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基于网络药理学和体外细胞实验分析黄芪治疗
IgA 肾病的作用机制
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［摘要］ 目的：基于网络药理学方法分析黄芪治疗免疫球蛋白 A 肾病（IgAN）的多成分、多靶点、多通路作用机制，为该药

材的基础研究和临床应用提供依据。方法：通过 GeneCards，TCMID 及中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP）等数据库

检索和文献挖掘筛选黄芪活性成分、作用靶点及与 IgAN 相关的疾病靶点，运用 Cytoscape 3.7.1 软件绘制网络图，利用网络拓

扑分析黄芪治疗 IgAN 的关键靶点，采用 R 语言中的不同软件包分别进行基因本体（GO）功能富集分析和京都基因与基因组百

科全书（KEGG）通路富集分析。在此基础上，通过体外细胞实验验证黄芪中活性成分黄芪甲苷对人肾小球系膜细胞磷脂酰肌

醇 3-激酶/蛋白激酶 B/肿瘤抑制基因 p53（PI3K/Akt/p53）信号通路的激活作用。结果：筛选得到黄芪 25 个活性成分，49 个药物-

疾病共同作用靶点。GO 功能富集分析包含条目 84 个，主要涉及细胞核激素受体结合、细胞核受体活性、脱氧核糖核酸结合转

录激活因子活性等。KEGG 通路富集分析包含通路 88 条，主要与 PI3K/Akt信号通路、低氧诱导因子-1（HIF-1）信号通路、晚期

糖基化终末产物/晚期糖基化终末产物受体（AGE/RAGE）信号通路等密切相关。体外细胞实验证实，黄芪甲苷可通过调控

PI3K/Akt/p53 信号通路抑制重组人血小板衍生生长因子 BB 诱导的人肾小球系膜细胞增生。结论：黄芪多种活性成分可能通

过作用于细胞凋亡、氧化应激和炎症反应等相关的靶点及通路，起到治疗 IgAN 的作用，为 IgAN 的新药开发及机制研究提供

了思路。
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Analysis on Mechanism of Astragali Radix in Treating IgA Nephropathy Based on

Network Pharmacology and in Vitro Cell Experiment
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［Abstract］ Objective：To explore the multi-component，multi-target and multi-pathway mechanism of

Astragali Radix against immunoglobulin A nephropathy（IgAN）by network pharmacology，aiming to provide

evidence for its basic research and clinical application. Method：The active chemical components and targets of

Astragali Radix and targets associated with IgAN were obtained by literature mining and GeneCards，Traditinal
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Chinese Medicine Integrated Database（TCMID）， Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology

Database and Analysis Platform（TCMSP）databases. Cytoscape 3.7.1 software was used to draw network

interaction diagrams. The key targets of Astragali Radix against IgAN were searched by network topology. Gene

ontology（GO）analysis and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）pathway analysis involved in

the targets were analyzed by different packages in R programming language. On this basis，cell experiments in

vitro were carried out to verify the activation effect of astragaloside Ⅳ on phosphatidylinositol 3-kinase/protein

kinase B/tumor suppressor gene protein 53（PI3K/Akt/p53） signaling pathway of human mesangial cells.

Result：A total of 25 active components and 49 ingredient-disease targets of Astragali Radix were screened. The

GO enrichment analysis included 84 items，which were related to nuclear hormone receptor binding，nuclear

receptor activity，deoxyribonucleic acid binding transcriptional activation activity and other aspects. The KEGG

pathway enrichment analysis included 88 KEGG pathways，which were closely related to PI3K/Akt signaling

pathway，hypoxia inducible factor-1（HIF-1）signaling pathway，advanced glycation end product/receptor of

advanced glycation end product（AGE/RAGE） signaling pathway and others. Cell experiments in vitro

confirmed that astragaloside Ⅳ could effectively inhibit the platelet derived growth factor-BB（PDGF-BB）-

induced proliferation of human mesangial cells by regulating PI3K/Akt/p53 signaling pathway. Conclusion：The

active ingredients of Astragali Radix may play a role in the treatment of IgAN by acting on targets and pathways

related to apoptosis，oxidative stress，inflammation response and others，providing ideas and directions for the

new drug development and mechanism study of IgAN.

［Keywords］ Astragali Radix； immunoglobulin A（IgA）； IgA nephropathy； network pharmacology；
astragaloside Ⅳ；molecular mechanism；in vitro cell test

免疫球蛋白 A 肾病（IgAN）是临床最常见的原

发性肾小球肾炎之一 ，占原发性肾小球肾炎的

25%~50%［1］，20%~40% 的患者将逐渐出现肾小球硬

化及间质纤维化［2］。近年来其发病率在我国呈明显

上升趋势，30%~40% 的 IgAN 患者后期进展为进行

性肾功能不全或终末期肾病［3］。 IgAN 的主要病理

机制是 IgA1分子糖基化障碍，形成大分子循环免疫

复合物沉积于肾脏系膜区，进而诱发肾小球系膜细

胞的过度增生。增生的肾小球系膜细胞导致健存

肾单位进行性减少，引起渐进性的肾小球硬化。因

此，抑制肾小球系膜细胞增生对减少 IgAN 肾小球

硬化、抑制间质纤维化具有重要意义。使用糖皮质

激素是目前 IgAN 最常用的治疗方法，但长期服用

激素副作用大，同时撤减阶段病情易反复。因此，

亟待挖掘新的治疗分子。

中药治疗 IgAN 具有明显优势，在疾病初期可

养阴清热，避免激素副作用的过早出现，在激素撤

减阶段可温阳补肾，恢复机体阴阳平衡，减少复发，

起到减毒增效的作用［4］。黄芪味甘，性微温，归脾、

肺经，具有补气健脾、益卫固表、利尿消肿等功效［5］，

能增加肾血流量、降低蛋白尿，是 IgAN 临床一线治

疗最常用的中药之一。然而鉴于中药成分的复杂

性和多靶点治疗的特异性，目前针对黄芪治疗 IgAN

的作用机制尚未完全阐明。本研究拟借助网络药

理学研究方法，筛选黄芪治疗 IgAN 的活性成分和

作用靶点，并结合体外细胞实验进一步分析与验证

黄芪治疗 IgAN 的分子机制，为黄芪治疗 IgAN 的临

床应用提供新依据。

1 材料与方法

1.1 黄芪活性成分的收集与筛选 通过中药系统

药理学数据库与分析平台（TCMSP）［6］和中医药研

究综合数据库 TCMID［7］，并结合文献挖掘方法，对

黄芪的活性成分进行检索。根据成分药代动力学

吸收、分布、代谢、排泄（ADME）参数进行筛选，筛选

条件为药物口服生物利用度（OB）≥30%，类药性

（DL）≥0.18，并查阅有机小分子生物活性数据库

PubChem 获 得 黄 芪 活 性 成 分 及 其 相 应 的 典 型

SMILES 结构，保存为 SDF 文件。

1.2 活 性 成 分 潜 在 靶 点 反 向 预 测 结 合

SwissTargetPrediction 数据库［8］，利用反向对接技术，

精准预测黄芪活性成分分子靶点 ，选择物种为

“Homo sapiens”，将从 PubChem 获得的 SMILES 结

构导入 SwissTargetPrediction 数据库，得到所选化合

物对应靶标蛋白的 UniProt ID。

1.3 IgAN 的靶点预测 GeneCards 数据库［9］是一

个自动集成来自 125 个网络源以基因为中心的数据
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库，包括基因组、转录组、蛋白质组、遗传信息、临床

信息和功能信息等。登录 GeneCards，输入关键词

“IgA nephropathy”“IgAN”“Berger Disease”，得到与

IgAN 相关的基因，以相关性分数（RC）≥30 分为筛选

条件，得到 IgAN 的候选靶点基因。

1.4 成分 -靶点网络构建与分析 将筛选得到的黄

芪 活 性 成 分 和 IgAN 靶 点 的 筛 选 结 果 导 入

Cytoscape 3.7.1 软件进行可视化处理，构建成分 -靶

点网络。网络图中活性成分和靶点用节点表示，节

点之间相互作用关系用边表示。

1.5 蛋白质 -蛋白质相互作用（PPI）网络构建 将

黄芪治疗 IgAN 的潜在靶点输入 STRING 11.0 中进

行检索，选择物种为“Homo sapiens”，设置最低关系

分数（minimum required interaction score）>0.4，其余

参数保持默认设置。运用 Cytoscape 3.7.1 对 PPI 关

系结果进行分析，节点大小用于反映度值（degree）
的大小，边的粗细用于反映结合分数（combined

score）的大小，构建 PPI网络图。

1.6 功能和通路富集分析 利用 Bioconductor平台

和 R 语言对获得的基因进行基因本体（GO）功能富

集分析和京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路

富集分析。首先进行 R 语言安装包的安装，包括

DOSE，clusterProfiler，enrichplot，colorspace，stringi，

ggplot2，pathview 软件包，分别导出 GO 功能富集分

析和 KEGG 通路富集分析表格，将分析结果排名的

前 20 条进行可视化。

1.7 验证实验

1.7.1 材料 人肾小球系膜细胞购自上海信裕生

物科技有限公司，黄芪甲苷、胎牛血清及 RPMI 1640

培养基（美国 Sigma 公司，批号分别为 Y001171，

16010159，72400047），重组人血小板衍生生长因子

BB［PDGF-BB，生工生物工程（上海）股份有限公

司，批号 C600154］，肿瘤抑制基因 p53（p53）抗体（英

国 Abcam 公司，批号 131442）；磷脂酰肌醇 3-激酶

（PI3K）抗体（批号 4249），磷酸化 PI3K（p-PI3K）抗体

（批号 13857，1∶1 000），蛋白激酶 B（Akt）抗体（批号

4691，1∶1 000）及 磷 酸 化 Akt（p-Akt）抗 体（批 号

4060，1∶1 000）购 自 美 国 CST 公 司；β -肌 动 蛋 白

（β-actin）抗体（批号 AF0003，1∶1 000），辣根过氧化

物酶标记山羊抗兔 IgG（批号 A0208，1∶5 000）及
Alexa Fluor 488 标 记 山 羊 抗 兔 IgG（批 号 A0423，

1∶500）均购自上海碧云天生物技术有限公司。

1.7.2 分组及给药 实验分为正常组、模型组及黄

芪甲苷低、高浓度组，共 4 组。将人肾小球系膜细胞

正常复苏，培养在添加了 10% 胎牛血清的 RPMI

1640 培养基中，于 5% CO2，37 ℃传代培养后，以每

孔 1.5×105个细胞铺 12 孔板。培养 24 h 待细胞贴壁

后，除正常组外，其余 3 组加入 25 µg·L-1 PDGF-BB

诱导人肾小球系膜细胞增生［10-11］。48 h 后，黄芪甲

苷低浓度组每孔加入 50 μmol·L-1 黄芪甲苷 1 mL，

黄芪甲苷高浓度组每孔加入 100 μmol·L-1黄芪甲苷

1 mL，正常组和模型组每孔加入 RPMI 1640 培养基

1 mL，继续培养 48 h 后收集细胞。

1.7.3 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 PI3K/

Akt/p53 信号通路相关蛋白表达情况 裂解细胞提

取总蛋白，参照二辛可宁酸（BCA）法进行蛋白定

量，经凝胶电泳转膜封闭后，孵育 PI3K，p-PI3K，

Akt，p-Akt，p53 一抗，1∶1 000 封闭液稀释，4 ℃过

夜；二抗用 5% 脱脂牛奶 1∶5 000 稀释，加入二抗室

温摇床孵育 1 h，用 Western blot 缓冲液洗 3 次，每次

5 min。 增 强 型 化 学 发 光 试 剂 常 规 显 影 ，采 用

3500BR 型全自动凝胶成像分析系统（上海天能科

技有限公司）进行分析，以 β-actin 为内参，计算各组

肾小球系膜细胞 PI3K/Akt/p53 信号通路相关蛋白表

达情况，实验重复 3 次。

1.7.4 细胞爬片及免疫荧光染色 将盖玻片从

75% 乙醇中取出，酒精灯烤干表面液体，放入 6 孔板

内。加入血清 100 μL 覆盖盖玻片，放回培养箱孵育

1 h；吸弃血清，将浓度为 1.0×106个/L 的细胞悬液从

上方加入孔板，放回培养箱 37 ℃培养，使细胞贴壁；
轻轻吸去培养液，利用 4% 多聚甲醛溶液室温固定

12 min，固定完成后吸去固定液，用磷酸盐缓冲液

（PBS，pH 7.2~7.4）润洗 1 遍，用含有 10% 胎牛血清

的 PBS 封闭 30 min；然后用封闭液配制质量浓度为

10 mg·L-1的一抗稀释液，染色 1 h，用 PBS 润洗 3 遍；
再用 PBS 稀释荧光二抗并染色 1 h，重复用 PBS 润

洗 3 遍。

1.8 统计学处理 数据用 SPSS 19.0 软件进行统计

分析，计量资料以 x̄± s 表示，多组间均数比较采用单

因素方差分析，P<0.05 和 P<0.01 表示差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 黄芪活性成分的筛选 在 TCMSP 数据库中设

置 OB≥30%，DL≥0.18，筛选得黄芪活性成分 25个，基

本信息详见表 1。虽然黄芪皂苷和甜菜碱的 DL 较

低，但研究显示这些成分在 IgAN 治疗中有明显的药

理作用［9-11］，因此将这些成分也纳入后续的研究中。

2.2 药物 -疾病共同靶点的筛选 将活性成分对应
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的 靶 点 输 入 UniProt 数 据 库 ，并 使 用

SwissTargetPrediction 数据库对靶点信息进行补充，

去重后筛选得到黄芪的作用靶点共 138 个。以

“IgA nephropathy”作为关键词，在 GeneCards数据库

中进行检索，去重后共筛选得到 IgAN 疾病作用靶

点 1 034 个。在 Venny 2.1.0 平台上分别录入黄芪活

性成分与 IgAN 的作用靶点，绘制韦恩图，两者取交

集后获得药物-疾病共同靶点 49 个，见表 2。

表 2 黄芪治疗 IgAN的潜在靶点

Table 2 Potential targets of Astragali Radix against IgAN

ABCB1

ADH1B

AKR1B1

ALOX5

BCL2

BCL2L1

CASP3

Q6TBL4

P00325

P15121

P09917

P03372

P10415

P42574

P-糖蛋白 1

乙醇脱氢酶 1B

醛糖还原酶

花生四烯酸 5-脂氧合酶

B 淋巴细胞瘤-2（Bcl-2）
Bcl-Ⅹ

半胱氨酸天冬氨酸水解酶蛋白

酶-3（Caspase-3）

黄芪皂苷Ⅰ，Ⅱ
常春藤皂苷元、甜菜碱

异鼠李素、甜菜碱、槲皮素

槲皮素、山柰酚

槲皮素、山柰酚

黄芪皂苷Ⅰ
槲皮素、山柰酚

基因名 UniProt ID 靶点 对应成分

表 1 黄芪活性成分的基本信息

Table 1 Basic information of active ingredients in Astragali Radix

ID

MOL000374

MOL000401

MOL000403

MOL000439

MOL000405

MOL000407

MOL000433

MOL000379

MOL000387

MOL000354

MOL000098

MOL000422

MOL000239

MOL000442

MOL000398

MOL000371

MOL000378

MOL000380

MOL000417

MOL000438

MOL000392

MOL000211

MOL000430

MOL000296

MOL000033

化合物

C4

黄芪皂苷Ⅰ astragaloside Ⅰ
黄芪皂苷Ⅱ astragaloside Ⅱ
isomucronulatol-7,2′-di-O-glucoside

黄芪皂苷Ⅲ astragaloside Ⅲ
黄芪甲苷 astragaloside Ⅳ
叶酸 folic acid

C5

联苯双酯 bifendate

异鼠李素 isorhamnetin

槲皮素 quercetin

山柰酚 kaempferol

华良姜素 jaranol

C3

二氢异黄酮 isoflavanone

3,9-di-O-methylnissolin

7-O-methylisomucronulatol

C1

毛蕊异黄酮 calycosin

C6

刺芒柄花素 formononetin

丁子香萜 mairin

甜菜碱（betaine

常春藤皂苷元 hederagenin

C2

相对分子质量

642.67

869.17

827.13

626.67

785.09

785.09

441.45

462.49

418.38

316.28

302.25

286.25

314.31

314.31

316.33

314.36

316.38

300.33

284.28

302.35

268.28

456.78

117.17

414.79

428.82

OB/%

41.72

46.79

46.06

49.28

31.83

22.50

68.96

36.74

31.10

49.60

46.43

41.88

50.83

39.05

109.99

53.74

74.69

64.26

47.75

67.67

69.67

55.38

40.92

36.91

36.23

DL

0.69

0.11

0.13

0.62

0.10

0.15

0.71

0.92

0.67

0.31

0.28

0.24

0.29

0.48

0.30

0.48

0.30

0.42

0.24

0.26

0.21

0.78

0.01

0.75

0.78

degree

16

16

15

15

14

14

13

10

10

7

7

6

6

6

6

5

5

5

5

5

4

3

2

1

1

注：C1.（6aR,11aR）-9,10-dimethoxy-6a,11a-dihydro-6H-benzofurano[3,2-c]chromen-3-ol；C2.（3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R）-10,13-dimethyl-17-

[（2R,5S）-5-propan-2-yloctan-2-yl]-2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-dodecahydro-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3-ol；C3.1,7-dihydroxy-3,9-dimethoxy

pterocarpene；C4.5'-hydroxyiso-muronulatol-2', 5'-di-O-glucoside；C5.9, 10-dimethoxypterocarpan-3-O- β -D-glucoside；C6.（3R）-3-（2-hydroxy-3, 4-

dimethoxyphenyl）chroman-7-ol（表 2 同）。
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CASP8

CASP9

CAV1

CCND1

CRP

CYP1A1

CYP3A4

DRD1

DRD2

EGFR

ESR1

FGF2

FOS

GSTM1

GSTP1

HIF1A

HPSE

HSP90AA1

HSPB1

HTR2A

ICAM1

IL-6

LGALS3

LGALS9

MYC

NOS3

NQO1

PARP1

PGR

PLAU

PON1

PPARG

PRKCA

PRSS1

PTAFR

PTGS1

RB1

SELE

STAT3

VCAM1

VDR

VEGFA

Q14790

P55211

Q03135

P24385

P02741

P04798

P08684

P21728

P14416

P00533

P03372

P09038

P01100

P09488

P09211

Q16665

Q9Y251

P07900

P04792

Q9P2Q9

P05362

P05231

P17931

O00182

P01106

P29474

P15559

P09874

P06401

P00749

P27169

P37231

P17252

P07477

P25105

P23219

P06400

P16581

P40763

P19320

Q6SZ90

P15692

Caspase-8

Caspase-9

小窝蛋白-1

G1/S 特异性细胞周期蛋白 D1

C-反应蛋白

细胞色素 P450 1A1

细胞色素 P450 3A4

多巴胺 D1受体

多巴胺 D2受体

表皮生长因子受体

雌激素受体 1

成纤维细胞生长因子 2

原癌基因 c-Fos

谷胱甘肽 S-转移酶 Mu 1

谷胱甘肽 S-转移酶 P

低氧诱导因子-1α

乙酰肝素酶

热休克蛋白 90αA1

热休克蛋白 β1

5-羟色胺受体 2A

细胞间黏附分子 1

白细胞介素-6

半乳糖凝集素-3

半乳糖凝集素-9

Myc原癌基因蛋白

一氧化氮合酶 3

还原型辅酶/醌氧化还原酶 1

多聚腺苷二磷酸核糖聚合酶 1

孕酮受体

尿激酶型纤溶酶原激活剂

血清对氧磷酶/芳基酯酶 1

过氧化物酶体增殖物激活受体 γ

蛋白激酶 Cα型

阳离子胰蛋白酶原 1

血小板活化因子受体

前列腺素 G/H 合酶 1

视网膜母细胞瘤相关蛋白

E-选择素

信号转导与转录激活因子 3

血管细胞黏附蛋白 1

维生素 D 受体

血管内皮生长因子 A

槲皮素

槲皮素

槲皮素

槲皮素

槲皮素

槲皮素、山柰酚

槲皮素、山柰酚

黄芪皂苷Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ
黄芪皂苷Ⅰ
槲皮素

异鼠李素，3,9-di-O-methylnissolin，7-O-methylisomucronulatol，C1，刺芒柄花素，毛蕊异黄酮

黄芪皂苷Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ
槲皮素

槲皮素、山柰酚

槲皮素、山柰酚

槲皮素

黄芪皂苷Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ
黄芪皂苷Ⅰ，Ⅲ，Ⅳ
槲皮素

黄芪皂苷Ⅰ
槲皮素、山柰酚

槲皮素

黄芪皂苷Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ
黄芪皂苷Ⅰ
槲皮素

槲皮素

槲皮素

槲皮素

丁子香萜，常春藤皂苷元，C2，山柰酚

槲皮素

槲皮素

异鼠李素，7-O-methylisomucronulatol，刺芒柄花素，毛蕊异黄酮，槲皮素，山柰酚

槲皮素

华良姜素，异鼠李素，3,9-di-O-methylnissolin，7-O-methylisomucronulatol，C1，刺

芒柄花素，毛蕊异黄酮，槲皮素，山柰酚，C3

黄芪皂苷Ⅰ，Ⅱ
华良姜素，常春藤皂苷元，异鼠李素，联苯双酯，刺芒柄花素，毛蕊异黄酮，甜菜

碱，3,9-di-O-methylnissolin，7-O-methylisomucronulatol，C1，槲皮素，山柰酚

槲皮素

槲皮素、山柰酚

黄芪皂苷Ⅰ，Ⅲ，Ⅳ
槲皮素、山柰酚

黄芪皂苷Ⅰ，Ⅱ
槲皮素，黄芪皂苷Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ

续表 2

基因名 UniProt ID 靶点 对应成分
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2.3 “药物 -成分 -疾病 -靶点”网络模型的构建及分

析 将黄芪的 25 个活性成分与 49 个药物-疾病共同

靶点输入 Cytoscape 3.7.1 中，构建“药物-成分-疾病-

靶点”相互作用网络图。结果涉及 19 个成分（6 个活

性成分靶点与疾病靶点无交集，故删除）和 49 个药

物 -疾病共同靶点，充分体现了黄芪多成分、多靶点

治疗 IgAN 的作用。degree 表示该成分与作用靶点

的关联个数，该值越大，与之相连的节点数越多。

结合表 1 中成分的 degree 可知，联苯双酯、异鼠李

素、槲皮素、山柰酚和黄芪皂苷（Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ）等的

degree 较大，推测可能是黄芪发挥药效的活性成分；
结 合 表 2 中 对 应 成 分 信 息 可 知 ，IL-6，VEGFA，

PTGS1，PRSS1，PPARG，PGR，LGALS3，HPSE，

FGF2，ESR1，DRD1 可能是黄芪治疗 IgAN 的作用

靶点。

2.4 构建 PPI 网络关系图 将上述 49 个共同靶点

输入 STRING 11.0 中进行检索，构建 PPI 网络图，经

Cytoscape 3.7.1 的 MCODE 插件聚类分析，筛选出

PPI 网络关系图中的核心靶点。结果表明黄芪治疗

IgAN 过程中有生长因子、肿瘤蛋白、细胞周期蛋白

等物质参与。其中关联度值最高的为 IL-6，其能与

36 个蛋白发生相互作用，提示该靶蛋白在整个网络

中发挥较为重要的作用。

2.5 靶点功能及通路富集分析 将 49 个共同靶点

经 R 语言运行后，得到 84 个 GO 条目，选取 P 最小的

前 20 个 GO 功能富集条目绘制条形图，见图 1，颜色

越红表示显著性越高。结果发现细胞核激素受体

结合、细胞核受体活性、脱氧核糖核酸结合转录激

活因子活性、细胞凋亡半胱氨酸内肽酶活性富集的

基因数排名靠前。KEGG 通路富集共获得 88 条通

路，选取 P 最小的前 20 个 KEGG 通路富集条目绘制

条形图，见图 2。结果发现涉及 PI3K/Akt信号通路，

HIF-1 信号通路，晚期糖基化终末产物/晚期糖基化

终末产物受体（AGE/RAGE）信号通路等，表明黄芪

活性成分可通过调控多个通路发挥治疗 IgAN 的

作用。

2.6 黄芪甲苷对 PI3K/Akt/p53 信号通路相关蛋白

表达的影响 由图 3，4 可知，模型组的 p-PI3K/PI3K

值显著低于正常组（P<0.01），黄芪甲苷高、低浓度组

的 p-PI3K/PI3K 值显著高于模型组（P<0.01）；模型

组的 p-Akt/Akt值明显低于正常组（P<0.05），黄芪甲

苷高、低浓度组的 p-Akt/Akt 值明显高于模型组（P<

0.05，P<0.01）；模型组的 p53 蛋白相对表达量显著低

于正常组（P<0.01），黄芪甲苷高、低浓度组的 p53 蛋

白相对表达量明显高于模型组（P<0.05）。p53 蛋白

免疫荧光染色结果显示，模型组的 p53 蛋白荧光强

度较正常组降低，说明 PDGF-BB 能抑制人肾小球

系膜细胞 p53 蛋白的表达；黄芪甲苷高浓度组的 p53

蛋白荧光强度较模型组显著增强，与 Western blot结

果一致，说明黄芪甲苷能提高人肾小球系膜细胞

p53 蛋白表达水平，提示黄芪甲苷可能通过激活 p53

表达抑制人肾小球系膜细胞过度增生，见图 5。

3 讨论

3.1 IgAN 发病与脾肾关系密切 IgAN 归属于中

医“血尿”“水肿”等范畴，其病因主要是外邪侵袭，

素体阴虚、气虚或气阴两虚等［12］。病位常以肾为中

心，并涉及脾［13］。病情多属本虚标实，本虚主要是

阴虚和气阴两虚，标实则为外感、湿热、瘀血等［14］。

血尿和蛋白尿是 IgAN 最常见的症状，IgAN 的病机

转化多呈阴虚 -气阴两虚 -阴阳两虚的过程，与脾肾

关系尤为密切，肾阴虚则热伤血络，脾气虚则统血

无权。黄芪为补气诸药之最，能温补脾肾，又以解

虚热，起到益气升清、统血摄血的作用。

图 1 黄芪活性成分治疗 IgAN靶点的 GO功能富集分析

Fig. 1 GO enrichment analysis of targets of active ingredients in

Astragali Radix against IgAN

图 2 黄芪活性成分治疗 IgAN靶点的 KEGG通路富集分析

Fig. 2 KEGG pathway analysis of targets of active ingredients in

Astragali Radix against IgAN
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3.2 黄芪对 IgAN 的治疗发挥关键作用 IgAN 发

病机制尚不完全清楚，IgA1分子糖基化障碍、免疫异

常及遗传是当前 IgAN 发病机制的研究热点，其中

IgA1 分子糖基化障碍被认为是 IgAN 发生的首要机

制［15］。现代药理研究发现，用黄芪注射液刺激脂多

糖诱导的 IgAN 患者外周血 B 淋巴细胞，可显著降低

细胞上清 IgA1 异常糖基化水平［16］。黄青等［17］研究

发现黄芪甲苷能有效下调 IgAN 大鼠脾淋巴细胞数

密度，抑制脾免疫功能亢进，减少 IgA1 分子糖基化

障碍，进一步降低肾脏 IgA 免疫复合物沉积，从而改

善血尿、蛋白尿症状。高植明［18］研究发现黄芪提取

物（黄芪多糖、黄芪总皂苷、黄芪总黄酮）能有效减

少 IgAN 患者外周血 IgA1 异常糖基化，其机制可能

与黄芪调控 Cosmc 基因表达有关。在中药复方治

疗 IgAN 中，黄芪起到了不可替代的重要作用。研

究显示，固本通络汤能有效治疗 IgAN，其中发挥最

关键作用的核心药物是黄芪，其与 IgAN 的 14 个靶

蛋白相互关联，通过诱导型一氧化氮合酶（iNOS）和
p53 参与调控肾脏多种细胞，诱导细胞凋亡［19］。因

此，黄芪在临床治疗 IgAN 中发挥着关键作用。

3.3 研究黄芪治疗 IgAN 的靶点和分子机制具有重

要意义 中药是我国的民族瑰宝，在几千年的实践

与创新中受到国内外越来越多的认可，被广泛应用

于临床，尤其是对复杂疾病的治疗，具有疗效显著、

副作用少的特点。然而，目前明确中药的作用机制

仍是难题。本研究借助网络药理学方法，发现黄芪

的主要活性成分黄芪皂苷、联苯双酯、槲皮素等可

能 通 过 关 键 靶 点 进 一 步 调 控 PI3K/Akt，AGE/

RAGE，HIF-1 等相关信号通路产生炎症、凋亡、自噬

作用。研究者通过大量临床试验发现，三黄益肾胶

囊可显著下调 IgAN 患者血清 VEGF 表达水平，改善

患者肾功能，而三黄益肾胶囊的主药之一就是黄

芪［20］。不仅如此，临床研究还发现黄芪颗粒可有效

降低 IgAN 患者血清 IL-6 表达水平，减少其对肾脏

的直接损害［21］。说明本研究通过网络药理学预测

黄芪治疗 IgAN 的作用靶点与临床试验结论一致。

PDGF-BB 是一种血小板来源生长因子，对细胞

A.正常组；B.模型组；C.黄芪甲苷低浓度组；D.黄芪甲苷高浓度组（图 4 同）；与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01

图 3 黄芪甲苷对人肾小球系膜细胞 PI3K/Akt/p53信号通路蛋白表达的影响（x̄± s，n=6）

Fig. 3 Effect of astragaloside Ⅳ on protein expression of PI3K/Akt/p53 pathway in human mesangial cells of each group（x̄± s，n=6）

图 4 各组人肾小球系膜细胞的 PI3K/Akt/p53 信号通路蛋白表达

电泳分析

Fig. 4 Electrophoresis of PI3K/Akt/p53 signaling pathway

protein expression of human mesangial cells in each group

A.正常组；B.模型组；C.黄芪甲苷高浓度组；DAPI. 4'，6-二脒基-2-苯

基吲哚；MERGE.合成

图 5 黄芪甲苷对人肾小球系膜细胞 p53 蛋白表达的影响（免疫荧

光，×200）
Fig. 5 Effect of astragaloside ⅣⅣ on protein expression of p53 in

human mesangial cells of each group（IF，×200）
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有增生作用，其参与了肾脏发育过程中毛细血管袢

形成的调控，对肾小球系膜细胞的发育具有重要意

义［22］。体内外研究均已证实 PDGF-BB 可诱导人肾

小球系膜细胞异常增生，模拟 IgAN 发病时人肾小

球 系 膜 细 胞 的 病 理 改 变［10-11］。 因 此 本 研 究 利 用

PDGF-BB 诱导人肾小球系膜细胞异常增生，建立

IgAN 体外细胞模型，以验证前期网络药理学研究的

正确性和可靠性。

细胞凋亡和自噬在肾小球系膜细胞增生的病

理过程中发挥关键性作用［23-27］。研究者发现 PI3K/

Akt 信号通路在 IgAN 患者体内被异常激活，同时用

糖基化异常的 IgA1体外刺激肾小球系膜细胞，可使

肾小球系膜细胞异常增生，并激活 PI3K/Akt 信号通

路［28-29］。近年来高通量测序技术在生命科学领域得

到广泛应用，国内外研究者通过高通量测序在转录

组水平研究 IgAN，均发现 IgAN 的发病机制与 PI3K/

Akt 信号通路相关［30-32］。PI3K/Akt 信号通路是与细

胞自噬和凋亡均密切相关的信号通路，将其抑制可

减少肾小球系膜细胞异常增生，从而抑制肾脏纤维

化，缓解肾小球硬化［33-35］。在 PI3K/Akt 信号通路下

游调控的诸多分子中，p53 是迄今为止发现与人类

肿瘤相关性最高的抑癌基因，在细胞自噬和凋亡信

号网络中处于中心环节。因此，本研究选择 PI3K/

Akt/p53 信号通路和黄芪质量评价重要指标之一的

黄芪甲苷探索黄芪活性成分治疗 IgAN 的关键靶点

和通路。研究结果显示 ，黄芪甲苷可通过调控

PI3K/Akt/p53 信号通路，抑制 PDGF-BB 诱导的人肾

小球系膜细胞增生，与网络药理学分析结果一致，

说明本研究结果具有一定的科学性和可靠性，有助

于进一步探究黄芪治疗 IgAN 的分子机制。目前黄

芪治疗 IgAN 的研究仍存在诸多关键性问题尚未解

决，如药效物质不明确、作用机制研究不够深入等。

相信随着对中药研究的不断深入，多学科交叉推动

中医药传承创新，将充分发挥中医药治疗慢性疾病

的独特优势，加快推进中药现代化建设，为创建中

西医并重的新医药学体系奠定基础。
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