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失眠肝郁血虚证病证结合动物模型
构建与评价*
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[摘要] 目的：应用腹腔注射对氯苯丙氨酸（PCPA）复合慢性夹尾刺激及尾部放血法，构建失眠肝郁血虚证

病证结合动物模型及其评价体系。方法：将30只雄性无特定病原体（SPF）级SD大鼠随机分为空白对照组和模型

组。空白对照组不干预，模型组采用腹腔注射PCPA复合慢性夹尾刺激及尾部放血法进行造模。21 d后观察大鼠一

般情况，评价大鼠证候特点、睡眠节律、行为学，采用戊巴比妥钠翻正实验记录大鼠睡眠潜伏期与睡眠持续时

间，检测大鼠动脉血红细胞计数（RBC）、血红蛋白（HGB）、白细胞计数（WBC）和血小板计数（PLT）以及血清中天

冬氨酸氨基转移酶（AST）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）、血尿素氮（BUN）的含量，苏木精-伊红（HE）染色和尼氏

（Nissl）染色观察大鼠海马组织CA1区组织病理，酶联免疫吸附试验（ELISA）检测海马组织和血清中5-羟色胺

（5-HT）、多巴胺（DA）的含量。结果：与空白对照组比较，模型组大鼠白天活动增加，夜间慵懒喜卧，精神倦怠，毛

发干枯色黄，对外界声、光刺激敏感。造模结束后模型组大鼠睡眠潜伏期显著延长，睡眠持续时间显著缩短；24 h

平均睡眠时间百分比下降、光照期的平均睡眠时间百分比减少、黑暗期的平均睡眠时间百分比增加；旷场实验

中总运动距离、总穿格次数、中央区穿格次数、中央区停留时间、直立时间、修饰时间均显著减少；高架十字迷宫

实验中开放臂进入次数和开放臂停留时间百分比均降低；抓握力降低；Morris水迷宫实验中逃逸潜伏期增加，穿

越平台次数、目标象限游泳时间均降低，动脉血中RBC、HGB、PLT降低；血清中ALT、AST、BUN含量升高。模型组

大鼠海马CA1区存在一定病理改变或异常表现；海马组织和血清中的5-HT含量降低，DA水平升高。结论：腹腔

注射PCPA复合慢性夹尾刺激以及尾部放血的多因素复合造模法构建的动物模型较为符合失眠肝郁血虚证的证

候特点与临床实际，可为后续的新药开发及作用机制研究提供实验基础。
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Construction and Evaluation of an Animal Model Combining Insomnia with

the Syndrome of Liver Depression and Blood Deficiency

[Abstract] Objective: To establish and evaluate an animal model combining insomnia with the syndrome

of liver depression and blood deficiency using intraperitoneal injection of p-chlorophenylalanine (PCPA) combined

with chronic tail-clamping stimulation and tail bleeding. Methods: Totally 30 male specific pathogen-free (SPF)

Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into a blank control group and a model group. The blank

control group received no intervention, while the model group was subjected to modeling via intraperitoneal

injection of PCPA combined with chronic tail-clamping stimulation and tail bleeding. After 21 days, the general

condition of the rats was observed, and their syndrome characteristics, sleep rhythm, and behavior were evaluated.

Sleep latency and sleep duration were recorded using the sodium pentobarbital righting reflex test. Arterial

blood counts of red blood cells (RBC), hemoglobin (HGB), white blood cells (WBC), and platelets (PLT), as well

as serum levels of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), and blood urea nitrogen
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失 眠 是 以 频 繁 入 睡 困 难 或 睡 眠 维 持 困 难 并 导 致 睡 眠 满

意 度 不 足 为 特 征 的 睡 眠 障 碍 ， 其 主 要 临 床 表 现 包 括 入 睡 困 难 、

睡 眠 维 持 障 碍 以 及 日 间 功 能 受 损 ， 如 疲 劳 、 注 意 力 不 集 中 、 记

忆 力 减 退 和 情 绪 波 动 等 [1-2]。 长 期 失 眠 不 仅 影 响 个 人 生 活 质 量 ，

还 与 多 种 健 康 问 题 相 关 ， 如 心 血 管 疾 病 、 代 谢 综 合 征 、 免 疫 系

统 功 能 下 降 以 及 抑 郁 和 焦 虑 [3]。 相 关 研 究 表 明 ， 全 球 成 人 失 眠

患 病 率 为 10%耀20% ， 其 中 我 国 的 失 眠 患 病 率 约 为 15%[1,4]。 在 中

医 学 理 论 中 ， 失 眠 称 为 “ 不 寐 ”“ 不 得 眠 ” 等 。 肝 郁 血 虚 证 为 失 眠

临 床 常 见 中 医 证 型 之 一 。 情 志 不 畅 、 高 压 状 态 等 多 因 素 导 致

肝 气 郁 结 ， 影 响 肝 藏 血 的 功 能 。 肝 郁 血 虚 ， 魂 不 归 舍 ， 心 神 不

安 ， 因 而 出 现 失 眠 症 状 [5]。

目 前 尚 无 规 范 的 失 眠 肝 郁 血 虚 证 动 物 模 型 的 构 建 方 法

和 评 价 体 系 报 道 。 建 立 科 学 合 理 的 病 证 结 合 动 物 模 型 ， 对 于

深 入 研 究 失 眠 肝 郁 血 虚 证 的 发 病 机 制 、 筛 选 有 效 治 疗 药 物 具

有 重 要 意 义 。 本 研 究 探 索 采 用 腹 腔 注 射 对 氯 苯 丙 氨 酸 （ para-

Chlorophenylalanine ， PCPA） 复 合 慢 性 夹 尾 刺 激 及 尾 部 放 血 法

建 立 失 眠 肝 郁 血 虚 证 病 证 结 合 动 物 模 型 ， 并 根 据 大 鼠 一 般 情

况 、 证 候 评 价 、 行 为 学 、 实 验 室 相 关 指 标 检 测 、 病 理 学 改 变 进

行 模 型 检 验 ， 旨 在 为 其 评 价 体 系 的 建 立 提 供 实 验 依 据 。

1 材 料

1.1 动物 健 康 雄 性 SPF 级 SD 大 鼠 30 只 ， 体 质 量 （ 200依20） g ，

购 于 斯 贝 福 （ 北 京 ） 生 物 技 术 有 限 公 司 。 实 验 动 物 生 产 许 可 证

号 ： SCXK（ 京 ） 2024-0001 ； 动 物 质 量 合 格 证 号 ： 1103242411

02372528 。 大 鼠 分 笼 饲 养 于 北 京 中 医 药 大 学 实 验 动 物 中 心 ，

保 持 光 照 12 h 明 /暗 交 替 ， 饲 养 温 度 为 （ 23依2） 益 ， 相 对 湿 度 为

（ 35依5） 豫， 自 由 饮 水 摄 食 。 实 验 开 始 前 所 有 大 鼠 进 行 适 应 性 饲

养 5 d。 本 实 验 方 案 通 过 北 京 中 医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会

审 查 批 准 ， 伦 理 编 号 ： BUCM-2024050806-2107 。

1.2 药物与试剂 PCPA（ MACKLIN公 司 ， 批 号 ： C16519676） ；

戊 巴 比 妥 钠 （ Sigma 公 司 ， 批 号 ： t0894-5g） ； 氯 化 钠 （ 北 京 正 程

生 物 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ： CZ0032） ； 4豫 多 聚 甲 醛 （ 武 汉 塞 维

尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ： G1101） ； 无 水 乙 醇 （ 批 号 ： 10009218） 、

二 甲 苯 （ 批 号 ： 10023418） 、 盐 酸 （ 批 号 ： 10011018） 、 氨 水 （ 批

号 ： 10002108） 、 中 性 树 胶 （ 批 号 ： 10004160） 均 购 自 国 药 集 团

化 学 试 剂 有 限 公 司 ； 苏 木 素 - 伊 红 染 液 （ 武 汉 百 仟 度 生 物 科 技

有 限 公 司 ， 批 号 ： B1002） ； 甲 苯 胺 蓝 染 液 （ 批 号 ： B1007） 、 冰 醋

酸 （ 批 号 ： B1131） 均 购 自 武 汉 百 仟 度 生 物 科 技 有 限 公 司 ； 5-

羟 色 胺 （ 5-hydroxytryptamine ， 5 -HT） 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

（ enzyme-linked immunosorbent assay， ELISA） 检 测 试 剂 盒 （ 批

号 ： MB-1896B） 、 多 巴 胺 （ Dopamine， DA） ELISA 检 测 试 剂 盒 （ 批

号 ： MB-18903B） 均 购 自 北 京 赛 谱 锐 思 科 技 有 限 公 司 。

1.3 主要仪器 Piezo Sleep 无 创 睡 眠 监 测 软 件 （ 美 国 Signal

Solutions公 司 ， 型 号 ： Piezo Sleep） ； 全 自 动 血 细 胞 分 析 仪 （ 日 本

Sysmex 公 司 ， 型 号 ： XS-800i） ； 全 自 动 生 化 分 析 仪 （ 美 国 Beck原

man Coulter公 司 ， 型 号 ： AU480） ； 旷 场 实 验 箱 、 高 架 十 字 迷 宫 、

大 鼠 抓 力 测 试 仪 、 Morris 水 迷 宫 均 购 自 北 京 众 实 迪 创 科 技 发

展 有 限 公 司 ； 大 鼠 行 为 学 分 析 系 统 （ 荷 兰 Nodule 公 司 ， 型 号 ：

EthovVision XT） ； 酶 标 仪 （ 上 海 美 谷 分 子 仪 器 有 限 公 司 ， 型

(BUN) were measured. Hematoxylin-eosin (HE) and Nissl staining were used to observe the histopathology of

the CA1 region of the hippocampus. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to detect the levels

of serotonin (5-HT) and dopamine (DA) in the hippocampal tissue and serum. Results: Compared with the blank

control group, rats in the model group showed increased daytime activity, nocturnal lethargy with a preference for

lying down, mental fatigue, dry and yellowish fur, and sensitivity to external sound and light stimuli. After

modeling, the model group exhibited significantly prolonged sleep latency and shortened sleep duration; the 24-hour

average sleep time percentage decreased, while the average sleep time percentage during the light phase decreased

and that during the dark phase increased; in the open field test, the total movement distance, total number of

grid crossings, number of central zone crossings, time spent in the central zone, rearing time, and grooming

time were all significantly reduced; in the elevated plus maze test, both the percentage of entries into the open

arms and the percentage of time spent in the open arms were decreased; grip strength was reduced; in the

Morris water maze test, escape latency was increased, whereas the number of platform crossings and the time

spent swimming in the target quadrant were decreased; arterial RBC, HGB, and PLT levels were decreased;

serum ALT, AST, and BUN levels were increased. Rats in the model group showed certain pathological

changes in the hippocampal CA1 region; 5-HT levels in the hippocampal tissue and serum were decreased,

while DA levels were increased. Conclusion: The animal model constructed using the multifactorial method involving

intraperitoneal injection of PCPA combined with chronic tail-clamping stimulation and tail bleeding correlates

well with the syndrome characteristics and clinical reality of insomnia with liver depression and blood deficiency

syndrome, providing an experimental basis for subsequent new drug development and research on mechanisms

of action.

[Keywords] insomnia; syndrome of liver depression and blood deficiency; rats; disease-syndrome combination;

animal model
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号 ： CMax Plus） ； 多 功 能 台 式 离 心 机 （ 德 国 Eppendorf 公 司 ， 型

号 ： Centrifuge 5810R） ； 病 理 切 片 机 （ 上 海 徕 卡 仪 器 有 限 公 司 ，

型 号 ： RM2016） ； 冻 台 （ 武 汉 俊 杰 电 子 有 限 公 司 ， 型 号 ： JB-L5） ；

组 织 摊 片 机 （ 浙 江 省 金 华 市 科 迪 仪 器 设 备 有 限 公 司 ， 型 号 ： KD-P） ；

烤 箱 （ 上 海 慧 泰 仪 器 制 造 有 限 公 司 ， 型 号 ： DHG-9140A） ； 正 置

光 学 显 微 镜 （ 日 本 NIKON 公 司 ， 型 号 ： NIKON ECLIPSE CI ，

NIKON ECLIPSE E100） 。

2 方 法

2.1 分组与造模 将 30 只 大 鼠 按 随 机 数 字 法 分 为 空 白 对 照

组 与 模 型 组 ， 每 组 15 只 。 采 用 腹 腔 注 射 PCPA 复 合 慢 性 夹 尾 刺

激 及 尾 部 放 血 法 建 立 失 眠 肝 郁 血 虚 证 大 鼠 模 型 [6-7]。 空 白 对 照

组 大 鼠 不 进 行 任 何 干 预 ， 模 型 组 大 鼠 于 造 模 第 1 天 起 进 行 慢 性

夹 尾 刺 激 ， 每 日 用 尖 端 包 裹 纱 布 的 海 绵 钳 夹 大 鼠 尾 部 ， 控 制

刺 激 强 度 ， 以 大 鼠 有 疼 痛 反 应 但 不 破 皮 流 血 为 度 ， 令 其 与 同

笼 其 他 大 鼠 厮 打 ， 刺 激 30 min/d ， 连 续 刺 激 21 d ； 同 时 于 造 模 第

1 天 起 尾 部 放 血 ， 用 手 术 刀 片 在 大 鼠 尾 部 割 开 约 3 mm 创 口 ，

挤 压 放 血 ， 2 mL/只 ， 每 5 d 进 行 1 次 ， 共 5 次 。 造 模 第 20 天 起 腹 腔

注 射 PCPA ， 使 用 弱 碱 性 生 理 盐 水 配 制 质 量 浓 度 为 400 mg/kg

的 PCPA 混 悬 液 ， 空 白 组 大 鼠 使 用 弱 碱 性 生 理 盐 水 进 行 腹 腔

注 射 ， 连 续 注 射 2 d。 连 续 造 模 21 d 后 评 价 模 型 情 况 。

2.2 观察指标

2.2.1 一 般 情 况 每 日 观 察 大 鼠 的 活 动 状 态 、 精 神 状 态 、 眼

睛 、 耳 廓 、 皮 毛 色 泽 、 睡 眠 情 况 等 。 记 录 大 鼠 体 质 量 、 摄 食 量 ，

分 析 第 1 、 7、 14 、 21 天 各 组 变 化 情 况 。

2.2.2 证 候 评 价 分 别 于 实 验 的 第 1、 7 、 14、 21 天 从 一 般 状 态

（ 4 项 ） 、 应 激 反 应 （ 5 项 ） 、 外 观 表 征 （ 9 项 ） 、 面 部 表 情 （ 5 项 ） 、 动

作 行 为 （ 6 项 ） 5 个 维 度 的 29 项 条 目 评 价 大 鼠 的 证 候 特 点 。 （ 见

表 1） 每 个 条 目 由 3 名 研 究 者 按 0 、 1、 2 级 独 立 进 行 评 级 ， 统 计 每

个 条 目 各 级 出 现 次 数 并 取 均 值 。

表 1 失眠肝郁血虚证大鼠证候评价条目与评级标准

证 候 条 目 评 级 标 准

活 动 状 态 0 级 ： 活 泼 好 动 ； 1 级 ： 不 太 活 泼 ； 2 级 ： 嗜 睡 懒 动

精 神 亢 奋 0 级 ： 不 亢 奋 ； 1 级 ： 不 太 亢 奋 ； 2 级 ： 极 其 亢 奋

是 否 烦 躁 0 级 ： 无 ； 1 级 ： 有 ； 2 级 ： 非 常 烦 躁

捕 捉 前 的 情 况 0 级 ： 扎 堆 ； 1 级 ： 趴 卧 ； 2 级 ： 站 立

警 惕 性 0 级 ： 无 ； 1 级 ： 较 弱 ； 2 级 ： 很 强

易 激 惹 情 况 0 级 ： 无 ； 1 级 ： 不 太 容 易 被 激 惹 ； 2 级 ： 极 易 激 惹

捕 捉 时 的 动 作 反 应 0 级 ： 很 灵 敏 ； 1 级 ： 反 应 不 灵 敏 ； 2 级 ： 无

反 抗 程 度 0 级 ： 无 明 显 反 抗 ； 1 级 ： 一 般 ； 2 级 ： 强 烈

弓 背 情 况 0 级 ： 无 ； 1 级 ： 一 般 ； 2 级 ： 强 烈

皮 毛 光 泽 0 级 ： 光 泽 明 亮 ； 1 级 ： 稍 暗 ； 2 级 ： 晦 暗 无 光

皮 毛 颜 色 0 级 ： 色 白 ； 1 级 ： 小 部 分 稍 黄 ； 2 级 ： 枯 黄

皮 毛 柔 润 状 况 0 级 ： 柔 润 整 洁 ； 1 级 ： 稍 干 ； 2 级 ： 干 枯

皮 毛 是 否 散 乱 不 洁 0 级 ： 整 洁 ； 1 级 ： 稍 有 散 乱 或 不 洁 ； 2 级 ： 蓬 乱 不 洁 ， 毛 脏

耳 廓 色 泽 0 级 ： 淡 粉 色 ； 1 级 ： 色 淡 ； 2 级 ： 苍 白

鼻 子 色 泽 0 级 ： 淡 粉 色 ； 1 级 ： 色 淡 ； 2 级 ： 苍 白

爪 部 色 泽 0 级 ： 红 润 ； 1 级 ： 色 淡 ； 2 级 ： 苍 白

尾 部 色 泽 0 级 ： 淡 粉 色 ； 1 级 ： 色 淡 ； 2 级 ： 苍 白

眼 球 色 泽 0 级 ： 红 色 ； 1 级 ： 色 淡 ； 2 级 ： 苍 白

续 表 1 ：

证 候 条 目 评 级 标 准

目 光 0 级 ： 有 神 ； 1 级 ： 少 神 ； 2 级 ： 呆 滞

动 眼 0 级 ： 四 处 张 望 ； 1 级 ： 凝 视 ； 2 级 ： 瞪 视

耳 朵 位 置 0 级 ： 正 常 ； 1 级 ： 轻 微 偏 离 基 线 ； 2 级 ： 明 显 向 背 部 方 向 靠 拢

鼻 子 隆 起 0 级 ： 无 ； 1 级 ： 轻 微 ； 2 级 ： 明 显

胡 须 位 置 变 化 0 级 ： 无 ； 1 级 ： 轻 微 ； 2 级 ： 明 显

进 食 0 级 ： 进 食 ； 1 级 ： 只 是 靠 近 并 未 进 食 ； 2 级 ： 不 进 食

鼓 腮 0 级 ： 无 ； 1 级 ： 轻 微 ； 2 级 ： 明 显

洗 脸 次 数 0 级 ： 无 ； 1 级 ： ≤ 3 次 ； 2 级 ： 较 频 繁 ， ＞ 3 次

直 立 次 数 0 级 ： 无 ； 1 级 ： ≤ 3 次 ； 2 级 ： 较 频 繁 ， ＞ 3 次

挠 抓 次 数 0 级 ： 无 ； 1 级 ： ≤ 3 次 ； 2 级 ： 较 频 繁 ， ＞ 3 次

僵 呆 时 间 0 级 ： 无 ； 1 级 ： ≤ 3 0 s ； 2 级 ： 较 长 ， ＞ 3 s

2.2.3 戊 巴 比 妥 钠 翻 正 实 验 末 次 注 射 PCPA 后 的 12 h 内 ， 根

据 大 鼠 体 质 量 以 35 mg/kg 戊 巴 比 妥 钠 进 行 腹 腔 注 射 ， 立 即 记

录 注 射 时 间 。 将 大 鼠 按 背 部 向 下 的 姿 势 放 置 ， 若 仰 卧 位 达

1 min 以 上 ， 则 判 定 其 翻 正 反 射 消 失 进 入 睡 眠 状 态 ； 翻 正 反 射

首 次 恢 复 时 ， 立 即 将 其 翻 转 成 仰 卧 位 ， 若 30 s 内 再 次 恢 复 俯 卧

位 ， 则 判 定 为 觉 醒 状 态 。 记 录 翻 正 反 射 消 失 的 时 间 点 与 翻 正

反 射 恢 复 的 时 间 点 ， 比 较 睡 眠 潜 伏 期 （ 从 注 射 到 翻 正 反 射 消

失 的 时 间 ） 与 睡 眠 持 续 时 间 （ 从 翻 正 反 射 消 失 到 大 鼠 觉 醒 的

时 间 ） [8]。

2.2.4 睡 眠 节 律 应 用 Piezo Sleep 无 创 睡 眠 监 测 系 统 ， 设 置

12D/12L 光 暗 循 环 ， 将 大 鼠 放 置 在 该 装 置 中 连 续 24 h， 连 续 记

录 大 鼠 24 h 睡 眠 情 况 ， 检 测 24 h 平 均 睡 眠 时 间 百 分 比 和 光 照

期 / 黑 暗 期 平 均 睡 眠 百 分 比 。

2.2.5 行 为 学 评 估

2.2.5.1 旷 场 实 验 将 大 鼠 从 同 一 方 向 迅 速 放 入 旷 场 箱

（ 100 cm伊100 cm伊40 cm） 的 正 中 心 位 置 ， 连 续 观 察 大 鼠 5 min

内 的 自 主 活 动 情 况 ， 记 录 大 鼠 在 5 min 内 的 直 立 时 间 、 修 饰 时

间 。 分 析 每 只 大 鼠 的 活 动 轨 迹 、 总 运 动 距 离 、 总 穿 格 次 数 、 中

央 区 穿 格 次 数 、 中 央 区 停 留 时 间 。

2.2.5.2 高 架 十 字 迷 宫 实 验 将 大 鼠 从 同 一 方 向 头 朝 固 定 一

侧 开 放 臂 放 置 于 高 架 十 字 迷 宫 （ 100 cm伊100 cm伊40 cm） 的 中

央 区 ， 连 续 观 察 大 鼠 5 min 内 的 自 主 活 动 情 况 。 分 析 每 只 大 鼠

的 活 动 轨 迹 ， 并 计 算 得 到 每 只 大 鼠 5 min 内 的 开 放 臂 进 入 次 数

百 分 比 、 开 放 臂 停 留 时 间 百 分 比 。

2.2.5.3 抓 握 力 实 验 将 大 鼠 置 于 抓 力 测 试 仪 的 抓 力 板 上 ，

单 手 均 匀 用 力 向 后 牵 拉 大 鼠 尾 部 ， 直 至 大 鼠 从 抓 力 板 最 外 侧

松 爪 离 开 ， 记 录 仪 器 显 示 的 抓 握 力 数 值 ， 每 只 大 鼠 取 3 次 重 复

测 试 结 果 的 平 均 值 。

2.2.5.4 Morris 水 迷 宫 实 验 将 直 径 150 cm 的 实 验 池 平 均 分

成 4 个 象 限 ， 固 定 放 置 可 移 动 平 台 于 第 一 象 限 并 低 于 水 平 面

2 cm 以 下 ， 实 验 持 续 5 d 。 学 习 阶 段 持 续 4 d ， 每 日 分 别 从 4 个 象

限 的 固 定 入 水 点 将 所 有 大 鼠 面 朝 池 壁 放 入 中 探 寻 平 台 ， 若

120 s 内 未 找 到 平 台 ， 则 引 导 其 至 平 台 。 保 证 每 日 大 鼠 4 个 象 限

入 水 点 的 顺 序 不 一 致 。 第 5 天 为 空 间 探 索 阶 段 ， 撤 出 可 移 动 平

台 ， 每 只 大 鼠 均 从 第 三 象 限 的 入 水 点 放 入 水 中 ， 记 录 120 s 内

大 鼠 在 池 中 的 游 泳 过 程 。 分 析 大 鼠 空 间 探 索 阶 段 的 逃 逸 潜 伏
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期 、 穿 越 隐 藏 平 台 次 数 、 目 标 象 限 游 泳 时 间 。

2.2.6 血 细 胞 与 血 生 化 指 标 禁 食 12 h后 麻 醉 大 鼠 ， 将 大 鼠 采

用 仰 卧 位 固 定 于 手 术 台 上 进 行 腹 主 动 脉 取 血 ， 在 抗 凝 管 中 装

入 1 mL血 液 摇 晃 抗 凝 ， 再 将 剩 下 的 血 液 装 入 不 含 抗 凝 剂 的 采

血 管 中 置 于 支 架 上 ， 静 置 2h后 以 3000 r/min（ 离 心 半 径 为 11.5 cm）

离 心 10 min ， 提 取 血 清 。 应 用 全 自 动 血 液 分 析 仪 检 测 抗 凝 血 中

的 红 细 胞 计 数 （ red blood cell， RBC） 、 血 红 蛋 白 （ hemoglobin ，

HGB） 、 白 细 胞 计 数 （ white blood cell ， WBC） 和 血 小 板 计 数

（ platelet， PLT） 。 应 用 全 自 动 生 化 分 析 仪 检 测 血 清 中 天 冬 氨 酸

氨 基 转 移 酶 （ aspartate transaminase ， AST） 、 丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶

（ alanine transaminase， ALT） 、 血 尿 素 氮 （ blood urea nitrogen ，

BUN） 。

2.2.7 组 织 病 理 学 观 察 经 心 尖 灌 注 后 取 各 组 大 鼠 全 脑 ， 采

用 苏 木 精 - 伊 红 （ hematoxylin-eosin ， HE） 染 色 与 尼 氏 （ Nissl

staining ， Nissl） 染 色 观 察 各 组 大 鼠 海 马 组 织 CA1 区 神 经 元 的 形

态 学 变 化 和 尼 氏 体 数 量 变 化 。 将 大 鼠 脑 组 织 进 行 石 蜡 包 埋 、

切 片 ， 切 片 经 脱 蜡 、 水 化 、 苏 木 素 、 伊 红 依 次 染 色 后 脱 水 封 片 ，

于 光 学 显 微 镜 下 观 察 病 理 学 改 变 。 水 化 前 方 法 同 HE 染 色 ， 用

甲 苯 胺 蓝 进 行 染 色 ， 洗 片 ， 二 甲 苯 透 明 ， 使 用 中 性 树 胶 封 片 后

于 光 学 显 微 镜 下 观 察 尼 氏 体 。

2.2.8 海 马 组 织 和 血 清 中 5-HT、 DA 含 量 提 取 大 鼠 的 海 马

组 织 样 本 与 血 清 样 本 ， 按 ELISA 试 剂 盒 说 明 书 检 测 大 鼠 海 马

组 织 和 血 清 中 的 5-HT、 DA的 含 量 。

2.3 统计学方法 采 用 SPSS 26.0 软 件 进 行 统 计 分 析 , 计 量 资

料 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 。 两 组 间 比 较 ， 若 数 据 符 合 正

态 分 布 且 方 差 齐 采 用 独 立 样 本 t检 验 分 析 ， 若 数 据 不 符 合 正 态

分 布 或 方 差 不 齐 则 采 用 非 参 数 检 验 。 重 复 测 量 计 量 资 料 采 用

重 复 测 量 方 差 分 析 评 估 组 间 效 应 、 时 间 效 应 及 交 互 效 应 ， 若

交 互 效 应 显 著 ， 则 进 行 简 单 效 应 分 析 。 计 数 资 料 采 用 秩 和 检

验 分 析 ， 对 于 重 复 测 量 数 据 ， 采 用 广 义 线 性 模 型 进 行 分 析 ，

臆0.05 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

3 结 果

3.1 两组大鼠一般情况比较 空 白 对 照 组 大 鼠 在 实 验 期 间

正 常 活 动 ， 精 神 状 态 良 好 ， 眼 睛 、 耳 廓 、 皮 毛 有 光 泽 ， 且 体 质 量

随 时 间 变 化 呈 持 续 增 长 趋 势 。 模 型 组 大 鼠 在 实 验 期 间 出 现 白

天 活 动 增 加 ， 夜 间 慵 懒 喜 卧 ， 昼 夜 节 律 紊 乱 ， 精 神 倦 怠 ， 毛 发

干 枯 色 黄 ， 表 现 出 对 外 界 声 、 光 刺 激 敏 感 等 表 现 。 所 有 大 鼠 不

同 时 间 点 体 质 量 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ 约0.01） ， 即 存 在 时

间 效 应 ， 两 组 均 如 此 。 两 组 大 鼠 体 质 量 均 随 时 间 显 著 增 加 。 两

组 大 鼠 体 质 量 总 体 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ 约0.01） ， 即 存 在

分 组 效 应 。 模 型 组 大 鼠 体 质 量 始 终 低 于 空 白 对 照 组 ， 且 第 7、

14 、 21 天 两 组 大 鼠 体 质 量 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ 约0.01

或 约0.05） 。 时 间 因 素 与 分 组 因 素 存 在 交 互 效 应 （ 约0.01） ， 即

两 组 大 鼠 体 质 量 增 加 幅 度 不 同 ， 模 型 组 增 长 速 率 低 于 空 白 对

照 组 。 （ 见 表 2 、 图 1）

所 有 大 鼠 不 同 时 间 点 摄 食 量 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 意 义

（ 约0.01） ， 即 存 在 时 间 效 应 ， 两 组 均 如 此 。 两 组 大 鼠 摄 食 量 均

呈 现 先 增 加 后 减 少 的 趋 势 ， 且 两 组 大 鼠 摄 食 量 均 在 第 14 天 达

到 峰 值 。 两 组 大 鼠 摄 食 量 总 体 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃

0.05） ， 即 不 存 在 分 组 效 应 。 第 1 、 7、 14 、 21 天 两 组 大 鼠 摄 食 量 比

较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 时 间 因 素 与 分 组 因 素 存 在 交

互 效 应 （ =0.050） ， 即 两 组 大 鼠 摄 食 量 变 化 幅 度 不 同 。 （ 见 表 3、

图 2）

表 2 两组大鼠体质量比较 （x依s，g）

组 别 n 第 1 天 第 7天 第 14 天 第 21 天

空 白 对 照 组 12 236.00依8.32 288.67依14.95a 340.00依23.30b 388.92依30.95c 222.856 0.000

模 型 组 12 231.67依8.45 272.83依10.57a 321.92依16.68b 329.58依16.10c 119.287 0.000

t 1.266 2.995 2.186 5.892

0.219 0.007 0.040 0.000

注：时间主效应=305.623，时间主效应=0.000；分组主效应=14.575，

分组主效应=0.001；交互主效应=36.520，交互主效应=0.000。与第1天比较，

a 约0.05；与第7天比较，b 约0.05；与第14天比较，c 约0.05。

图 1 两组大鼠体质量变化交互效应轮廓图

表 3 两组大鼠摄食量比较 （x依s，g）

组 别 n 第 1天 第 7 天 第 14 天 第 21 天

空 白 对 照 组 12 103.33依2.51 220.67依14.84 240.00依13.75 227.00依19.97 366.714 0.003

模 型 组 12 96.00依11.53 204.00依13.53 220.33依12.66 190.00依20.88 249.538 0.004

1.076 1.437 1.823 2.218

0.342 0.224 0.142 0.091

注：时间主效应=321.262，时间主效应=0.000；分组主效应=3.666，

分组主效应=0.128；交互主效应=3.492，交互主效应=0.050。

图 2 两组大鼠摄食量变化交互效应轮廓图

3.2 两组大鼠证候评价分析 空 白 对 照 组 大 鼠 在 一 般 状 态 、

应 激 反 应 、 外 观 表 征 、 面 部 表 情 和 动 作 行 为 等 方 面 无 明 显 异

常 。 与 空 白 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 大 鼠 第 7 天 出 现 精 神 亢 奋 ， 烦

躁 、 警 惕 性 增 加 ， 皮 毛 稍 干 黄 、 散 乱 不 洁 、 光 泽 度 下 降 ， 耳 廓 、

鼻 子 、 爪 部 、 尾 部 色 泽 变 淡 ， 目 光 少 神 等 表 现 ； 第 14 天 出 现 活

空 白 对 照 组
模 型 组

空 白 对 照 组
模 型 组
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动 减 少 ， 对 外 界 声 音 刺 激 敏 感 ， 明 显 烦 躁 、 警 惕 性 增 强 、 反 抗

强 烈 ， 眼 球 色 淡 ， 耳 朵 位 置 明 显 向 背 部 方 向 靠 拢 ， 明 显 的 鼻 子

隆 起 和 胡 须 变 化 等 表 现 ； 第 21 天 出 现 捕 捉 时 动 作 迟 缓 ， 极 易

激 惹 ， 弓 背 强 烈 ， 皮 毛 蓬 乱 不 洁 ， 耳 廓 色 泽 苍 白 ， 凝 视 、 目 光 呆

滞 等 行 为 表 现 。 两 组 组 间 、 时 间 、 条 目 评 级 、 交 互 效 应 明 显 。

（ 见 表 4~5）

表 4 两组大鼠各时间点证候差异比较 （n=12）

第 1 天 第 7 天 第 1 4 天 第 2 1 天 第 1 天 第 7 天 第 1 4 天 第 2 1 天

活 动 状 态 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

精 神 亢 奋 0 . 0 0 0 - 4 . 7 9 6 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

是 否 烦 躁 0 . 0 0 0 - 4 . 7 9 6 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

捕 捉 前 的 情 况 - 4 . 7 9 6 - 4 . 7 9 6 - 4 . 6 3 8 - 4 . 4 1 2 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

警 惕 性 0 . 0 0 0 - 4 . 7 9 6 - 4 . 7 9 6 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

易 激 惹 情 况 0 . 0 0 0 - 4 . 7 9 6 - 4 . 7 9 6 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

捕 捉 时 的 动 作 反 应 0 . 0 0 0 - 4 . 7 9 6 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

反 抗 程 度 0 . 0 0 0 - 4 . 7 9 6 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

弓 背 情 况 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

皮 毛 光 泽 0 . 0 0 0 - 4 . 7 9 6 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

皮 毛 颜 色 0 . 0 0 0 - 4 . 7 9 6 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

皮 毛 柔 润 状 况 0 . 0 0 0 - 4 . 7 9 6 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 9 6 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

皮 毛 是 否 散 乱 不 洁 0 . 0 0 0 - 4 . 7 9 6 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 9 6 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

耳 廓 色 泽 0 . 0 0 0 - 4 . 7 9 6 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

鼻 子 色 泽 0 . 0 0 0 - 4 . 7 9 6 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

爪 部 色 泽 0 . 0 0 0 - 4 . 7 9 6 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

尾 部 色 泽 0 . 0 0 0 - 4 . 7 9 6 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

眼 球 色 泽 0 . 0 0 0 - 4 . 7 9 6 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

目 光 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

动 眼 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

耳 朵 位 置 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

鼻 子 隆 起 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

胡 须 位 置 变 化 0 . 0 0 0 - 4 . 7 9 6 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

进 食 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 - 1 . 4 4 6 - 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 0 . 4 7 8 1 . 0 0 0

鼓 腮 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 - 1 . 4 4 6 - 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 0 . 4 7 8 1 . 0 0 0

洗 脸 次 数 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 - 1 . 4 4 6 - 3 . 9 2 2 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 0 . 4 7 8 0 . 0 0 0

直 立 次 数 0 . 0 0 0 - 4 . 7 9 6 - 4 . 6 3 8 - 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 1 . 0 0 0

挠 抓 次 数 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 - 1 . 4 4 6 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 0 . 4 7 8 0 . 0 0 0

僵 呆 时 间 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 - 4 . 6 3 8 - 4 . 7 0 7 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

表 5 两组大鼠各时间点证候广义线性模型分析

参 数 自 由 度 Wald 字2

组 别 1 19.334 0.000

时 间 3 8.849 0.031

条 目 评 级 44 1 274.003 0.000

组 别 伊时 间 3 116.620 0.000

时 间 伊条 目 评 111 1 167.921 0.000

组 别 伊条 目 评 级 41 534.388 0.000

3.3 两组大鼠睡眠潜伏期和睡眠持续时间比较 模 型 组 大

鼠 睡 眠 潜 伏 期 长 于 空 白 对 照 组 （ 约0.05） ， 睡 眠 持 续 时 间 短 于

空 白 对 照 组 （ 约0.01） ， 提 示 模 型 组 大 鼠 难 以 进 入 睡 眠 状 态 ， 出

现 了 睡 眠 障 碍 。 （ 见 表 6）

表 6 两组睡眠潜伏期和睡眠持续时间比较 （x依s，min）

组 别 n 睡 眠 潜 伏 期 睡 眠 持 续 时 间

空 白 对 照 组 6 5.62依0.47 58.39依7.79

模 型 组 6 11.29依3.61 27.85依3.92

-3.818 8.581

0.012 0.000

3.4 两组大鼠无创睡眠监测结果比较 模 型 组 大 鼠 24 h 平

均 睡 眠 时 间 、 光 照 期 平 均 睡 眠 时 间 百 分 比 低 于 空 白 对 照 组

（ 约0.01） ， 黑 暗 期 平 均 睡 眠 时 间 百 分 比 长 于 空 白 对 照 组 （ 约

0.01） ， 说 明 模 型 组 大 鼠 的 总 体 睡 眠 时 间 减 少 ， 睡 眠 节 律 分 布

异 常 ， 出 现 昼 夜 节 律 紊 乱 现 象 。 （ 见 表 7）

表 7 两组大鼠 24 h平均睡眠时间、光照期平均睡眠时间、

黑暗期平均睡眠时间百分比比较 （x依s，%）

组 别 n 2 4 h 平 均 睡 眠 时 间 百 分 比 光 照 期 平 均 睡 眠 时 间 百 分 比 黑 暗 期 平 均 睡 眠 时 间 百 分 比

空 白 对 照 组 6 5 6 . 7 6 ± 2 . 0 8 7 0 . 7 1 ± 2 . 1 7 3 8 . 1 0 ± 3 . 7 7

模 型 组 6 4 7 . 6 2 ± 5 . 5 5 6 0 . 5 5 ± 3 . 8 6 4 7 . 5 6 ± 3 . 4 7

3 . 7 8 0 5 . 6 2 3 - 4 . 5 2 4

0 . 0 0 8 0 . 0 0 0 0 . 0 0 1

3.5 两组大鼠行为学评估结果比较

3.5.1 旷 场 实 验 结 果 模 型 组 大 鼠 总 运 动 距 离 、 总 穿 格 次

数 、 中 央 区 穿 格 次 数 、 中 央 区 停 留 时 间 均 低 于 空 白 对 照 组 （ 约

0.01） ， 直 立 时 间 、 修 饰 时 间 均 短 于 空 白 对 照 组 （ 约0.01） ， 提 示

模 型 组 大 鼠 出 现 了 自 主 活 动 能 力 下 降 与 抑 郁 样 行 为 。 （ 见 表

8~9、 图 3）

表 8 两组大鼠旷场实验垂直指标比较 （x依s）

组 别 n 总 运 动 距 离 / c m 总 穿 格 次 数 / 次 中 央 区 穿 格 次 数 / 次 中 央 区 停 留 时 间 / s

空 白 对 照 组 6 3 7 6 4 . 8 8 ± 3 4 8 . 0 9 1 6 6 . 5 0 ± 1 7 . 1 1 2 9 . 3 3 ± 5 . 3 2 2 7 . 6 7 ± 5 . 5 6

模 型 组 6 2 7 8 3 . 4 0 ± 3 7 2 . 2 2 1 0 7 . 3 3 ± 1 7 . 3 9 1 4 . 3 3 ± 8 . 9 4 1 7 . 6 9 ± 4 . 2 8

4 . 7 1 8 5 . 9 4 2 3 . 5 3 3 3 . 4 8 3

0 . 0 0 1 0 . 0 0 0 0 . 0 0 7 0 . 0 0 6

表 9 两组大鼠旷场实验水平指标比较 （x依s，s）

组 别 n 直 立 时 间 修 饰 时 间

空 白 对 照 组 6 36.67依4.19 17.47依2.18

模 型 组 6 23.51依7.05 6.08依1.00

4.529 11.940

0.001 0.000

空 白 对 照 组 模 型 组

图 3 两组大鼠旷场实验 5 min轨迹图

3.5.2 高 架 十 字 迷 宫 实 验 结 果 模 型 组 大 鼠 的 开 放 臂 进 入

次 数 百 分 比 和 开 放 臂 停 留 时 间 百 分 比 均 低 于 空 白 对 照 组 （ 约

0.05或 约0.01） ， 提 示 模 型 组 大 鼠 出 现 了 焦 虑 样 行 为 。 （ 见 表 10 、

图 4）

证 候 条 目
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表 10 两组大鼠高架十字迷宫结果比较 （x依s，%）

组 别 n 开 放 臂 进 入 次 数 百 分 比 开 放 臂 停 留 时 间 百 分 比

空 白 对 照 组 6 2 9 . 0 8 ± 6 . 9 7 1 3 . 2 0 ± 6 . 2 4

模 型 组 6 1 8 . 1 2 ± 5 . 0 6 2 . 3 0 ± 0 . 9 8

3 . 1 1 8 4 . 2 2 7

0 . 0 1 1 0 . 0 0 2

空 白 对 照 组 模 型 组

图 4 两组大鼠高架十字迷宫实验 5 min轨迹图

3.5.3 抓 握 力 实 验 结 果 模 型 组 大 鼠 抓 握 力 低 于 空 白 对 照

组 （ 约0.001） ， 提 示 模 型 组 大 鼠 出 现 了 体 力 下 降 的 疲 劳 表 现 。

（ 见 表 11）

表 11 两组大鼠抓握力比较 （x依s，gf）

组 别 n 抓 握 力

空 白 对 照 组 6 993.00依98.32

模 型 组 6 579.17依28.94

9.890

0.000

3.5.4 Morris 水 迷 宫 实 验 结 果 模 型 组 大 鼠 逃 逸 潜 伏 期 长 于

空 白 对 照 组 （ <0.01） ， 穿 越 隐 藏 平 台 次 数 、 目 标 象 限 游 泳 时 间

均 低 于 空 白 对 照 组 （ <0.01） ， 提 示 模 型 组 大 鼠 的 学 习 记 忆 能

力 减 退 。 （ 见 表 12 、 图 5）

表 12 两组大鼠水迷宫结果比较 （x依s）

组 别 n 逃 逸 潜 伏 期 / s 穿 越 隐 藏 平 台 次 数 / 次 目 标 象 限 游 泳 时 间 / s

空 白 对 照 组 6 1 1 . 3 9 ± 3 . 6 3 5 . 8 3 ± 1 . 6 0 4 5 . 1 4 ± 5 . 2 6

模 型 组 6 2 8 . 6 3 ± 1 0 . 1 7 2 . 1 7 ± 0 . 7 5 1 9 . 8 8 ± 5 . 5 4

- 3 . 9 1 3 5 . 0 7 4 8 . 0 9 7

0 . 0 0 3 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

空 白 对 照 组 模 型 组

注：灰色圆圈表示平台的位置，粉色区域表示第一象限，

即目标象限。

图 5 两组大鼠水迷宫实验空间探索阶段 2 min轨迹图

3.6 两组大鼠血细胞与血生化指标比较 模 型 组 大 鼠 RBC、

HGB、 PLT均 低 于 空 白 对 照 组 （ 约0.01或 约0.05） ； 两 组 大 鼠 WBC

比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） ； 模 型 组 大 鼠 血 清 ALT 、

AST、 BUN 水 平 均 高 于 空 白 对 照 组 （ 约0.01 或 约0.05） ， 提 示 模

型 组 大 鼠 处 于 血 虚 状 态 ， 机 体 代 谢 存 在 紊 乱 。 （ 见 表 13~14）

表 13 两组大鼠 RBC、HGB、PLT比较 （x依s）

组 别 n RBC/（ 伊1012/L） HGB/（ g/L） WBC/（ 伊109/L） PLT/（ 伊109/L）

空 白 对 照 组 6 6 . 7 3 ± 0 . 1 5 1 3 9 . 3 3 ± 6 . 0 9 1 . 8 6 ± 0 . 4 9 1 0 1 2 . 5 0 ± 2 2 . 2 8

模 型 组 6 6 . 2 8 ± 0 . 1 8 1 2 8 . 3 3 ± 6 . 2 2 1 . 6 8 ± 0 . 4 6 9 0 7 . 1 7 ± 8 7 . 1 2

4 . 7 6 6 3 . 0 9 6 0 . 6 5 5 2 . 8 6 9

0 . 0 0 1 0 . 0 1 1 0 . 5 2 7 0 . 0 1 7

表 14 两组大鼠血清 ALT、AST、BUN水平比较 （x依s）

组 别 n ALT/（ U/L） AST/（ U/L） BUN/（ mmol/L）

空 白 对 照 组 6 31.67依3.14 137.92依7.44 4.60依0.28

模 型 组 6 40.83依7.36 166.37依12.32 5.00依0.26

-2.806 -4.842 -2.582

0.019 0.001 0.027

3.7 两组大鼠组织病理学观察 空 白 对 照 组 大 鼠 海 马 CA1

区 神 经 元 结 构 清 晰 ， 排 列 紧 密 ， 胞 质 饱 满 ， 尼 氏 小 体 数 量 丰

富 ， 未 见 神 经 元 明 显 变 性 坏 死 ； 组 织 未 见 明 显 炎 症 细 胞 浸 润 。

与 空 白 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 海 马 区 CA1 区 可 见 大 量 神 经 元 变

性 ， 视 野 内 胞 质 尼 氏 小 体 消 失 ， 胞 体 固 缩 深 染 ， 如 黑 色 箭 头 所

示 。 （ 见 图 6~7）

空 白 对 照 组 模 型 组

图 6 两组大鼠海马 CA1区 HE染色结果 （伊200）

空 白 对 照 组 模 型 组

图 7 两组大鼠海马 CA1区 Nissl染色结果 （伊200）

3.8 两组大鼠海马组织、血清5-HT、DA水平比较 模 型 组 大

鼠 海 马 组 织 与 血 清 5-HT 水 平 均 低 于 空 白 对 照 组 ， DA 水 平 高

于 空 白 对 照 组 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 约0.01 或 约0.05） ， 表 明

模 型 组 大 鼠 出 现 了 神 经 递 质 失 衡 。 （ 见 表 15~16）

表 15 两组大鼠海马组织 5-HT、DA水平比较 （x依s）

组 别 n 5-HT（ ng/mg） DA（ pg/mg）

空 白 对 照 组 6 0.90依0.11 12.99依1.77

模 型 组 6 0.62依0.19 15.19依0.30

3.225 -3.013

0.012 0.028
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表 16 两组大鼠血清 5-HT、DA水平比较 （x依s）

组 别 n 5-HT（ ng/mL） DA（ pg/mL）

空 白 对 照 组 6 124.17依12.93 1 549.01依17.94

模 型 组 6 100.81依16.57 1 789.64依16.02

2.721 -24.503

0.022 0.000

4 讨 论

失 眠 作 为 一 种 常 见 的 睡 眠 障 碍 ， 表 现 为 入 睡 困 难 、 睡 眠

维 持 困 难 或 早 醒 。 患 者 可 出 现 注 意 力 下 降 、 情 绪 异 常 等 问 题 ，

严 重 影 响 患 者 的 日 常 生 活 和 工 作 [9-10]。 失 眠 在 中 医 学 中 属 于 “ 不

寐 ” 范 畴 ， 肝 郁 血 虚 证 是 失 眠 的 临 床 常 见 证 型 之 一 [5]。 情 志 不

畅 ， 肝 失 疏 泄 ， 气 机 郁 结 ， 内 扰 心 神 ， 进 而 影 响 肝 藏 血 功 能 ， 导

致 血 不 能 归 于 肝 ， 心 神 失 养 ， 神 不 守 舍 。 肝 郁 血 虚 、 魂 不 归 舍 ，

从 而 导 致 失 眠 [11]。 目 前 尚 无 规 范 且 科 学 明 确 的 失 眠 肝 郁 血 虚

证 动 物 模 型 构 建 方 法 报 道 。 本 研 究 旨 在 构 建 一 种 失 眠 肝 郁 血

虚 证 病 证 结 合 动 物 模 型 ， 并 探 索 其 模 型 评 价 体 系 。

失 眠 的 造 模 方 法 主 要 有 平 台 水 环 境 法 、 慢 性 束 缚 、 腹 腔

注 射 PCPA、 咖 啡 因 诱 导 等 方 法 。 上 述 方 法 多 以 西 医 的 疾 病 为

主 ， 对 于 中 医 证 型 考 虑 较 少 。 病 证 结 合 方 面 的 欠 缺 难 以 反 映

实 际 的 病 证 特 点 [12-13]。 大 鼠 是 失 眠 模 型 常 用 的 动 物 。 与 人 类 不

同 ， 大 鼠 在 光 照 期 以 睡 眠 为 主 ， 黑 暗 期 活 动 为 主 ， 但 此 “ 觉 醒 -

睡 眠 ” 周 期 与 人 类 昼 夜 节 律 模 式 相 似 [14]。 腹 腔 注 射 PCPA 是 近

年 来 失 眠 模 型 研 究 中 常 用 的 一 种 方 法 。 PCPA作 为 色 氨 酸 羟 化

酶 抑 制 剂 ， 能 够 有 效 抑 制 大 脑 5-HT的 合 成 ， 破 坏 睡 眠 - 觉 醒 调

节 机 制 ， 进 而 导 致 昼 夜 节 律 消 失 ， 引 起 失 眠 [15-16]。 研 究 表 明 大

鼠 注 射 PCPA 的 方 法 造 模 成 功 率 高 ， 稳 定 性 好 ， 出 现 的 失 眠 症

状 与 人 类 相 似 [12]。 夹 尾 刺 激 是 肝 郁 证 造 模 最 常 用 的 方 法 。 夹 尾

刺 激 产 生 的 应 激 可 使 HPA轴 兴 奋 性 增 加 ， 从 而 导 致 焦 虑 抑 郁 [17]。

该 方 法 可 模 拟 “ 肝 气 郁 结 、 气 机 不 畅 ” 的 中 医 病 机 。 放 血 法 所

致 慢 性 失 血 使 “ 有 形 之 血 不 能 速 生 ” ， 与 中 医 学 血 液 亏 虚 致 血

虚 理 论 一 致 ， 并 且 对 造 血 功 能 影 响 小 ， 不 易 造 成 动 物 死 亡 [18]。

慢 性 夹 尾 刺 激 复 合 腹 腔 注 射 PCPA 法 综 合 了 物 理 和 化 学 两 种

刺 激 ， 可 引 发 大 鼠 的 应 激 反 应 [11]， 符 合 “ 怒 伤 肝 ， 久 则 郁 ” 的 中

医 学 理 论 。 肝 气 郁 结 ， 肝 郁 化 火 ， 扰 动 心 神 。 心 神 不 安 则 不 寐 。

两 者 结 合 可 模 拟 中 医 肝 郁 证 失 眠 的 情 志 失 调 病 理 状 态 [19]。 肝

主 藏 血 ， 肝 体 阴 而 用 阳 。 肝 气 郁 结 日 久 会 影 响 肝 藏 血 的 功 能 ，

暗 耗 阴 血 。 血 虚 则 肝 失 濡 养 ， 魂 不 守 舍 而 不 寐 [20]。 大 鼠 尾 部 放

血 可 加 重 肝 血 虚 的 程 度 。 慢 性 夹 尾 刺 激 与 尾 部 放 血 结 合 可 模

拟 中 医 肝 血 虚 证 的 状 态 ， 使 模 型 更 加 贴 合 实 际 。 本 研 究 采 用

的 多 因 素 复 合 造 模 方 法 中 ， 长 期 夹 尾 刺 激 诱 导 的 HPA 轴 亢 进

促 进 肝 郁 ， 放 血 所 致 的 慢 性 失 血 加 剧 血 虚 失 养 ， PCPA 可 干 扰

昼 夜 节 律 导 致 失 眠 发 生 。 三 者 分 别 从 “ 情 志 失 调 ” “ 气 血 亏 虚 ”

“ 神 不 守 舍 ” 三 个 层 面 模 拟 失 眠 肝 郁 血 虚 证 的 病 机 。 三 者 结 合

更 符 合 中 医 整 体 观 念 的 思 想 ， 与 临 床 肝 郁 血 虚 型 失 眠 患 者

“ 情 志 诱 发 、 迁 延 不 愈 ” 的 复 杂 病 理 特 点 契 合 [21]。 结 果 表 明 ， 造

模 后 模 型 组 大 鼠 表 现 出 精 神 倦 怠 ， 毛 发 干 枯 色 黄 ， 对 外 界 声 、

光 刺 激 敏 感 ， 出 现 了 白 天 活 动 增 加 ， 夜 间 慵 懒 喜 卧 的 昼 夜 节

律 紊 乱 表 现 。 模 型 组 大 鼠 体 质 量 与 摄 食 量 不 仅 始 终 处 于 较 低

水 平 ， 且 随 时 间 的 推 移 模 型 组 大 鼠 体 质 量 与 空 白 对 照 组 的 差

异 逐 渐 扩 大 ， 与 失 眠 肝 郁 血 虚 证 常 见 精 神 状 态 和 外 观 变 化

的 动 态 演 变 特 征 相 符 。

证 候 评 价 结 果 显 示 ， 随 着 造 模 时 间 延 长 ， 模 型 组 大 鼠 在

活 动 状 态 、 精 神 亢 奋 、 易 激 惹 情 况 、 外 观 色 泽 等 方 面 与 空 白 对

照 组 产 生 显 著 差 异 ， 出 现 精 神 倦 怠 、 毛 发 干 枯 、 易 激 惹 、 爪 甲

不 荣 等 症 状 ， 与 临 床 患 者 心 烦 不 寐 、 心 情 抑 郁 的 临 床 表 现 一

致 。 本 动 物 模 型 在 模 拟 中 医 证 候 方 面 具 有 可 靠 性 。 而 在 进 食 、

鼓 腮 、 洗 脸 次 数 、 挠 抓 次 数 等 方 面 无 明 显 差 别 ， 可 考 虑 剔 除 这

些 条 目 避 免 影 响 判 断 。 中 医 证 候 量 表 中 某 些 评 价 条 目 可 能 存

在 主 观 判 断 因 素 ， 影 响 研 究 结 果 的 解 读 [22]， 因 此 本 研 究 结 合 行

为 学 评 估 实 验 和 相 关 血 液 生 化 指 标 ， 多 方 面 补 充 体 现 “ 肝 郁

血 虚 ” 证 候 特 点 。

戊 巴 比 妥 钠 翻 正 实 验 结 果 显 示 ， 模 型 组 大 鼠 的 睡 眠 潜 伏

期 显 著 延 长 ， 睡 眠 持 续 时 间 显 著 缩 短 ， 符 合 失 眠 的 临 床 特 征 。

无 创 睡 眠 监 测 结 果 显 示 ， 模 型 组 大 鼠 24 h 平 均 睡 眠 时 间 百 分

比 下 降 、 光 照 期 平 均 睡 眠 时 间 百 分 比 减 少 而 黑 暗 期 平 均 睡 眠

时 间 百 分 比 增 加 ， 说 明 模 型 组 大 鼠 出 现 昼 夜 节 律 紊 乱 现 象 。

行 为 学 评 估 实 验 中 旷 场 实 验 的 中 央 区 穿 越 次 数 及 停 留

时 间 可 以 反 映 大 鼠 的 焦 虑 以 及 抑 郁 程 度 ， 直 立 时 间 和 修 饰 时

间 可 以 反 映 大 鼠 在 陌 生 环 境 中 的 活 跃 程 度 及 探 究 度 ， 总 活 动

距 离 可 以 反 映 大 鼠 的 紧 张 、 焦 虑 程 度 [23]。 旷 场 实 验 结 果 显 示 ，

模 型 组 大 鼠 的 自 主 活 动 减 少 、 探 索 欲 望 降 低 、 喜 静 懒 动 ， 出 现

焦 虑 、 抑 郁 等 不 良 情 绪 [24]。 高 架 十 字 迷 宫 实 验 是 评 价 啮 齿 类 动

物 焦 虑 行 为 的 经 典 方 法 之 一 [25]。 高 架 十 字 迷 宫 实 验 实 验 结 果

显 示 ， 模 型 组 大 鼠 存 在 焦 虑 的 不 良 情 绪 [26]。 抓 握 力 可 用 于 评 价

大 鼠 疲 劳 情 况 [27]。 抓 握 力 实 验 结 果 显 示 ， 模 型 组 大 鼠 出 现 了 体

力 下 降 的 躯 体 疲 劳 表 现 。 Morris 水 迷 宫 实 验 可 用 于 评 估 大 鼠

学 习 和 记 忆 能 力 [28]。 Morris 水 迷 宫 实 验 结 果 显 示 ， 模 型 组 大 鼠

在 空 间 探 索 阶 段 的 学 习 记 忆 功 能 下 降 [29]。 失 眠 患 者 常 见 焦 虑

评 分 、 抑 郁 评 分 升 高 ， 并 伴 有 日 间 疲 劳 、 注 意 力 下 降 、 健 忘 和

情 绪 波 动 等 表 现 [30-31]。 这 些 行 为 学 改 变 与 失 眠 肝 郁 血 虚 证 患

者 临 床 表 现 类 似 ， 也 与 肝 气 郁 结 ， 心 神 失 养 ， 肝 郁 血 虚 的 病 机

相 吻 合 。

血 细 胞 与 生 化 指 标 检 测 结 果 显 示 ， 模 型 组 大 鼠 存 在 贫 血

表 现 ， 与 临 床 血 虚 患 者 面 色 苍 白 、 爪 甲 不 荣 的 特 征 相 符 [32] 。

RBC 、 HGB 、 PLT 是 血 虚 证 候 模 型 评 价 的 重 要 指 标 。 模 型 组 大

鼠 WBC 未 见 显 著 变 化 ， 提 示 慢 性 失 血 未 引 发 炎 症 反 应 ， 排 除

了 感 染 因 素 对 结 果 的 干 扰 [33]。 ALT和 AST是 反 映 肝 功 能 损 伤 的

关 键 标 志 物 。 BUN 是 蛋 白 质 代 谢 的 产 物 ， 其 水 平 的 升 高 可 以

反 映 机 体 代 谢 紊 乱 的 状 态 [34-35]。 血 清 生 化 指 标 检 测 结 果 显 示 ，

模 型 组 大 鼠 肝 功 能 存 在 一 定 的 损 伤 ， 且 机 体 代 谢 紊 乱 ， 与 长

期 失 眠 导 致 的 代 谢 失 衡 类 似 [36]。 作 为 参 与 睡 眠 - 觉 醒 机 制 的 经

典 单 胺 类 神 经 递 质 ， 5-HT能 够 改 善 睡 眠 ， 而 DA 则 可 引 起 觉 醒

诱 发 失 眠 [37]。 模 型 组 大 鼠 出 现 睡 眠 障 碍 以 及 神 经 递 质 失 衡 ， 符

合 失 眠 患 者 的 神 经 生 化 改 变 。 这 也 与 PCPA 抑 制 5-HT 合 成 的

机 制 一 致 。 组 织 病 理 学 观 察 结 果 显 示 ， 模 型 组 大 鼠 海 马 CA1 区

存 在 病 理 改 变 及 异 常 表 现 ， 提 示 其 中 枢 神 经 系 统 出 现 损 伤 或

退 行 性 病 变 风 险 增 加 [38]。 这 与 肝 郁 血 虚 证 “ 魂 不 归 肝 、 心 神 失

养 ” 导 致 的 认 知 功 能 下 降 相 符 。
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本 研 究 采 用 多 因 素 复 合 造 模 法 构 建 的 失 眠 肝 郁 血 虚 证

病 证 结 合 动 物 模 型 在 行 为 学 、 生 理 学 及 神 经 递 质 水 平 上 均 表

现 出 与 失 眠 肝 郁 血 虚 证 一 致 的 特 征 ， 能 够 较 全 面 模 拟 失 眠 肝

郁 血 虚 证 复 杂 病 理 过 程 和 临 床 特 点 。 同 时 将 动 物 表 征 、 行 为

学 实 验 评 估 与 实 验 室 检 测 指 标 三 者 相 结 合 形 成 了 客 观 、 标 准

且 切 实 可 行 的 评 价 体 系 。
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