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基于特征图谱-网络药理学的牛膝干预膝骨关节炎质量标志物（Q-Marker）
研究  
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摘  要：目的  基于特征图谱探究牛膝盐炙、酒炙前后的差异性特征成分，结合网络药理学预测及分子对接验证，筛选牛膝

干预膝骨关节炎（KOA）的潜在质量标志物（Q-Marker）。方法  采用 HPLC 技术建立牛膝、盐牛膝及酒牛膝的特征图谱，

结合主成分分析（PCA）与正交偏最小二乘法-判别分析（OPLS-DA）筛选炮制前后的主要差异成分；通过网络药理学预测

特征成分治疗 KOA 的核心靶点与关键通路，绘制“药物-成分-靶点-疾病-通路”网络以筛选抗 KOA 差异活性成分；结合

Q-Marker 五原则及分子对接验证结果，筛选潜在 Q-Marker。结果  15 批牛膝、盐牛膝及酒牛膝的特征图谱分别标定 27、

28、34 个共有峰，经对照品比对，3 种牛膝共指认 14 种共有化学成分；化学计量学分析显示，牛膝盐炙前后的主要差异成

分为人参皂苷 Ro、姜状三七皂苷 R1、齐墩果酸、金盏花皂苷 E、竹节参皂苷 I、竹节参皂苷 IVa 及竹节参皂苷 IVa 甲酯，酒

炙前后的主要差异成分为人参皂苷 Ro、竹节参皂苷 I、姜状三七皂苷 R1、金盏花皂苷 E、β-蜕皮甾酮、齐墩果酸及竹节参皂

苷 IVa。网络药理学预测表明，核心成分 β-蜕皮甾酮、旌节花甾酮 D、竹节参皂苷Ⅳa 甲酯、齐墩果酸、人参皂苷 Ro，可能

通过调控白蛋白（ALB）、原癌基因（JUN）、过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（PPARG）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3（CASP3）、

雌激素受体 α 基因（ESR1）、抗凋亡蛋白 B 细胞淋巴瘤因子-2（BCL2）6 个核心靶标，参与癌症通路、白细胞介素（IL）-

17 信号通路、前列腺癌等关键信号通路发挥抗 KOA 作用；分子对接验证进一步证实，上述 5 个核心成分与 JUN、BCL2 靶

标均具有良好结合活性。结合 Q-Marker 五原则，最终筛选出 β-蜕皮甾酮、人参皂苷 Ro、齐墩果酸为牛膝治疗 KOA 的潜在

Q-Marker。结论  建立的 HPLC 特征图谱可有效区分牛膝及其盐炙、酒炙品；经网络药理学预测、分子对接验证及 Q-Marker

五原则筛选出的差异活性成分，可作为牛膝治疗 KOA 的潜在 Q-Marker。 
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Abstract: Objective  To explore the differential characteristic components of raw Achyranthes bidentata, salt-processed A. bidentata, 

and wine-processed A. bidentata through feature fingerprinting, combined with network pharmacology prediction and molecular 

docking verification, to screen potential quality Markers (Q-Markers) for the intervention of A. bidentata in knee osteoarthritis (KOA). 

Methods  The characteristic fingerprints of raw A. bidentata, salt-processed A. bidentata, and wine-processed A. bidentata were 

established by HPLC. Principal component analysis (PCA) and orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA) were 

used to screen the main differential components before and after processing; Network pharmacology was used to predict the core targets 

and key pathways of the characteristic components in treating KOA, and a “drug-component-target-disease-pathway” network was 

drawn to screen the differential active components against KOA; Based on the Q-Marker five principles and the results of molecular 

docking verification, potential differential Q-Markers were screened. Results  The characteristic fingerprints of 15 batches of raw A. 

bidentata, salt-processed A. bidentata, and wine-processed A. bidentata respectively identified 27, 28, and 34 common peaks. After 

comparison with reference substances, 14 common chemical components were identified for three A. bidentata. Chemometric 

analysis showed that the main differential components before and after salt processing of raw A. bidentata were ginsenoside Ro, 

zingibroside R1, oleanolic acid, calenduloside E, chikusetsusaponin IVa, chikusetsusaponin IVa methyl, while the important 

differential components before and after alcohol processing were ginsenoside Ro, chikusetsusaponin I, zingibroside R1, 

calenduloside E, β-yecdysone, oleanolic acid, chikusetsusaponin IVa. Network pharmacology prediction indicated that β-

yecdysone, cyasterone, chikusetsusaponin IVa, oleanolic acid, ginsenoside Ro in A. bidentata, might participate in anti-KOA by 

regulating 6 core targets including albumin (ALB), proto-oncogene (JUN), peroxisome proliferator-activated receptor γ (PPARG), 

cysteine aspartate protease 3 (CASP3), estrogen receptor α gene (ESR1), and anti-apoptotic protein B-cell lymphoma factor-2 

(BCL2) in cancer pathways, interleukin (IL)-17 signaling pathway, and prostate cancer and other key signaling pathways; Molecular 

docking verification further confirmed that the above 5 core components had good binding activity with JUN and BCL2 targets. 

Based on the Q-Marker five principles, β-yecdysone, ginsenoside Ro, oleanolic acid were finally selected as potential Q-Markers 

for the treatment of KOA with A. bidentata. Conclusion  The established HPLC characteristic fingerprints can effectively 

distinguish raw A. bidentata and its salt-processed and wine-processed products; The differential active components screened by 

network pharmacology prediction, molecular docking verification, and the Q-Marker five principles can be used as potential Q-

Marker for the treatment of KOA with A. bidentata. 

Key words: Achyranthes bidentata Bl.; processing; characteristic chromatogram; knee osteoarthritis; network pharmacology; Q-Marker; 

β-yecdysone; ginsenoside Ro; oleanolic acid 

 

牛膝为苋科植物牛膝Achyranthes bidentata Bl. 

的干燥根，具有逐瘀通经、补肝肾、强筋骨、利尿

通淋、引血下行之功效。临床常用于经闭癥瘕、腰

膝酸痛、筋骨无力、淋证涩痛、水肿、小便不利等

证[1]。南北朝《神农本草经集注》记载：“牛膝，主

治寒湿痿痹，四肢拘挛，膝痛不可屈伸……”；清

代《本草便读》提及：“生者破血行瘀，盐炒酒蒸熟

则强筋健骨，补肝肾”。现代研究亦证实，牛膝酒炙

可增强活血通络作用，盐炙能引药下行，发挥补肾

益精、强健筋骨之效[2-3]；且牛膝自古用于治疗寒湿

痿痹，这与现代临床膝骨关节病症相吻合[4-5]。膝骨

关节炎（KOA）是骨科临床高发疾病，中医将其归

属于“膝痹”“痹证”“骨痹”范畴，多由肝肾不

足、风寒湿邪外侵所致，以肝肾亏虚、气滞血瘀

为主要证型 [6-7]，其中肾虚为病程进展的核心病

机，治宜补肾益精、活血化瘀。现代研究表明，

牛膝是治疗 KOA 的高频高效中药[8]，且酒炙、盐

炙可提升其药效成分含量，但有效成分尚不十分

明确。基于此，本研究通过对比牛膝炮制（酒炙、

盐炙）前后的差异成分，并借助网络药理学方法，

预测牛膝干预 KOA 的药效物质基础及质量标志

物（Q-Marker）。 

中药具有化学成分复杂、作用靶点多、有效

成分含量低且质量评价指标不统一等特点 [9]。传

统提取分离技术虽具备准确性和可靠性，却无法

简便、快速、直观地从整体上评价不同炮制品的
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主要成分差异[10]。中药特征图谱技术是当前中药

质量评价、制剂控制及药效部位筛选中广泛应用

的分析技术，可便捷、客观、多指标且宏观地反

映中药内在化学成分的特征差异[11-12]。同时，结

合刘昌孝院士提出的 Q-Marker 理念[13]，可为中药

材质量控制提供新路径。二者联合应用可有效提

升中药质量评估的科学性，为完善质量评价体系

提供参考。因此，本研究立足系统生物学理论，借

助网络药理学技术，可视化“药物-成分-靶点-疾病

-通路”网络，从整体层面构建网络拓扑结构，进而

明确药物治疗疾病的有效成分、阐明药物与机体的

相互作用机制；同时联合特征图谱、网络药理学、

分子对接及 Q-Marker 分析策略开展系统性研究，

既为牛膝的质量评价提供科学依据，也初步阐明牛

膝治疗 KOA 的药效机制，明确其物质基础及潜在

作用靶点，为后续相关研究提供支撑。 

1  材料 

1.1  药品 

牛膝、盐牛膝、酒牛膝饮片药店零售，经河南中

医药大学张振凌教授鉴定为苋科植物牛膝

Achyranthes bidentata Bl. 的干燥根切制的饮片、以及

盐炙法和酒炙法炮制的饮片。购买市售牛膝饮片共

15 批（N1～N15）、酒牛膝饮片 4 批（J12～J15）、盐

牛膝饮片 4 批（Y12～Y15），实验室自制盐牛膝

（Y1～Y11）、酒牛膝（J1～J11）饮片各 11 批。详细

信息见表 1。 

表 1  牛膝、盐牛膝、酒牛膝饮片信息 

Table 1  Information of A. bidentata, salt and wine processing A. bidentata 

编号 批号 厂家/炮制前编号 编号 批号 厂家/炮制前编号 

N1 200401 保和堂（焦作）制药有限公司 J6 — N6 

N2 200413  J7 — N7 

N3 200408  J10、11 — N15 

N4 200500341 康美药业股份有限公司 J12 20171202 保和堂（焦作）制药有限公司 

N5 190901401  J13 230523 安徽广和中药饮片有限公司 

N6 1811200291 河南郑州东升大药房 J14 140410 郑州瑞龙制药股份有限公司 

N7 191204871  J15 1702103 安徽亳药千草国药股份有限公司 

N8 200337 河南张仲景大药房 Y1 — N1 

N9 190220  Y2 — N1 

N10 20190401 河南本草国药馆 Y3 — N2 

N11 20190601  Y4、5 — N4 

N12 181101CP0103 河北光明饮片有限公司 Y6、7 — N11 

N13 18010103 安徽广和中药饮片有限公司 Y8 — N13 

N14 20190401 广东汇群药业有限公司 Y9 — N14 

N15 1807054 安徽亳药千草国药股份有限公司 Y10、11 — N15 

J1、8、9 — N1 Y12 210515 保和堂（焦作）制药有限公司 

J2 — N2 Y13 200522 安徽广和中药饮片有限公司 

J3 — N3 Y14 200604 广东汇群药业有限公司 

J4 — N4 Y15 200516 康美药业股份有限公司 

J5 — N5    

 

1.2  试剂 

牛膝甾酮 A、竹节参皂苷 IVa 甲酯、竹节参皂

苷 IVa 丁酯、竹节参皂苷-I 均为实验室自制（质量

分数均≥98.0%）；对照品 β-蜕皮甾酮、25R-牛膝甾

酮、25S-牛膝甾酮、人参皂苷 Ro、竹节参皂苷 IVa、

水龙骨素 B、齐墩果酸、杯苋甾酮（批号分别为

PS0109-0020、PS00094、PS180709-17、PS010731、

PS0001146、PS200525-02、PS012022、PS0707-0020，

质量分数均≥98.0%），成都普思生物科技有限公

司；旌节花甾酮 D、姜状三七皂苷 R1（批号

AF20042212、AF20042103，质量分数均≥98.0%），

成都埃法生物科技有限公司；金盏花皂苷 E（批号

CFS201902，质量分数均≥98.0%），武汉天植生物

技 术 有 限 公 司 ； 竹 节 参 皂 苷 IV （ 批 号

P23N10L103974，质量分数均≥98.0%），上海源叶

生物科技有限公司；乙腈、甲醇均为色谱纯（货号
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分别为 Ms1922-801、As1122-801），美国天地试剂

公司；水为超纯水，其他试剂均为分析纯。 

1.3  仪器 

Waters e2695 型 HPLC（美国 Waters 公司）；

Advantage A10 型超纯水仪、BT25S 十万分之一天平

（德国 Sartorius 公司）；微量移液器（德国 Eppendorf

公司）；KQ-500DV 型超声波清洗器（昆山市超声仪

器有限公司）；BSA224S-CW 型万分之一天平（北京

赛多利斯科学仪器有限公司）；DZF-6050B 型真空干

燥箱（北京恒泰丰科试验设备有限公司，中国）；

BCD-206TAS 型低温冰箱（中国海尔集团公司）。 

2  方法与结果 

2.1  药物制备 

2.1.1  盐牛膝制备  参照《中国药典》2020 年版四

部通则盐炙法[1]。取牛膝饮片 500 g、1 g·mL−1 的氯

化钠水溶液 10 mL 拌匀，闷 1 h 至盐水吸尽。将拌

匀闷透后的牛膝饮片置于预热好的热锅中，文火炒

干，取出，晾凉。 

2.1.2  酒牛膝制备  参照《中国药典》2020 年版四

部通则酒炙法。取牛膝饮片 500 g，黄酒 50 g，拌

匀，闷 1 h 至黄酒被吸尽。将拌匀闷透后的牛膝饮

片置于预热好的热锅中，文火炒干，取出，晾凉。 

2.2  特征图谱的研究 

2.2.1  供试品溶液的制备  精密称定样品粉末（过

三号筛）1.0 g，置 50 mL 锥形瓶内，加水饱和正丁

醇 30 mL，密塞，浸泡 12 h，超声（250 W、40 kHz）

30 min，滤过，甲醇 10 mL 分次洗涤残渣，合并滤液

和洗液，水浴蒸干，残渣加甲醇溶解，转移至 5 mL

量瓶中，加甲醇定容至刻度，摇匀，经 0.22 μm 微

孔滤膜滤过，即得供试品溶液。 

2.2.2  混合对照品溶液制备  精密称定对照品牛

膝甾酮 A、β-蜕皮甾酮、水龙骨素 B、25R-牛膝甾

酮、25S-牛膝甾酮、杯苋甾酮、人参皂苷 Ro、竹节

参皂苷 IV、竹节参皂苷 IVa、竹节参皂苷 IVa 甲酯、

姜状三七皂苷 R1、金盏花皂苷 E、竹节参皂苷 IVa

丁酯、竹节参皂苷 I、旌节花甾酮 D、齐墩果酸适

量，置 10 mL 量瓶中，加甲醇定容至刻度线，即得

各供试品母液。精密量取各对照品母液 1.00 mL，

置 20 mL 量瓶中，加甲醇定容至刻度线，配制成质

量浓度分别为 27.05、19.50、13.30、2.40、1.65、1.60、

15.15、8.10、13.35、2.50、3.70、16.75、1.35、6.70、

2.30、4.20 μg·mL−1 的混合对照品溶液。 

2.2.3  色谱条件  采用 Waters Symmetry C18 型

（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，流动相乙腈

（A）-0.1%磷酸水（B），梯度洗脱 0～10 min，2%→

10% A；10～21 min，10%→15% A；21～36 min，

15%→20% A；36～51 min，20%→30% A；51～

61 min，30%→35% A；61～76 min，35%→40% A；

76～91 min，40%→60% A；91～106 min，60%→

80% A；106～115 min，80% A；115～120 min，

80%→2% A，体积流量 0.8 mL·min−1，柱温 30 ℃，

检测波长 210 nm，进样量 15 μL。 

2.2.4  精密度考察  取牛膝（N1），按“2.2.1”项下

方法制备供试品溶液，按“2.2.3”项下色谱条件连续

进样 6 次，以 2 号峰（β-蜕皮甾酮）为参照峰，计算

各共有峰的相对保留时间和相对峰面积。结果显示，

各共有峰的相对保留时间 RSD＜0.3%，各共有峰的

相对峰面积 RSD＜3.0%，表明仪器精密度良好。 

2.2.5  稳定性考察  取牛膝（N1），按“2.2.1”项下

方法制备供试品溶液，分别在制备后 0、2、4、8、

12、24 h 按“2.2.3”项下色谱条件测定，以 2 号峰

（β-蜕皮甾酮）为参照峰，计算各共有峰相对保留时

间和相对峰面积的 RSD。结果显示，各共有峰的相

对保留时间 RSD＜2.0%，各共有峰的相对峰面积

RSD＜3.0%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。 

2.2.6  重复性考察  取牛膝（N1），按“2.2.1”项下方

法平行制备 6 份供试品溶液，按“2.2.3”项下色谱条

件测定，以 2 号峰（β-蜕皮甾酮）为参照峰，计算各

共有峰相对保留时间和相对峰面积的 RSD。结果显

示，各共有峰的相对保留时间 RSD＜1.0%，各共有峰

的相对峰面积 RSD＜3.0%，表明方法稳定性良好。 

2.2.7  特征图谱的建立及相似度分析  取不同批

次的牛膝、盐牛膝、酒牛膝各 15 批，按“2.2.1”项

下方法制备供试品溶液，按“2.2.3”项下色谱条件

测定。将各样品的 HPLC 图谱以 cdf 格式分别导入

“中药色谱特征图谱相似度评价系统（2012.130732

版）”，取 6～120 min 的色谱图，进行色谱峰匹配，

设牛膝（N1）、盐牛膝（Y1）、酒牛膝（J1）的特征

图谱为参照图谱，采用平均数法，时间窗宽度为

0.50 min，进行多点校正和色谱峰匹配，分别获得叠

加特征图谱和对照图谱（R）。见图 1-A、B、C。其

中牛膝共标识 27 个共有峰，盐牛膝共标识 28 个共

有峰，酒牛膝共标识 34 个共有峰。相似度分析显示

（表 2），牛膝相似度为 0.71～0.97，盐牛膝相似度为

0.41～0.93，酒牛膝相似为 0.65～0.88。将牛膝、盐

牛膝、酒牛膝的 R 进行相似度评价。牛膝与盐牛 
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图 1  牛膝 (A)、盐牛膝 (B)、酒牛膝 (C) 的 HPLC 特征图谱及对照图谱 (R) 

Fig. 1  HPLC Characteristic chromatograms of A. bidentata (A), salted A. bidentata (B), wine processed A. bidentata (C) and 

reference chromatogram (R) 

膝相似度为 0.65，牛膝与酒牛膝相似度为 0.85，盐

牛膝与酒牛膝相似度 0.68，提示牛膝盐炙、酒炙前后

内在物质成分发生较大的变化。 

通过与对照品色谱峰比对，共指认出 14 种共

有化学成分，分别为牛膝甾酮 A（峰 1）、β-蜕皮甾

酮（峰 2）、水龙骨素 B（峰 3）、25R-牛膝甾酮（峰

4）、25S-牛膝甾酮（峰 5）、人参皂苷 Ro（峰 7）、

竹节参皂苷 IV（峰 8）、竹节参皂苷 Iva（峰 9）、竹

节参皂苷 IVa 甲酯（峰 10）、姜状三七皂苷 R1（峰

11）金盏花皂苷 E（峰 12）、竹节参皂苷 IVa 丁酯

（峰 13）、竹节参皂苷 I（峰 14）、齐墩果酸（峰 16）。

对照品溶液、供试品溶液的 HPLC 色谱图见图 2。 
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表 2  牛膝、盐牛膝、酒牛膝相似度 

Table 2  Similarity of A. bidentata, salt and wine processing 

A. bidentata 

牛膝 相似度 盐牛膝 相似度 酒牛膝 相似度 

N1 1.00 Y1 1.00 J1 1.00 

N2 0.73 Y2 0.79 J2 0.76 

N3 0.94 Y3 0.83 J3 0.82 

N4 0.97 Y4 0.60 J4 0.84 

N5 0.97 Y5 0.79 J5 0.86 

N6 0.71 Y6 0.63 J6 0.68 

N7 0.83 Y7 0.41 J7 0.80 

N8 0.84 Y8 0.94 J8 0.86 

N9 0.92 Y9 0.79 J9 0.69 

N10 0.85 Y10 0.88 J10 0.86 

N11 0.78 Y11 0.61 J11 0.65 

N12 0.97 Y12 0.64 J12 0.79 

N13 0.76 Y13 0.85 J13 0.88 

N14 0.91 Y14 0.89 J14 0.80 

N15 0.80 Y15 0.89 J15 0.86 

2.2.8  主成分分析（PCA）  以牛膝、盐牛膝、酒

牛膝各 15 批样本中 14 个共有峰面积为变量，使用

SPSS 20.0 进行因子分析，凯泽-梅耶-奥金抽样充分

性度量（KOM）值为 0.674，大于 0.6，说明适合进

行因子分析，且巴特利球形检验统计量为 0.000，表

明各变量相关性好。由表 3 可知，以特征值＞1 为

提取标准，得到 4 个主成分，其累积方差贡献率为

65.75%，可以代表特征图谱中 14 个共有峰的大部

分信息，碎石图见图 3。由表 4 因子载荷矩阵可知，

共有峰 8～13 对主成分 1 影响较大，共有峰 5 对主

成分 2 影响较大，共有峰 1 和 7 对主成分 3 影响较

大，共有峰 14 对主成分 4 影响较大。采用 SIMCA 

14.1 软件对 15 批牛膝及其炮制品各色谱峰的峰面

积数据进行 PCA，PCA 得分 3D 图见图 4，所有样

品均在 95%置信区间内，且 15 批样品在主成分空

间的分布上可明显分为 3 大类，牛膝、盐牛膝、酒

牛膝各分为一类，表明牛膝、酒牛膝、盐牛膝图谱

各成分差异较大。 

2.2.9  偏最小二乘法-判别分析（OPLS-DA）  将牛

膝、盐牛膝、酒牛膝各 15 批样本中 14 个共有化学

成分峰面积导入 SIMCA 14.1 软件，进行 OPLS-DA，

结果见图 5-A、B，牛膝、酒牛膝、盐牛膝可被较好

地区分，与 PCA 结果一致。采用置换检验（n＝200）

对模型进行验证，表明该模型不存在过拟合，见图

6-A、B。以变量投影重要性（VIP）值＞1 筛选差异

化合物，结果见图 7-A、B，VIP 值越大，表明该变

量对样本分类贡献越大，其中，牛膝盐炙前后的重 

 

1-牛膝甾酮 A；2-β-蜕皮甾酮；3-水龙骨素 B；4-25R-牛膝甾酮；5-25S-牛膝甾酮；6-杯苋甾酮；7-人参皂苷 Ro；8-竹节参皂苷 IV；9-竹节参皂

苷 IVa；10-竹节参皂苷 IVa 甲酯；11-姜状三七皂苷 R1；12-金盏花皂苷 E；13-竹节参皂苷 IVa 丁酯；14-竹节参皂苷 I；15-旌节花甾酮 D；16-

齐墩果酸。 

1-inokosterone A; 2-β-yecdysone; 3-polypodine B; 4-25R-inokosterone; 5-25S-inokosterone; 6-cyasterone; 7-ginsenoside Ro; 8-chikusetsusaponin IV; 9-

chikusetsusaponin IVa; 10-chikusetsusaponin IVa methyl; 11-zingibroside R1; 12-calenduloside E; 13-chikusetsusaponin IVa butyl ester; 14-

chikusetsusaponin I; 15-cyasterone D; 16-oleanolic acid. 

图 2  供试品溶液、混合对照品溶液的 HPLC 图 

Fig. 2  HPLC chromatograms of test solution and mixed reference substance solution 
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表 3  特征值及方差贡献率 

Table 3  Characteristic values and variance contribution 

rate 

成分因子 特征值 方差贡献率/% 累积方差贡献率/% 

1 4.460 31.856 31.856 

2 2.193 15.663 47.519 

3 1.376 9.827 57.346 

4 1.177 8.404 65.750 

 

图 3  碎石图 

Fig. 3  Gravel diagram 

表 4  因子载荷矩阵 

Table 4  Factor load matrix 

峰号 
载荷 

1 2 3 4 

1 −0.438 0.488 0.611 0.143 

2 −0.363 0.355 −0.323 0.269 

3 −0.460 0.481 −0.115 0.119 

4 −0.444 0.582 −0.153 −0.143 

5 −0.424 0.721 0.235 −0.138 

6 0.516 0.150 0.587 0.274 

7 0.351 −0.188 0.617 −0.151 

8 0.654 −0.214 −0.066 0.410 

9 0.612 0.268 −0.041 0.328 

10 0.774 0.186 −0.024 −0.270 

11 0.690 0.418 −0.091 0.256 

12 0.797 0.388 −0.119 −0.122 

13 0.656 0.420 −0.227 −0.010 

14 0.463 0.162 0.004 −0.709 

要差异成分为人参皂苷 Ro、姜状三七皂苷 R1、齐

墩果酸、金盏花皂苷 E、竹节参皂苷 I、竹节参皂苷

IVa 及竹节参皂苷 IVa 甲酯；牛膝酒炙前后的重要

差异成分为人参皂苷 Ro、竹节参皂苷 I、姜状三七

皂苷 R1、金盏花皂苷 E、β-蜕皮甾酮、齐墩果酸及

竹节参皂苷 IVa。上述差异成分满足可测性和溯源

性原则，可作为牛膝潜在的 Q-Marker，用于饮片的

质量控制。 

2.3  网络药理学研究 

2.3.1  牛膝“成分-靶点”和“疾病-靶点”预测  基 

 

图 4  PCA 得分 3D 图 

Fig. 4  3D map of PCA scores 

于特征图谱指认的 14 个共有成分，及通过文献研

究筛选出的杯苋甾酮[14]、旌节花甾酮 D[15]，共 16 种

化学成分。首先通过 PubChem（https://pubchem.ncbi. 

nlm.nih.gov/）数据库检索各成分对应的 SMILES 编

号，将其导入 Swiss Target Prediction（http://www. 

swisstargetprediction. ch/）数据库中进行潜在靶点信

息匹配；针对在该数据库中未获取到靶点信息的成

分，进一步借助中药系统药理学数据库与分析平台

（ TCMSP ， https://old.tcmsp-e.com/tcmsp.php ）及

PharmMapper （ http://lilab-ecust.cn/pharmmapper/ 

index.html）数据库开展补充分析，获取对应的靶点

蛋白及基因名称。最终，从 16 种成分中累计获得

131 个靶点蛋白，并构建“药物-成分-靶点”关系图

（图 8）。 

以“knee osteoarthritis”为关键词在 Genecards

（https://genealacart.genecards.org/）数据库和 DrugBank

（https://go.drugbank.com/）数据库搜索疾病相关基

因靶点，获得的疾病靶点 417 个，采用“Venny 2.1 

网站”绘制 Venn 图，得出共同的交集靶点基因 61

个，见图 9。将度（degree）值排名前 5 的 β-蜕皮甾

酮、旌节花甾酮 D、竹节参皂苷Ⅳa 甲酯、齐墩果

酸、人参皂苷 Ro 作为核心成分。 

2.3.2  蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络的构建

与核心靶点的筛选  将 23 个交集靶点删除重复值

后导入到 STRING（https://string-db.org/）数据库中，

设置 Organism 为“homo sapines”后进行搜索，将

基因数据取置信度（score≥0.4），处理好的数据导

入 Cytoscape 3.9.1软件中，利用软件自带的Network 

Analysis 插件进行网络拓扑分析，见图 10。牛膝治

疗 KOA 的靶标中度值前 6的靶点为白蛋白（ALB）、

原癌基因（JUN）、过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 
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图 5  牛膝与酒牛膝 (A)、牛膝与盐牛膝 (B) 对比 OPLS-DA 图 

Fig. 5  Comparison of OPLS-DA diagrams of A. bidentata and wine processed A. bidentata (A), A. bidentata and salt 

processed A. bidentata (B) 

 

图 6  牛膝与酒牛膝 (A)、牛膝与盐牛膝 (B) OPLS-DA 模型的 200 次置换检验验证 

Fig. 6  Verification of OPLS-DA model by 200 permutation tests of A. bidentata and wine processed A. bidentata (A), A. 

bidentata and salt processed A. bidentata (B) 

 

图 7  牛膝与酒牛膝 (A)、牛膝与盐牛膝 (B) 共有峰的 VIP 图 

Fig. 7  VIP chart of common peak of A. bidentata and wine processed A. bidentata (A), A. bidentata and salt processed A. 

bidentata (B)

（PPARG）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3（CASP3）、

雌激素受体 α 基因（ESR1）、抗凋亡蛋白 B 细胞淋

巴瘤因子-2（BCL2）为关键靶点。 

2.3.3  基因本体（GO）功能及京都基因与基因组百

科全书（KEGG）通路富集分析  使用 Metascape 网

站（https://metascape.org）对核心靶点进行 GO 及

KEGG 通路富集分析，设定物种和背景为人，设定

P≤0.05，结果显示，GO 分子功能，一共得到 2 570 
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NX1-牛膝甾酮 A；NX2-金盏花皂苷 E；NX3-水龙骨素 B；NX4-

25R-牛膝甾酮；NX5-齐墩果酸；NX6-25S-牛膝甾酮；NX7-杯苋甾

酮；NX8-旌节花甾酮 D；NX9-竹节参皂苷 IV；NX10-竹节参皂

苷 Iva；NX11-姜状三七皂苷 R1；NX12-β-蜕皮甾酮；NX13-人参

皂苷 Ro；NX14-竹节参皂苷 IVa 甲酯；NX15-竹节参皂苷 IVa 丁

酯；NX16-竹节参皂苷 I。 

NX1-inokosterone A; NX2-calenduloside E; NX3-polypodine B; 

NX4-25R-inokosterone; NX5-oleanolic acid; NX6-25S-inokosterone; 

NX7-officinalis kuan; NX8- stachysterone D; NX9-chikusetsusaponin 

IV; NX10-chikusetsusaponin IVa methyl; NX11-zingibroside R1; 

NX12-β-yecdysone; NX13-ginsenoside Ro; NX14-chikusetsusaponin 

IVa; NX15-chikusetsusaponin IVa butyl ester; NX16-

chikusetsusaponin I. 

图 8  “药物-成分-靶点”网络 

Fig. 8  “Drug-component-target” network 

 

图 9  “成分-疾病”靶点韦恩图 

Fig. 9  Venn diagram of “component-disease” target 

个富集分析结果，在 P＜0.05 基础上选取生物过程

（BP）、分子功能（MF）、细胞组分（CC）富集基因

数目前 10，利用微生信平台进行数据可视化处理得

到柱状图，见图 11。KEGG 通路富集分析，得到 185

条通路，筛选 P＜0.01，取显著性最大的 10 条通路，

绘制气泡图，见图 11。其中关键靶点主要富集在癌

症通路（Pathways in cancer）、IL-17 信号通路（IL- 

 

图 10  PPI 网络 

Fig. 10   PPI network  

17 signaling pathway）、前列腺癌（Prostate cancer）

等通路。 

2.3.4  药物-有效成分-靶点-疾病-通路网络构建  

基于特征图谱分析与文献研究确定的 16 个成分，

结合 23 个药物-疾病交集靶点及 KEGG 富集分析得

到的前 10 条通路，导入 Cytoscape 3.8.2 软件中，构

建牛膝及其炮制品主要差异成分的“药物-成分-靶

点-疾病-通路”可视化网络（图 12）。可视化分析结

果显示，基于特征图谱分析与文献研究确定的 16 个

成分可通过协同调控不同靶点蛋白，作用于多条信

号通路，发挥治疗 KOA 的作用。 

2.3.5  核心活性成分与关键靶点的分子对接  从

PubChem 数据库（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov）

获得 2D 结构，使用 ChemDraw 20.0 软件转化为

mol2 格式的 3D 结构，从 PBD 数据库（https：//www. 

pdbus.org/）获得配体蛋白，运用 PyMOL、AutoDock 

1.5.6 进行分子对接，最终使用 Pymol 进行可视化。

根据“活性成分-靶点-疾病”网络分析获得核心活性

成分 β-蜕皮甾酮、旌节花甾酮 D、竹节参皂苷Ⅳa

甲酯、齐墩果酸、人参皂苷 Ro 与核心靶点 ALB、

JUN、PPARG、CASP3、ESR1、BCL2 进行分子对

接，见表 5。分子对接结果显示，β-蜕皮甾酮、旌节

花甾酮 D 分别与 JUN、PPARG、CASP3 对接，齐

墩果酸与 JUN 对接结合能均小于−29.29 kJ·mol−1，

显示有强烈的结合活性[16]。用 Pymol 软件进行可视

化分析，见图 13。从分子对接的结果来看，这些具

有强烈结合活性的成分与靶点的相互作用为深入

理解牛膝治疗 KOA 的作用机制提供了重要线索。

β-蜕皮甾酮、人参皂苷 Ro 等核心活性成分与 JUN、

PPARG、CASP3 等关键靶点的紧密结合，可能在调

节细胞的增殖、凋亡、炎症反应等多个生物学过程

中发挥关键作用。 

 

 

 

牛膝 KOA   

108 23 394 
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图 11  GO (A) 和 KEGG (B) 信号通路富集分析 

Fig. 11  GO (A) and KEGG (B) signaling pathway enrichment analysis 

 

NX1-牛膝甾酮 A；NX2-金盏花皂苷 E；NX3-水龙骨素 B；NX4-25R-牛膝甾酮；NX5-齐墩果酸；NX6-25S-牛膝甾酮；NX7-杯苋甾酮；NX8-旌

节花甾酮 D；NX9-竹节参皂苷 IV；NX10-竹节参皂苷 Iva；NX11-姜状三七皂苷 R1；NX12-β-蜕皮甾酮；NX13-人参皂苷 Ro；NX14-竹节参皂

苷 IVa 甲酯；NX15-竹节参皂苷 IVa 丁酯；NX16-竹节参皂苷 I。 

NX1-inokosterone A; NX2-calenduloside E; NX3-polypodine B; NX4-25R-inokosterone; NX5-oleanolic acid; NX6-25S-inokosterone; NX7-officinalis 

kuan; NX8- stachysterone D; NX9-chikusetsusaponin IV; NX10-chikusetsusaponin IVa methyl; NX11-zingibroside R1; NX12-β-yecdysone; NX13-

ginsenoside Ro; NX14-chikusetsusaponin IVa; NX15-chikusetsusaponin IVa butyl ester; NX16-chikusetsusaponin I. 

图 12  药物-成分-靶点-疾病-通路图 

Fig. 12  Drug-component-target-disease-pathway diagram 

基于有效性分析结果，β-蜕皮甾酮、人参皂苷

Ro、齐墩果酸、旌节花甾酮 D、竹节参皂苷Ⅳa 甲

酯可作为与牛膝抗 KOA 药效直接关联的潜在 Q-

Marker。但旌节花甾酮 D 并非“2.2”项下指认的共

有成分，且对应峰面积极低，不易检测。而竹节参

皂苷Ⅳa 甲酯是竹节参皂苷的衍生物，具体为竹节

参皂苷Ⅳa 的甲基化修饰产物，其结构对高温较敏

感，在炮制过程中可能发生水解或转化，且前期预

测含量低于千分之一，准确定量难度增加。两者虽

然具有一定的生物活性，但由于检测困难和不稳定

性，不符合 Q-Marker 筛选的可测性原则，因此不被

确定为潜在的 Q-Marker。 

2.4  基于化学成分可测性的牛膝 Q-Marker 预测

分析 

牛膝提取物中含有多种有效成分，张留记等[17]

采用 HPLC 法对 21 个产地怀牛膝中 β-蜕皮甾酮的 

 

 

 

 

A B 

enrichment 
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表 5  核心成分与靶点分子对接验证 

Table 5  Verification of molecular docking between core components and target molecules 

靶点名称 PDBID 
结合能/(kJ·mol−1) 

β−蜕皮甾酮 旌节花甾酮 D 竹节参皂苷Ⅳa 甲酯 齐墩果酸 人参皂苷 Ro 

ALB 2vuf(FUA) −20.08 −23.43 −17.15 −20.92 −3.35 

JUN 3u88(CHD) −31.08 −32.22 −28.03 −30.54 −28.03 

PPARG 5F9B(5VN) −29.71 −34.73 −9.20 −26.36 −23.85 

CASP3 7xN4(NAD) −32.22 −38.49 −34.31 −24.69 −67.78 

ESR1 7uj7(nyU) −20.08 −22.18 −18.83 −21.34 −18.41 

BCL2 4x86(CPS) −23.01 −27.20 −24.27 −27.20 −18.83 

 

图 13  分子对接可视化结果 

Fig. 13  Visualization results of molecular docking 

含量进行测定，结果显示道地产区怀牛膝的 β-蜕皮

甾酮含量显著高于非道地产区，综合品质更优；同

时发现该成分在牛膝种子和根部均有分布，表明其

在牛膝中分布广泛且具有代表性。屠万倩等[18]建立

牛膝中甾酮类和三萜皂苷类成分的含量测定方法，

比较牛膝及其炮制品牛膝段和酒牛膝中甾酮类和

皂苷类成分含量的变化，发现酒炙后，β-蜕皮甾酮、

25R-牛膝甾酮、25S-牛膝甾酮的含量略有增加，竹

节参皂苷 IVa 和人参皂苷 Ro 的含量则明显增加，

此研究方法可准确测定这几种甾酮和皂苷的含量。

李建鹏等[19]基于超高效液相色谱-三重四极杆线性

离子阱串联质谱（UHPLC-Q-Trap-MS/MS）对怀牛

膝中 β-蜕皮甾酮、25R-牛膝甾酮、25S-牛膝甾酮、

人参皂苷 Ro、竹节参皂苷Ⅳa、齐墩果酸-3-O-β-D-

葡萄糖醛酸苷等 8 种成分进行了含量测定。李金洋

等[20]通过紫外分光光度计和 HPLC 测量不同规格

牛膝在不同储藏包装条件下的色度值和指标性成

分 β-蜕皮甾酮、25R-牛膝甾酮、25S-牛膝甾酮、齐

墩果酸及水分的含量，借助灰色关联分析色度与各

指标性成分之间的相关性，探究牛膝药材储藏的最

优条件。付国辉等[21]采用 HPLC 法对牛膝中齐墩果

酸含量进行测定，来评价牛膝药材的质量。综上所

述，文献调研已证实，β-蜕皮甾酮、人参皂苷 Ro 及

齐墩果酸可实现准确定量，佐证了上述成分的可测

定性。同时，本研究构建的特征图谱显示，上述成分

均达到基线分离。为进一步明确牛膝的 Q-Marker，

后续研究将聚焦于构建更高效的多成分同步测定

方法，通过分析不同产地牛膝药材及不同炮制规格

样品，明确可测定成分的含量波动规律，从而为牛

膝 Q-Marker 的筛选提供更全面的数据支撑。此外，

 

 

 

 

 

 

JUN-β-蜕皮甾酮                          JUN-旌节花甾酮 D                             PPARG-β-蜕皮甾酮 

PPARG-旌节花甾酮 D             CASP3-β-蜕皮甾酮               CASP3-旌节花甾酮 D                  JUN-齐墩果酸 
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还将结合细胞实验、动物实验等生物活性评价手

段，深入探究可测定成分与牛膝药效的内在关联，

从药效学层面验证其作为 Q-Marker 的科学性与合

理性。以期通过上述研究，逐步完善基于化学成分

可测性的牛膝 Q-Marker 预测分析体系，为牛膝药

材的质量控制与评价提供科学可靠的方法学依据。 

3  讨论 

基于刘昌孝院士提出 Q-Marker 理论[22]，本研

究通过 HPLC 特征图谱可有效、多层次地反映牛

膝盐炙、酒炙前后的化学成分变化差异，结合网络

药理学关联“药物-成分-靶标-疾病-通路”明确成

分与药理之间的互动关系，进一步采用分子对接和

文献研究可测性对其关联性进行可视化和成分变

化分析。 

基于 Q-Marker“五原则”要求，首先围绕溯源

性与可测性核心原则，系统构建牛膝、酒牛膝、盐

牛膝各 15 批样品的特征图谱。经与对照品比对分

析，成功指认 14 个共有峰；后续借助化学计量学方

法筛选获得 β-蜕皮甾酮、人参皂苷 Ro、姜状三七皂

苷 R1、齐墩果酸、金盏花皂苷 E、竹节参皂苷 I、

竹节参皂苷 IVa 及竹节参皂苷 IVa 甲酯 8 种差异化

合物，可作为区分牛膝不同炮制品的候选差异活性

成分。网络药理学分析结果进一步证实，β-蜕皮甾酮、

人参皂苷 Ro、齐墩果酸可作为与牛膝抗 KOA 药效

直接关联的潜在 Q-Marker；且该 3 种成分均已被证

实可在血清或血浆中检测到原型或代谢产物[23-24]，

符合 Q-Marker 的传递性与溯源性原则。 

通过检索 TCMSP 发现，β-蜕皮甾酮、人参皂

苷 Ro、齐墩果酸分别存在于 6、8、94 种中药中。

除齐墩果酸外，其余 2 种成分在其他中药中的分布

较为稀少，符合 Q-Marker 的特有性原则；但网络药

理学分析结果表明，齐墩果酸可通过多途径、多靶

点协同发挥抗 KOA 作用，且其在不同牛膝炮制品

中是存在显著差异，综合权衡溯源性、可测性、传

递性及有效性等核心要素，仍将其纳入差异活性成

分的辨识范畴。 

本研究以抗 KOA 作用为核心导向，联合网络药

理学与文献调研分析证实，该 3 种成分涵盖甾体类、

皂苷类 2 类核心活性化合物，可通过协同作用调控

多条靶点通路，契合中药多成分协同增效的配伍精

髓，进而满足 Q-Marker 的配伍合理性原则要求。 

中药炮制导致药效改变的核心内涵，在于其物

质基础的改变[25]。中药化学成分是阐明药效物质、

药理作用、炮制机制及临床疗效的重要基础[26]。对

牛膝、盐牛膝及酒牛膝的特征图谱研究及化学计量

学分析筛选出的差异性成分可能与炮制温度、时间

及辅料密切相关[27]。中药炮制常伴随高温加热过

程，高温虽可能导致部分成分损失与转化，却也可

能增强药效。牛膝在临床上素有“生熟异用”之说，

自明代《本草纲目》至清代《本草便读》等多部本

草古籍，均明确记载其“生者破血行瘀，盐炒酒蒸

后则强筋健骨”，可用于治疗“寒湿痿痹”“筋骨痿

软”；现代药理学研究亦证实，酒炙牛膝可增强活血

化瘀功效[28]，盐炙牛膝则能强化补肝肾、强筋骨作

用[29-30]，而这种功效差异与其内在化学成分的转化

密切相关。本研究结果显示，从特征图谱共有峰指

认、相似度评价、化学计量学分析和 VIP 值筛选的

系统分析中，充分证明 β-蜕皮甾酮与人参皂苷 Ro

在不同炮制规格牛膝中的差异显著，推测二者可能

是牛膝不同炮制品功效差异的关键物质基础。 

已有研究表明，牛膝总皂苷可调控 KOA 软骨

细胞的增殖与凋亡，并干预炎症因子白细胞介素

（IL）-1β、肿瘤坏死因子（TNF）-α 的表达；且不同

浓度的牛膝总皂苷在调控细胞增殖与凋亡过程中起

到重要作用[31]。其中，代表性成分人参皂苷 Ro 具有

抗炎、抗病毒及免疫调节等药理活性[32]；牛膝中的甾

酮类物质同样具有抗炎镇痛功效[33]，如蜕皮甾酮可

通过上调 Ras（Ras 蛋白）-Raf（Raf 激酶）-ERK（细

胞外信号调节激酶）信号通路，加速辐射诱导的口

腔黏膜炎大鼠模型的愈合[34]，进而发挥抗炎镇痛作

用。此外，齐墩果酸可通过减少氧化应激，缓解骨

关节炎引发的肌肉功能障碍[35]。结合牛膝补肝肾、

强筋骨的传统功效可见，上述 2 类有效成分与其药

理作用存在密切关联。 

通过 PPI 网络拓扑图的分析，筛选出 ALB、

JUN、PPARG、CASP3、ESR1、BCL2 共 6 个牛膝

治疗 KOA 的关键靶点；进一步分子对接结果显示，

JUN、PPARG、CASP3 靶点具有较强的结合活性，

其作用机制主要涉及免疫调节、炎症反应及细胞凋

亡等相关通路[36]。其中，JUN 可与其他转录因子 B

细胞转录激活因子（BATF）形成复合体，对软骨细

胞基质形成起负向调控作用，同时正向调控软骨细

胞基质降解相关酶的表达，加速软骨降解并加重

KOA 病程[37]。研究证实[38]，PPARG 可通过阻滞肿

瘤凋亡、侵袭及迁移等通路，在抗肿瘤过程中发挥

重要作用。CASP3 作为调控凋亡进程的核心因子，
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可调节内、外源性凋亡通路，在疾病防治中通常需

抑制其表达以减少软骨细胞凋亡[39]。KEGG 富集分

析显示，有效成分对应的靶点主要富集于癌症通

路、IL-17 信号通路、前列腺癌转录失调等通路，这

些通路贯穿 KOA 炎症反应及软骨细胞凋亡的全过

程。IL-17 通路作为关键信号通路，可通过加剧炎症

反应促进软骨细胞降解，导致骨关节炎患者血清及

滑液中 IL-17 水平升高，且该水平与病变 X 线影像

所示严重程度呈正相关[40-42]；同时，IL-17 可抑制软

骨细胞合成蛋白多糖，进而诱导基质金属蛋白酶

（MMPs）家族酶的产生。此外，IL-17 还可通过影

响其他细胞因子及化合物的分泌，调控骨关节炎病

程进展[43]。 

综上，牛膝中的 β-蜕皮甾酮、人参皂苷 Ro、齐

墩果酸 3 种有效成分，既与网络药理学预测的疾病

靶点通路密切相关，也与其强筋健骨的传统功效高

度契合；进一步分子对接结果亦证实，这 3 种有效

成分具有较强的靶点结合活性，可作为牛膝治疗

KOA 的潜在 Q-Marker，为牛膝的质量评价研究提

供参考依据。 
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