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【摘要】 目的 观察快速眼动期（REM）睡眠剥夺诱导大鼠焦虑相关自我修饰行为指标以及与血清 5-羟色胺（5-HT）浓度的相

关性。方法 将 24只大鼠随机分为睡眠剥夺组和对照组，每组 12只。对照组大鼠常规饲养，不予干扰睡眠；睡眠剥夺组采用改良的

多平台水环境法，通过 72 h REM睡眠剥夺诱导大鼠焦虑样行为。造模前后两组均进行旷场（OF）试验，造模后两组通过高架 O迷宫

（EOM）试验和自我修饰行为分析进行焦虑的量化评定，并检测血清 5-HT浓度。结果 造模前，睡眠剥夺组水平和垂直分数与对照

组比较差异均无统计学意义（均 P＞0.05）；造模后睡眠剥夺组水平和垂直分数均明显低于对照组（均 P＜0.01）；睡眠剥夺组进入闭

合臂次数多于对照组，进入开放臂次数的百分比低于对照组（均 P＜0.05）；睡眠剥夺组错误的转换次数（IT）、中断修饰的次数、错误

的转换百分比（IT%）和中断梳理的百分比均较对照组为高（均 P＜0.01）；对照组血清 5-HT浓度高于睡眠剥夺组，睡眠剥夺组 IT％

与 5-HT浓度之间存在负向相关性（P＜0.05）。 结论 REM睡眠剥夺诱导了焦虑样行为，且其中自我修饰行为参数与血清 5-HT

浓度存在一定相关性。

【关键词】 睡眠剥夺 焦虑 修饰 5-羟色胺
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【 Abstract】 Objective To investigate the effect of rapid eye movement(REM) sleep deprivation(SD) on anxiety-related

self-modifying behavior and serum 5-HT levels in rats. Methods Twenty four rats were randomly divided into control group

and SD group with 12 rats in each group. The anxiety-like behavior rat model was induced by 72 h sleep deprivation with the

modified multi-platform water environment method. The OF and EOM tests were performed before and after modeling and

Grooming analysis algorithm was used to quantify the anxiety-like behaviors induced by REM sleep deprivation; the serum 5-HT

levels were detected. Results Before modeling, there were no statistically significant differences in horizontal and vertical

scores between the SD group and the control group(all P＞0.05). After modeling, the horizontal and vertical scores of OF experi-

ment in SD group were significantly lower than in control group (both P＜0.01). The mean number of CE in SD group was signifi-

cantly more than that of control group(P＜0.05). The percentage of open area entry(OE%) in SD group was significantly lower

than that in control group(P＜0.05).The grooming analysis algorithm found that SD group had significantly changed, IT, IB, IT%

and IB% were significantly higher than those in control group(all P＜0.01). The level of 5-HT in control group was significant-

ly higher than that in the SD group, and IT% was negatively correlated with 5-HT in SD group(P＜0.05). Conclusion After 72 h

of sleep deprivation, the behavioral parameters in rats were significant changed. The results show that REM sleep deprivation can

induce anxiety behavior, which is associated with serum 5-HT levels in SD rats.
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失眠与焦虑有显著关联[1-4]，失眠患者可表现为焦虑，
而焦虑患者多有失眠，两者具有双向因果关系。这种关

联可能与单胺类神经递质如血清 5-羟色胺（5-HT）、去
甲肾上腺素、神经肽等有关[5]。但由于焦虑的复杂性和异
质性，使得睡眠剥夺所致的焦虑相关研究结果缺乏一致

性[6]。本研究应用多平台水环境法建立快速眼动期（repid
eyes movement，REM）睡眠剥夺模型，拟通过量化的行为
学方法观察 REM睡眠剥夺诱导大鼠焦虑相关自我修饰
行为指标以及与血清 5-HT浓度的相关性，现将结果报
道如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物和分组 健康 8周龄 Sprague-Dawley雄
性 SPF级大鼠 24只，均购自浙江省医学科学院，动物
合格编号：SCXK（浙）2014-0001，体重（210依20）g。将 24
只大鼠按随机数字表法分为睡眠剥夺组和对照组，每组

12只，本研究经本院动物实验伦理委员会批准。
1.2 主要试剂和仪器 5-HT试剂盒购自南京建成生
物工程研究所；视频跟踪系统 Noldus Information Tech（系
统版本 Etho Vision XT 8.0）购自荷兰Wageningen公司。
1.3 实验方法 两组大鼠购回后熟悉环境 1周，饲养
室温（22依2）益，相对湿度（55依5）%，昼夜 12 h循环，动
物随意进食、饮水，定期清洗消毒。开始造模前使用视频

跟踪系统对两组大鼠均进行旷场（open field，OF）试验
评定，每只动物记录 1次，观察两组大鼠间是否存在组
间差异。对照组大鼠常规饲养，不予干扰睡眠。建立一个

改良的多平台水环境，睡眠剥夺组采用 72 h REM睡眠
剥夺方法诱导大鼠焦虑样行为[5]：1个水族箱里放 6只
同一笼子里的大鼠，水族箱包含 10根柱子（平台直径为
5 cm，高于水平面 2 cm），每根柱子相距 7 cm（边缘到边
缘），在恒温的室内环境里通过 REM睡眠剥夺诱导大鼠
焦虑样行为；食物和水随意提供，通过覆盖在水族箱上

面的金属网格获得；一旦进入 REM睡眠，大鼠会因为失
张力落水而失眠。采用两个水族箱对睡眠剥夺组大鼠同

步进行 REM睡眠剥夺，与原饲养的笼子位于相同房间。
72 h REM睡眠剥夺结束造模后取出大鼠，使用视频跟
踪系统对两组大鼠进行 OF试验、高架 O迷宫（elevated
zero maze，EOM）试验及自我修饰微观结构的分析。在行
为记录之前，用柔软的毛巾轻柔地擦干其毛发，随后将

大鼠单独置于 285 mm伊178 mm伊150 mm 的普通鼠笼
里，成像装置挂于鼠笼正上方，记录大鼠的行为 5 min，
行为学评定在 9:00到 16:00进行。
1.4 检测指标

1.4.1 OF试验 将直径 90 cm、高 60 cm的圆桶，置于
摄像头正下方。圆桶内壁为黑色，底部等分为面积相等

的 24格。每次将 1只大鼠置于桶中心，纪录水平和垂直
得分（记录时间 5 min）。计分方式：大鼠 3只爪子进入 1
个格子计 1分（水平得分），大鼠前爪离地或攀附桶壁 1
次计 1分（垂直得分）；实验在 16:00到 19:00且安静和
黑暗的环境中进行，在桶底部放置透明的一次性桌布，

撒上木屑（试图模仿大鼠熟悉的生活环境），每次试验后

清理大鼠排泄物，并使用 70%乙醇溶液消除可能留下
的味道，每 4只大鼠更换 1次桌布。水平与垂直得分越
高，动物兴奋性和敏感性越高，对周围环境的不确定性

和探究活动增加，表明焦虑程度越高[7]。见图 1。

1.4.2 EOM 试验 EOM 试验是一种广泛使用的行为
学测试，与高架十字迷宫原理相似 [8]，具体方法（见图
2）：试验前大鼠先于空旷环境自由活动 5 min，试验开始
时，大鼠头朝开放臂方向放入开放臂与闭合臂的交界处，

在 5 min内观察行为指标：（1）进入开放臂次数（open area
entry，OE）：在交界处进入开放臂算 1次，退出算 1次探
索结束；（2）进入开放臂的时间（open area time，OT）：在
开放臂内停留时间；（3）进入闭合臂次数（close area entry，
CE）：大鼠交界处进入闭合臂算一次，退出算一次探索
结束；（4）进入闭合臂的时间（close area time，CT）：闭合
臂内的停留时间。计算开放臂的进入次数比 OE%=OE/
（OE+CE）伊100%，开放臂停留时间比 OT%=OT/（OT+
CT）伊100%。OE%和 OT%与动物的焦虑情绪呈负相关。
每只大鼠在 72 h REM 睡眠剥夺后立即接受 EOM 试
验。将大鼠放在 EOM开臂与闭臂的交界处，单击计算机
上的“开始”按钮，安装在屋顶上的视频跟踪摄像机自动

监测，每次每只大鼠所花费的时间为 5 min。在实验的
各个阶段，白噪音始终保持在 70 dB。每次实验后用
70%的乙醇溶液擦拭实验场地[9]，以避免前次大鼠残留
气味对当前实验的影响。

图 1 旷场（OF）试验分析示意图

OF试验

低 高
焦虑程度
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1.4.3 自我修饰微观结构分析 在每次行为实验前，用

70%乙醇溶液擦拭实验场地。修饰微观结构的分析参考
Kalueff等[10-11]以及 Pires等[12]的文献。自我修饰行为按阶
段分类如下：0：没有修饰；1：舔前爪；2：鼻子和脸部修饰
（沿着鼻子抚摸）；3：清洗头部（在头顶部和耳后的半圆
形运动）；4：身体修饰/抓挠（包括用后爪舔搓身体）；5：
舔后腿；6：尾巴/生殖器修饰。观察每只大鼠 5 min的自
我修饰行为（摄像录下），记录修饰发生的次数（the
number of grooming bouts，NB）和中断修饰的次数（the
number of interruptions bouts，NIB）。评估中断梳理次数
的百分比 IB豫= NIB/NB伊100%。一个完整的回合由以下
模式序列组成：0-1-2-3-4-5-6-0，所有其他回合被认
为是不完全的（incomplete bout，ICB）。如果在修饰过程
中至少有一个中断记录（中断时间超过 5 s），那么修饰
回合被认为是“中断”的。对修饰模式之间的转换

（translate，T）进行评估，分析阶段之间的所有“正确”和
“错误”转换，计算错误的转换次数（IT）的百分比 IT豫=

IT/T伊100%。在修饰阶段之间的正确转换包括以下首尾
顺序：（0-1），（1-2），（2-3），（3-4），（4-5），（5-6），（6-
0）；IT包括：跳过（如 1-4，2-5），反向（如 3-2，4-1），中
止（如 3-0，4-0）和不正确地启动（如 0-4，0-5）。
1.4.4 血清 5-HT检测 待上述实验全部结束后，将大

鼠麻醉，通过颈椎脱位处死大鼠，打开胸腔，用止血钳固

定胸骨，用两根手指夹住心脏，将针插入心尖部位凹陷

处，针尖微向下，抽取血液标本。采用 ELISA法检测血

清 5-HT浓度。
1.5 统计学处理 采用 SPSS 17.0统计软件。正态分布
的计量资料用 表示，组间比较采用两独立样本 t检
验；非正态分布的计量资料用 M（P25，P75）表示，组间比
较采用 Mann-Whitney test非参数检验。相关性分析采
用 Pearson相关。P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 两组大鼠 OF试验结果比较 造模前，睡眠剥夺组

水平和垂直分数与对照组比较差异均无统计学意义（均

P＞0.05）；造模后睡眠剥夺组水平和垂直分数均明显低
于对照组，差异均有统计学意义（均 P＜0.01）。见表 1。

2.2 两组大鼠 EOM试验结果比较 两组 OE、OT、CT、
OT%比较差异均无统计学意义（均 P＞0.05）；睡眠剥夺
组的 CE多于对照组，OE%低于对照组，差异均有统计学
意义（均 P＜0.05）。见表 2。
2.3 两组大鼠自我修饰分析结果比较 睡眠剥夺组

IT、NIB、IT%和 IB%均较对照组为高，差异均有统计学
意义（均 P＜0.01）。见表 3。
2.4 两组大鼠血清 5-HT浓度的比较 对照组血清 5-
HT 浓度较睡眠剥夺组为高，差异有统计学意义（P＜
0.01）。见表 4。
2.5 睡眠剥夺组大鼠 IT%与 5-HT 浓度之间的相关
性 睡眠剥夺组 IT豫与 5-HT浓度之间存在负向相关
性（P＜0.05），见图 3。
3 讨论

失眠是一种复杂的异质性疾病，往往伴有焦虑、抑

郁、疲劳、消极观念等。焦虑和失眠具有相当大的重叠和

共现，并且存在高共病性，且两者症状可能对同样的治

图 2 高架 O迷宫（EOM）试验示意图

摄像机

EOM 计算机分析系统

表 1 两组大鼠旷场（OF）试验结果比较（分）

组别

睡眠剥夺组

对照组

P值

n

12

12

造模前

21.12±0.23

20.94±0.35

＞0.05

造模后

20.32±0.42

22.67±0.46

＜0.01

造模前

21.39±0.22

21.01±0.34

＞0.05

造模后

8.30±0.22

23.44±0.24

＜0.01

OF的水平得分 OF的垂直得分

表 2 两组大鼠 EOM试验结果比较

组别

睡眠剥夺组

对照组

P值

n
12

12

OE（次）

11.67±2.78

10.17±5.38

＞0.05

CE（次）

15.92±6.25

10.09±5.22

＜0.05

OT（s）

50.44±27.40

72.25±25.43

＞0.05

CT（s）

249.64±27.40

227.83±25.43

＞0.05

OE%

0.50（0.40，0.50）

0.50（0.50，0.50）

＜0.05

OT%

0.17±0.09

0.24±0.08

＞0.05

注：OE为进入开放臂次数；CE为进入闭合臂次数；OT为进入开放臂的时间；CT为进入闭合臂的时间
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表 3 两组大鼠自我梳理分析参数的比较

组别

睡眠剥夺组

对照组

P值

n
12

12

IT（次）

0.75（0.62，0.79）

0.50（0.00，0.63）

＜0.01

NIB（次）

3.33±1.38

0.83±0.80

＜0.01

IT%

0.58±0.15

0.32±0.23

＜0.01

IB%

0.71±0.10

0.33±0.29

＜0.01

表 4 两组大鼠血清 5-羟色胺（5-HT）浓度的比较（滋mol/L）

组别

睡眠剥夺组

对照组

P值

n
12

12

5-HT

5.51±1.25

7.55±1.22

＜0.01

图 3 睡眠剥夺组大鼠错误的转换次数（IT）%与 5- 羟色胺

（5-HT）浓度之间的相关性（n=12）

疗有反应，有共同神经生物学基础可能[12]。但目前对失
眠引发的焦虑缺乏稳定、统一的研究模型和评估手段，

在研究结果一致性上也存在差异，故本研究通过建立

REM 睡眠剥夺模型来寻找有效稳定的行为学评估手
段，并观察其神经生物学的变化。

睡眠剥夺是指机体因环境需要而部分或全部丧失

正常睡眠量的状态[13]，其中 REM是睡眠的重要阶段，既
往有研究发现，REM睡眠剥夺后，机体不但学习能力、
记忆力下降，一些焦虑、易激惹等负面情绪也容易增

加 [14]。REM睡眠剥夺可能通过改变机体脑内神经递质
的水平，进而影响动物的行为[15]。虽然过去已有很多研
究显示了睡眠不足对情绪的影响 [16-17]，但对于 REM 睡
眠剥夺是否诱导焦虑行为的研究尚少。要独立地验证睡

眠剥夺对焦虑样行为的影响，关键是采用一种啮齿动物

内在和先天的自我修饰行为进行评估，且该行为与啮齿

类动物的压力表现高度相关。修饰是啮齿动物对高和低

压力的第一行为反应[10-11]，5-HT参与焦虑和自我修饰、
OF、EOM行为的调节[18-19]。本研究通过改良多平台水环

境 72 h REM睡眠剥夺方法诱导大鼠焦虑样行为，并使
用梳理的微观结构、EOM和 OF行为参数作为焦虑标志
物。结果表明，OF试验中，造模后睡眠剥夺组水平和垂
直分数均明显低于对照组；EOM试验中，睡眠剥夺组的
CE多于对照组，OE%低于对照组；自我梳理分析中，IT、
NIB、IT%和 IB%均较对照组为高，表示睡眠剥夺组存在
焦虑样的行为。可以说自我梳理分析的算法中，IT、NIB、
IT%、IB%是作为研究抗焦虑药物改善焦虑样行为可靠
的标记，这同 Kalueff等[20]的研究一致，表明修饰微结构
的详细行为学分析可以作为焦虑行为药理学的有用

工具。

此外，本研究在 REM睡眠剥夺诱导的焦虑样行为
大鼠神经生化指标相关性方面作了进一步探索。众所周

知，5-HT主要分布于胃肠、脾、血液和中枢神经系统，可
影响机体多种生物学及行为学功能（包括记忆、食欲、情

感、情绪调控、性欲、睡眠及压力反应等），在大脑区域中

的 5-HT神经递质被认为是诱发抑郁焦虑的重要物质，
而作为上行激活系统的重要组成部分其在维持觉醒和

警觉状态中发挥重要作用，其与睡眠-觉醒的关系仍在
不断探索之中。Ding等[21]认为 5-HT可影响下丘脑-垂
体-肾上腺轴功能介导的神经内分泌，从而诱发抑郁的
发生，Wang 等 [22]研究也发现 5-HT缺乏可能与长期抑
郁及焦虑样行为相关。本研究发现睡眠剥夺组 IT豫与
5-HT浓度之间存在负向相关性（P＜0.05），血清 5-HT
浓度越低，IT可能越多，焦虑样的行为也可能越多，这
与目前的相关研究结果是一致的[18-19]。

综上所述，本研究通过 OF、EOM试验以及自我修
饰行为分析对 REM睡眠剥夺诱导的焦虑样行为进行了
行为学的量化评定，同时通过检测发现血清 5-HT浓度
与自我修饰行为之间存在相关性，为今后临床应用抗焦

虑药物治疗失眠提供切实可行的量化的实验依据。但本

研究实验动物数量有限，后续仍需增大样本量，同时针

对神经递质的研究已涉及到 5-HT亚型、5-HT受体以
及基因多态性，后续在该模型基础上仍需就最新进展及

相关治疗作进一步展开研究。
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