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·基础研究·

△ ［基金项目］　山东省自然科学基金项目（ＺＲ２０１７ＬＨ０６７）
 ［通信作者］　李刚，博士，教授，博士生导师，研究方向：骨与关节疾病；Ｅｍａｉｌ：ｄｏｃｔｏｒｌｅｅ８０８＠１６３ｃｏｍ

基于网络药理学研究杜仲抗骨质疏松的分子机制
△

李嘉程１，许波２，李刚２，阎博昭１，夏聪敏３，梁学振１，骆帝１

（１山东中医药大学 第一临床医学院，山东　济南　２５０３５５；
２山东中医药大学 附属医院 显微骨科，山东　济南　２５０３５５；

３山东中医药大学 中医学院，山东　济南　２５０３５５）

［摘要］　目的：基于网络药理学探究杜仲抗骨质疏松可能的分子机制。方法：采用活性成分筛选、靶点预测技
术，结合生物信息学手段，预测杜仲防治骨质疏松症的作用靶点，并进行信号通路富集分析，从而探讨其治疗骨质

疏松症的分子机制。结果：杜仲在ＴＣＭＳＰ数据库中共检索到９４个相应成分，根据口服生物利用度（ｏｒａｌｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ，
ＯＢ）和药物相似性（ｄｒｕｇｌｉｋｅｎｅｓｓ，ＤＬ）参数共筛选到 ２５个入血活性成分，同时利用相关靶点预测技术，共获得
１０１个预测靶点。通过对ＧＥＯ芯片数据库的基因芯片进行二次挖掘分析，共获取１２４个明显的差异基因；在疾病基
因相关数据库共检索到３５６个与骨质疏松症发生、发展密切相关的已知靶点基因。利用ｃｙｔｏｓｃａｐｅ构建并合并活性成
分及疾病的蛋白质相互作用关系网络，通过网络拓扑分析共筛选出２３２个关键基因；ＣｌｕｅＧＯ富集分析显示，杜仲除
与直接作用于骨质疏松症关键节点涉及的信号通路，如Ｗｎｔ信号通路、ＮＦｋａｐｐａＢ信号通路、ＦｏｘＯ信号通路等有关，
还对Ｐ１３ＫＡｋｔ信号通路、ＧｎＲＨ信号通路、甲状腺素信号通路、雌激素信号通路等同时进行调控。结论：杜仲治疗骨
质疏松症具有多成分、多靶点的特点；其主要通路不仅可能直接参与骨重建的细胞分化，调节成骨、破骨代谢平衡，

还可能通过全身其他系统，如循环系统、神经系统等来干预和影响骨微环境，与目前抗骨质疏松的作用机制相符合。

［关键词］　杜仲；骨质疏松症；网络药理学；生物信息学；分子机制；信号通路
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ｄｏｉ：１０．１３３１３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４８９０．２０１８０２２７００１

随着世界人口的老龄化，骨质疏松症（ｏｓｔｅｏ
ｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）的发病率也逐年上升，现已成为世
界普遍关注的公共卫生问题［１］。骨质疏松症是骨

量减少、骨内微细结构破坏导致的骨脆性增加、

骨折风险增大的系统性骨代谢疾病，是老年人的

常见病、多发病［２３］。目前，治疗 ＯＰ的公认药物
主要包括骨吸收抑制剂、骨形成促进剂、骨矿化

物三大类。但从药物相关的治疗效果来看，如今

仅仅局限于改善临床症状、延缓病情进展，且上

述药物的靶向性均较单一，因此亟需寻找新的思

路解决这一问题［４］。而中药及其复方治疗 ＯＰ以
温补肾阳、强筋壮骨、填精生髓为主，兼以益气

养血、祛风散寒除湿、通络止痛。现代药理学研

究发现［５］，中药及其复方在系统防治 ＯＰ方面具
有独特优势和广阔发展前景。

杜仲具有补肝肾、强筋骨的功能，用于肝肾不

足、腰膝酸痛、筋骨无力［６］。但其药效物质基础和

分子机制至今尚不明确。因此，分析杜仲的有效活

性成分和作用靶点，分析其可能的作用机制，有利

于阐述杜仲的科学内涵，并促进其临床推广应用。

目前，现有的研究中药及其复方的手段往往存在各

种问题，以至于难以阐释其作用机制。本文通过网

络药理学预测杜仲可能入血的有效活性成分，配合

化合物相似性分析和蛋白质蛋白质相互作用网络分
析的手段，预测杜仲治疗ＯＰ的作用靶点，探讨其可
能的作用机制。流程图见图１。

图１　杜仲治疗骨质疏松症的分子机制分析流程图
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１　方法

１１杜仲中活性成分的筛选和靶点预测

本研究通过检索中药系统药理学数据库和分析

平台［７］（ＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅＳｙｓｔｅｍｓＰｈａｒｍａ
ｃｏｌｏｇｙＤａｔａｂａｓｅａｎｄＡｎａｌｙｓｉｓＰｌａｔｆｏｒｍ，ＴＣＭＳＰ），对
杜仲所有成分数据库进行了筛选及构建，其中筛选

条件为口服生物利用度（ｏｒａｌｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ，ＯＢ）≥
３０％、药物相似性（ｄｒｕｇｌｉｋｅｎｅｓｓ，ＤＬ）≥０１８［８］；采
用ＴＣＭＳＰ靶点预测模型对相关活性成分作用靶点加
以预测。

１２杜仲 “活性成分靶点网络”构建

杜仲 “活性成分靶点网络”主要通过网络图像
化软件Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３２１［９］进行构建和分析，本研究将
从上述获得的活性成分及靶点关系进行导入以完成

相关网络构建，其中用 “节点”（ｎｏｄｅ）表示分子、
靶蛋白，用 “边”（ｅｄｇｅ）表示成分与靶点之间的关
系；采用 ｎｅｔｗｏｒｋａｎａｌｙｚｅｒ插件进行网络特征分析，
以明确杜仲中较为重要的成分和靶点，结合文献以

分析其中的相互作用。

１３已知的ＯＰ相关疾病靶点检索

利用 “ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ”作为关键词，对五大常用
数据库（ＴＴＤ、ＤｒｕｇＢａｎｋ数据库、ＯＭＩＭ数据库、
ＧＡＤ、ＰｈａｒｍＧＫＢ等）进行已知疾病靶点的检索及筛
选，并删除检索结果中重复的靶点。

１４蛋白质相互关系网络构建和关键靶点筛选

蛋白质相互作用网络绘制主要借助于 ＢｉｓｏＧｅｎｅｔ
插件，将杜仲上述的作用靶点和ＯＰ相关的疾病靶点
分别映射到蛋白质相互作用关系网络中，利用 Ｂｉｓｏ
Ｇｅｎｅｔ插件对２个蛋白质相互作用关系网络进行绘
制，同时利用ｃｙｔｏｓｃａｐｅ合并２个蛋白质相互作用关
系网络，抽取获得的交集网络。

基于交集网络，采用网络拓扑分析插件ＣｙｔｏＮＣＡ［１０］

筛选出自由度大于所有节点自由度中位数２倍的节
点，即 “Ｂｉｇｈｕｂｓ”；筛选网络中的关键节点，再筛选
其他几个指标大于所有节点中位数的节点，即关键基

因。上述获得的相关活血成分及靶点则有可能是杜

仲发挥抗骨质疏松直接或间接作用的环节。

１５Ｐａｔｈｗａｙ富集分析

本研究采用了 ＣｌｕｅＧＯ分析插件［１１］，对关键靶

点进行富集分析，并根据重要程度绘制信号通路占

比饼状图；其中ＣｌｕｅＧＯ插件在一定程度上可将富集
分析的结果以节点的形式展现，以充分发挥形象的

图像化功能，同一类型的信号通路采用同一种颜色

的节点代表，同时节点的大小代表了该信号通路的

显著性，信号通路的显著性越高，节点越大，说明

该通路的重要性越高。

２　结果

２１杜仲活性成分筛选与ＡＤＭＥ分析

本研究通过对ＴＣＭＳＰ数据库杜仲中所有的已报
道的成分及其成分药物动力学（ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎａｎｄｄｉｓｔｒｉ
ｂｕｔｉｏｎａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍａｎｄｅｘｃｒｅｔｉｏｎ，ＡＤＭＥ）参数的
相关检索，共搜集到成分９４个。根据 ＯＢ和 ＤＬ参
数对杜仲中入血的活性成分进行筛选，共搜集到入

血活性成分２５个，见表１、图２。利用相关靶点预
测技术对上述活性成分进行作用靶点预测，排除重

复靶点，共获得预测靶点１０１个。

表１　通过ＴＣＭＳＰ数据库中杜仲所有成分根据ＯＢ和
ＤＬ参数进行筛选后结果

ＭＯＬＩＤ
化合物

英文名称 中文名称

ＭＯＬ００２０５８ ４０９５７９９１（ＣＡＳ编号） 腀皮树脂醇

ＭＯＬ０００２１１ Ｍａｉｒｉｎ 丁子香菇

ＭＯＬ０００３５８ ｂｅｔａｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ 白桦脂酸

ＭＯＬ０００４２２ ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ Ｂｅｔａ谷甾醇

ＭＯＬ００４３６７ ｏｌｉｖｉｌ ＯＬＩＶＩＬ

ＭＯＬ０００４４３ Ｅｒｙｔｈｒａｌｉｎｅ 刺桐灵碱

ＭＯＬ００５９２２ ＡｃａｎｔｈｏｓｉｄｅＢ 刺五加提取物

ＭＯＬ００６７０９ ＡＩＤＳ２１４６３４ ８羟基松脂醇

ＭＯＬ００７０５９ ３ｂｅｔａＨｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｌｅｎｅｔａｎ
ｓｈｉｑｕｉｎｏｎｅ

３羟 基 亚 甲 基 丹
参醌

ＭＯＬ００００７３ ｅｎｔＥｐｉｃａｔｅｃｈｉｎ 表儿茶酸

ＭＯＬ００７５６３ Ｙａｎｇａｍｂｉｎ 鹅掌楸树脂酚 Ｂ二
甲醚

ＭＯＬ００９００９ （＋）ｍｅｄｉｏｒｅｓｉｎｏｌ 杜仲脂素Ａ

ＭＯＬ００９０１５ （－）Ｔａｂｅｒｎｅｍｏｎｔａｎｉｎｅ （－）Ｔａｂｅｒｎｅｍｏｎｔａ
ｎｉｎｅ

ＭＯＬ００９０２７ Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ 环杷明

ＭＯＬ００９０２９ Ｄｅｈｙｄｒｏｄｉｃｏｎｉｆｅｒｙｌａｌｃｏｈｏｌ４，
ｇａｍｍａ′ｄｉＯｂｅｔａＤｇｌｕｃｏｐｙ
ａｎｏｓｉｄｅ＿ｑｔ

二氢去氢二愈创木

基醇

ＭＯＬ００９０３１ Ｃｉｎｃｈｏｎａｎ９ａｌ， ６′ｍｅｔｈｏｘｙ，
（９Ｒ）

（９Ｒ）６′甲氧基奎
宁９胺三盐酸盐

ＭＯＬ００９０３８ ＧＢＧＢ 京尼平龙胆双糖苷

ＭＯＬ００９０４２ Ｈｅｌｅｎａｌｉｎ 心菊内脂

ＭＯＬ００９０４７ （＋）Ｅｕｄｅｓｍｉｎ 胺脂素
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表１续

ＭＯＬＩＤ
化合物

英文名称 中文名称

ＭＯＬ００９０５３ ４［（２Ｓ， ３Ｒ）５［（Ｅ）３
ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐ１ｅｎｙｌ］７ｍｅｔｈｏｘｙ
３ｍｅｔｈｙｌｏｌ２，３ｄｉｈｙｄｒｏｂｅｎｚｏｆｕ
ｒａｎ２ｙｌ］２ｍｅｔｈｏｘｙｐｈｅｎｏｌ

去氢二松柏醇

ＭＯＬ００９０５５ ｈｉｒｓｕｔｉｎ＿ｑｔ 三甲花翠苷

ＭＯＬ００９０５７ ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｉｎ＿ｑｔ 鹅掌楸碱

ＭＯＬ００００９８ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ 槲皮素

ＭＯＬ００８２４０ （Ｅ）３［４［（１Ｒ，２Ｒ）２ｈｙ
ｄｒｏｘｙ２（４ｈｙｄｒｏｘｙ３ｍｅｔｈｏｘｙ
ｐｈｅｎｙｌ）１ｍｅｔｈｙｌｏｌｅｔｈｏｘｙ］３
ｍｅｔｈｏｘｙｐｈｅｎｙｌ］ａｃｒｏｌｅｉｎ

丙烯醇

ＭＯＬ０１１６０４ Ｓｙｒｉｎｇｅｔｉｎ 丁香亭

图２　根据ＡＤＭＥ参数筛选出的杜仲入血活性成分
分布图

２２杜仲 “活性成分靶点网络”构建和分析

将上述活性成分及预测靶点采用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ对潜
在活性成分和作用靶点的关系网络进行绘制和分析，

并以关键节点确定杜仲中发挥重要作用的成分和靶

点，根据不同靶点与成分对应关系数目，分别进行

分类展示。靶点对应成分越多，说明该靶点相对重

要性越高。如图３所示，通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ网络构建共
获得１２３个节点和２７０个关系。

２３ＯＰ相关基因分析和检索

　　本研究检索了５个国际公认的疾病基因相关数
据库，搜集前期研究和报道的与ＯＰ发生、发展密切
相关的已知靶点基因，去重后共检索到３５６个已知
的靶点。

２４杜仲治疗ＯＰ的蛋白相互作用网络构建与关键靶
点筛选

２４１杜仲治疗ＯＰ的蛋白相互作用　网络构建机体
的内在调控往往不是单一的信号通路支配的，而是

复杂的调控网络。而蛋白质相互作用关系数据为寻

注：图中蓝色代表靶点基因名；红色代表杜仲２５个成分中最

终入血的白桦脂酸、槲皮素等７个化学成分。

图３　杜仲活性成分靶点网络图

找靶点的直接、间接调控作用关系提供了可能。通

过蛋白质相互作用网络的构建，本研究发现杜仲可

以与６０９３个靶点产生直接或间接作用，而这些靶点
与靶点之间的相互联系多达１４８２４６种。与此同时，
对ＯＰ相关的靶点绘制蛋白质相互作用网络，也发现
与ＯＰ直接或者间接相关的靶点也多达４９２１个。本
研究利用蛋白质相互作用网络，进一步深入分析杜

仲影响ＯＰ发生、发展中的靶点，绘制蛋白质相互作
用靶点网络，为网络分析和机制的探讨提供了可能。

交集网络图见图４。

图４　杜仲ＯＰ交集网络图

·９３９·
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２４２杜仲治疗ＯＰ的关键靶点　本研究通过对杜仲
调控ＯＰ的蛋白质相互作用交集网络和网络节点的拓
扑属性分析进行节点筛选，旨在寻找网络中关键靶

点，在网络中获得更多节点的传递信息和更高的节

点信息传递效率，充分发挥其在网络中的重要作用。

通过网络拓扑分析，本研究共发现关键节点２３２个。
筛选策略示意图见图５。

２５杜仲治疗ＯＰ可能的机制分析

本研究对上述２３２个关键节点利用ＣｌｕｅＧＯ进行
分析，分析其参与的主要信号通路，旨在研究杜仲

治疗ＯＰ可能的作用机制。分析结果显示，杜仲除与
直接作用于 ＯＰ关键节点涉及的信号通路，如 Ｗｎｔ
信号通路、ＮＦｋａｐｐａＢ信号通路、ＦｏｘＯ信号通路等

有关，还对 Ｐ１３ＫＡｋｔ信号通路、ＧｎＲＨ信号通路、
甲状腺素信号通路、雌激素信号通路等同时进行调

控（见图６）。

３　讨论

随着全球人口数量增加，伴随人口老龄化的加

速发展，ＯＰ患者人数逐年递增，长时间应用抗骨质
疏松药物尤其是双膦酸盐的不良反应逐渐被重

视［１２］，抗骨质疏松新药的研发仍在不断探索［１３］。

许多中药及复方在防治 ＯＰ方面发挥着重要的作用。
中医认为，肾乃先天之本，而骨的生长、发育及衰

弱均与肾精盛衰关系紧密，ＯＰ属肾虚，因此中医治
疗以补肾为主。

注：度中心性（Ｄｅｇｒｅｅｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，ＤＣ）、介度中心性（Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，ＢＣ）、接近中心性（Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，ＣＣ）、特征向

量中心性（Ｅｉｇｅｎｖｅｃｔｏｒｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，ＥＣ）、网络中心性（Ｎｅｔｗｏｒｋｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，ＮＣ）和局部边连通性（Ｌｏｃａｌａｖｅｒａｇｅｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙ，ＬＡＣ）。

图５　杜仲关键节点的目标筛选策略图

注：Ａ富集分析饼状图；ＢＣｌｕｅＧＯ信号通路显著富集网络图。

图６　杜仲治疗骨质疏松症信号通路富集分析图

·０４９·
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　　 《神农本草经》将杜仲列为上品，在抗骨质疏

松方面具有较好的临床疗效［１４１６］。本研究根据 ＯＢ
和ＤＬ参数，共筛选出杜仲中入血的活性成分２５个，
对上述活性成分进行潜在活性成分和作用靶点的关

系网络绘制，共获得１２３个可能的靶点和２７０个相
互关系。基于上述结果可知，杜仲的有效成分之间

存在协同，而协同调控的靶点也在ＯＰ的发生、发展
中发挥不同作用，具有治疗ＯＰ的潜力。

从富集结果分析可知，杜仲主要从直接影响骨

代谢和间接调节骨代谢两方面发挥抗骨质疏松的作

用。１）直接影响骨代谢。骨吸收和骨形成过程中的
动态平衡异常是导致ＯＰ发生、发展过程中重要的发
病机制，而影响骨代谢的相关信号通路也是调控过

程中主要的信号通路。上述结果显示，主要富集在

雌激素信号通路、Ｗｎｔ信号通路、ＨＩＦ１信号通路、
ＭＡＰＫ信号通路等。研究表明，雌激素可以通过雌
激素受体α或者激活Ｗｎｔ／βＣａｔｅｎｉｎ信号通路改善人
骨髓间充质干细胞成骨分化的能力［１７１９］；Ｗｎｔ信号
通路具有调节成骨细胞和破骨细胞分化的双重作

用［２０］。Ｎｏｔｃｈ在成骨细胞分化过程的早期阶段表达
时，通过诱导成骨细胞中骨保护素的表达，抑制成

骨细胞向成熟成骨细胞表型和成骨细胞功能发展，

从而抑制破骨细胞形成和骨吸收［２１］。低氧诱导因子１
（Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ，ＨＩＦ１）信号通路对骨形成
和骨吸收都有重要作用，该信号通路上调一方面可

通过成血管成骨偶联促进骨形成和血管形成［２２］；而

另一方面又可增加破骨细胞的数量及破骨活性［２３］。

ＭＡＰＫ对细胞的增殖、分化进行调控，在维持骨代
谢平衡方面具有重要作用［２４］。上述结果提示，杜仲

抗ＯＰ的重要机制是调节ＯＰ发生、发展过程中骨代
谢平衡异常的相关信号通路。２）间接影响骨代谢。
在明显富集的信号通路中仍存在部分调控其他系统

的信号通路，如 Ｐ１３ＫＡｋｔ信号通路、ＦｏｘＯ信号通
路、ＮＦＫＢ信号通路、神经营养因子 ３信号通路、
泌乳素信号通路和甲状腺素信号通路等。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
通路能促进间充质干细胞（ｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）迁移。ＰＩ３Ｋ通过激活 Ａｋｔ，进而增加
Ｒａｓ同源基因家族 Ａ的表达量，从而改变细胞骨
架［２５］。研究证实ＦＯＸＯｓ因子可通过提高细胞的抗氧
化能力从而减缓癌症、心血管疾病、骨质疏松等年

龄相关疾病的发展［２６２９］。ＮＦκＢ信号通路是联系细
胞因子、炎症反应的桥梁，多种炎症相关疾病与

ＮＦκＢ信号通路的过度激活有关，ＮＦκＢ信号通路

不仅在骨形成和骨吸收起着重要作用，而且通过与

其他信号通路相互联系，彼此作用，影响骨质疏松

的发生［３０］。神经营养因子３（Ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ）可以促进
骨髓间充质干细胞体内的骨形态发生蛋白信号通路

的表达，从而促进骨髓间充质干细胞向神经细胞分

化［３１］。泌乳素可通过对骨转化的直接作用削弱骨的

形成和矿化以及负反馈机制使 ＧｎＲＨ的分泌失调而
参与骨代谢的调节［３２］。

综上所述，体内代谢之间是相互作用、相互联

系的，通过全身其他系统，如循环系统、神经系统

等多种代谢可以间接影响或干预骨微环境，进而促

进成骨细胞增殖或抑制破骨细胞生成以及双向调节，

故杜仲治疗ＯＰ应在针对局部关键通路的基础上，仍
应针对疾病病因、所处机体环境，进行多靶点、多

系统干预，这与中医多靶点、多方面的综合干预理

念相吻合。利用网络药理学分析手段为后续进一步

探讨机制和实验设计的优化等提供了重要的基础，

使实验研究更加合理、更加具有指导性。
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