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·基础研究·

基于网络药理学方法、分子对接技术及动物实验

探讨参威骨痹汤治疗骨质疏松症的作用机制
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摘　要　目的：探讨参威骨痹汤治疗骨质疏松症（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）的作用机制。方法：①网络药理学研究。采用超高效液相色

谱－质谱法鉴定参威骨痹汤中的化合物，采用网络药理学方法初步筛选参威骨痹汤治疗ＯＰ的关键活性成分和靶点。②分子对接

验证。采用分子对接技术验证网络药理学研究确定的参威骨痹汤治疗ＯＰ的关键活性成分与靶点的结合效果，从中筛选结合效

果最好的组合。③动物实验验证。将６０只雌性Ｃ５７ＢＬ／６ＪＮｉｆｄｃ小鼠随机等分为５组，模型组和参威骨痹汤低、中、高剂量组小鼠

通过双侧卵巢切除手术进行ＯＰ造模，假手术组小鼠仅切取卵巢周围等体积的脂肪组织。参威骨痹汤低、中、高剂量组小鼠分别

按照１４．９５ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１、２９．９ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１、５９．８ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１以参威骨痹汤药液灌胃，假手术组和模型组小鼠以等体积生理

盐水灌胃。药物干预８周后，取股骨进行ＭｉｃｒｏＣＴ检查和组织病理学观察（ＨＥ染色和抗酒石酸酸性磷酸酶染色），采用实时定量

ＰＣＲ技术测定胫骨组织中根据网络药理学和分子对接技术确定的关键靶点基因的ｍＲＮＡ表达水平。结果：①网络药理学研究结

果。网络药理学研究结果显示，ＳＲＣ、促分裂原活化的蛋白激酶３（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ３，ＭＡＰＫ３）、ＭＡＰＫ１、磷脂酰肌醇

３激酶调节亚基１（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｕｂｕｎｉｔ１，ＰＩ３ＫＲ１）、信号转导及转录活化因子３为参威骨痹汤治疗ＯＰ的

关键靶点，五味子丙素、１０姜酚、对羟基苯甲酸丁酯、倍半萜内酯和香豆雌酚为参威骨痹汤治疗ＯＰ的关键活性成分。②分子对接

验证结果。分子对接结果显示，参威骨痹汤治疗 ＯＰ关键活性成分与关键靶点的结合能均小于 －５ｋＪ·ｍｏｌ－１，表明结合效果良

好，其中靶点ＳＲＣ、ＭＡＰＫ３、ＰＩ３ＫＲ１与活性成分五味子丙素、１０姜酚、对羟基苯甲酸丁酯的结合效果更好。③动物实验验证结果。

ＭｉｃｒｏＣＴ检查及组织病理学观察结果显示，参威骨痹汤能改善ＯＰ模型小鼠的骨质疏松程度，其中中剂量参威骨痹汤效果更好。

实时定量ＰＣＲ测定结果显示，参威骨痹汤中剂量组胫骨组织中ＳＲＣｍＲＮＡ和ＭＡＰＫ３ｍＲＮＡ表达水平低于模型组，ＰＩ３ＫＲ１ｍＲＮＡ

表达水平与模型组比较差异无统计学意义。结论：参威骨痹汤治疗ＯＰ的机制可能是通过五味子丙素、１０姜酚、对羟基苯甲酸丁

酯等成分调控ＳＲＣ、ＰＩ３ＫＲ１、ＭＡＰＫ３的表达来调节骨代谢。
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ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇｓｃｈｉｓａｎｄｒｉｎＣ，１０ｇｉｎｇｅｒｏｌ，ａｎｄｂｕｔｙｌｐｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏａｔｅ．③ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＭｉｃｒｏＣＴｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎａｎｄｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅＳＷＧＢＴｃｏｕｌｄｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆＯＰｉｎＯＰｍｏｄｅｌｍｉｃｅ，ｗｉｔｈｔｈｅｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅＳＷＧＢＴｄｉｓｐｌａｙｉｎｇｂｅｔｔｅｒ

ｅｆｆｅｃｔｓ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＲＴｑＰＣＲｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＳＲＣａｎｄＭＡＰＫ３ｗｅｒｅｌｏｗｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｔｉｂｉａｔｉｓｓｕｅｓｏｆＯＰｍｏｄｅｌ

ｍｉｃｅｉｎＭＳＷＧＢＴｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｗｈｉｌｅ，ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰＩ３ＫＲ１ｗａｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｔｈａｔｏｆ

ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅＳＷＧＢＴｍａｙｒｅｇｕｌａｔｅｂｏｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｆｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＯＰｔｈｒｏｕｇｈａｄｊｕｓｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＣ，ＰＩ３ＫＲ１

ａｎｄＭＡＰＫ３ｖｉａｔｈｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｓｕｃｈａｓｓｃｈｉｓａｎｄｒｉｎＣ，１０ｇｉｎｇｅｒｏｌａｎｄｂｕｔｙｌｐｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏａｔｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ；ＳｈｅｎｗｅｉＧｕｂｉＴａｎｇ；ｎｅｔｗｏｒｋｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ；ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ；ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　骨质疏松症（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）是一种常见的退行
性骨代谢性疾病。随着全球人口老龄化加剧，ＯＰ的
发病率呈逐年上升趋势，已成为重要的公共健康问

题［１－３］。因此，经济有效的抗骨质疏松药物，一直是

临床研究的热点。参威骨痹汤是云南省名中医
!

顺

奎教授治疗骨痿、骨痹的经验方［４］，对于 ＯＰ有良好

的疗效。本研究运用网络药理学方法、分子对接技术

和动物实验分析了参威骨痹汤治疗 ＯＰ的作用机制，
现总结报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验动物

８周龄ＳＰＦ级雌性Ｃ５７ＢＬ／６ＪＮｉｆｄｃ小鼠６０只，体
质量（２０±５）ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有限
公司，动物许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０２１－０００６。实验在
云南中医药大学动物实验室进行，小鼠自由饮水、进

食，定时光照。实验方案经云南中医药大学动物实

验伦理审查委员会审查通过，伦理批件号：Ｒ
０６２０２２０３６。
１．２　药物与试剂

参威骨痹汤药物组成包括小红参 １５ｇ、威灵仙

１５ｇ、独活１０ｇ、桑寄生１５ｇ、川芎１５ｇ、当归１５ｇ、白
芍１５ｇ、灯盏细辛 １５ｇ、秦艽 １０ｇ、桂枝 １５ｇ、牛膝
３０ｇ、防风 １０ｇ、熟地黄 １５ｇ、盐杜仲 １０ｇ、甘草片
１０ｇ、千针万线草１５ｇ，上述中药饮片均由昆明市中
医医院药剂科提供。ＴｒｉＱｕｉｃｋＲｅａｇｅｎｔ总ＲＮＡ提取试
剂（北京索莱宝科技有限公司），ＲＴＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ、２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ（武汉
塞维尔生物科技有限公司）。

１．３　实验仪器

ＳｋｙＳｃａｎ１２７６ＭｉｃｒｏＣＴ（Ｂｒｕｋｅｒ公司），Ｄｏｎａｔｅｌｌｏ
脱水机（ＤＩＡＰＡＴＨ公司），ＪＢＰ５包埋机（武汉俊杰电
子有限公司），ＲＭ２０１６病理切片机（上海徕卡仪器有

限公司），ＱＥｘａｃｔｉｖｅＴＭＨＦ质谱仪、ＶａｎｑｕｉｓｈＵＨＰＬＣ色

谱仪、ＨｙｐｅｓｉｌＧｏｌｄｃｏｌｕｍｎ色谱柱（ＦＲＥＳＥＮＩＵＳ公司），
Ｄ３０２４Ｒ低温离心机（ＳＣＩＬＯＧＥＸ公司），ＦＣ３１００微

量核酸蛋白定量仪（杭州遂真生物技术有限公司），

ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ实时荧光定量ＰＣＲ仪、ＭｉｎｉＡｍｐＴｈｅｒｍａｌ
ＣｙｃｌｌｅｒＰＣＲ仪［爱普拜斯应用生物系统贸易（上海）
有限公司］，Ｍｉｎｉ６Ｋ微型离心机（珠海黑马医学仪器
有限公司）。
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２　方　法
２．１　网络药理学研究
２．１．１　参威骨痹汤活性成分筛选及靶点预测　将参
威骨痹汤水煎液样本置于ＥＰ管中，加入预冷的８０％甲
醇涡旋震荡，冰浴静置５ｍｉｎ，在４℃下以１５０００×ｇ离
心２０ｍｉｎ。取上清液，加质谱级水将甲醇稀释至５３％，
在４℃下以１５０００×ｇ离心２０ｍｉｎ，收集上清液，采用
超高效液相色谱－质谱法（ｕｌｔｒａｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑ
ｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｑｕａｄｒｕｐｏｌｅｏｒｂｉｔｒａｐｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅ
ｔｒｙ，ＵＨＰＬＣＱＥＭＳ）进行分析。对照样本选择５３％的
甲醇水溶液，前处理过程与实验样本相同。将质谱检

测得到的原始文件导入ＣｏｍｐｏｕｎｄＤｉｓｃｏｖｅｒｅｒ３．１软件
进行谱图处理及数据库搜库，得到代谢物的定性定量

结果。使用Ｐｙｔｈｏｎ软件对样本中检测到的色谱峰进
行积分，其中每个特征峰的峰面积表示１个代谢物的
相对定量值，使用总峰面积对定量结果进行标准化，

最后得到代谢物的定量结果。

将筛选到的参威骨痹汤活性成分数据导入中药

系统药理学数据库和分析平台、中医药整合药理学研

究平台ｖ２．０、ＢＡＴＭＡＮＴＣＭ数据库和 ＰｕｂＣｈｅｍ数据
库进行检索，预测对应的作用靶点，并在ＵｎｉＰｒｏｔ数据
库中查找与作用靶点相关的标准基因进行标准化处

理，删除重复靶点，得到参威骨痹汤活性成分对应的

靶点。

２．１．２　参威骨痹汤治疗 ＯＰ靶点预测　以“ｏｓｔｅｏｐｏ
ｒｏｓｉｓ”为关键词在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ数据库、ＯＭＩＭ数据库、
ＤｉｓＧｅＮＥＴ数据库检索与ＯＰ相关的靶点，合并检索结
果并删除重复值，获得 ＯＰ疾病靶点。将 ＯＰ疾病靶
点和药物靶点导入 Ｖｅｎｎｙ２．１．０，取共同靶点，得到参
威骨痹汤治疗ＯＰ的靶点。
２．１．３　参威骨痹汤治疗 ＯＰ关键靶点筛选　将药物
治疗 ＯＰ的靶点基因上传至 ＳＴＲＩＮＧ数据库，Ｏｒｇａｎ
ｉｓｍｓ选择“Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ”，设置置信度≥０．９。将分析
结果导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．９．１软件，构建蛋白质互作网
络，筛选参威骨痹汤治疗ＯＰ的关键靶点。
２．１．４　参威骨痹汤治疗 ＯＰ靶点基因功能及信号通
路分析　将２．１．２中筛选到的参威骨痹汤治疗ＯＰ的
靶点信息导入 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ数据库进行 ＧＯ功能和
ＫＥＧＧ通路富集分析，并利用微生信平台将结果进行
可视化处理。

２．１．５　参威骨痹汤治疗 ＯＰ关键活性成分筛选　将

获得的参威骨痹汤活性成分文件和参威骨痹汤治疗

ＯＰ关键靶点文件导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．９．１软件，构建参
威骨痹汤治疗 ＯＰ活性成分－关键靶点网络，筛选参
威骨痹汤治疗ＯＰ关键活性成分。
２．２　分子对接验证

从ＰｕｂＣｈｅｍ数据库获取参威骨痹汤治疗 ＯＰ关
键活性成分的３Ｄ结构，从 ＰＤＢ数据库获取关键靶
点的３Ｄ结构，采用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ软件进行分子对接，选
择结合效果最好的组合以 ＰｙＭＯＬ软件进行可视化
处理。

２．３　动物实验验证
２．３．１　动物分组及造模　适应性喂养 ４周后，将
６０只雌性 Ｃ５７ＢＬ／６ＪＮｉｆｄｃ小鼠称重后按体质量排序
编号，从随机数字表中选取６０个连续２位数记录在
小鼠编号下方，再将６０个随机数字从小到大排序，随
机数字排序１～１２对应的小鼠纳入假手术组，１３～２４
对应的小鼠纳入模型组、２５～３６对应的小鼠纳入参
威骨痹汤低剂量组、３７～４８对应的小鼠纳入参威骨
痹汤中剂量组、４９～６０对应的小鼠纳入参威骨痹汤
高剂量组。模型组和参威骨痹汤低、中、高剂量组小

鼠通过双侧卵巢切除手术进行 ＯＰ造模，假手术组小
鼠仅切取卵巢周围等体积的脂肪组织。

２．３．２　药物干预　术后各组小鼠均自由饮水、进食，
１周后进行药物干预。按照体表面积等效剂量换算
（人与小鼠的换算系数为０．００２６）确定给药剂量，以
临床等效剂量为中剂量，低、中、高剂量比例为１∶２∶４。
根据计算结果，参威骨痹汤低、中、高剂量组小鼠分别

按照 １４．９５ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１、２９．９ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１、

５９．８ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１以参威骨痹汤药液灌胃（上述药

物剂量均指生药量），假手术组和模型组小鼠以等体

积生理盐水灌胃。药物干预８周后，使用小动物麻醉
机对小鼠进行麻醉，取双侧股骨、胫骨进行后续实验。

２．３．３　股骨ＭｉｃｒｏＣＴ检查　取以４％多聚甲醛固定的
右侧股骨进行ＭｉｃｒｏＣＴ检查，扫描分辨率６．５３４μｍ、曝
光时间３５０ｍｓ、扫描角度１８０°。选择股骨远端骨骺线
及以下６ｍｍ的松质骨区域作为感兴趣区［５］。使用

ＮＲｅｃｏｎ１．７．４．２三维重建软件对感兴趣区原始图像
进行重建，使用 ＣＴＡｎａｌｙｓｅｒ１．２０．３．０软件进行分析，
计算骨小梁骨密度、骨体积分数、骨小梁数量、骨小梁

分离度、骨小梁厚度等参数。

２．３．４　股骨组织病理学观察　取以４％多聚甲醛固
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定的左侧股骨，用 ＥＤＴＡ脱钙液脱钙、石蜡包埋，制成

厚度４μｍ的切片，分别进行ＨＥ染色和抗酒石酸酸性

磷酸酶（ｔａｒｔｒａｔｅｒｅｓｉｓｔａｎｔａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＴＲＡＰ）染色，

使用ＣａｓｅＶｉｅｗｅｒ２．３软件分析评估小鼠骨质疏松程度。

２．３．５　胫骨组织中关键靶点基因ｍＲＮＡ水平测定　

采用实时定量ＰＣＲ技术检测小鼠胫骨组织中根据网

络药理学方法和分子对接技术确定的靶点基因的

ｍＲＮＡ表达水平。引物序列见表１，以 ＧＡＰＤＨ作为

内部参考基因，采用比较Ｃｔ值法计算靶点基因ｍＲＮＡ

的相对表达量。

２．４　数据统计

采用ＳＰＳＳ２７．０软件进行数据统计分析。各组小

鼠股骨骨小梁骨密度、骨体积分数、骨小梁数量、骨小

梁分离度、骨小梁厚度及胫骨组织中 ＳＲＣｍＲＮＡ、磷
脂酰肌醇 ３激酶调节亚基 １（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３

ｋｉｎａｓｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｕｂｕｎｉｔ１，ＰＩ３ＫＲ１）ｍＲＮＡ、促分裂原
活化的蛋白激酶３（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ３，
ＭＡＰＫ３）ｍＲＮＡ表达水平的组间总体比较均采用单因
素方差分析，组间两两比较均采用 ＬＳＤｔ检验。检验
水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　网络药理学研究结果
３．１．１　参威骨痹汤活性成分筛选及靶点预测结果　
采用ＵＨＰＬＣＱＥＭＳ技术从参威骨痹汤水煎液中共
鉴定出 ９８３种化合物，通过 ＣｏｍｐｏｕｎｄＤｉｓｃｏｖｅｒｅｒ３．１
软件检索共确定８２种化合物，通过在相关数据库检
索分析，共得到对应靶点１０１２个。
３．１．２　参威骨痹汤治疗 ＯＰ靶点预测结果　共检索
到５４３５个 ＯＰ疾病靶点，通过与１０１２个药物靶点取
交集后共得到５６０个共有靶点（图１）。

表１　实时定量ＰＣＲ引物序列

引物名称 引物序列（５′—３′）
ＳＲＣ 上游引物ＣＣＴＧＧＴＧＣＴＣＣＴＴＣＴＧＴＴＣＣＴＣ

下游引物ＴＧＣＣＧＡＣＴＴＧＡＡＧＣＣＡＣＴＣＴＣ
促分裂原活化的蛋白激酶３ 上游引物ＡＧＧＡＧＣＧＧＣＴＧＡＡＧＧＡＧＴＴＧ

下游引物ＧＣＡＧＡＧＡＡＧＧＡＧＣＡＧＧＴＡＧＧＡＧ
磷脂酰肌醇３激酶调节亚基１ 上游引物ＡＣＡＧＴＡＧＧＡＧＧＡＧＧＴＴＧＧＡＡＧＡＡＧ

下游引物ＴＧＣＧＴＣＡＧＣＣＡＣＡＴＣＡＡＧＴＡＴＴＧ

图１　参威骨痹汤治疗骨质疏松症靶点预测韦恩图

３．１．３　参威骨痹汤治疗 ＯＰ关键靶点筛选结果　将
确定的５６０个参威骨痹汤治疗ＯＰ的靶点基因上传至
ＳＴＲＩＮＧ数据库，构建的蛋白质互作网络包括４２１个节
点。拓扑分析结果显示，自由度均值为２３．４１０９２６３７、
中介中心性均值为０．００５７０１５４９、接近中心性均值为
０．３５４３０４１０９、特征向量中心性均值为０．１０５３３７８２４、局
部边连通性均值为２０．９１９９２２１９，其中中介中心性、
接近中心性、特征向量中心性大于２倍均值的靶点
较少，故以自由度、中介中心性大于２倍均值进行筛

选。设置自由度 ＞４６．８２１８５２７４、中介中心性 ＞
０．０１１４０３０９，得到 ７３个靶点，其中 ＳＲＣ、ＭＡＰＫ３、
ＭＡＰＫ１、ＰＩ３ＫＲ１、信号转导及转录活化因子３（ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）等靶
点的度值较高，为关键靶点（图２）。
３．１．４　参威骨痹汤治疗 ＯＰ靶点基因功能及信号通
路分析结果　ＫＥＧＧ通路富集分析共得到１９０条信
号通路，根据靶点基因数量，筛选出 ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通
路、ＭＡＰＫ信号通路等 １９条主要信号通路（图 ３）。
ＧＯ功能富集分析共得到１８９８个条目，其中生物过程
１３９０个、细胞组成１７２个、分子功能３３６个。生物过
程主要包括ＭＡＰＫ活性正向调节、炎症反应、正向调
控细胞迁移、正向调控血管生成、负向调控细胞凋亡

过程等，细胞组成主要包括细胞膜、细胞质、膜筏、质

膜的组成成分、顶端质膜、细胞外泌体等，分子功能主

要包括蛋白丝氨酸／苏氨酸／酪氨酸激酶活性、蛋白结
合、酶结合、肽酶结合、整合素结合等（图４）。
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　　节点越大、颜色越深，代表度值越大，说明靶点在网络中越重要。

图２　参威骨痹汤治疗骨质疏松症关键靶点蛋白互作网络图

３．１．５　参威骨痹汤治疗 ＯＰ关键活性成分筛选结果
　构建的参威骨痹汤治疗 ＯＰ活性成分－关键靶点网
络共有１８２个节点，其中活性成分１０９个、靶点７３个
（图５）。以自由度为主要参数、中介中心性为次要参
数、接近中心性为第３参数，筛选出的关键活性成分
包括五味子丙素、１０姜酚、对羟基苯甲酸丁酯、倍半
萜内酯和香豆雌酚。见表２。
３．２　分子对接验证结果

分子对接结果显示，参威骨痹汤治疗 ＯＰ关键活
性成分与关键靶点的结合能均小于－５ｋＪ·ｍｏｌ－１，表
明结合效果良好，其中靶点 ＳＲＣ、ＭＡＰＫ３、ＰＩ３ＫＲ１与
活性成分五味子丙素、１０姜酚、对羟基苯甲酸丁酯的

结合效果更好（表３、图６）。
３．３　动物实验验证结果
３．３．１　股骨ＭｉｃｒｏＣＴ检查结果　５组小鼠骨小梁骨
密度、骨小梁分离度、骨小梁厚度组间总体比较，差异

均无统计学意义。模型组的骨体积分数低于假手术

组和参威骨痹汤中、高剂量组（Ｐ＝０．０１２，Ｐ＝０．０１１，
Ｐ＝０．００１），其余各组骨体积分数的组间差异均无统
计学意义。模型组的骨小梁数量少于假手术组和参

威骨痹汤中、高剂量组（Ｐ＝０．０１９，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝
０．００１），其余各组骨小梁数量的组间差异均无统计学
意义。见图７、表４。
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图３　参威骨痹汤治疗骨质疏松症靶点ＫＥＧＧ通路富集分析气泡图（前１９位）

图４　参威骨痹汤治疗骨质疏松症靶点ＧＯ功能富集分析柱状图（前２０位）
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　　黄色节点代表作用靶点，蓝色节点代表活性成分。

图５　参威骨痹汤治疗骨质疏松症活性成分－关键靶点网络图

表２　参威骨痹汤治疗骨质疏松症关键活性成分

名称 自由度 中介中心性 接近中心性

五味子丙素 １９ ０．０２４１８４３１５ ０．３８１０３７５６７０８４０７８７

１０姜酚 １８ ０．０２１９６７０９２ ０．３７３０２９７７２３２９２４６９

对羟基苯甲酸丁酯 １６ ０．０２３５０４８６１ ０．３８１０３７５６７０８４０７８７

倍半萜内酯 １６ ０．０１４１７７２６５ ０．３５３２３３８３０８４５７７１２

香豆雌酚 １５ ０．０１４９９６５０４ ０．３６５３５１６２９５０２５７２９

表３　参威骨痹汤治疗骨质疏松症关键活性成分与关键靶点分子对接结合能

靶点 活性成分 结合能／（ｋＪ·ｍｏｌ－１）

ＳＲＣ 五味子丙素 －５．７９６

１０姜酚 －７．０９７

对羟基苯甲酸丁酯 －５．０７２

促分裂原活化的蛋白激酶３ 五味子丙素 －６．１４４

１０姜酚 －７．８５９

对羟基苯甲酸丁酯 －５．１００

磷脂酰肌醇３激酶调节亚基１ 五味子丙素 －５．５９１

１０姜酚 －６．００７

对羟基苯甲酸丁酯 －５．３０２
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图６　参威骨痹汤治疗骨质疏松症主要活性成分和核心靶点分子对接结果

３．３．２　股骨组织病理学观察结果　ＨＥ染色和ＴＲＡＰ
染色结果显示，与假手术组相比，其余４组小鼠股骨
骨小梁数量减少，厚度变薄，髓腔内骨髓细胞脂肪化

程度增加，破骨细胞数量增多；与模型组相比，参威骨

痹汤低、中、高剂量组小鼠股骨微结构改善，骨髓细胞

脂肪化程度降低，破骨细胞数量减少，其中参威骨痹

汤中剂量组改善效果更明显（图８）。

３．３．３　胫骨组织中关键靶点基因ｍＲＮＡ水平测定结
果　根据分子对接结果、股骨 ＭｉｃｒｏＣＴ检查结果及
股骨组织病理学观察结果，最终选择比较假手术组、

模型组及参威骨痹汤中剂量组小鼠胫骨组织中 ＳＲＣ
ｍＲＮＡ、ＰＩ３ＫＲ１ｍＲＮＡ、ＭＡＰＫ３ｍＲＮＡ表达水平。结
果显示：假手术组和参威骨痹汤中剂量组的 ＳＲＣ
ｍＲＮＡ表达水平均低于模型组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝
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０．００１）；模型组的 ＰＩ３ＫＲ１ｍＲＮＡ表达水平低于假手
术组（Ｐ＝０．００４），模型组与参威骨痹汤中剂量组
ＰＩ３ＫＲ１ｍＲＮＡ表达水平的差异无统计学意义（Ｐ＝

０．０８１）；假手术组和参威骨痹汤中剂量组的 ＭＡＰＫ３
ｍＲＮＡ表达水平均低于模型组（Ｐ＝０．０４４，Ｐ＝
０．００１）。见表５。

图７　５组小鼠股骨远端ＭｉｃｒｏＣＴ图像

注：（１）（２）（３）（４）（５）分别为假手术组、模型组和参威骨痹汤低、中、高剂量组小鼠股骨远端ＣＴ三维图像；（６）（７）（８）

（９）（１０）分别为各组小鼠股骨远端骨小梁ＣＴ三维图像；（１１）（１２）（１３）（１４）（１５）分别为各组小鼠股骨远端ＣＴ二维图像。
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表４　５组小鼠股骨远端ＭｉｃｒｏＣＴ检查结果

组别
样本量／
只

骨小梁骨密度／
（ｘ±ｓ，ｇ·ｃｍ－３）

骨小梁数量／
（ｘ±ｓ，个·ｍｍ－１）

骨体积分数／
（ｘ±ｓ，％）

骨小梁分离度／
（ｘ±ｓ，ｍｍ）

骨小梁厚度／
（ｘ±ｓ，ｍｍ）

假手术组 ３ ０．４１３±０．０２１ １．４２４±０．１６４ １１．１２８±１．２７２ ０．２７６±０．０２１ ０．０７３±０．００２
模型组 ３ ０．３７３±０．００６ １．０５０±０．０４２ ７．９０９±０．２１２ ０．３２２±０．０３２ ０．０７２±０．００３

参威骨痹汤低剂量组 ３ ０．３９３±０．０２９ １．２８６±０．２３１ ９．７２０±２．０７０ ０．２９０±０．０２２ ０．０７８±０．００３
参威骨痹汤中剂量组 ３ ０．４０３±０．０１２ １．４０６±０．０６１ １１．７４４±１．４８０ ０．２８８±０．０２１ ０．０７９±０．００２
参威骨痹汤高剂量组 ３ ０．３９３±０．００５ １．３２７±０．０４９ １０．９０４±０．５２０ ０．２７５±０．００４ ０．０７５±０．００３

Ｆ值 ２．２５０ ４．０９７ ３．８４８ ２．３０１ ３．３３１
Ｐ值 ０．１３６ ０．０３２ ０．０３８ ０．１３０ ０．０５６

　　　　　　ＴＲＡＰ为抗酒石酸酸性磷酸酶。
图８　５组小鼠股骨组织ＨＥ染色与抗酒石酸酸性磷酸酶染色图片（×４００）

·０１·　　　（总３３０）　　　中医正骨２０２４年５月第３６卷第５期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０２４，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．５　




表５　５组小鼠胫骨组织中关键靶点基因ｍＲＮＡ水平测定结果

组别 样本量／只 ＳＲＣｍＲＮＡ（ｘ±ｓ） ＰＩ３ＫＲ１１）ｍＲＮＡ（ｘ±ｓ） ＭＡＰＫ３２）ｍＲＮＡ（ｘ±ｓ）
假手术组 ３ ０．２６３±０．１１０ １．２８３＋０．３０５ ０．６３９±０．２１０
模型组 ３ １．５６７±０．２４１ ０．１９４±０．１８１ １．００３±０．０５９

参威骨痹汤中剂量组 ３ ０．２６０±０．０２８ ０．５３３±０．２５３ ０．５８１±０．２２８
Ｆ值 ７１．８８６ １７．７８２ ９．２５３
Ｐ值 ０．０００ ０．００３ ０．０１５

　　注：ＰＩ３ＫＲ１为磷脂酰肌醇３激酶调节亚基１，ＭＡＰＫ３为促分裂原活化的蛋白激酶３。

４　讨　论
ＯＰ在中医学中应归属于“骨痿”“骨痹”等范

畴［６－８］，其病位在骨，与肾、肝、脾关系密切。参威骨

痹汤的主要组成药物有小红参、威灵仙、牛膝、桑寄

生、杜仲、独活、川芎、当归等。小红参为云南道地药

材，为茜草科植物云南茜草的根，该药能入血补肝，兼

能滋补肾精，温阳散寒，又能祛风除湿，益气活血止

痛。现代药理学研究发现，小红参具有抗炎和调节免

疫的作用［９－１１］。威灵仙祛风除痹、通络止痛，可发挥

免疫抑制的作用［１２］。牛膝、桑寄生、杜仲三药均可补

益肝肾、强筋壮骨，可促进骨髓基质细胞成骨分

化［１３－１６］。独活祛风除湿、通痹止痛，可抑制核因子

κＢ受体激活蛋白配体诱导破骨细胞分化的活性［１７］。

川芎、当归活血、补血，可以发挥抗炎止痛的作

用［１８－１９］。综上所述，参威骨痹汤补益肝肾、祛风除

湿、散寒蠲痹、舒利关节的功效可能与现代药理学中

改善骨代谢、促进成骨分化、抗炎止痛的作用有关。

本研究利用 ＵＨＰＬＣＱＥＭＳ技术分析了参威骨
痹汤的活性成分，通过网络药理学方法预测了参威骨

痹汤治疗ＯＰ的关键活性成分、关键靶点及作用机制，
再以分子对接技术锁定结合效果最好的３个靶点基
因———ＳＲＣ、ＰＩ３ＫＲ１、ＭＡＰＫ３，最后通过动物实验进行
了验证。ＳＲＣ是一种重要的细胞信号受体激酶［２０］，

对骨代谢具有重要的调节作用。研究表明，ＳＲＣ缺失
可导致小鼠发生骨硬化症［２１］，使用 ＳＲＣ抑制剂可促
进成骨细胞形成，减少骨表面侵蚀［２２］，抑制ＳＲＣ表达
可明显减少破骨细胞数量［２３］。但 Ｍａｒｚｉａ等［２４］的研

究发现，敲除ＳＲＣ基因可以使碱性磷酸酶活性降低，
进而抑制成骨细胞分化。这表明 ＳＲＣ具有双向调节
骨代谢的作用。本研究中，ＳＲＣ在模型组中高表达，
而经参威骨痹汤干预后 ＳＲＣ表达水平明显降低，表
明参威骨痹汤可能通过抑制 ＳＲＣ表达来发挥抗骨质
疏松的作用。ＰＩ３Ｋ是一种存在于细胞质中的脂质激
酶，由３个亚基组成，其中ＰＩ３ＫＲ１是一种与骨形成密

切相关的关键介质［２５］，被认为与骨代谢关系密切。

研究表明，抑制ＰＩ３ＫＲ１表达可以抑制成骨细胞增殖，
并诱导小鼠胚胎成骨细胞前体凋亡［２６］。ＰＩ３Ｋ信号通
路与骨代谢之间也存在密切联系。许多中药的有效

成分可以通过抑制 ＰＩ３Ｋ通路抑制破骨细胞生成，从
而减缓骨质流失［２７－２８］。但也有研究发现，激活 ＰＩ３Ｋ

信号通路可以抑制ＯＰ的发生［２９］。这表明ＰＩ３Ｋ信号
通路对ＯＰ的发生发展也具有双向调节作用。本研究
中，模型组ＰＩ３ＫＲ１表达量较假手术组明显降低，给药
后出现升高趋势，表明参威骨痹汤可能通过上调

ＰＩ３ＫＲ１表达来发挥抗骨质疏松作用。ＭＡＰＫ是细胞
外信号调节激酶ＭＡＰＫ信号通路中一种关键的细胞
信号分子。多项研究发现，抑制 ＭＡＰＫ信号通路，可
抑制破骨细胞分化，延缓骨质流失［３０－３３］；增强 ＭＡＰＫ

信号传导，可以促进破骨细胞相关基因 ｍＲＮＡ表
达［３４－３５］。这提示ＭＡＰＫ信号通路可能在骨代谢中发

挥负向调节作用。ＭＡＰＫ３是 ＭＡＰＫ的重要亚型［３６］，

是细胞凋亡信号通路中的刺激因子［３７］，在 ＭＡＰＫ信

号通路中发挥重要作用［３８］。本研究中，ＭＡＰＫ３在模

型组中高表达，经参威骨痹汤干预后，表达量明显降

低。这表明参威骨痹汤可能通过抑制ＭＡＰＫ３表达发
挥抗骨质疏松作用。综上所述，参威骨痹汤可能通过

调控上述３个靶点基因发挥调节骨代谢，抗骨质疏松
的作用。

本研究的结果提示，参威骨痹汤治疗 ＯＰ的机制
可能是通过五味子丙素、１０姜酚、对羟基苯甲酸丁酯
等成分调控ＳＲＣ、ＰＩ３ＫＲ１、ＭＡＰＫ３的表达来调节骨代
谢。今后我们将对参威骨痹汤治疗ＯＰ的信号通路及
有效成分进行深入挖掘。
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性关节炎６０例［Ｊ］．河北中医药学报，２００８，２３（３）：２６－
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酸钠片治疗老年骨质疏松的疗效比较研究［Ｊ］．辽宁中
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