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  [摘 要] 目的 从网络药理学及分子对接角度探讨恒古骨伤愈合剂抑制成骨细胞铁死亡治疗2型糖尿

病骨质疏松症的潜在作用机制。方法 通过TCMSP数据库和BATMAN-TCM 数据库检索获得中药成分及

作用靶点,通过GeneCards与OMIM数据库查询获得2型糖尿病骨质疏松症的疾病靶点。借助STRING11.0
数据库构建蛋白质相互作用网络(PPI)图,进行拓扑分析,筛选网络中重要靶点。将潜在治疗靶点导入DAVID
在线数据库,进行基因本体(GO)富集分析、京都基因与基因组百科全书(KEGG)通路富集分析,最后进行分子

对接模拟以验证网络药理学结果。结果 通过网络药理学筛选共获得223个潜在治疗靶点。恒古骨伤愈合剂

治疗2型糖尿病骨质疏松的关键活性物质为木犀草素、20(R)-人参皂苷Rh2、山柰酚、黄芩素、β-谷甾醇等,关键

靶点为白细胞介素-6(IL-6)、蛋白激酶B1(Akt1)、肿瘤坏死因子(TNF)、丝裂原活化蛋白激酶3(MAPK3)、缺

氧诱导因子-1A(HIF-1A)等。GO和KEGG富集分析结果表明,恒古骨伤愈合剂治疗2型糖尿病骨质疏松主

要包括脂多糖的反应、对缺氧的反应、炎症反应等生物学过程,调控 HIF-1A、TNF、IL-17、磷脂酰肌醇-3-激酶/
蛋白激酶B(PI3K/Akt)等信号通路。分子对接结果表明7-O-甲基异微凸剑叶莎醇、黄芩素、山柰酚、槲皮素与

HIF-1A均有较好的结合活性。结论 通过网络药理学和分子对接技术发现恒古骨伤愈合剂可能通过多靶点

治疗2型糖尿病骨质疏松,可能通过HIF-1A信号通路减少氧化应激,抑制成骨细胞铁死亡,达到治疗2型糖尿

病骨质疏松症的目的。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

potential
 

mechanism
 

of
 

osteoking
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

type
 

2
 

di-
abetic

 

osteoporosis
 

by
 

inhibiting
 

osteoblast
 

ferroptosis
 

from
 

the
 

perspective
 

of
 

network
 

pharmacology
 

and
 

mo-
lecular

 

docking.Methods TCMSP
 

database
 

and
 

BATMAN-TCM
 

database
 

were
 

used
 

to
 

retrieve
 

the
 

compo-
nents

 

and
 

targets
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine,and
 

GeneCards
 

and
 

OMIM
 

database
 

were
 

used
 

to
 

obtain
 

the
 

disease
 

targets
 

of
 

osteoporosis
 

in
 

type
 

2
 

diabetes.The
 

PPI
 

protein
 

interaction
 

network
 

was
 

constructed
 

with
 

STRING11.0
 

database,and
  

topological
 

analysis
 

was
 

performed
 

to
 

screen
 

important
 

targets
 

in
 

the
 

network.
The

 

potential
 

therapeutic
 

targets
 

were
 

imported
 

into
 

the
 

DAVID
 

online
 

database
 

for
 

gene
 

ontology(GO)
 

en-
richment

 

analysis
 

and
 

gene
 

and
 

genome
 

encyclopedia(KEGG)
 

pathway
 

enrichment
 

analysis.Finally,molecular
 

docking
 

simulation
 

was
 

performed
 

to
 

verify
 

the
 

results
 

of
 

network
 

pharmacology.Results A
 

total
 

of
 

223
 

po-
tential

 

therapeutic
 

targets
 

were
 

obtained
 

through
 

network
 

pharmacology
 

screening.The
 

key
 

active
 

substances
 

of
 

osteoking
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

type
 

2
 

diabetic
 

osteoporosis
 

are
 

luteolin,20(R)-ginsenoside
 

Rh2,kaempferol,
baicalein,beta-sitosterol,etc.The

 

key
 

targets
 

are
 

IL-6,Akt,TNF,MAPK3,HIF-1A,etc.The
 

results
 

of
 

GO
 

and
 

KEGG
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

treatment
 

of
 

osteoporosis
 

in
 

type
 

2
 

diabetes
 

by
 

osteoking
 

mainly
 

included
 

biological
 

processes
 

such
 

as
 

lipopolysaccharide
 

response,hypoxia
 

response,and
 

inflammatory
 

response,and
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regulated
 

HIF-1A,TNF,IL-17,PI3K/Akt
 

and
 

other
 

signaling
 

pathways.The
 

results
 

of
 

molecular
 

docking
 

showed
 

that
 

7-O-methylisoprostol,baicalein,kaempferol,and
 

quercetin
 

had
 

good
 

binding
 

activity
 

with
 

HIF-
1A.Conclusion Through

 

network
 

pharmacology
 

and
 

molecular
 

docking
 

technology,it
 

is
 

found
 

that
 

osteoking
 

may
 

treat
 

type
 

2
 

diabetic
 

osteoporosis
 

through
 

multiple
 

targets,and
 

may
 

reduce
 

oxidative
 

stress
 

and
 

inhibit
 

os-
teoblast

 

ferroptosis
 

through
 

HIF-1A
 

signaling
 

pathway
 

to
 

treat
 

type
 

2
 

diabetic
 

osteoporosis.
[Key

 

words] Osteoking; Type
 

2
 

diabetes
 

osteoporosis; Network
 

pharmacology; Ferroptosis; 
Oxidative

 

stress

  2型糖尿病骨质疏松(T2DOP)是由糖尿病高血

糖状态引起的一种代谢性骨病。随着人口老龄化的

增加,T2DOP的发病率逐年上升[1],对老年人的健康

产生了极大危害。T2DOP以骨强度降低、易发生骨折

为主要临床表现。目前,T2DOP病理机制尚未明确,其
治疗方案多将降糖药和抗骨质疏松药联合使用,服药时

间长,且治疗效果并不显著[2]。有研究发现T2DOP与

铁死亡密切相关[3],但其相关机制尚不清楚。
恒古骨伤愈合剂(OK)是彝族医药的一种经典方

剂,具有活血益气、补肝肾、续筋骨等作用。临床上常

用于各种骨科疾病的治疗[4-6]。有研究发现,OK可以

通过降血糖、抗炎等作用减缓T2DOP的发展[7]。近

年来,OK还被发现可以用来减少2型糖尿病肌细胞

氧化应激,抑制肌细胞铁死亡[8]。铁死亡是一种细胞

的非程序性死亡,其机制与细胞内铁离子水平、氧化

应激水平增加及谷胱甘肽还原酶水平减少有关。氧

化应激水平增加、铁离子的堆积或谷胱甘肽过氧化物

酶水平的缺少均将导致细胞铁死亡的发生[9]。
目前,T2DOP中成骨细胞铁死亡的相关机制急

需继续 挖 掘。本 研 究 通 过 网 络 药 理 学 方 法 探 究

T2DOP氧化应激与铁死亡的相关机制,探寻 OK治

疗T2DOP的潜在靶点。
1 方  法

1.1 OK的药物活性成分及对应靶点筛选 通过搜

索TCMSP在线数据库,设置筛选条件为生物利用度

(OB)≥30%,类药性(DL)≥0.18,筛选出陈皮、杜仲、
红花、黄芪、人参、三七、洋金花的活性成分,通过搜索

BATMAN-TCM数据库,设置筛选条件为
 

score
 

cut
 

off≥20,P<0.05,筛选出鳖甲的活性成分,通过查询

文献,收集鳖甲和钻地风的活性成分。将9种药物的

活性成分通过TCMSP数据库靶点预测功能进行靶

点预测。
1.2 疾病靶点查找及治疗靶点筛选 通过 Gene-
Cards与OMIM数据库,以“Type

 

2
 

diabetic
 

osteopo-
rosis”为检索词,分别筛选出T2DOP的疾病靶点,将
2个数据库得到的疾病相关靶点汇总,去除重复靶点,
最终确定T2DOP疾病相关靶点。将OK所含药物的

活性成分靶点与 T2DOP疾病相关靶点进行交集处

理,将交集基因作为OK治疗T2DOP的潜在靶点。
1.3 基因本体(GO)和京都基因与基因组百科全书

(KEGG)通路富集分析 将 OK潜在治疗靶点导入

David数据库,进行GO和 KEGG富集分析,将得到

的GO条目和KEGG信号通路数据通过微生信平台

制作富集气泡图。
1.4 构建 蛋 白 质 相 互 作 用 网 络(PPI)图 进 入

STRING数据库,选择“multiple
 

proteins”,将交集基

因输入列表框,选择物种为“Homo
 

sapiens”,置信度

选择为0.700,并隐藏断开连接的节点,得到OK潜在

治疗靶 点 的 PPI图,将 获 得 的 PPI图 导 入 Cyto-
scape3.7.2进行可视化。通过插件cytohubba计算

网络中关键节点的拓扑参数。
1.5 活性成分-关键靶点-显著通路网络图构建 将

1.4项中STRING数据库得到的数据表导入Cyto-
scape3.7.2软件,构建活性成分-关键靶点-显著通路

网络图。
1.6 分子对接 应用Auto

 

Dock
 

Vina软件,准备分

子对接所需的配体和蛋白质,对于目标蛋白质,通过

PDB数据库获得晶体结构进行去除加氢、修饰氨基

酸、优化能量和调整力场参数等处理。最后将这靶点

结构与活性成分结构进行分子对接,其Affinity
 

值即

代表两者的结合能力,结合能力越低,配体与受体结

合越稳定。使用Pymol对其进行可视化分析。
2 结  果

2.1 OK 活性成分靶点查找结果 经 TCMSP和

BATMAN-TCM数据库及文献查询,查找到42个有

效的活性成分,939个基因靶点。利用 Uniprot数据

库对靶点进行统一注释并去重,共获得 OK
 

223个潜

在治疗靶点。见表1。
表1  OK治疗T2DOP的主要靶点

基因靶点 DGREE值 药物来源

IL-6 112 杜仲、三七、红花、黄芪

Akt1 116 陈皮、杜仲、红花、人参、洋金花、黄芪

TNF 113 杜仲、红花、人参、洋金花、黄芪、三七

MAPK3 95 陈皮

HIF-1A 89 杜仲、三七、红花、黄芪、人参、洋金花

  注:IL-6为白细胞介素-6;Akt1为蛋白激酶B1;TNF为肿瘤坏死因

子;MAPK3为丝裂原活化蛋白激酶3;HIF-1A为缺氧诱导因子-1A。

2.2 T2DOP相关靶点查找结果 经GeneCards数据

库获得T2DOP相关靶点4
 

186个,经Relevance
 

score≥
1.08为 条 件 筛 选 后,获 得 T2DOP相 关 基 因 靶 点

4
 

182个,经OMIM数据库获得T2DOP疾病靶点522
个。经过汇总取交集获得T2DOP疾病靶点4

 

641个。
2.3 OK治疗T2DOP靶点韦恩图制作 将药物活
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性成分的靶点与疾病靶点进行取交集处理,获得159
个OK治疗T2DOP的治疗靶点。

 

见图1。
2.4 GO 和 KEGG富集分析结果 GO 富集分析

中,共预测到了1
 

004条条目,其中生物学过程(BP)
条目773个,细胞组分(CC)条目85个,分子功能

(MF)条目146个。BP中富集分数较高的条目包括

对脂多糖的反应、对缺氧的反应、炎症反应等。CC中

富集分数较高的条目包括丝氨酸型肽酶复合物、凋亡

体、内吞囊泡膜等。MF中富集分数较高的条目包括

酶结合、蛋白质结合、转录因子结合等,将上述条目根

据富集分数排列,分别挑选前10条条目制作GO富

集分数图(图2)。共预测到176条信号通路,将176

条信号通路按富集分数排列,去除癌症相关通路,挑
选前20条信号通路制作KEGG信号通路气泡图(图
3),其中核心通路包括 HIF-1信号通路(图4)、TNF
信号通路、脂质与动脉粥样硬化信号通路等。

图1  OK预测靶点与疾病靶点交集图

图2  前10位GO富集分数图

图3  前20位KEGG信号通路气泡图

2.5 PPI图 构 建 将159个 潜 在 治 疗 靶 点 导 入

STRING 数 据 库,获 得 PPI 及 对 应 数 据,将 从

STRING数据库得到的数据导入Cytoscape3.7.2软

件,进行拓扑分析,筛选出主要基因靶点(表1),得到

159个节点与1
 

147条边,绘制出 OK-T2DOP靶点

PPI图(图5),并构建活性成分-关键靶点-显著通路网

络图(图6)。
表2  结合能表

配体 结合亲和力

7-O-甲基异微凸剑叶莎醇 -6.0

黄芩素 -6.5

山柰酚 -6.3

槲皮素 -6.4
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2.6 分子对接 7-O-甲基异微凸剑叶莎醇、黄芩素、山
柰酚、槲皮素与HIF-1A的结合能均小于-5.0

 

kcal/mol,
有较好的结合活性。见表2、图7~10。

图4  HIF-1信号通路图

图5  PPI图

图6  药物-靶点-疾病图

图7  7-O-甲基异微凸剑叶莎醇与 HIF-1A

图8  黄芩素与 HIF-1A

图9  山柰酚与 HIF-1A

图10  槲皮素与 HIF-1A

3 讨  论

  T2DOP是2型糖尿病的并发症之一,临床上主
要表现为骨密度的降低,易发生脆性骨折、全身疼痛。
2型糖尿病患者发生骨折的风险高于健康人[10],严重
危害人们的健康,一旦发生脆性骨折,患者的生活质
量急速下降,甚至会导致死亡。T2DOP的发生机制
尚未被完全揭示,在临床上尚未有完善的治疗方法。
临床上常用降糖药与阿仑膦酸钠、特立帕肽、碳酸钙
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等抗骨质疏松药联合应用治疗T2DOP,费用高、治疗

周期长,一旦患病终生服药。因此,探讨T2DOP发病

机制和有效治疗方法成为T2DOP研究的首要任务。
T2DOP在中医学中尚无与之完全对应的病名,

现 阶 段 大 多 数 中 医 学 者 将 其 归 属 于 消 渴 合 并 骨

痿[11-12]。T2DOP的病位主要在肝脾肾。
《脾胃论·脾胃胜衰论》云:“脾病则下流乘肾,土

克水,则骨乏无力,足为骨蚀,令人骨髓空虚。”消渴日

久累及肾脏,致使肾精亏虚,肾虚则髓海不足是其主

要病机。《素问·痿论》云:“肾气热……骨枯而髓减,
发为骨痿”。《医方集宜·卷之五·消渴门·病源》
云:“夫渴之为病有三……下消者,……腿膝枯细,骨
节酸疼,精泄髓冷……属下焦,谓之消肾,自消肾之

下,又有肢体瘦弱。”可见糖尿病日久可以导致骨质疏

松的发生。脾病久则伤及肝肾,肝衰肾虚,骨失所养,
发为骨质疏松。中医脾为后天之本,为机体提供能

量。这与现代医学中线粒体的功能相似。线粒体在

细胞内可以合成腺苷三磷酸(ATP),是提供能量的主

要细胞器。早在20世纪80年代,就有研究发现脾虚

患者的胃黏膜细胞线粒体数量减少,同时出现能量代

谢障碍[13]。在大鼠脾虚模型中,通过健脾益气类中药

可以改善线粒体能量代谢,同样证明了脾与线粒体的

关系[14]。T2DOP患者体内存在的高血糖状态,在该

环境下通过多种途径增加细胞内氧化应激的产生[15]。
在高糖环境下,成骨细胞中的氧化应激水平也受到了

影响,经研究,在高糖环境下成骨细胞氧化应激水平

增高的同时,增殖与分化能力也出现降低[16]。
细胞铁死亡与细胞凋亡不同,是一种非程序性的

细胞死亡形式[17],其机制与谷胱甘肽过氧化物酶4
(GPX4)失活、铁离子增多、氧化应激水平增加均相

关。近年来,线粒体也被认为与铁死亡相关,线粒体

是细胞活性氧(ROS)的主要来源,线粒体产生的过氧

化氢(H2O2)与亚铁离子(Fe2+)发生芬顿反应,生成

羟基自由基,致使细胞膜氧化破损,发生铁死亡。细

胞内氧化应激的主要来源是线粒体,当线粒体损伤

时,产生过多的氧化自由基,细胞氧化应激水平增高,
发生脂质过氧化,致使细胞膜破裂,导致细胞铁死亡

的发生[18]。细胞内铁离子水平主要由铁调节蛋白

IRP1和IRP2调控[19-20]。细胞内铁超载时,可以导致

细胞线粒体功能障碍,线粒体ROS水平升高[21]。本

课题组前期研究发现,二价金属离子转运体(DMT1)
可 以 调 节 成 骨 细 胞 内 铁 离 子 的 水 平,且 通 过

ELAVL1/DMT1轴可以减少细胞内氧化应激生成和

铁死亡的发生[22-23]。作者推测2型糖尿病脾虚日久

累及肝肾时,成骨细胞内线粒体受损,铁离子水平增

加,氧化应激累积,致使成骨细胞发生铁死亡,从而出

现骨重建的失衡,导致骨质疏松的发生。
OK是彝族医药的经典方剂,具有活血益气、补肝

肾、续筋骨等作用,在临床治疗骨病时具有较好的疗

效。OK由黄芪、三七、杜仲、人参、红花、陈皮、鳖甲等

组成。黄芪、陈皮、人参共起健脾补气之功,三七、红
花、钻地风活血散瘀止痛,杜仲补肝肾,鳖甲滋阴,洋
金花止痛。现代医学研究,OK可以通过降血糖、改善

T2DOP小鼠的股骨骨小梁形态,提高胫骨骨强度,从
而治疗T2DOP[7]。

通过网络药理学筛出 OK中木犀草素、山柰酚、
黄芩素为OK中减少氧化应激的关键成分。木犀草

素是一种类黄酮,存在于多种中药植物中,具有抗炎、
抗氧化等多种作用[24]。实验证明木犀草素可以减少

链脲佐菌素链(STZ)诱导的2型糖尿病小鼠氧化应激

水平,减少体内 ROS的产生,增加超氧化物歧化酶

(SOD)的含量,从而减少c57小鼠体内氧化应激的水

平[25]。山柰酚是一种黄酮类单体,具有抗氧化应激、
抗炎等作用,在肿瘤、肝病、心血管等疾病研究较深

入。近年来,山柰酚被研究发现可以通过多种途径抗

骨质疏松[26],其中有研究发现,在 MC3T3-E1细胞

中,山柰酚可以靶向线粒体,减少线粒体 ROS的产

生[27]。槲皮素可以抑制 MC3T3-E1细胞过氧化氢诱

导的氧化应激,提高碱性磷酸酶活性,促进成骨[28-29]。
通过网络药理学分析发现,OK可能通过作用到

IL-6、Akt1、TNF、MAPK3、VEGFA及 HIF-1A等靶

点,影响HIF-1A信号通路、IL-17信号通路、磷脂酰

肌醇-3-激酶/蛋白激酶B(PI3K/Akt)信号通路、TNF
信号通路及脂质与动脉粥样硬化信号通路等治疗

T2DOP,其中BP可能包括炎症反应、氧化应激等。
所得预测靶点中Akt1、HIF-1A、MAPK3靶点曾被报

道均与氧化应激相关[30-33]。
HIF-1A属于 HIF

 

3个α亚基中之一,缺氧或氧

化应激都可以激活 HIF-1A[34]。HIF-1A在代谢性疾

病中发挥着重要作用[35],在糖尿病不同分期及各种并

发症的患者血清中,HIF-1A的表达出现了变化,如肾

病[36]、视网膜病变[37]和神经病变[38]等,证明 HIF-1A
影响着2型糖尿病及并发症的发生与发展。HIF-1A
在骨代谢疾病中也发挥着作用[39]。经研究发现 HIF
可以通过多种方式调控着骨重建的平衡。Akt1属于

Akt的3种亚型之一,Akt是PI3K/Akt信号通路的

核心因子,研究表明PI3K/Akt可以通过减少氧化应

激,减少细胞凋亡[40]。在成骨细胞中,仙茅苷可以通

过Akt减少 MC3T3-E1细胞的依赖性氧损伤[41]。
MAPK是 MAPK信号通路的经典蛋白,可以调节细

胞增殖、分化、凋亡和迁移等多种细胞生物活动[42]。
经研 究 发 现,调 控 MAPK 可 以 改 善 地 塞 米 松 对

MC3T3-E1细胞成骨抑制作用[43],pThr通过促使

MAPK去磷酸化,抑制由氧化应激增多引起成骨细胞

凋亡。经过分子对接验证发现,7-O-甲基异微凸剑叶

莎醇、黄芩素、山柰酚、槲皮素与 HIF-1A有较好的结

合活性。
综上所述,OK可以通过多靶点治疗T2DOP,其

中 HIF-1A 与 线 粒 体 关 系 密 切[44],线 粒 体 是 产 生

ROS的主要来源,所以推测 OK可能通过调控 HIF-
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1A信号通路保护线粒体,减少成骨细胞内ROS的产

生与累积,从而抑制成骨细胞铁死亡,起到治疗骨质

疏松的作用。本研究为OK对于T2DOP治疗机制研

究提供了方向。
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