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摘要： 目的　 基于网络药理学和动物实验探讨大补肝汤抗运动性疲劳作用。 方法　 通过 ＴＣＭＳＰ 数据库获取大补肝汤

有效药物成分及靶点； ＧｅｎｅＣａｒｄ、 ＯＭＩＭ、 ＤｒｕｇＢａｎｋ、 ＰｈａｒｍＧＫＢ 数据库获取疾病靶标基因； 利用 Ｖｅｎｎｙ２􀆰 １􀆰 ０ 工具绘

制药物⁃疾病靶点韦恩图， 获取交集靶点， 并通过 ＳＴＲＩＮＧ 数据库建立蛋白互作网络， 筛选核心靶点， Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件

建立 “药物⁃活性成分⁃疾病靶点” 网络； 使用 Ｒ 语言软件进行 ＧＯ 生物功能注释和 ＫＥＧＧ 通路富集分析； 运用

ＡｕｔｏＤｏｃｋ 软件以及 ＰｙＭｏｌ 软件对药物核心成分及疾病关键靶点进行分子对接验证。 小鼠分为空白组， 模型组， 大补肝

汤低、 中、 高剂量组 （０􀆰 １７、 ０􀆰 ３４、 ０􀆰 ６８ ｇ ／ ｍＬ）， 红景天组 （０􀆰 ０９ ｇ ／ ｋｇ）， 通过小鼠负重游泳训练建立运动性疲劳模

型， 电镜下观察小鼠肝细胞损伤， 生化法检测血清 ＬＤ、 ＢＵＮ 水平， 肝组织 ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ、 肝糖原、 肌糖原水平，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测小鼠肝组织 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１ 蛋白表达。 结果　 共筛选得到大补肝汤活性成分 ７０ 种， 药物⁃疾病

交集靶点 １６５ 个， 槲皮素、 木犀草素、 山柰酚、 β⁃谷甾醇、 异鼠李素等为主要核心成分， ＨＳＰ９０ＡＡ１、 ＴＰ５３、 ＭＡＰＫ１、
Ａｋｔ１、 ＲＥＬＡ 等为关键靶点； ＧＯ 富集分析得出生物过程涉及 ２ ２８６ 个条目、 细胞组成涉及 ８２ 个条目、 分子功能涉及

２０５ 个条目， 与运动性疲劳较为密切的通路为 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ、 ＴＮＦ、 ＨＩＦ⁃１ 信号通路等； 分子对接结果表明大补肝汤核心有

效成分与疾病关键靶点基因具有较稳定的结合活性。 与模型组比较， 各给药组小鼠负重游泳力竭时间延长 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 血清 ＬＤ、 ＢＵＮ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肝糖原、 肌糖原水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肝组织 ＳＯＤ 活性升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肝细胞形态结构正常， 线粒体肿胀减轻， 肝组织 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１ 蛋白表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 大补肝汤可能通过调控 Ａｋｔ ／ Ｎｒｆ２ 信号通路， 减轻肝脏氧化应激损伤， 促进代谢废物 ＬＤ、
ＢＵＮ 排除， 提高机体肝糖原、 肌糖原水平， 改善机体能量代谢平衡， 发挥抗运动性疲劳的作用。
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　 　 第 ５ 届国际运动生物化学会议将运动性疲劳定义为机

体的生理过程不能持续其机能在一特定水平或不能维持预

定的运动强度。 当疲劳持续累积将引起内分泌系统紊乱、
免疫力下降、 抑郁等病理变化， 导致机体器质性损伤， 严

重危害人体健康［１⁃２］ 。 运动性疲劳的产生由涉及氧化应激、
能量代谢、 代谢产物堆积等多种生物过程共同导致， 而中

药复方具有多靶点、 整体调节、 疗效稳定的特点， 在改善

机体疲劳状态及加强运动能力方面日益突显重要作用。
中医将其归属为 “劳倦” “虚损” 的范畴， 并认为肝

是机体耐受和消除疲劳的根本， 历代医家言 “肝为罢极之

本” “肝主筋， 人之运动皆由乎筋力” “肝者， 将军之官，
如熊罴之任劳”， 表明肝与疲劳的产生密切相关［３⁃４］ 。 大补

肝汤出自陶弘景所著 《辅行诀五脏用药法要》 ［５］ ， 由桂枝、
干姜、 五味子、 牡丹皮、 薯蓣、 旋覆花、 竹叶组成， 具有

滋养肝体、 濡养经筋、 强健筋力的功效， 又有补益肝用、

增强肝疏泄的功能， 能调节气血运行与运动相适应。 现代

药理学研究表明， 方中药物具有抗氧化、 调节能量代谢平

衡等作用， 能改善机体疲劳。 故本研究通过网络药理学及

实验验证， 探讨大补肝汤抗运动性疲劳的可能作用机制，
以期为疲劳药物使用及开发提供更多的实验支撑。
１　 材料

１􀆰 １　 药物　 大补肝汤由桂枝 ９ ｇ、 干姜 ９ ｇ、 五味 ９ ｇ 子、
牡丹皮 ９ ｇ、 山药 ３ ｇ、 旋覆花 ３ ｇ、 竹叶 ３ ｇ 组成， 所有饮

片均购自甘肃中医药大学附属医院中药房， 经甘肃中医药

大学药剂科专家鉴定为正品。 加入 １０ 倍量纯水， 浸泡 ３０
ｍｉｎ， 大火煮沸后改用小火慢煎 ２０ ｍｉｎ， 过滤； 药渣复加 ８
倍量纯水煎煮 １５～２０ ｍｉｎ， 重复 ２ 次， 合并 ３ 次所得药汁，
浓缩至生药量为 ０􀆰 １７、 ０􀆰 ３４、 ０􀆰 ６８ ｇ ／ ｍＬ， 冷却至室温后放

入 ４ ℃冰箱保存备用。 红景天胶囊购自四川省佳汇泰生物

科技开发有限公司， 规格 ３ ｇ ／粒， 批号 Ｇ２０１２０２６６， 加入
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纯水制成 ０􀆰 ０９ ｇ ／ ｋｇ 药液， 装入高压蒸汽灭菌后的药瓶中，
４ ℃冰箱保存备用。
１􀆰 ２　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 ＫＭ 小鼠 ７０ 只， 体质量 （３０±２） ｇ，
购自斯贝福 （北京） 生物技术有限公司 ［实验动物生产许

可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０１９⁃００１０］， 饲养于甘肃中医药大学动

物实验中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＫＸ （甘） ２０２０⁃
０００９］， 温度 （２３±２）℃， 相对湿度 （５５±５）％ ， 光照黑暗

各 １２ ｈ， 噪音小于 ５０ ｄＢ。 实验经单位甘肃中医药大学动物

实验中心动物伦理审批通过 （伦理审察表编号 ２０２２⁃８０５）。
１􀆰 ３　 试 剂 　 尿素氮 （ ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ＢＵＮ）、 乳酸

（ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ， ＬＤ）、 糖原、 超氧化物歧化酶 （ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， ＳＯＤ）、 丙二醛 （ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ） 生化

试剂盒 （南京建成生物工程研究所有限公司， 货号 Ｃ０１３⁃２⁃１、
Ａ０１９⁃２⁃１、 Ａ０４３⁃１⁃１、 Ａ００１⁃３、 Ａ００３⁃１）； ｐ⁃Ａｋｔ 抗体 （美国

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公 司， 货 号 ６６４４４⁃１⁃Ｉｇ ）； Ｎｒｆ２ 抗 体 （ 美 国

Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ 公司， 货号 ＹＴ３１８９）； ＨＯ⁃１ 抗体 ［艾博抗 （上
海） 贸易有限公司， 货号 ａｂ８５３０９］； β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （武汉爱

博泰克生物科技有限公司， 货号 ＡＣ０２６）。
１􀆰 ４　 仪器　 ＳｐｅｃｔｒａＭＡＸ Ｐｌｕｓ３８４ 型酶标仪 ［美谷分子仪器

（上海） 有限公司］； ＪＹ２００Ｃ 型电泳仪 （北京君意东方电

泳设备有限公司）； ５２００ 型化学发光凝胶成像仪 （上海天

能科技有限公司）； Ｈ２０５０Ｒ 型高速低温离心机 （湘潭湘仪

仪器有限公司）； ＵＶ７５２Ｎ 型紫外可见分光光度计 （上海佑

科仪器仪表有限公司）； ＪＥＭ⁃１４００ＦＬＡＳＨ 型透射电子显微

镜 （日本电子株式会社）。
２　 方法

２􀆰 １　 网络药理学及分子对接分析

２􀆰 １􀆰 １　 药物活性成分及靶点筛选　 通过 ＴＣＭＳＰ 数据库检

索大补肝汤所含中药 “桂枝” “干姜” “五味子” “薯蓣

（山药） ” “旋覆花” “牡丹皮” “竹叶” 的化学成分， 以

口服生物利用度 （ＯＢ） ≥３０％ 和类药性 （ＤＬ） ≥０􀆰 １８ 为

筛选标准， 并通过 ＣＮＫＩ 数据库查询， 补充上述药物活性

成分。 采用 ＴＣＭＳＰ 数据库预测活性成分及对应的靶点蛋

白， 导入 ＵｎｉＰｒｏｔ 平台， 物种来源选择 “Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 寻

找与作用靶点相对应的基因名称。
２􀆰 １􀆰 ２　 运 动 性 疲 劳 靶 点 收 集 　 以 “ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｆａｔｉｇｕｅ” “ ｓｐｏｒｔ ｆａｔｉｇｕｅ” 为检索词， 在 ＧｅｎｅＣａｒｄ、 ＯＭＩＭ、
ＤｒｕｇＢａｎｋ、 ＰｈａｒｍＧＫＢ 等数据库中获取运动性疲劳疾病靶

点， 删除重复项， 构建运动性疲劳疾病靶点数据库。
２􀆰 １􀆰 ３　 构 建 大 补 肝 汤⁃运 动 性 疲 劳 靶 点 网 络 　 通 过

Ｖｅｎｎｙ２􀆰 １􀆰 ０ 工具绘制大补肝汤活性成分靶点与运动性疲劳

疾病靶点的韦恩图， 获取交集靶点， 导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ８􀆰 ０
软件构建 “大补肝汤⁃运动性疲劳” 靶点网络。
２􀆰 １􀆰 ４　 疾病核心靶点筛选　 将 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下交集基因输

入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库， 选择 “Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 构建蛋白质互

作网络 （ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋｓ， ＰＰＩ ）。 通过

ＣｙｔｏＮＣＡ 插件， 以度中心性 （ｄｅｇｒｅｅ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ， ＤＣ）、 接近

中 心 性 （ ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ， ＣＣ ）、 介 度 中 心 性

（ ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ， ＢＣ ）、 网 络 中 心 性 （ ｎｅｔｗｏｒｋ
ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ， ＮＣ）、 特征向量中心性 （ ｅｉｇｅｎｖｅｃｔｏｒ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，
ＥＣ）、 局部边连通性 （ ｌｏｃａｌ ａｖｅｒａｇｅ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙ， ＬＡＣ） 为

节点关键指标， 筛选获取大补肝汤干预运动性疲劳的关键

核心靶点。
２􀆰 １􀆰 ５　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 运用 Ｒ Ｓｔｕｄｉｏ 软件中

Ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ 数据包， 以 “Ｐ＜０􀆰 ０１” 为筛选条件， 对药物

与疾病共有靶点进行 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 通路富集分析， 并生成条

形图和气泡图。
２􀆰 １􀆰 ６　 分子对接　 运用 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库和 Ｃｈｅｍ３Ｄ 软件将

药物成分转化为 ３Ｄ 结构， 并根据其最小自由能对其结构

进行优化， 获取小分子配体。 通过 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库查找靶点

基因对应蛋白并使用 ＰＤＢ 数据库下载蛋白受体 ３Ｄ 结构，
再通过 ＰｙＭｏｌ 软件提取蛋白质的原始配体结构。 运用

ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｔｏｏｌ 软件对小分子配体和蛋白受体进行格式转化，
确定活性口袋范围， 进一步通过 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 软件进行分

子对接。 最后利用 ＰｙＭｏｌ 软件对对接结果进行分析。
２􀆰 ２　 动物实验验证

２􀆰 ２􀆰 １　 分组、 造模与给药　 适应性喂养 １ 周后， 剔除水性

较差的小鼠， 采用随机数字表法将剩余小鼠分为空白组，
模型组， 大补肝汤低、 中、 高剂量组 （０􀆰 １７、 ０􀆰 ３４、 ０􀆰 ６８
ｇ ／ ｍＬ）， 红景天组 （０􀆰 ０９ ｇ ／ ｋｇ）。 除空白组外， 其余各组小

鼠采用 ３％ 负重游泳训练建立小鼠运动疲劳模型。 每天固定

时间游泳， 第 １ 周每天 ３０ ｍｉｎ， 每周递增 １０ ｍｉｎ， 每 ６ ｄ 休

息 １ ｄ， 共 ２８ ｄ。 游泳装置为 ６０ ｃｍ×４４ ｃｍ×３５ ｃｍ 的水箱，
水温 （３０± ２）℃， 负重物为铅皮， 质量为小鼠体质量的

３％ 。 空白组小鼠放入温度相同的浅水中， 不进行游泳运

动。 为防止小鼠在水面漂浮， 实验过程中不间断搅动水面，
使小鼠保持持续性游泳运动。 每组小鼠一池水， 各组间互

不干扰。 造模成功标准为小鼠游泳姿势不协调， 潜入水底

反弹跳起的次数增多或小鼠头潜入水底 ３ ｓ； 参照 ２００３ 年

版 《保健食品检验与评价技术规范》 检测 ＢＵＮ、 糖原、 ＬＤ
等疲劳相关指标［６⁃９］ 。 造模同时灌胃给予相应药物， 空白组

和模型组小鼠灌胃给予等体积纯水， 每天 １ 次， 连续 ２８ ｄ。
２􀆰 ２􀆰 ２　 取材　 末次给药 ２４ ｈ 后摘取小鼠眼球取血， 颈椎

脱臼法处死， 取小鼠肝组织、 骨骼肌组织， 用生理盐水清

洗后放入 ＥＰ 管中， 一部分用 ３％ 戊二醛固定， 用于电镜检

测； 另一部分组织于－８０ ℃冰箱中冷冻保存。
２􀆰 ２􀆰 ３　 记录小鼠负重游泳力竭时间　 每天同一时间观察小

鼠的精神状态、 活动状态和游泳运动状态。 在负重游泳训

练结束后， 负重 ５％ 进行力竭游泳实验， 记录小鼠负重力竭

游泳时间。
２􀆰 ２􀆰 ４　 小鼠生化检测　 严格按照试剂盒说明书步骤， 检测

小鼠血清 ＬＤ、 ＢＵＮ 水平， 肝组织肝糖原、 骨骼肌组织肌糖

原水平， 肝组织 ＳＯＤ 活性、 ＭＤＡ 水平。
２􀆰 ２􀆰 ５　 透射电镜观察肝组织线粒体超微结构　 取各组小鼠

肝组织， ３％ 戊二醛预固定， 脱水， 渗透， 包埋， 切片， 染

色， 电镜下观察肝脏线粒体等超微结构。
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２􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测小鼠肝组织 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１
蛋白表达　 用含蛋白酶和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 缓冲液裂

解小鼠肝组织， 提取蛋白， ＢＣＡ 法检测蛋白含量， 取等质

量蛋白进行变性， 加入蛋白上样缓冲液后冷冻保存备用。
制备 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶， 上样， 电泳， 湿转法转移至 ＰＶＤＦ
膜， ５％ 脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈ， 分别加入 ＨＯ⁃１ （ １ ∶
２ ０００）、 Ｎｒｆ２ （１ ∶ ２ ０００）、 ｐ⁃Ａｋｔ （１ ∶ ５０００） 抗体， ４ ℃
孵育过夜， 次日加入二抗 （１ ∶ １ ０００） 室温孵育 ２ ｈ， 化学

发光法暗室曝光显影， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 通过 ＩｍａｇｅＪ 软件

计算蛋白相对表达量。
２􀆰 ３　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 组间两两

比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 网络药理学及分子对接结果

３􀆰 １􀆰 １　 大补肝汤活性成分及靶点　 大补肝汤所含中药有效

成分共 ７０ 种， 其中桂枝 ７ 种、 干姜 ５ 种、 五味子 ８ 种、 薯

蓣 １６ 种、 牡丹皮 １１ 种、 旋覆花 １９ 种、 淡竹叶 ４ 种。
３􀆰 １􀆰 ２　 运动性疲劳靶点筛选　 共获取疾病相关基因 ３ ７２６
个， 韦恩图见图 １。
３􀆰 １􀆰 ３　 大补肝汤⁃运动性疲劳靶点的网络建设与分析 　 获

取大补肝汤与运动性疲劳交集靶点 １６５ 个， 见图 ２。 大补肝

汤⁃运动性疲劳靶点网络图见图 ３， 可知共有 ２１１ 个节点，
包含 ４６ 个药物成分靶点， １６５ 个疾病点， ４９７ 条边。 根据

Ｎｅｔｗｏｒｋ Ａｎａｌｙｅｒ 插件进行分析获得度值排名前 ５ 的成分分

　 　 　 　

图 １　 运动性疲劳疾病相关基因韦恩图

别为槲皮素、 木犀草素、 山柰酚、 β⁃谷甾醇、 异鼠李素，
可能是大补肝汤发挥药理作用的主要活性成分。

图 ２　 大补肝汤⁃运动性疲劳交集靶点

注： 圆形代表药物成分 （蓝色代表桂枝、 红色代表干姜、 青色代表五味子、 粉色代表薯蓣、 绿色代表牡丹皮、 黄色

代表旋覆花、 紫色代表竹叶）， 方形代表疾病靶点， 线条代表节点间的相互作用关系。

图 ３　 大补肝汤⁃运动性疲劳靶点网络图

３􀆰 １􀆰 ４　 ＰＰＩ 网络构建及分析　 共有 １４９ 个节点和 ５３９ 条边，
见图 ４Ａ。 第一次筛选以 ＤＣ≥５、 ＣＣ≥０􀆰 ４６６、 ＢＣ≥１􀆰 ４４６、
ＥＣ≥０􀆰 ０５４、 ＬＡＣ≥２􀆰 ５７１、 ＮＣ≥２􀆰 ６６６ 为条件， 得出 ４３ 个

节点和 ２６３ 条边， 见图 ４Ｂ； 第二次筛选以 ＤＣ≥１２、 ＣＣ≥
０􀆰 ６、 ＢＣ≥１６􀆰 ９１７、 ＥＣ≥０􀆰 １４、 ＬＡＣ≥５􀆰 ８３３、 ＮＣ≥７􀆰 １７８
为条件， 得出 １４ 个节点和 ６３ 条边， 按照 ＤＣ 值的排名进行

筛选， 颜色越深， 靶点相关性越高， 见图 ４Ｃ。 排名前 ５ 的

核 心 靶 点 分 别 为 ＨＳＰ９０ＡＡ１、 ＴＰ５３、 ＭＡＰＫ１、 Ａｋｔ１、
ＲＥＬＡ， 可定义为大补肝汤作用于运动性疲劳的核心靶点。
３􀆰 １􀆰 ５　 ＧＯ 及 ＫＥＧＧ 通路富集分析结果　 ＧＯ 功能富集分析

共得到 ２ ５７３ 个条目， 预测为大补肝汤治疗运动性疲劳的作

用机制。 其中生物过程有 ２ ２８６ 个条目， 涉及活性氧代谢过

程、 对缺氧的反应、 对氧化应激的反应等； 细胞组成有 ８２
个条目， 涉及膜筏、 膜微区、 质膜筏等； 分子功能有 ２０５
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图 ４　 蛋白互作 ＰＰＩ 网络关系图

个条目， 涉及核受体活性、 配体激活的转录因子活性、
ＤＮＡ 结合转录因子结合等。 选取三者中排名前 １０ 的条目进

行可视化处理并绘制气泡图， 见图 ５。 细胞生物过程富集基

因数较多， 提示大补肝汤可能主要通过调节细胞生物过程

抗运动性疲劳。

图 ５　 大补肝汤抗运动性疲劳的 ＧＯ 富集结果

　 　 ＫＥＧＧ 通路富集分析共获取 １５４ 条信号通路 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 选取前 １０ 条与运动性疲劳相关的信号通路进行可

视化处理并绘制气泡图， 见图 ６。 其中 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路

上的基因最多， 同时影响最显著， 其他相关信号通路还包

括 ＴＮＦ 信号通路、 细胞凋亡信号通路、 Ｐ５３ 信号通路、
ＨＩＦ⁃１ 信号通路、 ＭＡＰＫ 信号通路等。
３􀆰 １􀆰 ６　 分子对接模拟计算结果　 将 “３􀆰 １􀆰 ４” 项下核心靶

点在药物调控网络中对应药物成分 ＤＣ 值排名前 ５ 的成分

（槲皮素、 木犀草素、 山柰酚、 β⁃谷甾醇、 异鼠李素） 进行

分子对接验证， 见图 ７。 结合能数值越小， 受体与配体自发

结合的倾向性越明显， 当结合能小于－７ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 时， 受体

与配体可以紧密结合。 结果表明， 大补肝汤核心有效成分

与疾病靶点基因均有具有良好的结合能力， 见表 １。
３􀆰 ２　 动物实验结果

３􀆰 ２􀆰 １　 大补肝汤对运动性疲劳小鼠游泳力竭时间的影

响　 与空白组比较， 模型组小鼠力竭游泳时间缩短 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组小鼠力竭游泳时间延长

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ２。
３􀆰 ２􀆰 ２　 大补肝汤对运动性疲劳小鼠血清 ＬＤ、 ＢＵＮ 水平的

影响　 与空白组比较， 模型组小鼠血清 ＬＤ、 ＢＵＮ 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组小鼠血清 ＬＤ、 ＢＵＮ
水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ３。

图 ６　 大补肝汤抗运动性疲劳的 ＫＥＧＧ 富集结果

表 １　 大补肝汤抗运动性疲劳分子对接结合能

有效成分与靶点基因 结合能 ／ （ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１）
槲皮素—ＨＳＰ９０ＡＡ１ －７􀆰 ２

木犀草素—ＨＳＰ９０ＡＡ１ －７􀆰 ６
山柰酚—ＨＳＰ９０ＡＡ１ －７􀆰 ０

β⁃谷甾醇—ＨＳＰ９０ＡＡ１ －７􀆰 ２
异鼠李素—ＨＳＰ９０ＡＡ１ －７􀆰 ３

槲皮素—ＴＰ５３ －７􀆰 １
木犀草素—ＴＰ５３ －７􀆰 ７
槲皮素—ＭＡＰＫ１ －８􀆰 ２

木犀草素—ＭＡＰＫ１ －８􀆰 ８
槲皮素—Ａｋｔ１ －９􀆰 ５

木犀草素—Ａｋｔ１ －１０􀆰 ２
山柰酚—Ａｋｔ１ －９􀆰 ３
槲皮素—ＲＥＬＡ －７􀆰 ９

木犀草素—ＲＥＬＡ －８􀆰 １
山柰酚—ＲＥＬＡ －７􀆰 ３

３􀆰 ２􀆰 ３　 大补肝汤对运动性疲劳小鼠肝组织肝糖原和骨骼肌

组织肌糖原水平的影响　 与空白组比较， 模型组小鼠肝糖

原、 肌糖原水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组

小鼠肝糖原水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 大补肝汤高剂量

组、 红景天组小鼠肌糖原水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ４。
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图 ７　 大补肝汤抗运动性疲劳核心靶点分子对接 ３Ｄ 图

表 ２ 　 大补肝汤对运动性疲劳小鼠游泳力竭时间的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 力竭游泳时间 ／ ｍｉｎ

空白组 １８􀆰 ６７±２􀆰 １２
模型组 ９􀆰 １２±１􀆰 ３２∗∗

大补肝汤低剂量组 １４􀆰 ５３±１􀆰 ５８＃＃

大补肝汤中剂量组 １８􀆰 ３４±１􀆰 ３６＃＃

大补肝汤高剂量组 ２０􀆰 ７６±２􀆰 ０２＃＃

红景天组 ２１􀆰 ６１±１􀆰 ７６＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ３　 大补肝汤对运动性疲劳小鼠血清 ＬＤ、 ＢＵＮ 水平的影

响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＬＤ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＢＵＮ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

空白组 ７􀆰 ０１±１􀆰 ０９ ５􀆰 ２７±０􀆰 ７５
模型组 １５􀆰 ９９±１􀆰 ４８∗∗ １２􀆰 ５５±１􀆰 ３５∗∗

大补肝汤低剂量组 １３􀆰 ８９±１􀆰 ６２＃ １１􀆰 ２７±１􀆰 ３２＃

大补肝汤中剂量组 １２􀆰 ５３±１􀆰 ４７＃＃ ７􀆰 ３５±１􀆰 １７＃＃

大补肝汤高剂量组 １１􀆰 ４５±１􀆰 ８＃＃ ６􀆰 ６８±１􀆰 １２＃＃

红景天组 １０􀆰 ０６±１􀆰 ９６＃＃ ８􀆰 ０５±０􀆰 ５３＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ４　 大补肝汤对运动性疲劳小鼠肝糖原、 肌糖原水平的影

响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 肝糖原 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 肌糖原 ／ （ｍｇ·ｇ－１）

空白组 １７􀆰 ３９±１􀆰 ６ １􀆰 ７２±０􀆰 ０８
模型组 ９􀆰 ６０±０􀆰 ７６∗∗ １􀆰 ３８±０􀆰 ０８∗∗

大补肝汤低剂量组 １２􀆰 ７９±１􀆰 ６６＃ １􀆰 ４６±０􀆰 ０４
大补肝汤中剂量组 １５􀆰 ４５±１􀆰 ２６＃＃ １􀆰 ５２±０􀆰 １１
大补肝汤高剂量组 １５􀆰 ８７±１􀆰 ０３＃＃ １􀆰 ６０±０􀆰 ０８＃＃

红景天组 １３􀆰 ５２±０􀆰 ９７＃＃ １􀆰 ６４±０􀆰 ０９＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２􀆰 ４　 大补肝汤对运动性疲劳小鼠肝组织 ＳＯＤ 活性、
ＭＡＤ 水平的影响　 与空白组比较， 模型组小鼠肝组织 ＳＯＤ
活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 各给药组小鼠肝组织 ＳＯＤ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ５。
表 ５　 大补肝汤对运动性疲劳小鼠肝组织 ＳＯＤ 活性、 ＭＡＤ

水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＳＯＤ ／ （Ｕ·ｍｇ ｐｒｏｔ－１） ＭＤＡ ／ （ｎｍｏｌ·ｍｇ ｐｒｏｔ－１）

空白组 １５０􀆰 ６９±９􀆰 ２６ １􀆰 ６５±０􀆰 ０９
模型组 １２２􀆰 ２８±６􀆰 ５３∗∗ ２􀆰 ３８±０􀆰 １９∗∗

大补肝汤低剂量组 １３３􀆰 １４±４􀆰 ６４＃ １􀆰 ９２±０􀆰 １９＃＃

大补肝汤中剂量组 １３６􀆰 ０２±７􀆰 ５２＃＃ １􀆰 ７１±０􀆰 １９＃＃

大补肝汤高剂量组 １３９􀆰 ７９±７􀆰 ７５＃＃ １􀆰 ７１±０􀆰 ２２＃＃

红景天组 １４３􀆰 ５６±８􀆰 ５４＃＃ １􀆰 ７８±０􀆰 １８＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
３􀆰 ２􀆰 ５　 大补肝汤对运动性疲劳小鼠肝组织线粒体形态结构

变化的影响　 空白组小鼠肝组织超微结构基本正常。 模型

组小鼠肝细胞核呈不规则形， 线粒体轻度肿胀， 嵴间腔扩

大， 嵴溶解断裂， 基质颗粒减少， 粗面内质网减少， 核糖

体大量丢失。 大补肝汤低剂量组小鼠肝组织核膜出现不规

则变化， 线粒体发生肿胀， 嵴变短、 碎裂和数目减少， 粗

面内质网减少。 大补肝汤中剂量组小鼠肝组织细胞形态结

构正常， 少量核膜出现不规则变化， 线粒体形态结构较正

常， 基质电子密度均匀， 粗面内质网呈层状排列。 大补肝

汤高剂量组小鼠肝组织线粒体形态结构较正常， 基质电子

密度均匀， 粗面内质网断裂、 减少， 规则分布消失。 红景

天组肝组织超微结构基本正常， 见图 ８。
３􀆰 ２􀆰 ６　 补肝汤对运动性疲劳小鼠肝组织 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１
蛋白表达的影响 　 与空白组比较， 模型组小鼠肝组织

ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比
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注： 红色箭头指示线粒体， 蓝色箭头指示脂滴， 黄色箭头指示糖

原颗粒， 绿色箭头指示初级溶酶体， 橙色箭头指示粗面内质网排

列较规则， 黄色圆圈指示核糖体， Ｎ 表示细胞核， Ｍｉ 表示线粒

体， ＲＥＲ 表示粗面内质网。

图 ８　 各组小鼠肝线粒体形态结构变化电镜图 （×２０ ０００）

较， 各给药组小鼠肝组织 Ｎｒｆ２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 大补肝汤中、 高剂量组和红景天组小鼠肝组织

ｐ⁃Ａｋｔ、 ＨＯ⁃１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ６、
图 ９。
表 ６　 大补肝汤对运动性疲劳小鼠肝组织 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｎｒｆ２、

ＨＯ⁃１蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ｐ⁃Ａｋｔ Ｎｒｆ２ ＨＯ⁃１

空白组 １􀆰 ０２±０􀆰 ０６ １􀆰 １０±０􀆰 ０３ ０􀆰 ９６±０􀆰 １３
模型组 ０􀆰 ４７±０􀆰 １２∗∗ ０􀆰 ４８±０􀆰 ０８∗∗ ０􀆰 ３０±０􀆰 １３∗∗

大补肝汤低剂量组 ０􀆰 ６０±０􀆰 ０５ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０９＃ ０􀆰 ４１±０􀆰 ２２
大补肝汤中剂量组 ０􀆰 ６９±０􀆰 １０＃＃ ０􀆰 ８０±０􀆰 ０７＃＃ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０９＃

大补肝汤高剂量组 １􀆰 ００±０􀆰 ０７＃＃ ０􀆰 ８６±０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０９＃＃

红景天组 ０􀆰 ９２±０􀆰 １１＃＃ １􀆰 ００±０􀆰 ０７＃＃ ０􀆰 ８２±０􀆰 １９＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｅ 分别为大补肝汤低、 中、 高剂

量组， Ｆ 为红景天组。

图 ９　 各组小鼠肝组织 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１蛋白表达条带图

４　 讨论

基于网络药理学获取大补肝汤核心成分为槲皮素、 木

犀草素、 山柰酚、 β⁃谷甾醇、 异鼠李素。 研究表明， 槲皮

素能恢复星形胶质细胞和小胶质细胞， 降低 ５⁃ＨＴ 表达， 延

缓或消除中枢疲劳［１０］ 。 Ｄａｖｉｓ 等［１１］ 实验发现， 槲皮素通过

激活 ＳＩＲＴ１、 ＰＧＣ⁃１ 增加线粒体生成， 从而提高运动耐受

性。 木犀草素和山柰酚具有强氧化性， 能升高 ＳＯＤ、 ＣＡＴ
活性， 有效改善骨骼肌细胞氧化应激损伤［１２⁃１３］ 。 蒋琼凤

等［１４］研究证实， β⁃谷甾醇能促进线粒体谷胱甘肽氧化还

原， 增强线粒体呼吸， 促进 ＡＴＰ 生成以缓解疲劳。 本研究

结果显示， 各给药组小鼠游泳力竭时间延长， 表明大补肝

汤能有效缓解疲劳提高小鼠运动能力， 是通过多种成分共

同发挥作用实现的。
ＧＯ 富集分析显示， 细胞生物过程主要与活性氧代谢过

程、 对缺氧的反应、 对氧化应激的反应等相关， 提示大补

肝汤可能是通过改善机体氧化应激损伤而改善疲劳。 ＫＥＧＧ
通路富集分析显示， ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路对运动性疲劳的影

响最为显著， Ａｋｔ 作为核心蛋白， 经分子对接表发现其与大

补肝汤核心有效成分结核性强。 研究表明， Ａｋｔ 在抵抗氧化

应激损伤方面具有重要意义［１５⁃１６］ 。 Ａｋｔ 磷酸化促使 Ｎｒｆ２ 表

达增加， 作为维持细胞氧化还原平衡的中枢调节因子，
Ｎｒｆ２ 启动 ＨＯ⁃１、 ＳＯＤ 等抗氧化基因， 清除 ＭＤＡ， 构建了细

胞的抗氧化防御体系， 抵御脂质过氧化损伤［１７⁃２１］ 。 结果显

示， 模型组小鼠游泳力竭后 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１ 蛋白表达和

ＳＯＤ 活性降低， ＭＤＡ 水平升高， 表明力竭状态下机体氧化

与抗氧化系统失衡， 各给药组小鼠 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１ 蛋白

表达和 ＳＯＤ 活性升高， ＭＤＡ 水平降低， 提示大补肝汤通过

提高机体抗氧化能力， 加快自由基清除， 减缓疲劳的产生。
代谢产物堆积、 能量耗竭与氧化应激多种机制共同作

用引发疲劳。 ＬＤ 过量堆积使血液 ｐＨ 值降低， 抑制 ＡＴＰ 酶

活性， 阻碍 ＡＴＰ 合成， 使细胞能量供应不足， 引发疲劳。
同时， 酸性环境抑制 Ｃａ２＋与肌钙蛋白结合， 使肌肉收缩减

弱， 疲劳进一步加重［２２⁃２３］ 。 ＢＵＮ 水平升高， 为机体能量消

耗大于供给， 反映了机体的疲劳现象［２４⁃２５］ 。 本研究结果显

示， 与模型组比较， 各给药组 ＬＤ、 ＢＵＮ 水平降低， 提示大

补肝汤可通过调节 ＬＤ、 ＢＵＮ 等代谢产物代谢平衡， 改善机

体能量供应。 维持充足的糖原储备是延缓疲劳的重要途

径［２６⁃２８］ 。 本研究结果显示， 与模型组比较， 给药组小鼠肝

糖原、 肌糖原水平均有升高， 表明大补肝汤能提高机体能

源储备， 保证运动过程中的能量供应， 有效延缓疲劳的

发生。
本研究表明大补肝汤可能是通过调控 Ａｋｔ ／ Ｎｒｆ２ 信号通

路， 升高 ＳＯＤ、 ＨＯ⁃１ 活性， 减少机体氧化应激损伤， 并促

进 ＬＤ、 ＢＵＮ 等代谢产物排除， 增加机体糖原储存， 改善机

体能量代谢平衡， 发挥抗疲劳的作用。
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