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摘　要　目的：探讨杜仲延缓软骨退变的药效物质基础及作用机制。方法：通过检索北京大学天然产物库，检索出杜仲中的化合

物１１７个，在Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙｓｔｕｄｉｏ模拟平台上建立杜仲化合物分子数据集。通过检索ＴＴＤ数据库和相关文献，确定白细胞介素（ｉｎｔｅｒ

ｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－１β、肿瘤坏死因子 －α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）、基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰ）－１、

ＭＭＰ－３、转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦ）－β１及聚蛋白多糖酶（ａｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｗｉｔｈｔｈｒｏｍ

ｂｏｓｐｏｎｄｉｎｍｏｔｉｆｓ，ＡＤＡＭＴＳ）－４为杜仲延缓软骨退变的研究靶点，从 ＲＣＳＢ蛋白数据库下载其蛋白质 －配体复合物结构，在

Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙｓｔｕｄｉｏ模拟平台上建立其蛋白分子数据集。利用分子对接和生物网络技术，构建杜仲化合物－软骨退变靶点作用网络，

分析杜仲化合物与软骨退变靶点的作用情况，辨识杜仲延缓软骨退变的药效物质基础，并从杜仲化合物作用的靶点功能探讨杜仲

延缓软骨退变的作用机制。结果：从杜仲化合物分子数据集中共筛选出７０个化合物为杜仲延缓软骨退变的药效物质基础，分别

属于环烯醚萜类、黄酮类和苯丙素类化合物。建立的杜仲化合物－软骨退变靶点作用网络中共有７６个节点（包含７０个杜仲化合

物节点和６个靶点节点）和２００条边，每个靶点的平均化合物数目为１４个，平均每个化合物能与２．９个靶点作用。ＩＬ－１β、

ＭＭＰ－１、ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－３、ＡＤＡＭＴＳ－４、ＴＧＦ－β１、ＵＮＰＤ１９７６２０（环烯醚萜类化合物）、ＵＮＰＤ２０５４４（环烯醚萜类化合物）、

ＵＮＰＤ１９７６１９（环烯醚萜类化合物）、ＵＮＰＤ１５６５９４（环烯醚萜类化合物）、ＵＮＰＤ６７８７４（黄酮类化合物）、ＵＮＰＤ１１７２３８（黄酮类化合

物）和ＵＮＰＤ１８２４１７（环烯醚萜类化合物）具有较高的度和介数值。结论：杜仲延缓软骨退变的主要药效物质基础为环烯醚萜类和

黄酮类化合物，其作用机制可能是通过抑制软骨中 ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α的表达来减少软骨中 ＭＭＰｓ和 ＡＤＡＭＴＳ的表达，同时促进

ＴＧＦ－β１的表达，从而减少软骨破坏、促进软骨修复，最终延缓软骨退变的进程。

关键词　杜仲；骨关节炎；软骨，关节；化合物－靶点网络；药理作用分子作用机制；计算机模拟
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｅｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓ；ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ；ｃａｒｔｉｌａｇｅ，ａｒｔｉｃｕｌａｒ；ｃｏｍｐｏｕｎｄ－ｔａｒｇｅｔｎｅｔｗｏｒｋ；ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ

ａｃｔｉｏｎ；ｃｏｍｐｕｔｅｒｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ

　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是中老年人较常见
的慢性退行性骨关节疾病，其主要病变为关节软骨退

变及继发性骨质增生［１］。本课题组前期的研究结果

提示，“关节软骨退变”为 ＯＡ的原发病变，“骨质增
生”为其继发的病理特征，揭示了延缓关节软骨退变

在治疗ＯＡ中的重要性［２］。

杜仲作为治疗 ＯＡ常用方药独活寄生汤的重要

组成药物［３－４］，归肝、肾经，具有补肝肾、强筋骨的功

效，可用于治疗足膝痿弱［５］。实验研究表明，杜仲可

调节基质金属蛋白酶类（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，
ＭＭＰｓ）和组织金属蛋白酶抑制剂的表达，对关节软骨

具有保护作用［６］；而且杜仲苷能提高体外培养的大鼠

软骨细胞在炎性环境下的增殖活力，促进软骨细胞中

Ⅱ型胶原蛋白的分泌，显示了对软骨细胞的抗炎保护

作用［７］。为进一步探讨杜仲延缓软骨退变的药效物

质基础及作用机制，我们利用化合物 －靶点网络的计

算机模拟方法［８－９］研究了杜仲化学成分与软骨退变

靶点的相互作用，现总结报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验材料　杜仲所含化合物来源于北京大学天

然产物库［１０］；软骨退变靶点信息来源于 ＴＴＤ数据

库［１１］和文献［１２－１５］，靶点蛋白质结构来源于 ＲＣＳＢ蛋

白数据库［１６］。

１．２　实验设备　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙｓｔｕｄｉｏ分子模拟软件；
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ生物信息网络关系软件。本实验所有计算
工作均在北京大学化学与分子工程学院计算机模拟

实验室完成，计算过程中除非特别指明，所选用的参

数均为缺省值。

２　方　法
２．１　杜仲化合物分子数据集与软骨退变靶点蛋白分

子数据集的建立　通过检索北京大学天然产物库，检

索出杜仲中的化合物１１７个，在 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙｓｔｕｄｉｏ模拟

平台上建立杜仲化合物分子数据集。通过检索ＴＴＤ数

据库和相关文献，确定白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－

１β、肿瘤坏死因子 －α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，

ＴＮＦ－α）、基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，

ＭＭＰ）－１、ＭＭＰ－３、转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦ）－β１及聚蛋白多糖酶（ａｄｉｓｉｎｔｅ

ｇｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｗｉｔｈｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎｍｏｔｉｆｓ，

ＡＤＡＭＴＳ）－４为杜仲延缓软骨退变的研究靶点，从

ＲＣＳＢ蛋白数据库下载其蛋白质 －配体复合物结构，

代码分别为 ３Ｏ４Ｏ、２ＡＺ５、３ＡＹＫ、４Ｇ９Ｌ、１ＲＷ８和

４ＷＫ７。在Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙｓｔｕｄｉｏ模拟平台上建立其蛋白分

子数据集。

２．２　杜仲化合物－软骨退变靶点作用网络的构建与

分析　将杜仲化合物分子数据集与软骨退变靶点蛋

白在Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙｓｔｕｄｉｏ软件ＬｉｇａｎｄＦｉｔ模块中进行分子

对接。对接前各蛋白结构进行去溶剂、去配体、加氢

处理，以其所含的活性原配体来确定活性位点［１７］，

以杜仲化合物分子数据集为研究对象，使用蒙特卡

罗方法构象采样、Ｄｒｅｉｄｉｎｇ力场下进行打分，保留得

分最高的构象，对对接成功的化合物 ＤＯＣＫ－

·７·　中医正骨２０１７年１２月第２９卷第１２期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０１７，Ｖｏｌ．２９，Ｎｏ．１２　　（总８８７）　　　




ＳＣＯＲＥ进行排序。以各蛋白原配体的 ＤＯＣＫ－
ＳＣＯＲＥ为阈值，大于阈值的化合物视为杜仲延缓软
骨退变的药效物质基础［１８］。将杜仲延缓软骨退变

的药效物质基础化合物与软骨退变靶点作为节点，

其相互作用用边表示。采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件构建杜
仲化合物 －软骨退变靶点作用网络［１９］，在该软件的

ＮｅｔｗｏｒｋＡｎａｌｙｓｉｓ模块中，分析杜仲化合物与软骨退
变靶点的作用情况。

３　结　果
分别以 ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－１、ＭＭＰ－３、

ＴＧＦ－β１和ＡＤＡＭＴＳ－４为杜仲延缓软骨退变的研究靶
点，以各蛋白的原配体ＤＯＣＫ－ＳＣＯＲＥ值为阈值，从杜
仲化合物分子数据集中筛选出其延缓软骨退变的潜在

药效物质基础化合物数目分别为６２个、４１个、５３个、１７
个、１０个和１７个，去除重复的化合物后共计７０个（表
１），分别属于环烯醚萜类、黄酮类和苯丙素类化合物。

表１　杜仲延缓软骨退变的分子对接虚拟筛选结果

靶点 命中化合物数量（个） 化合物名称（从中各取５个）
白细胞介素－１β ６２ Ｒｕｔｉｎ，ＥｕｃｏｍｏｓｉｄｅＣ，Ａｓｐｅｒｕｌｏｓｉｄｉｃａｃｉｄ，Ｓｙｒｉｎｇｉｎ，（＋）－Ｓｙｒｉｎｇａｒｅｓｉｎｏｌ
肿瘤坏死因子－α ４１ Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ－３－Ｏ－ｒｕｔｉｎｏｓｉｄｅ，Ｒｕｔｉｎ，ＥｕｃｏｍｏｓｉｄｅＣ，Ａｓｐｅｒｕｌｏｓｉｄｉｃａｃｉｄ，Ａｓｐｅｒｕｌｏｓｉｄｅ
基质金属蛋白酶－１ ５３ Ｒｕｔｉｎ，Ｇｅｎｉｐｏｓｉｄｉｃａｃｉｄ，ＥｕｃｏｍｏｓｉｄｅＡ，ＥｕｃｏｍｏｓｉｄｅＢ，ＥｕｃｏｍｏｓｉｄｅＣ
基质金属蛋白酶－３ １７ Ａｓｕｐｅｒｌｏｓｉｄｉｃａｃｉｄ，Ｒｕｔｉｎ，Ｇｅｎｉｐｏｓｉｄｉｃａｃｉｄ，Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ＥｕｃｏｍｏｓｉｄｅＢ
转化生长因子－β１ １０ ＥｕｃｏｍｏｓｉｄｅＡ，Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ，Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ，Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，Ａｓｐｅｒｕｌｏｓｉｄｅ
聚蛋白多糖酶－４ １７ Ｇｅｎｉｐｏｓｉｄｉｃａｃｉｄ，ＥｕｃｏｍｏｓｉｄｅＡ，Ｇｅｎｉｐｏｓｉｄｅ，Ｕｌｍｏｓｉｄｅ，Ａｕｃｕｂｉｎ

　　建立的杜仲化合物 －软骨退变靶点作用网络中
共有７６个节点（包含７０个杜仲化合物节点和６个靶
点节点）和２００条边，每个靶点的平均化合物数目为
１４个，平均每个化合物能与２．９个靶点作用（图１）。
在Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件 Ｐｌｕｇｉｎｓ面板下计算得到杜仲化合
物－软骨退变靶点作用网络模型的重要节点信息显
示，ＩＬ－１β、ＭＭＰ－１、ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－３、ＡＤＡＭＴＳ－
４、ＴＧＦ－β１、ＵＮＰＤ１９７６２０（环烯醚萜类化合物）、ＵＮ
ＰＤ２０５４４（环烯醚萜类化合物）、ＵＮＰＤ１９７６１９（环烯醚
萜类化合物）、ＵＮＰＤ１５６５９４（环烯醚萜类化合物）、

ＵＮＰＤ６７８７４（黄酮类化合物）、ＵＮＰＤ１１７２３８（黄酮类化
合物）和ＵＮＰＤ１８２４１７（环烯醚萜类化合物）具有较高
的度和介数值（表２）。

４　讨　论
在生理状态下，软骨组织中的分解性细胞因子和

合成性细胞因子之间存在着动态的平衡，二者在延缓

ＯＡ软骨退变中都具有重要的作用［２０］。一方面，ＩＬ－
１β、ＴＮＦ－α作为主要的分解性细胞因子，能促进
ＭＭＰｓ和ＡＤＡＭＴＳ等的表达，从而降解软骨聚蛋白多
糖和胶原［２１－２３］。其中，ＭＭＰ－１过表达导致软骨Ⅱ

图１　杜仲化合物－软骨退变靶点作用网络
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表２　杜仲化合物－软骨退变靶点作用网络的重要节点信息

节点 化合物名称 度 介数值

白细胞介素－１β — ６２ ０．４５２４
基质金属蛋白酶－１ — ５３ ０．３１１５
肿瘤坏死因子－α — ４１ ０．１９１７
基质金属蛋白酶－３ — １７ ０．０１５４
聚蛋白多糖酶－４ — １７ ０．０１４３
转化生长因子－β１ — １０ ０．０３４１
ＵＮＰＤ１９７６２０ ＥｕｃｏｍｏｓｉｄｅＡ ６ ０．０１５４
ＵＮＰＤ２０５４４ Ｕｌｍｏｓｉｄｅ ５ ０．００４４
ＵＮＰＤ１９７６１９ Ｓｃａｎｄｏｓｉｄｅ１０－Ｏ－ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ ５ ０．００４４
ＵＮＰＤ１５６５９４ Ａｓｐｅｒｕｌｏｓｉｄｉｃａｃｉｄ ５ ０．００４４
ＵＮＰＤ１１７２３８ Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ３－Ｏ－ｂｅｔａ－Ｄ－ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ ５ ０．００４４
ＵＮＰＤ６７８７４ Ｉｓｏｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ ５ ０．００４４
ＵＮＰＤ１８２４１７ Ａｕｃｕｂｉｎ ４ ０．００２２

型胶原降解是软骨退变的重要原因，ＭＭＰ－３通过参
与间质胶原酶的激活来实现对软骨Ⅱ型胶原的降解；
ＡＤＡＭＴＳ－４的表达在人软骨聚蛋白多糖的降解中起
主要作用［１５］。另一方面，ＴＧＦ－β１作为主要的合成
性细胞因子，具有促进软骨细胞增殖与分化、促进软

骨基质合成、抑制ＭＭＰｓ合成来抑制软骨基质降解及
修复软骨等功能，在软骨的生长和重建中起着关键性

的作用［２４］。因此，若分解性细胞因子和合成性细胞

因子的平衡机制被破坏，会导致细胞外基质降解、软

骨组织变性，进而导致关节软骨退变，最终导致

ＯＡ［２０，２５］。因此，本研究将ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－１、
ＭＭＰ－３、ＡＤＡＭＴＳ－４和 ＴＧＦ－β１作为杜仲延缓软
骨退变药效物质基础的作用靶点。

中药药效物质基础是中药现代化研究的关键，但

由于中药具有多成分、多靶点的特点，而且部分有效

成分含量很少，若按照“从中药到活性成分”的传统途

径来研究中药的药效物质基础，存在实验时间长、假

阳性干扰、漏筛等缺点，这使得中药药效物质基础的

研究极为困难［２６］。在此背景下，徐筱杰［２７］提出利用

计算机模拟的方法来探讨中药可能的药效物质基础

及机制，为实验提供导向，可节省大量人力、物力。近

年来，网络药理学作为计算机模拟的常用方法，已经

应用到中药现代化研究中，成为探讨中药药效物质基

础及作用机制的重要手段之一［２８－２９］。中药有效成分

－靶点作用网络节点的度和介数可以评价中药有效
成分和靶点在网络中的重要性［２９］。本研究建立了杜

仲化合物－软骨退变靶点作用网络。从杜仲化合物的
网络特征看，环烯醚萜类化合物（ＵＮＰＤ１９７６２０、ＵＮ
ＰＤ２０５４４、ＵＮＰＤ１９７６１９、ＵＮＰＤ１５６５９４、ＵＮＰＤ１８２４１７）和

黄酮类化合物（ＵＮＰＤ６７８７４、ＵＮＰＤ１１７２３８）具有较大
的度和介数值，是网络中的关键化合物节点，提示杜

仲中环烯醚萜类化合物和黄酮类化合物在延缓软骨

退变方面起着关键性的作用。而且此类化合物具有

多靶点作用，例如，ＵＮＰＤ６７８７４（Ｉｓｏｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ）与 ＩＬ－
１β、ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－１、ＭＭＰ－３、ＡＤＡＭＴＳ－４均有较
好的作用，ＵＮＰＤ１８２４１７（Ａｕｃｕｂｉｎ）与 ＩＬ－１β、ＭＭＰ－
１、ＭＭＰ－３、ＡＤＡＭＴＳ－４也均有较好的作用。而以往
的研究也已证实 Ｉｓｏｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ能与 ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α
作用，Ａｕｃｕｂｉｎ能与ＭＭＰ－１作用［３０－３１］。这些化合物

将成为未来治疗 ＯＡ“多靶点药物”开发的重要研究
对象［３２］。从靶点的网络特征看，ＩＬ－１β、ＭＭＰ－１、
ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－３和 ＡＤＡＭＴＳ－４分布集中，提示它
们之间存在密切的关系，与文献报道的结果一

致［２１－２３］；而且，它们具有较大的度和介数值，表明它

们是杜仲延缓软骨退变的关键靶点［２９］，即杜仲可通

过抑制软骨中ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α的表达来降低软骨中
ＭＭＰ－１、ＭＭＰ－３和 ＡＤＡＭＴＳ－４表达，从而延缓软
骨聚蛋白多糖和胶原的降解。虽然ＴＧＦ－β１的度值相
对较小，但是其介数值却大于ＭＭＰ－３和ＡＤＡＭＴＳ－４，
提示杜仲对ＴＧＦ－β１的作用也是其延缓关节软骨退变
的重要机制［３３］，即杜仲能促进软骨中 ＴＧＦ－β１表达，
增强对ＭＭＰ－１和ＭＭＰ－３表达的抑制作用，抑制软
骨基质降解，促进软骨修复。

总之，杜仲延缓软骨退变的主要药效物质基础为

环烯醚萜类和黄酮类化合物，其作用机制可能是通过

抑制软骨中 ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α的表达来减少软骨中
ＭＭＰｓ和ＡＤＡＭＴＳ的表达，同时促进 ＴＧＦ－β１的表
达，从而减少软骨破坏、促进软骨修复，最终延缓软骨
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退变的进程。后期课题组将提取杜仲的环烯醚萜和

黄酮部位，以ＩＬ－１β诱导的退变关节软骨细胞和改
良Ｈｕｌｔｈ造模法复制的膝ＯＡ为模型［４，３４］，以ＩＬ－１β、
ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－１、ＭＭＰ－３、ＡＤＡＭＴＳ－４和ＴＧＦ－β１
为药效学评价指标，进行“杜仲—有效部位—有效成

分”的系统层次研究，验证模拟出来的潜在活性化合

物的作用效果，为研制杜仲延缓关节软骨退变的多靶

点新药、制定与其药效直接相关的质量标准提供

帮助。
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