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摘要：目的　探讨楮实子调控磷脂酰肌醇３－激酶／蛋白激酶Ｂ（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）通路
对糖尿病肾病（ＤＫＤ）的作用机制。方法　用中药系统药理学数据库与分析平
台（ＴＣＭＳＰ）、人类基因数据库（ＧｅｎｅＣａｒｄｓ）、在线人类孟德尔遗传数据库
（ＯＭＩＭ）及治疗靶点数据库（ＴＴＤ）筛选活性成分与靶点。通过构建蛋白质互作
（ＰＰＩ）网络及拓扑分析，利用基因本体（ＧＯ）和京都基因与基因组百科全书
（ＫＥＧＧ）进行富集分析，结合分子对接和分子动力学模拟（ＭＤ）验证核心成分与
靶点的相互作用。将小鼠 ＭＰＣ５细胞分为对照组（正常培养），模型组
（３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖处理４８ｈ），甘露醇组（在对照组基础上，４４５ｍｍｏｌ·Ｌ－１

甘露醇处理４８ｈ），实验组（在模型组基础上，２５、５０、１５０、３００、４５０μｍｏｌ·Ｌ－１

木犀草素分别处理２４ｈ），阳性药物组（在模型组基础上，１００μｍｏｌ·Ｌ－１卡托普
利处理２４ｈ）。用细胞计数（ＣＣＫ－８）法检测细胞存活率，用流式细胞术检测细
胞凋亡，用酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）法测定炎症因子白介素 －１β（ＩＬ－１β）、
ＩＬ－６、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ－ａ）的水平，用蛋白质印迹法检测 Ｂ细胞淋巴瘤 －２
基因（Ｂｃｌ－２）、Ｂｃｌ－２相关 Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶３
（Ｃａｓｐａｓｅ－３）、热休克蛋白９０－α（ＨＳＰ９０ＡＡ１）、磷酸化蛋白激酶 Ｂ（ｐ－Ａｋｔ）与
Ａｋｔ蛋白表达水平。结果　共获得楮实子与ＤＫＤ的交集靶点４２个，筛选出蛋白
激酶Ｂ１（Ａｋｔ１）、前列腺素内过氧化物合酶 ２（ＰＴＧＳ２）、肿瘤蛋白 ５３（ＴＰ５３）、
ＨＳＰ９０ＡＡ１等１３个核心靶点。ＧＯ／ＫＥＧＧ富集分析显示，其作用机制主要涉及
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路调控及氧化应激、细胞凋亡等生物过程。分子对接与ＭＤ证实，
ＨＳＰ９０ＡＡ１与木犀草素形成的复合物结构最稳定（结合自由能－３４０８ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１），
故选定木犀草素开展后续细胞实验验证。ＣＣＫ－８显示，当浓度达到
３００μｍｏｌ·Ｌ－１时木犀草素作用进入平台期，此浓度用于后续实验。对照组、模
型组、甘露醇组、实验组（３００μｍｏｌ·Ｌ－１）和阳性药物组的细胞总凋亡率分别
为（６２３±０４０）％、（３５４７±３０８）％、（６４２±０５２）％、（１１２０±１４６）％和
（１０７８±１０６）％；对照组、模型组和实验组（３００μｍｏｌ·Ｌ－１）细胞的 ＩＬ－６
分泌水平为（２９５２±２２１）、（９１１２±６１４）和（３６４８±３６５）ｐｇ·ｍＬ－１，ＩＬ－１β
分泌水平为（１２６８±１１７）、（４７４２±３４９）和（１８０８±１４２）ｐｇ·ｍＬ－１，ＴＮＦ－α分
泌水平为（２３１５±１８１）、（７９３５±７０１）和（２９６２±２１７）ｐｇ·ｍＬ－１；Ｂｃｌ－２蛋
白相对表达水平为１０２±０１１、０４５±００４和０９２±００７，Ｂａｘ蛋白相对表达水
平为１０１±００９、２１８±０１７和１１２±０１１，Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白相对表达水平为
１０３±００８、２３２±０１７和 １３１±０１４；ＨＳＰ９０ＡＡ１蛋白相对表达水平为
１００±００７、１９６±０１２和１０８±０１０，ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ为１００±００７、２２５±００７
和１１１±００６。模型组的上述指标与对照组相比，实验组与模型组相比，在统
计学上差异均具有统计学意义（均 Ｐ＜０００１）。结论　楮实子的活性成分木犀
草素可能通过下调 ＨＳＰ９０ＡＡ１表达，抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的过度激活，同时
减轻炎症反应，从而达到治疗糖尿病肾病的目的。
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３４０８ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１），ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｌｕｔｅｏｌｉｎｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄｆｏｒｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｃｅｌｌｕｌａｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓＣＣＫ－８ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｕｔｅｏｌｉｎｅｎｔｅｒｅｄｉｎｔｏａｐｌａｔｅａｕｐｈａｓｅｗｈｅｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒｅａｃｈｅｄ３００μｍｏｌ·Ｌ－１，ａｎｄｔｈｉｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓＴｈｅｔｏｔａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｍａｎｎｉｔｏｌｇｒｏｕｐ，
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（３００μｍｏｌ·Ｌ－１）ａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｄｒｕｇｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（６２３±０４０）％，（３５４７±３０８）％，
（６４２±０５２）％，（１１２０±１４６）％ ａｎｄ（１０７８±１０６）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＩＬ－６ｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ，ｍｏｄｅｌａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓ（３００μｍｏｌ·Ｌ－１）ｗｅｒｅ（２９５２±２２１），（９１１２±６１４）ａｎｄ
（３６４８±３６５） ｐｇ· ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ＩＬ－１β ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（１２６８±１１７），（４７４２±３４９） ａｎｄ
（１８０８±１４２）ｐｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ａｎｄＴＮＦ－αｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（２３１５±１８１），（７９３５±７０１）ａｎｄ
（２９６２±２１７）ｐｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢｃｌ－２ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１０２±０１１，
０４５±００４ａｎｄ０９２±００７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１０１±００９，
２１８±０１７ａｎｄ１１２±０１１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣａｓｐａｓｅ－３ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ１０３±００８，２３２±０１７ａｎｄ１３１±０１４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＨＳＰ９０ＡＡ１
ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±００７，１９６±０１２ａｎｄ１０８±０１０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ
ｗｅｒｅ１００±００７，２２５±００７ａｎｄ１１１±００６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｄ
ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅａｃｔｉｖｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｌｕｔｅｏｌｉｎｏｆｆｒｕｃｔｕｓｂｒｏｕｓｓｏｎｅｔｉａｅｍａｙｒｅｄｕｃｅｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＳＰ９０ＡＡ１，ｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ａｎｄｒｅｄｕｃｅｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ，
ｔｈｕｓａｃｈｉｅｖｉｎｇｔｈｅｐｕｒｐｏｓｅｏｆｔｒｅａｔｉｎｇＤＫＤ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｆｒｕｃｔｕｓｂｒｏｕｓｓｏｎｅｔｉａｅ；ｌｕｔｅｏｌｉｎ；ｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ；ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ１１Ｊｕｎｅ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５７）

　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＤＫＤ）是糖
尿病主要的微血管并发症，以白蛋白尿、持续性高血

压及进行性肾功能减退为特征，显著增加心血管事件

和终末期肾脏病风险［１］。随着全球糖尿病患病率的

上升，ＤＫＤ患者数量预计将大幅增加。ＤＫＤ发病机
制复杂，涉及糖脂代谢紊乱、血流动力学改变、氧化应

激与炎症反应等多通路交互作用［２］。现行临床管理

只能减缓疾病进展，减轻肾脏损害，但治疗效果有

限［３］。而中药多组分、多靶点特性可协同调控 ＤＫＤ
相关信号通路，发挥整体治疗优势。楮实子（ｆｒｕｃｔｕｓ
ｂｒｏｕｓｓｏｎｅｔｉａｅ）为桑科植物构树的干燥成熟果实，具有
滋肾益阴、清肝明目及利水消肿等传统功效，其活性

成分薯蓣皂苷、木犀草素等展现出抗氧化、免疫调节

特性及多靶点效应［４］。另有研究认为，楮实子是治疗

肾病的常用药［５］，但其具体的药理作用靶点及作用机

制仍需进一步研究。本研究拟整合网络药理学与分

子对接技术，系统揭示楮实子治疗 ＤＫＤ的活性成分、
作用靶点及潜在机制，以期为 ＤＫＤ的多靶点治疗新
策略提供依据。

材料与方法

１　材料
细胞　小鼠永生化足细胞 ＭＰＣ５，购自湖北武汉

普诺赛生命科技有限公司。

试剂　木犀草素，规格：每支 ５００ｍｇ，纯度：
≥９８％，批号：Ｌ１０７３２９、葡萄糖，规格：每瓶 ５００ｇ，纯
度：≥９９％，批号：Ｇ１０７８５０、甘露醇，规格：每瓶５００ｇ，
纯度：≥９７％，批号：Ｄ６５７３８２、卡托普利，规格：每瓶
１ｇ，纯度：≥９８％，批号：Ｃ１２９１０８，均由上海阿拉丁生
化科技股份有限公司生产；胰蛋白酶和磷酸盐缓冲液

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ），均由上海源培生物
科技股份有限公司生产；ＲＰＭＩ－１６４０培养基、胰酶和
胎牛血清，均由美国Ｇｉｂｃｏ公司生产；放射免疫沉淀法
（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）裂解缓冲液，
上海碧云天生物技术有限公司生产；兔抗β－微管蛋白
（β－ｔｕｂｕｌｉｎ）和辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＨＲＰ）标记二抗，均由美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公
司生产；Ｂ细胞淋巴瘤－２基因（Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２
ｇｅｎｅ，Ｂｃｌ－２）、Ｂｃｌ－２相关Ｘ蛋白（Ｂｃｌ－２－ｒｅｌａｔｅｄＸ
ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶 ３
（ｃｙｓｔｅｉｎｅａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－３，Ｃａｓｐａｓｅ－３）、热
休克 蛋 白 ９０－α（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ９０－α，
ＨＳＰ９０ＡＡ１）、磷酸化蛋白激酶 Ｂ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ｐ－Ａｋｔ）和 Ａｋｔ蛋白，均由美国 ＣＳＴ
公司生产；白细胞介素 －６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－６）、
ＩＬ－１β和肿瘤坏死因子 －α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，
ＴＮＦ－α）酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒，均由美国 Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ
公司生产；细胞计数试剂盒（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，
ＣＣＫ－８）试剂盒，日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ公司生产；膜联蛋白
Ｖ－异 硫 氰 酸 荧 光 素 （ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ －ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ
ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ － ＦＩＴＣ）／碘 化 丙 啶

（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）细胞凋亡检测试剂盒，美国 ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司生产；小鼠二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ
ａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂盒和增强化学发光
（ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）试剂盒，均由美国
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司生产。

仪器　ｉＭａｒｋ酶标仪和２２１ＢＲ蛋白湿转仪及电泳
设备，均为美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品；ＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ流
式细胞仪，美国 ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司产品；５２００ＣＥ全
自动化学发光图像分析系统，上海 Ｔａｎｏｎ公司产品；
ＤＳ－２Ｓ１００摇床，湖北武汉赛维尔生物科技有限公司
产品。

２　实验方法
２１　楮实子抗 ＤＫＤ活性成分的筛选及核心靶点
预测

基于中药系统药理学数据库与分析平台

（ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｓｙｓｔｅｍｓｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ
ｄａｔａｂａｓｅａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｐｌａｔｆｏｒｍ，ＴＣＭＳＰ），以口服生物利
用度≥３０％和类药性≥０１８为标准筛选楮实子活性
成分［６］，并预测其对应靶点。同时，检索人类基因数

据库（ｔｈｅｈｕｍａｎｇｅｎｅｄａｔａｂａｓｅ，ＧｅｎｅＣａｒｄｓ）、在线人类
孟德尔遗传数据库（ｏｎｌｉｎｅｍｅｎｄｅｌｉａｎｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅｉｎ
ｍａｎ，ＯＭＩＭ）及治疗靶点数据库（ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔ
ｄａｔａｂａｓｅ，ＴＴＤ）数据库获取 ＤＫＤ相关疾病靶点，将药
物靶点与疾病靶点取交集以确定潜在作用靶点。随

后，将交集靶点导入分子功能注释系统数据库（ｓｅａｒｃｈ
ｔｏｏｌｆｏｒｔｈｅｒｅｔｒｉｅｖａｌｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｇｅｎｅｓ／ｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＳＴＲＩＮＧ）构建蛋白质互作网络（ｐｒｏｔｅｉｎ－ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋｓ，ＰＰＩ），基于拓扑学参数筛选核心
靶点［７］。在此基础上，利用Ｒ语言对核心靶点分别进
行基因本体（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和京都基因与基因组
百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ）富集分析，以明确其生物学功能及信号通路。
最后，选取节点度值排名靠前的核心靶点与活性成分

进行分子对接验证，并对结合能最优的复合物进行

１００ｎｓ分子动力学模拟（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｙｎａｍｉｃｓ，ＭＤ），
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通过计算均方根偏差（ｒｏｏｔｍｅａｎｓｑｕａｒｅｄｅｖｉａｔｉｏｎ，
ＲＭＳＤ）及结合自由能评估其结合稳定性［８］。

２２　细胞实验
２２１　细胞培养［９］

ＭＰＣ５细胞用含１０％胎牛血清、１０Ｕ·ｍＬ－１γ干
扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－γ，ＩＦＮ－γ）的 ＲＰＭＩ－１６４０培养基，
置于３３℃、５％ ＣＯ２的培养箱中进行增殖培养。当细
胞融合度达８０％ ～９０％时，用０２５％胰蛋白酶消化
传代。为诱导ＭＰＣ５细胞分化为成熟的足细胞，将细
胞接种于培养板后，更换为不含 ＩＦＮ－γ的完全培养
基，并将培养温度切换至３７℃持续培养，直至细胞形
态由上皮样变为具有突起的成熟足细胞形态。

２２２　细胞分组与处理方法［１０］

将处于对数生长期的 ＭＰＣ５细胞分为对照组
（ＭＰＣ５细胞全程于５５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖条件下正
常培养４８ｈ），模型组（全程于３００ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖
条件下培养４８ｈ），甘露醇组（在对照组基础上，全程
于含４４５ｍｍｏｌ·Ｌ－１甘露醇的培养基中培养４８ｈ），
实验组（先予３００ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖处理２４ｈ建立
损伤 模 型，随 后 更 换 含 ２５、５０、１５０、３００、
４５０μｍｏｌ·Ｌ－１木犀草素的３００ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养
基继续干预２４ｈ），阳性药物组（先予３００ｍｍｏｌ·Ｌ－１

葡萄糖处理２４ｈ，随后更换含１００μｍｏｌ·Ｌ－１卡托普
利的３００ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养基继续干预２４ｈ）。
后续实验操作中，均设置６个复孔。
２２３　ＣＣＫ－８法检测ＭＰＣ５细胞活力［９］

取对数生长期待检测的 ＭＰＣ５细胞，以每孔
１×１０４个细胞的密度接种于９６孔板内，置于３７℃、
５％ ＣＯ２的培养箱中接续培养２４ｈ，使细胞贴壁。作
用２４ｈ后，每孔加入 ＣＣＫ－８１０μＬ溶液，３７℃避光
孵育２ｈ，于４５０ｎｍ波长下检测光密度值，计算细胞
活力，筛选木犀草素合适的作用浓度。

２２４　流式细胞术检测ＭＰＣ５细胞凋亡情况［９］

根据ＣＣＫ－８检测结果重新进行分组，将处于对
数生长期的 ＭＰＣ５细胞分为对照组，模型组，甘露醇
组，实验组（３０μｍｏｌ·Ｌ－１）和阳性药物组。分别干预
处理２４ｈ。用不含乙二胺四乙酸的胰酶消化收集各
组细胞，ＰＢＳ洗涤后，按照 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡
检测试剂盒说明书进行操作，分析各组细胞凋亡水

平，计算总凋亡率。

２２５　ＥＬＩＳＡ法检测ＭＰＣ５细胞炎症因子水平［１０］

根据ＣＣＫ－８检测结果和细胞凋亡情况重新进
行分组，将处于对数生长期的 ＭＰＣ５细胞分为对照
组，模型组和实验组（３０μｍｏｌ·Ｌ－１），后续均按此分

组进行实验。分别干预处理２４ｈ。收集细胞培养上
清液，按 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作，分别检测 ＩＬ－６、
ＩＬ－１β和ＴＮＦ－α浓度。
２２６　蛋白质印迹法检测 ＭＰＣ５细胞中 Ｂｃｌ－２、
Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ－３和磷脂酰肌醇３－激酶／蛋白激酶 Ｂ
（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３－ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）通路相关蛋白表达水平［１１］

收集“２２５”项中各组处理后的 ＭＰＣ５细胞，加
入ＲＩＰＡ裂解液，冰上裂解３０ｍｉｎ，提取总蛋白质。用
ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。取等量蛋白进
行十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳，后转至聚
偏氟乙烯膜。使用５％脱脂奶粉室温封闭非特异性结
合位点２ｈ，分别加入Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ－３及特异
性一抗（稀释比例参照说明书），４℃摇床孵育过夜。
次日经含吐温－２０的三羟甲基氨基甲烷缓冲盐水洗
膜３次，加入 ＨＲＰ标记的二抗（１∶５０００）室温孵育
１ｈ。最后使用ＥＣＬ超敏发光液显影，利用ＩｍａｇｅＪ软
件分析各条带灰度值，以 β－ｔｕｂｕｌｉｎ为内参进行归一
化定量分析。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２７０软件进行统计分析，计量资料以

珋ｘ±ｓ表示。多组间差异比较先行单因素方差分析
（ＡＮＯＶＡ），若方差齐则用最小显著性差异法（ＬＳＤ）进
行事后两两比较，若方差不齐则选用 Ｔａｍｈａｎｅ’ｓＴ２
检验。

结　　果

１　楮实子活性成分与 ＤＫＤ关键靶点的关联性及通
路富集分析

本研究从楮实子中筛选出符合标准的活性成分

１３个，与ＤＫＤ相关疾病靶点映射后获得潜在作用靶
点４２个，体现了其“多成分 －多靶点”的调控特征。
ＰＰＩ网络拓扑分析确定蛋白激酶Ｂ１（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ１，
Ａｋｔ１）、前列腺素内过氧化物合酶 ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ－
ｅｎｄｏｐｅｒｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ２，ＰＴＧＳ２）、肿瘤蛋白５３（ｔｕｍｏｕｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ５３，ＴＰ５３）、热休克蛋白９０－α（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏ
ｔｅｉｎ９０－α，ＨＳＰ９０ＡＡ１）等 １３个基因为关键枢纽靶
点。ＧＯ分析显示，这些靶点主要富集于细胞凋亡、炎
症反应及氧化应激等生物过程，ＫＥＧＧ分析则揭示，
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路为最主要的富集通路。分子对接
显示，所有关键靶点与成分结合能均小于 －５０
ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１；进一步的ＭＤ证实，ＨＳＰ９０ＡＡ１与木犀草
素形成的复合物结构最为稳定（ＲＭＳＤ稳定在０２５～



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　１５４９　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ１１Ｊｕｎｅ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５７）

０４ｎｍ，结合自由能达－３４０８ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１）。综合上
述预测与验证，本研究选定木犀草素作为研究对象，并

聚焦ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路进行后续细胞实验验证。
２　木犀草素对高糖诱导的ＭＰＣ５细胞活力的影响

模型组与对照组相比，实验组（５０、１５０、３００、
４５０μｍｏｌ·Ｌ－１）与模型组相比，在统计学上差异均
有统计学意义（均 Ｐ＜０００１）；甘露醇组与对照组相
比，２５μｍｏｌ·Ｌ－１实验组与模型组相比，４５０μｍｏｌ·Ｌ－１

实验组与３００μｍｏｌ·Ｌ－１实验组相比，在统计学上差
异均无统计学意义（均 Ｐ＞００５）。说明浓度达到
３００μｍｏｌ·Ｌ－１时木犀草素作用进入平台期，因而选
择３０μｍｏｌ·Ｌ－１的木犀草素进行后续实验，见表１。
３　木犀草素对高糖诱导的ＭＰＣ５细胞凋亡的影响

对照组、模型组、甘露醇组、实验组和阳性药物组

的 细 胞 总 凋 亡 率 分 别 为 （６２３ ±０４０）％、
（３５４７±３０８）％、（６４２±０５２）％、（１１２０±１４６）％和
（１０７８±１０６）％。模型组与对照组相比，实验组、阳
　　
表１　木犀草素对ＭＰＣ５细胞活力的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｌｕｔｅｏｌｉｎｏｎＭＰＣ５ｃｅｌｌｓｖｉａｂｉｌｉｔｙ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＣｅｌｌｓＶｉａｂｉｌｉｔｙ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ １０００±３１４
Ｍｏｄｅｌ ６ ４５２１±４６０

Ｍａｎｎｉｔｏｌ ６ ９８０３±５０２
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－２５ ６ ４６６５±４７８
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－５０ ６ ６０２２±６０２△△△

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－１５０ ６ ７４７５±５９３△△△

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－３００ ６ ８７５９±６９０△△△

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－４５０ ６ ８８０７±７９１△△△

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｄｒｕｇ ６ ８８８９±５７９△△△

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：ＭＰＣ５ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ４８ｈｕｎｄｅｒｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆ

５５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｇｌｕｃｏｓｅ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｇｌｕｃｏｓｅ

ｆｏｒ４８ｈ；Ｍａｎｎｉｔｏｌｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ４４５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｍａｎｎｉｔｏｌｆｏｒ４８ｈ

ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２５，５０，

１５０，３００，４５０μｍｏｌ·Ｌ－１ｌｕｔｅｏｌｉｎｆｏｒ２４ｈｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ；Ｐｏｓｉｔｉｖｅｄｒｕｇｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０００μｍｏｌ·Ｌ－１ｃａｐｔｏｐｒｉｌｆｏｒ

２４ｈ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１

性药物组分别与模型组相比，在统计学上差异均有统

计学意义（均Ｐ＜０００１）；甘露醇组与对照组相比，在
统计学上差异无统计学意义（Ｐ＞００５），见图１。
４　木犀草素对高糖诱导的 ＭＰＣ５细胞中 ＩＬ－６、
ＩＬ－１β和ＴＮＦ－α炎症因子释放的影响

与对照组相比，模型组细胞中的 ＩＬ－６、ＩＬ－１β
和ＴＮＦ－α水平均显著升高（均Ｐ＜０００１）；与模型组
相比，实验组细胞中的ＩＬ－６、ＩＬ－１β和ＴＮＦ－α水平
均显著降低（均Ｐ＜０００１），见表２。
５　木犀草素对高糖诱导的 ＭＰＣ５细胞中 Ｂｃｌ－２、
Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达的影响

与对照组相比，模型组细胞中 Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ－３
蛋白相对表达水平均显著升高（均Ｐ＜０００１）；Ｂｃｌ－２
蛋白相对表达水平显著降低（Ｐ＜０００１）；与模型组相
比，实验组ＭＰＣ５细胞中Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白相对
表达水平均显著降低（均 Ｐ＜０００１）；Ｂｃｌ－２蛋白相
对表达水平显著升高（Ｐ＜０００１），见表３和图２。
６　木犀草素对高糖诱导的 ＭＰＣ５细胞中ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
信号通路相关蛋白表达的影响

模型组与对照组相比，实验组与模型组相比，

ＨＳＰ９０ＡＡ１、ｐ－Ａｋｔ和 ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ相对表达水平，在
统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜０００１）；Ａｋｔ
　　
表２　木犀草素对 ＭＰＣ５细胞中白介素 －１β（ＩＬ－１β）、白介
素－６（ＩＬ－６）、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ－ａ）表达水平的影响
（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｕｔｅｏｌｉｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－
１β（ＩＬ－１β），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６（ＩＬ－６）ａｎｄｔｕｍｏｕｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ
（ＴＮＦ－ａ）ｉｎＭＰＣ５ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
ＩＬ－６

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＩＬ－１β

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＴＮＦ－α

（ｐｇ·ｍＬ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６２９５２±２２１ １２６８±１１７ ２３１５±１８１
Ｍｏｄｅｌ ６９１１２±６１４４７４２±３４９ ７９３５±７０１

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－３００６３６４８±３６５△△△１８０８±１４２△△△ ２９６２±２１７△△△

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１

图 １　木犀草素对ＭＰＣ５细胞凋亡的影响
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｌｕｔｅｏｌｉｎｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＭＰＣ５ｃｅｌｌｓ
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相对表达水平在统计学上差异无统计学意义

（Ｐ＞００５），见表４和图３。

图 ２　蛋白质印迹法检测各组 ＭＰＣ５细胞中 Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ和
Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白相对表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢｃｌ－２，
ＢａｘａｎｄＣａｓｐａｓｅ－３ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＭＰＣ５ｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙ

表３　ＭＰＣ５细胞中 Ｂ细胞淋巴瘤 －２基因（Ｂｃｌ－２）、Ｂｃｌ－２
相关 Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶 ３
（Ｃａｓｐａｓｅ－３）蛋白相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢ－ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ－２ｇｅｎｅ（Ｂｃｌ－２），Ｂｃｌ－２－ｒｅｌａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂａｘ），
ｃｙｓｔｅｉｎｅａｓｐａｒｔａｔｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－３（Ｃａｓｐａｓｅ－３）ｉｎＭＰＣ５
ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｂｃｌ－２ Ｂａｘ Ｃａｓｐａｓｅ－３

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ １０２±０１１ １０１±００９ １０３±００８

Ｍｏｄｅｌ ６ ０４５±００４ ２１８±０１７ ２３２±０１７

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－３００６ ０９２±００７△△△ １１２±０１１△△△ １３１±０１４△△△

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１

表４　ＭＰＣ５细胞中磷脂酰肌醇３－激酶／蛋白激酶Ｂ（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）通路相关蛋白相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３－ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）ｐａｔｈｗａｙ－ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＭＰＣ５ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＨＳＰ９０ＡＡ１ ｐ－Ａｋｔ Ａｋｔ ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ １００±００７ １００±００８ １００±００９ １００±００７
Ｍｏｄｅｌ ６ １９６±０１２ ２２０±０１１ ０９８±００７ ２２５±００７

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－３００ ６ １０８±０１０△△△ １０９±００９△△△ ０９９±００９ １１１±００６△△△

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１

图 ３　蛋白质印迹法检测各组 ＭＰＣ５细胞中 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路相
关蛋白相对表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ３　 ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
ｐａｔｈｗａｙｉｎＭＰＣ５ｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙ

讨　　论

ＤＫＤ作为糖尿病主要微血管并发症，以持续性蛋白
尿及肾功能进行性减退为特征，其病理机制涉及多信号

通路交互失衡［１０］。现代医学虽可通过控糖、降压等方法

延缓ＤＫＤ的进展，但长期用药存在药物不良反应且难以
逆转肾脏损伤［１２］。因此，从天然药物中挖掘多靶点、低

毒性的新型治疗药物，具有重要的临床转化价值。楮实

子作为桑科构树的果实，传统医学认为其可“补肾利水”。

现代药理学证据表明，楮实子虽证实其具有抗炎、抗氧化

应激及改善微循环等多种生物活性，但其发挥药效的物

质基础及分子调控网络仍有待深入解析。

本研究基于网络药理学锁定楮实子治疗 ＤＫＤ的
关键活性成分，主要是薯蓣皂苷元与木犀草素。文献

证实，薯蓣皂苷元可改善糖尿病模型肾功能［１３－１４］，木

犀草素则通过抗炎、抗氧化及改善胰岛素抵抗等发挥

肾保护作用［１５－１６］。拓扑分析与分子对接显示，２者可
稳定结合 Ａｋｔ１、ＨＳＰ９０ＡＡ１等核心靶点。ＫＥＧＧ分析
提示，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ为关键通路，该通路通过调控 Ａｋｔ１介
导的自噬、凋亡及纤维化进程参与ＤＫＤ进展［１７－１９］。ＭＤ
进一步验证，ＨＳＰ９０ＡＡ１－木犀草素复合物结合自由能最
优（－３４０８ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１），为后续的实验验证提供了精
准导向。为进一步验证网络药理学的预测并阐明相

关作用机制，本研究采用高糖（３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖）
诱导的 ＭＰＣ５细胞损伤模型进行体外实验。ＣＣＫ－８
显示，高糖环境显著抑制了足细胞的活力，而不同浓

度的木犀草素干预能够有效逆转这一趋势。特别值

得一提的是，本研究设置了甘露醇高渗对照组，其与

正常对照组在统计学上差异无统计学意义，进而排除

了高渗环境对实验结果的干扰，证实了高糖对足细胞

的损伤具有特异性［９］。在此基础上，流式细胞术检测

发现，木犀草素能将高糖诱导的细胞总凋亡率从

３５４７％大幅降至１１２０％，发挥了较强的抗凋亡作用。
在分子层面，本研究印证了网络药理学的预测。
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炎症微环境是驱动 ＤＫＤ进展的核心因素，本研究发
现木犀草素能显著抑制高糖环境下 ＩＬ－６、ＩＬ－１β和
ＴＮＦ－α等促炎因子的释放。这与其靶向结合 ＰＴＧＳ２
（即环氧合酶２）等炎症关键节点的预测高度一致，揭
示了其通过抑制炎症级联反应减轻肾脏损伤的途

径［２０］。蛋白质印迹法进一步证实，木犀草素可下调

ＨＳＰ９０ＡＡ１表达并特异性抑制 Ａｋｔ异常磷酸化，而不
影响总 Ａｋｔ水平［２１］，这表明，其可能通过下调

ＨＳＰ９０ＡＡ１，破坏了维持Ａｋｔ稳定性的微环境，从而实现
对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路过度激活的负向调控［２２］。此外，细胞

凋亡相关蛋白的检测结果也进一步揭示了下游的肾脏

保护机制。木犀草素能显著逆转高糖环境下 Ｂａｘ／
Ｂｃｌ－２比例的失调，并抑制Ｃａｓｐａｓｅ－３的异常活化。结
果表明，木犀草素通过阻断ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的过度激活，
进而抑制了其下游的线粒体凋亡途径，最终实现了保

护足细胞的目的［２３］。同时，下游 Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ及
Ｃａｓｐａｓｅ－３的变化，也间接支持了木犀草素可能通过调
控肿瘤抑制蛋白ｐ５３来发挥抗细胞凋亡的作用［２４－２５］。

本研究提示：木犀草素可能通过靶向调控

ＨＳＰ９０ＡＡ１／Ａｋｔ信号轴，抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的过度激
活，从而发挥抗炎与抗足细胞凋亡的双重肾脏保护作

用，为阐释楮实子“补肾利水”的功效提供了现代分子

生物学依据。但本研究局限于单一成分，后续将开展

多成分协同作用及体内药效学验证，以全面揭示楮实

子防治ＤＫＤ的科学内涵。
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