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昆仙胶囊通过矫正“免疫-炎症”失衡网络有效干预糖尿病肾病的潜

能及其分子机制研究
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摘要: 药物重定位为现有药物提供了新的临床适应症。机体的“免疫-炎症”调节失衡是糖尿病肾病发生、发展

的重要因素之一。中成药昆仙胶囊具有显著的抗炎和免疫调节作用, 且有少量临床证据表明, 该药具有缓解糖尿病

肾病的潜能, 但其作用机制尚不明确。因此, 本研究整合“疾病基因-药物靶标-生物通路-功能模块”多层次关联网

络分析及体内、体外实验验证, 探究昆仙胶囊治疗糖尿病肾病的药理作用及其分子机制。实验方案经中国中医科学

院实验动物福利与伦理委员会审查, 符合实验动物福利与伦理相关规定。网络分析结果表明, 昆仙胶囊干预糖尿病

肾病的候选网络靶标可显著参与调节机体免疫-炎症反应、缓解肾脏基底膜病变、调节肾脏血液流变学异常、调节机

体能量代谢和各类激素代谢的功能模块, 且参与PI3K/AKT/NF-κB通路的网络靶标数目最多。进一步的体内、体外

实验验证表明, 昆仙胶囊灌胃给药可有效降低糖尿病肾病大鼠的血糖并改善胰岛素抵抗、降低血脂水平、抑制肾脏

细胞外基质蛋白的生成和肾脏炎症、改善肾脏功能及病理损伤, 并能够有效抑制 PI3K/AKT/NF-κB/TNF-α/IL-1β通

路的活性。可见, 昆仙胶囊具有通过调节机体“免疫-炎症”失衡而缓解糖尿病肾病的潜能。
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Abstract: Drug repositioning provides new clinical indications for existing drugs. The imbalance between

body's "immune-inflammation" regulation is one of the important factors in the occurrence and development of

diabetic nephropathy (DN). Chinese patent medicine Kunxian capsule is clinically used for treating rheumatoid

arthritis with satisfying immune-modulatory and anti-inflammatory actions. Notably, accumulating clinical evidence

based on small cohorts had shown that Kunxian capsule may be used to treat DN. But the underlying pharmacological

mechanisms remain unclear. Therefore, this study integrated "drug target-disease gene-biological pathway-function

module" multi-level associated network analysis, and in vivo and in vitro experiments, to verify the pharmacological

effects of Kunxian capsules in DN and to elucidate its molecular mechanisms. The experimental protocol was reviewed

by the Laboratory Animal Welfare and Ethics Committee of China Academy of Chinese Medical Sciences, and it

complies with the relevant regulations on laboratory animal welfare and ethics. As a result, the network analysis
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showed that the candidate targets of Kunxian capsule against DN were significantly involved into various functional

modules which were related to modulation of immune-inflammation system, basement membrane lesion, abnormal

hemorheology, energy metabolism and hormone metabolism, and the number of targets enriched by PI3K/AKT/NF-κB

pathway is the largest. In addition, both in vivo and in vitro experiments demonstrated that Kunxian capsule by gavage

effectively reduced blood glucose, improved insulin resistance, reduced blood lipid, inhibited renal extracellular

matrix protein production and renal inflammation, improved renal function and pathological damages, and inhibited

the activity of PI3K/AKT/NF-κB/TNF-α/IL-1β pathway in diabetic nephropathy rats. Collectively, these findings

suggest the therapeutic potentials of Kunxian capsule to alleviate DN by regulating the imbalance of immune-inflam‐

mation system.

Key words: diabetic nephropathy; Kunxian capsule; imbalance of immune-inflammation system; network

pharmacology; PI3K/AKT/NF-кB

糖尿病肾病 (diabetic nephropathy, DN) 是糖尿病

患者并发的慢性肾病, 也是糖尿病最常见和最严重的慢

性并发症之一。研究表明, 25%～40%的1型糖尿病患

者和5%～40%的2型糖尿病患者最终会发展为糖尿病

肾病[1]。现如今, 糖尿病肾病已成为世界范围内引起终

末期肾病的主要原因。不同于其他终末期肾病患者, 晚

期糖尿病肾病患者即使接受肾脏移植也存在着高复发

的风险和较差的愈后性[2]。目前对糖尿病患者的管理

侧重于严格的血糖控制、抗高血压以及降脂治疗。然

而, 这些干预措施并不能阻止大部分患者慢性肾病的进

展[3]。因此, 开发新的治疗药物则显得尤为重要。

昆仙胶囊 (Kunxian capsules, KXC) 由昆明山海

棠、淫羊藿、枸杞子、菟丝子 4味中药组成, 是国家“九

五”科技攻关项目成果转化中的中药 6类新药, 主治类

风湿关节炎属风湿痹阻兼肾虚证[4,5]。传统中医理论

认为, 糖尿病肾病以虚、瘀、浊为基本病机, 虚是以气虚

为主, 瘀为络脉瘀滞, 浊为浊毒内蕴。三者互相影响,

兼见而致病。治法主要为化瘀通络、补虚、加强浊毒的

代谢[6]。鉴于昆仙胶囊的功能主治与糖尿病肾病病机

相吻合, 应用昆仙胶囊治疗糖尿病肾病的小样本临床

试验业已见报道[7-9]。

目前, 昆仙胶囊在糖尿病肾病方面的报道仅限于

临床疗效分析, 缺乏对其药理作用及机制的研究。因

此, 本研究整合“疾病基因-药物靶标-生物通路-功能

模块”多层次关联网络分析及体内外实验验证, 研究昆

仙胶囊治疗糖尿病肾病的药理作用及其分子机制, 从

而为该药在治疗糖尿病肾病临床适应症的拓展提供可

能性和生物学依据。

材料与方法

昆仙胶囊候选靶标谱的预测及其生物功能挖掘

利用ETCM (www.tcmip.cn/ETCM/) 数据库收集昆仙胶

囊中4味中药 (昆明山海棠、淫羊藿、菟丝子、枸杞子) 的

化学成分谱, 并利用TCMIP v2.0平台 (www.tcmip.cn/)

“化合物靶标预测工具”获得其候选靶标基因集 (可靠

性参数 > 0.8) [10]。进一步 , 采用富集算法 , 根据 GO

(gene ontology) 数据库和 KEGG 通路数据库 , 挖掘昆

仙胶囊候选靶标谱显著参与的功能信息 (P < 0.05且

Benjamini校正P < 0.05)。

糖尿病肾病相关基因集的收集和整理 利用

HPO (hpo.jax.org) 和 DisGeNet (www.disgenet.org) 等

疾病数据库收集糖尿病肾病相关的症状表型并提取其

所对应的基因集; 利用DrugBank (www.drugbank.com)

数据库收集已知用于治疗糖尿病肾病的药物信息, 并

提取其相关靶标的基因集; 将上述两个基因集整合去

冗余后, 得到糖尿病肾病相关基因集。

“昆仙胶囊候选靶标-糖尿病肾病相关基因”互作

网络的建立 利用 String 数据库 (Search Tool for

Known and Predicted Protein-Protein Interactions,http://

string-db.org/, version: 10.0) 中的生物分子间相互作用

信息, 提取昆仙胶囊候选靶标及糖尿病肾病相关基因

之间的互作关联性, 进而构建“疾病基因-药物靶标”相

互作用网络 , 经度值 (degree)、介数中心性 (between‐

ness centrality)、接近中心性 (closeness centrality) 的网

络拓扑特征值计算, 筛选出昆仙胶囊干预糖尿病肾病

的核心靶标 (靶标依据上述 3个参数排序后, 以中位数

为卡值, 选择同时大于这3个指标中位数的靶标), 并对

核心靶标的功能进行富集分析 (显著性标准: P < 0.05

且Benjamini校正P < 0.05), 挖掘昆仙胶囊干预糖尿病

肾病核心靶标的生物学功能。

药品与试剂 昆仙胶囊 (广州白云山陈李济药厂

有限公司, Z20060267); 二甲双胍 (metformin, MET; 中

美上海施贵宝制药有限公司 , H20023370); 达格列净

(dapagliflozin, DAP; 美国阿斯利康公司 , J20170040);

链脲佐菌素 (美国 Sigma-Aldrich公司); 胰岛素、C-肽、

糖化血红蛋白、血清总胆固醇 (TC)、甘油三酯 (TG)、低
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密度脂蛋白 (LDL-C)、高密度脂蛋白 (HDL-C)、I型胶

原(collagen I, CO I)、纤维黏连蛋白 (fibronectin, FN)、

白介素1β (interleukin-1β, IL-1β)、肿瘤坏死因子α (tumor

necrosis factor α, TNF-α) ELISA试剂盒 (上海酶联生物

科技有限公司); PBS缓冲液、枸橼酸盐缓冲液 (博士德

生物工程有限公司); 苏木素染色液、伊红染液 (醇溶)、

苏木素分色液、苏木素返蓝液、DAB显色试剂盒 (武汉

赛维尔生物科技有限公司); 中性树胶 (广东光华科技

股份有限公司); 即用型Ultra Sensitive SP超敏试剂盒

(兔、鼠、羊; 迈新生物技术有限公司); Ⅰ型胶原多克隆

抗体、纤维黏连蛋白多克隆抗体 (武汉贝茵莱生物科

技有限公司); 全蛋白提取试剂盒 (强)、BCA蛋白浓度

测定试剂盒 (北京索莱宝科技有限公司); DMEM低糖

培养基、DMEM高糖培养基、胎牛血清 (FBS)、青霉素/

链霉素、胰酶 (美国 Sigma-Aldrich公司); 磷酯酰肌醇-

3-激酶 (phosphatidylinositol 3 kinase, PI3K); 磷酸化磷

酯酰肌醇-3-激酶 (phosphorylation-phosphatidylinositol

3 kinase, p-PI3K); 蛋白激酶B (protein kinase B, AKT);

磷酸化蛋白激酶 B (phosphorylation-protein kinase B,

p-AKT); 核转录因子 κB [nuclear factor kappa B, NF-кB

(p65)]; 磷酸化核转录因子 κB [phosphorylation-nuclear

factor kappa B, p-NF-кB (p65)]; β-actin (美国Abcam公

司); 羊抗兔 IgG HRP、兔抗大鼠 IgG HRP、HRP-兔抗山

羊 IgG (美国Proteintech公司)。

仪器 脱水机、石蜡包埋机 (武汉俊杰电子有限公

司); 切片机 (上海莱卡仪器有限公司); 组织摊片机 (浙

江省金华市科迪仪器设备有限公司); 鼓风干燥箱 (上

海一恒科学仪器有限公司); 摇床、涡旋混匀器 (其林贝

尔仪器制造有限公司); 低温离心机 [艾本德 (中国) 有

限公司]; 全波长酶标仪 [赛默飞世尔科技 (中国) 有限

公司]; 凝胶成像系统 (上海天能科技有限公司)。

动物饲养及分组 雄性Sprague-Dawley (SD) 大鼠

32只, 体重 (200 ± 10) g, 购自广东省医学实验动物中

心 (生产许可证编号: SCXK2013-0002, 中国广州)。所

有大鼠均在无特定病原体的条件下饲养, 在实验之前,

所有大鼠适应环境饲养 1周。所有动物实验均符合中

国中医科学院伦理委员会的规定 (IACUC-G16045)。

糖尿病肾病模型的建立: 随机选 8只作为正常组,

正常组采用普通饲料饲养, 剩余 24只采用高脂饲料饲

养; 4周后, 高脂饲料饲养的 24只腹腔注射 35 mg·kg-1

链脲佐菌素 (溶于 0.1 mol·L-1柠檬酸缓冲液中, pH 值

为 4.5, 浓度 1%), 正常组腹腔注射等量柠檬酸缓冲液。

注射链脲佐菌素 1 周后, 将血糖 > 11.1 mmol·L-1的成

模大鼠随机分成模型组、昆仙胶囊组 (480 mg·kg-1, 临

床等效剂量的 3倍)、二甲双胍组 (135 mg·kg-1, 临床等

效剂量的 1倍)。各给药组均连续灌胃 4周, 每日 1次。

正常组和模型组给予等体积生理盐水。给药期间, 模

型组及给药组大鼠全程高脂饮食, 自由饮水。糖尿病

肾病模型大鼠的死亡率约为20%。

细胞培养及分组 人近端肾小管上皮细胞HK-2

(中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库) 置于

37 ℃、5% CO2培养箱中采用DMEM低糖培养基培养。

高糖模型的建立: 取处于指数生长期的细胞用胰

蛋白酶消化, 将细胞按 1.5×105个/孔的密度加入 6孔板

中, 用无血清低糖DMEM培养基同步化 24 h。随机将

HK-2 细胞分正常组、高糖模型组、高糖+昆仙胶囊组

(10和 50 μg·mL-1)、高糖+达格列净组 (10 μmol·L-1), 其

中高糖组加入高糖培养基 (葡萄糖终浓度为30 mmol·L-1),

置于37 ℃、5% CO2培养箱中培养48 h。

生化指标检测 采用ELISA法检测大鼠血清、尿

液及细胞培养液中生化指标。造模成功后, 每周定时

测量大鼠的体重、血糖、尿量。每周采血 1次, 检测胰

岛素、C-肽和糖化血红蛋白的水平; 实验在第 9周结束

时, 大鼠禁食 12 h, 代谢笼收集大鼠尿液, 检测尿微量

白蛋白、肌酐的水平 ; 采集大鼠血清 , 检测 TC、TG、

LDL-C、HDL-C的水平及 IL-1β、TNF-α的水平; 收集细

胞培养液, 检测 IL-1β和 TNF-α的水平, 以及 I型胶原

和纤维黏连蛋白的水平, 以上所有检测流程均按生产

厂家说明书进行。

HE 染色 取大鼠肾组织用 10% 福尔马林固定 ,

按照常规操作流程制得石蜡切片, 脱蜡复水后采用苏

木精-伊红染色方法观察肾组织的病理学变化。所有

切片均在光学显微镜下观察。

免疫组化 通过检测 I型胶原和纤维黏连蛋白观察

糖尿病肾病造成的细胞外基质 (ECM) 的病变, 并进一步

利用免疫组织化学染色法进行定位。具体操作如下: 取

各组大鼠肾组织石蜡切片按常规流程处理后与 I型胶原

(1∶800) 和纤维黏连蛋白 (1∶800) 抗体在4 ℃孵育过夜。

洗涤后, 将切片与试剂盒中的二抗孵育, 室温下放置

30 min后显色、复染、封片, 于光学显微镜下观察并拍照,

并用 Image-Pro Plus6.0软件对结果进行分析。

Western blot 采用Western blot法分析昆仙胶囊

对 PI3K/AKT/NF-κB通路相关蛋白的调控作用。大鼠

肾脏组织和HK-2细胞按上述造模方法处理后, 用RIPA

裂解液冰上裂解30 min, 4 ℃、12 000 r·min-1离心15 min。

用BCA试剂盒检测各组蛋白浓度后电泳分离蛋白, 湿

转法将蛋白转移至PVDF膜上。使用 10%脱脂牛奶封

闭 30 min, 加一抗置 4 ℃冰箱孵育过夜 , TBST 洗涤

2 次, 每次 15 min, 加入二抗孵育 1 h, TBST 洗涤 3 次,

每次 10 min, 用 ECL 发光液检测免疫反应蛋白条带。
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蛋白质相对表达量使用 Image J软件分析。

免疫荧光 利用免疫荧光法分析NF-κB (p65) 的核

转。取各组大鼠肾组织石蜡切片, 脱蜡后, 用枸橼酸盐缓

冲液 (pH 6.0) 进行抗原修复, 用含0.05% TritonX-100和

10%山羊血清的PBS封闭, 然后与1∶100稀释的NF-κB

和p-NF-κB抗体4 ℃孵育过夜; 切片洗净后二抗孵育, 在

室温避光45 min, 充分清洗后使用DAPI染色。切片在

荧光显微镜下观察, 结果用 Image J软件进行分析。

统计学分析 本研究所有实验均重复进行3次。使

用GraphPad Prism 8.0软件进行统计分析。数据用均值 ±

标准差表示, 用单因素ANOVA分析组间差异, P < 0.05、

P < 0.01、P < 0.001均代表组间差异具有统计学意义。

结果

1 昆仙胶囊具有干预糖尿病肾病的潜能

利用TCMIP v2.0平台的“化合物靶标预测工具”,

共获得 1 080个昆仙胶囊候选靶标基因。依据 GO数

据库和KEGG通路数据库进行富集分析, 结果表明, 昆

仙胶囊候选靶标直接作用于 2型糖尿病相关通路、胰

岛素信号通路和肾病相关通路。从功能模块来看, 昆仙

胶囊候选靶标参与机体各种物质代谢、能量合成与分

解以及激素合成和代谢相关最显著的功能模块, 包括

ABC转运蛋白、脂肪细胞因子、丙氨酸等; 其次是与机

体神经系统调节相关的功能模块, 包括神经活性配体-

受体相互作用、钙通路、长时程增强等; 再次是与心血

管系统调节相关的功能模块, 包括血管内皮生长因子、

醛固酮调节的钠重吸收、血管平滑肌收缩等; 最后是与

机体免疫系统调节相关的功能模块, 包括 Fc RI复合

物、B细胞传导等, 以及细胞功能相关的功能模块, 包

括丝裂原活化蛋白激酶信号通路、细胞凋亡等 (图1)。

2 昆仙胶囊主要通过调节“免疫-炎症”失衡干预糖尿

病肾病

通过数据库收集整合, 共得到 3 472个糖尿病肾病

相关基因, 其中有 562个是昆仙胶囊的候选靶标。进

Figure 1 Enrichment analysis shows that Kunxian capsule (KXC) has the potentials to treat diabetic nephropathy (DN). A: Number of

putative targets of KXC involved into different functional modules; B: Different color bubbles represent different functional modules, and

the different sizes with the same color represent the number of targets involved into the functional module; C: The top three pathways

involved into each functional module
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一步构建“疾病基因-药物靶标”相互作用网络, 共包含

3 246个基因节点和 25 992条边。经网络拓扑特征值

计算, 筛选出 1 212个核心节点, 其中, 366个是昆仙胶

囊干预糖尿病肾病的核心靶标。生物功能富集分析结

果显示昆仙胶囊干预糖尿病肾病的核心靶标主要通过

5个功能模块, 分别是调节机体免疫-炎症反应、缓解

肾脏基底膜病变、调节肾脏血液流变学异常、调节机体

能量代谢和各类激素代谢 (图 2), 其中参与“免疫-炎

症”失衡调节的核心靶标最多。接下来, 本研究拟利用

糖尿病肾病动物模型和细胞模型, 系统评价昆仙胶囊

的干预药效及作用机制。

3 昆仙胶囊可有效改善糖尿病肾病大鼠的生理功能

紊乱和代谢异常, 并减轻肾脏病理损伤

与正常对照组相比, 糖尿病肾病大鼠的体重显著

降低, 而尿量和血糖水平明显上升; 昆仙胶囊给药 4周

后, 上述指标均有显著改善 (图 3A～C); 糖尿病肾病模

型大鼠的胰岛素、C-肽、糖化血红蛋白水平在 6～9周

内均显著升高, 经昆仙胶囊干预后均恢复正常 (图3D～

F); 脂质代谢方面, 经昆仙胶囊治疗后显著降低了糖尿

病肾病大鼠血清中TC、TG、LDL-C水平, 而HDL-C水

平则显著升高 (图 3G～J)。肾功能调节方面, 糖尿病

肾病大鼠的尿微量白蛋白、肌酐及尿微量白蛋白与

肌酐的比值 (UACR) 均显著升高, 同时肾脏指数也显

著升高; 经昆仙胶囊干预后上述指标均显著下降 (图

3K～N)。

HE染色结果显示, 模型组大鼠肾小体呈分叶状,

肾小球血管萎缩严重 (蓝色箭头), 系膜基质明显增多

(绿色箭头), 肾小管上皮细胞体积增大, 胞浆出现空泡

样变性 (红色箭头), 小管间质发生炎性浸润和细胞增

生 (黄色箭头); 而昆仙胶囊组大鼠肾小体呈轻微分叶

状, 肾小管空泡样变性程度较轻 (红色箭头), 系膜基质

增多较少 (绿色箭头); 二甲双胍组大鼠肾组织病理变

化与昆仙胶囊组无明显差异 (图 4A)。免疫组化结果

表明, ECM的病理改变标志物 I型胶原和纤维黏连蛋白

的水平在糖尿病肾病模型大鼠肾组织中显著升高, 昆仙

胶囊干预则可以显著降低上述异常表达 (图4B～D)。

4 昆仙胶囊通过调节由PI3K/AKT/NF-κB通路介导

的“免疫-炎症”失衡环节干预糖尿病肾病

经ELISA检测, 糖尿病肾病模型大鼠血清中 IL-1β

和TNF-α的含量显著升高, 经昆仙胶囊干预后被显著降

低 (图5A、B); Western blot结果显示, 糖尿病肾病模型大

鼠肾组织 (图 5C～E) 中的 p-PI3K、p-AKT、p-NF-κB 水

平以及 p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT、p-NF-κB/NF-κB 比

值均显著升高; 昆仙胶囊则显著降低p-PI3K、p-AKT和

p-NF-κB蛋白的表达水平及磷酸化蛋白与总蛋白的比值。

同样, 昆仙胶囊对上述指标及 I 型胶原和纤维黏连蛋

Figure 2 Enriched functional modules of KXC intervention in DN based on the "drug-disease" interaction network

·· 379



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(2): 375 −384

白的水平的干预效果在体外高糖诱导的HK-2细胞模

型中也得到了验证 (图 6A～G)。免疫荧光结果显示,

在糖尿病肾病模型大鼠肾组织中, NF-κB (p65) 转移到

细胞核中的数量显著升高, 而这种情况在灌胃昆仙胶

囊4周后发生了逆转 (图7A、B)。

讨论

药物重定位为现有药物提供了新的临床适应症,

与开发新药相比, 成本和风险更低。随着研究的深入,

越来越多的证据表明,“免疫-炎症”失衡环节在糖尿病

肾病的发生和发展中起着重要作用, 持续的微炎症和

随后的 ECM 扩张是诱发糖尿病肾病的重要原因[11]。

然而, 糖尿病肾病的临床治疗尚以控制血糖、血压为

主, 暂无从抗炎-免疫角度治疗其的有效药物。本研究

采用生物分子网络挖掘及实验验证相结合的方法, 考

察昆仙胶囊通过调节“免疫-炎症”失衡网络发挥治疗

糖尿病肾病的潜能。通过药物候选靶标谱的预测及功

能富集分析发现, 昆仙胶囊的候选靶标显著参与多条

糖尿病和肾病相关通路, 初步表明该品种具有缓解糖

尿病肾病的潜能。进一步, 通过“疾病基因-药物靶标”

互作网络构建和功能挖掘发现 , PI3K/AKT/NF-κB 通

路介导的“免疫-炎症”失衡网络模块可能是昆仙胶囊

有效干预糖尿病肾病的核心环节。

高血糖被认为是触发和维持多个信号通路活性的

主要致病因素, 并且是糖尿病肾病进展为终末期肾病

的主要诱因, 因此疾病早期对血糖的控制至关重要。

糖化血红蛋白作为糖尿病患者血糖控制的金标准, 可

以反映患者长期血糖的稳定状态[12]。本研究发现昆仙

Figure 3 Effects of KXC on biochemical indexes, lipid metabolism and liver function in DN rats of different groups (n = 32). Changes of

body weight (A), urine volume (B), blood glucose (C) in 9 weeks. Changes of insulin (INS) (D), c peptide (C-P) (E), glycated hemoglobin

(GHb) (F) in 6-9 weeks. Changes of lipid metabolism (G-J) and liver function (K-N). Data were represented as
-
x ± s from three indepen‐

dent experiments. #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs the CON group; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs the MOD group
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胶囊经 480 mg·kg-1灌胃给药 4周后可显著降低糖尿病

肾病大鼠异常升高的血糖及糖化血红蛋白, 显著降低

模型组异常升高的胰岛素及C肽水平, 改善胰岛素抵

抗, 相关结果与文献报道的研究结果一致[13]。已知血

脂紊乱、脂质代谢的变化与糖尿病肾病的发生发展密

切相关[14]。因此, 本研究采用ELISA法进行检测, 相关

研究结果表明, 昆仙胶囊可显著逆转糖尿病肾病导致

的TC、TG、LDL-C升高和HDL-C降低, 有效降低模型

Figure 4 Effects of KXC on the histological changes of kidney in DN rats of different groups (n = 32). A: Boxes represent the area with

typical pathological changes (scale bar: 200×: 100 μm; 400×: 50 μm); B-D: Localizations and immunoreactive scores of collagen I (CO I)

and fibronectin (FN) proteins in kidney tissues of DN rats examined by immunohistochemistry (scale bar: 50 μm). Data were represented as
-
x ± s from three independent experiments. ###P < 0.001 vs the CON group; ***P < 0.001 vs the MOD group

Figure 5 Expression of interleukin-1β (IL-1β, A) and tumor necrosis factor α (TNF-α, B) in serum of DN rats. Expression of phosphati‐

dylinositol 3 kinase (PI3K), protein kinase B (AKT), nuclear factor kappa B (NF-κB), and phosphorylation-phosphatidylinositol 3 kinase

(p-PI3K), phosphorylation-protein kinase B (p-AKT) and phosphorylation-nuclear factor kappa B (p-NF-κB) proteins in kidney tissues of

DN rats (C-E) (n = 32). Data were represented as
-
x ± s from three independent experiments. ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs the CON group; *P <

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs the MOD group
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大鼠的血脂水平。糖尿病肾病中肾脏功能会受损并发

生病理损伤, 其形态学异常包括早期肾小球肥大、肾小

球基底膜增厚、足细胞减少、系膜基质扩张和肾小管损

伤, 在晚期, 进一步发展为肾小球硬化和肾小管间质纤

维化[15]。HE染色分析结果显示, 昆仙胶囊干预可逆转

糖尿病肾病大鼠肾脏的形态学改变, 同时也能明显改

善肾脏指数、尿微量白蛋白、肌酐和尿微量白蛋白与肌

酐比值等肾功能指标。已有肾脏活检分析表明, 炎症

细胞存在于糖尿病肾病的所有病理阶级 (I～IV) 的肾

小球及其间质中, 并进一步导致肾小球粥样硬化、管状

萎缩和间质纤维化[16]。本研究通过 ELISA检查发现,

昆仙胶囊经 480 mg·kg-1灌胃给药 4周后可显著降低糖

尿病肾病大鼠肾组织及细胞中 IL-1β和TNF-α的蛋白

表达水平, 以及ECM积聚标志物 I型胶原和纤维黏连

蛋白的水平, 阻止肾组织向纤维化的发展。

PI3K/AKT/NF-κB通路在多种疾病的炎症反应中

起着关键的调节作用[17-19]。有研究表明, 长链非编码

RNA牛磺酸上调基因可通过抑制PI3K/AKT通路来抑

制系膜细胞的增殖和细胞外基质的积累。芒果苷可以

通过 PI3K/AKT通路降低转化生长因子-β介导的 I型

胶原、纤维黏连蛋白和α-平滑肌肌动蛋白的升高, 从而

抑制肾间质纤维化。转录因子NF-κB同样在糖尿病肾

病的发病机制中起着重要的作用。在稳态条件下 ,

NF-κB存在于细胞质中, 并与其抑制蛋白 (inhibitor of

NF-κB, IκB) 结合; 然而, IκB激酶的活化导致 IκB的磷

酸化、泛素化和降解, NF-κB从抑制单元中释放出来,

移位到细胞核中, 从而促进了一系列促炎基因的表达

(细胞因子、趋化因子、白细胞黏附分子、免疫受体、细

胞配体和生长因子)[20]。更有研究表明, 蛋白尿本身就

是NF-κB的重要激活物, 也是肾小管上皮细胞的重要

促炎刺激因子[21]。本研究通过对“疾病基因-药物靶

标”网络进行分析发现, 昆仙胶囊治疗糖尿病肾病的网

络靶标被显著富集到 PI3K/AKT/NF-κB 通路, 提示该

通路可能是昆仙胶囊有效干预糖尿病肾病中“免疫-炎

症”失衡的关键通路。进一步的体内外实验验证发现,

昆仙胶囊显著抑制了 PI3K/AKT通路及NF-κB的核转

位, 并减少下游细胞因子 IL-1β和TNF-α的释放, 从而

缓解肾脏炎症损伤, 保护肾脏功能。

本研究整合“疾病基因-药物靶标-生物通路-功能

模块”多层次关联网络分析及体内外实验验证, 发现昆

仙胶囊可能是治疗糖尿病肾病的有效候选药物, 而其

作用机制可能是靶向矫正 PI3K/AKT/NF-κB/IL-1β/

TNF-α信号轴介导的“免疫-炎症”失衡环节。相关研

究结果为拓展昆仙胶囊新的适应症提供一定的理论和

实验依据。
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Figure 6 Levels of IL-1β (A), TNF-α (B), FN (C), and Co I (D) in cell supernatant of HK-2 cells. Expression of PI3K, AKT, NF-κB, and

p-PI3K, p-AKT, and p-NF-κB proteins in HK-2 cells (E-G, respectively). Data were represented as
-
x ± s from three independent experiments.

###P < 0.001 vs the CON group; *P < 0.05, ***P < 0.001 vs the MOD group
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