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百合地黄汤通过抑制 SHP2改善焦虑性
抑郁症海马神经元损伤

戴佳程1，2，陈荣霖2，3，贺可欣2，3，唐林2，孟盼2，王宇红1，2，赵洪庆1，2*

( 1． 湖南中医药大学 中医药科学院 /科技创新中心，湖南 长沙 410208;
2． 抑郁类疾病中医药防治湖南省重点实验室，湖南 长沙 410208;

3． 湖南中医药大学 医学院，湖南 长沙 410208)

［摘要］ 基于 Src同源-2结构域蛋白酪氨酸磷酸酶( SHP2) 信号探讨经典名方百合地黄汤改善焦虑性抑郁症神经元损伤机
制。将 SD大鼠随机分为正常组，模型组，文拉法辛组( 13. 5 mg·kg－1 ) ，百合地黄汤高、中、低剂量组( 16、8、4 g·kg－1 ) 。采用 28
d慢性束缚应激( 6 h) 联合皮质酮( ih，30 mg·kg－1 ) 的方法建立焦虑性抑郁症大鼠模型，从造模第 8天起连续灌胃给药 21 d，评
价焦虑和抑郁样行为; 高尔基染色观察海马神经元树突棘形态变化，Western blot 法检测海马磷酸化( p) -SHP2、突触蛋白 1
( SYN1) 、突触后致密蛋白-95( PSD-95) 表达。细胞实验中，通过慢病毒转染特异性过表达或敲低神经元 SHP2 表达，ＲT-PCＲ
和Western blot法评价转染效率，皮质酮造模诱导神经元损伤并给予百合地黄汤含药血清干预。MTT法检测细胞存活率，Hoe-
chst 33342染色检测细胞凋亡状态，流式细胞术检测细胞凋亡率，免疫荧光法检测 SHP2、p-SHP2、SYN1、PSD95 表达。结果显
示，与正常组比较，模型组大鼠海马树突棘呈现萎缩、消失、形态不规则、短缩等特征，SYN1、PSD-95 表达显著降低，p-SHP2 /
SHP2水平显著增加; 百合地黄汤干预后，大鼠海马神经元损伤情况显著改善，p-SHP2 /SHP2水平受到抑制。体外神经元成功
转染 SHP2过表达( SHP2 OE) 病毒或经皮质酮造模后，细胞存活率显著下降，细胞凋亡率显著增加，SYN1、PSD-95表达均显著
降低; 百合地黄汤含药血清干预后，神经元 SHP2 高表达受到抑制，细胞存活率增加，凋亡减少，SYN1、PSD-95 表达均显著增
加; 此外，转染 SHP2干扰( SHP2 KD) 慢病毒也能模拟百合地黄汤的保护作用。综上，百合地黄汤能够通过调控 SHP2信号改
善焦虑性抑郁症海马神经元损伤。
［关键词］ 百合地黄汤; 焦虑性抑郁症; SHP2; 海马; 神经元; 慢病毒

Baihe Dihuang Decoction attenuates hippocampal neuronal injury in anxious
depression by inhibiting SHP2
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［Abstract］ This study explored the mechanism by which the classical prescription Baihe Dihuang Decoction alleviates neuronal
injury in anxious depression，based on the Src homology 2 domain-containing protein tyrosine phosphatase ( SHP2) signaling pathway．
Sprague-Dawley rats were randomly divided into a normal group，model group，venlafaxine group ( 13. 5 mg·kg－1 ) ，and Baihe Dihuang
Decoction high-，medium-，and low-dose groups ( 16，8，and 4 g·kg－1，respectively) ． An anxious depression model was established
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using 28 days of chronic restraint stress ( 6 h /day) combined with corticosterone administration ( 30 mg·kg－1，ih) ． From day 8 of
modeling，intragastric administration of the corresponding treatments was given for 21 consecutive days． Anxiety- and depression-like
behaviors were evaluated． Golgi staining was used to observe dendritic spine morphology of hippocampal neurons，and Western blot was
performed to detect hippocampal phosphorylated ( p) -SHP2，synapsin 1 ( SYN1) ，and postsynaptic density protein-95 ( PSD-95) ． In
cell experiments，primary hippocampal neurons were transfected with lentiviruses to specifically overexpress or knock down SHP2．
Transfection efficiency was assessed by ＲT-PCＲ and Western blot． A corticosterone-induced neuronal injury model was established，
followed by intervention with Baihe Dihuang Decoction-containing serum． Cell viability was measured using the MTT assay，apoptotic
morphology was observed by Hoechst 33342 staining，apoptosis rates were determined via flow cytometry，and immunofluorescence was
used to detect SHP2，p-SHP2，SYN1，and PSD-95 expression． The results showed that，compared with the normal group，model rats
exhibited hippocampal dendritic spines with atrophy，loss，irregular morphology，and shortening，accompanied by significantly reduced
SYN1 and PSD-95 expression and markedly increased p-SHP2 /SHP2 levels． After Baihe Dihuang Decoction intervention，hippocampal
neuronal injury was significantly alleviated，and p-SHP2 /SHP2 levels were suppressed． In vitro，neuronal SHP2 overexpression ( SHP2
OE) or corticosterone modeling led to a marked decrease in cell viability，increase in apoptosis rate，and downregulation of SYN1 and
PSD-95． Following treatment with Baihe Dihuang Decoction-containing serum，SHP2 overexpression was inhibited，cell viability
increased，apoptosis decreased，and SYN1 and PSD-95 expression significantly increased． In addition，SHP2 knockdown ( SHP2 KD)
via lentiviral transfection also mimicked the protective effects of Baihe Dihuang Decoction． In conclusion，Baihe Dihuang Decoction
improves hippocampal neuronal injury in anxious depression by regulating the SHP2 signaling pathway．
［Key words］ Baihe Dihuang Decoction; anxious depression; SHP2; hippocampus; neurons; lentivirus
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焦虑性抑郁症是一类以持续性焦虑和抑郁情绪

共病为主要表现的精神障碍，病程迁延且自杀率高。
与单独的抑郁症相比，焦虑性抑郁症具有更高的自

杀风险、更差的治疗效果、更重的功能损害，且更易
合并其他精神疾病，给患者的生活质量带来严重影

响［1-2］。目前焦虑性抑郁症的治疗以西药和心理治
疗为主，但常常效果有限，且药物存在较多不良反

应。因此，寻找更为有效和安全的治疗方案已成为
焦虑性抑郁症研究中的迫切需求，尤其是探索传统

中医药在该领域的潜力，成为近年来研究的一个重

要方向。
Src同源-2 结构域蛋白酪氨酸磷酸酶( SHP2)

是一种重要的细胞内酪氨酸磷酸酶，在细胞增殖、分
化、凋亡等多种生物学过程中发挥重要作用［3］。
SHP2通过其独特的 SH2 结构域，能够特异性地结
合多种受体酪氨酸激酶和非受体酪氨酸激酶，调节

下游信号通路，参与细胞的生理活动［4］。近年来，
SHP2在神经系统疾病中的作用逐渐受到关注，其
广泛表达于大脑皮层、海马、纹状体等关键脑区，且
在神经元发育［5］、突触可塑性［6］以及神经保护［7］等
方面发挥重要作用。研究表明，SHP2 的异常表达
与阿尔茨海默病［8］、帕金森病［9］和抑郁症［10］等多种
神经退行性疾病和精神障碍密切相关，且在影响神

经元的存活、突触传递与情绪调节等方面发挥重要

作用［11］。
百合地黄汤作为一种传统的中医方剂，出自汉

代《金匮要略》，由百合和生地黄 2 种草药组成，历
史上被广泛用于治疗百合病。现代药理学研究表
明，百合地黄汤具有抗焦虑、抗抑郁、神经保护等多
重作用，能够应对神经炎症、氧化应激等导致的神经
损伤［12-14］。临床研究亦表明，百合地黄汤在治疗原
发 /继发性抑郁症、更年期综合征、广泛性焦虑障碍
等方面均有良好的疗效，能够有效改善患者的情绪

状态和睡眠质量，安全性更高［15-17］。课题组前期研
究发现，百合地黄汤能够通过改善神经元突触可塑

性，缓解神经元损伤，抑制炎症小体激活等途径发挥

抗焦虑性抑郁症功效［18-19］，其是否通过调控 SHP2
改善神经元损伤尚不清楚。本研究拟结合动物和细
胞实验，系统探讨百合地黄汤通过 SHP2 信号通路
改善神经元损伤的潜在机制，以期为焦虑性抑郁症

的治疗提供新的理论依据和治疗策略。
1 材料
1. 1 动物

SPF级雄性 SD大鼠 50 只，体质量 180 ～ 200 g，
购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，实验动物

生产许可证号 SCXK( 湘) 2021-0002，饲养于湖南中
医药大学实验动物中心 SPF 级大鼠饲养室，环境温
度( 22±2) ℃，相对湿度 50%±5%。动物实验经湖南
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中医药大学实验动物伦理委员会批准 ( 伦理号

HNUCM21-2307-17) 。
1. 2 药物与试剂
盐酸文拉法辛片，每片 75 mg，批号 220819，由

成都康弘药业集团股份有限公司生产。SHP2( 批号
ab300579) 、磷酸化( p) -SHP2 ( 批号 ab62322) 购自
上海艾博抗贸易有限公司; 突触后致密蛋白-95
( PSD-95，批号 20665-1-AP ) 、突触蛋白 1 ( SYN1，批
号 20258-1-AP) 、神经元特异性烯醇化酶( NSE，批
号 66150-1-Ig) 、甘油醛-3-磷酸脱氢酶( GAPDH，批
号 60004-1-IG) 抗体购自武汉三鹰生物技术有限公
司; 皮质酮( 批号 HY-B1618) 购自美国 MCE 公司;
四甲基偶氮唑蓝( MTT，批号 M2003) 购自美国 Sig-
ma 公司; Annexin V-FITC /PI 试剂盒( 批号 E-CK-
A211) 、CY3 标记的山羊抗兔二抗 ( 批号 E-AB-
1010) 、488标记的山羊抗鼠二抗( 批号 E-AB-1056)
购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司。
1. 3 仪器

BＲ-DSG型高架十字迷宫、VisuTrack 动物行为
分析软件( 上海欣软信息科技有限公司) ; Varioskan
Flash型多功能酶标仪、Nanodrop One 超微量分光光
度计( 美国 ThermoFisher 公司) ; CCL-170T-8型三气
培养箱( 新加坡 ESCO公司) ; Stemi 508 型体视显微
镜、LSM 900 型激光共聚焦显微镜( 德国 Zeiss 公
司) ; K960型梯度 PCＲ 仪( 杭州晶格科学仪器有限
公司) ; ChemiDoc XＲS+型凝胶成像分析仪( 美国

Bio-Ｒad公司) ; BD Fortessa型流式细胞仪( 美国 BD
公司) 。
2 方法
2. 1 药物制备
百合地黄汤由百合 30 g、生地黄 30 g 组成，所

有中药饮片购自湖南中医药大学第一附属医院，经

王宇红研究员鉴定为百合科植物卷丹 Lilium landfo-
lium Thunb．的干燥肉质鳞叶、玄参科植物地黄 Ｒehj-
nannia glutinosa Libosch．的干燥块根，符合《中国药
典》2020年版规定。采用传统水煎法制备药液，取
等量百合、生地黄饮片，加入 8 倍体积蒸馏水，浸泡
30 min，全方共煎煮 2 次，合并水煎液，浓缩至终浓
度 1. 6 g·mL－1，分装保存。采用高效液相色谱法对
提取液主要成分进行定量分析，测得含王百合苷 A
1. 296 mg·mL－1、毛蕊花糖苷 0. 088 mg·mL－1、异毛
蕊花糖苷 0. 152 mg·mL－1。

2. 2 动物实验
2. 2. 1 动物分组、造模与给药 大鼠购入后适应性
喂养 5 d，进行糖水偏好测试，根据糖水偏好度将大
鼠随机分为 6组，包括正常组，模型组，阳性药组，百
合地黄汤高、中、低剂量组，每组 8只。除正常组外，
其余组动物均采用慢性束缚应激联合皮质酮注射的

方法建立焦虑性抑郁症模型［20-21］，大鼠每天于束缚

器中接受束缚应激 6 h，并于束缚结束后皮下注射皮
质酮混悬液 30 mg·kg－1，连续造模 28 d，通过焦虑、
抑郁相关行为学测试评价模型是否建立成功。从造
模第 8天起灌胃给药，阳性药组给予临床等效 2 倍
剂量的文拉法辛 13. 5 mg·kg－1( 前期证实有效) ，百

合地黄汤高、中、低剂量组分别给予百合地黄汤水煎
液 16、8、4 g·kg－1，正常组和模型组灌胃等量蒸馏

水，每天 1次，连续给药 21 d。
2. 2. 2 行为学测试 采用序贯法对所有大鼠进行
行为学测试，确保每只大鼠从给药到开始测试时间

为 1 h，测试前大鼠已提前适应测试环境，在测试过
程中保持安静，避免人为干扰。
高架十字迷宫实验: 将大鼠头朝开臂放入高架

十字迷宫正中央，记录其 5 min 内进入开臂、闭臂的
次数以及在开臂、闭臂的停留时间，计算大鼠进入开
臂次数比( OE) 和开臂停留时间比( OT) 。OE=进入
开臂的次数 / ( 进入开臂次数 +进入闭臂次数) ×
100%; OT=开臂停留时间 / ( 开臂停留时间+闭臂停
留时间) ×100%。
糖水偏好实验: 分为适应期和测试期 2个阶段。

在适应期，每只大鼠提供 2瓶 2%蔗糖水，持续 24 h;
随后，再提供 1瓶蔗糖水和 1 瓶蒸馏水，持续 24 h，
并在 12 h时交换 2瓶水的位置; 其后大鼠禁水不禁
食 12 h。测试期开始后，记录 2 h 内对糖水和蒸馏
水的摄入量，其中在测试的开始 1 h 交换 2 瓶水的
位置以减少位置偏好。糖水偏好度 =糖水摄入量 /
( 糖水摄入量+蒸馏水摄入量) ×100%。
强迫游泳实验: 将大鼠放入专用强迫游泳实验

装置中，水温为 22 ～ 24 ℃。在大鼠适应水环境
1 min后，记录其在接下来 5 min 内处于静止或漂浮
状态的总时间。
2. 2. 3 高尔基染色观察树突棘形态 行为学测试
完成后，对部分大鼠进行经心灌注，剪开大鼠胸腔，

剪破右心耳，采用灌注泵依次灌注生理盐水和 4%
多聚甲醛溶液，至肝脏完全变白停止灌注，剥离脑组
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织，浸泡于高尔基染液中。在脑组织充分镀银后进
行切片，厚度为 100 μm，将切片固定在玻片上，2%
重铬酸钾溶液漂洗，梯度乙醇脱水，二甲苯透明化，

中性树胶封片。于显微镜下观察神经元胞体及树
突、轴突形态。
2. 2. 4 Western blot 法检测 p-SHP2、SYN1、PSD-95
蛋白表达 剥离大鼠海马组织冷冻保存，称重后加

入适量含 1%蛋白酶抑制剂 PMSF的组织裂解液，冰
上匀浆，静置 30 min后离心取上清液。采用微量分
光光度计检测蛋白浓度，制胶，在蛋白样本中加入上

样缓冲液，煮沸变性，上样量为 30 μg，电泳，转膜，
5%脱脂奶粉封闭，洗膜后加入稀释后的一抗
( p-SHP2，1 ∶1 000; SHP2，1 ∶1 000; SYN1，1 ∶5 000;
PSD-95，1 ∶5 000) ，4 ℃冰箱孵育过夜。同样洗膜后
加入稀释后的二抗( 1 ∶5 000) 于室温下孵育 2 h。采
用全自动凝胶成像系统进行显影成像，ImageJ 图像
分析软件分析各条带灰度值，计算各目的蛋白的相

对表达水平。
2. 3 细胞实验
2. 3. 1 原代神经元培养 取孕 18 d的 SD大鼠，麻
醉后打开腹腔，取出胎鼠，消毒，剥离脑组织，在显微

镜下小心分开皮层，夹取海马区组织块于培养皿中。
剪成约 1 mm3 左右的小块，加入胰酶消化 15 min，培
养基终止消化，吹打均匀，过 200目筛，离心，去上清
液，加入培养基重悬细胞，再次过筛，计数，以每毫升

1×106 个种植于 6 孔板中，37 ℃、5% CO2 条件下培

养。培养 4 h后将培养基更换为含 2% B27 的 Neu-
robasal培养基，以抑制非神经元细胞的增殖。以后
每 3 d 半量换液，7 d 后用于实验，检测神经元标志
物 NSE的表达，鉴定神经元纯度。
2. 3. 2 含药血清制备 另取 6 只 SD 大鼠，空白血
清组和含药血清组各 3 只，分别灌胃给予蒸馏水和
高剂量百合地黄汤( 16 g·kg－1 ) ，每日 2 次，连续 7
d。末次给药前禁食 12 h，给药后 1 h 麻醉大鼠，腹
主动脉取血，分离血清，56 ℃水浴下灭活 30 min，经
0. 22 μm 微孔滤膜过滤后分装，－80 ℃保存备用。
根据前期预实验结果，本实验采用 5%的血清进行
干预。
2. 3. 3 细胞分组、造模与给药 细胞实验分为 2 部
分，其中第一部分将神经元细胞分为对照组、SHP2
过表达组、SHP2 过表达 +含药血清组，根据大鼠
SHP2基因序列( NM_001177593. 1) 由深圳布林凯

斯生物公司构建过表达质粒，原代细胞培养 3 d 后
利用慢病毒干扰 24 h，对照组转染空载慢病毒( rLV-
CMV-mCherry-WPＲE) ，SHP2 过表达组、SHP2 过表
达+含药血清组转染 SHP2 过表达慢病毒 ( rLV-
CMV-rSHP2-P2A-mCherry-WPＲE) ，采用 ＲT-PCＲ 和
Western blot 法评价转染效率。SHP2 过表达+含药
血清组给予 5%百合地黄汤含药血清干预 24 h。
第二部分细胞实验将神经元分为对照组、模型

组、模型+SHP2敲低组、模型+含药血清组。其中对
照组、模型组、模型+含药血清组转染空载慢病毒
［rLV-U6-shＲNA ( Scramble) -CMV-mCherry-WPＲE］，
模型+SHP2敲低组转染 SHP2干扰慢病毒［rLV-U6-
shＲNA ( rSHP2 ) -CMV-mCherry-WPＲE］，采用 ＲT-
PCＲ和 Western blot 法评价转染效率。采用 200
μmol·L－1皮质酮干预 24 h 的方法进行造模，模拟焦
虑性抑郁症神经元损伤状态［22-23］。模型+含药血清
组给予 5%百合地黄汤含药血清干预 24 h。

PCＲ引物由生工生物工程( 上海) 股份有限公
司合成，其中 SHP2 引物序列: 正向 5'-AAGTGCT-
GCGCATGACTACA-3'，反向 5'-TCCCTGGAGTAGA-
GCTTGTC-3'; GAPDH 引物序列: 正向 5'-TCCTG-
CACCACCAACTGCTTAG-3'，反向 5'-AGTGGCAGT-
GATGGCA-TGGACT-3'。
2. 3. 4 免疫荧光法检测神经元 SHP2、SYN1、PSD-
95表达情况 各组细胞给药培养 24 h 后，用 PBS
洗涤细胞后加入 1 mL 多聚甲醛固定，随后加入
1 mL 0. 3% Triton X-100通透，用山羊血清进行封闭
1 h后分别加入一抗 NSE ( 1 ∶300) 、SHP2 ( 1 ∶400) 、
p-SHP2( 1 ∶ 300) 、SYN1 ( 1 ∶ 200) 、PSD-95 ( 1 ∶ 200) ，
4 ℃避光孵育过夜，加入二抗( 1 ∶400) ，室温避光孵
育 1 h，避光洗去二抗，滴加 DAPI 使其充分覆盖孔
板，避光孵育 8 min弃 DAPI，PBS 洗涤细胞后，于激
光共聚焦显微镜下观察并记录。采用 ImageJ 软件
进行图像分析，选取相同参数下获取的图像，计算各

目的蛋白的相对荧光强度。
2. 3. 5 MTT法检测细胞存活率 原代海马神经元
以每毫升 1×105 个接种于 96 孔板内。每组设置 6
个复孔。各组处理结束后，弃去上清液，加入现配的
0. 5 mg·mL－1 MTT，放入培养箱中继续孵育 4 h。取
出后，轻轻吸出孔内的 MTT，加入 DMSO 溶液 150
μL，在摇床上振荡 10 min充分溶解。以空白对照调
零，用酶标仪检测 490 nm 波长处各孔吸光度( A) 。
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取复孔平均数，计算细胞存活率。细胞存活率 =
( A给药－A空白) / ( A对照－A空白) ×100%。
2. 3. 6 Hoechst 33342染色检测细胞凋亡状态 原
代海马神经元以每毫升 1×105 个接种于 96孔板内。
培养至适当密度后，弃去培养基，PBS缓冲液洗涤细
胞。随后加入终浓度为 5 μg·mL－1的 Hoechst 33342
染色液，轻柔混匀，避光孵育 10 min。染色结束后，
吸除废液，PBS 洗涤 2 ～ 3 次以去除多余染料，荧光
显微镜下观察细胞核染色情况。
2. 3. 7 流式细胞术检测细胞凋亡率 原代海马神
经元以每毫升 1×106 个接种于 6 孔板内。收集各
组处理结束后的原代海马神经元细胞，并加入 100
μL 1×binding buffer 缓冲液重悬，制成每毫升 1 ×
106 个的细胞悬液。加入 Annexin V-FITC /PI 5
μL，混匀后于室温下避光放置 15 min。然后加入
400 μL 1×binding buffer 缓冲液，流式细胞仪检测
细胞凋亡率。

2. 4 统计学分析
采用 GraphPad Prism 9. 0软件进行统计分析与

科研绘图。实验数据以平均值±标准差( �x±s) 表示，
采取单因素方差分析进行组间比较，2 组间比较采
用 LSD-t检验。P＜0. 05表示差异具有统计学意义。
3 结果
3. 1 百合地黄汤对模型大鼠焦虑和抑郁样行为的
影响

与正常组比较，模型组大鼠高架十字迷宫实验

中 OE、OT均显著降低( P＜0. 01) ，糖水偏好度显著
降低( P＜0. 01) ，强迫游泳实验不动时间显著延长
( P＜0. 01) ，展现出显著的焦虑和抑郁样行为; 与模
型组比较，百合地黄汤高剂量组上述指标趋势均被

显著逆转( P＜0. 01) ，百合地黄汤中剂量组 OT、糖水
偏好度显著增加且强迫游泳实验不动时间显著减少

( P＜0. 05，P＜0. 01) ，百合地黄汤低剂量强迫游泳实
验不动时间显著减少( P＜0. 05) ，见表 1。

表 1 百合地黄汤对模型大鼠焦虑和抑郁样行为的影响( �x±s，n= 8)
Table 1 Effect of Baihe Dihuang Decoction on anxiety and depression-like behaviors in model rats ( �x±s，n= 8)
组别 剂量 / g·kg－1 OE /% OT /% 糖水偏好度 /% 不动时间 / s

正常 － 39. 64±6. 52 14. 94±4. 00 81. 34±10. 45 18. 49±6. 03

模型 － 19. 83±4. 281) 6. 81±3. 391) 59. 16±8. 021) 55. 26±13. 941)

文拉法辛 0. 013 5 29. 48±11. 603) 17. 43±4. 493) 76. 75±7. 763) 34. 87±10. 463)

百合地黄汤 16 28. 93±6. 623) 16. 17±3. 803) 75. 24±6. 553) 29. 29±7. 453)

8 24. 95±7. 96 12. 59±5. 622) 69. 37±6. 132) 32. 17±8. 763)

4 21. 02±6. 13 9. 97±2. 49 62. 75±7. 03 40. 59±10. 152)

注: 与正常组相比1) P＜0. 01; 与模型组相比2) P＜0. 05，3) P＜0. 01( 表 2同) 。

3. 2 百合地黄汤对模型大鼠海马树突棘形态的影响
正常组大鼠海马神经元树突清晰，分支丰富，树

突棘密集且排列整齐，形态完整; 模型组树突分支稀

疏，部分神经元树突出现断裂或变细，树突棘数量明

显减少，呈现萎缩、消失、形态不规则、短缩等特征;
经百合地黄汤干预后，树突结构基本恢复完整，树突

棘数量不同程度的恢复，形态趋于正常，以高剂量组

效果最为显著，见图 1。

图 1 百合地黄汤对模型大鼠海马树突棘形态的影响( 高尔基染色，×630)
Fig．1 Effect of Baihe Dihuang Decoction on the morphology of hippocampal dendritic spines in model rats ( Golgi-Cox staining，×630)
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3. 3 百合地黄汤对模型大鼠海马 SHP2 及突触结
构蛋白表达的影响

与正常组比较，模型组大鼠海马 p-SHP2 /SHP2
水平显著增加 ( P ＜ 0. 01 ) ，突触结构蛋白 SYN1、
PSD-95表达均显著降低( P＜0. 01) ; 与模型组比较，
各剂量百合地黄汤均能显著抑制模型大鼠 p-SHP2 /
SHP2的高表达( P＜0. 05，P＜0. 01) ，高剂量百合地
黄汤能够同时逆转 SYN1、PSD-95 蛋白的表达( P＜
0. 01) ，中剂量百合地黄汤能够增加 PSD-95 蛋白的
表达( P＜0. 05) ，见图 2、表 2。

图 2 p-SHP2、SHP2、SYN1、PSD-95蛋白电泳条带
Fig．2 Electrophoresis bands of the proteins of p-SHP2，SHP2，
SYN1，and PSD-95

3. 4 百合地黄汤对神经元 SHP2过表达的影响
原代海马神经元特征符合典型的神经元生长，

神经网络丰富，轴突和树突相互交叠。免疫荧光染

表 2 百合地黄汤对模型大鼠海马 p-SHP2 /SHP2、SYN1、
PSD-95蛋白表达的影响( �x±s，n= 3)
Table 2 Effect of Baihe Dihuang Decoction on the protein ex-
pression of p-SHP2 /SHP2，SYN1，and PSD-95 in model rats
( �x±s，n= 3)

组别
剂量

/g·kg－1
p-SHP2
/SHP2

SYN1
/GAPDH

PSD-95
/GAPDH

正常 － 0. 245±0. 035 0. 713±0. 103 0. 487±0. 070

模型 － 0. 590±0. 0551) 0. 187±0. 0371) 0. 211±0. 0371)

文拉法辛 0. 013 5 0. 339±0. 0313) 0. 344±0. 0313) 0. 387±0. 0753)

百合地黄汤16 0. 269±0. 0393) 0. 319±0. 0253) 0. 414±0. 0353)

8 0. 324±0. 0333) 0. 270±0. 032 0. 324±0. 0402)

4 0. 437±0. 0602) 0. 237±0. 037 0. 227±0. 038

色结果显示，其特异性标志物 NSE 呈阳性表达，可
用于后续实验。经过慢病毒转染，目标细胞成功整
合携带荧光报告基因 mCherry 的外源基因，并实现
高效表达。荧光显微镜观察结果显示，细胞内呈现
出清晰的红色荧光信号，表明外源基因在细胞中得

到了稳定表达。进一步采用 ＲT-qPCＲ 和 Western
blot实验进行验证，显示 SHP2在转染细胞内 mＲNA
及蛋白表达均显著高于对照组( P＜0. 05，P＜0. 01) ;
经百合地黄汤含药血清干预后，神经元 SHP2 过表
达水平显著降低( P＜0. 05，P＜0. 01) ，提示其可能通
过调节 SHP2的表达，发挥其神经保护作用，见图 3、
表 3。

A．原代海马神经元鉴定; B．慢病毒转染后神经元 mCherry表达情况; C．SHP2蛋白电泳条带图。

图 3 原代海马神经元鉴定、转染及 SHP2蛋白电泳条带
Fig．3 Identification，transfection，and SHP2 protein electrophoresis bands of primary hippocampal neurons

3. 5 百合地黄汤对 SHP2 过表达致神经元损伤的
影响

与对照组比较，SHP2 过表达组细胞存活率显
著降低( P＜0. 01) ，Hoechst 33342 染色提示活细胞
数量减少，流式细胞术显示细胞凋亡率显著增加

( P＜0. 01) ，说明 SHP2 高表达可导致神经元损伤;
与 SHP2 过表达组比较，百合地黄汤含药血清干预
后细胞存活率显著增加( P＜0. 05) ，活细胞数量增
加，细胞凋亡率显著降低( P＜0. 05) ，提示百合地黄
汤通过调控 SHP2 的表达，发挥海马神经元保护作
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表 3 百合地黄汤对转染过表达慢病毒神经元 SHP2表达的
影响( �x±s，n= 3)
Table 3 Effect of Baihe Dihuang Decoction on the expression of
SHP2 in neurons transfected with overexpressing lentivirus ( �x±s，
n= 3)

组别 SHP2 mＲNA相对表达 SHP2蛋白相对表达
对照 0. 985±0. 045 0. 594±0. 027
SHP2过表达 1. 297±0. 1451) 1. 825±0. 0242)

SHP2过表达+含药血清 1. 025±0. 1133) 0. 727±0. 0314)

注: 与对照组相比1) P＜ 0. 05，2) P＜ 0. 01; 与 SHP2 过表达组相比
3) P＜0. 05，4) P＜0. 01( 表 4同) 。

用，见图 4、表 4。
3. 6 百合地黄汤对皮质酮诱导神经元损伤的影响
与对照组比较，皮质酮造模后 SHP2 mＲNA 水

平显著升高( P＜0. 01) ，细胞存活率显著降低( P＜
0. 01) ，细胞凋亡率显著增加( P＜0. 01) ，活细胞数
量减少; 与模型组比较，模型+SHP2 敲低组和模型+
含药血清组 SHP2 mＲNA 水平均显著降低 ( P ＜
0. 01) ，细胞存活率均显著升高( P＜0. 01) ，细胞凋
亡率均显著降低( P＜0. 05) ，说明 SHP2 可能是影响

A．Hoechst 33342染色观察神经元活性; B．流式细胞术检测神经元凋亡( 图 5同) 。

图 4 SHP2过表达对正常神经元凋亡的影响
Fig．4 Effect of SHP2 overexpression on apoptosis of normal neurons

表 4 百合地黄汤对 SHP2 过表达致神经元损伤的影响
( �x±s，n= 3)
Table 4 Effect of Baihe Dihuang Decoction on neuronal injury
caused by overexpression of SHP2 ( �x±s，n= 3) %

组别 细胞存活率 细胞凋亡率

对照 92. 05±4. 07 39. 42±2. 79
SHP2过表达 75. 25±4. 242) 58. 25±4. 722)

SHP2过表达+含药血清 87. 56±3. 503) 47. 42±3. 353)

细胞活性和导致神经元损伤的关键靶标，而百合地

黄汤则对皮质酮诱导神经元损伤有明显的保护作

用，见图 5、表 5。
3. 7 百合地黄汤对神经元 SHP2 及突触结构蛋白
表达的影响

与对照组相比，模型组 SHP2、p-SHP2表达均显
著增加( P＜0. 01) ，SYN1、PSD-95 表达均显著降低
( P＜0. 01) ，说明在模拟焦虑性抑郁症状态下 SHP2
异常高表达，导致神经元突触结构受损; 与模型组相

比，SHP2 敲低组 SHP2、p-SHP2 表达均显著降低
( P＜0. 01) ，SYN1、PSD-95 表达显著增加( P＜0. 05，
P＜0. 01) ，进一步说明 SHP2 干扰慢病毒转染成功，
且敲低 SHP2表达有助于改善皮质酮诱导的突触损
伤; 与模型组相比，百合地黄汤含药血清也能显著降

低 SHP2、p-SHP2 表达( P＜0. 01) ，显著增加 SYN1

和 PSD-95 表达( P ＜ 0. 01 ) ，提示其可能通过调控
SHP2表达从而缓解海马神经元损伤，见图 6、表 6。
4 讨论
焦虑性抑郁症是一种高度共病的精神障碍，临

床表现兼具抑郁和焦虑 2 类核心症状，具有发病率
高、迁延难愈、易复发、自杀风险大等特点。患者除
典型的抑郁症状如情绪低落、快感缺失、思维迟缓、
注意力不集中之外，常伴有显著的焦虑表现，如坐立

不安、紧张烦躁、易怒和睡眠障碍等，显著降低其生
活质量和社会功能。当前常用的西药治疗如选择性
5-羟色胺再摄取抑制剂( SSＲIs) 在部分患者中疗效
不佳，且长期使用常伴随耐药、情绪波动加剧或认知
功能下降等［24］。因此，深入探讨焦虑性抑郁症的神
经生物学机制并开发更为安全有效的干预策略已成

为该领域亟需解决的重要科学问题。
神经可塑性的损伤，尤其是突触结构与功能的

异常，是情绪障碍的重要神经病理基础［25］。突触作
为神经元之间信息传递的核心结构，其形态变化和

数目变化直接反映中枢神经系统的可塑性水平。持
续的慢性应激可导致海马、杏仁核等情绪调节相关
脑区的突触密度降低、树突萎缩、神经元间连接丧
失，从而破坏神经网络的整体稳定性［26］。本研究动
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图 5 SHP2敲低对皮质酮诱导的神经元凋亡的影响
Fig．5 Effect of SHP2 knockdown on corticosterone-induced neuronal apoptosis

表 5 百合地黄汤对皮质酮诱导神经元损伤的影响( �x±s，n=3)
Table 5 Effect of Baihe Dihuang Decoction on corticosterone-
induced neuronal injury ( �x±s，n= 3)

组别
SHP2 mＲNA
相对表达

细胞存活率
/%

细胞凋亡率
/%

对照 0. 995±0. 068 91. 51±2. 25 41. 33±2. 24
模型 1. 250±0. 1121) 52. 47±2. 771) 56. 90±3. 821)

模型+SHP2敲低 0. 584±0. 0623) 65. 10±3. 843) 50. 03±2. 392)

模型+含药血清 0. 751±0. 0673) 76. 12±3. 213) 47. 57±2. 452)

注: 与对照组相比1) P＜ 0. 01; 与模型组相比2) P＜ 0. 05，3) P＜ 0. 01
( 表 6同) 。

物实验发现，模型大鼠表现出明显的焦虑样和抑郁

样行为，海马神经元树突分支减少、树突棘密度降
低、结构紊乱，突触前膜蛋白 SYN1 和突触后膜蛋白
PSD-95表达均显著降低，突触可塑性明显受损。

SHP2广泛表达于中枢神经系统的多个脑区，
尤其在海马、前额叶皮层等情绪调节关键区域中表
达丰富，且在突触区的表达要显著高于非突触

区［27］。SHP2可通过与多种受体酪氨酸激酶结合，
调控MAPK /EＲK、PI3K /Akt和 JAK /STAT等多条与
神经生存、突触形成、树突发育密切相关的信号通
路［5-6］。研究表明，SHP2 功能障碍会导致突触生成
减少、轴突与树突发育异常以及神经元传递效率下
降，这些变化与情绪障碍的发生密切相关［28］。另有
研究发现，脑内 SHP2 高表达与学习记忆功能障碍
以及动物抑郁样行为的发生有关［29-30］。本研究发
现，模型大鼠海马 SHP2异常高表达，而在正常培养

的神经元中转染 SHP2 过表达慢病毒后，神经元存
活率降低，细胞凋亡率增加。在皮质酮诱导损伤的
神经元中敲低 SHP2表达后，细胞凋亡率降低，突触
蛋白表达增加，以上说明 SHP2 的过度激活会导致
神经元结构损伤，并可能参与焦虑性抑郁症的发生

发展过程。
百合地黄汤是张仲景创制的治疗百合病的主

方，也是现代临床治疗阴虚内热型抑郁症或抑郁症

伴焦虑失眠的基本方。现代药理研究表明，百合中
的多糖、皂苷和黄酮类成分具有抗焦虑、抗抑郁、抗
氧化、抗炎及神经保护等多重作用［31-32］。地黄中富
含的环烯醚萜苷类、苯丙素类成分，如梓醇、毛蕊花
糖苷，可通过调控肠微生物-脑轴、神经营养、突触可
塑性等途径发挥抗抑郁作用［23，33］。本研究结果表
明，百合地黄汤能够抑制焦虑性抑郁症模型大鼠海

马 SHP2 高表达，改善树突棘密度降低与突触结构
损伤，发挥神经保护作用; 而在体外实验中，百合地

黄汤含药血清能够缓解海马神经元损伤，增加突触

蛋白的表达，降低神经元凋亡水平，该作用与抑制

SHP2表达有关。
综上，本研究通过基因过表达与干扰双向干预，

结合体内外实验，首次揭示了百合地黄汤通过调控
SHP2信号改善神经元损伤，发挥抗焦虑性抑郁症
功效的潜在机制，丰富了百合地黄汤治疗情志病的

现代药理基础，为其临床推广运用提供了理论支撑。
未来研究将进一步聚焦 SHP2 下游信号通路及其在
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图 6 各组神经元 SHP2、p-SHP2、SYN1及 PSD-95蛋白表达( 免疫荧光，×100)
Fig．6 Expression of SHP2，p-SHP2，SYN1，and PSD-95 proteins in neurons of each group ( immunofluorescence，×100)

表 6 百合地黄汤对神经元 SHP2、p-SHP2、SYN1及 PSD-95相对荧光强度的影响( �x±s，n= 3)
Table 6 Effect of Baihe Dihuang Decoction on the relative fluorescence intensities of SHP2，p-SHP2，SYN1，and PSD-95 in neurons
( �x±s，n= 3)

组别 SHP2相对荧光强度 p-SHP2相对荧光强度 SYN1相对荧光强度 PSD-95相对荧光强度
对照 29. 92±3. 45 30. 76±0. 94 46. 51±3. 00 44. 08±2. 86
模型 47. 93±5. 031) 38. 82±1. 251) 25. 76±5. 151) 28. 66±1. 381)

模型+SHP2敲低 21. 62±2. 563) 11. 32±2. 603) 40. 91±2. 093) 34. 38±2. 092)

模型+含药血清 31. 36±3. 253) 28. 44±1. 403) 38. 75±2. 573) 37. 70±1. 773)

其他关键脑区的功能变化，鉴定靶向 SHP2 的活性
成分，以期为传统中药治疗焦虑性抑郁症提供更加

精准、系统且可重复验证的机制基础。
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