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逍遥散促进小胶质细胞极化改善血管性痴呆伴抑郁小鼠
髓鞘再生及抑郁表型
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［摘要］ 目的：探讨逍遥散对血管性痴呆（VaD）小鼠抑郁行为表型的作用及可能机制。方法：3 月龄雄性 C57/BL6 小鼠 60

只，分为正常组、模型组、氟西汀组及逍遥散低、中、高剂量组。除正常组外，其余 5 组小鼠采用双侧颈总动脉狭窄术，术后 2 周

开始给予慢性束缚应激，每天 6 h，构建 VaD 伴抑郁小鼠模型；逍遥散低、中、高组予逍遥散水煎剂（5，10，20 g·kg-1）灌胃，氟西

汀组给予氟西汀（10 mg·kg-1）灌胃，正常组、模型组给予等体积生理盐水灌胃，共计 4 周，给药期间给予束缚应激维持；糖水偏

好试验、悬尾试验检测小鼠抑郁行为表型，免疫荧光法检测小鼠腹侧海马（vHIP）髓鞘碱性蛋白（MBP）荧光表达水平；透射电

镜观察小鼠 vHIP 髓鞘超微结构；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 MBP，少突胶质细胞糖蛋白（MOG），髓鞘相关醣蛋白

（MAG），髓样细胞触发性受体-2（TREM2），诱导型一氧化氮合酶（iNOS），精氨酸酶 1（Arg1），白细胞介素-1β（IL-1β），肿瘤坏死

因子-α（TNF-α），白细胞介素-4（IL-4），白细胞介素-10（IL-10）蛋白表达水平。结果：行为学检测结果显示：与正常组比较，模型

组小鼠不动时间增加、糖水偏好百分比下降（P<0.01）；与模型组比较，给予逍遥散干预后小鼠不动时间缩短（P<0.05），糖水偏

好百分比增加（P<0.01）；Western blot 结果显示：与正常组比较，模型组小鼠 vHIP 中髓鞘相关蛋白（MBP，MOG，MAG）表达下

降（P<0.01）；与模型组比较，低剂量组小鼠 vHIP 中 MBP，MOG，MAG 蛋白表达增加（P<0.05，P<0.01），iNOS 蛋白表达降低（P<

0.01），中、高剂量组 MBP，MOG，MAG，TREM2，Arg1，IL-4，IL-10 蛋白表达均增加（P<0.05，P<0.01），iNOS，IL-1β，TNF-α蛋白

表达水平降低（P<0.01）；免疫荧光结果显示：与正常组比较，模型组小鼠 MBP 平均荧光强度降低（P<0.01），低、中、高剂量组

MBP 平均荧光强度不同程度增加（P<0.01）；透射电镜结果显示：模型组髓鞘结构松解，致密层分离，排列紊乱，给予逍遥散干

预改善小鼠髓鞘结构完整性及板层结构松散度。结论：逍遥散改善 VaD 小鼠的抑郁表型，其机制可能是通过上调 TREM2 诱

导小胶质细胞 M2 型极化，增加其抗炎及吞噬能力，促进受损髓鞘再生。
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mice with vascular dementia（VaD）mice and its possible mechanism. Method：： Sixty three-month-old male

C57/BL6 mice were divided into the normal control group，model group，positive control group，as well as

low- ，medium- ，and high-dose Xiaoyaosan groups. Mice in all groups except for the normal control group

underwent bilateral carotid artery stenosis. Two weeks later，they were subjected to chronic restraint stress，6 h

per day，for inducing VaD complicated with depression. Mice in the low-，medium-，and high-dose Xiaoyaosan

groups were treatment with intragastric administration of Xiaoyaosan decoction（5，10，20 g·kg-1），the ones in

the positive control group with fluoxetine（10 mg·kg-1），and those in the normal control group and model group

with an equal volume of normal saline for four weeks，during which the restraint stress was maintained. The

depressive behavioral phenotype of mice was observed in sugar water preference test and tail suspension test. The

fluorescence expression of myelin basic protein（MBP） in ventral hippocampus（vHIP）was detected by

fluorescence immunoassay. The ultrastructure of myelin sheath in vHIP was observed by transmission electron

microscopy. The protein expression levels of MBP，myelin oligodendrocyte glycoprotein（MOG），myelin-

associated glycoprotein（MAG），triggering receptor expressed on myeloid cells-2（TREM2），inducible nitric

oxide synthase（iNOS），arginase 1（Arg1），interleukin-Iβ（IL-1β），tumor necrosis factor- α（TNF- α），

interleukin-4（IL-4），and interleukin-10（IL-10）were assayed by Western blot. Result：： As revealed by

behavioral test，compared with the normal control group，the model group exhibited prolonged immobility time

and decreased percentage of sugar water preference（P<0.01）. Compared with the model group，Xiaoyaosan

significantly shortened the immobility time of mice（P<0.05）and increased the percentage of sugar water

preference（P<0.01）. Western blot results showed that the protein expression levels of MBP，MOG，and MAG

in vHIP of the model group were remarkably decreased as compared with those of the normal control group（P<

0.01）. The protein expression levels of MBP，MOG，and MAG in vHIP of the low-dose Xiaoyaosan group were

increased in contrast to those in the model group（P<0.05，P<0.01），while the protein expression of iNOS was

decreased（P<0.01）. The protein expression levels of MBP，MOG，MAG，TREM2，Arg1，IL-4，and IL-10 in

the medium- and high-dose Xiaoyaosan groups were up-regulated（P<0.05，P<0.01），whereas those of iNOS，

IL-1β，and TNF- α were down-regulated（P<0.01）. The immunofluorescence findings demonstrated that the

mean fluorescence intensity of MBP in the model group declined in comparison with that in the normal control

group（P<0.01），while the mean fluorescence intensities of MBP in the low- ，medium- ，and high-dose

Xiaoyaosan groups were enhanced to different degrees（P<0.01）. It was observed under the transmission electron

microscope that the myelin structure of the model group was loosened and the dense layer was separated and

irregularly arranged. Xiaoyaosan improved the structural integrity of myelin sheath and the looseness of lamellar

structure. Conclusion：： Xiaoyaosan ameliorates the depressive behavioral phenotype of VaD mice，which may

be related to the up-regulation of TREM2，the induction of M2 polarization of microglia cells，the enhancement

of their anti-inflammatory and phagocytic abilities，and the promotion of damaged myelin sheath regeneration.

［［Keywords］］ vascular dementia（VaD）；depression；Xiaoyaosan；microglia cells；myelin sheath

血管性痴呆（VaD）是仅次于阿尔茨海默病的第

二大痴呆类型［1］。随着心脑血管疾病患病率的显著

增加，VaD 发病率也呈明显上升趋势［2］。获得性认

知能力下降是痴呆的主要特征，但越来越多的证据

表明，神经精神症状非常普遍，最常见的行为和情

绪症状是抑郁、冷漠、躁动和易怒［3］。尽管痴呆伴随

的精神行为异常与认知障碍一起作为两大核心标

准被纳入诊断指南［4］，但对其具体的病理生理机制

目前仍缺乏足够的研究和认识。

目前认为，痴呆的本质是神经元死亡，以此为

基础，精神行为异常与认知功能障碍在痴呆病程中

相互促进影响。但临床实践中，精神行为异常与认

知功能的线性下降之间常观察到分离现象［5］，，单以

神经元死亡还不能完全解释。除神经元损伤，白质

病变和脱髓鞘是 VaD 的重要病理特征［6］。髓鞘促进

动作电位传导，是神经网络信息整合的关键要素。

近年来研究不断发现，少突胶质细胞（OL）和髓鞘异

常与精神性疾病发病密切关联［7-9］。此外，一些脱髓
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鞘疾病如多发性硬化症等，除运动 -感觉功能异常

外，也会有部分精神异常症状［10］。因此，髓鞘受损

很可能是 VaD 合并抑郁独立于神经元死亡以外的

重要病理基础。

此外，痴呆伴随精神行为异常还缺乏安全有效

的治疗方法，非药物干预在临床实践中常难以得到

执行，而抗精神病药的使用反而加剧认知功能恶

化，增加死亡风险［11］。逍遥是源于宋代《太平惠民

和剂局方》的经典名方。《医方考》中提到：“逍遥散，

于调营扶土之中，用条达肝木，宣通胆气之法，最为

解郁之善剂”。逍遥散能够通过调节抑郁症患者和

抑郁模型动物机体异常代谢物水平、调节 5-羟色胺

能系统和下丘脑 -垂体 -肾上腺（HPA）轴、激活脑源

性神经营养因子通路及减轻神经炎症反应等机制

发挥抗抑郁作用［12-15］。因其符合整体调节、辨证论

治、个体化诊疗等特点，在临床治疗抑郁症方面，显

示了独特的理论优势和丰富的科学内涵优越性，已

被广泛证实其安全性和有效性。临床研究也初步

显示，逍遥散可以改善 VaD 伴随的抑郁症状，降低

康耐尔痴呆抑郁量表评分及中医证候积分［16-17］。因

此，逍遥散可能成为改善 VaD 伴随精神行为异常的

有效候选治疗方法。然而，VaD 背景下逍遥散改善

抑郁的作用机制还未被充分探索。

因此，本研究拟采用 VaD 合并抑郁动物模型，

深入研究逍遥散对髓鞘结构和功能的影响及其具

体作用机制，从而为逍遥散在痴呆伴随精神行为异

常中的应用提供更充分的研究证据。

1 材料

1.1 动物 3 月龄 SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠，体质

量 24~30 g，购自于湖北省实验动物中心，合格证号

SCXK（鄂）2020-0018，均饲养于湖北省中医院实验

动物中心，温度（21±3）℃，相对湿度（60±5）%，自由

摄食摄水，12 h 明暗交替。本实验获得湖北省中医

院 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 ，伦 理 审 批 号 为

HBZY2020-C47-01。

1.2 药 物 逍 遥 散 剂 量 参 照《方 剂 学》［18］所 载

（60 kg 成人日用量），由柴胡 9 g，当归 9 g，白术 9 g，

白芍 9 g，茯苓 9 g，生姜 9 g，炙甘草 4.5 g，薄荷 1.5 g

组成，均购于湖北省中医院药剂科，所有药材经原

湖北省中医院黎鄂垣副主任药师鉴定符合 2015 年

版《中华人民共和国药典》（以下简称《中国药典》）
相关标准，浸泡 30 min 后，分 3 次煎煮，过滤合并水

煎液，参照 2015 年版《中国药典》干燥失重法测定提

取收率［19］，本复方提取物收率为 15.26%，最终给药

液的质量浓度为 1.0 g∙mL-1。逍遥散低、中、高剂量

通过人体用药量与小鼠换算（小鼠给药剂量=人给

药剂量×换算系数=60 g∙60 kg-1∙d-1×9.1≈10 g∙kg-1∙d-1，

得出剂量设定为逍遥散中剂量，取 0.5倍 5 g∙kg-1∙d-1，

2 倍剂量 20 g∙kg-1∙d-1 分别为逍遥散低剂量和高剂

量，盐酸氟西汀胶囊（20 mg/片，法国 Patheon France

公司，批号 J20170012），由湖北省中医院购得。

1.3 试剂 DAPI，BCA 试剂盒，ECL 显影液（上海

碧云天生物技术有限公司，批号分别为 C1006，

P0012，P0018AM）；一 抗 诱 导 型 一 氧 化 氮 合 酶

（iNOS），精 氨 酸 酶 1（Arg1），髓 鞘 相 关 醣 蛋 白

（MAG），少突胶质细胞糖蛋白（MOG），白细胞介

素 -4（IL-4），白细胞介素 -10（IL-10），甘油醛 -3-磷酸

脱氢酶（GAPDH）（武汉三鹰生物技术有限公司，批

号 分 别 为 18985-1-AP，66129-1-Ig，14386-1-AP，

12690-1-AP，66142-1-Ig，60269-1-Ig，60004-1-Ig）；髓
鞘 碱 性 蛋（MBP），髓 样 细 胞 触 发 性 受 体 2

（TREM2），肿瘤坏死因子 -α（TNF-α），白细胞介素 -

1β（IL-1β）抗体（美国 Cell Signaling Technology 公

司，批号分别为 78896s，76765，11948，63124）；化学

二抗羊抗鼠、羊抗兔（美国 Jackson Immuno-Research

公司，批号分别为 115-005-003，111-005-003）；荧光

二 抗 驴 抗 兔（ 美 国 Southern-Biotech 公 司 ，批 号

6441-32）。
1.4 仪器 044BR8277 型蛋白电泳及转印装置（美

国伯乐公司），XM-650T 型超声破碎仪（上海净信实

业发展有限公司），Observer.Z1 型全自动倒置荧光

显微镜（德国蔡司公司），KHBST-360 型酶标仪（上

海科华生物工程股份有限公司），AllegraX-30R 型高

速冷冻离心机（美国 Allegra 公司），PXS-1040 型体

视显微镜（上海光学仪器厂），TecnaiG220 TWIN 型

超微透射电镜（美国 FEI公司）。
2 方法

2.1 双侧颈总动脉狭窄（BCAS）法模型构建 VaD 小

鼠模型 采用 BCAS 法制备［20］。1% 戊巴比妥钠腹

腔注射麻醉后，剪开颈部正中皮肤，分离小鼠双侧

颈总动脉。在体视显微镜下，将微型线圈（直径

0.08 mm，内径 0.18 mm，螺距 0.5 mm，全长 2.5 mm）
以螺旋转入方式固定于双侧颈总动脉，造成双侧颈

总动脉狭窄。2 周后进行水迷宫试验，筛选认知功

能障碍小鼠应用于后续实验。假手术组只分离颈

总动脉，不予弹簧圈置入。

2.2 慢性束缚应激（CRS）方法 将通过筛选的

VaD 小鼠给予束缚应激（50 mL 离心管管壁均匀开
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小窗，供小鼠呼吸及散热），于每日固定时间上午

9：00 开始，束缚 6 h，假手术组只禁食禁水，不予

束缚。

2.3 动物分组及给药 其中假手术/无束缚小鼠为

正常组，将 BCAS/CRS 小鼠 50 只随机分为模型组、

氟西汀组以及逍遥散低、中、高剂量组，每组 10 只，

给药过程中同时继续 CRS 维持。其中逍遥散低、

中、高剂量组分别给予 5，10，20 g·kg-1·d-1 浓度逍遥

散煎剂给药，氟西汀组予氟西汀按 10 mg·kg-1·d-1剂

量给药。逍遥散水煎剂与氟西汀均按照小鼠体质

量 100 mL·kg-1灌胃给药，正常组和模型组每日予等

量生理盐水，每日 1 次，共计 4 周。

2.4 动物处理及取材 小鼠行为学检测后，随机取

4 只，1% 戊巴比妥麻醉，4% 多聚甲醛心脏灌注后取

脑，蔗糖溶液梯度脱水，包埋，冰冻切片后置入防冻

液，-20 ℃保存，用于免疫荧光染色；6 只小鼠取新鲜

脑组织，取腹侧海马（vHIP）区装于不同离心管，随

机取其中 3 只小鼠的 vHIP 切取 1 mm3新鲜组织戊二

醛固定，用于超微透射电镜，剩余新鲜海马组织分

装，-80 ℃保存，用于蛋白免疫印迹实验。

2.5 行为学检测方法

2.5.1 悬尾实验 悬尾实验是对动物抑郁行为进

行研究的经典行为学方法，测试时在距小鼠尾尖约

2 cm 处用医用胶布固定悬挂在离地面 20 cm 处，使

小鼠呈倒悬状态，记录 6 min 测试时间内后 4 min 小

鼠放弃挣扎的不动时间。

2.5.2 糖水偏好实验 测试前训练小鼠适应含糖

饮水，每笼同时放置 2 个水瓶，第 1 个 24 h 内，2 瓶均

为 1% 蔗糖水，随后的 24 h，一个水瓶盛 l%蔗糖水，

另一个水瓶为纯水。正式测试时，首先禁食禁水

24 h，再每只小鼠给予事先定量好 1 瓶 1% 蔗糖水和

1 瓶纯水，测试期间每 6 h 更换水瓶位置，24 h 后，取

2 瓶水称量，计算小鼠的总液体消耗、糖水消耗、纯

水消耗，糖水偏好=糖水消耗/总液体消耗×100%。

2.6 免疫荧光染色 取脑片贴于玻片上，待干，组

化笔画圈，0.5%Triton 破膜 40 min，磷酸盐缓冲液

（PBS）洗 3 遍，5%BSA 封闭 1 h，1 抗（MBP 1∶1 000

稀释）4 ℃过夜，弃 1 抗，PBS 洗 3 遍，二抗（1∶500 稀

释）室温孵育 4 h 后，弃二抗，PBS 洗 3 遍，DAPI 封

片，荧光显微镜采集图像。

2.7 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测相关蛋白

表达 分别取适量脑组织加入 RIPA 裂解液，在超声

下破碎，4 ℃下，12 000 r·min-1 离心 20 min（离心半

径 7 cm）取上清，BCA 试剂盒检测蛋白浓度，配平待

测。每孔蛋白上样量为 20 μg，电泳、转膜，5% 脱脂

奶粉封闭 2 h，一抗（1∶1 000）4 ℃过夜；PBS 洗 3 遍，

二抗室温孵育 2 h（1∶1 万）；PBS 洗 3 遍，ECL 发光液

使条带可视化，Image J测条带灰度值进行分析。

2.8 透射电镜观察 vHIP 组织髓鞘超微结构 新鲜

vHIP 组织块戊二醛固定 4 h；20 ℃下 1% 锇酸缓冲

液固定 2 h；梯度乙醇脱水；依次用丙酮：环氧树脂

（2∶1），丙酮：环氧树脂（1∶1），环氧树脂 37 ℃恒温下

渗透；环氧树脂包埋；超薄切片，厚度为 70 nm；铅铀

双染色 15 min，超微透射电镜下观察拍照。

2.9 统计学分析 采用 Graphpad Prism 8.0 软件进

行统计分析，计量资料以 x̄± s 表示，采用 ANOVA 单

因素方差分析，两组间比较采用 Turkey 事后检验，

以 P<0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 对 BCAS/CRS 小鼠抑郁行为表型的影响 与

正常组比较，BCAS/CRS 小鼠在悬尾试验中不动时

间增加（P<0.01），与模型组比较，逍遥散中、高剂量

逍遥散干预后，BCAS/CRS 小鼠的不动时间不同程

度的缩短（P<0.05，P<0.01），其中中剂量组、高剂量

组与氟西汀组比较，不动时间差异均无统计学意

义。糖水偏好实验中，小鼠对甜味溶液的偏好降低

可反应小鼠抑郁状态下的快感缺乏，结果显示，与

正常组比较，BCAS/CRS 小鼠糖水偏好百分率显著

下降（P<0.01），予逍遥散与氟西汀干预后，与模型组

比较，BCAS/CRS 小鼠糖水偏好百分比均明显增加

（P<0.05，P<0.01），其中高剂量组改善最为明显，与

氟西汀组比较，中剂量组、高剂量组作用较明显，但

差异无统计学意义。见表 1。

3.2 对 BCAS/CRS 小鼠 vHIP 髓鞘损伤的影响

3.2.1 对 BCAS/CRS 小鼠 vHIP 髓鞘相关蛋白表达

水平的影响 与正常组比较，BCAS/CRS 小鼠 vHIP

表 1 逍遥散对 BCAS/CRS小鼠抑郁状态的影响（x̄± s，n=6）

Table 1 Effect of Xiaoyaosan on depression behavior of BCAS/

CRS mice（x̄± s，n=6）

组别

正常

模型

氟西汀

逍遥散

剂量/g∙kg-1

0.01

5

10

20

不动时间/s

94.10±17.97

145.48±23.111）

102.74±20.432）

134.24±17.08

113.07±12.822）

104.64±17.253）

糖水偏好/%

80.50±3.02

54.00±5.431）

65.60±7.472）

57.00±10.65

67.60±10.553）

75.28±6.873）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01

（表 2，5 同）。
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内 MBP，MAG，MOG 髓鞘相关蛋白表达水平显著

降低（P<0.01）；与模型组比较，给予逍遥散干预后，

vHIP 髓鞘相关蛋白表达水平随剂量增加不同程度

地增加（P<0.05，P<0.01）；而氟西汀干预未能明显改

变 BCAS/CRS 小鼠髓鞘蛋白表达，差异无统计学意

义。见图 1，表 2。

3.2.2 对 BCAS/CRS 小鼠 vHIP 髓鞘超微结构的影

响 正常组小鼠 vHIP 髓鞘结构完整，板层结构排列

紧凑规则，边缘光滑；模型组 vHIP 髓鞘结构松解，致

密层分离，排列紊乱，出现空泡样改变；给予逍遥散

和氟西汀干预后，BCAS/CRS 小鼠 vHIP 髓鞘超微结

构较有序，板层结构松散程度减轻，其中高剂量组

髓鞘结构完整性改善最为明显。见图 2。

3.2.3 对 BCAS/CRS 小 鼠 MBP 荧 光 表 达 的 影 响

与正常组比较，模型组 vHIP 中 CA1 区和 DG 区 MBP

荧光强度明显减少（P<0.01）；与模型组比较，给予逍

遥散干预后，逍遥散低、中、高剂量组 MBP 荧光表达

强度不同程度的增加（P<0.01），氟西汀组 MBP 荧光

表达强度增加（P<0.01）；与氟西汀组比较，高剂量组

对 MBP 荧光表达的影响更明显。见图 3，表 3。

3.3 对 BCAS/CRS 小鼠 vHIP 脑区小胶质细胞极化

的影响

3.3.1 对 BCAS/CRS 小鼠 vHIP 小胶质细胞 M1 型，

M2 型相关蛋白表达水平的影响 与正常组比较，

模型组小鼠 TREM2，iNOS 表达增加，Arg1 表达降

低（P<0.01）；与模型组比较，低剂量组 iNOS 蛋白表

达下调（P<0.01），TREM2 蛋白表达下调（P<0.05），
Arg1 表达差异无统计学意义，逍遥散中、高剂量组

TREM2，Arg1 蛋白表达上调，iNOS 蛋白表达下调

（P<0.01），氟 西 汀 组 差 异 无 统 计 学 意 义 。 见

图 4，表 4。

3.3.2 对 BCAS/CRS 小鼠 vHIP 炎症的影响 与正

常组比较，模型组促炎因子 TNF-α，IL-1β及抗炎因

子 IL-4，IL-10 蛋白表达水平均有所增加（P<0.01）；
与模型组比较，逍遥散低、中、高剂量逍遥散组促炎

因子 TNF-α，IL-1β蛋白表达水平均下调（P<0.01），
抗 炎 因 子 IL-4，IL-10 蛋 白 表 达 水 平 被 上 调

（P<0.01），氟西汀组促炎因子 TNF-α蛋白表达水平

下调（P<0.05），IL-4，IL-10 蛋白表达水平均上调（P<

0.01）；与氟西汀组比较，高剂量改善 vHIP 炎症状态

A. 正常组；B. 模型组；C. 氟西汀组；D. 逍遥散低剂量组；E. 逍遥散

中剂量组；F. 逍遥散高剂量组（图 2~5 同）
图 1 各组小鼠 vHIP MBP，MAG，MOG蛋白电泳

Fig. 1 Electrophoresis of MBP， MAG and MOG myelin

associated proteins in vHIP in each group

图 2 逍遥散对 BCAS/CRS小鼠 vHIP髓鞘超微结构的影响（电镜扫描，×25 000）
Fig. 2 Effect of Xiaoyaosan on ultrastructure of myelin sheath in vHIP region of BCAS/CRS mice（SEM，×25 000）

表 2 逍遥散对 BCAS/CRS小鼠 vHIP髓鞘相关蛋白相对表达水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of Xiaoyaosan on myelin associated protein expression level in vHIP of BCAS/CRS mice（x̄± s，n=6）

组别

正常

模型

氟西汀

逍遥散

剂量/g∙kg-1

0.01

5

10

20

MBP/GAPDH

1.00±0.23

0.50±0.101）

0.63±0.10

0.79±0.092）

0.83±0.222）

0.85±0.163）

MAG/GAPDH

1.00±0.13

0.32±0.831）

0.49±0.10

0.63±0.133）

0.72±0.153）

0.86±0.153）

MOG/GAPDH

1.00±0.10

0.44±0.091）

0.52±0.08

0.65±0.122）

0.70±0.153）

0.73±0.093）
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效果更为明显。见表 5，图 5。

4 讨论

抑郁是 VaD 常见的精神合并症［21-22］，且患病率

显著高于阿尔茨海默病患者［23］。抑郁行为的产生

是内外因素综合作用的结果。慢性应激压力是导

致抑郁等情绪障碍最重要的原因［24］，然而，不是所

有动物面对应激均产生抑郁等行为异常；大脑情绪

调节系统的稳定状态决定了对应激产生行为异常

的易感性和恢复力［25］。通过 BCAS 模拟慢性脑低灌

注，结合 CRS 模拟 VaD 常有的行动受限，这一 VaD

合并抑郁模型结合生理变化和应激压力，在此前研

究中已被证实显著增加动物对应激的易感性，具有

很好的表面效度和建构效度；而单纯慢性低灌注组

动物仅有 20%~25% 产生抑郁行为表型，预测效度

不适于药物研究［26］。因此，在本研究中应用该模

型，以更好的针对逍遥散的作用及机制进行探讨。

结果显示，与正常组比较，BCAS/CRS 小鼠表现出明

显的抑郁行为，糖水消耗实验中模型组小鼠糖水消

耗明显减少，悬尾实验中小鼠不动时间显著增加；
表明 BCAS/CRS 小鼠较好地模拟了 VaD 合并抑郁

表型。逍遥散干预显著增加 BCAS/CRS 小鼠糖水

偏好百分比，并减少悬尾实验的不动时间，改善

BCAS/CRS 小鼠抑郁行为表型。

如前言所述，髓鞘受损很可能是 VaD 合并抑郁

且独立于神经元死亡以外的重要病理基础，因此，

检测了逍遥散对小鼠 vHIP 脑区髓鞘蛋白变化及髓

鞘超微结构的影响。vHIP 是大脑情绪回路的关键

节点［27］，通过与伏隔核等情绪核团的相互投射，双

向调节机体面对应激的抑郁样行为易感性［28-29］。结

果显示，BCAS/CRS 小鼠 vHIP 髓鞘相关蛋白表达显

著降低；同时髓鞘结构松解，致密层分离，排列紊

乱，出现空泡样改变；而逍遥散可以部分逆转这一

改变。因此，研究结果提示，减轻 VaD 髓鞘损伤，是

逍遥散改善 BCAS/CRS 抑郁行为的重要作用机制。

进一步对逍遥散减轻 VaD 髓鞘损伤的具体细

胞分子机制进行了探索。髓鞘损伤后，机体启动包

括少突胶质前体细胞迁移、增殖、分化成新的少突

胶质细胞并重新包裹轴突形成髓鞘等一系列复杂

过程，以恢复轴突传导功能。其中，对原有髓鞘碎

图 3 逍遥散对 BCAS/CRS小鼠 vHIP中 CA1区和 DG区 MBP表达的影响（免疫荧光，×100）
Fig. 3 Effect of Xiaoyaosan on MBP immunofluorescence staining of CA1 and DG region in vHIP of BCAS/CRS mice（IF，×100）
表 3 逍遥散对 BCAS/CRS 小鼠 vHIP 中 CA1 区和 DG 区 MBP 的

平均荧光强度的影响（x̄± s，n=6）

Table 3 Effect of Xiaoyaosan on average fluorescence intensity of

MBP in CA1 region and DG region in vHIP of BCAS/CRS mice

（x̄± s，n=6）

组别

正常

模型

氟西汀

逍遥撒

剂量/g∙kg-1

0.01

5

10

20

IA

89.94±7.24

26.95±6.681）

52.52±5.303）

49.65±7.263）

55.07±7.233）

77.14±6.693，4）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；

与氟西汀组比较 4）P<0.01（表 4 同）。

图 4 各组小鼠 vHIP小胶质细胞 M1型，M2型相关蛋白电泳

Fig. 4 Electrophoresis diagram of M1 and M2 related proteins in

microglia in vHIP brain region of mice in each group
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片的清除是髓鞘再生过程中的关键步骤［30-32］。髓鞘

破坏后产生的髓鞘碎片刺激炎症反应和抑制神经

修复，还抑制增殖的少突胶质前体细胞分化成熟为

髓鞘化 OL。这一碎片吞噬清除过程需要小胶质细

胞（MG）向 M2 吞噬型的极化激活［33］。MG 是维持

中枢神经系统稳态的免疫细胞，当 MG 表现为 M1

促炎表型时，吞噬能力和趋化性降低［34］，并分泌 IL-

6，TNF-α等促炎因子加重神经炎症和髓鞘损害［35］。

MG 的极化激活受 TREM2 调控，TREM2 作为免疫

球蛋白超家族中的一种，主要在 MG 中表达，是 MG

细胞膜上的关键感受器，介导对磷脂，载脂蛋白 E

（ApoE）和其他刺激的反应。TREM2 激活配体向胞

内传递信号，进而激活下游信号级联通路，调节细

胞增殖、吞噬、成熟和炎症反应［36］。研究显示，敲低

TREM2 表达可以减弱缺血性卒中小鼠 MG 吞噬活

性，增加 TNF-α，IL-1β 和 iNOS 并抑制 IL-10 的产

生［37］。而 TREM2 过表达可以抑制 TNF-α，IL-1β和

iNOS 并增加 IL-10 的产生［38］。蛋白免疫印迹结果

显示，逍遥散增加 BCAS/CRS 小鼠 vHIP 中 TREM2

表达，增加 M2 表型的标记蛋白 Arg1 及其分泌的抗

炎因子 IL-4，IL-10 表达，减少 M1 型的标记蛋白

iNOS 以及促炎因子 IL-1β，TNF-α水平。证实逍遥

散通过上调 TREM2 表达，调节 MG 向 M2 表型转

化，增加其吞噬及抗炎能力，促进髓鞘再生。

逍遥散是《太平惠民和剂局方》中的名方，由柴

胡、当归、芍药、白术、茯苓、甘草、薄荷、生姜共八味

药物组成，肝脾同调，气血兼顾，刚柔相济，疏散有

度。VaD 因气血亏虚、脑窍失养以致髓海不足，脑对

各种刺激的感觉、知觉、记忆等认知过程以及形成

决策、调动和整合其他脏腑的功能活动减弱。肝主

疏泄，调畅全身气机，推动精、气、血、津液等物质生

成、输布和运行，为人体气血调控枢纽。脑为“髓

海”，肝为“血海”，主藏血，精血同源，精能生血，血

能化精，“精汁清者，入髓府化髓”。逍遥散疏肝解

郁、气血条达，精血津液之精华上达头目，充髓养

神，而最终达到改善痴呆患者伴随精神行为异常的

目的，多项研究也证实逍遥散通过中枢调节作用改

善抑郁行为［39-40］。更重要的是，逍遥散在长期临床

应用中，充分证实了其安全性和有效性，结合研究

表 5 逍遥散对 BCAS/CRS小鼠 vHIP中 TNF-α，IL-1β，IL-4，IL-10蛋白表达水平的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of Xiaoyaosan on expression of TNF-α，IL-1β，IL-4，IL-10 proteins in vHIP of BCAS/CRS mice（x̄± s，n=3）

组别

正常

模型

氟西汀

逍遥撒

剂量/g∙kg-1

0.01

5

10

20

TNF-α/GAPDH

1.00±0.12

4.07±0.551）

3.23±0.652）

2.80±0.253）

2.46±0.343）

1.81±0.283）

IL-1β/GAPDH

1.00±0.22

3.23±0.371）

2.80±0.46

2.52±0.383）

2.18±0.273）

1.43±0.163）

IL-4/GAPDH

1.00±0.15

1.45±0.182）

2.34±0.353）

2.23±0.143）

3.56±0.263）

3.97±0.153）

IL-10/GAPDH

1.00±0.11

1.79±0.391）

3.65±0.383）

3.60±0.173）

3.65±0.433）

4.09±0.583）

图 5 各组小鼠 vHIP中 TNF-α，IL-1β，IL-4，IL-10蛋白电泳

Fig. 5 Electrophoresis diagram of TNF-α，IL-1β，IL-4 and IL-10

in vHIP of mice in each group

表 4 逍遥散对 BCAS/CRS小鼠 vHIP脑区小胶质细胞 M1型，M2型相关蛋白表达水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of Xiaoyaosan on expression of M1 and M2 related proteins in microglia in vHIP brain region of BCAS/CRS mice（x̄± s，n=6）

组别

正常

模型

氟西汀

逍遥撒

剂量/g∙kg-1

0.01

5

10

20

TREM2/GAPDH

1.00±0.11

1.94±0.171）

2.20±0.23

2.32±0.332）

2.56±0.103）

3.24±0.223）

iNOS/GAPDH

1.00±0.11

3.25±0.281）

2.92±0.24

2.80±0.193）

2.54±0.153）

2.12±0.17

Arg1/GAPDH

1.00±0.12

0.37±0.121）

0.41±0.073）

0.50±0.09

0.63±0.053，4）

0.80±0.083，4）
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结果，逍遥散可能是治疗 VaD 伴精神行为异常的更

好选择。

综上所述，逍遥散改善 VaD 模型小鼠抑郁行为

表型，其机制可能部分是通过上调 TREM2 表达，调

节 MG 向 M2 表型转化，增加对髓鞘碎片吞噬能力，

减轻局部炎症反应，促进髓鞘再生。同时，逍遥散

不同干预机制在其改善 VaD 伴精神行为异常中的

影响权重，值得在未来进一步研究评估，从而以实

现对疾病更精准的治疗。
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