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基于网络药理学研究策略探究芍药苷对佐剂诱导型关节炎大鼠模型

的治疗作用及其分子机制

毛 霞, 陈文佳, 李鹰飞, 李玮婕, 李泰贤, 王晓月, 郭敏群, 张彦琼*, 林 娜*

(中国中医科学院中药研究所, 北京 100700)

摘要: 芍药苷 (paeoniflorin, PAE) 是中药白芍的主要活性成分, 也是抗类风湿关节炎 (rheumatoid arthritis, RA)

中成药白芍总苷胶囊的主要成分, 具有抗炎和免疫调节等多种药理活性, 然而其潜在的药理机制尚不明确。本研究

首先基于网络药理学研究策略, 预测白芍候选靶标, 并建立白芍候选靶标-已知RA相关基因相互作用网络, 通过计

算网络中各节点的拓扑特征值 (包括连接度、紧密度、介度), 筛选出白芍干预RA相关失衡网络的关键候选靶标。进

一步的功能挖掘发现, 白芍的关键候选靶标显著富集于多条与RA病理环节相关通路, 其中包括与软骨破坏相关的

IL1B-TNF-TLR2-JUN-MMP1-MMP3通路。分子对接虚拟计算结果表明, 白芍所含主要成分PAE与MMP1和MMP3

有很强的亲和力。进而, 本研究通过佐剂诱导型关节炎 (adjuvant-induced arthritis, AIA) 大鼠模型进行实验验证, 发

现PAE对AIA大鼠关节炎严重度有明显改善作用, 可显著改善其红肿等症状, 降低AIA模型组大鼠的关节评分、右

后肢肿胀度, 升高体重和痛阈 (均P<0.05); ELISA检测表明, PAE可显著抑制AIA模型组大鼠血清炎性因子 IL-1β、

TNF-α、IL-6、IL-17和 IFN-γ水平的异常升高 (均P<0.001); Western blot分析表明, PAE可显著降低AIA大鼠受累踝

关节组织中MMP1和MMP3蛋白 (均P<0.001) 的蛋白表达水平 (本研究有关动物的所有操作均按照中国医学科学

院实验动物护理中心的伦理标准进行)。结果显示, PAE可通过调控 IL1B-TNF-TLR2-JUN-MMP1-MMP3通路而发

挥缓解关节软骨损伤、降低RA疾病严重度的作用。本研究增加了中药白芍及其有效成分抗RA药理作用的新认

识, 也为相关研究提供了新方向和新思路的参考。
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Abstract: Paeoniflorin (PAE), the major active compounds of Chinese herbs Radix Paeoniae Alba and Chinese

patent drug "Total Glucosides of Paeony Capsules", which is effective in the treatment of rheumatoid arthritis

(RA), exerted multi-pharmacological activities, such as anti-inflammatory, immune-regulatory, etc. However, its

potential action mechanisms remain unclear. Herein, we predicted the putative targets of Radix Paeoniae Alba and

constructed an interaction network of putative targets of Radix Paeoniae Alba and known RA-related genes. A list
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of key putative targets was identified by calculating their topological features (degree, node betweenness and

closeness) in the above pharmacological network. Importantly, pathway enrichment analysis revealed that these

key putative targets were significantly enriched in several RA-related pathways, including cartilage damage-related

IL1B-TNF-TLR2-JUN-MMP1-MMP3 signaling pathway. Further molecular docking simulation showed that PAE,

the major active compounds of Radix Paeoniae Alba, has strong binding affinity with MMP1 and MMP3 proteins.

Next, in vivo experiments based on the adjuvant-induced arthritis (AIA) animal models showed that PAE signifi‐

cantly alleviated the disease severity and the syndromes of severe redness or swelling in hind limbs of AIA rats,

including decreasing the arthritis score, the diameter of the limbs, and elevating body weight and pain thresholds

(all P<0.05). ELISAassay indicated that PAE obviously suppressed the abnormal up-regulation of serum inflammatory

factors including IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-17 and IFN-γ in AIA rats (all P<0.001). Western blot analysis found that

PAE simultaneously modulated the abnormal up-regulation of MMP1 and MMP3 proteins in the ankle tissues of

AIA rats (all P<0.001) (all procedures in the current study were performed in accordance with the ethical standards

of the Center for Laboratory Animal Care, China Academy of Chinese Medical Sciences). In conclusion, PAE

alleviated the cartilage damage and disease severity in the progressive process of RA via regulating the IL1B-TNF-

TLR2-JUN-MMP1-MMP3 pathway. This study provided the theoretical basis of the PAE for its immune-regulatory

effects, and as well provided references for the action mechanism study of extract compounds of Chinese herbs.

Key words: paeoniflorin; rheumatoid arthritis; network pharmacology; molecular docking; pharmacological

mechanism

类风湿关节炎 (rheumatoid arthritis, RA) 是一类病

因病机尚不明确的自身免疫系统性疾病, 全球范围内

的发病率约为 5%[1]。若患者没有接受长期正规的治

疗, 可致关节损伤甚至肢体残疾[2]。在引起关节软骨

和骨破坏的关节滑膜自身抗原的免疫刺激中, 基因因

素 (主要组织相容性复合体 II位点的基因多态性) 和

环境因素 (生活作息、吸烟、饮食) 协同发挥作用[3]。目

前治疗RA的药物主要包括改善病情类抗风湿药、非

甾体类抗炎药和新型生物制剂等。尽管这些药物可在

一定程度上改善RA患者身体机能, 抑制骨破坏, 但会

诱发RA患者感染、肺结核和高血压等严重的不良反

应[4]。中医药在自身免疫性疾病中具有较为理想的疗

效 , 与抗 RA 一线药物甲氨喋呤 (methotrexate, MTX)

等联用具有增效减毒的功效[5]。

芍药苷 (paeoniflorin, PAE) 源自于毛茛科植物芍

药根和牡丹根, 在中药白芍中含量丰富, 也是临床用免

疫调节剂白芍总苷的主要生物活性单体成分, 具有抗

炎、免疫调节、镇痛、抗肿瘤及保护心肌急性缺血等多

种生物学功能, 在RA中具有较大的应用潜能[6]。现有

药理研究表明, PAE可抑制RA滑膜细胞异常增殖、炎

性应答和骨破坏, 其机制与其对抑制性G蛋白、RANKL/

RANK/OPG比值和NF-κB活化的调节有关[7,8]。然而,

其抗RA的作用机制尚未完全阐明。本研究基于佐剂

诱导型关节炎 (adjuvant-induced arthritis, AIA) 大鼠模

型, 运用网络药理学、分子对接和实验验证相结合的方

法, 为深入探讨 PAE抗RA的作用机制提供新思路和

新方法。

材料与方法

数据收集与整理

已知RA相关基因收集和整理 基于DrugBank数

据库 (https://www.drugbank.ca/, version 5.1.3)[9]、OMIM

数据库 (http://www.omim.org/, Last updated: October 31,

2013)[10]、GAD数据库[11] (Genetic Association Database,

http://geneticassociationdb.nih.gov/, Last updated:August

18, 2013) 和KEGG通路数据库 (http://www.genome.jp/

kegg/, Last updated: October 16, 2012)[12], 共收集到 208

个已知RA相关基因。

白芍候选靶标预测 采用drug-CIPHER-CS软件,预

测白芍所含化学成分的候选靶标分子[13], 选择Hitting

time大于中位数的靶标作为白芍的候选靶标。接着,

通过查询DrugBank数据库, 考察白芍候选靶标与已知

抗RA药物的相关性。

网络构建与分析

白芍候选靶标-已知RA相关基因相互作用网络的

建立 基于 String数据库 (http://string-db.org/, version

10.5), 提取白芍候选靶标分子与已知RA相关基因的相

互作用信息, 并构建药物靶标分子网络。采用Navigator

software (Version 2.2.1) 进行网络可视化。

网络拓扑特征值计算 计算上述白芍候选靶标-

已知RA相关基因互作网络中网络节点的拓扑特征值

(连接度、介度、紧密度), 筛选三者均大于相应中位数

的节点为关键网络靶标, 进行下一步通路富集分析。

通路富集分析 通过生物学信息注释数据库 (the

Database for Annotation, Visualization and Integrated
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Discovery, DAVID, https://david. ncifcrf. gov/, version

6.7)[14]对白芍抗RA潜在网络靶标进行GO生物学过程

富集分析, 研究其靶点生物过程, 并进行KEGG信号通

路富集分析 (Bonferroni法矫正: P<0.01; DAVID 平台

列表与背景: Homo sapiens), 探究白芍关键靶标所参

与的主要信号通路。

分子对接 分别采用 SystemsDock (http://system‐

sdock.unit.oist.jp/iddp/home/index)[15]和 AutoDock[16]分

子对接技术, 计算白芍抗RA关键网络靶标与其主要

成分 PAE的结合能力。在 SystemsDock对接化合物-

靶标结合能力评分中, 对接分数大于 4.25表示对接化

合物与靶标之间有一定的亲和力, 大于 5.0表示对接化

合物与靶标之间有较好的亲和力, 大于 7.0表示两者之

间有很强的亲和力[17]。在AutoDock对接化合物-靶标

结合能力评分中, 对接分数小于等于-5.0表示对接化

合物与靶标之间有较强的亲和力[18]。

实验动物 雄性Lewis大鼠, 清洁级, 购自北京维

通利华实验动物技术有限公司, 6～8周龄, 体重 200 ±

20 g。动物许可证号: SCXK (京) 2007-0017, SCXK (京)

2009-0017, 实验期间自由饮水, 饲固体饲料, 恒温、恒

湿, 喂养于中国中医科学院基础所实验动物中心。本

研究有关动物的所有操作均按照中国医学科学院实验

动物护理中心的伦理标准进行。

实验药品、试剂及仪器 白芍 (Radix Paeoniae

Alba) 购自北京同仁堂药店; MTX购自上海信谊药厂

有限公司 , 国药准字 H31020644; M tuberculosis H37

Ra结核杆菌 (货号: 231141) 购自美国BD Difco公司;

PAE (货号: S-010-180416) 购自融诚鑫德有限公司; 丙

酮 (批号 : 20101223) 购自北京化工厂 ; 液体石蜡 (批

号: 150702) 购自江西德成制药有限公司; 二甲基亚砜

(dimethyl sulfoxide, DMSO, 货号: D2650) 购自上海联硕

生物科技有限公司; Elisa试剂盒白介素1β (interleukin-1

beta, IL-1β, 货号: 85-88-6010-22)、肿瘤坏死因子α (tumor

necrosis factor alpha, TNF-α, 货号 : 85-88-7340-22) 购

自美国 eBioscience公司; 白介素 6 (interleukin-6, IL-6,

货号 : KJ0087)、干扰素 γ (interferon γ, IFN- γ, 货号 :

KY0031) 购自康佳宏原生物科技有限公司; 白介素 17

(interleukin-17, IL-17, 货号: 70-EK317, 杭州联科生物

技术股份有限公司)。丙氨酸转氨酶 (alanine amino‐

transferase, ALT, 货号 : Lb20701)、门冬氨酸氨基转移

酶 (aspertate aminotransferase, AST, 货号 : Lb20702)、

尿素 (urea, CREA, 货号 : Lb20101) 购自德国 Prodia

Diagnostics公司; 肌酸酐 (creatinine, CREA, 货号: 105-

000492-00, 深圳迈瑞生物医疗股份公司); 基质金属蛋

白酶 1 (matrix metalloproteinase-1, MMP1) 一抗 (货号:

10371-2-AP, Proteintech 公 司); 基 质 金 属 蛋 白 酶 3

(matrix metalloproteinase-3, MMP3)一抗 (货号: ab53015,

美国 Abcam 公司); Von frey hair 疼痛测试仪 (美国

Stoeltingco 公司); 热辐射疼痛测试仪 (意大利 Ugo

Basile公司); 旋涡混合器 (北京金北德工贸有限公司);

Multiskan MK3酶标仪 (Thermo Fisher Scientific公司);

日立 7600 全自动生化仪 (日本 Hitachi 公司); Tanon

5200化学发光成像系统 (上海天能科技有限公司)。

药物制备 在本课题组前期研究中, 出自《金匮要

略》的经典名方乌头汤 (WTD) 在 7.5 mg·mL-1 (临床

4倍等效剂量) 可显著降低RA模型大鼠的临床积分和

关节肿胀度等, 改善 RA模型大鼠疾病严重度[19]。本

研究运用超高效液相色谱-质谱/质谱 (UPLC-MS/MS)

系统 (美国Waters公司) 对WTD中所含的PAE进行定

量分析, 发现 1 mg WTD冻干粉 (出粉率 27%) 中含有

10 889.2 ng PAE, 因此, PAE在 7.5 mg·mL-1 WTD中的

含量为 2 201.32 μg·mL-1。本项实验中, PAE用不超过

1%的DMSO溶解, 加水稀释至1 g·mL-1备用。

AIA 动物模型造模及给药 选用健康 6～8周龄

雄性 Lewis大鼠, 每只大鼠单次尾根皮内注射 0.1 mL

完全弗式佐剂 (10 mg·mL-1热灭活的结核分枝杆菌酪

酸的液体石蜡混悬液, Difco), 诱导AIA模型[20]。

雄性Lewis大鼠 30只, 每组 5只。组别如下: 空白

组、空白组+DMSO组、AIA模型组、AIA模型+DMSO

组、AIA模型+PAE组和AIA模型+MTX组。大鼠给药

按照 1 mL/100 g体重灌胃, 从免疫当天开始给药, PAE

和DMSO每给药 6天, 间歇 1天。MTX每给药 3天, 间

歇 1天。同时, 空白组和AIA模型组灌服等容积蒸馏

水。给药至免疫第25天。

AIA疾病严重度评价 关节炎临床积分: 自免疫

8天开始, 每 2～3天进行一次临床积分 (双人目测), 计

算出临床积分, 40分制 (定义每只大鼠关节炎评分≥0.5

分为关节炎发病; 关节炎评分≥1.5分为造模成功)[21,22];

关节肿胀度: 自免疫8天开始, 每2～3天用游标卡尺测

量大鼠的右后肢直径, 截止至取材前一天; 体重: 自免

疫第一天开始, 每周测量大鼠体重 2次, 截止至取材前

一天; 胸腺/脾脏指数: 取材后, 称取胸腺和脾脏重量,

计算脏器指数 (胸腺或脾脏重量/大鼠体重, mg·g-1)。

疼痛指标检测 分别通过Von frey hair机械疼痛

测试仪、热辐射疼痛测试仪和丙酮来检测空白组、AIA

模型组和各给药组大鼠的机械痛[23]、热辐射痛[24]和丙

酮痛[25]。分别在造模前、造模后测量(每隔 2天测量 1

次), 每次测量维持3个周期, 中间间隔5 min, 最后计算

取平均值。

AIA大鼠血清炎性因子水平检测 以酶联免疫吸
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附法 (enzyme linked immunosorbent assay, ELISA) 测

定空白组、AIA模型组和各给药组大鼠血清中TNF-α、

IL-6、IL-1β、IL-17、IFN-γ含量。

取材及组织处理方法 在给药至免疫第 25天取

材, 运用 10%水合氯醛 (3 mL·kg-1) 腹腔注射麻醉各组

大鼠后, 腹主动脉取血, 3 000 r·min-1离心 15 min取上

清, -80 ℃保存, 用于ELISA和生化检测; 取大鼠胸腺、

脾脏、肝脏和肾脏, 称重计算脏器指数; 使用灭菌器械,

无菌条件下取大鼠左右后肢膝、踝关节, 剥去皮毛, 放

置-80 ℃用于Western blot检测。

统计学分析 应用 Graphpad prism (Version 6.0)

进行统计学分析。计量资料以均数±标准差表示。各

项指标的组间比较均采用方差分析。P值小于 0.05表

明组间差异具有统计学意义。采用 Adobe photoshop

CS6进行图表制作。

结果

1 白芍作用于RA的关键网络靶标预测

采用drug-CIPHER-CS软件, 针对白芍所含化学成

分, 共预测得到 486个候选靶标, 经 DrugBank数据库

挖掘, 发现其中有 19个白芍候选靶标为已知抗RA药

物的治疗靶标 (表1)。

接着, 基于白芍候选靶标和已知 RA相关基因间

的相互作用关系, 构建“白芍候选靶标-已知RA相关

基因相互作用网络”, 包含 612个节点和 5 712对相互

作用。为筛选关键网络靶标, 计算上述网络节点的拓

扑特征值, 包括连接度、介度和紧密度, 它们的中位数

分别为 0.000 77、13.000 00和 0.345 12, 选择三者均大

Table 1 Detailed information of the known putative targets of paeoniflorin (PAE) and corresponding FDA approved drugs in the treatment

of rheumatoid arthritis (RA)

Target name

Aryl hydrocarbon receptor

Complement C1r subcomponent

Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase

subunit alpha

Low affinity immunoglobulin gamma Fc

region receptor II-a

Low affinity immunoglobulin gamma Fc

region receptor II-b

Histidine ammonia-lyase

Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase

subunit beta

Interleukin-1 beta

Lymphotoxin-alpha

3-Phosphoinositide-dependent protein

kinase 1

Phospholipase A2

Phospholipase A2, membrane associated

Peroxisome proliferator-activated receptor

gamma

Peroxiredoxin-5, mitochondrial

Prostaglandin G/H synthase 1

Protein-tyrosine kinase 2-beta

Retinoic acid receptor RXR-alpha

Sodium channel protein type 4 subunit alpha

Tumor necrosis factor

Target gene symbol

AHR

C1R

CHUK

FCGR2A

FCGR2B

HAL

IKBKB

IL1B

LTA

PDPK1

PLA2G1B

PLA2G2A

PPARG

PRDX5

PTGS1

PTK2B

RXRA

SCN4A

TNF

FDA approved drug name

Leflunomide

Etanerdcept

Sulfasalazine

Etanercept; immune globulin human; sarilumab

Etanercept; immune globulin human; sarilumab

Histidine

Auranofin; sulfasalazine; fostamatinib; acetylsalicylic

acid

Talmapimod; VX-702; dilmapimod

Etanercept

Celecoxib

Sulfasalazine

Indometacin; diclofenac

Sulfasalazine; ibuprofen; fenoprofen; indometacin;

dexibuprofen

Auranofin

Acetaminophen; nabumetone; ketorolac; tenoxicam;

fenoprofen; ibuprofen; mefenamic acid; salsalate;

oxaprozin; tiaprofenic acid; sulfasalazine; antrafenine;

trolamine salicylate; phenyl salicylate; glycol salicylate;

menthyl salicylate; indometacin; piroxicam; diflunisal;

flurbiprofen; sulindac; lornoxicam; dexibuprofenl;

aceclofenac; acemetacin; etodolac; rofecoxib; diclofenac;

meclofenamic acid; acetylsalicylic acid; ketoprofen;

meloxicam; diclofenac; carprofen

Leflunomide; baricitinib

Etodolac

Diclofenac

Etanercept; adalimumab; infliximab; chloroquine;

certolizumab pegol; golimumab

Drug indication

Rheumatoid arthritis

Rheumatoid arthritis

Rheumatoid arthritis

Rheumatoid arthritis

Rheumatoid arthritis

Rheumatoid arthritis

Rheumatoid arthritis;

pain

Rheumatoid arthritis;

pain

Rheumatoid arthritis

Rheumatoid arthritis;

pain

Rheumatoid arthritis

Rheumatoid arthritis

Rheumatoid arthritis;

pain

Rheumatoid arthritis

Rheumatoid arthritis;

pain

Rheumatoid arthritis

Rheumatoid arthritis;

pain

Rheumatoid arthritis

Rheumatoid arthritis;

pain
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于相应中位数的关键网络靶标 , 共计 196 个 , 其中有

146个为白芍的候选靶标。根据上述关键网络靶标的

功能 , 将其互作网络划分为 3 个功能模块 , 分别与炎

症-免疫失衡、骨破坏和血管新生等 3个病理环节调节

相关 (图1)。

针对上述 196个关键网络靶标的功能和通路进行

富集分析, 结果表明, 白芍抗RA的关键网络靶标显著

富集于多条RA相关通路, 如Toll样受体信号通路、RA

信号通路 (富集因子最大)、T细胞受体信号通路、破骨

细胞分化、NOD样受体信号通路和B细胞受体通路等

(图 2A)。其中, 参与RA信号通路的白芍关键网络靶

标共有 10个, 分别为HLA-DQA2、IL1B、ITGB2、JUN、

MMP1、MMP3、TGFB1、TLR2、TNF 和 TNFSF11 (图

2B)。因此 , 推测与关节软骨破坏有关的 IL1B-TNF-

TLR2-JUN-MMP1-MMP3 信号轴可能是白芍发挥抗

RA药效的作用通路之一。

2 PAE-白芍关键网络靶标分子对接结果分析

本研究采用 SystemsDock 和 AutoDock 对接方法

来考察白芍抗RA关键网络靶标与 PAE的结合能力。

如表 2 所示 , SystemsDock 对接结果显示 PAE 与

MMP1、MMP3、IL1B、ITGB2和TLR2的系统对接得分

值均大于 5.0。 AutoDock 对接结果显示 , PAE 与

MMP1、MMP3、IL1B、ITGB2、TLR2、TNF 和 TNFSF11

的对接分数小于-5.0。综合PAE和白芍关键网络靶标

分子的 SystemsDock和AutoDock分子对接结果, PAE

与 MMP1 和 MMP3 的结合力最强。PAE 与 MMP1 和

MMP3 的配体对接后的复合体三维结构图 , 如图 3

所示。

3 PAE可显著缓解AIA大鼠关节炎严重度

本研究通过在雄性Lewis大鼠中构建AIA模型来

探究PAE对关节炎的疗效。AIA模型组大鼠的首次发

病时间为造模后第 10天, 发病率为 100%, 关节出现红

肿、畸形、体重下降。PAE可显著改善其红肿等症状

(图 4A), 表现为降低 AIA模型组大鼠的关节评分 (均

P<0.001, 图 4B)、右后肢肿胀度 (均P<0.001, 图 4C), 升

高体重 (均P<0.001, 图 4D)。此外, PAE还降低在AIA

模型组大鼠中异常升高的胸腺和脾脏指数 (均 P<

0.001, 图 4E、F), 其药效与阳性药MTX相比无显著性

差异 (均P>0.05) (各项疾病严重度指标在空白组与空

Figure 1 Interaction network of key putative targets of Radix Paeoniae Alba and RA-related genes, and its involved pathways. The nodes

in red circles refer to the key putative targets of Radix Paeoniae Alba interfering with RA

Table 2 Binding affinity of PAE and putative targets of Radix

Paeoniae Alba in the treatment of RA via molecular docking. N/A:

No binding affinity between chemical compound and correspond‐

ing putative targets

Chemical

compound

PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE

Putative

target

MMP1
MMP3
HLA-DQA2
IL1B
ITGB2
JUN
TGFB1
TLR2
TNF
TNFSF11

PDB

ID

1HFC
1D5J
P01906
2NVH
5E6W
1JNM
3KFD
1FYW
2E7A
1JTZ

Systems

Dock score

6.197
6.234
N/A
5.549
5.630
N/A
N/A
6.764
N/A
N/A

Auto

Dock score

-7.6
-8.9
N/A
-7.1
-5.6
-3.6
-2.3
-5.7
-5.0
-5.6
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Figure 2 Pathway enrichment analysis of key putative targets in the interaction network of Radix Paeoniae Alba and RA-related genes,

and their relations with RA signaling pathway. A: Pathway enrichment analysis of key putative targets in the interaction network of Radix

Paeoniae Alba and RA-related genes; B: Mapping chart of key putative targets of Radix Paeoniae Alba in the drug-disease interaction

network into the RA signaling pathway

Figure 3 Complex three-dimensional structure of PAE docking with matrix metalloproteinase-1 (MMP1, A) and matrix metalloproteinase-3

(MMP3, B)
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白组+DMSO组, 以及AIA模型组和AIA模型+DMSO

组中无显著性差异, 因此, 1%浓度的DMSO对 PAE的

抗RA药效可忽略不计)。

4 PAE具有缓解AIA大鼠疼痛作用

与空白组相比, AIA模型组大鼠的痛阈 (机械痛、

热辐射痛和丙酮痛) 明显降低, PAE具有镇痛作用, 自

造模第10天至第25天实验结束, 可显著升高AIA模型

组大鼠的机械痛 (均P<0.05, 图5A)、热辐射痛 (P<0.05,

图 5B) 和丙酮痛 (P<0.05, P<0.001, 图 5C), 其调节作用

与阳性药MTX相比无显著性差异 (均P>0.05) (各项痛

阈在空白组与空白组+DMSO 组, 以及 AIA 模型组和

AIA模型+DMSO组中无显著性差异, 因此, 1%浓度的

DMSO对PAE的痛阈影响可忽略不计)。

5 PAE可降低AIA大鼠血清炎性因子水平

与空白组相比, AIA模型组大鼠血清的炎性因子

IL-1β、TNF-α、IL-6、IL-17 和 IFN-γ水平显著升高 (均

P<0.001)。PAE 可显著降低 AIA 模型组大鼠血清中

IL-1β (均 P<0.001, 图 6A)、TNF-α (均 P<0.001, 图 6B)、

IL-6 (均 P<0.001, 图 6C)、IL-17 (均 P<0.001, 图 6D) 和

IFN-γ (均 P<0.001, 图 6E) 的表达水平, 其药效与阳性

药MTX相比无显著性差异 (均P>0.05) (各炎性因子在

空白组与空白组+DMSO 组 , 以及 AIA 模型组和 AIA

Figure 4 Improvement effects of PAE on the severity of arthritis in adjuvant-induced arthritis (AIA) rats in terms of macroscopic evidence

of arthritis (A), arthritis score (B), the diameter of the limbs (C), body weight (D), thymus index (E) and spleen index (F). n = 5,
-
x ± s.

#P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs the normal control group (Con); ***P<0.001 vs the AIA model group. MTX: Methotrexate

Figure 5 Effects of PAE on the pain thresholds of AIA rats. A: Mechanical-induced hyperalgesia; B: Thermal-induced hyperalgesia; C:

Acetone-induced hyperalgesia. n = 5,
-
x ± s. #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs the normal control group (Con); *P<0.05, ***P<0.001 vs the

AIA model group
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模型+DMSO组中无显著性差异, 因此, 1%浓度的DMSO

对 AIA 大鼠血清炎性因子表达水平的影响可忽略

不计)。

6 PAE 可调节 AIA 大鼠 MMP1 和 MMP3 蛋白的异

常升高

与空白组相比 , AIA 模型组大鼠踝关节组织中

MMP1和MMP3蛋白表达水平显著升高 (均P<0.001)。

PAE可显著下调AIA模型组大鼠中MMP1 (均P<0.001,

图 7A) 和MMP3 (均P<0.001, 图 7B) 蛋白异常表达, 且

作用与阳性药 MTX 相比无显著性差异 (均 P>0.05)

(MMP1 和 MMP3 表达在空白组与空白组+DMSO 组 ,

以及AIA模型组和AIA模型+DMSO组中无显著性差

异, 因此, 1%浓度的DMSO对AIA大鼠踝关节组织中

两种蛋白表达水平的影响可忽略不计)。

讨论

RA在全球范围内有 5%的高发病率, 患者通常表

现为滑膜炎症、关节肿胀、骨和软骨破坏等, 其生活质

量受到严重影响[2]。PAE是中药白芍的主要活性成分,

具有抗炎和免疫等多种生物学功能[6]。已有研究表明,

PAE 不仅通过抑制成纤维滑膜细胞增生 , 调节 IL-1、

PGE2、IL-6、VEGF、G蛋白和COX-2的表达[26], 还可以

作用于mTOR信号通路, 从而起到抑制关节炎大鼠的

炎症反应和缓解疾病严重度的作用[27]。然而, 现阶段

PAE抗RA作用机制尚未被完全阐明。本课题组前期

研究发现, 含有白芍的治疗寒痹经方WTD对于RA具

有一定的病情改善作用, 且其机制可能是通过扭转神

经-内分泌-免疫系统失衡和调节RA关键病理环节相

关的 MMP1/MMP13、IL-1β/TNF-α和 HIF-1α/VEGF 信

Figure 7 Modulatory effects of PAE on the expression of matrix metalloproteinase-1 (MMP1, A) and matrix metalloproteinase-3 (MMP3,

B) in the ankle tissues of AIA rats. n = 5,
-
x ± s. ###P<0.001 vs the normal control group (Con); ***P<0.001 vs the AIA model group

Figure 6 Inhibitory effects of PAE on the level of inflammatory cytokines including interleukin-1 beta (IL-1β, A), tumor necrosis factor

alpha (TNF-α, B), interleukin-6 (IL-6, C), interleukin-17 (IL-17, D) and interferons-γ (IFN-γ, E) in AIA rats. n = 5,
-
x ± s. ###P<0.001 vs the

normal control group (Con); ***P<0.001 vs the AIA model group
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号轴来实现的[28]。PPAR-γ共激活因子介导的产热通

路可能是WTD发挥其热药性, 从而缓解寒证RA的潜

在作用靶点之一[19]。在上述研究的基础上, 本研究旨

在结合网络药理学分析、分子对接虚拟计算和实验验

证, 探索PAE发挥抗RA的潜在分子机制。

“网络药理学”是一种对药物多靶点和多途径形成

的相互作用的研究策略, 从药物靶标和疾病间相互作

用的整体性和系统性出发, 在疾病-基因-药物多层次

网络的基础上, 研究药物作用于机体的生物学基础, 是

中医药现代化研究的有力工具[29]。本研究首先基于网

络药理学研究策略, 构建了白芍候选靶标-已知RA相

关基因相互作用网络, 并筛选出白芍干预RA相关失

衡网络的关键候选靶标。通路富集发现白芍的关键候

选靶标显著富集于多条与RA病理环节相关通路, 如

Toll样受体信号通路、RA信号通路、T细胞受体信号通

路和破骨细胞分化通路等, 其中包括与软骨破坏相关

的 IL1B-TNF-TLR2-JUN-MMP1-MMP3通路。此信号

通路中的成员蛋白质, 尤其是MMP1和MMP3, 与RA

病理进程中的软骨破坏紧密相关。MMPs属于锌依赖

性肽链内切酶超家族成员, 是通过降解基底膜和细胞

外基质蛋白引起RA患者成纤维滑膜细胞浸润的主要

蛋白酶, 在正常关节组织中有低表达, 而在关节炎组织

中的表达剧增[30,31]。MMPs的异常表达是引起 RA的

主要病理变化, 即软骨损伤的重要因素。其中。MMP1

和MMP3是与RA患者软骨破坏相关的主要MMPs[32]。

MMP1属于胶原酶亚族成员, 是特异性降解 II型胶原

的关键酶, 引起软骨基质降解和损伤[33]。MMP3属于

基质溶解酶家族成员, 主要降解蛋白多糖和纤连蛋白

等软骨基质成分, 促进破骨细胞吸收。它还可活化促

MMP1、MMP9和MMP13等其他MMP酶原[34]。MMP1

和 MMP3的表达水平能够反映关节炎病变和软骨破

坏程度[35]。RA受累关节中的多种炎症因子TNF-α和

IL-1β等可诱导MMPs分泌[36]。MMPs的生成也受丝裂

原激活蛋白激酶类等信号转导通路调节, 其中, c-Jun氨

基端激酶在 RA滑膜中被激活, 在调节 MMPs相关基

因表达中发挥重要作用[37]。TLR2属于 Toll样受体家

族, 是一类表达于免疫细胞和成纤维滑膜细胞中的免

疫受体蛋白, 它也可以通过参与炎性因子和MMP的释

放促进炎症, 是引起RA关节破坏的重要介质, 抑制其

表达可缓解关节炎大鼠疾病严重度[38,39]。有临床研究表

明, 白芍总苷胶囊联合MTX可显著降低RA患者血清

MMP1、MMP3、MMP9 和 MMP13 表达水平 , 治疗 RA

疗效显著[40]。青藤碱配伍白芍可下调关节炎模型大鼠血

清中 TNF-α和 IL-1β含量 , 以及骨组织中其他 MMPs

(MMP2和MMP9) 表达水平, 改善大鼠关节损伤[41]。

在上述网络药理学发掘所得白芍抗RA作用靶标

的基础上, 本研究运用分子对接虚拟计算来探究白芍

所含主要成分 PAE与软骨破坏相关 IL1B-TNF-TLR2-

JUN-MMP1-MMP3信号通路中相关蛋白的结合能力。

分子对接是一种预测蛋白质与配体结合能力和结合模

式的计算工具, 其原理是基于蛋白质与小分子配体间

相互作用的“锁-匙模型”, 计算并预测配体在蛋白活性

位点的构象和取向, 从而判断其结合程度, 在药物生物

体内靶标预测中发挥重要作用[42,43]。SystemsDock和

AutoDock是两种较为常用的分子对接方法。Systems‐

Dock是一种基于网络药理学预测和分析的网络服务

器, 运用高精度对接模拟和分子通路映射来表征配体

的选择性和对复杂分子网络的作用模式。具有操作简

易、预测方法考虑全面和预测结果准确度高的特

点[15,24]。AutoDock由 Scripps研究所开发, 运用拉马克

遗传算法和模拟退火来探求蛋白质与配体间的最佳结

合位置, 并依照半经验自由能函数评估对接结果, 耗时

久 , 但精度很高[44]。本研究中 , 运用 SystemsDock 和

AutoDock 两种分子对接工具均发现 PAE 与 IL1B-

TNF-TLR2-JUN-MMP1-MMP3 信号通路中的 MMP1

和MMP3蛋白有很高的亲和力 (SystemsDock scores均

大于 5.0; AutoDock scores均小于-5.0)。因此, 本研究

选择MMP1和MMP3作为拟验证靶点。进一步, 基于

AIA大鼠模型的实验验证揭示, PAE对AIA大鼠关节

炎严重度有明显改善作用, 并可显著抑制AIA大鼠受

累踝关节组织中 MMP1和 MMP3蛋白的异常表达升

高, 表明 PAE可通过调控MMP1和MMP3的表达量发

挥其缓解RA进展中软骨损伤的药效, 这也进一步印

证了上述网络药理学分子和分子对接虚拟计算的准确

性和可靠性。

综上, 本研究采用网络药理学分析、分子对接虚拟

计算和基于AIA大鼠模型的实验验证相结合的研究策

略, 发现 PAE可显著改善 AIA大鼠的疾病严重度, 其

机制与其对 IL1B-TNF-TLR2-JUN-MMP1-MMP3通路

的调节有关。相关研究结果将为白芍以及PAE的抗RA

药理作用提供理论依据, 也为中药抗炎活性成分的机

制研究提供方法学参考。
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