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基于系统药理学探讨乌头生物碱治疗类风湿性关节炎的
分子机制
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［摘要］ 目的：基于系统药理学探讨乌头生物碱中化学成分对脂多糖（LPS）诱导的 RAW264.7 巨噬细胞炎症反应的影响

及其机制。方法：TCMSP 数据库结合口服生物利用度（OB）≥30%，类药性（DL）≥0.18 搜集草乌化学成分，通过 Pubchem 数据库

以及 Swiss Target Prediction 数据库预测各化学成分的潜在作用靶点；从 GeneCards 数据库搜集类风湿性关节炎（RA）靶点，两

者取交集，DAVID 数据库进行基因本体（GO）分类富集分析和 Pathway 富集分析。Cytoscape 构建“化学成分-潜在作用靶点-信

号通路-疾病”网络拓扑图；结合 STRING 数据库和 Cytoscape 软件构建蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络。体外实验通过 LPS

刺激 RAW264.7 巨噬细胞，建立体外巨噬细胞炎症模型，采用蛋白免疫印迹法检测乌头生物碱中化学成分对 LPS 诱导的

RAW264.7 细胞肿瘤坏死因子-α（TNF-α），环氧化酶（COX-2）蛋白表达的影响以及对 JAK 激酶（Janus kinase），核转录因子-κB

（NF-κB）信号通路主要蛋白表达的影响。结果：通过 TCMSP 数据库检索以及查阅文献共得到 27 个化学成分，经筛选后（OB≥
30%，DL≥0.18）得到 12 个化学成分，通过数据库预测并筛选后得到 177 个潜在作用靶点，与 4 329 个 RA 靶点取交集后得到 97

个靶点作为治疗 RA 的潜在作用靶点。通过 DAVID 数据库富集到生物过程（BP）经筛选后共 32 条（P<0.01，FDR<0.01）；所处

细胞中的位置（CC）经筛选后共有 5 个位置（P<0.01，FDR<0.01）；分子功能（MF）经筛选后得到 12 种分子功能（P<0.01，FDR<

0.01）。通过构建网络拓扑图说明乌头生物碱在治疗 RA 时不同的化学成分可作用于相同靶点，同一化学成分也作用于不同的

靶点；乌头生物碱既可通过不同靶点与同一通路相连接，也可通过同一靶点与不同通路相连接，说明不同的靶点具有协同作

用，充分体现了乌头生物碱多成分、多靶点、多通路的复杂机制。加入不同浓度的 LPS 刺激（质量浓度为 0~200 μg·L-1）能够显

著上调 RAW264.7 巨噬细胞 COX-2 蛋白表达水平（P<0.05），说明炎症模型成功。与正常组比较，RAW264.7 细胞炎症模型中

TNF-α，COX-2 蛋白表达显著增加（P<0.05）；与模型组比较，BLA，songorine，yunaconitine，karacoline 各组 TNF-α，COX-2 蛋白

表达水平不同程度降低（P<0.05）。与正常组比较，RAW264.7 细胞炎症模型中白细胞介素-1 受体相关激酶 4（IRAK-4），NF-κB，

JAK1，信号转导与转录激活因子 3（STAT3）水平显著增加（P<0.05）；与模型组比较，BLA，songorine，yunaconitine，karacoline各组

IRAK4，NF-κB，JAK1，STAT3水平显著降低（P<0.05）。结论：基于系统药理学和体外实验对相关靶点和信号通路进行分析，为了

解 RA的发病机制，揭示乌头生物碱治疗 RA的分子机制提供新见解，也为蒙药在现代医学中的应用提供新思路。
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［Abstract］ Objective： To explore the effect of chemical compound of aconitum alkaloid on the

lipopolysaccharide（LPS）-induced inflammatory response of RAW264.7 macrophages and investigate its

mechanism. Method：The chemical compounds of Aconitum Kusnezoffii Reichb were collected from TCMSP

database with consideration of oral bioavailability（OB）≥30% and drug-likeness（DL）≥0.18. The potential

targets of each chemical component were predicted with use of Pubchem database and Swiss Target Prediction

database. Rheumatoid arthritis（RA）targets were collected from GeneCards database and selected by intersection

screening. Gene ontology（GO）classification enrichment and Pathway enrichment analysis were carried out with

use of DAVID database. Cytoscape was used to construct "Chemical Compound-Potential Targets-Pathway-

Disease" network. Protein-protein interaction（PPI）network was constructed by using STRING database and

Cytoscape software. RAW264.7 macrophages were stimulated by LPS to establish macrophage inflammation

model in vitro. Western blot was used to detect the effects of chemical compounds on the expression of tumor

necrosis factor-α（TNF-α）and cyclooxygenase-2（COX-2）in RAW264.7 cells induced by LPS，as well as on

the expression of JAK kinase and nuclear transcription factor- kappa B（NF-κB）signal pathway. Result：A total

of 27 chemical compounds were obtained by searching TCMSP database and consulting literature（OB≥30%，DL

≥0.18）. 12 chemical compounds were obtained after screening. 177 potential targets were obtained after database

prediction and screening，and 97 targets were obtained as potential targets for the treatment of RA after

intersection between 177 potential targets and 4 329 RA targets. A total of 32 biological processes（BP），5

cellular components（CC）， and 12 molecular functions（MF）were enriched by DAVID database. The

construction of network topology map showed that different chemical compounds can act on the same target and

the same chemical compound can also act on different targets in the treatment of RA. Aconitum alkaloid can be

connected with the same pathway through different targets or with different pathways through the same target，

indicating that different targets may have synergistic effect，which fully reflected the complex multi-compound，

multi-targets and multi-pathways mechanism. Different concentrations of LPS in stimulation（0-200 μg·L-1）can

significantly up-regulate the expression of COX-2 protein in RAW264.7 macrophages（P<0.05），indicating that

the inflammatory model was successful. Compared with the normal group，the expression of TNF-α and COX-2

protein in the inflammatory model of RAW264.7 cells increased significantly（P<0.05），while the expression of

TNF- α and COX-2 protein in bulleyaconitine A（BLA）， songorine，yunaconitine and karacoline groups

decreased in varying degrees compared with the model group（P<0.05）. Compared with the normal group，the

expression of IRAK4，NF- κB， JAK1 and STAT3 in the inflammatory model of RAW264.7 cells were

significantly increased（P<0.05）， while such levels in BulleyaconitineA， songorine， yunaconitine and

Karacoline groups were significantly lower than those in the model group（P<0.05）. Conclusion： Based on

systematic pharmacology and in vitro experiments，the related targets and signal pathways were analyzed to

provide new insights into the pathogenesis of RA，reveal the molecular mechanism of aconitum alkaloid in the

treatment of RA，and provide new ideas for the application of Mongolian medicine in modern medicine.

［Key words］ aconitum alkaloid； lipopolysaccharide； rheumatoid arthritis； inflammatory factors；
systematic pharmacology；molecular mechanism

类风湿性关节炎（RA）是一种以关节滑膜炎症

为主要表现，伴随滑膜增生，炎症细胞浸润，关节积

液，在炎症反复刺激下，新生血管增生导致血管翳

形成［1］，随病程进展开始出现关节表面软骨和骨质

进行性破坏的慢性自身免疫性疾病。临床表现以

出现多关节晨僵、肿痛、变形、活动受限为特征［2-3］。

RA 全球患病率为 0.2%~1%，我国患病率为 0.28%~

0.41%，总 患 病 人 群 近 500 万 ，男 女 患 病 比 率 为
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1∶4［4］。RA 的药物治疗主要包括非甾体类抗炎药

（NSAIDs）［5］，糖皮质激素（GC）［6］，对乙酰氨基酚

（paracetamol）［7］ ，传 统 改 善 病 情 抗 风 湿 药

（DMARDs）［8］。NSAIDs 药物及 GC 虽有抗炎止痛

作用，但无延缓病情进展作用，且有引起心血管及

消化道病变、糖脂代谢紊乱、骨质疏松、感染等不良

反应，不适于 RA 患者长期应用。传统 DMARDs 药

物作为 RA 的重要治疗药物，虽可延缓病情进展，但

常需一种甚至多种药物联合长病程服用，引起骨髓

抑制、肝肾损伤、消化道病变等的风险较大，患者耐

受性及依从性较差［9-10］。西医治疗 RA 的药物种类

较多，治疗方案灵活多变，疗效虽然显著提高，但治

疗上存在局限性和不足，无论哪种药物，均有严格

的适应症，禁忌症和不良反应，而 RA 病情进展的控

制，常需要多种药物联合应用，因此在提高疗效的

同时也带来更多的不良反应。

乌头属在我国古代已供药用，中医处方中乌头

常用于治疗风湿性及 RA，坐骨神经炎及胃，腹冷痛

等疾患。其中草乌为毛茛科乌头属多年生草本植

物，又叫北乌头碱（aconitum kusnezoffii reichb）［11］，

以干燥块茎及干燥叶入药。2020 年版《中华人民共

和国药典》（第一部）［12］记载具有祛风湿、温经止痛

之功效，用于风寒湿痹、关节疼痛、心腹冷痛、寒疝

作痛及麻醉止痛。《内蒙古中草药》［13］记载乌头生物

碱味辛、性温、平、效轻、消化后变凉性；有大毒。乌

头生物碱作为蒙药已广泛用于治疗各种疾病，一些

复方已成功用于 RA 的治疗，例如痹苦乃停片［14］，那

如 -3［15］等。滇西嘟拉碱甲（bulleyaconitine A，BLA）
是 从 乌 头 碱 植 物 滇 西 嘟 拉（aconitumbulleyanum

diels）中提取的具有生物活性的二萜类生物碱，具有

抗炎、镇痛等功效［16］，主治癌症晚期疼痛、风湿及

RA、肩周炎、骨关节炎、坐骨神经痛等，已广泛用于

临床。针对 BLA 治疗 RA 药理机制有待进一步阐

明。研究表明，乌头生物碱通过影响免疫反应以及

抑制肿瘤坏死因子 -α（TNF-α），环氧化酶 -2（COX-

2）促炎细胞因子的表达来治疗 RA，尽管草乌疗效

显著，但其分子机制还有待研究，已有化学分析［17］、

生物活性测定［18］等传统方法对乌头生物碱进行研

究，但其药理机制尚未完全阐明。

系统药理学是基于系统生物学的理论，对生物

系统的网络分析，选取特定信号节点（nodes）进行多

靶点药物分子设计的新学科，通过构建药物与潜在

靶点、信号通路、疾病之间的相互作用网络，对所得

的网络图分析探讨药物的药效物质基础及作用机

制，整体上提高药物疗效，从而降低毒副作用［19］。

随着临床大数据挖掘技术的开展和应用，传统的药

物作用机制研究已不适合蒙药的研究需求。本文

基于系统药理学，对乌头生物碱有效成分进行整体

研究、药物协同治疗作用及药理学机制进行预测，

将现代医学的“疾病”和中医学中的“证型”有机结

合起来。本次研究选取乌头生物碱中具有代表性

的草乌以及 BLA，以脂多糖（LPS）刺激小鼠巨噬细

胞 RAW264.7 为炎症模型，旨在从细胞水平上进一

步阐明乌头生物碱的抗炎机制，从细胞生物学、分

子机制和信号通路层面为乌头生物碱治疗 RA 提供

依据。

1 材料

1.1 细 胞 小 鼠 单 核 巨 噬 细 胞 白 血 病 细 胞

RAW264.7（北京协和基础医学研究所）。
1.2 药 材 BLA，宋 果 灵（songorine），滇 乌 头 碱

（yunaconitine），多根乌头碱（karacoline）（成都乐美

天 医 药 科 技 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 DC0057，

DS0073，DD0058，DST191025-058），药材均购于成

都乐美天医药科技有限公司；LPS（上海源叶生物科

技有限公司，货号 S11060）。
1.3 试剂 青霉素-链霉素，DMEM 高糖培养基，灭

活 胎 牛 血 清（ 美 国 Gibco 公 司 ，货 号 分 别 为

15140163，C11995500BT，12483020，D12345）；噻唑

蓝（MTT，美 国 Sigma 公 司 ，货 号 2128）；loading

buffer 蛋 白 上 样 缓 冲 液（中 国 索 莱 宝 公 司 ，货 号

P1040）；β -肌动蛋白（β -actin）抗体，TNF-α 抗体，

COX-2 抗体，核转录因子 -κB（NF-κB）抗体，白细胞

介素 -1 受体相关激酶 4（IRAK-4）抗体，JAK 激酶

（JAK1）抗体，信号转导与转录激活因子 3（STAT3）
抗体，辣根过氧化酶（HRP）结合的山羊抗小鼠免疫

球 蛋 白（Ig）G（ 英 国 Abcam 公 司 ，货 号 分 别 为

ab8227，ab183218，ab179800，ab32360，ab32511，

ab133666，ab68153，ab6789）；BCA 蛋 白 定 量 试 剂

盒，RIPA 裂解液（中国碧云天公司，货号分别为

183056，P0013C）。
1.4 仪器 1645050 型电泳仪，165-8001 型电泳槽

（美国 Bio-Rad 公司）；BDS200 型倒置生物显微镜

（德国 Leica 公司）；OSE-DB-01 型金属浴（中国北京

天根生化科技有限责任公司）；Heraeus HERAcell

150i 型 CO2 培养箱，Forma-702 型-80 ℃超低温冰

箱 ，ST16R 型 台 式 高 性 能 离 心 机（美 国 Thermo

Fisher 公司）；ES-215 型立式高压蒸汽灭菌锅（日本

Tomy 公司）；Odyssey CLx 型红外荧光扫描成像系

··173



第 27 卷第 5 期
2021 年 3 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 27，No. 5

Mar. ，2021

统（美国 Licor公司）。
2 方法

2.1 化学成分的筛选 利用中药系统药理学技术

平台（TCMSP）数据库［20］（http：//tcmspw.com/）中搜

索草乌中含有的化学成分。根据药动学参数口服

生 物 利 用 度（OB）［21］（OB≥30%）和 药 物 相 似 性

（DL）［22］（DL≥0.18）获取草乌中的化学成分。

2.2 化学成分潜在作用靶点的获取 在 Pubchem

（https：//pubchem. ncbi. nlm. nih. gov/）［23］数据库检索

化学结构信息，并以 Smiles 格式进行保存。将筛选

得 到 的 化 学 成 分 Smiles 结 构 导 入 Swiss Target

Prediction（http：//www. swisstargetprediction. ch/）［24］

数据库，获得与药物成分相关的潜在作用靶点。

2.3 疾病靶点的获取 通过在 GeneCards（https：//

www. genecards. org/）［25］ 数 据 库 输 入 关 键 词

“rheumatoid arthritis”，检索出与 RA 相关的靶点。

将预测出的乌头生物碱中化学成分的潜在作用靶

点与 RA 相关靶点进行匹配，选取重合的靶点作为

乌头生物碱治疗 RA 的潜在作用靶点。

2.4 DAVID 富集分析 将获得的乌头生物碱化学

成 分 潜 在 作 用 靶 点 导 入 DAVID（https：//david.

ncifcrf.gov/）［26］数据库，选择基因本体（GO）下的生

物过程（BP），所处细胞中的位置（CC），分子功能

（MF）进行 GO 富集分析，选择 Pathway 分析中京都

基因与基因组百科全书（KEGG）Pathway，设定显

著性 P<0.01，辅助筛选条件 FDR<0.01。按照涉及的

靶点数目多少进行排序并绘制热图。

2.5 “化学成分 -潜在作用靶点 -信号通路 -疾病”网

络 构 建 将 2.4 项 中 富 集 的 Pathway 整 合 ，采 用

Cytoscape 软件［27］构建“化学成分 -潜在作用靶点 -信

号通路-疾病”关系网络拓扑图。

2.6 蛋白质 -蛋白质相互作用（PPI）网络构建 将

2.3 项得到的潜在作用靶点导入 STRING（https：//

string-db.org/）［28］数据库，获得蛋白互作关系，将关

键 信 息 导 入 Cytoscape 软 件 绘 制 PPI 网 络 ，使 用

Generate style from statistics 工具将节点大小与颜色

用于反映度值（Degree）大小，边的粗细设置用于反

映综合得分（Combined score）大小，最终获得蛋白

质相互作用网络（PPI）。
2.7 信号通路构建 不同的网络区域可能是不同

的生物途径、过程或细胞定位的基础。药物不仅调

节其相关靶点，还影响各种代谢酶和下游蛋白，以

及与特定疾病相关的通路。为了了解 RA 的治疗机

制 ，将预测的靶点映射到 KEGG 数据库（https：//

www.kegg.jp/）［29］生成信号通路（T-P）图。

2.8 实验验证方法

2.8.1 细胞培养 小鼠巨噬细胞 RAW264.7 在含有

10% 胎牛血清（FBS）和 1% 抗生素（100 U·mL-1青霉

素和 80 U·mL-1 链霉素）的 DMEM 培养液，于 37 ℃

5% CO2的细胞培养箱中培养。

2.8.2 建立细胞炎症模型及指标测定 取对数生

长期增殖活跃的细胞，将细胞接种于 6 孔板中，培养

24 h 后，设置空白组，LPS 不同浓度组［30］，继续培养

24 h。 提 取 全 细 胞 蛋 白 ，通 过 蛋 白 免 疫 印 迹 法

（Western bolt）检测炎症介质 COX-2 的蛋白表达水

平，除去培养液，用磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤 3 次，

加入蛋白裂解液，提取全蛋白，此过程需在冰上进

行。用牛血清白蛋白作为对照，采用 BCA 蛋白定量

试 剂 盒 测 得 其 蛋 白 浓 度 。 采 用 10% SDS-PAGE

（150 V，2 h）分离蛋白，湿转法将蛋白条带转移至

PVDF 膜上，用 5% 脱脂牛奶封闭 2 h，切膜，加 COX-

2（1∶2 500），β -actin（1∶5 000）孵育过夜，冲洗掉一

抗，再用二抗（1∶5 000）孵育 1 h，采用增强化学发光

法检测蛋白质，采用 Image J软件统计相对灰度值。

2.8.3 化学成分对 RAW264.7 细胞的细胞存活率的

影响 将预先培养好的细胞采用血细胞计数板进

行细胞计数，按一定的倍数稀释细胞悬液，调整细

胞密度 5×103~5×104个/mL 加入 96 孔板，分为 5 个药

物浓度梯度，每个药物浓度设置 5 个复孔，并设置对

照孔和调零孔。放入 37 ℃细胞培养箱中 24 h 后，加

入药物。加入药物刺激 20 h 后，每孔加入 MTT 溶液

20 µL，37 ℃孵育 4 h 后，每孔加入 DMSO 150 µL，震

荡 10 min，使紫色结晶物甲臜充分溶解，计算每组复

孔细胞增殖率的平均值，绘制生长曲线。

2.8.4 化学成分对 LPS 诱导 RAW264.7 细胞炎性介

质水平的影响 取对数生长期增殖活跃的细胞，接

种于 6 孔板，设置正常组、模型组（LPS 质量浓度为

100 µg·L-1），BLA 组（12.5 µmol·L-1），songorine 组

（25 µmol·L-1），yunaconitine 组（12.5 µmol·L-1），

karakoline 组（12.5 µmol·L-1），刺激 24 h 后，用离心

管收集细胞培养液，低温高速离心机中以 4 ℃，

12 000 r·min-1 离心 10 min，用移液器小心抽取上清

液，裂解细胞，提取全细胞蛋白，通过 Western bolt检

测炎症介质 TNF-α（稀释倍数 1∶1 000），COX-2（稀

释 倍 数 1∶2 500）蛋 白 表 达 水 平 ，实 验 步 骤 同

2.8.2 项。

2.8.5 化学成分对 NF-κB 信号通路的影响 实验步

骤同 2.8.4 项，通过 Western bolt检测 NF-κB，IRAK-4
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（稀释倍数均为 1∶5 000）蛋白表达水平。

2.8.6 化学成分对 JAK1 信号通路的影响 实验步

骤同 2.8.4 项，通过 Western bolt 检测 JAK1（稀释倍

数 1∶5 000），STAT3（稀释倍数 1∶2 000）蛋白表达

水平。

2.8.7 统计学处理 实验数据采用 SPSS 25.0 软件

分析，符合正态分布的计量资料采用 x̄± s 表示，多组

间比较采用进行单因素方差分析，P<0.05 为差异具

有统计学意义。

3 结果

3.1 化学成分的筛选 通过数据库检索以及查阅

文献，收集到草乌中化学成分共 27 个。通过 OB≥
30%，DL≥0.18 进一步筛选得到草乌化学成分共 8

个。药代动力学研究表明，部分乌头碱类药物吸收

不 良 ，导 致 OB 较 低 。 例 如 ，OB 为 7.95% 的

aconitine［31］，8.70% 的 mesaconitine［31］，24.46% 的

songorine［32］具有镇痛、消炎等作用，并且 songorine

具有祛风散寒、止痛消肿、通经活络的功效，用于治

疗风湿及 RA 等慢性炎症性疾病，因此被保留供后

续分析。共得到 12 种化学成分。见表 1。

3.2 化学成分潜在作用靶点的获取 通过数据库

预测草乌化学成分以及 BLA 的潜在作用靶点，共得

到 259 个靶点，筛去重复项共得到 177 个靶点。

3.3 疾病靶点的获取 通过在 GeneCards数据库检

索出与 RA 相关靶点共 4 329 个，将潜在作用靶点与

RA 相关靶点进行重叠，取重合的 97 个靶点进行

分析。

3.4 DAVID 富集分析 将 RA 与乌头生物碱共同

潜在作用靶点导入 DAVID 数据库进行富集分析。

97 个靶点共富集到生物过程（BP）389 条，经筛选后

（P<0.01，FDR<0.01）得到 32 条。所处细胞中的位置

（CC）共富集到 53 种，经筛选后共有 5 个位置。分子

功能（MF）共富集到 85 种，经筛选后得到 12 种分子

功能。这些靶点主要富集的生物过程有对 RNA 聚

合酶的调节、免疫应答、细胞凋亡、炎症反应等。在

细胞中主要集中在质膜、细胞器膜、膜筏、细胞表面

等位置。各靶点主要执行的分子功能有促进相同

蛋白的结合、同源二聚体的活性、酶活性、离子的结

合、转录因子的结合等。主要涉及细胞、组织、器

官、代谢、免疫、对应激的应答、对酶活性的调节等

过程，反映了 RA 作为一种复杂的疾病涉及多种生

物过程，乌头生物碱可以通过调节这些生物过程来

发挥治疗 RA 的作用。具体生物过程、细胞所处位

置、分子功能见图 1。

3.5 构建“化学成分 -潜在作用靶点 -信号通路 -疾

病”网络构建 通过 DAVID 数据库共富集到 107 条

信号通路，筛选后（P<0.01，FDR<0.01）得到 28 条信

号通路。Cytoscape 绘制网络拓扑图，共涉及 219 个

节点，687 条边，见图 2。其中与潜在作用靶点相连

的化学成分 Degree 值分别为 BLA（76）；songorine

表 1 乌头碱化学成分 OB，DL值

Table 1 Chemical component in aconitum alkaloid and their OB

and DL values

M_ID

MOL002397

MOL004748

MOL004749

MOL004756

MOL004757

MOL004759

MOL004763

MOL000538

MOL002088

MOL002089

MOL002431

-

成分

karakoline

3-deoxyaconitine

3-acetylaconitine

crassicauline A

yunaconitine

napelline

Izoteolin

hypaconitine

aconitine

mesaconitine

songorine

BLA

OB/%

51.73

30.96

37.05

34.13

33.56

34.48

39.53

31.39

7.95

8.70

24.46

-

DL

0.73

0.24

0.20

0.21

0.20

0.72

0.51

0.26

0.23

0.25

0.72

0.55

A. BP；B. CC；C. MF

图 1 BP，CC，MF富集分析

Fig. 1 BP, CC, MF enrichment analysis
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（74）；（+）-Isoboldine（28）；napelline（17）；karakoline

（12） ； yunaconitine， deoxyaconitine （10） ；
hypaconitine， acetylaconitine， mesaconitine（9）；
crassicauline A，aconitine（8）。RA 与乌头生物碱共

同的潜在作用靶点中对 RA 治疗效果明显的靶点

Degree 值 分 别 为 羟 基 类 固 醇（11β）脱 氢 酶 2

（HSD11B2），7-脱氢胆固醇还原酶（DHCR7），类固

醇 5α还原酶，α肽 1（SRD5A1），核受体亚家族 3C 组

成员 1（NR3C1），滤泡刺激激素受体（FSHR）均为

10；蛋白激酶 1（Akt1）（3）；TNF，JAK1，STAT3，NF-

κB，白细胞介素 -6（IL-6），IL-1，C-RAF 原癌基因丝

苏氨酸蛋白激酶（RAF1）均为 2。Degree 值较高的

信号通路有 hsa04080：神经活动配体受体相互作用

（neuroactive ligand-receptor interaction）（20） ；
hsa05161：乙型肝炎（hepatitis B）（18）；hsa05152：肺

结 核（tuberculosis）（17）；hsa05145：弓 形 虫 病

（toxoplasmosis）（15）； hsa05164：甲 型 流 感

（influenza A）（14）；hsa04210：细胞凋亡（apoptosis）
（13）。表明乌头生物碱既可通过不同靶点与同一

通路相连接，也可通过同一靶点与不同通路相连

接，说明不同的靶点具有协同作用，充分体现了乌

头生物碱多靶点、多通路的复杂机制。

3.6 PPI网络构建 图 3 为蛋白质-蛋白质相互作用

网络图，图中共有 93 个节点，823 条边。节点的大小

表示 Degree 值大小，节点越大，Degree 值越大；边的

粗细表示 Combine score，边越粗，Combine score 值

越大。其中 Degree 值较高的靶点有 Akt1（60）；IL-6

（51）；促分裂原活化蛋白激酶 3（MAPK3）（48）；对
半 胱 天 冬 氨 酸 蛋 白 酶（CASP3）（43）；TNF（42）；
STAT3（38）；促分裂原活化蛋白激酶 1（MAPK1）
（36）；IL-1β（30）；哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白

（mTOR）（27）；NF-κB（25）；JAK1（14）；RAF1（17）。
表明这些蛋白质在整个网络中占据重要的地位，乌

头生物碱可能综合调控复杂的蛋白网络从而起到

治疗 RA。

3.7 信号通路构建 考虑到乌头生物碱治疗 RA 的

复杂机制，将通过 T-P 网络获得的关键通路整合起

来，构建了完整的 RA 通路分析。RA 由 6 条信号通

路 组 成 的 通 路 ，如 hsa04668： TNF signaling

pathway， hsa04064：NF- κB signaling pathway，

hsa04010：MAPK signaling pathway， hsa04150：

mTOR signaling pathway， hsa04151： PI3K/Akt

signaling pathway 和 hsa04630：JAK/STAT signaling

pathway。见图 4，RA 通路可代表炎症相关模块。

炎症微环境在类风湿关节炎发展的各个阶段都起

着非常重要的作用。许多重要的细胞因子和化学

因子参与了这一过程。例如 BLA 激活转录因子

NF-κB，MAPK，mTOR 等，降低下游蛋白 COX-2 和

TNF-α的表达。NF-κB 家族参与了炎症、分化、肿瘤

发生、胚胎发育和凋亡等多种基因的激活，因此，

COX-2 在大多数正常组织中低水平表达，而是受到

LPS 和多种细胞因子的强烈诱导，在各种炎症反应

的发展中起着至关重要的作用。结果表明，BLA 可

通过调节 NF-κB，COX-2 等抗炎活性来治疗 RA，

图 2 “化学成分-潜在作用靶点-信号通路-疾病”网络拓扑

Fig. 2 "Chemical compound-potential target-pathway-disease" network
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songorine 可激活 JAK 的转录，降低下游蛋白 JAK1

和 STAT3 的表达。JAK/STAT 信号通路由酪氨酸激

酶 JAK 和转录因子 STAT 组成，在细胞增殖、生长、

凋亡、免疫等重要生理过程中起调节作用。因此，

乌头生物碱可能通过调节细胞周期、凋亡和抗血管

生成来治疗 RA。

3.8 实验验证结果

3.8.1 LPS 对 RAW264.7 细胞 COX-2 蛋白表达的影

响 与正常组比较，LPS 各剂量组 COX-2 蛋白表达

均明显升高，当 LPS 质量浓度为 100 μg·L-1 时较明

显（P<0.05）。 因 此 ，100 μg·L-1 LPS 可 诱 导

RAW264.7 细胞产生炎症反应。见表 2，图 5。

3.8.2 化学成分对 LPS 诱导 RAW264.7 细胞存活率

的 影 响 RAW264.7 细 胞 用 BLA，songorine，

yunaconitine，karakoline 不同浓度刺激后，对细胞的

增殖率影响各不相同，取最适浓度用于后续实验研

究，BLA 为 12.5 μmol·L-1，songorine 为 25 μmol·L-1，

yunaconitine 为 12.5 μmol·L-1， karakoline 为

12.5 μmol·L-1。见表 3。

3.8.3 化学成分对 RAW264.7 细胞 TNF-α蛋白表达

图 3 PPI相互作用网络

Fig. 3 Protein-protein interaction network

图 4 RA信号通路

Fig. 4 RA-pathway
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的影响 与正常组比较，RAW264.7 细胞炎症模型

中 TNF-α蛋白的表达明显升高（P<0.05）。与模型

组比较，BLA，songorine，yunaconitine，karakoline 组

TNF- α 蛋 白 表 达 水 平 均 有 不 同 程 度 的 降 低（P<

0.05）。见表 4，图 6。

3.8.4 化学成分对 RAW264.7 细胞 COX-2 蛋白表达

的影响 与正常组比较，RAW264.7 细胞炎症模型

中 COX-2 蛋白的表达明显升高（P<0.05）。与模型

组比较，BLA，yunaconitine，karakoline 组 COX-2 蛋

白表达水平均有不同程度的降低（P<0.05）。见表

4，图 6。

3.8.5 化学成分对 RAW264.7 细胞 NF-κB 通路的影

响 与正常组比较，RAW264.7 细胞炎症模型中

IRAK4 和 NF-κB 蛋白的表达明显增加（P<0.05）。
与 模 型 组 比 较 ，BLA，yunaconitine，karakoline 组

IRAK4 蛋 白 表 达 水 平 均 有 不 同 程 度 的 降 低（P<

0.05）；与模型组比较，songorine，yunaconitine 组 NF-

κB 蛋白表达水平均有不同程度的降低（P<0.05）。
见表 4，图 6。

3.8.6 对 JAK 通 路 的 影 响 与 正 常 组 比 较 ，

RAW264.7 细胞炎症模型中 JAK1 和 STAT3 蛋白表

达 明 显 增 加（P<0.05）。 与 模 型 组 比 较 ，BLA，

songorine，yunaconitine，karakoline 组 JAK1 蛋 白 表

达水平均有不同程度的降低（P<0.05）；与模型组比

较 ，songorine，yunaconitine，karakoline 组 STAT3 蛋

白表达水平均有不同程度的降低（P<0.05）。见表

4，图 6。

4 讨论

炎症反应通常是许多疾病的早期症状之一，在

许多疾病的发生和发展中起着关键作用，而巨噬细

胞是调节炎症相关疾病的靶基因。当 LPS 刺激巨

噬细胞时，巨噬细胞在 LPS 刺激下被激活，激活相

关信号通路 NF-κB［33］，MAPK［34］，JAK1［35-36］，并分泌

大量炎症介质如 COX-2。分泌大量促炎因子，如

IL-1，IL-6，TNF-α等［37-38］。RAW264.7 小鼠巨噬细胞

系，一般用于建立炎症模型和研究炎症反应。本研

究以 RAW264.7 细胞为研究对象，经 LPS 刺激建立

巨噬细胞炎症模型，研究化合物对炎症的影响及其

分子机制。

TNF-α是活化的单核 -巨噬细胞产生的一种重

A. 正 常 组；B. LPS 25 μg·L-1 组；C. LPS 50 μg·L-1 组；D. LPS

100 μg·L-1组；E. LPS 150 μg·L-1组；F. LPS 200 μg·L-1组

图 5 各组 RAW264. 7细胞 COX-2蛋白表达电泳

Fig. 5 Electrophoresis of COX-2 protein expression in

RAW264. 7 cells of each group

表 2 LPS对 RAW264.7细胞 COX-2蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of LPS on COX-2 protein expression in RAW264.7

cells（x̄± s，n=3）

组别

正常

LPS

质量浓度/μg·L-1

25

50

100

150

200

COX-2/β-actin

0.534±0.113

0.698±0.117

0.745±0.120

0.895±0.1561）

0.989±0.1141,2）

0.809±0.2011,2）

注：与正常组比较 1）P<0.05；与 LPS 组最低剂量比较 2）P<0.05。

表 3 化学成分对 RAW264.7细胞存活率的影响（x̄± s，n=20）

Table 3 Effect of chemical components on survival rate of

RAW264.7 cell（x̄± s，n=20）

组别

正常

DMSO

BLA

songorine

yunaconitine

karakoline

浓度/µmol·L-1

12.5

25

50

100

200

12.5

25

50

100

200

12.5

25

50

100

200

12.5

25

50

100

200

BLA

0.124±0.051

0.119±0.050

0.121±0.029

0.144±0.0511）

0.098±0.053

0.094±0.053

0.090±0.050

0.130±0.052

0.134±0.050

0.118±0.0201）

0.099±0.0251）

0.092±0.0581，2）

0.165±0.051

0.149±0.0541,3)

0.132±0.0561,3）

0.140±0.0531,3）

0.094±0.0551,2,3)

0.130±0.0581）

0.115±0.056

0.110±0.003

0.115±0.052

0.107±0.0541）

注：与正常组比较 1）P<0.05；与 DMSO 组比较 2）P<0.05；与给药

组最低剂量比较 3）P<0.05。
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要的炎症因子，通过促进髓系细胞向巨噬细胞的分

化，抑制和杀伤肿瘤细胞，引起发热，参与自身免疫

性疾病的病理损害［39］。TNF-α在类风湿关节炎的

发生发展中起着重要作用，主要由滑膜巨噬细胞产

生，是炎症反应的上游因子，能刺激巨噬细胞产生

IL-6，IL-8 和氧自由基，参与局部炎症，而滑膜细胞

能产生 TNF-α由滑膜巨噬细胞诱导。TNF-α和 IL-1

通常共同合成和分泌。滑膜组织中 TNF-α水平与

滑膜内层巨噬细胞数量有关［40］。他们之间的相互

作用加剧了 RA 的病情。环氧合酶有 3 种同工酶，包

括 COX-1，COX-2，COX-3［41］。其中 COX-2 是一种

可诱导的同工酶，包括促炎因子和生长因子［42］。当

受到外界刺激时，COX-2 可诱导花生四烯酸产生前

列腺素 H2，在多种下游酶的催化下转化为前列腺素

E2（PGE2），这在 PGE2的炎症反应中非常重要［43］。正

常情况下 COX-2 不表达或低表达，但在炎症细胞和

肿瘤细胞中表达较多。是一种能反映疾病严重程

度的标记酶炎症结果表明。NF-κB 是一种广泛存在

的核转录因子，其生理功能主要是调节免疫细胞生

长分化及机体防御能力，该因子的活化可以促使炎

症反应发生，清除病原体。NF-κB 也是控制细胞因

子、急性反应蛋白等基因开关的关键因子，若过度

活化，细胞因子、急性反应蛋白等基因将过度表达，

导致多种疾病发生，如关节炎、哮喘、艾滋病等。

NF-κB 在类风湿关节炎病变滑膜组织中大量表达，

静息时，与抑制蛋白（I-κB）结合［44］，当被激活后，与

I-κB 解离，升高特定基因转录水平 NF-κB 通路被认

为是参与类风湿关节炎病理进程的重要途径 。

NF-κB 可提高多种炎症基因的转录水平，如 TNF-α，

IL-6 等。NF-κB 还可导致滑膜肥厚增生，加重关节

破坏，促进类风湿关节炎的发展［45］。JAK 激酶家族

是一类非受体酪氨酸激酶，在 RA 发病过程中的细

胞因子信号转导中起重要作用，与组织细胞炎症反

应过程及免疫应答关系密切［46］。激活的 JAK 募集

STAT3，这些蛋白转位到细胞核并激活他们的靶基

因。已有 40 多种不同的细胞因子和生长因子被证

明可以激活 JAK 和 STAT 的特定组合。STAT3 可能

在 RA 的发病机制中很重要，特别是在滑膜炎中。

本实验通过系统药理学和体外实验探讨乌头

生物碱化学成分对 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞

炎症反应的影响及其机制。通过 DAVID 数据库富

集 GOBP，CC，MF，Cytoscape 构建“化学成分 -潜在

作用靶点-信号通路-疾病”网络拓扑图以及 PPI网络

图，得到与炎症相关的信号通路有 NF-κB，JAK1，

MAPK，mTOR 等。体外实验采用 Western blot 检测

化学成分对炎性介质水平和相关信号通路的影响，

结 果 显 示 ，4 种 化 学 成 分 均 能 不 同 程 度 的 降 低

TNF-α，COX-2 蛋白表达以及对 NF-κB，JAK1 信号

通路的产生影响。揭示乌头生物碱是通过多成分、

多靶点、多通路治疗 RA，也为蒙药草乌以及 BLA 在

表 4 化学成分对 LPS诱导巨噬细胞 RAW264.7中 TNF-α，COX-2，IRAK4，NF-κB，JAK1，STAT3蛋白表达的影响（x̄± s，n=18）

Table 4 Effect of chemical components on expression of TNF- α, COX-2, IRAK4, NF- κB, JAK1 and STAT3 protein in RAW264.7

macrophages induced by LPS（x̄± s，n=18）

组别

正常

模型

BLA

songorine

yunaconitine

karakoline

浓度/µmol·L-1

12.5

25

12.5

12.5

TNF-α/β-actin

0.423±0.077

0.812±0.1681）

0.525±0.1072）

0.491±0.1802）

0.581±0.1252）

0.522±0.0662）

COX-2/β-actin

0.938±0.165

2.126±0.3341）

1.348±0.1161，2）

1.562±0.0901）

1.767±0.1991，2，4）

1.587±0.4201，2，4）

IRAK4/β-actin

0.409±0.070

1.082±0.1081）

0.662±0.0631，2）

0.762±0.1071,3）

0.698±0.0381,3）

0.507±0.0762,3)

NF-κB/β-actin

0.495±0.072

1.252±0.0791）

0.794±0.1401）

0.959±0.0841，2）

0.970±0.0971，2，3，4）

0.774±0.0641，3，4，5）

JAK1/β-actin

1.121±0.276

2.083±0.1091）

1.153±0.4452）

0.848±0.3912）

0.634±0.1022）

1.074±0.3132)

STAT3/β-actin

1.070±0.306

1.526±0.3051)

1.194±0.284

1.127±0.2122)

0.838±0.1252）

0.988±0.2182）

注：与正常组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05；与 BLA 组比较 3）P<0.05；与 songorine 组比较 4）P<0.05；与 yunaconitine 组比较 5）P<

0.05。

A. 正常组；B. 模型组；C. BLA 组；D. songorine 组；E. yunaconitine

组；F. karakoline组

图 6 巨噬细胞 RAW264. 7 中 TNF-α，COX-2，IRAK4，NF- κB，

JAK1，STAT3蛋白表达电泳

Fig. 6 Electrophoresis of TNF-α, COX-2, IRAK4, NF-κB, JAK1

and STAT3 protein expression in RAW264. 7 macrophages
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现代医学应用提供新思路。
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