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天王补心丹加减对睡眠剥夺大鼠学习记忆及
炎症因子表达的影响
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［摘要］ 目的：通过研究天王补心丹对睡眠剥夺模型大鼠睡眠质量、认知功能、炎症因子及免疫相关基因表达的影响，探

讨天王补心丹对睡眠剥夺状态下学习记忆过程产生干预及发挥抗炎作用的可能机制。方法：40 只雄性 SPF 级大鼠采用多平台

水环境法模拟睡眠剥夺模型，随机分为模型组，天王补心丹组（20 g·kg-1），艾司唑仑组（0.1 mg·kg-1），另设空白组，每组 10 只。

共予以 4 周的睡眠剥夺造模，后 2 周进行药物干预，模型组与空白组灌服等体积纯水。脑电图（EEG）评估造模情况、分析大鼠

睡眠结构及质量；Morris 水迷宫定位航行与空间探索实验分析大鼠学习记忆能力；采用酶联免疫吸附测定（ELISA）检测血清

中炎症因子白细胞介素-1β（IL-1β），肿瘤坏死因子-α（TNF-α），单核细胞趋化因子-1（MCP-1）的表达；应用实时荧光定量聚合

酶链式反应（Real-time PCR）检测 EB 病毒诱导基因 3（EBI3），细胞外信号调节激酶 5（ERK5），p21 活化蛋白激酶 4（PAK4）的
mRNA 表达水平。结果：睡眠剥夺模型造模成功，与空白组比较，模型组大鼠的总睡眠时间，慢波睡眠总时长与慢波睡眠第 1，

第 2 阶段时长均明显缩短（P<0.01），上平台潜伏期、游泳总路程和第 1 次抵达原平台时间明显增加，而穿越平台次数和目标象

限时间明显减少（P<0.05，P<0.01），血清中 IL-1β，TNF-α，MCP-1 水平显著上升（P<0.01），大鼠下丘脑中 EBI3，ERK5 与 PAK4

的 mRNA 表达水平显著下降（P<0.01）；与模型组比较，天王补心丹组大鼠的睡眠质量改善明显，总睡眠时间，慢波睡眠总时长

与慢波睡眠第 1 阶段时长显著增加（P<0.01），认知能力有一定的提升，上平台潜伏期、游泳总路程和第 1 次抵达原平台时间缩

短，穿越平台次数和目标象限时间明显延长（P<0.05，P<0.01）；血清中 IL-1β，TNF-α，MCP-1 水平明显降低（P<0.05，P<0.01），
大鼠下丘脑中 EBI3，ERK5 与 PAK4 的 mRNA 表达水平明显升高（P<0.05，P<0.01）。结论：天王补心丹可提高睡眠剥夺模型大

鼠的睡眠质量与学习记忆能力，推测可能与其升高相关炎症因子表达水平，发挥抗炎作用有关。
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Effect of Modified Tianwang Buxindan on Learning and Memory Function and Expression of

Inflammatory Factors in Sleep Deprived Rats
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［Abstract］ Objective： By studying the effects of Tianwang Buxindan on sleep quality，cognitive

function，inflammatory factors and immune-related gene expression in sleep deprivation model rats，explore the

effect of Tianwang Buxindan on the learning and memory process under sleep deprivation and its

anti-inflammatory effects possible mechanism. Method：The 40 male SPF rats were used to simulate the sleep
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deprivation model by multi-platform water environment method，and were randomly divided into model group，

Tianwang Buxindan group（20 g·kg-1）and estazolam group（0.1 mg·kg-1），set up a normal group，10 in each

group. A total of 4 weeks of sleep deprivation modeling was performed，and drug intervention was performed

2 weeks later. The model group and the blank group were given equal volumes of pure water.

Electroencephalogram（EEG）evaluation of modeling and analysis of sleep structure and quality of rats，Morris

water maze positioning navigation and space exploration experiment analysis of learning and memory ability of

rats，application of enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）was used to detect the serum inflammatory

factor interleukin-1β（IL-1β），tumor necrosis factor-α（TNF-α），monocyte chemokine-1（MCP-1）expression，

Real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction（Real-time PCR）was used to detect the mRNA

levels of EB virus inducible gene 3（EBI3），extracellular signal-regulated kinase 5（ERK5），and p21 activated

protein kinase 4（PAK4）. Result： The sleep deprivation model was successfully built. Compared with blank

group，the total sleep time，total duration of slow wave sleep and the duration of the first and second phases of

slow wave sleep in the model group were significantly shortened（P<0.01）. The incubation period on the upper

platform，the total swimming distance and the time to reach the original platform for the first time increased

significantly，while the number of times to cross the platform and the target quadrant significantly decreased（P<

0.05，P<0.01）. The expression levels of IL-1β，TNF-α and MCP-1 increased significantly（P<0.01），the mRNA

expression levels of EBI3，ERK5 and PAK4 in the hypothalamus of the model group decreased significantly（P<

0.01）. Compared with the model group，the sleep quality of the rats in the Tianwang Buxindan group was

significantly improved. The total sleep time，the total duration of slow wave sleep and the duration of the first

phase of slow wave sleep were significantly increased（P<0.01）. The incubation period on the platform，the total

swimming distance and the time to reach the original platform for the first time are shortened，the number of

times to cross the platform and the target quadrant time are extended（P<0.05，P<0.01），IL-1β，TNF-α，MCP-1

expression levels were significantly reduced（P<0.05，P<0.01），mRNA expression levels of EBI3，ERK5 and

PAK4 in rat hypothalamus were significantly increased（P<0.05，P<0.01）. Conclusion：Tianwang Buxindan can

improve the sleep quality and learning and memory ability of sleep deprivation model rats，which may be related

to the increase of the expression level of related inflammatory factors and its anti-inflammatory effect.

［Key words］ Tianwang Buxindan； sleep deprivation； cognitive function； inflammation；
inflammatory factor

睡眠是一项不可或缺的生命活动，充足且高质

量的睡眠有助于恢复机体体能，促进青少年大脑发

育，以及增强机体免疫能力。慢波睡眠（SWS）作为

睡眠质量的重要指标，在体内可发挥储存能量，清

洗代谢物，调节激素，修复免疫等生理功能［1］。睡眠

与免疫系统之间存在着一种双向调节关系，主要表

现为睡眠剥夺中促炎症因子的过表达会使机体产

生炎症反应；长时间炎症状态又愈发加重神经元组

织损伤，最终导致睡眠障碍与认知损伤等病理现象

的进一步加重［2］。脑电波实验表明在睡眠缺乏情况

下，大脑认知能力与学习记忆水平显著下降［3］。课

题组前期研究也发现睡眠剥夺模型大鼠血清中炎

症因子的表达水平明显上调，被认为与应激状态下

炎症反应的触发有关［4］。

天王补心丹以安神为主，兼具补养滋阴之功。

一项天王补心丹临床大样本 Meta 分析证实其对于

患者睡眠质量及日间功能的治疗效果显著［5］，体外

实验也表明此方具有改善睡眠剥夺大鼠的学习记

忆与抗炎抗氧化作用［6-7］。本实验使用大鼠进行睡

眠剥夺造模并分别予以天王补心丹和艾司唑仑干

预后，描记睡眠时相，通过行为学实验评估大鼠学

习记忆能力，检测血清中促炎因子白细胞介素 -1β
（IL-1β），肿瘤坏死因子 -α（TNF-α），单核细胞趋化

因子-1（MCP-1）的表达；检测下丘脑中 EB 病毒诱导

基因 3（EBI3），细胞外信号调节激酶 5（ERK5），p21

活化蛋白激酶 4（PAK4）的 mRNA 表达水平，探讨天

王补心丹对大鼠睡眠结构与质量的改善效果，进一

步讨论学习记忆与炎症反应间存在的联系，为进行

深层次的通路蛋白表达研究提供前期理论依据。
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1 材料

1.1 动物 6 周龄雄性 SPF 级大鼠 40 只，购自湖北

省实验动物研究中心，合格证号 SCXK（鄂）2018-

0049，饲养于湖北中医药大学老年医学研究所动物

房，温度（24±2）℃，湿度 50%~60%，光照/黑暗周期

12/12 h。动物实验在湖北中医药大学老年医学研

究所进行，实验前适应性喂养 7 d，本实验获得湖北

中医药大学实验动物伦理委员会批准。

1.2 药物与试剂 天王补心丹加减制备水煎剂，静

置滤过后 4 ℃冰箱保存备用。参考课题组前期研究

基础［8］确定天王补心丹加减组成及剂量为生地黄

12 g，酸枣仁、柏子仁、天冬、麦冬、当归各 9 g，人参

片、丹参、玄参、五味子、茯苓、远志、桔梗各 5 g，朱砂

有毒故去之，复方浓缩制成含生药 2 g·mL-1 的水煎

剂。中药饮片均购自湖北中医药大学国医堂，由湖

北中医药大学药学院游秋云教授鉴定为正品。艾

司唑仑（济川药业集团有限公司，批号 H44021098）；
戊巴比妥钠，青霉素，trizol 试剂（武汉 Bioswamp 公

司，批号分别为 2018102218，20181017，201808）；IL-

1β，TNF-α，MCP-1 酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂

盒（上 海 酶 联 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

ml064292，ml037361，ml084571）；逆转录试剂盒 ，

Qubit™双链 DNA 高灵敏度荧光定量试剂盒（美国

Thermo Fisher Scientific 公司，批号分别为 1841432，

1894705）。
1.3 仪 器 51600 型 大 鼠 脑 立 体 定 位 仪（美 国

Stoelting 公司）；RM-6280C 型通道生理信号记录仪

（中国成都仪器仪表厂）；ZH-Morris 型水迷宫（安徽

正华生物仪器设备有限公司）；TGL-16M 型台式高

速冷冻离心机（湖南湘仪离心机有限公司）；iMark

型多功能酶标仪（美国 Bio-Rad 公司）；EF4577 型热

循 环 仪（德 国 Eppendorf 公 司）；Rotor-Gene Q 型

Real-time PCR 仪（德国 Qiagen 公司）。
2 方法

2.1 动物分组与造模 40 只大鼠随机分为空白组、

模型组、天王补心丹组、艾司唑仑组，每组 10 只，除

空白组外均采用多平台水环境法进行睡眠剥夺造

模。在睡眠剥夺箱（72 cm×48 cm×30 cm）中放置排

列规格为 3 行 2 列、直径 8 cm 的联体圆形不锈钢平

台，箱中注水直至水面低于平台 1 cm，平台上方平

行不锈钢丝制成的笼罩上嵌夹有饮水、饲料，每日

对大鼠睡眠剥夺 20 h（14：00 至次日 10：00）。为排

除水环境可能产生的压力影响，空白组注水箱中设

置直径 16 cm 的宽平台，下方覆盖有不锈钢丝网，

其他实验条件各组完全相同。造模共持续 28 d，脑

部电极植入手术完成后，采用睡眠脑电图描记法评

价模型，记录大鼠的睡眠时相。与空白组比较，模

型组总睡眠时间和 SWS 时间均有明显缩短，表明造

模成功［9］。

2.2 给药 根据《中药药理研究方法学》［10］中人与

大鼠的给药剂量换算，确定天王补心丹的大鼠给药

有效剂量为 17.6 g·kg-1，考虑到大鼠耐药性较人稍

强，故最终确定的天王补心丹给药剂量为 20 g·kg-1。

造模 14 d 后给予天王补心丹组中药水煎剂灌胃，艾

司唑仑组按 0.1 mg·kg-1 剂量水溶剂灌胃，空白组与

模型组灌服等体积纯净水，每天下午 1 次，给药持续

14 d。

2.3 脑部电极植入 造模 7 d 后参考前人实验方

法［9］对大鼠进行脑部皮层电极植入，腹腔注射戊巴

比妥钠麻醉后开始手术，大鼠脑立体定位仪固定头

部，头顶去毛，消毒后剪开头部皮肤，使颅骨充分暴

露，将与电极连接的不锈钢螺钉（长 2 mm，直径

1.2 mm）植入到脑部额 -顶叶皮质上方的颅骨中，使

之与硬脑膜接触但不穿透硬脑膜。接地电极放置

在冠状缝正中前部约 2 mm 处，2 个记录电极放置在

前囟的右侧及左侧 3 mm 处，通过微型连接器进行

EEG 记录。手术完成后大鼠单笼饲养，连续 3 d 注

射 4 万 U 青霉素，给予 7 d 恢复时间。

2.4 指标检测

2.4.1 睡眠脑电图分析 每天 11：00 至 15：00 连续

4 h 进 行 EEG 记 录 ，脑 电 信 号 被 放 大 和 筛 选（1~

30 Hz）后进行数字化记录，导出波形表进行下一步

分析，每 30 s 为一统计分段。大鼠脑电波可综合分

为 4 个频率区域：δ波（1~4 Hz），θ波（4~10 Hz），α波

（10~15 Hz），β波（15~30 Hz）。根据不同波频将大

鼠的睡眠觉醒周期分为①觉醒期，以输出不规则的

低幅快波脑电或 θ波占主导为特征，可观察到大鼠

处于静立状态或活动状态；②慢波睡眠第 1 阶段，

δ波和 α波同期出现，其中 δ波在各统计分段中占比

低于 50%，相当于浅睡眠阶段，可观察到大鼠侧卧

或蜷缩，时有小幅肢体活动；③慢波睡眠第 2 阶段，

波频同第 1 阶段，但 δ波在统计分段中占比超过

50%，相当于深睡眠阶段，可观察到大鼠头朝下闭

目，几乎无任何肌肉活动；④快速眼动睡眠阶段

（REM），出现低幅 θ波，与觉醒期脑电波活动相似，

可观察到大鼠偶有肌肉抽动。本实验统计的总睡

眠时间包括 SWS 期与 REM 期。

2.4.2 Morris 水迷宫实验 给药 1 周后开始进行
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Morris 水迷宫，采用空间探查实验和定位航行实验

评价大鼠的学习记忆能力。先做连续 5 d 的适应性

训练，每天训练 2 次，每次给予大鼠 60 s 自由探查空

间及寻找平台，若超过 60 s 则将其引导至平台并给

予 10 s 熟悉周围环境，第 6 天休息，第 7 天上午随机

选择一个象限放置平台，进行定位航行考试，第 7 天

下午撤出平台后进行空间探查实验。

2.4.3 ELISA 检测血清中 IL-1β，TNF-α，MCP-1 表

达水平 末次灌胃给药后 24 h 将大鼠和浸有乙醚

的棉球放入大烧杯中，封口，麻醉后使用真空管于

腹主动脉采血 10 mL，12 000 r·min-1离心 10 min，取

上清。按照 ELISA 试剂盒检测步骤进行操作。

2.4.4 Real-time PCR 检 测 大 鼠 下 丘 脑 中 EBI3，

ERK5 和 PAK4 的 mRNA 表达水平 大鼠取血后断

头处死，冰上迅速分离下丘脑，放入冻存管后液氮

保存。取组织剪碎后加入 trizol 裂解液 1 mL，研磨，

4 ℃下高速冷冻离心机 12 000 r·min-1 离心 15 min，

取上清，匀浆提取总 mRNA 并进行质检，逆转录，加

样 ，扩 增 。 Real-time PCR 仪 扩 增 条 件 为 95 ℃

10 min，5 个 循 环 ，95 ℃ 15 s，58 ℃ 1 min，65 ℃

30 s，40 个循环，采用 2-ΔΔCt法表示各 mRNA 表达。大

鼠 EBI3，ERK5，PAK4 及内参 β -肌动蛋白（β -actin）
引物均由上海其明基因技术有限公司设计合成，引

物序列见表 1。

2.5 统计学分析 所有数据采用 SPSS 19.0 统计软

件处理，以 x̄± s 表示，组间比较采用 t 检验或单因素

方差分析，P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 大鼠一般状态 实验结束后，空白组大鼠精神

状态极佳，皮毛柔顺有光泽，打湿后会及时清理，活

动意愿强，动作敏捷；模型组大鼠精神状态差，易被

激惹，皮毛脏乱无光泽，打湿后不愿及时清洁，活动

意愿差，常蜷卧在角落，尾巴及身上有打斗受伤痕

迹；与模型组比较，天王补心丹组及艾司唑仑组在

精神状态、皮毛色泽、活动意愿等方面都有所好转。

3.2 对大鼠睡眠情况的影响 与空白组比较，模型

组大鼠的总睡眠时间，慢波睡眠总时间，慢波睡眠

第 1，2 阶段时间均显著缩短（P<0.01），提示造模成

功；与模型组比较，天王补心丹组大鼠的总睡眠时

间，慢波睡眠总时间，慢波睡眠第 1 阶段时间均显著

延长（P<0.01），艾司唑仑组总睡眠时间和慢波睡眠

总时间明显延长（P<0.05）。见表 2。

3.3 对睡眠剥夺模型大鼠学习记忆的影响 与空

白组比较，模型组大鼠上平台潜伏期、游泳总路程

和首次抵达原平台时间明显增加，而穿越平台次数

和目标象限时间明显减少（P<0.05，P<0.01）；与模型

组比较，天王补心丹组大鼠上平台潜伏期和首次抵

达原平台时间缩短，穿越平台次数和目标象限时间

明显延长（P<0.05，P<0.01），游泳总路程减少。艾司

唑仑组上平台潜伏期明显减少，穿越平台次数和目

标象限时间明显延长（P<0.05）。见表 3。

3.4 对睡眠剥夺模型大鼠血清中 IL-1β，TNF-α，
MCP-1 表达的影响 与空白组比较，模型组大鼠血

清 中 IL-1β，TNF-α，MCP-1 的 水 平 显 著 升 高（P<

0.01）；与模型组比较，天王补心丹组及艾司唑仑组

大鼠血清中 IL-1β，TNF-α，MCP-1 表达水平均明显

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

引物

EBI3

ERK5

PAK4

β-actin

序列（5′-3′）
上游 GCTCCTCCTGTCACTTGCTC

下游 AATGAAGGACATGGCTCTGG

上游 GGGATAAGGCGTCCAGAACT

下游 GAAGCAGGACCTAGGCAACA

上游 GGATGAACGAGGAGCAGAT

下游 GAGCGGTTAGAACTACTTC

上游 ATGGTGGGTATGGGTCAGAA

下游 TCCATATCGTCCCAGTTGGT

长度/bp

175

141

124

119

表 2 天王补心丹对睡眠剥夺大鼠睡眠时间的影响（x̄± s，n=5）

Table 2 Effect of Tianwang Buxindan on sleep time in sleep deprived rats（x̄± s，n=5） s

组别

空白

模型

天王补心丹

艾司唑仑

剂量/g·kg-1

-

-

20

1×10-4

总睡眠时间

15 230±236

7 032±3871)

10 275±2963)

8 521±3732)

慢波睡眠时间

总时间

15 203±317

7 011±4791)

10 138±3173)

8 496±3912)

第 1 阶段时间

8 028±707

4 577±3971)

6 824±4333)

5 388±426

第 2 阶段时间

7 175±356

2 434±5831)

3 314±502

3 108±470

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 4~5 同）。
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降 低 ，差 异 具 有 统 计 学 意 义（P<0.05，P<0.01）。 见表 4。

3.5 对 睡 眠 剥 夺 大 鼠 下 丘 脑 中 EBI3，ERK5 与

PAK4 的 mRNA 表达影响 与空白组比较，模型组

大鼠下丘脑中 EBI3，ERK5 与 PAK4 的 mRNA 表达

水平显著下降（P<0.01）；与模型组比较，天王补心丹

组大鼠下丘脑中 EBI3，ERK5 与 PAK4 的 mRNA 表

达水平有明显上升（P<0.05，P<0.01），艾司唑仑组

ERK5 与 PAK4 的 mRNA 表 达 水 平 明 显 升 高（P<

0.05，P<0.01）。见表 5。

4 讨论

SWS 在睡眠中扮演着重要的恢复性角色，有助

于巩固陈述性记忆力和学习结果，临床实验表明当

受试者在 SWS 阶段花费的时间越多，在日间迷宫实

验里越能够更好地发现其中隐藏的规律性［11-12］。本

研究发现与空白组比较，模型组总睡眠时间与 SWS

总时间都明显下降 50% 以上，在此基础上天王补心

丹的干预有效缓解了这种趋势，特别是 SWS 第 1 期

时间出现显著延长；同时与模型组比较，天王补心

丹组大鼠在 Morris 水迷宫实验中空间探查与定位

航行的结果也有明显改善。

认知能力，睡眠情况与炎症反应这三者相互作

用，关系密不可分，且往往伴有细胞器与组织的损

伤。睡眠不足可激活小胶质细胞使 TNF-α，IL-1β
等促炎因子表达增加，直接引起炎症反应，导致细

胞凋亡与免疫损伤，国内外均有相关课题探讨过睡

眠剥夺后 TNF-α，IL-1β的高表达现象，从 5-羟色胺、

环磷酸腺苷、胰岛素脂肪代谢等方向提出多种猜

想［2，13-14］。当机体组织受损时，血管内皮细胞、白细

胞也会通过与补体的结合启动先天免疫应急反应

即释放促炎因子 TNF-α，IL-1β，而后共同促进白细

胞 介 素 -6（IL-6），MCP-1 等 趋 化 因 子 的 分 泌［15］。

MCP-1 由血管内皮细胞、平滑肌细胞、成纤维细胞

等多处分泌，可影响溶酶体与过氧化物阴离子的释

放，加重组织损伤，且对炎症反应细胞具有明显的

趋化作用，许多慢性炎症中 MCP-1 的高表达都可导

致病情加重［16-17］。同时，新近研究表明睡眠质量的

下降会增强下丘脑 -垂体 -肾上腺（HPA）轴的应激反

应，进而带动脑部海马区 MCP-1 的过表达持续 4 周

之久［18-19］。本研究通过 ELISA 检测发现与空白组比

较，睡眠剥夺后模型组血清中可指示全身性炎症水

平的 TNF-α，IL-1β，MCP-1 表达均出现成倍升高，大

鼠处于慢性低度炎症状态，经天王补心丹给药后

表 3 天王补心丹对睡眠剥夺模型大鼠定位航行及空间探查的影响（x̄± s，n=10）

Table 3 Effect of Tianwng Buxindan on localization navigation and spatial exploration in sleep deprivation model rats（x̄± s，n=10）

组别

空白

模型

天王补心丹

艾司唑仑

剂量/g·kg-1

-

-

20

1×10-4

定位航行实验

上平台潜伏期/s

12.87±5.14

44.70±9.202)

23.77±14.673)

27.19±14.613)

游泳总路程/cm

242.57±115.82

492.16±299.201)

388.05±108.66

418.70±95.03

空间探查实验

穿越平台次数/次

6.58±1.29

2.67±1.622)

5.80±0.344)

4.49±0.373)

目标象限时间/s

43.71±8.36

23.01±15.452)

41.29±12.114)

36.27±11.633)

首次抵原平台时间/s

8.27±1.05

15.36±6.892)

10.30±2.723)

13.47±2.64

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 4 天王补心丹对睡眠剥夺大鼠血清中 IL-1ββ，TNF-αα，MCP-1表达的影响（x̄± s，n=8）

Table 4 Effect of Tianwang Buxindan on serum IL-1ββ，TNF-αα，MCP-1 expression in sleep deprivation model rats（x̄± s，n=8） ng·L-1
组别

空白

模型

天王补心丹

艾司唑仑

剂量/g·kg-1

-

-

20

1×10-4

IL-1β
265.13±15.70

583.22±20.281)

406.74±11.942)

427.39±14.412)

TNF-α
724.81±36.45

1 669.77±57.971)

946.31±39.323)

1 217.18±41.042)

MCP-1

994.62±42.85

2 761.11±111.321)

1 683.45±69.373)

2 108.06±72.382)

表 5 天王补心丹对睡眠剥夺大鼠下丘脑中 EBI3，ERK5 与 PAK4

的 mRNA表达的影响（x̄± s，n=8）

Table 5 Effect of Tianwang Buxindan on mRNA expression of

EBI3，ERK5 and PAK4 inhypothalamus of sleep deprived rat

（x̄± s，n=8）

组别

空白

模型

天王补心丹

艾司唑仑

剂量/g·kg-1

-

-

20

1×10-4

EBI3

1.87±0.12

0.69±0.111)

1.17±0.182)

0.86±0.17

ERK5

1.91±0.11

0.52±0.131)

1.16±0.183)

0.89±0.192)

PAK4

6.73±3.20

0.81±0.401)

2.77±1.943)

2.24±2.683)
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3 个促炎因子的表达水平均有明显回降，表明天王

补心丹可改善睡眠剥夺诱导的炎症反应。

为探究该现象背后有哪些可能作用的免疫抗

炎通路，笔者参考同批实验大鼠中天王补心丹组与

模型组已完成的基因芯片测序结果［20］，显示共有差

异基因 321 个，涉及代谢、抗炎等多种生物学功能。

HPA 轴是神经系统的重要组成部分，又有研究表明

炎症因子可能对下丘脑区产生刺激作用［21-22］，因此

从基因芯片结果中选择差异性显著且与 TNF-α，
IL-1β，MCP-1 相关度较高的 3 个参与免疫进程的基

因 EBI3，ERK5，PAK4 进行下丘脑区 mRNA 表达的

检测。EBI3 是近年来最新发现的 2 个白细胞介素

因子 IL-27 与 IL-35 的唯二组成亚基之一，属于白细

胞介素 12 家族，均能够发挥强大的抗炎作用，主要

是通过激活信号传导及转录激活蛋白（STAT）通路

与抑制效应 T 细胞的激活，从而阻断白细胞介素家

族炎症因子的释放来实现［23-24］。由于对这 2 个白细

胞介素因子的动物实验结果还不够充分，对于其是

否能同时发挥促炎作用目前仍有争论。ERK5 是丝

裂原活化蛋白激酶（MAPK）家族中一个重要的大分

子蛋白，在细胞静息状态下位于细胞质，磷酸化时

则会位移至细胞核，刺激细胞因子与部分趋化因子

分泌［15］，其主要通过 MEK5/ERK5/MAPK 信号级联

通路激活关键下游靶点 KLF4，作用于血管内皮细

胞。有研究采用 Real-time PCR 与 Western blot 对该

通路的转录蛋白进行表达量测定后发现，ERK5 可

诱导一种主要表现为细胞凋亡抵抗力增强，血管生

成和炎症潜能降低的内皮细胞保护性表型，从而发

挥抗炎作用［25-26］。医学界对内源性 PAK4 的关注始

于一项发现其在完全激活 TNF-α与 ERK 通路上具

有必需性的早期研究［27］，然而近年来也涌现出许多

新的研究角度，如 PAK4 可以通过上调实现对 P13K/

Akt/mTOR 通路的激活，调节细胞增殖与凋亡，抑制

细胞的氧化应激反应与炎症反应［28］。此外，PAK4

还能作用于其他凋亡因子，如半胱氨酸蛋白水解酶

（Caspase）-3，Caspase-7，Caspase-8 来拮抗线粒体凋

亡和受 TNF-α干预细胞中的炎症反应［27，29］。

本实验结果显示与空白组比较，模型组 EBI3，

ERK5，PAK4 的 mRNA 表达水平呈现显著下调，而

与模型组比较，天王补心丹组表达水平则有明显回

升。表明天王补心丹改善睡眠剥夺大鼠学习记忆

可能通过升高抗炎因子 EBI3，ERK5，PAK4 表达，抑

制促炎因子 TNF-α，IL-1β，MCP-1 分泌，发挥抗炎作

用 ，推 测 涉 及 STAT，MEK5/ERK5/MAPK 与

P13K/Akt/mTOR 这 3 条信号通路。在此基础上，后

期可以选择模型鼠的脑部海马区进行更加深入的

炎症信号通路机制研究。
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