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基于网络药理学和分子对接探讨黄芪甲苷治疗糖尿病
视网膜病变的作用机制

于乃馨，李国琼，李标，许扬*

（中国医学科学院 北京协和医学院 药用植物研究所，北京 100193）

［摘要］ 目的：利用网络药理学和分子对接探讨黄芪甲苷治疗糖尿病视网膜病变的作用机制，为创新药物开发和作用机

制研究提供依据。方法：利用成分靶点数据库（SwissTargetPrediction）和靶点数据库平台（Targetnet）筛选出黄芪甲苷的潜在靶

点，在人类基因数据库（GeneCards）、在线人类孟德尔遗传数据库（OMIM）和药物靶标数据库（TTD）中检索糖尿病视网膜病变

的相关靶点。将黄芪甲苷潜在靶点和糖尿病视网膜病变相关靶点进行重合，交集靶点即为黄芪甲苷治疗糖尿病视网膜病变可

能的作用靶点。随后进行蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络建立、基因本体论（GO）和京都基因和基因组百科全书（KEGG）通
路富集分析。最后使用 Autodock Vina 软件进行分子对接分析。在此基础上，运用实验研究对发现的结合力最强的关键靶点

信号传导通路进行了验证。结果：黄芪甲苷的作用靶点和糖尿病视网膜病变的交集靶点共 56 个，经过 PPI 网络分析获得排名

前 5 位的关键靶点为蛋白激酶 B1（Akt1）、血管内皮生长因子 A（VEGFA）、表皮生长因子受体（EGFR）、非受体酪氨酸蛋白激酶

（Src）、信号转导和转录激活因子 3（STAT3）。分子对接分析验证显示，黄芪甲苷与上述 5 个关键靶标受体的亲和力较强。实验

研究表明，黄芪甲苷通过 Akt/Nrf2/HO-1 和 Akt/糖原合成酶激酶-3β（GSK-3β）信号通路的调控，抑制了高糖引起的视网膜色素

上皮细胞的损伤。结论：黄芪甲苷的潜在靶点与糖尿病视网膜病变的相关靶点高度相关，表明黄芪甲苷具有多靶点、多途径治

疗糖尿病视网膜病变的潜在作用。
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［［Abstract］］ Objective：： To reveal the pharmacological mechanisms of astragaloside Ⅳ（AS- Ⅳ ）in

treating diabetic retinopathy based on network pharmacology and molecular docking and to provide reference for

new drug development and mechanism research. Method：： Potential targets of AS- Ⅳ were obtained from

SwissTargetPrediction and Targetnet. The targets of diabetic retinopathy were screened using GeneCards，Online

Mendelian Inheritance in Man（OMIM）and Therapeutic Target Database. The targets of AS-Ⅳ and diabetic

retinopathy were intersected by Venny 2.1.0. STRING platform and Cytoscape 3.7.2 were used to construct

protein-protein interaction（PPI）network and screen core targets，respectively. Then，Gene ontology（GO）and

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes （KEGG） pathway enrichment analyses were performed.

［收稿日期］ 2022-01-10

［基金项目］ 北京协和医学院学科建设项目（清华 211-201920100902）

［第一作者］ 于乃馨，在读硕士，从事中药药理学及创新中药研究，E-mail：1337517880@qq. com

［通信作者］ * 许扬，研究员，从事中药药理学及创新中药研究，E-mail：vascular888@126. com

··209



第 28 卷第 13 期
2022 年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 28，No. 13

Jul. ，2022

Furthermore，the binding affinity of AS-Ⅳ to key target receptors was assessed by molecular docking with

Autodock Vina，and the key target signaling transduction pathway was Result：：A total of 56 intersected targets

of AS-Ⅳ and diabetic retinopathy were found，and the top five key targets were obtained through PPI network

analysis：protein kinase B（Akt）1，vascular endothelial growth factor A（VEGFA），epidermal growth factor

receptor（EGFR），Src and signal transducer and activator of transcription 3（STAT3）. Molecular docking verified

the strong binding affinity of AS-Ⅳ to the five key target receptors. In addition，in vitro tests have been confirmed

that AS-Ⅳ attenuated high glucose-induced injury in human retinal pigment epithelial cell line ARPE-19 by

regulating Akt/Nrf2/HO-1 and Akt/glycogen synthase kinase-3β（GSK-3β）signaling pathways. Conclusion：：

There was a significant overlap in the targets of AS-Ⅳ and diabetic retinopathy. The key targets and pathways

may reveal the main pharmacological mechanism of AS-Ⅳ in the treatment of diabetic retinopathy.

［［Keywords］］ astragaloside Ⅳ ； diabetic retinopathy； network pharmacology； molecular docking；

molecular mechanism

糖尿病视网膜病变（DR）是一种慢性眼病，由于

糖尿病的流行而迅速增长。DR 是糖尿病视网膜微

血管损伤的结果，可导致糖尿病视网膜缺血、血管

通透性增加、视网膜新生血管增生和糖尿病黄斑水

肿。在全球范围内，糖尿病的患病率正在迅速增

加，已成为全球重大的公共卫生问题，而 DR 是糖尿

病患者主要的并发症之一，随糖尿病患者病程的延

长，患病率和致盲率均增加。据 1 项中国 DR 患病率

的 荟 萃 分 析［1］，糖 尿 病 人 群 中 DR 的 患 病 率 为

22.4%。在 DR 发生早期，通常加强血糖控制、降压

或降脂来减缓 DR 的进展或诱导消退。而在临床上

确诊的 DR 患者中，大多已出现影响生活质量的微

血管症状，治疗的难度较大，有效的手段缺乏。目

前的治疗方法包括玻璃体内注射、激光光凝和玻璃

体切除术，这些都是侵入性的治疗手段，疗效的不

确定性和手术风险是困扰临床治疗的一大问题［2］。

抗血管内皮生长因子疗法的出现在 DR 患者治疗中

虽显示出显著的临床益处，然而，大多数患者未能

实现具有临床意义的视力改善［3］。因此，迫切需要

开发新的治疗方法以解决临床治疗中的难题。

寻找有效的中医药防治手段，将为 DR 的防治

开辟新的途径。中药黄芪具有利水消肿、补气固

表、健脾补中的作用，在我国最早的本草学著作《神

农本草经》中就已记载，药用历史达两千多年，是一

种药用价值很高的传统中药。糖尿病在中医中属

于“消渴病”范畴，用于治疗糖尿病的院内制剂降糖

消脂片中，黄芪为君药之一得到应用［4］。前期的研

究表明，降糖消脂片对于链脲佐菌素诱导的大鼠

DR 具有明显地抑制作用［5］。另外，仝小林等使用黄

芪为主药辨治多种糖尿病并发症［6］，包括黄芪桂枝

五物汤及乌头汤治疗糖尿病周围神经病变、黄芪建

中汤治疗糖尿病性胃轻瘫、防己黄芪汤治疗糖尿病

合并痛风及桂枝加黄芪汤治疗糖尿病泌汗异常，可

见含有黄芪的经方在治疗糖尿病及其并发症中的

显著疗效和巨大价值。黄芪甲苷（AS-Ⅳ）是中药黄

芪的主要活性成分之一。AS-Ⅳ有多种药理作用，

如抗炎、抗氧化损伤、免疫调节、血糖调节、抗肿瘤、

抗病毒等。已经有研究发现 AS-Ⅳ对糖尿病小鼠的

DR 有一定的抑制作用［7］，表明 AS-Ⅳ对人 DR 的治

疗具有潜在的价值。本研究运用网络药理学和分

子对接方法，研究了 AS-Ⅳ治疗 DR 可能的作用机

制，并对网络药理学的发现进行了实验验证，将为

寻找防治 DR 的创新药物和进一步的作用机制研究

提供指导性依据。

1 材料和方法

1.1 AS-Ⅳ的 潜 在 作 用 靶 点 筛 选 从 PubChem

（https：//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）［8］数据库中获得

AS-Ⅳ的化学结构线性 Canonical Smiles 号，并导入

成分靶点数据库（SwissTargetPrediction，http：//www.

swisstargetprediction.ch/）［9］中并选择选择物种为人

类 Homo sapiens，获得 AS-Ⅳ的潜在作用靶点。然

后再将 AS-Ⅳ的 Canonical Smiles 号输入 TargetNet

（http：//targetnet. scbdd. com/）中 ，选 择 prob>0 的 基

因，并利用 UniProt（https：//www.uniprot.org/）［10］规范

TargetNet 中的靶点。合并 2 个数据库的靶点，并删

除重复靶点。

1.2 DR 的 相 关 靶 点 预 测 在 人 类 基 因 数 据 库

（GeneCards，https：//www. genecards. org/）［11］数据库

中输入“Diabetic retinopathy”，求得基因得分中位数

为 2.099 320 173，取中位数之前的基因［12］。在线人

类孟德尔遗传数据库（OMIM，https：//omim.org/）［13］

和 药 物 靶 标 数 据 库（TTD，http：//db. idrblab. net/
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ttd/）［14］中输入“Diabetic retinopathy”获取基因，合并

3 个数据库的靶点信息并去除重复靶点。

1.3 AS-Ⅳ和 DR 交集靶点获取、蛋白质 -蛋白质相

互作用（PPI）网络建立和关键靶点的筛选 利用

Venny 2.1.0（https：//bioinfogp. cnb. csic. es/tools/

venny/index.html）对获得的 AS-Ⅳ作用靶点和 DR 靶

点进行重合，绘制韦恩图取交集，即可以获取 AS-Ⅳ
治疗 DR 的潜在靶点。然后将得到的交集靶点上传

至 STRING 11.0（https：//www. string-db. org/）平台，

将物种限定为为“Homo sapiens”，在设置中选择隐

藏网络中断开的节点，导出构建 AS-Ⅳ靶标 -DR 靶

标的 PPI 网络图，并下载 tsv 文件，导入 Cytoscape

3.7.2［15］软件，根据度值（Degree）筛选关键靶点，排名

前 5 的为关键靶点。

1.4 基因本体（GO）和京都基因和基因组百科全书

（KEGG）通路富集分析 将 AS-Ⅳ和 DR 的共有靶

点进行 GO 的生物过程（BP）、分子功能（MF）、细胞

组分（CC）富集。使用 R 4.0.3 软件，引用 STRINGI

4.0.3 数 据 包 ，安 装 clusterProfiler 4.0.3，enrichplot

4.0.3，ggplot2 软件包进行 GO 富集分析并及绘制气

泡图，将校正 P<0.05 的项目进行筛选。然后对共有

靶点进行 KEGG 通路富集分析，使用 R 4.0.3，引用

STRINGI 4.0.3 数据包，安装并引用 cluster Profiler

软件包后，进行气泡图绘制，将校正 P<0.05 的项目

进行筛选。

1.5 分子对接分析 使用 Autodock Vina 1.2［16］进

行分子对接。

1.6 细胞实验

1.6.1 材料 人视网膜色素上皮细胞（中国典型培

养物保藏中心，批号 ARPE-19）；AS-Ⅳ（上海吉至生

化科技有限公司，批号 A70100-1g）；胎牛血清（美国

Gibco 公司，批号 16000-044）；葡萄糖（美国 Sigma 公

司 ，批 号 G7021-100G）；细 胞 增 殖 与 活 性 检 测 -8

（CCK-8）试剂盒（日本株式会社同仁化学研究所，批

号 xy5015）；核染色试剂盒（Hoechest 33342）、磷酸

盐（PBS）缓冲液、青 -链霉素混合液（100×）（北京索

莱宝科技有限公司，批号分别为 B8040-25、P1020-

500、P1400）；培养基（DMEM/F12）（美国 Hyclone 公

司 ，批 号 SH30023.01B）；0.25% 胰 蛋 白 酶（美 国

Gibco 公司，批号 25200-056）；血红素酶 -（HO-1）抗
体（美国 CST 公司，批号 70081S，1∶1 000）；核因子

E2 相关因子 2（Nrf2）抗体（美国 Abcam 公司，批号

ab137550，1∶1 000）；蛋白激酶 B（Akt）抗体、磷酸化

（p）-Akt 抗体、糖原合成激酶 -3β（GSK-3β）抗体、

（p）-GSK-3β 抗 体［美 国 CST 公 司 ，批 号 分 别 为

4691S（1∶1 000）、4060S，（1∶1 000）、12456T（1∶

1 000）、5558T］；β - 肌 动 蛋 白（actin）内 参 抗 体

（Easybio 公司，批号 BE0022，1∶1 000）；山羊抗兔免

疫球蛋白（Ig）G（康为世纪生物科技有限公司，批号

CW0103S，1∶2 000）。MCO-18AC 型二氧化碳培养

箱（日本松下公司）；CKX41 型倒置相差显微镜（日

本 Olympus 公司）；MQX200 型酶标仪（美国 Bio Tek

Instrument 公司）；ChemiDOCTM 型凝胶成像系统（美

国 Bio-Rad 公司）；TS-2000A 型脱色摇床（海门市其

林贝尔仪器制造有限公司）；MP-300V 型电泳仪和

转膜仪（美国 Major Science公司）。
1.6.2 CCK-8 检测细胞活性 确定 AS-Ⅳ最佳作用

浓度时，根据课题组前期预实验［17］和相关研究［18］，

将细胞分为空白组（正常培养基）、模型组（葡萄糖，

50 mmol·L-1）、AS-Ⅳ+模型组（50 mmol·L-1葡萄糖+

5 μmol·L-1AS- Ⅳ 组 、50 mmol·L-1 葡 萄 糖 +

10 μmol·L-1AS- Ⅳ 组 和 50 mmol·L-1 葡 萄 糖 +

20 μmol·L-1AS-Ⅳ组）。每孔加入 CCK-8 10 μL，孵

育后使用酶标仪检测其在 450 nm 下的吸光度 A，通

过计算获得细胞活力。

1.6.3 细胞核形态检测 将细胞分为空白组（正常

培养基），AS-Ⅳ组（AS-Ⅳ 10 μmol·L-1）、模型组（葡

萄 糖 50 mmol·L-1）、AS- Ⅳ + 模 型 组（ 葡 萄 糖

50 mmol·L-1+AS-Ⅳ 10 μmol·L-1）。采用 Hoechest

33342 细胞核荧光染色法。细胞经处理后，用 PBS

清洗，加入无血清培养基稀释的 Hoechest 33342 染

色液，细胞培养箱中避光染色 15 min，用 PBS 清洗

干净多余染料，然后利用荧光显微镜拍照，并统计

视野中细胞核形态异常和总细胞个数。

1.6.4 蛋白提取定量和蛋白免疫印迹法（Western

bolt）分析 提取蛋白并定量，进行 Western blot 实

验。电泳时，起始电压设为 85 V，约 30 min，将电压

调整至 120 V，电泳约 1 h 后结束。然后转膜 1.5 h，

5% 的脱脂奶粉液室温下在摇床上封闭，封闭后快

洗 3 次，加入一抗，放于冰箱 4 ℃，过夜。回收一抗，

用 TBST 慢洗 PVDF 膜 3 次，每次 15 min。在室温

下，加入二抗，于摇床上孵育 2 h。结束后，回收二

抗，用 TBST 洗膜快洗 3 次，慢洗 3 次。最后用显影

剂处理，利用凝胶成像系统进行扫描显影。使用

Image J 对显影后的蛋白条带进行统计分析，并使用

Photoshop 进行图像处理。

1.6.5 统计学分析 所有实验均至少重复 3 次，两

组间采用 t 检验比较，多组采用单因素方差分析
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（One-way ANOVA），数据均采用 x̄± s 表示，P<0.05

认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 AS-Ⅳ的潜在靶点分析 在 SwissTargetPrediction

和 TargetNet 数据库平台中导入 Pubchem 数据库获

取 AS-Ⅳ的 Canonical Smiles 号，并删除重复靶点，

一共得到 109 个 AS-Ⅳ的潜在作用靶点。

2.2 DR 的相关基因分析 在 GeneCards、OMIM 和

TTD 这 3 个数据库中输入“Diabetic retinopathy”，这

一步共获取 DR 靶点 2 241 个，其中 GeneCards 中获

得了 2 005 个，OMIM 中获得了 228 个，TTD 中获得

了 8 个。

2.3 AS-Ⅳ防治 DR 的潜在靶点和 PPI 网络建立

通过 Venny 2.1.0 一共获得 56 个 AS-Ⅳ作用作用

靶 点 和 DR 相 关 靶 点 交 集；将 交 集 靶 点 上 传 至

STRING 11.0，获 得 蛋 白 相 互 作 用 网 络 。 使 用

Cytoscape 3.7.2 制作 AS-Ⅳ治疗 DR 蛋白靶点 -通路

相 互 作 用 图；然 后 对 交 集 靶 点 进 行 分 析 ，计 算

Degree 均值，Degree 值大于均值的为关键靶点，一

共 24 个。通常选择排名前 5 的靶点进行分子对接，

前 5 个靶点的信息见表 1。相关图谱见增强出版附

加材料。

2.4 AS-Ⅳ治疗 DR 的相关靶点 GO 富集分析和

KEGG 通路富集分析 GO 富集一共得到 1 149 条

生物过程，74 项分子功能相关，22 项细胞组成相关。

将每一部分最显著的前 10 条功能进行气泡图的展

示。AS-Ⅳ治疗 DR 的靶点主要在蛋白激酶 B 的调

节，蛋白激酶 B 信号通路，蛋白激酶 B 的正向调节

等。KEGG 总共富集到 114 条信号通路。将最显著

的前 20 条通路通过气泡图进行展示。AS-Ⅳ治疗

DR 可能涉及到 PI3K/Akt 信号通路，碳水化合物在

体内的消化吸收和代谢，AGE/RAGE 信号通路等。

相关图谱见增强出版附加材料。

2.5 分子对接分析 通过分子对接分析以评估

AS-Ⅳ与关键靶标受体的结合亲和力。结果表明，

AS-Ⅳ与 Akt1、EGFR、VFGFA、SRC、STAT3 的结合

自 由 能 -16.2~ -12.0 kcal·mol-1（1 cal≈4.186 J），见

表 2。结合自由能越低，表示结合亲和力越高，表明

AS-Ⅳ与这 5 个关键靶标受体的结合亲和力较强。

2.6 实验结果

2.6.1 AS-Ⅳ对葡萄糖损伤的 ARPE-19 细胞的保护

作用 在葡萄糖模型为 50 mmol·L-1、AS-Ⅳ浓度为

10 μmol·L-1 时，细胞存活率为（75.9±3.3）%，与模型

组比较细胞活力明显提高（P<0.05）；当 AS-Ⅳ浓度

提高至 20 μmol·L-1，细胞存活率为（75.0±4.5）%，细

胞活力和模型组比较也有明显提高（P<0.05），见
表 3。实验结果表明 AS-Ⅳ对葡萄糖引起的细胞活

力下降具有保护作用，可明显提高细胞存活率。但

AS-Ⅳ 10 μmol·L-1 和 20 μmol·L-1 给药后对葡萄糖

损伤的 ARPE-19 细胞活力的提升水平差异无统计

学意义，因此后续的实验以 AS-Ⅳ 10 μmol·L-1为给

药浓度。

2.6.2 AS-Ⅳ对葡萄糖损伤的 ARPE-19 细胞核形态

的影响 利用 Hoechst 33342 对细胞核进行荧光染

色，空白组细胞核形态大部分正常，均匀淡蓝着色；
模型组细胞核形态发生改变，细胞核内可以看见密

亮蓝着色的凋亡小体；而 AS-Ⅳ预给药能显著改善

细胞核的形态，形态失常的细胞核数量少于模型

表 1 AS-Ⅳ治疗 DR的前 5个关键靶点基本信息

Table 1 Critical targets of AS-Ⅳ for DR

基因名

Akt1

EGFR

VEGFA

SRC

STAT3

中介中心性

0.214 721 277

0.109 581 065

0.121 671 982

0.066 137 389

0.010 321 165

紧密中心性

0.739 726 027

0.692 307 692

0.683 544 304

0.650 602 410

0.562 500 000

Degree

36

34

32

28

20

表 2 AS-Ⅳ与关键蛋白分子对接结合自由能

Table 2 Affinity moleculer docking of AS-Ⅳ
靶点名称

Akt1

EGFR

VEGFA

SRC

STAT3

PDB ID

6HHG

5X28

3P9W

1KSW

6TLC

结合能/kcal·mol-1

-16.2

-12.2

-12.0

-15.1

-13.6

表 3 AS-Ⅳ对高糖损伤 ARPE-19细胞存活率的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of AS-Ⅳ on ARPE-19 cells on viability by high-

glucose（x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

AS-Ⅳ+模型组

浓度

50 mmol·L-1

5 μmol·L-1+50 mmol·L-1

10 μmol·L-1+50 mmol·L-1

20 μmol·L-1+50 mmol·L-1

细胞存活率/%

100±0.9

62.6±2.51）

65.2±3.81）

75.9±3.32）

75.0±4.52）

注：与空白组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05（表 4 和表 5

同）
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组，密亮蓝着色的凋亡小体的数量也少模型组，表

明 AS-Ⅳ能够抑制葡萄糖引起的细胞核损伤。见

图 1 和表 4。

2.6.3 AS-Ⅳ对 Akt/Nrf2/HO-1 及 Akt/GSK-3β信号

通路相关蛋白表达的影响 Nrf-2 是一种转录因子，

通过调节下游靶蛋白的表达来调控细胞功能状态，

HO-1 便是其下游蛋白之一。而 Akt 信号通路可调

节 Nrf2 的活性，Akt 的磷酸化可以增强下游 Nrf2 的

活性，Nrf2 的活性增强，其下游蛋白 HO-1 的表达增

加，从而参与细胞功能状态的调节。利用 Western

blot检测 AS-Ⅳ对相关蛋白表达的影响，模型组蛋白

HO-1 和 Nrf-2 的表达与正常组比较明显减少（P<

0.05）；AS-Ⅳ干预给药后，抗氧化蛋白 HO-1 和 Nrf-2

的表达与模型组比较明显升高，AS-Ⅳ组蛋白 HO-1

和 Nrf-2 的表达量分别增加至 1.83 和 1.38 倍，差异

有统计学意义（P<0.05）。GSK-3β是位于 PI3K/Akt

的下游的蛋白，属于丝氨酸/苏氨酸激酶，参与细胞

功能的调节，如能量代谢、细胞生长和凋亡。研究

结果表明，AS-Ⅳ干预处理明显增加了 ARPE-19 细

胞 p-Akt 和 p-GSK 的表达，与模型组比较差异有统

计学意义（P<0.05）。见图 2 和表 5。

3 讨论

AS-Ⅳ通过多靶点、多通路在许多糖尿病并发

症 中 有 潜 在 的 治 疗 作 用［19］，如 糖 尿 病 酮 症 酸 中

毒［20］，糖尿病心肌病［21］，糖尿病肾病［22］和 DR［7］，也

可以促进糖尿病患者伤口的愈合［23］。但 AS-Ⅳ抑制

DR 的机制仍不明确。

注：空白组（正常培养基）；B. AS-Ⅳ组（AS-Ⅳ，10 μmol·L-1）；
C. 模 型 组（葡 萄 糖 50 mmol·L-1）；D. AS-Ⅳ + 模 型 组（葡 萄 糖

50 mmol·L-1+AS-Ⅳ，10 μmol·L-1）（图 2 同）
图 1 AS- Ⅳ 对 高 糖 诱 导 的 细 胞 核 形 态 改 变 的 影 响

（Hoechst 33342，×400）
Fig. 1 AS-Ⅳ reversed the changes in high-glucose induced ARPE-19

cells apoptosis（Hoechst 33342，×400）

表 4 AS-Ⅳ对高糖损伤的 ARPE-19细胞凋亡的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of AS-Ⅳ on ARPE-19 cells on apoptosis by high-

glucose（x̄± s，n=3）

组别

空白组

AS-Ⅳ组

模型组

AS-Ⅳ+模型组

浓度

10 μmol·L-1

50 mmol·L-1

10 μmol·L-1+50 mmol·L-1

异常细胞比例/%

5.8±0.6

4.5±1.5

19.3±2.01）

10.2±1.32）

图 2 Akt/Nrf-2/HO-1及 Akt/GSK-3β信号通路蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of Akt/Nrf-2/HO-1 and Akt/GSK-3β

pathway related protein expression

表 5 AS-Ⅳ对高糖损伤的 ARPE-19细胞 Akt/Nrf-2/HO-1及 Akt/GSK3β信号通路蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of AS-Ⅳ on Akt/Nrf-2/HO-1 and Akt/GSK3β pathway in high-glucose stimulated ARPE-19 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

AS-Ⅳ组

模型组

AS-Ⅳ+模型组

浓度/μmol·L-1

10 μmol·L-1

50 mmol·L-1

10 μmol·L-1+50 mmol·L-1

Nrf-2/β-actin

100

93.2±8.9

74.9±2.21）

137.1±11.01，2）

HO-1/β-actin

100

96.9±2.2

63.1±3.31）

87.1±1.51，2）

p-Akt/Akt

100

113.5±19.9

183.5±28.81）

250.4±28.71，2）

p-GSK-3β/GSK-3β

100

109.6±16.6

150.7±23.01）

209.3±26.61，2）
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本研究通过网络药理学和分子对接，发现了

AS-Ⅳ治 疗 DR 的 5 个 密 切 靶 点 ，分 别 为 Akt1、

VEGFA、EGFR、SRC、STAT3。分子对接验证分析

表明，AS-Ⅳ与这 5 个密切靶点的结合力均较强。文

献报道已表明，Akt1 已被证明在胰岛素敏感组织中

表达，通过诱导下游分子如葡萄糖转运蛋白去增强

葡萄糖摄取，最终调节葡萄糖代谢［24-26］，缺乏 Akt1

会损害 VEGF 表达、伤口血管生成和随后的脉管系

统成熟［27］。另外，Akt相关的信号通路与 DR 有着紧

密关联，如促红细胞生成素通过 Src/Akt/cofilin 信号

传导通路在实验性 DR 中保护内部血视网膜屏

障［28］，MiR-19a 抑制剂通过 PTEN/Akt/p-Akt 信号通

路改善大鼠 DR［29］，人参皂苷 Rg1 通过激活 IRS-1/

Akt/GSK-3β信号传导而产生糖尿病视网膜神经变

性的神经保护作用［30］。VEGF 家族有 5 个成员，分

别为 VEGFA~VEGFE 和胎盘生长因子，人体中最常

见的是 VEGF-A，来自动脉、静脉和淋巴管的微血管

和大血管内皮细胞，VEGF 抑制剂或抗 VEGF 药物

已被证明在 DR 的治疗中非常有效［31-34］。EGFR 是

一种受体酪氨酸激酶，在视网膜色素上皮和视网膜

周细胞中高度表达［35-36］。有研究表明 EGFR 抑制剂

可以抑制 DR 小鼠的炎症浸润和血管生成［37］。特异

性 Src 家 族 激 酶 抑 制 可 能 对 视 网 膜 血 管 病 变 有

效［38］，可能是预防和治疗晚期糖基化终产物相关微

血管病变的合适靶点［39］。抑制 STAT3 信号通路可

减缓 DR 大鼠模型的视力丧失［40］。

GO 富集分析表明，AS-Ⅳ治疗 DR 的靶点主要

在 Akt1 信号通路，Akt1 的正向调节。同时，KEGG

通路富集分析显示 AS-Ⅳ治疗 DR 可能涉及到 PI3K/

Akt 信号通路。而 Akt1 在分子对接中与 AS-Ⅳ结合

力最强，综合以上网络药理学的分析结果，在验证

实验中，对 Akt 相关信号通路进行了细胞水平的详

细研究。选择人视网膜色素上皮细胞来源的细胞

株（ARPE-19）作为研究对象，因为在生理上，视网膜

色素上皮细胞形成外层血-视网膜屏障，控制细胞代

谢物与脉络膜血管的能量及营养交换，该细胞的损

伤及功能障碍与 DR 的发生和发展有着密切的联

系［41］。通过实验验证表明，在高糖诱导的 ARPE-19

细胞损伤模型中，AS-Ⅳ预处理提高了 Akt蛋白的磷

酸化水平，激活 Nrf-2 进入细胞核，调控下游蛋白

HO-1 表达的增加，抑制高糖诱导 ARPE-19 细胞的

损伤。同时，AS-Ⅳ预处理促进 Akt的磷酸化也增加

了下游的 GSK-3β蛋白的表达，共同参与细胞存活

的调控。

尽管以前的研究对 AS-Ⅳ应用于 DR 治疗的直

接证据尚不充分，但通过网络药理学研究显示了

AS-Ⅳ对于 DR 具有潜在的治疗作用，并阐明了作用

的靶点。实验验证也表明，AS-Ⅳ通过调控 Akt/

Nrf2/HO-1 及 Akt/GSK-3β信号通路，对高糖损伤的

ARPE-19 细胞具有明显的保护作用。本研究结果

将为 AS-Ⅳ治疗 DR 的新药研发和深入的机制研究

提供指导性依据。

本文的实验验证进行了细胞水平的研究，还应

该结合相应的 DR 动物模型进行深入的探讨。另

外，对于网络药理学和分子对接发现的 AS-Ⅳ治疗

DR 的具有密切关联的 5 个靶点中，通过实验研究验

证了 AS-Ⅳ对第一位靶点 Akt1 的表达及其相关蛋

白表达的影响，余下 4 个靶点中，AS-Ⅳ是否具有调

控作用还需要进一步确证。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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·书讯·

泌尿系结石术后尿源性脓毒血症的发生和防治
——评《泌尿外科微创技术与临床诊疗》

我国近年来泌尿系结石的发病率逐年增加，成为世界上三大结石高发区。泌尿系结石按发生部位分为肾结石、输尿管结

石、膀胱结石和尿道结石四个部位结石，其中以肾结石和输尿管结石最为常见。大部分肾结石是没有症状的，如果患者的结石

停留时间过长，会导致积水，会造成肾功能受损。其治疗方法，根据肾结石或输尿管结石的大小、部位、结石程度及感染程度采

取个体化治疗。即便现阶段医学水平已经能够改善患者病情症状，但患者通过去除结石，梗阻解除后，结石伴随的症状得以控

制，会导致术后并发症。现阶段随着微创技术的不断发展，尿路结石的治疗由传统的开放手术转为微创手术治疗。经皮肾镜

取石碎石术、输尿管镜碎石术和输尿管软镜碎石术得到了广泛应用。尿源性脓毒血症是泌尿系统结石术后早期最严重的并发

症，发生率虽低，但死亡率极高。脓毒血症通常发生在结石相关手术术后 6 h 之内。在泌尿外科微创手术指南引导下，为防止

术后并发症的发生，预防和治疗对于改善患者预后、提升手术疗效、减少并发症的发生和蔓延有着重要的作用。

《泌尿外科微创技术与临床诊疗》由刘光泉主编，湖北科学技术出版社 2018 年出版。该书主要介绍了泌尿外科基础理论，

包括泌尿系统解剖与生理、泌尿外科常见症状、体格检查、实验室检查、影像学检查等。上尿路梗阻性病变是尿源性脓毒症发

病原因，其中最常见病因是尿路结石，尿源性脓毒症患者起因于尿路梗阻，患者接受泌尿外科治疗后发展为尿源性脓毒症。泌

尿系结石腔镜手术后尿源性脓毒血症的预防，术前尿培养阳性患者，使用敏感的抗菌药物治疗使尿液无菌；尿培养阴性患者，

上尿路结石患者尿常规见白细胞，但无临床症状，在平时不需要抗生素治疗；如需手术治疗，一般要求使用抗生素治疗 2~3 d，

并复查尿常规。术中预防措施包括留取肾盂尿及结石进行细菌培养、肾盂压力的控制、手术时间的控制、进行中心静脉置管

术、合理应用利尿剂、保证引流管通畅、可以适时终止手术。术后 2 h 血常规白细胞的下降是尿脓毒血症的早期预警因子，文献

报道尿路结石术后 2 h 血白细胞降至 2.85×109个/L 时，出现尿源性感染中毒性休克的敏感性为 95.9%，特异性为 92.7%。可以

通过监测血白细胞变化来早期发现并进行积极地早期治疗。泌尿系结石腔镜手术后尿源性脓毒血症的治疗，尿源性脓毒症的

治疗需要联合治疗，包括维持血压、呼吸等生命支持、抗感染治疗和去除病因。由于尿源性脓毒症起病和进展迅速，其治疗也

存在黄金时间，治疗启动时间愈早，对提高患者生存率愈有利。液体和电解质平衡是对脓毒症患者进行管理的一个重要部分，

尤其当并发脓毒症休克时。术中、术后尿源性脓毒血症仍有发生，能否早期识别和及时处理是患者治愈的关键。尿源性脓毒

血症主要使用抗菌消炎，清凉解毒等方法进行治疗。维持呼吸循环稳定，发病 6 h 是复苏的重要时间点，争取在这个时间内改

善尿源性脓毒血症所致的循环低灌注状态。解除梗阻，引流尿液，有利于症状的恢复和缓解，这是治疗的关键组成部分，存在

梗阻的尿脓毒血症单纯通过药物极难控制，即使在生命体征不稳定的情况下及时解除梗阻，感染可得到迅速控制，但风险较

大，操作前需得到患者家属充分的理解和配合。对于结石感染合并明显梗阻的患者，可先置入输尿管支架管或者肾造瘘管引

流，待感染控制后再二期手术治疗结石，术后再给予足量的敏感抗生素；术中应遵循“见脓就停”的原则，即发现脓性絮状物应

立即停止手术，同时置内支架管引流；术中使用大口径软镜输送鞘，有助于降低肾盂内压力；术中灌注的原则，在维持视野清晰

的前提下，尽量保持低压，低流量灌注。对于手术后尿源性脓毒血症及早的抗感染和解除梗阻在治疗中起关键作用。

《泌尿外科微创技术与临床诊疗》是泌尿外科微创手术的入门书籍，其实用性和指导性强，知识内容可供各级泌尿外科领

域医护人员及研究生阅读使用，适合泌尿外科医师、医学院校的学生学习与参考。

（作者胡赛峰，浙江省永康市中医院，浙江 永康 321300）
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