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“知母−石膏”中纳米相态的形成理论及基于网络药理学和实验验证

探究其解热机制
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摘要: 本文研究“知母−石膏”纳米相态的形成机制, 通过网络药理学探讨其配伍解热作用并验证机制。设置知

母组、石膏组、“知母−石膏”组 (均含纳米相态和汤剂溶液), 检测溶液粒度、盐度、电导率、表面张力, 结合透射电子显

微镜 (transmission electron microscope, TEM) 与指纹图谱分析。通过 GeneCards、DisGeNet筛选靶点, 构建活性成

分−靶点网络, 借助STRING数据库和Cytoscape构建PPI网络, 利用Metascape进行GO、KEGG富集分析。通过苏木

精−伊红染色 (hematoxylin-eosin, HE)、Western blot、real-time PCR验证纳米相态溶液的解热作用。结果表明, 盐度

与电导率促进纳米相态稳定形成; TEM显示知母皂苷包裹石膏晶型形成纳米颗粒。指纹图谱鉴定8个共有峰 (新芒

果苷、芒果苷为主), 纳米相态与汤剂化学成分一致。通过网络药理学获得知母、石膏活性成分 31 个 , 对应靶点

138个, 发热靶点数为 1 093个, 筛选出 188个共有靶点。KEGG富集通路主要包括表皮生长因子受体、白细胞介素

17、缺氧诱导因子 1等信号通路。实验结果显示, “知母−石膏”汤剂纳米相态组显著降低发热大鼠体温, 抑制炎症因

子的表达, 下调发热介质, 上调细胞保护蛋白, 并抑制相关mRNA表达, 与网络药理学预测一致。本研究所有动物

实验均获得哈尔滨商业大学动物实验伦理委员会批准 (HSDYXY-2024022)。本研究发现“知母−石膏”通过纳米相

态增强药效, 其解热机制涉及多靶点调控炎症通路及中枢信号分子, 为中药复方现代化提供理论与实验依据。
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The formation theory of nanophase state in "Rhizoma 
Anemarrhenae-Gypsum" and its antipyretic mechanism based on 

network pharmacology and experimental verification
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Abstract: In this study, the formation mechanism of the nanophase of "Rhizoma Anemarrhenae-Gypsum" was 

investigated, and its compatibility, antipyretic efficacy, and underlying mechanisms were systematically evaluated 

via network pharmacology. Three groups, namely the Rhizoma Anemarrhenae group, the Gypsum group, and the 

Rhizoma Anemarrhenae-Gypsum group, were set, with all groups including both nanophase preparations and 
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traditional decoctions. The particle size, salinity, electrical conductivity and surface tension of the solutions were 

determined, and these combined with transmission electron microscope (TEM) and fingerprint analysis. Targets 

were screened using the GeneCards and DisGeNet, an active component-target network was constructed, a PPI 

network was built with the help of the STRING database and Cytoscape, and GO and KEGG enrichment analysis 

was performed using Metascape. The antipyretic effect of the nanophase solution was verified by hematoxylin-

eosin (HE) staining, Western blot and real-time PCR. The results indicated that salinity and electrical conductivity 

promoted the stable formation of the nanophase; and TEM revealed that timosaponin coated the Gypsum crystal 

structure, leading to nanoparticle formation. Fingerprint analysis identified eight common peaks (neomangiferin 

and mangiferin as the main components), and the chemical components of the nanophase were consistent with 

those of the decoction. Through network pharmacology, 31 active components of Rhizoma Anemarrhenae and 

Gypsum were obtained, corresponding to 138 potential targets; the number of fever-related targets was of 1 093 

fever-related targets were retrieved, among which 188 overlapping targets were screened. The main KEGG 

enrichment pathways included epidermal growth factor receptor, interleukin-17, hypoxia-inducible factor 1 and 

other signaling pathways. Experimental results showed that the nanophase group of Rhizoma Anemarrhenae-

Gypsum decoction significantly reduced the body temperature in febrile rats, inhibited the expression of 

inflammatory factors, down-regulated fever medium, up-regulated cytoprotective proteins, and suppressed the 

expression of related mRNA. These findings were consistent with the predictions of network pharmacology. All 

animal experiments in this study were approved by the Animal Experimental Ethics Committee of Harbin 

University of Commerce (HSDYXY-2024022). This study found that Rhizoma Anemarrhenae-Gypsum enhances 

its therapeutic efficacy through the nanophase, and its antipyretic mechanism involves the multi-target regulation of 

inflammatory pathways and central signaling molecules thereby providing both theoretical and experimental 

support for the modernization of traditional Chinese medicine compound prescriptions.
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发热多由感染、组织损伤或炎症等因素引发。外

源性热源侵入机体后, 被免疫细胞识别并触发内源性

致热物质 (细胞因子) 释放。这些物质通过血液循环

激活脑血管受体, 刺激下丘脑体温调节中枢, 促使发热

介质合成, 导致体温调定点上移, 最终通过增加产热、

减少散热引发体温升高。传统中医认为, 发热是人体

正气与邪气相争、阴阳失衡的表现, 外感六淫 (风、寒、

暑、湿、燥、火) 导致卫阳郁遏、腠理闭塞, 或阴虚火旺、

气血郁滞、引发脏腑功能失调, 虚火或实火内生。病机

关键在于解表透邪、滋阴降火、疏肝理气、消积导滞等

法恢复阴阳平衡。知母和石膏均有清热泻火、生津止

渴的功效, 二者配伍使用可协同增效, 故常相须为用, 

可用于治疗温热病中出现高烧、口渴、出汗等“气分热

盛”症状及阴虚内热的患者[1-3]。《伤寒杂病论》中白虎

汤是解热的代表方[4], 其按君臣佐使将石膏分为君药, 

知母分为臣药配伍, 从而发挥其解热作用。

汤剂作为临床常用中药剂型, 近年研究发现其煎

煮过程中可形成纳米颗粒。Zhou等[5]通过尺寸排阻色

谱法从板蓝根汤剂中分离出纳米颗粒; Lü课题组[6]通过

高速离心和透析的方法从白虎汤中分离出直径约100 nm

纳米颗粒, 其中包括新芒果苷颗粒。纳米相态的形成

机制涉及热力学不稳定体系中纳米颗粒的界面能作

用: 高表面自由能促使颗粒聚集, 但双电层结构、带电

聚合物吸附及布朗运动维持其稳态[7,8]。此外 , Ca2+、

Mg2+等离子的静电斥力可抑制聚集[9]。煎煮过程中, 加

热促使分子解离并释放天然大分子 (淀粉、蛋白质), 这

些天然大分子材料形成的亲水或疏水胶体溶液会增加溶

液的稳定性[10-12]。尽管大分子对纳米形成至关重要 , 

但中药汤剂的相组成机制 (电位、盐度) 研究较少[13-15]。

基于此 , 本研究聚焦“知母 −石膏”(Rhizoma 

Anemarrhenae-Gypsum, RG) 汤剂 , 探究其纳米相态 

(nanophase of Rhizoma Anemarrhenae-Gypsum, N-RG) 

的形成机制, 利用网络药理学构建RG活性成分−靶点

网络图, 探索核心作用靶点和参与解热作用的通路等, 

以及其潜在的作用机制, 并以脂多糖建立大鼠发热模

型验证 RG解热的药效机制, 从而为相关研究及临床

应用提供一定的科学依据和理论支持。

材料与方法

仪器 分体式陶瓷中药煲 (广东天际电器股份有

限公司); 高速离心机 (上海安亭科学仪器厂); 梅特勒

天平 (瑞士 METTLER 公司); FA2004 分析电子天平 

(上海良平仪器表有限公司); 纳米粒度及 zeta电位分

析仪 (英国马尔文仪器有限公司); 透射电子显微镜 

(transmission electron microscope, TEM, 日本电子株式
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会社); 高效液相色谱仪 (Waters中国有限公司); 超声

波清洗机 (宁波新芝生物科技有限公司); 高速离心机

TGL-16C (上海安亭科学仪器厂)。

试剂 知母 (20230512, 北京本草方源药业有限

公司); 石膏 (SAO251, 安徽广印堂中药股份有限公司); 

芒果苷对照品、新芒果苷对照品 (MUST-16040103、

MUST-16042232, 成都曼斯特生物科技有限公司); 环

磷酸腺苷 (cyclic adenosine monophosphate, cAMP) 试

剂盒、白细胞介素 (interleukin, IL)-10 试剂盒、一氧化

氮 (nitric oxide, NO) 试剂盒 、干扰素 γ (interferon-

gamma, IFN-γ) 试剂盒 (2761、2304、2740、2312, 冰岛

Decode 公司); 肿瘤坏死因子 (tumor necrosis factor, 

TNF)-α试剂盒、IL-1β试剂盒、IL-2 试剂盒、IL-4 试剂

盒 (bsk00163、bsk0027、bsk0031、bsk0037, 北京博奥森

生物技术有限公司); 前列腺素 E2 (prostaglandin E2, 

PGE2) 试剂盒 (AK0017MAY09017, 武汉伊莱瑞特生物

科技有限公司); IL-6 试剂盒 (CK-E30646R, 武汉萨默

斯生物科技有限公司); RT-PCR、SYBR PrimeScript 

RT-PCR 试剂盒 (DRR037、DRR041, 大连宝生物工程

有限公司); TNF-α antibody (PB0082, 武汉博士德生化

科技有限公司); 兔抗核因子 κB (nuclear factor kappa-B, 

NF-κB) p65亚基多克隆抗体、兔抗 IL-1β多克隆抗体、

兔抗热休克蛋白 70 (heat shock protein 70, HSP70) 多

克隆抗体、兔抗瞬时受体电位香草素 4通道 (transient 

receptor potential vanilloid 4, TRPV4) 多 克 隆 抗 体 

(abs119958、abs120224、abs135605a、abs138144a, 上海

爱必信生物科技有限公司); IP裂解液、苯甲基磺酰氟、

一 抗 稀 释 液 、一 抗 二 抗 去 除 液 (P0013、ST506、

P0023A、P0025, 上海碧云天生物技术有限公司); 二抗

稀释液 (ZB2301, 北京中杉金桥生物技术有限公司); 

Western专用脱脂奶粉 (4169671, 美国Becton公司)。

细胞与动物 雄性 SD 大鼠 (220 ± 20 g), 来自黑

龙江中医药大学实验动物中心, 许可证号: SYXK (黑) 

2013-004。实验动物的饲养和操作规程均遵守哈尔滨

商业大学实验动物饲养和使用的相关规定, 本研究所

有动物实验均获得哈尔滨商业大学动物实验伦理委员

会批准 (HSDYXY-2024022)。

制备RG标准汤剂和N-RG汤剂 知母 93.75 g于

1 981 mL水中浸泡 30 min, 而后与 250 g生石膏碎共同

转入砂锅中, 武火煮沸转至文火煎煮 45 min, 4层纱布

趁热过滤即得 RG 标准汤剂[16]。 2 496 ×g、37 ℃ 、

10 min 离心, 取上清液 20 mL 加入分子量为 7 000 Da

的透析袋中, 两端用透析袋夹子夹紧, 投入盛有120 mL

蒸馏水的烧杯中, 烧杯用保鲜膜盖住 (防止杂质进入

造成污染), 放入水浴振荡器进行摇晃振荡, 37 ℃下透

析20 min, 共进行2次透析, 即得N-RG汤剂。

RG 汤剂的物理化学特性 两种中草药被分成

3组, 分别是石膏组、知母组、RG组。将每组溶液分为

煎煮溶液和纳米相态溶液, 通过笔式盐度计和电导率

计检测其电导率、盐度; 使用毛细管粘度计测定粘度; 

采用最大气泡法检测表面张力。每次测量进行 3次, 

最终结果为平均值。将上述 3组样品溶液的粒度由纳

米粒度及 zeta电位分析仪测定。将每组溶液滴在涂有

碳膜的铜网格上 , 风干 , 用透射电镜 (transmission 

electron microscope, TEM) 观察颗粒形态。

RG 汤剂超高效液相色谱 (ultra performance 

liquid chromatography, UPLC) 指纹图谱建立

色谱条件 采用色谱柱 InertSustain C18 (250 mm × 

4.6 mm, 5 μm), 流动相为乙腈 (A)-0.1%甲酸水 (B), 流

速 1.0 mL·min-1, 柱温 20 ℃ , 进样体积 10 μL。比较

3组汤剂和纳米相态溶液的指纹图谱, 评估RG处方的

成分变化与N-RG形成之间的相关性。

标准液和待测液的制备 精确称取芒果苷、新芒

果苷标准品 1.21 mg, 分别用 10 mL 甲醇溶解 , 即得

0.12 mg·mL-1标准液。将 1 mL RG (或 N-RG) 用 50%

甲醇稀释至 10 mL, 然后超声 30 min, 以 4 000 r·min-1

离心 30 min, 收集上清液, 用 0.22 μm微孔滤膜过滤, 即

得待测液。

RG网络药理学分析

活性成分及潜在靶点筛选 从TCMSP (Traditional 

Chinese Medicine Systems Pharmacology) 数据库中筛

选其潜在活性成分 (以口服利用度OB ≥ 30 %, 类药性

DL ≥ 0.18 为筛选条件), 再通过 PubChem (https://pub‐

chem.ncbi.nlm.nih.gov/) 获取相应的 SMILES文件, 随

后在 Swiss Target Prediction (http://swisstarget ‐ predic‐

tion.ch/) 导入各个活性成分的SMILE号获取输入相关

成分靶点。再用 Uniprot (https://www.uniprot.org/) 进

行 ID mapping校准, 得到活性成分潜在靶点的标准化

基因名称。最后将结果导入 Cytoscape 3.7.2 软件, 构

建药物活性成分−疾病靶点网络, 寻找重要的候选成

分。选取排名靠前活性成分构建药物活性成分−疾病

靶点网络图。

蛋白互作网络构建与关键靶点筛选 以“fever”

为关键词分别检索 GeneCards (https://www.genecards.

org/)、OMIM (https://www. omim. org/)、DisGeNET 

(https://www.disgenet.org/) 数据库 , 得到发热相关靶

点。使用 UniPort数据库, 选择物种为 human, 将以上

收集到的所有靶点名称校准为官方基因名称, 汇总相

关靶点并去除冗余靶点。随后利用 Venny 在线平台, 

导入所获取的RG相关靶点数据集和发热相关靶点数
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据集, 绘制Venn图, 由两者获得的交集靶点, 即为RG

治疗发热的潜在作用靶点。将交集靶点导入STRING

数据 (https://cn.string-db.org/) 选择种属“Homo spaiens”, 

筛选出满足“combine score ≥ 0.4”的基因, 去除无连接

靶点, 构建 PPI互作网络模型, 随后将 PPI分析结果以

PNG 格式导入 Cytoscape 3.7.2 软件 , 利用软件中的

“Network Analyzer”功能对 PPI 网络图进行拓扑属性

分析。选取度值 (degree)、介数中心性 (betweenness 

centrality, BC) 和接近中心性 (closeness centrality, CC) 

3个重要拓扑参数均大于中位数的靶点作为关键靶点。

富集分析 将交集靶点导入 Metascape 数据库 

(https://metascape. org/gp/index. html#/main/step1) 进行

GO和KEGG富集分析 (P < 0.05)。

RG和N-RG汤剂的药效学评估 50只大鼠按照

体重梯度分成5组 (n = 10), 选取1组健康雄性SD大鼠

作为空白组 (black group, BG), 其他 4组大鼠建立发热

模型, 皮下注射脂多糖 (100 μg·kg-1)。4组模型大鼠分

别为模型组 (model group, MG)、阳性对照组 (positive 

control group, PG, 阿司匹林)、N-RG组和RG组。发热

模型建立 6 h后, PG 大鼠胃内注射 3.2 mg·kg-1阿司匹

林, N-RG 组和 RG 组以同样方式分别注射 20 mL·kg-1 

N-RG、RG, BG 组和 MG 组注射同体积的生理盐水。

给药 2 h后, 向 SD大鼠腹腔内注射过量麻醉剂 (3%戊

巴比妥钠) 40 mg·kg-1, 并切除下丘脑组织。收集血液

样本在 3 000 r·min-1的转速下离心 20 min以获得血清。

用 ELISA 试剂盒检测血清中 IL-1β、IL-2、IL-6、IL-10、

TNF-α、IFN-γ的水平, 及下丘脑组织中的 PGE2、NO和

cAMP水平。

Western blot 检测 从 SD 大鼠的下丘脑中提取

总蛋白质。取 100 mg蛋白质经聚丙烯酰胺凝胶电泳

分离 , 然后电印迹到 PVDF 膜上 , 接着将 PVDF 膜用

5%脱脂牛奶进行阻断, 并与一抗在 4 ℃下孵育过夜。

接着在 25 ℃将膜与适量二抗孵育 1 h, 洗脱。之后对

蛋白条带进行显影和密度定量分析。

Real-time PCR 检测基因表达 用 Trizol 提取细

胞总RNA, 按照TaKaRa反转录试剂盒说明进行 cDNA

第 1链合成, 并以此为模板, 进行 real-time PCR检测基

因表达, 引物序列见表 1, 按照操作说明书进行。PCR

扩增反应条件为: 95 ℃预变性 30 s; 95 ℃、5 s, 60 ℃、

34 s, 40个循环。通过实时荧光定量 PCR检测下丘脑

中多个基因的表达水平。

统计学方法 统计学方法采用 GraphPad Prism 

8.0.2软件通过单因素方差分析对数据进行统计学分

析。数据以平均数 ± 标准差 (x̄ ± s) 表示, 若 P < 0.05

为具有统计学差异。

结果

1　N-RG和RG汤剂的物理化学特性对比

与相应的煎煮溶液相比, 3组纳米相态溶液的盐

度值略有下降, 电导率值略低于煎煮溶液的电导率值。

与纳米相态溶液相比, 煎煮溶液的粘度更高。此外, 所

有煎煮溶液的表面张力也均高于其对应的纳米相态溶

液 (表2)。

2　N-RG与RG汤剂的粒径对比

结果表明, 在这 3组中, 煎煮溶液中的粒径大于纳

米相态溶液中的颗粒大小。纳米相溶液的分散性和稳

定性高于其他组别 (表3)。

3　N-RG与RG汤剂分离提取物的TEM形态特征对比

N-RG与RG汤剂分离提取物的TEM形态特征对

比结果如图 1所示, 在N-RG组中, 其外观为较圆整的

类球形实体, 表面光滑, 大小均匀, 粒子之间界限清晰, 

无粘连, 被一些生物大分子裹挟 (如鞣制、蛋白质等)。

在石膏组中, 外观呈现规律的晶型分布, 晶层分布均

匀。知母组外观显示出大分子有机物囊团聚集, 无清

晰边界, 分布不均匀, 囊团大小不一。而在RG组中观

察到有大量的聚集颗粒, 没有单一均匀的颗粒。

Table 1　Primer sequence information. GADPH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; TNF-α: Tumor necrosis factor-α; NF-κB: 

Nuclear factor kappa-B; IL: Interleukin; HSP70: Heat shock protein 70; TRPV4: Transient receptor potential vanilloid 4

Name
GADPH

TNF-α

NF-κB

IL-1β

HSP70

TRPV4

Sequence
Forward: 5'-GTGCTGAGTATGTCGTGGAG-3'

Reverse: 5'-GTCTTCTGAGTGGCAGTGAT-3'

Forward: 5'-CTCATTCCTGCTCGTGG-3'

Reverse: 5'-CTCCGCTTGGTGGTTT-3'

Forward: 5'-GCAGCACTCCTTATCAACC-3'

Reverse: 5'-GGTGTCGTCCCATCGTAG-3'

Forward: 5'-ATCCCAAACAATACCCA-3'

Reverse: 5'-CAACTATGTCCCGACCA-3'

Forward: 5'-CGAGGAGGTGGATTAGAGGC-3'

Reverse: 5'-GCTGAGGTGTTCGCAGGAA-3'

Forward: 5'-ACAAGTGGCGTAAGTTCGG-3'

Reverse: 5'-CCTGTGAGGAGCGTGATG-3'

Length/bp
289

199

248

174

270

185
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4　N-RG汤剂指纹图谱有效成分比较

标准物质色谱图用于比较受试处方的色谱图。在

标准物质色谱图中, 3、5号峰分别对应新芒果苷、芒果

苷。在知母组中, 纳米相溶液与原溶液相比, 新芒果

苷 (峰值 3) 浓度有所下降。在N-RG组中, 与原液相比

新芒果苷的含量发生了变化, 其余峰值没有变化。结

果表明, 分离过程并没有改变 RG新芒果苷与芒果苷

这两种主要化学成分 (图2)。

5　网络药理学分析

5.1　石膏知母药对成分−靶点−疾病关系网络的构

建 Cyctoscape可视化分析得到活性成分−靶点−疾病

关系网络 (图 3), 共包含 169个节点, 蓝色和紫色节点

为活性成分, 粉色节点代表潜在的疾病治疗靶点, 黄色

节点代表知母和石膏潜在的共同疾病治疗靶点。以节

点大小表示 degree值大小, 其中 degree值排名靠前的

活性成分为芒果苷、异芒果苷、山柰酚、大黄素、香草

酸、苯甲酸, 这些可能是RG汤剂发挥解热作用的关键

活性物质。

5.2　发热核心靶点筛选结果及蛋白互作网络的构

建 通过 GeneCards、pharmGKB、OMIM 数据库获得

1 093个疾病靶点。经Venny分析得 188个交集靶点。

通过 Cytoscape 3.7.2对 RG 配伍的靶点蛋白进行蛋白

相互作用 (PPI) 分析 , 构建蛋白互作网络图 , 其中

degree、BC和CC均大于中位数的节点包括TNF、IL-6

和甘油醛 -3-磷酸脱氢酶 (glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase, GAPDH)、信号转导和转录激活因子 3 

(signal transducer and activator of transcription 3, STAT3)、

白蛋白 (albumin, ALB)、IL-1β、蛋白激酶 B (protein 

kinase B, AKT1) 等 26个靶点, 可能是RG发挥解热作

用的核心靶点 (图4)。

5.3　GO分析与KEGG富集分析 使用Metascape数

据库对活性成分和疾病的交集靶点进行GO与KEGG

分析, GO分析共显著富集了 1 008个GO条目, 其中生

物过程 (BP) 936 个 , 细胞成分 (CC) 34 个 , 分子功能 

(MF) 38个。根据基因比例值进行排名, 选取每个类别

中显著富集的前 10个进行可视化分析 (图 5)。GO富

集分析结果显示 , NO 生物合成的正向调控 (positive 

regulation of NO biosynthetic process)、神经炎症反应

的调控 (regulation of neuroinflammatory response)、脂

多糖介导的信号通路 (lipopolysaccharide-mediated sig‐

naling pathway)、活性氧的响应 (response to reactive 

oxygen species) 等生物过程和膜筏 (membrane raft)、黏

着斑 (focal adhesion)、核膜 (nuclear envelope) 等细胞

成分及细胞因子受体结合 (cytokine receptor binding)、

Table 3　Result of particle size (n = 3, x̄ ± s). PDI: Polydispersity index

Group
Gypsum

Rhizoma Anemarrhenae

RG

Decoction

Nano phase state

Decoction

Nano phase state

Decoction

Nano phase state

Particle size/nm
1 045.9 ± 18.8

482.6 ± 10.5

453.9 ± 9.7

328.1 ± 9.6

1 353.7 ± 13.8

410.0 ± 11.4

PDI
1.000 ± 0.005

0.712 ± 0.011

0.368 ± 0.008

0.248 ± 0.009

0.601 ± 0.013

0.314 ± 0.006

Table 2　The result of the physical parameter (n = 3, x̄ ± s). RG: Rhizoma Anemarrhenae-Gypsum

Group
Gypsum

Rhizoma Anemarrhenae

RG

Decoction

Nano phase state

Decoction

Nano phase state

Decoction

Nano phase state

Salinity/‰
1.32 ± 0.05

1.24 ± 0.03

1.39 ± 0.09

0.96 ± 0.04

1.64 ± 0.09

1.45 ± 0.05

Conductivity/s·cm-1

2.24 ± 0.07

1.61 ± 0.05

2.15 ± 0.06

1.57 ± 0.05

2.67 ± 0.09

2.13 ± 0.07

Stickiness /mPa·s
41.07 ± 1.42

28.71 ± 1.51

40.96 ± 2.17

33.87 ± 1.57

48.93 ± 2.19

45.78 ± 1.86

Surface tension/mN·m-1

72.75 ± 0.65

70.2 ± 0.62

71.25 ± 0.55

69.1 ± 0.45

76.57 ± 0.47

74.02 ± 0.61

Figure 1　 Transmission electron microscopy analysis. A: Nanophase of Rhizoma Anemarrhrnae-Gypsum (N-RG) group; B: Gypsum 

group; C: Rhizoma Anemarrhrnae group; D: RG group
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生长因子受体结合 (growth factor receptor binding)、一

氧化氮合酶调节活性 (NO synthase regulator activity)、

蛋白磷酸酶结合 (protein phosphatase binding) 等分子

功能都和解热抗炎通路相关。

KEGG 富集分析显示了 150 个显著富集的通路 , 

选取前 20个进行可视化, 相关基因主要富集于“EGFR

酪氨酸激酶抑制剂耐药信号通路”、“IL-17信号通路”、

“HIF-1 信号通路”和“PD-L1 在癌症中的表达和 PD-1

检查点通路”等 (图6)。

6　N-RG与RG汤剂的药效学评估结果

MG大鼠的 IL-1、IL-2、IL-6、IL-10、TNF-α和 IFN-γ

水平分别为 3.74 ± 0.19、179.09 ± 8.13、24.88 ± 1.56、

28.72 ± 2.98、34.68 ± 2.11、146.31 ± 12.61 pg·mL-1, 与

BG组相比有显著性差异 (P < 0.01), 说明发热模型成

功建立。另一方面 , N-RG 组和 RG 组与 MG 组比较 , 

除 IL-10外, N-RG 组和 RG 组血浆细胞因子水平明显

下降 (P < 0.01)。有研究表明[17,18], PEG2、cAMP和 NO

可介导内源性热原体温调节。本课题组的研究结果表

明 , MG 组下丘脑中的 PEG2、cAMP 和 NO 水平如下 : 

386 ± 6.6、56.17 ± 3.03 和 19.21 ± 2.2 pg·mL-1。与 BG

组相比, MG 组有显著性差异 (P < 0.01), 这表明大鼠

发烧与这些细胞因子在产热中发挥作用有关。与MG

组相比, N-RG和RG组大鼠下丘脑中的PEG2和NO水

平明显升高 (P < 0.01), 而 cAMP水平下降 (P < 0.01)。

这些结果表明 , N-RG 组与 RG 组具有相同的解热作

用 (图7)。

7　N-RG与RG汤剂的Western blot

采用Western blot法检测各组SD大鼠下丘脑蛋白

的含量。与 BG 组相比 , MG 组的 IL-1β、TRPV4、

NF-κB、TNF-α和HSP70表达水平明显升高 (P < 0.01), 

而RG组和N-RG组的 IL-1β、TRPV4、NF-κB和 TNF-α

的表达与 MG 组相比明显降低 (P < 0.01)。此外 , RG

Figure 2　 Comparison of the fingerprints of each component in the N-RG decoction and RG decoction. A: HPLC-UV standard 

chromatograms of mangiferin (5) and neomangiferin (3); B: HPLC-UV standard profiles for Rhizoma Anemarrhenae decoction; C: 

Nanophase of Rhizoma Anemarrhrnae decoction state phase HPLC-UV standard profile; D: HPLC-UV standard chromatogram of RG 

decoction; E: HPLC-UV standard chromatogram of N-RG decoction
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Figure 3　Active ingredient-intersecting target interaction network

Figure 4　Network diagram of PPI relationships for the 26 core targets
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组和N-RG组的HSP70表达水平较MG组相比显著上

升 (P < 0.01)。这表明RG和N-RG不但抑制促炎蛋白

的表达, 还上调保护蛋白的表达 (图8)。

8　 Real-time PCR 检测各实验组大鼠下丘脑中

mRNA表达结果

各实验组大鼠下丘脑中的 mRNA 表达如图 9 所

示。与 BG 组相比 , MG 组中 TNF-α、NF-κB、IL-1β和

TRPV4 这 4 个基因的 mRNA 表达均显著上调 (P < 

0.01)。在MG组中, TRPV4和HSP70的mRNA表达上

调, 表明在发热条件下促进了蛋白质的合成。在 RG

组和 N-RG 组中 , IL-1β、TRPV4、NF-κB 和 TNF-α的

mRNA 水平与 MG 组相比均显著下调。因此 , real-

time PCR证实 RG组和 N-RG组的基因表达在转录层

面受到了明显抑制。

Figure 5　GO analysis of biological process top 10 pathways (A), cellular component top 10 pathways (B), molecular function top 10 

pathways (C)
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讨论

石膏、知母配伍有明显的退热作用[19]。石膏退热

虽快但作用较弱且短暂, 知母退热虽缓但作用较强而

持久, 两种药合用退热效果显著[20]。同时, 知母和石膏

合用可减轻脂多糖诱导的发烧症状[21], 在欧洲国家也

被广泛使用。正如本课题组在先前研究中所讨论的, 

根据溶液分散系统将RG方剂分为真溶液相、纳米相, 

并研究了其解热作用。结果表明, N-RG 的解热效果

优于RG。在开发N-RG口服液或其他剂型时, 纳米相

态可能增强药物的稳定性和生物利用度, 有助于更好

地发挥其药理作用。

在此基础上, 本研究继续探讨方剂物理化学指标

对纳米相态形成的影响。N-RG溶液具有一定的盐度

值, 这是由于整个体系中含有一些电解质, 盐分的加入

可降低带电荷胶体粒子间相互作用势中的稳定能

垒[22]。此外 , 由于纳米聚集体的形成 , 所有的理化参

数, 包括盐度、电导率、粘度和表面张力等, 都与复方配

伍的合理性有关。

网络药理学分析揭示RG复方通过多靶点协同发

挥解热抗炎作用。关键靶点 TNF、IL-6 和 GAPDH 在

PPI网络中呈现高度连接性, 其中 TNF和 IL-6作为核

心炎症因子直接调控发热进程, GAPDH 则通过糖酵

解−凋亡−基因表达调控轴参与炎症级联反应。GO富

集分析显示其作用机制具有多层次协同特征: 生物过

程层面, 通过抑制LPS-TLR4、NF-κB和MAPK通路减

少 IL-6、TNF-α及 PGE2合成, 并调控 eNOS或 iNOS平

衡以缓解氧化应激损伤[23]; 细胞成分层面, 破坏膜筏或

小窝结构可阻断 TLR4 信号转导 , 而干预核膜 NF-κB

转位则抑制促炎基因表达[24-26]; 分子功能层面, 通过调

控炎症因子 (如 IL-1β、TNF-α) 与 IL-1R或TNF-R的结

合, 以及调节 PP2A磷酸酶活性, 形成对炎症信号的双

向调节网络[27]。KEGG富集分析显示相关基因主要富

集于“AGE-RAGE 信号通路”、“IL-17 信号通路”和

“HIF-1 信号通路”。“AGE-RAGE 通路”通过激活

Figure 6　KEGG analysis of top 20 pathways
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NF-κB 等转录因子 , 促进 TNF-α、IL-6 等促炎因子释

放, 加剧炎症反应[28,29]。抑制该通路可减少炎症因子

表达 , 从而发挥解热抗炎作用。IL-17 是促炎核心因

子 , 通过诱导中性粒细胞募集、抗菌肽分泌及放大

TNF-α、IL-6等炎症级联反应参与发热和炎症。HIF-1

在缺氧条件下激活, 调控VEGF等基因促进血管新生, 

改善组织缺血缺氧状态; 同时可调节糖代谢和炎症相

关基因 (IL-1β), 间接减轻炎症反应[30,31]。结合 GO 和

KEGG富集分析的结果, 进一步表明RG方剂与治疗发

热密切相关, 且与炎症有着不可分割的联系。

最后通过药效学实验验证RG的解热作用。N-RG

通过调控HSP70表达发挥双向调节作用: 发热状态下

HSP70升高维持细胞稳态, 同时通过抑制NF-κB活化

降低 IL-1β和 TNF-α表达。TRPV4 作为温度敏感通

道, 其表达抑制进一步证实了该配伍对热敏信号通路

的调控作用。Western blot 和 real-time PCR 结果验证

RG 和 N-RG 可显著下调 IL-1β、NF- κB、TNF- α 和

TRPV4的表达水平。通过RG和N-RG的理化性质和

药效学评价对比 , 发现 N-RG 的活性略优于 RG 的活

性。本课题组推测可能在非分离的原汤剂之中, 存在

大分子裹挟和阻碍 (糖类、淀粉、鞣质等), 使得某些解

热的药物活性成分包裹于囊团之中。虽然可能在长久

的给药过程中两者的累计释放效果差不多, 但在体内

缓慢吸收消化的过程中, 这些 RG汤剂中的大分子需

要被体液消化才能将有效物质释放出来, 因此以精简

给药量和优化药物剂型的未来考虑, 体积大幅精简而效

果显著的N-RG成为更好选择。如Lü等[6]发现白虎汤 

(含石膏、知母) 煎煮过程中形成的纳米颗粒 (100 nm) 

以新芒果苷为核心, 被大分子 (蛋白质、多糖) 包裹形

成稳定结构。分离后的纳米颗粒解热效果显著优于原

汤剂, 证明包裹态成分在原汤中释放受限, 验证了“高

分子包裹活性成分”的现象, 且分离后纳米颗粒生物利

用度更高。此外, 该复方的抗炎机制与代谢性疾病存

在深度关联。通过调节 IL-7 信号通路和 AGE-RAGE

信号通路, N-RG 汤剂可能在滑膜炎症或高血糖相关

疾病中具有潜在应用价值。AGE-RAGE 信号通路上

游机制中, 高血糖促进非酶糖基化生成AGEs, 并诱导

胰岛 β细胞或血管内皮 RAGE 过表达 ; 下游 AGEs-

Figure 7　Effects of RG, N-RG and PG treatment on fever and plasma levels of inflammatory cytokines in rats induced by dried yeast 

suspension. A: IL-1; B: IL-2; C: IL-6; D: IL-10; E: Interferon- γ (IFN- γ); F: TNF- α; G: Prostaglandin E2 (PGE2); H: Cyclic adenosine 

monophosphate (cAMP); I: Nitric oxide (NO). n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01
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RAGE结合激活NF-κB、MAPK通路, 驱动TNF-α、IL-6

释放及ROS生成, 通过 IRS-1丝氨酸磷酸化引发胰岛

素抵抗, 同时诱导 β细胞凋亡和血管病变, 形成“高血

糖−炎症−氧化应激”恶性循环[32]。IL-7信号通路上游

机制中, 滑膜成纤维细胞异常分泌 IL-7, 其受体 IL-7Rα

在滑膜中高表达; 下游通过 JAK-STAT 通路促进 T 细

胞 (尤其是 Th17、γδT细胞) 扩增并抑制调节性 T细胞

功能, 导致 IL-7、TNF-α等促炎因子过量分泌, 最终引

Figure 8　Effects of RG and N-RG on proteins in rats. A: IL-1β; B: TRPV4; C: NF-κB; D: TNF-α; E: HSP70; F: Western blot images of IL-

1β, TRPV4, NF-κB, TNF-α, HSP70 protein expression. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01

Figure 9　Effects of RG and N-RG on RT-PCR in rats. A: TNF-α; B: NF-κB; C: IL-1β; D: TRPV4; E: HSP70. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 

0.01
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发滑膜增生、骨质破坏及关节畸形[33,34]。这种跨疾病

通路的关联性凸显了中药复方“异病同治”的科学

内涵。

本研究分析并讨论了纳米相态的形成机制, 确定

了纳米相形成的关键因素。同时, 借助网络药理学并

通过 Western blot和 real-time PCR 方法, 研究了 N-RG

的解热作用机制。研究借助KEGG富集分析找出关键

通路, 并通过这些通路联系不同的疾病, 探索RG在其

他疾病中的应用。这将推动中药复方研究从单一症状

缓解向多维度机制调控转变, 为经典方剂的现代化应

用奠定理论基础。同时, 这种对 RG方剂中纳米聚集

体形成机制的阐明, 也将为中药炮制研究提供另一种

新思路。

作者贡献: 刘婷负责研究设计、实验; 郑伟负责数据处理
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缃与魏凯源负责网络药理学部分; 于淼与赵义军提供方法

优化。

利益冲突: 所有作者声明本文无利益冲突。

References

[1] Jin PP, Wang TX, Chang LP, et al. Analysis of medication 

patterns for ancient epidemic treatment based on data mining 

[C]// Proceedings of the 21st International Collateral Disease 

Conference (第二十一届国际络病学大会). Shanghai: China 

Association of Chinese Medicine, 2025: 351-363.

[2] Li C, Jin RH. Observation on the curative effect of Xiaochaihu 

Decoction and Baihu Decoction in the treatment of necrotizing 

lymphadenitis with heat toxin syndrome [J]. Mod J Integr Tradit 

Chin West Med (现代中西医结合杂志), 2025, 34: 652-656.

[3] Yang RM, Huo MM, Wang C, et al. MA Wenhui's experience in 

differentiation and treatment of Sjögren's syndrome from 

defense, Qi, nutrient, and blood [J]. World J Integr Tradit Chin 

West Med (世界中西医结合杂志), 2024, 19: 2155-2158.

[4] Guo YR, Zhang HM, Wang Z, et al. The application ideas of 

Baihu Decoction and its similar prescriptions in the differentia‐

tion and treatment of skin diseases [J]. West J Tradit Chin Med 

(西部中医药), 2025, 38: 21-24.

[5] Zhou J, Liu J, Lin D, et al. Boiling-induced nanoparticles and 

their constitutive proteins from Isatis indigotica Fort. root decoc‐

tion: Purification and identification [J]. J Tradit Complement 

Med, 2016, 7: 178-187.

[6] Lü S, Su H, Sun S, et al. Isolation and characterization of 

nanometre aggregates from a Bai-Hu-Tang decoction and their 

antipyretic effect [J]. Sci Rep, 2018, 8: 12209.

[7] Yuan GX, Zhang YJ, Dai HQ, et al. Effects of calcium and 

sodium ions on the zeta potential of pulp [J]. J Nanjing For Univ 

(Nat Sci Ed) [南京林业大学学报 (自然科学版)], 2011, 35: 

119-123.

[8] Jiang LQ, Gao L. Effect of Tiron adsorption on the colloidal 

stability of nano-sized alumina suspension [J]. Mater Chem 

Phys, 2003, 80: 157-161.

[9] Yang SW, Yin XZ, Liu XH, et al. Synthesis of organic-inorganic 

ionic nanoparticle and its applications in polymer matrix [J]. 

Mater Rep (材料导报), 2015, 29: 52-56.

[10] Ke L, Zhou J, Lu W, et al. The power of soups: Super-hero or 

team-work? [J]. Trends Food Sci Technol, 2011, 22: 492-497.

[11] Wang Q, Guo XM, Ni QK, et al. Challenges in the study of self-

assembled aggregates in decoction of traditional Chinese 

medicine: A preliminary review [J]. Acta Pharm Sin (药学学报), 

2024, 59: 94-104.

[12] Lv P, Li X, Cai BC. Study on effect of gypsum and Baihu 

Decoction on reducing fever and the Na/Ca ratio in sera of 

febrile rats induced by dried yeast [J]. Mod Tradit Chin Med 

Mater Med-World Sci Technol (世界科学技术−中医药现代化), 

2010, 12: 387-389.

[13] Yu Z, Yang F, Dai S, et al. Structure and dynamics of polymeric 

canopies in nanoscale ionic materials: An electrical double layer 

perspective [J]. Sci Rep, 2018, 8: 5191.

[14] Smolinska-Kempisty K, Guerreiro A, Canfarotta F, et al. A com‐

parison of the performance of molecularly imprinted polymer 

nanoparticles for small molecule targets and antibodies in the 

ELISA format [J]. Sci Rep, 2016, 6: 37638.

[15] Defrates K, Markiewicz T, Gallo P, et al. Protein polymer-based 

nanoparticles: Fabrication and medical applications [J]. Int J Mol 

Sci, 2018, 19: 1717.

[16] Liu T. Analysis of Multi-component Nano-Phase State in Baihu 

Decoction Based on the Drug Property Transfer Hypothesis of 

Traditional Chinese Medicine and Its Correlation with the 

Legislative Intention and Efficacy of the Original Prescription I 

(基于中药药剂复方药性传递假说的白虎汤液中多成分纳米

相态解析及其与原方立法意图和功效相关性研究 I) [D]. 

Heilongjiang: Heilongjiang University of Chinese Medicine, 2018.

[17] Liang S, Sun J, Luo Y, et al. cAMP is a promising regulatory 

molecule for plant adaptation to heat stress [J]. Life (Basel), 

2022, 12: 885.

[18] Uyanga VA, Zhao J, Wang X, et al. Dietary L-citrulline 

influences body temperature and inflammatory responses during 

nitric oxide synthase inhibition and endotoxin challenge in 

chickens [J]. Stress, 2022, 25: 74-86.

[19] Tang ZH, Wang YD, Qu Y. Analysis on application of 

Anemarrhenae Rhizoma compatibility in classical prescriptions 

[J]. J Basic Chin Med (中国中医基础医学杂志), 2022, 28: 952-954.

[20] Hao YY. Discussion on the compatibility of gypsum [J]. Chin 

Med Mod Distance Educ China (中国中医药现代远程教育), 

2019, 17: 52-54.

[21] Jia LL, Li R, Ma J, et al. Effects of Bai-Hu Decoction on fever 

induced by lipopolysaccharide [J]. Kaohsiung J Med Sci, 2013, 

·· 1210



刘 婷等: “知母−石膏”中纳米相态的形成理论及基于网络药理学和实验验证探究其解热机制

29: 128-132.

[22] Mezzenga R, Schurtenberger P, Burbidge A, et al. Understanding 

foods as soft materials [J]. Nat Mater, 2005, 4: 729-740.

[23] Yu L, Chen C, He LF, et al. The role of NF- κB and STAT3 

signaling pathways in the treatment of ischemic brain injury by 

kaempferol glucoside [J]. Chin J Pharmacol Toxicol (中国药理

学与毒理学杂志), 2012, 26: 422-423.

[24] Ji S, Peng Y, Liu J, et al. Human adipose tissue-derived stem cell 

extracellular vesicles attenuate ocular hypertension-induced 

retinal ganglion cell damage by inhibiting microglia- TLR4/

MAPK/NF- κB proinflammatory cascade signaling [J]. Acta 

Neuropathol Commun, 2024, 12: 44.

[25] Jia D, Wang Q, Qi Y, et al. Microbial metabolite enhances 

immunotherapy efficacy by modulating T cell stemness in pan-

cancer [J]. Cell, 2024, 187: 1651-1665.

[26] Zhu H, Liu J, Zhou J, et al. Notopterygium incisum roots extract 

(NRE) alleviates neuroinflammation pathology in Alzheimer's 

disease through TLR4-NF- κB pathway [J]. J Ethnopharmacol, 

2024, 335: 118651.

[27] Xu W, Hua Z, Wang Y, et al. AMBRA1 promotes intestinal 

inflammation by antagonizing PP4R1/PP4c mediated IKK 

dephosphorylation in an autophagy-independent manner [J]. Cell 

Death Differ, 2024, 31: 618-634.

[28] Cheng JF, Dai CT, Wu GY, et al. The effects of AGEs-RAGE/

NF- κB pathway and protection of rhodiola on organs of mice 

with chronic intermittent hypoxia [J]. Guangdong Med J (广东医

学), 2020, 41: 2071-2079.

[29] Zhuang GD, Deng SM, Chen MD, et al. Huang-Lian-Jie-Du 

Decoction alleviates diabetic encephalopathy by regulating 

inflammation and pyroptosis via suppression of AGEs/RAGE/

NF-κB pathways [J]. J Ethnopharmacol, 2024, 337: 118787.

[30] Luo Z, Tian M, Yang G, et al. Hypoxia signaling in human 

health and diseases: Implications and prospects for therapeutics 

[J]. Signal Transduct Target Ther, 2022, 7: 218.

[31] Ye YX, Chen L, Zhou ZZ, et al. Research progress on effect of 

hypoxia inducible factor-1 on angiogenesis in diabetic patients 

[J]. China Med (中国医药), 2021, 16: 1431-1435.

[32] Wang L, Li JH. AGEs-RAGE signaling pathway in diabetic 

refractory wounds [J]. Chin J Burns Wounds Surf Ulcers (中国烧

伤创疡杂志), 2015, 27: 406-409.

[33] Shen ZJ, Mao JH, Xu G, et al. Effect of interleukin-7 on the 

differentiation of macrophages into osteoclasts [J]. Chin J Tradit 

Med Traumatol (中国中医骨伤科杂志), 2019, 27: 6-9, 14.

[34] Zhao F, Hu Z, Li G, et al. Angiogenesis in rheumatoid arthritis: 

Pathological characterization, pathogenic mechanisms, and nano-

targeted therapeutic strategies [J]. Bioact Mater, 2025, 50: 603-639.

·· 1211


