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基于网络药理学的二至丸对肾脏保护作用的机制研究
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江苏 南京 210023)

摘要: 采用网络药理学方法, 基于反向药效团匹配的靶标识别服务平台, 预测已有文献报道的二至丸保护肾脏

药效成分的靶点, 采用分子对接对靶点基因进行筛选分析, 通过生物学信息注释数据库 (DAVID) 对靶点基因进行

生物学过程及代谢通路分析, 采用Cytoscape软件构建二至丸保护肾脏“成分-靶点-通路”网络。通过将上述靶点与

疾病靶点数据库TTD和GAD筛选得到的肾损伤相关靶点进行比对筛选, 进一步构建“成分-核心靶点”网络。结果

显示, 二至丸中 17个保护肾脏的活性成分可能通过调控ESR1、ESR2、GCK和MMP3等 32个靶标, 干预PI3K-Akt信

号通路、雌激素信号通路和嘌呤代谢过程等 6条途径起到保护肾脏的作用。本研究体现了中药多成分、多靶点和多

途径的作用特点, 为复方二至丸保护肾脏作用机制的解释提供新的思路和线索。
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Abstract: Based on the concept of network pharmacology, the main nephroprotective components in Erzhi

Pill reported in previous studies, were used to predict the targets through the PharmMapper method. Molecular

docking was applied to screen for potential targets and biological information annotation databases (DAVID) was

used to analyze the molecular function and biological process of the action targets. The Cytoscape software was

used to construct the“ingredient-target-pathway”network of Erzhi Pill for renal injury treatment. TTD and GAD

database were then applied to screen for the targets of renal disease for building“ingredient-core target”network.

We found that 17 major active ingredients of Erzhi Pill regulated 32 targets (including ESR1, ESR2, GCK, MMP3)

and affected 6 pathways, such as PI3K-Akt signaling pathway, estrogen signaling pathway and purine metabolism.

This study reflected the nature of traditional Chinese medicine as multi-ingredients, multi-targets and multi-path‐

ways, providing new clues for basic science research on the nephroprotective pharmacological mechanism of Erzhi

Pill.
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肾脏是人体的重要排泄器官, 其基本功能是过滤

形成尿并排出代谢废物, 调节体内的电解质和酸碱平

衡。肾脏还具有内分泌功能, 通过产生肾素、促红细胞

生成素、前列腺素、活性维生素D3等, 参与调节血压、

红细胞生成和钙的代谢。肾脏受到某些致病因素的损

害时, 上述正常功能均可受到影响, 出现一系列临床症

状。一般认为肾损伤系各种肾脏疾病的病变结果, 糖

尿病肾病 (diabetic nephropathy, DN)[1]和慢性肾脏疾

病 (chronic kidney disease, CKD)[2]为目前严重影响人

类健康的常见多发肾脏疾病, 一旦发展到终末期肾脏

病, 往往比其他肾脏疾病的治疗更加棘手, 因此及时防

治意义重大。中医经典方剂二至丸由归肝肾经的女贞

子 (Fructus Figustri Lucidi) 与墨旱莲 (Herba Ecliptae)

两味中药按 (1∶1) 等量配伍制成, 两味药合用, 其性平

和、偏寒, 为养阴益肾、补气舒肝之良剂[3]。现代药理

学研究亦证实, 二至丸有调节机体免疫功能、降糖、降

脂、抗氧化物、改善血液微循环及保肝降酶等作用, 在

心血管、肝胆病、肾病及妇科疾病的治疗方面颇有成

效[4]。虽然二至丸对肾脏具有较明确的保护作用, 但

其作用机制仍不清楚。

“网络药理学”是基于系统生物学和多向药理学等

的多学科理论, 其运用各种组学、高通量筛选和网络分

析等多种技术, 揭示“药物-基因-靶点-疾病”之间复杂

的网络关系, 从多维度视角理解疾病的分子基础, 预测

药物的药理学机制[5], 为新药的研发提供新途径、新方

法。反向药效团匹配[6] (PharmMapper) 是 1 种基于配

体特征靶点预测的方法, PharmMapper包含了 Target‐

Bank、BindingDB、DrugBank和PDTD数据库中所有蛋

白的药效团数据, 可自动搜索和查询与分子构象最为

匹配的药效团并进行打分, 具有运算速度快、靶点信息

全面等优点。翟园园等[7]以网络药理学为基础, 基于

反向药效团匹配的方法, 通过 PharmMapper在线服务

平台搜寻药物潜在作用靶点, 为阐述复方二至丸保护

肝脏的作用机制提供了借鉴。对接 (Docking) 是基于

化学结构的药物设计中最常用的虚拟筛选方法之一,

且能阐明药物作用的生化过程[8]。杨欣等[9]采用分子

对接技术, 对熊果酸和类风湿性关节炎蛋白靶标进行

能量匹配, 筛选具有抗类风湿性关节炎作用的潜在靶

标, 初步揭示了熊果酸抗类风湿性关节炎的分子机制。

因此, 本文拟借助网络药理学的研究思路, 从系统角度

和分子水平, 基于“分子 (药物)-靶点-通路”以及“分

子-核心靶点”多层次网络研究分析二至丸保护肾脏的

药效活性成分和可能的分子网络机制, 对后期深入开

展二至丸实验研究乃至临床应用都具有十分重要的

意义。

材料与方法

活性成分的筛选 利用中药系统药理学数据库

(TCMSP, http://ibts.hkbu.edu.hk/LSP/tcmsp.php) 对女贞

子和墨旱莲进行检索, 收集二至丸中女贞子和墨旱莲

的主要化学成分 , 再通过 Scifinder (https: //scifinder.

cas.org/) 对其CAS号进行检索, 进一步验证其确切的

化学成分中英文名称及其化学结构。在此基础上根据

文献筛选具有保肾作用的活性成分, 对收集到的化学

成分进行口服生物利用度 (oral bioavailability, OB) 和

药物相似性 (drug-likeness, DL) 的计算, 根据OB≥30%

和 DL≥0.18 的原则进一步筛选活性成分 , 最终得到

17 个具有保肾作用的成分 , 包括熊果酸、齐墩果酸、

橄榄苦甙、红景天苷、山奈酚、芦丁、漆黄素、芹菜素、

槲皮素、大豆甙元、橙皮苷、丁香酚、圣草酚、绿原酸、

二羟基桂皮酸、原儿茶酸和类叶升麻苷。最后, 采用

Chembiodraw Ultra 12.0 软件绘制上述活性成分的结

构图, 并以*.mol2格式保存。

潜在作用靶点反向预测 采用反向药效团匹配的

方法将二至丸保护肾脏主要活性成分以*.mol2格式上

传到 PharmMapper (http://59.78.96.61 / pharmmapper/)

系统 , 将蛋白种类设定为 Human Protein Targets Only,

其余参数均为默认设置。分子-靶点匹配度 (Fit Score)

反映配体构型与药效团模型的叠合情况, 所以将其作

为筛选标准选取 Fit Score值最高的 10个靶点。将靶

点名称上传到 UniProt 数据库 (http://www. uniprot.

org/), 并限定物种为“人”, 校正靶点名称为官方简写,

由此获取与活性成分相关的靶点信息。

靶蛋白对接预处理 在PDB (http://www.rcsb.org/

pdb/) 蛋白数据库中找到相应蛋白的 PDB-ID 并下载

含有原配体的靶蛋白复合晶体结构。利用Discovery

Studio 2016软件, 将配体从靶蛋白中抽离出来, 再通过

AutoDock软件重新对接回复合物的活性位点, 对比结

果构象和目标构象的偏差。若得到的均方根偏差值

(RMSD) 大于 2Å, 证明原靶蛋白配体对接效果不好 ,

则舍弃相应靶蛋白。若RMSD值小于 2 Å, 则证明对

接方法可行[10], 可进行下一步预处理: 将靶蛋白结构导
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入AutoDock软件, 对靶蛋白进行去水加氢以及计算点

电荷等操作, 确定靶蛋白复合物中配体分子对接的空

间活性位点, 为活性成分和靶蛋白的对接做准备。

活性成分与靶蛋白对接及结果筛选 利用

AutoDock软件对二至丸成分及靶蛋白进行对接, 运行

Run AutoGrid计算格点能量, 选择拉马克遗传算法作

为对接算法, 运行Run AutoDock进行分子对接。对接

完成后, 以结合能 (binding energy) 为参考筛选二至丸

活性分子作用靶点。结合能小于 0说明配体与受体可

以自发结合, 目前对于活性分子的筛选尚无统一标准,

经大量文献[11]查阅, 这里选取结合能≤-5.0 kJ ·mol-1作

为二至丸保护肾脏活性成分作用靶点的筛选依据。

靶点通路注释分析 将筛选得到的潜在药效靶点的

官方简写上传到 DAVID 数据库 (https://david.ncifcrf.

gov/), 进行GO (gene ontology) 生物学过程富集分析和

KEGG (KEGG pathway analysis) 通路注释分析 , 限定

靶基因名称列表为人 (homo sapiens), 设定阈值P<0.05

选取具有显著性差异的所有通路 , 并用 GraphPad

Prism5绘图。

“成分-靶点-通路”网络构建 根据上述二至丸化

学成分的靶点筛选结果, 采用Cytoscape软件构建二至

丸“活性成分-靶点-通路”网络。其中, 以不同颜色的

节点 (node) 表示分子 , 靶蛋白和相关注释通路 , 边

(edge) 表示分子与靶蛋白及靶蛋白与通路间的相互关

系, 由此构建网络探讨二至丸多成分、多靶点和多通路

的作用机制。

肾损伤相关靶点的收集 以“kidney”、“renal”、

“nephropathy”等为关键词, 检索治疗靶点数据库 (thera‐

peutic target database, TTD) (http://bidd. nus. edu. sg /

BIDD -Databases /TTD /TTD.asp)和遗传关联数据库

(genetic association database, GAD) (http://geneticasso‐

ciationdb.nih.gov/), 获取肾损伤相关靶点的信息, 利用

UniProt校正靶点名称为官方简写。

肾损伤核心靶点的筛选与验证 将上述靶点收集

结果与上述预测并筛选得到的二至丸保肾活性成分靶

点进行比对, 选取相同的靶点作为肾损伤核心靶点。

在此基础上进一步采用阳性药[12-15]进行对照, 将核心

靶点与阳性药主要活性成分进行分子对接, 以验证靶

点的准确性。

“成分-核心靶点”网络构建 根据疾病靶点筛选

结果, 采用Cytoscape软件构建二至丸“活性成分-核心

靶点”网络。以不同颜色的节点 (node) 表示药效成

分、核心靶点, 边 (edge) 表示成分与核心靶蛋白的相

互关系。

结果

1 二至丸保护肾脏活性成分的筛选

通过TCMSP数据库以及文献[16-19]挖掘, 分别在墨

旱莲和女贞子中收集到48和79个主要化学成分, 利用

文献验证其是否具有保护肾脏的作用, 筛选过程中发

现部分成分未能满足 OB≥30% 和 DL≥0.18, 但在二至

丸中含量较高且有大量文献证明其具有保肾作用, 所

以也将其纳入活性成分进行研究, 最终确定 17个成分

为二至丸保护肾脏的活性成分。

2 靶点的预测

2.1 二至丸活性成分的靶点预测 首先根据靶点匹

配度对预测的 17个成分的潜在作用靶点降序排列, 分

别选取靶点匹配度最高的 10个靶点进行整合, 删去重

复靶点, 共得到潜在作用靶点90个。

2.2 肾损伤相关靶点预测 利用TTD和GAD数据库

对肾损伤相关靶点进行搜索整合, 删去重复靶点, 最终

汇总得到244个与肾损伤相关的靶点蛋白。

3 肾损伤相关靶点筛选

3.1 靶蛋白对接前处理及对接筛选 经检验, 预测的

90个蛋白靶标中有 38个靶蛋白的RMSD值小于 2 Å,

对分子对接结果进行筛选, 但由于对接情况较为复杂,

以结合能≤-5.0 kJ ·mol-1为指标筛选作用靶蛋白, 最终

得到 32个靶蛋白与活性成分对接较好。筛选得到的

相关靶蛋白及其 RMSD 值见表 1, 部分对接结果

见表2。

3.2 肾损伤核心靶点筛选 将244个肾损伤靶点与最

终得到的二至丸保护肾脏的活性成分作用的 32个靶

点进行对比 , 发现 7 个靶点 (MMP3、VDR、GSTP1、

ESR1、INSR、GCK和 PDE4D) 可能是与肾损伤相关的

关键靶点。同时, 阳性药对照分子对接结果也显示, 阳

性药主要活性成分均与 4个及以上靶点对接良好, 验

证了研究方法的合理性以及研究结果的准确性, 结果

见表3。

4 靶点生物功能及靶点-通路分析

根据 AutoDock 对接结果 , 通过 DAVID 数据库对

靶点基因生物学过程及代谢通路进行富集分析。图 1

为二至丸保肾活性成分靶点富集的GO生物学过程分

析, 预测靶点在生物学过程中靠前的有信号转导、转录

调节 DNA 模板、细胞对胰岛素刺激的反应、RNA 聚

合酶Ⅱ启动子的转录以及蛋白质磷酸化过程等。图 2

为根据P值 (P<0.05), 再结合生物学信息筛选得到的 6

条代谢通路, 主要包括 PI3K-Akt信号通路 (PI3K-Akt

signaling pathway)、雌激素信号通路 (estrogen signaling

pathway)、嘌呤代谢 (purine metabolism) 过程、催乳

素信号通路 (prolactin signaling pathway)、黏着连接
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Table 1 Target proteins and RMSD values

Target
5'(3')-Deoxyribonucleotidase, mitochondrial
Estradiol 17-beta-dehydrogenase 1
Fibrinogen gamma chain
Sex hormone-binding globulin
Cellular retinoic acid-binding protein 2
Adenosine kinase
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A
Estrogen receptor beta
Tyrosine-protein kinase JAK2
cAMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase 4D
Estrogen receptor
Glucokinase
Nuclear receptor ROR-alpha
Retinol-binding protein 4
Neprilysin
Cyclin-dependent kinase 2
ADP-ribosyl cyclase/cyclic ADP-ribose hydrolase 2
ADP-ribosylation factor-like protein 5B
Sulfotransferase family cytosolic 2B member 1
Insulin receptor
Glutathione S-transferase P
Stromelysin-1
GMP reductase 1
Tyrosine-protein kinase HCK
Vitamin D3 receptor
3-Phosphoinositide-dependent protein kinase 1
Phenylethanolamine N-methyltransferase
Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src
Histo-blood group ABO system transferase
Hepatocyte growth factor receptor
Cyclin-dependent kinase 6
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase E

PDB-ID
1Q91
1JTV
1DUG
1D2S
1CBS
1BX4
1FKG
2Z4B
2B7A
1Y2E
2POG
1V4S
1S0X
1RBP
1R1H
1KE8
1ISJ

1YZG
1Q1Z
1I44
17GS
1CIZ
2BLE
1QCF
1DB1
2PE1
1YZ3
2BDJ
1R7T
3F82
1XO2
1L9N

Uniprot ID
Q9NPB1
P14061
P02679
P04278
P29373
P55263
P62942
Q92731
O60674
Q08499
P03372
P35557
P35398
P02753
P08473
P24941
Q10588
Q9D4P0
O00204
P06213
P09211
P08254
P36959
P08631
P11473
O15530
P11086
P12931
P16442
P08581
Q00534
Q08188

RMSD
0.27
1.17
1.54
0.57
0.95
0.42
1.14
0.68
0.54
1.76
1.08
0.54
1.23
0.93
1.66
0.67
1.63
1.09
1.34
1.96
1.40
1.54
1.39
0.45
1.20
1.10
0.74
0.74
1.61
0.98
0.75
1.95

Table 2 The binding energy value of the 17 compounds that has been docked with the targets (Unit: kJ·mol-1)

Ingredient
Daidzein
Protocatechuic acid
Kaempferol
Quercetin
Salidroside
Eugenol
Caffeic acid
Butin
Apigenin
Eriodictyol
Ursolic acid
Oleanic acid
Acteoside
Oleuropein
Rutinum
Chlorogenic acid
Hesperidin

1Q91
-5.56
-5.56
-8.11
-8.29
-5.39
-5.32
-5.78
-8.31
-8.15
-7.76
-

-

-

-

-5.10
-7.54
-

1DUG
-6.06
-

-5.32
-5.34
-

-

-

-5.74
-5.39
-

-8.07
-8.07
-

-

-

-5.51
-

1CBS
-7.53
-

-6.57
-5.80
-5.02
-

-5.65
-6.81
-6.07
-6.31
-

-

-

-

-

-5.97
-

1BX4
-6.36
-

-5.14
-

-

-

-

-5.97
-5.97
-5.11
-

-

-

-

-

-

-

2B7A
-6.86
-5.08
-7.90
-8.13
-5.67
-

-5.53
-7.76
-7.71
-8.18
-6.72
-8.07
-

-

-

-7.04
-

1D2S
-7.32
-

-6.95
-7.03
-6.28
-5.37
-

-7.65
-7.43
-7.41
-7.12
-6.69
-

-5.52
-

-5.15
-

1ISJ
-7.49
-5.97
-8.00
-8.62
-6.70
-6.18
-6.40
-8.61
-8.55
-9.06
-

-

-

-

-6.80
-5.23
-

1R1H
-6.10
-

-5.57
-6.32
-

-5.38
-5.00
-7.73
-6.65
-6.78
-6.49
-6.19
-

-

-

-6.05
-5.66

1S0X
-6.56
-5.78
-8.00
-7.81
-5.76
-5.61
-5.76
-7.23
-8.17
-8.55
-11.72
-12.25

-

-6.26
-6.16
-5.59
-6.09

1CIZ
-

-5.44
-

-8.79
-

-5.04
-

-9.24
-9.14
-9.60
-

-

-5.72
-

-

-7.77
-5.65

Table 3 The binding energy value of the positive drug that has been docked with 7 disease targets (Unit: kJ·mol-1)

Positive drug

Bushen Huoxue prescription

Liuwei Dihuang Wan

Main active

ingredient

Danshensu

Paeonol

MMP3

(1CIZ)

-

-6.09

VDR

(1DB1)

-5.41

-

GSTP1

(17GS)

-

-5.58

ESR1

(2POG)

-6.36

-5.02

INSR

(1I44)

-5.33

-

GCK

(1V4S)

-5.52

-

PDE4D

(1Y2E)

-

-5.08
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(adherens junction) 以及癌蛋白多糖通路 (proteoglycans

in cancer)。

5 “成分-靶点-通路”以及“成分-核心靶点”网络图

分析

采用Cytoscape软件构建“成分-靶点-通路”(图 3)

以及“成分-核心靶点”(图 4) 网络。从图中可以看出

二至丸 17个活性成分的作用靶点分布于不同的代谢

通路, 相互协调, 共同调节机体水平, 体现药物多成分、

多靶点保护肾脏的作用机制。

讨论

本研究经大量的文献调研, 最终得出二至丸中 17

个对肾损伤有保护作用的活性成分, 其中萜类有熊果

酸、齐墩果酸和橄榄苦苷, 黄酮类有山奈酚、芦丁、漆黄

素、芹菜素、槲皮素、大豆苷元和橙皮苷, 酚酸类有圣草

Figure 1 Enriched gene ontology terms for biological processes from main active ingredients of Erzhi Pill

Figure 2 Enriched KEGG pathways of potential targets from

main active ingredients of Erzhi Pill

Figure 3 Ingredients-targets-pathways network of Erzhi Pill. (■) active ingredients of Erzhi Pill, (■) targets, (■) pathways

Figure 4 Ingredients-core targets network of Erzhi Pill. (■) active ingredients of Erzhi Pills, (■) core targets
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酚、二羟基桂皮酸、绿原酸、原儿茶酸和丁香酚, 醇苷类

有红景天苷以及苯丙素苷类有类叶升麻苷。化合物节

点度值 (degree) 表示成分与靶点的相关个数[20], 由网

络图 (图 3) 可知, 具有较大度值 (degree > 18) 的活性

成分有 8 个 : 大豆苷元 (degree = 21)、二羟基桂皮酸

(degree = 19)、槲皮素 (degree=23)、漆黄素 (degree=29)、

芹菜素 (degree = 26)、圣草酚 (degree = 29)、山柰酚

(degree = 20)、绿原酸 (degree = 21), 同时也是对接较好

的成分, 均有大量文献证明其对肾损伤引起的DN和

CKD等疾病发挥作用。通过GO生物学富集分析 (图1)

发现, 复方二至丸保护肾脏的活性成分可影响细胞信

号转导、转录调节DNA模板、细胞对胰岛素刺激的反

应、RNA聚合酶Ⅱ启动子的转录以及蛋白质磷酸化过

程, 这些生物学过程很可能涉及病理性肾损伤的原因

以及治疗手段, 同时表明二至丸可能通过改善这些生

物学过程发挥其保护肾脏的作用。根据 KEGG 通路

(图 2) 以及“成分-靶点-通路”(图 3) 分析发现, 二至丸

保肾活性成分潜在作用靶点在DN以及CKD等肾脏疾

病的诱导因素中富集, 并可能通过调控PI3K-Akt、雌激

素、嘌呤代谢、催乳素等多条信号通路发挥作用。

根据上述二至丸保护肾脏活性“成分-靶点-通

路”(图 3) 的网络信息以及查阅的相关文献, 其主要作

用通路的生物学意义分析如下:

PI3K/Akt 信号通路是 DN 中一条重要的信号转

导途径 , 控制疾病的发生发展。磷脂酰肌醇 3-激酶

(phosphoinositide 3-kinase, PI3K) 是一种脂质激酶, 参

与细胞增殖、分化、凋亡和葡萄糖转运等多种细胞功

能的调节。PI3K/Akt信号通路与肾损伤相关的靶标数

量最多, 其中, 周期蛋白依赖性激酶 (cyclin-dependent

kinases, CDK) 是调控细胞周期的调控因子之一。PI3K/

Akt信号通路的活化可激活CDK-2和CDK-6, CDK-2

和CDK-6结合不同类型的 cyclin形成复合物, 使激酶

失活, 各种底物去磷酸化, 促进染色体的凝集、核膜核

仁重建[21]。近年来研究发现, DN的发生发展与PI3K/Akt

信号通路的过度激活密切相关[22]。国外学者Álvarez-

Cilleros等[23]研究发现 PI3K/Akt通路的适度活化可增

强足细胞对胰岛素信号的敏感度进而维持体内葡萄糖

的稳态, 对血糖过高或者糖尿病引起的肾损伤以及稳

固正常肾功能有积极影响。另外, PI3K/Akt信号通路

不仅可以抑制细胞凋亡的上游通路, 还能激活肾近端

小管的 α7烟碱型乙酰胆碱受体诱导血红素加氧酶-1

的表达, 产生抗凋亡, 促生殖的活性[24]。

催乳素 (prolactin, 简称 PRL, 又叫促乳素或催乳

激素) 是一种由垂体前叶腺嗜酸细胞分泌的蛋白质激

素。研究发现, 高催乳素血症病的病因归责于脾、肝、

肾三脏功能失调, 肾虚、血瘀、痰火、气郁互见, 以肾虚

血瘀为主 , 补肾活血方能有效降低 PRL 值 , 从而达

到改善高催乳素血症病的症状的功效[25]。PRL信号通

路中与肾损伤相关的靶标有 5 个 , 其中葡萄糖激酶

(glucokinase, GCK) 和 SRC蛋白激酶是公认的血糖调

节因子, 几乎在主要作用通路中都表达, GCK和 SRC

活化后, 通过促进胰岛素分泌, 加快肝糖原的合成, 增

强血管内皮生长因子抵抗, 降低高糖情况下引起的肾

小管上皮细胞的损伤[26]。多数医学认为, DN 的病机

关键是本虚标实, 本研究中二至丸为养阴益肾, 补气舒

肝之良剂, 可以有效抑制催乳素信号通路, 激活GCK

和 SRC等重要细胞因子, 调节机体免疫功能, 改善血

液微循环, 间接起到保护肾脏的作用。

肾组织的炎症反应和糖尿病肾病等相关的组织损

伤, 都是导致慢性肾脏疾病发展到终末期肾脏疾病的

重要因素, 雌激素信号通路是抗炎药物干预肾组织炎

症性损伤中比较重要的途径, 该通路中与肾损伤相关

的靶标主要是雌激素受体 (estrogen receptor, ER)。雌

激素是人体内常见的甾体类固醇激素, 在各种炎性疾

病中发挥着重要作用[27]。张洋等[28]以去卵巢大鼠为研

究对象, 发现雌激素可能通过调节辅助性T细胞 17型

细胞/调节性 T细胞的平衡从而抑制由缺血再灌注损

伤诱发的肾组织炎症反应。这提示雌激素受体基因很

可能作为研究肾损伤相关疾病的候选基因, 深入分析

其作用于肾损伤的分子机制, 对实现肾损伤相关疾病

的防治有一定的意义。

嘌呤代谢和黏着连接是包含靶蛋白较少的通路,

但是, 有研究证实腺嘌呤诱导可引起肾组织缺血、缺

氧, 甚至导致活性氧、一氧化氮等代谢产物累积, 造成

肾损伤[29]。李霜等[30]的RT-PCR法结果显示, 在 2型糖

尿病中, 黏着斑激酶可能作为转化生长因子 β1的下游

分子被活化, 并通过活化细胞外信号调节激酶1/2使纤

维连接蛋白表达增多, 从而参与DN的发生发展。癌

蛋白多糖通路是 6条通路中唯一与癌相关的通路, 说

明肾损伤相关疾病可能影响癌症的发生发展, 这些对

判定肾损伤的严重程度以及进行癌症方面的研究意义

重大。

对“成分-核心靶点”网络图 (图 4) 进行分析 ,

ESR1和 PDE4D相邻化合物节点最多, 分别有 13个活

性分子与之有较好的结合。现代研究表明, ESR1是雌

激素受体的一种亚型, 影响雌激素基因的表达与调控,

而雌激素的受体广泛存在于机体组织和细胞之中, 对

内分泌、心血管、代谢系统、骨骼的生长和成熟、皮肤等

均有明显的影响。二至丸保护肾脏的活性成分中黄酮

类成分槲皮素、绿原酸、芹菜素等, 酚酸类成分二羟基
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桂皮酸、原儿茶酸、圣草酚等以及醇苷类成分红景天苷

可能通过调控ESR1基因, 提高其在肾组织中的表达,

对肾脏起到保护作用。PDE4D是人类磷酸二酯酶 4的

同功酶中的一个亚型, 与多种炎性细胞的环磷酸腺苷

水解有关, PDE4D可促进平滑肌细胞的生长以及抑制

炎症细胞的增殖[31]。DN的发生机制可能与高血糖造

成的代谢异常和炎症介质有关, 现代药理学研究指出

女贞子具有降血糖、降血脂和抗炎作用。其中, 姜斐

等[32]检测了女贞子中 8个化合物对具有胰岛素抵抗的

HepG2细胞的葡萄糖消耗情况, 发现齐墩果酸、红景天

苷和槲皮素均对胰岛素抵抗。佟昌慈等[33]通过实验证

实红景天苷对脂多糖诱导的炎症反应具有抑制作用。

此外, MMP3、GSTP1、INSR、GCK均连接9个及以

上活性分子。基质金属蛋白酶-3[34]是重塑组织结构,

实现组织愈合的关键酶。谷胱甘肽硫转移酶[35]是体内

生物转化最重要的Ⅱ相代谢酶之一, 是细胞抗损伤、抗

癌变的主要解毒系统。胰岛素受体[36]为胰岛素起作用

的靶细胞膜上特定部位, 仅可与胰岛素或含有胰岛素

分子的胰岛素原结合, 具有高度的特异性, 且分布非常

广泛。GCK是重要的血糖调节因子, 几乎在所有活性

成分中都表达。二至丸组方药材中的漆黄素、槲皮素、

山奈酚等活性成分充分显示出了对高血糖引起的DN

的防治作用, 可能通过调节 INSR、GCK等多种细胞因

子, 促进糖酵解途径中肝糖原的合成, 提高糖利用, 改

善胰岛素生物功能, 维持糖代谢功能正常。有研究证

实, 槲皮素[37]、大豆苷元[38]、二羟基桂皮酸[39]等活性成

分可干预一氧化氮的合成和释放, 可能通过抑制肾素-

血管紧张素-醛固酮系统, 调节核转录因子-κB水平,

减少活性氧和一氧化氮代谢产物在肾脏累积, 降低其

对内皮细胞的损害, 调节 MMP3和 GSTP1, 重塑肾小

管上皮细胞并增强其抗损伤的能力, 以发挥对肾脏保

护的作用。另外, 圣草酚[40]和绿原酸[41]具有抗氧化和

抗炎作用, 在肾氧化应激损伤中, 通过正调节核因子

E2相关因子 2/血红素加氧酶-1的表达, 以及抑制核转

录因子-κB 在肾组织中的激活 , 降低肾组织损伤 , 与

GSTP1抗细胞损伤作用一致。

结论

二至丸由女贞子和墨旱莲两个配伍药材组成, 共

有 17个不同的活性成分通过调控不同的靶蛋白, 作用

于不同的通路, 协同配伍从而对肾脏起到保护作用, 体

现中药方剂整体性、系统性的特点。本研究发现, 二至

丸可能从以下 3个方面发挥保护肾脏的作用: ① 干预

PI3K-Akt、雌激素等信号通路, 介导足细胞表型改变,

增强足细胞对胰岛素信号的敏感度, 缓解糖尿病引起

的肾脏损伤。② 通过体内多种代谢途径, 维持体内葡

萄糖的稳态, 降低糖尿病风险。③ 调控MMP-3、INSR、

GCK等小分子, 重塑组织结构, 调节体内激素水平, 降

低病理性肾损伤。预测所得二至丸成分疾病靶点与已

有文献较为接近, 表明基于网络药理学与分子对接相

结合的技术手段探讨其保护肾脏的作用机制具有一定

的准确性, 同时也揭示了二至丸多成分、多靶点的特

点, 为后续的相关研究提供参考。
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更 正

我刊《药学学报》2019年第 3期文章《外源线粒体抑制小鼠皮下黑色素瘤的生长及机制研究》，页码 463-468，

作者“王庆华，付琛，李晓荣，侯伊雪，付爱玲”。因作者前期数据提供有误，现做以下更正。

1. 中文摘要 肿瘤平均体积从13.5 cm3显著降到3.4 cm3 有误，

正确应为 肿瘤平均体积从1.35 cm3显著降到0.34 cm3。
2. 英文摘要 The average volume of tumors decreased significantly from 13.5 cm3 to 3.4 cm3 有误，

正确应为 The average volume of tumors decreased significantly from 1.35 cm3 to 0.34 cm3。
3. 结果“3 线粒体抑制肿瘤的生长”项下

① 其肿瘤体积可达（13.5 ± 1.5）cm3有误，

正确应为其肿瘤体积可达（1.35 ± 0.15）cm3；
② 至第20天后肿瘤体积缩小到（3.4 ± 2.1）cm3有误，

正确应为至第20天后肿瘤体积缩小到（0.34 ± 0.21）cm3；
③ 体积为（8.1 ± 1.2）cm3有误，正确应为体积为（0.81 ± 0.12）cm3。
4. 表1中第二列Mean volume/cm3项下13.5 ± 1.5、3.4 ± 2.1**、8.1 ± 1.2*数据有误，

正确应为1.35 ± 0.15、0.34 ± 0.21**、0.81 ± 0.12*。
5. 图2B坐标轴数据有误：

改为
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