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摘 要 目的：研究异虎耳草素对对氯苯丙氨酸（PCPA）致松果体损伤模型大鼠的改善作用及其对生物钟基因表达的影响。方

法：将60只大鼠随机分为空白对照组（2％聚山梨酯80溶液）、模型对照组（2％聚山梨酯80溶液）、阳性对照组（褪黑素，10 mg/kg）

和异虎耳草素高、中、低剂量组（3、1.5、0.75 mg/kg），每组 10只。除空白对照组外，其余各组大鼠均采用腹腔注射 PCPA（450

mg/kg）的方法构建松果体损伤模型。造模结束后，各组大鼠灌胃给药，每天1次，连续7 d。在给药第6天，通过戊巴比妥钠协同睡

眠实验考察各组大鼠的入睡潜伏期和睡眠持续时间；末次给药后，采用酶联免疫吸附法测定大鼠血清中褪黑素水平，分别在荧光

显微镜和电子显微镜下观察大鼠松果体组织的病理变化和细胞超微结构改变，并采用实时荧光定量-聚合酶链式反应法测定大鼠

松果体中生物钟基因Clock、Bmal1、Per1、Per2、Per3、Cry1、Cry2 mRNA表达水平。结果：与空白对照组比较，模型对照组大鼠的

入睡潜伏期显著延长（P＜0.05）；血清中褪黑素水平和松果体中Bmal1、Per1 mRNA表达水平显著降低（P＜0.05或P＜0.01），Per3

mRNA表达水平显著升高（P＜0.05）；松果体细胞排列紊乱、核固缩，空泡变性明显增多，数目明显减少，线粒体多见肿胀、嵴断裂、

固缩。与模型对照组比较，异虎耳草素高剂量组大鼠的入睡潜伏期显著缩短（P＜0.05）、睡眠持续时间显著延长（P＜0.05），血清

中褪黑素水平和松果体中Clock、Bmal1、Per1、Cry1、Cry2 mRNA表达水平显著升高（P＜0.05或P＜0.01）；异虎耳草素中剂量组大

鼠的入睡潜伏期显著缩短（P＜0.05），血清中褪黑素水平和松果体中 Clock、Bmal1、Per1、Cry1、Cry2 mRNA 表达水平显著升高

（P＜0.05或P＜0.01），Per3 mRNA表达水平显著降低（P＜0.05）；异虎耳草素低剂量组大鼠Clock、Bmal1、Per2、Cry2 mRNA表达

水平显著升高（P＜0.05），Per3 mRNA表达水平显著降低（P＜0.05）；异虎耳草素各剂量组大鼠松果体细胞排列紊乱均有一定程度

改善、核固缩空泡变性减少，线粒体肿胀、嵴断裂、固缩均有一定程度减少。结论：异虎耳草素对PCPA致大鼠松果体损伤具有一

定的改善作用；其可上调松果体正向调节因子 Clock、Bmal1和负向调节因子 Per1、Per2、Cry1、Cry2的表达，下调负向调节因子

Per3的表达。
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松果体（Pineal gland）作为昼夜节律生物钟，主要通

过合成、分泌褪黑素进而调节机体昼夜节律、促进睡眠，

并且其分泌的褪黑素还具有抗氧化、调节免疫、降血压、

抗肿瘤、延缓衰老等作用[1-2]。松果体损伤会导致褪黑素

合成、分泌减少，从而引起机体昼夜节律紊乱。钟振荡器

由一组昼夜节律基因及其编码的蛋白组成，是维持内源

性生物钟运作的核心元件[3]。目前，针对哺乳动物研究

较多的生物钟基因分别有Clock、Bmal1、Perl、Per2、Per3、

Cry1、Cry2等，其对昼夜节律生物钟机能有着重要作用[4]。

现代药理学研究表明，蛇床子具有中枢抑制作用，

其主要活性成分为蛇床子香豆素类成分，包括异虎耳草

素、蛇床子素、佛手柑内酯等[5]。本实验室前期研究通过

谱-效分析发现，异虎耳草素为蛇床子香豆素类主要活

性成分之一，具有催眠、提高血清褪黑素水平的作用，并

可下调原代海马神经元细胞 Bmal1 基因表达，上调

Cry1、Per1、Per2 基因表达，从而调节睡眠 - 觉醒周

期[6-8]。但其催眠活性是否通过改善松果体损伤及调控

松果体生物钟基因表达尚不明确。鉴于此，本研究通过

腹腔注射对氯苯丙氨酸（PCPA）致大鼠松果体损伤后，

观察异虎耳草素对松果体损伤大鼠的睡眠、血清褪黑素

水平、松果体组织病理学、细胞超微结构和生物钟基因

表达的影响，以期发现含异虎耳草素的中药材或植物药

保护松果体的作用及催眠机制，进而为此类药物的临床

应用、研发和资源利用提供依据。

1 材料
1.1 仪器

H1型多功能微孔读板机（美国Bio-Tek公司）；BX51

型荧光显微镜（日本Olympus公司）；JEM-1011型透射电

子显微镜（日本 JEOL公司）；7500型实时荧光定量-聚合

酶链式反应（PCR）仪、9902 Veriti 型定性 PCR 仪（美国

Applied Biosystems 公司）；H1型全功能酶标仪（美国

Bio Tek公司）。

1.2 药品与试剂

异虎耳草素对照品（上海融合医药科技有限公司，

Improvement Effects of Isopimpinelline on PCPA-induced Pineal Gland Injury Model Rats and Its Effects

on Expression of Biological Clock Gene

WANG Danni，YANG Qian，ZHONG Qiming，SONG Meiqing，TONG Liguo，JIA Lili，NIU Yanyan，FENG Mali

（Shanxi Academy of Traditional Chinese Medicine，Taiyuan 030012，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the improvement effects of isopimpinelline on p-chlorophenylalanine（PCPA）-induced pineal

injury model rats and its effect on expression of biological clock gene. METHODS：Totally 60 rats were divided into blank control

group（2％ polysorbate solution），model control group（2％ polysorbate solution），positive control group（melatonin，10 mg/kg）

and isopimpinelline high-dose，medium-dose and low-dose groups（3，1.5，0.75 mg/kg）. Except for blank control group，rats in

other groups were given PCPA intraperitoneally（450 mg/kg）to establish pineal injury model. After modeling finished，they were

given relevant medicine intragastrically，once a day，for consecutive 7 d. On the 6th day of administration，the sleep latency and

sleep duration of rats in each group were investigated by pentobarbital sodium coordination sleep test；after last administration，

ELISA assay was used to determine the serum level of melatonin in rats. Fluorescence microscope and electron microscope were

used to observe the pathological tissue and cell ultrastructure changes of the pineal gland. RT-qPCR was used to detect the mRNA

expressions of biological clock gene Clock，Bmal1，Per1，Per2，Per3，Cry1，Cry2 in pineal gland of rats. RESULTS：Compared

with blank control group，model control group had significantly longer sleep latency （P＜0.05）；serum melatonin，mRNA

expressions of Bmal1 and Per1 in pineal gland were significantly decreased（P＜0.05 or P＜0.01）while mRNA expression of Per3

was increased significantly （P＜0.05）. The pineal gland cell arrangement disorder，nuclear pyknosis，vacuolar degeneration

increased and cell number decreased significantly；mitochondria swollen，cristae broken and pyknosis were observed. Compared

with model control group，the sleep latency of isopimpinelline high-dose group was shortened significantly （P＜0.05），sleep

duration time was prolonged significantly （P＜0.05）；the levels of melatonin in serum，mRNA expressions of Clock，Bmal1，

Per1，Cry1 and Cry2 in pineal gland of rats were increased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）. In isopimpinelline medium-dose

group，the sleep latency was shortened significantly（P＜0.05）；the levels of melatonin in serum and mRNA expressions of Clock，

Bmal1，Per1，Cry1，Cry2 in pineal gland were increased significantly（P＜0.05 or P＜0.01），while mRNA expression of Per3

was decreased significantly（P＜0.05）. In isopimpinelline low-dose group，the levels of mRNA expressions of Clock，Bmal1，Per2

and Cry2 were increased significantly（P＜0.05），while mRNA expression of Per3 was decreased significantly（P＜0.05）. Cell

arrangement disorder was improved and nuclear pyknosis vacuole degeneration was decreased to some extent in isopimpinelline

groups；mitochondria swelled，cristae fractured，and pyknosis decreased to some extent. CONCLUSIONS：Isopimpinelline can

improve PCPA-induced pineal gland injury in rats；it can up-regulate the expressions of positive regulators Clock，Bmal1 and

negative regulators Per1，Per2，Cry1，Cry2，while down-regulate the expression of negative regulator Per3.

KEYWORDS Isopimpinelline；Pineal gland；Biological clock gene；Rats
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批号：150809，纯度：＞98％）；褪黑素对照品（北京索莱

宝生物科技有限公司，批号：917D021，纯度：≥99.0％）；

PCPA、戊巴比妥钠（美国Sigma公司，批号：10026000696、

57-30-0，纯度：100％、＞99.0％）；聚山梨酯80（湖北省医

药公司化玻站，批号：080308，化学纯）；褪黑素酶联免疫

吸附（ELISA）检测试剂盒（德国 IBL 公司 ，批号 ：

EME174）；RNA提取试剂盒、实时荧光定量-PCR检测试

剂盒（德国 Qiagen公司，批号：160052260、163018617）；

cDNA合成试剂盒（瑞士Roche公司，批号：04379012001）；

其余试剂均为分析纯，水为超纯水。PCR引物均由生工

生物工程（上海）股份有限公司合成。

1.3 动物

SPF 级健康 SD 大鼠 60 只，雄性，体质量 160～180

g，购于斯贝福（北京）生物技术有限公司，生产许可证号：

SCXK（京）2016-0002。大鼠购入后饲养于山西省中医

药研究院中心实验室，环境温度为22～24 ℃、相对湿度

为40％～50％。本实验严格遵循科技部颁发的《关于善

待实验动物的指导性意见》中对动物处理的有关规定进

行操作。

2 方法

2.1 分组与造模

大鼠适应性喂养 1周后，根据随机数字表法分为空

白对照组、模型对照组、阳性对照组和异虎耳草素高、

中、低剂量组，每组 10 只。除空白对照组外，其余各组

大鼠均参考文献方法[7]并进行优化后复制松果体损伤模

型：腹腔注射PCPA混悬液450 mg/kg[按文献方法[9]加入

溶剂 0.1 mol/L碳酸盐缓冲液（pH 10.1），80 ℃水浴加热

30 min，超声（功率：250 W，频率：25 kHz）处理 5 min，制

成4.5％PCPA混悬液]，每天1次，连续2 d。空白对照组

大鼠腹腔注射等量、等pH的0.1 mol/L碳酸盐缓冲液。

2.2 给药

分别将褪黑素、异虎耳草素溶于2％聚山梨酯80溶

液（量取2 mL聚山梨酯80加水至100 mL制得）中，制成

褪黑素质量浓度为 1 mg/mL和异虎耳草素质量浓度分

别为 0.3、0.15、0.075 mg/mL 的溶液。在“2.1”项下造模

后，阳性对照组大鼠灌胃褪黑素10 mg/kg[10]，异虎耳草素

高、中、低剂量组大鼠分别灌胃异虎耳草素 3、1.5、0.75

mg/kg[7]，空白对照组和模型对照组大鼠灌胃等体积 2％

聚山梨酯80溶液，每天给药1次，连续给药7 d。

2.3 指标检测

2.3.1 一般情况观察 腹腔注射PCPA混悬液完毕后，

观察各组大鼠的精神状态及活动情况。

2.3.2 大鼠戊巴比妥钠协同睡眠实验 给药第6 天，各

组大鼠均腹腔注射戊巴比妥钠 38 mg/kg。睡眠以翻正

反射消失为指标；以大鼠背向下姿势保持30 s以上者判

断为翻正反射消失。记录注射戊巴比妥钠后至大鼠翻

正反射消失的时间，作为入睡潜伏期；观察并记录大鼠

翻正反射消失至觉醒的时间，作为睡眠持续时间。

2.3.3 大鼠血清中褪黑素水平测定 末次给药后 2 h

时，以 10％水合氯醛腹腔内注射麻醉大鼠，然后于腹主

动脉取血2 mL。将血样以3 000 r/min离心10 min，收集

血清。采用ELISA双抗体夹心法检测血清中褪黑素水

平，具体操作按试剂盒说明书进行。

2.3.4 大鼠松果体病理组织学观察 取血后，每组随机

选3只大鼠处死并沿枕骨大孔开颅，将大脑人字缝上部

充分暴露，可见椭圆形米粒大小的松果体。完整剖取松

果体，置于10％甲醛溶液中固定48 h，常规脱水、石蜡包

埋、切片（厚度5 µm），然后行苏木精-伊红（HE）染色，在

显微镜下观察松果体病理组织学变化。

2.3.5 大鼠松果体超微结构观察 取血后，每组随机选

2只大鼠，按“2.3.4”项下方法快速剖取松果体，于30 s内

置于2％戊二醛溶液中固定2 h，然后转至0.1 mol/L磷酸

盐缓冲液（PBS，pH 7.2）中，常规 1％锇酸固定、脱水、包

埋、切片（厚度 70 nm）、电子染色后，置于电子显微镜下

观察松果体超微结构变化。

2.3.6 大鼠松果体生物钟基因检测 取血后，取各组剩

余的5只大鼠，按“2.3.4”项下方法快速剖取松果体，采用

Trizol 法分离提取其总 RNA，检验纯度和浓度后，将总

RNA 逆转录为 cDNA，并以 cDNA 为模板进行 PCR 扩

增。反应体系：cDNA模板3 μL，上、下游引物各2.5 μL，

2×QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix 12.5 μL、无

酶水 4.5 μL，总体系为 25 μL。反应条件：95 ℃预变性

30 s；95 ℃变性5 min，95 ℃退火10 s，60 ℃延伸35 s，共

40个循环。以甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）为内参，

采用 2－ΔΔCt法计算 Clock、Bmal1、Per1、Per2、Per3、Cry1

和Cry2基因的mRNA表达水平（其中Ct表示每个反应

管内的荧光信号达到设定阈值时所经历的循环次数）。

引物序列及扩增产物长度见表1。

表1 引物序列及扩增产物长度

Tab 1 Primary sequence and length of amplification

product

基因名称
Clock

Bmal1

Per1

Per2

Per3

Cry1

Cry2

GAPDH

上游（5′→3′）
GCCGCAGAATAGCACCCAGAGT

CCGATGACGAACTGAAACACC

AGCGCATCCACTCTGGTT

GACACCCTACCTGGTCAA

CCGGGATGTGTGTTTCTTGAAG

AATGGAGCCCCTGGAGAT

GGCAGAAACCACCCCTTA

ATGGGAAGCTGGTCATCAAC

下游（5′→3′）
ACTTGGCACCATGACGGCCC

TCTTCCCTCGGTCACATCCT

GTCGGTCCTCAGGATGTA

CATCCTGGAACAGGCAGT

TGGTGTACTGCAACCATCAGAG

TGGTGTACTGCAACCATCAGAG

CTAAGGAAGGCACGCCAT

CCACAGTCTTCTGAGTGGCA

产物长度，bp

136

78

183

164

134

235

159

375

2.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0软件进行统计分析。计量资料以

x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两

比较采用 LSD-t 检验。P＜0.05表示差异具有统计学
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意义。

3 结果
3.1 一般情况

腹腔注射PCPA完毕后，空白对照组大鼠反应敏捷、

迅速，皮毛柔顺光亮；其余大鼠较空白对照组大鼠白天

活动增加，易激惹、打斗、嘶叫，头部可见多处皮肤撕咬

破损出血，表明模型复制成功。

3.2 大鼠戊巴比妥钠协同睡眠实验结果

与空白对照组比较，模型对照组大鼠的入睡潜伏期

显著延长（P＜0.05）；睡眠持续时间有一定缩短，但差异

无统计学意义（P＞0.05）。与模型对照组比较，阳性对

照组和异虎耳草素高、中剂量组大鼠的入睡潜伏期均显

著缩短（P＜0.05），阳性对照组和异虎耳草素高剂量组

大鼠的睡眠持续时间均显著延长（P＜0.05 或 P＜

0.01）。各组大鼠戊巴比妥钠协同睡眠实验结果见表2。

表 2 各组大鼠戊巴比妥钠协同睡眠实验结果（x±±s，

n＝10）

Tab 2 Results of pentobarbital sodium coordination

sleep test in rats in each group（x±±s，n＝10）

组别
空白对照组
模型对照组
阳性对照组
异虎耳草素高剂量组
异虎耳草素中剂量组
异虎耳草素低剂量组

剂量，mg/kg

10

3

1.5

0.75

入睡潜伏期，min

7.1±3.2

12.6±6.9＊

6.1±2.7#

5.8±2.1#

6.1±2.9#

10.8±3.1

睡眠持续时间，min

80.2±15.0

78.4±23.3

135.9±25.8##

103.6±23.7#

84.0±28.4

63.2±11.5

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与模型对照组比较，#P＜0.05，
##P＜0.01

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. model control group，
#P＜0.05，##P＜0.01

3.3 大鼠血清中褪黑素水平测定结果

与空白对照组比较，模型对照组大鼠血清中褪黑素

水平显著降低（P＜0.01）。与模型对照组比较，阳性对

照组和异虎耳草素高、中剂量组大鼠血清中褪黑素水平

显著升高（P＜0.01）。各组大鼠血清中褪黑素水平测定

结果见表3。

表 3 各组大鼠血清中褪黑素水平测定结果（x±±s，n＝

10）

Tab 3 Levels of serum melatonin of rats in each group

（x±±s，n＝10）

组别
空白对照组
模型对照组
阳性对照组
异虎耳草素高剂量组
异虎耳草素中剂量组
异虎耳草素低剂量组

剂量，mg/kg

10

3

1.5

0.75

褪黑素，pg/mL

186.6±18.1

112.1±25.6＊＊

368.1±48.3##

212.5±30.8##

202.4±47.4##

147.7±50.2

注：与空白对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型对照组比较，##P＜0.01

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. model control group，
##P＜0.01

3.4 大鼠松果体病理组织学观察结果

空白对照组大鼠松果体细胞和神经胶质细胞排列

紧密、均匀分布、清晰可见。模型对照组大鼠松果体细

胞排列紊乱、数目明显减少，空泡变性增多，细胞核固缩

向周边移动，细胞界限模糊。阳性对照组大鼠松果体细

胞排列紊乱、数目明显减少，空泡变性呈椭圆形，细胞核

固缩向周边移动，细胞界限模糊。与模型对照组比较，

异虎耳草素高、中剂量组大鼠松果体细胞排列均匀、清

晰可见，数目明显增多，空泡变性、细胞核固缩向周边移

动的情况明显减少，细胞界限清晰，且以高剂量组效果

更为明显；异虎耳草素低剂量组大鼠松果体细胞排列稍

均匀、数目略增多，空泡变性、细胞核固缩向周边移动的

情况略减少，细胞界限稍清晰。各组大鼠松果体病理组

织学显微图见图1。

3.5 大鼠松果体超微结构观察结果

空白对照组大鼠松果体细胞体积较大，细胞核体积

较大，细胞形状不规则，表面不光滑、多有凹陷，常染色

质多、异染色质少；细胞质基质少，有较多线粒体、核糖

体、粗面内质网、高尔基体、脂滴，这与文献报道 [11]相

符。模型对照组大鼠松果体细胞体积较大，细胞核体积

较大，细胞形状不规则，表面不光滑、多有凹陷，常染色

A.空白对照组 B.模型对照组

C.阳性对照组 D.异虎耳草素高剂量组

E.异虎耳草素中剂量组 F.异虎耳草素低剂量组

注：图中箭头所指为松果体损伤空泡

Note：the arrow in the figure refers to the damaged vacuole of

pineal gland

图1 各组大鼠松果体病理组织学显微图（HE染色，×400）

Fig 1 Micrographs of pathological tissue in the pineal

gland of rats in each group（HE staining，×400）
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质多、异染色质少；细胞质基质少，有较多线粒体，且线

粒体多肿胀、嵴断裂、固缩，游离核糖体、粗面内质网、高

尔基体、溶酶体较多，有较少脂滴。阳性对照组大鼠松

果体的线粒体肿胀、嵴断裂、固缩情况略减轻。与模型

对照组比较，异虎耳草素高、中剂量组大鼠松果体的线

粒体肿胀情况明显减轻，嵴断裂、固缩情况明显减少；异

虎耳草素低剂量组松果体的线粒体肿胀略减轻，嵴断

裂、固缩略减少。各组大鼠松果体细胞超微结构显微图

见图2。

3.6 大鼠松果体生物钟基因表达测定结果

与空白对照组比较，模型对照组大鼠松果体中

Bmal1、Per1 mRNA 表达水平显著降低（P＜0.05），Per3

mRNA表达水平显著升高（P＜0.05）。与模型对照组比

较，阳性对照组大鼠松果体中 Clock、Per1、Per3、Cry1、

Cry2 mRNA 表达水平显著降低（P＜0.05或 P＜0.01），

Per2 mRNA表达水平显著升高（P＜0.01）；异虎耳草素

高剂量组大鼠松果体中 Clock、Bmal1、Per1、Cry1、Cry2

mRNA表达水平显著升高（P＜0.05或P＜0.01）；异虎耳

草素中剂量组大鼠松果体中 Clock、Bmal1、Per1、Cry1、

Cry2 mRNA 表达水平显著升高（P＜0.05或 P＜0.01），

Per3 mRNA表达水平显著降低（P＜0.05）；异虎耳草素

低剂量组大鼠松果体中Clock、Bmal1、Per2、Cry2 mRNA

表达水平显著升高（P＜0.05），Per3 mRNA表达水平显

著降低（P＜0.05）。各组大鼠松果体中生物钟基因

mRNA表达水平测定结果见表4。

4 讨论
松果体为实质性器官，主要由松果体细胞和神经胶

质细胞构成，也称为明细胞和暗细胞，其中明细胞占

90％以上[12]。松果体是机体生物钟节律的重要组成部

分，主要合成、分泌褪黑素，但褪黑素合成后并不储存于

松果体细胞中，而是被迅速分泌到周围血液中，因此血

液中褪黑素水平可以准确反映松果体合成、分泌褪黑素

的能力[13]。

目前，国内外针对松果体病理损伤的研究均较少。

PCPA多用于制备失眠模型，其是通过抑制色氨酸氢化

酶合成来减少5-羟色胺生成，从而导致睡眠-觉醒周期紊

乱[14]。本课题组在前期采用PCPA腹腔注射致失眠模型

研究中发现，PCPA对松果体组织病理及超微结构有损

伤，且会降低血清中褪黑素水平，从而引起昼夜节律失

调，但其损伤机制尚不清楚。外源性适量补充褪黑素可

促进褪黑素分泌，改善机体的失眠[15]。因此，本研究选

择褪黑素为阳性对照药。检测结果显示，褪黑素可缩短

PCPA致松果体损伤模型大鼠的入睡潜伏期、延长其睡

眠持续时间、提高其血清褪黑素水平，但褪黑素对松果

体结构损伤改善不明显；异虎耳草素可显著缩短大鼠的

入睡潜伏期、延长其睡眠持续时间，有效改善其受损松

果体细胞排列紊乱、数目减少、空泡变性及线粒体肿胀、

嵴断裂、固缩等情况。

在哺乳动物中，昼夜节律钟机制由细胞自主转录-

翻译反馈回路组成，在细胞质中mClock和mBmal1的产

物蛋白形成异二聚体，作用于 mPer 和 mCry 启动子的

E-box 区，启动 mPer 和 mCry 的转录过程，为正反馈环

A.空白对照组 B.模型对照组

C.阳性对照组 D.异虎耳草素高剂量组

E.异虎耳草素中剂量组 F.异虎耳草素低剂量组

图2 各组大鼠松果体细胞超微结构透射电镜图（×30 000）

Fig 2 Projection electron micrographs of ultrastructure

of pineal gland of rats in each group（×30 000）

表4 各组大鼠松果体生物钟基因mRNA表达水平测定结果（x±±s，n＝5）

Tab 4 mRNA expression levels of biologic block gene in pineal gland of rats in each group（x±±s，n＝5）

组别
空白对照组
模型对照组
阳性对照组
异虎耳草素高剂量组
异虎耳草素中剂量组
异虎耳草素低剂量组

剂量，mg/kg

10

3

1.5

0.75

Clock

1.12±0.09

1.00±0.01

0.23±0.00##

1.95±0.02##

1.87±0.00##

1.34±0.03#

Bmal1

1.84±0.09

1.00±0.04＊

0.84±0.02

3.30±0.05##

2.93±0.04##

2.21±0.11#

Per1

1.54±0.04

1.00±0.02＊

0.27±0.01##

1.53±0.04#

1.78±0.06#

0.74±0.09

Per2

0.77±0.01

1.00±0.02

4.70±0.06##

0.83±0.01

1.22±0.04

1.84±0.03#

Per3

0.49±0.02

1.00±0.03＊

0.13±0.01##

0.95±0.09

0.55±0.01#

0.51±0.01#

Cry1

0.96±0.06

1.00±0.10

0.27±0.02#

2.09±0.02#

1.82±0.03#

1.29±0.07

Cry2

0.94±0.13

1.00±0.03

0.39±0.02##

1.57±0.01#

1.43±0.02#

1.27±0.02#

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与模型对照组比较，#P＜0.05，##P＜0.01

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. model control group，#P＜0.05，##P＜0.01
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路；随着PER和CRY蛋白增多，经磷酸化后转移至细胞

核内，可有节奏地抑制CLOCK ∶ BMAL1异二聚体介导

的转录，从而抑制自身转录，为负反馈环路[16]。两条环

路共同调节机体昼夜节律。其中，Clock基因为最早发

现的生物钟基因，主要维持睡眠稳态[17]；Bmal1基因是转

录起始的主要调节因子，并激活昼夜节律生物钟基因表

达 [18]；Per1基因的多态性与机体极端昼夜偏好相关 [19]；

Per1和Per2基因共同调节昼夜节律振荡，并将昼夜节律

周期限制在大约24 h内[20]；Per3基因与快速眼动睡眠行

为障碍相关[21]；Cry1基因突变与家族性延迟睡眠障碍相

关[22]；Cry2基因主要调节昼夜节律周期[23]。在本研究中，

腹腔注射PCPA后，大鼠松果体中Bmal1、Per1基因表达

显著下调，Per3基因表达显著上调，导致其机体昼夜节

律紊乱。给予褪黑素干预后，模型大鼠松果体中Per2基

因表达显著上调，Clock、Per1、Per3、Cry1、Cry2基因表

达显著下调，推测褪黑素可能是上调Per2表达后，抑制

了Clock的表达，从而调节昼夜节律。给予异虎耳草素

干预后，模型大鼠松果体中 Clock、Bmal1、Per1、Per2、

Cry1、Cry2表达均不同程度地上调、Per3表达不同程度

地下调，笔者推测异虎耳草素可能是通过上调负反馈环

路中Per、Cry的表达从而发挥昼夜节律调节作用，但在

本研究结果中Clock、Bmal1表达出现上调，具体原因和

调节机制有待进一步研究分析。

综上所述，异虎耳草素可改善大鼠松果体结构损

伤，增加褪黑素的合成分泌，缩短大鼠入睡潜伏期、延长

其睡眠持续时间，上调松果体正向调节因子 Clock、

Bmal1和负向调节因子Per1、Per2、Cry1、Cry2及下调负

向调节因子Per3表达。
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