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摘要： 目的　 探究柚皮素治疗骨关节炎的潜在作用机制。 方法　 采用 Ｔａｒｇｅｎｅｔ、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＦｅｒｒＤｂ 等数据库筛选柚皮

素、 骨关节炎、 铁死亡相关靶点； Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件构建 “通路⁃靶点” 网络； Ｒ 软件进行 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 分析； Ａｕｔｏｄｏｃｋ
Ｖｉｎａ、 ＰｙＭｏｌ 软件进行柚皮素与核心靶点的分子对接及可视化。 采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测软骨细胞活性； 甲苯胺蓝染色法鉴

定软骨细胞并观察其生长状态； 荧光法检测细胞 ＲＯＳ、 ｌｉｐｉｄ ＲＯＳ 水平； 试剂盒检测软骨细胞内 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 Ｃｏｌ２、 ＭＭＰ３、 ＭＭＰ１３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｇｐｘ４、 ＳＬＣ７Ａ１１、 Ｓｉｒｔ１、 Ｎｏｘ４ 蛋白表达。 结果 　 筛选出

药物靶点 ５５５ 个、 铁死亡靶点 ６７１ 个、 疾病靶点 ５ ９４６ 个、 交集靶点共 ４１ 个， 核心靶点主要包括 ＰＰＡＲＧ、 ＥＧＦＲ、
ＧＳＫ３Ｂ、 ＰＴＧＳ２、 Ｓｉｒｔ１、 ＲＥＬＡ、 ＰＡＲＰ１、 ＭＤＭ２ 等。 ＧＯ 富集分析显示， 生物学过程主要与细胞对化学应激的反应、
细胞对氧化应激的反应等有关， 细胞组分主要与膜筏、 膜微域有关， 分析功能主要与 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ特异性 ＤＮＡ 结合

转录因子结合、 ＤＮＡ 结合型转录因子结合、 蛋白丝氨酸 ／苏氨酸激酶活性有关， 而 ＫＥＧＧ 分析主要富集在松弛素信号

通路、 活性氧信号通路、 ＦｏｘＯ 信号通路等。 细胞实验表明， 与 ＩＬ⁃１β 组比较， ＩＬ⁃１β＋柚皮素⁃Ｈ 组软骨细胞凋亡减少

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 软骨细胞活性增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 软骨细胞 ＲＯＳ、 ｌｉｐｉｄ ＲＯＳ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 细胞 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ＧＳＨ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； Ｃｏｌ２、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｇｐｘ４、 ＳＬＣ７Ａ１１、 Ｓｉｒｔ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＭＰ３、 ＭＭＰ１３、
Ｂａｘ、 Ｎｏｘ４ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 分子对接显示， 活性成分与核心靶点 Ｎｏｘ４、 Ｓｉｒｔ１ 有较好的结合。 结论　 柚皮素

可能通过调控 Ｓｉｒｔ１ ／ Ｎｏｘ４ 信号通路抑制软骨细胞铁死亡， 发挥治疗骨关节炎的作用。
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　 　 骨关节炎是中老年人常见的慢性关节疾病， 其

典型特征为关节软骨发生退行性改变， 并伴随继发

性骨增生， 其症状为关节疼痛、 肿胀、 僵硬等， 可

累及关节软骨乃至整个关节结构［１⁃２］。 目前主要通

过抗炎镇痛药和人工关节置换术来缓解骨关节炎患

者关节疼痛， 延缓疾病进展， 但由于药物的不良反

应及高昂的手术费用， 上述疗法尚未得到广泛应

用［３⁃４］。 因此， 探索骨关节炎的发病机制、 寻找新

的治疗靶点成为当前相关研究的重点。
铁死亡是一种非凋亡的程序性细胞死亡方式，

以脂质过氧化物和线粒体活性氧 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ

ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ） 的过量积累为特征［５⁃６］。 研究表明，
软骨细胞的铁死亡会加速软骨退化， 进而加重骨关

节疾病的进展［７］， 提示抑制软骨细胞铁死亡可能

是治疗骨关节炎的一种策略。
柚皮素具有抗炎、 抗氧化、 抗衰老等药理活

性［８］， 沉默信息调节因子 １ （ ｓｉｒｔｕｉｎ １， Ｓｉｒｔ１） 具

有调节炎症、 氧化应激、 增殖和代谢过程［９］， 而

ＮＡＤＰＨ 氧化酶 ４ （ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｏｘｉｄａｓｅ ４， Ｎｏｘ４） 负责产生 ＲＯＳ［１０］。 研

究表明， Ｓｉｒｔ１ ／ Ｎｏｘ４ 信号通路在多种疾病中发挥重

要作用［１１⁃１２］， 但其在骨关节炎中的机制仍需进一
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步研究。 因此， 本研究通过网络药理学和细胞实验

探讨柚皮素调控软骨细胞铁死亡治疗骨关节炎的潜

在机制。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 试剂　 柚皮素 （纯度≥９８％ ， 货号 ４８０⁃４１⁃１）
购自成都德思特生物技术有限公司。 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２
培养基 （货号 １１３２００８２） 购自赛默飞世尔科技

（中 国 ） 有 限 公 司； 胎 牛 血 清 （ ＦＢＳ， 货 号

１００９９１４１Ｃ） 购自美国 Ｇｂｉｃｏ 公司； Ⅱ型胶原酶

（货号 Ｃ２⁃２８⁃１００ＭＧ） 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司； ＣＣＫ８
细胞 计 数 试 剂 盒 （ 货 号 ＧＫ１０００１ ） 购 自 美 国

ＧｌｐＢｉｏ 公司； Ｃｏｌ２、 ＭＭＰ３、 ＭＭＰ１３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、
Ｇｐｘ４、 ＳＬＣ７Ａ１１、 Ｓｉｒｔ１、 Ｎｏｘ４、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体、 山羊

抗兔 ＩｇＧ 二抗 （货号 ＡＦ０１３５、 ＡＦ０２１７、 ＡＦ５３５５、
ＡＦ０１２０、 ＡＦ６１３９、 ＡＦ６７０１、 ＤＦ１２０１９、 ＤＦ６０３３、
ＤＦ６９２４、 ＡＦ７０１８、 Ｓ０００１ ） 均 购 自 美 国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司； ＲＩＰＡ 裂解液、 ＢＣＡ 检测试剂盒

（货号 ＰＰ１１１⁃０１、 Ｐ０３９８Ｓ） 均购自上海碧云天生物

技术股份有限公司。 甲苯胺蓝染色试剂盒、 谷胱甘

肽 （ＧＳＨ） 含量检测试剂盒、 丙二醛 （ＭＤＡ） 含

量检测试剂盒 （货号 Ｇ３６６０、 ＢＣ１１７５、 ＢＣ００２５）
均购自北京索莱宝科技有限公司。
１􀆰 ２　 网络药理学

１􀆰 ２􀆰 １　 靶点获取 　 从 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ） 获取柚皮素 ＳＭＩＬＥＳ 信

息，ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库进行靶点预测；从
ＵｎｉＰｒｏｔ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ ／ ）、 ＴＴＤ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｄｂ．ｉｄｒｂｌａｂ．ｎｅｔ ／ ｔｔｄ ／ ）、Ｄｒｕｇｂａｎｋ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｏ．ｄｒｕｇｂａｎｋ．
ｃｏｍ ／ ）、ＴａｒｇｅｔＮｅｔ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｔａｒｇｅｔｎｅｔ． ｓｃｂｄｄ． ｃｏｍ ／ ）数据

库录入关键词“ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ”进行检索，获取与柚皮素

有关的靶点。 再合并上述 ５ 个数据库获取的靶点，
剔除重复基因， 采用 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库进行校正， 获

得相关信息。
１􀆰 ２􀆰 ２　 骨关节炎、铁死亡靶点收集　 以“ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ”
为关键词，输入 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．
ｏｒｇ ／ ）、ＯＭＩＭ２（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｏｍｉｍ． ｏｒｇ ／ ）数据库中，
选取相关靶点进行合并， 去除重复基因， 建立疾病

靶点集。 再采用 ＦｅｒｒＤＢ 数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｚｈｏｕｎａｎ． ｏｒｇ ／ ｆｅｒｒｄｂ ／ ｃｕｒｒｅｎｔ ／ ） 下 载 铁 死 亡 相 关

靶点。
１􀆰 ２􀆰 ３　 蛋白质⁃蛋白质相互作用 （ＰＰＩ） 网络构建及

核心靶点筛选　 通过 Ｖｅｎｎ 图在线网站 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ． ｃｎｂ． ｃｓｉｃ． ｅｓ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｖｅｎｎｙ ／ ） 绘 制 柚 皮

素、 骨关节炎、 铁死亡 Ｖｅｎｎ 图， 将交集靶点导入

ＳＴＲＩＮＧ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ． ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ）， 构

建 ＰＰＩ 网络。 再将下载的 ＴＳＶ 文件导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
３􀆰 ７􀆰 ２ 软件中， 采用 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 插件进行网络拓扑

分析， 以 Ｄｅｇｒｅｅ 值对各靶点进行排序， 排名前 ２０
位者为核心靶点。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＧＯ 功能、 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 采用 Ｒ 语

言并下载 ＣｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅ 数据包， 对交集靶点进行分

析， 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 为筛选标准， 进行基因本体论

（ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＧＯ）、 京都基因与基因组百科全书

（Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ）
分析。 其中， ＧＯ 分析可从细胞成分 （ＣＣ）、 生物

过程 （ＢＰ）、 分子功能 （ＭＦ） 三方面解释柚皮素

作用靶蛋白在基因功能方面的效能， 而 ＫＥＧＧ 分

析能解释柚皮素作用靶蛋白的信号途径。
１􀆰 ２􀆰 ５　 “通路⁃靶点” 关系网络构建　 选取 ＫＥＧＧ
通路富集分析前 ２０ 位的信号通路， 建立其与对应

靶点之间的相互作用关系， 导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 ２
软件中构建柚皮素、 骨关节炎网络图。
１􀆰 ２􀆰 ６　 分子对接　 从 ＰＤＢ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ） 下载核心靶点 Ｓｉｒｔ１、 Ｎｏｘ４ 蛋白晶体 ３Ｄ
结构的 ｐｄｂ 格式文件， ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ） 下载柚皮素三维结

构的 ｍｏｌ２ 格式文件，采用 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ １􀆰 ５􀆰 ６ 软件

修饰后以 ｐｄｂｑｔ 格式导出，Ａｕｔｏｄｏｃｋ Ｖｉｎａ １􀆰 １􀆰 ２ 进

行分子对接。 当结合能（ＢＥ）≤－５􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 时，
表示活性分子与靶点之间呈现较好的直接结合； 当

ＢＥ≤－７􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 时， 表示两者之间的结合非常

强烈。
１􀆰 ３　 细胞实验

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞提取和培养 　 软骨细胞提取参照 Ｌｉ
等［１３］报道进行。 １ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 乳鼠购自广

州中医药大学动物实验中心 ［实验动物生产许可

证号 ＳＣＸＫ （粤） ２０１８⁃００３４］， 脱颈处死后置于

７５％乙醇中浸泡 １５ ｍｉｎ， 立即转移至超净工作台上

的无菌 ＰＢＳ 中， 采用无菌显微镊钝性分离提取膝

关节周围的皮肤及软组织， 透明软组织即为关节软

骨， 转移至 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中， 显微剪将其剪成约

１ ｍｍ３ 的小块， 加入 ０􀆰 ２５％ 胰酶， ３７ ℃ 消化 ３０
ｍｉｎ， 离心， 弃去上清液， 沉淀中加入 １ ｍＬ ０􀆰 ２５％
Ⅱ型胶原酶， ３７ ℃消化 ６ ｈ， 离心， 沉淀重悬于含

１０％ ＦＢＳ、 １％ Ｐ ／ Ｓ 的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 完全培养基中，
再转移至 Ｔ２５ 培养瓶中， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下

培养， 取第 ２～５ 代细胞进行实验。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活性 　 将软骨细胞以
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５ ０００ ／孔密度接种于 ９６ 孔板中， 培养至贴壁后分

为 ２ 组， 第 １ 组加入柚皮素 （０、 １、 ２􀆰 ５、 ５、 １０、
２０、 ３０、 ４０、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 进行处理， 第 ２ 组加入

柚皮素 （０、 １、 ２􀆰 ５、 ５、 １０、 ２０、 ３０、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
和 ＩＬ⁃１β （１０ ｎｇ ／ ｍＬ） 共同处理， 干预 ２４ ｈ 后吸出

原液， 每孔加入 １００ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂工作液 （ＣＣＫ⁃
８ 原液 ∶ 无血清培养基＝ １ ∶ １０）， 避光孵育 １􀆰 ５ ｈ，
采用酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 波长处光密度 （ＯＤ）， 计

算细胞活性， 公式为细胞活性 ＝ ［ （ ＯＤ实验组 －
ＯＤ对照组） ／ （ＯＤ空白组－ＯＤ对照组） ］ ×１００％ 。
１􀆰 ３􀆰 ３　 建模及分组 　 将细胞分为对照组、 ＩＬ⁃１β
组和柚皮素低、 高浓度组 （１０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， ＩＬ⁃
１β 组加入 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＩＬ⁃１β 诱导软骨细胞损伤模拟

体外骨关节炎环境， 柚皮素组加入不同浓度柚皮素

和 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＩＬ⁃１β 共同培养。
１􀆰 ３􀆰 ４　 甲苯胺蓝染色 　 将软骨细胞以 １×１０５ ／ ｍＬ
密度接种于 １２ 孔板中， 按 “１􀆰 ３􀆰 ３” 项下方法分

组处理 ２４ ｈ 后吸去培养基， ＰＢＳ 清洗 ２ 次， ４％ 多

聚甲醛固定细胞 ２０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 甲苯胺蓝

染色液染色 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 在显微镜下

观察。
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平检测 　 将软骨细胞以 ５×
１０５ ／孔密度接种于 ６ 孔板中， 按 “１􀆰 ３􀆰 ３” 项下方

法分组处理 ２４ ｈ 后吸去培养基， ＰＢＳ 清洗 ２ 次，
胰蛋白酶消化， ４ ℃、 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
４ ℃破碎， 取裂解液， ４ ℃、 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ， 取上清， 按照相关试剂盒说明书检测 ＭＤＡ、
ＧＳＨ 水平。
１􀆰 ３􀆰 ６　 荧光法检测细胞 ＲＯＳ、 ｌｉｐｉｄ ＲＯＳ 水平　 将

软骨细胞以 ３×１０４ ／孔密度接种于 ２４ 孔板中， 按

“１􀆰 ３􀆰 ３” 项下方法分组处理 ２４ ｈ 后吸去培养基，
ＰＢＳ 清洗 ２ 次， 加 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 探针或

１ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｃ１１⁃ＢＯＤＩＰＹ 探针， 置于细胞培养箱中孵

育 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清洗细胞， 在荧光显微镜下观察荧

光信号， 捕捉图像。 采用 ＩｍａｇｅＪ 软件比较不同处

理组 ＲＯＳ、 ｌｉｐｉｄ ＲＯＳ 水平。
１􀆰 ３􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞 Ｃｏｌ２、 ＭＭＰ３、 ＭＭＰ１３、
Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｇｐｘ４、 ＳＬＣ７Ａ１１、 Ｓｉｒｔ１、 Ｎｏｘ４ 蛋白表

达　 将软骨细胞以 ３×１０５ ／孔密度接种于 ６ 孔板中，
按 “１􀆰 ３􀆰 ３” 项下方法分组处理 ２４ ｈ 后吸去培养

基， ＰＢＳ 清洗 ２ 次， 加 １００ μＬ 裂解液吹打数次，
进一步裂解后 ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取

上清液， 测定蛋白浓度， 定量后进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝

胶电泳， 分离目的蛋白， 湿转法转移至 ＰＶＤＦ 膜，

快速封闭液封闭 １５ ｍｉｎ， 加入稀释后的一抗 Ｓｉｒｔ１
（１ ∶ １ ０００ ）、 Ｎｏｘ４ （ １ ∶ １ ０００ ）、 Ｃｏｌ２ （ １ ∶
１ ０００ ）、 ＭＭＰ３ （ １ ∶ １ ０００ ）、 ＭＭＰ１３ （ １ ∶
１ ０００）、 Ｂａｘ （ １ ∶ １ ０００）、 Ｂｃｌ⁃２ （ １ ∶ １ ０００）、
ＳＬＣ７Ａ１１ （１ ∶ １ ０００）、 Ｇｐｘ４ （１ ∶ １ ０００）、 β⁃ａｃｔｉｎ
（１ ∶ ２ ０００）， ４ ℃ 孵育过夜， ＴＢＳＴ 缓冲液漂洗 ３
次后加入二抗 （ １ ∶ ５ ０００）， 常温孵育 １􀆰 ５ ｈ，
ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次后 ＥＣＬ 显色液显色， 曝光扫描。 采

用 ＩｍａｇｅＪ 软件对条带灰度值进行分析。
１􀆰 ４　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ７ 软件进行

处理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 满足正态分布者多组

间比较采用单因素方差分析， ２ 组间比较若方差齐

则采用独立样本 ｔ 检验， 若方差不齐则采用 ｔ’检

验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 铁死亡途径相关靶点

２􀆰 １􀆰 １　 柚皮素靶点 　 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库

中获得 １００ 个， ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库中获得 ４２ 个， ＴＴＤ
数据库中获得 ５ 个， ＤｒｕｇＢａｎｋ 数据库中获得 ６ 个，
ＴａｒｇｅｔＮｅｔ 数据库中获得 ４８３ 个， 经统一校正、 去除

重复靶点后最终获得 ５５５ 个， 见图 １Ａ。
２􀆰 １􀆰 ２　 骨关节炎、 铁死亡靶点　 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库

中获得骨关节炎靶点 ５ ５６２ 个， ＯＭＩＭ 数据库中获得

４２９ 个， 合并去重后最终获得 ５ ９４６ 个， 而 ＦｅｒｒＤｂ 数

据库中获得铁死亡靶点 ６７１ 个， 采用 Ｖｅｎｎ 图对三者

取交集， 得到共同靶点 ４１ 个， 见图 １Ａ。
２􀆰 １􀆰 ３　 ＰＰＩ 网络 　 采用 ＳＴＲＩＮＧ 平台对交集靶点

进行 ＰＰＩ 分析， 绘制其相互作用网络， 见图 １Ｂ，
由 ４１ 个节点和 ２５２ 条边组成。 再将其以 ＴＳＶ 格式

存储， 导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 ２ 软件中进行拓扑分析，
以靶点大小、 颜色表示结合度值 （Ｄｅｇｒｅｅ）， 见图

１Ｃ。 由此可知， Ｄｅｇｒｅｅ 排名较前的靶点为过氧化

物酶体增殖物激活受体 γ （ＰＰＡＲγ）、 表皮生长因

子受体 （ＥＧＦＲ）、 去乙酰化酶 （Ｓｉｒｔ１） 等。
２􀆰 ２　 ＧＯ 功能富集分析　 通过 Ｒ 语言对 ４１ 个关键

靶点进行分析， 共得到 １ ２４０ 条 ＧＯ 条目 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 包括 ＢＰ １ １３２ 条， 见图 ２Ａ； ＭＦ ８１ 条， 见

图 ２Ｂ； ＣＣ ２７ 条， 见图 ２Ｃ， 根据 Ｐ 值筛选出排名

前 １０ 位者， 见图 ２Ｄ。 由此可知， ＢＰ 主要富集氧

化应激反应、 细胞对化学反应等， ＣＣ 主要包含膜

筏、 膜微域等， ＭＦ 主要涉及 ＤＮＡ 转录因子结合、
ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ特异性 ＤＮＡ 转录因子结合等。
２􀆰 ３　 ＫＥＧＧ 通路富集分析

２􀆰 ３􀆰 １　 结果　 通过 Ｒ 语言对 ４１ 个关键靶点进行分
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图 １　 柚皮素治疗骨关节炎铁死亡途径相关靶点及 ＰＰＩ 网络

图 ２　 ＧＯ 功能富集分析图

析， 发现主要富集在 １２７ 条信号通路上 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
按 Ｐ 值筛选出前 ２０ 条， 采用 ｇｇｐｌｏｔ２ 软件绘制气泡

图， 见图 ３Ａ。 由此可知， 主要涉及松弛素信号通

路、 ＲＯＳ 通路、 ＦｏｘＯ 信号通路等， 其中 ＲＯＳ 通路

与铁死亡有着密切的关联。
２􀆰 ３􀆰 ２　 “通路⁃靶点” 关系网络图 　 基于前 ２０ 条

ＫＥＧＧ 通路构建柚皮素与骨关节炎的相互作用网

络， 见图 ３Ｂ。 其中， Ｓｉｒｔ１ 作为去乙酰化酶， 参与

调控细胞应激、 抗炎及抗氧化； Ｎｏｘ４ 作为 ＲＯＳ 生

成酶， 与细胞氧化应激和铁死亡密切相关， 提示柚

皮素可能通过调节 Ｓｉｒｔ１ ／ Ｎｏｘ４ 信号通路干预骨关节

炎铁死亡进程。
２􀆰 ４　 柚皮素对 ＩＬ⁃１β 诱导软骨细胞活性、 细胞外

基质及凋亡的影响

２􀆰 ４􀆰 １　 细胞活性　 如图 ４Ａ 所示， ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 以下

柚皮素可促进软骨细胞增殖， 而 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时反而

有所抑制。 如图 ４Ｂ 所示， 与对照组比较， ＩＬ⁃１β
诱导小鼠软骨细胞活性受到抑制 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而

１０、 ２０、 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 柚皮素能减轻该情况 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 故选择 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 柚皮素进

行后续实验。
２􀆰 ４􀆰 ２　 甲苯胺蓝染色　 软骨细胞内细胞核呈紫蓝

色； ＩＬ⁃１β 组软骨细胞数量相较于对照组减少， 细

胞伪足有所改变， ＩＬ⁃１β 和柚皮素低、 高浓度处理

组 （ＩＬ⁃１β＋柚皮素⁃Ｌ、 Ｈ 组） 软骨细胞数量相较于

图 ３　 ＫＥＧＧ 富集分析图

ＩＬ⁃１β 组有所增加， 见图 ４Ｃ。 由此表明， 柚皮素能

在一定程度上减少 ＩＬ⁃１β 引起的软骨细胞死亡。
２􀆰 ４􀆰 ３　 Ｃｏｌ２、 ＭＭＰ３、 ＭＭＰ１３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表

达　 如图 ４Ｄ 所示， 与对照组比较， ＩＬ⁃１β 组 Ｃｏｌ２
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明 ＩＬ⁃１β 对胶原合成
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具有抑制作用； 基质金属蛋白酶 ＭＭＰ３、 ＭＭＰ１３
蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明 ＩＬ⁃１β 破坏了软骨

基质的完整性； Ｂａｘ 蛋白表达升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明 ＩＬ⁃１β 促进

了软骨细胞凋亡， 而与 ＩＬ⁃１β 组比较， ＩＬ⁃１β＋柚皮

素各浓度组 Ｃｏｌ２、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
ＭＭＰ３、 ＭＭＰ１３、 Ｂａｘ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
表明柚皮素减轻了 ＩＬ⁃１β 诱导的负面影响。

注： Ａ 中， 与柚皮素 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。 Ｂ、 Ｅ～ Ｉ 中， 与对照组 （Ｂ 中为左边第 １ 条） 比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＩＬ⁃１β 组

（Ｂ 中为左边第 ２ 条） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 柚皮素对 ＩＬ⁃１β诱导软骨细胞活性、 细胞外基质及凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

２􀆰 ５　 柚皮素对 ＩＬ⁃１β 诱导的软骨细胞铁死亡的影响

２􀆰 ５􀆰 １　 ＲＯＳ、 ｌｉｐｉｄ ＲＯＳ 水平　 与对照组比较， ＩＬ⁃
１β 组软骨细胞 ＲＯＳ 荧光强度 （绿色荧光） 和 ｌｉｐｉｄ
ＲＯＳ 荧光强度 （绿 ／红荧光） 增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

ＩＬ⁃１β 组比较， ＩＬ⁃１β ＋柚皮素各浓度组软骨细胞

ＲＯＳ 荧光强度减弱 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃１β＋柚皮素⁃Ｈ
组软骨细胞 ｌｉｐｉｄ ＲＯＳ 荧光强度减弱 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 ５Ａ～５Ｄ。 由此表明， 柚皮素能降低软骨细胞

ＲＯＳ 水平， 减少 ｌｉｐｉｄ ＲＯＳ 的积累， 减轻软骨细胞

氧化应激反应， 提高软骨细胞抗铁死亡能力。
２􀆰 ５􀆰 ２　 Ｇｐｘ４、 ＳＬＣ７Ａ１１ 蛋白表达 　 与对照组比

较， ＩＬ⁃１β 组软骨细胞 Ｇｐｘ４、 ＳＬＣ７Ａ１１ 蛋白表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＩＬ⁃１β 组比较， ＩＬ⁃１β＋柚皮素各

浓度组软骨细胞 Ｇｐｘ４、 ＳＬＣ７Ａ１１ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５Ｅ～５Ｇ。 由此表明， 柚

皮素可能通过上调 Ｇｐｘ４ 和 ＳＬＣ７Ａ１１ 蛋白表达， 抑

制 ＩＬ⁃１β 诱导的软骨细胞的铁死亡， 从而保护软骨

细胞免受损伤。
２􀆰 ５􀆰 ３　 ＭＤＡ、 ＧＳＨ 水平 　 与对照组比较， ＩＬ⁃１β
组软骨细胞 ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＧＳＨ 水平

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＩＬ⁃１β 组比较， ＩＬ⁃１β＋柚皮素

各浓度组软骨细胞 ＭＤＡ 水平降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ＧＳＨ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５Ｈ～５Ｉ。
由此表明， 柚皮素能通过减轻氧化损伤和增强细胞

６０３

２０２６ 年 １ 月

第 ４８ 卷　 第 １ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊａｎｕａｒｙ ２０２６

Ｖｏｌ． ４８　 Ｎｏ． １



注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＩＬ⁃１β 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 柚皮素对 ＩＬ⁃１β诱导软骨细胞铁死亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

抗氧化能力来保护软骨细胞。
２􀆰 ６　 柚皮素对 ＩＬ⁃１β 诱导软骨细胞 Ｓｉｒｔ１ ／ Ｎｏｘ４ 信

号通路的影响

２􀆰 ６􀆰 １　 Ｓｉｒｔ１ ／ Ｎｏｘ４ 分子对接 　 采用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ Ｖｉｎａ
软件对柚皮素与核心靶点 Ｓｉｒｔ１、 Ｎｏｘ４ 进行分子对

接， 结果显示柚皮素与核心靶点 Ｓｉｒｔ１、 Ｎｏｘ４ 的结

合能分别为－７􀆰 ７、 －６􀆰 ４ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 再以 ＰｙＭｏｌ 软
件进行可视化， 见图 ６Ａ。
２􀆰 ６􀆰 ２　 Ｓｉｒｔ１、 Ｎｏｘ４ 蛋白表达　 与对照组比较， ＩＬ⁃
１β 组软骨细胞 Ｓｉｒｔ１ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
Ｎｏｘ４ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＩＬ⁃１β 组比较，
ＩＬ⁃１β＋柚皮素各浓度组软骨细胞 Ｓｉｒｔ１ 蛋白表达升

高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， Ｎｏｘ４ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
见图 ６Ｂ ～ ６Ｄ。 由此表明， 柚皮素可能通过上调

Ｓｉｒｔ１ 蛋白表达， 下调 Ｎｏｘ４ 蛋白表达， 从而拮抗

ＩＬ⁃１β 诱导的软骨细胞损伤。
３　 讨论

骨关节炎是导致老年人关节疼痛、 活动功能减

退、 畸形甚至致残的主要原因， 严重影响患者生活

质量， 给家庭及社会带来了巨大的负担［１４］。 本研

究采用网络药理学筛选出柚皮素治疗骨关节炎的关

键成分与核心靶点， 经分子对接预测其结合可能

性， 再选取 Ｓｉｒｔ１、 Ｎｏｘ４ 作为核心靶点开展细胞实

验， 证实柚皮素可通过调控 Ｓｉｒｔ１ ／ Ｎｏｘ４ 信号通路来

抑制 ＩＬ⁃１β 诱导软骨细胞铁死亡， 为骨关节炎治疗

提供了新的靶点与思路。
研究表明， Ｓｉｒｔ１ ／ Ｎｏｘ４ 调节氧化应激在炎症和

骨形成过程中都起着重要作用［１５］。 Ｗｕ 等［１２］ 研究

发现， 生 长 分 化 因 子 １１ （ ｇｒｏｗｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ １１， ＧＤＦ１１） 过表达通过激活 Ｓｉｒｔ１ ／ Ｎｏｘ４ 信

号传导抑制铁死亡， 从而减轻脓毒症诱导的肺微血

管内皮细胞 （ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ， ＰＭＥＣｓ） 损伤。 本研究结果显示， 柚皮素可

能通过上调 Ｓｉｒｔ１ 和下调 Ｎｏｘ４ 蛋白表达参与软骨细

胞铁死亡调控。
铁死亡对骨关节炎发生有重要影响， 可能通过
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＩＬ⁃１β 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 柚皮素对 ＩＬ⁃１β诱导软骨细胞 Ｓｉｒｔ１ ／ Ｎｏｘ４ 信号通路的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

氧化应激、 氧化还原和炎症诱导作用于后者［１６］。
骨关节炎中 ＲＯＳ 过量产生改变了细胞内信号传导、
软骨细胞生命周期， 并导致滑膜发生炎症［１７］。
Ｈｕａｎｇ 等［１８］发现， ＲＯＳ 通过参与脂质过氧化物的

形成， 在启动铁死亡中起着核心作用［１９］。 ＧＳＨ 是

Ｇｐｘ４ 分解过氧化物的关键辅助因子［２０］， 后者将脂

质过氧化物转化为无毒醇， 防止脂质过氧化， 并在

调节铁死亡中起关键作用［２１］。 ＧＯ 功能富集分析结

果表明， 氧化应激与铁死亡在骨关节炎中具有关键

作用。 细胞实验显示， 柚皮素可抑制 ＩＬ⁃１β 诱导软

骨细胞铁死亡， 而且细胞应激反应和代谢调控可能

为重要机制。
柚皮素是一种天然黄烷酮， 存在于柑橘类水果

中［２２］， 具有抗氧化、 抗炎、 抗凋亡、 抗肿瘤等生

物活性， 在多种疾病中广泛应用［２３⁃２５］， 可通过抑

制铁死亡来表现出减轻心肌缺血、 银纳米颗粒诱导

肺损伤和香烟诱导肺损伤的能力［２６］。 Ｊｉａｎｇ 等［２７］发

现， 柚皮素可降低辐射诱导细胞损伤中铁死亡相关

基因 ｍＲＮＡ 表达， 升高铁死亡抑制基因 （Ｇｐｘ４、
ＳＬＣ７Ａ１１） ｍＲＮＡ 表达。 另外， 柚皮素还通过诱导

自噬相关铁死亡来减轻胆管结扎术诱导的肝纤维

化［２８］。 本研究发现， 柚皮素可通过调控 Ｓｉｒｔ１ ／ Ｎｏｘ４
信号通路来抑制软骨细胞铁死亡， 其治疗骨关节炎

的机制与网络药理学一致。
综上所述， 柚皮素可能通过调节 Ｓｉｒｔ１ ／ Ｎｏｘ４ 信

号通路来抑制软骨细胞铁死亡， 减少软骨细胞凋

亡。 但本研究仅验证单一通路， 缺乏体内实验， 未

来需探索更多通路并开展体内实验， 以期明确柚皮

素作用机制及其应用潜力。
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药事管理暨中药科学监管栏目征稿公告

国家药监局发布的 《关于促进中药传承创新发展的实施意见》 提出， 鼓励运用现代科学技术和传统中医药研究方法，
深入开展中药监管科学研究。 根据国家中药科学监管大会精神的新要求， 进一步加强药品监管和政策法规的研究。 《中成
药》 期刊即日起， 增设药事管理栏目， 以满足相关领域读者阅读学习和作者撰稿交流的需要， 特发布征稿公告。

（一） 征稿稿件的内容：
（１） 与药事管理暨中药监管科学相关的政策与法规， 如药监政策法规、 卫生政策法规、 医疗保险政策、 医药产业政策

等的研究与解读。
（２） 药事管理法规在药品研制、 生产、 流通、 使用等领域应用的理论探讨和实践经验总结。
（３） 药事管理技术方法的介绍与效果评价。
（４） 中药科学监管工作发展的展望及其他相关内容等。
（二） 征稿要求：
（１） 文稿主题明确、 内容精练、 文字通顺 。
（２） 文稿内容应具备思想性、 科学性、 新颖性、 逻辑性、 实用性、 伦理性。
（３） 文稿书写格式请参阅国家有关科技论文的标准， 一般不要超过 ６０００ 字。
投稿： 请登陆 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｚｃｙｊｏｕｒｎａｌ． ｃｏｍ 或 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｃｙａ． ｃｂｐｔ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ 进行线上投稿。
联系地址： 上海市黄浦区福州路 １０７ 号 ２０６ 室 《中成药》 编辑部
邮编： ２００００２
电话： （０２１） ６３２１３２７５
Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｃｙ． ｍｅｄ＠ ｆｏｘｍａｉｌ． ｃｏｍ
ＱＱ： １２４２１３０３８０

９０３

２０２６ 年 １ 月

第 ４８ 卷　 第 １ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊａｎｕａｒｙ ２０２６

Ｖｏｌ． ４８　 Ｎｏ． １


