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基于网络药理学、分子对接及实验验证探究六味地黄丸改善卵巢功能下降的
分子机制  
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摘  要：目的  通过网络药理学和实验验证分析六味地黄丸改善卵巢功能下降的有效成分和分子机制。方法  利用中药系

统药理学数据库与分析平台（TCMSP）、Swisstarget、Uniprot数据库筛选六味地黄丸的有效化学成分和靶点，从 Genecards、

DisGeNET数据库中获取卵巢储备功能下降和早发性卵巢功能不全的相关靶点，制成 Venn图得到药物-疾病的交集靶点。使

用 STRING进行蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）分析，并使用 Cytoscape软件构建 PPI网络和药物成分-靶标网络，使用 DAVID

数据库对交集基因进行基因本体（GO）注释及京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析。进行分子对接以确定生

物活性组分与靶标之间的结合活性。通过环磷酰胺制备卵巢功能下降小鼠模型，对网络药理学分析所预测的六味地黄丸干预

卵巢功能下降的潜在机制进行实验验证。结果  六味地黄丸共筛选出 74种活性成分、485个潜在靶点。卵巢功能下降与六

味地黄丸之间存在 123个共同的治疗靶点，通过对这些共同靶点的进一步分析，共富集出 1 307个 GO过程以及 181条 KEGG

信号通路。分子对接结果显示六味地黄丸主要有效成分尤其是泽泻醇 B 与关键靶点具有良好的结合能力。动物实验结果表

明六味地黄丸可显著影响卵巢功能下降模型小鼠的磷脂酰肌醇 3‑激酶（PI3K）、丝氨酸和苏氨酸激酶（AKT）、表皮生长因

子受体（EGFR）基因和蛋白的表达。结论  六味地黄丸能够通过其多种成分作用于多个靶点，并通过多种途径对抗卵巢功

能减退。PI3K/Akt信号通路和 EGFR靶点在治疗过程中发挥重要作用。 
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Abstract: Objective  To analyze the active ingredients and molecular mechanisms by which Liuwei Dihuang Pills improves decreased 

ovarian function through network pharmacology and experimental validation. Methods  The TCMSP, Swisstarget, and Uniprot databases 

were used to screen Liuwei Dihuang Pills’ active chemical components and targets. Relevant targets for diminished ovarian reserve and 

premature ovarian insufficiency (POI) were obtained from the Genecards and DisGeNET databases, and a Venn diagram was created to 

identify overlapping drug-disease targets. Protein-protein interaction (PPI) analysis was performed using STRING, and PPI networks and 

drug component-target networks were constructed using Cytoscape software. GO and KEGG enrichment analyses were conducted on the 

intersecting genes through the DAVID database. Molecular docking was used to determine the binding activity between bioactive 

components and targets. The potential mechanisms of Liuwei Dihuang Pills on decreased ovarian function predicted by network 
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pharmacology were experimentally validated. Results  A total of 74 active ingredients and 485 potential targets of Liuwei Dihuang Pills 

were identified. There were 123 shared therapeutic targets between decreased ovarian function and Liuwei Dihuang Pills. Further analysis 

of these common targets enriched 1 307 GO items and 181 KEGG pathways. Molecular docking results showed that the main compounds 

of Liuwei Dihuang Pills, especially alisol B, had good binding ability with key targets. Animal experiments indicated that Liuwei Dihuang 

Pills significantly affected the expression of PI3K, Akt, and EGFR genes and proteins. Conclusion  Liuwei Dihuang Pills can act on 

multiple targets through various components and counteract ovarian function decline through multiple pathways. Additionally, the study 

highlights the potential importance of the PI3K/Akt signaling pathway and EGFR targets in the treatment process. 

Key words: network pharmacology; Liuwei Dihuang Pills; decline of ovarian function; molecular docking; alisol B; PI3K/Akt 

signaling pathway; EGFR 
 

卵巢功能下降是一个复杂且逐渐发展的过程，

具体可以分为卵巢储备功能下降和早发性卵巢功

能不全（（POI）2种情况。这 2种情况虽然都属于卵

巢功能下降的范畴，但它们发展过程和影响却各不

相同。卵巢储备功能下降是一种卵巢功能障碍，影

响约 10%的不孕女性，其症状通常包括卵母细胞数

量或质量下降以及生殖内分泌功能障碍。卵巢储备

功能下降的发病率正在逐年增长且呈年轻化趋势，

若不进行干预，1～6年后便会发展成卵巢早衰[1]。

POI是一种常见的生殖内分泌疾病，定义为 40岁之

前卵巢功能停止，其临床特征是月经稀发或闭经伴

卵泡刺激素（（FSH）＞25 IU·L−1升高和雌二醇（（E2）

降低[2]。目前卵巢早衰被认为是 FSH＞40 IU·L−1的

POI 的终末期。这些疾病的成因可能包括遗传、自

身免疫性疾病、感染、手术损伤等多种因素[3]，严重

时不仅会导致不孕，还可能引发更年期提前、骨质疏

松、心血管疾病等一系列健康问题[4]。激素替代疗法

是临床上最常使用的治疗方法，但研究发现它与乳

腺癌、卵巢癌和心血管疾病发生的风险有关[5]，因此

迫切需要寻求治疗卵巢功能下降的新方案。 

中医药在治疗卵巢功能方面具有自己的独特

优势，中医理论认为，肾主生殖，而六味地黄丸是

滋阴补肾的经典方剂，由熟地黄、山茱萸、山药、

泽泻、牡丹皮和茯苓 6味药组成。此外，现代医学

也对六味地黄丸治疗卵巢功能的效果给予了肯定。

研究表明，六味地黄丸可以显著提高女性的雌激素

水平，增大卵巢体积改善卵巢功能[6]。网络药理学

从整体和系统的角度将传统的中医研究模式从（ 单

药单靶点”转变为（ 多组分、多靶点、多路径”，揭

示了（ 药物-基因-靶点”之间的相互作用[7]。通过构

建网络药理学网络拓扑图，可以明确中药的作用特

点和药物相容性机制，提高中药复方临床应用的科

学性[8]。对揭示中药和复方方剂的内在机制具有重

要意义，为著名经典方剂的研究方向提供了更多选

择[9]。因此，本研究利用网络药理学预测六味地黄

丸治疗卵巢功能下降的关键成分和潜在靶点，并采

用分子对接和动物实验进行初步验证。 

1  材料 

1.1  动物 

雌性 SPF级 6～8周龄 ICR小鼠购自宁夏医科

大学动物实验中心，体质量（（20±2）g，生产许可

证号 SCXK（（宁）2015-0001，小鼠置于恒温环境中

适应性喂养 1周。该动物研究由宁夏医科大学实验

动物中心理论委员会获得批准，伦理审查编号

IACUC-NYLAC-2023-070。 

1.2  主要药品与试剂   

环磷酰胺（（美国MCE公司，货号 HY-17420）；

六味地黄丸（（北京同仁堂科技发展股份有限公司制

药厂，货号 22031004）；苏木素伊红染色液（北京

中杉金桥生物技术有限公司，货号 BSBA-4025），

小鼠 FSH、促黄体生成素（LH）、抗苗勒管激素

（（AMH）、E2的 ELISA 试剂盒（上海江莱生物科技

有限公司，货号 JL10239、JL10432、JL20476、

JL11790）；磷脂酰肌醇 3‑激酶（（PI3K）、丝氨酸和苏

氨酸激酶（（Akt）、p-Akt（（武汉三鹰生物技术有限公

司，货号 60225-1-IG、10176-2-AP、66444-1-Ig）、

p-PI3K（Affinity Biosciences公司，货号 AF3241）、

表皮生长因子受体（EGFR）、p-EGFR 抗体（MCE

公司，货号 YA468、AF3048）；RNA提取试剂盒（（山

东思科捷生物技术有限公司，货号 AC0201）；全蛋

白提取试剂盒（（沈阳万类生物科技有限公司，货号

WLA019）；BCA蛋白定量试剂盒（（江苏凯基生物技

术股份有限公司，货号 KGB2101-500）；快速封闭

液（上海雅酶生物医药科技有限公司，货号

PS108P）；ECL 发光液（沈阳万类生物科技有限公

司，货号WLA006a）。 

1.3  仪器 

Multiskan GO 1510酶标仪（（赛默飞世尔科技公
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司）；9700 PCR仪器（（美国 ABI公司）；GelDoc XR+

凝胶成像仪（（美国 BIO-RAD公司）；孵育箱（（上海

跃进医疗器械有限公司）。 

2  方法 

2.1  网络药理学预测 

2.1.1  六味地黄丸活性成分的筛选和收集  通过

中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP，

http://lsp.nwu.edu.cn/tcmsp.php），根据口服生物利用

度（（OB）≥30%和药物相似性（（DL）≥0.18，筛选

出熟地黄、山茱萸、山药、泽泻、牡丹皮和茯苓的

所有活性成分。将获得的药物靶点通过 SwissTarget 

Prediction（http://www.swisstarget prediction.ch）数据

库和 Uniprot（http://www.uniprot.org/）数据库转换

为基因名称。 

2.1.2  卵巢功能下降靶点获取  将关键词 diminished 

ovarian reserve” premature ovarian insufficiency”分别

录入 DisGeNET（ https://www. disgenet.org/）、

GeneCards（（https://www.genecards. org/）数据库，合

并删除重复值根据评分筛选出前 2 000个基因。所

有基因通过 UniProt 数据库以获得 Uniprot ID。

Cytoscape 3.9.1软件（（https://cytoscape. org/）生成六

味地黄丸治疗卵巢功能下降的活性成分-靶标网络。 

2.1.3  蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络构建  微生

信（http://www.bioinformatics.com.cn/）平台Venn图导

入药物和疾病基因，获得交集基因。将交集基因导入

STRING（https://string-db.org/），选择 Homo sapiens”，

交互得分设置为 0.9 并将图片、数据导出，数据导入

Cytoscape绘制 PPI网络图，使用 CytoNCA工具分析

网络拓扑参数，包括度（degree）值、介数中心性（BC）

和接近中心性（CC），挖掘网络模块中的重要节点。 

2.1.4  基因本体（（GO）注释及京都基因与基因组百

科全书（KEGG）通路富集分析  DAVID 数据库

（（https://david.ncifcrf.gov/tools.jsp）中导入药物和疾

病的交集基因，进行 GO和 KEGG富集分析，其中

GO 相关主要由生物过程（BP）、细胞成分（CC）

和分子功能（（MF）组成。选择 P值最小的前 10个

GO 数据和前 20 个 KEGG 通路，并导入微生信平

台以绘制条形图和气泡图。 

2.1.5  分子对接  选择活性成分-靶标网络中具有

Degree值前 5的化合物作为配体，并在 TCMSP数

据库中下载化合物的分子结构。计算 Cytoscape 中

PPI网络的 BC、CC、Degree值，按其中位数筛选，

然后使用 Cytohubba 插件筛选排名前 10 的核心靶

点，将其排名前 6的靶点导入蛋白质数据库（（PDB，

https://www. rcsb.org/），选择适合对接的目标蛋白作

为受体。选择受体蛋白和药物配体使用 AutoDock 

Vina 进行计算机虚拟分子对接。亲和力代表配体与

受体的结合能力，亲和力绝对值越大，说明结合能力

越好。并使用 PyMOL（https://www.pymol.org/）软件

可视化结果。 

2.2  实验验证 

2.2.1  药物制备  六味地黄丸水蜜丸根据说明书，

按成人体质量 70 kg计算，成人每天用量为 12 g，

采用人和小鼠体表面积换算法为 1.56 g·kg−1，以此

作为药物低剂量进行 ig，高剂量使用 3.12 g·kg−1进

行 ig。算得 20 g小鼠六味地黄丸的用量为 30.24 mg，

ig体积为 0.2 mL，每粒六味地黄丸约 0.2 g，将 1粒

六味地黄丸水蜜丸溶于 1.3 mL 0.9%氯化钠溶液中，

充分溶解，制成混悬液，保存在 4 ℃冰箱中备用。 

2.2.2  分组  筛选出正常动情周期的 60 只小鼠，

随机分为对照组，模型组，六味地黄丸低、高剂量

组，每组 15只。除对照组外，其余各组小鼠一次性

ip 环磷酰胺 100 mg·kg−1制备卵巢功能下降小鼠模

型，以动情周期紊乱为造模成功，造模成功后六味

地黄丸组进行药物干预 28 d，对照组和模型组 ig等

量的 0.9%氯化钠溶液。ig结束后处死，取材，进行

后续苏木精-伊红（（HE）染色、ELISA、实时荧光定

量 PCR（qRT-PCR）、Western blotting等检测。 

2.2.3  HE染色  小鼠取材后将一侧卵巢固定于4%

多聚甲醛中 24 h，后用流水冲洗一夜，进行脱水包

埋。包埋完石蜡切片按步骤进行脱水染色，显微镜

下观察卵巢形态。 

2.2.4  ELISA检测  小鼠进行摘眼球取血，放入 1.5 mL

离心管中，静置 1～2 h，4 ℃、3 500 r·min−1离心

10 min，取上清，血清分装避免检测时反复冻融。

按试剂盒说明书步骤进行相关检测。 

2.2.5  qRT-PCR、Western blotting检测相关mRNA和

蛋白表达  卵巢组织提取RNA和蛋白进行qRT-PCR

与Western blotting。qRT-PCR包含逆转录和定量PCR 

2个步骤。在逆转录阶段，RNA被逆转录成 cDNA，

然后在定量 PCR阶段，通过特定的引物对 cDNA进

行扩增，并实时监测荧光信号的变化，以 GAPDH作

为内参，采用以 2−ΔΔCt法进行相对定量分析。Western 

blotting首先将蛋白质样品进行凝胶电泳分离，然后

将分离后的蛋白质转移 PVDF 膜上，再用抗体进行

检测，最后发光液进行显影。引物序列见表 1。 
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表 1  引物设计序列 

Table1  Primer design sequences 

基因名称 上游 下游 长度/bp 

PI3K GGGAGCAGCAACCGAAACAAAG CCACTACGGAGCAGGCATAGC 109 

AKT GCCTGAGGAGCGGGAAGAATG GAGCCTGATCGGAAGTCCATCG  96 

EGFR AGACAGCTTCTTGCAGCGAT GTTTCCCCCTCTGGAGATGC 201 

2.3  统计分析   所有统计数据均使用 GraphPad 

Prism9.0进行分析。两组间差异采用 t检验法测量，

两组间比较采用单因素方差分析评估。实验数据以

x s 表示，统计学显著性定义为 P＜0.05。 

3  结果 

3.1  六味地黄丸的活性成分和靶标预测 

在 TCMSP 数据库中检索筛选出 OB≥30%、

DL≥0.18的活性成分，六味地黄丸共鉴定出 74种

活性成分，其中山茱萸成分 20种，山药成分 16种，

牡丹皮成分 11 种，茯苓成分 15 种，泽泻成分 10

种，熟地黄成分 2种。化合物豆甾醇同时存在于山

药、山茱萸中，谷甾醇同时存在于泽泻、牡丹皮、

山茱萸中。在 PubChem数据库中检索了 74种化合

物对应的 SMILES，并将其导入 SwissTarget 

Prediction，并结合 Uniprot 数据库进行补充最后共

获得 485个六味地黄丸活性成分的潜在靶点。将 74

个化合物与 485个靶点构建网络，按照 Degree值从

高到低排序，截取 degree 值前 10 位的化合物即为

核心化合物。见表 2。 

表 2  六味地黄丸成分靶标网络中的化合物 

Table 2  Compounds in target network of Liuwei Dihuang 

Pills ingredients 

化合物 BC CC Degree 

槲皮素 0.30  0.40  136 

海风藤酮 0.21  0.38  101 

山蒟醇 0.17  0.38  101 

泽泻醇B 0.15  0.38  101 

泽泻醇C 0.15  0.39  101 

3-β-羟基-24-亚甲基-8-萘-21-烯酸 0.15  0.39   92 

茯苓酸C 0.08  0.37   72 

茯苓酸 0.12  0.37   72 

豆甾醇 0.02  0.36   56 

山柰酚 0.05  0.36   53 

3.2  疾病靶点预测及交集基因获取 

通过DisGeNET和 GeneCards数据库获得卵巢

功能下降的疾病靶点，获得靶点数量分别为 342和

7 775个。所有靶标均由 Uniprot筛选和标准化，然

后筛选得分较高的前 2 000个基因，去除重复项，

共获得 1 807 个疾病靶点。将 485 个药物靶点和

1 807个疾病靶点取交集，获得交集基因 123个。 

3.3  交集基因的 PPI 网络构建 

将 123个交集靶点输入 STRING网站，设置最

低交互得分为＞0.9。得到了 200 个靶标，并通过

Cytoscape 制作成 PPI 网络图（图 1）。删除游离靶

点，计算出 BC、CC、Degree值，筛选大于中位数

的靶点，然后用 Cytohubba插件筛选 Degree值从大

到小排名前 10 的核心靶点，其中排名前 6 的靶点

为：肿瘤蛋白 p53（TP53）、非受体酪氨酸激酶

（（SRC）、丝氨酸/苏氨酸激酶 1（（AKT1）、磷脂酰肌

醇 4,5-二磷酸 3-激酶催化亚基 α（PIK3CA）、热休

克蛋白（HSP90AA1）、EGFR（表 3）。 

 

图 1  交集靶点的 PPI 网络图 

Fig. 1  PPI network of overlapping targets 

表 3  药物-疾病交集核心靶点 

Table 3  Drug-disease intersection core targets 

编号 靶点 BC CC Degree 

 1 TP53 47 0.161 367 25 47 

 2 SRC 40 0.157 976 66 40 

 3 AKT1 34 0.159 591 20 34 

 4 PIK3CA 31 0.155 317 52 31 

 5 HSP90AA1 30 0.157 364 34 30 

 6 EGFR 29 0.158 841 94 29 

 7 PIK3CB 29 0.150 370 37 29 

 8 ESR1 27 0.158 593 74 27 

 9 IL6 26 0.153 092 01 26 

10 PTPN11 25 0.148 391 81 25 
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3.4  GO 分析和 KEGG 通路富集分析 

将交集靶点输入微生信平台，进行GO和KEGG

富集分析，筛选P值前 10作CC、MF和BP的柱形图

（图 2），BP共富集 1 008个条目，前 3分别是对外来

生物刺激的反应、凋亡信号通路的调控、细胞对脂质的

反应；CC共富集 114个条目，前 3分别是大分子复合

物、膜筏、受体复合体；MF共富集 185个条目，排名

前 3 为蛋白质丝氨酸/苏氨酸/酪氨酸激酶活性、酶结

合、相同蛋白质结合。KEGG通路分析后获得 181条

信号通路，主要富集的有癌症通路、PI3K-Akt信号通

路、EGFR酪氨酸激酶抑制剂耐药、糖尿病并发症中的

AGE-RAGE信号通路等（前 20名的气泡图）。 

3.5  分子对接验证 

为了进一步探究六味地黄丸 Degree 值前 6 化

合物与核心通路中相关基因之间的相互作用，进行

了进一步的分子对接模拟。通过对接模拟，预测了排 

 

图 2  GO 和 KEGG 富集分析 

Fig. 2  GO and KEGG enrichment analysis 
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名前 5位的化合物（槲皮素、海风藤酮、山蒟醇、泽

泻醇 B、泽泻醇 C）与核心靶蛋白（TP53、SRC、

AKT1、PIK3CA、HSP90AA1、EGFR）之间的结合

亲和力。从 PDB 蛋白数据库中检索 TP53、SRC、

AKT1、PIK3CA、HSP90AA1、EGFR后，得到 6shz、

1o43、6hhj、6pys、8x2r和 5ug9蛋白的三维结构。

结合能是评价活性成分与靶标是否具有良好结合活

性的重要指标。结合能越低，结合活性越强。对接分

数表明，每组的结合能均小于−20.9 kJ·mol−1（图 3），

表明生物活性组分和核心靶标具有良好的结合活性。

从结果中发现，化合物泽泻醇B与核心蛋白的结合能

力均较高，故使用 Pymol 可视化并分析泽泻醇 B 与

核心蛋白的对接结果（图 4）。该模拟从分子对接水平

验证了六味地黄丸对卵巢功能下降的治疗效果。 

 

图 3  分子对接结合能热图 

Fig. 3  Heatmap of molecular docking binding energy 

 

图 4  泽泻醇 B 和蛋白质靶标对接结果可视化 

Fig. 4  Visualization of docking results between alisol B and protein targets 

3.6  六味地黄丸能够显著改善卵巢功能下降小鼠

动情周期的不规律性 

环磷酰胺造模后连续 1周阴道涂片监测小鼠的

动情周期，模型组小鼠动情周期紊乱则造模成功。

而在六味地黄丸干预 28 d后，再次阴道涂片观察小

鼠的动情周期，发现对照组动情周期为 4～6 d，模

型组动情周期为 7～10 d，明显长于对照组（P＜

0.05），主要表现为动情期和间期，六味地黄高剂量

组动情周期为 5～8 d，明显比模型组短（（P＜0.05），

见图 5。所有数据都表明，六味地黄丸对小鼠的动

情周期紊乱现象有明显的改善作用。 

3.7  六味地黄丸可改善卵巢功能下降小鼠卵巢组

织病理状态 

经过 HE染色并在光学显微镜下对小鼠卵巢的

组织学形态进行观察后，在对照组小鼠的卵巢中，

可见成熟卵泡颗粒细胞层较为丰富，同时有少量闭

锁卵泡和多个黄体存在。而在模型组小鼠的卵巢中， 

 

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

P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 5  各组小鼠动情周期平均时长比较 ( x ±s, n＝6) 

Fig. 5  Comparison of average estrous cycle length in mice 

of each group ( x ±s, n＝6) 

颗粒细胞排列显得较为紊乱。在六味地黄丸低剂量

组小鼠的卵巢中，观察到成熟卵泡颗粒细胞存在轻

 

 

泽泻醇 B-TP53                                    泽泻醇 B-SRC                                  泽泻醇 B-AKT1 

 

 

 

 

 

 

泽泻醇 B-PIK3CA                                 泽泻醇 B-HSP90AA1                            泽泻醇 B-EGFR 
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微紊乱，且闭锁卵泡数量较多。而在六味地黄丸高

剂量组中，颗粒细胞的排列则显得规则有序，且层

数较多（图 6）。 

3.8  六味地黄丸调节卵巢功能下降小鼠内分泌系

统的平衡 

为研究六味地黄丸对血清FSH、LH、E2和AMH 

水平的影响，通过 ELISA 检测血清 FSH、LH、E2

和 AMH水平。如图 7所示，与对照组相比，模型

组 FSH、LH显著增加（（P＜0.001），而 E2和 AMH 

 

图 6  显微镜下小鼠卵巢形态 (×40) 

Fig. 6  Mouse ovary morphology under microscope (×40) 

 

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

P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

图 7  小鼠血清激素水平变化 ( x±s, n＝6) 

Fig. 7  Changes in hormone levels in mouse serum ( x ±s, n＝6)

水平显著降低（（P＜0.001）。经过六味地黄丸低、高

剂量干预治疗后，FSH、LH 显著降低（P＜0.05、

0.01、0.001），而 E2、AMH水平与模型组相比显著

增加（P＜0.05、0.01、0.001）。以上结果表明，六味

地黄丸可以调节卵巢功能下降小鼠的血清激素水平。 

3.9  qRT-PCR 和 Western blotting 检测核心靶点

PI3K、Akt、EGFR 的相对表达量 

qRT-PCR和Western blotting是核心靶点 PI3K、

Akt、EGFR的有效定量方式。通过以上 2种方式结

果表明，与对照组相比，模型组中 PI3K、AKT、EGFR 

mRNA的表达水平显著下降（P＜0.001），p-PI3K、

p-Akt、p-EGFR 蛋白表达水平也显著下降（P＜

0.05、0.01、0.001）；与模型组相比，六味地黄丸

低、高剂量组中 PI3K、AKT、EGFR mRNA的表

达水平显著上升（P＜0.01、0.001），p-PI3K、p-

Akt、p-EGFR蛋白表达水平也显著提高（P＜0.05、

0.01）。见图 8、9。 

4  讨论 

随着现代社会的快速发展，人们的生活节奏愈

发加快，导致生育问题逐渐凸显，成为许多家庭关

注的焦点。其中，卵巢功能下降作为影响生育的重

要因素之一，越来越受到人们的重视[10]。卵巢功能

下降是指女性卵巢在生育年龄阶段出现功能减退

的现象，这往往导致女性的生育能力下降。这一现

象与多种因素密切相关，如年龄、遗传、生活习惯

等[11]。当前西医对于卵巢功能下降的治疗方法，尽

管已经取得了一定的进展，但主要还是依赖于激素

替代疗法。然而，这种方法虽然能够暂时缓解患者

的症状，却并不能从根本上解决卵巢问题而且还存

在一定的风险。长期使用激素替代疗法，可能会增

加患者患乳腺癌、子宫内膜癌等妇科肿瘤的风险[12]。

因此，寻找一种安全有效的中药治疗方法显得尤为

重要。中医作为中国传统医学的瑰宝，在改善卵巢

功能方面有着丰富的经验和独特的理论。越来越多

的研究表明，中医治疗在改善卵巢功能方面具有显

著效果。研究表明，中医治疗可以显著提高卵巢的

激素水平[13]，改善卵巢的血液循环，从而增强卵巢

的功能。 

六味地黄丸以滋阴补肾、填精益髓为主要功

效，深受历代医家与广大患者的推崇。近年来，越

来越多的研究表明，六味地黄丸在治疗卵巢疾病方

面[14]，同样具有显著的作用。在中医理论中，肾主

藏精，为先天之本，与生殖、生长发育等密切相关。

而卵巢作为女性的生殖器官，其功能的正常与否，

与肾气的充盈与否密切相关[15]。因此，通过滋阴补

肾、填精益髓可以调节女性内分泌，促进卵巢功能 

 
700 μm 

对照         模型          1.56           3.12   

六味地黄丸/(g·kg−1) 
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与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

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

图 8  核心靶点 mRNA 和蛋白表达 ( x±s, n＝6) 

Fig. 8  Core target mRNA and protein expression ( x±s, n＝6) 

 

图 9  Western blotting 分析 

Fig. 9  Western blotting analysis 

的恢复与提升[16]。此外，现代医学研究也证实了六

味地黄丸在治疗卵巢疾病方面的疗效。1 项针对卵

巢早衰患者的临床研究显示，服用六味地黄丸后，

患者的雌激素水平得到显著提升，卵巢功能得到明

显改善[17]。同时，该方剂还能有效缓解因卵巢疾病

引起的月经不调、潮热盗汗等症状，提高患者的生

活质量[18]。除了卵巢早衰，六味地黄丸在治疗其他

妇科疾病方面同样具有广泛的应用。例如，对于

卵巢癌[19]、绝经后骨质疏松症[20-21]、多囊卵巢综

合征[22-23]等常见疾病，六味地黄丸可以通过调节内

分泌、改善卵巢微循环等方式，达到缓解症状、促

进康复的目的。 

网络药理学作为一种新兴的研究方法，为探究

中药方剂的作用机制提供了新的视角。通过网络药

理学分析可以发现六味地黄丸中的多种活性成分

与卵巢功能密切相关的靶点相互作用。这些靶点涉

及雌激素合成与代谢、卵巢细胞增殖与凋亡等多个

方面，共同构成了六味地黄丸改善卵巢功能下降的

分子机制。具体来说，六味地黄丸中的熟地黄[24]、

山茱萸[25]等药材富含多种黄酮类、多糖类等活性成

分，这些成分能够调节雌激素水平，促进卵巢细胞

的增殖与分化[26]。同时，山药[27]、泽泻[28]等药材则

具有抗炎、抗氧化等作用，有助于减轻卵巢组织的

炎症反应，保护卵巢细胞免受氧化应激损伤。此外，

茯苓[29]、丹皮[30]等药材还能够调节免疫系统，增强

机体的免疫力，进一步促进卵巢功能的恢复。除了

上述作用机制外，网络药理学还揭示了六味地黄丸

中多种成分之间的协同作用。这些成分通过多途

径、多靶点的方式，共同作用于卵巢功能相关的生

物网络，从而实现改善卵巢功能下降的效果。这种

协同作用使得六味地黄丸在治疗卵巢功能下降方

面具有较高的疗效和较低的不良反应。 

网络药理学分析发现药物与疾病共交集出 123
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个靶点。这些靶点涉及多种 GO过程和信号通路，

是药物发挥疗效的关键环节。为了进一步筛选出其

中最关键的靶点，采用了 Cytoscape 软件，最终确

定了 6个最关键的靶点，分别是 TP53、SRC、AKT1、

PIK3CA、HSP90AA1和 EGFR。通路主要富集在癌

症通路、PI3K-Akt信号通路、EGFR酪氨酸激酶抑

制剂耐药等。通过核心靶点和富集的通路发现六味

地黄丸在治疗卵巢功能下降的过程中，可能主要依

赖于对 PI3K/Akt信号通路以及 EGFR靶点的调节。

PIK3CA是 PI3K家族的成员，负责调节细胞生长、

代谢和存活等多个方面[31]。而 AKT1则是 PI3K信

号通路的关键下游分子，参与调控细胞增殖、凋亡

和迁移等过程。在卵巢功能方面，PIK3CA和 AKT1

扮演着重要的角色。PIK3CA 的突变或异常表达可

能导致卵巢细胞的异常增殖或凋亡[32]，进而影响到

卵巢的正常功能。AKT1 的激活能够促进卵泡的生

长和成熟，为卵子的产生提供必要的条件。同时，

AKT1 还能够调节卵巢颗粒细胞和间质细胞的增殖

与分化，维持卵巢组织的正常结构和功能[33]。研究

表明，AKT1 能够调节卵巢激素合成酶的活性，影

响激素的合成与分泌。因此，AKT1 的异常表达或

功能失调可能导致卵巢激素分泌紊乱[34]，进而影响

到女性的生育能力和生殖健康。PI3K/Akt信号通路

是一条重要的细胞信号转导途径，参与了多种细胞

生物学过程，包括细胞生长、增殖、分化以及凋亡

等[35]。在卵巢中，PI3K/Akt信号通路对于卵泡的发

育、成熟以及排卵过程具有关键作用。研究表明，

PI3K/Akt 信号通路的激活可以促进卵泡颗粒细胞

的增殖和分化，从而维持卵泡的正常发育。此外，

PI3K/Akt还能通过调控卵泡膜细胞的功能，影响激

素的合成与分泌，进而调节卵巢的内分泌功能[36]。

在卵巢功能下降的过程中，PI3K/Akt信号通路的异

常激活或抑制可能导致了卵巢功能的紊乱。而六味

地黄丸通过其特有的药物成分，可能能够调节这一

信号通路的活性，从而改善卵巢功能。EGFR 是一

种膜受体，通过与其配体结合，触发细胞内信号传

导通路，进而调控细胞增殖、分化和凋亡等生物学

过程[37]。在卵巢组织中，EGFR的表达水平较高，

提示其可能参与了卵巢功能的调节。研究表明，

EGFR 在卵泡发育、卵母细胞成熟以及黄体形成等

过程中均发挥着重要作用。EGFR 通过调控卵泡内

细胞的增殖和分化，促进卵泡的正常发育[38]；同时，

它还能影响卵母细胞的成熟过程，确保卵子的质量

和数量[39]；此外，EGFR还参与黄体形成，维持卵

巢的内分泌功能[40]。PI3K/Akt信号通路以及 EGFR

靶点可能是六味地黄丸治疗卵巢功能下降的重要

通路和靶点。 

为验证靶点和通路的准确性及潜在应用价值

进行分子对接实验。选取排名前 5位的化合物（（槲

皮素、海风藤酮、山蒟醇、泽泻醇 B以及泽泻醇 C）

与前 6的核心靶点进行分子对接，结果显示每组的

结合能均小于−20.9 kJ·mol−1，这意味着这些化合物

与核心靶点之间存在着强烈的相互作用。同时，发

现泽泻醇 B与各核心靶点的结合能力均比较高。泽

泻醇B是从泽泻中提取的一种活性成分，具有抗炎、

抗氧化和调节激素水平等多种药理作用。泽泻醇 B

在治疗卵巢功能下降方面可能发挥了重要的作用。

通过其抗炎[41]、抗氧化[42]和调节激素水平等多种药

理作用，泽泻醇 B有望为卵巢功能下降的女性带来

福音。除了分子对接实验，还进行了动物实验验证，

以便验证 PI3K/Akt 信号通路与 EGFR 核心靶点在

六味地黄丸治疗卵巢功能下降中的关键作用。在动

物实验中，首先使用环磷酰胺构建了卵巢功能下降

的小鼠模型，动情周期、HE染色、雌激素水平的检

测验证了模型的成功。通过对小鼠体内 PI3K、AKT、

EGFR 基因和蛋白质的表达水平进行检测，发现六

味地黄丸能够显著影响这些关键因子的表达。通过

动物实验，成功地验证了 PI3K/Akt 信号通路与

EGFR 核心靶点在六味地黄丸治疗卵巢功能下降中

的重要作用。该低、高剂量在小鼠体内未出现不良

反应，肝肾功能正常，体质量正常，证明六味地黄

丸在发挥保护卵巢功能的安全性。 

六味地黄丸通过其多种活性成分、多个治疗靶

点以及多种作用途径，可以有效地治疗卵巢功能下

降。此外，PI3K/Akt通路和 EGFR靶点在治疗卵巢

功能下降中的潜在作用也被进一步揭示，为未来的

研究和治疗提供了新的方向，未来将利用基因敲除

小鼠（如卵巢特异性 PIK3CA KO 小鼠）或加入特

定的通路抑制剂（如 PI3K 抑制剂 LY294002），从

而最终在因果层面上确证六味地黄丸依赖于该条

通路发挥作用。 
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