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基于网络药理学和代谢组学探究荆防颗粒对类风湿关节炎的保护作用及
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摘  要：目的  通过网络药理学和代谢组学联合分析探讨荆防颗粒（Jingfang Granules，JFG）对类风湿关节炎（rheumatoid 

arthritis，RA）的保护作用及机制。方法  采用完全弗氏佐剂诱导建立关节炎大鼠模型，检测足趾肿胀度、脏器指数和踝关

节组织病理学变化，酶联免疫吸附法（ELISA）检测白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）、IL-1β、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis 

factor-α，TNF-α）水平，Western blotting 检测 Toll 样受体 4（Toll-like receptor 4，TLR4）、磷酸化核因子-κB（Phosphorylated 

nuclear factor-κB，p-NF-κB）、髓样分化因子 88（myeloid differentiation factor 88，MyD88）蛋白表达水平，评价 JFG 对 RA

的保护作用。利用 UPLC-MS 技术结合代谢组学寻找 JFG 调节的血清代谢产物和代谢途径。基于 JFG 入血成分，进行网络

药理学分析，预测 JFG 入血成分的抗 RA 作用靶点和信号通路，并利用 Western blotting 技术验证 JFG 改善 RA 的关键信号

通路。结果  JFG 显著改善关节炎大鼠足趾肿胀程度（P＜0.05、0.01）及病理损伤，降低脾脏和胸腺指数，降低血清炎症细

胞因子 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 含量（P＜0.05、0.01），下调滑膜组织中 TLR4、p-NF-κB、MyD88 蛋白表达水平（P＜0.05、

0.01）。血清代谢组学发现 13 种内源性代谢物是 JFG 治疗 RA 的潜在生物标志物，这些代谢物主要参与了不饱和脂肪酸合

成、脂肪酸代谢等代谢途径。网络药理学共鉴定出 JFG 与 RA 的交集靶点 364 个，其中关键靶点 54 个。京都基因与基因组

百科全书（kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）富集分析表明其潜在机制可能与磷脂酰肌醇 3 激酶

（phosphatidylinositide 3-kinases，PI3K）/蛋白激酶 B（protein kinase B，Akt）信号通路有关。此外，Western blotting 结果显

示，与模型组比较，JFG 组大鼠滑膜组织中 PI3K、Akt、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mechanistic target of rapamycin kinase，

mTOR）磷酸化水平明显下调（P＜0.05、0.01）。结论  JFG 可能是通过抑制 PI3K/Akt/mTOR 通路，调节脂肪酸代谢，抑制

关节滑膜炎症，改善 RA 大鼠关节损伤。 
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Abstract: Objective  To investigate the protective effect and mechanism of Jingfang Granules (荆防颗粒, JFG) on rheumatoid 

arthritis (RA) through a combined analysis of network pharmacology and metabolomics. Methods  Rat model of arthritis was 
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established using complete Freund’s adjuvant induction. Degree of toe swelling, organ index, and pathological changes in ankle joint 

tissue were detected. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) was used to detect levels of interleukin-6 (IL-6), IL-1β and tumor 

necrosis factor-α (TNF-α). Western blotting was used to detect Toll like receptor 4 (TLR4), phosphorylated nuclear factor-kappa B (p-

NF-κB), and myeloid differentiation factor 88 (MyD88) to evaluate the protective effect of JFG on RA. Using UPLC-MS technology 

combined with metabolomics to identify serum metabolites and metabolic pathways regulated by JFG. Based on the blood components 

of JFG, network pharmacology analysis was conducted to predict the anti RA targets and signaling pathways, and Western blotting 

technology was used to verify the key signaling pathways of JFG improving RA. Results  JFG significantly improved the degree of 

toe swelling (P < 0.05, 0.01) and pathological damage in arthritis rats, decreased the spleen and thymus index (P < 0.05, 0.01), decreased 

the contents of serum inflammatory cytokines TNF-α, IL-1β and IL-6 (P < 0.05, 0.01), and down-regulated the expression levels of 

TLR4, p-NF-κB and MyD88 protein in synovial tissue (P < 0.05, 0.01). Serum metabolomics had identified 13 endogenous metabolites 

as potential biomarkers for JFG treatment of RA, which mainly participated in metabolic pathways such as unsaturated fatty acid 

synthesis and fatty acid metabolism. Network pharmacology identified 364 intersecting targets between JFG and RA, including 54 key 

targets. Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG) enrichment analysis indicated that the underlying mechanism may be 

related to phosphatidylinositide 3-kinases (PI3K)/protein kinase B (Akt) signaling pathway. In addition, Western blotting results 

showed that compared with the model group, the phosphorylation levels of PI3K, Akt and mechanistic target of rapamycin kinase 

(mTOR) in synovial tissue of JFG group were significantly down-regulated (P < 0.05, 0.01). Conclusion  JFG may regulate fatty acid 

metabolism, inhibit joint synovial inflammation, and improve joint injury in RA rats by inhibiting PI3K/Akt/mTOR pathway. 

Key words: Jingfang Granules; rheumatoid arthritis; network pharmacology; metabolomics; PI3K/Akt/mTOR pathway 

类风湿性关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是

一种常见的自身免疫性疾病，主要临床表现为关节

滑膜损伤和软骨组织破坏引起关节肿胀和疼痛、关

节僵硬、畸形等，严重可能导致功能残疾[1-2]。临床

研究表明，RA 作为一种慢性疾病，具有易复发、预

后差、致残率高等特点[3]。目前，抗 RA 的药物主

要有非甾体类抗炎药、抗风湿药物和生物制剂等，

但它们常伴有如诱发肝肾损伤、溃疡、心血管疾病

等不良反应[3-4]，因此，相关药物仍未满足临床需求。

中医认为类风湿关节炎属于“痹证”范畴，风寒湿

热等邪气侵袭，痹阻于人体肌肉和关节以及经络，

从而导致关节炎[5]。因此，散风祛湿成为中医药治

疗 RA 重要方法。荆防颗粒（Jingfang Granule，JFG）

是《摄生众妙方》中荆防败毒散的现代制剂，由荆

芥、防风、羌活、独活、柴胡、前胡、川芎、枳壳、

茯苓、桔梗、甘草组成，具有疏风除湿、散寒通痹、

活血止痛的作用[6]，可以用于治疗 RA。楚华等用荆

防败毒散治疗 RA 4 周，显效率为 88%[7]。现代药理

学研究表明 JFG 可通过多种通路发挥抗炎、调节免

疫、镇痛等作用[8-9]。根据 JFG 的传统用途和现代药

理学研究结果，提示 JFG 在 RA 的治疗中具有潜在

价值，但其用机制尚不清晰。 

网络药理学可以通过构建网络模型分析药物、

靶点和疾病之间的关系[10]，从而探索 JFG 对 RA 网

络的干预作用，预测药效成分对某些关键靶点及其

途径的影响。基于高效液相色谱法和质谱法的代谢

组学可以在生物系统中发现生物标志物，并关注分

子化合物的变化[11]。二者都关注生物系统的复杂

性，可以相互补充，帮助全面了解中药作用机制。

由完全弗氏佐剂（complete Freund′s adjuvant，CFA）

诱导的佐剂型关节炎（adjuvant-induced arthritis，

AA）是一种实验性关节炎模型，其病理特征类似于

RA，被广泛用于研究RA 的发病机制和治疗方法[12]。

本研究通过建立 AA 模型，结合网络药理学和代谢

组学，探讨 JFG 对 RA 的改善作用及相关机制，为

JFG 治疗 RA 的临床应用提供理论依据。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠 60 只，6～7 周龄，体质量

180～220 g，购自北京华阜康实验动物技术有限公

司，生产许可证号 SCXK（京）2021-0008，本研究

动物实验经鲁南制药集团股份有限公司动物伦理

委员会批准（伦理号 HN-IACUC-2023-039）。 

1.2  药品与试剂 

荆防颗粒（国药准字号 Z37020357，批号

0012301078）由山东新时代药业有限公司提供；双

氯芬酸钠（国药准字号 H10970209，批号 09723271）

由深圳致君制药有限公司提供；完全弗氏佐剂（批

号 F5881）购自美国 Sigma 公司；肿瘤坏死因子-α

（ tumornecrosisfactor-α，TNF-α）、白细胞介素-1β
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（interleukin-1β，IL-1β）、IL-6 ELISA 试剂盒（批号

分别为 ml002953、ml037361、ml064292）均购自上

海酶联生物科技有限公司；Toll 样受体 4（Toll-like 

receptor 4，TLR4）一抗（批号 J1322）购自美国 Santa 

cruz 公司；核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）、

磷脂酰肌醇 3-激酶（phosphatidylinositide 3-kinases，

PI3K）、β-肌动蛋白（β-actin）一抗（批号分别为

1034098-5、1042026-1、1009716-1）购自英国 Abcam

公司；磷酸化磷脂酰肌醇 3-激酶（phosphorylated 

phosphatidylinositide 3-kinases，p-PI3K）、蛋白激酶

B（protein kinase B，Akt）、磷酸化蛋白激酶 B

（phosphorylated protein kinase B，p-Akt）、髓样分化

因子 88（myeloid differentiation factor 88，MyD88）

（批号分别为 09/2028、08/2028、01/2029、09/2028）

购自美国 Cell Signaling Technology 公司；HRP 标记

的山羊抗兔二抗、HRP 标记的山羊抗鼠二抗、BCA

蛋白浓度测定试剂盒、极超敏 ECL 化学发光试剂盒

（批号分别为 030623230711 、 011623230720 、

Z928240816、111423240314）购自上海碧云天生物

技术有限公司。 

1.3  仪器 

PV-200 型足趾溶剂测量仪（成都泰盟软件有限

公司）；ELX-800 型酶标仪（美国 BioTek 公司）；

DYY-7C 型电泳仪及 DYCZ-40D 型转移槽（北京六

一生物科技有限公司）；ChemiScope 型全自动化学

发光成像系统（上海勤翔科学仪器有限公司）；

HermoScientificLTQ-Oribitrap 型高分辨质谱联用

仪 、 Vanquish 型 超 高效 液 相 色 谱 仪 （ 美国

ThermoFisher 公司）。 

2  方法 

2.1  动物分组、造模及给药 

大鼠适应性喂养 7 d 后，根据体质量随机分

为对照组、模型组和 JFG 低、中、高剂量（0.5、

1.0、2.0 g/kg）组及双氯芬酸钠（10 mg/kg）组，

每组 10 只。依据文献方法[13]建立 AA 模型，除对

照组外，其余各组大鼠于右后足趾 sc 100 µL CFA

（10 mg/mL），对照组大鼠在相同部位注射等体积生

理盐水。造模后的第 2 天 ig 相应的药物（10 mL/kg），

对照组和模型组大鼠 ig 等体积蒸馏水，1 次/d，持

续 21 d。 

2.2  足肿胀度检测 

于造模前在大鼠右后足踝关节处划线标记，使

用足趾容积测量仪测量各组大鼠右后足踝关节以

下足容积，造模后每 3 天测量 1 次各组大鼠右后足

容积，计算足肿胀度。 

足肿胀度＝(造模后足体积－造模前足体积)/造模前足

体积 

2.3  脏器指数检测 

末次给药 24 h 后，各组大鼠麻醉处死，迅速取

出脾脏和胸腺并称定质量，分别计算脾脏指数和胸

腺指数。 

脾脏指数＝脾脏质量/体质量 

胸腺指数＝胸腺质量/体质量 

2.4  组织病理学评价 

取各组大鼠右后足踝关节，于 10%中性甲醛中

固定，经去钙化、脱水、石蜡包埋等步骤后切片，

对切片进行 HE 染色，于光学显微镜下观察关节组

织的病理变化。 

2.5  ELISA 检测炎症因子水平 

腹主静脉采血，4 ℃静置 30 min，5 000 r/min

离心 10 min，取上清，于−80 ℃保存。根据试剂盒

说明书检测各组大鼠血清中 TNF-α、IL-1β 和 IL-6

水平。 

2.6  血清代谢检测 

取各组大鼠血清样本 100 μL，加入 400 μL 甲

醇-乙腈（2∶1），在冰浴中涡旋混合并超声 10 min

后，12 000 r/min、4 ℃离心 10 min，取上清，根据

文献方法[13]进行 UPLC-MS 分析。 

2.7  Western blotting 检测相关蛋白表达 

取关节滑膜组织，按试剂盒说明书提取总蛋

白，蛋白样品经 10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶电泳，转至 PVDF 膜，5%脱脂奶粉封闭后，

孵育一抗、二抗，采用超灵敏化学发光成像系统采

集图像，并使用 Image-J 软件对蛋白条带进行灰度

值分析。 

2.8  网络药理学分析 

2.8.1  JFG 活性成分靶点筛选  通过 PubChem 数

据库、SwissTargetPrediction 数据库筛选预测得分

（probability）大于 0 的靶点，整理得到 JFG 入血成

分[14]靶点。 

2.8.2  RA 靶点筛选  以“Rheumatoid Arthritis”为关

键词，在 GeneCards 数据库中检索相关靶点，类别选

择“Protein Coding”，得到 RA 相关的疾病靶点。 

2.8.3  JFG 治疗 RA 的潜在靶点  在 Venny2.1.0 平

台取 JFG 入血成分靶点和 RA 靶点的交集，利用

Cytoscape 软件构建“JFG 活性成分-疾病靶点”网络。 
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2.8.4  PPI网络分析  将交集靶点导入STRING数据

库，物种选择“智人（Homosapiens）”，设置minimum 

required interaction score为“high confidence（0.700）”，

导出 .tsv文件。将文件导入Cytoscape软件，利用

Centiscape 2.2 插件拓扑分析筛选关键靶点，并将其

可视化。 

2.8.5  基因本体论（gene ontology，GO）和京都基

因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes 

and genomes，KEGG）功能富集  将关键靶点导入

KOBAS 数据库进行 GO 和 KEGG 富集分析，并将

分析结果进行可视化。 

2.9  统计学分析 

数据以 x s 表示，采用 Graphpad Prism 8.0.2

软件进行统计分析，组间样本比较采用单因素方差

分析。 

3  结果 

3.1  对大鼠足肿胀度的影响 

如图 1 所示，大鼠足肿胀度随时间的变化曲

线可分为 2 个阶段，第 1 阶段足肿胀加重，sc CFA

后 3 d 足肿胀度达到高峰，随后缓慢消退，至第 9

天又开始肿胀，第 12 天达到第 2 次高峰。与模型

组比较，JFG 高剂量组在第 12 天后足肿胀度显著

降低（P＜0.05、0.01），JFG 中剂量组在第 15 天

后足肿胀度显著降低（P＜0.05、0.01），JFG 低剂

量组和双氯芬酸钠组在第 21 天后足肿胀度显著

降低（P＜0.05），表明 JFG 能够改善 AA 大鼠的

关节肿胀情况。 

3.2  对脏器指数的影响 

如图 2 所示，与对照组比较，模型组大鼠的脾

脏指数和胸腺指数显著升高（P＜0.05、0.01）；与模

型组比较，JFG 中、高剂量组大鼠脾脏指数显著降

低（P＜0.05、0.01），JFG 低、中、高剂量组大鼠胸

腺指数显著降低（P＜0.05、0.01）。 

3.3  对病理损伤的影响 

如图 3 所示，对照组大鼠踝关节结构、软骨

内层、关节间隙及骨组织形态均正常，滑膜无炎

症细胞浸润；模型组大鼠关节组织异常，滑膜组

织明显增生，呈绒毛状深入关节腔内，且有大量

炎性细胞浸润；与模型组比较，JFG 各剂量组和

双氯芬酸钠组大鼠滑膜组织慢性炎症表现为滑膜

轻微增生，炎症细胞浸润，提示 JFG 能够减轻 AA

大鼠关节病理损伤。 

 

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下图同。 

#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group, same as below tables. 

图 1  JFG 对足肿胀度的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 1  Effect of JFG on degree of foot swelling ( x s , n = 8) 

 

图 2  JFG 对脾脏和胸腺指数的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 2  Effects of JFG on spleen and thymus index ( x s , n = 8) 
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3.4  对血清炎症因子水平的影响 

如图 4 所示，与对照组比较，模型组大鼠血清

中 TNF-α、IL-6、IL-1β 含量均显著升高（P＜0.001）；

JFG 中、高剂量组大鼠血清中 TNF-α、IL-6、IL-

1β 水平均显著降低（P＜0.05、0.01），且呈剂量相

关性，表明 JFG 可显著抑制炎症反应。 

3.5  对炎症相关蛋白表达的影响 

如图 5 所示，与对照组比较，模型组滑膜组织中

TLR4、MyD88、p-NF-κB 蛋白表达量显著升高（P＜

0.01）；与模型组比较，JFG 给药干预后，TLR4、

MyD88、p-NF-κB 蛋白的表达显著降低（P＜0.05、

0.01），表明 JFG 可通过调节 TLR4/MyD88/NF-κB 信

号通路抑制关节滑膜炎症。 

3.6  血清代谢分析 

对正、负离子模式下的质谱数据进行主成分分

析（principal component analysis，PCA）和正交偏最

小二乘法判别分析（orthogonal partial least squares 

discrimination analysis，OPLS-DA），见图 6、7。PCA

结果显示，在正、负离子模式下，各组数据均呈现

良好的聚类特征，表明各组血清代谢水平存在显著 

 

图 3  JFG 对关节组织的影响 (×100) 

Fig. 3  Effect of JFG on ankle tissue (× 100) 

 

图 4  JFG 对血清炎症因子水平的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 4  Effect of JFG on levels of serum inflammatory factors ( x s , n = 6) 

 

图 5  大鼠滑膜组织中 TLR4、MyD88、p-NF-κB 蛋白表达 ( x s , n = 6) 

Fig. 5  Expression of TLR4, MyD88, p-NF-κB protein in synovial tissue of rats ( x s , n = 6) 
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图 6  正离子模式下血清代谢物的 PCA、OPLS-DA 和置换检验 

Fig. 6  PCA, OPLS-DA and replacement tests of serum metabolites in positive ion mode 

 

图 7  负离子模式下血清代谢物的 PCA、OPLS-DA 和置换检验 

Fig. 7  PCA, OPLS-DA scores and displacement tests of serum metabolites in negative ion mode 

差异。此外，JFG 高剂量组接近于对照组，表明 JFG

可以减轻 AA 导致的代谢紊乱。OPLS-DA 结果表

明，对照组与模型组之间存在明显的分离，模型组

与 JFG 高剂量组之间存在明显的分离。置换检验分

析未发现过拟合现象，且 R2 接近于 1、Q2小于 0。 

以 VIP≥1 和 P＜0.05 为筛选标准，共鉴定出

13 种差异代谢物（表 1、图 8-A）。如图 8-B 所示将

13 种差异代谢物导入 MetaboAnalyst 6.0 数据库进

行分析，富集结果表明 JFG 调节的代谢通路主要为

不饱和脂肪酸生物合成（biosynthesis of unsaturated 

fatty acids）、脂肪酸代谢（fatty acid degradation）和

脂肪酸生物合成（fatty acid biosynthesis）等。 

3.7  “JFG 活性成分-疾病靶点”网络分析 

在 SwissTargetPrediction 数据库中，对 JFG 入

血成分进行靶点检索，共获得 591 个靶点。在

GeneCards 数据库中，共筛选得到 RA 靶点 6028 个，

将之与 JFG 入血成分靶点取交集，得到 364 个共同

靶点。利用 Cytoscape 软件构建“JFG 入血成分-疾

病靶点”网络，见图 9。 

3.8  PPI 网络分析 

将共同靶点导入 STRING 数据库，筛选出置信

度≥0.700 的靶点，剔除孤立靶点，利用 Cytoscape

软件和 Centiscape2.2 插件，以 degree 值、betweness、

closeness 为主要参数进行拓扑分析，筛选关键靶点

并将其可视化（图 10）。 

3.9  GO 和 KEGG 功能富集 

为探讨 JFG 治疗 RA 的潜在途径，利用 KOBAS

数据库对关键靶点进行 GO 和 KEGG 富集分析。 
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表 1  血清代谢差异物 

Table 1  Serum metabolic differences 

序号 代谢物 分子式 离子模式 
VIP (对照

vs模型) 

对照 vs

模型 

VIP (模型

vs JFG) 

模型 vs 

JFG 

01 1-油酰甘油磷酸胆碱 C26H52NO7P 正离子 3.20766 ↑1) 3.06046 ↓1) 

02 棕榈酰肉碱 C23H45NO4 正离子 2.29873 ↑1) 2.34428 ↓1) 

03 D-1-氨基丙-2-氧基磷酸酯 C3H10NO4P 正离子 1.69649 ↓2) 1.29306 ↑1) 

04 L-谷氨酰胺 C5H10N2O3 正离子 1.74492 ↑1) 1.99387 ↓2) 

05 棕榈酸 C16H32O2 正离子 1.88573 ↓2) 1.02052 ↑2) 

06 2,3-环氧-4-氧代-7,10-十二碳二烯酰胺 C12H17NO3 正离子 1.15936 ↑1) 1.57941 ↓2) 

07 γ-亚麻酸 C18H30O2 负离子 11.20790 ↑1) 12.5256 ↓1) 

08 (4β)-12-磺基枞-8,11,13-三烯-18-酸 C20H28O5S 负离子 8.24778 ↑1) 7.3405 ↓1) 

09 全顺式-4,7,10,13,16-二十二碳五烯酸 C22H34O2 负离子 4.46685 ↑1) 3.72547 ↓1) 

10 尿氯酸 C8H11Cl3O7 负离子 2.53447 ↑1) 3.30136 ↓1) 

11 7Z,10Z十六碳二烯酸 C16H28O2 负离子 2.14850 ↑1) 2.67897 ↓2) 

12 月桂酸 C12H24O2 负离子 2.29813 ↑2) 2.53595 ↓2) 

13 壬酸 C19 H38O2 负离子 1.72015 ↓2) 1.57103 ↑2) 

1)P＜0.05  2)P＜0.01；“↑”表示上调，“↓”表示下调。 

1)P < 0.05  2)P < 0.01; “↑” indicates up-regulation, “↓” indicates down-regulation.

 

图 8  差异代谢物热图 (A) 及 JFG 调控的代谢途径 (B) 

Fig. 8  Differential metabolite heat map (A) and metabolic pathways regulated by JFG (B) 

GO 富集分析筛选各类别排名前 10 的条目（P＜

0.05），结果显示生物过程（biological process，BP）

条目主要为 RNA 聚合酶 II（positive regulation of 

transcription by RNA polymerase II）的调节、细胞

因子介导的信号通路（cytokine-mediated signaling 

pathway ） 和 蛋 白 质 磷 酸 化 （ protein 

phosphorylation ） 等 ； 细 胞 组 成 （ cellular 

component，CC）条目包括细胞质（cytosol）、细

胞核（nucleus）、核质（nucleoplasm）、线粒体

（mitochondrion）等；分子功能（molecular function，

MF）条目主要涉及蛋白结合（protein binding）、

ATP 结合（ATP binding）、酶结合（enzyme binding）

等，见图 11。KEGG 通路富集分析，筛选得到 174

条通路（P＜0.01），主要分布在癌症相关通路、

PI3K/Akt等信号通路，见图 12（排名前 20）。KEGG

通路富集分析显示“癌症相关通路”，可能是因其

调控细胞增殖、代谢、存活等基本生物过程，而

这些过程在 RA 等炎症性疾病中同样重要。此外， 
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菱形代表 JFG 入血成分，矩形代表交集靶点。 

Diamonds represent JFG entry components and rectangles represent intersection targets. 

图 9  “JFG 入血成分-疾病靶点”网络 

Fig. 9  Network “blood entry component of JFG-disease target” 

 

图 10  JFG 治疗 RA 关键靶点预测 

Fig. 10  Prediction of key targets of JFG treatment for RA 
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图 11  JFG 治疗 RA 靶点的 GO 富集分析 

Fig. 11  GO enrichment analysis of RA targets treated by JFG 

 

图 12  JFG 对 RA 靶点的 KEGG 富集分析 

Fig. 12  KEGG enrichment analysis of RA target by JFG 

癌症研究数据丰富，数据库对其注释更详细，因此

在富集分析中频繁出现。 

本研究结合网络药理学和代谢组学结果，选择

与调节脂肪酸代谢相关的 PI3K/Akt 信号通路进行

验证，以排除结果假阳性。研究表明，PI3K/Akt 信

号通路可通过激活 mTOR 调控脂肪酸代谢[15]，故利

用Western blotting技术验证 JFG对PI3K/Akt/mTOR

信号通路的影响。如图 13 所示，与对照组比较，模

型组大鼠关节组织中 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-

mTOR/mTOR 比值显著升高（P＜0.05、0.01）；与模

型组比较，JFG 组 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-

mTOR/mTOR 显著下降（P＜0.05、0.01），提示 JFG

可通过抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路治疗 RA，进

一步验证了网络药理学结果。 

4  讨论 

RA 是一种常见的自身免疫性疾病，具有滑膜

炎症和增生（肿胀）的症状，随着疾病进展，关节

受损，严重影响患者生活质量[16]。AA 是一种诱发

的（亚）慢性关节炎，可引起关节肿胀、滑膜炎症

和软骨破坏，被广泛用作模拟 RA 的发病过程，以

评估药物的镇痛潜力或抗炎作用[12-13]。本研究建

立由 CFA 诱导的 AA 大鼠模型，探究 JFG 对 RA 
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图 13  JFG 对 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR 蛋白表达的影响 

Fig. 13  Effect of JFG on protein expression levels of p-PI3K/PI3K, p-Akt/Akt and p-mTOR/mTOR 

的保护作用及作用机制。结果表明，JFG 可以减轻

AA 大鼠足趾肿胀、降低脾脏和胸腺指数、抑制血

清炎症因子水平和关节炎症蛋白表达、缓解滑膜损

伤程度、调节脂肪酸代谢紊乱，表明 JFG 可能是治

疗 RA 的潜在药物。 

促炎细胞因子 TNF-α，IL-1β 和 IL-6 在 RA 进

展中发挥重要作用[18]。在 RA 中，TNF-α 被认为在

炎症中起主导作用[19]。IL-1β 由巨噬细胞产生，可

作用于软骨细胞，诱发软骨基质降解，导致软骨损

伤。同时，TNF-α 和 IL-1β 可协同增加其他细胞因

子的表达，加剧肿胀[20]。IL-6 可由 TNF-α 刺激成纤

维细胞持续产生，并增强 TNF-α 和 IL-1β 的作用，

进而加重炎症[21]。因此，抑制以上炎性介质的表达

和活性被认为是治疗 RA 的可行方法。此外，

TLR4/NF-κB 信号通路为经典炎症通路，当 TLR4 被

其配体结合时，它通过 MyD88 依赖和独立途径激

活 NF-κB，从而增加促炎分子的产生，加重炎症反

应[22]。研究表明，通过抑制 TLR4/NF-κB 信号通路，

可以减轻 RA 炎症[23-25]。在本研究中，JFG 能够抑

制 AA 大鼠血清中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的表达，

降低滑膜组织中 TLR4、MyD88、p-NF-κB 蛋白表

达量，表明 JFG 可减轻 AA 模型大鼠炎症反应。 

研 究 表 明 ， 脂 肪 酸 可 通 过 激 活

TLR4/MyD88/NF-κB 通路参与炎症反应，也可通过

引起内质网应激诱发炎症反应[26-27]。在 RA 中，饱

和脂肪酸棕榈酸和不饱和脂肪酸亚油酸可以诱导

滑膜成纤维细胞中促炎细胞因子产生[28]。γ-亚麻酸可

转化为 Dihomo-γ-亚麻酸，减少炎性介质花生四烯酸

的氧合产物合成，从而发挥抗炎作用[29-30]。临床研

究表明，γ-亚麻酸可以减轻 RA 患者的炎症及关节

损伤[31]。月桂酸能够降低促炎细胞因子水平，并下

调 TLR4/NF-κB 蛋白的表达[32-33]。因此，调节脂肪酸

紊乱有助于抑制 RA 的炎症反应[34-35]。本研究通过

对血清内源性代谢物进行分析，发现 AA 大鼠血清

中棕榈酸增加、γ-亚麻酸、月桂酸等减少，JFG 给

药干预后棕榈酸含量减少，γ-亚麻酸、月桂酸等含

量上调，表明 JFG 可能通过调节脂肪酸紊乱抑制

AA 模型大鼠的炎症反应。 

中药成分复杂，治疗疾病的作用机制难以阐

明。网络药理学通过多成分、多靶点的系统性分析，

能够有效揭示中药的复杂作用机制，并在推动中医

药现代化研究中展现出广阔前景[36-37]。本研究基于

网络药理学方法，分析 JFG 入血成分的靶点与 RA

之间的关系，该方法具有较高的准确性和查全性，

但也存在数据更新滞后、对中药成分覆盖不足以及

依赖计算预测等局限。为弥补以上不足，本研究结

合血清代谢结果，并通过 Western blotting 实验进行

验证，以排除假阳性，从而提高结果的准确性和科

学性，符合指南中对实验验证结果与网络药理学分

析结果相结合的建议[38-39]。通过网络药理学，共鉴

定出 54 个关键靶点，活性成分中 5-羟基呋喃香豆

素能够作用于 AKT1、PIK3CA、HSP90AA1 和 SRC

等靶点[40]，7-羟基香豆素、7-羟基-4′-甲氧基异黄酮

可作用于 EGFR 靶点[41]，6,7-二甲氧基香豆素可作用

于 AKT1 蛋白[42]等，而 AKT1、PIK3CA、HSP90AA1、

EGFR 等可能是抗 RA 的重要靶点[43-45]。对关键靶

点进行 KEGG 富集分析，主要分布在癌症相关通

路、PI3K/Akt 信号通路、MAPK 信号通路等。其中

PI3K/Akt 信号通路的激活可诱导 mTOR 的磷酸化，

在细胞周期，细胞存活，炎症，代谢和细胞凋亡等

过程中发挥重要作用[46]。激活的 PI3K/Akt/mTOR 信

号通路可以诱导脂肪酸、脂质和胆固醇的重新生物
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合成[15]。mTOR 是细胞内代谢和免疫细胞活化的主

要调控因子，并形成不同多蛋白复合物的催化亚

基，如 mTORC1 和 mTORC2，它们都有助于代谢

重编程过程。mTORC1 可被 PI3K/Akt 信号通路激

活，触发从头脂肪生成和合成代谢，mTORC2 可通

过激活 AKT，也可通过 AKT 磷酸化后对 mTORC2

的相互刺激来介导脂肪酸代谢[47]。脂肪酸代谢与炎

症反应密切相关，饱和脂肪酸通常与促炎症信号的

激活相关，而不饱和脂肪酸（如 ω-3 脂肪酸）则具

有抗炎作用[48-49]。通过调节 PI3K/Akt/mTOR 通路来

调控脂肪酸代谢，从而抑制炎症介质的产生。

Western blotting 结果表明 JFG 可下调 AA 大鼠关节

组织中 p-PI3K、p-Akt、p-mTOR 的表达，从而抑制

了 PI3K/Akt/mTOR 信号通路。以上结果表明，JFG

可能是通过 PI3K/Akt/mTOR 信号通路调节脂肪酸

代谢紊乱，从而抑制关节滑膜炎症，改善对 RA 关

节损伤。 

综上，本研究发现， JFG 可能是通过抑制

TLR4/MyD88/NF-κB 信号通路抑制关节炎症，改善

AA 模型大鼠关节损伤。结合网络药理学、代谢组

学和 Western blotting 技术，发现 JFG 可能是通过抑

制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路，调节脂肪酸代谢紊

乱，降低 AA 模型大鼠关节炎症。本研究为 JFG 治

疗 RA 提供了理论依据，也为中医药治疗 RA 提供

了线索和思路。 
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