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摘要:目的　 研究逍遥散(XYP)对血管性痴呆(VaD)小鼠焦虑抑郁行为表型的作用及可能机制。 方法　 3 月龄雄性 C57BL / 6
小鼠,采用双侧颈总动脉狭窄术(BCAS)并给予慢性束缚应激(CRS),构建 VaD 伴焦虑抑郁小鼠模型。 将造模小鼠分为模型

组、氟西汀(阳性对照)组以及逍遥散低、中、高剂量组,对照组为假手术无束缚组。 逍遥散低、中、高剂量组予逍遥散水煎剂

(5、10、20 g·kg-1·d-1)灌胃,氟西汀组给予氟西汀(10 mg·kg-1·d-1)灌胃,对照组、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,每日维持 6 h;旷场实验、强迫游泳实验、高架十字迷宫实验、糖水偏好实验检测小鼠焦虑抑郁行为

表型,免疫荧光法检测小鼠前额叶皮层(mPFC)、基底外侧杏仁核(BLA)和胼胝体(CC)髓鞘碱性蛋白(MBP)荧光表达水平;
Western

 

blot 分别检测小鼠 mPFC 和 BLA 神经核团中磷脂酰肌醇-3-激酶(PI3K)、磷酸化磷脂酰肌醇-3-激酶(p-PI3K)、蛋白

激酶 B(AKT)、磷酸化蛋白激酶 B(p-AKT)、雷帕霉素靶蛋白(mTOR)、磷酸化雷帕霉素靶蛋白(p-mTOR)以及 MBP、少突胶

质细胞糖蛋白(MOG)、髓鞘相关糖蛋白(MAG)的蛋白表达水平;LFB 髓鞘染色观察小鼠 CC 的髓鞘形态。 结果　 行为学检测

结果显示:与对照组相比,模型组小鼠在高架十字迷宫和糖水偏好实验中进入开放臂时间百分比、开放臂次数百分比、糖水偏

好率均下降(P<0. 01),在强迫游泳实验中不动时间明显增加(P<0. 01),旷场实验中总运动距离、中心区域运动时间明显减少

(P<0. 01);与模型组相比,逍遥散中、高剂量组小鼠不动时间缩短(P<0. 05,P<0. 01),糖水偏好率增加(P<0. 01),开放臂时间

百分比、开放臂次数百分比均增加(P<0. 05,P<0. 01),逍遥散高剂量组总运动距离、中心区域运动时间明显增加(P<0. 01)。
免疫荧光结果显示:与对照组相比,模型组小鼠在 CC、mPFC、BLA 脑区的荧光强度显著降低(P<0. 01),中、高剂量逍遥散,氟
西汀均可不同程度增加 MBP 荧光强度(P<0. 05,P<0. 01),其中逍遥散高剂量组最为明显(P<0. 01)。 在 LFB 染色中,与对照

组相比,模型组小鼠 CC 髓鞘纤维排列疏松,髓鞘染色变浅,存在脱髓鞘改变,逍遥散可以改善模型组小鼠 CC 髓鞘结构损伤,
效应在中、高剂量组显著(P< 0. 05,P< 0. 01)。 Western

 

blot 结果显示:与对照组相比,模型组小鼠 mPFC、BLA 脑区中 MBP、
MOG、MAG 表达下降(P<0. 01);逍遥散中、高剂量组显著逆转上述趋势(P<0. 05,P<0. 01),氟西汀对 MAG 蛋白表达下降有一

定的逆转作用(P<0. 05),对 MBP、MOG 表达无明显影响。 与对照组相比,模型组小鼠 p-PI3K / PI3K、p-AKT / AKT、p-mTOR /
mTOR 水平明显降低(P<0. 01),而在给予中、高剂量逍遥散,氟西汀干预后,p-PI3K / PI3K、p-AKT / AKT、p-mTOR / mTOR 蛋白

表达水平明显增加(P<0. 05,P<0. 01)。 结论　 逍遥散可能通过激活 PI3K / AKT / mTOR 通路促进 mPFC-BLA 神经环路髓鞘再

生并增加髓鞘结构完整性,改善 VaD 小鼠焦虑抑郁表型。
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ABSTRACT:OBJECTIVE　 To
 

study
 

the
 

effect
 

of
 

Xiaoyao
 

Powder
 

(XYP)
 

on
 

anxiety
 

and
 

depression
 

behavior
 

phenotype
 

in
 

vascular
 

dementia
 

(VaD)
 

mice
 

and
 

its
 

possible
 

mechanism.
 

METHODS　 Three-month-old
 

male
 

C57BL / 6
 

mice
 

were
 

treated
 

with
 

bilateral
 

carotid
 

artey
 

stenosis
 

(BCAS)
 

and
 

chronic
 

restraint
 

stress
 

(CRS)
 

to
 

construct
 

the
 

VaD
 

mice
 

model
 

with
 

anxiety
 

and
 

depression.
 

The
 

model
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

model
 

group,fluoxetine
 

positive
 

drug
 

group
 

and
 

XYP
 

low-dose,
 

medium-dose
 

and
 

high-dose
 

groups.
 

The
 

control
 

group
 

were
 

treated
 

with
 

sham
 

operation
 

and
 

unbound.
 

XYP
 

low,
 

medium
 

and
 

high
 

groups
 

were
 

given
 

XYP
 

water
 

Decoction
 

(5,
 

10,
 

20
 

g·kg-1·d-1)
 

by
 

intragastric
 

administration,
 

fluoxetine
 

positive
 

control
 

group
 

was
 

given
 

fluoxetine
 

(10
 

mg·kg-1·d-1)
 

by
 

intragastric
 

administration,
 

control
 

group
 

and
 

model
 

group
 

were
 

given
 

equal
 

volume
 

of
 

normal
 

saline
 

for
 

4
 

weeks.
 

And
 

restraint
 

stress
 

was
 

maintained
 

for
 

6
 

h·d-1
 

during
 

drug
 

intervention.
 

The
 

open
 

field
 

test,
 

forced
 

swimming
 

test,
 

elevated
 

cross
 

maze
 

test
 

and
 

sucrose
 

preference
 

test
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

behavioral
 

phenotypes
 

of
 

anxiety
 

and
 

depression
 

in
 

mice.
 

The
 

fluorescence
 

expression
 

levels
 

of
 

myelin
 

basic
 

protein
 

(MBP)
 

in
 

the
 

prefrontal
 

cortex
 

(mPFC),
 

basolateral
 

amygdala
 

(BLA)
 

and
 

corpus
 

callosum
 

(CC)
 

were
 

detected
 

by
 

immunofluorescence
 

assay.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

test
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

mPFC
 

and
 

BLA
 

of
 

phosphatidylinositol-3
 

kinase
 

(PI3K),
 

phosphorylated
 

phosphatidylinositol-3
 

kinase
 

(p-PI3K),
 

protein
 

kinase
 

B
 

(AKT),
 

phosphorylated
 

protein
 

kinase
 

B
 

(p-AKT),
 

target
 

of
 

rapamycin
 

(mTOR),
 

phosphorylated
 

target
 

of
 

rapamycin
 

(p-mTOR),
 

as
 

well
 

as
 

oligodendrocyte
 

glycoprotein
 

(MOG),
 

myelin
 

associated
 

glycoprotein
 

(MAG)
 

and
 

MBP.
 

The
 

myelin
 

forms
 

of
 

CC
 

in
 

mice
 

were
 

observed
 

by
 

LFB
 

staining.
 

RE-
SULTS　 Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

percentages
 

of
 

open
 

arm
 

time
 

and
 

open
 

arm
 

entries
 

in
 

open
 

field
 

test
 

and
 

the
 

sucrose
 

preference
 

in
 

sucrose
 

preference
 

test
 

decreased
 

in
 

model
 

group
 

(P<0. 01),
 

and
 

the
 

immobility
 

time
 

of
 

model
 

group
 

increased
 

signifi-
cantly

 

in
 

forced
 

swimming
 

test
 

(P<0. 01) .
 

In
 

open
 

field
 

test,
 

the
 

total
 

distance
 

of
 

movement
 

and
 

the
 

time
 

in
 

the
 

center
 

area
 

significant-
ly

 

decreased
 

(P<0. 01) .
 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 

the
 

immobility
 

time
 

of
 

mice
 

in
 

XYP
 

high-dose
 

and
 

medium-dose
 

groups
 

de-
creased

 

(P<0. 05),
 

the
 

percentage
 

of
 

sucrose
 

preference
 

increased
 

(P<0. 01),
 

the
 

percentages
 

of
 

open
 

arm
 

time
 

and
 

open
 

arm
 

entries
 

increased
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01) .
 

The
 

total
 

distance
 

of
 

movement
 

and
 

the
 

time
 

of
 

movement
 

in
 

the
 

center
 

area
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 01) .
 

Immunofluorescence
 

results
 

showed
 

that,
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

model
 

mice
 

in
 

the
 

brain
 

regions
 

of
 

CC,
 

mPFC
 

and
 

BLA
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 01),
 

and
 

the
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

MBP
 

in
 

XYP
 

medium-dose
 

and
 

high-dose
 

groups
 

and
 

fluoxetine
 

increased
 

to
 

varying
 

degrees(P<0. 05,
 

P<0. 01),
 

among
 

which
 

the
 

XYP
 

high-dose
 

group
 

was
 

the
 

most
 

obvious
 

(P<0. 01) .
 

In
 

the
 

LFB
 

staining,
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

myelin
 

fibers
 

in
 

CC
 

of
 

the
 

model
 

group
 

loosed
 

ar-
rangement,

 

became
 

lighter
 

in
 

colour
 

and
 

demyelinated.
 

XYP
 

could
 

improve
 

the
 

damage
 

of
 

the
 

myelin
 

structure
 

in
 

the
 

model
 

group.
 

Western
 

blot
 

results
 

showed
 

that,
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

expressions
 

of
 

MBP,
 

MOG
 

and
 

MAG
 

in
 

the
 

brain
 

regions
 

of
 

mPFC
 

and
 

BLA
 

in
 

model
 

group
 

decreased
 

(P<0. 01) .
 

The
 

above
 

trends
 

were
 

significantly
 

reversed
 

in
 

XYP
 

high-dose
 

and
 

medium-
dose

 

groups
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01) .
 

Fluoxetine
 

had
 

a
 

certain
 

effect
 

on
 

the
 

decreasing
 

trend
 

of
 

MAG
 

(P<0. 05),
 

but
 

had
 

no
 

significant
 

effect
 

on
 

the
 

expressions
 

of
 

MBP
 

and
 

MOG.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

levels
 

of
 

p-PI3K / PI3K,
 

p-AKT / AKT
 

and
 

p-
mTOR / mTOR

 

in
 

model
 

mice
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 01),
 

while
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

p-PI3K / PI3K,
 

p-AKT / AKT
 

and
 

p-mTOR / mTOR
 

in
 

model
 

mice
 

significantly
 

increased
 

after
 

XYP
 

and
 

fluoxetine
 

intervention
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01) .
 

CONCLU-
SION　 XYP

 

may
 

alleviate
 

the
 

anxiety
 

and
 

depression
 

phenotype
 

of
 

VaD
 

mice
 

by
 

activating
 

PI3K / AKT / mTOR
 

pathway
 

to
 

promote
 

the
 

regeneration
 

of
 

myelin
 

in
 

the
 

mPFC-BLA
 

neural
 

circuit
 

and
 

increase
 

the
 

structural
 

integrity
 

of
 

myelin.
KEYWORDS:vascular
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　 　 血管性痴呆(Vascular
 

dementia,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,神经精神症状在 VaD
中非常普遍,最常见的行为和情绪症状是抑郁、冷
漠、躁动和易怒[3] 。 痴呆伴随的精神行为异常,导
致医疗和社会负担加重、预后恶化,与认知障碍一起

作为两大核心标准被纳入诊断指南[4] 。 目前对其

机制还缺乏足够清晰全面的阐释。 仅以神经元死亡

难以解释精神症状的波动性[5] ,提示其他病理机制

存在的可能。
少突胶质细胞( Oligodendrocyte,OL) 和髓鞘异

常与精神性疾病发病密切关联[6-8] 。 一些脱髓鞘疾

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[9] 。 白质病变和脱髓鞘是

VaD 的重要病理特征,而 VaD 患者缺血性白质损伤

可以导致脑内功能网络结构紊乱和功能连接障

碍[10] 。 提示髓鞘受损很可能是 VaD 合并焦虑抑郁

独立于神经元死亡以外的重要病理基础。

目前,痴呆伴随精神行为异常缺乏安全有效的

治疗方法,非药物干预在临床实践中常难以得到执

行,而抗精神病药物的使用反而加剧认知功能恶

化[11] ,增加死亡风险[12] 。 有研究显示,使用 5-羟色

胺再摄取抑制剂类抗抑郁药舍曲林,12 周治愈率仅

为 33%[13] ,因此,针对 VaD 伴随精神行为异常进行

机制研究和药物开发,显得尤为迫切。 逍遥散( Xi-
aoyao

 

Powder, XYP ) 源于宋代 《 太平惠民和剂局

方》,已有临床研究初步发现,逍遥散可以改善 VaD
伴随的抑郁症状,降低康奈尔痴呆抑郁量表评分及

中医证候积分[14-15] 。 因此,本研究拟采用 VaD 合并

焦虑抑郁动物模型,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

60 只 3 月龄 SPF 级雄性 C57BL / 6 小鼠,体质量

24 ~ 30 g,购于湖北省实验动物中心,许可证号:
SCXK(鄂)2020-0018,饲养于湖北省中医院实验动
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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

伦理委员会批准,伦理审批号:HBZY2020-C47-01。
1. 2　 药物

逍遥散剂量参照《方剂学》 [16] 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,浸泡 30 min 后,分 3 次煎

煮,过滤合并水煎液,生药浓度为 1 g·mL-1,低剂量

逍遥散用超纯水稀释至生药浓度为 0. 5 g·mL-1 的

水煎液,高剂量逍遥散浓缩至生药浓度为 2 g / mL 的

水煎液,分装后-20 ℃保存。 盐酸氟西汀胶囊(每粒

20 mg,法国 Patheon 公司,批号:J20170012)购于湖

北省中医院,氟西汀溶于生理盐水制成浓度为 1 mg
·mL-1 的溶液。
1. 3　 试剂

DAPI、BCA 试剂盒、ECL 显影液购于上海碧云

天 生 物 技 术 有 限 公 司 ( 批 号: C1006、 P0012、
P0018AM),一抗 MAG、MOG、GAPDH 购于武汉三鹰

生物技术有限公司(批号:14386-1-AP、12690-1-
AP、60004 - 1 - Ig); MBP、 PI3K、 p - PI3K ( Tyr458 /
Tyr199)、 AKT、 p - AKT ( Ser473)、 mTOR、 p - mTOR
(Ser2448) 抗体购于美国 Cell

 

Signaling
 

Technology
公司 (批号:78896、4249、17366、2920、4060、2972、
5536);化学二抗羊抗鼠、羊抗兔购于美国 Jackson

 

ImmunoResearch 公司 ( 批号: 115 - 005 - 003、 111 -
005-003),荧光二抗驴抗兔 AF555 购于 Southern-
Biotech(批号:6441-32)。
1. 4　 仪器

蛋白电泳及转印装置 ( 美国 Bio - Rad 公司,
044BR8277),超声破碎仪(上海净信实业发展有限

公司, XM - 650T),全自动倒置荧光显微镜 (德国

Carl
 

Zeiss 公司,Observer
 

Z1),酶标仪(上海科华生

物工程股份有限公司,KHB
 

ST- 360),高速冷冻离

心机(美国 Beckman 公司,AllegraX - 30R),体视显

微镜(上海光学仪器厂,PXS-1040)。
2　 方法

2. 1　 双侧颈总动脉狭窄( Bilateral
 

carotid
 

artey
 

ste-
nosis,BCAS)法构建 VaD 小鼠模型

术前 12 h 予各组小鼠禁食不禁水,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 BCAS。 2 周后进行水迷宫实验,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(Chronic

 

restraint
 

stress,CRS)方
法

将通过筛选的 VaD 小鼠给予束缚应激(50 mL
离心管管壁均匀开小窗,供小鼠呼吸及散热,束缚期

间禁食禁水),于每日固定时间 9:00
 

am 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 10 只假手术+无束缚小鼠为对照组,将 50
只 BCAS+CRS 造模小鼠随机分为模型组,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 小 鼠 给 予 的 生 药 剂 量 分 别 为 5、 10、
20 g·kg-1·d-1,氟西汀组小鼠按 10 mg·kg-1 ·d-1

剂量给予氟西汀溶液,对照组和模型组每日予等量

生理盐水,每日 1 次,共计 4 周。
2. 4　 行为学检测方法

2. 4. 1　 强迫游泳实验　 强迫游泳实验测试工具为

透明塑料圆筒(20 cm×10 cm),水面高 12 cm,温度

(22±3)℃ 。 实验开始时将小鼠放入水中,测试时间

为 6 min,视频记录整个过程,统计每只小鼠在测试

后 4 min 内的不动时间。
2. 4. 2 　 旷场实验 　 将小鼠放置在一个 50 cm ×
50 cm×40 cm 的白色敞箱中,敞箱底面平均划分为 16
个小方格。 统计 5 min 内小鼠在旷场内的运动总距

离、旷场中心区域时间,评估小鼠焦虑状态。
2. 4. 3　 高架十字迷宫实验　 将小鼠置于中央区为

5 cm×5 cm,开放臂和闭合臂长为 35 cm,距离地面

50 cm 的高架十字迷宫装置中。 记录小鼠在高架十

字迷宫装置 5 min 内进入开放臂和封闭臂的次数,
在开放臂和在封闭臂内的停留时间。 进入开放臂次

数百分比=开放臂进入次数 / (开放臂进入次数+封

闭臂进入次数) ×100%;开放臂停留时间百分比=开

放臂停留时间 / (开放臂停留时间+封闭臂停留时

间) ×100%。
2. 4. 4　 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 内,1 瓶盛 1%蔗糖水,
另 1 瓶为纯水。 正式测试时,首先禁食禁水 24 h,再
予每只小鼠事先定量好的 1 瓶 1%蔗糖水和 1 瓶纯
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水,测试期间每 6 h 更换水瓶位置,24 h 后,取 2 瓶

水称量,计算小鼠糖水偏好率=糖水消耗量 / 总液体

消耗量×100%。
2. 5　 动物处理及取材

行为学检测后,每组随机取 4 只小鼠,1%戊巴

比妥钠麻醉,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,用于免疫荧光和 LFB 染色;剩余 6 只小鼠取

新鲜脑组织,取前额叶皮层(Medial
 

prefrontal
 

cortex,
mPFC )、 基底外侧杏仁核 ( Basolateral

 

amygdala,
BLA) 装于不同 EP 管, - 80 ℃ 保存,用于 Western

 

blot 实验。
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,PBS 洗 3 遍,5%BSA 封闭 1 h,一
抗(MBP

 

1 ∶1
 

000 稀释)4 ℃ 过夜,弃一抗,PBS 洗 3
遍,二抗(AF555

 

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　 Western

 

blot 检测

分别取适量脑组织加入 RIPA 裂解液,在超声

下破碎,离心后取上清,BCA 试剂盒检测蛋白浓度,
配平待测。 电泳、转膜,5%脱脂奶粉封闭 2 h,一抗

(均按 1 ∶1
 

000 稀释)4 ℃ 过夜;PBS 洗 3 遍,二抗室

温孵育 2 h(1 ∶10
 

000);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　 LFB 染色

将冰冻切片贴于明胶包被的玻片,待干后复水

2 次,然后置于 0. 1% LFB 中,在 28 ℃ 恒温箱中过

夜。 次日用 95%乙醇去除多余染料、蒸馏水漂洗,
再用 0. 05%碳酸锂分化,梯度脱水,二甲苯透明后

封片,随后进行图像采集。
2. 9　 统计学分析

采用 GraphPad
 

Prism8. 0 软件进行统计分析。
计量资料以 x±s 表示;采用单因素方差分析,组间比

较采用 Tukey 事后检验;以 P<0. 05 为差异具有统

计学意义。
3　 结果

3. 1　 逍遥散对小鼠焦虑抑郁表型的影响

与对照组相比,模型组小鼠存在明显抑郁、焦虑

行为,表现在旷场实验中运动总距离、中心区运动时

间,高架十字迷宫中开放臂停留时间百分比、进入次

数百分比减少( P < 0. 01);给予高剂量逍遥散干预

后,运动总距离、中心区运动时间,开放臂停留时间

百分比、进入次数百分比增加(P<0. 01)。 与对照组

相比,模型组小鼠表现出不动时间增加(P<0. 01),
糖水偏好率降低(P<0. 01)。 中、高剂量逍遥散干预

后,模型小鼠糖水偏好率增加(P<0. 01),不动时间

缩短(P<0. 05,P<0. 01)。 见图 1。

注:与对照组比较,## P<0. 01;与模型组比较,∗ P<0. 05,∗∗ P<0. 01。 x±s,n = 10。

图 1　 逍遥散对小鼠焦虑抑郁表型的影响

Fig. 1　 Effect
 

of
 

XYP
 

on
 

anxiety
 

and
 

depression
 

phenotype
 

in
 

mice

3. 2　 逍遥散对模型小鼠 mPFC 和 BLA 中髓鞘相关

蛋白表达的影响

Western
 

blot 结果显示:与对照组相比,模型组

小鼠 mPFC 和 BLA 中髓鞘相关蛋白 MBP、 MAG、
MOG 均显著下降(P<0. 01);与模型组比较,逍遥散

中、高剂量组 mPFC 和 BLA 中髓鞘相关蛋白 MBP、
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MAG、MOG 显著上调(P<0. 01)。 见图 2。

注:与对照组比较,## P<0. 01;与模型组比较,∗ P<0. 05,∗∗ P<0. 01。 x±s,n = 6。

图 2　 逍遥散对小鼠 mPFC-BLA 髓鞘相关蛋白表达的影响

Fig. 2　 Effect
 

of
 

XYP
 

on
 

the
 

expressions
 

of
 

myelin
 

associated-proteins
 

in
 

mPFC
 

and
 

BLA
 

of
 

mice

3. 3　 逍遥散对模型小鼠 mPFC 和 BLA 髓鞘蛋白

MBP 荧光表达的影响

与对照组相比,模型组小鼠 mPFC 和 BLA 中

MBP 荧光强度明显降低( P<0. 01),结构显示不清;
与模型组比较,逍遥散各剂量组和氟西汀组荧光强

度均显著增加(P<0. 05,P<0. 01)。 见图 3 ~ 4。
3. 4 　 逍遥散对模型小鼠胼胝体( Corpus

 

callosum,
CC)髓鞘损伤的影响

免疫荧光染色结果显示:与对照组相比,模型组

小鼠 CC 中 MBP 荧光强度明显降低(P<0. 01),结构

欠清晰,通过药物干预后,各组小鼠 MBP 荧光强度

有不同程度增加(P<0. 01)。 LFB 染色结果显示:对
照组小鼠 CC 髓鞘蓝染清晰,无脱髓鞘改变;模型组

小鼠 CC 着色变浅,髓鞘纤维排列疏松,提示在模型

组小鼠中存在明显脱髓鞘变化。 给予中、高剂量逍

遥散和氟西汀干预后,小鼠 CC 染色程度及髓鞘结

构有所恢复。 见图 5 ~ 6。

注:与对照组比较,## P<0. 01;与模型组比较,∗ P<0. 05,∗∗ P<0. 01。 x±s,n = 4。 bar = 400
 

μm。
图 3　 逍遥散对 mPFC 中 MBP 荧光表达的影响

Fig. 3　 Effect
 

of
 

XYP
 

on
 

the
 

fluorescence
 

expression
 

of
 

MBP
 

protein
 

in
 

mPFC
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注:与对照组比较,## P<0. 01;与模型组比较,∗ P<0. 05,∗∗ P<0. 01。 x±s,n = 4。 bar = 200
 

μm。
图 4　 逍遥散对 BLA 中 MBP 荧光表达的影响

Fig. 4　 Effect
 

of
 

XYP
 

on
 

the
 

fluorescence
 

expression
 

of
 

MBP
 

protein
 

in
 

BLA

注:与对照组比较,## P<0. 01;与模型组比较,∗∗ P<0. 01。 x±s,n = 4。 bar = 400
 

μm。
图 5　 各组小鼠 CC 中 MBP 免疫荧光图及相对荧光强度统计图

Fig. 5　 Immunofluorescence
 

diagram
 

and
 

relative
 

fluorescence
 

intensity
 

statistical
 

diagram
 

of
 

MBP
 

in
 

CC
 

in
 

each
 

group

图 6　 各组小鼠 CC
 

LFB 染色代表图

Fig. 6　 Representative
 

diagram
 

of
 

LFB
 

staining
 

in
 

CC
 

in
 

each
 

group

3. 5　 逍遥散对模型小鼠 mPFC 和 BLA 中 PI3K /
AKT / mTOR 通路蛋白表达的影响

Western
 

blot 结果显示:与对照组相比,模型组

小鼠 mPFC 和 BLA 中 p-PI3K / PI3K、p-AKT / AKT、
p-mTOR / mTOR 蛋白相对表达水平明显降低( P <
0. 01);与模型组比较,逍遥散中、高剂量组及氟西

汀组小鼠 mPFC 和 BLA 核团中 p -PI3K / PI3K、p -
AKT / AKT、p-mTOR / mTOR 蛋白相对表达水平有不

同程度增加(P<0. 01)。 见图 7。
4　 讨论

本研究通过 BCAS 模拟慢性脑低灌注,结合

CRS 模拟 VaD 常有的行动受限。 在我们此前研究

中,VaD 合并焦虑抑郁动物模型已被证实具有很好

的表面效度和建构效度[17] 。 本研究结果显示,与对

照组相比,模型组小鼠表现出明显的焦虑抑郁行为:
强迫游泳实验中小鼠不动时间显著增加,糖水偏好

率降低,在旷场实验中表现出中心区活动时间明显

减少,高架十字迷宫实验表现进入开放臂次数及时

间明显减少。 逍遥散干预后模型组小鼠的糖水偏好

率以及在旷场实验中的中心区时间、高架十字迷宫

实验中进入开放臂次数及时间均显著增加,强迫游

泳实验中的不动时间减少。 以上行为学测试结果表
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明逍遥散能有效地改善模型组小鼠焦虑抑郁行为表

型。
mPFC 和 BLA 是参与抑郁症和焦虑症等精神疾

病发病过程的关键核团[18] 。 mPFC 与其他大脑区

域的丰富联系在记忆、认知、决策、社会行为和情绪

中起着关键作用[19] 。 BLA 被认为是编码情绪效价

并指导行为的关键结构,主导焦虑、恐惧及其他负面

情绪形成。 mPFC 通过对 BLA 的纤维投射形成自上

而下的抑制性控制,这一过程需要环路神经元之间

信号传递的高度协同[20] 。 缺血导致的髓鞘受损引

起神经电传导延迟,使空间上离散的神经核团在信

息传递的时间同步性上出现不协调,以致大脑在执

行自发行动时产生预测错误,引起行为混乱[21-22] 。
本研究结果显示:模型组小鼠 mPFC、BLA 髓鞘相关

蛋白 MBP、MAG 和 MOG 表达显著降低,逍遥散可

以部分逆转这一改变;同时,对 mPFC、BLA 及大脑

重要的神经纤维束 CC 进行 MBP 免疫荧光染色和

LFB 染色,证实逍遥散能减轻髓鞘损伤,可能是其改

善模型小鼠精神行为异常的重要作用机制。

注:与对照组比较,## P<0. 01;与模型组比较,∗ P<0. 05,∗∗ P<0. 01。 x±s,n = 6。

图 7　 逍遥散对小鼠 mPFC-BLA
 

PI3K / AKT / mTOR 通路蛋白表达的影响

Fig. 7　 Effect
 

of
 

XYP
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

mPFC
 

and
 

BLA
 

PI3K / Akt / mTOR
 

pathway
 

protein
 

in
 

mice

　 　 髓鞘损伤后,机体启动包括少突胶质前体细胞

(OPC)迁移、增殖、分化成新的 OL 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。
有研究表明 PI3K / AKT / mTOR 是参与 OPC 迁移、增
殖的重要信号通路[23] 。 PI3K 是由调节亚基 p85 和

催化亚基 p110 构成的二聚体,与生长因子受体结合

后,可改变 AKT 蛋白结构使其活化,并以磷酸化作

用激活下游 mTOR,从而调节 OPC 的增殖、分化以

及迁移等[24-25] 。 研究显示,上调 AKT / mTOR 信号
通路明显增加小鼠 CC 髓鞘厚度及脑白质体积[26] ,
而条件性敲除 PI3K / AKT 上游抑制剂 PTEN 会导致

小鼠中枢系统髓鞘明显增加[27] 。 脑慢性低灌注会

抑制 PI3K / AKT / mTOR 通路的激活,使 OPC 募集及

正常分化受阻,导致脑白质损伤加重[28] 。 通过对逍

遥散中 136 种有效成分进行生信分析及体外验证显

示,PI3K / AKT 信号通路是逍遥散减轻缺血性卒中

损伤的主要效应通路[29] 。 我们检测了 mPFC 和

BLA 神经核团中 PI3K / AKT / mTOR 信号通路蛋白

表达变化。 模型组小鼠 p - PI3K / PI3K、 p - AKT /
AKT、p-mTOR / mTOR 水平明显降低,而在给予逍遥

散干预后,mPFC 和 BLA 神经核团中 p-PI3K / PI3K、
p-AKT / AKT、p-mTOR / mTOR 蛋白表达水平显著增

加。 提示逍遥散可能通过激活 PI3K / AKT / mTOR 信

号通路,参与调节 mPFC -BLA 神经环路髓鞘的形

成,从而改善 VaD 焦虑抑郁表型。
VaD 伴抑郁、焦虑可归属于中医“郁证” 范畴。

郁证以气郁为先,总体虽可概括为虚、郁、瘀三个方

面,但在脑血管疾病的病理基础下,气郁血滞则精血
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不能上荣于头窍,瘀血阻滞于脑脉经络而致神机失

用,则以“气郁”与“留滞”互为因果,病情更甚。 逍

遥散由柴胡、当归、白芍、白术、茯苓、甘草、薄荷、生
姜共 8 味药物组成,肝脾同调,气血兼顾,刚柔相济,
疏散有度。 针对 VaD 气郁血虚、脑窍失养的病机特

点,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。 逍遥散在长期临床应用中,其安

全性和有效性得到了充分证实。 我们的研究结果也

表明,逍遥散可能是治疗 VaD 伴精神行为异常更好

的选择。
综上所述,本研究从神经环路髓鞘功能角度探

讨了逍遥散改善 VaD 伴随精神行为异常的作用机

制,显示逍遥散可能通过激活 PI3K / AKT / mTOR 信

号通路,促进 mPFC-BLA 神经环路髓鞘再形成,增
加神经核团间信息整合能力,从而改善 VaD 小鼠焦

虑抑郁表型。 在后续工作中我们将进一步利用光遗

传学调控、在体场电位记录等工具,针对髓鞘病理在

VaD 合并焦虑抑郁中角色进行验证探索和更深入的

药物机制研究,可能为这一临床棘手难题提供有希

望的干预靶点和药物选择。
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