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实 验

基于代谢组学探讨电针改善慢性睡眠
剥夺小鼠焦虑抑郁行为的机制*

段礼宁1，林叶泽2，李 敏2

（1.广州中医药大学第一附属医院，广东 广州 510405；

2.广州中医药大学，广东 广州 510006）

[摘要] 目的：基于代谢组学技术探讨电针改善慢性睡眠剥夺（CSD）小鼠焦虑抑郁样行为的作用机制。方

法：将60只雄性Swiss小鼠随机分为对照组、模型组、电针组和氟西汀（FLX）组，每组15只。采用改良多平台水环境

法建立CSD模型小鼠，通过悬尾实验（TST）、强迫游泳实验（FST）、旷场实验（OFT）、高架十字迷宫实验（EPM）评

估电针对小鼠焦虑抑郁样行为的影响。行为学实验结束后，采集血清样本，通过酶联免疫吸附试验（ELISA）评估

电针对血清促肾上腺皮质激素释放激素（CRH）、促肾上腺皮质激素（ACTH）、皮质酮（CORT）水平的影响。采集

海马样本，采用非靶向代谢组学分析电针对小鼠海马内源性代谢物的影响。结果：与对照组比较，模型组小鼠

TST、FST不动时间增加（ 约0.05或 约0.01），OFT中心路程比、中心时间比、进入中心次数降低（ 约0.05或 约0.01），

EPM开放臂停留次数比、开放臂停留时间比降低（ 约0.01）。与模型组比较，电针组和FLX组小鼠TST、FST不动时

间降低（ 约0.05或 约0.01），开放臂停留次数比、开放臂停留时间比增加（ 约0.05）；电针组小鼠中心路程比、中心

时间比增加（ 约0.05），进入中心次数呈增加趋势（ 跃0.05）；FLX组小鼠中心路程比、进入中心次数、中心时间比

降低（ 约0.05或 约0.01）。ELISA检测结果显示，与对照组比较，模型组小鼠CRH、ACTH、CORT水平显著增加（ 约

0.01）；与模型组比较，电针组和FLX组小鼠CRH、ACTH、CORT水平降低（ 约0.05或 约0.01）。代谢组学结果显示，

与对照组比较，模型组小鼠87个代谢物上调，72个代谢物含量下调；与模型组比较，电针组小鼠27个代谢物上

调，23个代谢物下调。差异代谢物采用KEGG通路富集，发现电针改善焦虑抑郁样行为的作用机制可能与代谢通

路、嘌呤代谢、mTOR信号通路、缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸生物合成、内源性大麻素通路有关。结论：电针能够改

善CSD小鼠焦虑抑郁行为，其机制可能与对海马内源性代谢物的调节作用有关。
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Exploring the Mechanism of Electroacupuncture in Improving Anxiety and

Depression Like Behavior in Chronic Sleep Deprived Mice Based on

Metabolomics Technology

[Abstract] Objective: To explore the mechanism of electroacupuncture (EA) in improving anxiety and

depression like behavior in chronic sleep deprivation (CSD) mice based on metabolomics technology. Methods:

Sixty Male Swiss mice were randomly divided into a control (CON) group, a model (MOD) group, an EA group

and a fluoxetine (FLX) group, 15 mice in each group. A CSD mouse model was established using a improving

multi platform water environment method. The effect of EA on anxiety and depression like behavior was evaluated
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慢 性 睡 眠 剥 夺 （ chronic sleep deprivation ， CSD） 是 指 长 期

因 各 种 原 因 造 成 睡 眠 发 生 部 分 或 全 部 丧 失 ， 无 法 满 足 正 常 睡

眠 生 理 需 求 的 病 理 现 象 ， 严 重 影 响 患 者 的 心 理 状 态 、 学 习 记

忆 能 力 和 生 活 质 量 [1]。 CSD 可 造 成 多 种 心 理 障 碍 ， 焦 虑 和 抑 郁

是 最 常 见 的 症 状 之 一 [2]。 研 究 表 明 ， 海 马 是 人 体 情 绪 处 理 和 空

间 记 忆 形 成 的 重 要 脑 区 ， CSD 会 导 致 海 马 结 构 和 功 能 发 生 异

常 ， 进 一 步 造 成 焦 虑 、 抑 郁 症 状 的 发 生 [3]。 目 前 ， 临 床 一 线 的 治

疗 方 式 以 镇 静 催 眠 类 药 物 为 主 ， 由 于 其 症 状 改 善 有 限 和 副 作

用 ， 造 成 患 者 接 受 程 度 不 高 [4]。

CSD 诱 发 的 焦 虑 抑 郁 根 据 其 症 状 ， 可 归 属 中 医 学 “ 郁 证 ”

“ 脏 躁 ” 等 神 志 疾 病 范 畴 。 “ 脑 为 元 神 之 府 。 ” 脑 作 为 奇 恒 之 腑 ，

藏 元 神 ， 能 够 调 节 人 体 神 志 活 动 ， 神 志 疾 病 的 病 位 在 脑 [5]。 《 针

灸 甲 乙 经 · 奇 经 八 脉 》 记 载 督 脉 “ 上 巅 ， 循 额 ， 至 鼻 柱 ” 。 督 脉 通

于 脑 ， 将 十 二 经 脉 气 血 精 微 输 注 于 脑 ， 使 得 脑 中 元 神 得 养 。 针

刺 督 脉 穴 位 能 够 通 督 调 神 ， 治 疗 神 志 疾 病 [6]。 临 床 研 究 [7]表 明 ，

督 脉 电 针 能 够 有 效 改 善 抑 郁 症 患 者 的 睡 眠 质 量 、 抑 郁 和 焦 虑

症 状 ， 且 具 备 较 好 的 安 全 性 。 本 研 究 拟 通 过 改 良 多 平 台 水 环

境 法 构 建 CSD 模 型 ， 运 用 非 靶 向 代 谢 组 学 技 术 探 究 电 针 改 善

CSD 诱 发 焦 虑 抑 郁 行 为 的 潜 在 机 制 ， 为 电 针 疗 法 防 治 该 疾 病

提 供 科 学 依 据 。

1 材 料

1.1 实验动物 60 只 雄 性 SPF 级 Swiss 小 鼠 ， 体 质 量 20耀25 g ，

日 龄 28耀32 d， 购 自 广 东 省 实 验 动 物 中 心 ， 动 物 生 产 许 可 证 号 ：

SCXK（ 粤 ） 2024-0073， 动 物 质 量 合 格 证 编 号 ： 44007200081838 。

动 物 饲 养 于 温 度 20耀25 益 、 湿 度 40%耀60% 、 光 照 控 制 在 12 h 黑

暗 /12 h 照 明 的 广 州 中 医 药 大 学 实 验 动 物 中 心 SPF 级 实 验 室

（ 动 物 使 用 许 可 证 号 ： SYXK（ 粤 ） 2024-0202） 。 动 物 自 由 饮 食

和 进 水 ， 适 用 性 喂 养 7 d 后 造 模 。 本 研 究 通 过 广 州 中 医 药 大 学

伦 理 委 员 会 批 准 （ 批 准 号 ： 20250115003） 。

1.2 药物与试剂 盐 酸 氟 西 汀 （ 上 海 麦 克 林 公 司 ， 批 号 ：

100513-202202） ； 促 肾 上 腺 皮 质 激 素 释 放 激 素 （ CRH） 、 促 肾

上 腺 皮 质 激 素 （ ACTH） 、 皮 质 酮 （ CORT） 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

（ ELISA） 检 测 试 剂 盒 （ 武 汉 伊 莱 瑞 特 科 技 公 司 ， 批 号 分 别 为 E-

EL-M0342 、 E-EL-M0077 、 E-OSEL-M0021） ； 甲 醇 、 乙 腈 、 甲 酸

（ 美 国 Thermo Fisher科 技 公 司 ， 批 号 分 别 为 4LA365-5、 4LA986-

4 、 4LA547-4） ； 超 纯 水 （ 香 港 屈 臣 氏 公 司 ， 批 号 ： BL121B） 。

1.3 主要仪器 电 针 仪 （ 苏 州 医 疗 用 品 厂 有 限 公 司 ， 型 号 ：

SDZ-IV） ； 环 球 无 菌 针 灸 针 （ 苏 州 针 灸 用 品 有 限 公 司 ， 规 格 ：

0.25 mm伊13.00 mm)； 动 物 行 为 学 实 验 装 置 及 视 频 分 析 系 统

（ 上 海 欣 软 信 息 科 技 有 限 公 司 ， 型 号 ： XR-XB110） ； 酶 标 仪 （ 杭

州 瑞 诚 仪 器 厂 ， 型 号 ： TS300） ； 超 高 效 液 相 色 谱 （ 美 国 Thermo

Fisher 科 技 公 司 ， 型 号 ： IQLAAAGABH-FAPUMZZZ） ； 高 分 辨

质 谱 （ 美 国 Thermo Fisher 科 技 公 司 ， 型 号 ： Vanquish） ； 冷 冻 真

空 浓 缩 仪 （ 德 国 Eppendorf， 型 号 ： 5305） ； 离 心 机 （ 湖 南 湘 仪 实

验 室 仪 器 开 发 有 限 公 司 ， 型 号 ： H1850-R） 。

2 方 法

2.1 动物分组、造模与干预 所 有 小 鼠 1 周 适 应 性 喂 养 后 ， 采

用 随 机 数 字 表 法 分 为 对 照 组 、 模 型 组 、 电 针 组 、 氟 西 汀

through tail suspension experiment (TST), forced swimming experiment (FST), open field experiment (OFT) and

elevated cross maze experiment (EPM). After the behavioral experiment, serum samples were collected. The effects

of EA on the serum levels of corticotropin releasing hormone (CRH), adrenocorticotropic hormone (ACTH) and

corticosterone (CORT) were evaluated by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). Seahorse samples were

collected and the effect of EA on endogenous metabolites in the hippocampus of mice was evaluated by non

targeted metabolomics analysis. Results: Compared with the CON group, the MOD group showed an increase in

TST and FST immobility time (P<0.05 or P<0.01), a decrease in the distance to center ratio, center time ratio,

and the number of entries into center in the OFT (P<0.05 or P<0.01), and a decrease in the number of open

arm entries and time spent in open arms in the EPM (P<0.01). Compared with the MOD group, the immobility

time of the TST and FST in the EA group and the FLX group decreased (P<0.05 or P<0.01), while the open

arm entry ratio and open arm time ratio increased (P<0.05). In the EA group, the central distance ratio and

central time ratio increased (P<0.05), and the number of entries into the center showed an increasing trend (P>

0.05). In the FLX group, the central distance ratio, number of entries into the center, and central time ratio

decreased (P<0.05 or P<0.01). The ELISA showed that compared with the CON group, the MOD group showed

increased levels of CRH, ACTH, and CORT (P<0.01). Compared with the MOD group, the levels of CRH,

ACTH, and CORT decreased in the EA group and FLX group (P<0.05 or P<0.01). Metabolomics results showed

that compared with the CON group, 87 metabolites were upregulated and 72 metabolites were downregulated in

the MOD group. Compared with the MOD group, 27 metabolites were upregulated and 23 metabolites were

downregulated in the EA group. Differential metabolites were enriched using the KEGG pathway and it was

found that the protective mechanism of EA may be related to metabolic pathways, purine metabolism, mTOR

signaling pathway, valine, leucine, and isoleucine biosynthesis and endogenous cannabinoid pathway. Conclusion:

EA can improve anxiety and depression like behavior in CSD mice via regulating the endogenous metabolites

in the hippocampus.

[Keywords] anxiety and depression; chronic sleep deprivation; electroacupuncture; metabolomics; mouse
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（ FLX） 组 ， 每 组 15 只 。 除 对 照 组 外 ， 其 余 3 组 采 用 改 良 多 平 台 水

环 境 法 进 行 CSD 造 模 [8-9]。 将 小 鼠 放 置 于 直 径 6 cm 的 圆 形 平 台

上 ， 平 台 周 围 注 水 ， 小 鼠 入 睡 时 肌 肉 松 弛 会 落 入 水 中 ， 达 到 睡

眠 剥 夺 的 实 验 目 的 。 每 日 对 小 鼠 睡 眠 剥 夺 18 h（ 每 日 16 时 0 分

至 次 日 10 时 0 分 ） ， 可 自 由 摄 食 进 水 ， 连 续 28 d。 以 动 物 出 现 白

天 自 主 活 动 频 繁 ， 夜 晚 自 主 行 为 减 少 ， 且 饮 食 减 少 ， 毛 发 发 黄

脱 落 ， 易 激 怒 ， 强 迫 游 泳 实 验 （ FST） 不 动 时 间 增 加 ， 旷 场 实 验

（ OFT） 自 主 活 动 减 少 ， 表 明 模 型 制 备 成 功 [5]。

2.2 实验给药 造 模 完 成 后 ， 电 针 组 予 百 会 、 大 椎 电 针 治 疗 ，

穴 位 定 位 与 刺 法 参 照 《 实 验 针 灸 学 》 [10]。 固 定 小 鼠 俯 卧 位 ， 百 会

（ 顶 骨 正 中 ） 平 刺 3 mm， 大 椎 （ 背 部 第 7 颈 椎 和 第 1 胸 椎 之 间 正

中 ） 斜 刺 3 mm ， 连 接 电 针 仪 ， 予 疏 波 2 Hz ， 1 mA ， 每 次 20 min ，

1 次 /d ， 连 续 治 疗 14 d 。 FLX组 予 FLX（ 15 mg/kg） 灌 胃 治 疗 （ 给 药

剂 量 依 据 ： 小 鼠 剂 量 （ mg/kg） = 人 类 剂 量 伊 代 谢 校 正 系 数 ， 即

20 mg/60 kg伊45=15 mg/kg） [11]， 1 次 /d ， 连 续 治 疗 14 d。 对 照 组 仅

予 与 电 针 组 相 同 的 每 日 固 定 20 min ， 不 予 其 他 干 预 措 施 。

2.3 观察指标

2.3.1 行 为 学 实 验 完 成 干 预 后 开 始 ， 依 次 进 行 悬 尾 实 验

（ TST） 、 强 迫 游 泳 实 验 （ FST） 、 旷 场 实 验 （ OFT） 和 高 架 十 字 迷

宫 实 验 （ EPM） 。

（ 1） TST： 每 只 小 鼠 在 距 离 尾 端 0.5 cm 的 位 置 通 过 胶 带 固

定 ， 悬 挂 于 距 离 桌 面 50 cm 的 架 子 上 ， 头 朝 下 ， 周 围 无 可 攀 爬

物 ， 适 应 1 min ， 记 录 后 5 min 小 鼠 行 为 ， 记 录 不 动 时 间 ， 通 过 评

估 小 鼠 绝 望 样 行 为 反 映 其 抑 郁 程 度 。

（ 2） FST： 该 实 验 在 注 入 了 25 益、 20 cm深 纯 水 的 直 径 11 cm、

高 30 cm透 明 水 缸 中 进 行 。 每 次 将 1只 小 鼠 置 于 水 中 ， 适 应 1 min，

记 录 后 5 min 小 鼠 行 为 ， 记 录 不 动 时 间 。 通 过 评 估 动 物 绝 望 样

行 为 反 映 抑 郁 程 度 。

（ 3） OFT ： 该 实 验 在 50 cm伊50 cm伊40 cm 的 方 形 光 洁 敞 箱

中 进 行 ， 每 次 将 1 只 小 鼠 置 于 敞 箱 中 心 区 域 ， 适 应 1 min ， 记 录

后 5 min 小 鼠 行 为 ， 记 录 中 心 区 域 活 动 路 程 比 、 中 心 区 域 活 动

时 间 比 和 进 入 中 心 区 域 次 数 。 通 过 评 估 小 鼠 的 探 索 行 为 反 映

其 焦 虑 抑 郁 程 度 。

（ 4） EPM： 该 实 验 在 1 个 由 2 个 开 放 臂 、 2 个 封 闭 臂 和 1 个 中

央 方 型 平 台 组 成 的 十 字 结 构 设 备 中 进 行 ， 每 次 将 1 只 小 鼠 置

于 中 央 平 台 ， 适 应 1 min ， 记 录 后 5 min 小 鼠 行 为 ， 通 过 其 开 放

臂 停 留 时 间 比 和 开 放 臂 停 留 次 数 比 反 映 小 鼠 焦 虑 程 度 。

2.3.2 ELISA 检 测 血 清 CRH、 ACTH、 CORT 水 平 行 为 学 实 验

完 成 后 ， 禁 食 12 h ， 各 组 分 别 取 6 只 小 鼠 戊 巴 比 妥 钠 （ 50 mg/kg）

麻 醉 后 ， 将 其 颈 椎 脱 臼 处 死 后 取 血 液 和 脑 组 织 样 本 ， 迅 速 分

离 海 马 组 织 。 血 液 静 置 30 min 后 ， 4 益 ， 12 000 r/min 离 心 10 min

（ 离 心 半 径 10 cm） ， 取 上 清 液 于 -80 益 备 用 ， 海 马 样 本 于 -80 益

保 存 备 用 。 取 海 马 样 本 加 入 800 滋L 提 取 液 （ 甲 醇 、 乙 离 心 腈 、

水 体 积 比 =2颐2颐1） 和 20 滋L 内 标 物 。 组 织 样 本 予 研 磨 （ 频 率 为

50 Hz） 5 min 、 4 益 水 浴 超 声 处 理 10 min 后 ， 在 -20 益 环 境 静 置

1 h。 静 置 后 ， 12 000 r/min 离 心 10 min（ 离 心 半 径 10 cm） ， 取 上

清 液 ， 待 测 。 取 血 清 样 本 ， 按 照 CRH、 ACTH、 CORT ELISA试 剂 盒

说 明 书 步 骤 操 作 ， 采 用 Excel制 作 标 准 曲 线 ， 计 算 质 量 浓 度 数 值 。

2.3.3 代 谢 物 注 释 与 差 异 代 谢 物 分 析 分 别 取 对 照 组 、 模 型

组 和 电 针 组 6 只 小 鼠 的 海 马 组 织 上 清 液 进 行 非 靶 向 代 谢 组 学

检 测 。 采 用 Q Exactive 高 分 辨 率 质 谱 仪 并 使 用 BEH C18 色 谱

柱 （ 2.1 mm伊100.0 mm， 1.7 滋m） 采 集 质 谱 数 据 。 每 10 个 样 本 选

取 1个 样 本 作 为 QC样 本 用 于 质 控 。 从 LC-MS/MS（ 液 相 色 谱 - 串

联 质 谱 联 用 技 术 ） 获 取 的 数 据 采 用 Compound Discoverer 3.0

处 理 ， 数 据 预 处 理 、 代 谢 组 分 析 采 用 代 谢 组 学 R 软 件 包 metaX

处 理 。 偏 最 小 二 乘 法 - 判 别 分 析 （ PLS-DA） 模 型 以 前 两 主 成 分

的 变 量 投 影 重 要 度 （ VIP） 逸1， 差 异 变 化 倍 数 （ FC） 逸1.2 或 臆

0.83 ， T 检 验 约0.05 为 条 件 筛 选 差 异 代 谢 物 。 以 约0.05 为 筛 选

阈 值 ， 鉴 定 差 异 代 谢 物 ； 基 于 京 都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书

（ KEGG） 数 据 库 ， 对 已 鉴 定 的 差 异 代 谢 物 进 行 通 路 富 集 分 析 。

2.4 统计学方法 采 用 SPSS 23.0 软 件 进 行 统 计 学 分 析 。 计

量 资 料 服 从 正 态 分 布 采 用 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 多 组 间

比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 多 重 比 较 时 ， 方 差 齐 采 用 LSD 法 ，

方 差 不 齐 时 采 用 Tamhane's T2 检 验 。 约0.05 表 示 差 异 有 统 计

学 意 义 。

3 结 果

3.1 各组小鼠FST、TST不动时间比较 与 对 照 组 比 较 ， 模 型

组 小 鼠 FST、 TST不 动 时 间 增 加 （ 约0.05） ； 与 模 型 组 比 较 ， 电 针

组 和 FLX 组 小 鼠 FST 、 TST 不 动 时 间 降 低 （ 约0.05） ； 电 针 组 与

FLX组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 （ 见 表 1）

表 1 各组小鼠 FST、TST不动时间比较 （x依s，s）

组 别 n FST不 动 时 间 TST不 动 时 间

对 照 组 15 136.65依13.09 56.59依12.11

模 型 组 15 177.64依16.25a 83.71依14.56b

电 针 组 15 147.14依10.18c 70.17依15.48c

FLX组 15 143.42依15.46c 65.14依14.22d

21.861 8.770

0.000 0.000

注：与对照组比较，a 约0.05，b 约0.01；与模型组比较，c 约

0.05，d 约0.01。

3.2 各组小鼠OFT、EPM结果比较 与 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 小

鼠 中 心 路 程 比 降 低 （ 约0.05） ， 中 心 时 间 比 、 进 入 中 心 次 数 降 低

（ 约0.01） ， 开 放 臂 停 留 次 数 比 、 开 放 臂 停 留 时 间 比 降 低 （ 约

0.01） 。 与 模 型 组 比 较 ， 电 针 组 小 鼠 中 心 路 程 比 、 中 心 时 间 比 增

加 （ 约0.05） ， 进 入 中 心 次 数 呈 增 加 趋 势 ， 但 差 异 无 统 计 学 意 义

（ 跃0.05） ； FLX组 中 心 路 程 比 、 中 心 时 间 比 、 进 入 中 心 次 数 降 低

（ 约0.05 或 约0.01） ； 电 针 组 和 FLX 组 开 放 臂 停 留 次 数 比 、 开 放

臂 停 留 时 间 比 增 加 （ 约0.05） 。 电 针 组 与 FLX 组 比 较 ， 中 心 路 程

比 、 中 心 时 间 比 、 进 入 中 心 次 数 、 开 放 臂 停 留 次 数 比 、 开 放 臂

停 留 时 间 比 较 ， 差 异 均 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 （ 见 表 2）

表 2 各组小鼠 OFT、EPM结果比较 （x依s）

组 别 n 中 心 路 程 比 / % 中 心 时 间 比 / % 进 入 中 心 次 数 / 次 开 放 臂 停 留 次 数 比 / % 开 放 臂 停 留 时 间 比 / %

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

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

电 针 组 1 5 1 0 . 7 8 ± 2 . 5 0 c 7 . 2 0 ± 1 . 9 6 c 1 3 . 8 0 ± 3 . 0 3 3 0 . 5 8 ± 7 . 0 1 c 2 0 . 2 7 ± 4 . 8 7 c

F L X 组 1 5 1 1 . 0 2 ± 2 . 0 7 c 8 . 0 3 ± 1 . 7 9 d 1 5 . 8 1 ± 4 . 3 3 c 3 1 . 2 7 ± 7 . 4 3 c 2 1 . 3 3 ± 5 . 6 9 c

6 2 . 3 5 2 4 1 . 7 2 0 3 5 . 0 8 1 1 2 . 4 7 1 1 3 . 8 9 0

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与对照组比较，a 约0.05，b 约0.01；与模型组比较，c 约

0.05，d 约0.01。
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3.3 各组小鼠血清CRH、ACTH、CORT水平比较 与 对 照 组

比 较 ， 模 型 组 小 鼠 血 清 CRH、 ACTH、 CORT 水 平 显 著 增 加 （ 约

0.01） ； 与 模 型 组 比 较 ， 电 针 组 CRH、 ACTH、 CORT 水 平 显 著 降

低 （ 约0.05） ， FLX组 CRH、 ACTH、 CORT水 平 显 著 降 低 （ 约0.01） ；

电 针 组 小 鼠 CRH 水 平 与 FLX 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃

0.05） ， ACTH、 CORT水 平 低 于 FLX组 （ 约0.01） 。 （ 见 表 3）

表 3 各组小鼠血清 CRH、ACTH、CORT水平比较 （x依s）

组 别 n CRH/（ pg/mL） ACTH/（ pg/mL） CORT/（ g/kg）

对 照 组 6 96.85依19.67 31.24依5.30 32.28依5.54

模 型 组 6 147.74依18.11a 75.85依5.71a 75.83依5.70a

电 针 组 6 118.48依21.03b 50.84依7.02b d 50.03依5.45b d

FLX组 6 105.64依19.53c 35.58依4.17c 38.67依6.61c

11.738 108.624 86.512

0.000 0.000 0.000

注：与对照组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.05，c 约

0.01；与FLX组比较，d 约0.01。

3.4 电针对睡眠剥夺小鼠脑组织代谢谱的多元统计分析

3.4.1 PLS-DA 分 析 采 用 PLS-DA 分 析 对 对 照 组 、 模 型 组 和

电 针 组 液 质 数 据 进 行 分 析 ， 对 照 组 与 模 型 组 、 模 型 组 与 电 针

组 代 谢 轮 廓 明 显 分 离 ， 提 示 3 组 之 间 样 本 代 谢 轮 廓 存 在 明 显

差 异 。 （ 见 图 1）

图 1 各组间小鼠脑组织代谢物 PLS-DA分析图

3.4.2 PLS-DA 模 型 响 应 排 序 检 验 采 用 适 应 度 优 度 （ R2） 、

可 预 测 性 （ Q2） 指 标 检 验 模 型 的 拟 合 度 与 预 测 能 力 ， 分 别 对 对

照 组 与 模 型 组 、 模 型 组 与 电 针 组 PLS-DA 模 型 进 行 200 次 响 应

排 序 检 验 ， 结 果 两 个 模 型 均 R2 值 跃0.5， Q2 值 约0。 证 明 模 型 拟 合

度 较 好 ， 预 测 能 力 较 好 。 （ 见 图 2）

图 2 各组间小鼠脑组织代谢物 PLS-DA分析模型响应排序

检验图

3.4.3 差 异 代 谢 物 分 析 以 VIP逸1 且 T 检 验 约0.05 为 条 件 ，

采 用 火 山 图 展 示 组 间 代 谢 物 差 异 分 布 情 况 。 与 对 照 组 比 较 ，

模 型 组 87 个 代 谢 物 上 调 ， 72 个 代 谢 物 含 量 下 调 。 与 模 型 组 比

较 ， 电 针 组 27 个 代 谢 物 上 调 ， 23个 代 谢 物 下 调 。 （ 见 图 3）

图 3 各组间小鼠脑组织差异代谢物分布火山图

3.4.4 模 型 组 与 电 针 组 差 异 代 谢 物 KEGG 通 路 富 集 分 析 以

模 型 组 与 电 针 组 间 50 个 差 异 代 谢 物 为 研 究 对 象 ， 以 约0.05 为

条 件 筛 选 通 路 。 发 现 两 组 之 间 差 异 代 谢 物 主 要 富 集 于 代 谢 通

路 、 嘌 呤 代 谢 、 mTOR 信 号 通 路 、 缬 氨 酸 、 亮 氨 酸 和 异 亮 氨 酸 生

物 合 成 、 内 源 性 大 麻 素 通 路 等 。 （ 见 表 4 、 图 4）

表 4 模型组与电针组差异代谢物 KEGG通路富集表

代 谢 通 路 C o u n t C o u n t . A l l

嘌 呤 代 谢 3 9 5 0 . 0 0 0

代 谢 通 路 8 1 7 1 2 0 . 0 0 3

m T O R 信 号 通 路 2 4 0 . 0 0 6

胆 汁 分 泌 2 9 7 0 . 0 0 9

D - 精 氨 酸 和 D - 鸟 氨 酸 代 谢 1 1 0 0 . 0 1 5

内 源 性 大 麻 素 通 路 1 1 9 0 . 0 2 8

热 能 产 生 1 2 3 0 . 0 3 4

缬 氨 酸 、 亮 氨 酸 和 异 亮 氨 酸 生 物 合 成 2 2 3 0 . 0 3 4

c A M P 信 号 通 路 1 2 5 0 . 0 3 7

维 生 素 B 6 合 成 1 2 8 0 . 0 4 2

矿 物 质 吸 收 1 2 9 0 . 0 4 3

硫 代 谢 1 3 3 0 . 0 4 9

注：Count表示富集到通路的差异代谢物；Count.All表示

通路鉴定到的代谢物。

图 4 模型组与电针组差异代谢物 KEGG通路分析气泡图

4 讨 论

睡 眠 是 人 体 情 绪 处 理 、 空 间 记 忆 形 成 的 重 要 生 理 过 程 。

CSD是 指 各 种 原 因 造 成 睡 眠 时 间 减 少 或 某 个 特 定 时 程 睡 眠 时

间 不 足 的 病 理 状 态 [12]。 由 于 当 今 社 会 、 工 作 和 生 活 压 力 不 断 增

加 ， CSD 的 发 生 率 不 断 提 高 ， 其 造 成 焦 虑 、 抑 郁 症 状 也 成 为 影
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响 患 者 生 活 质 量 的 重 要 原 因 [13-14]。 CSD造 成 的 焦 虑 抑 郁 可 归 属

中 医 学 “ 郁 证 ” 等 神 志 疾 病 范 畴 ， 其 病 位 在 脑 ， 基 本 病 机 为 神

机 失 用 。 《 难 经 · 二 十 八 难 》 记 载 ： “ 督 脉 者 ， 起 于 下 极 之 俞 ， 并

于 脊 里 ， 上 至 风 府 ， 入 属 于 脑 。 ” 督 脉 入 络 脑 ， 针 刺 督 脉 腧 穴 能

够 调 节 脑 神 ， 直 达 病 机 ， 治 疗 神 志 疾 病 [15]。 百 会 是 督 脉 要 穴 ， 居

巅 顶 之 上 ， 统 领 百 脉 ， 可 通 督 调 神 、 安 神 定 志 。 大 椎 是 督 脉 与

三 阳 经 交 汇 之 处 ， 可 升 提 阳 气 ， 通 督 养 神 。 二 者 合 用 ， 具 有 通

督 调 神 、 安 神 解 郁 之 功 [16]。 FLX 作 为 一 种 典 型 的 5- 羟 色 胺 再 摄

取 抑 制 剂 ， 具 有 神 经 保 护 及 抗 炎 等 多 种 效 果 ， 在 临 床 上 被 广

泛 应 用 [17]。 本 研 究 以 FLX 为 对 照 ， 发 现 电 针 督 脉 百 会 、 大 椎 穴

可 有 效 改 善 CSD 模 型 小 鼠 在 TST 、 FST 中 的 不 动 时 间 ， 减 少 其

绝 望 样 行 为 ， 改 善 其 抑 郁 症 状 。 此 外 ， 电 针 有 效 增 加 了 CSD 模

型 小 鼠 在 OFT中 中 心 区 域 的 路 程 比 、 时 间 比 和 进 入 中 心 次 数 ，

小 鼠 的 空 间 探 索 兴 趣 有 所 增 加 ， 改 善 了 其 焦 虑 抑 郁 样 行 为 。

在 EPM中 ， 电 针 增 加 了 CSD 模 型 小 鼠 开 放 臂 停 留 次 数 比 、 开 放

臂 停 留 时 间 比 ， 提 示 电 针 可 有 效 改 善 小 鼠 焦 虑 样 行 为 ， 提 高

其 探 索 能 力 ， 且 疗 效 与 西 药 FLX相 当 。 以 上 行 为 学 实 验 结 果 表

明 ， 督 脉 电 针 能 够 有 效 改 善 CSD模 型 小 鼠 的 焦 虑 抑 郁 样 行 为 。

下 丘 脑 - 垂 体 - 肾 上 腺 （ HPA） 轴 是 机 体 调 控 应 激 反 应 的 重 要

神 经 - 内 分 泌 调 节 网 络 。 研 究 发 现 ， CSD 造 成 机 体 处 于 应 激 状

态 ， HPA 轴 负 反 馈 调 节 机 制 被 破 坏 ， 造 成 ACTH、 CORT 等 应 激

激 素 含 量 升 高 [18-19]。 过 度 激 活 的 HPA 轴 通 过 一 系 列 生 化 反 应 ，

导 致 海 马 糖 皮 质 激 素 受 体 被 过 度 激 活 ， 影 响 海 马 的 正 常 生 理

结 构 和 功 能 ， 最 终 造 成 焦 虑 、 抑 郁 症 状 的 发 生 [20]。 本 研 究 发 现 ，

与 FLX 类 似 ， 电 针 干 预 能 够 有 效 降 低 CSD 模 型 小 鼠 HPA 轴 应

激 激 素 的 水 平 ， 一 定 程 度 改 善 CSD诱 导 的 HPA轴 过 度 激 活 。

代 谢 组 学 结 果 显 示 ， PLS-DA 分 析 提 示 对 照 组 、 模 型 组 、

电 针 组 3 组 之 间 样 本 代 谢 轮 廓 存 在 明 显 差 异 ， PLS-DA 模 型 响

应 排 序 检 验 提 示 模 型 拟 合 度 较 好 ， 说 明 CSD 干 预 后 ， 小 鼠 海 马

内 源 性 代 谢 物 发 生 显 著 改 变 ， 而 电 针 治 疗 能 够 对 其 内 源 性 代

谢 轮 廓 发 挥 调 节 作 用 。 接 下 来 对 差 异 代 谢 物 进 行 分 析 ， 发 现

模 型 组 与 电 针 组 之 间 共 50 个 差 异 代 谢 物 ， 其 中 ， 电 针 上 调 了

27 个 代 谢 物 ， 下 调 了 23 个 代 谢 物 。 通 过 KEGG 进 行 通 路 富 集 ，

发 现 差 异 代 谢 物 主 要 富 集 于 嘌 呤 代 谢 、 代 谢 通 路 、 mTOR 信 号

通 路 、 缬 氨 酸 、 亮 氨 酸 和 异 亮 氨 酸 生 物 合 成 、 内 源 性 大 麻 素 通

路 等 ， 提 示 电 针 可 能 通 过 调 控 海 马 上 述 代 谢 过 程 改 善 CRD 造

成 的 焦 虑 抑 郁 样 行 为 。

嘌 呤 代 谢 被 证 实 在 心 理 应 激 反 应 的 形 成 过 程 中 发 挥 重

要 作 用 [21]。 研 究 [22]发 现 ， 应 激 事 件 能 够 诱 发 海 马 ATP 被 过 度 释

放 ， 进 一 步 激 活 嘌 呤 信 号 P2X7 受 体 及 下 游 NLRP3 炎 性 小 体 ，

发 生 神 经 炎 症 ， 介 导 焦 虑 、 抑 郁 样 行 为 的 发 生 。 本 研 究 说 明 电

针 可 能 通 过 改 善 CSD造 成 的 海 马 嘌 呤 代 谢 紊 乱 发 挥 神 经 保 护

作 用 。

此 外 ， 本 研 究 发 现 ， mTOR 信 号 通 路 可 能 是 电 针 改 善 焦 虑

抑 郁 样 行 为 的 途 径 之 一 。 mTOR 信 号 通 路 由 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白

及 其 上 、 下 游 相 关 分 子 构 成 ， 是 一 种 重 要 的 胞 内 信 号 传 导 途

径 ， 参 与 细 胞 增 殖 、 代 谢 、 自 噬 等 多 种 生 理 反 应 ， 在 维 持 细 胞

内 环 境 稳 态 方 面 发 挥 重 要 作 用 [23]。 研 究 [24] 发 现 ， mTOR 信 号 通

路 激 活 能 够 增 加 海 马 及 前 额 叶 皮 质 中 的 神 经 生 长 因 子 表 达 ，

改 善 神 经 树 突 棘 密 度 和 突 触 可 塑 性 ， 发 挥 抗 抑 郁 作 用 。

本 研 究 发 现 ， 缬 氨 酸 、 亮 氨 酸 和 异 亮 氨 酸 的 生 物 合 成 是

电 针 和 模 型 组 差 异 代 谢 物 的 富 集 通 路 。 研 究 表 明 ， 3 种 氨 基 酸

均 属 支 链 氨 基 酸 ， 能 够 通 过 血 脑 屏 障 的 氨 基 酸 转 运 蛋 白 IAT1

进 入 大 脑 ， 参 与 5-HT等 神 经 递 质 的 合 成 [25]。 焦 虑 抑 郁 患 者 3 种

氨 基 酸 血 清 水 平 降 低 ， 芳 香 族 氨 基 酸 能 够 通 过 竞 争 IAT1 转 运

蛋 白 入 脑 ， 影 响 神 经 递 质 合 成 ， 造 成 焦 虑 抑 郁 的 发 生 [26]。

内 源 性 大 麻 素 通 路 是 主 要 由 内 源 性 大 麻 素 、 大 麻 素 受 体

及 其 代 谢 酶 构 成 的 神 经 递 质 系 统 [27]。 临 床 研 究 发 现 ， 内 源 性 大

麻 素 水 平 与 焦 虑 抑 郁 情 绪 明 显 相 关 ， 抑 郁 症 患 者 血 清 和 大 脑

中 N-花 生 四 烯 酰 乙 醇 胺 和 2-花 生 四 烯 酸 甘 油 含 量 降 低 ， 而 补

充 两 种 内 源 性 大 麻 素 能 够 降 低 HPA 轴 应 激 激 素 水 平 ， 增 加 神

经 生 长 因 子 含 量 和 突 触 蛋 白 含 量 [28-29]。 本 研 究 也 发 现 ， 电 针 可

能 通 过 调 节 海 马 内 源 性 大 麻 素 通 路 发 挥 神 经 修 复 作 用 。 以 上

研 究 结 果 提 示 ， 调 控 海 马 内 源 性 代 谢 物 的 代 谢 过 程 可 能 是 电

针 发 挥 神 经 保 护 作 用 的 重 要 途 径 。

然 而 ， 本 研 究 存 在 一 定 局 限 性 。 本 研 究 通 过 非 靶 向 代 谢

组 学 技 术 验 证 了 电 针 对 CSD模 型 小 鼠 海 马 内 源 性 代 谢 物 的 调

节 作 用 ， 但 是 具 体 通 路 分 子 靶 点 和 关 键 代 谢 酶 的 表 达 水 平 变

化 仍 需 进 一 步 研 究 。 本 课 题 组 后 续 将 针 对 本 研 究 发 现 的 代 谢

通 路 从 转 录 、 代 谢 、 蛋 白 不 同 层 面 进 一 步 研 究 ， 为 电 针 治 疗

CSD造 成 的 焦 虑 抑 郁 提 供 更 多 科 学 依 据 。
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