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摘  要：目的  利用网络药理学方法及分子对接技术，分析四逆散治疗青少年抑郁症的潜在作用机制，并进行实验验证相关结果。方法  通过TCMSP、ETCM数据库筛选出四逆散（柴胡、枳实、白芍、甘草）的有效化学成分及作用靶点，在GeneCards与OMIM数据库中筛选青少年抑郁症的主要靶点，结合韦恩图得到药物与疾病的共同靶点。利用Cytoscape 3.9.1软件绘制四逆散的中药-活性成分-靶点作用网络；使用STRING平台构建药物-疾病-共同靶点的蛋白质互作网络图（pPortein-protein interaction network, ，PPI），筛选后得到核心作用靶点；利用Metascape平台对核心靶点进行富集分析；通过软件AutoDockTools 1.5.7进行分子对接评估有效活性成分与潜在核心靶点的结合能力；通过蛋白免疫印迹（wWestern blot，WB）实验验证四逆散抗青少期抑郁的潜在靶点。结果  本研究筛选出四逆散治疗青少年抑郁症的核心有效活性成分，包括有槲皮素、山奈柰酚、异鼠李素、芍药苷等，通过PPI网络拓扑分析，确定了潜在核心靶点包括AKT1、IL-6、PPARG、PTGS2、F7等。分子对接结果表明活性物质与其主要靶点结合活性较强。WB实验验证了AKT1、IL-1B、IL-6是四逆散抗青少期抑郁相关的潜在靶点。PPI网络四逆散治疗青少年抑郁的主要生物过程有对激素的反应等，调节的主要信号通路包括AGE-RAGE、PI3K-AKT等。结论  本研究初步确认了四逆散抗青少年抑郁症的有效活性成分及靶点信息，揭示了四逆散治疗青少年抑郁症的潜在作用机制。
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抑郁症是高发且难治的慢性精神疾病，已成为全球重大公共卫生问题。近年来，青少年抑郁症尤其引发社会关注，中国科学院心理研究所发布的报告指出，在2020年中国青少年的抑郁症检测率为24.6%，严重抑郁症为7.4%。青少年抑郁症不仅影响青少年时期的身心发展，诱发自伤、自杀等一系列行为[1]，同时可增大成年后各类精神心理疾病的患病风险[2]。因此，尽早干预、采取有效防治措施，对减轻患者痛苦、维系社会和谐有着重大意义。目前，西药治疗是抗抑郁的首要方法，但存在治愈率低、起效缓慢、副作用大等缺点[3]，此外，批准用于青少年群体的抗抑郁药物更为有限，且治疗效果欠佳[4]。
中医认为，青少年抑郁属“郁病”范畴，核心病机以肝失疏泄为主[5]，“疏肝解郁”乃基本治则。四逆散来源于《伤寒论》，作为中医疏肝的经典方，临床常在此方基础上加减应用于抑郁症的治疗[6]，取得显著疗效的同时，有助于减轻西药副作用[7]。网络药理学是一种广泛应用于中药复方潜在靶点挖掘的方法[8]，可从整体角度出发，构建“疾病-基因-靶点-药物”的网络关系，探讨药物作用于疾病的潜在治疗机制[9]，可有效弥补既往中医药研究单靶点、低选择性的缺陷[10]。
因此，本研究运用网络药理学的方法，多角度、多途径分析四逆散相关潜在靶点对青少年抑郁症的作用机制。同时，通过分子对接与WB实验对网络药理学研究结果进行初步验证，为后续的四逆散治疗青少年抑郁的机制研究提供一定基础。
1 材料与方法
1.1 网络药理学分析
1.1.1 四逆散活性成分的收集与筛选
[bookmark: _Hlk192540488][bookmark: _Hlk191921871][bookmark: _Hlk192540554]在TCMSP数据库[11]（https://www.tcmsp-e.com/）、ETCM 数据库（http://www.tcmip.cn/ETCM/index.php/Home/）中分别以“柴胡”、“白芍”、“枳实”、“甘草”为关键词检索，TCMSP数据库中查找并筛选出OB（口服利用度）≥30%，DL（类药性）≥0.18的活性成分，EMCM数据库以Druglikeness Weight 符合modest和good为筛选条件，同时查阅药典、检索已报道的文献，纳入符合条件的有效成分与其相应的靶点。运用STRING网站将蛋白质名称进行人类基因名称规范。使用Uniprot数据库（https://www.uniprot.org/）、drugbank数据库（https://www.drugbank.ca/）剔除所得结果中的非人源基因名称。
1.1.2 四逆散“中药-活性成分-靶点”网络构建
[bookmark: _Hlk192540566]将四逆散中药成分、中药成分对应活性成分、活性成分对应靶点信息整理至Excel文件。将归类好的文件导入Cytoscape 3.9.1（https: //cytoscape.org/）软件中绘图。使用内置工具Analyze Network插件对各节点进行Degree值分析，Degree值代表该节点与其他节点的连接数量，Degree值越高，意味着该节点在网络连接中占据越重要的位置。 
1.1.3 青少年抑郁症靶点收集
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: _Hlk191921881][bookmark: _Hlk192540577]在GeneCards数据库（https://www.genecards.org/）和OMIM数据库（https://www.omim.org/）中，以关键词“adolescent depression”和“teen depression”作为关键词，检索与青少年抑郁症相关的人类基因靶标，将各数据库中的结果汇总并去重，得到与该疾病相关的靶标。运用韦恩图寻找疾病与药物的共同靶点蛋白。
1.1.4 四逆散-青少年抑郁症PPI网络构建
[bookmark: _Hlk192540593]借助STRING平台（https://cn.string-db.org/cgi/input.pl）建立药物和疾病的协同靶标蛋白互作网络图。使用Degree、Betweenness Centrality、Closeness Centrality三个数值对蛋白质靶点作用相关性进行评价，若某靶点三个数值均位于全部交集靶点的数值中位数以上，则将该靶点列为研究四逆散对青少年抑郁症作用的核心靶点。将核心靶点及相关数据导入软件Cytoscape 3.9.1中进行可视化处理，预测出核心靶点相互间的作用关系图。利用软件内置计算系统中Degree值进行节点的图像处理，Degree值越大，则颜色越深，体型越大，以直观体现出核心靶点中作用能力更强、作用范围更广的靶点。
1.1.5 GO生物功能与KEGG通路富集分析
[bookmark: _Hlk192540601]在Metascape网站（https://metascape.org/gp/index.html）录入四逆散治疗青少年抑郁症的靶点，设置筛选条件为P＜0.01。对其进行GO生物功能与KEGG通路富集分析，进而预测四逆散对青少年抑郁症起作用的可能生物学过程及相关信号通路等。保留相关数据，利用气泡图对结果进行可视化处理。
1.2 分子对接
[bookmark: _Hlk192540611]分析得到四逆散成分-靶点网络图中Degree值排名靠前的4 个有效活性成分及靶点。在PDB网站（https://www.rcsb.org/）中查找受体蛋白质X射线晶体学解析出的结构，并下载分辨率最小的构象。在TCMSP数据库中下载有效成分的mol2格式文件。利用软件AutoDock Tools-1.5.7对受体蛋白质及配体小分子进行分子对接的验证，设置对接次数为50 次，保留各自结果中最优对接数据。
1.3 动物实验
1.3.1 动物分组与造模
孕晚期SD母鼠购自广州中医药大学实验动物中心，实验动物使用许可证编号：为SYXK（粤）2019-0047，。以SPF级出生的SD新生雄性幼鼠为研究对象，幼鼠出生的日期视为出生后0 天（（PND 0）PND 0），出生后随机分为：正常组（Control）、青少期抑郁模型组（Model）、阳性药组（FXT）、四逆散低剂量组（SNS-L）、四逆散中剂量组（SNS-M）、四逆散高剂量组（SNS-H）。每组12 只。除Control组外，其余各组均进行母婴分离造模，在PND 1-21，每日9:00-12:00和14:00-17:00将幼鼠与母鼠进行分离，每只幼鼠放入单独的分离盒，内装棉花与一些其所在母鼠笼的垫料，分离结束后将幼鼠放回原母鼠笼中。实验获得广州中医药大学伦理委员会批准（伦理审批号：20220316）。
1.3.2 实验药物
四逆散组成药物柴胡、白芍、枳实、甘草（炙），按照1∶:1∶:1∶:1称量粉碎，先后加入10 倍量、8 倍量蒸馏水煎煮2 次，每次微沸后煮40 min后过滤，合并2 次滤液。中药的低、中、高剂量按照1∶:2∶:4设定，大鼠的灌胃量通常为0.1ml mL·/10g-1，参照体表面积-剂量换算法，旋蒸浓缩至含生药量分别为2.5 g·kg-1/kg、5 g·kg-1/kg、10 g·/kg-1后，-20 ℃储存备用。阳性药使用的氟西汀（礼来苏州制药有限公司）溶液用生理盐水配置，按照5.0 mg·kg-1/kg的临床等效剂量进行灌胃给药。空白组与模型组均予生理盐水灌胃。PND 22各组开始给药。
1.3.3 试剂耗材与仪器
幼鼠分离盒、糖水瓶、电子秤、温度计、量杯等耗材，来自广州化学试剂厂的蔗糖（20220801），来自Cell Signaling Technology 公司的AKT1抗体（2938S）、CASP3（9662）、IL-1B（12703）与IL-6（12153）抗体，来自英国Abcam公司的HRP-山羊抗兔IlgG（Ab6721），来自美国Affinity公司的超敏性ECL发光液（KF005）等试剂。来自上海欣软信息科技有限公司的强迫游泳行为学仪器、来自安徽中科中佳科学仪器有限公司的高速低温离心机（KH19A）、来自美国BIO-RAD公司的垂直电泳仪（164-5052）与化学成像发光仪（T21BR14478）等仪器。
1.3.4 行为学实验检测青少期大鼠抑郁样行为
1.3.4.1 蔗糖偏好试验（sSucrose preference test，SPT）
训练部分（PND 36-38），前24 h每笼放置两瓶1%的蔗糖溶液，接下来24 h每笼中一瓶纯水，一瓶蔗糖溶液，过12 h交换两瓶的位置，之后禁水24 h。在PND 39正式测试，每只大鼠笼中放置事前称量好的蔗糖溶液和纯水，2 h后取出称重并记录，在Excel表内计算蔗糖偏好指数% =＝[糖水消耗量/÷(（糖水消耗量+＋纯水消耗量）)××100%]。
1.3.4.2 强迫游泳试验（fForced swimming test，FST）
在PND 41，为将直径20 cm，高45 cm的圆柱容器装入水，深度以大鼠尾巴尖端刚刚触底为准，温度计测量水温保持在（25±±1） ℃，将大鼠轻轻放置水中，用摄像系统记录10 min视频，测试完毕后用秒表统计每只大鼠10 min视频的后5 min内不动状态的累计持续时间。
1.3.5 WB检测四逆散对青少期抑郁模型动物大脑中AKT1、CASP3、IL-1BB、IL-6蛋白的影响
    
行为学试验后各组随机选取4 只大鼠取脑，将脑组织裂解后收集可溶性蛋白样品待测。BCA法测定蛋白质浓度后处理蛋白样品，10% SDS-PAGE电泳，转膜，脱脂奶粉封闭1 h，加入一抗使用AKT1、Capcase-3、IL-1Bβ与IL-6，稀释比例为1∶:1000在冰箱4 ℃孵育过夜，二抗室温孵育1 h，化学发光后显影仪观察蛋白条带情况，Image J软件进行数据分析。
1.4 统计学方法
使用GraphPad Prism 8进行统计分析，实验数据以平均值（）±±标准误（SEM）的形式表示。符合正态分布且方差齐则采用单因素方差分析，两两组间比较选用LSD法检验。P＜0.05认为差异具有统计学差异。
2 结果
2.1 网络药理学结果
2.1.1 四逆散有效化学成分及靶点
在中药系统药理学数据库与分析平台(（http://tcmspw.com/tcmsp.php）http://tcmspw.com/tcmsp.php)中，筛选符合OB≥≥30%，DL≥≥0.18条件的各味中药有效化学成分，数量分别为：柴胡17 个、白芍13 个、枳实22 个、甘草92 个。，共144 个。其中主要化合物包括：naringenin（柚皮素）、Mairin（白桦脂酸）、isorhamnetin（异鼠李素）、quercetin（槲皮素）、kaempferol（山柰酚）、sitosterol（豆甾醇），见表1。将检索出来的全部靶点导入STRING数据库，在Multiple proteins栏目中选定物种为“Homo sapiens”进行基因名称转换。于Uniprot数据库中下载目前已验证的全部人类基因，与所得基因进行校正并剔除重复值，最终得到738 个四逆散有关的目标基因。
表1  四逆散中主要有效化学成分及其相关信息
Table 1  
	Mol ID
	Molecule Name
	OB (（%）%)
	DL
	来源

	MOL000354
	isorhamnetin
	49.6
	0.31
	柴胡、甘草

	MOL000098
	quercetin
	46.06
	0.28
	柴胡、甘草

	MOL000422
	kaempferol
	41.88
	0.24
	柴胡、白芍、甘草

	MOL000211
	Mairin
	55.38
	0.78
	白芍、甘草

	MOL000359
	sitosterol
	36.91
	0.75
	白芍、甘草

	MOL004328
	naringenin
	59.29
	0.21
	枳实、甘草



2.1.2 四逆散““中药-有效成分-靶点”中药-有效成分-靶点”网络构建
[bookmark: _Hlk191921257]将四逆散中各味中药成分及其对应的有效成分、靶点信息进行处理后，导入Cytoscape 3.9.1软件。最终得到388 个节点，2645 条边的四逆散““中药-有效成分-靶点”中药-有效成分-靶点”网络（图1）。其中，三角形节点分别代表四逆散的中药成分：淡紫色为柴胡（CH）、肉粉色为枳实（ZS）、黄色为甘草（GC）、橙色为白芍（BS），其周边的分布的六边形节点代表其独有的有效化学成分。正方形节点代表多种药物所共有的有效化学成分，其中蓝色代表柴胡与甘草共有成分isorhamnetin（P1），quercetin（P2）；淡紫色代表柴胡、白芍、甘草共有节点kaempferol（Q）；R1与R2分别代表白芍与甘草共有成分Mairin与sitosterol；绿色代表枳实与甘草共有成分naringenin（S）。绿色菱形节点代表药物与疾病的靶点，2645 条边代表节点间的相互作用关系。其中四逆散有效成分节点大小和颜色均与Degree值相关。
从图1中可以得到看出Degree值排名前4的有效活性成分为P2（MOL000098，quercetin，槲皮素）、Q（MOL000422，kaempferol，山奈酚山柰酚）、P1（MOL000354，isorhamnetin，异鼠李素）、S（MOL004328，naringenin，芍药苷）。根据核心成分关系最密切来选择，排名前4的靶点分别是：F7、PPARG、PTGS2、NCOA2。
[image: ]
[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK4]图1  四逆散““中药-有效成分-靶点”中药-有效成分-靶点”网络图
 Fig. 1  

2.1.3 青少年抑郁症疾病相关靶点收集与筛选结果
在GeneCards数据库筛选符合““Relevance score≥5””的青少年抑郁相关靶点，其中以““adolescence depression””为关键词的检索结果有802 个，以““teen depression”teen depression”为关键词的检索结果有343 个。将两个结果进行合并去重后得到相关靶点共818 个；在OMIM数据库中，输入““adolescence depression”adolescence depression”得到结果2331 个靶点，相应““teen depression”teen depression”有1716 个靶点。合并且去除重复项得到3128 个与青少年抑郁症疾病相关的靶点蛋白。将两个数据库得到的对应疾病靶点结果进行合并，最终得到与青少年抑郁症相关靶点3617 个。利用网站http://bioinformatics.psb.ugent.be将疾病靶点与药物靶点进行韦恩图绘制，最终得到交集靶点蛋白106 个，将交集靶点作为四逆散抗青少年抑郁的潜在治疗靶点（图2）。
[image: ] 
图2  疾病与药物靶点韦恩图
 Fig. 2  
2.1.4 构建四逆散-青少年抑郁症的PPI网络
[bookmark: _Hlk192230896]将潜在治疗靶点提交至STRING数据库中进行蛋白互作网络模型的构建，设定生物种类为““Homo sapiens”Homo sapiens”。最终得到节点数为106，边数为1684，平均节点度为31.8，平均局部聚类系数为0.659的PPI网络图。如图3所示，取符合Degree、Betweenness Centrality、Closeness Centrality值均大于所有靶点中位数的靶点为核心靶点，各节点代表的核心靶点蛋白Degree值由大到小，通过颜色由深到浅、体积由大到小表示，包括丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶1（AKT1)、白细胞介素-6（IL-6）、胱天蛋白酶3（CASP3）、白细胞介素1β（IL-1B）等。
[image: ] 
图3  四逆散--青少年抑郁症核心靶点作用图	Comment by 陈力通: 排版：1.将图文中“IL6”改为“IL-6”
2.将图文中“IL1B”改为“IL-1B”
 Fig. 3  
2.1.5 交集靶点GO生物功能与KEGG通路富集分析结果
将交集靶点106 个导入Metascape网站，选定物种为Human sapiens后进行自定义分析。分析结果显示，GO Biological Processes、GO Cellular Components、GO Molecular Functions分别得到216 条、92 条和122 条生物功能，Processes KEGG Pathway富集分析得到162 条通路，筛选出P value值前十的路径作图（图4）。
四逆散治疗青少年抑郁症的主要生物学过程包括response to hormone（对激素的反应）、 response to peptide（对肽的反应）等；主要细胞成分包括membrane raft（膜筏）、vesicle lumen（囊泡腔）等；主要分子功能包括signaling receptor regulator activity（信号受体调节活性）、protease binding（蛋白酶结合）等；参与的通路主要包括AGE-RAGE signaling pathway in diabetic complications（糖尿病并发症中的年龄-愤怒信号通路）、Pathways in cancer（癌症通路）等。
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图4  交集靶点GO生物功能与KEGG通路富集分析气泡图
 Fig. 4  
2.2 四逆散活性成分与核心靶点的分子对接结果
将图1中排名靠前的有效活性成分及其关系最密切的靶点进行分子对接，发现各核心靶点和有效活性成分的对接结果结合能均＜小于-5KkJ·/mol-1，代表受体与靶点结合效果良好（表2）。基于此，分别将异鼠李素与PTGS2、槲皮素与PTGS2、山奈酚山柰酚与F7进行分子对接，构建分子对接模式图，显示其对接位点连接的氨基酸残基名称及连接的氢键长度。结果见图5。

表2  分子对接结果
Table 2  
	受体大分子
	靶点蛋白
	对接结合能(（kJ·mol-1）kJ/Mol)

	P1
	PTGS2
	-7.78

	P2
	PTGS2
	-7.57

	Q
	F7
	-7.28

	S
	PPARG
	-6.77

	P2
	F7
	-6.69

	P1
	F7
	-6.68

	Q
	PTGS2
	-6.62

	P2
	NCOA2
	-6.61

	Q
	NCOA2
	-6.38

	S
	PTGS2
	-6.23

	P1
	PPARG
	-6.18

	Q
	PPARG
	-5.84

	P2
	PPARG
	-5.75

	S
	F7
	-5.71

	S
	NCOA2
	-5.58

	P1
	NCOA2
	-5.55
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注：A代表异鼠李素与PTGS2对接后的最佳构象；B代表槲皮素与PTGS2对接后的最佳构象、C代表山奈酚与F7 对接后的最佳构象
图5  四逆散治疗青少年抑郁核心靶点与其有效活性成分的分子对接
Fig. 5  
注：A代表异鼠李素与PTGS2对接后的最佳构象；B代表槲皮素与PTGS2对接后的最佳构象；C代表山柰酚与F7对接后的最佳构象
2.3 四逆散抗青少年抑郁的靶点验证试验
为了验证四逆散是否可以通过疾病的主要活性靶点改善青少期抑郁，根据PPI网络图，选取与青少年抑郁疾病相关排名前4的靶点（AKT1、CASP3、IL-1B、IL-6）进行WB验证试验，结果证实了四逆散可能通过AKT1、IL-1B、IL-6靶点抗青少期抑郁。
2.3.1 抑郁样行为学试验结果
蔗糖偏爱试验是检测动物快感缺失的经典试验，蔗糖偏爱率低代表抑郁样行为。结果发现，与空白组相比较，青少期抑郁模型组大鼠的蔗糖偏爱率明显降低（P＜0.01）；与模型组相比，阳性药组、四逆散中剂量组与四逆散高剂量组的蔗糖偏爱率显著升高（P＜0.01）。
强迫游泳试验中动物的不动状态反映绝望行为。结果发现，与空白组相比较，青少期抑郁模型组大鼠的强迫游泳试验中最后5 min内不动时间明显升高（P＜0.01）；与模型组相比，阳性药组和四逆散中剂量组大鼠的不动时间降低（P＜0.05）。
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注：A图为四逆散对青少期抑郁大鼠蔗糖偏爱率的影响；B图为四逆散对青少期抑郁大鼠强迫游泳实验中最后5 min内不动时间的影响。n=12，与Control组比较，#P＜0.05，##P＜0.01，与Model组比较，*P＜0.05，**P＜0.01
图6  四逆散对青少期抑郁大鼠抑郁样行为的影响
Fig. 6  
注：A图为四逆散对青少期抑郁大鼠蔗糖偏爱率的影响；B图为四逆散对青少期抑郁大鼠强迫游泳实验中最后5 min内不动时间的影响。n＝12，与Control组比较，#P＜0.05，##P＜0.01，与Model组比较，*P＜0.05，**P＜0.01
2.3.2 青少期大鼠脑中枢AKT1、CASP3、IL-1B、IL-6蛋白的表达情况
[bookmark: _Hlk169532904]模型组大鼠AKT1的蛋白表达水平与空白组相比降低（P＜0.05），与模型组对比，阳性药组与四逆散低、中、高剂量组AKT1蛋白表达水平升高（P＜0.05，P＜0.05，P＜0.01，P＜0.01）。
模型组CASP3的蛋白表达水平与空白组相比升高（P＜0.05），与模型组对比，阳性药组的CASP3表达水平降低（P＜0.05），四逆散低、中、高剂量组未见显著差异（P＞0.05）。
模型组IL-1B的蛋白表达水平与空白组相比升高（P＜0.01），与模型组对比，阳性药组与四逆散低、中、高剂量组IL-1B蛋白表达水平降低（P＜0.01，P＜0.05，P＜0.01，P＜0.05）。
模型组IL-6的蛋白表达水平与空白组相比升高（P＜0.05），阳性药组与四逆散中剂量组的IL-6表达水平降低（P＜0.01，P＜0.05）。
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注：A图表示AKT1、CASP3、IL1B、IL6蛋白在各组表达情况的代表性条带；B-E分别为四逆散对AKT1、CASP3、IL1B、IL6蛋白表达影响的条形统计图。n=4，与Control组比较，#P＜0.05，##P＜0.01，与Model组比较，*P＜0.05，**P＜0.01
图7  四逆散对青少期抑郁大鼠脑内疾病关键靶点蛋白的影响	Comment by 陈力通: 排版：1.将图文中“IL6”改为“IL-6”
2.将图文中“IL1B”改为“IL-1B”

Fig. 7 
注：A图表示AKT1、CASP3、IL-1B、IL-6蛋白在各组表达情况的代表性条带；B-E分别为四逆散对AKT1、CASP3、IL-1B、IL-6蛋白表达影响的条形统计图。n＝4，与Control组比较，#P＜0.05，##P＜0.01，与Model组比较，*P＜0.05，**P＜0.01

3 讨论
四逆散首见于张仲景的《伤寒论》，方中包括柴胡、芍药、枳实、甘草（炙）四味中药，具有透邪解郁、疏肝理气之功效，临床常应用于包括抑郁症在内由于肝郁气滞引起的疾病[12]。抑郁症在中医辩证辨证方面属于““郁证”郁证”范围，青少年群体生长发育尚未完全，具有““肝常有余”肝常有余”的特点，情志病变易首先病及肝脏，以疏肝理气为主要治疗原则，临床医师常以四逆散为基础加减或联合西药治疗青少年抑郁症，取得较好疗效[13-15]，亦有诸多基础研究证实四逆散可改善青少期抑郁动物的抑郁样行为[16-, 17]。
本研究利用网络药理学的方法初步确认了四逆散中的有效活性成分，包括柚皮素、异鼠李素、槲皮素、山柰酚等。柚皮素是一种天然黄酮，具有神经保护、抗炎、抗氧化等多种药理作用[18]，研究发现柚皮素可通过调节氧化炎症异常和核因子κB（NF-kappa B，NF-κB） NF-kappa B/脑源性神经生长因子（Brain-derived growth factor，BDNF）BDNF 的表达来改善小鼠的抑郁样行为[19]。异鼠李素通过破坏淀粉样β蛋白保护细胞免受此蛋白沉淀后产生的神经毒性[20]，达到防治神经系统疾病的效果。槲皮素可通过抗炎、抗氧化应激、调节下丘脑-垂体-肾上腺轴（Hypothalamic-pituitary-adrenal axis，HPA）HPA轴、调节神经突触可塑性等方式发挥抗抑郁作用，其衍生物也可通过调节不同生物途径产生抗抑郁疗效[21]。有学者发现，山奈酚山柰酚能通过激活慢性社交失败压力模型小鼠前额叶皮质AKT/β-连环蛋白通路达到抗抑郁作用[22]，山奈酚山柰酚衍生物可通过AMP活化蛋白激酶调节小鼠的抑郁样行为[23]。这些证据对支持为四逆散内有效活性成分能有效抗青少年抑郁提供了支持。同时，分子对接结果亦表明，异鼠李素、槲皮素、山奈酚山柰酚与有效成分的主要靶点(（F7、PPARG、PTGS2、NCOA2）)的结合活性较强，且柚皮素等其余主要活性成分与主要靶点的结合效果均较好。因此推测，四逆散可能主要通过柚皮素、异鼠李素、槲皮素、豆甾醇、等有效活性成分防治青少年抑郁症。
根据复方-疾病的PPI网络构建与WB实验验证结果，发现AKT1、IL-6、IL-1B可能是四逆散治疗青少年抑郁的有效靶点。AKT1作为丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶（AKT）的亚型之一，广泛存在于人体组织中，在抑郁症的研究中受到关注。AKT1在磷酸化后被部分激活，可通过影响其他细胞分子达到调节细胞整体功能的效果，可表现为与抑郁症的焦虑程度、自杀倾向相关[24]。有学者研究AKT1的多态性位点发现[25]，AKT1-rs3730358位点突变可能影响相关神经递质的合成与释放，参与神经类疾病的发病过程。AKT1作为信号分子之一参与的PI3K/AKT信号通路是研究抑郁症重点研究的通路之一[26]，该通路具有维持细胞形态、促进细胞增殖等功能，并且展现出一定的神经保护作用[27]。这一代谢途径与BDNF和谷氨酸系统有关，并通过促进神经营养因子BDNF的释放和调节谷氨酸功能而与抑郁症的治疗相关联[24]。
多项研究表明，在抑郁症发病中，细胞因子是影响抑郁发病机制的重要因素[28-, 29]。IL-6作为炎症反应的重要产物，可作为诱导因素加重脑组织炎症的剧烈程度，诱发神经炎性反应进而参与抑郁症的发病[30]。有学者在对抑郁症患者病情发展的临床研究中发现[31]，抑郁症患者与对照组相比IL-6水平明显较高，且相会随着病情的发展而升高。IL-1B即IL-1β，是参与人体内多种自身免疫性炎症反应的一种细胞炎症因子，其被证实在血清中含量与患者抑郁症的严重程度相关，抑郁症患者血清IL-1Bβ水平升高，而抗抑郁治疗后可降低[32]。有临床研究发现，四逆散治疗可降低青少年抑郁症患者血清IL-1Bβ、IL-6水平[15]，因此，IL-6、IL-1B水平在抑郁症病情发展的过程中均有重要意义。	Comment by 陈力通: 作者：此句逻辑不妥，此结论的得出与前句没有因果关系，请修改
在四逆散治疗青少年抑郁症通路富集的潜在信号通路中，有研究表明抑制AGE-RAGE信号通路可以改善神经功能，从而可能在一定程度上避免由糖尿病引起的抑郁症状的发生[33]，表明该通路在其他疾病并发抑郁症的过程中起到重要作用。PI3K-AKT信号通路在抑郁症的发病机制研究中受到广泛关注，包括四逆散在内的许多抗抑郁类中药也能通过调节PI3K-AKT信号通路发挥抗抑郁作用[24, ，34]。
同时，本文研究存在一定局限与不足。首先，四逆散作为青少年抑郁症临床治疗的基础方，目前尚缺乏高质量循证医学研究证据的支撑。尤其是包含随机对照试验设计、大样本量研究及长期疗效追踪等方面的研究仍需完善‌。其次，本研究虽然符合世界中医药学会联合会发布的《网络药理学评价方法指南》[35]与牛明等[36]关于指南中相关要求的解读，但目前网络药理学研究方法仍存在一定局限性，包括数据库建设方面的不足可能降低数据的筛选效度，一些疾病亚通路的交叉可能导致出现一些与抑郁症看似无关的假阳性信号通路（如神经营养因子信号、炎症信号等在抑郁症和癌症研究中存在交叉[37]）。在后续的研究中，我们将尝试建立符合国际标准的四逆散治疗青少年抑郁症的循证医学临床疗效评价体系，构建包含成分含量权重、代谢产物分析的网络药理学模型，针对通路交叉机制设计特异性实验验证方案，从这三个方面进一步优化网络药理学研究的方法体系。
综上，通过网络药理学、分子对接与动物实验验证，发现四逆散对青少年抑郁的治疗作用不仅体现在某一药物或某一成分对特定生物过程的调控，亦是多成分、多靶点、多通路的共同参与。本研究挖掘出的潜在有效活性成分与靶点通路，可为青少年抑郁临床治疗药物的研究与开发奠定基础。
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Mechanisms of Sinisan fFormula in the tTreatment of aAdolescent dDepression bBased on nNetwork pPharmacology, mMolecular dDocking and eExperimental vValidation
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Abstract: Objective  Network pharmacology and molecular docking technology were used to analyze the potential mechanism of Sinisan (SNS) in the treatment of adolescent depression, and the relevant results were verified by experiments. Methods  Through the TCMSP and ETCM databases, the effective chemical components and targets of SNS (Chaihu, Zhishi, Baishao and Gancao) were screened, and the main targets of adolescent depression were screened in the GeneCards and OMIM databases, and the common targets of drugs and disease were obtained by Venn diagram. Cytoscape 3.9.1 software was used to draw the Chinese herb-active ingredient-target action network of SNS. The STRING platform was used to construct a portein-protein interaction network (PPI) of drug-disease-common targets, and the core targets were obtained after screening. The Metascape platform was used to perform enrichment analysis of core targets. Molecular docking was carried out through the software AutoDockTools 1.5.7 to evaluate the binding ability of effective active ingredients to potential core targets. Western blotting (WB) experiments were used to verify the potential targets of SNS against adolescent depression. Results  The core effective active ingredients of SNS in the treatment of adolescent depression include quercetin, kaempferol, isorhamnetin, paeoniflorin, etc., and the potential core targets including AKT1, IL-6, PPARG, PTGS2, F7, etc., were identified through PPI network topology analysis. The molecular docking results showed that the active substance had strong binding activity to its main target. WB experiments verified that AKT1, IL-1B and IL-6 were potential targets related to anti-adolescent depression. The main biological processes of PPI network four inverse dispersion in the treatment of adolescent depression include hormone response, and the main signaling pathways regulated such as AGE-RAGE and PI3K-AKT signaling pathway. Conclusion  This study preliminarily confirmed the effective active ingredients and target information of SNS treatment in adolescent depression, and revealed the potential mechanism of SNS in the treatment of adolescent depression.
Keywords: Sinisan, aAdolescent depression, nNetwork pharmacology, mMolecular docking, eExperimental validation
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