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基于分子网络研究四逆散抗抑郁症作用的潜在生物学机制
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摘 要： 目的 基于分子网络研究四逆散治疗抑郁症的潜在生物学机制。方法 借助于中药系统药理学数据库和分析平

台（TCMSP）数据库筛选四逆散的活性成分，筛选条件为口服利用率、药物相似性和血脑屏障透过率，并挖掘四逆散活性

成分靶点和抑郁症的治疗靶点。利用韦恩图找到活性成分靶点和疾病靶点的交集靶点，对应相应成分定义为四逆散抗抑郁

的有效成分。利用String在线数据库进行交集靶点蛋白质-蛋白质相互作用网络的预测，并利用DAVID数据库进行交集靶点

KEGG信号通路的富集分析。最后使用Cytoscape 3.6软件进行活性成分-靶点网络及有效成分-靶点-信号通路的构建和拓扑

分析。结果 筛选出了四逆散107个有效成分和28个重要的抗抑郁症靶点。四逆散抗抑郁症的重要靶点显著富集于神经活性

配体-受体相互作用、5-羟色胺能突触、多巴胺能突触、逆行内源性大麻素信号传导、钙信号通路等 10个信号通路中。结

论 本研究从分子网络的角度初步揭示了四逆散治疗抑郁症的潜在作用机制，其主要的生物学机制可能与以神经活性配体-

受体相互作用为中心的信号通路有关。
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Abstract: Objective Based on molecular network, the underlying biological mechanism of Sini Powder in the treatment of

depression was studied. Methods Using TCMSP database to screen the active components of Sini Powder, the screening conditions

were oral utilization, drug similarity and blood-brain barrier permeability, and the therapeutic targets of Sini Powder and depression

were found. The intersections of active component targets and disease targets were found by using Venn diagram, and the

corresponding components were defined as effective components of tetrastigmatic anti-depression. A string online database was used

to predict the intersecting target protein-protein interaction network, and a DAVID database was used to conduct the enrichment

analysis of the KEGG signal pathway of the intersecting target. Finally, Cytoscape 3.6 was used to construct the active component-

target network and active component-target-signal pathway. Results We screened out 107 active ingredients and 28 important anti-

depression targets. Antidepressant when one of the important targets significantly enriched in Neuroactive ligand-receptor interaction

and Serotonergic synapse, Dopaminergic synapse, Retrograde endocannabinoid signaling, Calcium signaling pathway, etc. 10 in the

signal path. Conclusion This study preliminarily revealed the potential mechanism of the therapeutic effect of Sini Powder on

depression from the perspective of molecular network, and its main biological mechanism may be related to the signaling pathway

centered on the Neuroactive ligand-receptor interaction.
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抑郁症是一种常见的且严重危害人类身心健

康的情绪障碍性疾病，主要表现为持续而显著的心

情低落、思维及认知功能减退、活动能力降低［1］。相

关数据显示，到 2020年抑郁症可能成为仅次于心脏

病的影响人类健康的第二大类疾病［2］。随着生活节

奏的加快、社会竞争的加剧，我国抑郁症发病率呈

现逐年上升趋势，给家庭和社会带来严重负担。抑

郁症属于中医“郁证”范畴，早在《素问·六元正纪大

论》中就有关于五气之郁的记载，明代虞抟首提“郁

证”病名。郁证的基本病机为情志所伤、肝气郁结，

因此疏肝解郁之法成为中医治疗抑郁症的常法。

出自于《伤寒论》的四逆散，由柴胡、白芍、枳

实、炙甘草组成，虽为少阴阳郁厥逆而设，但临床用

于治疗抑郁症相关疾病获得肯定的疗效［3-4］。现代

药理学研究证实，四逆散能调节神经递质、保护神

经元调节免疫细胞等达到抗抑郁作用［5］。考虑到中

药复方具有多靶点、多组分的特点［6］，传统药理学研

究无法从整体性的角度揭示四逆散调控整个分子

网络的潜在生物学机制。因此本研究借助网络药

理学方法，通过筛选四逆散的有效成分，分析其调

控抑郁症相关分子网络、重要靶点和信号通路，明

确其抗抑郁的潜在生物学，为深入研究四逆散的基

础和临床研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 四逆散活性成分的挖掘与筛选

中药系统药理学数据库和分析平台（TCMSP）

通过整合药物代谢动力学、药物化学、药物靶点和

疾病网络实现了从系统层面发现中药活性成分，从

而为阐明中药作用机制，实现老方优化和新复方配

伍提供了可能［7］。本研究通过设置口服生物利用

度（OB）≥30%、药物相似性（DL）≥0.18、血脑屏障透

过率（BBB）≥ − 0.3 共 3 个筛选条件，分别以“柴

胡”“白芍”“枳实”“炙甘草”为关键检索词，获得四

逆散方中4味药物的有效活性成分。

1.2 四逆散活性成分作用靶点的预测

利用TCMSP数据库获取四逆散中筛选出的每

个 活 性 成 分 对 应 的 潜 在 靶 点 信 息 ，并 利 用

UniProt（http：//www. uniprot. org）数 据 库 中 的

UniProtKB搜索功能对不同来源的靶点进行检索，

设置背景为 Homo sapiens，得到所有靶点的 official

gene symbol，下一步用于后续网络药理学分析。

1.3 抑郁症靶点的挖掘

利用以下5个数据库获得抑郁症这一疾病靶点的有

效信息：（1）GAD数据库（http：//geneticassociationdb.

nih.gov/）；（2）TTD数据库（http：//database.idrb.cqu.edu.

cn/TTD/）；（3）OMIM 数 据 库（http：//www. omim.

org/）；（4）KEGG 数据库（https：//www. kegg. jp/）；（5）

PhamGKB数据库（https：//www.pharmgkb.org/）。

1.4 核心靶点筛选

利用Venny 2.1（http：//bioinfogp.cnb.csic.es/tools/

venny/index.html）在线工具绘制四逆散有效活性成分靶

点和抑郁症靶点的韦恩图，进而得到交集靶点。

1.5 蛋白质相互作用关系分析

将筛选得到的四逆散抗抑郁症的交集靶点蛋

白以 gene symbol形式上传到 String数据库（https：//

string-db.org/），限定研究物种为人类，进行蛋白与

蛋白相互作用分析，得到蛋白质相互作用网络图。

1.6 KEGG信号通路富集分析

利 用 DAVID 6.8 数 据 库（The Database for

Annotation，Visualization and Integrated Discovery，

https：//david. ncifcrf. gov/）对交集靶点蛋白进行

KEGG信号通路富集分析。在 DAVID的基因列表

中粘贴目标基因，并标示为“official gene symbol”，

物种和背景均选择“Homo sapiens”，通过后续分析

得到最终的结果。

1.7 网络的构建及拓扑分析

利用Cytoscape 3.6 软件构建活性成分-靶点相

互作用网络和抗抑郁有效成分-交集靶点-信号通路

相互作用网络。在构建网络中以节点表示成分或

靶点或信号通路，以边表示它们之间的有效关系，

利用 Cytoscape 软件中 Network Analyzer 计算节点

度（Degree）等拓扑参数评价药效成分和靶点重要性。

2 结果

2.1 四逆散的活性成分

口服给药是中药方剂最常见的给药形式，而评

价药物分子的血脑屏障透过能力是探究四逆散治

疗抑郁症中活性成分的基础。设置了OB≥30%，DL≥
0.18，BBB≥–0.3的筛选标准，获得了四逆散的121个活

性成分，其中柴胡 10个、白芍 4个、枳实 13个、炙甘

草94个。

2.2 四逆散活性成分靶点预测及抑郁症靶点挖掘

预测了四逆散有效活性成分的靶点，共得到

103 个，并通过挖掘 GAD、TTD、OMIM、KEGG 和

PhamGKB 等 5 个在线数据库得到了 233 个抑郁症

相关靶点。将上述 2个数据集取交集得到的 28个

交集靶点（表 1），主要包括α-2A肾上腺素能受体、α-

2C肾上腺素能受体、β-1肾上腺素能受体、β-2肾上

腺素能受体、毒蕈碱乙酰胆碱受体M2等。
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2.3 活性成分-靶点相互作用网络构建与分析

利用 Cytoscape 3.6软件构建活性成分-靶点相

互作用网络，得到了一个包含 216个点和 2 320条边

的网络（图 1）。其中，Degree值排名靠前的 5个靶点

是ESR1、PTGS2、AR、NOS2、PRSS1，他们的Degree

值分别是94、93、89、83、82。

2.4 蛋白质相互作用关系分析

将四逆散与抗抑郁相关的 28个交集靶点输入

String数据库进行分析，去除没有注释的靶点蛋白，

得到蛋白质相互作用关系网络图。结果显示，该蛋

白质相互作用网络包含 21 个点，31 个边，平均

degree值为2.95（图2）。

2.5 KEGG信号通路富集分析

使用DAVID数据库对四逆散交集靶点蛋白进

行KEGG信号通路富集分析，利用 cytoscape软件进

行四逆散活性成分 -靶点 -信号通路网络图的构

建（图 3）。得到了 107个四逆散抗抑郁症有效成分

及 10个重要生物信号通路，包括神经活性配体-受

体相互作用（neuroactive ligand-receptor interaction）、5-

羟色胺能突触（serotonergic synapse）、多巴胺能突

触（Dopaminergic synapse）、逆行内源性大麻素信号传

导（retrograde endocannabinoid signaling）、钙信号通

路（calcium signaling pathway）等（表2）。其中有效成

分 Degree 值排名前 10 的成分是：beta-sitosterol、

stigmasterol、7-methoxy-2-methyl isoflavone、DBP、

medicarpin， formononetin、 vestitol、 pinocembrin、

glypallichalcone、karenzu dk2、inermine（表3）。

3 讨论

四逆散出自《伤寒论》，为疏肝解郁、调理气机

的祖方，常用于肝郁气滞诸证的治疗。方中柴胡主

入肝胆，其性轻清升散，既能疏肝解郁，又可升清阳

以使郁热外透，故为君药；白芍敛阴泻热，补血养

肝，为臣药。君臣相配，散敛互用，体用兼顾，气血

兼调；枳实苦辛性凉，行气降逆，开郁散结，合柴胡

以调和肝脾，升降气机；炙甘草缓急和中，又能调和

诸药为使。本方用于抑郁症等情志障碍类疾病具

有肯定的临床疗效，为了进一步阐明其作用机制，

借助了 TCMSP，通过设置 OB≥30%，DL≥0.18，BBB

≥−0.3 的筛选标准，获得了四逆散的 121 个活性成

分。进一步通过靶点注释及活性成分-靶点网络、有

效成分-靶点-信号通路网络构建，分析了成分、靶点

和信号通路之间的相互作用关系，并筛选出了重要

有效成分、重要靶点及信号通路，这为四逆散多成

分、多靶点、多通路的治疗抑郁症的生物学机制新

的方向。

图1 四逆散活性成分-靶点相互作用网络图

Fig. 1 Interaction network diagram of active in‐

gredient-target in Sini Powder

表1 四逆散治疗抑郁症相关靶点

Table 1 Targets of Sini Powder in treatment of depression

基因代号

ADRA2A

ADRA2C

ADRB1

ADRB2

CHRM2

CHRNA2

GABRA1

GABRA5

GRIA2

GSK3B

HTR2A

HTR3A

KCNH2

LTA4H

MAOA

MAOB

MAPK14

NR1I2

NR3C1

NR3C2

OPRM1

PLA2G4A

PON1

PPARG

PTGS2

SLC6A2

SLC6A3

SLC6A4

基因名

α-2A肾上腺素能受体

α-2C肾上腺素能受体

β-1肾上腺素能受体

β-2肾上腺素能受体

毒蕈碱乙酰胆碱受体M2

神经元乙酰胆碱受体亚基α-2

γ-氨基丁酸受体亚基α-1

γ-氨基丁酸受体亚基α-5

谷氨酸受体2

糖原合成酶激酶-3β

5-羟色胺受体2A

5-羟色胺受体3A

钾电压门控通道亚家族H成员2

白三烯A-4水解酶

胺氧化酶［含黄素］A

胺氧化酶［含黄素］B

丝裂原活化蛋白激酶14

核受体亚家族1组 I成员2

糖皮质激素受体

盐皮质激素受体

Mu型阿片受体

细胞溶质磷脂酶A2

血清对氧磷酶/芳酯酶1

过氧化物酶体增殖物激活受体 γ

前列腺素G / H合成酶2

钠依赖性去甲肾上腺素转运蛋白

钠依赖性多巴胺转运蛋白

钠依赖性5-羟色胺转运蛋白
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图3 四逆散药效靶点富集分析图

Fig. 3 Enrichment analysis chart of pharmacodynamic target of Sini Powder

图2 四逆散药效靶点蛋白质相互作用网络图

Fig. 2 Interaction network of proteins at pharmacodynamic targets of Sini Powder

··1726



Drug Evaluation Research 第42卷第9期 2019年9月

借助于TCMSP数据库挖掘了四逆散的有效靶

点 103 个 ，借 助 GAD、TTD、OMIM、KEGG 和

PhamGKB数据库得到抑郁症的有效靶点 233个，通

过取交集，得到两个的共同靶点 28个。这些抗抑郁

靶点对应的药效成分组属于柴胡的有 7个，枳实的

有 12个，甘草的有 87个，白芍的有 1个。而所得的

抗抑郁靶点中，柴胡的靶点有 18个，枳实的靶点有

11个，甘草的靶点有 25个，白芍的靶点有 17个。本

研究发现，甘草抗抑郁的药效成分和对应靶点最

多，说明甘草在四逆散全方中的重要作用。此外，

虽然白芍的药效成分仅有一个，其对应的抗抑郁靶

点却有 17个，表明该药物的抗抑郁作用不容忽视。

通过 PPI网络的构建，发现一些蛋白位于网络的重

要节点处，如 ADRA2C、5-HTR2A 等。去甲肾上腺

素（NA）是调节行为状态和认知的关键神经调节因

子，它在下丘脑-垂体-肾上腺（HPA）轴的调节和应

激反应中起关键作用，相关研究证实HPA轴失调参

与到抑郁症的发病机制中［8］，作为HPA轴中重要成

员的 α2-肾上腺素能受体在大脑内的表达上调，与

抑郁症患者自杀倾向增加密切相关［9］。激活 β-肾上

腺素能改变海马神经元突触，能参与到学习和记忆

的过程中［10］，有学者借助学习无助（LH）模型和慢性

应激（CMS）模型发现海马 β1 和 β2 肾上腺素受体

mRNA表达上升与抑郁症的发生关系密切［11］。5-羟

色胺存在于外周神经系统和中枢神经系统中，能够

调节下丘脑、皮质以及边缘系统，而这些大脑功能

区域都与情绪障碍存在一定关系。研究表明 5-羟

色胺的信号传导通路与抑郁症的发生关系密切，这

与其促进血小板聚集和动脉血管收缩有关［12］。5-羟

色胺 2A 基因位于第 13 号染色体 q14~q21 区域，包

含 20 kbp，主要含有 3个外显子和 2个内含子，研究

证实 5-HTR2A基因多态性与情感障碍存在密切联

系［13］。动物实验研究发现，拮抗 5-HT2A 受体可以

发挥抗抑郁作用［14］。5-羟色胺 3A是 5-羟色胺家族

中唯一的配体门控阳离子通道，参与记忆和海马突

触可塑性的增强［15］。5-羟色胺 3A基因的缺失的小

鼠能够减轻海马CA1突触中低频刺激（LFS）诱导的

N-甲基天冬氨酸（NMDAR）受体依赖的长期抑

郁（LTD）［16］。作为四逆散重要组成的白芍，其提取

物能够下调抑郁模型大鼠 5-羟色胺 3A来发挥抗抑

郁作用［17］。

利用 DAVID 数据库对四逆散靶点蛋白进行

KEGG信号通路富集分析，得到了 10个重要生物信

号通路，其中多巴胺能突触这条信号通路引起了笔

者的重视。多巴胺是人体内一种儿茶酚胺类神经

递质，主要分布在脑干的脑桥、延髓以及前脑（包括

表2 四逆散成分-靶点-信号通路网络中信号通路Degree值

Table 2 Degree values of signaling pathways in Sini Powder components-targets-signaling pathway network

ID

map04080

map04726

map04728

map04723

map04020

map04024

map04022

map04750

map04370

map04151

信号通路

Neuroactive ligand-receptor interaction

Serotonergic synapse

Dopaminergic synapse

Retrograde endocannabinoid signaling

Calcium signaling pathway

cAMP signaling pathway

cGMP-PKG signaling pathway

Inflammatory mediator regulation of TRP channels

VEGF signaling pathway

PI3K-Akt signaling pathway

Degree

10

7

6

5

4

4

4

3

3

1

表3 四逆散成分-靶点-信号通路网络中Degree值排名

TOP10的成分

Table 3 Components of degree ranking TOP10 in Sini

Powder components-targets-signaling pathway network

ID

MOL000358

MOL000449

MOL003896

MOL000676

MOL002565

MOL000392

MOL000500

MOL002844

MOL004835

MOL004837

MOL004941

成分

beta-sitosterol

Stigmasterol

7-Methoxy-2-methyl isoflavone

DBP

Medicarpin

formononetin

Vestitol

Pinocembrin

Glypallichalcone

Karenzu DK2

Inermine

Degree

12

11

10

9

9

7

7

7

7

7

6
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海马、杏仁核、壳核和尾状核），在周围神经系统和

中枢神经系统中都起着至关重要的作用，与认知、

情绪等关系密切［18］。作为抑郁症的特征性症状之

一的快感缺失与奖赏系统功能失调有关，尤其是多

巴胺（DA）系统下调［19］。初始应激诱导的多巴胺神

经元紧张群通过增加下边缘前额皮质-扁桃体-腹侧

苍白球回路的活性，激活了受刺激海马-腹侧纹状

体-腹侧苍白球回路，对内侧腹侧被盖区进行补偿

性、长时间的下调。当应激源被抽离后，内侧腹侧

被盖区的下调依旧持续从而导致快感缺乏和抑

郁［20］。与健康人相比，快感缺失人群的 PET显像研

究显示多巴胺转运蛋白（DAT）结合显著降低［21］，

DAT参与多巴胺的运输，包括进入或离开神经元，

以控制它在突触中的水平，研究表明多巴胺转运受

体可以影响多巴胺的再摄取，参与到情绪障碍类疾

病的生理病理学过程中［22］。同时在抑郁症动物模

型也显示多巴胺系统功能改变，例如在习惯性无助

模型［23］和慢性温和应激（CMS）模型［24］中改变多巴

胺受体在边缘结构中的表达则多巴胺会减少释放

到突触中。细胞因子假说是抑郁症的发病机制假

说之一，相关研究也表明炎症细胞因子影响基底神

经节和多巴胺，与炎症相关的腹侧纹状体对快感的

反应减少，脑脊液中多巴胺和多巴胺代谢物减少，

纹状体多巴胺可用性降低，从而介导与动机和运动

活动有关的抑郁症状［25］。实验研究也证实四逆散

可以通过阻断炎性因子诱导吲哚胺 2，3 过氧化

酶（IDO）的激活途径，使 IDO活性降低和含量减少

来起到抗抑郁的疗效［26］。总之，多巴胺能突出信号

通路在抑郁症的发病机制中起到重要的作用，这也

初步反应了利用分子网络挖掘的四逆散抗抑郁靶

点和信号通路具有一定的可靠性。

综上所述，四逆散抗抑郁症具有多靶点、多途

径、多通路的特点，其主要生物学机制可能与神经

活性配体-受体相互作用、5-羟色胺能突触、多巴胺

能突触、逆行内源性大麻素信号传导、钙信号通路

等信号通路有关。本研究基于分子网络，初步阐述

了四逆散抗抑郁症的潜在靶点和信号通路，为进一

步深入研究四逆散抗抑郁症的潜在生物学奠定了

基础。
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