
第 30 卷第  21 期
2024 年 11 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 30，No. 21

Nov. ，2024

基于 UPLC-Q-TOF-MS 结合网络药理学探讨黑逍遥散改善
失眠大鼠学习记忆能力的药效物质基础及作用机制

刘佳敏， 黄海， 梁朋朋， 王雅乐， 李桂云， 吴红彦*

（上海中医药大学  深圳医院，广东  深圳  518004）

［摘要］ 目的：基于超高效液相色谱 -四极杆 -飞行时间质谱法（UPLC-Q-TOF-MS）、网络药理学及药效学，考察黑逍遥散

改善失眠大鼠学习记忆能力的药效物质基础和作用机制。方法：采用 UPLC-Q-TOF-MS 对黑逍遥散煎液的化学成分进行表

征。应用网络药理学构建“活性成分 -交集靶点 -通路”网络，对关键成分与核心靶点进行分子对接。选取 8 周龄雄性 SD 大鼠

60 只，随机分为空白组、模型组、黑逍遥散低、中、高剂量组（3.82、7.65、15.30 g·kg-1），酒石酸唑吡坦组（0.5 mg·kg-1），每组

10 只，除空白组外连续 4 d 腹腔注射对氯苯丙氨酸（PCPA）诱导大鼠失眠模型。各给药组按相应剂量灌胃给药，1 次/d，连续

14 d。以 Morris 水迷宫试验测试大鼠学习记忆能力，透射电镜观察海马突触超微结构，酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测海

马组织 5-羟色胺（5-HT）及白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）含量，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测海马组织肿

瘤蛋白 p53（TP53）、大鼠肉瘤病毒（RAS）、表皮生长因子受体（EGFR）、环磷酸腺苷反应元件结合蛋白（CREB）结合蛋白

（CREBBP）、糖原合成酶激酶-3β（GSK-3β）、蛋白激酶 B1（Akt1）、一氧化氮合酶 1（NOS1）、磷酸化（p）-Akt1、p-GSK-3β蛋白表达

情况，实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测海马组织 TP53、RAS、EGFR、CREBBP、GSK-3β、Akt1、NOS1 mRNA

表达情况。结果：在黑逍遥散中鉴定出 176 个成分，主要为黄酮类、三萜皂苷类、苯丙素类等化合物。网络药理学分析表明，

TP53、V-Ha-Ras 肉瘤病毒癌基因同源物（HRAS）、成神经细胞瘤肉瘤病毒癌基因同源物（NRAS）、EGFR、CREBBP、GSK-3β、

Akt1、NOS1 为黑逍遥散治疗失眠的核心靶点，主要富集于环磷酸腺苷（cAMP）、RAS、Ras 相关蛋白 1（Rap1）、糖基化终产物

（AGE）/糖基化终产物受体（RAGE）、EGFR 等多条信号通路。8-姜烯酚、洋川芎内酯 F、6-姜辣素、欧当归内酯 A、川芎内酯 E 等

5 个成分为黑逍遥散煎液治疗失眠的关键活性成分。动物实验结果表明，黑逍遥散中、高剂量组能显著升高失眠大鼠的体质

量、缩短睡眠潜伏期、延长睡眠时间（P<0.01）；显著缩短逃避潜伏期、增加穿越平台的次数（P<0.01），并能改善海马突触超微结

构的病理变化。同时显著上调海马组织中 5-HT 含量、Akt1 mRNA 表达、Akt1 和 p-Akt1 蛋白表达的水平（P<0.01）；显著下调海

马组织中炎症因子含量（P<0.01）；显著下调海马组织中 TP53、RAS、NOS1、EGFR、CREBBP、GSK-3β、p-GSK-3β蛋白，以及

TP53、RAS、NOS1、EGFR、CREBBP、GSK-3β mRNA 的表达水平（P<0.01）。结论：该研究确定了黑逍遥散中 5 种关键活性成分

可能通过调控 cAMP、RAS、EGFR 等信号通路改善失眠大鼠的学习记忆能力，为其机制研究与临床应用提供了重要参考。
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［［Abstract］］  Objective：： Based on ultra-high performance liquid chromatography-quadrupole-time-of-

flight mass spectrometry（UPLC-Q-TOF-MS）， network pharmacology and pharmacodynamics， to investigate 

the pharmacodynamic material basis and mechanism of Hei Xiaoyaosan in improving learning and memory 

ability of insomnia rats. Method：： UPLC-Q-TOF-MS was used to characterize the chemical constituents of Hei 

Xiaoyaosan. Network pharmacology was applied to construct the network of active ingredients-intersecting 

targets-pathways， and molecular docking was performed on key ingredients and core targets. Sixty 8-week-old 

male SD rats were selected and randomly divided into blank group， model group， Hei Xiaoyaosan low， 

medium， and high dose groups（3.82， 7.65， 15.30 g·kg-1）， and zolpidem tartrate group（0.5 mg·kg-1）， with 

10 rats in each group. Except for the blank group， the insomnia model was induced by intraperitoneal injection of 

p-chlorophenylalanine（PCPA） for 4 consecutive days. Rats in each dosing group were administered the 

corresponding dose by gavage， once a day for 14 consecutive days. Morris water maze test was utilized to assess 

the learning and memory ability of rats， transmission electron microscopy was employed to examine the 

ultrastructure of hippocampal synapses， enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA） was conducted to analyze 

the levels of 5-hydroxytryptamine（5-HT）， interleukin-6（IL-6）， and tumor necrosis factor- α（TNF- α） in 

hippocampal tissues， and Western blot was performed to detect the expression levels of tumor suppressor protein 

p53（TP53）， rat sarcoma virus（RAS）， epidermal growth factor receptor（EGFR）， cyclic adenosine 

monophosphate（cAMP）-response element binding protein（CREB） binding protein（CREBBP）， glycogen 

synthase kinase-3β（GSK-3β）， protein kinase B1（Akt1）， nitric oxide synthase 1（NOS1）， phosphorylated

（p）-Akt1， and p-GSK-3β in hippocampal tissues. Additionally， real-time fluorescence quantitative polymerase 

chain reaction（Real-time PCR） was used to assess the mRNA expression levels of TP53， RAS， EGFR， 

CREBBP， GSK-3β， Akt1 and NOS1. Result：： A total of 176 components were identified in Hei Xiaoyaosan， 

mainly flavonoids， triterpene saponins， phenylpropanoids and other compounds. Network pharmacological 

analysis revealed that TP53， V-Ha-Ras Harvey Rat sarcoma viral oncogene homolog（HRAS）， neuroblastoma 

sarcoma viral oncogene homolog（NRAS）， EGFR， CREBBP， GSK-3β， Akt1 and NOS1 were the key targets of 

Hei Xiaoyaosan in treating insomnia. The core targets were predominantly associated with cAMP， RAS， Ras-

associated protein 1（Rap1）， advanced glycation end products（AGE）/receptor for AGE（RAGE）， and EGFR 

signaling pathways， and the key active ingredients of Hei Xiaoyaosan in treating insomnia were 8-shogaol， 

ligustilide F， 6-gingerol， levistilide A and senkyunolide E. Animal experiment results demonstrated that Hei 

Xiaoyaosan medium and high dose groups significantly increased body weight， shortened sleep latency and 

prolonged sleep duration in insomnia rats（P<0.01）， significantly decreased escape latency and increased 

platform crossing frequency（P<0.01）， and improved the pathological changes of hippocampal synaptic 

ultrastructure. Meanwhile， the two groups could significantly elevate 5-HT level， Akt1 mRNA expression， Akt1 

and p-Akt1 protein expression（P<0.01）， reduce inflammatory factor levels（P<0.01）， and down-regulate protein 

expression levels of TP53， RAS， NOS1， EGFR， CREBBP， GSK-3β and p-GSK-3β（P<0.01）， as well as 

mRNA expression levels of TP53， RAS， NOS1， EGFR， CREBBP and GSK-3β in hippocampal tissues（P<

0.01）. Conclusion：： This study determined that the five key active ingredients（8-shogaol， ligustilide F， 

6-gingerol， levistilide A and senkyunolide E） in Hei Xiaoyaosan may improve the learning and memory ability 

of insomnia rats by regulating signaling pathways such as cAMP， RAS， and EGFR， providing an important 

reference for its mechanism research and clinical application.

［［Keywords］］ Hei Xiaoyaosan； insomnia； learning and memory ability； ultra-high performance liquid 

chromatography-quadrupole-time-of-flight mass spectrometry（UPLC-Q-TOF-MS）； network pharmacology； 

material basis； hippocampal tissues

失眠是一种常见的睡眠障碍，主要表现为入睡 困难和维持睡眠困难，同时伴有醒后疲劳、乏力、精
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神不振、注意力不集中等症状，全球约有三分之一

的成年人患有失眠症，多数患者失眠的病程长达数

十年之久［1］。失眠可以单独出现，也可以与其他疾

病或心理健康障碍一起出现，若不及时治疗，可能

成为其他疾病发展和恶化的危险因素［2］。长期失眠

诱发的认知能力下降近年来受到广泛关注［3］。失眠

使得认知障碍风险增加 27%［4］，罹患痴呆的风险比

常人增加 2.14 倍［5］。研究表明失眠造成的认知损伤

与激活海马中炎症因子，参与氧化应激反应导致活

性氧的过度增加、脂质过氧化和 DNA 修饰等生理或

病理过诱导的神经元损伤相关［6-7］。加强对失眠的

早期干预不仅能改善睡眠质量，并且对延缓失眠诱

发的认知损伤具有重要意义。

失眠中医病名归属于“不寐”“不得卧”等，其发

病与肝、脾、肾联系密切［8］。肝气郁结，最易犯脾，脾

为气血生化之源，脾气健旺则运化得力，水谷精微得

以输布，则气血充足，神明得养；反之则气血亏虚，脑

脉不充而夜卧不安。再者中焦健运失常，则肾精亏

虚，肾水无以蒸上而脑髓失养。肝、脾、肾三脏失调，

精血亏虚、脑脉失养而致不寐。黑逍遥散出自《医略

六书·女科指要》，为肝、脾、肾同调的经典方剂［9］，由

熟地黄、柴胡、当归、白芍、茯苓、白术、煨姜、薄荷、甘

草组成，全方重用熟地黄以“活血气，封填骨髓，滋肾

水，补益真阴”（《雷公炮制药性解》）加强补肾之功。

当归、白芍、柴胡补血养肝、滋阴柔肝、解郁疏肝，苓、

术、姜、枣、草之属培土以制木，诸药合用，使肝气得

疏，脾运得复，肾精得补，契合失眠发病病机。研究

表明，黑逍遥散不仅可以有效改善失眠患者的睡眠

质量［10］，并能通过调节 β淀粉样蛋白（Aβ）沉积［11］、减

轻神经炎症［12］、抗氧化应激损伤［13］、抑制 tau 蛋白过

度磷酸化［12］等途径延缓阿尔茨海默病（AD）模型鼠

的认知能力损伤。然而黑逍遥散发挥治疗作用的有

效成分尚不明确，黑逍遥散能否改善失眠导致的学

习记忆损伤，亟待深入探究。

系统阐释中药复方的物质内涵是探索其作用

机制的基础，液质联用技术已成为中药多成分鉴定

的常用工具，超高效液相色谱 -四极杆 -飞行时间质

谱法（UPLC-Q-TOF-MS）具有广泛的选择性、超高

的灵敏度、高分辨率质量测定等优点，近些年被用

于中药复杂体系的表征与鉴定［14］。本研究采用

UPLC-Q-TOF-MS 整体分析黑逍遥散煎液中的化学

成分，并进一步结合网络药理学及动物实验进行研

究，旨在揭示黑逍遥散治疗失眠导致学习记忆能力

减退的主要活性成分和潜在靶点，为其临床应用奠

定科学依据。

1 材料

SCIEX Exion LC 型超高效液相色谱仪、X500B 

Q-TOF mass spectrometer型质谱仪（美国爱博才思分

析仪器贸易有限公司），AUW220D 型十万分之一电

子天平（日本岛津公司），LD5-2A 型低速离心机（北

京京立离心机有限公司），H1650R 型台式高速冷冻

离心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司），MB-

530型多功能酶标分析仪（深圳市汇松科技发展有限

公司），DHP-500 型电热恒温培养箱（北京市永光明

医疗仪器有限公司），DYCZ-24DN 型垂直电泳槽、

DYY-6C 型电泳仪（北京六一生物科技有限公司）、
ChemiScope6100 型化学发光成像系统（上海勤翔科

学仪器有限公司），PIKOREAL96型实时荧光定量聚

合酶链式反应（Real-time PCR）仪（美国 Thermo 公

司），SA201 型 Morris 水迷宫视频分析系统（江苏赛

昂斯生物科技有限公司），JEM-1400FLASH 透射电

子显微镜［日本电子公司（JEOL）］。

5-羟色胺（5-HT）、白细胞介素（IL）-6、肿瘤坏死

因子 -α（TNF-α）酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂

盒（武 汉 华 美 生 物 工 程 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为

C0392060373、CSB-E04640r、CSB-E11987r），戊 巴

比妥钠、对氯苯丙氨酸（PCPA）（美国 Sigma 公司，货

号分别为 69020100、C6506-25G），聚山梨酯 -80（上

海 生 工 生 物 工 程 股 份 有 限 公 司 ，货 号 AL00442-

0500），TRIzol 试 剂（ 美 国 Thermo 公 司 ，货 号

15596026），Exon Script First-Strand Synthesis Super 

Mix with ds DNase 试剂盒（成都市蓉为基因生物科

技有限公司，货号 A502-01）、蛋白激酶 B1（Akt1）、
环磷酸腺苷反应元件结合蛋白（CREB）结合蛋白

（CREBBP）、表皮生长因子受体（EGFR）、糖原合成

酶激酶-3β（GSK-3β）、一氧化氮合酶 1（NOS1）、肿瘤

抑制蛋白 p53（TP53）、β-肌动蛋白（β-actin）抗体（美

国 Proteintech 公司，货号分别为 60203-2-Ig、22277-

1-AP、66455-1-Ig、22104-1-AP、29231-1-AP、60283-

2-Ig、66009-1-Ig），磷酸化（p）-Akt1、大鼠肉瘤病毒

（RAS）抗 体（ 英 国 Abcam 公 司 ，货 号 分 别 为

ab81283、ab52939），p-GSK-3β抗体（美国 CST 公司，

货号#5558），辣根过氧化物酶（HPR）标记山羊抗鼠

二抗、HPR 标记山羊抗兔二抗、戊二醛、锇酸（美国

Abiowell 公司，货号分别为 AWS0001、AWS0002、

AWI0097、AWI0136），醋酸双氧铀、柠檬酸铅（北京

中镜科仪技术有限公司，货号分别为 GZ02625、

GA10701-1）。甲醇、乙腈、甲酸均为色谱级，其余试
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剂均为分析级。

黑逍遥散组方为熟地黄（批号 A231009）、柴胡

（批号 A231111）、当归（批号 A231127）、白芍（批号

A231112）、白 术（ 批 号 A231126）、茯 苓（ 批 号

A231124）、生 姜（ 批 号 A2401001）、薄 荷（ 批 号

A231101）、甘草（批号 A230927），饮片均购自上海

中医药大学深圳医院中药房，由上海中医药大学吴

红彦教授鉴定均符合 2020 年版《中华人民共和国药

典》规定。酒石酸唑吡坦片（杭州赛诺菲制药有限

公司，批号 HT1422，10 mg/片）。
健康 SD 雄性 8 周龄大鼠（SPF 级）60 只，体质量

（200±20） g，实验动物由珠海百事通生物科技有限

公司提供，合格证号 SCXK（粤）2020-0051。大鼠饲

养于深圳市人民医院 SPF 级实验动物中心，室内温

度（23±2）℃，相对湿度 40%~60%，动物运抵饲养房

后适应性喂养 1 周，动物可自由摄食、饮水，实验员

定期更换垫料、饲料及饮用水。实验操作严格遵守

实验动物管理与保护相关准则，由上海中医药大学

深 圳 医 院 伦 理 委 员 会 审 核 批 准 ，批 准 号 2022-

LHQZYYYXLL-KY-046。

2 方法

2.1　黑逍遥散化学成分识别     

2.1.1　黑逍遥散冻干粉制备     取熟地黄 15 g、柴胡

10 g、当归 10 g、白芍 10 g、白术 10 g、茯苓 10 g、生姜

10 g、薄荷 2 g（后下）、甘草 8 g，加入 8 倍量的水，煎

煮 2 次，每次 1 h，合并煎液，浓缩至 1.0 g·mL-1 的溶

液，于-80 ℃预冻 12 h，放入真空冻干设备进行冻干

（-30 ℃抽真空 48 h，30 ℃干燥 24 h），制得冻干粉

（得率 33.07%），置于-80 ℃冰箱储存。

2.1.2　黑逍遥散供试品溶液制备     取黑逍遥散冻

干粉 2 g，加入 70% 甲醇 10 mL，涡旋至膏状样溶解，

超声（功率 250 W、频率 40 kHz）1 h，13 000 r·min-1

（离心半径 5.94 cm）离心 10 min 后取上清进样。

2.1.3　色谱条件     Waters ACQUITY HSS T3 色谱

柱（2.1 mm×150 mm，1.8 μm），以流动相 0.1% 甲酸

水溶液（A）-乙腈（B）梯度洗脱（0~5 min，3%~8%B；
5~11 min，8%~30%B；11~20 min，30%~80%B；20~

21 min，80%~95%B；21~27 min，95%B；预 平 衡

7 min），柱温 35 °C，流速 0.3 mL·min-1，进样量 2 μL。

2.1.4　质谱条件     电喷雾离子源（ESI），正、负离子

模式检测，喷雾电压 5.5、-4.5 kV，气帘气压力 35 psi

（1 psi≈6.895 kPa），辅助气压力和雾化气压力均为

55 psi，离子源温度 550 °C，簇裂解电压 80 V，碰撞能

量 35 V，碰撞能量滚动区间 15 V，正负离子的扫描

范围均为 m/z 100~1 250。

2.1.5　成分检测     取 2.1.2 项下黑逍遥散供试品溶

液，按 2.1.3 和 2.1.4 项下条件进样检测，采用 AB 

Library View 1.3.1 软件对供试品溶液数据进行分

析，借助 Pubchem 数据库（https：//pubchem.ncbi.nlm.

nih. gov）、 Chemspider 数 据 库（https：//www.

chemspider. com/）、天然产物数据库（GNPS，http：//

gnps.ucsd.edu）并查阅相关文献，设置质量偏差绝对

值 10 ppm 以内，初步选出匹配度高的化合物。利用

AB SCIEX OS Q 1.6 软件对数据库匹配所得的化合

物进行峰提取定性分析，结合相关文献及 Pubchem

数据库提供的碎片离子信息及裂解规律进行鉴定

分析，并通过比对制剂与各单味药材中总离子流图

下各峰的保留时间、二级碎片离子信息，将化合物

的来源进行药材归属。

2.2　网络药理学预测黑逍遥散治疗失眠相关靶点

2.2.1　黑逍遥散治疗失眠的潜在靶点收集     借助

Swisstarget Prediction 数 据 库 （http：//www.

swisstargetprediction. ch/）对 UPLC-Q-TOF-MS 分 析

的 成 分 进 行 靶 点 预 测；通 过 Gene Cards 数 据 库

（https：//www.genecards.org）、在线人类孟德尔遗传数

据系统（OMIM，https：//www.omim.org）、Dis Ge NET

数 据 库（https：//www. disgenet. org），以“insomnia”

“sleepless”“wakefulness”“insomniadisorder”为 关 键

词，筛选疾病靶点；在 UniProt 数据库（https：//www.

uniprot.org）对药物成分靶点和疾病靶点进行基因注

释 获 得 靶 点 基 因 名 称；利 用 Draw Venn Diagram

（http：//bioinformatics. psb. ugent. be/webtools/Venn/）
将成分与疾病的靶点取交集，并绘制韦恩图，得到黑

逍遥散治疗失眠的潜在靶点，并筛选出交集靶点对应

的活性成分。

2.2.2　蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络构建及关

键 靶 筛 选     通 过 互 作 基 因 检 索 工 具 数 据 库

（STRING，https：//www.stringdb.org/）构建 PPI 网络

（设置最高置信度 >0.9）；将 PPI 数据文本导入到

Cytoscape 3.8.0 软件中，计算连接度（Degree）、节点

介度（Betweenness）和连接紧密度的（Closeness）拓
扑结构特征值，选择 3 个拓扑结构特征值均大于中

位数的节点作为核心靶点。

2.2.3　基因本体（GO）和京都基因与基因组百科全书

（KEGG）富 集 分 析     通 过 DAVID 数 据 库（https：//

david.ncifcrf.gov/summary. jsp）进行 GO 功能注释和

KEGG 通路分析，采用微生信在线数据分析平台

（http：//www. bioinformatics. com. cn/）对结果进行可
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视化。

2.2.4　“活性成分-交集靶点-通路”相互作用网络构

建     选取活性成分、交集靶点和 KEGG 富集的前

20 条通路，采用 CytoScape 3.8.0 软件构建“活性成

分 -交集靶点 -通路”相互作用网络，并进行拓扑分

析，根据 Degree值的大小，筛选得到 5 个关键成分。

2.3　 分 子 对 接     分 别 在 PDB 数 据（https：//www.

rcsb. org）、Pubchem 数 据 库（https：//pubchem. ncbi.

nlm.nih.gov）下载核心靶点的蛋白晶体结构和核心

成分的 3D 结构，分别导入 Auto Dock Vina 1.2.0 进

行分子对接，得到对接结合自由能及对接结果，并

使用 Py Mol 2.4.0 软件进行可视化分析。

2.4　黑逍遥散失眠大鼠学习记忆能力的影响     

2.4.1　药液的制备     将熟地黄 15 g，柴胡、当归、白

芍、茯苓、白术、生姜各 10 g，甘草 8 g，薄荷 2 g 加 8 倍

纯水浸泡 30 min，武火煮沸后，文火再煎煮 40 min，薄

荷后下煎煮 5 min，滤出药液。随后加 6 倍纯水于药

渣中，继续煮沸 30 min，再次滤出药液，合并 2次药液

加热浓缩至含生药 2.0 g·mL-1，4 ℃保存备用。

2.4.2　造模、分组及给药     雄性 SD 大鼠 60 只，随机

选取空白组 10 只，余下 50 只为造模组。采用 PCPA

诱导大鼠失眠模型［15］。将 PCPA 加入生理盐水，滴加

聚山梨酯-80助溶，研磨并配成 40 g·L-1的混悬液。造

模 组 每 日 同 时 间 段 腹 腔 注 射 PCPA 混 悬 液

（400 mg·kg-1），连续 4 d。于造模第 4 天 ELISA 检测

各组大鼠血清 5-HT水平，以模型组大鼠 5-HT明显降

低，昼夜节律消失、失眠作为造模成功依据［15-19］。造

模组随机分为模型组、酒石酸唑吡坦组（0.5 mg·kg-1）
和 黑 逍 遥 散 低 、中 、高 剂 量 组（3.82、7.65、

15.30 g·kg-1），每组 10只，给药组参考大鼠与 70 kg成

人临床用量的折算，其中以黑逍遥散中剂量组为临床

等效剂量［20］。各给药组按相应剂量灌胃药液，空白组

和模型组灌胃等体积生理盐水，每日 1次，连续 14 d。

2.4.3　标本采集与保存     末次给药后第 2天，大鼠禁

食不禁水 12 h，称取大鼠体质量，各组大鼠 3% 戊巴

比妥纳 45 mg·kg-1腹腔注射麻醉大鼠，断头，经颅前

正中线剪开头皮，小心撬开颅骨，在冰盒上取下大鼠

脑组织，剥离海马，切成 1 mm³小块，放入预冷的

2.5% 戊二醛固定液内，每组 3 份，室温保存做透射电

镜（TEM）样本备用。各组剩余大鼠取脑后冰上迅速

分离海马组织，液氮冷冻后置于-80 ° C 冰箱冻存

备用。

2.4.4　睡眠量的监测     末次给药结束后 50 min 腹

腔注射戊巴比妥钠 35 mg·kg-1，记录注射结束时间，

将大鼠腹部朝上放在垫板上记录翻正反射消失时

间，记录大鼠苏醒时间，从而计算睡眠潜伏期和睡

眠时间，以动物翻正反射消失达 1 min 为入睡指标，

以 30 s内翻转达 3 次为睡眠结束指标。

2.4.5　 Morris 水迷宫试验     给药第 9 天开始进行

Morris 水迷宫试验，将大鼠专用站台置于其中一个

象限，池内注入清水，清水高度为距离站台台面约

2 cm。将每只大鼠抓住尾巴头朝池壁，分别从 4 个

象限放入水池，每次 120 s，如果 120 s 内没有找到站

台则引领其在站台上站立 15 s，如果 120 s 内找到站

台则记录所用时间，并保持大鼠在站台停留 15 s，每

只大鼠 4 次训练结束，毛巾擦干水分，放回笼中。过

程中用视频跟踪系统记录大鼠行动轨迹并作数据

采集和处理。记录大鼠逃逸潜伏期，连续 5 d。选取

后 2 d 的登台时间作为逃避潜伏期。第 6 天进行空

间探索实验，撤去平台，将各组大鼠在同一位置面

向池内壁放入水中，记录大鼠在 120 s内行动轨迹图

及其穿越目标象限的次数。

2.4.6　TEM 观察大鼠海马突触超微结构     将大鼠

海马组织从 2.5% 戊二醛溶液中取出，经 PBS 冲洗

后，1% 四氧化锇再固定，逐级脱水、渗透、包埋，作

60~90 nm 超薄切片，置铜网上，用醋酸铀染色 10~

15 min，再用柠檬酸铅染色 1~2 min，TEM 视野下观

察海马突触超微结构。

2.4.7　ELISA 检测大鼠海马组织中 5-HT 及炎症因

子含量     取大鼠海马组织，精确称取 40 mg，加入

10 倍生理盐水，4 ℃匀浆 180 s，3 000 r·min-1 离心

15 min（离 心 半 径 9.5 cm，下 同），取 上 清 液 ，按

ELISA 说明书操作，于酶标仪 450 nm 下检测吸光度

A，依据标准曲线计算 5-HT 及炎症因子 IL-6、TNF-α

的含量。

2.4.8　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠海

马组织相关蛋白表达水平     取大鼠海马组织，精确

称取 25 mg，加入 RIPA 裂解液 300 μL，低温匀浆后

于 冰 上 静 置 10 min，4 ℃ 、12 000 r·min-1 离 心

15 min，取上清，BCA 定量后，100 ℃水浴 5 min 使蛋

白变性。制胶、上样、电泳、转至 PVDF膜，5% 脱脂奶

粉封闭 2 h，加入 Akt1、EGFR、RAS、p-Akt1、TP53、

β -actin 抗 体（1∶5 000），以 及 CREBBP、GSK-3β、

p-GSK-3β、NOS1抗体（1∶1 000），4 ℃孵育过夜。次

日洗膜，加入二抗（1∶5 000），孵育 90 min，洗膜后滴

加 ECL 发光液，曝光，Image J软件分析灰度值。

2.4.9　 Real-time PCR 检 测 大 鼠 海 马 组 织 相 关

mRNA 表 达 水 平     取 大 鼠 海 马 组 织 ，精 确 称 取
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20 mg，TRIzol提取总 RNA，微量分光光度计检测各

组浓度，遵循试剂盒 Superscript Ⅲ说明书将 RNA 逆

转录为 cDNA。随后开始 PCR 扩增，扩增条件为

95 °C 预变性 10 min；95 °C 变性 15 s，60 °C 退火延

伸 30 s，40 次循环；95 ℃变性 15 s，60 ℃延伸 30 s，

95 ℃灭活。以 β-actin 为内参，采用 2-ΔΔCt法计算各目

的 mRNA 的相对表达水平。引物由北京擎科生物

科技股份公司合成，序列见表 1。

2.5　统计学处理     采用 SPSS 27.0 统计软件进行数

据统计分析，计量资料以 x̄ ± s 表示。若数据满足正

态性和方差齐性，多组间比较用单因素方差分析；
组间两两比较，若方差齐则采用最小显著性差异法

（LSD），若方差不齐采用 Dunnett's T3 检验，P<0.05

为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　黑逍遥散物质基础的鉴定     黑逍遥散总离子

流见增强出版附加材料。共鉴定出黑逍遥散中

176 种化学成分 ，包括黄酮类（38），三萜皂苷类

（35），苯丙素类（20），单萜类（19），苯酞类（9），有机

酸类（8），糖类（6），核苷类（6），倍半萜类（5），酮类

（5），环烯醚萜类（4），氨基酸类（3），香豆素类（3），
鞣质类（3），三萜类（3），黄烷类（3），芪类（2），其他

类（2），醛类（1），酚类（1）。其中甘草中检测到 62 种

化学成分，白芍中检测到 26 种化学成分，当归中检

测到 16 种化学成分，熟地黄中检测到 15 种化学成

分，柴胡、白芍中各检测到 13 种化学成分，10 种成分

为所有药材共有成分，薄荷中检测到 9 种化学成分，

生姜中检测到 6 种化学成分，2 种成分为薄荷和白术

的共有成分，2 种成分为薄荷和当归的共有成分，

1 种成分为当归和甘草的共有成分，茯苓中仅检测

到 1 个化学成分，成分具体归属及鉴定信息见增强

出版附加材料［21-28］。

3.2　网络药理学预测黑逍遥散治疗失眠相关靶点

3.2.1　黑逍遥治疗失眠的潜在靶点收集     将黑逍

遥散化学表征鉴定得到的成分经过数据库筛选共

获得黑逍遥散化学成分相关靶点 919 个，失眠相关

靶点 1 254 个。将黑逍遥散化学成分作用靶点和失

眠相关靶点导入 Draw Venn Diagram 在线作图网站

绘制韦恩图，筛选出黑逍遥散治疗失眠靶点 181 个，

化学成分 115 个。见增强出版附加材料。

3.2.2　 PPI 网络构建及关键靶点、核心成分筛选         

    共筛选得到 8 个核心靶点，包括 TP53、V-Ha-Ras

肉瘤病毒癌基因同源物（HRAS）、成神经细胞瘤肉

瘤病毒癌基因同源物（NRAS）、EGFR、CREBBP、

GSK-3β、Akt1、NOS1，这些靶点蛋白相互作用频率

高，表明其在蛋白互作网络中可能发挥重要作用，

推测其是黑逍遥散治疗失眠的核心靶点。见增强

出版附加材料。

3.2.3　黑逍遥散治疗失眠的 GO 功能注释和 KEGG

富集分析     GO 富集结果显示，黑逍遥散治疗失眠

的生物过程主要富集到信号转导、化学突触传递和

对外来刺激的反应等；细胞组分富集到质膜、质膜

的组成部分和树突等；分子功能主要富集于蛋白结

合，蛋白丝氨酸/苏氨酸/酪氨酸激酶活性和酶结合

等生物学过程。对上述交集靶点的 KEGG 通路富

集分析显示，其中 181 个交集靶点主要与环磷酸腺

苷（cAMP）、RAS、Ras 相关蛋白 1（Rap1）、糖基化终

产物（AGE）/糖基化终产物受体（RAGE）、EGFR 等

多条信号通路相关。见增强出版附加材料。

3.2.4　构建“活性成分-交集靶点-通路”相互作用网

络     “活性成分-交集靶点-通路”相互作用网络见增

强出版附加材料。根据拓扑分析，筛选得到 5 个关

键 成 分 ，8- 姜 烯 酚（8-shogaol）、洋 川 芎 内 酯 F

（senkyunolide F）、6-姜辣素（6-gingerol）、欧当归内

酯 A（levistilide A）、洋川芎内酯 E（senkyunolide E）。
上述结果表明，黑逍遥散的作用机制可能作用于整

个 生 物 网 络 系 统 ，而 不 是 单 个 靶 点 ，主 要 通 过

cAMP、RAS、Rap1、AGE-RAGE、EGFR 等关键信号

通路发挥调节细胞生长繁殖和凋亡、抗氧化、抗炎

等作用达到治疗失眠的目的。

3.3　分子对接     将拓扑分析排名前 4 的核心靶点

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

Akt1

TP53

CREBBP

EGFR

GSK-3β

NOS1

RAS

β-actin

序列（5′-3′）
上游 GTCACCTCTGAGACCGACACC

下游 GCCTCCGTTCACTGTCCAC

上游 GCTTCGAGATGTTCCGAGAG

下游 AGACTGGCCCTTCTTGGTCT

上游 CCCTGAGAAGCGCAAACTGA

下游 TCCATTCGCTTGCTCTCGT

上游 GGCATCATGGGGGAGAACAA

下游 TCTTTGGCCCATAGGTACAGTT

上游 CTGCCATCGAGACATTAAACCAC

下游 CCTAGCAACAATTCAGCCAACACA

上游 AACCATGTCAAGTATGCCACC

下游 TCATGTTTGCCGTCAGTCC

上游 AGTGCCTTGACGATACAGCTA

下游 TGCACTGTACTCCTCTTGACC

上游 ACATCCGTAAAGACCTCTATGCC

下游 TACTCCTGCTTGCTGATCCAC

长度/bp

115

119

85

97

228

83

150

223
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TP53、HRAS、NRAS、EGFR 与“活性成分-交集靶点-

通路”网络中 Degree 排名前 5 的核心成分 8-姜烯酚、

洋川芎内酯 F、6-姜辣素、欧当归内酯 A、川芎内酯 E。

进行 20 次对接。当结合能<0 kcal·mol-1 时（1 kcal≈
4.186 kJ），表示受体与配体可以自发地结合而无需外

部能量，当结合能<-5 kcal·mol-1时说明结合情况优

异，结合能<-7 kcal·mol-1 时则表示结合作用强烈。

对接结果显示，8-姜烯酚、洋川芎内酯 F、6-姜辣素、欧

当归内酯 A、川芎内酯 E分别与 HRAS、NRAS、EGFR

蛋白的结合能均<-6 kcal·mol-1，洋川芎内酯 F、6-姜辣

素、欧当归内酯 A、川芎内酯 E 分别与 TP53的结合能

均 <-5 kcal·mol-1，8- 姜 烯 酚 与 TP53 的 结 合 能

为-4.9 kcal·mol-1，说明网络药理学预测的关键成分

与核心靶点的结合作用较强，两者的结合很有可能发

挥相应的药效作用。将结合活性最强的前 6 个成分

靶点的对接结果利用 PyMOL 2.4 进行可视化。见增

强出版附加材料。

3.4　动物实验验证     

3.4.1　黑逍遥散对各组大鼠宏观体表特征及睡眠的

影响     造模组大鼠血清中 5-HT（72.95±13.90） μg·L-1

较空白组（122.19±7.12） μg·L-1显著降低（P<0.01），表
明 PCPA 大鼠失眠模型制备成功。空白组小鼠毛质

光泽，精神状态良好，活动、睡眠、饮食、体质量正常，

睡眠节律明显，表现为昼伏夜动。造模后，与空白组

比较，其余各组均出现体质量下降（P<0.01），毛色黯

淡，出现嘶叫打斗等现象。给药后，与模型组比较，黑

逍遥散高、中剂量组、酒石酸唑吡坦组体质量显著升

高（P<0.01），睡眠潜伏期显著缩短（P<0.01），睡眠时

间显著延长（P<0.01）。以上结果表明，黑逍遥散高、

中剂量组能有效调节失眠大鼠的精神状态和行为表

现，提高其体质量，缩短睡眠潜伏期，延长睡眠时间。

实验过程中模型组大鼠及高剂量组各死亡 2只（可能

为注射 PCPA导致），故后续其他组均随机取 8只动物

数据进行计算。见表 2、表 3。

3.4.2　黑逍遥散对失眠大鼠学习记忆能力的影响     

    与空白组比较，模型组大鼠逃避潜伏期时间显著

延长，穿台次数显著减少（P<0.01）；与模型组比较，

黑逍遥散高、中剂量组，酒石酸唑吡坦组显著缩短

了其逃避潜伏期，增加了穿越平台的次数（P<0.01）。
采用大鼠水迷宫测试仪跟踪成像系统对各组大鼠

在水池中的运动轨迹进行记录，结果表明黑逍遥散

干预失眠模型大鼠的学习记忆能力有所改善，见

表 4 及增强出版附加材料。

3.4.3　黑逍遥散对海马突触超微结构的影响     通

过透射电镜观察，空白组大鼠海马突触间隙清晰可

表 2　黑逍遥散对失眠大鼠体质量的影响  （x̄± s，n=8）

Table 2　Effect of Hei Xiaoyaosan on body weight of insomnia rats （x̄± s，n=8） g

组别

空白组

模型组

黑逍遥散高剂量组

黑逍遥散中剂量组

黑逍遥散低剂量组

酒石酸唑吡坦组

剂量/g·kg-1

15.3

7.65

3.82

0.000 5

造模前

244.37±6.78

251.00±6.72

242.75±6.51

246.12±7.60

248.00±6.83

247.25±6.04

造模后

281.63±5.55

231.13±7.041）

235.88±3.941）

236.50±3.811）

234.75±5.061）

237.38±4.691）

给药后

342.13±7.32

291.50±9.491）

319.25±13.312）

336.13±7.832）

295.75±6.78

332.13±6.742）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01（表 3-表 7 同）
表 3　黑逍遥对失眠大鼠睡眠质量的影响  （x̄± s，n=8）

Table 3　 Effect of Hei Xiaoyaosan on sleep quality of insomnia 

rats （x̄± s，n=8）

组别

空白组

模型组

黑逍遥散高剂量组

黑逍遥散中剂量组

黑逍遥散低剂量组

酒石酸唑吡坦组

剂量/g·kg-1

15.3

7.65

3.82

0.000 5

睡眠潜伏期/s

256.63±30.26

354.50±23.191）

266.88±30.942）

253.75±29.312）

333.25±34.16

272.88±48.802）

睡眠时间/s

3 821.00±128.37

3 296.63±149.641）

3 772.00±108.702）

3 887.38±94.072）

3 217.50±149.83

3 643.75±200.852）

表 4　黑逍遥散失眠大鼠逃避潜伏期及穿越平台次数的影响  （x̄± s，

n=8）

Table 4　 Effect of Hei Xiaoyaosan on escape latency and crossing 

platform times of insomnia rats （x̄± s，n=8）

组别

空白组

模型组

黑逍遥散高剂量组

黑逍遥散中剂量组

黑逍遥散低剂量组

酒石酸唑吡坦组

剂量/g·kg-1

15.3

7.65

3.82

0.000 5

逃避潜伏期/s

25.39±3.15

51.06±3.641）

31.39±4.312）

24.96±2.652）

49.70±2.61

24.24±2.602）

穿越平台次数/次

6.00±0.93

2.00±0.931）

3.88±0.352）

5.25±0.462）

2.25±0.89

5.13±0.642）
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见，突触后密度厚度大，突触前膜聚集有突触囊泡，

形态结构正常；模型组大鼠海马突触数量少，突触

间隙模糊不清。给药后，各组大鼠的海马突触间隙

清晰可见，突触后致密物（PSD）厚度增加，突触前聚

集丰富的突触囊泡，且结构清晰，其中以黑逍遥散

中、高剂量、酒石酸唑吡坦组最为明显。见图 1。

3.4.4　黑逍遥散对失眠大鼠海马中 5-HT及炎症因子

水平的影响     与空白组比较，模型组海马组织中 5-HT

水平显著降低，IL-6及TNF-α水平显著升高（P<0.01）；
与模型组比较，黑逍遥散高、中剂量组，酒石酸唑吡坦

组显著增加了海马组织 5-HT的水平，显著降低了海马

组织中 IL-6及TNF-α的水平（P<0.01）。见表 5。

3.4.5　黑逍遥散对失眠大鼠海马组织相关蛋白表

达 的 影 响     与 空 白 组 比 较 ，模 型 组 大 鼠 Akt1、

p-Akt1 的 蛋 白 表 达 水 平 显 著 降 低 ，TP53、RAS、

EGFR、CREBBP、GSK-3β、p-GSK-3β、NOS1 的蛋白

表达量显著升高（P<0.01）；与模型组比较，黑逍遥散

高、中剂量组、酒石酸唑吡坦组 Akt1、p-Akt1 蛋白表

达 量 显 著 增 加 ，TP53、RAS、EGFR、CREBBP、

GSK-3β、p-GSK-3β、NOS1 的蛋白表达量显著降低

（P<0.01）。见图 2、表 6。

3.4.6　黑逍遥散对失眠大鼠海马组织相关 mRNA

表达的影响     与空白组比较，模型组大鼠 Akt1 的

mRNA 表 达 量 显 著 降 低 ，TP53、RAS、EGFR、

CREBBP、GSK-3β、NOS1 mRNA 表达量显著升高

（P<0.01）；与模型组比较，黑逍遥散高、中剂量组、酒

石酸唑吡坦组 Akt1 mRNA 表达量显著增加，TP53、

RAS、EGFR、CREBBP、GSK-3β、NOS1 mRNA 表达

量显著降低（P<0.01）。见表 7。

4 讨论

失眠作为一种常见疾病，给人们的正常工作和

生活带来严重影响 ，对学习记忆的影响尤为突

出［29］。睡眠剥夺会导致机体氨基酸类、单胺类、胆

碱能、肽类神经递质的变化，5-HT 等单胺类神经递

质的变化不仅是评判失眠症状改善的关键指标，并

通过调节慢波睡眠与快速眼动睡眠巩固学习记忆

的形成［15，30-31］。本研究发现黑逍遥散可以调节失眠

大鼠的 5-HT、RAS、EGFR 等指标的表达，缩短睡眠

潜伏期，延长睡眠时间，有效改善失眠大鼠的脑组

注：A.空白组；B.模型组；C~E.黑逍遥散高、中、低剂量组；F.酒石酸唑吡坦组（图 2 同）
图 1　黑逍遥散对失眠大鼠海马突触超微结构的影响（TEM，×15 000）
Fig. 1　Effect of Hei Xiaoyaosan on ultrastructure of hippocampal synapses in insomnia rats （TEM，×15 000）

图 2　失眠大鼠海马组织中相关蛋白表达电泳

Fig. 2　Electrophoresis of related protein expression in hippocampus 

of insomnia rats

表 5　黑逍遥散对失眠大鼠海马组织 5-HT、IL-6、TNF-α 水平的影

响  （x̄± s，n=8）

Table 5　 Effect of Hei Xiaoyaosan on 5-HT， IL-6 and TNF- α 

levels in hippocampal tissues of insomnia rats （x̄± s，n=8）

组别

空白组

模型组

    黑逍遥散

高剂量组

    黑逍遥散

中剂量组

    黑逍遥散

低剂量组

    酒石酸唑

吡坦组

剂量/g·kg-1

15.3

7.65

3.82

0.000 5

5-HT/μg·L-1

139.37±9.46

60.59±5.341）

86.16±4.052）

118.00±6.132）

60.64±2.76

98.70±5.972）

IL-6/ng·L-1

20.19±2.73

45.72±2.951）

37.36±1.462）

27.38±2.022）

45.33±0.93

31.07±1.652）

TNF-α/ng·L-1

50.89±2.31

80.05±1.571）

59.84±2.132）

49.78±3.172）

77.63±1.61

52.17±1.402）
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织病理改变及学习记忆能力。目前针对黑逍遥散

改善失眠相关学习记忆能力减退的报道相对较少，

本研究分析了黑逍遥散煎液的化学成分，并结合网

络药理学与分子对接探讨了黑逍遥散改善失眠大

鼠学习记忆能力的药效物质及作用机制，可为黑逍

遥散复方的研究开发与临床用药提供借鉴。

本研究从黑逍遥散中共鉴定出 176 个成分，结

合网络药理学及分子对接表明 6-姜辣素、8-姜烯酚、

洋川芎内酯 F、川芎内酯 E、欧当归内酯 A 共 5 个关

键成分为黑逍遥散煎液治疗失眠的关键活性成分。

研究表明，6-姜辣素、8-姜烯酚、洋川芎内酯 F、川芎

内 酯 E、欧 当 归 内 酯 A 均 有 较 强 的 神 经 保 护 作

用［32-38］。在细胞实验中，6-姜辣素通过减少氧化应

激和炎症反应、抑制 GSK-3β的活化和增强 Akt的活

化，对 PC12 细胞中 Aβ1-42 诱导的细胞凋亡表现出保

护作用，从而保护海马神经元［33］。洋川芎内酯类化

合物则在抗氧化损伤、抗炎等方面有较好的应用前

景［39］。欧当归内酯 A 是一种有效的神经保护和改

善认知能力的神经炎症抑制剂，可抑制神经元凋

亡、恢复胆碱能系统功能并降低体内神经炎症，从

而改善东莨菪碱引起的学习和记忆缺陷，可用于神

经保护和认知改善［40］。以上研究结果表明，黑逍遥

散中含有多种改善失眠及认知损伤的药效物质基

础，为黑逍遥散进一步的基础研究提供了方向。

网络药理学分析结果进一步揭示黑逍遥散可

能 通 过 TP53、HRAS、NRAS、EGFR、CREBBP、

GSK-3β、Akt1、NOS1 核心靶点发挥改善失眠及学

习记忆能力的作用。由于 RAS 基因包括 KRAS、

NRAS 及 HRAS 3 种亚型［41］，课题组前期证实黑逍

遥散可能通过 RAS/RAF 激酶（RAF）/有丝分裂原活

化 蛋 白 激 酶 激 酶（MEK）/细 胞 外 信 号 调 节 激 酶

（ERK）信号通路干预氧化应激，降低 Aβ和 p-tau 水

平，抑制海马神经元损伤，从而改善学习记忆能

力［13］，为了进一步验证 RAS 在失眠相关学习记忆减

退中的作用，选取 RAS 作进一步验证。核心靶点

TP53、RAS、EGFR、CREBBP、GSK-3β、Akt1、NOS1

主要涉及神经炎症、氧化应激、突触可塑性、神经元

损伤等生物过程。失眠会使机体处于炎性状态，长

时间睡眠剥夺的小鼠会表现出多器官损伤和炎症

细胞浸润，而 IL-6 被认为是细胞因子风暴产生的驱

动因子［42］。促炎细胞因子的持续积累和炎症信号

通路 Toll 样受体 4（TLR4）/核转录因子 -κB（NF-κB）
的激活，可诱导中枢神经炎症、小胶质细胞的活化

及突触蛋白的丢失，神经炎症和淀粉样纤维会诱导

小胶质细胞激活 EGFR，EGFR 则进一步触发下游磷

脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）、RAS/

RAF/MEK/ERK 与 哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白

（mTOR）信号级联，抑制神经干细胞分化并促进神

表 6　黑逍遥散对失眠大鼠海马组织相关蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of Hei Xiaoyaosan on expression of related proteins in hippocampus tissues （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

黑逍遥散高剂量组

黑逍遥散中剂量组

黑逍遥散低剂量组

酒石酸唑吡坦组

剂量

/g·kg-1

15.3

7.65

3.82

0.000 5

Akt1

/β-actin

0.45±0.02

0.14±0.011）

0.22±0.012）

0.35±0.032）

0.13±0.03

0.28±0.022）

p-Akt1

/β-actin

0.34±0.02

0.02±0.001）

0.12±0.012）

0.19±0.012）

0.03±0.01

0.13±0.012）

TP53

/β-actin

0.08±0.01

0.45±0.021）

0.32±0.022）

0.14±0.032）

0.43±0.01

0.18±0.022）

CREBBP

/β-actin

0.06±0.02

0.41±0.551）

0.22±0.112）

0.16±0.022）

0.37±0.04

0.17±0.022）

EGFR

/β-actin

0.05±0.02

0.40±0.051）

0.22±0.032）

0.17±0.022）

0.39±0.05

0.14±0.012）

GSK-3β
/β-actin

0.07±0.05

0.45±0.011）

0.31±0.072）

0.14±0.062）

0.40±0.03

0.21±0.062）

p-GSK-3β
/β-actin

0.03±0.01

0.31±0.031）

0.13±0.032）

0.07±0.012）

0.29±0.01

0.11±0.012）

NOS1

/β-actin

0.05±0.02

0.46±0.061）

0.24±0.032）

0.17±0.062）

0.41±0.11

0.15±0.032）

RAS

/β-actin

0.07±0.04

0.45±0.041）

0.28±0.052）

0.22±0.052）

0.42±0.04

0.20±0.042）

表 7　黑逍遥散对失眠大鼠海马组织相关 mRNA 表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　Effect of Hei Xiaoyaosan on expression of related mRNAs in hippocampal tissue of insomnia rats （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

黑逍遥散高剂量组

黑逍遥散中剂量组

黑逍遥散低剂量组

酒石酸唑吡坦组

剂量/g·kg-1

15.3

7.65

3.82

0.000 5

Akt1

0.96±0.12

0.23±0.041）

0.36±0.072）

0.83±0.112）

0.24±0.04

0.55±0.102）

TP53

1.20±0.29

6.75±0.601）

4.00±0.432）

2.39±0.392）

6.35±1.00

3.46±0.462）

CREBBP

0.86±0.15

8.61±1.071）

3.35±0.732）

3.05±0.812）

8.16±1.53

3.33±1.042）

EGFR

0.85±0.14

5.23±0.811）

2.37±0.562）

1.93±0.412）

5.16±1.22

2.08±0.632）

GSK-3β

1.12±0.19

6.64±0.711）

3.63±0.522）

2.09±0.362）

6.51±0.83

3.17±0.342）

NOS1

0.94±0.20

6.14±0.691）

2.57±0.212）

2.06±0.302）

5.91±0.93

2.23±0.362）

RAS

1.04±0.20

5.63±0.481）

2.40±0.432）

2.08±0.262）

5.14±1.00

2.28±0.512）
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经干细胞的存活和增殖，进而影响机体的认知功

能［43-45］。本研究结果中，黑逍遥散高、中剂量组可显

著改善失眠大鼠的睡眠及学习记忆能力，降低海马

中 IL-6、TNF-α水平，改善海马突触的超微结构，下

调失眠大鼠的 EGFR 水平，表明黑逍遥散可能通过

参与抗炎反应，抑制 EGFR 的激活而改善了失眠大

鼠的认知能力。研究证实 EGFR 抑制剂可以抑制小

胶质细胞的表达和激活进而延缓认知损伤［45］，这也

进一步支持了本研究结果。本研究模型组大鼠的

Akt1、p-Akt1 降低、而 GSK-3β、p-GSK-3β蛋白表达

水平升高，提示 PI3K/Akt/GSK-3β信号通路可能处

于抑制状态，而给药干预后，黑逍遥散逆转了 Akt1、

GSK-3β蛋白及磷酸化的表达，提示黑逍遥散改善

失眠引起的学习记忆减退可能与激活 PI3K/Akt/

GSK-3β信号通路相关。该信号通路的激活可减轻

慢性睡眠剥夺后的神经炎症与氧化应激反应［46］，并

对神经元凋亡产生保护作用［47-48］。Akt是 PI3K 的下

游关键效应分子，Akt 被磷酸化后，可以激活下游产

生抗凋亡因子如 B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2），降低 Bcl-2

相关 X 蛋白（Bax）、胱天蛋白酶 -3（Caspase-3）、p53、

NOS1 蛋白的表达，从而抑制神经元的凋亡［49-55］。其

中 p53 不仅参与调节生物钟，在失眠模型大鼠中表

现出高表达［51］，其磷酸化和激活与神经元凋亡高度

相关，而敲除 p53 则能在很大程度上逆转哺乳动物

STE20 样激酶 1/2（MST1/2）诱导的 AD 样认知缺

陷［56］。此外，长期失眠诱导脑内大量氧自由基堆积

产生细胞毒性，直接损害神经元［57］。CREBBP 蛋白

的重构可以影响神经元的生长和发育，下调该基因

的表达可减缓脑损伤［58］。本研究结果证实，给药干

预后模型组的 TP53、RAS、CREBBP 表达下调，揭示

黑逍遥散在抗炎、抑制氧化损伤、神经元保护方面

具有潜在优势，为了进一步阐明潜在的机制，笔者

对核心靶点进行了 KEGG 途径富集分析，主要富集

于 cAMP、RAS、Rap1、AGE-RAGE、EGFR 等多条信

号通路，而这些通路均与神经炎症、氧化应激等密

不可分［59］，表明黑逍遥散可能通过多条信号通路发

挥多方面的抗失眠、神经保护作用。

综上所述，本研究基于 UPLC-Q-TOF-MS 基本

明确了黑逍遥散煎液的化学成分，结合网络药理学

及分子对接初步阐明了黑逍遥散改善失眠大鼠学

习记忆能力的关键成分为 6-姜辣素、8-姜烯酚、洋川

芎内酯 F、川芎内酯 E、欧当归内酯 A，并通过动物实

验 证 实 了 TP53、RAS、EGFR、CREBBP、GSK-3β、

Akt1、NOS1 可能是潜在靶点。这为进一步探索黑

逍遥散改善失眠相关学习记忆损伤的机制提供了

重要的线索和理论基础。然而，本研究仍存在一定

局限性，黑逍遥散改善失眠相关的学习记忆损伤疗

效背后的确切机制尚不明晰，后续可结合体外细胞

实验、多组学、分子动力学模拟等多种技术手段进

一步验证。
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