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［摘要］目的：运用网络药理学和分子对接技术探讨熟地黄-当归药对治疗男性不育症的作用机制。方

法：通过检索中药系统药理数据库与分析平台（TCMSP）数据库及查阅文献筛选出熟地黄-当归药对的活性成

分和对应靶点，借助 GeneCards、人类孟德尔遗传数据库（OMIM）和 DisGeNET 数据库收集男性不育症作用靶

点并通过 Venny 2.1.0 获得药物-疾病共同作用靶点，再利用 Cytoscape 3.9.0 软件构建“药对-活性成分-作用靶

点”调控网络并进行拓扑分析。然后用 STRING 数据库作蛋白互作（PPI）分析筛选核心靶点。再用 DAVID 数

据库对共同作用靶点进行基因本体 （GO） 富集分析与京都基因与基因组百科全书 （KEGG） 通路分析并构建

“成分-靶点-关键通路”网络图。最后用 AutoDock 软件通过分子对接验证活性成分与核心靶点的结合能力。

结果：熟地黄-当归药对存在 6 个活性成分及 57 个相关作用靶点，与男性不育症的 1 361 个靶点有 19 个交集

靶点。这些靶点涉及蛋白结合、蛋白二聚体活动、酶结合、细胞老化与凋亡过程等生物学过程，干预癌症通

路、Apoptosis 通路、Hepatitis B 通路、TNF 信号通路等发挥治疗作用。分子对接验证了各活性成分与其对应的

作用靶点具有良好的对接活性。结论：熟地黄-当归药对可能从蛋白多糖信号通路调控、抑制炎症、神经调

节、抑制细胞老化与凋亡等方面对男性不育症起到治疗作用。
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Study on the Mechanism of Rehmanniae Radix Praeparata-Angelicae Sinensis Radix
on Male Infertility Based on Network Pharmacology and Molecular Docking Technology

YE Youjun，CUI Yun，XU Xinyu，YING Zhikang，
GUAN Pengfei，YAN Yi，LIU Lei，QIAN Wenjun

Abstract：Objective：To explore the mechanism of Rehmanniae Radix Praeparata-Angelicae Sinensis

Radix in the treatment of male infertility by using network pharmacology and molecular docking technology.

Methods：The active components and corresponding targets of Rehmanniae Radix Praeparata-Angelicae

Sinensis Radix were screened by searching the TCMSP database and literature，and the male infertility

target was collected by using GeneCards， the human Mendelian genetic database (OMIM) and the
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男性不育症由多种因素共同造成，包括性交

和（或）射精功能障碍、免疫学病因、精索静脉曲

张、男性附属性腺感染等 16 个方面，现有的治疗往

往通过雌激素受体调节剂、精子营养剂、抗生素等

对症处理[1]，以经验性治疗为主，而缺乏特异性治疗

手段，所以疗效往往差强人意，且不良反应复杂众

多，更加重了患者的焦虑心理，导致恶性循环。另

一方面，国家近年来实施“鼓励二胎，开放三胎”

政策，男性不育症的治疗更是面临着巨大的挑战。

近年来中医药在整体观念、辨证论治理论基础上对

男性不育的治疗起着举足轻重的作用，已成为一种

安全有效的治疗手段。因此，从中医药中探寻男性

不育症的作用机制、推广中医药文化具有美好的发

展前景。

男性不育，在中医中亦称男子绝子、无子、无

嗣等，中医认为男性不育主要责之于肾，《素问·上

古天真论》记载：“丈夫八岁，肾气实，发长齿更；

二八，肾气盛，天癸至，精气溢泻，阴阳和，故能

有子。”认为男性是否有子与“肾-天癸”为核心的

生殖轴相关。巢元方在《诸病源候论》提出无子是

因虚劳精少所致。故临床上常用填精补肾、补益精

血的方法。

熟地黄甘而微温，味厚气薄，功能补血滋阴疗

虚损，益精填髓养肝肾；当归辛甘性温，补虚而养

血，为血中气药，功能补血活血。“熟地黄-当归”

药对源于《仙授理伤续断秘方》，《太平惠民和剂局

方》 最早记载，认为二者相须配伍为用，肝肾同

源，精血双补，一走一守，为补血活血、调理冲任

必用之品。张景岳认为熟地黄、当归实乃“精血形

质中第一品纯厚之药”。

网络药理学是近年来新兴学科，它是基于数据

库检索和数据分析手段构建“药物-靶点-基因-疾
病”互作网络，揭示中药对疾病的作用机制。本研

究基于网络药理学联合分子对接技术，挖掘“熟地

黄-当归”药对对男性不育症可能起治疗作用的活性

成分、作用靶点和信号通路，探索该药对对男性不

育症的作用机制。

1 材料与方法

1.1 熟地黄-当归药对活性成分及相关作用靶点的

收集筛选 本研究从中药系统药理数据库与分析平

台（TCMSP）中检索“熟地黄”“当归”的所有化学成

分，并以口服利用度（OB）≥30%、类药性（DL）≥

DisGeNET database， and the drug- disease target was obtained by Venny 2.1.0. Then， the regulatory

network of "drug pairs-active component targets" was constructed by using Cytoscape 3.9.0 software and

topology analysis was carried out. Then STRING database was used for protein- protein interaction (PPI)

analysis to screen core targets. Then the DAVID database is used to enrich and analyze the gene ontology

(GO) and the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathways of the co-acting targets，and a

"component-targets-key pathways" network diagram is constructed. Finally，AutoDock software was used

to verify the binding ability of active components to core targets through molecular docking. Results：
There were 6 active components and 57 related targets in the drug pair of Rehmanniae Radix Praeparata-

Angelicae Sinensis Radix，and 19 cross targets with 1 361 targets of male infertility. These targets involve

biological processes such as protein binding， protein dimer activity， enzyme binding， cell aging and

apoptosis，and play a therapeutic role in cancer pathway，Apoptosis pathway，Hepatitis B pathway，TNF

signal pathway，etc. Molecular docking verified that each active component and its corresponding target

have good docking activity. Conclusion：The drug pair of Rehmanniae Radix Praeparata-Angelicae Sinensis

Radix may play a therapeutic role in male infertility from the aspects of regulation of proteoglycan signal

pathway，inhibition of inflammation，neuroregulation，inhibition of cell aging and apoptosis.

Keywords： Male infertility； Rehmanniae Radix Praeparata； Angelicae Sinensis Radix； Drug pair；

Network pharmacology；Molecular docking；Action mechanism
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0.18 作为条件筛选出两药的活性成分。此外，查阅

其他相关文献收集不在筛选范围内但已有明确记

载的活性成分。以这些活性成分的 MOL ID 号在

TCMSP 平台收集对应靶点。并用 UniProt 数据库将所

有对应蛋白靶点转换为基因名。

1.2 男性不育症靶点的收集筛选 以 “Male
Infertility”为关键词，在 GeneCards 数据库、人类孟

德尔遗传数据库（OMIM）和 DisGeNET 数据库中检索

并筛选相关疾病靶点，其中 GeneCards 数据库选择条

件为相关度≥5，取交集并去重后，即为“男性不育

症”的相关靶点。

1.3 药对-活性成分-作用靶点网络构建 用 Venny
2.1.0 构建中药-疾病靶标的 Venn 图，得到“熟地

黄-当归”药对和“男性不育症”疾病的交集基因，

整合药物-活性成分-交集基因的映射关系，再利用

Cytoscape 3.9.0 软件构建“药对-活性成分-作用靶

点”调控网络并进行拓扑分析，以度值（Degree）衡量

并以文字大小体现，筛选前 3 位核心化学成分。

1.4 蛋白互作（PPI）网络构建及核心靶点的筛选

将交集基因导入 STRING 数据库，选择“Multiple
Proteins”模式，种属设为“Home Sapiens”，设置最

小互作需求得分为 0.400，构建 PPI 网络模型。将 tsv
格式文件导入 Cytoscape 3.9.0 软件进行可视化处理，

根据软件中 Cytohubba 插件 MCC 算法分析出核心程

度最高的 8 位蛋白并以颜色深浅体现，即为该药对

作用于男性不育症的可能核心靶点。

1.5 基因本体（GO）富集分析与京都基因与基因组百

科全书（KEGG）通路富集分析 应用 DAVID 数据库

对交集基因进行 GO 和 KEGG 富集分析，分析均以

P＜0.05 表示具有统计学意义，其中 GO 包括生物过

程（BP）、细胞组分（CC）、分子功能（MF）3 部分，各

选取分析结果前 10 位和 KEGG 富集分析结果前

10 位导入 RStudio 可视化，运用 R 语言绘制气泡图。

1.6 成分-靶点-关键通路网络构建 为呈现药物影

响靶点的作用机理，以 Count 值排序得到前 10 条信

号通路作为关键通路，与“熟地黄-当归”药对活性

成分及核心靶点相映射，并用 Cytoscape 3.9.0 软件绘

制“成分-靶点-关键通路”网络，对该交互网络的

节点进行拓扑分析，直观反映核心成分、核心靶

点、关键通路之间的联系。

1.7 分子对接 为验证核心成分与核心靶点的可信

度，利用分子对接模拟软件 AutoDock 对核心成分与

核心靶点进行受体-配体对接模拟计算。从 PubChem
数据库中下载核心成分 3D 结构，PDB 数据库中下载

核心靶点的 3D 结构并使用 Pymol 去水去配体处理，

再 将 处 理 后 的 受 体 导 入 AutoDock 中 加 氢 、 加

Gasteiger 电荷处理，然后进行模拟分子对接并分析

找到最佳配对位点，记录结合能。最后使用 Pymol 软
件对对接结果可视化。

2 结果

2.1 熟地黄-当归药对活性成分及相关靶点 见表 1。
从 TCMSP 数据库中检索并筛选得到熟地黄活性成分

2 个，对应相关靶点 34 个；当归活性成分 5 个，

对应相关靶点 69 个；其中熟地黄-当归共有成分

1 个，所对应相关靶点 31 个。查阅相关文献后纳入

当归活性成分 3 个，分别为阿魏酸、咖啡酸和藁本

内酯，根据 MOL ID 检索得到相关靶点 28 个。去重

后最终获得熟地黄-当归药对活性成分 6 个，相关作

用靶点 57 个。

表 1 熟地黄-当归药对活性成分

中药

熟地黄、当归

熟地黄

当归

当归

当归

当归

活性成分

Stigmasterol
sitosterol
beta-sitosterol
Ferulic Acid
Caffeate
Ligustilide

MOL ID
MOL000449
MOL000359
MOL000358
MOL002665
MOL000414
MOL011782

中文名

豆甾醇

谷甾醇

β-谷甾醇

阿魏酸

咖啡酸

藁本内酯

2.2 男性不育症相关靶点 以“Male Infertility”为

关键词，从 GeneCards 数据库中获得 4 268 个相关基

因，筛选“relevance score”值＞5的基因，余下 1 083 个

潜在靶点。结合 OMIM 获得的 38 个潜在靶点、

DisGeNET 数据库获得的 515 个潜在靶点，删除重复

值后最终获得与男性不育症相关的靶点 1 361 个。将

所收集的药对相关靶点与筛选后的男性不育症相关

靶点导入 Venny2.1.0 中构建 Venn 图，得到共有基因

19 个，见图 1。
2.3 药物-活性成分-作用靶点网络图构建 见图 2。
通过 Network Analyzer 功能对网络进行拓扑分析，计

算图中每个节点的连接度（Degree）。Degree 值越高，

表示该成分或靶点在此网络中扮演的重要性就越

大。在本网络中，Degree 值前 3 位的化学成分为核

·· 30



新中医 2023年3月第55卷第5期
NEW CHINESE MEDICINE March 2023 Vol.55 No.5

心化学成分，分别是豆甾醇（Stigmasterol）、β-谷甾

醇（beta-sitosterol）、阿魏酸（Ferulic Acid）。
熟地黄-当归 男性不育

1 343
（95.9%）

19
（1.4%）

38
（2.7%）

图 1 熟地黄-当归药对靶点与男性不育症疾病靶点的 Venn图

熟地黄

图 2 药物-活性成分-作用靶点调控网络

2.4 PPI网络构建及核心靶点筛选 将 19 个交集基

因导入 STRING 数据库中，默认置信度为 0.400，隐

藏孤立基因，得到 PPI 网络图，见图 3，图中包含

18 个节点，44 条边，节点表示单个蛋白质编码基因

位点产生的所有蛋白质，边表示蛋白质之间的相互

关系。将图以 tsv 格式导入 Cytoscape 软件中实现可

视化，利用 Cytoscape 中的 cytoHubba 插件进行 MCC
算法分析，依据 Degree 挖掘关键基因，筛选度值最

大的前 8 位基因，分别为 CASP3、 JUN、PTGS2、
CASP9、BAX、CASP8、NOS3、THFB1，这些基因通

过蛋白质-蛋白质交互关联发挥重要作用，认为此

8 个基因为熟地黄-当归药对治疗男性不育症的核心

靶点。分离出核心靶点组成核心网络图，Degree 值

大小以颜色深浅表示，见图 4。

图 3 熟地黄-当归药对治疗男性不育症的 PPI网络

图 4 熟地黄-当归药对治疗男性不育症 TOP8核心靶点互作图

2.5 靶点的 GO及 KEGG通路富集分析 为更好地

探索熟地黄-当归药对对男性不育症作用靶点的药理

功能，从生物过程（BP）、细胞组分（CC）、分子功

能（MF）3 个模块对基因功能进行分析，并富集信号

通路以反映药物靶点产生作用的过程。将 19 个交集

基因导入 DAVID 数据库中，选取 P＜0.05 有统计学

意义的数据，共涉及生物过程 87个，细胞组分 13个，

分子功能 17 个，KEGG 信号通路 39 个。根据 Count
排序后分别选取前 10 位导入 RStudio，运用 R 语言

作出气泡图 5。如图所示，在生物过程方面，主要涉

及对药物的反应（response to drug）、对雌二醇的反

应（response to estradiol）、对脂多糖的反应（response
to lipopolysaccharide）、 老 化（aging）、 凋 亡 过

程（apoptotic process）等；在细胞组分方面，主要涉及

细胞核（nucleus）、细胞液（cytosol）、细胞质（cyto⁃
plasm）、等离子体膜（plasma membrane）等；在分子

功能方面，主要涉及蛋白结合（protein binding）、
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蛋 白质同源二聚化活动（protein homodimerization
activity）、酶结合（enzyme binding）、蛋白质异源二聚

体活动等。KEGG 信号通路富集分析示熟地黄-当归

药对作用靶点对男性不育症治疗主要通过癌症通

路（Pathways in cancer）、乙肝病毒通路（Hepatitis
B）、结肠直肠癌通路（Colorectal cancer）、细胞凋亡

通路（Apoptosis）、非酒精性脂肪性肝病通路（Non-
alcoholic fatty liver disease）、肺结核通路（Tuberculo⁃
sis）、肿瘤坏死因子信号通路（TNF signaling path⁃
way）、弓形体病通路（Toxoplasmosis）等过程实现。结

果表明熟地黄-当归药对可能通过癌症中的蛋白多糖

信号通路调控、抗细胞凋亡、抗病毒、抑制炎性反

应、神经调节、免疫活性调节等方面发挥治疗作用。

2.6 成分-靶点-关键通路网络构建 见图 6。根据

KEGG 富集结果，将通路中富集的蛋白与熟地黄-当
归药对的活性成分、共同靶点相映射，用 Cytoscape
软件可视化展现，得到成分-靶点-关键通路网络

图，更清晰地展示药对活性成分对应相关靶点对男

性不育症作用的通路过程。

2.7 成分-核心靶点分子对接验证 见图 7、表 2。
将 CASP3、 JUN、 PTGS2、 CASP9、 BAX、 CASP8、
NOS3、THFB1 8 个核心靶点与豆甾醇、谷甾醇、

β-谷甾醇、阿魏酸、咖啡酸、藁本内酯 6 个活性成

分根据成分-靶点对应关系进行 12 次分子对接。

根据文献[2]报道，结合能＜0 说明受体配体可自发

结合并释放能量，化合物和靶标之间结合自由能≤
-1.2 kcal/mol（即-5.0 kJ/mol，1 kcal=4.18 kJ）被认为

具有较好作用。根据分子对接结果显示，所有对应

图 5 GO分析和 KEGG分析
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关系分子对接结合能均＜-1.2 kcal/mol，表示均可自

发结合并具有较好结合可能，其中 CASP9 与 β-谷甾

醇（beta-sitosterol）结合性最强，对接活性最好。选取

CASP9 与 β-谷甾醇（beta-sitosterol）、JUN 与 β-谷甾

醇（beta-sitosterol）、BAX 与 β-谷甾醇（beta-sitosterol）
导入 Pymol 可视化。

图 6 成分-靶点-关键通路网络图

图 7 分子对接结果展示

表 2 分子对接结果

编号

1
2
3
4
5
6

PDB ID
1NME
5T01
5F19
5F19
5F19
5F19

靶点

CASP3
JUN
PTGS2
PTGS2
PTGS2
PTGS2

化合物

beta-sitosterol
beta-sitosterol
beta-sitosterol
FerulicAcid
Caffeate
Stigmasterol

结合能
（kcal/mol）

-5.30
-6.23
-5.48
-2.62
-1.65
-4.54

是否
＜-1.2 kcal/mol

是

是

是

是

是

是

编号

7
8
9
10
11
12

PDB ID
5F19
2AR9
4S0O
3KJN
1M9M
5VQP

靶点

PTGS2
CASP9
BAX
CASP8
NOS3
TGFB1

化合物

Ligustilide
beta-sitosterol
beta-sitosterol
beta-sitosterol
FerulicAcid
beta-sitosterol

结合能
（kcal/mol）

-4.12
-6.33
-6.18
-5.84
-2.32
-5.37

是否
＜-1.2 kcal/mol

是

是

是

是

是

是
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3 讨论

熟地黄，《本草纲目》 中言：“填骨髓，长肌

肉，生精血，补五脏、内伤不足，通血脉，利耳

日，黑须发，男子五劳七伤，女子伤中胞漏，经候

不调，胎产百病。”《本草从新》：“一切肝肾阴亏，

虚损百病，为壮水之主药。”中医认为熟地黄功效主

要体现在益真阴、归真气、降火升等方面。

当归，《景岳全书·本草正》云：“当归……大

约佐之以补则补，故能养营养血，补气生精，安五

脏，强形体，益神志，凡有形虚损之病，无所不

宜。”中医认为当归其要在动、滑两字，具有“可升

可降，阴中有阳，补中有动，行中有补”的特性。

熟地黄-当归药对在古籍中便多有出现，《景岳

全书·新方八阵》中熟地黄与当归同用的频率高达

17.96%[3]。熟地黄填精滋补肾阴，当归补血调理冲

任，两药相须为用，精血同源互生，肾-天癸-冲任

轴同调。然熟地黄-当归药对治疗男性不育症的潜在

机制尚不明确，笔者希望基于网络药理学技术进一

步探索该药对的作用机制。

通过药理活性筛选，得到 6 个活性成分，其中

豆甾醇为两药共有活性成分，与男性不育症相关度

较高的是 β-谷甾醇、豆甾醇和阿魏酸。相关研究发

现，活性氧会导致细胞膜多不饱和脂肪酸的损失和

精子中脂质过氧化物的增加，诱导自由基介导的分

子分解，最终导致细胞死亡，过量的活性氧产生会

导致精子异常从而导致不育[4]。熟地黄作用于人体可

增强血清谷胱甘肽过氧化物酶的活性及抑制过氧化

脂的形成来达到抗氧化效果[5]，其活性成分 β-谷甾醇

和豆甾醇作为天然高效的抗氧化剂，可显著增加精

子数量和精子活力，减弱氧化应激所诱导的睾丸毒

性损伤[6]。当归作用于人体可通过减轻过氧化氢引起

的细胞氧化反应损伤来提高细胞活力、减弱细胞凋

亡和活性氧的产生[7]，阿魏酸是当归非常重要的活性

成分，属于苯丙酸类化合物，其可抑制脂质过氧化

和增强抗氧化防御系统，并使精原细胞、精母细胞

及精子细胞数量正常化，间质细胞和支持细胞数量

增加[8]。

根据 PPI 蛋白互作结果显示，与男性不育症相关

靶点包括 CASP3、 JUN、PTGS2、CASP9、CASP8、
BAX 等。CASP 家族，即半胱氨酰天冬氨酸特异性蛋

白酶，主要在人类生精上皮细胞凋亡调节中起核心

作用，CASP3 更是被称为“刽子手蛋白酶”，它们参

与响应促凋亡信号而触发的级联反应，与多种男科

疾病相关，如精子发生受损、精子活力降低、精子

DNA 碎片化水平升高、精索静脉曲张、睾丸扭转和

免疫性不育[9]。还有研究表明，miRNA 在精子发生的

调节中具有重要作用，阻塞性无精子症和非阻塞型

无精子症患者 miRNA 均显著增加，而包括 CASP9 在

内的靶基因的表达水平根据 miRNA 的表达水平发生

了显著变化 [10]。CASP8 与精子凋亡也有较大的关联

度，这也导致了精子活力差和精子浓度下降。JUN
靶点所对应的转录因子 AP-1 涉及广泛的生物反应，

研究表明 AP-1 在睾丸中具有多种功能，表现出年龄

特异性缺损，精子头部和鞭毛结构异常，不仅如

此，AP-1 在生殖细胞的凋亡中扮演着非常重要的角

色。PTGS2，即 COX-2，是将多不饱和脂肪酸和花

生四烯酸转换为前列腺素的关键酶，可能被认为是

诊断男性不育症的额外分子标志物 [11]。研究认为，

PTGS2 可能对顶体反应有重大影响，PTGS 上调会使

进行性前列腺素失衡，进而可能导致氧化应激增

加，从而使线粒体和核 DNA 受损[12]。BAX 基因属于

BLC-2 基因家族，促进细胞凋亡，当细胞暴露于凋

亡诱导因子时，BAX 蛋白会从细胞质转移到线粒体

膜并改变外膜通透性最终导致 DNA 碎片化[13]。

根据 KEGG 富集分析结果显示，熟地黄-当归药

对治疗男性不育症靶点通路主要集中在癌症通路、

乙肝病毒通路、结肠直肠癌通路、细胞凋亡通路、

非酒精性脂肪性肝病通路、TNF 信号通路等。相关

研究表示，患有乙肝的男性不育症患者的精细胞核

异常率、核碎解率、其他核异常率明显高于不患乙

肝的男性不育症患者，而其他精液指标未见明显差

异，由此可以推测乙肝病毒提高精细胞核碎解率及

鼓槌率来影响男性生殖细胞，导致男性不育症的发

生[14]。细胞凋亡是正常生理过程，但过度的细胞凋亡

阻碍了精子发生的正常过程，从而导致精子浓度和

活力的下降，本研究发现熟地黄-当归药对作用靶点

高度富集在细胞凋亡通路，如核心靶点 CASP3、
CASP9、CASP8、BAX 等。另外，细胞凋亡还涉及

p53 和 NF-κB 通路，研究发现这些信号通路的失活

可以减轻 DNA 损伤和恢复睾丸功能[15]。非酒精性脂

肪性肝病，是与胰岛素抵抗和遗传易感性密切相关

的获得性代谢应激性肝损伤，多发生于肥胖患者。

·· 34



新中医 2023年3月第55卷第5期
NEW CHINESE MEDICINE March 2023 Vol.55 No.5

而肥胖是导致男性不育症的一大要素。肥胖导致性

器官发育迟缓，改变睾丸基因 mRNA 的表达，使血

睾屏障破坏；肥胖还可能通过使下丘脑-垂体-性腺

轴功能失调、胰岛素抵抗、间质细胞功能受损以及

阴囊皮肤温度升高等影响精液质量[16]。TNF 信号通路

是炎症反应的核心，会引起炎症和内皮功能障碍，

环境因素如应激状态、辐射等均能导致 TNF 信号通

路的激活，诱导睾丸内膜的损伤和精子细胞数目的

减少[17]。由上述可知，熟地黄-当归药对从抗细胞凋

亡、抑制炎症反应、调节内分泌、抗病毒等方面发

挥治疗作用。

分子对接技术，广泛用于药物研究的酶-肽作用

等宏观方面，微观方面又可以分析结构以验证生物

利用度等信息，本研究中分子键均具有良好的对接

活性，表示熟地黄-当归药对在对男性不育症的治疗

中具有分子层面的可信度。

综上，本研究基于网络药理学和分子对接技

术，多层次、多角度阐述了熟地黄-当归药对对男性

不育症的作用机制，为后续相关实验验证及临床运

用提供了理论支持。
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