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二仙汤对迟发性抑郁症模型大鼠脑组织
脉络丛叶酸转运-海马神经发生的影响
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［摘要］ 目的　探讨二仙汤治疗迟发性抑郁症 （LOD） 的效果及可能作用机制。方法　40 只雄性 7~8 周龄

Wistar 大鼠分为正常组和青年抑郁组各 20 只。60 只 20 月龄雄性 Wistar 大鼠分为衰老组、迟发抑郁组、二仙

汤组各 20 只。青年抑郁组大鼠采用慢性不可预计应激刺激 （CUMS） 6 周建立抑郁模型，迟发抑郁组、二仙

汤组衰老大鼠采用 CUMS 6 周建立 LOD 模型，正常组和衰老组不进行任何干预。造模的同时进行灌胃给药，

二仙汤组大鼠给予二仙汤 8 g/ （kg·d） 灌胃，正常组、青年抑郁组、衰老组、迟发抑郁组给予 4 ml/ （kg·d）
纯净水灌胃，各组均给药 6周。采用糖水偏爱实验、强迫游泳实验评估大鼠抑郁样行为，旷场实验评价大鼠

自发活动能力，T迷宫实验评估大鼠认知功能；Western Blot法检测海马组织神经元核心抗原 （NeuN）、巢蛋

白、双皮质素 （DCX） 及脉络丛组织中闭锁小带蛋白 1 （ZO-1）、叶酸 α 受体 （FRα）、还原型叶酸转运体 
（RFC）、质子耦合叶酸转运体 （PCFT） 蛋白表达；采用免疫荧光法检测海马齿状回 Ki-67/巢蛋白双阳性细胞

数、5-溴脱氧尿嘧啶核苷 （BrdU） /DCX 双阳性细胞数及脉络丛组织中 ZO-1、FRα、RFC、PCFT 蛋白表达；

ELISA 法检测血浆、脑脊液、海马组织中 5-甲基四氢叶酸 （5-MTHF） 含量；采用 Pearson 相关分析对各组大

鼠脑脊液、海马组织中5-MTHF含量与海马组织中巢蛋白、DCX、NeuN蛋白表达进行相关性分析。结果　与

正常组比较，青年抑郁组及迟发抑郁组大鼠糖水偏爱度降低，旷场总路程、穿格次数减少，强迫游泳不动时

间延长，海马组织 NeuN、巢蛋白、DCX 蛋白表达均降低，海马齿状回 Ki-67/巢蛋白双阳性细胞数、BrdU/
DCX 双阳性细胞数减少，ZO-1、FRα 蛋白表达及荧光强度减少 （P＜0. 05 或 P＜0. 01）；青年抑郁组大鼠第

3、4 天及迟发抑郁组大鼠第 2~4 天 T 迷宫正确率均明显降低，迟发抑郁组大鼠脑脊液、海马组织中 5-MTHF
含量明显降低 （P＜0. 05或P＜0. 01）。与青年抑郁组相比，迟发抑郁组大鼠旷场总路程、穿格次数减少，第

1~4天 T 迷宫正确率均显著降低，海马组织 NeuN、巢蛋白、DCX 蛋白表达及海马齿状回 Ki-67/巢蛋白双阳性

细胞数、BrdU/DCX 双阳性细胞数减少 （P＜0. 05 或 P＜0. 01）。与迟发抑郁组比较，二仙汤组大鼠糖水偏爱

度及旷场总路程、穿格次数均升高，强迫游泳不动时间缩短，第 3~4 天 T 迷宫正确率明显升高，海马组织

NeuN、巢蛋白、DCX蛋白表达升高，海马齿状回Ki-67/巢蛋白双阳性细胞数、BrdU/DCX双阳性细胞数增加，

脑脊液、海马组织中 5-MTHF 含量明显升高，脉络丛中 ZO-1、FRα、RFC、PCFT 蛋白表达及荧光强度升高

（P＜0. 05或 P＜0. 01）。相关性分析结果显示，脑脊液 （r=0. 466） 和海马组织 （r=0. 522） 中 5-MTHF含量与

海马组织中巢蛋白表达存在正相关（P＜0. 05）。结论　二仙汤可改善LOD模型大鼠抑郁样行为及认知障碍，其

机制可能通过减轻脑组织脉络丛结构损伤，改善脉络丛叶酸转运障碍，从而促进海马神经发生。

［关键词］  迟发性抑郁症；二仙汤；脉络丛；叶酸；神经发生；认知功能

迟发性抑郁症 （late-onset depression， LOD）
为 60 岁及以后首次发病的一种抑郁症，其显著特

征之一即认知障碍［1］。LOD的神经解剖学标志是海

马萎缩，而叶酸缺乏可导致海马勾状回 （dentate 
gyrus，DG）神经干细胞增殖减少，神经元方向分

化减弱，神经可塑性降低，致海马萎缩，继而造成
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认知障碍［2-3］。叶酸经脉络丛转运至脑脊液，作用

于中枢神经，脉络丛叶酸转运障碍时脑脊液中叶酸

含量降低，可直接导致海马结构和功能异常，海马

神经发生障碍，影响认知功能［4-5］。研究［6］表明，

叶酸缺乏是老年人患LOD的危险因素之一。5-甲基

四氢叶酸 （5-Methyltetrahydrofolate， 5-MTHF） 是

血液、脑脊液、脑组织中最具有生物活性的主要叶

酸形式，因此，5-MTHF是最能代表叶酸含量水平

的指标［7］。

中医学认为，脑为髓海，髓海以先天肾精为

基，依赖后天水谷精微在肾阳蒸腾下化生充盈。中

医补肾方药可明显改善 LOD患者焦虑、抑郁情绪，

具有抗海马神经发生障碍的作用［8］。二仙汤有补肾

精、温肾阳、泻相火、平阴阳之功效。研究表明，

二仙汤及其加减具有明确的抗更年期抑郁作

用［9-10］，其治疗抑郁症具有多成分、多靶点、多通

路的作用特点［11］。本研究以脉络丛叶酸转运及海

马神经发生为切入点，探讨二仙汤抗 LOD 的效应

与机制，为其临床应用提供科学依据。本研究经广

州中医药大学动物伦理委员会批准。

1　材料与方法

1. 1　动物

SPF 级雄性 Wistar 大鼠 60只，8~9月龄，体质

量 650~720 g，购于北京维通利华实验动物技术有

限公司，实验动物使用许可证号：SCXK （京）

2016-0011，8~9 月龄大鼠饲养至 20 月龄为自然衰

老大鼠，体质量 800~850 g。SPF级雄性Wistar大鼠

40 只，7~8 周龄，体质量 230~270 g，购于南方医

科大学实验动物中心，实验动物使用许可证号：

SCXK （粤） 2016-0041。所有大鼠均饲养于广州中

医药大学 SPF级动物房，饲养期间自由饮食，日照

时长12 h，温度（23±2） ℃，湿度45%~65%。

1. 2　药物

二仙汤组成药物淫羊藿、仙茅、巴戟天、当

归、黄柏、知母均购自广州至信药业有限公司，经

中药鉴定学专家鉴定为正品。以上药材按3∶3∶2∶
2∶3∶3 的比例浸泡 1 h，常规用纯净水武火煮沸

后，转文火煎煮 1 h，过滤取汁，药物重复煎煮 1
次，合并浓缩至生药浓度 1 g/ml，高压灭菌，分装

后置于-20 ℃冰箱保存，使用前解冻并保存于 4 ℃
冰箱。

1. 3　主要仪器与试剂

旷场视频捕捉系统、强迫游泳视频捕捉系统、

T迷宫（广州飞迪生物科技有限公司，型号分别为

FYY20001-RO、 FD-qb-201、 FD-ty-001）；激光共

聚焦显微镜（德国 ZEISS公司，型号 LSM800）；多

功能酶标仪、电泳系统（美国 Bio-Rad公司，型号

分别为 3903-2010、PowerPacTM Basic）；低温高速

离心机 （湖南中佳科技有限公司，型号 SC3614）；

化学发光工作站（上海天能公司，型号 5200）；冰

冻切片机（德国Leica公司，型号CM1860）。

4% 水合氯醛（上海麦克林生化科技股份有限

公司，货号C804539）；蔗糖、甲醇、无水乙醇（广

州化学试剂厂，货号分别是 IB11-AR-500G、HB05-

AR-0. 5L、HB15-AR-0. 5L）；多聚甲醛、TBS粉末、

PBS粉末、免疫组化笔（合肥白鲨生物科技有限公

司 ， 货 号 分 别 是 BL539A、 BL602A、 BL601A、

BC004）；兔抗海马组织巢蛋白多克隆抗体、小鼠

抗巢蛋白单克隆抗体、兔抗神经元核心抗原

（NeuN）单克隆抗体、兔抗双皮质素（DCX）多克

隆抗体、山羊抗兔 AlexaFluor®594二抗、山羊抗小

鼠 AlexaFluor®488 二抗、山羊抗兔 AlexaFluor®488
二抗、山羊抗大鼠 AlexaFluor®594二抗、兔抗还原

型叶酸转运体（RFC）多克隆抗体、兔抗质子耦合

叶酸转运体 （PCFT） 多克隆抗体、5-溴脱氧尿嘧

啶核苷 （BrdU）、大鼠抗 BrdU 单克隆抗体 （英国

Abcam公司，货号分别是 ab92391、ab6142、ab177487、
ab18723、ab150080、ab150133、ab150077、ab150160、
ab62302、ab25134、ab6326、ab142567）；OCT 包埋剂

（日本樱花公司，货号 4583）；兔抗Ki-67单克隆抗

体、小鼠抗β-actin单克隆抗体、小鼠抗GAPDH单

克隆抗体、山羊抗兔 HRP 二抗、山羊抗小鼠 HRP
二抗 （美国 CST 公司，货号分别是 9129、3700、
97166、7074、7076）；RIPA 裂解液 （大连美仑生

物技术公司，货号 MA0151）；PMSF溶液、抗荧光

衰减封片剂（北京索莱宝科技有限公司，货号分别

是 P0100、S2110）；BCA蛋白定量试剂盒、彩色标

准蛋白 （美国 Thermo 公司，货号分别是 23227、
26616）；0. 45 μm PVDF 膜、ECL 化学发光液 （美

国 Millipore 公 司 ， 货 号 分 别 是 IPVH00010、
WBKLS0500）；牛血清白蛋白 （美国 Roche 公司，

货号 9048-46-8）；三 （羟甲基） 氨基甲烷 （Tris）、

甘氨酸（德国Biofroxx公司，货号分别是1115GR500、
1275GR500）；5×SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液、5%
山羊血清（北京碧云天生物技术有限公司，货号分

别是 P0015、C0265）；吐温-20、聚乙二醇辛基苯

基醚（Triton-X）（美国 Amresco 公司，货号分别是
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900564-5、0694）；大鼠 5-MTHF ELISA试剂盒（武

汉菲恩生物技术有限公司，货号ER1599）；兔抗组

织闭锁小带蛋白 1 （ZO-1）多克隆抗体、兔抗叶酸

α 受体 （FRα） 多克隆抗体 （美国 Invitrogen 公司，

货号分别是61-7300、PA5-42004）。

1. 4　分组、造模及给药

40只 7~8周龄雄性 Wistar大鼠适应性静养 1周

后，与 20 月龄自然衰老雄性 Wistar 大鼠 60 只分别

按体质量和糖水偏爱度进行分组。采用糖水偏爱实

验计算糖水偏爱度［12］。录入EXCEL 2013排序编号

后，将每项编号分别录入 SPSS 22. 0 统计学软件，

运用随机数字生成器进行随机分组，40 只青年大

鼠分为正常组和青年抑郁组各 20只，60只衰老大

鼠分为衰老组、迟发抑郁组、二仙汤组各20只。

分组后青年抑郁组采用慢性不可预计应激刺激

（chronic unpredictable mild stress，CUMS） 建立青

年抑郁模型［13］，迟发抑郁组、二仙汤组衰老大鼠

采用 CUMS 建立 LOD 模型［14］。正常组、衰老组不

予应激，饲养于房间A，正常组每笼 5只，衰老组

每笼 3只。青年抑郁组、迟发抑郁组、二仙汤组予

以应激造模，孤养于房间 B，每日予以 1 或 2 种随

机应激源，3 天内避免出现相同的应激源，连续

6 周。应激源如下：1） 禁食 12 h；2） 禁水 12 h；
3）夜晚持续光照 12 h；4）足底电击：电流 1 mA，

2 s/次，每次间隔 30 s，共电击 10次；5）白噪音：

85 db，持续5 h；6） 300次/min持续频闪5 h，夜晚

关灯进行；7） 45 ℃热水强迫游泳 5 min；8） 持

续束缚 12 h；9） 湿笼持续 10 h；10） 并笼 10 h：
将 4只接受应激的大鼠放入同一鼠笼，每次并笼更

换组合；11）禁食禁水24 h。
造模的同时进行灌胃给药，二仙汤组大鼠给予

二仙汤 8 g/（kg·d）灌胃，灌胃剂量根据人鼠体表

面积换算公式［15］，是成人 60 kg 体重等效剂量的 2
倍。正常组、青年抑郁组、衰老组、迟发抑郁组给

予 4 ml/（kg·d）纯净水灌胃。各组均每日 2次，灌

胃6周。

1. 5　观察指标与方法

1. 5. 1　大鼠抑郁样行为检测　糖水偏爱实验［12］：

最后一次灌胃后禁食禁水 24 h，糖水偏爱实验进行

12 h。测试时在大鼠笼盖两侧同等高度处，以相同

出水角度分别放置同规格、加入液体后等重的 1%
糖水和纯水，大鼠自由饮用 12 h 后移除瓶子并称

重，计算大鼠糖水偏爱度，糖水偏爱度=糖水消耗

量/总液体消耗量×100%。

1. 5. 2　大鼠认知功能检测　旷场实验：糖水偏好

实验结束后将大鼠放入空旷、黑暗的行为学房间静

息 1 h。实验时操作者将大鼠轻柔置于实验箱体

（100 cm×100 cm×48 cm）中央后迅速远离箱体，待

大鼠适应 10 s 后采用旷场视频捕捉系统记录大鼠

5 min内的总路程、穿格次数，以评估大鼠自发活

动情况。

强迫游泳实验：旷场实验结束24 h后，将大鼠

打乱顺序静息于行为学房间 1 h。测试时操作者将

大鼠缓慢放入水深 35 cm、水温（25±1） ℃游泳桶

（直径 30 cm，高 100 cm）内，拍摄大鼠 6 min内行

为，记录后4 min各大鼠的不动时间（漂浮于水面、

四肢不活动或前爪及尾巴轻微划动以使头部露出

水面）。

T迷宫实验：强迫游泳实验结束 24 h后采取随

机数字法每组取 9只大鼠进行 T迷宫实验。各组所

选大鼠并笼静息饲养 3天，每笼 4只，饲料中混入

奶酪。迷宫适应训练持续 2天，每天重复 5轮，每

次间隔 20 min，操作人员将一笼 4只大鼠自起始臂

放入T迷宫（黑色无反光材质，起始臂长、宽、高

为71 cm、18 cm、30 cm，目标臂长、宽、高为46 cm、

18 cm、30 cm），目标臂中放入奶酪，自由采食5 min
后回收大鼠。测试阶段持续 4天，每天重复 10次，

每次间隔 20 min，两目标臂均放置相同数目奶酪，

随机关闭其中一侧闸门，大鼠自起始臂放入，待大

鼠进入未关闭阀门的目标臂并进食后取出，30 s后
再次将大鼠放入起始臂，打开所有闸门，任大鼠自

由选择进入目标臂，若大鼠进入曾关闭的目标臂，

允许进食后取出并记为正确 1次，否则记为错误 1
次。计算每天正确率。

1. 5. 3　Western Blot 法检测海马组织中 NeuN、巢

蛋白、DCX 及脉络丛组织中 ZO-1、FRα、RFC、

PCFT 蛋白表达　T 迷宫实验后次日采取随机数字

法每组取 5只大鼠，腹腔注射 4% 水合氯醛 0. 3 ml/
100 g 麻醉，断头取脑，取新鲜海马组织和脉络丛

组织，分别加入含 1%PMSF 的 RIPA 裂解液，冰上

裂解后 4 ℃、12 000 r/min 离心 20 min （离心半径

8 cm），取上清，抽取适量蛋白液进行BCA蛋白定

量。蛋白变性后等量上样、电泳、转膜、封闭 1 h，
一抗（兔抗巢蛋白、兔抗 DCX、兔抗 NeuN、兔抗

ZO-1、兔抗 FRα、兔抗 RFC、兔抗 PCFT 稀释比例

均为 1∶2000，大鼠抗 GAPDH、大鼠抗 β-actin 稀

释比例为 1∶5000） 4 ℃孵育过夜，NeuN 内参为

β-actin，余指标内参均为GAPDH。TBST快洗 3次× 
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5 min，加入相应二抗（山羊抗兔、山羊抗小鼠稀

释比例均为1∶5000）室温孵育1 h，TBST快洗3次×
5 min，加发光液 1 ml曝光成像。采用 Image J 1. 53
软件分析条带灰度值，得到目的蛋白/内参的相对

灰度值。

1. 5. 4　免疫荧光法检测海马齿状回 Ki-67/巢蛋白

双阳性细胞数、BrdU/DCX 双阳性细胞数及脉络丛

中 ZO-1、FRα、RFC、PCFT 蛋白表达　采取随机

数字法每组取 4只大鼠，取新鲜双侧海马组织和脉

络丛组织，浸泡于4%多聚甲醛，置于4 ℃冰箱24 h
后更换为 30% 蔗糖溶液进行脱水，沉底后更换新

鲜的 30%蔗糖溶液，重复 3次。切片梯度复温至室

温后PBS清洗 5 min共 3次（BruU/DCX需 2 mol/L盐

酸室温变性 30 min 后清洗，pH 8. 5 的 0. 1 mol/L 硼

酸缓冲液室温中和 15 min后再次清洗），5%山羊血

清 （含 0. 3% Triton-X） 封闭 1 h 后，4 ℃一抗 （兔

抗 Ki-67 稀释比例 1∶150，鼠抗巢蛋白、大鼠抗

BruU、兔抗 DCX、兔抗 ZO-1、兔抗 FRα、兔抗

RFC、兔抗PCFT稀释比例均为 1∶200）孵育过夜，

TBST清洗3次×5 min，37 ℃避光孵育二抗（山羊抗

小鼠、山羊抗兔稀释比例均为 1∶500） 2 h，TBST
清洗 3次×5 min，抗荧光衰减封片剂（含DAPI）封

片，激光共聚焦拍照，采用 Image J 1. 53软件进行

统计分析。

1. 5. 5　ELISA 法检测脑脊液、血浆、海马组织中

5-MTHF 含量　采取随机数字法每组取 8 只大鼠，

眼眶采血法取全血于含抗凝剂采血管。眼眶采血后

将大鼠固定于脑立体定位仪上，剪开皮毛暴露枕骨

大孔，1 ml 注射器连接 0. 45 号针头，直接穿刺小

脑延髓池抽取脑脊液。脑脊液及全血标本采集后均

冰上静置 20 min，4 ℃、3000 r/min离心 20 min （离

心半径8 cm），分别取上清。海马组织称重，每10 mg
海马组织中加入 100 μl预冷的PBS缓冲液，匀浆后

4 ℃、12 000 r/min 离心 20 min （离心半径 8 cm），

取上清。据 ELISA 试剂盒操作步骤进行，酶标仪

450 nm 处读取 OD 值，标准曲线下计算 5-MTHF
含量。

1. 5. 6　大鼠脑脊液、海马组织中 5-MTHF 含量及

海马组织中巢蛋白、DCX、NeuN 蛋白表达相关性

分析　将各组大鼠脑脊液、海马组织中 5-MTHF含

量数据及海马组织巢蛋白、DCX、NeuN 蛋白表达

数据依照组别录入 Excel 2013 进行整理，采用

SPSS 22. 0软件进行Pearson相关性分析。

1. 6　统计学方法

采用 SPSS 22. 0软件进行统计分析。各组数据

均符合正态分布用均值±标准差（x̄±s）表示，符合

方差齐性的多组间比较采用单因素分析，两两比较

采用LSD法，方差不齐的多组间比较用Welch法检

验，两两比较采用Games-Howell法。以P＜0. 05为

差异有统计学意义。

2　结果

实验过程中衰老组死亡 1只大鼠，迟发抑郁组

死亡 3只，为造模过程中游泳后死亡，考虑原因为

游泳过程中肺部呛水。

2. 1　各组大鼠抑郁样行为及认知功能指标比较

表 1示，与正常组比较，青年抑郁组及迟发抑

郁组大鼠糖水偏爱度均降低，旷场总路程缩短、穿

格次数减少，强迫游泳不动时间延长，衰老组旷场

总路程、穿格次数减少（P＜0. 05或P＜0. 01）。与

青年抑郁组比较，迟发抑郁组旷场总路程、穿格次

数减少 （P＜0. 01）。与衰老组比较，迟发抑郁组

大鼠糖水偏爱度及旷场总路程、穿格次数均降低，

强迫游泳不动时间延长 （P＜0. 01）。与迟发抑郁

组比较，二仙汤组大鼠糖水偏爱度及旷场总路程、

穿格次数均升高， 强迫游泳不动时间缩短（P＜0. 01）。
表 2示，与正常组比较，衰老组大鼠第 1~4天

表1　各组大鼠糖水偏爱度、旷场穿格次数及总路程、强迫游泳不动时间比较

Table 1　Comparison of sugar-water preference， forced swimming immobility time， number of absent field penetration 
and total distance travelled by rats in each group （x̄±s）

组别

正常组

青年抑郁组

衰老组

迟发抑郁组

二仙汤组

鼠数

20
20
19
17
20

糖水偏爱度/%
95. 76±2. 53
61. 88±13. 74a）

91. 66±4. 67
61. 40±10. 36a） d）

84. 49±7. 69e）

旷场总路程/mm
20758. 78±1742. 89
16350. 62±3197. 19a）

17385. 65±5197. 77b）

10930. 75±4074. 38a） c） d）

16329. 53±5539. 13e）

旷场穿格次数/次
129. 30±19. 18
106. 85±25. 89a）

111. 63±30. 45a）

59. 59±25. 14a） c） d）

101. 65±35. 22e）

强迫游泳不动时间/s
41. 87±15. 30
92. 00±51. 80a）

31. 79±21. 92
86. 73±28. 25a） d）

41. 69±21. 54e）

注：a）与正常组比较，P＜0. 01；b）与正常组比较，P＜0. 05；c）与青年抑郁组比较，P＜0. 01；d）与衰老组比较，P＜0. 01；e）与迟发

抑郁组比较，P＜0. 01。
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T迷宫正确率差异无统计学意义（P＞0. 05），青年

抑郁组大鼠第 3、4天，迟发抑郁组大鼠第 2~4天T
迷宫正确率明显降低（P＜0. 05或P＜0. 01）。与青

年抑郁组比较，迟发抑郁组大鼠第 1~4天 T迷宫正

确率差异无统计学意义 （P＞0. 05），但二仙汤组

第 3天 T迷宫正确率升高（P＜0. 05）。与衰老组比

较，迟发抑郁组大鼠第 1~4天 T迷宫正确率均显著

降低 （P＜0. 01）。与迟发抑郁组比较，二仙汤组

大鼠第2~4天T迷宫正确率明显升高（P＜0. 01）。

2. 2　各组大鼠海马组织 NeuN、巢蛋白、DCX及脉

络丛组织ZO-1、FRα、RFC、PCFT蛋白表达比较

表 3、表 4 示，与正常组比较，青年抑郁组大

鼠与迟发抑郁组大鼠海马组织 NeuN、巢蛋白、

DCX蛋白表达均降低，脉络丛 ZO-1、FRα均降低，

迟发抑郁组大鼠脉络丛 RFC、PCFT 亦降低 （P＜
0. 05 或 P＜0. 01）。与青年抑郁组比较，迟发抑郁

组大鼠海马组织 NeuN、巢蛋白、DCX 蛋白表达降

低，脉络丛 RFC、PCFT 蛋白表达降低；二仙汤组

大鼠脉络丛ZO-1、FRα蛋白表达增加（P＜0. 05或

P＜0. 01）。与衰老组比较，迟发抑郁组大鼠海马

组织 NeuN、巢蛋白、DCX 蛋白表达均降低，脉络

丛 RFC、PCFT 蛋白表达降低；二仙汤组大鼠脉络

丛ZO-1、FRα蛋白表达增加（P＜0. 05或P＜0. 01）。

与迟发抑郁组比较，二仙汤组大鼠海马组织NeuN、

巢蛋白、 DCX 蛋白表达及脉络丛 ZO-1、 FRα、

RFC、PCFT蛋白表达增加（P＜0. 05或 P＜0. 01）。

表2　各组大鼠不同时间T迷宫正确率比较

Table 2　Comparison of  the correct rate of T-maze at different times in each group of rats （%， x̄±s）

组别

正常组

青年抑郁组

衰老组

迟发抑郁组

二仙汤组

鼠数

9
9
9
9
9

第1天

57. 78±16. 41
54. 44±8. 82
64. 44±11. 30
48. 89±7. 82d）

54. 44±8. 82

第2天

71. 11±14. 53
61. 11±10. 54
66. 67±10. 00
51. 11±9. 28b） d）

65. 56±10. 14e）

第3天

75. 56±8. 82
58. 89±7. 82a）

73. 33±10. 00
51. 11±7. 82b） d）

75. 56±5. 27c） e）

第4天

84. 44±8. 82
64. 44±8. 82a）

81. 11±9. 28
54. 44±8. 82b） d）

81. 11±9. 28e）

注：a）与正常组比较，P＜0. 05；b）与正常组比较，P＜0. 01；c）与青年抑郁组比较，P＜0. 05；d）与衰老组比较，P＜0. 01；e）与迟发

抑郁组比较，P＜0. 01。
表3　各组大鼠海马组织NeuN、巢蛋白、DCX蛋白相对表达量比较

Table 3　Comparison of  relative expression of NeuN， nestin， DCX proteins in hippocampal tissues of rat in each group
（相对灰度值，x̄±s）

组别

正常组

青年抑郁组

衰老组

迟发抑郁组

二仙汤组

鼠数

5
5
5
5
5

NeuN
0. 87±0. 14
0. 57±0. 04a）

0. 98±0. 27
0. 36±0. 09b） c） e）

0. 86±0. 19g）

巢蛋白

0. 19±0. 03
0. 13±0. 03a）

0. 20±0. 07
0. 07±0. 03b） d） f）

0. 19±0. 03h）

DCX
0. 38±0. 08
0. 25±0. 07a）

0. 40±0. 07
0. 14±0. 05b） d） f）

0. 38±0. 07h）

注：NeuN，神经元核心抗原；CX，双皮质素。

a）与正常组比较，P＜0. 05；b）与正常组比较，P＜0. 01；c）与青年抑郁组比较，P＜0. 01；d）与青年抑郁组比较，P＜0. 05；e）与衰老

组比较，P＜0. 05；f）与衰老组比较，P＜0. 01；g）与迟发抑郁组比较，P＜0. 05；h）与迟发抑郁组比较，P＜0. 01。
表4　各组大鼠脉络丛组织ZO-1、FRα、RFC、PCFT蛋白相对表达量比较

Table 4　Comparison of relative expression of ZO-1， FRα， RFC and PCFT proteins in choroid plexus tissue of rat in each group
（相对灰度值，x̄±s）

组别

正常组

青年抑郁组

衰老组

迟发抑郁组

二仙汤组

鼠数

5
5
5
5
5

ZO-1
0. 72±0. 07
0. 33±0. 07a）

0. 32±0. 06a）

0. 29±0. 09a）

0. 66±0. 12b） e） f）

FRα
0. 93±0. 16
0. 52±0. 08a）

0. 53±0. 09a）

0. 51±0. 15a）

0. 89±0. 10b） e） f）

RFC
1. 20±0. 15
1. 13±0. 26
0. 91±0. 21
0. 64±0. 13a） b） d）

0. 99±0. 17f）

PCFT
0. 55±0. 08
0. 55±0. 12
0. 61±0. 12
0. 34±0. 08a） c） e）

0. 56±0. 17f）

注：ZO-1，闭锁小带蛋白1；FRα，叶酸α受体；RFC，还原型叶酸转运体；PCFT，质子耦合叶酸转运体。

a）与正常组比较，P＜0. 01；b）与青年抑郁组比较，P＜0. 01；c）与青年抑郁组比较，P＜0. 05；d）与衰老组比较，P＜0. 05；e）与衰老

组比较，P＜0. 01；f）与迟发抑郁组比较，P＜0. 01。
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各组大鼠海马组织 NeuN、巢蛋白、DCX 及脉络丛

组织ZO-1、FRα、RFC、PCFT蛋白电泳情况见图1。

2. 3　各组大鼠海马齿状回Ki-67/巢蛋白、BrdU/DCX
双阳性细胞数比较

表 5示，与正常组比较，青年抑郁组和迟发抑

郁组海马齿状回 Ki-67/巢蛋白、BrdU/DCX 双阳性

细胞数减少，且迟发抑郁组均低于青年抑郁组

（P＜0. 05或 P＜0. 01）。与衰老组比较，迟发抑郁

组大鼠海马齿状回 Ki-67/巢蛋白、BrdU/DCX 双阳

性细胞数减少（P＜0. 05或P＜0. 01）。与迟发抑郁

组比较，二仙汤组大鼠海马齿状回 Ki-67/巢蛋白、

BrdU/DCX双阳性细胞数增加（P＜0. 05或P＜0. 01）。

2. 4　各组大鼠脉络丛组织中 ZO-1、FRα、RFC、

PCFT免疫荧光强度比较

表 6示，与正常组比较，青年抑郁组大鼠及衰

老组大鼠脉络丛组织中 ZO-1、FRα荧光强度降低，

迟发抑郁组大鼠脉络丛组织中 ZO-1、FRα、RFC、

PCFT 荧光强度均降低（P＜0. 01）。与迟发抑郁组

比较，二仙汤组大鼠脉络丛组织中 ZO-1、FRα、

RFC、 PCFT荧光强度均增强（P＜0. 05或P＜0. 01）。
2. 5　各组大鼠脑脊液、海马组织、血浆中5-MTHF
含量比较

表 7 示，各组大鼠血浆中 5-MTHF 含量差异无

统计学意义 （P＞0. 05）。与正常组比较，衰老组

大鼠脑脊液、海马组织 5-MTHF含量差异无统计学

意义 （P＞0. 05）。与正常组、衰老组大鼠比较，

迟发抑郁组大鼠脑脊液、海马组织中 5-MTHF含量

明显降低（P＜0. 05或P＜0. 01）；与迟发抑郁组大

鼠比较，二仙汤组大鼠脑脊液、海马组织中5-MTHF
含量明显升高（P＜0. 01）。

                 A               B                C               D             E
注：NeuN，神经元核心抗原；DCX，双皮质素；ZO-1，闭锁

小带蛋白 1； FRα，叶酸 α 受体； RFC，还原型叶酸转运体；

PCFT，质子耦合叶酸转运体；A，正常组；B，青年抑郁组；C，衰

老组；D，迟发抑郁组；E，二仙汤组。

图1　各组大鼠海马组织NeuN、巢蛋白、DCX及脉络丛组

织ZO-1、FRα、RFC、PCFT蛋白电泳图

Figure 1　Electrophoresis of NeuN， nestin， DCX in hippo-

campal tissues and ZO-1， FRα， RFC， PCFT proteins
in choroid plexus tissues of rats in each group

表5　各组大鼠海马海马齿状回Ki-67/巢蛋白、BrdU/DCX
双阳性细胞数比较

Table 5　Comparison of the number of Ki-67/nestin， BrdU/
DCX double-positive cells in hippocampal dentate gyrus 

of rats in each group （个，x̄±s）

组别

正常组

青年抑郁组

衰老组

迟发抑郁组

二仙汤组

鼠数

4
4
4
4
4

Ki-67/巢蛋白双阳

性细胞数

25. 00±4. 69
10. 50±1. 29a）

26. 75±6. 99
5. 25±0. 96a） c） e）

24. 75±5. 74g）

BrdU/DCX双阳性

细胞数

24. 00±0. 82
17. 75±2. 22a）

21. 75±3. 10
10. 75±2. 22b） d） f）

21. 50±3. 70h）

注：BrdU，5-溴脱氧尿嘧啶核苷；DCX，双皮质素。

a）与正常组比较，P＜0. 05；b）与正常组比较，P＜0. 01；c）
与青年抑郁组比较，P＜0. 01；d）与青年抑郁组比较，P＜0. 05；e）
与衰老组比较，P＜0. 05；f） 与衰老组比较，P＜0. 01；g） 与迟

发抑郁组比较，P＜0. 05；h）与迟发抑郁组比较，P＜0. 01。

表6　各组大鼠脉络丛组织中ZO-1、FRα、RFC、PCFT荧光强度比较

Table 6　Comparison of  fluorescence intensity of ZO-1， FRα， RFC and PCFT in choroid plexus tissues of rats in each group （x̄±s）

组别

正常组

青年抑郁组

衰老组

迟发抑郁组

二仙汤组

鼠数

4
4
4
4
4

ZO-1
39. 95±4. 61
25. 73±3. 01a）

27. 17±0. 76a）

24. 46±5. 31a）

37. 26±5. 68b）

FRα
35. 62±6. 04
22. 40±3. 25a）

23. 66±2. 64a）

21. 23±1. 00a）

29. 82±3. 93c）

RFC
29. 68±2. 21
34. 47±3. 64
36. 30±3. 01
19. 34±1. 14a）

32. 54±4. 17c）

PCFT
29. 95±1. 57
31. 21±3. 73
34. 13±4. 57
19. 88±2. 23a）

30. 86±1. 53b）

注：ZO-1，闭锁小带蛋白1；FRα，叶酸α受体；RFC，还原型叶酸转运体；PCFT，质子耦合叶酸转运体。

a）与正常组比较，P＜0. 01；b）与迟发抑郁组比较，P＜0. 01；c）与迟发抑郁组比较，P＜0. 05。
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2. 6　各组大鼠脑脊液、海马组织中 5-MTHF 含量

与海马组织中巢蛋白、DCX、NeuN 蛋白表达相关

性分析结果

为了明确脑脊液、海马组织中 5-MTHF降低是

否为迟发抑郁组大鼠脉络丛叶酸转运功能障碍的

影响因素，对各组大鼠脑脊液、海马组织中5-MTHF
含量与海马组织中巢蛋白、DCX、NeuN 蛋白表达

进行相关性分析，以探讨脑脊液和海马组织中

5-MTHF含量与海马神经干细胞增殖分化、神经元

保护是否存在相关性。结果显示，脑脊液中5-MTHF
含量与海马组织中 5-MTHF 存在正相关（r=0. 781，
P＜0. 05）；脑脊液中 5-MTHF含量与海马组织中巢

蛋白表达存在正相关（r=0. 466，P＜0. 05）；海马

组织中 5-MTHF含量与海马组织中巢蛋白表达存在

正相关（r=0. 522，P＜0. 05）。

3　讨论

LOD 属于中医学“郁证”范畴。《医林改错》

曰：“灵机记性在脑”，中医理论认为，脑为髓海，

为肾精所充，因此肾中精气是大脑发育和发挥功能

的基础。肾精不足则髓海空虚，神失所养，由此可

以引发情感和认知功能障碍。LOD发病既有脏腑气

血阴阳失调的内在原因，又有情志外伤等外在因

素。张玉龙等［16］认为老年抑郁症中医病机为肾虚

和中焦枢机不利；王越等［17］通过对 194 例临床患

者资料的分析，认为肝肾阴血亏虚是本病发病基

础；薛丽飞［18］通过对老年抑郁症及体质的相关性

进行线性回归分析，发现肝肾阴虚证和肝郁脾虚证

为常见证候；国医大师阮士怡［19］认为，心、肝、

肾不足及心神失养是本病的病机特点，提出抑郁之

源在肾。因此，可以看出肾虚是其核心病机之一，

补肾法为防治 LOD 的基本治法。二仙汤是补肾治

法的代表方剂之一，方中淫羊藿、仙茅、巴戟天温

补肾阳，黄柏、知母滋肾坚阴，当归养血和血，具

有补肾精、温肾阳、泻相火、调冲任、平阴阳之功效。

LOD是老年期抑郁症的一个特殊亚型，衰老是

LOD 发病的重要因素之一，因此 LOD 模型必须建

立在衰老的基础上。大鼠自然衰老最符合人类衰老

特征，CUMS模型可以很好地模拟人类由于长期低

强度压力引起的抑郁症的完整发病过程，是慢性应

激诱发抑郁症的经典动物模型。因此本研究对自然

衰老大鼠施加CUMS以模拟LOD的发病。

糖水偏爱实验、强迫游泳实验用于评价大鼠的

抑郁样行为，旷场实验评价大鼠的自发活动能力。

本研究行为学实验结果显示，未施加应激的衰老组

大鼠仅出现旷场总路程及穿格次数减少，但无糖水

偏爱度降低及强迫游泳不动时间延长，说明衰老组

大鼠在旷场中出现自发活动降低为衰老所致进行性

自发活动降低而非处于抑郁状态。青年抑郁组和迟

发抑郁组大鼠糖水偏爱度降低，强迫游泳不动时间

延长，旷场总路程及穿格次数减少，说明大鼠均存

在抑郁样行为和自发活动降低。相比青年抑郁组大

鼠，迟发抑郁组大鼠旷场实验总路程和穿格次数明

显降低，说明迟发抑郁组大鼠自主活动能力减退症

状更明显，提示衰老是迟发抑郁组大鼠自发活动能

力降低更严重的原因之一。T迷宫是用于检测实验

动物认知功能的常用方法之一，可同时检测其学习

能力、工作记忆和空间记忆能力。本研究结果显

示，衰老组大鼠T迷宫正确率与正常组大鼠正确率

无明显差异，提示自然衰老大鼠没有表现出明显学

习记忆障碍，我们推测可能与设置了奖励机制有

关；而青年抑郁组和迟发抑郁组大鼠第 3、4 天 T
迷宫正确率均降低，说明大鼠出现了认知功能的损

伤。经二仙汤干预后，大鼠糖水偏爱度升高，强迫

游泳不动时间减少，旷场总路程及穿格次数增加，

第 2天开始 T迷宫正确率升高，说明二仙汤可以改

善自主活动降低、快感缺失、绝望情绪、学习记忆

障碍，具有改善 LOD 抑郁行为的功效。从以方测

证的角度也进一步证实 LOD 模型大鼠肾阳不足、

髓海不充的病机特点。

海马萎缩是 LOD 的典型标志，而海马神经元

减少是引起海马萎缩的重要原因之一［20］，NeuN是

神经元的标志物［21］。神经发生障碍与神经元减少

密切相关，是引起海马萎缩的重要原因［22］，与抑

郁症的发病［23］、认知功能障碍［24］关系密切。本研

究结果显示，迟发抑郁组大鼠出现了比青年抑郁组

大鼠更严重的海马 NeuN蛋白的表达下降，这与临

表 7　各组大鼠脑脊液、海马组织、血浆中 5-MTHF含量比较

Table 7　Comparison of 5-MTHF levels in cerebrospinal fluid， 
hippocampal tissue and plasma of rats in each group （x̄±s）

组别

正常组

青年抑郁组

衰老组

迟发抑郁组

二仙汤组

鼠数

8
8
8
8
8

脑脊液/ng·ml-1

14. 23±4. 05
14. 94±3. 61
13. 51±3. 00

8. 64±1. 45a） b）

14. 07±4. 40d）

海马组织/ng·μg-1

117. 99±39. 88
111. 06±51. 48

84. 08±32. 02
45. 90±23. 68a） c）

114. 69±20. 57d）

血浆/ng·ml-1

271. 18±69. 70
256. 58±39. 99
261. 30±65. 54
273. 49±56. 64
252. 07±17. 24

注：5-MTHF，5-甲基四氢叶酸。

a） 与正常组比较，P＜0. 01；b） 与衰老组比较，P＜0. 01；
c）与衰老组比较，P＜0. 05；d）与迟发抑郁组比较，P＜0. 01。
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床上 LOD 患者海马严重损伤、海马萎缩的特点相

吻合。迟发抑郁组大鼠海马组织中 NeuN蛋白表达

较青年抑郁组大鼠降低更显著，而二仙汤组大鼠海

马组织 NeuN蛋白表达较青年抑郁组及迟发抑郁组

大鼠明显升高，提示衰老也可能是加重 LOD 模型

大鼠海马神经元损伤的因素之一，而二仙汤对LOD
模型具有良好的抗海马损伤的效应，从而改善认知

功能。另外，尽管本研究中衰老组大鼠海马 NeuN
蛋白的表达均与正常组大鼠无显著差异，但既往研

究［25-26］显示衰老可增加海马萎缩和认知障碍的风

险，分析原因可能与样本量较少有关。

巢蛋白是神经干细胞的标记物，DCX 是前体

神经元的标志物［27］。本研究结果显示，青年抑郁

组和迟发抑郁组大鼠海马巢蛋白和 DCX 蛋白表达

减少，免疫荧光结果显示Ki-67/巢蛋白、BrdU/DCX
双阳性细胞数在大鼠海马齿状回大量减少，且迟发

抑郁组减少较青年抑郁组更明显。说明青年抑郁症

大鼠和 LOD 模型大鼠均出现前体神经元及神经干

细胞增殖减少，大鼠神经干细胞向神经元分化减

少，青年抑郁症大鼠也出现了类似 LOD 的神经发

生障碍，但损伤的程度不及 LOD 模型大鼠，这也

与T迷宫实验中的结果一致。经二仙汤干预后，巢

蛋白和 DCX 蛋白表达增加，Ki-67/巢蛋白、BrdU/
DCX 双阳性细胞数亦增加，说明二仙汤可以促进

大鼠神经干细胞向神经元分化。

叶酸缺乏会妨碍海马神经发生，故 LOD 临床

治疗采用叶酸作为抗抑郁的增效剂［4-5］。5-MTHF
是血液、脑脊液、脑组织中最具有生物活性的主要

叶酸形式，血浆中的 5-MTHF主要通过脉络丛转运

至脑脊液，继而进入中枢神经系统，对情绪和认知

产生重要影响［28］。本研究结果显示，与正常组相比，

青年抑郁组大鼠血浆、脑脊液、海马组织中5-MTHF
含量均无差异，说明青年抑郁组大鼠无明显叶酸缺

乏现象。与青年抑郁组大鼠相比，迟发抑郁组大鼠

血浆中 5-MTHF 无差异，但脑脊液和海马组织中

5-MTHF含量明显降低，提示 LOD模型大鼠海马及

脑脊液出现叶酸缺乏，且叶酸含量是在脉络丛转运

至脑脊液过程中大幅降低。而二仙汤治疗后大鼠脑

脊液中 5-MTHF含量明显升高，这说明二仙汤可以

缓解叶酸转运障碍。相关性分析结果亦显示，脑脊

液和海马组织中 5-MTHF含量与海马组织中巢蛋白

表达存在正相关，提示脑脊液和海马组织中5-MTHF
含量与海马神经干细胞增殖分化、神经元保护也存

在一定相关性。

为了更进一步明确 LOD 叶酸转运障碍机制及

二仙汤作用机制，我们选择检测紧密连接蛋白ZO-1
和 3种已经明确参与脉络丛叶酸转运的蛋白（FRα、

RFC、PCFT） 的表达，以反映大鼠脉络丛紧密连

接结构和叶酸转运功能的变化。脉络丛上皮细胞是

高度极化的细胞，上皮细胞极性功能失常，会影响

到转运蛋白在细胞膜上的分布，ZO-1 在上皮细胞

中高表达，对紧密连接的稳定性至关重要［29］，也

是维持脉络丛上皮细胞细胞极性的重要因素［30］。

本研究结果显示，迟发抑郁组大鼠脉络丛组织

ZO-1、FRα、RFC、PCFT 蛋白表达和免疫荧光强

度均降低，而二仙汤组大鼠 ZO-1、FRα、RFC、

PCFT 蛋白表达和免疫荧光强度较迟发抑郁组明显

升高，说明二仙汤可以保护脉络丛结构，并改善脉

络丛叶酸转运障碍。

本研究初步证实二仙汤可显著改善 LOD 模型

大鼠抑郁样行为及认知障碍，通过减轻脑组织脉络

丛结构损伤，调节脉络丛叶酸转运蛋白的表达，进

而改善脉络丛叶酸转运障碍可能是其机制之一。在

未来的研究中，我们将通过蛋白质组学、转录组

学、代谢组学等进一步证实其疗效并探讨其机制。
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Effects of Erxian Decoction （二仙汤）  on Choroid Plexus Folate Transport-Hippocampal Neurogenesis in 
Rat Brain Tissue of Late-Onset Depression Model
LI Lanxin1， ZENG Ningxi2， ZHANG Tiange1， YAN Can1， WU Lili1

1.  Basic Research Center for Integrated Traditional Chinese and Western Medicine，Guangzhou University of Chinese Medicine，
Guangzhou， 510006；2.  Longhua District People's Hospital
ABSTRACT Objective　This study aims to investigate the effectiveness and potential mechanism of Erxian Decoc⁃
tion （二仙汤） for late-onset depression （LOD）.   Methods　Forty Wistar male rats of 7-8 weeks were divided into 20 
each of normal group and youth depression group.  Sixty Wistar male rats of 20 months were divided into 20 each of 
elder group， LOD group and Erxian Decoction group.  The rats in youth depression group were modelled with chronic 
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unpredictable mild stress （CUMS） for 6 weeks to build a depression model， and the elder rats in LOD group and Erxian 
Decoction group were modelled with CUMS for 6 weeks to build a LOD model， with no interventions in the normal 
group and the elder group.  Gastric administration was carried out at the same time of modelling， rats in Erxian Decoc⁃
tion group were given 8 g/（kg·d） of Erxian Decoction by gavage， and rats in the normal group， youth depression 
group， elder group， and LOD group were given 4 ml/（kg·d） of pure water by gavage， for 6 weeks in each group.  Sugar 
water preference experiment and forced swimming experiment were used to evaluate the depression-like behaviour of 
rats， absent field experiment was used to evaluate the spontaneous activity ability of rats， and T-maze experiment was 
used to evaluate the cognitive function of rats； Western blot assay was used to detect neuronal nuclei （NeuN）， nestin， 
doublecortin （DCX） in hippocampal tissue， and zonula occludens-l （ZO-1）， folate receptor α （FRα）， reduced folate 
carrier （RFC）， and protoncoupledfolate transporter （PCFT） protein expression in choroid plexus； immunofluores⁃
cence was used to detect the number of double-positive cells for Ki-67/nestin， the number of double-positive cells for 
5-bromodeoxyuracil nucleoside （BrdU）/DCX in hippocampal dentate gyrus， and the protein expression of ZO-1， 
FRα， RFC， and PCFT in choroid plexus tissues； ELISA technique was used to detect plasma， cerebrospinal fluid， 
5-methyltetrahydrofolate （5-MTHF） in hippocampal tissues； Pearson correlation analysis was used to correlate the 
5-MTHF content in cerebrospinal fluid and hippocampal tissues and the expression of nestin， DCX， and NeuN pro⁃
teins in hippocampal tissues of rats in youth depression group and LOD group.   Results　 Compared with normal 
group， rats in youth depression group and LOD group showed reduced sugar water preference， reduced total distance 
travelled in the absent field， reduced number of times through the grid， prolonged forced swimming immobilisation， 
reduced hippocampal NeuN， nestin and DCX protein expression， reduced number of Ki-67/nestin double-positive 
cells in hippocampal dentate gyrus， reduced number of BrdU/DCX double-positive cells in hippocampal dentate gyrus， 
and reduced expression of ZO-1 and FRα proteins and fluorescence intensity （P＜0. 05 or P＜0. 01）； the correct rate 
of T-maze on days 3 and 4 in the rats of youth depression group and on days 2 to 4 in the rats of LOD group significantly 
decreased， and the content of 5-MTHF in the cerebrospinal fluid and hippocampal tissues of the rats of LOD group sig⁃
nificantly decreased as well （P＜0. 05 or P＜0. 01）.  Compared with youth depression group， rats in LOD group 
showed a decrease in total distance travelled in absenteeism， number of times through the grid， a significant decrease 
in the correct rate of the T-maze on day 1-4， a decrease in NeuN， nestin， DCX protein expression of hippocampal 
tissue and the number of Ki-67/nestin double-positive cells， BrdU/DCX double-positive cells of hippocampal dentate 
gyrus （P＜0. 05 or P＜0. 01）.  Compared with LOD group， rats in Erxian Decoction group had elevated sugar-water 
preference and total distance travelled in absenteeism and number of times through the grid， shorter forced swimming 
immobility time， significantly higher correct rate of the T-maze on day 3-4， elevated expression of NeuN， nestin， and 
DCX proteins in hippocampal tissues， increased number of Ki-67/nestin double-positive cells and BrdU/DCX double-

positive cells in hippocampal dentate gyrus， and increased 5-MTHF content in cerebrospinal fluid and hippocampal， 
and ZO-1， FRα， RFC， PCFT protein expression and fluorescence intensity increased in choroid plexus （P＜0. 05 or 
P＜0. 01）.  Correlation analysis showed that there was a positive correlation between 5-MTHF content in cerebrospi⁃
nal fluid （r = 0. 466）， hippocampal tissue （r = 0. 522） and nestin expression in hippocampal tissue （P＜0. 05）.   
Conclusion　 Erxian Decoction could improve depressive-like behaviour and cognitive impairment in LOD model 
rats， and its mechanism may promote hippocampal neurogenesis by alleviating structural damage to the choroid plexus 
of the brain tissue， and improving impaired choroid plexus folate transport.
Keywords late-onset depression； Erxian Decoction （二仙汤）； choroid plexus； folic acid； neurogenesis； cognitive 
function
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