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摘　要　目的：采用网络药理学方法探讨补肾壮筋汤治疗膝骨关节炎（ｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）的作用机制。方法：使用中药系统

药理学数据库与分析平台、中药分子机制的生物信息学分析工具，检索和筛选补肾壮筋汤的活性成分，然后借助ＰｕｂＣｈｅｍ和Ｓｗｉｓｓ

ＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数据库检索和筛选活性成分对应的靶点，预测补肾壮筋汤的作用靶点。在 ＧｅｎｅＣａｒｄ数据库中检索 ＫＯＡ的靶点。

将检索到的ＫＯＡ靶点和补肾壮筋汤靶点取交集，获取补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ的作用靶点。通过Ｓｔｒｉｎｇ数据库和Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．７．２软

件分析补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ的作用靶点，构建补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ靶点蛋白互作网络，筛选补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ的关键靶点。

筛选与补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ的作用靶点有关的活性成分，并将其与补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ的作用靶点、补肾壮筋汤组成中药一同

输入Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．７．２软件，构建补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ“中药 －活性成分 －靶点”网络，分析补肾壮筋汤治疗 ＫＯＡ的主要活性成

分。利用ＤＡＶＩＤ数据库和Ｒ３．６．２软件进行补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ靶点基因ＧＯ富集分析和ＫＥＧＧ富集分析。运用Ａｕｔｏｄｏｃｋｖｉｎａ

软件将补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ的主要活性成分与关键靶点进行分子对接，对其结合能进行评估，并通过Ｐｙｍｏｌ软件将结果可视化。

结果：共筛选到补肾壮筋汤的活性成分９９个、预测到对应的靶点７６８个，通过与检索到的９８９个ＫＯＡ靶点取交集，共获得补肾壮

筋汤治疗ＫＯＡ的靶点１７２个。通过分析共获得１５个补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ的关键靶点［促分裂原活化的蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉ

ｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）１、Ａｋｔ激酶（ａｋｔｋｉｎａｓｅ，ＡＫＴ）１、淀粉样前体蛋白、Ｈａｒｖｅｙ大鼠肉瘤病毒致癌基因同源物、ＭＡＰＫ８、白细

胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－６、激肽原１、血管内皮生长因子Ａ、热激蛋白９０ＡＡ１、ＪＵＮ原癌基因、肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，

ＴＮＦ）、ＭＡＰＫ１４、ＩＬ－２、表皮生长因子受体、凝血因子Ⅱ］，５个补肾壮筋汤治疗 ＫＯＡ的主要活性成分（汉黄芩素、啤酒甾醇、槲皮

素、黄芩素、山奈酚）。ＧＯ富集分析结果显示，补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ主要涉及ＲＮＡ聚合酶Ⅱ启动子转录的调控、凋亡过程的负调

控、信号传导、调控细胞增殖、转录等生物过程，蛋白质结合、ＡＴＰ结合、锌离子结合、相同蛋白质结合、酶结合等分子功能，以及细

胞内质膜、细胞质、细胞核、胞质溶胶、核质等细胞组分；ＫＥＧＧ富集分析共筛选出磷脂酰肌醇 ３－激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ

３－ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）－ＡＫＴ、ＭＡＰＫ、ＴＮＦ等３条主要信号通路。分子对接结果显示，５个主要活性成分与１５个关键靶点均有良好的

结合能力，结合能均≤－５．０ｋＪ·ｍｏｌ－１；分子对接图显示，活性成分大多嵌入靶点活性口袋的疏水区，结合模式多以π－π作用和

氢键为主，提示其具有较好的结合活性，结合后构象稳定。结论：补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ的作用机制可能是通过汉黄芩素、啤酒甾

醇、槲皮素、黄芩素、山奈酚等活性成分，参与调控ＲＮＡ聚合酶Ⅱ启动子转录、凋亡过程、信号传导、细胞增殖、转录，影响 ＰＩ３Ｋ－

ＡＫＴ、ＭＡＰＫ、ＴＮＦ等信号通路。
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　　膝骨关节炎（ｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）是一种常
见的关节退行性疾病［１］，寻求安全有效的治疗方案具

有重要意义。中医药治疗 ＫＯＡ具有较好的临床疗
效，而且不良反应较少。补肾壮筋汤出自《伤科补

要》，是临床治疗ＫＯＡ肝肾亏虚证的常用方剂。但由
于该方成分较为复杂，具体的作用机制尚未完全明

确。为此，本研究采用网络药理学方法探讨了补肾壮

筋汤治疗ＫＯＡ的作用机制，现总结报告如下。

１　材料与方法
１．１　补肾壮筋汤活性成分筛选及靶点预测　利用中
药系统药理学数据库与分析平台（ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅｓｙｓｔｅｍｓｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙｄａｔａｂａｓｅａｎｄａｎａｌｙｓｉｓ
ｐｌａｔｆｏｒｍ，ＴＣＭＳＰ）检索并筛选补肾壮筋汤组成药物

“熟地黄”“青皮”“白芍”“茯苓”“山茱萸”“续断”

“杜仲”“当归”“牛膝”的活性成分（筛选条件：口服生

物利用度≥３０％、类药性≥０．１８）；在中药分子机制的
生物信息学分析工具（ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｔｏｏｌｆｏｒ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅ，
ＢＡＴＭＡＮ－ＴＣＭ）中检索补肾壮筋汤组成药物“五加
皮”的活性成分，并按照 Ｌｉｐｉｎｓｋｉ类药五原则进行筛
选，即分子量 ＜５００、氢键供体数 ＜５、氢键受体数 ＜
１０、脂水分配系数 ＜５、旋转键 ＜１０［２］。在 ＰｕｂＣｈｅｍ
中检索补肾壮筋汤活性成分的结构式，将结果导入

ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数据库检索活性成分对应的靶
点，按照Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ≥０．７进行筛选，汇总筛选结果并
去除重复项。
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１．２　补肾壮筋汤治疗 ＫＯＡ靶点预测　以“ｋｎｅｅｏｓ
ｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ”为关键词，在 ＧｅｎｅＣａｒｄ数据库中检索
ＫＯＡ的靶点。将检索结果和筛选出的补肾壮筋汤靶
点导入 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ＆ＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＧｅｎｏｍｉｃｓ网站，
将二者取交集，预测补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ的靶点。
１．３　补肾壮筋汤治疗 ＫＯＡ关键靶点筛选　将筛选
到的补肾壮筋汤治疗 ＫＯＡ的靶点基因导入 Ｓｔｒｉｎｇ数
据库，分析各靶点蛋白之间的相互作用情况，设置置

信度＞０．９，隐藏游离蛋白。将 Ｓｔｒｉｎｇ数据库的分析
结果导入Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．７．２软件，构建补肾壮筋汤治疗
ＫＯＡ靶点蛋白互作网络，并利用该软件 ＮｅｔｗｏｒｋＡｎａ
ｌｙｚｅｒ工具中的ＭＣＯＤＥ插件筛选关键蛋白模块，设置
度值＝２、节点得分＝０．２、最大深度＝１００。
１．４　补肾壮筋汤治疗 ＫＯＡ主要活性成分筛选　先
筛选出与补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ的作用靶点有关的活
性成分，再将其与补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ的作用靶点、
补肾壮筋汤组成中药一同输入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．７．２软件，
构建补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ“中药－活性成分 －靶点”
网络，分析补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ的主要活性成分。
１．５　补肾壮筋汤治疗 ＫＯＡ靶点基因功能及信号通
路分析　将１．３中 Ｓｔｒｉｎｇ数据库的靶点分析结果导
入ＤＡＶＩＤ数据库，进行补肾壮筋汤治疗 ＫＯＡ靶点基
因ＧＯ富集分析和ＫＥＧＧ富集分析。利用Ｒ３．６．２软
件将富集分析结果可视化。

１．６　补肾壮筋汤治疗 ＫＯＡ主要活性成分与关键靶
点分子对接　取１．３和１．４筛选出的关键靶点和主要
活性成分，运用 Ａｕｔｏｄｏｃｋｖｉｎａ１．１．２软件进行分子对
接。通过ＰＤＢ数据库搜索关键靶点的３Ｄ结构，并使
用Ｐｙｍｏｌ１．７．２．１软件对其进行预处理，即使用盒子对
蛋白进行定位，并对蛋白结构进行残基修补、去除水分

子、添加氢原子和电荷，以 ＰＤＢＱＴ格式保存。通过
ＰｕｂＣｈｅｍ数据库下载主要活性成分的结构，并基于
ＭＭＦＦ９４力场对其进行优化。以原配体所在位点作为
关键靶点的活性口袋，进行主要活性成分和关键靶点

的分子对接。选取结合能较好的分子对接结果，通过

Ｐｒｏｔｅｉｎ－ＬｉｇａｎｄＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ网站和 Ｐｙｍｏｌ１．７．２．１软件
进行可视化。

２　结　果
２．１　补肾壮筋汤活性成分筛选及靶点预测结果　在
ＴＣＭＳＰ和ＢＡＴＭＡＮ－ＴＣＭ共筛选到补肾壮筋汤的活
性成分９９个，预测到对应的靶点７６８个（表１）。

表１　补肾壮筋汤的活性成分及靶点数量

序号 中药 活性成分／个 靶点／个
１ 熟地黄 ２ ５１
２ 山茱萸 ２０ １７７
３ 青皮 ５ ６２
４ 白芍 １３ １５４
５ 续断 ８ １１３
６ 杜仲 ２８ ２０６
７ 当归 ２ ３１
８ 茯苓 １５ １４３
９ 牛膝 ２０ １９１
１０ 五加皮 １ ８

２．２　补肾壮筋汤治疗 ＫＯＡ靶点预测结果　共筛选
到ＫＯＡ的靶点９８９个，将其与７６８个补肾壮筋汤靶
点取交集后得到１７２个共同靶点，即补肾壮筋汤治疗
ＫＯＡ的靶点。
２．３　补肾壮筋汤治疗 ＫＯＡ关键靶点筛选结果　将
１７２个靶点基因导入Ｓｔｒｉｎｇ数据库分析后得到１４８个
节点（即１４８个靶点基因）、４９０对蛋白互作关系，构
建的补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ靶点蛋白互作网络见图１。
通过ＭＣＯＤＥ插件筛选到１个包含１５个靶点的关键
蛋白模块（图２），这些靶点即为补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ
的关键靶点，分别为促分裂原活化的蛋白激酶（ｍｉｔｏ
ｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）１、Ａｋｔ激酶（ａｋｔ
ｋｉｎａｓｅ，ＡＫＴ）１、淀粉样前体蛋白（ａｍｙｌｏｉｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）、Ｈａｒｖｅｙ大鼠肉瘤病毒致癌基因同源物
（ｈａｒｖｅｙｒａｔｓａｒｃｏｍａｖｉｒｕｓｏｎｃｏｇｅｎｅｈｏｍｏｌｏｇ，ＨＲＡＳ）、
ＭＡＰＫ８、白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－６、激肽原 １
（ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１，ＫＮＧ１）、血管内皮生长因子 Ａ（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＡ，ＶＥＧＦＡ）、热激蛋白９０ＡＡ１
（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ９０ＡＡ１，ＨＳＰ９０ＡＡ１）、ＪＵＮ原癌基
因（ＪＵＮｐｒｏｔｏ－ｏｎｃｏｇｅｎｅ，ＪＵＮ）、肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）、ＭＡＰＫ１４、ＩＬ－２、表皮生长因子
受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）、凝血因
子Ⅱ（ｂｌｏｏｄｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒⅡ，Ｆ２）。
２．４　补肾壮筋汤治疗 ＫＯＡ主要活性成分筛选结果
补肾壮筋汤９９个活性成分中与补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ
的靶点有关的活性成分共６４个（表２）。构建的补肾
壮筋汤治疗 ＫＯＡ“中药 －活性成分 －靶点”网络
（图３）显示，度值前５位的活性成分，即补肾壮筋汤
治疗ＫＯＡ的主要活性成分分别为汉黄芩素（ｗｏｇｏ
ｎｉｎ）、啤酒甾醇（ｃｅｒｅｖｉｓｔｅｒｏｌ）、槲皮素（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ）、黄
芩素（ｂａｉｃａｌｅｉｎ）、山奈酚（ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ）。

·８·　　　（总４８８）　　　中医正骨２０２２年７月第３４卷第７期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０２２，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．７　
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图１　补肾壮筋汤治疗膝骨关节炎的靶点蛋白互作网络

　　注：图中圆点代表靶点；圆点越大、颜色越深，代表该节点与其他节点联系越密切。

图２　补肾壮筋汤治疗膝骨关节炎的靶点蛋白

互作网络关键蛋白模块图

注：图中圆点代表靶点；圆点越大、颜色越深，代表该节点

与其他节点联系越密切。

２．５　补肾壮筋汤治疗 ＫＯＡ靶点基因功能及信号通
路分析结果　将Ｓｔｒｉｎｇ数据库分析后得到的１４８个靶

点上传至 ＤＡＶＩＤ数据库。ＧＯ富集分析（图４）共得

到６８４个条目，其中细胞组分６４个、生物过程５１６个、

分子功能１０４个，生物过程主要涉及 ＲＮＡ聚合酶Ⅱ
启动子转录的调控、凋亡过程的负调控、信号传导、调

控细胞增殖、转录等，分子功能主要涉及蛋白质结合、

ＡＴＰ结合、锌离子结合、相同蛋白质结合、酶结合等，

细胞组分主要涉及细胞内质膜、细胞质、细胞核、胞质

溶胶、核质等。ＫＥＧＧ富集分析（图５）共得到１１１条

通路，排除与ＫＯＡ联系不够密切的通路，共筛选出磷

脂酰肌醇 ３－激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３－ｋｉｎａｓｅ，

ＰＩ３Ｋ）－ＡＫＴ、ＭＡＰＫ、ＴＮＦ等３条主要信号通路。

２．６　补肾壮筋汤治疗 ＫＯＡ主要活性成分与关键靶

点分子对接结果　分子对接结果显示，５个主要活性

成分与１５个关键靶点均有良好的结合能力，结合能

均≤－５．０ｋＪ·ｍｏｌ－１（表３）。取每个主要活性成分

与关键靶点结合能最好的组合进行可视化，分子对接

图显示活性成分大多嵌入靶点活性口袋的疏水区，结

合模式多以π－π作用和氢键为主，提示其具有较好

的结合活性，结合后构象稳定（图６）。

·９·　中医正骨２０２２年７月第３４卷第７期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０２２，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．７　　　（总４８９）　　　
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表２　补肾壮筋汤的部分活性成分

序号 分子ＩＤ 分子名称 简称 来源
口服生物
利用度／％

类药性
指数

１ ＭＯＬ００１４９４ ｍａｎｄｅｎｏｌ ＳＺＹ１ 山茱萸 ４２．００ ０．１９
２ ＭＯＬ００１４９５ ｅｔｈｙｌｌｉｎｏｌｅｎａｔｅ ＳＺＹ２ 山茱萸 ４６．１０ ０．２０
３ ＭＯＬ００１７７１ ｐｏｒｉｆｅｒａｓｔ５ｅｎ３ｂｅｔａｏｌ ＳＺＹ３ 山茱萸 ３６．９０ ０．７５
４ ＭＯＬ００２８７９ ｄｉｏｐ ＳＺＹ４ 山茱萸 ４３．６０ ０．３９
５ ＭＯＬ００２８８３ ｅｔｈｙｌｏｌｅａｔｅ（ＮＦ） ＳＺＹ５ 山茱萸 ３２．４０ ０．１９
６ ＭＯＬ００３１３７ ｌｅｕｃａｎｔｈｏｓｉｄｅ ＳＺＹ６ 山茱萸 ３２．１０ ０．７８

７ ＭＯＬ００５４８１ ２，６，１０，１４，１８ｐｅｎｔａｍｅｔｈｙｌｉｃｏｓａ
２，６，１０，１４，１８ｐｅｎｔａｅｎｅ ＳＺＹ７ 山茱萸 ３３．４０ ０．２４

８ ＭＯＬ００５５０３ ｃｏｒｎｕｄｅｎｔａｎｏｎｅ ＳＺＹ８ 山茱萸 ３９．７０ ０．３３
９ ＭＯＬ００５５３０ ｈｙｄｒｏｘｙｇｅｎｋｗａｎｉｎ ＳＺＹ９ 山茱萸 ３６．５０ ０．２７
１０ ＭＯＬ００８４５７ ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏａｌｓｔｏｎｉｎｅ ＳＺＹ１０ 山茱萸 ３２．４０ ０．８１
１１ ＭＯＬ００１７９８ ｎｅｏｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ＿ｑｔ ＱＰ１ 青皮 ７１．１７ ０．２７
１２ ＭＯＬ００１８０３ ｓｉｎｅｎｓｅｔｉｎ ＱＰ２ 青皮 ５０．５６ ０．４５
１３ ＭＯＬ００４３２８ ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ ＱＰ３ 青皮 ５９．２９ ０．２１

１４ ＭＯＬ００５１００ ５，７ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ２（３ｈｙｄｒｏｘｙ４
ｍｅｔｈｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）ｃｈｒｏｍａｎ４ｏｎｅ ＱＰ４ 青皮 ４７．７４ ０．２７

１５ ＭＯＬ００５８２８ ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ ＱＰ５ 青皮 ６１．６７ ０．５２

１６ ＭＯＬ００１９１９

（３Ｓ，５Ｒ，８Ｒ，９Ｒ，１０Ｓ，１４Ｓ）３，１７ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ
４，４，８，１０，１４ｐｅｎｔａｍｅｔｈｙｌ２，３，５，６，７，９
ｈｅｘａｈｙｄｒｏ１Ｈｃｙｃｌｏｐｅｎｔａ［ａ］ｐｈｅｎａｎｔｈｒｅｎｅ

１５，１６ｄｉｏｎｅ

ＢＳ１ 白芍 ４３．５６ ０．５３

１７ ＭＯＬ００１９２４ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ＢＳ２ 白芍 ５３．８７ ０．７９
１８ ＭＯＬ００３１５２ ｇｅｎｔｉｓｉｎ ＸＤ１ 续断 ６４．０６ ０．２１
１９ ＭＯＬ００８１８８ ｊａｐｏｎｉｎｅ ＸＤ２ 续断 ４４．１１ ０．２５
２０ ＭＯＬ００９３２２ ｓｙｌｖｅｓｔｒｏｓｉｄｅＩＩＩ ＸＤ３ 续断 ４８．０２ ０．５３
２１ ＭＯＬ０００４４３ ｅｒｙｔｈｒａｌｉｎｅ ＤＺ１ 杜仲 ４９．１８ ０．５５
２２ ＭＯＬ００５９２２ ａｃａｎｔｈｏｓｉｄｅＢ ＤＺ２ 杜仲 ４３．３５ ０．７７
２３ ＭＯＬ００６７０９ ａｉｄｓ２１４６３４ ＤＺ３ 杜仲 ９２．４３ ０．５５
２４ ＭＯＬ００７５６３ ｙａｎｇａｍｂｉｎ ＤＺ４ 杜仲 ５７．５３ ０．８１
２５ ＭＯＬ００９００７ ｅｕｃｏｍｍｉｎＡ ＤＺ５ 杜仲 ３０．５１ ０．８５
２６ ＭＯＬ００９００９ （＋）ｍｅｄｉｏｒｅｓｉｎｏｌ ＤＺ６ 杜仲 ８７．１９ ０．６２
２７ ＭＯＬ００９０１５ （－）ｔａｂｅｒｎｅｍｏｎｔａｎｉｎｅ ＤＺ７ 杜仲 ５８．６７ ０．６１
２８ ＭＯＬ００９０２７ ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ ＤＺ８ 杜仲 ５５．４２ ０．８２
２９ ＭＯＬ００９０３０ ｄｅｈｙｄｒｏｄｉｅｕｇｅｎｏｌ ＤＺ９ 杜仲 ３０．１０ ０．２４
３０ ＭＯＬ００９０３１ ｃｉｎｃｈｏｎａｎ９ａｌ，６’ｍｅｔｈｏｘｙ，（９Ｒ） ＤＺ１０ 杜仲 ６８．２２ ０．４０
３１ ＭＯＬ００９０３８ ＧＢＧＢ ＤＺ１１ 杜仲 ４５．５８ ０．８３
３２ ＭＯＬ００９０４７ （＋）ｅｕｄｅｓｍｉｎ ＤＺ１２ 杜仲 ３３．２９ ０．６２
３３ ＭＯＬ０１１６０４ ｓｙｒｉｎｇｅｔｉｎ ＤＺ１３ 杜仲 ３６．８２ ０．３７
３４ ＭＯＬ０００２７５ ｔｒａｍｅｔｅｎｏｌｉｃａｃｉｄ ＦＬ１ 茯苓 ３８．７１ ０．８０
３５ ＭＯＬ０００２７６ ７，９（１１）ｄｅｈｙｄｒｏｐａｃｈｙｍｉｃａｃｉｄ ＦＬ２ 茯苓 ３５．１１ ０．８１
３６ ＭＯＬ０００２７９ ｃｅｒｅｖｉｓｔｅｒｏｌ ＦＬ３ 茯苓 ３７．９６ ０．７７
３７ ＭＯＬ０００２８２ ｅｒｇｏｓｔａ７，２２Ｅｄｉｅｎ３ｂｅｔａｏｌ ＦＬ４ 茯苓 ４３．５１ ０．７２
３８ ＭＯＬ０００２８３ ｅｒｇｏｓｔｅｒｏｌｐｅｒｏｘｉｄｅ ＦＬ５ 茯苓 ４０．３６ ０．８１
３９ ＭＯＬ０００２８９ ｐａｃｈｙｍｉｃａｃｉｄ ＦＬ６ 茯苓 ３３．６３ ０．８１
４０ ＭＯＬ０００２９０ ｐｏｒｉｃｏｉｃａｃｉｄＡ ＦＬ７ 茯苓 ３０．６１ ０．７６
４１ ＭＯＬ０００２９１ ｐｏｒｉｃｏｉｃａｃｉｄＢ ＦＬ８ 茯苓 ３０．５２ ０．７５
４２ ＭＯＬ０００２９２ ｐｏｒｉｃｏｉｃａｃｉｄＣ ＦＬ９ 茯苓 ３８．１５ ０．７５
４３ ＭＯＬ０００２９６ ｈｅｄｅｒａｇｅｎｉｎ ＦＬ１０ 茯苓 ３６．９１ ０．７５
４４ ＭＯＬ０００３００ ｄｅｈｙｄｒｏｅｂｕｒｉｃｏｉｃａｃｉｄ ＦＬ１１ 茯苓 ４４．１７ ０．８３
４５ ＭＯＬ００１００６ ｐｏｒｉｆｅｒａｓｔａ７，２２Ｅｄｉｅｎ３ｂｅｔａｏｌ ＮＸ１ 牛膝 ４２．９８ ０．７６
４６ ＭＯＬ０１２５３７ ｓｐｉｎｏｓｉｄｅＡ ＮＸ２ 牛膝 ４１．７５ ０．４０
４７ ＭＯＬ０１２５４２ βｅｃｄｙｓｔｅｒｏｎｅ ＮＸ３ 牛膝 ４４．２３ ０．８２
４８ ＭＯＬ００１４５４ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ＮＸ４ 牛膝 ３６．８６ ０．７８
４９ ＭＯＬ００１４５８ ｃｏｐｔｉｓｉｎｅ ＮＸ５ 牛膝 ３０．６７ ０．８６
５０ ＭＯＬ０００１７３ ｗｏｇｏｎｉｎ ＮＸ６ 牛膝 ３０．６８ ０．２３

·０１·　　　（总４９０）　　　中医正骨２０２２年７月第３４卷第７期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０２２，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．７　
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续表２

序号 分子ＩＤ 分子名称 简称 来源
口服生物
利用度／％

类药性
指数

５１ ＭＯＬ００２６４３ ｄｅｌｔａ７ｓｔｉｇｍａｓｔｅｎｏｌ ＮＸ７ 牛膝 ３７．４２ ０．７５
５２ ＭＯＬ００２７１４ ｂａｉｃａｌｅｉｎ ＮＸ８ 牛膝 ３３．５２ ０．２１
５３ ＭＯＬ００２７７６ ｂａｉｃａｌｉｎ ＮＸ９ 牛膝 ４０．１２ ０．７５
５４ ＭＯＬ００２８９７ ｅｐｉｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ＮＸ１０ 牛膝 ４３．０９ ０．７８
５５ ＭＯＬ００３８４７ ｉｎｏｐｈｙｌｌｕｍＥ ＮＸ１１ 牛膝 ３８．８１ ０．８５
５６ ＭＯＬ００４３５５ ｓｐｉｎａｓｔｅｒｏｌ ＮＸ１２ 牛膝 ４２．９８ ０．７６
５７ ＭＯＬ０００７８５ ｐａｌｍａｔｉｎｅ ＮＸ１３ 牛膝 ６４．６０ ０．６５
５８ ＣＩＤ４１３３ ｍｅｔｈｙｌｓａｌｉｃｙｌａｔｅ ＷＪＰ１ 五加皮

５９ ＭＯＬ０００２１１ ｍａｉｒｉｎ Ａ１ 白芍、杜仲 ５５．３８ ０．７８
６０ ＭＯＬ００００９８ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ Ａ２ 杜仲、牛膝 ４６．４３ ０．２８

６１ ＭＯＬ０００４２２ ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ Ｂ 白芍、杜仲、
牛膝

４１．８８ ０．２４

６２ ＭＯＬ０００３５９ ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ Ｃ１ 熟地黄、山茱萸、
白芍、续断

３６．９０ ０．７５

６３ ＭＯＬ０００４４９ Ｓｔｉｇｍａｓｔｅｒｏｌ Ｃ２ 熟地黄、山茱萸、
当归、牛膝

４３．８０ ０．７６

６４ ＭＯＬ０００３５８ ｂｅｔａｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ Ｄ
山茱萸、白芍、
续断、杜仲、
当归、牛膝

３６．９０ ０．７５

图３　补肾壮筋汤治疗膝骨关节炎“中药－活性成分－靶点”网络图

注：图中蓝色菱形为补肾壮筋汤治疗膝骨关节炎的靶点，绿色圆形为中药，六边形为中药对应的活性成分；ＷＵＪＩＡＰ代表

五加皮，ＳＨＡＮＺＨＵＹ代表山茱萸，ＸＵＤ代表续断，ＤＵＺ代表杜仲，ＮＩＵＸ代表牛膝，ＦＵＬ代表茯苓，ＳＨＵＤＩＨ代表熟地黄，

ＤＡＮＧＧ代表当归，ＱＩＮＧＰ代表青皮；图中活性成分名称以简称表示，对应英文名称见表２。
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图４　补肾壮筋汤治疗膝骨关节炎靶点基因ＧＯ富集分析柱状图（前１０位）

　　　注：ＢＰ、ＭＦ、ＣＣ分别为生物过程、分子功能、细胞组分。

图５　补肾壮筋汤治疗膝骨关节炎靶点基因ＫＥＧＧ富集分析气泡图（前２０位）
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表３　补肾壮筋汤治疗膝骨关节炎主要活性成分与关键靶点的结合能 单位：ｋＪ·ｍｏｌ－１

关键靶点
主要活性成分

汉黄芩素 啤酒甾醇 槲皮素 山奈酚 黄芩素

促分裂原活化的蛋白激酶１ －３１．８１ －３７．２５ －３３．０７ －３２．２３ －３３．０５
Ａｋｔ激酶１ －２１．３５ －２２．６０ －２３．４４ －２１．７７ －２３．４３

Ｈａｒｖｅｙ大鼠肉瘤病毒致癌基因同源物 －３３．４９ －３３．９０ －３９．７７ －３８．０９ －３７．６６
白细胞介素６ －２４．２８ －２３．０２ －２５．１２ －２４．２８ －２８．８７

血管内皮生长因子Ａ －３０．５６ －３３．４９ －３２．２３ －３６．８４ －８．７９
热激蛋白９０ＡＡ１ －３２．６５ －３５．１６ －３４．７４ －３２．６５ －３４．７３
ＪＵＮ原癌基因 －２５．９５ －２８．８８ －２５．９５ －２６．３７ －２７．２０
淀粉样前体蛋白 －２５．３７ －３２．６５ －２５．５３ －２５．１１ －２８．０３

促分裂原活化的蛋白激酶８ －３３．４９ －３１．８１ －３２．２３ －３２．６５ －３３．８９
激肽原１ －２５．１２ －２６．７９ －２５．１２ －２３．８６ －２０．０８

肿瘤坏死因子 －２０．５０ －１７．５７ －２０．５０ －２０．５０ －２０．５０
促分裂原活化的蛋白激酶１４ －２５．９４ －２２．５９ －２５．９４ －２５．１０ －２６．７８

白细胞介素２ －２１．７６ －２１．３４ －２３．０１ －２４．２７ －２５．１０
表皮生长因子受体 －２５．９４ －２２．１８ －２４．２７ －２２．５９ －２３．４３
凝血因子Ⅱ －３０．９６ －２７．２０ －３３．８９ －３３．０５ －３３．０５

图６　补肾壮筋汤治疗膝骨关节炎的主要活性成分与关键靶点分子对接图

３　讨　论
从本研究的结果来看，汉黄芩素、啤酒甾醇、槲皮

素、黄芩素、山奈酚为补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ的主要活

性成分。相关研究表明，汉黄芩素能抑制人软骨细胞

中ＮＯ、前列腺素 Ｅ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２，ＰＧＥ２）等炎症
因子的表达，同时诱导核因子 Ｅ２相关因子２转位至
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细胞核，与抗氧化反应元件结合，发挥抗氧化作用［３］。

啤酒甾醇是从内生真菌乙酸乙酯提取物中分离出的

一种活性化合物［４］，能阻断脂多糖诱导的诱导型一氧

化氮合酶和环氧合酶２表达上调，抑制其发挥免疫抑
制作用，以及抑制 ＮＯ、ＰＧＥ２等炎症因子的释放［５］。

槲皮素则具有抗氧化应激、抗炎等作用［６］，可降低基

质金属蛋白酶１３（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１３，ＭＭＰ－
１３）以及ＩＬ－１β等细胞因子的表达，从而抑制细胞外
基质的降解来保护关节软骨［７］。作为黄芩主要活性

成分之一的黄芪素，目前已被相关研究证实具有抗病

毒、抗氧化、抗炎以及镇痛等作用［８－９］。杨波等［１０］通

过实验发现，黄芩素可通过调节 ｍｉＲ－２９ａ－３ｐ来抑
制ＭＡＰＫ６磷酸化，从而抑制软骨细胞退化。山奈酚
是一种存在于绿茶、浆果及一些中草药中的膳食类黄

酮［１１］，能抑制ＴＮＦ、ＩＬ－１、ＩＬ－６基因表达和对应炎
症因子分泌［１２］。

对于靶点的分析表明，ＭＡＰＫ１、ＡＫＴ１、ＡＰＰ、
ＨＲＡＳ、ＭＡＰＫ８、ＩＬ－６、ＫＮＧ１、ＶＥＧＦＡ、ＨＳＰ９０ＡＡ１、
ＪＵＮ、ＴＮＦ、ＭＡＰＫ１４、ＩＬ－２、ＥＧＦＲ、Ｆ２等１５个靶点为
补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ的关键靶点。而靶点基因富集
分析结果表明，ＭＡＰＫ１、ＡＫＴ１、ＨＲＡＳ都与 ＰＩ３Ｋ－
ＡＫＴ和ＭＡＰＫ这２条关键信号通路有关。ＭＡＰＫ１参
与多种细胞过程，如增殖、分化和凋亡等。相关研究

显示，增加ＭＡＰＫ１的表达，可减弱 ＩＬ－１β诱导的软
骨细胞炎症损伤［１３］。ＡＫＴ在转化生长因子β的调控
下可发生磷酸化，诱导组织金属蛋白酶抑制因子３表
达，增强细胞外基质强度［１４］。ＨＲＡＳ是 ＲＡＳ基因家
族成员之一，负责调控细胞的生长与分裂［１５］。ＨＲＡＳ
多见于癌症研究当中［１６］，其在 ＫＯＡ中作用的报道较
少。Ｌü等［１７］在轻度的ＯＡ组织中观察到 ＨＲＡＳ表达
下调，以及Ⅱ型胶原蛋白和 ＭＭＰ－１３表达下调。
Ｊｉａｎｇ等［１８］的研究结果显示，ＨＲＡＳ敲减可减弱
ｍｉＲ－２１８－５ｐ抑制对 ＴＮＦ诱导的软骨细胞功能障碍
的保护作用。因此，后续的相关研究可基于 ＭＡＰＫ１、
ＡＫＴ１等核心靶点进行实验设计，也可将 ＨＲＡＳ作为
研究补肾壮筋汤治疗ＫＯＡ细胞机制的新方向。

本次研究中对靶点基因的富集分析结果发现，补

肾壮筋汤治疗ＫＯＡ的大部分关键靶点与ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ
信号通路和ＭＡＰＫ信号通路有关。ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ信号
通路主要参与细胞增殖、凋亡以及分化，目前也被认

为是调控软骨细胞凋亡的最重要的信号通路之一。

ＰＩ３Ｋ被激活后产生磷脂酰肌醇 －３，４，５－三磷酸，后

者与细胞内 ＡＫＴ结合后促使下游因子磷酸化，调节
细胞功能［１９］。颜春鲁等［２０］研究发现，右归丸能有效

抑制ＫＯＡ模型大鼠软骨组织中 ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ等相关
蛋白表达，促进细胞自噬以阻止软骨细胞进一步退

化；同时还发现，右归丸能通过调控 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ信号
通路来抑制ＫＯＡ患者的炎症反应及软骨细胞外基质
的过度降解，从而延缓关节软骨退变。ＭＡＰＫ广泛存
在于真核细胞当中［２１］，作为 ＭＡＰＫ信号通路三大亚
类之一的ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路，与ＫＯＡ的病情进展关
系密切。谢文鹏等［２２］通过动物实验发现，存在炎症

的软骨基质中，ｐ３８ＭＡＰＫ通路中的ＴＮＦ、ＩＬ－１β等炎
症因子的分泌可被苍膝通痹胶囊抑制，同时该药还抑

制了ＭＭＰ－３、ＭＭＰ－１３的表达，进而抑制Ⅱ型胶原
蛋白的降解以保护关节软骨。

本研究的结果提示，补肾壮筋汤治疗 ＫＯＡ的作
用机制可能是通过汉黄芩素、啤酒甾醇、槲皮素、黄芩

素、山奈酚等活性成分，参与调控ＲＮＡ聚合酶Ⅱ启动
子转录、凋亡过程、信号传导、细胞增殖、转录，影响

ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ、ＭＡＰＫ、ＴＮＦ等信号通路。受条件限制，
本研究未能将分析结果与方剂配伍、药物配比及药物

剂量等具体问题相联系。本研究得出的补肾壮筋汤

的主要活性成分槲皮素和山奈酚，也见于其他骨科方

药的活性成分研究结果中，这可能与数据库信息收集

的局限性有关。
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