
Drug Evaluation Research第47卷 第10期  2024年10月 Vol. 47 No. 10 October 2024

柴归颗粒动态调控CUMS大鼠尿液代谢标志物抗抑郁机制研究
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摘 要：目的  基于 1H-NMR动态代谢组学和整合网络药理学探究柴归颗粒调控慢性温和不可预知应激（CUMS）大鼠尿液

代谢标志物发挥抗抑郁作用的关键途径和潜在靶点。方法  除对照组外，各组大鼠均进行 7周CUMS造模，前 4周仅造模，

后 3周 ig给药 1 h后造模并对盐酸文拉法辛（35 mg·kg−1）组和柴归颗粒（8.3 g·kg−1）组进行药物干预，通过称体质量、糖

水偏爱实验、强迫游泳实验研究柴归颗粒的抗抑郁作用；收集各组大鼠不同时间节点的尿液，采用 1H-NMR代谢组学监测

柴归颗粒给药过程中尿液代谢标志物的动态变化规律，整合网络药理学分析挖掘其治疗抑郁症的关键途径和潜在靶点。结

果  与模型组比较，柴归颗粒显著增加大鼠的体质量（P＜0.05），显著升高糖水偏爱率（P＜0.01），显著减少游泳不动时间（P＜

0.05、0.01）；柴归颗粒可以动态调控天冬氨酸等 10个尿液代谢标志物接近正常水平，且不同代谢物回调至正常水平的给药周

期不同，泛酸、马尿酸含量在柴归颗粒给药 1周后显著回调（P＜0.05、0.01）；蛋氨酸、甲胺和天冬氨酸含量在柴归颗粒给

药 2周后显著回调（P＜0.01）；2-酮戊二酸、牛磺酸、丁酸、赖氨酸和乳酸含量在柴归颗粒给药 3周后显著回调（P＜0.05、

0.01）。同时，网络药理学分析结果表明柴归颗粒可能通过调控丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢这一关键途径发挥疗效，且

其代谢途径上的GPT、GLUD1、GLUD2、GOT2等4个靶点可能是柴归颗粒治疗抑郁症的潜在靶点。结论  柴归颗粒可能通

过调控丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢这一关键途径发挥抗抑郁作用。
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Study on antidepressant mechanism of Chaigui Granules on urine metabolic 
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Abstract: Objective 1H-NMR dynamic metabonomics and integrated network pharmacology were used to explore the key pathways 

and potential targets of Chaigui Granules (CGG) in regulating the antidepressant effect of chronic unpredictable mild stress (CUMS) 

rats urinary metabolic markers. Methods Except the control group, CUMS model was made in all groups for 7 weeks, and only in 

the first 4 weeks, 1 hour after ig administration for 3 weeks, the model was established and the drug intervention was carried out in 

venlafaxine (35 mg·kg−1) and CGG (8.3 g·kg−1), study the antidepressant effect of CGG through body weight, sugar water preference 

experiment, and forced swimming experiment. The urine was collected at different time points. 1H-NMR metabonomics was used to 

monitor the dynamic changes of urinary metabolic markers during the administration of CGG, and to explore the key pathways and 

potential targets of CGG in the treatment of depression by integrated biological network analysis. Results Compared with the model 

group, CGG significantly increased the body weight of rats (P < 0.05), significantly increased the sugar water preference rate (P < 

0.01), and significantly reduced the swimming immobility time (P < 0.05, 0.01). The results showed that CGG could dynamically 

modulate 10 urinary metabolic markers such as Aspartate to near normal levels, and the administration cycle of different metabolites 

to normal levels was different. The levels of pantothenate and hippurate were significantly reduced one week after CGG 
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administration (P < 0.05, 0.01). Methionine, methylamine and aspartate were significantly reduced two weeks after CGG 

administration (P < 0.01), 2-oxoglutarate, taurine, butyrate, lysine and lactic acid were significantly reduced after three weeks of 

CGG administration (P < 0.05、0.01). At the same time, the results of network pharmacology analysis indicated that CGG might 

exert its therapeutic effect by adjusting the key pathway of alanine, aspartate and glutamate metabolism, the four targets of GPT, 

GLUD1, GLUD2 and GOT2 in the metabolic pathway may be potential targets of CGG in the treatment of depression. Conclusion 

This study explored the mechanism of CGG in the treatment of depression from 1H-NMR dynamic metabolomics and biological 

network analysis, and provided a scientific theoretical basis for the clinical application of CGG.

Key words: Chaigui Granules; chronic unpredictable mild stress; metabolomics; biological network analysis; urinary metabolic 

markers; dynamic changes; alanine, aspartate and glutamate metabolism

抑郁症是一种复杂的心理健康疾病，其特征表

现为情绪低落、低沉悲观，严重影响个人学习、生活

和社交等社会功能。到目前为止，抗抑郁药物长期

使用会带来一系列副作用，例如精神运动障碍和依

赖、骨质流失、性功能障碍和诱发心脑血管疾病

等［1-3］。因此，高效、安全、稳定抗抑郁药物的研发迫

在眉睫。

柴归颗粒是依据宋代中医方剂学著作《太平惠

民和剂局方》中经典方剂逍遥散通过汤剂临床观

察、药理药效实验、化学成分分析等，剔除原方中生

姜和茯苓两味药材得到的抗抑郁中药复方新药，已

获国家药物临床试验批件（批件号 2018L03149），并

且已经完成了 IIa期临床试验。

常用的代谢组学技术以指标分析为基础，高通

量检测为手段，是系统生物学的重要组成部分［4］。

其主要包括核磁共振（NMR）［5-6］、液相色谱-质谱联

用（LC-MS）［7］和气相色谱法-质谱联用（GC-MS）［8］。

与其他组学比较，NMR 技术可对样本进行无损检

测，有着良好的实验重复性和精准鉴定性，能够表

征外界干扰或内在因素影响下机体中代谢产物的

动态变化。因此，在药物毒性研究、新药安全性评

价、疾病诊断等领域发挥着重要作用［9］。

近年来，针对抑郁症动物模型代谢组学轮廓变

化的研究较多，但对于哪些代谢物可表现出持续性

的变化及其具体规律还没有达成普遍共识。除此

之外，生物体是一个庞大而复杂的代谢网络，为系

统地阐明疾病的发病机制，需要结合网络药理学分

析等新方法共同探究生物分子的复杂性和相互作

用关系。Xu等［10］使用代谢网络、蛋白质-蛋白质相

互作用（PPI）和药物靶向网络来研究阿尔茨海默病

小鼠模型和患者之间大脑中的单细胞数据，结果表

明相关代谢物的改变可以引起疾病的变化。因此，

从代谢组学和网络药理学分析两方面研究中药复

杂系统的整体调控具有深远意义。

本研究运用核磁共振代谢组学技术探究柴归

颗粒对慢性不可预知应激模型（CUMS）抑郁大鼠尿

液代谢标志物和代谢途径的调节作用，并动态监测

其给药前后不同代谢产物的变化情况。最后，结合

网络药理学分析工具对柴归颗粒调控的尿液代谢

标志物进行综合分析，寻找其抗抑郁作用的潜在

靶点。

1　材料

1.1　实验动物

6～7周龄 SPF级雄性 SD大鼠 48只，体质量为

180～220 g，由Charles River提供，动物生产许可证

号为 SCXK（京）2016-0011。将大鼠饲养于具备良

好自然节律和光照条件的环境中，温度（25±2）℃，

相对湿度（50±10）%，让其自由饮食饮水，适应性饲

养 7 d后开始实验。动物实验经山西大学科学研究

伦理审查委员会批准（批准文号 CSRSX-2017

LL-006）。

1.2　药物与主要试剂

柴胡、当归、白芍、炒白术、炙甘草、薄荷，购于

山西省和仁堂有限公司，经山西大学中医药现代研

究中心秦雪梅教授鉴定分别为伞形科植物柴胡

Bupleurum chinense DC.的干燥根、伞形科植物当归

Angelica sinensis（Oliv.）Diels的干燥根、毛茛科植物

芍药 Paeonia lactiflora Pall. 的干燥根、菊科植物白

术Atractylodes macrocephala Koidz.的干燥根茎、豆

科植物甘草Glycyrrhiza uralensis Fisch.的干燥根和

根茎、唇形科植物薄荷Mentha haplocalyx Briq.的干

燥地上部分，鉴定结果符合《中国药典》2020年版规

定。委托山西省中医研究院制剂中心将柴胡、当

归、白芍、炒白术、炙甘草、薄荷 6种中药以 6∶6∶6∶6∶

3∶2的比例经提取浓缩干燥制得柴归颗粒制剂（每

袋 10 g，批号 20181009）。课题组前期研究建立了

柴归颗粒的指纹图谱并通过对照品指认出芍药内

酯苷、甘草苷、芍药苷、甘草酸铵、阿魏酸、柴胡皂苷

a、柴胡皂苷 b2、白术内酯 I、白术内酯 II、白术内酯

III、欧前胡素以及藁本内酯这 12种化学成分［11］。同
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时，将柴胡皂苷 a、b1、b2、d和芍药苷作为柴归颗粒的

质控标准［11-12］。经 HPLC 方法测得柴胡皂苷 a、b1、

b2、d的总质量分数为 0.68%，芍药苷的质量分数为

0.98%以上。盐酸文拉法辛胶囊（每粒 25 mg，批号

181203）购自成都康弘药业集团股份有限公司。

1.3　主要实验仪器

核 磁 共 振 检 测 仪（ 型 号 Bruker 600 MHz 

AVANCE III），由德国布鲁克公司提供；低温高速离

心机（型号TDL-5），由安徽中科中佳科学仪器有限

公司提供；超纯水系统（型号Milli-Q），由美国Millipore

公司提供；大鼠旷场测试箱（100 cm×100 cm×50 cm，

内壁黑色，底部被均匀分为 25格），由实验室自制；

大鼠游泳透明亚克力测试桶（直径21 cm，高49.5 cm），

由太原精美亚克力有限公司提供。

2　方法

2.1　CUMS模型制备、分组与给药

除对照组外，其余大鼠均依据 Willner 等［13］的

CUMS造模程序并结合本实验室前期基础造模49 d。

此外，在实验结束前 3周对各组大鼠进行药物干预，

于给药 1 h 后进行造模，见图 1。课题组前期通过

CUMS 模型对柴归颗粒的抗抑郁作用进行反复多

次实验，通过体质量实验、糖水偏爱实验、强迫游泳

实验、旷场实验等对其抗抑郁作用进行评价，结果

发现 8.3 g·kg−1（以生药量计）是柴归颗粒抗抑郁作

用的最佳给药剂量［14-15］。

2.2　行为学观察

2.2.1　体质量及糖水偏爱率测定 从适应性喂养

到实验结束，每周称量 1次体质量。在实验第 7、35、

56天对大鼠糖水消耗情况进行测试。

糖水偏爱率＝蔗糖水消耗量/总饮水消耗量

2.2.2　旷场实验 在实验第 7、35、56天进行旷场实

验，总时长 5 min，确保旷场箱干净无味后开始。首

先统计大鼠的中央格停留时间；待适应 1 min后，记

录后 4 min内大鼠的穿越格数以及直立次数。结束

后要及时清理动物遗留下来的粪便和尿液。

2.2.3　强迫游泳实验 为确保大鼠能顺利完成强

迫游泳实验，正式实验前先进行 1 d的游泳训练，于

测试前适应 2 min后开始记录 4 min内大鼠头部漂

浮于水面且无明显挣扎的总时长。

2.2.4　统计学分析　数据均以 x
—
±s 表示，利用

SPSS 16.0和GraphPad Prism 9.0软件进行统计分析

和图表绘制，通过 one-way ANOVA分析和 t检验进

行不同组之间的差异比较。

2.3　代谢组学

2.3.1　样本收集与制备　自适应性喂养结束当天，

每周分别收集各组大鼠 12 h尿液，共计 8个时间点。

收集结束后将尿液样本在 4 ℃下、3 500 r·min−1离心

15 min，然后将其上清分离出来并分装到−80 ℃的

超低温冰箱保存。

尿液样本预处理：精密吸取 500 μL在 4 ℃下解

冻的样本于 1.5 mL EP管中，添加 200 μL含 0.1%磷

酸三钠（TSP）的磷酸缓冲液（0.2 mol·L−1 Na2HPO4，

NaH2PO4，10% D2O 溶液），经过 30 s 涡旋振荡混匀

后，在 4 ℃下、以 13 000 r·min−1离心 20 min，最后吸

取适量上清液于核磁管中待测。

2.3.2　1H-NMR 检测与图谱处理　利用 Bruker 600 

MHz AVANCE III核磁共振检测仪（21 ℃）对尿液样

本进行检测。检测方法采用NOESY-GPPR1D脉冲

序列，依次将检测谱宽、扫描次数、FID分辨率、混合

时间、延迟时间、采样点参数分别设置为 12 345.7 Hz、

图1　动物实验流程示意图

Fig. 1　Flow chart of animal experiment
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64次、0.3 Hz、0.1 s、1.0 s、65 536。

通过 MestReNova 核磁图谱数据处理软件，将

尿液 1H-NMR图谱进行傅里叶转换。以TSP的化学

位移 δ＝0 定标，进行手动相位和基线的调整。以

0.01 为单位的等宽度分割进行分段积分，切除

δ （4.70～5.10）×10−6的水峰和 δ （5.50～6.00）×10−6

的尿素峰。之后将所有数据归一化处理，存储在

Excel表格中，以便于后续进行多元统计分析。

在 SIMCA-P 14.1 软 件 中 进 行 主 成 分 分

析（PCA）和正交偏最小二乘法分析（OPLS-DA），有

效地将积分数据按照不同的特征进行分类，以

VIP＞1 且 P＜0.05 筛选差异代谢物。然后，利用

SPSS 16.0和GraphPad Prism 9.0软件进行统计分析

和图表绘制，通过 one-way ANOVA分析和 t检验进

行不同组之间的差异比较，使尿液代谢标志物可视

化呈现。同时，将各组比较筛选出的相关代谢物导

入 MetaboAnalyst 6.0（https：//www. metaboanalyst.

ca/）中，对Pathway analysis和Pathway library进行设

置，依据 Impact＞0.1 和 P＜0.05 筛选出潜在相关

通路。

最后进行尿液代谢标志物与行为学指标

Spearman 相关性分析，深入研究柴归颗粒干预

后尿液代谢标志物变化与行为学指标之间的潜

在相关性。

2.4　尿液代谢标志物网络药理学的构建与分析

将柴归颗粒调控的氨基酸类及其衍生物、有机

酸类、胺类等 10 种尿液代谢标志物引入 Cytoscape 

3.9.1软件的 Metscape插件中以获得代谢标志物相

关基因。GeneCards和OMIM数据库被用来筛选与

抑郁症相关的疾病基因，去除重复基因可以发现代

谢标志物与抑郁症之间的交叉基因。使用京都基

因与基因组百科全书（KEGG）和 STRING在线数据

库对筛选出的交叉基因进行通路富集分析并构建

蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络。为进一步获得

柴归颗粒治疗抑郁症的前 10位潜在靶基因，将互作

网络导入Cytoscape 3.9.1软件中的CytoHubba插件

进行网络节点排序。

3　结果

3.1　行为学观察

3.1.1　柴归颗粒对 CUMS 模型大鼠体质量的影响　

结果如图 2所示，实验第 28天（造模第 3周）起，模型

组大鼠体质量较对照组明显下降（P＜0.01）；与模型

组比较，盐酸文拉法辛在实验第 56天能显著增加大

鼠的体质量（P＜0.05）；柴归颗粒在实验第 42、49、

56 天均能显著增加大鼠的体质量（P＜0.05），且效

果优于盐酸文拉法辛。

3.1.2　柴归颗粒对 CUMS 大鼠糖水偏爱率的影响　

糖水偏好实验原理是基于啮齿动物对甜食的天生

偏好。如图 3所示，与对照组比较，适应期结束后，

在实验第 35、56天，模型组大鼠糖水偏爱率显著降

低（P＜0.01）；与模型组比较，在实验第 56天各给药

组的糖水偏爱率均显著升高（P＜0.01）。结果表明，

柴归颗粒和盐酸文拉法辛均能有效缓解 CUMS 应

激给大鼠带来的快感缺失症状。

3.1.3　柴归颗粒对 CUMS 大鼠强迫游泳实验的影

响　通过强迫游泳实验发现，当大鼠被放入装满水

的容器中时，它们首先会尝试逃离，后期的不动时

间可以代表抑郁的严重程度。结果如图 4 所示，

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05。
**P < 0.01 vs control group； #P < 0.05 vs model group.

图2　柴归颗粒对CUMS大鼠体质量的影响（
-x±s，n=12）

Fig. 2　Effect of CGG on body weight of CUMS rats (
-x±

s, n=12)

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01。
**P < 0.01 vs control group； ##P < 0.01 vs model group.

图3　柴归颗粒对CUMS大鼠糖水偏爱率的影响（
-x±s，n=9）

Fig. 3　Effect of CGG on sugar water preference rate of 

CUMS rats (
-x±s, n=9)
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CUMS刺激程序的应用可以使大鼠产生绝望情绪，

造模 7周后的模型大鼠游泳不动时间较对照组

显著增加（P＜0.01）。与模型组比较，盐酸文拉

法辛和柴归颗粒均能显著减少大鼠游泳不动时

间（P＜0.05、0.01）。

3.1.4　柴归颗粒对 CUMS 大鼠旷场实验的影响　

旷场实验用于评估大鼠的一般活动水平和探索能

力。由图 5可知，CUMS造模前各组大鼠旷场测试 3

项指标均无显著性差异。在实验第 35天，与对照组

比较，模型大鼠的直立次数和穿越格数均显著降

低（P＜0.01），中央格停留时间显著增加（P＜

0.01）。经过 3周的药物干预，与模型组比较，盐酸

文拉法辛组和柴归颗粒组大鼠的中央格停留时间

明显缩短（P＜0.05），直立次数和穿越格数显著增

加（P＜0.01）。

3.2　代谢组学结果

3.2.1　1H-NMR图谱的指认与分析　通过与参考文

献、化合物数据库如 HMDB（http：//www.hmdb.ca/）

和 BMRB（http：//www.bmrb.wisc.edu/）中收录的相

关代谢物信息进行比对，最终共指认出 24种内源性

代谢物，包括氨基酸类及其衍生物（谷氨酸）、胺

类（甲胺）、有机酸类（丁酸）等，具体信息见图 6

和表1。

3.2.2　多元统计分析　采用无监督的 PCA 方法进

行代谢轮廓分析，结果如图 7所示，综合药效指数和

相对距离发现CUMS抑郁模型复制成功；盐酸文拉

法辛组和柴归颗粒组均能回调 CUMS 大鼠的尿液

代谢轮廓，且给药结束后柴归颗粒组与对照组基本

重合。

如图 8所示，采用OPLS-DA方法对模型组和对

照组进行分析，得到 OPLS-DA 得分图（A）和 S-plot

图（B）。从模型验证结果（图 9）可以看出，左侧所有

Q2值低于右侧原始点或Q2的回归线与纵轴相交数

值小于零，证明OPLS-DA模型有效。

3.2.3　尿液代谢标志物筛选及柴归颗粒动态调控　

通过 S-plot图结合VIP值＞1且 P＜0.05，发现 10个

相对峰面积存在明显差异的尿液代谢标志物，柴归

颗粒的动态调控如图 10所示。由图可知，随着造模

时间的推移，2-酮戊二酸、牛磺酸、丁酸、蛋氨酸、泛

酸和赖氨酸这 6种代谢物含量逐渐降低，在实验第

35天多降至最低点（P＜0.01）。其中，2-酮戊二酸、

牛磺酸、丁酸、赖氨酸（P＜0.01）在柴归颗粒给药 3

周后（实验第 56 天）接近正常水平；蛋氨酸（P＜

0.01）在柴归颗粒给药 2 周后接近正常水平；泛

酸（P＜0.05）在柴归颗粒给药 1周后接近正常水平。

同时，乳酸、甲胺、天冬氨酸和马尿酸这 4种代谢物

水平在柴归颗粒给药前逐渐升高，在实验第 35天升

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。
**P < 0.01 vs control group； #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group.

图4　柴归颗粒对CUMS大鼠强迫游泳实验的影响（
-x±s，n=7）

Fig. 4　Effect of CGG on forced swimming in CUMS rats 

(
-x±s, n=7)

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5　柴归颗粒对CUMS大鼠直立次数、穿越格数、中央格停留时间的影响 （
-x±s， n=7）

Fig. 5　Effects of CGG on standing times， crossing lattice number and central lattice residence time in CUMS rats （
-x±s， n=7）
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表1　大鼠尿液样本 1H-NMR数据归属

Table 1　1H-NMR data assignment of rat urine samples

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

代谢物

泛酸（pantothenate）

丁酸（butyrate）

3-羟基丁酸（3-hydroxybutyric acid）

乳酸（lactate）

赖氨酸（lysine）

丙氨酸（alanine）

醋酸盐（acetate）

谷氨酸（glutamate）

丙酮酸（paruvate）

2-酮戊二酸（2-oxoglutarate）

柠檬酸盐（citrate）

甲胺（methylamine）

蛋氨酸（methionine）

天冬氨酸（aspartate）

二甲胺（dimethylamine）

甲基胍（methylguanidine）

二甲基甘氨酸（dimethylglycine）

肌酐（creatinine）

肌酸（creatine）

牛磺酸（taurine）

氧化三甲胺（trimethylamine oxide）

甘油（glycerol）

马尿酸（hippurate）

甲酸酯（formate）

部分基团

CH3

CH3，βCH2，αCH2

CH3

αCH，βCH3

αCH，βCH2，δCH2

βCH3

CH3，βCH2，αCH2

αCH，βCH2，γCH2

CH3

αCH2，βCH2

CH2，CH2

CH3

CH2，CH3

αCH，βCH2

NCH3

CH3

CH2，CH2

CH3，CH2

CH3，CH2

CH2，CH2

CH3

CH3，CH

CH2，CH，CH，CH

CHO

δH

0.94（s）

0.90（t，J＝7.2 Hz），1.56（m），2.15（t，J＝6.0 Hz）

1.21（d，J＝6.2 Hz）

1.34（d，J＝6.96 Hz），4.12（q，J＝6.93 Hz）

1.72（m），1.90（m），3.04（t，J＝7.8 Hz）

1.49（d，J＝7.3 Hz）

1.93（s）

3.75（m），2.08 （m），2.36 （m）

2.38（s）

2.45（t，J＝6.95 Hz），3.02（t，J＝6.84 Hz）

2.54（d，J＝15.0 Hz），2.66（d，J＝15.0 Hz）

2.61（s）

2.64（t，J＝7.7 Hz），2.14（s）

2.69（m），2.81（m），3.91 （m）

2.72（s）

2.83（s）

2.98（s），3.70（s）

3.03（s），4.05（s）

3.04（s），3.93（s）

3.24（t，J＝6.57 Hz），3.42（t，J＝6.62 Hz）

3.27（s）

3.59（m），3.66（m）

3.95（d，J＝5.84 Hz），7.55（m），7.64（m），7.84（m）

8.46（s）

图6　各组大鼠尿液样本典型 1H-NMR图谱

Fig. 6　Typical 1H-NMR spectrum of rat urine in each group
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至最高点（P＜0.05、0.01）。其中乳酸（P＜0.05）在

柴归颗粒给药 3 周后接近正常水平；甲胺、天冬氨

酸（P＜0.01）在柴归颗粒给药 2周后接近正常水平；

马尿酸（P＜0.01）在柴归颗粒给药 1 周后接近正常

水平。

3.2.4　代谢通路分析　由图 11-A 及表 2 可知，

CUMS 造模后引起变化的代谢通路主要包括：（1）

D-谷氨酰胺和 D-谷氨酸代谢（D-glutamine and D-

glutamate metabolism）；（2）丙氨酸、天冬氨酸和谷氨

酸 代 谢 （alanine， aspartate and glutamate 

metabolism） ；（3） 丙 酮 酸 代 谢 （pyruvate 

metabolism）；（4）TCA循环（TCA cycle）；（5）糖酵解/

糖异生（glycolysis/gluconeogenesis）；（6）精氨酸生物

合成（argininic acid biosynthesis）等。而柴归颗粒给

药后能引起变化的通路有牛磺酸和次牛磺酸代

谢（taurine and hypotaurine metabolism）和丙氨酸、天

冬 氨 酸 和 谷 氨 酸 代 谢（alanine，aspartate and 

glutamate metabolism）等，见图11-B及表3。

3.2.5　尿液代谢标志物与行为学指标 Spearman相

关性分析　通过计算Spearman相关性系数，深入研

究柴归颗粒干预后尿液代谢标志物变化与行为学

指标之间的潜在相关性。如图 12所示，一些尿液代

谢标志物和多种行为学指标之间显著相关（|r|＞0.6

和P＜0.05）。其中，丁 酸 和 蛋 氨 酸 与 体 质 量 呈

显 著 正 相 关（ P ＜ 0.01）；2- 酮 戊 二 酸 、蛋 氨

酸 、牛 磺 酸 与 中 央 格 停 留 时 间 呈 显 著 负 相

关（ P ＜ 0.01）；天冬氨酸、乳酸和甲胺与中央格停

留时间呈显著正相关（P＜0.01），甲胺与游泳不动时

间呈显著正相关（P＜0.01）；蛋氨酸与穿越格数呈显

著正相关（P＜0.01）。

尿液代谢标志物的变化与行为学指标之间存

在一定相关性，但行为学指标是否直接受尿液代谢

标志物动态变化的影响需要进一步的探究。

图7　各组大鼠尿液样本 1H-NMR谱3D-PCA分析散点图

Fig. 7　Scatter plot of 1H-NMR spectra and 3D-PCA 

analysis in urine of rats in each group

图8　对照组和模型组大鼠尿液样本OPLS-DA散点图（A）和相对应的S-plot图（B）

Fig. 8　OPLS-DA scatters plot (A) and corresponding S-plot (B) of urine of rats in control and model groups

图9　对照组和模型组大鼠尿液样本模型验证图

Fig. 9　Model permutation plot of urine sample of rats in 

control and model groups
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A图1～6通路名称见表2；B图1～2通路名称见表3。

Names of pathways 1—6 in figure A were shown in Table 2； Names of pathways 1—2 in figure B were shown in Table 3.

图11　对照组与模型组（A）和柴归颗粒组与模型组（B）相关代谢物MetPA通路分析
Fig. 11　MetPA pathway analysis of relevant metabolite between control and model group (A) and CGG and model group (B)

与7 d比较：**P＜0.01；与35 d比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。
**P < 0.01 vs 7 d； #P < 0.05  ##P < 0.01 vs 35 d.

图10　柴归颗粒干预前后尿液代谢标志物的动态变化（
-x±s，n=6）

Fig. 10　Dynamic changes of urinary metabolic markers before and after CGG intervention （
-x±s，n=6）
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3.3　尿液代谢标志物网络药理学分析

通过构建“尿液代谢标志物 -基因”相关网络

图（图 13），共得到代谢标志物相关基因 58个，进一

步挖掘柴归颗粒治疗抑郁症的新靶点、新途径。在

GeneCards和OMIM数据库中输入关键词“抑郁症”

检索疾病相关基因，共得到 12 094 个疾病相关基

因。其中，代谢标志物相关基因和疾病相关基因的

交集靶点共 39个。通过Cluego和CluePedia插件的

通路富集，发现柴归颗粒可以有效地改善抑郁大鼠

的代谢状态，其中涉及到的主要代谢途径有：碳代

*-P＜0.05；**-P＜0.01。

*-P < 0.05；**-P < 0.01。

图12　抑郁症行为学指标与代谢标志物相关性分析

Fig. 12　Correlation analysis of behavioral indicators and metabolic markers in depression

表2　对照组与模型组相关代谢物MetPA通路分析

Table 2　MetPA pathway analysis between control group and model group

编号

1

2

3

4

5

6

通路名称

D-谷氨酰胺和D-谷氨酸代谢（D-glutamine and D-glutamate metabolism）

丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢（alanine，aspartate and glutamate metabolism）

丙酮酸代谢（pyruvate metabolism）

TCA循环（TCA cycle）

糖酵解/糖异生（glycolysis/gluconeogenesis）

精氨酸生物合成（arginine biosynthesis）

P

0.002

＜0.001

0.002

0.002

0.004

＜0.001

Impact

0.50

0.47

0.27

0.20

0.13

0.12

表3　柴归颗粒组与模型组相关代谢物MetPA通路分析

Table 3　MetPA pathway analysis between CGG group and model group

编号

1

2

通路名称

牛磺酸和次牛磺酸代谢（taurine and hypotaurine metabolism）

丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢（alanine，aspartate and glutamate metabolism）

P

0.002

0.010

Impact

0.50

0.27
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谢（carbon metabolism），丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸

代谢（alanine，aspartate and glutamate metabolism），

半胱氨酸和蛋氨酸代谢（cysteine and methionine 

metabolism）以及辅助因子的生物合成（biosynthesis 

of cofactors）等，见表 4。结果表明，碳代谢是最常见

的生物学反应，在所有通路途径中富集的靶点数最

多，丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢次之，且两者之

间的交集靶点为GPT、GLUD1、GLUD2、GOT2。

将分析所获得的 39 个交集靶点输入 STRING

在线数据库得到 PPI网络。基于CytoHubba插件中

导入的 PPI网络，计算节点之间的最大集团中心度

值并用MCC对网络节点进行排序。如图 14所示，

在网络图中起关键作用的前 10个蛋白质靶点包括

GOT2、GLUD1、GLUD2、OGDH、IDH1、IDH3G、

绿色六边形-尿液代谢标志物；浅红色的六边形-相关的代谢物；浅紫色的圆圈-基因。

Green hexagon-urine metabolic markers; Light red hexagon-related metabolites; Light purple circles-genes.

图13　柴归颗粒干预CUMS抑郁模型大鼠的“尿液代谢标志物-基因”网络

Fig. 13　Effect of CGG on "urine metabolic marker-gene" network in CUMS depression model rats

表4　柴归颗粒干预CUMS抑郁模型大鼠KEGG富集分析

Table 4　KEGG enrichment analysis of CUMS depression model rats treated with CGG

通路

碳代谢（carbon metabolism）

丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢

（alanine，aspartate and glutamate metabolism）

半胱氨酸和蛋氨酸代谢

（cysteine and methionine metabolism）

辅助因子的生物合成（biosynthesis of cofactors）

牛磺酸和次牛磺酸代谢（taurine and hypotaurine 

metabolism）

过氧化物酶体途径（peroxisome）

色氨酸代谢（tryptophan metabolism）

丙酮酸代谢（pyruvate metabolism）

数目

11

8

7

7

5

4

3

3

靶点

GPT、IDH1、GLUD2、GLUD1、OGDH、DLST、DLD、OGDHL、

GOT2、IDH3B、IDH3G

GAD1、GAD2、GPT、GLUD2、GLUD1、GOT2、IL4I1、DDO

MTR、MAT1A、GOT2、MAT2A、BHMT、MAT2B、IL4I1

PANK2、MAT1A、DLD、MAT2A、PANK1、MAT2B、PANK3

GAD1、GAD2、GGT1、BAAT、CSAD

IDH1、BAAT、SLC27A2、DDO

DLST、DLD、IL4I1

DLD、HAGH、LDHD
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IDH3B、OGDHL、DLD和GPT。

柴归颗粒可能通过调控丙氨酸、天冬氨酸和谷

氨酸代谢这一关键途径发挥抗抑郁作用，其代谢途

径上的GPT、GLUD1、GLUD2、GOT2 4个靶点可能

是柴归颗粒治疗抑郁症的潜在靶点。

4　讨论

代谢异常通常会导致代谢途径功能障碍和代

谢产物累积或缺乏，其与受试者的表型连接紧密，

可用于疾病的诊断、预防以及监测治疗。本研究

中，柴归颗粒调节的代谢物包括马尿酸、赖氨酸、蛋

氨酸、天冬氨酸这 4种氨基酸类及其衍生物；乳酸、

牛磺酸、2-酮戊二酸、泛酸、丁酸这5种有机酸类以及甲

胺这一胺类物质，相应的代谢通路见图15。

天冬氨酸不仅仅是一种非必需氨基酸，它还可

以作为赖氨酸、蛋氨酸、异亮氨酸、苏氨酸等氨基酸

的合成前体，在机体中发挥着重要作用［16］。有研究

表明，天冬氨酸偏高可能会导致中枢神经系统障

碍［17-18］。当机体在抑郁状态下，色氨酸的代谢会转

变为以喹啉酸为主，而这种物质作为 N-甲基-D-天

冬氨酸受体的强激动剂，能够显著地增加神经元突

触损伤并导致细胞死亡［19］。本研究发现，CUMS大

鼠尿液中天冬氨酸的水平极显著上升，柴归颗粒干

预后使之减少，从而降低神经兴奋毒性，缓解抑郁

症状。

2-酮戊二酸在三羧酸能量代谢中扮演着重要角

色，它不仅参与氨基酸、维生素和有机酸的形成，还

能够调节其代谢速率［20-21］。CUMS大鼠尿液中 2-酮

戊二酸水平极显著降低，表明其能量代谢紊乱，可

能与牛磺酸水平降低有关。柴归颗粒干预后，相应

的能量代谢紊乱有所逆转。

蛋氨酸又称甲硫氨酸，作为构成人体的必需氨

图14　尿液代谢标志物与抑郁症交集靶点的PPI网络

Fig. 14　PPI network of the intersection targets of urinary 

metabolic markers and depression

⬇（紫色）模型组与对照组组比较尿液代谢标志物下调，⬆（红色）模型组与对照组比较尿液代谢标志物上调，与对照组比较：**P＜0.01；⬇（橙

色）柴归颗粒组与模型组比较尿液代谢标志物下调，⬆（绿色）柴归颗粒组与模型组比较尿液代谢标志物上调，与模型组比较：##P＜0.01。

⬇（Purple）The levels of urine metabolic markers were down-regulated in model group compared to the control group， ⬆（red）The levels of urine 

metabolic markers were up-regulated in model group compared to the control group， **P < 0.01 vs control group ⬇（orange）The levels of urine meta‐

bolic markers were down-regulated in CGG group compared to the model group， ⬆（green）The levels of urine metabolic markers were up-regulated 

in CGG group compared to the model group， ##P < 0.01 vs model group.

图15　柴归颗粒干预后影响的相关代谢通路变化

Fig. 15　Effect of CGG on metabolic pathway after intervention
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基酸，它广泛参与蛋白质的合成［22］。当蛋氨酸进入

机体后，会迅速进入血液并稀释血液中的组胺浓

度，避免机体出现剧烈的炎症反应［23］。已有研究表

明，外源性补充蛋氨酸对抑郁症患者血液中蛋氨酸

低浓度具有改善作用［24］。由于天冬氨酸是蛋氨酸

合成的前体物质，故CUMS大鼠尿液中蛋氨酸水平

的降低可能与天冬氨酸合成蛋氨酸的过程中琥珀

酰高丝氨酸合成酶（MetA）活性降低有关。

马尿酸主要是苯甲酸在肝脏内解毒的代谢产

物，少量的苯甲酸经机体代谢可以变成无害的马尿

酸经尿液排出［25-26］；在酰基转移酶的作用下，苯甲酸

与甘氨酸可以生成马尿酸。本实验 CUMS 大鼠尿

液中马尿酸水平上升可能是由于高丝氨酸激酶、苏

氨酸醛缩酶活性升高使其合成前体甘氨酸水平

上升。

牛磺酸是一种化学性质稳定的非蛋白氨基酸，

对机体神经发育起着重要作用［27］。其主要合成场

所是肝脏，在海马中牛磺酸合成是通过亚磺酸脱羧

酶改变半胱氨酸来实现的［28］。由于半胱氨酸是牛

磺酸合成前体物质，且半胱氨酸水平又受蛋氨酸调

节，故CUMS大鼠尿液中牛磺酸水平显著降低可能

与蛋氨酸水平降低有关。柴归颗粒给药后可以回

调牛磺酸水平，调节相关氨基酸代谢紊乱。

赖氨酸作为一种必需氨基酸，能提高中枢神经

功能，对抑郁症的预防和治疗起着积极作用。赖氨

酸在体内可以转化为促进神经传递物质的多巴胺

和去甲肾上腺素而改善情绪和心理状态。研究表

明，赖氨酸摄入量的增加可以提高抑郁症患者的情

绪和睡眠质量［29］。本实验中 CUMS造模后大鼠尿

液赖氨酸水平极显著降低，表明其机体氨基酸代谢

失衡，可能是由于天冬氨酸激酶和二氢吡啶二羧酸

合成酶活性降低导致的。

泛酸又称维生素B5，属于水溶性维生素，可以

维持大脑和中枢神经系统的正常发育［30］。在本研

究中，CUMS 大鼠尿液中泛酸水平明显降低，可能

是由于丙氨酸氨基转移酶和天冬氨酸转移酶的活

性显著降低所致。柴归颗粒给药能回调这种现象，

改善泛酸水平。

乳酸是肠道微生物群的一个重要代谢产物。

研究表明，在重度抑郁障碍（MDD）患者中观察到尿

乳酸浓度升高［31］。在本实验中，CUMS大鼠尿液中

乳酸水平极显著增加，说明机体内糖代谢失衡导致

能量利用率下降。当给予柴归颗粒干预后，乳酸水

平将会有所下降。结果表明，柴归颗粒发挥抗抑郁

作用可能是通过改善机体能量代谢来实现的。

甲胺属于胆碱代谢产物，其主要功能是调节脂

质代谢及葡萄糖平衡。胆碱是细胞膜磷脂的重要

组成部分，它能够维护细胞的健康和稳定。其中，

肠道菌群在胆碱代谢中起着关键作用［32］。本实验

CUMS 大鼠尿液中甲胺含量增加可能表明其胆碱

含量升高，氧化效应增强，进而诱发抑郁症状。

丁酸是一种短链脂肪酸，是由结肠细菌发酵膳

食纤维产生的肠上皮细胞主要营养物质。研究显

示，丁酸可以有效地发挥抗焦虑和抗抑郁作用，它

可以通过调节神经系统、免疫系统和内分泌系统提

升认知能力和记忆力［33］。本实验中 CUMS大鼠尿

液中丁酸水平显著降低，可能与肠道微环境改变导

致产丁酸菌减少有关。柴归颗粒可以回调丁酸水

平，表明其可以改善肠道菌群紊乱，缓解抑郁症状。

本研究结果发现在抑郁症的发生发展过程中，

机体内的代谢物处于动态变化之中。针对单一时

间的研究很难反映疾病发生发展中不同时间对机

体代谢的动态影响。本研究基于 1H-NMR代谢组学

技术对柴归颗粒干预的CUMS大鼠尿液中的 10种

尿液代谢标志物进行了动态分析。同时，结合

MetPA通路和KEGG基因靶点富集通路，发现丙氨

酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢可能是柴归颗粒抗抑郁

作用的关键途径，且其途径上的 GPT、GLUD1、

GLUD2、GOT2等 4个靶点可能是柴归颗粒治疗抑

郁症的潜在靶点。
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