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基于非靶向血清代谢组学联合网络药理学探究补肾通络方干预膝骨关节炎
大鼠的作用机制  
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摘  要：目的  基于血清非靶向代谢组学、血清药物化学和网络药理学，探究补肾通络方治疗膝骨关节炎（KOA）的药效物

质基础和代谢调控机制。方法  采用单碘乙酸钠（MIA）诱导大鼠 KOA 模型，将实验大鼠随机分为对照组、模型组和补肾

通络方低、高剂量（400、800 mg·kg−1）组。采用 ELISA 检测大鼠血清炎症因子水平；通过苏木素-伊红（HE）染色和番红

O-固绿染色观察膝关节软骨组织形态，并依据国际骨关节炎研究学会（OARSI）半定量评分系统评估软骨退变程度。利用超

高效液相色谱-四极杆/静电场轨道阱高分辨质谱技术，鉴定大鼠血清药物移行成分、筛选潜在差异代谢物并开展代谢通路富

集分析；通过偏最小二乘回归法建立方剂谱效关联模型，明确核心药效物质。结果  补肾通络方可显著降低 MIA 诱导的 KOA

大鼠软骨损伤，显著抑制机体炎症反应。代谢组学共筛选出 120 个差异代谢物，主要涉及氨基酸代谢、脂质代谢相关的 6 条

通路；从大鼠血清中鉴定出 18 个补肾通络方入血移行成分。谱效关联分析发现，甜菜碱、宝藿苷 I 和地黄苦苷元为该方发

挥抗炎作用的核心药效物质，并构建补肾通络方治疗 KOA 的有效成分-靶点-代谢物-通路的关联网络。结论  补肾通络方能

够显著改善 KOA 大鼠的软骨损伤和炎症反应。其作用机制可能与宝藿苷 I、地黄苦苷元和甜菜碱通过调控 PTGS2和 ALOX5

基因的表达，调节血清中亚油酸、鞘氨醇-1-磷酸、棕榈烯酸、磷脂酰酸、棕榈酸等不饱和脂肪酸含量，进而调控亚油酸和花

生四烯酸等代谢通路有关。 
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Abstract: Objective  Based on serum non-targeted metabolomics, serum pharmacokinetics, and network pharmacology, to explore 

the pharmacodynamic substance basis and metabolic regulatory mechanism of Bushen Tongluo Formula in the treatment of knee 

osteoarthritis (KOA). Methods  A rat model of KOA was induced by sodium moniodoethanoate (MIA), and the experimental rats 
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were randomly divided into the control group, the model group, and the low and high-dose (400 and 800 mg·kg−1) groups of the Bushen 

Tongluo Formula. The levels of inflammatory factors in the rat serum were detected by ELISA; the morphology of knee joint cartilage 

tissue was observed by hematoxylin-eosin (HE) staining and safranin O-fast green staining, and the degree of cartilage degeneration 

was evaluated according to the semi-quantitative scoring system of the International Osteoarthritis Research Society (OARSI). The 

serum drug transport components of rats were identified by ultra-high performance liquid chromatography-tandem 

quadrupole/electrostatic field orbitrap high-resolution mass spectrometry, potential differential metabolites were screened, and 

metabolic pathway enrichment analysis was conducted; the formula-spectrum-effect association model was established by partial least 

squares regression to clarify the core pharmacodynamic substances. Results  Bushen Tongluo Formula could significantly reduce 

cartilage damage in MIA-induced KOA rats and significantly inhibit the inflammatory response. A total of 120 differential metabolites 

were screened out, mainly involving six pathways related to amino acid metabolism and lipid metabolism; 18 serum transport 

components of the Bushen Tongluo Formula were identified. The spectrum-effect association analysis revealed that betaine, baohuoside 

I, and rehmapicrogenin were the core pharmacodynamic substances of this formula for anti-inflammatory effects, and the Bushen 

Tongluo Formula for the treatment of KOA was constructed as an association network of components, targets, metabolites, and 

pathways. Conclusion  Bushen Tongluo Formula can significantly improve the cartilage damage and inflammatory response in KOA 

rats. Its mechanism of action may be related to the regulation of the expression of PTGS2 and ALOX5 genes by betaine, baohuo 

glycoside I, and rehmapicrogenin, which in turn regulates the content of unsaturated fatty acids such as linoleic acid, sphingosine-1-

phosphate, palmitoleic acid, phosphatidic acid, and palmitic acid in the serum, thereby regulating metabolic pathways such as linoleic 

acid and arachidonic acid. 

Key words: Bushen Tongluo Formula; knee osteoarthritis; metabolomics; network pharmacology; serum pharmacochemistry; 

baohuoside I; rehmapicrogenin; betaine 

 

膝骨关节炎（KOA）是临床最为常见的骨关节

退行性疾病，常由年龄相关性关节退行性改变、肥

胖引发的关节机械负荷过载等因素诱发[1]。该病属

于多因素介导的代谢性骨关节病，核心病理特征为

关节软骨损伤退变、关节局部炎症反应及关节周围

骨重塑异常[2]。KOA 的病理进程是动态活跃的代谢

失衡过程，关节腔内始终存在组织破坏与修复的双

向代谢活动；疾病进展中除关节软骨的进行性损伤

外，常伴随骨赘增生、软骨下骨囊肿、滑膜慢性炎

症等一系列典型病理改变[3]。 

补肾通络方源自我国传统中医“天池伤科”流

派[4]，是治疗中医“骨痹”病证的经典方剂，已在临

床长期应用。现有临床研究证实，补肾通络方单用

或联合其他中医外治疗法，可显著改善 KOA 患者

关节疼痛、肿胀、僵硬等核心症状；长期随访研究

进一步表明，该方可有效延缓 KOA 病情进展，改

善患者关节功能与生活质量[5-6]。但目前关于补肾通

络方治疗KOA的具体分子调控机制尚不十分明确。 

代谢组学依托液质联用（LC-MS）、核磁共振

（NMR）等高精度检测技术，可系统解析细胞、组

织及体液中的内源性代谢物谱，现已成为中药复方

作用机制研究的核心技术手段之一，在中医药机制

探索领域应用广泛[7]。其中，血清代谢组学具有样

本获取便捷、可同步分析机体代谢紊乱特征与血清

药物成分的独特优势[8]。由于中药复方具有多成分、

多靶点、多通路的作用特点，仅依靠常规药效学指

标，难以全面揭示补肾通络方治疗 KOA 的药效物

质基础与代谢调控机制。基于此，本研究整合血清

代谢组学技术与药效学评价，系统探究补肾通络方

干预 KOA 的药效物质基础及潜在代谢调控分子机

制，为其临床推广应用提供实验依据。 

1  材料 

1.1  动物 

33 只 8 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠，体质量

（200±20）g，购自北京斯贝福生物技术有限公司，

生产许可证号 SCXK（京）2019-0010。饲养环境条

件相对湿度 60%，室温 25 ℃，昼夜节律为 12 h 光

照/12 h 黑暗，大鼠可自由摄食饮水。实验开始前 7 d

适应性饲养。本研究经山西省中医药研究院医学伦

理委员会批准（批准号 SZYLY2022KY-0310）。 

1.2  药物 

补肾通络方由熟地黄（玄参科植物地黄

Rehmannia glutinosa Libosch.的干燥块根炮制加工

品）、鸡血藤（豆科植物密花豆 Spatholobus 

suberectus Dunn 的干燥藤茎）、烫骨碎补［水龙骨科

植物槲蕨 Drynaria fortunei （Kunze） J. Sm. 的干

燥根茎烫制品］、烫狗脊［蚌壳蕨科植物金毛狗脊

Cibotium barometz（L.）J. Sm. 的干燥根茎烫制品］、
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炙淫羊藿（小檗科植物淫羊藿 Epimedium brevicornu 

Maxim. 的干燥叶）、肉苁蓉（列当科植物肉苁蓉

Cistanche deserticola Y. C. Ma 的干燥带鳞叶的肉质

茎）、制何首乌（蓼科植物何首乌 Polygonum 

multiflorum Thunb. 的干燥块根炮制加工品）组成。所

有中药饮片均购自北京同仁堂晋中药店，经山西医科

大学白云娥教授鉴定，均为正品。采用传统水煎法提

取，分别加入 8 倍量水煎煮 3 次，合并滤液后浓缩、

冻干（冻干粉得率为 19.05%），所得冻干粉经研磨均

匀后密封保存于 20 ℃。采用 HPLC 法检测[9]，冻干

粉中有效成分二苯乙烯苷质量分数为 2.61 mg·g−1。 

1.3  试剂 

单碘乙酸钠（MIA，上海阿拉丁试剂有限公司，

批号 D2110097）；色谱级甲醇、乙腈、甲酸和纯水（美

国赛默飞公司）；苏木素-伊红（HE）染色液（武汉赛

维尔生物科技有限公司，批号 G1005）；番红染色液

（北京索莱宝科技有限公司，批号 G1371）；白细胞介

素（IL）-6、IL-1β 和肿瘤坏死因子（TNF）-α 酶联免

疫吸附实验试剂盒（上海茁彩生物科技有限公司，批

号 ZC-36391、ZC-36404、ZC-37624）。 

1.4  仪器 

UPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS 质谱仪（美国赛

默飞公司）；SB-5200 DTD 型超声波清洗器（宁波

新芝生物科技有限公司）；KDC-149HR Neofuge 15R

型高速冷冻离心机（上海力新仪器有限公司）；

Molecular Devices 酶标仪（美国美谷分子仪器有限

公司）；徕卡-2016 转轮式切片机（德国 Leica 公司）；

Pannoramic 250 型数字切片扫描仪（匈牙利

3DHISTECH 公司）。 

2  方法 

2.1  分组、造模及给药 

将 33 只 SD 大鼠随机分为 4 组，其中假手

术组 3 只，模型组及补肾通络方低、高剂量（400、

800 mg·kg−1）组各 10 只。所有大鼠经 ip 戊巴比

妥钠（35 mg·kg−1）麻醉后，于双侧膝关节腔内

分别注射 40 μL 0.114 mol·L−1 MIA 溶液，构建大

鼠 KOA 模型[10]；假手术组大鼠同期于双侧膝关节

腔内注射等量 0.9%氯化钠溶液。造模结束后，所有

大鼠常规饲养 7 d，使模型状态趋于稳定。 

造模后第 8 天启动药物干预，补肾通络方冻干

粉以蒸馏水溶解后进行 ig 给药，每天 1 次，连续干

预 28 d。其中假手术组与模型组大鼠 ig 等体积蒸馏

水，低、高剂量给药组分别 ig 对应质量浓度的补肾

通络方药液［（给药剂量根据大鼠临床等效剂量

（411.42 mg·kg−1）设置］。 

实验最后 1 天，所有大鼠禁食 12 h，末次给药

1 h 后，ip 戊巴比妥钠进行麻醉。采用腹主动脉取血

法采集大鼠血液样本，室温静置 2 h 后，于 4 ℃、

12 000 r·min−1 离心 10 min，分离获取血清上清液，

分装于无菌 EP 管内，置于−80 ℃超低温冰箱中保

存备用。采血完成后立即剥离大鼠双侧完整膝关节

软骨组织，以备后续切片染色检测使用。 

2.2  血清炎症因子检测 

将血清样本于室温下平衡后，按照试剂盒说

明书的操作步骤，检测各组血清中 IL-6、IL-1β 和

TNF-α 水平。 

2.3  HE 和番红 O-固绿染色 

关节组织经4%多聚甲醛固定48 h后，转入15% 

EDTA 溶液进行脱钙处理。脱钙完成后，进行脱水、

石蜡包埋及切片。经 HE 染色，或番红 O-固绿染色

后，使用数字切片扫描仪采集图像观察。采用国际

骨关节炎研究学会（OARSI）推荐的半定量评分系

统[11]评估大鼠膝关节软骨的退变程度。 

2.4  代谢组学分析 

2.4.1  血清样本处理  取 100 μL 血清样本，按 1∶5

加入预冷无水乙腈，充分涡旋混匀后置于冰水浴中超

声处理，并静置孵育 20 min 沉淀蛋白。随后在 4 ℃、

13 000 r·min−1离心 15 min，收集上清液 400 μL，于

4 ℃条件下旋干。干燥残渣用 100 μL 无水甲醇复溶，

冰水浴中超声处理后再离心，取上清液，经 0.22 μm

滤膜滤过后转入进样瓶。为评估进样过程的稳定

性，将等体积各组血清样本混合制备质控（QC）样

本。同时将补肾通络方冻干粉溶液稀释至适当浓

度，经 0.22 μm 滤膜滤过，作为方剂体外进样样本。 

2.4.2  进样条件   

（1）色谱条件：采用 Waters HSS T3（100 mm×

2.1 mm，1.8 μm）色谱柱，柱温 40 ℃，体积流量

0.35 mL·min−1，进样体积 3 μL。采用 0.1%甲酸水溶

液（A）-0.1%甲酸乙腈溶液（B）梯度洗脱：0→2 min，

2% B；2→3 min，2%～35% B；3→17 min，35%～

70% B；17→18 min，70% B；18→29 min，70%～

98% B；29→31 min，98% B；31→32 min，98%～

2% B；32→35 min，2% B。 

（2）质谱条件：采用 Q-Exactive-Orbitrap 高分

辨质谱仪搭配电喷雾电离源（ESI），正负离子模式

切换扫描。雾化气体为高纯度氮气（N2），碰撞气体

https://y.c.ma/
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为高纯度氦气（He）。采集模式包括全扫描与数据依

赖二级质谱扫描，扫描范围 m/z 100～1 500。毛细

管电压：正离子模式 3.5 kV，负离子模式 2.5 kV；

脱溶剂气体温度为 300 ℃，毛细管温度为 320 ℃。

鞘气流压力为 241 kPa，辅助气流压力为 69 kPa。 

2.4.3  代谢组学分析  采用 Compound Discoverer 

3.2.0.421 软件完成色谱峰提取与对齐，质量容差

5×10−6，色谱信噪比阈值 1.5，样品保留时间对齐

容差 0.2 min。对原始峰面积数据开展 Z-score 标准

化校正，并剔除组内相对标准偏差（RSD）大于 30%

的化合物。预处理后，将数据导入 SIMCA 14.0 软

件进行多变量统计分析。包括主成分分析（PCA）

与正交偏最小二乘判别分析（OPLS‑DA）。以

OPLS‑DA 模型中变量投影重要性（VIP）＞1 且 t检

验 P＜0.05 为标准，确定差异代谢物。随后根据代

谢物表达趋势，选取给药组中显著回调的差异代谢

物。最后，利用 MetaboAnalyst 6.0（https://www. 

metaboanalyst.ca/）平台进行代谢通路富集分析。 

2.5  移行成分鉴定 

移行成分数据的预处理与代谢组学相同，均采

用 Compound Discoverer 3.2.0.421 软件完成。移行

成分的质谱注释依托 MS-DIAL 配套 MS/MS 公共

数据库完成，数据库包含 ReSpect、BMDMS-NP、

GNPS 及 Fiehn HILIC，收录各类植物次生代谢物与

天然产物的二级碎片质谱信息。分别对比假手术

组、模型组与给药组血清样本，筛选药物原型入血

成分：将给药组中检出、且给药组峰面积为假手术

组、模型组的 10 倍以上的化合物初步判定为血清

移行成分。最后联合上述数据库的二级质谱图谱信

息，对候选移行成分进行最终结构确证。 

2.6  网络药理学分析 

根据“2.5 移行成分鉴定”项下所鉴定的移行成

分 化 学 结 构 ， 分 别 在 SwissTargetPrediction

（http://swisstargetprediction.ch/）及中药系统药理学

（TCMSP，https://www.tcmsp-e.com/）数据库中预测

其潜在靶点。以“knee osteoarthritis（膝骨关节炎）”

为检索词，在人类基因数据库（GeneCards，

https://www.genecards.org/）和人类孟德尔遗传数据

库（OMIM，https://omim.org/）取与疾病相关的基因

靶点。经 Venny 分析筛选交集靶点后，将交集基因

导入注释、可视化与综合发现数据库平台（DAVID，

https://david.ncifcrf.gov/）进行基因本体（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。 

2.7  谱效关联分析 

为消除不同变量间的量纲影响，将移行成分峰

面积、代谢物峰面积及大鼠血清中 IL-1、IL-6、TNF-

α 的浓度水平分别进行 Z-score 标准化处理。随后采

用偏最小二乘回归分析（PLSR）。通过 PLSR 模型

中各变量的VIP值评估其与炎症因子水平的相关性

强弱，并以 VIP＞1 作为筛选标准，确定相关性显

著的候选指标[12]。 

2.8  代谢物-反应-酶-基因网络的绘制 

在 Cytoscape 3.10.3 中，通过 Metascape 插件整

合代谢组学差异代谢物与关键靶点数据，构建代谢

物-反应-酶-基因相互作用网络。 

2.9  统计方法 

采用 SIMCA 14.0 软件对数据进行 Z-score 标准

化处理及多元统计分析。使用 R 4.4.3 软件进行偏最

小二乘回归分析（PLSR）。组间差异的统计分析采

用 GraphPad Prism 10 软件，两组比较采用独立样本

t检验，多组比较采用单因素方差分析（ANOVA）。

以 P＜0.05 为差异具有统计学意义。 

3  结果 

3.1  膝骨关节病理形态 

HE 染色结果显示（图 1-A），与假手术组相比，

模型组大鼠关节面粗糙破损，软骨层变薄，滑膜增

生且厚薄不均，关节腔间隙增大，骨小梁坏死，纤

维组织增生，软骨细胞排列紊乱。补肾通络方低、

高剂量组关节面较为平滑，关节腔间隙较小，但仍

可见部分滑膜组织炎症及少量软骨细胞坏死。番红

O-固绿染色结果（图 1-B）显示，模型组软骨层出现

全层缺失或局部缺损，表面不平整，厚薄不均，着色

不均匀，潮线不整齐或不完整等病理改变，补肾通络

方组病变程度明显减轻。基于番红 O-固绿染色进行

的OARSI评分用于综合评价骨关节炎过程中软骨结

构、细胞形态及基质变化及病变发展程度。统计结果

显示（图 1-C），与模型组相比，补肾通络方低、高

剂量组软骨层厚度增加，缺损减少，着色均匀，潮线

完整，OARSI 评分显著降低（P＜0.001）。 

3.2  血清炎症因子水平 

与假手术组相比，模型组血清促炎因子 IL-6、

TNF-α 及 IL-1β 水平均显著升高（P＜0.05），大鼠

的膝骨关节处于炎症损伤状态；与模型组相比，补

肾通络方低、高剂量组干预后血清促炎因子 IL-6、

TNF-α 及 IL-1β 水平均显著下降（P＜0.05、0.01、 
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A-大鼠膝关节组织的的 HE 染色图；B-大鼠膝关节组织番红 O-固绿染色图；C-基于番红 O-固绿切片的 OARSI 评分；D-血清炎症因子表达结

果；与假手术组比较：#P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

A-HE staining image of rat knee joint tissue; B-safranin O-fast green staining image of rat knee joint tissue; C-OARSI score based on safranin O-fast green 

staining; D-expression results of serum inflammatory factors; #P < 0.05 vs sham operation group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

图 1  补肾通络方对 KOA 模型大鼠的影响 ( x ±s) 

Fig. 1  Effects of Bushen Tongluo Formula on KOA model rat ( x ±s) 

0.001）。表明补肾通络方对骨关节炎大鼠的软骨损

伤及炎症水平具有明显改善作用（图 1-D）。上述结

果显示，补肾通络方低、高剂量均可改善软骨损伤、

降低炎症因子，存在一定剂量相关性，高剂量组

OARSI 评分，IL-1β、IL-6、TNF-α 抑制效果优于低

剂量组；为聚焦核心药效对应的代谢与物质变化，本

研究仅选取效应最优的高剂量组开展血样后续分析。 

3.3  补肾通络方的血清移行成分鉴定结果 

对假手术组、模型组和补肾通络方高剂量组血

清进行检测分析，分别采集正、负离子模式下的总

离子流色谱图（图 2）。结合对照品的二级质谱裂解

规律，共鉴定出 18 个血清移行成分（表 1）。 

 

 

 

假手术 模型 补肾通络方 400 mg·kg−1 补肾通络方 800 mg·kg−1 
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图 2  大鼠血清样品总离子流图 

Fig. 2  Total ion chromatogram of rat serum samples 

表 1  补肾通络方血中移行成分鉴定结果 

Table 1  Identification results of migrated components in serum of Bushen Tongluo Formula 

序

号 
化合物 t/min 

离子

模式 
分子式 

m/z 
碎片离子 

误差/ 

(×10−6) 理论值 实测值 

1 甜菜碱 1.45 POS C5H11NO2 118.086 25 118.086 38 74.060 5、59.073 5、58.065 7 1.10  

2 麦芽酚 1.43 POS C6H6O3 127.038 97 127.038 99 109.028 6、81.033 9、53.039 2 0.16  

3 水杨酸 8.01 NEG C7H6O3 137.024 41 137.024 46 93.034 5、94.037 8、65.0398  0.36  

4 香草醛 9.31 NEG C8H8O3 151.040 06 151.040 10 107.050 2、89.024 4、71.013 8 0.26  

5 原儿茶酸 6.51 NEG C7H6O4 153.019 33 153.019 68 123.045 1、109.029 4、66.034 9 2.29  

6 苯丙氨酸 5.73 NEG C9H11NO2 164.071 70 164.071 91 120.080 8、93.070 1、84.960 0 1.28  

7 4-羟基苯丙酮酸 7.41 NEG C9H8O4 179.0349 8 179.035 32 135.045 2、59.013 8 1.90  

8 果糖 1.44 NEG C6H12O6 179.056 11 179.055 97 131.034 6、113.024 0 −0.78  

9 地黄苦苷元 10.69 NEG C10H16O3 183.102 66 183.103 02 181.071 4、89.024 4 1.97  

10 壬二酸 7.34 NEG C9H16O4 187.097 58 187.097 66 125.097 2、97.065 8  0.43  

11 表儿茶素 9.71 NEG C15H14O6 289.071 76 289.069 97 221.081 9、141.053 5、121.029 4 −6.19  

12 庚二酸 9.66 NEG C18H34O5 329.233 34 329.233 45 171.102 7、139.112 9 0.33  

13 没食子酸-己糖 5.74 NEG C14H20O9 331.103 45 331.103 67 169.014 1、107.013 7、151.003 6 0.66  

14 大黄素单甲醚-O-

己糖 

9.51 NEG C22H22O10 445.114 02 445.115 07 283.061 1、240.042 8、59.013 8 2.36  

15 大黄素 9.23 NEG C15H10O5 269.045 54 269.045 94 199.041 8、185.061 2、182.038 5 1.49  

16 紫云英苷 6.95 NEG C21H20O11 447.093 28 447.094 39 271.024 7、151.003 6、107.013 9 2.48  

17 宝藿苷Ⅰ  12.49 NEG C27H30O10 513.176 62 513.177 51 351.087 4、323.091 8 1.73  

18 5, 7-二羟基-1(3H)-

异苯并呋喃酮 

6.35 NEG C8H6O4 165.019 33 165.019 51 121.029 4、91.916 5 1.09  

 

3.4  基于血清移行成分的关键作用靶点预测和筛选 

根据鉴定的 18 个血清移行成分，预测获得 339

个潜在作用靶点。同时，通过数据库检索共收集到

3 367 个与 KOA 相关的靶点。利用 Venny 工具（图 3-

A），共得到 133 个交集靶点。GO 功能富集注释分析

的生物过程如图 3-B所示，其中“缺氧反应”对应KOA

关节腔内低氧的特征，“炎症反应上调”和“脂多糖反

应上调”提示补肾通络方可能通过增强对炎症刺激 

 

 

 

 

 

 

 

假手术组 模型组 补肾通络方高剂量组 

正离子模式 

负离子模式 

   

0 10 20 30 

 0 10 20 30  0 10 20 30 

 0 10 20 30  0 10 20 30 

 0 10 20 30 
t/min 

t/min 

t/min 

t/min 

t/min 

t/min 

补肾通络方 800 mg·kg−1   
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A-KOA 相关靶点和补肾通络方入血成分预测靶点韦恩图；B-GO 富集分析；C-KEGG 富集分析。 

A-Venn diagram of relevant targets of KOA and components of Bushen Tongluo formula; B-GO enrichment analysis; C-KEGG enrichment analysis. 

图 3  药物与疾病靶点的网络药理学分析结果 

Fig. 3  Network pharmacology analysis results of drug-disease target interactions

的响应对抗 KOA。图 3-C 所示为 KEGG 通路富集

分析结果。其中，“蛋白聚糖代谢”提示补肾通络方

可能通过调节软骨细胞外基质的合成与降解发挥

作用，“PI3K-Akt 信号通路”与“酪氨酸代谢”通路

的富集则与KOA的炎症反应和免疫调节密切相关。 

3.5  补肾通络方改善 KOA 相关代谢异常 

PCA 结果（图 4-A）显示，QC 样本在得分图

中分布集中，聚集性良好，表明本研究的代谢组学

检测方法具有良好的稳定性与重复性。OPLS-DA 结

果（图 4-B、C）显示，假手术组、模型组以及高、

低剂量给药组的大鼠血清代谢谱在模型中分别聚

集，并呈明显组间区分，提示各组之间存在显著的

代谢差异。为验证 OPLS-DA 模型的稳健性与预测

能力，分别对“假手术 vs 模型”与“模型 vs 补肾

通络方 800 mg·kg−1”的模型进行了 100 次置换检

验（图 4-E、G）。结果显示，前者模型的拟合度（R2）

为 0.992，预测能力（Q2）为 0.940；后者模型的 R2

为 0.999，Q2 为 0.998，表明模型具有较强的解释性

与预测性，能够有效区分不同组别的样本。基于

PCA 和 OPLS-DA 评分，对所有代谢物进行差异分

析并绘制代谢物火山图（图 4-D、F）。与假手术组

相比，模型组中 171 个代谢物显著上调，113 个显

著下调；与模型组相比，给药组中 223 个代谢物显

著上调，96 个显著下调。基于 OPLS-DA 模型并结

合 VIP＞1，筛选出具有统计学意义的差异代谢物。

进一步按代谢趋势筛选出 120 个在给药后出现回调

的代谢物（图5-A）。对上述120个代谢物进行KEGG

通路富集分析（图 5-B），共富集到 6 条显著通路，

分别为“精氨酸生物合成”“缬氨酸/亮氨酸/异亮氨酸

生物合成”“甘氨酸/丝氨酸/苏氨酸代谢”“不饱和脂

肪酸生物合成”“精氨酸和脯氨酸代谢”“新霉素/卡

那霉素/庆大霉素生物合成”通路。上述结果表明，

补肾通络方可能主要通过调节氨基酸代谢与不饱

和脂肪酸代谢来发挥干预 KOA 的作用。 

3.6  补肾通络方抗炎活性谱效关联分析 

基于偏最小二乘回归（PLSR）建立谱效关联模 
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A-PCA 得分图；B-假手术组与模型组的 OPLS-DA 得分图；C-模型组与给药组的 OPLS-DA 得分图；D-假手术组与模型组火山图；E-假手术

组与模型组 OPLS-DA 置换检验结果；F-模型组与补肾通络方高剂量组火山图；G-模型组与补肾通络方高剂量组 OPLS-DA 置换检验结果。 

A-PCA score plot; B-OPLS-DA score plots of sham operation group and model group; C-OPLS-DA score plots of model group and administration group; 

D-volcano plots of sham operation group and model group; E-OPLS-DA permutation test results of sham operation group and model group; F-volcano 

plots of model group and high-dose group of Bushen Tongluo Formula; G-OPLS-DA permutation test results of model group and high-dose group of 

Bushen Tongluo Formula. 

图 4  大鼠血清样本多元统计分析结果 

Fig. 4  Multivariate statistical analysis results of rat serum samples 

型，分别分析大鼠血清移行成分、差异代谢物、炎

症因子 3 者之间的相关性（图 6）。将与移行成分或

血清炎症因子浓度存在显著相关性的前 20 个回调

代谢组作为关键差异代谢物（表 2）。结果显示，宝

藿苷Ⅰ、地黄苦苷元和甜菜碱在代谢物回调及炎症因

子抑制中贡献显著，提示其可能为补肾通络方发挥

抗炎作用的关键活性成分。进一步分析发现，甜菜

碱与缬氨酸、肌酸、鞘氨醇-1-磷酸、苯甲酸、丙二

酸、胆酸、去氧胆酸、7-酮去氧胆酸等代谢物呈显

著相关；宝藿苷Ⅰ与去氧胆酸、鞘氨醇-1-磷酸、色氨

酸、3-羟基-3-羧甲基己二酸等显著相关；地黄苦苷

元则与缬氨酸、7-酮去氧胆酸、鞘氨醇-1-磷酸、苯

甲酸、丙二酸、胆酸、异戊酰甘氨酸显著相关。 

3.7  整合代谢组学与关键靶点构建补肾通络方调

控代谢网络 

将移行成分预测获得的 133 个靶点与 120 个差

异回调代谢物整合构建出“代谢物-反应-酶-靶点”

网络（图 7），主要涉及“亚油酸代谢和花生四烯酸

代谢”“酪氨酸代谢”“缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸

代谢”等多个代谢通路。网络清晰展现了靶点与差

异代谢物之间的关系。在亚油酸和花生四烯酸代谢

通路中，ALOX5 和 PTGS2 分别编码了 5-脂氧合 
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图 5  补肾通络方调节 KOA 的差异代谢物聚类分析 (A) 和通路富集分析 (B) 

Fig. 5  Cluster analysis (A) and pathway enrichment analysis (B) of differential metabolites of Bushen Tongluo Formula in 

regulating KOA 

 

图 6  大鼠血清移行成分 (红色)、差异代谢物 (蓝色) 和炎症因子 (黑色) 的关联分析 

Fig. 6  Correlation analysis of migrating components in rat serum (red), differential metabolites (blue), and inflammatory 

factors (black) 
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表 2  关键差异代谢物信息 

Table 2  Key callback differential metabolite information 

序

号 
代谢物 分子式 t/min m/z 

检出

模式 

模型 vs 假手术 补肾通络方高剂量 vs 模型 

VIP log2FC 变化 VIP log2FC 变化 

1 硫酸吲哚酚 C8H7NO4S 17.12  212.002 54 NEG 1.39  −0.67  ↓ 1.07  1.03  ↑ 

2 缬氨酸 C5H11NO2 7.44  118.086 48 POS 1.09  1.18  ↑ 1.15  −1.03  ↓ 

3 芥酸 C22H42O2 7.89  338.341 57 POS 1.43  0.95  ↑ 1.26  −1.91  ↓ 

4 肌酸 C4H9N3O2 15.71  132.076 88 POS 2.10  1.14  ↑ 1.50  −1.13  ↓ 

5 鞘氨醇 C18H37NO2 6.45  300.289 63 POS 1.32  0.82  ↑ 2.04  −1.74  ↓ 

6 脱氧胆酸 C24H40O4 11.19  391.285 53 NEG 1.22  1.47  ↑ 1.15  −2.32  ↓ 

7 7-酮脱氧胆酸 C24H38O5 17.05  405.264 77 NEG 1.34  0.59  ↑ 1.22  −1.50  ↓ 

8 鞘氨醇-1-磷酸  C18H38NO5P 12.74  378.241 61 NEG 1.12  0.69  ↑ 1.26  −0.67  ↓ 

9 苯甲酸 C7H6O2 15.07  121.029 51 NEG 1.10  0.65  ↓ 1.61  2.05  ↑ 

10 丙二酸  C3H4O4 19.03  103.003 70 NEG 1.45  −1.02  ↓ 2.03  0.88  ↑ 

11 胆酸 C24H40O5 15.52  407.280 35 NEG 1.05  2.63  ↑ 1.22  −1.58  ↓ 

12 硫酸苯酯 C6H6O4S 6.26  233.012 58 NEG 1.08  −1.33  ↓ 1.15  1.81  ↑ 

13 癸二酸 C10H18O4 23.73  201.113 31 NEG 1.55  0.93  ↑ 1.29  −0.91  ↓ 

14 N2-乙酰鸟 

氨酸 

C7H13N3O3 16.71  175.107 69 POS 1.15  1.23  ↑ 1.50  −1.87  ↓ 

15 棕榈油酸 C16H30O2 21.77  313.238 65 NEG 1.48  0.70  ↑ 1.08  −0.67  ↓ 

16 异戊酰甘氨酸  C7H13NO3 16.69  158.082 37 NEG 1.04  −1.84  ↓ 2.21  1.30  ↑ 

17 
3-羟基-3-羧甲

基已二酸  
C8H12O6 14.86  219.051 03 NEG 2.25  0.61  ↑ 1.67  −1.06  ↓ 

18 N-乙酰脯氨酸  C7H11NO3 15.59  156.066 62 NEG 1.39  0.74  ↑ 1.17  −1.70  ↓ 

19 色醇 C10H11NO 15.90  194.117 52 NEG 1.40  0.80  ↑ 1.03  −1.00  ↓ 

20 棕榈酰肉碱 C23H45NO4 5.86  400.342 37 POS 1.16  1.53  ↑ 1.18  −1.65  ↓ 

“↑”-含量上升；“↓”-含量下降；POS-阳离子模式；NEG-阴离子模式。 

“↑”-content increases; “↓”-content decreases; POS-positive ion mode; NEG-negative ion mode. 

酶和环氧合酶催化反应生成 5（S）-HPETE 和 9

（S）-HPODE 等脂质氧化代谢产物。在 KOA 的持

续慢性炎症状态中，这类氧化脂质介导的炎性放大

反应被认为是导致软骨降解和疼痛的重要机制之

一[13]。因此，补肾通络方可能通过调控 ALOX5 和

PTGS2所编码酶的表达与活性，从而减少脂质过氧化

物的生成，缓解关节局部的氧化应激和炎症反应。 

3.8  综合血清药物化学与代谢组学揭示补肾通络

方的代谢调控机制 

综合网络药理学、代谢组学及谱效关联分析结

果，绘制药材-成分-靶点、代谢物-通路网络（图 8）。

结果表明，补肾通络方可能通过多成分-多靶点/代

谢物-多通路的协调作用治疗 KOA。例如，淫羊藿

中的主要有效成分宝藿苷 I 吸收入血后，调控

PTGS2 和 ALOX5 蛋白的表达及代谢物亚油酸、鞘

氨醇-1-磷酸、棕榈烯酸、磷脂酰酸、棕榈酸在血液

中的浓度，影响亚油酸代谢、不饱和脂肪酸 β-氧化、

酪氨酸代谢、雌激素生物合成和代谢、磷脂代谢及

不饱和脂肪酸的生物合成从而发挥其抗炎活性。此

外，从图中发现亚油酸代谢和花生四烯酸代谢等促

炎通路在补肾通络方调节的代谢通路中占据重要

地位，这些通路与 KOA 的炎症及炎性疼痛密切相

关，该结果为补肾通络方调控代谢治疗 KOA 的机

制研究提供参考。 

4  讨论 

本研究通过构建 KOA 大鼠模型，明确了补肾

通络方的干预效应，结果证实该方可有效改善大鼠

软骨病理损伤、抑制关节炎症反应，在动物模型中

展现出显著的 KOA 治疗效果。通过血清药物化学

分析，本研究共鉴定出 18 种补肾通络方血清移行

成分，为阐释该复方的药效物质基础提供了直接实

验依据。基于非靶向代谢组学筛选，最终识别出 120

个可被补肾通络方显著调控的差异代谢物，相关代

谢产物富集于多条关键代谢通路，其中以氨基酸代 
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图 7  代谢物-反应-酶-靶点网络 

Fig. 7  Regulatory network of metabolite-driven enzyme reactions and targets 

 

图 8  药材-成分-代谢物/靶点-通路图 

Fig. 8  Herbs-components-metabolites/targets-pathways network 
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谢与不饱和脂肪酸代谢通路的调控效应最为显著，

提示补肾通络方可能通过调控上述代谢通路及相

关代谢物，发挥抗 KOA 作用。本研究进一步整合

谱效关联分析与网络药理学靶点预测结果，成功构

建“成分-代谢物-炎症因子”“代谢物-靶点”多维关

联网络，最终系统阐明了补肾通络方“成分-靶点-代

谢物-通路”的整体调控机制图谱。 

代谢组学分析结果表明，补肾通络方可显著干

预机体氨基酸代谢与不饱和脂肪酸代谢进程。其

中，差异显著的氨基酸代谢物主要包括缬氨酸、亮

氨酸、丙氨酸、精氨酸、赖氨酸等；不饱和脂肪酸

代谢物则涵盖亚油酸、棕榈烯酸、芥酸等。现有研

究已证实，氨基酸与脂质代谢紊乱是 KOA 特征性代

谢紊乱表现[14-16]。其中，精氨酸可促进术后关节组织

修复[17]；赖氨酸及其代谢产物脯氨酸具备良好的抗

炎、抗氧化活性，能够有效缓解 KOA 引发的关节炎

症与疼痛症状[18-19]。在脂质代谢层面，n-6 型多不饱

和脂肪酸可介导炎症级联反应的激活[20-21]，而 n-3 型

多不饱和脂肪酸则发挥抗炎、保护心血管的生物学

效应[22-23]。 

值得注意的是，亚油酸及花生四烯酸代谢通路

是补肾通络方干预 KOA 的核心靶点通路，参与调

控关节慢性炎症的活化进程。既往研究认为，亚油

酸可通过代谢生成花生四烯酸，进一步诱导前列腺

素、白三烯 B 等促炎介质大量释放，进而触发关节

炎症反应[24-25]；但近期研究发现，亚油酸对体内花

生四烯酸稳态无明显调控作用，其促炎效应主要由

自身及其氧化代谢产物介导[26]。本研究发现，补肾

通络方可显著下调亚油酸氧化产物 9,10,13-三羟基

十八碳烯酸水平，提示其可能通过抑制亚油酸氧化

代谢产物的积累发挥抗炎作用。进一步结合网络药

理学结果显示，宝藿苷Ⅰ、地黄苦苷元和甜菜碱等活

性成分可能通过作用于关键靶点 PTGS2 和

ALOX5，干预不饱和脂肪酸的酶促过氧化反应，进

而调控亚油酸/花生四烯酸代谢通路。PTGS2 与

ALOX5 分别参与前列腺素和白三烯的合成，是炎

症反应中的重要调节酶[27-28]。据此推测，补肾通络

方中的活性成分通过抑制 PTGS2/ALOX5 介导的炎

性脂质代谢过程，减少促炎介质的生成，从而缓解

骨关节炎局部的慢性炎症反应，缓解关节损伤。 

谱效关联分析结果筛选出宝藿苷Ⅰ、地黄苦苷元

和甜菜碱为潜在的关键抗炎活性成分。据文献报

道，甜菜碱具有调节能量代谢、减缓氧化应激和细

胞凋亡的作用[29]；宝藿苷Ⅰ可调控巨噬细胞 M2 型极

化，具有免疫调节功能[30]；地黄苦苷元被多项研究

证实具有显著的抗炎活性[31]。本研究发现，上述 3

种核心成分与多种差异代谢物、炎症因子存在密切

关联性，提示其可通过多成分协同作用，靶向调控

多个关键靶点与代谢通路，共同介导补肾通络方治

疗 KOA 的药理效应。 

本研究通过代谢组学、网络药理学、谱效关联

分析等方式分析了补肾通络方通过代谢调控治疗

KOA 的潜在作用机制，但是仍存在一些不足。在代

谢组学研究中，假手术组动物数量较少，可能会导

致结果存在一定偏差。同时，补肾通络方对 PTGS2、

ALOX5 和不饱和脂肪酸、氨基酸代谢通路的具体

调控机制，仍需后续开展针对性实验进一步验证与

完善。 

综上，本研究揭示了补肾通络方对 KOA 的抗

炎和软骨保护作用。通过血清药物化学和非靶向代

谢组学，筛选获得 18 种入血药效成分与 120 个差

异代谢物，结合网络药理学，发现补肾通络方可能

主要通过调节 PTGS2、ALOX5，干预以亚油酸为核

心的不饱和脂肪酸代谢以及多种氨基酸代谢通路，

发挥多成分、多靶点、多通路的协同治疗作用。本

研究初步阐明了补肾通络方干预 KOA 的代谢调控

机制，为揭示该中药复方组方的科学内涵提供了实

验支撑与理论依据。 
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