
第 48 卷第 9 期  2025 年 9 月     Drug Evaluation Research    Vol. 48 No. 9  September 2025 

    

·2530· 

基于组分结构理论和网络药理学探讨绿茶有效组分干预年龄相关性黄斑
变性的配伍结构及作用机制  
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摘  要：目的  基于组分结构理论及网络药理学探究绿茶有效组分（奎尼酸、表儿茶素、没食子儿茶素、表没食子儿茶

素、没食子儿茶素没食子酸酯和表没食子儿茶素没食子酸酯）干预年龄相关性黄斑变性（AMD）的最佳配伍结构及作用

机制。方法  采用氯化钴致斑马鱼 AMD 模型，结合均匀设计法，以斑马鱼眼底血管异常生长的相对抑制率为评价指标，

通过多元线性回归分析筛选绿茶有效组分干预 AMD 的最佳配伍结构；借助网络药理学预测其作用通路及关键靶点，并利

用分子对接技术与实时荧光定量（qRT-PCR）法验证绿茶有效组分对关键靶点的调控作用。结果  当奎尼酸、表儿茶素、

没食子儿茶素、表没食子儿茶素、没食子儿茶素没食子酸酯、表没食子儿茶素没食子酸酯的质量浓度分别为 40、40、25、

50、15、15 µg·mL−1 时干预 AMD 的药效最佳，其最佳配伍结构为 8∶8∶5∶10∶3∶3；绿茶有效组分可能通过调控 PI3K、

Akt、TP53、HIF1A、VEGF 等基因的表达，激活 PI3K-Akt、HIF-1、Apoptosis 和 TNF 信号通路，从而发挥干预 AMD 的药

效作用。结论  绿茶有效组分可协同增效发挥干预 AMD 作用，且存在明确的最佳配伍结构，本研究为中药组分配伍规律研

究提供思路，为绿茶干预 AMD 的组分新药研发奠定基础。 
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Abstract: Objective  To explore the optimal combination structure and mechanism of action of effective components of green tea 

(quinic acid, epicatechin, gallocatechin, epigallocatechin, gallocatechin gallate, and epigallocatechin gallate) in the intervention of age-

related macular degeneration (AMD) based on the theory of component structure and network pharmacology. Methods  A zebrafish 

AMD model induced by cobalt chloride was used, combined with uniform design method. The relative inhibition rate of abnormal 

growth of zebrafish retinal vessels was taken as the dependent variable. The optimal combination structure of green tea effective 

components in the intervention of AMD was screened by multiple linear regression analysis. Network pharmacology was used to 

predict the action pathways and key targets, and molecular docking technology and real-time fluorescence quantitative (qRT-PCR) 

method were used to verify the regulatory effect of green tea effective components on key targets. Results  When the mass 
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concentrations of quinic acid, epicatechin, gallocatechin, epigallocatechin, gallocatechin gallate, and epigallocatechin gallate were 40, 

40, 25, 50, 15, and 15 µg·mL−1, respectively, the intervention effect on AMD was the best, and the optimal combination structure was 

8∶8∶5∶10∶3∶3. Green tea effective components may exert the intervention effect on AMD by regulating the expression of genes 

such as PI3K, Akt, TP53, HIF1A, and VEGF, and activating the PI3K-Akt, HIF-1, Apoptosis, and TNF signaling pathways. Conclusion  

The effective components of green tea can exert a synergistic effect in the intervention of AMD, and there is a clear optimal combination 

structure. This study provides ideas for the research on the combination rules of traditional Chinese medicine components and lays a 

foundation for the development of new component drugs of green tea for the intervention of AMD. 

Key words: green tea active components; age-related macular degeneration; network pharmacology; uniform design method; 

compatibility structure; mechanism of action; quinic acid; epicatechin; gallocatechin; epigallocatechin; gallocatechin gallate; 

epigallocatechin gallate 

 

绿茶 Camellia sinensis（L.）Kuntze 为山茶科、

山茶属植物，性凉，味苦辛甘，归肝、心包、心、

肺、脾、肾、胃经，具有下气消食、清利头目、清

降痰浊、清热解毒的功效[1]。现代药理研究表明，

绿茶中含有丰富的茶多酚类化合物，具有极佳的抗

炎、抗氧化、促血管生成等作用，其中以表没食子

儿茶素没食子酸酯（EGCG）为代表的多种儿茶素

类成分为其潜在药效物质群[2-3]。眼部相关疾病多与

眼内炎症、氧化应激、细胞凋亡有关，茶多酚类物

质已被应用于多种眼部疾病的药物开发研究[4-6]。基

于此，课题组前期围绕绿茶干预年龄相关性黄斑变

性（AMD）的药效机制开展了系列研究，发现绿茶

提取物能够显著抑制强光刺激及强氧化剂导致的

AMD 大鼠视网膜炎症、氧化应激损伤及细胞凋亡

水平[7-8]。 

AMD 作为一种与年龄高度相关的退行性疾

病，在老年人群中发病率较高，可损伤中心视力，

严重影响老年人生活质量[9]。中医证候中，AMD 多

归为“痰瘀”“血滞”“气虚”范畴，因此临床以

疏肝补肾类药物配伍治疗[10-11]。临床上，AMD 分

为干性 AMD（dAMD）和湿性 AMD（wAMD），

wAMD 主要表现为脉络膜血管过度异常生长及视

网膜出血[9]。课题组前期研究中证实，绿茶具有干

预 AMD 的功效，能够有效抑制氯化钴诱导的斑马

鱼眼底血管异常增生；同时，谱-效相关研究中发

现奎尼酸、表儿茶素（EC）、没食子儿茶素（GC）、

表没食子儿茶素（EGC）、没食子儿茶素没食子酸

酯（GCG）和 EGCG 是绿茶干预 AMD 的关键药

效组分[8]，但目前尚未完成有效组分优势配伍结构

的筛选，且其配伍后的药效活性及作用机制尚不十

分明确。 

中药配伍规律是中医辨证论治理论的具体体

现。随着化学成分分离技术的发展，其研究已不

再限于多药味间的组合配伍。张伯礼院士[12]提出以

组分配伍研制现代中药的新策略，即开展有效组分

配伍研究。随着该研究的深入，贾晓斌教授[13]进一

步提出“组分结构”理论，认为中药药效物质基

础由多个组分按照特定的组成结构（含量）比例

构成，并系统构建了以组分为功能单位的中药研

究新模式。 

鉴于此，本研究以组分结构理论为指导，采用

均匀设计法考察绿茶有效组分在不同配伍结构下

的药效作用，解析各组分间的协同作用及配伍规

律；同时结合网络药理学及分子对接技术，预测有

效组分干预 AMD 的潜在作用机制，并通过实时荧

光定量 PCR（qRT-PCR）技术验证有效组分最佳配

伍结构对 AMD 斑马鱼眼组织关键靶点表达的影

响，旨在为绿茶组分中药的研发及 AMD 临床治疗

新策略提供关键数据支撑。 

1  材料 

1.1  仪器 

BP211D 型电子分析天平，德国赛多利斯科学

仪器有限公司；Allegra X-30R 高速冷冻离心机，美

国贝克曼库尔特有限公司；IX73 荧光显微镜，日本

Olympus 公司；BJPX-L200 光照培养箱，山东博科

控股有限公司；KZ-III-F 组织研磨仪，武汉塞维尔

生物科技有限公司；Roche LightCycler 96 qRT-PCR，

瑞士 Roche 公司；Invitrogen Qubit 4 超微量分光光

度计，美国 Thermo Scientific 公司；Z-A-D5 斑马鱼

养殖系统，上海海圣生物实验设备有限公司。 

1.2  药物与试剂 

氯化钴（批号 C15852024），上海麦克林生化

科技股份有限公司；七叶洋地黄双苷滴眼液（批号

24A077），德国视都灵药品有限责任公司；对照品

奎尼酸（批号 PS0713-0020，质量分数 98.0%）、EC

（批号 PS1391-0200，质量分数 98.0%）、GC（批号
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PU0554-0025，质量分数 98.0%）、EGC（批号 U0460-

0025，质量分数 98.0%）、GCG（批号 PS1489-0020，

质量分数 98.0%）、EGCG（批号 PS3007-0050，质

量分数 98.0%）均购自成都普思生物科技有限公司；

PrimeScript™ RT reagent Kit（批号 RR047A）、TB 

Green® Premix Ex Taq™ II（批号 RR820A），日本

TAKARA 公司；动物组织 RNA 提取试剂盒（批号

AC0202），山东思科捷生物技术有限公司。 

1.3  动物 

成年 Fli1a：EGFP 血管荧光转基因斑马鱼由山

东中医药大学药物研究院提供，培养于专业斑马鱼

养殖系统，培养环境维持恒温 28 ℃，每日 14 h/10 h

光/暗循环。成年雌雄斑马鱼在交配缸中自然交配产

卵后，收集至培养皿中，于 28 ℃恒温光照培养箱

中孵育。 

2  方法 

2.1  实验用药品溶液的制备 

精密称取奎尼酸、EC、GC、EGC、GCG、EGCG

各 10.00 mg 置于 6 个量瓶中，纯水定容至刻度

线，制备成 2 mg·mL−1 的母液，4 ℃保存备用；

选择氯化钴作为 AMD 斑马鱼造模药物，精密称

取 10.00 mg 氯化钴置于量瓶中，纯水定容至刻度

线，制备成 2 mg·mL−1的母液，4 ℃保存备用，后

续实验时稀释至 100 µg·mL−1；选择七叶洋地黄双

苷滴眼液作为阳性药物，用纯水稀释至 20 µg·mL−1

（以七叶亭苷计算）。 

2.2  绿茶有效组分对斑马鱼存活率的影响 

选择 2 dpf 的斑马鱼，脱膜后在荧光显微镜下

筛选发育正常的幼鱼于 6 孔板中，每孔 30 尾，每

组 2 个复孔。分别考察不同质量浓度（100、200、

400、800、1 000、1 500 µg·mL−1）奎尼酸、EC、GC、

EGC、GCG、EGCG 干预 72 h 对斑马鱼存活率的影

响，确定斑马鱼对各组分的最大耐受浓度（MTC）。

随后将各组分分别按照 MTC、1/2MTC、1/4MTC、

1/6MTC、1/8MTC 进行组合，考察药物组合对斑马

鱼存活率的影响。 

2.3  AMD 斑马鱼模型的建立 

选择 2 dpf 的斑马鱼，脱膜后在荧光显微镜下

筛选发育正常的幼鱼于 6 孔板中。选择 100 µg·mL−1

氯化钴干预 72 h 致斑马鱼眼内缺氧诱导眼底血管

异常生长，构建渗出型 AMD 斑马鱼模型[8]，在荧

光显微镜下观察斑马鱼眼底血管生长情况，利用

Image J 软件测量斑马鱼眼底血管荧光面积，评价

AMD 斑马鱼造模是否成功。 

2.4  绿茶有效组分配伍结构研究 

2.4.1  均匀设计分组  将奎尼酸（X1）、EC（X2）、

GC（X3）、EGC（X4）、GCG（X5）、EGCG（X6）

作为考察因素，各设 11 个水平，剂量范围根据“2.2”

项确定的各组分 MTC 设定。采用 U11（116）均匀设

计表（表 1）对绿茶有效组分的最佳配伍结构进行

筛选，根据均匀设计使用表，当考察因素数为 6 时，

偏差为 0.494 2，选择 1～6 列进行实验。 

表 1  均匀设计水平 U11（116） 

Table 1  Uniform design level U11 (116) 

组别 X1 X2 X3 X4 X5 X6 组别 X1 X2 X3 X4 X5 X6 

S1 1 2 3 5 7 10 S7 7 3 10 2 5 4 

S2 2 4 6 10 3 9 S8 8 5 2 7 1 3 

S3 3 6 9 4 10 8 S9 9 7 5 1 8 2 

S4 4 8 1 9 6 7 S10 10 9 8 6 4 1 

S5 5 10 4 3 2 6 S11 11 11 11 11 11 11 

S6 6 1 7 8 9 5        

2.4.2  最佳组分配伍结构考察  选择 2 dpf 的斑马

鱼于 6 孔板中，每孔 10 尾。设置对照组、模型组、

阳性药（20 µg·mL−1 七叶洋地黄双苷滴眼液）组和

11 个绿茶有效组分［S1～S11，给药剂量按照均匀

设计表 U11（116）确定］组。除对照组外，其余各

组均按“2.3”项下方法造模，阳性药组与 S1～S11

组在造模同期给药。28 ℃孵育 72 h，观察斑马鱼存

活情况，并在荧光显微镜下观察斑马鱼眼底血管生

长情况，利用 Image J 软件测量斑马鱼眼底血管荧

光面积（A），计算各组斑马鱼眼底血管异常生长的

抑制率及相对抑制率。 

抑制率＝（A 模型－A 给药）/（A 模型－A 对照） 

相对抑制率＝绿茶有效组分抑制率/阳性药抑制率 

采用 SPSS 23.0 软件，以 X1、X2、X3、X4、X5、
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X6 为自变量，以斑马鱼眼底血管异常生长的相对抑

制率为因变量（Y），进行多元线性回归分析，确定

绿茶有效组分的最佳配伍结构。 

2.4.3  验证实验  选择 2 dpf 斑马鱼于 6 孔板中。设

置对照组、模型组、阳性药（20 µg·mL−1七叶洋地黄

双苷滴眼液[8]）组和绿茶有效组分最佳配伍组。除对

照组外，其余各组均按“2.3”项下方法造模，阳性

药组与最佳配伍组在造模同期给药，给药干预后在

荧光显微镜下拍照，考察绿茶有效组分的最佳配伍

结构对斑马鱼眼底血管异常生长的影响。 

2.5  网络药理学 

2.5.1  绿茶有效组分干预 AMD 的靶点筛选  在

Swiss target prediction 和 Pharmmapper 数据库中检

索奎尼酸、EC、GC、EGC、GCG、EGCG 的靶点，

去重合并即得各成分的作用靶点。以“age-related 

macular degeneration”为关键词在 CTD、GeneCards

数据库中进行检索，并以“relevance score”大于中

位数，“inference score”大于中位数进行二次筛选，

去重整合，获得 AMD 疾病靶点。将各成分的作用

靶点与 AMD 疾病靶点取交集，即为绿茶有效组分

干预 AMD 的靶点。 

2.5.2  蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络的构建

及核心靶点的筛选   将筛选出的作用靶点导入

STRING 数据库，种属选择“Homo sapiens”，最小

互相作用阈值设定为“highest confidence”，并隐藏

游离的节点。运用 CytoScape 3.9.1 构建绿茶有效组

分-AMD“活性成分-靶点”图及 PPI 网络图，并利

用内置 Network Analyzer 分析成分及作用靶点的网

络拓扑参数，并以节点度值（degree）为标准筛选核

心靶点。 

2.5.3  基因本体（GO）功能注释和京都基因与基因

组百科全书（KEGG）信号通路富集分析  将筛选

出的绿茶有效组分干预AMD的核心靶点在DAVID

数据库中进行 GO 富集分析和 KEGG 信号通路分

析，预测关键作用通路及靶点。 

2.5.4  分子对接  利用 PubChem 数据库下载各成分

的 sdf 结构文件，导入 ChemBio 3D 软件调整化合物

的空间构象，进行 minimize 能量优化，保存为 mol2

格式。随后从 PDB 网站中下载关键作用靶点的 3D

结构，应用 PyMOL 去除水分子和原始配体。最后利

用 Maestro 软件对各成分与关键作用靶点进行对接。 

2.6  qTR-PCR 实验验证 

体式显微镜下切割“2.4.3”项实验结束后的斑

马鱼眼睛，并进行整体匀浆，利用 RNA 提取试剂

盒提取斑马鱼眼组织总 RNA，利用 qPCR 仪将 RNA

逆转录成 cDNA，进行 PCR 扩增，扩增条件为：95 ℃

预变性 10 min；95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 10 s，

72 ℃延伸 10 s，40 个循环。引物由生工生物工程

（上海）股份有限公司合成，以 β-actin 为内参基因，

引物序列见表 2。 

表 2  引物序列 

Table 2  Primer Sequence 

基因 序列（5’→3’） 基因 序列（5’→3’） 

β-actin F: GAGCAGGAGATGGGAACCG 

R: CAGGAAGGAAGGCTGGAG 

JUN F: GTCAAGACCCTGAAGTCGCAA 

R: GGCTCTCCTCAGAAGGTTTGC 

TP53 F: TAAGTGATGTGGTGCCTGCC 

R: GTCGCTTCTTCCTTCGTCCT 

EGFR F: CCGACAAGTGCCAGAGAATG 

R: ATGGGTCTGGGTCCTTTACAC 

TNF F: ACCATTTACCTTGGAGCCGT 

R: CCCGAAGAATGTTTTGGCGT 

PI3K F: CAAATCCGAGGTGGAACGAG 

R: GTGCCATCTTTCCTGAGACCA 

IL-6 F: GCACGGAAAGATGTCTAACGC 

R: AGTCGTTTGGTGCTGTGTTTG 

Akt F: GGAGGTCCTGATGATGCGAA 

R: GGTCGTCTCTCGCTGTCAAA 

STAT3 F: AGCAGCAAAGAGGGAGGAATC 

R: GGAACTCAGTGTCTGGATGGG 

BAX F: TACTTTGCCTGTCGCCTTGT 

R: AGCGAGGAAAACTCCGACTG 

HIF1A F: CTCCCGAACCCCTGAAATCT 

R: ATGCCACTGTTGAGTATCGGT 

BCL-2 F: GACTCTGTGTTCCACCCGTTT 

R: AAAGGCTCCGATGGTCACTC 

MYC F: CCTGCTGTCAAGAGGCTACGA 

R: CCTCAGAATCCGATGTGCGA 

VEGFA F: CCATCTGTCTGCTGTAAAGGC 

R: CGCCTCATCATTACAGCATCC 

CTNNB1 F: TGCTCAAGGTGTTGTCAGTGT  

R: CTGGGGTCTGTGAGATGAAGG 
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2.7  数据分析 

数据均以 x s 表示，采用 SPSS 23.0 软件进行

统计学分析，用 GraphPad Prism7 进行统计结果图

形分析，两组间比较采用单因素 ANOVA 检验方法，

P＜0.05 表示差异有统计学意义。 

3  结果 

3.1  绿茶有效组分对斑马鱼存活率的影响 

由图 1 可知，当奎尼酸、EC、EGC 质量浓度

高于 200 µg·mL−1 时，GC、GCG、EGCG 质量浓度

高于 100 µg·mL−1 时，斑马鱼开始出现死亡，且随

药物质量浓度升高死亡数量逐渐增加。因此奎尼

酸、EC、EGC 的 MTC 为 200 µg·mL−1，GC、GCG、

EGCG 的 MTC 为 100 µg·mL−1。为后续比较 S1～

S11 对 AMD 斑马鱼的药效作用，需先考察以各组

分的 MTC、1/2 MTC、1/4 MTC、1/6 MTC、1/8 MTC

组合给药时对斑马鱼存活率的影响，结果表明，当

S1～S11 以 1/4 MTC 组合给药时，斑马鱼开始出现

死亡现象，但死亡数量较少，当高于此质量浓度时，

出现大量死亡。因此最终确定奎尼酸、EC、GC、

EGC、GCG、EGCG 的最大给药质量浓度分别为 50、

50、25、50、25、25 µg·mL−1，并以此质量浓度为上

限进行均匀设计实验。 

 

图 1  绿茶有效组分对斑马鱼存活率的影响 ( ±s, n＝30) 

Fig. 1  Effect of effective components of green tea on zebrafish survival rate ( ±s, n＝30) 

3.2  最佳组分配伍结构考察结果 

基于表 1 及“3.1”项确定的最大给药质量浓度，

共设计 11个绿茶有效组分配伍组合，开展干预AMD

斑马鱼的药效实验，因素、水平方案及结果见表 3。

各组药效结果见图 2。与对照组相比，模型组斑马鱼

眼底血管荧光面积显著增大（P＜0.001）；与模型组

相比，阳性药组及 S1～S11 斑马鱼眼底血管荧光面

积显著减小（P＜0.001），且均逐渐趋近于对照组，

其中 S11 干预效果最差，但相较于模型组仍然具有

显著性差异（P＜0.001），S7 组干预效果最为明显，

眼底血管异常生长的抑制率及相对抑制率最高，为

最优药效组，此时有效组分配伍结构为 X1∶X2∶

X3∶X4∶X5∶X6＝46∶42∶24∶41∶19∶18。 

多元线性回归分析结果见表 4。分析显示，所

建立的多元线性回归方程为 Y＝1.806 34－0.009 8 

X1－0.003 6 X2＋0.002 56 X3＋0.000 48 X4－0.003 1 

X5－0.011 2 X6，其中 Y 代表相对抑制率。该方程的

决定系数 R²＝0.954 87，表明模型对数据的拟合程

度较高；且 P 值为 0.041 39，说明回归方程具有统

计学意义。由于相对抑制率越大，对应药效越佳，

因此通过求解该回归方程中 Y 的最大值，可确定最

佳组分配伍结构。最终经模型预测，最佳组分配伍

比例为 X1∶X2∶X3∶X4∶X5∶X6＝8∶8∶5∶10∶

3∶3。 

由图 3 可知，与模型组相比，最佳组分配伍结

构组斑马鱼眼底血管荧光面积显著减小（P＜

0.001），趋近阳性药组，抑制率和相对抑制率为

94.23%和 98.75%，且与 S7 组相比药效更好。因此

证实绿茶有效组分干预 AMD 的最佳配伍结构为

X1∶X2∶X3∶X4∶X5∶X6＝8∶8∶5∶10∶3∶3。 

x

x
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表 3  均匀设计因素水平、方案及结果 ( ±s, n＝10) 

Table 3  Uniform design factors, levels, schemes and results ( ±s, n＝10) 

序号 
X1/

（µg·mL−1） 

X2/

（µg·mL−1） 

X3/

（µg·mL−1） 

X4/

（µg·mL−1） 

X5/

（µg·mL−1） 

X6/

（µg·mL−1） 
抑制率/% 相对抑制率/% 

1 40(1) 41(2) 17(3) 44(5) 21(7) 24(10) 89.38 93.67 

2 41(2) 43(4) 20(6) 49(10) 17(3) 23(9) 84.26 88.30 

3 42(3) 45(6) 23(9) 43(4) 24(10) 22(8) 83.34 87.33 

4 43(4) 47(8) 15(1) 48(9) 20(6) 21(7) 81.08 84.97 

5 44(5) 49(10) 18(4) 42(3) 16(2) 20(6) 83.64 87.65 

6 45(6) 40(1) 21(7) 47(8) 23(9) 19(5) 89.28 93.56 

7 46(7) 42(3) 24(10) 41(2) 19(5) 18(4) 93.10 97.57 

8 47(8) 44(5) 16(2) 46(7) 15(1) 17(3) 88.94 93.20 

9 48(9) 46(7) 19(5) 40(1) 22(8) 16(2) 77.50 81.21 

10 49(10) 48(9) 22(8) 45(6) 18(4) 15(1) 92.35 96.78 

11 50(11) 50(11) 25(11) 50(11) 25(11) 25(11) 54.45 57.06 

 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：***P＜0.001。 

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

图 2  各组斑马鱼眼底血管荧光显微图（A）和斑马鱼的眼底血管荧光面积（B） ( ±s, n＝10) 

Fig. 2  Fluorescence microscopic images of fundus vasculature of zebrafish in each group (A) and fluorescence area of 

fundus vasculature of zebrafish (B) ( ±s, n＝10) 

表 4  多元线性回归分析 

Table 4  Multivariate linear regression analysis table 

模型 
非标准化系数 标准化系数 

B 标准误差 T值 P值 

常量 1.806 3  0.155 8 11.593 0 0.000 3 

X1 −0.009 8  0.003 8 −2.559 0 0.062 7 

X2 −0.003 6  0.002 5 −1.471 9 0.215 0 

X3 0.002 6 0.002 5 1.039 5 0.357 3 

X4 0.000 5 0.002 5 0.194 6 0.855 2 

X5 −0.003 1 0.002 5 −1.254 9 0.277 8 

X6 −0.011 2 0.003 8 −2.925 7 0.043 0 

3.3  网络药理学分析结果 

3.3.1  潜在靶点筛选  通过检索数据库，对奎尼

酸、EC、GC、EGC、GCG、EGCG 进行作用靶点筛

选，整合去重后共获得 2 199 个潜在靶点。以“age-

related macular degeneration”为关键词，在数据库中

检索疾病靶点，整合去重后共筛选出 2 496 个作用靶

点。利用 Venny 2.1 将药物靶点与疾病靶点取交集并

绘制韦恩图，共计得到 571 个共同靶点，见图 4。 

3.3.2  “活性成分-靶点”网络图及 PPI 网络图的构

建  将 6 个绿茶有效组分靶点与 AMD 疾病交集靶 

x

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

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

图 3  最佳组分配伍结构组验证结果 ( ±s, n＝10) 

Fig. 3  Verification results of optimal combination and compatibility structure group. ( ±s, n＝10) 

 

图 4  交集靶点韦恩图 

Fig. 4  Venn diagram of intersecting targets  

点联合构建“活性成分-作用靶点”网络，该网络共

有 577 个节点，1 318 条边（图 5）。成分与靶点之

间连线越多则度值越大，表明成分与药效间的关联

性越强，在 6 个组分中，度值由大到小依次为

EGCG、GCG、GC、EGC、EC、奎尼酸。 

采用 String 数据库对绿茶有效组分干预 AMD

的 571 个靶点进行蛋白交互分析，并利用 Cytoscape 

3.9.1 进行拓扑分析筛选核心靶点，构建核心靶点

PPI 网络图，见图 6。结果显示，该网络共涉及 84

个节点，2 942 条边，平均度值为 70.048，根据节点

度值排名筛选出 9 个并列第 1 位次（度值＝83）的

靶点，分别为肿瘤蛋白 53（TP53）、肿瘤坏死因子

受体（TNF）、白细胞介素 6 受体（IL6）、信号转

导和转录激活因子 3（STAT3）、缺氧诱导因子 1α

（HIF1A）、MYC 原癌基因（MYC）、编码 β-连环

蛋白（CTNNB1）、JUN 原癌基因（JUN）、表皮

生长因子受体（EGFR），预测其为绿茶有效组分干

预 AMD 的核心靶点。 

3.3.3  GO 和 KEGG 富集分析  将筛选出的绿茶有

效组分干预 AMD 的核心靶点进行 GO 和 KEGG 富

集分析。通过 GO 功能富集分析，根据 P 值排序，

分别筛选前 10 个分析条目，见图 7-A。在生物过程

（BP）分类中，与 AMD 相关的条目主要涉及凋亡过

程的负调控、缺氧反应、细胞增殖的正向调控、炎症

反应和正调控血管生成；在细胞组成（CC）分类中，

与 AMD 相关的条目主要涉及细胞外外泌体、大分子

复合物、线粒体、RNA 聚合酶 II 转录因子复合物；

在分子功能（MF）分类中，与 AMD 相关的条目主

要涉及 RNA 聚合酶 II 转录因子活性、配体激活序列

特异性 DNA 结合、生长因子活性、肽酶活性。 

通过 KEGG 富集分析，在 P＜0.05 时，6 个绿

茶有效组分共富集到 179 条信号通路，筛选出前 20

条通路并制成气泡图展示，见图 7-B。结果显示，

排名前 3 的通路为癌症的发病途径、脂质与动脉粥

样硬化、糖尿病并发症中的 AGE-RAGE 信号通路，

可见 6 个组分也可能具有抗肿瘤和干预糖脂代谢紊

乱的药效作用；在排名前 20 的信号通路中，PI3K-

Akt 信号通路、TNF 信号通路、Apoptosis 和 HIF-1

缺氧信号通路与 AMD 疾病发生发展高度相关，通

路中涉及的关键作用靶点为磷脂酰肌醇 3 激酶

（PI3K）、蛋白激酶 B（Akt）、TNF、B 细胞淋巴

瘤/白血病-2 基因（BCL-2）、BCL2 相关 X 蛋白

（BAX）、HIF1A 和血管内皮生长因子 α（VEGFA），

由此可见 6 个绿茶有效组分可能通过影响这些信号

通路进程，调控关键靶点表达，发挥治疗 AMD 的

作用。 
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图 5  活性成分-靶点图 

Fig. 5  Active ingredients-target diagram 

3.3.4  分子对接验证  分子对接实验中，分子与靶

点彼此结合能越低，配体和受体蛋白之间的结合就

会越稳定，当结合能小于−20.92 kJ·mol−1时，两者具

有较强的结合活性；当结合能小于−29.29 kJ·mol−1

时，两者具有强烈的结合活性。将上述 PPI 网络中筛

选出的核心靶点以及 KEGG 富集分析结果中筛选出

的 PI3K-Akt、HIF-1、Apoptosis 关键信号通路中的核

心靶点，整合去重后共计 14 个核心靶点与 EGCG、

GCG、GC、EGC、EC、奎尼酸进行分子对接实验，

具体对接结果及结合能信息见表 5。结果显示，6 个

成分与 14 个靶点之间表现出较好的结合能力，且

多数结合能小于−20.92 kJ·mol−1，表明成分与靶点

之间的对接活性较好。其中 GCG 与 CTNNB1、

EGFR、HIF1A、STAT3、TNF、TP53、VEGFA 靶点

的对接活性最好，EGCG 与 Akt、IL6、JUN、PI3K

靶点 BCL-2、BAX 靶点的对接活性最好。并且在 14

个靶点中，HIF1A、EGFR、IL6、VEGFA 靶点与 6

个成分之间的结合能均小于−20.92 kJ·mol−1，表明各

成分与靶点间均存在较强的结合活性，可能通过调

控这些靶点发挥干预 AMD 的药效作用。 

3.4  绿茶有效组分最佳配伍结构对AMD斑马鱼眼

组织关键靶点表达的影响 

由图 8 可知，与对照组相比，最佳配伍结构组

和模型组 CTNNB1、JUN、MYC 基因表达未出现显 
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图 6  PPI 网络图 

Fig. 6  PPI network diagram 

著性差异，模型组 Akt、BCL-2、EGFR、PI3K、STAT3、

TP53、TNF 基因表达量显著降低（P＜0.05、0.01、

0.001），BAX、HIF1A、IL6、VEGFA 基因表达量显

著升高（P＜0.05、0.01、0.001）；与模型组相比，

最佳配伍结构组 Akt、BCL-2、EGFR、PI3K、STAT3、

TP53、TNF 基因相对表达量显著升高（P＜0.05、

0.01、0.001），BAX、HIF1A、IL6、VEGFA 基因相

对表达量显著降低（P＜0.05、0.01、0.001）。因此

得出结论，绿茶有效组分的最佳配伍结构可能通过

调控斑马鱼眼组织 Akt、BCL-2、EGFR、HIF1A、

PI3K、STAT3、TP53、BAX、IL6、VEGFA 和 TNF 基

因的表达，激活 PI3K-Akt、HIF-1、Apoptosis 等多

个关键信号通路，发挥干预 AMD 作用。 

4  讨论 

课题组前期研究显示，奎尼酸、EC、GC、EGC、

GCG、EGCG 是绿茶干预治疗 AMD 的关键有效组 

 

图 7  GO（A）及 KEGG（B）富集分析结果 

Fig. 7  Results of GO (A) and KEGG enrichment analysis (B) 
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表 5  绿茶有效组分与核心靶点间的结合能 

Table 5  Binding energy between effective components of green tea and core targets 

核心靶点 
结合能/(kJ·mol−1) 

奎尼酸 EC GC EGC GCG EGCG 

Akt −21.60  −15.95  −14.54  −17.67  −18.80  −24.67  

BAX — −24.41  −13.34  −29.46  −20.11  −27.24  

BCL-2 −17.85  −12.15  −24.81  −17.34  −22.07  −15.14  

CTNNB1 −15.82  −17.21  −17.10  −17.54  −25.02  −20.63  

EGFR −23.51  −23.26  −21.90  −24.05  −25.43  −22.61  

HIF1A −22.93  −25.29  −24.36  −27.51  −37.85  −35.60  

IL6 −26.55  −26.26  −29.05  −29.46  −30.31  −31.04  

JUN −22.12  −17.56  — −19.65  −25.61  −26.74  

MYC −21.41  −18.01  −16.77  −13.09  −15.25  −16.27  

PI3K −13.22  −23.83  −17.29  −18.16  −24.89  −27.90  

STAT3 — −20.38  −25.78  −27.92  −28.44  −22.71  

TNF −21.00  −16.02  −24.43  −21.02  −25.61  −19.87  

TP53 −22.97  −18.55  −21.29  −19.36  −30.90  −16.06  

VEGFA −22.28  −21.61  −23.20  −26.26  −28.89  −28.18  

 

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；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  斑马鱼眼组织关键靶点 mRNA 的表达情况 ( ±s, n＝10) 

Fig. 8  Expression levels of key target mRNA in zebrafish eye tissue ( ±s, n＝10) 

分。为进一步对成分间的协同作用和配伍结构进行

研究，本研究首先应用均匀设计试验法与 AMD 斑

马鱼模型相结合筛选绿茶有效组分之间的最佳配

伍结构，随后利用网络药理学及分子对接探究绿茶

有效组分按最佳配伍结构进行组合后干预治疗

AMD 的作用机制。 

本研究以组分结构理论为指导，首次采用均匀

设计试验法对绿茶中发挥干预治疗 AMD 药效的 6
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个主要有效组分最佳配伍结构进行研究。相比于正

交设计法，均匀设计法在条件范围变化大，并且需

要进行多水平实验的情况下，无需进行大量重复实

验即可达到正交设计的实验效果[14]。因此在进行组

分配伍结构研究时，均匀设计试验法更易达到研究

目的。王蒙等[15]利用均匀设计法对肾衰Ⅱ号方中筛

选出的有效组分进行配伍结构研究，结果显示淫羊

藿苷和迷迭香酸按照 9.6∶1.0 进行配伍时药效最

佳。康点点等[16]为探究独一味抗炎有效成分的协同

作用与配伍结构，运用均匀设计法进行实验，结果

发现独一味环烯醚萜苷类组分中山栀子苷甲酯和

8-O-乙酰山栀子苷甲酯的最佳配伍结构比例为

1.21∶1.00。本研究基于组分结构理论，运用均匀设

计法结合 AMD 斑马鱼模型，创新性发现以奎尼

酸∶EC∶GC∶EGC∶GCG∶EGCG＝8∶8∶5∶

10∶3∶3 进行配伍时，能够有效抑制氯化钴导致的

斑马鱼眼底血管异常生长。在前期研究报道中，除

了有关于 EGCG 对视网膜内的细胞增殖、凋亡及氧

化应激损伤具有保护作用，其余成分均未有直接证

据表明其药效[17-18]。本研究证实绿茶的关键有效组

分奎尼酸、EC、GC、EGC、GCG、EGCG 存在最佳

组分配伍结构，能够协同增效，充分发挥干预治疗

AMD 的药效活性。 

网络药理学的系统性和整体性特点，与中医药

整体观高度契合，故将网络药理学用于研究中药成

分间的相互作用，对阐释中药的整体性具有重要意

义[19]。本研究利用网络药理学，挖掘绿茶有效组分

（奎尼酸、EC、GC、EGC、GCG、EGCG）干预治

疗 AMD 的作用机制。结果显示，6 种成分可能通

过激活 PI3K-Akt 信号通路、TNF 信号通路、

Apoptosis 和 HIF-1 缺氧信号通路发挥干预 AMD 的

药效作用。其中，PI3K-Akt 信号通路与细胞内增殖、

凋亡、自噬等多种生理功能密切相关，近年研究发

现，其还参与了多种新生血管性眼病的发生发展[20]。

该通路在眼部血管生成中的主要作用机制为：活化

的 Akt 可磷酸化内皮型一氧化氮合酶（eNOS）使其

激活，生成的一氧化氮不仅能刺激血管舒张、重塑

和生成，还可上调缺氧诱导因子（HIF-1α），促进

血管内皮生长因子（VEGF）及其他血管生成因子的

表达和分泌，进而推动血管生成[21]。值得注意的是，

HIF-1α 和 VEGF 同样也是 HIF-1 缺氧信号通路中

的关键靶点。本研究中 AMD 斑马鱼的构建，正是

通过氯化钴诱导斑马鱼眼部缺氧，诱导眼底血管异

常生成；而网络药理学分析也推测，绿茶有效组分

可能通过作用于 PI3K-Akt 和 HIF-1 缺氧信号通路，

干预 AMD 的发生发展。最终 qRT-PCR 结果证实，

采用最佳配伍结构的绿茶有效组分干预后，AMD

斑马鱼眼部 Akt、HIF1A、PI3K、VEGFA 基因的表

达相较于模型组均出现显著变化，初步证实绿茶有

效组分的最佳配伍结构可能通过激活 PI3K-Akt 和

HIF-1 缺氧信号通路，调控上述基因的表达，从而

抑制氯化钴诱导的斑马鱼眼底血管异常生成。此

外，TNF 信号通路、Apoptosis 信号通路与炎症反应

和细胞凋亡密切相关。研究证实，当视网膜内出现

细胞凋亡及炎症反应时，这两条通路会被激活，通

路中的 TNF、BAX、BCL-2、TP53 等基因表达也会

出现异常[22-26]。本研究中，模型组斑马鱼眼部 TNF、

BAX、BCL-2、TP53 基因的表达与对照组相比均存

在显著性差异；而经绿茶有效组分最佳配伍结构干

预治疗后，富集于 Apoptosis 和 TNF 信号通路中的

上述基因表达均出现明显回调，且与模型组相比具

有显著性差异。这表明 AMD 斑马鱼眼内的

Apoptosis 和 TNF 通路被充分激活，从而抑制了细

胞凋亡和炎症反应，实现了对 AMD 发生发展的有

效干预。 

综上所述，本研究以组分结构理论为核心，运

用均匀设计试验法与 AMD 斑马鱼动物模型结合，

发现绿茶 6 个有效组分间的配伍结构对药效具有较

大影响，当配伍结构为奎尼酸：EC∶GC∶EGC∶

GCG∶EGCG＝8∶8∶5∶10∶3∶3 时，能够发挥

最佳干预治疗 AMD 的药效作用。并且通过网络药

理学、分子对接及 qRT-PCR 技术初步证明绿茶有效

组分按最佳配伍结构干预后，能够调控 PI3K、Akt、

TP53、HIF1A、VEGF 等关键靶点的表达，激活 PI3K-

Akt 信号通路、HIF-1 缺氧信号通路、Apoptosis 和

TNF 信号通路，最终发挥干预治疗 AMD 作用。本

研究将“精准药物”与“配伍结构”相结合，为中

药组分配伍规律及增效减毒研究提供思路，为绿茶

干预 AMD 的组分新药研发奠定基础。 
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