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基于网络药理学及动物实验验证探讨跌打一方 
治疗膝关节外伤后肿胀的作用机制
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广东 广州 511400）

摘要：目的　基于网络药理学及动物实验研究跌打一方治疗膝关节外伤后肿胀的作用机制，为

拓展临床应用提供理论依据。方法　检索中药系统药理学分析平台挖掘跌打一方关键成分和相关靶

点基因，在 GeneCards、OMIM、DrugBank 等数据库中搜索膝关节外伤后肿胀的目标靶点基因，并使

用 R Venn 软件进行分析。根据筛选结果，得到跌打一方与膝关节外伤后肿胀相关的交集靶点基因。

在 Cytoscape 3.8.0 软件上构建“药物－成分－作用靶点网络图”并从中筛选出核心成分；在 String
平台上获取交集靶点基因的蛋白互作（PPI）网络进一步确定核心靶点。应用 R 软件对交集靶点基

因进行 GO 功能和 KEGG 通路富集分析获取可能的信号通路。选取部分核心成分、核心靶点，使用

AutoDock 等软件进行分子对接。最后进行动物实验验证。结果　跌打一方在治疗膝关节外伤后肿胀

的主要活性成分包括槲皮素、木犀草素、山奈酚等，核心靶点基因则涵盖 MAPK14、TNF、IL-1B、

IL-6、MAPK3、RAS、FOS、AKT1 等。GO 和 KEGG 富集分析表明跌打一方可能通过干预炎症信

号的转导及相关基因的转录调控等过程，调控 MAPK 信号通路、TNF 信号通路、IL-17 信号通路及

PI3K-Akt 信号通路等，实现对膝关节外伤后肿胀的有效治疗。核心靶点与核心活性成分的分子对接

结果良好。动物实验测量结果显示，跌打一方可有效改善大鼠膝关节外伤后肿胀情况（P<0.05），且

跌打一方对膝关节肿胀的缓解作用优于对照组和消脱止组（P<0.05）。Western blot 分析显示，通过

两次独立的实验，系统评估了消脱止和跌打一方对多种关键信号通路蛋白 p38 MAPK、Fos、AKT1、
Ras、MAPK3（ERK1）表达的影响。结果表明，两种干预措施均能显著抑制这些蛋白的表达，且

跌打一方的效果显著优于消脱止组（均 P<0.05）。ELISA 检测结果进一步显示，与对照组相比，跌

打一方能显著降低模型大鼠血清中 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 的水平，且效果优于消脱止（P<0.05）。跌

打一方还显著降低 p38 MAPK、Fos、AKT1、Ras、MAPK3（ERK1）这些关键信号蛋白的血清含量

（均 P<0.05）。表明跌打一方能有效抑制膝关节外伤后肿胀引起的炎症反应，并显著调控 ERK1/p38 
MAPK/Fos/AKT1/Ras 信号轴的活性。结论　本研究初步阐明了跌打一方通过多成分、多靶点、多通

路协同作用，治疗膝关节外伤后肿胀的潜在机制。其主要作用可能是通过调控 ERK1/p38 MAPK/Fos/
AKT1/Ras 信号轴中的关键节点，抑制炎症反应，从而有效缓解膝关节外伤后肿胀。该研究为跌打一

方的临床应用及疗效有效性提供了一定的理论依据。
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膝关节外伤后肿胀作为运动医学领域常见的

临床难题，其病理进程与创伤后过度炎症反应密切

相关［1］。现代医学认为，膝关节外伤后肿胀的机

制主要包括局部血管损伤导致的毛细血管通透性

增加、炎症细胞浸润及炎症因子（如 TNF-α、IL-
1β、IL-6）大量释放，进而激活 MAPK、NF-κB 
等信号通路，加剧水肿与疼痛反应［2,3］。此外，淋

巴回流受阻、组织间隙液体积聚也是肿胀形成的

重要因素。《医宗金鉴》里有“人之气血周流不息，

稍有壅滞，即作肿矣”的说法，中医认为，膝关

节遭受跌扑挫伤，筋骨皮肉都会受损，导致经络

失和，气血运行不畅，从而气滞血瘀，郁于体内，

谓之为 “血瘀必兼气滞”，从而导致膝关节肿胀疼

痛［4］。针对膝关节外伤后肿胀的治疗，中西医各

有其独特的方法。西医治疗中，常通过非甾体消

炎药（NSAIDs）、物理疗法和膝关节穿刺等方法

来应对膝关节外伤后肿胀。物理疗法包括热敷、

冷敷、理疗以及康复训练等，旨在减轻疼痛、消

肿和恢复关节功能。对于部分严重的膝关节外伤，

可能需要通过手术治疗［5］。而在中医治疗中，常

采用中药熨敷、中药汤浸和针刺疗法来缓解疼痛、

消肿，促进伤口愈合和恢复关节功能［6,7］。中医治

疗注重整体调理，通过调理人体的阴阳平衡，促

进自身的修复机能。

番禺区中医院自拟中药复方跌打一方，源自

《医林改错》中所载的经典活血化瘀方，是在其
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Abstract:  Objective　This study integrates network pharmacology and animal experiments to systematically 

elucidate the mechanism of Dieda Yifang prescription in alleviating post-traumatic knee swelling, thereby 
providing a theoretical basis for its clinical application. Methods　Potential active compounds and target genes 
of Dieda Yifang prescription were retrieved from the TCMSP database. Disease-related targets associated with 
post-traumatic knee swelling were collected from GeneCards, OMIM, and DrugBank. Common targets were 
identified using R Venn software. A "compound-target" network was constructed with Cytoscape 3.8.0 to identify 
core bioactive compounds. Protein-protein interaction (PPI) analysis was performed via STRING, and core targets 
were further screened. GO and KEGG enrichment analyses were conducted using R software. Molecular docking 
of key compounds and targets was performed with AutoDock. Finally, in vivo validation was carried out in a rat 
model of knee injury. Results　Key active compounds of Dieda Yifang prescription, including quercetin, luteolin, 
and kaempferol, were identified. Critical target genes such as MAPK14, TNF, IL-1B, IL-6, MAPK3, RAS, FOS, 
and AKT1 were significantly enriched. KEGG analysis revealed that the prescription may modulate multiple 
signaling pathways, including MAPK, TNF, IL-17, and PI3K/Akt. Molecular docking confirmed strong binding 
affinity between core compounds and targets. Animal experiments demonstrated that Dieda Yifang prescription 
significantly reduced knee swelling in rats (P<0.05), outperforming both the control and positive drug groups. 
Western blot analysis indicated that the prescription markedly downregulated the expression of p38 MAPK, Fos, 
AKT1, Ras, and MAPK3 (ERK1) (P<0.05). ELISA results further showed that serum levels of TNF-α, IL-1β, and 
IL-6 were significantly reduced in the treatment group compared to model and reference drug groups (P<0.05). 
These findings suggest that Dieda Yifang prescription effectively suppresses inflammatory responses and regulates 
the ERK1/p38 MAPK/Fos/AKT1/Ras signaling axis. Conclusion　Dieda Yifang prescription alleviates post-
traumatic knee swelling through multi-component, multi-target, and multi-pathway mechanisms, primarily via 
modulation of the ERK1/p38 MAPK/Fos/AKT1/Ras signaling axis and inhibition of key inflammatory mediators. 
This study provides a pharmacological foundation for the clinical use of Dieda Yifang prescription.

Keywords: Dieda Yifang prescription; Post-traumatic knee swelling; Network pharmacology; Molecular 
docking; Animal experiment



四  川  中  医
Journal of Sichuan of Traditional Chinese Medicine ·  125  ·

2025年第43卷第12期
Vol.43，No.12，2025

基础上加减化裁、改良而成的临床验方，由桃仁、

红花、牛膝、当归、丹参、独活、木香、三七、

赤芍、桑枝、甘草 11 味中药组成，具有活血散

瘀、消肿止痛、舒筋活络的功效。临床上，跌打

一方治疗膝关节外伤取得良好的临床疗效，能有

效缓解肿胀和疼痛，但是其治疗消肿的具体作用

机制目前尚不清楚。本研究采用网络药理学结合

动物实验验证的方法，探讨跌打一方治疗膝关节

外伤后肿胀的作用机制。通过网络药理学分析药

物多组分间相互作用及协同机制，为该方的疗效

提供科学依据，并为深入研究其药理作用奠定理

论基础。

1　材料与方法

1.1　筛选跌打一方关键成分及作用靶点

以本院自拟的由桃仁、红花、牛膝、当归、

丹参、独活、木香、三七、赤芍、桑枝、甘草组

成的跌打一方为研究对象。为了筛选方剂中的关

键成分，使用中药系统药理学分析平台数据库

（TCMSP，https://www.tcmsp-e.com）进行分析。

筛选标准为类药性（DL）≥0.18 和口服生物利用

度（OB）≥30%。通过该数据库的查询，获取了

方剂中关键成分的信息。接下来，使用 UniProt
数据库（http://www.uniprot.org）检索了上述关键

成分对应的靶点。删除重复的基因简称，最终获

得了跌打一方的关键成分和对应的作用靶点基因

信息。

1.2　筛选膝关节外伤后肿胀的疾病靶点

本研究选用 GeneCards、OMIM 和 DrugBank
数据库进行膝关节外伤后肿胀相关疾病靶点的筛

选。选择这些数据库的依据在于：GeneCards 是

一个综合性的人类基因数据库，涵盖大量与疾病

相关的基因信息；OMIM 专注于遗传性疾病相关

基因的收录，适用于从遗传背景角度挖掘潜在靶

点；DrugBank 则提供丰富的药物－靶点相互作

用数据，有助于识别与肿胀治疗相关的靶标。这

三个数据库在疾病关联性和靶点覆盖范围方面均

被广泛认可，符合本研究的目标。本研究也尝 
试检索了 TTD（Therapeutic Target Database）和

PharmGKB（Pharmacogenomics Knowledgebase）

数据库，但由于 TTD 更侧重于已有明确治疗药物

的成功靶点，而 PharmGKB 主要关注药物基因组

学相关靶点，两者对“膝关节外伤后肿胀”这一

表型直接相关靶点的收录有限，且与 GeneCards
等数据库的结果存在较高重合。为保证疾病靶点

集的全面性和代表性，最终确定以 GeneCards、
OMIM 与 DrugBank 的并集作为本研究最终的

疾病靶点库。使用关键词 "swelling after knee 
trauma" 检索 GeneCards 、OMIM 和 DrugBank 数
据库，以收集膝关节外伤后肿胀的相关基因。剔

除重复基因后，得到目标疾病靶点。

1.3　筛选跌打一方与膝关节外伤后肿胀的交集

靶点

将已获得跌打一方作用靶点和膝关节外伤后

肿胀的疾病靶点进行汇总和交集，得到跌打一方

治疗膝关节外伤后肿胀的交集靶点，之后运用 R 
软件的 Venn 包绘制韦恩图。

1.4　构建和分析跌打一方药物－活性成分－交集

靶点关系网络图

在 Cytoscape 3.8.0 软件中，将跌打一方的

药物活性成分及已获得的跌打一方治疗膝关节外

伤后肿胀的潜在靶点（交集靶点）导入，建立药

物活性成分－交集靶点网络图，在此基础上，通

过对网络中各节点的度值和介度来评价其重要程

度。数值越大，其重要性也就越大。通常认为，

网络中的度值（Degree）越大，代表该化合物与

靶点之间相关性越强。由此，可筛选出跌打一方

治疗膝关节外伤后肿胀的核心活性成分。

1.5　构建和分析蛋白互作（PPI）网络

将跌打一方治疗膝关节外伤后肿胀的交集

靶点导入 String 平台。在 String 平台中，选择

“Multiple proteins”作为选项，将种属设为“Homo 
sapiens”，并将置信度设为“≥0.9”。在此基础上，

通过隐去不连续节点，建立具有交集基因关系的

蛋白互作网（PPI）。以 tsv 格式导出 PPI 网络。

在 Cytoscape3.8.0 中导入 tsv 文件，并对网络进

一步分析。在 Cytoscape 中，使用 CytoNCA 插件

进行拓扑分析。根据 BC（介数中心性）、CC（紧

密中心性）、DC（度中心性）、EC（特征向量中
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心性）的参数值来筛选网络中的关键节点。为了

筛选出核心靶点，保留那些在 BC、CC、DC、EC
参数中均大于各自中位值的节点。经过两次筛选

后，所剩下的节点即是所需要的核心靶点。

1.6　分析GO与KEGG
在 R 软件中通过 org.Hs.eg. db 程序包，将跌

打一方与膝关节外伤后肿胀的交集靶点基因的简

称转换为 entrez ID。在此基础上，借助 R 软件中

的 clusterProfiler、enrichplot 以及 ggplot2 程序包， 
对 GO 的功能和 KEGG 通路进行富集分析。根据

P 值和修正 P 值（q 值）都不超过 0.05 来筛选。

根据 q 值的大小，将 GO 分析结果的前 10 位和

KEGG 分析结果的前 30 位进行排序，并进行相

应的绘图。这样的筛选和排序方式可以更好地突

出富集分析中最具显著性的结果。

1.7　分子对接验证

本研究选取Degree值排名前 5的活性成分（槲

皮素、木犀草素、山奈酚、汉黄芩素、柚皮素）

与PPI网络中筛选得到的 8个核心靶点（MAPK14、
TNF、 IL-1B、 IL-6、MAPK3、RAS、FOS、

AKT1）开展分子对接验证。核心靶点的选择基

于网络药理学分析结果，这些靶点在炎症反应、

细胞凋亡调控、氧化应激等生物学过程中发挥关

键作用，且与膝关节外伤后肿胀的病理机制密切

相关。这些成分与靶点在网络中表现出高度的连

接性，表明它们在“跌打一方”药效机制中可能

处于核心地位。分子对接结果可用于评估活性成

分与关键靶点之间的结合潜能，从而为该方剂多

成分－多靶点协同作用机制提供结构生物学依

据。从 PubChem 数据库下载活性成分的 SDF 格

式分子结构，从 PDB 及 AlphaFold 数据库获取靶

点蛋白的 PDB 格式三维结构。采用 PyMOL 软件

去除蛋白水分子及原配体，确定对接口袋参数。

通过 AutoDock Tools 将处理后的蛋白及配体文件

转换为 PDBQT 格式，利用 AutoDock Vina 进行

分子对接，最后通过 PyMOL 对对接结果进行可

视化分析。

1.8　实验动物

Wistar 大鼠 18 只（SPF 级，雄性），4 月龄，

购自广东省医学实验动物中心［动物实验许可证

号：SYXK（粤）2022-0002，于（广州市黄埔区

掬泉路 3 号 B 栋）饲养及实验，实验期间大鼠自

由饮水摄食。本研究经锐格生物实验动物伦理委

员会审查通过，符合动物保护、动物福利和伦理

原则，符合国家实验动物福利伦理的相关规定（审

批号：20231207-001）。
1.8.1　试药与仪器　跌打一方（桃仁 15g，红花

10g，牛膝 15g，当归 10g，丹参 20g，独活 15g，
木香 10g，三七 10g，赤芍 15g，桑枝 30g，甘草

6g）饮片购自番禺区中医院中药房。将饮片放入

蒸馏水中浸泡 30min 后水煎 2 次，合并滤液，浓

缩成 1.0g/mL 药液，临用药液 4℃ 保存，余药液

−20℃ 保存备用 。消脱止（批号 H20090793，日

本生晃荣养药品株式会社）。

根据实验 1.1~1.4 筛选出核心靶点蛋白后购

入以下试剂材料。TNF-α、IL-6 ELISA 试剂盒

（E-EL-R2856、E-EL-R0015， 武 汉 伊 莱 瑞 特 ）， 
IL-1β ELISA 试剂盒（SEKR-0002，北京索莱宝），

p38 MAPK、Fos、Ras ELISA 试剂盒（ab221012、
ab264626、ab134640），AKT1、MAPK3 ELISA 
试剂盒（E0382r、E1357r，武汉伊艾博），p38 MAPK、 
Fos、AKT1、Ras、 MAPK3、GAPDH（ab195049、
ab208942、ab81283、ab108602、ab109282、
ab8245，英国 abcam 公司），HRP 标记山羊抗兔

IgG（ZB-2301，北京中杉金桥）。Bio-Tek 酶标仪

ELX800（美国 Bio-Tek 公司）；Mini-PROTEAN 
Tetra（美国伯乐公司）。

1.8.2　 造 模、 分 组 及 给 药　选用 18 只 4 月龄

Wistar 大鼠，饲养一周后用腹腔注射麻醉，采用

重锤坠落法造模，把大鼠的右膝部用脱毛膏脱毛

后，固定在木板上，将 0.2kg 重的钢柱从 25cm
高处通过和其直径相当的铁管内自由砸在大鼠右

膝部同一部位，连续打击 2 次，经 X 线检查排除

骨折，造出膝关节外伤后肿胀模型。本研究选用

消脱止（Melilotus Extract Tablets，草木犀流浸液）

作为阳性对照药物。其主要成分为草木犀流浸液，

所含香豆素类成分具有抗炎、抗渗出、促进淋巴

回流、改善毛细血管通透性和血液循环等多重药
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理作用，是临床上广泛应用于创伤、手术及静脉

功能不全等原因所致软组织肿胀和水肿的经典药

物［8,9］。通过将其设置为阳性对照组，本研究旨

在以该公认有效的临床药物为基准，与“跌打一

方”进行疗效比较，从而更科学、更具临床参考

价值地评估后者的相对治疗优势及作用特点。将

18 只造模成功的大鼠随机分为 3 组，跌打一方

组、消脱止组（阳性药物对照组）及生理盐水对

照组，每组 6 只。剂量与分组设置参考预实验结

果确定：大鼠与人的每千克体质量剂量折算系数

为 6.3，成人体质量以 60kg 计算，跌打一方低剂

量（4.95g · kg−1）效应不佳，而中剂量（9.9g · kg−1）

与高剂量（19.8g · kg−1）抑制效果相当，故选择临

床等效中剂量（9.9g · kg−1）进行机制验证，未设

多剂量组以聚焦核心科学问题。跌打一方组给予

跌打一方灌胃，消脱止组、对照组分别给予等量

消脱止、生理盐水灌胃，每日 1 次，连续 14 天。

1.8.3　取材　术后当天、2 天、7 天、14 天测量

造模大鼠右腿周径，观察造模大鼠右腿的肿胀程

度。14 天后将大鼠处死取材：以 2% 戊巴比妥钠

50mg · kg-1 腹腔注射深度麻醉后，迅速剪开胸腔

暴露心脏，经左心室灌注 4℃ 生理盐水至肝脏变

白，断头处死，立即取材。

1.9　ELISA检测血清

各组大鼠眼球取血，分离血清，按照 ELISA
试剂盒说明书检测血清中炎症因子 TNF-α、 IL-
1β、IL-6 及网络药理学筛选出的核心靶点蛋白 p38 
MAPK、 MAPK3（ERK1）、Fos、AKT1、Ras 的

含量。

1.10　Western blotting 检测

各组大鼠分别提取伤侧膝关节周围软组织蛋

白，采用 Mini-PROTEAN Tetra 电泳系统（伯乐）

和 ELX800 酶标仪（Bio-Tek），以含 1% PMSF 的

RIPA 裂解液冰上裂解伤侧膝关节软组织样本，4℃ 
12,000 rpm 离心 30 分钟获取蛋白上清，BCA 法

测定浓度后上样 30μg 进行 SDS-PAGE 电泳（12%
分离胶，70V 转 120V）。转膜采用 PVDF 膜（300mA
恒流，20~100 kDa 转 1.5 小时），5% BSA 封闭 1
小时后，一抗（AKT1 1∶5000、Fos 1∶1000、p38 

MAPK 1∶1000、MAPK3 1∶1000、Ras 1∶1000、
GAPDH 1∶1000，Abcam）4℃ 孵育过夜，TBST
洗膜 2×5min、2×10min；使用辣根过氧化物酶

（HRP）标记的山羊抗兔 IgG 二抗（1∶5000），室

温 孵 育 50min 后 再 洗 2×5min、2×10min。ECL
显影分析灰度值。以 GAPDH 为内参计算相对表

达量。

1.10.1　实验分组与独立生物学重复　Western 
Blot 实验共进行两次独立重复。

第一次实验：使用 9 只大鼠（每组 n=3）完

成从造模到显影的全流程。

第二次独立验证实验：间隔两月后，使用另

外 9 只大鼠（每组 n=3），由不同操作人员使用同

一厂家不同批次的试剂，独立重复上述全流程。

两次实验的蛋白样本均在相同条件下进行

Western Blot检测。为直接验证实验结果的可靠性，

我们对两次实验的数据分别进行了独立的统计分

析（单因素方差分析）。

1.11　统计学处理方法

采 用 SPSS 27.0 进 行 统 计 分 析，GraphPad 
Prism 8.0 绘制统计图。符合正态分布的计量资料

以（ ±x s ）表示，多组间比较采用单因素方差分

析或非参数秩和检验，两两比较选用 LSD 或

Dunnett's T3 法。重复测量数据采用重复测量 
方差分析，并进行球形检验，不满足时采用

Greenhouse-Geisser 校正。均以（P<0.05）为差

异有统计学意义。

2　结　果

2.1　筛选活性成分

经 TCMSP 数据库检索，以 OB ≥30%、 DL ≥ 
0.18 为筛选标准，找到了跌打一方中的中药所含

的活性成分共计 350 个。其中，甘草有 93 个活性

成分，木香有 76 个活性成分，丹参有 65 个活性

成分，赤芍有 29 个活性成分，桃仁有 23 个活性

成分，红花有 22 个活性成分，牛膝有 20 个活性

成分，独活有 9 个活性成分，三七有 8 个活性成分，

桑枝有 3 个活性成分，当归有 2 个活性成分。通

过查询与这些成分相关的靶点，在 TCMSP 数据

库中找到了 4434 个靶点。经过去除重复项后，通
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过 UniProt 数据库将这些靶点规范为相应的基因

名称，最终得到了 4434 个药物作用靶点（见表 1）。

2.2　筛选膝关节外伤后肿胀的疾病靶点

使用关键词“swelling after knee trauma”，分

别在 OMIM、GeneCards 和 DrugBank 数据库中

进行检索。通过这些检索，分别获得了 262 个、

3271 个和 22 个与该关键词相关的疾病靶点。在

剔除重复项后，共获得了 3420 个疾病靶点。

2.3　跌打一方与膝关节外伤后肿胀的交集靶点

运用 R 软件的 Venn 包绘制跌打一方作用靶

点与膝关节外伤后肿胀疾病靶点的交集靶点韦恩

图，共获得 173 个交集靶点（图 1）。
2.4　构建和分析药物－成分－交集靶点网络图

研究跌打一方药物活性成分与交集靶点之间

的关系，构建“跌打一方药物－活性成分－交

集靶点”网络图（图 2）。在这个网络中，根据

表 1　“中药－活性成分－作用靶点”信息（按药

物作用靶点大小降序排列）

序号 药物 活性成分 药物作用靶点

1 甘草 93 1769

2 丹参 65 932

3 红花 22 449

4 牛膝 20 444

5 三七 8 253

6 赤芍 29 158

7 桃仁 23 139

8 独活 9 93

9 桑枝 3 85

10 当归 2 69

11 木香 76 43

图 1　跌打一方与膝关节外伤后肿胀的交集靶点

图 2　跌打一方药物－活性成分－交集靶点网络图
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Degree 值排序，得到跌打一方的前 5 种核心活性

成分依次为：槲皮素（Degree=105）、木犀草素

（Degree=46）、山奈酚（Degree=39）、汉黄芩素

（Degree=30）、柚皮素（Degree=25）。
2.5　构建和分析蛋白互作（PPI）网络

将 173 个交集靶点导入 STRING 数据库蛋

白相互作用网络（图 3）。通过分析发现，该网

络包含了 157 个节点和 1120 条边，将获得的蛋

白质互作网络的数据导入 Cytoscape 3.8.0，选择

CytoNCA 软件计算中介中心性（BC）、接近中心

性（CC）、度中心性（DC）和特征向量中心性（EC）

的打分按中位值进行过滤，第一次筛选结果为

49 个节点及 516 条边（图 4）。然后重复上述操

作，获得第二次筛选结果为 14 个节点及 102 条边 
（图 4）。表明 MAPK14（通常被称为 p38 MAPK）、 
TNF、IL-1B、IL-6、MAPK3（ 又 称 为 ERK1）、
RAS、FOS、AKT1 等在调控网络中起着核心作用，

与作用靶点关联最为密切，与其他靶点的相关性

最为明显，表明这些靶点可能是跌打一方在治疗

膝关节外伤后肿胀发挥作用的核心靶点。

图 3　交集靶点 PPI 网络图

图 4　PPI 网络拓扑分析筛选核心靶点
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2.6　分析GO和KEGG
GO 功能富集分析共筛选出 2967 个条目，包

括 2654 个生物过程（BP）、126 个细胞组分（CC）

和 187 个分子功能（MF）。生物过程主要包括炎

症反应、调节氧化应激诱导的细胞死亡、调节免

疫效应过程、调节脂质代谢过程等。细胞组分包

括线粒体外膜、膜微区以及等离子体膜筏等结构。

在分子功能方面，主要包括 DNA 结合转录因子、

RNA 聚合酶Ⅱ特异性 DNA 结合转录因子和模式

识别受体活动。具体见图 5。根据 KEGG 通路富

图 5　GO 功能富集

集分析的结果，选出了 177 条通路。排除与疾病

无关的通路，排名靠前的通路主要包括 MAPK 信

号通路、TNF 信号通路、IL-17 信号通路及 PI3K-
Akt 信号通路等，见图 6。总的来说，我们可以

推测跌打一方可能通过调控炎症反应、凋亡、免

疫、脂质代谢等多个方面的生物学过程，调控

MAPK 信号通路、TNF 信号通路、IL-17 信号通

路及 PI3K-Akt 信号通路等多条信号通路，影响

ERK1/p38 MAPK/Fos/AKT1/Ras 信 号 轴 上 的 关 
键节点，减轻炎症反应（图 7），发挥治疗膝关节
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的相互结合能力。将部分结果进行可视化呈现 
（图 8）。

图 6　KEGG 通路富集

图 7　跌打一方通过调控 ERK1/p38MAPK/Fos/
AKT1/Ras 信号轴缓解膝关节肿胀的机制示意图

外伤后肿胀并改善患者的相关临床症状。

2.7　分子对接结果

本研究选取跌打一方 Degree 值最高的 5 个

关键活性成分：槲皮素（Quercetin）、木犀草素

（Luteolin）、 山 奈 酚（Kaempferol）、 汉 黄 芩 素

（Wogonin）、柚皮素（Naringenin）与 8 个核心靶点：

MAPK14、MAPK3、FOS、AKT1、RAS、TNF、
IL-1B、IL-6 进行分子对接验证，计算出最低结

合能。一般认为，结果以结合能 <−4.25kcal/mol 
表示两者间有一定的结合活性，<−5.0kcal/mol
表示有较好的结合活性，<−7.0kcal/mol 表示有

强烈的结合活性。对接结果（见表 2）显示跌

打一方的关键活性成分与核心靶点展现出优越
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2.8　动物实验结果

2.8.1　跌打一方对大鼠膝关节外伤后肿胀的影响　采 
用重复测量方差分析评估三组大鼠术后伤侧膝关

节周径的动态变化。结果显示：①时间主效应显

著（F 时间 =95.054，P<0.001），提示术后膝关节

周径随恢复时间推移呈整体下降趋势；②组间主

效应显著（F 组间 =5.597，P=0.015），表明不同

处理组间周径存在统计学差异；③时间 × 处理交

互效应显著（F 交互 =34.091，P<0.001），说明不

同处理组的周径变化趋势存在异质性；④组内比

较：对照组术后 7 天、14 天周径较术后当天显著

下降（P<0.05）；跌打一方组术后 14 天周径较术

后当天、术后 2 天及 7 天分别下降 23.9%、13.9%
和 6.7%（P< 0.05）；⑤组间比较：术后 14 天， 
跌打一方组周径显著低于对照组及消脱止组

（P<0.05）。见表 3。
2.8.2　跌打一方对大鼠血清中炎症因子及核心靶

点蛋白含量的影响

2.8.2.1　炎症因子水平　如图 9 所示，对照组大

鼠血清中炎症因子 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 水平显

著升高。经药物治疗后，消脱止组与跌打一方组

上述炎症因子水平均出现不同程度下降。其中，

跌打一方组的降低效果最为显著，其 TNF-α、
IL-1β 和 IL-6 水平均显著低于对照组和消脱止组

（P<0.05）。
2.8.2.2　核心靶点蛋白水平　对网络药理学预测

的核心靶点进行蛋白含量验证，结果（图 10）显示，

膝关节外伤后，大鼠血清中 p38 MAPK、Fos、
AKT1、Ras 及 MAPK3（ERK1）的含量显著升高。

跌打一方干预后，这些关键信号蛋白的含量均被

显著抑制，且其含量均显著低于对照组和消脱止

表 2　核心化合物与核心靶点的结合能（单位：kcal/mol）
序号 化合物 /靶点 MAPK14 MAPK3 FOS AKT1 RAS TNF IL-1B IL-6

1 Quercetin −9.0 −9.3 −5.6 −8.0 −6.7 −9.1 −6.7 −6.4

2 Luteolin −8.5 −9.3 −5.5 −8.1 −6.6 −9.2 −7.2 −6.7

3 Kaempferol −8.5 −7.3 −5.3 −7.7 −6.6 −9.1 −6.6 −6.3

4 Wogonin −8.1 −8.7 −5.4 −7.7 −6.5 −6.5 −6.6 −6.3

5 Naringenin −8.1 −9.3 −5.3 −8.1 −6.4 −8.7 −6.9 −6.5

表 3　大鼠伤侧膝关节周径（ ±x s ，n=6，cm）

术后当天 术后2天 术后7天 术后14天

对照组 5.20±0.28 5.08±0.26 4.97±0.31a 4.92±0.29a

消脱止组 5.08±0.26 4.82±0.34a 4.67±0.33a 4.48±0.38abc

跌打一方组 5.13±0.40 4.53±0.50a 4.18±0.32ab* 3.90±0.20abc*#

F组间，P组间 5.597，0.015

F时间，P时间 95.054，<0.001

F交互，P交互 34.091，<0.001

注：同组比较中，a 表示与术后当天评分比较，P<0.05；b 表示

与术后 2 天比较，P<0.05；c 表示与术后 7 天比较，P<0.05。组

间比较中，* 表示与对照组比较，P<0.05；# 消脱止组比较，

P<0.05。

图 8　部分分子对接图
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组（P<0.05）。消脱止组也可一定程度地下调部分

蛋白水平，但其效果均低于跌打一方组（P<0.05）。
以上结果表明，跌打一方能有效抑制膝关节

外伤后肿胀引起的炎症反应，并显著调控 ERK1/
p38 MAPK/Fos/AKT1/Ras 信号轴的活性。

2.8.3　跌打一方对大鼠伤侧膝关节周围软组织

p38 MAPK、Fos、AKT1、Ras、MAPK3（ERK1）

蛋白表达的验证　为验证网络药理学预测结果及

确保实验发现的可靠性，我们独立进行了两次

Western Blot 实验。第一次独立实验（n=3）结果

显示，各组蛋白表达水平如下：对照组最高，消

脱止组次之，跌打一方组最低。与对照组相比，

消脱止组各蛋白表达均显著降低（P<0.05）；与消

脱止组相比，跌打一方组各蛋白表达进一步显著

降低（P<0.05）（见图 11A、表 4）。
为重复上述发现，我们在四周后进行了第二

次独立的验证实验（n=3，使用不同批次试剂及

不同操作人员）。第二次实验结果与第一次高度

一致，各组间差异显著（P<0.001），消脱止组

和跌打一方组均显著低于对照组，且跌打一方组

显著低于消脱止组（P<0.05）。尤其是 MAPK3/
GADPH 在跌打一方组中表达最低（0.09 ± 0.02），

图 10　跌打一方对大鼠血清中核心靶点蛋白水平的影响（n=6）
注：A：跌打一方对 p38 MAPK 蛋白表达的影响；B：跌打一方对 Fos 蛋白表达的影响；C：跌打一方对 AKT1 蛋白表达的影响；D：跌

打一方对 Ras 蛋白表达的影响；E：跌打一方对 MAPK3 蛋白表达的影响；与对照组相比，*P<0.05，****P<0.0001；与消脱止组相比，
*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。

图 9　跌打一方对大鼠血清中炎症因子水平的影响（n=6）
注：A：跌打一方对膝关节外伤后肿胀大鼠血清 TNF-α 水平的影响；B：跌打一方对 IL-1β 水平的影响；C：跌打一方对 IL-6 水平的影响；

与对照组相比，***P<0.001，****P<0.0001；与消脱止组相比，**P<0.01。



四  川  中  医
Journal of Sichuan of Traditional Chinese Medicine·  134  ·

2025年第43卷第12期
Vol.43，No.12，2025

显示出极强的抑制效果（见图 11B、表 5）。
综上所述，两次实验结果一致表明，消脱止

和跌打一方均能显著降低上述信号通路蛋白的表

达，且跌打一方的抑制作用更强。

3　讨　论

跌打一方是番禺区中医院自拟中药复方，其

是在清代名医王清任《医林改错》所载活血化瘀

方的基础上加减化裁而来。该方由桃仁、红花、

牛膝、当归、丹参、独活、木香、三七、赤芍、

桑枝和甘草等 11 味药组成，体现了“活血化瘀、

消肿止痛、舒筋活络”的治法理念。方中桃仁、

红花为君药，主司活血祛瘀、通畅经络；三七、

丹参、赤芍为臣药，协同增强活血散瘀、凉血消

肿之功；牛膝与当归共奏补益肝肾、强健筋骨、

养血活血之效；独活与桑枝则长于祛风湿、通利

关节；木香行气以助止痛，甘草调和诸药，共为

佐使。全方紧扣膝关节外伤后肿胀“气滞血瘀”

这一核心病机［10］。现代药理学研究显示活血化瘀

类中药可通过多途径发挥治疗作用，包括改善局

部微循环、抑制炎症反应及调节免疫功能等［11］。

图 11　跌打一方对伤侧膝关节周围软组织 p38 MAPK、Fos、AKT1、Ras、MAPK3（ERK1）蛋白表达

的影响
注：A：第一次独立实验 Western Blot 条带图；B：第二次独立实验中 Western Blot 条带图。

表 4　跌打一方对伤侧膝关节周围软组织 p38 MAPK、Fos、AKT1、Ras、MAPK3（ERK1）蛋白表达

的影响（第一次独立实验）（ ±x s ，n=3）
组别 对照组 消脱止组 跌打一方组 F值 P值

p38 MAPK/GADPH 1.14 ± 0.04 0.77 ± 0.02a 0.55 ± 0.01ab 366.277 <0.001

Fos/GADPH 1.13 ± 0.06 0.77 ± 0.04a 0.61 ± 0.02ab 135.364 <0.001

AKT1/GADPH 1.19 ± 0.02 0.85 ± 0.01a 0.58 ± 0.02ab 1009.96 <0.001

Ras/GADPH 1.10 ± 0.03 0.77 ± 0.03a 0.25 ± 0.01ab 806.339 <0.001

MAPK3/GADPH 1.15 ± 0.03 0.89 ± 0.04a 0.67 ± 0.02ab 187.012 <0.001

注：a 表示与对照组比较，P<0.05；b 表示与消脱止组比较 P<0.05。

表 5　跌打一方对伤侧膝关节周围软组织 p38 MAPK、Fos、AKT1、Ras、MAPK3（ERK1）蛋白表达

的影响（第二次独立实验）（ ±x s ，n=3）
组别 对照组 消脱止组 跌打一方组 F值 P值

p38 MAPK/GADPH 0.99±0.09 0.51±0.04a 0.28±0.10ab 62.354 <0.001

Fos/GADPH 1.09±0.07 0.85±0.09a 0.50±0.04ab 57.198 <0.001

AKT1/GADPH 0.86±0.07 0.49±0.04a 0.23±0.07ab 84.981 <0.001

Ras/GADPH 0.93±0.09 0.60±0.06a 0.27±0.09ab 50.108 <0.001

MAPK3/GADPH 0.89±0.08 0.37±0.03a 0.09±0.02ab 219.552 <0.001

注：a 表示与对照组比较，P<0.05；b 表示与消脱止组比较 P<0.05。
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通过网络药理学方法筛选，我们初步确定槲

皮素、木犀草素、山奈酚、汉黄芩素和柚皮素

为跌打一方治疗膝关节外伤后肿胀的关键活性

成分。槲皮素作为一种天然黄酮类化合物，表

现出显著的抗炎与抗氧化能力。它能够有效抑

制 NF-κB 和 MAPK 信号通路的激活，从而降低

TNF-α、IL-6 等促炎因子的生成［12］。木犀草素则

是一种强效抗炎成分，通过调控 TLR4/MyD88/
NF-κB 信号通路，减轻炎症反应［13］。山奈酚是一

种天然的非类固醇抗炎药，主要通过抗炎、镇痛、

抗血栓和抗氧化作用发挥对膝关节外伤后肿胀的

减轻作用。研究表明山奈酚能通过抑制 NF-κB 通

路减轻 IL-1β 诱导的软骨细胞炎症［14］，并能抑制

与 MAPK 相关的 ERK 和 p38 信号通路以及 IL-1β
刺激下的基质金属蛋白酶的产生［15］。汉黄芩素作

为黄芩的主要活性成分之一，不仅可抑制 PI3K/
Akt 和 NF-κB 信号通路以降低炎症因子表达［16］，

还能促进巨噬细胞向 M2 型极化，加速炎症消退

与组织修复［17］，并且该成分在关节炎模型中显示

抑制滑膜血管生成，缓解关节肿胀［18］。柚皮素

则通过激活 PPARγ 信号通路，抑制 NF-κB 活性，

发挥抗炎、抗氧化及抗纤维化的综合作用［19］。这

些活性成分通过多靶点、多通路的协同作用，共

同构成了跌打一方治疗膝关节外伤后肿胀的药效

物质基础。

本研究通过蛋白质互作（PPI）网络分析，筛选

出 MAPK14、TNF、IL-1B、IL-6、MAPK3、RAS、 
FOS 和 AKT1 共 8 个 核 心 靶 点， 并 将 其 中 的

MAPK14（即 p38α，通常简称 p38 MAPK）确

定为核心研究对象。p38 MAPK 是 p38 MAPK 家

族中的主要亚型，也是 MAPK 信号通路的重要

组成部分，在炎症反应中发挥关键作用。膝关节

损伤后，p38 MAPK 通路被激活，进而促进炎症

因子释放，引起血管通透性增加及组织水肿［20］。

TNF-α 和 IL-1β 作为重要的促炎细胞因子，可募

集炎症细胞向损伤部位浸润，加剧局部炎症反

应［21］；IL-6 则参与机体急性期反应，推动炎症介

质释放。MAPK3（ERK1）在细胞增殖与分化中

起调控作用，参与创伤修复过程［22］。Ras 作为一

种小 GTP 酶，是 MAPK 和 PI3K/Akt 信号通路的

上游关键调节因子［23］；Fos 作为转录因子 AP-1
的组成成分，调控多种炎症相关基因的表达［24］；

AKT1 则是 PI3K/Akt 通路中的核心激酶，参与细

胞存活与代谢的调节［25］。这些靶点彼此关联，共

同构成一个复杂的调控网络，显著影响膝关节外

伤后的炎症发展进程。

GO 富集分析结果表明，相关靶点显著富集

于炎症反应、细胞凋亡调控、氧化应激等多种生

物过程，以及膜筏、线粒体外膜等细胞结构区域；

在分子功能上，则主要涉及细胞因子受体结合、

蛋白激酶活性及转录因子活性调控。该结果从细

胞与分子层面进一步揭示，跌打一方可能通过干

预炎症信号的转导及相关基因的转录调控过程发

挥治疗作用。KEGG 通路分析显示，该方剂的治

疗作用主要与 MAPK、TNF、IL-17 和 PI3K/Akt
等信号通路密切相关。MAPK 信号通路是细胞内

重要的信号转导系统，广泛参与炎症反应、细胞

增殖与凋亡等生物学过程。在膝关节损伤后，该

通路被异常激活，可促进炎症因子释放，加剧组

织水肿［26,27］。TNF 信号通路作为经典的炎症通路，

在 TNF-α 与受体结合后，可进一步激活 NF-κB
和 MAPK 通路，从而放大炎症效应［28］。IL-17 信

号通路则通过促进中性粒细胞募集和炎症介质生

成，在创伤后炎症反应中起关键作用［29］。此外，

PI3K/Akt 通路参与调控细胞存活、增殖与代谢，

对组织修复过程具有重要影响［30］。跌打一方通过

多成分协同作用，调控这些关键信号通路，从而

减轻膝关节外伤后肿胀。

分子对接结果显示所选取的核心成分和核心

靶点之间分子对接结合能均≤−5.0kcal/mol，这些

结果表明跌打一方活性成分与核心靶点之间存在

稳定的相互作用，为阐明跌打一方治疗膝关节外

伤后肿胀多成分－多靶点的协同作用机制和后续

实验验证提供了结构生物学依据。

动物实验结果表明，跌打一方能够显著减轻

大鼠膝关节外伤后肿胀，改善关节功能（P<0.05）。
Western blot 分析显示，通过两次独立的实验，系

统评估了消脱止和跌打一方对多种关键信号通路
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蛋白 p38 MAPK、Fos、AKT1、Ras、MAPK3（ERK1）
表达的影响。结果表明，两种干预措施均能显著

抑制这些蛋白的表达，且跌打一方的效果显著优

于消脱止组（P<0.05）。ELISA 检测结果进一步

显示，与对照组相比，跌打一方能显著降低模型

大鼠血清中 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 的水平，且效

果优于消脱止（P<0.05）。这一结果直接表明跌打

一方具有强大的全身性抗炎作用，这与它缓解局

部肿胀的表型结果（膝关节周径减小）相互印证。

跌打一方还显著降低 p38 MAPK、Fos、AKT1、
Ras、MAPK3（ERK1）这些关键信号蛋白的血清

含量（P<0.05）。这表明跌打一方并非仅仅抑制

下游的炎症效应，而是从上游精准调控了导致炎

症的核心信号网络。这些结果与网络药理学预测

高度一致，证实了跌打一方通过抑制 ERK1/p38 
MAPK/Fos/AKT1/Ras 信号轴上的关键节点，减

轻炎症反应，从而缓解膝关节外伤后肿胀。

值得注意的是，MAPK 和 PI3K/Akt 信号通

路不仅是炎症调控的关键通路，也参与巨噬细胞

极化的调节［31,32］。研究表明，p38 MAPK 和 ERK
通路的抑制可促进巨噬细胞向 M2 型转化，而

M2 型巨噬细胞具有抗炎和组织修复功能［33,34］。

AKT1 的激活状态影响巨噬细胞的代谢重编程，

抑制 AKT1 可能通过调节糖酵解和氧化磷酸化平

衡影响巨噬细胞功能［35］。因此，跌打一方可能通

过调控这些关键信号节点，间接影响巨噬细胞代

谢重编程，促进炎症消退和组织修复。

综上所述，跌打一方在治疗膝关节外伤后肿

胀的显著优势是对这一运动医学专科常见而顽固

的单一临床症状实现精准调控。该方剂不仅严格

遵循中医“活血化瘀、通络消肿”的传统治则，

其现代药理机制也深刻契合膝关节创伤后肿胀的

病理生理特点，体现出中西医学理论在治疗层面

的有机融合。本研究依托“网络预测－分子对

接－实验验证”一体化研究策略，系统阐释了跌

打一方在治疗膝关节外伤后肿胀中表现出的“多

成分－多靶点－多通路”协同作用机制。不仅为

跌打一方的临床应用提供了科学依据，也为中药

复方的现代机制研究提供了可借鉴的思路。然而，

受研究条件与个人能力所限，本研究仍存在一定

局限性，如样本量较小、观察时间有限、数据库

更新及巨噬细胞相关实验验证不足等，未来仍需

开展更大样本和更深入的机制研究加以完善。
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