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 · 论著 ·

基于网络药理学、分子对接技术及体外实验验证探究健复饮治疗勃起功能
障碍的作用机制

杨延涛1，郁　超1,2，张志航3，潘宇炯1，何晓锋1，徐　敏1 （1. 上海中医药大学附属龙华医院, 上海 200032；2. 上海

市名中医周智恒工作室, 上海 200032；3. 浙江省中医院泌尿外科, 浙江 杭州 310060）

［摘要］  目的　运用网络药理学及分子对接技术探讨健复饮治疗勃起功能障碍（ED）的分子机制，通过体外实验验证健

复饮治疗 ED 的核心靶点及作用机制。方法　通过检索 TCMSP、Batman-TCM 数据库查找健复饮的活性成分、相对应的分

子靶点，在 GeneCards 数据库上查找并下载 ED 的相关靶点，再对药物靶点与疾病靶点取交集。通过 String 数据库对交集靶

间相互作用情况进行描绘分析，使用 Cytoscape 软件对分析结果进行可视化，确定核心靶点与对应药物活性单体；对交集靶点

进行 GO 功能富集分析和 KEGG 通路富集分析；通过 Cytoscape 软件上的 MCODE 插件找到交集内的核心靶点并与对应的

药物活性成分进行分子对接；构建人脐静脉内皮细胞（HUVEC）内皮功能障碍模型（si-eNOS 转染）；采用不同浓度健复饮干预

模型细胞 24 h；通过实时荧光定量 PCR（QPCR）检测预测核心靶点（MAPK1、MAPK3、JUN、ESR1、MAPK8）的 mRNA 表达

水平；Western blot 分析相关蛋白（eNOS、JUN、p-JUN、MAPK、p-MAPK）表达及磷酸化水平。分析讨论健复饮治疗 ED 的作

用机制。结果　得到健复饮有效活性成分 144 个，活性成分-疾病交集靶点 168 个，GO 分析得到 200 5 个生物过程，151 个分

子功能，63 个细胞组件。KEGG 分析得到 181 条通路。筛选出 MAPK1、MAPK3、JUN、ESR1、MAPK8 等 5 个核心靶点，

β-谷甾醇、山柰酚与黄芪紫檀烷苷等活性成分与核心靶点具有较好的结合力。体外实验显示，si-eNOS 转染后，eNOS 蛋白表

达显著降低，内皮功能障碍模型构建成功；健复饮以剂量依赖性方式显著抑制 MAPK1、MAPK3、JUN、ESR1、MAPK8 的

mRNA 表达；健复饮显著降低 JUN 和 MAPK 的磷酸化水平，提示其通过抑制 JNK/c-Jun 和 ERK/MAPK 信号通路改善内皮

功能。结论　健复饮通过多靶点（MAPK/JUN/ESR1）抑制异常信号通路激活，降低内皮细胞凋亡并促进 NO 合成，从分子层

面验证其“活血化瘀、益气强心”的中医治则。

［关键词］　勃起功能障碍；健复饮；网络药理学；分子对接；体外细胞实验
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Mechanism of Jianfu mixture in the treatment of erectile dysfunction based on
network  pharmacology  analysis,  molecular  docking  and  in  vitro  experimental
validation
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University  of  Traditional  Chinese  Medicine,  Shanghai  200032,  China; 2. Zhou  Zhiheng  Studio,  Shanghai  Municipal  Designated
Traditional  Chinese  Medicine  Physician,  Shanghai  200032,  China; 3. Department  of  Urology,  Zhejiang  Provincial  Hospital  of
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［Abstract］  Objective　To  explore  the  molecular  mechanism  of  Jianfu  mixture  in  the  treatment  of  erectile  dysfunction
（ED） by network pharmacology and molecular docking techniques, and validate its core targets and mechanisms through in vitro
experiments. Methods　The active components and corresponding molecular targets of Jianfu mixture were searched by searching
TCMSP  and  Batman-TCM  databases,  and  the  disease  targets  of  ED  were  searched  by  using  GeneCards  database.  Find  the
intersection of drug ingredient target and disease target. The interaction between intersected targets was described and analyzed by
String database, and the analysis results were visualized by Cytoscape software to determine the core target and the corresponding
active  components.  GO  functional  enrichment  analysis  and  KEGG  pathway  enrichment  analysis  were  performed  for  intersection
targets; the core target within the intersection were found through MCODE plug-in on Cytoscape software and molecular docking 
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was  performed  with  the  corresponding  active  ingredients.  An  endothelial  dysfunction  model  was  established  by  transfecting
HUVECs with si-eNOS. Intervene with different concentrations of the Jianfu mixture for the model cells for 24 h. QPCR was used
to detect  mRNA expression of core targets （MAPK1, MAPK3, JUN, ESR1, MAPK8）;  Western blot  was used to analyze protein
expression （eNOS, JUN, p-JUN, MAPK, p-MAPK） and phosphorylation levels. Results　144 effective active components and 168
active  components  target-disease  targe  intersection  of  Jianfu  mixture  were  obtained.  GO  analysis  revealed  200  5  biological
processes,  151  molecular  functions,  and  63  cellular  components.  KEGG analysis  yielded  181  pathways.  5  core  targets  including
MAPK1,  MAPK3,  JUN,  ESR1  and  MAPK8  were  screened  out.  The  active  components  such  as  β-sitosterol,  kaempferol,
astapterocarpan  had  good  binding  affinity  with  the  core  target. In  vitro experiments  confirmed  successful  construction  of  the
endothelial  dysfunction  model （eNOS  expression  significantly  decreased  after  si-eNOS  transfection）.  Jianfu  mixture  dose-
dependently inhibited mRNA expression of MAPK1, MAPK3, JUN, ESR1, and MAPK8. Additionally, it reduced phosphorylation
levels  of  JUN  and  MAPK,  indicating  inhibition  of  the  JNK/c-Jun  and  ERK/MAPK  signaling  pathways  to  improve  endothelial
function. Conclusion　 Jianfu  mixture  treats  ED  by  suppressing  abnormal  activation  of  multi-target  signaling  pathways
（MAPK/JUN/ESR1）,  reducing  endothelial  apoptosis,  and  promoting  NO  synthesis.  This  mechanism  aligns  with  the  traditional
Chinese  medicine  principle  of “ activating  blood  circulation,  resolving  stasis,  tonifying  Qi,  and  strengthening  cardiovascular
function.” The study provided molecular-level evidence for the therapeutic efficacy of Jianfu mixture in ED management.

［Key words］　erectile dysfunction；Jianfu mixture；network pharmacology；molecular docking；In vitro cell experiment

勃起功能障碍（ED）是指阴茎持续不能达到或

维持足够的勃起以完成满意的性生活，病程在 3 个

月以上[1]。ED 在世界各地均有着较高发病率，马

萨诸塞州男性老龄化研究（MMAS）报道波士顿地

区年龄在 40～70 岁的男性  ED 总体患病率为

52%[2]。根据一项我国北京、广州、重庆 3 个城市

的流行病学调查结果显示，ED 总患病率为 26.1%，

其中 40 岁以上的男性患病率为 40.2%[3]。ED 发生

的机制涉及生理结构、神经内分泌、血管功能和性

心理等多个方面，其引起和加重的因素包括年龄增

长、血管病变、糖尿病、肥胖、药物等[4]。ED 的一

线治疗药物是磷酸二酯酶-5 抑制剂（PDE5i），其总

有效率可达 80%[5]。然而随着疾病的进程，ED 患

者中有 11%～44% 会出现单独使用 PDE5i 效果不

佳的情况[6]。

ED 中医学称为“阳痿”，中医治疗阳痿历史悠

久，中医在整体观念和辨证论治的思维下，对于不

同症候采取不同的治疗方法。对于阳痿实证，多采

用疏肝解郁、活血化瘀、清热利湿之法；虚证阳痿

则分阴虚、阳虚，阳虚则温补命门之火，阴虚滋阴，

同时兼以脾虚则健脾益气等。对阳痿的治疗有着

得天独厚的优势。

健复饮是由上海市名中医周智恒教授创制的

治疗 ED 的协定方，近年来在西医常规治疗的基础

上联合使用，取得了理想的效果。健复饮方中，黄

芪、人参为君药，起益气强心之效；西红花、毛冬

青、三七为臣药，起逐瘀通脉之效；蛇床子、枸杞

子、淫羊藿、锁阳补肾益阳为佐药；柴胡、枳实取

“四逆”之义，配伍白蒺藜、熟地黄滋阴疏肝理气通

阳为使药。全方诸药合用，共奏荣筋起痿之功。临

床研究证明，健复饮联用西地那非可改善原单用西

地那非的 ED 患者的临床症状[7]。目前对于健复饮

治疗 ED 的研究缺乏分子生物学层次的揭示，因此

本研究通过网络药理学和分子对接技术预测健复

饮治疗 ED 的有效活性成分、作用靶点、关键基因

和通路，并结合体外实验验证，以期解释健复饮治

疗 ED 的分子学机制。

 1    材料与方法

 1.1    网络药理学及分子对接

 1.1.1    筛选药物成分与靶点信息

在 中 药 系 统 药 理 学 数 据 库 与 分 析 平 台

（TCMSP）[8]（http://tcmspw.com/tcmsp.php）和 中 药

分子机制的生物信息学分析工具 BATMAN-TCM
（http://bionet.ncpsb.org.cn/batman-tcm/）中检索人参、

毛冬青、柴胡、西红花、锁阳、三七、淫羊藿、生黄

芪、枸杞、蛇床子、熟地、枳实、白蒺藜等药物，设

定其成分筛选条件为生物口服利用度（OB）≥30，
类药性（DL）>0.18[9]，筛选出药物成分及作用蛋白

信息。所有蛋白名称借助 Uniprot 数据库（https://
www.uniprot.org/）转化为对应的基因名称。

 1.1.2    查找 ED 靶点

在 Genecards 数 据 库 （https://www.genecards.
org/）中搜索 ED 相关联的人类基因，并使用 Excel
软件进行汇总和去重后得到 ED 相关的靶点。

 1.1.3    筛选药物与疾病的共同靶点

通过 Excel 软件筛选出药物成分靶点与 ED 靶

点的交集，利用 R 4.3.2 软件绘制药物成分靶点-疾
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病靶点交集韦恩图。

 1.1.4    建立蛋白质-蛋白质相互作用网络并筛选关

键靶点

在 String 数据库（https://cn.string-db.org/）上输

入药物分子和疾病的交集靶点，在物种选项中选择

人类（Homo sapiens），可信度>0.9，构建蛋白质-蛋
白质相互作用 （protein-protein  interaction，PPI）网
络，利用 Cytoscape 软件上 NetworkAnalyzer 工具

对 PPI 网络进行拓扑分析，以 Degree 参数为参考

标准，调整节点大小及颜色深度，构建具有可视化

的 PPI 网络图。利用 Cytoscape 软件内置插件

MCODE，分析 PPI 网络，进行核心模块的聚类及筛

选，根据 Dergee 度值和 Mcode 分值确定核心靶点。

 1.1.5    对交集靶点进行 GO 功能富集分析和 KEGG
通路富集分析

将交集靶点导入 R 语言软件，利用其中的 org
和 clusterProfiler 数据包进行 GO 功能富集分析和

KEGG 通路富集分析。GO 分析中包含生物过程

（BP）、细胞成分（CC）、分子功能（MF）3 个模块的

分析，以 P<0.05 为筛选标准，根据涉及靶点数目进

行排序，选取前 10 位的条目内容用微生信在线作

图软件（http://www.bioinformatics.com.cn/）绘制条

形图；KEGG 通路富集分析，以 P<0.05 为筛选标

准，根据 P 值大小进行排序，选取前 10 位，利用

R 语言绘制气泡图，将分析结果进行可视化。

 1.1.6    药物主要活性成分与核心靶点分子对接

为检验所筛选核心靶点的精确性，从 PDB 数

据库（https://www.rcsb.org/）查找核心靶点蛋白的三

维结构文件；从 Pubchem 数据库（https://pubchem.
ncbi.nlm.nih.gov/）检索和核心靶点对应的药物活性

成分的三维结构文件。应用 Autodock 软件计算结

合能，并使用 PyMOL 软件将结合力较好的靶点蛋

白-药物活性成分预测三维结构进行可视化展示。

 1.2    药物及试剂

人脐静脉内皮细胞（HUVEC）（上海葵赛生物

科技有限公司）；10% 胎牛血清（Newzerum,  New
Zealand）； 1% 青霉素链霉素 （碧云天 ）；F12K（源

培）。Anti-JUN（24909-1-AP，武汉三鹰生物技术有

限公司）；anti-p-JUN（9164S）、anti-MAPK（9108S）、
anti-p-MAPK（4695T）（Cell  Signaling  Technology）；
anti - GAPDH （ab8245） 、  anti - eNOS （ab317582）
（Abcam）。逆转录酶试剂盒、SYBR  Green 实时

PCR 试剂（日本 Takara）。GraphPad Prism 8 软件

（GraphPadSoftware  Inc.,San  Diego,  California，
USA）。

 1.3    体外细胞实验验证

 1.3.1    实验药品

健复饮购买于上海中医药大学附属龙华医院

中药房，其组成成分为：人参、毛冬青、柴胡、西红

花、锁阳、三七、淫羊藿、生黄芪、枸杞、蛇床子、

熟地、枳实、白蒺藜。采用标准煎煮工艺制备健复

饮提取物：取定量饮片置于 2 L 玻璃容器中，加入

1.8 L 去离子水浸润 6 h 后，参照经典提取方案进行

两次梯度煎煮（首次 30 min，复煎 45 min）。收集两

次滤液经旋转蒸发仪浓缩成浸膏后，置 60℃ 恒温

干燥箱中处理至恒重，最终获得灰白色干燥粉末

29.79 g，药材转化率为 18.8%。精密称取适量粉

末，以灭菌蒸馏水配制成 5 mg/ml 混悬液，经 0.22 μm
无菌滤膜过滤后分装，于 4℃ 冷藏环境保存备用。

根据实验需求采用新鲜培养基进行梯度稀释后

使用。

 1.3.2    实验细胞

将细胞接种于含 10% 胎牛血清和 1% 青霉素

链霉素的 F12K 的培养基中，置于含有 95% 空气

和 5% 二氧化碳的 37℃ 恒温培养箱中培养。使用

小干扰 RNA（si-eNOS）沉默 HUVEC 细胞 eNOS 的

表达，制备内皮功能障碍模型。si-eNOS 的序列为

F-UACUUGAUUUAGAGAUUAGAC、 R-CUAAU
CUCUAAAUCAAGUAUU。

 1.3.3    实时荧光定量 PCR 检测各核心靶点 mRNA
水平

HUVEC 细胞以 1×105 个/ml 的浓度接种于含

2 ml 培养液的 6 孔板中，37℃ 培养 24 h，然后用

低、中、高浓度（0.75、2.5、5 mg/L）健复饮孵育细

胞 24 h，用 PBS 清洗细胞后，Trizol 裂解细胞，提取

总 RNA。然后利用逆转录酶试剂盒将 RNA 转录

为 cDNA。按照制造商的说明，使用特异性引物

（表 1）和 SYBR Green 实时 PCR 试剂进行实时定

量逆转录酶 PCR 分析。
 

表 1    引物序列 
基因名 引物

Human GAPDH F: CTTAGCACCCCTGGCCAAG
R: TGGTCATGAGTCCTTCCACG

Human MAPK1 F: TACACCAACCTCTCGTACATCG
R: CATGTCTGAAGCGCAGTAAGATT

Human MAPK3 F: CTACACGCAGTTGCAGTACAT
R: CAGCAGGATCTGGATCTCCC

Human JUN F: TCCAAGTGCCGAAAAAGGAAG
R: CGAGTTCTGAGCTTTCAAGGT

Human ESR1 F: GGGAAGTATGGCTATGGAATCTG
R: TGGCTGGACACATATAGTCGTT

Human MAPK8 F: TCTGGTATGATCCTTCTGAAGCA
R: TCCTCCAAGTCCATAACTTCCTT
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 1.3.4    Western blot 法检测 MAPK 和 JUN 蛋白表达

使用低、中、高浓度（0.75、2.5、5 mg/L）健复饮

孵育 HUVEC 细胞 24 h 后，用 RIPA 裂解缓冲液

（P0013B）裂解细胞以收集总蛋白。使用 BCA 蛋

白浓度检测试剂盒（P0010）测定蛋白浓度。然后使

用 SDS-PAGE 凝胶电泳分离蛋白，转移至 PVDF
膜，用 5% 脱脂奶粉封闭 2 h，与特异性一抗 4℃ 孵

育过夜，然后与 HRP 标记的二抗孵育 2 h。采用

Western blot 检测系统（Tanon-5 200）进行成像。

 1.4    统计学处理

x̄± s在本研究中，数据以 的形式呈现。统计分

析使用的是 GraphPad Prism 8 软件。所有实验均

进行过 3 次及以上重复。两组比较采用 Student’s
T test 分析，多组比较采用单因素方差分析，随后进

行 Tukey's 检验。P 值小于 0.05 被视为具有统计

学显著性（*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001），“ns”表示

无显著差异。

 2    结果

 2.1    健复饮的活性成分、靶点和 ED 靶点

通过 TCMSP 与 BATMAN-TCM 数据库获取

到健复饮方中的 13 味药共 3 277 个活性成分。其

中淫羊藿 499 个、黄芪 462 个、枸杞子 364 个、柴

胡 348 个、枳实 306 个、西红花 272 个、人参

256 个 、 三 七 241 个 、 蛇 床 子 222 个 、 巴 戟 天

145 个、蒺藜 122 个、熟地 34 个、毛冬青 6 个。使

用 Uniprot 数据库将药物作用的蛋白名称转化为对

应的基因名称，经 Excel 汇总删重后，得到 144 个

健复饮的药物活性成分，258 个有效作用靶点。以

“erectile dysfunction”为关键词，在 GeneCards 数据

库检索 ED 的疾病靶点，经过合并、删重后，最终得

到相关靶点 1 807 个。

 2.2    健复饮与 ED 靶点的交集筛选

依据“1.3”项下的方法，筛选得到健复饮与 ED
疾病靶点交集基因共 168 个，并制作 Venn 图（图 1）。
  

1 639

90

168

健复饮

ED

图 1    健复饮与 ED交集靶点 Venn图
 

 2.3    交集靶点 PPI 网络构建

将交集靶点导入至 String 数据库后 ，利用

“1.4”项下的方法，得到 PPI 网络。其中有 168 个

节点，287 条边，平均度值为3.46，PPI 富集P 值<1.0e−16。

将导出的 PPI 网络文件导入 Cytoscape 3.10.1 软件

并绘制 PPI 网络（图 2），其中每个节点的颜色越

深、节点圆形半径越大代表其度值（degree）越大。
 
 

图 2    Cytoscape软件绘制的 PPI网络
 

 2.4    GO 生物学功能富集分析和 KEGG 通路分析

使用 R 4.3.2 软件，对药物-疾病共有靶点进行

GO 生物学功能分析，其中有 2 005 个生物过程，

151 个分子功能，63 个细胞组件，根据 P<0.05，对所
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涉及靶点数目进行排序，选出排名前 10 条目绘制

条形图（图 3）。对药物-疾病靶点进行 KEGG 通路

分析，共涉及 181 条通路，根据 P<0.05，选出前

10 的条目绘制气泡图（图 4）。
 
 

对异源性刺激的反应
对脂多糖的反应

对细菌来源分子的反应
对类固醇激素的反应
对氧气水平降低的反应
对氧气水平的反应
对缺氧的反应
腺体发育

上皮细胞增殖的调节
对氧化应激的反应

膜筏
膜微结构域
囊泡腔

分泌颗粒腔
细胞质囊泡腔

谷氨酸能突触
内吞囊泡
纺锤体
粘着斑

细胞因子活性
细胞因子受体结合

蛋白酶结合
泛素样蛋白连接酶结合

激酶调节活性
泛素蛋白连接酶结合
蛋白激酶调节活性

磷酸酶结合
蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶活性

0 10 20 30 40 50

B
P

C
C

G
C

RNA聚合酶Ⅱ特异性DNA结合转录因子结合

RNA聚合酶Ⅱ转录调节因子复合物

50

40

30

20

10

−log10(P值)

图 3    ED与健复饮共有靶点的 GO富集分析结果条形图
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图 4    ED与健复饮共有靶点的 KEGG通路分析结果气泡图
 

 2.5    筛选核心模块以及核心靶点

运用 Cystoscape 3.10.1 软件绘制网络图后，筛

选出 45 个度值大于平均度值的基因，使用软件内

置插件 MCODE，对这 45 个基因进行模块聚类，得

到 8 组模块（表 2）。选取 Mcode 分值最高的模块

中 degree 值排名前 5 的基因，从高到低依次为：

MAPK1、MAPK3、JUN、ESR1、MAPK8。
 2.6    分子对接结果

将核心靶点与其对应的药物成分分子进行分

子对接，得到 18 组分子对接结果（按结合能由小到
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大排列，见表 3，）。其中 MAPK1 对应 2 个活性成

分、MAPK3 对应 1 个活性成分、MAPK8 对应 2 个

活性成分、JUN 对应 6 个活性成分、ESR1 对应 7 个

活性成分。一般认为，当结合能<0 kcal/mol 时，表

明化合物与靶点之间可以自行发生相互结合；当结

合能<−5.0 kcal/mol 时，说明靶点与化合物之间具

有较强的生物结合活性[10]。健复饮治疗 ED 的预

测核心靶点大多数都可以与其对应活性成分分子

进行自发结合，其中 JUN 与 β-谷甾醇、ESR1 与黄

芪紫檀烷苷、MAPK8 与山柰酚具有较强的生物结

合活性。利用 PyMol 软件，将结合能最强的三组分

子-靶点结合三维结构进行可视化展示（图 5）。
 
 

表 3    核心靶点-对应活性分子对接结合能 
靶点名称 成分名称 结合能（kcal/mol）

JUN β-谷甾醇（beta-sitosterol） −6.75
ESR1 黄芪紫檀烷苷（astapterocarpan） −5.7

MAPK8 山柰酚（kaempferol） −5.54
ESR1 刺芒柄花素（formononetin） −4.86
ESR1 香风草苷（didymin） −4.85
JUN 刺芒柄花素（formononetin） −4.76

MAPK1 木犀草素（luteolin） −4.74
ESR1 淫羊藿新苷A（epimedoside A） −4.67
ESR1 金圣草黄素（chryseriol） −4.64
ESR1 8-（3-methylbut-2-enyl）-2-phenyl-chromone −4.62
ESR1 苜蓿素（tricin） −4.5

MAPK1 槲皮素（quercetin） −4.31
MAPK8 川陈皮素（nobiletin） −4.16

JUN 山柰酚（kaempferol） −4.03
JUN 木犀草素（luteolin） −3.9
JUN 川陈皮素（nobiletin） −3.82
JUN 槲皮素（quercetin） −3.65

MAPK3 柚皮素（naringenin） 2.23
 

 
 

A B C

图 5    核心靶点分子对接

A. JUN 与 β-谷甾醇；B. MAPK8 与山柰酚；C. ESR1 与黄芪紫檀烷苷

 2.7    体外细胞实验结果

ED 的主要表现为内皮功能障碍，因此使用小

干扰 RNA 沉默 HUVEC 的 eNOS 基因，制备内皮

细胞功能障碍模型，以此研究健复饮治疗 ED 的机

 

表 2    Mcode聚类信息 
模块 Mcode分值 节点/边 基因

模块1 7.429 8/26 ESR1，MAPK1，MAPK8，MAPK14，FOS，MAPK3，JUN，ESR2
模块2 4 9/16 CDK4，ELK1，PRKCA，CDK2，CDKN1A，CASP3，CCND1，PCNA，PRKCB
模块3 4 4/6 ERBB3，EGF，EGFR，ERBB2
模块4 4 4/6 MMP3，MMP9，MMP1，TIMP1
模块5 3.667 13/22 PARP1，TNF，BCL2，AKT1，RELA，NFKBIA，IKBKB，TP53，CASP9，BAX，CASP7，CHUK，XIAP
模块6 3.333 4/5 GSTP1，CYP1A1，GSTM1，CYP1A2
模块7 3 3/3 MAOA，MAOB，CYP3A4
模块8 3 3/3 PTGS2，ALOX5，PTGS1
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制。我们将 si-eNOS RNA 转染 HUVEC细胞 48 h
后，提取总蛋白，利用 WB 检测 eNOS 蛋白的表

达，结果发现 eNOS 蛋白表达降低，表明内皮功能

障碍模型制备成功。接着，使用低、中、高 3 种

浓度的健复饮（2.5、10、20 g/L）孵育 si-eNOS RNA
转染的 HUVEC 细胞 24 h 后提取总 RNA，利用

QPCR 检测发现，健复饮显著抑制内皮功能障碍细

胞模型的 MAPK1、MAPK3、JUN、ESR1、MAPK8
基因表达。同时利用 WB 检测发现内皮功能障

碍细胞模型 MAPK 和 JUN 蛋白的磷酸化显著增

强，健复饮有效抑制 MAPK 和 JUN 蛋白的磷酸化

（图 6）。
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图 6    体外细胞实验结果

A. HUVEC 细胞接种于培养皿 24 h，si-eNOS 沉默 eNOS 基因表达，48 h 后提取总蛋白检测 eNOS 的蛋白表达；B. 图 A 定量；C.～G. 不同浓

度健复饮作用于内皮功能障碍模型 24 h 后提取总 RNA，利用 QPCR 检测 MAPK1、MAPK3、JUN、ESR1、MAPK8 基因的表达；H. 健复饮作

用于内皮功能障碍模型 24 h 后提取总蛋白，利用 Western blot 检测 JUN、p-JUN、MAPK、p-MAPK 蛋白的表达；I.～L. 图 H 的定量
*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，与单纯 si-eNOS 组比较。

 

 3    讨论

 3.1    阴茎勃起的机制

阴茎勃起是一系列神经血管活动的结果，勃起

程度取决于动脉流入血量和静脉流出血量之间的

平衡，影响阴茎勃起的神经有交感神经和副交感神

经，交感神经兴奋时，动脉平滑肌和海绵体小梁平

滑肌收缩，进入阴茎的血量减少，阴茎松弛；相反，

副交感神经兴奋时，相应的肌群舒张，流入血量增

多，从而达到勃起，上述任一过程受到影响均可导

致 ED 的发生[11]。基于此，ED 又可分为器质性 ED、

心理性 ED 和混合性 ED[12]。PDE5i 作为 ED 的一

线用药，其作用机制是通过抑制机体内磷酸二酯

酶-5（PDE-5）的活性，从而提高海绵体内环磷酸鸟

苷（CGMP）的活性和浓度，引起平滑肌松驰和阴茎

勃起。虽然 PDE5i 已经取得公认较好的疗效，但仍

有约 20%～30% 的患者服用后无效[13]。心理性疾

病、糖尿病、动脉粥样硬化、高血压、性腺功能减

退患者往往出现 PDE5i 无效的情况，对于这类病因

复杂的 ED 而言，PDE5i 靶点精准的优势却演变为

靶点单一的劣势，而中药复方在治疗时则呈现出整

体性、系统化等优势[14]。

 3.2    健复饮创制思路

中医治疗 ED 具有悠久的历史和经验传承，
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《马王堆医术·养生方》最早描述阳痿的出土文献，

称其为“老不起”。《内经》则称为“阴痿” “阴器不

用”和“筋痿”。《诸病源候论》曰：“肾开窍于阴，若

劳伤于肾，肾虚不能荣于阴器，故痿弱也”，《景岳全

书》云：“凡男子阳痿不起，多由命门火衰，精气虚

冷；或以七情劳损伤生阳之气，多致此证”，因此自

古中医认为阳痿主要是因为肾精亏虚，故以肾虚为

基本病机，治则以补肾固精为主。近现代医家丰富

了本病病因病机的内涵，除肾虚还可能伴有肝气郁

结、湿热下注、心脾不足、血瘀气滞等其他病机，从

而表现为虚实夹杂之证[15-18]。周智恒教授治疗阳

痿善于衷中参西，从西地那非最早用于肺动脉高压

的治疗中获得灵感，提出了具有创新性的阳痿从

“心”论治理论，创制出了以活血化瘀、益气强心为主

治疗 ED 的经验方康凯饮（红花、黄芪等），该研究

成果已列入上海市名医创新经验点（N2012070302）。
在康凯饮基础上，周师认为现代人多有精神压力

大，ED 的发病多与精神情志有关，故加用疏肝理气

之品，辅以补肾助阳之药，治疗阳痿从肾、心、肝三

脏论治[19]。因此由康凯饮基础上增加蛇床子、枸杞

子、淫羊藿、锁阳、枳实、柴胡、白蒺藜等药形成如

今的健复饮组方。

 3.3    Mcode 模块聚类结果

将本研究得到的健复饮有效活性成分与

ED 疾病靶点交集进行 PPI 网络构建及 Mcode 模

块聚类后，获得了 MAPK1、MAPK3、JUN、ESR1、
MAPK8 等 5 个核心靶点。研究发现 ，MAPK1、
MAPK3、MAPK8 均是 MAPK 信号通路的重要组

成部分，MAPK 信号通路在细胞的分化、增殖及凋

亡等过程中起着关键的作用。MAPK 信号通路中

的 ERK 蛋白激酶及其所属信号通路与 ED 的发生

发展密切相关[20]，ERK 抑制剂可改善糖尿病小鼠

海绵体舒张功能损伤[21]。JUN 基因是 1 号染色体

上的基因，这段基因的编码蛋白可以与特殊的

DNA 序列结合，能够调控特定基因的表达。研究

显示，JUN 编码蛋白 c-Jun 可受细胞外信号蛋白

JNK 诱导，引起细胞凋亡，在大鼠海绵体神经损伤

后每天服用 JNKi，2 周后观察到 c-Jun 阳性凋亡细

胞减少，从而改善勃起功能[20]。可以推测健复饮可

能通过影响阴茎海绵体组织内 JNK/c-Jun 通路，进

而影响到阴茎勃起功能。

 3.4    GO 富集分析结果

对 ED-健复饮 168 个交集靶点进行的 GO 富

集分析，可以发现健复饮对于 ED 疾病过程中氧气

水平、缺氧反应等生物过程相关度较高。缺氧性疾

病患者人群中的 ED 的发病率显著提高，如：有研

究显示，睡眠呼吸暂停综合症（OSA）的患者 ED 发

病风险更高[22]，而缺氧正是 OSA 患者的主要病理

特征。缺氧导致 ED 的一项可能机制之一是氧分

压降低使体内一氧化氮（NO）合成收到影响，而

NO 已被证实是引起男性勃起的主要神经递质。

 3.5    KEGG 结果

对 ED-健复饮 168 个交集靶点进行的 KEGG
结果分析，其中排名前 10 的通路中主要有：脂质与

动脉粥样硬化、pi3k/akt 信号通路、流体剪切应力

和动脉粥样硬化。有流行病学研究显示，血清高总

胆固醇、高低密度脂蛋白与 ED 密切相关，血脂异

常是血管型  ED 的主要致病因素之一 [23]。关于

pi3k/akt 信号通路，有研究证实，糖尿病性 ED 模型

大鼠的阴茎海绵体平滑肌细胞内的磷脂酰肌醇 3
激酶（PI3K）与蛋白激酶 B（ AKT）表达水平较正常

下降，阴茎海绵体平滑肌凋亡可能与 pi3k/akt 信号

通路有关[24]。同时，多项有关中药单药、复方的研

究均证实了其研究的药物与通过这一信号通路参

与治疗糖尿病性 ED[25-27]。

 3.6    分子对接结果

分子对接发现 β-谷甾醇、山柰酚与黄芪紫檀

烷苷与健复饮的核心靶点有较强的生物结合活

性。研究证实，山柰酚可降低心肌酶、环氧化酶-2
及血管内皮生长因子的表达以减少生物体内的氧

化应激反应，因为阴茎的海绵体主要由血管结缔组

织组成，所以推测山柰酚可通过修复血管等方式改

善阴茎的勃起功能[28]。β-谷甾醇可以激活 2 型糖

尿病大鼠脂肪组织中的胰岛素受体和葡萄糖转运

蛋白 4，从而调控大鼠血糖水平，β-谷甾醇亦能增强

大鼠的勃起硬度和持续时间[29]。

 3.7    体外细胞实验结果

体外实验结果表明，健复饮通过调控 MAPK1、
MAPK3、JUN、ESR1、MAPK8 等核心靶点的基因

及蛋白表达，显著改善内皮功能障碍模型细胞的病

理状态。首先，通过小干扰 RNA（si-eNOS）成功构

建 HUVEC 内皮功能障碍模型，Western blot 检测

显示 eNOS 蛋白表达显著降低（图 6A-B）。eNOS
是合成一氧化氮（NO）的关键酶，NO 作为阴茎勃起

的重要信号分子，其减少直接导致海绵体平滑肌舒

张功能障碍。健复饮处理后 ， qPCR 结果显示

MAPK1、MAPK3、JUN、ESR1、MAPK8 的 mRNA
表达水平呈剂量依赖性下调（图 6C-G），其中高浓

度组（20 g/L）抑制作用最为显著。这表明健复饮可

能通过抑制 MAPK 信号通路中关键激酶的转录活
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性，阻断下游炎症或凋亡信号的传导。此外，Western
blot 进一步证实，内皮功能障碍模型中 JUN 和

MAPK 蛋白的磷酸化水平显著升高（图 6H-L），而
健复饮处理后磷酸化水平显著降低，提示其通过抑

制 JNK/c-Jun 和 ERK/MAPK 信号通路的异常激

活，减少细胞凋亡并改善内皮功能。

从机制层面分析，MAPK 信号通路在 ED 发病

中扮演重要角色。ERK/MAPK 通路的过度激活可

诱导氧化应激和血管内皮损伤，而 JNK/c-Jun 通路

的激活则促进细胞凋亡，两者共同导致海绵体血管

功能紊乱。健复饮中的活性成分如 β-谷甾醇和山

柰酚已被证实具有抗氧化和抗炎特性。例如，山柰

酚可通过清除自由基抑制 NF-κB 通路，减轻血管

内皮炎症反应；β-谷甾醇则能通过调节胰岛素信号

通路改善血管内皮细胞的代谢功能。此外，黄芪紫

檀烷苷作为健复饮的关键成分，可能通过增强

eNOS 活性或稳定其表达，间接促进 NO 合成，从而

改善海绵体血流动力学。这些多靶点作用与中医

“活血化瘀、益气强心”的理论高度契合，体现了中

药复方整体调节的优势。

值得注意的是，本研究仅基于 HUVEC 细胞模

型，未来需进一步在动物模型（如糖尿病或动脉粥

样硬化诱导的 ED 大鼠）中验证健复饮的疗效，并

探索其是否通过相同机制改善海绵体组织结构及

勃起功能。此外，健复饮中多种成分的协同作用机

制仍需深入解析，例如通过敲除特定靶点基因或使

用抑制剂阻断信号通路，明确各成分的主次贡献。

体外实验为健复饮治疗 ED 的分子机制提供了重

要证据，但其多成分、多通路、多靶点的特性仍需

系统研究，以推动其临床应用与新药开发。

综上，健复饮治疗 ED 的主要活动表达成分和

作用靶点主要涉及修复血管、改善血流动力学水

平、改善细胞氧气水平等。有调查研究显示，

ED 患者中有 72% 有血管风险因素存在，并伴有血

流动力学异常[30]。在中医理论中，《素问》中载有

“心者，君主之官也，神明出焉” “主不明则十二官

危，使道闭塞而不通，形乃大伤”等内容。王冰有注

解曰：“使道，谓神气行使之道也” “心主血脉”作为

“藏象”学说的一大思想，有心主血以及心主脉两个

方面。心主血，表明心能生血，同时亦能行血；心主

脉，说明脉络通畅则血行无阻[31]。

本研究通过体外实验证实，健复饮通过抑制

MAPK/JNK 等信号通路的异常激活，下调 JUN、

MAPK 等核心靶点的磷酸化水平，减少内皮细胞凋

亡并促进 NO 合成，从而改善海绵体血流灌注。此

外，其活性成分如 β-谷甾醇、山柰酚等通过多靶点

协同作用，在抗氧化、抗炎及调节代谢等方面发挥

综合效应，与中医“活血化瘀、益气强心”的治则高

度契合。这些发现不仅从分子层面揭示了健复饮

的多通路调控优势，也为“从心从肾”论治阳痿的中

医理论提供了科学解释，有助于中医理论现代化，

同时也为更进一步的动物实验及药物分子实验指

明了方向。
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