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基于网络药理学和细胞实验探讨地肤子皂苷 Ic治疗类风湿性关节炎的作用
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摘  要：目的  基于网络药理学和细胞实验验证探讨地肤子皂苷 Ic 治疗类风湿性关节炎的作用机制。方法  使用药物靶点

数据库以及疾病靶点数据库筛选出地肤子皂苷 Ic 和类风湿性关节炎的作用靶点，并利用 GSE55235 数据集筛选出类风湿性

关节炎的差异表达靶点。利用韦恩交集获得共同靶点，同时使用 Cytoscape 构建“药物–靶点–疾病”网络图，对交集靶点

进行基因本体（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）分析，并将交集靶点导入 STRING 数据库，以进行蛋白质相

互作用（PPI）网络的分析，使用 Cytoscape 中的 CytoNCA 插件进行拓扑分析筛选核心靶点，运用 AutoDock vina、PyMOL

等软件对地肤子皂苷 Ic 和核心靶点进行对接验证。通过 CCK-8 法检测地肤子皂苷 Ic 对 RA-FLS 细胞的增殖影响；流式染色

法检测地肤子皂苷 Ic 对 RA-FLS 细胞凋亡的影响；ELISA 实验检测检测地肤子皂苷 Ic 对细胞炎症因子的影响；qRT-PCR 实

验检测核心靶点的 mRNA 表达变化；Western blotting 实验检测白细胞（IL）-17/核因子（NF-κB）-κB 通路上蛋白的表达。

结果  通过网络药理学筛出 45 个地肤子皂苷 Ic 治疗类风湿性关节炎潜在靶点，KEGG 通路富集分析表明 IL-17/NF-κB 为核

心信号通路，PPI 网络拓扑分析筛选出蛋白酪氨酸磷酸酶受体 C（PTPRC）、脾酪氨酸激酶（SYK）、过氧化物酶体增殖物激活

受体-γ（PPARG）、表皮生长因子受体（EGFR）、基质金属蛋白酶-9（MMP9）和趋化因子配体 5（CCL5）6 个核心靶点。分子

对接显示地肤子皂苷 Ic 和 6 个核心靶点均具有显著的结合性。细胞实验结果表明，地肤子皂苷 Ic 处理 24、48 h 后，RA-FLS

细胞的活力明显下降（P＜0.01、0.001）；与对照组相比，地肤子皂苷 Ic 20、40、60 µmol/L 组 RA-FLS 细胞的凋亡率显著升

高（P＜0.001）。与对照组相比，地肤子皂苷 Ic 各浓度组肿瘤坏死因子-α（TNF-α）含量显著降低（P＜0.05、0.01、0.001）；

地肤子皂苷 Ic 40、60 µmol/L 组 IL-1β、IL-17 含量显著降低（P＜0.05、0.01、0.001）；地肤子皂苷 Ic 60 µmol/L 组 IL-6 含量

显著降低（P＜0.01）。与对照组相比，地肤子皂苷 Ic 各浓度组 PPARG mRNA 表达显著升高（P＜0.05）；地肤子皂苷 Ic 60 

µmol/L 组 PTPRC、SYK、MMP9、CCL5 mRNA 表达显著下调（P＜0.05、0.01）；地肤子皂苷 Ic 40、60 µmol/L 组 EGFR mRNA

表达显著下调（P＜0.05）。与对照组相比，地肤子皂苷 Ic 各浓度组细胞中 Act1、HSP90AA1、TRAF6 蛋白相对表达量显著

降低；地肤子皂苷 Ic 40、60 µmol/L 组 IL-17A、p-p65/p65 蛋白相对表达量显著降低（P＜0.01、0.001）。结论  通过网络药

理学以及细胞实验提示地肤子皂苷 Ic 可能通过调控 IL-17/NF-κB 信号通路发挥治疗类风湿性关节炎的作用。 
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Abstract: Objective  To explore the mechanism of momordin Ic in treatment of rheumatoid arthritis based on network pharmacology 

and cellular experimental validation. Methods  To screen the action targets of momordin Ic and rheumatoid arthritis by using drug 

target databases and disease target databases, to filter the differentially expressed targets of rheumatoid arthritis by utilizing the 
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GSE55235 dataset. T obtained common targets are through Venn intersection, and construct the “drug-target-disease” network diagram 

by using Cytoscape. Perform GO and KEGG analyses on the intersection targets, and import the intersection targets into the STRING 

database to conduct the analysis of PPI networks. Core targets are screened through topological analysis using the CytoNCA plugin in 

Cytoscape. Software such as AutoDock vina and PyMOL is used for docking verification of momordin Ic and core targets. The CCK-

8 method is used to detect the effect of momordin Ic on the proliferation of RA-FLS cells; flow cytometry is used to detect the effect 

of momordin Ic on the apoptosis of RA-FLS cells. ELISA experiments are conducted to detect the effect of momordin Ic on 

inflammatory factors. qRT-PCR experiments are performed to detect changes in mRNA expression of core targets, and Western blotting 

experiments are conducted to detect the expression of proteins in the IL-17/NF-κB signaling pathway. Results  Through network 

pharmacology, 45 potential targets of momordin Ic for the treatment of rheumatoid arthritis were screened. KEGG pathway enrichment 

analysis indicated that IL-17/NF-κB is the core signaling pathway. PPI network topology analysis identified 6 core targets, including 

PTPRC, SYK, PPARG, EGFR, MMP9, and CCL5. Molecular docking showed that momordin Ic has significant binding affinity with 

the 6 core targets. The results of the cell experiments indicated that after treatment with momordin Ic for 24 and 48 hours, the viability 

of RA-FLS cells significantly decreased (P < 0.01, 0.001). Compared with the control group, the apoptosis rate of RA-FLS cells in the 

20, 40, and 60 µmol/L momordin Ic groups significantly increased (P < 0.001). Compared with the control group, the content of TNF-

α in the momordin Ic groups at various concentrations significantly decreased (P < 0.05, 0.01, 0.001), the content of IL-1β and IL-17 

in the momordin Ic 40 and 60 µmol/L groups significantly decreased (P < 0.05, 0.01, 0.001), the content of IL-6 in the momordin Ic 

60 µmol/L group significantly decreased (P < 0.01). Compared with the control group, the expression of PPARG mRNA in the 

momordin Ic groups at various concentrations significantly increased (P < 0.05), the expression of PTPRC, SYK, MMP9, and CCL5 

mRNA in the momordin Ic 60 µmol/L group significantly decreased (P < 0.05, 0.01), the expression of EGFR mRNA in the momordin 

Ic 40 and 60 µmol/L groups significantly decreased (P < 0.05). Compared with the control group, the relative expression levels of Act1, 

HSP90AA1, and TRAF6 proteins in the cells of the momordin Ic groups significantly decreased; the relative expression levels of IL-

17A and p-p65/p65 proteins in the momordin Ic 40 and 60 µmol/L groups significantly decreased (P < 0.01, 0.001). Conclusion  

Network pharmacology and cell experiments suggest that momordin Ic may exert therapeutic effects on rheumatoid arthritis by 

regulating the IL-17/NF-κB signaling pathway. 

Key words: momordin Ic; rheumatoid arthritis; network pharmacology; IL-17; NF-κB  

 

类风湿性关节炎是一种普遍存在的全身性自

身免疫性炎症性疾病，主要特征为其侵袭性和对称

性关节炎。全球约有 1%的人口受到类风湿性关节

炎的困扰，给患者带来生理和心理负担[1-2]。类风湿

性关节炎的发病机制极为复杂，且至今尚未完全阐

明，其核心特征在于免疫耐受的破坏及慢性炎症的

持续存在[3]。该疾病的一个重要特征是免疫细胞（包

括 T 细胞、B 细胞和巨噬细胞）在滑膜组织中的积

聚和激活。在这一过程中，炎性因子的释放导致滑

膜成纤维细胞向炎性亚群体及与组织损伤相关的

亚群体的分化，炎症环境不仅引发滑膜炎，同时刺

激破骨细胞的活化，加剧骨骼的破坏[4-5]。目前，类

风湿性关节炎的治疗主要依赖于疾病修饰抗风湿

药物（DMARDs）及其生物制剂，尽管这些药物在

缓解症状和减缓放射学表现的进展方面表现出良

好的效果，但不能根治疾病的根本问题，且可能引

发某些毒性和不良反应[6-7]。因此，迫切需要开发更

为安全和有效的药物用于类风湿性关节炎的临床

治疗。传统中医药因其显著的治疗效果和相对较少

的不良反应，作为补充和替代疗法，持续受到全球

范围内对其疗效和安全性的关注。 

地肤子皂苷 Ic 是从藜科植物地肤子成熟果实

中提取的一种天然三萜皂苷，属于三萜皂苷类化合

物[8]。地肤子皂苷 Ic 已被用作食用和外用药物，治

疗皮肤、泌尿和眼科疾病已有数千年的历史，大量

研究表明，地肤子皂苷 Ic 具有多种生物功能，如抗

瘙痒活性和抗炎活性[9]。研究表明，地肤子皂苷 Ic

通过抗炎作用与清除活性氧的功能，抑制 HaCaT 角

质形成细胞的过度增殖，降低炎症相关因子的水

平，为治疗银屑病等炎症性皮肤病提供了一种极具

前景的治疗手段[10]。Yoo 等[11]采用液相色谱法和薄

层色谱法同时分析地肤子中的 3 种成分：20-羟基蜕

皮酮、地肤子皂苷 Ic、齐墩果酸。研究人员通过巨

噬细胞系 RAW264.7 测定其抗炎活性，结果显示地

肤子皂苷 Ic 具有最高的抗炎活性[11]。研究进一步揭

示，地肤子皂苷 Ic 可通过干扰巨噬细胞内核因子-

κB（NF-κB）信号转导来减轻细胞炎症反应[12]。众

所周知，滑膜组织中免疫细胞（特别是巨噬细胞）

的积聚与激活，以及由 NF-κB 等信号通路驱动的炎

症介质释放，是导致滑膜炎并刺激破骨细胞活化、
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加剧骨骼破坏的核心机制[13]。鉴于地肤子皂苷 Ic 展

现出的针对巨噬细胞的高效免疫调节能力及其对

NF-κB 等炎症通路的阻断作用，其药理特性与类风

湿性关节炎的病理治疗靶点高度契合。基于此，本

研究将结合网络药理学策略深入挖掘其对类风湿

性关节炎的潜在治疗靶点和作用通路。 

1  网络药理学研究方法[14-15] 

1.1  地肤子皂苷 Ic 靶点预测 

通过药物靶点数据库 ChEMBL（https://www. 

ebi.ac.uk/chembl/）、 SwissTargetPrediction （ http:// 

www.swisstargetprediction.ch/result.php ）、 Pharm 

Mapper（http://www.lilab-ecust.cn）、SEA（https://sea. 

bkslab.org/）检索“momordin Ic”筛选地肤子皂苷 Ic

相关靶点，在 UniProt 数据库（https://www.uniprot. 

org）对靶点归一化，获取统一后的药物靶点。 

1.2  类风湿性关节炎靶点预测 

类风湿性关节炎和健康滑膜组织的基因表达

数据来自 GEO 数据集。在 GSE55235 数据集中，选

取 10 个类风湿性关节炎患者的滑膜组织样本和 10

个健康捐献者样本。使用 Limma R 包对选取的样本

进行差异表达分析，条件设为|log2FC|≥1 且 P＜

0.05，筛选出类风湿性关节炎差异表达靶点。通过

数据库 GeneCards（https://www.genecards.org/）、

OMIM（https://www.omim.org）和 TTD（https://db. 

idrblab.net/ttd/）检索“rheumatoid arthritis”筛选类

风湿性关节炎靶点。 

1.3  地肤子皂苷 Ic 抗类风湿性关节靶点筛选 

将数据库筛选的药物与疾病靶点、GSE55235

数据集获得的差异表达靶点，同时绘制韦恩图，获

得地肤子皂苷 Ic 抗类风湿性关节炎潜在靶点。并在

GSE55235 数据集分析后的火山图以及热图中标注

展示潜在靶点。 

1.4  “药物–靶点–疾病”网络可视化 

运用 Cytoscape 3.9.1 软件，将地肤子皂苷 Ic、

治疗靶点、类风湿性关节炎导入其中构建“药物–

靶点–疾病”网络，进行靶点和药物拓扑学分析。 

1.5  基因本体（GO）功能富集分析和京都基因与

基因组百科全书（KEGG）通路富集分析 

将地肤子皂苷 Ic 抗类风湿性关节炎潜在靶点

导入 DAVID 6.8 数据库中，利用 R 版本 3.6.3 及其

相关软件包进行分析，根据生物过程、细胞组分、

分子功能，条件为 P＜0.05 进行筛选，根据数目值

排序筛选各项的前 20 个结果，导入微生信分析平

台（http://www. bioinformatics.com.cn/）绘制气泡图。 

1.6  蛋白相互作用（PPI）网络的构建及核心靶点

的筛选 

将地肤子皂苷 Ic 抗类风湿性关节炎潜在靶点

导入 STRING 数据库进行 PPI 分析，选择“Homo 

sapiens”作为物种，最小相互作用阈值设置为≥0.4，

生成的结果保存为TSV文本导出，并导入Cytoscape 

3.9.1 进行可视化以及拓扑学分析，同时隐藏无连接

的节点。利用度值中心性（DC）、中介中心性（BC）、

接近中心性（CC）、网络中心性（NC）和特征向量

中心性（EC）进行排序，选取 5 项分析结果前 10

位进行韦恩交集，获得核心靶点。 

1.7  分子对接 

为了验证地肤子皂苷 Ic 与核心靶点的结合能

力，将地肤子皂苷 Ic 与核心靶点使用分子对接方法

得到结合效果。使用 Openbable 转化软件将地肤子

皂苷 Ic 的 SDF 格式转化为 PDB，核心靶点的 PDB

格式在蛋白质数据库（PDB，https://www.rcsb.org/）

并以 mol2 格式下载。利用 AutoDock 软件进行分子

对接，通过去除水分子、添加极性氢原子、计算加

斯泰格电荷和调整网格盒大小，对蛋白质结构进行

预处理。氢原子、加斯泰格电荷和可旋转键被分配

到配体上。分子对接过程进行 50 次运算。结合能＜

−4.25 kcal/mol（1 cal＝4.2 J）表明药物与靶点之间

存在结合活性；结合能＜−5.0 kcal/mol 表明药物与

靶点具有良好的结合活性；结合能＜−7.0 kcal/mol

表明药物与靶点具有较强的对接活性 [16]。利用

PyMOL 软件绘制药物和靶点结合图。 

2  体外实验研究 

2.1  材料 

2.1.1  细胞株  RA-FLS 细胞株、HFLS 细胞株购于

广州吉妮欧生物科技有限公司。细胞解冻后，转入

DMEM-H＋10%FBS 培养基（HFLS 细胞株加入

1%NEAA 培养），离心去上清用培养基重悬后并接

种在 25 cm2 培养瓶中，将含细胞培养瓶放于 37 ℃、

5% CO2 的培养箱中。2～3 d 进行 1 次换液，细胞

融合度到 80%以上进行传代操作。 

2.1.2  药物  地肤子皂苷 Ic 购自上海源叶生物有

限公司（质量分数≥98%，批号 B20288）。 

2.1.3  试 剂   DMEM 高 糖 培 养 基 （ 批 号

C11995500BT）购自美国 Gibco 公司；细胞计数试

剂盒-8（CCK-8）试剂盒（批号 K1018）购自美国

APExBIO 公司；Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂

http://www.lilab-ecust.cn）、SEA（https:/sea
https://www/
https://www.genecards.org/）、OMIM（https:/
https://www.genecards.org/）、OMIM（https:/
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盒（批号 C1062L）购自上海碧云天生物技术有限公

司；肿瘤坏死因子子-α（TNF-α）试剂盒（货号

UE1744）、白细胞介素（IL）-1β 试剂盒（货号

UE1731）、IL-6 试剂盒（货号 UE1737）、IL-17 试剂

盒（货号 UE1759）均购自安徽通用生物股份有限公

司；SteadyPure 通用型 RNA 提取试剂盒（货号

AG21022）购于湖南艾瑞科生物技术有限公司；

RIPA 裂解液（批号 R0010）购自北京索莱宝；内参

β-肌动蛋白（β-actin，批号 AF0003）、IL-17A 多抗

（批号 AF7260）、热休克蛋白 90α 家族 A 类成员 1

（HSP90AA1）多抗（批号 AF7140）、TNF 受体关联

因子 6（TRAF6）多抗（批号 AF8223）、核因子（NF）-

κB p65 单抗（批号 AF1234）、磷酸化 NF-κB p65 多

抗（批号 AF5875）均购自上海碧云天生物技术有限

公司；NF-κB 激活剂 1（Act1）单抗（批号 26692-

1-AP）购自三鹰生物技术有限公司；辣根过氧化物

酶（SA00001-1，SA00001-2，Proteintech）购自三

鹰生物技术有限公司；特超敏 ECL 化学发光试剂

盒（批号 P0018AM）购自上海碧云天生物技术有

限公司。 

2.1.4  仪器  3111CO2 细胞培养箱（美国赛默飞世

尔科技公司）；LX73 荧光倒置显微镜（日本 Olympus

公司）；FRESC017 低温离心机（美国赛默飞世尔科

技公司）；8187 凝胶成像仪（美国伯乐生命医学产

品有限公司）；3020-199 酶标仪（美国赛默飞世尔科

技公司）。 

2.2  细胞实验方法 

2.2.1  CCK-8 测定细胞增殖能力  取对数生长期

细胞，在 96 孔板上按 100 μL、3 000 个/孔接种排

布，设置 0（对照）、20、40、60、80 μmol/L 地肤

子皂苷 Ic 组，重复实验 5 次，并将细胞置于恒温恒

湿培养箱中培养，细胞贴壁后根据各组药物浓度分

别加入地肤子皂苷 Ic。地肤子皂苷 Ic 对细胞作用

24、48 h 后，在 96 孔板的实验孔中按照 1∶10 加

入 10 μL CCK-8 溶液，在 450 nm 波长处测定吸光

度（A）值。 

细胞增殖率＝（A 实验－A 空白）/（A 对照－A 空白） 

2.2.2  AnnexinV/PI 染色测定细胞凋亡能力  取对

数生长期细胞，制备 2×105 个/mL 的细胞悬液。将

制备的单细胞悬液加入 6 孔板，每孔加入 2 mL 含

不同浓度[0（对照）、20、40、60 μmol/L]地肤子皂

苷 Ic 的培养基。将铺板细胞置于 37 ℃、5% CO2 培

养箱内培养 48 h。随后，将各组的上清培养基收集

到 EP 管中；孔内细胞用无 EDTA 胰酶消化，消化

后用上清培养基终止消化并收集细胞。用 PBS 缓冲

液洗涤细胞 2 次后，收集 1×105个细胞，加入 500 

µL Binding Buffer，轻轻吹匀成单细胞悬液。每孔先

加入 5 µL Annexin V-FITC，混匀后再加入 5 µL 

Propidium Iodide，混匀后于室温避光反应 10 min，

最后进行流式细胞仪检测。 

2.2.3  ELISA 实验测定细胞炎症因子变化  取对

数生长期细胞，制备 2×105 个/mL 的细胞悬液。将

制备的单细胞悬液加入 6 孔板，每孔加入 2 mL 含

不同药物浓度[0（对照）、20、40、60 μmol/L]地肤

子皂苷 Ic 的培养基。将铺板细胞置于 37 ℃，5% 

CO2 培养箱内培养 48 h。随后使用 EP 管收集六孔

板中的上清培养基，并做好标记。在 4 ℃、1 000 

r/min 的冷冻离心机中离心 10 min，收集上清液。将

上清液存放于 4 ℃的冰箱，后续操作遵循 ELISA 试

剂盒说明书。 

2.2.4  qRT-PCR 实验测定核心靶点 mRNA 表达变

化  取对数生长期细胞，制备 3×105 个/mL 的细胞

悬液。将制备的单细胞悬液加入 6 孔板，每孔加入

2 mL 含不同浓度[0（对照）、20、40、60 μmol/L]的

地肤子皂苷 Ic 培养基。将铺板细胞置于 37 ℃、5% 

CO2 培养箱内培养 48 h。使用 RNA 提取试剂盒提

取细胞样本的 RNA。RNA 逆转录成 cDNA 后进行

PCR 反应，以 β-actin 为内参基因，采用 2-∆∆Ct 法计

算核心靶点的相对表达量，引物序列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primers sequence 

基因 引物序列（5'-3'） 扩增长度/bp 

PTPRC 正向：CACCTAGCAGTTCATGCAGC 

反向：GGCAAAGCCAAATGCCAAGA 

178 

SYK 正向：CCTGGCGCAGGTGGAC 

反向：TCTGGCGCAGCAAATAAAGC 

181 

PPARG 正向：GGTGACCAGAAGCCTGCATT 

反向：CACGGAGCTGATCCCAAAGT 

186 

EGFR 正向：GCCGGAGTCCCGAGCTA 

反向：TCCGGCTCTCCCGATCAATA 

155 

MMP9 正向：CCTGGGCAGATTCCAAACCT 

反向：GTACACGCGAGTGAAGGTGA 

172 

CCL5 正向：CAGTCGTCTTTGTCACCCGA 

反向：GCCTCCCAAGCTAGGACAAG 

168 

β-actin 正向：CCAAAGTTCACAATGTGGCCG 

反向：TGGACTTGGGAGAGGACTGG 

158 
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2.2.5  Western blotting 实验测定关键通路蛋白表达

变化  取对数生长期细胞，制备 5×105个/mL 的细

胞悬液。将制备的单细胞悬液加入 T25 培养瓶中，

每瓶加入 5 mL 含不同药物浓度[0（对照）、20、40、

60 μmol/L]的地肤子皂苷 Ic 培养基，将培养瓶置于

37 ℃、5% CO2培养箱内培养 48 h。收集细胞并裂

解提取总蛋白，用 BCA 法测定蛋白质浓度。蛋白质

样品煮沸 5 min 后，在 10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶中

进行电泳。随后，将蛋白质转移到聚偏二氟乙烯

（PVDF）膜上。用 5%脱脂奶粉在室温下封闭 1 h。

将膜分别与 IL-17A（1∶500）、Act1（1∶1 000）、

HSP90AA1（1∶500）、TRAF6（1∶500）、NF-κB p65

（1∶1 000）、磷酸化 NF-κB p65（1∶500）、β-actin

（1∶1 000）一抗在 4 ℃冰箱中孵育过夜。然后，用

TBST 缓冲液洗涤膜 3 次，用二抗在室温孵育 1 h，

最后用 TBST 缓冲液洗涤膜 3 次。用 ECL 显影液进

行显影，使用 ChemiDoc XRS 凝胶成像系统进行成

像。获得图像后使用 Image J 软件对图像进行分析。 

2.2.6  统计学方法  采用 GraphPad Prism 9.0 软件

进行分析与绘图。组间比较以独立样本 t 检验进行

分析，以x ± s 表示，多组间比较采用单因素方差

分析，确认数据满足方差分析的条件，以进行方差

齐性检验（Levene 检验）和正态性检验（Shapiro-

Wilk 检验）。 

3  网络药理学结果 

3.1  筛选地肤子皂苷 Ic 潜在靶点 

利用 ChEMBL 数据库筛选出地肤子皂苷 Ic 潜

在靶点 13 个，SwissTargetPrediction 数据库中根据阈

值＞0 筛选出 99 个地肤子皂苷 Ic 潜在靶点，

PharmMapper 数据库里按照阈值 0.4 获得 285 个地

肤子皂苷 Ic 潜在靶点，SEA 数据库筛选得到 21 个

地肤子皂苷 Ic 靶点。利用 Uniprot 数据库归一化后

共获得 387 个潜在靶点。 

3.2  筛选类风湿性关节炎潜在作用靶点 

通过 GSE55235 数据集分析得到 1 324 个类风

湿性关节炎差异表达靶点，见图 1A、B。使用

GeneCards、OMIM、TTD 数据库筛选到的与类风湿

性关节炎相关靶点分别为 6 850、200、98 个，去重

后得到 6 929 个潜在类风湿性关节炎相关靶点，见

图 1C。 

 

图 1  GSE55235 数据集 PCA 分析图（A）、GSE55235 数据集差异分析火山图（B）、3 个疾病数据库预测靶点韦恩图（C） 

Fig. 1  PCA analysis chart of the GSE55235 dataset (A), Volcano plot of differential analysis of the GSE55235 dataset (B), 

Venn diagram of predicted targets from three disease databases (C) 

3.3  筛选药物与疾病共同作用靶点 

将数据库筛选的药物与疾病靶点同 GSE55235

数据集获得的差异表达靶点进行交集，绘制韦恩图

得到 45 个地肤子皂苷 Ic 抗类风湿性关节炎的潜在

靶点，45 个潜在靶点在 GSE55235 数据集中的表达

情况见图 2，其中有 11 个靶点表达下调，34 个靶点

表达上调。 

3.4  “药物–靶点–疾病”网络 

将地肤子皂苷 Ic、45 个地肤子皂苷 Ic 抗类风湿

性关节炎潜在靶点、以及类风湿性关节炎导入

Cytoscape 3.9.1 中，从而获得“药物–靶点–疾病”网

络。该网络含有 47 个相互作用节点和 91 条边，其中

“六边形”表示药物，“八边形”表示疾病，圆形表示

靶点见图 3。 

3.5  GO 和 KEGG 富集分析 

GO 富集分析中和 BP 有关的变化涉及 982 个条

目，主要包括免疫应答调节信号通路、对炎症反应的

调节、免疫反应的激活等；GO 富集分析中和 CC 有

关的变化涉及 43 个条目，主要包括囊泡腔、含胶原

蛋白的细胞外基质、细胞–基质连接等；GO 富集分

析中和 MF 有关的变化涉及 107 个条目，主要有内肽

酶活性、蛋白质丝氨酸/苏氨酸/酪氨酸激酶活性、丝 

下调      无改变   上调 
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图 2  交集靶点在 GSE55235 数据集中表达热图  

Fig. 2  Heatmap of potential targets expressed in the 

GSE55235 dataset 

 

图 3  “药物–靶点–疾病”网络 

Fig. 3  Network of “drug – targets – disease” 

氨酸水解酶活性等。按照数目排名前 20 位相关条

目信息分别绘制了气泡图。KEGG 功能富集分析得

到了 82 条通路，主要富集的通路包括 IL-17 信号通

路、TNF 信号通路、NF-κB 信号通路等。根据数目筛

选出前 20 条通路做出气泡图，见图 4。 

3.6  PPI 网络构建并筛选核心靶点 

将 STRING 数据库导出的 TSV 文件导入

Cytoscape 3.9.1 进行 PPI 网络分析，结果显示该网络

含有 43 个相互作用节点和 179 条边，见图 5A，同

时隐藏无连接的节点。利用 CytoNCA 拓扑分析选取

DC、BC、CC、EC、NC 排名前 10 位的靶点进行韦

恩交集，获得 6 个核心靶点，包括蛋白酪氨酸磷酸酶

受体 C（PTPRC）、脾酪氨酸激酶（SYK）、过氧化物

酶体增殖物激活受体 γ（PPARG）、表皮生长因子受

体（EGFR）、基质金属蛋白酶 9（MMP9）和趋化因

子配体 5（CCL5），见图 5B，各靶点的具体网络特征

见表 2。 

3.7  分子对接验证 

将核心靶点与地肤子皂苷 Ic 通过 AutoDock 

Vina 进行分子对接并计算结合能，通常认为在配体

与受体结合过程中，所需的结合能越低，其分子构

象越稳定，在地肤子皂苷 Ic 与 6 个核心靶点对接结

合能均＜−13.0 kcal/mol，提示有较强结合活性。地

肤子皂苷 Ic 与核心靶点采用 PyMOL 软件对所得结

果进行可视化处理，可发现结合过程中能够形成氢

键，而氢键可以提供分子间特异性识别，这对生物

体内的分子识别和信号传导起到重要作用，见图 6。 

4  细胞实验结果 

4.1  CCK-8 法检测地肤子皂苷 Ic 对 RA-FLS 细胞

增殖影响 

利用药物对 HFLS 细胞毒性作用筛选地肤子皂

苷 Ic 实验浓度，在地肤子皂苷 Ic 作用 HFLS 细胞

48 h、80 µmol/L 时对 HFLS 细胞产生的毒性作用，

因此后续细胞实验使用 20、40、60 µmol/L 地肤子

皂苷 Ic 进行干预。地肤子皂苷 Ic 处理 24、48 h 后，

RA-FLS 细胞的活力明显下降（P＜0.01、0.001），

见图 7。 

4.2  AnnexinV/PI 染色法检测地肤子皂苷 Ic 对

RA-FLS 细胞凋亡影响 

结果如图 8 所示，与对照组相比，地肤子皂苷

Ic 20、40、60 µmol/L 组 RA-FLS 细胞的凋亡率显著

升高（P＜0.001）。 

4.3  ELISA 实验检测地肤子皂苷 Ic 对 RA-FLS 细

胞炎症因子的影响 

结果如图 9 所示，与对照组相比，地肤子皂苷

Ic 各浓度组 TNF-α 含量显著降低（P＜0.05、0.01、

0.001）；地肤子皂苷 Ic 40、60 µmol/L 组 IL-1β、IL-

17 含量显著降低（P＜0.05、0.01、0.001）；地肤子 

DPP4 
ADH1C 
JUN 
PDE4B 
ANG 
HSD11B1 
CDA 
PDE4D 
ADRA2C 
MAPK8 
RBP4 
PPARG 
EGFR 
FABP4 
CFD 
FAP 
MMP9 
CRABP2 
MMP3 
DCK 
CASP8 
PIK3CG 
S100A9 
CA2 
CD38 
SERPINA1 
CTSS 
CTSB 
HCK 
PYCARD 
SYK 
NR1H3 
LGALS2 
VDR 
PTPRC 
WAS 
ITK 
MMP13 
TYMS 
CCL5 
LCK 
RAC2 
ITGAL 
PTPN6 
PRKCB 

健康     类风湿性关节炎 

2 

1 

0 

−1 

−2 

差异表达量 



 第 41 卷第 5 期  2026 年 5 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 41 No. 5 May 2026 

    

·1275· 

 

图 4  GO 和 KEGG 富集分析 

Fig. 4  GO and KEGG enrichment analysis 

皂苷 Ic 60 µmol/L 组 IL-6 含量显著降低（P＜0.01）。 

4.4  qRT-PCR 实验检测地肤子皂苷 Ic 对 RA-FLS

细胞核心靶点 mRNA 表达的影响 

结果如图 10 所示，与对照组相比，地肤子皂苷

Ic 各浓度组 PPARG mRNA 表达显著升高（P＜

0.05）；地肤子皂苷 Ic 60 µmol/L 组 PTPRC、SYK、

MMP9、CCL5 mRNA 表达显著下调（P＜0.05、

0.01）；地肤子皂苷 Ic 40、60 µmol/L 组 EGFR mRNA

表达显著下调（P＜0.05）。 

4.5  Western blotting 检测地肤子皂苷 Ic 对 RA-

FLS 细胞通路蛋白影响 

结果如图 11 所示，与对照组相比，地肤子皂苷 
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图 5  PPI 网络图（A）、5 种拓扑分析方法交集结果（B） 

Fig. 5   PPI network diagram(A), and intersection results 

of five topological analysis methods (B) 

表 2  核心靶点分析 

Table 2  Core target analysis 

靶点 DC BC CC EC NC 

PTPRC 22 217.073 0.636 0.303 17.548 

SYK 20 134.886 0.626 0.293 16.681 

PPARG 20 458.192 0.617 0.228 11.812 

EGFR 19 291.890 0.636 0.280 14.182 

MMP9 18 163.118 0.583 0.254 13.341 

CCL5 17  98.552 0.575 0.248 12.290 

 

Ic 各浓度组细胞中 Act1、HSP90AA1、TRAF6 蛋白

相对表达量显著降低（P＜0.05、0.01、0.001）；地

肤子皂苷 Ic 40、60 µmol/L 组 IL-17A、p-p65/p65 蛋

白相对表达量均显著降低（P＜0.01、0.001）。 

5  讨论 

类风湿性关节炎是一种隐匿性的自身免疫性

关节炎，但其病因仍不明确[17]。许多研究已经证明

在类风湿性关节炎患者中一致地检测到大量的 Th 

17 细胞和 IL-17 的过表达，通过调节适应性免疫应 

 

图 6  地肤子皂苷 Ic 与核心靶点分子对接可视化图 

Fig. 6  Visualization of molecular docking between momordin Ic and core target 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 7  CCK-8 实验检测不同浓度地肤子皂苷 Ic 对 HFLS 毒性以及对 RA-FLS 细胞增殖的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 7  CCK-8 experiment to detect the toxicity of different concentrations of momordin Ic on HFLS, and the effect on RA-

FLS cell proliferation (x ± s, n = 3 ) 
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与对照组比较：***P＜0.001。 

***P < 0.001 vs control group. 

图 8  AnnexinV/PI 染色检测地肤子皂苷 Ic 对 RA-FLS 细胞凋亡的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 8  Detection of Annexin V/PI staining on the effect of momordin Ic on apoptosis of RA-FLS cells (x ± s, n = 3 ) 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01 ***P < 0.001 vs control group. 

图 9  地肤子皂苷 Ic 对 RA-FLS 细胞中炎症因子的影响（x ± s，n = 6） 

Fig. 9  Effect of momordin Ic on inflammatory factors in RA-FLS cells (x ± s, n = 6 ) 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

图 10  qRT-PCR 实验检测地肤子皂苷 Ic 对 RA-FLS 细胞中核心靶点 mRNA 表达影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 10  Effects of momordin Ic on the expression of core target mRNA in RA-FLS cells detected by qRT-PCR experiment  

(x ± s, n = 3 ) 

答在类风湿性关节炎的疾病活动性和严重程度中

起重要作用[18-20]。目前类风湿性关节炎的治疗已通

过生物制药的使用发生了转变 [21]。随着传统

DMARDs 和生物制剂的联合使用，缓解病情目前已

成为一个可实现的目标，特别是对于 DMARDs 无

反应者和新诊断的类风湿关节炎患者[22]。因此，探 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01 ***P < 0.001 vs control group. 

图 11  Western blotting 检测地肤子皂苷 Ic 对 RA-FLS 细胞 IL-17/NF-κB 信号通路蛋白影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 11  Western blotting detection of the effect of momordin Ic on the IL-17/NF-κB signaling pathway proteins in RA-FLS 

cells (x ± s, n = 3 ) 

索针对类风湿性关节炎的药物是非常必要的。中药

在过去几十年中一直是制药研究和开发最重要的

主要资源之一，尤其是在自身免疫疾病的治疗方

面。地肤子皂苷 Ic 是存在于地肤子等中药材中的五

环三萜皂苷类化合物，已被证实是地肤子抗炎作用

的主要有效成分，现代药理学研究发现其还具有抑

制胃黏膜病变、促进胃肠蠕动、降低血糖等药理作

用[23]，但地肤子皂苷 Ic 治疗类风湿性关节炎的机制

尚不清楚。本研究使用网络药理学研究了地肤子皂

苷 Ic 治疗类风湿性关节炎的靶点以及相关信号通

路，实验验证地肤子皂苷 Ic 对类风湿关节炎治疗作

用的推测。 

本研究从 GSE55235 数据集、疾病数据库中筛

选了 1 324、6 929 个类风湿性关节炎的潜在靶点，

通过与药物数据库筛选获得的 387 个靶点交集，鉴

定出了 45 个地肤子皂苷 Ic 治疗类风湿性关节炎的

潜在靶点，将 45 个潜在靶点进行 GO 富集分析结

果显示，主要富集炎症反应的调节、免疫反应的激

活和蛋白质丝氨酸/苏氨酸/酪氨酸激酶活性，KEGG

富集分析揭示地肤子皂苷 Ic 治疗靶点主要富集在

IL-17、TNF、NF-κB 信号通路中，这些通路与炎性

疾病密切相关，在类风湿性关节炎的进展中起着至

关重要的作用[24-25]。IL-17A 是 IL-17 家族中的一个

关键效应分子[26-27]，是最重要的参与者，因其具有

高效能和高表达，驱动滑膜炎、软骨破坏和骨侵蚀

的炎症过程。在机制上，IL-17A 与 IL-17RA 受体复

合物结合，招募信号适配蛋白 Act1，激活 IKK 复合

物并诱导 NF-κB 信号通路的激活[28-29]。IL-17A 介

导的信号传导过程依赖于 Act1 的 E3 连接酶活性。

NF-κB 是类风湿性关节炎中炎症、增生和关节破坏

的关键调节因子[30]。在被刺激的细胞中发现的最丰

富的形式是 RelA/NF-κB1（p65/p50）异二聚体，通

常被称为“经典”NF-κB。在未刺激的细胞中，NF-

κB 以潜在形式存在于细胞质中，必须转位到细胞核

才能发挥功能[31]。最近的研究表明，异常激活的 NF-

κB 有助于类风湿关节炎的发病机制，促进滑膜成纤

维细胞的增殖并抑制其凋亡，导致滑膜增生[32]。本

研究结果表明，地肤子皂苷 Ic 能通过抑制 RA-FLS

细胞中 IL-17、NF-κB 信号通路及其下游信号分子

表达，有效地干扰滑膜细胞的信号传导，进一步抑

制细胞增殖以及炎症因子表达。本研究还验证了地

肤子皂苷 Ic 对 RA-FLS 细胞生物行为影响。在细胞

凋亡方面通过 Annexin V/PI 染色实验证实了地肤子

皂苷 Ic 诱导 RA-FLS 凋亡的功能，其具体的分子机

制，如对关键凋亡执行蛋白与调控蛋白的影响，有

待后续研究进一步阐明。提示该药物不仅抑制细胞

增殖，还诱导细胞死亡，抑制炎症因子的表达，为

地肤子皂苷 Ic 的抗类风湿活性提供了进一步证据。 

本研究将 45 个潜在靶点进行网络拓扑分析，

筛选得到 6 个地肤子皂苷 Ic 治疗类风湿性关节炎

的核心靶点，分子对接结果显示，核心靶点与地肤

子皂苷 Ic 结合良好，且细胞实验强调地肤子皂苷 Ic

能显著调控 6 个核心靶点的 mRNA 表达。PTPRC

作为跨膜蛋白酪氨酸磷酸酶，是免疫细胞活化与信
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号转导的关键调控分子。在类风湿性关节炎中，

PTPRC 通过去磷酸化作用，参与 T 细胞共刺激信

号调控，影响 Th17 细胞的分化与功能[33]。研究提

出，PTPRC 在类风湿性关节炎患者体内的表达水平

显著升高，可能成为诊断类风湿性关节炎的潜在标

志物，也可能成为治疗该疾病的潜在靶点[34]。SYK

是一种非受体酪氨酸激酶，在免疫受体信号转导中

发挥核心作用。在类风湿性关节炎中，SYK 通过介

导 B 细胞、巨噬细胞及滑膜成纤维细胞等的异常活

化，驱动慢性炎症与关节破坏，成为疾病进展的关

键调节因子[35]。IL-17 受体信号部分依赖 SYK 介导

的酪氨酸磷酸化事件来放大 NF-κB、丝裂原活化蛋

白激酶（MAPK）通路响应，协同促进 IL-6、IL-8 等

炎症因子产生[36]。PPARG 是核受体超家族中的关

键调节因子，在类风湿性关节炎的免疫代谢调控中

发挥重要作用。PPARG 通过招募 PPARγ 共激活因

子-1α（PGC-1α）等分子，修饰 IL-17 受体基因位点

的组蛋白乙酰化状态，影响 IL-17 信号敏感性[37]。

研究表明，PPARG 在区分类风湿性关节炎患者与健

康对照组以及判断患者的病情活动度方面发挥着

重要作用，此外，其也可能成为通过调节自噬机制

来缓解类风湿性关节炎症状的新药靶点[38]。EGFR

作为经典的受体酪氨酸激酶，在巨噬细胞等免疫细

胞中，EGFR 信号可被促炎因子反式激活，进而放

大炎症介质产生，形成“炎症–增殖”恶性循环[39]。

其酪氨酸激酶活性可通过磷酸化作用，调节 IKK 复

合物或 IκBα 的稳定性，促进 NF-κB 核转位。此过

程与 IL-17 信号的下游事件（如 Act1/ TRAF6 复合

体形成）存在显著协同效应[40]。MMP9 作为锌依赖

性内肽酶，高效降解 IV 型胶原、明胶等基底膜核

心成分，破坏软骨–骨交界处结构，促进滑膜血管

翳向软骨下骨侵袭，是导致进行性关节畸形的核心

分子[41]。同时 MMP9 通过降解 IκBα，非经典地促

进 NF-κB 持续活化，形成一个正反馈循环，不断放

大 IL-17 等介导的炎症信号[42]。CCL5 作为 CC 趋

化因子家族的关键成员，通过与其受体 CCR1、

CCR3、CCR5 结合，高效趋化记忆性 T 细胞、单核/

巨噬细胞、嗜酸性粒细胞及树突状细胞浸润至滑膜

组织，是构成慢性炎症细胞浸润的基础。CCL5 与

其受体结合后，不仅激活经典的趋化信号，还能激

活磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）、

MAPK 等通路，这些通路与 IL-17/NF-κB 信号存在

广泛的串扰，协同促进炎症因子和基质金属蛋白酶

的暴发式产生[43]。研究表明，在类风湿性关节炎患

者滑液和血清中，CCL5 水平与 IL-17、TNF-α 等细

胞因子水平及疾病活动度呈正相关，共同构成反映

炎症强度的网络化生物标志物群[44]。上述核心靶点

均在类风湿性关节炎的发生发展中发挥着重要作

用，细胞实验证实地肤子皂苷 Ic 能有效调控核心靶

点，并验证了分子对接所提示的潜在直接相互作

用，从而从实验层面支撑了其多靶点作用的机制假

说。借助分子对接以及细胞实验的验证，本研究推

测这 6 个核心基因可能是地肤子皂苷 Ic 治疗类风

湿性关节炎的关键策略之一。 

综上所述，本研究通过网络药理学和细胞实验

方法验证了地肤子皂苷 Ic 可能通过调控核心靶点

以及 IL-17/NF-κB 信号通路从而抑制 RA-FLS 细胞

的增殖，同时促进 RA-FLS 细胞的凋亡，抑制细胞

炎症因子的表达，为类风湿性关节炎治疗相关方面

的研究提供了一定的参考和借鉴作用。 
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