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【摘要】 目的：探讨睡眠剥夺通过影响海马区 CREB 含量及活性而产生的快速抗抑郁机制。 方法：将 40 只 SD 大鼠
随机分为正常对照组、抑郁模型组、睡眠剥夺组和水环境对照组。用改良多平台睡眠剥夺法(MMPM) 对用慢性不可预
见性应激抑郁模型方法建立的抑郁大鼠模型进行睡眠剥夺。 用旷场实验和强迫游泳实验测试其行为变化，以及用免

疫组化法测试海马 CREB、P-CREB 的含量。 结果：①睡眠剥夺组大鼠与抑郁模型组相比旷场实验的水平得分与垂直
得分均明显升高，潜伏期明显缩短。 ②海马 CA1、CA3、DG 区的 CREB 及 p-CREB 平均光密度值比较中，抑郁模型组
均显著低于正常对照组，睡眠剥夺组均显著高于抑郁模型组。 结论：睡眠剥夺可明显改善抑郁大鼠的抑郁样行为；海

马部位 CREB 含量及活性的增高可能参与了睡眠剥夺的快速抗抑郁作用。
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【Abstract】 Objective: To explore the changes of CREB levels and activities in hippocampus resulting from sleep depri-
vation, and then to reveal the mechanism for rapid antidepressant aroused by sleep deprivation. Methods: 40 SD rats were
randomly divided into normal control group, chronic stress group, sleep deprivation group and tank contral group. 10 rats
in each group. The depression animal model was established by chronic mild unpredictable stress methods. Sleep depriva-
tion was preformed by the modified multiple platform method (MMPM). The animal model and the effect of antidepressant
were evaluated by the Open Field test and Forced Swimming test. The expression levels of CREB and P-CREB were sep-
arately observed by immunohistochemical technology in hippocampus CA1, CA3 and DG. Results: ① In the CUMS de-
pressant animal model, compared with the normal control rats, following 72-hour sleep deprivation, ambulation and rearing
increased, and the latent period in the center decreased. ②CREB and P-CREB: The average values of optical density(OD)
in hippocampus CA1, CA3, DG of the model group was lower than that of the normal control group significantly, and that
of the sleep deprivation group was higher than that of the model group. Conclusion: Rats showed depressive behaviors af-
ter 21 days stresses, while 72 hours sleep deprivation could reverse this effect. The up regulation of the expression and
phosphorylation of CREB by sleep deprivation may participate in the antidepressant-like effect of sleep deprivation.
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抑郁症是最常见的精神障碍之一， 具有反复发
作和自杀的倾向。 目前， 抗抑郁药物治疗只能缓解
60%的患者的症状， 并且抗抑郁药需 2~6 周临床才
能达到充分的时间起效。 睡眠剥夺 (slecp depriva-
tion，SD)具有快速的抗抑郁效应，其特点是在睡眠剥
夺后的第二天即迅速起效， 且副作用较一般抗抑郁
药物治疗少。 1 次睡眠剥夺后抑郁缓解有效率约为
40％～60%， 因此得到广泛的应用[1]。 且与抗抑郁药

物，锂盐等联用可巩固其抗抑郁效果[2]。 对动物模型
及抑郁症患者尸检的研究显示， 抑郁症时大脑海马
CREB （cAMP -response element binding protein，
CREB）的表达和活性降低[3，4]。 许多证据表明抗抑郁
药的作用机制与 cAMP-CREB信号通路有关， 所有
主要类型的抗抑郁药都导致包括海马在内的不同脑

区 CREB的功能和表达增强[5]。 睡眠剥夺可通过上
调可塑性相关基因如转录因子环磷酸腺苷反应原件

结合蛋白 CREB 发挥抗抑郁作用的[6]。 本研究拟通
过对慢性应激抑郁模型大鼠进行连续 72 小时快眼
动睡眠剥夺 (Rapid eye movement sleep deprivation，
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REMSD)，，观察大鼠海马 CA1、CA3 和 DG 区 CREB
的变化，以探讨睡眠剥夺抗抑郁作用的可能机制。

1 对象与方法

1.1 动物及分组
健康成年雄性 Sprague-Dawley 大鼠 40 只，清

洁级，体重 200-250 克，由河南师范大学实验动物
中心提供。大鼠适应环境一周后进行旷场实验，选择
旷场实验得分相近的随机分为 4 组：正常对照组（A
组），抑郁模型组（B 组），睡眠剥夺组（C 组）和水环
境对照组（D组），各组旷场实验得分无显著差异性，
每组 10只。睡眠剥夺组和水环境对照组都是在抑郁
模型基础上进行旷场行为测试和睡眠剥夺。
1.2 主要仪器及试剂

LEICA 石蜡切片机 （德国产），OLYMPUS 光学
显微镜 （日本产），LEICA显微摄影系统 （德国产）。
小鼠抗大鼠 CREB 多克隆抗体， 兔抗大鼠 p-CREB
（磷酸化 CREB）多克隆抗体；与 CREB 抗体配套的
小鼠 SP 免疫组化试剂盒，均购自北京博奥森公司。
DAB 染色试剂盒、PBS 粉、 枸橼酸盐缓冲液购自北
京中杉公司。
1.3 动物模型制备
采用慢性不可预见性应激抑郁模型 [7]，每日给予

1 种刺激，每种刺激随机使用 2-3 次，使动物不能预
料刺激的发生。 正常对照组除行为学实验和定期换
垫料外，不给予其他刺激。
1.4 行为学评分
旷场实验：将大鼠置于正方形旷场箱中央，记录

大鼠 5分钟内的行为表现，包括潜伏期、水平穿越格
数（水平运动得分）、直立次数（垂直运动得分）。强迫
游泳实验： 用秒表记录 5分钟游泳中大鼠不动的时
间（不动即大鼠在水中停止挣扎、呈漂浮状态，或仅

有细小肢体运动以保持头部浮在水面）。
1.5 睡眠剥夺的实行
睡眠剥夺组采用改良多平台睡眠剥夺法(modi-

fied multiple platform method，MMPM)[8]，具体操作如
下：在睡眠剥夺箱内放置 10 个小平台，水面低于平
台面约 1.0cm，大鼠在平台上自行摄食饮水，并可在
平台间活动。 水环境对照组采用与睡眠剥夺组大小
一样的鼠箱， 把大鼠放在铁丝网上， 网距水面约
1cm，以形成与睡眠剥夺组相似的环境。
1.6 组织取材
将动物大脑切片后进行免疫组化并记录分析海

马 CA1、CA3 区和齿状回(DG)内阳性细胞的平均光
密度值(所测阳性细胞的平均光密度值，OD) ，取每
只大鼠所有切片的平均值作为其平均光密度值。
1.7 统计处理
采用 SPSS13.0统计学软件对数据进行分析。

2 结 果

2.1 旷场实验及强迫游泳实验得分
2.1.1 造模前后比较 造模前各组大鼠旷场实验得
分及强迫游泳实验得分均无差异（P>0.05）。 应激后
抑郁模型组、睡眠剥夺组、水环境对照组与正常对照
组相比，旷场实验水平与垂直得分均明显下降，潜伏
期明显延长，强迫游泳实验不动时间明显增加。抑郁
模型组、睡眠剥夺组、水环境对照组三组间各项得分
均无差异。 详见表 1和表 2。
2.1.2 睡眠剥夺前后比较 经过 72 小时睡眠剥夺，
抑郁模型大鼠旷场实验的水平得分与垂直得分均明

显升高，潜伏期明显缩短，强迫游泳实验不动时间明
显减少。 睡眠剥夺组与抑郁模型组和水环境对照组
相比，各项行为学实验得分均有显著差异性。 详见
表 3。

表 1 造摸刺激前旷场实验评分结果及强迫游泳实验不动时间比较（分，x±s，n=10）

注：P>0.05 
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表 2 造摸刺激后旷场实验评分结果及强迫游泳实验不动时间比较（分，x±s，n=10）
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注：与正常对照组相比 *P<0.01，**P<0.05
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2.2 免疫组化 CREB及 p-CREB光密度值比较
各组大鼠海马 CA1、CA3、DG 区 CREB 及 p-

CREB 平均光密度值结果表现为： 抑郁模型组大鼠
海马各区 CREB 及 p-CREB 平均光密度值均显著
低于正常对照组，睡眠剥夺组 CREB 及 p-CREB 平
均光密度值显著高于抑郁模型组 ， 睡眠剥夺组
CREB 及 p-CREB 平均光密度值与水环境对照组相
比差异显著，见表 4、表 5。

3 讨 论

本实验采用慢性应激因子加孤养制模方法，造
成了动物的抑郁状态，运动和探索行为能力下降，在
规定时间内水平运动和垂直运动次数均减少等，说
明大鼠抑郁模型的制作是成功的[9-12]。 而连续 72 小
时的睡眠剥夺后， 抑郁模型大鼠旷场实验的水平得
分与垂直得均明显升高，潜伏期明显缩短，强迫游泳
实验不动时间明显减少， 提示睡眠剥夺具有改善抑
郁模型大鼠抑郁样行为的效应， 这与杨国愉等人的
研究结果一致[13]。

Xu 等 [14]在慢性应激大鼠模型中的前侧额叶和

海马部位都检测到下降的 p-CREB。 Li 等 [15]在慢性

不可预知应激大鼠模型检测到海马齿状回部位的

p-CREB水平明显下降。 郑晖等[16]也发现，慢性应激

可以降低大鼠海马 p-CREB蛋白的表达水平。 海马
作为边缘系统的重要组成部分，对情绪、学习、记忆、
行为等有着重要的调节作用； 无论是抑郁症患者 ,
还是行为性抑郁模型动物， 均有海马形态结构和分
子生物学改变的报道[17]。 研究表明慢性应激减少或

抑制 CA1-PCL、CA3-PCL 和 DG-GCL 细胞的生长，
减少 DG 的神经发生和海马体积 [18]。 本实验采用免
疫组化方法检测各组大鼠海马区 CREB 及 p-CREB
的变化， 与其他三组相比， 睡眠剥夺组海马 CA1、
CA3、DG区 CREB及 P-CREB 的平均光密度值明显
提高(P<0.01)，这说明睡眠剥夺可以在一定程度上延
缓细胞凋亡，从而改善抑郁模型大鼠抑郁样行为。
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