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基于方证代谢组学的脑灵片治疗失眠症药效物质基础研究  
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摘  要：目的  分析脑灵片治疗失眠症的效应生物标记物及关联体内显效成分，揭示脑灵片治疗失眠症的药效物质基础。

方法  建立对氯苯丙氨酸诱导的失眠症大鼠模型，利用 UPLC-Q/TOF-MS 技术鉴定血清生物标记物及脑灵片治疗的效应生

物标记物，同时利用 UPLC-Q/TOF-MS技术表征脑灵片血中移行成分，通过 Spearman关联度分析构建脑灵片血中移行成分

与效应生物标记物的关联热图，提取高度关联的血中移行成分作为脑灵片治疗失眠症的药效物质基础。结果  脑灵片能够显

著回调肾上腺酸、花生四烯酸、鹅去氧胆酸、L-乙酰肉碱、L-苯丙氨酸、L-色氨酸、L-酪氨酸、油酰胺、泛酸、视黄酯 10个

失眠症大鼠模型生物标记物，与生物标记物高度相关的脑灵片血中移行成分为绿原酸、4-羟基肉桂酸、木兰花碱、远志 酮

III、3,6′-二芥子酰基蔗糖、淫羊藿苷、远志皂苷 V、宝藿苷 I、五味子醇甲、五味子酸、3-表去氢土莫酸、茯苓酸、脱糖羟基

化宝藿苷 I、二羟基化箭藿苷 B硫酸酯、去甲基二氢化远志 酮 III。结论  利用方证代谢组学方法鉴定了脑灵片治疗失眠症

的效应生物标记物，并发现了五味子醇甲、五味子酸、淫羊藿苷等为脑灵片治疗失眠症的药效物质基础，为质量标志物筛选

及质量标准提升提供了科学依据。 
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Abstract: Objective  To analyze the biomarkers and associated in vivo components of Naoling Tablets (脑灵片) in treatment of 

insomnia, and reveal the pharmacodynamic material basis of Naoling Tablets in treatment of insomnia. Methods  A rat model of 

insomnia induced by chlorophenylalanine was established. UPLC-Q/TOF-MS technology was used to identify serum biomarkers and 

effect biomarkers of Naoling Tablets. UPLC-Q/TOF-MS technology was also used to characterize the components of Naoling Tablets 

in the blood. Spearman correlation analysis was used to construct a heatmap of the correlation between the components of Naoling 

Tablets in the blood and the effect biomarkers, and the highly correlated components were extracted as the pharmacodynamic material 

basis for Naoling Tablets in treating insomnia. Results  Naoling Tablets could significantly regulate 10 biomarkers of insomnia rat 

model, including adrenal acid, arachidonic acid, chenodeoxycholic acid, L-acetylcarnitine, L-phenylalanine, L-tryptophan, L-tyrosine, 

oleamide, pantothenic acid and retinol ester. The components of Naoling Tablets in the blood that were highly correlated with the 

biomarkers included chlorogenic acid, 4-hydroxycinnamic acid, magnoflorine, polygalaxanthone III, 3,6′-disinapoyl sucrose, icariin, 

onjisaponin V, baohuoside I, schisandrin, schisandronic acid, 3-epidehydrotumulosic acid, pachymic acid, deglycosylated hydroxylated 

baohuoside I, dihydroxylated sagittatosdie B sulfate and dimethyl dihydrogen polygalaxanthone III. Conclusion  This study used 
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chinmedomics method to identify the effect biomarkers of Naoling Tablets in treatment of insomnia, and found that schisandrin, 

schisandric acid, icariin and other substances were the pharmacodynamic material basis of Naoling Tablets in treatment of insomnia, 

providing a scientific basis for the screening of quality markers and the improvement of quality standards. 
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脑灵片由黄精（（蒸）、淫羊藿、苍耳子、麦冬、

红参、远志（（制）、酸枣仁（（炒）、五味子、枸杞子、

鹿茸、龟甲（（醋制）、茯苓、大枣（（去核）、熟地黄、

鹿角胶配伍而成，具有补气血、养心肾、健脑安神

的功能，用于神经衰弱、健忘失眠、头晕心悸、身

倦无力、体虚自汗、阳萎遗精[1]。脑灵片现行质量

标准仅制定了显微鉴别方法，缺少必要的含量测定

项，专属性不强，难以控制脑灵片质量。刘峰等[2]

建立了脑灵片的质量控制方法，采用薄层色谱法对

处方中的淫羊藿、枸杞子、五味子这 3种药材进行

了定性鉴别。肖利辉等[3]采用高效液相色谱法测定

脑灵片中主要成分淫羊藿苷的含量，为脑灵片质量

控制提供依据。脑灵片组方复杂，含有大量名贵中

药，然而其药理作用及药效物质基础研究仍未见报

道，导致临床应用缺乏依据，药品质量控制水平低。 

失眠症是临床常见病、多发病，随着社会节奏

的加快，其发病率呈逐年上升趋势。我国超 3亿人

存在睡眠障碍，青少年、成年和老年人失眠率分别

为 26%、38.2%和 35.9%[4]。作为一种危险因素及情

绪、焦虑和精神障碍共病状况，失眠影响逐渐扩大，

严重影响人们的日常生活、工作和身心健康[5]。失

眠症属于中医学（ 不寐”范畴，病因主要有外邪所

感，七情内伤，思虑劳倦太过或暴受惊恐，亦可因

禀赋不足，房劳久病或年迈体虚所致；主要病机是

阴阳、气血失和，脏腑功能失调，以致神明被扰，

神不安舍[6]。健脑安神法能够有效治疗失眠症[7]。脑

灵片具有补气血、养心肾、健脑安神的功能，与失

眠症的病机及治法相应。因此，本研究以失眠症为

切入，制备失眠症大鼠模型，采用方证代谢组学的

研究策略，发现脑灵片治疗失眠症的效应生物标记

物及高度关联的药效物质基础，为脑灵片临床应用

及质量标准提升提供科学依据。 

1  材料 

1.1  动物 

72只SPF级雄性SD大鼠，体质量（200±20）g，

6周龄，购自辽宁长生生物技术股份有限公司，许可

证号 SCXK（辽）2020-0001。动物于温度（23±2）℃、

相对湿度 50%～70%、12 h光照/黑暗循环的环境中饲

养，自由进食饮水。动物实验经黑龙江中医药大学伦

理委员会批准（批准号 2023050602）。 

1.2  药品与试剂 

脑灵片按照《卫生部药品标准》脑灵片标准

WS3-B-1000-91 自制；地西泮片（国药准字

H37023038，批号 190405，2.5 mg/片）购自山东信

谊制药有限公司；对氯苯丙氨酸（4-chloro-DL-

phenylalanine，PCPA，批号 J2114475，质量分数为

98%）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；质

谱纯甲醇、乙腈购自美国 Thermo Fisher Scientific公

司；色谱级甲酸购自天津科密欧化学试剂有限公

司；蒸馏水购自广州屈臣氏食品饮料有限公司。 

1.3  仪器 

AcquityTM UPLC液相色谱仪、SynaptTM G2-Si

质谱仪、MassLynx V4.1工作站（（美国Waters公司）；

Sorvall ST 16R型低温超高速离心机（美国 Thermo 

Fisher Scientific公司）。 

2  方法 

2.1  失眠症大鼠模型的制备与给药 

将 72只 SD大鼠随机分为对照组、模型组、地

西泮（（0.9 mg/kg）组和脑灵片低、中、高剂量（（0.2、

0.4、0.8 g/kg，分别相当于临床等效剂量的 1、2、4

倍）组，每组 12只。除对照组外，其余各组大鼠每

日 9: 00时 ip 4.5% PCPA混悬液（450 mg/kg），连

续 3 d制备失眠症大鼠模型；对照组大鼠 ip等体积

的生理盐水。各给药组 ig相应药物（10 mL/kg），

对照组和模型组 ig 等体积的 0.5%羧甲基纤维素钠

水悬液，1次/d，连续给药 7 d[8]。末次给药 60 min

后麻醉，经腹主动脉采血，分离血清进行代谢组学

分析和脑灵片血中移行成分分析。 

2.2  代谢组学分析 

2.2.1  血清样品的处理  精密吸取大鼠血清 200 

μL，加入甲醇 800 μL，涡旋 1 min混匀后，4 ℃、

13 000 r/min离心 15 min，取上层清液经 0.22 μm滤

膜，滤液供 UPLC-Q-TOF-MS/MS分析。 

2.2.2  色谱条件  Waters Acquity UPLC BEH C18色

谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm），柱温 35 ℃，体

积流量 0.4 mL/min，进样量 4 μL。流动相为 0.1%甲
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酸乙腈溶液（A）-0.1%甲酸水溶液（B），梯度洗脱：

0～2 min，1%～30% A；2～5 min，30%～60% A；

5～7 min，60%～80% A；7～10 min，80%～99% A；

10～11 min，99% A。 

2.2.3  质谱条件  电喷雾电离（ESI）离子源；正、

负离子模式下，毛细管电压为 2.8 kV，锥孔电压为

40 V，源温度为 110 ℃，去溶剂气体积流量为 800 

L/h，锥孔反吹气体积流量为 50 L/h。亮氨酸-脑啡

肽（[M＋H]+ m/z 556.277 1、[M－H]− m/z 554.277 1）

锁定质量，数据采集间隔为 0.2 s，扫描延迟为 0.1 s，

数据采集质量范围 m/z 50～1 500，以 Centriod MSE

模式进行数据采集，碰撞能量动态范围 10～30 V。 

2.2.4  数据分析与处理  采集的 UPLC-Q/TOF-MS

数据利用 Progenesis QI软件进行峰识别、峰提取及

标准化处理后，利用 EZinfo 3.0软件对所有离子进行

非监督的主成分分析（principal component analysis，

PCA）和有监督的正交偏最小二乘 -判别分析

（orthogonal partial least squares-discriminant analysis，

OPLS-DA），综合投影重要性（variable importance in 

projection，VIP）＞1且 P＜0.05的离子作为潜在生

物标记物离子。对潜在生物标记物离子一级质谱精

准分子质量数据计算分子式，综合 HMDB等数据库

和 MS/MS 二级质谱碎片离子解析进行鉴定。结合

MetaboAnalyst 5.0 与京都基因与基因组百科全书

（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）

数据库，对已鉴定的生物标记物代谢通路进行分析。 

2.3  脑灵片血中移行成分分析 

2.3.1  血清样品的处理  精密吸取大鼠血清 1.0 

mL，加入 20 μL磷酸，涡旋振荡 1 min，加至预先

用 2 mL甲醇活化、2 mL水平衡后的Waters OASIS 

HLB 固相萃取小柱上，加压使通过小柱后用 2 mL

水冲洗，弃去洗脱液，再用 2 mL 甲醇冲洗，上样

和洗脱液体积流量为 1 mL/min。收集甲醇洗脱液，

于 40 ℃真空吹干，残渣加 50%甲醇 200 μL，涡旋

使其复溶，离心，取上清液进行 UPLC-MS分析。 

2.3.2  色谱条件   采用 Waters AcquityTM UPLC 

HSS T3色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.8 μm），流动

相为 0.1%甲酸乙腈溶液（A）-0.1%甲酸水溶液（B），

梯度洗脱：0～7 min，1%～25% A；7～11 min，25%～

30% A；11～12 min，30%～40% A；12～13 min，

40%～41% A；13～15 min，41%～42% A；15～16 

min，42%～54% A；16～20 min，54%～99% A。体

积流量 0.4 mL/min，柱温 35 ℃，进样量 4 μL。 

2.3.3  质谱条件  同 2.2.3”项下质谱条件。 

3  结果 

3.1  失眠症大鼠模型生物标记物分析 

按照（ 2.2”项下分析条件，采集模型制备成功

时的模型组和对照组大鼠血清UPLC-Q/TOF-MS总

离子流色谱图，代表性图谱如图 1所示。将液质数

据导入Waters Progenesis QI软件，对液质数据进行

峰提取、峰对齐及标准化处理后，利用 EZinfo 3.0

软件进行多变量统计分析。对对照组和模型组大鼠

代谢轮廓进行 PCA，得分图可见两组显著分离（（图

2）。进行 OPLS-DA，筛选 VIP＞1且两组间 t检验

分析 P＜0.05的离子进行鉴定，共筛选鉴定了 26个

失眠症大鼠血清生物标记物（表 1）。 

 

图 1  正 (A)、负 (B) 离子模式下失眠症大鼠模型血清样本 UPLC-Q/TOF-MS 总离子色谱图 

Fig. 1  UPLC-Q/TOF-MS total ion chromatograms of serum sample from insomnia rat model in positive (A) and negative 

ion modes (B) 

0       1       2       3       4       5       6       7       8       9      10       11 
t/min 

A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
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图 2  正 (A)、负 (B) 离子模式下失眠症大鼠模型血清样本 PCA 得分图 

Fig. 2  PCA score plots of serum sample from insomnia rat model in positive (A) and negative (B) ion modes 

表 1  失眠症大鼠模型血清生物标记物 

Table 1  Serum biomarkers in insomnia rat model 

序号 tR/min 分子式 加合离子 质荷比 (m/z) 误差 (×10−6) 生物标记物 趋势 

1 1.16 C9H17NO4 [M＋H]+ 204.124 1 5.00 L-乙酰肉碱 ↓* 

2 1.30 C5H4N4O3 [M＋H]+ 169.036 6 5.90 尿酸 ↓* 

3 1.84 C9H11NO3 [M－H]− 180.066 1 −3.12 L-酪氨酸 ↑** 

4 2.32 C9H11NO2 [M－H]− 164.071 3 −2.17 L-苯丙氨酸 ↑** 

5 2.32 C9H8O2 [M－H]− 147.044 6 −3.44 肉桂酸 ↑** 

6 2.40 C9H17NO5 [M－H]− 218.102 5 −4.24 泛酸 ↑** 

7 2.63 C11H9NO2 [M＋H]+ 188.071 6 5.56 吲哚丙烯酸 ↓** 

8 2.63 C9H7NO [M＋H]+ 146.061 1 7.63 1H-吲哚-3-甲醛 ↓** 

9 2.64 C11H12N2O2 [M－H]− 203.082 2 −2.09 L-色氨酸 ↓** 

10 4.26 C9H16N2O4 [M＋H]+ 217.118 9 2.89 脯氨酰苏氨酸 ↑** 

11 6.56 C18H35NO [M＋H]+ 282.279 8 2.29 油酰胺 ↑** 

12 7.10 C24H40O4 [M－H]− 391.284 3 −2.80 鹅去氧胆酸 ↑* 

13 7.14 C25H45NO4 [M＋H]+ 424.341 8 −0.78 亚油基肉碱 ↑** 

14 7.15 C22H32O2 [M－H]− 327.231 6 −4.14 二十二碳六烯酸酯 ↓** 

15 7.30 C16H32O2 [M－H]− 255.232 2 −2.81 棕榈酸 ↓** 

16 7.49 C23H48NO7P [M－H]− 480.308 8 −1.65 溶血 PC(15∶0) ↓** 

17 7.50 C10H11NO [M＋Na]+ 184.074 1 5.01 色氨醇 ↑** 

18 7.58 C25H47NO4 [M＋H]+ 426.357 6 −0.47 油酰肉碱 ↑** 

19 7.76 C18H34O2 [M－H]− 281.247 9 −2.48 油酸 ↓** 

20 8.03 C20H36O2 [M－H]− 307.263 0 −4.05 二十碳二烯酸 ↓** 

21 8.06 C25H49NO4 [M＋H]+ 428.373 1 −0.88 硬脂酰肉碱 ↑** 

22 8.53 C18H36O2 [M－H]− 283.263 5 −2.59 硬脂酸 ↓** 

23 9.22 C20H30O2 [M－H]− 301.216 6 −2.39 视黄酯 ↓** 

24 9.64 C22H32O2 [M－H]− 327.232 4 −1.76 二十二碳六烯酸 ↓** 

25 9.84 C20H32O2 [M－H]− 303.232 3 −2.04 花生四烯酸 ↓** 

26 10.60 C22H36O2 [M－H]− 331.263 4 −2.63 肾上腺酸 ↓* 

↑表示升高，↓表示降低；与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

↑ indicates up-regulated, ↓ indicates down-regulated; *P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

3.2  脑灵片治疗失眠症大鼠模型的效应生物标记

物分析 

采集给药治疗后的正、负离子模式下各组大鼠

血清样本 UPLC-Q/TOF-MS 总离子色谱图，经

Waters Progenesis QI软件进行峰提取、峰对齐及标

准化处理后，利用 EZinfo 3.0软件进行多变量统计

分析，PCA得分图如图 3所示，可见对照组与模型

组样本分离，给药组样本趋近于对照组，显示一定

的代谢轮廓回调趋势。提取其中失眠症生物标记物

离子进行组间比较分析，发现脑灵片能够显著回调

10个失眠症血清生物标记物（图 4），分别为肾上

腺酸、花生四烯酸、鹅去氧胆酸、L-乙酰肉碱、L-

苯丙氨酸、L-色氨酸、L-酪氨酸、油酰胺、泛酸、

视黄酯。 
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图 3  正 (A)、负 (B) 离子模式下各组血清样本 PCA 得分图 

Fig. 3  PCA score plots of serum sample in each group in positive (A) and negative (B) ion modes 

  

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  脑灵片对失眠症大鼠模型血清生物标记物的调节作用 ( x s , n = 12) 

Fig. 4  Regulatory effect of Naoling Tablets on serum biomarkers in insomnia rat model ( x s , n = 12) 

 使用MetaboAnalyst 5.0数据库进行代谢通路的

拓扑特征分析，得到与脑灵片治疗失眠症密切相关

的苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成、苯丙氨酸

代谢、花生四烯酸代谢、视黄醇代谢、色氨酸代谢、

酪氨酸代谢等 11条代谢通路（图 5）。 

3.3  脑灵片治疗失眠症大鼠模型的血中移行成分

分析 

取模型组大鼠和脑灵片高剂量组大鼠血清，按

照（ 2.3”项下方法进行处理后，采集 UPLC-Q-TOF-

MS/MS总离子色谱图。由于内源性代谢物的严重干

扰，脑灵片体内成分峰难以直观辨识，本研究采用

多变量统计分析方法[9]，对模型组大鼠和脑灵片高

剂量组大鼠血清 UPLC-MS数据进行 OPLS-DA，挖

掘只有在脑灵片高剂量组大鼠血清中存在而在模

型组大鼠血清中几乎检测不到的离子，作为潜在脑

灵片血中移行成分离子。如图 6所示，图中各点为

潜在入血成分在大鼠血清中的相对表达强度，它们

在脑灵片给药组大鼠血清中能够检测到，而在模型

组大鼠血清中基本检测不到。进一步利用一级质谱

获取准分子离子精确分子质量计算分子式，利用二

级质谱进行结构表征，并与脑灵片体外成分 UPLC-

MS色谱图进行比对[10]，最终鉴定 24个脑灵片血中

移行成分，正、负离子模式下血中移行成分提取色

谱图见图 7，具体成分信息见表 2。 
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图 5  脑灵片治疗失眠症大鼠模型生物标记物 MetPA 代谢路径 (A) 及影响值 (B) 分析 

Fig. 5  MetPA metabolic pathway (A) and its impact value (B) analysis of biomarkers in insomnia rat model treated with 

Naoling Tablets 

 

图 6  模型组 (M) 和脑灵片高剂量组 (Z) 提取离子相对含量趋势图 

Fig. 6  Relative content trend chart of extracted ions from model group (M) and Naoling Tablets high-dose group (Z) 

 

图 7  正 (A)、负 (B) 离子模式下模型组和脑灵片组血清样本提取离子色谱图 

Fig. 7  Extraction ions chromatograms of serum sample in model group and Naoling Tablets treatment group in positive (A) 

and negative (B) ion modes 
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表 2  脑灵片治疗失眠症大鼠血中移行成分 UPLS-Q/TOF-MS/MS 鉴定信息 

Table 2  Identification information of UPLC-Q/TOF-MS/MS of components absorbed into blood of insomnia rats treated 

with Naoling Tablets 

峰号 tR/min 
质荷比 

(m/z) 
加和离子 分子式 化合物 碎片离子 (m/z) 来源 

1 3.71 137.024 2 M－H C7H6O3 水杨酸 93.035 0 黄精 

2 5.49 353.088 1 M－H C16H18O9 绿原酸 113.022 8, 134.059 7, 178.050 6, 191.055 5, 

195.065 9 

淫羊藿、苍耳子 

3 5.53 163.040 1 M－H C9H8O3 4-羟基肉桂酸 93.033 3, 119.051 1 大枣、枸杞子 

4 6.27 342.173 8 M＋H C20H23O4N 木兰花碱 191.086 9, 238.095 4, 265.089 0, 282.092 9, 

297.115 4 

淫羊藿、酸枣仁 

5 6.97 567.135 6 M－H C25H28O15 远志 酮 III 272.031 8, 297.041 7, 315.050 5, 345.061 6 远志 

6 7.99 777.221 0 M＋Na C34H42O19 3,6′-二芥子酰基蔗糖 205.051 6, 312.130 8, 529.161 9, 547.167 5 远志 

7 8.02 165.055 5 M－H C9H10O3 丹皮酚 107.049 9, 121.066 7, 147.046 1 枸杞子 

8 9.25 831.273 7 M＋Na C38H48O19 朝藿定 B 273.073 8, 313.081 3, 369.140 0, 410.180 1, 

531.194 9 

淫羊藿 

9 11.37 721.239 9 M＋FA－H C33H40O15 淫羊藿苷 513.177 1, 529.171 7, 530.175 2 淫羊藿 

10 14.99 1 761.768 1 M－H C82H122O41 远志皂苷 V 425.762 5 远志 

11 15.32 1 485.661 4 M－H C71H106O33 远志皂苷 E 455.316 9 远志 

12 15.62 1 587.699 2 M－H C75H112O36 远志皂苷 F 237.076 8, 425.306 2, 455.314 4, 669.226 0 远志 

13 16.22 513.176 4 M－H C27H30O10 宝藿苷 I 163.113 6, 179.103 0, 366.110 3 淫羊藿 

14 16.41 455.205 3 M＋Na C24H32O7 五味子醇甲 58.041 1, 298.086 0 五味子 

15 16.94 401.161 0 M＋H C22H24O7 戈米辛 R 311.096 3, 326.120 8, 337.110 7, 341.105 9, 

352.135 6 

五味子 

16 18.80 499.341 3 M＋FA－H C30H46O3 五味子酸 271.234 9, 295.243 0, 377.252 4, 438.320 4 五味子 

17 18.87 483.347 8 M－H C31H48O4 3-表去氢土莫酸 193.091 2, 242.093 6, 271.241 1, 319.243 4, 

377.260 3, 429.320 6 

茯苓 

18 19.01 485.362 9 M－H C31H50O4 土莫酸 279.227 4, 407.296 4, 423.325 7 茯苓 

19 19.57 483.347 8 M－H C31H48O4 去氢土莫酸 250.158 0, 295.242 7, 347.276 1, 431.331 1 茯苓 

20 20.45 527.372 1 M－H C33H52O5 茯苓酸 171.109 0, 255.233 5, 461.365 1 茯苓 

21 (M1) 3.82 383.110 6 M－H C21H20O7 宝藿苷 I－C6H10O4＋O 277.060 8, 301.059 4 淫羊藿 

22 (M2) 7.04 497.112 0 M＋H C22H24O11S 戈米辛 R＋O＋SO3 86.102 9, 146.069 7, 174.063 3, 359.194 2 五味子 

23 (M3) 11.45 759.175 1 M＋H C32H38O19S 箭藿苷 B＋2O＋SO3 98.962 8, 158.969 2 淫羊藿 

24 (M4) 21.48 557.151 8 M－H C24H30O15 远志 酮 III－CH2＋2H 209.095 2 远志 

3.4  脑灵片血中移行成分与失眠症标记物相关性

分析 

将脑灵片组大鼠血中移行成分的相对强度作

为一组变量，治疗前后失眠症标记物相对强度差值

作为另一组变量，进行 Spearman相关性分析，得到

2 组变量中各成分之间的关联度热图及 2 个变量之

间关联关系的统计学显著性差异（（图 8）。筛选与脑

灵片治疗失眠症效应标记物显著相关的血中移行

成分作为潜在药效物质基础，包括绿原酸、4-羟基

肉桂酸、木兰花碱、远志 酮 III、3,6′-二芥子酰基

蔗糖、淫羊藿苷、远志皂苷 V、宝藿苷 I、五味子醇

甲、五味子酸、3-表去氢土莫酸、茯苓酸、脱糖羟

基化宝藿苷 I、二羟基化箭藿苷 B 硫酸酯、去甲基

二氢化远志 酮 III。其中，五味子醇甲与 L-乙酰肉

碱极度相关（（r＝0.79，P＜0.01），五味子酸与 L-苯

丙氨酸极度相关（（r＝0.81，P＜0.01），淫羊藿苷与

肾上腺酸极度相关（（r＝0.77，P＜0.01），为脑灵片

治疗失眠症的核心药效物质基础。 

4  讨论 

 中药药效物质基础是表达其临床疗效的化学

成分，由此，评价中药疗效是发现药效物质基础的

前提。由于中药发挥疗效过程中药物成分与机体之

间的相互作用，中药药效物质基础应该存在于中药

发挥疗效的体内成分之中。本研究利用方证代谢组

学的研究策略，设计脑灵片疗效评价与体内成分分

析同步的实验方案，在利用代谢组学技术分析脑灵

片治疗失眠症的效应生物标记物，利用中药血清药

物化学方法表征脑灵片发挥疗效的血中移行成分，

进而将脑灵片治疗失眠症大鼠模型的血中移行成

分与效应生物标记物进行表达量的关联度分析，从

而发现与疗效相关的脑灵片药效物质基础。 

 课题组前期报道了使用一般体征、旷场行为学

实验、生化指标及协同睡眠实验对模型制备和脑灵

片药效评价的结果[8]。结果显示，失眠症模型大鼠 
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*P < 0.05  **P < 0.01. 

图 8  脑灵片血中移行成分与失眠症生物标志物的相关性分析热图 

Fig. 8  Correlation analysis heatmap between components absorbed into blood of Naoling Tablets and insomnia biomarkers 

体质量显著下降，入睡潜伏期显著延长，睡眠持续

时间显著降低，旷场中出现自发活动明显减少，认

知功能下降，脑组织中神经递质含量发生显著变

化。脑灵片能够显著缩短失眠大鼠的入睡潜伏期，

并延长其睡眠持续时间，增加失眠症模型大鼠的体

质量及摄食量，显著回调脑内神经递质 5-羟色胺、

谷氨酸、γ-氨基丁酸、多巴胺、去甲肾上腺素水平，

显著回调饮食量、饮水量、氧气消耗速率、水分呼

出速率、呼吸熵、能量消耗速率等基础代谢各项指

标，大鼠自主行为增加，探索能力增强，表明脑灵

片对失眠症大鼠模型有较好的治疗作用[8]。本研究

利用代谢组学技术揭示了脑灵片治疗失眠症大鼠

模型的 10个效应标记物，包括肾上腺酸、花生四烯

酸、鹅去氧胆酸、L-乙酰肉碱、L-苯丙氨酸、L-色氨

酸、L-酪氨酸、油酰胺、泛酸、视黄酯。L-乙酰肉碱

是由肉碱乙酰转移酶催化乙酰辅酶 A 与左旋肉碱

合成，对大脑和生殖系统具有良好的生理活性，临

床上已应用于治疗男性不孕症、阿尔茨海默病、肝

性脑病、抑郁症、帕金森病、糖尿病周围神经病变

等[11]。L-苯丙氨酸是具有生物活性的芳香族氨基

酸，苯丙氨酸在苯丙氨酸羟化酶的催化下形成酪氨

酸，并与酪氨酸一起合成与失眠密切相关的神经递

质多巴胺和去甲肾上腺素。失眠症患者体内苯丙氨

酸水平降低，使多巴胺、去甲肾上腺素的合成减少，

从而影响睡眠[12]。色氨酸是一种可通过血脑屏障的

必需氨基酸，色氨酸在色氨酸羟化酶及五羟色氨酸

脱羧酶的作用下生成 5-羟色胺，5-羟色胺是调节机

体睡眠-觉醒的关键神经递质，同时体内 5-羟色胺水

平与抑郁、焦虑、情绪、情感系统等的调节有关[13-14]。

肾上腺酸是一种 22-碳的不饱和脂肪酸，广泛存在

于肾上腺、肝、脑、肾和血管系统中，在多种病理

生理过程中发挥调节作用，如炎症反应、脂质代谢、

氧化应激、血管功能和细胞死亡等，是多种疾病的

潜在生物标志物，包括代谢性、神经退行性和心血

管疾病以及癌症[15]。摄入花生四烯酸在体内能够转

化为肾上腺酸[16]。油酰胺是一种睡眠诱导物质，具

有催眠活性，其在脑中含量与睡眠周期密切相关，

缺乏睡眠时含量增加，恢复睡眠时含量减少[17]。另

外，初级胆汁酸[18]、视黄醇[19]也与失眠有着密切的

联系，有研究表明大鼠松果体中视黄醇的合成和活

性存在昼夜变化并受昼夜节律控制[20]。 

为进一步揭示脑灵片治疗失眠症的药效物质

基础，进行有效状态下的血中移行成分及与疗效的

相关性分析。结果显示，脑灵片可通过绿原酸、4-

羟基肉桂酸、木兰花碱、远志 酮 III、3,6′-二芥子

酰基蔗糖、淫羊藿苷、远志皂苷 V、宝藿苷 I、五味

水杨酸 
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子醇甲、五味子酸、3-表去氢土莫酸、茯苓酸、脱

糖羟基化宝藿苷 I、二羟基化箭藿苷 B 硫酸酯、去

甲基二氢化远志 酮 III 等血中移行成分，调节肾

上腺酸、花生四烯酸、鹅去氧胆酸、L-乙酰肉碱、

L-苯丙氨酸、L-色氨酸、L-酪氨酸的表达，其中，五

味子醇甲与 L-乙酰肉碱的表达极度相关，五味子酸

与 L-苯丙氨酸的表达极度相关，淫羊藿苷与肾上腺

酸的表达极度相关，为脑灵片治疗失眠症的核心药

效物质基础。已有研究表明，淫羊藿苷可调节动物

模型中下丘脑-垂体-肾上腺轴的亢进及血清素能系

统功能减退，通过降低促肾上腺皮质激素释放因子

改善边缘-下丘脑-垂体-肾上腺应激回路[21]。脑灵片

调节的效应标记物油酰胺、泛酸、视黄酯没有高度

关联的血中移行成分，可能是由于检测技术局限，

黄精、麦冬、红参、鹿茸、龟甲、鹿角胶等药味的

体内成分没有得到表征，从而没有发现来源于这些

药味的药效物质基础，有待进一步的分析。 

综上，本研究利用方证代谢组学方法[22]，鉴定

了脑灵片治疗失眠症的效应生物标记物，并发现了

五味子醇甲、五味子酸、淫羊藿苷等为脑灵片治疗

失眠症的药效物质基础，为脑灵片临床用于失眠症

的治疗，以及确定质量标志物，提升脑灵片质量标

准提供了科学依据，也为其他中成药的研究和开发

提供了有益的借鉴。 
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