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摘要：目的　运用网络药理学和细胞生物学验证探讨黄芪治疗糖尿病肾病的分子作用机制。方法　通过中药系统药理学数据库
（ＴＣＭＳＰ）筛选出黄芪有效成分；利用Ｄｒｕｇｂａｎｋ数据库、ＧｅｎｅＣａｒｄｓ和ＯＭＩＭ数据库筛选黄芪有效成分和糖尿病肾病的相关靶点；
应用Ｓｔｒｉｎｇ数据库绘制 ＰＰＩ网络；通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件绘制黄芪成分靶点疾病网络；借助 ＤＡＶＩＤ数据库对靶点进行 ＧＯ和
ＫＥＧＧ通路分析；利用ＫＥＧＧ数据库构建黄芪治疗糖尿病肾病的通路图；细胞生物学验证分析黄芪中的有效成分对糖尿病肾病
的保护作用。结果　筛选得到黄芪１２个有效成分，涉及５６个作用靶点，主要涉及氧化应激、炎症和细胞凋亡等生物过程，主要
调节有丝分裂原激活的蛋白激酶（ＭＡＰＫ）、缺氧诱导因子（ＨＩＦ）、ＥｒｂＢ、ｐ５３和核因子κＢ（ＮＦκＢ）等信号通路，其作用机制包含抗
氧化、抗炎和抑制细胞凋亡等。细胞生物学验证分析表明槲皮素和山柰酚能够降低高糖引起的细胞凋亡，降低活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平（Ｐ＜００５）、提高过氧化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）和超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性
（Ｐ＜００５）。槲皮素能够显著降低高糖引起的ＨＫ２细胞磷酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ和ＪＮＫ蛋白表达水平（Ｐ＜００１）。结论　本研究通过
网络药理学层面探讨了黄芪治疗糖尿病肾病的作用机制，发现可能是通过多成分、多靶点、多通路等途径发挥其治疗作用，黄芪

中的活性成分槲皮素和山柰酚可能是其治疗糖尿病肾病的物质基础。体外水平验证了黄芪中的主要活性成分槲皮素和山柰酚

能够降低高糖引起的细胞损伤，降低氧化应激反应，提高抗氧化性，为黄芪治疗糖尿病肾病提供新思路。
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是糖尿
病的１种并发症，是个极其复杂的病理生理过程，涉
及多个生物学和病理过程［１］，也是糖尿病死亡率显

著升高的主要原因［２］。治疗 ＤＮ存在耗费时间长、
治疗费用高等特点，给患者及家属带来严重的心理

负担和生活压力［３］。急、慢性的高糖状态可抑制肾

脏相关细胞的生长，如肾小管上皮细胞（ＨＫ２）、人
胚肾细胞（ＨＥＫ２９３细胞），诱导活性氧（ＲＯＳ）的大
量产生，出现一系列氧化应激反应［４］。因此，开发

有效的治疗方法，进一步了解 ＤＮ的发病机制势在
必行。

黄芪（ＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘ）属于豆科多年生植物，是
蒙古黄芪（ＡｓｔｒａｇａｌｕｓｍｏｎｇｈｏｌｉｃｕｓＢｕｎｇｅ）的干燥根，
始载于《神农本草经》，其味甘、性温，归脾肺经，有

益气健脾，利尿消肿，升阳举陷，益卫固表等功效，具

有抗炎、抗氧化应激、抗肿瘤、延缓衰老、治疗哮喘、

免疫调节等药理活性［５６］，是１味重要的传统中药。
中医论证分析ＤＮ患者多为气阴两虚，且血瘀于脉，
黄芪具有较好的益气活血作用，对治疗糖尿病有一

定的作用。黄芪能够消除 ＤＮ患者的尿蛋白情况，
长期服用也可以降低血糖、血脂，改善肾脏功能，并

且胰岛素与黄芪注射液联用对胰岛功能的保护作用

显著增强［７］。有研究发现，黄芪可通过扩张血管，

改善微循环，增加血流量对肾小球基膜机械屏障起

到保护作用［８］，同时通过与西医结合积极控制血

糖，可显著降低肾小球的滤过率，这对ＤＮ患者的肾
脏有更好的保护作用［９］。黄芪能够改善ＤＮ小鼠的
炎症指标，干预 Ｔ细胞群及一些炎症因子的变化，
可延缓肾功能进展［１０］。虽然黄芪治疗 ＤＮ的报道
有很多，但黄芪多成分、多靶点的调控作用，使黄芪

治疗糖尿病肾病的作用机制仍需探讨。因此借助

网络药理学的方法从系统生物学的角度来挖掘黄

芪治疗 ＤＮ的可能作用机制，为黄芪治疗 ＤＮ提供
新靶点。网络药理学通过选择潜在信号靶点，应

用系统的方法研究药物在生物学中的功能特性，

为药物研究提出一种新的有效方法［１１］。网络药理

学能够解释药物与疾病之间的复杂关系，为研究

者提供思路［１２］。

本研究运用网络药理学的研究方法，通过黄芪

化学物质成分入手，通过口服生物利用度（ｏｒａｌｂｉｏ
ａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ，ＯＢ）和类药性（ｄｒｕｇｌｉｋｅｎｅｓｓ，ＤＬ）值筛选

黄芪中的潜在有效成分，构建黄芪成分靶点疾病
网络。通过网络药理学方法阐释黄芪多成分、多靶

点、多途径的作用机制，并且通过生物验证实验分析

黄芪中潜在物质对ＤＮ的治疗作用，为开发治疗ＤＮ
的新药提供理论依据。

１　材　料
１１　细胞

ＨＫ２细胞株（中国科学院上海生命科学研究
院细胞资源中心）。

１２　主要试剂和仪器
槲皮素和山柰酚（纯度 ＞９８％，上海源叶生物

科技有限公司）；ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛血清（美
国 Ｇｉｂｃｏ公司）；ＣＣＫ８试剂（ＢｉｏｓｈａｒｐＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ
生物试剂公司）；ＲＯＳ、ＣＡＴ、ＳＯＤ试剂盒（南京建成
生物 试 剂 公 司）；ｐ３８ＭＡＰＫ、ＪＮＫ、ｐｈｏｓｐｈｐ３８
ＭＡＰＫ、ｐｈｏｓｐｈＪＮＫ、βａｃｔｉｎ和荧光二抗（美国 Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ试剂公司）。

多功能酶标仪（瑞士Ｔｅｃａｎ公司）；荧光影像分
析仪（美国ＬＩＣＯＲ公司）。

２　实验方法
２１　黄芪有效成分收集与筛选

通过 ＴＣＭＳＰ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｌｓｐｎｗｕｅｄｕｃｎ／
ｔｃｍｓｐｐｈｐ），以“黄芪”输入关键词获取黄芪潜在成
分，筛选条件：ＯＢ≥３０％和 ＤＬ≥０１８，预测黄芪中
的活性成分信息。

２２　黄芪有效成分和糖尿病肾病相关靶点收集
通 过 Ｄｒｕｇｂａｎｋ 数 据 库 （ｈｔｔｐｓ：／／ｗ

ｗｗｄｒｕｇｂａｎｋｃａ／），统计黄芪有效成分相关靶点，然
后在 Ｕｎｉｐｒｏｔ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗｕｎｉｐｒｏｔｏｒｇ／）查
找蛋白相关靶点所对应的基因，即黄芪作用靶点。

通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｇｅｎｅｃａｒｄｓｏｒｇ／）与
ＯＭＩＭ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｏｍｉｍｏｒｇ／）数据库输入关键词
“ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ”，查找人类相关基因，筛选与
ＤＮ相关的作用靶点，即疾病靶点。
２３　靶点相互作用网络构建与分析

将黄芪有效成分靶点与 ＤＮ靶点取交集，得到
黄芪有效成分治疗 ＤＮ的潜在作用靶点。通过
Ｓｔｒｉｎｇ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｔｒｉｎｇｄｂｏｒｇ／）得到各靶点间
相互作用网络，即ＰＰＩ网络。
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２４　黄芪成分靶点疾病网络构建
将１２个黄芪有效成分的预测靶点结果和疾病

靶点进行分析，在 Ｅｘｃｅｌ表中分别构建“药材有效
成分”“有效成分靶点”和“靶点疾病”之间的相互
关系，图中以药材、有效成分、靶点蛋白和疾病为４
类节点，它们之间有相互关系的分别用边相连，采用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３６１软件的关联（Ｍｅｒｇｅ）功能构建黄芪
成分靶点疾病网络模型。
２５　生物过程与通路分析

通过生物学信息注释数据库，将黄芪潜在作用靶

点导入其中 ＤＡＶＩＤ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．
ｇｏｖ／），限定物种为人，进行 ＧＯ（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ）和
ＫＥＧＧ通路富集分析，最终设定阈值Ｐ＜００５。
２６　靶点通路分析

在ＫＥＧＧｍａｐｐｉｎｇ中的ＳｅａｒｃｈＰａｔｈｗａｙ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗｋｅｇｇｊｐ／）输入药物与疾病相关的靶点蛋白，得
到黄芪治疗糖尿病肾病的通路图，筛选出前１３条通
路，并整合绘制最终的通路图。

２７　细胞培养及分组
ＨＫ２细胞培养于含１０％胎牛血清 ＤＭＥＭ／Ｆ１２

细胞培养液中，在３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中培养。细
胞分为６组：正常组（５５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖）、模型
组（３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖）、槲皮素 ＋高糖组（３０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖＋５０μｍｏｌ·Ｌ－１槲皮素）、山柰酚＋
高糖组（３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖 ＋５０μｍｏｌ·Ｌ－１山柰
酚）、槲皮素组（５５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖 ＋５０μｍｏｌ·
Ｌ－１槲皮素）和山柰酚组（５５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖＋５０
μｍｏｌ·Ｌ－１山柰酚）。
２８　ＣＣＫ８试验

将ＨＫ２细胞培养在９６孔板中（每孔５×１０４个
细胞），按“２７”项分组给药２４ｈ后，吸弃培养液，按
照试剂盒说明书加入ＣＣＫ８试剂，３７℃培养１ｈ，在
４５０ｎｍ处通过多功能酶标仪测定吸光度，计算细胞
存活率。

２９　ＲＯＳ水平、ＣＡＴ和ＳＯＤ活性测定
将对数期生长的 ＨＫ２细胞，按照每毫升 ５×

１０４个细胞接种在 ９６孔培养板内，ＨＫ２细胞
于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养，当细胞长至约
８０％时，吸弃孔中培养基，加入不同受试药物至９６
孔中，每个组别设 ６个复孔，在培养箱中继续培养
２４ｈ后，吸弃孔中液体，并加入２０μＬＤＣＦＨＤＡ荧
光液，测定 ＲＯＳ水平，并按照试剂盒说明书测定
ＣＡＴ和ＳＯＤ活性。
２１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

将对数期生长的 ＨＫ２细胞接种到６孔板中，
按照分组给药，根据 ＢＣＡ法测蛋白浓度，然后进行
蛋白电泳，蛋白样品上样量为４０μｇ，用５０Ｖ电压将
样品从浓缩胶跑至分离胶，跑成一条直线后，换成

１００Ｖ电压，待样品跑至距玻璃板底部１ｃｍ左右停
止电泳，然后进行温转转膜，将不同分子量的 ＰＶＤＦ
膜进行封闭，放在１×ＴＢＳＴ稀释的５％脱脂牛奶中
封闭 ２ｈ，加入 １抗（Ｐ３８ＭＡＰＫ，ＪＮＫ，ｐｈｏｓｐｈＰ３８
ＭＡＰＫ，ｐｈｏｓｐｈＪＮＫ和 βａｃｔｉｎ）４℃过夜，然后加入
对应荧光２抗，洗膜后使用荧光影像分析仪显影和
扫描，ＩｍａｇｅＪ１４１软件（美国Ｂｅｔｈｅｓｄａ公司）进行数
据分析。

２１１　统计学分析
所有数据均使用ＳＰＳＳ１７０统计软件进行处理，

数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间的差异按照方差分析方法进
行检验分析，并且用最小显著法检验进行两两比较，

Ｐ＜００５时有统计学意义。

３　结　果
３１　黄芪潜在有效成分的筛选

在ＴＣＭＳＰ数据库搜索黄芪，共得到８７个化学
成分，同时满足 ＯＢ≥３０％和 ＤＬ≥０１８条件，并且
去掉无靶点成分，共得到 １２种化学成分，结果
见表１。
３２　作用靶点预测

将Ｄｒｕｇｂａｎｋ数据库得到的所有靶点进行整理，
其中槲皮素靶点有１５６个；栀子醇靶点有１３个；常
春藤皂苷元靶点有２４个；异鼠李素靶点有３７个；３，
９ｄｉＯｍｅｔｈｙｌｎｉｓｓｏｌｉｎ靶点有２３个；７Ｏｍｅｔｈｙｌｉｓｏｍｕ
ｃｒｏｎｕｌａｔｏｌ靶点有４５个；Ａ１靶点有２２个；联苯双酯
靶点有７个；刺芒柄花素靶点有３９个；毛蕊异黄酮
靶点有２２个；山柰酚靶点有６３个；１，７ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ３，
９ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｐｔｅｒｏｃａｒｐｅｎｅ靶点有 ４个；删除重复靶
点，得到黄芪有效成分作用靶点９５个。这说明黄芪
有效成分均具有多靶点，即相同的靶点可对应于不

同的有效成分，不同的靶点也可作用于同种成分，体

现了黄芪具有多成分、多靶点的特点。由ＧｅｎｅＣａｒｄｓ
和ＯＭＩＭ数据库得到ＤＮ靶点２４１８个，将药物靶点
与疾病靶点进行比对，筛选出５６个可能与治疗 ＤＮ
相关的作用靶点，其具体信息见图１和表２。
３３　蛋白相互作用网络分析

将得到的５６个靶点制成靶点间相互作用网络
图，结果见图２（其中节点代表蛋白质，线代表蛋白
质间相互联系，亮蓝色线表示数据源于蛋白数据
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库，紫色线表示数据源于高通量实验，绿色和黑色

线表示基因邻域及共表达预测，黄色线表示数据

源于文本挖掘）。从图２中可看出这５６个靶点间
相互作用，相互关联，由此表明这些靶点是相互联

系的，并且通过多途径、多方面的协调起到治疗

ＤＮ的作用。
３４　黄芪成分靶点疾病网络构建

采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件构建黄芪成分靶点疾病
网络，这个网络包含７０个节点（１个药材、１２个有
效成分、５６个靶点和１个疾病），其中药材和疾病
使用 Ｖ字形节点，成分使用椭圆形节点，靶点使用
长方形节点，相互关系用边表示（图 ３）。椭圆形
节点代表成分，与成分节点连线越多，代表其可能

是发挥药效的成分，其中槲皮素和山柰酚作为黄

芪中的有效成分具有治疗 ＤＮ的潜力，所以后续生
物学验证选取槲皮素和山柰酚进行体外细胞实验

研究。图３中长方形节点代表靶点，与其连线越
多代表在治疗 ＤＮ中发挥作用越大，其中 ＰＰＡＲＧ、
ＰＲＳＳ１、ＰＴＧＳ１、ＡＣＨＥ、ＡＲ、ＥＳＲ１靶点可能是发挥
治疗作用的潜在靶点。黄芪治疗 ＤＮ的靶点有５６
个，其中与氧化应激相关的基因有 ＧＳＴＰ１、ＮＱＯ１、
ＮＯＳ３等；与炎症反应相关基因有 ＩＬ６等；与细胞
凋亡相关基因有 ＣＡＳＰ３、ＣＡＳＰ８、ＣＡＳＰ９、ＢＣＬ２等。
因此，由靶点分布状态与其自身状态推测，黄芪发

挥药效主要是通过抑制体内氧化应激反应、炎症

反应及细胞凋亡。

３５　ＧＯ和ＫＥＧＧ通路分析
将黄芪有效成分预测出的５６个作用靶点通过

ＤＡＶＩＤ数据库进行ＧＯ分析。黄芪治疗ＤＮ的靶点
在生物过程中，主要涉及细胞对化学应激的反应

（ｃｅｌｌｕｅｒｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｅｓｓ）、酮反应（ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｔｏｋｅｔｏｎｅ）以及凋亡信号通路（ａｐｏｐｔｏｔｉｃｓｉｇｎａｌｉｎｇ

表１　黄芪潜在有效成分
Ｔａｂ１　ＰｏｔｅｎｔｉａｌｅｆｆｅｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｏｆＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘ

Ｎｏ Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　　　 Ｍｒ ＯＢ／％ ＤＬ ＡｌｏｇＰ Ｃａｃｏ２

１ Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ３０２２５ ４６４３ ０２８ ００５ １５

２ Ｊａｒａｎｏｌ ３１４３１ ５０８３ ０２９ ０６１ ２０９

３ Ｈｅｄｅｒａｇｅｎｉｎ ４１４７９ ３６９１ ０７５ １３２ ８０８

４ Ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ３１６２８ ４９６ ０３１ ０３１ １７６

５ ３，９ｄｉＯｍｅｔｈｙｌｎｉｓｓｏｌｉｎ ３１４３６ ５３７４ ０４８ １１８ ２８９

６ ７Ｏｍｅｔｈｙｌｉｓｏｍｕｃｒｏｎｕｌａｔｏｌ ３１６３８ ７４６９ ０３ １０８ ３３８

７ Ａ１ ３００３３ ６４２６ ０４２ ０９３ ２６４

８ Ｂｉｆｅｎｄａｔｅ ４１８３８ ３１１ ０６７ ０１５ ２５６

９ Ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ ２６８２８ ６９６７ ０２１ ０７８ ２５８

１０ Ｃａｌｙｃｏｓｉｎ ２８４２８ ４７７５ ０２４ ０５２ ２３２

１１ Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ ２８６２５ ４１８８ ０２４ １７７ ０２６

１２ １，７ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ３，９ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｐｔｅｒｏｃａｒｐｅｎｅ ３１４３１ ３９０５ ０４８ ３１１ ０８９

注：Ａ１－黄芪紫檀烷，黄芪中的化学成分通过ＴＣＭＳＰ数据库筛选，其活性成分筛选条件为ＯＢ≥３０％且ＤＬ≥０１８

Ｎｏｔｅ：Ａ１（６ａＲ，１１ａＲ）９，１０ｄｉｍｅｔｈｏｘｙ６ａ，１１ａｄｉｈｙｄｒｏ６Ｈｂｅｎｚｏｆｕｒａｎｏ［３，２ｃ］ｃｈｒｏｍｅｎ３ｏｌ，ＴｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｏｆＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｂｙＴＣＭＳＰｄａｔａ

ｂａｓｅＴｈｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｏｆＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｓｃｒｅｅｎｉｎｇＯＢ≥３０％ ａｎｄＤＬ≥０１８

图１　黄芪有效成分治疗糖尿病肾病潜在靶点的Ｖｅｎｎ图

Ｆｉｇ１　ＶｅｎｎｄｉａｇｒａｍｏｆＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘａｎｄＤＮｔａｒｇｅｔｓ

ｐａｔｈｗａｙ）等（图４）；从细胞组分结果可以看出，黄芪
治疗 ＤＮ过程中主要通过细胞中脂筏（ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｒａｆｔ）、细胞质核周区（ｐｅｒｉｎｕｃｌｅａｒｒｅｇｉｏｎｏｆｃｙｔｏ
ｐｌａｓｍ）、转录调节复合体（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｃｏｍ
ｐｌｅｘ）、质膜蛋白复合物（ｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｍｐｌｅｘ）等细胞部位进行；从分子功能结果看，主要
与ＤＮＡ结合转录因子结合（ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇ）、激酶结合（ｋｉｎａｓｅｂｉｎｄｉｎｇ）和氧
化还原酶活性（ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ）关系较为
密切。
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表２　黄芪有效成分治疗糖尿病肾病潜在靶点
Ｔａｂ２　ＰｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｓｏｆＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘｆｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＤＮ

Ｎｏ Ｇｅｎｅ　　 Ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ　　　 ＵｎｉＰｒｏｔＩＤ　　 Ｎｏ Ｇｅｎｅ　　 Ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ　　　　 ＵｎｉＰｒｏｔＩＤ

１ ＰＴＧＳ１ ＰｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＧ／Ｈｓｙｎｔｈａｓｅ１ Ｐ２３２１９ ２９ ＧＳＴＭ１ ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＭｕ１ Ｐ０９４８８
２ ＡＲ Ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｑ１３７７１ ３０ ＥＧＦＲ Ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｐ００５３３
３ ＥＳＲ２ Ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｂｅｔａ Ｑ９２７３１ ３１ ＶＥＧＦＡ ＶａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＡ Ｐ１５６９２
４ ＰＲＳＳ１ Ｔｒｙｐｓｉｎ１ Ｐ０７４７７ ３２ ＣＣＮＤ１ Ｇ１／ＳｓｐｅｃｉｆｉｃｃｙｃｌｉｎＤ１ Ｐ２４３８５
５ ＣＨＲＭ２ ＭｕｓｃａｒｉｎｉｃａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒＭ２ Ｐ０８１７２ ３３ ＰＰＡＲＧ Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａ Ｐ３７２３１
６ ＡＤＨ１Ｂ Ａｌｃｏｈｏｌｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ１Ｂ Ｐ００３２５ ３４ ＣＡＳＰ９ Ｃａｓｐａｓｅ９ Ｐ５５２１１
７ ＥＳＲ１ Ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｑ５Ｔ５Ｈ８ ３５ ＰＬＡＵ Ｕｒｏｋｉｎａｓｅｔｙｐｅｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒ Ｐ００７４９
８ ＦＯＳ ＰｒｏｔｏｏｎｃｏｇｅｎｅｃＦｏｓ Ｐ０１１００ ３６ ＲＢ１ Ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ Ｐ０６４００
９ ＡＫＲ１Ｂ１ Ａｌｄｏｓｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ Ｐ１５１２１ ３７ ＩＬ６ Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６ Ｐ０５２３１
１０ Ｆ７ ＣｏａｇｕｌａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒⅦ Ｐ０８７０９ ３８ ＥＬＫ１ ＥＴＳｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＥｌｋ１ Ｐ１９４１９
１１ ＡＣＨＥ Ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ Ｐ２２３０３ ３９ ＣＡＳＰ８ Ｃａｓｐａｓｅ８ Ｑ１４７９０
１２ ＲＥＬＡ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｐ６５ Ｑ０４２０６ ４０ ＲＡＦ１ ＲＡＦｐｒｏｔｏｏｎｃｏｇｅｎｅｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ Ｐ０４０４９
１３ ＯＬＲ１ Ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ１ Ｐ７８３８０ ４１ ＳＬＣ２Ａ４ Ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ２，ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｄｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｍｅｍｂｅｒ４ Ｐ１４６７２
１４ ＢＣＬ２ ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｇｕｌａｔｏｒＢｃｌ２ Ｐ１０４１５ ４２ ＨＩＦ１Ａ Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ Ｑ１６６６５
１５ ＣＡＳＰ３ Ｃａｓｐａｓｅ３ Ｐ４２５７４ ４３ ＥＲＢＢ２ ＲｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｅｒｂＢ２ Ｐ０４６２６
１６ ＭＡＰＫ８ Ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ８ Ｐ４５９８３ ４４ ＣＡＶ１ Ｃａｖｅｏｌｉｎ１ Ｑ０３１３５
１７ ＣＹＰ３Ａ４ ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０３Ａ４ Ｐ０８６８４ ４５ ＭＹＣ Ｍｙｃｐｒｏｔｏｏｎｃｏｇｅｎｅｐｒｏｔｅｉｎ Ｐ０１１０６
１８ ＣＹＰ１Ａ１ ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０１Ａ１ Ｐ０４７９８ ４６ ＤＵＯＸ２ Ｄｕａｌｏｘｉｄａｓｅ２ Ｑ９ＮＲＤ８
１９ ＩＣＡＭ１ Ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１ Ｐ０５３６２ ４７ ＮＯＳ３ Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ Ｐ２９４７４
２０ ＳＥＬＥ Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ Ｐ１６５８１ ４８ ＨＳＰＢ１ Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｂｅｔａ１ Ｐ０４７９２
２１ ＶＣＡＭ１ Ｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ１ Ｐ１９３２０ ４９ ＭＧＡＭ Ｍａｌｔａｓｅｇｌｕｃｏａｍｙｌａｓｅ，ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ Ｏ４３４５１
２２ ＣＹＰ１Ｂ１ ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０１Ｂ１ Ｑ１６６７８ ５０ ＣＣＮＢ１ Ｇ２／ｍｉｔｏｔｉｃｓｐｅｃｉｆｉｃｃｙｃｌｉｎＢ１ Ｐ１４６３５
２３ ＡＬＯＸ５ Ａｒａｃｈｉｄｏｎａｔｅ５ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ Ｐ０９９１７ ５１ ＮＦＥ２Ｌ２ Ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２ Ｑ１６２３６
２４ ＧＳＴＰ１ ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＰ Ｐ０９２１１ ５２ ＮＱＯ１ ＮＡＤ（Ｐ）Ｈｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ［ｑｕｉｎｏｎｅ］１ Ｐ１５５５９
２５ ＡＨＲ Ａｒｙｌｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｐ３５８６９ ５３ ＰＡＲＰ１ Ｐｏｌｙ［ＡＤＰｒｉｂｏｓｅ］ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ１ Ｑ５ＶＸ８５
２６ ＰＲＫＣＡ ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣａｌｐｈａｔｙｐｅ Ｐ１７２５２ ５４ ＣＯＬ３Ａ１ Ｃｏｌｌａｇｅｎａｌｐｈａ１（Ⅲ）ｃｈａｉｎ Ｐ０２４６１
２７ ＣＲＰ Ｃｒｅａｃｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ Ｐ０２７４１ ５５ ＩＧＦＢＰ３ Ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３ Ｐ１７９３６
２８ ＩＧＦ２ ＩｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒⅡ Ｐ０１３４４ ５６ ＰＯＮ１ Ｓｅｒｕｍｐａｒａｏｘｏｎａｓｅ／ａｒｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ１ Ｐ２７１６９

注：黄芪的靶点通过ＴＣＭＳＰ数据库筛选，ＤＮ的靶点通过ＧｅｎｅＣａｒｄｓ和ＯＭＩＭ数据库预测并筛选
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图２　黄芪治疗糖尿病肾病潜在作用靶点之间的相互作用网络
蛋白相互作用网络通过Ｓｔｒｉｎｇ数据库构建
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图３　黄芪成分靶点疾病网络
黄芪成分靶点疾病网络通过Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３６１绘制，药物和疾病用Ｖ形节点表示，成分用椭圆节点表示，靶点用长方形节点表示，相互作用关系通过线连接

Ｆｉｇ３　ＩｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｔａｒｇｅｔｓｄｉｓｅａｓｅｓｎｅｔｗｏｒｋｏｆＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘ
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３６１ｗａｓｃｈｏｓｅｎｔｏｄｒａｗｔｈｅｄｒｕｇｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｔａｒｇｅｔｄｉｓｅａｓｅｎｅｔｗｏｒｋＴｈｅｄｒｕｇ，ｄｉｓｅａｓｅｓ，ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓａｎｄｔａｒｇｅｔｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｕｓｅｄＶｓｈａｐｅｄ，Ｖｓｈａｐｅｄ，ｅｌｌｉｐｔｉｃａｌ

ａｎｄｒｅｃｔａｎｇｕｌａｒｎｏｄｅｓ，ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗａｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｙｅｄｇｅｓ

图４　黄芪有效成分潜在治疗ＤＮ靶点的ＧＯ分析
Ａ－黄芪治疗ＤＮ靶点的生物过程分析；Ｂ－黄芪治疗ＤＮ靶点的细胞组分分析；Ｃ－黄芪治疗ＤＮ靶点的分子功能分析

Ｆｉｇ４　ＧＯａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｓｏｆＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘｆｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＤＮ
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　　通过ＧＯ分析对生物过程、细胞组分和分子功
能３部分进行全面分析，结果涉及氧化应激、炎症和
细胞凋亡，这与 ＫＥＧＧ富集分析结果是吻合的。
ＫＥＧＧ通路富集分析结果见图５，黄芪治疗ＤＮ主要
涉及ＭＡＰＫ信号通路、ＨＩＦ信号通路、ＥｒｂＢ信号通
路、ｐ５３信号通路和ＮＦκＢ信号通路等，其中关系最
为密切的是 ＭＡＰＫ信号通路。这表明黄芪有效成
分的作用靶点分布于不同代谢通路中，多成分、多靶

点相互调节可能是治疗ＤＮ的作用机制。
３６　靶点途径分析

利用ＫＥＧＧＭａｐｐｅｒ工具得到黄芪治疗ＤＮ作用
的通路图，将ＫＥＧＧ得出的前１３条信号通路整合绘
制最终的通路图，见图６。图中黄芪治疗ＤＮ的靶点
标记为红色，显示出ＭＡＰＫ信号通路、ＮＦκＢ信号通
路、ＪＮＫ信号通路、ｐ５３信号通路、ＴＮＦ信号通路以及
ＣＡＳＰ凋亡相关通路等，涉及１３个黄芪治疗ＤＮ的靶

点（占黄芪治疗ＤＮ靶点的２３２１％）。提示黄芪治疗
ＤＮ的靶点主要分散于这几条通路中，可能是通过调
节其中的几个环节来发挥治疗ＤＮ的作用，并且生物
学验证中对 ＭＡＰＫ信号通路和 ＪＮＫ信号通路进行
分析。

图５　黄芪有效成分潜在治疗ＤＮ靶点的ＫＥＧＧ通路分析
Ｆｉｇ５　ＥｎｒｉｃｈＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｓｏｆ
ＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘｆｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＤＮ

图６　黄芪在ＤＮ相关通路中的作用靶点
黄芪治疗ＤＮ的通路图通过ＫＥＧＧＭａｐｐｅｒ绘制，通过ＫＥＧＧ分析得到排名靠前的信号通路并整合绘制最终的通路图，红色方块代表靶点在通路中

Ｆｉｇ６　ＴａｒｇｅｔｏｆＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘｉｎＤＮｐａｔｈｗａｙ
ＴｈｅｐａｔｈｗａｙｍａｐｏｆＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘｆｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＤＮｕｓｉｎｇＫＥＧＧＭａｐｐｅｒＴｈｏｓｅｔｏｐｒａｎｋｉｎｇｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｆｒｏｍＫＥＧＧａｎａｌｙｓｉｓｗｅｒｅｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｎｄｍａｐｐｅｄｔｏｏｂｔａｉｎ

ｔｈｅｆｉｎａｌｐａｔｈｍａｐ．Ｔｈｅｒｅｄｓｑｕａｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔａｒｇｅｔｓｉｎｐａｔｈｗａｙ
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３７　生物学验证分析
３７１　槲皮素和山柰酚对细胞存活率的影响　由
网络药理学分析结果得出，槲皮素和山柰酚作为黄

芪中治疗ＤＮ的潜在物质，分子结构见图７Ａ、Ｂ。细
胞存活率分析结果表明，与模型组相比，槲皮素和山

柰酚能够显著升高ＨＫ２细胞的存活率（Ｐ＜００５），
具有保护ＤＮ细胞模型的作用，值得注意的是，槲皮
素的作用效果优于山柰酚，２者均能抵抗高糖引起
的细胞损伤（图７Ｃ）。
３７２　槲皮素和山柰酚对ＲＯＳ水平的影响　与正
常组相比，高糖引起 ＲＯＳ水平显著升高，说明高糖
引起氧化应激的发生；与模型组相比，槲皮素组能够

降低高糖引起的 ＲＯＳ蓄积（Ｐ＜００１），山柰酚组的
ＲＯＳ水平也显著下降（Ｐ＜００５），这说明槲皮素和
山柰酚能够显著缓解高糖引起的氧化损伤，对ＨＫ２
细胞具有保护作用（图８）。

图７　槲皮素和山柰酚对高糖引起的ＨＫ２细胞细胞毒性的
影响．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ａ－槲皮素，相对分子质量为３０２２５；Ｂ－山柰酚，相对分子质量为２８６２３；Ｃ－槲

皮素和山柰酚对高糖引起的ＨＫ２细胞细胞毒性的影响，细胞活力通过ＣＣＫ８

方法测定；与正常组相比，１）Ｐ＜００１；与模型组相比，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１

Ｆｉｇ７　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎａｎｄｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｏｎｔｈｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎ
ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｅｄＨＫ２ｃｅｌｌｓ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ａ－ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ，ｉｔｓｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｉｓ３０２２５；Ｂ－ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ，ｉｔｓｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｗｅｉｇｈｔｉｓ２８６２３；Ｃ－Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎａｎｄｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｏｎｔｈｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎ

ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｅｄＨＫ２ｃｅｌｌｓ，ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙａＣＣＫ８ａｓｓａｙ．
１）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３７３　槲皮素和山柰酚对ＣＡＴ和ＳＯＤ活性的影响
　与正常组相比，高糖 ＣＡＴ和 ＳＯＤ活性显著降低；
与模型组相比，槲皮素组和山柰酚组显著升高 ＣＡＴ
和ＳＯＤ活性（Ｐ＜００５），并且槲皮素的作用效果优
于山柰酚，说明槲皮素和山柰酚作为黄芪中的主要

活性成分，能够显著抑制高糖引起的氧化损伤，具有

较强的抗氧化能力，起到保护肾脏的作用（图９）。
３７４　槲皮素对ＭＡＰＫ信号通路的的影响　通过
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进一步分析槲皮素治疗 ＤＮ的分子
　　　　

图８　槲皮素和山柰酚对高糖引起的ＨＫ２细胞ＲＯＳ水平的
影响．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
与正常组相比，１）Ｐ＜００１；与模型组相比，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１

Ｆｉｇ８　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎａｎｄｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｏｎＲＯＳｌｅｖｅｌｉｎ
ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｅｄＨＫ２ｃｅｌｌｓ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
１）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

图９　槲皮素和山柰酚对高糖引起的ＨＫ２细胞ＣＡＴ（Ａ）和
ＳＯＤ（Ｂ）活力的影响．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
与正常组相比，１）Ｐ＜００１；与模型组相比，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１

Ｆｉｇ９　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎａｎｄｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｏｎＣＡＴ（Ａ）ａｎｄＳＯＤ
（Ｂ）ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｅｄＨＫ２ｃｅｌｌｓ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
１）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５ａｎｄ３）Ｐ＜００１，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ
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机制，并且结合网络药理学富集分析结果进行

ＭＡＰＫ信号通路的分析，结果见图１０，高糖能够显
著升 高 磷 酸 化 Ｐ３８ＭＡＰＫ和 ＪＮＫ蛋 白 水 平
（Ｐ＜００１）与模型组相比，槲皮素能够显著降低磷
酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ和ＪＮＫ蛋白水平（Ｐ＜００１），这说
明黄芪中主要成分槲皮素可能是通过调控 ＭＡＰＫ
信号通路治疗 ＤＮ。

４　讨　论
ＤＮ主要发病特点为肾小球硬化，临床表现为

蛋白尿，可引起水肿、高血压和一系列代谢性疾病。

ＤＮ晚期出现严重的肾衰竭，这是引起糖尿病患者
死亡的主要原因之一［１３］。目前 ＤＮ的治疗多以胰
岛素注射为主，但皮下给药常常使患者依从性较差，

一些西药如糖适平、克糖利、二甲双胍、格列喹酮等，

虽然可以维持血糖正常水平，但会引起严重的毒副

作用，不能广泛应用。因此，寻找高效低毒的治疗

ＤＮ的天然新药是目前 ＤＮ研究面临的主要问题。
黄芪具有利水消肿、补气固表等功效，中医用于治疗

　　　　

图１０　槲皮素对高糖引起的 ＨＫ２细胞 ＭＡＰＫ信号通路的
影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ａ－通过蛋白免疫印迹法测定 Ｐ３８ＭＡＰＫ、ＪＮＫ、磷酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ、磷酸化

ＪＮＫ蛋白的表达情况；Ｂ－ＭＡＰＫ激活的定量和数据分析；与正常组相比，
１）Ｐ＜００１；与模型组相比，２）Ｐ＜００１

Ｆｉｇ１０　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎｏｎＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎ
ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｅｄＨＫ２ｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ａ－ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰ３８ＭＡＰＫ，ＪＮＫ，ｐｈｏｓｐｈｏＰ３８ＭＡＰＫａｎｄｐｈｏｓ

ｐｈｏＪＮＫｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ；Ｂ－Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＡＰＫａｃｔｉｖａｔｉｏｎ１）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００１，ｖｓｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ

“肾病水肿”，在ＤＮ的治疗中黄芪具有较高的应用
价值［１４］，因此，针对黄芪治疗 ＤＮ的研究具有重要
意义。黄芪中的主要活性成分的作用靶点作用于不

同的代谢通路，多成分、多靶点、多通路的相互调节

是黄芪治疗ＤＮ的可能作用机制。
本研究通过网络药理学的方法筛选黄芪中的有

效成分，共得到１２个治疗 ＤＮ的潜在活性物质，通
过Ｄｒｕｇｂａｎｋ、ＧｅｎｅＣａｒｄｓ和ＯＭＩＭ数据库分别搜索药
物靶点及疾病相关靶点，最终得到 ５６个黄芪治疗
ＤＮ潜在作用靶点，其中 ＮＱＯ１、ＰＴＧＳ１、ＶＣＡＭ１、
ＧＳＴＭ１等涉及氧化 应 激 反 应［１５］，ＩＬ６、ＲＥＬＡ、
ＭＡＰＫ８、ＨＩＦ１Ａ等涉及炎症反应，ＣＡＳＰ３、ＣＡＳＰ８、
ＣＡＳＰ９、ＢＣＬ２等涉及细胞凋亡［１６］。有研究报道，炎

症在 ＤＮ的发展过程中扮演着非常重要的角色［１７］，

原因是高血糖可引起晚期糖基化终末产物的积累，

导致人肾细胞氧化损伤，增加细胞凋亡，引发炎症，

加速ＤＮ恶化进程［１８］。有研究表明，药物可通过降

低ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα炎性细胞因子的表达水平、抑
制高糖介导的氧化应激反应治疗 ＤＮ大鼠［１９］。本

研究中通过Ｓｔｒｉｎｇ数据库构建蛋白相互作用网络发
现，黄芪治疗 ＤＮ涉及的氧化应激、炎症和凋亡，通
过多途径、多方面的协调起作用。ＫＥＧＧ富集分析
结果表明，黄芪治疗ＤＮ主要涉及ＭＡＰＫ信号通路、
ＨＩＦ信号通路、ＥｒｂＢ信号通路、ｐ５３信号通路和 ＮＦ
κＢ信号通路，这些通路可能成为研究黄芪治疗 ＤＮ
的新靶点，此外，研究结果表明，ＭＡＰＫ信号通路富
集程度最强，与黄芪治疗ＤＮ关系最为密切，所以在
分子生物学验证研究中，我们选取黄芪中的主要活

性成分对 ＭＡＰＫ信号通路中的蛋白表达情况进行
分析。ｐ５３是一种肿瘤抑制因子，它能刺激 ｃａｓｐａｓｅ
９和ＢＣＬ２的表达，加速细胞凋亡［２０］。ＭＡＰＫ信号
通路包括 Ｐ３８和 ＪＮＫ，通过与 ｐ５３结合成复合物调
节细胞凋亡，并且与氧化应激密切相关［２１］。

通过生物验证结果分析表明，黄芪中的主要活

性成分槲皮素和山柰酚，对高糖引起的细胞损伤具

有保护作用，能够显著降低高糖引起的细胞凋亡。

ＤＮ是由肾脏组织中晚期糖基化终末代谢物的持续
积累引起的，氧化应激反应是 ＤＮ发生发展的诱因
之一［２２］。当机体发生氧化应激反应时，大量的ＲＯＳ
产生，抗氧化酶通过抑制 ＲＯＳ的积累保护肾脏［２３］。

ＣＡＴ和 ＳＯＤ是人体中重要的抗氧化酶，在氧化／抗
氧化平衡中形成了对抗 ＲＯＳ的防御系统［２４］。此

外，ＲＯＳ的大量积累能够激活 ＭＡＰＫ、ｐ５３、ＨＩＦ等一
系列信号通路，导致蛋白质、ＤＮＡ、脂类等细胞大分
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子的损伤［２５２６］。在本研究中，黄芪中的主要活性成

分槲皮素和山柰酚能显著抑制高糖引起的 ＲＯＳ积
累，提高ＣＡＴ和ＳＯＤ抗氧化酶的活性，保护肾脏相
关细胞，且槲皮素的作用效果优于山柰酚。在进一

步分析中我们选择槲皮素为研究对象，通过蛋白免

疫印迹法研究槲皮素对 ＭＡＰＫ信号通路的影响，结
果表明槲皮素能够调控 ＭＡＰＫ信号通路，这可能是
黄芪中的主要活性成分槲皮素治疗 ＤＮ的潜在
靶点。

综上所述，本研究运用网络药理学的方法对黄

芪治疗ＤＮ的药理机制进行系统分析，阐明黄芪是
通过多成分、多靶点与多通路相互作用治疗ＤＮ的。
通过生物学验证分析得出，黄芪中活性成分槲皮素

和山柰酚具有保护 ＤＮ的作用，其作用机制可能是
通过提高抗氧化性、调控 ＭＡＰＫ信号通路来实现
的，为深入研究黄芪治疗 ＤＮ的作用机制提供新
视角。
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