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基于网络药理、分子对接及实验验证探究补骨脂总黄酮治疗类风湿关节炎
的机制研究 
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摘  要：目的  探讨补骨脂总黄酮治疗类风湿关节炎的药效及作用机制。方法  采用极性分步提取制备补骨脂总黄酮，并进

行 HPLC 分析及含量测定；通过网络药理学与分子对接筛选核心靶点与通路；以胶原诱导型关节炎小鼠观察补骨脂总黄酮

的体内抗炎及关节保护作用，以细胞实验考察其对类风湿关节炎滑膜成纤维（RA-FLS）细胞增殖、迁移、侵袭的影响；采

用 Western blotting 检测磷酸化蛋白激酶 B（p-Akt）、Akt、磷酸化糖原合成酶激酶-3β（p-GSK-3β）、GSK-3β、β-连环蛋白（β-
catenin）的表达水平。结果  补骨脂总黄酮主要含有新补骨脂异黄酮、补骨脂二氢黄酮甲醚和异补骨脂查尔酮等 8 种成分；

网络药理学预测得到补骨脂总黄酮和类风湿关节炎的 48 个共同靶点，筛选得到肿瘤坏死因子（TNF）、白细胞介素（IL）-
6、Akt1 等关键靶点，基因本体论（GO）分析和京都基因和基因组百科全书（KEGG）通路富集分析结果显示，补骨脂总黄

酮可能作用于 PI3K/Akt、丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）、低氧诱导因子-1（HIF-1）和 TNF 等通路；分子对接显示主要成分

与 Akt1 对接亲和力良好。体内实验表明补骨脂总黄酮可显著降低模型小鼠关节炎评分、足肿胀度及关节病理损伤（P＜0.05、
0.01）；体外实验显示，补骨脂总黄酮显著抑制 RA-FLS 增殖、迁移及侵袭（P＜0.05、0.001），补骨脂总黄酮 2.0 μg/mL 组 p-
Akt/Akt、p-GSK-3β/GSK-3β、β-catenin 的蛋白表达水平明显下调（P＜0.05、0.01）。结论  补骨脂总黄酮可通过抑制 Akt/GSK-
3β/β-catenin 通路，减轻滑膜炎症与异常增殖，缓解关节损伤，发挥抗类风湿关节炎作用。 
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Mechanism of total flavonoids from Psoralea corylifolia in treatment of 
rheumatoid arthritis based on network pharmacology, molecular docking and 
experimental verification 
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Abstract: Objective  To explore the efficacy and action mechanism of total flavonoids from Psoralea corylifolia in treatment of 
rheumatoid arthritis. Methods  Total flavonoids from Psoralea corylifolia was prepared by stepwise extraction with polar solvents 
and analyzed by HPLC for content determination. Network pharmacology and molecular docking were used to screen core targets and 
pathways. The anti-inflammatory and joint-protective effects of total flavonoids from Psoralea corylifolia in vivo were observed in 
collagen-induced arthritis mice, and its effects on the proliferation, migration and invasion of RA-FLS cells were investigated in vitro. 
The expression levels of p-Akt, Akt, p-GSK-3β, GSK-3β, and β-catenin were detected by Western blotting. Results  Total flavonoids 
from Psoralea corylifolia mainly contains 8 major constituents such as neobavaisoflavone, bavachin, and isobavachalcone. Network 
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pharmacology predicted 48 common targets of total flavonoids from Psoralea corylifolia and rheumatoid arthritis, and key targets such 
as TNF, IL-6, and Akt1 were screened. GO analysis and KEGG pathway enrichment analysis showed that total flavonoids from 
Psoralea corylifolia may act on pathways such as PI3K/Akt, MAPK, HIF-1, and TNF. Molecular docking showed that the main 
constituents had good binding affinity with Akt1. In vivo experiments showed that total flavonoids from Psoralea corylifolia could 
significantly reduce the arthritis score, paw swelling degree and joint pathological damage in model mice (P < 0.05, 0.01). In vitro 
experiments showed that total flavonoids from Psoralea corylifolia significantly inhibited the proliferation, migration and invasion of 
RA-FLS (P < 0.05, 0.001), and significantly down-regulated the protein expression levels of p-Akt/Akt, p-GSK-3β/GSK-3β, and β-
catenin (P < 0.05, 0.01). Conclusion  Total flavonoids from Psoralea corylifolia can exert anti- rheumatoid arthritis effects by 
inhibiting the Akt/GSK-3β/β-catenin pathway, reducing synovial inflammation and abnormal proliferation, and alleviating joint 
damage. 
Key words: total flavonoids of Psoralea corylifolia; rheumatoid arthritis; neobavaisoflavone; bavachin; isobavachalcone; Akt; GSK-
3β; β-catenin 
 

类风湿关节炎是以慢性滑膜炎症、滑膜细胞异

常增殖、血管翳生成及关节软骨与骨进行性破坏为

核心的自身免疫性疾病，致残率高，严重影响患者

生活质量[1]。全球患病率为 0.5%～1.0%，女性高发，

已成为重要公共卫生问题[2]。目前临床以非甾体抗

炎药、糖皮质激素、传统合成改善病情抗风湿药及

生物制剂为主，但长期用药易引发胃肠道损伤、肝

肾功能异常、感染风险升高等不良反应[3]。 
中医药治疗“骨痹”“骨痿”历史悠久，凭借多

成分、多靶点、整体调节的核心特点，在类风湿关

节炎治疗中优势显著，可通过抗炎、调节免疫、保

护关节软骨与骨组织等多条途径干预病程进展[4-7]，

已成为新型抗类风湿关节炎药物研发的重要方向。

补骨脂 Psoralea corylifolia L.是一种中国传统的中

草药，在《开宝本草》等古典医籍中有记载，具有

温肾助阳、纳气平喘之功效[8]。补骨脂在民间验方

及历代经典中医方剂中被应用于风湿痹证所致的

腰膝冷痛等症[9]。现代药理证实，补骨脂成分具有

抗炎、免疫调节及骨保护作用[10-11]，这些药效特征

与类风湿关节炎的关键病理环节高度吻合，表明补

骨脂治疗类风湿关节炎具有较好的开发价值。 
补骨脂所含补骨脂酚、补骨脂素和异补骨脂素

等成分具有潜在肝肾毒性[12]，补骨脂黄酮类成分药

理作用广泛且安全性较好，具有抗炎、抗氧化、调

节免疫、抑制异常增殖及调控代谢等活性[13-14]。补

骨脂二氢黄酮可通过调控维生素 D 受体通路及减

少相关钙沉积缓解类风湿关节炎[15]；异补骨脂查耳

酮通过磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B1
（Akt）和 Janus 激酶（JAK）/信号转导和转录激活

蛋白（STAT）信号通路调节细胞增殖和存活，发挥

抗类风湿关节炎作用[16]。本研究采用极性分步提取

制备补骨脂总黄酮并测定含量，经网络药理学与分

子对接预测核心靶点及通路，构建胶原诱导型关节

炎小鼠模型，观察补骨脂总黄酮对关节肿胀、炎症

评分及病理损伤的影响，通过细胞实验考察补骨脂

总黄酮对类风湿关节炎滑膜成纤维 RA-FLS 细胞增

殖、迁移、侵袭及炎性因子分泌的影响，最后通过

Western blotting 验证对 Akt/糖原合成酶激酶-3β
（GSK-3β）/β-连环蛋白（β-catenin）通路的影响，明

确抗类风湿关节炎机制，为开发安全高效的补骨脂

抗类风湿关节炎候选药物提供实验依据。 
1  网络药理学分析[17] 
1.1  补骨脂总黄酮部位成分和类风湿关节炎靶点

的筛选  首先筛选补骨脂总黄酮候选活性成分，通

过 TCMSP、TCMID 数据库检索补骨脂黄酮类成分，

结合 HPLC 分析和补骨脂吸收入血成分结果[18]，确

定候选成分集。随后从 PubChem 获取成分结构文

件，提交至 SwissTargetPrediction（概率≥0.5）、
TCMSP、BATMAN 数据库进行靶点搜索与预测，

经 UniProt 校准基因名称、限定人源后，剔除重复

无效靶点，获得补骨脂成分相关靶标。同时，以

“rheumatoid arthritis”为关键词，检索 GeneCards、
DisGeNET 数据库，收集类风湿关节炎相关靶标。

将两类靶点导入 Venny 2.1 进行交集分析，获得核

心交集靶标，导出后用于后续蛋白相互作用（PPI）
及富集分析。 
1.2  “补骨脂总黄酮–类风湿关节炎–靶点”网络

构建与核心靶点筛选  将交集靶点导入STRING数

据库构建 PPI 网络，导入 Cytoscape 后用 MCODE
模块进行聚类分析。采用 Cytohubba 插件的 MCC
算法筛选核心靶点，同时构建“补骨脂总黄酮–类

风湿关节炎–靶点”可视化网络，结合拓扑参数完
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成核心靶点筛选。 
1.3  基因本体（GO）与京都基因和基因组百科全书

（KEGG）富集分析  将筛选得到的核心潜在靶点导

入 Metascape，进行 GO 功能富集与 KEGG 通路富

集分析。设置相应筛选阈值，对生物学过程、细胞

组分、分子功能及相关信号通路进行富集统计，完

成生物功能与作用通路的注释与分析。 
1.4  分子对接  使用 Chembiodraw 3D 获取 PTF 的

8 个主要成分补骨脂定、补骨脂宁、新补骨脂异黄

酮、补骨脂黎酚 A、补骨脂二氢黄酮、补骨脂二氢

黄酮甲醚、异补骨脂查尔酮、4'-甲氧基补骨脂查尔

酮化合物结构 mol2 格式，下载 Akt1（3MVH）的

PDB 文件。使用 Autodock Vina 进行分子对接，使

用 Discovey Studio 绘图。 
2  实验验证 
2.1  材料 
2.1.1  仪器  ME204T/02 型万分之一电子天平（瑞

士梅特勒–托利多公司）；Agilent1260 高效液相色

谱仪；TG16-WS 型台式高速离心机（长沙湘仪仪器

有限公司）；Rebel 创新型正倒置电子一体显微镜；

OLYMPUS CKX53 显微镜。 
2.1.2  药物与试剂  本次实验所用的补骨脂药材

收集于云南省临沧市耿马县，经北京大学杨秀伟教

授鉴定为豆科补骨脂属植物补骨脂的干燥成熟果

实；甲氨蝶呤（规格：50 mg，批号 A26GB158913，
上海源叶生物科技有限公司，货号 B25455）；牛Ⅱ型
胶原溶液（美国 Chondrex 公司，货号 20022）；完

全弗氏佐剂（CFA）、弗氏不完全佐剂（IFA）（美国

Chondrex 公司，货号 7027、7002）；DMEM-F12（美

国 Gibco 公司，货号 11330032）；胎牛血清（美国

Gibco 公司，货号 A2849314CP）；肿瘤坏死因子-α
（TNF-α，Proteintech 公司，货号 031825）；细胞增

殖活性检测-8（CCK-8）试剂盒（上海碧云天生物技

术有限公司，货号 C0043）；、Akt、p-Akt（美国 Cell 
Signaling 公司，货号 4691s、4060s）；p-GSK-3β、
GSK-3β（美国 Cell Signaling 公司，货号 5558S、
12456P）；β-catenin（英国 Abcam 公司，货号

ab32572）；辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗

兔免疫球蛋白 IgG（北京中杉金桥生物技术有限公

司，货号 ZB-2301）。 
2.1.3  细胞和动物  RA-FLS 细胞购于赛百慷（上

海）生物技术股份有限公司，取培养至 3～12 代的

细胞进行实验研究。7～8 周龄 SPF 级 DBA/1 小鼠

20 只，体质量（16±2）g，购于北京维通利华实验

动物技术有限公司，合格证号 SCXK（京）2022-
0052，饲养于中国中医科学院中药研究所动物实验

中心。实验开始前适应性喂养 3 d，自由进食饮水，

12 h 明暗交替，湿度 55%，室温 24 ℃。所有实验

操作均通过实验动物伦理委员会批准，实验动物伦

理编号为 2024B289，并按相关要求严格执行。 
2.1.4  补骨脂总黄酮的制备和含量测定 

（1）补骨脂总黄酮的制备：补骨脂干燥果实，

粉碎，第 1 次加入 10 倍量 70%乙醇水回流提取 2 h，
第 2、3 次加入 8 倍量 70%乙醇水回流提取 2 h，合

并滤液，减压回收溶剂，得 70%乙醇补骨脂总提取

物。称取 70%乙醇补骨脂提取物，加入质量体积比

为 1 g∶100 mL 的石油醚超声提取 0.5 h，离心，抽

滤，重复 2 次，之后滤渣加入质量体积比为 1 g∶
100 mL 的醋酸乙酯超声提取 0.5 h，离心，抽滤，

重复 2 次，合并 2 次醋酸乙酯滤液，通过减压浓缩

回收溶剂得干燥物，即为补骨脂总黄酮。采用 70%
乙醇加热回流提取补骨脂总提取物，经石油醚脱脂

去除补骨脂素、异补骨脂素、补骨脂酚等毒性成分，

再以乙酸乙酯萃取得到补骨脂总黄酮，实现了活性

黄酮的富集与毒性成分的去除。 
（2）补骨脂总黄酮的含量测定：取适量补骨脂

总黄酮干燥物，加甲醇溶解配置成 1 mg/mL 的溶

液；称取适量新补骨脂异黄酮、补骨脂黎酚 A、补

骨脂宁、补骨脂二氢黄酮、补骨脂二氢黄酮甲醚、

异补骨脂查尔酮、4'-甲氧基补骨脂查尔酮和补骨脂

定对照品，配置成混合标准品溶液。样品和标准品

溶液经 HPLC 分析，色谱条件如下：色谱柱 Agilent 
C18（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相：乙腈（A），

水–乙酸（B；100∶0.1）；流动相梯度：0 min（40% 
A）→15 min（50% A）→35 min（60% A）→45 min
（70% A）→55 min（80% A）；检测波长 245 nm；体

积流量 1.0 mL/min；进样量 10 μL。 
HPLC 分析显示，补骨脂总黄酮主要含新补骨

脂异黄酮、补骨脂二氢黄酮、补骨脂宁、补骨脂定、

异补骨脂查尔酮、补骨脂二氢黄酮甲醚、补骨脂黎

酚 A、4'-甲氧基补骨脂查尔酮共 8 种黄酮类成分，

8 种成分总含量达 50%以上，其中异补骨脂查尔酮

（ 150.26±1.38） μg/mg、补骨脂二氢黄酮甲醚

（139.91±1.10）μg/mg、新补骨脂异黄酮（108.40±
0.90）μg/mg、补骨脂二氢黄酮（104.64±0.90）μg/mg、
补骨脂定（89.97±0.71）μg/mg 为含量较高的核心
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成分，其余 3 种成分含量相对较低。 
2.2  动物实验 
2.2.1  小鼠模型建立与分组  造模方式参照文献

方法[19-20]，从适应性饲养的 20 只小鼠中随机选取

15 只小鼠进行类风湿关节炎造模，剩余 5 只小鼠作

为对照组。初次免疫：尾根部 sc 100 μL 完全弗氏佐

剂与牛 II 型胶原 1∶1 混合乳剂免疫，21 d 依照上

述方法和剂量注射 100 μL 不完全弗氏佐剂与牛 II
型胶原 1∶1 混合乳剂加强免疫。加强免疫后将胶

原免疫的 15 只小鼠随机分为模型组、甲氨蝶呤组、

补骨脂总黄酮组，每组 5 只。加强免疫后 7 d 开始

连续 ig 24 d，甲氨蝶呤组每 3 天 ig 2 mg/kg 甲氨蝶

呤混悬液[21]，补骨脂总黄酮组每天 ig 75 mg/kg[22]补

骨脂总黄酮混悬液，对照组和模型组每天给予等体

积溶剂。在给药 24 d 后处理小鼠，处死小鼠后自膝

关节以下取小鼠足爪去除皮肤和肌肉组织，放入

4%多聚甲醛溶液，另取小鼠的脾脏，胸腺放入液氮

中保存。 
2.2.2  小鼠体质量、足爪厚度检测  治疗期间，每

3 天测量 1 次小鼠体质量。每 3 天观察小鼠后足关

节形态与肿胀程度，使用游标卡尺测量足爪厚度。

为精简图表，正文仅展示每 6 天代表性检测数据。 
2.2.3  关节炎指数（AI）评分  AI 评分标准[23]见表

1，以两前爪和两后足评分累计为总分，总分 16 分。 

表 1  AI 评分标准 
Table 1  AI scoring criteria 

评分 标准 
0 关节正常，无肿胀 
1 足趾关节或踝关节轻度肿胀 
2 踝关节至跖关节或掌关节轻度肿胀 
3 踝关节至跖关节或掌关节中度肿胀 
4 踝关节至跖关节或掌关节重度肿胀 

 
2.2.4  染色观察踝关节组织病理学变化  处死小

鼠后取后足踝关节，使用 4%多聚甲醛固定，10% 
EDTA 脱钙，采用梯度乙醇干燥，二甲苯透明，石

蜡包埋，常规苏木素–伊红（HE）染色、封片、光

镜下观察，并拍照收集相关影像资料。 
石蜡切片经脱蜡、水化后，依次进行固绿染色、

乙酸分化、番红-O 复染，随后经乙醇梯度脱水、二

甲苯透明及中性树胶封固。结果软骨呈红色，骨骼

等背景组织呈绿色，光镜下观察，并拍照收集相关

影像资料。按照表 2 的关节炎动物模型病理 HE 评

分标准[20]进行评分。 

表 2  关节炎动物模型病理 HE 评分标准 
Table 2  Pathological HE scoring criteria for arthritis 

animal models 

观察指标 分级 评分 
滑膜增生，软骨处炎细胞浸润 轻度 1 

重度 2 
血管翳 轻度 1 

重度 2 
关节周围腔隙消失，骨组织与周围结缔 
组织黏连，部分骨组织结构破坏 

轻度 1 
重度 2 

关节腔部分消失，部分骨组织破坏、融合 轻度 1 
重度 2 

踝关节纤维化 1 
炎症累及骨髓 2 

 
2.3  细胞实验验证 
2.3.1  细胞培养  RA-FLS 细胞使用 10% DMEM-
F12 培养基，置于 37 ℃、5% CO2 饱和湿度的培养

箱中培养，待细胞融合度达到 80%后，使用 0.25%
胰蛋白酶进行传代，消化时间 1 min，传代比例为

1∶2。 
2.3.2  CCK-8 检测补骨脂总黄酮对 RA-FLS 细胞毒

性检测  将 RA-FLS 细胞按每孔约 3×104个/mL 接

种于 96 孔板，设置对照组、甲氨蝶呤（5.0 μmol/L）
组、补骨脂总黄酮（0.5、1.0、2.0 μg/mL）组。每个

组包含 3 个复孔。铺板 24 h 后每组加入相应药物孵

育 24 h，然后加 10 μL 10% DMEM-F12 完全培养

基。12 h 后，每孔中加入 10 μL CCK-8 试剂。孵育

2 h 后，用酶标仪在 450 nm 处测定吸光度（A）值。 
细胞活力＝A 给药/A 对照 

2.3.3  CCK-8 检测补骨脂总黄酮对 TNF-α 诱导的

RA-FLS 细胞增殖的影响  将 RA-FLS 细胞按每孔

约 3×104 个/mL 接种于 96 孔板，设置对照组、模

型组、甲氨蝶呤（5.0 μmol/L）组、补骨脂总黄酮（0.5、
1.0、2.0 μg/mL）组。每个组包含 3 个复孔。铺板

24 h 后每组加入相应药物预保护 24 h，然后加入

TNF-α 造模，终浓度为 10 ng/mL。造模作用 12 h
后，每孔中加入 CCK-8 试剂。孵育 2 h 后，用酶标

仪在 450 nm 处测定 A 值。 
细胞增殖率＝（A 给药－A 对照）/（A 模型－A 对照） 

2.3.4  划痕愈合实验检测补骨脂总黄酮对 TNF-α
诱导的 RA-FLS 细胞迁移的影响  将 RA-FLS 细胞

以 10×104个/mL 的密度接种于 12 孔板中。相应给

药组[甲氨蝶呤（5.0 μmol/L）、补骨脂总黄酮（0.5、
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1.0、2.0 μg/mL）]预保护 24 h，当细胞生长至 90%
以上时，用 200 μL 枪头划伤每孔底部，并保持每孔

划伤位置一致。划痕后清洗漂浮细胞，向每孔中加

入基础培养基，TNF-α 造模，终浓度为 10 ng/mL，
同时再加入相应药物浓度处理细胞 12 h，每个组包

含 3 个复孔。分别于划痕后 0、12 h 在显微镜下采

集图像。采用 Image J 软件测量分析划痕区域面积

变化。 
2.3.5  Transwell 实验检测补骨脂总黄酮对 TNF-α
诱导的 RA-FLS 细胞侵袭的影响  用 60 μL 200 
μg/mL 鼠尾胶原包被 Transwell 小室底部膜的上室

面 1 h。相应给药组细胞使用药物预保护 24 h。包被

的 Transwell 小室加入使用 200 μL 无血清 DMEM-
F12 培养基重悬的密度为 25×104 个/mL 的细胞悬

液、甲氨蝶呤（5.0 μmol/L）、补骨脂总黄酮（0.5、
1.0、2.0 μg/mL），下室加入 500 μL 含 10% FBS 的

DMEM-F12 培养基，TNF-α 造模，终浓度为 10 
ng/mL，再加入相应药物浓度处理细胞。侵袭 12 h
后，润湿棉签拭去小室内未迁移细胞，4%多聚甲醛

固定，结晶紫试剂染色用电子一体式显微镜观察侵

袭到膜下的细胞，每个组包含 3 个复孔，每孔随机

选取 3 个视野拍照并计数。 
2.3.6  Western blotting 检测相关蛋白表达  结合网

络药理学富集的 PI3K/Akt 核心通路，及分子对接显

示主要成分与 Akt1 高亲和力结合，进一步选取 Akt
下游关键分支 Akt/GSK-3β/β-catenin 进行 Western 
blotting 验证，明确通路层级关系。细胞处理方法同

2.3.3 项下。采用强效 RIPA 裂解液提取总蛋白，BCA
法测定蛋白浓度。加入 5×上样缓冲液后煮沸变性，

通过 10% SDS-PAGE 进行电泳分离，随后转膜至

PVDF。室温下以 5%脱脂牛奶封闭 1 h，继而于 4 ℃
下与 β-actin（1∶5 000）、p-Akt（1∶1 000）、Akt（1∶
1 000）、p-GSK-3β（1∶1 000）、GSK-3β（1∶1 000）、
β-catenin（1∶1 000）一抗孵育过夜。TBST 洗膜 3
次后，于室温下与相应二抗（1∶2 000）孵育 1 h，
采用 ECL 化学发光试剂盒显影，并用凝胶成像系统

扫描和分析条带。采用 Image J 软件进行蛋白条带

灰度值分析，以 β-actin 为内参校正上样误差，分别

计算 p-Akt/Akt、p-GSK-3β/GSK-3β 比值及 β-catenin
相对内参的表达量，确定各蛋白相对表达水平。 
2.4  统计学分析 

采用 Graphpad Prism 9 统计软件对收集数据进

行统计分析，计量数据以x ± s 表示，用 t 检验或单

因素方差分析（One-way ANOVA）进行组间的差异

比较。 
3  结果 
3.1  网络药理学分析 
3.1.1  网络药理学预测补骨脂总黄酮治疗类风湿

关节炎的潜在靶标及机制  通过 TCMSP、TCMID
数据库检索补骨脂黄酮类成分，结合 HPLC 分析和

补骨脂吸收入血成分结果确定候选成分集，见表 3。
将补骨脂黄酮类成分导入 TCMSP 和 BATMAN 数

据库搜索靶标，以及 SwissTargetPrediction 数据库预

测潜在靶标，获得 288 个补骨脂黄酮类成分相关靶

标。在 GeneCards 和 DisGeNET 数据库收集到 813
个类风湿关节炎相关靶标。通过 Venny 获得 48 个

类风湿关节炎和药物的交集靶标（图 1A）。随后将

交集靶标导入 STRING 数据库进行 PPI 分析（图

1B）。PPI 分析结果导入 Cytoscape 软件，使用

MCODE 模块获得 2 个 Cluster modules（图 1C、
1D）。使用 Cytohubba 和 MCC 筛选出 2 个 Cluster
的靶标（图 1E），degree 值排名前 18 位为的靶标分

别为 TNF、白细胞介素（IL）-6、Akt1、肿瘤蛋白

p53（TP53）等（图 1F）。对以上 18 个补骨脂黄酮

类成分治疗类风湿关节炎的潜在靶标进行 GO 富集

和 KEGG 通路分析（图 2）。KEGG 通路富集分析

排在前 15 位的信号通路中，与类风湿性关节炎相

关的通路有 PI3K/Akt、丝裂原活化蛋白激酶

（MAPK）、低氧诱导因子-1（HIF-1）、TNF，涉及滑

膜炎症、增生、凋亡和破骨细胞分化等生物过程。

因此，推测补骨脂黄酮类成分通过以上通路，缓解

滑膜炎症、增生和骨侵蚀来治疗类风湿性关节炎。 
3.1.2  分子对接分析主要活性成分与 Akt1 的结合

作用  以补骨脂总黄酮的 8 个主要成分为配体，

Akt1 为靶点受体进行分子对接，结合能均小于−8 
kJ/mol（1 cal＝4.2 J），表明这些成分与 Akt1 均有

较好的亲和力，其中补骨脂定的结合能最低，主要

与 ALA-A230、MET-A281、ALA-A177、VAL-A164、
PHE-A438和 PHE-A44等氨基酸产生氢键、范德华、

Pi-Alkyl 等相互作用。此外异黄酮成分的结合能均

小于−10 kJ/mol，均能较好的结合 Akt1，其次是查

尔酮成分和二氢黄酮类成分，见图 3 和表 4。以上

结果表明，补骨脂总黄酮的主要成分与 Akt1 的结

合作用均较强。 
3.2  补骨脂总黄酮对模型小鼠的影响 
3.2.1  补骨脂总黄酮对类风湿关节炎模型小鼠的 
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表 3  候选成分 
Table 3  Candidate component 

序号 英文名 中文名 序号 英文名 中文名 
1 psoralidin 补骨脂定 19 (S)-6-((R)-2,3-dihydroxy-3-

methylbutyl)-2-(4-hydroxyphenyl)-
7-methoxychromen-4-one 

(2S)-6-[(2″R)-2″,3″- 二羟基 -
3″-甲基丁基]-7-甲氧基-二
氢黄酮 

2 bavaisoflavone G 补骨脂异黄酮 G 
3 bavaisoflavone K 补骨脂异黄酮 K 
4 bavaisoflavone M 补骨脂异黄酮 M 20 bavachinin 补骨脂二氢黄酮甲醚 
5 corylifol E 补骨脂黎酚 E 21 psorachalcone C 补骨脂查耳酮 C 
6 psoralenol 补骨脂酮醇 22 bakuchalcone 巴库查尔酮 
7 hydroxypsoralenol A 羟基补骨脂酮醇 A 23 brosimacutins G 补骨脂查耳酮 C 
8 hydroxypsoralenol B 羟基补骨脂酮醇 B 24 licoagrochalcone A 甘草发根菌查耳酮 A 
9 corylin 补骨脂宁 25 psorachromene 补骨脂色烯查耳酮 

10 neobavaisoflavone 新补骨脂异黄酮 26 4-hydroxylonchocarpin 4-羟基合生果素 
11 daidzein 大豆苷元 27 xanthoangelol 黄当归醇 
12 3'-methoxy daidzein 4'-甲氧基大豆苷元 28 psorachalcone A 补骨脂查耳酮 A 
13 bakuisoflavone 补骨脂异黄酮 29 3',4'-(3-hydroxy-2,2-dimethyl 3',4'-(3-羟基-2,2-二甲基二氢 
14 corylifol A 补骨脂黎酚 A  dihydropyrano)-4,2'-dihy  吡喃)-4,2'-二羟基查耳酮 
15 bavachinone E 补骨脂酮 E  droxychalcone  
16 7,8-dihydro-8-(4-hydroxyphenyl)- 

2,2-dimethyl-2H,6H-[1,2-b: 
5,4-b']dipyran-6-one 

7,8-二氢-8-(4-羟基苯基)-
2,2-二甲基-2H, 6H-[1, 
2-b:5,4-b']二吡喃-6-酮 

30 artonin ZA 波罗蜜宁 ZA 
 31 isobavachalcone 异补骨脂查尔酮 

32 4'-methoxy bavachalcone 4'-甲氧基补骨脂查耳酮 
17 isobavachin 异补骨脂二氢黄酮 33 bavachromone A 补骨脂色烯 A 
18 bavachin 补骨脂二氢黄酮 34 bavachromone C 补骨脂色烯 C 

 
A-补骨脂总黄酮和类风湿关节炎潜在靶点的 Venn 图；B-交集靶标的 PPI 网络；C-cluster 1; D- cluster 2；E-PPI 网络核心靶标；F-18 个核心靶

标 degree 柱状图。 
A-Venn plots of potential targets of Psoralea corylifolia L. total flavonoids and rheumatoid arthritis; B-PPI network of intersecting targets; C- cluster 1; 
D-cluster 2; E- hub targets; F-degree bar chart of hub targets. 

图 1  补骨脂总黄酮治疗类风湿关节炎的网络药理分析 
Fig. 1  Network pharmacological analysis of total flavonoids of Psoralea corylifolia in treatment of rheumatoid arthritis 

体质量、关节炎评分和足肿胀度的影响  与模型组

相比，甲氨蝶呤组及补骨脂总黄酮组体质量不同程

度上升，其中补骨脂总黄酮组体质量回升更为平

稳，见表 5。表明补骨脂总黄酮可缓解模型小鼠的

炎症性体质量消耗。 
与模型组相比，补骨脂总黄酮组给药 12 d 后 AI

评分显著降低（P＜0.05、0.01），见表 6。表明补骨

脂总黄酮可有效控制模型小鼠关节炎症进展。 
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图 2  GO 富集分析（A）、KEGG 通路分析（B） 
Fig. 2  GO enrichment (A) and KEGG pathway analysis (B) 

 
图 3  补骨脂总黄酮与 Akt1 分子对接示意图 

Fig. 3  Schematic diagram of total flavonoids of Psoralea corylifolia docking with Akt1 molecule 

表 4  补骨脂总黄酮成分与 Akt1 的结合能 
Table 4  Binding energy of Psoralea corylifolia with Akt1 

化合物 结合能/(kJ·mol−1) 
补骨脂定 −11.1 
补骨脂宁 −10.0 
新补骨脂异黄酮 −10.7 
补骨脂黎酚 A −10.3 
补骨脂二氢黄酮  −8.8 
补骨脂二氢黄酮甲醚  −9.6 
异补骨脂查尔酮  −9.6 
4'-甲氧基补骨脂查尔酮  −9.9 

 
与模型组相比，补骨脂总黄酮组给药 18 d 时足

爪厚度显著降低（P＜0.05），见表 7。表明补骨脂总

黄酮可有效抑制模型小鼠关节肿胀。 

大体形态照片直观显示，对照组小鼠足爪形态

正常，无红肿变形；模型组小鼠足爪红肿、关节变

形严重；甲氨蝶呤组及补骨脂总黄酮组小鼠关节肿

胀、畸形程度均得到明显改善，见图 4。 
3.2.2  补骨脂总黄酮对类风湿关节炎小鼠踝关节

组织病理形态的影响  HE 染色结果显示，与模型

组相比，甲氨蝶呤组及补骨脂总黄酮组小鼠踝关节

炎性浸润和滑膜增生得到抑制，关节腔内未出现滑

膜侵袭现象。番红固绿染色结果显示，与模型组相

比，甲氨蝶呤组及补骨脂总黄酮组软骨组织面积增

加。病理评分结果表明，与模型组相比，补骨脂总

黄酮组病理评分均显著降低（P＜0.05），见图 5、6。
以上结果表明，补骨脂总黄酮能够显著改善模型小

鼠的踝关节病理损伤。 
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表 5  补骨脂总黄酮对小鼠体质量变化的影响（x ± s，n = 5） 
Table 5  Effect of total flavonoids of Psoralea corylifolia on body weight change in mice (x ± s, n = 5 ) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 
体质量/g 

给药 0 d 给药 6 d 给药 12 d 给药 18 d 给药 24 d 
对照 — 22.96±1.24 23.18±2.03 23.22±1.55 23.26±1.60 23.26±2.10 
模型 — 22.08±1.56 21.50±1.89  20.23±1.87** 20.96±2.41 21.72±2.32 
甲氨蝶呤  2 22.12±1.48 22.54±2.05 21.04±1.57 21.20±2.10 21.62±1.69 
补骨脂总黄酮 75 22.66±1.98 22.78±2.30 22.34±1.90 22.00±2.45 22.04±1.45 
与对照组比较：**P＜0.01。 
**P < 0.01 vs control group. 

表 6  补骨脂总黄酮对小鼠 AI 评分的影响（x ± s，n = 5） 
Table 6  Effect of on total flavonoids of Psoralea corylifolia on AI score in mice (x ± s, n = 5 ) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 
AI 评分 

给药 0 d 给药 6 d 给药 12 d 给药 18 d 给药 24 d 
对照 — 0 0 0 0 0 
模型 — 4.17±1.23 4.50±2.36** 5.00±1.48*** 6.14±0.46*** 6.33±0.38*** 
甲氨蝶呤  2 2.83±1.45 3.17±2.23 4.00±1.36 4.80±1.60 4.70±1.49# 
补骨脂总黄酮 75 2.00±1.27## 2.80±1.78 3.25±1.30# 4.33±1.37# 3.83±1.70## 

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 
**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group. 

表 7  补骨脂总黄酮对小鼠足爪厚度的影响（x ± s，n = 5） 
Table 7  Effect of total flavonoids of Psoralea corylifolia on paw thickness of mice (x ± s, n = 5 ) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 
足爪厚度/mm 

给药 0 d 给药 6 d 给药 12 d 给药 18 d 给药 24 d 
对照 — 2.15±0.13 2.14±0.17 2.14±0.11 2.12±0.05 2.14±0.08 
模型 — 2.41±0.48 2.44±0.59 2.50±0.39* 2.50±0.27* 2.44±0.40 
甲氨蝶呤  2 2.28±0.37 2.31±0.25 2.40±0.15 2.40±0.26# 2.38±0.24 
补骨脂总黄酮 75 2.29±0.16 2.30±0.24 2.29±0.31 2.31±0.22# 2.27±0.16 

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

 
图 4  小鼠踝关节大体形态 

Fig. 4  General morphology of the mouse ankle joint 

 
图 5  补骨脂总黄酮对小鼠踝关节组织病理形态的影响（×10） 

Fig. 5  Effect of total flavonoids of Psoralea corylifolia on 
pathological morphology of ankle joint in mice (×10) 

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

图 6  补骨脂总黄酮对小鼠关节病理评分的影响（x ± s，
n = 5） 

Fig. 6  Effect of total flavonoids of Psoralea corylifolia on 
joint pathological scores in mice (x ± s, n = 5 ) 

3.3  补骨脂总黄酮对TNF-α诱导的RA-FLS增殖、

迁移、侵袭的影响 
3.3.1  补骨脂总黄酮对 RA-FLS 细胞活力的作用  
与对照组相比，甲氨蝶呤组可显著抑制 RA-FLS 细

胞活力（P＜0.001）；补骨脂总黄酮 0.5、1.0、2.0
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μg/mL 组对 RA-FLS 细胞活力无显著影响，表明实

验浓度下补骨脂总黄酮对正常 RA-FLS 无明显细胞

毒性，安全性良好，见图 7。 

 

与对照组比较：***P＜0.001。 
***P < 0.001 vs control group. 

图 7  补骨脂总黄酮对 RA-FLS 细胞活力的影响（x ± s，
n = 3） 

Fig. 7  Effect of total flavonoids of Psoralea corylifolia on 
RA-FLS cells viability (x ± s, n = 3 ) 

3.3.2  补骨脂总黄酮对 RA-FLS 细胞增殖的影响  
与模型组相比，补骨脂总黄酮 0.5、1.0、2.0 μg/mL
组均可显著抑制 TNF-α 诱导的细胞增殖（P＜

0.001），结果表明补骨脂总黄酮能有效抑制 RA-FLS
细胞增殖，见图 8。 

 
与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：###P＜0.01。 
***P < 0.001 vs control group; ###P < 0.001 vs model group. 

图 8  补骨脂总黄酮对 TNF-α 诱导的 RA-FLS 细胞增殖率

的影响（x ± s，n = 3） 
Fig. 8  Effects of total flavonoids of Psoralea corylifolia on 
the proliferation rate of RA-FLS cells induced by TNF-α 

(x ± s, n = 3 ) 

3.3.3  补骨脂总黄酮对 RA-FLS 细胞迁移、侵袭的

影响 与模型组相比，补骨脂总黄酮 0.5、1.0、2.0
μg/mL 组细胞迁移率、细胞迁移率均显著降低（P＜
0.05、0.001），结果表明补骨脂总黄酮能有效抑制

TNF-α 诱导的 RA-FLS 细胞迁移和侵袭，见图 9。 
3.3.4  补骨脂总黄酮对 RA-FLS 细胞相关蛋白表达

影响  基于网络药理学预测 PI3K/Akt 为核心通路，

且分子对接证实补骨脂总黄酮主要成分与 Akt1 结

合稳定，因此针对性检测 Akt/GSK-3β/β-catenin 通

路，验证该通路在补骨脂总黄酮抗类风湿关节炎中

的关键作用。与模型组比较，补骨脂总黄酮 1.0、2.0 
μg/mL 组 p-Akt/Akt 的表达水平明显下调（P＜

0.01），补骨脂总黄酮 2.0 μg/mL 组 p-GSK-3β/GSK-
3β、β-catenin 的表达水平明显下调（P＜0.05），见

图 10。结果提示，补骨脂总黄酮通过调控 Akt/GSK-
3β/β-catenin 通路发挥抗类风湿关节炎作用。 
4  讨论 

类风湿关节炎以滑膜异常增殖、炎症失控与骨

软骨破坏为核心病理特征[24]，临床现有药物疗效有

限且不良反应突出，亟待开发安全高效的天然替代

药物。中医药在类风湿关节炎防治中具有整体调

节、多靶点干预的独特优势，补骨脂作为温肾壮骨、

治疗骨痹的经典中药，对类风湿关节炎相关炎症与

骨损伤具有明确干预潜力[25]，但其固有毒性成分制

约了临床安全应用[26]。补骨脂黄酮类成分药理作用

广泛，具有抗炎、抗氧化、调节免疫等多种活性且

不良反应少，安全性高，具有良好的成药性与临床

应用潜力[27]。本研究采用极性分步提取策略制备补

骨脂总黄酮，在富集黄酮类活性成分的同时降低毒

性成分含量，实现药效与毒性分离，为其安全应用

提供了基础。 
首先通过加热回流和超声提取补骨脂总黄酮，

HPLC 分析显示补骨脂总黄酮在富集黄酮成分的同

时，显著降低了毒性成分补骨脂酚、补骨脂素和异

补骨脂的含量[28]。基于网络药理学分析，发现补骨

脂总黄酮可能通过作用于 TNF、IL-6、Akt1、TP53
等关键靶点，影响 PI3K/Akt、MAPK、HIF-1、TNF
信号通路发挥作用。在上述通路中，PI3K/Akt 通路

是调控滑膜细胞异常增殖、侵袭及炎症反应的核心

通路，与类风湿关节炎发生发展的关键病理环节高

度契合。这些通路共同构成了复杂的调控网络：

PI3K/Akt 通路作为细胞存活和增殖的核心信号轴，

其异常激活与 RA-FLS 的抗凋亡特性密切相关[29]；

MAPK 信号通路参与炎症因子产生和滑膜细胞活

化[30]；HIF-1 通路在滑膜缺氧微环境形成和血管翳

发生中发挥关键作用[31]；TNF 信号通路则是类风湿

关节炎炎症反应的核心驱动力[32]。分子对接技术是 

*** 

细
胞
活
力

/%
 

对照  甲氨蝶呤  0.5     1.0    2.0 
               补骨脂总黄酮/(μg∙mL−1) 

细
胞
活
力

105 

70 

35 

0 

细
胞

增
殖

率
/%

 

对照    模型  甲氨蝶呤  0.5     1.0      2.0 

                     补骨脂总黄酮/(μg∙mL−1) 

*** 120 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

### 

### ### ### 



 第 41 卷第 6 期  2026 年 6 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 41 No. 6 June 2026 

    

·1579· 

 
   与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ###P＜0.01。 

***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ###P < 0.001 vs model group. 

图 9  RA-FLS 细胞迁移和侵袭的影响（×20，x ± s，n = 3） 
Fig. 9  Effects of total flavonoids of Psoralea corylifolia on the migration and invasion of RA-FLS cell (×20, x ± s, n = 3) 

从分子层面阐释中药活性成分与靶点相互作用，揭

示药理作用机制的重要手段[33]。本研究结果显示，

补骨脂总黄酮中8个主要活性成分与核心靶点Akt1
的结合能均低于−8 kJ/mol，提示各成分与 Akt1 具

有良好的亲和活性，其中补骨脂定结合能最低，为

潜在关键活性成分，异黄酮类成分结合能均低于

−10 kJ/mol，亦展现出优异的结合能力，查尔酮、二

氢黄酮类成分次之。分子对接结果证实，补骨脂总

黄酮所含 8 种主要黄酮成分与通路核心蛋白 Akt1
均具备良好的结合亲和力，提示 Akt1 是补骨脂总

黄酮发挥抗类风湿关节炎作用的重要分子靶点。 
Akt1作为一种丝氨酸/苏氨酸特异性蛋白激酶，

是 PI3K/Akt 信号通路的核心效应分子。在 PI3K 下

游被激活后，Akt1 可磷酸化 Bad、NF-κB、mTOR
等多个关键靶点，参与调控 RA-FLS 的增殖与凋亡

失衡；同时，该激酶作为多种致炎因子的作用媒介，

正向调控类风湿关节炎的炎症级联反应 [34]。抑制

Akt 可通过多重机制发挥作用：首先，Akt 失活可激

活下游促凋亡蛋白，促进 RA-FLS 凋亡[35-36]；其次，

Akt 信号减弱可抑制 mTOR 通路活化，减少细胞周

期蛋白表达，从而阻滞细胞周期进程[37]；此外，

Akt/NF-κB 轴的中断有助于降低炎症因子与基质金

属蛋白酶（MMP）的表达，减轻软骨侵蚀[38]。在信

号通路的纵向调控上，Akt 可进一步作用于下游

GSK-3β 与 β-catenin。活化的 Akt 可通过磷酸化修

饰使 GSK‑3β 失活；当 Akt 活性受抑时，GSK‑3β 的

抑制状态被解除。失活的 GSK‑3β 无法介导

β‑catenin 磷酸化降解，进而造成 β‑catenin 在胞内蓄

积并入核启动下游转录。在滑膜细胞与破骨细胞

中，PI3K/Akt 通路过度激活会升高 GSK‑3β 磷酸化

水平[39]，进而促进 RA‑FLS 增殖、抑制其凋亡，推

动类风湿关节炎病程进展[40]；而 GSK‑3β 功能受抑 
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   与对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.01。 

*P < 0.05  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group. 

图 10  补骨脂总黄酮对 RA-FLS 细胞中 p-Akt/Akt、p-GSK-3β/GSK-3β 和 β-catenin 蛋白表达水平的影响（x ± s，n = 3） 
Fig. 10  Effects of total flavonoids of Psoralea corylifolia on the expression levels of p-Akt/Akt、p-GSK-3β/GSK-3β, and β-

catenin proteins in RA-FLS cells (x ± s, n = 3) 

会阻断其对 β‑catenin 的降解，促使 β‑catenin 异常

累积，进一步加剧滑膜细胞过度增殖、迁移与侵袭，

并上调炎性因子释放，最终加重关节炎症与骨软骨

破坏[41-42]。因此，在类风湿关节炎病理背景下，Akt
的持续激活可通过“Akt→GSK-3β 失活→β-catenin
积累”这一轴，协同促进 FLS 增殖、存活及炎症破

坏。基于上述预测与分子层面的验证依据，本研究

针对性选取 Akt 下游关键效应分支—Akt/GSK‑3β/ 
β‑catenin 通路开展实验验证，从而实现从通路预测

到分子机制确证的紧密衔接，系统阐明补骨脂总黄

酮治疗类风湿关节炎的核心机制。 
通过模型小鼠验证补骨脂总黄酮的体内疗效，

结果显示补骨脂总黄酮能显著减轻足爪肿胀、降低

关节炎评分，并改善体质量下降趋势；组织病理学

分析进一步证实，补骨脂总黄酮可有效抑制滑膜增

生与炎性浸润，减少软骨破坏，保护关节结构完整

性。在类风湿关节炎的疾病进展中，成纤维样滑膜

细胞的异常活化与恶性行为是导致关节结构损伤

的核心因素[43]。因此，靶向调控 RA-FLS 的增殖、

迁移与侵袭行为，已成为类风湿关节炎治疗的重要

研究方向。进一步通过细胞实验验证，TNF-α 可显

著促进 RA-FLS 的增殖、迁移与侵袭能力，而补骨

脂总黄酮能抑制这些病理行为。尤其补骨脂总黄酮

2 μg/mL 组对细胞迁移与侵袭的抑制效果接近阳性

对照药甲氨蝶呤，显示其具有较强的抗滑膜侵袭能

力，提示其具有较强的抗滑膜侵袭活性。Western 
blotitng 检测结果显示，经补骨脂总黄酮干预后，p-
Akt/Akt、p-GSK-3β/GSK-3β、β-catenin 蛋白表达水

平显著下降，表明补骨脂总黄酮可能通过抑制 Akt/ 
GSK-3β/β-catenin 信号通路的活化，进而调控 RA-
FLS 的生物学行为。 

综上所述，本研究围绕补骨脂总黄酮治疗类风

湿关节炎展开，采用“提取制备—网络预测—分子

对接—体内外验证—机制阐明”的研究思路，系统

揭示其抗类风湿关节炎药效与分子机制。通过极性

分步提取补骨脂总黄酮，在富集黄酮类活性成分的

同时显著降低肝肾毒性成分含量，安全性更高；可

同时发挥抗炎、抑制滑膜细胞异常增殖、迁移、侵

袭及关节保护多重作用；作用机制清晰，通过调控

Akt/GSK-3β/β-catenin 通路发挥抗类风湿关节炎作

用，且体内外疗效确切。因此，补骨脂总黄酮具备

高效低毒、作用全面、机制明确的开发优势，应用
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前景广阔。 
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