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升麻三萜皂苷对破骨细胞形成分化的影响及机制研究1 
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摘  要：目的  探究升麻三萜皂苷（Cimicifuga triterpene saponins）对破骨细胞形成分化和骨吸收功能的影响，并基于网络

药理学探讨其作用机制。方法  采用 CCK-8 法测定升麻三萜皂苷阿克特素、升麻环氧醇苷、升麻醇对骨髓巨噬细胞（bone 

marrow macrophages，BMMs）增殖活性的影响；抗酒石酸酸性磷酸酶（tartrateresistant acid phosphatase，TRAP）染色测定破

骨细胞数目；磷酸苯二钠法测定破骨细胞的 TRAP 活性；鬼笔环肽染色观察破骨细胞 F-actin 环的形成；甲苯胺蓝染色检测

破骨细胞在牛皮质骨骨片上形成的骨吸收陷窝；Western blotting 分析破骨细胞标志基因和蛋白的表达。采用 GeneCards 和

DisGeNET 数据库获取破骨细胞功能的靶点，应用 Cytoscape 3.7.1 软件，采用蛋白互作的方式，筛选升麻三萜皂苷调控破骨

细胞功能的核心靶点，并采用 DAVID 6.8 对核心靶点进行基因本体（gene ontology，GO）功能及京都基因与基因组百科全

书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）通路富集分析。结果  升麻三萜皂苷对 BMMs 增殖无显著影响，升

麻三萜皂苷阿克特素、升麻环氧醇苷、升麻醇均可减少破骨细胞的数目，抑制破骨细胞 TRAP 活性和 F-actin 环的形成，显

著抑制破骨细胞活化 T 细胞核因子 1（nuclear factor of activated T cells 1，NFATc1）、原癌蛋白 Fos（oncogene Fos，c-Fos）、

基质金属蛋白酶 9（matrix metalloproteinase 9，MMP9）和组织蛋白酶（cathepsin K，CTSK）的表达（P＜0.05、0.01），减少

破骨细胞在骨片上形成的骨吸收陷窝的面积（P＜0.01）。网络药理学分析表明升麻三萜皂苷主要通过丝裂原活化蛋白激酶

（mitogen-activated protein kinase，MAPK）通路调控破骨细胞的骨吸收功能。结论  升麻三萜皂苷通过 MAPK 通路抑制 BMMs

诱导的破骨细胞的形成分化和骨吸收，可为抗骨质疏松新药的研发提供先导化合物。 
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Abstract: Objective  To explore the effects of Cimicifuga triterpene saponins on osteoclast (OC) formation, differentiation and bone 

resorption, and explore the mechanism based on network pharmacology. Methods  The effects of C. triterpene saponins actein, 
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cimigenoside and cimigenol on proliferation of bone marrow macrophages (BMMs) were determined by CCK-8 assay; The number of 

OC was measured by tartrateresistant acid phosphatase (TRAP) staining; The TRAP activity of OC was determined by phenylene 

disodium phosphate method; The formation of F-actin ring of OC was observed by phalloidin staining; The formation of bone 

resorption lacunae of OC in bovine cortical bone slices was detected by toluidine blue staining; The expressions of OC marker gene 

and protein were detected by Western blotting. The targets involved into the regulation of osteoclast function were obtained through 

GeneCards and DisGeNET database, and the core targets of C. triterpene saponins in regulation of osteoclast function were screened 

by Cytoscape 3.7.1 software and protein-protein interaction. DAVID 6.8 was used to perform gene ontology (GO) function and Kyoto 

encyclopedia of genes and genomes (KEGG) pathway enrichment analysis of core targets. Results  C. triterpene saponins had no 

significant effect on the proliferation of BMMs. C. triterpene saponins actein, cimigenoside and cimigenol reduced the number of OC, 

inhibited the activity of TRAP and the formation of F-actin ring of OC, and significantly decreased the expressions of nuclear factor 

of activated T cells 1 (NFATc1), oncogene Fos (c-Fos), matrix metalloproteinase 9 (MMP9) and cathepsin K (CTSK) (P < 0.05, 0.01), 

and decreased the area of bone absorption lacunae on bone slices of OC (P < 0.01). Network pharmacology analysis showed that C. 

triterpene saponins regulated the bone resorption function of OC mainly through mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway. 

Conclusion  C. triterpene saponins inhibited formation, differentiation and bone resorption activities of OC derived from BMMs 

through MAPK pathway, which provides lead compounds for the development of new anti-osteoporotic drugs. 

Key words: Cimicifugae Rhizoma; triterpene saponins; actein; cimigenoside; cimigenol; osteoclast; network pharmacology; mitogen-

activated protein kinase pathway 

 骨质疏松症是由于成骨细胞和破骨细胞参与的

骨代谢失衡，导致骨量减少而发生的骨骼疾病[1]。

破骨细胞是唯一具有骨吸收功能的细胞，由骨髓巨

噬细胞在核因子-κB 受体活化因子配体（receptor 

activator for nuclear factor-κB ligand，RANKL）和巨

噬 细 胞 集 落 刺 激 因 子 （ macrophage colony-

stimulating factor，M-CSF）的诱导下分化而成，其

活性受活化 T 细胞核因子 1（nuclear factor of 

activated T cells 1，NFATc1）和原癌蛋白 Fos

（oncogene Fos，c-Fos）的调控[2]，并通过分泌抗酒

石酸酸性磷酸酶（tartrate resistant acid phosphatase，

TRAP）、组织蛋白酶 K（cathepsin K，CTSK）和基

质金属蛋白酶 9（matrix metalloproteinase 9，MMP9）

降解骨基质进行骨吸收[3]。破骨细胞过度激活是骨

量减少和骨质疏松症发生的重要因素，抑制破骨细

胞的形成分化及骨吸收作用是减少骨丢失及防治骨

质疏松症的策略之一。 

 升麻为毛茛科植物大三叶升麻 Cimicifuga 

heracleifolia Kom.、兴安升麻 C. dahurica (Turcz.) 

Maxim.或升麻 C. foetida L.的干燥根茎，含有三萜皂

苷、黄酮、生物碱和色酮等化学成分，具有缓解潮

热、抗骨质疏松、抗人类免疫缺陷病毒、抗炎、抗

糖尿病、抗疟疾和保护血管等多种生物活性[4]。同

属植物黑升麻 C. racemosa L.在欧洲广泛应用于防

治更年期综合征和骨质疏松症[5]。有研究表明升麻

具有与黑升麻相似的缓解去卵巢大鼠更年期综合征

和抗骨质疏松作用，其有效成分为三萜皂苷[6-7]。升

麻三萜皂苷能够增加成骨细胞的骨形成[8]，但其对

破骨细胞形成分化和骨吸收的影响及机制尚不清

楚。本研究以骨髓巨噬细胞（ bone marrow 

macrophages，BMMs）诱导的破骨细胞为模型，研

究升麻三萜皂苷对破骨细胞形成分化和骨吸收的影

响，并基于网络药理学探索其作用机制，以期为将

升麻应用于骨质疏松症的防治提供科学依据。 

1  材料 

1.1  动物 

 SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠，6～8 周龄，由上海

斯莱克实验动物有限公司提供，生产许可 SCXK

（沪）2017-0005。小鼠饲养在浙江中医药大学动物

实验中心，在 12 h 光照和 12 h 黑暗条件下自由饮

水和摄食。动物实验严格遵守浙江中医药大学伦理

规定，伦理批准号 IACUC-20230731-08。 

1.2  药品与试剂 

 升麻三萜皂苷类成分为从升麻 C. foetida L.的

干燥根茎分离纯化的化合物，经 MS 和 HNMR 鉴

定，确定其结构分别为阿克特素（actein）、升麻环

氧醇苷（cimigenoside）和升麻醇（cimigenol），其化

学结构见图 1，质量分数均大于 98.0%。磷酸酶蛋白

酶抑制剂（批号 P1045）、Western 及 IP 裂解液（批

号 P0013J）、5×上样缓冲液（批号 P0015）、Western

一抗稀释液（批号 P0023A）、牛血清白蛋白（批号

ST023）、BCA 蛋白定量试剂盒（批号 P0010）、1.5 

mol/L Tris-HCl（pH 8.8，批号 ST788）、1 mol/L Tris-

HCl（pH 6.8，批号 ST768）、过硫酸铵（批号 ST005）、 
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图 1  升麻三萜皂苷阿克特素、升麻环氧醇苷和升麻醇的化学结构 

Fig. 1  Chemical structures of C. triterpene saponins actein, cimigenoside and cimigenol

TEMED（批号 ST728）、DAPI 染色液（批号

061819191015）、红细胞裂解液（批号 C3702）、CCK-

8 增殖检测试剂盒（批号 C0042）购自上海碧云天

生物技术有限公司；青霉素-链霉素（批号 15140-

122）、胎牛血清（批号 10091-148）、α-MEM 培养基

（批号 812306）购自美国 Gibco 公司；M-CSF（批

号 96-315-02-10）、sRANKL（批号 96-315-11-10）

购自杭州联科生物技术股份有限公司；胰蛋白酶（批

号 BL512A）、PBS（批号 BL302A）购自合肥 Biosharp

公司；甲苯胺蓝染色液（批号 DA0057）、2.5%戊二

醛固定液（批号 DF0156）购自北京雷根生物技术有

限公司；TRAP 染色试剂盒（批号 SKK0946）购自

日本 Wako 公司；鬼笔环肽（批号 SLBX3286）购自

美国 Sigma 公司；对硝基苯磷酸二钠（批号

M11J9L52688）、酒石酸钾钠（批号 L15D9A77662）

购自上海源叶生物科技有限公司；CTSK 抗体（批

号 19027）、细胞外调节蛋白激酶（extracellular 

regulated protein kinase，ERK）抗体（批号 ab76299）

购自英国 Abcam 公司；NFATc1 抗体（批号 8032S）、

c-Fos 抗体（批号 8032S）、p-p38 抗体（批号 4511S）、

p38 抗体（批号 8690S）、Janus 激酶（Janus kinase，

JNK）抗体（批号 9252S）、p-JNK（批号 4668T）、

p-ERK 抗体（4370S）、抗兔 IgG-HRP 抗体（批号

7074S）购自美国 CST 公司；甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ，

GAPDH）抗体（批号 AF7021）购自美国 Affinity 公

司；MMP9 抗体（批号 BA2202）购自武汉博士德

生物工程有限公司；β-actin 抗体（批号 81115-1-RR）

购自武汉三鹰生物技术有限公司。 

1.3  仪器 

 ST16R 型低温高速离心机、Steri-Cycle i160 型

二氧化碳培养箱（美国 Thermo Fisher Scientific 公

司）；Synergy H1 型多功能酶标仪（美国 Bio-Tec 公

司）；Trans-Blot 型双垂直电泳仪、Trans-Blot 型湿法

转膜仪（美国 Bio-Rad 公司）；GD50202 型凝胶成像

系统（莫纳生物科技有限公司）；SW-CJ-1FD 型超

净台（苏州净化设备有限公司）；LSM880 型激光共

聚焦显微镜、SteREO Discovery.V20 型体式显微镜

（德国蔡司公司）。 

2  方法 

2.1  破骨细胞的诱导和培养 

 取 6～8 周龄的雄性 C57BL/6 小鼠，脱颈椎处

死后浸泡于 75%乙醇中消毒 10 min，取出，无菌纱

布包裹放入生物安全柜中，取其股骨及胫骨，浸泡

于无菌 PBS 溶液中，剔除附着的肌肉，用 5 mL 注

射器吸取 α-MEM 培养基，冲洗股骨及胫骨骨髓腔

中的骨髓细胞，收集骨髓冲洗液，1 000 r/min 离心

10 min，PBS 冲洗细胞 1 次，加入 1 mL 红细胞裂解

液，随后用 PBS 冲洗细胞 2 次，即为新鲜的骨髓细

胞。将骨髓细胞用含 5 ng/mL M-CSF 的完全培养基

在 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h 后，未贴壁细

胞转移至无菌离心管中，1 000 r/min 离心 10 min，

收集细胞，用含 30 ng/mL M-CSF 的完全培养基培

养 3 d，即得 BMMs。BMMs 在 30 ng/mL M-CSF 和

50 ng/mL sRANKL 诱导下，分化为多核破骨细胞。 

2.2  升麻三萜皂苷的配制 

 将适量的阿克特素、升麻环氧醇苷、升麻醇分

别溶于 100 μL 的二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，

DMSO）中，使其浓度为 100 mmol/L，分装于无菌

的离心管中，置于−20 ℃保存，待用。 

2.3  BMMs 活性测定 

 将生长状态良好的 BMMs 以 1×104 个/孔接种

于 96 孔板中，于 37 ℃、含 5% CO2培养箱中培养

24 h，以含 30 ng/mL M-CSF 和 0.1、1.0、10.0 μmol/L

的升麻三萜皂苷（阿克特素、升麻环氧醇苷、升麻

醇）的完全培养基继续培养 48 h，另设置对照组（加

入含 30 ng/mL M-CSF 的完全培养基），每孔加入 10 

μL CCK-8 试剂和 100 μL 无血清 α-MEM 培养基，

于 37 ℃、5% CO2培养箱中孵育 30 min，在 450 nm

波长处测定吸光度（A）值。 

阿克特素                                  升麻环氧醇苷                                  升麻醇 
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2.4  破骨细胞 TRAP 活性测定 

 将生长状态良好的 BMMs 以 1×104 个/孔接种

于 96 孔板中培养 24 h，用含 30 ng/mL M-CSF、50 

ng/mL sRANKL 以及 0.1、1.0、10.0 μmol/L 的升麻三

萜皂苷（阿克特素、升麻环氧醇苷、升麻醇）的完全

培养基培养 6 d，每 3 天换液 1 次，另设置对照组（加

入含 30 ng/mL M-CSF、50 ng/mL sRANKL 的完全培

养基），应用TRAP染色试剂盒对破骨细胞进行染色，

镜下计数破骨细胞数目，并测定 TRAP 活性。 

2.5  破骨细胞 F-actin 环染色及观察 

 将生长状态良好的 BMMs 以 1×105 个/孔接种

于激光共聚皿中培养 24 h，用含 30 ng/mL M-CSF、

50 ng/mL sRANKL 以及 0.1、1.0、10.0 μmol/L 升麻

三萜皂苷（阿克特素、升麻环氧醇苷、升麻醇）的

完全培养基，另设置对照组（加入含 30 ng/mL M-

CSF、50 ng/mL sRANKL 的完全培养基），于 37 ℃、

5% CO2 环境下继续培养 6 d，每 3 天换液 1 次，培

养结束后，PBS 洗涤细胞 2 次，4%多聚甲醛固定 30 

min，PBS 洗涤 2 次，加入 100 μL 0.2% Triton X-

100，室温下透化细胞 5 min，PBS 洗涤细胞 2 次。

加入 5 μg/mL 鬼笔环肽染色液，37 ℃避光孵育 30 

min，吸弃染色液，PBS 洗涤 2 次以去除残留的染

液，加入 DAPI 染色 5 min，用 PBS 洗涤细胞 2 次，

加入 200 μL PBS，激光共聚焦显微镜下观察并拍照。 

2.6  破骨细胞在骨片上形成的吸收陷窝的染色与

观察 

 将生长状态良好的 BMMs 以 1×104 个/孔接种

于放置有无菌牛皮质骨骨片的 96 孔板中，培养 24 h，

用含 30 ng/mL M-CSF、50 ng/mL sRANKL 以及 0.1、

1.0、10.0 μmol/L 升麻三萜皂苷（阿克特素、升麻环

氧醇苷、升麻醇）的完全培养基培养 9 d，另设置对

照组（加入含 30 ng/mL M-CSF、50 ng/mL sRANKL

的完全培养基），收集骨片，用 PBS 洗涤 2 次，2.5%

戊二醛固定 7 min，0.25 mol/L 氨水超声清洗 3 次，

每次 5 min，自然晾干。1%甲苯胺蓝染液染色 10 

min，蒸馏水漂洗至骨片不再掉色，显微镜下观察并

拍照，用 Image J 软件计算骨吸收面积。 

2.7  破骨细胞骨吸收相关蛋白表达的分析 

 将生长状态良好的 BMMs 以 5×105 个/孔接种

于 6 孔板中，细胞贴壁后用含 30 ng/mL M-CSF、50 

ng/mL sRANKL 以及 10 µmol/L 升麻三萜皂苷（阿克

特素、升麻环氧醇苷、升麻醇）于 37 ℃、5% CO2环

境下预处理细胞 0、5、15、30、60 h，另设置对照组

（加入含 30 ng/mL M-CSF、50 ng/mL sRANKL 的完

全培养基）。弃去培养基，PBS 洗涤 2 次，用细胞裂

解液冰上裂解 30 min，于 4 ℃、12 000 r/min 离心 20 

min，吸取上清，采用 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋

白浓度，蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶电泳，转至 PVDF 膜，用 5%胎牛血清封闭后，分

别加入 GAPDH 抗体和破骨细胞相关蛋白抗体，4 ℃

孵育过夜，加入相应二抗，37 ℃孵育 1 h，用 MONAD 

Quick Chemi 5100 化学发光成像系统分析条带。 

2.8  基于网络药理学的升麻三萜皂苷抑制破骨细

胞活性的机制预测 

 将在 PubChem （ https://pubchem.ncbi.nlm.nih. 

gov/）中收集得到的升麻三萜皂苷类成分阿克特素、

升麻环氧醇苷、升麻醇的化学结构式，导入

pharmmapper（http://lilabecust.cn/pharmmapper/index. 

html ）（ Norm Fit ＞ 0.7 ）及 swisstargetprediction 

（http://www.swisstargetprediction.ch/）（Probablity＞0）

中，收集得到相关靶基因。以“osteoclast”为关键词

在 Genecards（https://www.genecards.org/）数据库中

以 Relevance＞2 为阈值，得到 326 个相关靶点，在

DisGeNET（https://www.disgenet.org/）数据库中收集

得到 10 个破骨细胞相关靶点。将升麻三萜皂苷相关

靶点和上述破骨细胞相关靶点取交集，获得升麻三

萜皂苷调控破骨细胞形成分化的潜在靶点。将上述

交集靶点导入 STRING 数据库（https://www.string-

db.org/）Version 12.0，设置参数“multiple protein”，

物种“Homo sapiens”，分析蛋白质-蛋白质相互作用

（protein-protein interaction，PPI），并运用 Cytoscape 

3.7.1 软件将结果可视化。基于 DAVID 6.8 数据库对升

麻三萜皂苷-破骨细胞交集靶点进行基因本体（gene 

ontology，GO）功能及京都基因与基因组百科全书

（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）通

路富集分析。以基因数排序，获得升麻三萜皂苷调控

破骨细胞形成分化的关键生物功能及信号通路。 

2.9  升麻三萜皂苷调控破骨细胞形成分化关键靶

点验证 

2.9.1  分子对接分析  从 PDB 蛋白质数据库中获

得丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein 

kinase，MAPK）通路关键靶点的 3D 结构，MAPK8

（JNK，PDB ID: 3PZE）、MAPK14（p38，PBD ID: 

1OUY）、MAPK1（ERK2，PDB ID: 1PME）和 MAPK3

（ERK1，PBD ID: 2ZOQ）。应用 AutoDockTools

（AutoDockTools，version1.5.7，Scripps Research，San 
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Diego，CA，USA）对蛋白质进行预处理，去除配合

物中的溶剂和原始配体。从 PubChem 平台获取化合

物分子结构，通过 PLIP（https://plip-tool.biotec.tu-

dresden.de/plip-web/plip/index）分析阿克特素、升麻

环氧醇苷、升麻醇与配体的相互作用。 

2.9.2  破骨细胞关键信号通路蛋白表达的分析  

将生长状态良好的 BMMs 以 5×105 个/孔接种于 6

孔板中，细胞贴壁后用 30 ng/mL M-CSF 和 50 ng/mL 

sRANKL 诱导 48 h，再以 0.1、1.0、10.0 μmol/L 的

阿克特素于 37 ℃、5% CO2环境下预处理细胞 48 h，

另设置对照组（加入含 30 ng/mL M-CSF、50 ng/mL 

sRANKL 的完全培养基）。弃去培养基，PBS 洗涤 2

次，细胞裂解液冰上裂解 30 min，于 4 ℃、12 000 

r/min 离心 20 min。吸取上清，采用 BCA 蛋白定量试

剂盒测定蛋白浓度，蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚

丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，用 5%胎牛血

清封闭后，分别加入 β-actin 抗体和 MAPK 信号通

路相关蛋白抗体，4 ℃孵育过夜，加入相应二抗，

37 ℃孵育 1 h，用 MONAD Quick Chemi 5100 化学

发光成像系统分析条带。 

2.10  统计学分析 

 使用Graphpad Prism 8.0.2软件进行数据处理并

分析，数据用 x s 表示，选用单因素方差分析（One-

way ANOVA）以及 Student’s test 进行分析。 

3  结果 

3.1  升麻三萜皂苷对 BMMs 活性的影响 

 如图 2 所示，3 种升麻三萜皂苷阿克特素、升

麻环氧醇苷、升麻醇在 0.1、1.0、10.0 μmol/L 浓度

下，均对 BMMs 的增殖没有明显的影响。因此，后

续研究选择 0.1、1.0、10.0 μmol/L 的阿克特素、升

麻环氧醇苷、升麻醇处理破骨细胞，观察其对破骨

细胞形成分化和骨吸收作用的影响。

 

图 2  升麻三萜皂苷阿克特素、升麻环氧醇苷、升麻醇对 BMMs 活力的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 2  Effects of C. triterpene saponins actein, cimigenoside and cimigenol on viability of BMMs ( x s , n = 6) 

3.2  升麻三萜皂苷对破骨细胞形成分化和 TRAP

活性的影响 

 BMMs 为骨髓巨噬细胞，在 M-CSF 和 RANKL

的诱导下分化为破骨细胞，细胞呈梭形、三角形及

煎蛋样，具有伪足、多个细胞核，TRAP 染色为阳

性。如图 3 所示，升麻三萜皂苷阿克特素、升麻环

氧醇苷、升麻醇在 0.1、1.0、10.0 μmol/L 浓度下使

破骨细胞的伪足缺失，TRAP 染色阳性细胞的数目

显著减少，破骨细胞 TRAP 活性显著降低（P＜0.05、

0.01），表明升麻三萜皂苷阿克特素、升麻环氧醇苷、

升麻醇能够显著抑制破骨细胞的形成和分化。 

3.3  升麻三萜皂苷对破骨细胞 F-actin 环的影响 

 F-actin 环是破骨细胞进行骨吸收重要结构，其

完整性和厚度可表征破骨细胞的骨吸收活性。如图

4 所示，在 0.1、1.0、10.0 μmol/L 的阿克特素、升

麻环氧醇苷、升麻醇处理下，破骨细胞 F-actin 环的

厚度变薄，缺损，连续性缺失，表明阿克特素、升

麻环氧醇苷、升麻醇均可抑制破骨细胞 F-actin 环的

形成。 

3.4  升麻三萜皂苷对破骨细胞骨吸收功能的影响 

 破骨细胞通过分泌基质降解酶，降解骨基质，

在共培养的骨片上形成吸收陷窝，吸收陷窝的数目

和面积可反映破骨细胞的骨吸收能力。如图 5 所示，

阿克特素、升麻环氧醇苷、升麻醇在 0.1、1.0、10.0 

μmol/L 浓度下均能减少破骨细胞在骨片上形成的

吸收陷窝的数目和面积（P＜0.01），显示出确切的

抑制骨吸收作用。 

3.5  升麻三萜皂苷对破骨细胞骨吸收相关蛋白表

达的影响 

 破骨细胞在转录因子 NFATc1 及 c-Fos 的调控

下产生 MMP9 及 CTSK 进行骨吸收。如图 6 所示，

阿克特素、升麻环氧醇苷、升麻醇在 10 μmol/L 浓

度下显著抑制 NFATc1、MMP9、c-Fos 以及 CTSK

的表达（P＜0.05、0.01），进一步明确了升麻三萜皂

苷阿克特素、升麻环氧醇苷、升麻醇对破骨细胞形

成分化的抑制作用。 
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与对照组（RANKL）比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下图同。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group (RANKL), same as below figures. 

图 3  升麻三萜皂苷阿克特素 (A)、升麻环氧醇苷 (B)、升麻醇 (C) 对 BMMs 诱导的破骨细胞形成分化和 TRAP 活性的影

响 ( x s , n = 6) 

Fig. 3  Effects of C. triterpene saponins actein (A), cimigenoside (B) and cimigenol (C) on formation and differentiation and 

activities of TRAP in osteoclasts derived from BMMs ( x s , n = 6) 

 

图 4  升麻三萜皂苷阿克特素、升麻环氧醇苷、升麻醇对 BMMs 诱导的破骨细胞 F-actin 环形成的影响 (×100) 

Fig. 4  Effects of C. triterpene saponins actein, cimigenoside and cimigenol on formation of F-actin ring in osteoclasts 

derived from BMMs (× 100)
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A～C-代表性的骨吸收陷窝染色图（×100）；D～F-定量分析骨吸收陷窝面积。 

A—C-representative images of bone resorption lacunae (× 100); D—F-quantification of bone resorption lacunae area. 

图 5  升麻三萜皂苷阿克特素、升麻环氧醇苷、升麻醇对 BMMs 诱导的破骨细胞骨吸收功能的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Effects of C. triterpene saponins actein, cimigenoside and cimigenol on bone resorption function in osteoclasts derived 

from BMMs ( x s , n = 3) 

3.6  网络药理学研究 

 应用网络药理学研究策略，收集得到升麻三萜

皂苷阿克特素、升麻环氧醇苷、升麻醇的相关靶点

146 个，破骨细胞相关靶点 332 个，最终得到升麻

三萜皂苷调控破骨细胞形成分化的潜在靶点 22 个

（图 7-A）。通过 PPI 分析，筛选得到度值、接近中

心度和介度中心度 3 个值均大于中位数的升麻三萜

皂苷调控破骨细胞功能的重要靶点为表皮生长因子

受体（epidermal growth factor receptor，EGFR）、非

受体酪氨酸激酶 SRC、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3

（cystein-asparate protease-3，CASP3）、MAPK1、

CTSK、过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（peroxisome 

proliferators-activated receptor γ，PPARG）、雌激素受

体 α（estrogen receptor 1，ESR1）、成纤维细胞生长

因子 2（fibroblast growth factor 2，FGF2）、MAPK8、

MAPK14、MMP3（图 7-B）。运用 DAVID6.8 数据

库对 22 个交集基因进行 GO 和 KEGG 分析，其中

GO 分析发现升麻三萜皂苷在抑制破骨细胞活性中

涉及凋亡过程的正调控、蛋白水解、胶原蛋白分解

代谢、基因表达的正向调控、细胞对活性氧的反应

等生物过程；细胞成分涉及细胞外区域、胞质、溶

酶体等；分子功能涉及蛋白磷酸酶结合、丝裂原活

化蛋白激酶和丝裂原活化蛋白激酶激酶活性等（图

7-C）。以基因数＞6 为阈值筛选 KEGG 通路富集分

析结果，得到 9 条潜在信号通路，涉及白细胞介素-

17（interleukin-17，IL-17）信号通路、肿瘤坏死因

子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）信号通路、

脂质与动脉粥样硬化信号通路、MAPK 信号通路

（图 7-D），并与 PPI 分析得到的重要靶点构建“潜

在信号通路-重要靶点”网络，分析得到升麻三萜皂
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图 6  升麻三萜皂苷阿克特素 (A)、升麻环氧醇苷 (B)、升麻醇 (C) 对 BMMs 诱导的破骨细胞骨吸收蛋白表达的影响 

( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effects of C. triterpene saponins actein (A), cimigenoside (B) and cimigenol (C) on expressions of bone resorption-

associated proteins in osteoclasts derived from BMMs ( x s , n = 3)

t/min  0   5   15  30  60   0   5   15  30  60  

t/min  0   5   15  30  60   0   5   15  30  60  

NFATc1 
 

MMP9 
 

c-Fos 
 

CTSK 
 

GAPDH 

NFATc1 
 

MMP9 
 

c-Fos 
 

CTSK 
 

GAPDH 

1.1×105 
 
9.2×104 
 
6.2×104 
 
3.0×104 

 
3.7×104 
 

 

1.1×105 
 
9.2×104 
 
6.2×104 
 
3.0×104 

 
3.7×104 
 

 

t/min  0   5   15  30  60   0   5   15  30  60  

NFATc1 
 

MMP9 
 

c-Fos 
 

CTSK 
 

GAPDH 

1.1×105 
 
9.2×104 
 
6.2×104 
 
3.0×104 

 
3.7×104 
 

 

0    5    15    30   60 
t/min 

0   5    15    30  60 
t/min 

0    5    15    30  60 
t/min 

0    5     15    30   60 
t/min 

0   5    15    30  60 
t/min 

0   5    15    30  60 
t/min 

0     5    15    30  60 
t/min 

0   5    15   30  60 
t/min 

0    5    15    30   60 
t/min 

0    5    15    30  60 
t/min 

0    5    15    30  60 
t/min 

0    5    15    30  60 
t/min 

1.5 
 

1.0 
 

0.5 
 

0.0 C
T

S
K
/G

A
P

D
H

 

 

1.5 
 

1.0 
 

0.5 
 

0.0 M
M

P
9
/

G
A

P
D

H
 

 

1.5 
 

1.0 
 

0.5 
 

0.0 
c-

F
o
s/

G
A

P
D

H
 

 

1.5 
 

1.0 
 

0.5 
 

0.0 N
F
A

T
c1
/G

A
P

D
H

 

 

1.5 
 

1.0 
 

0.5 
 

0.0 C
T

S
K
/G

A
P

D
H

 

 

1.5 
 

1.0 
 

0.5 
 

0.0 N
F
A

T
c1
/G

A
P

D
H

 

 

1.5 
 

1.0 
 

0.5 
 

0.0 

c-
F

o
s/

G
A

P
D

H
 

 

1.5 
 

1.0 
 

0.5 
 

0.0 M
M

P
9
/

G
A

P
D

H
 

 

1.5 
 

1.0 
 

0.5 
 

0.0 M
M

P
9
/

G
A

P
D

H
 

 

1.5 
 

1.0 
 

0.5 
 

0.0 

c-
F

o
s/

G
A

P
D

H
 

 

1.5 
 

1.0 
 

0.5 
 

0.0 N
F
A

T
c1
/G

A
P

D
H

 

 

1.5 
 

1.0 
 

0.5 
 

0.0 

C
T

S
K
/G

A
P

D
H

 

 

RANKL        RANKL＋阿克特素 

RANKL        RANKL＋升麻环氧醇苷 

RANKL          RANKL＋升麻醇 

RANKL  
RANKL＋升麻环氧醇苷 

RANKL  
RANKL＋升麻环氧醇苷 

RANKL  
RANKL＋升麻环氧醇苷 

RANKL  
RANKL＋升麻环氧醇苷 

RANKL  
RANKL＋升麻醇 

RANKL  
RANKL＋升麻醇 

RANKL  
RANKL＋升麻醇 

RANKL  
RANKL＋升麻醇 

RANKL 
RANKL＋阿克特素 

RANKL  

RANKL＋阿克特素 
RANKL  

RANKL＋阿克特素 
RANKL  
RANKL＋阿克特素 

* ** 

** ** ** 
** 

** 

* ** 

** 

* 

* 

** 
* 

** ** 

* 

** 

* 

* 

* 

* * * ** 

A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C 



·4040· 中草药 2024 年 6 月 第 55 卷 第 12 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2024 June Vol. 55 No. 12 

   

 

A-升麻三萜皂苷-破骨细胞交集靶点的韦恩图；B-升麻三萜皂苷-破骨细胞交集靶点的 PPI 网络；C-升麻三萜皂苷-破骨细胞交集靶点的 GO 功

能富集分析；D-升麻三萜皂苷-破骨细胞交集靶点的 KEGG 通路富集分析；E-“潜在信号通路-重要靶点”网络。 

A-Venn diagram of C. triterpene saponins-osteoclast intersection targets; B-PPI network of C. triterpene saponins-osteoclast intersection target; C-GO 

function enrichment analysis of C. triterpene saponins-osteoclast intersection targets; D-KEGG pathway enrichment analysis of C. triterpene saponins-

osteoclast intersection targets; E-“potential signaling pathways-important targets” network. 

图 7  网络药理学预测升麻三萜皂苷调控破骨细胞形成分化的机制与靶点 

Fig. 7  Prediction of mechanism and target of C. triterpene saponins on regulating osteoclast formation and differentiation 

by network pharmacology 
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苷调控破骨细胞形成分化的关键靶点为 MAPK1、

MAPK8、MAPK14，关键通路为 MAPK 信号通路

（图 7-E）。 

3.7  分子对接及对 MAPK 关键蛋白表达的分析 

3.7.1  分子对接分析  将升麻三萜皂苷阿克特素、

升麻环氧醇苷、升麻醇与“3.6”项下得到的关键靶

点 MAPK14、MAPK1、MAPK3 和 MAPK8 进行分

子对接分析，可视化后发现升麻三萜皂苷主要通过

氢键和疏水作用与 MAPK 通路关键蛋白结合（图 8-

A）。阿克特素与关键靶点的结合能为−39.4～−34.8 

kJ/mol，升麻醇与关键靶点的结合能为−36.4～−29.7 

kJ/mol，升麻环氧醇苷与关键靶点的结合能为

−37.3～−30.1 kJ/mol，表明升麻三萜皂苷阿克特素、

升麻环氧醇苷、升麻醇均与 MAPK14、MAPK1、

MAPK3 和 MAPK8 靶点具有良好的结合特性（图

8-B）。

 

 

A-升麻三萜皂苷与 MAPK 信号通路关键蛋白的对接模拟；B-升麻三萜皂苷与 MAPK 信号通路关键蛋白的对接分数矩阵热图。 

A-simulation of docking between C. triterpene saponins and key proteins in MAPK signaling pathway; B-docking fraction matrix heat map of C. triterpene 

saponins and key proteins in MAPK signaling pathway. 

图 8  升麻三萜皂苷阿克特素、升麻环氧醇苷、升麻醇与 MAPK 信号通路关键蛋白的分子对接结果 

Fig. 8  Results of molecular docking between C. triterpene saponins actein, cimigenoside and cimigenol and key proteins of 

MAPK signaling pathway

3.7.2  对破骨细胞 MAPK 通路关键蛋白表达的影

响  MAPK信号通路相关的蛋白激酶如 ERK、JNK

和 p38 在破骨细胞形成中发挥重要作用。如图 9 所

示，升麻三萜皂苷阿克特素在 10 μmol/L 浓度下可

显著抑制 p-p38、p-ERK、p-JNK 的蛋白表达（P＜

0.01），进一步明确了升麻三萜皂苷阿克特素通过

MAPK 信号通路抑制破骨细胞形成分化的作用

机制。 

4  讨论 

 破骨细胞为从骨髓巨噬细胞分化的，唯一具有

骨吸收功能的细胞。破骨细胞活性增强，骨吸收大

于骨形成，骨重建的平衡破坏，导致骨量减少和骨

质疏松症的发生[9-10]。破骨细胞的典型特征为分泌

TRAP 和形成 F-actin 进行骨吸收。TRAP 是由破骨 
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图 9  升麻三萜皂苷阿克特素对 BMMs 诱导的破骨细胞 MAPK 信号通路的调控作用 ( x s , n = 3) 

Fig. 9  Regulatory effects of C. triterpene saponins actein on MAPK signaling pathway of osteoclast derived from BMMs 

( x s , n = 3)

细胞分泌的酸性磷酸酶，具有溶解骨矿化基质的作

用，是破骨细胞分化成熟的特异性标志酶[11]。F-actin

环是破骨细胞特有的进行骨吸收的细胞骨架蛋白，

是破骨细胞附着于骨基质表面的重要结构[12]。培养

的破骨细胞通过骨吸收，可在共培养的骨片上形成

骨吸收陷窝，其数目和面积常用于表征破骨细胞的

骨吸收活性。本研究以 RANKL 及 M-CSF 诱导

BMMs 形成的破骨细胞为模型，观察升麻三萜皂苷

对破骨细胞形成、分化和骨吸收的作用，结果表明

升麻三萜皂苷阿克特素、升麻环氧醇苷、升麻醇可

显著抑制 RANKL 诱导的破骨细胞 TRAP 活性，减

少 TRAP 染色阳性的破骨细胞的数目，抑制 F-actin

环的构建，降低破骨细胞在骨片上形成的骨吸收陷

窝的数目和面积，显示出了确切的抑制破骨细胞骨

吸收的作用。 

 破骨细胞由骨髓巨噬细胞分化形成的过程中，

受 c-Fos 和 NFATc1 的调控[13]。c-Fos 是破骨细胞分

化早期所必需的激活蛋白-1 家族的关键转录因子，

可诱导破骨细胞 NFATc1 的表达，调控前破骨细胞

最终分化为成熟破骨细胞[14]。NFATc1 参与调控破

骨细胞特异性基因 TRAP、CTSK、树突状细胞特异

性跨膜蛋白（dendritic cell-specific transmembrane 

protein，DC-STAMP）和降钙素受体（ calcitonin 

receptor，CTR）等的表达，刺激破骨细胞的形成、

分化和骨吸收[15-16]。升麻三萜皂苷阿克特素、升麻

环氧醇苷、升麻醇能够抑制破骨细胞转录因子

NFATc1 和 C-fos 的表达，抑制破骨细胞的形成分

化。CTSK 是破骨细胞分泌的胶原降解酶，可降解

骨基质中的胶原纤维[17]。MMP9 也是破骨细胞产生

的参与骨基质胶原降解的蛋白酶[18]。升麻三萜皂苷

阿克特素、升麻环氧醇苷、升麻醇可显著抑制破骨

细胞 MMP9 和 CTSK 的表达，进一步明确了其对破

骨细胞骨吸收的抑制作用。 

 网络药理学是预测中药活性成分作用靶点及机

制的重要手段[19-20]。本研究应用网络药理学预测了

升麻三萜皂苷抑制破骨细胞骨吸收的潜在靶点和机

制。KEGG 分析显示升麻三萜皂苷可能通过调控 IL-

17、TNF-α、脂质和动脉粥样硬化、MAPK 信号通

路发挥抑制破骨细胞功能的作用。IL-17 和 TNF-α

通路是机体调节炎症的重要机制[21]。衰老和雌激素

缺失导致炎性细胞因子水平升高，抑制成骨细胞的

骨形成，增加破骨细胞的骨吸收，导致骨量减少和

骨质疏松症的发生[22]。升麻三萜皂苷参与 IL-17 和

TNF-α 通路的调控，表明其可能通过抑制炎症发挥

抗骨质疏松的作用。 

 升麻三萜皂苷也可能参与脂质和动脉粥样硬化

通路的调控。骨髓间充质干细胞在向成骨细胞分化

的过程中，成脂和成骨分化程序具有竞争性平衡，

促进脂肪生成的机制会主动抑制成骨细胞的形成与

分化[23]。骨髓脂肪细胞可通过分泌破骨细胞活化因

子促进破骨细胞的形成、分化和骨吸收作用[24]。绝经

后骨质疏松患者存在骨量减少、成骨细胞的数量和

功能下降、骨髓脂肪增加等现象，表明脂肪细胞的分

化可能会影响成骨细胞或破骨细胞的形成分化[25]。

因此，升麻三萜皂苷也可能通过抑制骨髓基质干细

胞向脂肪细胞的分化，增加成骨细胞的骨形成、抑

制破骨细胞的骨吸收，发挥抗骨质疏松的作用。 

 MAPK 是 RANKL/RANK/TRAF6 信号传导下

游的一条通路[26]，RANKL 与 RANK 的结合导致

MAPK 的 p38、JNK 和 ERK 磷酸化，诱导破骨细胞
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的形成分化[27]。p38 MAPK-环磷腺苷效应元件结合

蛋白（ adenosine cyclophosphate-response element 

binding protein，CREB）通路在 RANKL 介导的破

骨细胞分化中发挥重要作用，p38 MAPK 抑制剂可

抑制 TNF-α 或 RANKL，通过 CREB 磷酸化调节 c-

Fos和NFATc1的表达，抑制破骨细胞的形成分化[28]。

p38 可刺激破骨细胞成熟所必需的小眼相关转录因

子（microphthalmia-associated transcription factor，

MITF）的下游激活，调控破骨细胞 TRAP 和 CTSK

的基因表达[29]和骨吸收。ERK 激活是成熟破骨细胞

存活的关键[30]，M-CSF 刺激的 ERK1 和 ERK2 激

活，直接磷酸化 MITF[31]，影响破骨细胞的骨吸收

活性。RANKL 诱导破骨前细胞 ERK 的激活，通过

TRAF6 诱导 MMP9 的表达和活性，调节破骨细胞

迁移和骨吸收[32]。JNK 的激活参与破骨细胞的分

化、融合和骨吸收的调节，也通过 B 淋巴细胞瘤-2

（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）通路调节破骨细胞的凋

亡和自噬[33]。在破骨细胞融合前阶段阻断 JNK 活性

会导致 TRAP 阳性细胞（代表融合前阶段的破骨细

胞）逆转为 TRAP 阴性细胞（代表破骨细胞前体）[34]。

本研究发现升麻三萜皂苷阿克特素、升麻环氧醇苷、

升麻醇与 ERK1/ERK2、JNK、p38 均有较好的结合

特性，可显著抑制 RANKL 和 M-CSF 诱导 BMMs

分化的破骨细胞 p38、JNK 和 ERK 的磷酸化和激

活，进一步明确了升麻三萜皂苷通过 MAPK 通路抑

制破骨细胞的形成分化和骨吸收的作用机制。 

 三萜皂苷是升麻属植物的特征性化学成分，目

前已从升麻属多种植物中分离鉴定了 400 余个三

萜皂苷类成分，其中 44 个化合物显示出抗骨质疏

松、抗肿瘤、抗炎、抗氧化及免疫调节等多种生物

活性[35]。本研究考察了升麻三萜皂苷阿克特素、升

麻环氧醇苷、升麻醇抑制破骨细胞骨吸收的作用，

并通过网络药理学预测了其作用机制。后续还应该

深入研究这些化合物抑制破骨细胞活性的靶点及对

成骨细胞的作用及机制，为其临床用于骨质疏松症

的防治奠定基础。另外，鉴于升麻属植物含有结构

多样的三萜皂苷类成分，应采用现代化学生物学的

思路和方法，研究升麻三萜皂苷抗骨质疏松的作用

靶点、构效关系及深入的机制，为抗骨质疏松新药

的研发提供先导化合物。 
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