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摘要： 目的　 采用蛋白质组学联合生物信息学技术探讨百事乐加味方对脑卒中后抑郁 （ ＰＳＤ） 大鼠的保护作用。
方法　 采用脑中动脉阻塞 （ＭＣＡＯ） ＋慢性不可预知温和性应激 （ＣＵＭＳ） ＋孤养法构建 ＰＳＤ 大鼠模型， 造模成功后分

为模型组和百事乐加味方组 （２３􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ）； 另取正常大鼠为对照组， 除栓线不插入颈总动脉外， 其他操作同造模大

鼠， 造模的同时给药。 给药 ２８ ｄ 后进行行为学实验 （Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫、 旷场及强迫游泳实验）。 行为学实验后取材， 采

用蛋白质组学筛选百事乐加味方干预前后海马组织差异表达蛋白， 生物信息学方法分析其中关键蛋白和分子机制。
ＥＬＩＳＡ 法检测海马组织炎症因子 （ ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α） 水平； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马组织 ＰＲＬ、 ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＪＡＫ２、
ＳＴＡＴ６、 ｐ⁃ＳＴＡＴ６ 蛋白表达。 结果　 蛋白质组学筛选得到差异表达蛋白 （ＤＥＰｓ） ５５３ 个； 通过 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 分析得出差

异蛋白涉及神经退行性疾病、 免疫疾病以及 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路、 坏死性凋亡等途径； 通过 ＰＰＩ 分析得到 ＰＲＬ、
ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ６ 等关键靶点蛋白位点。 与对照组比较， 模型组大鼠目标象限停留时间缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 穿越平台次数、
爬格次数、 直立次数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 强迫游泳不动时间延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 海马组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＰＲＬ、 ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＪＡＫ２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＴＡＴ６、 ｐ⁃ＳＴＡＴ６ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比

较， 百事乐加味方组大鼠目标象限停留时间延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 穿越平台次数、 爬格次数、 直立次数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
强迫游泳不动时间缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 海马组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＰＲＬ、 ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＪＡＫ２ 蛋白表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ⁃ＳＴＡＴ６ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论 　 百事乐加味方可能通过调控 ＰＲＬ ／ ＪＡＫ２ ／
ＳＴＡＴ６ 通路， 减轻神经炎症， 进而发挥抗 ＰＳＤ 的作用。
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　 　 脑卒中后抑郁症 （ｐｏｓｔ⁃ｓｔｒｏｋｅ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ， ＰＳＤ） 是指发

生于卒中后， 表现除卒中症状以外的一系列以情绪低落、
兴趣缺失为主要特征的情感障碍综合征， 影响着大约三分

之一的中风患者， 且 ＰＳＤ 患者通常有功能恢复延迟以及中

风复发和死亡的严重风险［１］ 。 ＰＳＤ 发病机制复杂， 现代医

学治疗包括药物、 心理和物理等， 以西药治疗为主， 但治

疗效果不理想， 存在低血压、 嗜睡、 消化系统功能受损等

不良反应［２］ 。 因此， 筛选生物标志物和新的药物靶点有望

改善 ＰＳＤ 的诊断和治疗。 百事乐加味方由姜黄、 贯叶连翘

等多味中药组成， 改善 ＰＳＤ 症状［３］ 。 尽管目前已对 ＰＳＤ 进

行了大量研究， 但其发病机制仍未完全确定。 蛋白质组学

可通过对比不同群组， 获得多个特异性潜在生物标志物信

息， 以反映整体功能和代谢变化， 确定具有复杂生物学机

制的 ＰＳＤ 分子谱。 因此， 本研究以蛋白质组学联合生物信

息学、 分子生物学验证筛选百事乐加味方干预 ＰＳＤ 的关键

靶点， 为该方临床运用及探索 ＰＳＤ 发病机制提供新思路。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠， 雄性， 体质量 （２６５±１５） ｇ，
购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司 ［实验动物生产许

可证 ＳＣＸＫ （湘） ２０１９⁃０００４］， 饲养于湖南中医药大学第一

附属医院实验动物中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ
（湘） ２０２０⁃００１０］， 环境温度 ２２ ～ ２６ ℃， 相对湿度 ４５％ ～
５５％ ， 自由进食进水， 适应性饲养 ７ ｄ 后开始正式实验。 实

验获湖南中医药大学第一附属医院动物伦理委员会批准

（伦理审查批号： 伦审科第 ２０２３０３００４ 号）。
１􀆰 ２　 药物　 百事乐加味方由姜黄 （批号 ２３０３１４５）、 贯叶

连翘 （批号 ２３０５２１００６２）、 人参 （批号 ＨＨ２３０９０４０２）、 生

黄芪 （批号 ＣＫ２３０９１８０２）、 川芎 （批号 ＳＬ２３０９１８０３）、 柴

胡 （批号 ＣＫ２３０９１２０１）、 石菖蒲 （批号 ２３０３０１） 组成， 饮

片由湖南中医药大学第一附属医院中药房提供， 经湖南中
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医药大学第一附属医院药学部左亚杰主任药师鉴定为正品，
符合 ２０２０ 年版 《中国药典》 一部相关规定。 常规煎煮 ２
次， 合并药液， 浓缩至生药量 ２􀆰 ３５ ｇ ／ ｍＬ， ４ ℃保存。
１􀆰 ３　 试剂　 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒 （批号 Ｐ００１２， 上海

碧云天生物技术股份有限公司）； β⁃ａｃｔｉｎ （批号 ＹＭ３０２８，
美国 Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ 公司）； ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ６、 ｐ⁃ＳＴＡＴ６
一抗 （批号 １７６７０⁃１⁃ＡＰ、 ＷＬ０２９９７、 ６６７１７⁃１⁃ＡＰ、 ５１０８２１⁃
ＡＰ， 美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）； ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 试剂盒

（批号 ＦＹ２９２３⁃Ａ、 ＦＹ３０６６⁃Ａ、 ＦＹ３０５６⁃Ａ， 江苏菲亚生物科

技有限公司）。
１􀆰 ４　 仪器 　 Ｅｎｓｐｉｒｅ 多功能酶标仪 （美国 Ｐｅｒｋｉｎｅｌｍｅｒ 公

司）； ＨＺ３２ＨＫ 高速冷冻离心机 （德国 Ｈｅｒｍｌｅ 公司）；
ＦｌｕｏｒＣｈｅｍＲ 多功能成像系统 （美国 ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ 公司）；
Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｆｕｓｉｏｎ Ｌｕｍｏｓ 质谱仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 模型建立

２􀆰 １􀆰 １　 局灶性脑缺血模型建立 　 采用大脑中动脉闭塞

（ＭＣＡＯ） 手术建立卒中大鼠模型， 麻醉固定后， 剃除大鼠

颈部毛发并消毒， 颈部正中纵向切口， 钝性分离右侧颈总

动脉 （ＣＣＡ）、 颈外动脉 （ＥＣＡ）、 颈内动脉 （ ＩＣＡ）， 分离

ＩＣＡ 和 ＥＣＡ 分叉处的迷走神经。 分别结扎 ＣＣＡ 主干和 ＥＣＡ
近心端， 在 ＣＣＡ 主干远端和 ＩＣＡ 根部穿线备用； 使用微动

脉夹暂时夹闭 ＩＣＡ 远端， 在距 ＣＣＡ 分叉部 ３ ｍｍ 处剪一小

口， 将线栓插入 ＩＣＡ 并轻推， 插入长度约为 １􀆰 ８ ～ ２􀆰 ０ ｃｍ
（从 ＣＣＡ 分叉处计算）， 线栓到达大脑中动脉 （ＭＣＡ） 起

始段， 用手术线结扎 ＣＣＡ 主干远端及 ＩＣＡ 根部， 松开 ＩＣＡ
的微动脉夹， 术后逐层缝合并消毒。
２􀆰 １􀆰 ２　 ＰＳＤ 模型建立 　 ＭＣＡＯ 大鼠模型建立后， 单笼孤

养， 术后恢复 ７ ｄ， 再给予 ２８ ｄ 的慢性不可预知温和性应

激 （ＣＵＭＳ）， 包括①禁食禁水； ②噪音； ③束缚； ④冰

浴； ⑤昼夜颠倒； ⑥倾笼； ⑦夹尾， 每种方法重复 ４ 次，
随机分布于 ４ 个应激周期中， 见表 １。

表 １　 ＣＵＭＳ 安排表

刺激时间 第 １ 天 第 ３ 天 第 ４ 天 第 ５ 天 第 ６ 天 第 ７ 天

第 １ 周 ① ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦

第 ２ 周 ② ① ⑥ ③ ⑦ ⑤

第 ３ 周 ④ ② ⑤ ⑦ ① ⑥

第 ４ 周 ⑤ ⑥ ⑦ ④ ② ③

２􀆰 ２　 分组及给药　 适应性饲养 ７ ｄ 后， 随机选取 １２ 只大

鼠建立 ＰＳＤ 模型， 造模后按随机数字法分为模型组和百事

乐加味方组， 每组 ６ 只； 另取 ６ 只大鼠作为对照组， 除栓

线不插入颈总动脉外， 其他操作同 ＭＣＡＯ 大鼠， 应激造模

期间灌胃蒸馏水。 造模的同时给药， 对照组和模型组灌胃

蒸馏水； 百事乐加味方组灌胃 ２３􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 百事乐加味方水煎

液， 灌胃体积均为 １０ ｍＬ ／ ｋｇ， 每天 １ 次， 连续 ２８ ｄ。
２􀆰 ３　 行为学实验

２􀆰 ３􀆰 １　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验　 在水迷宫中放入自来水 （２４±

１）℃， 连续 ４ ｄ 按照象限顺序将大鼠放入水池中， 计时

９０ ｓ， 记录大鼠找到并停留在平台的时间点； 若 ９０ ｓ 内未

能找到平台， 则引导至平台， 停留 １０ ｓ。 在第 ５ ｄ 进行空间

探索实验， 将平台撤离， 将大鼠面向池壁放入水中， 记录

大鼠 ３ ｍｉｎ 内在平台所在象限的活动时间和穿越平台次数。
２􀆰 ３􀆰 ２　 旷场实验　 在一个高 ４０ ｃｍ、 长宽均为 １００ ｃｍ 的无

盖黑色敞箱中进行。 把敞箱底部等分成 ２５ 个正方形， 从中

心放入大鼠， 适应 １ ｍｉｎ 后， 记录 ４ ｍｉｎ 内大鼠穿越底面的

格数 （水平活动） 和直立次数 （垂直活动）。 实验结束后

通过录像分析软件统计结果。
２􀆰 ３􀆰 ３　 强迫游泳实验　 将各组大鼠依次放入高 ５６ ｃｍ， 直

径 ２０ ｃｍ， 水深 ３５ ｃｍ 的透明玻璃圆桶， 适应 １ ｍｉｎ， 视频

录像记录 ３ ｍｉｎ 内各组大鼠在桶内的强迫游泳不动时间。
２􀆰 ４　 蛋白质组学

２􀆰 ４􀆰 １　 蛋白质提取　 模型组和百事乐加味方组各选取 ４ 只

大鼠， 麻醉后断头取出全脑， 置于低温冷冻台上， 分离海

马组织， 加入裂解缓冲液， 涡旋混匀， 研磨， 组织匀浆

４ ℃、 １６ ０００×ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。
２􀆰 ４􀆰 ２　 蛋白质酶解 　 样本加入 ５０ μＬ 赖氨酸缓冲液，
９５ ℃、 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 混匀 １０ ｍｉｎ， 冷却至室温后加入胰蛋白

酶消化缓冲液， ３７ ℃、 ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡孵育 ２ ｈ。 按照 ｉＳＴ
试剂盒说明书， 使用推荐的洗涤缓冲液进行样品净化和脱

盐。 肽用洗脱缓冲液 （２×１００ μＬ） 洗脱， ＳｐｅｅｄＶａｃ 冻干。
２􀆰 ４􀆰 ３　 ＤＩＡ 数据采集分析 　 各样品加入 ３０ μＬ ０􀆰 １％ 甲酸

水溶液制成悬浮液， 取 ９ μＬ 加入 １ μＬ １０×ｉＲＴ 肽段， 混合

后用 ｎａｎｏ⁃ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分离， 经在线电喷雾串联质谱分

析。 共上样 ３ μＬ （色谱柱 Ａｃｃｌａｉｍ ＰｅｐＭａｐ Ｃ１８， ７５ μｍ×２５
ｃｍ）， 以 １２０ ｍｉｎ 梯度分离， 柱流量 ２００ ｎＬ ／ ｍｉｎ， 电喷雾电

压 ２ ｋＶ。 通过 １％ Ｑ 值截止的肽用 ＭａｘＬＦＱ 方法计算主要基

团的量。 原始数据 （蛋白质名称、 肽序列、 片段离子、 峰

面积和 Ｑ 值） 导入到 Ｒ 统计软件 （Ｖｅｒｓｉｏｎ３􀆰 ２􀆰 ３） 进行进

一步数据分析及图表绘制。 Ｐ 值由 Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ＆Ｈｏｃｈｂｅｒｇ 方

法进行调整， 倍数变化 （ＦＣ） ≥１􀆰 ２ 和 Ｐ 值＜０􀆰 ０５ 被认为

是差异表达蛋白 （ＤＥＰｓ） 具有生物学效应的阈值。
２􀆰 ５　 生物信息学分析

２􀆰 ５􀆰 １　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析　 利用生物学信息注释数据库

ＤＡＶＩＤ 数据库 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄａｖｉｄ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ） 进行基因本

体 （ＧＯ）、 京都基因和基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 富集分

析， 预测百事乐加味方治疗卒中后抑郁的生物过程 （ＢＰ）、
分子功能 （ＭＦ）、 细胞组成 （ＣＣ） 及信号通路富集情况。
２􀆰 ５􀆰 ２　 Ｒｅａｃｔｏｍｅ 信号通路富集分析 　 在 Ｒｅａｃｔｏｍｅ Ｐａｔｈｗａｙ
数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｒｅａｃｔｏｍｅ． ｏｒｇ ／ ） 中导入潜在作用靶点信

息， 限定物种为 “Ｒａｔｔｕｓ”， 进行通路富集分析。
２􀆰 ５􀆰 ３　 蛋白⁃蛋白相互作用 （ＰＰＩ） 网络构建 　 在 ＳＴＲＩＮＧ
平台 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ） 导入潜在作用靶点， 限定

物种 “Ｒａｔｔｕｓ”， 选择最高置信度 ０􀆰 ９００， 隐藏游离节点，
获得潜在作用靶点蛋白的互作关系， 导出为 ｔｓｖ 格式文件，
并导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ８􀆰 ２ 软件， 构建 ＰＰＩ 网络图。
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２􀆰 ６　 分子生物学

２􀆰 ６􀆰 １ 　 ＥＬＩＳＡ 法检测海马组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水

平　 将海马组织和相应检测试剂盒从冰箱中取出， 在室温

下自然平衡 ３０ ｍｉｎ， 制成组织匀浆， 按照试剂盒说明书操

作， 检测各组大鼠海马组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平。
２􀆰 ６􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马组织 ＰＲＬ、 ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＪＡＫ２、
ＳＴＡＴ６、 ｐ⁃ＳＴＡＴ６ 蛋白表达　 取海马组织， 经组织裂解液裂

解后， １４ ０００～１６ ０００×ｇ 离心 １～２ ｍｉｎ， 取上清液， ＢＣＡ 法

测定总蛋白浓度。 依次对蛋白进行变性、 凝胶电泳、 湿法

转膜， 脱脂牛奶室温封闭 １ ｈ， 加入一抗 （１ ∶ １ ０００） ４ ℃
孵育过夜， 缓冲液洗涤， 加入二抗 （１ ∶ ５ ０００） 室温孵育

１ ｈ， 显影、 曝光， 采用凝胶成像系统拍照， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件对条带进行分析， 计算 ＰＲＬ、 ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ６、
ｐ⁃ＳＴＡＴ６ 蛋白与内参蛋白 β⁃ａｃｔｉｎ 灰度值的比值， 作为各目

的蛋白的相对表达量。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行处理， 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　 百事乐加味方对 ＰＳＤ 大鼠行为学的影响

３􀆰 １􀆰 １　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验　 与对照组比较， 模型组大鼠目

标象限停留时间和穿越平台次数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 百事乐加味方组大鼠目标象限停留时间和穿越平

台次数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ２、 图 １。
表 ２　 各组大鼠水迷宫实验比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 目标象限停留时间 ／ ｓ 穿越平台次数 ／ 次

对照组 ６９􀆰 ８±８􀆰 ７ ４􀆰 ３３±０􀆰 ８２

模型组 ４２􀆰 ９±４􀆰 ６∗∗ ０􀆰 ８３±０􀆰 ７５∗∗

百事乐加味方组 ５５􀆰 ４±３􀆰 ３２＃＃ ３􀆰 １７±１􀆰 ４７＃＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组大鼠 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验轨迹图

３􀆰 １􀆰 ２　 旷场实验　 与对照组比较， 模型组大鼠爬格次数和

直立次数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 百事乐加味方组

大鼠爬格次数和直立次数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ３、 图 ２。
表 ３　 各组大鼠旷场实验比较 （次， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 爬格次数 直立次数

对照组 ７５􀆰 ２±１３􀆰 ３ ２０􀆰 ２±１􀆰 ６
模型组 ３３􀆰 ７±８􀆰 ８∗∗ ７􀆰 ５±１􀆰 ０∗∗

百事乐加味方组 ６２􀆰 ５±１２􀆰 ７＃＃ １３􀆰 ３±３􀆰 １＃＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 １􀆰 ３　 强迫游泳实验　 与对照组比较， 模型组大鼠强迫游

泳不动时间延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 百事乐加味

图 ２　 各组大鼠旷场实验轨迹图

方组大鼠不动时间缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ４。
表 ４　 各组大鼠强迫游泳实验比较 （ｓ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 强迫游泳不动时间

对照组 ３１􀆰 ６３±８􀆰 ９０
模型组 ６２􀆰 ９２±１１􀆰 ２７∗∗

百事乐加味方组 ４４􀆰 ８３±９􀆰 ３７＃＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 海马组织蛋白谱变化　 模型组与百事乐加味方组共筛

选出 ７ ８６９ 个蛋白， 按照表达倍数变化上调＞１􀆰 ２ 倍或者下

调＜０􀆰 ８３ 倍且 Ｐ＜０􀆰 ０５ 的标准筛选出 ５５３ 种差异表达蛋白。
与模型组比较， 百事乐加味方组大鼠海马组织有 ２８０ 个蛋

白上调， ２７３ 个蛋白下调， 提示这些蛋白可能是百事乐加

味方防治 ＰＳＤ 的靶点， 见图 ３。

注： Ａ 为差异表达蛋白柱状图， Ｂ 为差异蛋白火山图， Ｃ 为部

分差异表达蛋白热图。

图 ３　 海马组织蛋白谱变化

３􀆰 ３　 海马组织差异蛋白的生物信息学分析

３􀆰 ３􀆰 １　 ＧＯ 分析　 对差异表达进行 ＧＯ 分析， 从 ＢＰ、 ＭＦ、
ＣＣ 三方面对相关基因及基因表达产物进行注释， 确定百事

乐加味方干预后 ＰＳＤ 大鼠海马组织的蛋白变化。 在 ＧＯ 分

类中的 ＢＰ、 ＭＦ 和 ＣＣ 中分别有 ２５、 １７ 和 ２ 个， 其中富集

前 ２０ 的 ＧＯ 注释为 ＡＰ⁃４ 适配器复合体、 核小体、 ＤＮＡ 包

装复合体、 β⁃连环蛋白 ＴＣＦ 复合体、 染色体、 中间纤维、
透明质酸结合、 整合素结合、 异型细胞⁃细胞粘附、 蛋白质

酰化、 轴突延伸的正调控、 蛋白质定位到突触后特化、 突

触后神经递质受体定位、 轴突生成的正调控、 硫胺素代谢

过程、 硫胺素二磷酸代谢过程、 含硫胺素的化合物代谢过
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程、 趋化因子 （Ｃ⁃Ｘ⁃Ｃ 基序） 配体 ２ 的产生、 细胞成熟的

正向调控、 趋化因子 （Ｃ⁃Ｘ⁃Ｃ 基序） 配体 ２ 产生的调控等

重要生物学过程， 见图 ４～５。

图 ４　 ＧＯ 分析二级分类柱状图

图 ５　 ＧＯ 分析富集环形图

３􀆰 ３􀆰 ２　 ＫＥＧＧ 分析　 通过 ＫＥＧＧ 分析对差异蛋白进行系统

分析， 对所有发现的蛋白质序列进行归类， 明确蛋白质之

间的相互关系及功能联系， 最后获得差异蛋白参与的信号

通路的相关信息。 差异表达蛋白在一级水平中明显富集于

神经退行性疾病、 免疫疾病以及与免疫系统相关， 并在二

级水平上有 １２ 条途径被明显富集 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 分别为自身

免疫性甲状腺疾病、 移植物排斥、 移植物抗宿主病、 真核

生物核糖体的生物发生、 硫胺代谢、 ＤＮＡ 复制、 细胞粘附

因子、 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路、 神经活性配体⁃受体相互作用、
粘蛋白型 Ｏ⁃聚糖生物合成、 坏死性凋亡、 收集导管酸分泌，
见图 ６。
３􀆰 ３􀆰 ３　 Ｒｅａｃｔｏｍｅ 分析　 Ｒｅａｃｔｏｍｅ 是一个生物分子通路知识

数据库， 其目标是为生物分子通路知识的可视化、 解释和

分析提供直观的生物信息学工具， 以支持基础研究、 基因

组分析、 系统生物学的便利开展。 Ｒｅａｃｔｏｍｅ 信号通路富集

共得到富集通路 １４５ 条 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 位于前列的分别为 Ｐｒｌｒ
与 ＳＴＡＴ５ 的结合、 Ｐｒｌｒ 的酪氨酸磷酸化、 Ｐｒｌｒ⁃Ｓｔａｔ５ 复合体

磷酸化、 ＪＡＫ２ 磷酸化等， 见图 ７， 表明 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ５ 信号

通路的激活可能在百事乐加味方治疗 ＰＳＤ 中发挥重要作用。
３􀆰 ３􀆰 ４　 ＰＰＩ 网络　 将差异蛋白导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库获得 ＰＰＩ
网络， 见图 ８。
３􀆰 ４　 百事乐加味方对 ＰＳＤ 大鼠海马组织炎性因子水平的影

响　 与对照组比较， 模型组大鼠海马组织 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 百事乐加味方

组海马组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见

表 ５。
表 ５　 各组大鼠海马组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平比较

（ｐｇ ／ ｍＬ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α
对照组 １３２􀆰 ７±４􀆰 ２ １０５􀆰 ２±４􀆰 ５ ２５４􀆰 ５±８􀆰 ４
模型组 １６４􀆰 ５±５􀆰 １∗∗ １４３􀆰 ４±３􀆰 ８∗∗ ２９０􀆰 ４±５􀆰 １∗∗

百事乐加味方组 １４１±９􀆰 １＃＃ １１８􀆰 ６±４􀆰 ５＃＃ ２６２􀆰 １±４􀆰 ４＃＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ５　 百事乐加味方对 ＰＳＤ 大鼠海马组织 ＰＲＬ、 ＪＡＫ２、 ｐ⁃
ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ６、 ｐ⁃ＳＴＡＴ６ 蛋白表达的影响 　 与对照组比较，
模型组大鼠海马组织 ＰＲＬ、 ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＪＡＫ２ 蛋白表达升高

（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ＳＴＡＴ６、 ｐ⁃ＳＴＡＴ６ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 百事乐加味方组大鼠海马组织 ＰＲＬ、 ＪＡＫ２、
ｐ⁃ＪＡＫ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＴＡＴ６、 ｐ⁃ＳＴＡＴ６ 蛋白表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ６、 图 ９。
４　 讨论

通过不同群组组学之间的对比， 获得多个特异性潜在

生物标志物信息， 反映整体功能变化。 蛋白质是细胞功能

的执行者， 其水平变化与疾病和证候的变化密切相关。 蛋
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图 ６　 ＫＥＧＧ 分析一级 （Ａ）、 二级 （Ｂ） 图

图 ７　 海马差异蛋白 Ｒｅａｃｔｏｍｅ 分析富集气泡图

白质组学有助于识别多种疾病的病理学潜在治疗生物标记

物。 海马是学习、 记忆和调节情绪的重要大脑区域， 容易

在慢性长期的应激下受损［４］ 。 在抑郁症的发生过程中， 海

马在可塑性和神经化学物质等方面发生改变［５］ 。 因此通过

蛋白质组学结合生物信息学分析筛选海马差异表达蛋白有

助于揭示百事乐加味方防治 ＰＳＤ 的靶标。
ＧＯ 分析显示， 神经突触相关功能的改善可能是百事乐

加味方治疗 ＰＳＤ 的重要机制。 神经元功能与环境刺激、 情

绪、 损伤等密切关联， 且神经功能的建立和实现是基于神

经元突触网络连接和信息传递［６］ 。 炎症是造成海马突触损

伤的重要因素， 是缺血性脑卒中及抑郁症病理过程的重要

环节［７⁃８］ 。 神经炎症可导致脑卒中患者神经元凋亡、 突触可

塑性受损和兴奋性降低等损伤， 诱发内环境紊乱， 从而诱

发抑郁［９⁃１０］ 。 Ｍａｏ 等［１１］ 研究发现， 促炎因子 ＩＬ⁃１β 通过

ＳＴＡＴ 途径诱导神经元凋亡。 ＩＬ⁃６ 可降低神经元突触可塑

性， 引起神经元功能异常， 诱发抑郁［１２⁃１３］ 。 同时， 炎症反
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图 ８　 差异蛋白 ＰＰＩ 网络图

表 ６　 各组大鼠海马组织 ＰＲＬ、 ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ６、 ｐ⁃ＳＴＡＴ６ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＰＲＬ ＪＡＫ２ ｐ⁃ＪＡＫ２ ＳＴＡＴ６ ｐ⁃ＳＴＡＴ６

对照组 ０􀆰 ３８±０􀆰 ０２ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０４ ０􀆰 ２４±０􀆰 ００４ ０􀆰 ９９±０􀆰 ２ ０􀆰 ８９±０􀆰 ０９
模型组 ０􀆰 ９４±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ９１±０􀆰 １５∗∗ ０􀆰 ８８±０􀆰 １∗∗ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ５±０􀆰 １４∗∗

百事乐加味方组 ０􀆰 ６５±０􀆰 ０１＃ ０􀆰 ５７±０􀆰 ０６＃＃ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０６＃＃ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０８ ０􀆰 ７９±０􀆰 ０９＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： Ａ 为对照组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为百事乐加味方组。

图 ９ 　 各组大鼠海马组织 ＰＲＬ、 ｐ⁃ＳＴＡＴ６、 ＳＴＡＴ６、 ｐ⁃
ＪＡＫ２、 ＪＡＫ２ 蛋白印迹图

应是抑郁症等精神疾病的核心反应， 可以激活外周免疫系

统， 促进炎性细胞因子释放， 炎性因子进入中枢神经系统，
从而影响与行为相关的脑功能［１４］ 。 Ｍｕ 等［１５］ 发现 ＰＳＤ 患者

血清 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平高于非 ＰＳＤ 患者， 且与抑郁程度呈

正相关。 在卒中的发生过程中， 在炎症、 代谢紊乱、 细胞

凋亡等关键条件下， 发生突触可塑性损伤［１６］ 。 因此， 百事

乐加味方可能通过减轻神经炎症缓解神经元突触可塑性损

伤进而发挥治疗作用。
ＫＥＧＧ 分析显示， ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ６ 是一条与神经炎症相关

的重要信号通路， 可能是 ＰＳＤ 发生发展的重要机制。 ＪＡＫ２
在全身组织均有表达， 与炎症反应密切关联， 在脑卒中发

生后， 大脑缺血缺氧介导炎症相关因子表达， 加剧核心梗

死区及缺血半暗带内神经元损伤， 并释放炎症细胞因子，
从而激活 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 通路［１７］ 。 Ｃｈｅｎ 等［１８］ 研究发现 ＪＡＫ２ 抑

制剂 ＡＧ４９０ 下调促炎细胞因子 （ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６） 的

表达， 对 ＭＣＡＯ 大鼠产生神经保护和减轻神经炎症的作用；
促红细胞生成素可以通过抑制 ＪＡＫ２ 表达， 减轻神经炎症，
重塑突触可塑性［１９］ 。 ＪＡＫ２ 蛋白上共有 ４ 个功能结构域， 其

中假激酶结构域主要参与 ＪＡＫ２ 与 ＳＴＡＴ６ 的结合相互作

用［２０］ 。 ＳＴＡＴ６ 在动物身上主要与产生抗炎性细胞因子有

关。 有研究表明， ＭＣＡＯ 大鼠大脑组织 ＳＴＡＴ６ 依赖性 Ｍ２
型小胶质细胞极化失活， 促进神经炎症， 加重卒中后神经

损伤［２１］ ； ＳＴＡＴ６ 蛋白表达升高， 可抑制 Ｍ１ 型小胶质细胞

极化， 减轻 ＭＣＡＯ 大鼠神经炎症损伤［２１⁃２２］ 。 因此， 百事乐

加味方可能通过 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ６ 通路调控神经炎症在 ＰＳＤ 的

临床实践中发挥治疗作用。
经 Ｒｅａｃｔｏｍｅ 分析和 ＰＰＩ 网络图验证得到， ＰＲＬ 与 ＪＡＫ ／

ＳＴＡＴ 通路调控作用密切相关。 在胰岛素抵抗模型体内，
ＰＲＬ ／ ＰＲＬＲ 信号通路可通过激活 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ５ 信号通路，
增加 ＴＧｓ 沉积来促进胰岛素抵抗［２３］ 。 在非妊娠和妊娠状态

下， 体内 ＰＲＬ 激素水平表达异常， ＰＲＬ 水平的改变影响了

育龄雌性小鼠的短期和长期突触可塑性， 但在性未成熟的

雌性小鼠和成年雄性小鼠则不然［２４］ 。 ＰＲＬ 与 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ６
通路有明确关联， 但 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ６ 通路在神经系统疾病中

研究较少。
因此， 本研究从海马蛋白质组学结合生物信息学分析

靶向 ＰＲＬ ／ ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ６ 通路探讨百事乐加味方对 ＰＳＤ 的治

疗作用， 为 ＰＳＤ 发生发展的病理机制提供了新思路。
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