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【摘要】 目的  评价睡眠剥夺对脓毒症大鼠认知功能的影响及与神经细胞糖酵解同工酶磷酸果糖

激酶 -2/ 果糖 -2，6- 二磷酸酶 3（PFKFB3）的关系。方法  将 56 只清洁级健康雄性 SD 大鼠随机分为 4 组 

（n＝14）：对照组（Con 组）、脓毒症组（LPS 组）、脓毒症 + 睡眠剥夺组（LPS+SD 组）、脓毒症 + 睡眠剥夺 + 糖酵

解抑制剂 3-PO 处理组（LPS+SD+3-PO 组）。腹腔注射脂多糖（LPS）10 mg/kg 建立脓毒症大鼠模型。LPS+SD 组

于注射 LPS 后 24 h 使用睡眠剥夺仪进行睡眠剥夺处理；LPS+SD+3-PO 组注射 LPS 后 24 h 注射 3-PO 50 mg/kg， 

随后进行睡眠剥夺处理。注射 LPS 后 72 h 进行新物体识别实验，随后收集血液、脑组织标本，用酶联免疫吸

附试验（ELISA）检测脑组织乳酸（Lac）、活性氧（ROS）及血清肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、神经元特异性烯醇

化酶（NSE）、丙酮酸含量，并计算乳酸 / 丙酮酸比值；比色法检测脑组织 Na+-K+-ATP 酶活性；苏木素 - 伊红

（HE）染色观察海马区病理改变；蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测脑组织 PFKFB3、闭锁小带蛋白 1 

（ZO-1）、天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3（caspase-3）相对表达水平。结果  与 Con 组相比，LPS 组新物体识

别指数降低，血清 NSE、TNF-α、乳酸 / 丙酮酸比值及脑组织 Lac、ROS、干湿重比明显升高，脑组织 Na+-K+-ATP 

酶活性降低，脑组织 PFKFB3、caspase-3 表达上调、ZO-1 表达下调，海马区神经细胞轻度变性。与 LPS 组相

比，LPS+SD 组新物体识别指数进一步降低〔（39.4±5.3）% 比（54.5±7.6）%〕，血清 NSE、TNF-α、乳酸 / 丙

酮酸比值及脑组织 Lac、ROS、干湿重比进一步升高〔NSE（μg/L）：3.21±0.42 比 2.55±0.36，TNF-α（ng/L）：

139.4±19.7 比 92.2±13.5，乳酸丙酮酸比值：29.7±5.5 比 19.2±4.2，Lac（μmol/g）：19.51±2.33 比 11.34±1.52，

ROS（kU/g）：117.4±18.7 比 78.2±11.8，干湿重比：（81.3±9.2）% 比（64.3±6.6）%〕，脑组织 Na+-K+-ATP 酶活性

进一步降低（mmol·L-1·h-1：1.88±0.34 比 2.91±0.39），脑组织 PFKFB3、caspase-3 表达进一步上调、ZO-1

表达进一步下调（PFKFB3/β-actin：0.80±0.11 比 0.45±0.07，caspase-3/β-actin：0.71±0.09 比 0.37±0.05， 

ZO-1/β-actin：0.31±0.05 比 0.61±0.08），差异均有统计学意义（均 P＜0.05），且海马区神经细胞变性明显增多。

与 LPS+SD 相比，LPS+SD+3-PO 组新物体识别指数升高〔（50.8±5.9）% 比（39.4±5.3）%〕，血清 NSE、TNF-α、

乳酸 / 丙酮酸比值及脑组织 Lac、ROS、干湿重比明显降低〔NSE（μg/L）：2.60±0.33 比 3.21±0.42，TNF-α（ng/L）：

103.7±18.3 比 139.4±19.7，乳酸丙酮酸比值：17.4±5.1 比 29.7±5.5，Lac（μmol/g）：13.68±2.02 比 19.51±2.33，

ROS（kU/g）：86.9±14.5 比 117.4±18.7，干湿重比：（67.7±6.9）% 比（81.3±9.2）%〕，脑组织 Na+-K+-ATP 酶 

活性升高（mmol·L-1·h-1：2.82±0.44 比 1.88±0.34），脑组织 PFKFB3、caspase-3 表达下调、ZO-1 表达上调

（PFKFB3/β-actin：0.50±0.06 比 0.80±0.11，caspase-3/β-actin：0.43±0.06 比 0.71±0.09，ZO-1/β-actin：

0.52±0.06 比 0.31±0.05），差异均有统计学意义（均 P＜0.05），且海马区神经细胞变性明显减轻。结论  睡眠

剥夺可加重脓毒症大鼠神经炎症、细胞变性和凋亡，导致血脑屏障破坏和认知损害；3-PO 处理可显著减轻脓毒

症大鼠海马神经细胞损伤变性，抑制神经炎症和细胞凋亡，改善认知功能障碍，该作用可能与抑制糖酵解同工

酶 PFKFB3 有关。
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【Abstract】 Objective  To  evaluate  the  effect  of  sleep  deprivation  on  cognitive  function  in  septic  rats  and 
its  relationship  with  neuronal  glycolysis  isoenzyme  phosphofructokinase-2/fructose-2, 6-diphosphatase  3  (PFKFB3).   
Methods  Fifty-six healthy male Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into 4 groups (n = 14): control group 
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(Con  group),  sepsis  group  (LPS  group),  sepsis+sleep  deprivation  group  (LPS+SD  group),  sepsis+sleep  deprivation+ 
glycolysis inhibitor 3-PO treatment group (LPS+SD+3-PO group). The sepsis model was established by intraperitoneal 
injection  of  lipopolysaccharide  (LPS)  10  mg/kg.  Rats  in  LPS+SD  group  were  treated  with  sleep  deprivation  using  a 
sleep  deprivation  instrument  24  hours  after  LPS  injection.  The  LPS+SD+3-PO  group  was  intraperitoneally  injected 
with LPS for 24 hours, and then injected with 3-PO 50 mg/kg,  followed by sleep deprivation. Novel object recognition 
experiments were performed 72 hours after LPS injection. Subsequently, blood and brain tissue samples were collected. 
The  contents  of  lactate  (Lac),  reactive  oxygen  species  (ROS)  and  serum  tumor  necrosis  factor-α(TNF-α),  neuron-
specific  enolase  (NSE),  pyruvate  in  brain  tissue  were  detected  by  enzyme-linked  immunosorbent  assay  (ELISA). 
Then,  the  lactate/pyruvate  ratio  was  calculated.  Na+-K+-ATPase  activity  in  brain  tissue  was  detected  by  colorimetry. 
Morphological changes  in hippocampus were detected by hematoxylin-eosin  (HE) staining. And the protein expression 
levels  of  PFKFB3, ZO-1  and  cleaved  caspase-3 were measured by Western  blotting.  Results  Compared with Con 
group,  the  novel  object  recognition  index  of  LPS  group  was  decreased,  the  levels  of  NSE,  TNF-α,  lactate/pyruvate 
ratio  in  serum  and  the  levels  of  Lac,  ROS  and  dry-wet  weight  ratio  in  brain  tissue  were  significantly  increased,  
Na+-K+-ATPase activity in brain tissue was decreased, the protein expressions of PFKFB3, caspase-3 were up-regulated, 
ZO-1 expression was down-regulated, and the neurons in hippocampus were slightly degenerated. Compared with LPS 
group,  the  novel  object  recognition  index  of  LPS+SD  group was  further  decreased  [(39.4±5.3)%  vs.  (54.5±7.6)%)], 
serum  NSE,  TNF-α,  lactate/pyruvate  ratio  and  brain  tissue  Lac,  ROS,  dry-wet  weight  ratio  were  further  increased  
[NSE (μg/L): 3.21±0.42 vs. 2.55±0.36, TNF-α (ng/L): 139.4±19.7 vs. 92.2±13.5, lactate/pyruvate ratio: 29.7±5.5 
vs.  19.2±4.2,  Lac  (μmol/g):  19.51±2.33  vs.  11.34±1.52, ROS  (kU/g):  117.4±18.7  vs.  78.2±11.8,  dry-wet  weight 
ratio: (81.3±9.2)% vs. (64.3±6.6)%], and Na+-K+-ATPase activity was further decreased (mmol·L-1·h-1: 1.88±0.34 
vs.  2.91±0.39),  the  protein  expressions  of  PFKFB3,  caspase-3  were  further  up-regulated  and  ZO-1  expression  was 
further down-regulated (PFKFB3/β-actin: 0.80±0.11 vs. 0.45±0.07, caspase-3/β-actin: 0.71±0.09 vs. 0.37±0.05, 
ZO-1/β-actin:  0.31±0.05  vs.  0.61±0.08).  The  differences  were  statistically  significant  (all P  <  0.05). HE  staining 
showed that  the degeneration of neurons  in hippocampus was significantly aggravated. Compared with LPS+SD group, 
the  novel  object  recognition  index  of  LPS+SD+3-PO  group  was  increased  [(50.8±5.9)%  vs.  (39.4±5.3)%],  NSE, 
TNF-α, lactate/pyruvate ratio of serum and Lac, ROS, dry-wet weight ratio of brain tissue were significantly decreased 
[NSE (μg/L): 2.60±0.33 vs. 3.21±0.42, TNF-α (ng/L): 103.7±18.3 vs. 139.4±19.7, lactate/pyruvate ratio: 17.4±5.1 
vs.  29.7±5.5,  Lac  (μmol/g):  13.68±2.02  vs.  19.51±2.33,  ROS  (kU/g):  86.9±14.5  vs.  117.4±18.7,  dry-wet  weight 
ratio:  (67.7±6.9)%  vs.  (81.3±9.2)%],  and  Na+-K+-ATPase  activity  was  increased  (mmol·L-1·h-1:  2.82±0.44  vs. 
1.88±0.34). The protein expressions of PFKFB3, caspase-3 were down-regulated and ZO-1 expression was up-regulated 
(PFKFB3/β-actin:  0.50±0.06  vs.  0.80±0.11,  caspase-3/β-actin:  0.43±0.06  vs.  0.71±0.09,  ZO-1/β-actin: 
0.52±0.06  vs.  0.31±0.05).  The differences were  statistically  significant  (all P  <  0.05). HE  staining  showed  that  the 
degeneration of neurons in hippocampus was significantly improved.  Conclusions  Sleep deprivation could aggravate 
neuroinflammation,  neuronal  degeneration  and  apoptosis  in  septic  rats,  resulting  in  destruction  of  blood-brain  barrier 
and  cognitive  impairment.  3-PO  treatment  significantly  alleviate  the  injury  and  degeneration  of  hippocampal  neurons 
in septic rats, inhibit neuroinflammation and apoptosis, and improve cognitive dysfunction, which may be related to the 
inhibition of glycolytic isoenzyme PFKFB3.
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  脓毒症相关性脑病是一类继发于脓毒症由非颅

内感染所致的可逆性神经功能障碍综合征，常合并

认知障碍、意识障碍或呼吸循环衰竭而需要重症监

护治疗［1］。受心理应激、侵入性治疗或重症监护病

房（intensive care unit，ICU）特殊环境因素的影响，

约半数以上的重症患者伴有睡眠障碍（如睡眠剥夺、

节律紊乱及碎片化睡眠等）［2］。

  临床研究显示 , 脓毒症患者存在代谢重编程

现象，表现为有氧糖酵解、高乳酸血症，其水平与

器官损伤程度和病死率呈正相关［3］。糖酵解途径

关键酶磷酸果糖激酶 -2/ 果糖 -2，6- 二磷酸酶 3

（phosphofructokinase-2/fructose-2，6-bisphosphatase 3， 

PFKFB3）兼有磷酸酶和激酶双重活性，其可通过

上调磷酸果糖激酶表达提高糖酵解速率。基础研

究表明，睡眠障碍可通过抑制皮质和海马神经细

胞葡萄糖代谢、诱导神经炎症破坏阿尔茨海默病

（Alzheimer's disease，AD）模型大鼠和新生小鼠血脑

屏障及海马依赖性认知功能［4-5］；而抑制 PFKFB3

表达可显著改善脑缺血 / 再灌注损伤［6］。本研究拟

评价睡眠剥夺对脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱

导的脓毒症大鼠认知功能的影响及与神经细胞糖酵

解同工酶 PFKFB3 的关系。

1 材料和方法 

1.1  实验动物及分组：清洁级健康雄性 SD 大鼠 

56只，体重280～300 g，9～10周龄，购于武汉赛维尔

生物公司〔动物许可证号：SYXK（鄂）2018-0101〕， 

于环境温度23～25 ℃、湿度45%～60%下适应性喂

养 1 周后按随机数字表法将大鼠分为 4 组（n＝14）： 

对照组（Con 组）、脓毒症组（LPS 组）、脓毒症 + 睡

眠剥夺组（LPS+SD 组）、脓毒症 + 睡眠剥夺 + 糖酵
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解抑制剂 3-PO 处理组（LPS+SD+3-PO 组）。本研

究方案及实验操作获武汉科技大学附属孝感医院伦

理委员会审批通过（审批号：XGLY202106011）。

1.2  建模及分组处理：适应性喂养结束后，腹腔

注射 LPS 10 mg/kg 建立脓毒症大鼠模型。LPS+SD

组大鼠于注射 LPS 后 24 h 使用睡眠剥夺仪（上海

欣软公司）进行睡眠剥夺处理，设置睡眠剥夺周期 

15 min，持续 48 h。LPS+SD+3-PO 组注射 LPS 后

24 h 注射糖酵解抑制剂 3-PO 50 mg/kg，随后进行睡

眠剥夺处理。Con 组腹腔注射等体积二甲基亚砜

（dimethyl sulfoxide，DMSO）载体溶液。

1.3  检测指标及方法

1.3.1  新物体识别实验：注射 LPS 后 72 h 进行新

物体识别实验。边长 40 cm 的正方体测试盒四周使

用黑色背景板遮挡，实验时将大鼠放入无物体的测

试盒中适应 3 min；随后在盒正中放入 2 个边长为 

5 cm 的亚克力正方体（间距 10 cm）；15 min 后将其

中一个正方体更换为直径 5 cm、高 5 cm 的圆锥体，

观察并记录 3 min 内大鼠对新（N）、旧（F）物体的探

索时间（大鼠鼻部接触物体或距离物体＜1 cm 开始

计时），并计算识别指数以评估其短期记忆能力。识

别指数＝（N-F）/（N+F）×100%。每次测试完成后

使用乙醇清洁物体。

1.3.2  脑组织干湿重比测定：新物体识别实验结束

后每组随机选取 4 只大鼠，断头取脑后灌洗，无菌滤

纸吸干脑组织表面水分称湿重，随后将脑组织置于

70 ℃恒温烘箱，36 h 后称干重，计算干湿重比。干

湿重比＝干重 / 湿重 ×100%。

1.3.3  脑组织病理学观察：新物体识别实验结束后

每组随机选取 3 只大鼠，腹腔注射 2% 戊巴比妥钠

3.5 mg/kg，500 mL 肝素生理盐水灌洗后断头取脑，

10% 甲醛溶液固定，石蜡包埋、切片，行苏木素 - 伊

红（hematoxylin-eosin，HE）染色，光镜下观察海马区

组织病理学改变。

1.3.4  酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunosorbent  

assay，ELISA）检测海马组织乳酸（lactate，Lac）、活性

氧（reactive oxygen species，ROS）和血清肿瘤坏死因

子 -α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、神经元特 

异性烯醇化酶（neuron-specific enolase，NSE）、丙酮

酸含量：每组随机取 4 只大鼠，取海马组织，用磷酸

盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）冲洗干净，

按 1∶9 比例加入生理盐水，随后加入 1% 体积蛋白

酶抑制，充分匀浆后 4 000 r/min（离心半径 12 cm）离 

心 10 min，收集上清液，比色法测定样品蛋白浓度；

每组随机取 6 只大鼠开腹取下腔静脉血，3 000 r/min 

（离心半径12 cm）离心10 min后收集上清，依照ELISA 

试剂盒说明书步骤分别加入待测液和工作液；检测

组织 Lac、ROS 含量及血清 TNF-α、NSE、丙酮酸含

量，计算血清乳酸 / 丙酮酸比值。

1.3.5  比色法检测 Na+-K+-ATP 酶活性：取 ELISA

步骤中组织生理盐水悬液 200 μL 于小离心管中，按

照说明书步骤用提取液稀释 10 倍，随后依次加入

酶促反应液，37 ℃水浴 10 min，室温下 6 000 r/min 

（离心半径 12 cm）离心 10 min，收集上清液，分别加

入应用液和定磷试剂，室温孵育 30 min 后比色法检

测 Na+-K+-ATP 酶活性。

1.3.6  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测

PFKFB3、闭锁小带蛋白 1（ZO-1）、裂解的天冬氨酸

特异性半胱氨酸蛋白酶 3（cleaved caspase-3）表达：

新物体识别实验结束后每组随机取 3 只大鼠脑组

织，在冰盒中快速取出海马体，加入 1.5 mL 裂解液

和 1% 体积蛋白酶抑制剂，碾磨、离心后收集上清

液；加入 1 mL 上样缓冲液后煮沸；采用 BCA 法测

定组织蛋白浓度；配置 10% 凝胶，每孔加样 20 μg，
常规60 V电泳45 min后转膜，5%牛奶低温封闭1 h，

1∶800 稀释一抗（美国 Abcam 公司），低温孵育 12 h

后 PBS 洗涤 3 次，再置于 1∶6 000 稀释的二抗溶液

中低温孵育 1 h，使用超敏增强发光试剂（enhanced 

chemiluminescence，ECL）显色，ImageLab V6.0 图像

处理软件曝光拍摄，β- 肌动蛋白（β-actin）为内参

蛋白，以待测蛋白灰度值与内参蛋白灰度值的比值

反映蛋白相对表达量。

1.4  统计学分析：采用 SPSS 19.0 软件进行数据统

计。正态分布的计量资料以均数 ± 标准差（x±s）
表示，组间比较采用单因素方差分析，组内两两比较

采用 SNK-q 检验。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  睡眠剥夺增强脓毒症大鼠糖酵解、加重血脑

屏障和认知损害（表 1）：与 Con 组相比，LPS 组新

物体识别指数降低，血清 NSE、TNF-α 和乳酸 / 丙

酮酸比值明显升高（均 P＜0.05）。与 LPS 组相比，

LPS+SD 组新物体识别指数进一步降低，血清 NSE、 

TNF-α、乳酸/丙酮酸比值进一步升高（均P＜0.05）。 

与 LPS+SD 相比，LPS+SD+3-PO 组新物体识别指数

明显升高，血清 NSE、TNF-α 和乳酸 / 丙酮酸比值

明显降低（均 P＜0.05）。
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2.2  睡眠剥夺增强脓毒症大鼠脑组织糖酵解、加重

脑水肿和氧化应激（表2）：与Con组相比，LPS组脑组

织 Lac、ROS 和干湿重比明显升高，Na+-K+-ATP 酶 

活性降低（均 P＜0.05）。与LPS组相比，LPS+SD组脑 

组织 Lac、ROS 和干湿重比进一步升高，Na+-K+-ATP 

酶活性进一步降低（均P＜0.05）。与LPS+SD组相比，

LPS+SD+3-PO 组脑组织 Lac、ROS 和干湿重比明 

显降低，Na+-K+-ATP 酶活性明显升高（均 P＜0.05）。

胞增多；LPS+SD 组锥体细胞胞核固缩，形态不齐，

胞质稀少，伴中性粒细胞浸润；LPS+SD+3-PO 组细

胞排列不整，胞质稀疏，部分细胞水肿变性、呈多边

形，局部可见中性粒细胞。

表 1　各组大鼠新物体识别指数及血清 NSE、 
TNF-α 和乳酸丙酮酸比值的比较（x±s）

组别
动物数

（只）

识别指数

（%）

NSE

（μg/L）
TNF-α

（ng/L）

乳酸丙酮酸

比值

Con 组 6 66.1±8.3 1.76±0.23 34.5±  6.1 8.5±2.7
LPS 组 6 54.5±7.6 a 2.55±0.36 a 92.2±13.5 a 19.2±4.2 a

LPS+SD 组 6 39.4±5.3 b 3.21±0.42 b 139.4±19.7 b 29.7±5.5 b

LPS+SD+3-PO 组 6 50.8±5.9 c 2.60±0.33 c 103.7±18.3 c 17.4±5.1 c

F 值   15.330   18.140   48.290   26.710
P 值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

注：Con 组为对照组，LPS 组为脂多糖致脓毒症组，LPS+SD

组为脓毒症 + 睡眠剥夺组，LPS+SD+3-PO 组为脓毒症 + 睡眠剥

夺 + 糖酵解抑制剂 3-PO 处理组；NSE 为神经元特异性烯醇化酶，

TNF-α 为肿瘤坏死因子 -α；与 Con 组相比，aP＜0.05；与 LPS 组

相比，bP＜0.05；与 LPS+SD 组相比，cP＜0.05。

表 2　各组大鼠海马组织 Lac、Na+-K+-ATP 酶活性、 
ROS 及干湿重比的比较（x±s）

组别
动物数

（只）

Lac

（μmol/g）

Na+-K+-ATP 酶

（mmol·L-1·h-1）

Con 组 4 5.25±0.81 3.72±0.46
LPS 组 4 11.34±1.52 a 2.91±0.39 a

LPS+SD 组 4 19.51±2.33 b 1.88±0.34 b

LPS+SD+3-PO 组 4 13.68±2.02 c 2.82±0.44 c

F 值   44.640 11.060
P 值 ＜0.001   0.001

组别
动物数

（只）

ROS

（kU/g）

干湿重比

（%）

Con 组 4 33.4±  6.6 47.5±6.1
LPS 组 4 78.2±11.8 a 64.3±6.6 a

LPS+SD 组 4 117.4±18.7 b 81.3±9.2 b

LPS+SD+3-PO 组 4 86.9±14.5 c 67.7±6.9 c

F 值   25.970   14.440
P 值 ＜0.001 ＜0.001

注：Con 组为对照组，LPS 组为脂多糖致脓毒症组，LPS+SD 组为

脓毒症 + 睡眠剥夺组，LPS+SD+3-PO 组为脓毒症 + 睡眠剥夺 + 糖

酵解抑制剂 3-PO 处理组；Lac 为乳酸，ROS 为活性氧；与 Con 组相 

比，aP＜0.05；与 LPS 组相比，bP＜0.05；与 LPS+SD 组相比，cP＜0.05

Con 组为对照组，LPS 组为脂多糖致脓毒症组，LPS+SD 组为 
脓毒症 + 睡眠剥夺组，LPS+SD+3-PO 组为脓毒症 + 睡眠剥夺 + 

糖酵解抑制剂 3-PO 处理组；PFKFB3 为磷酸果糖激酶 -2/ 
果糖 -2，6- 二磷酸酶 3，ZO-1 为闭锁小带蛋白 1， 
caspase-3 为天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3， 

β-actin 为 β-肌动蛋白

图 2  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测各组 
大鼠海马组织 PFKFB3、ZO-1 及 caspase-3 表达

图 1　光镜下观察各组大鼠海马组织病理学改变　对照组
（Con 组，A）海马区神经细胞均质淡染，排列整齐；脂多糖致
脓毒症组（LPS 组，B）海马区神经细胞排列疏松，少数锥体细
胞水肿变性；脓毒症 + 睡眠剥夺组（LPS+SD 组，C）海马区
神经细胞胞核固缩、胞质深染，广泛水肿变性；脓毒症 + 睡
眠剥夺 + 糖酵解抑制剂 3-PO 处理组（LPS+SD+3-PO 组，D） 
海马区神经细胞排列松散，部分细胞水肿变性明显　苏木
素 - 伊红（HE）染色　高倍放大

2.3  睡眠剥夺加重脓毒症大鼠海马神经细胞变性

（图1）：HE染色显示，Con组海马神经细胞均质淡染、

形态规则，锥体细胞排列整齐密集，胞核均匀蓝染，

呈圆形，偶见中性粒细胞；LPS 组胶质细胞增生，锥

体细胞排列松散，部分神经元胞核深染，伴中性粒细

2.4  睡眠剥夺增强脓毒症大鼠脑组织糖酵解、加重

神经细胞凋亡（图 2；表 3）：Western blotting 结果显

示，与 Con 组相比，LPS 组海马 PFKFB3、caspase-3

表达水平升高，ZO-1 表达水平降低（均 P＜0.05）。

与 LPS 组相比，LPS+SD 组海马 PFKFB3、caspase-3

表达水平进一步升高，ZO-1 表达水平进一步降低

（均 P＜0.05）。与LPS+SD组相比，LPS+SD+3-PO组 

海马 PFKFB3、caspase-3 表达水平明显降低，ZO-1

表达水平明显升高（均 P＜0.05）。



·  291  ·中华危重病急救医学  2023 年 3 月第 35 卷第 3 期  Chin Crit Care Med，March   2023，Vol.35，No.3

表 3　各组大鼠海马组织 PFKFB3、ZO-1 
及 caspase-3 相对表达水平的比较（x±s）

组别
动物数

（只）

PFKFB3/

β-actin

ZO-1/

β-actin

caspase-3/

β-actin

Con 组 3 0.24±0.04 0.84±0.11 0.14±0.02
LPS 组 3 0.45±0.07 a 0.61±0.08 a 0.37±0.05 a

LPS+SD 组 3 0.80±0.11 b 0.31±0.05 b 0.71±0.09 b

LPS+SD+3-PO 组 3 0.50±0.06 c 0.52±0.06 c 0.43±0.06 c

F 值   28.340   21.670   45.170
P 值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

注：Con 组为对照组，LPS 组为脂多糖致脓毒症组，LPS+SD 组为

脓毒症 + 睡眠剥夺组，LPS+SD+3-PO 组为脓毒症 + 睡眠剥夺 + 糖 

酵解抑制剂3-PO处理组；PFKFB3为磷酸果糖激酶-2/果糖-2，6-二 

磷酸酶 3，ZO-1 为闭锁小带蛋白 1，caspase-3 为天冬氨酸特异性半

胱氨酸蛋白酶 3，β-actin 为 β- 肌动蛋白；与 Con 组相比，aP＜0.05；

与 LPS 组相比，bP＜0.05；与 LPS+SD 组相比，cP＜0.05

3 讨 论 

  脓毒症被认为是 ICU 中具有挑战性的疾病之

一，因感染致宿主免疫反应紊乱甚至失衡，患者常合

并多器官功能障碍［7］。既往研究表明，由于心、脑具

备强大的自主调节能力，其组织灌注在休克失代偿

前仍趋于稳定，然而脓毒症患者在氧供充足的情况

下却表现为糖酵解活性增强、氧化磷酸化减少［8］。 

进一步研究表明，这一代谢转变在疾病初期不仅能

通过星形胶质细胞 - 神经元乳酸穿梭缓解应激状

态下的能量相对不足，还可显著促进中性粒细胞

活化并通过磷酸戊糖途径减轻促炎细胞因子（如

TNF-α）正反馈介导的 ROS 积累，使氧化应激向氧

化还原平衡倾斜［9］；但随病情迅速进展，糖酵解途

径产生的丙酮酸含量增加，致使线粒体氧化磷酸化

减少，而乳酸积累显著增多；此外，乳酸介导的树突

状细胞、调节性 T 细胞促炎反应过度激活，最终导

致内环境酸碱平衡紊乱、组织细胞和内皮细胞功能

障碍［10］。近期研究发现，糖酵解中间产物丙酮酸及

三羧酸循环中间产物琥珀酸、柠檬酸等积累可诱导

溶酶体产生大量高迁移率族蛋白，经乳酸化修饰后

通过外泌体囊泡分泌，进而加重晚期炎症反应［11］。

本研究参考前期研究，经腹腔注射 10 mg/kg LPS 建

立脓毒症大鼠模型［12］，结果显示，与 Con 组相比，

LPS 组血清 NSE、TNF-α、乳酸 / 丙酮酸比值和脑

组织 ROS、Lac 升高，Na+-K+-ATP 酶活性及紧密连

接蛋白 ZO-1 表达降低，凋亡相关蛋白 caspase-3 表

达上调，组织干湿重比升高，提示脓毒症大鼠血清炎

症因子及脑组织糖酵解水平升高、血脑屏障破坏，

脓毒症模型建立成功。

  睡眠是人类不可或缺的基本生理活动之一，对

免疫调节、学习记忆和生长发育极为重要。流行病

学调查显示，我国 30 岁以上的人群中约 23% 伴有

睡眠障碍，表现为入睡困难、睡眠周期紊乱或夜间

睡眠减少［13］。而 ICU 患者因需要机械通气、多种

侵入性监测及精细护理操作，发生睡眠障碍的比例

高达 50%，并与谵妄和远期认知损害密切相关［2，14］。 

此外，既往研究提示 ICU 环境噪声、持续光照及护

理治疗等可显著干扰患者正常睡眠节律和深度，强

化疼痛、应激诱导的焦虑情绪，导致快动眼睡眠减

少、睡眠碎片化，被医护患三方认为是导致睡眠剥

夺最主要的非治疗性影响因素，而通过强化宣教、

增加沟通探视及强化舒适环境可明显减轻 ICU 患

者负性情绪积累，改善睡眠质量［15-16］。基础研究表

明，睡眠剥夺诱导的脑局部低灌注可损伤神经 - 血

管单元，致使血管内皮细胞和周细胞损伤、组织因

子暴露并显著下调紧密连接蛋白表达，进而引起血

脑屏障紧密连接破坏、胶质细胞激活，而活化的胶

质细胞产生大量 ROS、促炎细胞因子可正反馈激活

中枢神经系统炎症级联反应，导致难以逆转的恶性

循环［17-18］。进一步研究发现，睡眠剥夺与 ICU 谵妄

发生率显著相关，与非谵妄患者相比，谵妄患者夜间

睡眠觉醒增多、快动眼睡眠时间缩短，且外周血褪

黑素分泌峰值降低、皮质醇峰值升高［19］。上述研

究提示，在应激状态下，ICU 患者情绪、睡眠等易被

多种因素干扰，这些干扰因素可放大疾病诱导的炎

症反应、加重睡眠障碍，进而导致中枢炎症反应和

脓毒症相关性脑病。此外，本课题组前期研究发现，

声光或机械刺激诱导的睡眠剥夺可明显干扰睡眠结

构，影响褪黑素、皮质醇分泌，导致胰岛素抵抗及抑

郁样行为［20］。本研究结果显示，与 LPS 组相比，经

过睡眠剥夺处理后，LPS+SD 组血清 NSE、TNF-α

和脑组织 Lac、ROS 升高，caspase-3 表达、脑干湿重

比升高，脑组织 Na+-K+-ATP 酶活性、ZO-1 表达及

新物体识别指数明显降低，提示睡眠剥夺可进一步

放大 LPS 诱导的神经细胞变性、凋亡，加重中枢炎

症反应和 ROS 积累，致使血脑屏障破坏，认知功能

降低。

  研究证实脓毒症患者具有糖代谢重编程表现，

即能量代谢从氧化磷酸化转变为糖酵解，该过程可

显著增加单位时间内 ATP 生成速率［3］。PFKFB3

是糖酵解途径关键限速酶之一，主要表达于能量代

谢活跃的脑、肺、肝等组织，通过调节 2，6- 二磷酸

果糖合成以调控磷酸果糖激酶 1 的活性及糖酵解
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速率，其表达水平与糖酵解程度密切相关［21］。后续

研究发现，传统中药黄莲、犀角可通过调节糖代谢

紊乱，抑制全身炎症反应，从而改善脓毒症相关性脑 

病［22-23］。3-PO 是 PFKFB3 的特异性小分子抑制剂，

可与果糖 -6- 磷酸竞争性结合进而抑制糖酵解过

程［24］。既往研究显示，3-PO 可显著抑制 2，6- 二

磷酸果糖及乳酸生成，减轻脓毒症相关肺损伤［25］；

还能促进葡萄糖磷酸戊糖途径减轻氧化应激，改

善神经元缺血 / 再灌注损伤［26］。本研究参考前期

研究经腹腔注射 3-PO 50 mg/kg［21］，结果显示，与

LPS+SD 组相比，经过特异性抑制剂 3-PO 处理后，

LPS+SD+3-PO 组血清 NSE、TNF-α、乳酸 / 丙酮酸

比值及脑组织 Lac、ROS、caspase-3 表达水平及干湿

重比降低，Na+-K+-ATP 酶活性、ZO-1 表达及新物体

识别指数升高，神经细胞变性及血脑屏障完整性明

显改善，提示睡眠剥夺可通过增强糖酵解途径加重

脓毒症中枢炎症反应和氧化应激，进而导致血脑屏

障破坏、认知功能损害；而抑制糖酵解通路可减缓

睡眠剥夺诱导的乳酸和促炎因子升高，改善神经细

胞变性、血脑屏障破坏，减轻认知损伤。

  综上所述，睡眠剥夺可加重脓毒症大鼠神经炎

症、细胞变性和凋亡，导致血脑屏障破坏和认知损

害；3-PO 处理可显著减轻脓毒症大鼠海马神经细

胞损伤变性，抑制神经炎症和细胞凋亡，改善认知功

能障碍，该作用可能与抑制糖酵解同工酶 PFKFB3

有关。
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