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姜黄素对间歇性睡眠剥夺大鼠特定肠道菌的影响 
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摘  要：目的  从肠道菌群角度探讨姜黄素（CUR）对间歇性睡眠剥夺大鼠产生抗抑郁样作用的可能机制。方法  Wistar 大鼠

随机分为对照组、大平台对照组（BP）、模型组和 CUR（70 mg/kg）组，采用改良的平台水环境法建立大鼠间歇性睡眠剥夺模

型；通过敞箱实验和糖水偏好实验考察大鼠的抑郁样行为；同时收集粪便样本，提取肠道菌群的 DNA，应用细菌 16S rRNA 基

因序列设计引物，进行荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测。结果  行为学实验结果表明模型大鼠出现抑郁样行为，敞箱实验得分

和糖水偏好率显著低于 BP 组（P＜0.01），给予 CUR 可显著改善抑郁样行为；qRT-PCR 检测表明，模型组粪便中的大肠杆菌、

拟杆菌及有益菌双歧杆菌和乳酸杆菌，与对照组比较显著减少，有害菌产气荚膜梭菌相对量显著增加（P＜0.05、0.01）。CUR

组大鼠肠道菌群总量增加，除产气荚膜梭菌显著减少外，其余几种细菌相对量较模型组显著增加（P＜0.05、0.01）。结论  间

歇性睡眠剥夺引起大鼠抑郁样状态和肠道菌群失调，CUR 改善肠道菌群失调，可能为其改善抑郁样状态的机制之一。 
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Abstract: Objective  To study the effects of curcumin (CUR) on gut microbiota of interval sleep deprivation (ISD) rats. Methods  Wistar 

rats were randomly divided into control group, big platform (BP) control group, model group, and CUR (70 mg/kg) group. Firstly, ISD 

model rats were established by improved small platform method; Then, open field test and sucrose preference test were utilized to assess the 

depression-like behavior of the ISD model rats and intervention effects of CUR; Thirdly, gut microbiota DNA samples were extracted from 

feces, the primers of Escherichia coli, Bifidobacterium, Lactobacillus, Clostridium perfringens, and Bacteroides were designed by 16S 

rRNA gene sequence, and the fluprescence qualitation of the bacteria through general PCR was obtained. Results  The results of behavioral 

experiments showed that open field test scores and sucrose preference rate were significantly lower than those of the BP group (P < 0.01), 

and CUR played a significant improving role. The qRT-PCR data suggested that the relative expression of E. coli, Bifidobacterium, 

Lactobacillus, and Bacteroides of ISD model rats were lower than those in normal and big platform groups in ISD model rats, while higher 

for Clostridium perfringens (P < 0.05, 0.01). The amounts of E. coli, Bifidobacterium, Lactobacillus, and Bacteroides of CUR intervened 

group were higher than those in ISD model rats, except for Clostridium perfringens (P < 0.05, 0.01). Conclusion  The results show that as a 

stress, ISD not only causes mental disorders in rats, but also leads to the changes of five bacteria strains. CUR could alter the imbalance of 

gut microbiota, which might be one of the mechanisms of its effects on depression-like behaviors of ISD rats. 
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睡眠是维持机体生理和心理正常活动的基本保

证。现代生活方式使越来越多的人处于不同程度的

睡眠剥夺状态。作为一种强烈的应激刺激，长时间

的睡眠剥夺会影响机体的行为和生理功能，增加全 
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身系统性疾病，导致慢性疲劳综合征和认知功能衰

退[1]，使机体表现出病态样行为如嗜睡、抑郁和食

欲减退等。大脑通过 2～6 亿条神经元与肠道紧密联

系，形成一个肠-脑轴[2]，两者相互作用。应激状态

下，肠道菌群紊乱，特定菌群的结构和组成会发生

改变[3]，从而影响大脑和行为[4]，病原菌的入侵会

增加焦虑样和抑郁样行为，而有益菌则会减轻此类

精神疾病症状[5]。由此推测有抗焦虑和抗抑郁以及

调整肠道菌群作用的药物对于慢性睡眠剥夺造成的

机体行为和肠道菌群的改变具有改善作用。 

天然多酚类物质是植物的次生代谢产物，通常

与糖或有机酸结合，具有广泛的药理活性，如抗炎、

抗菌[6]、抗氧化、保护心血管及神经[7]、抗抑郁[8]

等多种功效。多酚类化合物可以调整肠道菌如大肠

杆菌、拟杆菌[9]、乳酸杆菌和双歧杆菌[10]、梭菌[11]

的量，使肠道菌群恢复动态平衡状态。姜黄素

（curcumin，CUR）是目前被广泛报道的具有抗抑郁

作用的中药多酚类化合物[12]。 

小平台睡眠剥夺模型作为研究睡眠发生机制

及其功能的重要方法，是临床和基础研究中常用

的模拟机体睡眠障碍的模型[13]。基于上述研究基

础，本实验通过敞箱实验等考察睡眠剥夺大鼠的

抑郁样行为表现，并采用 16S rRNA 基因序列设

计大肠杆菌等 5 种肠道菌引物，以荧光定量 PCR

（qRT-PCR）法检测 CUR 干预睡眠剥夺大鼠粪便

中这 5 种肠道菌的浓度，考察 CUR 对睡眠剥夺造

成的大鼠抑郁样行为的影响，并从肠道菌群角度

探讨 CUR 对睡眠剥夺大鼠产生抗抑郁样作用的

可能机制。 

1  材料 

1.1  动物 

清洁级Wistar雄性大鼠 32只，体质量 160～180 

g，购自上海西普尔-必凯实验动物有限公司，合格

证号 SCXK（沪）2013-0016。饲养于上海中医药大

学实验动物中心 SPF 级实验室，温度 20～25 ℃，

相对湿度 40%～70%，12 h/12 h 循环照明。 

1.2  药品和主要试剂 

CUR（质量分数≥95%，批号 131214），四川

维克奇生物科技有限公司；1%蔗糖水，实验室自制；

羧甲基纤维素钠、水合氯醛，国药集团化学试剂有

限公司；粪便样本 DNA 提取试剂盒，上海索莱宝

有限公司；qRT-PCR 反应预混液，美国 ABI 公司；

焦磷酸二乙酯（DEPC），美国 Amresco 公司。 

1.3  仪器 

BS.124S 万分之一天平，德国 Sartorius 仪器公司；

Colibri 微量分光光度计，德国 Berthold 公司；

Centrifuge 5415R 高速冷冻离心机，德国 Eppendorf 公

司；睡眠剥夺箱（45 cm×45 cm×60 cm），实验室自

制；ZFS-1 型敞箱（40 cm×80 cm×80 cm），中国倍

顺有限公司；Step one plus 定量 PCR 仪，美国 ABI

公司；新型代谢笼，苏州冯氏实验动物设备公司。 

2  方法 

2.1  动物分组、间歇性睡眠剥夺模型的制备及给药 

大鼠适应性饲养 2 周后，根据体质量随机分为

4 组：对照组、大平台对照（BP）组、模型组和 CUR

组，每组 8 只。间歇性睡眠剥夺开始前将同一睡眠

剥夺箱中的大鼠放在同一笼中饲养 1 周，按照第 1

天将大鼠放入睡眠剥夺箱连续 24 h 睡眠剥夺，第 2

天同一时间放回原笼休息 24 h 的周期循环进行，持

续 14 d。模型组、BP 组和 CUR 组均采用平台水环

境法制作大鼠异相睡眠剥夺模型[14]。其中模型组和

CUR 组采用直径 6.5 cm 的小平台，BP 组采用直径

18 cm 的大平台，高度均为 8 cm。平台之间距离相

等，睡眠剥夺箱内注有水，水面低于平台约 1 cm，

大鼠可在平台上自由活动、摄食和饮水。小平台上

的大鼠如果睡眠，会因为肌张力松弛而跌入水中，

而大平台上的大鼠则可以正常睡眠。对照组正常笼

养。从造模第 1 天开始，CUR 组以 70 mg/kg 剂量

给药[12]，CUR 用 1%羧甲基纤维素钠溶液加以研磨

配制成质量浓度为 14 mg/mL 的混悬液，5 mL/kg ig

给药，每天 1 次，连续 14 d。BP 组、对照组和模型

组分别给予相同体积的羧甲基纤维素钠溶液。 

2.2  敞箱实验[15] 

采用立方体敞箱对大鼠行为学进行评分，长宽

均为 80 cm，箱高 40 cm，周壁为黑色，具有视频分

析系统。观察并记录大鼠穿越地面小方块的个数，3

爪以上跨入为准，作为水平运动得分；记录动物双

足离开底面的次数，作为垂直运动得分（无论大鼠

站立多长时间，直至放下双足均可记为 1 分，清洁

运动按次数计分）。间歇性睡眠剥夺后，分别对这 4

组大鼠的行为进行观察记录，每只大鼠实验 1 次，

每次观察时间均为 5 min（每只大鼠测试完后及时

更换垫纸，5%乙醇擦洗设备，避免气味残留）。 

2.3  糖水偏好率实验[16] 

大鼠单只单笼饲养，第 1 天进行糖水适应，即

每只大鼠同时给予 2 个装有 1%蔗糖水的小水瓶，
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24 h 后禁水 5 h，之后同时给予每只大鼠事先称量好

的 2 个水瓶，其中一瓶 1%蔗糖水，另一瓶纯水，

控制饮水时间为 1 h。1 h 后，同时取走这 2 个水瓶，

称质量并记录。计算实验前后大鼠的糖水消耗量、

纯水消耗量、总液体消耗量以及糖水偏好率。 

糖水偏好率＝糖水消耗量/总液体消耗量 

2.4  粪便样本收集及 DNA 提取 

将大鼠单只单笼放入代谢笼中，禁食 24 h 后收

集粪便，冻存于−80 ℃冰箱备用。称取粪便样本 0.2 

g 于 2 mL 圆底离心管中，按照粪便 DNA 提取试剂

盒说明书提取 DNA。微量分光光度计检测浓度和纯

度：用试剂盒中的 buffer洗脱液调零后，检测 260 nm

处吸光度（A260）值测定浓度；检测 280 nm 处吸光

度（A280）值，A260/A280 处于 1.7～1.9 表明 DNA 纯

度合格。将所得粪样 DNA 用 DEPC 水稀释至 40 

mg/L，于−80 ℃保存备用。 

2.5  qRT-PCR 检测 5 种肠道菌 DNA 表达量 

2.5.1  PCR 引物设计  根据所考察的 5 种肠道菌的

16S rRNA 基因序列，应用引物设计软件 Primer 

Premier 5.0 设计相应菌属 PCR 引物，并在 BLAST

基因库（www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST）内比对引

物序列的相应菌属特异性，引物序列见表 1。 

2.5.2  qRT-PCR 反应[17]  八联管的每孔中加入 20 

μL 反应体系，包含 10 μL SYBR Green 预混液、

0.3 μmol/L 引物和 40 ng 模板 DNA，最后用 DEPC

水补足，每个样本设置 1 个复孔。加样完毕后盖

上反应管，轻柔混匀，短暂离心，确保所有组分

均在管底。 

表 1  肠道菌及其引物 

Table 1  Gut microbiota and its primers used in this study 

肠道菌 扩增长度/bp 退火温度/℃ 正向引物(5’-3’) 反向引物(5’-3’) 

大肠杆菌 137 58 AAACTGGAGGAAGGTGGGGATGA CCGGACTACGACGCACTTTATGA 
双歧杆菌 131 58 GATGCAACGCGAAGAACCTTACCT CTTAACCCAACATCTCACGACACGA 

乳酸杆菌 166 58 GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT GTTAGCCGTGACTTTCTGGTTGGAT 

产气荚膜梭菌 128 58 GCGTAGAGATTAGGAAGAACACCAG TATTCATCGTTTACGGCGTGGACTA 

拟杆菌 162 58 AAAGGGAGCGTAGGTGGACAGTT TGCCTTCGCAATCGGAGTTCTTC 
 

qRT-PCR 反应：95 ℃预变性 15 min，95 ℃变

性 10 s；60 ℃退火 30 s；72 ℃延伸 30 s，共 40 个

循环。最后一个循环 72 ℃持续 2 min，60～95 ℃

进行融解曲线分析。检测得到循环阈值 Ct，以 2−ΔΔCt

为统计数据进行分析。 

2.6  统计学分析 

数据均以 ±x s 表示，应用 SPSS 18.0 软件进行统

计学分析，行为学数据应用单因素方差分析（One-Way 

ANOVA）进行统计；5 种细菌 DNA 在各组间的表达

量，组间数据符合正态性和方差齐性的使用单因素方

差分析，不符合方差齐性的使用非参数检验。 

3  结果 

3.1  敞箱和糖水偏好率实验 

间歇性睡眠剥夺后，与对照组比较，BP 组大鼠

敞箱实验得分显著升高（P＜0.05）；模型组、CUR

组与 BP 组比较得分显著降低（P＜0.01）；而 CUR

组与模型组比较，得分显著升高（P＜0.01）。BP 组

糖水偏好率与对照组比较差异不显著，模型组与 BP

组比较糖水偏好率显著下降（P＜0.01）；CUR 组与

模型组比较糖水偏好率显著升高（P＜0.01），与 BP

组比较差异不显著。结果见表 2。 

表 2  CUR 对间歇性睡眠剥夺大鼠行为学变化的影响 

( x ±s, n = 8) 

Table 2  Effects of CUR on behavioral changes in rats 

exposed to ISD ( x ±s, n = 8) 

组别 敞箱实验得分 糖水偏好率/% 

对照 40.50±17.68 61.00± 8.04 

BP 66.17± 7.52* 57.33± 8.40 

模型 14.71± 3.54## 40.85± 6.99## 

CUR 36.67±13.04##△△
 64.80±14.60△△

 

与对照组比较：*P＜0.05；与 BP 组比较：##P＜0.01；与模型组比

较：
△△P＜0.01  

*P < 0.05 vs control group; ##P < 0.01 vs BP group; △△P < 0.01 vs 
model group 

3.2  对 5 种肠道菌 DNA 表达量的影响 

将对照组均值设为 100，其余各组取其相对值，

得出5种细菌在各组间DNA表达量变化。结果见表3。 

BP 组大鼠粪便中大肠杆菌和拟杆菌的 DNA 表

达量与对照组比较无明显变化，而模型组这 2 种菌

的表达量较 BP 组显著减少（P＜0.01）；CUR 组大

肠杆菌和拟杆菌较模型组大鼠显著增多（P＜0.05、

0.01），但无法增加到 BP 组水平。据此推测大鼠在

大平台作用下仅仅是水环境应激，大肠杆菌和拟杆

菌不会发生明显的改变，但当机体受到睡眠剥夺应 
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表 3  CUR 对 5 种肠道菌 DNA 表达量的影响 ( x ±s, n = 8) 

Table 3  Effect of CUR on DNA expression in five specific gut microbiota ( x ±s, n = 8) 

组别 大肠杆菌 双歧杆菌 乳酸杆菌 产气荚膜梭菌 拟杆菌 

对照 100.00±19.24 100.00±44.70 100.00±27.66 100.00±18.88 100.00±23.14 

BP 79.48±17.96 86.05±16.56 81.45±16.88 100.01±24.49 89.09±26.77 

模型 0.55± 0.27**## 3.98± 1.46**## 36.93±10.87*# 154.50±18.74*# 0.25± 0.07**## 

CUR 3.18± 1.05**##△ 34.17±18.24△
 75.32±12.81△

 99.89±10.58△
 1.60± 0.60**##△△

 

与对照组比较：**P＜0.01；与 BP 组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与模型组比较：
△P＜0.05  

△△P＜0.01 
**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs BP group; 

△P < 0.05  
△△P < 0.01 vs model group 

激时，2 种菌会受到强烈扰乱，CUR 可在一定范围

内调节肠道菌群，使之趋于动态平衡状态。 

益生菌双歧杆菌和乳酸杆菌在 BP 组大鼠粪便

中的 DNA 表达量与对照组比较无明显变化，而模

型组与 BP 组比较双歧杆菌和乳酸杆菌的表达量显

著降低（P＜0.05、0.01），说明间歇性睡眠剥夺应

激对这 2 种肠道菌具有明显抑制作用。CUR 组大鼠

双歧杆菌和乳酸杆菌的 DNA 表达量与模型组比较

明显增加（P＜0.05），恢复至与 BP 组相近的水平，

说明 CUR 可干预睡眠剥夺造成的益生菌减少。 

BP 组与对照组比较产气荚膜梭菌的 DNA 表达

量无明显变化，而模型组大鼠的产气荚膜梭菌相对

BP 组则显著增加（P＜0.05），CUR 干预之后较模

型组显著减少（P＜0.05），推测睡眠剥夺应激使大

鼠肠道产气荚膜梭菌的量增加，而 CUR 则会抑制

此种有害菌的生长，使之恢复到与 BP 组或对照组

相似的状态。 

4  讨论 

本实验为了考察间歇性睡眠剥夺应激对大鼠活

动能力和好奇能力的影响，采用敞箱实验法，记录

睡眠剥夺刺激第 15 天各组大鼠的行为学得分并对

其进行统计，结果表明，间歇性睡眠剥夺使大鼠的

活动能力和对环境的好奇程度下降，表现为得分降

低；为了准确衡量间歇性睡眠剥夺对大鼠快感缺乏

程度的影响，采用糖水偏好实验，对实验第 16 天各

组大鼠的糖水偏好率进行了测试，模型组大鼠糖水

偏好率较低，表明睡眠剥夺应激导致大鼠对快感和

幸福感的缺乏。敞箱实验和糖水偏好实验同时说明

了睡眠剥夺应激使得大鼠产生了抑郁样精神状态；

而给予模型大鼠 70 mg/kg CUR，大鼠的敞箱实验得

分和糖水偏好率显著升高，恢复到与 BP 组大鼠相

近的水平，说明 70 mg/kg CUR 能够显著改善睡眠

剥夺引起的大鼠抑郁样状态。 

肠道菌群的基因组信息总和为“肠道元基因

组”，仅次于先天遗传基因组，为影响人体健康的“第

二基因组”，是人体的“超级微生物体”[18]，因此，

可以采用分子生物学、元基因组学的分析方法研究

和检测肠道菌群。因 16S rRNA 基因具有在细胞中

相对稳定，同时含有保守序列及高变序列等优点，

近年来一直是微生物系统分类的一个重要指标。

SYBR Green是一种可以和双链DNA结合的荧光染

料，在 PCR 反应过程中，随着 PCR 产物的增加，

PCR 产物与 SYBR Green 结合的量也增大，两者结

合后形成的荧光信号可被仪器检测到。因此，

qRT-PCR 法能利用从标本中提取的细菌 DNA 直接

进行定量和定性分析[19]。 

粪便菌群 DNA qRT-PCR 分析显示，肠道菌群

在间歇性睡眠剥夺应激影响下，发生了结构和功能

失调。产气荚膜梭菌是公认的有害菌，当其在肠道

中水平增加时，说明肠道菌群平衡状态被打破，屏

障保护作用减弱，增加了有害菌的入侵；双歧杆菌

和乳酸杆菌是公认的有益菌[20]，有研究表明它们可

影响宿主的运动和行为学表现，本研究中它们的减

少使得肠道菌群紊乱状态进一步加剧。有研究利用

基于大肠杆菌 16S rRNA 基因设计的引物进行

qRT-PCR 来检测肠道菌群总量的变化[11]，拟杆菌属

细菌在机体肠道中占有很大比例[21]，与之相符的是

本实验中大肠杆菌和拟杆菌量的变化对应着肠道菌

群总量的改变，进而说明间歇性睡眠剥夺应激使得

肠道菌群总量也减少。 

CUR 干预睡眠剥夺应激大鼠后，其肠菌总量和

拟杆菌量相对模型组增加；双歧杆菌和乳酸杆菌的

相对量也增加，产气荚膜梭菌相对减少，恢复到近

似于 BP 组的水平。研究表明 CUR 干预能在一定程

度上调整睡眠剥夺应激引起的肠道菌群紊乱，增加

肠道中有益菌的量，减少肠道有害菌的量，并且肠

道菌总量相对增加。肠道微生物和大脑紧密联系，

肠道菌群不仅调节肠道的功能和健康，还影响着神
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经系统如下丘脑-垂体-肾上腺（HPA）轴的作用[22]；

神经生物学研究表明，两者的相互调节对维持胃肠

道稳态发挥了重要的作用[23]。有研究指出，抑郁伴

随着 HPA 轴对应激反应增强，而动物实验表明缺少

肠道微生物会引起 HPA 轴活性增强，补充双歧杆菌

能纠正HPA轴[24]。综上说明CUR的抗抑郁样作用[25]

可能与其调节肠道菌群水平有关，通过肠-脑轴影响

应激大鼠的精神行为活动。 
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