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摘 要 目的：探讨牛膝治疗骨质疏松（OP）的潜在有效成分及作用机制。方法：利用中药系统药理学分析平台数据库（TCMSP）

筛选牛膝的有效成分，并收集其对应的作用靶点；使用疾病基因综合数据库（DisGeNET）检索与OP相关的靶点；使用TBtools 1.0

绘图软件绘制韦恩图，筛选牛膝有效成分与疾病OP的交集靶点；采用Cytoscape 3.6.1软件和STRING数据库进行“药物-成分-疾

病-靶点”网络和蛋白质相互作用（PPI）网络的构建与分析，通过DAVID生物信息学资源数据库进行KEGG通路富集分析。结果：

共筛选出牛膝有效成分19个，有效成分与疾病OP的交集靶点有32个。“药物-成分-疾病-靶点”网络中，含节点45个[牛膝、OP节点

各1个，有效成分11个（19个有效成分中有8个无对应的OP靶点），交集靶点32个]、边119条，其中槲皮素、山柰酚、汉黄岑素、黄

芩苷、大黄藤素等为该网络中较为重要的有效成分。PPI网络中，含节点31个（32个交集靶点中有1个与其余蛋白不关联）、边212

条，其中白细胞介素6（IL6）、雌激素受体1、丝裂原活化蛋白激酶1（MAPK1）、IL8、MAPK14等为该网络中的核心靶点。KEGG富

集通路共67条，涉及类风湿性关节炎、乙型肝炎、Toll样受体信号通路、磷脂酰肌醇3激酶/蛋白激酶B信号通路、Janus激酶/信号传

导及转录激活因子信号通路、核因子κB信号通路等。结论：牛膝中治疗OP的潜在有效成分主要包括槲皮素、山柰酚、汉黄岑素、

黄芩苷等，其作用机制可能与参与细胞分化和凋亡、代谢、炎症反应等途径有关，具有多成分、多靶点、多系统的特点。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the potential effective components and mechanism of Achyranthes bidentata in the

treatment of osteoporosis（OP）. METHODS：The effective components of A. bidentata were retrieved from the TCMSP database，

and corresponding targets of them were collected. The targets related to OP were retrieved from DisGeNET database. TBtools 1.0

mapping software was used to draw the Wayne diagram，and screen the intersecting targets of effective components of A. bidentata

and disease OP. Cytoscape 3.6.1 software and STRING database were used to construct and analyze the“drug-component-

disease-target”network and protein-protein interaction（PPI）network；KEGG pathway enrichment analysis was conducted by using

DAVID bioinformatics resource database. RESULTS：A total of 19 effective components were screened from A. bidentata，and

there were 32 intersecting targets between effective components and disease OP. In“drug-component-disease-target”network，there

were 45 nodes [1 for A. bidentata，1 for OP，11 for effective components（8 of the 19 effective components had no corresponding

OP target），32 for intersecting targets] and 119 edges between nodes；quercetin，kaempferol，wogonin，baicalein and palmatine

were important effective components. In PPI network，there were 31 nodes（1 of 32 intersecting targets was not associated with

other proteins）and 212 edges，among which IL6，ESR1，MAPK1，IL8 and MAPK14 were the core targets of the network. There

were 67 KEGG enrichment pathways，including rheumatoid arthritis，hepatitis B，Toll-like receptor signaling pathway，PI3K/Akt

signaling pathway，JAK/STAT signaling pathway，NF-κ B signaling pathway and so on. CONCLUSIONS：The main potential

effective components of A. bidentata in the treatment of OP are quercetin，kaempferol，wogonin，baicalein and palmatine，the

mechanism of which may be associated with cell differentiation and apoptosis，metabolism， inflammation reaction，etc. It

has multi-component， multi-target and multi-system chara-

cteristics.
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骨质疏松（Osteoporosis，OP）是以单位骨量减少、骨

微结构发生退化为特征，骨内有机质和无机质减少，致

使骨的弹性降低、脆性增加，极易发生脆性骨折的一种

全身性骨骼疾病。OP是继心脑血管疾病、糖尿病、癌症

之后，在世界范围内引起学者广泛关注的老年疾病 [1]。

OP早期一般无明显症状，但随着疾病的逐渐进展，患者

可出现腰背痛、全身骨痛等症状体征，严重者甚至会出

现脊柱变形、骨折等不可逆的并发症[2]。OP在祖国医学

中属于“骨痿”范畴，《素问》中记载“肾气热，则腰脊不

举，骨枯而髓减，发为骨痿”，中医治疗以补肾益精、活血

祛瘀为基本原则[3]。

牛膝为苋科植物牛膝（Achyranthes bidentata Bl.）的

干燥根，味苦、酸，性平，归肝、肾经，具有活血通经、补肝

肾、强筋骨、利尿通淋、引火（血）下行等功效，可用于治

疗经闭、痛经、腰膝酸痛、筋骨无力、淋证、水肿、头痛、眩

晕等症[4]。相关研究表明，牛膝提取物中含有皂苷成分，

能有效抑制维甲酸致OP模型大鼠的骨吸收[5]；同时，牛

膝醇提取物可促进去卵巢大鼠骨细胞的表达，促进Ⅰ型

胶原蛋白生成和骨细胞形成，从而发挥预防 OP 的作

用[6]。由此可见，牛膝具有一定的抗OP药理基础。

网络药理学是一种药物设计的新方法，涉及生物信

息学、多向药理学、计算机科学等多学科的技术和知识，

可多方位地阐释药物治疗疾病的潜在作用机制，能体现

药物作用的整体性和系统性[7]。鉴于此，本研究采用网

络药理学方法，从网络数据库中筛选牛膝的有效成分，

将有效成分的靶点与OP的疾病靶点进行匹配，筛选出

药物作用的交集靶点；对上述交集靶点进行生物信息学

分析，并在此基础上分别构建了“药物-成分-疾病-靶点”

网络和蛋白质相互作用（PPI）网络，以期为临床使用牛

膝治疗OP提供依据，为临床用药提供理论参考。

1 资料与方法

1.1 牛膝有效成分的筛选

利用中药系统药理学分析平台数据库（TCMSP，

http：//lsp.nwu.edu.cn/tcmsp.php）检索牛膝中所含有效成

分[8]。根据药动学原理，以药物口服生物利用度（OB）≥

30％和类药性（DL）≥0.18（其中，OB是客观评价药物分

子口服生物利用度的重要指标，DL则是用以评价药物

分子成药性高低的指标）[9]为标准，筛选牛膝的有效

成分。

1.2 牛膝作用靶点与OP疾病靶点的预测

利用TCMSP数据库中的成分靶点预测功能，收集

牛膝有效成分的作用靶点。鉴于数据处理的便捷性与

标准性，使用Uniprot数据库（https：//www.uniprot.org/），

将靶点的“蛋白名”统一转换为“基因名（Gene name）”[10]。

合并有效成分中重复的作用靶点，并删除无对应基因名

的靶点，以便后续PPI网络构建与通路分析。

以“OP”“Osteoporosis”等为关键词，在疾病基因综

合数据库（DisGeNET，http：//www.disgenet.org/）中组合

检索与OP相关的靶点（即疾病相关基因）[11]，检索时限

截至 2019年 2月 26日。使用TBtools 1.0绘图软件将药

物靶点与疾病靶点（以对应蛋白表示）进行映射，并以韦

恩图的方式进行展示，初步获得牛膝与疾病OP的交集

靶点，即牛膝治疗OP的潜在作用靶点。

1.3 “药物-成分-疾病-靶点”网络的构建与分析

将“1.2”项下所得牛膝有效成分与OP疾病交集靶点

的数据输至Cytoscape 3.6.1软件中，构建“药物-成分-疾

病-靶点”网络。其中，节点代表中药牛膝及其有效成

分、疾病、靶点等；边代表中药牛膝与成分、成分与靶点、

疾病与靶点之间的相互关系。使用该软件的“Network

analyzer”插件对上述网络的节点度值进行分析，其值越

大，表示该节点在网络中越重要[12]。

1.4 PPI网络的构建与分析

将“1.2”项下所得交集靶点的数据输至 STRING数

据库（http：//string-db.org）中，将物种定义为“人”，构建牛

膝治疗OP的PPI网络。将网络节点与边的信息输入至

Cytoscape 3.6.1软件中，进行PPI网络可视化展示。使用

该软件的“Network analyzer”插件对上述网络的节点度

值进行分析，其值越大，表明该节点中在网络中越重

要[12]。将节点度值排序前10位（即前1/3）的节点定义为

牛膝治疗OP的关键靶点[13]，并使用Excel 2016软件将分

析结果以条形图的形式进行展示。

1.5 KEGG通路的富集分析

以“1.4”项下 PPI 网络中的所有靶点为对象，使用

DAVID 生物信息学资源数据库（https：//david.ncifcrf.

gov/）进行KEGG通路富集分析[14]。将物种定义为“人”，

设置 P＜0.05[15]。利用 Omicshare 云平台（http：//omic-

share.com/）的绘图工具对富集基因数排序前 28位的通

路进行可视化展示。

2 结果

2.1 牛膝有效成分的筛选结果

TCMSP 数据库共收录牛膝化学成分 176种，其中

OB≥30％的成分 40种，DL≥0.18的成分 79种，OB≥

30％且DL≥0.18的有效成分共19种，包括大黄藤素、槲

皮素、β-蜕皮甾酮、豆甾醇、表小檗碱等，详见表1。

2.2 牛膝治疗OP潜在作用靶点的预测结果

共收集到牛膝有效成分作用靶点183个，OP疾病靶

点 440个，药物与疾病靶点的韦恩图见图 1。由图 1可

见，两者交集靶点共32个，即为牛膝治疗OP的潜在作用

靶点。

2.3 “药物-成分-疾病-靶点”网络的分析结果

牛膝治疗OP的“药物-成分-疾病-靶点”网络见图 2

[图中，“矩形”代表中药牛膝，“菱形”代表OP，“三角形”
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代表牛膝的有效成分，“圆形”代表有效成分与疾病的交

集靶点（以基因表示）]。由图 2可见，在该网络中，共包

含节点 45个，其中牛膝、OP节点各 1个，牛膝有效成分

节点 11个（表 1内 19个牛膝有效成分中，有 8个成分无

对应的OP靶点），牛膝治疗OP潜在作用靶点 32个；含

边119条。槲皮素、山柰酚、汉黄芩素、黄芩苷、大黄藤素

的节点度值分别为30、13、12、7、5，为该网络中较为重要

的有效成分。

2.4 PPI网络的分析结果

牛膝治疗OP的PPI网络见图3，关键靶点的条形图

见图 4（图中，RUNX2为骨转录因子；IFNG为干扰素γ；

CYP3A4、CYP1A1、CYP1B1为细胞色素 P450亚型；IL6、

IL8、IL1A、IL1B为白细胞介素亚型；PPARG、PPARA分

别为过氧化物酶体增殖物激活受体γ、α；BCL2、BAX为

凋亡相关蛋白；ICAM1为细胞间黏附分子 1；POR为细

胞色素P450氧化还原酶；ESR1、ESR2分别为雌激素受体

1、2；MMP1、MMP2分别为基质金属蛋白酶 1、2；NR1I2

为核受体亚家族 I 组成员 2；SPP1 为血清骨桥素 1；

COL1A1 为Ⅰ型胶原蛋白；STAT1 为转录活化蛋白；

ADRB2为β2肾上腺素受体；HIF1A为缺氧诱导因子 1a；

MAPK1、MAPK14分别为丝裂原活化蛋白激酶 1、14；

MYC 为原癌基因蛋白；IGF2为胰岛素样生长因子 2；

CCND1为细胞周期调控因子；AR为雄激素受体）。由

图 3 可见，该网络中共有节点 31 个 [其中，花生四烯

酸-12-脂加氧酶（ALOX12）与其余靶点蛋白均不关联，

故不在该网络中]、边 212条。由图 4可见，节点度值较

高的靶点蛋白包括 IL6、ESR1、MAPK1、IL8、MAPK14

等，是该网络中的核心节点，可能在牛膝治疗OP中发挥

关键作用。

2.5 KEGG通路富集分析结果

牛膝治疗OP的 31个潜在作用靶点共富集在 67条

通路上，主要集中在类风湿性关节炎、乙型肝炎、Toll样

受体信号通路、破骨细胞分化、磷脂酰肌醇 3激酶/蛋白

激酶 B（PI3K/Akt）信号通路、Janus 激酶/信号传导及转

图2 牛膝治疗OP的“药物-成分-疾病-靶点”网络

Fig 2 “Drug-component-disease-target” network of

A. bidentata in the treatment of OP

图3 牛膝治疗OP的PPI网络

Fig 3 PPI network of A. bidentata in the treatment of

OP

表1 TCMSP数据库筛选的牛膝有效成分

Tab 1 Effective components of A. bidentata selected

from TCMSP database

编号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

化合物名称（英文名称）

多孔甾-7，22-二烯-3β-醇（Poriferasta-7，22E-dien-3β-ol）

二齿苷（Bidentatoside）

刺苷A（Spinoside A）

β-蜕皮甾酮（β-ecdysterone）

小檗碱（Berberine）

黄连碱（Coptisine）

汉黄芩素（Wogonin）

δ7-豆甾烯醇（δ7-stigmastenol）

黄芩素（Baicalein）

黄芩苷（Baicalin）

表小檗碱（Epiberberine）

β-谷甾醇（β-sitosterol）

海棠果素E（Inophyllum E）

山柰酚（Kaempferol）

菠甾醇（Spinasterol）

豆甾醇（Stigmasterol）

大黄藤素（Palmatine）

β-胡萝卜素（β-daucosterol）

槲皮素（Quercetin）

OB，％
42.98

31.76

41.75

44.23

36.86

30.67

30.68

37.42

33.52

40.12

43.09

36.91

38.81

41.88

42.98

43.83

64.60

36.91

46.43

DL

0.76

0.59

0.40

0.82

0.78

0.86

0.23

0.75

0.21

0.75

0.78

0.75

0.85

0.24

0.76

0.76

0.65

0.75

0.28

图1 药物与疾病靶点的韦恩图

Fig 1 Wayne diagram of drug and disease targets
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录激活因子（JAK/STAT）信号通路、核因子κB（NF-κB）

信号通路等。富集基因数排序前28位的通路见图5。

3 讨论
流行病学调查显示，在我国 50岁以上人群中，女性

OP 患病率约为 20.7％、男性约为 14.4％ [16]。OP 的发病

受性别及年龄的影响很大，同时还与患者体质量指数、

种族、遗传、激素水平和基础疾病等因素密切相关，其起

病隐匿，老年患者致残、致死率均较高[17]。中医认为，OP

的病因病机较为复杂，其发生的根本原因为肾精亏虚、

不能濡养骨髓[18]，如《灵枢·经脉》言“足少阴气绝，则骨

枯”，《扁鹊心书》言“骨缩病，此由肾气虚惫，肾主骨，肾

水既涸则诸骨皆枯，渐至短缩”，《医述·杂证汇参·痹》言

“经热则痹，络血则痿，邪中于经则痹，邪中于络则痿

也”，可见该症发生的重要病理基础是血瘀[19]。

机体对疾病的内在调控是一个相当复杂的过程，单

一靶点或者单一信号通路并不能发挥治疗作用，需要不

同靶点和不同信号通路相互关联、相互协作才能发挥药

效[20]。牛膝作为传统中药材，功擅补肝肾、强筋骨，针对

OP 人群且正对病机 [21]。本研究 TCMSP 数据库检索和

“药物-成分-疾病-靶点”网络分析结果显示，槲皮素、山

柰酚、汉黄芩素、黄芩苷、大黄藤素等成分的节点度值较

高，是牛膝的主要有效成分。其中，槲皮素、山柰酚等成

分是目前研究的热点之一。郑红等[22]研究表明，槲皮素

是牛膝中的主要活性成分，其不仅具有增加成骨细胞分

化的能力，而且还能抑制破骨细胞骨吸收并诱导其凋

亡，从而维持骨代谢的平衡，防止OP的进一步发展。丁

淑琴等[23]研究表明，山柰酚可通过影响骨形成标志物碱

性磷酸酶及骨吸收关键酶组织蛋白酶K的活性来调节

骨的形成与破坏。上述研究结果与本研究基本一致，提

示牛膝有效成分具有一定的OP治疗作用。

牛膝治疗 OP 的 PPI 网络分析结果显示，31个靶点

蛋白中，节点度值排序前 10 位的依次为 IL6、ESR1、

MAPK1、IL8、MAPK14、HIF1A、SPP1、STAT1、IFNG、

IGF2，可能为牛膝发挥治疗作用的关键靶点。其中，

IL6、IL8、IL1A、IL1B等炎症因子的表达在与淋巴细胞、

单核细胞分化有关的分泌细胞中发挥着至关重要的作

用，是OP进展的重要环节[24]。ESR1、ESR2可参与骨细

胞的代谢过程 ，并可有效抑制骨细胞的凋亡 [25]。

MAPK1、MAPK14可通过促进成骨细胞的增殖与分化、

诱导血管内皮细胞的形成来发挥对OP的防治作用[26]。

HIF1A可促进间充质干细胞成骨诱导分化，从而增强机

体的成骨能力[27]。SPP1对骨代谢具有多重调节作用，且

对成骨细胞、破骨细胞的增殖与分化具有调控作用[28]。

STAT1可通过参与成骨细胞的凋亡过程来诱导机体骨

量的改变[29]。IFNG能促进细胞外基质合成，促进细胞成

骨分化及胶原合成，与成骨活动密切相关[30]。IGF2受体

的介导作用能促进细胞进行有丝分裂，同时还可促进

分裂后的细胞进一步分化，在成骨过程中发挥重要作

用[31]。

KEGG 通路富集结果显示，牛膝治疗 OP 的潜在作

用靶点编码基因主要富集在类风湿性关节炎、乙型肝

炎、Toll样受体信号通路、破骨细胞分化、PI3K/Akt信号

通路、JAK/STAT信号通路、NF-κB信号通路等通路上，

图5 富集基因数排序前28位的信号通路

Fig 5 Signaling pathways of top 28 enrichment gene
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主要涉及细胞分化和凋亡、代谢、炎症反应等多种复杂

的生物学过程[32]。（1）细胞分化和凋亡相关通路：细胞的

分化和凋亡需要通过多种机制进行调节，以保证机体生

命活动的正常运行，与此相关的通路包括 PI3K/Akt、

JAK/STAT、HIF-1、FoxO、MAPR、TGF-β等 [33]。其中，

PI3K/Akt信号通路及其下游靶蛋白在骨形成及骨重建

过程中发挥了重要作用 [34]；JAK/STAT 信号通道能够对

促血管生成因子的表达起到调控作用，从而参与骨细胞

的形成及血管生成[35]；HIF-1信号通路是一个低氧信号

通路，其能有效加强骨髓间充质干细胞的成骨及成血管

分化能力 [36]。（2）代谢相关通路：体内物质可通过内分

泌、神经等其他相关系统直接或间接影响/干预骨微环境

的建立及稳定[37]。其中，甲状腺激素信号通路与机体甲

状腺水平密切相关，当甲状腺激素分泌亢进时，机体骨

代谢将受到影响，骨吸收速度大于骨形成速度，从而导

致骨密度降低[38]。体外过量的类固醇可抑制钙在胃肠

道和肾小管中的吸收，使血钙含量明显降低，从而抑制

成骨活动并降低骨量，可见类固醇激素生物合成这一通

路可能与OP的发生发展有关[39]。（3）炎症相关通路：炎

症因子在OP的发病机制中起着重要作用，可诱导骨质

的侵蚀并加速OP的进展[40]，相关通路包括NF-κB通路、

nod样受体信号通路等。其中，NF-κB与其抑制蛋白Ⅰ κB

结合并以复合物的形式存在于体内，当其受到 IL1、TNF

等炎症因子的刺激时，该复合物会发生降解，随后转移

至细胞核内，激活目标基因转录，进而参与慢性炎症的

发生[41]；nod样受体能调控半胱氨酸蛋白酶的活化而进

一步促进 IL1B的分泌，参与炎症反应调控，最终加速OP

的进展[42]。（4）与其他疾病相关的通路：疾病之间存在着

微妙的调控机制，不同疾病之间相互关联、相互影响[43]。

如类风湿性关节炎为一种侵袭关节滑膜的炎症性疾病，

炎症因子及增生的滑膜组织破坏了关节面软骨及软骨

下骨，致使破骨细胞活性增强，从而使骨吸收进程加快[44]；

糖尿病患者的高血糖状态会影响胶原蛋白及活性氧的

形成，进而影响骨形成的过程，导致OP的发生[45]；非酒

精性脂肪肝会引起肝纤维化、胰岛素抵抗、脂肪代谢紊乱

等问题，并通过影响多条代谢通路参与骨密度的调节[46]，

等等。由此可见，与类风湿性关节炎、糖尿病、非酒精性

脂肪肝等疾病相关的通路也有可能成为牛膝治疗OP的

靶点。

综上所述，牛膝治疗OP的潜在有效成分主要包括

槲皮素、山柰酚、汉黄芩素、黄芩苷、大黄藤素等，上述成

分可通过直接或间接参与细胞分化和凋亡、代谢、炎症

反应等途径来发挥对OP的治疗作用，具有多成分、多靶

点、多系统的特点。基于网络药理学分析可获得牛膝治

疗OP的可能有效成分及潜在作用靶点，但本研究仅为

预测分析，上述结论及具体作用机制有待后续研究加以

论证。
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