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摘要　目的：利用代谢组学技术探讨白金胶囊治疗抑郁症的机制。方法：以 ＳＤ大鼠为研究对象，采用慢性不可预知应激制备
抑郁大鼠模型。在进行脑代谢组学研究之前，采用体质量、糖水消耗量、旷场试验测定结果为指标评价建模效果和白金胶囊抗

抑郁疗效。脑代谢组学研究采用液质联用技术结合ＳＰＳＳ、ＳＩＭＡＣＡ－Ｐ软件分析测定结果，通过数据库（ＭＡＳＳＢＡＮＫ、ＭＥＴＬＩＮ、
ＨＭＤＢ和ＫＥＧＧ）检索和文献分析，寻找出和抑郁相关的脑组织样本中的生物信息。结果：测得脑组织样本中共１１９４种化合
物。ＰＣＡ和ＯＰＬＳ－ＤＡ分析结果显示，得分矩阵中的空白组、模型组和药物组分别集中分布在３个不同区域，说明存在组间差
异；结合载荷矩阵和ＶＩＰ值进行搜库查询及文献分析，得到牛磺酸、苏糖酸、Ｎ－乙酰天冬氨酸和肌苷４个主要化合物。结论：
白金胶囊的抗抑郁药效与其改变脑内氨基酸水平、作用于中枢神经系统神经递质及参与能量代谢有关。
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　　生物标志物包含着可能改善人类生存环境的信
息。通过提供更早、更精确的诊断测试基础依据，生物

标志物可以帮助临床医生发现和治疗疾病。同时，其

作为终端替代物，还可以帮助研发出更好更多的目标

药物来治疗疾病。寻找生物标志物遵循一定的联系统

一性，从开始发现到巩固结束，经过证实的生物标志物

可以广泛地使用在临床应用中。例如，心脏衰竭可以

通过测量 Ｂ－ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅ水平来进行精确诊
断［１－２］，某些类型的癌症筛查和监测可以通过特定的

肿瘤标志物实现［３－４］。对于抑郁症这样一种暂无实验

室诊断指标的疾病来说，生物标志物的研究不仅有助

于抑郁症的诊断和治疗，对于抗抑郁药物的研发具有

重要的意义。已有研究表明，重症抑郁患者外周系统

中脂类和氨基酸类成分的浓度水平出现了异常的变

化［５］。代谢组学的研究能够寻找出于抑郁疾病相关的

生物标志物，其可能作为潜在的评价指标被应用于未

来抗抑郁药物的研发。本研究采用慢性不可预知应激

制备抑郁大鼠模型，以路优泰作为阳性对照药物，以糖

水消耗量、行为学指标等评价模型建立成功与否及白

金胶囊的抗抑郁药效。在此基础上，采用液质联用技

术采集正常大鼠、抑郁大鼠和白金胶囊治疗大鼠脑组

织样本中的信息，ＳＰＳＳ和 ＳＩＭＡＣＡ－Ｐ软件相结合对
其进行分析，以期寻找出和抑郁、白金胶囊相关的脑组

织样本中生物信息，探讨白金胶囊治疗抑郁症的作用，
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为白金胶囊的进一步研究提供参考。

１　资料和方法
１１　一般资料　ＳＤ大鼠雄性大鼠 ４０只［清洁级，
（２５０±１０）ｇ］，许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１２－０００１，购自
维通利华实验动物有限技术公司。实验前动物适应性

饲养１周，自由摄食饮水。１周后根据体质量随机分
为正常组和抑郁模型组，正常组１０只，抑郁模型组３０
只。路优泰（圣 约翰草提取物，批号：２５００７１１，
ＤｒＷｉｌｌｍａｒＳｃｈｗａｂｅＧｍｂＨ＆ＣｏＫＧ，Ｇｅｒｍａｎｙ），白金
胶囊（北京中医药大学倪健教授课题组自制，批号：

２０１３０３），乙腈和甲酸（色谱级，ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＮＪ，
ＵＳＡ），超纯水（１８２ｍΩｃｍ）。ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰ
ＬＣ／ＸｅｖｏＧ２Ｑ－ＴＯＦ（Ｗａｔｅｒｓ，ＵＳＡ）。
１２　方法
１２１　抑郁大鼠的制备与分组　适应性饲养１周后，
采用慢性不可预知应激制备大鼠抑郁模型。除正常组

外，应激大鼠每天随机接受不同的刺激并在造模过程

中保持孤养状态，共３２ｄ。实验中采取的刺激方法见
表１。

表１　慢性不可预知应激制备大鼠抑郁模型工作表

日期 刺激种类

第１天 夹尾１ｍｉｎ

第２天
２４ｈ禁水，４５℃请明确是游泳的水温还是环境温度强迫
游泳５ｍｉｎ

第３天 ２４ｈ禁食，２４ｈ湿环境饲养
第４天 更换垫料，频闪照明１２ｈ
第５天 饲养笼倾斜４５度
第６天 白噪音２ｈ（８５ｄＢ）
第７天 ４℃请明确是游泳的水温还是环境温度强迫游泳５ｍｉｎ
第８天 昼夜颠倒

　　注：以上８ｄ为１个周期，大鼠抑郁模型制备需经４个周期，即３２ｄ。

　　造模结束后，对大鼠进行体质量的测定，糖水消耗
量的测定以及旷场试验相关指标的测定。数据结果采

用ＳＰＳＳ１７０软件进行分析。将已经制备好的抑郁大
鼠按照体质量随机分为２组，即抑郁模型组、路优泰
组、白金胶囊组。给药组采用灌胃给药的方式，分别给

予白金胶囊０３８９５ｇ／ｄ，路优泰００１８ｇ／ｄ连续２８ｄ。
１）糖水消耗实验：禁水１２ｈ后同时放入饮用水和１％
蔗糖水，２ｈ后用量筒读取各只大鼠的饮用水量及蔗糖
水消耗量，计算糖水消耗百分比。２）旷场试验：旷场试
验在长、宽、高分别为９０ｃｍ、９０ｃｍ和４５ｃｍ的木制敞
箱进行。每只动物测试１次，５ｍｉｎ／次。每只大鼠测
试完毕以后用７５％乙醇擦拭箱内，确保无排泄物和气
味残留对试验结果产生影响。测试过程保持环境安

静，测试数据使用Ｅｔｈｏｖｉｓｉｏｎ软件进行分析。

１２２　样本的处理　给药结束后第２天同样测定体
质量、糖水消耗量等指标，测定完毕后次日处死大鼠，

迅速分离全脑，称重后按重量体积比１∶１加入冰甲醇
溶液匀浆，－２５℃冷冻备用。测定前样本常温解冻，
加入等体积乙腈－水（３：１）溶液提取，涡旋１ｍｉｎ，离心
取上清液，待测。

１２３　质谱条件和液相条件　采用负离子检测模式
的ＥＳＩ电离方式，质量扫描范围为５０～１４００Ｍ／Ｚ。毛
细管电压：２５００Ｖ；干燥气流体积流量：７００Ｌ／Ｈ；干燥
气温度：４００℃。

色谱柱：ＷａｔｅｒｓＵＰＬＣＢＥＨＣ１８（２１ｍｍ×５０ｍｍ，
１７μｍ）；流动相：Ａ（水 －０１％甲酸）和 Ｂ（乙腈 －
０１％甲酸）；柱温：５０℃；流速：０３ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：５
μＬ；洗脱程序见表２。

表２　流动相梯度变化表

时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％）

０ ８０ ２０
１７ ０ １００
１８ ０ １００
１８１ ８０ ２０
２１ ８０ ２０

２　结果
２１　ＣＵＭＳ模型筛选结果　造模结束后，进行大鼠体
质量、糖水消耗量和旷场实验的测定，其相关测定指标

结果见表３。从表的结果可以看到，模型组与正常大
鼠比较，体质量、糖水消耗量显著下降。模型组大鼠平

均体重为４１４ｇ，空白组为５２０ｇ；模型组糖水消耗量从
空白组的３４％下降至１６％；旷场试验测得的中央格穿
刺次数从空白组的５次下降为１次，平均运动速度和
运动总距离降低约５０％，说明采用慢性不可预知应激
制备抑郁模型成功。路优泰治疗的抑郁大鼠，体质量

无明显变化，但糖水消耗量、中央格穿刺次数和平均运

动速度、距离均向着空白组的方向有明显恢复。经白

金胶囊治疗的抑郁大鼠，平均体质量回复至 ４８４ｇ，
平均糖水消耗量增至 ２４％，中央格穿刺次数增至 ３
次，平均运动速度和运动距离回复至空白组的８０％
左右。体质量和糖水消耗量的增长说明大鼠的食欲有

所增加，抑郁带来的兴趣丧失有所好转。综上所述，

白金胶囊能在一定程度上治疗慢性不可预知应激造成

的抑郁症。在此基础上，进一步对白金胶囊组、抑郁

模型组和正常组大鼠大脑组织匀浆进行代谢组学的研

究。

２２　代谢组学图谱及数据解析　采用ＭＺｍｉｎｅ软件提
取质谱峰并进行反卷积处理去噪音、缝隙填补处理等，
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最终检测到１１９４个离子，其总离子流图见图１。在此
基础上对代谢图谱进行数据解析，ＰＣＡ初步分析各组
之间样本的总体分布情况、自然聚集情况和奇异样本

的情况。最终得到的２个主要的部分：得分矩阵（白金
胶囊组为红色点，抑郁模型组为绿色，正常组为黑色。

右边是立体图。该空间中每一个点代表一个样本）和

载荷矩阵（该空间中每一点代表一个指标（ＩＤ：Ｍ／
ＺＲＴ）），如图２所示。其中得分矩阵可以看出３组间
存在统计学意义，但相对于正常组和抑郁模型组而言，

白金胶囊组的样本较分散，个体间差异明显，其中白金

胶囊组一只大鼠在样本制备时出现操作失误，将此数

据剔除后Ｅ组的有效样本量为９。

表３　抑郁指标测定结果（ｎ＝１０）

组别 体质量（ｇ） 糖水消耗量（％） 旷场试验

中央格穿刺次数 平均运动速度（ｃｍ／ｓ） 运动距离（ｃｍ）

正常组 ５２２±１７ ３４±５ ５ １２５０±３２ ４６９６±５５
模型组 ４１４±１９Δ １６±３Δ １Δ ６７７±２１Δ ２３８５±８４Δ

路优泰组 ４２６±２７ ２２±４ ３ ９７±３２ ３５８１±７７

白金胶囊组 ４８４±１２ ２４±４ ３ １０２±１３ ３６５６±６２

　　注：模型组与正常组相比，ΔＰ＜００５；药物治疗组与模型组相比，Ｐ＜００５。

图１　大鼠脑组织典型总离子流

图２　各组大鼠主成分分析得分图（左）和载荷图（右）

　　ＯＰＬＳ－ＤＡ作为有师监督的方法，可以去除与分
类无关的变量，使判断集中在与类别相关的变量上，从

而提高分类的准确性，消除过拟合。分别对白金胶囊

组Ｅ、抑郁模型组Ｍ和正常组Ｎ进行两两比较，ＥｖｓＭ
（Ｒ２＝０９８８；Ｑ２＝０６０３），ＥｖｓＮ（Ｒ２＝０９９４；Ｑ２＝
０７５６），ＭｖｓＮ（Ｒ２＝０９９６；Ｑ２＝０７４２），寻找差异候
选物。结合以下４个数据库以及相关的文献，对化合
物的结构确认，推测结构化合物与该疾病的相关性。

ＭＡＳＳＢＡＮＫ （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｍａｓｓｂａｎｋｊｐ／ｉｎｄｅｘｈｔｍｌ）
ＭＥＴＬＩＮ（ｈｔｔｐ：／／ｍｅｔｌｉｎｓｃｒｉｐｐｓｅｄｕ／ｍｅｔａｂｏ＿ｓｅａｒｃｈ＿
ａｌｔ２ｐｈｐ）ＨＭＤＢ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｈｍｄｂｃａ／）ＫＥＧＧ（ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗｇｅｎｏｍｅｊｐ／ｋｅｇｇ／）

牛磺酸（Ｔａｕｒｉｎｅ）、苏糖酸（Ｔｈｒｅｏｎｉｃａｃｉｄ）、Ｎ－乙
酰天冬氨酸（Ｎ－ａｃｅｔｙｌａｓｐａｒｔａｔｅ）和神经再损伤蛋白
（Ｉｎｏｓｉｎｅ）４个化合物被确证为潜在的抑郁生物标记
物，其质谱相关信息见图３，白金胶囊可以有效地使抑
郁大鼠大脑中上述化合物浓度水平变化往正常组的方

向回复。已有研究表明，Ｔａｕｒｉｎｅ水平在精神分裂症患
者血浆和脑脊液中有所下降，Ｔａｕｒｉｎｅ与神经系统的活
动密切相关［６－９］，参与到神经受体或配体的激活通路

中，与５－ＨＴ、ＧＡＢＡ等受体有紧密连接。Ｎ－ａｃｅｔｙｌａｓ
ｐａｒｔａｔｅ是天冬氨酸的衍生物，它是大脑除谷氨酸以外
大脑中浓度最高的氨基酸，它参与脑液神经元平衡渗

透分子，还是脂质和髓鞘合成原料，与神经胶质细胞、

磷脂神经细胞轴突相关，是重要神经元合成前体，还参

与能量的合成和转化；研究还表明，海绵状脑白质营养

不良时脑中 Ｎ－ａｃｅｔｙｌａｓｐａｒｔａｔｅ的含量会显著降
低［１０－１１］。因此推测白金胶囊的抗抑郁药效与其改变

脑内Ｔａｕｒｉｎｅ水平、作用于中枢神经系统神经递质有
关。此外，抑郁症一个重要的表现是兴趣丧失，自主活

动减少———能量降低。相关文献报道结果显示，Ｔｈｒｅ
ｏｎｉｃａｃｉｄ参与到能量代谢的全过程，直接影响到酮戊
二酸的合成和柠檬酸循环的进行，与氨基酸的代谢密

切相关［１２－１３］。Ｉｎｏｓｉｎｅ与 ＡＴＰ的转化密切相关，其研
究始于１９８３年，研究还表明，Ｉｎｏｓｉｎｅ水平与睡眠时间
长短有关［１４］。海绵状脑白质营养不良时脑中 Ｉｎｏｓｉｎｅ
的含量也会显著降低［１１］。查询ＫＥＧＧ的代谢通路图，
Ｉｎｏｓｉｎｅ是以嘌呤代谢物的形式出现在脑部，它同样参
与到 ＡＤＰ、ＡＴＰ的能量转化过程。模型组中 Ｔｈｒｅｏｎｉｃ
ａｃｉｄ和Ｉｎｏｓｉｎｅ的含量相对正常组降低，经药物治疗后
上升，即能量的变化过程，与二者的代谢过程相呼应，

推测白金胶囊治疗抑郁的一个关键步骤为参与能量代

谢的过程。
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图３　四种化合物相关信息一览表
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３　讨论
大鼠和小鼠作为行为神经学研究中最常用的动物

模型，它们能够表现出与人类疾病相关的各种行为。

在神经行为研究的初期，大鼠是最常用的模式生

物［１５］。已有研究成功将 ＣＵＭＳ用于抑郁大鼠动物模
型的制备，并被认为是一种良好的疾病造模方

法［１６－１７］。大鼠在许多标准的神经药理学任务中表现

良好，而且它们的身体大小使我们更容易对其进行侵

入性操作。无论是代谢组学研究还是抗抑郁药的药效

研究中，采用慢性不可预知应激制备抑郁大鼠模型被

普遍认可和接受［１８－１９］。

基于代谢组学的思想，通过分析内源性或外源性

（药物产生）代谢物组的变化，我们可以分析生物体的

状态，捕捉到和疾病相关的生物信号，推测生物体内代

谢通路的变化，为疾病的诊断或治疗药物的研发提供

指导。已有科研人员将研究重点放在抑郁动物模型的

血浆或尿液样本的整体代谢物研究上，主要的分析测

定方法包括气质联用色谱法、液质联用色谱法和磁共

振成像［２０－２１］；还有一部分研究着眼于研究抗抑郁药物

在血浆或尿液样本中的代谢情况［２２－２３］；作为一种重要

的神经系统疾病，抑郁与大脑、中枢神经系统密切相

关，因此研究选取大鼠的脑组织作为代谢组学的研究

对象。本研究希望以白金胶囊作为中药复方抗抑郁药

物的代表，从系统生物学的研究角度出发，结合代谢组

学的研究技术，为抗抑郁中药的研究提供新的思路。
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