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摘要： 目的　 基于网络药理学和细胞实验探讨草乌治疗关节炎的作用机制。 方法　 于 ＴＣＭＳＰ 数据库筛选草乌的活性

成分， ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ、 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库获取成分靶点， ＯＭＩＭ、 Ｄｒｕｇｂａｎｋ、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库获得关节炎疾病

靶点； 通过 ＳＴＲＩＮＧ 平台筛选成分和疾病交集靶点并进行 ＰＰＩ 分析； 通过 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 平台对交集靶点进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ
分析； 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件进行可视化分析； 通过 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ 和 ＰｙＭｏｌ 软件进行分子对接和图像处理。 通过细胞实

验对网络药理学研究结果进行验证， 利用 ＰＭＡ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞向巨噬细胞转变， 通过 ＬＰＳ 和 ＡＴＰ 刺激巨噬细胞构建

炎症模型， ＭＴＴ 法检测细胞毒活性， ＥＬＩＳＡ 法测定促炎因子和 ＭＡＰＫ８ 蛋白表达。 结果　 共获得 ８ 种草乌活性成分、
７２ 个交集靶点， １４３ 条信号通路。 草乌通过骨髓白细胞免疫反应和细胞外基质分解等生物过程， 作用于 ＭＡＰＫ８、
ＰＩＫ３ＣＤ、 ＭＴＯＲ、 ＭＡＰＫ１４、 ＡＫＲ１Ｃ２、 ＧＳＴＰ１ 等关键靶点， 并可通过调控松弛素信号通路、 磷脂酰肌醇 ３⁃激酶⁃蛋白

激酶 Ｂ 信号通路、 钙信号通路、 丝裂原活化蛋白激酶信号通路等治疗关节炎。 草乌 ８ 种活性成分与 ６ 个关键靶点均存

在分子对接位点。 草乌提取物能降低 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平和 ＭＡＰＫ８ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 草乌

能通过多成分、 多靶点、 多通路、 多机制治疗关节炎， 其机制在于调节 ＭＡＰＫ 通路， 抑制炎症因子， 阻断炎症反应。
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　 　 关节炎， 又称 “痹症”， 泛指发生在人体关节及其周

围组织的炎性疾病［１］ ， 包括骨关节炎和类风湿性关节炎。
草乌为毛茛科植物北乌头 Ａｃｏｎｉｔｕｍ ｋｕｓｎｅｚｏｆｆｉｉ Ｒｅｉｃｈｂ． 的干

燥块根［２⁃３］ 。 在古代， 草乌常用于治疗风寒湿痹， 关节疼

痛［２］ 。 现代临床中， 草乌常以配伍的形式治疗各类关节

炎。 草乌、 川乌配伍可治疗类风湿性关节炎及痛风性关节

炎［４］ ； 草乌、 川乌合甘草可治疗类风湿性关节炎； 草乌等

药材制成的草乌风湿酒， 以草乌甲素为代表的草乌生物碱

类成分具有较好的抗炎活性［５⁃８］ 。 但目前草乌对关节炎的作

用机制尚未明确， 缺乏其治疗关节炎的药效物质基础及分

子机制方面的系统性研究。
网络药理学是一门基于系统生物学的理论， 对生物系

统进行网络分析， 选取特定信号节点进行多靶点药物分子

设计的学科。 分子对接技术是通过受体的特征以及受体和

药物分子之间的相互作用方式来进行药物设计的方法。 本

研究通过网络药理学及分子对接技术预测草乌治疗关节炎

的关键靶点和潜在作用机制， 基于诱导 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞模

型进行抗炎实验验证相关靶点， 以期为草乌用于治疗关节

炎提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 草乌活性成分筛选　 通过中药系统药理学数据库及分

析平台 （ ＴＣＭＳＰ） 检索草乌成分， 以口服生物利用度

（ＯＢ） ≥３０％ ， 类药性 （ＤＬ） ≥０􀆰 １８ 为标准进行筛选。
１􀆰 ２　 成分⁃靶点网络构建　 将筛选后得到的活性成分上传

到 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 数据库［９］ 和 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库［１０］

进行成分作用靶点的预测， 删除重复靶点［１１⁃１２］ ， 通过

ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库对预测靶点名称进行匹配规范。 将活性成分

和靶点导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软件［１３］ ， 构建草乌 “活性成

分⁃靶点” 网络图。
１􀆰 ３　 关节炎疾病靶点的获取 　 以 “ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ” 为关键词，
在 ＯＭＩＭ［１４］ 、 Ｄｒｕｇｂａｎｋ［１５］ 、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库［１６］进行检索，
删除重复靶点， 通过 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库对预测靶点名称进行匹

配规范。
１􀆰 ４　 蛋白质⁃蛋白质相互作用 （ ＰＰＩ） 网络构建 　 利用

Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０ 平台构建草乌活性成分靶点和关节炎相关疾病

靶点韦恩图， 找出交集靶点。 利用 ＳＴＲＩＮＧ 平台［１７］ 构建蛋

白质⁃蛋白质相互作用 （ ＰＰＩ） 网络模型。 将结果导入

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件， 计算各节点度值 （Ｄｅｇｒｅｅ）， 绘制草乌⁃关

５９０２

２０２４ 年 ６ 月

第 ４６ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． ６



节炎交集靶点 ＰＰＩ 网络， 利用 ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｚｅｒ 功能进行网

络特征分析。
１􀆰 ５　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 利用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 平台［１８］

对筛选出的共同靶基因进行 ＧＯ 功能注释和 ＫＥＧＧ 通路富

集分析， 对所预测的化学成分靶点进行富集分析， 保留

Ｐ≤０􀆰 ０１ 的结果， 进行可视化处理， 分析草乌治疗关节炎

潜在的生物过程和信号通路。
１􀆰 ６　 草乌⁃成分⁃靶点⁃信号通路网络构建 　 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
３􀆰 ９􀆰 １ 软件中的 Ｍｅｒｇｅ 功能构建草乌 “成分⁃靶点⁃通路” 网

络， 利用 ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｚｅｒ 功能进行网络特征分析。
１􀆰 ７　 分子对接　 选取草乌 “成分⁃靶点⁃通路” 网络中度值

前 ６ 的靶点作为对接对象， 在 ＰＤＢ 数据库［１９］ 中获得靶点

蛋白结构， 利用 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库［２０］ 获得草乌活性成分的

２Ｄ 结构。 使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ 软件进行原蛋白质处理及分

子对接， 选取最合适的构象， 使用 ＰｙＭｏｌ 软件做出 ３Ｄ 结合

模式图。
１􀆰 ８　 细胞实验

１􀆰 ８􀆰 １　 药物　 草乌保存于南京中医药大学药学院， 经南京

中医药大学严辉教授鉴定为正品。 取草乌 ６ ｋｇ， 加入 ４％
Ｃａ （ＯＨ） ２ 和 １０ 倍量水， 回流提取 ２ ｈ， 重复 ２ 次。 合并滤

液， 采用 ＡＢ⁃８ 大孔树脂富集生物碱， 在 ５０ ℃下减压回收

得到浸膏， 冷冻干燥得到冻干粉 １３􀆰 ８ ｇ。
１􀆰 ８􀆰 ２　 细胞株　 人单核细胞白血病细胞 ＴＨＰ⁃１ 细胞系购于

国家实验细胞资源共享平台。
１􀆰 ８􀆰 ３　 试剂与仪器 　 佛波酯 （ＰＭＡ）、 ＬＰＳ、 ＡＴＰ、 ＤＭＳＯ
购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司； ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基购于江苏凯基生

物技术股份有限公司； 胎牛血清购于浙江天杭生物科技股

份有限公司； Ｃａ （ＯＨ） ２ 购于国药集团化学试剂有限公司。
ＭＡＰＫ８、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ 试剂盒购于泉州市睿

信生物技术有限公司。 多功能酶标仪购于美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司。
１􀆰 ８􀆰 ４　 细胞培养　 ＴＨＰ⁃１ 细胞使用含 １０％ 胎牛血清 ＲＰＭＩ⁃
１６４０ 培养基在 ５％ ＣＯ２、 ３７ ℃细胞培养箱中培养。 待生长

期后， 细胞以每孔 ２×１０６ 个的密度接种于 ６ 孔板中， 加入

５０ ｎｇ ／ ｍＬ ＰＭＡ 诱导细胞贴壁培养 ２４ ｈ， 弃上清， ＰＢＳ 冲洗

３ 遍， 加入 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基和 １００ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 刺激 ４ ｈ，
再加入 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＰ 刺激 ３ ｈ， 诱导巨噬细胞向 Ｍ１ 型分

化， 构建巨噬细胞炎症模型。
１􀆰 ８􀆰 ５　 ＭＴＴ 法检测细胞毒性 　 待生长期后， 细胞以每孔

７×１０４ 个的密度接种于 ９６ 孔板中， 加入 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ ＰＭＡ 诱

导细胞贴壁培养 ４８ ｈ， 弃上清， ＰＢＳ 冲洗 ３ 遍， 加入

ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基和 １００ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 刺激 ４ ｈ， 再加入 ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＰ 刺激 ３ ｈ， 用 ０、 ２􀆰 ５、 ５、 １０、 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ
草乌提取物处理 ４４ ｈ， 每孔加入 ２０ μＬ ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ， 孵

育 ４ ｈ， 弃去液体加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ 振荡 １５ ｍｉｎ， 使甲瓒

充分溶解， 在 ４９０ ｎｍ 波长处检测吸光度， 计算细胞毒性。
１􀆰 ８􀆰 ６　 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平　 将细胞接

种于含 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基的 １２ 孔板中， 在

３７ ℃下培养 １８ ｈ， 加入 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ ＰＭＡ 培养２４ ｈ， 弃上清，
换为无血清 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 不完全培养， 饥饿处理 １２ ｈ， 加入

０、 ２􀆰 ５、 ５、 ７􀆰 ５、 １０ μｇ ／ ｍＬ 草乌提取物过夜， 加入 １ μｇ ／
ｍＬ ＬＰＳ 刺激 ４ ｈ， 再加入 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＰ 刺激 ３ ｈ， 收集 ５００
μＬ 上清液， 在 ４ ℃下 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取上清，
同时设置对照组、 ＬＰＳ＋ＡＴＰ 刺激组， 严格按照相关试剂盒

说明书操作， 检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平。
１􀆰 ８􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＭＡＰＫ８ 蛋白表达　 细胞培养方法同

“１􀆰 ８􀆰 ６”， 加 ０、 ５、 １０、 ２０、 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ 草乌提取物过

夜， 加入 １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 刺激 ４ ｈ， 再加入 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＰ 刺

激 ３ ｈ， 收集细胞， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ３
次， 加入 ２００ μＬ 细胞裂解液， 冰上裂解 ３０ ｍｉｎ。 在 ４ ℃下

１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取上清， 同时设置对照组、
ＬＰＳ＋ＡＴＰ 刺激组， 严格按照相关试剂盒说明书操作， 检测

ＭＡＰＫ８ 蛋白表达。
１􀆰 ８􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件进行处

理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， ２ 组间比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 草乌活性成分选取　 通过 ＴＣＭＳＰ 检索共获得 ２７ 种草

乌活性成分， 设置 ＯＢ≥３０％ 且 ＤＬ≥０􀆰 １８ 进行筛选， 共获

得 ８ 种草乌活性成分， 见表 １。
表 １　 草乌活性成分

ＩＤ 名称 Ｐｕｂｃｈｅｍ ＩＤ ＯＢ ／ ％ ＤＬ
ＣＷ１ 次乌头碱 ４４１７３７ ３１􀆰 ３９ ０􀆰 ２６
ＣＷ２ 多根乌头碱 ４４１７４２ ５１􀆰 ７３ ０􀆰 ７３
ＣＷ３ 脱氧乌头碱 ２１５９８９９７ ３０􀆰 ９６ ０􀆰 ２４
ＣＷ４ 乙酰乌头碱 ２１５９９０００ ３７􀆰 ０５ ０􀆰 ２０
ＣＷ５ 草乌甲素 １５７５３９ ３４􀆰 １３ ０􀆰 ２１
ＣＷ６ 滇乌头碱 １５５５６９ ３３􀆰 ５６ ０􀆰 ２０
ＣＷ７ 欧乌头碱 ４４１７４９ ３４􀆰 ４８ ０􀆰 ７２
ＣＷ８ 伊佐特林 １３３３２３ ３９􀆰 ５３ ０􀆰 ５１

２􀆰 ２　 成分靶点网络构建　 得到 １ 个药物节点、 ８ 个活性成

分节点、 ２３７ 个靶点节点、 ５０５ 条边， 见图 １。 ８ 种活性成

分共同作用的靶点有 １ 个， 为骨形态发生蛋白 ２ （ＢＭＰ２）；
７ 种活性成分共同作用的靶点有 ４ 个， 包括醛缩酮还原酶

家族 １ 成员 Ｃ２ （ ＡＫＲ１Ｃ２）、 丝裂原活化蛋白激酶 １０
（ＭＡＰＫ１０ ）、 Ｓｉｇｍａ （ σ ） 非 阿 片 样 细 胞 内 受 体 １
（ＳＩＧＭＡＲ１）、 钠依赖性血清素转运体 （ ＳＬＣ６Ａ４）。 其中

ＢＭＰ２、 ＭＡＰＫ１０ 能介导炎症反应， 提示这些靶点可能是草

乌作用于关节炎的靶点。
２􀆰 ３　 关节炎疾病靶点的获取 　 ＯＭＩＭ 数据库得到靶点 ４２
个， Ｄｒｕｇｂａｎｋ 数据库得到靶点 １４４ 个， ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库得

到靶点 ６ ９６０ 个， 截取相关性评分在中位数以上 （≥２􀆰 ６１）
的靶点， 共 ８７０ 个， 匹配规范后共获得疾病靶点 １ ０１０ 个。
２􀆰 ４　 ＰＰＩ 网络构建　 将草乌活性成分的 ２３７ 个靶点与关节

炎疾病的 １ ０１０ 个靶点制作成韦恩图， 见图 ２， 获得交集靶

点 ７２ 个， 为草乌治疗关节炎的潜在作用靶点。 ＰＰＩ 作用网

络见图 ３Ａ， 包括 ７２ 个相互作用节点和 ４５３ 条相互作用关
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注： ＣＷ 为草乌， ＣＷ１～ＣＷ８ 分别为次乌头碱、 多根乌头碱、
脱氧乌头碱、 乙酰乌头碱、 草乌甲素、 滇乌头碱、 欧乌头

碱、 伊佐特林。

图 １　 活性成分⁃靶点网络图

　 　 　 　

系， 平均自由度为 １２􀆰 ６。 其中， 评分≥０􀆰 ９９９ 的包括 ＳＲＣ⁃
ＰＧＲ、 ＳＲＣ⁃ＡＲ。 ＰＰＩ 网络图可视化见图 ３Ｂ， 节点越大， 自

由度越高越重要， 边越粗说明此边连接的关系越密切。 按

照自由度从高到低得到核心靶点分别为肉瘤基因 （ＳＲＣ）、
基质金属蛋白酶 ９ （ＭＭＰ９）、 雷帕霉素靶蛋白 （ＭＴＯＲ）、
丝裂原活化蛋白激酶 （ＭＡＰＫ１）， 这些靶点均能通过直接

或者间接的关系参与关节炎的反应及发展。

图 ２　 成分预测靶点与疾病预测靶点的交集靶点

图 ３　 ＰＰＩ 网络

２􀆰 ５　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集　 ＧＯ 富集显示， 主要生物过程包括

骨髓白细胞免疫反应和细胞外基质分解， 主要细胞组成包

括膜筏、 受体、 细胞外基质、 特殊颗粒等， 分子功能涉及

四氢生物嘌呤结合、 儿茶酚胺结合、 ＭＡＰ 激酶活性等， 见

图 ４。 ＫＥＧＧ 富集发现， ７２ 个关键靶点显著富集在 １４３ 条通

路上。 涉及松弛素信号通路、 磷脂酰肌醇 ３ 激酶⁃蛋白激酶

Ｂ 信号通路、 钙信号通路、 丝裂原活化蛋白激酶信号通路

等。 图 ５ 为富集程度前 １４ 位的通路集群。 这些通路直接或

者间接介导参与关节炎的发生及发展过程。 结果显示， 草

乌活性成分作用靶点的生物学过程较为多样化， 体现了其

多成分、 多靶点、 多途径的特点。
２􀆰 ６　 草乌⁃成分⁃靶点⁃信号通路网络构建　 将草乌的活性成

分、 活性成分与疾病关键靶点及富集前 １４ 条信号通路进行

可视化分析， 得到 １ 个药物节点、 ８ 个活性成分节点、 ４８
个关键靶点节点、 １４ 个通路节点和 ２３３ 条边， 见图 ６。 丝

裂原 激 活 蛋 白 激 酶 ８ （ ＭＡＰＫ８， 又 名 ＪＮＫ、 ＪＮＫ１、
ＳＡＰＫ１）、 磷脂酰肌醇⁃４， ５⁃二磷酸 ３⁃激酶催化亚基 ｄｅｌｔａ
（ＰＩＫ３ＣＤ）、 雷帕霉素靶蛋白 （ＭＴＯＲ）、 丝裂原活化蛋白

激酶 １４ （ＭＡＰＫ１４， ｐ３８⁃α）、 重组人醛酮还原酶家族 １ 成

员 Ｃ２ （ＡＫＲ１Ｃ２）、 谷胱甘肽硫转移酶 Ｐ１ （ＧＳＴＰ１） 等为关

键 靶 点， 提 示 ＭＡＰＫ８、 ＰＩＫ３ＣＤ、 ＭＴＯＲ、 ＭＡＰＫ１４、

图 ４　 ＧＯ 功能富集结果条形图

ＡＫＲ１Ｃ２、 ＭＡＰＫ１４ 在草乌发挥治疗关节炎作用的过程中起

关键性作用。
２􀆰 ７　 分子对接结果　 分子对接结合能低于－４􀆰 ２５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ，
分子与靶点有一定的结合活性； 分子对接结合能低于－５􀆰 ５
ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 分子与靶点有较好的结合活性； 分子对接结合能

低于－８ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 分子与靶点有较强的结合活性。 结果显

示， 草乌的活性成分次乌头碱、 多根乌头碱、 脱氧乌头碱、

７９０２

２０２４ 年 ６ 月

第 ４６ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． ６



图 ５　 ＫＥＧＧ 通路富集结果气泡图

注： ＣＷ 为草乌， ＣＷ１ ～ ＣＷ８ 分别为次乌头碱、 多根乌头碱、
脱氧乌头碱、 乙酰乌头碱、 草乌甲素、 滇乌头碱、 欧乌头碱、
伊佐特林。

图 ６　 “成分⁃靶点⁃通路” 网络图

乙酰乌头碱、 草乌甲素、 滇乌头碱、 欧乌头碱、 伊佐特林

与 关 键 靶 点 ＭＡＰＫ８、 ＰＩＫ３ＣＤ、 ＭＴＯＲ、 ＭＡＰＫ１４、
ＡＫＲ１Ｃ２、 ＧＳＴＰ１ 均有比较好的结合位点， 提示草乌的有效

成分与靶点之间有氢键、 π⁃π 共轭、 疏水堆积等分子间作

用力， 对应的最低结合能见表 ２。 结果显示， ＭＡＰＫ８ 与多

个活性成分对接结果最优， 草乌甲素与多个蛋白对接结果

最优。 其中， 选取各活性成分与蛋白、 各蛋白与活性成分

最合适的构象， 使用 ＰｙＭｏｌ 做出 ３Ｄ 结合模式图， 见图 ７。
表 ２　 草乌活性成分与关键靶点的最低结合能

有效成分
最低结合能 ／ （ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１）

ＭＡＰＫ８ ＰＩＫ３ＣＤ ＭＴＯＲ ＭＡＰＫ１４ ＡＫＲ１Ｃ２ ＧＳＴＰ１
伊佐特林 －８􀆰 ４８ －７􀆰 １９ －７􀆰 ８８ －７􀆰 ８０ －８􀆰 ７１ －６􀆰 ６４

乙酰乌头碱 －１２􀆰 ８６ －１０􀆰 ７５ －１３􀆰 ６５ －１２􀆰 ２６ －１２􀆰 ６６ －１１􀆰 ２３
欧乌头碱 －９􀆰 ５７ －８􀆰 ６９ －７􀆰 ５９ －８􀆰 ４８ －９􀆰 ３０ －８􀆰 ０８
草乌甲素 －１３􀆰 ４６ －９􀆰 ４５ －１３􀆰 ００ －１３􀆰 ５９ －１３􀆰 ４０ －１１􀆰 ０４
滇乌头碱 －１４􀆰 ８３ －１１􀆰 ３２ －１３􀆰 １１ －１４􀆰 ４８ －１４􀆰 ２５ －１４􀆰 ００
次乌头碱 －１３􀆰 ８４ －９􀆰 ８７ －１２􀆰 ８９ －１１􀆰 １２ －１１􀆰 ３２ －９􀆰 ７６

脱氧乌头碱 －１４􀆰 ４８ －１０􀆰 ７６ －１０􀆰 ４７ －１２􀆰 １９ －１３􀆰 ９０ －１１􀆰 ３２
多根乌头碱 －１３􀆰 ５０ －１１􀆰 ０７ －１２􀆰 ２２ －１０􀆰 ５６ －１３􀆰 ５３ －１０􀆰 １１

２􀆰 ８　 细胞实验结果

２􀆰 ８􀆰 １　 草乌对 ＴＨＰ⁃１ Ｍ１ 型巨噬细胞毒性的影响　 与对照

组比较， 各质量浓度草乌对细胞活性均无明显变化 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）， 表明 ０ ～ １００ μｇ ／ ｍＬ 草乌对巨噬细胞无毒性， 见

图 ８。
２􀆰 ８􀆰 ２　 草乌对 ＬＰＳ＋ＡＴＰ 诱导的巨噬细胞促炎因子的影

响　 与对照组比较， ＬＰＳ＋ＡＴＰ 刺激组细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃１β 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＬＰＳ＋ＡＴＰ 刺激组比较， ５、
７􀆰 ５、 １０ μｇ ／ ｍＬ 草乌提取物组细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水

平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ９。
２􀆰 ８􀆰 ３　 草乌对 ＬＰＳ＋ＡＴＰ 诱导的巨噬细胞 ＭＡＰＫ８ 蛋白表达

的影响 　 与对照组比较， ＬＰＳ＋ＡＴＰ 刺激组细胞 ＭＡＰＫ８ 蛋

白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＬＰＳ＋ＡＴＰ 刺激组比较， ５、 １０、
２０、 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ 草乌提取物组细胞 ＭＡＰＫ８ 蛋白表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １０。
３　 讨论

草乌具有抗炎、 镇痛等多种作用， 常单味或者配伍用

于治疗各种关节炎。 大量研究发现， 草乌的药理作用主要

来源于活性成分生物碱［２１］ ， 次乌头碱、 脱氧乌头碱、 乙酰

乌头碱、 滇乌头碱、 草乌甲素等均能不同程度地缓解炎症

反应， 起到镇痛作用［２２⁃２４］ 。 但关联程度较高的活性成分伊

佐特林和欧乌头碱及草乌单味药或配伍治疗关节炎的机制

研究较少。 本研究基于网络药理学和分子对接技术筛选草

乌的活性成分及潜在作用靶点， 探讨其治疗关节炎的作用

机制。
ＧＯ 富集显示， 草乌通过骨髓白细胞免疫反应和细胞外

基质分解等生物过程治疗关节炎。 白细胞是人体非常重要

的免疫细胞， 其转移和定位的过程直接决定炎症反应持续

的时间。 白细胞穿过内皮屏障后， 与细胞外基质直接相互

作用， 该作用影响其粘附、 滞留、 迁移、 活化。 特殊颗粒

主要存在于成熟的中性粒细胞中， 进而参与炎症反应。 四

氢生物蝶呤 （ＢＨ４） 一方面直接参与关节炎的病理过程，
另一方面参与具有促炎和抗炎双重特性的一氧化氮的合成。
儿茶酚通过神经⁃体液机制或者自分泌 ／旁分泌的方式作用

于肾上腺素能受体， 发挥促炎效应， 而 ＭＡＰ 激酶与炎症和

癌症都有密切的关系。
ＫＥＧＧ 富集显示， 草乌可以通过调控 Ｒｅｌａｘｉｎ、 ＰＩ３Ｋ⁃
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图 ７　 草乌活性成分与关键靶点的分子对接情况

图 ８　 草乌提取物对 Ｍ１ 型巨噬细胞的药

物毒性作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

　 　 　 　 　 　

Ａｋｔ、 Ｃａｌｃｉｕｍ、 ＭＡＰＫ、 ＭＴＯＲ 等信号通路治疗关节炎。 研

究发现松弛素信号通路能抑制炎症活化， ＭＡＰＫ、 ＭＴＯＲ 通

路抑制剂均能抑制 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 等多种炎症因子的

释放， 阻断炎症反应［２５］ 。 其中， ＩＬ⁃１β 能促进内皮细胞粘

附分子、 肾小球系膜细胞 ＣＯＸ⁃２、 软骨细胞基质金属蛋白

酶的表达， 与类风湿关节炎、 骨关节炎等疾病的发生密切

相关。 ＰＩ３Ｋ 家族在转导细胞内信号及炎症、 肥胖、 肿瘤和

免疫性疾病的发病机制中有着重要作用［２６］ 。
本研究通过体外实验对草乌的抗炎活性进行药效学验

证， 结果显示草乌提取液可抑制炎症因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６ 等的产生， 减轻炎症效应， 呈现较好的 “量⁃效” 关

系。 进一步实验显示草乌提取液能下调细胞原核 ＭＡＰＫ８ 的

表达。 ＭＡＰＫ８ 是原核蛋白， 其为 ＭＡＰＫ⁃ＪＮＫ ／ ＳＡＰＫ 通路上

　 　 　 　

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ＋ＡＴＰ 刺激组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 草乌对 ＬＰＳ＋ＡＴＰ 诱导的巨噬细胞促炎因子的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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注： 与对照组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ ＋ＡＴＰ 刺激组比

较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 草乌对 ＬＰＳ＋ＡＴＰ 诱导的巨噬细胞ＭＡＰＫ８
蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

的重要蛋白。 该通路激活后， ＭＡＰＫ８ 蛋白表达增加。 通过

上述实验本研究初步证实了草乌治疗关节炎可能通过调节

（抑制） ＭＡＰＫ 信号通路， 阻断炎症反应。 具体的亚信号通

路可能是 ＭＡＰＫ⁃ＪＮＫ ／ ＳＡＰＫ 信号通路。
综上所述， 通过 ＴＣＭＳＰ 数据库和相关文献对草乌进行

检索得到活性成分和潜在靶点， 潜在靶点包括 ＭＡＰＫ８、
ＰＩＫ３ＣＤ、 ＭＴＯＲ、 ＭＡＰＫ１４ 等。 利用网络药理学初步阐述

了草乌治疗关节炎的潜在活性成分、 作用靶点、 发挥药效

的关键生物学通路， 从分子水平揭示了草乌治疗关节炎可

能的作用机制， 可为后期草乌的药物开发提供理论依据。
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摘要： 目的　 对大花红景天的化学成分进行全面表征分析， 为其药效物质基础研究提供参考。 方法 　 采用 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃
ＴＯＦ⁃ＭＳ 结合分子网络技术， 并与文献报道数据比较， 结合质谱裂解特征规律分析， 以及分子网络中对已知和未知化

合物节点的关联分析， 对大花红景天的化学成分进行快速表征。 结果　 从大花红景天中共鉴定 １１８ 个化合物， 包括有

机酸 ５３ 个， 黄酮类 ３３ 个， 醇苷类 １９ 个， 其他类 １３ 个， 其中 ８ 个化合物为首次在大花红景天中发现。 结论　 ＵＰＬＣ⁃
Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 联合分子网络策略能够快速、 全面、 系统地分析鉴定大花红景天中的化学成分， 为今后进一步阐明其药效、
质量标准及资源开发利用提供科学依据。
关键词： 大花红景天； ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ； 分子网络； 裂解规律； 成分表征与鉴定

中图分类号： Ｒ２８４􀆰 １　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２４）０６⁃２１０１⁃１４
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２４􀆰 ０６􀆰 ０５５

　 　 红景天为景天科植物大花红景天 Ｒｈｏｄｉｏｌａ ｃｒｅｎｕｌａｔｅ
（Ｈｏｏｋ． ｆ． ｅｔ Ｔｈｏｍｓ．） Ｈ． Ｏｈｂａ 的干燥根及根茎［１］ ， 所含化

学成分复杂多样， 主要包含醇苷类、 黄酮类、 有机酸类、
苯丙素类、 挥发性成分和多酚类［２⁃１０］ ， 具有抗氧化、 美白、
抗衰老、 抗炎和心血管调节等多种活性［１１］ 。 中药化学成分

的系统表征与鉴定是阐明其作用机理的前提和基础， 目前，
国内外学者对大花红景天化学成分做了相关研究， 王云美、
皮立等［１２⁃１３］采用气相色谱⁃质谱联用 （ＧＣ⁃ＭＳ） 技术分别从

红景天中鉴定出了 ４５ 和 ３１ 个挥发油成分； 倪付勇等［１４］ 采

用电喷雾电离质谱、 核磁共振氢谱 （ １Ｈ⁃ＮＭＲ）、 核磁共振

碳谱 （ １３Ｃ⁃ＮＭＲ） 等技术从红景天中分离确定 １４ 个黄酮化

合物； 俞文胜等［１５］鉴定了红景天中 １２ 个多元酚类化合物，
霍佳丽等［１６］采用 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ 技术确定了红景天中 １２ 个化学

成分。 针对以上情况， 有必要建立一个系统、 全面的化学

成分表征方法， 深度挖掘红景天中的有效成分。

基 于 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 数 据 的 分 子 网 络 （ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｎｅｔｗｏｒｋｉｎｇ， ＭＮ） 技术已广泛应用于中药化学成分定性表征

和天然生物活性分子发现， 可鉴定已知化合物、 类似物及

新化合物［１７⁃２１］ 。 目前， ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 结合分子网络技术已经

运用到多种药用植物的快速分析和鉴定中， 如夏天无［２２］ 、
炮附片［１８］ 、 龙葵叶［２３］等。 本研究拟采用超高效液相色谱⁃
四极杆⁃飞行时间质谱联用仪 （ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ） 联合分

子网络技术对红景天中的化学成分进行快速分析， 为后期

分离纯化和阐明药效物质基础提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ ｉｎｆｉｎｉｔｙ ＩＩ 超高效液相色谱仪、
Ａｇｉｌｅｎｔ ６５４６ Ｑ⁃ＴＯＦ 质谱仪， 配置 Ａｇｉｌｅｎｔ ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ 工作站

（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱

柱 （２􀆰 １ ｍｍ× １００ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ） （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；
ＡＥ２００Ｓ 电子分析天平 ［梅特勒⁃托利多仪器 （上海） 有限
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