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• 药理与临床 • 

基于 1H-NMR代谢组学复方柴归方干预抑郁模型大鼠血清代谢物规律分析 
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摘  要：目的  采用 1H-NMR 代谢组学方法分析复方柴归方干预抑郁模型大鼠血清代谢物组的变化规律。方法  采用慢性

温和不可预知应激（CUMS）程序对大鼠进行造模，以复方柴归方及阳性药（文拉法辛）为干预药物，采用核磁共振方法对

大鼠血清进行分析，数据预处理后导入 SIMCA-P 14.1 软件进行多元统计分析，从小分子代谢物角度对复方柴归方的抗抑郁

药效进行验证，并寻找出潜在的疾病生物标志物和药物疗效标志物。结果  CUMS 抑郁大鼠模型复制成功，代谢组学结果

表明与模型组相比，CUMS 抑郁大鼠经阳性药和复方柴归方干预后血清中异亮氨酸、氧化三甲胺和肌酸水平升高，N-乙酰

糖蛋白、胆碱和葡萄糖水平降低，差异显著（P＜0.05、0.01）。结论  复方柴归方干预后 CUMS 模型大鼠血清差异代谢物水

平明显回调，该研究可为复方柴归方抗抑郁作用机制研究提供参考依据。 
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1H-NMR metabolomics analysis of changes of serum metabolites in rats with 

depression induced by Compound Chaigui Prescription 
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Abstract: Objective  To analyze the effect of Compound Chaigui Prescription on the changes of serum metabolites in rats with 

depression by 1H-NMR metabolomics. Methods  Rats model established were modeled by chronic mild unpredictable stress (CUMS) 

procedure. Compound Chaigui Prescription and positive drugs (venlafaxine) were used as intervention drugs. Rat serum was analyzed 

by nuclear magnetic resonance (NMR) method. After data pretreatment, SIMCA-P 14.1 software was introduced for multivariate 

statistical analysis to verify the antidepressant efficacy of Compound Chaigui Prescription from the perspective of small molecule 

metabolites, and find potential disease biomarkers and drug efficacy markers. Results  The CUMS depression rat model was 

successfully replicated. The metabolomics results showed that the levels of isoleucine, trimethylamine oxide, and creatine in the serum 

of CUMS-depressed rats were significantly higher than those of the model group. The levels of N-acetyl-glycoprotein, choline, and 

glucose were decreased with a significant difference (P < 0.05, 0.01). Conclusion  The serum metabolite levels in CUMS model rats 

were significantly corrected after Compound Chaigui Prescription intervention. This study can provide reference for the study of 

antidepression mechanism of Compound Chaigui Prescription. 

Key words: Compound Chaigui Prescription; depression; metabolomics; chronic unpredictable mild stress; depression model;  
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抑郁症是一种以显著而持久的心境低落为主要

临床特征的精神情感障碍性疾病，终身患病率高达

17%[1]，世界卫生组织在 2017 年的最新报告中指出，

目前全球大约有 3.2 亿人患有抑郁症，发病率高达

4.4%，我国抑郁症发病率约为 4.2%，预计到 2020

年，抑郁症将会成为严重威胁人类健康的第二大疾

病，仅次于心脑血管疾病[2]。 

代谢组学是继基因组学、蛋白组学和转录组学

之后出现的一门新兴的“组学”，是生物体在病理生

理刺激和遗传因素改变的条件下，在多个时间，不

同方位定量定性检测其代谢物变化，测定整个机体

的代谢图谱，解释代谢物的变化规律，全面理解代

谢物在病理条件下的变化过程和代谢途径的一门学

科[3]。代谢组学研究中一般采用核磁共振（NMR）、

液相色谱-质谱联用（LC-MS）、气相色谱-质谱联用

（GC-MS）等具有高通量、高灵敏度和高精密度的

分析技术，分析细胞、组织等生物样本中的内源性

代谢物变化过程，同时通过其动态变化来分析研究

对象的病理生理状态。代谢组学为中药新药研发、

中药复方安全性评价、药效物质基础和作用机制

研究提供了强有力的技术支持[4-7]。NMR 技术不

需要对样品进行前处理，且对样本无破坏是目前

唯一可以用于活体研究的分析技术 [8]，目前，基

于 NMR 分析手段的代谢组学已经成为一种强有

力的工具[9]。 

本课题组前期通过系统溶剂提取法、药效学验

证和化学成分指纹图谱分析，发现逍遥散低极性部

位抗抑郁作用显著，并通过药效成分归属和逍遥散

临床观察进行处方化裁，得到了优选复方柴归方，

该方由柴胡、当归、白芍、炒白术、炙甘草、薄荷

6 味中药组成[10]。本研究制备大鼠温和慢性不可预

知应激（CUMS）抑郁模型，采用基于 NMR 的代

谢组学技术对大鼠血液代谢物的变化进行测定分

析，从小分子代谢物角度对复方柴归方各剂量组的

抗抑郁药效进行评价和验证，同时寻找出潜在的抑

郁症疾病生物标志物和药物疗效标志物。 

1  材料 

1.1  动物 

56 只成年雄性 SD 大鼠，SPF 级，体质量 180～

200 g，购于北京维通利华实验动物技术有限公司，

动物许可证号 SCXK（京）2014-0001，动物置于自

然节律光照环境下，适应性饲养 1 周，室温 22～

24 ℃，相对湿度 35%～55%。 

1.2  药品与试剂 

中药饮片柴胡 Bupleurum chinense DC.、当归

Angelica sinensis (Oliv.) Diels 、 白 芍 Paeonia 

lactiflora Pall.、炒白术 Atractylodes macrocephala  

Koidz.、炙甘草 Glycyrrhiza uralensis Fisch.、薄荷

Mentha haplocalyx Briq. 均购于山西省华阳药业有

限公司，经山西大学中医药现代研究中心秦雪梅教

授鉴定均为正品，鉴定结果符合《中国药典》2015

年版规定；重水（D2O，美国默克试剂公司）；盐酸

文拉法辛胶囊（25 mg/粒，批号 140805，成都康弘

药业集团股份有限公司）。 

1.3  仪器 

Centrifuge TDL-5 低温高速离心机（上海安亭

科学仪器厂）；BSA124S 电子天平（赛多利斯科学

仪器有限公司）；大鼠旷场测试箱（长 100 cm、宽

100 cm、高 80 cm），黑色，25 格，实验室自制；

KQ2200DB 超声仪（昆山超声仪器有限公司）；

Bruker 600 MHz AVANC III 核磁共振检测仪（德国

布鲁克公司）。 

2  方法 

2.1  复方柴归方提取物的制备 

按复方柴归方处方配比（柴胡-白芍-当归-炒白

术-炙甘草-薄荷 6∶6∶6∶6∶3∶2）取适量药材，

加 8 倍量 75%乙醇，加热回流 2 次，每次 2 h，药

渣 8 倍量水提取 2 次，每次 2 h，回收乙醇，浓缩干

燥；将水提液浓缩至 1.10 g/mL（65 ℃），乙醇沉淀

体积分数为 70％，静置 48 h，滤过，回收乙醇，浓缩

干燥，混合乙醇提取物和水提醇沉物，减压浓缩干燥，

即得复方柴归方提取物（芍药苷质量分数不少于 8.9 

mg/g，柴胡皂苷 a 质量分数不少于 2.5 mg/g）。 

2.2  分组与给药 

大鼠正常饲养适应 1 周后，进行糖水训练和旷

场实验测试，根据大鼠体质量和实验结果，将大鼠

随机分为 7 组：对照组、模型组、文拉法辛（0.035 

g/kg）阳性对照组和复方柴归方高、中、低剂量（生

药 19.4、9.7、4.8 g/kg）组，联合用药（复方柴归

方＋文拉法辛，9.7 g/kg＋0.035 g/kg）组，每组 10

只。各给药组均 ig 给药，连续给药 28 d，每日给药

体积为 10 mL/kg，其中对照组和模型组 ig 给予等体

积蒸馏水。 

2.3  CUMS 抑郁模型复制 

结合本实验室对经典造模方法的改进措施，改

进造模方式，9 种应激因子随机安排：（1）禁食 24 h；
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（2）禁水 24 h；（3）4 ℃冰水浴 5 min；（4）超声

刺激 3 h；（5）45 ℃热刺激 10 min；（6）足底电击，

电压 36 V；（7）空瓶应激 1 h；（8）夹尾 2 min；（9）

束缚 3 h。对照组每笼 5 只，正常饲养；其余各组单

笼喂养，并连续 28 d 给予应激，每天随机 1 种刺激，

同种刺激不连续出现。所有组别大鼠每周均进行称

体质量、糖水偏爱率和旷场实验测试。造模与给药

同时进行。 

2.4  样品收集与制备 

实验第 29 天采集各组大鼠血清及组织样本，采

样前各组大鼠禁食不禁水处理 12 h。实验当天对各

组大鼠称体质量，按每只大鼠的体质量，ip 10%水

合氯醛（5 mL/kg）麻醉，股动脉取血于 10 mL EP

管中，冰上放置 20 min，3 000 r/min 离心 5 min，

取上清液置于 1.5 mL EP 管中，−80 ℃保存。 

血清样品预处理：将存于−80 ℃的样本放于冰

水混合物中解冻，精密吸取 450 μL 于 1.5 mL EP 管

中，再加入 350 μL D2O，涡旋震荡 30 s，4 ℃、13 000 

r/min 低温高速离心 20 min，吸取 600 μL 上清液置

于内径 5 mm 的核磁管中，用于检测。 

2.5  1H-NMR 检测与图谱处理 

样品在Bruker 600 MHz AVANCE III NMR仪上

检测（25 ℃）。采用 CPMG（Carr-Purcell-Meiboom- 

Gill）脉冲序列，检测谱宽 7 149.2 Hz，扫描次数为

64 次，FID 分辨率 0.188 Hz，脉冲时间 9.95 s，采

样时间 4.554 8 s，延迟时间 1.0 s，采样间隔 40.5 s，

采样点为 32 768。 

所有图谱采用 MestReNova 核磁图谱数据处理

软件对血清 1H-NMR 图谱进行傅里叶转换，然后进

行相位、基线的调整，以肌酐（δ 3.04）为标准对图

谱进行化学位移校正，切除 δ 4.30～5.16 区间的水

峰，以 0.01 为单位对 δ 0.70～8.60 的核磁图谱做等宽

度分割进行分段积分，并对数据进行归一化处理。将

上述数据保存在 Excel 表格中，用于多元统计分析。 

运用 SIMCA-P14.1 将积分数据进行中心化和

规格化处理后，采用偏最小二乘法（PLS-DA）进

行组间比较和模型验证；采用正交偏最小二乘法判

别分析（OPLS-DA）方法找出组间差异代谢物。使

用 SPSS 16.0 和 GraphPad Prism 5 对潜在生物标志

物进行统计分析和图表绘制，采用单因素方差分析

和 t 检验进行差异比较。 

3  结果 

3.1  1H-NMR 图谱的指认与分析 

参考文献报道 [11-12]及化合物数据库 HMDB

（ http://www.hmdb.ca/ ） 和 BMRB （ http://www. 

bmrb.wisc.edu/）中代谢物的信息，并结合本实验大鼠

血清核磁图谱峰形，对大鼠血清中的代谢物进行指

认，共指认出 24 种内源性代谢产物，包括脂质、氨

基酸、胆碱、糖蛋白等，具体信息见图 1 和表 1。 

3.2  多元统计分析 

为进一步分析各组间内源性代谢物的差异，对

复杂数据降维处理后进行多元统计分析。采用有监

督的 PLS-DA 方法对各组血清样本数据矩阵进行代

谢轮廓分析，分析结果见图 2。模型组与对照组沿

t[2] 轴明显分开，表明 CUMS 抑郁模型复制成功；

复方柴归方各剂量组有远离模型组接近对照组的趋

势，表明复方柴归方对 CUMS 抑郁模型大鼠具有很

好的治疗作用；文拉法辛组分布在对照组附近，距

离模型组较远，表明文拉法辛对 CUMS 模型大鼠的

抑郁状态具有很好的治疗作用；联合用药组与模型

组明显分开并与对照组接近，表明联合用药组对

CUMS 模型大鼠的抑郁状态具有很好的治疗作用。 
 

 

图 1  对照组大鼠血清样本 1H-NMR 图谱 

Fig. 1  Typical 1H-NMR spectrum of rat serum in control group 
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表 1  大鼠血清样本 1H-NMR 数据归属 

Table 1  1H-NMR assignments of major metabolites in serum of rats 

序号 代谢物 部分基团 δH 

 1 脂质 CH3 0.87 (m) 

 2 缬氨酸 γCH3, γCH3 0.99 (d, J = 6.6 Hz), 1.04 (d, J = 7.2 Hz) 

 3 异亮氨酸 δCH3, δCH3, δCH3, γCH3, γCH2 0.94 (t, J = 7.4 Hz), 1.01 (d, J = 7.0 Hz), 1.27 (m) 

 4 亮氨酸 CH=CH 0.96 (d, J = 7.1 Hz), 0.97 (d, J = 6.6 Hz) 

 5 β-羟丁酸 γCH3 1.20 (d, J = 6.6 Hz), 2.41 (d, J = 7.0 Hz), 2.31 (d, J = 6.0 Hz) 

 6 乳酸 αCH, βCH3 1.33 (d, J = 8.4 Hz), 4.12 (q, J = 8.3 Hz) 

 7 丙氨酸 βCH3 1.48 (d, J = 8.6 Hz) 

 8 乙酸盐 CH3 1.92 (s) 

 9 N-乙酰糖蛋白 CH3 2.04 (s) 

10 O-乙酰糖蛋白 CH3 2.14 (s) 

11 乙酰乙酸 CH3 2.28 (s) 

12 丙酮酸 CH3 2.37 (s) 

13 谷氨酸 αCH, βCH2 2.06 (m), 2.35 (m) 

14 谷氨酰胺 αCH, βCH2 2.14 (m), 2.46 (m) 

15 二甲胺 NCH3 2.93 (s) 

16 胆碱 N(CH3)3 3.20 (s) 

17 磷脂酰胆碱 N(CH3)3 3.21 (s) 

18 氧化三甲胺 CH3 3.26 (s) 

19 肌酸 CH3, CH2 3.04 (s), 3.94 (s) 

20 甘油 CH2OH, CH2OH 3.66 (dd, J = 11.4, 4.2 Hz), 3.56 (dd, J = 9.6, 3.6 Hz) 

21 α-葡萄糖 1-CH 5.23 (d, J = 4.2 Hz) 

22 酪氨酸 3 or 5-CH, 2 or 6-CH 6.89 (d), 7.18 (m) 

23 组氨酸 2-CH, 4-CH 7.74 (s), 7.04 (s) 

24 甲酸盐 CH 8.45 (s) 
 

 

图 2  大鼠血清样本 PLS-DA 散点图 (A) 和相应的模型验证图 (B) 

Fig. 2  PLS-DA (A) and corresponding validation plot (B) derived from 1H-NMR spectra of serum from all rats 

3.3  血清差异代谢物的筛选 

为进一步确定造模前后大鼠血清内源性代谢物

的差异，从代谢物角度研究复方柴归方的抗抑郁作

用机制，采用 OPLS-DA 方法对模型组与对照组进

行分析，得到 OPLS-DA 得分图（图 3-A）和 S-plot

图（图 3-B），通过 S-plot 图结合 VIP 值（＞1），独

立样本 t 检验 P＜0.05 寻找差异代谢物，从而得到 6

个峰面积具有显著性差异的内源性代谢产物，其结

果见图 4。 

模型组与对照组 OPLS-DA 分析结果（图 3-A）

表明，对照组与模型组明显分开，模型建立成功。

由图 4 可知，与对照组相比，模型组大鼠血清中含

量显著升高（P＜0.05、0.01）的有 N-乙酰糖蛋白、

葡萄糖、胆碱，含量显著降低（P＜0.05、0.01）的

有异亮氨酸、肌酸、氧化三甲胺。复方柴归方各剂

量组、阳性药组以及联合用药组均能有效调节这 6 
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图 3  对照组与模型组大鼠血清样本 OPLS-DA 散点图 (A) 和相对应的 S-plot 图 (B) 

Fig. 3  OPLS-DA scatters plot (A) and corresponding S-plot (B) of serum of rats in control and model groups 

 

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group 

图 4  大鼠血清中差异代谢产物相对峰面积 

Fig. 4  Relative peak areas of endogenous metabolites with difference in serum of rats 

种代谢物接近对照组水平，其中联合用药组和复方

柴归方中、高剂量组的差异代谢物水平与对照组最

为接近。 

4  讨论 

代谢组学整体性的优势可以对样本中各种各样

的内源性代谢物进行评价，全面反映机体的代谢物

变化情况。代谢组学研究表明，抑郁症的诱发可能

与氨基酸代谢、能量代谢、肠道微生物、神经生化

等多种代谢途径有关[13]。 

与对照组相比，CUMS 模型大鼠血清中异亮氨

酸含量显著降低。有研究表明异亮氨酸有助于星形

胶质细胞的形成，能维持脑内氮原子的平衡，而脑

内氮失衡可导致中枢神经系统功能障碍[14]；异亮氨

酸在谷氨酸的合成过程中起着重要作用，谷氨酸是

一种兴奋性神经递质，其诱导的神经毒性牵涉到抑

郁症神经生物学[15]，谷氨酸水平的变化也与抑郁症

的发病紧密相关[13-16]；异亮氨酸可增加脑源性神经

营养因子（BDNF）的表达量，其能减轻神经元细

胞退化和增加神经元细胞的数量，主导抑郁症相关

的信号通路[17]。在本研究中，CUMS 模型大鼠血清
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异亮氨酸含量降低，表明大鼠神经系统代谢紊乱，

复方柴归方各剂量组均能回调异亮氨酸水平，表明

复方柴归方各剂量组可以通过回调异亮氨酸水平来

发挥抗抑郁作用。 

CUMS 抑郁模型大鼠血清中葡萄糖水平显著升

高。Eaton 等[18]对 1 715 例抑郁症患者随访 13 年，发

现重度抑郁症可增加发生 2 型糖尿病的患病几率，而

抑郁情绪能影响体内糖代谢，使机体对糖代谢的调节

能力降低；葡萄糖是人体内能量代谢的主要来源，有

研究表明抑郁症患者体内能量代谢紊乱[19-20]；CUMS

模型大鼠体内葡萄糖水平升高，表明其机体糖代谢

失衡，能量利用率降低，给予复方柴归方后，葡萄

糖水平降低，表明复方柴归方各剂量组可通过回调

葡萄糖水平来发挥抗抑郁作用。 

胆碱是膜磷脂的重要组成部分，对保持细胞的

完整性起到了重要作用，抑郁模型大鼠胆碱含量增

加表明抑郁症使膜磷脂的组成发生了变化[13]；胆碱

也是合成不饱和溶血磷脂酰胆碱的前体，有研究表

明，CUMS 模型大鼠中不饱和溶血磷脂酰胆碱水平

升高，表明氧化效应增强，而氧化效应是抑郁症的

典型特征[21]；而胆碱可用于中枢神经递质乙酰胆碱

的合成，抑郁症患者体内胆碱代谢紊乱[22]，因此机

体胆碱代谢异常与抑郁症有着密切关系，CUMS 大

鼠血清中胆碱含量升高，表明该模型大鼠伴有神经

递质代谢失衡。 

氧化三甲胺是肠道微生物特有的生物标志物。

胆碱可在肠道内被微生物降解为三甲胺，随后进入

肝脏转化为氧化三甲胺。有研究表明，脑和肠道存

在双向交流，抑郁情绪可能通过影响肠道微生物来

激活下丘脑-垂体-肾上腺轴（HPA）[23]，且肠道菌

群还可影响 BDNF 的水平[24]。CUMS 模型大鼠体内

氧化三甲胺含量改变，表明该模型肠道微生物代谢

异常，复方柴归方可能通过调节肠道菌群代谢来发

挥抗抑郁作用。 

与对照组相比，CUMS 模型大鼠血清中 N-乙酰

糖蛋白含量明显升高，肌酸含量显著下降，有研究

表明，在抑郁症患者体内 N-乙酰糖蛋白水平显著升

高，故其可作为临床上抑郁症诊断的特征性生物标

志物[25]；肌酸-磷酸肌酸系统在细胞能量转移中起到

了关键作用，肌酸是肌酸酐的前体，肌酸酐水平降

低可引起机体疲劳，而能量缺失和疲劳是抑郁症最

具代表性的症状[15,26]。CUMS 模型大鼠给予复方柴

归方后，N-乙酰糖蛋白和肌酸含量均出现回调，说

明复方柴归方可通过回调这 2 种代谢物来发挥抗抑

郁作用。 

综上所述，通过基于 NMR 的代谢组学技术对

CUMS模型大鼠血清中的内源性代谢物进行全面分

析，得到了 6 个抑郁症疾病生物标志物和复方柴归

方疗效标志物，为复方柴归方抗抑郁作用机制研究

提供了科学依据。复方柴归方可能是通过调节机体

糖代谢、氨基酸代谢、肠道微生物等代谢途径，使

机体的能量代谢增加，神经递质水平升高，肠道菌

群活动正常，从而发挥抗抑郁作用。 
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