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睡眠剥夺对小鼠肝脏脂肪代谢及肝功能的影响*
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  【摘要】 目的 探索睡眠剥夺对小鼠肝脏脂肪变性、胆固醇(TC)和甘油三酯含量(TG)以及肝功能的影响。方法

将8周雄性C57BL/6小鼠随机分为对照组(WT组)与慢性睡眠限制组(CSR组),每组9只,CSR组采用小鼠睡眠剥夺

仪对小鼠进行睡眠剥夺,每日睡眠剥夺20h,连续7d;对照组小鼠同样条件下自由睡眠7d。7d后采用 HE染色、油红

染色、BIODIPY染色观察小鼠肝脏脂肪变性情况,采用ELISA试剂盒测定肝脏组织总胆固醇TC及TG含量变化,并通

过检测两组小鼠血清中天门冬氨酸氨基转移酶(AST)、丙氨酸氨基转移酶(ALT)活性评估肝功能改变。结果 与 WT
组比较,CSR组小鼠出现肝脏脂肪变性,同时肝脏组织中TC、TG含量明显增加(P <0.01),血清ALT、AST浓度均升

高(P <0.01)。结论 慢性睡眠限制会引起小鼠肝脏组织TC、TG沉积,进而导致肝脏脂肪变性及肝功能损伤。
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  【Abstract】 Objective Toexploretheeffectsofsleepdeprivationonfattydegeneration,cholesterolandtriglyceride
contentsandhepaticfunctioninmice.Methods MicewererandomlydividedintoWTgroupandchronicsleeprestriction
group(CSRgroup).IntheCSRgroup,miceweredeprivedofsleepfor20hoursadayfor7days.Miceinthecontrol
groupwerefreetosleepfor7daysunderthesameconditions.Sevendayslater,HEstaining,oilredstainingandBIO-
DIPYstainingwereusedtoobservethefattydegenerationofmice'sliver,andthechangesoftotalcholesterol(TC)and
triglyceride(TG)inlivertissuewereobservedbyusingELISAkits.Thechangesofliverfunctionwereevaluatedbyde-
tectingtheactivityofaspartateaminotransferase(AST)andalanineaminotransferase(ALT)inserumoftwogroupsof
mice.Results ComparedwithWTgroup,themiceinCSRgroupshowedfattydegenerationofliver,andthecontentsof
TCandTGinlivertissueincreasedsignificantly(P<0.01),andtheconcentrationsofALTandASTinserumincreased
(P<0.01).Conclusion ChronicsleeprestrictioncancausethedepositionofTCandTGinlivertissueofmice,which
leadtohepaticsteatosisandliverfunctiondamage.
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  睡眠不足也称为睡眠剥夺(Sleepdeprivation,

SD),是指个体由于自身原因或外界因素导致的睡眠

时间不足或睡眠节律紊乱[1]。短期或长期的睡眠不

足会对机体造成不同程度的危害,导致机体代谢、免
疫和内分泌等功能失调,造成肥胖、糖尿病、心血管疾

病的发生,增加死亡风险[2-3]。睡眠不足会导致机体

代谢紊乱,而肝脏作为主要的代谢器官可参与糖、脂、
蛋白质等物质的代谢过程,因此睡眠不足对肝脏功能

可能存在不可忽视的影响[4]。但目前关于睡眠不足

的研究主要集中于认知障碍,对肝脏脂质代谢变化的

研究较少,因此本实验对慢性睡眠限制(Chronicsleep
restriction,CSR)小鼠肝脏出现的形态及功能损害进
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行探索,为今后SD相关肝功能损伤的机制研究及防

治措施提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组 选用8w雄性C57BL/6小

鼠,体重20~23g,饲养于西安交通大学第一附属医院

脑科学研究中心。本研究所涉及的所有动物实验均

获得了西安交通大学动物实验伦理委员会的批准

[(2024-028)实动快审第(04)号]。使用简单随机分组

的方法将18只小鼠分为对照组(WT组)和慢性睡眠

限制组(CSR组),每组9只。

1.2 动物模型构建 采用睡眠剥夺仪(上海欣软信

息科技有限公司,中国)对小鼠进行慢性睡眠限制。
该睡眠剥夺仪为旋转筒模式,通过转棒旋转驱赶实验

小鼠以剥夺其睡眠,设置实验参数,转速7rpm,顺时

针逆时针交替进行,每3圈交替一次,每6圈间歇

18s,剥夺强度为均衡。每日自20:00开始剥夺,剥夺

至次日16:00,每天剥夺20h,休息4h,普通饲料喂

养,连续剥夺7d。箱顶安装有节律灯,照明时间为

8:00~20:00。对照组小鼠置于相同的装置中,自由睡

眠,其他配置及操作均相同。两组动物均自由进食进

水。7d后,使用3%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉小鼠,
取血液及肝脏组织用于后续实验。

1.3 测定指标 TC及TG含量测定:①使用高脂样

本TC酶法测定试剂盒(普利莱,E1026)检测小鼠肝

脏组织中TC含量。每1mg肝脏组织中加10μL裂

解液对肝脏组织进行裂解,并用电动高速匀浆器破碎

组织。按说明书要求进行工作溶液配制,然后将胆固

醇标准品用无水乙醇稀释为2500、1250、625、312.5
四个浓度梯度,并设置空白孔。各工作液中,分别加

入蒸馏水、标准品、待测样品室温孵育20min,测定各

管OD值,绘制标准曲线、计算浓度,并以蛋白浓度进

行校正。②使用高脂样本TG酶法测定试剂盒(普利

莱,E1025)检测小鼠肝脏组织中TG含量。步骤及方

法均同TC含量检测。ALT及AST活力检测:①使

用ALT/GPT活性检测试剂盒(普利莱,E2022)对小

鼠血液中ALT含量进行检测。底物缓冲液和PB缓

冲液将丙酮酸标准品稀释成0、1.1、2.2、3.3、4.4、5.5
七个浓度,配制丙酮酸标准品工作液,按并在520nm
处读吸光度OD值,绘制标准曲线。使用酶标仪测定

反应体系:按照说明书要求,加入合适剂量样本、标准

品工作液、蒸馏水、PB缓冲液、底物缓冲液、丙酮酸标

准品、显色剂、2,4-二硝基苯肼溶液、终止试剂,混匀孵

育后测定各标准品和样本管吸光度值,绘制标准曲

线,根据标准曲线计算样本对应的丙酮酸质量,然后

根据ALT酶活力单位计算公式:样本ALT酶活力=

(样本管丙酮酸微克数-样本对照管丙酮酸微克数)×
250/2.5,计算ALT酶活性,并以蛋白浓度进行校正。

②使用AST/GOT活性检测试剂盒(普利莱,E2024)
对小鼠血液中AST含量进行检测。步骤及方法均同

AST活力检测。

1.4 组织形态学检测 HE染色:取新鲜肝叶组织,

PBS冲洗后放入4% PFA中固定,按照脱水透明-浸
蜡包埋-切片贴片-脱蜡-HE染色-脱水透明-封片的流

程操作,随后在明场下观察拍摄。油红染色:取新鲜

肝叶组织,PBS冲洗后放入4% PFA 中固定,通过

OCT包埋和冰冻切片步骤制备相应的组织切片,随后

固定-油红染色-背景分化-苏木素染色-封片,最后将制

备好的切 片 用 全 自 动 切 片 扫 描 仪 进 行 扫 描 拍 摄。

BODIPY染色:取新鲜肝叶组织,PBS冲洗后放入4%
PFA中固定,而后制备组织切片。制备BODIPY工

作液及储备液,使用BODIPY工作液进行染色,避光

处理30min,用PBS缓冲液洗涤3次,然后使用DAPI
对细胞核进行染色,处理10min,用PBS缓冲液洗涤

3次,荧光封片剂进行封片后使用荧光显微镜采集

图像。

1.5 统计学分析 采用GraphPadPrism9.0软件进

行统计分析并绘制统计图,所有统计值均采用(􀭺x±s)
表示。使用独立样本t检验比较两组间差异。结果均

来自至少3次的独立重复实验,P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 睡眠剥夺引起小鼠肝脏脂肪变性 HE染色结

果表明,WT组小鼠肝脏组织呈多面体形,胞核大而居

中,胞浆丰富,细胞排列整齐成条索状,沿中央静脉成

放射状分布,相邻肝板间吻合连接,其间有少量红细

胞填充。CSR组小鼠肝细胞明显水肿,有少量肝细胞

坏死,出现胞浆深染,核固缩,裂解或溶解,中央静脉

周围伴随炎细胞浸润,肝血窦腔明显扩大而不规则,
其间有大量红细胞充填。同时 WT组肝组织中的脂

肪空泡较小,而在CSR组的肝组织中,观察到明显的

脂肪变性,脂滴累积增加,伴随着典型的气球样变

(P<0.05),见图1A、B。油红染料能与中性脂肪的脂

肪酸发生特异性结合,形成红色颗粒或沉积物,使含

有中性脂肪的组织呈现红色。为了比较CSR小鼠的

肝脏脂质变性和积累情况,研究进行了油红O染色。
结果显示,CSR组脂滴大小和面积明显多于 WT组

(P=0.0001),见图1C、D。进一步进行BODIPY染

色探究肝细胞脂滴的累积情况,结果显示CSR会显著

增加细胞内的脂滴沉积,见图1E。以上结果均证明了

CSR诱导肝脏脂肪变性的形成。
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图1 肝脏脂肪变性程度(HE、油红O、BODIPY染色)比较

Figure1 Comparisonofliversteatosis(HE,OilRedO,BODIPYstaining)

注:与 WT组比较,①P<0.05,②P<0.001。

2.2 睡眠剥夺引起小鼠肝功能损伤 同时,我们对

小鼠肝脏组织进行了TC和TG含量的测定,结果显

示CSR组 TG水平高于 WT组(P=0.0035),见图

2A;TC的水平也高于 WT组(P=0.0058),见图2B。

接下来,对两组小鼠血液中AST及ALT水平进行检

测,与 WT组比较,CSR组小鼠在睡眠剥夺后AST及

ALT的活力升高(P<0.0001vsP =0.0073),说明

CSR引起小鼠肝功能损伤,见图2C~D。
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图2 小鼠肝脏TC、TG、AST、ALT水平比较

Figure2 ComparisonofTC,TG,ASTandALTlevelsintheliver
注:与 WT组比较,①P<0.01,②P<0.001。

3 讨论

睡眠是包括人类在内所有动物均必需的一项生

理过程,人类一生中大约有三分之一的时间在睡眠中

度过,然而睡眠不足已成为当今社会普遍存在的焦点

问题,睡眠障碍尤其是失眠在人群中的发生率高达三

分之一。睡眠不足对多系统功能产生不良影响,包括

认知功能下降、肥胖和心血管疾病风险增加、免疫功

能受损、细胞损伤修复延迟等[5-7]。同时,失眠与代谢

关系密切,可以影响包括肝脏脂质代谢在内的多种代

谢过程[8]。本研究主要聚焦于睡眠不足对机体肝脏

脂肪代谢的影响,通过建立CSR小鼠模型,模拟临床

患者失眠状态,以肝脏形态学特征以及能够反映肝功

能变化的血液学指标作为探究肝脏是否损害及损害

程度的指标。
肝细胞占肝内细胞总数的70%,是所有脂质代谢

通路发生的主要场所,包括脂肪生成、甘油三酯合成
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和储存、载脂蛋白组装和分泌以及脂肪酸氧化[9]。非

酒精性脂肪性肝病(Non-alcoholicfattyliverdisease,

NAFLD)是由肝脏脂质代谢失调引起的,主要表现为

脂质来源过多与代谢途径减少之间的不平衡[10-11]。
有临床研究发现,睡眠不足与非酒精性脂肪肝的发生

风险增加显著相关[4,12];动物研究发现6h急性SD显

著增加小鼠肝脏 TG含量和糖异生,诱导胰岛素抵

抗[8],而长期SD可上调猕猴肝脏脂肪生成酶表达从

而诱导脂 质 代 谢 紊 乱 和 胰 岛 素 抵 抗[13]。此 外,与

NAFLD常常并存的肥胖和糖尿病被证实与睡眠剥夺

密切相关[5,14],提示睡眠不足可能通过共同代谢通路

增加NAFLD发生风险,但慢性睡眠限制与肝脏脂肪

变性间的关系及其原因,以及对肝功能的影响尚不明

确。在本研究中,通过 HE染色、油红染色、BODIPY
染色我们发现,与对照组相比,CSR小鼠中出现大量

脂肪空泡、脂滴累积明显增加,肝细胞出现不同程度

的水肿、坏死、脂肪变性,伴随典型的气球样变,且这

种变化具有统计学差异。肝脏中的脂质过载会导致

细胞损伤和细胞死亡,释放出IL-6、IL-1β和 TNF-α
等炎症介质,引发炎症反应[15-16],故 NAFLD有进展

为非酒精性脂肪肝炎的可能,甚至导致肝硬化或肝癌

的发生[17]。本研究观察到CSR小鼠出现炎细胞浸

润,Kupffer细胞增生,说明肝脏存在炎症反应,但这

种差异没有统计学意义,提示CSR诱导的脂肪病变可

能处于NAFLD的早期阶段,组织病理改变较轻;肝
小叶的结构排列紊乱,肝血窦内大量红细胞填充,说
明肝血流量减少,有引发一系列肝脏疾病的风险。此

外,与形态学结果一致,本研究通过对肝脏中胆固醇

及甘油三酯含量测定发现,CSR可以诱导TG及TC
在肝脏中的过度累积。而过度生物脂质堆积会引发

细胞内脂质代谢紊乱,促进脂质在肝脏内的沉积,导
致脂肪肝的形成[18]。

ALT和AST是最常用的反应肝细胞损害的指

标[19]。ALT主要存在于肝细胞胞浆中,少量存在于

线粒体,当肝细胞膜的通透性发生改变时,ALT就从

细胞内溢出到血液循环中,约1%的肝细胞坏死就可

以使ALT活力增高1倍,是急性肝细胞损害的敏感

标志[20-22]。在肝脏中,AST主要分布在肝细胞线粒体

内,也存在于肝细胞胞浆中,但线粒体中的AST含量

更高。在肝细胞损伤时,AST的升高通常晚于ALT,

AST的升高可提示线粒体损伤,其活性随肝细胞损害

的程度而增高,可作为肝脏严重损伤的指标[23]。本研

究对检测肝功能的检测表明,与对照组相比,CSR组

小鼠血清ALT及AST活性均升高,差异具有统计学

意义,预示SD引起了肝脏功能受损。本研究采用了

多角度的检测手段,包括组织形态学(HE染色、油红

O染色、BODIPY染色)和生化指标(TC、TG含量测

定,以及血清ALT、AST活性检测),全面评估了睡眠

剥夺对肝脏脂肪变性和功能损伤的影响。这些结果

表明,睡眠剥夺可能是 NAFLD的早期诱因之一,为
睡眠障碍与代谢性疾病的关系提供了新的实验依据。
尽管研究未深入探讨具体分子机制,但通过形态学和

功能学数据,提示睡眠剥夺可能通过脂质代谢紊乱和

炎症反应导致肝脏损伤。这为未来研究睡眠剥夺如

何通过特定信号通路(如AMPK、内质网应激等)影响

肝脏代谢奠定了基础。
肝脏是全身的代谢中心,本研究证实,SD可引起

脂质在肝脏中过度累积,并对肝脏造成损伤,导致肝

脏脂肪变性以及血液中关键代谢酶含量上升,但其具

体机制目前尚不清楚,有待在未来研究中进一步探

索。肝脏的脂质代谢紊乱可以引发一系列并发症的

出现,例如肥胖、胰岛素抵抗、2型糖尿病等[24]。因

此,研究SD引起肝脏脂质代谢紊乱的具体发病机制,
以及进行新型药物的研制或探索其他有效的干预措

施对于代谢疾病的防治具有重要意义。

4 结论

慢性睡眠限制会引起小鼠肝脏组织 TC、TG沉

积,进而导致肝脏脂肪变性及肝功能损伤。
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《西部医学》2026年各期重点内容安排

期次 重点内容 期次 重点内容 期次 重点内容 期次 重点内容

1 呼吸 感染 4 影像 介入 7 消化 普外 10 内分泌 血液

2 肾内 泌尿 5 妇产 儿科 8 骨科 创伤 11 风湿免疫 全科

3 心内 心外 6 神内 神外 9 肿瘤 血管外 12 急诊  重症

 注:请广大作者按各期重点内容提前6个月投送符合本刊要求的学术论文。
(本刊编辑部)
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