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［摘要］ 目的：观察越鞠丸治疗“双心疾病”的效果，并研究其中的作用机制。方法：选用 6 周龄健康雄性 SPF 级载脂蛋白

E敲除（AopE-/-）小鼠 30只、同源 C57BL/6J小鼠 10只进行实验。将 30只 AopE-/-小鼠分为模型组、越鞠丸低剂量组（7.58 g·kg-1·d-1）、
越鞠丸高剂量组（30.32 g·kg-1·d-1），每组 10 只；C57BL/6J 小鼠 10 只作为空白组，各组灌胃 12 周。饲养期间通过慢性不可预知

应激刺激（CUMS）联合高脂饲料诱导的方法构建“双心疾病”模型。灌胃给药后，通过各组小鼠行为学实验结果［旷场实验

（OFT）、糖水偏嗜实验（SPT）］、全自动生化分析仪检测小鼠血清天冬氨酸氨基转移酶（AST）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）、5-羟

色胺（5-HT）、去甲肾上腺素（NE）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、总胆固醇（TC）、甘油三酯

（TG）的含量及小鼠主动脉、肝脏油红 O、苏木素-伊红（HE）染色，心肌组织 Masson 染色进行模型评价。最后通过肝脏 TMT 标

记定量蛋白质组学技术研究其中的作用机制。结果：模型小鼠出现明显的抑郁、焦虑、兴趣丧失、绝望等表现，主动脉、肝脏病

理观察也出现明显脂质沉积，心肌组织出现明显心肌纤维化增多的表现，越鞠丸灌胃给药后能改善“双心疾病”模型小鼠的上

述症状与指标。与空白组比较，第 12 周模型组小鼠站立次数、中心区域累计时间、总移动距离、移动速度、糖水偏嗜率均显著

下降（P<0.01），与模型组比较，越鞠丸低、高剂量组小鼠上述指标均显著降低（P<0.01）。取材后，与空白组比较，模型组 AST、

ALT、TG 水平显著增多（P<0.01），5-HT、NE、HDL-C 水平均显著下降（P<0.01）。肝脏 TMT 标记定量蛋白质组学结果提示“双

心疾病”模型小鼠主要引起 ApoE、UDP 葡醛酸基转移酶家族 1 成员 A5（UGT1A5）、FASN 等蛋白表达水平的变化，涉及乙酰辅

酶 A 代谢、对细菌的反应、细胞氨基酸分解代谢等过程，与肝脏代谢功能异常有关。越鞠丸防治“双心疾病”涉及了高迁移率族

核小体结合域 2（HMGN2）、CALD1、Mup7等蛋白表达水平的变化，并对“双心疾病”发病有关的生物过程和异常的通路起到纠正

作用，主要有肌肉收缩、紧密连接通路、心肌收缩通路、黏着斑通路等。结论：CUMS联合高脂饲料诱导 AopE-/-小鼠构建“双心疾

病”模型方法合理；越鞠丸可以纠正“双心疾病”模型小鼠抑郁、焦虑状态，同时能减轻其主动脉斑块并纠正异常的血脂、肝功水

平；可纠正“双心疾病”模型小鼠的异常生物过程与通路；实验筛选的差异蛋白及所涉及的生理病理变化是下一步研究的重点。
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［［Abstract］］ Objective：：To observe the effects of Yuejuwan in the treatment of psychological and heart

diseases（PHD）and explore its mechanism. Method：：Thirty 6-week-old healthy male SPF AopE-/- mice and 10

homologous C57BL/6J mice were selected for the experiment. The 30 AopE-/- mice were divided into a model

group，low-dose（7.58 g·kg-1·d-1）and high-dose（30.32 g·kg-1·d-1）Yuejuwan groups，with 10 mice in each

group，and 10 C57BL/6J mice were assigned to the blank control group. Intragastrical administration lasted

12 weeks. During feeding，the PHD model was induced by chronic unpredictable mild stress（CUMS）combined

with high-fat diet in mice. After intragastric administration，the behavioral results［open field test（OFT）and

sucrose preference test（SPT）］of mice in each group，the content of aspartic transaminase（AST），alanine

aminotransferase（ALT）， 5-hydroxytryptamine（5-HT）， noradrenaline（NE）， high-density lipoprotein

cholesterol（HDL-C），low-density lipoprotein cholesterol（LDL-C），total cholesterol（TC），and triglyceride

（TG）in serum of mice detected by the automatic biochemical analyzer，the oil red O staining and HE staining of

aorta and liver and Masson staining of myocardial tissues were used for model evaluation. Finally，liver TMT-

labeled quantitative proteomics was used to explore the mechanism of action. Result：：The model mice showed

obvious manifestations of depression，anxiety，loss of interest，and despair，manifest lipid deposition in the

aorta and liver by pathological observation，and increased myocardial fibrosis in myocardial tissues. After

intragastric administration of Yuejuwan， the above symptoms and indexes of the PHD model mice were

improved. Compared with the blank control group， the model group showed decreased standing times，

cumulative time in the central area，total moving distance，moving speed，and sucrose preference at week 12

（P<0.01）. Compared with the model group，the Yuejuwan groups showed decreased indexes mentioned above

（P<0.01）. After sample collection，AST，ALT，and TG levels in the model group were higher（P<0.01）and the

levels of 5-HT，NE，and HDL-C were lower than those in the blank control group（P<0.01）. The results of liver

TMT labeled quantitative proteomics suggested that the PHD model mainly caused the changes in protein

expression levels such as ApoE，UGT1A5，and FASN in mice，involving acetyl CoA metabolism，response to

bacteria，cellular amino acid catabolism，and other processes，which were related to the abnormal metabolic

function of the liver. The efficacy of Yuejuwan against PHD was achieved mainly through the regulation of high

mobility group nucleosomal-binding domain 2（HMGN2），CALD1，and Mup7 protein expression levels and

correcting the biological processes and abnormal pathways related to the pathogenesis of PHD，including muscle

contraction，tight junction pathway，myocardial contraction pathway，and focal adhesion pathway. Conclusion：：

CUMS combined with high-fat diet is reasonable in the induction of the PHD model in AopE-/- mice. Yuejuwan

can correct the depression and anxiety conditions of PHD model mice，reduce the aortic plaque，and recover the

abnormal blood lipid and liver function levels. Furthermore，Yuejuwan can correct abnormal biological processes

and pathways of PHD model mice. The differential proteins screened throughout the experiment and the involved

physiological and pathological changes are the focus of the next experiment.

［［Keywords］］ Yuejuwan；psychological and heart diseases；prevention and treatment；liver；TMT labeled

quantitative proteomics

随着生物 -心理 -社会医学模式的确立，心理因

素在心血管疾病（CVD）的发生发展中的重要作用

逐渐被揭示清楚。1995 年胡大一教授首先提出“双

心疾病”的概念，认为患者除了心脏器质性病变，

心 理 健 康 也 不 可 忽 视 。 相 关 研 究 显 示 抑 郁 症

（MDD）、社会孤立和情绪异常这 3 大心理社会危险

因素与 CVD 的发病密切相关［1-2］。不健康的焦虑、

抑郁状态对 CVD 的发生、发展及预后有深远的
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影响。有研究表明，抑郁与心血管事件的发生呈正

相关，是普通人群的 2~3 倍［3-6］。

相对于西医单纯的调脂、抗抑郁治疗，中药多

靶点、多途径、较低不良反应等优势受到了广泛的

认可。本研究选用的经典名方越鞠丸为理气剂，具

有疏肝解郁的功效，主治六郁，临床常用来治疗抑

郁、焦虑等情志疾病。相关研究表明，越鞠丸也可

以显著降低患者的血脂、炎性因子水平［7-10］。越鞠

丸对 MDD、动脉粥样硬化（AS）的缓解具有类似中

医“异病同治”的功效，是中医药防治“双心疾病”的

优势选择。课题组前期通过生信分析及基因表达

汇编（GEO）数据库中 AS 患者与健康志愿者主动脉

样本的测序数据获取了越鞠丸中有效成分及 AS 疾

病靶点，整理与筛选后预测越鞠丸活性成分治疗 AS

可能的作用靶点，并进行基因本体（GO）注释、京都

基因与基因组百科全书（KEGG）信号通路富集分

析，结果发现越鞠丸防治 AS 主要是参与了循环系

统中的血管的病理生理过程、调节血管大小和直

径、对外界物质的刺激等多个生物过程，涉及神经

活性配体 -受体相互作用、液体剪应力与 AS、钙离

子、脂质代谢等多个信号通路［11］。以上结果虽然有

一定的指导意义，但是未进行实验验证，同时又缺

少组学技术初筛及权威的分析结果。基于此，本研

究以“双心疾病”为研究对象通过慢性不可预知应

激（CUMS）联合高脂饲养载脂蛋白 E 敲除（AopE-/-）
小鼠建立、评价“双心疾病”模型，通过肝脏串联质

谱标签（TMT）标记定量蛋白质组学技术进一步研

究越鞠丸防治“双心疾病”的潜在作用机制，以扩大

越鞠丸的主治范围，并对同类研究起到指导作用。

1 材料

1.1 动 物 6 周 龄 健 康 雄 性 SPF 级 AopE-/- 小 鼠

30 只、同源 C57BL/6J 小鼠 10 只［购自北京华阜康生

物科技股份有限公司，合格证号 SCXK（京）2019-

0008］，实验动物饲养于辽宁中医药大学动物实验

中心的 SPF 级实验室，实验单位使用许可证编号

SYXL（辽）2013-0009。实验室屏障通风循环良好，

室温控制在 20~25 ℃，湿度保持在 45%~55%，每天

光照时间为 12 h。本实验已经通过辽宁中医药大学

动物实验伦理审查，伦理编号为 21000042021007，

实验期间遵守实验规定。

1.2 药物 越鞠丸颗粒（成分为苍术、香附、川芎、

神曲、栀子各 10 g）为辽宁中医药大学草药局自制草

药颗粒购自于辽宁中医药大学附属医院药房。越

鞠丸剂量按照正常患者服用剂量根据《药理实验方

法学》中小鼠与人等效剂量换算公式换算，为患者

服用剂量的 9.1 倍，小鼠给药剂量按照低剂量、高剂

量继续换算分别为 7.58、30.32 g·kg-1·d-1。

1.3 试剂 Pierce™高 pH 反相肽分馏试剂盒、TMT

6plex kit、TMT 10plex kit、TMT pro plex kit（美 国

Thermo Fisher 公 司 ，批 号 分 别 为 84868、84868、

90066、90111），Express Plus™ 页面凝胶（美国金斯瑞

生物科技股份有限公司，批号 M81612C），考马斯亮

蓝 G-250（上海 Macklin 公司，C6232），胰蛋白酶（美

国 Promega 公司，批号 V5113），十二烷基硫酸钠

（SDS）、二硫苏糖醇（DTT）、NH4HCO3、Tris、Urea（美

国 Sigma 公司，批号分别为 436143、D0632、A6141、

T1378、U5128），0.5% 油红 O（上海碧云天生物技术

有限公司，批号 C0157M），苏木素-伊红（HE）染色试

剂、Masson 染色试剂（上海碧云天生物技术有限公

司，批号分别为 C0105S、C0163M）。
1.4 仪器 EthoVision XT 型动物运动轨迹跟踪系统

（荷兰 Noldus公司），TBA-120FR型全自动生化分析仪

（日本东芝公司），QE HF-X 型质谱仪、Easy-nLC1200

型 色 谱 仪（ 美 国 Thermo Scientific 公 司 ），Mini-

PROTEAN Tetra 型电泳系统（美国 Bio Rad 公司）。
2 方法

2.1 动物分组与饲养 上述小鼠经 1 周适应性喂

养后分组饲养、灌胃，同源 C57BL/6J 小鼠作为空白

组，予小鼠维持饲料；AopE-/-小鼠按体质量随机数字

表平均分配为 3 组，分别为模型组、越鞠丸低剂量组

和越鞠丸高剂量组（n=10），予高脂饲料喂养。

2.2 “双心疾病”小鼠模型构建 运用 AopE-/-小鼠

高脂饲料喂饲法建立 AS 模型，运用 CUMS 法建立

抑郁模型。实验期间，模型小鼠每日给予随机一种

刺激（昼夜交替、冷水浴、热水浴、木屑排空、鼠笼倾

斜、潮湿垫料、恐惧刺激），相邻 2 d不能重复同一种刺

激，持续饲养 12周（具体文献见增强出版附加材料）。
2.3 给药及样本收集 从建立模型开始，按照已经

换算的药物剂量予越鞠丸低、越鞠丸高剂量（7.58、

30.32 g·kg-1·d-1）组每日固定时间进行灌胃，为期

12 周；空白组、模型组同时间予以等体积的生理盐

水灌胃。灌胃结束后，予所有小鼠禁食不禁水 12 h，

眼球取血后断颈处死小鼠。采集全血，室温静置

2 h，4℃，3 000 r·min-1离心 10 min（离心半径 182 mm，

下同）后分离上清液，冻存于 -80 ℃冰箱中备用。

采血后，于冰面上剖开腹部，收集小鼠肝脏、主动

脉、心肌组织，分别浸泡于 4% 多聚甲醛溶液、冻存

于-80 ℃冰箱中备用。
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2.4 观察指标与模型评价

2.4.1 旷场实验（OFT）观察小鼠行为学改变 在给

药前及给药后第 4、8、12 周每组随机选取 5 只小鼠

进行 OFT 实验，将小鼠放入旷场箱正中央使小鼠

在旷场箱内自由活动，适应 5 min，随后开始记录

每只小鼠 5 min 内的行为表现。记录全部数据后，

用 EthoVision XT 软件分析各组小鼠在旷场箱中的

活动情况包括站立次数、中心区域累计时间、移动

总 距 离 、移 动 速 度 并 生 成 小 鼠 运 动 轨 迹 、热

成像图。

2.4.2 糖水偏嗜实验（SPT）观察小鼠饮食偏好改变

在给药前及给药后第 4、8、12 周每组随机选取 5 只

小鼠进行 SPT 实验，分别计算糖水和清水的消耗

量，计算糖水偏嗜率=糖水消耗量/（糖水消耗量+清

水消耗量）×100%。

2.4.3 油红 O、HE 染色观察小鼠主动脉、心肌、肝脏

组织病理变化 每组随机选取 1 只完整小鼠的主动

脉组织、肝脏组织进行油红 O、HE 染色，同时用图像

分析软件测定主动脉各部位的斑块面积占比；每组

随机选取 1 只小鼠的心肌组织进行 Masson 染色。

2.4.4 全自动生化分析仪检测血清指标情况 运

用全自动生化分析仪分别检测小鼠血清肝功［天冬

氨 酸 氨 基 转 移 酶（AST）、丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶

（ALT）］、5-羟色胺（5-HT）、去甲肾上腺素（NE）、血
脂［高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）、低密度脂蛋白

胆固醇（LDL-C）、总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）］
的含量，上述试剂均购买自上海科华生物工程股份

有限公司，通用包装试剂。

2.5 小鼠肝脏蛋白质组学分析

2.5.1 样品制备 肝脏样品经预实验后每组随机

选取 3 例进行实验。将所有样品运用TMT 10标试剂

进行标记定量，液氮研磨后加入 SDT 裂解液 600 µL，

4 ℃，16 000 r·min-1高速冷冻离心机离心 20 min，BCA

法进行蛋白定量测定。

2.5.2 蛋 白 酶 解 UA 缓 冲 液（8 mol·L-1 Urea，

150 mmol·L-1 Tris-HCl，pH 8.0）200 μL 转入 10 kDa超

滤离心管，4 ℃，16 000 r·min-1高速冷冻离心机离心

20 min，去除滤液。经 UA 缓冲液进行避光 20 min、清

洗过滤器 3 次后用 NH4HCO3溶液清洗 2 次。最后在

37 ℃用胰蛋白酶消化蛋白悬浮液 16~18 h，收集含有

肽段的滤液。加入适量 0.1% TFA 溶液复溶，使用

Thermo desalting spin column脱盐处理，进行肽段定量。

2.5.3 TMT 肽段标记与肽段分级 根据 TMT 标记

试剂盒生产商所提供的说明书，每例样品取肽段

100 μg。将样品溶解在 0.05 mol·L-1三乙胺 -碳酸缓

冲溶液（TEAB）溶液（pH 8.5）100 μL 中后，将 TMT

试剂溶解在无水乙腈 41 μL 中室温培养 1 h，向样品

中加入 5% 羟胺，培养 15 min 以停止反应。将多重

标记的样品冷冻、干燥，干燥后的使用高-pH 反相色

谱柱进行分级分离。

2.5.4 液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）分析 LC-

MS/MS 分析在 EASY-nLC 1 200 纳升级液相色谱仪

与 Q-Exactive HF-X 质谱仪上进行，将每例样品取适

量肽段经过色谱分析柱进行梯度分离 ，流速为

300 nL·min-1，持续 90 min。流动相 ,缓冲液 A 液为

0.1% 甲酸水溶液，B 液为 0.1% 甲酸、乙腈和水混合

溶液（其中乙腈为 95%）。色谱柱以 100% 的 A 液平

衡，梯度分离，连续线性增加 B 液。液相分离梯度条

件：0~2 min，2%~8%（B）；2~71min，8%~28%（B）；
71~79 min，28%~40%（B）；79~81 min，40%~100%

（B）；81~90min，100%（B）。肽段分离后用 Q-Exactive

HF-X质谱仪进行DDA（数据依赖采集）质谱分析。

2.6 分析方法

2.6.1 统计学方法 数据统计采用 SPSS 22.0 进行

统计分析，实验数据采用 x̄± s 表示。数据经方差齐

性检验和正态性检验，当方差齐时多组间比较采用

单因素方差分析（One-way ANOVA），两两比较采用

最小显著性差异法（LSD）检验；方差不齐时采用

Welch 法，两两比较采用 Tamhane's T2 检验，P<0.05

为差异有统计学意义。

2.6.2 生物信息学分析 利用 Perseus、Microsoft

Excel和 R 语言对上述数据进行生信分析，筛选显著

差异表达的蛋白［通常满足 P<0.05，同时差异表达

倍 数（FC）>1.2 或 <0.85］。 将 差 异 蛋 白 进 行 GO、

KEGG 富集分析，并进行蛋白质 -蛋白质相互作用

（PPI）网络的构建。

3 结果

3.1 越鞠丸对“双心疾病”模型小鼠行为学的影响

OFT 结果提示第 4 周开始，与空白组比较，模型小

鼠站立次数显著减少，差异具有统计学意义（P<

0.01），说明模型小鼠出现行为学改变。第 12 周模

型组小鼠站立次数、中心区域累计时间、总移动距

离、移动速度均显著下降，差异具有统计学意义（P<

0.01）。与模型组比较，越鞠丸低、高剂量组小鼠上

述指标均有缓解，差异具有统计学意义（P<0.01）；且
与越鞠丸低剂量组比较，越鞠丸高剂量组效果更优

异（P<0.01）。见表 1、表 2、图 1 和图 2。

SPT 结果发现第 4 周开始模型组糖水偏嗜率较
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空白组显著下降，越鞠丸低剂量、高剂量相对模型

组糖水偏嗜率升高，差异具有显著意义（P<0.01）；第
12 周模型组较空白组糖水偏嗜率显著下降，与模型

组相比，越鞠丸低剂量、高剂量组均显著升高，差异

具有显著意义（P<0.01）；越鞠丸高剂量较越鞠丸低

剂量糖水偏嗜率升高（P<0.05）。见表 2。

3.2 越鞠丸对“双心疾病”小鼠主动脉、心肌、肝脏

病理形态的影响 主动脉油红 O 结果提示第 12 周，

空白组未见明显脂质斑块沉积（S=0.43），模型组斑

块沉积最多（S=36.32），与模型组比较，越鞠丸低剂

量组（S=18.77）、越鞠丸高剂量组（S=18.57）脂质斑

块均减少。主动脉 HE 染色结果提示空白组组织染

色均匀，血管平滑肌细胞形态结构正常、排列规则，

未见胆固醇裂隙及纤维斑块形成，无明显炎症，模

型组组织中可见显著的纤维斑块形成，结缔组织增

生伴有明显胆固醇裂隙及较多泡沫细胞浸润，越鞠

丸高剂量与模型组相比上述病理变化略有所缓解。

心肌 Masson 染色结果提示与空白组相比，模型组大

鼠心肌间质可见大量蓝色纤维化组织，心肌细胞

排列紊乱，心肌组织纤维化严重；越鞠丸高剂量与

模型组相比上述病理变化略有所缓解。肝脏切片

油红 O 染色、HE 染色结果提示第 12 周，与空白组比

较，模型组肝细胞内存在大量脂滴，与模型组比较，

越鞠丸高剂量上述变化有所缓解。见图 3。

3.3 越鞠丸对“双心疾病”小鼠血清指标的影响

12 周小鼠血清检测结果提示，与空白组比较，

模型组 AST、ALT 水平显著增多，差异具有统计学

意义（P<0.01）；与模型组比较，越鞠丸高剂量组

AST、ALT 较 模 型 组 水 平 明 显 下 降（P<0.05，P<

0.01），说明越鞠丸高剂量具有保护肝功的作用。与

空白组比较，模型组 5-HT、NE 水平均显著下降（P<

0.01）；与模型组比较，越鞠丸高剂量组 5-HT、NE

表 1 越鞠丸对各组小鼠 OFT的影响（x̄± s，n=5）

Table 1 Effect of Yuejuwan on OFT of mice in each group（x̄± s，n=5）

组别

空白组

模型组

越鞠丸低剂量组

越鞠丸高剂量组

剂量/g·kg-1

7.58

30.32

时间

给药前

第 4 周

第 8 周

第 12 周

实验前

第 4 周

第 8 周

第 12 周

实验前

第 4 周

第 8 周

第 12 周

实验前

第 4 周

第 8 周

第 12 周

站立次数/次

43.80±0.84

30.40±5.55

26.60±2.70

19.80±2.59

43.20±2.39

22.80±6.802）

21.40±2.412）

2.80±1.102）

42.40±2.70

28.80±4.97

22.40±1.522）

9.20±2.594，6）

43.40±2.07

29.40±3.58

24.00±2.12

15.8±4.764）

中心区域累计时间/s

245.11±18.63

258.67±6.54

226.72±17.97

193.87±14.33

248.43±9.60

240.43±30.12

167.47±42.142）

79.36±36.042）

244.24±15.09

233.51±28.61

219.80±31.524）

146.19±32.884，6）

250.17±8.39

240.96±20.56

225.12±37.484）

187.63±17.624）

总移动距离/cm

2 697.04±412.91

2 760.39±146.40

2 290.81±458.41

1 768.61±122.02

2 667.31±418.20

2 591.56±202.47

1 610.71±379.612）

746.15±437.372）

2 567.59±463.53

2 672.66±232.15

1 885.88±414.86

1 310.81±314.504，6）

2 511.31±100.16

2 504.99±374.86

2 046.73±560.35

1 820.06±19.924）

移动速度/cm·s-1

9.04±1.09

9.44±0.49

7.78±1.56

6.14±0.56

9.37±1.12

8.80±0.62

5.76±1.071）

2.98±1.402）

8.54±1.24

9.21±1.04

6.60±1.24

4.63±1.074，6）

8.80±0.32

8.47±1.30

7.22±1.88

6.26±0.844）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01；与越鞠丸高剂量组比较 5）P<0.05，6）P<0.01（表 2-表 7 同）

表 2 越鞠丸对各组小鼠 SPT的影响（x̄± s，n=5）

Table 2 Effect of Yuejuwan on SPT of mice in each group（x̄± s，n=5） %

组别

空白组

模型组

越鞠丸低剂量组

越鞠丸高剂量组

剂量/g·kg-1

7.58

30.32

给药前

84.81±4.36

81.67±2.83

85.44±3.17

84.79±4.99

给药 4 周

76.52±9.88

48.91±7.312）

68.17±5.874）

72.51±5.324）

给药 8 周

75.00±10.66

51.07±9.082）

66.61±6.094）

74.56±3.464）

给药 12 周

72.57±10.64

48.22±8.522）

65.70±2.694）

76.06±5.074）5）
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水平明显升高（P<0.05，P<0.01），说明越鞠丸高剂量

具有减轻抑郁相关因子的作用。与空白组比较，模

型组 HDL-C 水平显著减少（P<0.01）；与模型组比

较，越鞠丸高剂量组小鼠 HDL-C 水平显著升高（P<

0.01）。与空白组比较，比模型组小鼠 TG 水平明显

升高，差异有统计学意义（P<0.01）；与模型组比较，

越鞠丸高剂量组小鼠 TG 水平显著减少，差异有统

计学意义（P<0.01）。说明越鞠丸高剂量具有提高血

清 HDL-C、降低血清 TC 水平起到调脂的作用。见

表 3 和表 4。

3.4 越鞠丸对“双心疾病”小鼠肝脏蛋白质组学

（TMT 法）的影响 根据模型评价及病理生化指标，

选取正常组、模型组和疗效显著的越鞠丸高剂量组

每组各 3 只小鼠肝脏进行 TMT 标记定量蛋白质组

学分析。使用 TMT 10 标试剂对每组小鼠肝脏组织

进行标记定量，使用 BCA 法进行蛋白定量，然后进

图 2 越鞠丸对各组小鼠热成像的影响

Fig. 2 Effect of Yuejuwan on thermography of mice in each group

注：A.正常组；B.模型组；C.越鞠丸低剂量组；D.越鞠丸高剂量组（图 2 和图 3 同）
图 1 越鞠丸对各组小鼠旷场运动轨迹的影响

Fig. 1 Effect of Yuejuwan on trajectories in OFT of mice in each group
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行十二烷基硫酸钠 -聚丙烯氨酰凝胶电泳（SDS-

PAGE）电泳，每组样品组间差异明显，样本整体情

况较为稳定，符合质谱上机标准。

3.4.1 差异蛋白的筛选与表达分析 经 TMT 肽段

标记与分级、LC-MS/MS 分析，共发现唯一性肽段

45 533 个，蛋白数目 5 453 个，定量蛋白 5 450 个。用

t检验结合差异倍数的方法，在模型组与空白组中共

发现 404 个显著差异的蛋白，其中 208 个蛋白上调，

196 个蛋白下调；模型组与越鞠丸组共发现 120 个

显著差异的蛋白，其中 72 个蛋白上调，48 个蛋白

下调。

3.4.2 差异蛋白 GO 注释结果 将分析所得的空白

组与模型组、模型组与越鞠丸组的差异蛋白分别进

行 GO 注释，生物过程（BP）、细胞组分（CC）和分子

功能（MF）分别用不同的颜色表示，具体条目的内容

见增强出版附加材料。

GO 注释结果分析表明，模型组与正常组相比

BP 类前 5 个过程为细胞活动进程（cellular process，

图 3 越鞠丸对各组小鼠主动脉、心肌、肝脏组织病理学的影响

Fig. 3 Effect of Yuejuwan on aorta，myocardium and liver histopathology of mice in each group

表 3 越鞠丸对各组小鼠血清 AST、ALT、5-HT、NE水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 3 Effect of Yuejuwan on serum AST，ALT，5-HT，NE levels of mice in each group（x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

越鞠丸低剂量组

越鞠丸高剂量组

剂量/g·kg-1

7.58

30.32

AST/ng·L-1

105.33±10.52

199.00±15.172）

175.50±29.22

152.17±30.114）

ALT/ng·L-1

26.83±5.49

92.33±16.802）

95.83±21.355）

72.00±15.613）

5-HT/mmol·L-1

239.46±36.39

159.8±11.162）

202.82±30.454，6）

245.05±15.244）

NE/mmol·L-1

31.07±3.67

25.03±1.382）

28.71±1.81

30.46±5.373）

表 4 越鞠丸对各组小鼠血清 HDL、LDL、TC、TG水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of Yuejuwan on serum HDL，LDL，TC，TG levels of mice in each group（x̄± s，n=6） mmol·L-1

组别

空白组

模型组

越鞠丸低剂量组

越鞠丸高剂量组

剂量/g·kg-1

7.58

30.32

HDL-C

2.70±0.11

1.62±0.472）

1.90±0.41

2.27±0.314）

LDL-C

4.96±1.01

7.22±0.922）

6.75±0.73

6.58±0.41

TC

7.78±1.58

21.08±4.082）

23.28±4.94

23.70±2.65

TG

0.21±0.08

0.45±0.162）

0.35±0.22

0.22±0.084）
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336）、代谢过程（metabolic process，265）、生物黏附

（biological adhesion，227）、生 物 过 程 的 调 控

（regulation of biological process，209）、对刺激的反

应（response to stimulus，190）；越鞠丸组与模型组相

比 BP 类 前 5 个 过 程 为 细 胞 活 动 进 程（cellular

process，100）、生物调节（biological regulation，77）、
生 物 过 程 的 调 控（regulation of biological process，

72）、代谢进程（metabolic process，67）、多细胞生物

的过程（multicellular organismal process，61）。富集

分析后结果表明，模型组与正常组变化的 BP 有乙

酰辅酶 A 代谢、对细菌的反应、细胞氨基酸分解代

谢过程、体液免疫反应、有机酸代谢等过程；越鞠丸

组与模型组相比变化的 BP 主要涉及肌肉系统进

程，包括肌肉收缩、横纹肌细胞发育、肌肉系统过程

调节、肌细胞发育等。

3.4.3 差异蛋白 KEGG 通路分析结果 KEGG 通路

分析结果，横坐标为 P 的 -lg P10 转换值，纵坐标为

通路的名称，图中还展示了每一个通路中上调/下调

蛋白的比例。将上述富集显著性靠前的通路按照

level 1 分类和 level 2 进行分类。模型组与空白组、

模型组与越鞠丸组 KEGG 通路分析图、差异蛋白

KEGG 显著通路 level 1、level2 归类图详见增强出版

附加材料。

模 型 组 与 正 常 组 比 较 ，差 异 蛋 白 富 集 后 的

KEGG 通路与三羧酸（TCA）循环、丙酮酸代谢、糖酵

解/糖异生、氨基酸代谢（精氨酸、脯氨酸、甘氨酸、丝

氨酸、苏氨酸、组氨酸、丙氨酸，天冬氨酸、谷氨酸和

色氨酸等）等通路相关；越鞠丸组与模型组比较，差

异蛋白富集后与紧密连接、肥厚型心肌病、黏附斑、

视黄醇代谢、心肌收缩、抗原加工提呈等通路相关。

3.4.4 亚细胞定位分析 通过分析 GO 数据库的

CC，对差异蛋白的亚细胞定位进行注释和统计，柱

形图、气泡图、饼图和环图详见增强出版附加材料。

结果提示模型组与正常组比较，差异蛋白主要

定 位 亚 细 胞 器 为 细 胞 质（320，36.08%）、细 胞 膜

（194，21.87%）、线粒体（114，12.85%）、胞外区（85，

9.58%）、内质网（70，7.89%）；越鞠丸组与正常组相

比 ，差 异 蛋 白 主 要 定 位 亚 细 胞 器 为 细 胞 质（89，

37.8%）、细胞膜（49，20.85%）、胞外区（25，10.64%）、
内质网（20，8.51%）、线粒体（17，7.23%）。
4 讨论

《薛氏医案》云：“凡心脏得病，必先调其肝”，祖

国医学认为心肝两脏在五行属性、经络联系、生理

病理方面都有密不可分的关系。《黄帝内经·灵枢·

邪客》曰：“心者，五赃六腑之大主也，精神之所舍

也”。“双心疾病”病位在心，与肝密切相关。心主神

志，主宰精神、意识、思维活动，肝主疏泄，维护精神

情志的调畅，心肝互为所用，共同维持正常的精神

情志活动，此为心理健康；心主行血，为一身血液运

行的枢纽，肝主疏泄、藏血，具有贮藏血液、调节血

量、维持气血运行的功能，二者相互配合，共同维持

脉道通利、血液正常运行，此为心脉健康。情志异

常与肝失疏泄二者互为因果（因病致郁、因郁致

病），肝失疏泄，气机郁滞，气机不畅、心血生化乏

源，最终导致心神失养，血脉不利［12-15］，所以从肝入

手，以调畅气机为原则是防治“双心疾病”的最佳切

入点。越鞠丸，首载于《丹溪心法》，由苍术、香附、

川芎、神曲、栀子 5 味药物组成，香附为君，以五药治

六郁，重在调理气机，具有疏肝解郁，六郁同治的功

效［16-18］，能以“从肝论治”角度对“双心疾病”进行治

疗，因此本研究选取肝脏组织为研究对象。

当前临床数据挖掘或者依据文献选取实验指

标难以精准说明中药通过多成分、多靶点、多生物

过程、多通路的作用机制，因此通过组学技术发现

疾病发病及治疗过程中生物标志物的具体变化已

经成为中医药研究的新趋势［19-21］。本研究通过

TMT 标记定量蛋白质组学技术筛选与“双心疾病”

发病及越鞠丸防治过程的差异蛋白，并进行分析。

本研究选用 CUMS 法［22］联合高脂饲料喂养的

AopE-/-小鼠建立复合模型，结果发现经过 12 周造

模，模型组小鼠出现明显的抑郁、焦虑、兴趣丧失、

绝望等表现，主动脉、肝脏病理观察也出现明显脂

质沉积，心肌组织出现明显心肌纤维化增多的表

现。血清 5-HT、NE、HDL-C 水平均显著下降，AST、

ALT、TG 水平明显增多，因此说明该动物模型与临

床“双心疾病——心理心脏病”的临床表现初步吻

合，是研究“双心疾病”的理想模型。越鞠丸高剂量

组对上述病理变化均有很好的缓解作用，具有缓解

抑郁焦虑状态、减轻主动脉斑块、保护心肌、保护肝

功、提高血清 HDL-C 水平的作用，与当前越鞠丸相

关研究结果相符［7-10］。

TMT 标记定量蛋白质组学技术结果发现并鉴

定了多个差异蛋白，其中模型组与空白组差异蛋白

相比 ApoE（ID：348）、UGT1A5（ID：54579）、FASN

（ID：2194）蛋 白 显 著 下 调 ，PSMD8（ID：5714）、

GPNMB（ID：10457）、TTC39A（ID：22996）蛋白显著

上调，上述蛋白均在人体内有所表达，是“双心疾

病”发病关键靶点，可以为后续研发以激动或抑制
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关键靶点为作用机制的药物提供参考；越鞠丸组与

模型组比较 HMGN2（ID：3151）、CALD1（ID：800）、
MUP7（ID：100041658）蛋白显著下调，LSM4（ID：

25804）、SASS6（ID：163786）、MYH3（ID：4621）蛋白

显著上调，上述蛋白除了 MUP7 蛋白外均在人体内

有所表达，是研究越鞠丸防治“双心疾病”作用机制

的重要研究对象。

通过分析 GO 注释结果发现，差异蛋白 GO 注释

BP 的主要结果均涉及细胞活动进程、生物过程的调

控、代谢过程及细胞生理及代谢过程，说明“双心疾

病”的发病和越鞠丸对其的治疗是通过多成分、多

靶点、多生物过程、多通路实现的；亚细胞定位结果

发现细胞质、细胞膜、线粒体、胞外区、内质网与“双

心疾病”发病及越鞠丸对其的治疗关系密切，是从

细胞器角度对相应机制进行研究的重点；KEGG 通

路分析结果发现“双心疾病”的发病过程可能与肝

脏代谢功能异常有关，具体包括糖、脂、氨基酸代谢

异常以及代谢枢纽 TCA 循环障碍等。丙酮酸在线

粒体中可通过乙酰辅酶 A 和 TCA 循环实现体内三

大营养物质间的互相转化，因此丙酮酸代谢异常也

可以影响能量代谢变化。进一步比较越鞠丸组与

模型组差异蛋白的 KEGG 通路分析结果发现越鞠

丸可能通过调节紧密连接（TJ）相关通路起到保护

肝细胞、维持血-胆汁屏障（BBIB）稳态的功能。

肝脏是一个代谢枢纽，肝细胞是肝实质的主要

上皮细胞，约占 70%，具有多种生理功能，包括氨基

酸、碳水化合物和脂质代谢、分解毒素和调节胆汁

分泌等。TJ 蛋白已被证明可以通过维持细胞分化、

细胞间通讯及信号蛋白的组装从而影响细胞增殖、

迁移、凋亡和炎症［23-25］。在健康的肝脏中，TJ蛋白主

要在肝细胞、胆管细胞和内皮细胞［26-29］上表达，而

BBIB 是由肝细胞形成的选择通透性屏障，通过 TJ

蛋白的连接黏附复合体将胆汁和窦血分离，调节血

液和胆小管中胆汁酸的收集和释放，具有产生和分

泌胆汁、解毒、与体循环代谢交换，允许特定蛋白质

和凝血因子排泄等功能。BBIB 这种通透性受许多

生理因素调节，例如肾上腺素和血管紧张素会增加

啮齿动物肝脏的灌注从而增加 TJ 通透性［30］，一些生

长因子、细胞因子也会诱导和调控 TJ 蛋白的定位和

表达，从而影响屏障完整性。肝细胞的组织和 TJ 完

整性的维持对肝功能至关重要，TJ 的功能障碍会导

致机体胆汁酸稳态失衡，诱导胆汁淤积，引起肝损

伤等很多后果［31-33］。

大量研究表明，肝细胞损伤、胆汁酸代谢稳态

失衡与 MDD、CVD 的关系密切。肝脏中胆固醇的

摄取、合成、代谢和排泄直接影响肝脏胆固醇水平，

加强胆固醇逆向转运和增加其转化为胆汁酸是胆

固醇代谢的主要途径［34-35］，是防治 AS 的有效方法。

在 MDD 方面相关研究表明慢性肝病、非酒精性脂

肪肝和肝硬化的患者表现出不同程度的抑郁和焦

虑症状［36-38］，说明肝细胞损伤可能与抑郁发病相关；
JIA 等［39］对 CUMS 抑郁大鼠模型肝脏受损情况进行

研究，结果显示 CUMS 大鼠肝细胞凋亡相关的基因

B 细胞淋巴瘤 -2（Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）表
达显著上调，认为大鼠抑郁可以引起肝脏损伤；祖
先鹏［40］在 MDD 临患者、CUMS 小鼠血清代谢组学

研究中发现 MDD 代谢异常主要表现在甘油磷脂代

谢、胆汁酸生物合成代谢、鞘脂代谢等途径上，与肝

脏损伤、能量代谢紊乱密切相关。这与前文提出的

肝主疏泄与情志异常二者互为因果的理论一致，也

与研究结果相符合。

除此之外，本研究还发现越鞠丸可以调节肌肉

系统功能从而产生心血管受益，结合 GO 注释及

KEGG 结果发现，越鞠丸可能对肌肉系统——心肌

收缩、血管平滑肌（SMC）运动具有调节作用，此作

用可能与心肌收缩通路、黏着斑（FA）通路相关。FA

指的是细胞外基质与肌动蛋白细胞骨架之间的结

构联系，具有调控细胞黏附、机械传感和控制细胞

生长及分化的信号。FA 蛋白的消耗会损害 SMC 的

收缩性，通过 FA 信号传导，细胞能够通过产生肌动

球蛋白的张力和收缩力来响应细胞外基质的变化，

增加血流动力学变化的敏感或通过调节整合素和

收缩基因的表达来调节血管平滑肌收缩［41-42］，这对

维持血管张力和调节血压至关重要。此结果也与

本课题组前期网药、分子对接研究结果相符合，认

为越鞠丸参与了循环系统中血管的病理生理过程、

调节血管大小和直径、对外界物质刺激等多个生物

过程，涉及液体剪应力、钙离子等多个信号通路［11］。

综 上 ，通 过 本 次 实 验 可 以 得 出 以 下 结 论 ：

①CUMS 联合高脂饲养 AopE-/-小鼠可以很好地模拟

“双心疾病”患者的临床症状，是研究“双心疾病”的

理想模型，研究方法合理，具有较高的科学价值；
②小鼠行为学观察、病理观察、血清因子测定说明

越鞠丸具有缓解“双心疾病”小鼠抑郁、焦虑状态，

减轻主动脉斑块、保护心肌、保护肝功、提高血清

HDL-C 水平的作用；③肝脏蛋白质组学从发病角度

分析，“双心疾病”模型小鼠的发病过程以及越鞠丸

对其的防治过程与多个蛋白的差异表达有关，涉及
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多个生物过程与通路。以上结论是课题组进一步

研究越鞠丸防治“双心疾病”的重点。
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