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摘  要：探究外源γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric acid，GABA)对对氯苯丙氨酸(p-chlorophenylalanine，PCPA)诱导焦虑失

眠小鼠谷氨酸(Glu)/GABA 脑内代谢平衡的影响机制。选择 60 只雌性昆明小鼠，通过连续 2,d 腹腔注射 PCPA，制造小

鼠失眠焦虑模型。对小鼠进行行为学检测，检测小鼠脑组织中理化指标的变化、海马体病理变化以及γ-氨基丁酸受体

亚基 GABRA-3、GABRA-5 的 mRNA 相对丰度变化。结果表明：与模型组相比，给予高剂量 GABA 后，小鼠催眠诱导

时间显著降低(P＜0.000,1)，明暗箱穿梭次数及暗室停留时间明显减少(P＜0.001)，脑组织中 5-羟色胺(5-HT)(P＜

0.000,1)、GABA(P＜0.01)含量上升及 Glu(P＜0.01)含量下调，同时小鼠脑神经细胞得到恢复，脑源性神经因子含量

升高(P＜0.000,1)，脑组织中 GABRA-3、GABRA-5 的 mRNA 水平有所升高(P＜0.05，P＜0.001)。因此，一定剂量的外

源 GABA 具有镇静催眠作用，其作用机制可能与提高小鼠脑组织中 GABA 和 5-HT 水平、调节神经系统、改善小鼠海

马体神经细胞损伤、上调受体 GABRA-3 和 GABRA-5 的 mRNA 水平以及调节 Glu/GABA 代谢平衡有关。 
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Abstract：This study aimed to investigate the mechanism of exogenous γ-aminobutyric acid (GABA)on the metabolic 

balance of Glu/GABA in the brain of p-chlorophenylalanine (PCPA)-induced anxiety-insomnia mice. Sixty female Kunming 

mice were selected to create a mouse model of insomnia and anxiety by intraperitoneal injection of PCPA for 2 consecutive 

days. Behavioural tests were carried out to detect changes in physicochemical indexes，pathological changes in hippocampus 

and changes in the relative abundance of mRNA of GABRA-3 and GABRA-5 in the brain tissue of mice. The results showed 

that compared with the model group，after the administration of high-dose GABA，the anaesthesia induction time of mice 

was significantly reduced(P＜0.000,1)，the number of shuttles in the bright and dark boxes and the stay time in the dark 

room were significantly reduced(P＜0.000,1)，the contents of 5-HT(P＜0.000,1)and GABA(P＜0.01)in the brain were 

increased and the content of Glu(P＜0.01)was down-regulated. Additionally，the brain neuronal cells of the mice were 

restored，the contents of brain-derived neurofactors were elevated(P＜0.000,1)，and the mRNA levels of GABRA-3 and 

GABRA-5 in the brain were elevated(P＜0.05，P＜0.001). Therefore，a certain dose of exogenous GABA has a sedative-
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hypnotic effect，and its mechanism of action may be related to increasing the levels of GABA and 5-HT in the mouse brain，

regulating the nervous system，ameliorating the damage of mouse hippocampal neuronal cells，up-regulating the mRNA 

levels of the receptors GABRA-3 and GABRA-5，and regulating the balance of the Glu/GABA metabolism. 
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失眠是一种睡眠障碍，通常是指因难以入睡而导

致睡眠不足、睡眠质量差以至于影响人类的正常生理

活动的睡眠障碍综合征[1]。多项研究[2-4]表明，人类的

睡眠受多种因素的影响，过长的通勤时间、异常的光

照以及不良的生活环境都会不同程度地影响人类的

睡眠。长期睡眠不足会对人类身心健康产生许多不

利影响，例如引发抑郁、焦虑等不良情绪[5]，引起人体

激素水平紊乱[6]，造成内分泌失调[7]，影响心血管健

康[8]，影响神经炎症水平[9]，产生认知功能障碍[10]等，

因此失眠人群常常伴随多种慢性病。良好的睡眠可

以增强人类的免疫系统[11]，维持神经细胞线粒体稳

态[12]，降低对疼痛的敏感性，因此拥有良好睡眠的人

往往更易获得成功[13]。 

随着对失眠问题的深入研究，研究人员发现脑内

神经递质谷氨酸(Glu)和γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric 

acid，GABA)的含量以及它们之间的代谢平衡与睡眠

息息相关[14-16]，Glu 与 GABA 分别是大脑中最主要

的兴奋性与抑制性神经递质[17-18]。Glu/GABA 的代谢

平衡也与焦虑、失眠密切相关，在正常睡眠情况下，

当大脑中 Glu 含量增加时谷氨酸脱羧酶(GAD)的表

达也随之增加，促进 Glu 脱羧形成 GABA
[19]。形成的

GABA 与其受体 GABAA 和 GABAB 结合，使离子

型通道增加，同时协同转运蛋白钠钾氯共转运蛋白

(Na
+
-K

+
-2Cl

- 
cotransporter，NKCC1)增加，促进胞外

Cl
-

转运到胞内，形成神经元超极化、抑制兴奋，从而

促进睡眠。在达到睡眠平衡后，GABA 可被转运至神

经胶质细胞进一步形成 Glu 进入代谢循环[19-20]。当

失眠、焦虑时，GAD 表达受限，Glu 累积，GABA 减

少，GABA 能使神经元内 Cl
-

外流，胞膜去极化，使神

经兴奋[21]。 

2009 年，我国卫生部正式将 GABA 列为新资源

食 品 。然 而 ，相 较 于 内 源 性 神 经 递 质 ，外 源 给 予

GABA 是否可以有效影响中枢神经并改善睡眠，一

直存在一定的争议[22]。一些研究认为外源 GABA 可

能会通过调节肠道菌群改善神经系统疾病[23]，但这

种作用显然是间接的，外源性 GABA 是否可以直接

调节大脑功能及其分子机制目前依然不完全清楚。

在文献报道中，外源性 GABA 的应用剂量高低不一，

其中有报道[24]以人为研究对象，当摄入量为 16.8～

800mg/d，对睡眠焦虑等精神类疾病具有改善作用，

换算成小鼠剂量为 3.4～162mg/(kg·d)。同时，在本

文正式实验前通过设置简单的预实验，分别采用 50、

100、150mg/kg 外源性 GABA(纯度 98%)检测其镇

静催眠效果，预实验结果表明，在 50mg/kg 时无明显

镇静催眠作用，在 100mg/kg 时效果不 稳定，在

150mg/kg 时镇静催眠作用显著。因此，为探究外源

GABA 对失眠小鼠的作用及其对脑内的影响机制，

本研究通过腹腔注射对氯苯丙氨酸(PCPA)，构建失

眠焦虑小鼠模型，采用 50mg/kg、150mg/kg 外源

GABA，探究 其镇静催眠效果，并在保持高剂量

GABA 且含量几乎相同的前提下，加入不同程度的

玉米糊精，观察其是否会显著影响外源 GABA 的镇

静催眠效果。通过研究小鼠行为学，检测小鼠脑组织

中 5-羟色胺(5-HT)、GABA 等镇静催眠相关因子含

量变化，以及观察小鼠海马体神经元细胞病理变化，

并结合 GABAA 受体 mRNA 表达变化，探讨可能的

作用原理，以期为研究外源γ-氨基丁酸对 PCPA 小鼠

脑内 Glu/GABA 平衡的影响提供一定的研究基础。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

健康雌性 SPF 级昆明小鼠(4 周龄，体重 18～

22 g)，北京斯贝福生物技术有限公司。本实验经过实

验动物伦理委员会审核，符合动物保护、动物福利和

伦理原则，符合国家实验动物福利伦理的相关规定。 
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纯度 98% 及纯度 20% (用玉米糊精稀释后的制

品)的 GABA 样品，辽宁华德益宝生命科学研发有限

公司；复方酸枣仁胶囊，重庆希尔安药业有限公司；

对氯苯丙氨酸(PCPA)，上海麦克林生化科技股份有

限公司；地西泮，山东信谊制药有限公司；γ-氨基丁

酸(GABA)检测试剂盒、脑源性神经因子(BDNF)检

测试剂盒、小鼠 5-羟色胺(5-HT)酶联免疫吸附测定

试剂盒，上海茁彩生物技术有限公司；谷氨酸测定试

剂盒，南京建成生物工程研究所有限公司；Trizol 试

剂，日本京都 TaKaRa 公司；HiScript Ⅲ RT-qPCR 试

剂盒，南京诺唯赞生物科技股份有限公司。 

立式压力蒸汽灭菌器，上海博迅医疗生物仪器股

份有限公司；Q1 PLUS ONE 型实时荧光定量 PCR

仪，美国 Thermo Fisher 公司；振荡型恒温金属浴，上

海一恒科技有限公司。 

1.2 实验方法 

1.2.1 动物分组及 PCPA 诱导焦虑失眠模型的建立 

在本研究进行前，实验动物有一定的适应时间，

并在受控环境中饲养 1 周，光/暗周期为 12 h/12 h，室

温保持在(20±2)℃，相对湿度保持在(52±5)% 。动

物模型建立及给药方法参照文献[25-27]。选择 60 只

雌性昆明小鼠适应性喂养 1 周后，按体重随机分为 6

组，分别为正常组(NC)、模型组(M)、酸枣仁组

(Yang)和 98% GABA 50 mg/kg(98% GL)、98%  

GABA 150 mg/kg (98% GH)、20% GABA 750 mg/kg 

(20% GH)。所有药物均用生理盐水充分溶解。正常

组与模型组给予生理盐水，其余各组灌胃对应样品

(以小鼠体重计 0.1 mL/10 g)连续 2 周。在灌胃生理

盐水/样品 1 周后，除 NC 组腹腔注射等体积生理盐

水外，其余各组给予 330mg/kg PCPA 生理盐水溶液，

每天腹腔注射 1 次，连续注射 2 d。与正常组相比，第

12 天小鼠出现躁动不安、持续活动、昼夜节律消失的

现象，在行为学中明暗箱穿梭次数明显增多，暗室停

留时间明显延长，因此在第 13 天灌胃 30min 后，各

组小鼠给予地西泮 28mg/kg，观察小鼠翻正反射消失 

时间，并于次日处死小鼠进行解剖分析。 

1.2.2 明暗箱实验 

明暗箱实验[28-29]用于评估小鼠的焦虑行为。将

已适应环境的各组小鼠灌胃对应药物及生理盐水

30min 后，在环境不变的情况下，将小鼠置于明暗箱

(明室占 2/3，暗室占 1/3，不透光有顶盖)的明室(以

10W 台灯照明)中央，头朝暗室(无光)。记录小鼠

5min 内在明暗箱中的穿梭次数及在暗室中的停留时

间，实验结束后用 75%乙醇溶液擦拭，消除气味。 

1.2.3 催眠诱导实验 

催眠诱导实验[25,30-31]用于评估小鼠的失眠状况。

在环境不变的情况下，将各组小鼠灌胃对应药物及生

理盐水 30min 后，腹腔注射地西泮 28mg/kg，观察并

记录小鼠翻正反射消失时间，在 30min 内以翻正反

射消失持续 30 s 以上判定为进入睡眠状态，以小鼠

从腹腔注射地西泮至翻正反射消失进入睡眠状态的

时间为催眠诱导时间。 

1.2.4 酶联免疫吸附法(ELISA)检测 

使用酶联免疫吸附法(ELISA)对小鼠脑组织中

γ-氨基丁酸(GABA)、脑源性神经因子(BDNF)、5-

羟色胺(5-HT)、谷氨酸(Glu)含量进行检测。 

1.2.5 脑组织病理切片分析 

小鼠脱颈处死后，取小鼠左下 1/4 脑组织放入

10% 多聚甲醛中固定，按照病理检验标准操作规范程

序(SOP)进行脱水、修剪、包埋、切片、染色、封片等，

镜检并采集图片。 

1.2.6 实时荧光定量 PCR 检测 

使用 Trizol试剂对小鼠脑组织的总 RNA 进行提

取。按照试剂说明书将 RNA 转化为 cDNA 后进行实

时荧光定量 PCR，检测小鼠脑组织中γ-氨基丁酸受

体亚基 GABRA-3、GABRA-5 的 mRNA 水平。所有

基因表达水平均以 GAPDH 水平为标准。表 1 列出了

所使用的引物[32]。本研究中使用的所有引物均由苏

州金唯智生物科技有限公司合成。以 GAPDH 为内

标，用 2
-ΔΔCt法计算 PCR 产物的相对 mRNA 水平。 

表 1 基因序列 

Tab. 1 Gene sequence  

名称 上游引物 下游引物 

GAPDH TTTGTCMGCTCATTTCCTGGT TGGGATAGGGCCTCTCTTGC 

GABRA-3 ACTCTTCAGGGATGGGGTGA TGACATCTCCCTGTTGACGC 

GABRA-5 GGCAGACAGTAGGCACTGAG GTCAGCACTGTGGTCACTCC 

 

1.3 数据处理 

实验结果均使用统计学分析评价样品的镇静催

眠功效。统计学处理结果采用“平均值±标准差”表

示。使用 GraphPad Prism 8 软件进行统计学分析，经

过单因 素方差 分析(ANOVA)及邓尼特多重比较

(Dunnett-t 检验)对数据进行分析，P＜0.05 表明差异
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具有统计学意义。 

2 结果与分析 

2.1 外源性 GABA 对 PCPA 失眠焦虑小鼠行为学

变化的影响 

通过明暗箱穿梭与地西泮催眠诱导，观察外源性

GABA 对失眠小鼠行为学的影响，结果如图 1 所示。

与 M组小鼠相比，NC组小鼠催眠诱导时间显著缩短

(P＜0.000 1)，而给予复方酸枣仁与高剂量 GABA 

后，小鼠的催眠诱导时间与模型组相比显著缩短 

(P＜0.000 1)，恢复至与正常组相似的水平。给予

GABA 低剂量后，小鼠催眠诱导时间与模型组相比

有统计学差异。与 M 组相比，NC 组小鼠在明暗箱中

的穿梭次数与 在暗室的停留时 间显著减 少(P＜

0.001)，给予复方酸枣仁(P＜0.000 1)及高剂量 98%  

GABA(P＜0.000 1)、高剂量 20%GABA(P＜0.001)

后，失眠小鼠明暗箱穿梭次数与暗室停留时间均显著

减少，而给予低剂量 GABA 后未观察到显著作用。 

 

        (a) 催眠诱导时间               (b) 明暗箱穿梭次数               (c) 暗室停留时间 

 注：与模型组相比，*表示 P＜0.05，**表示 P＜0.01，***表示 P＜0.001，****表示 P＜0.000 1。 

图 1 外源性 GABA对小鼠催眠诱导时间、明暗箱穿梭次数、暗室停留时间等行为学变化的影响 

Fig. 1 Effects of exogenous GABA on behavioural changes in mice with respect to hypnosis induction time，number of shuttles  

between light and dark chambers，and dark chamber dwell time 

2.2 外源性 GABA 对 PCPA 失眠焦虑小鼠脑组织

中 5-HT、BDNF含量的影响 

外源性 GABA 对小鼠脑组织中 5-HT 和 BDNF

含量的影响如图 2 所示。与 M 组相比，NC 组小鼠脑

组织中 5-HT(P＜0.001)与 BDNF 含量显著升高(P＜

0.01)。与 M 组相比，失眠小鼠给予复方酸枣仁与高

剂量 GABA 后，脑组织中 5-HT 含量显著升高(P＜

0.000 1)，而给予低剂量 GABA 后的失眠小鼠虽未恢

复至正常小鼠水平，但脑组织中 5-HT 水平也有所升

高(P＜0.01)。相较于模型组小鼠，复方酸枣仁组 

(P＜0.001)与高剂量 GABA 组(P＜0.000 1)小鼠脑

组织中 BDNF 含量显著增加，低剂量 GABA 组小鼠

与模型组相比无显著差异。 

 

          (a) 小鼠脑组织中 5-HT 含量                  (b) 小鼠脑组织中 BDNF 含量 

 注：与模型组相比，*表示 P＜0.05，**表示 P＜0.01，***表示 P＜0.001，****表示 P＜0.000 1。 

图 2 外源性 GABA对小鼠脑组织中 5-HT和 BDNF含量的影响 

Fig. 2 Effects of exogenous GABA on changes of 5-HT and BDNF content in mouse brain tissue 

2.3 外源性 GABA 对 PCPA 失眠焦虑小鼠脑组织

中 Glu/GABA代谢平衡的影响 

外源性 GABA 对小鼠脑组织中 Glu、GABA 及

Glu/GABA 的影响如图 3 所示。与 M 组相比，NC 组

小鼠脑组织中 Glu 含量显著降低，GABA 含量显著

升高(P＜0.01)。与模型组相比，失眠小鼠给予复方
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酸枣仁(P＜0.001)与高剂量 GABA(P＜0.01)后，脑

组织中 Glu 含量显著降低。与 M 组相比，复方酸枣

仁组(P＜0.000 1)与 98% 及 20%高剂量 GABA 组小

鼠脑组织中 GABA 含量显著升高(P＜0.01，P＜

0.000 1)。与模型组相比，低剂量 GABA 组小鼠脑组

织中 Glu、GABA 含量无显著变化，复方酸枣仁组 

(P＜0.000 1)与高剂量 GABA 组(P＜0.000 1)的数值

都显著降低，恢复至正常小鼠水平。 

 

      (a) 小鼠脑组织中 GABA 含量         (b) 小鼠脑组织中 Glu 含量       (c) 小鼠脑组织中 GABA/Glu 含量比 

图 3 外源性 GABA对小鼠脑组织中 Glu、GABA含量及 Glu/GABA的影响 

Fig. 3 Effects of exogenous GABA on Glu and GABA contents，and Glu/GABA in mouse brain tissue 

2.4 外源性 GABA 对 PCPA 失眠焦虑小鼠脑组织

病理改变的影响 

组织切片的 HE 染色分析显示(图 4)，NC 组小

鼠脑组织海马体神经元细胞排列整齐紧密，细胞边缘

完整。模型组小鼠海马区细胞间距明显增宽，胞质溶

解，锥体细胞排列分散。给予复方酸枣仁与高剂量 

GABA 后，小鼠脑细胞间距恢复正常，神经元细胞排

列整齐，细胞边缘完整，而低剂量 GABA 对失眠小鼠

神经元细胞的损伤无明显改善作用。因此，高剂量

GABA 能够减轻 PCPA 诱导的失眠小鼠海马体神经

元细胞的损伤，对脑细胞损伤具有保护作用。 

 

         (a) 正常组                    (b) 模型组                  (c) 酸枣仁组(Yang) 

 

    (d) 98% GABA 50 mg/kg(98% GL)     (e) 98% GABA 150 mg/kg(98% GH)     (f) 20% GABA 750 mg/kg(20% GH) 

图 4 外源性 GABA对小鼠脑组织海马体组织形态的影响 

Fig. 4 Effects of exogenous GABA on histomorphology of the hippocampus in mouse brain tissue 

2.5 外源性 GABA 对 PCPA 失眠焦虑小鼠脑组织

中 GABRA-3、GABRA-5转录水平的影响 

外源性 GABA 对小鼠脑组织中 GABRA-3、

GABRA-5 的 mRNA 水平的影响如图 5 所示。相较

于 M 组，NC 组小鼠脑组织中 GABRA-3(P＜0.05)、

GABRA-5(P＜0.01)的 mRNA 的相对表达量有所升

高，给予复方酸枣仁治疗后，小鼠脑组织中 GABRA-

3 、GABRA-5 的 mRNA 水 平均显著升高 (P＜

0.000 1)，给予 98% 与 20%高剂量 GABA 后小鼠脑

组织中 GABRA-3 的 mRNA 水平均有所升高(P＜
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0.01，P＜0.05)，且 GABRA-5 的 mRNA 水平升高更

为明显(P＜0.001)。 

 

(a) 小鼠脑组织中 GABRA-3 相对表达量 

 

(b) 小鼠脑组织中 GABRA-5 相对表达量 

图 5  外 源 性 GABA 对 小 鼠 脑 组 织 中 GABRA-3 与

GABRA-5的 mRNA水平的影响 

Fig. 5  Effects of exogenous GABA on mRNA levels of

GABRA-3 and GABRA-5 in mouse brain 

3 讨 论 

Glu/GABA 的代谢平衡一直是调节睡眠与觉醒

节律的主要神经传导途径[14]。虽然脑内 Glu/GABA

代谢平衡具体因子的作用机制还未十分明确，但其镇

静催眠作用是毋庸置疑的[33-34]。目前的研究显示，外

源性 GABA 可以通过调节肠道菌群等，间接影响脑

内 GABA 等神经递质的含量，而外源性 GABA 是否

可以直接影响大脑中 GABA 含量及调控 Glu/GABA

代谢平衡一直存在争议。本研究对外源性 GABA 直

接影响脑内 GABA 含量进行了佐证，建立传统的失

眠焦虑模型，腹腔注射 PCPA 抑制 5-HT 的合成，通

过观察小鼠行为及检测小鼠脑组织中 5-HT 含量变

化，判断模型是否建立成功，进而探究外源性 GABA

对小鼠镇静催眠作用的影响及其作用机制。 

本研究结果表明：一定剂量的外源性 GABA 可

以对失眠焦虑小鼠起到镇静催眠的作用，能够显著缩

短催眠诱导时间、明暗箱穿梭次数及暗室停留时间。

其作用机制可能是外源性 GABA 可以提高小鼠脑组

织中 GABA 和 5-HT 水平，减轻小鼠脑组织海马体细

胞损伤，上调 GABRA-3、GABRA-5 相对表达量，促

进氯离子流入，减弱神经元产生新动作电位的能力，

减少神经传递，抑制 Glu 的合成，调节 Glu/GABA 通

路的动态平衡，从而达到镇静催眠作用，但具体的研

究机制仍需继续探索。 

虽然许多研究显示，外源性 GABA 不能或者仅

极少量能够通过血脑屏障进入大脑，但由于其抑制作

用强烈，人们认为补充外源性 GABA 也可产生类似

的作用。2009 年，我国卫生部正式将 GABA 列为新

资源食品，在应用过程中发现，补充外源性 GABA 可

改善睡眠、缓解神经紧张及促进精神放松等，但其证

据并不充分。本文的研究确认了外源 GABA 的镇静

催眠作用，且进一步明确了剂量范围，并对其作用机

制开展了研究，对后续的研究具有重要意义。 

此外，在工业化产品中，出于降低成本等方面的

考虑，存在 98%纯度的 GABA 以及用玉米糊精稀释

制得 20%纯度的不同规格产品。从本研究可以看出：

在 GABA 给 予总量 相 当 时 ，20%GH 组可 以 和

98%GH 组表现出相近的效果，表明玉米糊精的加入

对γ-氨基丁酸的功效并不会产生显著干扰，这为终端

产品的研发提供了理论依据。 
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