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摘　要：本研究基于网络药理学与体外实验探讨羌活醇促进成骨细胞分化的作用机制。通过 ＰｕｂＣｈｅｍ、ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔ
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ等数据库预测羌活醇作用靶点，结合 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、ＯＭＩＭ、ＣＴＤ数据库获取骨质疏松相关靶点，利用 Ｖｅｎｎｙ、
ＳＴＲＩＮＧ、Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ等工具构建药物疾病共同靶点网络，并进行ＧＯ功能与ＫＥＧＧ通路富集分析；以小鼠颅顶前骨细
胞亚克隆１４（ＭＣ３Ｔ３Ｅ１）和小鼠骨髓间充质干细胞为模型，采用ＣＣＫ８法确定羌活醇的安全浓度范围，通过碱性磷
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族／β连环蛋白（ｗｉｎｇｌｅｓｓｔｙｐｅＭＭＴＶｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｓｉｔｅｆａｍｉｌｙ／ｂｅｔａｃａｔｅｎｉｎ，ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ）信号通路抑制剂 ＸＡＶ９３９进
行验证，评估羌活醇的促成骨分化效应及机制。结果显示，网络药理学筛选出羌活醇与骨质疏松的６１个共有靶点，
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ｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ２）蛋白）、钾电压门控通道亚家族 Ａ成员 ２（ｐｏｔａｓｓｉｕｍｖｏｌｔａｇｅｇａｔｅｄｃｈａｎｎｅｌｓｕｂｆａｍｉｌｙＡｍｅｍｂｅｒ２，
ＫＣＮＡ２）、缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａ，ＨＩＦ１Ａ）等；ＫＥＧＧ分析提示其可能通过 ＷＮＴ／β
ｃａｔｅｎｉｎ信号通路发挥作用，分子对接表明羌活醇与核心靶点 ＣＯＸ２蛋白结合最为稳定（结合能为８．５ｋｃａｌ／ｍｏｌ）；体
外实验证实，在安全浓度（５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）下，羌活醇可显著增强ＡＬＰ活性、促进钙结节形成，并上调成骨相关基因
Ｒｕｎｔ相关转录因子２（Ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，Ｒｕｎｘ２）、骨特异性转录因子（ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｐｒｏｔｅｉｎ７，Ｓｐ７）和远端
缺失同源框５（ｄｉｓｔａｌｌｅｓｓｈｏｍｅｏｂｏｘ５，Ｄｌｘ５）的ｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验进一步表明羌活醇通过上调 ＣＯＸ２表达
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通过调控ＣＯＸ２／ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ信号轴促进成骨细胞分化，为羌活醇在骨质疏松治疗中的应用提供理论依据。
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ＣＯＸ２／ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇａｘｉｓ，ｐｒｏｖｉｄｉｎｇａｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｎｏｔｏｐｔｅｒｏｌｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｏｓｔｅｏ
ｐｏｒｏｓｉｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｎｏｔｏｐｔｅｒｏｌ；ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；ｎｅｔｗｏｒｋｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ；ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ

　　骨质疏松症是全球最常见的骨骼疾病，发病主
要是成骨细胞与破骨细胞共同介导的骨形成与骨吸

收失去动态平衡关系所致［１］。在骨质疏松症患者

中，骨髓间充质干细胞向脂肪方向分化增多，向成骨

方向分化减少［２］，无翅型 ＭＭＴＶ整合位点家族／β
连环蛋白（ｗｉｎｇｌｅｓｓｔｙｐｅＭＭＴＶｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｓｉｔｅｆａｍｉ
ｌｙ／ｂｅｔａｃａｔｅｎｉｎ，ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ）信号通路是调控骨
形成的关键通路，其激活可促进间充质干细胞向成

骨细胞分化［３］。研究表明，前列腺素内过氧化物合

酶 ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎｅｎｄｏｐｅｒｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ２，Ｐｔｇｓ２）
（编码环氧化酶２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ２）蛋白）可
通过前列腺素Ｅ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２，ＰＧＥ２）在骨损伤
或炎症微环境中激活表皮生长因子受体／磷脂酰肌
醇３激酶（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ／ｐｈｏｓｐｈａｔｉ
ｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＥＧＦＲ／ＰＩ３Ｋ）通路以增强 βｃａｔｅ
ｎｉｎ稳定性，放大经典 ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路对成
骨基因如 Ｒｕｎｔ相关转录因子 ２（ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，Ｒｕｎｘ２）、骨特异性转录因子（ｓｐｅｃｉ
ｆｉｃｉｔｙｐｒｏｔｅｉｎ７，Ｓｐ７）和远端缺失同源框５（ｄｉｓｔａｌｌｅｓｓ
ｈｏｍｅｏｂｏｘ５，Ｄｌｘ５）的转录激活［４］。这为天然化合物

调控骨代谢的靶点研究提供了重要思路。

伞形科羌活属植物羌活（Ｈａｎｓｅｎｉａｗｅｂｅｒｂａｕｅｒｉ
ａｎａ（ＦｅｄｄｅｅｘＨ．Ｗｏｌｆｆ）Ｐｉｍｅｎｏｖ＆Ｋｌｊｕｙｋｏｖ）的提
取物可能通过调节骨代谢相关通路影响成骨分

化［５］，这为探索羌活的抗骨质疏松作用提供了理论

基础。羌活醇来源于羌活的干燥根茎，是羌活药材

中的主要活性成分，其具有抑制滑膜成纤维细胞异

常增殖能力［６］。现有研究表明，羌活醇能通过抑制

ＰＩ３Ｋ／蛋白激酶 Ｂ／谷胱甘肽过氧化物酶 ４（ＰＩ３Ｋ／
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ／ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ＧＰＸ４）介导的铁死亡信号通路有效缓解骨关节炎并
减轻疼痛［７］，展现了羌活醇作为羌活主要提取物在

骨骼系统疾病中的潜在药用价值。尽管羌活醇前期

已有骨研究领域相关文献报道，但其在羌活提取物

抗骨质疏松作用中的角色尚未阐明［８］。本研究通

过整合网络药理学和体外实验，系统地探究羌活醇

促进成骨细胞分化的分子机制，为其在骨质疏松治

疗中的应用提供依据。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器
１．１．１　细胞

小鼠颅顶前骨细胞亚克隆１４（ＭＣ３Ｔ３Ｅ１）、小
鼠骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣ）（批号：ＣＬ０３７８、ＣＰ
Ｍ１３１，购于武汉普诺赛生命科技有限公司）。
１．１．２　药物和试剂

羌活醇（批号：ＭＵＳＴ２４０７０１１５，纯度：９８％，成
都曼斯特生物科技有限公司）；胎牛血清（批号：

ＳＴ３０３３０２，潘生物科技（德国）有限公司）；αＭＥＭ
基础培养基、Ｔｒｉｚｏｌ试剂 （批号：Ｃ１２５７１５００ＢＴ、
１５５９６０１８ＣＮ赛默飞世尔生化制品（上海）有限公
司）；０．２５％胰蛋白酶（批号：２１１０４２，无锡耐思生命
科技股份有限公司）；小鼠成骨细胞诱导因子（批
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号：ＡＩ１００１００４，杭州炀明生物技术有限公司）；青链
霉素混合液（１００×）、茜素红染色试剂盒（批号：
Ｐ１４００、Ｇ３２８３，北京索莱宝科技有限公司）；红细胞
裂解液（批号：Ｇ２０１５５００ＭＬ，塞维尔生物）；碱性磷
酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）试剂盒、核质分离
试剂盒（批号：Ｐ０３２１Ｓ、Ｐ００２８，上海碧云天生物技术
股份有限公司）；ＴａｑＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎｑＰＣＲＰｒｅｍｉｘ
（Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ）（批号 ＥＧ２０１１７Ｍ，百时美生物科技）；
ＣＣＫ８试剂盒、β连环蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）、Ｇ１／Ｓ特异
性周期蛋白Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、Ｂ细胞淋巴瘤２（Ｂｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ２，ＢＣＬ２）抗体、ＲＵＮＸ２、甘油醛３磷酸脱
氢 酶 （ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）抗体 （批号：Ｋ１０１８、ＭＡ１４６１、ＰＡ１１１３、
Ｆ１９２８、ＭＡ４９９０、ＭＡ５７９８，艾湃生物科技有限公司）；
ＣＯＸ２抗体（批号：ａｂ１７９８００，艾博抗（上海）贸易有
限公司）；ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路抑制剂 ＸＡＶ９３９
（批号：ＣＭ００８５４，武汉三鹰生物技术有限公司）；引
物（生工生物工程（上海）股份有限公司）；ＰＶＤＦ膜
（批号：２４９３７７９９，密理博公司）。
１．１．３　仪器

ＸＤＳ２００倒置生物显微镜（江西凤凰光学科技
有限公司）；ＭＰ６０４０１梯度ＰＣＲ仪（莫纳生物科技有
限公司）；ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＴＭ ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＴＭ３＆５实
时定量 ＰＣＲ仪（赛默飞世尔科技公司）；ＰｏｗｅｒＰａｃ
ＨＣ电泳电源、ＴｒａｎｓＢｌｏｔＴｕｒｂｏ半干／湿式转印系
统、ＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰ化学发光成像仪（伯乐生命医学产
品有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　网络药理学分析

通过 ＰｕｂＣｈｅｍ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）获取羌活醇的 ＳＭＩＬＥ号，并利用 Ｓｗｉｓ
ｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．
ｃｈ）、ＳＥＡ数据库（ｓｅａ．ｃｈｅｍ．ｔｕｆｔｓ．ｅｄｕ）和 Ｓｕｐｅｒｐｒｅｄ
数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈａｒｉｔｅ．ｄｅ）进行靶点预
测。将各平台预测结果汇总并去重，最终得到潜在

靶点［９］。以“ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ”为检索词，在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ）、ＯＭＩＭ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｏｍｉｍ．ｏｒｇ）和 ＣＴＤ（ｈｔｔｐ：／／ｃｔｄｂａｓｅ．ｏｒｇ）数据库中检
索与骨质疏松相关的靶点基因，设置物种为人。合

并各数据库结果并去重，共获得疾病靶点。将成分

靶点与疾病靶点输入Ｖｅｎｎｙ２．１软件，绘制韦恩图，
筛选出共有靶点，作为羌活醇作用于骨质疏松的潜

在靶点。将共有靶点输入ＳＴＲＩＮＧ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／

ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ）构建蛋白互作（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃ
ｔｉｏｎ，ＰＰＩ）网络，设置中等置信度（ｓｃｏｒｅ≥０．４），物种
为“Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ”。利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．９．０对网络进
行拓扑分析，根据 ｄｅｇｒｅｅ值筛选出关键靶点。以羌
活醇、骨质疏松和共有靶点为基础，构建药物靶点
疾病网络，并通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．９．０（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｙｔｏ
ｓｃａｐｅ．ｏｒｇ）可视化，展示药物与疾病间的复杂作用关
系。使用ＤＡＶＩＤ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ）
对共有靶点进行ＧＯ功能富集分析和ＫＥＧＧ通路分
析，筛选Ｐ值＜０．０５的显著通路，共富集到１７条信
号通路，进一步揭示羌活醇的作用机制。从 Ｐｕｂ
Ｃｈｅｍ和ＲＣＳＢＰＤＢ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ）
分别获取羌活醇和关键靶点的 ３Ｄ结构，采用
ＡｕｔｏＤｏｃｋＶｉｎａ工具（ｈｔｔｐｓ：／／ｖｉｎａ．ｓｃｒｉｐｐｓ．ｅｄｕ）进行
分子对接。配体和受体（靶蛋白）经 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ
预处理后，计算结合能并分析相互作用，筛选结合能

＜５．０ｋｃａｌ／ｍｏｌ的稳定复合物。
１．２．２　体外细胞实验
１．２．２．１　羌活醇溶液制备

精密称量２．００ｍｇ羌活醇，溶于１００μＬＤＭＳＯ，
配制成浓度为５６．５４ｍｍｏｌ／Ｌ的药物母液。
１．２．２．２　成骨细胞的诱导和培养

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１为贴壁细胞，３７℃解冻复苏，离心后
弃去冻存液，加入αＭＥＭ完全培养基（９０％ αＭＥＭ
基础培养基、１０％胎牛血清、１％青链霉素混合液），
于１０ｃｍ培养皿中培养，每皿８ｍＬαＭＥＭ完全培
养基，将其置于含有５％ ＣＯ２的３７℃二氧化碳培养
箱中培养。在细胞培养基中加入１６μＬ／ｍＬ的成骨
诱导因子，对其进行成骨诱导。

１．２．２．３　细胞活性检测
将ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞按照１×１０４个／孔接种于９６

孔板中，每孔加入１００μＬαＭＥＭ完全培养基，放入
含有５％ ＣＯ２的３７℃二氧化碳培养箱中培养２４ｈ
后，设置对照组（成骨诱导）、羌活醇 ＋成骨诱导组
（羌活醇５、１０、２０、４０、６０、８０、１００μｍｏｌ／Ｌ），每组至
少６个复孔，将其放入含有５％ ＣＯ２的３７℃恒温培
养箱中再培养２４ｈ和４８ｈ，每孔加入１０μＬＣＣＫ８试
剂，避光孵育１．５ｈ，于４５０ｎｍ波长处测定吸光度。
１．２．２．４　ＡＬＰ活性检测

将ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞按照１×１０６个／孔接种于２４
孔板中，每孔加入１ｍＬαＭＥＭ完全培养基放入含
有５％ ＣＯ２的 ３７℃二氧化碳培养箱中培养 ２４ｈ
后，设置对照组（成骨诱导）、羌活醇 ＋成骨诱导组
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（羌活醇５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）。每３ｄ更换１次相应的
药物及培养基，经过５ｄ的培养，用ＡＬＰ活性试剂盒
进行ＡＬＰ活性检测（３７℃孵育１０ｍｉｎ）。
１．２．２．５　茜素红染色

将ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞按照１×１０６个／孔接种于２４
孔板中，每孔加入１ｍＬαＭＥＭ完全培养基，放入含
有５％ ＣＯ２的 ３７℃二氧化碳培养箱中培养 ２４ｈ
后，设置对照组（成骨诱导）、羌活醇 ＋成骨诱导组
（羌活醇５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）。每３ｄ更换１次培养
基，经过１０ｄ的培养，吸走细胞培养基，用ＰＢＳ冲洗
１～２次，每孔加入２ｍＬ的４％多聚甲醛溶液固定
３０ｍｉｎ，吸走６孔板内４％多聚甲醛溶液，用 ＰＢＳ洗
２次，每孔加入１ｍＬ的茜素红染液，静置１０ｍｉｎ，吸
走茜素红染液，用ＰＢＳ洗２次，于显微镜下拍照。
１．２．２．６　ＲＴｑＰＣＲ检测成骨相关基因ｍＲＮＡ的表达

将ＭＣ３Ｔ３Ｅ１和ＢＭＳＣ细胞按照２×１０６个／孔
接种于６孔板中，每孔加入３ｍＬαＭＥＭ完全培养
基，放入含有５％ ＣＯ２的３７℃二氧化碳培养箱中培
养２４ｈ后，设置对照组（成骨诱导）、羌活醇 ＋成骨
诱导组（羌活醇５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ），再在培养箱中培
养４８ｈ后，弃去６孔板中培养基，用ＰＢＳ冲洗２次，
每孔加入１ｍＬ的Ｔｒｉｚｏｌ试剂裂解，将裂解后的液体
吸入ＥＰ管中静置５ｍｉｎ，按照总ＲＮＡ提取试剂盒提
取ＲＮＡ，使用梯度 ＰＣＲ仪器将其逆转录为 ｃＤＮＡ。
采用ＲＴｑＰＣＲ扩增检测各组靶基因的表达水平。
使用２－ΔΔＣｔ法计算Ｒｕｎｘ２、Ｓｐ７、Ｄｌｘ５的ｍＲＮＡ的相对
表达量。具体引物序列见表１。

表１　引物序列
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因

Ｇｅｎｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）

Ｒｕｎｘ２ Ｆ：ＣＧＧＡＣＧＡＧＧＣＡＡＧＡＧＴＴＴＣ

Ｒ：ＴＧＧＣＴＣＡＧＡＴＡＧＧＡＧＧＧＧＴＡＡ

Ｓｐ７ Ｆ：ＧＣＴＧＧＣＴＧＧＧＣＴＣＴＴＧＣＣＣＧ

Ｒ：ＣＣＡＴＧＧＧＣＴＧＧＧＣＴＧＧＧＣＴＧ

Ｄｌｘ５ Ｆ：ＧＣＡＡＧＡＴＣＡＣＴＡＧＡＣＧＧＧＡＡＴＣＡ

Ｒ：ＧＣＡＴＴＧＴＣＧＡＡＧＴＣＧＧＡＴＡＣＡＧＡＧ

Ｇａｐｄｈ Ｆ：ＡＣＴＧＡＧＧＡＣＣＡＧＧＴＴＧＴＣ

Ｒ：ＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＧＴＡＴＴＣＡＴＴＧ

１．２．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白表达
将ＭＣ３Ｔ３Ｅ１和ＢＭＳＣ细胞按照１×１０６个／孔

接种于６孔板中，每孔加入３ｍＬαＭＥＭ完全培养

基，于３７℃二氧化碳培养箱中培养，设置对照组
（成骨诱导）、羌活醇＋成骨诱导组（羌活醇５、１０、２０
μｍｏｌ／Ｌ）进行培养。每３ｄ更换１次培养基，培养５
ｄ后，用ＰＢＳ清洗２遍，加入ＲＩＰＡ。裂解１０ｍｉｎ后，
用细胞刮刀将细胞从６孔板中刮下，离心１０ｍｉｎ（４
℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ），取上清，ＢＣＡ法测浓度。按蛋白
上样量２０μｇ每孔，恒压８０Ｖ电泳１２０ｍｉｎ。湿转
法将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜（２５０ｍＡ恒流 ４５ｍｉｎ），
５％脱脂牛奶室温封闭１ｈ。一抗４℃过夜，ＴＢＳＴ洗
３次；二抗室温１ｈ，再次洗涤，显影。
１．２．２．８　核质分离

将ＭＣ３Ｔ３Ｅ１和ＢＭＳＣ细胞按照１×１０６个／孔
接种于６孔板中，每孔加入３ｍＬαＭＥＭ完全培养
基，于３７℃二氧化碳培养箱中培养，设置对照组
（成骨诱导）、羌活醇＋成骨诱导组（羌活醇５、１０、２０
μｍｏｌ／Ｌ）进行培养并使用 ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路
抑制剂ＸＡＶ９３９［１０］对成骨诱导伴或不伴羌活醇的
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１进行处理。培养５ｄ后，依据厂家说明书
使用核质分离试剂盒对细胞裂解液进行了核质分

离，后续进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测以评估 βｃａｔｅｎｉｎ的
核转位水平。

１．２．２．９　数据统计与分析
实验数据用 ＳＰＳＳ与 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ９．５进行

统计分析，数据用平均值 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。采
用单因素方差分析对多组间的差异进行比较分析，

当Ｐ＜０．０５时认为差异具有统计学意义，使用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件进行作图。
２　结果
２．１　网络药理学预测结果
２．１．１　羌活醇和骨质疏松疾病共有靶点筛选

按照“１．２．１”项下的方法，对药物靶点进行汇
总去重后共预测到靶点 １０７个，疾病靶点 ３４３８５
个，将药物及疾病靶点输入软件Ｖｅｎｎｙ２．１，得到６１
个共有靶点，作为羌活醇作用于骨质疏松的预测靶

点进行后续分析，如图１所示。
２．１．２　ＰＰＩ网络构建及核心靶点的筛选

将共有靶点输入ＳＴＲＩＮＧ数据库进行药物和疾
病的ＰＰＩ网络的构建，将生物种类设定为“Ｈｏｍｏｓａ
ｐｉｅｎｓ”，得到ＰＰＩ网络，设置置信度为０．４００。该网
络中有６１节点，１４６条边，平均度值为４．７９。对ＰＰＩ
网络进行拓扑分析，根据 ｄｅｇｒｅｅ值筛选出化合物的
关键靶点基因，见下表。选取 ｄｅｇｒｅｅ值排名前二十
的关键靶点做图，具体如图２所示。
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图１　羌活醇骨质疏松共有靶点韦恩图
Ｆｉｇ１　Ｖｅｎｎｐｌｏｔｓｏｆｏｆｓｈａｒｅｄｔａｒｇｅｔｓｂｅｔｗｅｅｎ

ｎｏｔｏｐｔｅｒｏｌａｎｄｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ

图２　羌活醇与ＯＰ靶点ＰＰＩ网络
Ｆｉｇ２　ＰＰＩｎｅｔｗｏｒｋｏｆｎｏｔｏｐｔｅｒｏｌａｎｄＯＰｔａｒｇｅｔｓ

２．１．３　ＧＯ功能富集和ＫＥＧＧ通路富集
通过对共有靶点的ＤＡＶＩＤ生物信息学分析，共

富集到１５５个ＧＯ条目，包括９２个生物学过程（ｂｉｏ
ｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、２５个细胞成分（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔ，ＣＣ）和 ３８个分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，
ＭＦ）。ＢＰ主要涉及钾离子跨膜转运、动作电位等过
程；ＣＣ主要分布于电压门控钾通道复合体、质膜等
结构；ＭＦ主要体现为延迟整流钾通道活性、电压门
控离子通道活性等。选取 Ｐ值排名前１０的富集条
目，运用微生信对结果进行可视化分析，如图３Ａ所
示。横坐标表示富集在其上的基因数目，纵坐标表

示富集条目名称，颜色表示Ｐ值。
ＫＥＧＧ通路富集分析共筛选出１７条信号通路，

主要涉及神经活性配体受体相互作用、中性粒细胞
胞外陷阱形成及胰岛素分泌等（见图 ３Ｂ）。其中，
ＰＴＧＳ２在多个通路中频繁出现，提示其可能为羌活
醇干预骨质疏松的关键靶点。尽管未直接富集到

ＷＮＴ通路，但 ＰＴＧＳ２作为核心靶点可通过促进
ＰＧＥ２合成激活ＷＮＴ信号［７］，与已知的ＣＯＸ２／ＷＮＴ
通路交叉机制相符。

２．１．４　分子对接
选取ｄｅｇｒｅｅ值排名靠前的目标核心靶点蛋白，

如表２所示，包括钾电压门控通道亚家族Ａ成员２

图３　ＧＯ（Ａ）与 ＫＥＧＧ（Ｂ）通路富集分析
Ｆｉｇ３　ＧＯ（Ａ）ａｎｄＫＥＧＧ（Ｂ）ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ
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（ｐｏｔａｓｓｉｕｍｖｏｌｔａｇｅｇａｔｅｄｃｈａｎｎｅｌｓｕｂｆａｍｉｌｙＡｍｅｍｂｅｒ２，
ＫＣＮＡ２）、缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ
１ｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａ，ＨＩＦ１Ａ），钾电压门控通道亚家族 Ａ
成员 １（ｐｏｔａｓｓｉｕｍｖｏｌｔａｇｅｇａｔｅｄｃｈａｎｎｅｌｓｕｂｆａｍｉｌｙＡ
ｍｅｍｂｅｒ１，ＫＣＮＡ１）、ＰＴＧＳ２以及钾电压门控通道亚
家族 Ａ成员３（ｐｏｔａｓｓｉｕｍｖｏｌｔａｇｅｇａｔｅｄｃｈａｎｎｅｌｓｕｂ
ｆａｍｉｌｙＡｍｅｍｂｅｒ３，ＫＣＮＡ３）。基于分子对接羌活醇
和ＫＣＮＡ２的结合模式，羌活醇与 ＫＣＮＡ２的靶点蛋
白的Ａｒｇ１００、Ｌｅｕ１０６形成氢键相互作用，对接结合
能为６．６ｋｃａｌ／ｍｏｌ。羌活醇与ＨＩＦ１Ａ的靶点蛋白的
Ｓｅｒ２７４形成氢键相互作用，对接结合能为５．８
ｋｃａｌ／ｍｏｌ。羌活醇与 ＫＣＮＡ１的靶点蛋白的 Ｇｌｎ
３１３、Ａｒｇ３０７形成氢键相互作用，对接结合能为６．３
ｋｃａｌ／ｍｏｌ。羌活醇与ＰＴＧＳ２的靶点蛋白的 Ｇｌｎ２４１、
Ａｒｇ３３３、Ｇｌｙ２３５形成氢键相互作用，羌活醇和
ＰＴＧＳ２的对接结合能为８．５ｋｃａｌ／ｍｏｌ。羌活醇与
ＫＣＮＡ３的靶点蛋白的 Ｌｙｓ４５８、Ｔｒｐ４３７形成氢键相
互作用，对接结合能为６．４ｋｃａｌ／ｍｏｌ。结果表明，

ＰＴＧＳ２与羌活醇理论上具有最强的结合活性。分子
对接结果见图４。

表２　羌活醇与核心靶点的分子对接结合能
Ｔａｂｌｅ２　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｂｉｎｄｉｎｇｅｎｅｒｇｙｏｆ

ｎｏｔｏｐｔｅｒｏｌａｎｄｃｏｒｅｔａｒｇｅｔｓ

核心靶点

Ｃｏｒｅｔａｒｇｅｔ
结合能

Ｂｉｎｄｉｎｇｅｎｅｒｇｙ（ｋｃａｌ／ｍｏｌ）

ＫＣＮＡ２ ６．６

ＨＩＦ１Ａ ５．８

ＫＣＮＡ１ ６．３

ＰＴＧＳ２ ８．５

ＫＣＮＡ３ ６．４

２．２　ＣＣＫ８测试增殖毒性
如图５所示，培养 ２４ｈ和 ４８ｈ后，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１

细胞在羌活醇５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ时细胞活力差异不
大，而给药４０、６０、８０、１００μｍｏｌ／Ｌ时，均呈现抑制，
且和对照组（０μｍｏｌ／Ｌ）比具有统计学差异。因此，
后续选择羌活醇５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ开展实验。

图４　羌活醇与ＫＣＮＡ２、ＨＩＦ１Ａ、ＫＣＮＡ１、ＰＴＧＳ２、ＫＣＮＡ３分子对接图
Ｆｉｇ４　ＭｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｄｉａｇｒａｍｏｆｎｏｔｏｐｔｅｒｏｌａｎｄＫＣＮＡ２，ＨＩＦ１Ａ，ＫＣＮＡ１，ＰＴＧＳ２ａｎｄＫＣＮＡ３
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图５　羌活醇对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１活力影响（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｎｏｔｏｐｔｅｒｏｌｏｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｃｅｌｌ（ｘ±ｓ，ｎ＝６）
注：与０μｍｏｌ／Ｌ相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，下同。Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０μｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１，

Ｐ＜０．００１，ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

２．３　ＡＬＰ活性检测结果
如图６所示，经过５ｄ成骨诱导，羌活醇给药组

与对照组（０μｍｏｌ／Ｌ）比较，羌活醇给药 ５、１０、２０
μｍｏｌ／Ｌ组的 ＡＬＰ活性（１７．５３、３１．４６、２０．６３Ｕ／Ｌ）
均显著高于对照组（１０．１３Ｕ／Ｌ），提示羌活醇的处
理具有增强 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞成骨分化时的 ＡＬＰ活
性的作用。

２．４　钙结节的茜素红染色表现
为明确羌活醇对成骨钙化结节的影响，本实验

对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞进行成骨诱导１０ｄ并同时给或
不给予羌活醇处理。如图７所示，经成骨诱导１０ｄ
后，各个组别在茜素红染色下均可见红色的钙结节，

对照组（０μｍｏｌ／Ｌ）可见少量红色钙结节。给药组
钙结节数量显著增加，且高浓度组（２０μｍｏｌ／Ｌ）沉

积量高于中（１０μｍｏｌ／Ｌ）、低（５μｍｏｌ／Ｌ）浓度组。

图６　羌活醇对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞ＡＬＰ

活性的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｎｏｔｏｐｔｅｒｏｌｏｎＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙｉｎ

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｃｅｌｌ（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

图７　羌活醇处理组ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞的茜素红染色增强
Ｆｉｇ７　ＥｎｈａｎｃｅｄＡｌｉｚａｒｉｎＲｅｄｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｎｏｔｏｐｔｅｒｏｌｔｒｅａｔｅｄＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｃｅｌｌ

２．５　成骨基因Ｒｕｎｘ２、Ｓｐ７和Ｄｌｘ５ｍＲＮＡ的表达
为明确羌活醇对成骨相关基因表达的影响，本

实验对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞和ＢＭＳＣ细胞进行成骨诱导
５ｄ并同时给或不给予羌活醇处理。如图８所示，
ＲＴｑＰＣＲ结果表明，给药组的 Ｒｕｎｘ２、Ｓｐ７和 Ｄｌｘ５
ｍＲＮＡ表达均显著高于对照组。
２．６　信号通路关键蛋白的实验验证
２．６．１　羌活醇通过 ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路促进
成骨

　　本研究首先对 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１进行成骨诱导，并同

时给予５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ的羌活醇处理，５ｄ后提取
细胞蛋白，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了细胞内 βｃａｔｅ
ｎｉｎ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＢＣＬ２和ＣＯＸ２的表达。βｃａｔｅｎｉｎ作
为ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的核心效应分子，其表
达和核转位水平直接反映 ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ通路活性
状态［１０］。结果显示（见图９），在 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在
成骨诱导后，细胞内 ＣＯＸ２、βｃａｔｅｎｉｎ、ＢＣＬ２与
ＲＵＮＸ２蛋白表达量上升，ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达量下
降，并且这种趋势被羌活醇的处理呈现浓度依赖性

增强，提示羌活醇可能通过ＣＯＸ２激活ＷＮＴ／βｃａｔｅ
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图８　羌活醇对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞（Ａ）和ＢＭＳＣ细胞（Ｂ）成骨相关基因表达的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ８　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｎｏｔｏｐｔｅｒｏｌｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｃｅｌｌ（Ａ）ａｎｄＢＭＳＣ（Ｂ）（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

图９　羌活醇对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中βｃａｔｅｎｉｎ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＢＣＬ２和ＣＯＸ２蛋白表达水平的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ９　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｎｏｔｏｐｔｅｒｏｌｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆβｃａｔｅｎｉｎ，ＣｙｃｌｉｎＤ１，ＢＣＬ２ａｎｄＣＯＸ２ｉｎＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
注：Ｃｏｎ：对照组，仅完全培养基培养５ｄ；Ｍｏｄ：模型组，完全培养基和成骨诱导液培养５ｄ。与Ｍｏｄ组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜
０．００１，下同。Ｎｏｔｅ：Ｃｏｎｉｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｃｏｍｐｌｅｔｅｍｅｄｉｕｍｆｏｒ５ｄ；Ｍｏｄｉｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｃｏｍｐｌｅｔｅｍｅｄｉｕｍａｎｄｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔｆｏｒ５ｄ．

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＭｏｄｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．
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ｎｉｎ通路，促进成骨细胞分化和抑制凋亡和细胞周
期。ＢＭＳＣ细胞的实验也获得了与 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１一致

的结果（见图１０）。

图１０　羌活醇和ＸＡＶ９３９对ＢＭＳＣ细胞蛋白表达水平的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ１０　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｎｏｔｏｐｔｅｒｏｌａｎｄＸＡＶ９３９ｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎＢＭＳＣｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
注：与２０μｍｏｌ／Ｌ组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，＃＃＃Ｐ＜０．００１，下同。Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ２０μｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，

＃＃＃Ｐ＜０．００１，ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．
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２．６．２　ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ抑制剂可以消除羌活醇的促
成骨效应

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示（见图１１），在成骨
诱导条件下，βｃａｔｅｎｉｎ蛋白的细胞核转位增加，并且
增加趋势被羌活醇的处理呈现浓度依赖性增强，而

抑制剂ＸＡＶ９３９［１１］无论在羌活醇是否存在的情况

下，均几乎完全抑制了ＭＣ３Ｔ３Ｅ１的ＲＵＮＸ２的成骨
分化诱导表达，提示羌活醇的促进细胞成骨分化的

作用高度依赖于 ＣＯＸ２介导的 ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ通路
激活。ＢＭＳＣ细胞的实验也获得了一致的结果（见
图１０）。

图１１　ＸＡＶ９３９对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ通路总βｃａｔｅｎｉｎ、核βｃａｔｅｎｉｎ和

ＲＵＮＸ２蛋白表达水平的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｆｉｇ１１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＸＡＶ９３９ｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｏｔａｌβｃａｔｅｎｉｎ，ｎｕｃｌｅａｒβｃａｔｅｎｉｎａｎｄＲＵＮＸ２ｉｎ

ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎｐａｔｈｗａｙｉｎＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３　讨论与结论
尽管网络药理学未直接富集到 ＷＮＴ通路，但

预测的ＰＴＧＳ２靶点与ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ信号存在已知
的调控关系［１２１４］。本研究选择 ＰＴＧＳ２ＷＮＴ轴进行
验证基于以下考量：（１）ＰＴＧＳ２是 ｄｅｇｒｅｅ值排名第
４的核心靶点；（２）分子对接显示羌活醇与 ＰＴＧＳ２
结合能最低（８．５ｋｃａｌ／ｍｏｌ）；（３）文献明确报道
ＰＴＧＳ２／ＰＧＥ２可通过 ＥＧＦＲ／ＰＩ３Ｋ通路稳定 βｃａｔｅ
ｎｉｎ［１５］；（４）ＫＥＧＧ分析中，ＰＴＧＳ２在诸多差异通路
中均发生显著变化。这种网络预测＋文献支持的策
略有助于提高机制研究的可靠性。本研究通过

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，羌活醇引起的 ＣＯＸ２的表达
变化与 ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路激活趋势高度重
合，结合骨质疏松的核心机制，我们重点关注了

ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ通路在羌活醇处理中的作用。本研
究检测βｃａｔｅｎｉｎ的表达以及细胞核转位情况，可直
接反映羌活醇对 ＷＮＴ信号通路的激活作用［１６］。

ＣｙｃｌｉｎＤ１作为βｃａｔｅｎｉｎ的下游靶基因，不仅参与细
胞周期调控，还在成骨细胞增殖中发挥重要作用。

通过同时检测βｃａｔｅｎｉｎ和ＣｙｃｌｉｎＤ１，可以全面评估
ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ通路的活化状态及其对成骨细胞增
殖的影响。ＲＵＮＸ２是成骨细胞分化的主要调控因
子，也是ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ通路的重要下游效应分子。
其表达水平直接反映成骨分化能力。在骨质疏松患

者中，ＲＵＮＸ２的表达常显著降低，导致骨形成障碍。
本研究通过检测 ＲＵＮＸ２的表达变化，可明确羌活
醇对成骨分化的促进。ＢＣＬ２作为重要的抗凋亡蛋
白，在维持成骨细胞存活中发挥关键作用。骨质疏
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松的特征之一就是成骨细胞凋亡增加。值得注意的

是，ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ通路可以通过上调 ＢＣＬ２表达
来抑制细胞凋亡，因此 ＢＣＬ２的检测结果可以与
ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ通路活性相互印证。本研究通过检
测ＢＣＬ２的表达水平，提示羌活醇可通过抑制成骨
细胞凋亡来改善骨代谢。

在进一步的功能抑制实验中，本研究选择的

ＸＡＶ９３９是一种选择性 ｔａｎｋｙｒａｓｅ１／２抑制剂，通过
稳定βｃａｔｅｎｉｎ降解复合物的核心蛋白轴蛋白，促进
βｃａｔｅｎｉｎ的泛素化降解，从而抑制 ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路的活性［３］。βｃａｔｅｎｉｎ抑制剂的使用完全阻
断了羌活醇的促成骨效应，与之前数据共同印证了

羌活醇的促成骨功能与 ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的
密切联系。

本研究通过整合网络药理学和实验验证，初步

揭示了羌活醇通过ＷＮＴ通路和ＰＴＧＳ２抗骨质疏松
的机制，但存在靶点通路关联不明确、多靶点探索
不足等局限。本研究存在以下局限性：首先，实验模

型限于细胞层面，未来需在骨质疏松动物模型中验

证羌活醇的疗效；其次，尽管网络药理学和分子对接

提示ＰＴＧＳ２为关键靶点，但未直接检测 ＰＧＥ２及其
受体表达，后续需补充相关实验以完善 ＣＯＸ２
ＰＧＥ２ＥＰＷＮＴ信号轴的证据链。此外，预测的其他
高评分靶点（如ＨＩＦ１Ａ、ＫＣＮＡ２）是否协同调控成骨
分化，仍需进一步探索。这些工作将有助于全面阐

明羌活醇的多靶点作用机制。

数据可用性声明：本篇论文的关联数据可在

ＳｃｉｅｎｃｅＤＢ数据库 （ｈｔｔｐｓ：ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．５７７６０／ｓｃｉ
ｅｎｃｅｄｂ．ｎｐｒｄ．００４０８）中访问获取。
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