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基于网络药理学探讨黄芪-葛根药对对 T2DM 模型大鼠
PI3K/Akt/FoxO1 信号通路的调节作用
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［摘要］ 目的：基于网络药理学及实验验证探讨黄芪 -葛根（芪葛）药对治疗 2 型糖尿病（T2DM）的作用机制。方法：借助

中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP）平台筛选黄芪、葛根的有效成分及靶点；于各疾病数据库中检索 T2DM 的相关靶

点，提取药物与疾病的共同靶点，利用 STRING 数据库进行蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络分析并构建 PPI 网络图，并利用

Cytoscape 3.7.1 软件对关键靶点进行网络拓扑学分析。再利用 DAVID 在线工具对核心靶点进行基因本体（GO）及京都基因与

基因组百科全书（KEGG）富集分析以探究其可能的分子机制。以高脂饲料喂养同链脲佐菌素尾静脉注射联合的方式建立糖

尿病大鼠模型，分为正常组、模型组、二甲双胍组、芪葛药对高、中、低剂量组，灌胃 4 周后检测各组大鼠血清空腹血糖，空腹胰

岛素（FINS），天冬氨酸氨基转移酶（AST），丙氨酸氨基转移酶（ALT），甘油三酯（TG），总胆固醇（TC），低密度脂蛋白胆固醇

（LDL-C），高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C），糖原，白细胞介素（IL）-6，肿瘤坏死因子（TNF）-α水平，采用蛋白免疫印迹法

（Western blot）检测大鼠肝脏组织中胰岛素受体底物（IRS）-2，磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K），蛋白激酶 B（Akt），叉头框蛋白 O1

（FoxO1）蛋白的表达。结果：网络药理学方法筛选出芪葛药对治疗 T2DM 核心靶点 131 个，Akt1，丝裂原活化蛋白激酶

（MAPK）1，TNF-α，IL-6 等较为关键；KEGG 富集分析预测该药对主要通过 PI3K/Akt信号通路，TNF 信号通路，FoxO 信号通路

等发挥降糖作用。与模型组比较，芪葛药对高、中剂量组空腹血糖及 FINS 水平均降低，糖原水平显著升高（P<0.05，P<0.01）；
芪葛药对高、中、低剂量组 AST，ALT，TG，LDL-C 显著降低（P<0.05，P<0.01）；芪葛药对高、低剂量组 TC 水平明显降低（P<

0.05）。与模型组比较，芪葛药对高、中剂量组 IL-6，TNF-α水平显著降低（P<0.05，P<0.01）；芪葛药对高剂量组 IRS-2，Akt，

p-Akt，PI3K，p-PI3K 蛋白表达升高，FoxO1 蛋白表达明显降低（P<0.05）。结论：芪葛药对在治疗 T2DM 上具有多成分-多靶点-

多途径的特点，可能通过 IL-6，TNF-α等靶点调控 PI3K/Akt/FoxO1 信号通路影响胰岛素抵抗、糖原合成、糖异生、葡萄糖转运、

炎症及免疫反应等过程对糖尿病进行治疗。
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Radix（AR-PLR）against type 2 diabetes mellitus（T2DM）based on network pharmacology and experimental

verification. Method：： The active ingredients and targets of AR and PLR were retrieved from the Traditional

Chinese Medicine Systems Pharmacology Database and Analysis Platform（TCMSP）. The related targets of

T2DM were retrieved from disease databases and the common targets of drugs and diseases were extracted. The

protein-protein interaction（PPI）network was analyzed and constructed by STRING and the network topology of

key targets was analyzed by Cytoscape 3.7.1. Then gene ontology（GO）and Kyoto encyclopedia of genes and

genomes（KEGG）enrichment analyses of core targets were carried out by DAVID to explore its possible

molecular mechanism. The T2DM model was induced in rats by the high-fat diet combined with tail intravenous

injection of streptozocin. The rats were divided into a normal group，a model group，a metformin group，and

high-，medium- and low-dose AR-PLR groups. After four weeks of intragastric administration，the serum levels

of fasting blood sugar（FBS），fasting insulin（FINS），aspartate aminotransferase（AST），alanine aminotransferase

（ALT），triglyceride（TG），total cholesterol（TC），low-density lipoprotein cholesterin（LDL-C），high-density

lipoprotein cholesterin（HDL-C），interleukin-6（IL-6），and tumor necrosis factor- α（TNF- α）of rats in each

group were measured. The protein expression of insulin receptor substrate-2（IRS-2），phosphatidylinositol

3-kinase（PI3K），protein kinase B（Akt），and forkhead box transcription factor O1（FoxO1）in rat liver was

detected by Western blot. Result：： A total of 131 core targets of AR-PLR in the treatment of T2DM were

screened out by network pharmacology，where Akt1，mitogen-activated protein kinase 1（MAPK1），TNF-α，and

IL-6 were critical. As revealed by KEGG enrichment analysis，AR-PLR exerted the hypoglycemic effect mainly

through the PI3K/Akt，TNF，and FoxO signaling pathways. Compared with the model group，the high- and

medium-dose AR-PLR groups showed reduced FBS and FINS levels and increased glycogen level（P<0.05，

P<0.01），all the AR-PLR groups showed decreased levels of AST，ALT，TG，and LDL-C（P<0.05，P<0.01），the

high- and low-dose AR-PLR groups showed decreased TC levels（P<0.05）. Compared with the model group，the

high- and medium-dose AR-PLR groups showed reduced levels of IL-6 and TNF-α（P<0.05，P<0.01），and the

high-dose AR-PLR group showed increased expression of IRS-2，Akt， p-Akt， PI3K， and p-PI3K， and

decreased expression of FoxO1 protein（P<0.05）. Conclusion：： AR-PLR has the characteristics of

multi-component，Multi-target and multi-pathway in the treatment of T2DM. This herbal pair may regulate the

PI3K/Akt/FoxO1 signaling pathway through IL-6，TNF- α，and other targets to affect insulin resistance，

glycogen synthesis，gluconeogenesis，glucose transport，inflammation，immune response，and other processes，

thereby treating T2DM.

［［Keywords］］ Astragali Radix-Puerariae Lobatae Radix；network pharmacology；phosphatidylinositol

3-kinase（PI3K）/protein kinase B（Akt）/forkhead box transcription factor O1（FoxO1）signaling pathway；type 2

diabetes mellitus（T2DM）；interleukin-6（IL-6）；tumor necrosis factor-α（TNF-α）

2 型糖尿病（T2DM）是一种以慢性高血糖为特

点的代谢性疾病，是由多种原因引起胰岛 β细胞功

能受损造成的胰岛素分泌不足/或胰岛素抵抗（IR）
引发，糖尿病患者中约 95% 属于此类［1］。当今时代，

社会的高速发展导致人们的生活习惯及饮食结构

发生巨大变化，使得 T2DM 发病群体低龄化的同时

发病率连年攀升，也让其成为除肿瘤及心血管疾病

外最为影响人类健康的慢性非传染性疾病［2］。若未

及时妥善进行治疗，可诱发一系列严重并发症［3-5］，

甚则导致死亡。基于本病极具威胁性及高发病率

的特点，高效低/无副作用的治疗原则成为学者关注

的重点。近年来，随着临床及实验研宄的发展，适

用于 T2DM 的药物及相关靶点得以不断开发，但这

些药物在有其优势的同时多存在这样或那样的不

足，如胃肠道反应、肝损害、终身依赖等。

中医药历史悠久，尤其在治疗属中医消渴病范

畴的 T2DM 方面，经验丰富且无副作用，与西医西

药相比具有独到优势。查阅中医药典籍发现，《日

华子本草》《本草经集注》《普济方》《神农本草经》

《景岳全书》等著作中皆有黄芪、葛根可治疗消渴的

记载。且现代药理研究同样表明，黄芪、葛根各自

的主要活性成分在糖尿病模型中显示出了极佳的
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降血糖，改善 IR，降血脂的作用［5-11］。《证治汇补》中

载有黄芪葛根汤一方，是黄芪与葛根（芪葛药对）配
伍的方剂，书中言本方主要用于治疗“酒郁”，然《备

急千金药方》中提出：“凡积久饮酒，未有不成消

渴……”故本方当可用于消渴的治疗。临床上，马

世玉等［12］将 45 例 T2DM 患者随机分为治疗组和对

照组，其中治疗组在对照组基础上加用黄芪葛根

汤，结果发现，治疗组总有效率为 83.3%，显著高于

62.8% 的对照组；韩圆圆［13］将 93 例 T2DM 患者随机

分为两组，对照组 46 例患者采用常规治疗方式，研

究组 47 例患者在常规治疗基础上加黄芪葛根汤治

疗，结果发现，两组患者治疗后血糖水平均降低，且

研究组远优于对照组，同时研究组总有效率显著高

于对照组。目前，研究人员发现，黄芪葛根汤能提

高 T2DM 模型大鼠胰岛素敏感指数，降低胰岛素抵

抗指数，降低瘦素及肿瘤坏死因子（TNF）-α水平，增

加过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（PPARγ）mRNA

表达，具有改善 T2DM 大鼠 IR 作用［14］；能显著提高

大鼠脂联素水平，调控骨骼肌腺苷酸激活蛋白激酶

（AMPK），p38 MAPK mRNA 表达，降低 TNF-α，白

细胞介素（IL）-12，IL-15 水平，影响 AdipoR1/AMPK

信号通路，从而有效调节糖尿病大鼠糖脂代谢紊

乱、减轻炎症反应［15］；此外，黄芪-葛根配伍具有显著

的调节血脂作用，能缓解高血脂引起的肝细胞脂肪

变性程度并减少肝细胞脂滴积聚，其机制可能与下

调小肠组织尼曼 -匹克 C1 型类蛋白 1 的表达以抑制

胆固醇的吸收，同时上调小肠组织三磷酸腺苷结合

盒转运体 G5（ABCG5）及 ABCG8 的表达增加胆固

醇的排泄有关［16］。课题组在前期研究过程中同样

发现，黄芪葛根汤具有降低血糖、改善胰岛素抵抗、

改善糖脂代谢紊乱状态作用。虽然，目前对中药黄

芪、葛根单独降糖机制的研究较多，且已存在少部

分黄芪-葛根配伍降糖机制的相关研究，但二者配伍

的降糖机制尚不十分明确，故本研究拟从网络药理

学入手，通过建立“黄芪 -葛根药对 -靶点 -通路 -

T2DM”网络，全方位挖掘其潜在的多种分子作用机

制并将主要机制进行实验验证，以期为 T2DM 的病

因学研究、治疗及后续深入研发提供指导与依据。

1 网络药理学

1.1 “黄芪”“葛根”化学成分、靶点的筛选及药物 -

化 合 物 成 分 - 靶 点 网 络 构 建 借 助 Traditional

Chinese Medicine Systems Pharmacology Database

and Analysis Platform（TCMSP）［17］平台对黄芪、葛根

的化学成分进行检索，再依据类药性（DL）≥0.1 及口

服利用度（OB）≥30%［18-19］2 个属性值对检索出的化

学成分进行筛选同时检索出其作用靶点，并查阅相

关文献对化学成分及其作用靶点进行补充。完成

后，将所得靶点信息录入 UniProt蛋白质数据库进行

统一检索，选择物种为“Homo sapiens”，去掉重复、

不规范及非人源的蛋白质靶点，将化合物的作用靶

点进行规范。再借助 Cytoscape 3.7.1 网络图像化软

件对筛选出的化学成分及其作用靶点进行相关网

络构建。

1.2 疾 病 相 关 靶 点 筛 选 以“Type two diabetes

mellitus，T2DM”为 关 键 词 ，于 GeneCards（https：//

www.genecards.org），在线人类孟德尔遗传数据库

（OMIM，http：//www. omim. org），TTD（http：//bidd.

nus. edu. sg/group/cjttd），DisGeNET（http：//www.

Disgenet.org/），CTD（http：//ctdbase.org/），PharmGkb

（http：//lilab. ecust. edu. cn/pharmgkb/），DiGSeE

（http：//210.107.182.61/geneSearch/） ， DrugBank

（https：//www. drugbank. ca）等 数 据 库 中 挖 掘 有 关

T2DM 的潜在靶点。合并上述各疾病数据库所获靶

点、删除重复项即得到 T2DM 的疾病靶点。

1.3 药物成分 -疾病靶点蛋白质 -蛋白质相互作用

（PPI）网络构建 为阐明黄芪-葛根药对潜在靶点与

T2DM 相关靶点之间的相互作用，利用 R 语言将疾

病靶点与药物靶点取交集、使用 Venny 工具进行对

比分析并绘制韦恩图。继而将得到的交集靶点上

传至 STRING 11.0 平台构建 PPI 网络模型：生物种

类 选 定“homo sapiens”，最 小 互 相 作 用 阈 值 选 择

“highest confidence”（ >0.9），得到 PPI 网络。利用

Cytoscape 3.7.1 软件内置工具进行有效成分及靶点

的网络拓扑参数分析，提取核心节点并绘制网络拓

扑图。

1.4 生物信息学基因本体（GO）分析及京都基因与

基因组百科全书（KEGG）信号通路富集分析 将交

集靶点上传至 DAVID 数据库，进行 GO 的细胞组成

（CC），生物学过程（BP），分子功能（MF）富集分析

并制图；同时利用 KEGG 进行信号通路分析，根据

通路富集结果获得相应的 P 值，选择 P<0.01 条件下

排序前 20 的通路，然后再利用 R 语言将获得的

KEGG 通路制作成气泡图。综合预测黄芪 -葛根药

对治疗 T2DM 的分子作用机制。

2 动物模型实验验证

2.1 材料 SPF 级雄性 SD 大鼠 80 只，体质量（160±

20）g，购于黑龙江中医药大学实验动物中心，实验

动物合格证号 SYXK（黑）2018-003。实验动物架笼
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饲养，自由采光，实验室保持通风良好、温度、湿度

适宜。基础饲料由黑龙江中医药大学动物实验中

心提供，高脂饲料由沈阳前进饲料厂提供。动物实

验方案经黑龙江中医药大学动物实验伦理委员会

批准（编号 RL15010）。
链脲佐菌素（STZ，美国 Sigma 公司）；无水柠檬

酸、柠檬酸钠、无水乙醇、水合氯醛（天津市大茂化

学试剂有限公司），多聚甲醛（上海雷布斯生物科技

公司）；BCA 蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天生物

科技公司）；天冬氨酸氨基转移酶（AST），丙氨酸氨

基转移酶（ALT），甘油三酯（TG），总胆固醇（TC），
低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C），高密度脂蛋白胆固

醇（HDL-C），糖原测定试剂盒及 IL-6，TNF-α酶联免

疫吸附测定（ELISA）检测试剂盒（南京建成生物科

技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 20210518，20210524，

20210611， 20210611， 20210611， 20210609，

20210520，20210618，20210615）；空 腹 胰 岛 素

（FINS）ELISA 检测试剂盒（上海创赛科技有限公

司，批号 AD202104）；胰岛素受体底物（IRS）-2 抗

体，磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）抗体，磷酸化（p）-

PI3K 抗体，蛋白激酶 B（Akt）抗体，p-Akt 抗体，叉头

框蛋白 O1（FoxO1）抗体，β-肌动蛋白（β-actin）内参，

辣根过氧化物酶（HRP）标记大鼠免疫球蛋白（Ig）G/

HRP 二抗（北京博奥森生物技术有限公司，批号分别

为 bs-0173R，bs-1115R，bsm-52132R，bs-4044R，bs-

1005R，bs-4972R，bs-0061R，bs-0293P-HRP）；脱脂奶

粉（美国 BD公司）；PVDF膜（美国 Millipore公司）。
750 型紫外 -可见分光光度计（上海仪点分析仪

器有限公司）；Synergy LX 型全自动多功能酶标仪

（美国 Bio Tek 公司）；罗氏活力型血糖试纸及血糖仪

（罗氏诊断产品有限公司）；VE-180 型垂直电泳槽、

凝胶成像系统（上海天能科技有限公司）；7170 型全

自动生化分析仪（日本日立公司）；MAX-TL 型高速

冷冻离心机（美国 BeckMan 公司）；JA 型电子精密天

平（上海精天电子仪器有限公司）；SCIENTZ-950E

型超声波细胞粉碎机（宁波新芝生物科技公司）；
SW-CJ-1D 型洁净工作台（江苏苏洁净化设备厂）。
2.2 方法

2.2.1 实验药物及制备 实验所用中药均购于北

京同仁堂药房，按黄芪 -葛根 2∶1 比例称取各药加

10 倍量的蒸馏水，浸泡、武火煮沸、转文火煎、过滤，

再加水煮沸、文火煎煮、滤液，合并 2 次药液，旋转蒸

发仪浓缩后 4 ℃冰箱保存备用；盐酸二甲双胍片（格

华止，规格 0.5 g/片，中美上海施贵宝制药有限公司，

批号 ABS9845）。
2.2.2 T2DM 大鼠模型制备 80 只雄性 SD 大鼠适

应性饲养 1 周后，测量大鼠血糖及体质量，按体质量

及血糖双重标准随机分为正常组 10 只，造模组

70 只。其中造模组给予高脂饲料连续喂养 4 周，

4 周末禁食不禁水 12 h，一次性尾静脉注射 1% STZ

溶液 30 mg·kg-1；正常组给予基础饲料喂养，自由饮

水，尾静脉注射造模组等剂量柠檬酸-柠檬酸钠缓冲

液。72 h 后禁食不禁水 12 h，尾静脉取血测空腹血

糖（FBG），空腹血糖≥11.7 mmol·L-1［20］即为 T2DM 模

型复制成功。

2.2.3 分组及给药 造模组的 70 只大鼠中有 3 只

血糖低于 11.7 mmol·L-1未成功，2 只死亡（考虑因血

糖过高），将剩余 65 只成模大鼠依据体质量及血糖

随机分为模型组、黄芪 -葛根高、中、低剂量组、二甲

双胍组，每组 13 只。给药剂量参照《人和动物间按

体表面积折算的等效剂量比值表》，中剂量组为

4.05 g·kg-1·d-1，高剂量组为 8.10 g·kg-1·d-1，低剂量组

为 2.025 g·kg-1·d-1，二甲双胍组为 76.5 mg·kg-1·d-1，

给药体积为 10 mL·kg-1，正常组及模型组给予等体

积无菌水。连续给药 4 周。

2.3 观测指标及方法

2.3.1 大鼠 FBG 及生化水平 给药前、给药期间及

末次给药后于每周固定时间用血糖仪测量大鼠空

腹血糖；末次给药后禁食不禁水 12 h，进行相应处理

后，麻醉大鼠取腹主动脉血，静置后 3 000 r·min-1离

心 15 min（离心半径 6 cm），分离血清。按照 ELISA

试剂盒说明书操作测定大鼠 FINS 水平，同时依照

AST，ALT，TG，TC，LDL-C，HDL-C，糖原试剂盒说

明书进行操作测定大鼠血清中各生化指标水平。

2.3.2 ELISA 检测大鼠血清 IL-6，TNF-α水平 上

述方法得到的血清按照 ELISA 试剂盒说明书步骤

操作检测 IL-6，TNF-α水平。

2.3.3 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肝脏组

织 IRS-2，PI3K，Akt，FoxO1 蛋白表达 提取各组大

鼠肝脏组织中总蛋白，BCA 法测定蛋白浓度。配制

5×电泳液，1×转膜液，洗膜液 TBST。配制 10% 的分

离胶，上样，电泳，转膜，洗膜，5% 脱脂奶粉 37 ℃条

件下封闭，加一抗，4 ℃过夜进行一抗孵育，TBST 洗

膜，加入二抗（1∶7 000），室温摇床 30 min 后 37 ℃孵

育 1 h 进行二抗孵育、曝光后积分光密度计算。蛋

白以 β-actin 作为内参，用 Quantity one V4.6.6 专业灰

度分析软件对图像进行信号分析，计算每个样本蛋

白的相对表达量。
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2.4 统计学分析 所有数据用 SPSS 25.0 软件进行

分析。计量资料采用 x̄± s 表示，大于两组资料比较

且符合正态分布及方差齐性者以单因素方差分析，

偏态分布的计量资料先用 Kruskal-Wallis 法进行组

间总体比较，存在差异者继以 Mann-Whitney U 法进

行组间两两比较。P<0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 网络药理学研究结果

3.1.1 黄芪、葛根成分及靶点的筛选 TCMSP 平台

筛选及文献补充，黄芪-葛根药对共有成分 29 个，其

中黄芪 25 个，包括常春藤皂苷元，山柰酚，槲皮素，

丁子香萜，异鼠李素，黄芪甲苷（astragaloside Ⅱ，

astragaloside I，astragaloside Ⅲ，astragaloside Ⅳ），黄
芪 多 糖 ｛2-（chloromethyl） -4-（4-nitrophenyl）
thiazole｝等［21-23］，葛根 4 个，包括芒柄花黄素，β-谷甾

醇等，黄芪 -葛根有效成分见表 1。葛根成分作用靶

点 84 个、黄芪成分作用靶点 415 个，将全部靶点规

范、合并、删除重复项后共得到靶点 198 个。

3.1.2 药物 -成分 -靶点网络构建与分析 将 2 味中

药，29 个活性成分及 198 个靶点蛋白导入 Cytoscape

3.7.1 构建药物 -活性成分 -靶点关系网络。在药物 -

活性成分-靶点相互作用的网络中，共包含 221 个节

点和 478 条边，其中，红色圆形节点表示黄芪中药，

绿色圆形节点表示葛根中药，黄色节点表示黄芪、

表 1 黄芪-葛根有效成分

Table 1 Astragali Radix-Puerariae Radix herb pair active ingredient

中药

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

黄芪

葛根

葛根

葛根

黄芪、葛根

MOL ID

MOL000211

MOL000239

MOL000296

MOL000033

MOL000354

MOL000371

MOL000374

MOL000378

MOL000379

MOL000380

MOL000387

MOL000398

MOL000417

MOL000422

MOL000433

MOL000438

MOL000439

MOL000442

MOL000098

MOL000407

MOL000403

MOL000401

MOL000405

-
MOL000358

MOL002959

MOL003629

MOL000392

活性成分

丁子香萜

熊竹素

常春藤皂苷元

（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

异鼠李素

3，9-二-O-甲基尼森香豌豆紫檀酚

5′-羟基异微凸剑叶莎醇-2′，5′-二-O-葡萄糖苷

7-O-甲基异微凸剑叶莎醇

9，10-二甲氧基紫檀烷-3-O-β-D-葡萄糖苷

（6aR，11aR）-9，10-dimethoxy-6a，11a-dihydro-6H-benzofurano［3，2-c］chromen-3-ol

联苯双酯

异黄酮

毛蕊异黄酮

山柰酚

叶酸

（3R）-3-（2-hydroxy-3，4-dimethoxyphenyl）chroman-7-ol

isomucronulatol-7，2'-di-O-glucosiole

1，7-二羟基-3，9-二甲氧基紫檀烯

槲皮素

黄芪甲苷Ⅳ
黄芪甲苷Ⅱ
黄芪甲苷 I

黄芪甲苷Ⅲ
黄芪多糖

β-谷甾醇

3'-甲氧基大豆苷元

daidzein-4，7-diglucoside

芒柄花黄素

OB/%

55.38

50.83

36.91

36.23

49.60

53.74

41.72

74.69

36.74

64.26

31.10

109.99

47.75

41.88

68.96

67.67

49.28

39.05

46.43

46.06

46.06

46.79

31.83

-
36.91

48.57

47.27

69.67

DL

0.78

0.29

0.75

0.78

0.31

0.48

0.69

0.30

0.92

0.42

0.67

0.30

0.24

0.24

0.71

0.26

0.62

0.48

0.28

0.18

0.13

0.11

0.10

-
0.75

0.24

0.67

0.21
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葛根二者共有成分，紫色菱形节点代表中药所含的

活性成分，蓝色节点表示药物靶点，每条边表示彼

此之间相互作用关系。根据 Degree 值可知槲皮素

潜在靶点最多，为 146 个，其次是山柰酚 59 个潜在

靶点，7-O-甲基异木糖醇 39 个潜在靶点，β-谷甾醇

36 个潜在靶点，芒柄花黄素 34 个潜在靶点，表明上

述活性成分可能是黄芪 -葛根药对治疗疾病过程中

发挥作用的关键成分。

3.1.3 疾病靶点筛选与 PPI 网络构建 在各疾病数

据 库 中 检 索 并 删 除 重 复 项 后 共 获 得 2 337 个 与

T2DM 相关靶点。疾病靶点与药物成分靶点取交集

得 到 疾 病 - 药 物 成 分 共 同 靶 点 131 个 。 通 过

STRING 11.0 在线平台对共同靶点进行分析得到的

药 物 -疾 病 靶 点 PPI 网 络 。 继 而 ，通 过 Cytoscape

3.7.1 软 件 内 置 插 件 对 PPI 网 络 数 据 的 分 析 ，以

Degree 值为依据提取到药物 -疾病基因 Hithubs 网

络，其中排名靠前的 20 个核心靶点依次为 AP-1 转

录因子（JUN），癌基因 RELA（RELA），细胞肿瘤抗

原 p53（TP53），Akt1，丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）
1，TNF，IL-6，雌激素受体（ESR）1，MAPK14，癌基因

FOS（FOS），癌基因 MYC（MYC），MAPK8，窖蛋白

（CAV）1，表皮生长因子受体（EGFR），IL-10，信号转

导 与 转 录 激 活 因 子（STAT）1，类 视 黄 醇 X 受 体

（RXRA），低氧诱导因子 1α（HIF1A），IL-4，核转录

因子 -κB 抑制因子 α（IκBα），见表 2，绘制可视化网

络拓扑图，其中节点越大、颜色越深（红）表明相应

靶点排名越靠前；连线颜色越深（红）表明彼此之间

关系越紧密。

3.1.4 基因功能和通路富集分析 借助 DAVID 6.7

数据库，将黄芪 -葛根药对作用于 T2DM 的 131 个关

键靶蛋白进行 GO 注释分析和 KEGG 通路分析。结

果表明，黄芪 -葛根药对治疗 T2DM 共涉及 643 个

BP，58 个 CC 以及 117 个 MF。在阈值 P<0.01 条件

下，筛选出靠前的 GO 注释结果和 KEGG 通路，并利

用 R 语言进行制图。其中，BP 主要是对 response to

drug，positive regulation of transcription from RNA

polymerase Ⅱ promoter， negative regulation of

apoptotic process，positive regulation of transcription，

DNA-templated，response to hypoxia，aging 等生物过

程进行调节；MF 主要是对 enzyme binding，identical

protein binding，protein heterodimerization activity，

protein binding 等分子功能方面有显著作用；而在

CC 分析中主要是对 extracellular space，membrane

raft，extracellular region，cytosol，caveola 等细胞组分

有显著作用。KEGG 通路富集分析结果表明，黄芪-

葛根药对治疗 T2DM 共涉及通路 125 条，其中，富集

潜在靶基因较多的通路有 PI3K/Akt 信号通路，肿瘤

坏死因子信号通路，MAPK 信号通路，FoxO 信号通

路等，前 20 条通路具体见表 3，提示黄芪 -葛根药对

可能主要通过上述信号通路发挥治疗作用。

3.2 黄芪-葛根药对对糖尿病大鼠的作用

3.2.1 各组大鼠 FBG，FINS 水平比较 与正常组相

比，模型组大鼠空腹血糖、胰岛素水平均显著升高

（P<0.01）；与模型组比较，高、中剂量组空腹血糖、胰

岛素水平均降低（P<0.05，P<0.01），且与二甲双胍组

比较差异无统计学意义，低剂量组空腹血糖、胰岛

素水平降低，但差异无统计学意义，见表 4，表明黄

芪-葛根药对水煎剂具有较好的降低血糖、改善胰岛

素水平作用。

3.2.2 各组大鼠肝功、血脂水平比较 与正常组相

比，模型组大鼠 AST，ALT 水平显著升高（P<0.01）；
与模型组相比，高、中、低剂量组 AST，ALT 水平显

著降低（P<0.01）且与二甲双胍组无统计学差异，

见表 5。

表 2 黄芪-葛根药对治疗 T2DM 核心候选靶点

Table 2 Core candidate targets of Astragali Radix-Puerariae

Radix herb pair for treatment of T2DM

靶点

JUN

RELA

TP53

Akt1

MAPK1

TNF

IL-6

ESR1

MAPK14

FOS

MYC

MAPK8

CAV1

EGFR

IL-10

STAT1

RXRA

HIF1A

IL-4

IκBα

度值

35

32

32

31

31

28

24

23

23

23

20

19

18

18

17

16

16

15

15

15

中介中心性

0.08

0.05

0.10

0.10

0.11

0.09

0.06

0.05

0.03

0.04

0.02

0.03

0.06

0.07

0.03

0.03

0.10

0.01

0.05

0.01

邻近中心性

0.49

0.48

0.46

0.47

0.48

0.47

0.45

0.44

0.45

0.45

0.45

0.43

0.45

0.43

0.39

0.45

0.44

0.43

0.40

0.43

邻近连接性

15.43

15.84

13.09

11.65

14.55

14.57

14.79

15.57

17.57

16.70

18.50

14.68

11.00

14.06

12.41

17.88

13.38

20.53

16.53

19.27
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表 3 黄芪-葛根治疗 T2DM 靶点 KEGG信号通路富集分析（前 20）
Table 3 Enrichment analysis of KEGG signal pathway in Astragali Radix-Puerariae Radix herb pair in treatment of T2DM（top 20）

信号通路

PI3K/Akt signaling pathway

TNF signaling pathway

MAPK signaling pathway

HTLV-I infection

focal adhesion

HIF-1 signaling pathway

osteoclast differentiation

FoxO signaling pathway

T cell receptor signaling pathway

Toll-like receptor signaling pathway

Ras signaling pathway

sphingolipid signaling pathway

ErbB signaling pathway

Thyroid hormone signaling pathway

VEGF signaling pathway

apoptosis

NF-κB signaling pathway

rheumatoid arthritis

insulin resistance

neurotrophin signaling pathway

靶点数/个

32

24

23

23

22

21

20

20

19

19

17

16

15

15

14

14

14

14

14

14

P

1.91×10-14

2.51×10-19

3.94×10-10

4.25×10-10

5.26×10-11

1.29×10-16

8.74×10-13

1.33×10-12

7.68×10-14

2.22×10-13

2.02×10-6

2.24×10-9

2.61×10-10

1.13×10-8

2.88×10-11

3.59×10-11

3.05×10-9

3.52×10-9

4.48×10-8

1.59×10-7

富集值

5.19

12.54

5.08

5.06

5.97

12.23

8.54

8.35

10.63

10.02

4.21

7.46

9.64

7.29

12.84

12.63

9.00

8.90

7.25

6.52

错误发现率

1.56×10-13

8.19×10-18

1.17×10-9

1.23×10-9

2.06×10-10

2.53×10-15

4.76×10-12

6.51×10-12

5.37×10-13

1.28×10-12

3.24×10-6

6.10×10-9

8.35×10-10

2.60×10-8

1.27×10-10

1.47×10-10

7.86×10-9

8.63×10-9

8.79×10-8

2.89×10-7

表 4 黄芪-葛根药对对大鼠 FBG，FINS的影响（x̄± s）

Table 4 Effects of Astragali Radix-Puerariae Radix herb pair on FBG and FINS in rats（x̄± s）

组别

正常

模型

二甲双胍

黄芪-葛根

剂量/g·kg-1

76.5×10-3

8.10

4.05

2.025

n

10

13

13

13

13

13

FBG/mmol··L-1

5.90±0.36

19.70±2.221）

10.41±3.514）

9.50±1.564）

11.08±4.794）

13.76±5.09

FINS/mU··L-1

11.07±1.85

30.43±3.951）

17.33±4.193）

18.80±4.733）

22.91±3.574）

26.78±3.20

注：与正常组比较 1）P<0.01，2）P<0.05；与模型组比较 3）P<0.01，4）P<0.05（表 5~9 同）。

表 5 黄芪-葛根药对对大鼠 AST，ALT的影响（x̄± s）

Table 5 Effects of Astragali Radix-Puerariae Radix herb pair on AST and ALT in rats（x̄± s） U·L-1

组别

正常

模型

二甲双胍

黄芪-葛根

剂量/g·kg-1

76.5×10-3

8.10

4.05

2.025

n

10

13

13

13

13

13

AST

32.68±4.22

72.49±1.571）

37.80±2.643）

42.34±4.273）

45.21±7.763）

50.81±5.223）

ALT

48.98±5.28

86.51±1.121）

50.09±1.863）

53.54±3.083）

54.03±6.343）

56.42±2.583）
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与正常组相比，模型组 TC，TG 水平显著升高

（P<0.01）；与模型组相比，高、低剂量组 TC 水平明

显降低（P<0.05）且与二甲双胍组比较差异无统计学

意义，中剂量组 TC 水平降低，但差异无统计学意

义；与模型组相比，高、中、低剂量组 TG 水平显著降

低（P<0.01）且与二甲双胍组差异无统计学意义。与

正 常 组 相 比 ，模 型 组 HDL-C 水 平 明 显 降 低

（P<0.01）；与模型组相比，各给药组 HDL-C 水平升

高，但差异无统计学意义。与正常组相比，模型组

LDL-C 水平明显升高（P<0.01）；与模型组相比，高、

中、低剂量组 LDL-C 水平明显降低（P<0.05）且与二

甲双胍组相比差异无统计学意义；与正常组相比，

模型组糖原明显降低（P<0.01）；与模型组相比，高、

中剂量组糖原显著升高（P<0.01）且与二甲双胍组相

比差异无统计学意义，低剂量糖原水平升高，但差

异无统计学意义，见表 6。

3.2.3 各组大鼠 IL-6，TNF-α含量比较 与正常组

相比，模型组大鼠 IL-6，TNF-α水平显著升高（P<

0.01）；与模型组相比，高、中剂量组 IL-6，TNF-α水

平明显降低（P<0.05，P<0.01）且与二甲双胍组相比

差异无统计学意义，黄芪 -葛根药对对大鼠 IL-6，

TNF-α的影响见表 7。

3.2.4 各 组 大 鼠 肝 脏 组 织 中 IRS-2，PI3K，Akt，

FoxO1 蛋白表达结果比较 与正常组相比，模型组

IRS-2，Akt，p-Akt，p-PI3K 蛋白表达降低（P<0.05）；
与模型组相比，高剂量组蛋白表达升高（P<0.05），且
与二甲双胍组比较差异无统计学意义，中、低剂量

组水平升高，但差异无统学差异。与正常组相比，

模型组 PI3K 蛋白表达降低（P<0.05）；与模型组相

比，高、中剂量组蛋白表达明显升高（P<0.05）且与二

甲双胍组差异无统计学意义，低剂量组水平升高，

但差异无统学差异。与正常组相比，模型组 FoxO1

蛋白表达升高（P<0.05）；与模型组相比，高剂量组蛋

白表达降低（P<0.05）且与二甲双胍组差异无统学差

异；中低剂量组表达降低，但差异无统学差异。见

表 8，图 1。

4 讨论

T2DM 属中医“消渴”范畴，消渴的发生与多个

脏腑功能失调相关，其中，以脾最为密切，如《灵枢》

所云：“脾脉微小为消渴”“脾脆则善病消瘅易伤”，

张锡纯所言：“消渴古虽有上中下之分，其证皆起于

中焦而极于上下，中焦病而累及脾，脾气不能散精

达肺则津液少，不能通调水道，则小便无节，是以渴

而多饮多尿。”故脾虚不散精，元气不升，清气下陷

乃消渴病基本病机，故治疗当以“健脾益气升阳”为

纲。黄芪葛根汤中黄芪补气健脾，升阳举陷，治消

渴；葛根升清止渴、升阳举陷，二者相合，益气升阳，

可补脾气之不足、升举阳气，恢复津液输布以治消

表 6 黄芪-葛根药对对大鼠 TC，TG，HDL-C，LDL-C，糖原的影响（x̄± s）

Table 6 Effects of Astragali Radix-Puerariae Radix herb pair on TC，TG，HDL-C，LDL-C and glycogen in rats（x̄± s）

组别

正常

模型

二甲双胍

黄芪-葛根

剂量/g·kg-1

76.5×10-3

8.10

4.05

2.025

n

10

13

13

13

13

13

TC/mmol·L-1

0.10±0.06

0.16±0.081）

0.12±0.604）

0.10±0.144）

0.13±0.06

0.12±0.044）

TG/mmol·L-1

0.95±0.25

2.99±0.081）

0.69±0.073）

0.90±0.023）

0.64±0.073）

1.60±0.153）

HDL-C/mmol·L-1

0.90±0.14

0.30±0.151）

0.72±0.08

0.73±0.16

0.51±0.18

0.40±0.02

LDL-C/mmol·L-1

0.45±0.04

1.55±0.151）

0.53±0.244）

0.82±0.184）

0.91±0.114）

0.98±0.104）

糖原/mg·g-1

13.81±0.13

6.26±0.111）

10.64±0.333）

9.92±1.343）

8.54±0.953）

7.68±0.75

表 7 黄芪-葛根药对对大鼠 IL-6，TNF-α的影响（x̄± s）

Table 7 Effects of Astragali Radix-Puerariae Radix herb pair on IL-6 and TNF-α in rats（x̄± s） ng·L-1

组别

正常

模型

二甲双胍

黄芪-葛根

剂量/g·kg-1

76.5×10-3

8.10

4.05

2.025

n

10

13

13

13

13

13

IL-6

79.90±13.73

140.95±14.542）

92.20±15.773）

99.58±10.583）

112.98±4.754）

125.36±11.52

TNF-α

119.12±20.86

265.00±31.672）

146.78±29.433）

180.52±32.733）

198.16±24.034）

209.94±34.23
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渴，切中病机。本研究通过网络药理学方法对黄芪-

葛根药对治疗 T2DM 的作用机制进行探究，发现同

一活性成分可调节多个作用靶点、多个活性成分又

可对同一靶点起作用，活性成分与靶点蛋白间复杂

的相互作用关系体现了该药对多成分、多靶点综合

调治 T2DM 的作用特点。

观察成分分析结果可知，槲皮素，山柰酚，β-谷

甾醇，芒柄花黄素等是该药对发挥治疗 T2DM 作用

的主要化学成分。槲皮素和山柰酚均是天然的黄

酮类化合物，有研究表明，山柰酚、槲皮素的降糖、

降脂效果极佳，功能与消渴丸相当［24］。研究发现，

以槲皮素干预后的 T2DM 模型大鼠的葡萄糖耐量

明显得到改善，槲皮素可通过改善胰岛功能、抑制

氧化应激反应发挥治疗 T2DM 作用［25］。山柰酚具

有降血糖、降血脂、降低胰岛素抵抗指数、改善 IR 等

作用［26］，其可通过抑制 T 细胞活性，调节 Th1/Th2 失

衡状态，发挥保护胰岛 β细胞功能；通过逆转葡萄糖

转运蛋白 4 和腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）的表达

受损达到改善血糖和周围组织对胰岛素敏感性的

作用［27-28］；此外，其还能抑制 IRS-1 及 IκB 激酶的磷

酸化，降低 TNF-α，IL-6 水平，抑制炎症反应，治疗胰

岛素信号缺陷引发的 IR［29］。在降血糖方面，β-谷甾

醇作用与二甲双胍相似，可降低 T2DM 大鼠血糖，

其能通过降低肠道对葡萄糖的吸收、加速糖原分

解、糖酵解、糖原异生等过程，降低血糖水平，使高

胰岛素水平恢复正常［30］。

靶点分析结果发现，JUN，RELA，TP53，Akt1，

MAPK1，TNF-α，IL-6，ESR1 等发挥主要作用。有研

究表明，IL-6 及 TNF-α与 IR，糖原合成分解关系密

切［31］。TNF-α，IL-6 等炎症因子可通过多途径阻碍

胰岛素介导的糖脂转运，从而诱发 IR［32-33］，降低靶器

官对胰岛素敏感性［34］。 IL-6 主要通过促进 IRS-1 的

Ser 位点磷酸化、抑制 Tyr 位点磷酸化，影响胰岛素

信号传导；抑制运转葡萄糖蛋白活性以阻碍胰岛素

信号传导［35］；降低脂联素、瘦素水平，影响 IRS 酪氨

酸磷酸化，使胰岛素信号传导受损；促进脂肪分解，

增加游离脂肪酸（FFA）水平，降低胰岛素靶组织

InsR 数目，干扰糖脂代谢；激活细胞因子信号抑制

物活性，影响胰岛素的信号传导等几个方面诱发机

体出现 IR［36］。 WALLENIUS 等［31］通过研究发现，

IL-6 可增加信号转导与转录激活因子 3 酪氨酸磷酸

化，降低 PI-3 活性，使葡萄糖摄取减少，糖原和脂质

的合成减少。TNF-α诱发 IR 的机制主要包括促进

Ser/Thr 激酶表达，阻碍胰岛素信号传导；促进 IRS

的 Ser 磷酸化，抑制 INSR 和 IRS-1 的 Tyr 磷酸化；降
低转运葡萄糖相关蛋白水平，抑制胰岛素介导的葡

萄糖跨膜转运；加速脂肪分解，升高 FFA 水平，降低

靶组织 INSR 数目，干扰胰岛素信号传递；增强升糖

激素的作用，阻断胰岛素信号传导；促进 IL-6 分泌，

表 8 黄芪-葛根药对对大鼠肝脏组织中 IRS-2，PI3K，p-P13K，Akt，p-Akt，FoxO1蛋白表达的影响（x̄± s）

Table 8 Effects of Astragali Radix-Puerariae Radix herb pair on IRS-2，PI3K，p-P13K，Akt，p-Akt，FoxO1 protein expression in rat liver

tissues（x̄± s）

组别

正常

模型

二甲双胍

黄芪-葛根

剂量/g·kg-1

76.5×10-3

8.10

4.05

2.025

n

10

13

13

13

13

13

IRS-2/β-actin

1.14±0.01

0.53±0.022）

0.95±0.024）

0.81±0.014）

0.77±0.04

0.58±0.03

P13K/β-actin

1.40±0.06

0.76±0.052）

1.09±0.064）

0.89±0.064）

0.90±0.04

0.74±0.03

p-P13K/β-actin

1.63±0.06

0.54±0.042）

1.26±0.084）

0.93±0.044）

0.62±0.084）

0.50±0.03

Akt/β-actin

1.32±0.09

0.70±0.062）

1.27±0.094）

1.07±0.104）

0.97±0.03

0.54±0.03

p-Akt/β-actin

1.02±0.01

0.35±0.052）

0.90±0.034）

0.78±0.014）

0.68±0.02

0.54±0.03

FoxO1/β-actin

0.54±0.06

1.10±0.052）

0.70±0.054）

0.66±0.034）

0.92±0.01

1.03±0.03

A. 正常组；B. 模型组；C. 二甲双胍组；D~F. 黄芪葛根高、中、低剂

量组

图 1 各组大鼠相关蛋白表达电泳

Fig. 1 Electrophoretic of rat related protein expression level in

each group
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减弱瘦素、脂联素产生，抑制 IRS 酪氨酸磷酸化以损

害胰岛素信号通路等［37］。 IL-6，TNF-α作为细胞因

子，亦可参加多种炎症与免疫反应并可触发氧化应

激反应，诱导胰岛 β细胞凋亡。 JUN 是连接炎症和

IR 的信号分子，可在高糖状态下被激活，诱发炎反

应及促进炎症因子释放，增强相关凋亡基因的转录

活性，导致胰岛细胞受损［38］，而敲除糖尿病小鼠

JUN 基因后，小鼠血糖明显降低、胰岛素信号传导

增强［39］。TP53 在糖尿病发展中有重要作用［40］，能调

节葡萄糖转运蛋白、改善 IR 达到抑制糖尿病发生的

作用，还可直接干预糖酵解和糖异生过程来影响葡

萄糖水平［41］。ESR1 被激活后具有调节肝细胞因子

和肝细胞生长因子受体作用，从而可改善肝脂肪变

性和 IR；丝氨酸/苏氨酸激酶 Akt1 是 PI3K/Akt 信号

通路上的关键蛋白，其活性减弱与 IR 的发生有关，

现已证实，Akt1 在多个胰岛素敏感组织中均有表

达，可促进转运葡萄糖转运体的表达，提高葡萄糖

利用率，具有调节血糖作用。

KEGG 富 集 结 果 显 示 ，PI3K/Akt signaling

pathway，TNF signaling pathway，MAPK signaling

pathway，FoxO signaling pathway 等是较为显著的通

路。其中，PI3K/Akt信号通路可能是黄芪-葛根药对

发挥降糖作用的最主要通路，该信号通路是胰岛素

效应信号传导的主要途径，载有胰岛素调控细胞代

谢所必需的关键蛋白［42-43］。胰岛素与胰岛素受体结

合后，激活酪氨酸蛋白激酶（PTK），磷酸化 IRS-2 酪

氨酸残基，p-IRS-2 可与 PI3K 结合，催化 4，5-二磷酸

磷脂酰肌醇（PIP2）生成磷脂酰肌醇 3（PIP3），PIP3

以第二信使角色激活 Akt，继而对包括 FoxO1 在内

的一系列下游蛋白进行调控以促进糖原合成、促进

葡萄糖转运、抑制糖异生、改善 IR，最终使血糖降

低［44］。叉头框转录因子家族成员 FoxO1 是 PI3K/

Akt 信号通路的下游因子，在肝脏中参与极低密度

脂蛋白合成、调节糖异生途径，从而对机体糖脂代

谢产生影响［45］。MAPK 信号通路是一组丝氨酸/苏

氨酸蛋白激酶通路，与 IR 及高脂血症都有着密切的

联系［46］。

通过网络药理学分析，黄芪 -葛根药对治疗

T2DM 的主要作用机制在于槲皮素，山柰酚，β-谷甾

醇等活性成分通过 Akt1，MAPK1，TNF-α，IL-6 等靶

点对 PI3K/Akt，肿瘤坏死因子，FoxO 等信号通路进

行调控以影响机体糖异生、糖原合成及分解、炎症

反应及 IR、胰岛 β细胞损伤等过程。基于此预测结

果，进一步以动物模型对其进行实验验证。选择作

用显著的 IL-6，TNF-α蛋白及 PI3K/Akt/FoxO1 信号

通路进行检测。

首先，在药效学方面，黄芪 -葛根药对可降低

T2DM 模型大鼠 AST，ALT，TC，TG，LDL-C 水平，升

高糖原含量，降低空腹血糖及胰岛素水平，表明该

药对确有降血糖、治疗 T2DM 功效。指标检测结果

可见黄芪-葛根药对可显著降低大鼠 IL-6，TNF-α水

平 及 FoxO1 蛋 白 表 达 ，提 高 IRS-2，Akt，p-Akt，

PI3K，p-PI3K 蛋白表达。表明黄芪 -葛根药对的活

性成分可能是通过调节 IL-6，TNF-α 因子，激活

PI3K/Akt/FoxO1 信号通，从而减少肝脏糖异生作

用、增加肝糖原合成、抑制炎症反应、改善 IR 及胰岛

β细胞损伤等发挥降糖作用的。

综上所述，本研究基于网络药理学研究方法，

构建“药物 -成分 -靶点 -疾病”网络，从多成分 -多靶

点-多途径角度对黄芪-葛根药对治疗 T2DM 的作用

机制进行探析。继而以实验对所预测机制中最主

要的进行检验，结果表明黄芪-葛根药对可降低血清

IL-6，TNF-α水平，调节 PI3K/Akt/FoxO1 信号通路，

干预 IR，糖原合成，糖异生，胰岛 β细胞，炎症反应等

过程，从而降低糖尿病大鼠血糖水平，起到治疗作

用。本实验结果验证了网络药理学预测结果，为

T2DM 的病因学研究、黄芪-葛根配伍对 T2DM 的治

疗及后续深入研发提供指导与依据。
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