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摘要： 目的　 研究五灵胶囊对肝郁大鼠肝脏和大脑的调节作用。 方法　 采用超高效液相色谱法对五灵胶囊小分子化学

成分进行表征。 ９０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为正常组、 模型组、 阳性药组和五灵胶囊高、 中、 低剂量组 （１、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ２５
ｇ ／ ｋｇ）， 采用多因素造模法制备肝郁证模型并连续给药 ３０ ｄ。 采用旷场实验、 糖水偏好实验等表征大鼠的情绪状态；
采用 ＨＥ 染色、 ＥＬＩＳＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 等技术检测肝脏组织形态以及大脑中炎症因子、 神经递质、 神经营养因子等表

达， 采用 ＧＣ⁃ＭＳ 技术靶向分析大鼠大脑和肝脏的代谢组。 结果 　 与正常组比较， 五灵胶囊能改善大鼠的行为指标，
回调肝指数， 改善肝脏组织形态； 并能降低大鼠脑中 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平， 不同程度增加 ５⁃ＨＴ、 ＤＡ、 Ｂｃｌ⁃２ 和 ＢＤＮＦ 等

表达。 靶向代谢组学研究表明， 五灵胶囊可同时调节大鼠肝脏和大脑中的氧化应激和炎症相关代谢物， 还可能通过调

节支链氨基酸、 单胺类神经递质等途径调节肝⁃脑轴。 结论　 本研究发现五灵胶囊对肝郁大鼠的肝脏和大脑均具有一

定调节作用。
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　 　 五灵胶囊由丹参、 五味子、 柴胡、 灵芝 ４ 味中药经回

流提取、 减压浓缩等工艺制备而成， 具有疏肝健脾、 活血

化瘀的作用， 主要用于治疗慢性乙型肝炎属肝郁脾虚挟瘀

证， 症见纳呆、 腹胀嗳气、 胁肋胀痛、 疲乏无力等［１⁃２］ 。
中医认为， 肝主疏泄、 主情志， 肝气郁结则情志不舒，

故慢性乙型肝炎造成的肝郁证可能影响到患者的情绪状态。
临床研究发现， 慢性乙型肝炎患者有近 ５０％ 患有焦虑和抑

郁等情绪障碍， 且随着病情的加重和病程的延长这一比例

逐渐提高［２⁃３］ ， 具体表现为不同程度的情绪消极低落、 焦

虑、 易怒、 记忆力下降、 失眠等， 这些表现也与中医临床

上肝郁相关证型的表现一致［４⁃６］ 。 现代生物学研究发现， 肝

脏与大脑之间有着非常密切的物质和信息交流， 支链 ／直链

氨基酸、 生物胺、 葡萄糖及糖基化产物等是同时调控肝脏

代谢功能和大脑认知功能的重要媒介［７⁃８］ ， 肝⁃脑轴是肝脏

受损导致情绪障碍的生理学基础［９］ 。
五灵胶囊对肝郁证动物模型的调节作用未见报道。 本

研究采用多因素造模法建立肝郁大鼠模型， 在此基础上评

价五灵胶囊的调节作用， 并从肝脏和大脑代谢的角度探索

相关的作用机制， 以期为五灵胶囊的临床应用提供科学

依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 清洁级成年雄性 ＳＤ 大鼠， 体质量 （２００±２０） ｇ，
购自成都达硕实验动物有限公司 ［实验动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （川） ２０２０⁃０３０］， 于光暗周期各 １２ ｈ 的环境下饲养，
保持室内温度 （２５±１）℃， 相对湿度 （５０±１０）％ ， 给予普

通大鼠饲料饲养。 实验方案经陕西中医药大学动物实验伦

理委员会批准 （伦理号 ＳＵＣＭＤＬ２０２１０６２０００１）， 所有程序

均严格按照动物使用和护理的伦理原则进行。
１􀆰 ２　 药 物 与 试 剂 　 五灵胶囊药物粉末 （批号 ２１０３１⁃
２１０３０４， 清华德人西安幸福制药有限公司）； 复方丹参滴丸

（批号 ２００４１２， 天津天士力医药集团股份有限公司）。 盐酸

肾上腺素 （批号 ２０１２０７１， 天津金耀药业有限公司）； 大鼠

多巴胺 （ｄｏｐａｍｉｎｅ， ＤＡ）、 ５⁃羟色胺 （５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，
５⁃ＨＴ）、 白 介 素⁃６ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６， ＩＬ⁃６ ）、 白 介 素⁃１β
（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β， ＩＬ⁃１β ） ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 ［ 批 号

Ｈ７２１ＡＤ０３５７、 Ｈ７２１ＡＤ０３５６、 Ｈ８１６ＡＤ０５０１、 Ｈ８３１ＡＤ０５０１，
生工生物工程 （上海） 股份有限公司］； 脑源性神经营养

因子 （ＢＤＮＦ） 抗体 （批号 １０Ｃ７１７２， 武汉博士德生物工程
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有限公司）； β⁃肌动蛋白 （β⁃ａｃｔｉｎ） 抗体、 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２
（Ｂｃｌ⁃２） 抗体、 Ｂｃｌ⁃２ 相关蛋白 Ｘ （Ｂａｘ） 抗体、 辣根过氧

化酶标记的山羊抗兔抗体 （批号 ２０５３６⁃１⁃ＡＰ、 １２７８９⁃１⁃ＡＰ、
５０５９９⁃２⁃ｌｇ、 ＳＡ００００１⁃２， 武汉三鹰生物技术有限公司）； 彩

虹 ２４５ 广谱蛋白 ｍａｒｋｅｒ （批号 ３２６Ｆ０２１， 北京索莱宝生物科

技有限公司）； 甲氧胺吡啶溶液、 硅烷化试剂 （ＢＳＴＦＡ＋１％
ＴＭＣＳ） （批号 ＢＣＣＤ８７５１、 ＢＣＣＤ２５８４， 德国 Ｓｉｇｍａ 公司）；
Ｌ⁃２⁃氯苯丙氨酸、 正己烷中 ３４ 种正构烷烃类混合对照品

（批号 Ｊ１５Ｊ７Ｅ９１４７、 ＹＹ２１０５０４６４， 上海源叶生物科技有限

公司）。
１􀆰 ３　 仪器 　 １５１０ 型多功能酶标仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＧＣＭＳ⁃ＴＱ８０５０ＮＸ 型气⁃质联用系统 （日本

岛津公司）； ＥＰＳ３００ 型蛋白质电泳转印系统 （上海天能科

技有限公司）； ＧｅｌＤｏｃ ＸＲ 型凝胶成像系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ
公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 五 灵 胶囊 化 学 成 分 分 析 　 采用超高效液相色谱

（ＵＰＬＣ） 法， 参考前期研究条件［１０］ ， 对五灵胶囊的小分子

化学成分进行表征， 并且以对照品进行对比确认。 参照

２０２０ 年版 《中国药典》 规定的色谱条件， 以丹酚酸 Ｂ、 五

味子醇甲的峰面积为对照， 采用外标一点法计算五灵胶囊

中各成分的含量； 参照 ２０２０ 年版 《中国药典》 规定的灵芝

多糖、 三萜及甾醇的含量测定方法对五灵胶囊中多糖和三

萜皂苷的含量进行测定。
２􀆰 ２　 动物分组、 造模及给药　 将 ９０ 只雄性 ＳＤ 大鼠适应性

饲养 ７ ｄ， 随机分为正常组、 模型组、 阳性药组 （复方丹参

滴丸） 和五灵胶囊高、 中、 低剂量组， 五灵胶囊组每组 ２０
只大鼠， 其余组每组 １０ 只大鼠。 采用多因素造模法制备肝

郁证模型， 除正常组单独饲养外， 其余大鼠持续 ３０ ｄ 交替

给予复合刺激 （４０ ～ ６５ Ｖ 随机电击 １０ ｍｉｎ、 夹尾 ５ ～ ３０
ｍｉｎ、 水框浸泡 １２ ｈ、 断食 １２ ｈ、 断水 １２ ｈ、 孤养 ２４ ｈ、 湿

框 ２４ ｈ、 １００ Ｗ 超声波 （４０ ｋＨｚ） 持续刺激 ２～８ ｈ、 辣椒粉

刺激 １２ ｈ、 ８ Ｗ 超声波 （２０～５５ ｋＨｚ） 不规则刺激 ２４ ｈ、 昼

夜颠倒 ２４ ｈ）， 造模过程中每只大鼠每周 １ 次颈部皮下注射

盐酸肾上腺素 ０􀆰 １ ｍＬ。
五灵胶囊组在造模的同时灌胃给予五灵胶囊粉末水混

悬液， 高剂量按人临床等效剂量 ２ 倍换算， 即 １􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ，
中、 低剂量分别为人临床等效剂量 １ 倍 （０􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ） 和 ０􀆰 ５
倍 （０􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ）； 复方丹参滴丸研碎后以纯水混悬， 给药

剂量为 ９０ ｍｇ ／ ｋｇ； 正常组与模型组灌胃等体积纯水， 连续

造模及给药 ３０ ｄ。 给药结束后次日， 大鼠以 １０％ 水合氯醛

０􀆰 ４ ｍＬ ／ １００ ｇ 腹腔注射麻醉， 取部分肝脏于 ４％ 多聚甲醛中

室温固定 ２４ ｈ； 取部分肝脏、 大脑海马及皮层组织于液氮

速冻后置于－８０ ℃保存。
２􀆰 ３　 行为学观察　 采用旷场实验、 糖水偏好实验和 Ｍｏｒｒｉｓ
水迷宫实验表征大鼠情绪状态和记忆能力。 ①旷场实验，
将大鼠放置在地面上直径为 ５０ ｃｍ 的圆板中心， 立即测定

６０ ｓ 内大鼠停滞 （四肢爬行活动停止） 总时长。 ②糖水偏

好实验， 适应性训练时给予大鼠完全相同饮水瓶 ２ 个 （分
别装纯水和 １％ 蔗糖水溶液）， 自由饮用 １２ ｈ 后交换水瓶位

置再自由饮用 １２ ｈ， 接着断食断水 １２ ｈ 后开始测试， 给予

大鼠 １ 瓶纯水、 １ 瓶 １％ 蔗糖水溶液， 分别计算 １２ ｈ 饮水

量， 计算糖水偏好率， 公式为糖水偏好率 ＝糖水消耗量 ／糖
水和纯水总消耗量×１００％ 。 ③Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验， 将水迷

宫划分为 ４ 个象限， 在某一象限中心水面下 １ ｃｍ 设一圆形

平台， 每天将大鼠分别从 ４ 个象限边缘中间点面向桶壁放

入水中， 记录大鼠在 ６０ ｓ 内找到平台的时间， 如其未找

到， 则引导其爬上平台并停留 １０ ｓ， 连续训练 ４ ｄ 后开始测

试， 将大鼠从平台所在象限的对角象限放入， 利用水迷宫

软件记录运动轨迹以及潜伏期等数据。
２􀆰 ４　 脏器指数和粪便含水率测定　 给药结束后解剖大鼠，
取其肝脏称定质量， 计算脏器指数。 在给药第 ７ 天和第 １２
天分别收集大鼠粪便， 采用烘干法测定粪便含水率。
２􀆰 ５　 ＨＥ 染色观察肝组织病理变化 　 解剖时取肝右叶以

４％ 多聚甲醛溶液固定 ２４ ｈ， 石蜡包埋、 切片， 常规 ＨＥ 染

色， 中性树脂封片， 于光镜下观察肝组织结构的病理变化。
２􀆰 ６　 ＥＬＩＳＡ 法检测脑组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＤＡ 及 ５⁃ＨＴ 水

平　 将大鼠的大脑皮层和海马组织低温匀浆， 离心后取上

清， 按照相应 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书分别检测 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、
ＤＡ 及 ５⁃ＨＴ 水平。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测脑组织 ＢＤＮＦ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白表

达　 将蛋白酶、 磷酸酶抑制剂与上样缓冲液按比例加至脑

组织中， 匀浆后放置 １０ ｍｉｎ， 离心取上清， ＢＣＡ 法进行蛋

白定量， 蛋白煮沸变性后保存待测。 取蛋白样本进行 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶电泳， 湿法转印至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ ＢＳＡ 溶液室温

封闭 ２ ｈ， 孵育 ＢＤＮＦ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 及 β⁃ａｃｔｉｎ 一抗， 充分洗

膜后加入相应二抗进行孵育， 再次充分洗膜后用化学发光

法显色， 凝胶成像系统检测并拍照， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算

灰度值。
２􀆰 ８　 代谢组学检测 　 取肝脏和大脑样本约 １００ ｍｇ 加入 １
ｍＬ 异丙醇⁃乙腈⁃水 （３ ∶ ３ ∶ ２， 含 １ ｍｇ ／ Ｌ Ｌ⁃２⁃氯苯丙氨酸

内标物） 提取液， 室温匀浆 ２ ｍｉｎ， 振摇 １ ｈ， 高速离心 １０
ｍｉｎ， 取上清液 ０􀆰 ８ ｍＬ， 离心浓缩至近干， 冷冻干燥充分

除去水分。 冻干物中加入 ８０ μＬ １５ ｍｇ ／ ｍＬ 甲氧胺吡啶溶液

静置， 涡旋 ２ ｍｉｎ， ３７ ℃密闭孵育 ２４ ｈ。 次日加入 ８０ μＬ 硅

烷化试剂， 涡旋 ５ ｓ， ７０ ℃孵育 １ ｈ， 室温放冷。 加入 ６００
μＬ 正庚烷， 取 １８０ μＬ 至玻璃内衬管中进样分析。 另取 ５０
μＬ 各样本混合， 作为质控样本。 以纯水作为空白对照， 识

别衍生化背景信号。
ＤＢ⁃５ 毛细管柱 （３０ ｍ× ０􀆰 ２５ ｍｍ， １􀆰 ０ μｍ）； 载气氦

气， 体积流量 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 不分流方式进样； 进样口温度

２８０ ℃； 升温程序， １００ ℃维持 ４ ｍｉｎ， 以 ４ ℃ ／ ｍｉｎ 上升至

３２０ ℃， 维持 ８ ｍｉｎ； 质谱离子源温度 ２００ ℃； 溶剂延迟

３􀆰 ５ ｍｉｎ。 根 据 ＧＣＭＳｓｏｌｕｔｉｏｎ ４􀆰 ５２ 软 件 内 嵌 的 Ｓｍａｒｔ
Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ Ｄａｔａｂａｓｅ 数据库， 采用 Ｃ７～ Ｃ４０ 正构烷烃进行保

留时间矫正， 以多反应监测和选择离子监测模式对 ５７１ 种
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硅烷化内源性代谢物 （包括糖类、 氨基酸、 脂质等） 进行

靶向定量检测。
２􀆰 ９　 数据处理和分析　 糖水偏好指数与粪便含水率数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 旷场实验、 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫相关数据以 （中位

数±四分位） 数表示， 其余数据均以 （ｘ±ｓ） 表示， 将各数

据导入 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６􀆰 ０ 软件作图， 组间差异采用单因

素方差分析进行计算， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
代谢组学色谱图以 ＧＣＭＳｓｏｌｕｔｉｏｎ 软件自动积分前 ２ 个最大

峰的峰面积， 平滑 ５ 次， 半峰宽 ３ ｓ， 时间带 ０􀆰 ３ ｍｉｎ。 峰

面积导出后以 Ｒ 语言软件进行处理， 根据内标物峰面积和

样本重量归一化后再进行中心化和 ｐａｒｅｔｏ 标度化处理， 最

后进行主成分分析 （ＰＣＡ） 和正交偏最小二乘法判别分析

（ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） 并作图。 在 Ｓ 形图 （Ｓ⁃Ｐｌｏｔ） 中以协方差绝对

值＞０􀆰 ０２ 和相关性绝对值＞０􀆰 １ 为阈值筛选关键代谢物， 输

入 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ ５􀆰 ０ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｅｔａｂｏａｎａｌｙｓｔ． ｃａ） 组

学平台进行代谢通路分析。 共享与特有化合物结构分析图

（ＳＵＳ⁃ｐｌｏｔ） 中以相关性绝对值＞０􀆰 ２ 和相关性之差绝对值＜
０􀆰 １ 为阈值筛选关键代谢物。
３　 结果

３􀆰 １　 五灵胶囊的物质基础 　 五灵胶囊中含有多种有效成

分， 包括来自丹参的丹参酮Ⅰ、 丹参酮ⅡＡ、 丹酚酸 Ｂ， 来

自五味子的五味子醇甲、 五味子醇乙， 来自柴胡的柴胡皂

苷 Ａ、 柴胡皂苷 Ｄ 等 （图 １）。 含量测定结果显示五灵胶囊

药粉中五味子醇甲含量为 ０􀆰 ４５８％ ， 丹酚酸 Ｂ 含量为

１􀆰 １５４％ ， 总 多 糖 含 量 为 ３􀆰 ４１８％ ， 三 萜 及 甾 醇 含 量

为 ３􀆰 １６１％ 。

１． 丹酚酸 Ｂ　 ２． 柴胡皂苷 Ａ　 ３． 五味子醇甲　 ４． 五味子醇乙　 ５． 柴胡皂苷 Ｄ　 ６． 丹参酮Ⅰ　 ７． 五味子甲素　 ８． 丹参酮ⅡＡ

图 １　 五灵胶囊的 ＵＰＬＣ 图

３􀆰 ２　 五灵胶囊对肝郁大鼠行为学的影响　 在旷场实验中，
与正常组比较， 模型大鼠较为呆滞， 探索行为减少， ６０ ｓ
内停滞时长增加 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 糖水偏好指数降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 表明造模后大鼠表现出焦虑和抑郁倾向， 模型复制

成功； 与模型组比较， 五灵胶囊高、 中剂量组旷场停滞时

长缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 中、 低剂量组糖水偏好指数

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２Ａ～２Ｂ。
焦虑和抑郁情绪往往伴随着记忆力功能减退， Ｍｏｒｒｉｓ

水迷宫实验通过记录大鼠在水平迷宫中的行为模式评价其

空间学习记忆能力。 由图 ２Ｃ～ ２Ｆ 可知， 与正常组比较， 模

型组潜伏期延长 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 朝向角度增加 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５），
第四象限滞留时间缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且其直线式搜寻策略

占比降低， 更加趋向于漫无目的的随机式， 表明肝郁证大

鼠的学习记忆能力受损， 这与临床上肝郁证患者的健忘症

状表现一致； 与模型组比较， 五灵胶囊低剂量组潜伏期缩

短 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 五灵胶囊各剂量组朝向角度减小 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 阳性药组和五灵胶囊中剂量组第四象限滞留时间延

长 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ３　 五灵胶囊对肝郁大鼠肝组织形态及粪便含水率的影

响　 与正常组比较， 模型组肝指数和粪便含水率降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明肝郁证大鼠的肝脏代谢出现异

常， 且与之相关的消化系统功能也出现了改变， 表现出一

定程度的脾虚特征； 与模型组比较， 五灵胶囊中剂量组肝

指数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３Ａ～ ３Ｂ。 进一步对肝脏进行病

理结构观察发现， 正常组大鼠肝脏肝细胞索排列整齐， 轮

廓清晰， 围绕中央静脉呈明显辐射状； 模型大鼠肝细胞索

排列出现了轻微散乱， 辐射状不明显， 且出现炎细胞浸润，
提示肝脏代谢发生异常； 阳性药组和五灵胶囊各剂量组在

肝细胞索辐射状排列和炎细胞浸润方面均有不同程度改善，
见图 ３Ｃ。
３􀆰 ４　 五灵胶囊对肝郁大鼠脑组织炎症因子和单胺类代谢物

的影响　 与正常组比较， 模型组大鼠大脑 ５⁃ＨＴ 水平和 Ｂｃｌ⁃
２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 五灵胶囊各剂

量组 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平均降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＤＡ 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 五灵胶囊高、 低剂量组 ５⁃ＨＴ 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 阳性药组 ＢＤＮＦ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 阳

性药组和五灵胶囊中剂量组 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 见图 ４。
３􀆰 ５　 五灵胶囊同时调节肝脏和大脑中生物胺代谢以及抗氧

化和抗炎相关通路　 为了进一步探究该模型中大鼠肝脏和
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注： Ａ 为各组旷场滞留时长， Ｂ 为各组糖水偏好率， Ｃ 为各组潜伏期， Ｄ 为各组朝向角， Ｅ 为各组第四象限滞留时

间， Ｆ 为各组搜索策略。 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 五灵胶囊对肝郁大鼠行为学的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０～ ２０）

注： Ａ 为各组肝指数， Ｂ 为各组粪便含水率， Ｃ 为各组肝脏组织病理。 与正常组比较，＃ Ｐ＜ ０􀆰 ０５； 与模型组比

较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。 ★为中央静脉， 蓝色箭头为肝细胞索， 黄色椭圆为炎性浸润。

图 ３　 五灵胶囊对肝郁大鼠肝组织形态及粪便含水率的影响 （ＨＥ 染色， ×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝１０～ ２０）
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注： Ａ～Ｄ 分别为大鼠脑组织中 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ５⁃ＨＴ、 ＤＡ 水平， Ｅ～Ｇ 分别为大鼠脑组织中 ＢＤＮＦ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达， Ｈ

为大鼠脑组织 ＢＤＮＦ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白条带图。 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 五灵胶囊对肝郁大鼠脑组织炎症因子和单胺类代谢物的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０～ ２０）

大脑的代谢物变化， 揭示肝脏和大脑的代谢关联， 实验采

用气⁃质联用靶向代谢组学检测了各组大鼠大脑和肝脏中的

代谢物， 并以代谢物峰面积作为定量依据， 采用 ＰＣＡ 分析

进行代谢轮廓表征 （图 ５）。 结果表明， 模型组 （绿色圈）
与正常组 （红色圈） 大鼠的代谢轮廓发生了明显偏移， 而

阳性药组 （灰色） 和五灵胶囊处理各组 （橙色） 代谢轮廓

则倾向于二者之间， 说明药物处理在一定程度上回调了大

鼠肝脏和大脑的代谢。
　 　 实验进一步采用 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析分别表征了模型组与五

灵胶囊各给药组之间肝脏 （图 ６） 和大脑 （图 ７） 的代谢差

异。 结果表明， ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 建模具有较好的可靠度和预测性，
Ｑ２ 值均达到 ０􀆰 ７ 左右 （图 ６Ａ、 ７Ａ）， 置换检验中 Ｑ２ 和 Ｒ２

截距均为负值， 充分说明了建模的可靠性 （图 ６Ｂ、 ７Ｂ）。
得分图分析显示大鼠肝脏和大脑的代谢轮廓在模型组和五

灵胶囊处理组之间均具有显著差异 （图 ６Ｃ、 ７Ｃ）。
Ｓ⁃Ｐｌｏｔ 分析表明， 五灵胶囊给药后在肝脏中主要的差异

代谢物包括上调的葡萄糖 （ ｇｌｕｃｏｓｅ）、 半乳糖 （ ｇａｌａｃｔｏｓｅ）
以及下调的丙氨酸 （ ａｌａｎｉｎｅ）、 缬氨酸 （ ｖａｌｉｎｅ）、 丝氨酸
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注： Ａ 为大脑代谢轮廓， Ｂ 为肝脏代谢轮廓。

图 ５　 各组大鼠大脑和肝脏代谢轮廓 ＰＣＡ 分析

注： Ａ 为交叉验证， Ｂ 为置换检验， Ｃ 为得分图， Ｄ 为 Ｓ⁃Ｐｌｏｔ 图。

图 ６　 模型组与五灵胶囊组大鼠肝脏代谢物 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析

（ｓｅｒｉｎｅ）、 亮氨酸 （ｌｅｕｃｉｎｅ）、 异亮氨酸 （ ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ）、 羟脯

氨 酸 （ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ ）、 ３⁃氨 基 戊 二 酸 （ ３⁃ａｍｉｎｏｇｌｕｔａｒｉｃ
ａｃｉｄ）、 甘 油 磷 酸 （ ｇｌｙｃｅｒｏｌ ３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ）、 二 羟 基 丙 酮

（ｄｉｈｙｄｒｏｘｙａｃｅｔｏｎｅ）、 烟酰胺 （ ｎｉａｃｉｎａｍｉｄｅ） 等 （图 ６Ｄ）。
经 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ 分析主要属于糖代谢通路、 氨酰⁃ｔＲＮＡ 合

成通路、 缬氨酸、 亮氨酸和异亮氨酸降解通路、 甘油脂代

谢通路等。
而在大脑中主要的差异代谢物包括五灵胶囊处理后上

调 的 亚 硫 基 二 乙 酸 （ ｔｈｉｏｄｉｇｌｙｃｏｌｉｃ ａｃｉｄ ）、 吡 多 胺

（ｐｙｒｉｄｏｘａｍｉｎｅ）、 Ｎ⁃乙酰酪氨酸 （Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｔｙｒｏｓｉｎｅ） 和下调

的二 十 碳 五 稀 酸 （ ｅｉｃｏｓａｐｅｎｔａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ ）、 戊 烯 二 酸

（ｇｌｕｔａｃｏｎｉｃ ａｃｉｄ）、 Ｏ⁃乙酰丝氨酸 （Ｏ⁃ａｃｅｔｙｌｓｅｒｉｎｅ）、 脲基丙

酸 （ ｕｒｅｉｄｏｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ａｃｉｄ）、 ２′⁃脱氧尿苷 （ ２′⁃ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ）
等 （图 ７Ｄ）， 这些代谢物经 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ 分析， 主要属于

嘧啶代谢和维生素 Ｂ６ 代谢通路等。

研究进一步通过观察大脑和肝脏关联的 ＳＵＳ⁃ｐｌｏｔ （图
８）， 发现五灵胶囊处理后， 在大脑和肝脏之间出现了同向

调节代谢物和反向调节代谢物。 其中， ２⁃酮⁃异戊酸 （ ２⁃
ｋｅｔｏ⁃ｉｓｏｖａｌｅｒｉｃ ａｃｉｄ）、 吡多胺 （ ｐｙｒｉｄｏｘａｍｉｎｅ）、 硬脂酸甘油

脂 （ｍｏｎｏｓｔｅａｒｉｎ）、 Ｎ⁃乙酰谷氨酰胺 （Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｇｌｕｔａｍｉｎｅ）、
核糖 （ ｒｉｂｏｓｅ ）、 苯 酚 （ ｐｈｅｎｏｌ ）、 ６⁃乙 酰 赖 氨 酸 （ ６⁃
ａｃｅｔｙｌｌｙｓｉｎｅ） 等在大脑和肝脏中同时呈升高或降低； 而左旋

多巴 （ｄｏｐａ）、 塔格糖 （ ｔａｇａｔｏｓｅ） 在大脑和肝脏中分别呈

相反的调节趋势。 这些同向和反向调节代谢物可能是五灵

胶囊调节肝⁃脑轴的关键代谢物靶点。
２⁃酮⁃异戊酸是支链氨基酸的同源物质［１１］ ， 其含量降低

与缬氨酸、 亮氨酸等降低趋势一致， 提示在肝脏和大脑中

支链氨基酸的含量同时发生降低。 支链氨基酸除了在肝脏

中引起氧化应激和炎症， 还可进入大脑， 抑制 ５⁃ＨＴ 等神经

递质的合成［１２］ 。 同理， 吡多胺也同时在肝脏和大脑中含量
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注： Ａ 为交叉验证， Ｂ 为置换检验， Ｃ 为得分图， Ｄ 为 Ｓ⁃Ｐｌｏｔ 图。

图 ７　 模型组与五灵胶囊组大鼠大脑代谢物 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析

注： Ａ 为大脑和肝脏之间的 ＳＵＳ⁃ｐｌｏｔ 图， Ｂ 为五灵胶囊对肝⁃
脑轴的调节作用。

图 ８　 五灵胶囊在大脑和肝脏之间的 ＳＵＳ⁃ｐｌｏｔ 图以及

对肝⁃脑轴的调节作用

上升， 有助于同时抑制肝脏和大脑中的脂质过氧化反应。
左旋多巴是 ＤＡ 的代谢前体， 肝脏中左旋多巴可被转运进

入大脑并代谢为 ＤＡ； 五灵胶囊处理后， 左旋多巴在肝脏和

大脑中呈现相反的调节模式， 提示左旋多巴的转运过程可

能被增强。 五灵胶囊同时调节肝郁模型大鼠肝脏和大脑中

的这些代谢物， 说明其对肝⁃脑轴具有一定的调节作用。
４　 讨论

随着社会发展及人类生活方式的改变， 人类社会竞争

加剧、 生活压力大等因素易造成焦虑、 抑郁等不良情

绪［１３］ 。 而由于缺乏特效药， 慢性乙型肝炎病程复杂多变，
治疗过程漫长， 患者更容易产生情绪问题， 影响治疗依从

性， 增加了医患矛盾风险［１４］ 。
本研究使用复方丹参滴丸作为阳性对照， 主要有以下

几个原因： （１） 大量研究已经证明丹参以及其中的丹参酮

类、 丹酚酸类、 丹参素等对焦虑、 抑郁等具有显著的调节

作用［１５⁃１８］ ， 本实验中肝郁证模型的行为学评价也主要是焦

虑、 抑郁状态等方面； （２） 功效方面， 复方丹参滴丸具有

较好的活血化瘀和疏肝解郁作用， 王灿等［１９］ 将其用于辅助

治疗肝郁气滞导致的乳腺癌， 取得了良好效果； （３） 复方

丹参滴丸和五灵胶囊的配方中， 丹参分别为君药和臣药，
对复方整体功效的发挥均起着至关重要的作用。 但是， 在

本研究中， 复方丹参滴丸作为阳性药仍具有一定的局限性。
气⁃质联用技术具有色谱分辨率高、 代谢物覆盖范围

广、 有机试剂消耗较少等特点， 与液⁃质联用方法比较， 其

对糖类、 氨基酸、 脂质等具有更好的分析能力［２０］ 。 本研究

应用了气⁃质联用靶向代谢组学方法， 该方法与 ５７１ 种内源

性代谢物数据库结合后， 大大简化了代谢物鉴定流程， 实

现了鉴定、 检测和定量的同步； 再结合 Ｒ 语言数据处理和

作图脚本， 实现了代谢组学研究的半自动化。
本研究中五灵胶囊处理后肝脏中的支链氨基酸下调结

果与肝脏病理切片和肝指数较为一致， 提示肝脏的氧化应

激和炎症水平降低。 这可能是由于摄入的五灵胶囊中含有

大量糖类［１０］ ， 葡萄糖和半乳糖增加的同时， 丙氨酸、 丝氨

酸、 脯氨酸等 （糖异生主要来源） 减少， 导致机体发生了

糖代谢适应性调节［２１］ 。 其中缬氨酸、 亮氨酸和异亮氨酸统

称为支链氨基酸， 往往在机体发生氧化应激、 炎症等状态

下代谢减慢、 产生堆积， 从而反过来又通过线粒体途径诱

导氧化应激和炎症［２２］ 。
有研究表明， 给予 Ｎ⁃乙酰酪氨酸处理能够提高动物的
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抗压能力［２３］ 。 亚硫基二乙酸、 吡多胺 （维生素 Ｂ６） 和 Ｎ⁃
乙酰酪氨酸均与机体抗氧化代谢通路有关， 其中吡多胺是

机体脂质氧化和氧化糖基反应的抑制因子， 研究显示吡多

胺能够缓解神经损伤， 提高认知能力［２４］ ； Ｎ⁃乙酰酪氨酸还

能够介导 “线粒体兴奋” 效应 （即在应激状态下， 线粒体

通过释放微量的活性氧， 激活细胞各类抗氧化因子表达，
从而帮助机体对抗应激压力）。 而五灵胶囊增加大脑中代谢

物含量能够帮助机体应对生存环境造成的应激压力。
二十碳五烯酸在大脑中主要分布在小胶质细胞中［２５］ ，

而小胶质细胞是介导大脑炎症的主要细胞， 二十碳五烯酸

含量降低可能意味着减弱小胶质细胞介导的炎症， 而本实

验恰恰表明给予五灵胶囊后大鼠大脑炎症显著减轻。 戊烯

二酸是机体组织内代谢废弃物， 对大脑有一定的毒性， 可

引起脂质过氧化、 蛋白质硫氢化基团氧化和谷胱甘肽

降低［２６］ 。
本研究提示五灵胶囊可能在缓解慢性乙型肝炎患者症

状的同时， 还可能通过调节肝脏和大脑的代谢， 改善患者

的焦虑和抑郁等不良情绪状态， 这为临床上五灵胶囊对肝

郁证的治疗作用提供了一定的科学依据。 本研究为多途径

表征五灵胶囊的药理作用、 解析其药效机制以及为其临床

上更好地发挥治疗作用提供了科学数据支撑。
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