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摘要： 目的　 基于网络药理学和分子对接研究牛膝⁃杜仲药对治疗膝骨关节炎的关键靶点蛋白的作用机制。 方法　 使

用 ＴＣＭＳＰ 平台查找牛膝⁃杜仲药对的活性成分并预测作用靶点， 筛选 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ 数据库中有关膝骨关节炎的相

关基因并进行合并。 通过 ＳＴＲＩＮＧ 在线数据库将疾病与药物交集靶点进行蛋白相互作用分析， Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 ２ 软件中

ＮｅｔｗｏｒｋＡｎａｌｙｚｅｒ 插件对蛋白互作网络进行拓扑学分析， 根据度值选定关键靶点。 利用 ＤＡＶＩＤ 数据库对潜在靶点进行

ＧＯ 分析， 探寻药对治疗膝骨关节炎的生物功能， 通过 ＫＥＧＧ 通路富集分析探究药对治疗膝骨关节炎的主要信号通路。
在 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件中构建 “药物⁃活性成分⁃靶点⁃通路” 调控网络， 根据度值选定核心药物活性成分。 使用

ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ 等软件， 对药物关键分子与疾病关键蛋白进行分子对接验证。 结果　 牛膝⁃杜仲药对作用靶点共 ２３４ 个，
膝骨关节炎相关蛋白靶点共 ３ ０９０ 个， 药物⁃疾病交集靶蛋白共 １３２ 个。 ＡＫＴ１、 ＩＬ６、 ＴＰ５３、 ＶＥＧＦＡ、 ＴＮＦ、 ＪＵＮ、
ＭＭＰ９、 ＥＧＦ、 ＰＴＧＳ２、 ＣＡＳＰ３ 等蛋白为药对治疗膝骨关节炎的主要作用靶点， 主要参与 ＴＮＦ、 ＨＩＦ⁃１、 破骨细胞分化、
ＴＬＲ、 细胞凋亡、 ＮＬＲ 等信号通路， 主要围绕 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ启动子转录的正调控、 缺氧的反应、 炎症反应、 对细胞

增殖凋亡调控等生物学进程发挥治疗作用。 靶点基因主要在细胞外基质、 线粒体、 核浆、 胞质等处发挥作用， 参与的

分子功能主要包括蛋白、 蛋白激酶、 以及转录因子的结合等。 有 ５ 种主要活性成分与 ５ 种关键靶点蛋白对接， 均具有

较强的结合活性。 结论　 牛膝⁃杜仲药对可能通过多种活性成分同时调控靶点基因及相关信号通路， 发挥调控细胞凋

亡、 软骨基质降解、 炎症反应以及骨重塑的作用， 从而延缓膝骨关节炎的进展。
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　 　 膝骨关节炎是以膝关节周围关节软骨退变和继发性骨

反应为特征的关节疾病， 在 ６０ 岁以上的老年人中致残率超

过 ２０％ ［１］ ， 不仅会影响患者的身心健康， 还增加了医疗系

统和社会的经济成本［２］ 。 目前， 临床常用的短期对症治疗

药物主要为非甾体类抗炎药， 但其心血管风险、 上消化道

刺激、 出血等不良反应明显［３］ 。 研究证实， 中医药在膝骨

关节炎的防治中具有较好的疗效， 而且不良反应相对较少，
临床应用广泛［４］ 。

中医理论中将膝骨关节炎归属为 “骨痹” “膝痹” 范

畴， 其发病多因年老体衰、 肝肾亏虚而致筋骨失于濡养，
或因风寒湿热之邪流注肌肉、 筋骨、 关节而致经络痹阻，
气血运行不畅， 肢体筋脉拘急而发病。 牛膝与杜仲皆入肝、
肾经， 均可补肝肾、 强筋骨， 前者还可逐瘀通经， 后者还

能祛除关节湿邪， 二药合用可补益肝肾以治本， 化瘀化湿

以治标。 现代研究也显示， 牛膝⁃杜仲药对是膝骨关节炎治

疗中使用频率最高的药对之一［５］ ， 但迄今为止尚无该药对

治疗膝骨关节炎的相关机制考察。 因此， 本研究采用网络

药理学预测牛膝⁃杜仲药对治疗膝骨关节炎的潜在作用靶点

和信号通路， 并结合分子对接技术进行验证， 以期系统全

面地揭示药物与疾病间的关系， 并为相关临床应用和机制

研究提供新的证据和思路。
１　 材料和方法

１􀆰 １　 数据库、 软件及分析平台　 详见表 １。
１􀆰 ２　 活性成分及其作用靶点筛选　 使用中药系统药理学数

据库及分析平台 （ＴＣＭＳＰ） 筛选牛膝⁃杜仲药对活性成分，
以口服生物利用度 （ｏｒａｌ ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ， ＯＢ） ≥３０％ 、 类药
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　 　 　 　 表 １　 数据库、 软件及分析平台

名称 网址 版本号

中药系统数据库及分析

平台（ＴＣＭＳＰ）
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｔｃｍｓｐｗ．ｃｏｍ ／ ｔｃｍｓｐｓｅａｒｃｈ．ｐｈｐ ２􀆰 ３

Ｕｎｉｐｒｏｔ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ —
ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ —
ＯＭＩＭ 数据库 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｍｉｍ．ｏｒｇ —
Ｒ 语言 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｒ⁃ｐｒｏｊｅｃｔ．ｏｒｇ ４􀆰 ０４
ＳＴＲＩＮＧ 在线分析平台 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ．ｏｒｇ —
ＢＭＫ Ｃｌｏｕｄ 平台 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ．ｂｉｏｃｌｏｕｄ．ｎｅｔ —
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｙｔｏｓｃａｐｅ．ｏｒｇ ３􀆰 ７􀆰 ２
ＤＡＶＩＤ 在线分析平台 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ ６􀆰 ８
ＰＤＢ 数据库 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ１．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ —
ＰｙＭＯＬ 软件 ｗｗｗ．ｐｙｍｏｌ．ｏｒｇ ２􀆰 ２􀆰 ０
ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ 软件 ｈｔｔｐ： ／ ／ ａｕｔｏｄｏｃｋ．ｓｃｒｉｐｐｓ．ｅｄｕ ／ ｗｉｋｉ ／

ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ
１􀆰 ５􀆰 ６

ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 程序 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｖｉｎａ．ｓｃｒｉｐｐｓ．ｅｄｕ １􀆰 １􀆰 ２

性 （ｄｒｕｇ ｌｉｋｅ， ＤＬ） ≥０􀆰 １８ 为筛选条件， 将筛选出的活性

成分与其潜在作用靶点进行配对， 通过 Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库转换

出作用靶点的通用基因名称， 未被转换的靶点使用手动检

索， 最后去除重复基因， 即为活性成分作用靶点。
１􀆰 ３　 膝骨关节炎疾病靶点预测 　 以 “ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ”
为搜索词， 在 ＧｅｎｅＣａｒｄ、 ＯＭＩＭ 数据库中搜索人类膝骨关

节炎的相关基因， 合并去除重复项后获得膝骨关节炎相关

靶点。
１􀆰 ４　 药物⁃疾病交集靶点基因数据库构建　 使用在线 ＢＭＫ
Ｃｌｏｕｄ 平台， 将牛膝⁃杜仲药对药物活性成分作用基因与膝

骨关节炎基因取交集， 并绘制交集基因的维恩图。
１􀆰 ５　 药物⁃疾病交集靶点蛋白互作网络构建　 在 ＳＴＲＩＮＧ 数

据库 中 进 行 交 集 靶 点 的 蛋 白 互 作 （ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ， ＰＰＩ） 网络分析， 使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 中的 “Ｎｅｔｗｏｒｋ
ａｎａｌｙｚｅｒ” 插件， 通过拓扑学分析计算出 ＰＰＩ 网络各靶点节

点的度值 （Ｄｅｇｒｅｅ）， 根据节点度值大小选定网络中关键靶

点基因， 度值越大， 该基因在 ＰＰＩ 网络中的作用越大。
１􀆰 ６　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析　 利用 ＤＡＶＩＤ 数据库对核心靶点

进行基因本体论 （ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＧＯ） 富集分析， 探寻牛膝⁃
杜仲药对治疗膝骨关节炎的生物功能。 通过京都基因与基因

组百科全书 （Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ）
富集分析， 探究牛膝⁃杜仲药对治疗膝骨关节炎的主要信号

通路， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
１􀆰 ７　 “药物⁃活性成分⁃靶点⁃通路” 拓扑网络构建 　 使用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 ２ 软件构建牛膝⁃杜仲药对与膝骨关节炎交集

靶点的 “药物⁃活性成分⁃靶点⁃通路” 调控网络， “Ｎｅｔｗｏｒｋ
ａｎａｌｙｚｅｒ” 插件进行网络拓扑参数分析得出上述网络中节点

的度值， 根据度值大小确定重要活性成分和靶点。
１􀆰 ８　 活性成分与靶点蛋白的分子对接验证 　 从 ＰＤＢ 数据

库下载关键靶点蛋白 ３Ｄ 结构， 从 ＴＣＭＳＰ 平台下载主要活

性成分 ｍｏｌ２ 文件， 然后使用 ＰｙＭＯＬ 软件对关键靶点蛋白

进行 去 水、 加 氢 等 操 作， 通 过 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ １􀆰 ５􀆰 ６、
ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 软件进行分子对接， 记录结合能。

２　 结果

２􀆰 １　 活性成分及作用靶点　 牛膝⁃杜仲药对活性成分共 ３２３
种， 其中牛膝 １７６ 种， 杜仲 １４７ 种， 按照口服生物利用度

（ＯＢ） ≥３０％ 、 类药性 （ＤＬ） ≥０􀆰 １８ 进行筛选后， 最终确

定牛膝活性成分 １７ 种， 杜仲活性成分 ２１ 种， 见表 ２。 同

时， 筛选出牛膝⁃杜仲药对作用靶点共 ２３４ 个。
２􀆰 ２　 膝骨关节炎疾病靶点预测 　 合并 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ
数据库中有关膝骨关节炎的基因， 去除重复项， 获得疾病

相关基因靶点 ３ ０９０ 个。
２􀆰 ３　 药物⁃疾病交集靶点基因数据库构建　 使用在线 ＢＭＫ
Ｃｌｏｕｄ 平台， 获得牛膝⁃杜仲药对与膝骨关节炎的药物⁃疾病

交集靶基因共 １３２ 个， 见图 １。

图 １　 药物⁃疾病交集靶基因韦恩图

２􀆰 ４　 药物⁃疾病交集靶点蛋白互作网络构建　 通过 ＳＴＲＩＮＧ
数据库将 １３２ 个交集靶点以最低要求互动得分 ０􀆰 ７ 为筛选

参数 分 析， 最 终 得 出 ７７８ 条 边 和 １３２ 个 节 点。 采 用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件构建 “活性成分⁃靶点” 蛋白互作网络，
Ｎｅｔｗｏｒｋ Ａｎａｌｙｚｅｒ 工具分析网络中节点的度值， 节点大小和

颜色深浅反映度值大小， 根据其排序确定核心靶点 （图
２）， 度值排名前 １０ 的蛋白见表 ３， 可知这些靶点在 ＰＰＩ 网
络中起着关键的作用， 即为牛膝⁃杜仲药对有效成分调控膝

骨关节炎的关键靶点。
２􀆰 ５　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析　 将 １３２ 个交集靶点基因上传到

ＤＡＶＩＤ 在线数据库进行 ＧＯ 富集分析， 得到具有统计学意

义 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５） 的 ＧＯ 条目共 ７４９ 条， 其中生物学进程

（ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ ） ５８５ 条， 细 胞 组 分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ） ６２ 条， 分 子 功 能 （ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，
ＭＦ） １０２ 条， 靶点基因主要参与 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ启动子转录

的正调控、 对缺氧的反应、 炎症反应、 对细胞增殖、 凋亡

的调控等生物学进程等； 主要在细胞外基质、 线粒体、 核

浆、 胞质等细胞组分处发挥作用， 参与的分子功能主要包

括蛋白、 蛋白激酶、 以及转录因子的结合等。 图 ３ 展示了

每个模块 Ｐ 值最小的前 １０ 个条目， 其值越小， 颜色越偏向

红色， 反之则偏向蓝色； 点的大小表示富集的基因数。
ＫＥＧＧ 分析显示， 靶点基因富集了 １０８ 条相关通路， 图 ４
列出了 Ｐ 值排序最小的 ２０ 个条目。 另外， 靶点基因主要涉

及 ＴＮＦ 信号通路、 ＨＩＦ⁃１ 信号通路、 破骨细胞分化、 Ｔｏｌｌ
样受体信号通路、 细胞凋亡以及 Ｎｏｄ 样受体通路等， 与细

胞的凋亡、 增殖、 分化、 转化以及氧化应激、 炎症反应等

密切相关。
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表 ２　 牛膝⁃杜仲活性成分

编码 分子名称 ＯＢ ／ ％ ＤＬ 归属

ＭＯＬ００００９８ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ４６􀆰 ４３ ０􀆰 ２８ 牛膝

ＭＯＬ００１００６ ｐｏｒｉｆｅｒａｓｔａ⁃７，２２Ｅ⁃ｄｉｅｎ⁃３ｂｅｔａ⁃ｏｌ ４２􀆰 ９８ ０􀆰 ７６ 牛膝

ＭＯＬ０１２４６１ ２８⁃ｎｏｒｏｌｅａｎ⁃１７⁃ｅｎ⁃３⁃ｏｌ ３５􀆰 ９３ ０􀆰 ７８ 牛膝

ＭＯＬ０１２５０５ ｂｉｄｅｎｔａｔｏｓｉｄｅⅡ＿ｑｔ ３１􀆰 ７６ ０􀆰 ５９ 牛膝

ＭＯＬ０１２５３７ ｓｐｉｎｏｓｉｄｅ Ａ ４１􀆰 ７５ ０􀆰 ４０ 牛膝

ＭＯＬ０１２５４２ β⁃ｅｃｄｙｓｔｅｒｏｎｅ ４４􀆰 ２３ ０􀆰 ８２ 牛膝

ＭＯＬ００１４５４ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ３６􀆰 ８６ ０􀆰 ７８ 牛膝

ＭＯＬ００１４５８ ｃｏｐｔｉｓｉｎｅ ３０􀆰 ６７ ０􀆰 ８６ 牛膝

ＭＯＬ０００１７３ ｗｏｇｏｎｉｎ ３０􀆰 ６８ ０􀆰 ２３ 牛膝

ＭＯＬ００２６４３ ｄｅｌｔａ ７⁃ｓｔｉｇｍａｓｔｅｎｏｌ ３７􀆰 ４２ ０􀆰 ７５ 牛膝

ＭＯＬ００２７１４ ｂａｉｃａｌｅｉｎ ３３􀆰 ５２ ０􀆰 ２１ 牛膝

ＭＯＬ００２７７６ ｂａｉｃａｌｉｎ ４０􀆰 １２ ０􀆰 ７５ 牛膝

ＭＯＬ００２８９７ ｅｐｉｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ４３􀆰 ０９ ０􀆰 ７８ 牛膝

ＭＯＬ０００３５８ β⁃ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ ３６􀆰 ９１ ０􀆰 ７５ 牛膝、杜仲

ＭＯＬ００３８４７ ｉｎｏｐｈｙｌｌｕｍ Ｅ ３８􀆰 ８１ ０􀆰 ８５ 牛膝

ＭＯＬ０００４２２ ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ ４１􀆰 ８８ ０􀆰 ２４ 牛膝、杜仲

ＭＯＬ００４３５５ ｓｐｉｎａｓｔｅｒｏｌ ４２􀆰 ９８ ０􀆰 ７６ 牛膝

ＭＯＬ０００４４９ ｓｔｉｇｍａｓｔｅｒｏｌ ４３􀆰 ８３ ０􀆰 ７６ 牛膝

ＭＯＬ００２０５８ ４０９５７⁃９９⁃１ ５７􀆰 ２０ ０􀆰 ６２ 杜仲

ＭＯＬ００４３６７ ｏｌｉｖｉｌ ６２􀆰 ２３ ０􀆰 ４１ 杜仲

ＭＯＬ０００４４３ ｅｒｙｔｈｒａｌｉｎｅ ４９􀆰 １８ ０􀆰 ５５ 杜仲

ＭＯＬ００６７０９ ＡＩＤＳ２１４６３４ ９２􀆰 ４３ ０􀆰 ５５ 杜仲

ＭＯＬ００７０５９ ３⁃β⁃ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｌｅｎｅｔａｎｓｈｉｑｕｉｎｏｎｅ ３２􀆰 １６ ０􀆰 ４１ 杜仲

ＭＯＬ００００７３ ｅｎｔ⁃ｅｐｉｃａｔｅｃｈｉｎ ４８􀆰 ９６ ０􀆰 ２４ 杜仲

ＭＯＬ００７５６３ ｙａｎｇａｍｂｉｎ ５７􀆰 ５３ ０􀆰 ８１ 杜仲

ＭＯＬ００９００９ （＋）⁃ｍｅｄｉｏｒｅｓｉｎｏｌ ８７􀆰 １９ ０􀆰 ６２ 杜仲

ＭＯＬ００９０１５ （－）⁃ｔａｂｅｒｎｅｍｏｎｔａｎｉｎｅ ５８􀆰 ６７ ０􀆰 ６１ 杜仲

ＭＯＬ００９０２７ ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ ５５􀆰 ４２ ０􀆰 ８２ 杜仲

ＭＯＬ００９０２９ ｄｅｈｙｄｒｏｄｉｃｏｎｉｆｅｒｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ ４γ′⁃ｄｉ⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｐｙａｎｏｓｉｄｅ＿ｑｔ ５１􀆰 ４４ ０􀆰 ４０ 杜仲

ＭＯＬ００９０３１ ｃｉｎｃｈｏｎａｎ⁃９⁃ａｌ， ６′⁃ｍｅｔｈｏｘｙ⁃， （９Ｒ）⁃ ６８􀆰 ２２ ０􀆰 ４０ 杜仲

ＭＯＬ００９０４７ （＋）⁃ｅｕｄｅｓｍｉｎ ３３􀆰 ２９ ０􀆰 ６２ 杜仲

ＭＯＬ００９０５３ ４⁃［（２Ｓ，３Ｒ）⁃５⁃［（Ｅ）⁃３⁃ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐ⁃１⁃ｅｎｙｌ］⁃７⁃ｍｅｔｈｏｘｙ⁃３⁃ｍｅｔｈｙｌｏｌ⁃２，３⁃ｄｉｈｙｄｒｏｂｅｎｚｏｆｕｒａｎ⁃２⁃ｙｌ］⁃２⁃ｍｅｔｈｏｘｙ⁃ｐｈｅｎｏｌ ５０􀆰 ７６ ０􀆰 ３９ 杜仲

ＭＯＬ００９０５５ ｈｉｒｓｕｔｉｎ＿ｑｔ ４９􀆰 ８１ ０􀆰 ３７ 杜仲

ＭＯＬ００２７７３ β⁃ｃａｒｏｔｅｎｅ ３７􀆰 １８ ０􀆰 ５８ 杜仲

ＭＯＬ００８２４０ （Ｅ）⁃３⁃［４⁃［（１Ｒ，２Ｒ）⁃２⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃２⁃（４⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃３⁃ｍｅｔｈｏｘｙ⁃ｐｈｅｎｙｌ）⁃１⁃ｍｅｔｈｙｌｏｌ⁃ｅｔｈｏｘｙ］⁃３⁃ｍｅｔｈｏｘｙ⁃ｐｈｅｎｙｌ］ａｃｒｏｌｅｉｎ ５６􀆰 ３２ ０􀆰 ３６ 杜仲

ＭＯＬ０１１６０４ ｓｙｒｉｎｇｅｔｉｎ ３６􀆰 ８２ ０􀆰 ３７ 杜仲

图 ２　 药物⁃疾病靶点基因蛋白相互作用网络

２􀆰 ６　 药物⁃活性成分⁃靶点⁃通路调控网络构建　 图 ５ （颜色

越深， 度值越大） 显示， 度值排名前 ５ 位的化合物分别是

ＭＯＬ００００９８ （ 槲 皮 素 ）、 ＭＯＬ０００４２２ （ 山 柰 酚 ）、
ＭＯＬ０００１７３ （ 汉 黄 芩 素 ）、 ＭＯＬ００２７１４ （ 黄 芩 素 ）、
ＭＯＬ００２７７３ （β⁃胡萝卜素）。
２􀆰 ７　 活性成分与靶点蛋白的分子对接 　 选择疾病⁃活性成

分⁃靶点⁃通路调控网络及 ＰＰＩ 网络分析结果度值排名前 ５ 的

活性成分， 与靶点基因进行分子对接验证， 使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ
软件进行结合能力预测， 构象越稳定， 结合能越低， 通常

结合能＜ ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 提示分子之间具有结合活性， ＜ － ５􀆰 ０
ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 提示分子之间具有较强的结合活性［６］ 。 将 ５ 种活

性成分与 ５ 个靶蛋白对接后， 发现槲皮素、 山柰酚、 汉黄

芩素、 黄芩素、 β⁃胡萝卜素与 ＡＫＴ１、 ＩＬ６、 ＴＰ５３、 ＶＥＧＦＡ、
ＴＮＦ 均有较好的结合能力， 见表 ４。 再采用 ＰｙＭＯＬ 软件对

靶点蛋白与成分对接的最佳构象进行可视化分析， 直观展

示其构象关系， 以槲皮素为例， 见图 ６。
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表 ３　 药物⁃疾病核心靶点基因

基因 全称 度值 中心度

ＡＫＴ１ ＡＫＴ 丝氨酸 ／ 苏氨酸激酶 １（ＡＫＴ ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ １） １０１ ０􀆰 ０５９ ３１６

ＩＬ６ 白介素 ６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６） １０１ ０􀆰 ０５３ ９６２

ＴＰ５３ 肿瘤蛋白 Ｐ５３（ｔｕｍｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐ５３） ９３ ０􀆰 ０３４ １９１

ＶＥＧＦＡ 血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ Ａ） ９２ ０􀆰 ０２５ ５９６

ＴＮＦ 肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ） ９１ ０􀆰 ０２５ ６４８

ＪＵＮ Ｊｕｎ 原癌基因，ＡＰ⁃１ 转录因子亚基（Ｊｕｎ ｐｒｏｔｏ⁃ｏｎｃｏｇｅｎｅ， ＡＰ⁃１ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｓｕｂｕｎｉｔ） ８９ ０􀆰 ０２７ ５７９

ＭＭＰ９ 基质金属蛋白酶 ９（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃９） ８３ ０􀆰 ０２０ ４０３

ＥＧＦ 表皮生长因子（ｒｐｉｄｅｒｍａｌ Ｇｒｏｗｔｈ Ｆａｃｔｏｒ） ８２ ０􀆰 ０２８ ２７８

ＰＴＧＳ２ 前列腺素 Ｇ ／ Ｈ 合成酶 ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｇ ／ Ｈ ｓｙｎｔｈａｓｅ ２） ８２ ０􀆰 ０１４ ４０８

ＣＡＳＰ３ 胱天蛋白酶 ３（ｃａｓｐａｓｅ ３） ８２ ０􀆰 ０１２ ６６０

图 ３　 ＧＯ 富集分析气泡图

图 ４　 ＫＥＧＧ 富集分析气泡图

图 ５　 药物⁃活性成分⁃靶点⁃通路调控网络

图 ６　 槲皮素与核心靶点基因的分子对接
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表 ４　 药物⁃疾病核心靶点基因

活性成分
结合能 ／ （ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１）

ＡＫＴ１ ＩＬ６ ＴＰ５３ ＶＥＧＦＡ ＴＮＦ
槲皮素 －４􀆰 ９０ －５􀆰 ６８ －５􀆰 ５４ －３􀆰 ９３ －４􀆰 ３４

汉黄芩素 －３􀆰 ９８ －６􀆰 ０８ －４􀆰 １４ －４􀆰 ８１ －４􀆰 ６９
β⁃胡萝卜素 －５􀆰 ６９ －７􀆰 ２１ －５􀆰 １８ －５􀆰 ８７ －６􀆰 ９５

山柰酚 －３􀆰 ８５ －４􀆰 ９２ －５􀆰 ８４ －５􀆰 ４２ －５􀆰 ２０
黄芩素 －４􀆰 ３８ －５􀆰 ９３ －５􀆰 ３０ －５􀆰 ５０ －５􀆰 ６７

３　 讨论

本研究采用网络药理学探究了牛膝⁃杜仲药对治疗膝骨

关节炎的现代分子生物学以及药理学机制。 结果显示， 牛

膝⁃杜仲药对治疗膝骨关节炎的潜在靶点共 １３２ 个， 核心靶

点包括 ＩＬ６、 ＴＰ５３、 ＡＫＴ１、 ＶＥＧＦＡ、 ＭＭＰ９ 等， 并可能通

过参与氧化应激反应、 炎症反应、 对细胞增殖、 凋亡的调

控等生物学进程， 影响蛋白、 酶、 转录因子的结合等分子

功能［７］ 。 ＴＰ５３ 便具有抑制 ＤＮＡ 复制， 阻断细胞周期， 导

致细胞凋亡， 加速软骨降解的作用［８］ ， 细胞实验证实牛膝

提取物可以在体外抑制大鼠变性软骨细胞中 ｐ５３ 的表达［９］ 。
ＡＫＴ１ 是 ＰＩ３Ｋ 信号通路中重要的下游靶点激酶， 其参与的

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路是抗软骨细胞凋亡的重要通路［１０］ 。 研

究证实促炎因子 ＩＬ⁃６ 在膝骨关节炎患者的关节液、 滑膜，
软骨下骨和软骨中表达升高。 ＩＬ⁃６ 还可引起基质金属蛋白

酶 ＭＭＰ９ 表达的升高， 抑制蛋白聚糖和Ⅱ型胶原蛋白的合

成， 加速细胞外基质的降解， 并可通过激活破骨细胞在骨

吸收中起关键作用［１１］ 。 ＶＥＧＦＡ 同样参与了膝骨关节炎软骨

退变和骨赘形成等病理反应［１２］ ， 研究显示 ＶＥＧＦＡ 可刺激

血管内皮细胞分裂进而促进血管的新生， 加速膝关节的营

养物质的交换以及炎性产物的代谢［１３］ ， 促进软骨滑膜细胞

的修复， 此外 ＶＥＧＦＡ 具有加速骨形成同时抑制骨吸收的

作用［１４］ 。
本研究显示， 牛膝⁃杜仲药对治疗膝骨关节炎的有效成

分主要为槲皮素、 山柰酚、 汉黄芩素、 黄芩素以及 β⁃胡萝

卜素等， 这些小分子成分大多具有抗氧化、 抗炎以及软骨

保护作用。 槲皮素是一种具有抗炎、 抗氧化作用的多酚类

生物黄酮， 研究表明其可清除活性氧自由基， 改善机体的

氧化应激［１５］ ， 缓解膝骨关节炎的临床症状， 并可减缓大鼠

关节炎的发展速度［１６］ ， 亦可抑制基质降解蛋白酶和炎性介

质的表达， 同时促进软骨合成代谢因子的产生， 减轻膝关

节软骨的降解以及软骨细胞的凋亡［１７］ ， 而黄芩素、 山柰酚

与槲皮素作用相似［１８］ 。 汉黄芩素已被证实可通过抑制炎性

介质如 ＩＬ６、 ＣＯＸ⁃２ 等的表达， 并降低基质金属蛋白酶如

ＭＭＰ⁃１３、 ＭＭＰ９ 等的表达， 发挥其抗炎及软骨保护作

用［１９］ 。 β⁃胡萝卜素可用于治疗多种因衰老引起的退行性病

变， 已被证实可通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路抑制炎性因子的

表达［２０］ 。
牛膝⁃杜仲药对在治疗膝骨关节炎的靶点蛋白涉及 ＴＮＦ

信号通路、 ＨＩＦ⁃１ 信号通路、 破骨细胞分化、 Ｔｏｌｌ 样受体信

号通路等， 与软骨细胞的凋亡、 分化及氧化应激、 炎症反

应、 骨的重塑与吸收等密切相关。 ＴＮＦ⁃α 可与膜受体结合，

激活转录因子 ＮＦ⁃κＢ 和 ＭＡＰＫ 信号通路， 增强炎症反应进

而诱导基质金属蛋白酶产生， 并诱导 ＩＬ６ 等炎症因子产生，
加剧软骨的破坏［２１］ 。 ＨＩＦ⁃１ 是维持软骨细胞稳态和支持细

胞分化的重要因素［２２］ ， 研究表明 ＨＩＦ⁃１α 可通过抑制 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 转录活性下调软骨细胞中 ＭＭＰ１３ 的表达， 从而延缓

骨关节炎的疾病进展， 缺乏 ＨＩＦ⁃１α 则可加速软骨的分解代

谢［２３］ 。 Ｔｏｌｌ 样受体 （ＴＬＲ） 是跨膜信号转导受体， 研究显

示， ＴＬＲｓ 在膝骨关节炎软骨细胞中表达上调［２４］ ， ＴＬＲ１⁃７
和 ＴＬＲ９ 在关节炎患者的滑膜中上调， 而 ＴＬＲ４ 与关节炎的

严重程度有关［２５］ ， ＴＬＲ２ ／ ＴＬＲ４ 信号通路诱导 ＩＬ⁃１ 和 ＭＭＰｓ
表达， 增加 ＮＯ 和 ＰＧＥ２ 的产生， 加速蛋白聚糖和Ⅱ型胶原

蛋白的降解， 导致关节软骨破坏， 并促进膝骨关节炎的形

成［２６⁃２７］ 。 作为骨关节炎的重要治疗靶点， 破骨细胞可参与

骨吸收以维持骨重塑的动态平衡［２８］ ， 已有研究证实骨关节

炎的形成与趋化因子诱导的破骨细胞分化异常有关［２９］ 。 分

子对接显示， 牛膝⁃杜仲药对关键活性成分与关键靶点蛋白

结合时的结合能均小于 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 提示其结合活性较好，
证实了牛膝⁃杜仲药对治疗膝骨关节炎的靶向作用。

综上所述， 牛膝⁃杜仲药对在膝骨关节炎的治疗中可能

涉及不同靶点和通路， 并在调控细胞凋亡、 软骨基质降解、
炎症反应以及骨重塑中发挥治疗作用， 延缓膝骨关节炎的

进展， 体现了中医药治疗膝骨关节炎多靶点、 多途径的

特点。
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