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［摘要］ 目的 通过网络药理学方法探讨补肾强督治偻方治疗强直性脊柱炎的作用机理。 方法 运用中药
系统药理学成分分析平台 ( BAT-MAN) 数据库获取补肾强督治偻方的作用靶标基因，于 CTD数据库中获取
强直性脊柱炎疾病相对应的靶标基因，将两者取交集后获取疾病-药物蛋白靶基因，运用网络可视化软件
STＲING构建蛋白质间相互作用网络，并将结果进行网络可视化展示，通过网络结构和节点间加权重联系的
计算分析算法筛选出重要的关键基因。借助 DAVID在线工具进行疾病-药物交集靶基因的基因本体论 ( GO)
分析和 KEGG通路富集分析。最后在 CTD 数据库中获取关键基因于强直性脊柱炎的疾病治疗作用。 结果
补肾强督治偻方靶标基因与强直性脊柱炎疾病靶标基因的交集基因有 705 个。GO分析结果显示，补肾强督
治偻方-强直性脊柱炎交集靶基因的生物功能主要包括基因表达的阳性调控、炎症反应、细胞增殖阳性调控
等; 信号通路富集结果显示，补肾强督治偻方-强直性脊柱炎交集靶基因的网络主要涉及肿瘤坏死因子信号
通路、雌激素信号通路、T细胞受体信号通路等。获得关键基因 23 个，都与痛症、炎症性疾病及关节炎性
疾病相关。 结论 补肾强督治偻方治疗强直性脊柱炎是多靶点、多通路、多选择的复杂机制过程，其机制
多与抗炎和镇痛相关。
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强直性脊柱炎 ( ankylosing spondylitis，AS) 是
进展性的慢性炎症性疾病，以骶髂关节及脊柱强直

为特征，致残率高［1］。炎症、骨破坏和骨桥形成
是 AS的 3 个特征性病理改变［2］，导致关节破坏、
畸形，功能严重受损。AS 可归属于中医学 “大
偻”“痹病”范畴。焦树德教授认为，肾虚督寒是
AS的根本病机，肾督阳虚是内因，寒邪入侵是外
因，内外合邪，阳气不化，寒邪内盛，影响筋骨的

荣养淖泽，而致脊柱佝偻，故以补肾强督为立方原

则，佐以祛寒化湿、通活血脉、强化筋骨，创立了
补肾强督治偻方［3］。前期临床试验表明，该方治
疗 AS可显著缓解关节僵硬、增加活动度，改善骨
质疏松，有效控制炎症，具有较好的临床疗效和安

全性［4 － 8］。
由于中药成分的多样性和与人体相互作用的复

杂性，目前发掘复方的潜在分子机制仍然相当困

难。近年来系统生物学的研究揭示了药物发挥作用
的网络结构［9］，生物信息学的蓬勃发展也为明确

中药复方的机制提供了可能性。本研究选用近年来
发展迅速的网络药理学方法，初步挖掘中药复方补

肾强督治偻方治疗 AS 的作用机理，为进一步实验
验证提供参考依据。

1 资料与方法

1. 1 补肾强督治偻方作用靶标预测
补肾强督治偻方由骨碎补 18 g、补骨脂 12 g、

熟地黄 15 g、淫羊藿 12 g、狗脊 30 g、鹿角霜 6 g、
羌活 12 g、独活 10 g、续断 18 g、杜仲 20 g、川牛
膝 12 g、桂枝 15 g、知母 15 g、炮附片 12 g等 24 味
中药化裁而成。使用 BATMAN-TCM ( http: / /bio-
net. ncpsb. org /batman-tcm) 平台来预测复方作用靶
标。BATMAN-TCM平台通过药物相似性打分决定
预测药物潜在靶标［10］，实质是通过与已知的药物

靶标的相互作用比较来计算相似性，并对潜在的药

物靶标相互作用进行排序。在 BATMAN-TCM 平台
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中，将补肾强督治偻方以君、臣、佐、使的顺序，
输入每味中药的完整拼音，将 Cut-off 值设置为 40
时，预测此方的相关靶标。
1. 2 AS疾病靶标预测
应用 CTD ( http: / / ctdbase. org / ) 数据库获取

AS疾病靶标。
1. 3 药物-靶点-疾病相互作用网络构建
获得补肾强督治偻方相关靶点及 AS 疾病靶标

后，取两者的交集靶点基因，采用 STＲING 在线
( http: / / string-db. org / ) 构建蛋白相互作用网络
( PPI ) ，接 着 使 用 Cytoscape 3. 5. 1 ( http: / /
www. cytoscape. org) 软件进行蛋白网络结构可视化
处理。在蛋白网络构建的过程中，使用力导向算
法［11］使节点合理分布，产生清晰的视觉效果。
1. 4 基因本体论 ( gene ontology，GO) 分析

GO分析是生物学领域中广泛用于基因功能分
类的系统［12］，主要用于描述基因产物的功能，包

括细胞功能、分子功能和生物功能。使用 DAVID
工具 ( https: / /david. ncifcrf. gov / ) 进行 GO富集分
析，统计学超几何分布定量 ( P 值) 评估存在于各
GO注释中的蛋白质群［13］，以 P 值反映蛋白质生物
学功能的显著性。DAVID 采用独特的 “no-cutout
off”策略从微阵列试验中选择基因，输入列表中的
基因与生物学注释相关联，然后从统计的层面，从

数千个相关联的注释中找出最显著富集的生物学注

释。采用模糊聚类算法，基于注释共同度进行聚类
分析，对被注释上的 Terms 进行聚类并给出聚类分
值。分值越高，代表的基因在基因列表中越重要。
1. 5 KEGG通路富集分析
应用 DAVID工具对药物-疾病交集蛋白靶标基

因进行 KEGG 通路富集分析［14］，得到补肾强督治
偻方治疗 AS 的主要作用通路，此工具算法同 GO
分析算法。富集分析采用超几何分布设计的算法，
针对富集分析显著性 P 值的多重检验校正使用
Benjamini-Hochberg校正方法。靶标分析功能基于
功能条目的富集分析，考察中药的潜在靶标可能具

有的生物学功能及参与的生物学通路。
1. 6 关键基因筛选
关键基因是在生物学过程中发挥至关重要作用

的基因，在相关通路中，其他基因的调控往往要受

到该基因的影响［15］，因此关键基因往往是重要的

作用靶点和研究热点。通过共表达或蛋白相互作用
构建互作网络，然后根据网络拓扑结构筛选关键基

因。通过 Cytoscape 3. 5. 1 软件构建蛋白 /基因的互
作网络后，较多的基因 /蛋白等分子节点和节点之

间的相关连线往往会掩盖真正的关键基因，影响筛

选过程。通过 MCC、DMNC、Degree、EPC、Bot-
tleNeck等 11 种网络结构和节点间加权重联系的计
算分析算法，算出补肾强督治偻方的关键基因，再

取交集后筛选出重要的关键基因。
1. 7 关键基因于 AS的疾病治疗预测
使用药物相似度搜索工具在 CTD 数据库

( http: / / ctdbase. org / ) 获取 AS 疾病靶标搜索关键
基因于 AS的相关治疗作用。

2 结果

2. 1 药物-疾病靶标预测结果
补肾强督治偻方的靶标基因为 1846 个，AS 的

靶标基因为 4158 个。经交集显示，药物-疾病交集
靶基因共 705 个。
2. 2 药物-疾病交集靶基因 GO分析结果
表 1 示，补肾强督治偻方-强直性脊柱炎交集

靶基因的生物功能包括基因表达的阳性调控、炎症
反应、钙离子浓度的阳性调控、EＲK 的级联阳性
调控等。交集靶基因的细胞功能主要在于作用于细
胞溶质、线粒体、细胞质及细胞外间隙等。交集靶
基因的分子功能主要是相同蛋白结合、酶结合、蛋
白质同源二聚体活性、受体结合等。
表 1 补肾强督治偻方-强直性脊柱炎交集靶基因

基本本体论分析结果

分类 GO ID 名称 P值

生物功能 0010626 基因表达的阳性调控 7. 42 × 10 －30

0006954 炎症反应 4. 38 × 10 －25

0045944 ＲNA 聚合酶 II 启动子转录
的阳性调节

3. 18 × 10 －22

0070374 EＲK1和 EＲK2级联阳性调控 3. 18 × 10 －20

0051092 NF-kappa B 转录因子的阳性
调控

5. 07 × 10 －18

0008284 细胞增殖阳性调控 6. 81 × 10 －14

0007204 钙离子浓度的阳性调控 1. 14 × 10 －12

0000187 MAPK活性的激活 1. 32 × 10 －12

细胞功能 0005829 细胞溶质 6. 05 × 10 －33

0005739 线粒体 7. 90 × 10 －26

0005615 细胞外间隙 7. 13 × 10 －23

0005886 质膜 1. 82 × 10 －21

0009986 细胞表面 3. 87 × 10 －18

0070062 细胞外泌体 4. 55 × 10 －16

0005759 线粒体基质 2. 32 × 10 －14

0043025 神经元胞体 4. 76 × 10 －13

分子功能 0042802 相同蛋白结合 1. 11 × 10 －22

0019899 酶结合 1. 27 × 10 －19

0042803 蛋白质同二聚化活性 1. 47 × 10 －19

0005102 受体结合 4. 27 × 10 －17

0005506 铁离子结合 5. 10 × 10 －16

0005515 蛋白质结合 1. 89 × 10 －14

0005088 鸟苷酸核苷酸交换因子活性 1. 21 × 10 －13

0046982 蛋白质异二聚化活性 1. 55 × 10 －13
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2. 3 KEGG通路富集分析结果
表 2 示，补肾强督治偻方-强直性脊柱炎交集

靶基因的网络主要涉及肿瘤坏死因子信号通路、雌
激素信号通路、T细胞受体信号通路、破骨细胞分
化通路、类风湿关节炎信号通路等。

表 2 补肾强督治偻方-强直性脊柱炎交集靶蛋白
KEGG通路富集分析结果

通路名称 P值

TNF signaling pathway ( 肿瘤坏死因子信号通路) 1. 15 × 10 －17

Estrogen signaling pathway ( 雌激素信号通路) 2. 85 × 10 －16

T cell receptor signaling pathway( T细胞受体信号通路) 3. 17 × 10 －10

Osteoclast differentiation ( 破骨细胞分化通路) 4. 99 × 10 －7

Ｒheumatoid arthritis ( 类风湿关节炎信号通路) 1. 98 × 10 －5

Cytokine-cytokine receptor interaction ( 细胞因子-细
胞因子受体相互作用通路)

9. 94 × 10 －5

NF-kappa B signaling pathway( NF-kappa B信号通路) 5. 66 × 10 －4

2. 4 关键基因筛选结果
经 Cytoscape 3. 5. 1 中 CytoHubba的 12 种算法，

取综合分数 ＞ 0. 7，准确地找到药物-疾病交集互作
基因中的关键基因。图 1 示，关键基因共计 23 个:
ALB、 PIK3Ｒ1、 TNF、 PIK3CA、 EGFＲ、 IGF1、
IL6、EGF、FOS、HＲAS、NFKB1、PIK3CD、JUN、
MAPK1、INS、IL2、SＲC、PIK3CG、TP53、AKT1、
BCL2、NOS3、SP90AA。使用 STＲING 软件进一步
构建关键基因蛋白网络互作图，见图 2。
2. 5 关键基因于 AS的疾病治疗预测结果

23 个关键基因中已被证实有镇痛效果的靶基
因 有 ALB、 EGFＲ、 TNF、 PIK3CD、 PIK3CG、
PIK3Ｒ1、 PIK3CA、 TP53、 IGF1、 SP90AA、 IL6、
NFKB1、AKT1、NOS3，所有的关键基因都与炎症
性疾病相关。

注: 黑色六边形代表关键基因

图 1 补肾强督治偻方-强直性脊柱炎交集基因网络互作图
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图 2 补肾强督治偻方-强直性脊柱炎关键基因
网络互作图

3 讨论

补肾强督治偻方以张仲景桂枝芍药知母汤合补

肾强督之品化裁而成，具有补肾强督、祛寒活络、
强壮筋骨之效。网络药理学是在系统生物学和多向
药理学快速发展的基础上提出的药物设计新方法和

新策略，内容涉及系统生物学、网络生物学分析、
基因的连接性和冗余度以及基因的多效性。网络药
理学超越了单靶点思想的束缚，从多靶点的研究策

略出发，为我们提供了研究中药复方的一种新策

略。本研究借助网络药理学手段，初步挖掘、分析
补肾强督治偻方治疗 AS的可能作用机制。
本研究结果显示，补肾强督治偻方和 AS 的交

集靶基因共 705 个，进一步提炼出补肾强督治偻方
治疗 AS的生物学功能、细胞功能和分子功能。其
中炎症反应、EＲK 的级联阳性调控及NF-kappa B
转录因子的阳性调控、MAPK活性的激活等生物学
作用与炎症反应相关，这与主要由炎症导致相关病

理改变的 AS 有正相关的生物学作用。此外，
KEGG通路富集分析结果主要涉及肿瘤坏死因子信
号通路、雌激素信号通路、T 细胞受体信号通路、
破骨细胞分化通路、类风湿关节炎通路、细胞因
子-细胞因子受体相互作用信号通路、NF-kappa B
信号通路，说明补肾强督治偻方可能通过炎症、激
素、破骨细胞代谢及免疫因子信号通路作用于 AS，
与目前研究［16 － 18］所证实的某些药物可能通过上述

信号通路作用于 AS 的报道结果基本相符。在关键
基 因 的 筛 选 中，发 现 ALB、 PIK3Ｒ1、 TNF、
PIK3CA、EGFＲ、IGF1、IL6、EGF、FOS、HＲAS、
NFKB1、 PIK3CD、 JUN、 MAPK1、 INS、 IL2、
SＲC、 PIK3CG、 TP53、 AKT1、 BCL2、 NOS3、
SP90AA 23 个靶基因是补肾强督治偻方作用于 AS
机制中的重要关键基因，这些基因也曾被报道于强

直性脊柱炎的机制研究［19 － 21］。经查证，23 个关键
基因都与痛症、炎症性疾病及关节炎性疾病相关。
因此，补肾强督治偻方治疗 AS 作用的关键作用集
中体现在抗炎及镇痛方面。综上所述，补肾强督治
偻方作用于 AS 是多靶点、多通路、多选择的复杂
机制过程，为进一步理解药物-靶点相互作用机制
提供了重要信息，也为中医药治疗 AS 提供了机制
研究方面的思路。
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Mechanism of Bushen Qiangdu Zhilou Decoction ( 补肾强督治偻方) in Treating Ankylosing Spondylitis Based
on Network Pharmacology
QIU Dongni1，PAN Feng2，TAN Xi1，LAI Yonghui1，HE Xiaohong2，ZHOU Yingyan2，HE Yiting2

( 1． Second School of Clinical Medicine，Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou，510120; 2． Second Affiliated Hos-
pital of Guangzhou University of Chinese Medicine)
ABSTＲACT Objective To explore the mechanism of Bushen Qiangdu Zhilou Decoction ( 补肾强督治偻方) in
treating ankylosing spondylitis ( AS ) by network pharmacology methods． Methods The target genes of Bushen
Qiangdu Zhilou Decoction were obtained in pharmacology component analysis platform of Chinese medicine system
( BAT-MAN) ． The Target genes corresponding to AS were obtained in the Comparative Toxicogenomics Database
( CTD) ． The target genes of the disease-drug protein were obtained after the intersection of the fore-mentioned two
target genes． The interprotein interaction network was constructed by network visualization software STＲING and the
results were showed by network visualization． The important key genes were screened by calculation and analysis algo-
rithm of network structure and inter node weighting connection． Gene ontology ( GO) analysis of disease-drug inter-
section target genes and KEGG pathway enrichment analysis were made by DAVID on line tools． At last，the thera-
peutic effect of key genes in AS was obtained in CTD． Ｒesults There were 705 intersection genes of Bushen
Qiangdu Zhilou Decoction target genes and AS disease target genes． GO analysis results showed that the biological
function of intersection target genes of Bushen Qiangdu Zhilou Decoction and AS mainly included positive regulation of
gene expression and inflammatory reaction，as well as positive regulation of cell proliferation． The signal pathway en-
richment results showed that the network of intersection target genes of Bushen Qiangdu Zhilou Decoction and AS
mainly involved Tumor necrosis factor signal pathway，estrogen signal pathway and T cell receptor signal pathway．
Twenty-three key genes were obtained，which related to pain，inflammatory diseases，and arthritis． Conclusion
Bushen Qiangdu Zhilou Decoction treating AS is a multi target，multi path，and multi choice process with complex
mechanism． The mechanism might be related to anti-inflammatory and analgesic．
Keywords ankylosing spondylitis; network pharmacology; key genes; gene ontology analysis; enrichment analysis;
Bushen Qiangdu Zhilou Decoction
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