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网络药理学结合实验验证探讨四逆散“异病同治”抑郁症、焦虑症和乳腺纤维

囊性疾病的作用机制

胡丽丽*，王 珏，吴 娜，蔡东晖

山西中医药大学  基础医学院，山西  晋中    030619

摘 要： 目的  探讨四逆散对重度抑郁症、广泛性焦虑症和乳腺纤维囊性疾病“异病同治”的作用机制。方法  筛选四逆散

活性成分，并与治疗抑郁症、焦虑症和乳腺纤维囊性疾病的药物进行主成分分析判断类药性；利用多个数据库综合分析四

逆散和 3种疾病的作用靶点，使用DAVID数据库对共有靶点进行基因本体（GO）与京都基因与基因组百科全书（KEGG）

通路分析，运用BioGPS数据库对关键靶点进行定位分析。采用皮质酮（CORT）诱导PC12细胞制备抑郁症、焦虑症模型，

6.250 0、3.125 0、1.562 5 mg·mL−1四逆散干预处理，MTT检测细胞存活率，实时荧光定量PCR（qRT-PCR）法检测白细胞

介素-1β（IL-1β）、白细胞介素-6（IL-6）mRNA表达。结果  四逆散主要活性成分具有较好的类药性，四逆散“异病同治”

共有靶点 32个，关键靶点为 IL6、肿瘤坏死因子（TNF）、细胞肿瘤抗原 p53（TP53）、丝氨酸/苏氨酸激酶 1（AKT1）和

IL1B等，关键活性成分包括槲皮素、木犀草素和川陈皮素等。四逆散主要通过调控HIF-1、癌症和PI3K-Akt等多条信号通

路发挥“异病同治”功能，推测肝、胸腺是药物发挥作用的关键部位。实验结果显示四逆散可逆转CORT对PC12的细胞毒

性，影响不同时间点 IL-1β、IL-6 mRNA表达。结论  四逆散具有“多成分、多靶点、多通路”协同作用的特点，通过调节

炎症反应等发挥“异病同治”作用。
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Exploring mechanism of Sini Powder in treatment of depression, anxiety 

disorder, and breast fibrocystic disease based on network pharmacology and 

experimental verification

HU Lili, WANG Jue, WU Na, CAI Donghui

School of Basic Medicine, Shanxi University of Chinese Medicine, Jinzhong 030619, China

Abstract: Objective To investigate the mechanism of Sini Powder in treatment of major depressive disorder, generalized anxiety 

disorder, breast fibrocystic disease with the "homotherapy for heteropathy". Methods  The active components of Sini Powder were 

screened and compared the drug-like properties with existing drugs for the treatment of major depressive disorder, generalized 

anxiety disorder, breast fibrocystic disease using principal component analysis. Multiple databases were used to analyze the targets 

of Sini Powder and three diseases, DAVID database was used to conduct GO enrichment and KEGG pathway analysis of common 

targets, BioGPS database was used to locate and analyze the key targets. Corticosterone (CORT) induced PC12 cells was used to 

prepare models of depression. Sini Powder (6.250 0, 3.125 0, 1.562 5 mg·mL−1) was used for intervention treatment. Cell survival 

was detected by MTT, IL-1β and IL-6 mRNA expression was tested by qRT-PCR. Results  Most of the active components of Sini 

Powder had good drug-like properties. There were 32 common targets of Sini Powder treating three diseases with "homotherapy for 

heteropathy". The key targets were IL6, TNF, TP53, AKT1 and IL1B, etc. The key active components were quercetin, luteolin, and 

nobiletin, etc. Sini Powder mainly played the role of treating different diseases through HIF-1, pathways in cancer and PI3K-Akt 

signaling pathway. It was speculated that the liver and thymus were the key parts of the drug. The results of cell experiments showed 
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that Sini Powder could reverse the cytotoxicity of CORT on PC12 and affected the mRNA expression of IL-1β and IL-6. Conclusion 

 The treatment of three diseases with Sini Powder reflected the thought of "homotherapy for heteropathy" in Chinese medicine 

through multiple components, multiple targets, and multiple pathways by regulating inflammatory response and other factors.

Key words: Sini Powder; major depressive disorder; generalized anxiety disorder; breast fibrocystic disease; network 

pharmacology; quercetin; luteolin; nobiletin

重度抑郁症（MDD）、广泛性焦虑症（GAD）和

乳腺纤维囊性疾病（BFD）是临床常见疾病。MDD

和GAD是全球最常见的精神类疾病。依据世界卫

生组织的排名显示抑郁症是导致残疾的最大贡献

者，同时也是自杀（每年死亡人数接近 80万）的主要

原因［1］。MDD作为抑郁症的一个亚类，同样具有兴

趣缺失、精力减少、认知功能受损等特点，更由于其

持续性、高复发性，导致患者无法进行正常的学习、

工作和生活，为患者及亲属造成极大的精神和经济

负担［2］。全球约有 11%的人会在一生中出现MDD

和 GAD 相关临床症状，并且这 2 种疾病在 50%～

80% 的病例中同时或依次发生［3］。GAD 是最常见

的一种焦虑障碍，以至少持续 6个月过度和无法控

制的忧虑一系列事件或活动为特点，终生患病率为

4.3%～5.9%［4］。BFD 是最常见的良性乳腺疾病，

20～50岁发病率最高，我国的发病率可达40%［5-6］。

BFD在中医类典籍中被称为乳癖，清代祁坤在

《外科大成》中记载：“（乳癖）由肝郁脾虚者……又

郁结伤脾者”，抑郁症和焦虑症属于中医“郁证”、脏

躁”等范畴［7］。根据抑郁症中医证候诊断标准，抑郁

症分为肾虚肝郁、肝郁脾虚、心脾两虚等 6个证型，

其中最常见的是肝郁脾虚证［8］。情志不调与肝的疏

泄功能密切相关，肝郁脾虚证亦是同属于情志病范

畴的焦虑症常见证型［9］。

四逆散是出自汉代张仲景《伤寒论》的经典名

方，由柴胡（君）、白芍（臣）、枳实（佐）、甘草（使）4味

药组成，具有调和肝脾、疏肝理脾之功效。现代药

理实验和临床应用均显示四逆散在对肝郁脾虚型

功能性消化不良伴焦虑、腹泻、郁证的治疗中具有

良好的效果［10-12］。

“异病同治”的理论基础是“证同治亦同”，同时

也与中药复方具有“多成分、多靶点、多通路”的特

点相契合［13］。而网络药理学可以突破传统实验手

段仅局限于某些性状、某一条或几条信号通路的局

限性，将以全面、系统、整体的角度分析中药复方对

疾病的作用机制［14］。本研究拟采用网络药理学和

细胞实验探讨四逆散干预 MDD、GAD、BFD“异病

同治”的机制。

1　材料

1.1　细胞

高分化型 PC12 细胞（购买自中国科学院上海

生命科学研究院细胞库）。

1.2　药品与试剂

四逆散［批号Z35020282，福州海王金象中药制

药有限公司（每袋 9 g）］；PrimeScriptTM RT 试剂

盒（货号 RR037A，宝日医生物技术（北京）有限公

司）；TB Green® Premix Ex TaqTM［货号 RR820A，宝

日 医 生 物 技 术（ 北 京 ）有 限 公 司 ）］；皮 质

酮（CORT）（C104537，上海阿拉丁生化科技股份

有限公司）；10% 胎牛血清、高糖 DTEM 培养基［生

工生物工程（上海）股份有限公司］。

1.3　仪器

DNM-9602酶标分析仪（北京普朗新技术有限

公司）；AiraMX实时荧光定量 PCR仪（安捷伦科技

有限公司）。

2　方法

2.1　网络药理学分析

2.1.1　四逆散有效成分及靶点的获取和筛选 利

用中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP，

http：//lsp.nwu.edu.cn/tcmsp.php， Version 2.3）检索四

逆散中 4 味中药柴胡、白芍、枳实和甘草的化学成

分 ，并以口服生物利用度（OB）≥30% 和类药

性（DL）≥0.18为标准进行筛选。进一步检索有效

成分对应的蛋白质靶点。有效成分无法在TCMSP

数 据 库 查 找 到 靶 点 时 ，利 用 SwissTarget 数 据

库（http：//www.swisstargetprediction.ch/index.php）进

行查询，并选取 Probability＞0.3 的作为靶点蛋白

质。使用 Uniprot 数据库（https：//www.uniprot.org）

将得到的蛋白质靶点名称转换为基因名称。利用

Cytoscape3.7.2软件对四逆散 4味中药、有效成分及

其靶点进行筛选和分析，构建四逆散-有效成分-靶

点网络图。

2.1.2　有效成分的 DL 分析 在 TCMSP 中查找四

逆散所包含活性成分的相对分子质量（MW）、辛醇/

水的分配（lgP）、氢键供体数（H-bond donors， Hdon）

以及氢键受体数（H-bond acceptors，Hacc）等参数。
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在 DrugBank 数据库（https：//www.drugbank.ca/）中，

分 别 以“Major depressive disorder”“Generalized 

anxiety disorder”“Breast fibrocystic disease”查找现

有治疗 MDD、GAD、BFD 的药物，并将每种药物

SMILES 输入 SwissADME（http：//www. swissadme.

ch/index.php）数据库检索药物的 MW、lgP、Hdon和

Hacc。对上述筛选得到的四逆散有效成分与治疗

MDD、GAD、BFD的药物进行主成分分析（PCA）分

析，以比较四逆散有效成分的DL。

2.1.3　MDD、GAD、BFD疾病靶点预测 以“Major 

depressive disorder” “Generalized anxiety 

disorder”“Breast fibrocystic disease”为关键词，在

DisGeNET 数 据 库（https：//www. disgenet. org/

search）、OMIM 数 据 库（https：//omim. org/）、

GeneCards 数据库（https：//www. genecards. org/）和

Drugbank 数据库（https：//go.drugbank.com/）分别检

索 疾 病 的 潜 在 靶 点 。 DisGeNET 数 据 库 选 择

score_gda≥0.1 的 靶 点 ，GeneCards 数 据 库 选 择

Relevance score值≥中位数的靶点。

2.1.4　四逆散作用靶点蛋白质 -蛋白质相互作

用（PPI）网络分析 将四逆散有效成分和 3种疾病

共同靶点上传至 STRING 数据库（https：//www.

string-db.org/），物种选择 “Homo sapiens（人类）”，在

设置中将 minimum required interaction score 设置为

medium confidence（＞0.4），进行 PPI分析。并将在

STRING数据库得到的数据导入 Cytoscape 3.8.0软

件进行分析，使用 Analyze Network 和 CytoNCA 插

件计算PPI网络节点的拓扑参数。

2.1.5　通路富集及定位分析 将四逆散作用靶点

运用 DAVID数据库（https：//david.ncifcrf.gov/）进行

基因本体（GO）功能富集与京都基因与基因组百科

全书（KEGG）通路富集分析。

利用 BioGPS（http：//biogps. org/#goto=welcome）

对四逆散作用靶点进行定位分析，取关键靶点表达前5位

的组织，构建中药材-关键靶点-组织定位图。

2.2　细胞实验

2.2.1　细胞培养 高分化型 PC12 细胞培养于含

10% 胎牛血清的高糖 DMEM 培养基中，于 37 ℃、

5% CO2培养箱中常规培养。

2.2.2　MTT检测细胞存活率 将 9 g四逆散溶解于

90 mL 高糖 DMEM 培养基中，制成质量浓度为

100 mg·mL−1的储存液，0.22 μm 滤膜滤过后保存备

用。取处于对数生长期细胞接种于 96 孔板（每孔

1×104个）中，设四逆散组和对照组。培养 24 h后，

四逆散组分别加入 7种含不同质量浓度（50.000 00、

25.000 00、12.500 00、6.250 00、3.125 00、1.562 5、

0.781 25 mg·mL−1）四逆散的培养基各 200 μL；对照

组加入等量常规培养基，每组设置 5个复孔。培养

24、48、72 h，每孔加入 20 μL MTT（5 mg·mL−1），继续

培养  4 h，吸去孔内培养基，避光加入 150 μL DMSO

溶解结晶物，使用酶标仪检测波长 490 nm处的光密

度（A）值。

细胞存活率=A 四逆散/A 对照

同上述方法检测四逆散对模型细胞存活率的

影响。细胞接种同“2.2.2”项，分为对照组、抑郁症

模型组（400 μmol·mL−1 CORT 处理）、及 50.000 00、

25.000 00、12.500 00、6.250 00、3.125 00、1.562 50、

0.781 25 mg·mL−1四逆散处理组（先加四逆散作用  

2 h后，再加CORT），分别作用24、48、72 h。

2.2.3　实时荧光定量PCR（qRT-PCR）法检测白细胞

介素 -1β（IL-1β）、白细胞介素 -6（IL-6）mRNA 表达 

Trizol 法提取各组细胞总 RNA，使用 PrimeScript™ 

RT reagent Kit 将 RNA 逆转录为 cDNA（37 ℃ ，15 

min；85 ℃ ，5 s；4 ℃ ，10 min）。按照 TB Green® 

Premix Ex Taq™ 说明，利用 qRT-PCR 对 IL-1β、IL-6 

mRNA表达进行检测，采用 2−ΔΔCt法对mRNA进行分

析。引物序列见表１。

2.3　统计学分析

通过SPSS17.0对实验结果进行统计学分析，数

据以 x̄ ± s表示。各组组间差异采用单因素方差分

析（one-way-ANOVA）进行检验。

3　结果

3.1　网络药理学结果

3.1.1　四逆散有效成分及靶点 TCMSP检索四逆

散组成药物柴胡、白芍、枳实、甘草，经筛选共获得

144个化合物。具体为柴胡 17个、白芍 13个、枳实

22个、甘草 92个。剔除在 2个数据库中均未找到蛋

白质靶点的 15个有效成分（柴胡 4个、白芍 5个、枳

实 2个、甘草 4个）后，如图 1所示柴胡、白芍和甘草

共有成分是山柰酚（A1：kaempferol，MOL000422）；

表1　qRT-PCR引物序列

Table 1　Primers for qRT-PCR

基因

IL-1β

IL-6

序列

正向  TCCTCTGTGACTCGTGGGAT

反向  TCAGACAGCACGAGGCATTT

正向  CTGGTCTTCTGGAGTTCCGTTT

反向  AGCATTGGAAGTTGGGGTAGG
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柴胡和甘草共有成分是槲皮素（B1：quercetin，

MOL000098）和 异 鼠 李 素（B2：isorhamnetin，

MOL000354）；白芍和甘草共有成分是谷甾醇（C1：

sitosterol，MOL000359）和丁子香萜（C2：Mairin，

MOL000211）；枳实和甘草共有成分是柚皮素（D1：

naringenin，MOL004328），共计 122个成分用于后续

研究，成分信息见表2。

四逆散 121个成分共得到 613个靶点，柴胡 183

个、白芍 87 个、枳实 120 个、甘草 223 个。柴胡、白

芍、枳实和甘草共有靶点43个。

表 2　四逆散各药材单独有效成分

Table 2　Individual ingredients of Sini Powder

MOL001484

MOL001792

MOL002311

MOL000239

MOL002565

MOL003656

MOL003896

MOL000392

MOL000417

MOL004805

MOL004806

MOL004808

MOL004810

MOL004811

MOL004814

MOL004815

MOL004820

MOL004824

MOL004827

MOL004828

LIC1

LIC2

LIC3

LIC4

LIC5

LIC6

LIC7

LIC8

LIC9

LIC10

LIC11

LIC12

LIC13

LIC14

LIC15

LIC16

LIC17

LIC18

LIC19

LIC20

inermine

DFV

glycyrol

jaranol

medicarpin

lupiwighteone

7-methoxy-2-methyl isoflavone

formononetin

calycosin

（2S）-2-［4-hydroxy-3-（3-methylbut-2-enyl）phenyl］-8，8-dimethyl-2，3-dihydropyrano［2，

3-f］chromen-4-one

euchrenone

glyasperin B

glyasperin F

glyasperin C

isotrifoliol

（E）-1-（2，4-dihydroxyphenyl）-3-（2，2-dimethylchromen-6-yl）prop-2-en-1-one

kanzonols W

（2S）-6-（2，4-dihydroxyphenyl）-2-（2-hydroxypropan-2-yl）-4-methoxy-2，3-dihydrofuro

［3，2-g］chromen-7-one

semilicoisoflavone B

glepidotin A

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

MOLID 编号 活性成分 药材

图1　四逆散-有效成分-靶点网络图

Fig. 1　Network diagram of “Sini Powder-active components-targets”
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MOL004829

MOL004833

MOL004835

MOL004838

MOL004841

MOL004848

MOL004849

MOL004855

MOL004856

MOL004857

MOL004863

MOL004864

MOL004866

MOL004879

MOL004882

MOL004883

MOL004884

MOL004885

MOL004891

MOL004898

MOL004903

MOL004904

MOL004907

MOL004908

MOL004910

MOL004911

MOL004912

MOL004913

MOL004914

MOL004915

MOL004924

MOL004935

MOL004941

MOL004945

MOL004948

MOL004949

MOL004957

MOL004959

MOL004961

MOL004966

MOL000497

MOL004974

MOL004978

MOL004980

LIC21

LIC22

LIC23

LIC24

LIC25

LIC26

LIC27

LIC28

LIC29

LIC30

LIC31

LIC32

LIC33

LIC34

LIC35

LIC36

LIC37

LIC38

LIC39

LIC40

LIC41

LIC42

LIC43

LIC44

LIC45

LIC46

LIC47

LIC48

LIC49

LIC50

LIC51

LIC52

LIC53

LIC54

LIC55

LIC56

LIC57

LIC58

LIC59

LIC60

LIC61

LIC62

LIC63

LIC64

glepidotin B

phaseolinisoflavan

glypallichalcone

8-（6-hydroxy-2-benzofuranyl）-2，2-dimethyl-5-chromenol

licochalcone B

licochalcone G

3-（2，4-dihydroxyphenyl）-8-（1，1-dimethylprop-2-enyl）-7-hydroxy-5-methoxy-coumarin

licoricone

gancaonin A

gancaonin B

3-（3，4-dihydroxyphenyl）-5，7-dihydroxy-8-（3-methylbut-2-enyl）chromone

5，7-dihydroxy-3-（4-methoxyphenyl）-8-（3-methylbut-2-enyl）chromone

2-（3，4-dihydroxyphenyl）-5，7-dihydroxy-6-（3-methylbut-2-enyl）chromone

glycyrin

licocoumarone

licoisoflavone

licoisoflavone B

licoisoflavanone

shinpterocarpin

（E）-3-［3，4-dihydroxy-5-（3-methylbut-2-enyl）phenyl］-1-（2，4-dihydroxyphenyl）prop-2-

en-1-one

liquiritin

licopyranocoumarin

glyzaglabrin

glabridin

glabranin

glabrene

glabrone

1，3-dihydroxy-9-methoxy-6-benzofurano［3，2-c］chromenone

1，3-dihydroxy-8，9-dimethoxy-6-benzofurano［3，2-c］chromenone

eurycarpin A

（-）-medicocarpin

sigmoidin-B

（2R）-7-hydroxy-2-（4-hydroxyphenyl）chroman-4-one

（2S）-7-hydroxy-2-（4-hydroxyphenyl）-8-（3-methylbut-2-enyl）chroman-4-one

isoglycyrol

isolicoflavonol

HMO

1-methoxyphaseollidin

quercetin der.

3'-hydroxy-4'-O-methylglabridin

licochalcone a

3'-methoxyglabridin

2-［（3R）-8，8-dimethyl-3，4-dihydro-2H-pyrano［6，5-f］chromen-3-yl］-5-methoxyphenol

inflacoumarin A

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

表2（续）

MOLID 编号 活性成分 药材
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MOL004985

MOL004988

MOL004989

MOL004990

MOL004991

MOL004993

MOL004996

MOL000500

MOL005000

MOL005001

MOL005003

MOL005007

MOL005008

MOL005012

MOL005016

MOL005017

MOL005018

MOL005020

MOL001918

MOL001919

MOL001924

MOL000358

MOL000492

MOL001645

MOL002776

MOL000449

MOL004598

MOL004609

MOL013187

MOL004624

MOL004653

MOL004718

MOL000490

MOL000098

MOL013277

MOL013279

MOL013428

MOL013430

MOL013435

MOL013436

MOL013437

MOL013440

MOL001798

MOL001803

LIC65

LIC66

LIC67

LIC68

LIC69

LIC70

LIC71

LIC72

LIC72

LIC73

LIC74

LIC75

LIC76

LIC77

LIC78

LIC79

LIC80

LIC81

PRA1

PRA2

PRA3

PRA4

PRA5

RB1

RB2

RB3

RB4

RB5

RB6

RB7

RB8

RB9

RB10

槲皮素

AFI1

AFI2

AFI3

AFI4

AFI5

AFI6

AFI7

AFI8

AFI9

AFI10

icos-5-enoic acid

kanzonol F

6-prenylated eriodictyol

7，2'，4'-trihydroxy-5-methoxy-3-arylcoumarin

7-acetoxy-2-methylisoflavone

8-prenylated eriodictyol

gadelaidic acid

vestitol

gancaonin G

gancaonin H

licoagrocarpin

glyasperins M

glycyrrhiza flavonol A

licoagroisoflavone

odoratin

phaseol

xambioona

dehydroglyasperins C

paeoniflorgenone

（3S，5R，8R，9R，10S，14S）-3，17-dihydroxy-4，4，8，10，14-pentamethyl-2，3，5，6，7，9-

hexahydro-1H-cyclopenta［a］phenanthrene-15，16-dione

paeoniflorin

beta-sitosterol

（+）-catechin

linoleyl acetate

baicalin

stigmasterol

3，5，6，7-tetramethoxy-2-（3，4，5-trimethoxyphenyl）chromone

areapillin

cubebin

longikaurin A

（+）-anomalin

α-spinasterol

petunidin

quercetin

isosinensetin

5，7，4'-trimethylapigenin

isosakuranetin-7-rutinoside

prangenin

poncimarin

isoponcimarin

6-methoxy aurapten

citrusin B

neohesperidin_qt

sinensetin

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

白芍

白芍

白芍

白芍

白芍

柴胡

柴胡

柴胡

柴胡

柴胡

柴胡

柴胡

柴胡

柴胡

柴胡

柴胡、甘草

枳实

枳实

枳实

枳实

枳实

枳实

枳实

枳实

枳实

枳实

表2（续）

MOLID 编号 活性成分 药材
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MOL001941

MOL002914

MOL005100

MOL005828

MOL005849

MOL000006

MOL007879

MOL009053

MOL013276

AFI11

AFI12

AFI13

AFI14

AFI15

AFI16

AFI17

AFI18

AFI19

ammidin

eriodyctiol （flavanone）

5，7-dihydroxy-2-（3-hydroxy-4-methoxyphenyl）chroman-4-one

nobiletin

didymin

luteolin

tetramethoxyluteolin

4-［（2S，3R）-5-［（E）-3-hydroxyprop-1-enyl］-7-methoxy-3-methylol-2，3-

dihydrobenzofuran-2-yl］-2-methoxy-phenol

poncirin

枳实

枳实

枳实

枳实

枳实

枳实

枳实

枳实

枳实

表2（续）

MOLID 编号 活性成分 药材

表 3　四逆散各药材公有有效成分

Table 3　Common ingredients of Sini Powder

MOLID

MOL000211

MOL000098

MOL000359

MOL000422

MOL000354

MOL004328

有效成分

丁子香萜（mairin）

槲皮素 （quercetin）

谷甾醇 （sitosterol）

山柰酚 （kaempferol）

异鼠李素（isorhamnetin）

柚皮素 （naringenin）

药材

白芍、甘草

甘草、柴胡

白芍、甘草

白芍、甘草、柴胡

柴胡、甘草

甘草、枳实

3.1.2　四逆散有效成分DL评价 图 2为对现有治

疗 MDD、GAD、BFD 药物及四逆散活性成分的

MW、lgP、Hdon 和 Hacc 进行 PCA 分析的散点图。

结果显示大部分四逆散活性成分与治疗上述 3种疾

病的药物同处于一个区域，说明大部分四逆散活性

成分具有较好的类药性，可能成为治疗此 3种疾病

的药物。

3.1.3　 四 逆 散 作 用 于 疾 病 靶 点 的 预 测 经

DisGeNET、OMIM、GeneCards、DRUGBANK 4个数

据库检索，共获取 MDD 靶点 2 202 个、GAD 靶点    

1 342 个 、BFD 靶 点 965 个 。 使 用 在 线 韦 恩

图（https：//bioinfogp. cnb. csic. es/tools/venny/index.

html）对靶点信息进行分析，3种疾病的交集靶点为

111个（图 3-A）。3种疾病靶点与四逆散 613个靶点

取交集，获得四逆散治疗MDD、GAD和BFD的共有

靶点为 32 个，分别为 CYP3A4、BCL2、CYP19A1、

ERBB2、PTEN、TP53、IGF2、COL3A1、CREB1、

CRP、 IL1B、 IL6、 IL10、TNF、NR3C2、 IFNG、

SERPINE1、 EGFR、 IL2、 MPO、 CCL2、 ESR1、

CXCL8、AR、IL4、NOS3、PON1、TGFB1、AKT1、

PPARG、STAT3、PLAU（图 3-B）。其中 ESR1、AR、

PPARG、NOS3、AKT1、BCL2、TNF、IL6属于组成四

逆散4种中药材的共有靶点。

3.1.4　作用靶点 PPI分析及关键药材、有效成分分

析 对上述 32 个四逆散作用靶点导入 STRING 数

据库分析后获得由 32个节点和 319条边构成的 PPI

网络，平均节点度值（average node degree）为 19.9，

平均中心聚类系数（avg. local clustering coefficient）

为0.827，如图4-A所示。度值最高的10个靶点分别

为 IL6、TNF、TP53、AKT1、EGFR、STAT3、ESR1、

PPARG、IL1B、CCL2，提示这些靶点可能在四逆散

对MDD、GAD和BFD的治疗中起到关键作用。结

果进一步提示 IL6发挥了更为重要的作用。

对度值前 10靶点（关键靶点）对应的成分信息

进行分析后，出现次数最多的 6 种成分别是槲皮

素（quercetin）、木 犀 草 素（luteolin）、川 陈 皮

素（nobiletin）、甘草查尔酮甲（licochalcone a）、山柰

酚（kaempferol）、柚皮素（naringenin）（图5）。

3.1.5　GO 和 KEGG 通路富集及定位分析 使用

DAVID 平台对四逆散治疗 3 种疾病作用靶点过程

分析显示，GO功能富集主要包括生物过程（BP）219

个、细胞组分（CC）9个和分子功能（MF）33个，共计

261个生物反应（P＜0.05）。其中BP主要涉及RNA

聚合酶 II启动子转录的正调控、衰老、序列特异性

DNA结合转录因子活性的正调控、一氧化氮生物合

成过程的正调控、基因表达的正调控等；CC 主

图2　四逆散有效成分与治疗MDD、GAD、BFD药物的PCA分析

Fig. 2　PCA analysis of active components of Sini Powder 

and drugs for MDD， GAD and BFD
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要涉及细胞外空间和区域、核染色质等；MF 主

要涉及酶结合、细胞因子活性、相同的蛋白质

结合、蛋白磷酸酶结合、生长因子活性等。按

照 P 值进行排序后，前 10 项条目如图 6 所示。

KEGG 通路富集分析共确定了 69 条富集通

路 ，根 据 P 值 分 析 ，前 20 条 通 路 中 与 MDD、

GAD 和 BFD 相关的包括 HIF-1 信号通路、乙型

肝炎、癌症、细胞因子 -细胞因子受体相互作用、

PI3K-Akt 信号通路等（图 7）。

如图 8 中药材 -关键靶点 -组织定位网络图

所示，甘草成分对应所有的 10 个关键靶点，柴

胡对应 9 个关键靶点，枳实对应 7 个关键靶点，

白芍对应 5 个关键靶点。在关键靶点定位信息

中 可 知 心 肌 细 胞（Cardiac Myocytes）、平 滑

肌（Smooth Muscle）、Burkitt's 淋 巴 瘤 Raji 细 胞

［Lymphoma_burkitts（Raji）］、视 网 膜（Retina）、

721-B 淋巴细胞（721-B-lymphoblasts）、CD33+ 髓

细 胞（CD33+Myeloid）、肝 脏（Liver）、胸

腺（Thymus）、BDCA4+ 树 突 状 细 胞（BDCA4+

_DentriticCells）等是关键靶点定位较多的组织。

推测肝、胸腺、免疫细胞、神经细胞在四逆散“异病

同治”MDD、GAD和BFD中发挥着重要作用。

3.2　细胞实验结果

3.2.1　四逆散对 PC12细胞存活率的影响 采用不

  

A                                                            B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                             C 

A-PPI互作网络；B-PPI互作网络可视图；C-度值前6位靶点互作网络。

A-PPI interaction network； B-PPI interaction network viewable form； C-degree value top 6 targets interaction network.

图4　四逆散作用靶点PPI网络图

Fig. 4　PPI network of Sini Powder

图3　MDD、GAD和BFD交集靶点（A）及四逆散治疗3种疾病的共有靶点（B）

Fig. 3　Intersection targets of MDD， GAD， BFD （A） and common targets of Sini Powder in treating three diseases （B）
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同浓度四逆散处理 PC12 细胞并分析其存活率，结

果如图9所示。与对照组相比，3.125 0、1.562 5 mg·mL−1

四逆散作用于 PC12 细胞 24、48、72 h 后，对细胞存

活率影响不显著。经 6.250 0 mg·mL−1四逆散作用

72 h，细胞存活率极显著下降（P＜0.01），24、48 h无

明显影响。

图 10所示为四逆散对CORT诱导 PC12细胞模

型存活率的影响。在 3个不同时间点，模型组PC12

细胞存活率均明显低于对照组（P＜0.01）；与模型组

相比，经四逆散（3.125 00、1.562 50、0.781 25 mg·mL−1）干

预后，存活率显著升高（P＜0.05）。6.250 0 mg·mL−1

四逆散作用于模型组细胞24、48 h，明显提高了其存活

率（P＜0.01）；72 h时，对存活率影响不显著。基于上述结

果，选择 6.250 0、3.125 0、1.562 5 mg·mL−1进行后续

实验。

3.2.2　四逆散对IL-1β、IL-6 mRNA表达的影响 四逆

散（6.250 0 mg·mL−1）作用24 h明显降低了由 CORT 引

起的IL-1β mRNA高表达（P＜0.05）；而3.125 0 mg·mL−1

作用24 h、6.250 0 mg·mL−1 和 1.562 5 mg·mL−1作

用 48 h持续提升了 IL-1β mRNA表达（P＜0.05）（图

11-A）。作用时间为 72 h，模型组 IL-1β mRNA表达

明显低于对照组（P＜0.01）；经四逆散1.562 5 mg·mL−1干

预后表达持续下降（P＜0.01）（图11-B）。

CORT 作用于 PC12 细胞 24、48 h，IL-6 mRNA

图5　度值前10位靶点对应的成分信息

Fig. 5　Components information corresponding to top 10 degree value targets
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图7　KEGG信号通路分析

Fig. 7　KEGG pathway analysis
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图6　GO富集分析

Fig. 6　GO function enrichment analysis
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表达明显升高（P＜0.05、0.01），24 h 时四逆散

3.125 0、1.562 5 mg·mL−1和 48 h 时四逆散 6.250 0、

1.562 5 mg·mL−1均进一步使模型组 IL-6 mRNA表达

增多（P＜0.01）（图 11-C）。作用时间为 72 h 时，模

型组 IL-6 mRNA 表达较对照组极显著下降（P＜

0.01），四逆散 3.125 mg·mL−1极明显逆转此下降趋

势（P＜0.01）（图11-D）。

4　讨论

MDD、GAD、BFD 病因复杂，均与人的情绪存

在着极大的相关性，具有肝郁脾虚证的共同特点。

四逆散中的柴胡具有疏肝解郁的功效；白芍具有养

血柔肝、收敛止血的功效；枳实具有理气解郁、泄热

破结的功效；甘草具有调和诸药、补脾和中的功效，

全方四药合用，共奏疏肝健脾之功［14］。本研究分析

可知四逆散治疗MDD、GAD、BFD的靶点为 32个，

其中 10个关键靶点对应的成分主要是槲皮素、木犀

草素、川陈皮素、甘草查尔酮甲、山柰酚、柚皮素。

动物实验研究显示槲皮素可对母体分离、掠食性应

激、慢性不可预见性温和应激、LPS、链脲佐菌素、阿

霉素所致抑郁行为具有改善作用，具体机制可能是

通过抑制炎症、保护神经、调节 5-羟色胺等单胺类

神经递质等实现抗抑郁作用［15］。槲皮素对焦虑行

为和乳腺癌也具有明显的改善作用［16］。已有研究

从自噬、氧化应激和神经炎症反应等方面证实木犀

草素、山奈酚可抑制小鼠乳腺炎症反应，改善抑郁

a-对照组；b-模型组；c～h：四逆散50.000 00、25.000 00、12.500 00、

6.250 00、3.125 00、1.562 50、0.781 25 mg·mL−1；与对照组比较：*P＜

0.05 **P＜0.01。

a-control group；b-model group；c-h-Sini Powder 50.000 00、25.000 00、

12.500 00、6.250 00、3.125 00、1.562 50、0.781 25 mg·mL−1；*P＜0.05 
**P＜0.01 vs control group. 

图9　四逆散对PC12细胞活力的影响 （
-x±s， n=3）

Fig. 9　Effect of Sini Powder on viability of PC12 （
-x±s， n=3）

图8　中药材-关键靶点-组织定位网络图

Fig. 8　Network diagram of “traditional Chinese medicine-key targets-organization positioning”

a-对照组；b-模型组；c～h：四逆散50.000 00、25.000 00、12.500 00、

6.250 00、3.125 00、1.562 50、0.781 25 mg mL−1；与对照组比较：*P＜

0.05 **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05 ##P＜0.01。

a-control group；b-model group；c-h-Sini Powder 50.000 00、25.000 00、

12.500 00、6.250 00、3.125 00、1.562 50、0.781 25 mg mL−1；*P < 0.05 
**P < 0.01 vs control group；#P < 0.05 ##P < 0.01 vs model group.

图10　四逆散对CORT诱导PC12细胞存活率的影响 （
-x±

s， n=3）

Fig. 10　 Effect of Sini Powder on viability of CORT 

induced PC12 （
-x±s， n=3）
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和焦虑行为［17-20］。川陈皮素与焦虑症及乳腺相关疾

病的实验研究鲜有报道。从以上的分析可知，单味

中药对疾病的治疗具有局限性，而复方能够实现对

多种疾病治疗的同病异治。此外网络药理学可从

整体层次上更为全面分析四逆散对疾病的治疗作

用，为之后的实验研究提供思路。

对四逆散有效成分及 3种疾病靶点整合并进行

PPI 分析后，发现四逆散“异病同治”主要是通过

IL6、TNF、TP53、AKT1、EGFR、STAT3、ESR1、

PPARG、IL-1β 和 CCL2 等关键靶点发挥作用。

MDD发病机制存在多种假说，例如单胺假说、下丘

脑-垂体-肾上腺（HPA）轴负反馈失调假说及近期出

现的免疫炎症系统失调等。促炎细胞因子如 IL-6、

IL-1β、TNF-α等在抑郁症患者血中表达升高。IL-6

是一种多效性细胞因子，主要由巨噬细胞等免疫细

胞产生。大量研究已显示 IL-6与MDD具有密切且

稳定的关系，IL-6 可能成为治疗 MDD 的潜在靶

点［21］。焦虑与神经炎症关系密切，天麻素抗焦虑作

用与降低海马中 IL-6、IL-1β、iNOS 含量相关［22-23］。

同样炎症也是BFD的诱因之一，BFD与多种乳腺疾

病及乳腺癌的发病密切相关。结合已有研究结果

和网络药理学推测，本研究通过细胞生物学实验验

证了四逆散对 IL-6、IL-1β表达的影响。IL-6通过两

条主要信号通路发挥作用，第一条是经典信号通

路，IL-6与膜受体（仅在肝细胞和免疫细胞等表达）

结合，迅速诱导肝脏急性期反应蛋白如 C-反应蛋

白（CRP）等的产生。第二条是反式信号通路，IL-6

与可溶性受体结合形成复合物，此复合物能够与细

胞相互作用。IL-6和大脑之间的相互作用大部分都

是通过此条信号通路发生的［24］。在经典和反式信

号中，通过 JAK/STAT（Janus kinase/signal transducer 

and activator of transcription）与 MAPK（mitogen-

activated protein kinase）途径激活细胞内信号。IL-

6/STAT3 （signal transducers and activators of 

transcription，能被细胞因子、生长因子和激素等激

活的转录因子）信号通路在肿瘤、炎症反应中具有

重要作用，STAT3作为 IL-6信号通路的下游效应因

子可发生磷酸化，磷酸化 STAT3 进一步入核激活

NF-κB，进而步促使 TNF-α、IL-6、IL-1β等炎症因子

表达增多［25］。而 IL-1β 和 TNF 能够诱导 IL-6 的表

达［26］。AKT是PI3K/Akt信号通路的重要组成部分，

可调节NF-κB信号通路，进而调节炎症因子等的产

生。MDD、GAD、BFD在女性中的发病率明显高于

男性，ESR1在 3种疾病的发生、发展中均起到了重

要的作用。内皮细胞中，17β-雌二醇作用于ESR后，

STAT3的酪氨酸和丝氨酸残基发生磷酸化后易位入

核［27］。由此可说明四逆散治疗 3种不同疾病MDD、

GAD、BFD“异病同治”的机制可能是通过不同的途

径最终实现对炎症的调节，从而达到治疗效果［28-30］。

综上所述，四逆散主要作用靶点和通路涉及炎症

反应、心脑缺血、能量储存与摄取、癌症、应激等生理病

理过程，并在细胞水平对炎症因子进行了初步检测。

a-对照组；b-模型组；c～e-四逆散6.250 00、3.125 00、1.562 50 mg mL−1；与对照组相比：*P＜0.05 **P＜0.01；与模型组相比：#P＜0.05 ##P＜0.01。

a-control group；b-model group；c-e-Sini Powder 6.250 00， 3.125 00， 1.562 50 mg mL−1；*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group；#P < 0.05 ##P < 0.01 vs model group. 

图11　四逆散对CORT诱导PC12细胞 IL-1β、IL-6 mRNA表达的影响 （
-x±s， n=3）

Fig. 11　Effects of Sini Powder on IL-6 and IL-1β levels in CORT induced PC12 （
-x±s， n=3）
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本研究以中医药理论为依据揭示了四逆散在“异病同

治”MDD、GAD、BFD过程中多成分、多靶点、多通路

的特点，为临床用药及相关研究提供理论依据。
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