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摘要： 目的　 探讨益肾化湿颗粒对糖尿病肾病的保护作用。 方法　 通过查阅文献及检索 ＴＣＭＳＰ 等数据库获取益肾化

湿颗粒的活性成分及其靶点， ＧＥＯ 等数据库搜索糖尿病肾病靶点， 取两者交集得到相关作用靶点； ＳＴＲＩＮＧ 平台和

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件分析益肾化湿颗粒核心成分及蛋白互作网络， ＣｙｔｏＮＡＣ 等相关插件进行网络拓扑分析， 获取相关核心靶

点； ＭＣＯＤＥ 插件分析交集靶点核心模块并进行功能富集分析， 预测相关作用机制； ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 软件进行核心成分

和核心靶点的分子对接预测。 构建糖尿病肾病小鼠模型， 检测 ２４ ｈ 尿蛋白、 血肌酐、 尿素氮水平， ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ、 ＰＡＳ
染色观察病理变化， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肾组织 ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＳＨＰ２ 蛋白表达。 结果　 益肾化湿

颗粒通过 １５３ 个靶点调控糖尿病肾病， 主要以 ６ 个核心靶点 （Ａｋｔ１、 ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ＰＩＫ３ＣＡ、 ＰＩＫ３Ｒ１、 ＳＨＰ２） 发挥

作用； 富集通路主要涉及内分泌代谢、 免疫调节、 炎症反应等， 其中 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路发挥主要作用； 核心成分

（黄芪甲苷Ⅳ、 人参皂苷 Ｒｇ２、 柠檬苦素） 与核心靶点 （ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ＳＨＰ２） 结合自由能最低。 益肾化湿颗粒能改

善糖尿病肾病小鼠肾功能减退及病理损伤， 降低 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 升高 ＳＨＰ２ 蛋白表

达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 益肾化湿颗粒可能通过调控 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ ／ ＳＨＰ２ 信号通路， 从而发挥治疗糖尿病肾病

的作用。
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　 　 糖尿病肾病是糖尿病最易累及的微血管并发症

之一， 也是慢性肾脏病和终末期肾病形成的主要病

因［１］， 本病早期仅表现为微量蛋白尿， 但逐渐发展

为大量蛋白尿和肾功能减退， 最终导致肾衰竭［２］。
因此， 早期诊治对糖尿病肾病预后至关重要。

当前， 糖尿病肾病的发病机制未完全阐明， 肾

素⁃血管紧张素系统、 炎症反应、 氧化应激等因素

均参与本病进展［３］， 目前其方案有限， 以 ＲＡＳＳ 抑

制剂为主的西药在调控时有所不足。 因此， 探索安

全有效的药物对糖尿病肾病的治疗具有重要意义。
中药在治疗复杂疾病时具有多途径、 多靶点、

疗效显著、 不良反应少等优势。 源于 《脾胃论》
中的升阳益胃汤并经现代工艺制成的益肾化湿颗粒

临床应用多年， 可通过调控糖尿病肾病患者的炎

症、 氧化应激来发挥肾保护作用［４］， 然而其分子

机制尚未完全阐明。 网络药理学以 “多成分⁃多靶

点⁃多途径” 的理念探索药物对疾病的调控机制［５］，
从而明确方剂中不同中药产生的效果及毒性， 目前

已成为分析中药疗效的一种重要手段。 本研究利用

网络药理学和动物实验探究益肾化湿颗粒对糖尿病

肾病保护的作用及其机制， 以期为相关临床治疗提

供基础理论。
１　 材料

１􀆰 １　 数据库与软件 　 ＴＣＭＳＰ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｔｃｍｓｐｗ． ｃｏｍ ／ ｔｃｍｓｐ． ｐｈｐ ）； ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔ 数 据 库

（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． Ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ／ ）； ＧＥＯ
数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／
ｇｅｏ ／ ）； ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）； Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ ／ ）； ＤｉｓＧｅＮＥＴ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
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ｄｉｓｇｅｎｅｔ． ｏｒｇ ／ ）； ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ）； Ｓｕｐｅｒ⁃ＰＲＥＤ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈａｒｉｔｅ． ｄｅ ／ ｉｎｄｅｘ ）； ＳＴＲＩＮＧ 数 据 库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ． Ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ）； ＲＣＳＢ ＰＤＢ 数据库

（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ）； Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数 据 库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｍｅｔａｓｃａｐｅ． ｏｒｇ ／ ｇｐ ／ ｉｎｄｅｘ）； 微生信数据

库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｃｏｍ． ｃｎ ／ ）。
１􀆰 ２　 动物　 ７５ 只 ６ 周龄雄性 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小

鼠， 体质量 （２０±２） ｇ， 购自斯贝福 （北京） 生物

技术有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ
（京） ２０２４⁃０００１］， 饲养于石河子大学医学院实验

动物房 （温度 ２２ ～ ２６ ℃， 相对湿度 ５０％ ～ ７０％ ），
自由进食饮水。 动物实验经石河子大学伦理委员会

批准 ［伦理号 ２０２３ 伦审 （１７５） 号］。
１􀆰 ３ 　 试 剂 与 药 物 　 厄贝沙 坦 片 ［国 药 准 字

Ｈ２００４０４９４， 赛诺菲 （杭州） 制药有限公司， ０􀆰 １５
ｇ ／片］； 益肾化湿颗粒（国药准字 Ｚ２００９０２５０， 广州

康臣药业有限公司， １０ ｇ ／袋）。 链脲佐菌素 （ＳＴＺ，
北京索莱宝科技有限公司， 货号 Ｓ８０５０）； 兔抗

ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 抗 体 （ 英 国

Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ａｂ１０８５９６、 ａｂ１０８５９６、 ａｂ６８１５３、
ａｂ２６７３７３）； 兔抗 ＳＨＰ２ （ＰＴＰＮ１１） 抗体 （武汉博士

德生物工程有限公司， 货号 ＰＢ９６７５）。
１􀆰 ４　 仪器　 酶标仪、 核酸蛋白定量仪、 化学成像分

析仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； 电转仪、
电泳仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； 光学显微镜 （日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 网络药理学

２􀆰 １􀆰 １　 益肾化湿颗粒活性成分及其靶点获取　 检索

文献 ［６⁃７］ 并通过 ＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法获取活

性成分， 将得到的 １１０ 个化合物在 ＴＣＭＳＰ 数据库中

以口服生物吸收度 （ＯＢ） ≥２０、 药物相似性 （ＤＬ）
≥０􀆰 １ 为标准进行筛选。 再采用 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库中

候选 化 合 物 的 ＳＭＩＬＥＳ 表 达 式， 在 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔ、
ＳｕｐｅｒＰｒｅｄ 数据库中搜索相关靶点， Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库

校正。
２􀆰 １􀆰 ２　 益肾化湿颗粒治疗糖尿病肾病作用靶点筛

选 　 以 “ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ” 为关键词， 在

ＤｉｓＧｅＮＥＴ、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库中搜索疾病靶点， 同

时在 ＧＥＯ 数据库中搜索人类糖尿病肾病的转录组

芯片 ＧＳＥ３０５２８ （包含 ９ 例患者肾脏样本和 １３ 例正

常人肾脏样本）， 采用 ｎｏｒｍａｌｉｚｅ 函数进行归一化处

理， 以 ｜ ｌｏｇＦＣ ｜ ≥１、 Ａｄｊｕｓｔｅｄ Ｐ ｖａｌｕｅ＜０􀆰 ０５ 为标

准筛选差异基因， 取 ３ 个数据的并集靶点作为疾病

靶点。 再通过韦恩图对疾病靶点与药物靶点取交

集， 得到相关作用靶点。
２􀆰 １􀆰 ３　 “药物⁃成分⁃靶点⁃疾病” 网络构建　 通过

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３􀆰 ９􀆰 １ 软件绘制 “药物⁃成分⁃靶点⁃疾病”
网络， Ｎｅｔｗｏｒｋ Ａｎａｌｙｚｅｒ 插件计算节点网络拓扑参

数， 根据度值筛选益肾化湿颗粒治疗糖尿病肾病的

核心成分。
２􀆰 １􀆰 ４ 　 蛋 白 互 作 网 络、 核 心 靶 点 获 取 　 将

“２􀆰 １􀆰 ２” 项下作用靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库中， 设

置生物种类为 “Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 置信度≥０􀆰 ８， 并

勾选隐藏离散值， 得到蛋白⁃蛋白质互作网络

（ＰＰＩ）。 采用 ＣｙｔｏＮＡＣ 插件对 ＰＰＩ 网络进行拓扑学

分析， 对 介 数 中 心 性 （ ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，
ＢＣ）、 接近中心性 （ ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ， ＣＣ）、 度

中心性 （ｄｅｇｒｅｅ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ， ＤＣ）、 特征向量中心性

（ ｅｉｇｅｎｖｅｃｔｏｒ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ， ＥＣ ）、 局 部 平 均 连 通 性

（ｌｏｃａｌ ａｖｅｒａｇｅ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙ， ＬＡＣ） 和网络中心性

（ｎｅｔｗｏｒｋ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ， ＮＣ） 进行 ２ 次中位值计算， 得

到关键靶点［８］； 采用 Ｃｙｔｏｈｕｂｂａ 插件中的 ＭＣＣ 算

法对 ＰＰＩ 网络中的蛋白进行分析， 得到关键靶点，
两者取交集， 即为益肾化湿颗粒治疗糖尿病肾病的

核心靶点。
２􀆰 １􀆰 ５　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析 　 采用 ＭＣＯＤＥ 插件

对 ＰＰＩ 网络进行分析， 设置参数 “Ｄｅｇｒｅｅ Ｃｕｔｏｆｆ ＝
２” “Ｎｏｄｅ Ｓｃｏｒｅ Ｃｕｔｏｆｆ ＝ ０􀆰 ６” “Ｋ⁃Ｃｏｒｅ ＝ ２”， 选取

分值最高的模块生成新的 ＰＰＩ 网络， 根据度值调整

其节点大小、 颜色、 透明度等， 得到起核心作用的

蛋白模块。 再采用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 平台对模块靶点进行

ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析， 其中 ＧＯ 富集结果柱状图通

过微 生 信 绘 制， ＫＥＧＧ 富 集 结 果 网 络 图 通 过

ＣｌｕｅＧＯ 插件绘制。
２􀆰 １􀆰 ６　 分子对接 　 将 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下核心成分与

“２􀆰 １􀆰 ４” 项下核心靶点进行分子模拟， 在 ＰｕｂＣｈｅｍ、
ＰＤＢ 数据库中下载两者 ３Ｄ 结构， 通过 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ
Ｖｉｎａ 软件进行分子对接， 筛选最佳对接构象， 配

体分子与受体蛋白结合能越低， 分子越稳定。 再采

用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ２０１９ 软件进行可视化。
２􀆰 ２　 动物实验

２􀆰 ２􀆰 １　 造模、 分组与给药　 小鼠适应性饲养 １ 周

后随机抽取 １５ 只作为对照组， 采用普通饲料喂养；
小鼠其余 ６０ 只为造模组， 采用高糖高脂饲料喂养，
８ 周后造模组小鼠禁食不禁水 １２ ｈ， 腹腔注射

１２０ ｍｇ ／ ｋｇ ＳＴＺ， 而对照组小鼠腹腔注射等体积柠
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檬酸⁃柠檬酸钠缓冲液， ４ ｈ 后恢复进食， 分别在第

３、 ７、 １０ 天检测空腹血糖水平， ３ 次数值均超过

１１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时表示糖尿病造模成功［９］； 后期监测

２４ ｈ 尿蛋白水平， ＞３０ ｍｇ 时表示糖尿病肾病造模

成功［１０］。 造模过程中共剔除 ２０ 只小鼠 （死亡 １３
只， 未成模 ７ 只）， 将达标的 ４０ 只小鼠随机分为模

型组、 厄贝沙坦组 （０􀆰 ０３ ｇ ／ ｋｇ） 和益肾化湿颗粒

低、 高剂量组 （２􀆰 ５、 ５ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只， 分笼

饲养， 灌胃给予相应药物， 对照组和模型组小鼠灌

胃给予等体积生理盐水， 每天 ２ 次， 连续 ８ 周。 药

物干预结束后处死小鼠， 摘取眼球取血并分离血

清， 取双侧肾脏， 称定湿重， 右肾置于－８０ ℃冰箱

中保存， 左肾置于 ４％ 多聚甲醛中固定， 用于制备

石蜡切片。
２􀆰 ２􀆰 ２　 尿蛋白水平检测　 在给药后第 ０、 ４、 ８ 周，
将小鼠置于代谢笼中， 收集 ２４ ｈ 尿液， 过滤， 离

心， 设置空白管 （０􀆰 ０５ ｍＬ 双蒸水）、 蛋白标准液

管 （０􀆰 ０５ ｍＬ 双蒸水） 和测定管 （０􀆰 ０５ ｍＬ 尿液上

清）， 均加入 ３ ｍＬ 考马斯亮蓝染液， 充分反应 ５
ｍｉｎ， 在酶标仪上检测吸光度， 计算尿蛋白总量。
２􀆰 ２􀆰 ３　 肾功能检测　 将小鼠血清置于生化分析仪

中， 检测肌酐、 尿素氮水平。
２􀆰 ２􀆰 ４　 肾脏病理分析　 小鼠肾组织经多聚甲醛固

定后全自动组织脱水浸蜡， 石蜡包埋， 切取 ３ μｍ
切片， 常规脱蜡、 水化后分别进行 ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ、
ＰＡＳ 病理染色， 脱水封片， 在显微镜下观察并拍

照。 采用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析图片， 以肾小球内胞核

计数评估肾脏损伤程度， 按照胶原纤维所占比例进

行肾组织纤维化程度评分， 公式为胶原纤维所占比

例＝ （蓝色染色区域面积 ／总面积） ×１００％ ； 按照

糖原沉积所占比例进行肾组织损伤程度评分， 公式

为糖原沉积所占比例 ＝ （粉色染色区域面积 ／总面

积） ×１００％ ， 其中所占比例≤５％ 为 ０ 分， ５％ ＜所
占比例≤２５％ 为 １ 分， ２５％ ＜所占比例≤５０％ 为 ２
分， ５０％ ＜所占比例≤７５％ 为 ３ 分， 所占比例＞７５％
为 ４ 分［１１］。
２􀆰 ２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测小鼠肾组织 ＪＡＫ２、 ｐ⁃
ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＳＨＰ２ （ ＰＴＰＮ１１） 蛋白

表达　 取小鼠肾组织约 ５０ ｍｇ， 置于无酶 ＥＰ 管中，
加入含蛋白酶和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液进行

裂解， ＢＣＡ 法提取蛋白， 检测浓度， 变性， 蛋白

缓冲液制成样品质量浓度为 ２ μｇ ／ μＬ， 冷冻保存，
制备聚丙烯酰胺凝胶， 上样， 电泳后湿转至 ＰＶＤＦ
膜， ５％ ＢＳＡ 室温封闭 ２ ｈ， 分别加入 ＪＡＫ２、 ｐ⁃

ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＳＨＰ２ （ ＰＴＰＮ１１） 抗体

（１ ∶ １ ０００）， ４ ℃孵育过夜， 次日洗膜后加入二抗

（１ ∶ １０ ０００）， 室温孵育 ２ ｈ， 再次洗膜后通过 ＥＣＬ
发光液显色定影。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 采用 ＩｍａｇｅＪ
软件对图像进行分析。
２􀆰 ２􀆰 ６　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行处

理， ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件作图， 计量资料以

（ｘ± ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析，
组间两两比较采用 ＬＳＤ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具

有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 网络药理学

３􀆰 １􀆰 １　 活性成分及其靶点　 共筛选得到 ５６ 种活性

成分、 ９ ０２４ 个靶点， 校正去重后， 最终得到 ９４１
个相关靶点。
３􀆰 １􀆰 ２　 作用靶点 　 通过 ＤｉｓＧｅＮＥＴ、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数

据库分别获得 ２０６、 ４３６ 个作用靶点； 从 ＧＥＯ 数据

库中的 ＧＳＥ３０５２８ 基因芯片分析得到 ３１７ 个糖尿病

肾病差异基因， 其中 ２３５ 个上调， ８２ 个下调； 整

合疾病靶点并去除重复值， 得到 ８３４ 个糖尿病肾病

靶点， 见图 １Ａ。 再将上述疾病靶点与 ９４１ 个药物

靶点取交集， 得到 １５３ 个相关靶点， 见图 １Ｂ。

图 １　 益肾化湿颗粒治疗糖尿病肾病作用靶点

３􀆰 １􀆰 ３　 “药物⁃成分⁃靶点⁃疾病” 网络　 将 １５３ 个

作用靶点输入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件中进行网络构建， 见

图 ２， 得到 ２２７ 个节点、 ２ ０１５ 条边， 以节点度值

为判断其重要性的依据。 其中， 排名前 １０ 位的化

合物分别为黄芪甲苷Ⅰ～Ⅳ、 人参皂苷 Ｒｇ２、 柠檬

苦素等， 平均度值为 ４２􀆰 ５， 高于整体化合物平均

度值的 １􀆰 ５ 倍， 表明它们能作用于糖尿病肾病中的

大部分靶点， 可能是益肾化湿颗粒有效物质， 见

表 １。
３􀆰 １􀆰 ４　 蛋白互作网络及核心靶点 　 共得到 １５３ 个

交集靶点的 ＰＰＩ 互作网络， 通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件构
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图 ２　 “药物⁃成分⁃靶点⁃疾病” 网络图

表 １　 益肾化湿颗粒治疗糖尿病肾病核心成分 （前 １０ 位）

ＭＯＬ ＩＤ 名称 度值 来源

ＭＯＬ０００４０５ 黄芪甲苷Ⅲ ４９ 黄芪

ＭＯＬ０００４０７ 黄芪甲苷Ⅳ ４９ 黄芪

ＭＯＬ０００２８５ 猪苓酸 Ｃ ４６ 茯苓

ＭＯＬ０００４０１ 黄芪甲苷Ⅰ ４６ 黄芪

ＭＯＬ００１７９２ 甘草素 ４６ 甘草

ＭＯＬ０００８３０ 泽泻醇 Ｂ ４５ 泽泻

ＭＯＬ０００４０３ 黄芪甲苷Ⅱ ４４ 黄芪

ＭＯＬ００５２８０ 人参皂苷 Ｒｈ１ ４４ 人参

ＭＯＬ０１２３３３ 人参皂苷 Ｒｇ２ ４４ 人参

ＭＯＬ００３９５９ 柠檬苦素 ３９ 黄连、陈皮

建 ＰＰＩ 网络图， 见图 ３Ａ。 通过 ＣｙｔｏＮＡＣ 插件对各

网络节点进行第 １ 次拓扑学分析， 得到参数值大于

中位值的靶点有 ３８ 个， 其子网络见图 ３Ｂ， 再计算

各节点上述拓扑参数的中位数， 得到 １４ 个靶点，
其子网络见图 ３Ｃ。 采用 Ｃｙｔｏｈｕｂｂａ 插件对 ＰＰＩ 网络

进行分析， 得到 １４ 个预测分值最高的靶点， 其子

网络见图 ３Ｄ， 取交集， 得到 ２２ 个靶点， 其中靶点

Ａｋｔ１、 ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ＰＩＫ３ＣＡ、 ＰＩＫ３Ｒ１、 ＳＨＰ２
（ＰＴＰＮ１１） 在 ２ 种插件中均可获得， 可能是益肾化

湿颗粒治疗糖尿病肾病的重要靶点， 见图 ３Ｅ。

图 ３　 益肾化湿颗粒治疗糖尿病肾病核心靶点

３􀆰 １􀆰 ５　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析 　 通过 ＭＣＯＤＥ 插件

得到分值为 １２􀆰 １２ 的蛋白模块， 由 ５１ 个蛋白靶点

（包含 ６ 个核心靶点） 组成， 见图 ４Ａ。 ＧＯ 富集结

果包含 ４６２ 个生物过程 （ ＢＰ）、 ３７ 个细胞组成

（ＣＣ）、 １０５ 个分子功能 （ＭＦ）， 主要涉及细胞质、
线粒体、 细胞核等细胞组成， 蛋白激酶 Ｂ 信号传

导、 炎症反应、 氧化应激等生物过程， 胰岛素受体

结合、 激酶活性、 转录共激活因子结合等分子功

能， 选取富集最显著的前 １０ 个条目绘制柱状图，
见图 ４Ｂ。 ＫＥＧＧ 富集结果包含 ８９ 条信号通路， 对

前 ３０ 条通路可视化分析， 见图 ４Ｃ， 主要与内分泌

代谢、 免疫调节、 炎症反应、 细胞增殖等有关， 其

中 Ａｋｔ１、 ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３ 等 ６ 个核心靶点均被富集

到 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路中， 说明上述通路在益肾化

湿颗粒治疗糖尿病肾病过程中发挥更核心的作用。

图 ４　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析图

３􀆰 １􀆰 ６　 分子对接 　 如图 ５Ａ 所示， 所有核心成分

的结合自由能均小于－５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ。 将排名前 ６ 位的

模型进行三维图展示， 如图 ５Ｂ ～ ５Ｇ 所示， 黄芪甲

苷 Ⅳ⁃ＳＨＰ２、 柠 檬 苦 素⁃ＪＡＫ２、 人 参 皂 苷 Ｒｇ２⁃
ＳＴＡＴ３ 结合自由能最佳， 并能以氢键等分子间作用

力形成稳定构象， 表明益肾化湿颗粒中的 １０ 种核

心成分能与 ６ 个核心靶蛋白产生良好的结合关系，
并且 ３ 种核心成分 （黄芪甲苷Ⅳ、 人参皂苷 Ｒｇ２、
柠檬苦素） 及 ３ 个靶蛋白 （ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ＳＨＰ２）
是其发挥调控机制的关键。
３􀆰 ２　 动物实验

３􀆰 ２􀆰 １　 益肾化湿颗粒对糖尿病肾病小鼠 ２４ ｈ 尿蛋

白水平的影响　 ＳＴＺ 注射后的第 ７ 天， 各组小鼠２４ ｈ
尿蛋白水平保持稳定， 无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 给

药 ４、 ８ 周后， 与对照组比较， 模型组小鼠 ２４ ｈ 尿

蛋白水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而与模型组比较， 益肾

化湿颗粒各剂量组和厄贝沙坦组小鼠 ２４ ｈ 尿蛋白

水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ２。
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图 ５　 核心成分与核心靶点分子对接图

３􀆰 ２􀆰 ２　 益肾化湿颗粒对糖尿病肾病小鼠肾功能的

影响　 与对照组比较， 模型组小鼠血清肌酐、 尿素

氮水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益肾化湿

颗粒各剂量组和厄贝沙坦组小鼠血清肌酐、 尿素氮

水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ３。
３􀆰 ２􀆰 ３　 益肾化湿颗粒对糖尿病肾病小鼠肾组织病

理变化的影响　 如图 ６Ａ 所示， 对照组小鼠肾小球

及小管结构正常， 无胶原纤维、 糖原沉积； 模型组

小鼠肾小球明显肥大， 系膜细胞及基质增生， 边界

模糊， 部分肾小管上皮空泡样改变及间质炎细胞浸

润， 肾小球及间质出现广泛的胶原纤维、 糖原沉

积， 提示模型复制成功； 益肾化湿颗粒及厄贝沙坦

干预后， 上述病理变化有所改善。 如图 ６Ｂ ～ ６Ｄ 所

示， 与对照组比较， 模型组小鼠肾小球内核计数、
纤维化改变、 糖原沉积程度增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 益肾化湿颗粒各剂量组和厄贝沙坦组小

鼠肾小球内核计数、 纤维化改变、 糖原沉积程度降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

表 ２　 益肾化湿颗粒对糖尿病肾病小鼠 ２４ ｈ 尿蛋白水平的影响 （ｍｇ ／ Ｌ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 给药前 给药 ４ 周 给药 ８ 周

对照组 １４６􀆰 ０３±４４􀆰 ３４ １８４􀆰 ５５±３７􀆰 ８３ １６３􀆰 ３５±６１􀆰 ７６
模型组 １６５􀆰 ７３±４４􀆰 ２１ ５０５􀆰 ８８±７９􀆰 ５６△△ ８４１􀆰 ８１±５７􀆰 ８２△△

益肾化湿颗粒低剂量组 １４４􀆰 ９５±４２􀆰 ２３ ４１９􀆰 ７９±５２􀆰 ５３∗ ３３８􀆰 ２０±３６􀆰 ２２∗∗

益肾化湿颗粒高剂量组 １３２􀆰 １１±３１􀆰 １４ ３３５􀆰 ２４±２４􀆰 ０８∗∗ ２２９􀆰 ３７±２９􀆰 ４６∗∗

厄贝沙坦组 １５０􀆰 ８５±３１􀆰 ７０ ２９１􀆰 ８０±２４􀆰 ８１∗∗ ２００􀆰 ００±１３􀆰 ７４∗∗

　 　 注： 与对照组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： 与对照组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 益肾化湿颗粒对糖尿病肾病小鼠肾组织病理变化的影响 （×４００， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

表 ３　 益肾化湿颗粒对糖尿病肾病小鼠肾功能的影响 （ｘ±
ｓ， ｎ＝６）

组别 血肌酐 ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） 尿素氮 ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
对照组 １７􀆰 １３±１􀆰 １８ ６􀆰 ３２±０􀆰 ３２
模型组 ２５􀆰 ０７±１􀆰 ５８△△ ９􀆰 ９７±０􀆰 ５０△△

益肾化湿颗粒低剂量组 ２２􀆰 ３７±１􀆰 ０５∗ ９􀆰 ０２±０􀆰 ３１∗

益肾化湿颗粒高剂量组 ２０􀆰 ６７±０􀆰 ７５∗ ８􀆰 ３３±０􀆰 ５６∗

厄贝沙坦组 ２０􀆰 ８０±１􀆰 １３∗ ８􀆰 ４７±０􀆰 ３４∗

　 　 注： 与对照组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２􀆰 ４　 益肾化湿颗粒对糖尿病肾病小鼠肾组织 ｐ⁃ＪＡＫ２／
ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３／ ＳＴＡＴ３、 ＳＨＰ２ （ＰＴＰＮ１１） 蛋白表达的影

响　 与对照组比较， 模型组小鼠肾组织 ｐ⁃ＪＡＫ２／ ＪＡＫ２、
ｐ⁃ＳＴＡＴ３／ ＳＴＡＴ３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＨＰ２ 蛋白

表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益肾化湿颗粒各

剂量组和厄贝沙坦组小鼠肾组织 ｐ⁃ＪＡＫ２／ ＪＡＫ２、 ｐ⁃
ＳＴＡＴ３／ ＳＴＡＴ３ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ＳＨＰ２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７。
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注： 与对照组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 益肾化湿颗粒对糖尿病肾病小鼠肾组织 ｐ⁃ＪＡＫ２ ／ ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３、 ＳＨＰ２ （ＰＴＰＮ１１） 蛋白表达的影

响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

糖尿病肾病被现代中医根据其临床表现归属于

“肾消” “尿浊” “水肿” 等范畴［１２］， 认为脾气虚

弱是引起消渴证候的根本原因， 脾肾两虚则表现为

气阴两虚证［１３］。 益肾化湿颗粒由人参、 黄芪等 １６
味中药组成， 具有升阳补脾、 化湿利水等功效， 对

脾虚湿盛证所致蛋白尿疗效显著。 本研究发现， 黄

芪甲苷、 人参皂苷、 柠檬苦素等 １０ 种核心成分可

能在益肾化湿颗粒调控糖尿病肾病中起重要疗效，
其中黄芪甲苷Ⅳ可通过减轻足细胞内 ＲＯＳ 产生、
调节内质网稳态等机制发挥保护足细胞、 减轻蛋白

尿的作用［１４⁃１５］； 人参皂苷 Ｒｈ１ 可通过 ＡＭＰＫ ／
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路来减轻糖尿病肾病小鼠炎症因子水

平， 从而延缓疾病进展［１６⁃１７］； 尽管柠檬苦素对糖

尿病肾病的疗效尚未报道， 但它可通过抑制活化

ＣＤ４＋ Ｔ 细胞中 ＮＦ⁃κＢ Ｐ６５ 核易位来减轻炎症损

伤［１８］。 本研究结果显示， 益肾化湿颗粒能降低糖

尿病肾病小鼠 ２４ ｈ 尿蛋白、 肾功能， 同时改善肾

脏病理损伤， 其疗效得益于上述成分的协调效应。
在 “药物⁃成分⁃靶点⁃疾病” 网络图中， 上述

１０ 种核心成分可调控多种疾病靶点， 体现益肾化湿

颗粒在治疗糖尿病肾病时具有多成分、 多靶点调控

效应。 ＰＰＩ 网络图显示， 这些靶点之间呈现相互作

用， 其中 Ａｋｔ１、 ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ＳＨＰ２ （ＰＴＰＮ１１）、
ＰＩＫ３ＣＡ、 ＰＩＫ３Ｒ１ 居于网络中心， 并且 ＫＥＧＧ 通路

富集显示它们所调控的 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ、 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号

通路具有较高的富集系数， 可发挥串扰作用。
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路在多种肾脏疾病中均有涉及，
与调控细胞分化、 增殖和凋亡等功能相关［１９］， 课

题组前期研究发现， 益肾化湿颗粒可通过调控

ＰＣＮＡ、 ｐ⁃Ａｋｔ 表达来减 轻 ＭｓＰＧＮ 大 鼠 肾 脏 病

变［２０］。 此外， 益肾化湿颗粒也可通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／
ｍＴＯＲ 通路改善糖尿病肾病小鼠肾纤维化来抑制疾

病进展［２１］， 但尚未进行药理机制探索。 本研究通

过分子对接等方法再次验证了 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路及其

靶点 Ａｋｔ１ 和 ＰＩ３Ｋｓ （ＰＩＫ３ＣＡ、 ＰＩＫ３Ｒ１） 可能是益

肾化湿颗粒调控糖尿病肾病的关键途径。 ＪＡＫ ／
ＳＴＡＴ 信号通路可通过信号转导和基因转录双重功

能介导炎症反应、 细胞增殖和免疫调节， 在糖尿病

肾病发展过程中起核心作用［２２］。 高糖、 炎症因子、
血管紧张素Ⅱ等可与靶细胞相关受体结合导致其二

聚化， 从而激活 ＪＡＫ２， ｐ⁃ＪＡＫ２， 进一步使 ＳＴＡＴ３
上的 Ｔｙｒ７０５ 位点磷酸化， 后者以二聚体形式进入

细胞核， 并与特定的 ＤＮＡ 位点结合， 不仅调控多

种细胞因子的基因转录， 还可与 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 等信号

通路形成偶联效应［２３］。 此外， 来源于蛋白酪氨酸

磷酸酶的 ＳＨＰ２ （ＰＴＰＮ１１） 蛋白在负调控 ＳＴＡＴ３
的磷酸化中发挥重要作用［２４］， 其活性对平衡食物

摄入和能量消耗是必要的， 而其功能阻断会导致

糖尿病和肥胖的发生［２５］ ， 因此， 调控该因子活性

也可能是治疗糖尿病肾病的新思路。 本研究通过

分子对接发现， 益肾化湿颗粒中的 １０ 种核心成

分均与 ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ＳＨＰ２ 有良好的结合能力，
其中黄芪甲苷Ⅳ、 人参皂苷 Ｒｇ２、 柠檬苦素的结

合效果最佳。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明， 各剂量益肾

化湿颗粒均可降低 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白在糖尿

病肾病小鼠肾组织中的表达， 升高 ＳＨＰ２ 蛋白表

达， 提示对 ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ＳＨＰ２ 蛋白的调控可

能是益肾化湿颗粒治疗糖尿病肾病的重要分子

机制。
综上所述， 本研究通过网络药理学和动物实验

来挖掘益肾化湿颗粒治疗糖尿病肾病的成分及靶
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点， 其中 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ ／ ＳＨＰ２ 信号通路可能是其核

心机制， 可为相关临床治疗提供理论支撑。
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