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摘  要：目的  通过网络药理学方法和实验验证探讨右归丸治疗卵巢早衰（POF）的潜在作用机制。方法  通过网络药理学

分析预测右归丸治疗 POF的相关靶点，环磷酰胺（CTX）构建小鼠 POF模型进行实验验证，实验分为对照组，模型组，右

归丸低、中、高剂量组。通过大鼠血清激素水平、卵巢组织病理学观察等探究药效；通过卵巢组织蛋白激酶 B（Akt1）/叉头

框蛋白 O1（FOXO1）通路相关蛋白荧光强度观察、免疫印迹法对沉寂信息调节因子（SIRT1）/肿瘤蛋白 53（TP53）信号通

路中的关键蛋白定量分析，研究右归丸改善 POF是否与该通路相关。结果  网络药理学分析得出右归丸治疗 POF的潜在治

疗靶点 145个，结合 KEGG富集通路分析，其核心靶点可能为 TP53、Akt1、SIRT1、FOXO1等。与对照组相比，模型组血

清促卵泡激素（FSH）、促性腺激素释放激素（GnRH）水平显著升高（P＜0.01），抗穆勒管激素（AMH）水平显著降低

（P＜0.01）；卵巢组织卵泡闭锁增加；染色可见模型组大鼠卵巢组织 p-丝氨酸和苏氨酸激酶 1（p-Akt1）、磷酸化叉头蛋白家

族 1（p-FOXO1）、B细胞淋巴瘤/白血病-2（Bcl-2）蛋白荧光信号减弱，兔抗人单克隆抗体（Bax）蛋白荧光信号增强；SIRT1

表达减少（P＜0.05），Ac-p53表达增加（P＜0.01）。与模型组相比，右归丸各剂量组上述血清激素水平均明显改善（P＜0.05、

0.01）；卵巢组织内窦卵泡与闭锁卵泡均可见；免疫荧光染色可见 p-Akt1、p-FOXO1、Bcl-2蛋白荧光信号增强，Bax蛋白荧

光信号减弱；右归丸高剂量组 SIRT1表达较模型组升高（P＜0.05），右归丸各剂量组 Ac-p53表达均降低（P＜0.05、0.01）。

结论  网络药理学及实验验证发现右归丸能够改善 POF 大鼠血清激素水平、抑制其病理性卵泡闭锁，其作用可能与影响

Akt1/SIRT1/FOXO1/TP53通路相关。 
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Abstract: Objective  To investigate the potential mechanisms of Yougui Pill (YGP) in treating premature ovarian failure (POF) through 

network pharmacology and experimental validation. Methods  Network pharmacology analysis was employed to predict therapeutic targets 

of YGP for POF. A cyclophosphamide (CTX)-induced POF mouse model was established and divided into five groups: control, model, low-, 

medium, and high-doses YGP groups. The therapeutic efficacy of YGP was evaluated through serum hormone levels and ovarian 

histopathology. The roles of Akt1/FOXO1 and SIRT1/TP53 signaling pathways were investigated via immunofluorescence (IF) staining of 

pathway-related proteins (p-Akt1, p-FOXO1, Bcl-2, Bax) and quantitative analysis (Western blotting) of SIRT1 and acetylated P53 (Ac-p53). 

Results  Network pharmacology analysis identified 145 potential therapeutic targets of YGP in the treatment of POF. Combined with KEGG 
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pathway enrichment analysis, the core targets may include TP53, Akt1, SIRT1, FOXO1. Compared to the control group, the CTX group 

exhibited significantly elevated serum FSH and GnRH (P < 0.01), reduced AMH (P < 0.01), increased follicular atresia, weakened IF signals 

of p-Akt1, p-FOXO1, and Bcl-2, enhanced Bax fluorescence, decreased SIRT1 expression (P < 0.05), and increased Ac-p53 (P < 0.01). 

Compared to the CTX group, YGP-treated groups showed normalized serum hormones (P < 0.05, 0.01), reduced follicular atresia, enhanced 

p-Akt1, p-FOXO1, and Bcl-2 signals, attenuated Bax fluorescence, upregulated SIRT1 in YGPH (P < 0.05), and downregulated Ac-p53 across 

doses (P < 0.05, 0.01). Conclusion  YGP ameliorates POF by regulating serum hormones, suppressing follicular atresia, and modulating the 

Akt1/SIRT1/FOXO1/TP53 pathways, as validated through network pharmacology and experimental studies. 

Key words: premature ovarian failure; network pharmacology; Yougui Pills; apoptosis; Akt1/FOXO1/SIRT1/TP53 signaling pathway 

 

卵巢早衰（POF），亦称原发性卵巢功能不全，

是育龄女性面临的重要医学问题。该病症定义为

40岁之前卵巢功能的丧失，其特征为卵巢储备减

少伴随低雌激素水平和高促性腺激素水平 [1]。在

实验室检测中，促卵泡激素（FSH）水平显著升高

（＞40 U∙L−1），而雌二醇（E2）水平则相对较低，

抗穆勒管激素（AMH）水平亦通常呈现下降趋势[2]。

临床表现多样，包括原发性闭经、继发性闭经或月

经稀少等症状，以及生育能力减退，最终导致不孕，

而骨质疏松、阿尔茨海默病等发病率显著提高，这

些问题由生殖系统衰老继发，并逐渐成为焦点研究

对象[3]。当下，卵巢功能减退所致的生育问题尤为

值得关注，POF之早期防治需求亦愈迫切。目前，

激素替代疗法仍为临床治疗 POF 最常用的方法，

但存在不可停药的问题，还可能加增心血管疾病和

乳腺癌等危险因素[4]。 

《 素问·上古天真论》云：“女子七岁，肾气

盛……七七，任脉虚，太冲脉衰少，天癸竭，地道

不通，故形坏而无子也”，指出女性正常生理《“七七”

49岁开始生殖机能衰退至极[5]。中医古籍文献中并

无 POF病名的记载，但《“早衰”一词最早见于《 素

问·阴阳应象大论》，意指生理功能过早衰亡。天癸

源于先天，《“肾为先天之本”，天癸藏之于肾，而 POF

发生于 40岁之前，天癸过早耗竭，说明 POF的根

本在于肾精过早的亏耗，故中医辨证治疗 POF，多

立足于肾[6]。中医药在治疗 POF方面取得了显著疗

效，但在作用机制方面尚未完全清楚。 

右归丸出自《 景岳全书》，是经典补肾方剂，以

“阴中求阳”为总旨，“益火之源”培补肾阳为基础[7]，

对 POF 有效干预，具有良好的预防和治疗效果[8]。

既往研究[9-10]已证实，补肾法可通过“肾-天癸-冲

任-胞宫”对卵巢的生理机能进行调控，从而达到补

肾阳，益精髓，温养活血的作用，改善女性卵巢储

备功能减退，延缓卵巢衰老进程。 

本研究从网络药理学角度出发，通过动物实验

验证，研究补肾方药右归丸改善 POF的可能效应成

分与结合疾病靶标，旨在阐明其改善 POF的机制。 

1  材料 

1.1  数据库及分析平台 

本研究中所用主要数据库与分析平台。见表 1。 

表 1  相关数据库和分析平台 

Table 1  Relevant databases and analysis platforms 

名称 网址 

中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP） https://www.tcmsp-e.com/#/database 

中医百科全书 2.0（ETCM2.0） http://www.tcmip.cn/ETCM2/front/#/ 

中药分子机制生物信息学分析工具（BATMAN-TCM2.0） http://bionet.ncpsb.org.cn/batman-tcm/#/home 

UniProt数据库 https://www.uniprot.org 

化学模组数据库（Pubchem） https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ 

NCBI基因数据库 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

GeneCards数据库 https://www.genecards.org/ 

DRUGBANK数据库 https://go.drugbank.com/ 

OMIM数据库 https://omim.org/ 

卵巢万花筒数据库（OKdb） https://appliedbioinfo.com/ 

STRING数据库 https: //string-db.org/ 

DAVID数据库 https://david.ncifcrf.gov/ 

Venny（韦恩）图在线网址 https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/ 

Cytoscape软件 https://cytoscape.org/ 



第 48 卷第 11 期  2025 年 11 月     Drug Evaluation Research    Vol. 48 No. 11  November 2025 

    

·3166· 

1.2  动物 

SPF级 6周龄雌性 SD大鼠 40只，体质量 200～

220 g。由西安交通大学实验动物中心提供，动物生

产许可证号 SCXK（陕）2023-002。饲养环境温度

《（24±1）℃，相对湿度 55%～65%，自由进食、饮

水，实验前适应性饲养 1周，本实验获得了陕西中

医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 的 批 准

《（SUCMDL20220606001）。 

1.3  药物与试剂  

右归丸（仲景宛西制药股份有限公司，批号

Z41022170）；注射用环磷酰胺（CTX，0.2 g 按

C7H15Cl2N2O2P计，江苏恒瑞医药股份有限公司，批

号 H32020857）；FSH、AMH、促性腺激素释放激素

《（GnRH）ELISA检测试剂盒《（上海优选生物科技有

限公司，批号 202406、202406、202407）；苏木精-

伊红（HE）染液（兰杰柯科技有限公司，批号

BL700A）；DAPI 染色试剂、HRP 标记的山羊抗兔

IgG、重组抗 β 肌动蛋白（β-actin）HRP 耦联抗体

《（武汉赛维尔生物科技有限公司，批号 G1012、

GB23302、ZB15001-HRP）；全蛋白提取试剂盒、

BCA蛋白含量检测试剂盒、New-SUPER ECL检测

试剂盒（江苏凯基生物技术股份有限公司，批号

KGB5303、KGB2101、KGC4602）；沉寂信息调节

因子《（SIRT1）重组兔单克隆抗体、肿瘤蛋白 53《（乙

酰基 K382）（Ac-p53）重组兔单克隆抗体、B淋巴

细胞瘤-2《（Bcl-2）重组兔单克隆抗体、Bcl-2相关 X

蛋白《（Bax）重组兔单克隆抗体、蛋白激酶 B《（Akt）

1/2/3重组兔单克隆抗体、磷酸化 Akt《（S473）重组

兔单克隆抗体、叉头框蛋白 O1A《（FOXO1A）重组

兔单克隆抗体《（杭州华安生物技术有限公司，批号

ET1603-3、HA722762、ET1702-53、ET1603-34、

HA721870、ET1607-73、ET1608-25）；磷酸化总

FOXO1（Thr24/Thr32）兔多克隆抗体、磷酸化

FOXO1A《（Ser256）兔多克隆抗体《（江苏亲科生物研

究中心有限公司，批号 AF3419、AF3417）；磷酸化

FOXO1《（Ser319）兔多克隆抗体《（北京博奥森生物

技术有限公司，BS-20095R）。 

1.4  仪器 

ELx-808 酶标仪（美国博腾仪器有限公司）；

Heraeus Fresco21高速冷冻离心机《（中国赛默飞世尔

科技公司）；UC ENUITY病理切片机《（德国徕卡仪

器有限公司）；NIKON 4 ECLIPSE C1型正置荧光显

微镜、垂直电泳仪、转印仪《（武汉塞维尔公司）；DYY-

6C型电泳仪电源（北京六一生物科技有限公司）；

BG-gdsAUTO 710 MINI化学发光成像分析系统《（北

京百晶生物技术有限公司）。 

2  方法 

2.1  右归丸改善 POF 的网络药理学研究 

2.1.1  右归丸的潜在化学成分和作用靶点收集  利

用 TCMSP、ETCM2.0 及 BATMAN-TCM2.0，对熟

地黄、附子、肉桂、山药、山茱萸、菟丝子、鹿角胶、

枸杞子、当归、杜仲等右归丸中的 10种中药成分进

行了筛选，并构建了相应的成分-靶点数据集。通过

化学模组数据库（PubChem）对成分名称进行了标准

化统一，并借助蛋白质数据库（UniProt）将靶点转换

为人类基因名称，同时剔除了重复的成分和靶点。 

2.1.2  POF 疾病靶点筛选  以“premature ovarian 

failure”“premature ovarian insufficiency”“POF”

《“POI”为检索词在 NCBI、GeneCards、DRUGBANK、

OMIM、卵巢万花筒数据库《（OKdb）等疾病基因数

据库进行检索与筛选，检索可能与 POF 相关的基

因。使用 Uniprot数据库将数据进行人源基因归纳，

将结果合并后删除重复值。 

2.1.3  建立交集靶点蛋白质-蛋白质相互作用《（PPI）

网络及核心靶点筛选  采用STRING数据库构建右

归丸与 POF共有的 PPI网络，以实现不同蛋白质间

潜在相互作用的可视化展示。设定最低交互分数阈

值为中等置信度（0.400）。利用 Cytoscape 3.9.1 软

件构 PPI 网络图。运用 CytoHubba 插件和

CentiScaPe2.2 插件执行网络拓扑分析及节点中心

性分析，以筛选出网络中的核心靶点。 

2.1.4  右归丸-中药-成分-靶点网络图构建及右归

丸主要活性成分筛选  利用 Cytoscape 3.9.1软件构

建右归丸-中药-成分-交集靶点网络图，CentiScaPe 

2.2插件分析度《（degree）值以筛选右归丸主要活性

成分。 

2.1.5  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  为研究右归丸与

POF 共同作用靶点的生物学机制，及潜在的改善

POF 的信号通路，利用 DAVID 数据库对右归丸与

POF共同靶点进行 KEGG通路与 GO富集分析，设

置筛选条件为 P＜0.05，错误发现率《（FDR）＜0.05。 

2.2  右归丸对 POF 模型大鼠的影响 

2.2.1  动物分组、给药  将 40只 SPF级雌性 SD大

鼠适应性喂养后按照随机数字表分为对照组、模型

组及右归丸低、中、高剂量组。0.9%氯化钠溶液配制
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成 CTX溶液（造模首日 12.5 g∙mL−1、其余造模日

2 mg∙mL−1）。除对照组外其余各组 ip CTX造模[11]：

首日给药剂量 50 mg∙kg−1，后 14 d 给药剂量

8 mg∙kg−1；于造模 7 d后每日早 9：00取阴道分泌

物涂片监测造模大鼠动情周期，动情周期紊乱即为

造模成功。造模成功后，按照右归丸说明书人每日服

用药量 0.45 g∙kg−1，通过体质量进行人与大鼠给药剂

量换算，得到大鼠给药剂量 2.835 g∙kg−1。各治疗组

分别 ig给予低、中、高剂量 1.418、2.835、5.670 g∙kg−1

右归丸-0.9%氯化钠溶液混悬液，持续给药 28 d。 

2.2.2  标本采集与处理  于末次 ig 给药 24 h 后取

材。戊巴比妥钠 ip麻醉大鼠后腹主动脉取血，室温

静置 3 h后 3 000 r∙min−1离心 15 min，分离血清用

于 ELISA检测。剥离一侧卵巢，置于 10%甲醛内固

定 24 h，石蜡包埋、切片，制成 4 μm组织切片，进

行 HE染色、免疫荧光染色。另一侧卵巢组织冻存，

用于Western blotting检测。 

2.2.3  ELISA 法测定大鼠血清激素水平  取制备

好的大鼠血清，参照试剂盒说明书的步骤，用

ELISA法检测血清中 FSH、AMH、GnRH水平。 

2.2.4  HE 染色法观察各组卵巢组织  取大鼠卵巢

组织石蜡切片，按照 HE染色试剂盒说明分别用苏

木素染液、伊红染液染色 3 min，之后常规脱水、透

明、封片完成 HE染色，观察卵巢组织病理变化。 

2.2.5  免疫荧光染色观察卵巢组织蛋白表达  取大

鼠卵巢组织石蜡切片，将切片置于抗原修复液中，微

波炉设置为高温低火，以进行抗原修复；用 3% BSA

室温封闭 30 min；在切片上滴加适量山羊血清，避光

滴加抗体，4 ℃孵育过夜；孵育完成后，用磷酸盐

《（PBS）清洗切片，避光滴加对应 HRP标记二抗完全

覆盖组织，PBS清洗切片，每次 5 min，共 3次；滴

加对应的 TSA，避光室温孵育 10 min，孵育完后，置

于 TBST中摇晃洗涤，每次 5 min，共 3次；避光滴

加DAPI完全覆盖组织，室温孵育 1 h；吸去切片上的

多余水分，滴加抗荧光淬灭剂后封片，对切片进行观

察并拍照。 

2.2.6  Western blotting法测定卵巢组织SIRT1/TP53

通路相关蛋白表达水平  冰上进行卵巢组织总蛋

白提取，根据试剂盒说明书按 Lysis Buffer∶磷酸酶

抑制剂∶蛋白酶抑制剂∶PMSF＝1 000∶10∶1∶

10比例配制裂解液，30 mg剪碎组织中加入 300 μL

裂解液，冷冻研磨仪研磨 1 min，12 000 r∙min−1离

心 20 min，取上清，BCA法测定蛋白浓度并将各组

调至同一浓度；蛋白样品凝胶电泳后转印至 PVDF膜

上，用抗体稀释液按 1∶2 000比例稀释的 SIRT1、Ac-

p53一抗，β-actin（HRP耦联）一抗，4 ℃摇床孵育

过夜；一抗孵育结束后，室温下 TBST洗膜 3次，每

次 10 min；HRP山羊抗兔 IgG抗体按 1∶5 000稀释，

除 β-actin《（HRP耦联）一抗孵育膜之外其他膜室温

孵育 1 h，所有膜 TBST洗膜 3次，每次 10 min；

ECL 化学发光法显影，Image J 1.54 软件进行蛋白

条带分析。 

2.3  统计学方法 

数据以 x s 表示，采用 IBM SPSS Statistics 26

软件进行数据分析，采用单因素方差 ANOVA分析

进行比较。P＜0.05为差异具有统计学意义。 

3  结果 

3.1  右归丸干预 POF 的关键靶点及通路预测 

3.1.1  右归丸药物成分及相关靶点  通过TCMSP、

ETCM2.0 、 BATMAN-TCM2.0 数据库 检索 ，

PubChem 数据库统一标准名称，合并删除重复值

后，共获取右归丸药物活性成分 1 502 个。利用

Unitprot 数据库获取基因名称，经去重后对应的靶

点共有 2 112个。 

3.1.2  POF 疾病靶点   在 NCBI、GeneCards、

DrugBank、OMI、OKdb 等数据库筛选疾病靶点，

Uniprot数据库统一名称，合并数据集，选取重复次

数≥2的靶点，最后共得到疾病靶点 439个。 

3.1.3  交集靶点 Venn图、PPI网络构建  将所得右

归丸活性成分靶点与 POF靶点取交集，得到 145个

右归丸改善 POF的潜在靶点，绘制 Venn图，见图

1-A。将交集靶点导入 STRING 平台，删除游离靶

点，得到 PPI网络图，见图 1-B。 

3.1.4  右归丸-中药-成分-交集靶点网络图  利用

Cytoscape 3.9.1 软件构建右归丸-中药-成分-交集靶

点网络可视化分析图，得到 1 030个节点，3 766条

边，见图 2。通过节点中心性分析 degree值筛选[12]，

高于平均值且按照由高到低排序，得到右归丸中主

要活性成分。见表 2。 

3.1.5  筛选主要活性成分及核心靶点   利用

Cytoscape 3.9.1软件构建 PPI互作网络图，得到 141

个节点，2 056 条边，通过 CytoHubba 插件，选择

MCC法执行网络拓扑分析，通过 CentiScaPe2.2插

件进行节点中心性分析，MCC法网络拓扑排序为颜

色由深至浅，degree值排序节点从大到小，见图 3- 

A，MCC法筛选核心靶点 top10。见图 3-B。 



第 48 卷第 11 期  2025 年 11 月     Drug Evaluation Research    Vol. 48 No. 11  November 2025 

    

·3168· 

 

图 1  交集靶点图（A）与 STRING PPI 图（B） 

Fig. 1  Intersection target map (A) and STRING protein interaction map (B) 

 

YGP-右归丸；CO-山茱萸；AS-当归；CC-肉桂；EUO-杜仲；CCL-菟丝子；FL-枸杞子；DPT-山药；ACD-附子；RG-熟地黄；LJJ-鹿角胶； 

A-≥5个中药共同含有的成分；B-4个中药共同含有的成分；C-3个中药共同含有的成分；D-2个中药共同含有的成分。 

YGP-Yougui Pill, CO-Corni Fructus; AS-Angelicae Sinensis Radix; CC-Cinnamomi Cortex; EUO-Eucommiae Cortex; CCL-Cuscutae Semen; FL-Lycii 

Fructus; DPT-Dioscoreae Rhizoma; ACD-Aconiti Lateralis Radix Praeparata; RG- ehmanniae Radix Praeparata; LJJ-Cervus nippon antler glue; A-

components commonly found in over five traditional Chinese medicine; B-components commonly found in four traditional Chinese medicine; C-

components commonly found in three traditional Chinese medicine; D-components commonly found in two traditional Chinese medicine. 

图 2  右归丸-中药-成分-交集靶点网络图 

Fig. 2  Yougui Pill-traditional Chinese medicine-component-intersection target network map 

表 2  右归丸中主要活性成分 

Table 2  Major active ingredients in Yougui Pill 

序号 PubChem CID 成分 Degree值 来源 

1 969516 姜黄素 52 当归、山茱萸 

2 5280343 槲皮素 50 杜仲、枸杞子、山茱萸、菟丝子 

3 119245 薯蓣皂苷 30 山药 

4 5280961 染料木黄酮 29 杜仲 

5 2353 小檗碱 27 杜仲、枸杞子 

  

A                                          B 
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图 3  交集靶点 PPI 互作网络图（A）与 MCC 法筛选 top10 核心靶点（B） 

Fig. 3  Interaction network of intersection targets (A) and top 10 core targets (B) 

3.1.6  KEGG 富集分析  通过 DAVID 数据库对潜

在靶点进行 KEGG 通路富集分析，筛选条件 P＜

0.05，FDR＜0.05。KEGG通路富集分析筛选后得到

92条通路，选取 P值最小的前 20作图。KEGG通

路富集分析前 20的通路分别为：AGE-RAGE信号

通路在糖尿病并发症中的作用、蛋白质聚糖在癌症

中的作用、脂质与动脉粥样硬化、HIF-1信号通路、

癌症中的通路、流体剪切力与动脉粥样硬化、FOXO

信号通路、细胞衰老、前列腺癌、内分泌抵抗、类

固醇激素生物合成、PI3K-Akt信号通路、化学致癌

作用-受体激活、EGFR酪氨酸激酶抑制剂抵抗、癌

症中的微小 RNA《（MicroRNA）、人类 T淋巴细胞白

血病病毒 1型感染、寿命调控通路、疟疾、卵巢类

固醇生成、化学致癌作用-DNA加合物。以上 20条

通路按富集靶点数量排序。通过 P值大小与富集到

通路的靶点数量综合分析，与 POF相关的通路可能

是 PI3K-Akt 信号通路、细胞衰老、FOXO 信号通

路。见表 3、图 4。 

3.1.7  GO 富集分析  GO 富集分析筛选后得到生

物学过程《（BP）225个、细胞成分《（CC）26个、分

子功能《（MF）56个，分别选取 P值最小的前 10作

图《（图 5）。BP包括基因表达的正调控、miRNA转

录的正调控、RNA聚合酶Ⅱ转录的正调控、缺氧响

应、外源物质代谢过程、血管生成的正调控、凋亡

过程的正调控、外源物质刺激的响应、PI3K-AKT信

号转导的正调控、ERK1 和 ERK2 级联的正调控。

CC包括细胞外空间、细胞外区、含蛋白质复合物、

细胞外基质、细胞质、细胞内膜结合细胞器、血小

板 α颗粒内腔、内质网腔、细胞表面、染色质。MF

包括酶结合、相同蛋白质结合、类固醇结合、芳香 

表 3  富集信号通路 

Table 3  Enriched signaling pathways  

ID 信号通路名称 靶点数量 

hsa05200 癌症中的通路 28 

hsa05205 蛋白质聚糖在癌症中的作用 23 

hsa04151 PI3K-Akt信号通路 21 

hsa05417 脂质与动脉粥样硬化 20 

hsa04933 AGE-RAGE信号通路在糖尿病并发

症中的作用 

19 

hsa05206 癌症中的微小 RNA（MicroRNA） 18 

hsa05207 化学致癌作用-受体激活 16 

hsa05418 流体剪切力与动脉粥样硬化 15 

hsa04218 细胞衰老 15 

hsa05166 人类 T淋巴细胞白血病病毒 1型感染 15 

hsa04066 HIF-1信号通路 14 

hsa04068 FOXO信号通路 14 

hsa05215 前列腺癌 12 

hsa01522 内分泌抵抗 12 

hsa00140 类固醇激素生物合成 10 

hsa01521 EGFR酪氨酸激酶抑制剂抵抗 10 

hsa04211 寿命调控通路 10 

hsa05204 化学致癌作用-DNA加合物  9 

hsa05144 疟疾  8 

hsa04913 卵巢类固醇生成  8 

化酶活性、雌激素 16α-羟化酶活性、氧化还原酶活

性，作用于成对供体，伴有分子氧的掺入或还原，

其中一个供体为还原型黄素或黄素蛋白，并掺入一

个氧原子、核受体活性、铁离子结合、单加氧酶活

性、血红素结合。

 

A                                                                            B 



第 48 卷第 11 期  2025 年 11 月     Drug Evaluation Research    Vol. 48 No. 11  November 2025 

    

·3170· 

 

图 4  KEGG 富集分析图 

Fig. 4  KEGG enrichment analysis map 

3.2  右归丸对大鼠 POF 的改善作用 

3.2.1  对 POF 大鼠血清 FSH、AMH、GnRH 激素

水平影响  与对照组比较，模型组大鼠血清 FSH、

GnRH 水平显著升高（P＜0.01），血清 AMH 水平

显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，右归丸各剂

量治疗组大鼠以上血清激素水平均得到明显改善

《（P＜0.05、0.01）。见图 6。 

3.2.2  对 POF大鼠卵巢组织病理学影响  HE染色

结果显示，对照组大鼠卵巢组织中可见各级卵泡。

与对照组比较，模型组大鼠卵巢组织中观察到多数

卵泡出现闭锁卵泡的特征，表明 CTX诱导 POF大

鼠模型成功。 

右归丸各剂量组大鼠卵巢中虽然仍可观察到

闭锁卵泡，但也可见窦卵泡的出现，表明右归丸能

够有效改善 POF大鼠的卵泡生长发育。见图 7。 

3.2.3  卵巢组织免疫荧光染色观察蛋白表达  对比对

照组，模型组大鼠卵巢组织 p-Akt1（Ser473）、p-FOXO1

（Thr24、Ser256、Ser319）、Bcl-2的荧光阳性信号减少，

而Bax的荧光阳性信号增多；相对于模型组，右归丸各

剂量组大鼠的卵巢组织 p-Akt1（Ser473）、p-FOXO1

（Thr24、Ser256、Ser319）、Bcl-2的荧光阳性信号增多，

Bax荧光阳性信号减弱。见图 8。 
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图 5  GO 富集分析 

Fig. 5  GO enrichment analysis  

 

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

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

图 6  大鼠血清 FSH、GnRH、AMH 激素水平（ x ±s，n＝8） 

Fig. 6  Serum hormone levels of FSH, GnRH, and AMH in rats（ x ±s，n＝8）

 

绿色箭头-初级卵泡；蓝色箭头-次级卵泡；红色箭头-成熟卵泡；黑色箭头-闭锁卵泡。  

Green arrow-primary follicle; Blue arrow-secondary follicle; Red arrow-mature follicle; Black arrow-atretic follicle. 

图 7  大鼠卵巢组织 HE 染色（×4） 

Fig. 7  HE staining of ovarian tissue in rats (×4) 
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A-大鼠卵巢 FOXO1（青）、p-FOXO1（Thr24红、Ser256绿、Ser319黄）染色；B-大鼠卵巢 Akt1（红）、p-Akt1（Ser473绿）染色；C-大鼠

卵巢 Bcl-2（红）、Bax（绿）染色。 

A-Immunostaining FOXO1 (blue) and phosphorylated FOXO1 (p-FOXO1: Thr24 red, Ser256 green, Ser319 yellow) in rat ovaries; B-immunostaining of 

AKT1 (red) and phosphorylated Akt1 (p-Akt1: Ser473 green) in rat ovaries; C-immunostaining of Bcl-2 (red) and Bax (green) in rat ovaries. 

图 8  免疫荧光检测 POF 大鼠卵巢组织相关蛋白表达（×200） 

Fig. 8  Immunofluorescence staining of ovarian tissue in POF rats (×200) 
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3.2.4  Western blotting 法测定卵巢组织蛋白表

达  为了验证右归丸对 SIRT1/TP53信号通路的

影响，对大鼠卵巢组织中的特定蛋白进行分析

检测。Western Blotting 结果显示，与对照组相

比，模型组大鼠卵巢组织 SIRT1 蛋白表达降低，

Ac-p53 蛋白表达增高（P＜0.01、0.05）；与模型

组相比，右归丸低、中剂量组 SIRT1 表达无显

著差异，右归丸高剂量组大鼠卵巢组织 SIRT1蛋

白表达增高，Ac-p53 蛋白表达降低（P＜0.01、

0.05）。见图 9。 

 

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

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

图 9  Western blotting 测定卵巢组织 SIRT1、Ac-p53 蛋白表达（ ，n＝3） 

Fig. 9  Western blotting analysis of SIRT1 and Ac-p53 protein expression in ovarian tissue （ ，n＝3） 

4  讨论 

POF是一种生殖内分泌疾病，最核心的症状为

不孕症，且逐渐向年轻化发展[13]。本研究应用网络

药理学方法，通过数据库进行右归丸有效活性成分

及靶点筛选、疾病靶点筛选，并进行靶点交集互作

分析、GO、KEGG富集分析，以此预测出右归丸干

预 POF的主要有效活性成分可能为：姜黄素、槲皮

素、薯蓣皂苷、染料木黄酮、小檗碱；相关信号通

路为：PI3K/Akt信号通路、细胞衰老和 FOXO信号

通路；关键效应靶点可能为：TP53、Akt1、SIRT1、

FOXO1。综上分析，右归丸以多靶点多通路方式对

POF进行干预。 

通过 CTX建立 POF大鼠模型，同时给予右归

丸进行干预，以验证网络药理学预测。动物实验证

实，右归丸可以显著调节 POF大鼠的血清性激素水

平，改善卵巢病理形态，减少卵泡的过度闭锁。其

作用机制可能与网络药理学相关预测靶点有关，即

可能通过 Akt1/SIRT1/FOXO1/TP53 通路，上调

SIRT1、p-Akt1、p-FOXO1、Bcl-2 表达，下调 Ac-

p53、Bax表达，改善 POF。 

Akt1/SIRT1/FOXO1/TP53 通路通过精细的动

态交互机制，维持卵巢细胞的生存与凋亡平衡，其

功能失调与 POF密切相关。本研究聚焦于这一通路

的交互框架，并深入探讨补肾中药复方在其中的调

控机制，旨在为卵巢功能障碍的治疗提供新的理论

依据和干预策略。Akt1在该通路中扮演着关键的信

号枢纽角色。其激活能够驱动 Akt1 的磷酸化

《（Ser473），进而介导下游的抗凋亡效应[14]。Akt1通

过磷酸化 FOXO1《（Thr24/Ser256/Ser319），促进其在

胞质中的滞留，抑制核内促凋亡基因的转录，从而

维持线粒体膜的稳定性[15]。然而，在病理状态下，

Akt1的失活会导致 FOXO1的核转位，激活促凋亡

基因，从而引发细胞凋亡[16]。SIRT1则通过去乙酰

化修饰在该通路中发挥表观调控作用，SIRT1 能够

去乙酰化 FOXO1《（Lys242/Lys245），抑制其促凋亡

活性，并转而激活抗氧化基因[17]。此外，SIRT1还

通过去乙酰化 TP53（Lys382），加速其降解，从而

阻断 DNA 损伤引发的过度凋亡[18]。在氧化应激条

件下，SIRT1 的活性受到抑制，导致 FOXO1 的乙

酰化和 TP53的稳定化，进而加剧细胞凋亡和 DNA

损伤[19]。在 Akt1与 SIRT1 双抑制的情况下，核内

的 FOXO1与 TP53协同激活促凋亡基因 Bax，放大

线粒体凋亡信号。这种协同作用在氧化应激条件下

尤为显著[20]，形成一个恶性循环：氧化应激致使

Akt1/SIRT1抑制、FOXO1乙酰化/TP53稳定《（乙酰

化等）、DNA损伤应答，使线粒体通透性增加，最

终导致细胞凋亡和卵巢功能损伤[21-22]。 

本研究通过网络药理学方法探讨了补肾中药

复方右归丸对卵巢功能调控的潜在机制，揭示了

Akt1/SIRT1/FOXO1/TP53通路在其中的关键作用。

然而，网络药理学作为一种系统生物学工具，仍存

在一些局限性，如靶点预测的可靠性和多成分复方

sx 

sx 
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作用机制的模糊性等，需要在后续研究中加以完

善。未来可以进一步通过细胞实验及多组学分析来

解析卵母细胞以及颗粒细胞的特异性响应网络，利

用类器官模型或人源性细胞验证靶点-通路的保守

性，提高临床转化潜力。采用《“成分-靶点-效应”模

块化分析，解析右归丸的君臣佐使配伍规律，以及

开发纳米递送系统优化复方中低生物利用度成分

的靶向性等多方向探索。 

本研究揭示了 Akt1/SIRT1/FOXO1/TP53 通路

在卵巢功能调控中的重要作用，初步发掘补肾方药

右归丸《“益肾填精、调补冲任”功能可能涉及的现

代科学作用机制。补肾中药复方可能通过激活 Akt1

磷酸化级联、SIRT1 去乙酰化修饰、双靶点沉默促

凋亡信号以及增强抗氧化防御等多维度机制，实现

了对卵巢功能的有效保护。本研究为开发抗卵巢衰

老中药新药和中西医整合治疗 POF 提供了一定的

创新思维。 
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