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摘要： 目的　 通过网络药理学及分子对接技术探讨养神定志颗粒抗抑郁作用机制， 并进行实验验证。 方法 　 通过

ＴＣＭＳＰ 及 ＢＡＴＭＡＮ⁃ＴＣＭ 数据库收集养神定志颗粒潜在活性成分与靶点， 在 ＤｒｕｇＢａｎｋ、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 及 ＯＭＩＭ 数据库收

集抑郁症潜在靶点， 并与养神定志颗粒潜在靶点取交集作为潜在关键靶点， 将关键靶点导入 Ｓｔｒｉｎｇ 数据库获得蛋白质

相互作用 （ＰＰＩ） 网络； 并将潜在活性成分与潜在关键靶点导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件获得网络图， 筛选出养神定志颗粒潜在

关键活性成分； 利用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据库对潜在关键靶点进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 功能富集分析； 最后通过 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 软件进行

分子对接， 并将对接结果可视化。 构建慢性不可预知性温和应激 （ＣＵＭＳ） 大鼠抑郁症模型， 给予养神定志颗粒 （２、
４、 ８ ｇ ／ ｋｇ） 进行干预， 采用糖水偏好实验、 旷场实验、 强迫游泳实验观察大鼠行为学； ＨＥ 染色和尼氏染色法观察大

鼠海马脑区结构； 免疫荧光染色法观察大鼠海马脑区小胶质细胞和 ＮＬＲＰ３ 荧光度； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠海马

ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＬＲＰ３ 信号通路相关蛋白表达。 结果　 共筛选得到养神定志颗粒 ５６０ 个作用靶点与 ４２ 种潜在活性成分，
抑郁症 １ ０１４ 个非重复靶点， 两者取交集后共得到 １６３ 个潜在关键靶点； ＫＥＧＧ 富集分析涉及 ＮＯＤ 样受体 （ＮＬＲ） 及

Ｔｏｌｌ 样受体 （ ＴＬＲ） 信号通路等。 分子对接结果显示， 养神定志颗粒中潜在活性成分与部分关键靶点 （ ＴＬＲ４、
ＮＦ⁃κＢ、 ＮＬＲＰ３） 结合良好。 行为学结果显示， 养神定志颗粒能改善 ＣＵＭＳ 诱导的抑郁样行为， 并且缓解大鼠海马病

理损伤； 免疫荧光及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， 养神定志颗粒能抑制小胶质细胞激活及抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＬＲＰ３ 信号通

路活性。 结论　 养神定志颗粒通过多成分、 多靶点及多途径发挥抗抑郁作用， 其中可能与抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＬＲＰ３
信号通路密切相关。
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　 　 抑郁症是一种严重的精神情感障碍性疾病， 其被认为

是导致全世界非致命性健康损失的最大因素， 预计到 ２０３０
年抑郁症将成为全球医疗负担的第一大疾病［１⁃２］ 。 临床上以

选择性五羟色胺再摄取抑制剂 （ＳＳＲＩｓ） 等西药治疗为主，
但存在恶心、 头痛、 体质量增加等不良反应， 且大多数治

疗存在延迟效应以及高无应答率问题［３⁃５］ 。 中药具有多组

分、 多靶点、 多环节、 多途径综合干预和整体调节的特点，
从中药中提取的活性成分具有显著的抗抑郁疗效并且无明

显不良反应［６］ ， 其在抗抑郁的研究上有巨大的潜力。
养神定志颗粒 （ＹＳＤＺ） 是阎兆君教授研读古籍经典，

重建志意辨证理论， 在多年的理论及临床基础上结合经典

古方仁熟散化裁而成［７］ ， 被广泛应用于中医情志病 （抑
郁、 焦虑等） 的治疗中。 前期研究发现， ＹＳＤＺ 能治疗慢

性束缚应激诱导的焦虑症［８］ ， 但其潜在抗抑郁作用机制尚

不清楚。 网络药理学以 “网络靶标” 为核心理论， 强调以

疾病或证候生物网络为靶标的综合效应来表征中药方剂的
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整体调节机制［９］ ， 网络药理学联合分子对接技术有利于探

索中药潜在作用机制。 基于此， 本研究通过网络药理学及

分子对接探索 ＹＳＤＺ 抗抑郁潜在作用靶点， 并结合动物实

验， 对关键靶点进行验证， 进一步阐述 ＹＳＤＺ 抗抑郁的潜

在作用机制。
１　 材料

１􀆰 １ 　 数 据 库 　 ＴＣＭＳＰ 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｔｃｍｓｐ⁃ｅ． ｃｏｍ ／
ｔｃｍｓｐ． ｐｈｐ ）； ＢＡＴＭＡＮ⁃ＴＣＭ 数 据 库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｎｅｔ．
ｎｃｐｓｐ． ｏｒｇ ／ ｂａｔｍａｎ⁃ｔｃｍ）； ＯＭＩＭ 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｍｉｍ．
ｏｒｇ ）； ＤｒｕｇＢａｎｋ 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｏ． ｄｒｕｇｂａｎｋ． ｃｏｍ ）；
ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ）；
Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｍｅｔａｓｃａｐｅ． ｏｒｇ）。
１􀆰 ２　 动物　 ６０ 只 ６～８ 周龄雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠， 体质量 ２００～
２２０ ｇ， 购自济南朋悦实验动物繁育有限公司 ［实验动物生

产许可证号 ＳＣＸＫ （鲁） ２０２２⁃０００６］， 饲养于山东中医药大

学实验动物中心 ［动物实验使用许可证号 ＳＹＸＫ （鲁）
２０２２⁃０００９］， 环境温度 ２０～ ２４ ℃， 相对湿度 ４５％ ， 昼夜交

替 （１２ ｈ ／ １２ ｈ） 下适应性喂养 １ 周， 自由饮食和饮水。 本

实验经山东中医药大学实验动物福利伦理审查委员会审批

通过 （批准号 ＳＤＵＴＣＭ２０２４０３１３００４）。
１􀆰 ３　 试剂与药物 　 养神定志颗粒， 鲁药制备 （应急） 字

Ｚ２０２００３， 规格 ３ ｇ ／包， 购自山东中医药大学附属医院， 按

照处方工艺折算每味药的生药量为熟地黄 ０􀆰 ３６ ｇ ／ ｇ， 制远

志 ０􀆰 ３ ｇ ／ ｇ， 茯神 ０􀆰 ３ ｇ ／ ｇ， 防风 ０􀆰 ２７ ｇ ／ ｇ， 绵马贯众 ０􀆰 １８
ｇ ／ ｇ， 红参 ０􀆰 ０９ ｇ ／ ｇ， 野菊花 ０􀆰 １８ ｇ ／ ｇ， 麸炒枳壳 ０􀆰 １８ ｇ ／ ｇ。
盐酸氟西汀胶囊 （法国礼来公司， 国药准字 ＨＪ２０１８１２１５）；
ＧＡＰＤＨ、 ＴＬＲ４、 Ｐ６５、 ＮＬＲＰ３ 抗体、 ＨＲＰ⁃山羊抗兔二抗、
ＲＩＰＡ 裂解液、 ＢＣＡ 蛋白定量检测试剂盒 （武汉赛维尔生

物科技有限公司， 批号 ＧＢ１５００４、 ＧＢ１１５１９、 ＧＢ１１９９７、
ＧＢ１１４３２０、 ＧＢ２３３０３、 Ｇ２００２⁃１００ＭＬ、 Ｇ２０２６⁃２００Ｔ）。
１􀆰 ４　 仪器　 ＫＺ⁃ＩＩＩ⁃Ｆ 型研磨仪、 ＤＳ⁃２Ｓ１００ 型脱色摇床 （钟
摆型）、 ＳＭＶ⁃３５００ 型涡旋混匀仪 （武汉赛维尔生物科技有

限公司）； Ｄ３０２４Ｒ 型台式高速冷冻离心机 ［大龙兴创实验

仪器 （北京） 股份公司］； ＲＴ⁃６１００ 型酶标仪 （美国雷杜

公司）； ＳｕｐｅｒＭａｚｅ＋高通量动物行为实验分析软件 （上海欣

软信息科技有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 网络药理学

２􀆰 １􀆰 １　 ＹＳＤＺ 活性成分及靶点筛选　 检索 ＴＣＭＳＰ 数据库，
根据 ＡＤＭＥ 参数， 以口服利用度 （ＯＢ） ≥３０％ ， 类药性

（ＤＬ） ≥０􀆰 １８ 作为筛选标准， 获得防风、 贯众、 红参、 熟

地黄、 野菊花以及枳壳中作用化合物及其预测靶点。 检索

ＢＡＴＭＡＮ⁃ＴＣＭ 数据库， 以得分≥２０， Ｐ＜０􀆰 ０５ 作为筛选标

准， 获得远志以及茯神中作用化合物及其预测靶点［８］ 。
２􀆰 １􀆰 ２　 抑郁症靶点筛选及蛋白质⁃蛋白质相互作用 （ＰＰＩ）
网络构建 　 通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ 及 ＤｒｕｇＢａｎｋ 数据库以

“ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ” 为关键词获取抑郁症相关靶点。 后将 ＹＳＤＺ 预

测靶点与抑郁症靶点取交集后， 得到治疗潜在关键靶点，

并将潜在靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ）
数据库中进行检索， 设定蛋白种类为人类， 获取潜在靶点

蛋白之间作用关系的数据信息， 同时将蛋白互作信息导入

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件， 构建网络图。 将 ＹＳＤＺ 潜在活性成分与潜

在关键靶点导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件绘制 “潜在活性成分⁃潜在

关键靶点” 网络图， 并通过分析筛选出 ＹＳＤＺ 中的潜在关

键活性成分。
２􀆰 １􀆰 ３　 基因本体 （ＧＯ） 与京都基因与基因组百科全书

（ＫＥＧＧ） 通路富集分析 　 将潜在作用靶点导入 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ
（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｍｅｔａｓｃａｐｅ． ｏｒｇ ） 数 据 库， 物 种 选 择 “ ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ”， 选择个性化分析， 分别得到 ＧＯ 中的生物过程

（ＢＰ）、 分子功能 （ＭＦ） 和细胞组成 （ＣＣ） 及 ＫＥＧＧ 富集

分析结果， 并将数据可视化。
２􀆰 １􀆰 ４ 　 分 子 对 接 　 ＮＬＲＰ３ （ ＰＤＢ ＩＤ： ７ＡＬＶ）、 ＮＦ⁃κＢ
（ＰＤＢ ＩＤ： １ＩＫＮ）、 ＴＬＲ４ （ＰＤＢ ＩＤ： ５ＩＪＤ） 靶点蛋白晶体

结构来自于蛋白质数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ）。 采

用 ＰｙＭｏｌ ２􀆰 １ 软件删除蛋白分子中的无关小分子后， 将蛋

白分子导入 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｔｏｏｌｓ １􀆰 ５􀆰 ６ 软件， 删除水分子、 添加

氢原子以及设置原子类型， 最后保存为 ｐｄｂｑｔ 文件。 化合

物结构 （ β⁃谷甾醇、 山柰酚、 木犀草素、 槲皮素、 豆甾

醇） 来 自 于 ＰｕｂＣｈｅｍ 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）， 通过 Ｃｈｅｍ３Ｄ 对所下载的化合物进行能量

最小化， 后将小分子化合物导入 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｔｏｏｌｓ １􀆰 ５􀆰 ６ 软件

并添加原子电荷、 分配原子类型， 将所有柔性键默认可旋

转， 最后通过 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 进行批量分子对接， 对分子对接结

果进行分析， 并将化合物与蛋白的结合作用可视化， 分析

化合物和靶点蛋白的作用模式， 得到化合物与蛋白残基作

用的情况。
２􀆰 ２　 动物实验

２􀆰 ２􀆰 １　 大鼠分组及造模　 ６０ 只大鼠适应性喂养 １ 周后， 随

机分为正常组、 模型组、 氟西汀组及 ＹＳＤＺ 低、 中、 高剂

量组。 除正常组外， 其余各组大鼠接受慢性不可预知性温

和应激 （ＣＵＭＳ） 建立抑郁模型， 持续 ２８ ｄ， 刺激方式包

括禁水 ２４ ｈ、 禁食 ２４ ｈ、 潮湿垫料 ２４ ｈ、 倾斜鼠笼 ２４ ｈ、
热刺激５ ｍｉｎ、 冷水游泳 ５ ｍｉｎ、 悬尾 ５ ｍｉｎ， 每天给予 １ 种

刺激方式， 连续 ２ ｄ 不能有重复刺激方式［１０］ 。
２􀆰 ２􀆰 ２　 给药　 正常组和模型组均给予蒸馏水灌胃， ＹＳＤＺ
低、 中、 高剂量组和氟西汀组给药剂量参考相关文献及结

合体表面积进行换算， ＹＳＤＺ 低、 中、 高剂量组给药剂量为

２、 ４、 ８ ｇ ／ ｋｇ， 氟西汀组给药剂量为 ２ ｍｇ ／ ｋｇ， 将 ＹＳＤＺ 和

氟西汀溶解于蒸馏水中， 每次造模前 ３０ ｍｉｎ 灌胃给药， 每

天 １ 次， 持续 ２８ ｄ［１１］ 。
２􀆰 ２􀆰 ３　 行为学检测　 ＣＵＭＳ 造模及给药结束后， 进行蔗糖

偏好实验 （ ＳＰＴ）、 旷场实验 （ ＯＦＴ） 及强迫游泳实验

（ＦＳＴ）。 ＳＰＴ 实验前所有大鼠给予 １％ 蔗糖溶液自由饮用

２４ ｈ， 然后用水替换其中一瓶 １％ 蔗糖溶液 ２４ ｈ， 每 １２ ｈ 交

换 １ 次位置。 每只大鼠给予称定质量的水和 １％ 蔗糖溶液各

１ 瓶， ３０ ｍｉｎ 后称定质量并交换换位置， ６０ ｍｉｎ 后再次称
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定质量。 计算蔗糖偏好率公式为蔗糖偏好率 ＝蔗糖摄入量 ／
（蔗糖摄入量＋水摄入量） ×１００％ ［１２］ 。

ＯＦＴ 实验在安静环境中进行， 将大鼠置于底面为黑色

的旷场箱， 背向研究人员， 任其自由活动， 将旷场箱等面

积分为九宫格， 中央为中央区， 占整个旷场的 １ ／ ９， 其余

为外周区。 用 ＳｕｐｅｒＭａｚｅ＋高通量动物行为实验分析软件记

录、 跟踪待测大鼠 ６ ｍｉｎ 内的总活动距离及平均速度。
ＦＳＴ 实验在 ２３～２５ ℃、 ４０ ｃｍ 水深的透明圆桶中进行，

桶高 ７５ ｃｍ， 内径 ２０ ｃｍ。 实验开始时将大鼠放入水中， 持

续时间为 ６ ｍｉｎ， 视频记录整个过程， 使用动物行为学检测

软件收录实验数据， 检测各组大鼠强迫游泳时漂浮不动

时间［１３］ 。
２􀆰 ２􀆰 ４　 ＨＥ 染色及尼氏染色法观察海马组织形态学变

化　 行为学检测结束后， 用 ２％ 戊巴比妥钠按进行麻醉， 麻

醉后大鼠后断头取脑， 冰上剥离出海马组织并冷冻保存；
同时每组随机选取 ３ 只大鼠进行灌流， 取出大鼠完整脑组

织， 置于 ４％ 多聚甲醛溶液中固定， 经常规脱水、 石蜡包

埋、 组织切片后， 进行苏木精⁃伊红 （ＨＥ） 和尼氏染色，
切片置于光学显微镜下观察组织形态学变化。
２􀆰 ２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马组织 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ／
ＮＬＲＰ３ 通路表达　 将冷冻保存的大鼠海马组织按比例置于

预先加好蛋白裂解液、 蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂混合

物的离心管中， 低温研磨得到组织匀浆， 离心， 取上清液，
ＢＣＡ 试剂盒进行蛋白定量。 经电泳、 电转、 封闭后分别加

入 ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 及 ＮＬＲＰ３ （１ ∶ １ ０００ 稀释） 室温孵育

后 ４ ℃过夜； 次日用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 加二抗 （１ ∶ ５ ０００ 稀

释） 室温孵育 ３０ ｍｉｎ， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 最后使用化学发光

法显影， 计算条带灰度值。
２􀆰 ２􀆰 ６　 免疫荧光法检测海马小胶质细胞及 ＮＬＲＰ３ 表

达　 取大鼠脑组织切片， 依次进行脱蜡复水、 抗原修复、
血清封闭， 滴加配制好的一抗 ４ ℃ 下孵育过夜。 次日，
ＰＢＳ 缓冲液漂洗后滴加荧光标记二抗， 室温避光孵育 ６０
ｍｉｎ。 ＰＢＳ 缓冲液漂洗后滴加 ＤＡＰＩ 染液染核， 室温避光孵

育 １０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 缓冲液漂洗后滴加荧光淬灭封片剂封片，
置于激光扫描共聚焦显微镜下观察， 并计算荧光强度值。
２􀆰 ３　 统计学分析　 通过 Ｇｒａｐｈａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行处理， 实

验数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 网络药理学

３􀆰 １􀆰 １　 潜在活性成分与靶点筛选　 在 ＴＣＭＳＰ 和 ＢＡＴＭＡＮ⁃
ＴＣＭ 数据库中共筛选出 ５６０ 个 ＹＳＤＺ 非重复靶点与 ４２ 个活

性化合物； 在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ 及 ＤｒｕｇＢａｎｋ 数据库中共筛

选出抑郁症 １ ０１４ 个非重复靶点。
３􀆰 １􀆰 ２　 ＰＰＩ 和活性成分⁃靶点网络图构建 　 取交集后得到

１６３ 个潜在关键靶点， 将潜在关键靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库

及 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件获得 ＰＰＩ 网络图， 见图 １Ａ。 将潜在活性

成分和靶点导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件， 获得潜在活性成分⁃潜在

靶点网络图， 并且根据网络分析后得出 Ｄｅｇｒｅｅ 值前五的活

性成分， 分别是槲皮素、 β⁃谷甾醇、 山柰酚、 木犀草素及

豆甾醇， 见图 １Ｂ。
３􀆰 １􀆰 ３　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析 　 将潜在关键靶点导入

Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据库后， 分别得到 ＢＰ、 ＭＦ、 ＣＣ 以及 ＫＥＧＧ 富

集分析结果。 其中 ＢＰ 涉及神经炎症反应的调节、 神经炎

症反应及膜电位的调节等； ＭＦ 涉及神经递质受体活性、 突

触后神经递质受体活性、 细胞因子活性等； ＣＣ 涉及突触后

膜、 突触膜及神经元间突触等， 见图 １Ｃ。 ＫＥＧＧ 结果涉及

ＮＯＤ 样受体信号通路、 Ｔｏｌｌ 样受体信号通路及神经活性配

体⁃受体相互作用等， 见图 １Ｄ。 上述结果提示， ＴＬＲ４ ／
ＮＦκＢ ／ ＮＬＲＰ３ 信号通路介导的神经炎症可能为 ＹＳＤＺ 抗抑

郁的潜在作用机制。
３􀆰 １􀆰 ４　 分子对接　 将网络图中筛选出的潜在活性成分 （槲
皮素、 β⁃谷甾醇、 山柰酚、 木犀草素、 豆甾醇） 与 ＴＬＲ４、
ＮＦ⁃κＢ 和 ＮＬＲＰ３ 靶点进行分子对接， 结果见表 １。 各组对

接结合能均低于－５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 表明结合越稳定， 将对接结

果前四的组合可视化， 见图 ２。
表 １　 分子对接结果

活性成分
结合能 ／ （ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１）

ＴＬＲ４ ＮＦ⁃κＢ ＮＬＲＰ３
槲皮素 －６􀆰 ７ －５􀆰 ９ －８􀆰 ８

β⁃谷甾醇 －６􀆰 ３ －７􀆰 ２ －８􀆰 ９
山柰酚 －６􀆰 ６ －６􀆰 ０ －８􀆰 ７

木犀草素 －７􀆰 ２ －６􀆰 ３ －９􀆰 ２
豆甾醇 －６􀆰 ４ －６􀆰 ７ －８􀆰 １

３􀆰 ２　 动物实验验证

３􀆰 ２􀆰 １　 ＹＳＤＺ 对抑郁大鼠行为学的影响 　 ＳＰＴ 结果显示，
与正常组比较， 模型组大鼠糖水偏好率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 氟西汀组和 ＹＳＤＺ 中、 高剂量组大鼠糖水

偏好率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ３Ａ。 ＯＦＴ 结果显示， 与正常

组比较， 模型组大鼠旷场活动平均速度和总活动路程降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 氟西汀组和 ＹＳＤＺ 中剂量组大

鼠旷场活动平均速度和总活动路程增加 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ３Ｂ～３Ｃ。 ＦＳＴ 结果显示， 与正常组比较， 模型

组大鼠不动时间延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 氟西汀

和 ＹＳＤＺ 中、 高剂量组大鼠不动时间缩短 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ３Ｄ。 根据以上行为学实验结果， 选择 ＹＳＤＺ
较佳干预剂量 （４ ｇ ／ ｋｇ） 用于后续实验。
３􀆰 ２􀆰 ２　 ＹＳＤＺ 对抑郁大鼠海马组织病理形态的影响 　 ＨＥ
染色结果显示， 正常组大鼠海马神经元形态规则， 胞核大

而圆， 染色质少， 核仁明显， 未见明显的坏死等异常； 模

型组大鼠海马 ＤＧ 区可见少量神经元固缩， 细胞体积减小，
形状不规则， 胞核、 胞质分界不清； ＹＳＤＺ 组大鼠海马 ＤＧ
区可见极少量神经元固缩， 细胞体积减小， 形状不规则，
胞核、 胞质分界不清， 染色加深， 未见明显的坏死等异常，
血管未见明显的异常； 氟西汀组大鼠海马中神经元形态规

则， 胞核大而圆， 染色质少， 核仁明显， 未见明显的坏死

等异常， 血管未见明显的异常， 见图 ４Ａ。
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注： Ａ 为韦恩图， Ｂ 为潜在活性成分⁃潜在关键靶点网络图， Ｃ 为 ＧＯ 富集分析， Ｄ 为 ＫＥＧＧ 富集分析。

图 １　 网络药理学分析结果

注： Ａ 为豆甾醇与 ＮＬＲＰ３ 对接， Ｂ 为山柰酚与 ＮＬＲＰ３ 对接， Ｃ 为木犀草素与 ＮＬＲＰ３ 对接， Ｄ 为槲皮素与 ＮＬＲＰ３ 对接。

图 ２　 分子对接模式图

尼氏染色结果显示， 正常组大鼠海马中神经元形态规

则， 胞核大而圆， 染色质少， 核仁明显， 尼氏染色下未见

明显异常； 模型组大鼠海马中 ＣＡ１ 区与 ＤＧ 区可见少量神

经元固缩， 细胞体积减小， 形状不规则， 胞核、 胞质分界

不清， 同时也见到少量神经元细胞固缩， 偶见神经元细胞

肿胀、 凋亡， 尼氏染色下呈深蓝色； ＹＳＤＺ 组大鼠海马组织

中齿状回部位神经元细胞排列整齐， 细胞轮廓清晰， 数量

较多， 可以观察到尼氏小体数量较多， 胞质内尼氏小体染

色较深， 密度较大； 氟西汀组大鼠海马神经元形态规则，
神经元排列较为整齐， 细胞轮廓清晰， 胞核大而圆， 染色

质少， 核仁明显， 尼氏染色下未见明显异常， 图 ４Ｂ。
３􀆰 ２􀆰 ３　 ＹＳＤＺ 对抑郁大鼠海马神经炎症的影响　 免疫荧光

结果显示， 与正常组比较， 模型组抑郁大鼠 ＩＢＡ⁃１ 和

ＮＬＲＰ３ 的荧光强度升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， ＹＳＤＺ
组和氟西汀组 ＩＢＡ⁃１ 和 ＮＬＲＰ３ 的荧光强度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５Ａ～５Ｃ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， 与正常组

比较， 模型组大鼠海马 ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 和 ＮＬＲＰ３ 蛋白表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， ＹＳＤＺ 组和氟西汀组大

鼠海马 ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 和 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 见图 ５Ｄ～５Ｇ。
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注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 ＹＳＤＺ 对抑郁大鼠行为学的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

图 ４　 ＹＳＤＺ 对抑郁大鼠海马病理损伤的影响

注： Ａ 为小胶质细胞 （红色） 和 ＮＬＲＰ３ （绿色） 免疫荧光图， 标
尺均为 ５０ μｍ； Ｂ～Ｃ 分别为小胶质细胞和 ＮＬＲＰ３ 荧光强度； Ｄ 为
ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 和 ＮＬＲＰ３ 蛋白印迹图； Ｅ ～ Ｇ 分别为 ＴＬＲ４、
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 和 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达比较。 与正常组比较，∗∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０１；
与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
图 ５　 ＹＳＤＺ 对抑郁大鼠海马神经炎症的影响（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

抑郁症是最常见的精神疾病之一， 其发病机制尚未明

确， 仍缺乏能成功阻止或完全逆转抑郁症的干预措施［１４］ 。
开展中医药多靶点抗抑郁研究是当前研究的重点之一。
ＹＳＤＺ 由熟地黄、 远志、 茯神等组成， 具有潜在的抗抑郁作

用， 但当前缺乏基础研究证据， 其潜在活性成分尚不清楚。
本研究发现， ＹＳＤＺ 能改善 ＣＵＭＳ 引起的大鼠抑郁样行

为， 缓解海马脑区病理损伤。 由网络药理学分析可知，
ＹＳＤＺ 中存在槲皮素、 β⁃谷甾醇、 山柰酚、 木犀草素、 豆甾

醇等潜在活性成分。 槲皮素是存在于多种中草药的有效成

分之一， 前期研究发现其能通过调节线粒体自噬， 调控肠

道菌群和 ＢＤＮＦ 信号通路治疗抑郁症［１５⁃１７］ 。 β⁃谷甾醇是一

种重要的植物甾醇， 具有广泛的药理学作用［１８］ ， 能调节神

经递质， 发挥抗抑郁作用［１９］ 。 山柰酚是一种天然黄酮类物

质， 广泛存在于天然植物中， 能改善乳腺癌相关的抑郁

症［２０］ ， 并且山柰酚与槲皮素联用还能抑制海马肥大细胞活

化， 改善抑郁症［２１］ 。
本研究 ＫＥＧＧ 富集分析显示， ＹＳＤＺ 抗抑郁涉及调节

ＮＯＤ 样受体信号通路、 Ｔｏｌｌ 样受体信号通路及神经活性配

体⁃受体相互作用等。 Ｔｏｌｌ 样受体 （ＴＬＲｓ） 是一种含有高度

重复亮氨酸基序的跨膜蛋白， 核转录因子⁃κＢ （ＮＦ⁃κＢ） 是

一种可诱导性入核的转录因子， 可以被多种因素激活， 并

在炎症反应中发挥重要作用， ＴＬＲ４ 通常通过其下游髓样分

化因子 ８ 发出信号以激活 ＮＦ⁃κＢ 通路， 从而导致 ＮＬＲＰ３ 细

胞因子的释放， 引发促炎级联反应［２２］ 。 小胶质细胞是脑内

常驻巨噬细胞， 也是中枢神经系统中目前研究最多、 最为

深入的胶质细胞［２３］ 。 小胶质细胞表达多种受体， 包括

ＴＬＲｓ， 可以识别入侵的病原体和内源性有害刺激， 从而诱

导免疫反应［２４］ ， 但异常激活的小胶质细胞是是大量炎症和

细胞毒性介质的主要来源， 其介导抑郁症的病理发生发展，
而调节小胶质细胞的异常激活， 缓解神经炎症， 是抑郁症

的潜在治疗策略［２５］ 。 分子对接结果显示， ＹＳＤＺ 中的潜在

活性成分 （β⁃谷甾醇、 山柰酚、 木犀草素、 槲皮素、 豆甾

醇） 与 ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ、 ＮＬＲＰ３ 靶点蛋白均能结合。 本研究

结果显示， 海马小胶质细胞及 ＮＬＲＰ３ 荧光度增加， 海马

ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＬＲＰ３ 信号通路过度激活， 而给予 ＹＳＤＺ 干

预能改善上述病理现象， 缓解神经炎症的过度活跃。
综上所述， 本研究通过网络药理学和分子对接方法，
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分析 ＹＳＤＺ 抗抑郁的潜在活性成分和潜在靶点， 发现 ＴＬＲ４ ／
ＮＦκＢ ／ ＮＬＲＰ３ 为 ＹＳＤＺ 抗抑郁的潜在重要靶点， 后通过动

物实验验证， ＹＳＤＺ 能改善 ＣＵＭＳ 大鼠的抑郁样行为， 缓解

海马病理损伤， 并改善海马小胶质细胞和 ＴＬＲ４ ／ ＮＦκＢ ／
ＮＬＲＰ３ 的异常激活， 缓解神经炎症， 初步揭示 ＹＳＤＺ 多成

分、 多靶点抗抑郁的作用特点。 但本研究尚未对 ＹＳＤＺ 的

潜在活性成分进行验证， ＹＳＤＺ 的抗抑郁作用机制有待进一

步完善。
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