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基于网络药理学和分子对接探讨补肾育阴调冲方
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摘 要:目的 通过网络药理学和分子对接方法,对补肾育阴调冲方(BSYYTCF)治疗卵巢储备功能下降(DOR)的潜在

有效成分及作用机制进行预测分析。方法 通过TCMSP与BATMAN-TCM数据库筛选BSYYTCF的活性成分,并结

合文献进行补充与校正;利用PubChem与SwissTargetPrediction数据库预测活性成分作用靶点。通过 GeneCards与

OMIM数据库检索DOR相关靶点,取药物靶点与疾病靶点交集。将交集靶点导入STRING数据库构建蛋白质相互作

用(PPI)网络,并使用Cytoscape进行网络拓扑分析。采用DAVID数据库对交集靶点进行GO功能富集与KEGG通路

富集分析。最后,选取核心靶点与主要活性成分,应用AutoDockTools与AutoDockVina进行分子对接验证。结果 共

筛选得到BSYYTCF活性成分157种,对应靶点504个;与DOR相关的交集靶点共207个。PPI网络显示,槲皮素、β-谷
甾醇、豆甾醇、山奈酚等为关键活性成分,TNF-α、IL-10、IL-1β、AKT1等为核心靶点。GO与KEGG富集分析表明,相关

靶点主要涉及炎症反应、氧化应激、细胞凋亡及PI3K/AKT等信号通路。分子对接结果显示,主要活性成分与核心靶点

均具有较好的结合活性。结论 本研究从网络药理学和分子对接角度预测了BSYYTCF治疗DOR的潜在作用机制,提
示其可能通过多成分、多靶点、多通路协同发挥作用,为后续实验研究和临床应用提供理论依据。
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  Abstract: Objective Topredictandanalyzethepotentialactivecomponentsandunderlyingmechanisms
ofBushenYuyinTiaochongFormula(BSYYTCF)inthetreatmentofdiminishedovarianreserve(DOR)using
networkpharmacologyandmoleculardockingapproaches. Methods ActivecomponentsofBSYYTCFwere
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screenedusingtheTraditionalChineseMedicineSystemsPharmacology(TCMSP)andBATMAN-TCMdata-
bases,andsupplementedandverifiedthroughliteraturereview.Potentialtargetsoftheactivecomponents
werepredictedusingthePubChemandSwissTargetPredictiondatabases.DOR-relatedtargetswereretrieved
fromtheGeneCardsandOMIMdatabases,andtheintersectingtargetsbetweenthedrugandthediseasewere
identified.TheintersectingtargetswereimportedintotheSTRINGdatabasetoconstructaprotein-proteinin-
teraction(PPI)network,followedbytopologicalanalysisusingCytoscape.GeneOntology(GO)functional
enrichmentandKyotoEncyclopediaofGenesandGenomes(KEGG)pathwayenrichmentanalyseswereper-
formedusingtheDAVIDdatabase.Finally,coretargetsandkeyactivecomponentswereselectedformolecular
dockingvalidationusingAutoDockToolsandAutoDockVina. Results Atotalof157activecomponentsof
BSYYTCFand504correspondingtargetswereidentified,and207intersectingtargetsrelatedtoDORwereob-
tained.PPInetworkanalysisindicatedthatquercetin,β-sitosterol,stigmasterol,andkaempferolwerekeyac-
tivecomponents,whileTNF-α,IL-10,IL-1β,andAKT1werecoretargets.GOandKEGGenrichmentanaly-
sesrevealedthattheintersectingtargetsweremainlyinvolvedininflammatoryresponses,oxidativestress,ap-
optosis,andthePI3K/AKTsignalingpathway.Moleculardockingresultsshowedfavorablebindingaffinities
betweenthemajoractivecomponentsandthecoretargets. Conclusion Thisstudypredictedthepotential
mechanismsofBSYYTCFinthetreatmentofdiminishedovarianreservefromtheperspectivesofnetwork
pharmacologyandmoleculardocking,suggestingthattheformulamayexerttherapeuticeffectsthroughmulti-
component,multi-target,andmulti-pathwaysynergisticactions,therebyprovidingatheoreticalbasisforfur-
therexperimentalresearchandclinicalapplication.
  Keywords: BushenYuyinTiaochongFormula;diminishedovarianreserve;networkpharmacology;mo-

leculardocking;mechanismprediction

  卵巢储备功能下降(diminishedovarianreserve,

DOR)是指由多种原因导致的女性卵巢内卵母细胞数

量减少及质量降低而引起的一系列症状[1-2]。研究显

示,DOR女性更容易出现生育力降低、更年期提前发

生、流产率增加及体外受精时卵巢反应低等,不仅严重

影响女性的生殖健康,且给患者家庭和社会带来沉重

的负担[1]。据报道,近年来全球DOR发病率呈上升

趋势,而目前现代医学主要采用激素药物治疗,但临床

疗效仍欠佳[3]。因此,寻找DOR有效的治疗手段,成
为亟待解决的问题。中医将其归属月经过少、不孕症

等范畴,病因病机多为肾虚、脾虚、肝郁等,予以辨证论

治、分期论治等,疗效肯定[4]。本研究团队在中医原创

“冲任新说”理论指导下,采用补肾育阴调冲法治疗肾

阴虚型DOR不孕,且通过中心临床研究证实了补肾

育阴调冲方(BSYYTCF)能有效提高DOR不孕患者

的妊娠率,在改善卵巢功能的同时减轻患者临床症状,
提升生育生活质量,且无明显副作用,并取得了高级别

循证证据[5],但该方疗效作用机制尚不清楚。
网络药理学是利用网络数据库和智能计算机计

算,为解析药物及其治疗对象之间的分子关联规律的

新型生物信息学方法[6-7]。网络药理学的特点和中医

原理在一些方面不谋而合,不仅深化了对中药复杂系

统作用机制的科学认知,更通过现代科学技术与传统

医学理论的深度融合,为中医药的传承创新和国际转

化提供了强有力的方法学支撑[8]。因此,本研究借助

网络药理学和分子对接,初步探讨了BSYYTCF治疗

DOR的机制,为BSYYTCF在DOR治疗中的临床应

用提供理论支持。

1 材料和方法

详细的工作流程如图1所示。

图1 本研究的整个分析流程图
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1.1 收 集 并 筛 选 BSYYTCF 的 有 效 成 分  
BSYYTCF药物组成为菟丝子、百合、川续断、巴戟天、
知母、北沙参、石斛、熟地黄、补骨脂、枸杞子、牡丹皮。
以11味中药缩写TSZ、BH、CXD、BJT、ZM、BSS、SH、

SDH、BGZ、GQZ和 MDP为关键词,在中药系统药理

学数据库分析平台(TCMSP,https://tcmsp-e.com/)
和 BATMAN-TCM 数 据 库 (http://bionet.ncpsb.
org.cn/batman-tcm/)中检索到BSYYTCF的有效成

分。同时,对BSYYTCF的有效成分进行文献检索,
并对所有结果进行筛选和综合,得到BSYYTCF的有

效成分。本研究选取口服生物利用度(OB)≥30%、药
物相似度(DL)≥0.18的成分作为TCMSP数据平台

的有效成分。检索数据库BATMAN-TCM 时,评分

≥0.84且P<0.05为过滤标准。TCMSP数据库主

要基于ADME参数(OB、DL)筛选潜在可口服吸收成

分[9],而BATMAN-TCM 则基于化学结构相似性及

已知靶点关联进行评分[10]。为降低单一数据库筛选

带来的系统性偏倚,本研究对两个数据库获得的活性

成分进行合并去重,并结合文献证据进行人工校正,从
而构建相对全面且具有生物学合理性的活性成分集

合。

1.2 BSYYTCF活性成分靶点预测 依托PubMed
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/)数据库,简化

分子线性输入规范。收集有效成分(SMILES)信息,
将其SMILES信息导入SwissTargetPrediction数据

库(http://www.swisstargetprediction.ch)进行目标

预测。如果在PubMed数据库中找不到活性成分的

SMILES信息,可以直接在SwissTargetPrediction数

据库中绘制化合物的结构来预测靶标。SwissTarget-
Prediction数据库基于二维及三维化学相似性进行靶

点预测。本研究选择预测概率>0的靶点作为候选靶

点,并对所有预测靶点进行物种限定为人及基因名称

标准化处理,合并去重,以确保靶点预测结果的规范性

与可重复性。

1.3 DOR相关靶点的筛选 以“卵巢储备功能下降”
为关键词,在 GeneCards(https://www.genecards.
org/)和OMIM(https://www.omim.org/)数据库中

搜索与DOR相关的人类疾病基因。合并、去重后得

到DOR疾病靶点集合。将得到的靶点进行合并,去
除重复的数据。最后,获得与DOR相关的人类基因。

1.4 筛选BSYYTCF和DOR共同靶点 将药物与

疾病获得的相关靶点输入jvenn数据库(https://

jvenn.toulouse.inrae.fr/),得到共同靶点。

1.5 构建“药物-化合物-靶点”网络图 利用Cy-
toscape3.10.2软件可视化药物、化合物和靶点之间

的关系,构建并分析“药物-化合物-靶点”网络。关

键化合物可通过3个关键拓扑参数,即度、中间中心性

和紧密中心性进行筛选。

1.6 蛋白质-蛋白质相互作用(PPI)网络的构建 
将BSYYTCF复合靶点与来自 DOR的人类基因相

交,得到BSYYTCF治疗DOR的潜在靶点,并将该靶

点输入STRING网站(https://string-db.org/cgi/in-
put.pl),以智人(Homosapiens)为种,将数据导入

Cytoscape3.10.2。

1.7 GO和KEGG富集分析 利用DAVID数据库,
导入疾病和药物的交集靶点,物种选择 Homosapi-
ens,进行GO功能富集分析和KEGG通路富集分析,

GO与KEGG富集分析以P<0.05作为显著性阈值,
富集结果按P 值排序并进行展示,结果以三合一条形

图和富集气泡图形式呈现。

1.8 分子对接 从STRING数据库中获取核心靶蛋

白的蛋白质数据库(Proteindatabase,PDB)代码,并
从PDB中 检 索 核 心 靶 蛋 白 的 三 维 结 构(https://

www.rcsb.org/)。使用 Notepad++软件从蛋白质

结构中去除水和其他小分子。从PubChem数据库中

下载 对 应 化 合 物 3D 结 构 的 SDF 文 件,并 使 用

Chem3D将其转换为PDB格式。将处理后的配体和

蛋白结构加载到AutoDockTools1.5.7中进行对接分

析。分子对接前对蛋白结构进行去水、加氢及电荷修

正处理,并基于已报道的活性区域或配体结合口袋设

置网格盒参数。对接结果以结合能作为主要评价指

标,并 结 合 构 象 稳 定 性 进 行 分 析。最 后 使 用

AutoDockVina1.1.2软件进行对接操作,使用Py-
MoL2.3.2软件进行可视化。

2 结果

2.1 活性化合物筛选 利用TCMSP数据库检索11
种中药的有效成分,包括 TSZ、BH、CXD、BJT、ZM、

BSS、SH、SDH、BGZ、GQZ和 MDP。TCMSP数据库

中未发现SH 和BGZ的相关成分,故在BATMAN-
TCM数据库中检索。最终获得157个BSYYTCF活

性化合物。进一步对上述活性化合物进行靶点预测,
并与2023个疾病相关靶点进行标准化处理和去重

后,共获得504个药物作用潜在靶点。上述结果表明,

BSYYTCF具有多成分、多靶点的特点,为后续筛选核

心作用靶点及网络药理学分析奠定了基础。

2.2 BSYYTCF和 DOR共同靶点 将BSYYTCF
活性化合物靶点和DOR基因取交集,得到207个交

集靶 点,绘 制 韦 恩 图,见 图 2。交 集 靶 点 可 视 为

BSYYTCF干预DOR的潜在关键作用靶点,也构成

了后续PPI网络构建、GO和KEGG富集分析以及分

子对接筛选的核心靶点集合。
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图2 药物与疾病的交集靶点韦恩图

2.3 “药物-化合物-靶点”网络的构建与分析 为

了进行网络分析,将BSYYTCF的活性化合物和潜在

靶点加载到Cytoscape3.10.2中。药物-化合物-
靶点网络由655个节点和2161条边组成。在PPI网

络中采用节点度值(Degree)进行核心靶点识别。De-

gree反映节点与其他节点的直接连接数量,可直接表

征其在网络中的枢纽属性,具有计算透明、可解释性

强、结果稳定且便于复现等优点。鉴于本研究目的在

于从整体网络中优先筛选与多通路调控相关的高连接

候选靶点,并服务于后续富集分析与分子对接验证,因
此选取Degree排名前10的节点作为核心靶点。其

中,圆圈表示化合物,蓝色六边形表示靶点,橙色倒三

角表示药物。网络图如图3所示。

2.4 建立PPI网络 将BSYYTCF与DOR相重合

的207个交集靶点导入STRING数据库构建PPI网

络图。将其结果导入Cytoscape3.10.2软件进行网

络可视化分析。PPI网络分析结果显示,AKT1、IL6、

TNF、TP53、IL-1β等基因位于网络中心,具有较高的

连接度,是网络中的关键靶点基因;此外,HIF1A、

CCL2、INS、MMP9、TGFB1、MYC、IFNG、STAT1
和NFKB1等基因也参与了蛋白互作网络的构建。

图3 “药物-成分-靶点基因”网络图

2.5 核心靶点 在PPI网络分析中,综合参考节点的

Degree值,并结合其在网络中的拓扑位置及生物学功

能相关性,对关键靶点进行筛选,最终选取Degree值

排名靠前的10个靶点:IL-6、IL-1β、TNF-α、MMP9、

NFKB1、CXCL8、AKT1、IFNG、IL-10、TP53作为核心

靶点用于后续分析,见图4、图5。

2.6 GO 和 KEGG富集分析 对BSYYTCF治疗

DOR的207个潜在靶点进行 GO 基因本体论分析,

GO功能富集分析包括生物过程(BP)、分子功能(MF)
和细胞组分(CC)3个方面。结果显示共富集到1002
条BP条目,107条CC条目214条 MF条目。统计检

验采用超几何检验,并对所有P 值进行多重校正,得
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到q值(FDR)。为保证可读性,主文仅报告显著条目

中按q值排序的前10,同时将结果进行KEGG富集分

析,取排名前20的绘制气泡图。GO和KEGG富集分

析图见图6、图7。GO结果显示,在BP方面主要涉及

对外源性刺激反应、MAPK 级联调控、基因表达正调

控及转录调控等;在CC方面主要定位于细胞外空间、
细胞表面及细胞外基质等;在 MF方面主要涉及酶结

合、蛋白结合、核受体活性、细胞因子活性及受体配体

活性等。KEGG结果显示,主要涉及炎症反应、细胞凋

亡、免疫调节、缺氧应答及代谢紊乱等通路。

图4 关键靶点PPI网络

图5 核心靶点图

图6 GO功能富集分析条形图

图7 KEGG富集通路分析气泡图

2.7 分子对接 为了进一步探讨BSYYTCF治疗

DOR的作用机制,选择PPI网络图中TNF-α、IL-10、

IL-1β、AKT14个核心靶点,以及“药物-成分-靶点”
网络 图 中 排 名 前10的 化 合 物,见 表1,选 择 使 用

AutoDockTools和Vina软件进行对接分析。结合能

(亲和力)越小,对接效果越好。结合能<-5.0kcal/

mol,表明结合活性较好。分子对接结果如表2所示。
使用PyMoL软件对结果进行可视化处理,见图8。

表1 排名前10化合物信息

化合物名称 分子式 分子量/(g·mol-1) Degree

quercetin C15H10O7 302.23 620
beta-sitosterol C29H50O 414.70 234
Stigmasterol C29H48O 412.70 160
kaempferol C15H10O6 286.24 129
Angelicin C11H6O3 186.16 75
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表1(续) 排名前10化合物信息

化合物名称 分子式 分子量/(g·mol-1) Degree

Bakuchiol C18H24O 256.40 58
Anhydroicaritin C21H20O6 368.40 38
isorhamnetin C16H12O7 316.26 37
Atropine C17H23NO3 289.40 30
24-Hydroxy-11-DeoxyglycyrrheticAcid C29H46O4 458.70 27

表2 分子对接结合能

No. Compound Target
结合能/

(kcal·mol-1)
No. Compound Target

结合能/

(kcal·mol-1)
1 quercetin TNF-α -8.8 21 Bakuchiol TNF-α -5.9
2 quercetin IL-10 -6.7 22 Bakuchiol IL-10 -6.4
3 quercetin IL-1β -7.3 23 Bakuchiol IL-1β -6.1
4 quercetin AKT1 -6.3 24 Bakuchiol AKT1 -5.8
5 beta-sitosterol TNF-α -6.6 25 Anhydroicaritin TNF-α -7.3
6 beta-sitosterol IL-10 -8.5 26 Anhydroicaritin IL-10 -8.4
7 beta-sitosterol IL-1β -6.7 27 Anhydroicaritin IL-1β -7.1
8 beta-sitosterol AKT1 -6.9 28 Anhydroicaritin AKT1 -6.8
9 Stigmasterol TNF-α -7.1 29 isorhamnetin TNF-α -7.1
10 Stigmasterol IL-10 -8.8 30 isorhamnetin IL-10 -6.7
11 Stigmasterol IL-1β -7.2 31 isorhamnetin IL-1β -7.0
12 Stigmasterol AKT1 -6.8 32 isorhamnetin AKT1 -6.2
13 kaempferol TNF-α -8.6 33 Atropine TNF-α -6.8
14 kaempferol IL-10 -7.0 34 Atropine IL-10 -6.9
15 kaempferol IL-1β -7.2 35 Atropine IL-1β -5.7
16 kaempferol AKT1 -6.1 36 Atropine AKT1 -5.7
17 Angelicin TNF-α -7.0 37 24-Hydroxy-11-DeoxyglycyrrheticAcid TNF-α -7.8
18 Angelicin IL-10 -6.6 38 24-Hydroxy-11-DeoxyglycyrrheticAcid IL-10 -8.2
19 Angelicin IL-1β -5.7 39 24-Hydroxy-11-DeoxyglycyrrheticAcid IL-1β -7.6
20 Angelicin AKT1 -6.0 40 24-Hydroxy-11-DeoxyglycyrrheticAcid AKT1 -7.0

图8 分子对接与结合热能图

3 讨论

DOR是女性生殖功能减退的重要病理状态,其发

生发展涉及卵泡数量减少、卵母细胞质量下降以及卵

巢微环境失衡等多重机制。本研究基于网络药理学与

分子对接方法,系统分析了BSYYTCF治疗DOR的

潜在活性成分、关键靶点及作用通路。结果显示,该方
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可能通过多成分协同作用于炎症反应、氧化应激及细

胞存活相关信号通路,从而对卵巢储备功能产生综合

调控作用。
本研究网络分析显示,槲皮素、β-谷甾醇、豆甾醇、

山奈酚等为核心成分,提示其可能是BSYYTCF治疗

DOR的关键物质基础。研究表明,槲皮素具有抗炎和

抗氧化特性,通过改善线粒体功能、减轻氧化应激损伤

以及 影 响 细 胞 焦 亡 来 保 护 卵 巢 储 备 功 能,并 调 控

PI3K/AKT 信 号 通 路,延 缓 卵 巢 功 能 减 退[11-12]。

CHENL等[13]通过研究发现β-谷甾醇有可能通过抑

制氧化应激和细胞死亡来缓解DOR的状况,具体通过

上调AKT1/Nrf2信号通路在改善环磷酰胺诱导的氧

化应激和细胞凋亡方面具有重要作用。β-谷甾醇的抗

氧化作用对人卵巢中的细胞促凋亡信号、线粒体功能、
活性氧产生以及胞质和线粒体钙水平产生影响[14-15]。
山奈酚则调节 Wnt/β-catenin通路,保护卵巢组织形

态[15]。上述研究结果为本研究预测的核心成分及其

潜在 作 用 机 制 提 供 了 实 验 依 据,也 进 一 步 支 持 了

BSYYTCF多成分协同干预DOR的可能性。

PPI网络结果显示,TNF-α、IL-1β、IL-6和IL-10
等炎症相关因子位于网络核心位置,提示炎症反应可

能在BSYYTCF干预DOR过程中具有重要作用。研

究表明,TNF-α增加卵巢组织中凋亡细胞的数量,并
降低原始卵泡存活率。TNF-α和IL-1β在不同物种的

卵泡中表达,影响卵泡发育、卵母细胞成熟和排卵[16]。

TNF-α和IL-1β也参与核和/或细胞质卵母细胞成熟

过程,以及决定卵泡排卵的机制[17]。IL-6在卵泡发育

中也起重要作用。其影响卵泡生成,细胞因子调节细

胞增 殖 或 分 化、卵 泡 存 活 或 闭 锁 以 及 卵 母 细 胞 成

熟[18-19]。AKT通过调控TET3和抗氧化通路,影响卵

母细胞的表观遗传状态和氧化防御能力。PI3K/AKT
和 MAPK信号通路在黄体酮和FSH协调作用下影响

卵泡生长[20]。另外,在卵泡激活过程中,PI3K/AKT
通路 与 Hippo通 路 相 互 作 用,其 中 Hippo通 路 是

PI3K/AKT通路的下游组成部分。抑制PI3K/AKT
通路会增加YAP1的磷酸化,从而导致原始卵泡处于

静止状态。相反,刺激PI3K/AKT通路则会破坏这一

过程[21]。综上,这些通路通过不同方式进而影响卵巢

储备的功能。

KEGG富集分析结果进一步显示,PI3K/AKT信

号通路在BSYYTCF治疗DOR的潜在机制中占据重

要地位。PI3K/AKT通路在原始卵泡激活、卵母细胞

存活及颗粒细胞抗凋亡过程中发挥关键调控作用,其
异常激活可导致卵泡过早募集,加速卵巢储备耗竭。
本研究预测BSYYTCF可能通过作用于 AKT1等关

键节点,对PI3K/AKT通路进行调节,从而在一定程

度上抑制卵泡异常激活,延缓DOR进程。分子对接结

果显 示,核 心 活 性 成 分 与 TNF-α、IL-1β、IL-10 及

AKT1等关键靶点均具有较好的结合能,提示其在空

间构象层面具备相互作用的可能性。需要指出的是,
本研究中的分子对接结果主要用于验证网络药理学预

测的结合可行性,其结果并不能直接等同于体内真实

的生物学效应,仍需通过分子动力学模拟及体内外实

验进一步验证其稳定性及功能意义。
尽管网络药理学为解析中药复方多成分、多靶点

作用机制提供了有效工具,但本研究仍存在一定局限

性。本研究结果主要基于公共数据库和计算预测,缺
乏直接的实验验证;同时,疾病与药物靶点的筛选受限

于数据库注释的完整性,可能遗漏部分潜在关键靶点。
未来研究可在本研究基础上,围绕PI3K/AKT信号通

路及炎症相关靶点,进一步开展细胞与动物实验,以验

证BSYYTCF治疗DOR的具体分子机制。
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