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应用基于［１Ｈ］ＮＭＲ的代谢组学评价逍遥散的抗抑郁有效组分

芦林林１，２，周玉枝１，马致洁１，２，武　滨３，秦雪梅１
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山西 太原 ０３００１２）

　　摘要：目的　以基于［１Ｈ］核磁共振（ＮＭＲ）的代谢组学技术对慢性温和不可预知应激模型（ＣＵＭＳ）及
逍遥散５个不同极性组分干预后的大鼠血浆进行代谢组学研究，分析干预后大鼠血浆中小分子代谢物的变
化以确定逍遥散抗抑郁作用的有效组分。方法　４２只ＳＤ成年雄性健康大鼠，分别ｉｇ给予石油醚萃取组分
（ＸＹＡ）、３０％乙醇提取组分（ＸＹＢ）、６０％乙醇提取组分（ＸＹＣ）、９５％乙醇提取组分（ＸＹＤ）和药渣水提组
分（ＸＹＥ），每天１次，连续２１ｄ，每天ｉｇ给药３０ｍｉｎ后用夹尾等刺激建立慢性温和不可预知应激模型，每日
１种，持续２１ｄ。造模２１ｄ后于大鼠麻醉后于股动脉取血，用ＮＭＲ波谱仪检测小分子代谢物代谢轮廓，对
所得到的图进行分段积分并归一化，然后用ＳＩＭＣＡＰ软件进行分析。结果　正常对照组与模型组沿第一主
成分能够明显分开，与其它组分相比，ＸＹＡ组与模型组能够明显分开，且离正常对照组最近。与正常对照组
相比，模型组亮氨酸／异亮氨酸、缬氨酸和３羟基丁酸等含量明显下降；丙氨酸、胆碱、糖类明显上升。与模型组
相比，ＸＹＡ组亮氨酸、缬氨酸和３羟基丁酸等有不同程度的回调。结合载荷图，发现１０种引起正常对照组与
模型组分开的差异代谢物。与模型组相比，这些代谢物在ＸＹＡ组分组大部分有不同程度的回调。结论　经过
基于１ＨＮＭＲ的代谢组学技术研究表明，石油醚组分是逍遥散起抗抑郁作用的有效组分。
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　　抑郁症是以显著而持久的情绪低落、活动能力
减退、思维与认知功能迟缓为主要临床特征的情感

性精神障碍［１］。世界卫生组织预测到２０２０年抑郁
障碍将成为发展中国家最严重的疾病。逍遥散方，

出自于宋代《太平惠民和剂局方》，由柴胡、当归、白

芍、白术、茯苓、生姜、薄荷和甘草共８味药组成，具
有疏肝解郁之功效。现代临床应用及实验研究均显

示该方有确切的预防和治疗抑郁症的作用［２］，但是

此复方产生抗抑郁作用的有效组分并不确定。

　　代谢组学是研究机体代谢产物谱变化的一种新
的系统方法，可通过揭示新陈代谢动态进程中代谢

产物的变化规律，全面理解病理变化过程及机体内

物质的代谢途径［３］。它一般借助高通量、高灵敏度

与高精确度的现代分析技术，分析细胞、组织和其它

生物样本中内源性代谢物整体组成并通过其复杂
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的、动态的变化来辩识和解析被研究对象的生理病

理状态［４］。目前，基于［１Ｈ］核磁共振（ｎｕｃｌｅａｒ
ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＮＭＲ）的代谢组学
技术已经成为一种强有力的工具，被广泛的应用于

基础生物学、分子病理学、临床诊断、生物医药和环

境科学等各种不同的领域［５］。

目前，逍遥散复方抗抑郁作用研究较多［２，６－７］，

但是对于逍遥散抗抑郁有效组分的研究还未见报

道。本课题组前期通过小鼠悬尾及强迫游泳实验及

大鼠慢性温和不可预知应激（ｃｈｒｏｎｉｃｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ
ｍｉｌｄｓｔｒｅｓｓ，ＣＵＭＳ）模型行为学得出石油醚组分是
逍遥散抗抑郁作用有效组分［８］。本研究建立大鼠

ＣＵＭＳ模型，采用基于ＮＭＲ的代谢组学系统生物学
方法对大鼠血液代谢物的变化进行测定分析，通过

评价５个不同极性组分的抗抑郁作用以确定逍遥散
抗抑郁作用的有效组分，为进一步阐明逍遥散抗抑

郁作用的药效物质基础提供重要的基础信息。

１　材料与方法

１．１　药材及提取鉴定
逍遥散复方药材（柴胡、当归、白芍、白术、茯
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苓、生姜、薄荷、甘草）均购自山西省华阳药业。

称取按比例混合的逍遥散复方药材（柴胡∶当归∶
白芍∶白术∶茯苓∶生姜∶薄荷∶甘草＝６∶６∶６∶６∶６∶２∶２∶３）
大约３ｋｇ，加无水乙醇２０Ｌ加热回流提取２次（每次
２ｈ），合并提取液，过滤，滤液浓缩至浸膏，得醇提物；醇
提物溶解于１Ｌ水中，加等体积石油醚萃取，得石油醚
组分（ＸＹＡ）１５．６５ｇ；水组分过Ｄ１０１大孔吸附树脂柱，
依次用３０％，６０％和９５％乙醇洗脱，得３０％，６０％和
９５％乙醇组分ＸＹＢ（６０ｇ），ＸＹＣ（１１．７４ｇ）和ＸＹＤ
（１５ｇ）。将复方乙醇提取后的药渣加水２４Ｌ回流提取
２次（每次２ｈ），合并提取液，过滤，滤液浓缩至浸膏，置
真空干燥箱中烘干，得组分ＸＹＥ（１６０ｇ）。各组分的
提取、分离流程图如图１所示。

Ｆｉｇ．１　Ｆｌｏｗｄｉａｇｒａｍ ｏｆｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＸｉａｏｙａｏｓａｎ
ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ．

１．２　试剂与仪器
Ｄ２Ｏ购自美国默克试剂公司，ＶａｒｉａｎＮＭＲＳｙｓｔｅｍ

６００ＭＨｚ超导ＮＭＲ谱仪为美国瓦立安公司产品。
１．３　动物

ＳＤ成年雄性健康大鼠，体质量１８０～２００ｇ，由
军事医学科学院实验动物中心提供，许可证号：

ＳＣＸＫ（军）２００７００４。动物先适应性饲养１周，保
证自由摄食饮水，光照 １２ｈ／黑暗 １２ｈ，室温 ２２～
２４℃，相对湿度３５％～５５％。
１．４　动物分组与给药

药物均溶于０．５％吐温８０（Ｗ／Ｖ）１％ ＣＭＣＮａ
溶液中。适应１周后，将大鼠随机分为正常对照组；
模型组；ＸＹＡ０．２４ｇ·ｋｇ－１组；ＸＹＢ０．９２ｇ·ｋｇ－１

组；ＸＹＣ０．１８ｇ·ｋｇ－１组；ＸＹＤ０．２３ｇ·ｋｇ－１和ＸＹ
Ｅ２．４４ｇ·ｋｇ－１，每组６只。

除正常对照组外，其余各组均单笼饲养并实施

造模程序，造模时间为２１ｄ。造模开始后同时ｉｇ给

药，模型组及正常对照组给予等体积溶剂，每天

１次，连续３周。
ＸＹＡ ＸＹＥ组分的剂量根据本课题组前期

研究［７］得到的逍遥散有效剂量和提取物出膏率计

算得到有效剂量〔４６ｇ（生药材）·ｋｇ－１，出膏率：ＸＹ
Ａ为０．５２％，ＸＹＢ为２．０％，ＸＹＣ为０．３９％，ＸＹＤ
为０．５％，ＸＹＥ为５．３２％〕。
１．５　慢性温和不可预知应激模型的建立

除正常对照组外，其余组均在每天ｉｇ给予药物
３０ｍｉｎ后随机给予应激刺激，每日１种，持续２１ｄ。
参照文献［９］方法并加以改进，刺激因素包括夹尾
１ｍｉｎ、禁水（２４ｈ）、电击足底、陌生物品（如塑料
杯、木勺、碎布片等）、禁食 ２４ｈ、４℃冰水游泳 ５
ｍｉｎ、潮湿垫料和倾斜４５°、束缚应激４ｈ、４５℃热应
激５ｍｉｎ和噪音刺激（６０Ｈｚ，１ｈ）等。
１．６　血浆样品采集

实验第２２天大鼠股动脉取血，置于肝素钠抗凝
管中，摇匀。４℃ ３４００×ｇ离心５ｍｉｎ取上清液，４℃
再次１３６００×ｇ离心５ｍｉｎ，取上清液，保存于－８０℃
冰箱，待分析。

１．７　［１Ｈ］核磁共振代谢组学分析
１．７．１　血浆样品预处理

冰水混合溶液解冻血浆样品，取血浆２５０μｌ于
抗凝管中，加入３５０μｌＤ２Ｏ（锁场作用），４℃时 １４
５００×ｇ离心２０ｍｉｎ，取上清液５００μｌ于内径５ｍｍ
的核磁管中。

１．７．２　［１Ｈ］核磁共振波谱
不同的核磁序列可对血浆中不同代谢物进行测

定：ＮＯＥＳＹ序列压制水峰的同时可检测血浆中全部
代谢物；ＣａｒｒＰｕｒｃｅｌｌＭｅｉｂｏｏｍＧｉｌｌ（ＣＰＭＧ）序列可
以压制水峰和大分子物质的信号，从而检测血浆中

的小分子代谢物；扩散编辑序列（ＬＥＤＢＰＰ序列）则
可以去掉小分子代谢物，测定血浆大分子代谢物。

本实验采用 ＣＰＭＧ序列对血浆中小分子代谢物进
行分析测定，具体参数设置如下：ＣＰＭＧ脉冲序列：
自旋弛豫延迟为３２０ｍｓ，自由感应衰减为６４Ｋ数据
点，谱宽为８０００Ｈｚ，扫描次数：６４次。
１．８　多元统计分析
１．８．１　［１Ｈ］ＮＭＲ数据处理

采用ＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ核磁图谱专业处理软件对所有
ＮＭＲ图谱进行傅立叶转换并进行相位、基线调整。
在ＣＰＭＧ图谱中，以肌酸的化学位移（δ）３．０４为标准
对谱图进行化学位移的校正。以０．０１ｐｐｍ为单位，
对δ０．５～４．５区域的谱图进行等宽度分割；然后对
所得图谱进行分段积分，即得到与化学位移值段相对
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应的积分值。采用归一化法，将数据归一化处理，使

数据集中在０～１范围内，用于多变量统计分析。
１．８．２　统计学分析

应用ＳＩＭＣＡＰ１１．０软件将积分数据进行中心
化和规格化后，进行模式识别分析。模式识别包括

非监督模式识别和有监督模式识别。有监督模式识

别分析即在样品分类的基础上进行模式识别，使各

类样品间达到最大的分离，并利用建立的模型对未

知的样本进行预测。应用于该领域的主要有偏最小

二乘法显著性分析（ＰＬＳｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＬＳ
ＤＡ），正交偏最小二乘法显著性分析（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ
ｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｌｉｎｅａｒｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ，
ＯＰＬＳＤＡ）等［１０］。本实验采用的是ＰＬＳＤＡ模式识
别分析，在 ＰＬＳＤＡ分析前，采用信号校正的方法
（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｓｉｇｎａｌｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ，ＯＳＣ）以移除不相关因
素变化的影响。

２　结果

２．１　［１Ｈ］ＮＭＲ图谱的指认
图２中所示，正常对照组、模型组及 ＸＹＡ～

ＸＹＥ组大鼠血浆中小分子代谢物的 ＣＰＭＧ谱。经
参考文献［１１－１４］方法，共指认了其中的１４种代
谢物。其中，１．２ｐｐｍ处的三重峰与４．１ｐｐｍ处的
多重峰来自于麻醉剂乌拉坦，在进行数据统计分析

时排除后再进行归一化处理。

Ｆｉｇ．２　ＴｙｐｉｃａｌＣａｒｒＰｕｒｃｅｌｌＭｅｉｂｏｏｍＧｉｌｌ（ＣＰＭＧ）ｓｐｅｃ
ｔｒａｉｎｐｌａｓｍａｓｏｆｒａｔｓ．Ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ｍｏｄｅｌ；Ｃ：ＸＹＡ；Ｄ：ＸＹＢ；Ｅ：
ＸＹＣ；Ｆ：ＸＹＤ；Ｇ：ＸＹＥ．Ｐｅａｋ１：Ｌｅｕｃｉｎｅ／Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ；ｐｅａｋ２：Ｖａｌｉｎｅ；
ｐｅａｋ３：βＨＢ；ｐｅａｋ４：Ｌａｃｔａｔｅ；ｐｅａｋ５：ａｌａｎｉｎｅ；ｐｅａｋ６：Ｎａｃｅｔｙｌｇｌｙ
ｃｏｐｒｏｔｅｉｎ；ｐｅａｋ７：ａｃｅｔｏａｃｅｔｉｃａｃｉｄ；ｐｅａｋ８：ｐｙｒｕｖａｔｅ；ｐｅａｋ９：ｇｌｕｔａｍｉｃ
ａｃｉｄ；ｐｅａｋ１０：ｃｒｅａｔｉｎｅ；ｐｅａｋ１１：ｃｈｏｌｉｎｅ；ｐｅａｋ１２：ＴｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅＮ
ｏｘｉｄｅ（ＴＭＡＯ）；ｐｅａｋ１３：ｇｌｕｃｏｓｅ；ｐｅａｋ１４：βｇｌｕｃｏｓｅ；ｐｅａｋ１５：α
ｇｌｕｃｏｓｅ．

２．２　代谢组学 ＯＳＣＰＬＳ模式分析逍遥散不同组
分对代谢谱图的影响

为了从［１Ｈ］ＮＭＲ复杂的数据中观察到微小
的、重要的变化，进一步确定逍遥散不同组分的抗抑

郁作用，采用了ＯＳＣＰＬＳ模式识别方法对小分子代
谢物所得的数据进行了分析。

　　由图３Ａ～Ｅ可见，正常对照组和模型组能够分
开，说明造模可以对动物的代谢谱产生影响。图３Ａ
表明ＸＹＡ组分组沿第一主成分与模型组明显分
开，与正常对照组非常接近。而图３Ｂ～Ｅ虽然显示
模型组与正常对照组能够分开，但其余各组分组均

与模型组非常接近，离正常对照组较远，说明这４个
组分组小分子代谢轮廓与模型组没有差异。说明

ＸＹＡ组分组使血浆中生物标志物发生了一定的改
变，与模型组代谢物代谢轮廓有较大的不同。

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒａｃｔｉｏｎｓｏｎｓｍａｌｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｉｎ
ｐｌａｓｍａｓｏｆｒａｔｓｂｙＯＳＣＰＬＳｓｃｏｒｅｐｌｏｔｓａｎａｌｙｓｉｓ．Ａ：ＸＹＡ
ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＸＹＢｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＸＹＣｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＸＹＤｇｒｏｕｐ；Ｅ：
ＸＹＥｇｒｏｕｐ．ｎ＝６．

２．３　代谢组学ＰＬＳＤＡ模式分析ＣＵＭＳ模型对大
鼠产生的可能差异代谢物

如图４Ａ所示，正常对照组与模型组能够明显
分开，说明造模可以对动物的代谢谱产生影响，而导

致这种空间位置不同的原因则反映在相对应的

Ｌｏａｄｉｎｇ图（图４Ｂ）中。离原点较远的那些点对模型
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组和正常对照组的分离具有较大的贡献。根据 ＶＩＰ
统计学的准则，当这些变量的 ＶＩＰ＞１时，并结合独
立样本ｔ检验方法，Ｐ＜０．０５可以被认为是潜在的
生物标志物。采用上述方法，结果显示，与正常对照

组大鼠相比，ＣＵＭＳ模型能引起大鼠血浆中乳酸
（δ１．３３～１．３５，δ４．１１～４．１４）、丙酮酸（δ２．３８）、氧
化三甲胺（δ３．２７）、肌酸（δ３．０５）、３羟基丁酸
（δ１．１３）、缬氨酸（δ０．９９）和亮氨酸／异亮氨酸
（δ０．９３）等含量的降低，而糖类（δ３．４０－４．００）、胆
碱（δ３．２３）、丙氨酸（δ１．４７）等含量上升。

Ｆｉｇ．４　Ｓｃｏｒｅｐｌｏｔ（Ａ）ａｎｄｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔ（Ｂ）ｉｎｎｏｒｍａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｓｂｙＰＬＳＤＡａｎａｌｙｓｉｓ．Ａ：● ｎｏｍａｌ；
■ ｍｏｄｅｌ．

２．４　ＸＹＡ组分对部分差异性代谢物的调节作用
如图５Ａ所示，ＸＹＡ组与模型组能够明显分

开，说明ＸＹＡ组与模型组代谢轮廓是不同的。从
对应的Ｌｏａｄｉｎｇ图（图５Ｂ）中，可以得到，服用 ＸＹＡ
组分后可使大鼠血浆中丙酮酸（δ２．３８）、氧化三甲
胺（δ３．２７）、肌酸（δ３．０４）、３羟基丁酸（δ１．１３）和亮
氨酸／异亮氨酸（δ０．９３）等含量的升高，而糖类
（δ３．４０～４．００）、胆碱（δ３．２３）和丙氨酸（δ１．４７）等
含量降低。

　　模型组及ＸＹＡ组分组的潜在生物标志物及变
化情况如表１所示。

Ｆｉｇ．５　Ｓｃｏｒｅｐｌｏｔ（Ａ）ａｎｄｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔ（Ｂ）ｉｎＸＹＡａｎｄ
ＭＳｇｒｏｕｐｓｂｙＰＬＳＤＡａｎａｌｙｓｉｓ．Ａ：▲ ＸＹＡｇｒｏｕｐ；■ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ．ｎ＝６．

Ｔａｂ．１　ＰｏｓｓｉｂｌｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｉｎｍｏｄｅｌａｎｄＸＹＡ
ｇｒｏｕｐｓ

δ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ
Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎ

ｉｎｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ

ｉｎＸＹＡ
ｇｒｏｕｐ

０．９３ Ｌｅｕｃｉｎｅ／Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ ↓ ↑

０．９９ Ｖａｌｉｎｅ ↓ ↓

１．１３ βＨＢ ↓ ↑
１．３３－１．３５，４．１１－
４．１４

Ｌａｃｔａｔｅ ↓ ↓

１．４７ ａｌａｎｉｎｅ ↑ ↓

２．３８ ｐｙｒｕｖａｔｅ ↓ ↑

３．０４ ｃｒｅａｔｉｎｅ ↓ ↑

３．２３ ｃｈｏｌｉｎｅ ↑ ↓

３．２７ ＴＭＡＯ ↓ ↑

３．４０－４．００ ｇｌｕｃｏｓｅ ↑ ↓

Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ａｎｄａｌ
ｔｅｒａｔｉｏｎｉｎＸＹＡｇｒｏｕｐ，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

３　讨论

ＣＵＭＳ模型是综合了慢性应激和孤养两种经典
模型相结合的建模方法，制作慢性轻度不可预见性

的应激抑郁模型，其理论依据与人类抑郁症中慢性、

低水平的应激源导致抑郁症的发生并加速抑郁症发

展的机理更接近。
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采用ＮＭＲ的代谢组学方法，发现给药２１ｄ后，
与其他组大鼠相比，ＸＹＡ组与正常对照组最为接
近，说明ＸＹＡ组可以使血浆中的生物标志物发生
一定的改变，与模型组代谢轮廓不同，结合前期行为

学结果［８］，表明与其他组分组相比，ＸＹＡ组有明显
的抗抑郁作用。有报道，越鞠丸的石油醚组分［１５］以

及半夏厚朴汤的亲脂性组分［１６］都有明显的抗抑郁

作用，这与研究结果是一致的。说明在这些抗抑郁

复方中，低极性成分发挥着重要的作用。

本文研究还表明：ＣＵＭＳ大鼠部分代谢物的改
变引起了机体内部分代谢途径的改变。如氧化三甲

胺在ＣＵＭＳ大鼠血浆中是降低的，但是有报道［１７］显

示当给予基因自由大鼠一个正常的环境后，大鼠体

内会建立一个相对稳定的肠道菌群落，大鼠尿液中

ＴＭＡＯ的含量会增加，说明本实验中各种刺激的干
扰，影响了大鼠肠道的菌群。

亮氨酸、异亮氨酸和缬氨酸等支链氨基酸在

ＣＵＭＳ模型组大鼠血浆中均显示降低的趋势。有研
究［１８］表明支链氨基酸与神经递质５羟色胺（５ＨＴ）
的含量有着密切的关系。５ＨＴ的含量和中枢疲劳
有关［１９］，而血浆中支链氨基酸含量的降低可能表明

大脑５ＨＴ的释放发生了紊乱。
能量不足或者疲劳是抑郁症患者的典型特征之

一。肌酸磷酸肌酸系统是细胞能量转换的关键，肌
酸含量的降低及三羧酸循环中间产物３羟基丁酸
的下降，表明ＣＵＭＳ影响了机体的能量代谢［２０］。

胆碱在神经传递中发挥着重要的作用。抑郁大

鼠血浆中胆碱浓度的增加表明ＣＵＭＳ引起了大鼠血
浆中与脂蛋白、磷脂等相关的代谢功能发生了障碍，

这与文献的报道是一致的［２１］。

本研究表明ＸＹＡ组分对于这些代谢物的改变
起到了一定的作用，进一步确定了 ＸＹＡ组分是逍
遥散中有效的抗抑郁组分。但是，因为逍遥散中的

成分是非常复杂的，所以还需要进一步研究。
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