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整合代谢组学和肠道菌群探讨生、炒酸枣仁改善睡眠的作用机制特点
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摘要: 本研究整合代谢组学技术和肠道菌群分析, 探讨生、炒酸枣仁 (Ziziphi Spinosae Seme, ZSS; Fried Ziziphi 

Spinosae Semen, FZSS) 对失眠小鼠内源性代谢物及肠道菌群结构的影响。动物实验获得山西中医药大学伦理委员

会的批准 (批准号: 2021DW172)。通过腹腔注射对氯苯丙氨酸 (PCPA) 复制小鼠失眠模型, 分别给予ZSS、FZSS治

疗 5天, 开展戊巴比妥钠诱导睡眠实验, 考察ZSS、FZSS协同助眠作用。采用UPLC-Q-Orbitrap MS对失眠小鼠血清

进行代谢轮廓分析, 结合多元统计分析, 筛选差异代谢物, 并借助MetaboAnalyst 5.0构建相关代谢通路与网络。利

用 16S rRNA分析肠道菌群结构及筛选差异性菌群。结果显示, 戊巴比妥钠诱导睡眠实验中, 与模型组相比, ZSS、

FZSS均可降低睡眠潜伏期并延长睡眠时间; 血清代谢组学结果显示, 共鉴定 36种与失眠相关的潜在生物标志物。

与模型组相比, ZSS和FZSS组分别鉴定 25和 27种差异代谢物, 其中ZSS、FZSS均可显著回调共有的 20种差异代谢

物。共涉及 10条与氨基酸代谢、能量代谢和脂质代谢调控机制密切相关通路。苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合

成, 半胱氨酸和甲硫氨酸等 5条代谢通路是ZSS组、FZSS组共有调控途径; 而花生四烯酸代谢是ZSS改善睡眠的独

有代谢途径; 谷氨酸和谷氨酰胺等 3条代谢通路是 FZSS改善睡眠独有的调控途径。PCoA分析表明ZSS组、FZSS

组菌群结构均有向空白组恢复的趋势; ZSS、FZSS均可促进普沃菌属丰度下降, 而上调乳酸菌属丰度。LEfSe和相

关性分析表明血清差异代谢物犬尿喹啉酸、L-谷氨酸、D-脯氨酸与ZSS组差异菌 γ-变形菌纲呈显著正相关; 5-羟色

胺、乙酰胆碱、L-甲硫氨酸与FZSS组差异菌乳酸菌属呈显著正相关。综上, ZSS与FZSS均可影响氨基酸、能量及脂

质等代谢通路并调控肠道菌群结构, 从而发挥治疗失眠作用, 但在具体的代谢通路及肠道菌群各有特点。本研究结

果为阐明ZSS、FZSS治疗失眠作用机制提供了实验基础, 为指导临床合理用药提供科学依据。
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Semen (FZSS) on metabolites and intestinal flora structure in insomnia mice by combining metabolomics analysis 

and 16S rRNA gene sequencing. Animal experimentation was approved according to the Committee on the Ethics 

of Animal Experiments of Shanxi University of Chinese Medicine (approval number: 2021DW172). The prediction 

targets were validated in para-chlorophenylalanine (PCPA) induced insomnia mice with administration of ZSS and 

FZSS for 5 days, respectively. Then pentobarbital sodium induced sleeping test were performed to evaluate the 

synergistic sleep-aiding effect of ZSS and FZSS. The metabolic profile of serum from insomnia mice was analyzed 

by UPLC-Q-Orbitrap MS. Different metabolites were screened combined with multivariate statistical analysis. The 

relevant metabolic pathways and networks were constructed by MetaboAnalyst 5.0. Intestinal flora changes were 

detected by 16S rRNA sequencing technology. Animal study indicated that, compared to PCPA-induced insomnia 

model, ZSS and FZSS shortened the sleeping latency and increased the sleeping duration. The serum metabolomics 

results showed that, there are 36 potential biomarkers associated with insomnia were identified. Compared with the 

model group, 25 and 27 differential metabolites were identified in the ZSS and FZSS groups, respectively. Both 

ZSS and FZSS groups could significantly adjust to the common 20 differential metabolites. A total of 10 pathways 

are closely related to insomnia, which including amino acid metabolism, energy metabolism and lipid metabolism. 

5 metabolic pathways are shared in ZSS and FZSS, including phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis, 

cysteine and methionine metabolism and so on. Arachidonic acid metabolism is the unique metabolic pathway for 

ZSS to improve sleep; 3 metabolic pathways including glutamate and glutamine are the unique regulatory pathway 

for FZSS to improve sleep. PCoA analysis showed that the structure of ZSS and FZSS recovered to blank group, 

ZSS and FZSS can decrease the abundance of Pvotella and increase the abundance of Lactobacillus. LEfSe and 

correlation analysis between metabolites and differential intestinal flora showed that kynurenic acid, L-glutamic 

acid, D-proline are significantly positively associated with Gammaproteobacteria in ZSS and 5-HT, acetylcholine, 

L-methionine are significantly positively associated with Lactobacillus in FZSS. In conclusion, both ZSS and 

FZSS can influence metabolic pathways such as amino acids, energy and lipids and regulate the structure of 

intestinal flora, and then play a part in treating insomnia. However, ZSS and FZSS improve the quality of sleeping 

by regulating different metabolic pathways and regulating gut microbiota structure. The results of this study 

provide an experimental basis for illustrating the action mechanism of ZSS and FZSS in treating insomnia and 

provide a scientific basis for clinical rational medication guidance.

Key words: Ziziphi Spinosae Seme; fried Ziziphi Spinosae Semen; metabolomics; intestinal flora; the 

mechanism of improving sleep

2020年中国睡眠研究会调查数据显示, 中国成年

人失眠率高达 38.2%。失眠可导致代谢紊乱, 如心血

管疾病、糖尿病和肥胖等多种疾病[1]。酸枣仁为鼠李

科植物酸枣 Ziziphus jujuba Mill. var. spinosa (Bunge)  

Hu ex H. F. Chou的干燥成熟种子, 始载于《神农本草

经》, 具有补肝、宁心、敛汗、生津的功效[2], 是中医药临

床治疗失眠的首选药物[3]。目前在酸枣仁中已鉴定出

237种化合物, 主要为皂苷类、黄酮类、生物碱类以及

脂肪酸等成分[4]。现代研究表明, 酸枣仁具有镇静安

神[5]、改善学习记忆[6]、抗抑郁[7]等丰富的药理作用。

2020年版《中华人民共和国药典》记载酸枣仁共

有两种饮片形式, 即酸枣仁 (ZSS) 和炒酸枣仁 (FZSS)
[5]。ZSS 的功效始载于《新修本草》, 据历代本草记载

ZSS炮制前后的功效分为生熟同治和生熟异治两种[8]。

有研究[9]表明ZSS、FZSS均具有镇静催眠的功效, 国内

外学者对于ZSS炮制机制研究多聚焦在化学成分和药

效作用方面。ZSS炮制后大部分黄酮类、皂苷类、生物

碱类含量升高, 脂肪酸类成分含量下降显著[8]。ZSS、

FZSS的药理作用比较研究主要在镇静安神、改善学习

记忆、抗抑郁等方面[10], 而两者改善睡眠作用机制及其

不同特点尚未见报道。

近年来, 代谢组学作为一门新兴组学技术, 以高通

量、高灵敏度、高分辨率的分析仪器为手段, 用于分析

生物体应激后其代谢产物的变化[11,12]。非靶向代谢组

学可以对特定生物体、细胞进行全面、无差别分析, 其

中液质联用 (LC-MS) 作为常用的非靶向代谢组学分

析技术, 具有快速、高效, 专属性强, 准确性高等特点[13]。

LC-MS代谢组学目前在炮制研究方面已经被广泛应用

于生大黄与大黄炭[14]以及淫羊藿与油炙淫羊藿[15]等中药

饮片体内作用机制的研究。微生物-肠-脑轴 (MGB)[16]

是肠道菌和中枢神经系统之间的双向通讯途径, 肠道

菌群及其代谢物通过“脑肠轴”影响宿主大脑功能, 肠

道菌群紊乱会导致失眠等神经疾病的发生[17]。肠道菌

群已成为治疗中枢神经系统疾病及药物研发的新
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靶点[18]。

本研究整合代谢组学和肠道菌群, 探讨ZSS、FZSS

改善对氯苯丙氨酸 (PCPA) 失眠大鼠的潜在作用机制

特点。本研究复制PCPA失眠大鼠模型, 基于UPLC-Q-

Orbitrap MS代谢组学技术, 结合多元统计分析筛选鉴定

PCPA 造模后的生物标志物 , 通过 Metaboanalyst 分析

ZSS、FZSS治疗失眠的代谢通路。利用16S rRNA高通

量测序技术分析肠道菌群属水平物种组成及相对丰度

的变化; 采用LDA分析筛选各组间的差异性菌群。最

后, 通过Spearman相关性分析探究肠道菌群与体内代

谢产物的相关性, 从而剖析 ZSS、FZSS通过体内代谢

产物-肠道菌群介导的改善睡眠机制。

材料与方法

仪器 Thermo fisher U3000超高效液相色谱仪(美

国Thermo Fisher Scientific公司); Thermo ScientificTM Q 

ExactiveTM Orbitrap 质谱仪、88880018 涡旋仪 (德国

Thermo Scientific 公司); CPA225D 型十万分之一分析

天平 (德国Sartorius公司); 冷冻干燥机 (北京四环科学

仪器厂有限公司)。

试药与试剂 酸枣仁 (批号: 210191015) 购于河

北安国, 并由山西中医药大学杜晨晖教授鉴定为鼠李

科植物酸枣 Ziziphus jujuba Mill. var. spinosa (Bunge) 

Hu ex H. F. Chou的干燥成熟种子。炒酸枣仁为实验

室自制, 取酸枣仁照清炒法 (通则0213), 斯皮诺素和酸

枣仁皂苷A的含量均符合 2020版《中华人民共和国药

典》规定。PCPA (纯度 > 98%, 批号: GK01-QHLL) 购

自梯希爱 (上海) 生化科技股份有限公司; 地西泮 (批

号: 1901023203) 购自山东信谊制药有限公司; 质谱级

乙腈 (批号 : 194036)、甲醇 (批号 : 20211109) 和甲酸 

(批号: 207035) 均购于美国Thermo Fisher Scientific公

司; 戊巴比妥钠 (批号: P11011) 购自德国默克公司; 生

理盐水 (批号: 1901023203) 购自石家庄四药有限公司; 

无水乙醇 (批号: 20180910) 购自天津市致远化学试剂

有限公司; 苦味酸 (批号: 20170608) 购自天津市大茂

化学试剂厂; 5-HT ELISA试剂盒 (批号: 20211015) 购

自武汉贝茵莱生物科技; 其他试剂为分析纯。

实验动物 SPF级雄性 ICR小鼠 30只, 体质量为 

(20 ± 2) 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。动物饲养于山西中

医药大学实验动物中心, 动物房控制在26 ℃, 湿度控制

在55%～65%, 12 h昼夜交替的环境中适应性饲养7天, 

自由进食饮水。动物实验获得山西中医药大学伦理委

员会的批准 (批准号: 2021DW172)。

药物制备 取生、炒酸枣仁样品各 300 g, 粉碎 

(60% 过 1 号药典筛), 加 10 倍量水 , 浸泡 30 min, 加热

至沸, 回流提取 2 h, 滤过, 滤渣再加 8倍量水, 继续回

流提取2 h, 滤过, 合并滤液, 减压浓缩至1 g·mL-1 (生药

量计), 冷冻干燥, 得ZSS、FZSS水提取物冻干粉。

分组及给药 健康 ICR小鼠 30只, 随机分为空白

组 (Control)、模型组 (Model)、地西泮组 (diazepam, 

DZP)、酸枣仁组 (ZSS)、炒酸枣仁组 (FZSS), 每组 6只。

空白组给予生理盐水 , 其余组腹腔注射 PCPA 溶液

300 mg·kg-1, 连续注射 3天, 以复制 PCPA失眠模型[19]。

采用ELISA法检测脑组织中 5-HT的含量, 比较空白组

与模型组脑组织中 5-HT的含量变化, 验证失眠模型是

否复制成功。ZSS、FZSS 组分别给予生、炒酸枣仁水

提物 20 g·kg-1 (按生药量计), 给药容积为 0.02 mL·g-1, 

空白组与模型组按比例灌服同体积生理盐水。给药剂

量根据动物与人给药剂量换算即得。每日 1次, 连续

给药5天。

戊巴比妥钠诱导小鼠睡眠实验 第 5 天灌胃后

30 min, 各组小鼠腹腔注射 44 mg·kg-1戊巴比妥钠, 观

察小鼠在戊巴比妥钠诱导的睡眠潜伏期 (注射戊巴比

妥钠到小鼠翻正反射消失) 和睡眠时间 (小鼠翻正反射

消失到恢复正常活动)。末次给药前 1天, 所有小鼠禁

食不禁水。给药1 h后眼眶采血, 解剖取结肠内容物。

血清样本处理 将收集的血样4 ℃下, 以3 500 r·min-1

离心 20 min, 收集上清液 , 得血清样本 , −80 ℃保存。

检测前 , 4 ℃融化血清样品 , 取 200 μL 血清 , 加入预

冷的甲醇-乙腈 (1∶1) 600 μL, 涡旋 1 min, 于 4 ℃、

13 000 r·min-1条件下离心 15 min, 上清液于离心浓缩

仪中浓缩至干 , 150 μL 初始流动相复溶 , 涡旋 30 s, 

4 ℃、13 000 r·min-1离心10 min, 上清液经0.22 μm微孔

滤膜过滤后进样。分别取上述每个测试样品上清液各

10 μL并充分混合, 作为质量控制 (quality control, QC) 

样本, QC样品在进样时, 每进完1组样本, 插入1个QC

样本, 以评估仪器是否稳定。

16S rRNA测序分析 将小鼠解剖后, 收集结肠内

容物。选择空白组、模型组、ZSS组、FZSS组, 每组各 3

个样品交由上海派森诺生物科技有限公司, 进行微生

物总 DNA提取和 16S rRNA V3-V4可变区域的扩增。

随后在 Illumina Mi Seq测序平台进行高通量测序, 测

序的数据按照 97% 的相似性阈值将序列划分为不同

的 OTU。使用 QIIME2软件, 实现各样本在属水平上

的组成分布可视化, 以柱状图呈现结果。通过主坐标

分析 (principal coordinates analysis, PCoA) 可以在不同

的角度表征样本间的群落差异 ; 根据线性判别分析 

(linear discriminant analysis, LDA), 找出每个组内显著

富集的物种; 通过联川云平台建立血清差异代谢物与
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差异菌群的相关性分析, 找出菌群与代谢物的相关性。

色谱条件 采用 ACQUITY UPLC® HSS T3 柱 

(150 mm × 2.1 mm, 1.8 μm), 流动相为 0.1%甲酸水 (A) 

和0.1%甲酸乙腈 (B), 流速为0.35 mL·min-1, 柱温50 ℃, 

进样量5 μL。正负离子梯度洗脱如下: 正离子: 0～1 min, 

5% B; 1～24 min, 5%～100% B; 24～28 min, 100% B; 

28～30 min, 100%～5% B; 30～33 min, 5% B; 负离子: 

0～1 min, 2% B; 1～18 min, 5%～100% B; 18～22 min, 

100% B; 22～25 min, 100%～2% B; 25～28 min, 2% B。

质谱条件 电喷雾离子源 (ESI); 正、负离子模式下

离子源温度分别为350 ℃和300 ℃, 毛细管温度320 ℃; 

鞘气流速为35 psi (1 psi ≈ 6.9 kPa); 辅助气流速为10 psi; 

正、负离子分别扫描, 正、负离子模式下喷雾电压分别

为 3.5和 2.5 kV; 一级全扫描分辨率 70 000 FWHM, 二

级扫描分辨率为 17 500 FWHM; 质谱检测采集范围

m/z 100～1 500; 动态排除持续时间为 8 s。碰撞能量

为20、40、60 eV。

数据处理 采用 Thermo 自带的 Compound Dis‐

coverer 2.0软件对 LC-MS数据进行峰的解卷积、峰对

齐、峰校准和归一化等数据预处理。将归一化峰表数

据导入 SIMCA-P软件 (Umetrics公司, 瑞典) 进行主成

分分析 (principal component analysis, PCA) 和正交偏

最小二乘法判别分析 (partial leastsquares discriminant 

analysis, OPLS-DA)。结合 OPLS-DA 分析中的 VIP 

(variable importance in the projection) > 1及 t检验 (P < 

0.05), 筛选空白组与模型组之间显著改变的差异变量。

结合二级碎片离子和在线数据库 HMDB、Xcalibur等

对差异代谢物进行鉴定。通过 MetaboAnalyst5.0 

(https://www.metaboanalyst.ca/) 对差异代谢物进行代

谢通路分析。

统计学分析 采用Graphpad Prism 9.0软件, 联川

云平台和派森诺基因云平台进行分析, 戊巴比妥钠诱

导小鼠睡眠实验和血清代谢组学实验结果以
-
x ± s表

示。两组数据比较采用Student's t检验, P < 0.05表明差

异具有统计学意义。肠道菌Alpha多样性组间比较采

用 t检验, 物种差异分析采用Kruskal_wallis秩和检验。

结果

1　戊巴比妥钠诱导小鼠睡眠实验

采用 ELISA 法检测小鼠脑组织中 5-羟色胺 (5-

hydroxytryptamine, 5-HT) 的水平, 结果显示模型组 5-

HT 水平 (160.02 ± 27.98 ng·mL-1) 显著低于空白组 

(231.23 ± 27.49 ng·mL-1) (P < 0.05), 表明 PCPA失眠模

型复制成功。戊巴比妥钠诱导小鼠睡眠实验结果如图

1, 与空白组相比, 模型组的睡眠潜伏期显著延长 (图

1A), 睡眠时间显著缩短 (图 1B) (P < 0.01), 表明模型

成立。与模型组相比, 地西泮组的睡眠潜伏期显著缩

短, 而各给药组显著降低。与模型组相比, 各给药组的

睡眠时间显著延长 , 地西泮组延长最为明显。表明

ZSS、FZSS 均能缩短小鼠睡眠潜伏期, 延长戊巴比妥

钠睡眠时间, 均具有镇静安神的作用。

2　血清代谢组学分析

2.1　血清代谢组学 QC 评价 　正、负离子柱状图中

RSD ≤ 30%的变量分别占 70.90%、82.52% (图 2A、B)。

以上结果表明, 在正、负离子模式下, QC样品数据具有

可靠性, 所建立的代谢组学分析方法稳定可靠, 符合大

批量进样的分析条件。

2.2　多元统计分析 　图 3A、B显示正、负离子模式下

空白组与模型组均沿 t2轴分开, 表明模型组与空白组

存在差异, 从整体上看, PCPA造模干扰了小鼠的正常

代谢, 而 ZSS、FZSS组以及地西泮组均与模型组显著

分开, 且趋近于空白组, 结果表明各给药组对失眠均有

不同程度的治疗作用。为了进一步研究失眠小鼠在给

予 ZSS、FZSS后内源性代谢物的变化, 对空白组和模

型组进行了OPLS-DA分析, 结果如图 3C、D。所得模

型参数在正离子模式下R2X = 0.898, R2Y = 1, Q2 = 0.994, 

负离子模式下 R2X = 0.732, R2Y = 1, Q2 = 0.931, 模型

R2Y、Q2均接近 1, 表明模型具有较高的解释率及预测

率。随机排列检验 (n = 200), 结果如图 3E、F显示, 空

白组和模型组正离子 R2、Q2左侧均低于最右侧, Q2交

于Y轴负轴, 表明该模型没有过拟合, 并且预测能力良

好, 说明模型有效。以VIP > 1和 t检验 (P < 0.05) 结合

Figure 1　Effect of Ziziphi Spinosae Seme (ZSS) and Fried Ziziphi Spinosae Semen (FZSS) on the hypnotic response to pentobarbital-

induced sleep in mice: sleep latency (A), sleep duration (B). *P < 0.05, **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs 

model group. n = 6, 
-
x ± s. DZP: Diazepam
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图 3G、H筛选潜在差异性代谢物, 通过HMDB数据库

对这些差异性代谢物进行鉴定, 空白组和模型组之间

共指认出 36个差异代谢物 (表 1)。ZSS、FZSS组与模

型组之间分别有 25 和 27 个差异性代谢物 , 且 ZSS、

FZSS组共有 22种差异代谢物包括 8个氨基酸类, 4个

有机酸类、4个酰胺类、1个脂肪酸类、5个其他类。值

得注意的是 L-乙酰基肉碱、尿酸和花生四烯酸等 3个

化学成分为 ZSS 组特有差异代谢物 , L-谷氨酸、缬氨

酸、吲哚乙酸、油酸和对苯二甲酸等 5 个化学成分为

FZSS组独有的差异代谢物, 详见表1。

为了进一步分析空白组、模型组、ZSS组、FZSS组

间各差异代谢物相对含量的变化趋势 , 选择 ZSS 和

Table 1　Differential metabolites of in serum in various groups. VIP: Variable importance for the projection; ↓ Means that the relative 

pe-ak area of group is lowered; ↑ Means that the relative peak area is raised; - Means differential metabolite that is not in the two groups

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

Metabolite

L-Histidine

Choline

Betaine

Acetylcholine

L-Glutamic acid

D-Proline

Citric acid

Valine

L-Acetylcarnitine

Uric acid

L-Methionine

4-Hydroxybenzaldehyde

L-Norleucine

Propionylcarnitine

5-HT

L-Kynurenine

L-Phenylalanine

Indoleacrylic acid

γ-Glu-leucine

Kynurenic acid

Indolelactic acid

N-Acetyl-D-tryptophan

Palmitic acid

Palmitoylethanolamide

Stearic acid

16-Hydroxyhexadecanoic acid

Benzoic acid

Palmitoylcarnitine

Arachidonic acid

Terephthalic acid

Oleic acid

Palmitic amide

Docosahexaenoic acid

4-Methoxycinnamic acid

PC(18:3(9Z,12Z,15Z)/18:2(9Z,12Z))

Erucamide

Formula

C6H9N3O2

C5H13NO

C5H11NO2

C7H15NO2

C5H9NO4

C5H9NO2

C6H8O7

C5H11NO2

C9H17NO4

C5H4N4O3

C5H11NO2S

C7H6O2

C6H13NO2

C10H19NO4

C10H12N2O

C10H12N2O3

C9H11NO2

C11H9NO2

C11H20N2O5

C10H7NO3

C11H11NO3

C13H14N2O3

C16H32O2

C18H37NO2

C18H36O2

C16H32O3

C7H6O2

C23H45NO4

C20H32O2

C8H6O4

C18H34O2

C16H33NO

C22H32O2

C10H10O3

C44H78NO8P

C22H43NO

Ion

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M-H]-

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M-H]-

[M+H]+

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M+H]+

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

m/z

156.076 8

104.107 0

118.086 3

146.117 6

148.060 4

116.070 6

191.019 7

118.086 3

204.123

169.035 6

150.058 3

123.044 1

132.101 9

218.138 7

177.102 2

209.092 1

166.086 3

188.070 6

261.144 5

190.049 9

206.081 2

247.107 7

255.233

300.289 7

283.264 3

271.227 9

121.029 5

400.342 1

303.233

165.019 3

281.248 6

256.263 5

329.247 5

179.070 3

780.554

338.341 7

tR/min

1.12

1.23

1.27

1.28

1.24

1.29

1.34

1.39

1.62

1.63

1.68

1.90

2.11

2.38

2.54

3.18

3.39

5.06

5.45

5.58

8.42

8.52

15.13

16.00

16.97

17.81

18.30

18.45

18.51

18.66

19.54

21.97

22.84

23.00

25.51

26.47

VIP

1.49

8.87

6.08

1.93

1.64

3.01

1.09

5.80

14.0

9.81

7.50

2.51

8.23

5.18

1.52

1.46

13.73

13.81

2.72

1.01

1.08

1.60

1.25

1.32

1.62

2.19

2.41

4.79

1.85

10.27

1.07

1.09

4.04

3.57

12.56

37.53

Trend

Model/Control

↑
↓
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↓
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Figure 2　The reliability investigation of the analytical method using quality control (QC) samples. RSD distribution of metabolites mea‐

sured in the pooled QC samples: positive ion mode (A) and negative ion mode (B)
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FZSS组同时具有显著回调趋势的20种差异代谢物, 将

其归一化峰面积数据导入Graphpad Prism 9.0软件绘制

箱图, 结果见图 4。ZSS和FZSS均可上调 18种差异代

谢物, 同时下调棕榈酰胺和 4-甲氧基肉桂酸等 2种差

异代谢物。与ZSS组相比, FZSS组可显著回调 5-HT、

胆碱、乙酰胆碱等11种差异代谢物。

2.3　代谢通路分析 　将空白组和模型组筛选出的差

异代谢物导入Metaboanalyst 5.0数据库中进行代谢通

路分析, 代谢通路影响值 (impact value) > 0.1的通路被

视为贡献值较大的代谢通路。研究表明模型组与空白

组相比具有 10条与失眠有关的代谢通路, 如图 5A, 分

别为苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成, 苯丙氨酸代

谢, D-谷氨酰胺和D-谷氨酸代谢, 花生四烯酸代谢, 组

氨酸代谢, 甘油磷脂代谢, 丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸

代谢, 色氨酸代谢, 精氨酸生物合成及半胱氨酸和甲硫

氨酸代谢等通路。由图 5B、C可知, ZSS组和 FZSS组

调控的代谢通路有所不同, 两者存在 5条共有代谢通

路, 分别为苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成, 苯丙

氨酸代谢, 组氨酸代谢, 色氨酸代谢, 半胱氨酸和甲硫

氨酸代谢等。不同的是 ZSS组独有花生四烯酸代谢, 

如图 5B所示。与ZSS组相比, FZSS组 (图 5C) 增加了

3条代谢途径, 分别是D-谷氨酰胺和D-谷氨酸代谢, 丙

氨酸、天冬氨酸和谷氨酸的代谢 , 精氨酸生物合成

途径。

为了进一步显示各差异代谢物之间的关系, 综合

KEGG及相关富集分析方法, 构建潜在相关代谢通路 

(图 6), 可以更清楚地体现ZSS、FZSS均可通过调节氨

基酸代谢、花生四烯酸代谢等脂质代谢以及能量代谢

Figure 3　PCA score plot of control group, model group, ZSS group and FZSS group: positive ion mode (A) and negative ion mode (B); 

OPLS-DA score of Control group and Model group: positive ion mode (C) and negative ion mode (D); permutation test results of control 

group and model group: positive ion mode (E) and negative ion mode (F); S-plot of control group and model group: positive ion mode (G) 

and negative ion mode (H). The numbers in G and H are consistent with those in the Table 1
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等对失眠小鼠的保护机制。结合图 4与图 6, 可知差异

代谢物 L-苯丙氨酸参与苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生

物合成及苯丙氨酸代谢, 给予 ZSS、FZSS后其相对含

量显著上升。差异代谢物 5-HT、L-犬尿氨酸以及犬尿

喹啉酸参与色氨酸代谢, 通过 ZSS、FZSS介导后相对

含量均上升。除此之外, 与空白组相比, 参与能量代

Figure 5　Metabolic pathway analysis. A: Model vs control; B: ZSS vs model; C: FZSS vs model. 1: Phenylalanine, tyrosine and trypto‐

phan biosynthesis; 2: D-Glutamine and D-glutamate metabolism; 3: Phenylalanine metabolism; 4: Arachidonic acid metabolism; 5: Histi‐

dine metabolism; 6: Alanine, aspartate and glutamate metabolism; 7: Tryptophan metabolism; 8: Glycerophospholipid metabolism; 9: Argi‐

nine biosynthesis; 10: Cysteine and methionine metabolism

Figure 4　The relative peak area of metabolites of between control, model, ZSS and FZSS. #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control; 
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model; △P < 0.05, △△P < 0.01, △△△P < 0.001 vs ZSS; n = 6, 

-
x ± s
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谢 (TCA循环) 的柠檬酸在模型组中的相对含量降低, 

给予 ZSS、FZSS 后相对含量显著上升。值得注意的

是, 参与谷氨酸、谷氨酰胺代谢的 L-谷氨酸仅为 FZSS

组生物标志物, 其相对含量在造模前后发生变化, 给予

FZSS后有所回调; 而花生四烯酸仅为ZSS组特有生物

标志物参与花生四烯酸的代谢, 给予ZSS后相对含量

上升。

3　生、炒酸枣仁对PCPA失眠模型下肠道菌群的结构

及影响

3.1　Beta多样性及物种组成分析 　采用Beta多样性

分析和物种组成分析, 来展示不同组别的肠道菌群的

差异。Beta 多样性结果显示空白组与模型组沿着

PCo1 (36.7%) 轴分开, 证明PCPA模型造模成功。ZSS

组和 FZSS 组都有向空白组恢复的趋势。对于物种

组成分析, 本实验重点分析了排名前 20的菌属, 与空

白组相比 , 模型组的拟杆菌属 (Bacteroides)、阿克曼

菌属 (Akkermansia) 的相对丰度均有所下调 ; 普沃菌

属 (Prevotella) 的相对有所丰度上升。与模型组相比, 

ZSS 组和 FZSS 组的乳酸菌属 (Lactobacillus)、拟杆菌

属的相对丰度升高, 而普沃菌属的相对丰度降低。值

得注意的是, 与ZSS组相比, FZSS组的乳酸菌属的相

对丰度升高。

3.2　LEfSe分析 　LEfSe (LDA effect size)分析用于识

别各组间相对丰度具有显著差异的关键微生物群落 

(LDA 阈值为 4.0), 柱长越长代表该菌群的差异越显

著。如图 7所示, 空白组的关键差异菌有拟杆菌属、普

沃菌属。与空白组相比 , 模型组关键差异菌主要有

TM7-3、F16、CW040。与模型组相比, ZSS组的关键差

异菌主要有理研菌科 (Rikenellaceae)、肠杆菌科 (En‐

terobacteriaceae)、γ-变形菌纲 (Gammaproteobacteria)、

志贺菌属 (Shigella)。与模型组相比 , FZSS 组的关键

差异菌主要有乳酸菌属。

3.3　血清差异代谢物与差异菌群的相关性分析 　采

用 Spearman 相关系数 , 选取血清代谢组学中鉴定的

20个差异代谢物与LDA分析中的 17个差异菌进行相

关性分析, 见图 8。空白组的差异菌拟杆菌属与 L-犬

尿氨酸、D-脯氨酸等 5个差异代谢物呈现显著正相关 

(P < 0.05); 普沃菌属与L-苯丙氨酸、乙酰胆碱、5-HT等

10个差异代谢物呈现显著正相关 (P < 0.05)。模型组

差异菌 TM7-3、CW040、TM7、F16 与差异代谢物 4-甲

氧基肉桂酸呈显著正相关 (P < 0.05)。ZSS 组的差异

菌 γ-变形菌纲与差异代谢物犬尿喹啉酸等 9个差异代

谢物呈现显著正相关 (P < 0.05); 肠杆菌科与吲哚丙烯

酸显著正相关 (P < 0.05); 志贺氏菌属与L-犬尿氨酸呈

现显著正相关 (P < 0.05)。FZSS组的差异菌乳酸菌属

与 L-甲硫氨酸、乙酰胆碱等 6个差异代谢物呈现显著

正相关 (P < 0.05)。

讨论

失眠与单胺类及氨基酸类等中枢神经递质, 腺苷、

前列腺素 D2 (prostaglandin D2, PGD2) 等内源性催眠

物质 , 炎症因子以及能量代谢等功能关系密切[20-22]。

Figure 6　 Schematic diagram of metabolic pathway network. 5-HT: 5-Hydroxytryptamine; 5-HTP: 5-Hydroxytryptophan; L-DOPA: 

Levodopa; DA: Dopamine; NA: Noradrenaline; GABA: γ -Aminobutyric acid; TCA cycle: Tricarboxylic acid cycle; GSH: Glutathione; 

PGH2: Prostaglandin H2; PGD2: Prostaglandin D2; PGJ2: Prostaglandin J2
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课题组前期采用 1H NMR代谢组学发现ZSS可调控失

眠大鼠的氨基酸代谢和能量代谢从而改善睡眠[23]。本

研究采用UPLC-Q-Orbitrap MS代谢组学技术, 在空白

组和模型组中发现 36个潜在的差异性代谢物, 并对差

异性代谢物进行了通路分析, 得到 10条与失眠模型有

关的代谢通路, 发现 ZSS、FZSS除可调控氨基酸代谢

及能量代谢外, 还可调控脂质代谢。

氨基酸代谢紊乱与失眠密切相关, 本研究中苯丙

氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成以及苯丙氨酸代谢途

径, 是 ZSS、FZSS治疗失眠的两条主要代谢通路。苯

丙氨酸转化紊乱不仅影响酪氨酸的生成, 而且会影响

多巴胺、去甲肾上腺素等兴奋性神经递质合成, 而这些

兴奋性神经递质主要参与睡眠-觉醒周期调控[24]。本

研究中ZSS、FZSS均可显著回调失眠模型小鼠血清中

L-苯丙氨酸的含量, 从而通过调节苯丙氨酸、酪氨酸和

色氨酸的生物合成及苯丙氨酸代谢途径达到治疗失眠

的作用。色氨酸代谢通路在诱导睡眠机制中发挥重要

的作用[25], 5-HT、L-犬尿氨酸及犬尿喹啉酸均为色氨酸

代谢通路的重要代谢产物, 参与多种神经系统疾病过

程。 5-HT 对慢波睡眠的发生和维持起着重要作

用[26,27]。犬尿喹啉酸能够对抗喹啉酸的神经毒性作

用, 具有神经保护作用[28]。本研究经ZSS和FZSS干预

后 5-HT和 L-犬尿氨酸的含量均明显回升, 表明 ZSS、

FZSS可通过回调 5-HT和犬尿氨酸含量发挥改善睡眠

Figure 8　Correlation analysis between metabolites and differential flora (comparison between groups *P < 0.05, **P < 0.01)

Figure 7　Linear discriminant analysis (LDA) scores 4 were generated from LEfSe analysis, showing the differences in bacterial abundance 

(LEfSe: LDA effect size)
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的作用, 值得注意的是, FZSS对 5-HT的回调作用显著

强于 ZSS。谷氨酸、谷氨酰胺代谢途径紊乱与失眠密

切相关。谷氨酸作为兴奋性神经递质, 对于保证大脑

的学习和记忆等认知功能有重要作用, 而过量的谷氨

酸则会导致神经兴奋性损伤[29]。本研究中谷氨酸、谷

氨酰胺代谢途径是 FZSS 独有代谢途径之一 , 给予

FZSS后可以回调谷氨酸的含量, 从而逆转失眠造成的

谷氨酸、谷氨酰胺代谢途径的紊乱。

脂代谢也参与睡眠的调控, 花生四烯酸是 PGD2

合成的重要前体物质, 而 PGD2亦是有效的内源性促

睡眠物质[30]。Liu等[31]通过生信分析发现失眠状态下

花生四烯酸生物合成较低, 课题组前期研究表明PCPA

失眠大鼠血清中 PGD2的含量降低[32], 因此花生四烯

酸含量降低可能与失眠相关。本研究中花生四烯酸是

ZSS治疗失眠的独有代谢通路, 提示 ZSS可通过调节

花生四烯酸代谢发挥改善睡眠的作用。胆碱是乙酰胆

碱和磷脂酰胆碱的前体物质, 乙酰胆碱是中枢胆碱能

系统中重要的神经递质之一, 其主要功能是维持觉醒

和改善学习记忆[33]。本研究 ZSS、FZSS 均可上调胆

碱、乙酰胆碱的含量, 提示ZSS、FZSS均可通过调控甘

油磷脂代谢达到治疗失眠的作用, 值得注意的是, 与

ZSS组相比, FZSS组胆碱、乙酰胆碱的相对含量显著

升高 (P < 0.05)。

此外, 能量代谢对睡眠也有一定的影响, 三羧酸循

环 (TCA) 是PCPA模型紊乱的重要能量代谢途径。柠

檬酸是TCA循环中的重要成分, 维持TCA循环中的能

量供应。刘鑫等[34]发现老年慢性睡眠剥夺模型大鼠肝

脏TCA循环速率减慢, 继而导致能量代谢紊乱。本研

究模型组柠檬酸的含量显著降低, 经 ZSS、FZSS治疗

后均有显著上调作用, 提示 ZSS、FZSS可通过回调柠

檬酸的含量调节TCA循环途径发挥改善睡眠作用。

研究表明乳酸菌属丰度的变化可能会导致失眠多

种神经性疾病的发生[35,36]。ZSS组、FZSS组中乳酸菌

属与模型组相比均有所上升, 推测两者可以促进乳酸

菌属的丰度的上升从而发挥治疗失眠的作用。有文

献 [37,38]报道肠杆菌科和乳酸菌属可分别产生丙酸和丁

酸, 为肠嗜咯细胞提供能量, 从而产生 5-HT[39]。肠杆

菌科和乳酸菌属分别是ZSS和FZSS组差异菌属, 本研

究中ZSS可能通过调控肠杆菌科, FZSS通过调控乳酸

菌属, 促进肠道5-HT合成从而发挥治疗失眠作用。

相关性分析结果显示, γ-变形菌纲与犬尿喹啉酸

呈显著正相关 (P < 0.05), 犬尿喹啉酸含量下降可能会

导致失眠、抑郁等精神疾病的发生[40], 由此推测ZSS可

能通过上调 γ-变形菌纲, 促进犬尿喹啉酸的产生发挥

治疗失眠的作用。脯氨酸可作为 γ-变形菌纲肠杆菌科

的唯一氮源或碳源, 脯氨酸可被肠杆菌科降解为谷氨

酸, 进而参与下游的生理功能[41,42]。由此推测 ZSS 可

能通过调控 γ-变形菌纲影响脯氨酸代谢从而改善睡

眠。乳酸菌属与乙酰胆碱和 L-甲硫氨酸呈正相关, 研

究表明乳酸菌属可以产生乙酰胆碱, 在记忆和学习等

认知功能中发挥重要作用[43], 推测FZSS可能通过上调

乳酸菌属, 增加乙酰胆碱等神经递质含量, 发挥治疗失

眠作用。甲硫氨酸是一种含硫的必需氨基酸, 研究表

明甲硫氨酸可促进有益菌乳酸菌的生长, 从而可减轻

肠道炎症, 并维持肠道内稳态[44], 推测 FZSS可能是通

过调控甲硫氨酸含量, 影响乳酸菌属的生长, 进一步发

挥改善睡眠的作用。

课题组前期研究表明ZSS经炒制后斯皮诺素等 6

种黄酮类、酸枣仁皂苷A等 3种皂苷类以及木兰花碱

等 9种生物碱类成分含量显著上升[45], 并通过体内−体
外物质组关联并结合发现斯皮诺素和酸枣仁皂苷等成

分为ZSS其发挥镇静催眠作用的潜在效应物质[46]。研

究表明斯皮诺素可通过 5-羟色胺能系统发挥其镇静催

眠作用[47], 结合本研究结果推测ZSS炒制后斯皮诺素

等黄酮类成分含量升高, 是导致FZSS组回调失眠大鼠

血清中 5-HT作用显著高于ZSS组的主要原因。谷氨

酸可通过谷氨酸脱羧酶合成 γ -氨基丁酸 (GABA), 

GABA是一类重要的抑制性神经递质具有促进睡眠的

作用, 酸枣仁皂苷A和木兰花碱可通过介导GABA途

径发挥镇静安神作用[48,49], 进一步影响谷氨酸的合成

与释放, 而本研究表明 FZSS可通过回调谷氨酸、谷氨

酰胺代谢发挥改善睡眠作用。由此推测ZSS经炒制后

皂苷类、生物碱类成分的含量升高, 从而增加了 FZSS

回调的代谢通路。

综上, 本研究表明ZSS、FZSS能够缩短PCPA失眠

模型小鼠的睡眠潜伏期, 延长小鼠的睡眠时间。进一

步结合血清代谢组学技术和肠道菌群分析, 表明ZSS、

FZSS均可通过降低睡眠潜伏期, 延长睡眠时间, 缓解

失眠的症状, 同时均可影响氨基酸、能量及脂质等代谢

通路, 恢复体内内源性代谢物的稳态; 并通过调控肠道

菌群结构影响内源性代谢物含量, 从而发挥治疗失眠

作用。但是, 两者在具体的代谢通路调控及肠道菌群

结构调节方面又显示出不同的特点。本研究揭示了

ZSS、FZSS通过内源性代谢物-肠道菌群介导改善睡眠

的可能作用机制, 然而其底层的作用机制, 如肠道菌群

是如何影响内源性代谢物进而改善睡眠的具体作用途

径, 仍需通过实验深入阐明。综上, 本研究结果将为阐

明 ZSS 及其炮制品治疗失眠的作用机制提供实验基

础, 为ZSS与FZSS饮片临床合理应用提供科学依据。
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