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基于网络药理学和分子对接探讨还少丹治疗少弱精子症作用机制

宋佳怡，周旋，沈宏平，刘亚华，陈云杰，蔡以力，张元斌，陈雪琴

宁波大学附属第一医院，浙江 宁波 315010

［摘要］目的：基于网络药理学和分子对接探讨还少丹治疗少弱精子症的潜在作用机制。方法：应用中药

系统药理学数据库与分析平台 （TCMSP）、中医药整合药理学研究平台 （TCMIP） 获取中药有效成分，利用

GEO 数据库检索疾病相关基因，将中药基因与疾病基因进行交集分析，使用 STRING 平台进行 PPI 蛋白互作网

络构建，借助 Cytoscape 软件对共同基因进行分析，采用 R 软件对交集基因进行 GO 功能分析及 KEGG 通路分

析；采用 AutoDock Tools、QuickVina-W 等软件进行分子对接，验证分析结果的准确性。结果：获得中药有效

成分 195个，作用基因 1 101个，药物-疾病交集靶点 108个，8个核心药效分子为豆甾醇、槲皮素、黄豆黄素、

玉兰脂素 B、山柰酚、车叶草苷四乙酸脂、苏齐内酯、过氧麦角甾醇，关键靶点为 CDC25A、TOP2A、

AURKA、CHEK1、PLK1、KIF11、PLK4、TTK。GO 功能结果显示还少丹治疗少弱精子症的生物过程主要富集

于磷酸化、激酶活性调节、类固醇代谢、脂质代谢、激素代谢调节等。KEGG 通路主要富集于钙信号通路、

Rap1、Ras、MAPK、PI3K-Akt、AMPK、FoxO 信号通路以及细胞周期、胞葬作用等。分子对接显示核心药效

成分与预测作用靶点均有良好的对接活性。结论：还少丹治疗少弱精子症的作用机制可能是通过豆甾醇、槲皮

素、黄豆黄素等药效分子，经过钙信号通路、Rap1、Ras等信号通路，作用于 CDC25A、TOP2A、AURKA 等关

键靶点，经过磷酸化、激酶活性调节、类固醇代谢等多个生物过程，最终起到治疗少弱精子症的作用。
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Abstract：Objective：To discuss the potential mechanism of Huanshao Pellets in treating oligonasthenospermia 

based on network pharmacology and molecular docking. Methods： The effective components of Chinese medicinals 
were obtained by TCMSP and TCMIP. The GEO database was used to search for desease-related genes， and the 
intersection analysis of Chinese medicinal genes and disease genes was carried out. The PPI protein interaction network 
was constructed via STRING platform. The common genes were analyzed by Cytoscape software， and the intersection 
genes were analyzed by GO function and KEGG pathway by R software. The molecular docking software such as 
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少弱精子症指男性精子计数及活力下降，是导

致男性不育的重要原因。世界卫生组织（WHO）数据

显示，15% 的育龄夫妇患有不孕不育，其中 30%～

50%由男性因素引起[1]，而少弱精子症导致的男性不

育比例高达 46%[2]。弱精子症与精液参数正常者相

较，不育风险增加 2～3 倍，少弱精子症患者则增加

5～7倍[3]。但是，少弱精子症病因复杂，临床很难精

准干预，因此，治疗效果并不确切。

少弱精子症在中医属精少、精薄、精冷范畴，

还少丹源自《洪氏集验方》，具有补肾养心、益阴壮

阳的功效。多中心临床研究结果显示，还少丹可安

全有效地改善少弱精子症患者精液质量，提高受孕

率[4]，但其治疗少弱精子症的具体机制及靶点尚未明

确，限制其临床推广应用。本研究采用网络药理学

方法预测还少丹治疗少弱精子症潜在作用靶点及通

路，并采用分子对接方法对靶点结合情况进行验证，

为后续进行深入的机制研究提供参考依据。

1 资料与方法

1.1 中药活性成分的收集与筛选 还少丹由熟地黄、

山茱萸、枸杞子、楮实子、五味子、山药、肉苁蓉、

杜仲、牛膝、巴戟天、小茴香、茯苓、大枣、远志、

石菖蒲组成，应用中药系统药理学数据库与分析平

台（TCMSP）、中医药整合药理学研究平台（TCMIP，
http：//www.tcmip.cn）等数据库，获取中药有效成分。

按照口服生物利用度（OB）≥30% 且类药性（DL）≥
0.18 的标准筛选本药方活性成分。

1.2　潜在靶点预测及核心基因筛选　借助小分子生

物活性数据库（PubChem，https：//pubchem.ncbi. nlm.
nih.gov/）获得中药活性成分Canonical SMILES结构式，

之 后 导 入 SwissTargetPrediction 数 据 库（http：//www.
swisstargetprediction.ch/）预测活性成分作用靶基因。

同时，通过GEO数据库（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/
geo/）获取疾病相关微阵列表达谱，采用R语言 limma
包比较数据集中疾病样本与功能正常样本表达情况，

以 P＜0.05 且 |log2FC|＞1.5 为条件进行筛选，鉴定差

异表达基因（Differential expressed genes，DEGs）。将

中药基因与疾病基因进行交集分析，得到二者的共

同基因，使用 STRING（https：//cn.string-db.org/）进行

PPI 蛋白互作网络构建，之后借助 Cytoscape 3.9.1 软

件中的CytoHubba插件对共同基因进行分析，并通过

Degree、MCC、MNC 3种计算方法进行分析，每种计

算结果选取排名前 10的基因，进行交集分析后获得

还少丹治疗少弱精子症的主要基因。

1.3 通路分析 将交集基因导入 R 软件（4.3.0），利

AutoDock Tools and QuickVina-W was used to verify the accuracy of the analysis results. Results： The research 
obtained 195 active components， 1 101 active genes， 108 medicinal-disease intersection targets， and 8 core 
pharmacodynamic molecules， including stigmasterol，quercetin，daidzein，denudatin B，kaempferol，asperuloside  
tetraacetate，suchilactone，ergosterol peroxide. The key targets were CDC25A，TOP2A，AURKA，CHEK1，PLK1，
KIF11， PLK4 and TTK. GO function results showed that the biological processes of the treatment of 
oligonasthenospermia by Huanshao Pellets were mainly concentrated in phosphorylation， regulation of kinase activity，
steroid metabolism， lipid metabolism and hormone metabolism. KEGG pathway was mainly enriched in calcium 
signaling pathway，Rap1，Ras，MAPK，PI3K-Akt，AMPK，FoxO signaling pathway，cell cycle，exocytosis and 
so on. Molecular docking showed that the core pharmacodynamic components had good docking activity with the 
predicted action targets. Conclusion： The mechanism of action of Huanshao Pellets in treating oligoasthenospermia 
may be through the pharmacodynamic molecules such as stigmasterol， quercetin and daidzein， through the calcium 
signaling pathway，Rap1，Ras and other signaling pathways， acting on the key targets such as CDC25A，TOP2A，

AURKA， and through multiple biological processes such as phosphorylation，kinase activity regulation， and steroid 
metabolism. Finally，the effect of treatment of oligoasthenospermia is achieved.

Keywords：Huanshao Pellets；Oligoasthenospermia；Network pharmacology；Molecular docking；Quercetin；
Stigmasterol
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用 ClusterProfiler 包进行基因本体（GO）、京都基因与

基因组百科全书（KEGG）数据库分析。以 P ≤ 0.01 为

标准进行筛选，展示排名前 10的生物过程（BP）、细

胞成分（CC）和分子功能（MF）条目。然后分析 KEGG
通路，并进行可视化展示。

1.4　药物-成分-基因-信号通路网络构建与分析　

使用 Cytoscape 3.7.2 软件进行关联分析，构建药物-
成分-基因-信号通路网络。

1.5　分子对接验证　采用AutoDock Tools v1.5.7 软件

构建关键靶点的分子对接模型，进而与中药复方活

性成分及核心靶点基因蛋白分子进行分子对接，并

分析对接结果，从而验证拓扑网络分析结果的准确

性。通过 PubMed（https：//www. ncbi. nlm. nih. gov/）或

ChemicalBook（https：//m.chemicalbook.com/）下载中药

复方活性成分结构，采用 Chem3D v20 转换为 3D 结
构，载入 AutoDock Tools 1.5.7 程序，保存为 pdbqt 格
式，作为对接配体。通过 PDB（http：//www.rcsb.org/）
数据库下载获取关键靶点的蛋白结构，并与以上得

到的配体结合，运用 QuickVina-W 进行对接。之后

采用Discovery Studio Client v19软件作图。

2 结果

2.1 还少丹活性成分筛选及疾病基因获取情况 本

研究共获得中药有效成分 195个，作用基因 1 101个。

通过 GEO 数据库 GSE145467 数据集进行疾病基因筛

选，该数据集包含功能正常睾丸样本及生精功能受

损睾丸样本各 10例，以P＜0.05且|log2 FC|＞1.5进行

筛选，获得生精功能受损睾丸样本 2 242个差异表达

基因，其中781个上调，1 461个下调（见图1）。

图1　疾病差异基因表达谱

将中药基因与疾病基因取交集后获得共同基因

108个。借助Cytoscape 3.9.1软件的CytoHubba插件对

共同基因进行分析，最终获得8个核心基因CDC25A、

TOP2A、 AURKA、 CHEK1、 PLK1、 KIF11、 PLK4、
TTK，这些基因可能是还少丹改善少弱精子症的核心

作用基因，见图2、图3。
2.2　GO富集和KEGG通路分析　GO分析得到520个
生物过程（BP），19 个细胞组成（CC）和 64 个分子功

能（MF），选取排名前 10的进行展示，结果表明，还

少丹治疗少弱精子症的生物过程主要富集于蛋白质

自身磷酸化、酪氨酸磷酸化、激酶活性的正向调节、

MAPK 级联的正向调节、蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶活

性的调控、类固醇代谢、脂质代谢、激素代谢、

ERK1和ERK2级联等方面，见图4。
KEGG 富集分析筛选（以 P＜0.05 为标准）得到信

号通路 49 条，主要涉及的通路为：钙信号通路、

Rap1 信号通路、Ras 信号通路、MAPK 信号通路、

PI3K-Akt 信号通路、细胞周期、胞葬作用、AMPK
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信号通路、FoxO 信号通路、脂肪消化吸收等。还少

丹可能通过上述生物过程和信号通路治疗少弱精子

症，见图4。
2.3 中药-有效成分-靶点基因-信号通路网络构建

与分析 为阐明还少丹治疗少弱精子症的潜在机制，

将 15味中药、195个中药成分、108个基因和主要信

号通路通过 Cytoscape 3.9.1软件进行关联分析，构建

中药-有效成分-靶点基因-信号通路复杂网络图，见

图 5，该网络图展现出还少丹各药物的协同作用，以

及全方多靶点、多途径治疗少弱精子症的作用机制。

图3　还少丹治疗少弱精子症PPI网络图

图4 GO功能和KEGG通路富集分析

KEGG Enrichment

图2　药物与疾病靶点韦恩图

893 108 2 134

药物靶点 疾病靶点
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2.4 分子对接验证 采用分子对接方法验证前文拓

扑网络分析结果的准确性。对还少丹的 8个核心药效

分子豆甾醇、槲皮素、黄豆黄素、玉兰脂素B、山柰

酚、车叶草苷四乙酸脂、苏齐内酯、过氧麦角甾醇

与核心靶点（CDC25A、TOP2A、AURKA、CHEK1、
PLK1、KIF11、PLK4、TTK）蛋白进行分子对接，其分

子对接结合能见表 1。各组合结合能均＜-5 kcal/mol，
表明具有良好的结合活性；多数组合结合能＜

-7 kcal/mol，表明具有强烈的结合活性，见图6。
3　讨论

少弱精子症是少精子症与弱精子症的并称，其

病因复杂，涉及生殖道感染、精索静脉曲张、遗传

因素、免疫因素、生活及环境因素等多方面[5-6]，现

代医学常对应采用抗氧化、抗感染、促性腺激素等

药物进行治疗[7-8]。《素问·上古天真论》提出肾主生

殖理论，指出人的生长、发育、生殖与肾中精气密

图5 中药-有效成分-靶点基因-信号通路网络图

molecular docking
AURKA vs. Asperuloside tetraacetate
CDC25A vs. Stigmasterol
CDC25A vs. Stigmasterol
KIF11 vs. Denudatin B
PLK1 vs. kaempferol
PLK4 vs. suchilactone
TOP2A vs. quercetin
TTK vs. Ergosterol peroxide

Binding energy（kcal/mol）
-8.1
-7.2
-7.2
-7.4
-8.8
-6.4
-8.0
-9.5

表1 分子对接结合能
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切相关。肾精亏虚-精室失用是少弱精子症的核心病

机[9]。后代医家对此也有阐述，明代岳甫嘉《妙一斋

医学正印种子编》亦言，“生子之脉，专责于两肾”

“凡人无子，多是精血清冷……不能直射子宫，故令

无子”，认为男性肾精不充，导致精虚精弱，故而无

子，治疗当益肾填精。

还少丹源自南宋洪遵《洪氏集验方》，方中熟地

黄、枸杞子滋补肾阴，肉苁蓉、巴戟天温补肾阳，

四药阴阳并补为君药；杜仲补肾强腰膝，小茴香温

肾散寒，山茱萸、五味子、楮实固肾涩精共为臣药；

山药、茯苓、大枣健脾益气，石菖蒲、远志交通心

肾、宁心安神为佐药；牛膝补益肝肾、引药下行为

使药。肾为先天之本，脾为后天之本，后天与先天

相互补养、促进，本方温肾益精、安神补脾，脾肾

双补，功效倍之。

还少丹治疗少弱精子症的有效成分主要包括豆

甾醇、槲皮素、黄豆黄素、玉兰脂素B、山柰酚、车

叶草苷四乙酸脂、苏齐内酯、过氧麦角甾醇等。豆

甾醇是一种广泛存在于植物中的甾醇，植物甾醇多

具有抗炎、抗氧化、降血糖、调血脂等功效，研究

显示，豆甾醇可抑制氧化应激标志物产生，发挥抗

氧化作用 [10]，可抑制肿瘤坏死因子-α、白细胞介

素 -6 等促炎细胞因子，发挥抗炎作用[11]，可阻断

mTOR信号通路诱导的细胞凋亡和自噬[12]，还可调节

钙离子通道，抑制前列腺间质细胞收缩[13]；槲皮素、

山柰酚均是常见的天然黄酮类化合物，具有抗炎、

抗氧化、抗癌、抗病毒等功效[14-16]，研究显示槲皮素

可抑制Toll样受体 4信号通路活化，发挥抗炎作用[17]，

可通过抑制细胞增殖、促进凋亡、抑制血管生成及

转移进展以及影响自噬来发挥抗肿瘤作用[18]；山柰酚

可通过 NF-κB 通路抑制促炎因子释放，抑制 Toll 样
受体 4通路等发挥抗炎作用，山奈酚同时可清除自由

基、抑制脂质过氧化[19-21]；黄豆黄素具有抗氧化作

用，可通过 MAPK/STAT3/NF-κB 通路诱导人胃癌细

胞中活性氧依赖的细胞凋亡和 G0/G1 细胞周期阻

滞[22]；玉兰脂素B可通过血小板拮抗发挥抗炎症、抗

凝血和抗纤维化作用。车叶草苷可以通过抑制 NF-
κB 和 ERk1/2信号通路活化来抑制炎症[23]；苏齐内酯

可通过 caspase-3/Bcl-2/Bax 信号通路调节细胞凋亡，

抑制肿瘤发展[24]；麦角甾醇是真菌中的主要甾醇形

式，过氧麦角甾醇具有抗肿瘤、抗氧化和抗菌的特

性，可通过 RIG-I 信号传导抑制炎症和细胞凋亡[25]。

上述研究显示，还少丹主要活性成分多具有抗炎、

抗氧化、抗菌、抗肿瘤特性。

KEGG通路富集分析结果显示，还少丹治疗少弱

精子症主要与钙信号通路、Rap1信号通路、Ras信号

图6　还少丹中核心药效分子与核心靶蛋白的分子对接图

AURKA

VS

Asperuloside 

tetraacetate

CDC25A

VS

Stigmasterol

CHEK1

VS

glycitein

KIF11

VS

Denudatin B

PLK1

VS

kaempferol

PLK4

VS

suchilactone

TOP2A

VS

quercetin

TTK

VS

Ergosterol

peroxide

·· 6



新中医　2025年2月第57卷第4期

NEW CHINESE MEDICINE February　2025 Vol.57 No.4
通路、MAPK 信号通路、PI3K-Akt 信号通路、细胞

周期、胞葬作用、AMPK信号通路、FoxO信号通路、

脂肪消化吸收等信号通路相关。钙信号通路对人类

和啮齿动物的细胞分裂、分化、迁移和死亡具有重

要作用，被认为是哺乳动物发育和繁殖过程中许多

基本过程的基础，钙信号在雄性配子中受到精确的

控制，以确保精子的产生、成熟和存活[26]；Rap1 信

号通路参与细胞增殖、分化及凋亡，可调控哺乳动

物精子发生，促进睾丸分化的生殖细胞及支持细胞

释放成熟精子[27]；Ras信号通路在细胞增殖、迁移及

凋亡过程中发挥关键作用，研究显示，Ras/ERK1/2
通路可调控 ETV5 及 BCL6B 维持精原细胞自我更

新[28]。Ras 可激活 PI3K/AKT 信号通路，PI3K/AKT 信

号通路是动物细胞中最重要的调控机制之一，主要

调控细胞系的增殖、存活及抗凋亡。PI3K/AKT 通路

参与雄性生殖的多个阶段[29-30]，包括精子发生过程中

对下丘脑-垂体性腺轴的调节、精原细胞和体细胞的

增殖及分化、精子自噬和睾丸内分泌功能的调节以

及促进未成熟睾丸支持细胞和生精细胞的增殖和抗

凋亡等，以上作用均可直接或间接地维持和促进男

性睾丸中的精子发生；FoxO 信号通路是细胞应对氧

化应激的关键调控通路，在精原细胞中FoxO是PI3K/
Akt信号转导的关键效应因子，可控制精原细胞自我

更新并启动精子发生[31-32]；MAPK 信号通路调节生殖

细胞的增殖、减数分裂以及支持细胞的增殖，参与

了精原细胞的自我更新和凋亡[33]。MAPK信号通路可

被活性氧及多种炎症因子激活，进而介导促炎因子

产生；AMPK信号通路可通过其对支持细胞增殖以及

对精子运动和顶体反应的作用，直接或间接地控制

精子质量[34]，AMPK通路参与脂质过氧化和配子抗氧

化酶的调控[35]，维持精子膜的完整性和线粒体膜电

位，还可维持睾丸微环境的稳定性，研究证实，

AMPK 全敲除小鼠精子头部异常、活动能力受损[33]；

上述通路一定程度上都参与调节氧化应激及炎症，

胞葬作用因其可快速清除凋亡细胞，使体内死亡的

细胞以一种避免炎症和非免疫原性的方式被清除，

亦具有抗炎特性[36]。因此，推测还少丹可能是通过以

上通路发挥抗炎、抗氧化等作用，从多角度调节精

子发生，治疗少弱精子症。

综上所述，本研究采用网络药理学及分子对接

方法探究了还少丹治疗少弱精子症的潜在靶点及作

用机制，构建了中药-有效成分-靶点基因-信号通

路，揭示了还少丹多成分、多途径、多靶点协同作

用治疗少弱精子症的特点，为后续进行更为深入的

机制研究提供思路。
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