
现代药物与临床    Drugs & Clinic    第 32 卷  第 8 期    2017 年 8 月 

   

·1403·

基于 FGFR1 靶点分子虚拟对接筛选淫羊藿中抗骨质疏松的药效成分 
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摘  要：目的  基于 FGFR1 蛋白靶点筛选淫羊藿中抗骨质疏松的药效成分。方法  采用维甲酸灌胃 14 d 复制大鼠骨质疏松

模型，给予淫羊藿提取物进行干预；采用 Western blotting 法检测各组大鼠股骨 FGFR1 蛋白的表达，用 UPLC-Q-TOF-MS 确

认提取物中化学成分。基于 FGFR1 靶点进行分子虚拟对接筛选药效成分。结果  淫羊藿能够改善大鼠骨质疏松症状，并提

高 FGFR1 蛋白的表达。淫羊藿提取物中指认出 23 种化合物，其中淫羊藿苷、淫羊藿次苷 I、箭藿苷 C 可与 FGFR1 可以有

效对接。结论  淫羊藿中淫羊藿苷、淫羊藿次苷 I、箭藿苷 C 可能通过上调 FGFR1 发挥抗骨质疏松作用。 
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Abstract: Objective  To Screen the medicinal components of anti-osteoporosis in Epimedii Herba based on FGFR1. Methods  The 
osteoporosis of rats was induced by given retinoic acid intragastrically for 14 d, and were treated with Epimedii Herba extract. The 
expression of FGFR1 protein in the femur was detected by Western blotting, and the chemical constituents of the extract were 
confirmed by UPLC-Q-TOF-MS method. The effective components were screened based on the target of FGFR1 by molecular 
docking. Results  Epimedii Herba had a significant function of anti-osteoporosis, and could increase the expression of FGFR1 protein 
in rats. Icariin, icarisid I and sagittatoside C were picked out among the 23 identified compounds in extract, and could be effectively 
docked with FGFR1. Conclusion  Icariin, icarisid I and sagittatoside C may play an anti-osteoporotic effect by up-regulating FGFR1. 
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淫羊藿又名仙灵脾、刚前，是一种传统的常用

补肾中药，始载于《神农本草经》，被列为中品，具

有补肾阳、强筋骨、祛风湿的功效[1-2]，用于治疗肾

阳虚衰、阳痿遗精、风湿麻痹、骨质疏松等[3]。淫

羊藿中含黄酮、生物碱、木质素等有多种化学成分。

淫羊藿苷被广大学者认为是其主要成分，并被《中

国药典》作为淫羊藿药材品质评价的指标。近年研

究发现 FGFR 信号通路上碱性成纤维细胞生长因子

受体 1（basic fibroblast growth fator receptor 1，
bFGFR1）蛋白靶点与骨形成密切相关，可以作为

骨质疏松治疗过程中药理性调节的重要靶标[4-5]。基

于此，本研究复制维甲酸诱导的骨质疏松模型，首

先考察淫羊藿的抗骨质疏松作用，并在此基础上检

测各组大鼠股骨 FGFR1 蛋白的表达情况， 后运 
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用分子虚拟对接的方法寻找淫羊藿提取物中抗骨质

疏松的药效成分，以期为建立淫羊藿的药效成分的

研究提供新的研究思路与策略。 
1  材料 
1.1  药材 

淫羊藿药材均购自北京华邈中药工程技术开发

中心，批号 SA1081，经本校生药教研室李天翔教

授鉴定为箭叶淫羊藿 Epimedium sagittatum (Sieb. et 
Zucc.) Maxim.。 
1.2  试剂和仪器 

维甲酸（RA）（货号 A9120）和羧甲基纤维素

钠（货号 C8621）均购自北京索莱宝科技有限公司；

血清钙（Ca）（货号 150589）和血清无机磷（P）（货

号 150591）试剂盒均购自中生北控生物科技股份有

限公司；血清碱性磷酸酶（ALP）（货号 A059-1）
和血清抗酒石酸酸性磷酸酶（TRACP）（货号 A058）
试剂盒均购自南京建成生物科技有限公司。 

Viva CT40 型小动物骨密度仪：SCANCO 
Medical AG（瑞士）；Microlab 300 型半自动生化分

析仪（荷兰 Vital Scientific 公司）；ALLEGRA 
TM-64R 高速离心机（Beckman）；Waters Xevo G2
型超高效液相色谱–四极杆–飞行时间串联质谱联

用仪（美国 Waters 公司）；HAC-Ⅰ自动浓缩氮吹仪

（天津市恒奥科技发展有限公司）。 
1.3  实验动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠，体质量（200±10）g，
共 40 只，购自北京维通利华实验动物技术有限公

司，生产许可证号 SCXK（京）2012-0001，饲养于

中国医学科学院放射医学研究所，饲养室温度为

（21±2）℃，气压恒定，昼夜 12 h 交替。 
2  方法与结果 
2.1  淫羊藿提取液的制备 

称取淫羊藿药材 2 份，每份均 500 g，用 50%
乙醇加热回流提取两次，第一次用 10 倍量溶剂提取

1 h，将所得药液过滤收集，然后向药材中添加 8 倍

量 50%乙醇加热回流提取 40 min，再次将提取液滤

过，合并两次提取液，浓缩，得生药质量浓度 0.9 
g/mL 的淫羊藿提取液。 
2.2  淫羊藿对维甲酸诱导骨质疏松大鼠的影响 
2.2.1  分组和造模  SD 大鼠随机分为对照组（10
只）、模型组（15 只）、淫羊藿组（15 只）。模型组

和淫羊藿组上午 ig 0.5%羧甲基纤维素钠溶液配制

的维甲酸溶液 70 mg/kg 造模[6-7]，对照组 ig 相应体

积的 0.5%羧甲基纤维素钠溶液，同时下午对照组、

模型组分别给予蒸馏水 0.1 mL/100 g。根据前期预

实验结果以及参考文献报道[8]，淫羊藿按照人与动

物体质量等效剂量比例公式计算出大鼠用药剂量为

9.0 g/kg，相当于 10 倍 70 kg 体质量人的临床等效

剂量（即 10 g/d），进行预防治疗，14 d 后终止维甲

酸。淫羊藿组继续给予淫羊藿提取物 14 d，其他两

组继续给予相应体积的蒸馏水。 
2.2.2  血清学指标的测定  实验结束时，禁食 12 h
后腹主动脉取血并分离血清，用 Microlab 300 型半

自动生化分析仪检测血清中钙（Ca）、无机磷（IP）、
碱性磷酸酶（ALP）、抗酒石酸酸性磷酸酶（TRACP）
水平，具体操作按试剂盒说明书进行。 
2.2.3  股骨骨密度的测定  迅速取出双侧股骨，剔

除筋膜肌肉，左侧股骨浸泡于 75%乙醇消毒 3 d，
用小动物骨密度仪于大鼠左侧股骨骨骺线上 1 cm
处检测其骨密度，并用仪器自带软件进行计算处理。 
2.2.4  Western blotting 实验  将各组大鼠右侧股骨

取出，于研钵中加液氮进行研磨，随后加入裂解液，

静置于冰上，裂解 30 min，4 ℃、12 000×g 离心 5 
min，取上清液，BCA 法对蛋白浓度进行定量。取

各组蛋白经聚丙烯酰胺（SDS-PAGE）电泳后转移

至 PVDF 膜上，5%脱脂奶粉室温下摇床震荡封闭

2 h，加入相应一抗孵育过夜，次日 TBST 漂洗 5 次，

加入辣根过氧化物酶标记的二抗，37 ℃孵育 1 h，
TBST 漂洗 5 次，用化学发光法检测目的蛋白。 
2.2.5  统计学分析  实验数据均以⎯x±s 形式表示，

应用 SPSS 11.5 统计软件进行数据处理，采用单因

素方差分析法（one-way ANOVA）进行显著性检验。 
2.2.6  淫羊藿对骨质疏松大鼠骨密度的影响  模型

组大鼠骨密度显著性降低（P＜0.01），给予淫羊藿

提取物后，其骨密度与模型组相比显著升高（P＜
0.01），表明维甲酸使得大鼠骨密度下降，淫羊藿

提取物可使骨质疏松大鼠的骨密度升高，见表 1。 

表 1  淫羊藿对骨质疏松大鼠骨密度的影响（⎯x ± s，n = 8） 
Table 1  Effect of Epimedii Herba on bone mineral density 

in rats (⎯x ± s，n = 8 ) 

组别 剂量/(g·kg−1) 骨密度/(mg·cm−2) 

对照 — 797.11±33.80 

模型 — 737.77±31.89## 

淫羊藿 9.0 831.19±35.96** 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01 
##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group 
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2.2.7  淫羊藿对骨质疏松大鼠血清药效学指标

的影响   维甲酸可降低大鼠血清 IP、ALP、
TRACP 水平（P＜0.05、0.01）；与模型组比较，

给予淫羊藿提取物后，其血清中 Ca、IP 和 TRACP
水平均有不同程度的升高（P＜0.05、0.01），见

表 2。 
 

表 2  淫羊藿对骨质疏松大鼠血清 Ca、P、ALP 和 TRACP 水平的影响（⎯x ± s，n = 10） 
Table 2  Effect of Epimedii Herba on serum Ca, P, ALP, and TRACP in rats (⎯x ± s，n = 10 ) 

组别 剂量/(g·kg−1) Ca/(mmol·L−1) P/(mmol·dL−1) ALP/(U·dL−1) TRACP/(U·L−1) 

对照 — 1.12±0.21 1.38±0.17  31.22±9.64 4.23±0.75 

模型 — 0.97±0.08  0.92±0.15##  19.75±5.87# 2.98±0.60## 

淫羊藿 9.0   1.19±0.13**   1.73±0.63** 25.64±7.49 4.16±0.54** 

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01 
# P< 0.05  ##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group 

2.2.8  淫羊藿对模型大鼠股骨 FGFR1 蛋白表达的

影响  淫羊藿提取物可以提高骨质疏松大鼠股骨

FGFR1 的蛋白表达，见图 1、表 3。 
 

 

图 1  淫羊藿对大鼠股骨中的 FGFR1 蛋白表达的影响 
Fig. 1  Effect of Epimedii Herba on FGFR1 expression in femur 

表 3  淫羊藿对大鼠股骨中的 FGFR1 蛋白表达的影响 
（⎯x ± s，n = 3） 

Table 3  Effect of Epimedii Herba on expression of FGFR1 in 
femur (⎯x ± s，n = 3 ) 

组别 剂量/(g·kg−1) FGFR1 

对照 — 2.46±0.032 

模型 —    1.38±0.043## 

淫羊藿 9.0    2.62±0.067** 

与对照组比较： ##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01 
##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group 

2.3  淫羊藿提取物指纹图谱的建立 
2.3.1  色谱条件  Agilent HSS T3 C18色谱柱，流动

相为 0.1%甲酸水溶液（A）–乙腈（B），梯度洗脱：

0～2 min，2% B；2～5 min，5%～60% B；5～8 min，
60%～45% B；8～9 min，45%～85% B；9～10 min，
85%～95% B；体积流量为 0.4 mL/min；柱温为 45 
℃，进样量为 2 μL。 
2.3.2  质谱条件  采用负离子模式；毛细管电压为

2.5 kV；锥孔电压为 30 V；离子源和脱溶剂气温为

400 ℃；脱溶剂氮气和锥孔气体体积流量为 50 L/h；
采样频率为 0.1 s，间隔 0.02 s；相对分子质量记录

范围为 m/z 50～1 800，用亮氨酸–脑啡肽（[M－

H]−＝554.261 5）对其进行实时校正。数据采集模式

采用 MSE 模式，碰撞能量分别为 20、30、40、50 eV。 
2.3.3  淫羊藿提取物中化学成分的确认  淫羊藿

50%乙醇提取物的色谱图见图 2。在该体系下色谱

图基线平稳、色谱峰分离良好，各种成分能得到较

好分离。采用 Masslynx v4.1 软件对测得的指纹图谱

进行峰提取、峰对齐等处理分析，通过在负离子模

式下测定到的精准相对分子质量、保留时间，并结

合参考文献比对之后对离子峰进行指认，确认了淫

羊藿提取物中 23 种成分，见表 4。 
 

 
图 2  淫羊藿提取物色谱图 

Fig. 2  HPLC chromatogram of Epimedii Herba extract 

 0           2           4           6           8          10          12          14          16          18         20
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现代药物与临床    Drugs & Clinic    第 32 卷  第 8 期    2017 年 8 月 

   

·1406· 

表 4  淫羊藿提取物 UPLC-Q-TOF/MS 离子峰分析结果 
Table 4  Results of UPLC-Q-TOF / MS ion peak analysis of Epimedii Herba extract 

编号 t/ min 名称 离子 m/z 文献 

1  3.120 山柰苷 [M－H]− 577.136 5 9、10 

2  3.287 3-O-p-coumaroylquinic acid [M－H]− 337.092 8 11 

3  4.763 金丝桃苷 [M－H]− 463.089 0 12～14 

4  6.115 槲皮苷 [M－H]− 447.092 4 14 

5  6.399 hexandraside E [M－H]− 677.206 7 14、15 

6  6.588 大花淫羊藿苷 B [M－H]− 677.208 6 16-18 

7  7.075 二叶淫羊藿苷 A [M－H]− 807.273 1 16、19-20 

8  7.168 淫羊藿属苷 A [M－H]− 661.215 2 21～24 

9  7.374 anhydroicaritin-3,7-di-O-glucoside [M－H]− 691.226 0 25 

10  8.036 
demethylicaritin-3-O-(6"-O-acetyl)-glucosyl-1-

3)-O-(4"-O-acetyl)-rhamnoside- 7-O-glucoside 
[M－H]− 907.287 3 11、26 

11  8.099 朝藿定 A [M－H]− 837.280 3 21、26-28 

12  8.227 朝藿定 B [M－H]− 807.271 5 16、21、27-28 

13  8.541 淫羊藿苷 [M＋COOH]− 721.235 1 18～21 

14  8.775 箭藿苷 C [M－H]− 717.238 8 14 

15  9.728 淫羊藿苷 F [M－H]− 631.202 5 11、26 

16  9.785 淫羊藿次苷 I [M－H]− 529.173 8 11、13、27、29～31 

17  9.999 淫羊藿定 L [M－H]− 801.261 5 32 

18 10.119 淫羊藿次苷 A [M－H]− 499.161 4 11、30-31 

19 10.682 宝藿苷 VII [M－H]− 675.229 8 26 

20 10.974 淫羊藿苷 I [M－H]− 529.170 5 21、22-24 

21 11.010 箭藿苷 B [M－H]− 645.216 9 9、14、16、33 

22 11.664 宝藿苷 I [M－H]− 513.177 0 19、27、11、30、23、34

23 14.561 淫羊藿 B [M－H]− 421.165 7 35 

 

2.4  分子对接虚拟筛选研究 
选取蛋白靶点碱性成纤维细胞生长因子受体 1

（basic fibroblast growth fator receptor 1，bFGFR1），
并对其与淫羊藿提取物中 23 种成分进行分子对接

研究：利用PharmMapper数据库进行反向对接筛选，

分析其可能的作用靶点，并将匹配度较高的靶点映

射到 Reactome 数据库，利用 Reactome 数据库和

KEGG 数据库进行通路注释和分析。 
从蛋白质 PDB 数据库中选择 FGFR1 及其配体

的复合物，（PDB：5EW8），晶体结构为 X-射线方

法得到，其分辨率为 16.3 nm，该晶体结构为二聚

体，对其进行以下处理：抽取出配体分子 5SF，删

除水分子、B 链及其他配体分子。并对蛋白及配体

按上述方法分别进行前处理，根据其中配体分子

5SF 定义活性口袋，球半径设为 100.467 nm。采用

高温动力学搜索配体分子的柔性空间，利用模拟退

火的方法将各个构象在受体活性位点进行优化。

Pose cluster radius 设为 0.5，random conformations
设为 10，在计算过程中考虑静电相互作用，并利用

格点技术计算非键作用。将抽取出的配体分子对接

回原蛋白，计算 佳对接构象与晶体中构象的

RMSD 为 3.623 nm。说明利用其进行分子对接研究

接近实验结果，因此选用其作为模板蛋白进行分子

对接研究，与筛选出的淫羊藿促进骨形成成分进行

分子对接研究。 
根据从淫羊藿提取物中指认出的 23 种化合物，

其中苷类化合物成苷以后化合物结构相对较大，在

对接时容易出现与受体空间不能匹配的情况，而很

多苷类化合物进去体内后很容易丢失糖链与受体发

生相互作用，因此，本研究对提取物中的苷类成分

模拟体内代谢过程去除糖链后进行模拟筛选。同时

为了提高结果的准确性，选取了与骨形成相关的
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FGFR信号通路[36]和TGF-β信号通路[37]关键蛋白与

淫羊藿进行分子对接研究。 
结果显示淫羊藿苷、淫羊藿次苷 I 和箭藿苷 C

在去除糖链后与多个蛋白靶点皆有较高的结合能，

且可与 FGFR1 蛋白靶点有效对接，见图 3、表 5。 

 
淫羊藿苷             淫羊藿次苷 I             箭藿苷 C 

图 3  淫羊藿中各成分与 FGFR1 对接表面图 
Fig. 3  Docking surface of FGFR1 and components from 

Epimedii Herba 

表 5  目标成分去除糖链后的分子对接结果 
Table 5  Rsults of molecular docking after removing the 

sugar chain of target component 

化合物 -CDOCKER_INTERACTION ENERGY"

淫羊藿次苷 I 50.303 4 

淫羊藿苷 50.717 7 

箭藿苷 C 48.514 6 
 
3  讨论 

骨质疏松症是现代医学名词，是一种以低骨量

和骨组织当中的微结构破坏为特征的全身性骨骼疾

病，其临床症状与中医文献当中的“骨痿”、“骨枯”、

“骨极”等症状颇为类似。《素问·痿论》曰：“肾气

热，则腰脊不举，骨枯而髓减，发为骨痿。”《灵枢·经
脉》曰：“足少阴气绝，则骨枯。”《备急千金要方·骨
极》也曾经指出：“骨极者，主肾也，肾应骨，骨与

肾合……若肾病则骨极，牙齿苦痛，手足疼，不能

久立，屈伸不利，身痹脑髓酸”。中医理论认为骨质

疏松症的发病关键是“肾虚”，各种原因导致肾气/
肾阴/肾阳的不足，都会影响骨髓，骨髓受损无力生

骨，遂发生骨骼脆弱无力之证[38]。临床上处方用药

以及中成药研制多以补肾类中药为主进行治疗，并

取得了较好的疗效，这也充分显示了中医在治疗骨

质疏松症中独特的优势。 
淫羊藿是传统补肾中药，骨质疏松是其临床上

常用治疗病症之一，本实验参照有关文献报道[6-7]

给大鼠 ig 维甲酸 70 mg/kg，连续 14 d，14 d 后模型

大鼠出现不同程度食少、拱背、反应迟钝、体毛枯

疏毛躁、喜卧、体质量减轻等表征，选取血清 Ca、

P、ALP、TRACP 作为药效学评价指标，血清 Ca、
P 水平可间接反映骨代谢情况[39]；骨型碱性磷酸酶

（BALP）由成骨细胞产生，其含量反映成骨细胞活

性，成骨细胞活跃时 BALP 分泌增多，血清 ALP
水平升高[40]；TRACP5b 是破骨细胞特异性标志酶，

血清 TRACP 水平反映体内破骨细胞活性和骨吸收

状态，其特异性高，不受昼夜变化、饮食、肝肾疾

病影响[41]。结果显示：模型组大鼠骨密度较对照组

明显降低，血清 Ca、P 代谢异常，骨形成指标 ALP
和骨吸收指标 TRACP 均显著降低，刘康等[42]的体

外实验显示维甲酸降低成骨样细胞活性并抑制其增

殖，表现为 ALP 活性下降，以及任心慈等[43]的实验

与本研究当中的模型趋势一致，因此可以认为骨质

疏松模型建立成功，且骨吸收、骨形成都比较低缓，

呈低转换型表现[44]。给予淫羊藿提取物之后，模型

大鼠的血清矿物质 Ca、P 以及 ALP、TRACP 水平

均有所升高，且骨密度升高，说明淫羊藿提取物可

通过促进骨质疏松大鼠骨矿代谢影响骨强度，并可

调节骨形成和骨吸收的平衡，提高骨密度，发挥抗

骨质疏松作用。 
成纤维细胞生长因子受体（FGFRs）是一个多

基因家族，属于免疫球蛋白基因家族成员。FGFs
属于分泌型蛋白，缺少跨膜结构，其生物学效应需

通过 FGFRs 来实现。4 种 FGFR 中，骨骼细胞（成

骨细胞、破骨细胞、软骨细胞）主要表达 1、2、3
型，即 FGFRl、FGFR2、FGFR3，FGFRs 通过与不

同的 FGF 配体结合参与调节骨骼的发育和成年期

骨转换、骨骼矿化[45-46]。FGFR1 属于酪氨酸激酶受

体，研究表明 FGFR1 存在于胚胎骨骼发育期间、

出生后骨重建、骨折愈合和骨再生。FGFR1 可通过

调节软骨形成和骨生成促进骨骼发育，对骨骼生长

起着至关重要的作用[47]。且 FGFR1 是成骨细胞中

主要的成纤维细胞生长因子 23（FGF23）受体，

FGF23 对成骨细胞增殖、分化和细胞信号通路有着

直接的影响[48]。 
本实验选取 FGFR1 靶点检测大鼠股骨 FGFR1

蛋白的表达[49]，结果显示给予模型大鼠淫羊藿提取

物后，其 FGFR1 蛋白的表达显著提高，通过 UPLC- 
Q-TOF-MS 法指认出淫羊藿提取物中 23 种化合物，

并对其进行分子对接虚拟筛选，结果显示淫羊藿苷、

淫羊藿次苷 I、箭藿苷 C 模拟体内代谢过程去除糖

链后可与多个蛋白靶点进行有效对接，且与 FGFR1
有较高的结合能，说明淫羊藿抗骨质疏松的药效成
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分可能是淫羊藿苷、淫羊藿次苷 I 和箭藿苷 C。但

淫羊藿苷、淫羊藿次苷 I 和箭藿苷 C 如何调节

FGFR1蛋白的表达以及对FGFR信号通路[36, 50]上其

他蛋白靶点的调节还有待进一步的研究。 
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