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睡安片对咖啡因诱导斑马鱼失眠症的改善作用 
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摘  要：目的  观察睡安片对咖啡因诱导失眠症斑马鱼的镇静作用和睡眠改善作用，评价睡安片对失眠症的疗效。方法  采
用 200 μmol/L 咖啡因诱导活体斑马鱼建立失眠症模型，并确定睡安片的最大非致死浓度（MNLC）。睡安片选取 MNLC（1 200 
μg/mL）、1/3 MNLC（400 μg/mL）、1/10 MNLC（120 μg/mL）3 个质量浓度，同时设置对照组、模型组和氯化锂（500 μg/mL）
组，每组均处理 30 尾斑马鱼幼鱼，使用行为分析仪测量斑马鱼的运动距离和处于失眠状态的时间，计算镇静作用和睡眠改

善作用。结果  睡安片的 MNLC 为 1 200 μg/mL。120、400、1 200 μg/mL 睡安片组与模型组比较，运动距离均显著减少，

差异具有极显著性（P＜0.001），镇静作用分别增加 0.69、1.66、2.74 倍。除 120 μg/mL 质量浓度外，400、1 200 μg/mL 组

与模型组比较，失眠时间显著减少，差异具有极显著性（P＜0.001），睡眠改善作用分别增加 1.63、2.65 倍。结论  睡安片

对咖啡因诱导失眠症斑马鱼具有明显的镇静和睡眠改善作用，呈现明显的浓度相关性。 
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Improvement of Shui’an Tablets on insomnia of zebra fishes caused by caffeine 
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Abstract: Objective  To observe the sedative effect and sleep improvement of Shui’an Tablets on zebra fishes with insomnia caused 
by caffeine, and to evaluate the effect of Shui’an Tablets on insomnia. Methods  The insomnia model was established by 200 μmol/L 
caffeine in living zebra fishes, and the maximum non-lethal concentration (MNLC) of Shui’an Tablets was determined. All zebra fishes 
were randomly divided into control group, model group, lithium chloride (500 μg/mL) group, and Shui’an Tablets 1/10 MNLC (120 
μg/mL), 1/3 MNLC (400 μg/mL), and MNLC (1 200 μg/mL) groups, and each group had 30 zebra fishes. The distance of movement 
and the time of insomnia were measured with behavioral analyzer, and sedative effect and sleep improvement of Shui’an Tablets on 
zebra fishes was calculated. Results  The maximum non-lethal concentration (MNLC) of Shui’an Tablets was 1 200 μg/mL. 
Compared with the model group, the exercise distances of Shui’an Tablets 120, 400, and 1 200 μg/mL groups were significantly 
decreased (P < 0.001) and sedative effects were 0.69, 1.66, and 2.74 times, respectively. Compared with the model group, the times of 
insomnia of Shui’an Tablets 400 and 1 200 μg/mL groups were significantly decreased (P < 0.001), and the improvements of sleep 
were0.02, 1.63, and 2.56 times, respectively. Conclusion  Shui’an Tablets have obvious sedative and sleep improvement effects on 
zebra fishes with insomnia caused by caffeine, and show significant concentration-dependence. 
Key words: Shui’an Tablets; insomnia; zebra fishes; sedative effect; sleep improvement 

 
失眠症指睡眠的始发和睡眠维持发生障碍，致

使睡眠质量不能满足个体生理需要而明显影响患者

白天活动（如疲劳、注意力下降、反应迟钝等）的

一种睡眠障碍综合征[1]。失眠症是现代生活中的一 
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种常见、多发的睡眠疾病，并且失眠症患者有明显

的睡眠结构紊乱[2]，并存在有较高的焦虑状态和焦

虑特质[3]。斑马鱼是一种具有多重优点的模式脊椎

动物，与人类基因组相似度高达 87%，在神经系统、

心血管系统和肾脏系统等方面都与人类具有相似的

发育机制与特点[4]。近年来斑马鱼已被越来越多地

应用于生物医学研究，如建立人类疾病模型、进行

药理毒理实验、筛选药物[5]。目前已有大量研究观

察抗焦虑药、镇静药、治疗失眠药物作用于神经系

统对斑马鱼成鱼的影响[6-8]和评价斑马鱼睡眠的模

型[9-11]。睡安片由酸枣仁（炒）、五味子、远志、首

乌藤、丹参、石菖蒲、知母、茯苓、甘草制成，具

有养血安神、清心除烦的功效，用于心烦不寐，怔

忡惊悸，梦多易醒或久卧不眠。本实验采用咖啡因

诱导斑马鱼造成失眠模型，给予睡安片治疗，从行

为学角度考察睡安片对失眠症斑马鱼的镇静和睡眠

的改善作用。 
1  材料 
1.1  药物 

睡安片由广西玉林制药集团限责任公司生产，

薄膜衣，规格 0.57 g/片，产品批号 970010；使用前

睡安片去掉薄膜衣，粉碎成超微粉，用超纯水配制

滤过得储备液，现用现配。 
咖啡因、氯化锂（阿拉丁，货号 H1305029）。

将咖啡因、氯化锂用超纯水配制成 50 mmol/L 的母

液，备用。 
1.2  仪器 

SMZ645 解剖显微镜（Nikon 公司）；24 孔板

（Nest Biotech）；V3 行为分析仪（Viewpoint Life 
Sciences 公司）。 
1.3  实验动物 

实验所用斑马鱼品系为野生型 AB 系斑马鱼，

由杭州环特生物科技有限公司斑马鱼实验室提供。

斑马鱼的繁殖以自然成对交配的方式进行。每次交

配准备 4～5对成年斑马鱼，平均每对能产 200～300
个胚胎。 
2  方法 
2.1  斑马鱼失眠模型的制备和分组 

选取 5 dpf 野生型 AB 系斑马鱼，在解剖显微镜

下挑选发育正常的斑马鱼进行分组和处理。对照组：

正常饲养，未处理；模型组：用 200 μmol/L 咖啡因

做诱导剂处理 24 h；睡安片组：用咖啡因和睡安片

同时水溶给样方式处理斑马鱼 24 h；氯化锂组：用

咖啡因和500 μmol/L氯化锂同时水溶给样方式处理

斑马鱼 24 h。 
2.2  睡安片最大非致死浓度的确定 

随机选取 480 尾斑马鱼于 6 孔板中，分为 7 个

实验组，每组各 30 尾。即对照组、模型组、睡安片

治疗组，按不同的浓度各分为 5 组，睡安片的质量

浓度分别为 750、1 000、1 500、1 750、2 000 μg/mL；
24 h 后，观察斑马鱼反应情况，并统计各组的死亡

数量，使用 Originpro 8.0 统计学软件绘制最佳的浓

度效应曲线，并计算最大非致死浓度（MNLC）。 
2.3  睡安片对失眠斑马鱼的镇静作用 

睡安片选取 MNLC、1/3 MNLC、1/10 MNLC 3
个质量浓度，同时设置对照组、模型组和氯化锂组，

每组均处理 30尾野生型AB系斑马鱼幼鱼，在 28 ℃
培养箱中孵育。24 h 后，每组随机选择 10 尾斑马鱼，

使用行为分析仪测量斑马鱼的运动距离（D），计算

镇静作用。 
镇静作用＝[D（模型组）－D（药物组）]/[D（模型组）－

D（对照组）] 

2.4  睡安片对失眠症斑马鱼睡眠的改善作用 
睡安片选取 MNLC、1/3 MNLC、1/10 MNLC 3

个质量浓度，同时设置对照组、模型组和氯化锂组，

每组均处理 30尾野生型AB系斑马鱼幼鱼，在 28 ℃
培养箱中孵育。24 h 后，每组随机选择 10 尾斑马鱼，

使用行为分析仪测量斑马鱼处于失眠状态的时间

（T）。药物处理后，失眠状态为斑马鱼处于黑暗环

境中的运动状态，失眠时间即处于运动状态的时间，

观察时间为 1 h。计算睡安片对失眠斑马鱼睡眠的改

善作用。 
睡眠改善作用＝[T（模型组）－T（药物组）]/[T（模型

组）－T（对照组）] 

2.5  统计学方法 
数据采用 SPSS 19.0 统计软件分析，计量资料

以⎯x±s表示，组间资料比较用方差分析和 Dunnett′s
方法对数据进行统计分析。 
3  结果 
3.1  睡安片 MNLC 的确定 

睡安片 750、1 000、1 500、1 750、2 000 μg/mL
诱发的斑马鱼死亡率见表 1。采用 OriginPro 8.0 软

件拟合浓度–致死曲线，经过曲线拟合，计算得睡

安片的 MNLC 为 1 200 μg/mL，在这个浓度下斑马

鱼全部存活。因此实验设置 1200 μg/mL（MNLC）
为高剂量组，400 μg/mL（1/3 MNLC）为中剂量组，
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120 μg/mL（1/10 MNLC）为低剂量组。 
3.2  睡安片对失眠斑马鱼的镇静作用 

咖啡因处理的模型组斑马鱼运动距离大于对照

组，差异有统计学意义（P＜0.05），表明模型建立 

表 1  不同浓度睡安片诱发的斑马鱼死亡率（n = 30） 
Table 1  Mortality of zebra fishes caused by Shui’an Tablets 

with different concentration (n = 30) 

质量浓度/(μg·mL−1) 死亡数/尾 死亡率/% 

 750  0  0 

1 000  0  0 

1 500 13 43 

1 750 20 67 

2 000 24 80 

 

成功。氯化锂组斑马鱼运动距离小于模型组，差异

有统计学意义（P＜0.001），表明氯化锂对斑马鱼失

眠症具有明显的镇静作用。120、400、1 200 μg/mL
睡安片组与模型组比较，运动距离均显著减少，差

异具有极显著性（P＜0.001），镇静作用分别增加

0.69、1.66、2.74 倍，见表 2。 
3.3  睡安片对失眠斑马鱼睡眠的改善作用 

在观察的 1 h（1 800 s）内，模型组斑马鱼失眠

时间多于对照组。氯化锂组斑马鱼失眠时间少于模

型组，差异具有有统计学意义（P＜0.05）。睡安片

处理后，除 120 μg/mL质量浓度外，400、1 200 μg/mL
组与模型组比较，失眠时间显著减少，差异具有极

显著性（P＜0.001），睡眠改善作用分别增加 1.63、
2.65 倍，见表 2。 

 

表 2  睡安片对咖啡因诱导斑马鱼失眠症的影响（⎯x ± s，n = 10） 
Table 2  Effect of Shui’an Tablets on insomnia of zebra fishes caused by caffeine (⎯x ± s, n = 10 ) 

组别 质量浓度/(μg·mL−1) 运动距离/mm 镇静作用/倍 失眠时间/s 睡眠改善作用/倍 

对照 — 7 330±169 — 460±45 — 

模型 — 8 678±257* — 521±37* — 

氯化锂  500  6 368±170### 1.71 428±40### 1.52 

睡安片  120  7 760±254### 0.69 519±41 0.02 

  400  6 433±165### 1.66 421±26### 1.63 

 1 200  4 986±142### 2.74 358±25### 2.65 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：###P < 0.001 
* P < 0.05 vs control group; ###P < 0.001 vs model group 

4  讨论 
失眠症是多病因、复合病因导致的，其中包括

医疗条件、药物、精神疾病和不良睡眠卫生等，形

成过程相当复杂，涉及多因素、多环节的异常。随

着现代社会的快速发展和竞争压力的增大，导致失

眠症的患者发病率逐年增高。根据世界卫生组织发

布的一些调查表明：我国成年人的失眠率平均高达

57%，而且这个数字还有逐年上升的趋势。失眠给

患者带来了十分巨大的痛苦和心理负担。 
失眠在中医学中被称为不寐，不寐症多因阳盛

阴衰，阳盛不入阴，或阴亏不敛阳，致使心神不安，

阴阳失交而引起。中药经过长期的应用实践证实对

失眠症的防治有一定优势。中药复方含多味中药，

单味药又含多种成分，具有适应多样性，在治疗失

眠症中药作用更缓和、毒副作用更小。睡安片为中

药复方制剂，主要由酸枣仁（炒）、夜交藤、茯苓、

知母、五味子、石菖蒲、远志、丹参等组成，通过

调治脏腑，使气血调和，阴阳平衡，恢复脏腑的正

常功能，有效地治疗不寐症，其中酸枣仁（炒）为

方中君药，起养肝血、安心神，多用于虚烦不眠，

其主要成分主要包括酸枣仁皂苷 A 和酸枣仁皂苷

B[12-13]，而酸枣仁皂苷被认为是具有镇静安神作用

的活性成分。 
本实验采用咖啡因诱导斑马鱼造成失眠模型，

咖啡因是中枢神经系统兴奋剂，可诱导斑马鱼失眠

症，表现为运动距离和失眠时间增加，以氯化锂（临

床作为心境稳定剂使用[14]）为阳性对照药，给予睡

安片治疗，从行为学角度，睡安片能通过减少运动

距离和失眠时间来改善斑马鱼的镇静和睡眠质量。

实验中镇静和改善作用呈现明显的浓度相关性，即

随着质量浓度的升高，睡安片的镇静作用和睡眠改

善作用增强。120、400、1 200 μg/mL 睡安片组与模

型组比较，镇静作用分别增加 0.69、1.66、2.74 倍；

除睡安片 120 μg/mL 质量浓度外，400、1 200 μg/mL
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组与模型组相比，失眠时间显著减少，睡眠改善作

用分别增加 1.63、2.56 倍。 
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