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摘要　目的:研究安神补脑液对睡眠剥夺大鼠的学

习记忆能力影响 ,并从脑源性神经营养因子(BDNF)

角度探讨其机理 。方法:SD 大鼠 ,随机分成正常对

照组 、正常对照+安神补脑液小剂量组及模型+蒸

馏水组及模型+安神补脑液大 、小剂量组。灌胃给

予安神补脑液 2周后 ,用多站台水环境法进行睡眠

剥夺造模 4 d ,用避暗法测试其学习记忆能力 ,并取

海马组织用 Western blot法测定 BDNF 表达量 。结

果:与正常对照组比较 ,睡眠剥夺大鼠避暗测试潜伏

期显著减短 ,表明出现学习记忆能力障碍;大剂量安

神补脑液给药能显著延长模型大鼠的潜伏期 ,表明

该药可有效减轻大鼠睡眠剥夺后的学习记忆障碍 。

安神补脑液也能延长正常大鼠避暗实验的潜伏期 。

在睡眠剥夺大鼠海马组织 BDNF 表达量显著降低 ,

而用安神补脑液干预后模型大鼠 BDNF 表达量增

加 ,在大剂量组出现显著性差异。结论:安神补脑液

能提高睡眠剥夺鼠的学习记忆能力 ,其机理之一可

能与提高海马 BDNF 含量有关。
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睡眠是人体重要的身心调节方式 ,对人体各系

统功能有重要的作用。许多研究表明睡眠剥夺可以

导致免疫功能减低 、认知功能下降 、反应迟钝等现

象
[ 1]
。神经营养因子是脑内神经元赖以存活的重要

因素 ,与学习记忆能力有密切的关系
[ 2 , 3]
。安神补脑

液是由吉林敖东延边药业股份有限公司开发的中药

复方 ,含何首乌 、淫羊藿 、鹿茸等中药 ,现已广泛用来

治疗睡眠障碍引起的失眠和神经衰弱 。研究证实对

睡眠障碍引起的神经衰弱有良好治疗作用
[ 4]
,但是

其治疗机制尚不清楚。本课题拟进一步观察安神补

脑液对睡眠剥夺大鼠引起的学习记忆能力和神经营

养因子表达的影响 。

1　材料与方法

1.1　主要药品与试剂　安神补脑液(以下简称补脑

液),由吉林敖东延边药业股份有限公司提供 35倍

用液 ,用之前用蒸馏水稀释;神经营养因子(BDNF)

多克隆抗体购自中山试剂公司(Santa Cruz 产品分

装);Folin酚 、溴酚蓝购自北京鼎国生物技术公司;

二硫苏糖醇(DTT)购自北方同正科技发展公司;Tris

base、甘氨酸 、十二烷基硫酸钠(SDS)、过硫酸胺 、双

丙烯酰氨 、丙烯酰胺为 Sigma 公司产品;硝酸纤维素

膜购自Gloucestemr公司;Western blotting marker 购自

invitrogen公司;Western blotting荧光剂购自Santa Cruz

公司。

1.2　动物以及分组　75只 SD大鼠 ,雄性 ,体重 250

±30 g ,购于北京维通利华实验动物中心 ,合格证

号:SCXK(京)2002-003。每次购进 25只大鼠 ,在SPF

级动物房适应性饲养 1 周后 ,随机分成:正常对照

组 、正常对照+补脑液小剂量组 、模型+蒸馏水组 、

模型+补脑液小剂量(0.2 ml 人体用药原液 100 g)

组 、模型+补脑液大剂量组 ,每组 15只 ,分 3批进行
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实验。按人-大鼠等效剂量换算法 ,补脑液小剂量

(0.2 ml 人体用药原液 100 g 体重)相当于成人每日

用量 ,大剂量(0.6 ml 人体用药原液 100 g 体重)相

当于成人每日用量的 3倍 ,正常对照和模型组给等

量的蒸馏水。各组每天分别灌胃给药或蒸馏水 1

次 ,给药 2周后进行实验造模 ,造模以及行为学测试

期间仍继续给药 。

1.3 　造模方法 　睡眠剥夺箱参考巴西 Hipolide

等
[ 5]
的多站台水环境法 ,委托中国医学科学院药物

研究所加工制成 。水箱规格:127 cm(长)×44 cm

(宽)×44 cm(高), 其内放置 13 个站台 , 站台高

20 cm ,上面直径 7 cm 。实验造模时以水面至站台

下 1 cm ,将需睡眠剥夺大鼠放入睡眠箱 ,每箱放入

10只 ,正常对照组以及正常对照+补脑液小剂量组

保留在放在同一实验室内的笼内。各组动物自由进

食和水 ,前后经历 4 d ,进行避暗行为学实验 。

1.4　避暗测试　研究报道鼠长时间睡眠剥夺可以

出现记忆存留障碍
[ 5]
。避暗测试参考以往的方法有

所改动
[ 6]
,装置分明暗两间 ,明室上方置一 40 W 白

炽灯 , 暗间底部设有 40 V 电网 ,两室间有一直径

3 cm 圆孔相通 ,并有活动板隔开。箱外连接一计算

机采集数据 。测定分 2 d ,d 1 将大鼠背对洞口放入

明室 , 10 s后将中间隔板打开 ,等动物全部进入暗室

后 ,将隔板关上 。之后每隔 15 s 给 1次 1 s 的电刺

激 ,总共 4次电击 。将大鼠取出暗室 ,放回笼内休息

24 h。d 2 ,重新将动物放入明室 ,记录动物自放入

明室至完全进入暗室所需要的潜伏期。

1.5　脑源性神经营养因子表达测定　行为学实验

后再按造模期间方法将鼠放入剥夺箱 , 24 h 后以

10%水合氯醛过量麻醉处死 ,在冰冻条件下快速分

离海马组织经液氮转入-80 ℃冰箱保存。每组随

机取 3 只大鼠海马 ,以 1∶5匀浆液(0.05 mol·L
-1

Tris-HCL)处理后高速匀浆 ,12 000×g 离心 1 5 min ,

取上清 。Folin酚法测定蛋白浓度 ,常规制备 12%分

离胶 ,上样 ,转移到硝酸纤维素膜 ,加入脑源性神经

营养因子(BDNF)多克隆抗体(兔抗大鼠 1∶500),

TBST 洗膜 3 次 ,加二抗 ,TBST 洗膜 3次 , X 光片曝

光 ,显影。用NIH的 ImagJ软件进行图像分析 ,测量

各组大鼠海马 BDNF 表达条带的面积与平均光密度

计算平均光密度总合 ,并以正常对照组均值为参照 ,

比较各组 BDNF 的表达量。计算公式为:

平均光密度总合=条带面积×(条带光平均密

度-背景平均光密度)

1.6　统计学处理　实验结果以均数±标准差(x ±

s)表示 ,用SPSS统计软件单因素方差分析(One-way

ANOVA)法进行组间比较 , P <0.05 表示差异有统

计学意义。

2　结果

2.1　各组大鼠学习记忆能力比较　避暗测试结果

示 ,睡眠剥夺大鼠进入暗盒潜伏期显著减短(P <

0.05),提示出现学习记忆能力障碍;而大剂量补脑

液给药能显著延长睡眠剥夺大鼠的潜伏期(P <

0.05),恢复到与正常大鼠相近水平(表 1),提示安

神补脑液可有效减轻大鼠睡眠剥夺后的学习记忆障

碍 ,而且也能提高正常大鼠的学习记忆能力。

表 1　安神补脑液对睡眠障碍大鼠避暗反应潜伏期的影响

(x±s , n=15)

组别
剂量

 ml·100 g-1

潜伏期

 s

正常对照组 - 156.5±23.0b

正常对照+补脑液小剂量组 0.2 215.9±32.3b

模型+蒸馏水组 - 73.8±19.2

模型+补脑液小剂量组 0.2 90.7±24.7

模型+补脑液大剂量组 0.6 142.0±20.4b

与模型+蒸馏水组比较bP<0.05

2.2　各组大鼠海马脑源性神经营养因子表达比较

与正常对照组比较 ,睡眠剥夺大鼠海马组织 BDNF

表达量显著减低(P <0.01)。而服用安神补脑液的

模型大鼠海马组织 BDNF 表达量增加 ,在大剂量组

出现差异(P <0.05),表明安神补脑液能提高睡眠

剥夺大鼠海马 BDNF 蛋白表达水平(图 1)。

图 1　安神补脑液对睡眠剥夺大鼠海马 BDNF 表达量的影

响(x±s , n=3)
与模型组比较b P<0.05 , cP<0.01;A:正常对照组;B:正常对照+补

脑液小剂量组;C:模型+蒸馏水组;D:模型+补脑液小剂量组;E:模

型+补脑液大剂量组
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3　讨论

睡眠是人及动物的重要生理功能 ,长期睡眠障

碍可导致脑功能紊乱表现为学习记忆能力减退和其

他复杂的神经生理与生化改变
[ 1]
。本研究证实安神

补脑液可以有效减轻大鼠睡眠剥夺引起的学习记忆

能力和脑内神经营养因子表达降低 。

睡眠导致学习记忆能力减低的机制尚不清楚 ,

研究表明睡眠剥夺可以引起人或动物脑电活动异

常 、免疫功能 、一氧化氮神经毒性作用增强以及神经

递质产生异常等多种改变 。这些异常改变会影响脑

神经细胞状态 ,导致学习记忆功能减退。安神补脑

液中由淫羊藿 、何首乌 、鹿茸等中药组成 。本室以往

的研究表明 ,何首乌二苯乙烯苷对 β 淀粉样多肽 、

D-半乳糖等病理因素导致的鼠模型学习记忆能力

减低有较好的抑制作用
[ 7 , 8]
。孟宪丽等报道淫羊藿

多糖 、总黄酮复合物可有效改善老年大鼠学习记忆

能力下降 、胆碱酯酶活性以及下丘脑单胺类神经递

质含量减低等改变
[ 9]
。徐惠波等报道鹿茸中神经节

甙酯能促进小鼠脑内蛋白质合成 ,可对抗记忆破坏

药物的作用 ,对小鼠记忆获得 、记忆再现 、记忆巩固

三个不同阶段均有明显的促进作用
[ 10]
。提示安神

补脑液睡眠剥夺鼠的学习记忆能力减低可能是多味

中药综合性作用结果 。

BDNF是重要的神经营养因子 ,它主要通过作

用于神经细胞表面的受体 TrkB发挥神经营养作用 。

Hairston报道在睡眠障碍大鼠存在神经营养因子表

达异常 ,睡眠剥夺6 h可以表现为 BDNF 表达轻度增

高
[ 11]
,本研究发现 96 h睡眠剥夺大鼠海马组织 BD-

NF 表达显著减低 ,提示 BDNF与睡眠密切相关。睡

眠剥夺早期表达增高可能是机体反馈调节的结果 ,

长期睡眠剥夺 BDNF 表达下降导致脑内神经营养障

碍。同时 ,BDNF 与鼠的学习记忆能力有密切的关

系
[ 12]
,如 BDNF 对鼠海马长时程电位早 、晚期都有密

切的关系 ,可以显著增高鼠脑片的长时程电位 ,在脑

局部 BDNF 基因敲除鼠出现长时程电位显著减弱 。

因此 ,安神补脑液对睡眠剥夺鼠海马 BDNF 含量减

低的防治作用可能与其提高睡眠剥夺鼠的学习记忆

能力有关。
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Effect of Anshenbunao syrup on learning and memory and BDNF expres-
sion in hippocampus of sleep deprivation rats

WEI Hai-feng , YE Cui-fei , LI Chun-yang , DING Yue-xia , ZHAO Ning , LI Lin

Department of Pharmacology , Xuanwu Hospital of Capital University of Medical Sciences , Key Laboratory of the Ministry

of Education in Neuro-degeneration Diseases , Beijing 100053 , China

ABSTRACT　AIM:To study the effects of An-Shen-

Bu-Nao syrup (AS)on the learning and memory ability

and BDNF expression in the hippocampus of sleep depri-
vation(SD)rats.METHODS:75 rats were divided into

groups of control , control+AS (0.02 ml·kg
-1
), SD+

distillated water(DW), SD+AS(0.02 ml·kg
-1
), and

SD+AS (0.06 ml·kg
-1
).All rats were fed with AS or

DW for 2 weeks , and they were subjected to sleep depri-
vation for 4 days , then the passive avoidance was tested

for learning and memory.Also the BDNF expression in

the hippocampus was tested with western blot after sacri-
fice.RESULTS:Compared with the control rats , SD

rats had the significantly reduced latency in passive avoid-

ance test , showing the decreased learning and memory

ability.SD combined with AS (0.06 ml·kg
-1
) rats

showed significantly longer latency than the SD rats(P<
0.05), indicating the better learning and memory ability

than the sleep deprivation rats;BDNF expression was sig-

nificantly higher in the rats of SD combined with AS

(0.06 ml·kg
-1
)than the SD rats.CONCLUSION:

An-Shen-Bu-Nao Syrup can effectively improve the learn-
ing and memory ability of sleep deprivation rats , and the

enhancement of BDNF expression may contribute to this

effect.
KEY WORDS　Anshenbunao syrup;sleep deprivation;

learning and memory;BDNF;hippocampus;rat
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