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安寐丹对睡眠剥夺大鼠自发活动昼夜节律的调节及对
生物钟蛋白的影响

谢光璟，徐波，黄攀攀，王平*

（湖北中医药大学 老年医学研究所，武汉 430065）

［摘要］ 目的：探讨安寐丹（AMD）对睡眠剥夺大鼠生物节律及相关蛋白表达的影响。方法：80 只大鼠随机分为空白组、

模型组、安寐丹组和褪黑素组。自制睡眠剥夺箱进行睡眠剥夺 4 周，正常与模型组给予等容生理盐水，安寐丹组给药

9.09 g·kg-1·d-1。褪黑素组给药 0.27 g·kg-1·d-1。自发活动视频分析系统评价自发活动昼夜节律，苏木素-伊红（HE）染色观察下

丘脑组织形态，尼氏染色观察下丘脑组织神经元及尼氏小体，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测下丘脑 cAMP 反应元件结合

蛋白（CREB）/近日钟基因（Per）通路蛋白表达，免疫组化检测生物钟蛋白核心时钟基因 1（Bmal1）、时钟基因（Clock）、Per1、隐

花色素 1 基因（Cry1）的表达。结果：模型组昼夜节律相对紊乱，在 6 个节点活动时间较空白组显著增加，活动速度及活动次数

增加（P<0.01）；同时神经元数量减少，排列稀疏，胞核皱缩或碎裂；尼氏体数量减少，出现明显丢失，尼氏体着色变淡；p-CREB、

Per1 蛋白相对表达降低，Bmal1、Clock、Per1、Cry1 蛋白阳性率下降（P<0.01）。与模型组比较，安寐丹组大鼠活动时间、活动速

度及活动次数均下降（P<0.01）；神经元损伤减轻，数量增加，部分核仁清晰，胞浆明显，尼氏体数量增加；p-CREB、Per1 蛋白相

对表达升高，Bmal1、Clock、Per1、Cry1 蛋白阳性率上升（P<0.01）。结论：安寐丹改善睡眠剥夺大鼠自发活动昼夜节律，其作用

可能通过调节 CREB/Per信号通路，增加生物钟蛋白 Bmal1、Clock、Per1、Cry1 表达有关。
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Anmeidan Modulates Circadian Rhythm of Spontaneous Activity and Influences

Clock Proteins in Sleep-deprived Rats

XIE Guang-jing，XU Bo，HUANG Pan-pan，WANG Ping*

（Institute of Geriatrics，Hubei University of Chinese Medicine，Wuhan 430065，China）

［［Abstract］］ Objective：：To investigate the effect of Anmeidan（AMD）on biological rhythm and related

protein expression in sleep-deprived rats. Method：：A total of 80 SD rats were randomized into control group

（Ctrl， equivalent volume of saline）， model group（SD， equivalent volume of saline），AMD group

（9.09 g·kg-1·d-1），and melatonin group（MT，0.27 g·kg-1·d-1）. Insomnia was induced in rats by self-made sleep

deprivation box（4 weeks）. Circadian rhythm of spontaneous activity was evaluated by spontaneous activity

video analysis system. Morphology of hypothalamus was observed based on hematoxylin-eosin（HE）staining，

and the histomorphology of hypothalamus neurons and the Nissl's bodies based on Nissl staining. Western

blotting was employed to detect the expression of hypothalamic proteins in cAMP-response element binding

protein（CREB）/clock gene period（Per）pathway，and immunohistochemistry the expression of brain and
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muscle ARNT-like protein 1（Bmal1），Clock，Per1，and cryptochrome circadian regulator 1（Cry1）. Result：：

The model group demonstrated circadian rhythm disorder，as manifested by the significant increase in activity

time in 6 designated time periods compared with the control group，and the rise in the activity speed and

frequency（P<0.01）. Moreover，model group showed decrease in number of neurons which were sparsely

arranged with shrunken or fragmented nuclei，reduction in number and loss of Nissl's bodies with light color，

and drop in the relative expression of p-CREB and Per1，and the positive rate of Bmal1，Clock，Per1，and Cry1

（P<0.01）. Compared with model group，AMD group demonstrated reduction in time，speed，and frequency of

activity（P<0.01）. Moreover，the AMD group also showed alleviation of neuronal damage（P<0.01），and

increase in the number of neurons with clear nuclei and cytoplasm in some，and the number of Nissl's bodies.

AMD raised the expression of p-CREB and Per1 proteins，and the positive rate of Bmal1，Clock，Per1，and

Cry1（P<0.01）. Conclusion：： AMD ameliorated spontaneous circadian rhythm of sleep-deprived rats by

regulating CREB/Per signaling pathway and further increasing the expression of Bmal1，Clock，Per1，and Cry1.

［［Keywords］］ Anmeidan；sleep deprivation；circadian rhythm；Clock proteins；suprachiasmatic nucleus

（SCN）

睡眠缺失已经成为当今社会发展中的普遍现

象。有报道发现 35%~40% 的成年人工作日每晚睡

眠不足 7 h［1］，而睡眠缺失会对身体产生广泛的生理

和神经行为损害，其中睡眠剥夺是最为常见的诱发

因素，其不仅可以造成认知功能和代谢水平的紊

乱［2-3］，长期睡眠不足还会造成大脑及周围组织的昼

夜节律紊乱，引发失眠等神经系统疾病［4］。最近研

究证实了睡眠剥夺会增加稳态睡眠驱动力，并降低

清醒的神经行为功能，涉及昼夜节律基因差异化的

表达［5］。动物实验同样发现睡眠剥夺小鼠肺中接近

3 000 个基因的昼夜表达出现紊乱，并与多个代谢相

关信号通路及蛋白磷酸化水平密切相关［6］。这一系

列研究也揭示了睡眠平衡和昼夜节律在大脑代谢

中的潜在关联。

昼夜节律作为自然演变下机体自发的内在生

命活动，通过生物钟以大约 24 h 节律性的方式协调

全基因组表达，下丘脑视交叉上核（SCN）充当起搏

器，同步全身的外周时钟振荡，并与正负性成分生

物钟基因组成调控环路而发挥作用。安寐丹作为

中医经典名方，出自清代专著《石室秘录》，是一首

针对睡眠障碍的代表方。课题组前期开展了安寐

丹对睡眠剥夺模型动物的机制研究，发现安寐丹可

以改善睡眠剥夺模型的学习记忆损伤，及线粒体功

能及细胞凋亡等［7-8］，而无论是动物的睡眠觉醒、学

习记忆、代谢过程等都受到昼夜节律的调控而实

现。据此，本次实验拟在前期研究的基础上，进一

步探讨睡眠剥夺过程中的昼夜节律改变，并研究安

寐丹对睡眠剥夺大鼠自发活动昼夜节律的影响，期

望挖掘睡眠觉醒与昼夜节律的关系，并为安寐丹防

治睡眠障碍性疾病提供支持。

1 材料

1.1 动物 雄性 SD 大鼠，SPF 级别，体质量（210±

10）g，购于湖北省实验动物研究中心，合格证号

SCXK（京）2016-0002。整个饲养过程中保持动物

房恒温，恒湿，光照时间为 8：00-20：00，大鼠可正常

饮水、摄食。实验同时获得湖北中医药大学实验动

物伦理委员会批准（［2018］IEC（018）号）。
1.2 药物及试剂 安寐丹水煎液：生酸枣仁、熟酸

枣仁各 19 g，人参、麦冬、茯神、当归各 11 g，丹参

7 g，石菖蒲、五味子、甘草各 4 g（饮片购于湖北中医

药大学国医堂，经湖北中医药大学药学院游秋云教

授鉴定符合药用标准）。所有药物以 15 倍水浸泡

30 min 后武火煮沸，继用文火煎煮 30 min，过滤药

液。第 2 次煎煮加 10 倍水后煎煮合并 2 次药液，浓

缩药液（0.91 g·mL-1）后备用。褪黑素（美国 Sigma

公司，批号 M5250）；苏木素-伊红（HE）染色试剂盒、

尼氏染色液（南京生航生物技术有限公司，批号分

别 为 BC-DL-139、BC-DL-082）；一 抗 环 磷 腺 苷

（cAMP）反应元件结合蛋白（CREB）、磷酸化（p）-

CREB、核心时钟基因 1（Bmal1）、时钟基因（Clock）
抗 体（美 国 Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为 ab32515、

ab32096、ab230822、ab3517）；近 日 钟 基 因 period1

（Per1）、隐 花 色 素 1 基 因（Cry1）、β - 肌 动 蛋 白

（β-actin）抗体（武汉 ABclonal生物科技有限公司，批

号分别为 A8449、A18028、AC038）；其余试剂均为

市售分析纯。

1.3 仪器 ZZ-6 型自制睡眠剥夺箱、自主活动视频

分析系统（安徽正华生物仪器设备有限公司）；IX71
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型荧光倒置显微镜（日本 Olympus 公司）；EG1140H

型包埋机、RM2245 型切片机、DVM6 型透射电镜

（德国 Leica 公司）；GelDoc XR+型电泳槽、转印槽、

凝胶成像分析系统（美国 Bio-Rad 公司）。
2 方法

2.1 模型制备 本实验采用国际公认的改良多平

台水环境法制备睡眠剥夺模型［9］。所用装置为实验

室自制箱体（长×宽×高 75 cm×50 cm×36 cm），内放

连体金属圆台（直径 8 cm，高 8 cm，间隔 15 cm）。实

验中箱内注水（低于圆台 1 cm），大鼠可在圆台上活

动，当其进入 REM 睡眠期因肌张力下降跌入水中造

成睡眠剥夺。空白组在水平台上放置铁丝网，保证

在网格上自由活动。适应性喂养 7 d 后开始造模，

实验持续 4 周，剥夺时间为每日 12：00-次日 8：00，每

天清洗实验装备。

2.2 分组及给药 课题组前期已开展了安寐丹药

理学研究［8］，对安寐丹量效关系进行了探索，故本实

验选择安寐丹有效剂量进行干预，随机数表分为空

白组、模型组、安寐丹组和褪黑素组，每组 20 只。依

据中药药理研究方法学（第 2 版）［10］大鼠与人药物剂

量折算，安寐丹组给药量 9.09 g·kg-1·d-1。褪黑素组

给药量 0.27 g·kg-1·d-1，模型组、空白组给予等容生

理盐水，睡眠剥夺开始时进行药物干预，连续给

药 4 周。

2.3 自发活动昼夜节律检测 实验结束前 2 d 进行

自发活动检测。检测时将各组大鼠从睡眠剥夺箱

中移入自发活动检测箱中进行实时监测。实验检

测保持周围环境安静密闭，防止外界干扰。各组大

鼠在自主活动箱中自由活动，监测 24 h 内的自发活

动情况，每 3 h 记录 1 次，分别在 8：00、11：00、14：00、

17：00、20：00、23：00、2：00、5：00 时间点各记录 1 次，

包括总时间（TT）、日间活动时间（LT）、夜间活动时

间（DT）、活动速度、活动次数等，每次 3 min，实验期

间大鼠可自由活动、摄食。

2.4 样本采集 取材前 1 d 动物禁食不禁水，次日

以 10% 水合氯醛 3 mL·kg-1麻醉大鼠，于冰上剥离全

脑后，HE 染色、尼氏染色、免疫组化等样本置于 4%

多聚甲醛中固定备用，其余样本分离脑组织分别置

于灭菌离心管冻存备用。

2.5 下丘脑形态学检测 选择 HE 染色法，组织经

脱蜡，切片，二甲苯（10 min/次×2 次），乙醇梯度洗

脱 ，磷 酸 盐 缓 冲 液（PBS）浸 洗 3 次 ，苏 木 素 染 核

5 min，1% 盐酸 -乙醇分化，清洗后 0.6% 氨水返蓝。

伊红染液染色 3 min，梯度乙醇、二甲苯脱水透明，中

性树胶封片镜下观察。

2.6 神经元功能检测 固定后的全脑经过 PBS 冲

洗后连续冠状切片，PBS 清洗，1% 尼氏染色液染色

10 min。洗片，梯度乙醇脱水，二甲苯脱水透明，中

性树胶封片，光镜下观察尼氏小体变化。

2.7 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 CREB/Per

通路蛋白 提取下丘脑蛋白，根据分子量选择对应

SDS-PAGE 凝胶，制备分离胶与浓缩胶，依次上样，

电泳，转膜，标记，封闭，PBST 漂洗 3 次，加 p-CREB，

CREB，Per1，β-actin 抗体稀释液（1∶1 000），4 ℃冰箱

孵育过夜；滴加二抗（1∶1 万）后室温下孵育 2 h，洗

涤后经 ECL 液显影拍照后通过 Image J 软件进行统

计分析。

2.8 免疫组化检测生物钟蛋白表达 切片固定抗

原修复后，孵育 30 min；滴加一抗 Bmal1（1∶1 000），
Clock（1∶1 000），Per1（1∶100），Cry1（1∶200）孵育过

夜；复 温 后 PBS 洗 涤 5 min，晾 干；滴 加 二 抗（1∶

1 000），37 ℃孵育 1 h，DAB 显色，乙醇梯度脱水，二

甲苯透明，中性树脂封片，拍照观察，并通过 Image J

软件进行积分吸光度 IA 统计分析。

2.9 统计学处理 采用 SPSS 21.0 软件处理数据，

结果 x̄± SE 表示，两两比较运用 t 检验；两组以上比

较运用单因素方差分析，并进行 Bonferroni 组间事

后比较，P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对睡眠剥夺大鼠自发活动昼夜节律的影响

空白组昼夜节律特征较好，大鼠夜间活动较日间

活动趋势明显，符合啮齿类动物的活动习性；与空

白组比较，模型组昼夜节律相对紊乱，TT、LT、DT 均

显著延长（P<0.01）。8 个节点比较，与空白组比较，

除 20：00 及 8：00，其余节点模型组活动时间均显著

增加（P<0.01）。与模型组比较，安寐丹组及褪黑素

组在 11：00 至 20：00 的 4 个时间节点活动时间显著

缩短（P<0.01）。见表 1 和表 2。各组大鼠白天活动

速度较夜间速度均显著降低。与空白组比较，模型

组白天、夜间活动速度增加（P<0.01）；与模型组比

较，安寐丹组夜间活动平均速度显著降低（P<0.01），
白天速度差异无统计学意义。同时，各组日间活动

次数均少于夜间活动次数（P<0.01）。与空白组比

较，模型组在日间及夜间活动次数均显著增加（P<

0.01）。与模型组比较，安寐丹组及褪黑素组日间及

夜间活动次数均降低（P<0.01）。见表 3 和表 4。

3.2 对睡眠剥夺大鼠下丘脑神经元细胞形态的影

响 光镜下观察发现，空白组大鼠脑组织结构较完
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整，神经细胞数量较多，胞浆丰富，呈淡染，胞核居

中，核仁清楚，核浆比正常。与空白组比较，模型组

神经元数量较少，排列稀疏而不规则，部分神经元

胞核皱缩或碎裂，核染色质致密深染，形成致密质

块。与模型组比较，安寐丹组及褪黑素组大鼠下丘

脑神经元损伤得到改善，细胞结构完整，部分神经

元核仁清晰，胞浆明显。见图 1。

3.3 对睡眠剥夺大鼠神经元功能的影响 空白组

可见神经元胞浆中分布有较多的尼氏体，呈蓝色颗

粒状或块状；与空白组比较，模型组尼氏体数量减

少，出现明显丢失，存在的尼氏体着色变淡；与模型

组比较，安寐丹组及褪黑素组神经元损伤改善，同

时尼氏体数量有所增加，提示神经元功能损伤得以

恢复。见图 2。

3.4 对睡眠剥夺大鼠 CREB/Per 信号通路蛋白表达

的影响 与空白组比较，模型组 p-CREB、Per1 蛋白

相对表达量显著减少（P<0.01）；与模型组比较，安寐

丹组及褪黑素组同时升高了 p-CREB、Per1 蛋白的

相对表达（P<0.01）。见图 3 和表 5。

3.5 对睡眠剥夺大鼠生物钟蛋白表达的影响 可

见阳性细胞为棕褐色蛋白包裹蓝色细胞核，呈椭圆

形或梭形，以胞浆表达为主。与空白组比较，模型

表 1 安寐丹对睡眠剥夺大鼠不同活动时间的影响（x̄±SE，n=20）

Table 1 Effect of Anmeidan（AMD）on different activity times in sleep deprived rats（x̄±SE，n=20） s

组别

空白组

模型组

安寐丹组

褪黑素组

剂量/g·kg-1

9.09

0.27

TT

724.27±36.25

928.90±43.182）

816.34±30.584）

838.04±32.574）

LT

286.14±18.11

410.86±25.212）

346.85±18.184）

361.67±18.154）

DT

438.13±22.81

518.04±28.492）

469.49±18.574）

476.37±21.18

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 2、表 5、表 6 同）

表 2 安寐丹对睡眠剥夺大鼠自发活动 8个节点时间的影响（x̄±SE，n=20）

Table 2 Effect of AMD on spontaneous activity time of 8 nodes in sleep deprived rats（x̄±SE，n=20） s

组别

空白组

模型组

安寐丹组

褪黑素组

剂量/g·kg-1

9.09

0.27

20：00

104.35±8.85

116.71±12.68

89.58±8.204）

85.04±7.834）

23：00

104.65±10.12

130.58±12.361）

110.54±10.57

108.36±12.71

2：00

118.36±13.14

141.57±12.011）

135.36±15.30

130.50±15.04

5：00

110.77±9.58

136.18±9.481）

134.01±14.08

115.47±7.054）

8：00

95.34±8.36

104.87±9.48

110.45±9.14

100.58±8.47

11：00

86.35±8.57

118.39±8.502）

94.36±8.334）

90.26±9.304）

14：00

48.37±7.25

89.36±9.142）

68.35±6.544）

60.47±5.054）

17：00

56.08±6.25

98.24±7.362）

73.69±8.634）

66.36±6.874）

表 3 安寐丹对睡眠剥夺大鼠平均速度的影响（x̄±SE，n=20）

Table 3 Effect of AMD on mean speed of sleep deprived rats（x̄±

SE，n=20） cm·s-1

组别

空白组

模型组

安寐丹组

褪黑素组

剂量/g·kg-1

9.09

0.27

白天

2.45±0.13

3.28±0.222）

2.96±0.28

2.63±0.284）

夜间

4.08±0.286）

6.87±0.392，6）

5.42±0.454，6）

4.88±0.184，6）

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；与白天比较 5）P<0.05，6）P<0.01（表 4 同）

表 4 安寐丹对睡眠剥夺大鼠活动次数的影响（x̄±SE，n=20）

Table 4 Effect of AMD on mean activity times of sleep deprived

rats（x̄±SE，n=20）

组别

空白组

模型组

安寐丹组

褪黑素组

剂量/g·kg-1

9.09

0.27

白天

3.14±0.21

5.26±0.402）

4.28±0.283）

4.01±0.204）

夜间

5.08±0.386）

8.27±0.452，6）

7.16±0.324，6）

6.84±0.274，6）

注：A. 空白组；B. 模型组；C. 安寐丹组；D. 褪黑素组（图 2 和

图 3 同）
图 1 安寐丹对睡眠剥夺大鼠下丘脑神经元细胞形态的影响

（HE，×300）
Fig. 1 Effect of AMD on hypothalamic cell morphology of sleep

deprived rats（HE，×300）
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组 Bmal1、Clock、Cry1、Per1 蛋白表达显著降低，IA

显著下降（P<0.01）；与模型组比较，安寐丹组及褪黑

素组 Bmal1、Clock、Cry1、Per1 蛋白表达显著增加，

IA 显著升高（P<0.01）。见表 6 和图 4。

4 讨论

本次实验在前期研究基础上，进一步发现安寐

丹可以改善睡眠剥夺大鼠的自发活动昼夜节律紊

乱，同时调节生物钟蛋白 Bmal1、Clock、Cry1、Per1

的表达 ，证实了睡眠剥夺参与昼夜节律的变化

过程。

昼夜节律的研究一直是生物医学界的热点，

2017 年诺贝尔生理学或医学奖授予的三位科学家，

正是奖励其发现了控制昼夜节律的分子机制。从

单细胞到哺乳动物再到人类，其共同存在的生理或

行为上的 24 h 周期性变化是昼夜节律最为普遍的

特征，而睡眠觉醒又是昼夜节律活动系统中最显著

的表现之一［11］。大脑的视交叉上核（SCN）存在中

央起搏器，是负责包括睡眠觉醒在内的多种昼夜节

律活动的核心区域，SCN 支配参与睡眠觉醒的多个

脑区，研究较为深入的如腹外侧视前核（VLPO）、正
中视前核（MnPO）等［12-13］，可诱导松果体在夜间合成

褪黑激素，帮助睡眠。另一方面，睡眠质量下降影

响昼夜节律特征，加重睡眠障碍。有研究报道在长

时间睡眠剥夺后，睡眠恢复期 SCN 电活动的昼夜振

幅受到抑制，睡眠稳态受到破坏，还直接影响生物

钟基因的节律表达［14-15］。为此，在本次实验通过检

测大鼠的自发活动昼夜节律活动评价其特征性变

化，发现睡眠剥夺导致大鼠昼夜活动节律紊乱，活

动时间延长，活动速度增加；而安寐丹干预后昼夜

活动得以改善，在多个节点的活动时间、活动速度

出现下降。为了进一步明确其内在的机制，对下丘

脑相关生物钟蛋白进行了检测。

在 SCN 内部同时存在多种生物钟基因参与昼

夜 节 律 的 主 要 调 节 过 程 ，包 括 正 性 成 分 Clock、

Bmal1 以及负性成分 Cry、Per 组成的调控环路，在

24 h 内的周期性波动产生相互抑制及互相调控，产

生了肉眼可见的昼夜节律特征。CREB 是一种选择

性的核蛋白，既往的研究证实其主要影响脑细胞的

表 6 安寐丹对睡眠剥夺大鼠生物钟蛋白 IA的影响（x̄±SE，n=3）

Table 6 Effect of AMD on biological clock protein IA of sleep deprived rats（x̄±SE，n=3）

组别

空白组

模型组

安寐丹组

褪黑素组

剂量/g·kg-1

9.09

0.27

Bmal1

78.25±3.65

28.36±2.362）

38.25±2.304）

45.69±3.954）

Clock

89.32±5.15

29.10±1.582）

44.58±3.874）

58.36±4.514）

Cry1

93.15±6.15

18.36±2.012）

42.64±4.954）

46.87±4.394）

Per1

76.20±3.87

20.15±3.482）

46.87±4.394）

45.36±5.204）

图 2 安寐丹对睡眠剥夺大鼠尼氏小体的影响（尼氏，×300）
Fig. 2 Effect of AMD on nieves of sleep deprived rats

（Nissl，×300）

图 3 各组大鼠 CREB/Per信号通路蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of protein expression of CREB/Per

signaling pathway protein expression in each group

表 5 安寐丹对睡眠剥夺大鼠 CREB/Per 信号通路的影响（x̄±SE，

n=3）

Table 5 Effect of AMD on CREB/Per signaling pathway of sleep

deprived rats（x̄±SE，n=3）

组别

空白组

模型组

安寐丹组

褪黑素组

剂量/g·kg-1

9.09

0.27

p-CREB/CREB

0.85±0.07

0.23±0.042）

0.51±0.064）

0.49±0.104）

Per1/β-actin

0.90±0.10

0.18±0.052）

0.38±0.064）

0.65±0.084）
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活力，并与学习记忆密切相关［16］，与此同时 CREB 也

可能参与到昼夜节律调节过程，并主要通过参与

Per 基因的调控而发挥作用［17］。而如所说，Per 基因

与其他 3 种生物钟基因组成的调控网络是昼夜节律

调节的最主要形式，研究就发现 Per 基因突变的小

鼠，昼夜节律特征减弱或消失，脑电图记录无异

常［18］，类似的结果还见于 Cry 基因敲除小鼠，表现为

NREM 睡眠持续时间增加大约 40%［19］。说明这两

种基因可能互相协同作用参与到昼夜节律活动的

控 制 。 因 为 Cry 和 Per 基 因 的 表 达 均 受 Clock/

NPAS2 和 Bmal1 异源二聚体影响，故研究人员也发

现，睡眠剥夺导致 Bmal1 敲除小鼠的 REM 睡眠反弹

减弱，活动水平降低，证实 Bmal1 在睡眠动态中的积

极作用［20］。而 Clock 是第一个被确认对正常昼夜节

律功能重要的哺乳动物基因，Clock 突变杂合子和

纯合子的小鼠的总睡眠时间分别减少了 1 h 和

2 h［21］。结合研究结果证实，4 种生物钟蛋白的表达

水平在睡眠剥夺后出现异常，相对表达下降，而安

寐丹干预后能够一定程度改善由于睡眠剥夺导致

的生物钟蛋白异常表达，说明睡眠剥夺大鼠的昼夜

节律紊乱与生物钟蛋白表达有关，为下一步深入研

究睡眠与节律基因的内在机制奠定了基础，也为安

寐丹从改善昼夜节律角度防治睡眠障碍性疾病提

供了新的思考路径。

在本次实验中，选用的安寐丹系清代医家陈士

铎所创制，收载于其所著《石室秘录》。此方固本培

元，养心安神，主要用于气血亏虚之失眠症。此方

借鉴了生脉散（人参、麦冬、五味子）、酸枣仁汤（酸

枣仁、茯神、甘草）的用药思路及组方配伍，通过运

用大量补气培元，养血安神之品，佐以丹参、当归、

石菖蒲开通心窍、养血活血，共同达到养心助眠的

目的。

综上，安寐丹可改善睡眠剥夺大鼠的自发活动

昼夜节律紊乱，可能与影响 CREB/Per 信号通路，调

图 4 安寐丹对睡眠剥夺大鼠生物钟蛋白表达的影响（免疫组化，×500）
Fig. 4 Effect of AMD on biological clock protein expression of sleep deprived rats（IHC，×500）
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节 生 物 钟 蛋 白 Bmal1、Clock、Per1、Cry1 的 表 达

有关。
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