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【摘要】 目的　研究四逆散对缺血性卒中后抑郁（PSD）小鼠抑郁样行为的作用及可能的机制。方法　通过大脑中动脉栓塞

（MCAO）联合慢性不可预知温和应激（CUMS）构建 PSD小鼠模型。完成建模后，将 75只符合标准的雄性C57BL/6J小鼠随机

分配至PSD相关组：PSD组、PSD+四逆散低剂量组、PSD+四逆散中剂量组、PSD+四逆散高剂量组、PSD+氟西汀组，每组 15只。

另选取30只仅接受麻醉及血管分离操作（未行MCAO和CUMS）的雄性C57BL/6J小鼠，随机分为假手术组和假手术+四逆散高

剂量组，每组 15只。给药组小鼠分别灌胃氟西汀或四逆散（4.9 g/kg、9.8 g/kg和 19.6 g/kg），假手术组和假手术+四逆散高剂量

组分别灌胃 0.9%氯化钠溶液和四逆散（19.6 g/kg），连续 28 d。评估小鼠抑郁样行为，用酶联免疫吸附分析（ELISA）法检测大

脑内侧前额叶皮质（mPFC）中 5-羟色胺（5-HT）、去甲肾上腺素（NE）、活性氧（ROS）、丙二醛（MDA）和超氧化物歧化酶（SOD）水

平，基于酶偶联比色法测定腺嘌呤核苷三磷酸（ATP）活性，通过分光光度法确定烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADP＋）与还原

型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）比值，观察线粒体超微结构，Western blot法检测沉默信息调控因子3（SIRT3）、超氧化

物歧化酶 2（SOD2）和凋亡相关蛋白表达。结果　PSD组小鼠体质量降低，蔗糖偏好率降低，悬尾不动时间延长，显示抑郁样

行为。四逆散干预后，小鼠体质量增加，蔗糖偏好率升高，悬尾不动时间缩短，抑郁样行为改善。PSD 小鼠 mPFC 中 ROS和

MDA水平增加，SOD活力、ATP和NADP＋/NADPH比值降低，四逆散能逆转这些变化。PSD小鼠mPFC中 SIRT3和 SOD2蛋白

表达减少，Bcl-2相关X蛋白/ B淋巴细胞瘤-2（Bax/Bcl-2）比值和剪切型胱天蛋白酶-3（cleaved Caspase-3）蛋白水平增加，四逆

散能逆转这些蛋白变化，表明四逆散可能通过调节线粒体功能和抗氧化途径改善PSD小鼠的抑郁样行为。结论　四逆散具

有明显改善PSD小鼠抑郁样行为的作用，其机制与调控SIRT3/SOD2信号通路抑制线粒体氧化应激，进而抑制细胞凋亡有关。
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its influence on SIRT3/SOD2 signaling pathway
DU Danyang1， HOU Fangqin2， LI Haibo3

1.First Clinical College， Liaoning University of Traditional Chinese Medicine， Shenyang， Liaoning 110847， China； 
2. School of Pharmacy， Zunyi Medical University， Zunyi， Guizhou 563000， China； 3. School of Chinese Medicine， 
Liaoning University of Traditional Chinese Medicine， Shenyang， Liaoning 110847， China

Abstract： Objective　To investigate the effect of Sini San （SNS） on depressive-like behaviors and its potential mechanism of action in mice with 
post-stroke depression （PSD） following ischemic stroke. Methods　 A PSD mouse model was established by combining middle cerebral artery 
occlusion （MCAO） with chronic unpredictable mild stress （CUMS）. After successful modeling， 75 eligible male C57BL/6J mice were randomly 
assigned to PSD-related groups： PSD group， PSD+SNS low-dose group （4.9 g/kg）， PSD+SNS medium-dose group （9.8 g/kg）， PSD+SNS high-dose 
group （19.6 g/kg）， and PSD+Fluoxetine group （n=15 per group）. An additional 30 male C57BL/6J mice undergoing anesthesia and vascular 

dissection only （without MCAO or CUMS） were randomly divided into 
a sham surgery group and a sham surgery+SNS high-dose （19.6 g/kg） 
group （n=15 per group）. Treatment groups received daily gavage of 
fluoxetine or SNS （4.9， 9.8， or 19.6 g/kg） for 28 consecutive days. 
The sham surgery group and sham surgery+SNS high-dose group 
received 0.9% saline and SNS （19.6 g/kg） via gavage， respectively， 
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for 28 days. Depressive-like behaviors were assessed. Levels of serotonin （5-HT）， norepinephrine （NE）， reactive oxygen species （ROS）， 
malondialdehyde （MDA）， and superoxide dismutase （SOD） in the medial prefrontal cortex （mPFC） were measured using enzyme-linked 
immunosorbent assay （ELISA）. Adenosine triphosphate （ATP） activity was determined using an enzyme-coupled colorimetric assay. The ratio of 
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate （NADP+ ） to reduced NADP+ （NADPH） was measured spectrophotometrically. Mitochondrial 
ultrastructure was observed. Protein expression of sirtuin 3 （SIRT3）， superoxide dismutase 2 （SOD2）， and apoptosis-related proteins （Bax， Bcl-2， 
cleaved Caspase-3） was detected by Western blot analysis. Results　 Mice in the PSD group exhibited decreased body weight， reduced sucrose 
preference rate， and prolonged immobility time in the tail suspension test， indicating depressive-like behaviors. SNS intervention increased body weight， 
elevated sucrose preference rate， shortened tail suspension immobility time， and ameliorated these depressive-like behaviors. PSD mice showed 
increased ROS and MDA levels， and decreased SOD activity， ATP levels， and NADP+/NADPH ratio in the mPFC； SNS reversed these changes. Reduced 
protein expression of SIRT3 and SOD2， increased Bax/Bcl-2 ratio and cleaved Caspase-3 levels were observed in the mPFC of PSD mice； SNS reversed 
these protein alterations. This suggests SNS may improve depressive-like behaviors in PSD mice by regulating mitochondrial function and antioxidant 
pathways. Conclusions　SNS exerts significant antidepressant effects on depressive-like behaviors in PSD mice. Its mechanism is associated with the 
modulation of the SIRT3/SOD2 signaling pathway， suppressing mitochondrial oxidative stress and thereby inhibiting neuronal apoptosis.
Keywords： stroke； depression； Sini San； mitochondria； oxidative stress； apoptosis； mice model； Chinese materia medica research

卒中后抑郁（post-stroke depression，PSD）是缺血性

脑卒中最常见的并发症之一，其特征包括快感缺失、情

绪低落、兴趣缺乏、内疚及无价值感等［1］。PSD严重影响

患者生活质量和神经功能的恢复，增加脑卒中患者的致

残率、病死率和自杀率，给社会和家庭造成沉重精神和

经济负担［2］。PSD目前仍以选择性5-羟色胺（5-HT）再摄

取抑制剂（SSRI）的药物治疗为主，主要包括氟西汀、舍

曲林、西酞普兰等［3］。然而，临床实践证明 SSRI只能在

一定程度上改善PSD的抑郁症状，同时，因其可导致脑

出血、勃起功能障碍、停药反应、自杀意念和行为风险增

加等较严重的不良反应，限制了其在临床应用［4-5］。因

此，寻找疗效更好和安全性更高的药物，对于PSD的治

疗有着重要的社会意义及广阔的临床应用前景。

近年来研究表明，线粒体氧化应激与细胞凋亡在

PSD的病理进程中发挥关键作用。线粒体作为活性氧

（ROS）的主要来源，其功能失调可导致ROS过度积累，

引发脂质过氧化、蛋白质损伤及DNA断裂，进而破坏线

粒体膜结构及抑制腺嘌呤核苷三磷酸（ATP）生成，最终

通过激活线粒体凋亡途径导致神经元丢失。大脑内侧

前额叶皮质（mPFC）作为情绪调节的核心脑区，其线粒

体超微结构损伤与氧化应激水平升高已被证实与抑郁

样行为密切相关。因此，靶向调控线粒体氧化应激及

凋亡通路可能为PSD治疗提供新方向［6］。

四逆散首载于汉代张仲景所著的《伤寒论》，由柴

胡、白芍、枳实、炙甘草四味药物组成。四逆散具有保

肝［7］、抗肿瘤［8］、降血糖［9］等多重药理作用。研究［10］报

道，四逆散具有疏肝解郁、和解表里之功效，为具有调

节情志作用的经典名方，同时也是中医临床治疗抑郁

的基础方。值得注意的是，四逆散能够通过抑制线粒

体功能障碍、氧化应激和细胞凋亡发挥抗抑郁作

用［11-13］。但是，四逆散能否通过抑制氧化应激和细胞凋

亡改善 PSD 的抑郁症状尚不清楚。因此，本研究采用

大脑中动脉栓塞（MCAO）联合慢性不可预知温和应激

（CUMS）构建PSD小鼠模型，探讨四逆散治疗PSD的作

用及其可能的机制。

1　材料与方法

1.1　材料　

1.1.1　动物　雄性 C57BL/6J 小鼠 105 只（体质量 18～
22 g，周龄 8～10周），购自湖南斯莱克景达实验动物有

限公司。动物生产合格证号：SCXK（湘）2019-0004。动

物使用许可证号：SYXK（黔）2021-0003。所有小鼠均饲

养于遵义医科大学 SPF 级动物实验室，昼夜循环为

12 h/12 h，环境温度为（25±1）℃，湿度为（55±10）%，所

有小鼠均可自由获取食物和水。所有动物实验均符合

《实验动物福利伦理审查指南（GB/T 35892—2018）》并

经遵义医科大学伦理委员会批准（伦理批准号：

ZMU21-2409-020）。

1.1.2　药物与试剂　柴胡、白芍、枳实、炙甘草购自辽

宁中医药大学附属医院，由辽宁中医药大学吕佳教授

鉴定为正品。四逆散制备过程如下：以上 4种药材按

1∶1∶1∶1的质量比例配制。将 4种药材粉碎为粗粉，置

于其 10倍质量的蒸馏水中浸泡 1 h，采用武火迅速煮

沸，再转文火慢炖 40 min后，停止加热并待药液自然冷

却至室温，采用 8层纱布过滤并收集滤液。加入药材质

量 8倍的水，重复上述蒸煮步骤，再次用 8层纱布过滤

获取滤液。将 2次所得滤液合并，利用旋转蒸发器浓缩

至浓度为 1.96 g/mL 储备液，并于 4 ℃条件下保存。结

合以往文献报道［10］，四逆散低剂量的确定根据其临床

常用剂量，按照人与小鼠给药剂量的换算系数换算为

低剂量为 4.9 g/kg，以 2倍剂量 9.8 g/kg 为中剂量和 4倍

剂量 19.6 g/kg为高剂量。

氟西汀（批号：SF8500）、放射免疫沉淀试验（RIPA）
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裂解液（批号：R0010），北京索莱宝科技有限公司；5-HT
测定试剂盒（批号：H104-1-2）、去甲肾上腺素（NE）测定

试剂盒（批号：H096-1-2）、超氧化物歧化酶（SOD）测定

试剂盒（批号：A001-3-2）、ROS测定试剂盒（批号：E004-

1-1）、丙二醛（MDA）测试盒（批号：A003-1-2），南京建成

生物工程研究所；二辛可酸（BCA）蛋白定量试剂盒（批

号：P0009），上海碧云天生物技术有限公司；增强型化

学发光液（ECL）（批号：MA0186-1），大连美仑生物技术

有限公司；腺嘌呤核苷三磷酸（ATP）活性检测试剂盒

（批 号 ：ab176724）、烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 磷 酸

（NADP＋）/还 原 型 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 磷 酸

（NADPH）检测试剂盒（批号：ab109714）、沉默信息调控

因子 3（SIRT3）检测试剂盒（批号：ab246522）、超氧化物

歧化酶 2（SOD2）检测试剂盒（批号：ab68155）、B淋巴细

胞瘤-2（Bcl-2）检测试剂盒（批号：ab32503）、Bcl-2相关

X 蛋白（Bax）（1∶1 000）检测试剂盒（批号：ab182858）、

剪切型胱天蛋白酶-3（cleaved Caspase-3）抗体检测试剂

盒（批号：ab214430），美国 Abcam 公司；甘油醛-3-磷酸

脱氢酶（GAPDH）抗体检测试剂盒（批号：60004-1-lg），

武汉三鹰生物技术有限公司。

1.1.3　主要仪器　MCAO栓线（型号：1620-50A4），北京

西浓科技有限公司；Bio-Rad ChemiDoc MP 全能型成像

系 统（型 号 ：ChemiDocXRS），美 国 Bio-Rad 公 司 ；

Multiskan 全波长酶标仪（型号：Thermo Multiskan GO），

美国 Thermo Fisher Scientific公司；透射电子显微镜（型

号：JEM-1400FLASH），日本电子株式会社。

1.2　分组与造模　首先采用改良 Zea Longa 法建立

MCAO小鼠模型［14］，主要实验步骤如下：小鼠腹腔注射

戊巴比妥钠（30 g/L），每只 30 mg/kg，分离左侧颈总动脉

（CCA）、颈内动脉（ICA）及颈外动脉（ECA），结扎 CCA
和 ECA 后，于 CCA 处切口并将栓线（直径 0.36 mm）插

入 ICA 内，结扎并缝合创口 2 h 后，将线栓拔出约 1 cm
行再灌注。术后 24 h进行神经功能评分。0分：无神经

功能损伤症状；1分：瘫痪侧前爪不能完全伸展；2分：行

走时向瘫痪侧转圈；3分：行走时向瘫痪侧倾倒；4分：不

能自动行走，存在意识丧失现象。选取神经功能评分 1
～3分小鼠，入选小鼠在孤养基础上进行CUMS刺激 28 
d建立 PSD模型，选择 7种刺激方式，分别为禁食 24 h、
禁水 24 h、夹尾 2 min、强迫游泳 5 min、潮湿垫料 24 h、
倾笼 7 h、水平振荡 5 min。每日随机选取 2项刺激方式

且保持连续 2 d刺激不一致。完成建模后，将 75只符合

标准的雄性 C57BL/6J 小鼠随机分配至 PSD 相关组：

PSD组、PSD +四逆散低剂量组、PSD+四逆散中剂量组、

PSD+四逆散高剂量组、PSD+氟西汀组，每组 15只。另

选取 30只仅接受麻醉及血管分离操作（未行 MCAO 和

CUMS）的雄性 C57BL/6J小鼠，随机分为假手术组和假

手术+四逆散高剂量组，每组 15 只。全实验共设置 7
组，每组 15只，总计 105只小鼠。

1.3　干预　造模结束后，立即通过糖水偏好实验

（SPT）、悬尾实验（TST）和强迫游泳实验（FST）评估小

鼠抑郁样行为，确认模型成功。在造模后第 30天，给予

假手术+四逆散高剂量组和PSD+四逆散高剂量组小鼠

四逆散（19.6 g/kg）、PSD+四逆散中剂量组小鼠四逆散

（9.8 g/kg）、PSD+四逆散低剂量组小鼠四逆散（4.9 g/kg），
给予PSD+氟西汀组小鼠氟西汀（5 mg/kg），假手术组和

PSD组则给予等体积的 0.9%氯化钠溶液。各组小鼠均

干预 4周，每日 1次，连续 28 d 后，进行行为学检测，随

后采用戊巴比妥钠（30 g/L）腹腔注射麻醉小鼠，每只

30 mg/kg，取大脑内侧前额叶皮质（mPFC）存储于

-80 ℃条件下备用。

1.4　检测指标及方法　

1.4.1　体质量　于给药第 28天称量记录小鼠体质量，

观察各组小鼠体质量的变化。

1.4.2　SPT　小鼠在实验前 3天置于放有 2个水瓶的笼

中，2个水瓶内均装有蔗糖水（10 g/L），进行适应性饲养

24 h 后，每只小鼠笼内放置 2个 500 mL 的水瓶，1瓶装

有蔗糖水（10 g/L），1瓶装有纯水。待小鼠自由饮水后，

禁食、禁水 24 h。SPT正式测试，每笼中放置 100 mL的

蔗糖水（10 g/L）和 100 mL 的纯水，3 h后取走水瓶并记

录各组小鼠饮用的蔗糖水量与纯净水量。采用以下公

式计算小鼠的糖水偏好度：SPT（%）=（蔗糖水饮用量/蔗
糖水饮用量+纯净水饮用量）× 100%。

1.4.3　TST　将小鼠尾部用胶带粘贴并悬挂于距地面

50 cm的高度，胶带粘贴位置距离尾尖约 1 cm。实验持

续 6 min，其中前 1分钟作为适应阶段，不计入数据分

析。随后 5分钟内，记录小鼠的不动持续时间，即小鼠

在被动悬挂状态下完全保持静止的时间段。

1.4.4　FST　将小鼠置于透明圆柱体容器（直径为

20 cm，内装 25 cm高的水，水温维持在 25 ℃）。各组小

鼠被迫游泳 6 min，其中前 1分钟作为适应阶段，不计入

数据分析。随后 5分钟内，记录小鼠的不动持续时间，

即小鼠漂浮在水中且不进行挣扎，仅进行必要动作以

保持头部浮出水面的时间。

1.4.5　酶联免疫吸附分析（ELISA）　将小鼠 mPFC 脑

组织进行匀浆后，4 ℃条件下以 3 000 r/min离心 20 min，
取上清。采用相关检测试剂盒，分别检测 5-HT、NE、

ROS和MDA含量以及SOD活力。

1.4.6　ATP 含量的测定　收集脑组织线粒体，即取新

鲜脑组织，以磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗，洗净血水，冰浴

中剪碎，加入 A 液（甘露醇 0.3 mol/L，乙二胺四乙酸

0.1 mmol/L，pH=7.4，使用前加无脂肪酸的牛血清蛋白

1 g/L），匀浆，组织研磨 20次；将组织匀浆物转移到离心
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管，4 ℃，3 000 r/min离心 10 min，弃去沉淀；取上清，转

移至新的离心管中，4 ℃，10 000 r/min再次离心 10 min，
留取沉淀即为脑组织线粒体。

将脑组织线粒体重悬于 100  μL ATP 测定缓冲液

后，将组织匀浆以 13 000 r/min 离心 10  min。随后，在

上清液中加入 ATP 探针，严格按照 ATP 检测试剂盒说

明书操作，在 590  nm处测量吸光度波长。

1.4.7　NADP+/NADPH 测定　按上述方法收集脑组织

线粒体并将其重悬于缓冲液中充分匀浆后以10 000 r/min
离心 10 min。按照 NADP+/NADPH 检测试剂盒说明书

操作，在 550 nm处测量含葡萄糖-6-磷酸脱氢酶工作溶

液的吸光度并计算 NADP+/NADPH。

1.4.8　透射电子显微镜观察线粒体超微结构　将小鼠

脑组织置于戊二醛（25 g/L）24 h 后，再于四氧化锇

（10 g/L）中保存 2 h，经分级丙酮中脱水后，切片（约

80 nm）采用醋酸铀酰和柠檬酸铅进行染色。通过透射

电子显微镜观察线粒体的形态。

1.4.9　免疫印迹实验　提取小鼠mPFC脑组织总蛋白，

取等量蛋白质（30 μg）进行十二烷基硫酸钠（SDS）-聚

丙烯酰胺凝胶电泳（PAGE）分离，并转移至聚偏二氟乙

烯（PVDF）膜上。随后，采用含吐温-20的Tris-HCl溶液

（TBST）配制的 5%（w/v）脱脂奶粉在室温下将膜封闭

2 h后，将其与 SIRT3（1∶1 000）、SOD2（1∶1 000）、Bax（1∶
1 000）、Bcl-2（1∶1 000）和 cleaved Caspase-3（1∶1 000）一

抗在 4 ℃条件下孵育过夜。次日，将膜放入含有吐温

20的 1 × TBST中洗涤 3次，每次 10 min。加入相应二抗

（1∶5 000）在室温下孵育 1 h。采用 ECL 显影后，使用

ImageJ 软件分析蛋白条带光密度值。以 GAPDH 或

β‑actin 为内参计算 SIRT3、SOD2、Bax、Bcl-2 和 cleaved 
Caspase-3蛋白的相对表达量。

1.5　统计学方法　采用 SPSS29.0软件统计分析实验数

据。计量资料以 x̄±s表示，各组间数据的两两比较采用

单因素方差分析，方差齐采用 Bonferroni 检验。以 P<
0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　对 PSD 小鼠抑郁样行为的影响　与假手术组比

较，PSD组小鼠体质量下降明显（P<0.01）。与PSD组比

较，PSD+四逆散干预组小鼠的体质量均明显上升，其中

以 PSD+四逆散高剂量组增加最为显著（P<0.05，P<
0.01）。见图 1A。行为学结果显示，与假手术组比较，

PSD 组小鼠的糖水偏好率显著降低（P<0.01），TST 和

FST 的不动时间明显延长（P<0.01）。与 PSD 组比较，

PSD+四逆散干预组小鼠的糖水偏好率明显升高，TST
和 FST 中小鼠的不动时间明显缩短（P<0.05，P<0.01）。

见图 1B～D。以上研究结果提示，四逆散能够明显改

善PSD小鼠的抑郁样行为。

　注：PSD 为卒中后抑郁。A 为体质量统计图，B 为糖水偏好统计图，C 为悬尾不动时间统计图，D 为强迫游泳不动时间统计图。与假手术组比较，

**P<0.01；与PSD组比较，#P<0.05，##P<0.01；x̄±s，n=10。

图 1　四逆散对 PSD小鼠抑郁样行为的影响
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2.2　对 PSD 小鼠神经元细胞线粒体超微结构的影响　

　与假手术组相比，PSD小鼠脑组织神经元细胞线粒体

出现肿胀、空泡样改变、线粒体嵴消失或断裂。与 PSD

组比较，PSD+四逆散干预组均明显改善以上神经元细

胞线粒体出现的病理损伤。见图 2。以上结果提示，四

逆散可明显改善小鼠mPFC神经元细胞线粒体损伤。

2.3　对 PSD 小鼠 mPFC 脑组织线粒体氧化应激的影

响　与假手术组比较，PSD 组小鼠 mPFC 脑组织中

ROS和 MDA的水平显著升高。与 PSD组比较，四逆散

干预组小鼠 mPFC 脑组织中 ROS 和 MDA 的水平均明

显降低。此外，与假手术组比较，PSD 组小鼠 mPFC 脑

组 织 中 SOD 活 性 及 线 粒 体 中 ATP 水 平 、NADP+/
NADPH的比值明显降低。与 PSD组比较，四逆散干预

组小鼠 mPFC 脑组织中 SOD 及线粒体中 ATP、NADP+/
NADPH 均明显增加。见图 3A～E。以上结果提示，四

逆散通过抑制线粒体氧化应激损伤发挥抗 PSD
作用。

2.4　对 PSD 小鼠 mPFC 脑组织中 SIRT3、SOD2 和凋亡

相关蛋白的影响　与假手术组比较，PSD组小鼠mPFC

脑组织中 SIRT3 和 SOD2 蛋白表达明显减少，而 Bax/
Bcl-2比值和 cleaved Caspase-3蛋白水平明显增加。与

PSD 组比较，四逆散干预组小鼠 mPFC 脑组织中 SIRT3
和 SOD2 蛋白表达均明显增加，而 Bax/Bcl-2 比值和

cleaved Caspase-3 蛋白水平均明显减少（图 4、图 5A～

D）。以上结果提示，四逆散抗 PSD 的作用与调控

SIRT3信号途径进而抑制细胞凋亡有关。

2.5　对 PSD 小鼠 mPFC 脑组织中 5-HT 和 NE 水平的影

响　与假手术组比较，PSD组小鼠mPFC脑组织中 5-HT
和NE的水平显著降低。与PSD组比较，四逆散干预组

小鼠 mPFC 脑组织中 5-HT 和 NE 的水平均明显升高。

见图 6A、B。以上结果提示四逆散可显著改善脑组织

中 5-HT和NE含量，，从而发挥抗PSD作用。

注：红色箭头代表线粒体。

图 2　四逆散对卒中后抑郁（PSD）小鼠前额叶皮质（mPFC）脑组织神经元细胞线粒体超微结构的影响 （醋酸铀酰和

柠檬酸铅染色）
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3　讨论

PSD 归属于中医学“郁证”范畴，病位在脑，与心、

肝、肾密切相关，卒中后脑窍受损，脑络痹阻［15］，郁阻气

机，肝失疏泄，肝郁气滞，而致情绪抑郁。结合以往研

究报道，我们发现四逆散抗抑郁的机制可能与调节下

丘脑-垂体-肾上腺轴、调控炎症因子水平及神经递质、

增加脑源性神经营养因子的表达及调节相关信号通路

有关［16］。四逆散可通过调控相关通路抑制小胶质细胞

M1极化介导炎症反应，从而改善 CUMS小鼠的抑郁样

行为［13］。许嘉芯等［17］进行的单中心、随机、双盲、剂量

对照研究提示，四逆散加减方可有效改善焦虑状态。

PSD 患者服用加味四逆颗粒后，血清 NE、5-HT 水平变

化明显优于单独服用盐酸氟西汀，证实其临床有效

性［18］。一项荟萃分析［19］显示，加味四逆散对 PSD 患者

疗效优于盐酸氟西汀。因此我们提出“四逆散具有改

善 PSD 抑郁样症状作用”的科学假设。为了验证该假

设，本研究采用MCAO联合CUMS法构建PSD模型这一

经典模型，观察四逆散对 PSD 抑郁样行为的作用及其

可能的作用机制。研究结果发现，PSD 小鼠的体质量

明显减少并出现明显的抑郁样行为，与以往研究报道

　注：PSD为脑卒中后抑郁，ROS为活性氧，MDA为丙二醛，ATP为腺嘌呤核苷三磷酸，SOD为超氧化物歧化酶，NADPH为还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸磷酸，NADP＋为烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸。A为ROS表达统计图，B为MDA表达统计图，C为ATP表达统计图，D为 SOD表达统计图，E为NADP+/
NADPH统计图。与假手术组比较，**P<0.01；与PSD组比较，#P<0.05，##P<0.01；x̄±s，n=4。

图 3　四逆散对PSD小鼠前额叶皮质（mPFC）脑组织氧化应激的影响

　注：SIRT3为沉默信息调控因子 3，GAPDH 为甘油醛-3-磷酸脱氢酶，

SOD2为超氧化物歧化酶 2，Bax为Bcl-2相关X蛋白，β-actin为β-肌动蛋

白，Bcl-2为B淋巴细胞瘤-2，cleaved Caspase-3为剪切型胱天蛋白酶-3。

图 4　各组小鼠前额叶皮质（mPFC）脑组织中SIRT3、
SOD2和凋亡相关蛋白表达电泳
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一致［20-21］；而四逆散能够明显增加PSD小鼠的体质量并

改善其抑郁样症状。以上研究结果提示，四逆散具有

良好的抗PSD作用，其作用机制值得深入研究。

线粒体是产生 ROS 的主要部位，在 PSD 的发生过

程中，线粒体结构被破坏，同时，线粒体电子传递链复

合体的活性被明显抑制，使ATP水平和NADP+/NADPH
的比率下降，进而诱导线粒体内ROS过度产生，最终导

致线粒体氧化应激［22-23］。此外，位于大脑的前额叶内侧

部分的 mPFC属于高度进化的大脑区域，在情绪调节、

社会行为、决策制定等方面发挥着关键作用。由于

mPFC的结构异常与抑郁样行为密切关联［24-25］，本研究

重点关注mPFC区域的变化。本研究结果发现，PSD小

鼠的 mPFC线粒体出现肿胀，线粒体脊断裂或消失；同

时，ROS 和脂质过氧化物 MDA 含量增加，抗氧化物酶

　注：PSD为卒中后抑郁，SIRT3为沉默信息调控因子 3，SOD2为超氧化物歧化酶 2，Bax为Bcl-2相关X蛋白，Bcl-2为B淋巴细胞瘤-2，cleaved Caspase-3

为剪切型胱天蛋白酶-3。A为 SIRT3相对表达统计图，B为 SOD2相对表达统计图，C为Bax/Bacl-2统计图，D为 cleaved Caspase-3相对表达统计图。与

假手术组比较，**P<0.01；与PSD组比较，##P<0.01；x̄±s，n=4。

图 5　各组小鼠SIRT3、SOD2和凋亡相关蛋白表达水平比较

　注：PSD为卒中后抑郁，5-HT为 5-羟色胺，NE为去甲肾上腺素。A为 5-HT表达统计图，B为NE表达统计图。与假手术组比较，**P<0.01；与PSD组比

较，#P<0.05，##P<0.01；x̄±s，n=4。

图 6　各组小鼠前额叶皮质（mPFC）脑组织中 5-HT和NE水平比较
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SOD、ATP 生成和 NADP+/NADPH 的比率减少；而四逆

散可明显逆转以上变化。以上结果提示，四逆散的抗

PSD作用与抑制线粒体氧化应激有关。

SIRT3/SOD2信号通路是调控线粒体功能和维持机

体氧化稳态平衡的重要信号通路［26］。SOD2是主要位于

线粒体基质的抗氧化酶，能够将线粒体内过量产生的超

氧阴离子转化为过氧化氢，从而降低ROS的水平，抑制

线粒体损伤［27］。SIRT3是定位于线粒体并在进化上高度

保守的烟碱腺嘌呤二核苷酸依赖型去乙酰化酶。SIRT3
可通过上调线粒体基质内的 SOD2，清除过量产生的

ROS，进而发挥保护线粒体和抑制氧化应激的作用［28-29］。

研究［30-32］发现，SIRT3/SOD2在缺血性脑卒中、抑郁等神

经系统疾病中发挥重要作用。本研究结果发现，PSD小

鼠mPFC中SIRT3和SOD2蛋白表达明显下降，而四逆散

可明显上调以上两者的表达。此外，PSD小鼠mPFC中

促凋亡蛋白Bax表达明显升高，抗凋亡蛋白Bcl-2表达明

显降低，同时，凋亡执行蛋白 cleaved Caspase-3水平升

高；而四逆散可明显逆转上述蛋白的表达或水平的变

化。以上研究结果表明，SIRT3/SOD2在四逆散抗 PSD
诱导的凋亡中发挥重要作用。

综上，四逆散能够明显改善 PSD 小鼠的抑郁样行

为，抑制 mPFC大脑区域的线粒体功能损伤，其作用机

制可能与调控 mPFC 组织中 SIRT3/SOD2信号通路，进

而抑制氧化应激和细胞凋亡有关。本研究仅初步证明

了四逆散抗 PSD 的作用及其对 SIRT3/SOD2信号途径

的影响，鉴于四逆散作为中药复方的多成分和多靶点

的特性，其抗 PSD 的物质基础及其具体作用机制或靶

点仍需进一步探究。
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