
※营养卫生 食品科学 2025, Vol.46, No.03  119

酪蛋白源肽TPTLN助睡眠作用及其机制
邓世洁1，刘  玲2，黄  菊1,*，冯凤琴2,*，赵敏洁2，杜  鹃3

（1.浙江海洋大学食品与药学学院，浙江 舟山 316000；2.浙江大学生物系统工程与食品科学学院，浙江 杭州 310000；

3.杭州康源食品科技有限公司，浙江 杭州 310003）

摘  要：目的：明确酪蛋白源肽TPTLN的助睡眠作用并探究其可能的作用机制。方法：将30 只小鼠平均分成

3 组，实验组灌胃酪蛋白源肽TPTLN（剂量为5 mg/kg mb），阳性组腹腔注射地西泮（剂量为1 mg/kg mb），

对照组灌胃灭菌水（剂量为5 mg/kg mb），所有实验小鼠每日称质量，连续给药7 d后进行戊巴比妥钠诱导睡

眠行为学实验，评估睡眠质量，再继续给药4 d后进行解剖取样；通过酶联免疫吸附试验测定小鼠血清和脑组

织中5-羟色胺（5-hydroxytryptamine，5-HT）、γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA）、5-羟基吲哚乙酸

（5-hydroxyindoleacetic acid，5-HIAA）、谷氨酸（glutamate，Glu）、β-内啡肽（β-endorphin，β-EP）、皮质醇、

去甲肾上腺素（noradrenaline，NE）的质量浓度以及对GABA/Glu值进行评估；实时荧光定量聚合酶链式反应分

析TPTLN对下丘脑中γ-氨基丁酸A型受体α1亚单位（γ-aminobutyric acid A receptor α1，GABAA-α1）和5-羟色胺受体

1A（5-hydroxytryptamine receptor 1A，5-HT1A）mRNA相对表达水平的影响。结果：相比于对照组，TPTLN在戊

巴比妥钠的协同下可以提高小鼠的入睡率至100%，睡眠潜伏期显著缩短31.7%（P＜0.05），睡眠时长延长1.1 倍 

（P＜0.05）；血清和脑组织中GABA/Glu的比值分别提高了68.8%和19.3%，明显改善了GABA/Glu抑制/兴奋代谢

失衡（P＜0.001，P＜0.000 1），血清中GABA的质量浓度高度显著提高了49.4%（P＜0.001），脑组织中5-HT的水

平上升了7.6%，脑组织中皮质醇、NE的含量分别显著降低了24.3%和23.4%（P＜0.05）；显著上调了GABAA-α1和
5-HT1A基因表达水平（P＜0.01、P＜0.05），分别是对照组的1.5 倍和1.3 倍。结论：酪蛋白源肽TPTLN具有良好的

助睡眠作用，其机制可能与调控GABAA-α1、5-HT1A的水平及脑内神经递质GABA、Glu、5-HT、皮质醇、NE的含

量有关。
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Sleep-Aiding Effect of Casein-Derived Peptide TPTLN and Its Underlying Mechanism
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Abstract: Objective: To investigate the sleep-aiding effect of casein-derived peptide TPTLN and explore its possible 

mechanism of action. Methods: Thirty mice were divided equally into three groups, an experimental, a positive control and 

a blank control group, which were gavaged with TPTLN at a dose of 5 mg/kg mb, intraperitoneally injected with diazepam 

at a dose of 1 mg/kg mb, and gavaged with sterilized water at a dose of 5 mg/kg mb, respectively. The body mass of all the 

mice was recorded every day. After 7 days of continuous administration, a sodium pentobarbital-induced sleep test was 

carried out to evaluate sleep quality. Following 4 more days of administration, the mice were euthanized and dissected to 

collect blood and tissue samples for analysis. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to determine the 

levels of 5-hydroxytryptamine (5-HT), γ-aminobutyric acid (GABA), 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA), glutamate (Glu), 

β-endorphin (β-EP), cortisol, norepinephrine (NE) in the serum and brain tissue, and the GABA/Glu ratio was evaluated. 

Real-time quantitative polymerase chain reaction (qPCR) was used to detect the effect of TPTLN on the mRNA relative 
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expression levels of γ-aminobutyric acid A receptor α1 (GABAA-α1) and 5-hydroxytryptamine receptor 1A (5-HT1A) in the 

hypothalamus. Results: Compared with the control group, TPTLN and sodium pentobarbital synergistically increased the 

sleep onset rate to 100%, significantly shortened the sleep latency by 31.7% (P < 0.05), and extended the sleep duration 

2.1 times (P < 0.05); increased the GABA/Glu ratio in the serum and brain tissue by 68.8% and 19.3%, respectively and 

significantly improved the excitation/inhibition imbalance (P < 0.001, P < 0.000 1) as evidenced by a 49.4% increase in the 

serum GABA level (P < 0.001), a 7.6% increase in the brain 5-HT level, and a 24.3% and 23.4% decrease in the brain levels 

of cortisol and NE (P < 0.05); and significantly up-regulated the expression levels of the GABAA-α1 and 5-HT1A genes 1.5 

and 1.3 times, respectively (P < 0.01, P < 0.05). Conclusion: Casein-derived peptide TPTLN exhibited a favorable sleep-

aiding effect, and the underlying mechanism may be associated with the regulation of GABAA-α1 and 5-HT1A expression 

levels, as well as the modulation of neurotransmitter contents including GABA, Glu, 5-HT, cortisol and NE in the brain.
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经济快速发展伴随着社会竞争加剧，睡眠障碍已成

为普遍的健康问题。睡眠不足可能伴有疲劳、攻击性和

焦虑的症状，还会增加肥胖、高血压等患病风险[1-3]。睡

眠障碍通常需要药物治疗[4]，目前有效治疗和改善睡眠的

化学药物主要有两类：苯二氮卓类和非苯二氮卓类。苯

二氮卓类的药物是临床上使用较多的镇静催眠类的药物，

如地西泮。非苯二氮卓类药物包括佐匹克隆、多塞平等。

虽然它们具有起效快、疗效明显等优点，但长期使用可能

会导致成瘾、耐药等不良副作用[5-6]。因此，开发寻找一种

辅助睡眠的天然食药资源对失眠人群大有裨益。

长期以来，牛奶一直被认为是天然的助眠剂。有

研究表明，摄入夜间采集的牛奶对小鼠具有镇静和促

进睡眠的作用，其助眠效果与苯二氮卓药物相当，这

主要是因其含有极高的色氨酸和褪黑素 [7]。此外，牛

奶的主要蛋白质成分酪蛋白也有助于促进睡眠。研究

表明，酪蛋白酶解会产生具有多种生物活性的肽 [8-10]。

目前已经有多项研究表明，牛乳酪蛋白来源的生物活

性肽可以起到安神助眠的功效 [11]。睡眠-觉醒是一个复

杂的生理过程，受大脑多个区域活动的调控，其中神

经递质系统起着非常重要的作用 [12-13]。有研究表明， 

5-羟色胺（5-hydroxytryptamine，5-HT）、γ-氨基丁酸

（γ-aminobutyric acid，GABA）、谷氨酸（glutamate，

Glu）等神经递质水平及其相应受体蛋白的功能调控

对睡眠有一定的影响 [14-16]。Dela Peña等 [17]已证实牛乳 

αs1-酪蛋白的胰蛋白酶水解产物通过γ-氨基丁酸A型受体

（γ-aminobutyric acid A receptor，GABAA）促进戊巴比

妥钠诱导的小鼠睡眠，水解产物中含有一种具有助睡

眠功能活性的十肽YLGYLEQLLR。Qian Jingjing等[18] 

证明了牛乳酪蛋白水解物可以显著促进戊巴比妥钠诱

导的小鼠睡眠，且酪蛋白水解产物中的六肽YPVEPF

（5 mg/kg）具有显著的促小鼠睡眠功效。Chen Yuanyuan

等 [19]从牛乳酪蛋白水解物中鉴定了4 条αs1-酪蛋白来源

具有助睡眠活性的肽段序列（HQGLPQEVLNENLLR、

YKVPQLEIVPNSAEER、HPIKHQGLPQEVLNENLLR和

VPQLEIVPNSAEER），并利用线虫模型验证了它们的

助眠活性。本课题组前期通过液相色谱-串联质谱分析，

并利用Schrodinger软件将分析得到的肽段与GABAA受体

蛋白6HUO进行批量分子对接，最终发现了诺衍®酪蛋白

水解物中有一种具有助睡眠活性的五肽TPTLN。前期

研究表明，苯二氮卓位点主要由6 个主要的氨基酸残基

（His102、Asn60、Phe100、Tyr58和Tyr160）组成[20]。 

氢键和亲脂性接触是形成稳定的肽-GABAA受体复合

物的主要相互作用力，研究表明酪蛋白水解物来源的

YPVEPF和YFYPEL激活GABA的能力主要依赖于N端

的酪氨酸和GABAA受体中的His102、Ser205以及Thr142

残基形成重要的氢键 [18]。分子对接结果显示，TPTLN

与GABA A受体的结合位点分别为Ser205、Asn60、

Tyr210、Glu138、Thr207、Lys156、Asn103和Ser195 

（图1），根据结果推测其可能具有潜在的助睡眠功效。

因此，本研究通过合成五肽TPTLN，以地西泮为阳性对

照，对比验证TPTLN的助睡眠活性，并探究其可能的作
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用机理。旨在为开发乳源酪蛋白水解物相关的助睡眠功

能性食品提供实验依据，为酪蛋白源肽的实际应用奠定

基础。

Ser205

Tyr210

Lys156 Thr207

Asn103

Glu138
Asn60

Ser195

图 1 GABAA受体6HUO与TPTLN的分子对接示意图

Fig. 1 Schematic diagram of the molecular docking between GABAA 

receptor 6HUO and TPTLN

1 材料与方法

1.1 动物、材料与试剂

五肽TPTLN（纯度98%）委托吉尔生化（上海）有

限公司合成。

实验动物选用8 周龄雄性ICR小鼠，平均体质量为

（20±2）g，购自上海斯莱克实验动物有限公司（动物

生产许可证号：SCXK（沪）2022-0004），经浙江中医

药大学实验动物管理与伦理委员会审核批准，批准编号

IACUC-20220124-03，于浙江中医药大学动物实验研究中

心开展实验，实验操作严格按照实验动物福利伦理的原则

和规范进行；普通饲料购自江苏协同生物科技有限公司。

生理盐水（0.09%氯化钠溶液）、氯仿 国药集团

化学试剂有限公司；地西泮片 天津力生制药股份有

限公司；戊巴比妥钠 北京化学试剂研究所有限责任

公司；磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）  
大连美仑生物技术有限公司；酶联免疫吸附试验

（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）试剂盒  
武汉基因美生物科技有限公司；异丙醇 上海麦克林

生化科技股份有限公司；逆转录试剂（HiScript III RT 
SuperMix for qPCR（＋gDNA wiper））、TRIzol、实时

荧光定量聚合酶链式反应（real-time quantitative polymerase 
chain reaction，qPCR）试剂（chamQ SYBR Color qPCR 
Master Mix） 南京诺唯赞生物科技股份有限公司；

5-羟色胺受体1A（5-hydroxytryptamine receptor 1A， 

5-HT1A）、GABAA-α1基因引物 浙江尚亚生物技术有

限公司。

1.2 仪器与设备

KZ-III研磨仪 武汉赛维尔生物科技有限公司；

H750K冷冻离心机  湖南湘仪实验室仪器开发有限 

公司；LBA0-150H鼓风干燥箱 施都凯仪器设备（上海）

有限公司；Infinite M200 PRO Nanoquant酶标仪 瑞士

Tecan公司；Nanodrop one超微量紫外-可见分光光度计  
美国Thermo Fisher Scientific公司；lightCycler480®II荧光

定量PCR仪 瑞士Roche公司。

1.3 方法

1.3.1 动物分组与饲养

8  周龄雄性 I C R小鼠于 1 8～ 2 6  ℃、相对湿度

（50±10）%的屏障环境中饲养，自由采食和饮水，在

实验前所有小鼠先适应环境7 d。将小鼠分为3 组，分别

为对照组、地西泮组、TPTLN组，每组10 只。对照组小

鼠每日灌胃灭菌水，剂量为5 mg/kg mb；地西泮组（生

理盐水溶解地西泮）给药剂量为1 mg/kg mb，每日给药

2 次，上午下午各1 次，给药方式为腹腔注射；TPTLN组

（灭菌水溶解TPTLN）每日灌胃剂量为5 mg/kg mb。所有

给药体积均为0.1 mL/10 g mb。

1.3.2 戊巴比妥钠诱导小鼠行为学实验

所有小鼠按上述连续给药7 d，末次给药0.5 h后，腹

腔注射戊巴比妥钠（42 mg/kg，生理盐水溶解）。同时

记录注射时间T1，待小鼠翻正反射消失时，记录翻正反

射消失时间T2，即为小鼠入睡时间，待小鼠翻正反射恢

复，即为小鼠醒来时间T3。分别计算小鼠的入睡率、睡

眠潜伏期和睡眠时长，入睡率越高、睡眠潜伏期越短、

睡眠时长越长，说明肽的助睡眠效果越好。按式（1）、

（2）分别计算各组小鼠的睡眠潜伏期和睡眠时长：

睡眠潜伏期/s＝T2－T1	 （1）

睡眠时长/s＝T3－T2	 （2）

待睡眠记录结束后，继续按照上述剂量给药4 d，
末次早晨给药1 h后，将小鼠安乐死，眼球取血，收集血

液，在3 000 r/min、4 ℃条件下离心10 min，收集血清，

冻存于－80 ℃冰箱用于后续分析。同时收集小鼠的脑和

下丘脑等组织，冻存于－80 ℃冰箱用于后续分析。

1.3.3 血清及脑组织中神经递质的含量测定

从－80 ℃冰箱中取出脑组织（右半脑），准确称

质量。将组织放入离心管中，加入2 颗钢珠和1 mL PBS
（提前预冷），随后用研磨仪进行研磨（研磨仪上的铁

块需预先放入－20 ℃的冰箱中预冷，样品放置时需注意

配平），按照预设参数（频率60 Hz、时间60 s、暂停时间

5 s）研磨2 次。研磨完后4 ℃静置5 min，随后12 000 r/min 
离心5 min。取上清液用于神经递质的检测，为避免样品反

复冻融，将样品分装后做好标记。使用ELISA试剂盒测定

小鼠血清和脑组织中神经递质的含量。

1.3.4 qPCR分析

用TRIzol试剂将各组小鼠的下丘脑粉碎，然后在

4 ℃、12 000 r/min条件下离心10 min，取上清液。依

次加入氯仿和异丙醇提取总RNA，使用超微量紫外 -
可见分光光度计测定组织中RNA的浓度和纯度后，将

RNA逆转录成cDNA，所有操作均在冰上进行。设计
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目的基因5-HT1A、GABAA-α1引物，以β-actin为内参

基因，配制反应体系进行扩增。PCR扩增反应体系：

5 μL 2×qPCR Mix，1 μL反转录产物cDNA，2.5 μL 
ddH2O；基因引物体系：1.5 μL。在相同的反应条件下

同时扩增目的基因和内参基因。使用qPCR仪lightCycler 
480®II系统进行分析。以β-actin为内参，计算5-HT1A和
GABAA-α1亚基的mRNA水平，以2－ΔΔCt计算产物的相对表

达量。内参基因和目的基因引物序列见表1。

表 1 内参基因和目的基因的引物设计

Table 1 Primers designed for amplification of reference genes and 

target genes

基因 引物序列

5-HT1A F：5’-TACTCCACTTTCGGCGCTTT-3’
R：5’-GGCTGACCATTCAGGCTCTT-3’

GABAA-α1 F：5’-CATGACAGTGCTCCGGCTAA-3’
R：5’-GCTCTCACGGTCAACCTCAT-3’

β-actin F：5’-GTGCTATGTTGCTCTAGACTTCG-3’
R：5’-ATGCCACAGGATTCCATACC-3’

1.4 数据统计与分析

所有数据结果以 ±s表示。采用Graphpad Prism 
version 9.5.1软件对数据进行单因素方差分析（One-way 

ANOVA）和Dunnett多重检验评估统计学显著性。

2 结果与分析

2.1 TPTLN对小鼠体质量的影响

小鼠体质量在一定程度上能反映小鼠的生长状况。适

应期称质量后，将30 只小鼠分配至6 个笼子中，5 只/笼， 

使每笼小鼠体质量均等，给药期间每天称质量（给药

前）。如图2所示，给药期间小鼠的状态正常、精神状

态良好，进食量、饮水量稳定，给药前各组体质量无显

著差异。给药期间地西泮组体质量出现明显的下降趋

势，其中第3、4、7、8、9天与对照组相比具有显著差异 

（P＜0.05、P＜0.01）。这可能是由于地西泮的助眠作用

导致小鼠睡眠时长延长，进食时间缩短，从而使其体质量

下降。TPTLN组小鼠体质量与对照组相比无显著差异。
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图 2 TPTLN对小鼠体质量的影响

Fig. 2 Effect of TPTLN on body mass of mice

2.2 TPTLN对戊巴比妥钠诱导睡眠行为的影响

通过戊巴比妥钠睡眠行为学实验探究TPTLN协同

戊巴比妥钠对小鼠睡眠的影响，结果如图3所示。地西

泮组的睡眠潜伏期（（251.0±14.0）s）相比于对照组

（（524.4±76.7）s）高度显著缩短52.1%（P＜0.001）
（图3B）；同时延长睡眠时长至（3 247.0±422.5）s 
（P＜0.000 1），是对照组（（973.8±128.5）s）的

3.3 倍（图3C）。此外，TPTLN组小鼠的入睡率达到

100%，与地西泮组的效果相当（图3A）；同时与对照组相

比，TPTLN也显著缩短小鼠的睡眠潜伏期至（358.3±14.7）s 
（P＜0.05），相比对照组缩短了31.7%（图3B）；

TPTLN显著延长小鼠睡眠时长至（2 054.0±125.5）s 
（ P ＜ 0 . 0 5 ），是对照组的 2 . 1   倍（图 3 C ）。 

结果表明，TPTLN具有良好的助睡眠功能。
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图 3 TPTLN对戊巴比妥钠诱导小鼠睡眠行为的影响

Fig. 3 Effects of TPTLN on pentobarbital sodium-induced sleep 

behavior of mice 

2.3 TPTLN对小鼠血清中神经递质含量的影响

如图4A所示，在TPTLN的干预下，小鼠血清中的

5-HT质量浓度与对照组相比无显著差异，但地西泮却极

显著下调了血清中5-HT的质量浓度（P＜0.01），相比
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于对照组下调了23.3%。如图4B所示，与对照组相比，

地西泮和TPTLN均显著提高了小鼠血清中的GABA质量

浓度（P＜0.05，P＜0.001），其中TPTLN组小鼠血清中

的GABA质量浓度达到（211.5±20.9）pg/mL，提高了

49.4%。如图4C所示，5-HT的代谢产物5-羟基吲哚乙酸

（5-hydroxyindoleacetic acid，5-HIAA）的质量浓度变化

趋势与5-HT相似，地西泮组、TPTLN组的5-HIAA质量浓

度均略有下降，但无显著差异。此外，小鼠血清中Glu的

质量浓度在地西泮和TPTLN的干预下均有所下降，相比

于对照组分别下降了3.5%和10.0%（图4D）。如图4E所

示，在TPTLN的干预下，GABA/Glu比值相比于对照组高

度显著升高了68.8%（P＜0.001），地西泮组相比对照组

也有上升的趋势，但无显著差异。

另一方面，与对照组相比，地西泮组小鼠血清中

β-内啡肽（β-endorphin，β-EP）的质量浓度有所下降，

而TPTLN组小鼠血清中β-EP的质量浓度与对照组持平 

（图4F）。皮质醇作为一种周期性、节律性分泌的激

素，在血清中的浓度于凌晨达到最低、早晨达到峰值。

如图4G所示，小鼠血清中皮质醇的质量浓度在TPTLN的

干预后有所升高，相比于对照组上升了8.5%，这可能与

皮质醇的复杂昼夜分泌节律有关。此外，小鼠血清中去

甲肾上腺素（noradrenaline，NE）的质量浓度在TPTLN

的干预后未发生显著变化，在地西泮干预后极显著下降

了11.6%（P＜0.01）（图4H）。
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图 4 TPTLN对小鼠血清中神经递质的影响

Fig. 4 Effect of TPTLN on neurotransmitter levels in serum of mice

2.4 TPTLN对小鼠脑组织中神经递质含量的影响

在神经元水平上，脑中的特定区域如下丘脑、脑干

和丘脑，与5-HT、GABA等神经递质相互作用，进而促

进或抑制睡眠[21-22]。与对照组相比，地西泮未能提高小

鼠脑组织中5-HT、GABA的质量浓度，在TPTLN干预后

小鼠脑组织中5-HT、GABA的质量浓度分别升高了7.6%

和10.6%，但并无显著差异（图5A、B）。在地西泮、
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TPTLN的干预下，5-HT代谢产物5-HIAA的质量浓度呈现

与5-HT相似的趋势，也与对照组无明显差异（图5C）。

如图5D、E所示，经地西泮、TPTLN干预后Glu的质量

浓度均有所下降，尤其是TPTLN组相比于对照组下降

了7.5%；同时小鼠脑组织中GABA/Glu的比值也均有所

升高，尤其是TPTLN组相比于对照组明显升高了19.3% 

（P＜0.000 1）。

如图5G、H所示，相比于对照组，TPTLN显著降低

了小鼠脑组织中皮质醇和NE的质量浓度（P＜0.05），分

别下降了24.3%和23.4%。而各组小鼠脑上清中β-EP的质

量浓度无明显差异（图5F）。因此可以推测，TPTLN的

协同助睡眠作用可能主要是通过改善GABA/Glu的抑制/

兴奋代谢失衡、调节5-HT的合成与代谢、降低皮质醇和

NE的水平实现。
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图 5 TPTLN对小鼠脑组织中神经递质的影响

Fig. 5 Effect of TPTLN on neurotransmitter levels in brain tissue of mice

2.5 TPTLN对小鼠下丘脑中mRNA表达水平的影响

为了进一步 探 究 T P T L N 调 节 相 关 神 经 递 质

的机制，从基因层面测定 G A B A A受体和 5 - H T

受体 m R N A 的表达水平，以检测 T P T L N 是否影

响转录过程。如图 6 A 所示，与对照组相比，在

T P T L N 的干预下 G A B A 的转录水平极显著升高

（P＜0 . 0 1），是对照组的1 . 5  倍。如图6 B所示，

5 - H T 的转录水平也在 T P T L N 的干预下显著升高 

（P＜0.05），是对照组的1.3  倍。根据实验结果推

测TPTLN可能通过提高GABA A-α1和5-HT1A表达水

平抑制神经元细胞的激动，以实现助睡眠功能和神经

调控。
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图 6 TPTLN对小鼠下丘脑中GABAA-α1和5-HT1A mRNA的影响

Fig. 6 Effect of TPTLN on mRNA expression of GABAA-α1 and  

5-HT1A in the hypothalamus of mice

3 讨论与结论

本研究通过戊巴比妥钠诱导的小鼠睡眠实验探究酪

蛋白源五肽TPTLN的助睡眠活性。有研究表明，增强

戊巴比妥钠诱导睡眠的物质具有中枢作用的促进睡眠特

性[23]。在戊巴比妥钠诱导的行为学实验中，地西泮提高

了小鼠的入睡率，同时显著缩短了睡眠潜伏期、延长了

睡眠时间。TPTLN也显著缩短了小鼠的睡眠潜伏期、延

长了睡眠时间，且其干预后的小鼠入睡率与地西泮组相

当，达到了100%。结果表明，TPTLN具有良好的助睡眠

活性。

为了进一步探究TPTLN协同戊巴比妥钠助睡眠的作

用机制，通过ELISA对小鼠血清和脑组织中神经递质的

含量进行测定。5-HT、GABA、Glu等神经递质的水平

以及GABA/Glu的平衡可用于评估睡眠状况[24]。本研究

结果表明，与对照组相比，TPTLN高度显著提高了小鼠

血清中GABA的质量浓度，降低了Glu的质量浓度，同时

明显提高了小鼠血清和脑组织中GABA/Glu的比值，而

在地西泮的干预下，GABA/Glu的比值虽有升高，但无

显著变化。GABA是主要的抑制性神经递质，大脑中几

乎所有的神经元都对GABA有反应[25]。在中枢神经系统

中，Glu是主要的兴奋性神经递质，在保持神经系统的

兴奋及觉醒方面起关键作用。谷氨酸脱羧酶可以促使体

内的兴奋性神经递质Glu转化为抑制性神经递质GABA，

因此GABA与Glu之间的平衡，与睡眠质量关系密切[26]。

TPTLN上调了小鼠脑组织中5-HT的水平，而血清中并未

发现明显差异，这样的趋势在5-HIAA的检测中也同样存

在。5-HT是另一种重要的抑制性神经递质，缺乏5-HT

可能导致失眠[27-28]。但也有研究表明，5-HT可参与上行

激活系统[29-30]，抑制快速眼动睡眠，且高水平的5-HT可

导致失眠[31]。另有研究发现5-HT受体激动剂会促进失眠

模型大鼠觉醒，抑制快速眼动睡眠和非快速眼动睡眠，

且不同区域的5-HT神经元对睡眠的影响不同[32]。因此，

5-HT在睡眠的作用机制方面还有待深入研究。5-HIAA是

5-HT的主要代谢产物，其含量的改变也反映了5-HT的变

化[33]。与对照组相比，TPTLN显著降低了小鼠脑组织中

NE的质量浓度，但在小鼠血清中并无明显差异。NE是一

种单胺类神经递质，可调节睡眠和觉醒[34]，其水平呈现

周期性波动，大脑中NE的浓度与快速眼动睡眠的持续时

间呈负相关[35]。同时与对照组相比，TPTLN显著降低了

脑组织中皮质醇的水平，说明TPTLN具有良好镇静、助

眠、调节昼夜节律的作用。但值得注意的是，TPTLN组

小鼠血清中的皮质醇水平显著升高。皮质醇是一种因压

力而释放的肾上腺激素，它是睡眠剥夺或昼夜节律紊乱

时的生物标志物[36]。觉醒后30 min皮质醇急剧增加和出

现峰值的现象被称为皮质醇觉醒反应（cortisol awakening 

response，CAR）[37]，由此猜测小鼠血清中的皮质醇升高

可能是由CAR引起。同时也有研究表明，总睡眠时间与

清醒时的皮质醇水平无关，也与CAR无关[38-39]。β-EP是

一种内源性吗啡样物质，血清中的β-EP可以穿过血脑屏

障，使小鼠产生类似阿片的镇静效果。β-EP含量的增加

可以起到一定的助睡眠作用。但在本实验小鼠血清和脑

组织中β-EP的检测中，其质量浓度并未发现明显变化。由

此可以推测，TPTLN的助睡眠作用可能主要是通过调控

GABA和Glu的动态平衡、调节5-HT的合成与代谢、降低

脑内NE、皮质醇的水平介导。

基于以上实验结果，推测地西泮与TPTLN的作用靶

点不同。GABAA是GABA信号通路的关键靶点。GABA

与其受体结合后，可增强氯化物在神经细胞膜上的通透

性[40]。这种氯离子的流入会诱导膜超极化[41]，随后降低

兴奋性水平，同时产生镇静、催眠和抗焦虑作用[42]。这

种抑制作用可以抵消觉醒神经递质和神经元兴奋，最终

改善睡眠质量[43-44]。GABAA-α1亚基和5-HT1A对调节大脑

中的神经递质系统至关重要[45]。有研究表明，地西泮主

要通过作用于GABAA-α2亚基影响睡眠和脑电模式，而不

是GABAA-α1亚基[46]。此外，5-HT受体是大脑血清素系

统中的关键蛋白质，能够调节5-HT和其他神经递质的释

放[47-48]，5-HT1A是脑内分布最广的5-HT受体亚型。有研

究表明，5-HT1A可以通过抑制神经元Glu介导的兴奋信

号通路，同时提高神经元GABA受体的基因转录水平，

以达到镇静和催眠作用[49-53]。因此，本研究进一步通过

qPCR检测TPTLN是否影响GABAA、5-HT1A基因的表达。

结果显示，TPTLN显著提高了小鼠下丘脑中GABAA-α1和
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5-HT1A的mRNA表达水平。由此表明，与地西泮不同，

TPTLN可以通过作用于GABAA-α1、5-HT1A抑制神经元

细胞的激动，发挥其镇静助眠的作用。

值得注意的是，具有良好助睡眠作用的酪蛋白源肽

TPTLN的N端并不是酪氨酸。Chen Yuanyuan等[19]报道了

4 条新酪蛋白水解物来源的助睡眠肽段，其中有3 条肽的

序列中不含有酪氨酸。因此推测，酪蛋白源的助睡眠肽N

端酪氨酸并不一定起决定作用。
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