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摘要： 目的　 探讨霍山石斛对慢性不可预测温和应激 （ＣＵＭＳ） 刺激小鼠抑郁样行为的作用。 方法　 采用 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
鉴定霍山石斛入海马体活性成分。 通过 Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库获取活性成分作用靶点， ＯＭＩＭ 或 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据

库获取疾病相关靶点， Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １ 平台获取药物与疾病的交集靶点， ＳＴＲＩＮＧ 数据库构建 ＰＰＩ 网络并筛选核心靶点，
ＤＡＶＩＤ ６􀆰 ８ 数据库对交集靶点进行 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析。 ６０ 只 ＩＣＲ 小鼠随机分空白组、 模型组、 氟西汀组

（１０ ｍｇ ／ ｋｇ） 及霍山石斛醇提取物 （ＤＨＥＥ） 高、 中、 低剂量组 （８、 ４、 ２ ｇ ／ ｋｇ， 按生药量计）， 每组 １０ 只， 除空白组

外， 其余组建立 ＣＵＭＳ 小鼠抑郁模型后， 给予相应剂量药物， 持续 １４ ｄ， 观察小鼠行为学变化， 甲苯胺蓝染色观察海

马体组织病理学变化， ＥＬＩＳＡ 法检测炎症因子 （ ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃１０） 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测

ＴＮＦＲ１、 ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达。 结果　 共鉴定出 ２２ 种入海马体活性成分及 ４１４ 个潜在治疗靶点， 核心靶点包

括 ＴＮＦ、 ＥＲＫ 等， ＫＥＧＧ 富集通路 １４９ 条， 涉及 ＭＡＰＫ 等通路。 动物实验显示， 与模型组比较， 氟西汀组及 ＤＨＥＥ
高、 中剂量组 ＣＵＭＳ 小鼠抑郁样行为改善， 糖水偏好率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 旷场运动总路程增加且中央区停留时间延长

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 开臂进入次数及时间占比均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 悬尾和强迫游泳总不动时间缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 海马体组织神经元密度增加， 细胞凋亡减少， 尼氏小体形态萎缩与变性明显恢复， 促炎因子 （ ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α） 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 抗炎因子 （ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃１０） 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＮＦＲ１ 蛋白表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 霍山石斛可通过多成分、 多靶点协同调控 ＴＮＦ ／
ＥＲＫ 信号通路、 抑制神经炎症， 从而有效缓解 ＣＵＭＳ 小鼠的抑郁样行为。
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　 　 抑郁症是一种以持续心境低落、 兴趣丧失为核

心特征的精神障碍性疾病， 已成为全球公共卫生领

域的重大挑战［１］。 目前， 临床抗抑郁药物以选择

性 ５⁃羟色胺再摄取抑制剂 （ＳＳＲＩｓ 等） 为主， 可缓

解患者抑郁症状， 但存在起效延迟 （通常 ２ ～ ４
周）、 复发率高 （约 ５０％ 患者复发）、 不良反应显

著 （如胃肠道反应、 性功能障碍等）、 治疗成本高

昂等问题［２］。 因此， 以天然药物作为多成分、 多

靶点、 低毒性的新型抗抑郁药物已成为当前趋势。
中医理论认为， 情志失调与 “心胆气虚” “肝

郁气滞” 等脏腑功能失衡密切相关， 主张通过调

和气血、 扶正祛邪实现整体调节［３］。 霍山石斛

Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｈｕｏｓｈａｎｅｎｓｅ Ｃ． Ｚ． Ｔａｎｇ ＆ Ｓ． Ｊ． Ｃｈｅｎｇ 是

兰科石斛属植物干燥茎， 其干燥茎可入药， 为

“中华九大仙草” 之一［４］。 《名医别录》 记载其可

“久服定志， 除惊” ［５］， 表明其具有调节情志障碍

的潜在价值。 现代药理学研究表明， 霍山石斛富含

多糖、 黄酮类、 生物碱及菲类成分， 具有抗炎、 抗

氧化、 保护神经、 调节免疫等多种生物活性［６］。
但目前关于霍山石斛在抑郁症中的具体作用机制尚
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未系统阐明， 故本研究采用慢性不可预测温和应激

（ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ， ＣＵＭＳ） 小鼠模

型探究霍山石斛的抗抑郁作用， 观察其对海马体组

织炎症微环境与神经元可塑性的调控作用［７］， 以

期为抑郁症患者提供更好的药物选择， 也为霍山石

斛 “定志除惊” 的传统药效学内涵奠定理论基础。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 药材　 样品购自霍山县天下泽雨生物科技发

展有限公司， 经皖西学院韩邦兴教授鉴定为兰科植

物霍山石斛 Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｈｕｏｓｈａｎｅｎｓｅ Ｃ． Ｚ． Ｔａｎｇ ＆ Ｓ．
Ｊ． Ｃｈｅｎｇ 的干燥茎。
１􀆰 ２　 试剂　 氟西汀 （批号 Ｃ１６４０８３０６）、 无水乙醇

（批号 ２０２３０９１３）、 氯化钠 （批号 ２０２３０８０１） 购自

上海麦克林生化科技股份有限公司； ＩＬ⁃１β （批号

２０２４０１）、 ＩＬ⁃６ （ 批 号 ２０２４０３ ）、 ＴＮＦ⁃α （ 批 号

２０２４０５ ）、 ＩＬ⁃４ （ 批 号 ２０２４０９ ）、 ＩＬ⁃１０ （ 批 号

２０２４０５） ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自上海酶联生物科技有限

公司； ＧＡＰＤＨ （批号 ＡＣ２４１０２０００１）、 ＴＮＦＲ１ （批
号 ＡＣ２４１１０６２８７） 抗体购自武汉赛维尔生物科技有

限公司； ＥＲＫ１ ／ ２ （批号 Ｔ０６２６１８６４）、 ｐ⁃ＥＲＫ １ ／ ２
（批号 Ｔ０４２９１５１２） 抗体购自沈阳万类生物科技有

限公司； 动物行为分析软件购自上海吉亮信息科技

有限公司。
１􀆰 ３　 动物 　 ＳＰＦ 级雄性 ＩＣＲ 小鼠， 体质量 １８ ～
２２ ｇ， ５～６ 周龄， 购自河南斯克贝斯生物科技股份

有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （豫

２０２０⁃０００５） ］。 实验前， 动物适应性饲养 １ 周， 室

温 （２４±２）℃， 相对湿度 （５５±１０）％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ
明暗循环。 本研究动物实验经皖西学院动物伦理委

员会审核批准后执行 （伦理号 ２０２４１２００３）。
１􀆰 ４　 霍山石斛提取物制备

１􀆰 ４􀆰 １　 霍山石斛醇提取物 （ＤＨＥＥ） 制备 　 取霍

山石斛干燥茎适量， 粉碎， 加入 ２０ 倍量 ７０％ 乙醇

回流提取 ３ 次， 每次 ２ ｈ， 过滤， 合并滤液， ６０ ℃
下减压浓缩， 即得。
１􀆰 ４􀆰 ２　 霍山石斛水提取物 （ＤＨＡＥ） 制备 　 取霍

山石斛干燥茎适量， 粉碎， 加入 ２０ 倍量蒸馏水回

流提取 ３ 次， 每次 ２ ｈ， 过滤， 合并滤液， ６０ ℃下

减压浓缩， 即得。
１􀆰 ５　 动物　 造模及给药　 首先进行预实验， 对比

ＤＨＥＥ 和 ＤＨＡＥ 对 ＣＵＭＳ 小鼠行为学的影响。 ４０
只 ＩＣＲ 小鼠随机分为空白组、 模型组、 ＤＨＥＥ 组

（４ ｇ ／ ｋｇ， 按生药量计） 和 ＤＨＡＥ 组 （４ ｇ ／ ｋｇ， 按

生药量计）， 每组 １０ 只。 小鼠适应性饲养 ７ ｄ 后，

开始建立 ＣＵＭＳ 模型。 将小鼠暴露于应激环境中，
应激种类包括禁水 １２ ｈ； 禁食 １２ ｈ； 昼 ／夜颠倒

２４ ｈ； 笼倾斜 ４５°， 持续 ２４ ｈ； 轻夹鼠尾 １ ｍｉｎ； 保

持笼中潮湿 １２ ｈ； 噪声干扰 １ ｈ； ４ ℃冷水游泳 ５
ｍｉｎ； 摇晃 ３０ ｍｉｎ 等， 在选择每种刺激时应保持随

机性， 同一刺激的间隔时间应大于 ５ ｄ［８］。 实验造

模开始后每周定时称量并记录小鼠体质量， 以分析

抑郁样行为对体质量增长的影响。 造模时间为２１ ｄ，
第 ０、 ７、 １４、 ２１ 天测试各组小鼠的蔗糖偏好， 以

确定 ＣＵＭＳ 模型构建成功。
造模成功后， 连续灌胃给予霍山石斛提取物，

期间给药组继续进行 ＣＵＭＳ 刺激， 持续 １４ ｄ。 末次

给药 ２ ｈ 后， 按照糖水偏好实验、 悬尾实验、 强迫

游泳实验的顺序进行行为学检测。
１􀆰 ６　 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析入海马体组织成分

１􀆰 ６􀆰 １　 供试品溶液制备　 行为学检测完成后， 对

小鼠实施安乐死， 去除大脑并剥除脑膜， 快速取出

海马体组织， 用 ＰＢＳ 冲洗， 匀浆， 加入胶原酶进

行消化， 离心， 去除上清， 加入 ２０％ 蔗糖溶液重

悬细胞， 弃去下层粉红色微血管， 加入 １７％ 蔗糖

溶液重悬细胞。 随后， 加入盐酸、 乙腈， 涡旋， 加

入甲醇⁃乙腈⁃水 （２ ∶ ２ ∶ １） 进行提取， 离心后收

集上清液， 即得。
１􀆰 ６􀆰 ２ 　 色谱条件 　 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ
Ａｍｉｄｅ 色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ×１００ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）； 流动

相水 （含 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵和氨水） （Ａ） ⁃乙腈

（Ｂ）， 梯度洗脱 （０～０􀆰 ５ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ； ０􀆰 ５～７ ｍｉｎ，
９５％ ～ ６５％ Ｂ； ７ ～ ８ ｍｉｎ， ６５％ ～ ４０％ Ｂ； ８ ～ ９ ｍｉｎ，
４０％ Ｂ； ９ ～ ９􀆰 １ ｍｉｎ， ４０％ ～ ９５％ Ｂ； ９􀆰 １ ～ １２ ｍｉｎ，
９５％ Ｂ）； 体积流量 ０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 进样

量 ２ μＬ。
１􀆰 ６􀆰 ３　 质谱条件　 电喷雾离子源 （ＥＳＩ）； 正、 负

离子扫描； 喷雾电压 ３􀆰 ８、 －３􀆰 ４ ｋＶ； 离子传输管

温度 ３２０ ℃； 鞘气压力 ５０ ａｒｂ； 辅助气压力 １５ ａｒｂ；
一级全扫描分辨率 ６０ ０００； 二级质谱分辨率

１５ ０００。
１􀆰 ７　 网络药理学分析

１􀆰 ７􀆰 １　 霍山石斛有效成分作用靶点预测 　 选择

“１􀆰 ６” 项下鉴定出的入海马体组织成分作为活性

成分， 利用 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库预测霍山

石斛活性成分的潜在作用靶点。
１􀆰 ７􀆰 ２　 抑郁症相关靶点预测　 以 “ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ” 为

关键词， 在 ＯＭＩＭ 及 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库中检索并筛

选疾病相关靶点， 然后通过 Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １ 平台获取药

９５３１

２０２６ 年 ４ 月

第 ４８ 卷　 第 ４ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ａｐｒｉｌ ２０２６

Ｖｏｌ． ４８　 Ｎｏ． ４



物作用靶点与疾病靶点的交集靶点， 并进行可视化

处理。
１􀆰 ７􀆰 ３　 ＰＰＩ 网络构建　 将 “１􀆰 ７􀆰 ２” 项下获取的交

集靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库中， 仅保留综合置信度

分数＞０􀆰 ７ （高置信度） 的相互作用关系用于网络

构建， 并利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 ２ 软件对 ＰＰＩ 网络进

行可视化处理。
１􀆰 ７􀆰 ４　 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析 　 将交集

靶点导入 ＤＡＶＩＤ ６􀆰 ８ 数据库中， 进行 ＧＯ 功能和

ＫＥＧＧ 通路富集分析［９］。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为筛选标准，
得到药物干预疾病的生物过程 （ＢＰ）、 细胞组成

（ＣＣ）、 分子功能 （ＭＦ） 以及相关信号通路。
１􀆰 ８　 霍山石斛对 ＣＵＭＳ 小鼠抑郁样行为的改善

作用

１􀆰 ８􀆰 １　 动物分组、 造模及给药　 ６０ 只 ＩＣＲ 小鼠随

机分为空白组、 模型组、 氟西汀组 （ １０ ｍｇ ／ ｋｇ）
及 ＤＨＥＥ 高、 中、 低剂量组 （８、 ４、 ２ ｇ ／ ｋｇ， 按生

药量计）， 每组 １０ 只。 按 “１􀆰 ５” 项下方法处理。
１􀆰 ８􀆰 ２　 行为学测试

１􀆰 ８􀆰 ２􀆰 １　 糖水偏好实验 　 实验前， 对小鼠进行

１ 次１％ 糖水偏好训练。 每笼放置分别装有纯水和

１％ 蔗糖水溶液的瓶子， １２ ｈ 后称定质量。 计算基

础糖水偏好率， 公式为糖水偏好率＝ （糖水消耗量 ／
总饮水量） ×１００％ ， 每周固定时间复测 １ 次［１０］。
１􀆰 ８􀆰 ２􀆰 ２　 旷场实验　 将小鼠置于旷场中心， 使用

红外跟踪系统 （Ｄｉｇｂｅｈｖ ４􀆰 ５） 记录其活动， 适应 ２
ｍｉｎ 后， 测定 ４ ｍｉｎ 内的运动总路程和中央区停留

时间［１１］。
１􀆰 ８􀆰 ２􀆰 ３　 高架十字迷宫实验 　 根据小鼠对开臂

（新奇） 和闭臂 （安全） 的矛盾选择评估焦虑行

为。 将小鼠置于迷宫中心自由探索 ２ ｍｉｎ 后， 用红

外跟踪系统 （Ｄｉｇｂｅｈｖ ４􀆰 ５） 记录 ４ ｍｉｎ 内开臂停留

时间及开臂进入次数［１２］。
１􀆰 ８􀆰 ２􀆰 ４　 悬尾实验 　 用胶带固定小鼠尾部 １ ｃｍ
处， 悬挂于离地 ２ ｃｍ 处。 在小鼠适应 ２ ｍｉｎ 后，
记录 ４ ｍｉｎ 内的总不动时间 （无挣扎即判定为

不动） ［１３］。
１􀆰 ８􀆰 ２􀆰 ５　 强迫游泳试验　 将小鼠置于透明游泳缸

（水温 ２３～２５ ℃， 水深 ３０ ｃｍ）， 适应 ２ ｍｉｎ 后， 记

录 ４ ｍｉｎ 内的总不动时间 （仅维持平衡的微小肢体

运动即判定为不动） ［１４］。
１􀆰 ８􀆰 ３　 小鼠海马体组织收集　 行为学测定完成后，
对小鼠实施安乐死， 迅速取出小鼠全脑， 在冰上分

离取得大脑海马组织， －８０ ℃保存备用。

１􀆰 ８􀆰 ４　 甲苯胺蓝染色观察海马体组织病理学形

态　 取小鼠海马体组织， 用多聚甲醛固定， 脱水包

埋， 切片。 将组织切片脱蜡、 水化， 并用甲苯胺蓝

染色， 置于光学显微镜下观察并拍照［１５］。
１􀆰 ８􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测海马体组织炎症因子水平　 取

海马体组织适量， 参照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书操作，
检测 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃１０ 水平。
１􀆰 ８􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马体组织 ＴＮＦＲ１、 ｐ⁃
ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达　 取海马体组织适量， 经蛋白裂

解后， ＢＣＡ 法测定总蛋白含量。 取适量蛋白进行

十二烷基硫酸钠⁃聚丙烯酰胺凝胶 （ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）
电泳分离， 并转至 ＰＶＤＦ 膜， 加一抗 ＧＡＰＤＨ、
ＴＮＦＲ１、 ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２， ４ ℃ 孵 育 过 夜，
ＴＢＳＴ 洗膜后， 加二抗室温孵育 １ ｈ， 使用超灵敏

ＥＣＬ 显影后， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析蛋白条带灰

度值［１６］。
１􀆰 ８􀆰 ７　 统计学分析　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０２ 软

件进行处理， 多组间比较采用单因素方差分析， 组

间比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有

统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 ＤＨＥＥ 和 ＤＨＡＥ 对 ＣＵＭＳ 小鼠行为学的影

响　 造模 ３ 周后， 与空白组比较， 模型组小鼠体质

量降低， 糖水偏好率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示 ＣＵＭＳ
小鼠造模成功。 与模型组比较， ＤＨＥＥ 组和 ＤＨＡＥ
组小鼠体质量增加 （图 １Ａ）， 糖水偏好率升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１） （图 １Ｂ）， 悬尾和强迫游泳实

验的总不动时间均缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１） （图
１Ｃ～１Ｄ）。 以上结果说明霍山石斛对 ＣＵＭＳ 小鼠抑

郁样行为具有显著的改善作用， 且以 ＤＨＥＥ 的效

果更明显。
２􀆰 ２　 ＤＨＥＥ 入海马体组织的活性成分鉴定 　 对

“２􀆰 １” 项下 ＤＨＥＥ 组小鼠海马体进行 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
检测， 总离子流图见图 ２， 共得到 ２２ 种入海马体

的成分， 信息见表 １。
２􀆰 ３　 霍山石斛活性成分治疗抑郁症的靶点预测　 共

获得 ４８０ 个霍山石斛活性成分靶点， “药物⁃化合物⁃
靶点” 网络见图 ３Ａ。 从 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库中获取

１６ ３１０ 个抑郁症相关靶点， 将霍山石斛入海马体活

性成分靶点与抑郁症疾病靶点取交集后， 共得到

４１４ 个靶点， 韦恩图见图 ３Ｂ。 利用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库

获得交集靶点的相互关系， 构建出包含 １５０ 个靶点

的 ＰＰＩ 网络 （图 ３Ｃ）。 该网络由 １５５ 个节点和 ８０９
条边组成， 其中排名前 １０ 位的核心靶点依次为
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注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 ＤＨＥＥ 和 ＤＨＡＥ 对 ＣＵＭＳ 小鼠行为学的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

图 ２　 霍山石斛 ＬＣ⁃ＭＳ 总离子流图

ＴＰ５３、 ＥＧＦＲ、 ＭＡＰＫ３、 ＳＲＣ、 ＴＮＦ、 ＨＳＰ９０ＡＡ１、
ＰＲＫＡＣＡ、 ＭＡＰＫ１４、 ＪＡＫ２、 ＰＩＫ３ＣＢ。 经

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件分析， 网络节点的连接度 （Ｄｅｇｒｅｅ）
中位数为 １１， 其中 ７５ 个靶点 （占总数的 ５０％ ） 的

Ｄｅｇｒｅｅ 值高于该中位数， 提示这些靶点在网络中可

能扮演重要角色。
２􀆰 ４　 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 ＧＯ 功能分

析显示， 霍山石斛防治抑郁的 ＢＰ 主要包括离子型

谷氨酸受体信号通路、 ＭＡＰＫ 级联的正向调控、 化

学性突触传递等； ＣＣ 主要包括 ＧＡＢＡ⁃Ａ 受体复合

物、 神经元突起、 树突等； ＭＦ 主要包括苯二氮艹
卓

受体活性、 细胞外配体门控单原子离子通道活性、
神经递质受体活性等。 按 Ｐ 值排序， 每个种类选

择前 １０ 个条目进行可视化分析 （图 ４Ａ）。 ＫＥＧＧ
通路富集分析共筛选得到 １４９ 条信号通路 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 发现排名前 ２０ 位的多为与 ＭＡＰＫ 信号通

路相关的炎症通路 （图 ４Ｂ）。
２􀆰 ５　 霍山石斛对 ＣＵＭＳ 小鼠抑郁样行为学的影

响　 由图 ５ 可知， 与模型组比较， 氟西汀组及

ＤＨＥＥ 高、 中剂量组 ＣＵＭＳ 小鼠体质量增长改善，
糖水偏好率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 旷场运动总路程增加

且中央区停留时间延长 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 开

臂进入次数和开臂进入时间占比均升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 悬尾和强迫游泳的总不动时间缩短 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 以上结果说明霍山石斛对 ＣＵＭＳ
诱导的抑郁样行为具有显著改善作用。
２􀆰 ６　 霍山石斛对 ＣＵＭＳ 小鼠海马体组织病理形态

的影响　 根据海马体的功能解剖， 齿状回 （ＤＧ）
主要负责神经发生与模式分离， 海马角 ３ 区

（ＣＡ３） 参与模式完成与记忆联想； 两者在抑郁症

中常出现神经元萎缩及突触可塑性受损， 共同导致

海马体积缩小。 由图 ６ 可知， 空白组小鼠的海马体

神经元中的尼氏小体排列整齐， 细胞形态完整， 胞

浆充盈， 未见明显的病理改变。 模型组小鼠海马体

神经元中尼氏小体排列紊乱， 形态不规则， 部分出

现萎缩或变性， 间隙增大， 提示神经元损伤和凋

亡。 氟西汀组和 ＤＨＥＥ 高、 中、 低剂量组小鼠海

马体组织病理形态明显改善， 表现为海马体神经元

密度恢复， 细胞凋亡减少， 尼氏小体形态萎缩与变

性有明显恢复。 表明霍山石斛通过保护海马体神经

元， 减轻慢性应激所致的神经损伤， 从而改善抑郁

样行为。
２􀆰 ７　 霍山石斛对 ＣＵＭＳ 小鼠海马体组织炎症因子

水平的影响　 由图 ７ 可知， 与空白组比较， 模型组

小鼠海马体组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃１０ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 氟西汀组和 ＤＨＥＥ 高、 中剂量组小

鼠海马体组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃１０ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）。 表明霍山石斛对 ＣＵＭＳ 引起的海马体神

经炎症反应具有一定的抑制作用。
２􀆰 ８　 霍山石斛对 ＣＵＭＳ 小鼠海马体组织 ＴＮＦＲ１、
ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达的影响　 ＴＮＦ ／ ＥＲＫ 信号通路作
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表 １　 霍山石斛入海马体的活性成分

编号 化合物名称 化学式 ＭＳ ／ ＭＳ 加合方式

ＤＨＥＥ１ ｈｅｘａｍｅｔｈｙｌｑｕｅｒｃｅｔａｇｅｔｉｎ Ｃ２１Ｈ２２Ｏ８ ３０９􀆰 ０７６ ０、３２４􀆰 ０９９ ８、３５７􀆰 １３５ ８、３８６􀆰 ０９７ ８、
４０１􀆰 １２０ ５

［Ｍ⁃Ｈ］ －

ＤＨＥＥ２ （２Ｓ） ⁃６⁃［（ ２Ｓ）⁃５，７⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃２⁃（ ４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）⁃４⁃ｏｘｏ⁃２，
３⁃ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｒｏｍｅｎ⁃８⁃ｙｌ］⁃５， ７⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃２⁃（ ４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ ）⁃
２，３⁃ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｒｏｍｅｎ⁃４⁃ｏｎｅ

Ｃ３０Ｈ２２Ｏ１０ ６０􀆰 ３４９ １、２４５􀆰 ０５０ ６、３６３􀆰 ０６８ ８、３８１􀆰 ０７９ ０、
５４３􀆰 １３１ ５

［Ｍ＋Ｈ］ ＋

ＤＨＥＥ３ ｓｃｈａｆｔｏｓｉｄｅ Ｃ２６Ｈ２８Ｏ１４ ３９３􀆰 ０９６ １、４３５􀆰 １０６ １、４６９􀆰 １１２ ３、５００􀆰 １２８ ９、
５３０􀆰 １４０ ０、５６５􀆰 １５２ ７

［Ｍ＋Ｈ］ ＋

ＤＨＥＥ４ ｍｅｔｈｙｌ ４，６⁃ｄｉ⁃Ｏ⁃ｇａｌｌｏｙｌ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ Ｃ２１Ｈ２２Ｏ１４ ２５８􀆰 ０５０ ５、２７７􀆰 ０３９ ９、３０２􀆰 ０４２ ９、３６６􀆰 ０９３ ４、
４９９􀆰 １１４ ７

［Ｍ＋Ｈ］ ＋

ＤＨＥＥ５ ２′⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃２，４′，６′⁃ｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙｃｈａｌｃｏｎｅ Ｃ１８Ｈ１８Ｏ５ １０２􀆰 ０２７ ７、１２０􀆰 ０３８ ３、１４３􀆰 ０３４ ５、１６１􀆰 ０４５ ２、
１８０􀆰 ０５９ ５、３１３􀆰 １１３ ３

［Ｍ⁃Ｈ］ －

ＤＨＥＥ６ ｖｉｏｌａｎｔｈｉｎ Ｃ２７Ｈ３０Ｏ１４ ３５４􀆰 ０７１ ４、３８４􀆰 ０７９ ２、４１６􀆰 ２３６ １、４７３􀆰 １０５ ９、
５０３􀆰 １１７ ２、５５９􀆰 １４３ １、５７７􀆰 １５５ ２

［Ｍ⁃Ｈ］ －
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（ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ）ｏｘａｎ⁃２⁃ｙｌ］ｏｘｙｐｈｅｎｙｌ］ｐｒｏｐ⁃２⁃ｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ
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为炎症与抑郁症交互作用的核心分子枢纽， 通过多

维度机制参与疾病进程。 由图 ８ 可知， 与空白组比

较， 模型组小鼠 ＴＮＦＲ １ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 各给药组 ＴＮＦＲ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５），
氟西汀组及 ＤＨＥＥ 中、 高剂量组 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 这些结果表明， 霍

山石斛可能通过抑制 ＭＡＰＫ 信号通路中的 ＴＮＦＲ１
蛋白和 ＥＲＫ 蛋白磷酸化来减轻炎症反应， 发挥改

善抑郁的作用。
３　 讨论

抑郁症是一种全球范围内高发的精神障碍疾

病， 现有药物存在疗效滞后、 不良反应明显等局限

性［１７］。 本研究通过网络药理学分析构建了 “霍山
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注： Ａ 为 “药物⁃化合物⁃靶点” 网络图， Ｂ 为霍山石斛和抑郁症交集靶点 Ｖｅｎｎｙ 图， Ｃ 为霍山石斛

和抑郁症交集靶点 ＰＰＩ 网络图。

图 ３　 霍山石斛活性成分治疗抑郁症的靶点预测及 ＰＰＩ网络

图 ４　 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析

石斛⁃成分⁃靶点” 互作网络， 并结合动物实验探究

霍山石斛的抗抑郁机制， 其中 ＴＮＦ 和 ＭＡＰＫ 信号

通路是其发挥作用的关键靶点。 现有研究表明，
ＴＮＦ⁃α 作为神经炎症中的关键介质， 不仅能够通过

ＴＮＦＲ１ ／ ＴＮＦＲ２ 信号通路激活下游 ＪＮＫ、 ＮＦ⁃κＢ 等

信号， 还可能通过间接调节 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 信号通路

活性影响神经细胞可塑性［１８］。 霍山石斛能降低促

炎因子 （ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α） 水平， 提高抗炎因

子 （ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃１０） 水平， 提示其可能通过重塑炎

症微环境， 缓解对 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 信号通路的抑制。
这一结果与网络药理学中的 “炎症反应” “ＴＮＦ 信

号通路” 等富集结果相符， 体现了中药通过多靶

点协同调节炎症稳态的特点。
ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 信号通路是调控突触可塑性与神

经元存活的关键信号轴， 其磷酸化水平降低会削弱

ＣＲＥＢ１、 ＢＤＮＦ 等下游蛋白功能， 损害神经可塑

性［１９］。 在本研究中， 霍山石斛恢复了小鼠海马体

中 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 的表达， 提示其可能通过激活该通路

促进神经营养信号转导， 进而改善突触结构与功

能。 行为学测试中， 小鼠糖水偏好率升高与自主活

动改善与上述分子层面神经可塑性恢复密切相关，
进一步凸显 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 信号在抑郁症病理过程中
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注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 霍山石斛对 ＣＵＭＳ 小鼠抑郁样行为学的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
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图 ６　 霍山石斛对 ＣＵＭＳ 小鼠海马体组织病理形态的影响 （甲苯胺蓝染色）

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 霍山石斛对 ＣＵＭＳ 小鼠海马体组织炎症因子水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 霍山石斛对 ＣＵＭＳ 小鼠海马体组织 ＴＮＦＲ １、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

的关键地位。
此外， ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析发现，

霍山石斛的潜在靶点还涉及 ５⁃ＨＴ、 ＤＡ、 ＧＡＢＡ 等

神经递质系统。 神经炎症可通过影响关键合成酶或
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转运体功能， 破坏神经递质稳态［２０］， 而 ＭＡＰＫ 信

号通路也参与调控多种神经递质受体的表达与功

能。 因此， 推测霍山石斛可能通过抑制神经炎症、
恢复 ＭＡＰＫ 信号通路， 进而调节神经递质系统功

能， 形成从炎症调控到信号转导、 再到神经递质平

衡的多层次抗抑郁机制。
进一步分析表明， 霍山石斛对 “神经炎症⁃

ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ” 这一网络的调控， 可能与其所含多

种活性成分的协同效应有关。 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析得到

的活性成分可能分别作用于炎症通路、 神经营养信

号或递质稳态的不同环节， 共同构成其整体抗抑郁

效应的物质基础。 未来研究可进一步聚焦于关键成

分的分离与功能验证， 明确其在上述网络中的具体

靶点与功能， 从而为霍山石斛治疗抑郁的应用提供

依据。
综上所述， 本研究基于 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 与网络药理

学， 构建 “入海马体成分—作用靶点—信号通

路—行为表型” 的研究框架， 阐释了霍山石斛抗

抑郁的科学内涵。 实验证实， 霍山石斛通过多组

分、 多靶点协同作用调控 ＭＡＰＫ 信号通路， 减轻

神经炎症， 改善突触可塑性， 从而缓解 ＣＵＭＳ 小鼠

抑郁样行为。 这一发现不仅为霍山石斛 “定志除

惊” 的传统功效提供了现代科学解释， 也为开发

新型抗抑郁中药提供了理论依据和研究思路。
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