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[摘要] 　 目的:应用网络药理学与分子对接技术探讨青风藤治疗膝骨关节炎(KOA)的作用机制。 方

法:从 TCMSP 数据库中提取青风藤的化学成分,获得药物靶点及疾病相关基因,筛选交集靶点,获得青风藤

治疗
 

KOA
 

的作用靶点。 对交集靶点及相关信号通路利用数据库进行基因本体(GO)功能和京都基因与基

因组百科全书(KEGG)通路富集分析。 通过分子对接平台进行分子对接。 结果:获得青风藤化合物主要化

学成分 6 种、疾病基因 643 个、药物与疾病交集靶点 11 个。 网络分析结果显示,青风藤通过调控肿瘤信号通

路、糖尿病并发症中的糖基化终末产及其受体信号通路(AGE-RAGE)、细胞凋亡信号通路、肿瘤抑制蛋白

p53
 

信号通路(p53)、血清素突触信号通路等作用于前列腺素
 

G / H
 

合酶
 

1(PTGS1)、前列腺素-内过氧化物

酶合酶
 

2(PTGS2)、过氧化物酶体增殖物激活受体(PPARG)、B 淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)、转化生长因子 β-1
前蛋白(TGFB1)、胱天蛋白酶 3(CASP3)等关键靶点,通过干预细胞凋亡、抑制炎症等发挥治疗 KOA 的作

用。 分子对接结果显示,青风藤核心成分 β-谷甾醇(beta-sitosterol)、青藤碱(Sinomenine)与核心靶点结合

高度稳定。 结论:青风藤治疗 KOA 是多通路、多靶点共同作用的结果,其作用机制与细胞凋亡、炎症关系最

为密切。
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[Abstract]　 Objective:To
 

investigate
 

the
 

mechanism
 

of
 

action
 

of
 

Sinomenium
 

acutum
 

in
 

the
 

intervention
 

against
 

knee
 

osteoarthritis
 

(KOA)
 

based
 

on
 

network
 

pharmacology
 

and
 

molecular
 

docking. Methods:TCMSP
 

database
 

was
 

used
 

to
 

obtain
 

the
 

chemical
 

components
 

of
 

Sinomenium
 

acutum,and
 

drug
 

targets
 

and
 

disease-related
 

genes
 

were
 

obtained. The
 

intersecting
 

targets
 

were
 

obtained,as
 

well
 

as
 

the
 

action
 

targets
 

of
 

Sinomenium
 

acutum
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

KOA. Related
 

databases
 

were
 

used
 

to
 

perform
 

the
 

gene
 

ontology
 

functional
 

enrichment
 

analysis
 

and
 

the
 

Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes
 

pathway
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

the
 

intersecting
 

targets
 

and
 

related
 

signaling
 

pathways,and
 

a
 

molecular
 

docking
 

platform
 

was
 

used
 

for
 

molecular
 

docking. Results:The
 

above
 

analyses
 

obtained
 

6
 

main
 

chemical
 

components
 

of
 

Sinomenium
 

acutum,643
 

disease
 

genes,and
 

11
 

intersecting
 

targets
 

of
 

the
 

drug
 

and
 

the
 

disease. The
 

network
 

analysis
 

showed
 

that
 

by
 

regulating
 

the
 

signaling
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pathways
 

such
 

as
 

the
 

tumor
 

signaling
 

pathway,the
 

AGE-RAGE
 

signaling
 

pathway
 

in
 

diabetic
 

complication,the
 

cell
 

apoptosis
 

signaling
 

pathway,the
 

tumor
 

suppressor
 

protein
 

p53
 

signaling
 

pathway,and
 

the
 

serotonin-synapse
 

signaling
 

pathway,Sinome-
nium

 

acutum
 

acted
 

on
 

the
 

key
 

targets
 

including
 

prostaglandin-endoperoxide
 

synthase
 

1,prostaglandin
 

endoperoxide
 

synthase
 

2,peroxisome
 

proliferator-activated
 

receptor,B-cell
 

lymphoma-2,transforming
 

growth
 

factor
 

β-1,and
 

CASP3
 

and
 

exerted
 

a
 

therapeutic
 

effect
 

on
 

KOA
 

by
 

regulating
 

cell
 

apoptosis
 

and
 

inhibiting
 

inflammation. Molecular
 

docking
 

showed
 

a
 

highly
 

stable
 

binding
 

activity
 

between
 

the
 

core
 

components
 

of
 

Sinomenium
 

acutum
 

beta-sitosterol
 

and
 

Sinomenine
 

and
 

the
 

core
 

targets.
Conclusion:Sinomenium

 

acutum
 

exerts
 

a
 

therapeutic
 

effect
 

on
 

KOA
 

through
 

multiple
 

pathways
 

and
 

targets,and
 

its
 

mechanism
 

of
 

action
 

is
 

closely
 

associated
 

with
 

cell
 

apoptosis
 

and
 

inflammation.
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　 　 膝骨关节炎(knee

 

osteoarthritis,KOA)是一种常

见的退行性疾病,好发于中老年人,是损害人类健

康,影响人口劳动力和生活质量的一个严重疾

病[1] 。 KOA 的发病机制尚不明确,主要观点认为软

骨退变是其发病的关键,也是启动骨性关节炎病理

进程的首要因素;主要病理特点为膝关节骨质增

生、软骨下硬化、骨退变甚至缺失等,其中关节软骨

的变性为最早变化,干预与修复软骨退变是治疗

KOA 的关键所在[2-4] 。
目前临床缺乏有效干预软骨退变的治疗方法,

有研究表明青风藤有效成分青藤碱可降低炎症因子,
抑制血小板反应蛋白解整合素金属-4(ADAMTs-4)
和血小板结合蛋白基序的解聚蛋白样金属蛋白

酶-5(ADAMTs-5)的表达,从而抑制蛋白聚糖的降

解,保护关节软骨;临床研究发现,含青风藤方药及

其制剂治疗 KOA 具有显著疗效[5-6] 。 基于此,本研

究采用网络药理学及分子对接技术的方法探讨青

风藤治疗 KOA 的作用机制,以期为临床研究提供

依据。
1　 资料与方法

1. 1　 青风藤主要活性成分获取、筛选及靶点预测

　 采用中药系统药理学数据库与分析平台 TCMSP
系统数据库(http:∥lsp.

 

nwu.
 

edu.
 

cn
 

/ tcmsp.
 

php)
 

获取青风藤的化学成分及其 2D 结构,再根据文献

以及其他数据库进行补充;设置药动学参数口服生

物利用度(OB)
 

≥30%和类药性(DL) ≥0. 18,对其

活性成分进行筛选; 将筛选得到的化合物输入

DrugBank 数据库( https: / / www. drugbank. com / ) 获

取相关蛋白,导入 Excel 表格进行处理,利用 UniProt
数据库( https: / / www. uniprot. org / ) 通过 DrugBank
得到蛋白预测相关靶点,去重后通过 Cytoscape 构建

成分-靶点网络图。
1. 2　 KOA 靶点获取　 以“ Keen

 

Osteoarthritis”为关

键词,通过 GeneCards 数据库 ( https: / / www. gene-
cards. org / )获取膝骨关节炎疾病相关靶点,根据基

因靶点数量取其中位数处理获取适当数量相关性

高的靶 点, 并 通 过 OMIM 数 据 库 ( http: / / www.
omim. org / )、DrugBank 数据库以及文献进行补充疾

病相应靶点,将数据结果合并去重得到疾病靶点。
1. 3　 交集靶点基因的筛选与蛋白质-蛋白质相互

作用(PPI)网络构建　 将整合得到的药物靶点和疾

病靶点与 Excel 中通过函数处理得到 KOA 和青风藤

交集靶点通过 Jvenn ( https: / / www. bioinformatics.
com. cn / static / others / jvenn / example. html) 获得 venn
图并验证交集靶点。 将得到的交集靶点通过 STRING
数据库(https: / / string -db. org

 

/ )构建青风藤-KOA
交集靶点初步 PPI 网络图,并通过 Cytoscape 构建

PPI 网络图。
1. 4　 基因本体(GO)功能和京都基因与基因组百

科全书(KEGG)通路富集分析　 将获取得到的交集

靶点导入 Metascape ( https: / / metascape. org / gp / in-
dex. html# / main / step1)数据库进行 GO 功能、KEGG
通路富集分析,筛选细胞组分、生物过程、分子功

能、
 

信号通路分析,得到相应数据。
1. 5　 分子对接　 采用分子对接评估候选青风藤有

效成分与核心交集靶点间的结合能和相互作用模

式。 通过 PubChem 数据库( https: / / pubchem. ncbi.
nlm. nih. gov / )获得青风藤有效化合物以及复合物

CID;通过 PDB 数据库获取核心交集靶点 3D 结构

以及 PDB
 

code。 完成分子对接数据文件准备后,分
别将数据导入分子对接平台,处理分析结果,分子

对接研究由 Autodock
 

Vina
 

1. 2. 2 进行模型可视化

处理。
2　 结　 　 果

2. 1　 青风藤成分-蛋白-基因靶点　 通过药动学参

数筛选得到 6 个有效化合物成分:β-谷甾醇(Beta-
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sitosterol)、拉兹马宁碱(16-epi-Isositsirikine)、广玉

兰内酯 ( Magnograndiolide)、木香内酯 ( Michelenol-
ide)、青藤碱( Sinomenine)、千金藤啶碱 ( Stepholi-
dine)(见表 1)。 将有效化合物导入 DrugBank 数据

库,得到 113 个蛋白质靶点,通过
 

UniProt
 

标准化靶

点基因名称,物种限定为智人(Homo
 

sapiens),并剔

除无意义与重复靶点,获得 59 个有效靶点,构建青

风藤-成分-靶点网络图(见图 1)。

表 1　 青风藤有效成分

MOL
 

ID 有效成分 OB / % DL
MOL000358 Beta-

 

sitosterol 36. 91 0. 75
MOL000621 16-epi-Isositsirikine 49. 52 0. 59
MOL000622 Magnograndiolide 63. 71 0. 19
MOL000623 Michelenolide 47. 54 0. 25
MOL000625 Sinomenine 46. 09 0. 53
MOL000627 Stepholidine 33. 11 0. 54

图 1　 青风藤-成分-靶点网络图

2. 2　 KOA 靶点　 通过 GeneCards、OMIM、数据库获

取 KOA 相关靶点,GeneCards 数据库中根据基因靶

点数量,2 次取中位数处理获取靶点,最终以 Rele-
vance

 

score>2. 66,得到 619 个有效活性靶点;通过

OMIM 数据库搜索补充 30 个有效靶点,将两者数据

结果合并去重得到疾病靶点 643 个。
2. 3　 交集靶点与 PPI 网络　 KOA 与青风藤交集靶

点共 11 个,分别为:前列腺素
 

G / H
 

合酶
 

1(PTGS1)、
前列腺素-内过氧化物酶合酶 2(PTGS2)、磷酸肌醇 3
激酶(PIK3CG)、OPRM1 基因、B 淋巴细胞瘤-2(Bcl-
2)、BCL2-Associated

 

X 的蛋白质(BAX)、胱天蛋白酶

3(CASP3)、转化生长因子 β-1 前蛋白(TGFB1)、对
氧磷酶(PON1)、雄激素受体(AR)、过氧化物酶体增

殖物激活受体(PPARG);通过 Jvenn 验证靶点数量以

及名称无误后构建韦恩图(见图 2)。 将
 

11 个交集的

靶点输入 STRIGN 数据库中,得到青藤碱靶点-KOA

靶点 PPI 网络图(见图 3),初步分析有效成分靶点-
疾病靶点 PPI 网络:其中节点数为 11,边数为 15,平
均聚类系数:0. 624,平均节点为 2. 73;通过 Cytoscape
构建 PPI 网络图(见图 4),degree

 

及边线宽度与颜色

相关,去除游离靶点,通过进一步分析可以看出青风

藤药物治疗 KOA 与下列蛋白基因联系较密切:
PTGS1、PTGS2、PPARG、Bcl -2、TGFB1、CASP3,其中

与 PTGS2 联系最为密切。

图 2　 疾病-药物交集靶点韦恩图
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图 3　 交集靶点初步 PPI 网络图 图 4　 交集靶点 PPI 网络图

2. 4　 GO 功能和 KEGG 通路富集分析　 通过 KEGG
通路富集分析得出青风藤治疗 KOA 的作用机制,
主要信号通路涉及肿瘤信号通路、糖尿病并发症中

的糖基化终末产及其受体信号通路(AGE-RAGE)、
细胞凋亡信号通路、肿瘤抑制蛋白 p53

 

信号通路

(p53)、血清素突触通路等 27 条信号通路;涉及 207
条生物学过程,主要为细胞增殖过程、管形态发生

过程、上皮细胞凋亡过程、机体对损伤的反应、细胞

对有机环状化合物的反应、激素反应、细胞外刺激

反应的调节等;细胞组分主要呈现在线粒体、核被

膜、膜筏、膜微区等细胞结构;分子功能涉及蛋白结

构域特异性结合、蛋白质同源二聚活性、DNA 转录

因子结合、通道的活性、被动跨膜转运蛋白活性、转
录因子结合等分子功能(见图 5 ~ 6)。

图 5　 KEGG 通路富集分析柱状图(前 27 位)
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图 6　 GO 功能富集分析气泡图(前 20 位)

2. 5　 分子对接结果　 根据网络药理学结果筛选出

β-谷甾醇、青藤碱与 KOA 交集靶点数量最多,结合

文献筛查结果发现 β-谷甾醇、青藤碱 2 种有效成分

在目前临床应用以及医学研究中应用最多,故拟采

用青风藤成分 β - 谷甾醇、 青藤碱与核心靶点

(PTGS1、PTGS2、 TGFB1) 进行分子对接。 通过从

PubChem 数据库中获得了青风藤有效化合物 CID:
222284 与 5459308,通过 PDB 数据库,限定物种为

“Homo
 

sapiens”,获取核心交集靶点 3D 结构以及

PDB
 

code:5F19、4KV5,将数据导入分子对接平台,
处理分析结果。 结果表明,每种有效化合物通过可

见的氢键和强静电相互作用与其蛋白质靶标结合;
β-谷 甾 醇 与 PTGS、 TGB1 最 高 结 合 能 分 别 为

-7. 851
 

kcal / mol 与 - 6. 986
 

kcal / mol, β -谷甾醇与

PTGS2 间通过第 52 位苯丙氨酸以氢键方式连接,β-
谷甾醇与 TGB1 通过与第 194 位脯氨酸对接;青藤碱

与 PTGS、TGB1 最高结合能分别为-6. 672
 

kcal / mol、
-6. 65

 

kcal / mol,青藤碱与 PTGS2 通过第 157 位天

冬氨酸进行对接,青藤碱与 TGB1 通过第 91 位酪氨

酸对接;对接分值越低,表明结合活性越好,其中对

接分值<-5. 0
  

kcal / mol,表明化合物与靶点之间结

合活性佳,因此,β -谷甾醇、青藤碱与 PTGS、TGB1
结合高度稳定(见图 7)。

图 7-1　 β-谷甾醇与 PTGS2 对接图

图 7-2　 青藤碱与 PTGS2 对接图
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图 7-3　 β-谷甾醇与 TGFB1 对接图

图 7-4　 青藤碱与 TGFB1 对接图

图 7　 分子对接结果图

3　 讨　 　 论

3. 1　 青风藤治疗 KOA 有效成分分析 　 本研究结

果显示,青风藤 6 种主要有效化合物中,β -谷甾

醇、拉兹马宁碱、青藤碱、千金藤啶碱主要参与

KOA 的治疗。 研究表明,β-谷甾醇干扰多种细胞

信号通路,包括细胞周期、细胞凋亡、增殖、存活、
侵袭、血管生成、转移、抗炎、抗癌、保肝、抗氧化、
心脏保护和抗糖尿病作用,并且在药理学筛查期

间无明显毒性[7] 。 亦有研究表明,其非特异性抗

炎效果理想,对于免疫调节、免疫抑制均有一定效

果,能够有效降低促炎细胞因子如肿瘤坏死因

子-α( TNF-α) 、白细胞介素- 1β( IL- 1β) 以及白

细胞介素-6( IL-6)的水平,缓解膝关节炎产生的

局部炎症[8-10] ,可下调血管内皮生长因子( VEGF)
和神经生长因子( NGF)在膝骨关节炎兔关节软骨

及滑膜的表达[11] 。 Mukhopadhyay
 

S 等[12] 研究显

示,拉兹马宁碱具有抗肿瘤活性的功效,千金藤啶

碱被认为与多巴胺 D1 / D2 / D3 多受体关系密切,
具有一定的可卡因等镇静作用而无明显成瘾性,
可作为潜在的抗精神类药物[13] ,但目前关于拉兹

马宁碱、千金藤啶碱与 KOA 治疗相关领域尚无明

显研究进展。
3. 2　 青风藤治疗 KOA 关键靶点分析 　 青风藤治

疗 KOA 的关键靶点为 PTGS1、 PTGS2、 PPARG、
Bcl-2、TGFB1、 CASP3。 PTGS1 与 PTGS2 作为前

列腺素-内过氧化物酶合酶,又可称为环加氧酶 1

或 2( COX-1 或 COX- 2) ,是催化前列腺素( PG)
生物合成的关键酶,在炎症反应中具有重要作用;
研究发现 PTGS 可以通过影响前列腺素合成(炎症

介质) ,干预钙离子释放,影响钙钠离子交换通道,
导致炎症反应与氧化应激,并进一步促进细胞损

伤[14-15] 。 研究表明 PPARG 可调节与葡萄糖和脂

质代谢、脂肪细胞分化和炎症相关的基因网络,控
制成骨细胞和脂肪细胞与骨髓基质细胞( BMSC)
的分化[16-17] 。 一项新的研究表明 PPARG 可控制

硬化素表达,硬化素对于 KOA 疾病进展具有抑制

作用[18] 。 Bcl-2 是一种抗凋亡蛋白,通过抑制细

胞凋亡来促进细胞存活,研究发现 Bcl- 2 可通过

抗氧化、阻止丝裂原活化蛋白激酶( MAPK) 的活

化等途径起到抑制细胞凋亡的作用[19-20] 。 既往研

究发现,CASP3 表达的胱天冬酶-3 活化是细胞凋

亡关键的决定因素,为细胞降解的最后的启动环

节[21] ,因此本研究推测青风藤可能通过干预细胞

凋亡治疗 KOA。 另有研究发现 TGFB1 基因可通

过编码转化生长因子进一步促进神经生长因子,
导致疼痛感增强[22] ,这可能是青风藤治疗 KOA 可

直接缓解患者疼痛的原因。
3. 3　 青风藤治疗 KOA 关键信号通路分析　 通路富

集结果显示,青风藤主要通过干预细胞凋亡、炎症

等相关通路,参与凋亡、机体损伤等多种生物过程

而发挥治疗 KOA 的作用。 研究发现, AGEs 及其

AGE 受体参与并介导氧化应激的多种信号通路诱

导活性氧生成,并激活核因子 κB( NF-κB),进而导

致组织与细胞损伤和炎症反应发生[23-24] 。 p53 是

一种公认的对细胞凋亡至关重要的凋亡基因,它通

过抑制细胞增殖和诱导细胞凋亡,对细胞凋亡产生

影响[25] ,且 p53 信号通路参与许多其他生物和病理

过程的调节,包括抗感染、免疫应答、组织缺血 / 再
灌注损伤、神经退行性疾病和衰老等,另有新的研

究发现 p53 与铁死亡有着密切的关系[26-27] 。 因此,
干预 AGE-RAGE 信号通路、p53 信号通路是青风藤

治疗 KOA 潜在的作用机制之一。
4　 总　 　 结

　 　 综上所述,通过结合青风藤化合物、交集靶点、
信号通路、以及生物学过程之间的联系,我们得出

结论,青风藤治疗 KOA 是多通路、多靶点共同作用

的结果,其作用机制与细胞凋亡、炎症最为密切。
在现有研究中已对其炎症机制进行了部分揭示,但
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关于青风藤如何干预细胞凋亡治疗 KOA,以及更深

程度的揭示炎症机制,还需要进行实验研究。
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