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建立大鼠抑郁症模型的实验研究
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  [摘要] 目的 采用间断性慢性睡眠剥夺联合慢性不可预知温和刺激(chronicunpredictablemildstress,

CUMS)的方法建立抑郁症失眠大鼠模型,并与传统单纯CUMS造模效果进行比较,探索更优的抑郁症造模方法。

方法 选取36只6~8周龄Sprague-Dawley大鼠,适应性喂养1周后随机均分为3组,A组,空白对照组;B组,

CUMS组;C组,间断睡眠剥夺+CUMS组,每组12只。各组按照不同的抑郁症造模流程处理,造模时间为15d,

造模结束后 进 行 行 为 学 测 试,ELISA 法 检 测 大 鼠 下 丘 脑 中5-羟 色 胺(5-hydroxytryptamine,5-HT)、多 巴 胺

(dopamine,DA)及去甲肾上腺素(norepinephrine,NE)浓度。结果 间断睡眠剥夺+CUMS组第7天和第14天时

体重增长率小于空白对照组和CUMS组,糖水偏好率小于空白对照组和CUMS组,不动时间长于空白对照组和

CUMS组,穿越格数和站立次数少于空白对照组和CUMS组(P<0.05)。CUMS组 和间断睡眠剥夺+CUMS组

大鼠下丘脑5-HT浓度低于空白对照组,间断睡眠剥夺+CUMS组大鼠DA浓度低于空白对照组,NE浓度低于空

白对照组和CUMS组(P<0.05)。结论 采用为期15d的CUMS联合间隔时间为1d的20h睡眠剥夺能够快速

建立稳定的SD大鼠抑郁模型,与单纯CUMS造模方法比较在行为学表现方面效果更加明显,在造模时长方面优

势显著。
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Experimentalstudyontheestablishmentofaratdepressionmodelbyintermittent
sleepdeprivationcombinedwithchronicunpredictablemildstress
XIAOWen-yun-deng1,ZHUJing-xuan2,CHENZhi-yu1*
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050017,China;2.StomatologyClassof2020,StomatologyHospitalofHebeiMedicalUniversity,

Shijiazhuang050017,China)

[Abstract] Objective Toestablisharatmodelofinsomniacausedbydepressionbyusing
intermittentchronicsleepdeprivationcombinedwithchronicunpredictablemildstress(CUMS),

andtocomparetheeffectofCUMSwiththatoftraditionalCUMSalone,inordertoexplorea
bettermodellingmethodfordepression.Methods Thirty-sixSprague-Dawleyratsaged6-8
weekswereselectedandrandomlydividedintothreegroupsafter1weekofadaptivefeeding:

GroupA,blankcontrolgroup;GroupB,CUMSgroup;andGroupC,intermittentsleep
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deprivation+ CUMSgroup,with12ratsineachgroup.Eachgroupwastreatedaccordingto
differentdepressionmodellingprocedures,andthedurationofmodellingwas15d.Behavioural
testswereperformedattheendofthemodelling,andtheconcentrationsof5-hydroxytryptamine
(5-HT),dopamine(DA)andnorepinephrine(NE)inthehypothalamusofratsweredetectedby
ELISAmethod.Results Theintermittentsleepdeprivation+CUMSgrouphadasmallerbody
weightgrowthratethantheblankcontrolandCUMSgroupsat7dand14d,asmallersugar
waterpreferenceratethantheblankcontrolandCUMSgroups,alongerimmobilitytimethan
theblankcontrolandCUMSgroups,andasmallernumberoftraversingframesandstanding
thantheblankcontrolandCUMSgroups(P<0.05).IntheCUMSgroupandtheintermittent
sleepdeprivation+CUMSgroup,thehypothalamic5-HTconcentrationofratswaslowerthan
thatoftheblankcontrolgroup,the DA concentrationofratsintheintermittentsleep
deprivation+CUMSgroup waslowerthanthatoftheblankcontrolgroup,andthe NE
concentrationofratsintheintermittentsleepdeprivation+CUMSgroupwaslowerthanthatof
theblankcontrolgroupandtheCUMSgroup(P<0.05).Conclusion Theuseof15-dCUMS
combinedwith20-hsleepdeprivationat1-dintervalscanrapidlyestablishastabledepression
modelinSDrats,whichhasamoreobviouseffectonbehaviouralperformancethanCUMS
alone,andhasasignificantadvantageintermsofmodellingduration.

[Keywords] depression;sleepdeprivation;models,animal

  抑郁症是人类的常见疾病,以心情低落、思维缓

慢、意志活动减退等症状为特征,目前全球抑郁症患

者总计已达3.5亿人次[1]。它严重限制了患者的社

会心理功能,降低生活质量。一项回顾性研究显示,
中国成年人的抑郁症患病率正在逐年上升[2],并且

全球34% 的10~19岁青少年有患临床抑郁症的

风险,其中亚洲青少年的患病率位于前列[3]。由于

抑郁症临床诊断标准较为主观,且其发病机制仍不

清晰,建立抑郁动物模型是研究抑郁症的症状、发病

机制、治疗方法等内容的重要方法。更快更稳定地

建立抑郁动物模型能够帮助后续研究顺利进展。目

前常用的造模方法有慢性不可预知温和刺激法、习
得性无助法、社会失败模型法、早期应激法等[4-5],
最常被研究者们选用的方法是慢性不可预知温和刺

激法(chronicunpredictablemildstress,CUMS)[6],
但该方法存在造模周期长、造模效果不稳定等问

题[7-9]。失眠作为抑郁症患者的常见伴发症状,与
抑郁症关系密切[10]。已有研究显示睡眠障碍能够

促 进 抑 郁 症 的 进 展,并 影 响 神 经 的 退 行 性 病

变[11-13]。失眠等症状也成为了临床诊断抑郁症的

指标之一。已有研究者尝试利用睡眠剥夺进行抑郁

大鼠的造模,但多为急性连续性睡眠剥夺,与临床常

见的长期睡眠障碍患者有所区别[13]。间断性睡眠

剥夺联合CUMS可作为新型的抑郁造模方法,且能

够更好地模拟临床抑郁症患者的发病进程及实际情

况,本实验旨在验证这一造模方法的可能性,并分析

其造模效果,为后续抑郁症相关研究奠定基础。报

告如下。

1 材 料 与 方 法

1.1 实验动物 36只6~8周Sprague-Dawley雄

性大鼠。体重220~260g,实验动物、鼠粮、垫料均

购自河北省实验动物中心[SCXK(冀)2022-001],实
验单位为河北省实验动物中心[SYXK(冀)2020-
002],研究内容及实验过程均符合国家相关规定,所
有实验动物均饲养于室温(26±1)℃,12h/12h光

暗交替、湿度为50%的环境中,动物均可自由获取

食物与水。
本研究经河北医科大学实验动物福利伦理委员

会的实验伦理审查通过,伦理审查编号:IACUC-
Hebmu-2023057。

1.2 主要试剂与仪器 自制睡眠剥夺箱(66cm×
44cm×30.5cm,箱体有盖,可悬挂鼠粮及水瓶,有

5个圆柱形平台固定于箱体内底部,平台直径为

6.5cm,高8cm,)、自制旷场(160cm×80cm,旷场

平面绘有128个10cm×10cm正方形格子)、蔗糖、
大鼠5-羟色胺(5-hydroxytryptamine,5-HT)、多巴

胺 (dopamine,DA ) 及 去 甲 肾 上 腺 素

(norepinephrine,NE)ELISA 试剂盒(基因美生物

科 技 有 限 公 司,中 国 武 汉)、Bio-Tek 酶 标 仪
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(PowerWaveXS2,美国Biotek)。

1.3 研究方法

1.3.1 分组 大鼠适应性喂养1周后随机平均分

为3组,分别为:空白对照组;CUMS组;间断睡眠

剥夺+CUMS组。其中空白对照组不进行任何处

理,正常喂养;CUMS组采用CUMS造模;间断睡

眠剥夺+CUMS组采用CUMS联合间歇慢性睡眠

剥夺进行造模,造模时间持续15d。

1.3.2 造模方法 CUMS:每日随机给大鼠施加倾

斜鼠笼12h、夹尾1min、摇晃鼠笼5min、限制活动

30min、频闪灯照射15min、禁食禁水24h中的其

中一项刺激,连续2d的刺激不可重复,持续15d。
间断睡眠剥夺:造模开始后的奇数天时将大鼠置于

自制睡眠剥夺箱内的柱形平台上,时间为中午12
时~次日早8时,共计20h;箱内加水,水高7cm,
大鼠可在平台上站立,可进入非快速眼动睡眠,当大

鼠进入快速眼动睡眠时全身骨骼肌张力明显降低,
颈部肌张力降低引起节律性低头触水从而无法进入

快速眼动睡眠。箱盖悬挂有足量鼠粮及饮用水,每
次使用后对睡眠剥夺箱进行含氯消毒液浸泡30min
消毒,并清洗干净,持续15d。

1.3.3 行为学评价 造模过程结束后进行大鼠行

为学评价,统计大鼠体重变化率,并进行旷场实验、
强迫游泳实验、糖水偏好实验。体重变化率:每日早

8时测定体重,体重变化率(%)=(第7、14天的体

重-第1天的体重)/第1天的体重。糖水偏好实

验:大鼠禁食禁水24h,每只大鼠放置1瓶1%的蔗

糖水和1瓶蒸馏水,1h后调换水瓶位置,计算2h
内蔗糖水消耗量,糖水消耗率(%)=蔗糖水总消耗

量/(蔗糖水总消耗量+蒸馏水总消耗量)×100%。
强迫游泳实验:将大鼠放入水箱中计时30s使其适

应,记录4min内大鼠的不动时间。大鼠仅留鼻孔

露出水面呼吸呈自然漂浮状态即记为游泳不动时

间。旷场实验:将大鼠从自制旷场中央一格放入,适
应30s,记录4min内大鼠水平活动格数及站立

次数。

1.3.4 下丘脑生化分析 造模结束后随机于各组

选取6只大鼠,将大鼠颈椎脱臼法安乐死后,立即分

离下丘脑,准确称取组织重量,按重量(g)∶体积

(mL)=1∶9的比例加9倍体积的生理盐水,制备成

一定浓度的匀浆液,4℃,3000r/min离心,取上清

待测。根据ELISA试剂盒中的说明书进行操作,以
标准 品 浓 度 与 其 对 应 的 校 正 光 密 度 (optical
density,OD)值作出线性回归方程,将样品的OD值

代入回归方程中计算出每个样品浓度,测定大鼠下

丘脑中的5-HT、DA、NE浓度[14]。

1.4 统计学方法 应用SPSS26.0统计软件分析

数据。计量资料均通过了正态性检验及方差齐性检

验,组间比较采用单因素方差分析和SNK-q 检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 行为学评价结果

2.1.1 体重变化率 大鼠每日早8时测定体重,计
算体重变化率。第7天和第14天,间断睡眠剥夺+
CUMS组体重变化率小于空白对照组和 CUMS
组,差异有统计学意义(P<0.05),空白对照组和

CUMS组 体 重 变 化 率 差 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05)。见表1。

表1 3组体重变化率比较

Table1 Comparisonofbodyweightchangerateamong
thethreegroups

(n=6,x-±s,%)

 组别
体重变化率

第7天 第14天

空白对照组 27.584±9.171 70.376±4.924

CUMS组 28.062±8.491 71.864±8.249
间断睡眠剥夺+CUMS组 17.295±4.444*# 61.571±9.411*#

 F 值 6.922 5.720

 P 值 0.003 0.007

*P 值<0.05与空白对照组比较 #P 值<0.05与CUMS组比较

(SNK-q检验)

2.1.2 糖水偏好实验 间断睡眠剥夺+CUMS组

糖水偏好率低于空白对照组和CUMS组,差异有统

计学意义(P<0.05),空白对照组和CUMS组糖水

偏好率差异无统计学意义(P>0.05)。见表2。
表2 3组糖水偏好率比较

Table2 Comparisonofsugarwaterpreferencerate

amongthethreegroups
(n=6,x-±s,%)

组别 糖水偏好率

空白对照组 81.262±3.179

CUMS组 79.410±5.486
间断睡眠剥夺+CUMS组 56.467±3.381*#

F 值 127.293

P 值 <0.001

*P 值<0.05与空白对照组比较 #P 值<0.05与CUMS组比较

(SNK-q检验)

2.1.3 强迫游泳实验 间断睡眠剥夺+CUMS组

大鼠不动时间长于空白对照组和CUMS组,差异有

统计学意义(P<0.05),空白对照组和CUMS组不
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动时间差异无统计学意义(P>0.05)。见表3。

2.1.4 旷场实验 间断睡眠剥夺+CUMS组穿越

格数和站立次数少于空白对照组和CUMS组,差异

有统计学意义(P<0.05),空白对照组和CUMS组

穿越 格 数 和 站 立 次 数 差 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05)。见表4。

表3 3组大鼠不动时间比较

Table3 Comparisonofimmobilitytimeofrats

amongthethreegroups
(n=6,x-±s,s)

组别 不动时间

空白对照组 108.500±18.822

CUMS组 109.500±13.501
间断睡眠剥夺+CUMS组 157.917±13.457*#

F 值 39.128

P 值 <0.001

*P 值<0.05与空白对照组比较 #P 值<0.05与CUMS组比较

(SNK-q检验)

2.2 ELISA结果 CUMS组和间断睡眠剥夺+
CUMS组5-HT浓度低于空白对照组,差异有统计

学意义(P<0.05),CUMS组和间断睡眠剥夺+

CUMS组 5-HT 浓 度 差 异 无 统 计 学 意 义 (P>
0.05)。间断睡眠剥夺+CUMS组DA浓度低于空

白对照组,差异有统计学意义(P<0.05),CUMS组

与空白对照组和间断睡眠剥夺+CUMS组DA浓

度比较差异无统计学意义(P>0.05)。间断睡眠剥

夺+CUMS组 NE浓度低于空白对照组和CUMS
组,差异有统计学意义(P<0.05),空白对照组和

CUMS组NE浓度差异无统计学意义(P>0.05)。
见表5。

表4 3组大鼠旷场实验比较

Table4 Comparisonofratsinopenfieldexperiments

amongthethreegroups
(n=6,x-±s)

 组别
旷场实验数据

穿越格数 站立次数

空白对照组 48.417±5.560 7.833±2.641
CUMS组 47.167±6.401 9.500±1.500
间断睡眠剥夺+CUMS组 8.833±3.184*# 2.000±1.225*#

 F 值 20.371 47.733
 P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与空白对照组比较 #P 值<0.05与CUMS组比较

(SNK-q检验)

表5 3组大鼠下丘脑5-HT、DA、NE浓度比较

Table5 Comparisonofhypothalamic5-HT,DAandNEconcentrationsamongthethreegroups
(n=6,x-±s,μg/L)

组别 5-HT DA NE

空白对照组 114.569±3.135 141.519±6.688 368.304±11.924

CUMS组 105.746±5.595* 131.230±8.622 357.969±9.492
间断睡眠剥夺+CUMS组 105.638±5.503* 128.476±7.897* 312.740±6.105*#

F 值 5.518 4.687 48.600

P 值 0.016 0.026 <0.001

*P 值<0.05与空白对照组比较 #P 值<0.05与CUMS组比较(SNK-q检验)

3 讨  论

到目前为止,为了研究抑郁症,有许多动物抑郁

造模方法被提出,常见的有传统的CUMS造模方

法、急性睡眠剥夺造模法、早期应激造模法、社会性

失败造模法等[4-5,8],目前CUMS法仍是较多实验

所选择的造模方法[15]。传统方法虽然能够成功建

立抑郁动物模型,但存在造模时间过长、效果不稳定

以及没有很好地模拟临床抑郁症发病过程等问题。
本课题组认为失眠作为抑郁症患者中最常见的

躯体症状,应当在动物造模过程中进行更加精确的

模拟[11-13,15-16]。经过2周的抑郁造模,间断睡眠剥

夺+CUMS组大鼠体重变化率、旷场实验结果、强
迫游泳实验不动时间及糖水偏好率均显示其有明显

的抑郁倾向,而单纯CUMS组大鼠并未在2周的造

模过程结束后在行为学测试中显示出明显的抑郁倾

向。可见间断睡眠剥夺+CUMS组大鼠的行为学

指征表现出明显的主动探索欲望降低、畏惧、精神不

振,同时绝望程度增加,求生欲望降低,奖赏行为

减少。
通过ELISA检测可见,CUMS组、间断睡眠剥

夺+CUMS组大鼠下丘脑5-HT浓度、NE浓度均

低于空白对照组,差异有统计学意义,CUMS组、间
断睡眠剥夺+CUMS组大鼠下丘脑内5-HT浓度、

DA浓度组间差异无统计学意义,但间断睡眠剥

夺+CUMS组大鼠的下丘脑 NE 浓度显著低于

CUMS组。传统的 CUMS组及间歇睡眠剥夺+
CUMS两种方法都能够在2周的造模时间后使大

鼠的下丘脑5-HT单胺类神经递质浓度低于正常大

鼠,可能提示传统CUMS组大鼠也出现了一定的抑
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郁趋势。但是经过传统方法造模的大鼠下丘脑

DA、NE浓度并未出现明显的下降。并且其行为学

测试却没有显示出明显的抑郁状态,这可能与造模

过程的持续时间有关。间歇睡眠剥夺+CUMS组

大鼠经过2周的造模后,下丘脑内5-HT、DA、NE
浓度都出现了明显下降,显示出了明显的抑郁趋势。

SD大鼠有着与人类相似的神经系统,目前已被

广泛用于神经活动相关的实验研究中,并有着造模

敏感性强、获取简便、效果可重复等优势[17]。
在临床诊断过程中,5-HT、DA、NE这类单胺

类神经递质的含量常被用作诊断的重要指标[18],单
胺能神经递质系统,即DA、NE和血清素,具有相似

的一般结构并具有共同的分子特性。这些脑干神经

调节系统广泛调节行为状态,包括情绪、动机、压力、
觉醒、警觉和注意力,其在神经精神疾病中的作用已

被明确[19-21]。抑郁症发作患者的5-HT释放水平

较正常人群明显低下[21-22]。DA在快感形成、奖赏

行为中占据重要位置,而快感缺失常被认为是抑郁

症患者的主要症状之一[23],因此许多研究从DA受

体方面出发,研究抑郁症的发病机制,目前有学者认

为抑郁症的形成与多巴胺类受体的下降或缺失密切

相关[24-25],多巴胺D2、D3受体激动剂对治疗帕金

森病的抑郁症有一定效果[26-27]。同时,单胺类神经

递质与睡眠障碍的产生、进展密切相关,对睡眠过程

有重要的调节作用[28-29]。NE在影响行为结果方

面起着不可或缺的作用,它可诱导抗焦虑和抗抑郁

作用,改善情境恐惧记忆,改变移位行为,降低对苯

丙胺的运动反应,并诱导非快速眼动阶段的深度睡

眠[30]。
综上所述,间歇性慢性睡眠剥夺联合CUMS能

够更加快速地建立稳定的SD大鼠抑郁模型,与传

统单纯CUMS造模方法相比在造模时长方面优势

明显,该方法不仅更加贴合临床抑郁症与失眠共患

患者的实际情况,更好地模拟了抑郁患者的疾病进

展,而且能够缩短大鼠抑郁造模的时间,为减少整体

实验的时间成本奠定了基础,优化了整体实验流程,
减少了实验周期。但该方法的造模稳定性仍待检

验,仍需后续深入研究。
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