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坤泰胶囊对初老雌性小鼠的戊巴比妥钠睡眠增强作用及其机制研究 
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摘  要：目的  评价坤泰胶囊对初老雌性小鼠戊巴比妥钠催眠作用的影响及其促睡眠机制。方法  采用翻正反射试验考察坤

泰胶囊 0.8 g/kg 对阈剂量戊巴比妥钠诱导的小鼠入睡潜伏期和睡眠时间的影响；采用 RT-PCR 技术检测坤泰胶囊 0.8 g/kg 对

盐诱导激酶 3（Sik3）和 G 蛋白偶联雌激素受体（Gper1）基因 mRNA 在不同睡眠状态下表达情况的影响。结果  坤泰胶囊

0.8 g/kg 可以显著延长阈剂量戊巴比妥钠诱导小鼠的睡眠时间（P＜0.05），缩短睡眠潜伏期（P＜0.05）；坤泰胶囊 0.8 g/kg 可

升高视前区内 Sik3 mRNA 在 6 h 急性睡眠剥夺后的表达（P＜0.05）。坤泰胶囊 0.8 g/kg 可一致性地降低大脑视前区和腹侧纹

状体以及卵巢内 Gper1 mRNA 的表达，坤泰胶囊夺眠组显著降低腹侧纹状体和卵巢的雌激素受体基因 Gper1 mRNA 的表达（P＜

0.05）。结论  坤泰胶囊可增强初老雌性小鼠的戊巴比妥钠催眠作用，其睡眠改善功效可能是通过提高 Sik3 和降低 Gper1 的

表达而发挥作用。 
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Abstract: Objective  To study the effect of Kuntai Capsules on sleep induced by pentobarbital sodium in primary and old female mice 

and it’s mechanism. Methods  The effect of Kuntai Capsules 0.8 g/kg on latency to persistent sleep and sleep time induced by 

pentobarbital sodium at threshold dose in mice and it’s possible mechanism by righting reflection test. The effect of Kuntai Capsules 

0.8 g/kg on expression of Sik3 and Gper1 mRNA in different sleep states were detected by RT-PCR method. Results  Kuntai 

Capsules 0.8 g/kg could significantly prolong sleep time induced by pentobarbital sodium at threshold dose in mice (P < 0.05), and 

decrease sleep latency (P < 0.05). Kuntai Capsules 0.8 g/kg could increase the expression of Sik3 mRNA in preoptic area after 6 h of 

acute sleep deprivation (P < 0.05). Kuntai Capsules 0.8 g/kg could coincidently decrease the expression of Gper1 mRNA in preoptic 

area, ventral striatum, and ovary. Kuntai Capsules sleep-deprived group could significantly decrease the expression of Gper1 mRNA 

in ventral striatum and ovary (P < 0.05). Conclusion  Kuntai Capsules can increase sleep induced by pentobarbital sodium in primary and 

old female mice, and the sleep improvement effect is likely mediated by upregulating Sik3 and downregulating Gper1 mRNA expression. 
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围绝经期卵巢功能衰退引起雌激素水平波动或

下降，导致内分泌和自主神经系统功能紊乱，产生

一系列严重影响患者健康和生活质量的症状，其中

失眠症状较为突出，占 37%～74.4%，显著高于绝 
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经前[1-4]。睡眠不足可损害大脑和心血管系统，导致

免疫力降低，情感障碍等，加剧远期风险，严重影

响女性生命后期生活质量[5-8]。研究显示围绝经期激

素替代疗法（HRT）在短期内会增加静脉栓塞、乳

腺癌等患病几率[9-11]，因此不被广泛接受。坤泰胶

囊源自张仲景《伤寒论》中的“黄连阿胶汤”，主要

功效为滋阴清热、安神除烦。现代研究显示坤泰胶

囊具有保护卵巢功能[12-14]、调节神经内分泌平衡[15]、

改善围绝经期失眠症状[16-18]的作用。本研究通过观

察自然衰老雌性小鼠戊巴比妥钠所致睡眠时间的变

化，并检测脑内盐诱导激酶 3（Sik3）和 G 蛋白偶

联雌激素受体（Gper1）的表达情况，探讨坤泰胶囊

改善围绝经期失眠症状的作用及其机制。 

1  材料与方法 

1.1  动物 

12 月龄 SPF 级 C57BL/6/Bkl 雌性小鼠，体质量

20～35 g，动物使用许可证号 SYXK（沪）2014-0029，

购自上海西普尔–必凯实验动物有限公司。动物饲

养在温度 21～23 ℃，相对湿度 50%～60%，明暗

周期为 12 h（7：00 开灯，19：00 关灯）的环境中，

可自由进食和进水。 

1.2  药物与试剂 

坤泰胶囊，由贵阳新天药业股份有限公司提供，

规格 0.5 g/粒，产品批号 181127；地西泮片，由上海

上药信谊药厂有限公司提供，2.5 mg/片，产品批号

14180401；戊巴比妥钠由 Merck 公司提供；qPCR

用引物购自生工生物工程（上海）股份有限公司。 

1.3  对阈剂量戊巴比妥钠致小鼠睡眠时间的影响 

适应性饲养 1 周后，取 21 只小鼠随机分为 3

组，分别为对照组、地西泮组、坤泰胶囊组，每组

7 只。对照组和地西泮组用双蒸水、坤泰胶囊组用

坤泰胶囊 ig 两周（每天在 7：00～7：30 操作），于

第 15 天分别给予双蒸水、地西泮 4 mg/kg
[19-20]或坤

泰胶囊 0.8 g/kg
[12-13, 21-22]，并在 1 h 后 ip 阈剂量戊巴

比妥钠 50 mg/kg，记录翻正反射消失的时间和消失

的持续时间，即睡眠潜伏期和睡眠时间。给药容

量为 0.1 mL/10 g，均用双蒸水在使用前配制。 

1.4  脑和卵巢组织的制备 

另取 16 只小鼠随机分为对照组、夺眠组、坤泰

睡眠组、坤泰夺眠组，每组 4 只。ig 双蒸水或坤泰

胶囊 0.8 g/kg 2 周，两组夺眠动物于第 15 天进行为

期 6 h（7：00～13：00）的急性睡眠剥夺，并在 12：

30～13：30 收集所有动物大脑的视前区、腹侧下丘

脑及卵巢，迅速放入液氮，之后转入−80 ℃冻存。 

1.5  RNA 的提取和反转录 

将冻存的样品迅速研磨破碎，用 RNA 抽提试

剂盒（Qiagen，批号 74104）提取样品的总 RNA。

采用 4 代反转录试剂盒（Invitrogen）对总 RNA 进

行反转录合成 cDNA，编号后置于−20 ℃保存备用。 

1.6  实时荧光定量 PCR 

根据 Sik3 和 Gper1 两个基因序列和内参基因

Rpl27a（NM_011975.3）设计荧光定量 PCR 引物，

引物序列见表 1。以每个个体的大脑和卵巢组织

cDNA为模板，采用实时荧光定量 PCR方法检测 ik3

和 Gper1 基因在大脑和卵巢组织中的相对表达量。

试验重复 3 次。反应体系为 10 μL∶SYBR qPCR 

Master Mix（南京诺唯赞公司，货号 Q511-02）5 μL，

上下游引物（10 μmol/L）各0.25 μL，cDNA模板（10 ng 

RNA上样量）＋ddH2O 4.5 μL。PCR反应条件：95 ℃

预变性 30 s；95 ℃、 5 s，退火温度（Tm）10 s，

40 个循环；熔解曲线分析：95 ℃、 1 min，55 ℃、 

1 min，然后以 0.5 ℃/10 s 的速率从 65 ℃缓慢递增

到 95 ℃。反应在 QuantStudioTM 6 Flex 实时荧光

定量 PCR 系统（Applied Biosystems）上进行。 

表 1  内参和目的基因的引物序列 

Table 1  Primer sequences involved in the genes of interest 

基因 引物序列（5’-3’） 产物大小/bp 

Rpl27a 
F：TATCACCCAGGTTACTTTGGGA 

R：ATGTCCACAGTTTATCCAGGTTG 
100 

Sik3 
F：GCCATCCACACATCATCAGAC 

R：CCAAGTGGTCAAATATCTCCCC 
102 

Gper1 
F：ATGGATGCGACTACTCCAGC 

R：AAGAGGGCAATCACGTACTGC 
179 

 

1.7  统计学分析 

采用 SPSS 19.0 软件进行数据统计分析。符合

正态分布的计量数据以x±s 表示。组间比较采用

One-way ANOVA 分析，进一步两两比较采用

Tukey’s test 方法分析。 

2  结果 

2.1  坤泰胶囊对阈剂量戊巴比妥钠致小鼠睡眠时

间的影响 

与对照组相比，坤泰胶囊 0.8 g/kg 可以显著延

长阈剂量戊巴比妥钠诱导小鼠的睡眠时间（P＜

0.05），缩短睡眠潜伏期（P＜0.05），见表 2。 



现代药物与临床    Drugs & Clinic    第 35 卷  第 3 期    2020 年 3 月 

   

·435· 

表 2  坤泰胶囊对阈剂量戊巴比妥钠致小鼠睡眠时间的影响

（x ± s，n = 7） 

Table 2  Effect of Kuntai Capsules on sleep time of mice 

induced by threshold dose of pentobarbital 

sodium (x ± s, n = 7 ) 

组别 剂量/ mg·kg−1 睡眠时间/min 睡眠潜伏期/min 

对照 — 38.14±25.10 7.00±2.00 

地西泮   4 120.00±24.98** 1.14±0.38** 

坤泰胶囊 800 72.71±23.01* 5.14±0.90* 

与对照组比较：*
P＜0.05  

**
P＜0.01 

*
P < 0.05  

**
P < 0.01 vs control group 

2.2  坤泰胶囊对 Sik3 mRNA 相对表达量的影响 

对初老小鼠进行 6 h 急性睡眠剥夺不影响 Sik3 

mRNA 的表达，同时坤泰胶囊预处理在生理睡眠状

态下也不影响大脑视前区和腹侧纹状体 Sik3 

mRNA 的表达，但在 6 h 急性夺眠后，与夺眠组和

坤泰胶囊睡眠组比较，坤泰胶囊夺眠组视前区的

Sik3 mRNA 相对表达量显著升高（P＜0.05、0.01），

腹侧纹状体内则有升高趋势，见表 3。 

表 3  坤泰胶囊对 Sik3 mRNA 相对表达量的影响（x ± s，n = 4） 

Table 3  Effect of Kuntai Capsules on relative expression of 

Sik3 mRNA (x ± s, n = 4 ) 

组别 剂量/(g·kg−1) 
Sik3 

视前区 腹侧纹状体 

对照 — 1.00±0.05 1.02±0.26 

夺眠 — 1.08±0.13 1.22±0.27 

坤泰胶囊睡眠 0.8 1.00±0.15 1.19±0.25 

坤泰胶囊夺眠 0.8 1.32±0.06*## 1.40±0.31 

与夺眠组比较：*
P＜0.05；与坤泰胶囊睡眠组比较：##

P＜0.01 

*
P < 0.05 vs sleep-deprived group; 

##
P < 0.01 vs normal sleep Kuntai 

Capsules group 

2.3  坤泰胶囊对 Gper1 mRNA 相对表达量的影响 

坤泰胶囊预处理一致性地降低视前区、腹侧纹

状体和卵巢的雌激素受体基因 Gper1 mRNA 的表

达，并在睡眠剥夺情况下进一步降低，与夺眠组比

较，坤泰胶囊夺眠组显著降低腹侧纹状体和卵巢的

雌激素受体基因 Gper1 mRNA 的表达（P＜0.05）。

见表 4。 

3  讨论 

早期的损毁实验显示睡眠的产生与下丘脑前

部、视前区、基底前脑相关[23]，因此本实验选取视

前区和腹侧纹状体这两个脑区来考察坤泰胶囊预处

理在生理睡眠和急性睡眠剥夺状态下对睡眠基因 

表 4  坤泰胶囊对 Gper1 mRNA 相对表达量的影响（x ± s，

n = 4） 

Table 4  Effect of Kuntai Capsules on relative expression of 

Gper1 mRNA (x ± s, n = 4 ) 

组别 
剂  量/ 

( g·kg−1) 

Gper1 

视前区 腹侧纹状体 卵巢 

对照 — 1.0±0.39 1.02±0.23 1.01±0.14 

夺眠 — 1.31±1.09 1.64±1.08 1.23±0.76 

坤泰胶囊睡眠 0.8 0.78±0.22 0.50±0.19 0.16±0.07* 

坤泰胶囊夺眠 0.8 0.34±0.07 0.28±0.35* 0.16±0.02* 

与夺眠组比较：*
P＜0.05 

*
P < 0.05 vs sleep-deprived group 

Sik3 和雌激素受体基因 Gper1 mRNA 表达量的影

响。结果显示坤泰胶囊预处理可延长戊巴比妥钠睡

眠时间，缩短睡眠潜伏期，并在睡眠剥夺情况下上

调 12 月龄类围绝经期雌性小鼠脑内视前区的非快

眼动睡眠基因 Sik3 mRNA 的表达，下调膜结合 G

蛋白偶联雌激素受体基因 Gper1 mRNA 的表达；且

坤泰胶囊对卵巢Gper1 mRNA水平的调节方向与脑

内视前区一致。 

睡眠剥夺引起大脑蛋白质组的累积磷酸化，可

随着睡眠进程而消失。SIK3 调节位点在睡眠剥夺时

发生磷酸化，且抑制 SIK3 减少了睡眠恢复期非快

眼动睡眠中的慢波活动，表明 SIK3 在睡眠量和睡

眠需求的稳态调节中发挥作用[24-25]。坤泰胶囊在睡

眠剥夺情况下提高 SIK3 的表达水平，表明其有利

于睡眠内稳态的修复，提高了机体对急性睡眠缺失

的耐受性。SIK3 是丝氨酸/苏氨酸激酶成员，属于

AMPK 家族，同时还是能量传感器，调节脊椎动物

和无脊椎动物新陈代谢的各个方面。沉默或抑制脂

肪细胞内的 SIK3，可引起 HDAC 4 和 PKB/AKT 磷

酸化降低，质膜 GLUT 4 减少，脂肪细胞基础葡萄

糖和胰岛素刺激的葡萄糖摄取降低，从而推测，提

高 SIK3 水平可能促进葡萄糖的代谢。 

雌激素及其受体网络也是是脑神经回路生物能

量系统的重要调节因子，可促进葡萄糖转运、葡萄

糖代谢、线粒体呼吸和 ATP 生产[26]。觉醒期 ATP

释放能量，进一步代谢分解为腺苷，而腺苷是目前

公认的内源性睡眠内稳态调节物质。围绝经期雌激

素受体网络与大脑生物能量系统脱离，出现与神经

功能障碍相关的代谢低下状态[26]，从而可能导致腺

苷产生不足，使得睡眠缺失后无法完全恢复。雌激

素经受体介导激活胞内信使和 cAMP 反应元件结合
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蛋白（CREB），从而促进基因转录。雌激素受体包

括 3 种亚型，ERα、ERβ 和 GPER。各种亚型的占

比及对雌激素的敏感性随着年龄的变化而变化，并

可影响雌激素信号通路，如海马 ERα 水平和反应性

的降低可能导致认知损害和痴呆症；在老化过程中，

尽管 ERβ 对 E2 仍然有反应，但它无法代偿 ERα 的

缺失。因此，GPER1 亚型表达水平的改变可影响其

他两种受体亚型的占比，从而使雌激素信号发生变

化。为探索 GPER 在其中的具体作用，还需要进一

步借用更客观、直接的脑电波记录技术、药理学方

法/基因操控方法来进行研究。 

综上所述，坤泰胶囊可增强初老雌性小鼠的戊

巴比妥钠催眠作用，其睡眠改善功效可能是通过提

高睡眠因子 SIK3 和降低雌激素受体 GPER1 的表达

而发挥作用。 
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