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　　［摘要］　目的　研究氯苯丙氨酸（ＰＣＰＡ）诱导的失眠大鼠前额皮质三磷酸腺苷（ＡＴＰ）不同时间水平变化情况，探讨酸枣仁

汤（ＳＺＲＤ）的干预机制。方法　大鼠分为正常对照组（不做任何操作），ＳＺＲＤ对照组（第１、２、３天腹腔注射蒸馏水，第４～１０天蒸

馏水灌胃），空白对照组，模型组，ＳＺＲＤ治疗组，五羟色氨酸（５ＨＴＰ）组，５ＨＴＰ＋ＳＺＲＤ组。采用连续３ｄ腹腔注射ＰＣＰＡ的方

法建立大鼠失眠模型，各组在实验的第４、５、６、８、１０天分别取大鼠前额叶皮质，采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）检测各组大鼠不同

时间前额皮质ＡＴＰ水平。结果　模型组大鼠实验第４、５、６、８、１０天 ＡＴＰ水平显著下降，与空白对照组比较差异有统计学意义

（犘＜０．０１）；ＳＺＲＤ治疗组第４、５、６、８、１０天ＡＴＰ水平较模型组逐渐升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５，犘＜０．０１）；ＳＺＲＤ对照组

前额叶皮质ＡＴＰ水平与空白对照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；空白对照组和正常对照组比较，前额皮质ＡＴＰ水平差异

无统计学意义（犘＞０．０５）；５ＨＴＰ组与ＳＺＲＤ对照组、５ＨＴＰ＋ＳＺＲＤ组之间比较差异也无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ＳＺＲＤ

与５ＨＴＰ本身对正常大鼠前额皮质ＡＴＰ水平变化无显著影响，ＳＺＲＤ对前额皮质ＡＴＰ的作用出现在ＰＣＰＡ所致失眠后。

［关键词］　腺苷三磷酸；芬克洛宁；入睡和睡眠障碍；酸枣仁汤；前额叶皮质
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　　酸枣仁汤（ｃｕａｎｚａｏｒｅｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＳＺＲＤ）作为治疗失眠症

的经典方剂疗效确切，被历代医家推崇。笔者前期的研究表

明，ＰＣＰＡ所致失眠大鼠脑内的神经胶质细胞被激活，ＳＺＲＤ

对激活的神经胶质细胞具有一定的调节作用［１］。研究表明，神

经胶质细胞能分泌ＡＴＰ等物质调节多种神经功能活动
［２］，有

研究发现睡眠活动与脑内 ＡＴＰ的水平有密切关系
［３］，脑内

ＡＴＰ在氯苯丙氨酸（ＰＣＰＡ）失眠大鼠发展过程中是如何变化

的，其在失眠的不同时间段表现又如何？是值得研究的问题。

本研究以 ＰＣＰＡ 失眠模型大鼠为对象，利用高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）法连续检测ＰＣＰＡ失眠后第４、５、６、８和第１０天大脑

皮质ＡＴＰ动态变化过程，探讨皮质 ＡＴＰ在ＰＣＰＡ失眠过程

中的作用及其变化规律，同时观察ＳＺＲＤ的干预作用，以期进

一步探讨ＳＺＲＤ治疗失眠的作用机制。

１　材料和方法

１．１　实验材料

１．１．１　实验动物　健康成年清洁级ＳＤ雄性大鼠２４５只，体

质量２００～２２０ｇ，由重庆腾鑫生物技术有限公司提供，许可证

号：［ＳＣＸＫ（渝）２０１２０００Ｊ］。置于安静、温度保持恒定（２２±
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２）℃、避免强光的环境中饲养７ｄ。

１．１．２　仪器　ＬＣ１０ＡＴ高效液相色谱仪、ＳＰＤ１０Ａ紫外检测

器（日本岛津公司）；Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ０．２２μｍ滤膜和过滤器（美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＡＵＭ２２０Ｄ电子分析天平（日本Ｓｈｉｍａｄｚｕ公

司）；低温离心机（北京时代北利离心机有限公司）。

１．１．３　试剂和药物　磷酸二氢钾、氢氧化钠、高氯酸、丙二醇

均为市售分析纯，购自武汉华创化工有限公司；ＰＣＰＡ（批号

１００１６８５２５８）、５羟色氨酸（５ＨＴＰ，批号１０１３９９６４４）购自Ｓｉｇ

ｍａ公司。酸枣仁、川芎、知母、茯苓、甘草均购自贵阳中医学院

第一附属医院中药房。

１．２　方法

１．２．１　药物制备　ＳＺＲＤ：由酸枣仁１８ｇ，知母１０ｇ，茯苓１０

ｇ，川芎５ｇ，甘草３ｇ组成，称取以上５味药材１０付，共计４６０

ｇ，加１０倍量水，浸泡１ｈ后煎煮，煮沸后３０ｍｉｎ滤过，药渣加

５倍量水煎煮，煮沸后２０ｍｉｎ滤过，合并滤液，浓缩成１５０％的

水提物，分装灭菌，４℃冰箱储存备用。

１．２．２　动物分组与模型制备　ＳＤ成年大鼠２４５只，分为以下

７个大组（每个大组３５只大鼠，每个大组又在实验的第４、５、６、

８、１０天各分为一个亚组，共５个亚组，每个亚组７只大鼠）：空

白对照组、模型组、ＳＺＲＤ治疗组、５ＨＴＰ组、５ＨＴＰ＋ＳＺＲＤ

组、ＳＺＲＤ对照组、正常对照组。根据以往的实验方法并结合

预实验结果，制作ＰＣＰＡ失眠模型大鼠，具体方法为：按３５０

ｍｇ／ｋｇ以１０ｍＬ／ｋｇ体积腹腔注射ＰＣＰＡ，于每天上午８：００～

９：００进行，每天１次，持续３ｄ。

１．２．３　给药方法　空白对照组第１、２、３天腹腔注射蒸馏水，

第４～１０天蒸馏水灌胃；模型组组第１、２、３天腹腔注射ＰＣＰＡ

（３５０ｍｇ／ｋｇ），第４～１０天蒸馏水灌胃；５ＨＴＰ组第１、２、３天

腹腔注射５ＨＴＰ（２５ｇ／ｋｇ），第４～１０天蒸馏水灌胃；ＳＺＲＤ治

疗组第１、２、３天腹腔注射ＰＣＰＡ，第４～１０天ＳＺＲＤ（浓度为１５

ｇ／ｋｇ，即含生药１．５ｇ／ｍＬ）灌胃；５ＨＴＰ＋ＳＺＲＤ组第１、２、３天

腹腔注５ＨＴＰ（２５ｇ／ｋｇ），第４～１０天ＳＺＲＤ（１０ｍＬ／ｋｇ）灌胃；

ＳＺＲＤ对照组第１、２、３天腹腔注射蒸馏水，第４～１０天ＳＺＲＤ

灌胃；正常对照组不进行任何操作。

１．２．４　取材　各组在进行实验的第４、５、６、８、１０天分别取材，

取材方法如下：末次给药后２ｈ，４０ｍｇ／ｋｇ戊巴比妥钠麻醉后

处死大鼠，冰上快速取出大鼠脑组织，去掉嗅球、小脑及低位脑

干，取大脑皮质放入液氮，移至－８０℃保存备用。

１．３　ＰＣＰＡ失眠后不同时间前额叶皮质 ＡＴＰ水平检测方法

１．３．１　ＡＴＰ标准储备液的配制　精密称取ＡＴＰ标准对照品

１０．００ｍｇ，置于１０ｍＬ棕色容量瓶中，加超纯水至刻度，摇匀，

即得１．００ｍｇ／ｍＬ的ＡＴＰ标准液，置于４℃冰箱避光保存。

１．３．２　ＨＰＬＣ法检测 ＰＣＰＡ 给药后不同时间前额叶皮质

ＡＴＰ水平　（１）色谱条件∶色谱柱，ＰｈｅｎｏｍｅｍｅｘＣ１８（４．６×

１５０ｍｍ，５μｍ）；流动相比例号甲醇磷酸盐缓冲液＝２∶９８

（Ｖ／Ｖ）；流速０．８ｍＬ／ｍｉｎ；柱温２５℃；检测波长２５４ｎｍ。（２）

样品前处理：精密称取大脑前额叶皮质组织０．１ｇ加入０．４

ｍｏｌ／Ｌ高氯酸１．０ｍＬ，冰上研磨１ｍｉｎ，低温高速离心１０ｍｉｎ

（４℃，１１２００ｒ／ｍｉｎ），取上清液过０．２２μｍ 滤膜即成测定样

品。（３）定性分析：将ＡＴＰ标准液在色谱仪上以２０μＬ进样作

色谱分析。在标准液的定性分析中，根据保留时间及紫外谱图

判定该物质。ＡＴＰ标准品的保留时间是４．５９８ｍｉｎ。（４）标准

曲线的制备：在选定的色谱条件下，按外标定量法，配制 ＡＴＰ

质量浓度分别为：０．０１、０．０２、０．０４、０．０６、０．０８、０．１０ｍｇ／ｍＬ，

取２０μＬ，依次进样，以ＡＴＰ的峰面积为纵坐标，质量浓度（Ｃ，

μｇ／ｍＬ）为横坐标进行线性回归，得标准曲线方程为犢＝１Ｅ＋

０６犡＋９８５４８（犚２＝０．９９８７）。（５）样品水平测定：依前法检测

各组标本。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计分析，计量

资料采用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　模型制备结果　模型组大鼠腹腔注射ＰＣＰＡ３ｄ造成失

眠后，第４天 ＡＴＰ水平下降，在ＰＣＰＡ失眠第５、６、８、１０天

ＡＴＰ水平均处于较低水平，与空白对照组相比差异有统计学

意义（犘＜０．０１），见表１。

２．２　ＳＺＲＤ对失眠眼大鼠前额叶皮质ＡＴＰ水平的影响。

２．２．１　ＳＺＲＤ治疗组与模型组比较　ＳＺＲＤ治疗组ＰＣＰＡ失

眠第４天 ＡＴＰ水平较低，但在 ＰＣＰＡ 失眠第５、６、８、１０天

ＡＴＰ水平逐渐上升，与模型组比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５，犘＜０．０１），见表１。

２．２．２　ＳＺＲＤ对照组与空白对照组比较　从实验第４～１０天

前额叶皮质 ＡＴＰ水平变化差异无统计学意义（犘＞０．０５），提

示ＳＺＲＤ本身不能引起大脑皮质ＡＴＰ水平变化。

２．２．３　正常对照组与空白对照组比较　从实验第４～１０天前

额叶皮质 ＡＴＰ水平变化差异无统计学意义（犘＞０．０５），表明

腹腔注射与灌胃等手术操作对大脑皮质前额皮质ＡＴＰ水平变

化无明显影响。

表１　　各组大鼠不同时间前额皮质ＡＴＰ水平 （狓±狊，μｇ／Ｌ，狀＝７）

组别 实验第４天 实验第５天 实验第６天 实验第８天 实验第１０天

空白对照组 ２３．１１±１．２５ ２３．３３±１．２６ ２３．３４±１．２０ ２３．４０±１．１０ ２３．４５±１．２３

模型组 ７．７７±１．３２ａ ７．７３±１．２０ａ ７．４０±０．３０ａ ７．６６±０．４０ａ ７．７８±０．６５ａ

ＳＺＲＤ治疗组 ７．７９±０．７９ １０．６８±１．１２ｂ １８．５１±１．２７ｃ ２３．６６±０．７７ｃ ２３．０９±０．２９ｃ

正常对照组 ２３．３１±０．１０ ２３．６７±０．３８ ２３．７９±０．６０ ２３．６５±０．４２ ２３．７４±０．１９

５ＨＴＰ组 ２３．７７±０．４６ｃ ２３．２８±０．２７ｃ ２３．１１±０．１０ｃ ２３．２８±０．７０ｃ ２３．５８±０．６８ｃ

５ＨＴＰ＋ＳＺＲＤ组 ２３．１９±０．２４ｃ ２３．６２±０．６５ｃ ２３．３８±０．４２ｃ ２３．０６±０．５０ｃ ２３．３２±１．３９ｃ

ＳＺＲＤ对照组 ２３．０９±０．０９ｃ ２３．０７±０．６９ｃ ２３．９１±０．１９ｃ ２３．５６±０．４２ｃ ２３．９２±０．５７ｃ

　　ａ：犘＜０．０１，与空白对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，ｃ：犘＜０．０１，与模型组比较。

０４４ 重庆医学２０１７年２月第４６卷第４期



３　讨　　论

ＡＴＰ是体内的能量货币单位，能够维持脑细胞正常的生

理功能［４］。近年来，ＡＴＰ被认为是一种神经递质
［５］，能调节兴

奋性和抑制性的神经信息传递，它可作为神经递质调节神经元

之间和神经元神经胶质细胞之间信号传递
［６］。研究发现，大

鼠ＡＴＰ含量在基底前脑、皮质扣带回及额叶觉醒时保持相对

稳定，但在睡眠开始的几个小时内ＡＴＰ的量大量上升，与心电

图（ＥＥＧ）的慢波形成对应关系，表明睡眠活动与脑内 ＡＴＰ水

平有密切关系［７］。

ＰＣＰＡ失眠模型是通过ＰＣＰＡ阻断脑内５ＨＴ的合成，造

成动物失眠，是目前国内外较为公认的失眠模型［８９］。ＰＣＰＡ

（３５０ｍｇ／ｋｇ）连续３ｄ对大鼠进行腹腔注射，大鼠逐渐饮水增

多、饮食增加、明显活跃，对外界刺激较敏感，睡眠昼夜节律消

失，提示复制失眠大鼠成功。

本研究结果表明，ＰＣＰＡ能导致大鼠前额皮质 ＡＴＰ水平

下降，从失眠第４天至第１０天 ＡＴＰ水平仍处于低水平。

ＳＺＲＤ治疗组前额皮质 ＡＴＰ从失眠第５天开始至第１０天水

平增加，表明ＳＺＲＤ能增加ＰＣＰＡ失眠大鼠前额皮质的 ＡＴＰ

水平。

有研究表明ＰＣＰＡ能够影响脑内前额皮质神经元功能，

ＰＣＰＡ失眠３ｄ后线粒体开始肿胀，逐渐空泡化
［１０］。本课题组

前期研究结果表明ＰＣＰＡ失眠大鼠大脑皮质中 ＡＴＰ酶活性

发生变化［１１］，导致细胞内、外离子分布失衡，进而影响神经细

胞兴奋性变化。胡晓辉等［１２］也证实ＰＣＰＡ失眠大鼠中缝背核

ｇａｌａｎｉｎ神经元发生变化，影响脑内的能量代谢过程。

本研究前期的实验发现ＳＺＲＤ可作用于ＰＣＰＡ失眠大鼠

脑内的星形胶质细胞和小胶质细胞［１］，目前已知脑内的星形胶

质细胞能释放ＡＴＰ作为胶质递质，星形胶质细胞通过胞内钙

离子依赖释放ＡＴＰ
［１３］，影响神经元的生物学活动［１４］。结合前

期实验结果，本研究推测ＳＺＲＤ可能作用于神经胶质细胞，通

过影响神经胶质细胞的功能而改变脑内ＡＴＰ的水平。本研究

还发现，ＳＺＲＤ不改变正常大鼠前额皮质的ＡＴＰ水平，在未失

眠大鼠，ＳＺＲＤ与５ＨＴＰ也无协同作用，灌胃与腹腔注射及手

术操作也未显著影响前额皮质 ＡＴＰ水平，５ＨＴＰ组、５ＨＴＰ

＋ＳＺＲＤ组及ＳＺＲＤ对照组从实验第４～１０天，前额叶皮质

ＡＴＰ水平与模型组相比处于较高水平，进一步证明ＰＣＰＡ失

眠能导致前额叶皮质 ＡＴＰ水平下降。本研究提示，ＳＺＲＤ对

大脑皮质ＡＴＰ的作用只发生在ＰＣＰＡ所致失眠后，其具体机

制还有待进一步阐明。

ＳＺＲＤ是《金匮要略》中治疗失眠的经典方剂，疗效确切，

至今临床仍广泛应用，ＳＺＲＤ对前额皮质 ＡＴＰ作用可能是其

发挥治疗睡眠障碍的环节之一，本实验为ＳＺＲＤ治疗失眠的机

制研究提供了实验依据。
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