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左归降糖解郁方调控 SIRT1/c-Myc/LDHA 信号通路影响糖尿病并发抑郁症
海马乳酸代谢的机制研究  
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摘  要：目的  研究左归降糖解郁方调控糖尿病并发抑郁症海马乳酸代谢的作用及机制。方法  SD大鼠随机分为对照组、

模型组、阳性对照（二甲双胍0.18 mg/kg＋氟西汀1.8 mg/kg）组和左归降糖解郁方高、中、低剂量（20.52、10.26、5.13 g/kg）

组，每组8只。除对照组外，其余大鼠采用高脂饲料饲养、尾iv链脲佐菌素（streptozotocin，STZ）、慢性温和不可预知应激法

进行糖尿病并发抑郁症疾病构建糖尿病并发抑郁症大鼠模型。给予药物干预28 d，采用强迫游泳实验和水迷宫实验评价大鼠

的抑郁行为；采用血糖试纸测定空腹血糖，采用试剂盒检测大鼠空腹胰岛素和海马丙酮酸、乳酸、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

（nicotinamide adenine dinucleotide
＋
，NAD

＋
）含量，并计算胰岛素敏感性和胰岛素抵抗指数；采用液相色谱-质谱联用仪（liquid 

chromatography tandem mass spectrometry，LC-MS/MS）以及多元统计分析方法对海马进行代谢组学分析并筛选差异代谢物；

采用Western blotting检测沉默调节蛋白1（sirtuin 1，SIRT1）/Myc原癌基因（cancer-Myc，c-Myc）/乳酸脱氢酶A（lactate 

dehydrogenase A，LDHA）信号通路蛋白表达。给予SIRT1抑制剂干预后，考察左归降糖解郁方对糖尿病并发抑郁症大鼠的

影响。结果  左归降糖解郁方高剂量组可显著降低糖尿病并发抑郁症大鼠的空腹血糖和胰岛素含量（P＜0.05、0.01），升高胰

岛素敏感指数（P＜0.01），降低胰岛素抵抗指数（P＜0.01），缩短大鼠在强迫游泳实验中的不动时间和水迷宫实验中的登台时

间（P＜0.05、0.01），增加在目标象限的路程比（P＜0.01）。代谢组学研究发现，乳酸对于区分模型组和左归降糖解郁方高剂量

组代谢差异的贡献值最大。Western blotting结果显示，左归降糖解郁方高剂量组可显著增加模型大鼠海马SIRT1、c-Myc、

LDHA蛋白表达（P＜0.01）。给予SIRT1抑制剂干预后，左归降糖解郁方对模型大鼠血糖、胰岛素抵抗以及抑郁样行为的改善

作用被抑制（P＜0.05、0.01）。对乳酸相关代谢物的研究发现，SIRT1抑制剂可抑制左归降糖解郁方对SIRT1/c-Myc/LDHA信

号通路的激活作用（P＜0.01），从而抑制乳酸的生成，减少海马乳酸含量（P＜0.05）。结论  左归降糖解郁方通过调控海马

SIRT1/c-Myc/LDHA信号通路，催化丙酮酸转化为乳酸，从而改善糖尿病并发抑郁症大鼠海马乳酸代谢。 
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Mechanism of Zuogui Jiangtang Jieyu Formula on treatment of hippocampal 

lactate metabolism in diabetes-related depression based on SIRT1/c-Myc/LDHA 

signaling pathway 

YANG Hui1, MENG Pan2, ZHANG Xiuli2, HAN Yuanshan1, LEI Shihui1, LI Wei1, LIU Jian1, WANG Yuhong2 

1. The First Hospital of Hunan University of Chinese Medicine, Changsha 410007, China 

2. Hunan University of Chinese Medicine, Changsha 410208, China 

Abstract: Objective  To study the effect and mechanism of Zuogui Jiangtang Jieyu Formula (左归降糖解郁方) on regulating lactate 

metabolism in hippocampus of diabetes-related depression. Methods  SD rats were randomly divided into control group, model 

group, positive control group (metformin 0.18 mg/kg + fluoxetine 1.8 mg/kg), and Zuogui Jiangtang Jieyu Formula high-, medium-, 
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and low-dose (20.52, 10.26, 5.13 g/kg) groups, with eight rats in each group. In addition to control group, other rats were fed with high-

fat diet, tail iv streptozotocin (STZ) and receipt chronic mild unpredictable stress to establish diabetes-related depression model. Drug 

intervention was administered for 28 d, and the depression like behavior of rats was evaluated using forced swimming and water maze 

experiments; Fasting blood glucose was measured using blood glucose test strips, fasting insulin and levels of hippocampal pyruvate, 

lactate, and nicotinamide adenine dinucleotide+ (NAD+) in rats were detected using a reagent kit, insulin sensitivity and insulin 

resistance index were calculated; Metabolomics analysis and screening of differential metabolites in hippocampus were performed 

using liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) and multivariate statistical analysis methods; Western blotting 

was used to detect the expressions of sirtuin 1 (SIRT1)/cancer-Myc (c-Myc)/lactate dehydrogenase A (LDHA) signaling pathway 

proteins. After the intervention of SIRT1 inhibitor, the effect of Zuogui Jiangtang Jieyu Formula on diabetes-related depression were 

investigated. Results  Zuogui Jiangtang Jieyu Formula high-dose group significantly reduced the fasting blood glucose and insulin 

contents (P < 0.05, 0.01), increased insulin sensitivity index (P < 0.01), reduced insulin resistance index (P < 0.01), shorten the 

immobility time of rats in forced swimming experiments and the stage time in water maze experiments (P < 0.05, 0.01), and increased 

the distance ratio in the target quadrant (P < 0.01). Metabolomics studies found that the lactate had the greatest contribution in 

distinguishing metabolic differences between the model group and Zuogui Jiangtang Jieyu Formula high-dose group. Western blotting 

results showed that Zuogui Jiangtang Jieyu Formula high-dose group significantly increased the expressions of SIRT1, c-Myc and 

LDHA proteins in hippocampus of model rats (P < 0.01). After intervention with SIRT1 inhibitor, the improvement effect of Zuogui 

Jiangtang Jieyu Formula on blood glucose, insulin resistance and depression like behavior in model rats was inhibited (P < 0.05, 0.01). 

Research on lactate related metabolites found that SIRT1 inhibitor could inhibit the activation of SIRT1/c-Myc/LDHA signaling 

pathway by Zuogui Jiangtang Jieyu Formula (P < 0.01), thereby suppressing lactate production and reducing hippocampal lactate 

content (P < 0.05). Conclusion  Zuogui Jiangtang Jieyu Formula can regulate the hippocampal SIRT1/c-Myc/LDHA signaling 

pathway, catalyze the conversion of pyruvate into lactic acid, and thus improve the metabolism of lactic acid in hippocampus of rats 

with diabetes-related depression. 

Key words: Zuogui Jiangtang Jieyu Formula; diabetes-related depression; lactate; sirtuin 1; metabolomics; rhmannioside D; 

morroniside; loganin 

2 型糖尿病是一种以慢性高血糖为特征的代谢

性疾病，抑郁症是其常见并发症。研究表明，糖尿病

患者并发抑郁症的发生率是正常人患病的 2～3 倍，

而其中仅 25%～50%的患者接受了抑郁症治疗[1]。糖

尿病本身以及用药过程中产生的体质量变化、睡

眠障碍、疲劳和性欲下降等多种问题均会对患者

的心理健康产生影响，增加并发抑郁症风险。中

枢海马是调节情绪和认知功能的核心脑区，海马

神经细胞摄能、储能、用能的正常运转是其保持

正常神经活动的基础，极易受累于糖尿病引起的

能量代谢紊乱[2]。研究表明，糖尿病不仅可引起中

枢神经元葡萄糖氧化缺陷、星形胶质细胞糖原合成

障碍，还可造成乳酸代谢异常，并通过干扰胞间乳

酸穿梭影响神经细胞能量代谢[3]。近年来，在糖尿

病认知障碍、阿尔茨海默症、精神分裂症等疾病中

均发现了低量乳酸及其对神经功能的影响[4]，但在

糖尿病并发抑郁症中乳酸及其代谢机制是否存在

变化，尚未见研究。 

糖尿病并发抑郁症属“消渴”与“郁证”范

畴。《济生方》中提到“消渴之疾，皆起于肾”，而

肾为先天之本，藏精生髓，上通于脑，故“肾精不

足则志气衰”，意志不足，继而神明不用。课题组

前期基于糖尿病并发抑郁症肾阴亏虚、中气虚衰基

础病机，提炼出气阴两虚、血瘀肝郁的病机特点，

并在明代医家张景岳治疗真阴亏损的代表方剂左归

丸的基础上，组方左归降糖解郁方，其中，君药熟

地黄发挥滋养肾阴的作用；臣药山茱萸和枸杞子加

强滋补肾阴；其余为佐药，发挥健脾、益气、化瘀、

解郁等作用，全方治法为疏肝解郁、活血化瘀。前

期对其开展实验研究发现，该方可通过调节海马胰

岛素信号，提高神经细胞对葡萄糖的摄取和储存功

能，改善糖尿病并发抑郁症大鼠海马神经元的糖代

谢[5]。同时，左归降糖解郁方还可增加大鼠海马中

乳酸转运体单羧酸转运蛋白 4 的表达，改善乳酸的

胞间转运[6]。中枢乳酸不仅是兴奋性神经元优先利

用的能量底物，而且在神经元信息传递和突触功能

中发挥重要作用[7]，故本研究结合代谢组学和实验

验证，探究左归降糖解郁方对海马中乳酸代谢的影

响，以期丰富左归降糖解郁方对糖尿病并发抑郁症

大鼠中枢能量代谢的调控作用。 
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1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠 80 只，体质量 180～200 g，

购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，许可证号

SCXK（湘）2019-0004。动物饲养于湖南中医药大

学第一附属医院医学创新实验中心动物房，相对湿

度 40%～70%、温度 20～26 ℃的环境下，饲养期

间自由进食饮水，适应性饲养 5 d 后开始实验。动

物实验经湖南中医药大学第一附属医院实验动物伦

理委员会批准（批准号 ZYFY20231110-112）。 

1.2  药材 

左归降糖解郁方由熟地黄 15 g、山茱萸 12 g、枸

杞 12 g、菟丝子 9 g、贯叶金丝桃 3 g、丹参 12 g、牡

丹皮 6 g、姜黄 9 g、牛膝 9 g、杜仲 9 g、黄芪 18 g 组

成，上述药材饮片均购自湖南中医药大学第一附属

医院中药房，并经湖南中医药大学第一附属医院药

学部张志国教授分别鉴定为玄参科植物地黄

Rehmannia glutinosa Libosch.的块根经加工蒸晒而

成、山茱萸科植物山茱萸 Cornus officinalis Sieb. et 

Zucc.的干燥成熟果肉、茄科植物宁夏枸杞 Lycium 

barbarum L.的干燥成熟果实、旋花科植物菟丝子

Cuscuta chinensis Lam.的干燥成熟种子、藤黄科植物

贯叶金丝桃 Hypericum perforatum L.的干燥地上部

分、唇形科植物丹参 Salvia miltiorrhiza Bge.的干燥根

和根茎、毛茛科植物牡丹 Paeonia suffruticosa Andr.

的干燥根皮、姜科植物姜黄 Curcuma longa L.的干燥

根茎、苋科植物牛膝 Achyranthes bidentata Bl.的干燥

根、杜仲科植物杜仲 Eucommia ulmoides Oliv.的干燥

树皮、豆科植物蒙古黄芪 Astragalus membranaceus 

(Fisch.) Bge. var. mongholicus (Bge.) Hsiao 的干燥根，

均符合《中国药典》2020 年版规定。 

将上述各药材饮片按比例混合后，加入 10 倍量

水，武火煮沸后文火 1.5 h，滤过；滤渣加入 8 倍量

水，武火煮沸后文火 1 h，滤过，合并 2 次滤液，备

用。课题组前期采用超高效液相色谱-四极杆-飞行

时间串联质谱技术对左归降糖解郁方进行了定性分

析，共鉴定出 57 种化合物。左归降糖解郁方中地黄

苷 D 质量浓度为 0.11 mg/mL，莫诺苷和马钱苷质量

浓度为 1.8 mg/mL。 

1.3  药品与试剂 

高脂饲料购自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司，由 0.5%胆固醇、10.0%蛋黄粉、10.0%猪油、20.0%

蔗糖、59.5%基础饲料组成，生产许可证号 SCXK

（湘）2020-0006；链脲佐菌素（streptozotocin，STZ，

批号 S8050）购自北京索莱宝科技有限公司；沉默调

节蛋白 1（sirtuin 1，SIRT1）抑制剂 Sirtinol（批号 HY-

13515/CS-5291）购自美国 MedChemExpress 公司；胰

岛素试剂盒（批号 MM-0587R2）、丙酮酸试剂盒（批

号 MM-71218R2 ）、烟 酰胺 腺嘌 呤二 核 苷酸

（nicotinamide adenine dinucleotide+，NAD+）试剂盒（批

号 MM-71308R2）购自江苏酶免实业有限公司；乳酸

试剂盒（批号 FY40175-B）购自江苏菲亚生物科技有

限公司；SIRT1 抗体（批号 2028）、Myc 原癌基因

（cancer-Myc，c-Myc）抗体（批号 5605）、乳酸脱氢酶

A（lactate dehydrogenase A，LDHA）抗体（批号 2012）、

β-actin 抗体（批号 4967）、HRP 标记的山羊抗兔 IgG

二抗（批号 7074）购自美国 CST 公司。 

1.4  仪器 

GA-3型血糖仪（三诺生物传感股份有限公司）：

ZS-QPT型强迫游泳缸、Morris水迷宫缸（北京众实

迪创科技发展有限责任公司）；Enspire多功能酶标

仪（美国PekinElmer公司）；Mini Trans-Blot蛋白转印

系统（美国Bio-Rad公司）；FluorChem R型超灵敏多

色荧光成像分析系统（美国ProteinSimple公司）；AB 

Triple TOF 6600型质谱仪（美国AB SCIEX公司）；

Agilent 1290 Infinity LC超高压液相色谱仪（美国

Agilent公司）；Waters Acquity UPLC BEH Amide色

谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm，美国Waters公司）。 

2  方法 

2.1  糖尿病并发抑郁症大鼠模型的构建[8] 

采用高脂喂养、STZ 注射、慢性温和不可预知应

激联合的方法建立糖尿病并发抑郁症大鼠模型，动

物自由饮水、喂食高脂饲料，持续喂养 4 周，随后尾

iv STZ（38 mg/kg）。注射前动物需禁食 8 h，STZ 需

采用 4 ℃的柠檬酸缓冲液（pH 4.9）进行溶解并保存

于棕色玻璃瓶中，避光低温保存；注射后，动物需继

续禁食 3 h。尾 iv STZ 3 d 后，动物禁食 7 h，采尾尖

血测定空腹血糖，血糖值≥16.0 mmol/L 为糖尿病模

型大鼠[6]。 

血糖符合标准的糖尿病模型大鼠进行慢性温和

不可预知应激造模。应激措施包括倾笼 45°24 h、

噪音 8 h、昼夜颠倒 24 h、潮湿垫料 12 h、0 ℃冰水

浴 5 min、夹尾 2 min；应激方式为每日选取 2 种刺

激方法，隔日不重复；应激时间为 4 周。 

2.2  分组及给药 

2.2.1  左归降糖解郁方对糖尿病并发抑郁症的改
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善作用  40 只糖尿病并发抑郁症模型大鼠随机分

为模型组、阳性对照（二甲双胍 0.18 mg/kg＋氟西

汀 1.8 mg/kg）组和左归降糖解郁方高、中、低剂量

（20.52、10.26、5.13 g/kg，分别相当于临床等效剂量

的 2.0、1.0、0.5 倍）组，每组 8 只，另取 8 只 SD

大鼠作为对照组。各给药组 ig相应药物（10 mL/kg），

对照组和模型组 ig 等体积的蒸馏水，1 次/d，连续

给药 28 d。 

2.2.2  SIRT1抑制剂对左归降糖解郁方改善糖尿病并

发抑郁症的影响  18 只糖尿病并发抑郁症模型大鼠

随机分为模型组、左归降糖解郁方（20.52 g/kg）组和

左归降糖解郁方（20.52 g/kg）＋Sirtinol（10 mg/kg）[9]

组，每组 6 只，另取 6 只 SD 大鼠作为对照组。各

给药组 ig 左归降糖解郁方（10 mL/kg），对照组和

模型组 ig 等体积的蒸馏水，1 次/d，连续给药 28 d；

自给药第 15 天，左归降糖解郁方＋Sirtinol 组连续

14 d ip Sirtinol（3 mL/kg），其余各组 ip 等体积的二

甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）。 

2.3  行为学实验 

2.3.1  强迫游泳实验  给药结束后，动物先进行强

迫游泳实验，用以评价动物的抑郁样行为。实验

前，采用体质量最高的大鼠标定水位，以其在水

中后肢无法触底且不能从水面翻跳出缸为实验用

水位，所有动物实验时均需保持水位一致。实验

时，将动物放入游泳缸中并开始计时，适应 1 min

后，记录动物在 3 min 内在缸中的静止时间，动

物静止标准为无明显划水动作，身体呈漂浮状态，

前爪蜷缩胸前，后抓张开或有轻微摆动用以保持

平衡。 

2.3.2  水迷宫实验  强迫游泳实验结束次日，动物

进行水迷宫实验。实验前，将圆形水箱等分为 4 个

象限，将配套圆形平台放置于其中 1 个象限（记

为第 1 象限）的中央。向水箱中注入清水，水位

要求高于平台 2 cm。实验持续 6 d，前 4 d 将大鼠

依次从不同象限水箱边缘轻放于水中，引导其识

别水下平台的位置，顺序为第 3→4→1→2 象限。

训练结束后，第 5 天将大鼠从第 3 象限进入水中，

并开始计时，至其找到并登上水下平台，计时结

束，所用时间反映动物对水下平台的位置的识别

情况。第 6 天，拿走水下平台，仍将大鼠从第 3 象

限入水，记录其在 1.5 min 内游泳的路程，并计算

其在第 1 象限路程与总路程的比值，反映其对平

台的记忆情况。 

2.4  ELISA 检测空腹血糖、外周胰岛素以及海马中

丙酮酸、乳酸、NAD+含量 

 大鼠行为学测试结束次日，禁食不禁水 7 h

后，采尾尖血用血糖试纸测定空腹血糖含量，随

后动物麻醉取腹主动脉血，4 ℃、2 000 r/min 离

心 15 min，收集上清液，按照试剂盒说明书测定

胰岛素含量，并计算胰岛素敏感指数和胰岛素抵

抗指数。 

 胰岛素敏感指数＝ln[1/(空腹血糖含量×胰岛素含量)] 

 胰岛素抵抗指数＝(空腹血糖含量×胰岛素含量)/22.5 

取大鼠海马组织，采用匀浆机将海马与 PBS 溶液

按照 50 mg∶1 mL 的比例制备成混悬液，3 000 r/min

离心 20 min 后取上清，按照试剂盒说明书测定丙酮

酸、乳酸和 NAD
＋
含量。 

2.5  海马代谢组学分析 

2.5.1  样本预处理  取“2.2.1”项下模型组和左归降

糖解郁方高剂量组大鼠海马样本各 8 个，采用液相

色谱-质谱联用仪（liquid chromatography tandem mass 

spectrometry，LC-MS/MS）进行代谢组学分析，检测

由广州基迪奥生物科技有限公司完成。海马样本分

别加入甲醇-乙腈-水（2∶2∶1），混匀，低温超声

30 min，静置 10 min 后 14 000 r/min 低温离心 20 min，

取上清真空干燥。加入 100 μL 乙腈水溶液（1∶1）

复溶，14 000 r/min 低温离心 15 min 后进行 LC-

MS/MS 分析。 

2.5.2  色谱条件  采用 Agilent 1290 Infinity LC 超

高压液相色谱仪，Waters Acquity UPLC BEH Amide

色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm），流动相为水＋

25 mmol/L 乙酸铵＋25 mmmol/L 氨水（A）-乙腈

（B），梯度洗脱：0～0.5 min，95%B；0.5～7.0 min，

95%～65% B；7.0～8.0 min，65%～40% B；8.0～

9.0 min，40% B；9.0～9.1 min，40%～95% B；9.1～

12.0 min，95% B。体积流量 0.5 mL/min；柱温

25 ℃；进样体积 2 μL；整个分析过程中样品置于

4 ℃自动进样器中。 

2.5.3  质谱条件  采用正、负离子模式进行检测。

离子源电压为±5 500 V，离子源温度 600 ℃，飞行

时间质谱扫描范围为 m/z 60～1 000，产物离子扫描

范围为 m/z 25～1 000。二级质谱采用信息依赖采集

获得，在高灵敏度模式下，去簇电位为±60 V，碰

撞能量为（35±15）eV。 

2.5.4  质控样品的处理 取“2.5.1”项下样本进行等

量混合，每个样本 10 μL。在待测样本 LC-MS/MS
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进样前，运行 8 个质控样本；进样过程中，每组

样本进样结束后插入 1 针质控样品。 

2.5.5  代谢组学数据处理  数据经 Proteo Wizard

转换成 MzML 格式，然后采用 XCMS 程序进行峰

对齐、保留时间校正和提取峰面积计算。分别对

正、负离子模式下的数据进行主成分分析

（principal component analysis，PCA）和正交偏最

小二乘-判别分析（orthogonal partial least squares-

discriminant analysis，OPLS-DA）等多元统计分析，

采 用 京 都 基 因 和 基 因 组 百 科 全 书 （ Kyoto 

encyclopedia of genes and genomes，KEGG）、代谢

途径分析（metabolic pathway analysis，MetPA）、

代 谢 集 富 集 分 析 （ metabolite set enrichment 

analysis，MSEA）、变量重要性投影分析（variable 

importance in projection，VIP）4 种方法分析差异

代谢途径和差异代谢物。 

2.6  Western blotting 检测海马 SIRT1、c-Myc、

LDHA 蛋白表达 

 取海马组织 1 g，加入 1 mL 裂解液，低温环境

下快速匀浆，4 ℃静置 2 h，13 000 r/min 低温离心

15 min，收集上清液并采用核酸蛋白浓度测定仪测

定蛋白浓度，以浓度最低样本为基线，稀释蛋白提

取液至统一浓度。加入蛋白上样缓冲液，于金属浴

锅 100 ℃加热 10 min 使蛋白变性。蛋白样品经十

二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF

膜，室温封闭 1 h，分别加入 SIRT1（1∶1 000）、c-

Myc（1∶1 000）、LDHA（1∶1 000）、β-actin（1∶

2 000）抗兔，4 ℃孵育过夜；次日，TBST 洗涤 3

次，加入二抗（1∶5 000），室温孵育 1 h，TBST 洗

涤 3 次后用 ECL 法浸膜，在超灵敏多色荧光成像分

析系统中显影和定量。 

2.7  统计学分析 

实验数据以 x s 表示，采用 SPSS 16.0 软件进

行单因素方差分析。 

3  结果 

3.1  左归降糖解郁方对糖尿病并发抑郁症大鼠空

腹血糖及胰岛素敏感性的影响 

如图 1 所示，与对照组比较，模型组大鼠空腹

血糖和空腹胰岛素含量显著升高（P＜0.01），胰岛

素敏感指数显著降低（P＜0.01），胰岛素抵抗指数

显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，阳性对照组

和左归降糖解郁方高、中剂量组大鼠空腹血糖和空

腹胰岛素含量显著降低（P＜0.05、0.01），胰岛素敏

感指数显著升高（P＜0.01），胰岛素抵抗指数显著

降低（P＜0.01），左归降糖解郁方低剂量组无显著

差异。 

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

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group, same as below figures. 

图 1  左归降糖解郁方对糖尿病并发抑郁症大鼠空腹血糖及胰岛素敏感性的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 1  Effect of Zuogui Jiangtang Jieyu Formula on fasting blood glucose and insulin sensitivity of rats with diabetes-related 

depression ( x s , n = 8)
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3.2  左归降糖解郁方对糖尿病并发抑郁症大鼠抑

郁样行为和认知功能的影响 

如图 2 所示，与对照组比较，模型组大鼠在强

迫游泳实验中的不动时间显著延长（P＜0.01），在

水迷宫实验中的登台时间显著延长（P＜0.01），而

在目标象限的路程比显著减少（P＜0.01）；与模型

组比较，阳性对照组和左归降糖解郁方高、中剂

量组大鼠在强迫游泳实验中的不动时间显著缩短

（P＜0.05、0.01），在水迷宫实验中的登台时间显著

缩短（P＜0.05、0.01），在目标象限的路程比显著增

加（P＜0.05、0.01）。 

3.3  左归降糖解郁方对糖尿病并发抑郁症大鼠海

马代谢组学的影响 

对模型组和左归降糖解郁方高剂量组大鼠海马

代谢组学数据进行多元统计分析，如图 3 所示，PCA

结果可见在正、负离子模式下，2 组样本组内聚集 

 

图 2  左归降糖解郁方对糖尿病并发抑郁症大鼠抑郁样行为和认知功能的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 2  Effect of Zuogui Jiangtang Jieyu Formula on depressive-like behavior and cognitive function of rats with diabetes-

related depression ( x s , n = 8)

 

A-负离子模式下 PCA 散点图；B-负离子模式下 OPLS-DA 得分图；C-负离子模式下 OPLS-DA 置换检验图；D-负离子模式下差异代谢物散点

图；E-正离子模式下 PCA 散点图；F-正离子模式下 OPLS-DA 得分图；G-正离子模式下 OPLS-DA 置换检验图；H-正离子模式下差异代谢物散

点图。 

A-PCA scatter plot in negative ion mode; B-OPLS-DA score plot in negative ion mode; C-OPLS-DA displacement test chart in negative ion mode; D-

scatter plot of differential metabolites in negative ion mode; E-PCA scatter plot in positive ion mode; F-OPLS-DA score plot in positive ion mode; G-

OPLS-DA displacement test chart in positive ion mode; H-scatter plot of differential metabolites in positive ion mode. 

图 3  代谢组学数据多元统计分析 (n = 8) 

Fig. 3  Multivariate statistical analysis of metabolomics (n = 8) 
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性良好，组间距离较远，提示组内样本重复性好，

组间样本差异度大。OPLS-DA 的置换检验图显示，

在正、负离子模式下，Q2回归曲线在纵坐标的交叉

点均小于 0，提示 2 种模式下的 OPLS-DA 模型预

测结果均可靠，不存在过拟合问题；从 OPLS-DA 得

分图可知，2 组样本差异较大，可用于进行差异分

析。以 VIP≥1、P≤0.05 为筛选标准进行基本差异

分析，在负离子模式下，共得到上调差异代谢物 223

个，下调 46 个；在正离子模式下，共得到上调差异

代谢物 128 个，下调 73 个。 

随后，对 2 组差异代谢物的富集情况进行了

KEGG、MetPA、MSEA 分析。如图 4 所示，在负离

子模式下，差异代谢物 KEGG 分析显示，代谢途径

富集到的差异代谢物数目最多；MetPA 分析显示，

柠檬酸循环、丙酮酸代谢、磷酸戊糖途径、丙氨酸、

天冬氨酸和谷氨酸代谢、乙醛酸和二羧酸代谢等代

谢途径在代谢网络中较为重要；MSEA 分析未发现

与糖代谢相关的代谢途径富集。在正离子模式下，

KEGG 分析未富集到与糖代谢相关的代谢途径；

MetPA 分析显示，糖代谢途径在该模式下的代谢网

络中占比较少，仅发现磷酸戊糖途径；但在 MSEA

分析中发现，葡萄糖新生、糖酵解、Warburg 效应、

柠檬酸循环等代谢途径富集程度较高。最后，对负

离子模式下的差异代谢物的贡献度进行 VIP 计算，

发现乳酸对于区分模型组和左归降糖解郁方高剂量

组的贡献值最大。 

 

A-负离子模式下 KEGG 分析；B-负离子模式下 MetPA 分析；C-负离子模式下 MSEA 分析；D-正离子模式下 KEGG 分析；E-正离子模式下

MetPA 分析；F-正离子模式下 MSEA 分析；G-负离子模式下代谢物 VIP 图。 

A-KEGG analysis in negative ion mode; B-MetPA analysis in negative ion mode; C-MSEA analysis in negative ion mode; D-KEGG analysis in positive 

ion mode; E-MetPA analysis in positive ion mode; F-MSEA analysis in positive ion mode; G-metabolite VIP diagram in negative ion mode. 

图 4  差异代谢物富集分析 (n = 8) 

Fig. 4  Differential metabolite enrichment analysis (n = 8)
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3.4  左归降糖解郁方对糖尿病并发抑郁症大鼠海

马 SIRT1、c-Myc、LDHA 蛋白表达的影响 

如图 5 所示，与对照组比较，模型组大鼠海

马中 SIRT1、c-Myc、LDHA 蛋白表达水平显著降

低（P＜0.01）；与模型组比较，左归降糖解郁方高

剂量组海马 SIRT1、c-Myc、LDHA 蛋白表达水平显

著升高（P＜0.01），左归降糖解郁方中剂量组海马

SIRT1、c-Myc 蛋白表达水平显著升高（P＜0.01），

左归降糖解郁方低剂量组 SIRT1、c-Myc、LDHA 蛋

白表达无显著性变化。 

 

图 5  左归降糖解郁方对糖尿病并发抑郁症大鼠海马 SIRT1、c-Myc、LDHA 蛋白表达的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 5  Effect of Zuogui Jiangtang Jieyu Formula on expressions of SIRT1, c-Myc and LDHA proteins in hippocampus of 

rats with diabetes-related depression ( x s , n = 6)

3.5  抑制 SIRT1 活性影响左归降糖解郁方对糖尿

病并发抑郁症大鼠空腹血糖及胰岛素敏感性的调节

作用 

如图 6 所示，与左归降糖解郁方组比较，左

归降糖解郁方＋Sirtinol组大鼠空腹血糖显著升高

（P＜0.01），胰岛素敏感指数显著降低（P＜0.01），

胰岛素抵抗指数显著升高（P＜0.01）。 

3.6  抑制SIRT1活性影响左归降糖解郁方对糖尿病

并发抑郁症大鼠抑郁样行为和认知功能的调节作用 

如图 7 所示，与左归降糖解郁方组比较，左归

降糖解郁方＋Sirtinol 组大鼠在强迫游泳实验中的

不动时间显著增加（P＜0.05），在水迷宫实验中的

登台时间显著延长（P＜0.05），在目标象限的路程

比显著缩短（P＜0.05）。 

 

与左归降糖解郁方组比较：△P＜0.05  △△P＜0.01，下图同。 

△P < 0.05  △△P < 0.01 vs Zuogui Jiangtang Jieyu Formula group, same as below figures. 

图 6  SIRT1 抑制剂对左归降糖解郁方改善糖尿病并发抑郁症大鼠空腹血糖及胰岛素敏感性的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 6  Effect of SIRT1 inhibitor on improvement of fasting blood glucose and insulin sensitivity of rats with diabetes-related 

depression by Zuogui Jiangtang Jieyu Formula ( x s , n = 6)
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图 7  SIRT1 抑制剂对左归降糖解郁方改善糖尿病并发抑郁症大鼠抑郁样行为和认知功能的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 7  Effect of SIRT1 inhibitor on improvement of depressive-like behavior and cognitive function of rats with diabetes-

related depression by Zuogui Jiangtang Jieyu Formula ( x s , n = 6)

3.7  抑制 SIRT1 活性影响左归降糖解郁方对糖尿

病并发抑郁症大鼠海马代谢物的调节作用 

如图 8 所示，与对照组比较，模型组大鼠海马中

乳酸、丙酮酸和NAD
＋
含量显著降低（P＜0.01）；与模

型组比较，左归降糖解郁方组大鼠海马中乳酸、丙酮酸

和NAD
＋
含量显著升高（P＜0.05、0.01），左归降糖解

郁方＋Sirtinol 组大鼠海马中丙酮酸和 NAD
＋
含量显著

升高（P＜0.01）；与左归降糖解郁方组比较，左归降糖

解郁方＋Sirtinol 组大鼠海马中乳酸含量显著降低（P＜

0.05），丙酮酸和NAD
＋
含量无显著性差异。

 

图 8  SIRT1 抑制剂对左归降糖解郁方改善糖尿病并发抑郁症大鼠海马代谢物水平的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 8  Effect of SIRT1 inhibitor on improvement of metabolites in hippocampus of rats with diabetes-related depression by 

Zuogui Jiangtang Jieyu Formula ( x s , n = 6)

3.8  抑制 SIRT1 活性影响左归降糖解郁方对糖尿

病并发抑郁症大鼠海马乳酸代谢通路的调节作用 

如图 9 所示，与左归降糖解郁方组比较，左归

降糖解郁方＋Sirtinol 组大鼠海马中 SIRT1、c-Myc、

LDHA 蛋白表达水平均显著降低（P＜0.01）。 

4  讨论 

目前，糖尿病并发抑郁症的临床治疗仍以药物

治疗为主，以控制血糖波动和缓解抑郁症状为主要

目标。但是，在实际用药过程中，药物不良反应不

容忽视。部分抗抑郁药如度洛西汀和文拉法辛被发

现可能增加患者的糖尿病风险[10]，而选择性 5-羟色

胺再摄取抑制剂虽然不会影响患者的葡萄糖代谢，

但会导致患者骨骼肌肉的能量代谢和结构特性，增

加跌倒和骨折风险[11]。中药辨证论治，标本兼治，

具有较好的疗效，且不良反应少。中医认为糖尿病

并发抑郁症属气阴两虚、血瘀肝郁[12]，左归降糖解

郁方的君药熟地黄具有滋补肾阴的作用，臣药山茱

萸和枸杞子具有加强君药滋补肾阴的作用，佐药菟

丝子、牛膝、杜仲补肝肾，黄芪健脾益气，丹参和

牡丹皮活血化瘀，姜黄和贯叶金丝桃化瘀行气、疏

肝解郁。本研究发现，左归降糖解郁方高、中剂量

组可显著降低糖尿病并发抑郁症大鼠的空腹血糖和

空腹胰岛素含量，改善胰岛素功能，而左归降糖解

郁方低剂量组作用不明显，其降糖作用呈剂量相关

性。在改善动物行为方面，左归降糖解郁方高、中

剂量组可显著改善动物的抑郁样行为以及学习记忆

功能，同样呈现剂量相关性。为挖掘左归降糖解郁

方对糖尿病并发抑郁症大鼠海马组织代谢的影响， 
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图 9  SIRT1 抑制剂对左归降糖解郁方改善糖尿病并发抑郁症大鼠海马 SIRT1、c-Myc 和 LDHA 蛋白表达的影响  

( x s , n = 6) 

Fig. 9  Effect of SIRT1 inhibitor on improvement of SIRT1, c-Myc and LDHA protein expressions in hippocampus of rats 

with diabetes-related depression by Zuogui Jiangtang Jieyu Formula ( x s , n = 6)

本研究对左归降糖解郁方高剂量组和模型组的海马

组织进行了代谢组学检测和对比分析。采用 PCA 和

OPLS-DA 2 种方法对正、负离子模式下的代谢组数

据进行了多元分析，结果表明 2 组数据的组内聚集

性良好，组间距离较远，且数据无过拟合现象。随

后，采用 KEGG、MetPA、MSEA 3 种分析方法分别

对正、负离子模式下的代谢数据进行了分析。KEGG

是以差异代谢物为目标重点分析参与其中的所有代

谢途径；MetPA 侧重分析整个代谢网络中具备重要

作用的代谢通路，即核心代谢通路；MSEA 则重点

分析微弱变化的代谢物（即非显著性差异代谢物）

的富集情况[13]。结果可见，正、负离子模式下，2 组

的代谢通路富集情况截然不同。首先，在负离子模

式下，采用 KEGG 和 MetPA 2 种富集方法，可见柠

檬酸循环、丙酮酸代谢、磷酸戊糖途径等与糖代谢

密切相关的通路富集，但该模式下微弱变化代谢物

的 MSEA 富集结果中未见与糖代谢相关通路富集。

而在正离子模式下，虽然在 KEGG 和 MetPA 2 种分

析方法中未见与糖代谢相关通路富集，但在 MSEA

富集结果中可见葡萄糖新生、糖酵解、Warburg 效

应、柠檬酸循环等糖代谢途径的富集。综上，与糖

代谢相关的代谢通路在负离子模式下主要富集在显

著性差异的代谢物表达群中，而在正离子模式下则

主要富集在微弱变化的代谢物表达群中。推测形成

上述结果的原因可能为与糖代谢相关的代谢中间产

物多带有负电荷，故在负离子模式下有更多响应，

在差异代谢物表达群中可被 KEGG 和 MetPA 方法

富集。而糖代谢产物中少量的带有正电荷的代谢产

物则在正离子模式下被识别，并在 MSEA 分析方法

中得到富集。至此，为了进一步明确代谢物的重要

程度以及对于样本区分的贡献，选择了负离子模式

下的代谢物进行了 VIP 分析，结果发现乳酸的贡献

度最大，并推测海马糖酵解可能是糖尿病并发抑郁

症防治的重要干预途径。 

SIRT1 是一种 NAD
＋
依赖性去乙酰化酶，参与

代谢、衰老、心血管等多种生物学过程。一方面，

SIRT1 被认为是一种能量代谢感应器，通过靶向转

录因子，调控能量代谢相关酶的表达[14]；另一方面，

SIRT1 基因位点是抑郁症相关的重要突变位点，抑

郁症的发生与 SIRT1 的表达密切相关[15]。最新的研

究发现，SIRT1 参与糖酵解过程，但在不同疾病状

态下 SIRT1 对糖酵解可能存在相反的作用。如在结
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肠癌细胞中，SIRT1 可通过激活过氧化物酶体增殖

物 激 活 受 体 γ 共 激 活 因 子 -1α （ peroxisome 

proliferator-activated receptor γ coactivator-1α，PGC-

1α）抑制糖酵解基因的转录活性，从而抑制糖酵解

过程[16]。而在膀胱癌中，SIRT1 增加了葡萄糖转运

体 1（glucose transporter 1，GLUT1）的转录活性和

表达，进而增强了葡萄糖摄取和糖酵解活性[17]。前

期研究发现，糖尿病并发抑郁症大鼠海马中 SIRT1

表达显著降低，且可通过抑制脑源性神经营养因子

（brain-derived neurotrophic factor，BDNF）的表达，

降低神经营养，从而造成海马神经元突触形态受损

及突触棘密度减少[18]。但 SIRT1 是否影响了糖尿病

并发抑郁症海马糖酵解，从而导致乳酸含量变化，

尚未见报道。有研究表明，在 SIRT1 的启动子区存

在 c-Myc 的结合位点，而后者可调控下游靶基因

LDHA 的表达，从而影响丙酮酸催化生成乳酸过程。

本研究结果显示，左归降糖解郁方高剂量组可显著

增加糖尿病并发抑郁症大鼠海马中SIRT1、c-Myc和

LDHA 的表达，推测左归降糖解郁方可能通过激活

海马 SIRT1/c-Myc 信号，促进下游靶基因 LDHA 表

达，催化丙酮酸转化为乳酸，提高海马的糖酵解水

平，从而增加乳酸含量。 

为了进一步验证左归降糖解郁方对糖尿病并发

抑郁症大鼠海马乳酸代谢及可能机制的调控作用，

采用 SIRT1 抑制剂 Sirtinol 对左归降糖解郁方的作

用进行了干扰，左归降糖解郁方的剂量选择为药效

最为明显的高剂量即 20.52 g/kg 开展实验。对外周

血糖和胰岛素活性的研究发现，Sirtinol 可以阻断左

归降糖解郁方的降血糖作用，干扰左归降糖解郁方

对胰岛素敏感性和胰岛素抵抗的改善作用。对动物

行为研究发现，左归降糖解郁方干预的大鼠在 ip 

Sirtinol 后，在强迫游泳实验中的不动时间显著延

长，在水迷宫实验中的学习和记忆表现显著受损。

以上结果显示，抑制 SIRT1 信号将影响左归降糖解

郁方的降糖和抗抑郁双重作用。研究发现，SIRT1 可

通过 FoxO1、自噬相关蛋白 7（autophagy-related 7，

ATG7）等多种途径影响胰岛素敏感性，改善胰岛素

抵抗[19-20]。故推测左归降糖解郁方的降糖作用可能

与其调控胰岛 SIRT1 信号有关，课题组将在后续实

验中围绕上述假说展开研究。 

SIRT1 与糖酵解过程密切相关。有氧糖酵解是

大脑中的另一种重要的代谢方式。通常情况下，葡

萄糖通过糖酵解酶转化为丙酮酸，同时产生 2 个三

磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）分子。随

后，丙酮酸可在线粒体中进行三羧酸循环和氧化磷

酸化，产生约 36 个 ATP 分子；也可在胞质中在

LDHA 的作用下生成乳酸，发挥供能、信号分子、

乳酸化修饰等多种作用[21]。本研究发现，左归降糖

解郁方可显著增加糖尿病并发抑郁症大鼠海马乳酸

和丙酮酸含量，但在抑制 SIRT1 后，左归降糖解郁

方对乳酸含量的改善作用明显减弱，但对丙酮酸含

量没有影响，推测 SIRT1 信号主要通过抑制 LDHA

表达，导致丙酮酸转化为乳酸过程效能降低，从而

影响了乳酸的生成，但不影响丙酮酸的生成。此外，

由于 SIRT1 是 NAD
＋
依赖性去乙酰化酶，故本研究

也对 NAD
＋
含量进行了研究，结果发现，左归降糖

解郁方可显著增加 NAD
＋
含量，且在抑制 SIRT1 后，

左归降糖解郁方对 NAD
＋
的上述作用仍然存在。推

测 Sirtinol 抑制了 SIRT1 的活性，导致即使左归降

糖解郁方升高了 NAD
＋
的含量，也无法依赖性地激

活 SIRT1。对 SIRT1 信号通路相关蛋白表达研究发

现，左归降糖解郁方可升高糖尿病并发抑郁症大鼠

海马中 SIRT1、c-Myc 和 LDHA 的表达，但上述作

用被 Sirtinol 的抑制作用阻断。 

综上，左归降糖解郁方改善了糖尿病并发抑郁

症大鼠海马的乳酸代谢，其作用机制与调控

SIRT1/c-Myc/LDHA 信号通路、促进丙酮酸催化为

乳酸有关。 
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