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·数据挖掘与循证医学· 

基于异病同治理论从卵巢早衰角度探究治疗干眼症的天然活性成分1 
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摘  要：目的  基于异病同治理论通过生物信息学的方法从卵巢早衰（premature ovarian failure，POF）角度探究干眼症（dry 

eye disease，DED）的关键基因及作用机制，并进一步寻找治疗干眼症的天然活性成分，以期拓展干眼症的治疗策略及药物

开发途径。方法  通过基因表达综合数据库（gene expression omnibus，GEO）对卵巢早衰与干眼症相关基因和数据集进行鉴

定，对获得的数据集分别进行加权基因共表达网络分析（weighted gene co-expression network analysis，WGCNA）。随后，通

过构建蛋白相互作用（protein-protein interaction，PPI）网络，筛选出该网络中的关键基因。对关键基因进行基因本体论（gene 

ontology，GO）及京都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）富集分析。同时，利用机

器学习方法及受试者工作特征（receiver operating characteristic，ROC）分析获得具有更有诊断价值的特征基因。将关键基因

用于天然活性成分预测，构建天然活性成分-靶标网络。利用分子对接技术验证具有潜在治疗效果的天然活性成分，并对预

测的天然活性成分进行体外实验验证。结果  通过筛选确定 GSE44101 及 GSE39501 作为基础数据集，获得 151 个卵巢早衰

与干眼症共表达基因靶点，获得 37 个关键靶基因，主要富集于细胞循环、DNA 修复、卵细胞减数分裂等过程。通过机器学

习及 ROC 分析进行筛选后获得 7 个特征基因。预测发现染料木素为关键的天然活性成分。细胞实验验证结果表明，角膜上

皮细胞干眼症模型在 12.5 μmol/L 染料木素干预 24 h 后细胞生存率最高，其发挥作用的机制与抑制 Polo 样激酶 1（Polo-like 

kinase 1，PLK1）、DNA 甲基转移酶 1（DNA methyltransferase 1，DNMT1）、丝裂原活化蛋白激酶激酶 4（mitogen-activated 

protein kinase kinase 4，MAP2K4）的表达及促进细胞分裂周期蛋白 20（cell division cycle 20，CDC20）的表达相关。结论  卵

巢早衰可与干眼症共病发生，其机制与炎症及细胞凋亡相关，染料木素可减少炎症损害与异常细胞凋亡的发生，从而达到治

疗卵巢早衰并发干眼症的作用。 
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Exploring natural active ingredients in treatment of dry eye disease from 

perspective of premature ovarian failure based on theory of same treatment for 

different diseases 
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Abstract: Objective  Based on the theory of “the same treatment for different diseases” (异病同治), this study aims to explore the key 

genes and mechanisms of dry eye disease (DED) from the perspective of premature ovarian failure (POF) using bioinformatics methods, 

and to search for natural active ingredients for treating DED, with the goal of expanding targeted treatment strategies and drug development 

avenues for DED. Methods  POF- and DED-related genes and datasets were identified from the gene expression omnibus (GEO) 

database. Weighted gene co-expression network analysis (WGCNA) was performed on the obtained datasets. A protein-protein interaction 
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(PPI) network was constructed to screen key genes, followed by gene ontology (GO) and Kyoto encyclopedia of genes and genomes 

(KEGG) enrichment analyses. Machine learning methods and receiver operating characteristic (ROC) analysis were used to identify 

diagnostically significan characteristic genes. These genes were applied to predict natural active ingredients, and a natural active ingredient-

target network was constructed. Molecular docking was employed to observe natural active ingredients with potential therapeutic effects. 

In vitro experiments were conducted to validate the predicted natural active ingredients. Results  The GSE44101 and GSE39501 datasets 

were selected as the basis for analysis. A total of 151 shared genes between POF and DED were identified, and 37 key target genes were 

obtained. These genes were primarily enriched in biological processes such as cell cycle, DNA repair, and oocyte meiosis. Machine learning 

and ROC analysis revealed seven characteristics genes. Genistein was predicted as a key natural active ingredient. The verification results 

of cell experiments showed that 12.5 μmol/L genistein significantly enhanced the viability of corneal epithelial cells in a DED model at 24 

h, mechanistically linked to downregulation of Polo-like kinase 1 (PLK1), DNA methyltransferase 1 (DNMT1), and mitogen-activated 

protein kinase kinase 4 (MAP2K4) and upregulation of cell division cycle 20 (CDC20). Conclusion  POF may comorbidly occur with 

DED, where shared mechanisms involve inflammatory dysregulation and aberrant apoptosis. Genistein can reduce the occurrence of 

inflammatory damage and aberrant apoptosis, thereby achieving the therapeutic effect of treating POF complicated with DED. 

Key words: same treatment for different diseases; premature ovarian failure; dry eyes; genistein; bioinformatics 

 

“异病同治”理论源自《素问·五常政大论篇》

的“同病异治”思想，即同一疾病若病机不同则应

采用不同的治疗方法。后明确将其解释为不同的疾

病若促使发病的病机相同，可用同一种方法治疗[1]。

卵巢早衰是一种多病因所致的卵巢内卵泡耗竭或

被破坏而发生的卵巢功能衰竭。卵巢早衰的发病率

为 1%～2%，且有上升趋势[2]。在中医古籍中，虽

无关于“卵巢早衰”的记载，但可将其归为“血枯”

“闭经”“不孕”“血隔”等范畴。目前普遍认为卵巢

早衰的主要病位在肝肾，其主要病机为肝失疏泄，

郁而不畅，肝血无法滋养肾阴，肾阴不足，无血化

生而出现闭经，或胞宫失养而出现不孕。临床根据

辨证论治，可将其分为肝肾阴虚型、脾肾阳虚及肾虚

血瘀[3]。干眼症是眼部失去正常的环境并且表现出

多种多样的眼部不适症状的眼病[4]，是近年来发病

率逐年攀升的眼科常见病，其发病率 5.5%～

33.7%[5]，流行病学研究表明，女性和老年人群更容

易患此病[6]，尤其围绝经期女性[7]。其发病因素与炎

症因素、性激素分泌异常等关系密切[8-9]。中医古籍

《审视瑶函》有关于类似干眼症的明确记载，称其为

“白涩症”，也在“神水将枯”“干涩昏花”等范畴。

所谓“肝受血则能视”，当肝的疏泄功能失常，肝气

不舒、郁而化火、气火上逆、肝血耗伤，或肾气虚

衰、肝肾同源、一泄一藏、水不涵木、肝血渐亏，

终至肝肾二脏皆阴虚，则两目津液亏损，目失所养

则干涩昏花。临床分型可分为肺阴不足、肝经蕴热、

肝肾阴虚、气阴两虚[10]。 

在中医理论中，干眼症以肝肾阴虚证多见，而

卵巢早衰的病位在肝肾，亦以肝肾阴虚证多见，二

者异病同治，临床上皆常以一贯煎加减治疗[11-13]。

在现代研究中，干眼症的发生发展与卵巢早衰有一

定关联，其主要的发生机制与雌激素水平的下降相

关。卵巢早衰患者中干眼症的发生率显著高于普通

人群。1 项研究检测了 65 例卵巢早衰患者和 36 例

年龄匹配的对照组，发现卵巢早衰患者的眼表不适

症状和泪液参数异常更为显著[14]。此外，研究发现

卵巢早衰与干眼症也存在共同的发病机制如氧化

应激[15-16]、炎症[17-18]、细胞凋亡[19-20]等。由卵巢早

衰导致的干眼症将大大降低卵巢早衰女性的生活

质量。目前关于干眼症的治疗以人工泪液或抗炎为

主，其形式以滴眼的局部治疗，有一定的缓解作用

但并不能解决由于性激素的缺乏所导致的干眼症

的发生。天然活性成分在干眼症以滴眼治疗方式的

临床应用中具有广阔前景。基于中医理论，结合现

代研究手段寻找治疗卵巢早衰或雌激素水平下降

所致干眼症的天然活性成分，再进一步探索干眼症

的发生机制及寻找临床新药具有重要意义。本研究

在复杂的生物信息网络分析下从卵巢早衰的角度

寻找治疗干眼症的天然活性成分，以期丰富干眼症

的治疗药物，研究流程见图 1。 

1  材料 

1.1  细胞株 

人 角 膜 上 皮 细 胞 - 转 化 （ human corneal 

epithelial cells-transformed，HCE-T）细胞系（批号

20240514）购自广州赛库生物技术有限公司。细胞

于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱培养，每 2 天更换

1 次 DMEM 培养基，培养至细胞密度 90%或更高

密度后进行传代。 
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图 1  研究流程 

Fig. 1  Research process 

1.2  药品与试剂 

染料木素（批号 T1737）购自美国 TargetMol 公

司；细胞计数试剂盒-8（cell counting kit-8，CCK-8）

（批号 CT01A）、HCE-T 即用型完全培养基（批号

CC4018S）、磷酸盐缓冲液（ phosphate-buffered 

saline，PBS，批号 CM2018）、胰酶消化液（批号

CM1006）均购自 Cellcook 广州赛库生物；Polo 样

激酶 1（Polo-like kinase 1，PLK1）抗体（批号

AWA11236）、细胞分裂周期蛋白 20（cell division 

cycle 20，CDC20）抗体（批号 AWA59190）、DNA

甲基转移酶 1（DNA methyltransferase 1，DNMT1）

抗体（批号 AWA11325）、丝裂原活化蛋白激酶激酶

4 （ mitogen-activated protein kinase kinase 4 ，

MAP2K4）抗体（批号 AWA59223）均购自中国

Abiowell 公司；β-肌动蛋白（β-actin）抗体（批号

66009-1-Ig）购自美国 proteintech 公司；HRP 标记的

山羊抗鼠二抗（批号 AWS0001）、HRP 标记的山羊

抗兔二抗（批号 AWS0002）购自中国 Abiowell 公司。 

1.3  仪器 

HR/T16M 型台式冷冻离心机（赫西仪器装备有

限公司）；MoticBA410 型研究型显微镜（北京荣兴光

恒科技有限公司）；RaytoRT-6100 型酶标分析仪（埃

登威自动化系统设备上海有限公司）；DYY-6C 型电

泳仪、DYCZ-24DN 型电泳槽、DYCZ-40D 型转膜仪、

DYCP-31DN 型水平琼脂糖电泳槽（北京六一生物科

技有限公司）；BioPrep-24 型生物样品均质仪（杭州

奥盛仪器有限公司）；ChemiScope6100 型化学发光成

像系统（上海勤翔科学仪器有限公司）。 

2  方法 

2.1  生物信息学分析 

2.1.1  数据来源  通过基因表达综合数据库（gene 

expression omnibus，GEO）平台，分别输入关键词

“premature ovarian failure”以及“dry eyes”寻找与

卵巢早衰及干眼症相关的数据集。设置筛选条件为

数据集收集 

干眼症: GSE44101   

卵巢早衰: GSE39501 

加权基因共表
达网络分析 

模块选择与分析 

干眼症: GSE44101 

darkgreen4 模块 

卵巢早衰: GSE39501 

deeppink 模块 

151 个共同基因 

数据筛

选与 

分析 

富集分

析与关 

键基因

筛选 

核心基

因筛选 

与药物

预测 

蛋白互作网络
分析 

关键基因筛选 

(37 个基因) 

基因富集 

分析 

机器学习法分析
与筛选核心基因 

(12 个基因) 

药物预测及分析 

（染料木素） 

特征基因
筛选 

(7 个基因) 

核心基因验证 

干眼症: GSE171043 

卵巢早衰: GSE48873 

细胞增
殖测试 

检测相关基
因 mRNA 

表达 

检测相关基
因蛋白 

表达 
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每组样本量≥3，中包含正常样本与疾病样本，用于

分析的 2 个数据集为同一物种。 

2.1.2  加权基因共表达网络分析（weighted gene co-

expression network analysis，WGCNA）  基于基因

间表达相似性的基因网络构建算法。使用 R 软件包

WGCNA 剔除离群基因和样本。利用幂函数构建加

权邻接矩阵，构建无标度共表达网络。随后计算模

块特征基因的相似性。挑选出分别与卵巢早衰和干

眼症相关系数较高的模块，并从这些模块中获取基

因进行进一步分析。使用在线工具 Venn（https:// 

jvenn.toulouse.sra.fr/app/example.html）获得卵巢早

衰与干眼症共同表达的基因。 

2.1.3  基 因 蛋 白 相 互 作 用 （ protein-protein 

interaction，PPI）网络及富集分析  通过 STRING

（https://string-db.org）构建 PPI 网络，并获得关键基

因。物种设定为“智人”，最低要求的相互作用得分

设定为高置信度（0.9）。为进一步阐明关键基因的

功能，对上述分析中所获得的与卵巢早衰及干眼症

的交集基因进行基因本体论（gene ontology，GO）

及京都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia 

of genes and genomes，KEGG）富集分析。使用 KEGG 

restAPI（https://www.kegg.jp/kegg/rest/keggapi.html）

获取 KEGG Pathway 的最新基因注释，并使用 R 软

件包 clusterProfiler 3.14.3 进行富集分析。使用 R 软

件包 org.Hs.eg.db3.1.0 的进行 GO 功能注释，包括

生物过程（biological process，BP）、细胞成分（cellular 

component，CC）和分子功能（molecular function，

MF）。设定 P＜0.05 和错误发现率（false discovery 

rate，FDR）＜0.1 均有统计学意义。 

2.1.4  核心基因识别与诊断特征基因鉴定  为进

一步探索关键基因的诊断价值，利用机器学习构建

预测模型已获得核心基因。使用 R 软件包 glmnet 中

的最小绝对收缩和选择算子（least absolute shrinkage 

and selection operator，LASSO）算法进行回归分析。

随后利用 e1071 软件包中的支持向量机-递归特征

消 除 （ support vector machine-recursive feature 

elimination，SVM-RFE）算法构建另一个模型。通

过这些分析获取了机器学习算法下的核心基因。 

采用受试者工作特征（ receiver operating 

characteristic，ROC）分析评估结果的预测性能和某

一因素的诊断价值。曲线下面积（area under the 

curve，AUC）值在（0.5，0.7］表示准确率低、AUC

在（0.7～0.9］表示准确率中等、AUC＞0.9 表示准

确率高。使用 R 软件包 pROC（v1.17.0.1）对核心

基因进行 ROC 分析获得特征基因。随后，使用 R

软件通过其他卵巢早衰及干眼症相关的 GEO 数据

集分别对特征基因进行外部数据集的验证。 

2.1.5  天然活性成分预测  利用 HIT2.0 平台（http:// 

www.badd-cao.net:2345/）在关键基因的基础上进行

反向预测，寻找具有靶向关键基因的潜在天然活性

成分。通过构建活性成分-靶点网络发现二者之间的

关联。利用网络的拓扑特性分析网络中最重要的基

因节点和天然活性成分节点。随后通过 SwissAMD

（http://www.swissadme.ch/）检索基于 Lipinski 法则预

测的天然活性成分的胃肠道吸收情况。 

2.1.6  分子对接分析  对天然活性成分及其相应的

靶点蛋白进行分子对接分析。靶点蛋白的三维结构

（PDB 格式）通过 PDB 数据库（https://www.rcsb. org/）

下载，并通过 TCMSP 数据库（https://old.tcmsp-

e.com/tcmsp.php）收集其相应活性成分结构的 mol2

格式文件。利用 AutoDock 软件将活性成分和目标蛋

白质格式转换为 pdbqt 格式后进行对接。对接结果被

导入 PyMOL 软件进行可视化。本课题组在前期研究

中发现槲皮素在干眼症的治疗中具有积极作用[21]，

其机制与调控蛋白激酶 B（protein kinase B，AKT）、

磷脂酰肌醇 3-激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，

PI3K）、磷酸酶和张力蛋白同源物（phosphatase and 

tensin homolog，PTEN）基因相关，为便于分子对接

分数的对比分析，本研究采用槲皮素与现有文献研

究中的靶点进行对接作为对照，比较关键活性成分

及槲皮素分别与其对应靶点的对接分数。 

2.2  实验验证 

2.2.1  细胞分组、造模与给药  将 HCE-T 细胞分为

对照组、模型组及染料木素不同剂量（3.125、6.250、

12.500、25.000 µmol/L）组进行药物细胞毒性测试。

采用文献及本研究团队在前期研究中已验证的成

熟模型[21-23]进行造模。对照组加入 HCE-T 即用型完

全培养基，其余各组加入 94 mmol/L 氯化钠干预 24 

h 建立干眼症模型。通过细胞形态及活力下降（模

型组存活率＜70%对照）验证模型。造模完成后，

对照组、模型组加入 HCE-T 即用型完全培养基中

培养，各给药组加入相应浓度的染料木素，分别孵

育 24、48 h。 

2.2.2  细胞存活率检测  取对数生长期的 HCE-T

细胞或干眼症模型细胞，用胰蛋白酶消化，按 5×

103 个/孔密度接种于 96 孔板，分为对照组和染料木
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素组，细胞按“2.2.1”项下方法处理和给药，每组

6 个复孔，同时设置空白孔（不接种细胞）。在 96 孔

板的各个待测孔中加入 10 μL CCK-8 溶液，继续孵

育 1 h 后，用酶标仪测量 450 nm 处的吸光度（A）

值，计算细胞存活率。 

细胞存活率＝(A 实验－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.2.3  RT‑qPCR 检测相关靶点 mRNA 表达  将干

眼症模型细胞按 5×104 个/孔接种于 6 孔板，分为

对照组、模型组、染料木素最适浓度组（12.500 

µmol/L），按照“2.2.1”项方法进行处理和给药，使

用 Trizol试剂收集提取各组细胞总 RNA，测定 RNA

纯度后，使用逆转录试剂盒将 RNA 反转录为模板

DNA。以 β-actin 为内参，按 2−ΔΔCt 法计算 CDC20、

PLK1、DNMT1、MAP2K4 的 mRNA 相对表达水平。

引物序列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

引物名称 引物序列 (5’-3’) 

CDC20 F: GCTTTGAACCTGAACGGTTTTG 

 R: TCTGGCGCATTTTGTGGTTTT 

PLK1 F: CACCAGCACGTCGTAGGATTC 

 R: CCGTAGGTAGTATCGGGCCTC 

DNMT1 F: AGAACGGTGCTCATGCTTACA 

 R: CTCTACGGGCTTCACTTCTTG 

MAP2K4 F: GACGAGGAGCTTATGGTTCTGT 

 R: TTTTCATCCACTGTTGACCGAA 

β-actin F: AAGATGGTGAAGGTCGGTGT 

 R: AGCACAGCCTGGATAGCAAC 

 

2.2.4  Western blotting 检测蛋白表达  将细胞按

5×104 个/孔接种于 6 孔板，按照“2.2.3”项方法进

行分组、造模及给药，收集细胞，加入 RIPA 裂解

液裂解细胞提取蛋白，并经 BCA 法测定蛋白浓度。

蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，

转至 PVDF 膜，使用脱脂奶粉封闭 2 h 后，分别滴

加 CDC20、PLK1、DNMT1、MAP2K4 的一抗（1∶

500），4 ℃孵育过夜后使用 TBST 清洗，然后加入

二抗（1∶5 000）室温孵育 2 h，ECL 显色后进行曝

光拍照，并以 β-actin 为内参进行灰度值分析。 

2.2.5  统计学分析  采用 GraphPad Prism 9.0 软件

进行分析，首先对样本进行正态性检验，若数据符

合正态分布，则进行单因素方差分析（One-Way 

ANOVA）。若方差齐，使用 Bonferroni 法进行组间

多重比较；若方差不齐，则采用 Tamheeni 法进行组

间多重比较。 

3  结果 

3.1  WGCNA 

通过筛选确定了用以分析卵巢早衰的数据集

为 GSE39501，干眼症相关数据集为 GSE44101。对

GSE44101 和 GSE39501 数据进行预处理后，进行

WGCNA。分别选取 β 值 20 和 9 作为软阈值以构建

共表达网络。在 GSE44101 数据集获得了 33 个模

块，而数据集 GSE39501 获得了 50 个模块。通过将

GSE44101 和 GSE39501 数据集的模块与样本的临

床特征（正常与疾病）相关联，发现 GSE44101 数

据集 darkolivegreen4 模块与组织的临床特征（r＝

0.99，P＝0.00）高度相关，GSE39501 数据集

deeppink1 模块与临床特征高度相关（r＝0.99，P＝

0.00），如图 2、3 所示。取二者的交集获得了 151 个

干眼症和卵巢早衰共表达的基因，见图 4。 

3.2  基因蛋白互作网络及富集分析 

随后对 151 个基因进行 PPI 网络分析，获得了具

有相互作用的 37 个关键基因，见图 5-A。GO 和KEGG

富集分析发现，关键基因主要涉及的KEGG 通路包括

细胞周期（cell cycle）、DNA 复制（DNA replication）、

卵母细胞减数分裂（oocyte meiosis）等（图 5-B）。而

GO 功能分析涉及的主要 BP 为染色体分离

（ chromosome segregation ）， CC 为染色体区域

（chromosomal region）以及MF 的单链 DNA 解旋酶活

性（single-stranded DNA helicase activity），见图 5-C。 

3.3  核心基因识别与诊断特征基因鉴定 

为进一步识别核心基因，对其进行了LASSO及

SVM-RFE 机器学习分析。结果表明，在 GSE44101

数据集中，基于 LASSO 算法有 5 个核心基因（图

6-A），而在 SVM-RFE 算法下则有 31 个核心基因

（图 6-C），结合二者算法的共同核心基因有 31 个。

在 GSE39501 数据集中，基于 LASSO 算法有 7 个

核心基因（图 6-B），而在 SVM-RF 算法下则有 10

个核心基因（图 6-D），结合其二者算法的共同核心

基因有 13 个。取交集后二者共有的核心基因有 12

个，分别为杆状病毒 IAP 重复序列包含蛋白 5

（ baculoviral IAP repeat-containing 5，BIRC5）、

CDC20、CDCA3、微小染色体维持复合物组分 5

（minichromosome maintenance complex component 

5，MCM5）、拓扑异构酶 IIα（topoisomerase IIα，

TOP2A）、含 PHD 和 RING 指结构域的泛素样蛋

白 1（ubiquitin-like with PHD and RING finger 

domains 1，UHRF1）、微小染色体维持复合物组分 
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A-WGCNA 中的软阈值（β）选择；B-GSE44101 数据集中模块内的相关性程度；C-GSE44101 数据集中模块与临床特征的关系（行代表不同模

块，列代表临床特征，单元格内为模块与临床特征的相关系数及对应 P 值）。 

A-election of soft thresholds (β) for WGCNA; B-degree of correlation within the module of the GSE44101 dataset; C-relationship between modules and 

clinical features in GSE44101 dataset (rows represent different modules and columns represent clinical features, each cell contains the correlation between 

modules and clinical features and the corresponding P-value). 

图 2  GSE44101 数据集的 WGCNA  

Fig. 2  Weighted gene co-expression network analysis of GSE44101 dataset 

7（minichromosome maintenance complex component 

7，MCM7）、非结构维持染色体凝聚蛋白 I 复合物

亚基 H（non-SMC condensin I complex subunit H，

NCAPH）、复制因子 C 亚基 5（replication factor C 

subunit 5，RFC5）、DNMT1、有丝分裂阻滞缺陷蛋

白 2-样 1（mitotic arrest deficient 2-like 1，MAD2L1）、

时间调控蛋白相互作用蛋白（timeless interacting 

protein，TIPIN）。对这些核心基因进行 ROC 分析获

得7个AUC值大于0.5的特征基因，分别为CDC20、

CDCA3、MCM5、TOP2A、UHRF1、NCAPH、TIPIN，

其中 TIPIN、UHRF1 的诊断特征性能最高（AUC＝

0.667），见图 6-E。 

随后，在 GEO 数据库中得到了与卵巢早衰相

关的数据集 GES48873 以及与干眼症相关的数据集

GSE171043，利用 R 软件对其进行验证。结果表明，

在 GSE48873 数据集中，12 个核心基因均有差异表

达，其中 CDC20、MCM7、NCAPH、RFC5、MAD2L1、

TIPIN 的差异表达具有显著性（P＜0.05、0.01、

0.001），见图 7。在 GSE171043 数据集中，核心基

因 CDC20、CDCA3、MCM5、TOP2A、MCM7、

NCAPH、RFC5、MAD2L1、TIPIN 在疾病中的表达

具有增加的趋势，见图 8。 

3.4  天然活性成分预测 

在确定关键基因的基础上，对天然活性成分进

行了反向预测，构建了基因-天然活性成分网络，共

包含 56 个节点，51 条相互作用的边。其中 15 个为

基因节点，41 个为天然活性成分节点，见图 9。通

过分析网络的拓扑学性质，发现在该网络中，天然

活性成分染料木素（genistein）与基因关联数量最

多。与 2 个以上基因相关的天然活性成分见表 2。

经过 SwissAMD 分析，并筛选符合 Lipinski 五倍法

则及高胃肠道吸收率的天然活性成分，结果表明，

大多数活性成分符合 Lipinski 五倍法则且胃肠道吸

收率高。
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A-WGCNA 中的软阈值（β）选择；B-GSE39501 数据集中模块内的相关性程度；C-GSE39501 数据集中模块与临床特征的关系（行代表不同模

块，列代表临床特征，单元格内为模块与临床特征的相关系数及对应 P 值）。 

A-election of soft thresholds (β) for WGCNA; B-degree of correlation within the module of the GSE39501 dataset; C-relationship between modules and 

clinical features in GSE39501 dataset (rows represent different modules and columns represent clinical features, each cell contains the correlation between 

modules and clinical features and the corresponding P-value). 

图 3  GSE39501 数据集的 WGCNA 

Fig. 3  Weighted gene co-expression network analysis of GSE39501 dataset

 

图 4  干眼症与卵巢早衰的共表达基因 

Fig. 4  Co-expressed genes between dry eye disease and 

premature ovarian failure 

3.5  分子对接分析 

如图 10、11 所示，染料木素与 CDC20（PDBID：

4ggc）、PLK1（PDBID：3d5x）、DNMT1（PDBID：

3os5）、MAP2K4（PDBID：3vut）的结合能均＜0 

kJ/mol，表明染料木素与这些配体均可以自发结合。

染料木素和 CDC20 的分子对接结合能最低为 7.12 

kJ/mol。槲皮素与现有研究中的对应靶点 AKT

（PDBID：1q0r）、PI3K（PDBID：8v8h）、PTEN（PDBID：

3awg）进行分子对接结果显示，染料木素的平均结合

能均小于槲皮素，表明染料木素与其对应靶点的对

接更为稳定，发挥作用的可能性更大，具有研究价

值。因此，本研究通过细胞实验验证染料木素对于

干眼症的药效作用。 

3.6  CCK-8 检测细胞存活率 

CCK-8 检测结果显示，细胞给药 24 h 后，染料

木素浓度≤12.500 μmol/L 细胞存活率未受到显著

抑制（图 12-A）；细胞给药 48 h 后，所有浓度的染

料木素均显著抑制细胞存活率（P＜0.05、0.001），

见图 12-B。细胞给药 24 h 后，不同浓度染料木素组

角膜上皮细胞干眼症模型细胞存活率均具有增加

的趋势，其中 12.500 μmol/L 染料木素组细胞存活 
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A-PPI 网络；B-KEGG 富集分析；C-GO 功能注释分析。 

A-PPI network; B-KEGG enrichment analysis; C-GO functional annotation analysis. 

图 5  关键基因的 PPI 网络及富集分析 

Fig. 5  PPI network and enrichment analysis of key genes  

 

A-基于 LASSO 算法的干眼症特征基因分析；B-基于 LASSO 算法的卵巢早衰特征基因分析；C-基于 SVM-RFE 算法的干眼症特征基因分析；

D-基于 SVM-RFE 算法的卵巢早衰特征基因分析；E-特征基因的 ROC 分析。 

A-regression of characteristic genes using LASSO in DED; B-regression of characteristic genes using LASSO in POF; C-regression of characteristic genes 

using SVM-RFE in DED; D-regression of characteristic genes using SVM-RFE in POF; E-ROC analysis of characteristic genes.  

图 6  机器学习法及 ROC 分析鉴定特征基因 

Fig. 6  Machine learning method and ROC analysis to identify characteristics genes  
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*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，图 12 同。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001, same as figure 12. 

图 7  GSE48873 数据集验证核心基因差异表达分析 

Fig. 7  Validation of differential expression analysis of core genes in GSE48873 dataset 

 

图 8  GSE171043 数据集验证核心基因的差异表达分析 

Fig. 8  Validation of differential expression analysis of core genes in GSE171043 dataset 

12-C）；细胞给药 48 h 后，3.125 μmol/L 染料木素组

细胞存活率最高，见图 12-D。因此，后续选择 12.500 

µmol/L 染料木素对角膜上皮细胞干眼症模型干预

24 h，进一步通过 RT-qPCR 和 Western blotting 实验

验证其干预干眼症的作用机制。 

3.7  RT-qPCR 及 Western blotting 检测 

RT-qPCR 结果表明（图 13），与对照组比较，

模型组 PLK1、DNMT1 及 MAP2K4 的 mRNA 表达

水平显著升高（P＜0.01），CDC20 的 mRNA 表达

水平显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，染料木 
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图 9  基因-天然活性成分互作网络 

Fig. 9  Interaction network of gene-natural active 

ingredients  

表 2  天然活性成分的筛选与分析 

Table 2  Screening and analysis of natural active ingredients 

天然活性成分 分子式 基因靶点 

染料木素 C15H10O5 CDC20 

PLK1 

DNMT1 

MAP2K4 

白藜芦醇 C14H12O3 BIRC5 

DNMT1 

UHRF1 

(＋/−)-烟碱 C10H14N2 BIRC5 

DNMT1 

素可显著降低 PLK1、DNMT1 及 MAP2K4 的 mRNA

表达（P＜0.05、0.01），显著升高 CDC20 的 mRNA

表达（P＜0.01）。同样，Western blotting 结果（图

14）表明，与对照组比较，模型组中 PLK1、DNMT1

及 MAP2K4 的蛋白表达水平显著升高（P＜0.01、

0.001），CDC20 的蛋白表达水平显著降低（P＜

0.01）；与模型组比较，染料木素可显著降低 PLK1、

DNMT1 及 MAP2K4 的蛋白表达，显著升高 CDC20

蛋白表达（P＜0.05、0.01）。 

4  讨论 

异病同治是中医基础理论中的经典理论，也是

中医药在辨治疾病过程中的独特思路，其对于具有

相同证型的不同疾病采取同样的治法，是现代中医

理论科学化阐释的重要突破口[24]。卵巢早衰与干眼

症虽为不同的疾病，但是在中医理论中，其二者的发

病部位以肝、肾为要，且发病病机离不开阴虚，因此

在治法上大同小异，值得进一步的关注与研究。现代

研究表明，干眼症的发生常常与共病相关。与卵巢功

能正常的患者相比，卵巢早衰的患者的干眼症的发

病率升高[14]。然而，这 2 种疾病之间的潜在机制与

相互联系并不清楚。卵巢早衰和干眼症共病的机制

与基因之间的集体相互作用有待进一步探索。随着

干眼症的发病率不断增加，找到一种安全、有效、方

便的治疗方法非常重要。近年来，越来越多的研究表

明，许多天然草药可以改善眼表疾病的症状，促进泪 

 

图 10  染料木素与其对应靶点的分子对接分析 

Fig. 10  Molecular docking analysis of genistein and its corresponding targets 

液分泌，调节角质层的结构和功能，从而改善干眼的

症状[25]。然而，寻找合适的天然草药产品仍处于初期

阶段，缺乏系统、可靠的研究方法。本研究通过从卵

巢早衰角度，通过生物信息学对其二者共病模式进 

与靶点 PLK1 对接结
合能：−6.03 kJ/mol 与靶点 DNMT1 对接

结合能：−6.21 kJ/mol 

与靶点 MAP2K4 对接
结合能：−5.67 kJ/mol 

与靶点 CDC20 对接结合
能：−7.12 kJ/mol 
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图 11  槲皮素与其对应靶点的分子对接分析 

Fig. 11  Molecular docking analysis of quercetin and its corresponding targets 

       

 

图 12  正常细胞在不同浓度染料木素干预 24 h (A) 及 48 h (B) 及角膜上皮细胞干眼症模型在不同浓度染料木素干预 24 h 

(C) 及 48 h (D) 的细胞存活率 ( x s , n = 3) 

Fig. 12  Cell viability of normal cells treated with different concentrations of genistein for 24 h (A) and 48 h (B), and corneal 

epithelial cell dry eye models treated with different concentrations of genistein for 24 h (C) and 48 h (D) ( x s , n = 3) 

 

与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  

**P＜0.01，图 14 同。 

##P < 0.01 ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs 

model group, same as figure 14. 

图 13  各组 CDC20、PLK1、DNMT1 及 MAP2K4 的

mRNA 相对表达水平 ( x s , n = 3) 

Fig. 13  mRNA relative expression of CDC20, PLK1, 

DNMT1 and MAP2K4 in each group ( x s , n = 3) 

行细致的探索，从而促进精确靶向的干预措施的发

展，并对其靶向的天然活性成分进行挖掘，从而为干

眼症的治疗带来新的突破。 

本研究发现，卵巢早衰与干眼症的共同发病机

制复杂，主要涉及的过程包括细胞周期、DNA 修复、

卵细胞减数分裂等，而主要涉及的核心靶点包括

BIRC5、CDC20、CDCA3、MCM5、TOP2A、UHRF1、

MCM7、NCAPH、RFC5、DNMT1、MAD2L1、TIPIN。

染料木素为获得的关键活性成分，其干预卵巢早衰

干眼症的相关基因为 CDC20、PLK1、DNMT1、

MAP2K4。通过实验验证发现染料木素干预角膜上

皮细胞干眼症模型的机制与促进 CDC20 的表达以

及抑制 PLK1、DNMT1 及 MAP2K4 的表达相关。

CDC20 是参与细胞周期的关键角色。已有研究发现

沉默 CDC20 的表达可激活细胞凋亡[26]，其在细胞 

与靶点 PI3K 对接结合能：
−4.53 kJ/mol 与靶点 PTEN 对接结合能：

−4.36 kJ/mol 

与靶点 AKT 对接结合能：
−5.61 kJ/mol 
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图 14  各组 CDC20、PLK1、DNMT1 及 MAP2K4 的蛋白相对表达水平 ( x s , n = 3) 

Fig. 14  Protein relative expressions of CDC20, PLK1, DNMT1 and MAP2K4 in each group ( x s , n = 3) 

减数分裂发挥着重要作用，也是导致卵母细胞分裂

异常的关键原因之一 [27]。也有研究发现，抑制

CDC20 的表达与细胞衰老过程相关[28]。CDC20 也

可受雌激素和孕酮的调节[29]。同时，内源性雌激素

水平对于绝经后妇女维持眼表稳态也至关重要[30]。

因此，CDC20 是女性雌激素变化导致干眼症的关键

基因，其机制或与细胞凋亡相关。染料木素促进了

CDC20 的表达，减少异常的细胞凋亡进而缓解干眼

的症状。PLKs 是 1 个广泛表达的丝氨酸/苏氨酸蛋

白激酶家族[31]。其中，PLK1 因其在有丝分裂中的作

用而被广泛研究 [32-33]。研究发现，抑制 PLK1-

CDC25c-CDK1 轴可减少白细胞介素-6（interleukin-

6，IL-6）、IL-1β 和肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis 

factor-α，TNF-α）的释放，改善干眼症[34]。且炎性

细胞因子与 CDC20 和 PLK1 的表达密切相关[35]。

这意味着二者可相互影响形成因果交替加剧干眼

症的发生。另也有研究发现，抑制 PLK1 可抑制炎症

性疾病模型中 NLRP3 炎性小体引发的反应[36]，其具

体机制与活性氧（reactive oxygen species，ROS）存

在一定关系[37]。DNMT1 即 DNA 甲基转移酶 1，是

DNMT 家族的主要成员，也是各种细胞类型中最丰

富的 DNMT，与多种疾病有关，尤其在炎症中的机

制引起了许多学者的关注。例如，DNMT1 的敲除抑

制了细胞中 IL-7 和 TNF-α 的分泌表达[38]。并且

DNMT1 的过表达促进巨噬细胞炎症的发生[39]。程序

性细胞死亡是调节细胞增殖并维持多细胞生物体

发育和稳态的基本机制，而 DNMT1 在多种类型的

程序性细胞死亡中发挥调节作用，包括细胞凋亡、

自噬、坏死性凋亡、铁死亡等。研究表明，促进

DNMT1 的表达可介导 B 细胞淋巴瘤-2（B-cell 

lymphoma 2，Bcl-2）甲基化下调 Bcl-2 的表达来促

进小鼠心肌细胞损伤[40]。其他研究表明，雌激素介

导的 DNMT1 导致日本鳗鱼卵巢卵泡中 Bcl-2 启动

子甲基化，从而降低Bcl-2 的表达[41]。此外，DNMT1/

细胞因子信号抑制物（ suppressor of cytokine 

signaling 1，SOCS1）可调节 Toll 样受体 4（toll-like 

receptor 4，TLR4） /髓样分化蛋白 88（myeloid 

differential protein 88，MyD88）/核因子-κB（nuclear 

factor-κB，NF-κB）信号通路引起细胞凋亡和炎症，

也可通过 DNA 甲基化介导视网膜色素上皮细胞焦

亡[42]。在卵母细胞方面，也有研究发现 DNMT1 在

协调卵母细胞发育的各个方面（包括成熟、存活、

自噬和 ROS 产生）中发挥关键作用[43]。MAP2K4 基

因是编码丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated 

protein kinase，MAPK）家族的成员，该家族的成员

充当多种生化信号的整合点，并参与多种细胞过

程，如增殖、分化、转录调控和发育。研究发现其

与炎症反应和细胞凋亡相关[44]，抑制 MAP2K4 活

性可导致结肠癌细胞增殖 [45]，并且通过激活

MAP2K4 可介导促炎反应[46]。染料木素是一种类黄

酮类天然化合物，属于异黄酮类群，其结构与内源

性雌激素相似，可以与雌激素受体（ERα 和 ERβ）

结合，尽管其亲和力低于雌二醇，也被认为是一种天

然的植物雌激素，因此，染料木素可以通过雌激素受

体发挥雌激素样作用[47]。此外，染料木素还具有抗氧

化和抗炎特性，调节细胞周期，并在年龄相关疾病中

具有积极作用[48]。研究发现，染料木素可减轻卵巢

切除大鼠的干眼症状，其主要机制与在干眼症模型

中抑制 IL-1β 水平、触发 ER-β 和黏蛋白 5ac（mucin 

5AC，MUC5AC）表达上调有关[49]。这都与上述分

析中的染料木素干预卵巢早衰干眼症的关键基因

CDC20、PLK1、DNMT1、MAP2K4 的潜在机制不
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谋而合。综上，卵巢早衰与干眼症二者共同发病机制

主要体现在炎症与细胞凋亡。这与现有研究中，干眼

症的主流发病机制相一致[50]。染料木素通过促进

CDC20 的表达以及抑制 PLK1、DNMT1 及 MAP2K4

的表达，减少眼表的炎症损害及异常的细胞凋亡。 

本研究在异病同治的中医理论指导下，通过复

杂的生物网络从卵巢早衰角度寻找治疗干眼症的

天然活性成分，并对分析预测所获得的活性成分染

料木素进行了细胞实验验证。发现卵巢早衰可与干

眼症共病发生，其发生机制涉及多靶点、多途径，

与炎症与细胞凋亡密切相关。适当浓度的染料木素

可减少炎症与细胞凋亡从而达到对于卵巢早衰并

发干眼症的治疗作用。目前在临床中干眼症的治疗

方法较为单一，多为人工泪液或抗炎等缓解干眼症

的不适症状，不能解决根本问题。对于卵巢早衰的

女性而言，干眼症的发生带来的眼部不适对生活质

量带来了一定的影响。天然活性成分可结合滴眼外

用的方法在干眼症的治疗上具有广阔的前景。本研

究也存在一定的局限性，虽基于体外实验对染料木

素的干预作用进行了验证，但对于关键基因的涉及

的完整通路及生物过程的探索仍然有限，也缺乏从

体内实验的角度分析染料木素的药动学特性、生物

利用度或组织渗透以及功能改善。未来可进一步丰

富体外实验研究，全面探索染料木素干预卵巢早衰

干眼症的机制。本研究首次通过生物信息网络从卵

巢早衰角度探讨干眼症的发生机制，同时也科学地

阐述了异病同治理论的内涵，并通过可靠的途径分

析预测治疗卵巢早衰及干眼症共病的天然活性成

分，通过体外实验进行了初步的验证。为后续的研

究指明了方向，对挖掘治疗干眼症的的新药并应用

于临床具有重要意义，也为探讨中医药的科学性研

究拓宽了新思路。 
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