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基于 1H NMR代谢组学技术的柴胡-白芍药对对逍遥散的贡献研究
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摘要: 探究柴胡-白芍药对在逍遥散抗抑郁作用中的核心地位及作用机制。通过行为学指标观察柴胡-白芍药

对、逍遥散、阴性对照 (逍遥散除去柴胡、白芍) 对慢性温和不可预知性抑郁 (CUMS) 模型大鼠行为学的影响, 结果

显示模型组大鼠体重、穿越格数和直立次数、糖水偏爱率均显著下降 (P<0.001), 强迫游泳不动时间明显延长 (P<

0.01)。柴胡-白芍药对有明显的抗抑郁作用, 且低剂量组对大鼠穿越格数回调与逍遥散相当, 高剂量组对直立次数

和糖水偏爱率回调与逍遥散相当; 高、低剂量组对不动时间回调均优于逍遥散。动物实验获得山西大学伦理委员会

的批准。代谢组学结果提示, 与抑郁症相关的 15种生物标志物中, 其中逍遥散回调 12种, 药对回调 8种, 阴性对照

仅回调 6种。通过代谢通路分析, 共聚焦了 4条抑郁症相关代谢通路, 药对和逍遥散通过 4条相同的代谢通路发挥

抗抑郁作用, 阴性对照仅通过其中 3条通路发挥作用。综上, 从行为学、代谢组学和通路分析揭示了柴胡-白芍药对

在逍遥散抗抑郁中发挥重要作用。
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Abstract: This study explores the antidepressant mechanism of Radix Bupleuri-Radix Paeoniae Alba herb

pair and the core role in Xiaoyaosan. The behavioral indicators were used to observe the effects of herb pair,

Xiaoyaosan, and a negative control (Xiaoyaosan remove Radix Bupleuri-Radix Paeoniae Alba) on CUMS rats.

The body weight, number of crossing and rearing, sugar preference rate were significantly decreased (P<0.001)

and the immobility time of forced swimming test was significantly prolonged (P<0.01) in the model group. Radix

Bupleuri-Radix Paeoniae Alba herb pair has significant antidepressant effect, with the number of crossing in low

dose group similar to Xiaoyaosan, while the number of rearing and the sucrose preference rate in high dose group

are equivalent to Xiaoyaosan, and the immobility time in high and low-doses group are better than Xiaoyaosan.
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University. Metabonomics results showed 15 biomarkers related to depression, whereas administering Xiaoyaosan

or the herb pair can ameliorate 12 or 8 metabolites respectively, compared to the negative control, which can only

ameliorate 6 metabolites. The metabolic pathway analysis showed 5 depression-related pathways. The herb pair

and Xiaoyaosan exerted antidepressant effects through common 4 metabolic pathways, while the negative control

only exerted effects through 3. In summary, behavioral, metabolomics and metabolic pathway analysis revealed

that Radix Bupleuri-Radix Paeoniae Alba plays an important role in the biological effect of Xiaoyaosan.
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柴胡轻清辛散, 疏肝解郁; 白芍酸寒收敛, 养血柔

肝。柴胡-白芍药对是疏肝解郁、调畅情志最基础的配

伍药对。Shi等[1]运用数据挖掘技术对中药专利复方

治疗抑郁症的用药规律进行分析, 发现柴胡和白芍的

使用频数分别处于第一和第三位, 常用的药对中柴胡-

白芍药对居首位。柴胡、白芍为多个抗抑郁疗效确切

的复方柴胡舒肝散和四逆散等的君、臣药[2,3], 本课题

组近年来通过成分归属和血清药物化学等方法对逍遥

散抗抑郁的物质基础进行研究, 发现柴胡和白芍对逍

遥散抗抑郁作用贡献最大[4,5]。即从物质基础层次阐

明了柴胡-白芍药对在逍遥散中占有重要地位, 然而该

药对在逍遥散中发挥重要作用的药理机制尚不明确。

现代研究表明, 柴胡-白芍药对作为整体使用具有明确

的抗抑郁作用[6], 然而对该药对抗抑郁机制的相关报

道较少, 有待于深入研究。因此, 为探究其在逍遥散中

核心地位的药理机制, 本文将通过行为学、代谢组学和

通路分析展开对柴胡-白芍药对、逍遥散的抗抑郁作用

及机制研究。

代谢组学通过研究机体整体代谢网络变化阐释疾

病发病机制及药物作用机制[7], 通过研究代谢物变化

来反映机体整体变化, 与中医药的整体辩证观息息相

关, 近年来在揭示中药发挥药效及作用机制的研究中

起到了重要作用[8]。代谢组学因其方法的灵敏性在中

药品质评价、化学组分比较和药效差异性研究[9,10]方面

应用越来越广泛。在药效评价方面, 代谢组学技术相

比于行为学指标更加灵敏, 故本文采用代谢组学技术

评价柴胡-白芍药对在逍遥散方中药效及作用机制中

的贡献。

材料与方法

仪器及试剂 BRUKER 600 MHz AVANCE III超

导核磁共振波谱仪 (瑞士); TGL-16高速台式冷冻离心

机 (湖南湘仪离心机仪器有限公司); 旋转蒸发仪 (德国

艾卡集团); 冷冻干燥机 (宁波新芝生物科技股份有限

公司); 恒温鼓风干燥箱 (上海琅玕实验设备有限公

司); 蔗糖 (天津市风船化学试剂科技有限公司); 水合

氯醛 (天津市大茂化学试剂厂)。

药物 柴胡 (批号: 1708255131, 产地河北)、白芍

(批号: 1710436111, 产地安徽)、当归 (批号: 1711583111,

产地甘肃)、麸炒白术 (批号: 1709657141, 产地浙江)、

茯苓 (批号 : 1711307132, 产地安徽)、炙甘草 (批号 :

1710013151, 产地新疆)、薄荷 (批号: 1712017121, 产地

江苏)、干姜 (批号, 1706792101, 产地广西) 药材饮片均

购于河北安国市祁澳中药饮片有限公司; 盐酸文拉法

辛胶囊 (规格: 25 mg/粒, 批号: 130101, 厂家: 成都康弘

药业集团股份有限公司)。

动物 健康雄性 SPF级 SD大鼠 (180±20 g) 购于

北京维通利华实验动物技术有限公司 , 许可证号 :

SCXK (京) 2016-0011。实验期间动物保持自由饮水

和进食, 饲养环境温度为 (24±1) ℃, 湿度为 (55±5) %,

12 h明暗交替光照, 实验前适应性饲养 1周。动物实

验获得山西大学伦理委员会的批准。

药物制备 分别取逍遥散 (柴胡、白芍、当归、麸

炒白术、茯苓、炙甘草、干姜、薄荷为 6∶6∶6∶6∶6∶3∶2∶

2)、柴胡-白芍药对和阴性对照 (逍遥散扣除柴胡、白

芍)用 10倍量 70%乙醇浸泡 1 h后回流提取 2次, 每次

2 h, 合并提取液, 静置后滤过, 将滤液旋转浓缩, 冷冻

干燥, 干燥后称量所得粉末质量, 计算产率 (逍遥散、

柴胡-白芍药对、阴性对照提取物浸膏得率分别为

21.78%、15.90%、25.55%), 4 ℃冰箱保存备用。全部药

物使用之前用蒸馏水配制成溶液, 超声溶解。

分组与给药 经体重、旷场实验、糖水偏爱实验测

试后, 选择指标相近的大鼠108只, 随机分为9组, 分别

为空白组 (C, control), 模型组 (M, model), 阳性药组

(P, Positive, 盐酸文拉法辛 35 mg·kg-1), 逍遥散高、低剂

量 (XYS-H、XYS-L生药量 46、23 g·kg-1) 柴胡-白芍药

对低、高剂量 (BP-H、BP-L生药量 15、7.5 g·kg-1) 组, 阴

性对照高、低剂量 (NC-H、NC-L生药量 31、15.5 g·kg-1)

组。各给药组按照 10 mL · kg-1对大鼠进行灌胃给药,

空白组和模型组灌胃给予等量的蒸馏水。

CUMS 抑郁模型的复制 参照 Willner 等[11]方法

并结合本实验前期研究[12], 建立大鼠 CUMS 抑郁模

型。空白组大鼠正常饲养, 不接受任何刺激。其余各

组接受 28天造模程序, 主要包括热刺激、4 ℃冰水游
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泳、超声刺激、夹尾、昼夜颠倒、足底电击、禁水 (24 h)、

束缚和禁食 (24 h) 等。每组动物每天随机给予一种刺

激, 同 1 种刺激累计使用不超过 4次。每种应激的具

体操作方法如下: 热刺激, 大鼠置于 45 ℃恒温电热烘

箱中, 计时 10 min后取出; 4 ℃冰水游泳, 将大鼠置于

装有 4 ℃冰水的有机玻璃缸 (高 50 cm, 直径 20 cm)

中, 水深约 15 cm, 以大鼠刚触及缸底为宜, 游泳 5 min

后捞出, 毛巾擦干以避免痉挛等现象发生, 待大鼠各项

体征平稳后归笼 ; 超声刺激 , 功率为 60 W 的超声刺

激 3 h; 夹尾, 大鼠身体固定, 暴露尾部, 用夹子夹住距

尾根部 1 cm 处持续 2 min (发出哀叫即可 , 避免过度

夹伤); 昼夜颠倒 , 白天将大鼠置于黑暗空间中 , 持续

12 h, 夜晚将大鼠置于白炽灯照射的明亮空间中, 持续

12 h; 足底电击, 将大鼠置于足底电击箱中, 设置电压

为 32 V, 每隔 10 s电击一次, 每次持续 2 s, 共 10次; 禁

水, 剥夺饮水 24 h; 束缚, 将大鼠置于 550 mL矿泉水瓶

中, 使其不能自由活动, 持续3 h; 禁食, 剥夺食物24 h。

行为学检测

体重实验 在实验的第 0、7、14、21和 28天分别称

大鼠体质量。

旷场实验[13] 在实验的第 0、7、14、21、28 天分别

进行旷场实验。旷场实验装置底部 (100 cm×100 cm×

40 cm) 被分成 25个相等的正方形。首先, 将大鼠放置

在旷场实验装置底部中心方格内 1 min以适应环境。

观察大鼠穿越横 (3爪以上跨入即可) 格数和直立 (两

前肢离地面 1 cm即可) 次数。记录后 4 min 内大鼠穿

越数量和直立次数。在每只大鼠实验之后, 用乙醇溶

液清洁旷场装置并于干燥后进行下一次旷场实验。

糖水偏爱实验 糖水偏爱实验根据文献[14]报道,

实验前对每只大鼠给予 1% 蔗糖水和日常饮水进行

糖水偏爱实验训练。每只大鼠 (单笼饲养) 同时放置 2

个水瓶, 第一个 24 h同时放置 2瓶 1%蔗糖水, 第二个

24 h期间, 给予 1瓶 1%蔗糖水和 1瓶日常饮用水。训

练结束之后, 进行12 h的禁水禁食, 之后测定12 h内的

糖水消耗量, 大鼠自由选择饮用。分别在第 0天进行

糖水偏爱率的基线测定 , 第 28 天进行糖水偏爱率实

验。称取大鼠饮水前后水瓶的质量, 计算大鼠的糖水

偏爱率。糖水偏爱率=糖水饮用质量/(糖水饮用质量+

日常饮用水质量)。

强迫游泳实验 强迫游泳实验参考文献[15], 实验

装置为圆柱形有机玻璃容器 (高 50 cm, 直径 20 cm),

水深 30 cm、温度 (25±1) ℃。第 28天对每只大鼠进行

15 min的强迫游泳训练。第 29天进行强迫游泳实验,

每只大鼠适应 2 min, 记录后 4 min的不动时间。大鼠

为保持头部在水面以上而避免下沉的漂浮且无明显的

挣扎现象, 亦记录为不动时间。

血清样本的收集 最后一次给药后, 对大鼠禁食

24 h 后进行麻醉后腹主动脉取血 , 室温静置 30 min,

4 ℃环境下以 3 500 r ·min-1 离心 10 min, 取上清, 置于

-80 ℃冰箱储存, 以待进行核磁分析。
1H NMR代谢组学数据采集

血清 1H NMR样本的制备 将血清样本在 4 ℃环

境下缓慢解冻 , 精密吸取 450 μL 置于 EP 管中加入

D2O 350 μL, 涡旋 30 s, 4 ℃环境下以 13 000 r·min -1离

心20 min, 取上清550 μL置5 mm核磁管中。
1H NMR测试条件 BRUKER 600 MHz AVANCE

III 超导核磁共振波谱仪采集数据 (25 ℃), 采用 Carr-

Purcell-Meiboom-Gill脉冲序列。具体参数如下: 检测

谱宽 12 345.7 Hz, 扫描次数为 64, 脉冲时间 14 μs, 采样

时间 2.654 s, 弛豫时间 1.0 s, 采样数据点 65 536, 采样

间隔40.5 s。
1H NMR图谱处理 血清核磁图谱采用MestReNova

(version 11.0 Mestrelab Research, Santiago de Compos‐

tella, 西班牙) 软件处理。所有谱图均进行手动相位、

基线调整。以肌酐化学位移 δ 3.04 (-CH3) 为标准进行

校正 , 以 δ 0.01 对化学位移 δ 0.72～8.47 区间进行积

分, 对其中残余水峰 (化学位移 δ 4.45～4.88) 区域切除

不进行积分, 以消除残余水峰的影响。将积分数据进

行面积归一化处理, 产生数据矩阵, 导入Excel用于多

元统计分析。

数据统计分析 处理后的数据采用SIMCA-P 13.0

软件进行PCA主成分分析, 进而使用PLS-DA, OPLS-DA

正交偏最小二乘判别分析法的V-S-plot图结合VIP>1

及 t检验 (P<0.05) 确定潜在生物标志物。使用生物学

数据库 HMDB (http://www. hmdb. ca/)、BMRB (http://

www.bmrb.wisc.edu/) 等进行生物标志物的鉴定, 并使

用 Met PA (http://metpa.metabolomics.ca) 进行代谢通

路分析。

结果

1 行为学检测

1.1 体重实验 第 0天, 各组别之间没有明显的差异。

第 28天, 与空白组相比, 模型组大鼠体重显著性减少

(P<0.001), 表明CUMS模型复制成功; 给予药物后, 与

模型组相比, 逍遥散高低剂量组 (P<0.01, P<0.01)、药

对高低剂量组 (P<0.05, P<0.05)、阴性对照高低剂量组

(P<0.01, P<0.01) 均显著性增加 (图 1)。提示柴胡-白

芍药对单独使用时同样能显著增加大鼠的体重。

1.2 旷场实验 第 28天, 与空白组相比, 模型组大鼠

的穿越格数显著减少(P<0.001); 给予药物后, 与模型
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组大鼠相比, 逍遥散高低剂量组 (P<0.001, P<0.01)、药

对高低剂量组 (P<0.01, P<0.01)、阴性对照高低剂量

组 (P<0.01, P<0.05) 均穿越格数显著性增多 (图 2A)。

与空白组相比 , 模型组大鼠的直立次数显著减少

(P<0.001); 给予药物后, 与模型组大鼠相比, 逍遥散高

低剂量组 (P<0.01, P<0.01)、药对高低剂量组 (P<0.01,

P<0.05) 直立次数显著增多 , 阴性对照仅高剂量组

(P<0.05) 显著增多 (如图 2B)。结果说明柴胡-白芍药

对能够改善抑郁大鼠的旷场活动情况, 穿越格数高剂

量组回调效果稍差于逍遥散, 低剂量与逍遥散相当; 直

立次数高剂量回调效果与逍遥散相当, 低剂量稍差于

逍遥散。

1.3 糖水偏爱实验 第 28天, 与空白组相比, 模型组

大鼠糖水偏爱率显著性减少(P<0.001)。给予药物后, 与

模型组大鼠相比, 逍遥散高低剂量组 (P<0.01, P<0.01)、

药对高低剂量组 (P<0.01, P<0.05) 糖水偏爱率均显著

性升高 , 阴性对照仅高剂量组 (P<0.05) 显著性升高

(图 3A)。结果说明柴胡-白芍能够显著提升抑郁大鼠

的糖水偏爱率, 且高剂量回调效果与逍遥散相当, 低剂

量稍差与逍遥散。

1.4 强迫游泳实验 第 28天, 与空白组相比, 模型组

大鼠强迫游泳不动时间显著性延长 (P<0.001); 给予

药物后 , 与模型组相比 , 逍遥散高低剂量组 (P<0.01,

P<0.01)、药对高低剂量组 (P<0.001, P<0.001)、阴性对

照高低剂量组 (P<0.01, P<0.01) 大鼠强迫游泳不动时

间均显著减少 (图 3B)。结果说明柴胡-白芍药对显著

缩短抑郁大鼠强迫游泳的不动时间, 且高、低剂量组回

调效果均优于逍遥散。

2 1H NMR代谢组学

2.1 核磁图谱归属 空白大鼠血清典型 1H NMR谱图

如图 4, 结合文献[16]报道和 HMDB (http://www.hmdb.

ca/)、BMRB (http://www.bmrb.wisc.edu/) 等数据库对图

谱进行分析 , 共指认出 34 种内源性代谢产物 , 结果

如表1。

2.2 多元统计分析 通过 1H NMR 图谱成分归属获

得血清中内源性代谢物信息, 为寻找潜在的与抑郁症

相关生物标志物, 首先采用无监督的 PCA方法, 从得

分散点图可以看出空白组和模型组可明显分开 (图

5A); 构建 PLS-DA 模型排列实验 (图 5B), 所有左侧

排列均低于右侧原始值且相交于负半轴 (R2 = 0.994、

Figure 2 The numbers of crossing (A) and rearing (B) of C, M, P, XYS-H, BP-H, NC-H, XYS-L, BP-L and NC-L in open field test.

n = 10,
-
x ± s. ###P<0.001 vs C; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs M

Figure 1 The data of rats' weight of C (control), M (model), P (positive), XYS-H (high-dose Xiaoyaosan), BP-H (high-dose Radix

Bupleuri-Radix Paeoniae Alba), NC-H (high-dose negative control), XYS-L (low-dose Xiaoyaosan), BP-L (low-dose Radix Bupleuri-Radix

Paeoniae Alba), NC-L (low-dose negative control); The trend of rats' weight in 28 days (A) and weight of rats on 28 day (B). n = 10,
-
x ± s.

###P<0.001 vs C; *P<0.05, **P<0.01 vs M
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Q2 = 0.815), 表明 CUMS大鼠模型复制成功、可靠, 可

用于发现能够表征与抑郁相关的潜在生物标志物; 进

而进行有监督的OPLS-DA (图 5C) 确定与抑郁相关的

潜在生物标志物。V-S-plot图 (图 5D) 中变量对分类

的重要程度由 VIP (variable importance in the projec‐

tion) 值的大小来衡量, 变量离原点越远, VIP值越大。

Table 1 Assignments of 34 metabolites form rat serum

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

Metabolite

HDL

LDL

Isoleucine

Leucine

Valine

Isobutyric acid

2-Ketoisovalerate

3-Hydroxybutyrate

Lactate

Alanine

Lysine

Lipid

Acetate

N-Acetyl-β-D-

glucoside

Glutamine

Acetone

Pyruvate

Dimethylglycine

δH/(multiplicity)

0.87 (m)

0.89 (m), 1.27 (m)

0.94 (t, J = 7.2 Hz), 1.01 (d, J = 7.2 Hz)

0.96 (t, J = 6.6, 6.3 Hz)

0.99 (d, J = 7.2 Hz), 1.04 (d, J = 7.2 Hz)

1.07 (d, J = 6.9 Hz)

1.11 (d, J = 7.2 Hz)

1.20 (d, J = 6.0 Hz), 3.31 (d, J = 6.0 Hz)

1.33 (d, J = 6.9 Hz), 4.12 (q)

1.48 (d, J = 7.8 Hz)

1.45 (m), 1.73 (m), 1.90 (m)

1.57 (m), 2.77 (m)

1.92 (s)

2.04 (s)

2.14 (m), 2.45 (m)

2.23 (s)

2.37 (s)

2.92 (s), 3.70 (s)

No.

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

Metabolite

Creatine

Choline

Phosphocholine

Glycerophocholine

Trimetlylamine oxide

Scyllo-inositol

Taurine

β-Glucose

α-Glucose

Glycine

Glycerol

Allantonin

Tyrosine

Phenylalanine

Histidine

Formate

δH/(multiplicity)

3.04 (s), 3.93 (s)

3.20 (s)

3.22 (s)

3.23 (s)

3.26 (s)

3.36 (s)

3.41 (t, J = 6.0, 4.2 Hz)

3.41 (dd, J = 6.9 Hz), 3.46 (m), 3.72 (m),

3.90 (d, J=12 Hz)

3.53 (dd, J = 3.6 Hz), 3.71 (dd, J = 6.0 Hz),

3.78 (m), 3.84 (m), 5.24 (d, J = 3.6 Hz)

3.56 (s)

3.59 (dd, J = 6.6, 4.2 Hz),

3.66 (dd, J = 3.9, 4.2 Hz)

5.39 (s)

6.89 (d, J = 2.4 Hz), 7.19 (d, J = 9.0 Hz)

7.32 (m), 7.42 (m)

7.04 (s), 7.74 (s)

8.46 (s)

Figure 4 Typical 1H NMR spectrum of serum samples from control rat. The serial numbers in the figure 4 are consistent with those in the

table 1

Figure 3 The sucrose preference rate (A) of C, M, P, XYS-H, BP-H, NC-H, XYS-L, BP-L and NC-L in the sucrose preference test (A);

The immobility time (B) of C, M, P, XYS-H, BP-H, NC-H, XYS-L, BP-L and NC-L in the forced swimming test (B). n = 10,
-
x ± s. ##P<

0.01, ###P<0.001 vs C; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs M
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将 VIP>1 且 P<0.05 作为筛选潜在生物标志物的判定

标准。对空白组、模型组、阳性药组、逍遥散组、药对组

及阴性对照组进行OPLS-DA分析, 比较逍遥散、药对

和阴性对照对生物标志物的回调效果 (图5E, 5F)。

2.3 生物标志物分析 通过对空白组和模型组进行

OPLS-DA 分析, 筛选出 15种与抑郁症相关的潜在生

物标志物。与空白组相比, 模型组大鼠血清中高密度

脂蛋白、3-羟基丁酸、丙氨酸、谷氨酰胺、胆碱、β-葡萄

糖、甘氨酸、和 α-葡萄糖 8种代谢物含量升高; 低密度

脂蛋白、异亮氨酸、乳酸、丙酮、丙酮酸、肌酸和氧化三

甲胺 7种代谢物含量降低。与模型组比较, 逍遥散能

显著回调高密度脂蛋白、低密度脂蛋白、异亮氨酸、谷

氨酰胺、3-羟基丁酸、丙氨酸、丙酮、丙酮酸、肌酐、胆

碱、氧化三甲胺和 α-葡萄糖等 12种潜在生物标志物;

药对能够显著回调其中高密度脂蛋白、异亮氨酸、谷氨

酰胺、丙氨酸、丙酮酸、肌酐、氧化三甲胺和α-葡萄糖等

8种潜在生物标志物; 阴性对照能够显著回调其中高

密度脂蛋白、异亮氨酸、丙氨酸、丙酮酸、肌酐和α-葡萄

糖等 6种潜在生物标志物。综上可见, 在标志物调节

数量上, 柴胡-白芍药对能对复方所调节的大部分标志

物具有显著回调作用。在标志物的调节程度上, 柴胡-

白芍药对对标志物的调节程度与复方基本一致 (图

6)。而阴性对照在标志物的调节数量及程度均不及柴

胡-白芍药对。揭示柴胡-白芍药对在逍遥散对抑郁症

相关生物标志物的调节中起到重要作用。

3 代谢通路分析

将通过 1H NMR 找到的 15 种与抑郁症相关的生

物标志物以及逍遥散、药对和阴性对照显著回调的生

物标志物输入metaboanalyst (http://www.Metaboanalyst.

ca) 数据库中进行代谢通路分析。如图 7A, 横坐标

Pathway impact 表示由拓扑分析所计算出的代谢通路

重要性值, 纵坐标-log (p) 表示代谢通路富集分析的显

著性水平。本研究中将代谢通路影响值大于 0.1的通

路视为与抑郁相关的代谢通路, 共筛选得到 5条代谢

通路, 分别为甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢; 缬氨酸、亮

氨酸和异亮氨酸的生物合成; 丙氨酸、天冬氨酸和谷氨

酸代谢; 丙酮酸代谢; 糖酵解或糖异生。在 CUMS模

型影响的 5条代谢通路中, 逍遥散和药对均能调节其

中的 4条代谢通路, 且对不同代谢通路的重要性值和

显著性水平一致 (图 7B、7C); 阴性对照仅主要参与了

其中 3条代谢通路 (图 7D)。说明柴胡-白芍药对在逍

遥散方中通过调节代谢通路发挥抗抑郁起主要作用。

讨论

柴胡、白芍配伍使用最早出现在汉代张仲景的《伤

寒论》中。柴胡、白芍配伍, 以白芍之酸敛制柴胡之辛

散, 用柴胡之辛散又制白芍之酸敛, 一散一收, 是疏肝

解郁常用的配伍药对[17]。逍遥散出自于宋·太医局主

持编写的《太平惠民和剂局方》, 全方由柴胡、白芍、当

归、麸炒白术、茯苓、炙甘草、干姜和薄荷组成, 是疏肝

解郁的经典名方, 其中以柴胡为君药, 白芍为臣药。本

研究以 CUMS 模型大鼠为研究对象, 考察药对、逍遥

散和阴性对照对抑郁大鼠的行为学的影响, 从行为学

层面探究柴胡-白芍对逍遥散发挥抗抑郁作用的贡献;

利用代谢组学技术阐明柴胡-白芍药对的抗抑郁作用

机制, 从对生物标志物回调强度揭示药对对逍遥散抗

Figure 5 PCA scores plots (A) of rat serum from C and M, permutation test form PLS-DA (B); OPLS-DA scores plot (C), V-S-plot (D),

OPLS-DA scores plot of C, M, P, XYS-H, BP-H and NC-H (E), OPLS-DA scores plot of C, M, P, XYS-L, BP-L and NC-L (F)
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抑郁作用的贡献; 通过代谢通路分析验证该药对在逍

遥散中的重要地位。

通过代谢通路分析发现, 柴胡-白芍药对发挥抗抑

郁作用的机制主要是改善大鼠体内氨基酸代谢 (丙氨

酸, 天冬氨酸和谷氨酸代谢; 缬氨酸、亮氨酸和异亮氨

酸合成) 以及能量代谢 (丙酮酸代谢、糖酵解或糖异

生)。缬氨酸、亮氨酸与异亮氨酸同为支链氨基酸, 是

人体内丰富的必需氨基酸, 缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸

的生物合成途径在调节机体应激、蛋白质的合成与代

谢、糖代谢、能量代谢和肌肉代谢平衡中都起重要作

用[18,19]。本研究通过与抑郁症相关的代谢通路发现:

与空白组相比较, 抑郁模型组大鼠的缬氨酸、亮氨酸和

异亮氨酸的生物合成途径发生紊乱, 这与文献[20,21]报

道的一致。柴胡-白芍药对、逍遥散及阴性对照可通过

此途径发挥抗抑郁作用。

谷氨酸是一种重要的兴奋性神经递质, 而谷氨酸

含量的升高可能会诱发神经毒性[22], 而谷氨酰胺在生

物体内可在谷氨酰胺酶的作用下转化为谷氨酸, 且丙

Figure 6 Comparison of relative peak areas of the potential biomarkers associated with depression, which could be regulated by XYS, BP

and NC. The relative peak areas of metabolites were obtained from 1H NMR analysis of serum. n = 7,
-
x ± s. #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001

vs C; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs M
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氨酸可通过丙氨酸转氨酶生成谷氨酸[23], 本研究发现

CUMS造模可引起大鼠体内谷氨酰胺和丙氨酸含量的

升高, 机体可能通过丙氨酸转氨酶和谷氨酰胺酶的作

用导致谷氨酸水平的升高, 造成神经损伤导致抑郁的

发生。柴胡-白芍药对和逍遥散的代谢通路分析提示

两者可能调节丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢来发挥

抗抑郁作用。

丙酮酸代谢、糖酵解和糖异生是生物体能量代谢

的重要途径, 丙酮酸是多种物质之间相互转化和代谢

的枢纽物质, 在有氧氧化过程中由葡萄糖氧化而成, 进

而进入线粒体参与三羧酸循环实现糖、脂肪和氨基酸

之间的相互转化并为机体供能; 没有线粒体的成熟红

细胞则完全依赖糖酵解供应能量; 在缺氧环境下, 丙酮

酸通过糖酵解途径被还原成乳酸, 为机体迅速提供能

量; 而神经、白细胞、骨髓等代谢极为活跃, 即使在不缺

氧情况下也常由糖酵解提供能量[24]。因而丙酮酸代谢

途径在机体的能量代谢中具有重要作用。通路分析发

现柴胡-白芍、逍遥散和阴性对照可改善抑郁大鼠的丙

酮酸代谢。

综上, 本研究从行为学、代谢组学和代谢通路 3个

层面探究柴胡-白芍药对对逍遥散发挥抗抑郁贡献的

药理机制, 发现由君药柴胡和臣药白芍组成的药对在

复方逍遥散发挥抗抑作用中起到重要的作用。柴胡-

白芍可能通过调节氨基酸代谢和能量代谢发挥抗抑郁

作用, 体现了中药多成分、多靶点发挥药效的特点。
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