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大黄素治疗糖尿病肾病的网络药理学

尹丹丹１ꎬ彦名南２ꎬ韩净净３ꎬ张伟４ꎬ崔学雷５ꎬ刘亚平６ꎬ石书龙６ꎬ季宗文６

(１.济宁医学院临床医学院(附属医院)ꎬ山东 济宁 ２７２０６７ꎻ ２.山东第一医科大学附属济宁市第一人民医院ꎬ山东 济宁 ２７２０１１ꎻ
３.济宁市第一人民医院血液内科ꎬ山东 济宁 ２７２０１１ꎻ ４.济宁市第一人民医院消化内科ꎬ山东 济宁 ２７２０１１ꎻ
５.高青县高城中心卫生院中医科ꎬ山东 高青 ２５６３０１ꎻ ６.济宁市第一人民医院内分泌科ꎬ山东 济宁 ２７２０１１)

摘要:目的　 基于网络药理学、分子对接技术及体外细胞实验探究大黄素治疗糖尿病肾病的作用机制ꎮ 方法　 利

用公共数据库获取大黄素和糖尿病肾病的交集靶点ꎬ建立蛋白－蛋白互作网络ꎬ对所得靶点进行基因本体(ｇｅｎｅ
ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)、京都基因和基因组百科全书(Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓꎬ ＫＥＧＧ)功能富集分析ꎬ对
大黄素与核心治疗靶点进行分子对接及分子动力学模拟ꎮ 将小鼠肾足细胞(ｍｏｕｓｅ ｐｏｄｏｃｙｔｅ ｃｌｏｎｅ￣５ꎬ ＭＰＣ￣５)分

为对照组、高糖组和大黄素干预组ꎬ大黄素干预组分别给予 ５、１０、２０、４０ μｍｏｌ / Ｌ 的大黄素干预 ２４ ｈꎬ检测细胞活

力、铁离子、相关基因表达水平ꎮ 进行非靶向代谢组学分析ꎬ筛选差异代谢物ꎮ 结果　 获得 ８０ 个大黄素治疗糖尿

病肾病的潜在作用靶点ꎬ其中核因子 Ｅ２ 相关因子 ２(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２￣ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ꎬ ＮＲＦ２)是关键治疗靶

点ꎮ ＧＯ 分析获得 １９０ 条生物过程、８０ 条细胞组成、１００ 条分子功能ꎮ ＫＥＧＧ 富集分析得到铁死亡、脂质与动脉粥

样硬化、白细胞介素￣１７( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１７ꎬ ＩＬ￣１７)等信号通路ꎮ 大黄素与 ＮＲＦ２ 之间存在强而稳定的相互作用ꎬ结合

构象稳定ꎮ 大黄素可显著改善高糖诱导的细胞损伤ꎻ１０ μｍｏｌ / Ｌ 大黄素干预后ꎬ细胞内铁离子水平、肿瘤坏死因子

( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒꎬ ＴＮＦ)、ＩＬ￣１７ 的表达降低ꎬ铁死亡核心标志物谷胱甘肽过氧化物酶 ４(ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ
４ꎬ ＧＰＸ４)、ＮＲＦ２ 及其下游相关基因的 ｍＲＮＡ 表达升高(Ｐ<０.００１)ꎮ 代谢组学分析显示ꎬ大黄素干预后共鉴定出

２９ 种差异代谢物ꎬ其中 １０ 种上调、１９ 种下调ꎮ 结论　 大黄素通过关键靶点 ＮＲＦ２ 协同调控铁死亡、ＩＬ￣１７ 等多条

信号通路ꎬ发挥抗铁死亡、抗炎及代谢调节作用ꎬ从而实现对糖尿病肾病的肾脏保护作用ꎮ
关键词:大黄素ꎻ核因子 Ｅ２ 相关因子 ２ꎻ铁死亡信号通路ꎻ糖尿病肾病ꎻ网络药理学

中图分类号:Ｒ２８５.５　 　 　 文献标志码:Ａ

Ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ｏｆ ｅｍｏｄｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ

ＹＩＮ Ｄａｎｄａｎ１ꎬ ＹＡＮ Ｍｉｎｇｎａｎ２ꎬ ＨＡＮ Ｊｉｎｇｊｉｎｇ３ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｗｅｉ４ꎬ ＣＵＩ Ｘｕｅｌｅｉ５ꎬ
ＬＩＵ Ｙａｐｉｎｇ６ꎬ ＳＨＩ Ｓｈｕｌｏｎｇ６ꎬ ＪＩ Ｚｏｎｇｗｅｎ６

(１. Ｊｉｎｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ (Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ)ꎬ Ｊｉｎｉｎｇ ２７２０６７ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２. Ｊｉｎｉｎｇ ＮＯ.１ Ｐｅｏｐｌｅ̓ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ＮＯ.１ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｊｉｎｉｎｇ ２７２０１１ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ

３. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙꎬ Ｊｉｎｉｎｇ ＮＯ.１ Ｐｅｏｐｌｅ̓ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｊｉｎｉｎｇ ２７２０１１ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
４. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙꎬ Ｊｉｎｉｎｇ ＮＯ.１ Ｐｅｏｐｌｅ̓ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｊｉｎｉｎｇ ２７２０１１ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ

５. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｇａｏｃｈｅｎｇ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｈｅａｌｔｈ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｇａｏｑｉｎｇ ２５６３０１ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
６. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙꎬ Ｊｉｎｉｎｇ ＮＯ.１ Ｐｅｏｐｌｅ̓ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｊｉｎｉｎｇ ２７２０１１ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｅｍｏｄｉｎ ｉｎ ｔｒｅａｔｉｎｇ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ (ＤＫＤ) ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｅｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｔａｒｇｅｔｓ
ｏｆ ｅｍｏｄｉｎ ａｎｄ ＤＫＤ ｗｅｒｅ ｒｅｔｒｉｅｖｅｄ ｆｒｏｍ ｐｕｂｌｉｃ ｄａｔａｂａｓｅｓ. Ａ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄꎬ ａｎｄ
ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ (ＧＯ) ａｎｄ Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ (ＫＥＧＧ) ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｅｓ ｗｅｒｅ
ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｔａｒｇｅｔｓ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｏｄｉｎ ａｎｄ ｃｏｒｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
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ｔａｒｇｅｔｓ ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ. Ｍｏｕｓｅ ｐｏｄｏｃｙｔｅ ｃｌｏｎｅ￣５ (ＭＰＣ￣５) ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａ ｈｉｇｈ￣ｇｌｕｃｏｓｅ
ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｅｍｏｄｉｎ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５ꎬ １０ꎬ ２０ꎬ ａｎｄ ４０ μｍｏｌ / Ｌ ｅｍｏｄｉｎ
ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｕｎｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｅｉｇｈｔｙ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ｅｍｏｄｉｎ ｆｏｒ ＤＫＤ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄꎬ ｗｉｔｈ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒ ２ (ＮＲＦ２) ｂｅｉｎｇ ｔｈｅ ｋｅｙ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ. ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ １９０ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓꎬ ８０ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏ￣
ｎｅｎｔｓꎬ ａｎｄ １００ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ. ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｌｉｐｉｄ
ａｎｄ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１７ ( ＩＬ￣１７) . Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｓｔｒｏｎｇ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｍｏｄｉｎ ａｎｄ ＮＲＦ２ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｔａｂｌｅ. Ｅｍｏｄｉｎ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｃｅｌｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ. Ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒ￣
ｖｅｎｔｉｏｎ ｗｉｔｈ １０ μｍｏｌ / Ｌ ｅｍｏｄｉｎꎬ ｔｈｅ ｉｒｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃｅｌｌｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ (ＴＮＦ) ａｎｄ ＩＬ￣１７ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４ (ＧＰＸ４)ꎬ ＮＲＦ２ꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.００１) . Ｍｅｔａｂｏｎｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ２９ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｆｔｅｒ ｅｍｏｄｉｎ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎꎬ ｗｉｔｈ １０ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ １９ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｅｍｏｄｉｎ ｅｘｅｒｔｓ
ａｎｔｉ￣ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓꎬ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｂｙ ｍｅｄｉａｔｉｎｇ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｓｕｃｈ ａｓ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ＩＬ￣１７ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｋｅｙ ｔａｒｇｅｔ ＮＲＦ２ꎬｔｈｅｒｅｂｙ ａｃｈｉｅｖｅ ａ ｒｅｎｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＤＫＤ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄ: Ｅｍｏｄｉｎꎻ Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２￣ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ꎻ Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎻ Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｋｉｄｎｅｙ
ｄｉｓｅａｓｅꎻ Ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ

　 　 糖尿病肾病是由糖尿病引发的肾脏功能障碍

及结构损伤ꎬ是糖尿病患者最常见且最严重的微

血管并发症之一ꎮ 其主要临床特征为肾小球滤过

率持续下降及进展性蛋白尿[１] ꎬ也是终末期肾病

的主要危险因素ꎮ 自 ２０１１ 年以来ꎬ糖尿病肾病已

超过肾小球肾炎ꎬ成为导致我国城市居民住院患

者慢性肾脏病的首位病因[２] ꎮ 糖尿病肾病的发病

机制复杂ꎬ涉及基因、遗传与环境因素的交互作

用ꎮ 在中医理论中ꎬ糖尿病肾病被归类为消渴病

继发的“水肿”“尿浊”和“关格”等范畴[３] ꎬ其病理

特征表现为“本虚标实”ꎮ 如果不采取有效的干预

措施ꎬ大多数患者最终会进展为终末期肾病ꎬ严重

影响生活质量[４] ꎮ 目前临床治疗手段有限ꎬ主要

包括强化降糖、降压、降脂和体质量控制ꎬ以及使

用 ＳＧＬＴ２ 抑制剂、非甾体选择性盐皮质激素受体

拮抗剂等新型药物ꎮ 然而ꎬ部分患者在积极治疗

后仍出现病情进展ꎬ适合我国人群的个性化管理

策略仍在探索阶段[５￣６] ꎮ
大黄素是从掌叶大黄、唐古特大黄或药用大黄

根茎中提取的主要活性成分ꎬ属于羟基蒽醌类化合

物ꎮ 在«神农本草经»中ꎬ大黄素被记载具有“泻下

攻积、清热泻火、活血化瘀”的功效ꎮ 现代研究表

明ꎬ大黄素具有抗菌、抗炎、抗纤维化、免疫抑制和抗

癌等多种生物活性[７]ꎬ能够调节糖脂代谢ꎬ改善胰

岛素抵抗[８]ꎬ抑制系膜细胞增殖[９]ꎬ延缓肾纤维

化[１０]ꎬ以及改善氧化应激ꎬ从而减轻肾损伤ꎮ 此外ꎬ
大黄素还能显著改善糖尿病模型动物的肾功能指

标ꎬ通过减轻肾小球高滤过、抑制肾脏肥大和减少蛋

白尿排出[１１]发挥其治疗作用ꎮ 然而ꎬ大黄素的具体

治疗机制尚不明确ꎮ 本研究通过整合网络药理学、
分子对接、分子动力学模拟和实验验证等方法ꎬ旨在

探讨大黄素治疗糖尿病肾病的分子基础ꎬ并为开发

新型治疗药物提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验细胞

ＭＰＣ￣５ 细胞(上海中乔新舟生物科技有限公

司ꎬ中国)ꎮ
１.１.２　 主要试剂与仪器

含 １０ Ｕ/ ｍＬ 干扰素 γ(ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣ｇａｍｍａꎬ ＩＦＮ￣γ)
的 ＲＰＭＩ￣１６４０ 无菌培养基、 １％ 胎牛血清 ( ｆｅｔａｌ
ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬ ＦＢＳ)溶液、磷酸盐缓冲盐水( ｐｈｏｓ￣
ｐｈａｔｅ￣ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬ ＰＢＳ ) 溶 液、 甲 醇、 乙 腈、
ＤＭＥＭ 高糖基础培养液、二甲基亚砜(ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌ￣
ｆｏｘｉｄｅꎬ ＤＭＳＯ)溶液均购自美国赛默飞世尔科技ꎻ
细胞增殖￣毒性检测(ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ￣８ꎬ ＣＣＫ￣８)试
剂购自美国 ＧＬＰＢＩＯ 公司ꎻ大黄素购自美国 ＭＣＥ
公司ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲ 分析仪购自上海罗氏诊断

产品有限公司ꎬＰＣＲ 扩增仪购自美国伯乐公司ꎻ铁
离子与亚铁离子检测试剂盒购自中国上海碧云天生

物技术有限公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 大黄素靶点的鉴定与筛选

运用 ＰｕｂＣｈｅｍ(ｈｔｔｐｓ: / / ｐｕｂｃｈｅｍ.ｎｃｂｉ)平台ꎬ以
“Ｅｍｏｄｉｎ” 为检索词ꎬ下载大黄素的二维结构和

ＳＭＩＬＥＳ 序 列ꎮ 随 后ꎬ 利 用 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 平 台
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(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｌｉｌａｂ￣ｅｃｕｓｔ.ｃｎ / ｐｈａ ｒｍＭａｐｐｅｒ / )的反向

药效团匹配方法ꎬ上传 ＳＤＦ 格式的二维结构文件ꎬ
筛选“Ｎｏｒｍ Ｆｉｔ” >０.５ 的人类基因ꎮ 在数据库 Ｓｗｉｓｓ
Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ.
ｃｈ / )中ꎬ通过配体二维和三维结构相似性的方法预

测大黄素靶点ꎬ纳入全部概率 >０ 的靶点ꎮ 最后ꎬ将
每个数据库筛选的靶点合并ꎬ 去除重复值ꎬ 在

ＵｎｉＰｒｏｔ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｕｎｉｐｒｏｔ. ｏｒｇ / )中将蛋白靶名

转换为基因名进行标准化校正ꎮ
１.２.２　 糖尿病肾病靶点的鉴定与筛选

采用 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｇｅｎｅ￣
ｃａｒｄｓ.ｏｒｇ)ꎬ以“ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ” “ｄｉａｂｅｔｉｃ ｋｉｄｎｅｙ
ｄｉｓｅａｓｅ”为检索词ꎬ收集糖尿病肾病相关靶点ꎮ 利用

基因表达综合( ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｍｎｉｂｕｓꎬ ＧＥＯ)数

据库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｇｅｏ / )ꎬ 以

“ｄｉａｂｅｔｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ” 为检索词ꎬ 经筛选获得

ＧＳＥ３０１２２ 和 ＧＳＥ９６０８４ 两个数据集ꎮ ＧＳＥ３０１２２ 数据

集基于 ＧＰＬ５７１ 平台ꎬ包括 ５０ 例糖尿病肾病患者和 １９
例对照样本ꎮ ＧＳＥ９６０８４ 数据集基于 ＧＰＬ１７５８６ 平台ꎬ
包括 ２０ 例正常肾小管组织和 ４１ 例糖尿病肾病肾小

管组织ꎮ 采用 Ｒ ４.５.１ 对两个数据集的基因表达矩

阵进行合并处理ꎬ以消除批次效应ꎮ 以 Ｐａｄｊ<０.０５
和 ｜ ｌｏｇ２( ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ) ｜ >１ 为筛选标准ꎬ利用 ＬｉｍＭａ
包分析正常组与糖尿病肾病组的差异表达基因

(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅꎬ ＤＥＧ)ꎬ绘制火山图和

热图ꎮ 随后ꎬ采用加权基因共表达网络分析(ｗｅｉｇｈ￣
ｔｅｄ ｇｅｎｅ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ＷＧＣＮＡ)
对两个数据集进行分析ꎬ识别高度协同表达的基因ꎬ
基于动态剪切和层次聚类将具有相似表达模式的基

因分组为模块ꎮ 计算各模块的特征值 (ｍｏｄｕｌｅ
ｅｉｇｅｎｇｅｎｅꎬ ＭＥ)与样本表型的相关系数和 Ｐ 值ꎬ选
择 Ｐ<０.０５ 且相关系数最大的模块作为枢纽模块ꎮ
将该模块基因与差异表达基因筛选所得的靶点取交

集ꎬ与 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库获取的靶点合并ꎬ作为后续

分析的糖尿病肾病潜在靶点集ꎮ
１.２.３　 蛋白相互作用网络构建

将大黄素和糖尿病肾病的潜在靶点取交集ꎬ视
作大黄素治疗糖尿病肾病的潜在治疗靶点ꎮ 通过

ＤｉｓＧｅＮＥＴ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｄｉｓｇｅｎｅｔ. ｃｏｍ)查询治疗

靶点的基因属性ꎬ可视化处理以表现不同基因属性

的占比情况ꎮ 将治疗靶点输入 ＳＴＲＩＮＧ 数据平台

(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.ｏｒｇ) “Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ”模块ꎬ选
择置信度≥０.４ꎬ设置隐藏游离节点ꎬ构建蛋白－蛋白

相互作用(ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎꎬ ＰＰＩ)网络ꎮ 使

用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.９.１ 中的 ＣｙｔｏＮＣＡ 工具来分析网络

中心性、度中心性、接近中心性等参数[１２]ꎬ筛选所有

参数均高于中位值的节点ꎬ确定为大黄素治疗糖尿

病肾病的关键治疗靶点ꎮ 对靶点的度值进行排序ꎬ
利用 Ｒ ４.５.１ 绘制条形图进行可视化处理ꎮ
１.２.４　 基因本体(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)、京都基因和

基因 组 百 科 全 书 ( Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓꎬ ＫＥＧＧ)富集分析

采用 Ｒ ４.５.１ 中的 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ 软件包对治疗

靶点进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析ꎮ ＧＯ 分析涵盖生

物过程(ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ＢＰ)、细胞组成( ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎬ ＣＣ)、 分子功能 ( ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ
ＭＦ)三大类别ꎬ分别选取各类别中富集最显著的前

１０ 个条目ꎻＫＥＧＧ 分析依据治疗靶点在通路中的富

集占比进行排序ꎬ筛选出前 １０ 条主要通路ꎮ 以

Ｐａｄｊ<０.０５作为筛选标准ꎬ绘制气泡图对富集分析结

果进行可视化展示ꎮ
１.２.５　 分子对接

通过 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库下载大黄素的 ３Ｄ 结构作

为配体分子ꎬ利用蛋白质数据库(ｐｒｏｔｅｉｎ ｄａｔａ ｂａｎｋꎬ
ＰＤＢ)获取核心治疗靶点的晶体结构作为受体分子ꎮ
通过 ＰｙＭＯＬ ２.３.０ 软件对这些蛋白质结构进行预

处理ꎬ包括从晶体中去除水和原始配体ꎬ为后续的分

子对接分析做准备ꎮ 将处理后的蛋白质结构导入

ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ１.５.７ 中ꎬ进行加氢、电荷计算、电荷

赋值和原子类型赋值ꎮ 对于大黄素也进行相同的处

理ꎬ并设置可旋转键以优化小分子的构象灵活性ꎮ
随后ꎬ利用 ＡｕｔｏＤｏｃｋｖｉｎａ １.１.２ 软件进行小分子配

体和蛋白质受体的分子对接ꎬ以预测大黄素对这些

蛋白质的结合模式和亲和力ꎬ计算结合能[１３]ꎮ
１.２.６　 分子动力学模拟

为了验证对接结果ꎬ对结合能得分最高的复合

物进行了经典分子动力学模拟[１４]ꎮ 对分子对接结

果中结合能最强的构象应用 ａｍｂｅｒ１８ 软件包ꎬ采用

以下参数:蛋白使用蛋白质的琥珀 １４ 版力场ꎬ小分

子配体采用广义琥珀力场ꎬ其 Ａｕｓｔｉｎ Ｍｏｄｅｌ １ 键电

荷校正原子电荷通过 ＡＮＴＥＣＨＡＭＢＥＲ 模块计算ꎮ
复合物经 ｔｌｅａｐ 模块处理ꎬ添加氢原子与抗衡离子以

中和电荷ꎬ选用可转移分子间势能 ３ 点模型水模型

并设置周期性边界条件[１５]ꎮ
１.２.７　 细胞实验验证

１.２.７.１　 细胞培养与模型建立

ＭＰＣ￣５ 细胞在 ３３ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下ꎬ以含

１０ Ｕ/ ｍＬ干扰素 γ 的 ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养液培养ꎬ维持

未分化状态ꎮ 诱导分化时ꎬ移除干扰素 γꎬ将培养温

度调整至 ３７ ℃ꎬ培养 ２ 周ꎮ 实验前ꎬ细胞置于含

１％ ＦＢＳ 的无糖培养液中同步化 ２４ ｈꎮ 将细胞分为

对照组(正常糖浓度ꎬ１１.１ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖)、高糖组
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(３３.３ ｍｍｏｌ / Ｌ葡萄糖)和大黄素干预组(高糖基础

上分别加入 ５、１０、２０、４０ μｍｏｌ / Ｌ 大黄素)ꎬ处理 ２４ ｈꎮ
１.２.７.２　 细胞活力检测与毒性分析

将 ＭＰＣ￣５ 足细胞以 ５×１０３ /孔接种于 ９６ 孔板ꎬ
无血清同步 ２４ ｈ 后ꎬ更换含 ３３.３ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣葡萄糖

的 ＲＰＭＩ￣１６４０ꎬ同时加入 ０、５、１０、２０、４０ μｍｏｌ / Ｌ 大

黄素(０.１％ ＤＭＳＯ)ꎬ每组 ６ 复孔ꎬ３７ ℃ 孵育 ２４ ｈꎮ
每孔加 １０ μＬ ＣＣＫ￣８ 试剂ꎬ３.５ ｈ 后采用酶标仪检测

４５０ ｎｍ 吸光度值ꎬ计算细胞活力ꎮ 利用双相四参数

ｌｏｇｉｓｔｉｃ 拟合得上升段半数有效浓度( ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｏｎ￣
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ ＥＣ５０)、下降段半数抑制浓度( ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ５０ꎬ ＩＣ５０)数值ꎬ明确其安全浓度范围ꎮ
１.２.７.３　 铁离子水平的检测

细胞分组处理后ꎬＰＢＳ 洗涤 １ 次并吸净残留液

体ꎬ使用胰酶进行细胞消化ꎮ 用 ＢｅｙｏＬｙｓｉｓＴＭ Ｂｕｆｆｅｒ
Ｈ 裂解ꎬ匀浆后冰浴 ５ ｍｉｎꎬ４ ℃ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

３ ｍｉｎꎬ取上清用于后续检测ꎮ 加入 １ ｍｏｌ / Ｌ 盐酸置

于 ６０ ℃水浴中孵育 ３０ ｍｉｎꎮ ４ ℃ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎꎬ取上清用于铁离子含量的检测ꎮ 配制标准

溶液ꎬ加入待测样品后混匀ꎬ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬ根据

标准曲线计算铁离子浓度ꎮ
１.２.７.４　 采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 法检测各基因的 ｍＲＮＡ 表

达水平

采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取各组细胞总 ＲＮＡꎬ取 １ μｇ 总

ＲＮＡꎬ加入 １ μＬ 随机六聚体引物后加入焦碳酸二乙

酯 ( ｄｉｅｔｈｙｌ ｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅꎬ ＤＥＰＣ) 处理水补足至

１２ μＬꎮ 在混合液中依次加入:４ μＬ 反应缓冲液

(５ 倍浓缩液)ꎬ１ μＬ 核糖核酸酶抑制剂ꎬ２ μＬ 脱氧

核糖核苷三磷酸混合液ꎬ１ μＬ ＢｅｙｏＲＴＴＭ ＩＩ Ｍ￣ＭＬＶ
反转录酶ꎬ轻柔吹打混匀ꎮ ２５ ℃孵育 １０ ｍｉｎꎬ４２ ℃
孵育 ６０ ｍｉｎꎬ ８０ ℃孵育 １０ ｍｉｎꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 法检测核

因子 Ｅ２ 相关因子 ２(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒ ２ꎬ ＮＲＦ２)、谷胱甘肽过氧化物酶 ４( ｇｌｕｔａｔｈｉ￣
ｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４ꎬ ＧＰＸ４)、溶质载体家族 ７ 成员 １１
( ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆａｍｉｌｙ ７ ｍｅｍｂｅｒ １１ꎬ ＳＬＣ７Ａ１１)、血
红素加氧酶￣１(ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ￣１ꎬ ＨＯ￣１)、醌氧化还

原 １(ｑｕｉｎｏｎｅ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ１ꎬ ＮＱＯ１)、肿瘤坏死因

子( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒꎬ ＴＮＦ) 及白细胞介素￣１７
( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１７ꎬ ＩＬ￣１７)的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ 反应

体系:ＳＹＢＲ 预混液(２×)１２.５ μＬꎬ上、下游引物各

０.５ μＬꎬ模板 ２.０ μＬꎬＨ２Ｏ ９.５ μＬꎮ 反应条件:９５ ℃
预变性２ ｍｉｎꎬ９５ ℃变性１５ ｓꎬ ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ４０ 个

循环ꎮ 相对表达量采用 ２－ΔΔＣｔ法计算ꎮ 以上实验均独

立重复 ３ 次ꎬ每次设置 ６ 个复孔作为技术重复ꎮ
１.２.８　 非靶向代谢组学分析

将 ＭＰＣ￣５ 细胞分为对照组(１１.１ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄

糖)、高糖组(３３.３ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖)和大黄素干预组

(高糖＋１０ μｍｏｌ / Ｌ 大黄素)ꎮ 培养 ４８ ｈ 后弃培养

液ꎬ预冷 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ－８０ ℃条件下ꎬ使用 ８０％甲

醇水溶液快速淬灭代谢活性[１６]ꎮ 加入内标(Ｌ￣２￣氯
苯丙氨酸ꎬ１０ μＬꎬ０.３ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ涡旋 ３０ ｓ 后超声冰

浴提取 １０ ｍｉｎ(４０ ｋＨｚꎬ３００ Ｗ)ꎻ－２０ ℃静置 ３０ ｍｉｎꎬ
１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃ꎬ取上清液真空干燥ꎬ
复溶 １００ μＬ ５０％甲醇水溶液中[１７]ꎬ使用 ０.２２ μｍ 微孔

滤膜过滤ꎬ转移至进样瓶ꎬ－８０ ℃保存待测[１８]ꎮ
后续采用超高效液相色谱－四极杆－飞行时间

质谱 进 行 正、 负 离 子 模 式 检 测ꎬ 原 始 数 据 经

ＰｒｏｔｅｏＷｉｚａｒｄ转 ｍｚＸＭＬ 格式ꎬ使用 ＸＣＭＳ 程序包

完成峰提取、对齐与归一化ꎬ最终进行主成分分

析、正交偏最小二乘法 －判别分析及通路富集

分析[１９] ꎮ
１.３　 统计学处理

１.３.１　 细胞实验

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０.０ 统计学软件ꎬ所有数

据经 Ｓｈａｐｉｒｏ￣Ｗｉｌｋ 检验均符合正态分布ꎬ经 Ｂｒｏｗｎ￣
Ｆｏｒｓｙｔｈｅ 检验均满足方差齐性ꎬ所得数据均以 􀭰ｘ±ｓ 表

示ꎮ 多组间比较采用单因素方差分析ꎬ继以 Ｔｕｋｅｙ̓ｓ
多重比较检验进行两两比较ꎮ 检验水准 α＝０.０５ꎮ
１.３.２　 非靶向代谢组学分析

每组设 ６ 个生物学重复ꎬ样本来源于独立个

体ꎬ不进行技术重复ꎮ 样本按随机顺序进样ꎬ每 ８
个实验样本插入 １ 个质控样本ꎬ以检测系统稳定

性ꎮ 采用无监督的主成分分析初步观察组间分离

趋势ꎬ再建立有监督正交偏最小二乘法－判别分析

模型筛选大黄素相关差异代谢物[２０] ꎮ 模型通过 ７
轮交叉验证和 ２ ０００ 次置换检验评估可靠性ꎬ并以

多重相关系数和交叉验证决定系数作为拟合优度

与预测能力的评估指标[２１] ꎮ 基于模型中的变量投

影重要性评分ꎬ将评分值>１ 且 Ｐ<０.０５ 的代谢物

定义为差异代谢物ꎬ映射到 ＫＥＧＧ 数据库ꎮ 采用

Ｆｉｓｈｅｒ 精确检验评估各通路中代谢物富集的显著

性ꎬ较低的 Ｐ 值表明代谢通路具有较高的统计学

意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 大黄素的作用靶点

通过 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库获取大黄素的二维结构

(图 １Ａ)ꎬ系统检索 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 和 Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库ꎬ共获得 １２６ 个大黄素的作用靶

点ꎬ采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.９.１ 建立大黄素－靶点网络图

(图 １Ｂ)ꎮ
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图 １　 大黄素二维结构和靶点可视化
Ａ:大黄素化学结构式ꎻ Ｂ:大黄素－靶点网络图ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ｅｍｏｄｉｎ
Ａ: Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｅｍｏｄｉｎꎻ Ｂ: Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｅｍｏｄｉｎ￣ｔａｒｇｅｔ ｎｅｔｗｏｒｋ.

２.２　 糖尿病肾病的作用靶点

通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库获得 １ １８４ 个糖尿病肾

病的靶点ꎮ ＧＳＥ３０１２２ 和 ＧＳＥ９６０８４ 两个数据集

校正后的对照样本和糖尿病肾病样本之间存在明

显的分离(图 ２Ａ、Ｂ)ꎬ筛选后得到具有显著性差异

表达基因 ２７４ 个(图 ２Ｃ)ꎬ红色表示基因表达上

调ꎬ绿色表示基因表达下调ꎻ根据 Ｐ 值选取前 ５０
个上调基因和前 ５０ 个下调基因绘制热图 (图

２Ｄ)ꎮ ＷＧＣＮＡ 网络(图 ２Ｅ、Ｆ)得到 １２ 个模块ꎬ绘
制模块￣特征关系的热图(图 ２Ｇ)ꎬ蓝色模块与糖

尿病肾病的相关性最强ꎬ可以认为蓝色模块包含

的 ２４７ 个基因和糖尿病肾病密切相关(图 ２Ｈ)ꎮ
将 ＧＥＯ 数据库得到的 ２７４ 个差异表达基因和

ＷＧＣＮＡ 得到的 ２４７ 个基因取交集ꎬ得到 ９４ 个糖

尿病肾病的潜在靶点ꎮ 将其与 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库

中检索到的 １ １８４ 个基因进行合并ꎬ去重ꎬ最终确

定１ ２７２ 个糖尿病肾病的作用靶点ꎮ

２.３　 大黄素治疗糖尿病肾病的 ＰＰＩ 网络

将糖尿病肾病和大黄素的靶点取交集ꎬ得到

８０ 个共同靶点作为大黄素治疗糖尿病肾病的潜在

治疗靶点(图 ２Ｉ)ꎮ 这些治疗靶点属于酶、酶调节

剂、激酶、核受体等 ８ 个类别ꎬ其中激酶占 ２５.６％ꎬ
酶２１.７５％ꎬ表明大黄素在治疗糖尿病肾病中具有

多层调控特性(图 ３Ａ)ꎮ 通过 ＳＴＲＩＮＧ 平台、Ｃｙｔｏ￣
ｓｃａｐｅ ３.９.１ 建立治疗靶点的 ＰＰＩ 网络图(图 ３Ｂ、
Ｃ)ꎮ 对所有治疗靶点的度值进行排序(图 ３Ｄ)ꎬ
其中高度连接的靶点包括 ＮＲＦ２、ＡＫＴ 丝氨酸 /苏
氨 酸 激 酶 １ ( ＡＫＴｓｅｒｉｎｅ / ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ １ꎬ
ＡＫＴ１)、表 皮 生 长 因 子 受 体 ( ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＥＧＦＲ)、胰岛素样生长因子 １ 受体

( ｉｎｓｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ １ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＩＧＦ１Ｒ)、间质

－上皮细胞转化因子(ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ￣ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｔｒａｎｓｉ￣
ｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬ ＭＥＴ)、类固醇受体辅激活因子( ｓｔｅｒｏｉｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒꎬ ＳＲＣ)ꎮ 这些靶点位于 ＰＰＩ 网络

的核心位置ꎬ可视作大黄素治疗糖尿病肾病的核心

治疗靶点ꎮ
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图 ２　 大黄素和糖尿病肾病的交集靶点
Ａ:批次校正前的 ＰＣＡ 图ꎻ Ｂ:批次校正后的 ＰＣＡ 图ꎻ Ｃ:差异表达基因火山图ꎻ Ｄ:前 ５０ 个差异表达基因热图ꎻ Ｅ:基因
聚类树状图ꎻ Ｆ:模块－临床特征的关系ꎻ Ｇ:各模块基因显著性柱状图ꎻ Ｈ:枢纽模块基因与糖尿病肾病的相关性分析ꎻ
Ｉ:大黄素与糖尿病肾病的交集靶点韦恩图ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ｅｍｏｄｉｎ ａｎｄ ＤＫＤ
Ａ: ＰＣＡ ｐｌｏｔ ｂｅｆｏｒｅ ｂａｔｃｈ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎꎻ Ｂ: ＰＣＡ ｐｌｏｔ ａｆｔｅｒ ｂａｔｃｈ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎꎻ Ｃ: Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｆｏｒ ＤＥＧｓꎻ Ｄ: Ｈｅａｔｍａｐ ｆｏｒ
ｔｏｐ ５０ ＤＥＧｓꎻ Ｅ: Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｇｅｎｅｓꎻ Ｆ: Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｍｏｄｕｌｅ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒａｉｔｓꎻ Ｇ: Ｂａｒ
ｇｒａｐｈ ｏｆ ｇｅｎｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｍｏｄｕｌｅꎻ Ｈ: Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｕｂ ｍｏｄｕｌｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ＤＫＤꎻ Ｉ: Ｖｅｎｎ ｄｉａ￣
ｇｒａｍ ｏｆ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ｅｍｏｄｉｎ ａｎｄ ＤＫＤ.
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图 ３　 治疗靶点的 ＰＰＩ 网络分析
Ａ:治疗靶点的基因属性ꎻ Ｂ、Ｃ:治疗靶点的 ＰＰＩ 网络图ꎻ Ｄ:度值柱状图ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ
Ａ: Ｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓꎻ ＢꎬＣ: ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓꎻ Ｄ: Ｂａｒ ｇｒａｐｈ ｏｆ ｄｅｇｒｅｅ ｖａｌｕｅｓ.

２.４　 治疗靶点的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析结果

对 ８０ 个治疗靶点进行 ＧＯ 富集分析ꎬ共获得

３７０ 个 ＧＯ 条目ꎬ其中 １９０ 个 ＢＰ、８０ 个 ＣＣ 和 １００ 个

ＭＦꎮ 为更直观了解基因功能ꎬ以 Ｐ 值作为排序参

考ꎬ为每个分类选择前 １０ 条目生成气泡图 (图

４Ａ)ꎮ 显著富集的 ＢＰ 包括“对肿瘤坏死因子的反应”
“对氧化应激的反应”“凋亡信号通路的调节”ꎬ揭示

大黄素可能通过调控氧化应激、改善肾脏微循环障

碍、抑制肾细胞程序性死亡从而治疗糖尿病肾病[２２]ꎬ

ＣＣ 包括“膜筏”“黏着斑”“质膜胞质侧”ꎬ大黄素可能

通过脂筏介导受体信号、延缓肾脏纤维化及拟制肾小

管上皮细胞间质转化从而改善糖尿病肾病ꎮ
将治疗靶点映射 ＫＥＧＧ 富集通路中ꎬ按 Ｐ 值筛

选前 １０ 条通路绘制条形气泡图(图 ４Ｂ)ꎬＰ 值代表富

集的显著性ꎬ颜色越深ꎬ显著性越高ꎮ 结果显示ꎬ治疗

靶点显著富集于“铁死亡”“ＩＬ￣１７ 信号通路”“血脂与

动脉粥样硬化”“ＥＧＦＲ 酪氨酸激酶抑制剂耐药”等通

路ꎬ其中铁死亡通路是最为显著的富集通路ꎮ
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图 ４　 治疗靶点的富集分析结果
Ａ:ＧＯ 分析及其功能注释ꎻ Ｂ:前 １０ 条富集的 ＫＥＧＧ 通路ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ
Ａ: ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｔｏｐ １０ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ.

２.５　 分子对接

利用分子对接技术分析前六个核心靶点基因

和大黄素的结合活性(图 ５)ꎬ计算所得的结合能

通常接近或低于－７ ｋｃａｌ / ｍｏｌꎬ表明两者之间存在

较强的结合作用ꎮ 其中ꎬ大黄素与 ＮＲＦ２ 结合能最

低ꎬ为－８.６ ｋｃａｌ / ｍｏｌꎬ表明大黄素与核心靶点之间

有很强的结合活性ꎬ其与 ＮＲＦ２ 蛋白表面的深空腔

紧密结合ꎬ表现出良好的结构互补性和理想的结

合模式(图 ５Ｄ)ꎮ 结合口袋主要由疏水性氨基酸

残基构成ꎬ这些残基与配体形成相互作用的稳定

复合物ꎮ
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图 ５　 大黄素和核心治疗靶点的分子对接
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｏｆ ｅｍｏｄｉｎ ａｎｄ ｃｏｒｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ

２.６　 分子动力学模拟

为进一步研究大黄素与 ＮＲＦ２ 的结合模式ꎬ我
们选取最佳对接位作为分子动力学模拟的起始结

构ꎮ 通过计算每个模拟快照的均方根偏差( ｒｏｏｔ
ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎬ ＲＭＳＤ)ꎬ以评估复合物的

构象稳定性ꎮ 在整个过程中ꎬ复合物的 ＲＭＳＤ 值

在 ３０ ｎｓ 后稳定在约 ３.５ Å 左右(图 ６Ａ)ꎬ表明大

黄素的结合并未引起受体构象的显著或连续变

化ꎮ 此外ꎬ旋转半径( ｒａｄｉｕｓ ｏｆ ｇｙｒａｔｉｏｎꎬ Ｒｇ)展示

蛋白－配体复合物整体结构的紧凑程度变化ꎬ在整

个模拟过程中波动极小(图 ６Ｂ)ꎬ进一步证实大黄

素结合对蛋白质折叠无明显影响ꎮ 残基均方根波

动 ( ｒｏｏｔ ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ ｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎꎬ ＲＭＳＦ)展示蛋白

质每个残基在模拟过程中的波动程度ꎬ大部分残

基的波动值较低( <１.５ Å)ꎬ表明蛋白的核心结构

区域刚性稳定(图 ６Ｃ)ꎮ 在特定残基编号处出现

峰值( >２.５ Å)ꎬ这些通常是环区或柔性末端ꎮ 根

据计算结果ꎬ大黄素与 ＮＲＦ２ 之间的结合自由能估

计为－２２.２ ｋＪ / ｍｏｌ(图 ６Ｄ)ꎮ 具体而言ꎬ范德华相互

作用(－３４.５９ ｋＪ / ｍｏｌ)和静电效应(－１３.８５ ｋＪ / ｍｏｌ)对结

合具有显著的促进作用ꎬ其中范德华力是主要贡

献因素ꎮ 然而ꎬ极性溶剂化效应( ＋２４.２８ ｋＪ / ｍｏｌ)
则表现出相反的作用ꎬ削弱了整体结合能力ꎮ
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图 ６　 大黄素－ＮＲＦ２ 复合物的分子动力学模拟
Ａ:复合物随时间变化的 ＲＭＳＤ 值ꎻ Ｂ:复合物随时间变化的 Ｒｇ 值ꎻ Ｃ:复合物随时间变化的 ＲＭＳＦ 值ꎻ Ｄ:复合物的能
量组成ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｏｄｉｎ ａｎｄ ＮＲＦ２
Ａ: Ｔｈｅ ＲＭＳＤ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅꎻ Ｂ: Ｔｈｅ Ｒｇ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅꎻ Ｃ: Ｔｈｅ ＲＭＳＦ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅꎻ Ｄ: Ｅｎｅｒｇｙ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｘ.

２.７　 细胞实验验证

２.７.１　 糖尿病肾病细胞模型构建成功的验证

与对照组相比ꎬ高糖组细胞活力显著下降ꎬ铁离

子水平显著升高ꎬ表明高糖诱导了明显的细胞损伤

及铁代谢紊乱ꎮ 同时ꎬ高糖组中 ＮＲＦ２ 及其下游关

键基因 ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平显著下

调ꎬ而促炎因子 ＴＮＦ、ＩＬ￣１７ 的表达显著上升ꎮ 上述

结果共同验证了高糖处理 ２４ ｈ 可成功建立糖尿病

肾病足细胞损伤模型ꎮ
２.７.２　 细胞增殖－毒性的表达

低浓度大黄素呈剂量依赖性保护ꎬ 高糖组

０ μｍｏｌ / Ｌ存活率约 ５１％ꎬ５ μｍｏｌ / Ｌ 时存活率由 ５１％
升至 ７８％ꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ 达峰值 ８５％(Ｐ<０.００１ꎬ为最

佳保护浓度)ꎻ超过 １０ μｍｏｌ / Ｌ 后活力开始逐渐回

落ꎬ２０ μｍｏｌ / Ｌ 降至 ７６.３％ꎬ４０ μｍｏｌ / Ｌ 降落至 ５８％ꎬ
已接近于模型组的细胞存活率ꎬ因此考虑高于

４０ μｍｏｌ / Ｌ浓度已经出现药物毒性ꎮ 双相四参数

ｌｏｇｉｓｔｉｃ拟合得保护段 ＥＣ５０ ＝ ９.９ μｍｏｌ / Ｌ(９５％ＣＩ:
８.６~１１.１)、ＩＣ５０ ＝ ２１.７ μｍｏｌ / Ｌ(９５％ＣＩ: １８.５~２５.４)ꎬ
模型 Ｒ２ ＝ ０.９７３ꎬ治疗指数≈２.２ꎬ体内应用需控制血

药峰值<２０ μｍｏｌ / Ｌꎬ以避免毒性ꎬ４０ μｍｏｌ / Ｌ 以上不

建议使用(图 ７、８Ａ)ꎮ

图 ７　 ＣＣＫ￣８ 评估不同浓度的大黄素处理 ＭＰＣ￣５ 细胞 ２４ ｈ
后的细胞活力

Ｆｉｇｕｒｅ ７ 　 Ｔｈｅ ＣＣＫ￣８ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭＰＣ￣５ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｍｏｄｉｎ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ

２.７.３　 大黄素对糖尿病肾病细胞模型的保护作用

与对照组相比ꎬ高糖组 Ｆｅ２＋水平升高ꎬ然而给予

大黄素后ꎬ铁离子水平下降ꎬ其中 １０ μｍｏｌ / Ｌ 大黄素
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干预下铁离子水平下降最为明显(图 ８Ｂ)ꎻｑＰＣＲ 检

测相关基因 ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ结果显示ꎬ大黄素减

轻高糖诱导的 ＧＰＸ４ 基因表达的下调(图 ８Ｃ)ꎻ高糖

组 ＮＲＦ２ 基因表达下调ꎬ大黄素上调了下降的 ＮＲＦ２
基因的表达(图 ８Ｄ)ꎻ同样ꎬＳＬＣ７Ａ１１ 基因的表达水

平变化也类似于 ＮＲＦ２(图 ８Ｅ)ꎮ 大黄素处理后ꎬ
ＮＲＦ２ 核转位增强ꎬＨＯ￣１ 和 ＮＱＯ１ 显著上调(图 ８Ｆ、
Ｇ)ꎬ另一方面高糖诱导 ＴＮＦ、ＩＬ￣１７(图 ８Ｈ、Ｉ)表达

升高ꎮ

图 ８　 大黄素干预后各分组细胞活力、铁离子水平及相关基因表达水平测定(∗Ｐ <０.０５ꎻ ＃Ｐ<０.０１ꎻ △Ｐ<０.００１ꎻ ＆Ｐ<０.００１)
Ａ:细胞活力ꎻ Ｂ:铁离子水平ꎻ Ｃ:ＧＰＸ４ 的 ｍＲＮＡ 表达量ꎻ Ｄ:ＮＲＦ２ 的 ｍＲＮＡ 表达量ꎻ Ｅ:ＳＬＣ７Ａ１１ 的 ｍＲＮＡ 表达量ꎻ
Ｆ:ＨＯ￣１ 的 ｍＲＮＡ 表达量ꎻ Ｇ:ＮＱＯ１ 的 ｍＲＮＡ 表达量ꎻ Ｈ:ＴＮＦ 水平ꎻ Ｉ:ＩＬ￣１７ 水平ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎬ ｉｒｏｎ ｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓꎬ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＭＰＣ￣５ ｃｅｌｌｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｅｍｏｄｉｎ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
ａｃｒｏｓｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ(∗Ｐ<０.０５ꎻ ＃Ｐ<０.０１ꎻ △Ｐ<０.００１ꎻ ＆Ｐ<０.００１)
Ａ: Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎻ Ｂ: Ｉｒｏｎ ｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓꎻ Ｃ: ＧＰＸ４ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ｄ: ＮＲＦ２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ｅ: ＳＬＣ７Ａ１１ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ｆ: ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ｇ: ＮＱＯ１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ｈ: ＴＮＦ ｌｅｖｅｌｓꎻ Ｉ: ＩＬ￣１７ ｌｅｖｅｌｓ.

２.８　 代谢组学

正交偏最小二乘法－判别分析模型参数为 Ｒ２ ＝
０.９１ꎬＱ２ ＝ ０.８５ꎻ２ ０００ 次置换检验显示 Ｑ２ 截距为

－０.１８ꎬ表明模型稳健、未过拟合ꎮ 高糖组与对照组

在 ＰＣ１ 和 ＰＣ３ 空间中明显分离ꎬ表明糖尿病肾病引

起了显著的代谢变化ꎮ 大黄素干预组在主成分分析

图上表现向对照组靠拢ꎬ提示大黄素部分逆转了高

糖饮食带来的异常变化ꎬ具有改善代谢紊乱的潜力

(图 ９Ａ)ꎮ 随后将大黄素治疗组的差异代谢物整合

进行分析ꎬ其中脂类和类脂分子所占比例最高

(２８.０７％)ꎬ其次是有机酸类(２２.４５９％)以及有机杂

环化合物(９.９３％)(图 ９Ｂ)ꎮ
大黄素干预后ꎬ共 ２９ 种代谢物水平发生显著变

化ꎬ具体表现为 １０ 种代谢物水平升高ꎬ１９ 种代谢物

水平降低(图 ９Ｃ)ꎬ大黄素干预组与对照组的颜色

相近ꎬ表示大黄素可以进一步逆转代谢紊乱ꎮ 代谢
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物富集分析显示共有 ２０ 条代谢通路显著富集ꎬ其中

铁死亡通路、丙氨酸－天冬氨酸和谷氨酸代谢、牛磺

酸－亚牛磺酸代谢、半胱氨酸－甲硫氨酸代谢、甘氨

酸－丝氨酸和苏氨酸代谢、谷胱甘肽代谢显著富集

(图 ９Ｄ)ꎮ

图 ９　 差异代谢物的鉴定与分析
Ａ:主成分分析图ꎻ Ｂ:不同类别代谢物的比例分布ꎻ Ｃ:差异代谢物热图ꎻ Ｄ:差异代谢物 ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
Ａ: Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｉａｇｒａｍꎻ Ｂ: Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓꎻ Ｃ: Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓꎻ Ｄ: ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ.

３　 讨　 论

近年来ꎬ中药在糖尿病肾病治疗中展现出活性

高、作用谱广、毒副作用轻微等独特优势ꎮ 网络药理

学利用拓扑分析ꎬ可以对药物进行有效成分筛选、潜
在成分鉴定、药理活性预测ꎬ以及药物、基因和疾病

的共模块分析[２３]ꎮ 本研究结果表明ꎬＮＲＦ２、ＡＫＴ１、
ＥＧＦＲ、ＩＧＦ１Ｒ、ＭＥＴ、ＳＲＣ 是大黄素治疗糖尿病肾病

的核心靶点ꎮ 其中 ＮＲＦ２ 在 ＰＰＩ 网络中度值位居前

列ꎬ被认为是主要的治疗靶点ꎮ
大黄素通过激活 ＮＲＦ２ 蛋白ꎬ增强抗氧化酶活

性[２４] ꎬ与“抗氧化活性”和“铁离子稳态”直接关

联ꎬ可显著调控铁死亡、ＴＮＦ 和 ＩＬ￣１７ 等通路ꎬ抑制

高糖诱导的活性氧积累ꎬ从而减轻氧化应激ꎮ 铁

死亡是一种铁依赖的脂质过氧化驱动的细胞死亡

方式ꎬ其特点是铁离子过量和脂质过氧化产物的

积聚ꎬ同时抗氧化因子被迅速消耗ꎬ在显微镜下可

观察到线粒体嵴的减少或消失、膜密度升高以及

形态的萎缩[２５] ꎮ 铁死亡与糖尿病肾病中肾小管上

皮细胞损伤、足细胞丢失及纤维化和恶化高度相

关[２６￣２８] ꎮ 在高糖高脂环境中ꎬ细胞内的亚铁离子

不断累积ꎬ通过芬顿反应催生大量活性氧ꎬ导致肾

小球系膜细胞、足细胞以及近端小管上皮细胞的

脂质过氧化加剧ꎬ从而触发铁死亡ꎮ 与此同时ꎬ细
胞膜里富含的多不饱和脂肪酸ꎬ在酰基辅酶 Ａ 合
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成酶长链家族成员 ４、溶血磷脂酰胆碱酰基转移酶

３ 和脂氧合酶的共同催化下ꎬ生成大量脂质过氧化

物[２９] ꎬ进一步加剧铁死亡ꎮ 本研究 ＧＯ 分析显示ꎬ
大黄素可能通过调控氧化应激、改善肾脏微循环

障碍、抑制肾细胞程序性死亡、介导脂筏受体信号

以及延缓肾脏纤维化和肾小管上皮细胞间质转

化ꎬ从而改善糖尿病肾病ꎮ ＫＥＧＧ 富集分析则显

示ꎬ大黄素显著调控铁死亡、ＩＬ￣１７ 等通路ꎬ其中铁

死亡通路富集度最高ꎬＩＬ￣１７ 通路次之ꎬ为后续实

验验证提供了理论依据ꎮ
分子对接是一种基于配体－靶相互作用预测和

分子水平构象关系描述的技术ꎮ 配体－靶点复合物

的结合能越低ꎬ则意味着配体与受体结合活性越大、
结合能力越强ꎮ 当结合能≤－５.０ ｋｃａｌ / ｍｏｌ 时ꎬ则视

为成 分 与 靶 点 具 有 较 好 的 活 性ꎻ 当 结 合 能

≤－７.０ ｋｃａｌ / ｍｏｌ时ꎬ结合活性强烈[３０]ꎮ 分子对接仅

能提供配体与靶标相互作用的静态视图ꎮ 而分子动

力学模拟则能够揭示相互作用的动态行为ꎬ包括残

基波动、结构域移动以及蛋白质￣配体分离ꎮ 本研究

结果显示ꎬ大黄素与 ＮＲＦ２ 结合能达－８.６ ｋｃａｌ / ｍｏｌꎬ
分子动力学模拟进一步证实了大黄素能够与 ＮＲＦ２
稳定结合ꎮ ＮＲＦ２ 是细胞抗氧化防御系统的关键转

录因子ꎬ在所有细胞类型中均可表达ꎮ ＮＲＦ２ 通过

其多个功能结构域(如 Ｎｅｈ１￣７)精密调控自身稳定

性和转录活性[３１]ꎮ 本研究结果显示ꎬ某些中药通过

ＮＲＦ２ 及其上下游相关因子组成的信号通路ꎬ可以

抑制氧化应激、炎症、细胞焦亡、凋亡和铁死亡ꎬ并激

活自噬ꎬ由此减轻肾脏纤维化、维护肾功能ꎬ最终延

缓糖尿病肾病进展[３２]ꎮ 本研究通过网络药理学及

分子对接、分子动力学模拟锚定 ＮＲＦ２ 这一关键靶

点ꎬ将其与铁死亡联系起来ꎮ
ＮＲＦ２￣ＫＥＡＰ１ 轴的激活可以增强其下游基因

(如 ＨＯ￣１、ＳＬＣ７Ａ１１)的表达[３３￣３５]ꎬ从而提高谷胱甘

肽的合成ꎬ抑制脂质过氧化物的积累ꎬ并上调铁代谢

调节蛋白[３６]ꎮ ＮＲＦ２ 直接结合 ＨＯ￣１ 启动子区域ꎬ
显著上调其表达ꎬ导致血红素分解ꎮ Ｆｅ２＋ 释放后迅

速被铁蛋白螯合封存ꎬ细胞内游离铁池下降ꎬ脂质过

氧化物水平显著降低ꎬ从而抑制了铁依赖性细胞死

亡[３７]ꎮ ＮＱＯ１ 通过维持细胞内的氧化还原平衡ꎬ高
表达时可显著降低脂质过氧化物水平ꎬ从而抑制铁

死亡并减轻氧化应激反应[３８]ꎮ 此外ꎬＮＲＦ２ 的激活

可抑制 ＡＣＳＬ４ 表达ꎬ从而减少脂质过氧化物的生

成[３９]ꎮ ＮＲＦ２ 上调 ＳＬＣ７Ａ１１ꎬ促进胱氨酸摄取ꎬ从
而维持细胞内谷胱甘肽水平并抑制铁死亡关键调节

因子 ＧＰＸ４ 的失活[４０￣４１]ꎮ 在高糖环境下ꎬ大黄素能

够通过激活 ＰＰＡＲγꎬ抑制系膜区 ｐ３８ＭＡＰＫ 的过度

活化进而改善系膜细胞的收缩功能[４２]ꎮ 此外ꎬ大黄

素还可以下调 ＴＮＦ、ＩＬ￣１７ 通路活性、抑制炎症因子

表达[４３]ꎬ减轻足细胞损伤[４４￣４５]ꎮ 本研究结果显示ꎬ
大黄素能激活糖尿病肾病模型 ＮＲＦ２ 表达ꎬ上调其

下游 ＧＰＸ４ 和 ＳＬＣ７Ａ１１ 表达ꎬ同时 ＮＲＦ２ 核转位增

强ꎬＨＯ￣１ 和 ＮＱＯ１ 表达也会显著上调ꎮ 高糖诱导

促炎因子 ＴＮＦ 和 ＩＬ￣１７ 表达升高ꎬ大黄素干预后ꎬ
炎症因子表达显著降低ꎬ通过抑制铁死亡进一步减

少肾损伤标记物表达ꎬ改善糖尿病肾病肾脏功能和

形态学病变ꎮ
糖尿病肾病的机制十分复杂ꎬ中医学认为ꎬ消渴

病迁延不愈ꎬ会导致病邪入络ꎬ使痰、热、瘀等病理产

物积聚于肾络ꎬ形成“微型癥瘕”ꎬ最终导致肾脏受

损、肾功能失调[４６]ꎮ 从现代医学角度来看ꎬ这一过

程与铁死亡驱动的足细胞－肾小管上皮细胞连锁损

伤高度吻合ꎮ 高糖环境导致游离铁离子在肾络“微
血管－足细胞”区域异常积聚ꎬ引起微循环障碍和缺

血缺氧ꎬ类似“气血不畅”ꎬ形成类似“瘀血”的金属

负荷[４７]ꎻ芬顿反应产生活性氧ꎬ引发多不饱和脂肪

酸过氧化和氧化应激ꎬ类似于“瘀久化热”ꎬ导致肾

络受损[４８]ꎮ 铁死亡细胞释放损伤相关分子模式ꎬ诱
导 ＮＯＤ 样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３ 炎症小

体ꎬ吸引巨噬细胞浸润和细胞外基质积聚ꎬ形成“痰
湿壅滞”的微观版[４９]ꎮ 因此ꎬ铁死亡作为一种“微
观癥瘕”的表现形式ꎬ导致脂质过氧化物堆积、线粒

体萎缩和细胞膜破裂ꎬ可视作“瘀热互结”在细胞层

面的体现[５０]ꎮ 在糖尿病肾病中ꎬ铁死亡主要表现为

足细胞丢失和肾小管上皮细胞损伤ꎬ进一步推动肾

脏纤维化和功能丧失ꎮ 炎症和铁死亡形成正反馈循

环:释放的损伤相关分子进一步激活免疫反应ꎬ从而

加剧肾脏炎症ꎮ 大黄素作为一种具有活血化瘀和清

热泻火功效的重要活性成分ꎬ其作用机制与“微型

癥瘕”理论高度一致ꎮ 大黄素通过 ＮＲＦ２￣ＫＥＡＰ１ 轴

“疏通”这一瘀阻ꎬ促进 ＮＲＦ２ 核转位ꎬ进一步上调

ＨＯ￣１、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４ 基因的表达ꎬ从而达到“化
瘀”和“清热”的效果ꎬ抑制铁死亡ꎮ 同时下调 ＴＮＦ、
ＩＬ￣１７ 通路ꎬ减少“痰湿”生成ꎬ从而逆转微型癥瘕的

病理基础[５１]ꎮ 因此ꎬ中药“活血化瘀、清热化痰”的
理论在糖尿病肾病中得到了“抑制铁死亡、减轻炎

症、保护足细胞”的现代诠释ꎬ为精准辨证提供分子

标志物和干预靶点ꎮ
代谢组学分析进一步从系统层面揭示了大黄

素干预糖尿病肾病代谢的调控网络ꎮ 本研究结果

表明ꎬ高糖诱导显著的代谢紊乱ꎬ大黄素干预后ꎬ



尹丹丹ꎬ等.大黄素治疗糖尿病肾病的网络药理学 ２５　　　 　

代谢谱明显恢复正常ꎬ提示其具有逆转代谢失衡

的潜力ꎮ 差异代谢物分析显示ꎬ脂质及其衍生物

的占比最高ꎬ表明脂质代谢紊乱可能是糖尿病肾

病早期的关键特征之一ꎬ而大黄素可能通过调节

脂类代谢和抗氧化应激反应发挥其作用ꎮ ＫＥＧＧ
通路富集分析进一步表明ꎬ铁死亡通路是调控的

核心代谢轴ꎬ伴随谷胱甘肽、半胱氨酸－甲硫氨酸

和牛磺酸等抗氧化相关代谢通路的显著富集ꎬ表
明大黄素可以通过增强谷胱甘肽系统功能抑制脂

质过氧化和铁死亡ꎮ 值得注意的是ꎬＧＰＸ４ 作为铁

死亡的关键调控因子ꎬ其上游代谢物如谷胱甘肽

和胱氨酸水平在大黄素干预后显著回升ꎬ与细胞

实验结果形成良好互证ꎮ
综上所述ꎬ本研究以网络药理学为主线ꎬ结合分

子对接、分子动力学模拟和细胞实验ꎬ系统阐明了大

黄素干预糖尿病肾病的分子机制ꎬ并重点关注

“ＮＲＦ２￣铁死亡”轴进行实验验证ꎮ 大黄素通过激活

ＮＲＦ２￣抑制铁死亡这一核心过程ꎬ协同调控 ＴＮＦ 和

ＩＬ￣１７ 炎症通路、凋亡通路以及糖脂代谢网络ꎬ从而

减轻足细胞损伤并延缓肾纤维化ꎮ “微型癥瘕”理

论与铁死亡和炎症机制相结合ꎬ不仅为糖尿病肾病

的中医病机提供了现代分子生物学的支持ꎬ也为中

药单体或复方的机制研究提供了新的阐释框架ꎮ 未

来可进一步开展临床样本中铁死亡标志物与中医证

型的相关性研究ꎬ推动中西医结合在糖尿病肾病精

准防治中的应用ꎮ 然而ꎬ仅凭网络药理学和体外验

证仍存在一定的局限性ꎮ 为更好地探讨大黄素治疗

糖尿病肾病的铁死亡相关机制ꎬ尚需要进一步的体

内实验验证ꎮ
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学探讨鼻敏方调节铁死亡治疗变应性鼻炎的作用[Ｊ] .
中国中西医结合耳鼻咽喉科杂志ꎬ ２０２５ꎬ ３３ ( ４):
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