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基于网络药理学方法分析落新妇苷干预骨关节炎的作用机制及实验验证

宋 伟，张育民，马 涛，王 军*

西安市红会医院 关节外科，陕西 西安 710054

摘 要：目的 通过网络药理学预测落新妇苷治疗骨关节炎的潜在机制，并通过实验进行验证。方法 从PubChem获得落新

妇苷分子化学式 C21H22O11，通过 PharmMapper和 Swiss Target数据库筛选出与落新妇苷相关的靶点；在 GeneCards、TTD、

Disease Gene Search Engine 3个数据库筛选出与骨关节炎疾病密切相关的靶点基因；将落新妇苷-靶点基因和骨关节炎-靶点

基因的网络合并，筛选出共同作用靶点，导入 String 数据库，导入 Cytoscape 进行可视化分析；将靶点基因上传到

DAVID（https：//david.ncifcrf.gov/）进行基因功能和KEGG通路富集分析。建立白细胞介素（IL）-1β诱导的人软骨细胞模

型，造模同时给予落新妇苷低、高质量浓度（12.5、25.0 μg/mL）干预，CCK8法检测药物干预 1、2、3 d软骨细胞活性；

Western blotting法和实时荧光定量RCR法检测药物干预 24 h后肿瘤坏死因子（TNF）-α和G1/S-特异性周期蛋白-D1（CCND1）
蛋白和mRNA表达。结果 通过挖掘数据获得 377个与落新妇苷相关的潜在靶点和 2 758个骨关节炎的潜在基因；对网络进

行对接，获得 43 个潜在靶基因，随后构建 PPI 网络；关键基因为 TNF、癌基因同源物（HRAS）、肿瘤标志物热休克蛋白

90α（HSP90AAS）、淀粉样蛋白前体蛋白（APP）和CCND1；关键通路为AGE/RAGE信号通路、肿瘤聚糖信号通路、MAPK信

号通路、P13K-AKT 信号通路、细胞增殖、凋亡等。与模型组比较，落新妇苷低、高质量浓度组人软骨细胞吸光

度（A450 nm）值均显著升高，差异有统计学意义（P＜0.05），TNF-α蛋白和mRNA表达均显著降低（P＜0.05），CCND1蛋白

和mRNA表达均显著升高（P＜0.05）。结论 落新妇苷可能通过直接作用于STAT1、STAT3、RAS等靶点，干预AGE/RAGE
通路，从而调节TNF-α和CCND1的表达，进而促进软骨细胞的增殖和抑制炎症因子的产生。
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Analysis of mechanism and experimental validation of interventions of

osteoarthritisoarthritis by network pharmacology
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Abstract: Objective To predict the potential mechanism of astilbin in the treatment of osteoarthritis through network pharmacology
and verify it by experiments. Methods The molecular formula C21H22O11 of astilbin was obtained from PubChem, and the targets
related to astilbin were screened by PharmMapper and Swiss Target database. Three databases were used to screen out the target
genes closely related to osteoarthritis. The networks of astilbin target gene and osteoarthritis target gene were combined to screen out
the common targets, which were imported into String database and Cytoscape for visual analysis. The target genes were uploaded to
David( https://david.ncifcrf.gov/ )Gene function and KEGG pathway enrichment were analyzed. Human chondrocyte model induced
by IL-1β was established, and astilbin was given at low and high doses (12.5 and 25.0 μg/mL) at the same time. CCK8 method was
used to detect the activity of chondrocytes on day 1, 2 and 3. Western blotting method and real-time fluorescence quantitative RCR
method were used to detect the expression of TNF-α and CCND1 protein and mRNA. Results By mining data, 377 potential targets
related to astilbin and 2 758 potential genes for osteoarthritis were obtained. The network was then docked to obtain 43 potential
target genes, and then a PPI network was constructed. The key genes are TNF (tumor necrosis factor), HRAS (oncogene homolog),
HSP90AAS (tumor marker heat shock protein 90α), APP (amyloid precursor protein), and CCND1 (G1/S-specific cyclin-D1). The
key pathways are the AGE/RAGE signaling pathway and tumor clustering. Sugar signaling pathway, MAPK signaling pathway,
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P13K-AKT signaling pathway, cell proliferation, apoptosis and other related pathways. Compared with model group, the absorbance
(A450 nm) of human chondrocytes in astilbin low-dose and high-dose groups were significantly increased (P < 0.05), the expression of
TNF - α protein and mRNA were significantly decreased (P < 0.05), and the expression of CCND1 protein and mRNA were
significantly increased (P < 0.05). Conclusion Astilbin may directly target STAT1, STAT3, RAS and other targets, and this target
interferes with the AGE/RAGE pathway, thereby regulating the expression of TNF- α and CCND1, and proving the efficacy of
astilbin in the treatment of osteoarthritis.
Key words: network pharmacology; astilbin; osteoarthritis; chondrocytes; AGE/RAGE pathway; TNF-α; CCND1

骨关节炎（Osteoarthritis，OA）是一种退行性疾

病，发病以老年人为主，是导致残疾的几大原因之

一［1］。关节软骨的进行性退化引起骨与骨之间的摩

擦，导致严重的疼痛、僵硬和残疾，炎症和分解代谢

的改变与OA的发生和发展关系密切［2］。炎症介质

的下调对OA的进展具有减缓作用，目前虽然在该

病的相关发病机制研究方面取得了一定突破，但治

疗方案仍然不足。相对于其他炎症性关节疾病，目

前还没有有效的药物治疗 OA，非甾体类抗炎

药（NSAIDs）在临床上广泛使用，但仅能暂时缓解

OA症状，而且会增加心肌梗死的风险［3］。中医药在

退行性疾病中具有较为理想的疗效，可以提高患者

关节活动和降低疼痛［4］。

落新妇苷最早从植物落新妇的根茎中分离获

取，是一种天然的类黄酮化合物，因其多种药理特

性而被广泛应用［5］。有报道指出，落新妇苷具有多

种生物活性，可以用于抗肝纤维化［6］、抗氧化［7］、抗

糖尿病肾病［8］、抗炎［9］等。此外，还有研究表明落新

妇苷可以通过 NF-κB 信号通路抑制骨髓分化因子

88（MyD88）、p65 和 κB 激酶 β（IKKβ），从而治疗慢

性炎症性疾病，如风湿性关节炎［10］。落新妇苷被证

实不具有遗传毒性，进一步表明了其在临床应用中

的巨大价值，然而，其治疗OA的作用机制尚未完全

阐明。本研究基于白细胞介素（IL）-1β诱导的软骨

细胞模型，运用网络药理学和细胞实验验证相结合

的方法，为深入探讨落新妇苷抗OA的作用机制提

供新思路和新方法。

1 材料

1.1 主要试剂

落新妇苷（批号 BCTG-0233，质量分数≥98%）

和二甲基亚砜（DMSO，质量分数 98%），均购自大连

美伦生物科技有限公司。DMEM 培养基、胰蛋白

酶、链霉素、青霉素（美国 Promega 公司）；胎牛血

清（FBS）和胶原酶 II（Gibco公司）、兔 IL-1β粉剂（美

国 Sigma 公 司 ）；Trizol（Invitrogen，Carlsbad，
California）；iScriptTMcDNASynthesis Kit逆转录试剂

盒（BioRad Laboratories，Hercules，CA）；肿瘤坏死因

子（TNF）-α、G1/S-特异性周期蛋白-D1（CCND1）及
GAPDH引物（美国Sigma公司）；RIPA裂解溶液（碧

云天生物技术研究所）；BCA 蛋白定量测定试剂

盒（上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司）；兔 抗

CyclinD1、兔抗TNF-α、GAPDH（Addgene，美国）；辣

根 过 氧 化 物 酶 标 记 山 羊 抗 兔 IgG 二 抗（Cell
Signaling）。
1.2 实验细胞

人软骨细胞来源于人软骨组织，人体软骨样本

取自本院骨科接受全膝关节置换手术的OA患者，

均经患者知情同意。组织收集根据本院医学伦理

委员会的规定，并遵循《赫尔辛基宣言》的指导

原则。

2 方法

2.1 网络药理学

2.1.1 落新妇苷作用靶点查询 通过 PubChem 服

务器（https：//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）进行检索，

输入关键词“Astilbin”，下载落新妇苷对应的化学

式、3D结构以及SDF格式文件［11］。通过反向药效团

匹 配 PharmMapper 数 据 库（http：//59.78.98.102/
pharmmapper/get.php），上传落新妇苷的SDF格式文

件，点击 Upload，按照软件设定配体空腔要求选择

Pharmacophore Models Whose Pkd≥6.0，查询出与

落新妇苷有关靶点，根据匹配度 fit score由高到低

排序所有靶点；通过 Swiss Target 数据库（http：//
www.swisstargetprediction.ch），输入落新妇苷化学

式，获得相关的潜在靶点，将得到的对应靶点信息

进 行 汇 总 。 采 用 Uniprot 数 据 库（http：//www.
uniprot.org/）对的靶点进行搜索，限定物种为人，对

靶点名称进行规范校正，校正为官方名称。

2.1.2 骨关节炎靶点映射 登陆GeneCards（https：//
www.genecards.org/）、Therapeutic Target Database数
据 库（TTD，http：//bidd. nus. edu. sg/group/cjttd/）和

Disease Gene Search Engine 数 据 库（http：//
210.107.182.61/geneSearch/）输入骨关节炎搜索已报

道的与此相关的靶点，进行检索及筛选，删除重复

的靶点，获得与OA相关的靶点，并与落新妇苷相关
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靶点之间进行匹配。

2.1.3 网络合并及基因富集分析 将落新妇苷和

OA相关靶点的匹配后，获得落新妇苷-骨关节炎出

共同靶点基因，导入 String数据库（https：//string-db.
org/）分析检索已知蛋白质之间和预测蛋白质之间

相互作用关系，获取蛋白作用关系网络，使用

Cytoscape3.6.1软件构建蛋白互作网络（PPI）。将这

些基因上传到 DAVID（https：//david.ncifcrf.gov/）进
行基因（Gene Ontology，GO）功能和 KEGG（Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes）通路富集分析，进

一步说明落新妇苷在治疗骨关节炎方面的潜在机制。

2.2 细胞实验验证

2.2.1 细胞培养与处理 人体软骨样本取自本院

骨科接受全膝关节置换手术的OA患者，获得软骨

组织后剪碎，用 0.25%胰蛋白酶消化 30 min。将组

织置于含抗生素的胶原酶 II（2 mg/mL）DMEM溶液

中，在 37 ℃下进一步消化 6 h，收集上清液分别置于

10 mL 离心管中，1 000 r/min 离心 5 min（离心半径

10 cm），去除离心后的上清液，加入 DMEM（含有

10% FBS、100 U/mL青霉素和 100 mg/mL链霉素），

在 37 ℃、含 5% CO2的细胞培养箱中培养。选取第

1～3代的细胞进行后续实验。

2.2.2 CCK8法检测落新妇苷对人软骨细胞活性的

影响 取第 3代软骨细胞，以 1×104/孔的密度接种

于 96孔板中，培养 24 h后分为 4组：对照组、模型组

和落新妇苷低、高质量浓度（12.5、25.0 μg/mL）组，

每组 6孔。对照组加入DMEM培养液，模型组加入

含有 10 μg/mL IL-1β 的 DMEM 培养基，落新妇苷

低、高质量浓度组加入含有 10 μg/mL IL-1β和相应

质量浓度落新妇苷的DMEM培养基。放入培养箱

中继续培养，分别于给药后 0、1、2、3 d取出 1块培养

板进行检测，每孔加入CCK8试剂 10 μL。采用酶标

仪检测软骨细胞的吸光度（A450 nm）值。

2.2.3 Western blotting 法检测 TNF-α 和 CCND1 蛋

白表达 取软骨细胞接种于 6 孔板，分组及给药

同“2.2.2”项，孵育 24 h 后，将各组细胞放于冰上用

RIPA裂解 30 min，离心取上清液，根据BCA蛋白定

量结果上样。加入 10%的十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）处理 2 h，转膜后加入

5% 脱脂奶粉室温封闭 1 h，洗膜后加入内参抗体

GAPDH、一抗TNF-α和CCND1抗体 4 ℃孵育过夜。

TBST缓冲液洗 3次，洗膜后用辣根过氧化物酶标记

的二抗（1∶5 000）孵育 1 h，洗膜后 ECL化学发光显

色，采用 Image J软件对相关蛋白表达进行分析。

2.2.4 实时荧光定量PCR（qRT-PCR）检测 细胞接

种及分组给药同“2.2.3”项，孵育 24 h后，采用Trizol
法提取各组细胞的总 RNA，逆转录酶转录为

cDNA，以此 cDNA为模板，按三步法行 qRT-PCR扩

增，采用 GAPDH 基因作为内源性参照物，检测

TNF-α 和 CCND1 的 mRNA 在各组细胞中的表达

量。采用2−△△Ct法计算目标基因的相对表达量，引物

列见表1。

2.3 数据分析

采用 SPSS 23.0 统计学软件进行数据分析，定

量资料以 x
—

±s表示，多组比较先采用方差分析，然后

采用q检验进行两两比较。

3 结果

3.1 落新妇苷和骨关节炎作用靶点查询

从 PubChem 获 得 落 新 妇 苷 分 子 化 学 式

C21H22O11。通过PharmMapper和Swiss Target数据库

筛选出与落新妇苷相关的靶点 385个，使用UniProt
数据库中的 UniproKB 工具进行更正后，去除与人

类无关以及无对应关系或者重复的靶点后，共筛选

出包括 eapA、dhaK、avrPph3、CSDE1 在内的 377 个

潜 在 靶 点 。 在 GeneCards、TTD、Disease Gene
Search Engine 3个常用数据库筛选出与骨关节炎疾

病密切相关的靶点基因，剔除重复基因后共得到

2 758 个基因。结果说明引起骨关节炎因素众多且

发病机制复杂。

3.2 合并构建PPI网络

将落新妇苷-靶点基因和骨关节炎-靶点基因的

网络合并，筛选出共同作用靶点基因 43 个。将 43
个靶点，导入String数据库，将相互作用靶点的结果

导入Cytoscape进行可视化分析，得到由 43个节点、

152 条边组成的网络，网络密度为 0.588，平均节点

度为 6.08，当网络密度大于 0.5及平均节点度大于 3
时，网络具有较好的关联性，点与点之间连接紧密，

见图 1。由网络可知，自由度较大的前 5位靶点是肿

瘤坏死因子（TNF）、癌基因同源物（HRAS）、肿瘤标

志物热休克蛋白 90α（HSP90AAS）、淀粉样蛋白前

体蛋白（APP）和 G1/S-特异性周期蛋白-D1（CCND

表1 引物序列
Table 1 Primer sequence

基因

CCND1

TNF-α

GAPDH

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

引物序列

GAGACCAGUUGGUCAGUGU
AUUCAUGGCUGAAGUCACS
TTTCTGTGGTACCCTCTGTGC
GATCGGTCCCAACAAGGAGG
CTCCTCGAAGTACCCTGTGC
CATGGTGCAGCGATGCTTTA
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1）。相关基因靶点集中在炎症、凋亡和增殖通路

上，结果见图2。

3.3 基因富集及通路分析

富集的 GO 分析分为生物过程（BP）、细胞成

分（CC）和分子功能（MF）3 部分。GO 分析结果表

明，BP分析显示细胞对药物的反应、细胞增殖与凋

亡的正负调控、细胞死亡、磷酸化、磷代谢过程、催

化活性的正调控、高分子代谢过程的正调控。其

中，细胞的增殖与凋亡与骨关节炎的发病具有相关

性，而细胞的磷酸化调节和控制蛋白质活力和功

能。CC主要富集于细胞外区域、细胞质膜。MF分

析显示与基因和蛋白质结合有关，同时可以影响金

属内肽酶活性和蛋白质活性。结果见图 3。经过

KEGG通路富集后显示，落新妇苷参与多条信号通

路，P＜0.05的信号通路共有 49条，其中参与调控骨

图3 相互作用靶点生物学过程GO富集分析

Fig. 3 GO enrichment analysis of biological processes of interacting targets
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关节炎的信号通路有AGE/RAGE信号通路、肿瘤聚

糖信号通路、MAPK 信号通路、P13K-AKT 信号通

路、细胞增殖、凋亡等相关通路，见图 4。其中AGE/
RAGE信号通路与骨关节炎密切相关，因此综合网

络药理学与文献调研结果，初步推测落新妇苷可能

通过调节AGE/RAGE信号通路治疗骨关节炎，进一

步设计细胞实验验证落新妇苷药理作用。

3.4 落新妇苷对软骨细胞增殖的影响

如图 5所示，干预 1、2及 3 d，与对照组比较，模

型组细胞A450 nm值显著降低，差异有统计学意义（P＜

0.05）；与模型组比较，落新妇苷低、高质量浓度组

A450 nm值均显著升高，差异有统计学意义（P＜0.05）。
与落新妇苷高质量浓度组比较，低质量浓度细胞

A450 nm 值 显 著 升 高 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P＜

0.05）。在本实验中落新妇苷 12.5 μg/mL 组比

25.0 μg/mL 组对软骨细胞的促增殖作用明显，

软骨细胞的增殖能力与落新妇苷浓度的关系尚

需探讨，但与时间成正相关。

3.5 落新妇苷对软骨细胞 TNF-α和 CCND1 蛋白

表达的影响

Western blotting检测显示，与对照组比较，模型

组TNF-α蛋白表达显著升高，CCND1蛋白表达显著

降低，差异均有统计学意义（P＜0.05）。与模型组比

较，落新妇苷低、高质量浓度组 TNF-α蛋白表达均

显著降低，CCND1蛋白表达均显著升高，差异均有

统计学意义（P＜0.05）。与落新妇苷高质量浓度组

比较，低质量浓度组 TNF-α 蛋白表达显著降低，

CCND1 蛋白表达显著升高，差异均有统计学意

义（P＜0.05）。结果见图6。
3.6 落新妇苷对软骨细胞 TNF-α 和 CCND1 的

mRNA表达的影响

qRT-PCR 结果显示，与对照组比较，模型组

TNF-α mRNA 表达显著升高，CCND1 mRNA 表达

显著降低，差异均有统计学意义（P＜0.05）。与模型

图4 相互作用靶点KEGG通路分析

Fig. 4 KEGG pathway analysis of interacting target
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图5 细胞增殖曲线（x
—
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Fig. 5 Cell proliferation curve of each group (x
—

±s，n=6)
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组比较，落新妇苷低、高剂量组 TNF-α mRNA 表达

均显著降低，CCND1 mRNA表达均显著升高，差异

均有统计学意义（P＜0.05）。与落新妇苷高剂量组

比较，低剂量组 TNF-α mRNA 表达均显著降低，

CCND1 mRNA 表达均显著升高，差异均有统计学

意义（P＜0.05）。结果见图7。

4 讨论

骨关节炎是最常见的关节疾病，也是致残的主

要原因之一。随着人口老龄化，预计膝骨关节炎的

患病率将持续上升，并给社会医疗系统带来重大负

担［11］。尽管近几十年来已发现多种危险因素与OA
的发作有关，但物理疗法的治疗效果仍然有限。而

非甾体类抗炎药作为OA治疗的主要药物［12］，却仅

能暂时缓解临床症状而不能减缓 OA 的发展。因

此，迫切需要一种具有合适分子靶点的药物来抑制

OA 中的软骨降解。软骨细胞是关节软骨中的细

胞，其作用是平衡细胞外基质的合成和降解［13］。从

OA患者中获得的软骨细胞释放 IL-1β，其可诱导金

属蛋白酶（MMPs）的产生，导致软骨变性［14］。基质

降解的重要介质是诱导型一氧化氮合成酶（iNOS）
和环氧化酶（COX-2），它们促进一氧化氮（NO）和前

列腺素 E2（PGE2）的释放，这些炎症介质会进一步

引起疼痛并增强炎症反应［12］，而软骨细胞的凋亡也

会加快软骨的降解［15］。

在临床中，落新妇主要被用于治疗风湿关节疼

痛。落新妇中含有黄酮类、萜类化合物等多种的活

性成分，临床中常用于治疗类风湿关节炎、痛风、高

尿酸血症、肾炎、尿道感染等疾病［16］。研究表明，落

新妇根茎提取物可以通过免疫调节作用治疗抑制

特定炎症细胞的活动，然而其作用机制尚未明确。

落新妇苷是从根茎中分离获得的二氢黄酮醇衍生

物，它具有多种药理作用，包括抗氧化、抗炎、抗糖

尿病及肾病等特性。研究显示，落新妇苷可选择性

抑制淋巴细胞功能从而减少关节炎的功能障碍［17］，

还可缓解接触性过敏，通过抑制被激活的免疫细胞

来减轻红斑狼疮的症状［18］。虽然有报道证明从土

茯苓中提取的落新妇苷可以抑制炎症因子及减低

免疫反应，但是尚未有报道将落新妇苷运用在

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与落新妇苷

25.0 μg·mL−1组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group；△P < 0.05 vs as‐

tilbin 25.0 μg·mL−1 group

图7 软骨细胞TNF-α、CCND1基因表达（x
—

±s，n=6）
Fig. 7 Expression of TNF-α and CCND1 genes in chondro‐

cytes (x
—

±s，n=6)

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与落新妇苷25.0 μg·mL−1组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group；△P < 0.05 vs astilbin 25.0 μg·mL−1 group

图6 软骨细胞TNF-α、CCND1蛋白表达及其代表性蛋白条带（x
—

±s，n=6）

Fig. 6 Expression of TNF-α and CCND1 in chondrocytes and their representative protein bands (x
—

±s，n=6)
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OA中。

网络药理学是建立在疾病与药物基因层面上

的一门新兴学科。它有助于预测新的药物靶点，找

出作用模式，探索新药。考虑到中药成分和功能的

复杂性，网络药理学无疑为其靶标和信号通路的识

别提供了一条捷径，同时网络药理学作为一种新的

工具，也为细胞及机体层面的研究提供了便利。网

络药理学技术可以预测潜在有效成分的药理作用，

确定主要有效成分［19］。本研究首先利用药物数据

库获得了落新妇苷作用的潜在靶基因，随后通过与

骨关节炎的靶基因对接，找出药物-疾病基因作用，

寻找其潜在通路与细胞功能。结果表明，落新妇苷

可以通过 AGE/RAGE、MAPK 通路、P13K-AKT 通

路以及肿瘤相关发挥治疗骨关节炎的作用。

GO 功能分析显示，上述靶点基因涉及到金属

内肽酶活性、肽链内切酶活性、蛋白酶结合、外源生

物膜转运蛋白活性、TNF受体结合、细胞凋亡和炎

症激活等多种生物过程。

炎症介质的产生能够分泌 IL等炎症因子，这又

会促进TNF-α、IL-1等其他炎症因子的释放，导致软

骨基质的降解，因此，如何维持关节内环境稳定是

有效抑制骨关节炎中的炎症反应的方法之一。骨

关节炎病理过程中的重要特征是软骨细胞凋亡，大

量研究发现，骨关节炎患者的软骨细胞凋亡率显著

高于正常关节，因此治疗骨关节炎的一个方法是减

少软骨细胞凋亡。交互网络 43个靶点中 degree较
大的为 TNF-α和 CCND1，而这两个靶点作为 AGE/
RAGE通路的下游靶点在炎症介导与细胞凋亡的过

程中起着重要作用，因此本研究基于AGE/RAGE通

路研究落新妇苷对 IL-1β诱导的软骨细胞的影响。

研究结果表明，落新妇苷减少TNF-α的蛋白和基因

表达，增加CCND1的表达，证实了落新妇苷可能通

过AGE/RAGE通路治疗骨关节炎。

目前的研究认为，晚期糖基化终末产物（AGEs）
是OA患者致病的重要分子学基础。体内AGEs在
正常情况下都维持平衡状态，当机体发生异常情

况，如糖尿病、衰老等都会使体内AGEs明显升高，

产生一系列病理生理改变。而AGEs在OA上的致

病因素主要有 2个：加快软骨细胞的凋亡和促进相

关炎症反应的发生。AGE/RAGE 可促进氧化应激

诱导细胞内活性氧大量产生，而ROS的增加会导致

Ⅱ型胶原表达下降以及炎症因子的增加从而导致内

质网应激，最终引起软骨细胞凋亡；AGE/RAGE通

路的激活会引起大量炎症因子的激活，导致炎症介

质的产生，最终引起MMP的表达下调，造成对Ⅱ型

胶原的破坏［20］。

网络药理学研究发现，落新妇苷在骨关节炎

中，主要富集在与细胞增殖凋亡和细胞炎症相关的

通路中。与 AGE/RAGE的相关度最高，同时 AGE/
RAGE也与软骨细胞的凋亡和炎症有关，因此本研

究选择了AGE/RAGE通路作为机制研究，而TNF-α
和 CCND1 的蛋白及基因层面的结果也表明，落新

妇苷可以抑制炎症介质TNF-α的产生，同时可促进

软骨细胞的增殖活性及细胞周期蛋白D1。既往研

究表明 CCND1 对 OA 发展起着重要的调节作用，

CCND1基因的沉默会加快 IL-1β诱导的软骨细胞凋

亡［21］。Zheng 等［22］的研究表明补骨脂素可通过

CCND1-Wnt/β -catenin 信号通路促进软骨细胞增

殖。本研究结果表明，CCND1可以作为落新妇苷作

用于软骨细胞的靶标。此外，CKK8增殖试验表明，

落新妇苷可以促进软骨细胞的增殖，这可能是由于

CCND1上调引起的。

落新妇苷可能通过调控AGE/RAGE信号通路，

抑制AGE/RAGE信号通路下游蛋白TNF-α表达，促

进下游蛋白CCND1表达，进而促进 IL-1β诱导的软

骨细胞的增殖和抑制炎症因子的产生，AGE是落新

妇苷治疗软骨细胞的潜在靶点。本研究为落新妇

苷临床治疗骨关节的原因提供参考，其具体机制仍

需深入探讨。
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