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基于网络药理学、分子对接和实验验证探究清金益气颗粒抗疲劳作用机制

张雨航，温 涛，杨志华，潘桂赟，宋志会，郭泽慧，孟琪峰，李真真，吕清波，王 怡*
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摘 要： 目的  探究清金益气颗粒抗疲劳的作用及潜在作用机制。方法  通过中药系统药理学数据库与分析平

台（TCMSP）、高通量中药实验和参考指南数据库（HERB）、PubChem、Swiss Target Prediction等数据库获取药物活性成分

和作用靶点；通过 GeneCards、OMIM 数据库收集疲劳的作用靶点；利用 VENNY 2.1获取药物与疾病交集靶点，再联合

Cytoscape 3.9.1软件构建药物-活性成分-疲劳交集靶点相互关系网络；将交集靶点导入STRING数据库构建蛋白质-蛋白质相

互作用（PPI）网络并利用DAVID数据库对交集靶点进行基因本体（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富

集分析，预测清金益气颗粒抗疲劳的作用机制；选取关键活性成分和核心靶点进行分子对接。通过负重力竭游泳实验观察

小鼠负重力竭游泳时间；非负重游泳实验测定小鼠血清乳酸（BLA）、尿素氮（BUN）、乳酸脱氢酶（LDH）、丙二

醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）、肝糖原（LG）、肌糖原（MG）、葡萄糖（GLU）

等指标评价清金益气颗粒抗疲劳药效。结果  网络药理学和分子对接结果显示清金益气颗粒抗疲劳的 210个潜在作用靶点主

要富集在磷脂酰肌醇 3-激酶-蛋白激酶B（PI3K-AKT）、丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）、缺氧诱导因子 1（HIF-1）、叉头框

蛋白O（FoxO）等信号通路上，其主要活性成分和关键靶点蛋白结合能力较好。动物实验结果表明，清金益气颗粒可通过

延长小鼠负重5%力竭游泳时间，降低非负重游泳小鼠血清中BLA、BUN、MDA水平，增加机体LG、MG、GLU水平储存

和LDH、SOD、GSH-Px活性发挥抗疲劳作用。结论  清金益气颗粒可能通过调节 PI3K-AKT、MAPK、HIF-1、FoxO等信

号通路影响机体能量代谢和氧化应激发挥抗疲劳的作用。
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Abstract: Objective To investigate the efficacy and potential mechanism of action of Qingjin Yiqi Granules against fatigue.

Methods The active ingredients and targets of drug action were obtained through TCM Systematic Pharmacology Database and 

Analysis Platform (TCMSP), High-Throughput Experimental and Reference Guide Database for Traditional Chinese Medicines 

(HERB), PubChem, Swiss Target Prediction, and the disease-related targets of fatigue were collected through GeneCards and OMIM 

databases. VENNY 2.1 was used to obtain drug-disease intersection targets, and then the drug-active ingredient-fatigue-intersection 

target interrelationship network was constructed in conjunction with Cytoscape 3.9.1 software. The intersecting targets were 

imported into the STRING database to construct a protein-protein interaction (PPI) network and the intersecting targets were 

analyzed for gene ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway enrichment using the DAVID 

database, to predict the anti-fatigue mechanism of Qingjin Yixi Granules. Key active ingredients and core targets were selected for 

molecular docking. The mice were observed in the weight-bearing exhaustion swimming experiment, and the mice were measured in 

the non-weight-bearing swimming experiment for serum lactate (BLA), urea nitrogen (BUN), lactate dehydrogenase (LDH), 
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malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px), liver glycogen (LG), myoglobulin (MG), 

glucose (GLU), and so on. The efficacy of Qingjin Yiqi Granules against fatigue was evaluated. Results The results of network 

pharmacology and molecular docking showed that the 210 potential targets of anti-fatigue of Qingjin Yiqi Granules were mainly 

enriched in the signaling pathways such as PI3K-AKT, MAPK, HIF-1, FoxO, etc, and the binding ability of its main active 

ingredients and key target proteins was good. The results of animal experiments showed that Qingjin Yiqi Granules could exert anti-

fatigue effects by prolonging the weight-bearing 5% exhaustion swimming time of mice, decreasing the serum content of BLA, 

BUN, and MDA in non-weight-bearing swimming mice, and increasing the body's LG, MG, and GLU content storage and the 

activities of LDH, SOD, and GSH-Px. Conclusions  Qingjin Yiqi Granules may exert anti-fatigue effects by regulating the signaling 

pathways such as PI3K-AKT, MAPK, HIF-1, FoxO and other signaling pathways that affect the body's energy metabolism and 

oxidative stress.

Key words: Qingjin Yiqi Granules; anti-fatigue; network pharmacology; molecular docking; energy metabolism; oxidative stress

疲劳是指持久或过度劳累后造成的身体不适

和工作效率减退，主要以疲乏困倦、头晕、健忘、睡

眠质量下降等为临床表现［1］。流行病学研究显示，

欧洲国家疲劳的患病率为 22%～38%，德国甚至高

达 60%，若机体长期处于疲劳状态，可影响人的正

常活动，严重者引发心肌梗死等疾病，危及生命［2］。

现代医学研究表明，疲劳的发生机制与能量耗竭、

代谢产物堆积、氧化应激等有关［3-4］。抗疲劳的化学

药物有咖啡因、苯丙胺、哌甲酯等大脑皮层兴奋药

物，具有成瘾性［5-6］。因此，研发“多成分、多靶点、多

途径”和不良反应小、疗效确切的抗疲劳中成药具

有重要意义。

清金益气颗粒由张伯礼院士团队研制而成，在

天津市新型冠状病毒肺炎恢复期中西医结合康复

方案中被推荐使用［7］。由人参、麦冬、五味子、陈皮、

半夏、茯苓、甘草、苍术、芦根、玄参、薏苡仁、淡竹

叶、马鞭草、柴胡、黄芩、升麻组成。功在益气养阴、

健脾和中、清热利湿，主治心烦意懈、干咳少痰、动

后气短、倦怠乏力、舌淡少津等气阴两虚兼痰湿郁

热之证。现代药理研究表明，人参、麦冬皂苷D、薏

苡仁多糖、茯苓提取物羧甲基茯苓多糖通过提高运

动耐力、增加糖原储备、抑制疲劳代谢产物发挥抗

疲劳作用［8-11］。五味子多糖可作用于 6种代谢物和 2

条代谢途径缓解慢性疲劳综合征［12］。甘草的主要

活性成分 18β-甘草次酸可通过促进肌肉能量产生

和抗氧化对抗高强度运动引起的疲劳［13］。前期临

床研究表明，清金益气颗粒可有效改善新型冠状病

毒后症状患者的疲劳症状，但未对其具体作用机制

进行深入探索［14］。经查阅相关文献发现［15-17］，红景

天被广泛用于抗疲劳研究，红景天胶囊可通过增加

能量储备、提高氧化应激能力缓解机体疲劳损伤，

因此选取红景天胶囊为阳性对照药。本研究通过

网络药理学和分子对接技术预测其作用机制，并采

用负重力竭游泳实验和非负重游泳实验，检测小鼠

负重力竭游泳时间和血清中糖酵解、能量储备、氧

化应激相关指标明确清金益气颗粒抗疲劳的药效

和作用机制，旨在为清金益气颗粒的临床应用提供

科学依据。

1　材料

1.1　实验动物

SPF级昆明小鼠 178只，雌雄各半，体质量 18～

22 g。购于北京斯贝福生物技术有限公司，生产许

可证号：SCXK（京）2019-0010。小鼠饲养于天津中

医药大学实验动物中心，分笼饲养，每笼 5只，普通

饮食，自由饮水，环境温度为（23±2）℃，环境湿度

为（35±5）%，24 h昼夜更替。适应性饲养 1周后进

行分组。本研究经天津中医药大学动物实验伦理

委员会批准（伦理编号：TCM-LAEC2022237）。

1.2　药品与试剂

清金益气浸膏粉供试品（批号：21012811，神威

药业集团有限公司）；红景天胶囊（批号：221102，规

格每粒 0.38 g，江苏康缘药业股份有限公司）；羧甲

基纤维素钠（货号：D8740，北京索莱宝科技有限公

司）；乳 酸（BLA）、尿 素 氮（BUN）、乳 酸 脱 氢

酶（LDH）、肝/肌糖原（LG/MG）、葡萄糖（GLU）、丙

二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化

物酶（GSH-Px）试剂检测盒（货号分别为 A019-2-1、

C013-2-1、A020-2-1、A043-1-1、TC0715、A003-1-2、

A001-3-2、A005-1-1，南京建成生物工程研究所有限

公司）；硫酸（货号为 7664-93-9，天津市大茂化学试

剂厂）。

1.3　仪器

A1003型电子天平（上海衡平科学仪器有限公

司）；Legend Micro 17 型离心机（Thermo Scientific 

公司）；XMTD-4000型恒温水浴锅（上海科恒实业发

展 有 限 公 司 ）；Enpire 型 多 功 能 酶 标
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仪（PERKinElmer 公司）。

2　方法

2.1　基于网络药理学和分子对接的清金益气颗粒

抗疲劳机制预测

2.1.1　清金益气颗粒活性成分及相关靶点的筛选 

根 据 药 物 口 服 生 物 利 用 度（OB）≥30%，类 药

性（DL）≥0.18标准［18］，通过中药系统药理学数据库

与分析平台（TCMSP，https：//old.tcmsp-e.com/tcmsp.

php）和高通量中药实验和参考指南数据库（HERB，

http：//herb.ac.cn/）收集清金益气颗粒活性成分，同

时在 PubChem（https：//pubchem. ncbi. nlm. nih. gov/）

和 Swiss Target Prediction 数 据 库（https：//www.

swisstargetprediction.cn）获取清金益气颗粒中药物

活性成分的作用靶点。将各药物活性成分对应的

作用靶点进行汇总去重后 ，导入蛋白质数据

库（Uniprot，https：//www. uniprot. org）进行标准化

处理［18］。

2.1.2　疲劳靶点检索及筛选 以“fatigue”为关键

词，分别在 GeneCards（https：//www. genecards. org）

和OMIM（http：//www.omim.org）等数据库筛选疲劳

的潜在靶点。Genecards数据库中靶点的Score值越

高，表明其与疾病相关性越大，将 Score大于中位数

的靶点作为疲劳的潜在靶点。

2.1.3　清金益气颗粒药物-活性成分-疲劳交集靶点

网络构建 把清金益气颗粒的活性成分作用靶点

和疲劳的靶点上传至VENNY 2.1（https：//bioinfogp.

cnb.csic.es/tools/venny/）制作韦恩图获取交集靶点，

即为清金益气颗粒抗疲劳的靶点。将清金益气颗

粒活性成分和交集靶点导入 Cytoscape 3.9.1，构建

清金益气颗粒药物-活性成分-疲劳交集靶点的相互

关系网络。

2.1.4　蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络构建 将

"2.1.3"项所得交集靶点导入 String 数据库（https：//

string-db.org/）进行 PPI 网络构建，物种选择“Homo 

sapiens”，相互作用阈值设为 0.4，其余为系统默认

值，得到蛋白相互作用网络信息，下载 TSV格式文

件，导入Cytoscape 3.9.1绘制PPI网络图。

2.1.5　富集分析 采用 DAVID 数据库（https：//

david.ncifcrf.gov/）对交集靶点进行基因本体（GO）

功能和京都基因和基因组百科全书（KEGG）通路富

集分析 ，导出富集分析信息上传至微生信平

台（https：//www.bioinformatics.com.cn/）进行可视化

处理，结果以柱状图和气泡图显示。

2.1.6　分子对接 通过分析清金益气颗粒抗疲劳

PPI 网络图获得排名前 6 的核心靶点蛋白，在 PDB

数据库（http：//www.rcsb.org/）下载核心靶点蛋白的

PDB格式文件，作为分子对接的受体。通过清金益

气颗粒药物-活性成分-疲劳交集靶点网络图获取排

名前 5 的清金益气颗粒的关键活性成分 ，在

PubChem 数 据 库（https：//pubchem. ncbi. nlm. nih.

gov/）下载关键活性成分的 SDF 格式文件，使用

OpenBabelGUI 软件将化合物转换为 mol2 格式，作

为分子对接的配体。使用 Autodock 4 进行分子对

接，将对接结果导入Pymol中绘制 3D图像。一般认

为结合能量＜−21 kJ·mol−1说明配体与受体有良好的

结合能力［19］。

2.2　动物实验验证

2.2.1　实验分组及给药 178只昆明小鼠，雌雄各

半，随机分为 2个亚组，每个亚组再分为 5组：对照

组，清金益气颗粒低、中、高剂量（1.215、2.430、

4.860 g·kg−1）组和红景天胶囊（0.7 g·kg−1）组。第 1

亚组共 65只，进行负重力竭游泳实验；第 2亚组共

113只，进行非负重游泳实验。所有小鼠均适应性

饲养1周后进行实验。

使用 0.5% CMC-Na溶液稀释药物，小鼠按照每

10 g体质量 ig给药 0.2 mL，每日 1次，连续给药 7 d。

清金益气颗粒日服生药量为 104 g，出膏率约 18%，

折算成小鼠每日给药中剂量为 2.430 g·kg−1、低剂量

和高剂量分别是中剂量的 1/2 和 2 倍，即 1.215 和

4.860 g·kg−1；阳性药红景天胶囊给药剂量参考相关

文献报道［17］为0.7 g·kg−1。

2.2.2　负重力竭游泳实验 第 1亚组小鼠末次给药

1 h后，小鼠尾部后 1/3处悬挂约自身体质量 5% 的

铅丝，轻轻放入自制圆柱形水箱中，水深 30 cm（小

鼠四肢、尾巴及重物均无法接触缸底），水温（25±

1）℃。记录小鼠自放入游泳缸到沉入水中时间 8 s

以上的持续时间，记为小鼠负重力竭游泳时间。

2.2.3　非负重游泳实验 第 2亚组小鼠给药第 4～6

天，对其进行非负重游泳训练，训练时程分别为第 4

天 30 min、第 5天 60 min和第 6天 90 min，除小鼠无

负重外，其余实验条件同负重力竭游泳实验。第 7

天，小鼠游泳 90 min 后休息 30 min，随即麻醉小鼠

摘眼球取血，全血于室温放置 1 h，转移至 4 °C离心

机 3 500 r·min−1离心 10 min，得到小鼠血清样本。处

死后取小鼠肝小叶和右后侧腓肠肌组织，用 0.9%氯

化钠溶液浸洗掉血渍，放置于滤纸上吸干表面氯化

钠溶液，然后将组织迅速置于液氮中，转移至−80 ℃

冰箱中冷冻保存备用。
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2.2.4　 血 清 生 化 指 标 BLA、BUN、LDH、MDA、

SOD、GSH-Px、GLU 检测 通过比色法测定血清

BLA、BUN、LDH 水平，TBA 法测定血清 MDA 水

平，WST-1法测定血清 SOD水平，生化法测定血清

GSH-Px活性，邻甲苯胺微板法测定血清GLU水平。

2.2.5　肝脏组织LG和腓肠肌组织MG检测 制备

肝、腓肠肌组织血浆通过比色法测定LG、MG水平。

2.2.6　统计学处理 采用 SPSS23.0 统计软件包进

行资料分析，实验结果采用 x̄ ± s表示，资料采用单

因素方差分析（ANOVA），多个样本之间的两两比

较采用 t检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

3　结果

3.1　网络药理学和分子对接结果

3.1.1　清金益气颗粒活性成分与靶点 在 TCMSP

和Herb数据库中检索清金益气颗粒组成药物，共获

得 337种活性成分，其中，人参 22种、麦冬 55种、五

味子 21种、陈皮 5种、茯苓 15种、半夏 13种、玄参 9

种、苍术 9种、甘草 92种、柴胡 17种、升麻 17种、薏

苡仁 9种、黄芩 36种、马鞭草 12种、芦根 1种和淡竹

叶 4 种 。 通 过 TCMSP、PubChem 和 Swiss target 

prediction数据库预测上述活性成分的潜在作用靶

点3 149个，去重处理后得到995个。

3.1.2　清金益气颗粒抗疲劳的潜在靶点 使用

GeneCards数据库筛选获取疲劳相关靶点 8 743个，

将 Score大于中位数 2.08的靶点作为疲劳的潜在靶

点，得到 1 124个靶点。通过 OMIM 数据库获取疲

劳潜在靶点 661 个。两个数据库汇总去重后得到  

1 676个疾病靶点。

将 995个清金益气颗粒活性成分靶点和 1 676

个疲劳潜在靶点取交集 ，得到共同靶点 210

个（图1）。

3.1.3　清金益气颗粒药物-活性成分-疲劳靶点网络

构建 通过韦恩图和分析发现 210个交集靶点对应

清金益气颗粒的 258 个活性成分，采用 Cytoscape 

3.9.1软件构建清金益气颗粒药物-活性成分-疲劳靶

点的相互关系网络（图 2）。按照度值大小排序，排

名前 10的活性成分有槲皮素、五味子酯乙、红门兰

醇、罗布麻苷、甘乌内酯、苯代南蛇碱、南五味子木

脂素C、鲁斯可皂苷元、木犀草素、麦冬黄烷酮E，属

于清金益气颗粒抗疲劳的关键活性成分。

3.1.4　清金益气颗粒抗疲劳潜在靶点的PPI网络构

建 将清金益气颗粒抗疲劳的 210个潜在靶点导入

STRING数据库，获取蛋白互作信息，得到 210个靶

点的 5 021 个互作关系，平均节点度为 47.8，保存

TSV格式。再将其导入Cytoscape 3.9.1软件分析并

绘制 PPI 网络图（图 3），节点的大小代表度值的大

图1　清金益气颗粒与疲劳的靶点韦恩图

Fig. 1　Venn diagram of targets of Qingjin Yiqi Granules 

and fatigue

图2　药物-活性成分-疾病-靶点网络图

Fig. 2　Drug-active ingredient-disease-target network diagram
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小，同时，度值越大，颜色越深，此靶点与其他靶点

之间的联系越大，对疾病的影响也越大。以网络节

点中的拓扑结构特征度值与中介中心度（BC）为条

件，筛选出清金益气颗粒抗疲劳的关键核心靶点 38

个，其中，按照度值排名前 10 的有：AKT1、TP53、

IL6、TNF、EGFR、STAT3、BCL2、IL1B、SRC、

CTNNB1（图4）。

3.1.5　 GO 功能和 KEGG 通路富集分析 采用

DAVID 数据库对清金益气颗粒抗疲劳的 210 个靶

点进行GO和KEGG富集分析。GO富集分析结果

包括生物过程（BP）945 个条目、细胞成分（CC）111

个条目、分子功能（MF）168 个条目；KEGG 富集分

析结果包括 174条通路。清金益气颗粒参与的 BP

主要包括对异生物刺激的反应、负向调节细胞凋亡

过程、对 ERK1 和 ERK2 级联的正向调节等；在 CC

方面主要涉及质膜整体成分、质膜、受体复合物等；

在 MF方面主要富集于蛋白丝氨酸/苏氨酸/酪氨酸

激酶活性、蛋白质酪氨酸激酶活性、相同蛋白质结

合等；选取排名前 10 的条目进行可视化（图 5）。

KEGG通路主要富集在 PI3K-Akt信号通路、MAPK

信号通路和HIF-1信号通路等。以上信号通路与能

量代谢、氧化应激等有关，代表清金益气颗粒可能

通过以上相关信号通路抗疲劳。选取排名前 20的

关键信号通路进行可视化（图6）。

3.1.6　清金益气颗粒活性成分和疲劳核心靶点蛋

白的分子对接 将 PPI网络图中度值排名前 6的核

心靶点蛋白 AKT1、IL6、TNF、EGFR、TP53、STAT3

与清金益气颗粒度值排名前 5的关键活性成分槲皮

素、五味子酯乙、红门兰醇、罗布麻苷、甘乌内酯进

行分子对接。

结果显示（表 1），活性成分和靶点的结合能≤
−21 kJ·mol−1说明有较好结合能力。选取结合能力最

好的前 4个进行分子对接，基于 Pymol软件将对接

结果进行可视化分析（图 7）。甘乌内酯与EGFR上

的氨基酸 ARG-748 形成 1 个氢键，甘乌内酯与 IL6

上的氨基酸 ASN-213、GLN-103、GLN-101、LEU-

102各形成 1个氢键，甘乌内酯与TP53上的氨基酸

TRP-1580 形成 1 个氢键，槲皮素与 TP53 上的氨基

酸 GLU-1543、ARG-1595、GLN-1599 各形成 2 个氢

键，与氨基酸TYR-1600形成1个氢键。

3.2　动物实验结果

3.2.1　清金益气颗粒对负重 5%力竭游泳小鼠力竭

游泳时间的影响 与对照组相比，清金益气颗粒

低、中、高剂量组和红景天胶囊组小鼠力竭游泳时

间均显著延长（P＜0.01）。见表2。

3.2.2　清金益气颗粒对非负重游泳小鼠血清糖酵

解相关指标的影响 与对照组相比，清金益气颗粒

低、中、高剂量组和红景天胶囊组小鼠血清BLA和

BUN水平均降低，LDH活性升高。其中，清金益气

颗粒低剂量组 BLA 水平显著降低（P＜0.05）；中剂

量组 BLA水平显著降低（P＜0.01），BUN水平显著

降低（P＜0.05）；高剂量组BLA和BUN水平显著降

低（P＜0.01）；红景天胶囊组 BLA 水平显著降

低（P＜0.01）。见表3。

图3　清金益气颗粒抗疲劳潜在靶点的PPI网络图

Fig. 3　PPI network diagram of potential anti-fatigue tar‐

gets of Qingjin Yiqi Granules
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3.2.3　清金益气颗粒对非负重游泳小鼠肝、腓肠肌

组织和血清中能量储备相关指标 LG、MG 及 GLU

水平的影响 与对照组相比，清金益气颗粒低、中、

高剂量组和红景天胶囊组小鼠 LG、MG、GLU水平

均升高。其中，清金益气颗粒中剂量组GLU水平显

著升高（P＜0.05）；清金益气颗粒高剂量组LG、MG

和GLU水平显著升高（P＜0.05，0.01）；红景天胶囊

组GLU水平显著升高（P＜0.05）。见表4。

图6　清金益气颗粒抗疲劳的KEGG富集分析

Fig. 6　KEGG enrichment analysis of Qingjin Yiqi Granules against fatigue

图5　清金益气颗粒抗疲劳的GO富集分析BP、CC和MF

Fig. 5　GO enrichment analyses of BP， CC and MF of Qingjin Yiqi Granules against fatigue
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3.2.4　清金益气颗粒对非负重游泳小鼠血清氧化

应激反应的影响 与对照组相比，清金益气颗粒

低、中、高剂量组和红景天胶囊组小鼠MDA水平均

降低，SOD、GSH-Px 活性均升高。其中，清金益气

颗粒低、中剂量组 SOD活性显著升高（P＜0.01）；清

金益气颗粒高剂量组和红景天胶囊组MDA水平降

低（P＜0.05），SOD、GSH-Px 活 性 显 著 升 高           

 （P＜0.01）。结果见表5。

4　讨论

疲劳常发生在剧烈运动之后，可通过休息等方

式自行缓解；也可作为许多疾病的常见症状出现，

如新型冠状病毒感染后状态、间质性肺疾病、糖尿

病、急性高原病等，在不使用药物等方法干预的情

况下无法自行消除，严重者会影响人的生活质量和

工作效率［20-21］。网络药理学结果显示，清金益气颗

粒通过多成分、多靶点、多通路发挥抗疲劳作用。

本文通过构建药物-活性成分-疲劳-靶点网络图发

现，槲皮素、木犀草素等是清金益气颗粒发挥抗疲

劳作用的物质基础。研究表明，木犀草素具有较强

的抗氧化作用［22］，槲皮素可通过降低MDA水平、增

加SOD活性，发挥抗氧化作用，提高运动耐力，从而

抗疲劳［23-24］。

PPI网络图分析，AKT1、TP53等为清金益气颗

粒抗疲劳的关键核心靶点。AKT1在机体组织中广

表1　清金益气颗粒关键活性成分和核心靶点蛋白分子对接结合能分数

Table 1　Molecular docking binding energy scores of key active ingredients and core target proteins of Qingjin Yiqi Granules

活性成分

槲皮素

五味子酯乙

红门兰醇

罗布麻苷

甘乌内酯

结合能/（kJ·mol−1）

AKT1

−7.27

−8.23

−9.16

−6.80

−14.70

TP53

−28.60

−12.56

−19.11

−20.08

−29.19

IL6

−19.61

−19.28

−16.80

−20.62

−24.74

TNF

−13.23

−10.12

−13.57

−15.25

−21.84

EGFR

−13.48

−13.27

−17.47

−19.74

−23.31

STAT3

−13.44

−10.54

−12.89

−14.41

−19.11

图7　关键活性成分与核心靶点蛋白的分子对接图

Fig. 7　Molecular docking diagram of key active ingredients with core target proteins

表2　清金益气颗粒对负重5%小鼠力竭游泳时间的影响（
-x±s）

Table 2　Effects of Qingjin Yiqi Granules on duration of 

forceful swimming in mice swimming at 5% forcefulness 

with weight bearing（
-x±s）

组别

对照

清金益气颗粒

红景天胶囊

剂量/（g·kg−1）

—

1.215

2.430

4.860

0.700

n/只

12

13

13

13

14

力竭游泳时间/min

13.69±2.19

21.20±5.07**

21.32±5.09**

24.96±5.73**

25.70±7.02**

与对照组比较：**P＜0.01。
**P < 0.01 vs control group.
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泛表达，对于维持葡萄糖稳态和促进生长发育具有

重要作用［25］。TP53可影响ATP的合成，调节机体能

量代谢［26］。

富集分析显示，清金益气颗粒抗疲劳的潜在作

用机制包括PI3K-AKT信号通路、MAPK信号通路、

HIF-1信号通路、FoxO信号通路等，涉及能量代谢、

氧化应激等机制。PI3K-Akt信号通路与葡萄糖代

谢密切相关，GSK-3是Akt调控的重要下游分子，在

维持体内葡萄糖稳态中发挥重要作用，磷酸化的

Akt 通过调控 GSK-3 的活性影响机体的糖代谢功

能［27］。研究表明，碳水化合物可通过激活PI3K/Akt/

GSK-3 信号通路，影响糖原合成，从而改善大鼠过

度训练后体能下降的状态［28］。MAPK 信号通路在

维持机体氧化-抗氧化动态平衡发挥重要作用［29］。

研究指出，姜黄素可通过调控 MAPK 通路，减

轻过度训练所致的骨骼肌氧化应激损伤，从而改善

大鼠运动疲劳状态［30］。HIF-1是由HIF-1α和HIF-1β

两个亚基组成的异二聚体，介导机体对低氧适应的

重要调节因子，剧烈运动时引发的低氧可影响HIF-1α高

表达，抗氧化蛋白表达量随之增加，从而提高小鼠

高强度运动状态时的耐力水平［31］。FoxO转录因子

是 Forkhead蛋白家族的 1个亚群，在哺乳动物细胞

中有 4个基因编码：FoxO1、FoxO3、FoxO4、FoxO6，

在抗氧化应激方面发挥重要作用［32］。研究发现，

FoxO1和FoxO4可通过调控组织细胞的抗氧化能力

影响慢性疲劳综合征孕鼠的胎盘结构［33］。此外，利

用分子对接技术对清金益气颗粒的主要活性成分

与核心靶点进行对接验证，结果显示，来源于甘草

的槲皮素、甘乌内酯与关键核心靶点 TP53、IL-6、

EGFR结合力较高，说明清金益气颗粒具有较好的

抗疲劳作用。

动物实验中评价药物是否具有抗疲劳效果的

表3　清金益气颗粒对非负重游泳小鼠血清糖酵解相关指标的影响（
-x±s）

Table 3　Effects of Qingjin Yiqi Granules on serum glycolysis-related indexes in non-weight-bearing swimming mice（
-x±s）

组别

对照

清金益气颗粒

红景天胶囊

剂量/（g·kg−1）

—

1.215

2.430

4.860

0.700

n/只

22

23

23

23

22

BLA/（mmol·L−1）

14.38±2.98

12.82±1.52*

12.67±1.58**

12.15±2.02**

11.55±2.06**

BUN/（mmol·L−1）

15.90±1.96

15.06±2.05

14.41±2.56*

13.92±1.33**

14.90±1.66

LDH/（U·mL−1）

2.66±0.51

2.73±0.36

2.80±0.43

2.82±0.34

2.80±0.46

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01。
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group.

表4　清金益气颗粒对非负重游泳小鼠肝、腓肠肌组织和血

清中能量储备相关指标LG、MG及GLU水平的影响（
-x±s）

Table 4　Effects of Qingjin Yiqi Granules on content of 

LG， MG and GLU， energy reserve related indexes in liver 

and gastrocnemius muscle tissues and serum of non-weight-

bearing swimming mice（
-x±s）

组别

对照

清金益气

颗粒

红景天胶囊

剂量/

（g·kg−1）

—

1.215

2.430

4.860

0.700

n/

只

22

23

23

23

22

LG/（mg·g−1）

6.60±1.67

6.79±1.88

6.92±2.07

8.00±2.50*

7.40±2.13

MG/（mg·g−1）

0.96±0.26

1.03±0.16

1.08±0.23

1.14±0.19**

1.06±0.19

GLU/

（mmol·L−1）

7.00±1.32

7.38±1.21

8.15±1.83*

8.61±1.56**

7.87±1.33*

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。
*P ＜ 0.05  **P ＜ 0.01 vs control group.

表5　清金益气颗粒对非负重游泳小鼠血清氧化应激反应的影响（
-x±s）

Table 5　Effects of Qingjin Yiqi granules on serum oxidative stress in non-weight-bearing swimming mice（
-x±s）

组别

对照

清金益气颗粒

红景天胶囊

剂量/（g·kg−1）

—

1.215

2.430

4.860

0.700

n/只

22

23

23

23

22

MDA/（nmol·mL−1）

4.42±1.55

4.27±1.83

3.64±1.56

3.44±1.28*

3.45±1.20*

SOD/（U·mL−1）

50.20±5.03

54.04±4.29**

54.85±3.99**

57.13±4.24**

54.63±4.50**

GSH-Px/（μmol·L−1）

454.80±81.37

488.58±70.03

502.77±79.97

543.99±74.91**

567.60±86.99**

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group.
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方法包括运动耐力实验和生化指标测定［34］。负重

力竭游泳实验是评价动物运动耐力的经典实验［35］。

本研究结果显示，清金益气颗粒可显著延长小鼠负

重 5% 力竭游泳时间，表明清金益气颗粒具有抗疲

劳作用。糖、脂肪、蛋白质是机体的 3大供能物质。

糖在体内可分为葡萄糖、肝糖原和肌糖原 3 种形

式［36］。当机体剧烈运动时，代谢活动增强，首先会

大量消耗体内的糖类物质。有研究表明，疲劳的发

生常伴随着肝糖原、肌糖原的耗竭和血糖水平的降

低［4， 37］。增加机体肝糖原、肌糖原储备和血糖水平

可提高运动耐力水平。同时，长时间剧烈运动导致

机体对氧和能量的需求剧增，糖的有氧氧化途径减

弱，无氧酵解和蛋白质代谢随之增强，产生乳酸、尿

素氮等代谢产物，从而导致疲劳［38］。因此，乳酸和

尿素氮可反映机体的疲劳程度。LDH作为一种清

除乳酸的酶类物质，可反映机体的抗疲劳能力［17］。

本研究结果发现，清金益气颗粒可通过降低非负重

游泳小鼠血清中 BLA、BUN 水平，增加机体 LG、

MG、GLU储存和LDH水平发挥抗疲劳作用。有研

究显示，氧化应激是导致疲劳发生的另一个重要机

制［4］。短时间剧烈运动时，会产生过量的自由基引

起机体损伤；SOD和 GSH-Px是机体主要的抗氧化

酶，可减轻机体氧化损伤；MDA作为主要的脂质过

氧化产物，间接反映组织损伤的程度［39］。有研究表

明可通过提高 SOD和 GSH-Px酶水平和减少 MDA

水平减轻机体疲劳［40］。本研究结果也证实清金益

气颗粒可显著增加SOD和GSH-Px酶的活性和减少

MDA水平发挥抗疲劳作用。

根据《保健食品功能学评价程序和检验方法》，

若一项或一项以上的耐力运动实验（负重游泳和爬

杆）和两项或两项以上的生化指标（血乳酸、血清尿

素氮、肝/肌糖原等）为阳性，即可判定受试物具有抗

疲劳活性。综合以上运动耐力实验和血清生化指

标测定结果，可认为清金益气颗粒有明显的抗疲劳

作用，其潜在作用机制与能量代谢、氧化应激有关，

这与网络药理学预测结果相一致。证明了清金益

气颗粒治疗疲劳具有多成分、多靶点、多通路的特

点，为清金益气颗粒的进一步开发和临床应用提供

实验依据。
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