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摘要 

睡眠不足导致认知损伤是一个严重的公共健康问题，但其具体机制尚不完全清楚。

褪黑激素（Melatonin，Mel）作为具有昼夜节律的内源性激素，可通过受体或非受体

途径发挥多种调控作用，有望成为缓解急性睡眠剥夺（Sleep deprivation，SD）诱导认

知障碍的有效药物。因此，本文利用改良多平台水箱建立连续 72h 的急性 SD 小鼠模

型，并补充外源性 Mel 探究其对急性 SD 诱导小鼠认知障碍的改善作用及其机制。 
1. Mel 对急性 SD 诱导认知损伤的干预作用及其模型建立 
行为学结果显示与对照组相比，急性 SD小鼠表现出到达平台的时间和距离增加，

穿越目标象限的次数、目标象限停留时间、自发交替行为百分比、中央时间百分比和

中央距离百分比减少。同时急性 SD 显著提高了血浆 CORT 和 NE 水平、海马 Iba1 阳

性细胞数量、IL-6 和 TNF-α 含量，凋亡蛋白（Cleaved caspase-3 和 Bax）和自噬蛋白

（LC3II/I、ATG5 和 Beclin1）表达量、铁离子蓄积和脂质过氧化的水平，降低了血浆

Mel 水平、海马 NeuN 阳性细胞数量、IL-4 和 IL-10 水平、Bcl-2 表达量和松果体 Aanat
的 mRNA 水平。而给予急性 SD 小鼠腹腔注射外源性 Mel（20 mg/kg 或 40 mg/kg）
后，除了松果体 Aanat 的 mRNA 表达量不受影响，其余上述指标均被改善。以上结

果表明，成功建立 Mel 干预的急性 SD 小鼠模型，且急性 SD 通过诱导海马神经元自

噬、铁死亡和凋亡的发生，导致神经元丢失最终引起小鼠认知障碍，而 Mel 干预能明

显改善这一损伤。 
2. Mel 改善急性 SD 诱导的海马神经元铁死亡 
与对照组相比，急性 SD 显著提高了海马铁离子蓄积、脂质过氧化产物（ROS 和

MDA）和铁输入蛋白（TFR1 和 DMT1）的水平，降低了铁输出蛋白 FPN、抗氧化能

力（GSH-PX、CAT、SOD、GPX4 和 T-AOC）和 MT2、p-ERK 和 NRF2 的表达量，

而外源性 Mel 的补充能逆转上述过程，但不影响 MT1 受体的表达。而给予急性 SD
小鼠补充 Fer-1（铁死亡抑制剂）能明显改善上述过程，表现出与 Mel 相似的改善作

用。利用 Erastin 处理 HT22 细胞构建铁死亡的体外模型，外源性 Mel 的添加对细胞

铁死亡有改善作用。但 Mel 的改善作用被 4P-PDOT（MT2 拮抗剂）、PD98059（ERK
阻断剂）和 ML385（NRF2 阻断剂）所抵消。结果表明急性 SD 通过引起海马神经元

铁死亡的发生导致小鼠认知功能障碍，而外源性 Mel 通过 MT2/ERK/NRF2 通路改善

急性 SD 诱导的海马神经元铁死亡。 
3. 肠脑轴介导 Mel 对急性 SD 诱导海马神经元凋亡的改善作用 
与接受正常鼠粪菌移植的受体鼠相比，将急性 SD 小鼠的粪便细菌移植给抗生素

处理的小鼠后（SD-FMT），该受体鼠结肠内益生菌 Lachnospiraceae_NK4A136 及代谢

物丁酸含量显著下调，而致病菌 Aeromonas 及其胞壁成分 LPS 含量显著上调。伴随

肠道菌群的变化，SD-FMT 小鼠表现出空间参考记忆和空间工作记忆损伤及焦虑样行

为，海马 Iba1 阳性细胞数量、IL-6、TNF-α、Cleaved caspase-3 和 Bax 的增加，以及

Bcl-2、IL-4 和 IL-10 的降低，而铁离子水平、铁转运蛋白含量没有显著变化。然而将
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Mel 干预的急性 SD 小鼠的粪菌移植给受体鼠（SD+Mel-FMT）后并未表现出上述变

化。这些结果提示肠道菌群介导了 Mel 对急性 SD 诱导的认知损伤的改善作用，这与

改善海马神经元凋亡有关而不是铁死亡途径。 
4. Mel 通过抑制结肠 Aeromonas 的代谢产物 LPS 与小胶质细胞的互作改善急性

SD 诱导的认知障碍 
与对照组相比，急性 SD 鼠、SD-FMT 鼠、Aeromonas veronii 定植鼠与 LPS 处理

鼠均表现出海马小胶质细胞的活化，LPS、IL-6 和 TNF-α 水平的增加和 IL-4 和 IL-10
水平的降低及认知功能损伤。Aeromonas veronii 的定植和 LPS 的处理上调了海马

TLR4、HDAC3、p-P65、p-IκB 和 Cleaved caspase-3 的表达量。而外源性 Mel 的补充

能明显逆转该过程。这些结果表明 Mel 通过下调结肠内 Aeromonas 及其代谢物 LPS
水平，抑制 TLR4/HDAC3/NF-κB 信号通路，从而改善海马神经炎症反应和神经元凋

亡，最终缓解小鼠的认知功能障碍。 
5. Mel 通过上调结肠 Lachnospiraceae_NK4A136 及其代谢物丁酸含量改善急性

SD 诱导的认知障碍 
与 CON-FMT 组相比，SD-FMT 组小鼠表现出 Lachnospiraceae_NK4A136 及代谢

物丁酸含量显著下调和认知功能障碍。而补充 Mel 和丁酸能改善急性 SD 诱导的认知

损伤，丁酸不能像 Mel 改善急性 SD 引起的血浆 Mel 的降低，而 Mel 和丁酸均不能

改善急性 SD 抑制的 Aanat 的表达。体内与体外试验结果表明丁酸能抑制急性 SD 或

H2O2 诱导的 GPR109A、p-PI3K、p-AKT 和 Bcl-2 的表达量降低，以及 Cleaved caspase-
3 和 Bax 表达量的升高，而 GPR109A-siRNA、LY294002（PI3K 抑制剂）和 GSK690693
（AKT 拮抗剂）能阻断丁酸的改善作用。 

利用 LPS 处理 BV2 细胞构建神经炎症反应的体外模型。LPS 上调了 BV2 细胞中

IL-6、TNF-α、HDAC3、p-P65、p-IκB 和 Cleaved caspase-3 的表达量，下调了 IL-4 和

IL-10 的含量，而外源性丁酸的添加能逆转该过程。丁酸的改善作用被 AZD3965
（MCT1 的抑制剂）和 ITSA-1（HDAC3 激动剂）所阻断，被 TAK-242（TLR4 拮抗

剂）和 PDTC（NF-κB 拮抗剂）所模仿。以上结果表明 Mel 通过上调结肠

Lachnospiraceae_NK4A136 及其代谢物丁酸水平，通过抑制 TLR4/HDAC3/NF-κB 信

号通路减轻小胶质细胞的过度活化，并激活 GPR109A/PI3K/AKT 信号通路减轻神经

元的凋亡，最终改善小鼠的认知功能障碍。 
综上，急性 SD 通过诱导海马神经元丢失最终引起小鼠认知障碍。外源性 Mel 添

加一方面通过 MT2 受体介导的直接途径缓解海马神经元铁稳态失调和脂质过氧化，

逆转神经元铁死亡的发生；另一方面通过抑制 Aeromonas 的代谢物 LPS 与小胶质细

胞的互作，上调 Lachnospiraceae_NK4A136 及其代谢物丁酸含量，缓解神经元凋亡的

发生，即通过肠脑轴间接途径改善急性 SD 诱导的认知功能障碍。 
关键词：急性睡眠剥夺，认知功能障碍，褪黑激素，肠脑轴，神经元丢失 
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Abstract 

Cognitive impairment caused by sleep loss is a severe public health problem, of which 

the mechanism is not entirely unclear. Melatonin (Mel) is an endogenous hormone with 

circadian rhythm, which can exert various regulatory effects through receptor or non-

receptor pathways, and is expected to be an effective drug for alleviating acute sleep 

deprivation (SD)-induced cognitive impairment. Therefore, this study used the modified 

multi-platform water tank test to establish a continuous 72-hour acute SD mouse model and 

exogenous Mel was supplemented to explore its improving effect on cognitive impairment 

induced by acute SD in mice and its mechanism. 

1. Interventional effect of Mel on acute SD-induced cognitive dysfunction and its 

model establishment. 

Behavioral results showed that acute SD mice exhibited increased latency and path 

length to the platform, decreased number of entries into the target zone, time spent in the 

target zone, percentage of spontaneous alternating behavior, the ratio of central distance 

crossed, and the ratio of central time crossed versus controls. Meanwhile, acute SD 

significantly increased the plasma CORT and NE levels, number of Iba1 positive cells, IL-6 

and TNF-α contents, apoptotic proteins (Cleaved caspase-3 and Bax) and autophagy proteins 

(LC3II/I, ATG5 and Beclin1) expression, iron accumulation and lipid peroxidation levels in 

the hippocampus, and decreased the plasma Mel levels, number of NeuN positive cells, IL-

4 and IL-10 contents, expression of Bcl-2 in hippocampus and mRNA levels of pineal Aanat. 

However, after intraperitoneal injection of exogenous Mel (20 or 40 mg/kg) in acute SD 

mice, all the above indicators were improved except the mRNA expression of Aanat in the 

pineal gland. The above results showed that an acute SD mouse model with Mel intervention 

was successfully established, and acute SD induced hippocampal neuronal autophagy, 

ferroptosis and apoptosis, resulting in neuronal loss and eventually causing cognitive 

impairment in mice, while Mel intervention could significantly improve this damage. 

2. Mel ameliorates hippocampal neuronal ferroptosis induced by acute SD 

Compared with the CON group, acute SD significantly increased hippocampal iron 

accumulation, levels of lipid peroxidation products (ROS and MDA) and iron import 

proteins (TFR1 and DMT1), as well as decreased levels of iron export protein (FPN), 

antioxidant indices (GSH-PX, CAT, SOD, GPX4 and T-AOC) and the expression levels of 

MT2, p-ERK and NRF2, and exogenous Mel supplementation reversed the above process. 

Still, it did not affect the expression of MT1 receptors. Supplementation of Fer-1 (ferroptosis 
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inhibitor) to acute SD mice could significantly improve the above process, showing a similar 

improvement effect as Mel. An in vitro model of ferroptosis was constructed by treating 

HT22 cells with Erastin, and the addition of Mel could improve the ferroptosis of HT22 cells. 

However, the effect of Mel was offset by 4P-PDOT (MT2 antagonist), PD98059 (ERK 

blocker) and ML385 (NRF2 blocker). The results suggested that acute SD leads to cognitive 

dysfunction in mice by causing ferroptosis in hippocampal neurons, while exogenous Mel 

ameliorates acute SD-induced ferroptosis in hippocampal neurons through the 

MT2/ERK/NRF2 pathway. 

3. Gut-brain axis mediates the ameliorating effect of Mel on hippocampal 

neuronal apoptosis induced by acute SD 

Compared with recipient mice receiving normal mouse fecal bacteria transplantation, 

the fecal bacteria of acute SD mice were transplanted into antibiotic-treated mice (SD-FMT), 

and the contents of colonic probiotic Lachnospiraceae_NK4A136 and its metabolites 

butyrate were significantly down-regulated, while the contents of the pathogen Aeromonas 

and its cell wall component LPS were significantly up-regulated. Along with changes in gut 

microbiota, SD-FMT mice showed impairment of spatial reference memory and spatial 

working memory and the occurrence of anxiety-like behaviors, the number of hippocampal 

Iba1-positive cells, the levels of IL-6, TNF-α, Cleaved caspase-3 and Bax increased, and the 

levels of Bcl-2, IL-4 and IL-10 decreased, while iron level and iron transport proteins 

contents did not change. However, the changes mentioned above were not shown after 

transplantation of fecal bacteria from Mel-interventional acute SD mice to recipient mice 

(SD+Mel-FMT). These results suggested that gut microbiota mediates the ameliorative 

effect of Mel on acute SD-induced cognitive impairment, which is associated with 

amelioration of hippocampal neuronal apoptosis rather than the ferroptosis pathway. 

4. Mel improved acute SD-induced cognitive impairment by inhibiting the 

interaction of Aeromonas metabolite LPS with microglia 

Compared with the CON group, acute SD mice, SD-FMT mice, Aeromonas veronii 

colonized mice, and LPS-treated mice all showed microglial activation, increased levels of 

LPS, IL-6 and TNF-α and decreased levels of IL-4 and IL-10 in the hippocampus, increased 

neuronal apoptosis, and impaired cognitive function. Aeromonas veronii colonization and 

LPS treatment up-regulated the expression levels of TLR4, HDAC3, p-P65, p-IκB, and 

Cleaved caspase-3 in the hippocampus, while exogenous Mel supplementation significantly 

reversed this process. These results suggested that Mel could down-regulate Aeromonas and 

its metabolite LPS in the colon and inhibit the TLR4/HDAC3/NF-κB signaling pathway, 
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thereby improving hippocampal neuroinflammation and neuronal apoptosis, and ultimately 

alleviating cognitive dysfunction in mice. 

5. Mel ameliorates acute SD-induced cognitive impairment by upregulating the 

content of Lachnospiraceae_NK4A136 and its metabolite butyrate 

Compared with the CON-FMT group, SD-FMT group mice exhibited significantly 

down-regulated Lachnospiraceae_NK4A136 and metabolite butyrate content and cognitive 

dysfunction. However, supplementation of Mel and butyrate could improve the memory 

impairment induced by acute SD, butyrate could not improve the decrease of plasma Mel 

caused by acute SD like Mel, while neither Mel nor butyrate could improve the expression 

of Aanat which is inhibited by acute SD. The results of in vivo and in vitro experiments 

showed that butyrate could inhibit acute SD or H2O2-induced decrease in the expression of 

GPR109A, p-PI3K, p-AKT and Bcl-2, as well as an increase in the expression of Cleaved 

caspase-3 and Bax. However, GPR109A-siRNA, PI3K inhibitor (LY294002) and AKT 

antagonist (GSK690693) blocked the ameliorating effect of butyrate.  

An in vitro model of neuroinflammation was constructed by treating BV2 cells with 

LPS. In vitro experiments showed that LPS up-regulated the levels of IL-6, TNF-α, HDAC3, 

p-P65, p-IκB and Cleaved caspase-3, and down-regulated the levels of IL-4 and IL-10 in 

BV2 cells, and the addition of exogenous butyrate could reverse this process. The 

ameliorating effect of butyrate was blocked by an inhibitor of MCT1 (AZD3965) and an 

agonist of HDAC3 (ITSA-1), while it was mimicked by an antagonist of TLR4 (TAK-242) 

and an antagonist of NF-κB (PDTC). The above results indicated that Mel alleviated the 

hyperactivation of microglia by up-regulating the levels of colonic 

Lachnospiraceae_NK4A136 and its metabolite butyrate, inhibited the TLR4/HDAC3/NF-

κB pathway, and attenuated neuronal apoptosis by activating the GPR109A/PI3K/AKT 

pathway, ultimately improved cognitive dysfunction in mice. 

In conclusion, acute SD induces cognitive impairment in mice by inducing 

hippocampal neuron loss. Mel alleviated the iron dyshomeostasis and lipid peroxidation in 

hippocampal neurons through an MT2 receptor-mediated direct pathway, and reversed the 

occurrence of neuronal ferroptosis; Mel inhibited the interaction between Aeromonas 

metabolite LPS and microglia, up-regulates the content of Lachnospiraceae_NK4A136 and 

its metabolite butyrate, and alleviated the occurrence of neuronal apoptosis, ultimately Mel 

ameliorated acute SD-induced cognitive impairment through direct and indirect pathways. 

Key words: acute sleep deprivation, cognitive impairment, melatonin, gut-brain axis, 

neuronal loss 
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第一章 前言 

在畜牧兽医行业，为了获得更高的生产效益，很多鸡场和猪场企业都采用高密度

的集约化养殖，虽然在一定程度上得到了很大的经济收益，但是产品的质量却受到了

严重的影响。禽类由于其发达的视觉系统，它们对于光的敏感性高于其他的经济类动

物，因此在养殖密度较大的情况下，饲养者会提供持续的长时间光照保证家禽足够的

摄入量，增加生长率（Lien et al., 2007）。但是持续或接近持续的光照会抑制禽类褪黑

激素的合成和分泌，使动物出现睡眠延迟或睡眠碎片化现象，导致家禽的健康和福利

受到损伤（Schwean-Lardner et al., 2016）。连续照明饲养也不利于肉鸡的生长率、 体

重增加、食物摄入、动物健康和死亡率（Skrbic et al., 2015）。此外，在养殖业中多采

用的限位栏模式，将饲养的动物限制在一定的区域内使其生产价值发挥到最高，但是

在此过程中，由于无法自由的运动导致动物很难维持一个正常的睡眠状态，其睡眠质

量也被严重的制约，这对动物会造成较大的级联伤害，比如精神沉郁、消化道损伤和

免疫功能降低等（李冰霜，2019）。从动物福利角度考虑，限位栏模式也影响了动物

的基本生存福利，尤其是无法保证正常的睡眠。动物福利的五大自由之一便是享有生

活无恐惧和无悲伤的自由，不论是动物还是人类，当无法保证最基本的睡眠时，会饱

受精神痛苦和身体损伤的双重影响（张影，2013）。不仅是动物，人类也面临着严峻

的睡眠缺乏现象。在快节奏的当前社会，睡眠不足已成为非常常见的现象，并严重影

响着不同年龄不同工作环境的人群的健康生活。在新出炉的《2022 年中国国民健康

睡眠白皮书》中，国人的睡眠状况并不理想，近 3/4 受访者曾有睡眠困扰，44%的年

轻人熬夜至零点以后，42%的老年人入睡时长超过半小时，失眠率高达 21%。睡眠不

足，已经成为当代社会面临的一大困扰。随着社会的快速发展，人们面临着更大的精

神压力，睡眠障碍的发生率增加，同时加剧了多种精神疾病的发生，如抑郁症、焦虑

症、记忆损伤和精神分裂症等（陆林, 2020）。面对我国如此普遍的睡眠缺失现象，迫

切需要一种健康、无副作用的药物来改善睡眠不足带来的认知损伤。褪黑激素

（Melatonin，Mel）是具有昼夜节律的内源性激素，对睡眠（杨悦等, 2020）、认知（马

丛丛等, 2021）和肠道（马骁等, 2020）都有一定的调节作用，但具体作用机制尚不清

楚。因此，本研究通过建立添加或不添加 Mel 干预的急性睡眠剥夺（Sleep deprivation，

SD）小鼠模型来模拟动物的睡眠不足，探究 Mel 是否以及如何改善急性 SD 诱导的

认知功能障碍，期望为人类医学和畜牧养殖中普遍出现的睡眠不足所致认知障碍提供

可靠的理论依据。 

1. 睡眠与睡眠剥夺 

1.1 睡眠概述 
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睡眠是一种自然的、可逆的具有周期性的生物行为，处于睡眠状态时机体对外界

刺激的反应减弱，相对不活动伴有意识的丧失（Beersma, 1998）。睡眠的发生是有规

律的，并且受到体内平衡的调节，即睡眠的缺失或延迟会导致随后的睡眠延长。睡眠

剥夺或睡眠中断会导致严重的认知和情绪问题（Vandekerckhove and Cluydts, 2010）。

睡眠可能发生在所有的脊椎动物中，包括鸟类、鱼类和爬行动物，类似睡眠的状态也

可以在无脊椎动物中观察到，如苍蝇、蜜蜂和蟑螂等（Cirelli and Tononi, 2008）。睡眠

的行为对于人类和动物至关重要，因为它占据了机体一生中大约 1/4 至 1/3 的时间。 

1.1.1 睡眠的形式 

睡眠的电生理状态是由皮下、皮层和肌肉细胞产生的电信号相互作用的复杂过

程，这些电信号在睡眠中以不同的模式出现（Ko et al., 2021）。根据美国睡眠医学学

会的指导原则，将睡眠分为不同的阶段包括清醒阶段（Wake, W）、非快速眼动阶段

（non-rapid eye movement sleep，NREM）和快速眼动阶段（rapid eye movement sleep, 

REM），而 NREM 又进一步分为了 N1、N2 和 N3 阶段（Silber et al., 2007）。这些阶

段可以通过多导睡眠图来识别，多导睡眠图通常用来记录睡眠时的各种生物信号，如

脑电图（EEG）、心率、鼻气流和身体姿势（Combertaldi and Rasch, 2020）。清醒阶段

主要由大脑的 α 波（8-12hz）活动控制，表明睡眠的短暂中断，这一点人可能意识到，

也可能不知道。N1 阶段是宁静的清醒状态的初始过渡，在 EEG 上很容易通过出现轮

廓分明的中线波形来识别（Ohayon et al., 2004）；N2 阶段可以通过高度同步的中线纺

锤波和多相 K 复合物的出现来确定（Basheer et al., 2004）；N3 阶段主要由慢波控制，

这给了它另一个名字“慢波睡眠”（SWS），其特征是高度同步和高电压 δ 波

（Nedeltcheva and Scheer, 2014）。REM 定义为低电压不规则快速活动，类似于清醒时

的 EEG 波，但伴随着肌电图上的肌肉张力完全丧失（Silber et al., 2007）。这些睡眠阶

段以循环模式交替，每个睡眠周期约为 90-110 分钟，每晚共 4-6 个周期。 

1.1.2 睡眠的时间 

睡眠时间由昼夜节律和稳态振荡器之间的微妙相互作用控制，根据它们的内生特

性，它们可以让人们自发地感觉到是时候睡觉或醒来，并且与地球的光/暗周期同步。

动物和人类的睡眠时间都有其各自的特点，并且会受到外界环境的影响。动物睡眠时

间的长短与其体积大小有关，体积小的动物日常所需的代谢较多而其难以储存大量的

能量，因此这类动物对睡眠时间的需求较高；而大型动物由于其代谢的缓慢，其所需

的睡眠时间也较少。比如蝙蝠和老鼠一天的睡眠时间需保持 18-20 个小时，猩猩的睡

眠时间为 9 个小时，非洲象大概需要 3 个小时的睡眠，而长劲鹿的睡眠每天仅需要 2
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个小时。此外，食物形态也会影响动物的睡眠时间。肉食动物睡的最多，杂食性动物

次之，草食型动物最少。狮子老虎在动物界缺乏天敌，并且肉食的能量含量非常高，

它们每天的睡眠时间能达到 13-16 个小时；而草食动物时常需要躲避天敌，并且草食

能量含量低，比如山羊、斑马等草食性动物代谢速度慢，需要增加摄食时间，从而睡

眠的时间相应缩短（Hummer and Lee, 2016）。 

反之人类在当前社会，社交时间和夜间人造光会改变睡眠时间（Taillard et al., 

2021）。现代生活方式和人工夜间灯光会延迟我们的就寝时间，让我们在本该睡觉的

时间保持清醒，并导致睡眠时间的个体差异更大。不同年龄段的人对睡眠需求的时间

是不同的，这是由于生长发育的需求所致。比如低龄儿童处于生长发育的高峰期，需

要更多的睡眠保证身体的发育，一般每晚需要至少保持 12 小时的睡眠。青春期的青

少年此时应在保证学习进度的前提下，保证每天的睡眠时长达到 8 小时，过度的熬夜

会影响身体的健康并影响学习进度。成年人需要的睡眠相较于青年人要少，但应在“优

质睡眠时间”进入睡眠，避免睡眠的不规律，并且保证在深夜 3 点进入深睡眠，有助

于缓解疲劳。60 岁以上老年人每天睡 5.5~7 小时，阿尔茨海默氏症协会公布的数据显

示，每晚睡眠限制在 7 小时以内的老人，大脑衰老可推迟 2 年（Mattis and Sehgal, 

2016）。 

1.1.3 睡眠的生理意义 

（1） 睡眠能补充能量，促进机体修复 

当人类进入睡眠状态时，机体的各项器官组织都会进入修复状态。机体的基础体

温会下降，心律和血压会降低，呼吸的频率也会降低，机体整体进入低能量消耗的状

态。此外，胃肠道会合成和储藏能量物质，以补充白天机体消耗的能量。对于大脑，

虽然在睡眠时大脑仍处于工作状态，但是有研究发现睡眠时神经元的突触会得到修

复，并且会大脑清理白天代谢产生的废物。因此人类需要充足的睡眠来完成对白天高

强度工作的修复（Yaffe et al., 2014）。 

（2） 睡眠能增强免疫，促进康复 

睡眠和免疫力是双向联系的。免疫系统的激活会改变睡眠，而睡眠反过来又会影

响我们身体防御系统的先天和适应性手臂。微生物对免疫系统的刺激会引发炎症反

应，这取决于其强度和时间过程，并会导致睡眠时间和强度的增加，但也会扰乱睡眠。

在感染期间加强睡眠被认为是对免疫系统的反馈，以促进宿主防御（Covassin and 

Singh, 2016）。事实上，睡眠影响各种免疫参数，与降低感染风险有关，并可改善感染

结局和疫苗接种反应。在没有感染挑战的情况下，睡眠似乎可以通过影响几种炎症介

质，如细胞因子，促进炎症内稳态。这一观点得到了以下发现的支持:长期睡眠不足可
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导致慢性、全身性低级别炎症，并与各种有炎症成分的疾病相关，如糖尿病、动脉粥

样硬化和神经退化（Besedovsky et al., 2019）。 

（3） 睡眠能促进生长发育 

机体的生长发育需要睡眠。有数据显示，新生儿睡眠中有一半时间在经历 REM

时期，而早产儿的 REM 达到睡眠总时长的 80%。REM 是机体进入了深度睡眠，在此

过程中，神经系统进行修复，不同神经元的突触产生连接，大脑逐渐完善其结构和功

能（Mander et al., 2017）。对于处于生长发育的期的幼儿充足的睡眠是至关重要的，

因为刚出生的的婴儿机体多种结构和功能尚不完善，需要在睡眠中进行发育。此外，

儿童的生长速度与睡眠状态成正比，睡眠过程中，生长激素（影响发育的重要因子）

可持续数小时维持在较高水平。 

（4） 睡眠能修复大脑功能 

在清醒的时候，大脑处于持续兴奋的状态，神经元的耗氧量和能量消耗都很高。

在进入睡眠状态时，大脑中的神经元会进行休息，但是大脑中的神经元并不是全部进

入休息状态，我们知道记忆是在睡眠过程中得到巩固，白天获取的信息需要在睡眠中

进行加工、分类整理和保存，因此大脑组织在睡眠时处于轮休状态。NREM 和 REM

会交替出现，神经元一段时间处于兴奋状态，一段时间又处于休整状态（Panagiotou 

et al., 2021）。此外，在白天的工作时刻大脑高速运转会产生大量的代谢废物，需要将

神经元代谢的废物利用或处理掉，睡眠就提供了处理代谢废物的时间。研究人员发现

睡眠促进 β-淀粉样蛋白的代谢，而 β-淀粉样蛋白是阿尔兹海默症患者重要的病理变

化，它们会在清醒的时候大量聚集于负责大脑学习和记忆的脑区比如海马内，而睡眠

时期能加快这类蛋白的代谢，表明睡眠过程能够抑郁有毒的代谢产物在大脑中的聚

集，促进的神经元的运转，修复了大脑功能（Lucey et al., 2019）。 

（5） 睡眠能巩固记忆、增强认知 

虽然睡眠是一个影响整个有机体的系统级过程，但它最显著的特征是行为控制和

意识的丧失。在睡眠的多种功能中，它在建立记忆中的作用似乎尤为重要，因为它似

乎与清醒时大脑对刺激的正常处理不相容，这可能可以解释睡眠时意识的丧失

（Diekelmann and Born, 2010）。早在 1924 年，詹金斯和达伦巴克这两位睡眠研究领

域的专家就通过实验揭示了睡眠对于记忆的维持作用。睡眠主要促进记忆的巩固，而

记忆编码和检索在醒着的时候最有效。巩固指的是一个过程，它将在清醒状态下编码

的新的和最初的不稳定记忆转换成更稳定的表征，并整合到已有的长期记忆网络中

（Dudai et al., 2015）。“巩固”指的是在用于编码“新鲜”记忆的神经元网络中，主动

地对“新鲜”记忆进行再处理。它似乎在离线状态下，即睡眠时，效果最为显著，这

样编码和巩固就不会相互干扰，大脑在巩固期间也不会产生“幻觉”（Klinzing et al., 

2019）。此外，睡眠能够提升认知能力，哈佛大学的一项实验发现，睡眠充足时受试
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者在辨识工作中表现更出色，而 SD 实验参与者也的认知能力与智力表现严重下降。

生活中我们也由此体会，长期睡眠不足会造成反应迟钝、注意力分散、记忆减退等精

神类症状（Sharma et al., 2020）。 

（6） 睡眠能调节情绪 

情绪障碍包括一系列条件，可以包括高涨的情绪，如躁狂/轻躁狂和抑郁情绪。重

度抑郁单极和双相情感障碍，是最流行和最严重的疾病之一，有复发、慢性和致残的

倾向（Adrien, 2002）。失眠是情绪障碍的临床显著特征，它在整个情绪障碍过程中非

常普遍，多达 80%-100%的人在抑郁发作期间和 45%-55%的人在双相情感障碍间歇期

经历失眠（Geoffroy et al., 2015）。睡眠缺失，例如睡眠时间减少和睡眠不足，在双相

情感障碍的特征情绪失调的出现中具有特别重要的意义。最近，研究表明，针对失眠

的治疗不仅可以改善失眠症状，而且对情绪障碍的发展轨迹也有良好的影响（Gava et 

al., 2019）。因此，可以将睡眠作为治疗或指示情绪状态的一项指标，改善睡眠质量能

促进情绪的缓和，当睡眠出现紊乱或质量下降的情况时也能反映当前的情绪状态。 

1.2 睡眠障碍概述 

睡眠障碍是由多种因素引起的睡眠异常行为，主要表现为睡眠和觉醒节律性行为

的紊乱。睡眠障碍是一种常见的疾病，它不仅引起患者的苦恼,影响日常生活活动能

力,还会导致严重的并发症（Xie et al., 2017）。《国际睡眠障碍分类》将以下 6 类疾病

区分为:失眠、睡眠相关呼吸障碍、中枢性睡眠过度、昼夜节律障碍、睡眠异常和睡眠

相关运动障碍（Guillodo et al., 2020）。例如，失眠的特点是抱怨睡眠时间和质量，入

睡困难，夜间醒来，早醒，或无法恢复的睡眠。这种症状必须每周至少出现三次，持

续至少一个月，并在第二天产生不良后果。睡眠和心理健康高度相关，许多心理健康

问题也与睡眠障碍有关。传统上，睡眠障碍被视为精神健康障碍的后果，证据也表明，

睡眠障碍可能导致新的精神健康问题（Baglioni et al., 2011）。 

1.2.1 睡眠障碍的诱因 

（1） 不良的外界环境、生活方式与习惯 

睡眠过程容易受到外界环境的影响。在目前的社会环境中，光照持续时间加长，

噪音污染严重，极大的影响了进入睡眠的时间。光线会影响机体 Mel 分泌，夜晚长时

间的光照会抑制松果体分泌 Mel，进而导致机体难以进入睡眠状态（Park et al., 2015），

此外不良的生活习惯也会影响睡眠，如深夜暴饮暴食，睡前进行强烈运动以及作息不

规律等，这些不健康的行为会对睡眠造成干扰，影响睡眠的质量（Alotaibi et al., 2020）。 

（2） 长期加班与轮班  
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高强度的工作也是影响睡眠的原因之一。目前社会节奏非常快，很多人的工作压

力都很大，轮班工作在多种行业中都存在。轮班工作是由于工作性质的需要，必须有

人 24 小时坚守岗位，比如医务人员、作战军人和长途飞机的工作人员。而长期的轮

班工作尤其是通宵工作会损伤人体的昼夜节律稳态，并出现不同程度的睡眠障碍

（Boivin and Boudreau, 2014; Kervezee et al., 2020）。此外，繁重的工作带来的巨大压

力也会影响睡眠的状态，虽然这类人群的睡眠时间是足够的，但是睡眠质量较差，因

此这类人群也多伴有睡眠障碍的问题（Caruso, 2014）。 

（3） 生理、心理因素与药物因素  

随着年龄的增加，患有多种慢性疾病的人群常伴有睡眠不足和睡眠质量下降的问

题，比如神经退行性疾病、偏头痛、心脏疾病、哮喘等。调查发现，阿尔兹海默症患

者的睡眠时间显著低于同年龄的人（Edéll-Gustafsson et al., 2006; Kontodimopoulos et 

al., 2020），此外，一些治疗疾病的药物也含有一些化学成分，它们对神经系统有激活

或抑制的作用，会影响人们的睡眠质量。比如一些抗心律失常药（普罗帕酮），在治

疗心律失常的同时可引起心动过缓、胸痛、呼吸困难和睡眠障碍，这些均会影响患者

的夜间睡眠质量（Rajpurohit et al., 2014）。一些抗抑郁药物（帕罗西汀），会使情绪变

得兴奋、易怒，甚至精神错乱，这些也会使患者的睡眠受到影响（Kumar et al., 2020）。 

1.2.2 睡眠障碍的评估 

睡眠障碍是神经内科复杂的系列疾病之一，分类繁杂广泛，临床表现多样，与病

因病机关系密切。近年来，睡眠障碍出现在多种慢性疾病的临床指南中。睡眠障碍评

估较难，下面介绍了应用最广泛的几种睡眠评估量表，常用来评估睡眠的状态：匹兹

堡睡眠质量指数（Pittsburgh sleep quality index，PSQI），1989 年美国匹兹堡大学精神

科医生 Buysse 博士等人编制了 PSQI（Buysse et al., 1989），是经过验证和使用最为广

泛的睡眠障碍评估量表之一，能够评估受试者近 30 天的睡眠质量。该表的适用性很

高，对一般人或者睡眠障碍患者的睡眠质量均能进行评估。斯坦福嗜睡程度量表

（Stanford sleepiness scale，SSS），是使用最广泛的临床工具来评估主观特征嗜睡，基

于测试个人困难程度的问卷。是为某一时间点提供量化指标的自评量表，反映的是受

试者的困倦程度。该问卷主要用于测定一天中不同时间段的警醒/嗜睡程度（Chiu et 

al., 2017）。可对同一患者一天中不同时段的嗜睡程度进行比较，但是不同患者间的横

向比较就不太适合。REM 睡眠行为异常筛查量表，REM 睡眠行为异常筛查量表是用

于筛查 REM 睡眠行为异常的自评量表（Simitsi et al., 2021）。共有 10 个大题，包括

梦境内容、梦境与行为的关系、致伤和神经系统疾病等方面的内容。多导睡眠图

（Polysomnography，PSG），PSG 基础睡眠和临床睡眠研究中评价睡眠的金标准
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（Hayakawa and Ohta, 1997）。 

1.3 睡眠剥夺 

现代生活方式，包括长时间的工作和通勤时间、心理压力、个人选择以及社交和 

家庭需求，导致人们的睡眠时间严重缩短（Troynikov et al., 2018），睡眠不足俨然成

为一种十分普遍的社会现象。睡眠剥夺是指一个人由于环境或自身原因而无法达到正

常的睡眠方式，一般指睡眠少于 4 小时，导致情绪、学习和记忆、免疫功能、生理、

心理甚至行为等一系列变化。 

1.3.1 睡眠剥夺的类型 

根据睡眠剥夺时间的长短可以将睡眠剥夺分为完全睡眠剥夺和部分睡眠剥夺

（Hale and Guan, 2015）。24 小时或以上的延长清醒被称为完全睡眠剥夺（Van Dongen 

et al., 2003）；而每日睡眠时间小于正常睡眠时间 50%，且每日睡眠可连续或不连续，

这类睡眠被称为部分睡眠剥夺（Su et al., 2021）。根据睡眠剥夺发生的缓急可以将睡

眠剥夺分为急性睡眠剥夺和慢性睡眠剥夺。急性睡眠剥夺指快速的剥夺睡眠，持续的

时间至少为 24h 或更多时间（Pires et al., 2016）；而当那个每日睡眠剥夺的时间低于

5h，且至少剥夺睡眠三个月，这类剥夺方式称为慢性睡眠剥夺（Seton and Fitzgerald, 

2021）。此外还可以根据脑电图，将睡眠剥夺分为慢波睡眠剥夺和快波睡眠剥夺，当

剥夺的睡眠阶段为慢波时，称为慢波睡眠剥夺；当剥夺的睡眠阶段是快波时，称为快

波睡眠剥夺（Scholes et al., 2020）。 

1.3.2 睡眠剥夺的模型 

睡眠这一行为对于人类及哺乳动物来说是非常重要的一部分，但是针对睡眠的发

生发展过程尚不完全明确。而针对与目前社会存在的睡眠缺失问题，需要构建适当的

模型来探究睡眠剥夺对机体损伤的具体机制，以及如何更好的改善这类损伤。这里将

几种常用的睡眠剥夺模型的方法及进展进行综述。 

（1）单平台睡眠剥夺法 

在 1964 年单平台睡眠剥夺方法用于研究的猫的睡眠剥夺，后来应用到大鼠的研

究中。具体的操作方法是：准备一个长 400 mm 宽 340 mm 高 160 mm 的水池，在水

池中放入一个圆柱样平台，加水至距离平台顶面约 10mm 处，将 1 只大鼠放置与平台

上并允许其站立。此时大鼠可进入 NREM 期，但当其进入 REM 期时，由于全身骨骼

肌张力明显降低，大鼠掉入水中而无法进入 REM 期。采用该睡眠剥夺方法能够引起

动物体重降低，血浆中皮质酮（Corticosterone，CORT）含量的增加以及机体免疫反
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应抑制等（D'Almeida et al., 1997）。但是该方法也有一定的缺陷型，水池中只放置一

只动物，虽然能够达到剥夺睡眠的目的，但是缺乏了群居性动物的模拟。  

（2）多平台睡眠剥夺法 

在 1981 年多平台睡眠剥夺用于大鼠的睡眠剥夺实验中，该模型是在单平台睡眠

剥夺模型上的改进，将水池中 1 个平台增加至 7 个平台，但是水池中仍然放置一只大

鼠，允许其在 7 个平台中自由活动。该方法较单平台睡眠剥夺多了动物的活动空间。

但是该模型中的大鼠应激反应仍然存在，如肾上腺重量增加和胸腺重量减少等，表明

该模型的应激性较多，容易影响睡眠剥夺实验的准确性。并且该方法并没有解决大鼠

为群居动物的特性（Benoit et al., 1981）。 

（3）改良多平台睡眠剥夺法 

在之前两个方法的基础上进一步改进将睡眠剥夺实验改进为改良多平台睡眠剥

夺法，具体的准备一个长 127 cm，宽 44 cm，高 45 cm 的水池，在水池中安装 14 个

平台，并且在水池中放置 4-6 只动物，这样既保证了睡眠剥夺的实验目的，又最大程

度的模拟了动物的群居特性，将影响实验准确性的因素降到了最低。实验发现该模型

下的大鼠应激水平均比前两种方法的低，具体为血浆 CORT 和去甲肾上腺素

（Norepinephrine，NE）含量的降低，表明改良多平台睡眠剥夺方法是一个较为理想

的睡眠剥夺方法。 

（4）旋转圆筒睡眠剥夺法 

1979 年该方法用于睡眠剥夺实验中，设备主要由一柱形圆筒及一小型慢速马达

构成，圆筒与小型马达相连。马达转速为每 45 s 转 1 圈（也有学者应用每分钟转 1

圈）。至少在实验前 2 天每天将大鼠放入圆筒中适应环境 1 次，适应时间不少于 3h。

实验时将马达按 45 s 每 1 圈进行匀速转动，圆筒的转动会促使大鼠不停的运动而达

到剥夺睡眠的实验目的。此类方法能明显的观察到是否剥夺了动物的睡眠，但长时间

的运动会引起动物的疲劳，可能会干扰睡眠剥夺结果的准确性（Stefurak et al., 1977）。 

（5）轻柔刺激法 

当睡眠剥夺的时间较短时，可以采用人为的轻柔刺激法进行睡眠剥夺。实验人员

通过观察动物行为以及根据脑电图观察动物的睡眠状态，当发现大鼠进入睡眠时，用

工具拍打大鼠避免其进入睡眠。此方法简单易行，但是具有局限性，当睡眠剥夺的时

间较长时，该方法就不适用了。 

（6）药物睡眠剥夺法 

定时给大鼠注射药物，此类方法简单易行，操作方便，不需要特殊仪器。缺点是

由于动物的个体差异，药物的作用无法达到统一的程度，睡眠剥夺的程度存在差异，

对试验结果的准确性有影响，因此多用于特殊药物的研发实验中。 
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2. 认知功能障碍和睡眠 

2.1 认知功能的结构基础与行为 

认知是指通过思维、经验和感官而形成概念、知觉、或想象等心理活动来获取知

识的过程，涉及语言、学习、记忆、思维等一系列功能（Reddy et al., 2021）。认知功

能障碍则是由于脑组织损伤或病变引起的学习、记忆等功能障碍，可伴随着注意力和

执行能力的障碍（Karussis et al., 2000）。随着科学技术的发展以及人们生活水平的提

高，人口老龄化问题日益加重，年龄相关性认知功能障碍（Simen et al., 2011），中枢

神经系统退行性疾病包括阿尔茨海默病、帕金森病等引起的认知功能障碍，以及脑卒

中后的认知功能障碍的患病人数逐年升高（Kalaria et al., 2016），有研究显示目前全世

界有痴呆患者约四千六百万人，到 2050 年将增加至一亿三千一百五十万人。认知功

能的障碍严重影响患者的生活质量，给家庭、社会带来了巨大的负担。尽管一些治疗

措施包括神经营养药物（Ma et al., 2018）、抗氧化应激药物（Xiang et al., 2017）和中

医药（Zhou et al., 2016）具有一定的改善认知功能障碍的作用，但是由于各种认知功

能障碍的发病机制不尽相同，目前的治疗措施仍有较大的局限性。因此，深入研究认

知功能障碍的发病机制并进行针对性的治疗具有重要的现实意义。 

位于脑颞叶下内面的海马组织是哺乳动物中枢神经系统中参与学习和记忆形成、

贮存的关键部位，尤其在短期记忆转变为长期记忆的过程中（Fjell et al., 2014）。正常

情况下，海马齿状回（Dentate gyrus, DG） 的颗粒细胞发出穿通支接受来自内嗅皮层

神经纤维的投射，并依次与阿蒙氏角（Cornu ammonis, CA）的 CA3 区、CA1 区颗粒

细胞形成纤维联系。因此来自内嗅皮层的信息首先通过齿状回进入海马，随后齿状回

将信息进行整合后输入到 CA3 区锥体细胞及 CA1 区锥体细胞，再向海马周围进行传

递。海马结构完整性的破坏影响了正常的神经通路传递，不仅严重损害新记忆的形成，

也会影响海马损害之前的远期记忆，包括海马依赖性记忆和海马非依赖性记忆，因而

出现认知功能障碍（Eichenbaum, 2001; Fanselow and Dong, 2010）。引起或出现认知功

能障碍的因素或疾病如衰老、阿尔茨海默病、以及脑卒中等均可出现海马结构和功能

的破坏。例如研究证实衰老的小鼠海马树突棘数目显著减少，突触可塑性相关蛋白表

达明显下降，CA1 区和齿状回的神经元密度显著降低，神经鞘溶解、断裂，神经微管

和神经丝解体（Cao et al., 2017）。研究也发现阿尔茨海默病患者的海马齿状回体积较

正常人明显缩小，神经元密度显著下降，树突数量显著减少（Adler et al., 2018）。阿

尔茨海默病小鼠模型中也可见海马神经元数量减少，突触后致密带变薄，突触间隙加

大，突触表面的曲度减小（Schmitz et al., 2004）。此外，脑卒中后海马体积也显著减

小（Schmitz et al., 2004），而慢性脑缺血也可出现明显的海马区神经元凋亡，神经元
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数目减少、功能障碍、正常突触联系受到破坏（Liu et al., 2017）。以上研究提示，维

持海马结构和功能的完整性对于治疗年龄相关性的或各种疾病状态出现的认知功能

障碍有重要的现实意义。 

2.1.1 海马 

海马结构作为大脑的一部分，其主要功能是：学习、记忆、空间定位以及内分泌

活动调节，同时参与阿尔兹海默症、癫痫、抑郁症等神经精神疾病的病理改变

（Bhardwaj et al., 2004）。海马属于脑的古皮质，因其各成分的分布相对独立、神经元

之间的连接清楚易辨和具有高度有序化的结构特征，并且其又是大脑中最易受应激影

响的脑区之一（Price and Duman, 2020），故常被作为研究与认知相关疾病的靶向组织。 

2.1.1.1 海马的一般结构 

哺乳动物的海马位于侧脑室的内侧，为弯曲带状隆起，左右海马均由脑的前内侧

斜向后外侧，再弯向后下方（Tatu and Vuillier, 2014）。自颞叶中部向下做冠状切面能

够观察到双 C 型的海马结构，大Ｃ代表海马阿蒙角；小Ｃ代表齿状回。阿蒙角因形如

海马而得名，像一条镰状弯钩，从胼胝体底部延伸到侧脑室的下角。一层室管膜上皮

包裹与海马表面，海马下方存在一个海马槽，海马槽沿着海马的背部汇聚成一条白色

纵行扁带称海马伞，海马伞向后延伸至穹窿脚。由于血管丛齿状回进入，因此该部位

被压成需要横沟故而命名为齿状回，它位于海马的内侧，分布于海马沟和海马伞之间，

向前伸展至海马沟的切迹，向后与束状回相连（Jordan, 2020）。 

根据细胞类型的不同，海马从内向外可分为：分子层、锥体细胞层、多形层；依

据这３层细胞的纤维通路不同，又可分为：腔隙分子层、辐射层、锥体层、始层和室

床（Chauhan et al., 2021）。齿状回从内向外分为：分子层、颗粒细胞层、多形层又称

门区。颗粒层呈 V 型，靠近海马裂的一部分称为外臂，接近室管膜的另一部分称为内

臂。下托在海马和海马旁回之间，因海马旁回的细胞分为六层，故下托为三层细胞层

向六层细胞层转变的移行区。 
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图 1-1 海马的结构 

参与与学习记忆的海马分区：CA1，CA3，DG 和内嗅皮层（Chauhan et al., 2021）。 

Fig. 1-1 Basic structure of hippocampus. 

Hippocampus regions involved in learning and memory: CA1, CA3, DG and entorhinal cortex 

(Chauhan et al., 2021). 

2.1.1.2 海马的细胞构筑 

海马组织当中存在多种细胞类型，包括锥体细胞、颗粒细胞、中间神经元和门区

细胞。海马的投射神经元主要是锥体细胞，分布在锥体细胞层，由于其细胞形态的不

同可以分为 CA1、CA2、CA3 和 CA4 四个区。 

邻近下托的部分是 CA1 区，向腹外方向延伸为 CA2 区紧接着为 CA3 区，但 CA2

与两边的分区并不明显，多作为二者的移行区，CA3 进一步延伸至齿状回中的部分为

CA4 区。CA1 区锥体细胞大约排列成 2~3 层，锥体细胞的顶端树突，经辐射层分支

与腔隙分子层相连；基部树突，其分支呈放射状与始层相连。CA1 的轴突进入室床，

投射到下托，侧支达始层（Zammit et al., 2017）。CA2 区主要分布紧密的锥体细胞，

接受下丘脑乳头上区的传入纤维（Pang et al., 2019）。CA3 锥体细胞排列疏松，可达

10 层之多，锥体细胞数是 CA1 的 1.5~2.0 倍，锥体细胞顶端树突与苔藓纤维的末梢

形成突触，构成透明层。CA3 的轴突投射到对侧 CA1、CA3 区，侧支达始层、门区

及分子层的内 1/3。颗粒细胞是 DG 的投射神经元，主要分布在颗粒细胞层（Alkadhi, 

2019）。颗粒细胞树突表面有很多棘，所有分支与分子层表面相连，其树突棘是接受

传入信息的主要地方。颗粒细胞的轴突－苔藓纤维起源与树突树相对的另一极，它可

进入 CA3 区辐射层，侧支达门区。颗粒细胞与 CA3 锥体细胞形成的轴－树突触，是
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中枢神经系统最大的突触（Kullmann, 2011）。中间神经元大多为抑制性中间神经元，

直接影响投射神经元的兴奋性，数量虽少，但随机分布于整个海马结构。中间神经元

大约有 3 种类型：篮细胞：多分布在椎体细胞和颗粒细胞层及始层；腔隙分子层中间

神经元：主要散在于腔隙分子层；吊灯样细胞：分布在分子层。门区细胞：在 DG 的

多形层可见许多种类型的门区细胞，而其中苔藓细胞因其胞体大是最具特征的细胞。 

除神经元外，海马体中的主要细胞类型包括胶质细胞，如星形胶质细胞和小胶质

细胞。很长一段时间以来，神经胶质细胞被认为主要起营养和支持神经元的作用。但

随着研究的深入，神经元、星型胶质细胞和小胶质细胞通过互相形成的网络，共同协

调参与大脑功能，对大脑的健康运行起着至关重要的作用（Tatu and Vuillier, 2014）。 

分布于海马中的星形胶质细胞具有不同的形态特征。在 CA1 辐射状层中，许多

细胞呈梭形或细长形态，平行于锥体细胞的顶端树突（Ogata and Kosaka, 2002）。相

反，腔隙层中的星形胶质细胞更小、更密集，其主要突起是随机定向的（Bushong et 

al., 2004）。此外，星形胶质细胞的 DG 与海马背侧和腹侧存在差异（Wallraff et al., 

2006）。腔隙层中单个星形胶质细胞的投射区域小于锥体层或放射状层中相应的星形

胶质细胞。锥体层的星形胶质细胞比实质层的星形胶质细胞分支稀疏（Wallraff et al., 

2006）。小胶质细胞是中枢神经系统的常驻免疫细胞，在维持大脑内环境稳定中发挥

着关键作用（Rose et al., 2017）。在生理条件下，小胶质细胞是高度动态的;它们在中

枢神经系统的实质内以高度运动的过程不断巡逻周围环境，以感知微环境的变化

（Frost and Schafer, 2016）。静息状态下，小胶质细胞胞体小，并延伸出多个突起（分

枝型小胶质细胞）。当发现促炎刺激时，小胶质细胞迅速激活，成为神经炎症反应的

主要参与者（Nimmerjahn et al., 2005）。变形虫形态的细胞是小胶质细胞激活的形态

学指标（Crotti and Glass, 2015）。脑内稳态的破坏，如铁代谢、脂代谢等，会导致小

胶质细胞的形态和功能改变，如胞体肥大、分支增厚，从而加重脑的功能损伤

（Aldskogius, 2001）。 

2.1.2 认知与行为 

认知是指获取知识并将其转化为心理活动的心理过程。认知功能是复杂的生理活

动，利用啮齿动物进行认知相关研究时需要经典的方法进行检测。动物行为学的方法

在不断的脑科学研究过程中得以出现和持续发展（Price and Duman, 2020）。目前主要

的行为学实验包括学习记忆行为实验、抑郁行为实验、焦虑行为实验、恐惧行为实验、

自发活动行为实验、节律行为实验、攻击行为实验、防御行为实验、繁殖行为实验、

社会行为实验等。下面我对主要的行为学方法进行总结： 

2.1.2.1 学习记忆行为实验方法 



中国农业大学博士学位论文 第一章 前言 

 13 

学习和记忆是人类和其他动物根据过去的经验改变自己的行为、对环境变化或社

会互动后改变行为的反应的神经过程。学习过程与记忆过程互为因果（Paul et al., 

2009）。1937 年建立的斯金纳箱是首次检测学习记忆行为的实验方法。1939 年建立了

T 迷宫探究大鼠的自发交替行为，大鼠通过对进入新旧臂的记忆增加发现食物的机会

（Deacon and Rawlins, 2006）。1979 年，Barnes 建立了巴恩斯迷宫（Barnes, 1979），

动物不需要限食，基于其天生的探索特性，训练动物通过视觉提示到达隐藏的庇护所。

由理查德莫里斯设计的莫里斯水迷宫，在 1981 年的一项关于大鼠空间定位的研究中

首次被描述。基于动物厌恶水的特性，强迫动物在水池中寻找隐藏于水下的平台。水

迷宫用于评价啮齿动物的空间学习和记忆能力，广泛应用于海马依赖记忆的检测

（Morris et al., 1982）。1989 年，研究人员基于动物天生对新奇物体的探索特性，建立

了新物体识别评价方法，该方法基于小鼠探索新物体的自发倾向，对动物的应激影响

较小，与人类的记忆行为类似（Aggleton et al., 1989）。 

2.1.2.2 情绪行为实验方法 

情绪调节是一个整合生理、认知和行为成分的过程。动物和人类都存在情绪，它

是对客观事物的行为反应，但是动物的情绪无法用语言表达，因此研究人员利用动物

的天性设置特定的试验方法反映动物的情绪状态。 

抑郁行为是动物面临环境应激等因素长期、慢性作用时，出现快感缺失、行为绝

望、获得性无助等情绪反应（Hao et al., 2019）。1934 年，Hall 基于动物的探索行为建

立了旷场试验，观察动物在边缘和中央的探索行为反映动物的焦虑情绪（Kraeuter et 

al., 2019）。1968 年通过获得性无助动物模型用以模拟抑郁症患者的无助行为。强迫

游泳试验在 1977 年通过检测大小鼠的行为评价动物的抑郁行为（Yankelevitch-Yahav 

et al., 2015）。1985 年小鼠悬尾试验用于对抗抑郁药物的筛选（Can et al., 2012）。1982

年糖水偏好试验用于检测大鼠对蔗糖水的摄入，评价抑郁动物模型的快感缺失状态

（Gross and Pinhasov, 2016）。 

焦虑行为本质上动物新奇环境探索心理和对其恐惧而形成的冲突产生的行为

（Brown, 2019）。旷场试验、高架十字迷宫、明暗箱、新奇环境摄食抑制是用于反映

动物焦虑行为的试验。高架十字迷宫即利用动物对新异环境的探究特性和对开臂的恐

惧形成矛盾冲突，用于抗焦虑药物的筛选及焦虑作用机制的研究。旷场实验也是利用

动物对陌生环境的恐惧，主要在周边区域活动，在中央区域活动较少的原理，研究动

物的焦虑行为（Prut and Belzung, 2003）。 

2.1.2.3 运动行为实验方法 
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运动行为实验方法包括一般运动行为学评价，旷场试验中动物在一定时间内的运

动路径能够反映动物的运动能力，通过转轮和平衡木试验能够反映动物的协调运动能

力；通过负重游泳和跳台试验能够反映动物的耐力；通过不同的运动行为试验，对动

物的多种行为进行检测，比如跳、走、跑和游泳等，而这些行为的背后也反映了动物

是否处于健康状态（Teixeira et al., 2012）。 

2.2 认知功能障碍与海马神经元丢失 

认知功能障碍也称为神经认知障碍，是一种主要影响认知能力（包括学习、记忆、

感知和问题解决等） 的心理健康障碍。一般被定义为：执行功能、学习和记忆、感

知运动功能、语言、复杂注意力和社会认知等 6 种认知能力缺陷，通常代表为衰退，

并可能有潜在的脑病理（Sachdev et al., 2014）。认知障碍的表现形式多种多样，这些

表现可单独存在，但多相伴出现。比如学习与记忆障碍，在大脑皮层或海马的不同部

位受损伤时，可引起不同类型的记忆障碍，如颞叶海马区受损主要引起空间记忆障碍，

蓝斑、杏仁核受损主要引起情感记忆障碍等；还有其他的表现形式，包括失语、失认

和失认等。认知功能障碍的诱因有多种，如基因、脑外伤、中风、脑外伤、创伤后应

激、药物和睡眠缺失等，其中睡眠作为人体必要的生理活动，短期或长期的睡眠剥夺

对认知功能能够造成显著的影响（Poulose et al., 2017）。结合海马的结构基础，神经

元和各种胶质细胞参与了认知功能障碍的发生和加剧过程中。而神经元作为大脑神经

活动的直接执行者，神经元的正常功能对于认知功能的稳态是至关重要，然而当神经

元出现大量丢失时，机体的认知功能不可避免的出现损伤，而神经胶质细胞也能通过

直接或间接作用于神经元的生理过程来参与认知功能的调控。 

2.2.1 神经元丢失的形式 

在所有生命形式中，细胞死亡往往是一个严格控制和复杂的过程，超越了对活生

物体极端伤害后发生的不受控制的坏死形式。与意外细胞死亡不同，程序性细胞死亡

涉及一系列精确的事件，由一组确定的效应分子执行。因此，在特定环境中发生的细

胞死亡的类型取决于哪些效应分子被激活——这决定了细胞死亡的最终机制。最初的

细胞死亡类型分类是在 20 世纪末根据死亡细胞的形态差异而提出的，简单地称为 I

型（凋亡型）、II 型（自噬型）和 III 型（坏死型）（Schweichel and Merker, 1973）。在

过去的几十年里，随着研究的深入，越来越多的细胞死亡机制被发现。目前已经提出

了多达 12 种调控细胞死亡的模式，包括内源性和外源性细胞凋亡（intrinsic and 

extrinsic apoptosis）、线粒体渗透性转移驱动坏死（mitochondrial permeability transition-

driven necrosis）、坏死（necroptosis）、焦亡（pyroptosis）、网状细胞死亡（NETotic cell 
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death）、溶酶体依赖性（lysosome-dependent）和自噬（autophagy-dependent） 依赖性

细胞死亡、免疫原性细胞死亡（immunogenic cell death）和铁死亡（ferroptosis），每一

个都包含自己的编码死亡的机制，被用来触发和实现特定的细胞死亡反应（Galluzzi 

et al., 2018）。 

2.2.1.1 铁死亡 

美国怀特研究所的 Stockwell BR 研究团队在 2003 年，通过高通量筛选抗癌药物

时发现一种小分子 Erastin，能够诱导致癌基因突变促进促进肿瘤细胞的死亡，而这种

死亡方式不论在形态还是分子机制方面都区别与凋亡、焦亡和坏死等细胞死亡方式

（Dolma et al., 2003）。2012 年，他们将这种铁离子依赖的脂质过氧化物蓄积所引起的

细胞死亡方式命名为铁死亡（Dixon et al., 2012）。铁死亡是依赖于铁的一种死亡方式，

当发生铁死亡时，细胞内的 Fe2+水平升高（Hirayama et al., 2019），谷胱甘肽含量减

少，线粒体体积萎缩以及线粒体膜密度增厚等变化（Sun et al., 2018）。目前对于铁死

亡的研究越来越深入，发现铁死亡的细胞内调控机制复杂。细胞铁死亡的特征是

GPX4 功能的丧失，游离铁利用性的增加和膜脂质的过度氧化（Magtanong et al., 

2016）。因此，探究铁死亡的调控机制多从以下几个方面入手：谷胱甘肽（Glutathione， 

GSH）的合成、胱氨酸的摄取、谷胱甘肽过氧化物酶 4 的活性（Glutathione peroxidase-

4，GPX4）、酰基辅酶 A 合成酶长链家族成员 4（Acyl-CoA synthetase long-chain family 

member 4，ACSL4）脂代谢、铁代谢、甲羟戊酸途径、胱氨酸-谷氨酸反向转运蛋白系

统（Conrad et al., 2016; Doll et al., 2017）。 

（1） 铁代谢通路 

铁作为一种氧化还原金属，可以参与自由基的形成和脂质过氧化的扩散

（Hassannia et al., 2019）。在正常情况下，铁以两种形式存在，即 Fe2+和 Fe3+。十二指

肠吸收的膳食铁以转铁蛋白结合铁（Transferrin-bound iron，TBI）的形式通过血浆输

送到全身。循环血浆铁通过血脑屏障（Blood–brain barrier，BBB）进入大脑，血脑屏

障由脑微血管内皮细胞（Brain microvascular endothelial cells ，BMVECs）、星形胶质

细胞和周细胞形成。铁转运通过内皮屏障可分为两种可能的机制。第一种是胞吞模型，

转铁蛋白受体复合物通过 BMVEC 细胞质运输到核内体，并通过 BMVEC 的腔壁直

接释放到大脑。第二种是经典途径，铁离子通过与转铁蛋白受体 1（Transferrin receptor 

1，TFR1）受体结合进入内皮细胞，然后通过铁离子运铁素（Ferroportin，FPN）转移

出内皮细胞（Kakhlon and Cabantchik, 2002）。与血液中只有一种 TF-Fe3+不同，铁在

大脑中以两种方式存在，即 TBI（TF 结合铁形式）和 NTBI（非 TF 结合铁形式）。这

是因为即使在正常情况下，TF 在脑脊液中也是完全饱和的，血清铁饱和度估计为
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30%，因此 NTBI 是一种补偿性铁源，维持脑铁平衡。在 NTBI 中，与铁结合的低分

子量化合物包括柠檬酸、ATP 或抗坏血酸（Knutson, 2019）。 

图 1-2 铁死亡的核心分子机制及信号传导调控 

铁死亡可通过两种主要途径发生，即外源性或转运依赖途径（例如，减少半胱氨酸或谷氨酰胺

摄取和增加铁摄取），以及酶调控通路（如 GPX4 的抑制）（Tang et al., 2021）。 

Fig. 1-2 Core molecular machinery and signaling regulation of ferroptosis. 

Ferroptosis can occur through two major pathways, the extrinsic or transporter-dependent pathway (e.g., 

decreased cysteine or glutamine uptake and increased iron uptake), and the intrinsic or enzyme-

regulated pathway (e.g., the inhibition of GPX4) (Tang et al., 2021). 

细胞内铁代谢的经典过程是由多种蛋白质调节的。Fe3+和 TF 的复合物被 TFR1

内吞入细胞。在核内体中，Fe3+被前列腺成员3的6个跨膜上皮抗原（Six-transmembrane 

epithelial antigen of the prostate member 3，STEAP3）还原为 Fe2+，然后通过二价金属

转运体 1（Divalent metal transporter 1，DMT1）介导的的途径释放进入细胞内的不稳

定铁池中。细胞内不稳定铁池中的铁存在多种去向，它可以储存在铁蛋白中的 24 个

轻链（FTL）和 24 个重链（FTH）中；也可以参与线粒体氧化磷酸化的过程（McCarthy 
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and Kosman, 2015）；过剩的 Fe2+通过膜蛋白 FPN 输出细胞，并被细胞膜周围的

hephaestin 或铜蓝蛋白氧化，然后与 TF 结合，重新进入循环（Belaidi and Bush, 2016）。

铁稳态对细胞生存是不可或缺的，这可能是过量的铁引发其特定形式的细胞死亡的部

分原因。 

（2） 脂质代谢通路 

细胞内脂质代谢过程也参与铁死亡的调控。脂质过氧化的积累是铁死亡的关键过

程，PUFAs 在其中起着重要作用，尤其是花生四烯酸（Arachidonic acid，AA）和肾

上腺酸（Adrenic acid，AdA）（Ayala et al., 2014; Conrad et al., 2018）。根据现有研究

（Bai et al., 2019），ACSL4、溶血磷脂酰胆碱酰基转移酶 3（Lysophosphatidylcholine 

acyltransferase 3，LPCAT3）和花生四烯酸 15 脂氧合酶（Arachidonate 15-lipoxygenase，

ALOX15）是负责脂质代谢的重要酶，在调节铁死亡中具有关键作用。ACSL 家族包

括 ACSl1、ACSL3、ACSL4、ACSL5 和 ACSl6 五种异构体，它们都能将脂肪酸转化

为酰基辅酶 a（Tang et al., 2018）。其中，ACSL4 可催化 AA/AdA 生成 AA/AdA-coa

（Kuch et al., 2014）。LPCAT3 可将 AA/AdA-coa 插入溶血磷脂 PE 中，参与磷脂酰乙

醇胺-肾上腺素/花生四烯酸（PE-AA/AdA）（Kagan et al., 2017）等膜磷脂的合成。在

ALOX15 的作用下，PE-AA/AdA 可进一步氧化为 PE-AA/AdA-oo（O）（Colakoglu et 

al., 2018）。目前认为，PL-OOH 的积累是铁中毒的一个重要特征。GPX4 利用两个 GSH

分子作为电子供体，将脂质过氧化氢（Lipid hydrogen peroxide，PL-OOH）还原为脂

质醇（PL-OH，lipid alcohol），从而降低膜功能损伤（Forcina and Dixon, 2019）。 

（3） GPX4 通路 

细胞有防御系统来应对过度生成的脂质过氧化物，特别是谷胱甘肽和谷胱甘肽利

用酶（Ou et al., 2016）。GPX4 是一种脂质修复酶，已被鉴定为铁死亡的关键调节因

子。GPX4 通过将脂质过氧化物转化为相应的醇类来抵抗铁依赖的脂质过氧化。大量

研究表明，GPX4 的缺失增加了氧化应激诱导细胞死亡的易感性。脂质过氧化的整个

过程包括氨基酸转运、GSH 生物合成和 GPX4 催化。半胱氨酸是合成谷胱甘肽的关

键成分，可以通过 Xc−转运系统导入，也可以通过反硫化途径合成。系统 Xc−是一种

表达于哺乳动物细胞质膜的氨基酸转运体，是细胞抗氧化防御系统的一部分。该转运

体是由一个轻链（SLC7A11）和一个重链（SLC3A2）组成的异质二聚体。系统 Xc−

以 1:1 摩尔比交换细胞内的谷氨酸和细胞外的胱氨酸。Xc−系统摄取的胱氨酸被还原

为半胱氨酸，与谷氨酸和甘氨酸结合，合成谷胱甘肽。另一方面，蛋氨酸合成同型半

胱氨酸后，在中间型胱硫氨酸（包括胱硫氨酸 β 合酶 CBS）的作用下转化为半胱氨

酸。通过反硫化途径产生的半胱氨酸足以在细胞质中维持足够的浓度，从而使其对系

统 Xc−抑制剂诱导的铁死亡具有抗性（Cardoso et al., 2017）。 

GPX4 的脂质修复功能需要 GSH 的参与，GSH 是 GPX4 的辅助因子和合成底物
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（Yang et al., 2014）。当系统 Xc-被抑制时，细胞中的半胱氨酸被耗尽，从而导致 GSH

合成受阻和 GPX4 功能受损，最终导致铁死亡（Feng and Stockwell, 2018）。GPX4 是

一种含有硒代半胱氨酸氧化还原活性中心的硒蛋白（Angeli et al., 2014）。硒代半胱氨

酸的遗传密码是 UGA，与其终止密码子相同，因此运输需要特殊的硒代半胱氨酸

tRNA（Selenocysteine tRNA，sec-tRNA）（Bridges et al., 2012）。对 sec-tRNA 的功能

必不可少的异戊烯基团来源于甲羟戊酸途径（Mevalonate pathway，MVA 途径）的中

间体焦磷酸异戊酯（Intermediate isopentyl pyrophosphate，IPP）（Angeli and Conrad, 

2018）。由于 IPP 的 MVA 途径的重要产物，该途径的抑制剂能够阻碍硒代半胱氨酸

tRNA 的成熟和 GPX4 的合成（Moosmann and Behl, 2004）。MVA 途径的另一个产物

是辅酶 Q10（Coenzyme Q10，CoQ10）。β-羟基 β-甲基戊二酰-CoA（β-Hydroxylβ-

methylglutaryl-CoA，HMG-CoA）通过 HMG-CoA 合酶由乙酰-CoA 形成，然后转化为

甲羟戊酸，然后用 HMG-CoA 还原酶将其合成为 CoQ10。辅酶 Q10 是一种强大的细

胞膜抗氧化剂，随后在氧化应激下抑制铁死亡（Ye et al., 2020）。 

2.2.1.2 凋亡 

在 1972 年 Wylie Kerr 和 Currie 提出了细胞凋亡的概念并描述了细胞凋亡的形态

学特征（Kerr et al., 1972）。细胞凋亡也被称为程序性细胞死亡，是指特定细胞自我调

节的自然和自我破坏过程。细胞凋亡可以被两个不同的通路触发：内源性的线粒体途

径（Bcl-2 途径）和外源性的死亡受体途径。内源性途径由 Bcl-2 蛋白家族的促凋亡和

抗凋亡成员调节。在健康细胞中，抗凋亡蛋白 Bcl-2、Bcl-XL、MCL-1、Bcl-W 和

A1/BFL1 通过抑制 BAX 和 BAK 的基本效应来保证细胞存活。当细胞处于应激状态

（例如生长因子剥夺、DNA 损伤、ER 应激）时，BH3-only 蛋白（BIM、PUMA、BID、

BMF、BAD、HRK、BIK、NOXA）作为细胞凋亡的关键启动子，会呈现出转录或转

录后层面的上调，与抗凋亡 BCL-2 蛋白以高亲和力结合，释放 BAX 和 BAK 并形成

寡聚体，导致线粒体外膜通透性增加，线粒体释放细胞色素酶 C 等凋亡因子，这些凋

亡因子促进半胱天冬酶级联反应的激活，导致数百种蛋白质的裂解，最终导致细胞破

坏（Xu et al., 2019）。外源性途径通过肿瘤坏死因子受体超家族成员的配体激活，这

些家族成员具有细胞内死亡结构域，促进了细胞内死亡诱导信号复合物的形成，导致

caspase-8 和下游效应器半胱天冬酶（Cleaved caspase-3 和 caspase-7）的激活（Kashyap 

et al., 2021）。死亡受体途径可以通过 caspase-8 介导的促凋亡蛋白 BID 的蛋白水解过

程激活从而与内源性凋亡通路连接到一起（Moujalled et al., 2021）。 

2.2.1.3 自噬 
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自噬是大分子结构甚至整个细胞器降解过程中的高度保守的步骤，在细胞和组织

稳态中起关键作用，对于调节蛋白质的细胞质周转和整个细胞器的很重要（Zhang et 

al., 2021a）。营养缺乏、氧化应激和蛋白质聚集等许多刺激都可以启动细胞自噬

（Menzies et al., 2017）。在这些情况下，自噬减少了细胞压力，并为细胞提供了用于

修复、存活和生长的代谢物。根据细胞内底物进入溶酶体腔的方式不同，自噬可分为

三大亚型：大自噬（macro-autophagy）、微自噬（micro-autophagy）和分子伴侣介导的

自噬（chaperone-mediated autophagy）。这些自噬方式都集中在溶酶体上，用于细胞内

容物降解和回收。尽管自噬通常用于促进细胞存活，但在某些情况下，例如果蝇发育

过程中唾液腺的退化，自噬与细胞杀伤有关（Aman et al., 2021）。 

图 1-3 调控细胞死亡的不同形式的关键特征 

细胞死亡调控途径的概述，刺激条件、关键特征以及通路的正调控和负调控（Matthias et al., 

2021）。 

Fig. 1-3 Key features of different forms of regulated cell death. 

Overview of regulated cell death pathways highlighting the stimuli, key features as well as positive and 

negative regulators of the pathways (Matthias et al., 2021). 
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2.3 海马神经元丢失与睡眠 

在夜间睡眠时期，神经元会进行突触的修复，并清理白天活动代谢出的废物；而

神经元也能影响睡眠的过程。研究认为，腺苷参与到睡眠稳态调节的过程中，腺苷在

清醒状态下的积累，导致困意的产生，而咖啡的主要成分咖啡因，可以阻断腺苷与其

受体的结合，达到促进清醒的效果（Clark and Landolt, 2017）。研究人员发现，谷氨酸

能神经元的活动，参与调控胞外腺苷的积累过程。基底前脑区谷氨酸能神经元的活动

在促进机体清醒的同时，可以通过刺激腺苷的释放，而引起睡眠压力的增加，导致觉

醒到睡眠的转换。特异损毁这些神经元，可以显著降低腺苷的积累，导致小鼠清醒时

间的大幅度增长（Peng et al., 2020）。除此之外，当神经元大量丢失时，同样无法维持

机体正常的睡眠过程。在 REM 时期，自噬通过清除不需要的、功能失调的细胞内碎

片、废物等，维持细胞的健康、完整性和稳态。自噬异常导致神经元功能障碍，包括

死亡，导致神经退行性疾病，而 REM 的缺失会导致 NE 水平升高影响神经元的自噬，

扰乱神经元的完整性和稳态，并导致大脑功能的改变（Chauhan and Mallick, 2019）。

此外，在阻塞性睡眠呼吸暂停模型与肝损伤风险增加有关，慢性间歇性缺氧导致大鼠

肝脏出现明显的肝细胞肿胀、紊乱、坏死和炎症细胞浸润，并观察到肝细胞铁死亡的

发生（Chen et al., 2020）。生酮饮食因其神经保护作用而闻名，给予慢性 SD 小鼠补充

富含生酮的饮食能有效改善其认知功能的缺陷，而其作用机制在于抑制神经元铁死亡

的发生和提高突触可塑性（Wang et al., 2022）。可见在睡眠缺乏的模型中，铁死亡已

经成为广受关注的潜在治疗靶点。之前的一项研究发现，连续 48h 的 SD 能够损伤动

物的认知功能，其原因是海马神经元发生过度自噬，并出现神经元凋亡现象（Wadhwa 

et al., 2017a）。同样的在睡眠限制模型，甲状腺会受到不同程度的影响其自身形态以

及合成激素的功能都出现了损伤，而这可能与自噬和凋亡失衡有关（Li et al., 2021b）。

与急性 SD 相同，慢性睡眠限制也能引起细胞凋亡的发生，给予大鼠每天限制睡眠 18

小时，恢复 6 小时，持续 21 天的处理，发现颈上神经节的体积、神经元总数和卫星

胶质细胞数量明显减少，给予姜黄素补充后有效缓解了细胞凋亡数量（Erfanizadeh et 

al., 2020）。睡眠正常促进神经元结构和功能的稳定，神经元损伤势必会影响睡眠的正

常状态。 

3. 褪黑激素与睡眠和认知功能 

3.1 褪黑激素的合成和分泌 

褪黑激素（N-乙酰-5-甲氧基色胺，Mel）是一种小分子神经内分泌激素，主要由

松果体产生，但外周组织如胃肠道、视网膜、脾脏、肝脏和肾脏、内皮细胞或免疫细
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胞也可以产生 Mel（Acuña-Castroviejo et al., 2014; Calvo et al., 2013）。褪黑激素的合

成过程为，从必需氨基酸色氨酸，通过羟基化，首先转换成 5-羟色氨酸，随后通过脱

羧过程称为 5-羟色胺，接着在芳香烷基胺 -N-乙酰基转移酶（Aralkylamine N-

acetyltransferase，AANAT）的作用下，5-羟色胺被乙酰化为 N-乙酰基血清素，然后被

羟色胺-O-甲基转移酶转化为 Mel。AANAT 酶是 Mel 合成中的限制因子，它的表达在

昼夜节律中发挥关键作用，因此被称为“时间酶”。 

褪黑激素具有亲脂性和水溶性，有助于通过细胞膜（Claustrat and Leston, 2015）。

进入全身循环后它可以进入各种液体、组织和细胞室中（唾液、尿液、脑脊液、排卵

前卵泡、精液、羊水和牛奶）。由于 Mel 不储存在松果体中，血浆激素谱能很好的反

映松果体的活性（Reiter et al., 2014）。褪黑激素的分泌发生在夜间，血浆水平在凌晨

03:00-04:00 左右最高，随时间的增加其水平发生改变，在白天时无法检测到 Mel 的

水平。在激素节律中，这种昼夜节律的振幅最为显著（Meng et al., 2017）。视网膜-松

果体通路是哺乳动物体内光感应调节的内源性自律结构，Mel 的分泌主要受到这一通

路的调节。在白天或长时间光照下，AANAT 酶的活性降低，Mel 水平很低；在晚上

或长时间黑暗环境下，AANAT 酶的活性增加，Mel 水平升高（Liu et al., 1997）。不同

年龄段 Mel 的分泌也有差异，其分泌水平与年龄的增加呈反比，幼儿时期 Mel 的分

泌水平最高，老年时的 Mel 的分泌水平最低。 

3.2 褪黑激素与睡眠 

褪黑激素因其对睡眠的调控作用，目前广泛应用于临床治疗当中。对于一些长时

间飞行员或作战军人，在进行长时间的工作后会选用 Mel 来缓解时差带来的影响，提

高睡眠质量恢复正常的睡眠状态，这是根据 Mel 对昼夜节律的调控作用（Touitou et 

al., 2017）。褪黑激素对于熬夜人群或睡眠障碍的患者有很好的治疗作用，一方面由于

Mel 具有促进睡眠的作用，另一方面 Mel 具有很高的生物安全性，相对于其他安眠药

Mel 的副作用很少，因此 Mel 常用于治疗失眠（Tordjman et al., 2017）。但是目前对于

Mel 如何促进睡眠尚不清楚。科研人员认为 Mel 能够提高神经元内钙离子的含量，从

而增加与睡眠相关核团的神经元的兴奋性，从而促进机体进入睡眠状态（Pandi-

Perumal et al., 2008）。也有研究认为，Mel 能够与控制觉醒的核团的神经元产生联系，

抑制这些核团中的神经元的兴奋性，从而反向促进睡眠过程（Li et al., 2017a）。 

3.3 褪黑激素与认知 

褪黑激素作为大脑内源性调节因子，其分泌减少公认与 AD、帕金森病等神经退

行性疾病的发病机制有关，Mel 外源性给药可诱导认知增强，并调节神经退行性过程
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（Esposito and Cuzzocrea, 2010）。大量研究表明，Mel 能通过不同的作用途径改善认

知功能。比如在脑损伤模型中通过下调升高的炎性因子进而改善神经炎症反应

（Muhammad et al., 2019）；Mel 也能与糖基化终产物受体结合，抑制 RAGE-NF-κB-

JNK 途径，从而降低细胞内氧化应激的发生（Yu et al., 2019）；少突胶质细胞参与髓

鞘的生成，Mel 通过上调该细胞内 ERK 的表达，促进了神经组织的髓鞘再生

（Ghareghani et al., 2017）；Mel 也能促进海马 CA1 区神经元的钙离子活动的增加，从

而加强了记忆相关神经元的突触可塑性和突触兴奋性（Madhu et al., 2021）。此外，Mel

在铁死亡领域也有调节作用，Mel 能够与 MT2 受体结合，改善急性 SD 引起的海马

神经元铁死亡和小鼠认知功能障碍（Wang et al., 2021a）。在创伤性脑损伤模型中，Mel

也能改善神经元铁死亡的发生，最终逆转该模型小鼠的记忆损伤现象（Rui et al., 

2021）。 

3.4 褪黑激素的作用机制 

褪黑激素调控着大量的生理过程，包括昼夜节律、睡眠与觉醒、体温和血压调节、

骨代谢、免疫功能、生殖功能、记忆形成、细胞分化和增殖、氧化应激的抑制和炎症

过程。而 Mel 发挥上述作用主要有两种途径，分别是直接调控途径和间接调控途径。

Mel 的直接调控途径可以通过与受体结合，直接作用于靶组织或靶细胞；而对于间接

途径，Mel 作为一个对多种组织器官有调控的激素，能够协调全身的反应间接影响靶

组织或靶细胞。 

3.4.1 褪黑激素的受体途径 

褪黑激素的受体结构在 1975 年首次定义（Heward and Hadley, 1975），其属于 G

蛋白偶联受体（GPCRs），是七次跨膜结构域蛋白，用于传递大量激素或神经递质的

细胞内效应（Hill, 2006）。迄今为止，在哺乳动物中已经发现了三种主要的 Mel 膜受

体，即 MT1，MT2 和 MT3。MT1 和 MT2 被描述为高亲和力的 G 蛋白偶联受体，Mel

通过与这些受体结合并触发信号转导级联，产生生物学后果（Dubocovich and 

Markowska, 2005）。MT3 也是 Mel 的 G 蛋白偶联受体，但它只存在于两栖动物和鸟

类。目前认为 MT3 结合位点是醌还原酶（quone reductase, QR2），有假说认为 Mel 是

QR2 的共底物，而 QR2 反过来又在平衡自由基生成中发挥重要作用（Ebisawa et al., 

1994）。这表明 MT3 可能参与 Mel 清除自由基的过程，但 Mel 激活信号转导级联和

调节不同生理功能的作用仍是通过 MT1 和 MT2 受体介导的。在大脑和外周组织中均

能观察到 MT1 和 MT2 受体的分布。肠道中的肠嗜铬细胞上大量存在 MT1 受体，其

中十二指肠的含量最高，接近空肠的地方逐渐降低，在接近直肠的位置又大量恢复
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（Jin et al., 2003）。大脑中各个脑区的 MT1 与 MT2 两种受体有明显差异。下丘脑作

为睡眠调控中枢，主要以 MT2 受体表达为主（Pandi-Perumal et al., 2008）。而视交叉

上核主要表达 MT1 受体，MT2 只有少量表达。此外海马中以 MT2 的表达为主，仅

在齿状回和 CA2 脑区中能观察到少量 MT1 受体的分布（Klosen et al., 2019）。 

3.4.2 褪黑激素与微生物-肠-脑轴 

每个生命作为一个整体，通常局部的变化并不仅仅限于局部内部变化，而是通过

循环系统与全身共进退。褪黑激素通过松果体分泌后进入血液在全身循环。除了上述

提到的 Mel 的直接作用（受体导向），Mel 也能通过调控外周组织发挥间接作用。比

如肠道分泌的 Mel 具有显著的抗菌作用，包括防止细菌感染造成的损害。例如，Mel

在体外对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌具有抗菌作用，涉及铜绿假单胞菌、鲍曼不动

杆菌和金黄色葡萄球菌（Tekbas et al., 2008）。在哺乳动物中，一些报告已经证明 Mel

在保护或减轻细菌感染方面有实质性的作用。在感染金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的小

鼠中，Mel 能强烈减轻症状（Bishayi et al., 2016）。从生物特性来说，Mel 是水溶性和

脂溶性的，可以通过所有的细胞屏障，包括细胞膜和血脑屏障，Mel 可能是来自共生

微生物的内分泌传递信号，并可能作为对宿主作出反应的“有机体”通过这些手段（He 

et al., 2021），Mel 可以影响微生物的分子时钟，调节微生物代谢产物的节奏，还可以

影响宿主的免疫功能因此，在确定的微生物代谢途径中靶向 Mel，然后改变代谢产物

的节奏和输出，以改善宿主神经系统的疾病。 
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图 1-4 褪黑素在动物体内的抑菌机制 

褪黑素通过不同途径与微生物发生作用，包括膜受体途径（MT1 和 MT2），MAPK 信号通路，

NF-κB 信号通路，NRF2 信号通路和 TLRs 受体家族等。红线代表抑制，黑色箭头表示激活

（Fang et al., 2021）。 

Fig. 1-4 The possible bacteriostatic mechanisms of melatonin in vitro. 

Melatonin interacts with microorganisms through different pathways, including membrane receptor 

pathway (MT1 and MT2), MAPK signaling pathway, NF-κB signaling pathway, NRF2 signaling 

pathway and TLRs receptor family. The red line represents suppression and the black arrow represents 

activation (Fang et al., 2021). 

3.4.2.1 微生物-肠-脑轴 

肠道菌群与大脑之间的双向沟通在维持胃肠道、大脑和菌群的稳态中有重要作

用。肠道微生物的改变能通过不同的途径对大脑造成影响，反之亦然（Agirman and 

Hsiao, 2021）。目前简单来说，肠道菌群-脑轴主要包括 3 条互作途径（Mayer et al., 

2022）：化学信号：菌群可通过短链脂肪酸、脂多糖和色氨酸等代谢物，作用于神经

内分泌系统，调节 γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA）和五羟色胺（Serotonin，

5-HT 等神经递质浓度，直接或间接的影响神经系统；神经途径：肠道菌群及其代谢

物能作用于迷走神经和肠神经系统，影响大脑和行为；免疫系统：肠道菌群及其代谢

物，能通过循环系统透过血脑屏障，直接作用于小胶质细胞，进而影响大脑内神经元

的稳态（Needham et al., 2020）。 

BBB 在正常状态下能够调控特定大小的分子通过，这就意味着外周环境并不是



中国农业大学博士学位论文 第一章 前言 

 25 

能随意的直接影响到大脑本身，那么首先需要自身能通过 BBB，或者能够影响 BBB

的通透性（Carloni et al., 2021）。研究发现短链脂肪酸（Short chain fatty acids， SCFAs）

作为小分子化合物能够穿过 BBB，直接或间接的作用于大脑中的神经元或神经胶质

细胞；而微生物的胞壁成分之脂多糖（Liposarcoma，LPS）能够增加 BBB 的通透性，

进入大脑实质中引起不良反应。那么具体来说，这些微生物胞壁成为或代谢产物对大

脑的具体作用是什么？（Jameson et al., 2020）。 

3.4.2.2 短链脂肪酸 

SCFAs 是信号分子，仅由肠道微生物通过膳食纤维发酵产生，因为人类缺乏消化

纤维所需的酶（Mills et al., 2019）。SCFAs 通过激活 FFA2、FFA3、GPR109A 和 Olfr78

受体作用于广泛的靶标，并涉及从神经可塑性到基因表达、食物摄入和免疫系统调节

的生理过程（Needham et al., 2021）。短链脂肪酸作用于靶细胞的途径并非只有受体途

径，研究发现有特定的转运蛋白负责 SCFAs 进出细胞，主要包括两种转运体（MCT1

和 SMCT1）（Silva et al., 2020）。在结肠组织，上皮细胞主要通过 MCT1 将细胞转运

胞内，一部分 SCFAs 在细胞内进行能量供应，另一部分 SCFAs 穿过上皮细胞进去全

身循环中。而对于大脑组织，研究认证 SCFAs 作为小分子物质是能够在生理水平穿

过血脑屏障进入大脑实质中，而跨越血脑屏障的过程就得益与内皮细胞上广泛表达的

转运（MCT1 和 SMCT1）（Wenzel et al., 2020）。在大脑内，针对与神经元和神经胶质

细胞上 SCFA 受体和转运体的表达情况目前仍存在疑问，但是目前已有研究发现神经

元细胞上表达 GPR109A 受体，负责调控神经元的存活（Dalile et al., 2019）。此外，

有研究发现 MCT1 在大脑中是无处不在的，而 SMCT1 在大脑中多数表达与神经元

上，但是具体的确实的证据需要更深入的研究。但不能否认的是 SCFAs 在调控大脑

的结构和功能时，可能涉及了直接调控的机制。与非无菌（Germ-free，GF）小鼠相

比，无菌小鼠具有更高水平的投射到脑干核的传入神经元的激活（Muller et al., 2020），

并且向 GF 小鼠施用产生 SCFAs 的肠道微生物群会抑制这种激活，这表明健康的肠

道微生物组可以抑制这种神经元信号通路。临床前和临床研究表明，SCFAs 的产生会

刺激回肠中的细胞分泌饱腹感激素胰高血糖素样肽 1（Glucagon like peptide-1，GLP-

1）并引起饱腹感行为变化（Bäckhed et al., 2004）。丁酸盐下调肠道相关免疫系统中的

基因表达（Magnusson et al., 2020），这表明产生 SCFAs 的细菌水平降低可能导致炎症

增加。 
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图 1-5 SCFAs 通过肠脑轴调节大脑功能的不同途径 

SCFAs 可通过免疫、内分泌、迷走神经等体液途径直接或间接影响肠脑通讯和脑功能（Boushra 

et al., 2020）。 

Fig. 1-5 Potential gut–brain pathways through which SCFAs might modulate brain function. 

SCFAs might influence gut–brain communication and brain function directly or indirectly through 

immune, endocrine, vagal and other humoral pathways (Boushra et al., 2020). 

3.4.2.3 微生物胞壁成分 

有证据表明，神经功能和行为可能受到肠道相关免疫系统的影响，而肠道相关免

疫系统受肠道微生物的调节。肠道相关免疫系统的不当参与与几种神经系统疾病、神

经退行性疾病和心理疾病的病理生理学和进展有关。微生物相关的分子模式，如 LPS、

细菌脂蛋白和鞭毛蛋白等，通过激活 Toll 样受体（Toll-like receptors，TLRs）。TLR 在

肠道微生物组改变和免疫系统稳态之间的分子通讯中发挥重要作用（Rogier et al., 

2015）。一旦被激活，肠道相关免疫细胞会产生促炎细胞因子（IL-1α、IL-1β、IL-6、

TNF-α），它们可以通过扩散或细胞因子转运蛋白穿过 BBB 到达大脑。一旦它们到达

大脑，这些细胞因子就会作用于小胶质细胞上的受体，并刺激细胞因子的进一步释放

和神经元功能的调节（Agirman et al., 2021）。肠道中释放的细胞因子也可以局部作用
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于迷走神经传入的细胞因子受体，导致肠脑轴信号传导的改变。将各种细胞因子引入

外周介导疾病行为，使用抗炎细胞因子（例如 IGF-1、IL-10）治疗可以预防这些影响

（Sampson and Mazmanian, 2015）。此外，生命早期微生物群的改变会增加生命后期

发生免疫疾病的风险。这一发现表明，肠道微生物群维持和早期获得过程的微小变化

可能使个体在成年期易患与压力相关的疾病（Mueller et al., 2015）。 

4. 本研究的目的及意义 

睡眠不足与认知障碍之间的关系目前已经得到了众多研究的证实，但是针对睡眠

如何引起的认知障碍尚不清楚，靶向促进睡眠的药物以及靶向改善认知损伤的药物由

于耐药性或用药剂量等问题，都不能作为有效的药物来缓解睡眠不足导致的认知损

伤。而 Mel 一方面作为机体内在可合成的激素，对机体的副作用小；另一方面，Mel

能通过调节菌群代谢，昼夜节律和炎症反应发挥改善作用，此外，Mel 可与全身多个

组织细胞建立联系，具有潜力通过几种不同途径去治疗神经系统疾病。然而，其中的

机制尚不清楚。因此，本研究旨在建立一个急性 SD 模型，并添加外源性 Mel 探讨其

对急性 SD 诱导认知障碍的保护作用及其作用机制；并利用粪菌移植与抗生素处理试

验探讨肠道菌群在 Mel 改善急性 SD 诱导记忆损伤中的介导作用；并利用体外试验，

探明 Mel 及肠道菌群代谢产物对急性 SD 诱导神经元丢失中的直接作用途径和间接

作用途径，为治疗睡眠不足诱导认知功能障碍提供理论依据和新的研发思路。 

5. 研究的目标与内容 

5.1 研究目标 

采用改良多平台水箱建立连续 72h 的 SD 模型，检测急性 SD 对小鼠认知功能及

海马神经元的影响；同时通过粪菌移植试验和抗生素处理试验评估肠道菌群在急性

SD 诱导记忆损伤中的作用；进一步通过外源性补充 Mel，检测 Mel 在急性 SD 诱导

记忆损伤中的保护作用。通过检测 Mel 膜受体及其信号通路的变化探究 Mel 改善急

性 SD 引起海马神经元丢失的直接作用机制；并通过建立 Aeromonas veronii 定植模

型，LPS 处理模型以及给予急性 SD 小鼠补充丁酸的试验探究 Mel 改善急性 SD 引起

海马神经元丢失的间接作用机制。 

5.2 研究内容 

1.急性睡眠剥夺诱导认知功能障碍的模型建立及褪黑激素的干预作用； 

2.褪黑激素改善急性睡眠剥夺诱导海马神经元丢失和小鼠认知障碍的直接作用
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途径； 

3.褪黑激素改善急性睡眠剥夺诱导海马神经元丢失和小鼠认知障碍的间接作用

途径； 

（1）肠道菌群介导褪黑激素对急性睡眠剥夺诱导小鼠认知障碍的改善作用； 

（2）褪黑激素通过抑制 Aeromonas 的代谢产物 LPS 与小胶质细胞的互作改善急

性睡眠剥夺诱导的认知障碍； 

（3）褪黑激素通过上调 Lachnospiraceae_NK4A136 及其代谢物丁酸含量改善急性

睡眠剥夺诱导的认知障碍。 
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第二章 急性睡眠剥夺诱导认知功能障碍的模型建立及褪黑激

素的干预作用 

1. 褪黑激素对急性睡眠剥夺小鼠应激激素和褪黑激素水平的影响 

1.1 引言 

众所周知，睡眠整整占据了我们全部生命的三分之一，是一个重要且必要的生理

过程，通过睡眠能使机体达到消除疲劳，恢复体力和精力，提高工作效率的目的。但

是在时间即是生命的社会现状下，人们对睡眠的重要性仍旧缺乏足够的认识和重视。

在当今快节奏的社会，大多数人由于连续或轮班工作而经历了某种程度的急性或慢性

的 SD（Seton and Fitzgerald, 2021; Troynikov et al., 2018），因此睡眠不足问题已经成

为威胁社会公众健康的突出问题。大量的研究表明睡眠障碍对于中枢神经系统、学习

记忆能力、胃肠道黏膜免疫功能、内分泌、能量代谢过程以及心血管系统等方面具有

重要影响，尤其中枢神经系统疾病中，睡眠障碍与癫痫、帕金森、阿尔兹海默症及偏

头痛等疾病密切相关（Tobaldini et al., 2017）。动物对急性应激的反应很大程度上由

HPA 轴控制，HPA 轴的失调表现在应激后血浆 CORT 浓度的升高（Brown, 2019）。血

浆 NE 的浓度也能反应交感神经面对应激时的程度。根据缺失睡眠的时间长短，睡眠

不足的模型能够分为慢性睡眠限制模型和急性 SD 模型，虽然慢性睡眠限制是对大多

数人群和动物日常作息的模仿，但是仍然有很多人面临急性的睡眠缺乏现象，比如作

战军人和轮班工人等，因此我们迫切需要建立一个急性 SD 模型来探讨急性睡眠缺失

对机体的影响。 

睡眠是一项具有昼夜节律的机体行为，而 Mel 是松果体分泌的具有昼夜节律的

内源性激素，其合成受到了限速酶 AANAT 的影响，血浆 Mel 的含量与松果体中

AANAT 酶的含量呈正相关（Dubocovich and Markowska, 2005）。褪黑激素能够影响机

体多种生理功能包括睡眠、昼夜节律、免疫功能、氧化应激。但是 Mel 的补充能否改

善急性 SD 诱导的认知功能障碍尚不清楚。 

因此我们采用 8 周龄 ICR 雄性小鼠建立了急性 SD 模型，并给于急性 SD 小鼠分

别补充 20 mg/kg 或 40 mg/kg 的 Mel，通过检测血浆中两种应激激素水平（CORT 和

NE）判断急性 SD 是否引起机体应激；通过检测血浆 Mel 的变化探讨急性 SD 对 Mel

的影响；并通过检测松果体内 Aanat 的相对表达探讨急性 SD 与 Mel 合成之间的关

系。 

1.2 材料与方法 

1.2.1 试验动物与处理 
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8 周龄雄性小鼠 60 只（ICR, 维通利华，北京）饲养于 10 个鼠笼（6 只/笼），小

鼠体重为 28～34 g，温度为 21 °C，相对湿度为 50 ±10%，光照制度为光暗比 14:10

（每天上午 7:00 开始给光）。小鼠可自由采食与饮水。所有的小鼠在适应一周之后，

随机等分为 5 个组：空白对照组（CON）、睡眠剥夺组（SD）、睡眠剥夺+20 mg/kg 褪

黑激素干预组（SD+L-Mel）、睡眠剥夺+40 mg/kg 褪黑激素干预组（SD+H-Mel）与 20 

mg/kg 褪黑激素添加组（Mel）。 

使用改良后的多平台水箱装置从早上 8:00 开始对 SD 小鼠进行连续 72h 的 SD。

水箱中放置 18 个水平台，水箱中的水加至离平台顶部 4 cm 处。将每组的 12 只小鼠

放入一个水箱中，每只小鼠站立于一个平台，并可通过跳跃移动至其他平台。当小鼠

进入快速眼动睡眠时期，小鼠会因肌肉松弛掉入水中，并随即清醒过来并迅速爬上平

台以防淹死，基于此使小鼠持续处于清醒状态。整个试验过程中，每日换水使水箱中

的水保持干净。 

基于前人研究和我们的前期研究基础，我们首先将 Mel 溶于 20 μL 的无水乙醇

中，并根据每只小鼠 40 g 体重配制成最后的使用浓度，稀释在 0.1 mL 的生理盐水中

通过腹腔注射给予小鼠补充 Mel。CON 组小鼠等量腹腔注射酶溶剂（20 μL 的无水乙

醇稀释于 0.1 mL 的生理盐水）; SD 组、SD+L-Mel 组和 SD+H-Mel 组小鼠在每日早

上 8:00 连续进行 72 h 睡眠剥夺；SD+L-Mel 组和 Mel 组小鼠在每日早上 7:00 连续 3 

d 腹腔注射 20 mg/kg，SD+H-Mel 组小鼠腹腔注射 40 mg/kg 的 Mel。所有的试验操作

均符合中国农业大学农业研究机构的动物福利组织编写的试验动物的护理和使用指

南（批准文号为 CAU20170911-2）。  

1.2.2 试验动物的取材 

60 只小鼠在连续 72 h 的 SD 后于早上 8:00 进行取材，采用 1%的戊巴比妥钠溶

液对每只小鼠进行麻醉，并立即摘除眼球，进行眼眶采血，并在采集的血液（1.5 mL

左右）中加入 50 μL 的肝素钠溶液（1%），充分混匀，在 2000 rpm、4 °C 条件下放入

离心机中离心 10 min，随后收集血浆用于 ELISA 检测。小鼠断颈处死。收集小鼠的

松果体组织并立即放入液氮速冻半小时再转移至-80 °C 冰箱用于 qRT-PCR 检测。 

1.2.3 主要仪器设备 

YP1200 电子天平（上海第二天平仪器厂）、高速台式离心机（TG16-WS，湘仪， 

湖南）、荧光定量 PCR 仪（LightCycler®480，RocheAppliedScience，德国）、低温高速

离心机（5248 型，Eppendorf，德国）、微型离心机（Mini-6K，杭州奥盛仪器有限公

司，杭州）、组织匀浆机（JXFSTPRP-24，上海净信实业发展有限公司，上海）、电热
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鼓风干燥箱（101-A，北京市永光明医疗仪器厂，中国）、脑立体定位仪、镊子、手术

剪刀、手术刀柄和刀片。 

1.2.4 试验药品及试剂 

2%戊巴比妥钠溶液、1%肝素钠溶液、TRNzol Reagent TRIzon 总 RNA 提取试剂

（CW0580A，康为世纪生物技术有限公司，江苏）、反转录试剂盒（Thermo Fisher 

Scientific, Boston, USA）、无菌生理盐水、75%医用酒精、小鼠褪黑激素（CEA908Ge）、

皮质酮（CEA540Ge）和去甲肾上腺素（CEA908Ge）ELISA 试剂盒均购于武汉云克

隆科技股份有限公司、褪黑激素（M5250;sigma）。 

1.2.5 酶联免疫吸附试验测定血浆中 NE 含量 

将采集的小鼠血浆进行酶联免疫吸附试验，检测不同组间 NE 的含量。所有的试

验步骤严格按照试验说明书进行。批内差小于 10%，批间差小于 12%，检测限为 25.5 

pg/mL。每组中包含 5 个血浆样品，每个样品重复 3 次。 

（1）试剂准备：进行试验前将所有药品和样本放在室温环境下。 

（2）标准品的准备：将 1 mL 标准平稀释液加入标准品瓶中，室温静置 10 min，

其浓度为 5000 pg/mL。准备 5 个 1.5 mL 的 EP 管用于标准品的稀释，将 600 μL 的标

准品稀释液加入每个 EP 管中，依次稀释成 5000 pg/mL, 1666.7 pg/mL, 555.6 pg/mL, 

185.2 pg/mL, 61.7 pg/mL, 标准品稀释液（0 pg/mL）直接作为空白孔。 

（3）加入样品：分别设标准孔、待测样品孔、空白孔。设置 5 个标准孔，按照

梯度加入标准品，空白孔中加入 50 μL 标准品稀释液，余孔加待测样品 50 μL，然后

立即每孔加检测溶液 A 工作液 50 μL，缓慢晃匀，注意过程中不要有气泡，将覆膜盖

上酶标板，37 oC 温育 1 h。 

（4）洗涤：在反应结束后，将酶标板中的液体倒掉，并在每孔中入 350 μL 的洗

液并浸泡 1-2 min 进行洗涤，随后将酶标板倒扣于吸水纸上并轻轻拍打以彻底移除孔

内洗涤液。此操作重复 3 次。洗涤完最后 1 次后，充分倒掉孔内的清洗液。 

（5）加工作液：将配置好的检测工作液 B 按照 100 μL 加入每孔中，盖上覆膜后

放入 37 oC 温箱中孵育 30 min。 

（6）洗涤：与步骤 4 相同，倒掉酶标板内的液体后进行洗涤，共洗涤 3 次。 

（7）加底物溶液：洗涤结束后向每个孔中加入 90 μL 的底物溶液，盖上覆膜后

放入 37 oC 温箱中避光显色，显色时间控制在 10-20 min 内，总反应时间不可超过 30 

min。当标准孔的后 3 孔出现较为明显的梯度蓝色时可终止反应。 

（8）加终止液：向每孔中加入 50 μL 的终止液，终止反应，孔中液体立即由蓝
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色转为黄色。添加终止液的顺序须和加入底物液体的顺序一致。加入液体后可轻轻晃

动酶标板促进液体充分混匀。 

（9）读数：将酶标板放置于酶标仪中，在 450 nm 的波长下进行读数，在检测前

注意孔内无气泡避免影响最终数据，立即测量每孔的 OD 值。 

（10）结果分析：利用标准品与样本的 OD 值作图并计算各样品浓度。标准品的

浓度为纵坐标，OD 值为横坐标绘制标准曲线并得出公式，将各样品的 OD 值代入该

公式中，得出样品的浓度，若样品稀释，则乘以稀释倍数，得数即为实际浓度。 

1.2.6 酶联免疫吸附试验测定血浆中 Mel 含量 

将采集的小鼠血浆进行酶联免疫吸附试验，检测不同组间 Mel 的含量。所有的试

验步骤严格按照试验说明书进行。批内差小于 10%，批间差小于 12%，检测限为 4.94 

pg/mL。每组中包含 5 个血浆样品，每个样品重复 3 次。 

（1）标准品的制备：将 1 mL 标准平稀释液加入标准品瓶中，室温静置 10 min，

其浓度为 2000 pg/mL。准备 5 个 1.5 mL 的 EP 管用于标准品的稀释，将 600 μL 的标

准品稀释液加入每个 EP 管中，依次 3 倍稀释成 1000 pg/mL, 333.33 pg/mL, 111.11 

pg/mL, 37.04 pg/mL, 12.35 pg/mL，标准品稀释液（0 pg/mL）直接作为空白孔。 

（2）-（10）同第二章 1.2.5 的试验步骤 

1.2.7 酶联免疫吸附试验测定血浆中 CORT 含量 

将采集的小鼠血浆进行酶联免疫吸附试验，检测不同组的 CORT 的含量。所有的

试验步骤严格按照试验说明书进行。批内差小于 10%，批间差小于 12%，检测限为

2.60 ng/mL。每组中包含 5 个血浆样品，每个样品重复 3 次。 

（1）标准品的制备：将 1 mL 标准平稀释液加入标准品瓶中，室温静置 10 min，

其其浓度为 500 ng/mL。准备 5 个 1.5 mL 的 EP 管用于标准品的稀释，将 600 μL 的

标准品稀释液加入每个 EP 管中，依次 3 倍稀释成 500 ng/mL, 166.67 ng/mL, 55.56 

ng/mL, 18.52 ng/mL, 6.17 ng/mL，标准品稀释液（0 ng/mL）直接作为空白孔。 

（2）-（10）同第二章 1.2.5 的试验步骤。 

1.2.8 松果体 Aanat 基因的 qRT-PCR 

1.2.8.1 松果体总 RNA 的提取 

（1）将小鼠松果体组织从-80 °C 冰箱取出，置于含 0.5 mL TRIzon 的无 RNA 酶

EP 管中，并放入组织匀浆机中震荡至研磨充分，室温静置 5 min; 
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（2）加入 0.2 mL 氯仿后盖紧 EP 管盖，将离心管剧烈震荡 15 s，室温静置 3 min; 

（3）EP 管放入低温高速离心机在 4 °C，12000 rpm 条件下离心 15 min; 

（4）将上层水相小心吸入新的无 RNA 酶 EP 管，并加入 0.5 mL 异丙醇，再次

剧烈振荡使其充分混匀，于室温中静置 10 min; 

（5）EP 管放入低温高速离心机在 4 oC，12000 rpm 条件下离心 15 min; 

（6）将上清液吸取弃去，加入 1 mL 75 %乙醇，涡旋混匀，洗涤 RNA；然后在

4 °C，12000 rpm 条件下离心 5min，重复 2 次; 

（7）将上清液小心吸取弃去，尽量保持干燥。 

1.2.8.2 松果体总 RNA 的反转录 

提取的总 RNA 使用 RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kid 试剂盒反转录为 

cDNA。 

（1）A 体系： 

RNA                       1.2 μg 

oligo（dt18） primer         1 μL 

Nuclease-free water           补齐 12 μL 

将以上体系混匀，离心，置于 PCR 仪（T-Gradient Thermoblock, Biometra）中，

65 oC，反应 5 min，取出后冰浴 5 min，待用。 

（2）B 体系： 

5×Reaction Buffer                          4 μL 

Ribolock RNase Inhibitor                    1 μL 

10 mM dNTP Mix                          2 μL 

RvertAid M-MuLV Reverse Transcriptase.       1 μL 

将 A 和 B 体系混合后轻微离心，置于 PCR 仪中，42 oC，60 min，70 oC，5 min。

冷却至室温，置于-20 oC 保存备用。 

1.2.8.3 松果体 AANAT 基因的 qRT-PCR 

将上述反转录后的 cDNA 进行 qRT-PCR，每个样品为 3 个重复总体系为 20 μL 总

体。体系如下: 
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表 2-1 qRT-PCR 反应体系 

     Tab. 2-1 qRT-PCR reaction system. 

添加成分 剂量 

2×T5 Fast qPCR Mix（SYBR Green I） 

引物 F（10 μM） 

引物 R（10 μM） 

模板 cDNA（3 ng/μL） 

ddH2O 补齐 

总体积 

10.0 μL 

0.4 μL 

0.4 μL 

2.0 μL 

7.2 μL 

20.0 μL 

将以上体系加入 96 孔板，轻微离心，置于 Real-time PCR 仪，按如下程序扩增:

预变性 95 °C 10 min；变性 95 °C10 s；退火 58 °C 30 s；延伸 72 °C 30 s，变性、退火、

延伸为一个循环，共 40 个循环。 

表 2-2 qRT-PCR 反应引物序列信息（AANAT） 

   Tab. 2-2 qRT-PCR reaction system primer sequence (AANAT). 

Gene name Primer Sequence (5’-3’) Product size 

(bp) 

Accession No. 

Aanat 

 

Gapdh 

F: TGAGCGGGAAGCCTTTATCTC 

R: CTCCTGAGTAAGTCTCTCCTTGT 

F: CCGAGAATGGGAAGCTTGTC 

R: TTCTCGTGGTTCACACCCATC 

169 bp 

 

228 bp 

XM_034667640.1 

 

XM_036165840.1 

Real-time PCR 以 Gapdh 为内参，目的基因的相对表达量为目的基因 mRNA 水平

/Gapdh mRNA 水平。F = forward primer; R = reverse primer. 

1.2.9 数据分析 

使用 GraphPad Prism version 9（GraphPad Software, La Jolla, CA, United States） 

进行数据分析并表示为平均值±标准误（SEM）。组间差异采用单因素方差分析（one-

way ANOVA）和 Tukey 的多重比较检验进行分析。P 值< 0.05 认为有统计学意义。 

1.3 结果 

1.3.1 急性 SD 及 Mel 干预对小鼠血浆应激激素和 Mel 水平的影响 

应激激素水平的改变能够反应机体是否处于应激状态。在不同处理组间，我们采

用 ELISA 的方法检测小鼠血浆应激激素的水平（NE 和 CORT）。结果显示与对照组
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相比，急性 SD 小鼠血浆 NE 和 CORT 含量分别增加了 55.7%（P = 0.001，图 2-1A） 

与 51.8%（P = 0.001,图 2-1B），此外血浆 Mel 水平显著降低了 48.9%（P = 0.035，图

2-1C）。然而，给予急性 SD 小鼠 20 和 40 mg/kg Mel 干预之后，与急性 SD 小鼠相

比，血浆中 Mel 含量显著上调了 45.6% ~ 47.2%（P = 0.008 - 0.012），而 NE 和 CORT

的水平显著下降了 44.4% ~ 45.1%（P = 0.007 ~ 0.008）与 34.1% ~ 51.8%（P =0.001 ~ 

0.003）（图 2-1 A-C）。 

图 2-1 急性 SD 及 Mel 干预对小鼠血浆中 NE、CORT 和 Mel 含量的影响 

（A）NE，（B）CORT，（C）Mel。CON：对照组；SD：睡眠剥夺组；SD+L-Mel：睡眠剥夺+

低剂量（20 mg/kg）Mel 干预组; SD+H-Mel：睡眠剥夺+高剂量（40 mg/kg）Mel 干预组；Mel：

单独褪黑激素（20 mg/kg）添加组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显

著（P < 0.05）；有相同字母的值差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 2-1 The effects of acute SD and Mel supplementation on NE, CORT and Mel levels in plasma of 

mice. 

(A) NE, (B) CORT, (C) Mel. CON: control group, SD: sleep deprivation group, SD + L-Mel: SD + low 

melatonin (20 mg/kg) supplement group, SD + H-Mel: SD + high melatonin (40 mg/kg) supplement 

group, Mel: melatonin (20 mg/kg) supplement group. The result represents the mean ± standard error 

of the mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with 

the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

1.3.2 急性 SD 及 Mel 干预对小鼠松果体 Aanat 基因的影响 

AANAT 是 Mel 生物合成途径中关键的限速酶，血浆中的 Mel 主要来源于松果体

的合成分泌。为了进一步验证急性 SD 及 Mel 对小鼠血浆 Mel 含量的影响，我们利用

qRT-PCR 的方法检测了松果体中 Aanat 酶的基因表达情况。结果显示，与对照组相

比，急性 SD 小鼠松果体 Aanat 的 mRNA 水平显著降低了 90.1%（P = 0.001，图 2-

2A），而当给予急性 SD 小鼠腹腔注射 20 与 40 mg/kg Mel 之后，与急性 SD 小鼠相

比，Aanat 基因的表达水平无明显变化。 
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图 2-2 急性 SD 及 Mel 干预对小鼠松果体 Aanat 基因 mRNA 表达的影响 

CON：对照组；SD：睡眠剥夺组；SD+L-Mel：睡眠剥夺+低剂量（20 mg/kg）Mel 干预组; 

SD+H-Mel：睡眠剥夺+高剂量（40 mg/kg）Mel 干预组，Mel：单独褪黑激素（20 mg/kg）添加

组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异

无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 2-2 The effects of acute SD and Mel supplementation on the mRNA expression levels of Aanat 

gene of pineal gland in mice. 

CON: control group, SD: sleep deprivation group, SD + L-Mel: SD + low melatonin (20 mg/kg) 

supplement group, SD + H-Mel: SD + high melatonin (40 mg/kg) supplement group, Mel: melatonin 

(20 mg/kg) supplement group. The result represents the mean ± standard error of the mean. Values not 

sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not 

differ significantly (P ≥ 0.05). 

1.4 讨论 

根据 SD 发生的缓急可分为急性 SD 和慢性 SD，不同的 SD 能够从不同方面引起

具有差异的后果。本研究建立了连续 72 小时的 SD 模型，用以模仿在工作中需长时

间高强度保持不睡眠状态的人群，比如轮班的护士，航天工作人员以及远距离作战军

人等（Hall et al., 2017）。该模型的建立能够为探讨急性睡眠与健康状态的关系提供有

力的理论依据。在连续 72h 的急性 SD 后，我们观察到急性 SD 小鼠 HPA 轴的激活，

表现为血浆 CORT 和 NE 水平的显著升高。同样在啮齿动物模型中，睡眠剥夺能够引

起大鼠血浆 CORT 的增加（Hairston et al., 2001）。而在人类中，缺乏睡眠时的血浆

CORT 水平明显高于睡眠充足时的 CORT 水平（Raven et al., 2019）。机体处于应激状
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态会激活神经内分泌轴，通常导致肾上腺内肾上腺素和糖皮质激素的全身释放，以及

直接刺激交感神经支配的局部释放 NE。由上可以得出，本研究成功建立了急性 SD

的小鼠应激模型。 

睡眠是一项具有昼夜节律的生理性活动，睡眠的紊乱势必通过昼夜节律影响 Mel

的合成和分泌。我们在急性 SD 小鼠血浆中检测到显著低于正常小鼠的 Mel 水平，可

见在连续不睡眠的情况下 Mel 的水平会受到抑制。进一步我们观察到急性 SD 小鼠松

果体 Aanat 的相对表达与 Mel 的变化相似。因此我们推测急性 SD 通过抑制松果体

Mel 的合成从而降低血浆 Mel 的含量。进一步我们给予急性 SD 小鼠补充外源性的

Mel。有趣的是，外源性 Mel 的补充逆转了急性 SD 诱导的上述变化，包括应激激素

的升高和 Mel 的降低，但是对松果体 Aanat 的基因表达没有影响， 

1.5 小结 

本研究建立了 Mel 干预的急性 SD 小鼠模型，结果显示急性 SD 能够降低松果体

Aanat 的基因表达，从而抑制 Mel 的含量并增加应激激素的含量。而外源性 Mel 的补

充能有效的逆转急性 SD 诱导的 Mel 的降低和应激激素水平的升高。 

2. 褪黑激素对急性睡眠剥夺小鼠认知功能的影响 

2.1 引言 

认知是大脑基于外界信息进行加工并处理后转化为内在的心理活动，从而获得理

论知识并将其应用的过程。认知功能障碍主要指各种原因导致的不同程度的认知功能

减退，表现为记忆、情绪和运动等认知功能的一项或多项受损（Culpepper et al., 2017）。

在其中，空间记忆能够一定程度的反映认知功能状态，空间记忆具有短期和长期记忆

的表现形式。前者用空间工作记忆表示，该系统用于在短时间间隔内临时存储、维护

和操作空间信息；另一方面，空间参考记忆是指经过整合并长期保持的空间信息

（Schultheis, 2021）。空间工作记忆通常使用人类的 corsi 块敲击测试和交替任务（如

啮齿动物的 Y 迷宫）进行评估。空间参考记忆可以通过水迷宫进行评估，例如啮齿类

动物的 Morris 水迷宫和人类的虚拟现实环境。Morris 水迷宫用于评估啮齿动物的海

马空间学习和记忆能力（Vorhees and Williams, 2006），在评估与年龄相关的认知下降、

海马结构损伤和药物对空间记忆的影响中具有重要作用，并且对海马功能障碍特别敏

感，表现为背侧区域有病变的啮齿动物行为受损。在整个试验过程中，动物在正常情

况下会逐渐找到到达水下平台的更快路线，部分是通过使用视觉和其他外部线索。在

这个过程中，它形成了空间参考记忆，量化为减少的逃逸潜伏期，或找到平台所需的

时间，或当暴露的平台被移除时在正确象限中增加的搜索。Y 迷宫被广泛应用于空间
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工作记忆领域（Heredia-López et al., 2016），啮齿动物具有探索新奇环境的天性，并且

动物在每次转换探索方向时都会记住之前探索过的方向，因此 Y 型迷宫实验能够有

效的测定动物的空间工作能力。旷场实验也叫敞箱实验（Kraeuter et al., 2019），可以

检测小鼠自发活动行为和探索行为，用于评价动物在新奇环境中的自主性、探索性和

紧张程度。比如动物由于对新奇开阔环境的恐惧，它们倾向于在环境的周边活动，而

在中央区域的活动较少，但动物具有探索天性，它也倾向于探索中央区域，由此可以

观察啮齿动物的焦虑心理。在正常的生理过程中，大脑会在睡眠时清理代谢废物，促

进突触的修复（Underwood, 2013）。而调查发现随着人们年龄增长，睡眠与痴呆之间

会建立联系，长期睡眠时间小于或等于 6 小时的中年人患痴呆症的风险会增加 30%

（Sabia et al., 2021）。那么急性 SD 会对小鼠的认知功能造成何种影响尚不清楚。作

为松果体中分泌的吲哚类激素，Mel 与中枢神经系统间存在密切的关系。但是 Mel 在

急性 SD 模型诱导下的认知损伤中是否发挥改善作用仍有待研究。因此本章的主要内

容是通过多种行为学的检测，来探讨 Mel 干预的急性 SD 模型下小鼠认知功能的变

化。 

2.2 材料与方法 

2.2.1 试验动物的处理 

40 只 8 周龄雄性 ICR 小鼠分为 5 组：CON 组、SD 组、SD+L-Mel 组、SD+H-Mel

组与 Mel 组，所有组的试验操作同第二章第一节。 

所有小鼠在适应 1 周后的第一天进行水迷宫试验的小鼠运动能力的筛选，将有行

为障碍的小鼠提前排除。然后进行为期 5 d 的水迷宫训练期，训练期结束后进行连续

72 h 的急性 SD，在剥夺结束后的次日 8 h 进行水迷宫的检测试验，首先是在隐藏平

台存在的时候检测小鼠到达平台的时间、距离和速度；第 2 d 将水迷宫的隐藏平台去

掉后检测小鼠穿越平台的次数和在目标平台停留的时间，水迷宫 2 d 的检测期结束后

进行 Y 迷宫和旷场试验的检测。 

2.2.2 主要仪器设备 

莫里斯水迷宫（XR-XM101，上海欣软，中国）、Y 迷宫（XR-XY1032，上海欣

软，中国）、旷场（XR-XM101，上海欣软，中国）、SuperMaze 动物行为学视频分析

系统（XR-Xmaze，上海欣软，中国）。 

2.2.3 试验药品及试剂 
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褪黑激素（M5250；Sigma）。 

2.2.4 莫里斯水迷宫 

小鼠水迷宫装置包括三部分：圆形水池、无色平台及摄影记录系统，水池直径为

120 cm，高 40 cm，水箱内壁涂成黑色，水箱中装满（23±1 oC）温水，并加入黑色无

毒碳墨使其不透明。水箱被分为四个象限（I、II、III 和 IV）。在象限 IV 的固定位置

放置一个可移动的、隐藏的圆形平台，淹没在水面以下约 1 cm 的位置（图 2-3 B）。 

（1）第 1 d 进行水迷宫适应性训练并筛选行动力一致的小鼠进行试验。适应期

一周后，将所有小鼠置于无平台水池中 1 min，让其游泳。接下来的试验都在 8:00 上

午进行。为了尽量减少应激对试验结果的影响，我们选择了没有任何刻板特征的行为

和身体健康的小鼠进行进一步研究。 

（2）第 2-6 d 进入水迷宫训练期，为期 5 d，每只小鼠每天进行 4 次训练，分别

从四个象限的位置将小鼠头朝池壁放入水中，注意放小鼠时动作轻柔，避免引起小鼠

应激反应。然后给小鼠 60 s 的时间寻找水箱中的隐藏平台，如果 60 s 小鼠没有找到

平台就人工将其引导至平台位置，并让小鼠在平台上停留 15 s。 

（3）第 7-9 d 将小鼠放入睡眠剥夺装置中进行连续 72 h 的急性 SD。 

（4）第 10 d 评估小鼠的学习能力。在急性 SD 结束后在平台存在的时候，将小

鼠从平台所在位置的对角线放入水中，记录 60 s 内小鼠到达隐藏平台的逃避潜伏期、

路径长度和路径速度。 

（5）第 11 d 评估小鼠的记忆能力。将水迷宫的平台撤除后，在原平台象限的对

角线位置放入小鼠，并记录 60 s 时间内小鼠穿越目标象限的次数和在目标象限停留

的时间。 

试验总是在每天的同一时间和相同的环境条件下进行。使用计算机跟踪系统

（XR-XM101；上海欣软信息技术有限公司）。 

2.2.5 Y 迷宫 

Y 迷宫装置（高 20 cm，长 50 cm，底部宽 10 cm）由黑色漆木制成，用于行为学

分析。简单地说，将小鼠放在仪器的中心，并允许它们探索 8 min 的时间。目测观察

各臂进入情况。自发交替行为百分比（%）被定义为小鼠在重叠的三连体集合上连续

进入三臂的情况。自发交替行为百分比（%）计算为连续的三连组（连续进入三个不

同的臂）/臂的总数减去 2）×100。较高百分比的自发交替行为被认为是提高认知能力

的指标，反之亦然。 

2.2.6 旷场试验 
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旷场由一个 100 × 100 cm 的正方形底面组成，底面被白色条纹分为 25 个 20 × 20 

cm 的小方格（5 × 5）。正方形底面被细分为外围和中心区域，其中中心区域包括 9

个中心广场（3 × 3），外围区域包括靠近周围墙壁的 16 个正方形格子（高为 20 cm）。

每只小鼠被放置在中心区域，同时用摄像头记录 8 min 的行走轨迹。用软件分析小

鼠在旷场中的总行走路程和旷场中央区停留时间比和中央区行走路程比。在每次测

试之间，用 75%酒精擦拭清理旷场，去除小鼠气味标记，以免对后续小鼠的行为活

动造成影响，干扰试验结果。 

2.2.7 数据分析 

使用 GraphPad Prism version 9（GraphPad Software, La Jolla, CA, United States）进

行数据分析并表示为平均值±标准误（SEM）。组间差异采用单因素方差分析（one-way 

ANOVA）和 Tukey 的多重比较检验进行分析。P 值< 0.05 认为有统计学意义。 

2.3 结果 

2.3.1 Mel 对急性 SD 小鼠空间学习记忆能力的影响 

水迷宫结果显示在第一天的试验中（隐藏平台存在时），与对照组相比，急性 SD

小鼠到达平台的时间和距离都显著增加了 140.1%（P < 0.001）和 130%（P = 0.001）

（图 2-3 F, G）。在第二天的测试中（撤掉平台），与对照组相比，急性 SD 小鼠在目

标象限停留的时间和穿越平台的次数都显著降低了 63.6%（P = 0.003）和 58.7%（P < 

0.001）（图 2-3 C, D）。以上结果表明给予小鼠 SD 处理后能够引起小鼠空间记忆的损

伤。然而，当外源性添加 20 与 40 mg/kg 的 Mel 之后，与急性 SD 小鼠相比，到达平

台的时间和距离都显著降低了 54.0% ~ 58.9%（P = 0.001）和 50.9% ~ 56.3%（P = 0.001 

~ 0.005），在目标象限停留的时间和穿越平台的次数都显著增加了 103.2% ~ 137.5%

（P = 0.02）和 108.3% ~ 113.2%（P = 0.005 ~ 0.008）（图 2-3 C, D）。Mel 治疗组和 CON

组比较差异无统计学意义（P < 0.05）。各组间路径速度无显著差异（图 2-3 H）。而给

予健康小鼠单独的 Mel 补充对其学习和记忆能力没有影响。这些结果说明 Mel 能够

改善急性 SD 导致的小鼠空间学习记忆损伤。 
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图 2-3 急性 SD 及 Mel 干预对小鼠空间记忆能力的影响 

（A）空间记忆测试轨迹图（隐藏平台不存在），（B）莫里斯水迷宫示意图，（C）在目标象限停

留的时间，（D）穿越目标象限的次数，（E）空间记忆测试的轨迹图（隐藏平台存在），（F）到

达平台的逃避潜伏期，（G）到达平台的路径长度，（H）到达平台的路径速度。CON：对照组；

SD：睡眠剥夺组；SD+L-Mel：睡眠剥夺+低剂量 Mel 干预组; SD+H-Mel：睡眠剥夺+高剂量 Mel

干预组；Mel：单独褪黑激素添加组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异

显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 2-3 The effects of acute SD and Mel supplementation on the spatial memory ability in mice. 
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(A) Track plot of spatial memory test (without hidden platform), (B) Schematic of the Morris water 

maze, (C) Time spent in the target zone, (D) Number of entries into the target zone, (E) Track plot of 

spatial memory test (with hidden platform), (F) Latency to reach the platform, (G) Path length to reach 

the platform, (H) Path velocity to reach the platform. CON: control group, SD: sleep deprivation group, 

SD + L-Mel: SD + low melatonin (20 mg/kg) supplement group, SD + H-Mel: SD + high melatonin (40 

mg/kg) supplement group, Mel: melatonin (20 mg/kg) supplement group. The result represents the mean 

± standard error of the mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 

0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

2.3.2 Mel 对急性 SD 小鼠短期工作记忆能力的影响 

Y 水迷宫被用来评估啮齿动物短期工作记忆能力。结果显示与对照组相比，急性

SD 小鼠的自发交替行为百分比显著降低 21.8 %（P = 0.001），然而，当外源性添加 20

与 40 mg/kg 的 Mel 之后，与急性 SD 小鼠相比，自发交替行为百分比分别增加了 33.2%

（P = 0.001）和 19.8%（P = 0.018），且该指标恢复至对照组的水平。而单独添加 Mel

组与对照组小鼠相比之间没有显著差异（P > 0.05）。以上结果表明 Mel 的补充能够改

善急性 SD 导致的小鼠短期工作记忆的损伤。 

图 2-4 急性 SD 及 Mel 干预对小鼠短期工作记忆能力的影响 

（A）CON 组，（B）SD 组，（C）SD+L-Mel 组，（D）SD+H-Mel 组，（E）Mel 组，（F）自发交

替行为百分比。CON：对照组；SD：睡眠剥夺组；SD+L-Mel：睡眠剥夺+低剂量（20 mg/kg）

Mel 干预组; SD+H-Mel：睡眠剥夺+高剂量（40 mg/kg）Mel 干预组；Mel：单独褪黑激素（20 

mg/kg）添加组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同

字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 
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Fig. 2-4 The effects of acute SD and Mel supplementation on the short-term working memory in mice. 

(A) CON group, (B) SD group, (C) SD + L-Mel group, (D) SD + H-Mel group, (E) Mel group, (F) 

spontaneous alternation behavior (%). CON: control group, SD: sleep deprivation group, SD + L-Mel: 

SD + low melatonin (20 mg/kg) supplement group, SD + H-Mel: SD + high melatonin (40 mg/kg) 

supplement group, Mel: melatonin (20 mg/kg) supplement group. The result represents the mean ± 

standard error of the mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 

0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

2.3.3 Mel 对急性 SD 小鼠焦虑样行为的影响 

OFT 测试被广泛用于评估焦虑样行为。为了评估 Mel 对急性 SD 引起的小鼠焦

虑样行为的影响，我们进行了 OFT 测试，包括中央距离比，中央时间比和运动总路

程。图 2-5 A 显示了小鼠在 OFT 测试中的运动路径图。结果显示与对照组相比，急

性 SD 组的中央距离比和中央时间比分别显著降低 40.0%（P = 0.001, 图 2-5 B）和

46.6%（P = 0.003, 图 2-5 C）。然而，给急性 SD 小鼠分别补充 20 和 40 mg/kg Mel 后，

中央距离比的比率比 CON 组的小鼠显著升高了 57.1% ~ 75.3 %（P = 0.001 ~ 0.009, 图

2-5 B），中央时间比显著升高了 81.1% ~ 105.9 %（P = 0.000 ~ 0.006, 图 2-5 C）。而

Mel 处理组和 CON 组之间的中央距离比和中央时间比无显着差异（P > 0.11）。而给

予健康小鼠单独的 Mel 补充对健康小鼠的中央距离（时间）比没有影响（图 2-5 B-

C）。所有组之间的运动总距离没有显着差异（图 2-5 D）。这些结果表明 Mel 能够改

善急性 SD 导致的小鼠焦虑样行为。 
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图 2-5 急性 SD 及 Mel 干预对小鼠焦虑样行为的影响 

（A）OFT 中的运动轨迹图，（B）中央距离的比值（%），（D）中央时间的比值（%），（E）总

的运动距离（cm）。CON：对照组；SD：睡眠剥夺组；SD+L-Mel：睡眠剥夺+低剂量（20 

mg/kg）Mel 干预组; SD+H-Mel：睡眠剥夺+高剂量（40 mg/kg）Mel 干预组；Mel：单独褪黑激

素（20 mg/kg）添加组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 

0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 2-5 The effects of acute SD and Mel supplementation on the anxiety-like behavior in mice. 

(A) Horizontal movement traces in the OFT, (B) Ratio of central distance crossed (%), (C) Ratio of 

central time crossed (%), (D) Distance travelled (cm). CON: control group, SD: sleep deprivation group, 

SD + L-Mel: SD + low melatonin (20 mg/kg) supplement group, SD + H-Mel: SD + high melatonin (40 

mg/kg) supplement group, Mel: melatonin (20 mg/kg) supplement group. The result represents the mean 

± standard error of the mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 

0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

2.4 讨论 

首先我们通过水迷宫试验检测了小鼠空间参考记忆，在训练之后所有小鼠达到相

同的训练结果并没有表现出运动障碍。72 h SD 后，在隐藏平台存在的时候我们观察

到急性 SD 小鼠较难寻找到平台的位置，具体表现为寻找平台的时间和距离增加，在

此过程中每组小鼠的速度是一致的，相似的速度表明小鼠的游泳能力没有差异，而给

予 Mel 处理的小鼠能很快的找到隐藏的平台。在将平台撤去后，我们发现急性 SD 小

鼠在水迷宫中处于漫无目的的游泳，并且处于无目的状态去寻找平台的位置，这表明
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其对平台存在的准确位置没有记忆。而 CON 组和 SD+Mel 组的小鼠多次在平台的位

置寻找，表明其准确的记忆了平台的位置。与我们的研究相似，连续 48 h 的 SD 能够

引起小鼠空间记忆的损伤（Cao et al., 2019）。此外 Mel 的补充能改善东莨菪碱处理诱

导的小鼠空间记忆能力的下降（Muhammad et al., 2019）。 

除了空间参考记忆，我们也采用了 Y 迷宫检测小鼠的空间工作记忆。自发交替

行为百分比（%）被定义为小鼠在重叠的三连体集合上连续进入三臂的情况。自发交

替行为百分比（%）计算为连续的三连组（连续进入三个不同的臂）/臂的总数减去 2）

×100。较高百分比的自发交替行为被认为是提高认知能力的指标，反之亦然。我们发

现急性 SD 小鼠对三个臂的记忆情况较差，表现为自发交替行为比的降低。而 Mel 处

理后的急性 SD 小鼠能够记忆上一个走过的臂，自发交替行为百分比也较急性 SD 组

显著升高。研究发现 Mel 能够通过抑制氧化应激和神经炎症的发生，进而改善创伤性

脑损伤诱导的空间工作记忆的损伤（Rehman et al., 2019）。 

我们通过 OFT 测试证明了急性 SD 小鼠的焦虑样行为（Kraeuter et al., 2019）。通

过这项试验，我们发现急性 SD 小鼠存在焦虑样行为，表现为中央区域时间百分比和

距离百分比下降。这些结果与 CORT 和 Mel 水平的变化相一致。与我们的发现类似，

24 h SD 导致 Y 迷宫测试中的空间记忆缺陷和 OFT 测试中的焦虑样行为（Misrani et 

al., 2019）。然而，用 Mel 治疗的睡眠不足的老鼠在中心区域停留的时间明显更长。这

些结果得到了先前研究的支持，Mel 可以预防神经系统的认知功能障碍和氧化分子损

伤（Alzoubi et al., 2016）。此外，单独注射 Mel 的小鼠表现出与对照组相似的行为变

化。 

因此，我们的结果显示，急性 SD 诱导小鼠空间参考记忆、空间工作记忆的损伤

和焦虑样行为的发生。而 Mel 的补充能有效的缓解急性 SD 诱导的小鼠认知功能障

碍。 

2.5 小结 

急性 SD 诱导了小鼠达到平台的时间和距离增加、自发交替行为比的降低和在中

央区域停留时间的减少，表明小鼠空间参考记忆、空间工作记忆的损伤和焦虑样的行

为。而 Mel 的外源性添加能有效的改善急性 SD 诱导的小鼠认知功能障碍。 

3. 褪黑激素改善急性睡眠剥夺诱导的海马神经元丢失 

3.1 引言 

大脑包含大约 1000 亿个神经元，每个神经元都有数千个突触连接。尽管单个神

经元本身可以是复杂的信息处理单元，但通过突触连接能够使神经元之间产生特定的
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回路，从而使各种大脑功能得以进行。海马是参与学习和记忆最重要的脑区之一，记

忆形成是一个具有挑战性的过程，这一过程需要海马各个区域的神经元相互配合才能

完成（Asok et al., 2019）。然而，多种外界因素会影响神经元的正常结构和功能，甚至

导致神经元的死亡；又因为神经元是不可再生的，虽然目前研究发现海马的 DG 区存

在神经发生现象，但是绝大部分的神经元是不可再生。这就意味着维持神经元的正常

数量和功能对中枢神经系统至关重要。NeuN 是神经元特异核蛋白，在小脑、大脑皮

层、海马体、丘脑和脊髓的神经元中表达。NeuN 能够定量反映的脑组织中神经元的

数量（Duan et al., 2016）。短期睡眠不足对神经元的数量有显著的影响，造成其数量

的大量丢失（Wadhwa et al., 2017a）。除了神经元的数量，神经元的功能状态也可通过

尼氏体来反映。神经元胞体或树突内存在较大的嗜碱性团块和颗粒，名为尼氏体，它

的功能是合成更新细胞器所需的结构蛋白、合成神经递质所需的酶类以及肽类的神经

调质，其形状、数量和分布随不同的神经元而不同（Lindroos, 1991）。在脑组织中，

神经元的周围存在数量众多的神经胶质细胞，其数量是神经元的 10-50 倍。小胶质作

为大脑常驻的固有免疫细胞，执行多种功能，包括检测神经元活动的变化，调节学习

和记忆，以及充当大脑局部的吞噬细胞和损伤传感器。小胶质细胞存在两种极化状态，

分别是促炎的 M1 型和抑炎的 M2 型，适量的刺激下小胶质会活化为促炎状态，吞噬

损伤的片段或因子来促进大脑的稳态，但过度的刺激下小胶质细胞会处于异常活化状

态，持续的分泌多种促炎细胞因子，加剧神经炎症的发生（Bartels et al., 2020）。围术

期神经认知障碍发展的主要因素便是小胶质细胞的过度活化（Luo et al., 2021）。 

研究表明 Mel 能规范血脂水平，改善血管内皮功能，具有抗炎作用（Esposito and 

Cuzzocrea, 2010）。炎症期间 Mel 能调节 NF-κB 通路的激活（Ali et al., 2015），进而改

变炎症因子的表达例如 IL-1β、IL-6、IL-12、IL-10、C-效应蛋白与 TNF-α（Kim et al., 

2012）。此外 Mel 可通过抑制 HMGB1 介导的小胶质细胞激活和 CRTC1 介导的神经

元丢失，从而减轻缺血和再灌注模型下血脑屏障的损伤（Luo et al., 2021）。但是 Mel

能否在急性 SD 诱导的神经元丢失和神经炎症中发挥改善作用尚不清楚。 

3.2 材料与方法 

3.2.1 试验动物的处理 

60 只 8 周龄雄性 ICR 小鼠分为 4 组：CON 组、SD 组、SD+L-Mel 组、SD+H-Mel

组，所有小鼠的处理操作同第二章第一节。 

3.2.2 试验动物取材 
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60 只小鼠在连续 72 h SD 后于早上 8:00 进行取材，采用 1%的戊巴比妥钠溶液对

每只小鼠进行麻醉，并立即进行小鼠断颈处死。每组 6 只小鼠的鼠脑用 4%多聚甲醛

固定，具体操作为先将小鼠头部皮肤剪开暴露头骨，用剪刀轻轻剪开部分头骨使固定

液进入脑组织中，便于组织液充分的固定组织用于后续组织学检测。同组的剩余 6 只

小鼠取出双侧海马，立即放入液氮速冻半小时再转移至-80 ℃冰箱用于 ELISA 检测。 

3.2.3 主要仪器设备 

脑立体定位仪（ALCBIO，上海）、石蜡切片机（LEICA，RM2235 型，德国）、

生物组织包埋机（KD-BM，浙江金华科迪仪器设备有限公司,中国）、光学显微镜

（Olympus，BX51 型，日本）、生物组织摊片机（KD-T，浙江金华科迪仪器设备有限

公司，中国）、电热鼓风干燥箱（101-A，北京市永光明医疗仪器厂，中国）、图像采

集系统（Olympus，DP72 型，日本）、全自动雪花制冰机（IMS-20，常熟市雪科电器

有限公司，中国）、分析天平（AL204，Mettler Toledo，瑞士）、微型离心机（Mini-6K，

杭州奥盛仪器有限公司，中国）、隔水式恒温培养箱（GPR-9160，上海森信实验仪器

有限公司，中国）、移液器（Eppendorf，德国）。 

3.2.4 试验药品及试剂 

2%戊巴比妥钠溶液、1%肝素钠溶液、4%多聚甲醛、多聚赖氨酸、无水乙醇、酸

性清洗液（浓硫酸和重铬酸钾）、兔抗小鼠 NeuN 单克隆抗体（ab177487, abcam）、兔

抗小鼠 Iba1 单克隆抗体（ab178846, abcam）。 

3.2.5 组织包埋与切片 

3.2.5.1 脑立体定位 

取出固定的小鼠头部后，将小鼠头部的头骨用剪刀全部修剪干净暴露出脑组织。

将耳棒插入小鼠的耳道内，并将小鼠的前端用固定器夹紧，使动物的两个耳朵以及头

部的前端位置保持三个固定点，使小鼠的头部在立体定位过程中不能晃动，然后根据

图谱在冠状切面切在海马脑区。 

3.2.5.2 脱水与透明 

将修好的组织小块按以下流程进行脱水与透明：50% I 酒精 3 h→50% II 酒精 3 

h→75% I 酒精 3 h→75% II 酒精 3 h→85% I 酒精 3 h→85% II 酒精 3 h→95% I 酒精 1 
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h→95% II 酒精 1 h→无水乙醇 I 1 h→无水乙醇 II 1 h→无水乙醇:二甲苯（1:1）I 1 h→ 

无水乙醇:二甲苯（1:1）II 2 h→二甲苯 I 30 min→二甲苯 II 30 min。 

3.2.5.3 浸蜡 

将组织分别浸入一级蜡（熔点为 56 - 58 °C）、二级蜡（熔点为 58 - 60 °C）、三

级蜡（熔点为 60 - 62 °C）中各 1 h 30 min。 

3.2.5.4 包埋 

根据组织块的大小，用硬纸片折叠出包埋盒，将已经溶解的石蜡倒入准备好的包

埋盒中，再用镊子夹住浸好蜡的组织块放入包埋盒的中间，包埋时需将切面朝下，静

止等待其冷却。 

3.2.5.5 石蜡切片 

将包埋好的石蜡进行修块，切片厚度为 10 μm，连续切片每隔 5 张切片取一张片

子为一套切片，40 °C 水中展片，40 °C 烤片机中烤片 4 h。 

3.2.6 免疫组织化学试验 

3.2.6.1 试验步骤 

（1） 脱蜡和水化: 二甲苯 I、II 各 10 min→100%乙醇→95%乙醇→85%乙醇→75%

乙醇→50%乙醇→蒸馏水（都为 3 min）。 

（2）水化：将组织切片从 50%酒精中取出，在蒸馏水中浸泡 5 min。后在 0.01M 

PBST 缓冲液中浸泡 5 min。 

（3）柠檬酸盐抗原修复：0.01 M 柠檬酸盐缓冲液（修复液，现配现用）。微波强

档 100%将修复液加热 5 min，取出放入切片后再在 20%档位加热 3 min, 共加热 3 次。

最后拿出修复盒，在室温下进行自然冷却。 

（4）清洗：0.01M PBST 缓冲液中浸泡 3 次，每次 5 min。 

（5）封闭内源性过氧化氢酶：30%过氧化氢避光配置为 3%的过氧化氢甲醇。用

吸水纸将组织片周围的 PBST 吸干，切记该过程中组织片不可干燥，可向组织片哈气

保持湿润，后滴加 3%过氧化氢甲醇封闭液，将组织完全覆盖后放入黑色湿盒内，避

光封闭 25 min。 

（6）清洗：0.01M PBST 缓冲液中浸泡 3 次，每次 5 min。 
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（7）血清封闭：正常非免疫 5%血清（与二抗同源），存放于 37 °C 恒温箱中 30 

min。吸水纸吸干组织周围 PBS，切记不能干片，可向片子哈气保持湿润，用特制的

吸水纸棒在组织周围画圈，括住封闭液，使之不扩散，最好成“山丘”形状。 

（8）一抗孵育：用一抗稀释液配制不同浓度的抗体，兔抗小鼠 Iba1 单克隆抗体

（1:500）和兔抗小鼠 NeuN 单克隆抗体（1:500）。阴性对照用 0.01M PBST 缓冲液代

替一抗。直接将血清用吸水纸吸干净，用免疫组化笔在组织周围画圈，将一抗滴加至

圈内完全覆盖住组织片，切勿使液体扩散。加样后将组织切片放入湿盒中在 4°C 冰箱

过夜孵育。 

（9）24 h 后将湿盒从冰箱中取出，放置于室温下 40 min 使其复温。 

（10）清洗：0.01M PBST 缓冲液中浸泡 3 次，每次 5 min。 

（11）二抗孵育：用抗体稀释液配制生物素化的羊抗兔 IgG（H+L）（1:300），将

组织片上的液体甩干，滴加配制好的二抗。室温静置 2 h。 

（12）清洗：0.01M PBST 缓冲液中浸泡 3 次，每次 5 min。 

（13）加 SABC（1:300）: 操作及加液量同加一抗，SABC 复合物为链霉软白素

-生物素-辣根过氧化物酶复合物。室温静置 2.5 h。 

（14）0.05 M TBS 预敷: 0.05 M TBS 保存于 4 °C，用之前提前拿出来室温平衡，

操作及加液量同加一抗，室温静置 10 min。 

（15）DAB 预敷液（1 mg 的 DAB 溶于 2 mL 的 TBS，避光）: 甩去片子上 TBS，

吸水纸尽量吸干组织周围 TBS。再滴加适量 DAB 预敷液，室温静置 20 min。 

（16）DAB 显色液（495 μLDAB 预敷液中加入 5 μL H2O2 溶液，避光）: 在原有

DAB 预敷液上再次滴加适量的 DAB 显色液，静置 5-10 min。在显微镜下，对反应强

度进行了控制，并对显示时间进行了优化。在显微镜下面观察，可见阳性染色并且其

背景较浅的话，这时可以终止反应利用蒸馏水洗去显色液。 

（17）复染: 蒸馏水 5 min→苏木精 5 s ~ 2 min→分色数秒→蓝化 20 min（自来

水下冲洗）→蒸馏水 3 min。自来水冲洗蓝化后显微镜下观察，细胞核蓝色，细胞质

无色为宜。 

（18）脱水: 50%乙醇→75%乙醇→85%乙醇→95%乙醇→100%乙醇→1:1 二甲苯: 

乙醇（全部为 3 min）。在二甲苯中，观察切片的白色云雾现象。 

（19）透明：50%酒精 5 min→75%酒精 5 min→85%酒精 5 min→95%酒精 5 

min→100%酒精 5 min→ 1:1 二甲苯:乙醇 5 min→二甲苯 I、II 各 10 min。 

（20）与 3.2.6.1 的（6）相同。 

3.2.6.2 图像采集与数据分析 
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小鼠脑组织的免疫组化染色的图像采集: 选择结构清晰，阳性细胞（呈棕色）明

显的视野分别在 20×与 40×的镜头下拍照，最后选取图片。海马组织免疫组织化学结

果统计:每组随机选择 5 只小鼠的小鼠脑切片，每一只动物选择不连续切片的 5 张切

片，每一张切片从 CA1、CA3 和 DG 区左右随机挑选 5 个视野，最后对所有视野中

阳性细胞的 IOD 值进行统计。 

3.2.7 酶联免疫吸附试验测定炎症细胞因子的含量 

3.2.7.1 IL-6 

（1）标准品的稀释与加样 

将 1 mL 的标准品稀释液加入标准品中，并于室温中静置约 10 min，并将之轻轻

晃动，此标准品浓度为 2000 pg/mL。先将此标准品稀释成 1000 pg/mL 的溶液后，再

准备 5 个 EP 管用于制备不同浓度的标准品稀释液，先吸入 600 μL 的标准品稀释液

于每个 EP 管中，进而依次 3 倍稀释，其浓度为 500 pg/mL、250 pg/mL、125 pg/mL、

62.5 pg/mL、31.2 pg/mL、15.6 pg/mL、7.8 pg/mL，标准品稀释液的浓度为 0 pg/mL，

可作为空白孔。每组中包含 6 个样品，每个样品机械重复 3 次。批内差小于 10%，批

间差小于 12%，检测限为 3.2 pg/mL。 

（2） 试验步骤 

（1）样品制备：将海马组织按照 1:9 的比例添加样品稀释液，在震荡仪中按照

60 Hz 的频率震荡 2 min，将组织研磨碎为标准。 

（2）加样：加入标准孔、样品待测孔与空白孔。标准孔设置 7 孔，按顺序加入

100 μL 配置好的 7 个浓度的标准品。加 100 μL 的标准品稀释液于空白孔中，其余孔

加入待测的样品 100 μL。随后轻轻晃动、充分混匀，避免气泡产生，将覆膜盖于酶标

板，于 37 °C 温箱孵育 1 h; 

（3）弃去液体，甩干，不用洗涤; 

（4）每孔（标准孔、待测样品孔、空白孔）中加入检测溶液 A 工作液 100 μL，

并轻轻晃动、充分混匀，避免气泡产生，将覆膜盖于酶标板，于 37 °C 温箱孵育 1 h; 

（5）倒扣酶标板倒掉孔内溶液，并在每孔中加入 350 μL 的洗液并浸泡 1～2 min

进行洗涤，随后将酶标板倒扣于吸水纸上并轻轻拍打以彻底移除孔内洗涤液。此操作

重复 3 次。洗涤完最后一次后，倒掉孔内清洗液; 

（6）每孔（标准孔、待测样品孔、空白孔）中加入检测溶液 B 工作液 100 μL，

并轻轻晃动、充分混匀，避免气泡产生，将覆膜盖于酶标板，于 37 °C 温箱孵育 1 h; 
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（7）弃去孔内液体，甩干，洗板 5 次，方法同步骤（4）; 

（8）吸取 90 μL TMB 底物溶液加入于每孔中，将覆膜盖于酶标板并放入 37 °C

温箱避光显色（显色时间限制在 10 至 20 min，总反应时长勿超过 30 min。当标准孔

的后 3 孔出现较为明显的梯度蓝色，即可终止反应）; 

（9）吸入 50 μL 的终止溶液加入于每孔中，终止反应。若颜色出现不均一，可

轻轻摇晃酶标板以促进溶液充分混匀; 

（10）先将酶标仪调至 450 nm 波长，在保证酶标板底部无气泡及水滴出现后，

立即放入酶标板中测量每孔的 OD 值; 

（11）数据处理：利用标准品与样本的 OD 值作图并计算各样品浓度。标准品的

浓度为纵坐标，OD 值为横坐标绘制标准曲线并得出公式，将各样品的 OD 值代入该

公式中，得出样品的浓度，若样品稀释，则乘以稀释倍数，得数即为实际浓度（pg/mL）。 

3.2.7.2 TNF-α 

（1） 标准品的稀释与加样 

将 0.5 mL 的标准品稀释液加入标准品中，并于室温中静置约 10 min，并将之轻

轻晃动，此标准品浓度 2000 pg/mL。先将此标准品稀释成 1000 pg/mL 的溶液后，再

准备 7 个 EP 管用于制备不同浓度的标准品稀释液，先吸入 600 μL 的标准品稀释液

于每个 EP 管中，进而依次 3 倍稀释，其浓度为 2000 pg/mL、666.67 pg/mL、222.22 

pg/mL、74.07 pg/mL、24.69 pg/mL、8.23 pg/mL、2.74 pg/mL，标准品稀释液的浓度为

0 pg/mL，可作为空白孔。每组中包含 6 个海马组织样品，每个样品机械重复 3 次。

批内差小于 10%，批间差小于 12 %，检测限为 0.98 pg/mL。 

（2） 试验步骤 

同 3.2.7.1 的（2）。 

3.2.7.3 IL-4 

（1） 标准品的稀释与加样 

将 1 mL 的标准品稀释液加入标准品中，并于室温中静置约 10 min，并将之轻轻

晃动，此标准品浓度为 1000 pg/mL。先将此标准品稀释成 500 pg/mL 的溶液后，再准

备 7 个 EP 管用于制备不同浓度的标准品稀释液，先吸入 500 μL 的标准品稀释液于

每个 EP 管中，进而依次倍比稀释，其浓度为 500 pg/mL、250 pg/mL、125 pg/mL、

62.5 pg/mL、31.2 pg/mL、15.6 pg/mL、7.8 pg/ ml，标准品稀释液的浓度为 0 pg/mL，
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可作为空白孔。每组中包含 6 个海马组织样品，每个样品机械重复 3 次。批内差小于

10%，批间差小于 12%，检测限为 3.5 pg/mL。 

（2） 试验步骤 

同 3.2.7.1 的（2）。 

3.2.7.4 IL-10 

（1） 标准品的稀释与加样 

将 1 mL 的标准品稀释液加入标准品中，并于室温中静置约 10 min，并将之轻轻

晃动，此标准品浓度为 500 pg/mL。先将此标准品稀释成 1000 pg/mL 的溶液后，再准

备 7 个 EP 管用于制备不同浓度的标准品稀释液，先吸入 500 μL 的标准品稀释液于

每个 EP 管中，进而依次倍比稀释，其浓度为 500 pg/mL、250 pg/mL、125 pg/mL、

62.5 pg/mL、31.2 pg/mL、15.6 pg/mL、7.8 pg/ ml，标准品稀释液的浓度为 0 pg/mL，

可作为空白孔。每组中包含 6 个海马组织样品，每个样品机械重复 3 次。批内差小于

10 %，批间差小于 12 %，检测限为 2.7 pg/mL。 

（2） 试验步骤 

同 3.2.7.1 的（2）。 

3.2.8 数据分析 

使用 GraphPad Prism version 9（GraphPad Software, La Jolla, CA, United States）进

行数据分析并表示为平均值 ± 标准误（SEM）。组间差异采用单因素方差分析（one-

way ANOVA）和 Tukey 的多重比较检验进行分析。P 值 < 0.05 认为有统计学意义。 

3.3 结果 

3.3.1 Mel 改善急性 SD 诱导的小鼠海马神经元丢失 

NeuN 是神经元特异核蛋白，通过免疫组织化学试验反映海马组织中神经元的数

量（图 2-6 A）。免疫组织化学染色结果显示急性 SD 之后，与对照组相比，海马 CA1、

CA3 和 DG 区中神经元的数量显著降低 16.2 %（P < 0.001）, 21.4 %（P < 0.001）和

19.4 %（P < 0.001）。然而，添加 20 mg/kg 的 Mel 之后，与急性 SD 组相比，神经元

数量显著增加了 20.2 %（P < 0.001）, 20.4 %（P = 0.001）和 15.4 %（P < 0.019），Mel
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补充组与对照组无统计学差异（P > 0.05, 图 2-6 B-C）。同样的，40 mg/kg 的 Mel 的

补充也对急性 SD 诱导的神经元丢失有显著的改善作用（P > 0.05，图 2-6 B-D）。以上

两个结果共同表明 Mel 能够改善急性 SD 诱导的海马神经元的丢失。 

图 2-6 急性 SD 及 Mel 干预对小鼠海马 NeuN 阳性细胞数量的影响 

（A）不同试验组的海马神经元 NeuN 染色图像（比例尺为 50 μm），（B）海马 CA1 区，（C）

海马 CA3 区，（D）海马 DG 区。CON：对照组；SD：睡眠剥夺组；SD+L-Mel：睡眠剥夺+低

剂量（20 mg/kg）Mel 干预组; SD+H-Mel：睡眠剥夺+高剂量（40 mg/kg）Mel 干预组。结果以

Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义

（P ≥ 0.05）。 

Fig. 2-6 The effects of acute SD and Mel supplementation on the number of NeuN-positive cells in 

hippocampus of mice. 

(A) Images of the NeuN-stained hippocampal neurons in the different experimental groups. Bar = 50 

μm, (B) hippocampal CA1 region, (C) hippocampal CA3 region, (D) hippocampal DG region. CON: 

control group, SD: sleep deprivation group, SD + L-Mel: SD + low melatonin (20 mg/kg) supplement 

group, SD + H-Mel: SD + high melatonin (40 mg/kg) supplement group. The result represents the mean 
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± standard error of the mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 

0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

3.3.2 Mel 改善急性 SD 诱导的小鼠海马小胶质细胞过度活化 

Iba1 小胶质细胞免疫组织化学染色结果显示，急性 SD 之后，与对照组相比，海

马 CA1、CA3 和 DG 区中 Iba1 阳性细胞的 IOD 值分别增加 118.9 %（P = 0.002）, 

116.9 %（P = 0.001）和 95.6 %（P = 0.002）。然而，添加 20 mg/kg 的 Mel 之后，与急

性 SD 组相比，Iba1 阳性细胞的 IOD 值显著降低了 51.2 %（P = 0.003）, 35.8 %（P = 

0.007）和 42.4 %（P = 0.003），Mel 补充组与对照组无统计学差异（P > 0.05）。同样

的，40 mg/kg 的 Mel 的补充也对急性 SD 诱导的小胶质细胞过度活化有显著的改善作

用（P > 0.05，图 2-7 B-D）。以上结果共同表明 Mel 能够改善急性 SD 诱导的海马小

胶质细胞过度活化。 

图 2-7 急性 SD 及 Mel 干预对小鼠海马小胶质细胞活化水平的影响 

（A）不同试验组的海马小胶质细胞 Iba1 染色图像（比例尺为 50 μm），（B）海马 CA1 区，

（C）海马 CA3 区，（D）海马 DG 区。CON：对照组；SD：睡眠剥夺组；SD+L-Mel：睡眠剥

夺+低剂量（20 mg/kg）Mel 干预组; SD+H-Mel：睡眠剥夺+高剂量（40 mg/kg）Mel 干预组。结

果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学

意义（P ≥ 0.05）。 
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Fig. 2-7 The effects of acute SD and Mel supplementation on activation level of hippocampal microglia 

in mice. 

(A) Images of the Iba1-stained hippocampal microglia in the different experimental groups. Bar = 50 

μm, (B) hippocampal CA1 region, (C) hippocampal CA3 region, (D) hippocampal DG region. CON: 

control group, SD: sleep deprivation group, SD + L-Mel: SD + low melatonin (20 mg/kg) supplement 

group, SD + H-Mel: SD + high melatonin (40 mg/kg) supplement group. The result represents the mean 

± standard error of the mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 

0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

3.3.3 Mel 改善急性 SD 诱导的小鼠海马神经炎症反应 

我们通过检测炎性因子的表达来探究急性 SD是否诱导了海马神经炎症反应的发

生。如图 2-8 所示，结果表明与对照组相比，急性 SD 小鼠海马组织的促炎因子 IL-6

与 TNF-α 的水平显著上调了 34.1 %（P = 0.001, 图 2-8 B）和 82.4 %（P = 0.001, 图 2-

8 A），而抗炎因子 IL-4 与 IL-10 的水平分别降低了 30.4 %（P < 0.001, 图 2-8 C） 和

32.0 %（P = 0.001, 图 2-8 D）。与此相比，Mel 添加改善了急性 SD 诱导的促炎因子增

加与抗炎因子减少。数据分析表明 20 mg/kg 的 Mel 添加之后，与急性 SD 小鼠相比，

海马组织的促炎因子 IL-6 与 TNF-α 的水平显著降低了 27.8 %（P = 0.001, 图 2-8 B） 

和 44.6 %（P = 0.002, 图 2-8 A），而抗炎因子 IL-4 与 IL-10 的水平显著增加了 28.8 %

（P = 0.001, 图 2-8 C）和 49.3 %（P < 0.001, 图 2-8 D）。此外，Mel 添加组与对照组

之间无显著性差异（P > 0.05）。 

图 2-8 急性 SD 及 Mel 干预对小鼠海马炎症细胞因子的影响 

（A-D）海马组织炎症细胞因子的水平（TNF-α、IL-6、IL-4 和 IL-10）。CON：对照组；SD：睡

眠剥夺组；SD+L-Mel：睡眠剥夺+低剂量（20 mg/kg）Mel 干预组; SD+H-Mel：睡眠剥夺+高剂

量（40 mg/kg）Mel 干预组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 

0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 2-8 The effects of acute SD and Mel supplementation on hippocampal inflammatory cytokines in 

mice. 
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(A-D) The levels of cytokines (TNF-α, IL-6, IL-4 and IL-10) in the hippocampus. CON: control group, 

SD: sleep deprivation group, SD + L-Mel: SD + low melatonin (20 mg/kg) supplement group, SD + H-

Mel: SD + high melatonin (40 mg/kg) supplement group. The result represents the mean ± standard 

error of the mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those 

with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

3.4 讨论 

神经元死亡在以神经元丧失或功能障碍为特征的各种神经退行性疾病中起着关

键作用。由于神经元很难再生，因此保护神经元，减少神经元的死亡是最好的解决方

法。免疫组化染色显示，急性 SD 小鼠海马内 NeuN 阳性神经元数量减少，提示急性

SD 引起神经元的丢失。然而，Mel 的补充改善了这种现象。此前的研究也表明，Mel

可通过逆转神经元丢失减轻东莨菪碱引起的认知障碍（Muhammad et al., 2019）。研究

发现创伤性脑损伤后 Mel 能够通过激活 NRF2 通路，抑制神经元的大量丢失（Wang 

et al., 2019）。这一发现与我们的结果相一致，给予急性 SD 小鼠补充外源性 Mel 后，

在海马 CA1、CA3 和 DG 中存在的神经元丢失得到了改善。尽管炎症通常是为了修

复损伤组织而引起的，但它具有有害的影响，会导致急性 SD 后神经元损伤和认知障

碍的增加（Hulsebosch, 2002）。小胶质细胞不仅是抗原呈递细胞，也是效应细胞，释

放几种促炎细胞因子，促进神经退化（Leonard, 2018）。小胶质细胞的过度激活会加剧

中枢神经系统的炎症反应（Colonna and Butovsky, 2017）。在本研究中，在 SD 小鼠海

马 CA1、CA3 和 DG 区域 Iba1 表达升高，提示 SD 诱导的神经炎症。Mel 治疗可改

善急性 SD 诱导的小胶质细胞过度激活。与我们之前的研究类似，抑制小胶质细胞激

活可以改善 48 h SD 的大鼠海马的空间记忆和成年神经发生（Wadhwa et al., 2017b）。

据报道，在人类和实验动物中，慢性 SD 导致大鼠皮质和海马区 NF-κB 通路的激活，

以及促炎细胞因子如 IL-1β、TNF-α 和 IL-6 的升高（Manchanda et al., 2018; Wadhwa 

et al., 2015）。NF-κB 被隔离在细胞质中，在炎症级联反应中占据重要地位，一旦发生

氧化应激，它会转位到细胞核并诱导各种炎症细胞因子的分泌增加（Lee and Lee, 

2014）。此外，有报道称 Mel 具有抗炎能力发挥神经保护的作用，能够抑制缺血再灌

注诱导的 NF-κB 通路的激活（Yang et al., 2020a）。我们目前的研究结果表明，急性 SD

小鼠海马内检测到高浓度的促炎细胞因子和低浓度的抗炎细胞因子，而 Mel 显著抑

制了急性 SD 诱导的海马小胶质细胞的过度活化，从而减少了促炎细胞因子的水平，

发挥其抗炎作用。 

3.5 小结 

急性 SD 能够引起海马组织内小胶质细胞的过度活化，促进促炎细胞因子的分泌



中国农业大学博士学位论文 第二章 急性睡眠剥夺诱导认知功能障碍的模型建立及褪黑激素的干预作用 

 57 

并抑制抑炎细胞因子的分泌，加剧了不同分区内神经元数量减少和功能损伤，最终导

致小鼠认知功能的障碍。而外源性 Mel 的补充能有效的缓解神经炎症的发生，抑制神

经元的丢失，最终修复急性 SD 造成的空间记忆损伤和焦虑样行为。 
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第三章 褪黑激素改善急性睡眠剥夺诱导海马神经元丢失的直

接途径 

1.褪黑激素改善急性睡眠剥夺诱导的小鼠海马神经元铁死亡及其机制 

1.1 引言 

在上一节的研究中我们发现急性 SD 通过减少海马神经元的数量，进而导致小鼠

空间参考记忆、空间工作记忆的损伤和焦虑样行为的发生。但是急性 SD 引起小鼠认

知功能障碍的机制尚不清楚。最近的一项研究发现，失眠症患者表现出明显的认知障

碍，并观察到大脑多个区域的铁沉积。而左侧海马铁离子的浓度被认为是认知障碍的

生物标志物，可能在病理机制中发挥重要作用（Chen et al., 2019）。这强烈提示在急

性 SD 引起认知功能损害的过程中，应考虑一种新的细胞死亡模式。铁死亡，是一种

铁依赖性的脂质过氧化过度产生的细胞死亡方式（Dixon et al., 2012），其参与多种中

枢神经系统疾病，包括阿尔茨海默氏症、脑出血（Li et al., 2017b）和创伤性脑损伤等

（Xie et al., 2019）。铁积累和脂质过氧化是铁死亡过程中启动膜氧化损伤的两个关键

信号。铁死亡的核心分子机制包括调节氧化损伤和抗氧化防御之间的平衡。铁在细胞

中催化氧自由基的形成，促进多不饱和脂肪酸的磷脂的自氧化以及自由基连锁反应的

传播，即促进脂质过氧化在细胞膜上的传播。铁死亡的标志是铁依赖性 ROS 的积累、

抗氧化酶水平的降低和 GPX4 的失活，以及过量的脂质过氧化（Li et al., 2020a）。睡

眠不足已被证明会导致氧化应激和免疫反应相关基因表达增强（Möller-Levet et al., 

2013）。我们推测在急性 SD 引起的记忆障碍中可能存在铁死亡的参与。 

褪黑激素具有螯合特性，有助于降低金属诱发的毒性（Yu et al., 2019）。此外，大

量研究表明 Mel 是一种有效的内源性抗氧化剂，它还间接刺激某些抗氧化酶，如超氧

化物歧化酶（Superoxide dismutase，SOD）和 GPX4（Zhao et al., 2018）。Mel 能够激

活两种膜受体（MT1 和 MT2） 对昼夜节律和睡眠异常、情绪障碍、学习和记忆和神

经保护产生有益影响（Jilg et al., 2019）。Mel 通过激活 MT1 受体来降低神经元放电，

促进睡眠过程（Jin et al., 2003）。相反，Mel 通过 MT2 受体依赖机制促进神经发生和

细胞增殖（Chern et al., 2012）。因此 Mel 通过分别激活 MT1 和 MT2 受体来调节多种

生理事件。最近，有研究报道 Mel 是一种很好的铁死亡抑制剂，其抗铁死亡作用为治

疗创伤性脑损伤提供了一个潜在的治疗靶点（Rui et al., 2021）。然而，Mel 是否以及

如何改善急性 SD 诱导的海马铁死亡和认知障碍仍不清楚。 

1.2 材料与方法 
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1.2.1 试验动物的处理 

48 只 8 周龄雄性 ICR 小鼠分为 4 组：CON 组、SD 组、SD+L-Mel 组、SD+H-Mel

组，所有小鼠的处理操作同第二章第一节。 

1.2.2 试验动物的取材 

48 只小鼠在连续 72 h 的 SD 后于早上 8:00 进行取材，采用 1%的戊巴比妥钠溶

液对每只小鼠进行麻醉，并立即进行小鼠断颈处死。每组 6 只小鼠的鼠脑用 4%多聚

甲醛固定。同组的剩余 6 只小鼠取出双侧海马，立即放入液氮速冻半小时再转移至-

80 ℃冰箱用于 qRT-PCR、Western blot 和抗氧化试剂盒检测。 

1.2.3 主要仪器和设备 

石蜡切片机（LEICA，RM2235 型，德国）、生物组织包埋机（BM-VI）、光学显

微镜（Olympus，BX51 型，日本）、图像采集系统（Olympus，DP72 型，日本）电热

鼓风干燥箱（101-A，北京市永光明医疗仪器厂，中国）、高速台式离心机（TG16-WS，

湘仪，湖南）、荧光定量 PCR 仪（Light Cycler ® 480，Roche Applied Science，德国）、

低温高速离心机（5248 型，Eppendorf，德国）、微型离心机（Mini-6K，杭州奥盛仪

器有限公司，杭州）、酶标仪（BLO-RAD，550 型，美国）、电泳仪（伯乐生命医学产

品有限公司，上海）、组织匀浆机（JXFSTPRP-24，上海净信实业发展有限公司，上

海）、电热鼓风干燥箱（101-A，北京市永光明医疗仪器厂，中国）、二氧化碳培养箱

（MCO-17AC，三洋，日本）、超净工作台（哈尔滨东联电子技术开发有限公司） 

1.2.4 试剂药品及试剂 

亚铁氰化钾、盐酸、辣根过氧化物酶标记的链酶卵白素（CW0116S，康为世纪生

物科技有限公司，江苏）、苏木精、盐酸酒精分色、RNzol Reagent TRIzon 总 RNA 提

取试剂（CW0580A，康为世纪生物技术有限公司，江苏）、反转录试剂盒（Thermo Fisher 

Scientific, Boston, USA）、兔抗小鼠 MT1 多克隆抗体（ab203038, abcam）、兔抗小鼠

MT2 多克隆抗体（ab203346, abcam）、鼠抗 p-ERK1/2 单克隆抗体（M8159, sigma）、

兔抗小鼠NRF2多克隆抗体（ab137550, abcam）、兔抗小鼠TFR1多克隆抗体（ab214039, 

abcam）、兔抗小鼠 GPX4 多克隆抗体（ab125066, abcam）、兔抗小鼠 DMT1（NBP1-

91840, Novus）、兔抗小鼠 FPN 多克隆抗体（NBP1-21502SS, Novus）、兔抗小鼠 β-actin、

山羊抗兔 IgG（CW0156S，康为世纪生物科技有限公司，江苏）、脱脂奶粉（中国伊

利）、BCA 蛋白定量试剂盒（CW0014）、RIPA 裂解液（CW2333）、蛋白酶抑制剂
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（CW2200）、SDS-PAGE 上样缓冲液（CW0027）、SDS-PAGE Loading Buffer（5×）

（CW0027）均购自江苏康为世纪生物科技有限公司、DMEM（SH30023.01B，HyClone，

北京）、胎牛血清（11012-8611，浙江天杭生物科技股份有限公司，浙江）、青链霉素

混合液 100×（P1400，北京索莱宝科技有限公司，北京）、0.25% Trypsin（T1350，北

京索莱宝科技有限公司，北京）、Erastin、Fer-1 均购 Sigma 科技有限公司。 

1.2.5 改良的普鲁士蓝染色 

脑组织中 Fe2+的含量较低，因此无法在研究中使用经典的普鲁士蓝染色来评估，

所以在本研究中采用改良的普鲁士蓝染色进行脑组织中铁离子的可视化染色。 

（1）将 5 μm 石蜡切片脱蜡并水化，然后在 3% H2O2 的 0.1M TBS 中浸泡 10 min； 

（2）4%亚铁氰化钾水溶液和 4%盐酸的混合物浸泡切片 30 min; 

（3）ddH2O 漂洗 10 min； 

（4）用含有 0.025% DAB 和 0.0033 % H2O2 的 TBS 溶液滴加在组织上方，避光

显色 5～10 min 后在显微镜下方观察，当出现棕黄色颗粒时停止显色。 

（5）ddH2O 漂洗 10 min； 

（6）苏木精染色，分化并封片； 

（7）在显微镜下观察切片并拍照。在每组脑的六个横截面的 30 个随机区域中对

阳性计数。然后用 Image J 软件确定阳性细胞的平均积分光密度（IOD）。 

1.2.6 Western blot 试验 

1.2.6.1 海马组织总蛋白的提取 

（1）海马组织从-80 °C 冰箱取出，称取大约 20 mg 放入 EP 管中，再加入 300 μL 

RIPA 蛋白裂解液、3 μL 的蛋白酶抑制剂和 3 μL 的磷酸酶抑制剂，匀浆机进行 2 min

震荡破碎，随后于冰上静置 20 min; 

（2）在 12000 rpm，4 °C 条件下放入离心机离心 10 min，小心吸取上清转移至

新的离心管中，于-80 °C 冰箱中保存备用。 

1.2.6.2 测定海马组织总蛋白浓度及蛋白的变性 

海马组织总蛋白浓度用 BCA 试剂盒测定。 

具体步骤如下： 
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（1）稀释 BSA 标准品：按照下表操作稀释 BSA 标准品； 

EP 管 RIPA 用量（μL） BSA 用量（μL） 标准品终浓度

（μg/μL） 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

0 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

50（从 2 号管取） 

50（从 3 号管取） 

50（从 4 号管取） 

50（从 5 号管取） 

0 

2 

1 

0.5 

0.25 

0.125 

0.0625 

0 

（2）根据表格设置配制标准品，与样品一同加入 BCA 试剂盒，注意记录好加样

顺序； 

（3）BCA 试剂中 A 液与 B 液按照 50:1 比例配置成 BCA 工作液，随后每孔加

200 μL 的该工作液，并放入 37 °C 温箱，孵育 30 min； 

（4）将酶标仪调至 570 nm 波长，再放入 96 孔板测定其 OD 值，根据所得的 OD

值与标准品浓度绘制标准曲线； 

（5）根据标准曲线分别计算出各样品总蛋白浓度。 

蛋白浓度的标准化和变性: 

（1）根据计算出的各样品总蛋白浓度，用 RIPA 蛋白裂解液将所有蛋白样品浓

度配制成 2.0 μg/μL； 

（2）按照 4:1 的比例混合蛋白样品与 Loading Buffer，放置 PCR 仪中，在 99 °C，

10 min 的条件下将蛋白变性，随即放入 4 °C 保存备用。 

1.2.6.3 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE） 

（1）制备凝胶：首先是分离胶溶液与浓缩胶的配制，将配制好的分离胶加入玻

璃板间，之后迅速用双蒸水封住分离胶，室温静置。待其充分凝固后，倒掉双蒸水，

再在其上方加入浓缩胶，立即将 15 孔梳子迅速插入浓缩胶中，并避免气泡的产生。

待其凝固后，小心拔出梳子。随后，将裹有凝胶的玻璃板一起安装在电泳仪器上，并

加入 1×电泳缓冲溶液，盖住凝胶顶部; 

（2）上样：先在两端孔内加入 5 μL 蛋白 Marker，再往其余孔内缓慢加入 20 μL

待测样品; 将电泳仪调至浓缩胶恒压 60 V，时间 25 min，分离胶恒压 120 V，时间 90 

min。 

1.2.6.4 转膜 
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（1）裁剪合适的 PVDF 膜，先浸泡在无水甲醇中活化 20 s，再将 PVDF 膜取出

与垫片及滤纸平整放入 1×转膜缓冲液中，避免产生折痕； 

（2）将取出的凝胶迅速放入 1×转膜缓冲液中； 

（3）按照吸水海绵、滤纸、PVDF 膜及目的蛋白凝胶的顺序组装转膜夹（正极到

负极）； 

（4）将转膜夹小心转移至转膜电泳槽内，倒入转膜缓冲液，将转膜夹浸入其中

即可，调至恒定电流 200 mA，时长设置为 120 min； 

（5）封闭：先用 TBST 配置好 5%的脱脂牛奶，在转膜成功后，小心取出 PVDF

膜，放入脱脂牛奶中，使其浸泡其中，再放置摇床上，室温封闭 1 h。 

1.2.6.5 免疫反应 

（1）封闭结束后，取出 PVDF 膜，放入装有 1×TBST 的盒内漂洗 3 次，每次 10 

min。同时在干净的盒中用 TBST 配置兔抗小鼠 MT1、MT2、p-ERK、NRF2、TFR1、

DMT1、FPN 和 GPX4（稀释倍数是 1:1000），β-actin 的稀释倍数是 1:8000。漂洗结束

后，按蛋白大小分别将 PVDF 膜转移至对应的盒内，4 °C 冰箱过夜； 

（2）次日，将一抗孵育盒取出，在摇床上放置 30 min 以恢复室温； 

（3）用 0.01 M TBST 清洗 PVDF 膜 3 次，每次 10 min； 

（4）用 TBST 配置浓度为 1:8000 的羊抗兔的二抗溶液，清洗结束后，将 PVDF

膜浸泡于该溶液中，放置摇床，室温孵育 1.5 h。 

1.2.6.6 化学花光显色 

（1）取出 PVDF 膜放入 0.01 M 的 TBST 溶液中，清洗 3 次，每次 10 min； 

（2）按 1:1 的比例混合 A 液于 B 液配置成 ECL 发光液，用镊子小心取出清洗干

净的 PVDF 膜，放入 ECL 发光液中浸泡，然后放入全自动数码凝胶图像分析系统中，

采集图像。 

1.2.6.7 凝胶图像分析 

将胶片进行扫描或拍照，用凝胶图象处理系统分析目标条带的分子量和光密度

值。Western blot 以 β-actin 为内参，目的蛋白的相对表达量为目的蛋白水平/β-actin 蛋

白水平。 

1.2.7 qRT-PCR 试验 

试验操作同第二章第一节 1.2.8，引物序列信息如下： 
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表 3-1 qRT-PCR 反应引物序列信息（铁转运蛋白） 

     Tab. 3-1 qRT-PCR reaction system primer sequence (iron transporters). 

Gene 

name 

Primer Sequence (5’-3’) Product 

size (bp) 

Accession No. 

Tfr1 

 

Dmt1 

 

Fpn 

 

Gapdh 

F: TTGGGTAGTTGGAGATTGCC 

R: TGAGGTCTTTGGCTTCTGGT 

F: CTGATCGTCTGCTCCATCAA 

R: CCCAATGCAATCAAACACTG 

F: CCCTTCCGCACTTTCCGAAT 

R: GAATAGACCAGTCCGAACAAGGC 

F: CCGAGAATGGGAAGCTTGTC  

R: TTCTCGTGGTTCACACCCATC 

247 bp 

 

149 bp 

 

204 bp 

 

232 bp 

NM_011638.4 

 

NM_001146161.1 

 

NM_008732.2 

 

NM_001289726.1 

Real-time PCR 以 Gapdh 为内参，目的基因的相对表达量为目的基因 mRNA 水平

/Gapdh mRNA 水平。F = forward primer; R = reverse primer. 

1.2.8 免疫组织化学试验 

试验操作同第一章第三节 3.2.7，兔抗小鼠 MT2 多克隆抗体浓度为 1: 300。 

1.2.9 SOD 的检测 

（1）样品的准备: 

称取约 30 mg 的海马组织并吸取在 4 °C 或冰浴条件下预冷的 PBS 加入其中，在 

4 °C 条件下用玻璃匀浆器或冰浴进行匀浆。随后在 4 °C、12000 g 条件下离心 10 min。

吸取上清移至新的 EP 管中用于酶活性的测定。 

（2）试剂盒的准备工作： 

WST-8/酶工作液的配制：均匀混合 151 μL SOD 检测缓冲液、8 μL WST-8 和 1 μL

酶溶液，将其配置为 160 μLWST-8/酶工作液。具体的配置剂量参考下表： 

待测样品数量 1 μL 

SOD 检测缓冲液 

WST-8 

酶溶液 

WST-8/酶工作液 

151 μL 

8 μL 

1 μL 

160 μL 

反应启动工作液的配制：首先将反应启动液融解，然后根据 1:40 的比例与检测

缓冲液进行稀释，混匀后即为反应启动工作液体。 
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（3）样品测定： 

准备 96 孔板，根据下表的添加要求，将各种标准品以及样品加入孔板内。然后

加入反应工作液，混匀。 

检测反应体系 样品/标准品 空白对照 1 空白对照 2 空白对照 3 

待测样品 

SOD 检测缓冲液 

WST-8/酶工作液 

反应启动工作液 

20 μL 

— 

160 μL 

20 μL 

— 

20 μL 

160 μL 

20 μL 

— 

40 μL 

160 μL 

— 

20 μL 

20 μL 

160 μL 

— 

37 °C 孵育 30 min，在 450 nm 测定吸光度。 

（4）样品中总 SOD 活力的计算： 

待测样品中 SOD 酶活力单位=检测体系中 SOD 酶活力单位=抑制百分率/（1- 

抑制百分率）units。 

1.2.10 MDA 的检测 

（1）样品的准备： 

称取约 30 mg 的海马组织用 PBS 裂解液进行匀浆。 

（2）试剂盒的准备工作： 

TBA 储存液的配制：称取适量 TBA，用 TBA 配制液配制成浓度为 0.37%的 TBA

储存液。 

MDA 检测工作液的配制: 根据待测定的样品数（含对照），参考下表在临检测前

新鲜配制适量的 MDA 检测工作液。 

检测次数 1 次 

TBA 稀释液 

TBA 储存液 

抗氧化剂 

150 μL 

50 μL 

3 μL 

标准品的稀释：取适量标准品用蒸馏水稀释至 1 μM、2 μM、5 μM、10 μM、20 

μM、50 μM，用于后续制作标准曲线。 

（3）样品测定： 

在离心管内加入 0.1 mL 匀浆液作为空白对照，再将不同浓度的标准品加入用于

制备标准曲线，加入 0.1 mL 样品用于测定；随后加入 0.2 mL MDA 检测工作液。可

参考下表设置检测反应体系： 
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检测反应体系 空白对照 标准品 样品 

匀浆液 

标准品 

待测样品 

MDA 检测工作液 

0.1 mL 

— 

— 

0.2 mL 

— 

0.1 mL 

— 

0.2 mL 

— 

— 

0.1 mL 

0.2 mL 

混匀后，100 °C 或沸水浴加 15 min。放入水中冷却，1000 g 室温离心 10 min。取

200 μL 上清加入到 96 孔板中，随后用酶标仪在 532 nm 测定吸光度。 

MDA 含量的计算：通过标准曲线计算每个样品中的 MDA 含量，然后根据样品

的蛋白浓度计算出最初样品中的 MDA 含量，表示为 μmol/mg。 

1.2.11 细胞培养 

1.2.11.1 细胞株 

小鼠海马神经元细胞系 HT22，液氮保存。 

1.2.11.2 试剂配置 

（1）10 %完全培养基的配制：90 mL DMEM 基础培养基中加入胎牛血清 10 mL

和 500 μL 双抗，随后经过滤器过滤，4 °C 保存备用。 

（2）D-Hank’s 液的配制：NaCl 8 g；KCl 0.4 g；Glucose（葡萄糖）1 g；KH2PO4 

60 mg；Na2HPO412H2O 120.66 mg 加超纯水至 1 L，容量瓶定容。用 5.6% NaHCO3 调

整 pH 至 7.2～7.4，在超净台内，过滤，4 °C 保存备用。 

（3）MTT 溶液的配制：称 MTT 粉末 50 mg 充分溶解 10 mL D-Hank’s 液中（终

浓度为 5 mg/mL），现配现用。 

（4）梯度 Mel 的配制：称取 1 g Mel 于 4 mL 离心管中，在超净台内，加入 200 

μL DMSO 和 800 μL 的基础培养基，终浓度为 10 mM。而后进行梯度稀释，配制终浓

度为 10-5M、10-6M、10-7M、10-8M 和 10-9M 的 Mel 以及 DMSO 和空白对照。用无 菌

滤器过滤，于-20°C 保存备用。 

（5）梯度 Erastin 的配制：称取 1 mg Erastin 于 4 mL 离心管中，在超净台内，加

入 1.8 mL 基础培养基，终浓度为 1 M。而后进行梯度稀释，配制终浓度为 50 μM、20 

μM、10 μM、5 μM、2 μM、1 μM、0.5 μM 的 Erastin 以及空白对照。用无菌滤器过

滤，于-20 °C 保存备用。 

1.2.11.3 细胞复苏 
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（1）从液氮内将冻存的细胞快速取出并立即放在 37 °C 温箱中晃动，使其快速

复温溶解。 

（2）将复苏后的细胞吸入 4 mL 的离心管中，用封口膜封住放入离心机中离心，

1000 rpm，4 °C，5 min。 

（3）采用 10 cm 的培养皿培养复苏后的细胞，向培养皿中加入 10 mL 的完全培

养基，将离心好的细胞上清液倒掉，用完全培养基将沉淀的细胞重悬，缓慢轻柔的将

细胞吹打散开，并将其转移至刚才倒好的培养皿中。在显微镜下观察培养皿中的细胞

是否均匀的分布在培养皿中，避免形成大的细胞团块影响细胞生长。后放入 37°C，

5% CO2 培养箱中培养。 

1.2.11.4 细胞传代 

（1）细胞培养大约 36 h 后，待细胞密度达到 80%后停止培养，倒掉培养基后用

温的 PBS 清洗两遍。 

（2）向培养皿中加入 1 mL 的胰酶-EDTA，随即在显微镜下观察细胞状态，当贴

壁细胞开始变圆，细胞之间的连接断开形成一个个的独立的细胞后，立即放入超净台

中加入同等体积的完全培养基终止胰酶消化，用移液器不断的轻微吹打，将细胞吹散

形成散在的独立的细胞，后将其转移至 15 mL 的离心管中，用封口膜封住管盖后在离

心机中离心：1000 rpm，4°C，5 min。 

（3）离心后倒掉上清液，用完全培养基将细胞沉淀重悬。然后将重悬的细胞分

别加入两个培养皿中，十字混匀，37°C，5% CO2 培养箱中培养。 

1.2.11.5 细胞冻存 

选择状态好并且长满的细胞进行冻存，用 PBS 洗两遍，加入 500 μL 0.05% EDTA-

胰蛋白酶于 37 °C 5% CO2 细胞培养箱中消化 4 min，显微镜下观察细胞变圆，加入 2 

mL 10%的完全培养基终止消化，转移到 15 mL 离心管中，1000 g 离心 5 min，弃掉上

清，加入冻存液，转移到冻存管中放入细胞梯度降温盒中在-80 °C 冰箱中梯度降温 24 

h，随后将细胞放入液氮罐中保存。 

1.2.11.6 细胞计数和培养 

（1）将离心后的细胞沉淀重悬后进行细胞计数与分盘试验。将细胞分别以 1× 105

个/mL 和 5 × 106 个/mL 的密度培养至 96 孔板和 12 孔板中。这两种孔板的细胞进行

分组：CON 组、Erastin（铁死亡诱导剂）组、Erastin+Mel 组、Erastin+Fer-1（铁死亡

抑制剂）组、Erastin+Mel+4P-PDOT（MT2 受体阻断剂）组、Erastin+Mel+PD98059（ERK
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拮抗剂）组和 Erastin+Mel+ML385（NRF2 阻断剂）组。 

（2）将分盘好的各组细胞放入培养箱中培养 6 h，待细胞完全贴壁后倒掉上清，

换成同等体积的基础培养基，再继续放入培养箱中培养。 

（ 3） 12 h 后，向 Erastin+Mel+4P-PDOT 组、 Erastin+Mel+PD98059 组和

Erastin+Mel+ML385 组细胞中加入 10 mM 4P-PDOT、2 μM PD98059 和 5 μM ML385，

随后将加药后的细胞放入培养箱中继续培养 30 min。 

（ 4 ）培养 30 min 后，向 Erastin+Mel 组、 Erastin+Mel+4P-PDOT 组、

Erastin+Mel+PD98059 组和 Erastin+Mel+ML385 组细胞加入 2 μM Mel，向 Erastin+Fer-

1 组细胞加入 2 μM Fer-1，随后将加药后的细胞放入培养箱中继续培养 30 min。 

（5）培养 30 min 后，向 Erastin 组、Erastin+Mel 组、Erastin+Fer-1 组、

Erastin+Mel+4P-PDOT 组、Erastin+Mel+PD98059 组和 Erastin+Mel+ML385 组细胞加

入 1 μM Erastin，同时向 CON 组细胞加入等量的 DMSO，随后将加药后的细胞放入

培养中继续培养。 

（6）培养 20 h 后，从培养箱中取出细胞，96 孔板的细胞用于 ROS 检测与细胞

活力检测（3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromide，MTT）的检测；

12 孔板的细胞收集起来后进行 ROS 荧光成像检测、Western blot、抗氧化水平检测与

qRT-PCR 试验检测。 

1.2.11.7 MTT 试验 

（1）在培养结束后向 96 孔板的每个孔加入 10 μL MTT 溶液，注意添加过程中

避光，随后在培养箱中继续孵育 4 h。 

（2）取出 96 孔板，吸净每孔的上清，随后每孔加入 150 μL 的 DMSO。 

（3）将 96 孔板取出，放置在水平摇床上晃动 10 min，使沉淀完全溶解充分混匀 

（4）将 96 孔板放入酶标仪，在 570 nm 的波长下测定吸光度。 

1.2.12 ROS 的测定 

1.2.12.1 组织 ROS 的测定 

（1）按照 1:1000 用无血清培养液稀释 DCFH-DA，使终浓度为 10 μmol/L； 

（2）将新鲜提取的 50 μL 组织匀浆物加入干净的 96 孔板中，对照加入 50 μL 蛋

白裂解液作为空白对照； 

（3）在 96 孔板中加入 200 μL 已稀释的 DCFH-DA，37°C 细胞培养箱内孵育 20 

min，期间每隔 3～5 min 颠倒混匀一下，使探针和细胞充分接触； 

（4）即刻放进荧光酶标仪检测：激发波长 490 nm，散发波长 520 nm 获得样品
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的 ROS 水平，再根据所测得的蛋白浓度计算出 ROS/μg protein。 

1.2.12.2 细胞 ROS 的测定 

（1）取出 96 孔板，在避光条件下每孔加入 10 μM 的 DCFH-DA 的荧光探针；取

出 12 孔板，避光每孔加入 100 μM 的 DCFH-DA 的荧光探针，在超净台中呈“十”字充

分混匀，再放入培养箱中反应 30 min。 

（2）取出 96 孔板放入荧光酶标仪中，将激发光调至 488 nm，发射光调至 525 

nm，测定其吸光度。取出 12 孔板放入荧光显微镜中进行拍照。 

1.2.13 数据分析 

使用 GraphPad Prism version 9（GraphPad Software, La Jolla, CA, United States） 

进行数据分析并表示为平均值±标准误（SEM）。组间差异采用单因素方差分析（one-

way ANOVA）和 Tukey 的多重比较检验进行分析。P 值< 0.05 认为有统计学意义。 

1.3 结果 

1.3.1 Mel 改善急性 SD 诱导的小鼠海马神经元铁稳态失衡 

为了评估我们模型中的铁代谢情况，我们测量了海马组织铁离子含量和铁转运蛋

白的表达情况。普鲁士蓝染色显示细胞内铁离子呈褐红色，分布于海马 CA1-CA3 区

的锥体细胞和 DG 区的颗粒细胞。与对照组相比，SD 组海马 CA1、CA3 和 DG 区铁

离子阳性细胞的 IOD 值分别升高 91.1%（P < 0.001）、100.3%（P < 0.001）和 69.7%

（P = 0.001）。然而，外源性 Mel 的补充改善了急性 SD 诱导的海马神经元大量铁蓄

积（图 3-1 A-B）。与 SD 组相比，SD+L-Mel 组海马 CA1、CA3 和 DG 区铁离子阳性

细胞的 IOD 值分别降低了 39.0%（P < 0.001）、51.6%（P < 0.001）和 51.0%（P < 0.001）。

而 SD+H-Mel 组也表现出与 SD+L-Mel 组相似的变化（图 3-1 A-B）。 

Western blot 结果显示，与对照组相比，急性 SD 组海马 TFR1 的表达显著升高

40.0%（P < 0.001，图 3-1 G），DMT1 的表达显著升高 77.9%（P < 0.001, 图 3-1 H）；

相反铁输出蛋白 FPN 的表达水平显著降低了 44.8%（P < 0.001, 图 3-1 I）。同样，我

们也检测了三种铁转运蛋白的 mRNA 水平，结果显示以上三种蛋白的基因和蛋白表

达水平相一致（图 3-1 C-E）。然而，外源性补充 Mel 后，急性 SD 诱导的铁转运蛋白

失调的现象被显著逆转。这些结果表明，外源性 Mel 的补充改善了急性 SD 小鼠海马

神经元的铁离子蓄积及铁转运蛋白的紊乱。 

为了进一步验证 Mel 对铁死亡有的保护作用，我们用铁死亡的诱导剂（Erastin）
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处理海马神经元细胞系 HT22 细胞，并给予 Mel 和铁死亡抑制剂（Fer-1）的补充。

MTT 结果显示，Erastin 处理 HT22 细胞后，其细胞活力降低了 39.1%（P < 0.001, 图

3-1 J），而将 Mel 或 Fer-1 预处理细胞后，相对于 Erastin 组，细胞活力增加了 49.2%

（P = 0.001, 图 3-1 J）或 48.3%（P = 0.002, 图 3-1 J），进一步结果显示，Erastin 处理

的 HT22 细胞中的 TFR1 和 DMT1 蛋白表达水平比对照组高 64.7%（P = 0.004, 图 3-

1 K）和 84.8%（P < 0.001, 图 3-1 L），而 FPN 蛋白表达水平低 42.8%（P < 0.001, 图

3-1 M）。这些结果表明 Mel 的预处理改善了 Erastin 诱导的铁转运蛋白表达的失调（包

括 mRNA 和蛋白水平）。 
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图 3-1 Mel 对急性 SD 小鼠海马铁离子蓄积和铁转运蛋白的影响 

（A）海马 CA1、CA3 和 DG 区铁离子阳性细胞的 IOD 值，（B）普鲁士蓝染色显示海马铁离子

蓄积的照片，用 ImageJ 对铁离子染色结果进行处理。铁离子被观察到为红色颗粒（比例尺为 50 

μm），（C-E）海马组织中铁转运蛋白 Tfr1、Dmt1 和 Fpn 的相对 mRNA 水平，（F-I）海马组织中

铁转运蛋白 TFR1、DMT1 和 FPN 的相对蛋白水平，（J）细胞活力，（K-L）HT22 细胞中铁转运

蛋白 Tfr1、Dmt1 和 Fpn 的相对 mRNA 水平，（N-Q）HT22 细胞中铁转运蛋白 TFR1、DMT1 和
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FPN 的相对蛋白水平。CON：对照组；SD：睡眠剥夺组；SD+L-Mel：睡眠剥夺+低剂量（20 

mg/kg）Mel 干预组; SD+H-Mel：睡眠剥夺+高剂量（40 mg/kg） Mel 干预组。结果以 Mean ± 

SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 

0.05）。 

Fig. 3-1 Effect of Mel on iron accumulation and iron transporter proteins in the hippocampus of acute 

sleep-deprived mice. 

(A) Relative IOD of iron-positive cells in the hippocampal CA1, CA3, and DG areas, (B) Micrographs 

depict iron labeling in mouse hippocampal sections. The iron-staining results were processed using 

ImageJ. Iron deposits were observed as red granules. Bar = 50 μm, (C-E) Relative mRNA levels of iron 

transporter proteins Tfr1, Dmt1 and Fpn in the hippocampus, (F-I) Relative protein levels of iron 

transporter proteins TFR1, DMT1 and FPN in the hippocampus, (J) Relative cell viability, (K-L) 

Relative mRNA levels of iron transporter proteins Tfr1, Dmt1 and Fpn in HT-22 cells exposed to Erastin 

and melatonin or Fer-1, (N-Q) Relative protein levels of iron transporter proteins TFR1, DMT1 and 

FPN in HT-22 cells exposed to Erastin and melatonin or Fer-1. CON: control group, SD: sleep 

deprivation group, SD + L-Mel: SD + low melatonin (20 mg/kg) supplement group, SD + H-Mel: SD + 

high melatonin (40 mg/kg) supplement group. The result represents the mean ± standard error of the 

mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the 

same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

1.3.2 Mel 改善急性 SD 诱导的小鼠海马神经元脂质过氧化水平 

铁死亡的另一个特征是脂质过氧化。为了研究急性 SD 是否导致海马神经元的脂

质过氧化，我们测定了 ROS、GPX4、SOD 和 MDA 的水平。结果显示与对照组相比，

急性 SD 组 ROS 和 MDA 的含量显著升高 122.8%（P < 0.001, 图 3-2 A）和 136.3%（P 

< 0.001, 图 3-2 F），相比之下，抗氧化酶 SOD 和 GPX4 的水平显著降低了 38.8%（P 

< 0.001, 图 3-2 E）和 34.9%（P = 0.017, 图 3-2 D）。然而，给予急性 SD 小鼠补充 20 

mg/kg Mel 后，ROS 和 MDA 的水平比急性 SD 组显著降低 43.1%（P < 0.001, 图 3-2 

A）和 36.8%（P = 0.001, 图 3-2 F），GPX4 和 SOD 水平显著升高了 47.5%（P = 0.038, 

图 3-2 E）和 58.1%（P < 0.001 图 3-2 D）。SD+H-Mel 表现出与 SD+L-Mel 组类似的变

化。而 Mel 治疗组和 CON 组之间没有显着差异（P > 0.053）。  

为了进一步证实Mel对Erastin诱导的细胞脂质过氧化和抗氧化失调的改善作用，

我们检测 HT22 细胞中 ROS、GPX4、SOD 和 MDA 的水平。对于抗氧化酶来说，

Erastin 的处理导致 HT22 细胞中 SOD 酶的水平显著降低 50.5%（P = 0.002，图 3-2 

H），GPX4 的表达水平也降低了 51.1%（P=0.002，图 3-2 G）。而对于脂质过氧化水平

来说，Erastin 处理的 HT22 细胞中 ROS 和 MDA 的水平显著高于对照组水平的 47.8%

（P = 0.045，图 3-2 C） 和 64.8%（P < 0.001，图 3-2 I），而 Mel 的预处理逆转了 Erastin
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诱导的抗氧化酶和脂质过氧化的变化。 

图 3-2 Mel 对急性 SD 小鼠海马抗氧化活性和脂质过氧化的影响 

（A）海马组织中 ROS 的相对定量，（B）不同处理后的 HT22 细胞的 ROS 荧光图像（比例尺为

200 μm），（C）不同处理后的 HT22 细胞的 ROS 的相对定量，（D-F）海马组织的 GPX4、SOD

和 MDA 的含量，（G-I）不同处理后的 HT22 细胞的 GPX4、SOD 和 MDA 的含量。CON：对照

组；SD：睡眠剥夺组；SD+L-Mel：睡眠剥夺+低剂量（20 mg/kg）Mel 干预组; SD+H-Mel：睡

眠剥夺+高剂量（40 mg/kg）Mel 干预组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差

异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 
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Fig. 3-2 Effect of Mel on antioxidative activation and lipid peroxidation in the hippocampus of acute 

sleep-deprived mice. 

(A) Relative quantification of the ROS assay in the hippocampus tissue, (B) Fluorescence staining of 

ROS in HT22 cells exposed to Erastin and Mel or Fer-1. Bar = 200 μm, (C) Relative quantification of 

intracellular ROS level in the HT22 cells exposed to Erastin and melatonin or Fer-1, (D-F) Relative 

levels of GPX4, SOD and MDA in the hippocampus, (G-I) Relative levels of GPX4, SOD, and MDA in 

HT22 cells exposed to Erastin and melatonin or Fer-1. CON: control group, SD: sleep deprivation 

group, SD + L-Mel: SD + low melatonin (20 mg/kg) supplement group, SD + H-Mel: SD + high 

melatonin (40 mg/kg) supplement group. The result represents the mean ± standard error of the mean. 

Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter 

do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

1.3.3 Mel 通过 MT2/ERK/NRF2 信号通路改善急性 SD 诱导的神经元铁死亡 

为了阐明 Mel 对急性 SD 的保护作用是否依赖于其受体，我们首先检测了不同组

间 Mel 膜受体（MT1 和 MT2）的表达模式。与对照组相比，急性 SD 小鼠海马 MT2

的表达水平显著降低 28.6%（P < 0.001, 图 3-3 F）。然而，添加 20 或 40 mg/kg Mel 可

抑制急性 SD 诱导的 MT2 表达的降低，与 SD 组相比，MT2 表达水平提高了 36.9-

48.7%（P < 0.001, 图 3-3 F）。免疫组织化学染色显示海马不同区域 MT2 阳性细胞的

分布情况（图 3-3 A-D）。与 MT2 相比，不同处理组间 MT1 的表达没有差异（图 3-3 

E）。 

我们进一步研究了胞内信号通路是否参与了 Mel 的改善作用。结果显示，与对照

组相比，急性 SD 小鼠海马 p-ERK 和 NRF2 的表达水平显著降低 43.8%（P = 0.02，

图 3-3 G）和 26.9%（P = 0.036，图 3-3 H）。然而，在 SD 小鼠中补充 20 或 40 mg/kg 

Mel 可逆转急性 SD 诱导的蛋白 p-ERK 和 NRF2 表达水平的降低。而 Mel 治疗组和

CON 组无显著性差异。 
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图 3-3 Mel 对急性 SD 小鼠海马 MT2/ERK/NRF2 信号转导的影响 

（A, C）海马 MT2 免疫组化染色（比例尺为 200 μm）。棕色表示阳性细胞。（B, D）阴性对照

（比例尺为 50 μm）。（E-H）海马组织 MT1、MT2、p-ERK1/2 和 NRF2 相对蛋白水平。采用单

因素方差分析（one-way ANOVA）评估差异。CON：对照组；SD：睡眠剥夺组；SD+L-Mel：

睡眠剥夺+低剂量（20 mg/kg）Mel 干预组; SD+H-Mel：睡眠剥夺+高剂量（40 mg/kg）Mel 干预

组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统

计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 3-3 Effect of Mel on MT2/ERK/NRF2 signaling in the hippocampus of acute sleep-deprived mice. 

(A, C) Immunohistochemical staining of MT2 in hippocampus. Brown indicates positive cells, (B, D) 

negative control. A-B: bar = 200 μm, C-D: bar = 50 μm. (E-H) Relative protein levels of MT1, MT2, p-

ERK1/2 and NRF2 were normalized to β-actin, CON: control group, SD: sleep deprivation group, SD + 

L-Mel: SD + low melatonin(20 mg/kg) supplement group, SD + H-Mel: SD + high melatonin(40 

mg/kg) supplement group. The result represents the mean ± standard error of the mean. Values not 

sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not 

differ significantly (P ≥ 0.05). 

在体外试验中，添加 MT2 受体的特异性阻断剂（4P-PDOT）来评估 Mel 受体在

铁死亡中的作用。MTT 结果表明，Mel 的预处理能改善 Erastin 诱导的细胞活力的降

低，而 4P-PDOT 的添加抵消了 Mel 的改善作用。与细胞活力的变化相一致，Erastin

处理 HT22 细胞后，p-ERK 和 NRF2 蛋白的表达水平显著降低 50.2%（P < 0.001, 图

3-4 E）和 51.2%（P < 0.001, 图 3-4 F），而 Mel 的添加能明显改善上述变化。但 Mel

的这种改善作用被 4P-PDOT 的预处理所阻断。进一步为了探讨 ERK/NRF2 信号通路

在 Mel 改善 Erastin 诱导 HT22 细胞铁死亡过程中的作用机制，同样的我们在体外添

加了 ERK 的特异性阻断剂（PD98059）和 NRF2 的特异性阻断剂（ML385）。结果显

示，PD98059 和 ML385 的预处理抑制了 Mel 对 Erastin 诱导的细胞活力降低的改善作
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用（图 3-4 A）。 

在体外，我们进一步观察了当分别阻断 MT2、ERK 和 NRF2 时，HT22 细胞中的

抗氧化状态和铁稳态的变化。对于抗氧化酶的水平，与 Erastin+Mel 处理组相比，

Erastin+Mel+4P-PDOT 预处理导致 GPX4 表达降低了 44.9%（P = 0.004, 图 3-4 G），，

SOD 表达降低了 48.1%（P < 0.001, 图 3-4 K），FPN 蛋白水平降低了 36.7%（P = 0.002, 

图 3-4 J）。对于脂质过氧化产物，与 Erastin+Mel 处理组相比，Erastin+Mel+4P-PDOT

预处理导致 ROS 水平升高了 49%（P = 0.019, 图 3-4 C），MDA 水平升高 69.2%（P < 

0.001, 图 3-4 L），TFR1 水平升高 53.5%（P = 0.043, 图 3-4 H）和 DMT1 水平升高

102.2%（P < 0.001, 图 3-4 I）。Western blot 分析和 qRT-PCR 分析的结果也证明铁转运

蛋白在蛋白水平和 mRNA 水平上具有相同趋势（图 3-4 M-O）。与 4P-PDOT 预处理

相似，PD98059 和 ML385 处理逆转了 Mel 对 Erastin 诱导的变化的缓解作用。 
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图 3-4 Mel 对 Erastin 诱导的 HT22 细胞 MT2/ERK/NRF2 信号通路的影响 

（A）细胞相对活力，（B）ROS 荧光染色，（C）ROS 相对含量，（D-J）p-ERK、NRF2、

GPX4、TFR1、DMT1 和 FPN 蛋白相对表达量，（K-L）细胞 SOD 和 MDA 的含量，（M-O）

Tfr1、Dmt1 和 Fpn 相对 mRNA 水平。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显

著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 3-4 Effect of Mel on MT2/ERK/NRF2 signaling in the HT22 cells exposed to Erastin. 

The HT22 cells exposed to Erastin and melatonin or Fer-1 were pretreated with 4P-PDOT, PD98059 

and ML385, respectively. (A) Relative cell viability (%), (B) Fluorescence staining of ROS. Bar = 200 

μm, (C) Relative quantification of intracellular ROS level, (D-J) Relative protein levels of p-ERK1/2, 
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NRF2, GPX4, TFR1, DMT1 and FPN normalized to β-actin, (K-L) SOD and MDA levels, (M-O) 

Relative mRNA levels of iron transporter proteins (Tfr1, Dmt1 and Fpn). The result represents the mean 

± standard error of the mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 

0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

1.4 讨论 

在本研究中，普鲁士蓝染色显示急性 SD 小鼠海马神经元存在明显的铁蓄积。这

种现象被 Mel 补充所逆转。此外，脑出血可导致细胞内铁水平升高，导致严重的神经

功能缺损、记忆障碍和脑萎缩（Chen et al., 2019）。由于大脑是一个富含脂质的器官，

它非常容易受到铁诱导的脂质过氧化的影响。在中风等急性脑部疾病中，血脑屏障被

破坏，血液中的铁池突然进入脑实质，这是中风诱发的神经退行性变的重要机制

（DeGregorio-Rocasolano et al., 2019）。因此，目前的数据表明 Mel 可改善急性 SD 诱

导的海马细胞铁蓄积。  

细胞内铁水平由多种铁转运蛋白调节。Fe3+通过膜蛋白 TFR1 进入细胞，然后迁

移至内含体。DMT1 介导 Fe2+从内含体释放到细胞质中的不稳定铁池内。铁输出部分

由膜蛋白 FPN 介导，铜蓝蛋白可将 Fe2+氧化为 Fe3+（Hao et al., 2018）。脑细胞通过改

变参与铁摄取、流出、储存和动员的蛋白质表达来维持其内部铁稳态。因此，纠正铁

转运蛋白的失衡是维持细胞内铁稳态的关键（Masaldan et al., 2019）。在本研究中，Mel

的补充显着改善了急性 SD 诱导的 TFR1 和 DMT1 上调，以及 FPN 的下调，最终抑

制了细胞内铁的过量蓄积。这些结果证实了 Zhang 等人的一项研究，该研究发现各种

铁转运蛋白的紊乱导致 P301S 小鼠（一种阿尔茨海默氏症模型）的海马和皮质中的铁

死亡（Zhang et al., 2018）。重要的是，在体外试验中，我们发现 Mel 或 Fer-1 逆转了 

Erastin 诱导的 HT22 细胞中的铁转运蛋白异常。因此，我们的体内和体外试验都表

明，Mel 通过改善铁转运蛋白异常来减轻急性 SD 诱导的海马神经元铁死亡。 

过量的活性铁提供电子，通过 Fenton 反应产生持续不断的 ROS，促进脂质过氧

化并引发细胞铁死亡（Dixon and Stockwell, 2014）。许多研究人员认为 ROS 和 MDA

的积累反映了细胞铁死亡的进程（Yamada et al., 2020），而 GPX4 和 SOD 是清除过量

ROS 和 MDA 的关键抗氧化酶（Galaris et al., 2019）。GPX4 在铁死亡中的作用尤为重

要，研究报告称，前脑神经元中 GPX4 的缺失会促进认知障碍和神经退行性变

（Hangauer et al., 2017）。在本研究中，与铁的积累一致，我们观察到急性 SD 小鼠海

马中 ROS 和 MDA 水平增加，以及 SOD 和 GPX4 表达的减少，这些效果被 Mel 的补

充所逆转。与体内结果相似，Mel 或 Fer-1 在体外逆转了 Erastin 诱导的 HT22 细胞中

GPX4 和 SOD 减少 ROS 和 MDA 的增加，表明 Mel 可以增加抗氧化酶的活性从而抑

制急性 SD 小鼠海马中的氧化应激和铁死亡。这些结果证实了我们之前的推测，Mel
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可以通过抑制铁死亡来改善急性 SD 引起的记忆障碍。 

接下来，我们进一步探讨了 Mel 发挥其改善作用的机制。Mel 通过其两种膜受体

调节哺乳动物的许多生理过程：MT1 和 MT2（Pandi-Perumal et al., 2008）。然而，在

我们的体内试验中，急性 SD 降低了小鼠海马中 MT2 的表达。而急性 SD 的这种抑制

作用被 Mel 的补充所逆转，但无论是否给予 Mel 的补充，急性 SD 小鼠的 MT1 受体

均未发生变化。体外试验进一步证实 Mel 预处理抑制了 HT22 细胞中 Erastin 引起的

铁死亡，而 Mel 的抑制作用被 MT2 特异性拮抗剂 4P-PDOT 阻断。此外，一些研究人

员进行了更深入的讨论。他们在脑缺血模型中将 Mel 的添加与 4P-PDOT 相结合，结

果表明，添加 4P-PDOT 抵消了 Mel 对脑缺血诱导的铁死亡的神经保护作用（Rui et 

al., 2021）。 

MT2 受体通过下游信号通路如 MAPKs/ERK 和 NRF2 发挥调控作用（Pandi-

Perumal et al., 2008）。在本研究中，体内试验显示急性 SD 小鼠中 p-ERK 和 NRF2 表

达降低，与海马 MT2 水平的降低一致。然而，Mel 的补充逆转了上述变化。一些报

告表明，激活 ERK 通路能够改善 Erastin 诱导的小鼠海马 HT22 细胞铁死亡（Hirata 

et al., 2019）。此外，NRF2 在铁死亡中起着关键作用（Dodson et al., 2019），参与铁死

亡诱导和抑制的主要蛋白质和酶由 NRF2 转录因子所编码。有趣的是，在我们的体外

试验中，PD98059 和 ML385 的添加阻断了 Mel 对 Erastin 诱导的细胞铁死亡的改善作

用。相比之下，4P-PDOT 和 PD98059 的处理阻断了 Mel 对 p-ERK 的上调作用，而

ML385 对其没有影响。之前的一项研究报道，天麻素可以通过 NRF2/HO-1 信号通路

改善 HT22 细胞中由谷氨酸引起的氧化应激和铁死亡（Jiang et al., 2020）。 

综上，我们的研究结果表明，Mel 通过与 MT2 受体结合从而激活 ERK/NRF2 信

号通路，最终抑制急性 SD 诱导的海马神经元铁死亡。 

1.5 小结 

总得来说，急性 SD 引起海马神经元内铁积累和脂质过氧化增加，从而导致海马

铁死亡的发生。然而，补充外源性 Mel 可减轻急性 SD 引起的神经元铁死亡，这可能

是因为 Mel 与 MT2 受体结合，进而激活 ERK/NRF2 信号通路，从而下调 TFR1 和

DMT1，上调 FPN，并激活 GPX4 和 SOD，最终改善铁转运蛋白异常和脂质过氧化。

该结果表明神经元铁死亡是急性 SD 诱导神经元丢失和小鼠记忆损伤的机制之一。 

2. 褪黑激素改善急性睡眠剥夺诱导的小鼠海马神经元自噬和凋亡 

2.1 引言 

在多细胞生物组织稳态的正常发育和维持过程中，以及消除受损、感染或衰老的
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细胞过程中，程序性细胞死亡是必需的，这些过程依赖于严密调控的程序性死亡信号

事件。在外界刺激下，机体在应对过程中并不是只存在一种细胞死亡方式，不同的死

亡方式之间能够共同存在或互相促进。细胞凋亡也被称为 I 型程序性细胞死亡；自噬

则被称为 II 型程序性细胞死亡。凋亡和自噬是两种显著不同的细胞死亡形式，在不

同的方面他们都具有明显的不同，但两者又不是两个完全独立的过程。许多研究表明，

凋亡和自噬的作用以及功能在某些情况下也是相互影响和制约的。自噬和凋亡之间有

三种不同类型的相互作用（Zhou et al., 2021a），而且每种类型都对应着相应的特定的

细胞类型、刺激和环境。第一种是互相协同关系，他们能够在一个时刻共同促进细胞

死亡。第二种是自噬可以通过促进细胞存活而拮抗细胞的凋亡效应。比如，可以通过

去除因氧化应激受损的细胞器，或降解变性的大分子物质，为饥饿的细胞提供生存所

需要的营养和能量；或者通过降解未折叠的蛋白来抑制内质网应激。自噬的这些功能

将会抑制促凋亡信号的产生，从而起到拮抗细胞凋亡的作用。第三种是自噬有时虽然

自身并没有导致细胞死亡，但却参与了细胞凋亡的过程。比如自噬参与了一些 ATP 依

赖的凋亡过程。总得来说，自噬能够作为凋亡的上游步骤参与调控。但是目前尚不清

楚急性 SD 诱导小鼠认知障碍的过程中，自噬和凋亡是否参与其中。褪黑激素能够通

过降低氧化应激的水平，提高机体的抗氧化水平从而削弱细胞凋亡的发生（Luengo et 

al., 2019）。甲基苯丙胺（METH）的毒性作用能导致细胞的过度自噬，而 Mel 能有效

的逆转该现象，降低自噬细胞的死亡（Hossain et al., 2021）。但 Mel 在急性 SD 模型

下细胞凋亡和自噬中的作用尚不清楚。 

因此本研究通过检测各组海马中凋亡和自噬相关蛋白，NF-κB 通路蛋白和抗氧化

指标来探究急性 SD 对细胞凋亡和自噬水平的影响，并探究外源性 Mel 的补充是否有

改善作用以及具体的作用机制。 

2.2 材料与方法 

2.2.1 试验动物的处理 

48 只 8 周龄雄性 ICR 小鼠分为 4 组：CON 组、SD 组、SD+L-Mel 组、SD+H-Mel

组，所有小鼠的处理操作同第二章第一节。 

2.2.2 试验动物的取材 

48 只小鼠在连续 72 h 睡眠剥夺后于早上 8:00 进行取材，采用 1%的戊巴比妥钠

溶液对每只小鼠进行麻醉，并立即进行小鼠断颈处死。每组 6 只小鼠的鼠脑用 4%多

聚甲醛固定，同组的剩余 8 只小鼠取出双侧海马，立即放入液氮速冻半小时再转移至

-80 ℃冰箱用于 qRT-PCR、Western blot 和抗氧化试剂盒检测。 
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2.2.3 主要仪器和设备 

高速台式离心机（TG16-WS，湘仪，湖南）、荧光定量 PCR 仪（Light Cycler ® 

480，Roche Applied Science，德国）、低温高速离心机（5248 型，Eppendorf，德国）、

微型离心机（Mini-6K，杭州奥盛仪器有限公司，杭州）、酶标仪（BLO-RAD，550 型，

美国）、电泳仪（伯乐生命医学产品有限公司，上海）、组织匀浆机（JXFSTPRP-24，

上海净信实业发展有限公司，上海）、电热鼓风干燥箱（101-A，北京市永光明医疗仪

器厂，中国）、二氧化碳培养箱（MCO-17AC，三洋，日本）、超净工作台（哈尔滨东

联电子技术开发有限公司） 

2.2.4 试剂药品及试剂 

TRNzol Reagent 总 RNA 提取试剂（CW0580A，康为世纪生物技术有限公司，江

苏）、反转录试剂盒（Thermo Fisher Scientific, Boston, USA）、兔抗小鼠 Cleaved caspase-

3 多克隆抗体（ab32042, abcam, 美国）、兔抗小鼠 Bax 多克隆抗体（ab32503, abcam, 

美国）、兔抗小鼠 Bcl-2（ab32124, abcam, 美国）、兔抗小鼠 LC3II 多克隆抗体

（EPR18709, abcam，美国）、兔抗小鼠 ATG5 多克隆抗体（CSB-PA190654，武汉华美

生物工程有限公司，武汉）、兔抗小鼠 Beclin1 多克隆抗体（ab210498，abcam，美国）、

兔抗小鼠 p-P65 多克隆抗体（ab76302，abcam, 美国）、兔抗小鼠 p-IκB 多克隆抗体

（2859, Cell Signaling Technology，美国）、兔抗小鼠 β-actin、山羊抗兔 IgG（CW0156S，

康为世纪生物科技有限公司，江苏）、脱脂奶粉（中国伊利）、BCA 蛋白定量试剂盒

（CW0014）、RIPA 裂解液（CW2333）、蛋白酶抑制剂（CW2200）、SDS-PAGE 上样

缓冲液（CW0027）、SDS-PAGE Loading Buffer（5×）（CW0027），均购自江苏康为世

纪生物科技有限公司、山羊抗兔 IgG（CW0156S，康为世纪生物科技有限公司，江苏）、

DMEM（SH30023.01B，HyClone，北京）、胎牛血清（11012-8611，浙江天杭生物科

技股份有限公司，浙江）、青链霉素混合液 100×（P1400，北京索莱宝科技有限公司，

北京）、0.25% Trypsin（T1350，北京索莱宝科技有限公司，北京）。 

2.2.5 Western blot 试验 

试验操作同第三章第一节，兔抗小鼠 Cleaved caspase-3、Bax、Bcl-2、LC3II、ATG5、

Beclin1、p-IκB 和 p-P65 多克隆抗体浓度都为 1:1000，β-actin 多克隆抗体的浓度为

1:8000。Western blot 以 β-actin 为内参，目的蛋白的相对表达量为目的蛋白水平/β-actin

蛋白水平。 

2.2.6 细胞试验 
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2.2.6.1 细胞株 

小鼠海马神经元细胞系 HT22，液氮保存。 

2.2.6.2 试剂配置 

（1）梯度 Mel 的配制：称取 1 g Mel 于 4 mL 离心管中，在超净台内，加入 200 

μL DMSO 和 800 μL 的基础培养基，终浓度为 10 mM。而后进行梯度稀释，配制终浓

度为 10-5 M、10-6 M、10-7 M、10-8 M 和 10-9 M 的 Mel 以及 DMSO 和空白对照。用无

菌滤器过滤，于-20 °C 保存备用。 

（2）梯度 H2O2 的配制吸取 1 mL H2O2 于 4 mL 离心管中，在超净台内，加入 1.8 

mL 基础培养基，终浓度为 1 M。而后进行梯度稀释，配制终浓度为 800 μM、600 μM、

400 μM、300 μM、200 μM、150 μM 的 H2O2 以及空白对照。用无菌滤器过滤，于-20 °C

保存备用。 

2.2.6.3 细胞计数和培养 

（1）将离心后的细胞沉淀重悬后进行细胞计数与分盘试验。将细胞分别以 1× 105

个/mL 和 5×106 个/mL 的密度培养至 96 孔板和 12 孔板中。这两种孔板的细胞进行分

组：CON 组、H2O2 组、Mel 组和 H2O2+Mel 组。 

（2）将分盘好的各组细胞放入培养箱中培养 6 h，待细胞完全贴壁后倒掉上清，

换成同等体积的基础培养基，再继续放入培养箱中培养。 

（3）12 h 后，向 Mel 组和 H2O2+Mel 组细胞中加入 1 μM Mel，加药结束后继续

放入培养箱中培养。 

（4）培养 30 min 后，向 H2O2 组和 H2O2+Mel 组细胞加入 200 μM H2O2，同时向

CON 组细胞加入等量的 DMSO，随后将加药后的细胞放入培养中继续培养。 

（5）培养 20 h 后，从培养箱中取出细胞，96 孔板的细胞用于 MTT 的检测；12

孔板的细胞收集起来后进行 Western blot 和抗氧化水平检测。 

2.2.6.4 MTT 试验 

试验步骤同第三章第二节 1.2.9.6。 

2.2.7 抗氧化物酶（GSH-PX 和 CAT）、T-AOC 的检测 

2.2.7.1 GSH-PX 的检测 

（1）样品的准备: 
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称取约 30 mg 的海马组织并按照 1:9 加入匀浆液，在 4 °C 条件下用匀浆仪进行

匀浆。随后在 4 °C、12000 g 条件下离心 10 min。吸取上清移至新的 EP 管中用于酶

活性的测定。 

（2）检测试剂盒准备工作: 

30 mM NADPH 的配制：吸取 600 μL 双蒸水加入试剂盒中提供的 15 mg NADPH

中，轻轻晃动以充分溶解并混匀。 

84 mM GSH 溶液的配制：在 14 mg GSH 中加入 550 μL Milli-Q 级纯水，轻轻晃

动以充分溶解并混匀。 

GPx 检测工作液的配制：计算出待测样品的数量，包括对照组，根据下表的配方

配制适量的检测工作液体。 

可测定样品数（含对照） 1 个样品 

20 mM NADPH 

84 mM GSH 

谷胱甘肽还原酶 

GPx 检测工作液体积 

5 μL 

5 μL 

1.6 μL 

11.6 μL 

15 mM 过氧化物试剂溶液的配制：将 21.5 μL 的过氧化物试剂（t-Bu-OOH） 溶

液与 10 mL 的 Milli-Q 级纯水混合，轻轻晃动以充分混匀，即配制成功。 

（3）样品测定： 

使用 96 孔板根据下表依次加入待测样品、检测缓冲液和 GPx 检测工作液，轻轻

晃动以充分混匀。吸取 4 mL 15 mM 过氧化物试剂溶液加入后，即开始反应。反应时

需要充分混匀，也可利用培养板振荡器。 

检测反应体系 空白对照 样品本底对照 样品 

谷胱甘肽过氧化物酶检测缓冲液 

待测样品 

GPx 检测工作液 

1.5 mM 过氧化物试剂溶液 

总体积 

185 μL 

— 

11 μL 

4 μL 

200 μL 

179-187 μL 

2-10 μL 

11 μL 

— 

200 μL 

175-183 μL 

2-10 μL 

11 μL 

4 μL 

200 μL 

利用合适的酶标仪或者微量紫外分光光度计测定 A340 下的 OD 值。 

每隔 2 min 或者连续检测 10 min 连续测定 A340 下的 OD 值。 

（4）谷胱甘肽过氧化物酶活力的计算： 

[样品中谷胱甘肽过氧化物酶活力]=[检测体系中谷胱甘肽过氧化物酶活力]× 

[稀释倍数]/[样品中的蛋白浓度] 

[样品中谷胱甘肽过氧化物酶活力]的单位为：U/mg 蛋白或 mU/mg 蛋白;  
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[样品中的蛋白浓度]的单位为：mg/mL。 

2.2.7.2 CAT 的检测 

（1）样品的准备： 

用试剂盒中提供的裂解液裂解约 30 mg 的海马组织，按照 1:9 的稀释比例添加裂

解液，在低温环境进行振荡，65Hz，2 min。随后在 4 °C、12000 g 条件下离心 10 min。

吸取上清移至新的 EP 管中用于酶活性的测定。 

（2）试剂盒的准备工作： 

250 mM 过氧化氢溶液的配制：由于过氧化氢是非常不稳定的，在试验之前根据

试剂盒说明检测过氧化氢的实际浓度。使用过氧化氢酶检测缓冲液将 1M 的过氧化氢

稀释 100 倍后使过氧化氢的浓度约为 10 mM，在 A240 下检测波长，然后根据过氧化

氢浓度（mM）=2 2.94×A240 从而计算出过氧化氢的实际浓度。 

5 mM 过氧化氢溶液的配制：根据前期测好的实际过氧化氢浓度配制 5 mM 过氧

化氢溶液。 

显色工作液的配制：取适量的过氧化物酶，按照 1:1000 的比例用显色底物稀释，

配制成显色工作液。 

（3）标准曲线制备： 

准备 5 个 1.5 mL 的离心管，向里面加入 0、12.5、25、50 或 75 μL 的 5 mM 过氧

化氢溶液，然后用过氧化氢酶检测缓冲液补齐至 100 μL，混匀。再各管中吸取 4 μL

加入 96 孔板内。再加入 200 μL 显色工作液。25 °C 至少孵育 15 min 后测定 A520，

但孵育时间不宜超过 45 min。 

（4）样品测定： 

检测反应体系 空白对照 样品 

样品体积 

过氧化氢检测 

250 mM 过氧化氢液 

0 μL 

40 μL 

10 μL 

X μL 

40-x μL 

10 μL 

根据上表的配方，取 x μL（0-40 μL）样品至 1.5 mL 离心管中，再向其中加入检

测缓冲液补齐至 40 μL（即加入 40-x μL 过氧化氢酶检测缓冲液），混匀。之后向管内

加入 250 mM 过氧化氢溶液 10 μL，迅速混匀后在 25 °C 反应 1-5 min。 

反应结束后向管内加入过氧化氢酶反应终止液 450 μL，颠倒混匀终止反应。 

准备一个新的离心管并向里面加入 40 μL 过氧化氢酶检测缓冲液，再加入 10 μL

上述已经反应后的液体，混匀。 

准备一个新的 96 孔板，从上一步的 50 μL 体系中取 10 μL 加入到孔板内。再加
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入 200 μL 显色工作液。 

25 °C 至少孵育 15 min 后测定 A520，但孵育时间不宜超过 45 min。 

（5）样品中过氧化氢酶活力的计算： 

标准曲线的计算。A520 = k [过氧化氢微摩尔数]+b，由标准曲线计算出 k 和 b 的

值。 

样品中残余的过氧化氢微摩尔数的计算。残余过氧化氢微摩尔数 =（A520-b）/k。 

过氧化氢酶活力单位的定义：1 个酶活力单位（1 unit）在 25 °C，pH 7.0 的条件

下，在 1min 内可以催化分解 1 微摩尔过氧化氢。 

2.2.7.3 T-AOC 的检测 

（1）FRAP 工作液的配制： 

参考下表，根据待测定样品的数量（含标准曲线）配制适量的 FRAP 工作液： 

检测反应体系 1 个检测 

TPTZ 稀释液 

TPTZ 溶液 

        充分混匀后再加入检测缓冲液 

检测缓冲液 

FRAP 工作液 

150 μL 

15 μL 

 

15 μL 

180 μL 

FRAP 工作液配制后 37 oC 孵育，并宜在 1～2 h 内使用完毕。 

（2）待测样品的准备： 

取约 30 mg 海马组织加入 100 μL PBS 溶液（注意是冰冷的，温度过高会破坏样

品的稳定性），匀浆以充分破碎组织并释放其中的抗氧化物，4 oC 约 12000 g 离心 5 

min，取上清用于后续测定。 

（3）标准曲线测定： 

称取 27.8 mg FeSO4·7H2O 药品，用蒸馏水将其溶解并定容到 1 mL，此时浓度即

为 100 mM。取适量 100 mM FeSO4 溶液稀释至 0.15、0.3、0.6、0.9、1.2 和 1.5 mM。

通常可以使用蒸馏水或样品配制溶液配制标准品。 

（4）总抗氧化能力的测定： 

准备一个 96 孔板，向每个检测孔中加入 180 μL FRAP 工作液。 

样品的加样：5 μL 蒸馏水或 PBS 用于制作空白对照；将之前配制好的标准溶液

加入 96 孔板的孔内制备标准曲线；将制备好的样品加入 96 孔板内。轻轻混匀。在

37 °C 温箱中孵育 3～5 min 后测定 A593。 

根据标准曲线计算出样品的总抗氧化能力。如果样品测定出来的吸光度在标 准
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曲线范围以外，需把样品适当稀释后再进行测定。 

总抗氧化能力的表示方式：对于 FRAP 方法，总抗氧化能力用 FeSO4 标准溶液的

浓度来表示。 

2.2.8 数据分析 

使用 GraphPad Prism version 9（GraphPad Software, La Jolla, CA, United States）进

行数据分析并表示为平均值±标准误（SEM）。组间差异采用单因素方差分析（one-

way ANOVA）和 Tukey 的多重比较检验进行分析。P 值< 0.05 认为有统计学意义。 

2.3 结果 

2.3.1 Mel 改善急性 SD 诱导的小鼠海马神经元凋亡 

为探讨急性 SD 是否引起海马神经元凋亡，我们采用 Western blotting 检测 Cleaved 

caspase-3、Bax 和 Bcl-2 的表达水平。结果显示与对照组相比，急性 SD 组 Cleaved 

caspase-3 和 bax 表达量显著升高 103.2%（P = 0.001, 图 3-5 A） 和 50.0%（P = 0.001, 

图 3-5 B），而 Bcl-2 表达量降低了 31.1%（P = 0.01, 图 3-5 C）。然而，给予急性 SD

小鼠补充 20 mg/kg Mel 后，SD + L-Mel 组 Cleaved caspase-3 和 Bax 的表达量比急性

SD 组降低了 44.3%（P = 0.001, 图 3-5 A）和 30.1%（P = 0.001, 图 3-5 B），而 Bcl-2

的表达量升高了 62.2%（P = 0.002, 图 3-5 C）。SD+H-Mel 组也表现出类似于 SD+L-

Mel 组的变化。 

为了确认Mel对H2O2诱导的HT22细胞凋亡的影响，我们检测了Cleaved caspase-

3、Bax 和 Bcl-2 的表达水平。结果显示 H2O2 处理的 HT22 细胞中 Cleaved caspase-3

和 Bax 比对照组 HT22 细胞升高了 79.3%（P = 0.001, 图 3-5 D）和 130.8%（P = 0.002, 

图 3-5 E），而 Bcl-2 的蛋白表达水平降低了 50.9 %（P = 0.03, 图 3-5 F）。而 Mel 的预

处理逆转了 H2O2 诱导的 HT22 细胞凋亡的变化（图 3-5 D-F）。 
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图 3-5 Mel 对急性 SD 小鼠海马凋亡蛋白的影响 

（A-C）海马组织 Cleaved caspase-3、Bax 和 Bcl-2 的相对蛋白表达水平；（D-F）H2O2 和 Mel 处

理后 HT22 细胞 Cleaved caspase-3、Bax 和 Bcl-2 的相对蛋白表达水平。CON：对照组；SD：睡

眠剥夺组；SD+L-Mel：睡眠剥夺+低剂量（20 mg/kg）Mel 干预组; SD+H-Mel：睡眠剥夺+高剂

量（40 mg/kg）Mel 干预组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 

0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 3-5 Effect of Mel on apoptosis-related proteins in hippocampus of acute sleep-deprived mice. 

(A-C) Relative levels of Cleaved caspase-3, Bax and Bcl-2 in the hippocampus, (D-F) Relative levels of 

Cleaved caspase-3, Bax and Bcl-2 in HT22 cells exposed to H2O2 and melatonin. CON: control group, 

SD: sleep deprivation group, SD + L-Mel: SD + low melatonin (20 mg/kg) supplement group, SD + H-

Mel: SD + high melatonin (40 mg/kg) supplement group. The result represents the mean ± standard 

error of the mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those 

with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

2.3.2 Mel 改善急性 SD 诱导的小鼠海马神经元自噬 

为探讨急性 SD是否引起海马神经元自噬，我们采用Western blotting检测Beclin1, 

ATG5 和 LC3II/LC3I 的表达水平。结果显示与对照组相比，急性 SD 组 LC3II/LC3I，

ATG5 和 Beclin1 的表达量显著升高 138.2%（P = 0.001, 图 3-6 C），99.5%（P = 0.001, 

图 3-6 B）和 77.5%（P < 0.001, 图 3-6 A）。然而，给予急性 SD 小鼠补充 20 mg/kg Mel
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后，SD + L-Mel 组 LC3II/LC3I，ATG5 和 Beclin1 的表达量比急性 SD 组降低了 58.2 %

（P = 0.001, 图 3-6 C），36.8 %（P = 0.001, 图 3-6 B）和 36.2 %（P < 0.001, 图 3-6 

A）。SD+H-Mel 组也表现出类似于 SD+L-Mel 组的变化。 

为了确认 Mel 对 H2O2 诱导的 HT22 细胞自噬的影响，我们同样检测了

LC3II/LC3I，ATG5 和 Beclin1 的表达水平。结果显示 H2O2 处理的 HT22 细胞中

LC3II/LC3I，ATG5 和 Beclin1 比对照组 HT22 细胞升高了 21.6 %（P = 0.005, 图 3-6 

F），79.3 %（P = 0.001, 图 3-6 E）和 75.3 %（P = 0.001, 图 3-6 D）。而 Mel 的预处理

逆转 H2O2 诱导的 HT22 细胞自噬的变化（图 3-6 D-F）。 

图 3-6 Mel 对急性 SD 小鼠海马自噬蛋白的影响 

（A-C）海马组织 Beclin1，ATG5 和 LC3II/LC3I 的相对蛋白表达水平；（D-F）H2O2 和 Mel 处理

后 HT22 细胞 Beclin1，ATG5 和 LC3II/LC3I 的相对蛋白表达水平。CON：对照组；SD：睡眠剥

夺组；SD+L-Mel：睡眠剥夺+低剂量（20 mg/kg）Mel 干预组; SD+H-Mel：睡眠剥夺+高剂量

（40 mg/kg） Mel 干预组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 

0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 3-6 Effect of Mel on autophagy-related proteins in hippocampus of acute sleep-deprived mice. 

(A-C) Relative levels of Beclin1, ATG5 and LC3II/LC3I in the hippocampus, (D-F) Relative levels of 

Beclin1, ATG5 and LC3II/LC3I in HT-22 cells exposed to H2O2 and melatonin. CON: control group, 

SD: sleep deprivation group, SD + L-Mel: SD + low melatonin (20 mg/kg) supplement group, SD + H-

Mel: SD + high melatonin (40 mg/kg) supplement group. The result represents the mean ± standard 
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error of the mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those 

with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

2.3.3 Mel 改善急性 SD 诱导的小鼠海马神经元的氧化应激 

为了评估 Mel 对急性 SD 引起的氧化应激的影响，我们测定了抗氧化酶和总抗氧

化能力。结果显示与对照组相比，急性 SD 小鼠海马 GSH-PX，CAT 和 T-AOC 的水

平显著降低了 50.6%（P = 0.006, 图 3-7 A）, 54.%（P = 0.001, 图 3-7 B）和 33.0 %（P 

< 0.001, 图 3-7 C）。然而，给予急性 SD 小鼠补充 20 mg/kg Mel 后，SD + L-Mel 组

GSH-PX，CAT 和 T-AOC 的水平比急性 SD 组升高了 106.0%（P = 0.001, 图 3-7 A），

70.9%（P < 0.001, 图 3-7 B）和 40.6%（P < 0.001, 图 3-7 C）。SD+H-Mel 组也表现出

类似于 SD+L-Mel 组的变化。 

为了确认 Mel 对 H2O2 诱导的 HT22 细胞抗氧化水平的影响，我们同样检测了

GSH-PX，CAT 和 T-AOC 的水平。结果显示 H2O2 处理的 HT22 细胞中 GSH-PX，CAT

和 T-AOC 的水平比对照组 HT22 细胞降低了 19.4 %（P = 0.007, 图 3-7 D），30.5 %（P 

< 0.001, 图 3-7 E）和 16.7 %（P = 0.001, 图 3-7 F）。而 Mel 的预处理逆转 H2O2 诱导

的 HT22 细胞抗氧化水平失衡的变化（图 3-7 D-F）。 

图 3-7 Mel 对急性 SD 小鼠海马抗氧化水平的影响 

（A-C）海马组织 GSH-PX，CAT 和 T-AOC 的相对蛋白表达水平；（D-F）H2O2 和 Mel 处理后

HT22 细胞 GSH-PX，CAT 和 T-AOC 的相对蛋白表达水平。CON：对照组；SD：睡眠剥夺组；

SD+L-Mel：睡眠剥夺+低剂量（20 mg/kg）Mel 干预组; SD+H-Mel：睡眠剥夺+高剂量（40 
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mg/kg） Mel 干预组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 

0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 3-7 Effect of Mel on hippocampal antioxidant level in acute sleep-deprived mice. 

(A-C) Relative levels of GSH-PX, CAT and T-AOC in the hippocampus, (D-F) Relative levels of GSH-

PX, CAT and T-AOC in HT22 cells exposed to H2O2 and melatonin. CON: control group, SD: sleep 

deprivation group, SD + L-Mel: SD + low melatonin (20 mg/kg) supplement group, SD + H-Mel: SD + 

high melatonin (40 mg/kg) supplement group. The result represents the mean ± standard error of the 

mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the 

same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

2.3.4 Mel 改善急性 SD 诱导的小鼠海马神经元中 NF-κB 通路的激活 

与抗氧化指标的变化类似，急性 SD 激活了 NF-κB 信号通路。与对照组相比，急

性 SD 之后，海马组织中 p-P65 的蛋白表达水平增加了 63.3 %（P = 0.102, 图 3-8 A），

p-IκB 的蛋白表达水平增加了 124.6 %（P < 0.001, 图 3-8 B）。然而，与急性 SD 组相

比，20 mg/kg 的 Mel 添加之后，海马中 p-P65 的蛋白表达水平降低 33.7 %（P = 0.152, 

图 3-8 A），p-IκB 的蛋白表达水平也降低了 59.2 %（P = 0.001, 图 3-8 B）。SD+H-Mel

组也表现出类似于 SD+L-Mel 组的变化。 

为了确认 Mel 对 H2O2 诱导的 HT22 细胞内 NF-κB 信号通路的影响，我们同样检

测了细胞中 p-P65 和 p-IκB 的蛋白表达情况。结果显示 H2O2 处理的 HT-22 细胞中 p-

P65 和 p-IκB 的蛋白表达水平比对照组 HT22 细胞降低了 85.4%（P = 0.006, 图 3-8 C）

和 102.7 %（P = 0.001, 图 3-8 D）。而 Mel 的预处理逆转了 H2O2 诱导的 HT22 细胞内

NF-κB 信号通路的激活。 

 

 

 

 

 



中国农业大学博士学位论文 第三章 褪黑激素改善急性睡眠剥夺诱导海马神经元丢失的直接途径 

 90 

图 3-8 Mel 对急性 SD 小鼠海马 NF-κB 信号通路的影响 

（A-B）海马组织 p-P65 和 p-IκB 的相对蛋白表达水平，（C-D）H2O2 和 Mel 处理后 HT22 细胞

p-P65 和 p-IκB 的相对蛋白表达水平。CON：对照组；SD：睡眠剥夺组；SD+L-Mel：睡眠剥夺+

低剂量（20 mg/kg）Mel 干预组; SD+H-Mel：睡眠剥夺+高剂量（40 mg/kg）Mel 干预组。结果

以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意

义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 3-8 Effect of Mel on NF-κB signaling pathway in hippocampus of acute sleep-deprived mice. 

(A-B) Relative levels of p-P65 and p-IκB in the hippocampus, (D-F) Relative levels of p-P65 and p-IκB 

in HT22 cells exposed to H2O2 and melatonin, CON: control group, SD: sleep deprivation group, SD + 

L-Mel: SD + low melatonin (20 mg/kg) supplement group, SD + H-Mel: SD + high melatonin (40 

mg/kg) supplement group. The result represents the mean ± standard error of the mean. Values not 
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sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not 

differ significantly (P ≥ 0.05). 

2.4 讨论 

之前的研究发现急性 SD 能够导致海马神经元的丢失，细胞凋亡和过度自噬是神

经元丢失的重要致病因素（Li et al., 2015）。此外，自噬与细胞凋亡有着复杂的相互作

用。各种应激途径依次引发同一细胞内的自噬和凋亡。自噬是一种溶酶体介导的降解

过程，其中功能障碍的细胞器和大分子被隔离到自噬囊泡中并传递到溶酶体。最终，

自噬载体分子被降解并回收，以维持细胞生物能量稳态并支持应激条件下的生物合成

过程，比如营养剥夺（Ghavami et al., 2014）。维持基础自噬有利于神经元消除功能障

碍的蛋白质或细胞器，而自噬受损或过度自噬可能导致神经变性，如广泛的神经元损

失（Hara et al., 2006）。许多蛋白质，包括 LC3II/LC3I、Beclin-1 和 ATG5，都积极参

与自噬过程。本研究发现急性 SD 小鼠海马区 LC3II/LC3I、Beclin-1 和 ATG5 表达升

高，提示急性 SD 诱导过度自噬。然而，Mel 的治疗可以降低急性 SD 小鼠海马内 

LC3II/LC3I、Beclin-1 和 ATG5 的表达。同时，对 HT22 细胞进行的体外试验证实，

Mel 可以抑制 H2O2 诱导的 LC3II/LC3I、Beclin-1 和 ATG5 的升高。体内和体外试验

都表明 Mel 可以抑制海马神经元内的过度自噬。细胞凋亡被广泛认为是调节细胞死

亡的主要机制，不仅在细胞损伤或应激过程中开始，而且在正常发育和形态发生过程

中也开始。某些有丝分裂后的细胞（如神经元）的过度自噬会导致细胞凋亡（McKernan 

et al., 2009）。Bcl-2 和 Bax 都属于 Bcl-2 家族成员，但分别在内在凋亡途径中发挥相

反的作用（Fuchs and Steller, 2011）。Cleaved caspase-3 是 Caspase 家族成员的主要刽

子手，在许多细胞凋亡事件中起关键作用（Larsen and Sørensen, 2017）。在本研究中，

急性 SD 小鼠的海马内发现了神经元凋亡现象，表现为 Cleaved caspase-3 和 Bax 的升

高和 Bcl-2 的降低，这可以通过 Mel 的治疗来抵消。在 H2O2 诱导的 HT-22 细胞上，

Mel 显着抑制 Cleaved caspase-3 和 Bax 并增强 Bcl-2 的表达。因此，体内和体外试验

均表明 Mel 可有效缓解海马神经元异常凋亡。 

在上一章中，我们发现急性 SD 诱导小胶质细胞的过度活化和神经炎症反应，过

度的炎症反应会促进细胞启动异常的程序化死亡模式。在此过程中，NF-κB 通路调控

了炎症反应和随后的凋亡的发生，NF-κB 被隔离在细胞质中，一旦在氧化应激下，它

会转位到细胞核并诱导各种炎症细胞因子的分泌。在正常情况下，体内的 ROS 和抗

氧化剂之间存在一种平衡。一旦平衡被破坏，就会发生氧化应激，导致 DNA、脂质

和蛋白质等生物大分子发生一系列不可逆的损伤（Majdi et al., 2016）。大脑特别容易

受到氧化应激的影响，因为它消耗大量的氧气，产生活性氧，长链多不饱和脂肪酸含
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量高（反过来，也容易受到活性氧攻击），抗氧化能力相对较差（Fukui et al., 2002）。

因此，持续的氧化应激最终会导致认知功能损伤。睡眠不足被认为是一种可以导致大

脑抗氧化系统崩溃的生理应激源。在本研究中，我们观察到 SD 小鼠海马中抗氧化酶

（GSH-PX 和 CAT）的失活，以及 T-AOC 水平的降低。这些影响被 Mel 的补充所逆

转。与体内结果相似，Mel 逆转了 H2O2 诱导的 HT22 细胞 GSH-PX 和 CAT 的失活，

并降低了 T-AOC。综上所述，这些结果表明 Mel 对急性 SD 诱导的认知障碍的神经保

护作用可以通过保护大脑免受氧化性脑损伤和减轻炎症反应来解释。 

2.5 小结 

综上所述，急性 SD 通过激活 NF-ĸB 通路导致氧化应激，诱发大脑神经炎症，进

而导致神经元自噬和凋亡，最终产生认知功能的障碍。外源性 Mel 的补充可通过抑制

氧化应激和神经炎症进而改善急性 SD 引起的过度自噬和凋亡。 

3. 急性睡眠剥夺调控神经元凋亡和铁死亡诱导小鼠认知功能障碍 

3.1 引言 

多细胞生物中，调节型细胞死亡功能是细胞维持组织形态和功能必不可少的稳态

机制。在一个机体中，存在一种或多种细胞死亡方式同时出现的情况，虽然它们之间

存在差异，但是仍有密切的关系。最初的研究认为凋亡和铁死亡是完全不相同的两种

细胞死亡方式，铁死亡的诱导剂能引起细胞铁死亡但不会影响凋亡通路的变化。此外，

从形态学上，细胞凋亡表现为细胞和核体积减少，染色质凝集，凋亡小体形成，细胞

骨架解体，线粒体结构无明显变化。而对于铁死亡，其表现为线粒体膜密度增加，线

粒体嵴减少，线粒体外膜破裂，细胞核正常。而在生化特征方面，二者也存在很多差

异，凋亡的标志是 Caspase 和促凋亡 Bcl-2 家族蛋白的激活，DNA 片段化，细胞膜破

裂等。而铁死亡目前没有代表性的标志物，但铁积累和脂质过氧化，system Xc-抑制，

GSH 水平下调，GPX4 抑制能够反映细胞铁死亡的变化（Li et al., 2020a）。但随着研

究的深入，科研工作者发现一种天然产物合欢苷 A 能同时诱导凋亡和铁死亡的发生，

对肿瘤细胞有较高的选择性杀伤作用，也具备较好的体内肿瘤抑制活性和药用安全性

（Wei et al., 2019）。进一步深入研究发现，凋亡和铁死亡的调控机制中存在互相交叉

的点，比如 p53，一个经典且非常重要的转录调控因子。p53 可通过与抗凋亡蛋白 Bcl-

xL 和 Bcl-2 相互作用并拮抗，从而增加线粒体膜通透性诱导凋亡（Wei et al., 2021）。

而也有文章发现 p53 可以在转录水平抑制 SLC7A11 的表达，从而促进细胞发生铁死

亡，导致肿瘤抑制（Liu and Gu, 2022）。机体在面对外界刺激或处于应激状态时，组

织内部可能存在复杂的细胞调控机制，但在急性 SD 模型中，凋亡和铁死亡的关系尚
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不清楚。 

因此我们在急性 SD 模型的基础上，添加了 Erastin 处理组和 SD+Fer-1 处理组，

来探讨急性 SD 模型下海马组织中两种死亡方式之间的关系。 

3.2 材料与方法 

3.2.1 试验动物的处理 

80 只 8 周龄雄性 ICR 小鼠分为 4 组：CON 组、SD 组、SD+Fer-1 组、Erastin 组，

在适应一周后 SD 组和 SD+Fer-1 组小鼠进行连续 72 h 的睡眠剥夺，同时 SD+ Fer-1

组小鼠在 SD 期间早上 7:00 连续三天腹腔注射 Fer-1 10mg/kg，Erastin 组小鼠同时在

SD 期间早上 7:00 连续三天腹腔注射 Erastin 5 mg/kg。 

进行行为学检测的小鼠在适应 1 周后的第一天进行水迷宫试验小鼠运动能力的

筛选，将有行为障碍的小鼠提前排除。然后进行 5 d 的水迷宫训练期，训练期结束后

进行连续 72 h 的急性 SD，在剥夺结束后的次日 8 h 进行水迷宫的检测试验，在隐藏

平台存在的时候检测小鼠到达平台的时间、距离和速度；第二天将水迷宫的隐藏平台

去掉检测小鼠穿越平台的次数和在目标平台停留的时间，水迷宫两天的检测结束后进

行 Y 迷宫检测。 

3.2.2 试验动物的取材 

48 只未进行行为学检测的小鼠在连续 72 h 的 SD 后于早上 8:00 进行取材，采用

1%的戊巴比妥钠溶液对每只小鼠进行麻醉，并立即进行小鼠断颈处死。每组 6 只小

鼠的鼠脑用 4%多聚甲醛固定用于后续组织学检测。同组的剩余 6 只小鼠取出双侧海

马，立即放入液氮速冻半小时再转移至-80 ℃冰箱用于 qRT-PCR 和 Western blot 检

测。 

3.2.3 主要仪器设备 

石蜡切片机（LEICA，RM2235 型，德国）、生物组织包埋机（BM-VI）、光学显

微镜（Olympus，BX51 型，日本）、图像采集系统（Olympus，DP72 型，日本）电热

鼓风 干燥箱（101-A，北京市永光明医疗仪器厂，中国）、高速台式离心机（TG16-WS，

湘 仪，湖南）、荧光定量 PCR 仪（Light Cycler ® 480，Roche Applied Science，德国）、

低温高速离心机（5248 型，Eppendorf，德国）、微型离心机（Mini-6K，杭州奥盛仪

器有限公司，杭州）、酶标仪（BLO-RAD，550 型，美国）、电泳仪（伯乐生命医学产

品有限公司，上海）、组织匀浆机（JXFSTPRP-24，上海净信实业发展有限公司，上
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海）、电热鼓风干燥箱（101-A，北京市永光明医疗仪器厂，中国）、 

3.2.4 试验药品及试剂 

亚铁氰化钾、盐酸、辣根过氧化物酶标记的链酶卵白素（CW0116S，康为世纪生

物科技有限公司，江苏）、苏木精、盐酸酒精分色液、TRNzol Reagent TRIzon 总 RNA

提取试剂（CW0580A，康为世纪生物技术有限公司，江苏）、反转录试剂盒（Thermo 

Fisher Scientific, Boston, USA）、兔抗小鼠 Cleaved caspase-3 多克隆抗体（ab32042, 

abcam, 美国）、兔抗小鼠 Bax 多克隆抗体（ab32503 , abcam, 美国）、兔抗小鼠 Bcl-2

（ab32124, abcam, 美国）、兔抗小鼠 NeuN 单克隆抗体（ab177487, abcam）、山羊抗兔

IgG（CW0156S，康为世纪生物科技有限公司，江苏）、脱脂奶粉（中国伊利）、BCA

蛋白定量试剂盒（CW0014）、RIPA 裂解液（CW2333）、蛋白酶抑制剂（CW2200）、

SDS-PAGE 上样缓冲液（CW0027）、SDS-PAGE Loading Buffer（5×）（CW0027），均

购自江苏康为世纪生物科技有限公司、山羊抗兔 IgG（CW0156S，康为世纪生物科技

有限公司，江苏）。 

3.2.5 莫里斯水迷宫 

试验步骤同第二章第二节 2.2.4。 

3.2.6 Y 字迷宫 

试验步骤同第二章第二节 2.2.5。 

3.2.7 免疫组织化学实验 

（1）一抗孵育：用一抗稀释液配制兔抗小鼠 NeuN 单克隆抗体（1:500），阴性对

照用 0.01M PBST 缓冲液代替一抗； 

（2）二抗孵育：二抗采用羊抗兔二抗（1:300）； 

其余试验步骤同第二章第三节 3.2.7。 

3.2.8 Western blot 实验 

（1）封闭结束后，用镊子小心取出 PVDF 膜，放入装有 1×TBST 的盒内漂洗 3

次，每次 10 min。同时在干净的盒中用 TBST 配置兔抗小鼠 Cleaved caspase-3、Bax

和 Bcl-2 稀释倍数 1:1000，β-actin 的稀释倍数是 1:8000。漂洗结束后，按蛋白大小分

别将 PVDF 膜转移至对应的盒内，4 °C 冰箱过夜; 

（2）用 TBST 配置浓度为 1:8000 的羊抗兔的二抗溶液，清洗结束后，将 PVDF
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膜浸泡于该溶液中，放置摇床，室温孵育 1 h。 

其余试验步骤同第三章第一节 1.2.6。 

3.2.9 qRT-PCR 实验 

试验操作同第二章第一节 1.2.8。对不同分组海马组织的 Tfr1、Dmt1 和 Fpn 进行

mRNA 的检测。 

3.2.10 改良的普鲁士蓝染色 

试验操作同第三章第一节 1.2.5。 

3.2.11 抗氧化物酶 SOD 与 MDA 的检测 

试验操作同第三章第一节 1.2.8。 

3.2.12 数据分析 

使用 GraphPad Prism version 9（GraphPad Software, La Jolla, CA, United States）进

行数据分析并表示为平均值±标准误（SEM）。组间差异采用单因素方差分析（one-

way ANOVA）和 Tukey 的多重比较检验进行分析。P 值< 0.05 认为有统计学意义。 

3.3 结果 

3.3.1 Fer-1 的添加对急性 SD 小鼠空间学习记忆能力的影响 

上一部分的研究揭示急性 SD 能够引起海马神经元的丢失，从而引起小鼠认知功

能的损伤，而这一过程中细胞铁死亡和凋亡参与其中，为了探讨二者之间的关系，我

们检测了不同处理下铁死亡和凋亡指标的变化。莫里斯水迷宫结果显示，在第一天的

试验中（隐藏平台存在时），与对照组相比， Erastin 组的小鼠到达平台的时间和距离

都显著增加了 128.8%（P = 0.024, 图 3-9 F）和 106.7%（P = 0.028, 图 3-9 G）。在第

二天的测试中（撤掉平台），与对照组相比， Erastin 组的小鼠在目标象限停留的时间

和穿越平台的次数都显著降低了 40.7%（P = 0.018, 图 3-9 C）和 68.2%（P = 0.004, 图

3-9 D）。以上结果表明急性 SD 和 Erastin 的处理均能引起小鼠空间记忆的损伤。然

而，当给予急性 SD 小鼠补充 5 mg/kg 的 Fer-1 之后，与急性 SD 小鼠相比，到达平台

的时间和距离都显著降低了 56.4%（P = 0.005, 图 3-9 F）和 58.6%（P = 0.004, 图 3-9 

G），在目标象限停留的时间和穿越平台的次数都显著增加了 48.3%（P = 0.027, 图 3-

9 C）和 68%（P = 0.001, 图 3-9 D）。各组间路径速度无显著差异（图 3-9 H）。 
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图 3-9 Erastin 和 Fer-1 干预对小鼠空间记忆能力的影响 

（A）空间记忆测试轨迹图（不含隐藏平台）,（B）莫里斯水迷宫示意图,（C）进入目标区域的

条目数,（D）在目标区域花费的时间,（E）空间记忆测试的轨迹图（带有隐藏平台）,（F）到达

平台的延迟时间,（G）到达平台的路径长度,（H）到达平台的路径速度。CON：对照组；SD：

睡眠剥夺组；Erastin：Erastin 处理组; SD+Fer-1：睡眠剥夺+Fer-1 干预组。结果以 Mean ± 

SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 

0.05）。 

Fig. 3-9 The effects of Erastin and Fer-1 interventions on spatial memory ability in mice. 

(A) Track plot of spatial memory test(without hidden platform), (B) Schematic of the Morris water 

maze, (C) Number of entries into the target zone, (D) Time spent in the target zone. (E) Track plot of 

spatial memory test (with hidden platform), (F) Latency to reach the platform, (G) Path length to reach 

the platform, (H) Path velocity to reach the platform. CON: control group, SD: sleep deprivation group, 
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Erastin: Erastin supplement group, SD +Fer-1: SD + Fer-1supplement group. The result represents the 

mean ± standard error of the mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at 

P < 0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

3.3.2 Fer-1 的添加对急性 SD 小鼠空间工作记忆的影响 

Y 迷宫结果显示，与对照组相比，Erastin 组的小鼠的自发交替行为百分比显著降

低 13.3%（P = 0.042），然而，当给予急性 SD 小鼠补充 5 mg/kg 的 Fer-1 之后，与急

性 SD 小鼠相比，自发交替行为百分比增加了 21.5%（P = 0.005），且该指标恢复至对

照组的水平（图 3-10 A-E）。 

图 3-10 Erastin 和 Fer-1 干预对小鼠短期工作记忆的影响 

（A）CON 组路径图；（B）SD 组路径图；（C）Erastin 组路径图；（D）SD+Fer-1 组路径图；

（F）自发交替行为百分比。CON：对照组；SD：睡眠剥夺组；Erastin：Erastin 处理组; 

SD+Fer-1：睡眠剥夺+Fer-1 干预组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异

显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 3-10 The effects of Erastin and Fer-1 interventions on short-term working memory in mice. 

(A) Track plot of CON group, (B) Track plot of SD group, (C) Track plot of Erastin group, (D) Track 

plot of SD+Fer-1 group, CON: control group, SD: sleep deprivation group, Erastin: Erastin supplement 

group, SD +Fer-1: SD + Fer-1supplement group. The result represents the mean ± standard error of the 

mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the 

same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

3.3.3 Fer-1 的添加对急性 SD 小鼠海马神经元丢失的影响 
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NeuN 免疫组织化学染色结果显示与对照组相比，Erastin 组海马 CA1、CA3 和

DG 区中神经元的数量也降低了 12.2 %（P < 0.001）, 10.4 %（P < 0.001）和 18.4 %（P 

< 0.001）。然而，给急性 SD 小鼠补充 Fer-1 后，与急性 SD 组相比，Fer-1 补充的小鼠

海马 CA1、CA3 和 DG 区中神经元的数量显著升高了 22.2 %（P < 0.001），21.3 %（P 

= 0.001）和 17.4 %（P < 0.019）（图 3-11 B-D）。 

图 3-11 Erastin 和 Fer-1 干预对小鼠海马神经元数量的影响 

（A）不同试验组的海马神经元 NeuN 染色图像（比例尺为 50 μm）；（B）海马 CA1 区，（C）

海马 CA3 区，（D）海马 DG 区。CON：对照组；SD：睡眠剥夺组；Erastin：Erastin 处理组; 

SD+Fer-1：睡眠剥夺+Fer-1 干预组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显

著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 3-11 The effects of Erastin and Fer-1 supplementation on the hippocampal neuronal loss in mice. 

(A) Images of the NeuN-stained hippocampal neurons in the different experimental groups. Bar = 50 

μm, (B) hippocampal CA1 region, (C) hippocampal CA3 region, (D) hippocampal DG region. CON: 

control group, SD: sleep deprivation group, Erastin: Erastin supplement group, SD +Fer-1: SD + Fer-

1supplement group. The result represents the mean ± standard error of the mean. Values not sharing a 

common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not differ 

significantly (P ≥ 0.05). 
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3.3.4 Fer-1 的添加对急性 SD 小鼠海马神经元铁死亡和凋亡的影响 

从细胞铁离子蓄积的角度，我们发现与对照组相比，Erastin 组的海马不同分区中

同样观察到大量铁离子蓄积，分别升高了 31.1%（P < 0.001）、65.3%（P < 0.001）和

69.4%（P = 0.001）。然而给予急性 SD 小鼠补充 Fer-1 后，与急性 SD 组相比，Fer-1

补充的小鼠海马 CA1、CA3 和 DG 区中铁离子阳性细胞的 IOD 值分别降低了 39.0%

（P < 0.001）、51.6%（P < 0.001）和 51.0%（P < 0.001）（图 3-12 A-B）。进一步我们

检测了铁转运蛋白的 mRNA 水平，结果显示与对照组相比，Erastin 组海马 Tfr1 的表

达显著升高 33.0%（P < 0.001），Dmt1 的表达显著升高 46.9%（P < 0.001）；相反铁输

出蛋白 Fpn 的表达水平显著降低了 35.8%（P < 0.001），Erastin 组的海马铁转运蛋白

的变化与急性 SD 组类似。ROS 的结果也显示，急性 SD 和 Erastin 的处理引起了海

马组织 ROS 的升高，而 Fer-1 的补充逆转了急性 SD 诱导的该指标的变化（图 3-12 

D-F）。 

同样的，我们也检测细胞凋亡相关蛋白的表达情况，Western blot 结果显示急性

SD 和 Erastin 诱导了细胞凋亡的变化。具体的与对照组相比，Erastin 组海马 Cleaved 

caspase-3 升高 34.5%（P < 0.001），Bax 升高了 24.4%（P < 0.001），而 Bcl-2 降低了

26.4%（P < 0.001）。而给予急性 SD 小鼠补充 Fer-1 后有效的改善细胞凋亡现象的发

生，具体的与急性 SD 组相比，Cleaved caspase-3 降低 24.5%（P < 0.001），Bax 降低

了 34.4%（P < 0.001），而 Bcl-2 升高了 23.4%（P < 0.001）（图 3-12 H-I）。 
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图 3-12 Erastin 和 Fer-1 干预对小鼠海马神经元铁死亡和凋亡的影响 

（A）海马 CA1、CA3 和 DG 区铁离子阳性细胞的 IOD 值；（B）普鲁士蓝染色显示海马铁离子

蓄积的照片。用 ImageJ 对铁离子染色结果进行处理。铁离子被观察到为红色颗粒（比例尺为 50 

μm）；（C）海马组织中 ROS 的相对定量；（D-F）海马组织中铁转运蛋白 Tfr1，Dmt1 和 Fpn 的

相对 mRNA 水平；（G-J）海马组织中凋亡相关蛋白 Cleaved caspase-3，Bax 和 Bcl-2 的相对蛋白

表达水平。CON：对照组；SD：睡眠剥夺组；Erastin：Erastin 处理组; SD+Fer-1：睡眠剥夺

+Fer-1 干预组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字

母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 3-12 The effects of Erastin and Fer-1 interventions on ferroptosis and apoptosis in mouse 

hippocampal neurons. 

(A) Relative IOD of iron-positive cells in the hippocampal CA1, CA3, and DG areas, (B) Micrographs 

depict iron labeling in mouse hippocampal sections. The iron-staining results were processed using 
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ImageJ. Iron deposits were observed as red granules. Bar = 50 μm, (C) Relative quantification of the 

ROS assay in the hippocampus tissue, (D-F) Relative mRNA levels of iron transporter proteins Tfr1, 

Dmt1 and Fpn in the hippocampus, (F-I) Relative protein levels of iron transporter proteins Cleaved 

caspase-3, Bax and Bcl-2 in the hippocampus, CON: control group, SD: sleep deprivation group, 

Erastin: Erastin supplement group, SD +Fer-1: SD + Fer-1supplement group. The result represents the 

mean ± standard error of the mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at 

P < 0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

3.4 讨论 

上一章的研究证明急性 SD 能够引起小鼠认知功能障碍，而其原因是海马神经元

的丢失，其中凋亡和铁死亡参与了神经元丢失过程。为了更好的解释急性 SD 引起小

鼠认知功能障碍的机制，我们建立了 Erastin 和 SD+Fer-1 添加试验。首先，我们对不

同组的小鼠进行行为学的检测。结果显示，SD 组和 Erastin 组的小鼠表现出空间参考

记忆和空间工作记忆的损伤，表现为到达平台的时间和距离增加以及自发交替行为百

分比的降低。这提示急性 SD 和 Erastin 的处理均能引起小鼠认知障碍。而给予 SD 小

鼠补充 Fer-1 后，上述认知障碍现象得到有效的改善，提示抑制铁死亡的发生能改善

急性 SD 诱导的记忆损伤。进一步我们发现 SD 组和 Erastin 组小鼠海马不同分区的神

经元数量出现一定程度的减少，而 SD+Fer-1 组的小鼠表现出与对照组相似的变化。

这一结果与行为学的结果保持一致，共同证明了海马神经元铁死亡参与急性 SD 诱导

记忆损伤的过程中。 

进一步为了探讨凋亡和铁死亡之间的关系，我们分别检测了二者的代表性指标。

结果显示急性 SD 组和 Erastin 组小鼠海马中出现大量铁离子的蓄积，并检测到铁转

运蛋白的紊乱，同样的这两组海马组织的活性氧水平也显著高于对照组的水平。这一

结果表明急性 SD 组和 Erastin 组引起了海马神经元的铁死亡，与行为学的结果是保

持一致的。紧接着，我们发现急性 SD 和 Erastin 的处理，引起海马组织中 Cleaved 

caspase-3 和 Bax 蛋白表达的增加和 Bcl-2 蛋白的表达降低，表明急性 SD 和 Erastin 能

够诱导细胞凋亡的发生。有趣的是，给予急性 SD 小鼠外源性补充 Fer-1 后，其细胞

凋亡水平受到了抑制。与我们的发现相似，在胰腺癌模型中，FBW7 能促进胰腺癌细

胞脂质过氧化和铁死亡，FBW7 能通过 NR4A1 抑制 SCD1 转录，进而促进铁死亡和

凋亡（Ye et al., 2021）。也有研究与我们的结果不同，一种核长链非编码 NA LINC00618

在一定程度上依赖于细胞凋亡加速铁细胞凋亡（Wang et al., 2021b）。这可能是因为细

胞所处的环境存在差异所致。结合这些结果，我们认为急性 SD 能够同步调控神经元

铁死亡和凋亡的发生，而铁死亡参与了凋亡的发生。 
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3.5 小结 

急性 SD 同步调控海马神经元铁死亡和凋亡的发生，从而引起神经元的丢失和小

鼠认知功能障碍。而 Fer-1 的补充证明了铁死亡加剧凋亡的发生。 
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第四章 微生物-肠-脑轴在褪黑激素改善急性睡眠剥夺诱导的认

知障碍中的作用 

1. 肠道菌群介导褪黑激素对急性睡眠剥夺诱导小鼠认知功能障碍的改善

作用 

1.1 引言 

包括人类在内的所有动物都与微生物群落密切相关，包括细菌、古细菌、真菌和

病毒。这些微生物群落几乎栖息在每个暴露在环境中的体表，其中胃肠道中的群落（即

肠道微生物群）代表了人体中微生物的最大密度和绝对丰度。据估计，正常成人体内

的肠道细菌总重量可达 1-1.5 公斤，包含的细菌数量可达 1014 个。这个数字大约是人

体全部细胞的 10 倍（Needham et al., 2020）。历经长期进化，这些细菌跟宿主之间建

立了稳定的共生关系。我们为其提供食物和居所，它们为我们的消化系统和免疫系统

提供支持。正常生理状态下，肠道细菌可以促进宿主多个系统的发育，并可通过脂多

糖、脂蛋白以及代谢产物等特定组分调控宿主的功能，形成一道肠道生物屏障。肠道

微生物群扮演着过滤器和生物变阻器的角色，用于感知、修改和调整来自环境的大量

化学信号，这些信号随后在身体各处循环。因此，肠道微生物处于宿主和环境的交叉

点，可能直接影响人体健康（Jameson et al., 2020）。“微生物群-肠道-大脑轴”指的是涉

及多个生物系统的连接网络，允许肠道细菌和大脑之间的双向沟通，并在维持动物胃

肠道、中枢神经和微生物系统的稳态中至关重要。这些生物网络中的通信途径包括直

接和间接的信号传递，通过代谢产物，化学物质和免疫系统（Morais et al., 2021）。其

中代谢产物作为肠道菌群的信号分子，扮演着与各个组织器官沟通的重要角色。肠道

菌群的代谢底物主要来自于宿主不能或没有来得及消化的食物以及肠道上皮细胞分

泌的内源性黏液，经过肠道菌群的作用后，产生许多对人体有害或有益的代谢产物如

脂多糖、肽聚糖、三甲胺、次级胆汁酸、以及短链脂肪酸（SCFAs）等（Needham et 

al., 2020）。在一项研究中，长期服用外源性丁酸钠 28 天，小鼠的抑郁样行为显著减

少（Schroeder et al., 2007）。小胶质细胞介导的免疫程序似乎依赖于微生物代谢信号，

因为用细菌来源的 SCFAs 治疗 GF 小鼠可以恢复小胶质细胞的形态和功能（Erny et 

al., 2015）。值得注意的是，睡眠与肠道菌群密切相关，并且已证明睡眠不足会显著影

响肠道微生物组和机体的新陈代谢（Li et al., 2018）。Mel 的合成前体包括色氨酸，并

且有报道称 Mel 能够直接作用于肠道细菌，与其直接对话，调控机体的生理功能。 

肠道微生物群通过肠-脑轴调控脑功能和行为。粪菌移植（FMT）是一种将肠道

菌群从一个人转移到另一个人的过程。该技术首先在受体的胃肠道中建立了一个供体
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样的微生物群，从而可以对肠道微生物群与宿主之间的因果关系做出更有力的推断。

FMT 在人类医疗中的应用越来越受欢迎，尽管这不是什么新鲜事。大约 1700 年前，

中医记录了口服人粪悬浮液治疗食物中毒和严重腹泻病人的情况。后来，在 17 世纪，

意大利解剖学家描述了在兽医中使用粪便菌群的细菌疗法（Brandt et al., 2012）。1958

年首次有文献记载 FMT 用于治疗人类假膜性结肠炎（Eiseman et al., 1958）。从那时

起，FMT 手术因其治疗难治性梭状芽胞杆菌感染（CDI）的显著成功率而闻名。多项

研究发现，FMT 可以转移各种行为表型，包括焦虑样行为、抑郁症状认知障碍行为

的各个方面，这表明肠道微生物群是调节焦虑、抑郁和认知的关键组成部分。在非无

菌的啮齿类动物中，典型的 FMT 治疗通常包括用抗生素（通常通过饮用水提供）治

疗受体，然后用供体粪便制成的悬液单次或多次口服灌胃几天（Ooijevaar et al., 2019）。

广谱抗生素经常被用来耗尽现有的微生物群，并提供一个类无菌的环境，便于后续灌

胃细菌的定植。各种研究使用不同的抗生素组合，不同的混合物，浓度和剂量时间。

常用的抗生素组合通常不超过五种，可能包括氨苄西林、环丙沙星、新霉素、万古霉

素、甲硝唑、链霉素和青霉素。抗生素治疗时间一般为 3 ~ 35 天。在脊髓炎模型中，

通过移植正常小鼠的肠道细菌，能够促进功能恢复，促进神经元轴突再生，改善动物

体重增加和代谢谱，增强肠道屏障完整性和胃肠道运动（Jing et al., 2021）。此外，老

年小鼠的粪菌移植可通过调节海马突触可塑性和神经传递相关蛋白影响年轻小鼠的

空间学习记忆（D'Amato et al., 2020）。而也有研究发现 AD 模型小鼠的粪菌移植能影

响正常小鼠的认知功能，而小胶质细胞是肠道微生物和 β 淀粉样蛋白成沉积之间的关

键介质（Dodiya et al., 2022）。 

我们之前的研究发现 Mel 能改善急性 SD 诱导的认知障碍，而 Mel 也能缓解急性

SD 诱导的肠道菌群紊乱，这就让我们提出假设，肠道菌群可能介导了 Mel 对急性 SD

诱导的机体损伤的改善作用。基于此我们通过 FMT 试验，探讨肠道菌群在急性 SD

和 Mel 之间的作用。 

1.2 材料与方法 

1.2.1 试验动物的处理 

共有 110 只 SPF 的 8 周龄雄性小鼠（ICR, 维通利华，北京）饲养于 20 个鼠笼

（4 只/笼），温度为 21 ± 1°C，相对湿度为 50 ± 10%，光照制度为光暗比 14:10（每天

上午 7:00 开始给光）。小鼠可自由采食与饮水。所有的小鼠在适应一周之后，随机等

分为供体组和受体组。供体小鼠共分为三组：CON、SD 与 SD+Mel（20 mg/kg）三组

小鼠，每组 10 只（用于粪便的收集），SD 方法及 Mel 的注射剂量及方式同第二章。

受体小鼠共分为四组：接受 CON 组小鼠 FMT 的小鼠（CON-FMT）、接受 SD 组小鼠
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粪便移植的小鼠（SD-FMT）、接受 SD+Mel 组小鼠粪便移植的小鼠（SD+Mel-FMT） 

与接受酶溶剂组小鼠（V-FMT），每组 20 只。 

在试验结束后的早上 8:00，收集 CON、SD 与 SD+Mel 三组小鼠新鲜粪便于无菌

管中，立即用无菌 PBS（1 粪球/ml）稀释。将粪便在无菌 PBS 中浸泡约 15 min，摇

匀后，1000 rpm, 4℃离心 5 min。悬浮液在 8000 rpm, 4℃离心 5 min，获得总菌量，

PBS 过滤 2 次。将终菌悬液与 40%无菌甘油等体积混合至终浓度 20%，-80℃保存至

移植。 

对于 CON-FMT、SD-FMT、SD+Mel-FMT 与 V-FMT 四组小鼠，在适应期结束

后，先通过饮水连续 10 天给予小鼠抗生素处理，抗生素配置为：1 g/kg 氨苄青霉素、

100 mg/kg 庆大霉素、0.5 g/kg 新霉素、0.5 g/kg 万古霉素与 10 mg/k 的红霉素。在抗

生素处理后每天早上 8:00 给各个受体小鼠灌胃粪菌液（100 mg/mL）。 

四组受体小鼠（共 32 只）在进行粪菌移植之后进行行为学的检测，在平台存在

时检测小鼠到达平台的时间、距离和速度；将平台撤去后，检测小鼠在目标象限停留

的时间和穿越目标象限的次数。 

所有的试验操作均符合中国农业大学农业研究机构的动物福利组织编写的试验 

动物的护理和使用指南（批准文号为 CAU20170911-2）。 

1.2.2 试验动物的取材 

（1）进行 10 d 抗生素处理后的受体小鼠，采集其粪便进行细菌培养定量，判断

其体内的细菌是否被抗生素耗竭，是否成功建立类无菌小鼠模型。 

（2）48 只未进行行为学检测的小鼠在粪菌移植结束后于早上 8:00 进行取材，采

用 1%的戊巴比妥钠溶液对每只小鼠进行麻醉，并立即进行小鼠断颈处死。每组 6 只

小鼠的鼠脑用 4%多聚甲醛固定用于后续组织学检测。同组的剩余 6 只小鼠取出双侧

海马，立即放入液氮速冻半小时再转移至-80 ℃冰箱用于免疫组化检测、ELISA、qRT-

PCR 检测和 Western blot 检测。收集每组小鼠结肠的内容物用于 16S rRNA 高通量检

测（检测区为 V1-V9 区） 和非靶代谢组检测。 

1.2.3 主要设备仪器 

莫里斯水迷宫（XR-XM101，上海欣软，中国）、Y 迷宫（XR-XY1032，上海欣

软，中国）、旷场实验（XR-XM101，上海欣软，中国）、SuperMaze 动物行为学视频

分析系统（XR-Xmaze，上海欣软，中国）、石蜡切片机（LEICA，RM2235 型，德国）、

生物组织包埋机（BM-VI）、光学显微镜（Olympus，BX51 型，日本）、图像采集系统

（Olympus，DP72 型，日本）电热鼓风干燥箱（101-A，北京市永光明医疗仪器厂，
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中国）、高速台式离心机（TG16-WS，湘仪，湖南）、荧光定量 PCR 仪（Light Cycler 

® 480，Roche Applied Science，德国）、低温高速离心机（5248 型，Eppendorf，德国）、

微型离心机（Mini-6K，杭州奥盛仪器有限公司，杭州）、酶标仪（BLO-RAD，550 型，

美国）、电泳仪（伯乐生命医学产品有限公司，上海）、组织匀浆机（JXFSTPRP-24，

上海净信实业发展有限公司，上海）、电热鼓风干燥箱（101-A，北京市永光明医疗仪

器厂，中国）、脑立体定位仪（ALCBIO，上海）、 

1.2.4 试验药品及试剂 

BCA 试剂盒（CW0014，康为世纪生物科技有限公司，江苏）、2 %戊巴比妥钠溶

液、1 %肝素钠溶液、硫酸甲氨基酚、冰乙酸、过氧化氢溶液、氨苄青霉素（Santa Cruz 

Biotechnology, Delaware Ave., USA）、庆大霉素（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）、

新霉素（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）、万古霉素（Hexal, Germany）、红霉素

（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）、甘油、菌群 DNA 提取试剂盒（MoBio, 12988-

10,美国）、TNF-α、IL-6、IL-4 和 IL-10 ELISA 试剂盒（SEA097Mu、SEA563Mu、

C90033Mu 和 SEA056Mu ，武汉云克隆技术有限公司，武汉）。褪黑激素

（M5250;sigma）、亚铁氰化钾、盐酸、苏木精、盐酸酒精分色液、TRNzol Reagent TRIzon

总 RNA 提取试剂（CW0580A，康为世纪生物技术有限公司，江苏）、反转录试剂盒

（Thermo Fisher Scientific, Boston, USA）、兔抗小鼠 Cleaved caspase-3 多克隆抗体

（ab32042, abcam, 美国）、兔抗小鼠 Bax 多克隆抗体（ab32503, abcam, 美国）、兔抗

小鼠 Bcl-2（ab32124, abcam, 美国）、兔抗小鼠 Iba1 单克隆抗体（ab178846, abcam, 美

国）、兔抗小鼠 GPX4 多克隆抗体（ab125066, abcam）、兔抗小鼠 β-actin、山羊抗兔

IgG（CW0156S，康为世纪生物科技有限公司，江苏）、脱脂奶粉（中国伊利）、BCA

蛋白定量试剂盒（CW0014）、RIPA 裂解液（CW2333）、蛋白酶抑制剂（CW2200）、

SDS-PAG 上样缓冲液（CW0027）、SDS-PAGE Loading Buffer（5×）（CW0027），均

购自江苏康为世纪生物科技有限公司、山羊抗兔 IgG（CW0156S，康为世纪生物科技

有限公司，江苏）。 

1.2.5 微生物测序步骤 

1.2.5.1 试验流程 

建库测序：首先提取小鼠结肠菌群的总 DNA，然后根据全长的引物序列合成带

有 Barcode 的特异引物，通过 PCR 扩增技术将产物纯化、定量和均一化并形成测序

文库（SMRT Bell），然后将文库进行质量检测，当质检合格时用 PacBio Sequel 进行

测序。PacBio Sequel 下机数据为 bam 格式,通过 smrtlink 分析软件导出 CCS 文件, 根
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据 Barcode 序列将不同样品进行识别并转化为 fastq 格式数据。 

1.2.5.2 信息分析流程 

数据预处理：将 PacBio 下机数据导出为 CCS 文件（CCS 序列使用 Pacbio 提供

的 smrtlink 工具获取）后，主要有如下 3 个步骤： 

（1）CCS 识别：使用 lima v1.7.0 软件，运用 barcode 方法识别 CCS，然后获得

Raw-CCS 序列数据； 

（2）CCS 过滤：使用 cutadapt 1.9.1 软件对获取的数据进行引物的序列识别，并

进行长度的过滤，得到不包含引物序列的 Clean-CCS 序列； 

（3）嵌合体的去除：使用 UCHIME v4.2 软件，将嵌合体序列进行鉴定并去除，

得到 Effective-CCS 序列。 

1.2.5.3 数据分析 
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（1）测序数据质量评估：将各个阶段的样品序列数目进行统计，然后评估数据

的质量是否合格。评估指标包括各阶段的序列数，序列长度等参数。 

（2）OTU/ASV 分析：OTU 即分类操作单元，是人类的根据系统发生学将某一

个分类单元（品系，种，属，分组等）设置为同一标志。根据相似性水平对所有序列

进行 OUT 的分析。使用 Usearch 软件对 Reads 在 97.0%的相似度水平下进行聚类、

获得 OTU。 

（3）物种注释及分类学分析：使用朴素贝叶斯分类器结合比对的方法对特征序

列进行分类学的注释，参考数据库为 SILVA，然后得出具体的物种分类信息，然后在

不同程度的标志下统计各个样品的群落组成（phylum，class，order，family，genus，

species），再通过 QIIME 软件分析出多种分类水平上的物种丰度表，再利用 R 语言工

具绘制成样品各分类学水平下的群落结构图。 

（4）α 多样性分析：α 多样性反映的是单个样品物种丰度及物种多样性，有多种

衡量指标：Chao1、Ace、Shannon、Simpson、Coverage、PD_whole_tree。Chao1 和 Ace

指数用来反映微生物的丰度度和多样性。衡量物种丰度即物种数量的多少。Shannon

和 Simpson 指数用于反映微生物分布的均匀性。另外还统计了覆盖率，其数值越高，

则样本中物种被测出的概率越高，而没有被测出的概率越低。该指数反映本次测序结

果是否能够反映样本中微生物的真实情况。 

（5）β 多样性分析：使用 QIIME 软件进行 β 多样性分析，比较不同样品在物种

多样性方面存在的相似程度。β 多样性分析主要采用 binary jaccard 算法计算样品间的

距离从而获得样本间的 β 值。依据距离矩阵得到相应距离下的样品层次聚类

（UPGMA）树、NMDS 分析、样品聚类热图及样品 PCA、PCoA 图（有分组信息）、

基于多种距离的箱线图等; 

（6）组间差异细菌筛选：利用组间的差异显著性来分析并寻找不同组间具有统

计学差异的 Biomarker; 

1.2.6 代谢物测序步骤 

1.2.6.1 样品的提取 

主要处理流程如下： 

（1）样品的预处理：干燥与研磨等； 

（2）称量或者定容稀释； 

（3）利用过滤与离心等方法去除颗粒;； 

（4）取样、上机、检测。 
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1.2.6.2 色谱采集 

在安捷伦 1290 超高效液相的精准控制下依据下表提供的流动相参数进行分析。使

用的色谱柱购自 Waters 的 UPLC BEH Amide，其规格为 1.7 μm×2.1×100 mm。AB 5600 

Triple TOF 质谱仪可以在控制软件 Analyst TF 1.7，AB Sciex 控制下基于 IDA 功能进

行一级与二级质谱的数据采集。在各个数据采集的循环中，筛选出强度最强且大于

100 的分子离子采集对应的二级质谱的数据。轰击能量：30 eV，15 张二级谱图每 50 

ms。ESI 离子源参数按如下条件设置：雾化气压（辅助气压为 60 Psi；气帘气压为 35 

Psi；温度为 650oC；喷雾电压为正离子模式 5000 V 或负离子模式 -4000 V。 
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1.2.6.3 代谢物定量 

通过 ProteoWizard 软件把得到的质谱原始值转化成 mzXML 格式。然后利用

XCMS 方法做保留时间的矫正、峰识别、峰提取、峰积分、峰对齐等等工作，将 minfrac

设为 0，cutoff 设为 0.6。然后依据如下方式对数据进行预处理： 

（1）首先对每个 Peak 进行逐一过滤，仅保存单组空值大于或等于 50%或所有组

中空值不多于 50%的峰面积数据。 

（2）接着模拟填充原始数据中的缺失值，进行填补的数值模拟的方法为最小值 

二分之一法。 

（3）标准化处理：利用每个样品的总离子流（total ion current, TIC, 即样品内所

有 Pea 的峰面积之和）进行归一化。 

1.2.6.4 数据评估 

（1）主成分分析（PCA） 

主成分分析（Principal Component Analysis，PCA）是一种通过压缩和删除一些对

事物信息代表性较小的指标，将存在关联的较多指标降维简化为少数几个相互独立的

且能包含原始指标的大部分信息的新综合指标的一种多元统计方法。通过主成分分析

产生的新综合指标，称为原始指标的主成分。 

（2）差异分组的正交偏最小二乘法判别分析（OPLS-DA） 

代谢组学数据具有高维（检测出代谢物种类多），小样本（检测样本量偏少）的

特性，在这些变量中既包含与分类变量相关的差异变量，也包含大量互相之间可能存

在关联的无差异变量。这导致如果我们使用 PCA 模型或 PLS 模型进行分析，由于相

关变量的影响，差异变量会分散到更多的主成分上，无法进行更好的可视化和后续分

析。 

（3）差异代谢物筛选 

对有生物学重复的,采取将差异倍数、t 检验的 P 值和 OPLS-DA 模型的 VIP 值相

结合的方法来筛选差异代谢物，筛选的标准为 FC > 2、P value < 0.01 和 VIP > 1。 

（4）差异代谢物 KEGG 功能注释及富集分析 

KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes）有助于研究者把基因、表达

信息以及代谢物含量作为一个整体网络进行研究。然后与数据库进行对比，整合差异

变化的代谢物或基因，不仅提供了所有可能的代谢途径，而且对催化各步反应的酶进

行了全面的注解，包含有氨基酸序列、PDB 库的链接等等，是进行生物体内代谢分

析、代谢网络研究的强有力工具。 
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1.2.7 莫里斯水迷宫 

试验步骤同第二章第二节 2.2.4。 

（1）在适应期一周后，FMT 试验之前将所有受体小鼠进行水迷宫适应性训练并

筛选行动力一致的小鼠进行试验。为了尽量减少应激对试验结果的影响，我们选择了

没有任何刻板特征的：行为和身体健康的小鼠进行进一步研究。 

（2）定位航行试验粪菌移植之后所有受体小鼠进行为期 5 d 的定位航行试验，

每只小鼠在 1 d 的时间内进行 4 次训练，每次为 1 个象限，根据入水顺序依次进行，

将小鼠放入池中时面向池壁，避免小鼠在入水时看到水迷宫中的图像造成试验的误

差。给予小鼠 60 s 的时间寻找隐藏平台，当小鼠寻找到平台后允许其停留 15 s，若小

鼠在 60 s 的时间内没有找到平台，人工将其引导至平台的位置并让其在平台上停留

15 s 的时间。 

（3）空间探索试验：定位航行试验的次日，将水迷宫中的隐藏平台撤去，从目

标象限对角线的象限将小鼠放入水池中，记录 60 s 内小鼠穿越目标象限的次数和在

目标象限的停留时间。试验总是在每天的同一时间和相同的环境条件下进行。使用计

算机跟踪系统（XR-XM101；上海软迷宫信息技术有限公司）。 

1.2.8 Y 迷宫 

试验步骤同第二章第二节 2.2.5。 

1.2.9 ELISA 测定血浆中 NE、CORT 和 Mel 的含量 

试验步骤同第二章第一节 2.1.2.6。 

1.2.10 免疫组织化学试验 

试验步骤同第二章第三节 2.3.2.6。兔抗小鼠 Iba1 的稀释浓度是 1:1000。 

1.2.11 Western blot 试验 

试验操作同第三章第一节，兔抗小鼠 Cleaved caspase-3、Bax、Bcl-2 和 GPX4 多

克隆抗体浓度都为 1:1000，β-actin 多克隆抗体的浓度为 1:8000。Western blot 以 β-actin

为内参，目的蛋白的相对表达量为目的蛋白水平/β-actin 蛋白水平。 

1.2.12 抗氧化指标的检测 

试验步骤同第三章第一节 3.1.2.7，检测不同处理组的GSH-PX、CAT、SOD、GPX4、
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T-AOC 和 MDA 水平。 

1.2.13 ELISA 测定海马炎症细胞因子（IL-6、TNF-α、IL-4 和 IL-10）的含量 

试验步骤同第二章第三节 2.3.2.7。 

1.2.14 数据分析 

使用 GraphPad Prism version 9（GraphPad Software, La Jolla, CA, United States）进

行数据分析并表示为平均值±标准误（SEM），组间差异采用单因素方差分析（one-

way ANOVA）和 Tukey 的多重比较检验进行分析。P 值 < 0.05 认为有统计学意义。 

1.3 结果 

1.3.1 粪菌移植不同受体小鼠间结肠微生物 α 多样性与 β 多样性的影响 

为了检测 FMT 是否调节了肠道菌群，我们对受体小鼠进行了 16S rDNA 基因测

序，以分析 FMT 处理后的细菌分类组成。三组小鼠共获得 21 个样本（n = 7），测序

生成 V1-V9 16S rRNA 基因图谱。CON-FMT 组、SD-FMT 组和 SD+Mel-FMT 组的原

始读数分别为 91308、91002 和 90919。CON-FMT 组、SD-FMT 组和 SD+Mel-FMT 组

平均分别有 78824、77428 和 77628 个过滤后读数。α 多样性反映了微生物群落多样

性的丰富性和多样性。但是三个处理组的 Chao、Shannon、ACE 和 Simpson 指标无显

著变化（P >0.05, 图 4-1 B-C）。利用 Bray-Curtis 主坐标分析（PCoA）进一步评价微

生物群落的 β-多样性，以衡量微生物群落的相似性程度。结果显示各组组间距离分离

（图 4-1 J-L），主成分 PC1、PC2、PC3 的变异率分别为 17.96%、15.50%、9.66%（Adonis, 

P = 0.001, R2 = 0.379）。 
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图 4-1 粪菌移植受体小鼠结肠内菌群 α 多样性与 β 多样性的变化 

（A）OTU 数量的统计结果，（B）Chao1 指数，（C）Shannon 指数，（D）ACE 指数，（E）

Simpson 指数图，（F）香农曲线。（G）稀疏曲线，（H）OTU 秩曲线，（1）秩丰度曲线，（J）主

成分分析（PCA），（K）PCoA 评分图，（L）基于肠道微生物 OTU 的 binary_jaccard 距离图的非

度量多维尺度标度（NMDS）评分图。CON-FMT：接受 CON 组 FMT 的小鼠；SD-FMT：接受

SD 组 FMT 的小鼠；SD+Mel-FMT：接受 SD+Mel 组 FMT 的小鼠。结果以 Mean ± SEM 表

示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-1 Changes of α diversity and β diversity of colonic microflora in mice receiving fecal bacteria 

transplantation. 

(A) Statistical results of OTU quantity, (B) Chao1 Index Simpson index, (C) Shannon's index, (D) ACE 

index, (E) Simpson index, (F) Shannon index diagram, (G) Generate dilution curve, (H) OTU grade 

curve, (I) and rank abundance curve, (J) Principal component analysis (PCA), (K) Principal Coordinate 

analysis (PCoA), (L) and nonmetric multidimensional scaling (NMDS). CON-FMT: receiving CON 

group FMT mice; SD-FMT: receiving SD group FMT mice; SD+Mel-FMT: receiving SD+Mel group 

FMT mice. The result represents the mean ± standard error of the mean. Values not sharing a common 

superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not differ significantly (P 

≥ 0.05). 
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1.3.2 粪菌移植不同受体小鼠间结肠微生物组成的变化 

微生物聚集性分析显示，CON-FMT 和 SD+Mel-FMT 组内的微生物表现出更紧

密的联系，而 SD-FMT 组内微生物联系稀疏（图 4-2 A）。UPGMA 树分析结果显示

SD+Mel-FMT 组比 SD-FMT 组更接近 CON-FMT 组，进一步验证了 PCoA 的结果（图

4-2 B-C）。在门水平上，厚壁菌门（Firmicutes）、拟杆菌门（Bacteroidetes）和

Verrucomicrobiota 是 优 势 菌 群 （ 图 4-2 B ）。 在 属 水 平 上 ，

uncultured_bacterium_f_Muribaculaceae、Lachnospiraceae_NK4A136_group、阿克曼氏

菌（Akkermansia）和乳杆菌（Lactobacillus）是优势菌群（图 4-2 C）。 

图 4-2 粪菌移植受体小鼠结肠内微生物组成的变化 

（A）微生物聚集性分析，（B）算术平均的非加权成对分组法（UPGMA）分析（在门水平），

（C）算术均值的非加权对群方法（UPGMA）分析（属水平）。CON-FMT：接受 CON 组 FMT

的小鼠；SD-FMT：接受 SD 组 FMT 的小鼠；SD+Mel-FMT：接受 SD+Mel 组 FMT 的小鼠。结

果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计

学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-2 Changes of microbial composition in the colon of fecal bacteria transplant recipient mice. 
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(A) Microbial aggregation analysis, (B) Unweighted pair-group method with arithmetic mean 

(UPGMA) analysis (at the phylum level), (C) Unweighted pair-group method with arithmetic mean 

(UPGMA) analysis (at the genus level), CON-FMT: receiving CON group FMT mice; SD-FMT: 

receiving SD group FMT mice; SD+Mel-FMT: receiving SD+Mel group FMT mice. The result 

represents the mean ± standard error of the mean. Values not sharing a common superscript letter differ 

significantly at P < 0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

1.3.3 粪菌移植不同受体小鼠间结肠菌群 LefSe 及差异细菌分析 

为了进一步确定 CON-FMT、SD-FMT 和 SD+Mel-FMT 组的特定细菌，我们通

过 LDA 和 LEfSe 来确定各个组的核心菌群。与 CON-FMT 组和 SD+Mel-FMT 组相

比，SD-FMT 组的 Bacteroidota 和 Proteobacteria 数量更多（Bacteroidota，P = 0.046, 

LDA 评分 = 4.39；Proteobacteria, P = 0.012, LDA 评分= 3.98）。此外，在图 4-3 A

中，我们发现 SD-FMT 组的 Firmicutes 的相对丰度显著低于 CON-FMT 组和

SD+Mel-FMT 组（P > 0.05）。进一步的 LEfSe 分析鉴定出 64 个细菌标志物（LDA > 

3，P < 0.05）。其中，Lachnospiraceae_NK4A136_group（P = 0.041, LDA = 4.55），

Eubacterium_xylanophilum_group（P = 0.027, LDA = 3.39），Ruminococcus_1（P = 

0.018, LDA = 3.56） 和 A2（P = 0.001, LDA = 3.64）的相对丰度在 SD-FMT 组明显

低于 CON-FMT 和 SD + Mel-FMT 组（图 4-3 G-J）。此外，SD-FMT 组 Turicimonas

的相对丰度（P = 0.035, LDA = 3.12）显著高于 CON-FMT 组和 SD+Mel-FMT 组（图

4-3 K），而 CON-FMT 组和 SD+Mel-FMT 组之间差异无统计学意义（P > 0.05）。 
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图 4-3 粪菌移植受体小鼠结肠内差异细菌变化 

（A）三组结肠微生物群落门水平的相对丰度，（B）三组肠道菌群属水平的相对丰度，（C）采

用线性判别分析效应量（LEfSe）对不同组间具有差异代表性的细菌进行鉴定，（D-K）根据

LefSe 结果得到大肠微生物群中 p_Bacteroidota, p_Proteobacteria, c_Gammaproteobacteria, 

g_Lachnospiraceae_NK4A136, g_Eubacterium_xylanophilum, g_Ruminococcus_1, g_A2 和

g_Turicionas 的相对丰度。实线和虚线分别表示平均值和中值。CON-FMT：接受 CON 组 FMT

的小鼠；SD-FMT：接受 SD 组 FMT 的小鼠；SD+Mel-FMT：接受 SD+Mel 组 FMT 的小鼠。结

果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计

学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-3 Changes of different bacteria in colon of fecal bacteria transplant recipient mice. 

(A) Relative abundances of colonic microbiota at the phylum level in the three groups, (B) Relative 

abundances of gut microbiota at the genus level in the three groups, (C) Linear discriminant analysis 

effect size (LEfSe) was performed to identify the bacteria that are differentially represented between the 

different groups.(D-K) Relative abundance of p_Bacteroidota, p_Proteobacteria, 
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c_Gammaproteobacteria, g_Lachnospiraceae_NK4A136, g_Eubacterium_xylanophilum, 

g_Ruminococcus_1, g_A2 and g_Turicionas in the colon microbiota based on the LefSe results. Solid 

and dashed lines indicate the mean and median, respectively. CON-FMT: receiving CON group FMT 

mice; SD-FMT: receiving SD group FMT mice; SD+Mel-FMT: receiving SD+Mel group FMT mice. 

The result represents the mean ± standard error of the mean. Values not sharing a common superscript 

letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

1.3.4 粪菌移植不同受体小鼠间结肠菌群代谢物组成 

肠道微生物可以通过代谢产物影响宿主。因此，我们对 FMT 受体小鼠进行了代

谢组学分析。代谢物分析表明结肠内有 2260 个代谢物。Venn 图显示，不同的处理

组表现出不同的代谢物变化（图 4-4 A）。PCA 分析显示各组的微生物代谢产物组成

存在明显的聚类，SD+Mel-FMT 组与 CON-FMT 组的关系比 SD-FMT 组更接近（图

4-4 B）。为了进一步验证不同组样本之间的差异，我们采用 OPLS-DA 来实现这一目

标。结果表明，OPLS-DA 模型能较好地分离三个处理组。预测 OPLS-DA 模型的质

量参数值为[R2X（cum）= 0.587, R2Y（cum）= 0.474]，fitness [Q2（cum）= 

0.273]，表明模型具有良好的信度和可预测性（图 4-4 C-D）。根据统计学值，火山

图显示差异代谢物呈上升和下降趋势（P < 0.05，| log2FC| > 1）（图 4-4 E-G）。与

CON-FMT 组相比，SD-FMT 组有 547 个代谢产物表达上调，15 个代谢产物表达下

调。然而，与 SD-FMT 组相比，SD+Mel-FMT 组有 574 个代谢物增加，26 个代谢物

减少。 
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图 4-4 粪菌移植受体小鼠结肠内代谢物组成分析 

（A）Venn 分析，（B）主成分分析（PCA），（C）差异分组的正交偏最小二乘法判别分析

（OPLS-DA），（D）OPLS-DA 模型验证图，（E）CON-FMT 与 SD-FMT 组的代谢物火山图，

（F）CON-FMT 与 SD+Mel-FMT 组的代谢物火山图，（G）SD-FMT 与 SD+Mel-FMT 组的代谢

物火山图。CON-FMT：接受 CON 组 FMT 的小鼠；SD-FMT：接受 SD 组 FMT 的小鼠；

SD+Mel-FMT：接受 SD+Mel 组 FMT 的小鼠。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母

的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-4 Analysis of metabolite composition in the colon of fecal bacteria transplant recipient mice. 

(A) Venn analysis, (B) Principal component analysis (PCA), (C) Orthogonal partial least-squares 

discriminant analysis (OPLS-DA), (D) OPLS-DA validation plot, (E) Metabolite volcanic maps of 

CON-FMT and SD-FMT formations, (F) Metabolite volcanic map of CON-FMT and SD+Mel-FMT 

formations, (G) Metabolite volcanic map of SD-FMT and SD+Mel-FMT groups. CON-FMT: receiving 

CON group FMT mice; SD-FMT: receiving SD group FMT mice; SD+Mel-FMT: receiving SD+Mel 

group FMT mice. The result represents the mean ± standard error of the mean. Values not sharing a 

common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not differ 

significantly (P ≥ 0.05). 

1.3.5 粪菌移植不同受体小鼠间结肠菌群差异代谢物的变化 

此外，我们筛选了三组中 41 个变化最大的代谢物。与 SD-FMT 组相比，

SD+Mel-FMT 组的丁酸（P = 0.03）和 L-色氨酸（P = 0.02）含量显著增加。为了明
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确急性 SD 诱导的肠道菌群代谢物变化是否影响了宿主的信号通路，我们在 KEGG

分析中根据途径类型对差异代谢物的注释结果进行了分类，结果提示 SD-FMT 主要

受到影响的信号通路是：Oxidative phosphorylation、Biosynthesis of amino acids、

Fatty acid biosynthesis、Biotin metabolism 和 Tryptophan metabolism。 

图 4-5 粪菌移植受体小鼠结肠内差异代谢物分析 

（A）FMT 之后变化最为显著的 41 种代谢物制作的热图，（B）丁酸的相对含量，（C）L-色氨酸

的相对含量，（D）SD-FMT 与 SD+Mel-FMT 组的 KEGG 分析图，（E）CON-FMT 与 SD+Mel-

FMT 组的 KEGG 分析图，（F）CON-FMT 与 SD-FMT 组的 KEGG 分析图。CON-FMT：接受

CON 组 FMT 的小鼠；SD-FMT：接受 SD 组 FMT 的小鼠；SD+Mel-FMT：接受 SD+Mel 组

FMT 的小鼠。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字

母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-5 Analysis of differential metabolites in colon of fecal bacteria transplant recipient mice. 
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(A) Heat produced by 41 metabolites with the most significant changes after FMT, (B) KEGG analysis 

diagram of CON-FMT and SD-FMT groups, (C) KEGG analysis diagram of CON-FMT and SD+ Mel-

FMT groups, (D) KEGG analysis diagram of SD-FMT and SD+ Mel-FMT groups. CON-FMT: 

receiving CON group FMT mice; SD-FMT: receiving SD group FMT mice; SD+Mel-FMT: receiving 

SD+Mel group FMT mice. The result represents the mean ± standard error of the mean. Values not 

sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not 

differ significantly (P ≥ 0.05). 

1.2.6 抗生素添加对小鼠体内细菌的影响 

为了更好的研究粪菌移植对小鼠行为和功能的影响，我们采用抗生素处理小鼠达

到耗竭小鼠体内细菌的目的，从而构建类无菌小鼠模型。在连续 10 d 的抗生素处理

后定量粪便中的细菌含量，结果显示，与对照组相比，抗生素处理的小鼠粪便细菌显

著下降（通过每克粪便颗粒的菌落形成单位[CFU]测量, P < 0.05）。这一结果表明成功

构建类无菌小鼠模型（图 4-6 A-B）。 

图 4-6 抗生素处理对粪便颗粒的菌落形成单位的影响 

（A）CON 组和 Abx 组小鼠粪便培养细菌图；（B）CON 组和 Abx 组小鼠粪便颗粒的菌落形成

单位[CFU]。CON：对照组；Abs：抗生素处理组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标

字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-6 Effect of antibiotic treatment on colony forming units of fecal particles. 

(A) Fecal culture bacteria diagram of mice in CON and Abx groups, (B) Colony forming units of feces 

particles in CON and Abx groups [CFU]. CON: control group, Abs: antibiotic treatment group. The 

result represents the mean ± standard error of the mean. Values not sharing a common superscript letter 

differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

1.2.7 FMT 受体鼠认知功能的变化 

为了测试 Mel 对 SD 诱导的记忆损伤的神经保护作用是否取决于肠道菌群，我们

A BCON Abs
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将 CON、SD 组和 SD+Mel 组的粪便菌群移植到肠道菌群耗尽的小鼠中（经过 10 d 的

抗生素预处理），持续 2 周（图 4-7 A）。行为学结果显示，在平台存在时（图 4-7 B），

SD-FMT 组小鼠到达平台的潜伏期和总距离比 CON-FMT 组高 115.8%（P = 0.002, 图

4-7 D）和 143.3%（P = 0.002, 图 4-7 E）。而各组小鼠的运动速度没有显著差异（图 4-

7 F）。当撤去平台时（图 4-7 C），SD-FMT 组小鼠穿越目标象限的次数和在目标象限

停留的时间比 CON-FMT 组显著降低 55.2%（P = 0.005, 图 4-7 G）和 36.4%（P = 0.01, 

图 4-7 H）。此外，SD+Mel-FMT 组与 CON-FMT 组之间无显著性差异。而与 SD-FMT

组小鼠相比，SD+Mel-FMT 组小鼠并未表现出与 SD 供体鼠相似的认知损伤（图 4-7 

B-H）。 

图 4-7 肠道菌群介导 Mel 对急性 SD 引起的空间记忆损伤的神经保护作用 

（A）试验流程图，（B）空间记忆测试轨迹图（隐藏平台存在），（C）空间记忆测试轨迹图（隐

藏平台不存在），（D）到达平台的路径长度，（E）到达平台的逃避潜伏期，（F）到达平台的速

度，（G）在目标象限停留的时间，（H）进入目标象限的次数。CON-FMT：接受 CON 组 FMT

的小鼠；SD-FMT：接受 SD 组 FMT 的小鼠；SD+Mel-FMT：接受 SD+Mel 组 FMT 的小鼠；V-

FMT：酶溶剂组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；

同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 
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Fig. 4-7 The gut microbiota mediated the neuroprotective effect of Mel in spatial memory impairment 

induced by acute SD. 

(A) Schematic illustration of experimental design, (B) Track plot of spatial memory test (with hidden 

platform), (C) Track plot of spatial memory test(without hidden platform), (D) Latency to reach the 

platform, (E) Path length to reach the platform. (F) Path efficiency to reach the platform, (G) Time spent 

in the target zone, (H) Number of entries into the target zone. CON-FMT: receiving CON group FMT 

mice; SD-FMT: receiving SD group FMT mice; SD+Mel-FMT: receiving SD+Mel group FMT mice; V-

FMT: vehicle group. The result represents the mean ± standard error of the mean. Values not sharing a 

common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not differ 

significantly (P ≥ 0.05). 

同样的，我们也检测了小鼠的短期工作记忆能力。Y 迷宫结果显示，与 CON-FMT

组相比，SD-FMT 组的小鼠的自发交替行为百分比显著降低 22.7%（P < 0.001），表明

SD-FMT 组小鼠表现出短期工作记忆损伤。然而，与 SD-FMT 不同，SD+Mel-FMT 组

的小鼠并未表现出记忆的损伤，其自发交替行为百分比相对于 SD-FMT 组增加了

22.7%（P = 0.004）。 

图 4-8 肠道菌群介导 Mel 对急性 SD 引起的短期工作记忆损伤的神经保护作用 

（A）CON-FMT 组路径图；（B）SD-FMT 组路径图；（C）SD+Mel-FMT 组路径图；（D）V-

FMT 组路径图；（E）自发交替行为百分比。CON-FMT：接受 CON 组 FMT 的小鼠；SD-FMT：

接受 SD 组 FMT 的小鼠；SD+Mel-FMT：接受 SD+Mel 组 FMT 的小鼠；V-FMT：酶溶剂组。结

果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计

学意义（P ≥ 0.05）。 
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Fig. 4-8 The gut microbiota mediated the neuroprotective effect of Mel in short-working memory 

impairment induced by acute SD. 

(A) Track plot of CON-FMT group, (B) Track plot of SD-FMT group, (C) Track plot of SD+Mel-FMT 

group, (D) Track plot of V-FMT group. CON-FMT: receiving CON group FMT mice; SD-FMT: 

receiving SD group FMT mice; SD+Mel-FMT: receiving SD+Mel group FMT mice; V-FMT: vehicle 

group. The result represents the mean ± standard error of the mean. Values not sharing a common 

superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not differ significantly (P 

≥ 0.05). 

1.2.8 FMT 受体鼠血浆激素水平的变化 

我们之前的结果发现急性 SD 能够引起应激激素（NE 和 CORT）的升高，从而

证明应激模型建立成功。进一步我们探讨粪菌移植试验中，应激激素是否和前一部分

试验有类似的变化趋势？ELISA 试验结果显示，CON-FMT，SD-FMT、SD+Mel-FMT

组和 V-FMT 组之间的应激激素水平没有差异。同样的，血浆 Mel 的水平在各组间也

没有明显变化（P > 0.05）。这一结果提示粪菌移植的操作并没有引起小鼠的应激反应。 

图 4-9 粪菌移植处理后受体鼠血浆激素水平的变化 

（A）NE，（B）CORT，（C）Mel。CON-FMT：接受 CON 组 FMT 的小鼠；SD-FMT：接受 SD

组 FMT 的小鼠；SD+Mel-FMT：接受 SD+Mel 组 FMT 的小鼠；V-FMT：酶溶剂组。结果以

Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义

（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-9 Changes of plasma hormone levels in FMT Receptor mice. 

(A) NE, (B) CORT, (C) Mel. CON-FMT: receiving CON group FMT mice; SD-FMT: receiving SD 

group FMT mice; SD+Mel-FMT: receiving SD+Mel group FMT mice; V-FMT: vehicle group. The 
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result represents the mean ± standard error of the mean. Values not sharing a common superscript letter 

differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

1.2.9 FMT 受体鼠海马神经元铁死亡的变化 

肠道菌群介导了急性 SD 诱导的记忆损伤，这个过程是否有铁死亡的参与？因此

我们检测了铁代谢相关的指标，结果显示不同处理组的小鼠海马铁离子并未表现出大

量的蓄积，尤其是接受了 SD 菌群移植的小鼠，并没有表现出与急性 SD 小鼠相似的

海马神经元铁离子蓄积的情况（图 4-10 A-D）。铁转运蛋白的结果也显示，三个铁转

运蛋白（Tfr1，Dmt1 和 Fpn）在各组间的表达没有显著的差异（P > 0.05，图 4-10 E-

G）。以上结果说明接受 SD 粪菌移植的小鼠表现出的记忆损伤现象，可能并不是由于

神经元铁死亡造成的。 
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图 4-10 粪菌移植对小鼠海马神经元铁死亡的影响（铁代谢） 

（A）普鲁士蓝染色显示海马铁离子蓄积的照片。用 ImageJ 对铁离子染色结果进行处理。铁离

子被观察到为红色颗粒（比例尺为 50 μm），（B）海马 CA1 区，（C）海马 CA3 区，（D）海马

DG 区，（E-F）海马组织中铁转运蛋白 Tfr1，Dmt1 和 Fpn 的 mRNA 相对表达水平。CON-

FMT：接受 CON 组 FMT 的小鼠；SD-FMT：接受 SD 组 FMT 的小鼠；SD+Mel-FMT：接受

SD+Mel 组 FMT 的小鼠；V-FMT：酶溶剂组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母

的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-10 Effect of FMT on ferroptosis in hippocampal neurons of mice (Iron metabolism). 

(A) Micrographs depict iron labeling in mouse hippocampal sections. The iron-staining results were 

processed using ImageJ. Iron deposits were observed as red granules. Bar = 50 μm, (B) hippocampal 



中国农业大学博士学位论文 第四章 微生物肠脑轴在褪黑激素改善急性睡眠剥夺诱导的认知障碍中的作用 

 126 

CA1 areas, (C) hippocampal CA3 areas, (D) hippocampal DG areas, (E-F) Relative mRNA levels of 

iron transporter proteins Tfr1, Dmt1 and Fpn in the hippocampus. CON-FMT: receiving CON group 

FMT mice; SD-FMT: receiving SD group FMT mice; SD+Mel-FMT: receiving SD+Mel group FMT 

mice; V-FMT: vehicle group. The result represents the mean ± standard error of the mean. Values not 

sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not 

differ significantly (P ≥ 0.05).  

进一步我们检测了脂质代谢相关指标，有趣的是，与 CON-FMT 组相比，SD-FMT

组小鼠海马的抗氧化酶和总抗氧化水平 GSH-PX、CAT、SOD、GPX4 和 T-AOC 显著

下降了 61.6%（P = 0.004）、63.8%（P = 0.03）、49.9%（P < 0.001）、32.0%（P < 0.001）

和 56.3%（P = 0.014），而 MDA 的含量显著升高了 33.9%（P = 0.03）。而接受 SD+Mel-

FMT 粪菌移植的小鼠并没有表现出氧化损伤（P > 0.05），具体表现为与 SD-FMT 相

比，海马的抗氧化酶和总抗氧化水平 GSH-PX、CAT、SOD、GPX4 和 T-AOC 显著升

高了 78.7%（P > 0.05）、211.3%（P = 0.009）、101.4%（P < 0.001）、69.1%（P < 0.001）

和 89.8%（P = 0.047），而 MDA 的含量显著下降了 38%（P = 0.001）。以上结果表明

SD 诱导的紊乱菌群能够向受体传递氧化损伤，但并不影响受体小鼠海马铁代谢水平，

提示铁死亡可能并不是 SD-FMT 组小鼠出现记忆损伤的原因。 
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图 4-11 粪菌移植对小鼠海马神经元铁死亡的影响（脂质代谢） 

（A）GSH-PX，（B）CAT，（C）SOD，（D）GPX4，（E）T-AOC，（F）MDA。CON-FMT：接

受 CON 组 FMT 的小鼠；SD-FMT：接受 SD 组 FMT 的小鼠；SD+Mel-FMT：接受 SD+Mel 组

FMT 的小鼠；V-FMT：酶溶剂组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显

著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 
Fig. 4-11 Effect of FMT on ferroptosis in hippocampal neurons of mice (lipid metabolism). 

(A) GSH-PX, (B) CAT, (C) SOD, (D) GPX4. (E) T-AOC, (F) MDA. CON-FMT: receiving CON group 

FMT mice; SD-FMT: receiving SD group FMT mice; SD+Mel-FMT: receiving SD+Mel group FMT 

mice; V-FMT: vehicle group. The result represents the mean ± standard error of the mean. Values not 

sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not 

differ significantly (P ≥ 0.05). 

1.2.10 FMT 受体鼠海马神经炎症反应的变化 

Iba1 小胶质细胞免疫组织化学染色结果显示，与对照组相比，接受 SD 粪菌移植

的小鼠海马 CA1、CA3 和 DG 区中 Iba1 阳性细胞的 IOD 值分别增加 51.9%（P < 

0.001）, 27.6%（P = 0.01）和 32.3%（P = 0.002）。然而，接受 SD+Mel 粪菌移植的小

鼠海马 CA1、CA3 和 DG 区中 Iba1 阳性细胞的 IOD 值较 SD-FMT 组降低了 28.9 %

（P = 0.001）, 26.0 %（P = 0.002）和 31.5 %（P = 0.001）。接受 CON 和接受 SD+Mel

供体小鼠粪菌移植的小鼠之间没有统计学差异（P > 0.05）。以上结果表明 SD 小鼠的

粪便菌群能够引起受体小鼠海马小胶质细胞的过度活化，而 Mel 处理过的 SD 小鼠的
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粪菌菌群对受体小鼠没有影响（图 4-12 A-B）。 

如图 4-12 C-F 所示，结果表明与 CON-FMT 相比，SD-FMT 组小鼠海马的促炎因

子 IL-6 与 TNF-α 的水平显著上调了 36.5 %（P = 0.03）和 47.2 %（P = 0.01），而抑炎

因子 IL-4 与 IL-10 的水平分别降低了 44.0 %（P = 0.04）和 35.5 %（P < 0.001）。与此

相比，接受 SD+Mel 粪菌移植的小鼠海马组织并没表现出炎症细胞因子的失衡。数据

分析表明与 SD-FMT 组相比，SD+Mel-FMT 组海马组织促炎因子 IL-6 与 TNF-α 的水

平显著降低了 20.1%（P = 0.01）和 28.2%（P = 0.03），而抗炎因子 IL-4 与 IL-10 的水

平显著增加了 100.2 %（P = 0.03）和 31.3 %（P = 0.000）。以上结果表明，接受 Mel

处理的急性 SD 小鼠的粪便细菌并不会引起受体鼠海马神经炎症反应。 

图 4-12 粪菌移植对小鼠海马神经炎症的影响 

（A）不同试验组的海马小胶质细胞 Iba1 染色图像（比例尺为 50 μm），（B）海马 CA1，CA3

和 DG 区 Iba1 阳性细胞的 IOD 值，（C-D）海马组织炎症细胞因子的水平（TNF-α、IL-6、IL-4

和 IL-10）。CON-FMT：接受 CON 组 FMT 的小鼠；SD-FMT：接受 SD 组 FMT 的小鼠；

SD+Mel-FMT：接受 SD+Mel 组 FMT 的小鼠；V-FMT：酶溶剂组。结果以 Mean ± SEM 表

示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 
Fig. 4-12 Effect of FMT on neuroinflammation in hippocampus of mice. 

(A) Images of the Iba1-stained hippocampal microglia in the different experimental groups. Bar = 50 

μm. (B) IOD of Iba1-positive cells in the hippocampal CA1, CA3 and DG region. (C-F) The levels of 

cytokines (TNF-α, IL-6, IL-4 and IL-10) in the hippocampus. CON-FMT: receiving CON group FMT 

mice; SD-FMT: receiving SD group FMT mice; SD+Mel-FMT: receiving SD+Mel group FMT mice; V-

FMT: vehicle group. The result represents the mean ± standard error of the mean. Values not sharing a 

common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not differ 

significantly (P ≥ 0.05). 
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1.2.11 FMT 受体鼠海马神经元凋亡的变化 

如图所示，结果显示与 CON-FMT 组相比，SD-FMT 组海马 Cleaved caspase-3 和

Bax 表达量显著升高 86.3%（P = 0.001）和 99.4%（P = 0.001），而 Bcl-2 表达量降低

了 51.5%（P = 0.001）。然而，SD+Mel-FMT 组海马 Cleaved caspase-3 和 Bax 蛋白表

达量较 SD-FMT 组显著降低了 46.1%（P = 0.001）和 41.9%（P = 0.001），而 Bcl-2 的

表达量升高了 107.3%（P = 0.001）。以后结果表明，接受 SD 粪菌移植的受体鼠海马

出现细胞凋亡的现象，而接受 SD+Mel 粪菌移植的受体鼠海马并未观察到细胞凋亡的

发生。 

图 4-13 粪菌移植对小鼠海马神经元凋亡的影响 

（A）Western blot 蛋白印迹图，（B）海马组织中 Bcl-2 的相对蛋白水平，（C）海马组织中 Bax

的相对蛋白水平，（D）海马组织中 Cleaved caspase-3 的相对蛋白水平。CON-FMT：接受 CON

组 FMT 的小鼠；SD-FMT：接受 SD 组 FMT 的小鼠；SD+Mel-FMT：接受 SD+Mel 组 FMT 的

小鼠；V-FMT：酶溶剂组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 

0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-13 Effect of FMT on apoptosis in hippocampal neurons of mice. 

(A) Western blotting of apoptosis-related proteins expression, (B) Relative protein levels of Bcl-2 in the 

hippocampus, (C) Relative protein levels of Bax in the hippocampus, (D) Relative protein levels of 

Cleaved caspase-3 in the hippocampus. CON-FMT: receiving CON group FMT mice; SD-FMT: 

receiving SD group FMT mice; SD+Mel-FMT: receiving SD+Mel group FMT mice; V-FMT: vehicle 
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group. The result represents the mean ± standard error of the mean. Values not sharing a common 

superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not differ significantly (P 

≥ 0.05). 

1.4 讨论 

急性 SD 被认为是一种影响身体多个组织的应激源。我们前期的研究表明，外源

性 Mel 可以有效减轻急性 SD 引起的认知障碍（Wang et al., 2021a）。同时，我们还观

察到急性 SD 诱导肠道微生物群失调和肠道屏障损伤，补充 Mel 可缓解上述变化（Gao 

et al., 2019）。越来越多的研究表明，微生物失调在急性 SD 诱导的认知功能障碍的发

病机制中起重要作用（Wang et al., 2021a）。因此，我们建立 FMT 模型，进一步验证

肠道微生物在急性 SD 引起的记忆损伤中的作用。我们用抗生素处理小鼠，以消耗大

部分肠道菌群，便于后续粪便细菌的定植。将 CON 组、SD 组和 SD+Mel 组小鼠的粪

便细菌移植到受体小鼠体内。我们发现，具有“SD 微生物群”定植的受体小鼠在到达

平台的潜伏期和路径长度增加，进入目标区域的数量和时间减少，表明急性 SD 引起

的微生物失调可以传递认知障碍。与我们的发现相似，接受 PD 小鼠肠道菌群的小鼠

表现出胃肠道功能障碍和运动障碍。此外，在受体小鼠的 SN 中检测到多巴胺能神经

元的死亡（Zhao et al., 2021）。但有趣的是，SD+Mel 菌群定植的受体小鼠并没有表现

出明显的认知功能障碍，这进一步验证了 Mel 可以逆转 SD 诱导的肠道菌群失衡，改

善后的肠道菌群并不影响正常小鼠的记忆功能。这些结果表明，肠道微生物群的变化

和由此产生的有害症状是可以传递的。急性 SD 是一种应激源，会引起血浆应激激素

水平的升高。在移植 SD 小鼠粪便诱导记忆损伤的过程中，是肠道菌群发挥了介导作

用还是应激发挥了作用。我们发现不同组的受体小鼠的血浆应激激素（CORT 和 NE） 

没有显著的变化，而 Mel 也在各组间的变化没有差异。这就表明在 FMT 过程中，并

没有引起机体的应激反应。 

上一章的结果表明神经元的丢失引起了小鼠认知功能的障碍，那么铁死亡是否参

与其中呢？我们发现，在 SD-FMT 和 SD+Mel-FMT 小鼠的海马组织中均未观察到大

量铁离子的蓄积，铁转运蛋白也未表现出紊乱的状态，这就提示急性 SD 小鼠有害的

肠道菌群并不是通过引起神经元铁死亡而导致的认知功能障碍，可能有其他细胞死亡

方式参与其中。小胶质细胞的活化可介导神经炎症反应，引起神经元丢失和神经功能

障碍（Socodato et al., 2020）。我们发现，接受了“SD 微生物群”的受体小鼠在海马中

表现出 Iba1 阳性小胶质细胞的数量增加。小胶质细胞是驻留在大脑中的免疫细胞，

在神经炎症中发挥关键作用，在生理和病理条件下都是神经功能和认知的强有力的调

节因子。应激诱导的神经炎症过程中，促炎细胞因子的释放导致失活的小胶质细胞转

化为激活的吞噬状态。小胶质细胞虽然可以直接调节认知，但也可以分泌细胞因子等
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炎症介质影响认知（Li et al., 2020b）。我们发现 SD-FMT 受体小鼠海马组织中 TNF-α

和 IL-6 水平显著升高。进一步分析发现，促凋亡蛋白表达明显增加，凋亡蛋白表达

明显减少。最后，以海马体神经元死亡为特征的神经退化发生在海马体。与我们的结

果相似，帕金森模型鼠的粪菌移植给正常小鼠，能够激活 TLR4/Myd88 信号通路，激

活神经炎症反应，造成受体小鼠行为的损伤（Zhao et al., 2021）。以上结果表明急性

SD 鼠肠道菌群的移植，通过引起受体鼠海马神经炎症和凋亡的发生，从而导致神经

元的大量丢失，最终模拟了供体小鼠的认知功能障碍。 

1.5 小结 

接受急性 SD 小鼠粪菌移植的受体鼠表现出结肠肠道菌群的紊乱，具体表现为致

病菌的相对丰度增加而益生菌的相对丰度减少，并在海马组织观察到小胶质细胞过度

活化，神经炎症和凋亡的发生，从而导致神经元的大量丢失，最终模拟了供体小鼠的

认知功能障碍。而接受 SD+Mel 粪菌移植的受体小鼠并未表现出类似 SD 小鼠的损

伤。 

2. Aeromonas 代谢物 LPS 与小胶质细胞互作在褪黑激素改善急性睡眠剥

夺诱导小鼠认知障碍中的作用 

2.1 引言 

在肠脑轴的双向交流中，除了微生物分解产生的代谢物能作为信号分子传递信息

外，微生物本身的一些成分也能参与肠脑轴的调控中。我们的研究显示接受急性 SD

粪菌移植的受体鼠结肠中肠道菌群发生失调，主要表现为变形菌门（Proteobacteria）

及气单胞菌（Aeromonas）的相对丰度显著上调、多样性与丰富度减少，以及毛螺菌

（Lachnospiraceae_NK4A136_group）的相对丰度显著下调。在 UC 与 CD 患者中变形

菌门（Proteobacteria）的相对丰度显著上调，这一结果表明变形菌门（Proteobacteria）

的上调参与了结肠炎甚至全身炎症的进程（Matijašić et al., 2016）。变形菌门

（Proteobacteria），包含大多数的革兰氏阴性菌，其相对丰度的增加被视为肠道炎症的

标志之一（Dicker et al., 2021）。LPS 是革兰氏阴性菌胞壁的主要成分，能够引起肠道

炎症，甚至引起全身炎症反应。由菌群失调引发的肠道炎症会诱导促炎细胞因子的释

放，如 IL-1β、IL-6 和 TNF-α，及其他免疫因子，如果不加以控制，这些因子可能会

产生严重的肠道外后果（Agirman et al., 2021）。已经发表的研究和本文前部分的结果

都显示，肠道菌群稳态的改变能够影响到大脑的结构和功能。大脑中含有丰富的细胞

类型，不同的细胞在面对肠道动态变化的敏感度是不同的。一项研究发现将正常小鼠

和抗生素处理的小鼠前额叶皮层进行单细胞的测序，通过细胞的分选后发现差异基因
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主要在两种细胞亚群内聚集，分别是兴奋性神经元和小胶质细胞，这就表明小胶质细

胞能够更加敏锐的感受到肠道菌群的变化，并且能够对菌群的变化作出回应（Chu et 

al., 2021）。小胶质细胞是大脑中的固有免疫细胞，其对炎症相关的分子具有高度的敏

感性。炎症性肠病患者常伴有焦虑、抑郁症状，甚至产生认知功能受损，而 LPS 是

引发脑部炎症的关键介质。进入机体的 LPS 及循环中的促炎因子可以破坏上皮紧密

连接，损害 GVB 和 BBB 的完整性，肠道通透性增加或肠漏，加上中枢神经系统屏障

的破坏，为肠腔源性分子、毒素和病原体到达脑实质，激活局部免疫细胞和触发神经

炎症提供了通道（Carloni et al., 2021）。因此我们猜测，LPS 可能作为急性 SD 的信号

分子，促进小鼠认知功能的损伤，而其可能将小胶质细胞作为其作用的靶细胞。 

TLR 在先天免疫反应中起着重要的作用，是参与非特异性免疫的一类重要蛋白

分子，其中 TLR4 作为“门户”蛋白启动机体的炎症链式反应。在脑损伤和神经变性中

起关键作用。小胶质细胞通过 TLR4 调节神经元活性，TLR4 在炎性状态下被激活后，

经 MyD88 启动下游 NF-κB 或 MAPK/ERK 信号转导途径，激活相关蛋白，促使促炎

因子 TNF-α、IL-1β、IL-6 大量分泌，发挥强有力致炎作用（Wei et al., 2020）。在帕金

森模型下，FMT 将炎症信号传递给受体小鼠，LPS 通过激活 TLR4/MyD88/NF-κB 信

号通路，导致了小鼠行为障碍（Zhao et al., 2021）。我们的研究证实急性 SD 能够引起

神经炎症的发生，表现出小胶质细胞的激活和促炎因子的增加。研究发现睡眠不足人

群的粪菌能够引起无菌小鼠海马小胶质细胞的活化及后续的神经炎症反应，其机制是

LPS与其TLR4受体结合，激活了NF-κB通路，最终导致了小鼠认知功能的损伤（Wang 

et al., 2021a）。但尚不清楚，在急性 SD 模型下，小胶质细胞和神经元之间的关系以及

Mel 在其中发挥的作用。 

因此，我们在已有的急性 SD 模型和 FMT 试验下，建立了气单胞菌 Aeromonas 

veronii 定植试验和 LPS 添加试验，探究急性 SD 模型及外源性 Mel 的干预下，小胶

质细胞和神经元之间的关系。 

2.2 材料与方法 

2.2.1 试验动物的处理 

共有 140 只 8 周龄雄性小鼠（ICR, 维通利华，北京） 饲养于 35 个鼠笼（4 只/

笼），温度为 21 ± 1°C，相对湿度为 50 ±10%，光照制度为光暗比 14:10（每天上午 7:00

开始给光）。小鼠可自由采食与饮水。所有的小鼠在适应一周之后，随机等分为 7 个

组并用于 2 个试验：（1）Aeromonas veronii（A.veronii）定植试验：CON（对照组）；

Aero（A.veronii 定植组）与 A-Mel（A.veronii 定植+Mel 干预组）；（2）LPS 处理试验：

LPS 添加组（LPS）、LPS 添加+褪黑激素干预组（LPS+Mel）、LPS 添加+TAK-242（TLR4
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拮抗剂）干预组（LPS+TAK-242）与酶溶剂对照组（CON）。所有小鼠适应一周。 

（1）Aeromonas veronii 定植试验：Aero 组和 A+Mel 组小鼠给予含抗生素的饮用

水（与 FMT 受体小鼠的抗生素治疗一致）10 d。抗生素处理后，Aero 与 A+Mel 两组

小鼠在早上 8 点通过灌胃给予含有 108 CFU 的 A.veronii 的 0.1 mL 的 PBS 溶液，在此

操作 1 h 前，通过腹腔注射给予 A+Mel 组小鼠 20 mg/kg 的 Mel。 

（2）LPS 处理试验：将 LPS 溶于 DMSO 并配置为 2 mg/kg 的浓度；TAK-242

（TLR4 拮抗剂）配置成 150 mg/kg 的终浓度。适应期结束之后，LPS+Mel 与

LPS+TAK-242 组小鼠在早上 7:00 连续 3 d 分别腹腔注射 Mel（20 mg/kg）与 TAK-242

（150 mg/kg）。1 h 之后，LPS、LPS+Mel 与 LPS+TAK-24 组小鼠分别腹腔注射 LPS

（2 mg/kg）。 

2.2.2 试验动物的取材 

A.veronii 定植试验组和 LPS 处理试验组中未进行行为学检测的小鼠在试验结束

后，于次日早上 8:00 进行取材。采用 1%的戊巴比妥钠溶液对每只小鼠进行麻醉，并

立即进行小鼠断颈处死。每组 6 只小鼠的鼠脑用 4%多聚甲醛固定。同组的剩余 6 只

小鼠取出双侧海马，立即放入液氮速冻半小时再转移至-80 ℃冰箱用于 ELISA、qRT-

PCR、Western blot 和抗氧化试剂盒检测。 

2.2.3 主要的仪器设备 

荧光定量 PCR 仪（LightCycler®480，RocheAppliedScience，德国）、低温高速离

心机（5248 型，Eppendorf，德国）、微型离心机（Mini-6K，杭州奥盛仪器有限公司，

杭州）、电泳仪（伯乐生命医学产品有限公司，上海）、组织匀浆机（JXFSTPRP-24，

上海净信实业发展有限公司，上海）、电热鼓风干燥箱（101-A，北京市永光明医疗仪

器厂，中国）、石蜡切片机（LEICA，RM2235 型，德国）、生物组织包埋机（BM-VI）、

光学显微镜（Olympus，BX51 型，日本）、图像采集系统（Olympus，DP72 型，日本）、

高速台式离心机（TG16-WS，湘仪，湖南）、酶标仪（BLO-RAD，550 型，美国）、二

氧化碳培养箱（MCO-17AC，三洋，日本）、超净工作台（哈尔滨东联电子技术开发

有限公司）等。 

2.2.4 试验药品及试剂 

DMEM（SH30023.01B，HyClone，北京）、胎牛血清（11012-8611，浙江天杭生

物 科技股份有限公司，浙江）、青链霉素混合液 100×（P1400，北京索莱宝科技有限

公司， 北京）、山羊抗兔 IgG（CW0156S，康为世纪生物科技有限公司，江苏）、0.25% 
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Trypsin（T1350，北京索莱宝科技有限公司，北京）、TRNzol Reagent TRIzon 总 RNA

提取试剂（CW0580A，康为世纪生物技术有限公司，江苏）、2 ×Fast qPCR Mix（SYBR 

Green I）（TSE202，北京擎科新业生物技术有限公司，北京）、脱脂奶粉（中国伊利）、

BCA 蛋白定量试剂盒（CW0014）、RIPA 裂解液（CW2333）、蛋白酶抑制剂（CW2200）、

SDS-PAGE 上样缓冲液（CW0027）、苏木精、盐酸酒精分色液、脱脂奶粉（中国伊利）、

辣根过氧化物酶标记的链酶卵白素（CW0116S，康为世纪生物科技有限公司，江苏）、

2 %戊巴比妥钠溶液、0.05 M TBS、LPS 检测试剂盒（JL20691, 上海江莱武汉云克隆）、

LPS（27840; Sigma, St. Louis, MO）、Aeromonas veronii（CVCC3700）（27840; Sigma, 

St. Louis, MO）、Mel（M5250; Sigma, St. Louis, MO, 美国）、菌群 DNA 提取试剂盒

（MoBio, 12988-10, 美国）、TNF-α、IL-6、IL-4 和 IL-10 ELISA 试剂盒（SCA133Mu、

SEA563Mu、C90033Mu 和 SEA056Mu，武汉云克隆技术有限公司，武汉）。兔抗小鼠

Iba1 单克隆抗体（ab178846，abcam，美国）、兔抗小鼠 β-actin 单克隆抗体、兔抗 TLR4

多克隆抗体（ab13556，abcam，美国）、兔抗小鼠 HDAC3 多克隆抗体（ab32369，abcam，

美国）、兔抗鼠 p-P65 单克隆抗体（ab76302，abcam，美国）、兔抗鼠 p-IκB 单克隆抗

体（ab133462，abcam，美国）、TAK-242（TLR4 的拮抗剂, Beyotime, China）、PDTC

（NF-κB 的拮抗剂；MCE，New Jersey，USA）、ITSA-1（HDAC3 的激动剂；MCE，

New Jersey，USA）、AZD3965（MCT1 的抑制剂；MCE，New Jersey，USA） 

2.2.5 莫里斯水迷宫 

A.veronii 定植试验组的莫里斯水迷宫检测与 FMT 试验相同，在细菌定植结束后

进行行为学的检测；而 LPS 处理试验组的莫里斯水迷宫检测与急性 SD 试验相同，在

LPS 处理前先进行为期 5 d 的行为学训练，之后再进行 3 d 的 LPS 处理，紧接着进行

行为学的检测。其他行为学的操作过程与第二章什么相似。 

2.2.6 免疫组织化学染色 

试验步骤同第二章第三节 3.2.7。兔抗小鼠 Iba1 的稀释比例是 1:1000。 

2.2.7 Western blot 

试验操作同第三章第一节，兔抗小鼠 TLR4、HDAC3、p-IκB、p-P65 和 Cleaved 

caspase-3 的抗体浓度都为 1:1000，β-actin 多克隆抗体的浓度为 1:8000。Western blot

以 β-actin 为内参，目的蛋白的相对表达量为目的蛋白水平/β-actin 蛋白水平。 

2.2.8 qRT-PCR 
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试验步骤同第二章第一节 1.2.8。结肠内容物中 Aeromonas 的 mRNA 相对含量

的检测。Aeromonas 的上下游引物为:AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 与 

GGCTACCTTGTTACGACTT。 

2.2.9 ELISA 测定海马炎症细胞因子（TNF-α、IL-6、IL-4 和 IL-10）的含量 

试验步骤同第二章第三节 3.2.8。 

2.2.10 ELISA 测定海马 LPS 含量 

2.2.10.1 标准品的稀释与加样 

标准品制备：将 0.5 mL 的标准品稀释液加入标准品中，轻轻晃动使其混匀，此

时瓶内标准品的浓度为 1000 ng/mL。准备 5 个 1.5 mL 的 EP 管，向每个 EP 管中加入

600 μL 的标准品稀释液，依次 3 倍稀释成 1000 ng/mL, 333.33 ng/mL, 111.11 ng/mL, 

37.04 ng/mL, 12.35 ng/mL，标准品稀释液（0 ng/mL）直接作为空白孔。 

2.2.10.2 试验步骤 

（1）样品加样：一共设置三类检测孔，包括标准孔、待测样品孔、空白孔。将

上述配制好的标准品加入孔中。空白孔加 25 μL 标准品稀释液，将待测样品加入其余

孔内，然后立即向每个孔内加入 25 μL 的检测工作液 A，轻轻晃动使其混匀，在此过

程中避免起泡的产生，盖上覆膜后放入 37 oC 温箱内孵育 1 h； 

（2）将孔内的液体轻轻甩干； 

（3）配制检测工作液 B，然后将其加入孔内，加上覆膜，37 oC 温箱内孵育 30 

min； 

（4）弃去孔内液体，甩干，洗板 5 次，方法同步骤 2。 

（5）每孔加底物溶液 50 μL，酶标板加上覆膜，在 37oC 温箱内显色（反应时间

控制在 10～20 min，不要超过 30 min。当观察到后三个标准孔出现明显的梯度蓝色，

前三孔颜色不明显时，即可停止显色）。 

（6）将终止溶液 25 μL 加入孔内，终止反应，此时蓝色立转黄色。按照样品加

样的顺序加入底物溶液，液体加入后轻轻晃动使其混匀。 

（7）显色结束后立即用酶标仪在在 450 nm 波长测量各孔的光密度（OD 值）。 

（8）数据处理：利用标准品与样本的 OD 值作图并计算各样品浓度。标准品的

浓度为纵坐标，OD 值为横坐标绘制标准曲线并得出公式，将各样品的 OD 值代入该

公式中，得出样品的浓度，若样品稀释，则乘以稀释倍数，得数即为实际浓度。 
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2.2.11 细胞培养 

2.2.11.1 细胞株 

小鼠小胶质细胞 BV2，液氮保存。 

2.2.11.2 细胞复苏 

（1）从液氮内将冻存的细胞快速取出并立即放在 37 °C 温箱中晃动，使其快速

复温溶解。 

（2）将复苏后的细胞吸入 4 mL 的离心管中，用封口膜封住放入离心机中离心，

1000 rpm，4 °C，5 min。 

（3）采用 10 cm 的培养皿培养复苏后的细胞，向培养皿中加入 10 mL 的完全培

养基，将离心好的细胞上清液倒掉，用完全培养基将沉淀的细胞重悬，缓慢轻柔的将

细胞吹打散开，并将其转移至刚才倒好的培养皿中。在显微镜下观察培养皿中的细胞

是否均匀的分布在培养皿中，避免形成大的细胞团块影响细胞生长。后放入 37 °C，

5% CO2 培养箱中培养。 

2.2.11.3 细胞传代 

（1）细胞培养 36 h～48 h 后，待细胞密度达到 80%后停止培养； 

（2）半贴壁细胞会附着瓶底，但贴壁不紧，轻轻吸取培养基轻轻吹打细胞面就

会脱落，不需要胰酶消化。 

（3）轻轻吸走培养上清，留 2～3 ml 培养基轻轻吹打细胞面吹下细胞； 

（4）混匀细胞，收集细胞培养基，900 rpm 离心 3～5 min，弃上清； 

（5）加新的完全培养基轻轻重悬细胞，均匀分到新的培养瓶里； 

（6）补足完全培养基，将培养瓶放回培养箱静置培养； 

2.2.11.4 细胞冻存 

选择状态好并且长满的细胞进行冻存，离心获得细胞沉淀后，加配置好的冻存液

轻轻重悬细胞；将细胞悬液尽快移入已经做好标记的冻存管；将冻存管转入程序冻存

盒，放入-80 °C 冰箱过夜，第二天转入液氮保存。 

冻存液配制比例：92%FBS+8%DMSO。 

2.2.11.5 细胞计数和培养 

（1）将离心后的细胞沉淀重悬后进行细胞计数与分盘试验。将细胞分别以 1× 105
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个/mL 和 5 × 106 个/mL 的密度培养至 96 孔板和 12 孔板中。这两种孔板的细胞进行

分组：CON 组、LPS 组、LPS+Mel 组、LPS+Mel+TAK-242 组、LPS+Mel+ AZD3965

（MCT1 抑制剂）组、LPS+Mel+ITSA-1（HDAC3 激动剂） 组和 LPS+Mel+PDTC（NF-

κB 拮抗剂）组。 

（2）将分盘好的各组细胞放入培养箱中培养 6 h，待细胞完全贴壁后倒掉上清，

换成同等体积的基础培养基，再继续放入培养箱中培养。 

（3）12 h 后，向 LPS+Mel+TAK-242 组、LPS+Mel+ AZD3965 组、LPS+Mel+ 

ITSA-1 组和 LPS+Mel+PDTC 组细胞中加入 10 mM TAK-242、2 μM AZD3965、5 μM 

ITSA-1 和 5 nM PDTC，随后将加药后的细胞放入培养箱中继续培养 30 min。 

（4）培养 30 min 后，LPS+Mel 组、LPS+Mel+TAK-242 组、LPS+Mel+ AZD3965

组、LPS+Mel+ ITSA-1 组和 LPS+Mel+PDTC 细胞加入 2 μM Mel，随后将加药后的细

胞放入培养箱中继续培养 30 min。 

（5）培养 30 min 后，CON 组、LPS 组、LPS+Mel 组、LPS+Mel+TAK-242 组、

LPS+Mel+AZD3965 组、LPS+Mel+ ITSA-1 组和 LPS+Mel+PDTC 组细胞加入 1 μM 

LPS，同时向 CON 组细胞加入等量的 DMSO，随后将加药后的细胞放入培养中继续

培养。 

（6）培养 12 h 后，从培养箱中取出细胞，96 孔板的细胞用于 ROS 检测与 MTT

的检测；12 孔板的细胞收集起来后进行 ROS 荧光成像检测、Western blot、抗氧化水

平检测与 qRT-PCR 试验检测。 

2.2.11.6 条件培养基 

将所有细胞分为以下组：CON 组、LPS 组、LPS+Mel 组、LPS+Mel+TAK-242 组、

LPS+Mel+AZD3965 组、LPS+Mel+ ITSA-1 组和 LPS+Mel+PDTC 组。添加完药物 12 

h 后，收集每组细胞的上清液形成条件培养基，用该培养基培养 HT22 细胞，用来模

拟体内的环境。 

2.2.12 数据分析 

使用 GraphPad Prism version 9（GraphPad Software, La Jolla, CA, United States）进

行数据分析并表示为平均值±标准误（SEM），组间差异采用单因素方差分析（one-

way ANOVA）和 Tukey 的多重比较检验进行分析。P 值 < 0.05 认为有统计学意义。 

2.3 结果 

2.3.1 急性 SD 及 Mel 干预对小鼠海马 LPS 含量的影响 



中国农业大学博士学位论文 第四章 微生物肠脑轴在褪黑激素改善急性睡眠剥夺诱导的认知障碍中的作用 

 138 

进一步我们检测了急性 SD 和 Mel 干预以及 FMT 处理后小鼠海马中 LPS 的含

量。具体地，急性 SD 组和 SD-FMT 组小鼠大脑 LPS 的含量相较于各自的对照组显

著升高 62.5%（P = 0.002, 图 4-14 B）和 56.8 %（P = 0.014, 图 4-14 D），而 Mel 的干

预以及干预后的粪菌移植都降低了脑中过高的 LPS 含量。此外，我们也观察到相较

于 CON-FMT 组，SD-FMT 组 Proteobacteria 和 Aeramonas 的相对丰度升高（图 4-14 

A, C）。此外 Aeramonas 与 LPS 的含量呈显著正相关（图 4-14 E）。因此我们推测急性

SD 通过诱导肠道菌群 Aeramonas 及其胞壁成分 LPS 进而引起小鼠认知功能障碍。 

图 4-14 急性 SD 及 Mel 干预对小鼠海马 LPS 含量的影响 

（A）粪菌移植受体小鼠结肠 Proteobacteria 的相对丰度，（B）CON、SD 和 SD+Mel 组海马 LPS

的含量，（C）粪菌移植受体小鼠结肠 Aeramonas 的相对丰度，（D）粪菌移植受体小鼠海马 LPS

的含量，（E）Aeramonas 和 LPS 的相关性。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的

值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 
Fig. 4-14 The effects of acute SD and Mel intervention on LPS content in hippocampus of mice. 

(A) The relative abundance of Proteobacteria in the colon of FMT recipient mice, (B) The content of 

LPS in CON, SD and SD+Mel groups, (C) The relative abundance of Aeramonas in the colon of FMT 

recipient mice, (D) The content of LPS in the hippocampus of FMT recipient mice, (E) Correlation 

between Aeramonas and LPS, The result represents the mean ± standard error of the mean., and there 

was no significant difference between the values of the same superscript letters (P < 0.05). There was no 

significant difference in the same letter group (P ≥ 0.05). 
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2.3.2 Mel 改善 A. veronii 定植引起的小鼠认知功能障碍 

为了验证 Aeromonas 相对丰度的升高在急性 SD 诱导的记忆损伤中的作用，我们

建立了 A.veronii 定殖小鼠模型（图 4-15 A）。结果显示，与对照组相比，Aero 组小鼠

到达平台的时间和距离都显著增加了 72.3%（P < 0.001, 图 4-15 D）和 70.3%（P < 

0.001, 图 4-15 E），而在目标象限停留的时间和穿越平台的次数显著降低了 42.2%（P 

= 0.001, 图 4-15 G）和 57.7%（P = 0.006, 图 4-15 H）。这部分结果表明 A.veronii 的定

植引起了小鼠空间记忆能力的损伤。然而，给予 A.veronii 定植小鼠补充 20 mg/kg Mel

后，上述的行为损伤得到了一定程度的恢复，具体的，与 Aero 组相比，A+Mel 组小

鼠到达平台的时间和距离显著降低了 74.7%（P < 0.001, 图 4-15 D）和 76%（P < 0.001, 

图 4-15 E），而在目标象限停留的时间和穿越平台的次数显著降低了 63.0%（P = 0.003, 

图 4-15 G）和 127.3%（P = 0.01, 图 4-15 H）。这些结果表明 Mel 能够改善 A.veronii

定植引起的小鼠认知功能障碍。 
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图 4-15 A. veronii 定植及 Mel 干预对小鼠认知功能的影响 

（A）试验流程图，（B）空间记忆测试轨迹图（隐藏平台存在），（C）空间记忆测试的轨迹图

（隐藏平台不存在），（D）到达平台的逃避潜伏期，（E）到达平台的路径长度，（F）到达平台

的速度，（G）在目标象限停留的时间，（H）进入目标象限的次数。CON：对照组；Aero：

A.veronii 定植组；A+Mel：A.veronii 定植+Mel 干预组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相

同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-15 The effects of A. veronii colonization and Mel supplementation on the cognitive function of 

mice. 

(A) Experimental flow chart, (B) Track plot of spatial memory test(with hidden platform), (C) Track 

plot of spatial memory test (without hidden platform), (D) Latency to reach the platform, (E) Path 

length to reach the platform, (F) Path velocity to reach the platform, (G) Time spent in the target zone, 

(H) Number of entries into the target zone. CON: control group, Aero：A.veronii colonization group, 

A+ Mel: A.veronii colonization + melatonin. The result represents the mean ± standard error of the 

mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the 

same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

2.3.3 Mel 改善 A. veronii 定植引起的小鼠海马神经炎症反应 
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结果显示，A. veronii 定植之后，与对照组相比，海马 CA1、CA3 和 DG 区中 Iba1

阳性细胞的 IOD 值分别增加 23.1%（P = 0.017）, 23.9%（P = 0.026）和 22.4%（P = 

0.023）。然而给 A. veronii 定植小鼠补充 Mel 后，Iba1 阳性细胞的 IOD 值显著降低了

16.1%（P = 0.04）, 19.6%（P = 0.024）和 24.8%（P = 0.003）（图 4-16 B），Mel 补充

组与对照组无统计学差异（P > 0.05）。紧接着，与 CON 相比，Aero 组小鼠海马的促

炎因子 IL-6 与 TNF-α 的水平显著上调了 69.4%（P < 0.001, 图 4-16 E）和 25.0%（P 

= 0.045, 图 4-16 D），而抑炎因子 IL-4 与 IL-10 的水平分别降低了 65.5 %（P = 0.002, 

图 4-16 F）和 54.4%（P < 0.001, 图 4-16 G）。然而，给予 A. veronii 定植小鼠补充 Mel

后，上述炎症细胞因子失衡的现象得到恢复。以上两个结果共同表明 Mel 能够改善 A. 

veronii 定植诱导的海马神经炎症反应。 

图 4-16 A. veronii 定植及 Mel 干预对小鼠海马神经炎症的影响 

（A）不同试验组的海马小胶质细胞 Iba1 染色图像（比例尺为 50 μm），（B）海马 CA1，CA3

和 DG 区 Iba1 阳性细胞的 IOD 值，（C）海马 LPS 的含量，（D-G）海马组织炎症细胞因子的水

平（TNF-α、IL-6、IL-4 和 IL-10）。CON：对照组；Aero：A.veronii 定植组；A+Mel：A.veronii

定植+Mel 干预组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；

同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-16 The effects of A. veronii colonization and Mel intervention on hippocampal 

neuroinflammation in mice. 
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(A) Images of the Iba1-stained hippocampal microglia in the different experimental groups. Bar = 50 

μm, (B) IOD of Iba1-positive cells in the hippocampal CA1, CA3 and DG region, (C) LPS contents in 

hippocampus, (D-G) The levels of cytokines (TNF-α, IL-6, IL-4 and IL-10) in the hippocampus. CON: 

control group, Aero：A.veronii colonization group, A+ Mel: A.veronii colonization + melatonin. The 

result represents the mean ± standard error of the mean. Values not sharing a common superscript letter 

differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

2.3.4 Mel 改善 A. veronii 定植引起的小鼠海马神经元凋亡及机制 

紧接着，我们探讨了引起小鼠认知损伤的具体机制。结果显示与对照组相比，

A.veronii 定植引起了海马 TLR4、HDAC3、p-IκB 和 p-P65 蛋白表达的上调（图 4-17 

A-D），分别升高了 46.8%（P = 0.005）、96.9%（P < 0.001）、73.9%（P = 0.005）和 83.5%

（P = 0.002），此外凋亡蛋白 Cleaved caspase-3 的蛋白表达也显著升高了 54.8%（P = 

0.004, 图 4-17 E）。然而，给予 A.veronii 定植小鼠补充 Mel 后逆转了上述蛋白的表达

情况，具体表现为与 Aero 组相比，A+Mel 组小鼠海马 TLR4、HDAC3、p-IκB、p-P65

和 Cleaved caspase-3 的表达量分别降低了 34.3%（P = 0.003）、46.3%（P < 0.001）、

47.7%（P = 0.002）、46.7%（P = 0.002）和 44.9%（P < 0.001）。 

图 4-17 A. veronii 定植及 Mel 干预对海马信号通路蛋白的影响 

（A）TLR4 的相对蛋白水平，（B）HDAC3 的相对蛋白水平，（C）p-IκB 的相对蛋白水平，

（D）p-P65 的相对蛋白水平，（E）Cleaved caspase-3 的相对蛋白水平。CON：对照组；Aero：
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A.veronii 定植组；A+Mel：A.veronii 定植+Mel 干预组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同

上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-17 The effects of A. veronii colonization and Mel supplementation on the hippocampal signaling 

pathway proteins. 

(A) Relative protein levels of TLR4, (B) Relative protein levels of HDAC3, (C) Relative protein levels 

of p-IκB, (D) Relative protein levels of p-P65, (E) Relative protein levels of Cleaved caspase-3. CON: 

control group, Aero：A.veronii colonization group, A+ Mel: A.veronii colonization + melatonin. The 

result represents the mean ± standard error of the mean. Values not sharing a common superscript letter 

differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

2.3.5 Mel 改善 LPS 引起的小鼠认知功能障碍 

紧接着，我们利用 LPS 处理模型探讨 LPS 是否能作为信号分子介导急性 SD 对

认知功能的损伤作用（图 4-18 A）。与对照组相比，LPS 组小鼠到达平台的时间和距

离都显著增加了 230.3%（P < 0.001, 图 4-18 D）和 189.1%（P < 0.001, 图 4-18 E），

而在目标象限停留的时间和穿越平台的次数显著降低了 32.8%（P = 0.04, 图 4-18 G）

和 53.6%（P = 0.005, 图 4-18 H）。然而，给予 LPS 处理小鼠补充 Mel 后，上述的行

为损伤得到了一定程度的恢复，具体的，与 LPS 组相比，LPS+Mel 组小鼠到达平台

的时间和距离都显著增加了 55.2%（P < 0.001, 图 4-18 D）和 51.1%（P = 0.002, 图 4-

18 E），而在目标象限停留的时间和穿越平台的次数显著增加了 82.3%（P = 0.001, 图

4-18 G）和 161.5%（P = 0.001, 图 4-18 H）。而给予 LPS 小鼠补充 TAK-242（TLR4 拮

抗剂）后表现出与 Mel 类似的改善效果。这些结果表明 Mel 能够改善 LPS 处理引起

的小鼠认知功能障碍。 
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图 4-18 LPS 处理及 Mel 干预对小鼠认知功能的影响 

（A）试验流程图，（B）空间记忆测试轨迹图（隐藏平台存在），（C）空间记忆测试的轨迹图

（移去隐藏平台），（D）到达平台的逃避潜伏期，（E）到达平台的路径长度，（F）到达平台的

速度，（G）在目标区域花费的时间，（H）进入目标区域的次数。CON：对照组；LPS：LPS 处

理组；LPS+Mel：LPS 处理 + Mel 干预组；LPS+TAK-242：LPS 处理 + TAK-242 干预组。结果

以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学

意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-18 The effects of LPS treatment and Mel supplementation on the cognitive function of mice. 

(A) Experimental flow chart, (B) Track plot of spatial memory test (with hidden platform), (C) Track 

plot of spatial memory test (without hidden platform), (D) Latency to reach the platform, (E) Path 

length to reach the platform, (F) Path velocity to reach the platform,, (G) Time spent in the target zone, 

(H) Number of entries into the target zone. CON: control group, LPS：LPS group, LPS+ Mel: LPS + 

melatonin, LPS+ TAK-242: LPS + TAK-242. The result represents the mean ± standard error of the 

mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the 

same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

2.3.6 Mel 改善 LPS 引起的小鼠海马神经炎症反应 

结果显示，LPS 处理之后，与对照组相比，海马 CA1、CA3 和 DG 区中 Iba1 阳

性细胞的 IOD 值分别增加 29.5%（P = 0.001）, 34.5%（P = 0.001）和 27.0 %（P = 
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0.003）。然而给 LPS 处理小鼠补充 Mel 后，Iba1 阳性细胞的 IOD 值显著降低了 19.8%

（P = 0.027）, 14.7 %（P = 0.019）和 14.4 %（P = 0.034），Mel 补充组与对照组无统

计学差异（P > 0.05）（图 4-19 A-B）。紧接着，与 CON 相比，LPS 处理组小鼠海马的

LPS 水平显著升高了 66.6%（P = 0.013, 图 4-19 C），促炎因子 IL-6 与 TNF-α 的水平

显著上调了 42.0%（P < 0.001, 图 4-19 E）和 54.4%（P = 0.001, 图 4-19 D），而抑炎

因子 IL-4 与 IL-10 的水平分别降低 63.0%（P < 0.001, 图 4-19 F）和 57.8%（P < 0.001, 

图 4-19 G）。然而，给予 LPS 处理小鼠补充 Mel 后，上述炎症细胞因子失衡的现象得

到恢复。以上结果共同表明 Mel 能够改善 LPS 处理诱导的海马神经炎症反应。 

图 4-19 LPS 及 Mel 干预对小鼠海马神经炎症的影响 

（A）不同试验组的海马小胶质细胞 Iba1 染色图像（比例尺为 50 μm），（B）海马 CA1，CA3

和 DG 区 Iba1 阳性细胞的 IOD 值，（C）海马 LPS 的含量，（D-G）海马组织炎症细胞因子的水

平（TNF-α、IL-6、IL-4 和 IL-10）。CON：对照组；LPS：LPS 处理组；LPS+Mel：LPS 处理 

+Mel 干预组；LPS+TAK-242：LPS 处理 + TAK-242 干预组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有

相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-19 The effects of LPS treatment and Mel supplementation on the hippocampal 

neuroinflammation of mice. 

(A) Images of the Iba1-stained hippocampal microglia in the different experimental groups. Bar = 50 

μm, (B) IOD of Iba1-positive cells in the hippocampal CA1, CA3 and DG region, (C) LPS contents in 

hippocampus, (D-G) The levels of cytokines (TNF-α, IL-6, IL-4 and IL-10) in the hippocampus. CON: 

control group, LPS：LPS group, LPS+ Mel: LPS + melatonin, LPS+ TAK-242: LPS + TAK-242. The 
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result represents the mean ± standard error of the mean. Values not sharing a common superscript letter 

differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

2.3.7 Mel 改善 LPS 引起的小鼠海马神经元凋亡及机制 

紧接着，我们探讨了引起小鼠认知损伤的具体机制。结果显示与对照组相比，LPS

处理引起了海马 TLR4、HDAC3、p-IκB 和 p-P65 蛋白表达的上调（图 4-20 A-D），分

别升高了 65.6%（P = 0.001）、88.2%（P < 0.001）、70.3%（P < 0.001）和 48.0%（P = 

0.007），此外凋亡蛋白 Cleaved caspase-3 的蛋白表达也显著升高了 86.0%（P < 0.001, 

图 4-20 E）。然而，给予 LPS 处理小鼠补充 Mel 后逆转了上述蛋白的表达情况。而给

予 LPS 小鼠补充 TAK-242（TLR4 拮抗剂）具有了 Mel 类似的改善作用。以上结果表

明 LPS 通过 TLR4/HDAC3/NFκB 信号通路引起海马神经元凋亡的发生，最终导致小

鼠认知功能的障碍。 

图 4-20 LPS 处理及 Mel 干预对小鼠海马信号通路蛋白的影响 

（A）TLR4 的相对蛋白水平，（B）HDAC3 的相对蛋白水平，（C）p-IκB 的相对蛋白水平，

（D）p-P65 的相对蛋白水平，（E）Cleaved caspase-3 的相对蛋白水平。CON：对照组；LPS：

LPS 处理组；LPS+Mel：LPS 处理+Mel 干预组；LPS+TAK-242：LPS 处理 + TAK-242 干预组。

结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计

学意义（P ≥ 0.05）。 
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Fig. 4-20 The effects of LPS treatment and Mel supplementation on the hippocampal signaling pathway 

proteins. 

(A) Relative protein levels of TLR4, (B) Relative protein levels of HDAC3, (C) Relative protein levels 

of p-IκB, (D) Relative protein levels of p-P65, (E) Relative protein levels of Cleaved caspase-3. CON: 

control group, LPS：LPS group, LPS+ Mel: LPS + melatonin, LPS+ TAK-242: LPS + TAK-242. The 

result represents the mean ± standard error of the mean. Values not sharing a common superscript letter 

differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

2.3.8 丁酸改善 LPS 引起的 BV2 细胞的过度活化 

为了研究代谢产物 LPS 或丁酸在 Mel 改善急性 SD 引起的认知障碍中的作用，

我们用 LPS 处理 BV2 细胞模拟神经炎症，并添加丁酸干预（图 4-21 A）。如预期的那

样，LPS 暴露于 BV2 细胞导致 TNF-α（283.8%, P < 0.001, 图 4-21 B）和 IL-6（288.7%, 

P < 0.001, 图 4-21 C）分泌增加，IL-4（57.8%, P = 0.001, 图 4-21 D）和 IL-10（35.0%, 

P < 0.001, 图 4-21 E）分泌减少。此外，与对照组相比，LPS 显著诱导 BV2 细胞 HDAC3

蛋白（68.5%，P < 0.001, 图 4-21 F）、p-IκB 蛋白（51.4%, P = 0.001, 图 4-21 G）和 p-

P65 蛋白（98.7%, P < 0.001, 图 4-21 H）的相对表达水平升高。此外，我们采用小胶

质细胞条件培养基来评估丁酸对小胶质细胞毒性的缓解是否参与了神经细胞的存活。

将 LPS 诱导的 BV2 小胶质细胞中提取的条件培养基添加到 HT22 细胞中。结果显示，

LPS 处理的条件培养基引起 HT22 细胞明显凋亡，表现为 Cleaved caspase-3 水平上调

（42.9%, P = 0.002, 图 4-21 I）。而丁酸预处理能有效地逆转这些由脂多糖引起的变

化。相反，在 TAK-242 治疗后，我们观察到与 LPS 组相比，HDAC3 蛋白（27.2%，

P < 0.001, 图 4-21 F）、p-IκB 蛋白（33.2%，P = 0.002, 图 4-21 G）和 p-P65（36.7%, P 

= 0.02, 图 4-21 H）下调。此外，我们的结果表明，与 LPS+丁酸酯处理组相比，AZD3965

可上调 LPS+丁酸处理组细胞 HDAC3 蛋白（47.4%, P < 0.001, 图 4-21 F）、p-IκB 蛋白

（54.3%, P < 0.001, 图 4-21 G）和 p-P65（92.1%, P < 0.001, 图 4-21 H）的表达。此

外，与 LPS+丁酸组相比，ITSA-1 处理后，我们观察到 p-IκB 蛋白（34.8%，P = 0.04, 

图 4-21 G）和 p-P65（88.7%, P < 0.001, 图 4-21 H）表达上调，但这并不影响 HDAC3

蛋白的表达水平。而 PDTC 处理的改善效果与丁酸盐相似。 
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图 4-21 丁酸对 LPS 诱导的 BV2 细胞通路蛋白的影响 

（A）细胞试验模式图，（B）TNF-α，（C）IL-6，（D）IL-4，（E）IL-10，（F）HDAC3 的相对蛋

白水平，（G）p-IκB 的相对蛋白水平，（H）p-P65 的相对蛋白水平，（I）Cleaved caspase-3 的相

对蛋白水平。TAK-242：TLR4 的拮抗剂，AZD3965：MCT1 的抑制剂，ITSA-1：HDAC3 的激

动剂，PDTC：NF-κB 的拮抗剂。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著

（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-21 The effects of butyrate on LPS-induced pathway proteins in BV2 cells. 

(A) Cell experiment model diagram, (B) TNF-α, (C) IL-6, (D) IL-4, (E) IL-10, (F) Relative protein 

levels of HDAC3, (G) Relative protein levels of p-IκB, (H) Relative protein levels of p-P65, (I) Relative 

protein levels of Cleaved caspase-3. TAK-242: TLR4 antagonist, AZD3965: MCT1 inhibitor, ITSA-1: 

HDAC3 agonist, PDTC: NF-κB antagonist. The result represents the mean ± standard error of the mean. 

Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter 

do not differ significantly (P ≥ 0.05). 
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2.4 讨论 

我们上一阶段的研究发现，接受急性 SD 粪菌移植的受体鼠结肠中变形菌门

（Proteobacteria）显著上调，而 CON 组和 SD+Mel-FMT 组该菌的相对丰度没有差异。

本实验室之前的研究也证明急性 SD 小鼠结肠中 Proteobacteria 及气单胞菌

（Aeromonas）的相对丰度显著上调。此外我们也靶向检测了结肠内容物中 Aeromonas

的相对丰度，其显著高于 CON 组和 SD+Mel-FMT 组。而 Proteobacteria 包含了大部

分革兰氏阴性菌，与机体炎症反应的加剧密切相关，并且其胞壁成分 LPS 被证明可

以穿过肠道屏障，进入全身循环，通过刺激血脑屏障的通透性进入大脑实质，引起神

经炎症。因此我们推测， Aeromonas 可能介导急性 SD 诱导的小鼠认知障碍。结果表

明，A. veronii 定植小鼠表现出认知功能的损伤，且大脑中 LPS 的含量显著升高。进

一步的检测发现海马组织中神经炎症反应增加，表现为小胶质细胞的活化、促炎细胞

因子的增多和抑炎细胞因子的降低，且细胞凋亡水平增加。而外源性 Mel 的添加能改

善上述指标的变化。Aeromonas 作为革兰氏阴性菌，主要通过其胞壁成分 LPS 来调控

机体炎症的发生。为了进一步确认肠脑轴中有害信号分子的介导作用，我们建立了

LPS 处理小鼠模型。结果显示 LPS 的处理导致了小鼠认知功能的损伤，并且在大脑

中观察到了 LPS 含量的显著升高。与我们的结果相似，接受睡眠不足人群粪菌移植

的小鼠大脑中也检测高水平的 LPS。在菌群失调的情况下，LPS 破坏肠道屏障的稳定

性进入全身循环，一方面通过血液循环到达机体多个组织，另一方面可激活免疫细胞

释放大量的炎症因子，加剧全身炎症的发生。而进入循环的 LPS 以及释放的炎症因

子会破坏 BBB 的稳定性，增加其通透性进而穿过 BBB 进入大脑实质。在大脑实质

中，小胶质细胞作为固有免疫细胞，其上表达的 TLR4 受体特异性接受 LPS 的刺激，

启动下游 NF-κB 通路，促进小胶质细胞的活化和炎症因子的分泌，最终影响周边神

经元的正常状态和功能。结果显示，A. veronii 定植小鼠和 LPS 处理小鼠海马细胞中

TLR4、p-P65 和 p-IκB 的表达水平显著升高，而外源性 Mel 的补充有效的逆转了上述

蛋白的变化。此外我们也观察了凋亡蛋白 Cleaved caspase-3 增加。这些结果表明，急

性 SD 通过引起 Aeromonas 的相对丰度增加及脑中 LPS 含量的升高，从而加剧了神

经炎症的发生，最终导致海马组织细胞凋亡水平的增加。 

小胶质细胞作为大脑中的先天免疫细胞，是调节大脑免疫反应的十字路口（Borst

等人，2021 年）。LPS 进入大脑后，与小胶质细胞上的 TLR4 受体结合，通过 MyD88

启动下游的 IκB/NF-κB 或 MAPK/ERK 信号转导通路，激活相关蛋白，促进促炎因子

TNF-α 和 IL-6 大量分泌，产生强烈的炎症作用。在大脑中，一方面丁酸可以通过转

运体穿过细胞膜进入细胞，通过抑制组蛋白去乙酰化酶发挥抗炎作用。另一方面，它

可以通过与受体结合并激活下游信号通路来发挥抗炎作用。研究表明，MCT1 转运蛋
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白在小胶质细胞上广泛表达，而 GPRs 受体未在小胶质细胞上表达。因此，我们推测

与炎症密切相关的两种代谢物丁酸和 LPS 可能利用小胶质细胞作为靶细胞调控大脑

的炎症反应。我们用 LPS 处理 BV2 细胞，结果显示，与对照组 HT22 细胞相比，经

LPS 处理的 BV2 细胞培养液处理后，促炎细胞因子分泌增加，抗炎细胞因子分泌减

少，HDAC3、p-IκB 和 p-P65 含量增加。Cleaved caspase-3 蛋白表达的增加提示细胞

凋亡的发生，而丁酸能逆转 LPS 诱导的上述变化。进一步，我们发现添加 TAK-242

和 PDTC 模拟了丁酸对 LPS 诱导的 BV2 细胞炎症反应的改善作用，而添加 AZD3965

和 ITSA-1 阻断了丁酸的保护作用。 

2.5 小结 

综上，外源性 Mel 通过下调气单胞菌 Aeromonas 及其代谢物 LPS 的含量并上调

毛 螺 菌 Lachnospiraceae_NK4A13 及 其 代 谢 物 丁 酸 的 含 量 ， 抑 制

TLR4/Myd88/HDAC3/NFκB 信号通路，缓解小胶质细胞过度活化，神经炎症反应和凋

亡的发生，最终改善小鼠认知功能障碍。 

3. 褪黑激素驱动 Lachnospiraceae_NK4A136 及其代谢物丁酸改善急性睡

眠剥夺诱导的小鼠认知功能障碍 

3.1 引言 

上一节中，我们的研究结果已经证实了肠道菌群的紊乱能够介导急性 SD 诱导的

记 忆 损 伤 ， 而 Mel 通 过 恢 复 紊 乱 的 菌 群 ， 包 括 上 调 益 生 菌 毛 螺 菌

（Lachnospiraceae_NK4A136）的相对丰度及下调致病菌气单胞菌（Aeromonas）的相

对丰度，进而改善急性 SD 诱导的小鼠认知功能障碍。代谢产物作为信号分子，参与

了 肠 道 菌 群 对 机 体 多 个 组 织 细 胞 的 调 控 作 用 。 其 中 ， 

Lachnospiraceae_NK4A136_group 是产丁酸的主要菌群，Mel 是否通过丁酸发挥改善

作用尚不清楚。肠道中产生 SCFAs 的优势菌门即拟杆菌门（Bacteroidetes）和厚壁菌

门（Firmicutes）均可以产生丁酸，分别占肠道菌群总量的 20%和 60%左右，而变形

菌门（Proteobacteria）和放线菌门（Actinobacteria）产生的 SCFAs 含量相对较少，分

别为 5%～10%和 3%。产生的 SCFAs 部分通过单羧酸转运蛋白被结肠细胞快速吸收，

经过一系列的氧化反应，最终以 ATP 的形式为细胞提供能量。而在结肠细胞中未被

代谢的 SCFAs 通过基底外侧膜进入肝脏的门静脉循环，为肝细胞能量代谢提供底物。

SCFAs 也参与肝细胞中葡萄糖、胆固醇和脂肪酸的生物合成。经过以上代谢，剩余的

SCFAs 通过血液循环到达全身。SCFAs 可通过免疫、内分泌、迷走神经和其他体液途

径直接或间接影响肠-脑通讯来影响脑功能。 
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研究发现，SCFAs 可以进入循环系统，并向大脑发出信号（Lee et al., 2020）。在

脑内，SCFAs 可以通过两种不同的转运体穿透细胞膜，即质子偶联单羧酸转运体 1

（MCT1/SLC16A1）和钠偶联单羧酸转运体 1（SMCT1/SLC5A8）（Morais et al., 2021; 

Wang et al., 2020）。SCFAs 还通过抑制组蛋白去乙酰化酶对宿主生理产生直接影响

（Parada Venegas et al., 2019）。另外，SCFAs 还可以通过至少三种不同的 GPCRs 激活

信号通路 GPR41、GPR43 和 GPR109（Zhang et al., 2021b）。研究表明，SCFAs 主要

通过内皮细胞，然后通过转运体通过血脑屏障，而神经元主要通过受体通路对 SCFAs

的刺激作出反应（Gasaly et al., 2021）。SCFAs 通过调节肠道和其他器官的炎症，在膳

食纤维和肠道微生物群的有益作用中发挥重要作用。事实上，SCFAs 可能通过减少免

疫细胞的迁移和增殖、降低细胞因子水平和诱导细胞凋亡来抑制炎症，但血液或组织

中短链脂肪酸浓度的显著变化也会导致免疫和代谢失衡。因此，维持正常代谢和预防

和治疗疾病需要适当浓度的 SCFAs。既往研究发现，SCFAs 可通过影响小胶质细胞的

形态和功能来影响神经炎症，从而可能影响精神障碍的情绪、认知和病理生理

（Needham et al., 2020）。然而，SCFAs 调控如何影响神经元功能尚不完全清楚。 

本研究进一步探讨了肠道微生物群代谢产物丁酸对 Mel 改善急性 SD 诱导的认

知障碍的作用。这项研究旨在阐明在使用外源性 Mel 或丁酸补充的急性 SD 小鼠模型

中，丁酸介导 Mel 减轻急性 SD 诱发的认知障碍的作用，以及利用体内与体外试验探

讨丁酸介导的 Mel 缓解急性 SD 诱发的认知障碍的信号传导途径。 

3.2 材料与方法 

3.2.1 试验动物的处理 

共有 120 只 8 周龄雄性小鼠（ICR, 维通利华，北京）饲养于 20 个鼠笼（6 只/

笼），温度为 21 ± 1°C，相对湿度为 50 ±10%，光照制度为光暗比 14:10（每天上午 7:00

开始给光）。小鼠可自由采食与饮水。所有的小鼠在适应一周之后，随机等分为 6 个

组:睡眠剥夺组（SD）、睡眠剥夺+抗生素处理组（SD+Abs）、睡眠剥夺+褪黑激素干预

组（SD+Mel）、睡眠剥夺+抗生素+褪黑激素干预组（SD+Abs+Mel）、睡眠剥夺+抗生

素+丁酸干预组（SD+Abs+Butyrate） 与酶溶剂对照组（CON）。仍采用多平台水箱进

行急性 SD。 

基于前人研究和我们的前期研究基础，我们将 Mel 溶于 20 μL 的无水乙醇中并根

据每只小鼠 40 g 体重配成最后的使用浓度再稀释在 0.1 mL 的生理盐水中通过腹腔注

射给予小鼠体内。对照组小鼠等量注射酶溶剂（20 μL 的无水乙醇稀释于 0.1 mL 的生

理盐水，CON 组）；SD 处理的小鼠在急性 SD 60 min 前即早上 7:00 连续三天腹腔注

射 20 mg/kg（SD+Mel 组）。为了耗尽肠道微生物，SD+Abs、SD+Abs+Mel 与
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SD+Abs+Butyrate 组中的小鼠连续 10 d（适应期 7 d+SD 3 d）在其饮水中添加 1 g/kg 

氨苄青霉素、100 mg/kg 庆大霉素、0.5 g/kg 新霉素、0.5 g/kg 万古霉素与 10 mg/kg 红

霉素。SD+Abs+Butyrate 组小鼠在急性 SD 期间的每天早上 7:00 通过灌胃给予小鼠 40 

mM 丁酸。 

3.2.2 试验动物的取材 

72 只未进行行为学检测的小鼠在连续 72 h SD 后于早上 8:00 进行取材，采用 1%

的戊巴比妥钠溶液对每只小鼠进行麻醉，并立即进行小鼠断颈处死。每组 6 只小鼠的

鼠脑用 4%多聚甲醛固定用于后续组织学检测。同组的剩余 6 只小鼠取出双侧海马，

立即放入液氮速冻 30 min 再转移至-80℃冰箱用于免疫组化检测、qRT-PCR 检测、

Western blot 检测和 ELISA 检测。 

3.2.3 主要仪器设备 

莫里斯水迷宫（XR-XM101，上海欣软，中国）、Y 迷宫（XR-XY1032，上海欣

软，中国）、旷场实验（XR-XM101，上海欣软，中国）、SuperMaze 动物行为学视频

分析系统（XR-Xmaze，上海欣软，中国）、石蜡切片机（LEICA，RM2235 型，德国）、

生物组织包埋机（BM-VI）、光学显微镜（Olympus，BX51 型，日本）、图像采集系统

（Olympus，DP72 型，日本）电热鼓风干燥箱（101-A，北京市永光明医疗仪器厂，

中国）、高速台式离心机（TG16-WS，湘仪，湖南）、荧光定量 PCR 仪（Light Cycler 

® 480，Roche Applied Science，德国）、低温高速离心机（5248 型，Eppendorf，德国）、

微型离心机（Mini-6K，杭州奥盛仪器有限公司，杭州）、酶标仪（BLO-RAD，550 型，

美国）、电泳仪（伯乐生命医学产品有限公司，上海）、组织匀浆机（JXFSTPRP-24，

上海净信实业发展有限公司，上海）、电热鼓风干燥箱（101-A，北京市永光明医疗仪

器厂，中国）、脑立体定位仪（ALCBIO，上海）、 

3.2.4 试验药品及试剂 

褪黑激素（M5250;sigma）、辣根过氧化物酶标记的链酶卵白素（CW0116S，康为

世纪生物科技有限公司，江苏）、苏木精、盐酸酒精分色液、TRNzol Reagent TRIzon 

总 RNA 提取试剂（CW0580A，康为世纪生物技术有限公司，江苏）、反转录试剂盒

（Thermo Fisher Scientific, Boston, USA）、山羊抗兔 IgG（CW0156S，康为世纪生物

科技有限公司，江苏）、脱脂奶粉（中国伊利）、BCA 蛋白定量试剂盒（CW0014）、

RIPA 裂解液（CW2333）、蛋白酶抑制剂（CW2200）、SDS-PAGE 上样缓冲液（CW0027）、

SDS-PAGE Loading Buffer（5×）（CW0027），均购自江苏康为世纪生物科技有限公
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司、山羊抗兔 IgG（CW0156S，康为世纪生物科技有限公司，江苏）、DMEM

（SH30023.01B，HyClone，北京）、胎牛血清（11012-8611，浙江天杭生物 科技股份

有限公司，浙江）、青链霉素混合液 100×（P1400，北京索莱宝科技有限公司，北京）、

0.25% Trypsin（T1350，北京索莱宝科技有限公司，北京）。 

3.2.5 莫里斯水迷宫 

试验步骤同第二章第二节 2.2.4。 

3.2.6 ELISA 测定血浆中 NE、CORT 和 Mel 的含量 

试验步骤同第二章第一节 1.2.5。 

3.2.7 ELISA 测定海马炎症细胞因子（IL-6、TNF-α、IL-4 和 IL-10）的含量 

试验步骤同第二章第三节 3.2.8。 

3.2.8 qRT-PCR 

试验步骤同第二章第一节 2.1.2.9。检测不同处理组海马组织 Gpr41、Gpr43 和

Gpr109a 的 mRNA 相对表达量。 

3.2.9 Western blot 

试验操作同第三章第一节，兔抗小鼠 Cleaved caspase-3、Bax、Bcl-2、p-IκB 和 p-

P65 多克隆抗体浓度都为 1:1000，β-actin 多克隆抗体的浓度为 1:8000。Western blot

以 β-actin 为内参，目的蛋白的相对表达量为目的蛋白水平/β-actin 蛋白水平。 

3.2.10 改良的普鲁士蓝染色 

试验步骤同第三章第一节 1.2.5。 

3.2.11 免疫组织化学染色 

试验步骤同第二章第三节 3.2.6。兔抗小鼠 Iba1 单克隆抗体的稀释比例是 1:1000，

兔抗小鼠 GPR109A 多克隆抗体的稀释比例是 1:200。 

3.2.12 抗氧化物酶 SOD 与 MDA 的检测 

试验步骤同第三章第一节 1.2.8。 
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3.2.13 SCFAs 的检测 

（1）称取 0.3 g 的新鲜小鼠的粪便，并吸取 1 mL 去离子水，于 12,000 r/min 条

件下离心 10 min，随后收集 1 mL 的上清液，并加入 100 μL 的浓盐酸，充分混匀后吸

入 5 mL 乙醚，并充分混匀，且常温下萃取 20 min，于 3500 r/min 条件下离心 10 min，

吸取上层有机相转移至另一管中，加入 500 μL 1M NaOH，并充分混匀，且常温下萃

取 20 min，于 3500 r/min 条件下离心 10 min，随即收集下层水相，并加入 100 μL 的

浓 HCl，充分混匀，最后将所得样品经 0.22 μm 滤膜过滤后进行高效液相色谱分析。 

（2）流动相配制:流动相 A 即为 0.025 %的磷酸水溶液，pH 为 2.8，流动相 B 即

为乙腈，利用 0.22 μm 滤膜将这两种流动相过滤以除去不溶物，再经超声脱气后备用。 

（3）检测条件:流动相 A 与 B 的比例为 95:5，流速为 1.0 mL/min，检测波长为

210 nm，柱温为 30 °C，进样量为 20 μL。 

（4）短链脂肪酸标准曲线的建立:称取准确的乙酸、丙酸、丁酸标准品，并利用

容量瓶分别配制成浓度为 1 μM、10 μM、20 μM、40μM、50 μM、100 μM、200 μM 

与 400 μM 的标准溶液，并以标准酸浓度为横坐标，峰面积为纵坐标建立标准曲线。 

3.2.14 小鼠 HT22 细胞 GPR109A siRNA 干扰 

3.2.14.1 HT22 细胞转染效率的验证 

使用 5’端标记 FAM 的 Negative control siRNA（FAM-NC-siRNA）进行转染，验

证 HT22 细胞的转染效率，HT22 细胞接种在 12 孔板培养过夜，待细胞长满至 80%左

右。在第一天时用 Lipofectamine 3000 转染试剂将 FAM-NC-siRNA 转染入细胞。操作

步骤如下: 

（1）更换完全培养基为转染培养基，1.6 mL/孔; 

（2）配置 Lip3000/siRNA 工作液:A 液用 200 μL DMEM 培养基稀释 80 pmol 的

FAM-NC-siRNA，B 液另用 200 μLDMEM 培养基稀释 4 μL Lipofectamine 3000，将 A

液和 B 液均匀混合，静置 20 min。 

（3）每孔添加 Lip3000/siRNA 工作液 400 μL，轻柔混匀，培养基总体积为 2 mL/

孔。后于 37 oC，5% CO2，培养细胞 48 h，后进行 DAPI（1μg/mL）染色，荧光显微

镜下观察并拍照。 

3.2.14.2 HT22 细胞 GPR109A siRNA 干扰 

由上海吉玛公司设计并合成干扰内源性 GPR109A 的 siRNA，以及阴性对照 

siRNA 序列如表 4-1。 
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表 4-1 siRNA 序列 

      Tab. 4-1 SiRNA sequences. 

siRNA Sense（5’-3’） Antisense（5’-3’） 

Gpr109a-mus-231 

Gpr109a -mus-640 

Gpr109a -mus-905 

Negative Control 

CCACCUCAAGUCCUGGAAATT 

GCUAUGUUCCUCUUGGAAUTT 

CCCUUAGCUUUACCUACAUTT 

UUCUCCGAACGUGUCACGUTT 

CCACCUCAAGUCCUGGAAATT 

AUUCCAAGAGGAACAUAGCTT 

AUGUAGGUAAAGCUAAGGGTT 

ACGUGACACGUUCGGAGAATT 

在第一天时进行 siRNA 转染。将 HT22 细胞分为空白组（Blank）、干扰阴性对照

组（si-NC）、Gpr109a-231 干扰组（si- Gpr109a -231）、Gpr109a -640 干扰组（si- Gpr109a 

-640）和 Gpr109a-905 干扰组（si- Gpr109a-905）其中 Blank 组仅更换 2 mL 转染培养

基，而 si-NC、si-Gpr109a-231、si- Gpr109a -640 和 si- Gpr109a -905 组分别进行 Negative 

Control、Gpr109a-mus-231、Gpr109a-mus-640 和 Gpr109a-mus-905 的转染，转染操作

如下： 

（1）更换完全培养基为转染培养基，1.6 mL/孔; 

（2）配置 Lip3000/siRNA 工作液:A 液用 200 μL DMEM 培养基稀释 80 pmol 的

siRNA，B 液另用 200 μL DMEM 培养基稀释 4 μL Lipofectamine 3000，将 A 液和 B 

液均匀混合，静置 20 min。 

（3）每孔添加 Lip3000/siRNA 工作液 400 μL，轻柔混匀，培养基总体积为 2 mL/

孔。 

转染完成后于 37.5oC，5% CO2，培养 48 h。 

3.2.15 MTT 试验 

试验步骤同 1.2.9.6。 

3.2.16 LDH 试验 

（1） 粗酶液提取：先收集细胞到离心管内，离心后弃上清；按照细胞数量（104

个）：提取液体积（mL）为 500~1000:1 的比例，超声波破碎细胞（冰浴，功率 200 W，

超声 3 s，间隔 10 s，重复 30 次）；8000 g 4oC，离心 10 min，取上清，置冰上待测。 
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（2） 按照下表配置试剂 

试剂名称 测定管（μL） 对照管（μL） 标准管（μL） 

待测样本 

标准液 

试剂一 

试剂二 

蒸馏水 

 

试剂三 

 

试剂四 

10 

- 

50 

10 

- 

充分混匀 

50 

充分混匀 

150 

10 

- 

50 

- 

10 

37°C 标准水浴 15 min 

50 

37°C 标准水浴 15 min 

150 

- 

10 

50 

- 

1- 

 

50 

 

150 

充分混匀，室温静置 3 min，取 200 μL 转移至微量玻璃比色皿或在 96 孔板中，

450 nm 下测定吸光度，计算 ΔA=A 测定管- A 对照管。每个测定管需要设一个对照。

根据标准管测定值和浓度做标准曲线，y 为标准品浓度，μmol/mL；x 为对吸光度（减

去浓度为 0 的标准管的 OD 值）。 

（3） LDH 活力单位计算: 

单位的定义：每 1 万个细胞每分钟催化产生 1 nmol 丙酮酸定义为一个酶活力单 

位。 

LDH（U/104 cell） = y×V 样÷（500÷V 样总×V 样）÷T×103=0.133×y 

V 样:反应体系中加入的样本体积，10 μL=0.01 mL；V 样总：加入的提取液体积，

1 mL；T：反应时间，15 min；Cpr：蛋白质浓度，mg/mL；W：样品质量，g；500：

细胞总数，500 万；103：1 μmol/mL=103 nmol/mL。 

3.2.17 数据分析 

使用 GraphPad Prism version 9（GraphPad Software, La Jolla, CA, United States）进

行数据分析并表示为平均值±标准误（SEM），组间差异采用单因素方差分析（one-

way ANOVA）和 Tukey 的多重比较检验进行分析。P 值 < 0.05 认为有统计学意义。 
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3.3 结果 

3.3.1 FMT 处理组丁酸与行为学的相关性分析 

进一步我们检测 FMT 处理后小鼠粪便中短链脂肪酸的含量。具体地，与 CON-

FMT 相比，SD-FMT 组小鼠粪便丁酸含量显著降低 58.9 %（P < 0.001, 图 4-22 D）；

与此相反的是，接受 SD+Mel 粪便移植的小鼠的粪便丁酸含量较 SD-FMT 组升高了

146.8 %（P < 0.001），并与 CON-FMT 组没有显著性差异（P > 0.05）。然而，另外两

个短链脂肪酸（乙酸和丙酸）在三个处理组间并没有统计学差异。这一结果提示 FMT

过程中受体小鼠认知功能的变化，微生物代谢产物丁酸可能参与其中。因此我们对丁

酸和小鼠的行为学指标进行相关性分析。结果显示，丁酸与小鼠到达平台的逃避潜伏

期和总距离呈现负相关性，而与小鼠穿越平台的次数和停留时间呈正相关性。这一结

果表明，FMT 过程中丁酸与认知功能之间存在密切的相关性。因此我们推测急性 SD

通过诱导肠道菌群代谢物的改变尤其是丁酸含量的降低影响小鼠的认知功能。 
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图 4-22 粪菌移植对小鼠粪便短链脂肪酸含量的影响 

（A）相关性分析，（B）粪便乙酸的含量，（C）粪便丙酸的含量，（D）粪便丁酸的含量，（E）

丁酸和逃避潜伏期的相关性，（F）丁酸和达到平台的距离的相关性；（G）丁酸和穿越平台的次

数的相关性；（H）丁酸和目标象限停留时间的相关性。CON-FMT：接受 CON 组 FMT 的小

鼠；SD-FMT：接受 SD 组 FMT 的小鼠；SD+Mel-FMT：接受 SD+Mel 组 FMT 的小鼠；V-

FMT：酶溶剂组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；

同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-22 Effect of FMT on the contents of short chain fatty acids in feces of mice. 

(A) Correlation analysis, (B) Acetate content in feces, (C) Propionate content in feces, (D) Butyrate 

content in feces, (E) Correlation between latency to reach the platform and butyrate level, (F) 

Correlation between path length to reach the platform and butyrate level, (G) Correlation between 

number of entries in the target zone and butyrate level, (H) Correlation between time spent in the target 

zone and butyrate level. CON-FMT: receiving CON group FMT mice; SD-FMT: receiving SD group 

FMT mice; SD+Mel-FMT: receiving SD+Mel group FMT mice; V-FMT: vehicle group. The result 
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represents the mean ± standard error of the mean. Values not sharing a common superscript letter differ 

significantly at P < 0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

3.3.2 Mel 或丁酸的补充改善急性 SD 诱导的小鼠记忆损伤 

为了研究丁酸能否介导 Mel 改善急性 SD 诱导的小鼠认知功能障碍，我们观察了

CON、SD、SD+Mel、SD+Abs、SD+Abs+Mel 和 SD+Abs+butyrate 组小鼠在平台存在

或不存在时的行为变化（图 4-23 A）。结果显示，与 CON 组相比，SD 组和 SD+Abs

组小鼠均出现空间记忆障碍，具体表现为到达平台的距离和逃避潜伏期均显著增加，

但是在目标象限停留的时间和穿越平台的次数显著降低（P < 0.05）。与之相反，Mel

的补充逆转了急性 SD 诱导的空间记忆障碍的变化。SD+Mel 组、SD+Abs+Mel 组和

CON 组在到达平台的距离和逃避潜伏期、目标象限停留的时间和穿越平台的次数上

没有统计学差异（P > 0.05）。与 Mel 补充相似，给予急性 SD 小鼠补充丁酸能够改善

急性 SD 诱导的小鼠认知功能障碍（P < 0.05）。SD+Abs+Butyrate 组与 CON 组之间的

所有参数均无显著差异（P > 0.05）。此外，各组间的运动速度也无统计学差异（P > 

0.05）。因此，丁酸添加试验表明，丁酸盐作为肠道菌群信号分子，可能介导 Mel 在

SD 所致认知障碍中的改善作用。 
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图 4-23 Mel 或丁酸添加对急性 SD 小鼠空间记忆能力的影响 

（A）试验流程图，（B）空间记忆测试轨迹图（隐藏平台存在），（C）到达平台的逃避潜伏期，

（D）到达平台的路径长度，（E）到达平台的运动速度，（F）空间记忆测试轨迹图（隐藏平台

不存在），（G）进入目标象限的条目数，（H）在目标象限停留的时间。CON：对照组；SD：睡

眠剥夺组；SD+Mel：睡眠剥夺+ Mel 干预组; SD+Abs：抗生素+睡眠剥夺处理组；

SD+Abs+Mel：抗生素+睡眠剥夺+ Mel 干预组; SD+Abs+Butyrate：抗生素+睡眠剥夺+丁酸干预

组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异

无统计学意义（P ≥ 0.05）。 
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Fig. 4-23 The effects of Mel or butyrate supplementations on acute SD-induced spatial memory of mice. 

(A) Experimental flow chart, (B) Track plot of spatial memory test (with hidden platform), (C) Latency 

to reach the platform, (D) Path length to reach the platform, (E) Path velocity to reach the platform, (F) 

Track plot of spatial memory test (without hidden platform), (G) Number of entries into the target zone, 

(H) Time spent in the target zone. CON: control group, SD: sleep deprivation group, SD + Mel: SD + 

melatonin (20 mg/kg) supplement group, SD+Abs: antibiotics+ SD group, SD+Abs+Mel：antibiotics+ 

SD +melatonin supplement group; SD+Abs+Butyrate: antibiotics+ SD + Butyrate supplement group. 

The result represents the mean ± standard error of the mean. Values not sharing a common superscript 

letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

3.3.3 Mel 或丁酸的补充对急性 SD 小鼠血浆激素水平及 Aanat 基因的影响 

如图所示，我们检测不同组血浆激素水平和松果体 Aanat 含量的变化。结果显示，

与 CON 组相比，SD 组和 SD+Abs 组小鼠血浆应激激素 NE 和 CORT 显著升高（P < 

0.05），而血浆 Mel 水平显著下降（P < 0.05, 图 4-24 A）。而 Mel 的补充逆转了急性

SD 诱导的血浆激素水平的显著升高以及 Mel 水平的降低。SD+Mel 组、SD+Abs+Mel

组和 CON 组的血浆激素水平没有统计学差异（P > 0.05, 图 4-24 A）。与 Mel 相比，

丁酸的补充改善了急性 SD 引起的应激激素的升高，但是对血浆 Mel 的水平并没有影

响。松果体 Aanat 的结果显示，与对照组相比，SD 组、SD+Abs 组、SD+Mel 组、

SD+Abs+Mel 组和 SD+Mel+Butyrate 组的 Aanat 的 mRNA 水平显著降低。以上的结

果表明，急性 SD 抑制了 Mel 的分泌，而外源性 Mel 的补充能增加血浆 Mel 的含量

但对 Mel 的合成没有影响。进一步丁酸对 Mel 的含量没有改善作用，表明丁酸受到

Mel 的调控。 

图 4-24 Mel 或丁酸添加对急性 SD 小鼠血浆激素和松果体 Aanat 的影响 

（A）NE，（B）CORT，（C）Mel，（D）Aanat mRNA 水平。CON：对照组；SD：睡眠剥夺

组；SD+Mel：睡眠剥夺+ Mel 干预组; SD+Abs：抗生素+睡眠剥夺处理组；SD+Abs+Mel：抗生

素+睡眠剥夺+ Mel 干预组; SD+Abs+Butyrate：抗生素+睡眠剥夺+丁酸干预组。结果以 Mean ± 
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SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 

0.05）。 

Fig. 4-24 The effects of Mel or butyrate supplementations on plasma hormone and pineal Aanat in acute 

SD mice. 

(A) NE, (B) CORT, (C) Mel, (D) Aanat mRNA level. CON: control group, SD: sleep deprivation group, 

SD + Mel: SD + melatonin supplement group, SD+Abs: antibiotics+ SD group, SD+Abs+Mel: 

antibiotics+ SD +melatonin supplement group; SD+Abs+Butyrate: antibiotics+ SD + Butyrate 

supplement group. The result represents the mean ± standard error of the mean. Values not sharing a 

common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not differ 

significantly (P ≥ 0.05). 

3.3.4 Mel 或丁酸的补充对急性 SD 诱导的海马神经元铁死亡的影响 

为了研究丁酸作为信号分子是否通过影响铁死亡发挥作用，我们检测了不同组间

铁死亡相关指标的变化。结果显示，与 CON 组相比，SD 组和 SD+Abs 组小鼠海马

CA1、CA3 和 DG 区出现显著的铁离子蓄积（P < 0.05，图 4-25 A-D），以及铁转运蛋

白 Tfr1 和 Dmt1 的增加和 Fpn 的降低（P < 0.05，图 4-25 E-G）。与之相反，Mel 的补

充逆转了急性 SD 诱导的铁代谢紊乱。SD+Mel 组、SD+Abs+Mel 组和 CON 组在海马

不同分区铁离子蓄积，铁转运蛋白 Tfr1、Dmt1 和 Fpn 上没有统计学差异（P > 0.05，

图 4-25 A-G）。与 Mel 补充不同，丁酸的补充对急性 SD 诱导的铁死亡相关指标没有

影响（P > 0.05，图 4-25 A-G）。以上结果表明，Mel 作为丁酸的上游调控因子能够改

善急性 SD 诱导的神经元铁代谢紊乱，但是丁酸对其没有影响。 
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图 4-25 Mel 或丁酸添加对急性 SD 小鼠海马神经元铁死亡的影响（铁代谢） 

（A）普鲁士蓝染色显示海马铁离子蓄积的照片。用 ImageJ 对铁离子染色结果进行处理。铁离

子被观察到为红色颗粒（比例尺为 50 μm），（B）海马 CA1 区铁离子阳性细胞的 IOD 值，（C）

海马 CA3 区铁离子阳性细胞的 IOD 值，（D）海马 DG 区铁离子阳性细胞的 IOD 值，（E-F）海

马组织中铁转运蛋白 Tfr1，Dmt1 和 Fpn 的相对 mRNA 水平。CON：对照组；SD：睡眠剥夺

组；SD+Mel：睡眠剥夺+ Mel 干预组; SD+Abs：抗生素+睡眠剥夺处理组；SD+Abs+Mel：抗生

素+睡眠剥夺+ Mel 干预组; SD+Abs+Butyrate：抗生素+睡眠剥夺+丁酸干预组; Abs：抗生素处理

组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异

无统计学意义（P ≥ 0.05）。 
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Fig. 4-25 The effects of Mel or butyrate supplementations on ferroptosis in hippocampal neurons of 

mice (Iron metabolism). 

(A) Micrographs depict iron labeling in mouse hippocampal sections. The iron-staining results were 

processed using ImageJ. Iron deposits were observed as red granules. Bar = 50 μm, (B) Relative IOD of 

iron-positive cells in the hippocampal CA1 areas, (C) Relative IOD of iron-positive cells in the 

hippocampal CA3 areas, (D) Relative IOD of iron-positive cells in the hippocampal DG areas, (E-F) 

Relative mRNA levels of iron transporter proteins Tfr1, Dmt1 and Fpn in the hippocampus. CON: 

control group, SD: sleep deprivation group, SD + Mel: SD + melatonin supplement group, SD+Abs: 

antibiotics+ SD group, SD+Abs+Mel: antibiotics+ SD +melatonin supplement group; 

SD+Abs+Butyrate: antibiotics+ SD + Butyrate supplement group. The result represents the mean ± 

standard error of the mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 

0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

进一步我们检测了铁死亡另一个标志指标—脂质代谢的变化。结果显示，与 CON

组相比，SD 组和 SD+Abs 组小鼠海马氧化酶 GSH-PX（68-85.2%，P < 0.001）、CAT

（51.7-59%，P = 0.005-0.01）、SOD（29.1-41.2%，P = 0.000-0.009）、GPX4（56.1-58.2%，

P < 0.001）和 T-AOC（33.7-37.5%，P = 0.02-0.03）显著降低，而脂质过氧化产物 MDA

（45.3-59.5%，P = 0.000-0007）的含量显著升高（图 4-26 A-F）。SD+Mel 组、

SD+Abs+Mel 组和 CON 组在凋亡相关蛋白上没有统计学差异（P > 0.05，图 4-26 A-

F）。与 Mel 补充类似，丁酸的补充能够改善急性 SD 诱导的海马神经元脂质代谢紊乱

（P > 0.05，图 4-26 A-F）。 
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图 4-26 Mel 或丁酸添加对急性 SD 小鼠海马神经元铁死亡的影响（脂质代谢） 

（A）GSH-PX，（B）CAT，（C）SOD，（D）GPX4，（E）T-AOC，（F）MDA。CON：对照

组；SD：睡眠剥夺组；SD+Mel：睡眠剥夺+ Mel 干预组; SD+Abs：抗生素+睡眠剥夺处理组；

SD+Abs+Mel：抗生素+睡眠剥夺+ Mel 干预组; SD+Abs+Butyrate：抗生素+睡眠剥夺+丁酸干预

组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异

无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-26 The effects of Mel or butyrate supplementations on ferroptosis in hippocampal neurons of 

mice (lipid metabolism). 

(A) GSH-PX, (B) CAT, (C) SOD, (D) GPX4, (E) T-AOC, (F) MDA. CON: control group, SD: sleep 

deprivation group, SD + Mel: SD + melatonin (20 mg/kg) supplement group, SD+Abs: antibiotics+ SD 

group, SD+Abs+Mel: antibiotics+ SD +melatonin supplement group; SD+Abs+Butyrate: antibiotics+ 

SD + Butyrate supplement group. The result represents the mean ± standard error of the mean. Values 

not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not 

differ significantly (P ≥ 0.05). 

3.3.5 Mel 或丁酸的补充对急性 SD 诱导的海马神经炎症的影响 
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为了研究丁酸作为信号分子是否通过影响炎症反应发挥作用，我们检测了不同组

间炎症相关指标的变化。结果显示，与 CON 组相比，SD 组和 SD+Abs 组小鼠海马

CA1、CA3 和 DG 区 Iba1 阳性细胞的 IOD 值显著增加，具体表现为 CA1 区增加了

42.6-45.4%（P < 0.001），CA3 区增加了 36.9-38.1%（P < 0.001）和 DG 区增加了 68-

72.3%（P < 0001），TNF-a 含量增加了 28.8-40.2%（P < 0.001）和 IL-6 含量增加了 40.2-

46.8%（P < 0.001）；而 IL-4 含量降低了 31.9-40.7%（P = 0.005-0.02）和 IL-10 含量降

低了 34.5-42.9%（P < 0.001）。与之相反，Mel 的补充逆转了急性 SD 诱导的小胶质细

胞过度活化和炎症反应。SD+Mel 组、SD+Abs+Mel 组和 CON 组在上述指标之间没

有统计学差异（P > 0.05, 图 4-27）。与 Mel 补充相似，给予急性 SD 小鼠补充丁酸能

够改善急性 SD 诱导的小鼠神经炎症反应（P < 0.05, 图 4-27）。SD+Abs+Butyrate 组

与 CON 组之间的所有参数均无显著差异（P > 0.05, 图 4-27）。因此，丁酸添加试验

表明，丁酸盐作为肠道菌群信号分子，可能介导 Mel 在急性 SD 所致神经炎症中的改

善作用。 

图 4-27 Mel 或丁酸添加对急性 SD 小鼠海马神经炎症的影响 

（A）不同试验组的海马小胶质细胞 Iba1 染色图像（比例尺为 50 μm）；（B）海马 CA1、CA3

和 DG 区 Iba1 阳性细胞的 IOD 值；（C-F）海马组织炎症细胞因子的水平（TNF-α、IL-6、IL-4

和 IL-10）。CON：对照组；SD：睡眠剥夺组；SD+Mel：睡眠剥夺+ Mel 干预组; SD+Abs：抗生

素+睡眠剥夺处理组；SD+Abs+Mel：抗生素+睡眠剥夺+ Mel 干预组; SD+Abs+Butyrate：抗生素
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+睡眠剥夺+丁酸干预组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 

0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-27 The effects of Mel or butyrate supplementation on hippocampal neuroinflammation in acute 

SD mice. 

(A) Images of the Iba1-stained hippocampal microglia in the different experimental groups. Bar = 50 

μm, (B) IOD of Iba1-positive cells in the hippocampal CA1, CA3 and DG region, (C-F) The levels of 

cytokines (TNF-α, IL-6, IL-4 and IL-10) in the hippocampus. CON: control group, SD: sleep 

deprivation group, SD + Mel: SD + melatonin (20 mg/kg) supplement group, SD+Abs: antibiotics+ SD 

group, SD+Abs+Mel: antibiotics+ SD +melatonin supplement group; SD+Abs+Butyrate: antibiotics+ 

SD + Butyrate supplement group. The result represents the mean ± standard error of the mean. Values 

not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not 

differ significantly (P ≥ 0.05). 

3.3.4 Mel 或丁酸的补充对急性 SD 诱导的海马神经元凋亡的影响 

为了研究丁酸作为信号分子是否通过影响凋亡发挥作用，我们检测了不同组间凋

亡相关指标的变化。结果显示，与 CON 组相比，SD 组和 SD+Abs 组小鼠海马 Cleaved 

caspase-3 和 bax 表达量显著升高了 47.2～68.3%（P < 0.001）和 91.7～99.8%（P < 

0.001），而 Bcl-2 表达显著降低了 49.1-50.8%（P < 0.001）。与之相反，Mel 的补充逆

转了急性 SD 诱导的细胞凋亡。SD+Mel 组、SD+Abs+Mel 组和 CON 组在凋亡相关蛋

白上没有统计学差异（P > 0.05，图 4-28）。与 Mel 补充类似，丁酸的补充能够改善急

性 SD 诱导的海马神经元凋亡（P > 0.05，图 4-28）。以上结果表明，Mel 作为丁酸的

上游调控因子能够改善急性 SD 诱导的神经元凋亡，而丁酸作为其信号分子介导了

Mel 的改善作用。 
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图 4-28 Mel 或丁酸添加对急性 SD 小鼠海马神经元凋亡的影响 

（A）Western blot 蛋白印迹图；（B）Bax 的相对蛋白水平；（C）Bcl-2 的相对蛋白水平；（D）

Cleaved caspase-3 的相对蛋白水平。CON：对照组；SD：睡眠剥夺组；SD+Mel：睡眠剥夺+ 

Mel 干预组; SD+Abs：抗生素+睡眠剥夺处理组；SD+Abs+Mel：抗生素+睡眠剥夺+ Mel 干预组; 

SD+Abs+Butyrate：抗生素+睡眠剥夺+丁酸干预组。结果以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标

字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-28 The effects of Mel or butyrate supplementation on hippocampal neuronal apoptosis in acute 

SD mice. 

(A) Western blotting of apoptosis-related proteins expression, (B) Bax in the hippocampus, (C) Bcl-2 in 

the hippocampus, (D) Cleaved caspase-3 in the hippocampus. CON: control group, SD: sleep 

deprivation group, SD + Mel: SD + melatonin (20 mg/kg) supplement group, SD+Abs: antibiotics+ SD 

group, SD+Abs+Mel: antibiotics+ SD +melatonin supplement group; SD+Abs+Butyrate: antibiotics+ 

SD + Butyrate supplement group. The result represents the mean ± standard error of the mean. Values 

not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 0.05; those with the same letter do not 

differ significantly (P ≥ 0.05). 

3.3.4 Mel 或丁酸的补充对急性 SD 小鼠丁酸受体及其信号通路的影响 

为了进一步探究丁酸发挥改善作用的机制，我们对丁酸的受体表达情况进行了检

测。结果显示，与对照组相比，急性 SD 小鼠海马 Gpr109a 受体的 mRNA 水平显著

降低 46.3%（P = 0.007），而 Mel 和丁酸的补充显著升高了 Gpr109a 受体的 mRNA 水

平（96.4%，P = 0.002；69.7%，P = 0.04）。免疫组织化学染色显示海马不同区域 GPR109A



中国农业大学博士学位论文 第四章 微生物肠脑轴在褪黑激素改善急性睡眠剥夺诱导的认知障碍中的作用 

 169 

阳性细胞的分布情况。与 Gpr109a 相比，不同处理组间 Gpr41 和 Gpr43 的 mRNA 水

平没有差异。我们进一步研究了胞内信号通路是否参与了丁酸的改善作用。结果显示，

与对照组相比，急性 SD 小鼠海马 p-PI3K 和 p-AKT 的表达水平显著降低 47.8%（P = 

0.02，图 4-29）和 51.6%（P = 0.026，图 4-29）。然而，在急性 SD 小鼠中补充 Mel 和

丁酸后显著逆转了上述蛋白的表达水平。 

图 4-29 Mel 或丁酸添加对急性 SD 小鼠海马丁酸受体及信号通路的影响 

（A）Gpr41 的相对 mRNA 水平，（B）Gpr43 的相对 mRNA 水平，（C）Gpr109a 的相对 mRNA

水平，（D）海马 GPR109A 免疫组化染色（比例尺为 200μm）。棕色表示阳性细胞。（E-H）海马

组织 GPR109A、p-PI3K、和 p-AKT 相对蛋白水平。CON：对照组；SD：睡眠剥夺组；

SD+Mel：睡眠剥夺+ Mel 干预组; SD+Abs：抗生素+睡眠剥夺处理组；SD+Abs+Mel：抗生素+

睡眠剥夺+ Mel 干预组; SD+Abs+Butyrate：抗生素+睡眠剥夺+丁酸干预组。结果以 Mean ± 

SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意义（P ≥ 

0.05）。 

Fig. 4-29 The effects of Mel or butyrate supplementation on hippocampal butyrate receptor and signal 

pathway in acute SD mice. 
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(A) Relative mRNA levels of Gpr41, (B) Relative mRNA levels of Gpr43, (C) Relative mRNA levels of 

Gpr109a, (D) Immunohistochemical staining of GPR109A in hippocampus. Brown indicates positive 

cells, (E-H) Relative protein levels of GPR109A, p-PI3K and p-AKT in the hippocampus. CON: control 

group, SD: sleep deprivation group, SD + Mel: SD + melatonin (20 mg/kg) supplement group, SD+Abs: 

antibiotics+ SD group, SD+Abs+Mel: antibiotics+ SD +melatonin supplement group; 

SD+Abs+Butyrate: antibiotics+ SD + Butyrate supplement group. The result represents the mean ± 

standard error of the mean. Values not sharing a common superscript letter differ significantly at P < 

0.05; those with the same letter do not differ significantly (P ≥ 0.05). 

3.3.5 GPR109A 受体在 HT22 细胞的表达情况 

为了进一步验证丁酸发挥改善作用的机制，我们对丁酸受体在 HT22 细胞的表达

进行检测，免疫荧光结果显示，GPR109A 受体在 HT22 细胞上有表达（图 4-30）。 

图 4-30 GPR109A 受体在 HT22 细胞的表达情况。 

Fig. 4-30 Expression of GPR109A receptor in HT22 cells. 

3.3.6 丁酸通过 GPR109A/PI3K/AKT 通路改善 H2O2 引起的 HT22 细胞凋亡 

在体外试验中，利用 siRNA 干扰 GPR109A 的表达来评估丁酸受体的作用。MTT

结果表明，丁酸的预处理能改善 H2O2 诱导的细胞活力的降低，而 siRNA-Gpr109a 的

添加抵消了丁酸的改善作用。与细胞活力的变化相一致，H2O2 处理 HT22 细胞后，p-

PI3K 和 p-AKT 蛋白的表达水平显著降低 49.8%（P < 0.001，图 4-31）和 61.2%（P < 

0.001，图 4-31），而丁酸的处理逆转了 H2O2 诱导的上述蛋白的变化。而丁酸的的这

种改善作用被 siRNA-Gpr109a 的预处理所阻断。进一步为了探讨 PI3K/AKT 信号通
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路在丁酸改善 H2O2 诱导 HT22 细胞凋亡过程中的作用机制，同样的我们在体外添加

了 PI3K 的特异性阻断剂（LY294002）和 AKT 的特异性阻断剂（GSK690693）。结果

显示，LY294002 和 GSK690693 的预处理抑制了丁酸对 H2O2 诱导的细胞活力降低的

改善作用。 

进一步观察了当 GPR109A、p-PI3K 和 p-AKT 信号通路被抑制时，不同组细胞凋

亡相关蛋白的变化。与 H2O2+Mel 相比，siRNA-Gpr109a 的处理导致 cleaved-Cleaved 

caspase-3 和 Bax 表达的升高，而 Bcl-2 的表达降低，说明干扰 GPR109A 的表达后，

丁酸对 H2O2 诱导的细胞凋亡的改善作用被阻断了。与 siRNA-Gpr109a 预处理相似，

LY294002 和 GSK690693 的预处理逆转了丁酸对 H2O2 诱导的变化的缓解作用。 

图 4-31 丁酸对 H2O2 诱导的 HT22 细胞 GPR109A/PI3K/AKT 信号通路的影响 

（A-C）细胞相对活力；（D）LDH 的含量；（E-K）GPR109A、p-PI3K、p-AKT、Cleaved 

caspase-3、Bax 和 Bcl-2 的相对蛋白表达量；NC-siRNA：siRNA 的阴性对照；Gpr109a-siRNA: 

siRNA 干扰 GPR109A 的表达；LY294002: PI3K 的抑制剂；GSK690693：AKT 的抑制剂。结果

以 Mean ± SEM 表示，没有相同上标字母的值差异显著（P < 0.05）；同字母组差异无统计学意

义（P ≥ 0.05）。 

Fig. 4-31 The effect of butyrate on H2O2-induced GPR109A/PI3K/AKT signaling pathway in HT22 

cells. 

(A-C) Relative activity of cells, (D) LDH content, (E-K) relative protein expression levels of Gpr109a, 

P-PI3K, P-Akt, Cleaved caspase-3, Bax, and Bcl-2. Nc-siRNA: Negative control for siRNA; Gpr109a -

sirna: siRNA interferes with GPR109A expression; LY294002: Inhibitor of PI3K; GSK690693: 
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Inhibitor of AKT. The results were expressed as Mean ± SE, and there was no significant difference 

between the values of the same superscript letters P < 0.05. There was no significant difference in the 

same letter group (P ≥ 0.05). 

3.4 讨论 

微生物分析显示，毛螺菌（Lachnospiraceae_NK4A136_group）是产生的丁酸的主

要细菌，其在 SD-FMT 组中相对丰度显著低于其他两组。进一步我们检测了 FMT 受

体小鼠结肠 SCFAs 的含量，我们发现 SD-FMT 小鼠的丁酸含量显著降低，CON 和

SD+Mel-FMT 小鼠的结肠丁酸含量显著高于 SD-FMT 组，且二者之间没有差异，反

之乙酸和丙酸在不同组间没有显著性变化。这就提示肠道菌群的调控作用可能是通过

丁酸来介导的。因此我们检测 FMT 受体鼠丁酸和行为学指标之间的相关性，结果显

示丁酸与受体小鼠的认知功能障碍呈显著的负相关。这部分结果证明丁酸可能作为信

号分子，介导了 Mel 对急性 SD 诱导的记忆损伤的改善作用。因此我们通过外源性补

充丁酸来验证其作用。 

除了为结肠上皮提供能量外，丁酸盐还可以通过肠血管屏障进入体循环（Cryan 

et al., 2020）。此外，由于丁酸盐能够穿过 BBB，因此循环中的丁酸盐可能对大脑产生

直接影响（Stilling et al., 2016）。我们的结果表明，用 Mel 或丁酸盐治疗可以改善急

性 SD 引起的记忆障碍。然而，有趣的是，向急性 SD 小鼠（SD+Mel 和 SD+Abs+Mel 

组） 补充 Mel 可以显着增加 Mel 和丁酸盐的水平，而补充丁酸盐（SD+Abs+丁酸盐

组）只能恢复丁酸盐的含量，但不能消除 SD 引起的 Mel 分泌抑制。同样的我们也发

现急性 SD 能够抑制松果体 Aanat 的基因表达，而不论是外源性 Mel 或丁酸的补充都

不能改善急性 SD 对 Aanat 的抑制。因此，这些结果表明，急性 SD 通过抑制 Mel 分

泌，选择性降低结肠 Lachnospiraceae_NK4A136 和丁酸的产生，最终诱发认知功能障

碍。有研究报道，急性 SD 引起的全身炎症的激活可以干扰 BBB 的通透性，使促炎

细胞因子进入中枢神经系统，从而导致神经炎症的发生最终导致神经元丢失（Gasaly 

et al., 2021）。我们的体内试验结果表明，补充 Mel 或丁酸盐可有效减轻急性 SD 小鼠

海马 Iba1 阳性细胞的数量，促炎细胞因子和促凋亡蛋白显着增加，并导致抗凋亡蛋

白明显减少。因此，我们的结果表明丁酸盐是一种信号分子，可介导 Mel 对急性 SD

诱导的记忆障碍的改善作用。 

关于潜在机制，丁酸盐主要通过转运蛋白和受体途径在体内发挥作用。有报道称，

丁酸盐的受体和转运蛋白均在脑内表达，而转运蛋白主要表达于 BBB 的内皮细胞上，

负责将丁酸盐转运至脑内（Silva et al., 2020）。而受体在大脑中的神经元上表达，并通

过激活细胞内信号通路发挥调控作用。研究发现，丁酸主要有三种受体，即 G 蛋白偶

联受体 GPR41、GPR43 和 GPR109A（Kimura et al., 2020）。我们的研究结果表明，补
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充 Mel 和丁酸盐可以改善急性 SD 诱导的 GPR109A 蛋白表达降低，而 GPR41 和

GPR43 在不同组之间没有显着变化，这表明丁酸盐可能主要通过与 GPR109A 受体结

合发挥作用。先前的研究发现，丁酸盐可以减少大脑中小胶质细胞的促炎表型（Wenzel 

et al., 2020）。然而，有趣的是，我们通过免疫组化试验检测到 GPR109A 受体在海马

中的定位。结果显示，GPR109A 受体主要表达于海马 CA1 和 CA3 区，提示丁酸可

能直接作用于神经元发挥抗凋亡作用。 

为了进一步验证丁酸盐对神经元的改善作用，我们用 H2O2 处理 HT22 细胞模拟

细胞凋亡模型并添加丁酸盐探究其抗凋亡作用。我们发现丁酸盐逆转了 H2O2 诱导的

Cleaved caspase-3、Bax 和 LDH 指数的增加以及 GPR109A、p-PI3K、p-AKT、Bcl-2

和细胞活力的降低。然而，利用 siRNA 干扰掉 GPR109A 受体后，抵消了丁酸盐的抗

凋亡作用。先前的研究发现，补充丁酸钠可通过 GPR41/Gbc 激活 PI3K/AKT 通路，

并减轻大脑中动脉闭塞后的神经元凋亡（Zhou et al., 2021b）。此外，一项研究发现，

Mel 通过激活丁酸盐/GPR109A 信号通路来缓解钛纳米颗粒诱导的骨溶解（Wu et al., 

2021）。我们的体内外试验结果表明，急性 SD 或 H2O2 可以抑制小鼠或 HT22 细胞中

PI3K/AKT 信号通路的激活，而丁酸盐的处理可以有效抵消该信号通路的抑制作用。

为了确认 GPR109A 受体下游特定机制联系，将 PI3K 抑制剂 LY294002 或 AKT 抑制

剂 GSK690693 与丁酸盐处理一起给药；两种干预措施都消除了丁酸盐的神经保护作

用。这些结果证实了我们的假设，即丁酸盐通过与 GPR109A 受体结合，进而激活

PI3K/AKT 通路，最终改善神经元的凋亡。 

3.5 小结 

综上，外源性 Mel 通过下调气单胞菌 Aeromonas 及其胞壁成分 LPS 的含量并上

调毛螺菌 Lachnospiraceae_NK4A136 及其代谢物丁酸的含量，直接激活神经元上的

GPR109A/PI3K/AKT 信号通路，缓解神经元凋亡的发生，最终改善小鼠认知功能障

碍。 
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第五章 全文讨论 

睡眠是机体的一种修复过程，可以恢复精神和解除疲劳。良好的睡眠是国际社会

公认的三项健康标准之一，而睡眠时间过短或睡眠不佳均会影响健康（Panagiotou et 

al., 2021）。高密度集约化养殖或长时间光照制度会严重影响动物正常的睡眠状态和睡

眠质量，也会制约生产过程中的经济效益，一项研究发现限位饲养妊娠母猪出现采食

量减少，食槽剩余饲料增多，精神萎靡，反应迟钝，对周边事物失去兴趣，常表现出

啃栏、啃槽和无食咀嚼的规癖行为（师铭咸，2021）。因此良好的睡眠对于机体健康

的维持至关重要。其中睡眠不足会对大脑认知功能产生负面影响，即使只有一次的睡

眠剥夺也会对大脑功能产生损伤。（Seton and Fitzgerald, 2021）。海马是大脑中调控学

习和记忆最为重要的区域之一，其对睡眠剥夺特别敏感，持续数天到数周的睡眠减少

会导致动物突触可塑性损伤甚至海马体萎缩，给大脑功能造成严重影响（Klinzing et 

al., 2019）。调查发现随着人们年龄增长，睡眠与痴呆之间会建立联系，长期睡眠时间

小于或等于 6 小时的中年人患痴呆症的风险会增加 30%（Sabia et al., 2021）。就目前

而言，寻找能够改善睡眠不足诱导认知障碍的潜在药物非常迫切。睡眠是一项具有昼

夜节律的活动，而 Mel 是松果体分泌的具有昼夜节律的内源性激素，它参与调控机体

的多种生理过程，包括睡眠的时间、质量和深度，以及昼夜节律、心血管功能和多种

行为与意识等（He et al., 2021）。褪黑激素的受体在人体中广泛分布，包括大脑、视

网膜、心血管系统、肝、肾、脾和肠道等（Liu et al., 2016），这就意味着 Mel 与多项

机体功能有关，并且 Mel 对机体的作用具有系统性和全局性。但目前 Mel 对睡眠不

足诱导认知损伤的作用尚不明确。因此本研究通过建立急性 SD 模型探讨认知障碍的

发生机制，并添加 Mel 探讨其对急性 SD 诱导认知障碍的改善作用及其机制。 

1. 褪黑激素对急性睡眠剥夺导致的小鼠海马神经元丢失与认知功能障碍

的缓解作用 

认知功能障碍指由于不同原因导致的认知功能损伤，表现为记忆、情绪和运动等

一项或多项功能受损。研究证实睡眠不足与痴呆症之间存在显著的关联（Sabia et al., 

2021）。因此我们通过多种行为学的方法对小鼠不同的认知功能进行评估。空间记忆

具有短期和长期记忆的表现形式，分别表示为空间工作记忆和空间参考记忆。莫里斯

水迷宫能够用来评估不同处理下小鼠空间参考记忆的水平（Thornberry et al., 2021）。

我们发现，急性 SD 小鼠在隐藏平台存在时，其到达平台的时间和距离都显著高于正

常小鼠，表明急性 SD 的处理让小鼠难以记得平台的准确位置，而将隐藏平台移去后，

急性 SD 小鼠在水池中无目的的游泳，并没有在平台存在的象限进行多次寻找，这表
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明急性 SD 小鼠没有记住隐藏平台的位置，因此其才会去多个象限进行寻找。与水迷

宫的结果相似，我们发现急性 SD 小鼠在 Y 迷宫中的自发交替行为百分比降低。自发

交替行为百分比被定义为连续进入三次不同臂的情况，而较高百分比的自发交替行为

表明动物的空间工作记忆良好（Heredia-López et al., 2016）。此外，研究也发现睡眠不

足的人群常伴有焦虑样的情绪障碍，因此我们通过旷场试验对急性 SD 小鼠的情绪行

为进行评估。正常小鼠在一个密闭环境中会本能的探索所处的环境，当小鼠存在焦虑

样情绪时，其探索的比例会下降，表现为在中央区域停留的时间和距离降低。我们的

结果显示急性 SD小鼠的中央时间百分比和中央距离百分比都显著下降，表明急性 SD

能够引起小鼠的焦虑样行为。但是急性 SD 对小鼠在 8 min 内的运动总距离没有影响，

提示急性 SD 对小鼠的运动能力没有影响。上述结果说明急性 SD 诱导小鼠认知功能

的障碍，包括空间工作记忆和空间参考记忆的损伤和类焦虑行为的发生，但急性 SD

引起记忆损伤的机制尚不清楚。 

神经元是大脑的单位基础，数千亿个神经元产生突触连接维持大脑的基本功能。

海马是参与学习和记忆最重要的脑区之一，该过程需要海马各个区域的神经元相互配

合才能完成（Yoo et al., 2012）。因此神经元的大量丢失是多种神经系统疾病的病理基

础。神经元数量统计显示急性 SD 小鼠海马 CA1、CA3 和 DG 区神经元出现不同程度

的丢失，并且通过尼氏染色观察到神经元出现体积缩小、间隙增加、细胞数量减少和

染色变浅的形态学变化。尼氏体能反映神经元的正常功能，当神经元受到损伤或过度

疲劳时会出现减少、解体甚至消失的现象（Lindroos, 1991）。我们的结果表明急性 SD

能够减少神经元的数量并影响神经元的功能，从而影响小鼠的认知功能。小胶质细胞

作为大脑常驻的固有免疫细胞，负责监测神经元活动的变化，调节学习和记忆能力以

及吞噬有害物质等。过度活化的小胶质细胞会引起神经炎症反应，对神经元造成不利

的影响（Tsuda, 2019）。在本研究中，急性 SD 的处理引起海马小胶质细胞标志蛋白

Iba1 的表达增加以及促炎细胞因子（TNF-α 和 IL-6）的升高和抑炎细胞因子（IL-4 和

IL-10）的降低，提示急性 SD 诱导了海马神经炎症的发生。 

有趣的是，我们发现急性 SD 小鼠血浆 Mel 水平发生显著降低，与认知功能障碍

的变化相一致。因此我们推测急性 SD 是通过抑制 Mel 的水平从而引起的小鼠认知功

能障碍。松果体内 Aanat 含量的变化证明了我们的猜测，急性 SD 的处理降低了松果

体 Aanat 的基因表达，而 Aanat 是 Mel 合成的限速酶。当我们外源性补充 Mel 时，急

性 SD 小鼠的认知功能损伤得到改善，并且将急性 SD 小鼠血浆 Mel 的含量恢复至对

照组水平，但是外源性 Mel 的补充并没有促进 Aanat 基因表达的恢复。这些结果表明

急性 SD 通过抑制松果体 Mel 的合成降低机体 Mel 的含量，从而引起小鼠认知功能的

障碍，当机体一致处于急性 SD 的状态时 Mel 的合成始终受到抑制，并不会受到外源

性 Mel 补充的影响。总体而言，这部分结果表明急性 SD 抑制 Mel 的分泌，导致小胶
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质细胞过度活化、神经炎症反应的发生和神经元的大量丢失，从而造成小鼠空间工作

记忆和空间参考记忆的损伤及焦虑样行为的发生，而外源性 Mel 的补充通过恢复降

低的 Mel 水平，改善了急性 SD 诱导的小鼠认知功能障碍。但 Mel 发挥改善作用的机

制尚不清楚。 

2. 褪黑激素缓解急性睡眠剥夺诱导小鼠认知功能障碍的直接作用机制 

上一章的结果表明 Mel 通过改善急性 SD 引起的海马神经元丢失，进而缓解小鼠

认知功能的障碍。进一步我们发现急性 SD 小鼠海马神经元存在大量的铁离子蓄积，

提示铁死亡可能参与了神经元的丢失。铁在细胞内的代谢受到不同转运蛋白的调控，

TFR1和DMT1负责将铁离子转运进细胞，FPN负责将铁离子输出细胞（Yan and Zhang, 

2019）。我们结果显示急性 SD 引起海马铁转运蛋白的紊乱，表现为 TFR1 和 DMT1

的升高，FPN 的降低，这一结果与海马不同区域铁离子蓄积现象相一致。此外急性 SD

也导致了抗氧化酶 SOD 和 GPX4 水平的降低以及脂质过氧化产物 ROS 和 MDA 的增

加。从铁代谢和脂质代谢方面共同表明急性 SD 诱导了海马神经元铁死亡的发生，而

外源性 Mel 的补充能有效的逆转上述指标的变化。褪黑激素通过与膜受体结合激活

下游不同的信号通路从而作用于靶细胞（Gurunathan et al., 2020）。我们发现急性 SD

抑制了小鼠海马中 MT2/ERK/NRF2 的表达，然而在外源性 Mel 的作用下，急性 SD

对上述蛋白的抑制作用被抵消，但是在不同处理组间 MT1 受体没有出现差异。因此

我们推测 Mel 是通过与 MT2 受体结合激活下游信号通路改善急性 SD 引起的神经元

铁死亡。 

在体外，我们构建细胞铁死亡模型探究 Mel 对铁死亡的改善作用及其机制。

Erastin 处理 HT22 细胞，引起了 p-ERK 和 NRF2 的表达水平的升高，并促进铁转运

蛋白的紊乱和脂质过氧化的增加，最终导致细胞活力的降低。而在此基础上添加 Mel

逆转了上述指标的变化。与此同时，4P-PDOT、PD98059 和 ML385 的处理抵消了 Mel

对 Erastin 诱导铁死亡的改善作用。相比之下，4P-PDOT 和 PD98059 的处理阻断了

Mel 对 p-ERK 的上调作用，而 ML385 对其没有影响。在创伤性脑损伤模型下，Mel

也能通过与 MT2 受体结合改善了海马神经元的铁死亡现象（Rui et al., 2021）。因此，

我们的研究表明 Mel 通过与 MT2 受体结合激活 ERK/NRF2 信号通路来改善铁稳态和

脂质稳态失衡最终治疗急性 SD 诱导的认知功能障碍。 

总体而言，这一结果表明 Mel 对急性 SD 诱导记忆损伤的改善作用，其机制涉及

到 Mel 直接与神经元上的 MT2 膜受体结合，进而激活 ERK/NRF2 通路逆转神经元内

铁代谢和脂质代谢的失衡，最终改善神经元的大量丢失。但 Mel 的作用机制存在全身

性和系统性。 
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3. 褪黑激素缓解急性睡眠剥夺诱导小鼠认知功能障碍的间接作用机制 

在第三章中我们证实了 Mel 对急性 SD 诱导认知障碍的改善作用，并发现其发挥

改善作用的直接机制。我们实验室前期研究发现，急性 SD 能诱导肠道菌群紊乱和肠

粘膜损伤，而外源性 Mel 的补充能通过恢复正常的肠道菌群和肠黏膜最终改善结肠

炎的发生（Gao et al., 2019）。机体内各个组织器官之间互相影响，微生物-肠-脑轴之

间通过不同的途径产生双向交流。基于此我们推测 Mel 对急性 SD 诱导的神经元丢失

的改善作用可能并不仅仅涉及直接作用途径，外源性补充的 Mel 可能通过影响外周

组织器官的功能进而影响中枢神经系统。研究发现，Mel 能够与微生物产生直接对话

（He et al., 2021）。因此，我们首先建立了 FMT 模型，探讨肠道微生物是否参与了

Mel 对急性 SD 诱导的认知损伤的改善作用。我们分别将正常小鼠、急性 SD 小鼠和

接受 Mel 治疗的 SD 小鼠的粪便分别移植给抗生素处理过的类无菌小鼠。我们发现接

受急性 SD 粪便菌群移植的受体鼠表现出与供体鼠类似的行为变化，出现空间工作记

忆和空间参考记忆的损伤，并表现出焦虑样的行为。而接受 SD+Mel 粪便菌群移植的

受体鼠与正常小鼠的行为变化相一致，没有出现认知功能损伤的情况。这一结果表明

供体鼠的肠道菌群能转移供体鼠相应的表观行为，提示肠道菌群介导了 Mel 对急性

SD 诱导小鼠认知损伤的改善作用。 

通过微生物测序分析我们发现 FMT 受体鼠结肠微生物的变化。从总体上看，α 多

样性和 β 多样性结果表明，SD+Mel-FMT 组的微生物群落与对照组相似。此外，对照

组和 SD+Mel-FMT 组在不同分类水平上的比较显示肠道微生物群谱没有显着差异，

这表明 Mel 的补充恢复了急性 SD 诱导小鼠的健康微生物群。具体的，SD-FMT 组

Bacteroidetes 和 Lachnospiraceae_NK4A136 的相对丰度显著降低，而 Proteobacteria、

Aeromonas 和 Oscillibacter 相对丰度增加。此外我们也发现 SD-FMT 小鼠结肠丁酸的

降低（乙酸和丙酸无变化），而 SD+Mel-FMT 组的丁酸水平得到改善，其恢复至对照

组水平。紧接着，我们进一步探究有害的肠道菌群是否是通过引起海马神经元的铁死

亡从而导致的记忆损伤。有趣的是，我们发现 SD-FMT 组小鼠海马神经元并未出现大

量铁离子的蓄积，其他铁死亡相关指标相对于 CON-FMT 组也没有显著的变化。这令

我们思考，肠道菌群可能并不是通过引起神经元铁死亡导致小鼠记忆损伤的。在第二

章中，我们也观察到急性 SD小鼠海马组织出现神经炎症和凋亡现象，因此我们猜测，

肠道菌群是否通过引起神经元凋亡而导致记忆损伤。接下来的结果验证了我们的猜想，

SD-FMT 小鼠海马组织中小胶质细胞呈现过度活化，促炎因子升高、抑炎因子降低、

促凋亡蛋白 Cleaved caspase-3 和 Bax 表达增加和抑凋亡蛋白 Bcl-2 表达降低的现象。

而 Mel 治疗的 SD 小鼠的粪便移植受体鼠并未出现上述变化。由此我们认为，有害的

肠道菌群通过引起受体鼠海马神经元凋亡从而导致记忆损伤，而 Mel 能够通过恢复
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紊乱的肠道菌群发挥改善作用。这一结果证明了 Mel 能通过作用肠道微生物间接调

控海马组织，但其具体作用机制尚不清楚。 

3.1 炎症信号的传递者—LPS 

第四章中我们发现 Proteobacteria 是 SD-FMT 小鼠的优势菌，与机体炎症反应密

切相关，其胞壁成分 LPS 是介导炎症反应的重要信号分子（Matijašić et al., 2016）。研

究发现机体循环中聚集的 LPS 会增加血脑屏障的通透性，进入大脑实质与小胶质细

胞发生互作，引起神经炎症反应（Carloni et al., 2021）。因此我们推测，微生物的胞壁

成分 LPS 介导了急性 SD 诱导的小鼠记忆损伤。因此我们建立 A. veronii 定植试验和

LPS 添加试验来探讨它们是否能模拟急性 SD 小鼠的行为变化。我们观察到 SD-FMT

小鼠、A. veronii 定植小鼠与 LPS 处理小鼠同样表现出 LPS 含量的增加与小胶质细胞

的活化及小鼠记忆能力的损伤。而 Mel 显著改善 A. veronii 定植和 LPS 处理引起的上

述变化。有研究发现 LPS 通过与小胶质细胞的 TLR4 结合，激活下游 NF-κB 通路引

发炎症反应，这些变化在帕金森小鼠以及接受帕金森小鼠粪菌移植的无菌小鼠中观察

到（Zhao et al., 2021）。 

整体来看，急性 SD 引起了丁酸的降低和 LPS 的升高，而外源性 Mel 的补充增

加丁酸的含量并降低 LPS 的水平，褪黑激素的这一过程是通过重塑肠道菌群来发挥

作用的。那么在大脑内部，小胶质细胞和神经元间的关系尚不清楚。因此我们在体外

分别培养来 BV2 细胞和 HT22 细胞，首先用 LPS 处理 BV2 细胞模型炎症反应，之后

用 BV2 的培养基处理 HT22 细胞。我们的结果显示，LPS 能够引起 BV2 细胞促炎因

子分泌的增多，并导致 HT22 细胞 Cleaved caspase-3 蛋白表达的增加，丁酸的添加逆

转了 LPS 诱导的上述变化。但是丁酸的改善作用可以被 TSA 完全抑制。同样的，TAK-

242 和 PDTC 可以模仿丁酸的改善作用。将上述分组处理后的 BV2 细胞的上清制备

为条件培养基，培养 HT22 细胞。结果显示 LPS 处理后的条件培养基引起 HT22 细胞

凋亡的发生，丁酸处理后的培养并未引起 HT22 细胞凋亡，而 TSA 处理后的 HT22 细

胞与 LPS 组类似，TAK-242 和 PDTC 处理后的 HT22 细胞与丁酸处理组的类似。 

3.2 褪黑激素的信号分子—丁酸 

第四章中我们发现 Lachnospiraceae_NK4A136 菌是 SD+Mel-FMT 小鼠的优势菌，

而该菌是主要产丁酸的菌之一（Li et al., 2021a）。因此我们认为 Mel 可能通过调控丁

酸发挥改善作用。为了验证这一猜想，我们通过外源性补充丁酸来验证其作用。结果

显示丁酸的添加改善了急性 SD 诱导的记忆损伤，并抑制了小胶质细胞的过度激活，

降低了促炎因子的含量，下调了 Cleaved caspase-3 和 Bax 的表达，上调了 Bcl-2 的表

达。但是丁酸的添加并不能改善急性 SD 海马神经元的铁死亡水平。有趣的是，向急

性 SD 小鼠（SD+Mel 和 SD+Abs+Mel 组）补充 Mel 可以显着增加 Mel 和丁酸盐的水

平，而补充丁酸盐（SD+Abs+Butyrate 组）只能恢复丁酸盐的含量，但不能消除 SD 引
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起的 Mel 分泌抑制。同样的我们也发现急性 SD 能够抑制松果体 Aanat 的基因表达，

而不论是外源性 Mel 或丁酸的补充都不能改善急性 SD 对 Aanat 的抑制。由此我们认

为丁酸作为信号分子介导了 Mel 对急性 SD 诱导记忆损伤的改善作用，而其具体的作

用机制尚不清楚。 

丁酸盐主要通过转运蛋白和受体途径在体内发挥作用（Yang et al., 2020b）。具体

的作用机制由细胞表面的受体或转运体所决定，进入细胞的丁酸能抑制 NF-κB 通路

的激活发挥抗炎作用。研究发现转运体在脑中无处不在，而受体却主要在神经元上表

达。结合我们上一部分的研究，我们发现 Mel 通过上调丁酸的含量发挥改善作用，进

入大脑的丁酸一方面通过 MCT1 转运体进入小胶质细胞发挥抑炎作用，另一方面丁

酸通过与神经元上的 GPR109A 受体结合激活 PI3K/AKT 信号通路改善急性 SD 诱导

的神经元凋亡，最终缓解小鼠认知功能的损伤。 

总体而言，我们的研究证明急性 SD 通过引起海马神经元的凋亡和铁死亡，造成

海马不同区域神经元的丢失，最终引起小鼠认知功能障碍，而 Mel 一方面通过与 MT2

受体结合发挥直接改善作用，缓解神经元铁死亡的发生；另一方面 Mel 通过重塑肠道

菌群发挥间接改善作用，增加丁酸含量并减少 LPS 含量，缓解小胶质细胞的过度活

化，降低神经元的凋亡水平，最终缓解急性 SD 小鼠的认知功能障碍。 

4. 褪黑激素缓解急性睡眠剥夺诱导小鼠认知功能障碍的直接作用与间接

作用的串扰 

上述的结果证明 Mel 可以通过直接或间接的途径改善急性 SD 诱导的认知损伤。

不论 Mel 是作用于海马本身，还是间接通过肠脑轴回到海马，最终的落脚点在于海马

组织中的神经元。神经元是大脑功能的承担者和执行者，更由其不可再生的特性，维

持神经元的数量和功能在缓解各种认知损伤中显得尤为重要。我们发现急性 SD 小鼠

海马中同时存在两种细胞死亡模式，分别是铁死亡和凋亡。凋亡是一种经典的程序性

死亡方式，而铁死亡在最初发现时被认为是区别于所有细胞死亡方式的一种新型死亡

方式。但随着研究的深入，逐渐发现铁死亡和凋亡之间存在一些共同的调控机制，比

如 p53 转录因子，既可以与抗凋亡蛋白 Bcl-2 发生拮抗作用从而增加线粒体膜通透性

诱导凋亡（Wei et al., 2021）；也可以抑制 SLC7A11 的表达从而促进铁死亡（Liu and 

Gu, 2022）。另外，一种天然产物合欢苷 A 能同时诱导铁死亡和凋亡的发生，对肿瘤

细胞有较高的选择性杀伤作用（Wei et al., 2019）。我们的研究也发现给予急性 SD 小

鼠补充 Mel 后，神经元铁死亡和凋亡均得到了改善。 

但铁死亡和凋亡之间是因果关系还是平行关系尚不清楚。因此我们建立了 Erastin

（铁死亡诱导剂） 处理小鼠和 SD+Fer-1（铁死亡抑制剂）处理小鼠两种模型，通过
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检测凋亡和铁死亡相关的指标，探讨二者之间的关系。我们发现 SD 组和 Erastin 组的

小鼠表现出海马神经元丢失和记忆损伤，而 SD+Fer-1 小鼠并未出现上述变化。进一

步，我们观察到急性 SD 组和 Erastin 组小鼠海马中出现大量铁离子的蓄积，并检测到

铁转运蛋白的紊乱，同样的这两组海马组织的活性氧水平也显著高于对照组的水平。

这一结果表明急性 SD 组和 Erastin 组引起了海马神经元的铁死亡，与行为学的结果

是保持一致的。紧接着，我们发现急性 SD 和 Erastin 的处理，引起海马组织中 Cleaved 

caspase-3 和 Bax 蛋白表达的增加和 Bcl-2 蛋白的表达降低，表明急性 SD 和 Erastin 能

够诱导细胞凋亡的发生。有趣的是，给予急性 SD 小鼠外源性补充 Fer-1 后，其细胞

凋亡水平受到了抑制。与我们的发现相似，在胰腺癌模型中，FBW7 能促进胰腺癌细

胞脂质过氧化和铁死亡，FBW7 能通过 NR4A1 抑制 SCD1 转录，进而促进铁死亡和

凋亡（Ye et al., 2021）。因此，我们的结果表明，急性 SD 能同步调控海马神经元铁死

亡和凋亡的发生，从而引起神经元的丢失和小鼠认知功能障碍，而 Fer-1 的补充证明

铁死亡加剧凋亡的发生。 
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全文总结图： 

图 5-1 褪黑激素改善急性睡眠剥夺诱导小鼠认知障碍的作用机制图 

Fig. 5-1 The mechanism of melatonin improving cognitive impairment induced by acute sleep 

deprivation in mice. 

综上，急性 SD 通过引起海马神经元铁死亡和凋亡的发生，导致神经元丢失最终

引起小鼠认知损伤，而外源性 Mel 补充能改善这一损伤。首先 Mel 可直接与神经元

MT2 受体结合激活 ERK/NRF2 信号通路而改善铁死亡的发生，其次 Mel 可通过重塑

肠道菌群稳态，下调结肠气单胞菌 Aeromonas 及其代谢物 LPS 含量并上调毛螺菌

Lachnospiraceae_NK4A136 及其代谢物丁酸含量，Mel 通过介导丁酸，一方面通过与

小胶质细胞上 MCT1 转运体结合抑制 HDAC3/NF-κB 信号通路削弱神经炎症反应，

另一方面通过与神经元上 GPR109A 受体结合激活 PI3K/AKT 信号通路抑制凋亡的发

生，最终改善急性 SD 诱导的小鼠认知障碍。



中国农业大学博士学位论文 第六章 结论与创新点 

 182 

第六章 结论与创新点 

（一）结论 

1. 成功建立急性 SD 及外源性 Mel 干预的小鼠模型，急性 SD 通过抑制松果体

Mel 的合成引起小鼠空间参考记忆和空间工作记忆的损伤及焦虑样行为，而外源性

Mel 的补充可改善急性 SD 小鼠的认知功能障碍。 

2. 急性 SD 通过引起海马神经元铁稳态和脂质稳态的失衡导致神经元铁死亡的

发生，外源性 Mel 的添加直接通过与膜受体 MT2 结合激活 ERK/NRF2 信号通路改善

急性 SD 诱导的神经元铁死亡和小鼠认知功能障碍。 

3. 肠道菌群介导急性 SD 诱导的小鼠认知功能障碍，而外源性 Mel 的补充通过

重塑肠道菌群，改善神经炎症反应进而缓解神经元凋亡的发生，最终逆转小鼠认知功

能的损伤。 

4. 急性 SD 通过引起肠道菌群失调导致小胶质细胞过度活化和神经元凋亡的发

生，最终引起小鼠认知功能损伤，而外源性 Mel 通过下调结肠内气单胞菌 Aeromonas

及其代谢物 LPS 水平，上调毛螺菌 Lachnospiraceae_NK4A136 及其代谢物丁酸水平，

一方面抑制小胶质细胞的活化，改善神经炎症和凋亡的发生，另一方面直接作用神经

元改善凋亡的发生，最终缓解急性 SD 诱导的小鼠认知功能损伤。 

5、急性 SD 通过调控神经元铁死亡和凋亡的发生进而导致小鼠认知功能障碍，

其中铁死亡促进了凋亡的发生，而外源性 Mel 能抑制铁死亡和凋亡的发生缓解神经

元的丢失。 
（二）创新点 

1. 发现 Mel 改善急性 SD 诱导的神经元丢失的机制-铁死亡。 

2. 发现丁酸可分别作用于神经元或小胶质细胞，最终改善急性 SD 诱导的神经元

凋亡的发生。 

3. 发现 Mel 能够分别通过受体介导的直接途径和肠脑轴介导的间接途径改善急

性 SD 诱导的小鼠认知损伤。 
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致谢  

一树树花开，一声声燕鸣，最美人间四月天。记得五年前也是在这样的四月我第

一次来到了农大，五年转瞬即逝，站在毕业的门槛上，回忆起过往的点点滴滴如昨日

般历历在目，有很多的话想说却又不知从何说起。 

在这里我最要感谢的是我的恩师陈耀星教授，感谢陈老师能接受一个平台不高、

天资不佳的自己，我感到莫大的荣幸。初入科研的门槛，我对一切都处于空白的状态，

陈老师带着我一步步的从课题的设计，试验的开展一直走到了最后的论文终稿，感谢

陈老师对我的悉心关怀和无私帮助。陈老师博学广闻的研究视野、逻辑满分的科研思

路、非凡的人格魅力，无不使我深受感染，有的时候我思考课题绞尽脑汁都琢磨不明

白，和陈老师讨论一下豁然开朗，恩师一直是我科研学习上的引路人。仍记得陈老师

指导我修改第一篇论文时写了满满五页的全文大纲，并且逐字逐句的帮我修改论文的

细节，带着我慢慢的入了撰写论文的大门。我的性格里多少带了些马马虎虎，很多次

也因为马虎导致事情办砸，目标流失,但陈老师极致严谨的做事风格深深的影响了我，

陈老师对待论文会一遍遍的修改直到完美，每当我不认真和懈怠的时候，陈老师总是

不厌其烦的指出我的错误，监督我改正。科研学习固然重要，但陈老师对于我人生道

路的指导才是最重要最长远的。在此，向敬爱的陈老师致以崇高的敬意与衷心的感谢。 

同样，我也要感谢王子旭老师，在科研学习和日常生活中您一直是我的坚强后盾，

您无私的帮助让我能够无后顾之忧的前行。在您身上我明白了一生向学，持续进步的

人生态度，您也一步一步带着我学习了神经领域的诸多知识，在此感谢您五年来对我

的关怀和爱护。同时我也要感谢曹静老师和董玉兰老师，感谢您们在我试验遇到问题

时毫无保留的细心耐心的指导，以及生活中无微不至的关怀。 

此外我也要感谢实验室的师兄师姐、同门和师弟师妹们，感谢大家对我实验和生

活上的帮助。在此衷心感谢已经毕业的马淑慧师姐、边疆师姐、宁淑杰师姐、刘磊师

兄、林如涛师兄、熊娟娟师姐、王铁师兄，感谢你们教会我很多实验操作，并且把很

多过往经验以及收获都无私的传授给我，让我能够在进入科研试验时少走很多的弯路，

还要感谢已经毕业的刘欣峰师弟、员蕾师妹、孙维靖师妹，愿你们工作顺利，幸福安

康。同样感谢在学的刘琪师妹、李伟天师弟、刘雅梦、关青云师妹、任文姬师妹、宋

超师弟、冯明慧师妹、王伟师弟、唐莞琪师妹和董艳师妹，非常感谢你们对我实验和

生活上的帮助，愿你们实验顺利，成果多多。感谢我的硕士同门徐文娇、秦晓静和李

国川，硕士两年我们欢快同行，愿未来可期，幸福常伴。还要感谢今年一起毕业的张

艺佳、程俊锋师弟和赵室愫，尤其是我的同门，五年来我们一起努力，共同成长，愿

未来可期！ 
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我也要感谢我的男朋友刘禹辰，感谢你的支持和陪伴，是你的鼓励给了我莫大的

自信和勇气！ 

最后也是我最感谢的就是我的父母，他们尊重、鼓励和支持我的一切选择和决定，

给了我无限的帮助，是我向前奔跑的坚定大后方，让我能够尽情的翱翔，我定不会辜

负您们对我的期许，不断前行，用实际行动回报您们的养育之恩！ 

凡是过往，皆为序章。人生充满机遇与选择，面对未来我想说，祝你踏过千重浪，

也不忘少年样。 

                                                                 王心彤 

2022 年 5 ⽉ 
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个人简历 

⼀、基本介绍： 

姓名：王⼼彤                         性别：⼥ 
政治⾯貌：中共党员                   民族：汉族 
出⽣⽇期：1994 年 10 ⽉ 19 ⽇           籍贯：⼭西省晋中市 

⼆、教育经历： 

2017 年 09 ⽉-2022 年 6 ⽉，中国农业⼤学动物医学院基础兽医⽅向攻读农学博⼠
学位 

2012 年 09 ⽉-2016 年 07 ⽉，⼭西农业⼤学动物科技学院获农学学⼠学位 

三、研究⽣期间发表论⽂ 

[1]. Wang X, Wang Z, Cao J, Dong Y, Chen Y. Melatonin alleviates acute sleep 

deprivation-induced memory loss in mice by suppressing hippocampal ferroptosis. 

Front Pharmacol. 2021;12:708645. (IF=6.006) 

[2]. Wang X, Wang Z, Cao J, Dong Y, Chen Y. Ferroptosis mechanisms involved in 

hippocampal-related diseases. Int J Mol Sci. 2021;22(18): 9902. (IF=6.132) 

[3]. Wang X, Wang Z, Cao J, Dong Y, Chen Y. Melatonin ameliorates anxiety-like 

behaviors induced by sleep deprivation in mice: Role of oxidative stress, 

neuroinflammation, autophagy and apoptosis. Brain Res Bull. 2021;174:161-172. 

(IF=4.117) 

[4]. Wang X, Wang Z, Cao J, Dong Y, Chen Y. Gut microbiota-derived metabolites 

mediate the neuroprotective effect of melatonin in cognitive impairment induced by 

sleep deprivation. Microbiome. (Under review). 

[5]. Gao T, Wang Z, Dong Y, Cao J, Lin R, Wang X, Yu Z, Chen Y. Role of melatonin in 

sleep deprivation-induced intestinal barrier dysfunction in mice. J Pineal Res. 

2019;67:e12574. 

[6]. 王心彤，王子旭，曹静，董玉兰，陈耀星.睡眠剥夺通过氧化应激引起小鼠认知

功能障碍[C].呼和浩特:中国畜牧兽医学会动物解剖及组织胚胎学分会第二十次

学术研讨会论文集. 2018:48. 

[7]. Wang X, Wang Z, Cao J, Dong Y, Chen Y. Role of melatonin in sleep deprivation-

induced cognitive disorder in mice[C]. Kobe: The 13th Japan-China Joint seminar on 

histochemistry and cytochemistry, 2019:CP-28. 
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[8]. 王心彤，王子旭，曹静，董玉兰，陈耀星. 肠道菌群代谢物丁酸介导褪黑激素

在睡眠剥夺诱导记忆损伤中的神经保护作用[C]. 成都：中国畜牧兽医学会动物

解剖及组织胚胎学分会第二十一次学术研讨会论文集. 2021. 

四、在学期间获得的奖励和荣誉 

2017-2018 年荣获中国农业大学博士一等奖学金，中国畜牧兽医学会动物解剖及

组织胚胎学分会第二十次学术研讨会优秀壁报奖，北京解剖学会 2018 学术年会青年

学术墙报优秀奖 

2018-2019 年荣获中国农业大学博士一等奖学金，中国农业大学动物医学院“优

秀共产党员”称号 

2019-2020 年荣获中国农业大学博士二等奖学金 

2020-2021 年荣获国家奖学金，中国农业大学博士一等奖学金，中国农业大学熊

大仕院长奖学金，中国农业大学创新创业二等奖学金，中国农业大学三好学生，中

国农业大学动物医学院第六届博士生学术论坛墙报优秀奖 

2022 年荣获北京市级优秀毕业生，中国农业大学校级优秀毕业生，中国农业大

学动物医学院院级优秀学位论文 

五、在学期间主要参与的科研项⽬ 

国家自然科学基金 (31472157，31672501，31372387)  

北京市自然科学基金 (6182018) 

六、参编书籍 

    陈耀星，曹静主译，王心彤参译.《犬猫解剖学彩色图谱》（第 2 版）.沈阳，辽

宁科学技术出版社，2021.5. 

陈耀星，曹静主编，王心彤参编.《动物解剖学彩色图谱》（第 2 版）.北京，中

国农业出版社，2021.12. 


