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桑叶黄酮酶解产物对利血平诱导斑马鱼抑郁的
改善作用
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摘 要 ：［目 的］探究桑叶黄酮酶解产物（EMLF）的抗抑郁作用。［方 法］制备 EMLF 并用 UPLC-MS 分析其成分，采用

40 mg/L 利 血 平 诱 导 斑 马 鱼 抑 郁 模 型 ，分 别 设 置 对 照 组 、模 型 组 、氟 西 汀 组 、L-EMLF 组（20 μg/mL）、M-EMLF 组

（40 μg/mL）和 H-EMLF 组（80 μg/mL）进行新环境行为测试和明暗箱行为测试，通过苏木素—伊红（HE）染色观察各组

斑马鱼脑组织结构变化，q-PCR 检测脑组织炎性因子白介素 -1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、色氨酸羟化酶 -2

（TPH-2）和 5-羟色胺 2A（5-HT2A）受体 mRNA 表达水平，测定斑马鱼脑组织超氧化物歧化酶（SOD）活性和活性氧

（ROS）含量，利用代谢组学技术对斑马鱼脑组织代谢进行分析，筛选差异代谢物及相关代谢通路。［结果］UPLC-MS 共

鉴定出 10 种黄酮苷元类化合物；40 mg/L 利血平使斑马鱼出现抑郁样行为，EMLF 改善了抑郁斑马鱼的底栖行为和趋

暗行为，增强其探索欲望；使中脑区域神经细胞排列紊乱现象得到恢复，细胞数量增加；下调 IL-1β、TNF-α和 5-HT2A 

mRNA 表达水平，上调 TPH-2 mRNA 表达水平，提高 SOD 活性，降低 ROS 含量；显著调节脑组织中 24 种差异代谢物，主

要途径为嘌呤代谢、精氨酸和脯氨酸代谢、色氨酸代谢以及核黄素代谢。［结论］EMLF 对利血平诱导的斑马鱼抑郁模型

具有改善作用，其作用机制可能是通过调节色氨酸代谢、嘌呤代谢以及精氨酸和脯氨酸代谢通路实现的。
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Abstract: ［［Objective］］ This study aims to investigate the anti-depression effects of enzymatic hydrolysates of mulberry leaf flavonoids 

(EMLF). ［［Methods］］ EMLF was prepared and its components were analyzed by UPLC-MS. A zebrafish model of depression was induced 

by 40 mg/L reserpine. Six groups were designed, including the control, model, fluoxetine, L-EMLF (20 μg/mL), M-EMLF (40 μg/mL), and 

H-EMLF (80 μg/mL) groups. Behavioral tests, including the new tank test and the light-dark box test, were conducted. The structural 

changes in the brain tissue of zebrafish in each group were observed by HE staining. The mRNA levels of interleukin-1β (IL-1β), tumor 

necrosis factor- α (TNF- α), tryptophan hydroxylase-2 (TPH-2), and 5-hydroxytryptamine 2A (5-HT2A) receptor in the brain tissue were 

determined by q-PCR. The activity of superoxide dismutase (SOD) and the level of reactive oxygen species (ROS) in the brain tissue of 

zebrafish were measured. Metabolomics analysis was performed to identify differential metabolites and associated metabolic pathways. 
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［［Results］］ UPLC-MS identified 10 flavonoid aglycone compounds. Reserpine (40 mg/L) induced depression-like behaviors in zebrafish, 

while EMLF alleviated the bottom-dwelling and dark-preference behaviors, restored the orderly arrangement of nerve cells in the midbrain 

region, and increased the cell number. EMLF treatment down-regulated the mRNA levels of IL-1β, TNF-α, and 5-HT2A while up-regulating 

the mRNA level of TPH-2. In addition, EMLF increased the SOD activity and reduced the ROS level. Metabolomics analysis revealed that 

EMLF significantly regulated 24 differential metabolites, primarily affecting purine metabolism, arginine and proline metabolism, 

tryptophan metabolism, and riboflavin metabolism. ［［Conclusion］］ EMLF effectively alleviated reserpine-induced depression in zebrafish, 

potentially by regulating the tryptophan metabolism, purine metabolism, and arginine and proline metabolism.
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抑郁症是一种常见的精神疾病，其特征为活动减少，

情绪低落，思维和认知功能减慢［1］，严重影响患者生活质

量。通常认为，抑郁的发生与 5-羟色胺（5-HT）通路抑制、

脑源性神经营养因子（BDNF）缺乏及下丘脑—垂体—肾上

腺（HPA）轴异常活跃等多种因素关系密切［2］。目前抑郁的

临床治疗药物以选择性 5-羟色胺再摄取抑制剂（SSRIs）为

主，SSRIs药物可导致恶心腹泻、失眠不安和性功能障碍等

不良反应，严重者可诱发 5-HT 综合征的发生［3］。因此，筛

选新型抗抑郁药物成为医药研究的热点领域。

中药具有疗效显著、安全可靠以及毒副作用低等优

势，被广泛应用于多种疾病的治疗［4］。桑叶富含黄酮、多

酚和多糖等活性成分，具有抗炎、抗氧化及增强免疫活

性［5］。已有研究［6］发现，桑叶总黄酮在小鼠悬尾和强迫游

泳试验中显示出抗抑郁作用。植物体中大部分黄酮类化

合物以糖苷形式存在，黄酮糖苷在人体内吸收率低，只有

通过肠道菌降解脱糖形成苷元后，才易被人体吸收和利

用。课题组［7］前期曾采用酶解技术对桑叶黄酮进行酶解，

发现获取的次级苷或苷元能明显增强桑叶黄酮的抗炎活

性，并能改善应激斑马鱼的活动能力及觅食行为，显示出

抗 抑 郁 作 用 ，推 测 桑 叶 黄 酮 酶 解 产 物（enzymatic 

hydrolysates of mulberry leaf flavonoids，EMLF）在抑郁治

疗领域具有潜在价值。目前，未见桑叶黄酮酶解产物具

有抗抑郁作用的相关报道。

研究拟采用利血平诱导斑马鱼抑郁模型，探究 EMLF

对斑马鱼抑郁的改善作用，为抗抑郁药物的研发提供

依据。

1　材料与方法
1.1　试验动物

野生型 AB 系斑马鱼 3~6 月龄（南京一树梨花生物科

技有限公司；合格证号苏 ICP2023046901 号-1），养殖环境

为（28±5） ℃，每天光照 14 h 黑暗 10 h，每 12 h 喂 1 次丰年

虾，试验前适应性喂养 14 d。

1.2　材料与试剂

桑叶：2023 年 10 月份采摘于河北省农林科学院种质

资源圃，经温春秀研究员鉴定为桑科植物桑（Morus alba 

L.）的干燥叶；

桑叶黄酮：黄酮质量分数 602.37 mg/g，实验室自制；

蜗牛酶（酶活力 3 000 U）、苏木素—伊红：北京索莱宝

科技有限公司；

利血平（纯度≥98.0%）、氟西汀（纯度≥99.0%）：上海

麦克林生化科技有限公司；

Bouin’s固定液：飞净生物科技有限公司；

RNA 抽提试剂盒：上海生工生物工程有限公司；

逆转录试剂盒、荧光定量预混试剂：北京天根生化科

技有限公司；

超氧化物歧化酶试剂盒、活性氧试剂盒：南京建成生

物工程研究所。

1.3　仪器与设备

冷冻干燥机：FDS-2000 型，东京理化器械株式会社；

高速冷冻离心机：H1850R 型，湖南湘仪实验室仪器

开发有限公司；

全自动切片机：HS-3345型，金华市华速科技有限公司；

酶标仪：MK3 型，美国 Thermo Fisher Scientific公司；

荧光定量 PCR 仪：C1000 型，美国 Bio-rad 公司；

显微镜：B-510LD4 型，北京博为高科生物科技有限

公司；

超 高 效 液 相 色 谱 — 质 谱 联 用 仪 ：Thermo Orbitrap 

Exploris120 型，美国 Thermo Fisher Scientific公司。

1.4　试验方法

1.4.1　桑叶黄酮酶解　取 2 g 桑叶黄酮加水 30 mL，调 pH

至 5.5，加蜗牛酶 0.5 g，37 ℃恒温振荡 72 h，结束后，加无

水乙醇 70 mL 离心，上清减压浓缩，冷冻干燥。

1.4.2　分组、造模与给药　3~6 月龄野生型斑马鱼随机分

为对照组（Con）、模型组（Mod）、氟西汀组（Flu）、L-EMLF

组（20 μg/mL）、M-EMLF 组（40 μg/mL）和 H-EMLF 组

（80 μg/mL），每组 10 尾。Con 组不做任何处理；Mod 组暴

露在 40 mg/L 利血平溶液中 20 min［8］；Flu 组、L-EMLF 组、

M-EMLF 组和 H-EMLF 组处理方法同 Mod 组，应激处理

后，Flu 组每天暴露于 0.01 μg/mL 氟西汀中，浸泡给药［9］，

L-EMLF 组、M-EMLF 组和 H-EMLF 组分别浸泡于相应浓

度的药物中，给药时间均为 7 d。

1.4.3　UPLC-MS 分析 EMLF 成分　

（1） 液 相 条 件 ：选 用 Hyperil Gold aQ（100 mm×
2.1 mm，1.9 μm）色谱柱；流动相 A 为甲醇溶液，B 为 0.1%

甲酸水，梯度洗脱程序为 0~2 min （95% B）、2~13 min 

（95%→76% B）、13~25 min （76%→68% B）、25~63 min 
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（68%→5% B）、63~63.1 min （5%→95% B）、63.1~65 min 

（95% B），流量 0.3 mL/min，柱温 35 ℃，进样量 5 µL。

（2） 质谱条件：电喷雾（ESI）离子源温度 350 ℃；扫描

范围  m/z 100~1 500；分辨率 120 000；正、负离子模式电压

分别为 3.5，2.5 kV；鞘气压力 275.8 kPa。

1.4.4　行为学观察　利用新环境水槽（NTT）试验、明暗

箱（LDB）试验观察各组斑马鱼行为学差异［10］。

（1） NTT 试验：测试缸为 1.5 L 梯形水槽（高 15 cm×
顶部 28 cm×底部 23 cm×宽 7 cm）。在 1/2 高处绘制水平

线，分为上下 2 个部分。斑马鱼给药后，每次 1 尾转移至

测试缸中，待其稳定后，记录在 NTT 中的底部潜伏时间和

穿越中线次数，时长 5 min。

（2） LDB 试验：测试缸为 12 L 矩形水箱（高 20 cm×
长 30 cm×宽 20 cm），以中线为界限，一半采用无光线黑

暗处理，一半可透光。斑马鱼给药后，每次 1 尾转移至测

试缸中，待其稳定后，记录在 LDB 中的暗箱潜伏时间和进

入明箱次数，时长 5 min。

1.4.5　HE 染色观察脑组织结构变化　将解剖出的脑组

织置于 Bouin’s 固定液中固定 24 h，脱水、石蜡包埋、切

片、烘片、脱蜡、苏木素—伊红（HE）染色、中性树胶封片，

显微镜下观察并采集图像，使用 Image J 软件统计脑组织

细胞数量。

1.4.6　荧光定量 PCR（q-PCR）检测脑组织基因表达水

平　 q-PCR 检 测 斑 马 鱼 脑 组 织 IL-1β、TNF- α、TPH-2、

5-HT2A mRNA 表达水平。脑组织均浆提取 RNA，逆转录

为 cDNA。特异性引物（见表 1），β-actin 作为内参基因，总

反应体系为 20 μL，q-PCR 仪循环条件为：95 ℃ 15 min，

95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，40 个 循 环 。 依 据 2－ΔΔCT 法 计 算

mRNA 相对表达量。

1.4.7　SOD 活性和 ROS 含量测定　按照试剂盒操作说明

书测定 SOD 活性和 ROS 含量，每个样本重复检测 3 次。

1.4.8　非靶向代谢组学测定分析　

（1） 样本制备：取斑马鱼脑组织 40 mg，用组织破碎仪

匀浆 50 s，离心 30 s（4 ℃，3 000 r/min），加入 70% 甲醇水内

标 提 取 液 400 μL，振 荡 5 min（1 500 r/min），冰 上 静 置

15 min。离心 10 min（4 ℃ ，12 000 r/min），移取上清液

300 μL，-20 ℃ 静 置 30 min，再 离 心 3 min（4 ℃ ，

12 000 r/min），上机分析。

（2） 色谱条件：色谱柱为 Hyperil Gold aQ（100 mm×
2.1 mm，1.9 μm）；流动相：正离子模式流动相 A 为 0.1% 甲

酸水、流动相 B 为乙腈，负离子模式流动相 A 为纯水，流动

相 B 为乙腈；柱温 35 ℃；流量 0.35 mL/min；梯度洗脱程序：

0~2 min（98% A），2~15 min（98%→2% A）；进样量 2 μL。

（3） 质谱条件：离子源温度 320 ℃；扫描范围  m/z 70~

1 050；正、负离子模式电压分别为 3.5，3.2 kV；鞘气压力

275.8 kPa。

（4） 代 谢 组 学 数 据 处 理 与 分 析 ：将 数 据 导 入

Compound Discover 3.3 软 件 中 进 行 归 一 化 处 理 ，采 用

SIMICA 14.1 软件进行主成分分析（PCA）和正交偏最小

二乘法判别分析（OPLS-DA），VIP>1 及 t 检验（P<0.05）

筛选差异代谢物，使用 MetaboAnalyst 6.0 进行聚类和代

谢通路富集分析。

1.5　数据统计及分析

试 验 数 据 均 以 平 均 数 ± 标 准 差 表 示 ，并 通 过

GraphPad Prism 9.1.0 软件进行分析并绘图。组间差异采

用单因素方差分析（One-way ANOVA）和 t 检验法。P<
0.05 表示具有统计学意义。

2　结果与分析

2.1　EMLF 成分分析

通过 UPLC-MS 技术对 EMLF 成分进行分析，得到总

离 子 流 图（见 图 1）。 根 据 质 谱 数 据 与 MassLists、

ChemSpider、mzCloud 和 mzVault数据库匹配结果，分析得

到 EMLF 的主要黄酮苷元类化合物如表 2 所示，主要鉴定

出二氢槲皮素、柚皮素、桑黄素、槲皮素、山柰酚、漆黄素、

异鼠李素、泽兰黄酮、圣草酚以及芹菜素 10 种成分。

据报道［6］，黄酮苷元类化合物具有相对分子质量小、

极性小和易穿透细胞膜等特点，可迅速达到所需血药浓

度，发挥药效。Ge等［11］发现，槲皮素通过抑制小鼠的神经

炎症和氧化损伤来减轻其抑郁样行为。Bansal 等［12］发

现，柚皮素可通过其抗氧化和抗炎作用恢复犬尿氨酸通

路的改变，具有神经保护作用。其他研究证实，山柰

酚［13］、漆黄素［14］、圣草酚［15］以及芹菜素［16］均具有改善抑

郁的作用；而二氢槲皮素［17］、桑黄素［18］和异鼠李素［19］具有

治疗抑郁的潜能，表明 EMLF 具有良好的抗抑郁活性。

2.2　行为学试验

2.2.1　新环境水槽（NTT）试验　由图 2 可知，与 Con 组相

比，Mod 组斑马鱼在底部潜伏时间显著延长（P<0.01），穿

越中线次数明显减少（P<0.01），表明利血平的诱导降低

了斑马鱼的活动水平，减少其探索行为。与 Mod 组相比，

表 1　基因名称及 qPCR 引物序列

Table 1　Gene names and qPCR primer sequences

基因名称

β-actin F

β-actin R

IL-1β F

IL-1β R

TNF-α F

TNF-α R

TPH-2 F

TPH-2 R

5-HT2A F

5-HT2A R

引物序列

ATGGATGAGGAAATCGCTGCC

CTCCCTGATGTCTGGGTCGTC

TGGACTTCGCAGCACAAAATG

GTTCACTTCACGCTCTTGGATG

GACCCAGGGCAATCAACAAG

CAAGCCACCTGAAGAAAAGGC

CAGCAAATACTGGGCTCGGA

TAAAGGATGTCCTGCGGAGC

CCTGCATCACTGTGTCCCAT

TTGTGTCGGATGGGGTTACG
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Flu 组、L-EMLF 组、M-EMLF 组和 H-EMLF 组显著缩短底

部潜伏时间（P<0.01 或 P<0.05），Flu 组、L-EMLF 组和

M-EMLF 组 明 显 增 加 穿 越 中 线 次 数（P<0.01 或 P<
0.05）。试验结果表明，EMLF 改善了抑郁斑马鱼的底栖

行为，增强其探索欲望。郭梦杰等［20］研究发现，利血平会

增加斑马鱼的抑郁样行为，高剂量磷虾油可以改善抑郁

斑马鱼的低探索欲望和底栖行为，与试验结果一致。

2.2.2　明暗箱（LDB）试验　由图 3 可知，与 Con 组相比，

Mod 组斑马鱼暗箱潜伏时间显著延长（P<0.01），进入明

箱次数明显减少（P<0.01），表明利血平的诱导使斑马鱼

产 生 趋 暗 行 为 。 与 Mod 组 相 比 ，Flu 组 、L-EMLF 组 、

M-EMLF 组和 H-EMLF 组显著缩短暗箱潜伏时间（P<

表 2　EMLF 成分结构鉴定结果

Table 2　Structural identification results of enzymatic hydrolysates of mulberry leaf flavonoids

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

保留时间/min

27.51

45.64

54.30

57.04

58.21

59.78

31.47

35.21

37.90

54.29

离子模式

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］-

［M+H］-

［M+H］-

［M+H］-

实际值

303.051 0

271.061 2

301.035 4

301.035 4

285.040 5

285.040 5

315.051 0

315.051 0

287.056 1

269.045 6

测量值

303.050 9

271.061 2

301.035 2

301.035 2

285.040 4

285.040 4

315.050 9

315.050 9

287.056 1

269.045 5

误差（×10-6）

-0.32

0.07

-0.64

-0.64

-0.30

-0.30

-0.40

-0.40

-0.07

-0.18

分子式

C15H12O7

C15H12O5

C15H10O7

C15H10O7

C15H10O6

C15H10O6

C16H12O7

C16H12O7

C15H12O6

C15H10O5

MS/MS 碎片离子

125，151，175，177，199，217，241，285

107，119，151，177，271

107，149，178，229，257，273，301

107，121，151，178，229，273，301

93，107，151，169，185，213，257，285

121，213，229，257，285

107，151，227，255，272，300，315

315

65，83，107，151，287

107，149，181，201，225，269

鉴定结果

二氢槲皮素

柚皮素

桑黄素

槲皮素

山柰酚

漆黄素

异鼠李素

泽兰黄酮

圣草酚

芹菜素

1. 二氢槲皮素  2. 柚皮素  3. 桑黄素  4. 槲皮素  5. 山柰酚  6. 漆黄素  7. 异鼠李素  8. 泽兰黄酮  9. 圣草酚  10. 芹菜素

图 1　EMLF 总离子流图

Figure 1　Total ion current diagrams of enzymatic hydrolysates of mulberry leaf flavonoids

与对照组相比，##P<0.01；与模型组相比，*P<0.05，**P<0.01

图 2　斑马鱼 NTT 行为测试结果

Figure 2　Results of the NTT test in zebrafish （n=10）
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0.01 或 P<0.05），显著增加进入明箱次数（P<0.01 或 P<
0.05）。试验结果表明，EMLF 能明显改善抑郁斑马鱼的

潜伏及趋暗行为。研究［21］发现，抗抑郁药物可减少斑马

鱼在暗箱的停留时间，增加进入明箱的次数以及停留时

间，与试验结果一致。

综上，利血平成功诱导了斑马鱼抑郁模型，且 EMLF

对斑马鱼抑郁样行为具有改善作用。

2.3　脑组织 HE 染色

斑马鱼脑组织 HE 染色结果（图 4 和图 5）显示，利血

平诱导抑郁后中脑区域神经细胞的变化明显。Con 组中

脑区域神经细胞排列整齐紧密，形态正常；与 Con 组相

比，Mod 组中脑区域神经细胞排列紊乱，细胞形态不规

则，该区域细胞数量显著减少（P<0.01）。与 Mod 组相

比，Flu 组、L-EMLF 组、M-EMLF 组和 H-EMLF 组中脑区

域神经细胞排列相对整齐有序，细胞形态有一定的改善，

细胞数量显著增加（P<0.01 或 P<0.05）。结果表明，

EMLF 减轻了抑郁斑马鱼脑组织中脑区域神经元的损伤

程度。研究［22］表明，斑马鱼捕获猎物和位置控制行为是

由中脑的视觉途径介导的。此外，抑郁往往伴随着海马

神经元损伤和突触的可塑性改变［23］。综上，EMLF 可减轻

中脑区域神经元的损伤，改善斑马鱼的抑郁状态。

2.4　脑组织炎性因子和 5-HT 相关因子 mRNA 表达水平

由图 6 可知，与 Con 组相比，Mod 组显著上调 IL-1β、

TNF-α和 5-HT2A mRNA 表达水平（P<0.01），显著下调

TPH-2 mRNA 表达水平（P<0.01）；与 Mod 组相比，Flu

组 、L-EMLF 组 和 M-EMLF 组 IL-1β、TNF- α 和 5-HT2A 

mRNA 表达水平显著降低（P<0.01 或 P<0.05），TPH-2 

mRNA 表达水平显著升高（P<0.01 或 P<0.05）；H-EMLF

组 IL-1β mRNA 表达水平降低（P<0.01），TNF-α、5-HT2A

和 TPH-2 mRNA 表达水平无显著性差异。免疫异常假说

认为，抑郁症与机体炎症联系紧密。炎症状态下，促炎因

子分泌增加，抗炎因子水平下降，导致神经内分泌及免疫

系统功能紊乱，引发抑郁症［24］。同时，炎症会激活吲哚胺

2，3-双加氧酶和单胺氧化酶的活性，加速单胺类神经递质

降解，进而引发抑郁症状和病理改变［25］。研究［26］证明，抑

图 4　斑马鱼脑组织 HE 染色结果

Figure 4　Results of HE staining of zebrafish brain tissue 

（×100）

与对照组相比，##P<0.01；与模型组相比，*P<0.05，**P<0.01

图 5　细胞数量

Figure 5　Number of cells （n=3）

与对照组相比，##P<0.01；与模型组相比，*P<0.05，**P<0.01

图 3　斑马鱼 LDB 行为测试结果

Figure 3　Results of the LDB test in zebrafish （n=10）
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郁症患者中枢 5-HT 缺乏，其前额叶皮层 5-HT2A 型受体水

平会明显升高。此外，色氨酸羟化酶（TPH）作为 5-HT 合

成过程中的关键酶，具有特异性和限速作用，其中 TPH-2

亚型主要在脊椎动物的中枢神经系统内发挥作用［27］。结

果表明，EMLF 可以抑制促炎因子的表达，并通过升高

TPH-2 和降低 5-HT2A mRNA 的表达来提高 5-HT 水平，最

终发挥抗抑郁作用。

2.5　脑组织 SOD 活性和 ROS 含量

由图 7 可知，与 Con 组相比，Mod 组脑组织 SOD 活性

降低（P＜0.01）、ROS 含量升高（P＜0.01）；与 Mod 组相

比，Flu 组、L-EMLF 组和 M-EMLF 组 SOD 活性升高（P＜
0.01 或 P＜0.05），H-EMLF 组无显著性差异；与 Mod 组相

比，Flu 组、L-EMLF 组、M-EMLF 组和 H-EMLF 组 ROS 含

量均显著降低（P＜0.01）。抑郁症的发展伴随着氧化应激

的发生［28］。当氧化应激发生时，ROS 过度积累，导致抗氧

化系统紊乱，引起细胞凋亡。SOD 是抗氧化系统中的关

键酶，可以抑制外界刺激对机体造成的氧化损伤［29］，并且

较高的 SOD 水平有助于神经元与神经细胞发育［30］。试验

结果显示，EMLF 可提高抑郁斑马鱼脑组织 SOD 活性并

减少 ROS 含量，表明其可以通过改善脑部氧化应激状态，

发挥抗抑郁作用。

2.6　脑组织代谢组学分析

由正负离子模式下脑组织样本 PCA 分析（图 8）可知，

Con 组、Mod 组和 EMLF 组分布在不同象限区域内，离散

程度明显，且各组内样品聚集性良好，表明各组斑马鱼脑

组织代谢物发生显著改变。进一步研究 PCA 散点图，发

现 Con 组和 EMLF 组接近，提示 EMLF 对抑郁斑马鱼脑组

织代谢轮廓具有显著调节作用。对 Con 组 vs Mod 组和

Mod 组 vs EMLF 组的 OPLS-DA 进行了 200 次交叉验证

（图 9），Q2 值均大于 0.9，同时 R2Y 与 Q2 的差值均小于 0.3，

表明模型没有过度拟合，反映了代谢变化，所建立的模型

预测能力较好。

根据 VIP 值（>1.0）和 t 检验（P<0.05）筛选 Con 组和

Mod 组 之 间 的 差 异 代 谢 物 ，筛 选 出 24 种 差 异 代 谢 物

（表 3）。与 Con 组相比，Mod 组脑组织中 N-酰基鞘氨醇、

鸟苷酸、腺苷、磷酸腺苷、腺嘌呤、1-酰基 -sn-甘油 -3-磷酸

胆碱、巴豆酰辅酶 A、L-谷氨酸、四氢皮质醇、脱氧鸟苷酸、

半乳糖醛酸、L-色氨酸、5-羟基吲哚乙酸、甲基丙二酸、黄

素腺嘌呤二核苷酸、11-反式白三烯 C4 和胸苷单磷酸

17 种代谢物含量显著降低，脯氨酸、4-胍基丁酸、棕榈油

酸、L-苏糖酸、庚二酸、黄素单核苷酸以及喹啉酸 7 种代谢

物含量显著升高。与 Mod 组相比，EMLF 能显著回调抑

与对照组相比，##P<0.01；与模型组相比，*P<0.05，**P<0.01

图 6　脑组织炎性因子和 5-HT 相关因子 mRNA 表达水平

Figure 6　mRNA levels of inflammatory factors and 5-HT related factors in the brain tissue （n=5）
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郁斑马鱼的 24 种差异代谢物。为进一步推测 EMLF 改善

抑郁斑马鱼代谢紊乱机制，将 24 种差异代谢物进行代谢

通路富集分析，筛选出 4 条重要代谢通路，即嘌呤代谢、精

氨 酸 和 脯 氨 酸 代 谢 、色 氨 酸 代 谢 以 及 核 黄 素 代 谢

（图 10）。

色氨酸代谢途径在中枢神经系统发育中起着关键作

用。色氨酸是合成 5-HT 的唯一前体，而 5-HT 水平下降是

抑郁症的显著特征［31］。此外，色氨酸还可通过犬尿氨酸

代谢途径产生 3-羟基氨酸和喹啉酸等神经毒性代谢产

物，其中喹啉酸的神经毒性会损害神经胶质细胞和神经

元，加速神经元凋亡，阻碍神经可塑性，引发抑郁症状［32］。

试验发现，Mod 组斑马鱼脑组织色氨酸含量降低，喹啉酸

含量上升，而给予 EMLF 后能明显增加色氨酸含量，减少

喹啉酸含量。推测 EMLF 能够增加色氨酸的含量进而提

高 5-HT 的水平，同时调节色氨酸—犬尿氨酸代谢紊乱，

最终发挥抗抑郁作用，与胡超等［33］的研究结果相一致。

嘌呤代谢在细胞能量代谢和神经元—神经胶质细胞

通信中起着关键作用，这可能与抑郁和焦虑行为有关［34］。

在活跃状态下，星形胶质细胞释放到细胞外的 ATP 会被

水解成腺苷，而腺苷又与神经元腺苷受体结合，参与神经

元的信号传导活动。此外，受损神经元细胞释放的胞外

腺嘌呤和肌苷嘌呤可刺激星形胶质细胞增殖，促进损伤

或缺氧后的神经元修复［35］。研究［36］表明，体外增补适宜

剂量的腺苷、肌苷和鸟苷均具有明显的抗抑郁作用，且与

嘌呤能系统密切相关。试验发现，EMLF 对嘌呤代谢相关

代谢物（腺苷、腺嘌呤和鸟苷酸等）具有显著调节作用，提

示 EMLF 的抗抑郁作用可能与嘌呤代谢相关。

据报道［37］，在抑郁患者中精氨酸和脯氨酸代谢通路

是主要的差异代谢途径，其中谷氨酸在醛脱氢酶 18 家族

成员 A1 和吡咯啉 -5-羧酸还原酶 -1 两种酶的作用下转化

为脯氨酸。在抑郁症模型大鼠体内，这两种酶的表达水

平显著增加，促进了谷氨酸向脯氨酸的转化，这种代谢过

程的增强导致抑郁模型中谷氨酸的含量减少，而脯氨酸

的含量增加。试验发现，抑郁斑马鱼谷氨酸含量显著下

调，脯氨酸含量显著上调，与 Bian 等［37］和伍春桃等［38］的研

究结果一致。在 EMLF 的干预下，谷氨酸和脯氨酸的含

量显著回调，表明 EMLF 可能通过调节精氨酸和脯氨酸

代谢发挥抗抑郁作用。

3　结论
桑叶黄酮酶解产物中鉴定出的 10 种黄酮苷元类化合

图 8　正、负离子模式下各组脑组织代谢物 PCA 图

Figure 8　PCA plots of metabolites in the brain tissue in positive and negative ion modes for each

与对照组相比，##P<0.01；与模型组相比，*P<0.05，**P<0.01

图 7　斑马鱼脑组织 SOD 活性和 ROS 含量

Figure 7　SOD activity and ROS content in zebrafish brain tissue （n=5）
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物（二氢槲皮素、柚皮素、桑黄素、槲皮素、山柰酚、漆黄

素、异鼠李素、泽兰黄酮、圣草酚以及芹菜素）具有改善抑

郁或保护神经元的作用。提示桑叶黄酮经酶解后，其活

性成分具有良好的抗抑郁功效。进一步研究发现，桑叶黄

酮酶解产物可通过降低抑郁斑马鱼促炎因子 IL-1β、TNF-α 

mRNA 的表达，缓解脑部氧化应激，提高 5-HT 水平，减轻

图 9　正、负离子模式下各组样本间 OPLS-DA 图和置换检验图

Figure 9　OPLS-DA diagram and permutation test diagram in positive and negative ion modes
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中脑区域神经元的损伤程度，进而缓解斑马鱼的抑郁样行

为，具有改善抑郁的作用。通过代谢组学研究发现，桑叶

黄酮酶解产物能显著回调抑郁斑马鱼的 24种差异代谢物，

其作用机制可能是通过调节嘌呤代谢、精氨酸和脯氨酸代

谢以及色氨酸代谢通路来发挥抗抑郁作用。该研究从内

源性代谢物的角度探究桑叶黄酮酶解产物的抗抑郁作用

图 10　差异代谢物聚类热图和代谢通路富集图

Figure 10　Heat map of differential metabolites and bubble chart of metabolic pathway enrichment

表 3　正负离子模式下 Con 组、Mod 组和 EMLF 组间共同差异代谢物的变化

Table 3　Changes of common differential metabolites among Con， Mod， and EMLF groups in positive and negative ion modes

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

名称

N-酰基鞘氨醇

鸟苷酸

腺苷

脯氨酸

磷酸腺苷

腺嘌呤

1-酰基-sn-甘油-3-磷酸胆碱

4-胍基丁酸

棕榈油酸

巴豆酰辅酶 A

L-谷氨酸

四氢皮质醇

L-苏糖酸

庚二酸

脱氧鸟苷酸

半乳糖醛酸

L-色氨酸

5-羟基吲哚乙酸

黄素单核苷酸

喹啉酸

甲基丙二酸

黄素腺嘌呤二核苷酸

11-反式白三烯 C4

胸苷单磷酸

质荷比

677.670 3

363.056 4

267.095 5

115.062 8

347.061 6

135.053 9

522.346 1

145.084 5

254.239 5

835.629 6

147.315 6

366.591 7

136.035 5

160.072 2

347.059 5

194.140 7

204.128 5

191.187 3

456.100 5

167.023 7

118.025 5

785.150 7

625.736 0

322.053 5

化学式

C44H87NO3

C10H14N5O8P

C10H13N5O4

C5H9NO2

C10H14N5O7P

C5H5N5

C26H53NO7P

C5H11N3O2

C16H30O2

C25H40N7O17P3S

C5H9NO4

C21H34O5

C4H8O5

C7H12O4

C10H14N5O7P

C6H10O7

C11H12N2O2

C10H9NO3

C17H21N4O9P

C7H5NO4

C4H6O4

C27H33N9O15P2

C30H47N3O9S

C10H15N2O8P

模式

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

空白组比模型组

P

7.707 5E-09

2.796 1E-11

3.275 2E-14

3.275 2E-14

3.253 2E-14

6.590 4E-12

4.323 9E-08

3.632 7E-02

4.938 2E-11

3.275 2E-14

4.041 6E-04

3.519 4E-14

3.333 1E-02

1.818 4E-02

3.275 2E-14

8.271 2E-14

3.598 2E-13

9.393 5E-03

2.821 9E-07

5.290 2E-13

9.747 1E-10

7.741 7E-03

2.866 4E-05

1.407 3E-03

VIP

1.511 9

1.544 2

1.584 8

1.571 4

1.562 2

1.532 8

1.351 6

1.478 5

1.580 9

1.582 7

1.374 7

1.523 3

1.341 5

1.490 1

1.519 1

1.462 7

1.471 4

1.328 9

1.525 4

1.541 4

1.485 4

1.365 2

1.406 9

1.331 3

趋势

↓
↓
↓
↑
↓
↓
↓
↑
↑
↓
↓
↓
↑
↑
↓
↓
↓
↓
↑
↑
↓
↓
↓
↓

模型组比桑叶黄酮酶解产物组

P

3.248 5E-02

1.270 3E-06

3.163 8E-14

5.957 7E-05

4.740 7E-14

3.895 5E-09

8.771 5E-06

2.327 1E-03

1.028 4E-07

6.760 5E-03

3.374 6E-04

3.275 2E-14

1.502 5E-02

1.104 2E-02

3.408 4E-14

3.275 2E-14

3.273 0E-14

3.469 4E-05

2.153 8E-04

4.005 1E-04

2.169 1E-09

6.173 0E-04

4.252 2E-14

3.686 6E-09

VIP

1.112 0

1.452 5

1.622 1

1.433 9

1.601 5

1.518 3

1.600 2

1.289 8

1.591 9

1.447 1

1.387 1

1.530 2

1.219 2

1.215 0

1.543 4

1.527 9

1.545 9

1.392 8

1.503 0

1.115 8

1.460 3

1.355 1

1.535 8

1.515 9

趋势

↑
↑
↑
↓
↑
↑
↑
↓
↓
↑
↑
↑
↓
↓
↑
↑
↑
↑
↓
↓
↑
↑
↑
↑
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机制，后期可通过网络药理学找到其发挥抗抑郁作用的有

效成分以及调节抑郁症代谢异常的关键靶点，并深入研究

各关键成分与抑郁症的内在联系。此外，评估桑叶黄酮酶

解产物的副作用或毒性，研究与其他治疗方法的联合使

用，将有助于提高其在抑郁症治疗中的作用。
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