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雌马酚对 ＤＮ 的保护作用及潜在靶点

杜学识ꎬ倪向敏ꎬ梁馨予ꎬ白倩ꎬ朱文艺ꎬ王建
(陆军军医大学第二附属医院营养科ꎬ 重庆 ４０００３７)

摘要:目的　 通过网络药理学方法探讨雌马酚(ｅｑｕｏｌꎬ Ｅｑ)对糖尿病肾病(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙꎬ ＤＮ)的潜在作用靶

点ꎬ对相关保护作用靶点进行实验验证ꎮ 方法　 利用有机小分子生物活性数据库(ＰｕｂＣｈｅｍ)、小分子药物靶点预

测在线平台(ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ)和药效预测靶点数据库(ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ)筛选出 Ｅｑ 的潜在靶点ꎬ随后与 Ｄｉｓ￣
ＧｅＮＥＴ 基因疾病关联数据库、人类基因组数据库(ＧｅｎｅＣａｒｄｓ)和在线人类孟德尔遗传病数据库(ＯＭＩＭ)共同选取

的糖尿病肾病靶点取交集ꎬ然后通过 ＳＴＲＩＮＧ 平台进行蛋白相互作用(ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎꎬ ＰＰＩ)研究、通过

对关键靶点进行基因本体(Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)分析ꎬ以及与京都基因和基因组百科全书(Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ
Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓꎬ ＫＥＧＧ)通路富集研究ꎬ利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３.８.０ 软件ꎬ构建出“药物－靶点－疾病”网络图ꎬ并通过

分子对接方法ꎬ验证了潜在的保护作用靶点ꎮ 在体外培养 ＭＰＣ５ 细胞并分别用不同浓度的 Ｅｑ 处理 ４８ ｈꎮ 通过

ＣＣＫ￣８ 检测各组细胞存活率ꎬ以确定雌马酚干预的最佳浓度梯度ꎬ最终实验分组设置为:对照(Ｃｏｎｔｒｏｌ)组、模型

(Ｍｏｄｅｌ)组(３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 高糖培养基)、低剂量 Ｅｑ 组(模型＋１×１０－８ｍｏｌ / Ｌ Ｅｑ)、中剂量 Ｅｑ 组(模型组＋１×１０－７ｍｏｌ / Ｌ
Ｅｑ)、高剂量 Ｅｑ 组(模型＋１×１０－６ｍｏｌ / Ｌ Ｅｑ)ꎻ通过流式细胞仪来分析各组的凋亡状况ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测各组细

胞中 ＥＧＦＲ、Ｐ￣ＥＧＦＲ、Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达水平ꎮ 结果　 通过对 Ｅｑ 与 ＤＮ 的交集靶点进行分

析ꎬ共发现 １２８ 个目标ꎬ其中核心靶点包括 ＰＩＫ３ＣＢ、ＰＩＫ３ＣＡ、ＡＫＴ２、ＭＡＰＫ１、ＨＲＡＳ、ＲＡＦ１、ＭＡＰ２Ｋ１ 和 ＥＧＦＲ 等ꎮ
流式实验结果表明ꎬＥｑ 干预后细胞存活率相较于模型组明显提高、凋亡率明显下降(Ｐ<０.０５)ꎬＷｅｓｔｅｍ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 实

验显示ꎬ雌马酚干预后抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２ 表达水平较模型组显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ而 Ｐ￣ＥＧＦＲ / ＥＧＦＲ、Ｂａｘ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达水平显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 Ｅｑ 对 ＤＮ 发生发展保护作用具有多个靶点和通路调控途径ꎬ
特别是 Ｅｑ 干预可以缓解肾脏足细胞凋亡现象ꎬ其机制可能与 ＥＧＦＲ 通路有关ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ ｅｑｕｏｌ ｉｎ (ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙꎬ ＤＮ) ｔｈｒｏｕｇｈ ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ
ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｑｕｏｌ ｏｎ ＤＮ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ Ｅｑ ｗｅｒｅ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｉｎ ｄａｔａｂａｓｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＰｕｂＣｈｅｍꎬ ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒꎬ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ
ＤＮ ｔａｒｇｅｔｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ＤｉｓＧｅＮＥＴꎬ ＧｅｎｅＣａｒｄｓꎬ ａｎｄ ＯＭＩＭ. Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙꎬ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ (ＰＰＩ) ａｎａｌｙｓｉｓ
ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＳＴＲＩＮＧ ｐｌａｔｆｏｒｍ. Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ (ＧＯ) ａｎｄ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ
Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ (ＫＥＧＧ) ｐａｔｈｗａｙｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｆｏｒ ｋｅｙ ｔａｒｇｅｔｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ “ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｔａｒｇｅｔ ｄｉｓｅａｓｅ” ｎｅｔｗｏｒｋ
ｄｉａｇｒａｍ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.８.０ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｖａｌｉｄａｔｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｔａｒｇｅｔｓ. Ｃｕｌｔｉｖａｔｅ
ＭＰＣ５ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｔｒｅａｔ ｔｈｅｍ ｗｉｔｈ ｖａｒｙｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｅｑ ｆｏｒ ４８ ｈｏｕｒｓ.Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｍｅａｓｕｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＣＣＫ￣８ ａｓｓａｙ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｆｏｒ ｅｑｕｏｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｆｉｎａｌ ｅｘｐｅｒｉ￣
ｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｓｅｔｔｉｎｇｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ＧＬＵꎬ ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (ＧＬＵꎬ ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ ＬＥｑ
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ｇｒｏｕｐ(ｍｏｄｅｌ＋１×１０－８ｍｏｌ / Ｌ Ｅｑ)ꎬ ＭＥｑ ｇｒｏｕｐ (ｍｏｄｅｌ ＋１×１０－７ｍｏｌ / Ｌ Ｅｑ)ꎬ ａｎｄ ＨＥｑ ｇｒｏｕｐ (ｍｏｄｅｌ＋１×１０－６ｍｏｌ / Ｌ
Ｅｑ) . Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥＧＦＲꎬ Ｐ￣ＥＧＦＲꎬ Ｂｃｌ￣２ꎬ Ｂａｘ ａｎｄ Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １２８ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ
ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ Ｅｑ ａｎｄ ＤＮ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ. Ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｔａｒｇｅｔｓ ｗｅｒｅ ＰＩＫ３ＣＢ、ＰＩＫ３ＣＡ、ＡＫＴ２、ＭＡＰＫ１、ＨＲＡＳ、ＲＡＦ１、ＭＡＰ２Ｋ１
ａｎｄ ＥＧＦＲ. Ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔꎬ ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ｎｏｔａｂｌｙ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ Ｅｑ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ａｎｔｉ￣ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂｃｌ￣２ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｅｑｕｏｌ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ(Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｐ￣ＥＧＦＲ / ＥＧＦＲꎬ Ｂａｘ ａｎｄ Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄ(Ｐ<０.０５) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｅｑｕｏｌ ｅｘｈｉｂｉｔｓ ｍｕｌｔｉ￣ｔａｒｇｅｔ ａｎｄ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ＤＮ. Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ ｅｑｕｏｌ ｃａｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｐｏｄｏｃｙｔｅｓꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＥＧＦＲ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｅｑｕｏｌꎻ Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙꎻ Ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎻ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇꎻ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 糖尿病肾病(Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙꎬ ＤＮ)作为一

种普遍存在的糖尿病微血管并发症ꎬ成为当前终末

期肾病发病的首要原因[１]ꎮ 临床上主要表现是蛋

白尿、肾小球滤过率下降、肾功能进行性衰退ꎬ最终

演变为肾衰竭[２]ꎮ 研究成果揭示ꎬ在 ＤＮ 的进展过

程中ꎬ肾小球足细胞受损发挥着关键作用[３]ꎮ 细胞

凋亡是足细胞在代偿性肥大到细胞脱离过程中受损

的一种机制[４]ꎬ抑制足细胞凋亡是减轻足细胞损伤

和蛋白尿症状的关键环节ꎮ
雌马酚作为一种与雌激素具有相似功能的代谢

产物ꎬ主要由大豆苷元(一种特定的大豆异黄酮)在
肠道细菌的影响下产生ꎮ 雌马酚的主要作用是雌激

素样作用[５]ꎬ抗雄激素作用[６] 和抗氧化作用[７￣８]ꎮ 流

行病学研究发现ꎬ相较于不产生雌马酚的人群ꎬ雌马

酚产生人群对绝经后症状及其他疾病(例如骨质疏松

症、血脂异常、血管内皮功能、乳腺癌、前列腺肥大和

前列腺癌)表现出良好的作用效果[９]ꎮ 另外ꎬ动物实

验中雌马酚的应用能够有效缓解胰岛素抵抗以及调

节脂质代谢[１０]ꎮ 因此ꎬ雌马酚被认为在某些内分泌

相关疾病(如乳腺癌、前列腺癌、心血管疾病以及更年

期症状)中具有保护作用[１１]ꎮ
在前期研究中ꎬ我们发现雌马酚对糖尿病大鼠

模型的肾脏功能具有一定的改善效果[１２]ꎬ推测 Ｅｑ 可

能具有抵抗糖尿病肾病的潜在活性ꎬ但其具体作用靶

点及其信号通路尚不清楚ꎮ 因此ꎬ我们借助网络药理

学和分子对接来分析可能的作用靶点及其机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试剂

胎牛血清(武汉普赛诺生命科技有限公司)ꎻ
ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基、青链霉素双抗、 Ｂａｘ 一抗和

Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 染色试剂盒(均购自武汉赛维

尔生物科技有限公司)ꎻ ＩＦＮγ 生长因子和特超敏

ＥＣＬ 化学发光试剂盒(上海生工生物工程有限公

司)ꎻＣＣＫ￣８ 细胞活力检测试剂盒、ＲＩＰＡ 裂解液和

ｐ￣ＥＧＦＲ 一抗(上海碧云天生物技术有限公司)ꎻ雌马

酚(上海大赛璐塑料工业有限公司)ꎻＥＧＦＲ 一抗(上
海艾比玛特公司)ꎬ ＧＡＤＰＨ 一抗和二抗(武汉三鹰生

物技术有限公司)ꎻＢｃｌ￣２ 一抗(ＣＳＴ 公司ꎬ美国)ꎻ磷
酸酶和蛋白酶抑制剂混合物(ＭＣＥ 公司ꎬ美国)ꎮ
１.２　 基于网络药理学和分子对接筛选雌马酚干预

通路的潜在靶点

１.２.１　 雌马酚潜在靶点的筛选

通过 Ｐｕｂｃｈｅｍ 数据库获取 Ｅｑ 的三维结构ꎬ并
将其导入 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 数据库ꎬ选择物种为人类ꎬ
以便预测 Ｅｑ 的靶点ꎮ 将 Ｅｑ 的 Ｃａｎｏｎｉｃａｌ Ｓｍｉｌｅ 号

输入 Ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎꎬ在筛选条件 ｐｒｏｂ>０ 的基

础上ꎬ对靶蛋白进行 ＵｎｉＰｒｏｔ 校正ꎮ 汇总上述数据

库的靶点ꎬ随后将不规范的和重复的靶点删除ꎮ
１.２.２　 糖尿病肾病相关基因收集

采用 “Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ” 作为关键词ꎬ 在

ＤｉｓＧｅＮＥＴ(ｓｃｏｒｅ ｇｄａ≥０. １)和 Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ( ｒｅｌｅｖａｎｃｅ
ｓｃｏｒｅ≥１)数据库中进行相关基因靶点的检索ꎮ 合

并预测出的靶点基因ꎬ同时删除重复数据ꎬ剩余靶点

作为疾病相关基因数据ꎮ
１.２.３　 构建 ＰＰＩ 网络

使用 Ｖｅｎｎｙ２.１ 软件ꎬ对 Ｅｑ 与 ＤＮ 共同靶点进行

筛选ꎬ并绘制韦恩图ꎮ 将共同靶点数据集引入 ＳＴＲＩＮＧ
数据库(物种选择 Ｈｏｍｏ Ｓａｐｉｅｎｓ)ꎬ设定最低相互作用

阈值为 ０.４ꎬ进而生成蛋白质相互作用网络图ꎮ
１.２.４　 “成分－靶点－通路－疾病”的网络构建

使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.８.０ 软件ꎬ对网络进行可视化处

理ꎬ并采用 Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ(ＢＣ)、Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ(ＣＣ)、Ｄｅｇｒｅｅ
(ＤＣ)三个关键度量指标ꎬ对共同靶点进行深入分析ꎬ
选取参数大于等于三个指标的靶点作为核心靶点ꎮ
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１.２.５　 富集分析

通过应用 ＤＡＶＩＤ 数据库对关键靶点进行 ＧＯ
和 ＫＥＧＧ 分析ꎬ物种设定为人类进行后续筛选ꎬ并
将 ＫＥＧＧ 通路中的前 ２０ 和生物过程、细胞成分、分
子功能的排名前 １０ 部分展示为柱状图ꎮ
１.２.６　 分子对接

分子对接验证:利用 ＰＤＢ 数据库下载(ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｒｃｓｂ.ｏｒｇ / )核心蛋白结构ꎬ用于 ＰＰＩ 网络构建ꎬ并
使用 ＰｙＭＯＬ 软件去除配体和水分子ꎮ 分子结构的数

据通过 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｐｕｂｃｈｅｍ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ.
ｎｉｈ.ｇｏｖ / )进行下载ꎮ ＡｕｔｏＤｏｃｋ １.５.６ 软件用于添加原

子电荷和分配原子类型ꎮ 所有的柔性键都配置为可

旋转的 Ｒｕｎｎｉｎｇ ＡｕｔｏＤｏｃｋꎬ以便进行分子对接ꎮ
通过计算机蛋白－配体对接软件(Ａｕｔｏｄｏｃｋ１.５.６)[１３]ꎬ

完成雌马酚与各关键靶点之间的结合能计算和相互

作用评估ꎮ 分子结构的数据从 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库

(ｈｔｔｐｓ: / / ｐｕｂｃｈｅｍ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )获取[１４]ꎮ 首

先处理蛋白和配体文件ꎬ将所有蛋白质和分子文件

都转化为 ＰＤＢＱＴ 格式ꎬ对极性氢原子和水分子进

行删补ꎮ 随后将网格框居于中间ꎬ以适应分子运动

并将每个蛋白质的结构域覆盖ꎮ 设置一个 ３０Å ×
３０Å× ３０Å 的正方形对接口袋ꎬ其格点间距定为

０.０５ ｎｍꎮ 分子对接是通过 Ａｕｔｏｄｏｃｋ １.５.６ 软件构

建模型完成可视化呈现的ꎮ
１.２.７　 方法

所有实验共重复 ３ 次ꎮ
１.２.７.１　 细胞培养

在 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基中培养条件永生化的小

鼠足细胞(陆军军医大学第二附属医院肾内科馈

赠)ꎮ 细胞在 ３３ ℃ 的 ５％ＣＯ２ 湿润环境和添加有

１００ Ｕ / ｍＬ ＩＦＮγ 和 １０％胎牛血清(ＦＢＳ)的培养基中

生长ꎮ 然后将足细胞放置于 ３７ ℃而不含 ＩＦＮγ 的培

养基 １０ ｄ 以诱导分化[１５]ꎬ在此期间ꎬ定期观察并更

换培养液ꎬ以便维持好细胞状态ꎮ 在试验前ꎬ将分化

的足细胞放置在无血清 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基中生长

２４ ｈꎬ然后将细胞分为对照(Ｃｏｎｔｒｏｌ)组、模型(Ｍｏｄｅｌ)
组(ＧＬＵꎬ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ) [１６]、Ａ 组(模型＋１×１０－９ｍｏｌ / Ｌ
Ｅｑ)、Ｂ 组(模型＋１×１０－８ｍｏｌ / Ｌ Ｅｑ)、Ｃ 组(模型＋１×
１０－７ｍｏｌ / Ｌ Ｅｑ)ꎬＤ 组(模型＋１×１０－６ｍｏｌ / Ｌ Ｅｑ)、Ｅ
组 (模型 ＋ １ × １０－５ ｍｏｌ / Ｌ Ｅｑ)、 Ｆ 组 (模型 ＋ １ ×
１０ －４ｍｏｌ / Ｌ Ｅｑ)、Ｇ 组(模型＋１×１０－３ｍｏｌ / Ｌ Ｅｑ)和 Ｈ
组(模型＋１×１０－２ｍｏｌ / Ｌ Ｅｑ)ꎬ干预 ２４ ｈ 后进行相关

检测ꎮ

１.２.７.２　 测定不同浓度 Ｅｑ 干预后的细胞活力

选取第 ３ 至第 ５ 代 ＭＰＣ５ 细胞ꎬ在 ９６ 孔板中使

用完全培养基ꎬ以每毫升 ４×１０４ 个细胞的密度培养ꎬ
每孔加入 １００ μＬ 培养基ꎮ 在 ９６ 孔板生长 ２４ ｈ 后ꎬ
使用 ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基和 ５％胎牛血清培养ꎬ随后

加入 Ｅｑ 或 ＧＬＵ 再生长 ２４ ｈꎮ 每次实验设 ６ 个复

孔ꎮ 在干预结束后ꎬ加入 ＣＣＫ￣８ 试剂ꎬ随后在 ３７ ℃
孵箱中进行 １ ｈ 孵育ꎮ 接着ꎬ通过多功能酶标仪在

４５０ ｎｍ 处检测吸光度ꎬ并据此计算细胞相对活

力值ꎮ
１.２.７.３　 细胞分组及干预

根据 １.２.７.２ 步骤确定的 Ｅｑ 适宜浓度ꎬ将细胞

分为对照 ( Ｃｏｎｔｒｏｌ) 组、 模型 (Ｍｏｄｅｌ) 组 ( ＧＬＵꎬ
３０ ｍｍｏｌ / Ｌ)、ＬＥｑ 组(模型＋１×１０－８ｍｏｌ / Ｌ Ｅｑ)、ＭＥｑ
组(模型＋１×１０－７ｍｏｌ / Ｌ Ｅｑ)、ＨＥｑ 组(模型＋１×１０－６

ｍｏｌ / Ｌ Ｅｑ)ꎬ干预 ２４ ｈ 后进行相关检测ꎮ
１.２.７.４　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 染色检测细胞凋亡率

接种第 ３ 至第 ５ 代细胞到培养瓶培养ꎬ生长

２４ ｈ后ꎬ使用不含 ＥＤＴＡ 的胰酶消化细胞ꎬ并离心收

获ꎬ随后用 ＰＢＳ 重悬再离心转管ꎬ洗涤 ２ 次后弃上

清ꎬ再加入 １００ μＬ 的 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬ꎬ并使用细

胞滤网过滤ꎬ最后加入 ５ μＬ 的 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 和

ＰＩ 染色液ꎮ 在室温条件下ꎬ将样品轻轻混匀并在黑

暗中反应 １０ ｍｉｎ 后ꎬ向其中加入 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 至

样本液体总量为 ５００ μＬꎬ随后使用流式细胞仪进行

细胞凋亡率的测定ꎮ
１.２.７.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测

按照 １.２.７.３ 分组制取细胞ꎬ测定各组蛋白上清

浓度后ꎬ按照电泳、转膜、封闭、孵一抗、洗膜、孵二抗

的顺序ꎬ完成后使用 ＥＣＬ 显影ꎬ以 ＧＡＤＰＨ 为内参ꎬ
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算各组蛋白的相对表达量ꎮ
１.３　 统计学处理

应用 ＳＰＳＳ １８.０ 软件ꎮ 计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎮ
多组间比较采用单因素方差分析ꎬ检验水准 α ＝
０.０５ꎬＰ <０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 网络药理学分析和分子对接

２.１.１　 Ｅｑ 抗 ＤＮ 作用靶点的获得

经过筛选ꎬ我们获得了 ２３０ 个 Ｅｑ 靶点和 ４ ２９８
个 ＤＮ 靶点ꎮ 经过 Ｖｅｎｎ 图取交集ꎬ我们获得 １２８ 个

共同靶点ꎬ这些靶点即是 Ｅｑ 抗 ＤＮ 的作用潜在靶
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点ꎬ如图 １ 所示ꎮ
２.１.２　 构建 ＰＰＩ 网络和“成分－靶点－通路－疾病”

网络

在 １.２.３ 部分ꎬ在 ＳＴＲＩＮＧ 数据库输入共同靶

点ꎬ以此构建蛋白相互作用网络ꎬ具体展示于图 ２ꎮ
　 　 ＰＰＩ 网络交集靶点包含 １１４ 个节点ꎬ４８９ 条边ꎬ
其中图形越大ꎬ颜色越深的ꎬ在蛋白质相互作用中产

生的交集越多ꎬ越可能是参与反应的关键靶点ꎮ 借

助 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３.８.０ 软件ꎬ我们绘制了 Ｅｑ 抗 ＤＮ 蛋白

靶点－通路相互作用图ꎬ如图 ３ 所示ꎮ
图 １　 Ｅｑ 抗 ＤＮ 作用靶点
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｑｕｏｌ ａｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ

图 ２　 蛋白相互作用网络
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋｓ

图 ３　 Ｅｑ 抗 ＤＮ 的蛋白靶点－通路相互作用
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｔａｒｇｅｔ￣ｐａｔｈｗａｙ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｑｕｏｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ
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　 　 依据 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３. ８. ０ 软件中计算得出的 Ｂｅ￣
ｔｗｅｅｎｎｅｓｓ(ＢＣ)、Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ(ＣＣ)、Ｄｅｇｒｅｅ(ＤＣ)数值ꎬ
我们选取参数大于等于上述三个数值的靶点为核心

靶点ꎬ得到 Ｅｑ 抗 ＤＮ 的核心靶点包括 ＰＩＫ３ＣＢ、
ＰＩＫ３ＣＡ、ＡＫＴ２、ＭＡＰＫ１、ＨＲＡＳ、ＲＡＦ１、ＭＡＰ２Ｋ１、
ＥＧＦＲ 等ꎮ
２.１.３　 ＧＯ、ＫＥＧＧ 通路富集分析

在 ＧＯ 富集分析中ꎬ我们得到了 ６１４ 条富集过

程的结果ꎬ其中生物过程(ＢＰ) ４２５ 条目ꎬ细胞组成

(ＣＣ)有 ５７ 条目ꎬ分子功能(ＭＦ)有 １３２ 条目ꎬ柱状

图颜色代表显著性ꎬ颜色越偏向红色ꎬ显著性越强ꎻ

横坐标柱状图长短代表参与该功能的靶点数目ꎬ数
目越大ꎬ参与该功能靶点越多ꎮ 如图 ４ 所示ꎮ
　 　 ＫＥＧＧ 富集分析结果表明ꎬ富集的通路共有

１５０ 条ꎮ 依据 Ｐ<０.０５ꎬ选取前 １０ 个条目构建 ＧＯ
富集柱状图以及前 ２０ 个条目作为 ＫＥＧＧ 柱状图ꎬ
如图 ５ 所示ꎮ ＢＰ 富集结果为:蛋白激酶 Ｂ 信号转

导的正调节、凋亡负反馈、信号转导、ｍａｐｋ 级联的

正调节、蛋白质磷酸化、蛋白质自身磷酸化、细胞

迁移的正调控、正向调节磷脂酰肌醇 ３￣激酶信

号、蛋白质水解、胰岛素样生长因子受体信号通

路等ꎮ

图 ４　 ＧＯ 富集结果
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ

图 ５　 ＫＥＧＧ 富集结果
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ

　 　 ＫＥＧＧ 前 ２０ 富集通路为:癌症中的途径、前列

腺癌、癌症中的蛋白聚糖、内分泌抵抗、ＥＧＦＲ 的络

氨酸激酶抑制剂耐药性、脂质代谢和动脉的粥样硬

化、Ｆｏｘｏ 相关信号通路、化学致癌与受体活化、化学
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致癌与活性氧、孕酮与卵母细胞成熟、催乳素信号通

路、雌激素信号通路、乙型肝炎、糖尿病并发症中的

ＡＧＥ￣ＲＡＧＥ 信号通路、肝细胞癌、结直肠癌、非小细

胞肺癌、黑色素瘤、松弛素信号通路、ＰＩ３Ｋ￣ＡＫＴ 信

号通路等ꎮ
２.１.４　 分子对接结果

为了评估候选药物与其靶标的亲和力ꎬ我们

进行分子对接分析ꎮ 在 Ｅｑ 与靶蛋白的特异性对

接模型中ꎬ靶蛋白以深蓝色的卡通形态呈现ꎬ配体

则以青色的棍棒模型展示ꎬ它们之间的结合点表

示为品红色棍棒结构ꎮ 氢键ꎬ离子相互作用ꎬ疏水

相互作用在图 ６ 中分别以黄色ꎬ品红色和绿色虚

线表示ꎮ

图 ６　 雌马酚与靶蛋白分子对接图
Ａ:雌马酚与 ＰＩＫ３ＣＢ 结合图ꎻＢ:雌马酚与 ＰＩＫ３ＣＡ 结合图ꎻＣ:雌马酚与 ＡＫＴ２ 结合图ꎻＤ:雌马酚与 ＭＡＰＫ１ 结合图ꎻ
Ｅ:雌马酚与 ＨＲＡＳ 结合图ꎻＦ:雌马酚与 ＲＡＦ１ 结合图ꎻＧ:雌马酚与 ＭＡＰ２Ｋ１ 结合图ꎻＨ:雌马酚与 ＥＧＦＲ 结合图ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｄｏｃｋｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｑｕｏｌ ｗｉｔｈ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ
Ａ:Ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｑｕｏｌ ａｎｄ ＰＩＫ３ＣＢꎻ Ｂ:Ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｑｕｏｌ ａｎｄ ＰＩＫ３ＣＡꎻ Ｃ:Ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｑｕｏｌ ａｎｄ
ＡＫＴ２ꎻ Ｄ:Ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｑｕｏｌ ａｎｄ ＭＡＰＫ１ꎻ Ｅ:Ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｑｕｏｌ ａｎｄ ＨＲＡＳꎻ Ｆ:Ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｑｕｏｌ
ａｎｄ ＲＡＦ１ꎻ Ｇ:Ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｑｕｏｌ ａｎｄ ＭＡＰ２Ｋ１ꎻ Ｈ:Ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｑｕｏｌ ａｎｄ ＥＧＦＲ.

　 　 我们将发现的相互作用力进行分析ꎬ并计算结合

时产生的结合能ꎮ 受体蛋白与小分子之间形成了多

组相互作用力ꎬ这些相互作用力共同影响了蛋白质－

小分子复合物的结合能ꎮ 结合能数值表示药物与靶

蛋白结合需要的能量ꎬ能量越小结合体越稳定ꎻ一般

情况下ꎬ结合能小于－５ ｋｃａｌ / ｍｏｌ 可认为两者有良好
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的结合能力[１７]ꎬ见表 １ꎬ这表明雌马酚与上述靶点蛋

白接触时能够自发且稳定地与上述各个靶点结合ꎮ
表 １　 雌马酚与靶蛋白分子复合物的结合能对接结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｏｃｋｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｑｕｏｌ ｗｉｔｈ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

药物 靶点
Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库

识别码
结合能

(ｋｃａｌ / ｍｏｌ)
Ｅｑｕｏｌ ＰＩＫ３ＣＢ Ｐ４２３３８ －７.６
Ｅｑｕｏｌ ＰＩＫ３ＣＡ Ｐ４２３３６ －８.１
Ｅｑｕｏｌ ＡＫＴ２ Ｐ３１７５１ －８.９
Ｅｑｕｏｌ ＭＡＰＫ１ Ｐ２８４８２ －７.５
Ｅｑｕｏｌ ＨＲＡＳ Ｐ０１１１２ －８.２
Ｅｑｕｏｌ ＲＡＦ１ Ｐ０４０４９ －７.６
Ｅｑｕｏｌ ＭＡＰ２Ｋ１ Ｑ０２７５０ －８.２
Ｅｑｕｏｌ ＥＧＦＲ Ｐ００５３３ －７.２

２.２　 细胞实验

２.２.１　 测定不同浓度 Ｅｑ 干预后的细胞活力

在 ＣＣＫ￣８ 测定中ꎬ与对照组相比ꎬ细胞活力显著

降低(Ｐ<０.０５)时雌马酚干预浓度为 １×１０－４ｍｏｌ / Ｌꎬ如
图 ７ 所示ꎮ 基于此ꎬ本研究选取每组分别添加 １×
１０－８ｍｏｌ / Ｌ、１×１０－７ｍｏｌ / Ｌ、１×１０－６ｍｏｌ / Ｌ 三个不同浓

度的 Ｅｑ 进行细胞凋亡实验ꎮ

图 ７　 不同浓度 Ｅｑ 干预下对细胞活力(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ 对照组)
Ｆｉｇｕｒｅ.７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｅｑ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａ￣

ｂｉｌｉｔｙ(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ)

２.２.２　 Ｅｑ 干预对各组细胞凋亡率的影响

与对照组(３.４２±１.１０)％ 相比ꎬ模型组凋亡率

(１３.４２±２.３６)％ 显著提高(Ｐ<０.０５)ꎻ经过 Ｅｑ 干预ꎬ
ＬＥｑ、ＭＥｑ、ＨＥｑ 的凋亡率分别为(１２.００±２.０１)％、
(７.１１±１.５６)％、(５.２０±１.１９)％ꎬ三组的凋亡率均较

模型组显著下降(Ｐ<０.０５)ꎬ如图 ８ 所示ꎮ

图 ８　 Ｅｑ 干预对各组细胞凋亡率的影响(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ 模型组)
Ａ:对照组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:ＬＥｑ 组ꎻＤ:ＭＥｑ 组ꎻＥ:ＨＥｑ 组ꎻＦ:各组凋亡率ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｅｑ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ)
Ａ:Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ:Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ:ＬＥｑ ｇｒｏｕｐꎻ Ｄ:ＭＥｑ ｇｒｏｕｐꎻ Ｅ:ＨＥｑ ｇｒｏｕｐꎻ Ｆ:Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ.

２.２.３　 Ｅｑ 干预抑制 ＭＰＣ５ 细胞 ＥＧＦＲ 相关通路

ＷＢ 检测结果表明ꎬ与对照组比较ꎬ模型组细胞

抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２ 表达水平显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ而
Ｐ￣ＥＧＦＲ / ＥＧＦＲ、Ｂａｘ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达

水平显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬＥＧＦＲ 蛋白表达水平与对

照组相比差异无统计学意义ꎻ与模型组比较ꎬ各干预

组细胞抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２ 表达水平显著升高(Ｐ <
０.０５)ꎬ而 Ｐ￣ＥＧＦＲ / ＥＧＦＲ、Ｂａｘ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３
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蛋白表达水平显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬＥＧＦＲ 蛋白表达 水平差异无统计学意义ꎬ见图 ９ꎮ

图 ９　 Ｅｑ 干预对各组细胞蛋白含量的表达(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ 模型组
Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测结果ꎻ Ｂ:ＥＧＦＲ 蛋白相对表达量ꎻ Ｃ:Ｐ￣ＥＧＦＲ 蛋白相对表达量ꎻ Ｄ:Ｂｃｌ￣２ 蛋白相对表达量ꎻ
Ｅ:Ｂａｘ蛋白相对表达量ꎻ Ｆ:Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白相对表达量ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｅｑ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ
ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ)
Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓꎻ Ｂ:Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＧＦＲ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｃ:Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ￣ＥＧＦＲ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ
Ｄ:Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｅ: Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＡＸ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｆ: Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｐｒｏｔｅｉｎ.

３　 讨　 论

糖尿病肾病的发病率不断攀升ꎬ已成为全球性

的公共卫生问题[１８]ꎮ ＤＮ 的发展过程涉及多种因

素ꎬ主要包括高血糖引起的代谢失调、炎症反应、微
血管损伤以及肾间质纤维化等[１９]ꎮ 目前临床实践

中ꎬ对糖尿病肾病治疗手段有限ꎬ患者预后较差ꎬ亟
待开发新的治疗方法和药物ꎮ

近年来ꎬ多酚类化合物ꎬ尤其是大豆异黄酮及其

代谢产物雌马酚ꎬ因具有雌激素活性和抗氧化特性ꎬ
显示出改善多种健康问题的潜力[２０￣２１]ꎮ 众多研究

发现雌马酚具有降低心血管疾病风险ꎬ预防骨质疏

松ꎬ以及降低肿瘤发生风险等多种健康保护功

能[２２￣２６]ꎮ 我国成年人群中的前瞻性队列研究显示ꎬ
尿液中雌马酚含量与体质量指数、体脂率之间存在

显著的独立负相关性[２７]ꎮ 此外ꎬ在本实验室前期研

究中ꎬ通过高脂饮食结合去卵巢操作诱导的大鼠肥

胖模型ꎬ发现 ４０ ｍｇ / ｋｇ Ｅｑ 灌胃干预 １２ 周后ꎬ显著

减轻了大鼠体质量[２８]ꎮ 这些研究为雌马酚在糖尿

病肾病治疗中的应用提供了初步证据ꎮ
网络药理学和分子对接技术作为新兴的生物信

息学工具ꎬ在早期药物有效性研究中展现出了较高

的可信度与可行性[２９￣３１]ꎮ 本研究利用这些方法揭

示了雌马酚可能作用于糖尿病肾病治疗的多个靶

点ꎬ其中包括 ＰＩＫ３ＣＢ、 ＰＩＫ３ＣＡ、 ＡＫＴ２、 ＭＡＰＫ１、
ＨＲＡＳ、ＲＡＦ１、ＭＡＰ２Ｋ１、ＥＧＦＲ 等关键靶点ꎬ这些靶

点主要在细胞增殖、分化以及凋亡等方面起作用ꎮ
ＥＧＦＲ 作为细胞膜蛋白ꎬ在已知信号通路中占据上

游位置ꎬ且可被雌激素相关通路激活[３２￣３４]ꎬ而雌马

酚又具有类雌激素效应[３５]ꎬ故我们重点关注雌马酚

对 ＥＧＦＲ 相关通路的效应ꎮ
我们的研究结果表明ꎬ在模型组中 ＥＧＦＲ 磷酸

化水平显著增加ꎬ这一发现与先前他人在动物模型

研究中的结论相一致[３６]ꎮ 此外ꎬ在小鼠模型中ꎬ足
细胞 ＥＧＦＲ 基因敲除减轻了糖尿病肾病的进展[３７]ꎮ
这些结果在临床研究中也得到了验证ꎬ与健康对照

组相比ꎬ各慢性肾脏病阶段的糖尿病肾病患者血清

中表皮生长因子水平普遍升高[３８]ꎮ
本研究进一步探讨了雌马酚对 ＥＧＦＲ 信号通路
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的调节作用及其对足细胞凋亡的影响ꎮ 我们发现ꎬ
雌马酚通过调节 ＥＧＦＲ 信号ꎬ能够改善抗凋亡蛋白

的表达ꎬ进而对促凋亡蛋白 Ｂａｘ 以及裂解的胱天蛋

白酶￣３ 产生影响ꎬ而减少促凋亡相关蛋白胱天蛋白

酶￣３ 和胱天蛋白酶￣８ 的表达ꎬ可以降低蛋白尿ꎬ改
善肾功能[３９]ꎮ 在本研究中ꎬ高糖环境下足细胞的凋

亡率显著增加ꎬ而雌马酚的干预显著改善了这一现

象ꎮ 类似的研究也表明雌马酚能够改善成骨细胞的

凋亡[４０]ꎬ这些研究进一步证实了其在抗细胞凋亡方

面的广泛潜力ꎬ为糖尿病肾病的治疗提供了新的

视角ꎮ
综上ꎬ本研究验证了雌马酚对足细胞的抗凋亡

作用ꎬ并通过网络药理学和分子对接技术探讨了其

对肾脏足细胞保护作用的潜在靶点ꎮ 此外ꎬ雌马酚

在糖尿病肾病预防和辅助治疗中具有一定的应用价

值ꎬ其机制可能与 ＥＧＦＲ 通路相关ꎮ 但本实验仅涉

及细胞层面的现象ꎬ实验证据有所欠缺ꎬ我们将进一

步完成动物实验ꎬ后续更要基于临床样本和人群研

究ꎬ来进一步验证雌马酚对 ＤＮ 患者的健康效应ꎮ
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[２] Ｐｏｄｇóｒｓｋｉ Ｐꎬ Ｋｏｎｉｅｃｚｎｙ Ａꎬ ＬＩＳ Łꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ
ｐｏｄｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｎａｌ ｄｉｓｅａｓｅ [ Ｊ] . Ａｄｖ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ
Ｍｅｄꎬ ２０１９ꎬ ２８(１２): １７１１￣１７１５.

[３] Ｌｉ ＸＬꎬ Ｚｈｕ ＱＱꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｕｅｒａｒｉｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｄｉａ￣
ｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｐｏｄｏｃｙｔｅｓ
[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ ２０２０ꎬ １１: ７３. ｄｏｉ:１０. ３３８９ / ｆｐｈｙｓ.
２０２０.０００７３.

[４] Ｃｏｎｔｉ Ｓꎬ Ｒｅｍｕｚｚｉ Ｇꎬ Ｂｅｎｉｇｎｉ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍａｇｉｎｇ ｔｈｅ ｋｉｄ￣
ｎｅｙ ｗｉｔｈ ａｎ ｕｎｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ: ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｂｐｏｄｏｃｙｔｅ ｓｐａｃｅ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｍｉｃｅ[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２２ꎬ ２３(３): １６９９. ｄｏｉ:１０.
３３９０ / ｉｊｍｓ２３０３１６９９.

[５] Ｐｏｏｌ ＫＲꎬ Ｋｅｎｔ ＴＣꎬ Ｂｌａｃｈｅ Ｄ. Ｏｅｓｔｒｏｇｅｎｉｃ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ
ｅｑｕｏｌ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｉｍｐａｃｔｓ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｙ ｏｆ ｒａｍ ｓｐｅｒｍａｔｏ￣
ｚｏａ ｉｎ ｖｉｔｒｏ[Ｊ] . Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙꎬ ２０２１ꎬ １７２: ２１６￣２２２. ｄｏｉ:
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[６] Ｌｕｎｄ ＴＤꎬ Ｍｕｎｓｏｎ ＤＪꎬ Ｈａｌｄｙ ＭＥꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｑｕｏｌ ｉｓ ａ ｎｏｖｅｌ
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ｆｅｅｄｂａｃｋ[Ｊ] . Ｂｉｏｌ Ｒｅｐｒｏｄꎬ ２００４ꎬ ７０(４): １１８８￣１１９５.

[７] Ｃｈｏｉ ＥＪꎬ Ｋｉｍ ＧＨ. Ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｄａｉｄｚｅｉｎ
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[８] Ｗｅｉ ＸＪꎬ Ｗｕ Ｊꎬ Ｎｉ ＹＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａ ｐｈｙ￣

ｔｏｅｓｔｒｏｇｅｎ ｅｑｕｏｌ ｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
ｂｒｏｉｌｅｒｓ[ Ｊ] . Ｉｎ Ｖｉｔｒｏ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ Ａｎｉｍꎬ ２０１１ꎬ ４７
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ｔａｂｏｌｉｔｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｄａｉｄｚｅｉｎ ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｅｓｕｍｅｄ
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ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ ｂｙ ｔｈｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅꎬ ｏｎ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｅｃｌｉｎｅ
ａｎｄ ｄｅｍｅｎｔｉａ[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２２ꎬ ２３(１９): １１９２１.
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肾脏保护作用 [ Ｊ] . 陆军军医大学学报ꎬ ２０２２ꎬ ４４
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ＬＩ Ｓｈｕｏꎬ ＮＩ Ｘｉａｎｇｍｉｎꎬ ＸＵ Ｚｈｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｎａｌ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｑｕｏｌ ｏｎ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
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Ａｓｓａｙ: ２０１７ ｕｐｄａｔｅ[ Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ ２０１７ꎬ ４５
(１): ９５５￣９６３.

[１５] Ｙｕ ＣＰꎬ Ｚｈａｎｇ Ｈꎬ Ｌｉｕ ＳＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｌｏｔ２ ａｃｔｓ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ
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[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２３ꎬ １９(２): ５０２￣５２０.

[１６] Ｈｓｕ ＭＦꎬ Ｉｔｏ Ｙꎬ Ａｆｋａｒｉａｎ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｒｃ
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ｒｅｎｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｕｎｄｅｒ ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉａ[ Ｊ] .
Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉꎬ ２０２２ꎬ ７９(１０): ５１６. ｄｏｉ:１０.１００７ /
ｓ０００１８￣０２２￣０４５１７￣６.

[１７] 范晓艳ꎬ 王元耕ꎬ 陈泽涛. 黄芪桂枝五物汤治疗心衰

的网络药理学机制 [ Ｊ] . 山东大学学报 (医学版)ꎬ
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