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基于植物代谢组学和生物信息分析技术的诃子制草乌药效物质基础

研究

马广平，焦慧平，莲花，布仁，朱晓伟，白文明
（内蒙古医科大学药学院，呼和浩特 ０１０１１０）

摘要：目的　采用植物代谢组学技术结合生物信息分析和体外活性验证方法，阐明诃子制草乌的药效物质基础。方法　首
先，基于液质联用分析技术采集诃子制草乌炮制前后水提物的高通量数据，利用多元统计分析结合单变量分析方法筛选炮制

前后的差异化学成分。其次，基于所筛选差异化学成分采用生物信息分析和模拟分子对接技术，对诃子制草乌治疗类风湿性

关节炎的潜在药效成分、作用靶点和信号通路进行分析。最后，通过体外细胞抗炎活性和抗氧化活性实验进行药效学验证。

结果　草乌炮制前后共筛选得到包括生物碱类、有机酸类和糖类成分等６４个差异化学成分。诃子制草乌可能通过调控肿瘤
蛋白Ｐ５３（ｔｕｍｏｒｐｒｏｔｅｉｎＰ５３，ＴＰ５３），雌激素受体１（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＥＳＲ１），热休克蛋白９０α（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ９０ａｌｐｈａ，
ＨＳＰ９０ＡＡ１）和磷酸肌醇３激酶调节亚基１（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｕｂｕｎｉｔ１，ＰＩＫ３Ｒ１）等蛋白的异常表达，经癌症信
号通路，代谢信号通路，磷脂酰肌醇３激酶蛋白激酶Ｂ（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＩ３ＫＡｋｔ）信号通路，
丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号通路和肾素血管紧张素系统（ｒｅｎｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｓｙｓｔｅｍ，
ＲＡＳ）信号通路发挥治疗类风湿性关节炎的作用。炮制前后的草乌水提物均能显著抑制脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导
的ＮＯ、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＮＦα）、白细胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）和白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
１β，ＩＬ１β）等炎症因子的释放量，同时对１，１二苯基２三硝基苯肼（１，１ｄｉｐｈｅｎｙｌ２ｔｒｉｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｉｎｅ，ＤＰＰＨ）自由基、羟基
自由基以及超氧阴离子具有显著的清除能力。结论　明确了诃子制草乌的药效物质基础，为草乌安全有效的临床应用提供
了理论依据。
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　　草乌为毛茛科植物北乌头（Ａｃｏｎｉｔｕｍｋｕｓｎｅｚｏｆｆｉｉ
Ｒｅｉｃｈｂ．）干燥块根，是中医和蒙医临床常用的药材
之一，因生品有大毒，故一般经炮制后使用［１］。目

前，文献报道的草乌炮制方法有很多，其中诃子汤制

草乌是沿用至今的传统蒙药炮制方法［２］。诃子为

使君子科植物诃子（ＴｅｒｍｉｎａｌｉａｃｈｅｂｕｌａＲｅｔｚ．）的干
燥成熟果实，是中蒙医临床常用药材，主要成分为鞣

质，不仅具有低毒副作用，而且可起到解毒的功

效［３］。蒙药学理论认为“诃子可解草乌毒”［４］，所以

诃子是含草乌蒙药方剂的常用处方组成。现代药理

学研究也证明，草乌经诃子汤浸泡后，其诃子中的鞣

质成分可有效缓解双酯型生物碱的毒性，从而起到

“减毒存效”的作用［５６］。草乌化学成分复杂［７］，药

材经炮制后化学成分即药效物质基础会发生变化，

所以炮制过程和药效间必然存在内在联系。关于草

乌炮制前后化学成分变化及其与药效间相互作用关

系的研究是解释草乌药效物质基础的关键，而目前

大部分研究者仅从生物碱类成分变化与药效关系出

发试图阐明药效物质基础［８１０］，但草乌的起效机制

具有多成分、多靶点、协同作用的特点，药效物质基

础的研究应以草乌炮制前后整体化学轮廓为基础，

明确炮制前后差异化学成分的同时还应深入研究讨

论炮制前后药材对疾病相关靶点和通路的影响。

近年来，随着高通量分析相关软硬件技术的高

速发展和各类成分靶点数据库的不断完善，利用代

谢组学的方法进行中蒙药不同炮制品间差异化学成

分分析和整体质量评价已经成为了可能［１１１４］。因

此，为了全面系统地阐述诃子制草乌的药效物质基

础，本研究采用植物代谢组学方法结合生物信息分

析技术和体外活性验证实验，研究讨论了草乌炮制

前后化学成分及药效活性变化规律。

１　实验部分
１１　药材与试剂

生草乌于２０２１年９月底采挖自内蒙古赤峰，经
内蒙古医科大学药学院生药学教研室渠弼教授鉴定

为毛茛科植物北乌头（ＡｃｏｎｉｔｕｍｋｕｓｎｅｚｏｆｆｉｉＲｅｉｃｈｂ．）
干燥块根。诃子（批号：Ｃ５５０２２１２０１）购自内蒙古药
材市场，经内蒙古医科大学药学院生药学教研室渠

弼教授鉴定为使君子科植物（Ｔｅｒｍｉｎａｌｉａｃｈｅｂｕｌａ
Ｒｅｔｚ．）的干燥成熟果实。

对照品乌头碱、次乌头碱、新乌头碱、苯甲酰乌

头原碱、苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰新乌头原碱、山

柰酚、槲皮素、芦丁（中国食品药品检定研究院，批

号： ２２０９１５０７、 １１０７９８２０２０１０、 １１０７９９２０１６０８、
１１１７９４２０２００６、 １１１７９６２０２２０７、 １１１７９５２０２１０６、
９６３５４、１００９１２００４０４、１０００８０２００７０７）；脱氧乌头碱
（上海吉至生化科技有限公司，批号：Ｄ３５２５０）；木犀
草素、肉桂酸、鞣花酸、β谷甾醇、宋果灵（北京伊诺
凯科技有限公司，批号：ＫＹＧＨＲ１７、ＫＹＨＪＭ１８、
ＫＹＨＥＣ２２、ＫＹＧＧ９２８、ＫＹＧＨ２１１）；Ｄ无水葡萄糖
（中国食品药品检定研究院，批号：１１０８３３２０２１０９）；
没食子酸、鞣花酸（成都曼斯特生物科技有限公司，

批号：ＭＵＳＴ１５０９２２３１０、ＭＵＳＴ１９０９２３１０）；阿魏酸、绿
原酸、甜菜碱（成都普思生物科技股份有限公司，批

号：ＰＵ００３７９００４０、ＰＳ０７７５０１２５、ＰＳ０３１９００１５）；
ＤＬ木糖（阿拉丁试剂有限公司，批号：２０２１０６１０）；
ＲＡＷ２６４７细胞（上海富衡生物科技有限公司）；胎
牛血清（上海聚顶生物科技有限公司，批号：

２０１２３６）；ＮＯ检测试剂盒（上海碧云天生物技术股
份有限公司，批号：Ｓ００２３Ｓ）；白细胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕ
ｋｉｎ６，ＩＬ６）酶联免疫吸附实验 （ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒、肿瘤坏死因子
α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＮＦα）ＥＬＩＳＡ试剂
盒、白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）ＥＬＩＳＡ试
剂盒（深圳市达科为生物技术股份有限公司，批号：

１３１０１２６、ＲＴＤＣ０１０４、１３１０２３２）；细胞增殖及毒性检
测试剂盒（ＣＣＫ８）增强型（美国ＡＰＥｘＢＩＯ生物有限
公司）；脂多糖、达尔伯克氏改良伊格尔氏（Ｄｕｌｂｅｃ
ｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）高糖培养基（北
京索莱宝科技有限公司，批号：３４２３１２０１０５３、
１２１１０）；乙腈、甲酸为质谱级试剂，水（电阻率不低
于１８２×１０６Ω·ｃｍ的自制超纯水）。
１２　仪器

Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００高效液相色谱系统、ＱＥｘａｃｔｉｖｅ高分
辨质谱仪、Ａｃｃｌａｉｍ１２０Ｃ１８色谱柱（２１ｍｍ×１００ｍｍ，
３μｍ，美国赛默飞世尔科技公司），超声波清洗器
（浙江宁波新芝生物科技股份有限公司），十万分之
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一电子天平（上海 ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司），万分
之一电子天平（上海 ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司），台
式高速离心机（上海卢湘仪离心机仪器有限公司），

高速冷冻离心机（安徽中科中佳科学仪器有限公

司），涡旋振荡器（上海沪析实业公司）；二氧化碳培

养箱（日本日立公司）；多功能酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司）；Ｐ９双光束紫外可见分光光度计（上海美谱达
仪器有限公司）。

１３　实验方法
１３１　生草乌及其炮制品的制备　生草乌的制备：按
《中国药典》２０２０年版炮制方法制备草乌［１５］，取生草

乌，除去表面杂质，洗净，低温干燥并切片，粉碎备用。

诃子制草乌的制备：参照《内蒙古蒙药材标准》

并结合相关文献制备诃子制草乌［２，９］，取适量的诃

子肉，粉碎，加入４０倍量纯化水浸泡过夜，１００℃加
热回流１ｈ，冷却至室温后过滤，即得诃子汤；再取生
草乌药材，大小个分开，加入适量诃子汤至没过药

面，每天对其更换诃子汤，共浸泡３ｄ，至口尝微有麻
舌感时取出，低温烘干，粉碎，即得诃子制草乌。其

中诃子与草乌的用量比为１∶２。
上述制备的生草乌及诃子制草乌均平行制

备３份。
１３２　溶液的制备　对照品溶液的制备：精密称取
乌头碱、次乌头碱、新乌头碱、苯甲酰乌头原碱、苯甲

酰次乌头原碱、苯甲酰新乌头原碱、山柰酚、槲皮素、

芦丁、脱氧乌头碱、木犀草素、肉桂酸、鞣花酸、β谷
甾醇、宋果灵、Ｄ无水葡萄糖、没食子酸、鞣花酸、阿
魏酸、绿原酸、甜菜碱、ＤＬ木糖对照品适量，分别置
于１０ｍＬ量瓶中，加甲醇溶解并定容，制成质量浓度
分别为 ５５８、５２３、５０６、４９２、４８１、４８９、３０６、２９８、３６８、
４９２、５６３、２９６、４６２、４５３、３９２、３６６、２６８、４６２、５６８、５５８、
３９６、３８２μｇ·ｍＬ－１的对照品溶液，４℃储存备用。

供试品溶液的制备：称取“１３１”项下样品粉
末各０５ｇ，精密称定，置于具塞锥形瓶中，加入
２５ｍＬ纯化水，４０℃超声处理（２５０Ｗ、４０ｋＨｚ）
９０ｍｉｎ，静置后过滤，滤液离心（１２０００ｒ·ｍｉｎ－１）
１０ｍｉｎ，取上清液，即得生草乌水提物（ＳＷ）和诃子
制草乌水提物（ＨＷ）。

质量控制（ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＱＣ）样品的制备：等
比例混合不同样品供试品溶液，摇匀，即得。每隔

１０个样品运行一次ＱＣ样品。
１３３　色谱和质谱条件　色谱条件：流动相 Ａ为
体积分数０１％甲酸水，Ｂ为乙腈，梯度洗脱设置为
０～２０ｍｉｎ，５％ ～７０％（Ｂ），２０～２５ｍｉｎ，７０％ ～５％

（Ｂ），柱温为３０℃；流速为０３ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量
为１０μＬ，自动进样器温度为４℃。

质谱条件：电喷雾离子源（ｅｌｅｃｔｒｏｎｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａ
ｔｉｏｎ，ＥＳＩ），样品采用ＦｕｌｌＭＳ／ｄｄＭＳ２扫描模式进行
采集，其中各模式检测参数分别为：离子源电压

４ｋＶ（＋）、４ｋＶ（－），鞘气体积流量为４０Ｌ·ｍｉｎ－１

（＋）、３５Ｌ·ｍｉｎ－１（－），毛细管离子传输管温度
３５０℃，饱和辅助气体流量为１０Ｌ·ｍｉｎ－１，Ｓｌｅｎｓ电
压为５０ｋＶ，高纯Ｎ２为雾化气，傅里叶高分辨扫描范
围为ｍ／ｚ１００～１１００。采用正、负离子扫描模式进
行检测。

１３４　 差异化学成分分析　基于 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ３０软件对样品质谱数据进行预处理后，
通过搜索匹配 ＴＣＭＳＰ、Ｐｕｂｃｈｅｍ、Ｓｃｉｆｉｎｄｅｒ、ＨＭＤＢ、
ＭａｓｓＢａｎｋ、ＣｈｅｍＳｐｉｄｅｒ、Ｍａｓｓｌｉｓｔ、ｍｚＣｌｏｕｄ和 ｍｚＶａｕｌｔ
等多个在线数据库、乌头自建的化学成分数据

库［１６２３］、标准品对照和裂解规律分析的方式鉴定化

合物。利用ＳＩＭＣＡＰ１４１软件进行多元统计分析，
识别炮制前后发生显著变化的差异化学成分。

１３５　生物信息学分析　通过 ＰｕｂＣｈｅｍ数据库、
ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ和ＢＡＴＭＡＮＴＣＭ数据库获取
差异成分潜在作用靶点，从 Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ，ＯＭＩＭ，ＴＴＤ
和ＤＲＵＧＢＡＮＫ数据库中收集与类风湿性关节炎
（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）相关的疾病作用靶点。通
过绘制韦恩图，寻找两者共有的潜在作用靶点，并将

其导入ＳＴＲＩＮＧ数据库构建蛋白质蛋白质相互作
用（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）网络，利用ＤＡＶＩＤ
数据库进行基因功能注释（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和京
都基因和基因组百科全书（ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆ
ｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通路富集分析。同时通
过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３９１软件，构建“差异成分靶点通
路疾病”网络图。
１３６　模拟分子对接　分别选取蛋白互作网络中
度值前１０的核心靶点和“差异成分靶点通路疾
病”网络图中度值前１０的潜在活性成分进行分子
对接。首先，在Ｃｈｅｍ３Ｄ２００软件中对差异成分进
行结构优化并下载其３Ｄ结构的 ｐｄｂ格式文件，利
用ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ１５７软件对分子进行加氢、选为
配体等处理，并保存为ｐｄｂｑｔ格式文件，作为小分子
配体。然后，通过蛋白质数据库（ｐｒｏｔｅｉｎｄａｔａｂａｎｋ，
ＰＤＢ）数据库检索分辨率最小、结合活性高的靶点蛋
白，下载 ｐｄｂ格式文件，并利用 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ
１５７软件，对靶点蛋白进行去水、去配体、加氢、选
为受体等处理，将其保存为 ｐｄｂｑｔ格式文件，作为大
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分子蛋白受体。最后，根据靶点蛋白大小确定对接

盒子的范围，利用 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ１５７和 ＰｙＭＯＬ
２５０软件进行分子模拟对接和结果的可视化。
１３７　草乌及炮制品水提物体外抗炎活性实验　
细胞的培养和活性检测：小鼠单核巨噬细胞（ｍｏｕｓｅ
ｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓｏｆｍｏｎｏｃｙｔｅ，ＲＡＷ２６４７）使用含体积
分数 １０％胎牛血清（ｆｅｔａｌｃａｌｆｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）的高糖
ＤＭＥＭ培养基，在３７℃，含体积分数５％ＣＯ２培养箱
中进行培养。

根据细胞增殖及毒性检测试剂盒（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇ
ｋｉｔ８，ＣＣＫ８）增强型说明书，检测草乌及炮制品水
提物对 ＲＡＷ２６４７细胞的细胞活性。取对数生长
期的ＲＡＷ２６４７细胞，按每孔５６×１０５的密度接种
于９６孔板中，设置空白组、草乌及炮制品水提物的
不同剂量给药组（５００、１００、５０μｇ·ｍＬ－１）。其中各
给药组分别加入１００μＬ不同浓度的草乌及炮制品
的培养液，空白组加入等量体积的 ＤＭＥＭ培养基，
培养２４ｈ。随后每孔加如１００μＬ含体积分数１０％
ＣＣＫ８的培养基，孵育１ｈ，使用酶标仪测定４５０ｎｍ
波长处的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。

Ｇｒｉｅｓｓ法检测炎症因子 ＮＯ的含量：以每孔
５６×１０５的密度将处于对数生长期的ＲＡＷ２６４７细
胞接种于９６孔板中，设置空白组（给予１００μＬ的
ＤＭＥＭ培养基）、模型组（给予１００μＬ的 ＤＭＥＭ培
养基）、草 乌 及 炮 制 品 的 不 同 浓 度 给 药 组

（２０、４０μｇ·ｍＬ－１）。除空白组外，其他各组均加入
１００μＬ脂多糖（１μｇ·ｍＬ－１）构建炎症模型。细胞
培养２４ｈ后收集各组上清液，按照 Ｇｒｉｅｓｓ试剂盒中
操作步骤测定炎症因子 ＮＯ的含量，每组设置２个
复孔进行实验。

ＥＬＩＳＡ检测炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β的含
量：将“１３７”项下收集的细胞上清液，离心后按照
ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书检测炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ６、
ＩＬ１β的含量。
１３８　草乌及炮制品水提物体外抗氧化活性实验
　１，１二苯基２三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）自由基清除能
力的测定：按照“１３２”项下供试品溶液制备方法
制备ＳＷ和 ＨＷ样品母液（２０ｍｇ·ｍＬ－１），加水依
次稀释制成 ０１、０２、０４、０６、０８、１０、１２ｍｇ·
ｍＬ－１的待测溶液。以 Ｖｃ为阳性对照，其系列质量
浓度为０１、０２、０４、０６、０８、１０、１２ｍｇ·ｍＬ－１。

本研究参照Ｗｕ等［２４］研究方法并对其稍作修改。

将２ｍＬ不同浓度的待测溶液与８×１０－５ｇ·ｍＬ－１

ＤＰＰＨ溶液等体积混合，避光反应３０ｍｉｎ，于５１７ｎｍ波

长处测定值（Ａ），平行测定３次，按公式１计算ＤＰＰＨ
自由基清除率，ＤＰＰＨ的清除能力用半数抑制浓度（ｈａｌｆ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）表示。

ＤＰＰＨ自由基清除率（％）＝［１－（Ａ测 －Ａ对）／
Ａ空白］×１００％ 公式（１）

其中 Ａ测：待测溶液 ＋ＤＰＰＨ溶液；Ａ对：待测溶
液 ＋无水乙醇溶液；Ａ空白：ＤＰＰＨ溶液 ＋无水乙醇
溶液。

羟基自由基清除能力的测定：按“１３８”项下
的方法进行不同浓度待测溶液的制备，参照 Ｚｈｏｕ
等［２５］的研究方法并稍作修改。取２ｍＬ不同浓度的
待测溶液于具塞试管中，依次加入２ｍＬＦｅＳＯ４溶液
（９ｍｍｏｌ·Ｌ－１）、２ｍＬ水杨酸无水乙醇溶液
（９ｍｍｏｌ·Ｌ－１）和２ｍＬＨ２Ｏ２溶液（９ｍｍｏｌ·Ｌ

－１），

立即摇匀，于３７℃水浴中反应３０ｍｉｎ，在５１０ｎｍ波
长处测量吸光度值，平行测定３次，以 Ｖｃ为阳性对
照，按公式２计算羟基自由基清除率。

羟基自由基清除率（％）＝［１－（Ａ测 －Ａ对）／
Ａ空白］×１００％ 公式（２）

其中Ａ测：待测溶液＋ＦｅＳＯ４溶液＋水杨酸无水
乙醇溶液＋Ｈ２Ｏ２溶液；Ａ对：待测溶液＋ＦｅＳＯ４溶液＋
无水乙醇溶液 ＋Ｈ２Ｏ２溶液；Ａ空白：无水乙醇溶液 ＋
ＦｅＳＯ４溶液＋水杨酸无水乙醇溶液＋Ｈ２Ｏ２溶液；

超氧阴离子清除能力的测定：按“１３８”项下
的方法进行不同浓度待测溶液的制备，参照 Ｃｉ
等［２６］的研究方法并稍作修改。取２ｍＬ不同浓度的
待测溶液于具塞试管中，分别加入 ５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

（ｐＨ＝８２）ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液２ｍＬ，７ｍｍｏｌ·Ｌ－１邻苯
三酚溶液０１ｍＬ，充分混匀后于２５℃恒温水浴中反
应５ｍｉｎ，再加入８ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＨＣｌ溶液１ｍＬ，终止反
应，于３２５ｎｍ波长处测量吸光度值，平行测定３次，
以Ｖｃ为阳性对照，按公式３计算超氧阴离子清除率。

超氧阴离子清除率（％）＝［１－（Ａ测 －Ａ对）／
Ａ空白］×１００％ 公式（３）

其中Ａ测：待测溶液 ＋ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液 ＋邻苯三
酚溶液 ＋ＨＣｌ溶液；Ａ对：待测溶液 ＋ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲
液＋纯化水 ＋ＨＣｌ溶液；Ａ空白：纯化水 ＋ＴｒｉｓＨＣｌ缓
冲液＋邻苯三酚溶液＋ＨＣｌ溶液。

２　结　果
２１　生草乌和诃子制草乌的差异化学成分分析
２１１　质谱数据的采集　图１为生草乌和诃子制
草乌样品水提物在正负离子扫描模式下采集得到的

总离子流图（ｔｏｔａｌｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＴＩＣ）。
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ＳＷ－生草乌组；ＨＷ－诃子制草乌组（图２、８～１３，表１同）。
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图１　正负离子模式下生草乌和诃子制草乌的总离子流图
Ｆｉｇ１　ＴｏｔａｌｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｒａｗａｎｄｐｒｏｃｅｓｓｅｄＡ．Ｋｕｓｎｅｚｏｆｆｉｉｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅｓ

２１２　分组模型的建立与验证　为了明确生草乌
和诃子制草乌之间的差异化学成分，本研究采用正

交偏最小二乘判别分析（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎｔｏｔｈｅ
ｌａｔｅｎｔｓｔｒｕｃｔｕｒｅｗｉｔｈｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳＤＡ）
算法建立了生草乌ｖｓ诃子制草乌的分组模型，见图
２。结果显示，正负离子模式下生草乌组与诃子制草
乌组间均能得到很好的分离（正离子模式下 Ｒ２Ｘ＝
０８５４、Ｒ２Ｙ＝０９８９、Ｑ２ ＝０９８０；负离子模式下
Ｒ２Ｘ＝０６５６、Ｒ２Ｙ＝０９９７、Ｑ２＝０９９１），即 ＯＰＬＳＤＡ
模型的各评价参数均大于０５，说明分组模型不存
在过拟合，结果可靠。

２１３　差异成分分析　根据ＯＰＬＳＤＡ模型中的变
量重要性投影（ｖａｒｉａｂｌｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｐｌｏｔ，ＶＩＰ）值结合单
变量分析中的Ｐ值和差异倍数（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ，ＦＣ）值，以
ＶＩＰ＞１，Ｐ＜００５，ＦＣ＞２或 ＦＣ＜０５（ｌｏｇ２ＦＣ＞１或
ｌｏｇ２ＦＣ＜－１）为筛选条件，筛选炮制前后具有显著差异
的化学成分。经筛选和鉴定共获得生草乌和炮制品间

的显著差异化学成分６４个，其中有２４个成分相对含量
显著上升、４０个成分相对含量显著下降，见表１。
２２　基于生物信息学和分子对接技术的草乌炮制
品抗类风湿关节炎作用机制预测

２２１　潜在作用靶点的预测与核心靶点的筛选　
以类风湿性关节炎为疾病模型，基于草乌炮制前后

的６４个差异化学成分，通过各类数据库分别获得
９６７个成分靶点和 １５０１个疾病靶点。利用 Ｖｅｎ
ｎｙ２１在线作图平台，共获得治疗ＲＡ的潜在作用靶
点２９６个（图３）。将通过 ＳＴＲＩＮＧ数据库获取的交
集靶点ＰＰＩ网络数据导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３９１软件绘制
ＰＰＩ网络关系图（图４）。图中包含２２５个节点和１
９２４条边。利用 ＣｙｔｏＮＣＡ插件计算各节点的度值
（Ｄｅｇｒｅｅ）、介数中心性（ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，ＢＣ）
和接近中心性（ｃｌｏｓｅｎｅｓｓｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，ＣＣ）。经计算各
节点的 Ｄｅｇｒｅｅ、ＢＣ和 ＣＣ的中位数分别为 １７１０、
６０８６和０２８３４，以 Ｄｅｇｒｅｅ≥１７１０，ＢＣ≥６０８６和
ＣＣ≥０２８３４为筛选标准，筛选出核心靶点３９个，
度值较高的前１０个靶蛋白主要包括 ＴＰ５３，类固醇
受体辅激活因子（ｓｔｅｒｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ，ＳＲＣ），
信号转导和转录激活因子 ３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄ
ａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３），丝氨酸／苏氨酸
激酶１（Ａｋｔｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ａｋｔ１），
ＥＳＲ１等。
２２２　ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析　利用Ｄａｖｉｄ数据库
对２９６个交集靶点进行 ＧＯ生物学功能分析和
ＫＥＧＧ代谢通路富集分析。以 Ｐ＜００５为阈值，筛
选出排名前 １０位的生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，
ＢＰ）、细胞组成（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）、分子功能

·３５３·
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Ａ－正离子模式下正交偏最小二乘判别分析（ＯＰＬＳＤＡ）得分图；Ｂ－负离子模式下ＯＰＬＳＤＡ得分图；Ｃ－正离子模式下２００次置换检验结果图；Ｄ－负离子模式下

２００次置换检验结果图。

Ａ－ＯＰＬＳＤＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ；Ｂ－ＯＰＬＳＤＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔｉｎｎｅｇａｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ；Ｃ－ｒｅｓｕｌｔｐｌｏｔｏｆ２００ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ；Ｄ－ｒｅｓｕｌｔｐｌｏｔｏｆ２００

ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎｎｅｇａｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ．

图２　正、负离子模式下生草乌与诃子制草乌的ＯＰＬＳＤＡ得分图和２００次置换检验结果图
Ｆｉｇ２　ＯＰＬＳＤＡｓｃｏｒｅｓａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆ２００ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｔｅｓｔｓｏｆｒａｗａｎｄｐｒｏｃｅｓｓｅｄＡ．Ｋｕｓｎｅｚｏｆｆｉｉｕｎｄｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅｓ

表１　正负离子模式下生草乌组与诃子制草乌组差异化学成分列表
Ｔａｂ１　ＬｉｓｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｂｅｔｗｅｅｎＡ．ＫｕｓｎｅｚｏｆｆｉｉａｎｄＡ．ＫｕｓｎｅｚｏｆｆｉｉｐｒｏｃｅｓｓｅｄｗｉｔｈＴ．ｃｈｅｂｕｌａｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄ
ｎｅｇａｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅｓ

Ｎｏ． Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　　　 ＶＩＰ Ｐｖａｌｕｅ Ｌｏｇ２ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ（ＳＷ／ＨＷ） Ｃｏｎｔｅｎｔ

１ Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ ２０９１０６ ３２０８５×１０－２９ －１０３８００ ｕｐ

２ Ｇｌｕｃｏｇａｌｌｉｎ １３３５６３ １０７９９×１０－２９ －９４３００ ｕｐ

３ Ｂｒｅｖｉｆｏｌｉｎｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄ １７３３２０ ６５２０９×１０－３６ －８６７３９ ｕｐ

４ Ｃｈｅｂｕｌｉｃａｃｉｄ ２２７１８０ １３８７３×１０－３３ －８５９２９ ｕｐ

５ ５Ｃａｒｂｏｘｙｖａｎｉｌｌｉｃａｃｉｄ １０１９４２ ９５２６１×１０－３０ －７９４７４ ｕｐ

６ Ａｒｊｕｇｅｎｉｎ １０５５１７ １８７５５×１０－２８ －６０６８４ ｕｐ

７ Ｄ（－）Ｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ １８４１５４ ２７２９９×１０－３６ －５１６４１ ｕｐ

８ Ｐｙｒｏｇｌｕｔａｍｙｌｖａｌｉｎｅ １４５０６３ ８３６３３×１０－２６ －４７１６３ ｕｐ

９ Ｌａｃｔｏｓａｍｉｎｅ １６０４８５ １０３４５×１０－２８ －４０９９６ ｕｐ

１０ Ｆｒｕｃｔｏｓｅｌｙｓｉｎｅ １３２７４０ ５８８９５×１０－３０ －３６７４１ ｕｐ

１１ Ｎ（１ＤｅｏｘｙβＤｆｒｕｃｔｏｐｙｒａｎｏｓ１ｙｌ）Ｌｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ ２２２７５０ ４９６９１×１０－１４ －３３９５１ ｕｐ

１２ Ｌｏｔａｕｓｔｒａｌｉｎ １８６８８１ ７２５１４×１０－１１ －３２３５９ ｕｐ

１３ Ｔｈｙｍｉｄｉｎｅ １７２７５３ ２５２７８×１０－２２ －２４４５５ ｕｐ

１４ ＬＡｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄ １７７９５４ １９２９４×１０－１１ －２４０２４ ｕｐ

１５ αＦｒｕｃｔｏｓｅＬａｒｇｉｎｉｎｅ ３０２９４９ １１６３６×１０－３３ －２３２４１ ｕｐ

１６ ＬＴｈｒｅｏｎｉｃａｃｉｄ ３１４１６０ ８９０５１×１０－２４ －１９５６３ ｕｐ

１７ ３Ｄｅｏｘｙａｃｏｎｉｔｉｎｅ １９０３８８ ２８８１４×１０－０３ －１７７８７ ｕｐ

１８ ２Ｍｅｔｈｙｌｃｉｔｒａｔｅ １３０７６５ ２６４６０×１０－１２ －１５７３５ ｕｐ

１９ Ｂｅｉｗｕｔｉｎｅ １０８１９７ ２９１７０×１０－２１ －１２７０５ ｕｐ

２０ ３Ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ １０７８２５ ６３１１０×１０－１５ －１１７２２ ｕｐ
２１ ８ＯＣｏｕｍａｒｉｃａｃｉｄ４ＯｇｌｕｃｏｓｉｄｅＢＡＣ １４７８９１ １２２１６×１０－２３ －１１６９５ ｕｐ
２２ ＬＰｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ２３５８４８ １８３３６×１０－１９ －１０７９０ ｕｐ
２３ ８ＯＶａｎｉｌｌｉｃａｃｉｄｇｌｕｃｏｓｉｄｅＢＡＣ １０６２０７ ７３７０２×１０－２１ －１０５１３ ｕｐ
２４ ＬＧｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄ １２８２４９ １８４０９×１０－４ －１０１９５ ｕｐ
２５ Ａｚｅｌａｉｃａｃｉｄ １７２１０８ １１６０４×１０－４ １０１０４ ｄｏｗｎ
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续表１（ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

Ｎｏ． Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ＶＩＰ Ｐｖａｌｕｅ Ｌｏｇ２ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ（ＳＷ／ＨＷ） Ｃｏｎｔｅｎｔ

２６ ８Ｏａｃｏｎｉｔｉｃａｃｉｄａｃｏｎｉｎｅ ２０１５３９ ６８７１０×１０－１２ １０１９６ ｄｏｗｎ

２７ ８ＯＬｍａｌｉｃａｃｉｄＢＡＣ １１５７８０ １５９２３×１０－１２ １０３３２ ｄｏｗｎ

２８ ２Ｐｈｅｎｙｌｇｌｙｃｉｎｅ １９８６２１ １９３１９×１０－１３ １０４４５ ｄｏｗｎ

２９ Ｓｏｎｇｏｒａｍｉｎｅ １８１７３３ １８４８２×１０－２１ １０５８６ ｄｏｗｎ

３０ α，αＴｒｅｈａｌｏｓｅ ４６０７１５ １０４９９×１０－５ １１１０６ ｄｏｗｎ

３１ Ｎ（２，４ｄｉｍｅｔｈｙｌｐｈｅｎｙｌ）ｆｏｒｍａｍｉｄｅ １５９８９８ ４２３２１×１０－２１ １１２８３ ｄｏｗｎ

３２ ２Ｏｖａｌｅｒｉｃａｃｉｄ１１，１３，１４ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙｈｅｔｉｓｉｎｅ １１５０４２ ５１０２７×１０－１４ １１４３２ ｄｏｗｎ

３３ Ｃｉｓａｃｏｎｉｔｉｃａｃｉｄ ５４５８２０ ２５１５６×１０－１６ １１７４１ ｄｏｗｎ

３４ １１Ａｃｅｔｙｌ１，１９ｅｐｏｘｙｄｅｎｕｄａｔｉｎｅ ４４７６９９ ３７２９１×１０－２２ １１７５９ ｄｏｗｎ

３５ ８ＯＣ１１Ｈ９Ｏ５ＢＡＣ １０５７０１ １４０１９×１０－２３ １２２１６ ｄｏｗｎ

３６ ８ＯＡｃｏｎｉｔｉｃａｃｉｄＢＡＣ ４９０４４６ ５７５４８×１０－１４ １２３６７ ｄｏｗｎ

３７ （１Ｒ，６Ｒ）６Ｈｙｄｒｏｘｙ２ｓｕｃｃｉｎｙｌｃｙｃｌｏｈｅｘａ２，４ｄｉｅｎｅ１ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ３８７５６９ １７１７９×１０－１５ １２４６５ ｄｏｗｎ

３８ Ｃｉｔｒａｃｏｎｉｃａｃｉｄ ５２６７１２ ５１３２４×１０－１９ １２７２１ ｄｏｗｎ

３９ Ｎａｐｅｌｌｉｎｅ １３４６９３ ２６６０４×１０－１９ １２９５１ ｄｏｗｎ

４０ ３Ｉｎｄｏｌｅａｃｒｙｌｉｃａｃｉｄ ５６３５６９ ５９１９１×１０－１３ １３３５７ ｄｏｗｎ

４１ Ｐｉｓｃｉｄｉｃａｃｉｄ ２１２６２５ １４４８５×１０－１７ １３７１２ ｄｏｗｎ

４２ ２Ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｍａｌｉｃａｃｉｄ １２１６７８ ４５６６７×１０－０５ １４９６４ ｄｏｗｎ

４３ １ＯｓｉｎａｐｏｙｌβＤｇｌｕｃｏｓｅ １２５００４ ４７１１６×１０－２５ １５２１６ ｄｏｗｎ

４４ Ｖａｎｉｌｌｉｃａｃｉｄｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ２２９４６５ １３４０１×１０－１７ １５２４０ ｄｏｗｎ

４５ ＤＴｒｙｐｔｏｐｈａｎ ３８５７４９ ５５３２１×１０－１７ １５３６６ ｄｏｗｎ

４６ Ｄ（－）Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ １１２４１１ ２９２４６×１０－０９ １５６１２ ｄｏｗｎ

４７ Ｇｕａｎｉｎｅ １９８０１７ ３２８２５×１０－１４ １５７６０ ｄｏｗｎ

４８ Ｖａｎｉｌｌｉｃａｃｉｄ １１４３３５ １２８１５×１０－０９ １６６７０ ｄｏｗｎ

４９ Ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ ５２８１７５ ６７４４９×１０－１０ １８７３８ ｄｏｗｎ

５０ Ｈｏｒｄｅｎｉｎｅ ２０８８０１ ９８２２４×１０－１５ １８７５５ ｄｏｗｎ

５１ ７Ｍｅｔｈｏｘｙｃｏｕｍａｒｉｎ ２４６７５０ １３５４６×１０－２１ １８７８９ ｄｏｗｎ

５２ Ｐｙｒｏａｃｏｎｉｔｉｎｅ ８２２５８１ １０３２４×１０－１７ １９３２７ ｄｏｗｎ

５３ ４Ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｙｒｅｎｅ １０２０６５ ２４２２１×１０－１０ ２０２０６ ｄｏｗｎ

５４ Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌｉｎｅ １６７７７８ ９８４１２×１０－０９ ２０２２７ ｄｏｗｎ

５５ Ｎｅｏｌｉｎｉｎｅ ４３８９２０ ４０６３９×１０－１８ ２１３０４ ｄｏｗｎ

５６ ８ＯγａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄＢＡＣ １７１３２８ ４６７８８×１０－２１ ２１３２５ ｄｏｗｎ

５７ １４ＯＡｃｅｔｈｙｌｓｅｎｂｕｓｉｎｅＡ １２８０６９ ４４２４８×１０－１２ ２１５１８ ｄｏｗｎ

５８ ＳａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄβＤｇｌｕｃｏｓｉｄｅ １０８１０７ ２１５０５×１０－２９ ２３０１５ ｄｏｗｎ

５９ Ｃｏｕｍａｒｉｎ １０３７７３ ７５６７２×１０－２４ ２４１９０ ｄｏｗｎ

６０ ４Ｃｏｕｍａｒｉｃａｃｉｄ １３６９２８ ３３１６８×１０－２８ ２７２７７ ｄｏｗｎ

６１ Ｕｒａｌｅｎｎｅｏｓｉｄｅ １０２８７５ ９２７０４×１０－１９ ３７４１４ ｄｏｗｎ

６２ ８Ｈｙｄｒｏｘｙｑｕｉｎｏｌｉｎｅ １０３２７８ １７３７２×１０－１９ ４３３０３ ｄｏｗｎ

６３ Ｋａｒａｋｏｌｉｎｅ １５７３０１ ８４５６１×１０－２７ ６２０２４ ｄｏｗｎ

６４ ７Ｈｙｄｒｏｘｙｃｏｕｍａｒｉｎｅ １１５４３９ ２９２４９×１０－２１ ８８５８７ ｄｏｗｎ

注：ＢＡＣ－苯甲酰乌头原碱；ｕｐ－草乌炮制后相对含量显著上升的成分；ｄｏｗｎ－草乌炮制后相对含量显著下降的成分；ＶＩＰ－变量重要性投影。

Ｎｏｔｅ：ＢＡＣ－ｂｅｎｚｏｙｌａｃｏｎｉｔｉｎｅ；ｕｐ－ｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｗｈｏｓｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｆｔｅｒｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ；ｄｏｗｎ－ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＡｋｕｓｎｅｚｏｆｆｉｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｔｌｙａｆｔｅｒｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ；ＶＩＰ－ｖａｒｉａｂｌｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｐｌｏｔ．

图３　差异成分靶点与类风湿性关节炎（ＲＡ）疾病靶点的韦恩图
Ｆｉｇ３　ＷａｙｎｅｄｉａｇｒａｍｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｔａｒｇｅｔｓａｎｄＲＡ
ｄｉｓｅａｓｅｔａｒｇｅｔｓ

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ），并利用微生信在线平台对
ＧＯ富集分析结果进行可视化处理并绘制柱形图，
结果见图５Ａ。同样，以 Ｐ＜００５为筛选标准，筛选
出最具显著性的前２０条信号通路并绘制通路气泡
图，结果见图５Ｂ。

在ＧＯ富集分析中，共获得９２５个 ＧＯ条目，其
中５３４个与ＢＰ相关、１２３个与ＭＦ相关、７０个与ＣＣ
相关，主要涉及的ＢＰ包括信号转导、ＲＮＡ聚合酶Ⅱ
启动子转录的正调控、炎症反应、细胞凋亡负调控

·５５３·
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图中节点的大小和颜色深浅表示节点ｄｅｇｒｅｅ大小。

Ｔｈｅｓｉｚｅａｎｄｃｏｌｏｒｏｆｔｈｅｎｏｄｅｓｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｔｈｅｎｏｄｅｓ．

图４　ＲＡ相关蛋白靶点的蛋白互作（ＰＰＩ）网络图
Ｆｉｇ４　ＰＰＩｎｅｔｗｏｒｋｐｌｏｔｏｆＲＡｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｔａｒｇｅｔｓ

和蛋白质磷酸化等。ＭＦ主要包括蛋白结合、相同
蛋白质结合、ＡＴＰ结合及金属离子结合等。ＣＣ主
要涉及胞质溶胶、质膜、细胞质等。在 ＫＥＧＧ通路
富集分析中，共得到１６７条信号通路，包括癌症信
号通路、代谢信号通路、磷脂酰肌醇３激酶蛋白激
酶 Ｂ（ＰＩ３ＫＡｋｔ）信号通路、丝裂原活化蛋白激酶
（ＭＡＰＫ）信号通路和肾素血管紧张素系统（ＲＡＳ）
信号通路等。因此，上述结果表明，差异成分能够

通过２９６个 ＲＡ相关靶点，调控信号转导、炎症反
应和蛋白质磷酸化等生物过程，干预代谢、ＰＩ３Ｋ
Ａｋｔ和 ＭＡＰＫ等多条信号通路发挥治疗 ＲＡ的
作用。

２２３　“差异成分靶点通路疾病”网络图的构建
　运用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３９１软件构建“差异成分靶点
通路疾病”网络图，结果见图６。图６中红色三角形
代表疾病，绿色矩形代表潜在作用靶点，黄色Ｖ形代
表信号通路，橙色圆形代表差异成分，其中圆的形状

越大、颜色越深表示该成分越重要。利用Ｎｅｔｗｏｒｋ

图Ｂ中横坐标表示通路中基因富集分数，纵坐标表示基因富集到的通路名称，气泡的大小表示通路富集基因数量多少，气泡越大表示富集到的基因数目越多，气

泡颜色表示ｌｇＰ值的大小，颜色越红表示Ｐ值越小。

ＩｎＦｉｇＢ，ｔｈｅｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｇｅｎｅｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｆｒａｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｐａｔｈｗａｙ，ｔｈｅｖｅｒｔｉｃａｌｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｎａｍｅｏｆｔｈｅｐａｔｈｗａｙｔｏｗｈｉｃｈｔｈｅｇｅｎｅｉｓｅｎ

ｒｉｃｈｅｄ，ｔｈｅｓｉｚｅｏｆｔｈｅｂｕｂｂｌｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｅｄｇｅｎｅｓ，ｔｈｅｌａｒｇｅｒｔｈｅｂｕｂｂｌｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｇｅｎｅｓｅｎｒｉｃｈｅｄ，ｔｈｅｃｏｌｏｒｏｆｔｈｅｂｕｂｂｌｅｉｎｄｉｃａｔｅｓ

ｔｈｅｓｉｚｅｏｆｔｈｅｖａｌｕｅｏｆｌｇＰ，ａｎｄｔｈｅｒｅｄｅｒｔｈｅｃｏｌｏｒｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｓｍａｌｌｅｒｔｈｅＰｖａｌｕｅ．

图５　基因功能注释（ＧＯ）（Ａ）和京都基因和基因组百科全书（ＫＥＧＧ）（Ｂ）富集分析图
Ｆｉｇ５　ＧＯ（Ａ）ａｎｄＫＥＧＧ（Ｂ）ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ

Ａｎａｌｙｚｅｒ插件进行网络拓扑学分析，以 Ｄｅｇｒｅｅ值大
于平均值为筛选标准，筛选诃子汤炮制前后的潜在

活性成分。拓扑学分析结果表明，共筛选到潜在活

性成分 ３０个，包括 ａｒｊｕｇｅｎｉｎ、４ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｙｒｅｎｅ、
ｕｒａｌｅｎｎｅｏｓｉｄｅ、１ｏｓｉｎａｐｏｙｌｂｅｔａＤｇｌｕｃｏｓｅ、ｃｈｅｂｕｌｉｃ

ａｃｉｄ、ｌｏｔａｕｓｔｒａｌｉｎ、ｃｏｒｉｌａｇｉｎ、ｂｅｉｗｕｔｉｎｅ等。
２２４　活性成分与核心靶点的分子对接　为了进
一步验证草乌炮制前后的差异性成分与靶点间的关

系，深入了解药物与靶点间的分子作用机制，对度值

排名前１０的潜在活性成分与核心靶点进行分子对
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图６　诃子制草乌炮制前后“差异成分ＲＡ靶点通路疾病”网络关系图
Ｆｉｇ６　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔＲＡｔａｒｇｅｔｐａｔｈｗａｙｄｉｓｅａｓｅｎｅｔｗｏｒｋｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＡ．ｋｕｓｎｅｚｏｆｆｉｉｐｒｏｃｅｓｓｅｄｗｉｔｈＴ．ｃｈｅｂｕｌａｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ

接模拟计算，结果见表２。结果显示分子对接的结
合能均小于０ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１，表明所选的活性成分与
靶点蛋白具有较好的亲和力，从而进一步验证了生

物信息学分析的结果。其中 ａｒｊｕｇｅｎｉｎ、４ｃｏｕｍａｒｉｃ
ａｃｉｄ、ｓｏｎｇｏｒａｍｉｎｅ、１１ａｃｅｔｙｌ１，１９ｅｐｏｘｙｄｅｎｕｄａｔｉｎｅ、
ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ、ｕｒａｌｅｎｎｅｏｓｉｄｅ与核心靶点的具有较高的
结合活性，从而提示其可能为治疗 ＲＡ的潜在药效
成分。利用 ＰｙＭＯＬ２５０软件将结合活性较强的
前６个进行可视化，见图７。

２３　抗氧化活性和抗炎活性验证实验
２３１　体外抗炎活性实验　草乌及炮制品对细胞
活力的影响：ＣＣＫ８结果显示，草乌及炮制品水提
物在１００～５００μｇ·ｍＬ－１内时显著影响细胞活力，
且随着浓度的增加细胞活性呈显著下降的趋势

（Ｐ＜０００１）。当质量浓度为 ５０μｇ·ｍＬ－１时，生
草乌组细胞活性大于７５％且诃子制草乌组的细胞
活性大于８５％（图８）。因此，选取质量浓度小于
５０μｇ·ｍＬ－１低毒剂量用于后续研究。

表２　差异成分治疗ＲＡ的核心成分与核心靶点分子对接的结合能
Ｔａｂ２　ＭｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｂｉｎｄｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙｏｆｃｏｒｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎｄｃｏｒｅｔａｒｇｅｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｔｈｅｒａｐｙｆｏｒＲＡ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　　　　
Ｂｉｎｄｉｎｇｅｎｅｒｇｙ／ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１

ＴＰ５３ ＳＲＣ ＳＴＡＴ３ Ａｋｔ１ ＥＳＲ１ ＨＳＰ９０ＡＡ１ ＰＩＫ３Ｒ１ ＰＩＫ３ＣＡ ＪＵＮ ＥＧＦＲ

Ａｒｊｕｇｅｎｉｎ －８２６ －７６８ －６４７ －７３１ －８２８ －６５４ －４７０ －５９９ －６１３ －６４２

４Ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｙｒｅｎｅ －４８１ －４９４ －５１８ －５３０ －５２２ －５１９ －３７５ －４４９ －３３８ －４７２

４Ｃｏｕｍａｒｉｃａｃｉｄ －６４３ －６０１ －５７４ －５６０ －５３８ －５９８ －４４４ －４８３ －３１４ －４２９

Ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ －５５２ －５３２ －５６１ －５９３ －５５９ －５２６ －４４６ －５１１ －４７８ －５３１

Ｕｒａｌｅｎｎｅｏｓｉｄｅ －５９９ －５４２ －５８６ －６５４ －６０７ －６９５ －２６６ －４２１ －２８５ －３９７

３Ｄｅｏｘｙａｃｏｎｉｔｉｎｅ －３８１ －４９２ －４７３ －５４２ －４４５ －４１４ －２９９ －２７８ －１００ －３１４

１ＯＳｉｎａｐｏｙｌβＤｇｌｕｃｏｓｅ －５０９ －５２９ －５０７ －５８８ －６６１ －６３０ －２２６ －３２０ －２１９ －４１２

１１Ａｃｅｔｙｌ１，１９ｅｐｏｘｙｄｅｎｕｄａｔｉｎｅ －６６９ －７７６ －９０４ －９１１ －６９２ －８００ －５８６ －７８０ －３７２ －７７３

Ｓｏｎｇｏｒａｍｉｎｅ －８１０ －７２４ －７６４ －８５５ －９３５ －７５３ －６７５ －７９５ －４００ －６４２

Ｈｙｐａｃｏｎｉｔｉｎｅ －３２６ －４４５ －３７２ －５０８ －３８８ －４９５ －２３６ －２３５ －１７３ －４１７

注：ＰＩＫ３ＣＡ－磷脂酰肌醇激酶３催化亚单位α基因；ＪＵＮ－Ｊｕｎ原癌基因；ＥＧＦＲ－表皮生长因子受体。

Ｎｏｔｅ：ＰＩＫ３ＣＡ－ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅｃａｔａｌｙｔｉｃａｌｐｈａｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｇｅｎｅ；ＪＵＮ－ｊｕｎｐｒｏｔｏｏｎｃｏｇｅｎｅ；ＥＧＦＲ－ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ．
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TP53-Arjugenin STAT3-11-Acetyl-1,19-epoxydenudatine 

  
ESR1-Arjugenin Akt1-11-Acetyl-1,19-epoxydenudatine 

  

ESR1-Songoramine Akt1-Songoramine 

图７　差异成分治疗ＲＡ的核心成分与核心靶点分子对接部
分模式图

Ｆｉｇ７　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｔｈｅｒａｐｙｆｏｒＲＡｗｉｔｈｃｏｒｅｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔａｎｄｃｏｒｅｔａｒｇｅｔｍｏｌｅｃｕｌｅｄｏｃｋｉｎｇｐａｒｔｉａｌｐａｔｔｅｒｎｐｌｏｔ

与空白组比较，１）Ｐ＜００１，２）Ｐ＜０００１，３）Ｐ＜００００１。
１）Ｐ＜００１，２）Ｐ＜０００１，３）Ｐ＜００００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图８　不同浓度草乌及炮制品对 ＲＡＷ２６４７细胞活性的影
响。ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ８　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡ．ｋｕｓｎｅｚｏｆｆｉｉａｎｄ
ｐｒｅｐａｒｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆＲＡＷ２６４７ ｃｅｌｌｓ．
ｎ＝３，ｘ±ｓ

Ｇｒｉｅｓｓ法检测炎症因子一氧化氮（ＮＯ）的分泌
量：前期预实验发现，当草乌及炮制品水提物的质量

浓度大于２０μｇ·ｍＬ－１时，生草乌及炮制品对炎症
因子ＮＯ具有显著的抑制作用，故综合上述细胞活
性检测结果，选用质量浓度为２０、４０μｇ·ｍＬ－１作为
后续给药浓度。

与空白组相比，模型组的细胞上清液中 ＮＯ浓
度显著升高（Ｐ＜００００１），表明本实验所建立的
ＬＰＳ（１μｇ·ｍＬ－１）诱导模型成功。与模型组相比，
不同浓度的给药组 ＲＡＷ２６４７细胞上清也中炎症
介质ＮＯ含量均得到了显著抑制（Ｐ＜０００１）。其

中，当质量浓度为２０μｇ·ｍＬ－１时，生草乌对 ＮＯ抑
制能力最强（Ｐ＜０００１），见图９。

与空白组比较，１）Ｐ＜００００１；与模型组比较，２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜０００１
１）Ｐ＜００００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜０００１，

ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图９　不同浓度草乌及炮制品对ＲＡＷ２６４７细胞ＮＯ含量的
影响。ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ９　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡ．ｋｕｓｎｅｚｏｆｆｉｉａｎｄ
ｉｔｓｐｒｏｃｅｓｓｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｏｎｔｈｅＮＯｃｏｎｔｅｎｔｉｎＲＡＷ２６４７ｃｅｌｌｓ．
ｎ＝３，ｘ±ｓ

ＥＬＩＳＡ法检测炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β含
量：按“１３７”项下方法测定每个炎症因子标准品
的ＯＤ值，根据测得的数值建立标准曲线回归方程，
并计算相关系数，见表３。依法测得不同浓度草乌
及炮制品水提物给药组各炎症因子的释放量，

见图１０。

表３　３个炎症因子的标准曲线回归方程与相关系数的信息
Ｔａｂ３　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓａｎｄｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｏｆｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｆｏｒｔｈｅｔｈｒｅｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃ
ｔｏｒｓ

Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ＴＮＦα ｙ＝８５６７７ｘ２＋２１８７ｘ＋１５７８６ ０９９９５

ＩＬ６ ｙ＝－２００３４ｘ２＋５０１１５ｘ－９８２４７ ０９９９０

ＩＬ１β ｙ＝９５０１８ｘ２＋１１３６９ｘ＋３９２９７ ０９９９４

注：ｘ－浓度；ｙ－吸光度。

Ｎｏｔｅ：ｘ－ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；ｙ－ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ．

与空白组相比，模型组细胞上清液中炎性因

子的释放量显著地升高（Ｐ＜００１），表明本实验炎
症模型诱导成功。与模型组相比，不同浓度的各

给药组显著抑制了炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β
的含量（Ｐ＜００５），且生草乌对 ＲＡＷ２６４７细胞
分泌的 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β的抑制作用最强，
见图１０。
２３２　体外抗氧化活性实验　对 ＤＰＰＨ自由基的
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与空白组比较：１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜００００１；与模型组比较，４）Ｐ＜

００５，５）Ｐ＜００１，６）Ｐ＜０００１，７）Ｐ＜００００１。
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜００００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；４）Ｐ＜

００５，５）Ｐ＜００１，６）Ｐ＜０００１，７）Ｐ＜００００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图１０　不同浓度草乌及炮制品对ＲＡＷ２６４７细胞肿瘤坏死
因子α（ＴＮＦα）（Ａ）、白细胞介素６（ＩＬ６）（Ｂ）和白细胞介
素１β（ＩＬ１β）（Ｃ）含量的影响。ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１０　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡ．ｋｕｓｎｅｚｏｆｆｉｉａｎｄ
ｉｔｓｐｒｏｃｅｓｓｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｏｎｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＴＮＦα（Ａ），ＩＬ６（Ｂ）ａｎｄ
ＩＬ１β（Ｃ）ｉｎＲＡＷ２６４７ｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，ｘ±ｓ

清除作用：当质量浓度在０１～１２ｍｇ·ｍＬ－１内，草
乌及炮制品和Ｖｃ对照品对 ＤＰＰＨ自由基的清除能
力呈现出较好的正比关系，其清除率随浓度的增加

而逐渐增强，见图１１。当质量浓度为１ｍｇ·ｍＬ－１时，
与Ｖｃ相比，生草乌及炮制品的曲线呈现平缓的趋势。
经计算发现，生草乌的最大清除率为８８６５％，ＩＣ５０值
为０２８７６ｍｇ·ｍＬ－１；诃子制草乌的最大清除率可达
９１３６％，ＩＣ５０值为０２７８６ｍｇ·ｍＬ

－１。通过对比ＩＣ５０
可知，草乌经诃子汤炮制后其抗氧化活性有所增强。

推测可能由于草乌经诃子汤浸泡后，诃子里面的

　　　　

图１１　草乌及不同炮制品的ＤＰＰＨ自由基清除能力。ｎ＝３，
ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１１　ＤＰＰＨｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＡ．ｋｕｓｎｅｚｏｆｆｉｉ
ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｃｅｓｓｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓ．ｎ＝３，ｘ±ｓ

部分成分进入草乌，使得其 ＤＰＰＨ的清除能力有一
定的增强，但不显著（Ｐ＞００５）。

对羟基自由基的清除作用：在质量浓度

０１～１２ｍｇ·ｍＬ－１内，草乌及炮制品和 Ｖｃ对照品
对羟基自由基具有一定的清除能力，且清除率随与

浓度 成 正 比 关 系，见 图 １２。当 质 量 浓 度 为
０２ｍｇ·ｍＬ－１时，生草乌及诃子制草乌对羟基自由
基的清除活性分别为 １３４１％、１５８０％，当质量浓
度增加到１２ｍｇ·ｍＬ－１时，生草乌的清除率升高为
２４５０％，诃子制草乌的清除率升高为２５４８％。方
差分析结果发现，生草乌与诃子制草乌相比，差异无

统计学意义（Ｐ＞００５）。综上所述，诃子制草乌对
羟基自由基的清除能力有一定的增强作用，但影响

不具有统计学意义（Ｐ＞００５）。

图１２　草乌及炮制品的羟基自由基清除能力。ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１２　ＨｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＡ．ｋｕｓｎｅｚｏｆｆｉｉ
ａｎｄｉｔｓｐｒｏｄｕｃｔｓ．ｎ＝３，ｘ±ｓ

对超氧阴离子的清除作用：在质量浓度为

０１～１２ｍｇ·ｍＬ－１内，草乌及不同炮制品和 Ｖｃ对
照品对超氧阴离子的清除率随着浓度的增加，总体呈

上升趋势，见图１３。当质量浓度为０１ｍｇ·ｍＬ－１时，
·９５３·
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Ｖｃ对照品的清除率为５０２１％，生草乌的清除率为
０１８％，诃子制草乌的清除率为２７１％。当质量浓度
上升到１０ｍｇ·ｍＬ－１时，草乌生品及诃子炮制品的
清除率分别升高为１０１０％、１３３５％。方差分析结果
表明，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），表明草乌经诃
子炮制后对超氧阴离子清除能力影响不大。

图１３　草乌及其炮制品的超氧阴离子清除能力。ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１３　ＳｕｐｅｒｏｘｉｄｅａｎｉｏｎｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙｏｆＡ．ｋｕｓｎｅｚｏｆｆｉｉ
ａｎｄｉｔｓｐｒｅｐａｒｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓ．ｎ＝３，ｘ±ｓ

３　讨　论
首先，本研究采用高通量分析技术结合单变

量和多变量的统计分析方法，对草乌炮制前后的

水提物进行整体化学成分分析，共筛选出６４个差
异成分。结果显示，差异成分中包含了大量的有

机酸和糖类化合物，如 ３，４二羟基肉桂酸、乌头
酸、阿魏酸、香草酸、琥珀酸、果糖、葡萄糖没食子

鞣甙、棉子糖等。有研究报道［２７２８］，有机酸具有增

加食欲和促进消化等生物活性，糖类具有抗炎、抗

氧化、调节免疫等功能［２９］。核苷酸也是主要的差

异成分之一，如脱氧腺苷、胸苷、鸟嘌呤等。差异

成分中生物碱类化合物具有显著的镇痛、抗炎和

抗氧化等药理活性［３０］，占比最大，且含量变化显

著，如１０羟基焦新乌头碱、苯甲酰脱氧乌头碱、苯
甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱等单酯型生物

碱含量显著上升（Ｐ＜００５），脱氧乌头碱、８Ｏ乌
头酸乌头碱（８Ｏａｃｏｎｉｔｉｃａｃｉｄａｃｏｎｉｔｉｎｅ）、新乌头
碱等双酯型生物碱含量显著下降（Ｐ＜００５）。另
外，柯里拉京、短叶羧酸、奎宁酸、诃子次酸等被认

定为炮制辅料诃子所引入成分［３１３４］。

其次，本研究以炮制前后的差异化学成分和

ＲＡ疾病模型作为基础，利用生信分析技术和分子
对接模拟计算的方法从草乌诃子汤炮制前后的差异

化学成分中筛选出与 ＲＡ相关的潜在活性成分３０
个和作用靶点 ２９６个。通过对 ＲＡ相关靶点的分

析，发现ＴＰ５３、ＥＳＲ１、ＨＳＰ９０ＡＡ１、ＰＩＫ３Ｒ１等３９个靶
点在ＰＰＩ网络图中度值较高，可能是疾病作用靶点。
研究发现，在被破坏性表型的滑膜成纤维细胞中，

ＴＰ５３是调控滑膜细胞成纤维细胞侵袭性的关键调
控因子，当 ＴＰ５３基因突变增多而功能缺失时，能抑
制了ＲＡ中的成纤维细胞样滑膜细胞（ＲＡｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｌｉｋｅｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ，ＲＡＦＬＳ）的正常凋亡［３５３６］。ＥＳＲ１
作为介导骨内雌激素发挥生物学作用的受体，它能

够促进成骨细胞增殖和分化，同时也可以调节转录

因子ＮＦκＢ来间接参与炎症反应，参与 ＲＡ的发生
和发展［３７］。有研究表明，ＨＳＰ９０ＡＡ１是热休克蛋白
９０α家族Ａ类成员，通过激活ＮＦκＢ和ＳＴＡＴ３转录
程序，诱导炎症反应［３８］。ＰＩＫ３Ｒ１是 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／
ｍＴＯＲ信号的负调节因子，可通过抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ的
激活，抑制 ＰＩ３ＫＲ１的表达，增强 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ的磷酸
化，起到抑制炎症，减轻关节组织损伤，改善 ＲＡ的
症状［３９］。由此推断草乌经诃子炮制后差异成分可

通过调控ＴＰ５３，ＥＳＲ１，ＨＳＰ９０ＡＡ１和ＰＩＫ３Ｒ１等蛋白
的异常表达，发挥治疗ＲＡ的作用。另外，富集分析
结果显示癌症信号通路、代谢信号通路、ＰＩ３ＫＡｋｔ
信号通路、ＭＡＰＫ信号通路和 ＲＡＳ信号通路等是活
性成分发挥疗效的主要通路。分子对接验证结果显

示，草乌炮制前后发生显著变化的１０个关键活性成
分与１０个核心靶点蛋白均能自由结合，从而影响核
心靶点作用的信号通路。

最后，本研究通过比较草乌炮制前后水提物的

体外抗炎活性和抗氧化活性的方式，验证了炮制前

后的药效学差异。体外抗炎实验结果显示，草乌经

诃子炮制后，可显著降低生草乌的毒性，并保留其抗

炎活性，从而起到减毒存效的作用。炎症因子测定

结果显示，与空白组相比，用１μｇ·ｍＬ－１的 ＬＰＳ诱
导的ＲＡＷ２６４７细胞可以使ＮＯ、ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ
１β等炎症因子释放量显著增加，当加入不同浓度的
草乌及炮制品水提物处理后，给药组的 ＮＯ、ＴＮＦα、
ＩＬ６和ＩＬ１β炎症因子含量与ＬＰＳ诱导的炎症因子
含量相比具有显著性差异，并发现生草乌与炮制后

的草乌均能有效的抑制ＮＯ、ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ１β的
释放，而且对ＩＬ６和 ＩＬ１β的抑制作用呈现剂量依
赖关系。另外，不同浓度的草乌及炮制品水提物对

ＤＰＰＨ、羟基自由基以及超氧阴离子的清除率实验结
果表明，草乌及炮制品对 ＤＰＰＨ、超氧阴离子和羟自
由基均具有一定的清除作用，而且随着浓度的增加，

清除能力也随之增强。ＤＰＰＨ自由基清除实验结果
显示，当浓度为１２ｍｇ·ｍＬ－１时，生草乌和诃子制
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草乌对ＤＰＰＨ自由基清除率分别可达到８８６５％和
９１３６％，从ＩＣ５０值来看，诃子制草乌抗氧化能力更
佳。综上所述，草乌经诃子汤炮制后，在其毒性显著

降低的同时，可有效地保留其抗炎和抗氧化活性。
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