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逍遥散对肝郁脾虚证大鼠胃组织基因表达谱的影响
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摘要　目的：在全基因组水平上系统探讨逍遥散大、中、小剂量对慢性束缚应激肝郁脾虚证大鼠胃组织基因表达谱的影响
及其抗应激调节机制。方法：采用Ａｇｉｌｅｎｔ大鼠全基因组表达谱芯片检测慢性束缚应激肝郁脾虚证大鼠模型（每天束缚３
ｈ，连续２１ｄ）正常组、模型组、逍遥散组（大、中、小剂量）胃组织基因表达的差异，筛选出组间两两比较的差异基因表达
谱，并利用生物信息学技术对差异基因表达谱进行 ＧＯ功能分析、信号通路分析。结果：模型组、逍遥散大、中、小剂量组
具有不同的差异基因表达谱，多条生物过程和信号通路的功能被显著上调或下调，其中模型组、逍遥散大、中、小剂量组差

异基因参与的显著生物过程分别有５９７、１２１６、８１７、９２４个功能基因群，参与的显著信号通路分别有２７、６０、４１、５９条。结
论：肝郁脾虚证具有胃组织差异表达基因组学背景，逍遥散大、中、小剂量对肝郁脾虚证大鼠胃组织众多差异表达基因及

功能改变的信号通路、生物过程均有一定的干预作用，中剂量结果显示优于大剂量和小剂量。
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　　证候生物学基础及中药复方药效作用机制的发
现和阐明是中医药现代化和国际化进程中面临的关

键科学问题。基因芯片具有高通量、大规模、平行性

分析及自动化程度高的特点，能够在同一时间内平

行分析大量的基因，进行大信息量的筛选与检测分

析，因而能整体宏观地研究生物体基因的表达及功

能。近年来，在中医药研究中基因芯片技术已广泛

应用于中医证候、体质、中药复方作用机制、中药有

效成分筛选等领域［１］。肝郁脾虚证是临床上的常见

证型，逍遥散是治疗肝郁脾虚证的经典名方。本研

·９９４·世界中医药　２０１７年３月第１２卷第３期



究应用Ａｇｉｌｅｎｔ大鼠基因表达谱芯片，观察了逍遥散
大、中、小剂量对慢性束缚应激肝郁脾虚证大鼠外周

胃组织差异基因表达谱的影响。现将研究结果报道

如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物与分组　ＳＤ雄性大鼠 ７５只，体质量
（２００±２０）ｇ，购自广西医科大学动物实验中心［动
物许可证号：ＳＣＸＫ（桂）２００９０００２］，适应性饲养 １
周后按体质量随机分为正常对照组、模型组、逍遥散

大、中、小剂量组，每组 １５只。光照节律 １２Ｌ：１２Ｄ
（６：００—１８：００），饲养于普通级动物房，室内温度保
持为（２２±２）℃，相对湿度保持为３０％，大鼠喂常规
饲料及饮用水。

１１２　药物　实验所用中药复方选用《太平惠民和
剂局方》中的逍遥散，组成药物购自广西中医药大学

附属瑞康医院，按邓中甲［２］主编的第七版《方剂学》

教材所载药物组成比例：柴胡３０ｇ、当归３０ｇ、白芍
３０ｇ、白术３０ｇ、茯苓３０ｇ、炙甘草１５ｇ、煨姜和薄荷
少许（本次实验各用１０ｇ）用水煎成汤剂，浓缩至含
生药量１６７ｇ／ｍＬ。
１２　方法
１２１　模型制备　采用慢性束缚应激结合孤养方
法制作肝郁脾虚证大鼠模型，将模型组和逍遥散大、

中、小剂量组大鼠进行捆绑束缚并单笼饲养造模，每

日于夜间 １８：００—６：００点束缚 ３ｈ，束缚时间点随
机，连续２１ｄ。
１２２　药物干预　正常对照组大鼠群养不予束缚，
自由进食、饮水及自主活动。自造模第１天开始，每
日在束缚前１ｈ给各组大鼠灌胃，逍遥散组大鼠灌服
逍遥散中药煎液，根据成人逍遥散每日用量，按体表

面积换算成大鼠大剂量用药量为１６７ｇ／（ｋｇ·ｄ），中
剂量用药量为 ８３５ｇ／（ｋｇ·ｄ），小剂量用药量为

４１７５ｇ／（ｋｇ·ｄ），灌胃容积为１ｍＬ／１００ｇ体质量，正
常组、模型组大鼠每日灌服大剂量同等换算量的生理

盐水，造模期间根据大鼠体质量调整给药量。

１２３　取材　造模２１ｄ结束后取材标本，各组大
鼠以２％戊巴比妥钠腹腔注射进行深度麻醉（４０
ｍｇ／ｋｇ），铡刀断头，在超净台内冰上剖开大鼠腹腔，
暴露内脏，切取全胃，沿胃小弯侧剪开，用预冷的

０９％生理盐水彻底冲洗干净，切取胃体中部上１／３
约０３ｃｍ×０５ｃｍ小块的胃组织置冻存管中迅速
放入液氮速冻。取材完毕将标本放入 －８０℃冰箱
保存用于基因芯片实验。

１２４　基因芯片检测胃组织差异基因表达谱　每
组选取３只大鼠的胃组织标本提取总 ＲＮＡ，使用
ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ１０００评估 ＲＮＡ的纯度和浓度，通过
标准变性凝胶电泳评估ＲＮＡ完整性。总 ＲＮＡ质检
后进行芯片实验，芯片为 ＡｇｉｌｅｎｔＲａｔ４×４４ＫＧｅｎｅ
ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＭｉｃｒｏａｒｒａｙｓ，ＲＮＡ样品标记和芯片杂交
根据 ＡｇｉｌｅｎｔＯｎｅＣｏｌｏｒＭｉｃｒｏａｒｒａｙＢａｓｅｄＧｅｎｅＥｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎＡｎａｌｙｓｉｓ实验方案 （ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）执
行，由上海康成生物工程有限公司完成基因表达谱

检测。

１３　数据处理与分析　使用ＡｇｉｌｅｎｔＦｅａｔｕｒｅＥｘｔｒａｃ
ｔｉｏｎ软件（ｖ１１０１１）获得芯片图，并读值，得到原
始数据。使用 ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇＧＸｖ１２１软件（Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）对原始数据进行 Ｑｕａｎｔｉｌｅ标准化和随
后的数据处理。原始数据标准化后经过筛选高质量

探针进行进一步分析。２个样品间差异表达基因通
过ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ筛选，以 Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＞＝２０标准来
确定差异表达基因。使用 ｔｏｐＧＯ［３］进行差异基因的
ＧＯ分析，使用标准的富集计算方法进行 Ｐａｔｈｗａｙ分
析，Ｐａｔｈｗａｙ来源于ＫＥＧＧ数据库。
２　结果
２１　芯片散点图　见图１。

图１　组间两两比较的样本标准化后的散点分布图
　　注：图１ａ～图１ｄ为组间两两比较的样本标准化后的散点分布图，横纵坐标代表样本，每个点代表基因表达情况，点在上
面斜线以上为上调大于２倍的基因，代表纵坐标的样本相对高表达，点在斜线以下为下调大于２倍的基因，代表横纵标的样本
相对高表达，点离斜线越远说明信号值越高，点在上下斜线中间的为无差异变化。
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图２　逍遥散大、中、小剂量组与模型组上调和下调基因交集结果图

图３　逍遥散大、中、小剂量组与模型组功能上调和下调的生物过程交集结果图

表１　逍遥散大、中、小剂量干预后模型组功能没有逆转的信号通路名称

组别 上调通路 下调通路

逍遥散大剂量组

１Ｐｒｏｔｅｉｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ（双向调节通路）
２Ｒｅｔｉｎｏｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
３Ｆａｔｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ
４ＭｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃｓｂｙｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０
５ＤｒｕｇｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０
６Ｓａｌｉｖａｒｙｓｅｃｒｅｔｉｏｎ

１Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ（双向调节通路）
２Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｍｉｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎｃａｎｃｅｒ

逍遥散中剂量组 Ｐｒｏｔｅｉｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ（双向调节通路）

逍遥散小剂量组

１Ｐｒｏｔｅｉｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ（双向调节通路）
２Ｒｅｔｉｎｏｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
３ＤｒｕｇｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０
４ＭｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃｓｂｙｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０
５Ｃｈｅｍｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ
６Ｓａｌｉｖａｒｙｓｅｃｒｅｔｉｏｎ

Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ

２２　差异表达基因　１）模型组与正常组比较差异
表达基因（简称模型组差异基因）：与正常组比较，

模型组筛选出１４８４个差异基因，其中５１２个上调
基因，９７２个下调基因。２）逍遥散组与模型组比较
差异表达基因（简称逍遥散组差异基因）：逍遥散大

剂量组与模型组比较筛选出２２４４个差异基因，其
中１２３８个上调基因，１００６个下调基因；逍遥散中
剂量组与模型组比较筛选出１０５９个差异基因，其
中７１１个上调基因，３４８个下调基因；逍遥散小剂量
组与模型组比较筛选出１５２５个差异基因，其中９６７
个上调基因，５５８个下调基因。３）逍遥散组差异基

因与模型组差异基因交集结果：逍遥散大、中、小剂

量组的２２４４、１０５９、１５２５个差异基因分别与模型
组１４８４个差异基因进行交集，结果分别有２５８（上
调２２４个，下调３４个）、３６（上调２２个，下调１４个）、
１４８（上调１１６个，下调３２个）个共同差异基因仍为
上调或下调表达，从共同差异基因数目看逍遥散大

剂量和小剂量没有逆转模型组差异表达的基因数目

远多于中剂量。图２ａ～图２ｆ分别表示逍遥散大、
中、小剂量组与模型组上调和下调基因交集结果。

２３　差异表达基因 ＧＯ功能分析结果　１）模型组
差异基因参与的显著生物过程涉及５９７个功能基因

·１０５·世界中医药　２０１７年３月第１２卷第３期



群，其中功能上调的生物过程有１４７条，主要集中在
表皮细胞分化、肽交联、角质化、蛋白水解、脂溶性维

生素代谢过程等方面；功能下调的生物过程有４５０
条，主要集中在突触传递、多细胞生物信号、神经冲

动的传递、细胞组分组织或生物发生、神经肽信号通

路等方面。

２）逍遥散大剂量组差异基因参与的显著生物
过程涉及１２１６个功能基因群，其中功能上调的生
物过程有７３３条，主要集中在生物黏附、对伤害的反
应、组织发育、角质形成细胞分化、免疫系统过程等

方面；功能下调的生物过程有４８３条，主要集中在系
统过程、多细胞生物过程、神经系统过程、感觉知觉、

细胞表面受体信号通路等方面；逍遥散中剂量组差

异基因参与的显著生物过程涉及 ８１７个功能基因
群，其中功能上调的生物过程有５５０条，主要集中在
有丝分裂、细胞周期过程、细胞组分组织或生物发

生、核分裂、染色体分离等方面；功能下调的生物过

程有２６７条，主要集中在正调节分泌、细胞分泌、正
调节运输、蛋白质分泌、生物过程的正调节等方面；

逍遥散小剂量组差异基因参与的显著生物过程涉及

９２４个功能基因群，其中功能上调的生物过程有６６８
条，主要集中在发育过程、组织发育、解剖结构发育、

角质形成细胞分化、多细胞生物体发育等方面；功能

下调的生物过程有２５６条，主要集中在肌器官形态
发生、心血管系统发育、有机阴离子转运、平滑肌细

胞分化、多细胞生物过程等方面。

３）逍遥散组生物过程与模型组生物过程交集
结果：逍遥散大、中、小剂量组的１２１６、８１７、９２４条
生物过程分别与模型组５９７条生物过程进行交集，
结果分别有２０９（上调８８条、下调 １２１条，其中 ３２
条为双向调节通路）、１００（上调２９条、下调７１条，
其中１９条为双向调节通路）、１０３（上调６５条、下调
３８条，其中２４条为双向调节通路）条相同生物过程
的功能仍为上调或下调表达，从交集部分相同的生

物过程看逍遥散大剂量组没有逆转模型组功能改变

的生物过程远多于中剂量和小剂量。图３ａ～图３ｆ
分别表示逍遥散大、中、小剂量组与模型组功能上调

和下调的生物过程交集结果。

２４　差异基因信号通路（Ｐａｔｈｗａｙ）结果　１）模型组
差异基因参与的显著通路共有２７条，其中上调通路
１１条，主要表现在视黄醇代谢、细胞色素 Ｐ４５０对外
源性物质的代谢、药物代谢、甘油代谢、谷胱甘肽代

谢等通路功能的改变；下调通路１６条，主要表现在
胰腺分泌、叶酸生物合成、神经活性配体受体相互

作用、蛋白质消化和吸收、癌症中的转录失调等通路

功能的改变。

２）逍遥散大剂量组差异基因参与的显著通路
共有６０条，其中上调通路４８条，主要表现在阿米巴
病、蛋白质消化和吸收、吞噬体、细胞黏附分子、

ＥＣＭ受体相互作用等通路功能的改变；下调通路１２
条，主要表现在神经活性配体受体相互作用、嗅觉
转导、ＪａｋＳＴＡＴ信号通路、青春晚期糖尿病、细胞因
子细胞因子受体相互作用等通路功能的改变；逍遥
散中剂量组差异基因参与的显著通路共有４１条，其
中上调通路３０条，主要表现在孕激素介导的卵母细
胞成熟、吞噬体、肥厚性心肌病、细胞周期、胰腺分泌

等通路功能的改变；下调通路１１条，主要表现在丁
酸代谢、多巴胺能神经突触、昼夜周期、细胞因子细
胞因子受体相互作用、朊病毒病等通路功能的改变；

逍遥散小剂量组差异基因参与的显著通路共有５９
条，其中上调通路４６条，主要表现在移植物抗宿主
病、同种异体移植物排斥、Ｉ型糖尿病、细胞黏附分
子、自身免疫性甲状腺疾病等通路功能的改变；下调

通路１３条，主要表现在ＪａｋＳＴＡＴ信号通路、细胞因
子细胞因子受体相互作用、碳水化合物消化吸收、
ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路、乙型肝炎等通路功能的改变。
３）逍遥散组信号通路与模型组信号通路交集

结果：逍遥散大、中、小剂量组的６０、４１、５９条显著通
路分别与模型组２７条显著通路进行交集，结果分别
有８（其中２条为双向调节通路）、１（为双向调节通
路）、７（其中１条为双向调节通路）条共同通路的功
能仍为激活或抑制，从交集部分相同的信号通路看

逍遥散中剂量组逆转了模型组功能改变的所有显著

信号通路。由于篇幅原因，交集图省略，表１列出逍
遥散大、中、小剂量干预后模型组功能没有逆转的信

号通路名称。

３　讨论
中医学把认识疾病的焦点放在了整体功能上，

中医的证涉及西医多个系统、多个层面。肝郁脾虚

证患者的临床表现除有精神情志异常外，常伴有纳

呆、嗳气、腹痛、腹胀、腹泻等消化系统症状，学者们

从脑肠轴学说和脑肠理论解释这一病理机制，认为

这一病理机制与脑肠轴学说和脑肠互动理论是异
曲同工［４］。以往的研究表明抑郁症、功能性消化不

良（ＦＤ）、肠易激综合征（ＩＢＳ）的中医辨证分型均以
肝郁脾虚为主［５７］，研究也认为抑郁症是脑区神经回

路的异常，认为脑与外周存在强调的双向性相互作

用［８］，通过功能性磁共振成像技术（ｆＭＲＩ）也发现，
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ＩＢＳ患者大脑皮质的活动性与内脏感觉及 ＩＢＳ症状
呈现同步改变的现象［９］，课题组前期的研究也显示

肝郁脾虚证大鼠存在脑肠互动功能障碍［１０］。逍遥

散最早记载于《太平惠民和剂局方》，由柴胡、白芍、

白术、茯苓、当归、甘草、生姜、薄荷８味药物组成，大
量实验和临床研究报道［１１１３］显示逍遥散对肝郁脾

虚证有很好疗效，广泛应用于精神科和神经科疾病

如抑郁症、焦虑症以及多种胃肠道疾病如功能性消

化不良（ＦＤ）、肠易激综合征（ＩＢＳ）、术后胃肠功能紊
乱等的治疗中［１４１６］。

本研究应用 Ａｇｉｌｅｎｔ大鼠全基因组表达谱芯片
筛选了慢性束缚应激肝郁脾虚证模型大鼠及逍遥散

大、中、小剂量干预大鼠胃组织差异基因表达谱，并

应用生物信息学方法对差异基因表达谱进行了 ＧＯ
功能分析和信号通路分析。从研究结果看出２１ｄ
慢性应激复制出的肝郁脾虚证大鼠具有胃组织差异

表达基因组学背景，模型组大鼠胃组织差异基因表

达谱涉１４８４个差异表达基因，差异表达基因参与
了５９７条生物过程和２７条信号通路的功能显著改
变，涉及如表皮细胞分化、蛋白水解、脂溶性维生素

代谢过程、突触传递、多细胞生物信号以及视黄醇代

谢、甘油代谢、谷胱甘肽代谢、胰腺分泌、神经活性配

体受体相互作用、癌症中的转录失调等等多方面的
变化。对于模型组大鼠出现的这些变化逍遥散大、

中、小剂量均有一定的干预效果，显示出整体双向调

节作用。逍遥散组大鼠与模型组大鼠的差异基因、

生物过程、信号通路交集结果显示，模型组大鼠

１４８４个差异表达基因、５９７条功能显著改变的生物
过程、２７条功能显著改变的信号通路经过逍遥散
大、中、小剂量干预后，分别只有２５８、３６、１４８个差异
基因表达水平没有接近正常组大鼠仍出现上调或下

调表达，１７７、８１、７９条（除外双向调节的生物过程）
显著生物过程的功能仍为上调或下调状态，６、０、６
条（除外双向调节的信号通路）通路的功能仍处于

激活或抑制状态，差异基因逆转效果分别为

８２６％、９７５％、９０％，生物过程逆转效果分别为
７０３％、８６４％、８６７％，信号通路逆转效果分别为
７７７％、１００％、７７７％，从差异基因、生物过程、信号
通路逆转的百分比综合来看，中剂量的整体干预效

果还是优于大剂量和小剂量。当然，研究结果也显

示逍遥散大、中、小剂量除了逆转了模型组大鼠体内

出现的上述变化外，逍遥散组大鼠差异表达基因还

参与了众多不同于模型组大鼠的显著生物过程和显

著信号通路的功能改变，并且大、中、小剂量最显著

的干预效果表现在不同方面。

本次研究结果也显示模型组大鼠众多功能改变

的显著信号通路和生物过程不仅涉及代谢方面的变

化，也涉及了神经系统的改变，如神经突触传递、神

经冲动的传递、神经肽信号通路、神经活性配体受
体相互作用通路等等，这不仅对以往的研究结果进

行了验证，也为今后从脑肠轴研究肝郁脾虚证的生

物学机制提供了提供了参考及思路。
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