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摘要： 目的　 探讨疏肝健脾养心方改善小鼠失眠障碍的作用。 方法　 ６０ 只 ＩＣＲ 雌性小鼠随机选取 １０ 只作为正常组，
剩余小鼠连续 ３ ｄ 腹腔注射 ３００ ｍｇ ／ ｋｇ 对氯苯丙氨酸 （ＰＣＰＡ） 建立失眠模型。 将模型小鼠随机分为模型组、 右佐匹克

隆组 （０􀆰 １３ ｍｇ ／ ｋｇ） 及疏肝健脾养心方低、 中、 高剂量组 （３􀆰 １、 ６􀆰 ２、 １２􀆰 ４ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只， 连续给药 １４ ｄ 后，
戊巴比妥钠翻正实验检测睡眠潜伏期与睡眠持续时间； 糖水偏好实验和旷场实验评估焦虑抑郁样行为及自主活动；
ＥＬＩＳＡ 法检测血清皮质醇 （ＣＯＲＴ） 及褪黑素 （ＭＴ） 水平； 透射电镜观察下丘脑神经元及线粒体超微结构； 免疫荧光

染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测下丘脑 ＯＸＡ、 ＯＸ１Ｒ、 ＰＥＲ１、 ＣＲＹ１ 蛋白定位与表达。 结果　 与正常组比较， 模型组小鼠入

睡潜伏期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 睡眠维持时间缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 糖水偏好率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 旷场总活动距离、 平均速度、
理毛次数、 中央区域探索时间百分比均增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 血清 ＣＯＲＴ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＴ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
下丘脑神经元及线粒体损伤严重； 下丘脑 ＯＸＡ 和 ＯＸ１Ｒ 共定位、 ＰＥＲ１ 和 ＣＲＹ１ 核内共定位表达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
ＯＸＡ、 ＯＸ１Ｒ、 ＰＥＲ１、 ｐ⁃ＣＲＥＢ ／ ＣＲＥＢ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 疏肝健脾养心方可缩短入睡潜伏期

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 延长睡眠维持时间 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 升高糖水偏好率 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 降低旷场总活动距离、 平均速度、 理毛次

数、 中央区域探索时间百分比 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 降低血清 ＣＯＲＴ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 升高 ＭＴ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 改善神经元超微结构及线粒体损伤； 减少下丘脑 ＯＸＡ 和 ＯＸ１Ｒ 共定位、 ＰＥＲ１ 和 ＣＲＹ１ 核内共定位表达 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 降低 ＯＸＡ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ ／ ＣＲＥＢ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 疏肝健脾养心方可有效改善小鼠失眠障碍，
其机制可能与调控 ＯＸＡ ／ ＣＲＥＢ ／ ＰＥＲ１ 信号通路有关。
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ｔｈｅ ＭＴ ｌｅｖｅｌ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄａｍａｇｅ ｗｅｒｅ
ｉｍｐｒｏｖｅｄ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＯＸＡ ａｎｄ ＯＸ１Ｒ ｉｎ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＥＲ１
ａｎｄ ＣＲＹ１ ｉｎ ｎｕｃｌｅｕｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＯＸＡ ａｎｄ ｐ⁃ＣＲＥＢ ／ ＣＲＥＢ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ 　 Ｓｈｕｇａｎ Ｊｉａｎｐｉ Ｙａｎｇｘｉｎ Ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅ
ｉｎｓｏｍｎｉａ ｉｎ ｍｉｃｅ， ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＯＸＡ ／ ＣＲＥＢ ／ ＰＥＲ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｓｈｕｇａｎ Ｊｉａｎｐｉ Ｙａｎｇｘｉｎ Ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ； ｉｎｓｏｍｎｉａ； ＯＸＡ ／ ＣＲＥＢ ／ ＰＥＲ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ；
ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍｓ

　 　 失眠作为全球高发的睡眠障碍性疾病， 其病理

机制涉及神经递质失衡、 昼夜节律紊乱及下丘脑⁃
垂体⁃肾上腺轴功能异常等多重因素［１⁃２］。 其中， 维

持机体生理活动与睡眠⁃觉醒周期的核心生物

钟——昼夜节律系统的稳定性， 对于失眠的发生发

展至关重要［３］。 传统苯二氮艹
卓类药物虽能短期缓

解症状， 但存在依赖性和认知损害风险［４］。 最新

研究有力支持了利用昼夜节律调控机制干预失眠障

碍的可行性［５］。 以下丘脑食欲素 （ｏｒｅｘｉｎ） 为核心

的神经调控系统被证实与睡眠⁃觉醒周期密切相关，
其中食欲素 Ａ （ｏｒｅｘｉｎ Ａ， ＯＸＡ） 介导的 ｃＡＭＰ 反

应元件结合蛋白 （ ｃＡＭＰ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ， ＣＲＥＢ ） ／周 期 蛋 白 １ （ ｐｅｒｉｏｄ ｃｉｒｃａｄｉａｎ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒ １， ＰＥＲ１） 信号通路， 作为连接分子机制

与行为表型的关键枢纽， 通过调控下丘脑神经元活

性， 在维持昼夜节律稳态改善失眠中发挥核心作

用［６⁃７］。 该通路的异常是导致昼夜节律紊乱进而诱

发失眠的重要分子基础。
疏肝健脾养心方是河南省名中医赵敏教授根据

失眠邪实正虚病机， 结合长期临床实践所得的有效

验方， 具有调和肝脾、 宁心安神之效， 正合肝郁脾

虚、 心神失养致失眠之病因病机， 其临床疗效确

切， 可显著改善临床患者睡眠潜伏期和持续时间。
前期研究表明， 其机制涉及 ５⁃羟色胺 （５⁃ＨＴ） 水

平升高及下丘脑 Ｏｒｅｘｉｎ 信号抑制， 不仅降低下丘

脑 ＯＸＡ、 食 欲 素 受 体 １ （ ｏｒｅｘｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １，
ＯＸ１Ｒ） ／食欲素受体 ２ （ｏｒｅｘｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２， ＯＸ２Ｒ）
ｍＲＮＡ 表达， 还通过提升 ５⁃ＨＴ 水平恢复睡眠稳

态［８］。 基 于 此， 本 研 究 采 用 对 氯 苯 丙 氨 酸

（ＰＣＰＡ） 诱导建立失眠小鼠模型， 聚焦 ＯＸＡ ／
ＣＲＥＢ ／ ＰＥＲ１ 信号通路探究疏肝健脾养心方调控昼

夜节律治疗失眠的机制， 以期为该方临床应用提供

实验依据。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物　 ８ 周龄雌性 ＩＣＲ 小鼠 ６０ 只， 体质

量 （３０±２） ｇ， 由辽宁长生生物技术股份有限公司

提供 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （辽） ２０２０⁃
０００１， 动物质量合格证号 ２１０７２６２４１１０１７０１６１８］，

８５８１
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饲养于河南中医药大学实验动物中心 ＳＰＦ 级动物

房 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （豫） ２０２１⁃
００１５］， 饲养环境温度 （２３±２）℃， 相对湿度 （５５
±５）％ ， 昼夜光照 １２ ｈ ／ １２ ｈ 交替。 本实验方案通

过河南中医药大学实验动物福利伦理委员会审查

（伦理审查号 ＩＡＣＵＣ⁃２０２３１２０５６）。
１􀆰 ２　 药物 　 右佐匹克隆 （规格 ３ ｍｇ ／片， 国药准

字 Ｈ２０２１３８３０， 批号 ２４０８０１） 购于北京斯利安药

业有限公司。 疏肝健脾养心方由柴胡 １０ ｇ、 当归

１０ ｇ、 白芍 １５ ｇ、 黄芩 ９ ｇ、 炒白术 １５ ｇ、 茯苓

１５ ｇ、 栀子 １０ ｇ、 党参 １０ ｇ、 龙眼肉 １５ ｇ、 炒酸枣

仁 １５ ｇ、 炙甘草 １０ ｇ 组成， 中药颗粒剂均购于江

阴天江药业有限公司 （批号 ２１０３２２１１、 ２１０９６６２４、
２１０７６５７４、 ２１０３６１９１、 ２１０７０１０ｗ、 ２１０５６４１４、 ２１００７１９１、
２１０００３５２、 ２０１２０１、 ２１０４６５１４、 ２１０９６５０４）， 由河南中

医药大学第一临床附属医院中药房提供， 经鉴定符

合 ２０２０ 年版 《中国药典》 标准。 全方含生药饮片

质量共 １３４ ｇ （颗粒剂质量 ４０ ｇ）， 根据 《药理研

究方法学》 ［９］人与小鼠体表面积等效剂量系数折算

法 （系数 ９􀆰 １）， 采用临床等效剂量为小鼠灌胃中

剂量 ６􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ， 高、 低剂量分别为临床 ２、 ０􀆰 ５ 倍

剂量 （１２􀆰 ４、 ３􀆰 １ ｇ ／ ｋｇ）。 根据小鼠灌胃体积 （１０
ｍＬ ／ ｋｇ）， 使用时将配方颗粒溶于纯净水中， 制成

给药 质 量 浓 度 分 别 为 ０􀆰 ３１、 ０􀆰 ６２、 １􀆰 ２４ ｇ ／ ｍＬ
（低、 中、 高剂量） 的溶液灌胃。
１􀆰 ３　 试剂 　 ＰＣＰＡ （美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司， 批

号 Ｃ６５０６）； ＯＸＡ 抗体 （北京博奥森生物技术有限

公司， 批号 ｂｓ⁃１５５０９Ｒ）； 环磷酸腺苷反应元件结

合蛋白 （ ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｅｌｅｍｅｎｔ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＣＲＥＢ ）、 磷 酸 化 ＣＲＥＢ
（ｐ⁃ＣＲＥＢ） 抗体 （美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公

司， 货号 ９１９７Ｓ、 ９１９８Ｓ）； ＰＥＲ１、 隐花色素昼夜

节律调节器 １ （ｃｒｙｐｔｏｃｈｒｏｍｅ １， ＣＲＹ１）、 ＧＡＰＤＨ、
ＯＸ２Ｒ 抗体 （武汉爱博泰克生物科技有限公司， 货

号 Ａ８４４９、 Ａ１３６６２、 ＡＣ０５４、 Ａ３０５７）； ＯＸ１Ｒ 抗体

（武汉三鹰生物技术有限公司， 货号 １８３７０⁃１⁃ＡＰ）；
皮质 醇 （ ｃｏｒｔｉｓｏｌ， ＣＯＲＴ）、 褪 黑 素 （ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ，
ＭＴ） ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （上海酶联生物科技有限公司，
货号 ｍｌ００１９５９、 ｍｌ００２２０９）。
１􀆰 ４　 仪器　 Ｓｍａｒｔ Ｖ３􀆰 ０ 视频红外线摄像旷场实验

视频分析系统 （深圳市瑞沃德生命科技股份有限

公司）； Ｆｒｅｓｃｏ２１ 型冷冻离心机、 Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＦＣ 型酶

标 仪 （ 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公 司 ）；
ＲＭ２２４５ 型轮转式石蜡切片机、 ＥＭ ＵＣ７ 型全自动

超薄切片机、 ＥＭ ＴＰ 型全自动树脂处理机 （德国

Ｌｅｉｃａ 公司）； ＶＥ⁃１８０ 型垂直电泳仪 （上海天能科

技有限公司）； ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ型蛋白印迹成像仪 （美
国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ＪＥＭ⁃１４００ 型生物透射电镜 （日
本电子株式会社）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组、 造模与给药　 小鼠适应性喂养 １ 周后，
按随机数字表法分为正常组 （１０ 只） 和造模组

（５０ 只）。 参考文献 ［１０］ 报道， 正常组每日上午

８： ００ 腹腔注射 ０􀆰 ９％ 氯化钠溶液 （１０ ｍＬ ／ ｋｇ）， 其

余各组腹腔注射 ３００ ｍｇ ／ ｋｇ ＰＣＰＡ 溶液复制失眠小

鼠模型， 连续造模 ３ ｄ。 将造模成功的小鼠按随机

数字表法分为模型组、 右佐匹克隆组和疏肝健脾养

心方低、 中、 高剂量组。 疏肝健脾养心方低、 中、
高剂量组给予 ３􀆰 １、 ６􀆰 ２、 １２􀆰 ４ ｇ ／ ｋｇ 疏肝健脾养心

方混悬液， 右佐匹克隆组给予 ０􀆰 １３ ｍｇ ／ ｋｇ 右佐匹

克隆混悬液， 正常组和模型组给予等量生理盐水，
连续灌胃给药 １４ ｄ。 给药结束后， 先进行戊巴比妥

钠翻正实验， 待小鼠休息后进行糖水偏好实验和旷

场实验适应性训练； 实验第 １８ 天开始进行连续 ３ ｄ
的旷场实验， 并在小鼠休息期维持糖水实验训练；
第 ２１ 天记录糖水消耗， 行为学期间连续给药， 第

２２ 天将所有小鼠麻醉后取血、 断头取脑， 进行后

续实验。
２􀆰 ２　 戊巴比妥钠阈上剂量协同睡眠实验　 根据预

实验和高翰博等［８，１１］实验结果， 给予戊巴比妥钠阈

上剂量 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ； 前期预实验确定给药第 １３ 天，
８０％小鼠翻正反射不消失的戊巴比妥钠阈下用量为

３０ ｍｇ ／ ｋｇ， 小鼠 １００％ 入睡但又不使睡眠时间过长

甚至死亡的戊巴比妥钠剂量为 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ。 正式实

验中， 用药后立即开始计时 （记为 Ｔ０）， 待小鼠基

本停止运动时， 将其体位翻转呈仰卧位， 若 ３ ｍｉｎ
内仰卧位达 ６０ ｓ 以上， 判断其翻正反射消失进入

睡眠状态， 此时记录为睡眠起始时间 （记为 Ｔｌｏｓｓ）。
当翻正反射首次恢复时， 立即将其翻转成仰卧位，
３０ ｓ 内若再次恢复， 判断为动物觉醒， 并记录首次

恢复翻正反射的时间为睡眠终止时间 （记为

Ｔａｗａｋｅ）； 若 ３０ ｓ 内未恢复， 则在翻正反射再次恢复

后重复翻转， 直至判定为睡眠结束。 计算公式为入

睡潜伏期＝Ｔｌｏｓｓ－Ｔ０； 睡眠持续时间＝Ｔａｗａｋｅ－Ｔｌｏｓｓ。
２􀆰 ３　 旷场实验 　 旷场实验箱规格 １００ ｃｍ×１００ ｃｍ×
４０ ｃｍ， 箱体由黑色硬塑料构成， 参考文献 ［１２］
报道进行实验。 开始实验后将小鼠放置于中央区

域， 让其随意探索， 观察时间为 ５ ｍｉｎ。 由 Ｓｍａｒｔ
９５８１
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Ｖ３􀆰 ０ 视频追踪系统进行录像、 轨迹提取和数据记

录， 分析小鼠探索的总路程、 平均速度、 理毛次

数、 中央区域探索时间百分比、 边缘区域静止时间

百分比， 以此评价小鼠的自主活动能力及情绪

状态。
２􀆰 ４　 糖水偏好实验　 参考文献 ［１３］ 报道进行糖

水偏好训练。 第 １ 天， 每只小鼠给予 ２ 瓶等体积的

１％ 蔗糖水； 第 ２ 天换成 １ 瓶 １％ 蔗糖水和 １ 瓶纯净

水， 每 ４ ｈ 调换 １ 次水瓶位置； 第 ３ 天停止供水，
２４ ｈ 后正式开始糖水偏好实验。 测试时给予 ２００
ｍＬ １％ 蔗糖水＋２００ ｍＬ 纯净水， 每隔 ２ ｈ 调换 １ 次

水瓶位置， 共观察 １２ ｈ。 记录蔗糖水及纯净水的消

耗量， 以糖水偏好率为评价指标。 公式为糖水偏好

率＝蔗糖水消耗量 ／ （蔗糖水消耗量＋纯净水消耗

量） ×１００％ 。
２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＣＯＲＴ 和 ＭＴ 水平 　 严格

按照试剂盒说明书操作步骤， 取各组小鼠血清， 检

测血清 ＣＯＲＴ、 ＭＴ 水平。
２􀆰 ６　 透射电镜观察下丘脑神经元超微结构　 小鼠

腹腔注射 １％ 戊巴比妥钠进行麻醉， 断头取脑后分

离下丘脑组织， 置于 ２􀆰 ５％ 戊二醛溶液中固定、 漂

洗， 再置于 １％ 锇酸中固定， 乙醇、 丙酮梯度脱水，
包埋后切片染色。 在 ３０ ０００ 倍视野下每组随机观察

５ 个神经元， 计算线粒体平均数量、 正常线粒体百

分比、 单个线粒体的截面轮廓面积和内外膜间隙。
２􀆰 ７ 　 免疫荧光染色检测下丘脑 ＯＸＡ 与 ＯＸ１Ｒ、
ＰＥＲ１ 与 ＣＲＹ１ 共定位表达　 在行为学测试结束后，
每组随机挑选 ３ 只小鼠， 麻醉、 断头取脑固定后用

于石蜡包埋。 参考文献 ［１４］ 报道， 脑组织切片

脱蜡脱水后置于 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 抗原修复缓冲液中微

波修复， ３％ Ｈ２Ｏ２ 室温封闭后， 加入一抗工作液

４ ℃冰箱孵育过夜， 次日滴加二抗工作液室温避光

孵育 ２ ｈ， ＤＡＰＩ 染核后封片、 拍照， 计算阳性染色

的平均光密度 （ａｖｅｒａｇｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＡＯＤ） 值。
２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测下丘脑组织 ＯＸＡ、 ＯＸ１Ｒ、
ＣＲＥＢ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＰＥＲ１ 蛋白表达 　 行为学测试结

束后， 每组随机挑选 ４ 只小鼠， 麻醉后断头取脑，
剥离新鲜下丘脑组织， 使用 ＲＩＰＡ 高效组织裂解液

将其充分裂解， 离心后取上清， 根据 ＢＣＡ 蛋白检

测试剂盒说明书测定蛋白质浓度。 蛋白上样， 电

泳， 转膜， 使用 ５％ 脱脂奶粉封闭液室温摇床封闭

约 １􀆰 ５ ｈ， 加一抗孵育过夜， 次日加二抗孵育后使

用发光成像显影仪进行成像， 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ ｖ１􀆰 ８􀆰 ０
软件分析条带灰度值。

２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理，
满足正态性和方差齐性的计量资料以 （ ｘ± ｓ） 表

示， 多组间比较采用单因素方差分析， 方差齐时两

两比较采用 ＬＳＤ 法检验， 方差不齐时采用 Ｔａｍｈａｎｅ
Ｔ２ 法检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 疏肝健脾养心方对失眠小鼠睡眠情况的影

响　 实验第 １４ 天给药结束 １ ｈ 后， 与正常组比较，
模型组小鼠睡眠潜伏期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 睡眠持续

时间缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 疏肝健脾养

心方各剂量组及右佐匹克隆组小鼠睡眠潜伏期缩短

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 睡眠持续时间延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 １。
表 １　 各组小鼠睡眠潜伏期和睡眠持续时间比较 （ ｘ± ｓ，

ｎ＝１０）
Ｔａｂ􀆰 １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｌｅｅｐ ｌａｔｅｎｃｙ ａｎｄ ｓｌｅｅｐ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ

ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 睡眠潜伏期 ／ ｍｉｎ 睡眠持续时间 ／ ｍｉｎ

正常组 ３􀆰 ９４±０􀆰 ２０ ５４􀆰 ７７±１􀆰 ０１
模型组 ９􀆰 ４５±０􀆰 ３１＃＃ １７􀆰 ６１±１􀆰 ６３＃＃

疏肝健脾养心方低剂量组 ５􀆰 ５０±０􀆰 １０∗∗ ２７􀆰 ８３±０􀆰 ５３∗∗

疏肝健脾养心方中剂量组 ５􀆰 ６７±０􀆰 ３０∗∗ ３４􀆰 ４７±１􀆰 ２９∗∗

疏肝健脾养心方高剂量组 ４􀆰 １３±０􀆰 １１∗∗ ３１􀆰 ２８±１􀆰 ４８∗∗

右佐匹克隆组 ３􀆰 ６７±０􀆰 １４∗∗ ３６􀆰 ８８±１􀆰 ４７∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 疏肝健脾养心方对失眠小鼠自发活动和焦虑

抑郁行为的影响 　 实验第 １８ 天， 与正常组比较，
模型组小鼠总活动距离、 平均速度、 理毛次数、 中

央区域探索时间百分比均增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 边缘区

域静止时间百分比降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 活动轨迹稀

疏， 自发活动减少； 与模型组比较， 疏肝健脾养心

方低、 高剂量组小鼠理毛次数、 中央区域探索时间

百分比均减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 疏肝健脾养心方中剂量

组小鼠总活动距离、 平均速度、 理毛次数、 中央区

域探索时间百分比均减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 边缘区域静

止时间百分比增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 １、 表 ２～３。
３􀆰 ３　 疏肝健脾养心方对失眠小鼠糖水偏好的影

响　 实验第 ２１ 天， 与正常组比较， 模型组小鼠糖

水偏好率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 疏肝健

脾养心方各剂量组及右佐匹克隆组小鼠糖水偏好率

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ４。
３􀆰 ４　 疏肝健脾养心方对失眠小鼠血清 ＣＯＲＴ 和 ＭＴ
水平的影响 　 与正常组比较， 模型组小鼠血清

ＣＯＲＴ 水平升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＭＴ 水平降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 疏肝健脾养心方各剂量组

及右佐匹克隆组 ＣＯＲＴ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＴ
水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ５。
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注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为疏肝健脾养心方低、 中、
高剂量组， Ｆ 为右佐匹克隆组。

图 １　 各组小鼠旷场运动轨迹图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｒａｃｋ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｏｐｅｎ⁃ｆｉｅｌｄ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｍｉｃｅ
ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ２　 各组小鼠总活动距离、 平均速度、 理毛次数比较

（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｔａｂ􀆰 ２ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｍｏｖｉｎｇ ｄｉｓｔａｎｃｅ， ａｖｅｒａｇｅ

ｓｐｅｅｄ ａｎｄ ｇｒｏｏｍｉｎｇ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别
总活动距离 ／

ｃｍ

平均速度 ／

（ｃｍ·ｓ－１）

理毛次数 ／
次

正常组 １ ３０２±２３２　 １５􀆰 ２４±３􀆰 ４２ １７􀆰 ２±４􀆰 ８
模型组 ２ ４７２±１５４＃＃ ２６􀆰 ５５±２􀆰 ６５＃＃ ４３􀆰 ２±６􀆰 ４＃＃

疏肝健脾养心方低剂量组 １ ９５０±２１３ １９􀆰 ３０±１􀆰 ０８ ２２􀆰 ７±５􀆰 ０∗

疏肝健脾养心方中剂量组 １ ５５９±１５９∗∗ １５􀆰 ４５±２􀆰 １１∗∗ １９􀆰 ９±３􀆰 ３∗∗

疏肝健脾养心方高剂量组 １ ９２５±１３１ １９􀆰 ４７±１􀆰 ４９ ２２􀆰 ２±３􀆰 １∗

右佐匹克隆组 １ ７１５±７８∗ ２４􀆰 ８４±２􀆰 ３０ ３１􀆰 ８±４􀆰 ７

　 　 注： 与正常组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ３　 各组小鼠中央区域探索时间、 边缘区域静止时间百

分比比较 （％， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｉｎ ｃｅｎｔｒａｌ ａｒｅａ ａｎｄ

ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｒｅｓｔ ｔｉｍｅ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｍｉｃｅ
ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （％， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别
中央区域探索

时间百分比

边缘区域静止

时间百分比
正常组 ０􀆰 １３±０􀆰 ０６ ３９􀆰 ３９±８􀆰 ８９
模型组 １􀆰 １８±０􀆰 ２３＃＃ １４􀆰 ２２±０􀆰 ９４＃＃

疏肝健脾养心方低剂量组 ０􀆰 ３４±０􀆰 ２２∗ ２６􀆰 ８１±５􀆰 ５４
疏肝健脾养心方中剂量组 ０􀆰 ３０±０􀆰 １０∗∗ ３３􀆰 ７０±５􀆰 ６６∗

疏肝健脾养心方高剂量组 ０􀆰 ４９±０􀆰 ２５∗ ３０􀆰 ２９±２􀆰 ５８
右佐匹克隆组 ０􀆰 ５２±０􀆰 １８ ２１􀆰 ７０±３􀆰 ０６

　 　 注： 与正常组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ５　 疏肝健脾养心方对失眠小鼠下丘脑神经元和

线粒体结构的影响　 与正常组比较， 模型组下丘脑

神经元超微结构损伤， 线粒体数量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
单位 面 积 正 常 线 粒 体 密 度 降 低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），

　 　 　 　 　表 ４　 各组小鼠糖水偏好率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｕｇａｒ ｗａｔｅｒ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ

ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 糖水偏好率 ／ ％

正常组 ６９􀆰 ００±１􀆰 １６
模型组 ３３􀆰 ００±１􀆰 ７３＃＃

疏肝健脾养心方低剂量组 ５４􀆰 ３３±１􀆰 ４５∗∗

疏肝健脾养心方中剂量组 ５６􀆰 ６７±５􀆰 ２４∗∗

疏肝健脾养心方高剂量组 ５３􀆰 ３３±３􀆰 ８４∗∗

右佐匹克隆组 ６０􀆰 ３３±２􀆰 ３３∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ５　 各组小鼠血清 ＣＯＲＴ 和 ＭＴ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＣＯＲＴ ａｎｄ ＭＴ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＣＯＲＴ ／ （μｇ·Ｌ－１） ＭＴ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）

正常组 １４８􀆰 ３０±０􀆰 ８６ １４４􀆰 ３０±２􀆰 ０８
模型组 ２０４􀆰 ７０±７􀆰 ８５＃＃ ９９􀆰 ０９±２􀆰 ２４＃＃

疏肝健脾养心方低剂量组 １４７􀆰 ８０±９􀆰 ０３∗∗ １１７􀆰 １０±２􀆰 ０３∗∗

疏肝健脾养心方中剂量组 １７２􀆰 ８０±３􀆰 ２８∗∗ １０８􀆰 ４０±２􀆰 １６∗

疏肝健脾养心方高剂量组 １６５􀆰 ００±２􀆰 ９３∗∗ １２８􀆰 ５０±２􀆰 １５∗∗

右佐匹克隆组 １６０􀆰 ９０±２􀆰 ６０∗∗ １２２􀆰 ２０±１􀆰 ３８∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

平均截面积增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肿胀变形； 嵴结构嵴

模糊、 断裂、 溶解甚至消失， 部分呈空泡状， 部分

线粒体膜完整性受损， 内外膜间隙增加 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 疏肝健脾养心方高、 低剂

量组神经元结构接近正常， 胞质水肿和内质网扩张

缓解， 线粒体数量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 恢

复至接近正常水平， 正常线粒体百分比增加 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 线粒体形态结构恢复良好， 肿胀减轻， 平

均截面积缩小 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 嵴结构清晰，
内外膜间隙缩小 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结果见图 ２ 和表 ６。
３􀆰 ６　 疏肝健脾养心方对失眠小鼠下丘脑 ＯＸＡ 与

ＯＸ１Ｒ、 ＰＥＲ１ 与 ＣＲＹ１ 在核内外共定位表达的影

响　 与正常组比较， 模型组小鼠下丘脑区 ＯＸＡ、
ＯＸ１Ｒ、 ＰＥＲ１、 ＣＲＹ１ 及 ＯＸＡ 与 ＯＸ１Ｒ、 ＥＲ１ 与

ＣＲＹ１ 共定位荧光信号均增强 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 疏肝健脾养心方各剂量组和右佐匹克隆组

小鼠下丘脑区 ＯＸＡ、 ＯＸ１Ｒ、 ＰＥＲ１、 ＣＲＹ１ 及 ＯＸＡ
与 ＯＸ１Ｒ、 ＰＥＲ１ 与 ＣＲＹ１ 共定位荧光信号均减弱

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３～４、 表 ７。
３􀆰 ７　 疏肝健脾养心方对失眠小鼠下丘脑 ＯＸＡ、
ＯＸ１Ｒ、 ＣＲＥＢ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＰＥＲ１ 蛋白表达的影响　 与

正常组比较， 模型组小鼠下丘脑 ＯＸＡ、 ＯＸ１Ｒ、 ｐ⁃
ＣＲＥＢ ／ ＣＲＥＢ、 ＰＥＲ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 疏肝健脾养心方高、 低剂量组和右佐

匹克隆组小鼠下丘脑 ＯＸＡ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ ／ ＣＲＥＢ、 ＰＥＲ１
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注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为疏肝健脾养心方低、 中、 高

剂量组， Ｆ 为右佐匹克隆组。 左侧为神经元轮廓形态图， 右侧为

红色虚线框的局部放大图， 黑色箭头指正常线粒体， 红色箭头指

受损伤或修复中的线粒体。

图 ２　 各组小鼠下丘脑神经元和线粒体形态图 （透射电

镜， ×３０ ０００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍａｐ ｏｆ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｎｅｕｒｏｎｓ ａｎｄ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ （ ＴＥＭ，
×３０ ０００）

　 　 　

蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 疏肝健脾养

心方中剂量组小鼠下丘脑 ＯＸＡ、 ＯＸ１Ｒ 蛋白表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ⁃ＣＲＥＢ ／ ＣＲＥＢ 蛋白表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示中剂量可能对 ＣＲＥＢ 通路具

有阶段性激活作用。
４　 讨论

失眠障碍是常见的睡眠⁃觉醒节律紊乱性疾

病［１５］， 属中医学 “不寐”， 核心病机为 “阴阳失

交， 心神失养或心神被扰”。 中医药治疗失眠具有

独特优势［１６⁃１７］， 正如 《类经·疾病类·情志九

气》 ［１８］云： “虽五脏各有所属， 然求其所由， 则无

不从心而发”。 河南省名中医赵敏结合临床经验指

出 “情志不畅、 肝失疏泄” 是其关键病因， 提出

“疏肝、 健脾、 养心” 治法， 创制疏肝健脾养心

方， 契合 “肝郁脾虚、 心神失养” 之证。 前期研

究显示， 该方可通过增加 ５⁃ＨＴ 表达， 抑制下丘脑

ＯＸＡ 及其受体表达， 发挥镇静催眠作用［８］， 与

ＯＸＡ 在睡眠⁃觉醒节律调控中角色相符［１９］。 研究表

明， ＯＸＡ 神经元活性与 ＰＥＲ１ 等时钟基因昼夜振

荡同步， 共同调节觉醒⁃睡眠周期［２０］。 基于此， 本

研究进一步探讨该方是否通过调控下丘脑 ＯＸＡ ／
ＣＲＥＢ ／ ＰＥＲ１ 信号通路， 改善睡眠⁃觉醒节律及伴随

的情绪行为异常， 以深入揭示其多靶点作用机制。
本研究发现， 模型组表现出入睡潜伏期延长和

睡眠持续时间缩短等核心症状， 并伴有糖水偏好率

降低及旷场实验中的自主活动亢进与探索行为异

常， 提示模型成功模拟了失眠及其伴随的快感缺失

表 ６　 各组小鼠神经元线粒体变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 线粒体数量 ／ 个 正常线粒体百分比 ／ ％ 平均截面积 ／ ｎｍ２ 内外膜间隙宽度 ／ ｎｍ
正常组 ６７􀆰 ００±５􀆰 ５７ ９６􀆰 １７±０􀆰 ９８ ５９ ７５０±４ ４９０ ７􀆰 ２２±０􀆰 ３８
模型组 １５􀆰 ６７±２􀆰 ３３＃＃ １９􀆰 ８４±５􀆰 ５７＃＃ ２５４ ３３６±４１ ６７６＃＃ １６􀆰 ２１±２􀆰 ２０＃＃

疏肝健脾养心方低剂量组 ４９􀆰 ００±５􀆰 １３∗∗ ８３􀆰 ２６±２􀆰 ４９∗∗ ８７ ９０４±８ ０３５∗∗ ８􀆰 ９４±０􀆰 ３２∗∗

疏肝健脾养心方中剂量组 ２９􀆰 ３３±２􀆰 ９６ ２９􀆰 ７０±１􀆰 ８１ １０５ ８４４±２２ ６６２∗∗ ８􀆰 ８３±０􀆰 ２５∗∗

疏肝健脾养心方高剂量组 ３３􀆰 ３３±５􀆰 ５５∗ ６６􀆰 ４６±４􀆰 ８０∗∗ １３２ ３０８±３５ ４１０∗ １０􀆰 １５±０􀆰 ５５∗∗

右佐匹克隆组 ２５􀆰 ３３±２􀆰 ９１ ５２􀆰 ７８±１６􀆰 ９０∗ １３８ ６９４±２６ ２６３∗ ７􀆰 ５１±０􀆰 ３４∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ７　 各组小鼠下丘脑 ＯＸＡ、 ＯＸ１Ｒ、 ＰＥＲ１、 ＣＲＹ１ 及 ＯＸＡ 与 ＯＸ１Ｒ、 ＥＲ１ 与 ＣＲＹ１ 共定位荧光信号强度比较 （ＡＯＤ，
ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ ＯＸＡ， ＯＸ１Ｒ， ＰＥＲ１， ＣＲＹ１ ａｎｄ ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＯＸＡ ａｎｄ ＯＸ１Ｒ，
ＰＥＲ１ ａｎｄ ＣＲＹ１ ｉｎ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＡＯＤ， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＯＸＡ ＯＸ１Ｒ ＯＸＡ 与 ＯＸ１Ｒ ＰＥＲ１ ＣＲＹ１ ＰＥＲ１ 与 ＣＲＹ１
正常组 ３５􀆰 ５１±２􀆰 ２４ ２９􀆰 ７３±３􀆰 ３３ ２９􀆰 ２４±２􀆰 ２１ ２７􀆰 ２２±１􀆰 １５ ４１􀆰 ６６±３􀆰 ６８ ４２􀆰 ０７±６􀆰 ２５
模型组 ８１􀆰 ０７±３􀆰 ２８＃＃ ８５􀆰 ２８±１􀆰 ８６＃＃ １２９􀆰 ６０±９􀆰 ５５＃＃ ７２􀆰 ８７±６􀆰 ３５＃＃ ７８􀆰 ５５±３􀆰 ２６＃＃ １３０􀆰 ６０±２􀆰 ２３＃＃

疏肝健脾养心方低剂量组 ５７􀆰 ２７±２􀆰 ０７∗∗ ６１􀆰 ９４±７􀆰 ５４∗∗ ６２􀆰 ０３±６􀆰 ７６∗∗ ３６􀆰 ７１±４􀆰 ６０∗∗ ６３􀆰 １１±４􀆰 ０３∗ ８１􀆰 ２０±４􀆰 ８７∗∗

疏肝健脾养心方中剂量组 ７２􀆰 ３７±１􀆰 ８７∗ ６７􀆰 １６±２􀆰 ２９∗ ８５􀆰 ６３±１１􀆰 ３９∗ ５４􀆰 １３±４􀆰 ７１∗ ５６􀆰 ５１±１􀆰 ６１∗∗ ５５􀆰 ２８±２􀆰 ９３∗∗

疏肝健脾养心方高剂量组 ６４􀆰 ７８±１􀆰 ５８∗∗ ６７􀆰 ５５±４􀆰 ５４∗ ７６􀆰 ２９±９􀆰 ７２∗∗ ５３􀆰 ８３±１􀆰 ６２∗ ６４􀆰 ９２±３􀆰 ２７∗ ８３􀆰 ２２±３􀆰 ０５∗∗

右佐匹克隆组 ６３􀆰 ０６±０􀆰 ７４∗∗ ６３􀆰 ０１±５􀆰 ２６∗∗ ８１􀆰 １９±１０􀆰 ４３∗∗ ３５􀆰 ９４±１􀆰 ７６∗∗ ５８􀆰 ３７±２􀆰 ８９∗∗ ６５􀆰 ４６±４􀆰 ７１∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
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注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为疏肝健脾养心方低、 中、 高剂量组， Ｆ 为右佐匹克隆组。

图 ３　 各组小鼠下丘脑 ＯＸＡ 和 ＯＸ１Ｒ 免疫荧光染色图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＯＸＡ ａｎｄ ＯＸ１Ｒ ｉｎ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
表 ８　 各组下丘脑 ＯＸＡ、 ＯＸ１Ｒ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ ／ ＣＲＥＢ、 ＰＥＲ１ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

Ｔａｂ􀆰 ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＯＸＡ， ＯＸ１Ｒ， ｐ⁃ＣＲＥＢ ／ ＣＲＥＢ ａｎｄ ＰＥＲ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ，
ｎ＝４）

组别 ＯＸＡ ＯＸ１Ｒ ｐ⁃ＣＲＥＢ ／ ＣＲＥＢ ＰＥＲ１
正常组 ０􀆰 ４７±０􀆰 ０１ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０４ １􀆰 ００±０􀆰 ０２ １􀆰 ００±０􀆰 ０２
模型组 １􀆰 １１±０􀆰 ０２＃＃ １􀆰 ０６±０􀆰 ０５＃＃ １􀆰 ８４±０􀆰 ０４＃＃ １􀆰 ４１±０􀆰 ０３＃＃

疏肝健脾养心方低剂量组 ０􀆰 ７５±０􀆰 ０２∗∗ ０􀆰 ９２±０􀆰 ０２∗ １􀆰 ２２±０􀆰 ０２∗∗ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０２∗∗

疏肝健脾养心方中剂量组 ０􀆰 ８５±０􀆰 ０３∗∗ ０􀆰 ９１±０􀆰 ０１∗ ３􀆰 ６４±０􀆰 ０９∗∗ １􀆰 ５０±０􀆰 ０３
疏肝健脾养心方高剂量组 ０􀆰 ９３±０􀆰 ０４∗∗ １􀆰 ０３±０􀆰 ０３ １􀆰 ５８±０􀆰 ０３∗∗ １􀆰 ２２±０􀆰 ０３∗∗

右佐匹克隆组 ０􀆰 ９０±０􀆰 ０４∗∗ ０􀆰 ９３±０􀆰 ０２ １􀆰 ６４±０􀆰 ０３∗∗ １􀆰 ２８±０􀆰 ０３∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

与焦虑样行为， 与文献 ［２１］ 报道一致。 疏肝健

脾养心方干预后逆转上述行为异常， 同步改善睡眠

与情绪障碍， 与其 “疏肝健脾、 养心安神” 的中

医治法内涵相符。 模型组血清 ＣＯＲＴ 水平升高， 而

ＭＴ 水平降低， 提示 ＨＰＡ 轴过度激活与昼夜节律紊

乱［２２］； 疏肝健脾养心方干预后， ＣＯＲＴ 与 ＭＴ 水平

趋于正常， 表明该方具有调节 ＨＰＡ 轴与恢复节律

功能的作用， 从内分泌角度佐证其整体调节优

势［２３⁃２４］， 且与其 “疏肝解郁” 以调节情志， “健脾

养心” 以调和阴阳的中医功效相契合。 病理观察

显示， 模型组下丘脑神经元出现胞质水肿、 内质网

扩张 及 线 粒 体 损 伤 （ 数 量 减 少、 嵴 结 构 模

糊） ［２５⁃２７］； 疏肝健脾养心方干预后能有效改善线粒

体形态与数量， 减轻神经元结构损伤。
模型组下丘脑 ＯＸＡ 表达及 ＰＥＲ１ 蛋白表达异

常升高， ＰＥＲ１ 与 ＣＲＹ１ 核内共定位增强， 提示

Ｏｒｅｘｉｎ 系统过度活化并引发生物钟负反馈环路紊

乱， 与睡眠时相偏移的机制相符［２８］； 疏肝健脾养

心方可降低 ＯＸＡ 表达及 ＯＸＡ ／ ＯＸ１Ｒ 共定位， 阻断

Ｏｒｅｘｉｎ 信号通路过度激活， 但中剂量组效果较弱，
３６８１
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注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为疏肝健脾养心方低、 中、 高剂量组， Ｆ 为右佐匹克隆组。

图 ４　 各组小鼠下丘脑 ＰＥＲ１ 和 ＣＲＹ１ 免疫荧光染色图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＰＥＲ１ ａｎｄ ＣＲＹ１ ｉｎ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为疏肝健脾养心方低、 中、 高

剂量组， Ｆ 为右佐匹克隆组。

图 ５　 各组小鼠下丘脑 ＯＸＡ、 ＯＸ１Ｒ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＣＲＥＢ、
ＰＥＲ１ 蛋白条带图

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＯＸＡ， ＯＸ１Ｒ， ｐ⁃ＣＲＥＢ， ＣＲＥＢ
ａｎｄ ＰＥＲ１ ｉｎ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

呈现非单调剂量效应， 提示存在成分间复杂互作或

剂量依赖性调控差异。 Ｏｒｅｘｉｎ 信号通常通过激活

ＣＲＥＢ 调控下游基因［２９］， 本研究显示， 模型组 ｐ⁃
ＣＲＥＢ 与 ＰＥＲ１ 表达均升高， 进一步证实 ＯＸＡ ／ ｐ⁃

ＣＲＥＢ ／ ＰＥＲ１ 通路异常活化， 与 Ｏｒｅｘｉｎ 系统激活后

通过 ｐ⁃ＣＲＥＢ 促进 ＰＥＲ１ 基因转录相符［３０］； 而疏肝

健脾养心方可有效降低 ｐ⁃ＣＲＥＢ 及 ＰＥＲ１ 蛋白表

达， 减少其核内异常聚集。 以上结果说明该方改善

失眠的重要机制为抑制 ＯＸＡ 过度激活， 下调 ｐ⁃
ＣＲＥＢ 磷酸化， 进而恢复 ＰＥＲ１ 节律， 纠正生物钟

紊乱， 从而改善睡眠结构。
本研究中剂量组呈现行为与分子反应差异， 其

改善糖水偏好最优， 而对下丘脑 ＯＸＡ 和 ｐ⁃ＣＲＥＢ
的调控弱于低、 高剂量。 这一现象反映了中药复方

多靶点、 整体调节的药理特性［３１］。 中剂量可能优

先通过 ５⁃ＨＴ 等通路改善情绪行为， 而对 Ｏｒｅｘｉｎ ／生
物钟通路的调控需更高剂量或存在时序差异； 或处

于 “Ｕ 型” 剂量效应平衡点， 可调节 ＨＰＡ 轴却不

足以抑制高度激活的 ＯＸＡ 神经元［３２］； 亦或行为改

善先于分子调控。 该差异提示复方存在多通路协同

机制， 有待后续通过成分分析与多模型验证系统

阐明。
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综上所述， 疏肝健脾养心方可通过调控 ＯＸＡ ／
ＣＲＥＢ ／ ＰＥＲ１ 信号通路保护神经元结构， 有效改善

失眠障碍， 体现了中医药整体调节、 标本兼治的特

色优势， 具有良好的研究价值和应用前景。
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