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基于网络药理学的鹿茸治疗骨关节炎作用的机制
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［摘要］ 目的：利用网络药理学方法探索鹿茸（Cervi Cornu Pantotrichum）在治疗骨关节炎中的作用机制。方法：利用

BATMAN-TCM 数据库筛选出鹿茸的有效活性成分，挖掘对应的靶点信息。通过 GeneCards，在线人类孟德尔遗传数据库

（OMIM）得到骨关节炎相关靶点信息。将成分靶点和骨关节炎靶点取交集，使用 STRING 平台建立蛋白质 -蛋白质相互作用

（PPI）网络。使用 DAVID 数据库对鹿茸治疗骨关节炎作用靶点进行基因本体（GO）富集分析和京都基因与基因组百科全书

（KEGG）通路分析，利用 R x64 3.6.3 软件绘制 GO，KEGG 富集分析高级气泡图，利用 Cytoscape 3.7.2 软件绘制“中药 -成分 -靶

点-通路”网络。体外实验分别检测鹿茸对产生氧化损伤和炎症的 RAW 264.7 细胞的细胞活力和肿瘤坏死因子（TNF）-α水平。

结果：共计得到鹿茸活性成分 20 种，其中神经酰胺和 6'-O-β-D-葡糖基龙胆苦苷、脑苷、橄榄苦苷、鞘磷脂、胆固醇阿魏酸酯没有

达到筛选条件的得分，所以共筛选出 14 种有效活性成分。共计 303 个有效成分靶点，共得到 3 093 个骨关节炎作用靶点。将成

分靶点与骨关节炎作用靶点取交集，得到活性成分-骨关节炎作用靶点 92 个。GO 富集分析和 KEGG 通路分析显示，鹿茸涉及

的生物过程主要有氧化还原过程，RNA 聚合酶Ⅱ启动子转录的正调控、炎症反应、蛋白质合成、破骨细胞分化，TNF 信号通路、

癌症通路、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信号通路、丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号通路、环磷酸腺苷（cAMP）信号通

路等生物过程和信号通路。体外实验结果显示，一定浓度的鹿茸蛋白显著增加了过氧化氢（H2O2）诱导的氧化损伤 RAW 264.7

细胞的细胞活力（P<0.05，P<0.01），并且降低了脂多糖（LPS）诱导炎症 RAW 264.7 细胞的 TNF-α水平（P<0.05）。结论：基于网

络药理学方法阐释了鹿茸多成分、多靶点、多途径的治疗 OA 作用机制，证实了鹿茸具有抗炎及抗氧化活性，为深入研究鹿茸

治疗 OA 提供了理论指导和科学依据。
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Mechanism of Cervi Cornu Pantotrichum in Treatment of Osteoarthritis Based on

Network Pharmacology
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［［Abstract］］ Objective：： To explore the mechanism of Cervi Cornu Pantotrichumin in the treatment of

osteoarthritis by network pharmacology. Method：：The active ingredients and the corresponding targets of Cervi

Cornu Pantotrichumin were screened out by a Bioinformatics Analysis Tool of Molecular mechANism of

Traditional Chinese Medicine（BATMAN-TCM）. The targets related to osteoarthritis were obtained through

GeneCards and Online Mendelian Inheritance in Man（OMIM）. The targets corresponding to the active

ingredients and those related to osteoarthritis were intersected to reveal the common targets，and STRING was
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adopted to build a protein-protein interaction（PPI）network. DAVID was used for gene ontology（GO）
annotation and Kyoto encyclopedia of genes and genomes（KEGG） pathway enrichment on the anti-

osteoarthritis targets of Cervi Cornu Pantotrichumin，and R x64 3.6.3 was employed to produce the advanced

bubble charts of GO terms and KEGG pathways. Cytoscape 3.7.2 was used to establish the“Chinese medicinal

herb-active ingredient-target-signaling pathway”network. In vitro experiments were performed to detect the

viability of RAW 264.7 cells exposed to oxidative stress and the tumor necrosis factor（TNF）-α level in RAW

264.7 cells with inflammation under the treatment by Cervi Cornu Pantotrichumin. Result：：A total of 20 active

ingredients of Cervi Cornu Pantotrichum were obtained，of which ceramide，6'-O-β-D-glucosylgentiopicroside，

cerebroside， oleuropein， sphingomyelin， and cholesterol ferulate did not meet the screening conditions.

Therefore，a total of 14 active ingredients were finally screened out，and 303 and 3 093 targets of active

ingredients and osteoarthritis were respectively obtained. The two target sets were taken to intersect，which

revealed 92 common targets. GO annotation and KEGG pathway enrichment showed that the targets were mainly

involved in redox process，positive regulation of RNA polymerase Ⅱ promoter transcription，inflammatory

response，protein synthesis，osteoclast differentiation，TNF signaling pathway，signaling pathways in cancer，

mammalian target of rapamycin（mTOR） signaling pathway， mitogen-activated protein kinase（MAPK）
signaling pathway，and cyclic adenosine monophosphate（cAMP）signaling pathway. The results of in vitro

experiments showed that a certain concentration of protein in Cervi Cornu Pantotrichum significantly increased

the viability of RAW 264.7 cells exposed to H2O2-induced oxidative damage（P<0.05，P<0.01）and reduced the

level of TNF-α in the RAW 264.7 cells experiencing lipopolysaccharide（LPS）-induced inflammation（P<0.05）.

Conclusion：：Based on the network pharmacology method，the mechanism of the multi-component，multi-target

and multi-pathway treatment of OA by antler antler was explained，and the anti-inflammatory and antioxidant

activities of antler antler were confirmed，which provided theoretical guidance and scientific basis for further

research on the treatment of OA by antler antler.

［［Keywords］］ Cervi Cornu Pantotrichum；osteoarthritis；network pharmacology；mechanism of action；

signaling pathway；oxidative stress；inflammation

鹿茸（Cervi Cornu Pantotrichum）为鹿科动物梅

花鹿或马鹿的雄鹿未骨化密生茸毛的幼角，前者和

后者的俗称分别为“花鹿茸”和“马鹿茸”［1-2］。作为

名贵药材，鹿茸在治疗骨科疾病上在我国已经有几

千年的历史，大量实验研究证明，鹿茸对软骨细胞

和骨细胞具有显著的增殖作用。

骨关节炎（OA）是一种严重影响人类生活和身

体健康并导致关节软骨组织慢性退行性疾病，会造

成关节软骨退变、断裂、缺损，最终可能会影响整个

关节的功能并造成无法行走的严重后果。因其致

病机制相对复杂多变，所以发病机制尚不明确，国

内外至今都没有确切的根治之法，国外治疗 OA 多

在病症早期使用镇痛和抗炎的药物缓和病人的病

情，增强病人对 OA 的抵抗性，但此方法并不能有效

遏制患者的 OA 进程，并且毒副作用较大，不适合长

期服用。中医治疗骨关节炎运用了针灸疗法、中医

推拿的传统中医手段结合了外用内服活血化瘀中

药等传统中医治疗体系。不仅具有切实的疗效还

有不良反应小等特点，对早期骨关节炎的治疗具有

良好的作用。鹿茸作为传统名贵药材以益精血、强

筋骨等功效著称，前期有研究者发现，鹿茸可以通

过提高 OA 大鼠软骨细胞转化生长因子 -β（TGF-β）
及其相关受体的表达，促进了 TGF-β/Smad 信号通

路的转导，起到修复 OA 大鼠软骨损伤的作用［3］。

本研究通过网络药理学方法进一步探究鹿茸治疗

OA 的作用机制。

网络药理学始于 2007 年，因其打破固有的一种

药物、一个基因、一种疾病的传统新药研发模式及

其研究为大量临床试验的成功性带来的成效。使

其得到广泛支持和发展，网络药理学被认为是阐明

中药复杂机制的一种全新手段，从网络角度的出发

说明了生物系统，药物和复杂疾病之间的相互作用

关系，具有与中医相似的整体原理［4］。网络药理学

基于系统生物学的理论［5］，同时结合计算机科学、代

谢组学、多向药理学、生物信息学等多门学科理论

知识和功能技术［6］，通过构建活性成分 -基因靶点 -
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疾病、基因靶点-功能/通路等网络，系统综合的阐明

药物的作用机制［7］。以其整体性和系统性的特点将

单一的药物研发理念转变为多靶点、多途径的与复

杂疾病相连接起来的新型研究理念。是现代中药

的重要研究手段也是新药研发的重要研究途径。

本实验组运用网络药理学手段阐释鹿茸发挥治疗

骨关节炎功效的作用机制，旨在寻找鹿茸的治疗骨

关节炎作用靶点及相关信号通路。研究结果为鹿

茸治疗骨关节炎的临床应用提供理论依据，进一步

为鹿茸的开发利用奠定基础。

1 鹿茸治疗骨关节炎的网络药理学研究

1.1 鹿茸活性成分的筛选和收集 由于中医药系

统药理学数据库和分析平台（TCMSP）中未给出鹿

茸的活性成分，选用 BATMAN-TCM（http：//bionet.

ncpsb.org/batman-tcm/）数据库筛选鹿茸的有效活性

成 分 。 BATMAN-TCM（a Bioinformatics Analysis

Tool for Molecular mechANism of Traditional

Chinese Medicine）是第一个专门为研究中药分子机

制而设计的在线生物信息学分析工具。对于用户

提交的 TCM，BATMAN-TCM 将首先预测每个查询

中药成分的潜在目标，然后对这些目标进行功能分

析，包括基因本体（GO）分析，京都基因与基因组百

科全书（KEGG）通路和在线人类孟德尔遗传数据库

（OMIM）/Therapeutic Target Database（TTD）疾病富

集分析［8］。

1.2 鹿茸有效活性成分作用靶点的预测和筛选

通过 BATMAN-TCM 数据库，设置输入类型为“中

药或中药清单”，输入“Lu Rong”为关键词，设置“药

物-靶点”相似性模型阀值 Score cutoff≥30［9］，对于每

种复合化合物，其目标预测方法给出的分数超过给

定“Score cutoff”分数的预测候选目标（包括已知目

标）将被视为潜在目标，并将对其进行注释和进一

步探究。选择 P≤0.05，检索筛选鹿茸有效活性成分

及其对应的潜在靶点。

1.3 鹿茸治疗骨关节炎靶点的预测和筛选 结合

GeneCards（https：//www. genecards. org/）数 据 库 和

OMIM（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/omim）数据库

及文章中的治疗骨关节炎靶点，去除无效基因（重

复基因和假阳性基因），汇总并整理出骨关节炎靶

点集。并将骨关节炎作用靶点集与鹿茸预测作用

靶点进行取交集，将相应的靶点信息列出并导入

Venn diagram 绘制鹿茸靶点与抗疲劳靶点的交集靶

点的韦恩图。

1.4 蛋白相互作用网络构建与分析 STRING 数

据库（https：//string-db.org/，version 10.5）是一种分析

蛋白与蛋白之间相互作用的数据库，把鹿茸有效活

性成分对应的作用靶点与骨关节炎靶点的交集导

入 STRING，选择“Multiple proteins”，物种设置为

“Homo sapiens”，网络边的含义选择“confidence”，

线条粗细对应数据支持的强弱，网络显示选项选择

“hide disconnected nodes in the network”，蛋白相互

作用关系结果点击“Exports”，下载 TSV 格式文件并

将结果导入 Cytoscape 3.7.2 软件绘制相互作用网

络，并使用 tools 中的“analyze network”工具并选择

“combine paired edges Treat the network as

undirected”，然后再使用 tools 中的“Generate style

from statistics”工具，设置节点的大小和颜色表示蛋

白的度值在网络中的相对大小。边的粗细表示蛋

白的 combine score 在网络中的相对大小。根据靶

点 的 拓 扑 性 质 筛 选 出 关 键 靶 点 并 将 其 导 入

DisGeNET 数据库确认其对应蛋白的名称及具体

信息。

1.5 中药 -活性成分 -骨关节炎作用靶点的网络构

建 将鹿茸的有效活性成分及其骨关节炎作用靶

点的名称及类型信息导入 Excel 建立以 Network 和

Type 命名的两个文件，（Type 文件代表某些数据的

隶属关系，例如 ABCB1 属于基因，17-β-雌二醇属于

成分、鹿茸属于药物。Network 文件表示两两相连

接的两个节点及对应关系，例如某种成分对应的该

成分的作用靶点）将 Network 和 Type 文件数据导入

Cytoscape 3.7.2 以构建鹿茸 -活性成分 -治疗骨关节

炎靶点网络。Cytoscape 能对网络图进行分析和构

建，其可对网络中的节点、边等能够进行重要参数

的可视化设置，包括体积、色彩、形状等。网络中节

点之间相连接反映节点之间的相互作用，度值越大

的节点表示越多的其他节点与该节点相连，节点对

应的靶点就可能是该药物中某化学成分的重要作

用靶点［10］。

1.6 治疗骨关节炎靶点通路的注释分析 利用 R

（R x64 3.6.3）及 生 物 分 子 功 能 注 释 系 统 DAVID

（https：//david.ncifcrf.gov/）在线分析平台对已获取

的鹿茸治疗骨关节炎靶点集合进行 GO 富集分析和

KEGG 通路注释分析，DAVID 是大规模基因生物过

程及通路分析在线富集分析工具，利用 DAVID 导入

基因靶点能有效切其准确地分析并获得基因对应

的细胞组分、生物过程、分子功能，KEGG 通路等信

息［11］。 导 出 DAVID 分 析 结 果 文 件 。 使 用 R x64

3.6.3 软 件 并 输 入 合 适 的 方 程 式 和 代 码 并 导 入
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DAVID 结果文件，绘制 R 语言高级气泡图。将鹿茸

对应的靶蛋白直接映射到通路上，获得鹿茸调控骨

关节炎病症的主要通路。

1.7 治疗骨关节炎作用靶点 -信号通路网络构建与

分析 利用 DAVID 在线工具获取鹿茸治疗骨关节

炎劳靶点的 KEGG 通路，通过 R（R R x64 3.6.3）语言

软件输入相应的代码和方程绘制 KEGG 高级气泡

图筛选出 15 条主要的通路。并截取每条通路相对

应的作用靶点，将鹿茸治疗骨关节炎涉及的通路、

通路对应的作用靶点及靶点对应的活性成分形成

相关的 Excel 文件导入 Cytoscape 3.7.2 以构建通路 -

作用靶点-活性成分网络。

2 实验验证鹿茸具有抗炎及抗氧化作用

2.1 鹿茸对过氧化氢（H2O2）诱导的 RAW 264.7 细

胞的细胞活力影响 基于 GO 富集中的生物过程分

析结果及文献［12-13］中的理论，探究鹿茸是否具有

抗氧化活性 ，取生长良好的小鼠单核巨噬细胞

（RAW 264.7，武汉普诺赛生命科技有限公司，批号

CL-0190），按照细胞密度 1×104 个/mL 接种于 96 孔

板上。在 37 ℃，5%CO2的培养箱孵育 24 h，离心，弃

上清，磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤 2 遍，重新接种于含

培养基的 96 孔板。空白组加入培养基、模型组加入

400 μmol·L-1 的 H2O2，给药组分别加入含高、中、低

质量浓度鹿茸蛋白样品的培养基（0.25，0.5，1 g·L-1）
及 400 μmol·L-1 的 H2O2，培养 4 h，造模完成。采用

细胞增殖与活性检测（CCK-8）法检测不同浓度鹿茸

干预下的 RAW 264.7 细胞与模型组细胞的细胞活

力对照（操作按照试剂盒说明书）。
2.2 鹿茸对脂多糖（LPS）诱导的 RAW 264.7 炎症

细胞 TNF-α水平影响 验证鹿茸的抗炎症作用，利

用 LPS 诱导 RAW 264.7 细胞炎症造模［12］，取生长发

育良好的 RAW 264.7 细胞接种于 96 孔板中，调整密

度为 1×104 个/mL，分别加入用完全培养基稀释成

高、中、低 3 个不同质量浓度的鹿茸样品（0.25，0.5，

1 g·L-1），培养 1 d，然后在加入 5 mg·L-1的 LPS，培养

24 h，完 成 造 模 。 采 用 酶 联 免 疫 吸 附 测 定 法

（ELISA）检测与模型组细胞的比较，不同质量浓度

鹿茸（0.25，0.5，1 g·L-1）对 RAW 264.7 炎症细胞上清

TNF-α的影响。

实验所用鹿茸采自吉林省长春市双阳鹿场，样

品为双阳梅花鹿二杠茸。采用超微粉碎法［12］提取

鹿茸蛋白：即鲜鹿茸经液氮速冻后置入超微粉碎机

中粉碎至肉糜状，粒径 75 μm 左右，200 目以上。称

取茸糜状物 200 g 鹿按照 1∶10（W/V）的比例加入水

及 适 量 的 冰 乙 酸 保 持 pH 4 置 于 4 ℃ 过 夜 ，

3 000 r·min-1，10 min 离心（离心半径 15 cm）取上清

于 1 kDa 透析袋用自来水透析脱盐，每 4 h 更换 1 次

透析液，直至经 pH 试纸测量外部透析液为中性后

结束透析。透析袋内所得即为鹿茸蛋白溶液。将

鹿茸蛋白溶液 55 ℃以下旋转蒸发浓缩至 200 mL 以

内，真空冷冻干燥机内冷冻干燥 48 h 得到鹿茸蛋白

样品。称量干燥后粉末质量，计算产率为 0.54%，

4 ℃保存。

3 结果

3.1 化学成分及有效成分筛选 截止 2021 年 5 月，

共获得鹿茸活性成分 20 种，包括 17-β-雌二醇葡萄

糖胺，三磷酸腺苷，橄榄苦苷，雌三烯，鞘磷脂，胆固

醇阿魏酸酯，α-雌二醇，视黄醇，卵磷脂，胆固醇，雌

激素酮，D-半乳糖醛酸，前列腺素 E1，维生素 B1，神

经酰胺，脑苷，6'-O-β -D-葡糖基龙胆苦苷，半乳糖

胺，雌酮，经筛选（Score cutoff≥30，P-value≤0.05）后
有 14 种有效活性成分，见表 1。

3.2 鹿茸有效活性成分作用靶点的预测和筛选

将 BATMAN-TCM 数据库的 Score cutoff 设置为≥
30，将目标预测方法给出的分数超过给定“Score

cutoff”分数的预测候选目标视为潜在目标，并将对

其进行介绍和进一步分析。设置 P-value≤0.05，共

得到 14 个有效潜在目标，并将每个潜在目标的靶点

去除重复，共得到鹿茸活性成分的靶点 303 个。

表 1 鹿茸有效化学成分

Table 1 Effective chemical composition of Cervi Cornu

Pantotrichum

MOL ID

MOL010919

MOL011260

MOL005307

MOL002361

MOL010919

MOL005567

MOL011415

MOL000953

MOL010921

MOL012957

MOL007650

MOL006077

N/A

N/A

活性成分

17-β-雌二醇

氨基葡萄糖

三磷酸腺苷

雌二醇

α-雌二醇

视黄醇

卵磷脂

胆固醇

雌酮

D-半乳糖醛酸

前列腺素 E1

维生素 B1

半乳糖胺

雌酮

Pubchem ID

5757

441477

5957

8815

5757

445354

160339

5997

6918970

445929

5281912

6037

24154

5857
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3.3 鹿茸治疗骨关节炎靶点的预测和筛选 将

GeneCards 数据库，OMIM 数据库及文章查阅检索

出来的靶点整合，共得到 3 093 个骨关节炎靶点。

结合在 BATMAN-TCM 上筛选出的 303 个鹿茸成分

靶点，使用 Venn diagram 绘制韦恩图所示 list1 为骨

关节炎靶点，list2 为鹿茸活性成分作用靶点。取二

者交集得到活性成分 -治疗骨关节炎靶点 92 个，除

去无效基因，一共涉及 89 个交集基因。前 10 个靶

点信息，见表 2 及增强出版附件材料。

3.4 蛋白质 -蛋白质相互作用（PPI）网络的构建与

分析 通过把上一步获得鹿茸活性成分对应的治

疗骨关节炎的作用靶点导入 STRING 数据库，并结

合 Cytoscape version 3.7.2 软件构建鹿茸治疗骨关节

炎的 PPI 网络，见增强出版附件材料。共涉及节点

数 92 个，边数 472 个，平均节点度为 10.3，平均局部

聚类系数为 0.536。蛋白的度值越大，颜色越深、节

点的体积越大。PPI 网络中每个节点蛋白的地位都

不一样，度值越大的蛋白在整体网络中的地位就越

高，最重要的节点称为关键节点，在整个中药靶点

的调控网络中可能起到重要的作用。如度值>15 的

靶点有 Akt1，TNF，CREB1 等。根据 PPI网络计算网

络中每个节点的拓扑性质以探寻鹿茸治疗骨关节

炎的关键靶点，筛选网络中度值靠前的靶蛋白在鹿

茸治疗骨关节炎的过程中发挥重要作用。筛选条

件为度值≥15 的节点作为关键节点，将关键靶点名

称导入 DisGeNET 数据库，以获得关键靶点对应的

蛋白名称和蛋白类型。所有关键靶点的拓扑性质

信息，见表 3，其中包括关键靶点的度≥15，接近中心

性≥0.486 033 52，中介中心性≥0.005 996 29，并列出

了其全称及蛋白类型。

表 2 鹿茸治疗骨关节炎靶点（前 10个）
Table 2 Anti-osteoarthritis target of Cervi Cornu Pantotrichum

（top 10）
靶点

蛋白激酶 B 1（Akt1）
肿瘤坏死因子（TNF）
环状 AMP 反应元件结合蛋白 1（CREB1）
前列腺素 G/H 合酶 2（PTGS2）
雌激素受体（ESR1）
连环蛋白 β1（CTNNB1）
基质金属蛋白酶-9（MMP-9）
母亲 DPP 同源物 3（SMAD3）
CXC 趋化因子受体 4 型（CXCR4）
转录因子 SOX-9（SOX9）

度值

51

42

42

33

32

29

27

23

22

18

表 3 鹿茸治疗骨关节炎的 15个关键靶点及其拓扑性质

Table 3 15 key target of Cervi Corun Pantotrichum in treatment of osteoarthritis and its topological properties

基因

Akt1

CREB1

TNF

PTGS2

ESR1

CTNNB1

MMP-9

SMAD3

CXCR4

SOX9

雄激素受体（AR）
转化生长因子-β1（TGF-β1）
多巴胺受体 D2（DRD2）
核受体亚家族 3 C 组成员 1（NR3C1）

阿片受体 1（OPRM1）
谷氨酸离子型受体 NMDA 型亚基

2B（GRIN2B）

蛋白全称

protein kinase B 1

cAMP responsive element binding

protein 1

tumor necrosis factor

prostaglandin-endoperoxide synthase 2

estrogen receptor 1

catenin beta 1

matrix metallopeptidase 9

SMAD family member 3

C-X-C motif chemokine receptor 4

SRY-box transcription factor 9

androgen receptor

transforming growth factor beta 1

dopamine receptor D2

nuclear receptor subfamily 3 group C

member 1

opioid receptor mu 1

glutamate ionotropic receptor NMDA

type subunit 2B

蛋白分类

kinase

none

signaling

enzyme

nuclear receptor

none

enzyme

transcription factor

G-protein coupled receptor

none

nuclear receptor

signaling

G-protein coupled receptor

nuclear receptor

G-protein coupled receptor

ion channel

度

50

42

41

32

32

29

27

23

22

18

18

17

17

17

15

15

接近中心性

0.690 476 19

0.630 434 78

0.630 434 78

0.587 837 84

0.576 158 94

0.568 627 45

0.554 140 13

0.527 272 73

0.524 096 39

0.508 771 93

0.514 792 9

0.508 771 93

0.486 033 52

0.514 792 9

0.497 142 86

0.491 525 42

中介中心性

0.200 832 24

0.156 274 41

0.137 689 43

0.067 100 79

0.077 911 26

0.053 632 35

0.054 698 76

0.031 763 09

0.024 047 4

0.010 094 08

0.005 996 29

0.022 125 35

0.015 384 38

0.011 876 03

0.017 474 62

0.011 470 43
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3.5 中药-有效活性成分-治疗骨关节炎作用靶点网

络构建 将“网络”及“类型”文件导入 Cytoscape

version 3.7.2 软件以构建鹿茸 -有效活性成分 -治疗

骨关节炎作用靶点网络，见增强出版附件材料。共

124 个节点，177 条边，紫色部分代表中药鹿茸，红色

部分代表 13 种不同的鹿茸有效活性成分，绿色和蓝

色部分代表鹿茸治疗骨关节炎作用靶点，其中蓝色

部分表示 39 个同时作用于两个或多个鹿茸活性成

分的基因靶点，并将其使用用蓝色的边与活性成分

相连，分别为转录因子 AP-2γ（TFAP2C），成纤维细

胞生长因子受体 2（FGFR2），类固醇 17-α -羟化酶/

17，20 裂合酶 1（CYP17A1）等 39 个。这些靶点分别

与两个或多个成分相关联。说明鹿茸的活性成分

能作用多个靶点。一个靶点也能同时作用于多个

活性成分，鹿茸治疗骨关节炎作用是多成分、多靶

点共同协同作用的 ，且不同成分可能发挥同种

作用。

3.6 富集分析和通路分析 利用 DAVID 和 R x64

3.6.3 进行 GO 富集分析和 KEGG 分析。GO 分为生

物过程、细胞组分及分子功能的分析。共得到 597

条 GO 过程和 KEGG 通路。通过 R 语言软件 R x64

3.6.3 分析靠前的 GO 及 KEGG 并绘制 GO 和 KEGG

富集分析的高级气泡。富集在某条目上的基因数

量多少用图中气泡大小代表，某条目上被富集的基

因数量越多，发现错误率（FDR）由图中气泡的颜色

来显示，越小的 FDR 值对应越深的气泡颜色，即红

色的气泡显示 FDR 值最小。基因的富集程度用富

集因子来表示，越高的富集程度对应越大的富集因

子值。见增强出版附件材料。

生物过程分析所示，鹿茸治疗骨关节炎靶点主

要涉及了信号传导（signal tansduction），对缺氧的反

应（response to hypoxia），对药物的反应（response to

drug），转 录 调 控 ，DNA 模 板 化（regulation of

transcription，DNA-templated），转录的正调控，DNA

模 板 化（positive regulation of transcription，DNA-

templated），RNA 聚合酶Ⅱ启动子转录的正调控

（positive regulation of transcription from RNA

polymerase Ⅱ promoter），基 因 表 达 的 正 调 控

（positive regulation of gene expression），细胞增殖的

正调控（positive regulation of cell proliferation），凋
亡 过 程 的 正 调 控（positive regulation of apoptotic

process），RNA 聚 合 酶Ⅱ启 动 子 转 录 的 负 调 控

（negative regulation of transcription from RNA

polymerase Ⅱ promoter），基 因 表 达 的 负 调 控

（negative regulation of gene expression），细胞增殖的

负调控（negative regulation of cell proliferation），凋
亡 过 程 的 负 调 控（negative regulation of apoptotic

process），氧 化 还 原 过 程（oxidation-reduction

process），炎症反应（inflammatory response）。BP 分

析可以看出骨关节炎与氧化反应有关，氧化应激是

骨关节炎发病病机中的重要环节之一，而氧化损伤

带来的氧自由基可导致骨关节炎患者的滑膜和关

节组织产生炎症，不利于软骨细胞的生长和代谢反

应，导致患者的病情难以恢复进而推进疾病的进

程，从而恶化骨关节炎的病情［13］。

细胞组分富集分析所示，鹿茸的治疗骨关节炎

靶点主要涉及的细胞组分有蛋白质复合物、质膜、

细胞质核周区、核、核质、神经元投射、膜筏、膜、质

膜的组成部分、膜的组成部分、细胞外间隙、胞质溶

胶、细胞质、细胞表面、顶端质膜，可见细胞组分中

气泡大小及富集因子分数均最大的依次是质膜、细

胞核、膜的组成部分及细胞质等。其中细胞质对应

的气泡的颜色最浅，FDR 值最高。细胞核的富集因

子排名最靠前。

分子功能富集分析所示，鹿茸治疗骨关节炎作

用靶点涉及的分子功能主要包括锌离子结合，转录

激活因子活性，RNA 聚合酶 I 核心启动子近端区域

序列特异性结合，转录调控区 DNA 结合，转录因子

活性，序列特异性 DNA 结合，类固醇激素受体活性，

序列特异性 DNA 结合，RNA 聚合酶Ⅱ核心启动子

近端区序列特异性 DNA 结合，蛋白质同二聚化活

性，蛋白质异二聚化活性，转录因子结合，受体结

合，蛋白质结合，相同的蛋白质结合，酶结合，DNA

结合，由分子功能高级气泡图可见蛋白质合成是最

关键的分子功能，其富集因子排序最靠前。

利用 R x64 3.6.3 绘制 KEGG 通路高级气泡图，

显示分析结果，鹿茸的治疗骨关节炎作用主要是通

过干预结核，TNF 信号通路，调控干细胞多能性的

信号通路，癌症中的蛋白多糖，前列腺癌，癌症相关

通路，破骨细胞分化，神经活性配体-受体相互作用，

mTOR 信号通路，MAPK 信号通路，HTLV-I 感染，乙

型 肝 炎 ，雌 激 素 信 号 通 路 ，cAMP 信 号 通 路 ，

Alcoholism，等多个信号通路干预鹿茸的治疗骨关

节炎作用，鹿茸治疗骨关节炎功能是一个多成分多

靶点相互调节影响的结果。见表 4。

3.7 作用靶点 -活性成分 -通路的网络建立 利用

Cytoscape version 3.7.2，构建鹿茸治疗骨关节炎作

用靶点-活性成分-通路网络。节点为连接模块之间
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的关键点，称为楔点。度中心性是在分析网络时表

示节点中心性的最简单直观的衡量指标。节点度

值越大此节点的度中心性便越高，这个节点在该网

络中的地位就越高。而在一个网络中，某些被较多

条边连接且直接连接较多其他节点的节点，称之为

关键节点或中心节点。这些节点很有可能参与了

此调控网络中的重要生物过程和功能，也起到了维

持网络整体稳定性的作用［14］。何星垚等［15］基于网

络药理学知识探究银杏叶在抗高血脂功效上的作

用机制时，构建靶向网络，通过度值等 8 种网络参

数，分析发现银杏叶多个重要靶点，并成功揭示了

银杏叶抗高血脂的作用，表明度值等网络参数在分

析网络中各靶点或节点时起着关键的作用。共有

81 个节点，187 条边，蓝色节点代表鹿茸治疗骨关节

炎涉及的信号通路所对应的作用靶点，绿色节点代

表涉及的 15 条关键通路。橘黄色节点每个代表靶

点对应的鹿茸有效活性成分，发现涉及骨关节炎的

通路对应的有效活性成分为 9 种，这 9 种活性成分

大概率为鹿茸治疗骨关节炎的潜在有效活性成分。

根据 KEGG 通路分析可知鹿茸的有效活性成分广

泛作用于细胞增殖、分化和迁移、肿瘤、炎症、代谢、

生长、免疫、分泌，基因转录等相关通路，体现了鹿

茸多成分 -多靶点 -多通路的相互协调、相互作用或

相互影响以达到治疗骨关节炎效果的药效特点。

也从侧面反映骨关节炎的复杂病理机制的特点。

见增强出版附件材料。

3.8 鹿茸的抗炎作用及对氧化损伤的保护作用

对 RAW 264.7 细胞进行 H2O2氧化损伤后，模型组

细胞的存活率为（60.1±2.3）%左右。在鹿茸的前期

干预下，氧化损伤的 RAW 264.7 细胞的细胞活力明

显提高，且呈剂量依赖性。与模型组比较，在中、高

质量浓度（0.5，1 g·L-1）时有统计学意义（P<0.05），
高浓度的鹿茸组极显著提高了氧化损伤下的 RAW

264.7 细胞存活率。说明鹿茸对 H2O2 诱导的 RAW

264.7 氧化损伤细胞具有保护作用。见表 5。

与空白细胞比较，模型组和鹿茸高、中、低组的

细胞上清 TNF-α浓度均明显升高。与模型组比较，

高、中、低浓度的鹿茸给药组的细胞上清 TNF-α浓

表 5 不同浓度鹿茸对 H2O2诱导的氧化应激 RAW 264.7 细胞活力

的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of different concentrations of Cervi Cornu

Pantotrichum on viability of H2O2-induced oxidative stress RAW

264.7 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

模型（H2O2）
鹿茸低浓度+H2O2

鹿茸中浓度+H2O2

鹿茸高+H2O2

剂量/g·L-1

0.25

0.5

1

细胞存活率/％

-
60.1±2.3

63.5±1.2

79.9±3.51）

89.5±0.81）

注：与模型组比较 1）P<0.05。

表 4 鹿茸治疗骨关节炎的 15条通路

Table 4 15 pathways of Cervi Cornu Pantotrichum to treat osteoarthritis

通路名称

结核

TNF 信号通路

调控干细胞多能性的信号通路

癌症中的蛋白多糖

前列腺癌

癌症相关通路

破骨细胞分化

神经活性配体-受体相互作用

mTOR 信号通路

MAPK 信号通路

HTLV-I感染

乙型肝炎

雌激素信号通路

cAMP 信号通路

alcoholism

富集基因数/个

9

9

8

9

9

24

8

15

4

9

14

9

8

13

10

FDR

9.297×10-3

7.780×10-4

1.006×10-2

1.346×10-2

2.210×10-4

1.023×10-8

8.273×10-3

1.707×10-4

7.969×10-2

3.285×10-2

2.210×10-2

3.298×10-3

2.622×10-3

1.707×10-4

3.298×10-3

P-value

1.150×10-3

3.619×10-5

1.326×10-3

2.503×10-3

8.567×10-5

7.929×10-11

8.979×10-4

3.969×10-5

6.929×10-11

1.018×10-2

7.993×10-6

3.068×10-4

1.626×10-4

3.278×10-5

2.349×10-4
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度均有下降趋势，且呈浓度依赖性降低，高、中浓度

鹿茸给药组的 TNF-α浓度较低，差异具有统计学意

义（P<0.05）。结果表明鹿茸能够降低 RAW 264.7 炎

症细胞的相关炎症因子的分泌从而起到抗炎的效

果。见表 6。

4 分析与讨论

4.1 主要成分及其靶标分析 鹿茸是名贵的动物

药材，李时珍的《本草纲目》记载鹿茸有“强筋健骨”

之效用［16-17］。但其“健骨”之说、尤其是在治疗骨关

节炎上的作用机制一直以来并不明确，本研究采用

网络药理学的方法对鹿茸治疗骨关节炎靶点进行

预测和筛选，获得 14 种鹿茸有效活性成分，通过

GeneCards，OMIM 数据库及文章查阅，总结出鹿茸

89 个治疗骨关节炎的相关基因靶点。利用 STRING

数据库生成了鹿茸治疗骨关节炎基因的 PPI。利用

Cytoscape 构建了鹿茸 -活性成分 -治疗骨关节炎靶

点网络。取网络中度值≥15 的节点作为关节靶点，

根据 DisGeNET 数据库结果显示的关键靶点的靶蛋

白类型及拓扑性质信息表明参与鹿茸治疗骨关节

炎过程的可能有激酶（Akt1），信号（TNF，TGF-β1），
转路因子（SMAD 家族成员 3，SRY-box 转录因子 9），
酶（前列腺素-内过氧化物合酶 2，基质金属肽酶 9），
受体（雌激素受体 1，C-X-C 基序趋化因子受体 4，雄

激素受体，多巴胺受体 D2，核受体亚家族 3C 组成

员 1，阿片受体 mu1），蛋白（cAMP 反应元件结合蛋

白 1，连环蛋白 β1），离子通道（谷氨酸离子型受体

NMDA 型亚基 2B）等。并基于重要靶点开展后续

研究。

4.2 主要的 GO 富集和通路分析 根据 R x64 3.6.3

的 GO 富集分析和 KEGG 通路分析结果能够看出，

鹿茸在治疗骨关节炎上可能主要涉及炎症、缺氧、

细胞增殖、氧化还原等反应及转录、凋亡的正负调

控和 DNA 模板化调控、蛋白质合成、破骨细胞分化，

神经活性配体 -受体相互作用等生物过程。KEGG

通路显示鹿茸治疗骨关节炎涉及的通路主要有

TNF 信号通路，调控干细胞多能性的信号通路，癌

症相关通路，mTOR 信号通路，MAPK 信号通路，雌

激素信号通路，cAMP 信号通路，实验证明雷帕霉素

靶蛋白（mTOR）是一种丝氨酸、苏氨酸蛋白激酶，存

在于两种复合物 mTORC1，mTORC2。而研究表明

mTOR 是抑制自噬的关键靶蛋白［18］是磷脂酰肌醇 3-

激酶（PI3K）/Akt通路中关键的下游分子，PI3K 磷酸

化后的产物 PIP3 将 Akt 和 mTOR2 传输至细胞膜

中，进而将 mTOR2 磷酸化同时导致 Akt活化。这一

过程中的蛋白最终催使机体分泌抑制炎症因子而

发挥抑制炎症、组织修复的功能［19］。商连斌等［20］通

过蛋白免疫印迹法（Western blot）对比右膝盖骨关

节处假手术处理组小鼠和续断总皂苷干预的小鼠

膝关节软骨组织中的 p-PI3K，p-Akt，p-mTOR 等蛋

白的表达量，结果表明与假手术组的小鼠对比，续

断总皂苷干预的小鼠软骨组织中的 p-PI3K，p-Akt，

p-mTOR 蛋白水平明显降低，证明续断总皂苷通过

抑制 PI3K/Akt/mTOR 通路的过度活化而发挥小鼠

膝关节软骨的自噬作用，进一步达到抑制组织炎症

的功效。另外，PI3K/Akt/mTOR 信号通路也被广泛

用于抗氧化研究之中。MAPK 参与了各种细胞分

化、增殖、及迁移的调控。MAPK 涉及的信号通路

被广泛应用于大量炎症相关通路的实验和研究

中［21-23］。研究表明 MAPK/ERK 通路经影响了膝关

节骨关节炎患者软骨细胞的代谢调节，进而参与了

膝关节骨关节炎发生发展［24］。另有实验证明针对

用白细胞介素（IL）-1β干预形成的骨关节炎养软骨

细胞损伤模型的 SW1353 细胞，3-磷酸肌醇依赖性

蛋白激酶 -1（PDK1）能够调节 p38/MAPK 信号通路

促使骨关节炎样的软骨细胞凋亡［25］。TNF 是一只

生物体内重要的细胞因子调控了多种信号通路，涉

及了细胞的凋亡坏死、炎症及免疫等生物过程。作

为促炎性细胞因子之一的 TNF 本身就与炎症反应

关系密切［26］。研究表明，血小板裂解物（PL）不仅能

减轻 OA 的疼痛症状，还恢复了软骨细胞中 TNF-α

抑制的合成代谢基因表达，并且 TNF-α增加了分解

代谢基因的表达［27］。这些作用由肿瘤坏死因子下

游信号传导介导，包括抑制 NF-κB 通路和 c-Jun 通

路的活性，从而有可能达到治疗骨关节炎的效果。

雌激素被认为是人体内的一种重要激素，而雌激素

缺乏被研究证明能加重骨关节炎程度的病状加深，

表 6 不同浓度鹿茸对 LPS 诱导的 RAW 264.7 炎症细胞的 TNF-α

水平的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of different concentrations of Cervi Cornu

Pantotrichum on level of TNF-α in RAW 264.7 inflammatory cells

induced by lipopolysaccharide（x̄± s，n=3）

组别

空白

模型（LPS）
鹿茸低浓度+LPS

鹿茸中浓度+LPS

鹿茸高浓度+LPS

剂量/g·L-1

0.25

0.5

1

TNF-α/ng·L-1

10.35±0.552）

63.10±3.30

48.15±4.35

32.00±3.201）

24.55±1.051）

注：与模型组比较 1）P<0.05，2）P<0.01。
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通过临床数据分析，雌激素可能参与了组织稳态的

维护。使用雌激素辅助给药能显著减少中老年女

性的骨关节炎发病几率，也能 OA 带来的减轻疼痛

症状［28］。付超等［29］实验表明，因切除卵巢组织而缺

乏雌激素的实验组大鼠的 Mankin 评分高于对照组

大鼠，说明缺乏雌激素可能会导致软骨退行性变化

程度升高。同时，大幅度的雌激素增加会使 IL-1β

的表达明显降低而损害软骨组织［30］，且软骨厚度降

低［31］。DIETRICH 等［32］发现雌激素受体的 ERα亚

型在正常人滑膜细胞中大量定期表达，提示雌激素

可以人体的滑膜功能中发挥重要作用。任海龙

等［33］则发现雌激素可能通过直接或间接作用破骨

细胞促使其分泌各种细胞因子起到保护软骨组织

的功能，其发现与本文 KEGG 通路分析中的破骨细

胞分化对应上。SCIORE 等［34］的研究提示雌激素受

体在兔和人类的韧带组织中存在表达。这些研究

都证明了软骨组织可能是被雌激素作用的重要靶

标之一。cAMP 作为动物组织内已知的能够传导多

种生物效应的第二信使，负责调控关键的生理过

程，其中包括代谢、分泌、钙的稳态、肌肉收缩、和基

因转录等。被激活的 cAMP/蛋白激酶 A（PKA）信号

通 路 具 有 抑 制 炎 症 的 作 用［35］。 大 量 实 验 证 明

cAMP/PKA 通路在神经性疼痛模型中扮演这调控

神经元的身份地位，能够维持神经元的兴奋程度及

舒缓机体痛觉过敏反应［36］。嵇波等［37］通过针刀松

解法或电针的方法对膝骨关节炎模型的新西兰大

白兔进行治疗干预。实验结果显示针刀松解法或

电针的疗法可通过显著降低兔海马组织或下丘脑

组织中的 cAMP 含量从而有效控制膝骨关节炎病症

加重和维持功能的稳定正常，使痛感减轻。破骨细

胞发挥骨吸收的作用。破骨细胞与成骨细胞通过

协同作用促进骨骼形成并维持骨骼的发育。丁洪

志等［38］发现香叶木素可以通过调控 MAPK 信号通

路发挥抑制破骨细胞分化的功能，从而进一步降低

早期骨关节炎软骨下骨骨质丢失，有利于治疗骨关

节炎。肖勉等［39］对以造模成功的颞下颌关节骨关

节炎小鼠模型的颞下颌骨关节中破骨细胞的分化

情况及数量增减进行实验观察，发现颞下颌关节骨

关节炎患者的病理进程可能是由患者的滑液通过

影响破骨细胞分化来介导的。

4.3 体外实验分析 结合上述分析结果，笔者通过

体外细胞实验分别对经鹿茸蛋白预处理后的氧化

损伤 RAW 264.7 细胞和鹿茸蛋白治疗后的炎症

RAW 264.7 细胞进行考察，发现一定浓度下的鹿茸

蛋白不仅有效的提高了 H2O2诱导氧化损伤的 RAW

264.7 细胞的细胞活力（P<0.05），而且高剂量的鹿茸

蛋白还明显降低了 LPS 诱导的 RAW 264.7 炎症细

胞的 TNF-α含量（P<0.05），结果提示鹿茸具有显著

的氧化损伤保护作用及抗炎活性，验证了网络药理

学研究相关结果，为深入展开对鹿茸治疗骨关节炎

的研究提供了依据。

4.4 网络药理学研究可能存在的问题 虽然网络

药理学研究手段日渐成熟，但考虑在鹿茸治疗 OA

上可能仍存在一些潜在问题。其一，中药的药效物

质可能不是单一成分的简单叠加。一种疾病的药

效可能与药效成分的浓度有关，而网络药理学研究

过程中忽视了成分的含量［40］。所以在网络药理学

研究过程中可以加强的中药物质成分的前期研究，

对其含量进行考量。其二，中药作为中药的制备加

工过程中可能伴随着药物原有成分的物质改变［41］，

例如鹿茸广泛的加工方法为煮炸干燥法［42］和冷冻

干燥法［43］等，其不同加工方式之间的成分及与新鲜

鹿茸相比存在一定差异，这将导致与网络药理学分

析中检索的活性成分及药效物质存在差异［44-46］，从

而可能影响分析结果。这需要中药成分检索建立

在多种制备过程后的化学成分基础之上。

综上所述，骨关节炎可损伤患者的骨关节组

织，并且病症随着时间或年龄的增长可能发生恶

化，导致关节强直、疼痛、活动受阻，严重的还可能

影响心脏功能［47］，甚至使患者丧失步行能力等危

害。因此，分析骨关节炎的病机和开发解决骨关节

炎可行的方针对现代社会具有重要意义。本研究

通过网络药理学方法发现了鹿茸治疗骨关节炎可

能涉及的 89 个作用靶点，表明其作用机制是多方

面、多组件、多靶标的。通过 PPI网络预测了 16 个调

控骨关节炎的关键靶点，绘制靶点网络图。将鹿茸

及其有效活性成分与治疗骨关节炎靶点进行映射，

构建一个网络，显示鹿茸治疗骨关节炎作用所涉及

的成分、靶点和过程。针对作用靶点分析出鹿茸治

疗骨关节炎可能涉及的主要 GO 富集及治疗骨关节

炎相关的核心信号通路，分析发现鹿茸的化合物参

与了细胞增殖、自噬和凋亡作用、破骨细胞分化、炎

症反应、雌激素水平、氧化还原反应等一系列与治

疗骨关节炎相关的靶蛋白的相互作用，这些功能可

能作为鹿茸治疗骨关节炎的作用机制。本研究的

体外实验显示鹿茸具有抗氧化和抗炎作用，验证了

网络药理学研究结果。综上，分析结果，揭示了鹿

茸在针对骨关节炎的治疗上的主要活性成分及潜
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在的分子作用机制，将为鹿茸在实际临床应用提供

了支持和验证也为后续鹿茸在骨关节炎上的实验

提供思路，鹿茸作为潜在治疗骨关节炎的中药，在

疾病严重危害患者健康的背景下，本研究为将来的

药效物质基础研究及探索其作用机制奠定了坚实

的基础并提供了理论依据。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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