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基于系统药理学的和颜®坤泰胶囊发挥抗氧化作用的机制及其实验验证 

陈银梅，朱启洪，高  强 

六盘水市妇幼保健院，贵州 六盘水  553001 

摘  要：目的  探讨并验证中药和颜®坤泰胶囊（HKC）发挥抗氧化作用的潜在机制。方法  通过中药系统药理学数据库与

分析平台（TCMSP）探索 HKC 中 21 种成分发挥作用的靶基因，再利用数据库（DAVID）对这些靶基因进行基因本体（GO）

富集和京都基因和基因组百科全书（KEGG）信号通路分析；通过体外构建 H2O2诱导的 MII 卵母细胞氧化应激模型对分析

结果进行验证。结果  HKC 的 21 个成分共对应 151 个靶基因，GO 富集结果主要集中在线粒体功能、超氧化物歧化酶以及

能量代谢途径，而 KEGG 结果富集在 PI3K/AKT、ErbB1、mTOR 等信号通路。体外实验结果证实在氧化应激的 MII 卵母细

胞中，HKC 通过改善线粒体功能，增加 ATP 的产生，同时也减少线粒体膜电势的降低发挥抗氧化作用。结论  HKC 通过改

善线粒体功能发挥抗氧化作用。  
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Mechanism and experimental verification of antioxidant action of Heyan Kuntai 

Capsule based on systematic pharmacology 
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Abstract: Objectives  To explore and verify the potential antioxidation mechanism of traditional Chinese medicine Heyan Kuntai 

Capsule (HKC). Methods  Gene targets of 21 ingredients of HKC were searched for through Traditional Chinese Medicine Systems 

Pharmacology (TCMSP) database and analysis platform, followed by Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes (KEGG) enrichment analysis with Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) tools. 

Further, the anti-oxidative function of HKC was validated in an in vitro H2O2-induced oxidative stress model in MII oocytes. Results  

A total of 151 genes were obtained as targets to 21 components of HKC, whose GO were further significantly enriched in 

mitochondrion, superoxide dismutase activity and energy pathways, while KEGG showed the enrichment in PI3K/AKT, mTOR and 

ErbB1 signaling pathways. Afterwards, it was confirmed that HKC increased ATP production in H2O2-treated MII oocytes by 

improving mitochondrial function and reduced the dissipation of mitochondrial membrane potential (ΔΨm) to exert the antioxidation 

effect. Conclusions  HKC exerts anti-oxidative effect by improving mitochondrial function.  

Key Words: Heyan Kuntai Capsule; bioinformatics analysis; oxidative stress; in vitro experiment; mitochondrial function; signaling 

pathways 

 

作为一种传统中成药，和颜®坤泰胶囊（Heyan 

Kuntai Capsule，HKC）在围绝经期综合征、女性不

孕、子宫内膜异位症以及卵巢早衰等妇科疾病领域

的应用已经超过 20 年[1-3]。尽管 HKC 的临床疗效已

经较为明确，但其发挥作用的机制尚不清晰。由于

中药中含有多种成分，传统的药物研究模式难以阐

明其分子机制，阻碍了中医药在世界范围内的广泛

认可，系统药理学的出现大大改善了这一现状。系

统药理学是一门多学科融合科学，主要基于计算机

技术及大量实验结果构建数据库，再利用数据库将

中药、化学成分及可能靶标相结合，用于研究中药

活性物质及组合、识别药效成分的靶点、药效物质

和疾病关系的理论和方法，从而建立基于系统水平

的中药药效学，为中药发挥作用的机制研究提供 
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新思路。中药系统药理学（Traditional Chinese 

Medicine Systems Pharmacology，TCMSP）是中药

研究常用的数据库之一，通过对各种中药材和中草

药的系统分析，获得药物、靶点和疾病之间的关系。 

此前已有研究采用高效液相色谱-电喷雾电离-

质谱/质谱（HPLC-ESI-MS/MS）分析方法，从 HKC

中鉴定出 21 种主要成分[4]。本研究采用生物信息学

分析和体外实验验证相结合的方法，借助中药系统

药理平台[5-8]，构建 HKC 中 21 种主要成分对应的靶

基因集，再利用DAVID（the Database for Annotation，

Visualization and Integrated Discovery）在线工具对

靶基因进行 GO（Gene Ontology）分析和 KEGG

（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes）信号通

路分析[9-10]，最后通过体外实验对生信分析结果进

行验证，为下一步的临床研究提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验中所用孕马血清促性腺激素、人体绒毛膜

促性腺激素、ATP 检测试剂盒、培养基等试剂材料

购置于美国 Sigma 公司；JC-1 检测试剂盒购置于上

海翊圣生物科技有限公司；研究中使用的有 TCMSP

数据库和 DAVID 在线数据库。 

1.2  方法 

1.2.1  化合物-靶基因聚类分析  利用 TCMSP 数据

库将 21 种已鉴定出的化合物成分输入并得到化合

物-基因靶点的聚类结果。 

1.2.2  功能富集分析  利用 DAVID 在线工具对聚

类结果进行 GO 和 KEGG 富集分析，GO 包括生物

学过程分析、分子功能分析和细胞组分分析，KEGG

主要包括信号通路分析。P＜0.05 为显著性结果。 

1.2.3  卵母细胞的收集、培养及处理  为诱发促排

卵并获取卵母细胞，3 周龄的 BALB/c 雌性小鼠 ip

孕马血清促性腺激素（10 IU），48 h 后，再 ip 人体

绒毛膜促性腺激素（hCG，10 IU），动物于 hCG 注

射后 12～16 h 处死。从小鼠离体输卵管壶腹部获取

卵丘-卵母细胞复合体，用移液管轻柔冲洗，去除复

合体的间质组织，收集卵母细胞培养于含有 14 

mmol/L HEPES 和 300 IU 透明质酸酶的钾优化培养

基（KSOM）中。MII 卵母细胞在 KSOM 培养基中

进一步生长，并于 37 ℃、5% CO2 的条件中培养。

先对细胞进行 HKC（质量浓度为 10、20、50、100 

μg/mL）或 N-乙酰半胱氨酸（NAC）预处理 1 h，

未经预处理的细胞作为阳性对照组，再将前述细胞

与 H2O2（100 μmol/L）孵育 30 min 以对细胞进行氧

化损伤。 

1.2.4  ATP含量分析  按照说明使用ATP检测试剂

盒（Bioluminescent Somatic Cell Assay Kit）对细胞

内的 ATP 含量进行测定[11]。收集“1.2.3”项中的

MII 卵母细胞并分散于 200 μL 超纯水中，取 50 μL

细胞液并加入 100 μL 预冷的 ATP-releasing 试剂，

置于冰上 5 min，再加入 100 μL 的 ATP 测定混合液

（使用缓冲液进行 1∶25 的稀释），混匀，室温下避

光反应 5 min，再使用高灵敏的发光计（Turner Bio 

systems Luminometer Model TD-20/20，Turner Bio 

systems，Sunnyvale，CA，USA）对样品的生物发

光进行测定。样品中的 ATP 含量由 11 个 ATP 梯度

浓度（5 fmol/L 到 5 pmol/L）生成的标准曲线计算

得到。 

1.2.5  线粒体膜电势测定  使用 JC-1 检测试剂盒

对线粒体膜电势进行测定。MII 卵母细胞体外培养

处理后，将 JC-1 染料加入培养基中。在 529 nm（绿

色）和 590 nm（红色）波长下观察荧光发射强度。

使用 Image-J 软件计算红/绿荧光强度比。 

1.2.6  统计学分析  本研究中所有实验和定量数据

均至少重复 3 次。采用 SPSS 17.0 软件对数据进行

统计分析。数据以 x s 表示，采用单因素方差分析

（one-way ANOVA）与 Dunnett’s 检验，P＜0.05 时

为差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  化合物-靶基因聚类结果 

为了确认 HKC 潜在的作用靶点，利用 TCMSP

数据库将 21 种已鉴定出的成分输入并得到化合物-

基因靶点的聚类结果，共得到 HKC 中 21 个成分对

应的 151 个靶基因。利用 DAVID 在线数据库，对

化合物对应的靶基因进行 GO 和 KEGG 富集分析，

GO 结果包括生物学过程（biological process，BP）、

细胞组分（cellular component，CC）和分子功能

（molecule function，MF）分析，采用超几何检验进

行分析，筛选出 P＜0.05 的显著结果（图 1）。同时，

本实验也对聚类结果进行 KEGG 通路分析，并列出

具有显著差异的排名前 20 的信号通路，结果显示靶

基因显著富集在 PI3K-AKT、ErbB1、mTOR 等信号

通路上（图 2）。生物信息学分析结果为阐明 HKC

发挥作用的细胞基础及分子机制提供线索，特别是

凸显出对线粒体功能的影响，也为下一步的机制验

证提供了思路。 
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图 1  GO 富集结果 

Fig 1  GO enrichment results 

2.2  HKC 恢复氧化损伤卵母细胞的 ATP 水平 

此前的研究中，推测 HKC 可能通过线粒体依

赖性途径发挥改善卵巢衰老的作用[12]，但其潜在作

用机制尚未完全阐明。生物信息学结果也表明 HKC

发挥作用的靶基因富集在线粒体功能上，而线粒体

的一个主要功能是抗氧化，因此，接下来确定 HKC

是否显示出对氧化损伤的保护作用，主要通过评估

ATP 的产生来探索 HKC 是否能保护卵母细胞免受

氧化损伤。H2O2 是用来构建氧化应激模型的常用氧

化剂[13]，该模型能够在 MII 卵母细胞中造成氧化损

伤[14]，因此在本研究中构建了该氧化应激模型。在

MII 卵母细胞经历氧化损伤之前，分别用不同质量

浓度的 HKC 对细胞进行预处理，结果如图 3-A 所

示，HKC 能够恢复 ATP 含量，且具有浓度相关性。

此外，本实验也设置了阳性对照，使用常规抗氧剂

NAC 预处理细胞，结果显示与 NAC 相比，HKC 对

H2O2 引起的氧化损伤具有更好的保护作用（图

3-B）。 
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图 2  KEGG 富集分析 

Fig 2  KEGG enrichment analysis 

         

A-HKC 对 H2O2 处理的卵母细胞产生 ATP 具有浓度相关性  B-NAC 或大剂量 HKC 预处理抵消了 H2O2对卵母细胞 ATP 产生的影响  

与 CT 组比较：**P＜0.01  与 H2O2 组比较：##P＜0.01  与 Mod 组比较：&&P＜0.01  与 NAC 组比较：
△

P＜0.05 

A-HYKT capsule promoted ATP production with a concentration-dependent manner in H2O2-treated oocytes  B-NAC or high-dose HYKT 

capsule pretreatment counteracted the effect of H2O2 on ATP production in oocytes  **P < 0.01 vs CT group  ##P < 0.01 vs H2O2 group    

&&P < 0.01 vs Mod group  
△

P < 0.01 vs NAC group 

图 3  HKC 对 H2O2诱导的卵母细胞氧化损伤的影响 

Fig 3  Effect of HKC on H2O2-induced oxidative damage in oocytes 

2.3  HKC 改善 H2O2 诱导的卵母细胞线粒体功能

障碍 

线粒体膜电势（ΔΨm）是公认的评估线粒体功

能的指标之一，本实验通过 JC-1 染色法对 MII 卵母

细胞中线粒体膜电势的变化进行了检测。结果如图

4-A 所示，H2O2 处理促进了 JC-1 单体的形成，表明

H2O2 处理后线粒体膜电势丢失，线粒体功能发生障

碍；而在细胞遭受氧化损伤之前给予 HKC 和 NAC

预处理，JC-1 聚集体显著增加（图 4-B），表明 HKC

的预处理能够增加线粒体的膜电势。这一结果表明，

HKC 对氧化应激模型中 MII 卵母细胞的 ΔΨm具有

保护作用。 

3  讨论 

通过系统药理学、数据库与体外验证相结合的

方法，对中药可能的作用机制进行了梳理，并通过

体外实验进行了验证。首先利用开放获取数据库对

妇科常用中药 HKC 发挥作用的靶基因进行了聚类，

再利用在线数据库工具对靶基因进行 GO 富集分析 
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A-H2O2、NAC 和 HKC 的不同处理对卵母细胞中 JC-1 单体和聚合物含量的影响  B-不同处理组细胞中 JC-1 单体与复合体的比例  

与 CT 组比较：**P＜0.01  与 H2O2 组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01 

A-different treatments of H2O2, NAC and HKC affected the content of JC-1 monomer and polymer in oocytes  B-ratio of JC-1 monomer 

to J-aggregates in oocytes with different treatments  **P < 0.01 vs CT group  #P < 0.05  ##P < 0.01 vs H2O2 group 

图 4  HKC 对卵母细胞线粒体功能障碍的影响  

Fig 4  Effect of HKC on H2O2-induced mitochondrial dysfunction in oocytes 

及 KEGG 分析，预测了这些靶基因的细胞器定位、

分子功能以及在生物学过程中的参与，随后，进一

步通过体外实验对分析结果进行验证，最终证实

HKC 通过一种依赖于线粒体的方式保护小鼠卵母

细胞免受氧化损伤，这与此前在衰老小鼠模型中的

研究结果一致，HKC 能够保护卵泡发育，维持体内

平衡[12]。 

值得注意的是，GO 分析结果显示，线粒体参

与了 HKC 发挥作用的过程，这不仅与分子功能中

的超氧化物歧化酶、氧化还原酶、催化活性等基因

富集结果一致，也与生物学过程中的细胞凋亡与能

量相关基因富集结果一致。线粒体在卵巢衰老过程

中发挥了重要作用[20]，其功能障碍能够很大程度地

对卵泡发育、卵母细胞质量和胚胎非整倍性造成损

害[16-19]。抗氧化是线粒体发挥作用的诸多功能之一，

很多研究已经证明，线粒体能够消耗有毒的代谢产

物如活性氧（ROS）和活性氮（RNS）以减少其积

累，从而抑制颗粒细胞凋亡、减少卵泡闭锁，并减

少有害代谢产物对其他组分如脂质、蛋白质和 DNA

造成的损伤，最终保护卵巢功能甚至能改善女性不

孕[20]。研究表明大多患有多囊卵巢综合征（PCOS）

或原发性卵巢功能不全（POI）的女性表现出线粒

体功能障碍[22]。有研究表明对于卵巢低反应（POR）

的女性，HKC 的预处理可以提高妊娠率[3]。卵泡液

中活性氧水平等氧化应激指标可以用来预测体外受

精的结果和胚胎质量[23-24]。使用活性氧清除剂（如

辅酶 Q10、白藜芦醇和褪黑素等）预处理的治疗方

式已被用于辅助生殖领域[25-27]。而本研究结果进一

步证实，HKC 可作为辅助生殖中预处理方式的一种

替代选择。 

作为一种类固醇激素，性激素的合成和分泌受

下丘脑-垂体-卵巢轴（hypothalamus-pituitary-ovarian 

axis，HPO 轴）的调节，下丘脑释放促性腺激素释

放激素（GnRH），刺激垂体分泌并释放卵泡刺激素

（FSH）和黄体生成素（LH），这 2 种激素再作用于

卵巢并促进卵泡发育。POI[28]、不孕[29]和 PCOS[30]

等妇科疾病与 HPO 轴的失调密切相关。虽然激素

替代疗法是主要的治疗方法，但激素补充可能会增

加乳腺癌风险[31]，也并不适合患有激素禁忌症的女

性。本研究结果显示了 HKC 调控的基因在激素代

谢中亦有参与，然而，此前的研究并未发现 HKC

对性激素的代谢有显著影响，比如在子宫内膜异位

症的 GnRH-a 反添加治疗的研究中[2]。尽管如此，

依然不能确定 HKC 是否对血清性激素水平有影 

响，为了解释 HKC 缓解更年期综合征症状的临床

疗效[32]的分子机制，需要进一步的深入研究来验证

HKC 是否参与了激素代谢。 

当然，本研究也存在一些局限性。首先，HKC

的有效成分并未完全被 HPLC-ESI-MS/MS 鉴别[4]。

HKC 的组方包括熟地黄、黄连、白芍、黄芩、阿胶

和茯苓，这 6 味中药包含的有效化合物应该超过 21

个，但由于现有分析方法无法识别某些化合物（如

多糖等），因此今后应该根据化合物的特性采用其他

更合适的方法对 HKC 中的有效成分进行分析。其

次，TCMSP 数据库中的信息尚不完善，化合物-基

因聚类结果并不全面，而未来的研究将继续补充靶

向中药基因和疾病的信息，为中医药研究提供更全

面的线索。 
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本研究不仅通过生物信息学分析发现了 HKC

化学成分的靶基因定位在线粒体等部位，也通过体

外实验证实了 HKC 主要通过改善线粒体功能发挥

抗氧化作用，为阐明 HKC 在卵巢衰老相关疾病中

的作用提供了依据。 
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