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网络药理学、分子动力学和实验验证探究秦艽环烯醚萜苷抗类风湿性关节炎
关键成分和作用机制  
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摘  要：目的  通过网络药理学、分子对接及实验验证探究秦艽 Gentiana straminea 中环烯醚萜苷抗类风湿性关节炎

（rheumatoid arthritis，RA）的主要成分和作用机制。方法  通过文献报道和 TCMSP 数据收集并通过 SwissADME 数据库筛

选环烯醚萜苷类成分，Pharmmaper 数据库预测药物靶点；通过 OMIM、GeneCards 和 TTD 等数据库收集 RA 相关靶点，并

通过 Venn 分析筛选出环烯醚萜苷抗 RA 的潜在作用靶点，通过构建蛋白质-蛋白质相互作用（protein-protein interaction，PPI）

网络筛选环烯醚萜苷抗 RA 的核心靶点，通过基因本体（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）通路富集分析预测环烯醚萜苷抗 RA 的作用机制。以核心靶点为受体进行分子对

接和分子动力学模拟筛选出环烯醚萜苷的关键成分，通过人风湿关节炎成纤维滑膜细胞（human fibroblast-like synoviocytes in 

rheumatoid arthritis，HFLS-RA）进行体外实验验证。结果  共收集获得 18 个具有类药性的环烯醚萜苷类成分、300 个药物

相关靶点和 1 641 个 RA 相关靶点；Venn 分析筛选出 103 个环烯醚萜苷抗 RA 的潜在作用靶点；PPI 网络分析发现原癌基因

酪氨酸蛋白激酶 Src（proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src，SRC）、丝裂原活化蛋白激酶 1（mitogen-activated protein kinase-

1，MAPK1）、非受体酪氨酸激酶淋巴细胞特异性蛋白酪氨酸激酶（non-receptor tyrosine kinase lymphocyte cell-specific protein-

tyrosine kinase，LCK）、表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor，EGFR）和 Ras 同源基因家族成员 A（Ras homolog 

gene family member A，RhoA）等可能是环烯醚萜苷抗 RA 的核心靶点；GO 和 KEGG 富集分析结果显示磷脂酰肌醇 3-激酶

（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）/蛋白激酶 B（protein kinase B，Akt）通路与环烯醚萜苷抗 RA 密切相关，环烯醚萜苷

还参与调控中性粒细胞活化和脱颗粒等多种生物过程，进而调控机体免疫反应发挥抗 RA 的作用。分子对接确定了 SRC 为

其中最核心的靶点，龙胆苦苷可能是环烯醚萜苷中的关键成分；分子动力学模拟显示龙胆苦苷与 SRC 靶点结合紧密，表明

其具有通过靶向作用 SRC 对 RA 起治疗作用的可能性。体外实验结果证实龙胆苦苷可显著抑制 HFLS-RA 增殖（P＜0.01、

0.001），降低上清液中炎症因子水平（P＜0.001），抑制 PI3K/Akt 和核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）通路的激活（P＜0.05、

0.01、0.001）。结论  环烯醚萜苷是秦艽发挥药理作用的主要成分，其中龙胆苦苷为环烯醚萜苷抗 RA 的关键成分，可以通

过抑制 HFLS-RA 增殖，降低炎症反应，调控 PI3K/Akt 和 NF-κB 信号通路进而发挥抗 RA 作用。 
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Abstract: Objective  To explore the main components and mechanism of iridoid glycosides in Gentiana straminea against 

rheumatoid arthritis (RA) through network pharmacology, molecular docking and experimental verification. Methods  Through 

literature review and TCMSP data collection, iridoid glycosides were screened using SwissADME database, and drug targets were 

predicted using PharmMapper database; RA related targets was collected through databases such as OMIM, GeneCards and TTD, 

potential anti-RA targets of iridoid glycosides were screened through Venn analysis, protein-protein interaction (PPI) network was 

constructed to screen the core anti-RA targets of iridoid glycosides, and mechanism of iridoid glycosides anti-RA was predicted through 

gene ontology (GO) function and Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG) pathway enrichment analysis. The key 

components of iridoid glycosides were screened through molecular docking and molecular dynamics simulations using core targets as 

receptors. In vitro experiments were conducted on human fibroblast-like synoviocytes in rheumatoid arthritis (HFLS-RA) to validate 

the results. Results  A total of 18 iridoid glycosides with drug-like properties, 300 drug-related targets and 1 641 RA related targets 

were collected and obtained; Venn analysis screened 103 potential targets of iridoid glycosides for anti-RA; PPI network analysis 

revealed that proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src (SRC), mitogen-activated protein kinase 1 (MAPK1), non-receptor tyrosine 

kinase lymphocyte cell-specific protein-tyrosine kinase (LCK), epidermal growth factor receptor (EGFR) and Ras homologous gene 

family member A (RhoA) may be the core targets of iridoid glycosides against RA. GO and KEGG enrichment analysis results showed 

that phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt) pathway was closely related to the anti-RA effect of iridoid glycosides, 

which also participated in regulating various biological processes such as neutrophil activation and degranulation, thereby regulating 

the body’s immune response to exert anti-RA effects. Molecular docking identified SRC was the most central target, and gentiopicroside 

may be a key component of iridoid glycosides; Molecular dynamics simulations showed that gentiopicroside binded tightly to the SRC 

target, indicating its potential therapeutic effect on RA through targeted action on SRC. The in vitro experimental results confirmed 

that gentiopicroside could significantly inhibit the proliferation of HFLS-RA (P < 0.01, 0.001), reduce the levels of inflammatory 

factors in supernatant (P < 0.001), and inhibit the activation of PI3K/Akt and nuclear factor-κB (NF-κB) pathways (P < 0.05, 0.01, 

0.001). Conclusion  Iridoid glycosides are the main components that exert pharmacological effects in G. straminea, among which 

gentiopicroside is the key component of iridoid glycosides anti-RA. It can exert anti-RA effects by inhibiting HFLS-RA proliferation, 

reducing inflammatory reactions and regulating PI3K/Akt and NF-κB signaling pathways. 

Key words: Gentiana straminea Maxim.; iridoid glycosides; rheumatoid arthritis; network pharmacology; molecular docking; 

PI3K/Akt signaling pathway; NF-κB signaling pathway; human fibroblast-like synoviocytes in rheumatoid arthritis; gentianoside 

类风湿性关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是

一种慢性、全身性炎症和自身免疫性疾病，主要的

临床特征表现为全身关节疼痛和肿胀[1]，如果不及

时治疗，严重者甚至会出现活动受限、关节变形和

关节功能丧失的情况[2]。RA 的发病机制复杂，有研

究表明 RA 的发病与关节的慢性滑膜炎症有关，但

也有研究表明成纤维细胞样滑膜细胞（fibroblastic 

synoviocytes，FLSs）异常增生引起的纤维化是 RA

的另一个重要发病原因，这一过程由异常免疫驱动，

关节滑膜组织转变为增生组织，从而导致软骨和骨

骼的破坏[3-4]；以上研究表明 RA 主要由炎症反应和

免疫失衡引起。此外，研究证实 RA 与中性粒细胞

和自然杀伤细胞中的核因子-κB（nuclear factor-κB，

NF-κB）、原癌基因酪氨酸蛋白激酶 Src（proto-

oncogene tyrosine-protein kinase Src，SRC）、基质金

属蛋白酶 9（matrix metalloproteinase 9，MMP9）、

丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein 

kinase，MAPK）和肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis 

factor-α，TNF-α）等靶点的上调有关[5-6]。最近的研

究发现 NF-κB、SRC 等的上调可通过激活炎症反应

进而促进人风湿关节炎成纤维滑膜细胞（human 

fibroblast-like synoviocytes in rheumatoid arthritis，

HFLS-RA）纤维化形成，下调这些炎症因子的表达

可以有效缓解关节炎小鼠的 RA 症状[7]。 

秦艽 Gentiana straminea Maxim.是一种被《中

国药典》2020 年版收录的传统藏药，具有祛风湿和

退虚热的功效，用于治疗风湿痹痛、骨节酸痛和筋

脉拘挛等症状，在治疗 RA 方面的应用已有数千年

历史[8]。目前的植物化学研究共鉴定了 68 种秦艽中

的化学成分，包括环烯醚萜苷类、黄酮类、木脂素
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和三萜类等；环烯醚萜苷类成分龙胆苦苷作为其主

要特征成分在《中国药典》2020 年版中用于秦艽的

质量控制 [9]，课题组前期通过 UPLC-Q-Exactiv-

MS/MS 和多变量分析检测了不同产地的秦艽，结果

也表明龙胆苦苷是秦艽中最具特征性的标记物，可

用于区分不同产地的秦艽[10]。此外，药理研究表明

秦艽发挥药理活性的成分主要是环烯醚萜苷[11]，其

可以改善胶原蛋白诱导的小鼠关节炎，减少软骨损

伤[12-13]；然而，环烯醚萜苷抗 RA 的关键成分和机

制仍不清楚，需要进一步阐明。 

网络药理学作为现代药理学研究的重要手段，

可从统计学角度对药物进行多层次、多靶点和系统

性分析，常用于分析中药和中药复方的复杂药理机

制[14]；但大量研究出现的槲皮素、山柰酚和甾谷醇

等成分“包治百病”的现象让人对网络药理学的结

果存疑[15-16]；这种非正常的同质化现象可能是由于

在纯数据分析中错误评估某些药理成分的药理权重

以及对中药成分数据库的滥用等原因导致的[17-18]，

因此，需要对现有网络药理学方法进行优化以确保

结果更加可靠，本研究通过聚焦秦艽中的环烯醚萜

苷成分分析其抗 RA 的作用机制，有望获得更加科

学可靠的结果。本研究根据秦艽的植物化学研究收

集了其中的环烯醚萜苷类成分，通过 PharmMapper

和 SwissADME 数据库筛选出具有类药性的药理成

分和药物靶点；相较于传统的 TCMSP 数据库分析，

该方法更加科学地评估了秦艽中化学成分的药理权

重，在很大程度上避免了非正常的同质化现象，提

高了网络药理学预测结果的可靠性。本研究通过网

络药理学、分子对接和分子动力学等方法阐明了环

烯醚萜苷抗 RA 的关键成分和作用机制，并通过体

外培养 HFLS-RA 细胞进行体外实验验证，为进一

步研究秦艽治疗 RA 提供理论依据。 

1  材料 

1.1  细胞 

HFLS-RA 细胞购自深圳豪地华拓生物公司。 

1.2  药品与试剂 

龙胆苦苷对照品（批号 MUST-23031310，质量分

数＞97%）购自成都曼斯特生物科技有限公司；FM-2

细胞培养基（批号 SC231009）购自美国 ScienCell 公

司；胎牛血清（批号 GA230622）购自美国 Gibco 公

司；RNA提取试剂盒（批号T8262305）、SYBR® Premix 

Ex Taq™试剂盒（批号 T8332305）购自北京 Takara 公

司；CCK-8 试剂盒（批号 Byt-10314）、SDS-PAGE 预

制胶（批号 Byt-0053A）、RIPA 裂解液（批号 Byt-

0013C）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase ，GAPDH ）抗体（批号

AF1186）、磷脂酰肌醇 3-激酶（phosphatidylinositol 3-

kinase，PI3K）抗体（批号 AF7742）、p-PI3K 抗体（批

号 AF5905）、蛋白激酶 B（protein kinase B，Akt）抗

体（批号 AF1777）、p-Akt 抗体（批号 AF5737）、κB

抑制因子激酶 α/β（inhibitor of κB kinase α/β，IKKα/β）

抗体（批号 AF2221）、NF-κB p65 抗体（批号 AF0246）、

p-NF-κB p65 抗体（批号 AF5881）、二抗（批号 A0208）

购自上海碧云天生物有限公司；白细胞介素-10

（ interleukin-10 ， IL-10 ） ELISA 试剂盒（批号

B1002307）、IL-17A ELISA 试剂盒（批号 B17A2307）、

IL-1β ELISA 试剂盒（批号 B1B2306）、IL-6 ELISA 试

剂盒（批号 B602307）、TNF-α ELISA 试剂盒（批号

TA2301）购自上海信裕生物有限公司。 

1.3  仪器 

十万分之一天平（德国 Sartorius 公司）；Reaserch 

plus 型单通道移液枪、Centrifuge 5810R 型高速低温

离心机（德国 Eppendorf 公司）；Elx808 型多功能酶

标仪（美国 Bio-Tek 公司）；ChemiDocTM XRS 型凝

胶成像系统、Mini-PRO TEAN Tetra电泳仪（美国Bio-

Rad 公司）；Midi 40 型 CO2细胞培养箱、7500 Fast 型

qRT-PCR 仪（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）。 

2  方法 

2.1  环烯醚萜苷和 RA 的靶点获取 

通过TCMSP 和 SwissTargetPrediction 数据库以

“qinjiao”为关键词筛选得到秦艽的靶点[19-20]。此外，

根据先前的研究收集了环烯醚萜苷信息并通过

Swiss ADME 数据库筛选出其中具有类药性的化学

成分[21]；将环烯醚萜苷信息导入 PharmMapper 数据

库中，以 NormFit≥0.6 为条件筛选出环烯醚萜苷的

靶点[22]。从 GeneCards、OMIM 和 TTD 等数据库中

收集 RA 的相关靶点[23-25]；分别汇总环烯醚萜苷和

RA 的所有靶点并去除重复值，通过 Venny 工具对

各数据库中获取的环烯醚萜苷靶点进行分析；对环

烯醚萜苷靶点和 RA 相关靶点进行 Venn 分析，取交

集得到环烯醚萜苷抗 RA 的潜在作用靶点。 

2.2  蛋白质 -蛋白质相互作用（protein-protein 

interaction，PPI）网络的构建 

将潜在作用靶点导入 STRING 数据库中，物种

设置为人，置信度设置为最高，剔除离散蛋白后得

到蛋白互作网络信息；将信息导入 CytoScape 3.9.1
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软件构建 PPI 网络，并使用 MCODE 插件对 PPI 网

络进行聚类分析以确定核心靶点。使用 ggplot2 程

序对所有结果进行可视化处理。 

2.3  潜在作用靶点的基因本体（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 

GO 数据库整合了大量生物学研究成果，通过

GO 分析可以大致了解靶点的生物过程、分子功能、

细胞组分等信息；KEGG 数据库是分析靶点相关信

号通路的重要工具，结合 GO 和 KEGG 富集分析可

以快速获取到靶点的功能信息和相关信号通路。以

P＜0.05 为条件使用 Cluster Profiler 程序对环烯醚

萜苷抗 RA 的潜在作用靶点进行 GO 和 KEGG 分

析，并将得到的结果进行排序。此外，将 KEGG 分

析结果导入微生信平台进行聚类分析以更好地发现

环烯醚萜苷抗 RA 的通路。使用 ggplot2 程序对

Top35 的 GO 条目和 Top20 的 KEGG 通路结果进行

可视化处理。 

2.4  环烯醚萜苷抗 RA 的“药物-靶点-通路”调控

网络构建 

整理潜在作用靶点信息、PPI 网络信息、GO 和

KEGG 富集分析结果获取到药物-靶点-通路的相互

关系，为了更直观地阐明环烯醚萜苷抗 RA 的关键

成分、核心靶点和信号通路，将得到的药物-靶点-通

路信息导入 Cytoscape 3.9.1 软件中构建环烯醚萜苷

抗 RA 的“药物-靶点-通路”调控网络，导出绘制的

调控网络图。 

2.5  分子对接与分子动力学模拟 

为了进一步阐明环烯醚萜苷与关键靶点之间的

分子相互作用以及环烯醚萜苷中的关键药理成分，

从 PubChem 数据库中下载环烯醚萜苷的三维结构

并将其作为配体；选择 PPI 网络中的前 5 个关键靶

点作为受体，并以蛋白含小分子配体和分辨率小于

0.25 nm 为筛选条件从 PDB 数据库中下载其人源蛋

白质结构文件。使用 PyMol 2.5.2 对受体蛋白进行去

水和加氢等预处理和[26]，CASTp 3.0 程序分析受体

蛋白的表面口袋和内部空腔确定适用于分子对接的

结合口袋[27]。使用 AutoDock 1.5.7 软件对配体分子

和受体蛋白进行分子对接计算，一般结合能大于 4.0 

kcal/mol（1 kcal/mol＝4.182 kJ/mol）表示受体和配

体之间亲和力良好，结合能超过 7.0 kcal/mol 则表

示受体和配体之间具有强烈的亲和力。使用 PyMOL 

2.5.2和 Pheatmap程序对分子对接结果进行可视化。 

采用分子动力学方法模拟龙胆苦苷与 SRC 之

前的结合情况，使用 CGenFF 数据库生成龙胆苦苷

的全原子力场参数，参考先前的研究对系统能量进

行预处理和优化[28]；使用库仑力和范德华力以 30 fs

的步长控制短程静电，ParticleMesh Ewald 算法维持

长程静电，LINCS 算法保持分子结构。在 300 K 和

1 bar 条件下使用 GROMACS 对龙胆苦苷和 SRC 靶

点复合物进行分子动力学模拟，并根据轨迹确定均

方根偏差（root-mean-square deviation，RMSD）、均

方根波动（root-mean-square fluctuation，RMSF）、吉

布斯自由能和氢键数等信息。 

2.6  细胞培养 

HFLS-RA 细胞用含 10%胎牛血清和 1%青霉素

双抗的 FM-2 培养基，于 37 ℃细胞培养箱中培养。 

2.7  CCK-8 检测细胞活力 

将对数生长期的 HFLS-RA 细胞以 5 000 个/孔

接种于 96 孔板中，培养 24 h。分别加入不同浓度

（25、50、100 μmol/L）的龙胆苦苷处理 24 h，对照

组加入不含药物的培养基，另设置不接种细胞不含

药物的空白孔。每孔加入 10 μL CCK-8 试剂，孵育

2 h，采用酶标仪检测 450 nm 处各孔的吸光度（A）

值，计算细胞存活率。 

细胞存活率＝(A 实验－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.8  ELISA 检测炎症因子水平 

按“2.7”项下方法处理细胞，给药 24 h 后收集

上清液，按照 ELISA 试剂盒说明书检测上清液中

IL-17A、IL-6、IL-1β、TNF-α 和 IL-10 水平。 

2.9  qRT-PCR 检测 PI3K、Akt、IL-17A、TNF 受

体关联因子 6（TNF receptor associated factor 6，

TRAF6）、IKKβ、NF-κB p65、IL-10、IL-1β 和 IL-

6 基因表达 

按“2.7”项下方法处理细胞，给药 24 h 后收集

细胞，使用 TRIzol 法提取总 RNA[29]，并使用反转

录试剂盒将 RNA 反转录为 cDNA，进行 qRT-PCR

分析[30]。引物序列见表 1，结果以 GAPDH 为内参

进行归一化处理，并用 2−ΔΔCt 法计算各基因的相对

表达量。 

2.10  Western blotting 检测 p-PI3K、PI3K、p-Akt、

Akt、IKKα/β、NF-κB p65 和 p-NF-κB p65 蛋白表达 

按“2.7”项下方法处理细胞，给药 24 h 后收集

细胞，使用 RIPA 裂解液提取总蛋白，并用 BCA 法

定量蛋白浓度。蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯 



 中草药 2024 年 9 月 第 55 卷 第 17 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2024 September Vol. 55 No. 17 ·5857· 

   

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 正向引物 (5’-3’) 反向引物 (5’-3’) 

GAPDH GGGGAGCCAAAAGGGTCATCATCT GAGGGGCCATCCACAGTCTTCT 

PI3K CAGAACAATGCCTCCACGA CTGAAATCTTACGGAGGCAC 

Akt CACTTTCGGCAAGGTGATCC TTCAGTAGCACCGGTTCCTG 

IL-17A ACCGGAATACCAATACCAATCC GGATATCTCTCAGGGTCCTCAT 

TRAF6 AAAGCGAGAGATTCTTTCCCTG ACTGGGGAGACAATTCACTAGAGC 

IKKβ GAGCTCAGCCCAAAGAACAG AGGTTCTGCATCCCCTCTGG 

NF-κB p65 ACCTTTGCTGGAAACACACC ATGGCCTCGGAAGTTTCTTT 

IL-10 ATTTGAATTCCCTGGGTGAGAAG CACAGGGGAGAAATCGATGACA 

IL-1β AGAGCCCATCCTCTGTGACT GCTCATATGGGTCCGACAGC 

IL-6 TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC 

酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，加入脱脂牛奶封闭，

加入一抗 4 ℃孵育过夜，TBST 洗涤 3 次；加入二

抗室温孵育 2 h，TBST 洗涤 3 次，加入 ECL 发光

液进行显影成像。使用 Image J 软件分析条带灰度

值，并以 GAPDH 为内参对结果进行归一化处理。 

2.11  统计学分析 

采用 GraphPad Prism 软件进行分析，两组之间

的比较采用 t 检验分析，多组间比较采用单因素方

差分析，结果均以 x s 表示。 

3  结果 

3.1  环烯醚萜苷抗 RA 的潜在作用靶点与 PPI 网

络构建 

通过TCMSP 和 SwissTargetPrediction 数据库的

纯数据分析共收集了 49 个环烯醚萜苷靶点；此外，

通过前期研究、文献收集和 SwissADME 数据库筛

选确定了 18 个环烯醚萜苷成分（表 2），并通过

PharmMapper 数据库预测了 259 个环烯醚萜苷靶

点。Venn 分析结果显示纯数据分析得到的 49 个环

烯醚萜苷靶点与 PharmMapper 数据库预测的 259 个

环烯醚萜苷靶点仅有 2.7%重复，占环烯醚萜苷靶点

总数的 16%（图 1-A）。表明纯数据分析的方法会使

得一些药物成分的药效权重被严重高估，大量有效

的药理成分被忽视，也就必然导致了网络药理学出

现某些成分“包治百病”的非正常同质化现象，使

得预测的结果不可靠。因此，本研究采用了一种改

良的网络药理学方法对环烯醚萜苷抗 RA 的作用机

制进行分析，很大程度上使得网络药理学预测的结

果更加真实可靠。

表 2  秦艽环烯醚萜苷类成分 

Table 2  Iridoid glycosides in Gentiana straminea 

序号 化合物 分子式 CAS 号 类别 

1 莫诺苷 C17H26O11 25406-64-8 环烯醚萜苷 

2 eustomorusside C16H24O12 74213-77-7 裂环环烯醚萜苷 

3 断马钱子酸 C16H22O10 60077-46-5 裂环环烯醚萜苷 

4 6′-O-β-D-吡喃葡萄糖基马钱苷酸 C22H34O15 176226-39-4 环烯醚萜苷 

5 6′-O-乙酰龙胆苦苷 C16H24O12 — 环烯醚萜苷 

6 马钱苷酸 C18H22O10 22255-40-9 环烯醚萜苷 

7 獐牙菜苦苷 C16H20O10 17388-39-5 裂环环烯醚萜苷 

8 2′-O-乙酰獐牙菜苦苷 C18H24O11 — 裂环环烯醚萜苷 

9 龙胆苦苷 C16H20O9 20831-76-9 裂环环烯醚萜苷 

10 獐牙菜苷 C16H22O9 14215-86-2 裂环环烯醚萜苷 

11 secologanol C17H26O10 72463-81-1 裂环环烯醚萜苷 

12 秦艽苷A C17H24O11 — 裂环环烯醚萜苷 

13 8′-epikingisde/7-酮马钱素 C17H24O10 16606-70-5 环烯醚萜苷 

14 olivieroside A C25H26O11 — 裂环环烯醚萜苷 

15 白柳苷III C22H32O15 — 裂环环烯醚萜苷 

16 saprosmoside H C34H42O21S — 裂环环烯醚萜苷 

17 rindoside C35H42O21 128420-44-0 裂环环烯醚萜苷 

18 三叶苷 C35H42O20 53823-10-2 裂环环烯醚萜苷 
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A-不同方法和数据库收集的环烯醚萜苷靶点信息；B-环烯醚萜苷靶点与 RA 靶点的 Venn 分析；C-潜在作用靶点的 PPI 网络分析。 

A-information of iridoid glycosides targets collected using different methods and databases; B-Venn analysis between iridoid glycosides targets and RA 

targets; C-PPI network analysis of potential targets. 

图 1  环烯醚萜苷抗 RA 的潜在作用靶点筛选与 PPI 网络分析 

Fig. 1  Screening of potential targets of iridoid glycosides against RA and PPI network analysis

3.2  PPI 分析及核心靶点筛选结果 

将环烯醚萜苷靶点进行汇总去重后得到了 300

个药物相关靶点，从多个疾病数据库中共预测了

1 641 个 RA 的相关靶点；Venn 分析结果显示药物

靶点与疾病靶点共有 103 个交集靶点，说明这些靶

点可能是环烯醚萜苷抗 RA 的潜在作用靶点（图 1-

B），使用 STRING 数据库和 Cytoscape 3.9.1 软件对

103 个潜在作用靶点进行 PPI 网络分析，并使用

MCODE 对 PPI 网络进行聚类分析，结果表明环烯

醚萜苷抗 RA 的核心靶点主要为 SRC、MAPK1、非

受体酪氨酸激酶淋巴细胞特异性蛋白酪氨酸激酶

（non-receptor tyrosine kinase lymphocyte cell-specific 

protein-tyrosine kinase，LCK）、表皮生长因子受体

（epidermal growth factor receptor，EGFR）和 Ras 同

源基因家族成员A（Ras homolog gene family member 

A，RhoA）等（图 1-C）；其中 SRC 的节点数为 20，

MAPK1 为 16，LCK 和 EGFR 为 15，RhoA 为 13。 

3.3  GO 和 KEGG 富集分析结果 

将环烯醚萜苷抗 RA 的潜在作用靶点进行 GO

富集分析，得到的条目包括 1 853 个生物过程、64

个细胞组分和 146 个分子功能。其中主要生物过程

包括中性粒细胞脱颗粒、免疫反应中的中性粒细胞

活化、对脂多糖的反应和伤口愈合等，细胞组分包

括囊腔、富含 ficolin-1 的颗粒和分泌颗粒腔等，分

子功能包括内肽酶活性、丝氨酸型内肽酶活性和丝

氨酸型肽酶活性等（图 2-A）。这些结果表明环烯醚

萜苷抗 RA 主要涉及的生物过程为中性粒细胞脱颗

粒和中性粒细胞活化；GO 弦图显示 SRC、MAPK1

和 LCK 等核心靶点在主要的生物过程中均有富集

（图 2-B）。 

KEGG 富集分析结果显示环烯醚萜苷抗 RA 的

103 个潜在作用靶点共富集到了 144 条信号通路，

聚类分析结果显示 144 条通路共涉及 27 个途径，

主要包括信号转导和免疫系统等（图 2-C）。富集分

析气泡图显示信号转导和免疫系统途径下关键的通

路主要包括 PI3K/Akt 通路、MAPK 和 IL-17 等信号

通路（图 2-D），表明这些通路与环烯醚萜苷抗 RA

密切相关。
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图 2  GO (A、B) 和 KEGG (C、D) 富集分析 

Fig. 2  GO (A, B) and KEGG (C, D) enrichment analysis

3.4  环烯醚萜苷抗 RA 的“药物-靶点-通路”调控

网络 

“药物-靶点-通路”调控网络显示 SRC、MAPK1

和 LCK 等是环烯醚萜苷抗 RA 的核心靶点，与核心

靶点相关的生物过程包括中性粒细胞脱颗粒和中性

粒细胞活化等，表明这些生物过程在环烯醚萜苷抗

RA 活性的功能中发挥了重要作用。调控网络还显

示环烯醚萜苷抗 RA 活性的主要信号通路主要包括

PI3K/Akt、MAPK 和 IL-17 等信号通路（图 3）。表

明环烯醚萜苷通过调控核心靶点，影响关键的生物

过程和信号通路从而发挥抗 RA 的作用。 

3.5  分子对接与分子动力学模拟结果 

 分子对接结果显示 5 个核心靶点与环烯醚萜苷

的结合能均大于 4 kcal/mol（1 kcal/mol＝4.182 

kJ/mol），其中龙胆苦苷与 SRC 结合能最大（PDB ID：

3kmr，−9.53 kcal/mol），这些结果表明环烯醚萜苷与

核心靶点之间的结合良好（图 4-A）。对打分最高的

6 次结果进行可视化（图 4-B～G），结果显示龙胆苦

苷与 SRC 结合能之间在 ILE-410、LEU-414、LEU-

266 和 PHE-228 处形成了 4 个氢键。此外，对龙胆

苦苷与 SRC 进行了 100 ns 的分子动力学模拟以确定

其复合物的构象稳定性，结果显示龙胆苦苷与 SRC

在 0～100 ns 时 RMSD 曲线波动相对稳定（图 5-A），

且RMSF值相对较小（图 5-B），表明龙胆苦苷与 SRC

的结合具有很高的稳定性；同时在 100 ns 内龙胆苦

苷与 SRC 的回旋半径（radius of gyration，Rg）值非

常低（图 5-C），氢键数量最大为 10 个（图 5-D），表

明龙胆苦苷与 SRC 可能通过氢键紧密结合。吉布斯
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图 3  “药物-靶点-通路”调控网络 

Fig. 3  “Drug-target-pathway” regulatory network

 

A-环烯醚萜苷与核心靶点的结合能热图；B-SRC 与龙胆苦苷的 3D 结合构象；C-MAPK1 与龙胆苦苷的 3D 结合构象；D-SRC 与 6′-O-乙酰龙胆

苦苷的 3D 结合构象；E-MAPK1 与马钱苷酸的 3D 结合构象；F-SRC 与獐牙菜苦苷的 3D 结合构象；G-SRC 与秦艽苷 A 的 3D 结合构象。 

A-heatmap of binding energy between iridoid glycosides and core targets; B-3D binding conformation of SRC and gentiopicroside; C-3D binding 

conformation of MAPK1 and gentiopicroside; D-3D binding conformation of SRC and 6′-O-acetylgentiopicroside; E-3D binding conformation of 

MAPK1and loganic acid; F-3D binding conformation of SRC and swertiamarin; G-3D binding conformation of SRC and qinjiaoside A. 

图 4  分子对接结果 

Fig. 4  Molecular docking results 
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A-RMSD 值；B-SRC 与龙胆苦苷的 RMSF；C-SRC 与龙胆苦苷的回转半径；D-SRC 与龙胆苦苷的氢键数；E-SRC 与龙胆苦苷复合物的吉布斯

能图，蓝色区域表示能量较低的构象，红色表示能量较高的构象，中间面板表示龙胆苦苷和 SRC 之间的分子间相互作用能量最低。 

A-RMSD value; B-RMSF of SRC and gentiopicroside; C-turning radius of SRC and gentiopicroside; D-number of hydrogen bonds between SRC and 

gentiopicroside; E-Gibbs energy diagram between SRC and gentiopicroside complex, blue region represents low-energy conformation, red region 

represents high-energy conformation, and middle panel indicates lowest intermolecular interaction energy between gentiopicroside and SRC. 

图 5  分子动力学模拟结果 

Fig. 5  Molecular dynamics simulation results

能谱显示当 Rg 值为 1.79～1.81、RMSD 值为 0.25～

0.28 时，龙胆苦苷与 SRC 结合构象处于相对稳定的

状态（图 5-E）。 

3.6  龙胆苦苷抑制 HFLS-RA 增殖 

 如图 6 所示，与对照组比较，25、50、100 μmol/L

龙胆苦苷均显著抑制 HFLS-RA 存活率（P＜0.01、

0.001），表明龙胆苦苷可能通过抑制 HFLS-RA 增殖

进而抑制其纤维化进程，从而发挥抗 RA 的作用。 

3.7  龙胆苦苷抑制HFLS-RA 上清液中炎症因子水平 

如图 7 所示，与对照组比较，龙胆苦苷各剂量

组 HFLS-RA 上清液中促炎因子 IL-17A、IL-1β、IL-

6 和 TNF-α 水平显著降低（P＜0.001），抗炎因子 IL-

10 水平显著升高（P＜0.05、0.001），表明龙胆苦苷

可以调控 HFLS-RA 上清液中炎症因子水平进而抑

制 RA 的炎症反应，从而发挥抗 RA 的作用。 

3.8  龙胆苦苷对 HFLS-RA 中 PI3K/Akt 和 NF-κB

信号通路相关蛋白表达的影响 

网络药理学结果表明 PI3K/Akt 通路可能是环

烯醚萜苷抗 RA 的重要途径，因此进一步采用

Western blotting 检测龙胆苦苷干预后 HFLS-RA 中

PI3K/Akt 及下游 NF-κB 通路相关蛋白的表达。如图 

 

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

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group, same as below 

figures. 

图 6  龙胆苦苷对 HFLS-RA 增殖的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of gentiopicroside on proliferation of HFLS-

RA ( x s , n = 3) 

8 所示，与对照组比较，龙胆苦苷各剂量组 PI3K 和

Akt 的磷酸化水平均显著降低（P＜0.01、0.001），

龙胆苦苷高剂量组 IKKα/β 和 p-NF-κB p65/NF-κB 

p65 的蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、0.01）。表

明龙胆苦苷可通过抑制 PI3K/Akt 和 NF-κB 信号通

路的激活进而发挥抗 RA 作用。 
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图 7  龙胆苦苷对 HFLS-RA 上清液中炎症因子水平的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Effect of gentiopicroside on levels of inflammatory cytokine in supernatant of HFLS-RA ( x s , n = 3)

 

图 8  龙胆苦苷对 HFLS-RA 中 PI3K/Akt 和 NF-κB 信号通路相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 8  Effect of gentiopicroside on PI3K/Akt and NF-κB signaling pathway related protein expressions in HFLS-RA 

( x s , n = 3)

3.9  龙胆苦苷对 HFLS-RA 中 PI3K/Akt 和 NF-κB

信号通路相关基因表达的影响 

如图 9 所示，与对照组比较，龙胆苦苷各剂量

组 IL-17A、IL-1β、IL-6、PI3K、Akt、TARF6、IKKβ

和 NF-κB 的 mRNA 表达水平均显著降低（P＜0.01、

0.001），龙胆苦苷（50、100 μmol/L）组 IL-10 mRNA
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图 9  龙胆苦苷对 HFLS-RA 中 PI3K/Akt 和 NF-κB 信号通路相关基因表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 9  Effect of gentiopicroside on PI3K/Akt and NF-κB signaling pathway related gene expressions in HFLS-RA 

( x s , n = 3)

表达水平显著升高（P＜0.001），与ELISA 和Western 

blotting 结果一致，也再次证实了环烯醚萜苷抗 RA

的网络药理学分析结果的可靠性。 

4  讨论 

RA 是一种常见的自身免疫性炎症疾病，主要

表现为滑膜炎、关节功能丧失、活动能力下降，并

对软骨和骨骼造成永久性损伤[31]；据统计全球约

1%的人患有不同程度的 RA[32]。目前，以甲氨蝶呤

为代表的抗风湿药是治疗 RA 的一线用药，但甲氨

蝶呤抗 RA 的有效率较低，且伴随着严重肝毒性和

胃肠功能障碍等多种不良反应[33]。此外，TNF 靶向

药物（如 infliximab 和 etanercept）、IL-6 靶向药物

（如 tocilizumab 和 sarilumab）也逐渐应用于临床，

但临床疗效和药物安全性还有待进一步考究[34-35]。 

中医药在治疗 RA 方面具有独特的优势，可单

独使用或与抗风湿药联用治疗 RA。秦艽是一种常

用的传统藏药，数千年来一直被用于 RA 的防治[36]。

最近的研究表明秦艽中的环烯醚萜苷对 RA 表现出

良好的治疗效果[37]，初步研究发现其可以抑制TNF-

α、IL-1β、IL-6 和 IL-18 等促炎细胞因子的表达以

及下调诱导型一氧化氮合成酶（inducible nitric oxide 

synthase，iNOS）、核苷酸结合寡聚化结构域样受体

蛋 白 （ NOD like receptor family pyrin domain 

containing 3，NLRP3）、环氧合酶-2（cyclooxygenase-

2，COX-2）和半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-1（cystein-

asparate protease-1，Caspase-1）水平[38]；然而，环
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烯醚萜苷抗 RA 的关键成分和作用机制仍未阐明。 

为了确定环烯醚萜苷抗 RA 的核心靶点，本研

究聚焦秦艽中的环烯醚萜苷类成分对基于 TCMSP

数据库预测的靶点进行了补充，对潜在作用靶点的

PPI 网络分析最终确定了 5 个环烯醚萜苷抗 RA 的

核心靶点，包括 SRC、MAPK1、LCK、RhoA 和

EGFR。大量研究表明这些核心靶点与 RA 炎症反应

和破骨细胞生成密切相关[39-41]；其中 SRC 作为环烯

醚萜苷抗 RA 最核心的靶点，可在骨关节表面富集

和迁移并形成密封调控破骨细胞的吸收过程，破骨

细胞中的 SRC 异常激活在关节炎发病早期过程中

发挥重要作用[42]。此外，大量研究发现 MAPK1、

LCK、RhoA 和 EGFR 的表达与 RA 密切相关[39-41]。

PPI 分析表明这些核心靶点可能是环烯醚萜苷抗

RA 的重要治疗靶点。 

分子对接结果表明龙胆苦苷与 SRC 的结合能

最大，可能是环烯醚萜苷中潜在的关键药理活性成

分；并通过分子动力学模拟进一步确认了龙胆草苷

可与 SRC 紧密结合；药理研究也表明龙胆苦苷具有

良好的抗 RA 作用[13,43]。值得注意的是除了龙胆苦

苷，还发现 6′-O-乙酰龙胆苦苷可能是环烯醚萜苷治

疗 RA 的另一种关键活性化合物，有必要对 6′-O-乙

酰龙胆苦苷的抗 RA 作用给予更多关注，但这些预

测还需进一步实验验证。 

通过KEGG富集分析确定PI3K/Akt和下游NF-

κB 信号通路与潜在作用靶点相关性最好，研究证实

PI3K/Akt 通路可通过表达多种促炎介质促进破骨

细胞增生，破骨细胞异常增殖可促进关节组织中的

炎症和纤维化进程，因此 PI3K/Akt 通路异常激活可

以诱发或加重 RA 进展[44-45]。此外，NF-κB 通路作

为 PI3K/Akt 通路下游的一个重要分支，正常状态下

其可以调节滑膜成纤维细胞的肿瘤样增殖，抑制滑

膜纤维化形成，并使炎症因子水平保持正常[46]。本

研究结果显示，环烯醚萜苷中的关键成分龙胆苦苷

可以抑制 HFLS-RA 中 PI3K/Akt 和 NF-κB 通路的

激活发挥抗 RA 作用。 

同时，富集分析结果还显示 Th17 细胞分化和

IL-17 信号通路在环烯醚萜苷抗 RA 过程中也起着

重要作用，研究表明 Th17/Treg 细胞的免疫失衡在

RA 的发病机制中起着关键作用[47]，其主要参与调

节 IL-17A、TNF-α、IL-1β 和 IL-6 等炎症因子。因

此，环烯醚萜苷还可能通过抑制 Th17 细胞分化和

IL-17 信号通路，降低机体的炎症因子和趋化因子分

泌水平，进而抑制 RA 进展中的免疫炎症反应，减

轻免疫应激、炎症细胞浸润和炎症级联反应[48]。研

究发现 IL-17A 和 IL-17F 下调，或者上调 IL-10 和

TGF-β 的表达可以抑制自身反应性 T 细胞的活化减

轻 RA 的免疫失衡和炎症反应[49-50]。KEGG 富集分

析结果表明除了 PI3K/Akt 和 NF-κB 通路外，环烯

醚萜苷还可能通过抑制 Th17 细胞分化和 IL-17 通

路减少滑膜纤维化发挥抗 RA 作用，但在后续研究

中还需对该机制进行进一步探讨。 

为了避免网络药理学的非正常同质化现象，本

研究以秦艽中的关键成分环烯醚萜苷为核心对网络

药理学方法进行优化，分析了环烯醚萜苷抗 RA 的

关键药理成分和作用机制，结果表明龙胆苦苷和 6′-

O-乙酰龙胆苦苷可能是环烯醚萜苷发挥药理作用

的关键成分；大量研究表明 PI3K/Akt 和 NF-κB 通

路在调控 RA 的炎症反应和免疫失衡等方面具有重

要作用，本研究也得出了相似的结果，这表明以药

物关键成分为核心的网络药理学分析可以很好地避

免非正常同质化现象的出现，很大程度上提高了分

析结果的准确性和可靠性，为网络药理学预测中药

治疗不同疾病的机制和靶点提供了新思路。 
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