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［摘要］ 目的：基于网络药理学研究补肾助孕方治疗复发性流产（RSA）的主要成分、作用靶点及作用通路，应用分子对接

和体外细胞实验验证，从而揭示其潜在作用机制。方法：首先，中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP），中医药研究综合

数据库（TCMID）检索和收集既往文献补肾助孕方的活性成分，应用 DrugBank 数据库，SwissTargetPrediction 数据库等平台查

找预测药物作用靶点，检索人类基因注释数据库（GeneCards），人类孟德尔遗传数据库（OMIM）中等数据库获得复发性流产靶

点，将药物与疾病预测靶点取交集。应用 Cytoscape 3.7.1 软件绘制“补肾助孕方-化合物-靶点-复发性流产”网络，蛋白质相互

作用平台（STRING）平台构建蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络，分析获取核心网络。其次，采用 R 语言软件对共同靶点分别

行基因本体（GO）功能富集分析和京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析。最后，使用 Autodock Vina 1.1.2 软件用

来行分子对接及体外细胞实验验证补肾助孕方对人脐静脉内皮细胞（HUVEC）磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/AKT）通
路的激活作用。结果：发现补肾助孕方的 49 个潜在活性成分可能靶向 133 个复发性流产相关作用靶点。GO 功能富集分析获

得 470 个细胞生物学过程，主要涉及血管形态发生、发育、细胞增殖、氧化活性等生物学过程。KEGG 通路富集分析获得 103 条

信号通路（P<0.05），主要与 PI3K/AKT 信号通路、糖基化终末产物/糖基化终末产物受体（AGE/RAGE）信号通路、肿瘤坏死因子

（TNF）信号通路相关。分子对接提示补肾助孕方关键活性成分山柰酚与核心蛋白蛋白激酶 B1（AKT1），血管内皮生长因子 A

（VEGFA）的 Vina 得分最低且相近。体外细胞实验证实，补肾助孕方可通过活化 PI3K/AKT 信号通路，上调 VEGFA 的表达及

下游 AKT1 蛋白的表达水平，促进血管的生成。结论：该研究初步揭示补肾助孕方作用于血管形态发生发育、细胞增殖，明显

激活 PI3K/AKT 通路进而上调 VEGFA 的表达，最终促进母胎界面血管生成利于妊娠早期胎盘的形成及早孕的维持，起到治疗

RSA 的作用，为后续新药研发供思路。
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pharmacology and uncover its potential mechanism by molecular docking and in vitro cell experiments.

Method： The active components of Bushen Zhuyun prescription were retrieved from the Traditional Chinese

Medicine Systems Pharmacology Database and Analysis Platform（TCMSP），Traditional Chinese Medicine

Integrated Database（TCMID）and the published articles，followed by the prediction of drug action targets based

on such platforms as DrugBank and SwissTargetPrediction. GeneCards and Online Mendelian Inheritance in Man

（OMIM）were searched to obtain the RSA targets，which were then intersected with the targets of Bushen

Zhuyun Decoction. Following the plotting of Bushen Zhuyun prescription-compound-target-RSA network by

Cytoscape 3.7.1，the protein-protein interaction（PPI）network was then constructed with STRING for screening

the core network. The resulting common targets were then subjected to Gene Ontology（GO）and Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）enrichment analysis using R software. Autodock Vina 1.1.2 was

used for molecular docking. The activation of phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B（PI3K/AKT）
signaling pathway by Bushen Zhuyun prescription was verified in human umbilical vein endothelial cells

（HUVEC）in vitro. Result： It was found that 49 potential active components of Bushen Zhuyun prescription

might act on 133 RSA targets. GO enrichment analysis yielded 470 biological processes，with angiogenesis，

vascular development，cellular proliferation，and oxidative activity mainly involved. KEGG enrichment analysis

revealed 103 signaling pathways（P<0.05），and the PI3K/AKT signaling pathway，advanced glycation end

product（AGE）/receptor for advanced glycation end product（RAGE）signaling pathway，and tumor necrosis

factor（TNF）signaling pathway were the main ones. As indicated by molecular docking，the Vina scores of the

main active component kaempferol with AKT1 and vascular endothelial growth factor A（VEGFA）were the

lowest and similar. It was confirmed in vitro cell experiments that Bushen Zhuyun prescription activated the PI3K/

AKT signaling pathway and up-regulated the expression of VEGFA and downstream AKT protein to promote

angiogenesis. Conclusion：Bushen Zhuyun prescription promotes angiogenesis at the maternal-fetal interface by

regulating angiogenesis and cellular proliferation，activating the PI3K/AKT pathway，and up-regulated the

VEGFA expression，which is beneficial to the formation of placenta in early pregnancy and the maintenance of

early pregnancy. This study has provided ideas for new drug development.

［Keywords］ Bushen Zhuyun prescription； recurrent spontaneous abortion （RSA）； network

pharmacology；mechanism of action；cell experiment

复发性流产（RSA）指妊娠 20 周前发生连续 2 次

或 2 次 以 上 自 然 流 产 ，在 育 龄 期 女 性 发 病 率 为

5%［1］。既往文献报道，流产 2 次患者再次妊娠后发

生自然流产的几率高达 70%~80%［2］。目前西医认

为其病因复杂，除了染色体的异常、解剖结构异常、

内分泌紊乱、免疫因素等明确病因外，仍有 50% 患

者病因诊断不明，西医治疗有明显的局限性［3］。研

究证实中医治疗 RSA 重点是健脾补肾、益气补血，

兼顾疏肝解郁、化痰活血等法，具有不良反应小、治

愈率高的优势［4］。

补肾助孕方是中国中医科学院广安门医院陈

瑞雪教授临床经验方，方剂由桑寄生、续断、菟丝

子、酒女贞子、百合、山药、益母草、泽兰组成。既往

临床研究证实该方能够促进 RSA 患者子宫内膜厚

度的增加，促进内膜形态优势转化，双侧螺旋动脉

血流阻力指数（RI）降低，有利于提高子宫内膜容受

性，治疗 RSA［5］。

补肾助孕方治疗 RSA 效果明显，其作用机制待

进一步明确。中药应用强调配伍，多具备相须相使

关系，临床重视整体观念，单一的机制研究难以揭

示该方作用机制。本研究拟应用网络药理学，建立

各活性成分间互作网络，寻找共同靶点，阐释复方

的成分及作用途径［6］，以期为中药制剂研发、临床新

用提供依据。

1 材料与方法

1.1 收集补肾助孕方化学成分与靶标 中药系统

药理学数据库与分析平台（TCMSP）和中医药研究

综合数据库（TCMID）检索各单味中药的化学成分

并结合既往文献收集具有治疗 RSA 的活性成分。

查阅文献可知，类药性（DL）和口服生物利用度

（OB）是 筛 选 药 物 的 关 键 参 数［7］，选 择 OB≥30%，

DL≥0.18，初步筛选、收集候选化合物。将候选化合
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物 经 DrugBank（https：//www. drugbank. ca/）匹 配 靶

点，Uniprot蛋白数据库（Universal Protein）校正后确

定标准基因名称，经 SwissTargetPrediction 数据库

（http：//www.swiss target prediction.ch/），限定物种为

“智人（Homo sapiens）”，初步对潜在化合物行靶标

预测，然后汇总去重获得药物靶点。

1.2 检 索 RSA 靶 点 人 类 基 因 注 释 数 据 库

（GeneCards），人类孟德尔遗传数据库（OMIM）中，

设 立 关 键 词 为“Recurrent spontaneous abortion or

RSA”。GeneCards 数据库中，设定分数（score）值大

于中位数搜索潜在靶点，然后汇总去重各数据库靶

点，获得 RSA 相关靶点。

1.3 构建“补肾助孕方（BSZYF）-化合物 -靶点 -

RSA”网络 利用 Venny 软件将 RSA 靶基因与补肾

助孕方潜在靶点取得交集，获取共同靶点，绘制韦

恩图。Cytoscape 3.7.1 软件建立“BSZYF-化合物-靶

点-RSA”相互关系网络图，进行分析。“节点”（Node）
表示属性类型，“边”（Edge）体现相互关系。

1.4 构建蛋白质相互作用网络 补肾助孕方作用

靶点导入 STRING（https：//www. string-db. org/），选
择种类为“Homo sapiens”，构建 PPI 网络，建立靶蛋

白之间的网络关系。利用 Cytoscape 3.7.1 软件分析

PPI 结果，节点越大度值（degree）越高，边越粗结合

分数（combined score）越高，相互关系越强［8］。

1.5 基因本体（GO）富集分析和京都基因与基因组

百科全书（KEGG）通路富集分析 利用 R 语言软件

对候选基因行 GO 和 KEGG 分析。获得前 25 位具

有显著性差异的 GO 和 KEGG，应用微生信软件

（http：//www.bioinformatics.com.cn/）进行可视化分

析，将富集结果以气泡图样式输出。

1.6 分子对接 登录 TCMSP 数据库下载该方排名

前 6 位主要成分结构，对 3D 结构进行能量最小化后

保存，利用 AutodockTools 1.5.6 软件生成 pdbqt 格

式。然后登录 PDB 数据库（http：//www.rcsb.org/）下
载前 6 位靶点蛋白 3D 晶体结构，对其去水、配体，加

氢，从新计算电荷；然后将活性成分文件导入，检测

总电荷，分配电荷，查看柔性可旋转键。最后使用

Autodock Vina 程序进行分子对接，计算结合能大

小。 Pymol 软件将结果可视化。结合能绝对值 >

4.25 代表分子与靶点初步具有结合能力，>5.0 代表

较强结合能力，>7.0 代表很强结合能力［9］。

1.7 实验验证

1.7.1 药材与试剂 补肾助孕方：桑寄生 12 g，续断

15 g，菟丝子 15 g，酒女贞子 10 g，百合 10 g，山药

12 g，益母草 15 g，泽兰 12 g，以上中药饮片均购自

中国北京同仁堂（集团）有限公司，经中国中医科学

院中药研究所孔祥英研究员鉴定均为正品。将中

药饮片加入 10 倍水浸泡 30~60 min 后加热，采用回

流提取，趁热过滤，将 2 次滤液合并，浓缩至每 1 mL

药液含 1 g 生药，临用时配成所需浓度。人脐静脉

内皮细胞（HUVEC，上海子实生物科技有限公司，货

号 8000）；RPMI 1640 培养基（美国 Hyclone 公司，货

号 SH30809.01B）；胎牛血清（美国 Gibco 公司，货号

16000-044）；RIPA 裂解液，5×SDS-PAGE 变性蛋白

上样缓冲液，Bradford 法蛋白定量试剂盒（北京普利

莱基因技术有限公司，货号分别为 C1053，B1012，

P1510）；小鼠抗血管内皮细胞生长因子（VEGF）抗
体（Proteintech 公司，货号 19003-1-AP）；兔抗蛋白激

酶 B1（AKT1）抗体，辣根过氧化物酶（HRP）标记的

抗小鼠免疫球蛋白（lg）G 二抗，HRP 标记的抗兔 lgG

二 抗（美 国 CST 公 司 ，批 号 分 别 为 2934，7076S，

7074S）；甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（英国

Abcam 公司，货号 ab181602）。
1.7.2 仪器 LX-100 手掌型离心机（江苏海门市其

林贝尔仪器制造有限公司）；PowerpacTM Basic 型电

泳仪，Mini Trans-Blot Cell 型转移电泳槽（美国 Bio-

Rad 公司）；TS-1 型水平摇床（江苏海门市其林贝尔

仪器制造有限公司）；Fusion FX6 型凝胶成像仪（法

国 Vilber 公司）；CX31 型倒置显微镜（日本 Olympus

公司）。
1.7.3 分组及给药 将 HUVEC 细胞正常苏醒，培

养在添加 10% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养基中，置

于 37 ℃，5% CO2培养箱内培育，将培养至对数成长

期的 HUVEC 细胞配制成混悬液，接种在 6 孔板，每

孔接种细胞 20 万个。培养 24 h 待细胞贴壁后，再将

细胞分为空白组、补肾助孕方水提物低、中、高浓度

共 4 组。补肾助孕方低浓度组每孔加入 12.5 mg·L-1

水提物 2 mL，中浓度组每孔加入 25 mg·L-1 水提物

2 mL，高浓度组加入 50 mg·L-1 水提物 2 mL。补肾

助孕方的给药浓度参考文献［4］的基础上，结合前

期预试验观察而确定，该浓度范围既不会破坏细胞

活性，又对血管生成有效。空白组每孔加入 RPMI

1640 液 2 mL，继续培养 24 h 后收集细胞。

1.7.4 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测不同分

组细胞的 PI3K/AKT 信号通路相关蛋白表达 药物

作用 24 h 后收集细胞，用含有蛋白酶抑制剂的 RIPA

裂解液提取蛋白，采用 Bradford 法测定蛋白浓度及

蛋白定量，加热法进行蛋白变性，制备 10% 十二烷
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基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）凝胶

上样后进行电泳、转膜、封闭，4 ℃过夜孵育 AKT1

（1∶1 000），VEGF（1∶500）及 GAPDH（1∶1 000）一
抗，次日用二抗（1∶5 000）室温孵育 2 h，随后按照

ECL 试 剂 盒 所 示 方 法 进 行 显 影 ，显 影 结 果 采 用

Image J 1.48 软件测量条带灰度值。

1.8 统计学处理 采用 SPSS 21.0 软件对数据统计

分析，计量资料以 x̄± s 表示，两组间比较运用 t检验，

以 P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 补肾助孕方的活性成分筛选 通过 TCMSP，

TCMID 数据库，设置标准参数 OB≥30%，DL≥0.18

筛选后获得化合物桑寄生 2 个，续断 8 个，菟丝子 11

个，女贞子 13 个，山药 15 个，百合 7 个，益母草 8 个，

泽兰 2 个。对收集化合物去重，最终得到潜在化合

物 49 个，见表 1。

表 1 补肾助孕方作用于 RSA的潜在化合物

Table 1 Potential compounds of Bushen Zhuyun prescription in treatment of RSA

MOL000006

MOL000098

MOL000296

MOL000310

MOL000322

MOL000354

MOL000358

MOL000359

MOL000422

MOL000449

MOL000546

MOL000953

MOL001418

MOL001421

MOL001439

MOL001558

MOL001559

MOL001736

MOL002039

MOL003152

MOL004576

MOL005043

MOL005146

MOL005147

MOL005169

MOL005190

MOL005195

MOL005209

MOL005211

MOL005212

MOL005429

木犀草素

槲皮素

常春藤皂苷

玉兰脂素 B

海风藤酮

异鼠李素

β-谷甾醇

谷甾醇

山柰酚

豆甾醇

薯蓣皂素

降钙素基因相关肽受体

鼬瓣花二萜

前益母草乙素

花生四烯酸

芝麻素

荜茇宁

二氢槲皮素

异海松酸

龙胆根素

花旗松素

菜油固醇

女贞果苷 D

女贞果苷元 D

（20S）-24-烯-3β，20-二醇-3-乙酸酯

圣草酚

丁香树脂醇双葡萄糖苷

光泽乌头碱

长蒴黄麻甙

长蒴黄麻苷元

山蒟醇

luteolin

quercetin

hederagenin

denudatin B

kadsurenone

isorhamnetin

beta-sitosterol

sitosterol

kaempferol

stigmasterol

diosgenin

CLR

galeopsin

preleoheterin

arachidonic acid

sesamin

piperlonguminine

（-）-taxifolin

isopimaric acid

gentisin

taxifolin

campest-5-en-3beta-ol

lucidumoside D

lucidumoside D_qt

（20S）-24-ene-3β，20-diol-3-acetate

eriodictyol

syringaresinol diglucoside_qt

lucidusculine

olitoriside

olitoriside_qt

hancinol

女贞子

女贞子、益母草、菟丝子、桑

寄生

续断

山药

山药

菟丝子、益母草

女贞子、续断、百合、菟丝

子、泽兰

泽兰

女贞子、益母草、菟丝子

山药、百合

山药

菟丝子、山药

益母草

益母草

益母草

菟丝子

山药

山药

百合

续断

女贞子

山药

女贞子

女贞子

女贞子

女贞子

女贞子

女贞子

女贞子

女贞子

山药

ID 号 化合物中文名 化合物英文名 中药
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MOL005430

MOL005435

MOL005438

MOL005440

MOL005458

MOL005461

MOL005463

MOL005465

MOL005944

MOL006649

MOL008188

MOL009312

MOL009317

MOL009322

MOL009323

MOL009471

MOL009458

MOL009449

山蒟酮 C

24-甲基胆甾醇-3β-O-吡喃葡萄糖苷

菜油甾醇

异黄酮

黄山药皂苷元 C

皮黄质

甲基升麻苷

萜类化合物

苦参碱

槐醇

臭山羊碱

（E，E）-3，5-二咖啡酰奎宁酸

茎苷元 A

林生续断苷-Ⅲ
林生续断苷元-Ⅲ

26-O-Β-D-吡喃葡萄糖基 -3Β，26-二

羟基胆甾烯-16，22-二氧代-3-O-Α-L-吡

喃鼠李糖基-（1→2）-Β-D-吡喃葡萄糖苷

3-去甲基秋水仙碱

伪原纤细薯蓣皂苷

hancinone C

24-methylcholest-5-enyl-3belta-O-glucopyranoside_qt

campesterol

isofucosterol

dioscoreside C_qt

doradexanthin

methylcimicifugoside_qt

AIDS180907

matrine

sophornol

Japonine

（E，E）-3，5-Di-O-caffeoylquinic acid

cauloside A_qt

sylvestroside Ⅲ
sylvestroside Ⅲ_qt

26-O-Β-D-glucopyranosyl-3Β，26-dihydroxy-cholestan-

16，22-dioxo-3-O- Α -L-rhamnopyranosyl-（1→2）- Β -D-

glucopyranoside_qt

3-demethylcolchicine

26-O-beta-D-glucopyranosyl-3beta，26-dihydroxy-choleslen-

16，22-dioxo-3-O-alpha-L-rhamnopyranosyl-（1-2）-beta-D-

glucopyranoside_qt

山药

菟丝子

山药

菟丝子、山药

山药

山药

山药

山药

菟丝子

菟丝子

续断

续断

续断

续断

续断

山药、百合

山药、百合

山药、百合

续表 1

ID 号 化合物中文名 化合物英文名 中药

2.2 药 物 - 疾 病 共 同 靶 点 筛 选 将 DrugBank，

SwissTargetPrediction 中获得靶点去重后得到 239 个

药 物 成 分 靶 点 。 检 索 GeneCards，OMIM，其 中

GeneCards 数据库中设定 score 值大于中位数 4.63，

共获得 2 065 个疾病靶点。维恩软件平台将 RSA 靶

基因与补肾助孕方化合物潜在靶点取交集，得到

133 个共同靶点，见图 1。

2.3 补肾助孕方 -化合物 -靶点 -疾病网络图构建及

分析 分别将补肾助孕方的 49 个活性成分和 133

个药物 -疾病共同靶点导入 Cytoscape 3.7.1 软件，构

建 BSZYF-化合物 -靶点 -RSA 网络图，见图 2。考虑

到候选靶点较多，根据 degree值由大到小排序，选取

degree≥6 的靶点进行展示，见表 2。图 3 由 151 个节

点和 798 条边组成，化合物度值排名前 6 为槲皮素

（quercetin），山 柰 酚（kaempferol），木 犀 草 素

（luteolin），异 鼠 李 素（isorhamnetin），花 生 四 烯 酸

（arachidonic acid），β-谷甾醇（β-sitosterol）分别对应

141，46，39，32，29，22 推测为补肾助孕方治疗 RSA

较为有效的活性成分。

2.4 构 建 PPI 网 络 将 133 个 共 同 靶 点 输 入

STRING 数据库构建 PPI 网络，网络中共有 133 个节

点，2 639 条边，节点度数平均值为 39.7，剔除掉游离

节点，构建图示，见图 3。按 degree 值由大到小排

序，统计出频次前 25 靶点并绘制条形图，见图 4，可

知该网络中 AKT1，VEGFA，IL6，TP53，TNF，EGF

等是整个核心蛋白，存在较多的相互关系，说明补

肾助孕方可通过这些蛋白发挥治疗作用。PPI 网络

中较高密度区域生物学意义比较高，称为 module。

为精确分析补肾助孕方用机制，通过 MCODE 软件，

根 据 score 值 保 留 最 佳 评 分 的 网 络 module［10-12］，

见图 5。

图 1 补肾助孕方-RSA共同靶点数

Fig. 1 Common targets of Bushen Zhuyun prescription- RSA
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2.5 GO 功能和 KEGG 通路富集 GO 富集取得

470 个细胞生物学过程，KEGG 通路富集得到 103 条

信号通路。设置 P<0.05，根据 lgP 排序，选择前 25 个

建立气泡图，图 6，7。富集名称位于图左，气泡红色

越深表示 lgP 值越大，气泡越大表示位于该通路基

因越多，横轴表示输入基因在该通路基因的占比。

GO 富集分析主要与血管形态发生、发育，细胞增殖

等生物学过程有关。KEGG富集分析主要触及 PI3K/

AKT 信号通路，AGE/RAGE 信号通路，TNF 信号通

路。PI3K/AKT 信号通路上靶点基因最多，提示补肾

助孕方可能通过调控多信号通路发挥作用。

2.6 分子对接 补肾助孕方主要化合物（槲皮素，

山柰酚，β-谷甾醇，木犀草素，异鼠李素，花生四烯

酸）和潜在靶点的对接结合能均 ≤-4.5 kcal·mol-1

（1 cal≈4.186 J），初步推断补肾助孕方与潜在靶点有

较好的结合活性，具体对接分数见表 3。由表可知

山柰酚（MOL000422）与各潜在靶点的对接结合能

均<-6 kcal·mol-1。山柰酚与 AKT1，VEGFA 亲和力

较强。分子对接模式图 8（a），山柰酚结合到 AKT1，

与活性位点附近的谷氨酸 40（GLU40），谷氨酰胺 47

（GLN47），赖氨酸 39（LYS39）氨基酸形成氢键相互

作用；图 8（b），山柰酚结合到 VEGFA，与甘氨酸 59

（GLY59），亮氨酸 32（LEU32），亮氨酸 66（LEU66），
半胱氨酸 68（CYS68），半胱氨酸 57（CYS57）氨基酸

形成氢键相互作用。

2.7 补肾助孕方对 PI3K/AKT 信号通路相关蛋白表

达的影响 与空白组比较，补肾助孕方低、中、高 3

个剂量均可促进 AKT1 和 VEGF 蛋白表达，其中补

肾助孕方中、高浓度组表达明显升高（P<0.05，P<

0.01），见表 4。由此提示，补肾助孕方可显著促进

HUVEC 细胞 AKT1 蛋白表达，引起 PI3K/AKT 信号

通路活化，上调 VEGFA 蛋白的表达，最终促进血管

生成达到治疗 RSA 的目的。见图 9，表 4。

3 讨论

中医多从“滑胎”“数堕胎”论治该病，《景岳全

书·妇人规》曰：“凡妊娠数堕胎者，必以气脉亏损而

然……非先天之最完固者不能，而常人则未之有

也。”中医认为病因责之脾肾亏虚、气血两虚、瘀热

内阻及肝郁气滞，以脾肾亏虚为主，病机为肾脾亏

虚，冲任受损，“虚则补之”是治疗原则。陈瑞雪教

授自拟补肾助孕方由桑寄生、续断、菟丝子、酒女贞

子、百合、山药、泽兰、益母草 8 味药组成。该方以填

精益肾，活血调经为主，菟丝子、续断、桑寄生益肾

精固冲任，女贞子滋补肝肾，肾旺自能荫胎，山药脾

肾同调，益母草、泽兰祛瘀通经，祛离经之血，百合

清心安神。诸药为伍，肾气旺盛，胎有所养，载养

正常。

补肾助孕方主要化合物主要是槲皮素，山柰

酚，β-谷甾醇，异鼠李素，木犀草素，山柰酚，花生四

烯酸。山柰酚、木犀草素属黄酮化合物。黄酮类化

合物使下丘脑-垂体-性腺生殖轴对生殖的调节功能

恢复，进而利于雌、孕激素的生成与释放，促进卵巢

及子宫的质量增加，利于优质卵泡排出。同时能恢

复卵巢的病理变化，增加卵巢各级卵泡总数，诱发

优势卵泡［13］。菟丝子、桑寄生、女贞子、益母草均含

有槲皮素，现代药理学证明槲皮素具备抑制单核细

胞趋化蛋白 -1（MCP-1）的生成的作用，减少 TNF 合

成，调控妊娠小鼠子宫环境、降低胚泡着床障碍率

高等，利于胚胎着床［14-15］。另外，PI3K/AKT 信号通

路在异鼠李素的激活作用下显著抑制氧化应激反

应，减少细胞损失［16-17］，调节子宫环境，益于内膜容

受性提高。花生四烯酸可兴奋子宫，研究显示花生

四烯酸在延长大鼠妊娠［18］方面作用关键。

PPI 网络可知，补肾助孕方起效的关键蛋白主

要是 AKT1，VEGFA，TNF，IL6 等。AKT1 值最高，

可促进细胞存活、发育和增殖等过程。血管生成发

育离不开 AKT1 作用，因此缺乏易引起胎盘供养功

能减弱，胚胎发育迟缓引发流产［19］。初期妊娠时母

体 -胎盘血管生成、重塑至关重要，子宫内膜血管生

成和通透性在 VEGFA 的调节下，有利于子宫内膜

蜕膜化，利于胚胎种植［20］。研究发现，先兆流产患

图 2 补肾助孕方（BSZYF）-化合物-靶点-RSA网络

Fig. 2 Bushen Zhuyun prescription-compounds-target-RSA

network diagram
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者子宫蜕膜中 VEGFA 表达明显低下［21-22］。TNF 作

为多功能细胞因子，在卵巢、输卵管、子宫、胎盘和

胚胎组织中均有表达。多数专家同意 TNF 是导致

免疫性妊娠丢失的细胞因子之一，作为胚胎应激介

质存在［23］。临床观察发现桑寄生、续断等补肾中药

能提高妊娠成功率，降低患者 TNF 炎症因子，而

AKT1 表达升高［24］。

KEGG 富集通路结果表明靶点在多种通路的调

控下，补肾助孕方可能调节 PI3K/AKT 信号通路，

TNF 信号通路，AGE/RAGE 信号通路来发挥治疗

作用。

早 期 妊 娠 中 ，AGE/RAGE 信 号 通 路 包 含 了

表 2 补肾助孕方治疗 RSA的关键靶点

Table 2 Key targets of Bushen Zhuyun prescription for RSA

UniProt ID

P35354

P55211

P05412

P42574

Q14790

P01137

P37231

P29474

P31749

P01375

P45983

P03956

P42224

P09601

P05362

P16581

P19320

P00533

P15692

P24385

Q07817

P38936

P08253

P14780

P28482

P22301

P05231

P04637

P04626

P60568

P01579

P05112

P08254

P01100

P00749

基因名

PTGS2

CASP9

JUN

CASP3

CASP8

TGFB1

PPARG

NOS3

AKT1

TNF

MAPK8

MMP1

STAT1

HMOX1

ICAM1

SELE

VCAM1

EGFR

VEGFA

CCND1

BCL2L1

CDKN1A

MMP2

MMP9

MAPK1

IL10

IL6

TP53

ERBB2

IL2

IFNG

IL4

MMP3

FOS

PLAU

靶点中文名

前列腺素内过氧化合物酶-2

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-9

转录因子 AP-1

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-8

转化生长因子 β-1 原蛋白

过氧化物酶体增殖物激活受体 γ

内皮细胞一氧化氮合酶

RAC-α丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶

肿瘤坏死因子

丝裂原活化蛋白激酶 8

基质金属蛋白酶-1

信号转导与转录激活子 1

血红素加氧酶 1

细胞间黏附分子 1

E-选择素

血管细胞粘附蛋白 1

表皮生长因子受体

血管内皮生长因子 A

G1/S 特异性细胞周期蛋白 D1

Bcl-2-样蛋白 1

环素依赖激酶抑制剂 1A

基质金属蛋白酶-2

基质金属蛋白酶-9

丝裂原活化蛋白激酶 1

白细胞介素-10

白细胞介素-6

细胞肿瘤抗原 p53

酪氨酸激酶受体 2

白细胞介素-2

γ-干扰素

白细胞介素-4

基质金属蛋白酶-3

原癌基因 c-Fos

尿激酶型纤溶酶原激活物

靶点英文名

prostaglandin G/H synthase 2

Caspase-9

transcription factor AP-1

Caspase-3

Caspase-8

transforming growth factor beta-1

peroxisome proliferator-activated receptor gamma

nitric oxide synthase，endothelial

RAC-alpha serine/threonine-protein kinase

tumor necrosis factor

mitogen-activated protein kinase 8

matrix metalloproteinase-1

signal transducer and activator of transcription 1-alpha/beta

heme oxygenase 1

intercellular adhesion molecule 1

E-selectin

vascular cell adhesion protein 1

epidermal growth factor receptor

vascular endothelial growth factor A

G1/S-specific cyclin-D1

Bcl-2-like protein 1

cyclin-dependent kinase inhibitor 1

matrix metalloproteinase-2

matrix metalloproteinase-9

mitogen-activated protein kinase 1

interleukin-10

interleukin-6

cellular tumor antigen p53

receptor tyrosine-protein kinase erbB-2

interleukin-2

interferon gamma

interleukin-4

matrix metalloproteinase-3

proto-oncogene c-Fos

urokinase-type plasminogen activator
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PI3K/AKT 被证实相关性高［25-26］。 PI3K 及其下游

AKT 共同组成 PI3K/AKT 信号通路，在多条信号通

路之间相互沟通中起承转作用。绒毛膜和胚胎组

织的血管化状态是维持早期妊娠的关键。研究证

实，PI3K/AKT 信号通路不仅在维持细胞增殖、分化

等过程中起到作用，血管的生成过程亦有调节［27］。

FURMENTO 等［28］研究证明，PI3K/AKT 信号通路活

化后益于 VEGF 的分泌，在滋养层功能调节中可见，

可促进血管发生，从而维持妊娠。若 PI3K/AKT 信

号通路在早孕绒毛胎盘血管形成过程中受到抑制，

以致胎盘绒毛血管形成障碍，造成流产［29］。TNF 作

图 5 补肾助孕方治疗 RSA核心 module网络

Fig. 5 Bushen Zhuyun prescription treatment RSA core module

of network

图 6 补肾助孕方治疗 RSA的分子机制 GO富集分析

Fig. 6 GO enrichment analysis of molecular mechanism of

Bushen Zhuyun prescription in treatment of RSA

图 3 补肾助孕方治疗 RSA的分子机制 PPI网络

Fig. 3 Molecular mechanism of PPI network in treatment of RSA

by Bushen Zhuyun prescription

图 4 补肾助孕方治疗 RSA的分子机制前 25个作用靶点

Fig. 4 Top 25 action targets of molecular mechanism of Bushen

Zhuyun prescription in treatment of RSA

图 7 补肾助孕方治疗 RSA的分子机制 KEGG通路富集分析

Fig. 7 KEGG pathway enrichment analysis of molecular

mechanism of Bushen Zhuyun prescription in treatment of RSA

表 3 补肾助孕方治疗 RSA的分子对接结合能

Table 3 Molecular docking binding energy of Bushen Zhuyun

prescription in treatment of RSA

化合物

槲皮素

山柰酚

β-谷甾醇

木犀草素

异鼠李素

花生四烯酸

AKT1

-5.99

-7.67

-5.22

-6.62

-5.88

-4.55

VEGFA

-4.95

-7.55

-7.24

-5.14

-7.43

-4.69

TNF

-6.17

-6.71

-7.01

-6.26

-6.27

-4.77

EGF

-6.19

-6.97

-6.80

-6.11

-5.51

-4.90

IL6

-5.76

-6.83

-7.12

-4.67

-4.87

-4.64

TP53

-7.04

-6.63

-6.28

-5.42

-4.96

-4.63
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为 TNF 信号通路中重要的细胞因子，可以诱导多种

细胞内信号通路。研究表明，妊娠期一定 TNF 因子

有利于胚胎发育及促进孕妇能量代谢。 ZOLTI

等［30］认为卵泡液、黄体化卵泡颗粒细胞、卵丘及 6~8

细胞胚胎皆具备 TNF 活性。生理浓度下，胚胎早期

发育过程以及稳定早期胚胎质量、母体免疫识别及

黄体维持等具有关键作用。

分子对接显示补肾助孕方主要活性物质山柰

酚与 AKT1 蛋白，VEGFA 蛋白结合性较强。体外细

胞实验结果证实补肾助孕方中、高浓度可明显促进

AKT1 蛋白表达，活化 PI3K/AKT 通路，上调 VEGF

蛋白表达，最终促进母胎界面血管生成而利于怀孕

早期胎盘的形成及早孕的维持，起到治疗 RSA 的

作用。

结合网络药理学、分子对接和细胞实验的结

果 ，本研究初步揭示了补肾助孕方可通过活化

PI3K/AKT 通路治疗 RSA。补肾助孕方的靶标基因

通过激活 PI3K/AKT 通路，促进 VEGF 蛋白的表达，

利于内皮细胞生成、复制，增加血管内皮细胞存活，

改善血管重塑，促进内膜蜕膜化，利于胚胎种植，继

续妊娠［31］。

综上所述，研究基于网络药理学结合体外细胞

实验初步明确了补肾助孕方“多成分 -多靶点 -多通

路”的治疗促进母胎界面血管发生，维持妊娠，治疗

RSA 的结论，为中药制剂普及应用提供依据。但该

研究过程未明确补肾助孕方配伍关系、服用方法及

煎煮时间，因此有待动物实验和稳定性试验明确。
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