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研究与应用

基于网络药理学及体外实验探究中草药组方

协同调节皮肤老化的作用机制
冯春波

（上海家化联合股份有限公司研发中心，上海，200082）

摘      要： 人体皮肤结构和稳态平衡被破坏的主要原因有真皮层细胞外基质蛋白降解、DNA损伤和氧化应激等因素。本文采用有皮肤

抗衰老性能报道的中草药（Traditional Chinese Medicine ，TCM），探索其不同组合的组方，包括人参、黄精、桂花、昙

花和莲，基于网络药理学预测不同 TCM组方的潜在功效靶点和抗衰老机制，比较了不同组方在皮肤中的生物活性组间区

别，探究了不同组方中草药的抗衰老效果。通过体外实验多维度验证不同组方在相同浓度下的

协同作用。结果显示，五味中草药组方比人参、黄精、昙花三味组方以及单味人参，具有在胶

原蛋白促生、SA-β-半乳糖苷酶降低、γH2AX诱导的 DNA损伤降低等方面更强的抗皮肤衰老

效果。
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皮肤衰老是皮肤完整性降低和生理功能退化的结果，

其由内外因素共同作用导致 [1]。皮肤每天暴露于导致衰老

的外在因素中，如紫外线照射、污染、机械和细菌压力

等，与此同时，遗传、种族差异、氧化应激和激素变化等

也导致内源性衰老和内部机制功能下降 [2]。Lopez等描述

了衰老的九个标志，即基因组不稳定性、端粒损耗、表观

遗传改变、蛋白质稳态丧失、营养感应失调、线粒体功能

障碍、细胞衰老、干细胞耗竭、细胞间通讯改变等，并由

Schmauck等补充了其他衰老标志，如自噬功能受损、微生

物组干扰、机械特性改变、剪接失调和炎症 [2-3]。以上标志

物表征了皮肤衰老表型，并且可以利用特定标志物进行老

化研究，如 β-半乳糖苷酶（SA-β-gal）是研究细胞进

入衰老的“开关”机制的主要标志物 [4]，γH2AX标志物

是 DNA双链断裂损伤的“传感器”[5]，这些都可以用来跟

踪基因组不稳定性。此外，随着皮肤老化，衰老细胞胞外

基质标志物如胶原蛋白 I型和胶原蛋白 III型的蛋白质合成

降低、mRNA表达减少 [6-7] 等等。

中医中草药是中国古代最大的原始创新之一，具有

2000多年历史和浩如烟海的经典古籍记载，其治疗疾病

的形式，如针灸、按摩、食疗和中草药组方内服或外敷等

等。中草药组方是个大宝藏，在现代应用中逐渐衍生至化

妆品，其护肤功效不仅经过历史长河的验证，而且具有标

本兼治、内外兼养、根源起效的特点，在改善人体皮肤外

观和老化中起着关键作用。

人参是知名度较高的中草药之一，它具有改善脂质和

葡萄糖代谢、抗氧化、抑制细胞凋亡、保护肌肤免受光

损伤等有益作用 [8]。人参中的主要生物活性成分为人参皂

苷，其中 Rb1、Rb2、Rc、Re和 Rg1最具代表性 [9-11]。

黄精是一味重要的中草药，其通过抗炎、抗氧化来对

抗老化相关的问题 [12]。

昙花，也被称为“夜间女王”，是一种鲜为人知的

传统药材， 通过改善伤口愈合、 抗氧化、 抗菌等发挥 

作用 [13-14]。

莲是中医学中一种重要而有效的药材，在亚洲也是神

圣的象征。最近的分子学研究表明，莲可能是1.38亿年前

就已经存在的“活化石”，在一定环境下，莲子可能会存

活数百年 [15]。这种生存潜力赋予莲强大的生命力，通过其

次级代谢物可对抗衰老过程。莲也与健康和愈合相关，它

与皮肤衰老相关的靶向标志物，包括皮肤水合作用、屏障

功能、皱纹、脂肪分解和皮肤色素沉着等关系密切 [16]。

桂花作为民间医药更是有数千年的历史。据报道，桂

花花提取物具有清除自由基、抗炎等多种生物活性 [17]，其

皮肤美白特性也常用于化妆品中 [18]。

文献中很少描述与不同中草药组方协同作用相关的研

究。在这项研究中，文章沿袭经典五行焕肌之古方灵感，

将“太玄草五行丹”进行现代演绎，评估了中草药提取物

的不同组方 (人参根提取物，多花黄精根茎 /根提取物，昙

花花提取物，莲提取物和桂花花提取物 )。首先，使用每种

提取物中的主要组分和已验证的功效靶点进行网络药理学

分析，以预测潜在的、协同功效活性靶点和作用机制。其
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次，通过多维度体外研究评估网络药理学预测的结果。证

明了中草药提取物组方的抗衰老潜力集中在不同的高功效

靶点上，且这些靶点作用在维持皮肤结构和年轻方面具有

重要作用。

1.材料和方法

1.1中草药提取物

人参根提取物、多花黄精根茎 /根提取物和昙花花提

取物由上海家化联合股份有限公司制备，按照文献 [19] 中报

告的制备程序进行浸提。莲提取物是采用文献 [20] 中描述工

艺获得。桂花花提取物采用如文献 [21] 描述的方法进行开发

获得。

1.2中草药提取物组分鉴定

采用紫外分光光度计、高效液相色谱 -质谱联用仪

（HPLC-MS）和核磁共振（NMR）鉴定昙花花提取物的主

要组分。采用高效液相色谱结合紫外分光光度计和荧光检测

器鉴定人参根提取物组分。采用紫外光谱仪、红外光谱仪、

质谱仪和核磁共振谱仪鉴定多花黄精根茎 /根提取物中的主

要化合物组分。采用高效液相色谱 -质谱联用仪（HPLC-

MS）鉴定桂花花提取物组分。根据各提取物中鉴定组分，

使用 Pubchem数据库（PubChem（nih.gov））检索每种提取

物中组分的分子信息输入系统（SMILES）文件。

1.3中草药提取物组方

将这些提取物的不同组方用于网络药理学和体外分

析：（i）仅0.5%人参根提取物（1	TCM），（ii）3	TCM

中草药提取物的组方：0.167%人参根提取物、0.166%多花

黄精根茎 /根提取物和0.167%昙花花提取物（3	TCM），

（iii）5	TCM中草药提取物的组方：0.1%人参根提取物、

0.1%多花黄精根茎 /根提取物、0.1%昙花花提取物、0.1%

桂花花提取物和0.1%莲提取物（5	TCM）（表1）。

表1		TCM组方的组成

TCM	中草药提取物 1	TCM 3	TCM 5	TCM

人参根提取物 /% 0.5 0.167 0.1

多花黄精根茎 /根提取物 /% / 0.166 0.1

昙花花提取物 /% / 0.167 0.1

桂花花提取物 /% / / 0.1

莲提取物 /% / / 0.1

总计 /% 0.5 0.5 0.5

1.4验证靶点

一些 TCM中草药提取物已在先前的体外生物学分析中

单独进行了测试。昙花花提取物具有7个有效靶点。多花

黄精根茎 /根提取物有6个有效靶点。桂花花提取物和莲提

取物分别调节2个和15个靶点 [16，22]，如下表2所示。

表2  中草药提取物的体外验证靶点

TCM中草

药提取物
Uniprot	ID

昙花 P02452,	P02461,	P02462,	Q02388,	P15502,	P07585,	P13611

黄精 P05231,	P10145,	P13500,	P03956,	P16104,	P38936

莲

P08246,	Q92839,	Q92819,	O00219,	P20930,	Q92482,	P02452,	

P35354,	P10145,	P08254,	P14679,	P17643,	P40126,	Q05469,	

Q99685

桂花 P20930,	P14679

1.5靶点预测

通过在已发布的数据库 SwissTargetPrediction上输入

每种提取物组分的 SMILES文件进行靶点预测 [23]，并基

于靶点 /配体相似性原理进行分子对接处理。然后，通过

Uniprot	ID列出与每种 TCM中草药提取物对应的预测靶

点，合并同时删除重复的靶点。

1.6基因富集分析

利用DAVID生物信息数据库（the	Database	for	Annotation,	

Visualization	and	Integrated	Discovery）(david.abcc.ncifcrf.gov)进

行靶点富集 [24-25]。基因富集分3部分进行：（i）1	TCM的预

测靶基因，（ii）3	TCM的预测靶基因和已验证的体外靶点，

（iii）5	TCM的预测靶基因和已验证的体外靶点。DAVID应用

程序提供了功能注释，即基于修订的 Fisher精确检验（EASE

评分）来理解上述靶基因的生物学意义 [25]。用于选择功能性

注释的 p值的水平阈值设置为0.05。DAVID数据库提供了丰

富的生物学信息，尤其是基因本体论（GO）通路，与KEGG

途径相关的通路， 以及WikiPathways和 Reactome数据源。

对1	TCM、3	TCM和5	TCM组方的结果进行注释通路的横向

比较。

1.7细胞培养

对于 I型和 III型胶原蛋白检测， 使用正常人真皮

成纤维细胞（NHDF）（广东博溪生物技术有限公司，

Lot#Fb19052002） 在 低 糖 DMEM培 养 基（Gibco） 中 以

2×105 个细胞接种于6孔板中， 在37℃、 含有5%CO2 的

培养箱中培养过夜。在40%~60%密度时， 采用100 ng/

ml	TGFβ1作为阳性对照，并用不同的 TCM组方（表1）

处理细胞24小时。24小时后，将每个孔用 PBS	1X洗涤2

次。该实验独立重复3次。

评价 SA-β-半乳糖苷酶活性和 γH2AX检测实验
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中， 将 NHDF以1×105 个 细 胞 接 种 在 低 糖 DMEM培 养

基中（6孔板）， 并在含有5%CO2 的培养箱中37℃孵育

过夜。细胞采用 H2O2 应激诱导 DNA损伤和衰老 [4-5]。将

细胞用400μMH2O2 在无血清培养基中处理2小时，并用

PBS	1X洗涤3次。用不同的 TCM组方（表1）和100	ng/ml	

TGFβ1处理细胞24小时。24小时后，再次用 PBS	1X洗涤

细胞3次。以上2个步骤重复3次。最后一次用 TCM组方

和 TFGβ1处理后，将细胞传代培养5代。

1.8实时荧光定量 PCR检测胶原 I和胶原 III mRNA

通过使用 RNA	iso	Plus（Takara）提取总 RNA。使用

逆转录试剂盒（Takara）从提取的 RNA合成 cDNA。使用

COL1A1和 COL3A1特异性引物（SYBR	Green）进行 PCR

定量。通过使用比较 Ct方法确定靶点表达的相对含量。在

比较 Ct方法中，将从两个不同样本中获得的 Ct值直接标准

化为管家基因（肌动蛋白），然后进行比较。最后，结果

表示为3个独立实验的平均标准偏差（SD）。

1.9 SA-β-半乳糖苷酶活性的检测

为检测 SA-β-半乳糖苷酶活性，将预先获得的 H2O2

应激的衰老细胞在80 ～ 90%密度时接种于6孔板中，并在

37°C、含5%CO2 的培养箱中孵育24h。将细胞用 PBS	1X

洗涤1次，并使用如供应商方法中所述的“SA-β-半乳糖

苷酶染色”试剂盒（碧云天）检测 SA-β-半乳糖苷酶活

性。用光学显微镜（Olympus	CKX	41）获取图片，并在十

个视野中对蓝色染色的细胞进行计数。结果表示为阳性细

胞的百分比。

1.10蛋白质印迹检测γH2AX

蛋白质印迹分析衰老相关蛋白 γH2AX的表达。将

细 胞 在 RIPA裂 解 缓 冲 液 中 裂 解， 并 使 用 SDS-12%聚

丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离蛋白质，并印迹

到 Immobilon	P膜（Millipore） 上。然后， 分别以1：200

和1：10000稀释度使用 γ	H2	AX（Abcam） 和 β-肌动

蛋白抗体， 并以1：2000和1：10000稀释度使用二级山

羊 抗 体 IgG	HRP（Bio-Rad）。 采 用 Tanon	5200多 功 能

化学发光图像分析系统进行检测。通过 Band-Scan软件

（PROZYME，San	Leandro，California）进行蛋白质条带的

定量。

1.11统计

使用 GraphPad	Prism（GraphPad软件）对数据作图，

表示为平均值 ±SD。学生 t检验统计分析用于组间比较，

并且统计分析是双尾的 Dunnett检验。认为 p≤0.05具有

显著性，p≤0.01具有非常显著性，p≤0.005具有高度显

著性。

2.结果

2.1 TCM提取物中主要成分

对4种 TCM提 取 物 的 分 析 研 究 中 鉴 定 出 组 分 化

合物 (表3)。昙花花提取物的主要植物组分是槲皮素

3-O-β-D-半乳糖苷和异鼠李素。人参根提取物中含有人

参皂苷 Rg1、Rb1和 Re。多花黄精根茎 /根提取物中的主

要组分是山奈酚、鹅掌楸素和杨梅素。桂花花提取物含有

咖啡酸、对香豆酸和丁香酸。

表3中草药提取物中主要的组分化合物

中草药提取物 主要组分

昙花花提取物 槲皮3-O-β-D-半乳糖苷、异鼠李素

人参根提取物 人参皂苷 Rg1、Rb1和 Re

多花黄精根茎 /根提取物 山奈酚、鹅掌楸素和杨梅素

桂花花提取物 咖啡酸、对香豆酸和丁香酸

2.2靶点预测

通过 Wang文章 [26] 中优化的工作流程进行网络药理学

分析（图1）。基于中草药提取物中主要组分的 SwissTarget

预测识别出昙花花提取物的120个潜在靶点、人参根提取

物的33个靶点、多花黄精根茎 /根提取物的120个靶点和

桂花花提取物的72个靶点。对每种 TCM植物组方的预测

靶点和其他（莲提取物）已验证的体外验证靶点（表2）

进行汇编，可以获得5	TCM的225个潜在靶点、3种 TCM

的173个潜在靶点和1种 TCM的33个潜在靶点（见附加材

料2）。

图1  网络药理学分析预测多种中草药提取物组方影响的靶点和生物活性。

2.3基因富集

用 DAVID生物信息数据库分析每个 TCM组方鉴定的

基因列表，以确定最相关的潜在生物活性通路和机制。本

研究主要预测每种组方在抗衰老上的潜在生物活性方向，

确定了以下主要通路 “细胞衰老”、“FOXO信号传导通

路”、“寿命调节通路”、“mTOR信号传导通路”、自

噬调节、线粒体稳态、蛋白水解、泛素化和蛋白酶体功

能等，对于5	TCM具有更好的显著性（p值5	TCM	<p值3 

TCM	<p值1	TCM）。另外，抗糖基化潜力预测也被揭示为
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AGE/β-内酰胺酶通路的潜在调节影响皮肤老化 [27]。

此外，5	TCM和3	TCM可能调节衰老相关分泌表型

（SASP），涉及衰老过程中诱导某些蛋白质分泌，包括炎

性细胞因子、生长因子和基质重塑因子 [28]。没有预测表明

人参根提取物单独在这些过程中有作用。

该分析强调了5	TCM和3	TCM的其他潜在的与抗衰老

相关的生物活性，如“端粒保护”、“蛋白质折叠完整性 /

稳态”、“染色体组织”和“DNA损伤反应”，主要是“碱

基切除修复”过程，5	TCM具有更好的潜在生物活性。

仅在5	TCM组方中发现了对组蛋白修饰的潜在影响。

有趣的是，通路“组蛋白去甲基化酶活性”可能对应于

SASP表观遗传调控的 H3K9和 H3K36甲基化的调控 [29]。

也鉴定了所有组方的其他潜在生物活性，包括表皮稳

态、细胞间粘附和连接等。皮肤屏障的修护和水转运是仅

有5	TCM预测性通路特征。网络药理学分析显示每种组方

对真皮再生、细胞外基质和透明质酸稳态的潜在影响，5 

TCM组方具有更好的显著性潜力（p值5	TCM	<p值3	TCM	

<p值1	TCM）。5	TCM组方可能潜在地靶向全身皮肤糖胺

聚糖（称为硫酸软骨素）的代谢过程 [30]。鉴定了其他潜在

活性，并归因于所有中草药组方，例如调节细胞增殖和分

化、免疫反应、抗炎和氧化应激反应。通过已知参与这种

反应的芳烃受体途径的潜在调节，突出了对外源性物质或

污染物的反应 [31]。 

网络药理学分析可以预测 TCM组方在抗衰老方面的强

大能力，从而为以下有关真皮蛋白、衰老和 DNA损伤的体

外研究提供方向。也预测了皮肤生物学的其他领域，如脂

肪细胞稳态、脂质代谢、维生素稳态和代谢、肤色调节、

褪黑激素代谢、HSP	90和大麻素途径，对于5	TCM组方研

究也具有潜在的意义。

2.4胶原mRNA表达

与对照组比较，用1	TCM、3	TCM和5	TCM组方处理

的细胞中 COL1A1	mRNA表达分别显著增加29%、44%、

92%（图2），这表明5	TCM组方具有比3	TCM应用更好

的功效，3	TCM组方具有比1	TCM更好的功效。阳性对照

TGFβ1诱导的 COL1A1	mRNA表达增加相当于5	TCM条

件（+93%）。

与对照组比较，用1	TCM、3	TCM和5	TCM组方处理的

细胞中 COL3A1	mRNA表达分别显著增加55%、72%、113%

（图3）。与 COL1A1获得的结果趋势一致，在 COL3A1表达

上，5	TCM具有比3	TCM更好的功效，3	TCM具有比1	TCM

更好的功效。阳性对照 TGFβ1诱导 COL3A1	mRNA表达增

加，相当于3	TCM条件（+87%）。

图2:实时荧光定量 PCR检测 TCM组方作用24h成纤维细胞中 COL1A1	

mRNA表达。与对照组比较，采用学生 t检验进行统计分析。(n=3，**:非常

显著，***:高度显著 )

图3:实时荧光定量 PCR检测 TCM组方作用处理24h成纤维细胞中 COL3A1	

mRNA表达。与对照组比较，采用学生 t检验进行统计分析。(n=3，***:高

度显著 )

2.5 SA-β-半乳糖苷酶活性

结果显示，与对照组相比，H2O2 应激使阳性衰老细胞

的数量增加了262%，从对照组5.97%的 SA-β-gal阳性细

胞增加到 H2O2 应激条件下的21.6%（图4（a）（b））。与

应激条件相比，1	TCM的应用使 SA-β-gal阳性细胞减少

了50%，而3	TCM的应用减少了90%，5	TCM的应用减少

了96%。因此，5	TCM再次表现出比3	TCM更好的功效，

3	TCM表现出比1	TCM更好的功效。有趣的是，通过减

少 SA-β-gal阳性细胞（~88%），TGFβ1条件具有与3 

TCM相同的功效。

2.6 γH2AX蛋白传感器评价DNA损伤

为了进一步研究中草药提取物组方的抗衰老特性，在

H2O2 衰老细胞中进行 γH2AX检测。与对照组相比，在

H2O2 应激衰老细胞中观察到 γH2AX蛋白的高度显著增加

（图5（a）（b））。1	TCM、3	TCM和5	TCM组方应用可

使 H2O2 衰老细胞 γH2AX蛋白水平下降（分别为 -87%、-

32%、-94%）。5	TCM组方可使 γH2AX水平恢复到基础
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水平。同样，TGFβ1的效果与3	TCM相当（-39%）。

图4:(a)TCM组方或 TGFβ1孵育24h后，H2O2应激的成纤维细胞中的 SA-

β-gal阳性细胞 (x100)。(b)各条件下 SA-β-gal阳性细胞的百分比。H2O2/

衰老组与对照组比较，其他组与 H2O2/衰老组比较，采用学生 t检验进行统

计分析，(n =3，***:高度显著 )

图5:(a)使用蛋白质印迹分析 TCM组方处理的 H2O2衰老细胞中的γH2AX

表达。(b)TCM组方处理的 H2O2衰老细胞中的γH2AX表达水平。H2O2/衰

老组与对照组比较，其他组与 H2O2/衰老组比较，采用学生 t检验进行统计

学分析，(n =3，***:高度显著 )

3.讨论与结论

TCM作为中医治疗手段已历经千年的实效验证，大量

典籍记载中草药可帮助人体肌肤恢复到健康和谐的状态。

在 TCM研究和应用中，由于每种中草药的药性和特性不

同，常常使用中草药组方来进行研究和实验。本研究中，

以具有改善皮肤衰老功效的中草药组方，通过网络药理学

研究来预测不同组方的强大抗衰老潜力，通过揭示真正的

抗老通路和机制，发现主要聚焦在 “细胞衰老”，“长

寿基因调节途径”等方面，通路“氧化应激反应”也预测

了所有中草药组方的抗氧化能力。5	TCM组方具有较好的

预测效果。这些预测的通路和机制在体外评估1	TCM、3 

TCM和5	TCM组方逆转 H2O2 诱导成纤维细胞中抗衰老能

力和效果得到证实。1	TCM、3	TCM和5	TCM治疗 H2O2/

衰老细胞中 SA-β-gal阳性细胞水平降低，且5	TCM治疗

效果更好。对3	TCM和5	TCM组方在 DNA保护活性上也

进行了预测，其中5	TCM组方对 DNA的保护作用更好。

体外研究表明，5	TCM用药可降低 γH2AX蛋白水平，减

轻 H2O2/衰老细胞的 DNA损伤。这些结果证实了5	TCM和

3	TCM组方在防止 DNA损伤方面的预测性能。因此，关

于抗衰老和基因组稳定性，3和5	TCM组方的预测性抗衰

老效果是准确的。此外，生物信息学预测显示每种组方对

真皮再生和细胞外基质稳态的潜在影响，5	TCM具有更好

的作用。该预测通过成纤维细胞中胶原蛋白 I和 III的增加

而得到证实，并且5	TCM的效果也更好。网络药理学的整

体预测准确性使我们能够假设5	TCM组方是对抗皮肤老化

和改善皮肤稳态的最佳配方，最后，体外结果证实了这一

预测。

靶点预测是理解中草药提取物组分作用机制的关键工

具。在本研究中，通过对 TCM组方在皮肤抗衰老生物学效

应方面预测和体外验证分析相结合，证明预测的准确性。

此外，与实验筛选相比，靶点预测是一种计算成本低、效

率高的预测方法，并且它仍在继续发展。

然而，网络药理学分析具有局限性，这取决于生物信

息学工具中化学和生物学数据的可用性。在本研究中，我

们将体外评价限制在通过网络药理学预测确定的几个生物

过程中。需要进一步的实验来验证其他预测的效果。

总之，网络药理学分析是一种非常实用的工具，有助

于筛选更好的中草药组方以最大化抗衰老活性，并能够提

供有关靶向生物活性的大量数据，实现科学循证和对因护
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肤。五种中草药提取物的体外研究证实了对抗皮肤衰老和

改善皮肤稳态的巨大影响，其中5	TCM组方获得了最佳

结果。
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Synergistic Effects of TCM formulas on Skin Aging Regulation. From in Silico 
Predictions to in Vitro Outcome

Feng Chun-bo
(R&D Center, Shanghai Jahwa United Co., Ltd. Shanghai, 200082)

A b s t r a c t  :  � Intrinsic and extrinsic aging affect the health of human skin. Extracellular matrix protein degradation, 
DNA damage and oxidative stress are known to disturb skin architecture and skin homeostasis, which 
can lead to skin aging. By using many anti-aging cases of Chinese herbal medicines explored in 
Traditional Chinese Medicine (TCM) such as ginseng, polygonatum, osmanthus, etc., this article explores 
the effects of different combinations of Chinese herbal medicines in anti-aging formulas. Then, it 
predicts their biological activity in the skin through network pharmacology. Afterwards, the synergistic 
effects of different combinations were verified through in vitro experiments. The results showed that 
the compounding of five Chinese herbal medicines had stronger anti-aging effects on skin than the 
combination of ginseng, polygonatum, epiphyllum, or the ginseng alone.

Keywords :   � phytochemicals; TCM extract combination; in silico analysis; skin anti-aging


