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基于代谢组学和网络药理学探讨薏苡附子散治疗类风湿性关节炎的

作用机制

张芳芳, 李晓凯, 李 雪, 王玉玉, 武君珂, 王玉明*, 李遇伯*

(天津中医药大学中药学院, 天津 301617)

摘要: 本研究采用代谢组学和网络药理学相结合的方法研究薏苡附子散 (Yiyi Fuzi powder, YYFZ) 对类风湿性

关节炎 (rheumatoid arthritis, RA) 大鼠的药效物质及作用机制。动物实验过程均遵循天津中医药大学实验动物伦理

委员会要求 (批准号: TCM-LAEC2021241)。采用UPLC-Q-TOF/MS技术进行代谢组学分析发现花生四烯酸、色氨

酸、亚油酸、苯丙氨酸等 22个代谢物为YYFZ治疗RA的生物标志物, 并在YYFZ治疗后显著回调。同时对YYFZ入

血成分分析发现次乌头碱、苯甲酰次乌头碱、脱氧乌头碱等 11个入血成分可能是YYFZ体内直接发挥药效的成分, 

进一步将入血成分进行网络药理学分析获得YYFZ可能通过作用于PI3K/Akt信号通路、雌激素信号通路、血管内皮

细胞生长因子(VEGF)信号通路表现出抗炎作用。本研究结果为YYFZ的临床应用提供了借鉴。
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Abstract: In this study, a combination of metabolomics and network pharmacology was used to study the 

pharmacodynamic substances and mechanism of action of Yiyi Fuzi powder (YYFZ) on rheumatoid arthritis (RA) 

rats. The animal experiments were conducted in accordance with the requirements of the Experimental Animal 

Ethics Committee of Tianjin University of Traditional Chinese Medicine (approval number: TCM-LAEC2021241). 

The metabolomic analysis using UPLC-Q-TOF/MS technique identified 22 metabolites, including arachidonic acid, 

tryptophan, linoleic acid, phenylalanine, as significant biomarkers for the treatment of RA with YYFZ, and they 

were significantly regressed after YYFZ treatment. The analysis of YYFZ blood components also revealed that 11 

blood components, including hypaconitine, benzoylhypaconitine, and deoxyaconitine, may be the components that 

exert direct pharmacological effects in YYFZ in vivo, and further network pharmacological analysis of blood 

components obtained that YYFZ may exhibit anti-inflammatory effects through acting on PI3K/Akt signaling 

pathway, estrogen signaling pathway, vascular endothelial growth factor (VEGF) signaling pathway. The results of 

this study provide implications for the clinical application of YYFZ.
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类风湿性关节炎 (rheumatoid arthritis, RA) 通过侵

入纤维血管组织导致软骨和骨侵蚀, 主要表现为肿胀、

疼痛以及进行性骨损伤[1,2]。现有的统计分析表明, RA

不仅是一个医学特征, 而且是一个公共卫生问题。在

国外, 关节炎是导致行动功能丧失的一个重要原因, 患

病率为 1%[3]。在国内, 患病率约为 0.37%[4]。目前非甾

体类抗炎药、糖皮质激素或生物制剂是主要的抗风湿

药物。但是易感染和高昂的成本以及对各种脏器伴有

的不良反应限制了处方制剂的应用, 所以选择合适的

治疗方法尤为重要。

薏苡附子散 (Yiyi Fuzi powder, YYFZ) 出自《金匮

要略》, 由薏苡仁和附子两味中药组成。方中薏苡仁利

水渗湿, 附子温阳散寒。两药合用, 可温阳除湿, 通痹

散寒。已有研究表明, 薏苡仁通过抑制促炎因子和氧

化应激来抑制炎症反应[5,6]。附子通过作用于RA关键

靶点和代谢通路抑制炎症反应[7], 并且附子生物碱通

过抑制RA中核因子-κB (nuclear factor-κB, NF-κB) 和

丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activated protein kinase, 

MAPK) 信号通路的激活来抑制炎症介质的表达和合

成[8]。然而目前尚不清楚两者合用对胶原诱导的关节

炎 (CIA) 大鼠的作用机制。

代谢组学和网络药理学是阐明复方潜在机制的有

效工具[9]。代谢组学被定义为在各种刺激的作用下和

某些生理因素改变的条件下, 检测生物体的整体代谢

变化及规律[10]。而网络药理学对中药复方治疗疾病的

作用机制提供了新的研究思路[11], 通过构建“药物-成

分-靶点-通路”的虚拟筛选和分析 , 可以快速获得

YYFZ治疗疾病的关键靶点及代谢通路。本研究首先

建立CIA大鼠模型评估其药效作用, 并对血浆样本进

行代谢组学分析, 揭示潜在生物标志物及代谢通路; 其

次, 通过对YYFZ体内成分分析获得直接作用于生物

体的活性成分, 并利用网络药理学对其进行作用靶点

及通路预测, 为深入研究YYFZ治疗RA的物质基础及

作用机制提供支持。

材料与方法

药品和试剂 薏苡仁 (湖南药圣堂中药科技有限

公司, 批号: A190502)、附子 (河北美威药业有限公司, 

批号: 1801068-16), 经天津中医药大学李天祥教授鉴

定薏苡仁为禾本科植物薏米 Coix lacryma-jobi L. var. 

ma-yuen (Roman.) Stapf.的干燥成熟种仁, 附子为毛茛

科植物乌头 Aconitum carmichaelii Debx. 的子根的加

工品, 所有饮片均符合 2020版《中华人民共和国药典》

规定。弗氏不完全佐剂、牛二型胶原 (批号分别为

210144和 210112) 均购自美国 Sigma公司; 大鼠 IL-1β

试剂盒、大鼠 IL-6试剂盒、大鼠TNF-α试剂盒 (批号分

别为 TY20220328、TY20220512、TY20220415) 均购自

天津伊特生命科学研发有限公司。甲氨蝶呤片 (上海

上药信谊药厂有限公司, 批号: H31020644); 戊巴比妥

钠 (上海麦克林生化科技有限公司, 批号: C12330784); 

大鼠RF试剂盒 (四川省维克奇生物科技有限公司, 批

号: WKQ22090502)。

仪器 Waters Acquity UPLC 液相色谱仪 , Waters 

Xevo G2 Q-TOF/MS 质谱仪 , UPLC BEH C18 色谱

柱 (2.1 mm × 100 mm, 1.7 μm), 美国 Waters 公司 ; 

ALLLEGRATM-64R 高速冷冻离心机 , 美国 Beckman

公司; TecanInfiniteF50 酶标仪 , 瑞士 Tecan 公司; 足趾

容积测量仪, 安徽正华生物仪器设备有限公司; 数显游

标卡尺, 金华市世匠工具有限公司。

实验动物 清洁级 6周龄 (180～200 g) 雄性Wistar

大鼠购于北京华阜康生物科技股份有限公司 [合格证

号: SCXK (京) 2019-0008], 本研究经天津中医药大学

动物伦理委员会批准 (批准号: TCM-LAEC2021241)。

样品的制备 精密称取薏苡仁、附子 , 按照 5∶3

的比例[12]混合 , 置于圆底烧瓶 , 加入 10 倍量水浸泡

45 min, 回流提取 1 h, 趁热过滤; 药渣加 8倍量水回流

45 min, 趁热过滤, 合并滤液, 浓缩至黏稠浸膏 (以生药

计, 浓度为1 g·mL-1), 保存在4 ℃冰箱。阳性药的制备: 

取一定质量的甲氨喋呤片, 置于离心管内加水溶解并

超声 10min, 最终配制成浓度为 1 mg·mL-1的药液。牛

Ⅱ型胶原乳剂 (CⅡ) 的制备: 将弗氏不完全佐剂与酸

性牛Ⅱ型胶原溶液 1∶1混合均匀, 直至形成稳定的乳

剂体系。

动物实验 经过一周的适应后, 随机取 10只大鼠

作为空白组, 剩余大鼠在足趾注射 0.2 mL的CⅡ造模, 

进行初次免疫, 造模当天记为实验第0天。第7天在大

鼠足趾相同位置注射 0.1 mL CⅡ, 进行第二次免疫; 空

白组 (control group, NS) 大鼠注射等量的生理盐水。

之后将大鼠分为模型组 (model)、甲氨蝶呤组 (metho‐

trexate group, MTX)、薏苡附子散高 (YYFZ high dose 

group, YYFZ-H)、中 (YYFZ medium dose group, YYFZ-

M)、低 (YYFZ low dose group, YYFZ-L) 剂量组, 每组

10只。第二次免疫后第 2天开始给药干预。MTX组

灌胃剂量 1 mg·kg-1, 每周给药 2次, 剩余 5天灌胃等体

积蒸馏水; YYFZ-H、YYFZ-M、YYFZ-L组分别灌胃给

予YYFZ水煎液5.30、2.65和1.33 g·kg-1, 空白组和模型

组给予等量生理盐水。在初次免疫后的第 45天采用

1.5%戊巴比妥钠麻醉后腹主动脉取血, 静置 30 min后

将血浆样品在 4 ℃, 3 500 r·min-1的条件下离心 10 min, 

吸取上清液冻存于−80 ℃冰箱中, 以备后续代谢组学
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及生化指标分析。并在采血后取大鼠的双侧踝关节, 

置于4%中性福尔马林固定液中进行病理切片分析。

指标观察与检测 用电子数显游标卡尺、足趾容

积测量仪测量大鼠造模前的足趾宽度和足趾容积, 造

模后第 1、3、7天各测量一次; 第 7天起每隔 3天测量一

次足趾宽度与足趾容积直至取材。每个足趾平行测量

3次取平均值。

代谢组学分析 将冻存的血浆样本室温解冻, 以血

浆∶乙腈 (1∶3) 的比例涡旋混匀, 以 4 ℃, 13 000 r·min-1

离心 15 min, 吸取上清液进行UPLC-Q-TOF/MS分析。

取每组血浆样本 (约 50 μL), 按照上述操作制备质量控

制样本 (quality control, QC), 其包含所有样品的生物

学信息[13]。

色谱条件 Waters ACQUITY UPLC BEH C18 色

谱柱 (100 mm × 2.1 mm, 1.7 μm), 柱温为45 ℃, 进样量

5 μL, 流速为 0.3 mL·min-1。流动相为 0.1%甲酸水 (A) 

和 0.1%甲酸乙腈 (B)。梯度洗脱条件: 0～0.5 min, 1% 

B; 0.5～2 min, 1%～50% B; 2～9 min, 50%～99% B; 9～

10 min, 99% B; 10～11 min, 99%～1% B; 11～13 min, 

1% B。

质谱条件 电喷雾电离源 (ESI源), 在正离子模式

下进行分析, 设置分子量扫描范围 m/z 50～1 000; 毛

细管电压 3.0 kV; 干燥气温度 325 ℃ ; 干燥气体流速

10 mL·min-1; 离子源温度 120 ℃ ; 去簇电压为 60 V/ 

 −60 V; 碰撞能量为35/−35 eV。

数据处理 将原始数据经过 Masslynx 4.1 软件 

(美国Waters公司) 导出, 经过80%修约后导入Simca-P

软件 (瑞典Umetrics公司) 进行多元统计分析, 分别建

立主成分分析 (principal component analysis, PCA) 和

偏最小二乘判别分析 (partial least squares discriminant 

analysis, PLS-DA), 筛选得到可变重要性 (VIP) > 1 和

t检验 (P < 0.05) 的数据作为生物标志物, 并将生物标

志物与HMDB数据库 (http://www.hmdb.ca) 及文献信

息进行匹配确定。此外, 通过热图及受试者工作特征

曲线 (ROC) 分析标志物的变化趋势。最后通过

MetaboAnalyst (https://www.metaboanalyst. ca/) [14]数据

库对已鉴定的生物标志物进行代谢通路分析。

统计学分析 数据采用 SPSS软件进行单因素方

差分析, 所有数值均以means ± SD表示, P < 0.05表示

差异有统计学意义。

YYFZ入血成分分析 将 6只大鼠随机分为空白

组和给药组, 每组 3只。给药组每天以 2.65 g·kg-1的剂

量灌胃YYFZ水煎液, 空白组灌胃等量生理盐水, 给药

5天。最后一次给药 1 h后, 使用 1.5%戊巴比妥钠麻醉

大鼠后腹主动脉收集血液, 静置 30 min后, 将血样在

4 ℃, 3 500 r·min-1条件下离心 10 min, 吸取上清液, 贮

存于-80 ℃冰箱, 备用。

色谱条件 色谱柱为Waters ACQUITY UPLC BEH 

C18 (2.1 mm × 100 mm, 1.7 μm); 流速为 0.3 mL·min-1; 

进样量为 10 μL; 流动相为 0.1%甲酸水溶液 (A)-0.1%

甲酸乙腈溶液 (B), 梯度洗脱条件为0～1 min, 1% B; 1～

2 min, 1%～5% B; 2～5 min, 5%～15% B; 5～10 min, 

15%～30% B; 10～15 min, 30%～50% B; 15～20 min, 

50%～70% B; 20～24min, 70%～99% B; 24～25min, 

99%～1% B。

质谱条件 采用ESI源, 在正离子模式下分析, 质

谱扫描范围m/z 50～1 000; 毛细管电压 3.0 kV; 干燥气

体流速10 mL·min-1; 离子源温度120 ℃; 脱溶剂气体温

度350 ℃; 锥孔气流速50 L·h-1, 扫描范围50～2 000。

YYFZ入血成分及靶点筛选 基于对YYFZ入血

成分的研究, 将鉴定出的入血成分信息在TCMSP数据

库 (https://tcmspw.com/tcmsp.php) 检索相关靶点信息, 

上传至 PharmaMappe (http://lilab-ecust. cn/pharmmap‐

per/index.html) 及 SwissTargetPrediction 数据库 (http://

www. swisstargetprediction. ch/) 预测各成分靶点 , 经

Uniprot数据库[15]转换为Gene name后去重。

RA 相关靶点筛选 以“rheumatoid arthritis”为检

索词检索疾病靶点。通过Genecards (http://www.gene‐

cards.org/)、TTD (http://bidd.nus.edu.sg/group/cjttd/)[16]、

OMIM (https://omim.org/)[17]数据库互相补充 , 合并去

重。将入血成分靶点与 RA 疾病靶点筛选交集靶点 , 

即为YYFZ治疗RA的潜在靶点。

“入血成分-靶点-通路”网络图的构建 将YYFZ

治疗 RA 靶点导入 STRING 数据库 (https://string-db.

org)[18]获得靶点相互作用的蛋白相互作用 (PPI) 网络

图, 并将结果导入Cytoscape 3.8.3[19]构建拓扑网络, 利

用 cytohubba 功能对网络进行分析 , 计算节点自由度 

(degree)、接近中心性 (betweenness)。为进一步探讨其

生物学意义, 使用DAVID数据库 (https://david.ncifcrf.

gov/)[20]进行GO (Gene Ontology) 功能和KEGG (Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes) 通路富集分析 , 

获得生物学过程及潜在信号通路。

结果

1　YYFZ对RA大鼠的治疗作用

为研究YYFZ的药效作用, 本研究测定了大鼠体

重、足趾容积及足趾宽度变化趋势。结果如图 1所示, 

与空白组相比, 模型组大鼠体重增长缓慢, 足趾容积及

足趾宽度在CⅡ处理后显著升高, 说明大鼠造模效果

较好。给药后 MTX组及 YYFZ各剂量组体重显著增
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加 (P < 0.05), 足趾容积及足趾宽度显著下降 (P < 

0.05), 并且模型组大鼠足趾容积在 5周左右达到高峰, 

YYFZ 各剂量组在 3 周左右达到高峰, 总体呈下降趋

势。说明YYFZ对RA有潜在治疗作用。

2　生化分析

为研究 YYFZ对 CIA大鼠的抗炎作用, 本研究检

测了血清中的RF、IL-1β、IL-6和TNF-α含量, 结果如图

2所示, 与空白组相比, 模型组RF、IL-1β、IL-6和TNF-α

含量有显著性的升高 (P < 0.05), 而与模型组相比 , 

YYFZ-H 和 MTX 组有显著性差异 (P < 0.05), 其余各

组也有回调趋势。提示YYFZ高剂量组可以起到显著

的治疗作用。

3　组织病理学评价

踝关节切片如图 3所示, 空白组 (图 3A) 大鼠踝关

节组织较为完整, 滑膜细胞排列规则, 多数为单层, 未

见炎性细胞浸润, 关节软骨表面平滑、完好。模型组 

(图 3B) 大鼠的滑膜细胞出现了明显的异常增生 (黑色

的箭头), 层数增多, 细胞的分布紊乱, 同时还伴随着炎

症细胞的渗入, 在软骨中可以看到滑膜组织的渗透 (蓝

色的箭头), 软骨表面出现了裂痕, 血管增生 (红色的箭

头), 周围有炎症细胞浸润。MTX组 (图 3C)、YYFZ-H 

(图 3D) 剂量组可以观察到滑膜细胞排列较为整齐, 存

在轻度增生或无增生, 炎性细胞浸润较少; 而YYFZ-M

组 (图3E) 可见不同程度的关节滑膜炎症和血管新生的

形态改变。YYFZ-L组 (图3F) 中有明显的滑膜组织异

常增生, 并且入侵软骨, 伴有血管增生和炎性细胞浸润。

4　代谢组学的多元统计分析

采用UPLC-Q-TOF/MS技术对QC样品进行考察, 

在正离子模式下得到总离子流色谱图 (图 4A), 其峰面

积小于 15%, 则方法学考察结果可靠, 可以进行后续操

Figure 1　The trend of changes in body weight (A), toe volume (B) and toe width (C). n = 10, 
-
x ± s. YYFZ: Yiyi Fuzi powder; NS: Control 

group; Model: Model group; MTX: Methotrexate group; YYFZ-H: YYFZ high dose group (5.30 g·kg-1); YYFZ-M: YYFZ medium dose 

group (2.65 g·kg-1); YYFZ-L: YYFZ low dose group (1.33 g·kg-1)

Figure 2　Changes in rat serum biochemical parameters. Effect of YYFZ on IL-1β (A), 1L-6 (B), RF (C), and TNF-α (D) of serum. n = 10, 
-
x ± s. **P < 0.01 vs control group; +P < 0.05, ++P < 0.01 vs model group; 1L-1β: Interleukin-1β; 1L-6: Interleukin-6; RF: Rheumatoid factor; 

TNF-α: Tumor necrosis factor-α
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作。PCA (图 4B) 结果显示, 空白组和模型组、模型组

和给药组的分布有一定趋向性。OPLS-DA 显示 (图

4C), 空白组与模型组代谢轮廓显著分离, 并且交叉验

证结果 (图 4D) 显示 R2X = 0.55, Q2Y = 0.33, 说明所建

模型预测能力良好。根据VIP值结合 t检验 (P < 0.05), 

并汇总文献和 HMDB数据库信息确认潜在的生物标

志物。结果血浆样本中共筛选出 22个生物标志物, 具

体信息见表 1, 其中肌酸酐、色氨酸、亚油酸、D-苯丙氨

酸、鸟氨酸、左旋肉碱、溶血卵磷脂类、花生四烯酸等

15个标志物的含量均显著上升; α-酮戊二酸、棕榈酸、

DL-2-羟基丁酸、十四烷二酸、苯丙酮酸等 7个标志物

含量显著下降。提示这 22种生物标志物可能是 CIA

大鼠潜在生物标志物。而给予药物干预后, YYFZ高

剂量组有显著的回调趋势 (P < 0.05)。

为了更直观地观察标志物在各组中的变化, 采用

分层聚类分析及ROC曲线图对 22个生物标志物进行

分析; 图 5可见, 与空白组相比, 模型组血浆标志物含

量出现显著性变化, 提示标志物有一定判别能力。并

且通过ROC曲线分析, 曲线下面积分布在 0.93～0.74 

(95%置信区间), 说明22个标志物具有诊断能力。

为进一步推测RA代谢紊乱机制, 将 22个生物标

志物进行代谢通路分析, 结果如图 5所示, 其中苯丙氨

酸, 酪氨酸和色氨酸的生物合成; 亚油酸代谢; 苯丙氨

酸代谢以及花生四烯酸代谢是主要涉及的代谢通路, 

提示脂质代谢和氨基酸代谢是RA需要关注的通路。

Figure 3　Pathological section of rat ankle joint. NS group (A), 

Model group (B), MTX group (C), YYFZ-H group (D), YYFZ-M 

(E), and YYFZ-L group (F). ×200. Red arrows indicate vascular 

proliferation, blue arrows indicate infiltration of synovial tissue, 

and black arrows indicate abnormal proliferation of synovial cells

Figure 4　Multivariate statistical analysis of plasma metabolites of rat samples. Base peak chromatogram (BPI) diagram of positive ion 

mode of quality control (QC) sample (A); PCA score plot of YYFZ group and MTX group (B); OPLS-DA score plot of the control group vs 

model group (C), model validation map (D)
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Table 1　YYFZ biomarker information. ↑ and ↓ represent higher and lower level; ##P< 0.05 vs control group; **P < 0.05, *P < 0.01 vs 

model group

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

tR

/min
0.72

0.74

0.86

1.00

1.76

8.08

3.00

5.02

7.37

4.92

8.07

8.09

7.36

4.61

6.38

7.72

11.25

0.72

5.52

6.02

0.82

7.69

Metabolite

Creatinine

Spermidine

Tryptophan

Linoleic acid

Phenylalanine

Ketoglutaric acid

L-Ornithine

Lactosyceramide(d18:1/18:2)

L-Carnitine

TG (12:0/15:0/22:1)

LysoPC (20:0/0:0)

LysoPC (22:1/0:0)

Palmitic acid

Sphingosine

4-Pyridoxic acid

5α-Tetrahydrocorticosterone

Tetracosatetraenoy

2-Hydroxybutyric acid

PC (14:1/18:4)

Tetradecanedioic acid

Phenylpyruvic acid

Arachidonic acid

Formula

C4H7N3O

C7H19N3

C11H12N2O

C18H32O2

C9H11NO2

C5H6O5

C5H12N2O2

C48H89NO13

C7H15NO3

C52H100O6

C28H58NO7P

C30H60NO7P

C16H32O2

C18H37NO2

C8H9NO4

C21H34O4

C31H53NO4

C4H8O3

C40H70NO8P

C4H7N3O

C7H19N3

C11H12N2O

Ion

[M+H]＋

[M+H]＋

[M+Na]＋

[M+H]＋

[M+H]＋

[M+K]＋

[M+H]＋

[M+H]＋

[M+Na]＋

[M+H]＋

[M+H]＋

[M+H]＋

[M+Na]＋

[M+H]＋

[M+H]＋

[M+K]＋

[M+K]＋

[M+Na]＋

[M+K]＋

[M+K]＋

[M+H]＋

[M+K]＋

Predicted

114.066 8

146.163 5

227.079 6

281.248 4

166.082 7

184.981 3

133.099 1

888.631 5

184.096 9

821.755 2

552.403 8

578.412 8

279.232 0

300.290 3

184.069 2

389.208

542.366 8

127.038 8

762.446 9

297.146 8

165.055 2

343.200 6

Measured

114.067 2

146.163 3

227.079 1

281.249 2

166.083 4

184.982 4

133.097 4

888.635 2

184.099 7

821.759 8

552.402 9

578.418 6

279.233 5

300.290 2

184.067 2

389.209 4

542.369 2

127.040 1

762.447 8

297.151 2

165.056 7

343.201 9

Error

/×10-6

3.50

-1.36

-2.20

2.84

4.21

5.94

-12.77

4.16

15.21

5.59

-1.62

10.03

5.37

-0.33

10.86

3.60

4.42

10.23

1.18

14.81

9.09

3.79

Model

↑##

↑##

↑##

↑##

↑##

↓##

↑##

↓##

↑##

↑##

↑##

↑##

↓##

↓##

↑##

↑##

↑##

↓##

↑##

↓##

↓##

↑##

MTX

↓*

↓**

↓**

↓**

↓**

↑*

↓**

↑*

↓*

↓**

↓*

↓**

↑**

↑**

↓*

↓**

↓**

↑*

↓
↑**

↑**

↓*

YYFZ-

H
↓*

↓**

↓*

↓*

↓**

↑*

↓*

↑*

↓**

↓*

↓**

↓*

↑*

↑**

↓*

↓*

↓**

↑*

↓*

↑*

↑**

↓*

YYFZ-

M
↓*

↓*

↓*

↓
↓*

↑
↓
↑
↓*

↓*

↓*

↓
↑
↑*

↓
↓*

↓*

↑*

↓*

↑*

↑*

↓*

YYFZ-

L
↓*

↓
↓
↓
↓*

↓
↓
↑
↓*

↓*

↓*

↓
↓
↑
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓

Figure 5　Results of metabolomics analysis of RA rats. Hierarchical clustering heat map (A); Receiver Operating Characteristic Curve 

(ROC) analysis of YYFZ intervening with identification of serum biomarkers with RA in rats (B); Metabolic pathway analysis of 

biomarkers in serum (C)
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5　YYFZ体内入血成分鉴定

通过比较空白组与给药组的血清样本, 以及准分

子离子峰和二级质谱碎片信息, 本研究共鉴定出 11种

入血成分, 如表2所示。

6　网络药理学分析

通过TCMSP数据库对表 2中的 11个入血成分进

行靶点预测, 最终获得 YYFZ 入血成分靶点 272 个以

及RA疾病靶点 1 597个。将入血成分与RA靶点进行

Venny富集分析, 获得70个YYFZ治疗RA的靶点。

通过 Cytoscape3.8.2绘制“成分-靶点-通路”网络

图。如图 6A所示, 图中橙色代表共同靶点, 绿色代表

通路, 红色代表入血成分。利用软件的 Cytohubba 功

能分析网络图中的节点自由度和介数中心性。结果显

示在入血成分中次乌头碱、脱氧乌头碱、苯甲酰乌头原

碱、苯甲酰次乌头碱在网络中关联度数更高, 说明他们

在网络中起了关键作用, 是YYFZ治疗RA的潜在有效

成分。

为了进一步发现YYFZ治疗RA的作用机制, 对上

Table 2　Analysis on components absorbed into blood of YYFZ

No.

1
2
3
4
5
6
7

8
9

10
11

Rt

/min
4.02
4.09
4.86
5.42
5.64
8.72
9.25

9.74
11.8
12.57
16.20

Metabolite

Senbusine B
Senbusine A
Hetisine
Fuziline
Neoline
14-Benzoylmesaconine
Benzoylaconine

Benzoylhypaconine
Hypaconitine
Deoxyaconitine
Sitosterol

Formula

C23H37NO6

C23H37NO6

C20H27NO3

C24H39NO6

C24H39NO6

C31H43NO10

C32H45NO10

C31H43NO9

C33H45NO10

C34H47NO10

C29H50O

Ion

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

Measured

424.272
424.272 4
330.207 3
454.282 1
438.288 3
590.296 5
604.314 1

574.303 5
616.313 5
630.328 6
415.394 6

Predicted

424.269 9
424.269 9
330.206 9
454.280 5
438.285 6
590.295 8
604.312 2

574.301 6
616.312 2
630.327 8
415.394 0

Error

/×10-6

4.95
5.89
1.21
3.52
6.16

-1.19
3.14

3.31
2.11
1.27
1.44

Fragment ion

406.246 3, 388.254 4, 378.266 3, 374.232 7
406.265 0, 388.252 6, 378.230 7, 374.235 5
312.2
436.271 9, 418.262 2, 404.244 4
420.278 8, 402.266 8, 388.257 2, 370.240 4, 356.226
572.287 4, 558.272 5, 540.261 3, 526.245 1, 508.235 5
586.307 0, 572.289 1, 554.280 0, 540.261 4, 522.250 1, 

508.238 4
542.278 9, 524.262 1, 510.252 6, 478.224 1
556.296 3, 584.288 8, 524.269 0, 496.267 2
570.303 4, 538.278 0, 510.282 8
397.286 4

Figure 6　Network pharmacological analysis. "Blood components-target-pathway" network of YYFZ (A); gene ontology (GO) enrichment 

of the YYFZ effect of RA (B). Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway enrichment analysis (C). BP: Biological 

process; CC: Cell composition; MF: Molecular function
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述得到的共同靶点运用DAVID数据库进行GO富集分

析和 KEGG 通路分析 , 结果显示生物过程 (biological 

process, BP) 获得 276条富集结果, 主要涉及凋亡过程

的负调控、蛋白质磷酸化等过程。细胞组成 (cellular 

component, CC) 获得 41条富集结果, 主要涉及胞质溶

胶、细胞外泌体、细胞外区等 ; 分子功能 (molecular 

function, MF) 获得 75 条富集结果, 主要涉及酶结合、

类固醇激素受体活性、药物结合等 (图 6)。KEGG通路

分析以 P < 0.05为筛选条件选取前 20个绘制气泡图, 

结果显示 YYFZ 治疗 RA 主要涉及 PI3K-Akt 信号通

路、雌激素信号通路、VEGF信号通路等。

讨论

RA是一种以对称性关节滑膜炎为特征, 由免疫、

环境、遗传等多种因素参与的慢性全身性自身免疫疾

病。本研究以CIA大鼠为研究对象, 在关节部位产生

炎症。据报道, RF的存在或缺失对RA具有重要意义, 

且参与形成的复合物可能进一步导致炎性细胞 (如巨

噬细胞、中性粒细胞和淋巴细胞) 的聚集, 导致组织损

伤[21]。关节滑膜组织驻留着静止状态的滑膜细胞, 在

炎性因子刺激下巨噬细胞被激活分化, 形成 M1型和

M2型巨噬细胞, 其中M1型巨噬细胞能够分泌多种炎

性因子促使炎性细胞浸润, 导致血管形成以及骨与软

骨破坏[22], TNF-α、IL-1、IL-6等促炎因子均是在M1巨

噬细胞作用下大量产生。本研究结合组织病理学也证

实YYFZ能够显著降低炎症因子的含量, 并且改善滑

膜组织增生和炎性细胞浸润。

通过对大鼠血浆样品进行代谢组学分析可知 , 

YYFZ治疗RA与脂质代谢及氨基酸代谢通路的紊乱

有关。磷脂是生物膜结构主要构成分子, 在细胞层面

辅助生物体功能。甘油磷脂是连接脂肪酸代谢和葡萄

糖代谢的桥梁, 也是机体中含量最高的一类脂质。本

研究检测到的脂肪酸主要为磷脂酰胆碱 (PC)、溶血磷

脂酰胆碱 (LysoPC)、甘油三酯在模型组大鼠血浆中均

有显著升高, 表明CIA大鼠影响了甘油磷脂代谢。当

磷脂类成分紊乱时, 细胞膜功能也会受到影响, 造成组

织生理状态功能异常。PC和LysoPC在相关酶的催化

下可以互相转换, 在磷酸酯酶的作用下磷脂会转变为

亚油酸和花生四烯酸[23]。亚油酸还参与着机体胆固醇

的代谢, 将小分子胆固醇转运至肝脏代谢成胆汁酸和

类固醇激素, 若胆固醇代谢出现障碍, 体液内胆固醇沉

积, 导致甘油三酯乳化生成花生四烯酸[24]。本研究中

甘油三酯含量下降, 因而胆固醇代谢受阻, 导致体内甘

油三酯、花生四烯酸在体内沉积, 激活炎症通路。花生

四烯酸是生物体内广泛分布的不饱和脂肪酸, 在病理

状态下花生四烯酸被分解成具有不同生物活性的衍生

物, 参与机体炎症反应、细胞凋亡等生物过程[25]。前列

腺素 (PGs) 由花生四烯酸经过环氧合酶 (COX) 通路

代谢生成, 经过进一步代谢产生多种活性物质, 参与多

种生物活动。PGs可调控血管重塑与生成过程, 并能

够控制血管张力, 影响RA的进程[26,27]。

氨基酸代谢途径紊乱与滑膜炎症反应密切相关, 

色氨酸可以对细胞的应激反应进行调节, 诱导 IL-6的

合成与释放[28]。本研究中色氨酸在CIA大鼠中的含量

上升 , 经 YYFZ 治疗后有明显的的下调趋势 , 表明

YYFZ 对色氨酸诱导的炎症因子的释放具有抑制作

用。亚精胺是精氨酸通过鸟氨酸代谢途径产生的衍生

物, 炎症的发展可影响多胺含量的发生[29]。亚精胺及

其氧化物在 RA患者的滑膜液、关节炎大鼠的血浆中

表现出抗炎活性[30]。亚精胺还可通过增加抗炎性细胞

因子 IL-10的生成, 抑制促炎性细胞因子的表达, 从而

保护巨噬细胞免受炎性损伤[31]。本研究中鸟氨酸含量

在模型组大鼠显著升高, 同时促进精氨酸物质生成更

多的亚精胺类物质, 这与模型组大鼠亚精胺类含量上

升相一致。同时又会抑制促炎因子的释放对炎症进行

负反馈调节。

通过对比空白血清和含药血清, 最终鉴定出 11种

入血成分。其中大部分为附子中的生物碱, 且多为低

毒性的苯甲酰型生物碱, 有研究发现双酯型乌头碱与

水解产物苯甲酰型生物碱具有相似的作用靶点, 因此

推测二者具有相近的药理作用[32]。由于双酯型生物碱

与蛋白亲和力更强因而表现出更强的药理活性 , 但

Tong 等[33]将附子炮制脱毒后用于治疗碘乙酸单酯诱

导骨关节炎模型大鼠, 发现脱毒附子对于关节损伤有

一定改善作用, 且主要成分为无毒生物碱, 提示附子的

水解产物对疾病存在治疗作用。

网络药理学与传统的单靶点作用模式相比, 更适

合研究中药复方的复杂应用[34]。通过网络药理学预测

发现, PI3K-AKT信号通路、雌激素信号通路、VEGF信

号通路可能是 YYFZ 治疗 RA 的关键通路。RA 病变

中 , PI3K/AKT 信号转导途径的活化可诱导炎症因子

如 TNF-α、IL-1β, 参与炎症反应, 参与滑膜炎症、软骨

破环和骨侵蚀、血管翳的形成, 血管翳是RA进展过程

中特征性病理产物[35]。雌激素等在RA中的含量与正

常人相比有显著的差别, 激素水平的变化是判断 RA

病程的关键。激活雌激素受体可以调节 PI3K-Akt信

号通路和ROS信号通路, 从而促进细胞炎症和氧化损

伤的发生[36]。另外, 雌激素还能直接或间接地抑制多

种炎症因子、细胞因子和生长因子, 从而保护关节软

骨[37]。VEGF 能够促进血管通透性, 使内皮细胞增殖
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和迁移, 产生趋化性和毛细血管高通透性, 参与炎症的

发展。同时血管翳包裹在关节软骨表面, 导致关节液

无法被软骨吸收, 进而造成软骨和骨损伤[38]。

本研究通过整合代谢组学和网络药理学技术, 从

“多成分、多靶点”角度分析了YYFZ治疗RA的可能作

用机制, 发现YYFZ治疗RA的生物标志物主要集中在

花生四烯酸代谢网络中。进一步的网络研究分析表明

PI3K-AKT信号通路、雌激素信号通路、VEGF信号通

路可能是YYFZ治疗RA的关键通路。结合文献信息, 

在 VEGF 信号通路中 , VEGF 与细胞膜表面受体结合

后引起大量Ca2+内流, 活化 cPLA2, 使大量花生四烯酸

游离, 引起代谢紊乱。以上研究结果为YYFZ临床应

用提供了借鉴。
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