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•研究论文• 

基于代谢组学技术应激抑郁动物模型的评价 

郑兴宇 1，2，高晓霞 1，刘晓节 1,2，孙海峰 1,2，秦雪梅 1 * 
1  山西大学 中医药现代研究中心，山西 太原  030006； 
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摘  要  目的：利用 NMR 的代谢组学方法比较慢性轻度不可预知应激抑郁模型（CUMS）与慢性束缚应激抑郁模型（CRS），
为抗抑郁中药新药的研究提供模型参考。方法：选用 SD 雄性大鼠制作 CUMS 模型与 CRS 模型，以大鼠旷场行为、

体重以及糖水偏爱作为常规指标，并采用代谢组学技术对实验 21 d 大鼠尿液进行 NMR 数据采集，运用 SPSS，
MatLab7.5，SIMCA-P 软件对数据进行分析。结果：行为学显示，与正常组相比，CUMS 组除水平运动外，各种常

规指标差异均有统计学意义（P＜0.05），CRS 组大鼠水平穿越格数、竖立次数和理毛次数等指标直观上都减少，中

央格停留时间延长，粪便粒数增加，但是无统计意义（P＞0.05）；NMR 代谢组学分析结果显示，散点图中 CUMS
组与正常组各样品散点比较集中，CRS 组点较分散，介于正常与 CUMS 组之间。CUMS 模型和 CRS 模型共有的标

志物有缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、甘氨酸、酪氨酸、肌酸，CUMS 模型特有标志物为脯氨酸，CRS 模型特有标

志物为天冬酰胺及精氨酸。结论：行为学及代谢组学均显示 CUMS 组造模比较成功，CRS 组在行为学指标上较差，

但运用代谢组学技术显示造模成功，说明代谢组学方法比行为学更灵敏，由于代谢组学技术比常规方法具有灵敏、

整体、直观性的优点，因此可用于抑郁模型的筛选。 
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Evaluation on stress animal models of depression  
based on metabonomics 
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Abstract  Objective: To evaluate the chronic unpredictable mild stress (CUMS) model and chronic restraint stress (CRS) model based 
on metabonomics using NMR. Methods: A total of 18 male Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into the 
control group, CUMS group, and CRS group. Taking open-field test, body weight, and sucrose preference test as general 
indexes during the experimental period, the 21d urine samples were analyzed by NMR. Moreover the data were processed 
by the SPSS, SIMCA-P, and MATLAB software. Results: The results of behavior changes showed that compared with 
those of rats in control group, there was significant difference in CUMS group except crossing scores, while those of rats in 
the CRS group showed a significant difference in dwell time, sucrose preference and consumption. Scores plot of PCA for 
urine showed that the scatter points of three groups were separated well among groups. Points of CUMS and control group 
were clustered within groups, while the CRS group scatter points were far away from each other. The shared biomarkers of 
CUMS model and CRS model have valine, leucine, isoleucine, glycine, tyrosine, creatine, and CUMS model specific 
biomarker is proline while CRS model specific bioimarkers are aspartic acid and arginine. Conclusion: The behavior 
changes and metabonomic results show that the CRS model is bad in behavior changes but well in metabonomics, while the 
CUMS model is successful in each index, which suggests that metabolomics could be more sensitive than behavior test, and 
has the advantage of sensitive, ensemble, and intuitive, so it can be used for depression model screening. 
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动物模型是疾病病理、药物筛选及药理机制研

究的基础，随着社会竞争的加剧，抑郁症的发病率

呈逐年上升的趋势，而抑郁症发病机制复杂，诱因

多，病理机制的研究尚不完全清楚[1]，对该病的中

药新药研究非常重要，有些研究工作必须依靠抑郁

动物模型完成，而动物模型模拟人类疾病状态的程

度直接影响新药研究结果的价值。应激抑郁模型的

造模手段与临床抑郁症患者的病因相似，所以成为

最常用的抑郁动物模型，主要的应激抑郁模型有慢

性轻度不可预知应激抑郁模型（CUMS）与慢性束

缚应激抑郁模型（CRS），目前对它们的研究多从行

为学及单胺类神经递质进行[2-6]，不能全面反映模型

大鼠整体代谢物的变化，而代谢组学方法具有灵敏、

整体、直观等特点，因此本研究通过建立慢性不可

预知模型和慢性束缚模型，并从行为学及代谢组学

两个方面对其进行评价，为抗抑郁中药新药的研究

提供模型参考。 
1  材料 
1.1  动物与分组 

雄性成年 SD 大鼠 20 只，体质量 180～200 g。
由中国药品生物制品鉴定所实验动物中心提供。将

大鼠置于昼夜节律光照条件下，自由进食进水，饲

养 3 d 以适应环境，每日触摸动物以适应实验人员

的操作。大鼠适应环境后采用 Open-Field 法进行行

为学评分。选择评分相近的 18 只大鼠随机分为正常

对照组、CUMS 组和 CRS 组。 
1.2  仪器与试剂 

代谢笼（苏州实验动物笼具厂）；YSD-4 药理

生理实验多用仪（蚌埠医学院无线电二厂）；LD500
－1 电子天平（沈阳龙腾电子有限公司）；101 系列

恒温干燥箱（北京和同创业科技有限责任公司）；

SPSS 11.5 统计分析软件（Chicago，USA）；DRX300
核磁仪（Brucker）；MestReC 4996 核磁数据处理软

件；SIMCA－P 主成分分析软件（Umetrics）；氘代

水（NORell）PBS（Phosphate Buffer Solution）磷酸

缓冲溶液；蔗糖（北京美味先食品有限公司）。 
2  方法 
2.1  动物造模 
2.1.1  CUMS 模型的建立 

参照文献[4]的方法，以慢性不可预见性的温和

刺激，配合孤养，10 种应激因子按随机方法在 21 d
内应用：①潮湿垫料和倾斜 45°；②禁食（24 h）；

③禁水（24 h）； 45 ④ ℃环境（5 min）；⑤夹尾

（1 min）； 4 ⑥ ℃冰水游泳（5 min）；⑦电击足底（电

压为 50 mV ，每隔 30 s 刺激 1 次，每次持续 10 s ，
共 15 次）；⑧束缚应激（4 h）；⑨陌生异常物品（如

塑料杯、木勺、碎布片等）；⑩噪音刺激（60 Hz，1 h）。
每日给予一种刺激，每种刺激累计使用 2～3 次，

顺序随机，使动物不能预料刺激的发生，持续 3 周。

正常组 3 只／笼，CUMS 组 1 只／笼饲养。 
2.1.2  CRS 模型的建立 

参照陈家旭[6,7]慢性束缚模型，用矿泉水瓶特制

的束缚筒。管状，长约 21 cm，筒口外径 6 cm，内

径 5.8 cm，其瓶口为通气口（距离筒口 5 cm 左右），

后端为可控制长短。大鼠头向通气口置入后，可通

过调节 2 个塑料筒结合处来控制大鼠活动空间。大

鼠适应 3 d 后开始造模，持续 3 周。造模期间，每

次束缚时，使大鼠钻进束缚筒，时间为 6 h。整个束

缚过程中动物在同一环境中，不予进食水。正常组

3 只／笼，CRS 组 3 只／笼饲养。 
2.2  大鼠旷场行为、体重、糖水消耗及糖水偏爱实

验 
2.2.1  旷场实验 

在实验前 1 d 及实验第 22 天，用旷场法观察各

组大鼠行为的变化。观察中央格停留时间、水平穿越

格数、竖立次数、理毛次数及粪便粒数。结果见表 1。 
2.2.2  体重变化 

在实验前 1 d 及实验第 7、14、22 天，分别称

取各组大鼠的体重。结果见表 2。 
2.2.3  糖水消耗实验 

在实验前 1 d 及实验第 22 天，进行糖水消耗

实验。在进行糖水消耗实验时所有大鼠均单笼饲

养，每只大鼠加 1%蔗糖溶液 100 mL，同时所有大

鼠进行禁食，计算大鼠 4 h 饮用 1%蔗糖溶液的量。

结果见图 1。 
2.2.4  糖水偏爱实验 

实验前 2 d，应进行老鼠饮用蔗糖水的适应性训

练，接着禁食水 24 h，通过测饮水瓶的总量来计算

24 h 糖水消耗量和自来水消耗量。计算糖水偏爱率。

公式：糖水偏爱率=糖水消耗量/糖水消耗量+自来水

消耗量。结果见图 2。 
2.2.5  行为学数据 

运用 SPSS11.5 软件，采用独立样本 t 检验进行

统计处理，以表示。 
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2.3  NMR 代谢组学分析 
2.3.1  样品采集与制备[8,9] 

尿样采集与储存：所有大鼠于第 21 天晚上

18:00至第二天早上8:00放入代谢笼冰上收集尿液，

12 000 r/min 离心，取上清液，储存于-80℃冰箱中。 
样品前处理：解冻样品，摇匀，在 4 ℃下 12 000 

r/min 离心 10 min，取尿液 0.4 mL，置于核磁管，

加 pH 值为 7.0 的 PBS 0.2 mL，再加入 D2O 0.1 mL，
放置 10 min，进行核磁测定。 
2.3.2  核磁条件 

温度 25 ℃，300 MHz，扫描 128 次；脉冲角度：

40 ℃；采集时间：2 s；驰豫时间：3 s（允许有自

旋晶格驰豫 T1）；水峰抑制方法：门控双照射法

（a gated secondary irradiation field）。 
2.3.3  积分处理 

采用MestReC 4996核磁图谱专业处理软件积分

图谱，进行傅立叶转换并进行基线调整，将各样本

0～4.2×10－6 的氢谱图分别按照 0.04×10－6 为单位进

行分割，进一步按各化学位移值段分别进行积分，由

于 4.2×10－6～6.0×10－6 为残留水峰和尿素峰应该去

除，6.0×10－6～10.0×10－6峰非常少且比较低，基线向

上漂移，积分结果不准确，而 0～4.2×10－6能反应大

部分尿液信息，故本实验只对 0～4.2×10－6进行分析。 
2.3.4  归一化及滤噪预处理 

采用MatLab 7.5软件编写归一化程序对每一个

样品数据进行面归一化，以消除样品浓度等干扰因

素影响。滤噪技术分为 2 个阶段：第一，归一化数

据后，通过 MatLab 7.5 软件编程对样品数据进行方

差、均值、标准差分析；第二，应用正交信号校正

技术（Orthogonal Signal Correction，OSC）消除多

余的干扰因素的影响。 
2.3.5  NMR 数据 

将各样品积分数据进行中心化和规格化

（centering and scaling），将上述得到的数据文件利

用 SIMCA P11.0软件包（瑞典，Umetrics AB，Umea）
进行主成分分析（principal component analysis，
PCA）和偏最小二乘法判别分析（partial least squares 
discriminate analysis，PLS-DA）。PCA 侧重在分析

不同样品的变量差异，PLS-DA 侧重于分析不同组

间差异成分[10-15]。 
3  结果 
3.1  对旷场实验、体重、糖水消耗及糖水偏爱的影

响 
详细研究结果本实验室已报道[16]，实验前 1 d，

各组大鼠体重、旷场行为、糖水消耗量、纯水消耗

和糖水偏爱的差异均无统计学意义（P > 0.05）。实

验第 22 天，与对照组相比，CUMS 组大鼠除水平

运动外，其余各项指标均有显著性差异（P < 0.05）。
CRS 组大鼠水平运动、竖立次数和理毛次数等指标

直观上都减少，粪便粒数增加，但是无统计意义（P> 
0.05），体重增加缓慢、中央格停留时间延长，糖

水消耗及糖水偏爱降低，差异具有显著性（P < 
0.05）。与对照组比较才能显示模型的优劣，各种

指标综合下来，CUMS 的造模要比 CRS 成功。 
3.2  NMR 代谢组学分析 
3.2.1  尿液 NMR 谢物轮廓 

本实验中得到的典型正常组大鼠尿液 0～4.2×
10－6 的代谢物轮廓见图 1，通过查阅文献

[17-20]和已

有对照品的对照分析，指认出其中 22 个化合物，结

果见表 1。 
 

 

 

 

 

 

图 1  对照组大鼠尿液 NMR 代谢物轮廓图 

Fig.1  Urine metabolin profile of normal rats 

3.2.2  PCA 分析 
模型第 21 天 CUMS 组、正常组、CRS 组散点

图（图 2）分离效果较好。可见，PC2、PC3 是主要

区分 CUMS 与正常和 CRS 对照之间的差异的关键

因素。CUMS 组呈现较好的团聚性，说明 CUMS 组

在 PC2、PC3 的得分图中具有很好相似性，正常组

次之。3 种模型一起对比分析显示 CRS 要比 CUMS
分离效果差，点较分散，介于正常与 CUMS 组之间。 
3.2.3  PLS-DA 分析 
1）  CUMS 与 NS 组比较 

由图 3 可见 CUMS 与 NS 基本以黑线分开。从

载荷图（图 4）结合原始图谱可以看出，与对照组

相比，CUMS 组样本中缬氨酸（1.04、3.56）、亮

氨酸（0.96）、异亮氨酸（0.99、1.27）、甘氨酸（3.52）
和脯氨酸（3.44）的量升高；而酪氨酸（3.07）和肌
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酸（3.04）的量降低。 
2）  NS 与 CRS 比较 

造模第 21 天CRS和NS组的大鼠散点图基本能

分开(图 5)。从载荷图（图 6）结合原始图谱可以看

出，与对照组相比，CUMS 组样本中缬氨酸（1.04、
3.56）、亮氨酸（0.96）、异亮氨酸（0.99、1.27）、

甘氨酸（3.52）、苏氨酸（3.48）、天冬酰胺（2.92）
和精氨酸（3.24）的量升高；而酪氨酸（3.07）和肌

酸（3.04）的量降低。 

表 1  正常大鼠尿液 NMR 代谢物 

Table.1  urine metabolats of normal rats 
序
号 英文名 中文名 化学位移/(×10－6)

1 Leucine 亮氨酸 0.96 
2 Isoleucine 异亮氨酸 0.99、1.27 
3 Valine 缬氨酸 1.04 
4 Lactate 乳酸盐 1.32 
5 Alanine 丙氨酸 1.48 
6 Citrate 柠檬酸盐 2.67、2.56 
7 DMA 二甲基精氨酸 2.75 
8 Creatine 肌酸 3.04 
9 Creatinine 肌酸酐 3.06、4.10 
10 TMAO N-氧基-三甲胺 3.3 
11 DMG 二甲基甘氨酸 2.75、3.3 
12 Glycine 甘氨酸 3.52 
13 Lysine 赖氨酸 1.9 
14 Arginine 精氨酸 3.24 
15 Proline 脯氨酸 3.44 
16 Tyrosine 酪氨酸 3.07 
17 Asparagine 天冬酰胺 2.92 
18 Glutamine 谷氨酰胺 2.44、2.15、3.77 
19 Glu 糖类 3.4-4.1 
20 Taurine 牛磺酸 3.40、3.26 
21 Glutathione 谷胱苷肽 2.54 
22 Trimethylamine 三甲胺 2.90 
 

 

 

 

 

 

 

 
图 2  第 21 天 3 组主成分散点图 

Fig.2  Scores plot of PCA in 21th day 

 
图 3  CUMS、NS 组 PLS-DA 散点图 

Fig.3  CUMS and NS groups scores plot of PLS-DA 
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图 4  第 21 天 CUMS、NS 组 PLS-DA 载荷图 

Fig.4  Loading plot for CUMS and NS groups in 21th day 

 
 

图 5  第 21 天 CRS、NS 组 PLS-DA 散点图 

Fig.5  Scores plot of PLS-DA for CUMS and NS 
groups in 21th day 
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图 6 第 21 天 CRS、NS 组 PLS-DA 载荷图 

Fig .6  Loading plot of PLS-DA for CUMS and NS  
groups in 21th day 

4  结论与讨论 
4.1  行为学结果显示，实验第 21 天，与正常组相比，
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CUMS 模型组大鼠除水平运动外，其余各项指标均

具有统计学意义。而 CRS 模型除中央停留时间、蔗

糖消耗量和糖水偏爱率与正常组相比具有统计学意

义，其他各行为学指标和体重均无统计学意义。 
4.2  代谢组学结果显示，CUMS 组与正常组各样品

散点比较集中，CRS组点较分散，介于正常与CUMS
组之间，结果与行为学一致。说明 CUMS 组造模比

较成功，CRS 虽然也显示有部分样品（与 CUMS
组接近的样品）造模成功，但 CRS 组比较分散，显

示 CRS 组造模不如 CUMS 组成功。代谢组学研究

显示 2 种模型组与对照组都达到了较好的分离效

果，证明 2 种造模方式均明显影响大鼠体内代谢物

的变化。行为学结果显示 CRS 造模不成功，而运用

代谢组学的方法显示 CRS 模型与正常组在代谢产

物上有明显区别，说明代谢组学方法比常规实验更

灵敏。由于代谢组学方法与常规方法相比具有灵敏、

整体、直观等特点，因此可采用代谢组学方法对抑

郁应激模型进行筛选。 
4.3  本研究建立的 CUMS 模型是综合运用应激和

孤养 2 种经典方法，利用长期不可预见性的中等强

度应激，造成分养动物抑郁状态，CRS 模型是运用

单一束缚应激，模拟人类身心性疾病的致病过程造

成。结果显示 CUMS 模型无论在行为学还是代谢组

学方面都优于 CRS 模型，说明 CUMS 模型的复制

稳定、准确。而动物模型的稳定与准确是中药新药

研究成功的前提，因此 CUMS 模型将用于本实验室

进一步的药效学及抗抑郁中药新药的筛选研究。 
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