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摘要 睡眠障碍是临床中的常见多发病,睡眠障碍易诱发和加重认知障碍疾病,损害海马依赖的学习记忆功能。

光疗是一种改善睡眠的有效方法,鉴于此,本课题组研究了光疗对睡眠剥夺小鼠炎症反应、氧化应激反应及BDNF-
TrkB信号通路的影响,探索光疗对睡眠剥夺小鼠学习记忆的影响。通过旋转圆筒法建立睡眠剥夺模型,小鼠随机

被分为对照组、睡眠剥夺组、光疗组(468
 

nm,光照强度分别为100,300,900
 

lx)。光疗组边剥夺边治疗,每天早晚进

行光照30
 

min,于剥夺3
 

d后对各组小鼠进行水迷宫实验和旷场实验,采用ELISA法检测小鼠血浆和海马组织中

TNF-α、SOD、5-HT因子的表达量,采用 RT-PCR法检测小鼠BDNF、TrkB和 Akt中的 mRNA表达量。结果显

示:与对照组相比,睡眠剥夺导致小鼠体重下降,游泳潜伏期增长,促进了炎性因子TNF-α的表达,降低了SOD活

性和5-HT的表达,并降低了BDNF、TrkB和Akt中的mRNA表达;与睡眠剥夺组相比,光疗组小鼠的游泳潜伏期

缩短,平台交叉次数增多,TNF-α表达下降,SOD和5-HT表达呈上升趋势,焦虑样行为减轻,BDNF、TrkB与 Akt
中的 mRNA表达升高;300

 

lx光照剂量的效果较为显著。光疗可以修复睡眠剥夺引起的氧化应激损伤,调节炎症

反应,促进BDNF表达,代偿相对较短时间的睡眠剥夺,保护自身的认知能力,缓解睡眠剥夺引起的学习记忆缺陷。
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1 引  言

睡眠障碍是目前社会上普遍存在的问题。睡眠

障碍会导致认知功能障碍,尤以学习和记忆能力下

降最为突出[1-2]。长期睡眠剥夺不仅易引起不良情

绪,使抵抗力下降、生理节律紊乱,还会损伤记忆力,
导致精神失常。大脑海马区在记忆编码、巩固和识

别任务中可以起到关键作用[3]。海马区神经元是储

存记忆、学习和定位的重要神经核团,海马神经元紊

乱会引发抑郁症、阿尔茨海默病等多种神经性疾

病[4]。睡眠剥夺与海马区的氧化还原、炎症稳态的

失衡以及神经营养信号的调节有关[5]。目前对睡眠

剥夺的治疗多以使用甜梦口服液、加味不忘散、酸枣

仁汤等镇静催眠类药物与中医针灸治疗为主[6],其
作用机制与减轻海马区氧化应激(即炎症因子释放)
有关。目前,光疗法作为一种无创、安全、有效的物

理治疗方法,已成为昼夜节律失调性睡眠障碍的主

要治疗方式之一[7]。光具有一定的生物学效应[8-9]。
视网膜神经节细胞的发现奠定了非视觉效应的生理

基础[10],光不仅能给予生物视觉能力,而且能通过

非视觉效应调节人体生物节律。研究表明,在峰值

波长为468
 

nm的蓝光照射下,人体光生物节律所

受影响最大[11]。视网膜是眼球后部非常薄的细胞

层,它可将光信号转化为神经生物电信号[12]。光通

过视网膜产生非视觉通路,影响海马介导的记忆水

平,因此,本课题组旨在通过构建睡眠剥夺小鼠模型
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来研究睡眠剥夺对小鼠学习记忆、炎症指标、氧化应

激反应的影响机制,并从海马神经营养因子及其受

体动态变化等方面对睡眠剥夺影响认知记忆功能的

机制进行探讨,同时探索光疗的干预模式及治疗机

制,为光疗调节睡眠记忆障碍提供临床依据。

2 材料和方法

2.1 实验动物和实验分组

2.1.1 实验动物

实验小鼠选择SPF级6~8周龄雄性C57BL/

6J小鼠30只(体重18~23
 

g,购自北京维通利华实

验动物技术有限公司),所有小鼠饲养条件一致:笼
养,每天接受光照12

 

h,黑暗12
 

h,光照周期为

8:00—20:00,环境温度为(22±2)
 

℃,相对湿度为

50%~60
 

%,小鼠喂以标准饲料和清洁饮用水,小
鼠可自由摄食、摄水。实验开始前饲养7

 

d,使小鼠

充分适应饲养条件。所有动物实验均符合并且严格

遵守中国动物保护协会的相关准则,伦理审核号为

SYXK(津)2019-0002。

2.1.2 实验分组

将小鼠分为正常组(control组)、睡眠剥夺组

(s-dep组)、光疗组(s-dep+PT组)。光疗组根据光

照强度分为s-dep+100
 

lx组、s-dep+300
 

lx组、

s-dep+900
 

lx组。

2.2 实验方法

2.2.1 睡眠剥夺模型

睡眠剥夺造模采用的是旋转圆筒剥夺法,即通

过圆筒的转动带动小鼠不停地运动,从而达到睡眠

剥夺的目的。实验时圆筒匀速转动,剥夺前期为正

转,转速为6
 

r/min,间歇时间为5
 

s;随着剥夺时间

的延长,逐渐改变旋转模式,加快剥夺速度,减少间

歇时间,从而达到进一步睡眠剥夺的目的。

2.2.2 水迷宫实验

Morris水迷宫实验分为定位航行实验和空间

搜索实验,前者用于获取各组小鼠提取空间信息和

学习的能力,后者用于测试记忆储存情况,水温控制

在(22±1)
 

℃。在定位航行实验中,选择每个象限

标记的下方为入水点,象限的选择随机且概率相同,
小鼠航行轨迹由智能视频跟踪系统跟踪记录;第

6天进行空间搜索实验,将隐藏的平台撤移,选择平

台相对象限为入水点,测试1次,时间90
 

s,记录小

鼠有效潜伏期和穿越原平台位置的次数。

2.2.3 旷场实验(OFT)
睡眠剥夺结束后,对各组小鼠经进行旷场实验,

观察小鼠的焦虑样行为。旷场实验在一个规格为

50
 

cm×50
 

cm×40
 

cm的箱子中进行。实验开始前

先让小鼠充分熟悉旷场环境,实验正式开始后使小

鼠在旷场自由活动5
 

min,检测小鼠自发活动行为

和探索行为,然后将小鼠迅速放置于实验箱的中央

区域,并立即离开,记录小鼠的活动轨迹。

2.2.4 ELISA法检测五羟色胺(5-HT)、肿瘤坏死

因子(TNF-α)、超氧化物歧化酶(SOD)因子

采用眼球取血法采集血浆,取血后断头分离海

马组 织。用 ELISA 法 检 测 小 鼠 血 浆 和 海 马 区

5-HT、TNF-α和SOD含量。根据海马组织的质量

加入适量PBS缓冲液,用匀浆器将标本匀浆充分,
接着低温离心处理15

 

min,离心速度为3000
 

r/min,
离心结束后收集上清液。根据ELISA试剂盒说明

书严格操作,每孔分别加入待测样品10
 

μL,于

450
 

nm下检测5-HT、TNF-α和SOD的光密度值。

2.2.5 Real-time
 

PCR检测脑源性神经营养因子

(BDNF)、酪氨酸激酶B受体(TrkB)、蛋白

激酶(Akt)mRNA的表达

使用 Trizol试剂盒获取小鼠海马组织中的总

RNA,离心后用分光光度计测定RNA浓度(A260/

A280,应在1.8~2.0范围内)。根据RNA浓度计算

上样 量。以 海 马 总 mRNA 为 模 板 逆 转 录 得 到

cDNA,取3
 

μL
 

cDNA为模板进行聚合酶链式反应

(PCR)扩增,每个样品重复检测3次得到Ct值。使

用β-actin作为内参,目的基因在不同组中的相对表

达量的计算曲线公式为RQ=2
-ΔΔCt,其中ΔΔCt=

ΔCt,exp-ΔCt,con,ΔCt,exp 表示实验组目的基因与内

参的Ct值之差,ΔCt,con 表示空白对照组目的基因

与内参的Ct值之差。引物序列如表1所示。
表1 引物序列

Table
 

1 Primer
 

sequence

Gene
 

name Upstream
 

primer
 

sequence(5’-3’) Downstream
 

primer
 

sequence(5’-3’)

BDNF TCATACTTCGGTTGCATGAAGG ACACCTGGGTAGGCCAAGTT

TrkB CTGGGGCTTATGCCTGCTG AGGCTCAGTACACCAAATCCTA

Akt ATGAACGACGTAGCCATTGTG TTGTAGCCAATAAAGGTGCCAT

GAPDH TGGCACCCAGCACAATGAA CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA
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2.3 实验过程

实验流程时间图如图1所示。

图1 实验流程时间图

Fig 
 

1 Time
 

chart
 

of
 

experimental
 

flow

2.4 统计分析

上述实验均重复三次,计算结果采用均值±标

准差(X±S)表示。使用SPSS
 

v22.0软件采用单

因素方差分析(ANOVA)来检验均值之间的差异,
显著性水平设为P<0.05。

3 实验结果

3.1 光疗对睡眠剥夺小鼠体重的影响

睡眠剥夺后,小鼠体重明显降低(P<0.001),
差异具有统计学意义;光疗干预后,与s-dep组比

较,s-dep+300
 

lx组小鼠体重明显较高(P<0.05),
如图2所示。

图2 光疗对睡眠剥夺小鼠体重的影响(与control组比

较,***表示 P<0.001;与s-dep组比较,#表示

  P<0.05)

Fig 
 

2 Effect
 

of
 

phototherapy
 

on
 

body
 

weight
 

in
 

sleep-
deprived

 

mice
 

 compared
 

with
 

the
 

control
 

group 
 

***
 

represents
 

P<0 001 
 

compared
 

with
 

s-dep
 

 group 
 

#represents
 

P<0 05 

3.2 光疗对游泳潜伏时间及穿越平台交叉次数的

影响

由表2可以看出:睡眠剥夺3
 

d后,与control
组比较,s-dep组小鼠游泳潜伏期明显升高(P<
0.05);与s-dep组相比,s-dep+300

 

lx组小鼠的游

泳潜伏期明显缩短(P<0.05);与control组相比,

s-dep组小鼠穿越平台次数明显减少(P<0.05),光
照干预小鼠穿越平台的次数出现上升趋势,s-dep+
300

 

lx组小鼠差异更显著。
表2 光疗对睡眠剥夺小鼠游泳潜伏期及穿越平台交叉

次数的影响

Table
 

2 Effect
 

of
 

phototherapy
 

on
 

swimming
 

latency
 

and
 

platform
 

crossing
 

times
 

in
 

sleep-deprived
 

mice

Group
Swimming

 

latency
 

time
 

/s
Platform

 

crossing
 

times
 

(n)

Control 10.67±1.53 4.33±1.53

s-dep 44.33±7.64* 1.33±0.58*

s-dep+100
 

lx 31.67±21.36 2.67±1.15

s-dep+300
 

lx 17.33±6.81# 3.00±1.00#

s-dep+900
 

lx 43.667±3.51 1.67±0.58

  Notes:
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

*
 

represents
 

P<0.05;compared
 

with
 

the
 

s-dep
 

group,
 

#represents
 

P<
0.05.

3.3 目标象限时间占总区域时间的百分比

与control组相比,s-dep组小鼠在目标象限的

时间显著缩短(P<0.01);与s-dep组小鼠相比,光
疗小鼠的目标象限时间占总区域时间的百分比均有

不同程度的提高,s-dep+300
 

lx组小鼠的目标象限

时间占总区域时间的百分比上升得较为显著(P<
0.01),s-dep+900

 

lx组与s-dep组则无显著差异,
如图3所示。

3.4 光疗对睡眠剥夺小鼠焦虑程度的影响

与control组相比,s-dep组小鼠在旷场中央区

域的时间占总区域的时间显著减少(P<0.001),如
图4所示,小鼠的自发活动减少。这表明睡眠剥夺

加重了小鼠的焦虑样行为。此外,与s-dep组相比,
光疗组小鼠5

 

min内在中央区的时间显著延长

(P<0.05),且300
 

lx光照剂量时的延长更为显著

(P<0.001),说明小鼠的自发活动增多。

3.5 光疗对睡眠剥夺小鼠5-HT的影响

与control组相比,s-dep组小鼠血浆和海马中

的5-HT含量显著降低(P<0.01),如图5所示;与

s-dep组相比,光疗组小鼠血浆和海马中的5-HT表

达量都明显上升(P<0.05),s-dep+300
 

lx组小鼠

血浆和海马中的5-HT含量上升显著(P<0.01),s-
dep+900

 

lx组与s-dep组相比无显著差异。

3.6 光疗对睡眠剥夺小鼠TNF-α和SOD的影响

由图6(a)、(b)可以看出:与control组比较,s-
dep组小鼠血浆和海马中TNF-α表达水平显著升

高(P<0.01);与s-dep组比较,光疗组小鼠血浆和
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图3 光疗对睡眠剥夺小鼠的目标象限时间占总区域时间百分比的影响及各组小鼠的轨迹图(与control组相比,**表示

P<0.01;与s-dep组相比,#表示P<0.05,##表示P<0.01)。(a)control组小鼠的轨迹图;(b)s-dep组小鼠的轨

迹图;(c)s-dep+100
 

lx组小鼠的轨迹图;(d)s-dep+300
 

lx组小鼠的轨迹图;(e)s-dep+900
 

lx组小鼠的轨迹图;(f)光

  疗对睡眠剥夺小鼠的目标象限时间占总区域时间百分比的影响

Fig 
 

3 Effect
 

of
 

phototherapy
 

on
 

the
 

percentage
 

of
 

target
 

quadrant
 

time
 

in
 

total
 

area
 

time
 

for
 

sleep-deprived
 

mice
 

and
 

trajectory
 

diagrams
 

of
 

each
 

group
 

of
 

mice
 

 compared
 

with
 

the
 

control
 

group 
 

**
 

represents
 

P<0 01 
 

compared
 

with
 

the
 

s-dep
 

group 
 

#
 

represents
 

P<0 05
 

and
 

##
 

represents
 

P<0 01  
  

 a 
 

Trajectory
 

diagram
 

of
 

control
 

group
 

mice 
 

 b 
 

trajectory
 

diagram
 

of
 

s-dep
 

group
 

mice 
 

 c 
 

trajectory
 

diagram
 

of
 

s-dep+100
 

lx
 

group
 

mice 
 

 d 
 

trajectory
 

diagram
 

of
 

s-dep+300
 

lx
 

group
 

mice 
 

 e 
 

trajectory
 

diagram
 

of
 

s-dep+900
 

lx
 

group
 

mice 
 

 f 
 

effect
 

  of
 

phototherapy
 

on
 

the
 

percentage
 

of
 

target
 

quadrant
 

time
 

in
 

total
 

area
 

time
 

for
 

sleep-deprived
 

mice

图4 光疗对睡眠剥夺小鼠焦虑程度的影响以及各组小鼠的轨迹图(与control组比较,***表示P<0.001;与s-dep组相

比,#表示P<0.05,###表示P<0.001)。(a)control组小鼠的轨迹图;(b)s-dep组小鼠的轨迹图;(c)s-dep+
100

 

lx组小鼠的轨迹图;(d)s-dep+300
 

lx组小鼠的轨迹图;(e)s-dep+900
 

lx组小鼠的轨迹图;
 

(f)光疗对睡眠剥夺

  小鼠焦虑程度的影响

Fig 
 

4 Effect
 

of
 

phototherapy
 

on
 

anxiety
 

of
 

sleep-deprived
 

mice
 

and
 

trajectory
 

diagrams
 

of
 

each
 

group
 

of
 

mice
 

 compared
 

with
 

the
 

control
 

group 
 

***
 

represents
 

P<0 001 compared
 

with
 

s-dep
 

group 
 

#
 

represents
 

P<0 05
 

and
  

###
 

represents
 

P<0 001  
 

 a 
 

Trajectory
 

diagram
 

of
 

control
 

group
 

mice 
 

 b 
 

trajectory
 

diagram
 

of
 

s-dep
 

group
 

mice 
 

 c 
 

trajectory
 

diagram
 

of
 

s-dep+100
 

lx
 

group
 

mice 
 

 d 
 

trajectory
 

diagram
 

of
 

s-dep+300
 

lx
 

group
 

mice 
 

      e 
 

trajectory
 

diagram
 

of
 

s-dep+900
 

lx
 

group
 

mice 
 

 f 
 

effect
 

of
 

phototherapy
 

on
 

anxiety
 

of
 

sleep-deprived
 

mice

海马中TNF-α表达量明显下降(P<0.05),s-dep+
300

 

lx组TNF-α表达量显著降低(P<0.01),对缓

解小鼠的炎症反应效果最好。由图6(c)、(d)可以

看出:与control组比较,s-dep组小鼠血浆和海马中

SOD表达水平明显降低(P<0.01);与s-dep组相

比,光疗组小鼠血浆和海马中SOD表达水平均有不
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图5 光疗对睡眠剥夺小鼠血浆和海马区5-HT表达量的影响(与control组相比,**表示P<0.01;与s-dep组相比,

#表示P<0.05,##表示P<0.01)。(a)血浆;(b)海马区

Fig 
 

5 Effects
 

of
 

phototherapy
 

on
 

5-HT
 

expression
 

level
 

in
 

plasma
 

and
 

hippocampus
 

of
 

sleep-deprived
 

mice
 

 compared
 

with
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control
 

group 
 

**
 

represents
 

P<0 01 
 

compared
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s-dep
 

group 
 

#
 

represents
 

P<0 05
 

and
 

##
 

represents
 

   P<0 01 
 

 
 

 a 
 

Plasma 
 

 b 
 

hippocampus

图6 光疗对睡眠剥夺小鼠血浆和海马区TNF-α和SOD表达量的影响(与control组相比,**表示P<0.01,***表示

P<0.001;与s-dep组相比,#表示P<0.05,##表示P<0.01)

Fig 
 

6 Effects
 

of
 

phototherapy
 

on
 

TNF-α
 

and
 

SOD
 

expression
 

levels
 

in
 

plasma
 

and
 

hippocampus
 

of
 

sleep-deprived
 

mice
 

 compared
 

with
 

the
 

control
 

group **
 

represents
 

P<0 01
 

and
 

***
 

represents
 

P<0 001 
 

compared
 

with
 

s-dep
 

   group 
 

#
 

represents
 

P<0 05
 

and
 

##
 

represents
 

P<0 01 

同程度的上调(P<0.05),s-dep+300
 

lx组小鼠血

浆和海马中SOD表达量的上调较为显著(P<0.05),

s-dep+100
 

lx组、dep+900
 

lux组与s-dep组比较

无显著差异。

3.7 光疗对睡眠剥夺小鼠BDNF-TrkB通路的影响

由图7可以看出:与control组比较,s-dep组小

鼠海马内BDNF、TrkB和Akt的 mRNA水平均显

著降低(P<0.05);与s-dep组相比,光疗组小鼠
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图7 光 疗 对 睡 眠 剥 夺 小 鼠 BDNF、TrkB 与 Akt中

mRNA表达量的影响(与control组相比,*表示

P<0.05,**表示P<0.01;与s-dep组相比,#表

  示P<0.05,##表示P<0.01)

Fig 
 

7 Effects
 

of
 

phototherapy
 

on
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

BDNF 
 

TrkB 
 

and
 

Akt
 

in
 

sleep-deprived
 

mice
 

 compared
 

with
 

the
 

control
 

group 
 

*
 

represents
 

P<0 05
 

and
 

**
 

represents
 

P<
0 01 

 

compared
 

with
 

s-dep
 

group 
 

#
 

represents
 

 P<0 05
 

and
 

##
 

represents
 

P<0 01 

BDNF、TrkB和Akt的 mRNA表达量均呈现不同

程度的上升趋势(P<0.05)。
 

4 讨  论

睡眠是人类生命活动的一个重要方面,在中枢

神经功能的恢复方面起着重要作用[13]。良好的睡

眠有助于包括学习和记忆在内的认知功能的长期巩

固[14]。视网膜传输的光信号是情绪相关行为的强

大调节器,光通过刺激视网膜神经节细胞的神经环

路来有效缓解情绪障碍[15]。Berson等[16]研究后发

现,自主感光神经节细胞可将光信号通过视网膜下

丘脑束传递到视交叉上核、上丘等脑区,参与昼夜节

律、睡眠与抑郁等多种非成像视觉功能。本课题组

采用边剥夺边干预的方式对小鼠进行468
 

nm蓝光

干预,结果发现,睡眠剥夺小鼠的体重明显下降。这

可能是睡眠不足造成的,另外旋转圆筒的体力消耗

也可能导致小鼠体力消耗而导致其体重下降。与

s-dep组相比,光照治疗后小鼠体重稍有上升。在本

实验中,旋转圆筒剥夺法间歇时间的设置虽然使小

鼠有放松时间,但仍有可能会使小鼠疲劳。之前使

用较多的是多平台水环境法,该方法易导致小鼠频

繁落水,体力消耗极大,无法进行长期睡眠剥夺实

验,而旋转圆筒法能够模拟人类长期睡眠不足的状

态,且不需要实验人员长期看守,是睡眠剥夺造模的

一种较为有效的方法[17]。研究发现,与control组

比较,s-dep组小鼠在水迷宫实验中的游泳潜伏期明

显延长,平台交叉次数和目标象限活动时间减少,而
光疗干预可以有效缓解这种趋势,特别是当光照剂

量为300
 

lx时,游泳潜伏期显著减少,目标象限活

动时间延长。旷场实验结果表明:与s-dep组相比,
光疗组小鼠在中间区域活动的时间明显增加,自发

活动时间延长,焦虑样行为减轻。这一实验结果与

相关文献报道吻合。Xie等[18]通过水迷宫实验和旷

场实验发现,慢性睡眠碎片模型小鼠的空间学习记

忆障碍和焦虑样行为加重。Zhang等[5]评估睡眠剥

夺对大鼠学习和空间记忆的影响后发现,睡眠剥夺

5
 

d后,大鼠的游泳潜伏期和总游泳距离比正常组

显著增加2.3倍和3.2倍(P<0.01)。Xing等[19]

发现,小鼠白天暴露于蓝光(40
 

Hz闪烁频率)1
 

h可

以显著改善昼夜节律相移,降低睡眠剥夺引起的记

忆缺陷的程度。连雨铮等[20]的研究也表明300
 

lx
蓝光照射对大鼠有抗抑郁及促进睡眠的作用。任超

然课题组[21]实时记录了接受光疗的小鼠在进行空

间记忆任务时海马CA1区场电位的变化,并发现光

疗可特异性增强海马神经元的 Gamma振荡。因

此,由记忆损伤导致的认知障碍可能是由睡眠障碍

导致的,而采用468
 

nm蓝光照射对由海马调控的

小鼠睡眠记忆损伤具有修复调控作用。
睡眠在调节大脑功能与各种神经递质(如多巴

胺、5-HT
 

和γ-氨基丁酸)之间的复杂相互作用中起

着重要作用[22]。长期睡眠剥夺和睡眠异常是导致

严重抑郁障碍的重要危险因素,但其潜在机制目前

尚不清楚[23]。Wang等[24]研究后发现,5-HT缺乏

可能与长期抑郁、焦虑样行为相关。睡眠剥夺组小

鼠血浆中的5-HT浓度较对照组低,焦虑样行为更

严重。Grass等[25]的研究表明光照能通过白蛋白与

胆红素结合物传导直接激活5-HT 合成的关键

酶———色氨酸脱羧酶,从而提高5-HT的合成效率,
发挥抗抑郁的作用,这与本研究结果一致。睡眠剥

夺导致小鼠血浆和海马中的5-HT表达量减少,中
央区域的自发活动减少,焦虑样行为严重,而光疗组

小鼠血浆和海马中的5-HT表达量增加,缓解了小

鼠的焦虑样行为。因此,光疗可以通过有效缓解小

鼠的焦虑及抑郁状态来改善睡眠剥夺引起的记忆缺

损。在睡眠剥夺应激刺激过程中,机体在氧化应激

反应中会产生炎症反应,并释放一系列炎性因子[2]。

TNF-α是炎性反应中的重要促炎因子,TNF-α表达

量过高可能会加重炎症反应,引起细胞凋亡,导致功

能失调。在本研究中,睡眠剥夺小鼠血浆和海马中
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TNF-α炎性因子的表达水平升高,符合应激模型的

特征,说明睡眠剥夺可能介导炎症机制,进而损害认

知功能。光疗干预可以抑制促炎因子的表达,光照

强度为300
 

lx时,TNF-α表达量明显下降,抑制效

果最好;但当光照强度达到900
 

lx时,TNF-α表达

量又出现上升,这可能是因为光照会产生双相剂量

反应,其中低水平的光比高水平的光对刺激和修复

组织有更好的效果[26]。黄晓宇等[27]研究发现,天
王补心丹改善睡眠剥夺大鼠学习记忆可能是通过升

高抗炎因子表达、抑制促炎因子(TNF-α、IL-1β和

MCP-1)分泌实现的。因此,光疗可能是通过抑制炎

性因子的表达来缓解睡眠剥夺造成的记忆损伤的。
睡眠剥夺会影响免疫和氧化还原系统,导致活性氧

增多,产生强烈的氧化应激反应。此外,清除能力下

降也是活性氧增多的一个原因[28]。SOD是机体中

具有重要抗氧化作用的酶,是目前广泛应用的氧化

应激指标,其水平直接反映机体清除活性氧簇的能

力,对维持机体氧化和抗氧化平衡具有至关重要的

作用[29-30]。在本研究中,s-dep组小鼠的SOD活性

下降,而采用不同剂量的光照干预后,SOD活性均

有不同程度的升高。这说明光疗干预可以增强小鼠

的抗氧化酶活性,清除体内的活性氧,减轻氧化应激

反应。这 与 国 内 外 的 研 究 结 果 一 致。Salehpour
等[31]将810

 

nm近红外激光经颅送到小鼠头部进行

光疗(每天1次,持续3天),结果显示:近红外光生

物调节可预防睡眠剥夺所致的认知障碍,近红外生

物治疗增强了睡眠剥夺小鼠海马组织的抗氧化状态

和线粒体活性。可见,光疗可以通过调节海马区的

氧化应激平衡和炎症反应来缓解小鼠由睡眠剥夺导

致的记忆缺失以及情绪障碍。

BDNF可以介导与睡眠期间记忆处理功能相关

的突触可塑性变化,在认知和情绪等方面发挥着重

要作用[32],BDNF可以促进人脑的神经可塑性、神
经元分化、突触的生长与传递以及神经递质的调

节[33]。有研究表明,完全睡眠剥夺可以降低大鼠海

马区的BDNF表达并使其空间记忆形成受损,促进

BDNF表达被认为是一种有效缓解睡眠障碍的途

径[34]。通过药物治疗或非药理学策略,可以恢复中

枢神经系统中受损的神经传递和神经营养状态。伏

立诺他可以改善睡眠剥夺小鼠海马区BDNF水平

的降低趋势,其通过上调组蛋白乙酰化来阻止睡眠

剥夺介导的表观遗传变化,保留海马体中神经营养

因子通路,防止或逆转长期可塑性和记忆中的损

害[35]。Cassilhas等[36]研究发现,阻力和有氧运动

通过BDNF-TrkB-CaMKII通路改善了空间学习和

记忆能力。在本研究中,睡眠剥夺降低了海马区

BDNF-TrkB信号通路中 mRNA的表达量,海马体

的神经营养水平下降,可能导致神经受损和突触可

塑性,进而导致情绪障碍和认知障碍;光照干预提高

了基因的表达量,BDNF可能通过结合TrkB受体

来激活Akt通路,促进了海马突触后 NMDA受体

磷酸化,增强了NMDA受体的活性,导致突触前后

的长时程增强,从而增强学习记忆功能[37]。长时程

增强可以提高BDNF中的 mRNA水平[38],在一定

程度减缓小鼠学习记忆水平的下降趋势。因此,光
疗可能通过影响BDNF-TrkB信号通路的基因表达

来促进与海马记忆相关的突触可塑性。

5 结  论

本课题组首先建立小鼠睡眠剥夺模型,然后选

用蓝光作为干预手段,从动物行为学、细胞因子、与
脑内学习记忆有关的神经递质以及突触可塑性等方

面探讨了改善睡眠剥夺小鼠学习记忆的机制。光照

治疗具有以下作用:1)明显缩短小鼠游泳潜伏期,增
加睡眠剥夺小鼠的探索行为;2)上调5-HT的表达

量,缓解小鼠的焦虑抑郁行为;3)减轻小鼠血浆和海

马区炎症因子 TNF-α的表达,促进抗氧化物酶表

达,调节氧化还原平衡;4)上调BDNF-TrkB通路中

的BDNF、TrkB和 Akt基因表达。光疗有可能是

通过减轻海马区神经炎症因子的表达、调节氧化还

原平衡和突触可塑性来改善睡眠剥夺小鼠学习记忆

能力的,因此,探索睡眠障碍患者体内多种氧化应激

指标的变化以及BDNF信号通路,有助于了解睡眠

障碍的发生机制,发现新的治疗靶点。光疗作用后,
小鼠海马区电生理特性的变化、光疗如何通过照射

视网膜通路对小鼠学习记忆进行精确调控,以及海

马参与的神经环路机制等需要进一步研究探讨。
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Abstract

Objective With
 

the
 

accelerating
 

pace
 

of
 

life 
 

the
 

pressure
 

is
 

getting
 

bigger
 

and
 

bigger 
 

and
 

people
 

are
 

threatened
 

by
 

sleep
 

deprivation
 

because
 

of
 

lack
 

of
 

sleep 
 

Hippocampus
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

memory
 

function 
 

Prolonged
 

sleep
 

deprivation
 

tends
 

to
 

damage
 

the
 

hippocampus 
 

leading
 

to
 

reduced
 

learning
 

and
 

memory
 

capacity 
 

depressed
 

mood 
 

reduced
 

immune
 

function 
 

and
 

a
 

range
 

of
 

mental
 

illnesses 
 

Presently 
 

the
 

main
 

treatments
 

for
 

sleep
 

deprivation
 

are
 

sedative
 

drugs
 

and
 

acupuncture
 

in
 

Chinese
 

medicine 
 

Recently 
 

phototherapy
 

has
 

been
 

widely
 

studied
 

for
 

its
 

advantages
 

of
 

non-invasive 
 

safe 
 

and
 

fewer
 

side
 

effects 
 

and
 

it
 

can
 

regulate
 

the
 

biological
 

rhythm 
 

Therefore 
 

this
 

study
 

investigated
 

the
 

effects
 

of
 

light
 

therapy
 

on
 

the
 

inflammatory
 

response 
 

oxidative
 

stress 
 

and
 

BDNF-TrkB
 

signaling
 

pathway
 

in
 

sleep-deprived
 

mice
 

and
 

discussed
 

the
 

effects
 

of
 

phototherapy
 

on
 

learning
 

and
 

memory
 

of
 

sleep-
deprived

 

mice 
 

providing
 

a
 

clinical
 

basis
 

for
 

the
 

regulation
 

of
 

sleep
 

disorders
 

using
 

light
 

therapy 

Methods In
 

this
 

study 
 

mice
 

were
 

trained
 

in
 

a
 

water
 

maze
 

for
 

six
 

days
 

for
 

learning
 

and
 

memory
 

skills 
 

which
 

was
 

mainly
 

divided
 

into
 

navigation
 

experiment
 

and
 

space
 

search
 

experiment 
 

Finally 
 

the
 

swimming
 

latency
 

and
 

the
 

times
 

of
 

crossing
 

the
 

original
 

platform
 

were
 

recorded 
 

Then
 

the
 

sleep
 

deprivation
 

model
 

was
 

established
 

by
 

rotating
 

the
 

cylinder 
 

and
 

the
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group 
 

sleep
 

deprivation
 

group 
 

and
 

phototherapy
 

group
 

 468
 

nm 
 

100
 

lx 
 

300
 

lx 
 

and
 

900
 

lx  
 

The
 

phototherapy
 

group
 

was
 

treated
 

during
 

deprivation 
 

Every
 

morning
 

and
 

evening 
 

the
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

were
 

illuminated
 

for
 

30
 

min 
 

After
 

deprivation
 

for
 

three
 

days 
 

the
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

were
 

weighed
 

and
 

recorded 
 

Then 
 

behavioral
 

experiments
 

were
 

conducted 
 

water
 

maze
 

experiment
 

and
 

open
 

field
 

experiment 
 

The
 

learning
 

and
 

memory
 

degree
 

of
 

mice
 

was
 

tested
 

using
 

water
 

maze
 

test 
 

and
 

the
 

anxiety
 

and
 

depression
 

degree
 

of
 

mice
 

was
 

tested
 

using
 

the
 

open
 

field
 

test 
 

After
 

that 
 

the
 

brain
 

tissue
 

of
 

mice
 

was
 

sampled 
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

TNF-α 
 

SOD 
 

and
 

5-HT
 

factors
 

in
 

plasma
 

and
 

hippocampus
 

of
 

mice
 

were
 

detected
 

using
 

ELISA 
 

RT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

gene
 

expression
 

of
 

BDNF 
 

TrkB 
 

and
 

Akt
 

in
 

mice 

Results
 

and
 

Discussions The
 

results
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group 
 

sleep
 

deprivation
 

resulted
 

in
 

the
 

weight
 

loss
 

of
 

mice
 

 Fig 
 

2  
 

The
 

water
 

maze
 

test
 

showed
 

that
 

the
 

swimming
 

latency
 

of
 

sleep-deprived
 

mice
 

increased 
  

the
 

number
 

of
 

platform
 

crossings
 

decreased
 

 Table
 

2  
 

and
 

the
 

activity
 

of
 

the
 

mice
 

in
 

the
 

target
 

quadrant
 

reduced
 

 Fig 
 

3  
 

suggesting
 

that
 

memory
 

was
 

impaired
 

in
 

mice 
 

Open
 

field
 

experiments
 

showed
 

that
 

the
 

percentage
 

of
 

time
 

in
 

the
 

central
 

area
 

of
 

sleep-deprived
 

mice
 

in
 

the
 

total
 

area
 

decreased
 

 Fig 
 

4  
 

the
 

spontaneous
 

activity
 

of
 

mice
 

decreased 
 

and
 

anxiety
 

was
 

obvious 
 

At
 

the
 

same
 

time 
 

sleep
 

deprivation
 

resulted
 

in
 

reduced
 

5-HT
 

expression
 

in
 

plasma
 

and
 

hippocampus
 

 Fig 
 

5  
 

increased
 

TNF-α
 

expression 
 

and
 

reduced
 

SOD
 

expression
 

 Fig 
 

6  
 

also 
 

it
 

reduced
 

the
 

gene
 

expressions
 

of
 

BDNF 
 

TrkB 
 

and
 

Akt
 

 Fig 
 

7  
 

After
 

the
 

phototherapy
 

intervention 
 

the
 

phototherapy
 

group
 

mice
 

had
 

a
 

slight
 

increase
 

in
 

body
 

weight 
 

and
 

the
 

swimming
 

latency
 

of
 

the
 

phototherapy
 

group
 

was
 

shorter 
 

the
 

number
 

of
 

platform
 

crossings
 

was
 

higher
 

 Table
 

2  
 

and
 

the
 

percentage
 

of
 

time
 

spent
 

active
 

in
 

the
 

target
 

quadrant
 

increased
 

 Fig 
 

3  
 

The
 

time
 

percentage
 

of
 

the
 

central
 

area
 

in
 

the
 

total
 

area
 

of
 

mice
 

was
 

increased
 

 Fig 
 

4  
 

and
 

the
 

anxiety-like
 

behavior
 

of
 

mice
 

was
 

alleviated 
 

The
 

expression
 

of
 

5-HT
 

showed
 

an
 

upward
 

trend
 

 Fig 
 

5  
 

which
 

played
 

an
 

antidepressant
 

role
 

and
 

relieved
 

the
 

anxiety
 

state
 

of
 

mice 
 

The
 

expression
 

of
 

the
 

inflammatory
 

factor
 

TNF-α
 

decreased 
 

which
 

reduced
 

the
 

occurrence
 

of
 

inflammatory
 

reaction 
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

antioxidant
 

enzyme
 

activity
 

in
 

mice
 

increased
 

 Fig 
 

6  
 

which
 

might
 

mitigate
 

the
 

oxidative
 

stress
 

damage
 

caused
 

by
 

sleep
 

deprivation 
 

The
 

mRNA
 

expression
 

of
 

BDNF 
 

TrkB 
 

and
 

Akt
 

increased
 

 Fig 
 

7  
 

BDNF
 

enhanced
 

synaptic
 

plasticity 
 

possibly
 

by
 

activating
 

the
 

Akt
 

pathway
 

after
 

binding
 

to
 

TrkB
 

receptors 
 

enhancing
 

learning 
 

and
 

memory
 

functions 
 

Overall 
 

the
 

effect
 

of
 

the
 

300
 

lx
 

light
 

dose
 

was
 

significant 

Conclusions In
 

this
 

study 
 

we
 

investigated
 

the
 

effects
 

of
 

phototherapy
 

on
 

the
 

learning
 

and
 

memory
 

abilities
 

of
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sleep-deprived
 

mice
 

by
 

establishing
 

a
 

sleep
 

deprivation
 

model 
 

We
 

discovered
 

that
 

sleep
 

deprivation
 

significantly
 

decreased
 

the
 

learning
 

and
 

memory
 

abilities
 

of
 

mice
 

and
 

produced
 

anxiety-like
 

behaviors 
 

while
 

the
 

combination
 

of
 

468
 

nm
 

blue
 

light
 

treatment
 

prevented
 

the
 

increase
 

of
 

inflammatory
 

response 
 

improved
 

the
 

antioxidant
 

capacity
 

of
 

hippocampal
 

tissue 
 

regulated
 

the
 

expression
 

of
 

BDNF-TrkB
 

signaling
 

pathway
 

genes 
 

enhanced
 

inter-synaptic
 

transmission 
 

and
 

effectively
 

improved
 

the
 

learning
 

and
 

memory
 

abilities
 

of
 

mice 
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