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补肾益精中药治疗肾精亏虚证相关疾病的生物学物质基础及作用机

制的预测与验证
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摘要:“肾精”是中医学的重要物质概念, 但其实质至今未明。补肾益精中药治疗肾精亏虚证的临床应用极其广

泛, 但其生物学物质基础及其作用机制至今未被阐明。本文拟探寻多种补肾益精中药治疗多种肾精亏虚证疾病的

共同作用的重要靶点, 以期阐明其作用机制, 并对阐释“肾精”本质提供参考。本文首先采用网络药理学方法, 依据

TCMSP、DisGeNET、Uniprot等数据库及研究报道文献资料, 构建 3味经典补肾益精中药 (熟地黄、制首乌、黄精) 与

5种公认的肾精亏虚证疾病 (骨质疏松症、阿尔茨海默症、贫血、不孕不育症、少精症) 的“(补肾益精功能) 药物-成

分-靶点-疾病 (肾精亏虚证候)”的关联网络。从该网络中筛选出关键靶点群, 利用Clue GO和DAVID数据库对其进

行生物功能注释。最后采用自然衰老肾精亏虚证小鼠模型, 与青年小鼠、灌胃熟地黄的模型小鼠对比, 验证上述网

络分析所获得的重要靶点。小鼠的饲养和使用均符合中国《实验动物管理条例》及西南大学药学院实验动物伦理委

员会相关规定。网络药理学分析结果发现,“(补肾益精功能) 药物-成分-靶点-疾病 (肾精亏虚证)”关联网络存在

175个中药与疾病的相同靶点, 经分析网络拓扑参数获得 71个关键靶点。这些靶点涉及转录、RNA代谢、DNA依赖

的转录调控等多种生物过程; 核腔、细胞器内腔、膜封闭腔等细胞成分; 转录调节、转录因子活性、酶结合等分子功

能, 以及参与过氧化物酶体增殖物激活受体 (peroxisome proliferator-activated receptor alpha, PPARα)、丝裂原活化蛋

白激酶 (mitogen-activated protein kinase, MAPK)、缺氧诱导因子 1 (hypoxia-inducible factor 1, HIF-1) 和促红细胞生

成素 (erythropoietin, EPO) 等信号通路调控。动物实验验证结果显示, 自然衰老肾精亏虚证模型小鼠EPO含量及其

通路中HIF-1α、生长因子受体结合蛋白 2 (growth factor receptor-bound protein 2, GRB2)、MAPK3、信号传导及转录

激活蛋白 5A (signal transducer and activator of transcription 5A, STAT5A)、转录因子 AP-1 (transcription factor AP-1,

JUN) 和原癌基因 c-Fos (proto-oncogene c-Fos, FOS) 表达量均显著降低, 熟地黄能显著逆转上述各项蛋白的降低。

网络药理学预测结果与模型动物验证结果均表明, 补肾益精中药治疗肾精亏虚证相关疾病的作用靶点及机制, 可能

与调节细胞核内转录活性及EPO信号通路有关。
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biological basis is unknown until now, resulting in the therapeutic effects of traditional Chinese drugs on reinforcing

kidney for supplementing essence hard to be evaluated. This study aimed, to explore the potential biological basis

and mechanism of traditional Chinese drugs of reinforcing kidney for supplementing essence on diseases related

to deficiency of kidney essence through network pharmacology analysis on the intersection of targets of drugs and

diseases. The targets for ingredients in Rehmanniae radix praeparata (RRP), Polygoni multiflori radix praeparata

(PMRP) and Polygonati rhizome (PR) were gathered from TCMSP and TCMID database. Osteoporosis, Alzheimer's

disease, anemia, infertility and oligospermia targets were collected from OMIM and DisGeNET database. Drug-

compound-target-disease (DCTD) network was established with Cytoscape 3.6.1 software, then Clue GO and

DAVID database was used to acquire the annotation about GO terms and signaling pathways. Natural aging mice,

an acknowledged syndrome model of deficiency of kidney essence, and RRP were used to verify the predictive

targets by Western blot analysis. All animal experiments were conducted in accordance with the international

guidelines and regulations for the care and use of animals. DCTD network showed that the intersection of drugs

and diseases included 175 common targets. After topology analysis, 71 key were screened out targets which

were associated with GO annotation exhibited that biological processes (including transcription regulation, RNA

metabolism regulation, and DNA-dependent transcription regulation), cell composition (including nuclear lumen,

organelle lumen, and membrane closure lumen), molecular function (including transcription regulation, transcrip‐

tion factor activity, and enzyme binding), and signaling pathway (including peroxisome proliferator-activated receptor

alpha (PPARα), mitogen-activated protein kinase (MAPK), hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1), erythropoietin

(EPO) and other signaling pathways. In natural aging mice, the expressions of HIF-1α, growth factor receptor-

bound protein 2 (GRB2), MAPK3, signal transducer and activator of transcription 5A (STAT5A), transcription factor

AP-1 (JUN) and proto-oncogene c-Fos (FOS) in EPO pathway were significantly decreased. RRP significantly

reversed the decrease of the above targets. Above all, these results indicated that the therapeutic effects of traditional

Chinese drugs of reinforcing kidney for supplementing essence on deficiency of kidney essence may be related to

the regulation of nuclear transcriptional activity and EPO signaling pathway.

Key words: deficiency of kidney essence; network pharmacology; traditional Chinese drugs of reinforcing

kidney for supplementing essence; Rehmanniae radix praeparata; erythropoietin

“肾精”是中医学的重要物质概念, 是生命的本原

性物质, 主宰人体生长、发育、壮实、生殖、衰老、死亡全

过程, 具有养骨, 充髓, 健脑, 化血, 生气, 生成生殖之精

及御邪抗病的正气等生理功能[1]。但迄今为止,“肾精”

的生物学物质基础及其作用机制尚未得到客观地阐释。

“补肾益精”中药治疗肾精亏虚证疾病临床应用甚

广, 但其生物学物质基础及其作用机制至今未被阐释。

现代医学临床中, 衰老、儿童发育不良、成人脑血管疾

病、生殖功能低下、免疫功能低下、神经精神疾病、老年

病、慢性消耗性疾病晚期、某些先天性与遗传性疾病、

腰脊筋骨关节疾病等都属于肾精亏虚证范畴。上述疾

病在中医临床多采用“补肾益精”治法与方药进行治

疗, 经几千年实践检验疗效显著[2-5]。但其发挥作用的

药物化学成分物质基础、疾病 (证候) 靶点的生物学物

质基础, 及其两者的作用途径均未得到客观的阐释。

由于肾精及其肾精亏虚证至今未找到客观依据, 导致

补肾益精中药难以用客观指标进行药效学评价[6,7]。

本研究选择具有“补肾益精填髓”显著功效的著名

中药熟地黄、制首乌和黄精[8]作为补肾益精中药的代

表, 选择在脑、骨、血、生殖等 4个方面具有典型意义的

阿尔茨海默症、原发性骨质疏松症、贫血症、不孕不育

症和少精症作为肾精亏虚证疾病代表, 利用网络药理

学的高通量筛选方法, 通过分析中药化学成分靶点与

证候疾病靶点的交集群, 筛选获得“补肾益精中药”作

用与“肾精亏虚证候”疾病的重要共有靶点, 并追踪这

些靶点的生物学作用。最后采用肾精亏虚证的小鼠模

型及灌胃模型小鼠熟地黄药液, 对比青年小鼠、模型小

鼠和熟地黄灌胃小鼠体内重要靶点蛋白质含量变化,

对补肾益精中药治疗肾精亏虚证疾病的重要生物学靶

点进行验证。

本文的探索旨在从补肾益精中药的化学物质基

础 (成分)、肾精亏虚证疾病生物学物质基础 (病变) 的

客观性出发, 寻找并验证二者的重要交集点——药物

作用于疾病的重要靶点。以期客观阐明补肾益精中药

治疗肾精亏虚证疾病的生物学物质基础及其作用机

制, 并为客观评价补肾益精中药的效果, 阐释肾精亏虚

证候的本质甚至肾精的本质, 提供参考。

材料与方法

数据库 中药系统药理数据库 (TCMSP, http://
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ibts.hkbu.edu.hk/LSP/tcmsp.php); 中医药综合数据库

(TCMID, http://www.megabionet. org/tcmid/search/); 相

似性基团数据库 (SEA, http://sea.bkslab.org/); 在线人

类孟德尔遗传数据库 (OMIM, https://omim.org/); 基

因-疾病关联数据库 (DisGeNET, http://www.disgenet.

org/); 蛋 白 质 数 据 库 (Uniprot, https://www. uniprot.

org/); 人类蛋白参考数据库 (HPRD, http://www.hprd.

org/); 基因/蛋白相互作用检索工具 (STRING, https://

string-db. org/cgi/input. pl); 生 物 信 息 注 释 数 据 库

(DAVID, https://david.ncifcrf.gov/)。

补肾益精中药潜在靶点的收集 以口服生物利

用度 (orally bioavailable, OB) ≥ 30%, Caco-2 ≥ -0.4,

类药性 (drug-like, DL) ≥ 0.18为口服吸收筛选标准[9],

在 TCMSP 数据库、TCMID 数据库中获得熟地黄

(Rehmanniae radix praeparata, RRP)、制首乌 (Polygoni

multiflori radix praeparata, PMRP)、黄精 (Polygonati

rhizoma, PR) 的药效成分及部分药物作用靶点的数据,

并查阅相关文献[10-14], 进行药物活性成分的找回或补充。

最后, 利用SEA数据库预测该3种中药潜在作用靶点。

肾精亏虚证相关疾病潜在靶点的收集 分别以骨

质疏松症、阿尔茨海默症、贫血症、不孕不育症和少精

症为关键词, 检索OMIM数据库和DisGeNET数据库,

获得这5种肾精亏虚证相关疾病的靶点。

已收集靶点的名称转换 在Uniprot数据库中, 选

择物种“人类 (Homo sapiens)”, 将上述收集到的所有

靶点的名称校准为 Uniprot 官方基因名称 (Official

gene symbol)。

蛋白-蛋白相互作用数据的收集 为囊括药物的

间接作用, 运用Cytoscape 3.6.1软件, 以人类蛋白质相

互作用网络为背景 (源自HPRD数据库[15]), 分别获取

3 种益精中药 , 5 种肾精亏虚证相关疾病全部靶点的

邻近靶点 , 并提取其靶点间相互关系数据。再利用

Cytoscape 3.6.1软件, 获得 3种益精中药与 5种肾精亏

虚证相关疾病的共有靶点, 并提取其靶点间相互关系

数据。最后, 将上述收集到的所有靶点导入 STRING

数据库中, 获得靶点间关系和预测关系数据。

生物靶点网络的构建 运用 Cytoscape 3.6.1 软

件, 构建 3种益精中药的“药物-成分-靶点”网络, 5种

肾精亏虚证相关疾病的“疾病-靶点”网络, 最后, 利用

软件中Merge功能, 合并上述两个网络, 得到“(补肾益

精功能) 药物-成分-靶点-疾病 (肾精亏虚证候)”网络

(drug-compound-target-disease network, DCTD network)。

关键靶点的分析 提取“药物-成分-靶点-疾病”

网络中益精中药与肾精亏虚证相关疾病的共有靶点网

络 , 以 Closeness-Centrality 和 Degree 两种拓扑参数均

为平均值以上的靶点作为关键靶点, 即可能的肾精亏

虚证的生物靶点, 记录相应靶点数据, 再通过DAVID

数据库和Cytoscape 3.6.1软件中Clue GO + Clue Pedia

插件对关键靶点进行GO富集分析和pathway注释。

肾精亏虚证小鼠模型对靶点的验证

药品与试剂 熟地黄免煎颗粒 (1804002s, 华润三

九医药股份有限公司)。丙二醛 (MDA)、超氧化物歧

化酶 (SOD)、睾酮 (T)、雌二醇 (E2)、促肾上腺皮质激

素 (ACTH)、皮质酮 (CORT)、三碘甲腺原氨酸 (T3)、四

碘甲腺原氨酸 (T4) 等ELISA试剂盒 (上海优选生物科

技有限公司); 异氟烷 (217160701, 深圳市瑞沃德生命

科技有限公司); 蛋白抽提试剂盒 (P0013B)、细胞核蛋

白与细胞浆蛋白抽提试剂盒 (P0027) (碧云天生物技

术研究所); SHC1抗体 (武汉赛维尔生物科技有限公

司); 促红细胞生成素 (EPO)、促红细胞生成素受体

(EPOR) 抗体 (北京博奥森生物技术有限公司)。其余

抗体均购自万类生物科技有限公司。

动物 KM小鼠, 雄性, SPF级, 8月龄50只, 2月龄

10只, 购于重庆医科大学动物实验中心, 生产许可证

号 : SCXK (渝) 2017-0001, 实验动物质量合格证号 :

NO.0005373; 饲养于西南大学药学院实验动物中心 ,

实验动物使用许可证号: SYXK (渝) 2014-0002。动物

房温度: 18～22 ℃, 相对湿度: 40%～60%, 12 h/12 h明

暗交替。小鼠的饲养和使用均符合中国《实验动物管

理条例》及西南大学药学院实验动物伦理委员会相关

规定 (伦理批件编号: 0002183)。

靶点验证实验方法

自然衰老肾精亏虚证小鼠的造模方法 将 8月龄

KM 小鼠 50只, 常规饲养至 12月龄。常规饲养条件:

自由采食、饮水 , 温度 : 18～22 ℃ , 湿度 : 40%～60%,

12 h/12 h明暗交替。

自然衰老肾精亏虚证小鼠模型造模成功的判定标

准 与青年小鼠 (2月龄) 相比 , 每只老龄小鼠 (12月

龄) 同时达到以下标准: ① 自主活动次数显著减少;

② 血清氧化指标中SOD含量显著降低, MDA含量显

著升高; ③ 血清内分泌指标中 T、E2、ACTH、CORT、

T3、T4含量显著减少, 则判定为自然衰老肾精亏虚证

小鼠模型造模成功。

分组、给药及取材 将自然衰老肾精亏虚证模型

成功小鼠随机分为自然衰老肾精亏虚证组、熟地黄 4、

8、16 g·kg-1组, 共 4组, 每组 10只。另取 10只 2月龄雄

性KM小鼠作为青年组。根据熟地黄免煎颗粒与生药

量的换算比 (即 1 g熟地黄免煎颗粒相当于熟地黄饮

片 3.3 g), 用蒸馏水将熟地黄免煎颗粒配置成生药浓度

为 0.2、0.4和 0.8 g·mL-1药液, 每只小鼠灌胃给予熟地
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黄药液 20 mL·kg-1, 每日 1次, 连续给药 4周。青年组、

自然衰老肾精亏虚证组分别灌胃给予相应体积蒸馏

水。末次给药后, 所有小鼠禁食不禁水12 h后, 异氟烷

麻醉处死小鼠并取肾脏, 提取相应核蛋白与浆蛋白, 采

用Western blot法检测相应靶点。

统计学分析 采用 SPSS 21统计学软件包对两组

间数据比较, 用 t检验、多组间数据进行单因素方差分

析。P<0.05表示有显著性差异, P<0.01表示有极显著

性差异。

结果

1 3味补肾益精中药活性成分的筛选

经 TCMSP、TCMID数据库筛选及相关文献报道,

共得到化合物38个 (表1), 其中熟地黄有15个, 制首乌

有12个, 黄精有11个。

2 构建“(补肾益精功能) 药物-成分-靶点-疾病 (肾精

亏虚证)”网络

利用Cytoscape 3.6.1软件中的Merge功能, 将收集

到的所有靶点进行整合, 构建出 3味补肾益精中药与

5 种肾精亏虚证相关疾病的“(补肾益精功效) 药物-

成分-靶点-疾病 (肾精亏虚证)”网络 (图 1)。该网络由

6 422个节点, 39 673条边组成。通过药物靶点映射疾

病靶点, 共获得 175个“药物-疾病”共同靶点。提取该

共同靶点子网络, 并对该子网络进行拓扑参数筛选靶

点, 分别设定参数值为 Degree ≥ 33.554 3和Closeness-

Centrality ≥ 0.530 0, 得到 71个节点, 将该 71个节点定

义为“(补肾益精功效) 药物-成分-靶点-疾病 (肾精

亏虚证)”网络的关键靶点 , 提取关键靶点网络 , 选择

Degree值可视化关键靶点网络 (图 2), 图中节点越大

说明该节点对网络贡献越大, 所对应靶点越重要。

3 “(补肾益精功能) 药物-成分-靶点-疾病 (肾精亏虚

证)”网络关键靶点的GO与通路分析

通过DAVID数据库和Clue GO数据库对 71个关

键靶点进行 Gene Ontology (GO) 分析 , 图 3 展示富集

占比排名前 6的生物学作用、细胞组分和分子功能分

析结果。从图中可以得知, 该 71个关键靶点对应的生

物学作用主要涉及转录调节、RNA代谢过程的调控、

DNA依赖的转录调控、大分子代谢过程正调控和生物

合成过程正调控。细胞成分主要涉及核腔、细胞器内

腔、膜封闭腔、核质和胞质溶胶等。分子功能主要涉及

转录调节活性、转录激活子活性、酶结合、转录激活剂

活性和蛋白质结合等。

利用Cytoscape 3.6.1软件中Clue Go + Clue Pedia

插件并结合DAVID数据库对关键靶点进行 pathway通

路分析。结果表明, 关键靶点共涉及雌激素信号通路、

PPARα信号通路、Akt信号通路、MAPK信号通路、甲

状腺激素信号通路、HIF-1信号通路、EPO信号通路等

与肾精亏虚证表型、转录调节、能量代谢等功能相关的

190条信号通路。选取拓扑参数前 10的关键靶点构建

其所参与的信号通路网络图 (图 4), 由图中可知, 前 10

关键靶点富集出EPO信号通路。

依据本团队前期研究成果 : ① EPO 可能为中医

“肾精”的重要生物学基础[16]; ② EPO对脑细胞的生长

促进作用可能是“肾精通于脑”的重要生物学作用机

制[17]; ③ EPO对肾虚骨质疏松模型、肾虚免疫低下模

型的改善作用可能是“肾精主骨生髓”和“肾精化气强

卫”的现代生物学解释[18,19]。因此, 选取“EPO信号通

Table 1 38 active compounds screened from Rehmanniae radix

praeparata (RRP), Polygoni multiflori radix praeparata (PMRP)

and Polygonati rhizoma (PR)

Drug

RRP

PMRP

PR

Compound

Sitosterol

Stigmasterol

Catalpol

Verbascoside

5-Hydroxymethylfurfural

Rehmaglutin A

Rehmaglutin D

D-Mannitol

Rehmannioside A

Rehmannioside D

Echinacoside

Aucubin

Adenosine

Ajugol

Manninotriose

2,3,5,4-Tetrahydroxyl diphenylethylene-2-O-β-D-glucoside

Emodin

Physcion

Emodin-8-O-β-D-glucopyranoside

5-HMF

Daidzein

Phosphatidyl cholines

Succinic acid

Rhein

Catechin

Epicatechin

Gallic acid

Liquiritigenin

Baicalein

3'-Methoxydaidzein

Beta-sitosterol

3-Epi-beta-sitosterol

(2R)-7-Hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chroman-4-one

Diosgenin

4',5-Dihydroxyflavone

Vitexin

Sibiricoside A

Sibiricoside B
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路”中富集的靶点及EPO上游重要调控靶点HIF-1α进

行实验验证。EPO 信号通路富集到的关键靶点为 :

SHC1、GRB2、MAPK3、JUN、STAT5A和FOS (表2)。

4 动物实验对“(补肾益精功能) 药物-成分-靶点-疾

病 (肾精亏虚证)”网络关键靶点的验证

4.1 以自然衰老法复制肾精亏虚证小鼠模型成功率

2月龄青年小鼠活泼好动、反应灵敏、毛发黑亮、较少

脱毛。与青年小鼠相比, 造模 12月龄自然衰老小鼠畏

寒怕冷、蜷缩扎堆、精神萎靡、弓背少动、毛发枯燥、光

泽暗淡、脱毛严重; 自主活动次数显著减少 (图 5), 血

Table 2 Key targets in erythropoietin (EPO) pathway

Gene

symbol

SHC1

GRB2

MAPK3

JUN

STAT5A

FOS

Uniprot

entry

P29353

P62993

P27361

P05412

P42229

P01100

Protein name

SHC-transforming protein 1

Growth factor receptor-bound protein 2

Mitogen-activated protein kinase 3

Transcription factor AP-1

Signal transducer and activator of transcrip‐

tion 5A

Proto-oncogene c-Fos

Figure 3 Key target Gene Ontology(GO) enrichment analysis of

key targets from DCTD network

Figure 2 Key targets network from DCTD network. The size of

circles represented nodes degree value

Figure 1 Drug-compound-target-disease (DCTD) network consisted of three representatives of traditional Chinese drugs of reinforcing

kidney for supplementing essence (PR, RRP, PMRP) and five diseases related to deficiency of kidney essence

·· 467



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(3): 463 −472

清 MDA 显著升高 , SOD、T、E2、ACTH、CORT、T3 和

T4显著下降, 表明自然衰老致肾精亏虚证小鼠模型造

模成功 (图 6)。50只 8月龄小鼠常规饲养至 12月, 自

然衰老死亡 5 只 , 未达到模型成功指标 1 只 , 成功 44

只, 成功率88%。

4.2 与EPO通路相关的靶点在自然衰老肾精亏虚证

小鼠模型中的变化 Western blot结果显示 (图 7): 在

预测的 7个靶点中, 与青年组相比, 自然衰老肾精亏虚

证组 HIF-1α、GRB2、MAPK3、STAT5A、JUN和 FOS表

达量均具有显著下降, SHC1没有显著性差异。另检

测EPO通路中EPO和EPOR, 与青年组相比, 自然衰老

肾精亏虚证组EPO下调, 而EPOR上调。 提示自然衰

老肾精亏虚证小鼠体内EPO通路相关蛋白显著降低。

4.3 熟地黄对自然衰老肾精亏虚证小鼠体内与EPO

通路相关的靶点影响 在预测的 7个靶点中, 与自然

衰老肾精亏虚证组相比 , 熟地黄组 HIF-1α、GRB2、

MAPK3、STAT5A、JUN、FOS 表达量具有显著性的上

调 (图 7), SHC1无显著性差异, 但 SHC1有上升趋势。

与自然衰老肾精亏虚证组相比, 熟地黄 4和 8 g·kg-1组

EPO表达量显著升高, 而 16 g·kg-1组EPO升高但无显

著性差异; 熟地黄 8 g·kg-1组 EPOR表达量显著降低。

结果提示, 补肾益精的典型中药熟地黄治疗自然衰老

肾精亏虚证小鼠的作用机制, 与逆转EPO信号通路蛋

白的降低显著相关。

以上结果表明, 肾精亏虚证的证候生物学物质基

础可能与EPO信号通路中的HIF-1α、GRB2、MAPK3、

STAT5A、JUN、FOS、EPO、EPOR 蛋白密切相关 , 与

SHC1也有一定的关联, 提示 EPO信号通路可能是补

益肾精中药治疗肾精亏虚证的机制之一。

讨论

“肾精亏虚证”相关疾病的共同病理基础是“补肾

益精中药”治疗相关疾病的共同靶点。中西医结合的

研究证明, 相同证候的不同疾病 (异病同证) 具有共同

的病理基础[20], 这些共同病理基础正是该类中药治疗

该种证候不同疾病的共同靶点。因此, 建立“(同类功

能) 中药-成分-靶点-疾病 (相同证候)”的关联网络, 从

中获取的交集靶点群, 即是异病同证的共同病理基础,

亦称“疾病-证候-功效-治法”的共同作用靶点群[21]。

本研究依据此思路去寻找中药“补肾益精”治疗肾精亏

虚证多种疾病的共同生物物质基础, 具有理论依据。

本研究获得骨质疏松症、阿尔茨海默症、贫血、不孕不

育症和少精症 5种肾精亏虚证相关疾病与熟地黄、制

首乌、黄精 3 味经典补肾益精中药共有生物靶点 175

个。经拓扑网络参数分析, 关键相同靶点有 71个。为

中医理论“异病同治”和“对证治疗”提供了现代病理学

基础依据。

本研究获得的关键靶点的生物学作用能够阐释肾

精亏虚证患者临床表现: 体质虚弱、少气无力、生长发

育迟缓、骨质疏松、贫血、健忘、生殖能力低下、早衰、环

Figure 4 Network of signaling pathways including the top 10

key targets. The red circles and ellipse represented key targets and

signaling pathways, respectively

Figure 5 Locomotor activity testing for teen group and aged

group. n = 6,
-
x ± s. **P<0.01 vs teen group

Figure 6 The variation of serum malondialdehyde (MDA), su‐

peroxide dismutase (SOD), testosterone (T), estradiol (E2), adreno-

cortico-tropic-hormone (ACTH), corticosterone (CORT), triiodo‐

thyronine (T3) and thyroxine (T4) between teen group and aged

group. n = 6,
-
x ± s. **P<0.01 vs teen group
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境适应力差和易感病等症状。对于肾精亏虚证的疾病

病理靶点有研究[22]报道表明, 衰老、骨质疏松症、不孕

不育症和少精症等肾精亏虚证患者早期表现为下丘

脑-垂体-性腺轴的下调。其中, 骨质疏松症、不孕不育

症和少精症的发病与性腺轴中雄激素受体 (AR) 下调

或失活相关, AR活化后可通过BMP/Smad途径调节肝

脏 hepcidin 的转录从而促进影响铁离子进入红细胞 ,

提高血红蛋白含量, 改善贫血症状[23]。阿尔茨海默症

的研究中发现性腺轴相关蛋白雌激素受体 (ESR1) 可

能与其发病相关[24]。而补肾阳中药调节性腺轴药效明

显 , 其关键作用靶点有转录相关因子 TP53、JUN 和

EP300, 性激素调节相关蛋白ESR1、AR和信号转导因

子MAPK1等[25,26]。除性腺轴相关靶点变化外, 肾精亏

虚骨质疏松患者的基因芯片检测发现, 细胞骨架蛋白

SRC、信号转导因子 STAT、转录因子 JUN的表达量显

著下降[27]; 少精症患者精液中存在炎症信号转导因子

MAPK1、MAPK3含量的显著上升[28]。对于肾精亏虚

证的疾病病理靶点所参与的通路报道显示, 病理靶点

主要参与如 MAPK通路类似的细胞内跨膜信号转导

系统。MAPK-ERK1/2通路与AKT通路上调可以抗细

胞凋亡, 促进细胞增殖和对钙的吸收, 也是补肾益精中

药发挥促成骨细胞骨形成作用的两条途径[29,30],

p38MAPK 和 JNK 通路下调可降低炎症水平 , 改善阿

尔茨海默症状[31], 提高少精症患者精子活力[28]。补肾

益精方药可以逆转肾精亏虚骨质疏松患者 JAK-STAT

通路的下调, 改善贫血症状及内分泌紊乱, 活化AKT

通路促进精原细胞增殖[27,32]。上述报道与“肾精主骨

生髓”、“肾精通于脑”、“肾精化生肝血”和“肾精主生

殖”等中医学重要学术理论内涵相吻合。本研究也发

现 71个关键相同靶点涉及生物过程和功能为转录调

节、转录激活、转录因子活性、大分子代谢过程正调控

和生物合成过程正调控等; pathway分析显示, 这些关

键靶点参与 EPO、MAPK、AKT、PPARα、JAK-STAT 等

细胞生长、增殖、分化, 糖代谢, 信号转导等相关的信号

通路的调控。其中, 对关联网络贡献最高的前 10个关

键靶点有 : 转录相关蛋白 TP53、CREBBP、JUN 和

EP300; 性腺轴相关蛋白ESR1和AR, 细胞骨架、生存、

信号转导等相关蛋白 SRC、AKT1、MAPK1和MAPK3。

Figure 7 the protein express of key targets in EPO pathway were determined by Western blot analysis. A: Western blot bands for kidney

cytoplasm HIF-1α, STAT5A, SHC1, EPOR, MAPK3, EPO and GRB2; B-H: Quantification of kidney cytoplasm HIF-1α, STAT5A, SHC1,

EPOR, MAPK3, EPO and GRB2 Western blot analyses in A; I: Western blot bands for kidney nucleus STAT5A, FOS and JUN; J-L: Quanti‐

fication of kidney nucleus STAT5A, FOS and JUN Western blot analyses in I. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01 vs teen group; #P<0.05, ##P<

0.01 vs aged group
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本文网络药理学分析结果与研究报道相呼应, 表明肾

精亏虚证的生物学物质基础涉及多种靶点、通路的改

变, 与中药“多成分-多靶点-多途径”的作用方式相符。

根据这些靶点及相关通路的生物学作用, 与“肾精亏虚

证临床表征以机体多种生理功能衰弱为特点”相对应,

可初步解释补肾益精中药治疗肾精亏虚证是通过正向

调控机体细胞转录过程, 增强细胞自身活力与功能, 促

进生物分子合成, 改善机体虚弱状态。

肾精亏虚证与 EPO信号通路的关键靶点密切相

关。EPO信号通路是由 EPO与其受体 EPOR结合后,

引起 JAK2、STAT、SHC、GRB2和MAPK3等下游因子

活化, 从而发挥多种生物功能的信号转导机制。文献

资料报道, 肾精亏虚自然衰老大鼠与青年大鼠的基因

芯片检测结果显示, 睾丸组织内EPO信号通路显著下

调[33]。EPO信号通路可以调控 T细胞等免疫细胞, 从

而发挥调节免疫功能、抗炎等作用[34-36]。在自然衰老

大鼠模型和D-半乳糖致衰老大鼠模型中, 外源性EPO

可以促进脑源性神经营养因子 (BDNF) 的表达, 从而

发挥抗神经系统衰老的作用[37]。EPO 通路下游的

SHC/GRB2/FOS/JUN 途径可以影响“衰老信号”的传

递[38]。细胞衰老模型中存在 JAK-STAT通路的下调和

MAPK通路的上调[39]。本团队前期根据肾精的概念内

涵研究发现: ① 肾精通于脑: 在肾精亏虚证自然衰老

大鼠、自然衰老小鼠模型和D-半乳糖致亚急性衰老模

型中 , 均能观察到其脑内 EPO 含量的下降[16,19,37]; ②

肾精主骨生髓: EPO本身可刺激骨髓中红系祖细胞增

殖、分化; 在肾精亏虚证骨质疏松模型中发现HIF-1α、

HIF-2α和EPO表达量显著下降[18]; ③ 肾精化气强卫:

在肾精亏虚证免疫低下模型中发现 EPO、STAT5、p-

STAT5均显著降低[19]; ④ 肾精主生殖: 在腺嘌呤致肾

精亏虚证生殖障碍模型中, HIF-1α与EPO存在显著性

降低, EPOR与 STAT5反馈性升高[40]。并且, 在“(补肾

益精功能) 药物-成分-靶点-疾病 (肾精亏虚证候)”网

络的关键靶点中 , 存在于 EPO 信号通路的关键靶点

HIF-1α、GRB2、MAPK3、STAT5A、JUN 和 FOS 均在自

然衰老肾精亏虚证模型中发生显著性降低。因此, 推

测自然衰老肾精亏虚证的发病机制与 EPO通路下调

有关。

补肾益精中药治疗肾精亏虚证的重要生物学基础

可能是EPO通路中的相关靶点, 肾精亏虚证相关疾病

中皆有其相应靶点变化的报道。熟地黄水煎液可通过

调节EPO通路下游 JUN, 改善雷公藤多苷诱导的小鼠

肾虚生殖障碍模型[41]、MSG毁损的下丘脑弓状核大鼠

的学习记忆能力[42]。重用熟地黄的补肾益精名方右归

饮可通过 EPO/JAK2/STAT5及 EPO/JAK2/NF-κB途径

纠正肾精亏虚证免疫低下模型异常的肾虚与免疫指

标[19]; 经由HIF-1α/EPO/EPOR/STAT5途径改善肾精亏

虚证生殖障碍模型紊乱的肾虚与生殖指标[40]。Zheng

等 [43]在少精症大鼠模型中发现STAT5基因下调, 而以

黄精为主的黄精赞育胶囊可使其上调。自然衰老肾精

亏虚大鼠模型与D-半乳糖诱导的衰老大鼠模型均显

示, 肾精亏虚大鼠脑内EPO和EPOR表达量下降, 并与

MDA呈负相关。而熟地黄、制首乌和右归饮分别给药

后, 均能使肾精亏虚大鼠脑内EPO、EPOR表达量显著

上升[44]。EPO通路活化可改善阿尔茨海默症模型小鼠

一般活动和记忆能力, 减少皮质和海马区Aβ沉积[45]。

损伤脑神经血管单位 (NVU) 模型后, EPO/EPOR表达

显著下调, 而补肾益精中药能逆转其下调[20,21,46]。小鼠

贫血模型中存在明显的 EPOR下调, 制首乌总多糖则

能使EPOR受体密度增加, 增强EPOR下游GATA-1表

达从而展现受体间正协同作用[47]。骨质疏松症患者外

周血白细胞中 JAK/STAT通路整体下调, 六味地黄丸

则能整体上调此通路[48]。此外, 补肾益精中药可以经

由 MAPK3、JUN 和 FOS 等靶点的下游通路发挥促骨

形成作用[49]。上述报道表明, 补肾益精方药治疗肾精

亏虚证相关疾病皆与EPO信号通路相关, EPO信号通

路中的蛋白靶点可能是其治疗作用的重要生物学物质

基础。

本文研究结果结合文献报道可以推测, 补肾益精

中药治疗肾精亏虚证的机制很可能是经由EPO/EPOR

介导的信号通路, 即补肾益精中药可能通过活化EPO

信号通路而发挥“补肾精”作用。
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