）；兔多抗甘油醛 -3-磷酸脱氢

酶（GAPDH）抗体（杭州贤至生物有限公司，批号

AB-P-R001）；辣根过氧化物酶（HRP）标记羊抗兔二

抗（武汉博士德生物工程有限公司，批号 BA1054）；
TRIzol试剂（北京索莱宝科技有限公司，批号 15596-
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018）；苏木素-伊红（HE）染色试剂盒（北京百奥莱博

生物公司，批号 YT165）；实时荧光定量聚合酶链式

反应（Real-time PCR）试剂盒（中国 Servicebio 公司，

批号 G3320）。
1.3 仪器 HM450 型切片机、Histo Star 型包埋机

（赛默飞世尔科技中国有限公司）；Real-time PCR 仪

（美国 ABI 公司）；DYCP-44P 型电泳仪（北京佳航博

创科技有限公司）；GelDoc XR 凝胶成像系统（上海

伯乐生命医学产品有限公司）；WFH-203 型紫外分

析仪（上海圣科仪器设备有限公司）；BE525LMS0W

型抗原修复用微波炉（德国西门子公司）；SMA4000

型微量分光光度计（北京科誉兴业科技发展有限公

司）；旷场、Y 迷宫、XR-XM101 型 Morris 水迷宫（上

海欣软科技有限公司）。
2 方法

2.1 药物制备 酸枣仁汤药液制备，称取酸枣仁

18 g、知母 10 g、茯苓 10 g、炙甘草 3 g、川芎 5 g，

15 剂，共 690 g，分批次用 8 倍于药材体积的纯水浸

泡 1 h 后煎煮，先用文火煎煮，煮开后武火煎煮

40 min，纱布过滤，药渣加 6 倍纯水待沸腾后煎煮

30 min，纱布过滤，混匀 2 次滤液，蒸浓缩成分别含

生 药 1.5、0.75、0.375 g·mL-1 的 水 煎 液 ，浸 膏 得 率

21.58%，灭菌分装。PCPA 悬浮液制备，用 0.9% 氯

化钠注射液并加入适量聚山梨酯 80，将 PCPA 配成

质量浓度为 35 g·L-1 的药液。艾司唑仑以纯水制

备，质量浓度为 0.027 g·L-1。以上药液均置于 4 ℃

冰箱储存备用。

2.2 分组、造模与给药 SD 大鼠共 72 只，随机选取

12 只大鼠作为空白组，剩余大鼠进行造模，参照课

题组前期实验［15］，PCPA 按 350 mg·kg-1（10 mL·kg-1）
体积每天 8：00 腹腔注射 1 次，连续 3 d。除空白组外

其余大鼠造模过程中逐渐出现撕咬，攻击性增强，

毛发稿枯不荣，昼夜节律紊乱等表现，符合 PCPA 失

眠大鼠一般特征。造模结束后将 60 只大鼠随机分

为 5 组，PCPA 组、艾司唑仑组、酸枣仁汤低、中、高剂

量组，每组 12 只。造模分组后第 2 天，依据人和动

物等效用药剂量换算及参考课题组前期实验有效

药量［15-17］，酸枣仁汤低、中、高剂量分别按 3.25、7.5、

15 g·kg-1，以 10 mL·kg-1 体积每天 8：00 灌胃 1 次，连

续 7 d；艾司唑仑按 2.7×10-4 g·kg-1，以 10 mL·kg-1 体

积每天 8：00 灌胃 1 次，连续 7 d；空白组腹腔注射等

体积生理盐水，灌胃等体积生理盐水。

2.3 行为学检测

2.3.1 Moriss 水迷宫实验 Moriss 水迷宫［直径

160 cm，高度 60 cm，水温（22±3）℃）］均分为 4 个象

限，内设圆形平台（直径 12 cm）略低于水面，正上方

为视频采集装置。给药第 6~9 天，每日药物干预后

2 h 进行定位巡航训练：将大鼠按顺序依次放入象限

内，每次间隔 30 min，记录找到平台时间即为逃逸潜

伏期，时间设定为 90 s，若 90 s 之内未找到平台，引

导大鼠到达平台并停留 10 s 其潜伏期记为 90 s，记

录第 9 天逃逸潜伏期时间。给药第 10 天，药物干预

后 2 h 进行空间探索实验：撤去平台，并在平台对侧

象限放入大鼠，记录大鼠 90 s 内在原平台象限活动

时间及穿越平台次数。

2.3.2 Y 迷宫实验 空间探索试验结束后，次日上

午 8：00 进行 Y 迷宫实验。Y 迷宫由夹角为 120°的

三叉臂通道组成，每个臂长宽高为 30 cm×8 cm×

15 cm，正上方为视频采集装置。将大鼠置于一个

臂的末端，连续进入 3 个不同的臂记为一次正确交

替，每次记录 8 min 的探索行为，每只大鼠测试结束

后用 75% 乙醇擦拭内臂，去除遗留气味。通过交替

指数评估工作记忆能力，交替正确率=正确交替次

数/（总进臂次数-2）×100%。

2.3.3 旷场实验 Y 迷宫实验结束后进行旷场实

验。旷场敞开箱长宽高为 50 cm×50 cm×50 cm，箱

底中心区 25 cm×25 cm，正上方为视频采集装置，将

大鼠放置在敞开箱正中央后立即利用动物轨迹行

为分析系统采集 10 min 的大鼠运动轨迹。整体实

验结束后通过 Top Scan Lite Version 2.0 软件计算出

每只大鼠运动总距离、平均速度和中心区停留时

间。实验期间保持安静，光线无变化，每只大鼠结

束后用 75% 乙醇擦拭旷场，去除遗留气味。

2.4 取材 旷场实验结束后 2 h，每组随机取 6 只大

鼠，吸入异氟烷（2%~4%）麻醉，每只大鼠经左心室

灌注预冷生理盐水 100 mL，再灌注 4% 多聚甲醛溶

液 250 mL，取整脑经固定液［4% 多聚甲醛+磷酸缓

冲液（PBS）］浸泡后置于 4 ℃冰箱备用。剩余大鼠

吸入异氟烷（2%~4%）麻醉，于冰上迅速取海马组

织，置于−80 ℃超低温冰箱备用。

2.5 HE 染色观察大鼠海马病理形态变化 脑组织

经 4% 多聚甲醛固定 48 h 后，进行石蜡包埋处理，沿

冠状位进行连续切片，厚度 1~2 μm，切片在 65 ℃温

箱内烘烤 1 h，二甲苯中脱蜡 5~10 min，梯度乙醇脱

水，苏木素染色 1~2 min，分化液（1% 盐酸乙醇）冲洗

切片，碱性促篮溶液冲洗细胞核数秒，再次冲洗切

片，经伊红染色 10 min，梯度乙醇脱水，中性树胶密

封后，置于光学显微镜（×200）观察组织形态。
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2.6 免疫组化检测大鼠海马 CA1 区 GAP-43、PSD-

95 和 SynⅠ蛋白表达 脑组织石蜡切片经脱蜡水

化、高压抗原修复（10 min）、洗片（PBS×3 次）、封闭

（10 min）、滴 加 一 抗（GAP-43、PSD-95、SynⅠ，1∶

200）、37 ℃孵育 1 h、4 ℃冰箱过夜、滴加二抗（HRP

标记羊抗兔，1∶500）、37 ℃孵育 1 h、DAB 显色、苏木

素浸泡 1 min、封片，镜下观察拍照（×400），深棕色

细胞为阳性细胞，采用 Image Pro Plus 6.0 软件进行

分析。

2.7 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠海马

组织 GAP-43、PSD-95 和 SynⅠ蛋白表达 取冻存样

本 50 mg，经蛋白提取，BCA 蛋白浓度定量，煮水沸

10 min 变性，上样 40 μg，10% SDS-PAGE 电泳分离

（分离胶 100 V，浓缩胶 80 V），PVDF 转膜（200 mA，

30 min），5% 脱 脂 奶 粉 封 闭 60 min，加 入 一 抗

（GAP-43、PSD-95、SynⅠ、GAPDH，1∶1 000）4 ℃孵

育过夜，加入二抗（HRP 标记羊抗兔，1∶1 000）室温

孵育 60 min，洗涤后暗室内采用 ECL 法，荧光化学

发光凝胶成像系统检测目的条带，Lane 1D 软件处

理系统分析目标带灰度值。

2.8 Real-time PCR 检测大鼠海马 GAP-43、PSD-95

和 SynⅠ mRNA 表达 取冻存样本 50 mg，TRIzol

法提取总 RNA，依据 Real-time PCR 试剂盒说明，将

SYBR Green Master Mix、ddH2O、模板、引物按比例

配成体系 20 μL。采用两步法 PCR 反应条件：95 ℃

预变性 10 min；95 ℃变性 15 s；60 ℃退火延伸 30 s，

共 40 个循环。获得原始 GAP-43、PSD-95、SynⅠ
mRNA 及 GAPDH 的 Ct 值，采用 2-ΔΔCt 相对定量法计

算各组 mRNA 相对表达水平，引物由生工生物工程

（上海）有限公司合成。见表 1。

2.9 统计学分析 应用 SSPS 22.0 软件进行数据分

析，所得实验数据结果采用均数 标准差表示，组间

比较采用单因素方差分析，事后分析方差齐时组间

比较采用最小显著性差异法（LSD）-t 检验，方差不

齐时组间比较采用 Dunnett's T3 法，以 P<0.05 表示

差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 对大鼠 Moriss 水迷宫逃逸潜伏期时间、原平台

象限活动时间、穿越平台次数的影响 在定位巡航

实验中，与空白组比较，PCPA 组逃逸潜伏期时间显

著提高（P<0.01）；与 PCPA 组比较，酸枣仁汤低、中、

高剂量组和艾司唑仑组逃逸潜伏期时间显著降低

（P<0.01）。在空间探索实验中，与空白组比较，

PCPA 组原平台象限活动时间和穿越平台次数均显

著下降（P<0.01）；与 PCPA 组比较，酸枣仁汤低、中、

高剂量组和艾司唑仑组原平台象限活动时间和穿

越 平 台 次 数 均 明 显 提 高（P<0.05，P<0.01）。

见表 2。

3.2 对大鼠 Y 迷宫交替正确率的影响 与空白组

（58.78±3.60）比较，PCPA 组（41.27±3.27）交替正确

率显著下降（P<0.01）；与 PCPA 组比较，酸枣仁汤低

剂 量 组（44.03±2.77）交 替 正 确 率 明 显 提 高（P<

0.05），酸枣仁汤中（46.03±3.07）、高剂量组（46.80±

2.89）和艾司唑仑组（46.55±4.25）交替正确率显著提

高（P<0.01）。
3.3 对大鼠旷场运动距离、平均速度、中心区停留时

间的影响 与空白组比较，PCPA 组旷场运动距离、

平均速度、中心区停留时间均显著提高（P<0.01）；与
PCPA 组比较，酸枣仁汤低、中、高剂量组和艾司唑仑

组旷场运动距离、平均速度、中心区停留时间均明显

降低（P<0.05，P<0.01）。见表 3。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

引物

GAP-43

PSD-95

SynⅠ

GAPDH

序列（5´-3´）
上游 CACTGCTGCTTCCTCACTCCA

下游 AGGGTTCAGGTGCTCTGTTCG

上游 CTCATACGACACGTCCTAAGCG

下游 GACGGATGAAGATGGCGATG

上游 AGGGCCTATGATGGACTTTCTG

下游 AAGTCACAGGGTCCCTCAGTTC

上游 CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG

下游 GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

长度/bp

229

264

185

138

表 2 酸枣仁汤对大鼠逃逸潜伏期时间、原平台象限活动时间和穿

越平台次数的影响（x̄± s，n=12）

Table 2 Effect of Suanzaoren Tang on latency time of escape，

activity time of original platform quadrant and number of times of

crossing platform in rats（x̄± s，n=12）

组别

空白组

PCPA 组

艾司唑仑组

酸枣仁汤低剂量组

酸枣仁汤中剂量组

酸枣仁汤高剂量组

剂量

/g·kg-1

2.7×10-4

3.25

7.5

15.0

逃逸潜伏期

时间/s

17.17±2.23

38.50±6.421）

25.75±4.293）

29.25±3.393）

27.17±3.213）

26.33±3.263）

原平台象限

活动时间/s

41.17±3.76

22.00±4.771）

31.17±6.263）

26.67±6.432）

28.33±5.303）

29.08±4.803）

穿越平台

次数/次

5.83±1.19

2.33±0.891）

4.08±0.903）

3.25±1.292）

3.83±1.033）

3.92±1.083）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与 PCPA 组比较 2）P<0.05，3）P<0.01

（表 3-表 5 同）
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3.4 对大鼠海马组织病理学的影响 HE 染色显示

空白组海马椎体神经元，排列整齐紧密，形态规整。

与空白组比较，PCPA 组椎体神经元排列紊乱稀松，

胞体较大，存在神经元丢失现象。与 PCPA 组比较，

酸枣仁汤低、中、高剂量组和艾司唑仑组染色较为

清晰，锥体神经元数量增加，排列较整齐。见图 1。

3.5 对大鼠海马 CA1 区 GAP-43、PSD-95、SynⅠ表

达的影响 与空白组比较，PCPA 组 GAP-43、PSD-

95、SynⅠ的表达显著降低（P<0.01）；与 PCPA 组比

较，酸枣仁汤低剂量组 GAP-43、PSD-95 的表达明显

提高（P<0.05），SynⅠ的表达显著提高（P<0.01），酸
枣仁汤中、高剂量组和艾司唑仑组 GAP-43、PSD-

95、SynⅠ的表达显著提高，差异具有显著统计学意

义（P<0.01）。见图 2。

表 3 酸枣仁汤对大鼠旷场运动距离、平均速度和中心区停留时间的影响（x̄± s，n=12）

Table 3 Effect of Suanzaoren Tang on distance，mean velocity and residence time in central area of open field of exercise in rats（x̄± s，

n=12）

组别

空白组

PCPA 组

艾司唑仑组

酸枣仁汤低剂量组

酸枣仁汤中剂量组

酸枣仁汤高剂量组

剂量/g·kg-1

2.7×10-4

3.25

7.5

15

运动距离/cm

3 524.58±287.38

4 522.50±369.921）

3 879.25±276.763）

4 142.58±309.153）

4 084.08±339.583）

4 004.25±362.463）

平均速度/cm·s-1

5.97±0.48

7.54±0.621）

6.47±0.463）

6.90±0.523）

6.80±0.573）

6.60±0.633）

中心区停留时间/s

11.75±2.63

31.75±6.661）

22.25±3.723）

27.25±4.352）

23.75±3.963）

23.08±4.743）

注：A. 空白组；B. PCPA 组；C. 酸枣仁汤低剂量组；D. 酸枣仁汤中剂量组；E. 酸枣仁汤高剂量组；F. 艾司唑仑组（图 2 和图 3 同）
图 1 酸枣仁汤对大鼠海马组织病理形态学的影响（HE，×200）
Fig. 1 Effect of Suanzaoren Tang on histomorphology of rat hippocampus（HE，×200）

图 2 酸枣仁汤对大鼠海马 CA1区 GAP-43、PSD-95、SynⅠ蛋白表达的影响（免疫组化，×400）
Fig. 2 Effect of Suanzaoren Tang on expression of GAP-43，PSD-95 and SynⅠ proteins in CA1 region of rat hippocampus（IHC，×400）
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3.6 对大鼠海马 GAP-43、PSD-95、SynⅠ mRNA 表

达的影响 与空白组比较，PCPA 组 GAP-43、PSD-

95、SynⅠ mRNA 表达显著降低（P<0.01）；与 PCPA

组比较，酸枣仁汤低剂量组 PSD-95、SynⅠ mRNA

表达明显提高（P<0.05），GAP-43 mRNA 表达显著

提高（P<0.01），酸枣仁汤中、高剂量组和艾司唑仑组

GAP-43、PSD-95、SynⅠ mRNA 表达显著提高（P<

0.01）。见表 4。

3.7 对大鼠海马 GAP-43、PSD-95、SynⅠ蛋白表达

的影响 与空白组比较，PCPA 组 GAP-43、PSD-95、

SynⅠ蛋白表达显著降低（P<0.01）；与 PCPA 组比

较，酸枣仁汤低剂量组 GAP-43、PSD-95、SynⅠ蛋白

表达明显提高（P<0.05），酸枣仁汤中、高剂量组和艾

司唑仑组 GAP-43、PSD-95、SynⅠ蛋白表达显著提

高 ，差 异 具 有 显 著 统 计 学 意 义（P<0. 01）。 见

表 5、图 3。

4 讨论

高质量的睡眠有助于学习时信息的获取和记

忆的编码，在学习之后睡眠参与记忆痕迹转化，有

助于长期记忆的巩固。大量实验发现长期睡眠不

足会导致学习效率降低［1］并产生烦躁焦虑情绪［18］，

严重影响日常生活。5-HT 是睡眠相关神经递质，提

高脑内 5-HT 含量有助于改善患者睡眠障碍［19］。位

于中缝核团的 5-HT 能纤维投射到与高级认知功能

密切相关的海马，参与突触可塑性的调节［20］。脑内

5-HT 含量下降被认为是焦虑症的生理病理基础［21］。

PCPA 是合成 5-HT 的关键限速酶 -色氨酸羟化酶

（TPH）的抑制剂，能降低脑内 5-HT 含量，本实验通

过制备 PCPA 失眠大鼠模型，研究失眠与学习记忆

障碍和焦虑样行为之间的关系。本实验发现，PCPA

组大鼠 Moriss 水迷宫逸潜伏期时间增高，原平台象

限活动时间和穿越平台次数降低；Y 迷宫交替正确

率下降；旷场运动距离，平均速度和中心区停留时

间增加。大鼠在 Moriss 水迷宫中通过多次训练寻

找到隐蔽平台位置，形成空间识别记忆，空间学习

记忆受损表现为逸潜伏期时间提高，原平台象限活

动时间和穿越平台次数降低。在 Y 迷宫中，大鼠进

入新异环境，通过记住已进入的臂，避免重复进入

表 4 酸枣仁汤对大鼠海马 GAP-43、PSD-95、SynⅠ mRNA表达的影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of Suanzaoren Tang on expression of GAP-43，PSD-95 and SynⅠ mRNA in rat hippocampus（x̄± s，n=6）

组别

空白组

PCPA 组

艾司唑仑组

酸枣仁汤低剂量组

酸枣仁汤中剂量组

酸枣仁汤高剂量组

剂量/g·kg-1

2.7×10-4

3.25

7.5

15

GAP-43

0.99±0.04

0.75±0.051）

1.27±0.053）

1.20±0.073）

1.23±0.023）

1.24±0.043）

PSD-95

0.96±0.13

0.70±0.041）

0.90±0.063）

0.81±0.072）

0.86±0.073）

0.90±0.093）

SynⅠ
1.03±0.06

0.83±0.061）

0.91±0.043）

0.88±0.032）

0.90±0.033）

0.92±0.033）

表 5 酸枣仁汤对大鼠海马 GAP-43、PSD-95、SynⅠ蛋白表达的影响（x̄± s，n=6）

Table 5 Effect of Suanzaoren Tang on expression of GAP-43，PSD-95 and SynⅠ proteins in rat hippocampus（x̄± s，n=6）

组别

空白组

PCPA 组

艾司唑仑组

酸枣仁汤低剂量组

酸枣仁汤中剂量组

酸枣仁汤高剂量组

剂量/g·kg-1

2.7×10-4

3.25

7.5

15

GAP-43/GAPDH

0.81±0.05

0.66±0.021）

0.75±0.023）

0.70±0.012）

0.72±0.013）

0.73±0.013）

PSD-95/GAPDH

0.86±0.04

0.70±0.031）

0.80±0.043）

0.75±0.052）

0.77±0.053）

0.78±0.063）

SynⅠ/GAPDH

0.76±0.03

0.58±0.021）

0.65±0.033）

0.62±0.012）

0.64±0.023）

0.65±0.033）

图 3 各组大鼠海马 GAP-43、PSD-95、SynⅠ蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of GAP-43，PSD-95 and SynⅠ proteins

expression in hippocampus of various groups of rats
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同一臂，形成空间识别记忆从而指导行为，空间学

习记忆受损表现为交替正确率下降［22］。旷场实验

用于观察大鼠在新异环境中的自主行为和兴奋性，

大鼠运动距离，平均速度和中心区停留时间反映兴

奋性和紧张度［23］。本实验结果表明，PCPA 失眠大

鼠具有空间学习记忆障碍和焦虑样行为，与文献报

道相一致［24］。

海马突触可塑性是学习记忆形成和巩固的基

础，对睡眠稳态具有调节作用［1］，海马突触可塑性受

损也被认为是导致焦虑的重要过程［25］。GAP-43、

PSD-95、SynⅠ是检测海马突触可塑性的重要标志

物，本实验通过观察海马 GAP-43、PSD-95、SynⅠ，

探讨 PCPA 失眠大鼠产生学习记忆障碍和焦虑样行

为的机制。本实验发现，PCPA 失眠大鼠海马组织

损伤明显，GAP-43、PSD-95、SynⅠ mRNA 和蛋白表

达下调。GAP-43 分布于突触前膜，属于神经元特

异性磷蛋白，调控由 G 蛋白介导的细胞内信号转

导，神经递质释放和突触连接等方面具有重要功

能［5］。睡眠剥夺导致海马 GAP-43 表达降低［26］，海马

GAP-43 表达上调有助于改善睡眠剥夺导致的学习

记忆障碍和焦虑样行为［27］。PSD-95 是膜结合鸟苷

酸激酶（MAGUKs）家族成员之一，位于突触后膜内

侧，对突触可塑性的调节具有重要作用［6］。海马

BDNF/PSD-95/q-CREB 信号通路参与睡眠剥夺导

致的认知障碍［28］。睡眠剥夺通过增加氧化应激和

炎症反应，降低 PSD-95 表达，引起突触损伤，进而导

致焦虑［29］。SynⅠ是与突触囊泡相连含量丰富的整

合膜蛋白，突触素（Synaptophysin）家族成员之一，选

择性地表达在成熟神经元神经末梢，在蛋白激酶的

作用下通过与细胞骨架蛋白和突触囊泡膜脂质、蛋

白质组分之间的相互作用，调节神经递质释放，是

突触形成的标志［7］。BDNF 和神经营养因子 -3（NT-

3）参与睡眠剥夺导致的 SynⅠ表达下降［30］，海马 Syn

Ⅰ表达增加能够改善睡眠剥夺导致的空间学习记

忆障碍［31］。通过激活 mTOR 信号通路，上调海马

SynⅠ表达，可能改善小鼠的焦虑样行为［32］。综上

所述，海马 GAP-43、PSD-95、SynⅠ可通过多种途径

参与调节睡眠、学习记忆和焦虑情绪。研究发现，

通过使用 5-HT 再摄取抑制剂（SSRIs），提高突触间

隙 5-HT 浓度，能增加海马突触密度，这可能与 GAP-

43、PSD-95、SynⅠ表达上调有关［33］。然而，尚未有

研究报道脑内 5-HT 含量下降是否对海马 GAP-43、

PSD-95、SynⅠ表达有调控作用。结合本实验结果，

PCPA 失眠大鼠表现出的空间学习记忆障碍和烦躁

焦 虑 样 行 为 可 能 与 海 马 GAP-43、PSD-95、SynⅠ
mRNA 和蛋白表达下调有关。

酸枣仁汤由酸枣仁、茯苓、川芎、知母、甘草 5 味

中药组成，重用酸枣仁为君药起到宁心安神、补血

养肝的功效，尤其适用于心肝血虚型失眠，可改善

SD 导致的认知障碍和烦躁、焦虑样行为［34-35］。本实

验发现，经酸枣仁汤和艾司唑仑干预后大鼠 Moriss

水迷宫逃逸潜伏期时间降低，原平台象限活动时间

和穿越平台次数提高；Y 迷宫交替正确率提高；旷场

运动距离，平均速度和中心区停留时间减少。提示

酸枣仁汤能改善 PCPA 失眠大鼠学习记忆障碍和焦

虑样行为。本实验还发现酸枣仁汤能够减轻 PCPA

导致的海马损伤，上调海马 GAP-43、PSD-95、SynⅠ
mRNA 和蛋白表达。解剖和电生理学研究发现，海

马 -前额叶神经回路参与睡眠、学习记忆和精神疾

病［36-37］。前期实验发现，酸枣仁汤能增加 PCPA 失眠

大鼠前额叶蛋白激酶 C（PKC）、钙调蛋白依赖性蛋

白激酶Ⅱ（CaMKⅡ）表达［38］，GAP-43 是 PKC 突触前

底物，CaMKⅡ分别是 SynⅠ突触前底物，PSD-95 突

触后底物。酸枣仁汤能提高 PCPA 失眠大鼠脑内

5-HT 含量［39］。结合本实验结果，酸枣仁汤可能通过

激活 PKC、CaMKⅡ，促进 GAP-43、PSD-95、SynⅠ
mRNA 和蛋白表达，调节海马突触可塑性，促进神

经递质释放，提高脑内 5-HT 含量，改善 PCPA 失眠

大鼠学习记忆障碍和焦虑样行为。

长期失眠易引起神疲乏力，烦躁焦虑情绪，注

意力和记忆力下降，严重危害日常生活。对失眠及

其并发症的治疗尤为重要，本实验为酸枣仁汤临床

治疗失眠导致的学习记忆障碍和焦虑情绪提供了

新的理论依据。但并不能排除 PCPA 可能通过调节

脑内其他神经递质导致上述结果，其机制还需进一

步研究。
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