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摘要:
 

目的:基于网络药理学探讨益肾强骨合剂治疗肾阳虚型骨质疏松症(OP)的作用机制。
方法:利用DrugBank等数据库,检索OP相关靶点,通过中药系统药理学与分析平台(TCMSP)等
数据库,挖掘益肾强骨合剂药物活性成分及作用靶点。获取药物-疾病交集靶点后,构建蛋白质互

作(PPI)网络,对交集靶点进行京都基因和基因组百科全书(KEGG)、基因本体(GO)富集分析,并
将富集结果进行可视化处理。根据PPI网络的Degree值,筛选出关键成分和靶点,进行分子对接

和分子动力学模拟。结果:益肾强骨合剂的活性化合物包括槲皮素、豆固醇、叶黄素、山奈酚等,药
物与OP交集靶点149个。通过PPI分析,得到益肾强骨合剂治疗OP的核心靶点,包括苏氨酸激

酶1(AKT1)、白细胞介素-1β(IL-1β)、肿瘤坏死因子(TNF)、肿瘤蛋白53(TP53)、甘油醛-3-磷酸脱

氢酶(GAPDH)、基质金属蛋白酶9(MMP9)及雌激素受体1(ESR1)等。KEGG信号通路富集主

要包括缺氧诱导因子1(HIF-1)、丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)信号通路等。GO富集分析中的生

物过程主要包括RNA聚合酶Ⅱ的正向调节、细胞增殖的正向调节等。通过分子对接及分子动力

学模拟发现,MMP9-槲皮素复合物最稳定,其次是ESR1-豆固醇、AKT1-叶黄素及AKT1-山奈酚。
结论:益肾强骨合剂中有效成分槲皮素、豆固醇、叶黄素、山奈酚等作用于 AKT1、IL-1β、TNF、

TP53等关键靶点,发挥治疗肾阳虚型OP的作用。
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Abstract Objective:
 

To
 

investigate
 

the
 

therapeutic
 

mechanism
 

of
 

Yishen
 

Qianggu
 

Mixture
 

for
 

kidney-yang
 

deficiency
 

type
 

osteoporosis
 

(OP)
 

based
 

on
 

network
 

pharmacology.
 

Methods:
 

The
 

OP-related
 

targets
 

were
 

retrieved
 

from
 

DrugBank
 

and
 

other
 

databases.
 

The
 

active
 

ingredients
 

and
 

targets
 

of
  

Yishen
 

Qianggu
 

Mixture
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were
 

excavated
 

through
 

the
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

Systems
 

Pharmacology
 

Database
 

and
 

Analysis
 

Platform
 

(TCMSP)
 

and
 

other
 

databases.
 

After
 

obtaining
 

the
 

intersection
 

targets
 

between
 

drugs
 

and
 

diseases,
 

the
 

protein-protein
 

interaction
 

(PPI)
 

network
 

was
 

constructed,
 

and
 

Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes
 

(KEGG)
 

and
 

Gene
 

Ontology
 

(GO)
 

enrichment
 

analyses
 

were
 

performed
 

on
 

the
 

intersection
 

targets.
 

The
 

enrichment
 

results
 

were
 

visualized.
 

Based
 

on
 

the
 

Degree
 

value
 

of
 

the
 

PPI
 

network,
 

key
 

ingredients
 

and
 

targets
 

were
 

screened
 

for
 

molecular
 

docking
 

and
 

molecular
 

dynamics
 

simulations.
 

Results:
 

The
 

active
 

compounds
 

of
  

Yishen
 

Qianggu
 

Mixture
 

include
 

quercetin,
 

stigmasterol,
 

lutein,
 

kaempferol,
 

etc.,
 

and
 

there
 

are
 

149
 

intersection
 

targets
 

between
 

drugs
 

and
 

OP.
 

Through
 

PPI
 

analysis,
 

the
 

core
 

targets
 

of
  

Yishen
 

Qianggu
 

Mixture
 

for
 

OP
 

treatment
 

were
 

obtained,
 

including
 

threonine
 

kinase
 

1
 

(AKT1),
 

interleukin-1β
 

(IL-1β),
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

(TNF),
 

tumor
 

protein
 

P53
 

(TP53),
 

glyceraldehyde
 

3-phosphate
 

dehydrogenase
 

(GAPDH),
 

matrix
 

metalloproteinase
 

9
 

(MMP9),
 

and
 

estrogen
 

receptor
 

1
 

(ESR1).
 

The
 

enrichment
 

of
 

KEGG
 

signaling
 

pathways
 

mainly
 

includes
 

hypoxia-inducible
 

factor-1
 

(HIF-1)
 

and
 

mitogen-activated
 

protein
 

kinase
 

(MAPK)
 

signaling
 

pathways.
 

The
 

biological
 

processes
 

in
 

GO
 

enrichment
 

analysis
 

mainly
 

include
 

positive
 

regulation
 

of
 

RNA
 

polymerase
 

Ⅱ
 

and
 

positive
 

regulation
 

of
 

cell
 

proliferation.
 

Through
 

molecular
 

docking
 

and
 

molecular
 

dynamics
 

simulations,
 

the
 

MMP9-quercetin
 

complex
 

is
 

the
 

most
 

stable,
 

followed
 

by
 

ESR1-stigmasterol,
 

AKT1-lutein,
 

and
 

AKT1-kaempferol
  

complexes.
 

Conclusion:
 

The
 

active
 

ingredients
 

of
 

Yishen
 

Qianggu
 

Mixture,
 

such
 

as
 

quercetin,
 

stigmasterol,
 

lutein,
 

and
 

kaempferol,
 

act
 

on
 

key
 

targets
 

such
 

as
 

AKT1,
 

IL-1β,
 

TNF,
 

and
 

TP53
 

to
 

play
 

a
 

therapeutic
 

role
 

in
 

kidney-yang
 

deficiency
 

type
 

OP.
Keywords Yishen

 

Qianggu
 

Mixture; osteoporosis
 

(OP); network
 

pharmacology; molecular
 

docking

  骨质疏松症(osteoporosis,
 

OP)是一种全身性的

骨代谢疾病,其主要特点是骨重建失衡[1]。骨密度评

分T≤-2.5可诊断为 OP[2],全球范围内大约有两

亿人受到此病的困扰,严重威胁人类健康[3]。OP每

年导致全球超过900万例新发骨折,其中脊柱、腕部、
髋部及骨盆骨折尤为常见[4]。在我国,40岁以上男

性的OP患病率为5.0%,而女性则高达20.6%[5]。
肾阳虚型OP的主症为腰膝冷痛、食少便溏、畏寒肢

冷、行走无力;次症为腹胀、腰膝酸软等;舌淡胖大、苔
白腻;脉沉迟。具有主症和2条次症及舌脉支持者,
即可辨证为肾阳虚型 OP。与其他类型的 OP不同,
肾阳虚型OP患者更多表现为虚寒症状,例如畏寒和

四肢冷。中医治疗此病的基本方法是温补肾阳、活血

化瘀和行气止痛。
益肾强骨合剂主要由益肾强骨方加减而来,以仙

茅、丹参为君药,淫羊藿、巴戟天为臣药,熟地黄、党参

为佐药,杜仲为使药,具有补肾壮阳、滋阴养血、强筋

健骨、健脾益气以及活血通络等多重功效,能有效促

进骨代谢、提高骨密度,从而显著缓解 OP患者的临

床症状[6]。然而,目前关于益肾强骨合剂治疗OP的

关键活性成分及其作用靶点的研究尚不足。鉴于此,
本研究基于网络药理学和生物信息学方法,分析益肾

强骨合剂治疗肾阳虚型OP的作用机制。

1 资料与方法

1.1 药物活性成分及靶点获取

利用中药分子机制综合数据库(http://www.
megabionet.org/tcmid/,

 

TCMID)、中药系统药理学

数据库与分析平台(https://old.tcmsp-e.com/tcm-
sp.php,

 

TCMSP)、本草组鉴(http://herb.ac.cn/,
 

HERB)、中药分子机制生物信息学分析工具(http://

bionet.ncpsb.org.cn/batman-tcm/home,
 

BAT-
MAN-TCM)的检索,获取了益肾强骨合剂组成药物

党参、丹参、淫羊藿、仙茅、补骨脂、熟地黄、巴戟天、杜
仲等药物的活性化学成分及其靶点。设置口服生物

利用 度(oral
 

bioavailability,
 

OB)≥30%,类 药 性

(drug-likeness,
 

DL)≥0.18,以筛选益肾强骨合剂中

的活性成分。

1.2 疾病靶点筛选

利用 在 线 人 类 孟 德 尔 遗 传 数 据 库(https://

www.omim.org/,
 

OMIM)、GeneCards数据库(ht-
tps://www.genecards.org/)、TTD 数 据 库 (ht-
tps://db.idrblab.net/ttd/)、DrugBank数据库(ht-
tps://go.drugbank.com/)和 DisGeNET 数 据 库

(https://www.disgenet.org/)查询 OP相关靶点,
去除重复项后,将其上传至 Uniprot数据库。最后,
对所获靶点进行标准化处理。
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1.3 构建药物-疾病交集靶点与蛋白质-蛋白质相互

作用网络

将“益肾强骨合剂”的有效成分相关靶点及“OP”
疾病靶点导入 Venny

 

2.1.0作图工具,获得药物-疾
病交集靶点韦恩图。为了分析益肾强骨合剂在治疗

肾阳虚型OP中的作用,需将药物与疾病共有的靶点

输入 String数据库(hppts://cn.string-db.org/)。
设置置信度得分阈值为0.700以上进行筛选,同时忽

略非连接节点。随后,可导出显示药物作用的蛋白质

间相互作用图。进一步的数据可视化分析需下载

TSV格式数据文件,将靶点及对应药物成分导入

Cytoscape
 

3.10.1软件,构建药物成分-靶点蛋白相

互作用(protein-protein
 

interaction,
 

PPI)网络。利

用差分码偏差(differential
 

code
 

bias,
 

DCB)算法插件

识别PPI网络中的关键靶点。

1.4 GO分析及KEGG通路富集分析

为了深入探究药物与疾病共有靶点的生物学意

义,我 们 将 这 些 关 键 靶 点 输 入 DAVID 数 据 库

(http://david.abcc.ncifcrf.gov/)进行分析。通过

京都基因与基因组百科全书(kyoto
 

encyclopedia
 

of
 

genes
 

and
 

genomes,
 

KEGG)通 路 和 基 因 本 体 论

(gene
 

ontology,
 

GO)富集分析,筛选出P<0.05的

显著性结果。对于GO的生物过程和KEGG信号通

路,我们将筛选出富集显著性排名前10的通路,并以

可视化的方式展示。

1.5 分子对接和分子动力学模拟

绘制成分-靶点图,得到Degree值位列前10的

有效成分,参照网络药理学的最终预测和查阅文献综

述的结果,从31个核心靶点中选择出在成骨细胞中

表达的靶点。从RCSB
 

PDB数据库(https://www.
rcsb.org)获取靶点蛋白的晶体结构,并与相应的有

效成分进行分子对接。基于对接结果,进行100
 

ns
分子动力学模拟分析,绘制靶蛋白与相应有效成分结

合过程中的自由能形貌图和靶蛋白在某一时间点的

最低能量构象图,评价分子的运动轨迹、结构特点、结
合电位和构象改变。

2 结果

2.1 益肾强骨合剂活性成分筛选

利用益肾强骨合剂组成药物巴戟天、补骨脂、丹
参、党参、杜仲、熟地黄、仙茅及淫羊藿,分别在TCM-
SP、BATMANTCM、TCMID和 HERB数据库中检

索,共获得活性化合物127个,其中,Degree值排名

前10位的见表1。

表1 益肾强骨合剂药物活性成分

成分编码
化合物

名称

口服生物

利用度
类药性 Degree

MOL000098 槲皮素 46.43 0.28 32

MOL000449 豆固醇 43.83 0.76 31

MOL000006 叶黄素 36.16 0.25 28

MOL007154 丹参酮ⅡA 49.89 0.4 22

MOL000422 山奈酚 41.88 0.24 19

MOL000358 β-谷甾醇 36.91 0.75 16

MOL007041
2-异丙基-8-

甲基菲-3,4-二酮
40.86 0.23 15

MOL007049 4-亚甲基米替酮 34.35 0.23 15

MOL007100 二氢丹参内酯 38.68 0.32 15

MOL007093 丹参酮 38.88 0.55 14

2.2 益肾强骨合剂有效化合物靶点与骨质疏松靶点

的Venn图分析

检索 OMIM、Gene-Cards、TTD、DrugBank 和

DisGeNET数据库,益肾强骨合剂活性成分作用靶点

358个,OP靶点3
 

313个,将益肾强骨合剂药物活性

成分、OP疾病交集靶点导入Venny
 

2.1.0在线作图

工具,共获得149个交集靶点,韦恩图见图1。
Drug Disease

209 149 3 164

图1 “益肾强骨合剂-骨质疏松症”交集靶点Venn图

2.3 蛋白质相互作用网络分析

将药物和疾病共同作用的149个交集靶点导入

String
 

12.0软件后(置信度Score=0.70)得到蛋白

互作结果,下载TSV数据文件,将其和药物活性导入

Cytoscape
 

3.10.1软件构建药物成分-靶点相互作用

网络图。为了得到益肾强骨合剂治疗肾阳虚型OP的

核心靶点,使用Cytoscape
 

3.10.1插件中的DCB算法

设定筛选条件:Closeness>0.003、Betweenness>
210.776、Degree>13.403。据此,我们确定了31个

关键靶点,并利用这些靶点构建该PPI网络,包括

134个节点、898条边,见图2。Degree值排名前10
位的 靶 点 蛋 白 分 别 为:苏 氨 酸 激 酶 1(threonine

 

kinase
 

1,
 

AKT1)、白 细 胞 介 素-1β(interleukin-1β,
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IL-1β)、肿 瘤 坏 死 因 子 (tumor
 

necrosis
 

factor,
 

TNF)、肿瘤蛋白53(tumor
 

protein
 

P53,
 

TP53)、甘
油醛-3-磷酸脱氢酶(glyceraldehyde

 

3-phosphate
 

de-
hydrogenase,

 

GAPDH)、基质金属蛋白酶9(matrix
 

metalloproteinase
 

9,
 

MMP9)及雌激素受体1(estro-
gen

 

receptor
 

1,
 

ESR1)、原 癌 基 因 转 录 因 子JUN
(proto-oncogen

 

proteins
 

c-jun,
 

JUN)、连环蛋白1、
白蛋白等,可能成为益肾强骨合剂治疗肾阳虚型 OP
的核心靶点。

2.4 KEGG和GO通路富集分析

利用 DAVID 数 据 库 对 31 个 核 心 靶 点 进 行

KEGG富集分析,根据P值的大小,对前10条信号

通路进行排序,并绘制桑基-气泡图进行可视化展示,
见图3。

图2 益肾强骨合剂治疗骨质疏松的核心靶点PPI网络

图3 益肾强骨合剂治疗骨质疏松靶点KEGG通路富集分析气泡图

  KEGG富集分析结果显示,缺氧诱导因子1(hy-
poxia-inducible

 

factor-1,
 

HIF-1)、丝裂原活化蛋白激

酶(mitogen-activated
 

protein
 

kinase,MAPK)、内分

泌抑制、TNF、破骨细胞分化、白介素17(interleukin
 

17,
 

IL-17)、雌激素、细胞衰老等信号通路在益肾强

骨合剂治疗 OP中起到关键作用。GO富集分析包

括生物过程(biological
 

process,
 

BP)、细胞组分(cel-

lular
 

component,
 

CC)及分子功能(molecular
 

func-
tion,

 

MF)。BP主要集中于RNA聚合酶Ⅱ的正向

调节、基因表达/转录的正向调节、细胞凋亡过程的负

调控等;CC主要富集在细胞膜、胞外区、细胞质等:

MF主要富集在蛋白质结合、酶结合、转录因子活性、
血红素结合等方面,见图4。
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注:BP:生物过程;
 

CC:细胞组分;
 

MF:分子功能

图4 益肾强骨合剂治疗骨质疏松靶点的BP、CC、MF富集分析气泡图

2.5 益肾强骨合剂治疗骨质疏松的分子对接和分子

动力学模拟

根据网络药理学的最终预测和查阅文献综述的

结果,从31个核心靶点中选择出3个在成骨细胞中

表达的靶点,分别是AKT1、ESR1、MMP9[7-9]。小分

子配体和蛋白之间的结合强度由分子对接分数的绝

对值决定,较高的分数表示更强的结合强度和更稳定

的结构。MMP9和槲皮素表现出最强的结合强度和

最稳定的分子结构,结合能为-6.70
 

kcal/mol-1;其
次是AKT1和山奈酚,结合能为-6.56

 

kcal/mol-1;

AKT1和叶黄素位列第三,结合能为-6.23
 

kcal/mol-1;

ESR1和 豆 固 醇 的 结 合 强 度 最 弱,其 结 合 能 为

-5.83
 

kcal/mol-1。均 方 根 差 (root-mean-square
 

deviation,
 

RMSD)是评估蛋白质和配体结构稳定性

的关键指标,差值越小,表示结构稳定性越好,见表2
和图5。

表2 MMP9-槲皮素、AKT1-山奈酚、AKT1-叶黄素、ESR1-豆固醇复合物的相互作用能力

能量 成分-蛋白 平均值 误差估计 均方根差 总漂移(kJ/mol)

短程势能

槲皮素-MMP9 20
 

917 11 478 66
山奈酚-AKT1 46

 

249 12 711 -10
叶黄素-AKT1 46

 

224 6 710 35
豆固醇-ESR1 51

 

015 14 717 -52

短程库伦势能

槲皮素-MMP9 -318
 

486 28 782 -176
山奈酚-AKT1 -697

 

514 41 1164 -90
叶黄素-AKT1 -697

 

416 32 1167 -122
豆固醇-ESR1 -679

 

952 27 1176 -36

总势能

槲皮素-MMP9 -250
 

386 12 568 -45
山奈酚-AKT1 -558

 

215 44 850 -265
叶黄素-AKT1 -558

 

344 62 853 -395
豆固醇-ESR1 -559

 

367 11 839 -74
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图5 分子动力学模拟过程中 MMP9-槲皮素(A)、ESR1-豆固醇(B)、AKT1-山奈酚(C)、AKT1-叶黄素(D)的均方根差

  上述结果表明,MMP9、ESR1、AKT1分别与小

分子配体槲皮素、豆固醇、山奈酚、叶黄素结合形成复

合物后,蛋白质的构象保持相对稳定。由表2可知,
小分子配体与蛋白之间的相互作用能力,ESR1-豆固

醇最 强,其 次 是 AKT1-叶 黄 素 和 AKT1-山 奈 酚,

MMP9-槲皮素最弱。

3 讨论

益肾强骨合剂可以通过槲皮素、叶黄素、山奈酚、
豆固 醇 等 天 然 活 性 成 分 稳 定 地 作 用 于 MMP9、

AKT1、ESR1等关键靶点。实现对多条信号通路的

调控,如HIF-1、MAPK、内分泌抑制、TNF、破骨细胞

分化、IL-17、雌激素和细胞衰老等,从而发挥抗氧化、
抑制炎症反应的作用,并调节成骨细胞的增殖和分

化。据此,益肾强骨合剂能有效治疗肾阳虚型 OP。
槲皮素主要通过抗氧化、抗炎、促进成骨、抑制破骨和

雌激素样作用治疗 OP[10-11]。研究表明[12-13],槲皮素

能够促进小鼠间充质干细胞(mouse
 

bone
 

marrow
 

mesenchymal
 

stem
 

cells,
 

mBMSCs)向成骨分化,还
能抑制mBMSCs向脂肪分化、上调 mBMSCs抗氧化

酶的表达,以及抑制核因子κB受体活化因子配体

(receptor
 

activator
 

of
 

nuclear
 

factor
 

kappa-B
 

ligand,
 

RANKL)介导的破骨细胞分化及凋亡,从而减轻骨

吸收发挥治疗 OP的作用。丹参中的丹参酮ⅡA抗

OP的机制如下:①抑制成骨细胞中环氧合酶-2的表

达,降低炎性因子的释放[14];②抑制 RANKL的表

达,促进破骨细胞分化成熟,有效抑制已经发育成熟

的破骨细胞对骨骼的吸收能力[15];③促进成骨细胞

活性,通过激活AKT1信号通路促进成骨细胞分化,
上调 成 骨 相 关 基 因 的 表 达,同 时 抑 制 核 因 子 κB
(nuclear

 

factor
 

kappa-light-chain-enhancer
 

of
 

activa-
ted

 

b
 

cells,
 

NF-κB)及下游白介素6的表达,从而减

轻氧化应激对成骨细胞的损伤[16-17]。
通过对药物和疾病共同作用靶点富集分析并结

合相关文献发现,益肾强骨合剂治疗OP的关键靶点

基因为AKT1、MMP9等。AKT1主要是通过PI3K/

AKT信号通路调控成骨细胞和破骨细胞的分化和凋

亡来维持骨质量和骨转换,其对OP的调节具有双向

性[18]。山奈酚对 AKT1的调节机制:①激活 AKT1
信号通路,抑制骨髓基质细胞的凋亡,促进其向成骨

细胞分化,以增加骨量[19];②抑制AKT1的下游靶标

雷帕霉素靶蛋白的活性,降低骨吸收相关基因的表

达,如RANKL、活化T细胞核因子1和抗酒石酸酸

性磷酸酶,从而抑制破骨细胞的形成和功能[20];③调

节AKT1/FOXO3a(AKT1/Forkhead
 

box
 

O3)信号

通路,增加抗氧化酶表达,如超氧化物歧化酶和过氧

化氢酶,减轻氧化应激对骨骼的损伤[21]。叶黄素和

AKT1结合后的调节机制,可能与激活PI3K-Akt信

号通路[22-23]及作用于发病靶点 TP53,热休克蛋白
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90α家族 A 类成员1及JUN 等[24]相关。IL-1β是

OP中关键的炎症因子,在OP过程中发挥重要作用。
研究表明,IL-1β可能与 Wnt/β-catenin信号通路有

关,能抑制成骨细胞功能;同时,IL-1β刺激成骨细胞

释放炎症因子前列腺素E2和肿瘤坏死因子α,进一

步抑制其活性[25]。IL-1β可以通过上调RANKL受

体表达增加破骨细胞的形成,直接延长破骨细胞的寿

命,上调 MMP9等基因表达从而增加骨吸收[26]。
通过对益肾强骨合剂治疗 OP的作用靶点进行

KEGG富集分析发现,益肾强骨合剂通过 HIF-1、

MAPK、IL-17、TNF等信号通路发挥作用。IL-17能

增加骨吸收和抑制骨形成及分化[27-28]。TNF信号通

路对OP的治疗具有双重作用,既可以通过TNF受

体1激活NF-κB和JNK等信号分子,促进成骨细胞

凋亡和成骨抑制因子的表达,抑制骨形成;也可以通

过激活TNF受体2,主要激活PI3K/AKT和细胞外

信号调节蛋白激酶等信号分子,促进成骨细胞增殖和

分化,增加骨形成[29-30]。
研究表明[31-33],OP患者和动物模型中 MMP9都

明显升高,这与骨转换标志物、炎症因子和血脂异常

等相关,槲皮素通过与 MMP9的活性位点稳定结合,
抑制其水解活性,从而保护骨基质免受破坏,减少骨

吸收,增加骨密度,改善骨微结构[34]。ESR1和豆固

醇结合后,促进骨保护因子的表达,抑制骨吸收因子

RANKL的作用,从而抑制破骨细胞的形成和活性,
影响雌激素信号通路如 HIF-1、MAPK、PI3K-Akt
等,进 一 步 调 节 骨 代 谢 相 关 的 基 因,如 AKT1,

MAPK,非受体酪氨酸激酶等[35-36]。
综上所述,益肾强骨合剂通过槲皮素、叶黄素、山

奈酚、豆 固 醇 等 天 然 活 性 成 分,稳 定 地 作 用 于

MMP9、AKT1、ESR1等关键靶点。这些靶点不仅可

以影响多条信号通路,如 HIF-1、MAPK、内分泌抑

制、TNF、破骨细胞分化、IL-17、雌激素和细胞衰老

等,发挥抗氧化、抑制炎症反应的作用,还能调节成骨

细胞的增殖和分化。通过这些机制,益肾强骨合剂能

够有效治疗肾阳虚型OP。
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