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［摘要］ 目的：基于网络药理学初步预测加味升降散治疗免疫球蛋白（Ig）A 肾病（IgAN）的活性成分、作用靶点及信号通

路，通过分子对接及动物实验验证探讨其可能作用机制。方法：通过中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP），蛋白质数

据库（UniProt Knowledge base）数据库，查阅文献及成分靶点预测数据库（SwissTargetPrediction）获取加味升降散药理作用的活

性成分及相关靶点；通过基因数据库（GeneCards），人类孟德尔遗传病数据库（OMIM）获取 IgAN 相关靶点；使用 Cytoscape

3.9.0 软件数据库构建药物活性成分的相关靶点与疾病相关靶点的加味升降散 -IgAN 靶点调控网络，结合 STRING 数据库绘制

蛋白相互作用网络；使用 Metascape数据库对交集基因进行基因本体（GO）功能注释和京都基因与基因组百科全书（KEGG）通
路富集分析。选取关键作用靶点与主要活性成分通过 AutoDockTools 1.5.6 软件进行分子对接验证；采用联合牛血清白蛋白

（BSA）灌胃+尾静脉注射脂多糖（LPS）+皮下注射四氯化碳（CCl4）、蓖麻油的免疫复合的方法建立实验性 IgA 肾病大鼠模型，给

予加味升降散和盐酸贝那普利干预 4 周。给药结束后处死大鼠，通过酶联免疫吸附测定法（ELISA）、免疫组织化学法、实时荧

光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）、蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠血清及肾组织中转化生长因子-β1（TGF-β1）、
白细胞介素-6（IL-6）表达水平来进行动物实验验证。结果：经过口服生物利用度（OB）、类药性（DL）及查阅文献初步筛选获得

加味升降散中活性成分 105 个；药物疾病交集基因 124 个，核心靶点 59 个，其中神经营养性酪氨酸激酶受体 1 型（NTRK1）、泛
素化连接酶 E3 蛋白（CUL3）、肿瘤蛋白 p53（TP53）、表皮生长因子受体（EGFR）、核输出蛋白 1（XPO1）等靶点可能与 IgAN 密切

相关，KEGG 富集分析预测加味升降散治疗 IgAN 主要涉及磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/Akt）信号通路、核转录因

子-κB（NF-κB）信号通路、细胞因子-细胞因子受体相互作用（Cytokine-cytokine receptor interaction）等通路。分子对接分析，加

味升降散中主要活性成分与核心作用靶点中的 NTRK1、CUL3、TP53、EGFR、XPO1 具有较为稳定的结合活性，其可能通过影

响 NTRK1、CUL3、TP53、EGFR、XPO1 靶点蛋白进而调控炎症反应。动物模型验证结果：加味升降散能够显著降低 IgAN 大鼠

血清及肾组织中细胞因子 TGF-β1、IL-6表达水平，可能通过调控 Cytokine-cytokine receptor interaction、PI3K/Akt、NF-κB 等信号

通路抑制过度纤维化、炎性反应和免疫应答。结论：加味升降散可能通过多靶点及多通路治疗 IgAN，其发挥治疗作用的机制

可能与影响 NTRK1、CUL3、TP53、EGFR、XPO1 等靶点蛋白的表达及调控 Cytokine-cytokine receptor interaction、PI3K/Akt、

NF-κB 等信号通路进而抑制过度纤维化、炎症反应和免疫应答有关。
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［［Abstract］］ Objective：：To preliminarily predict the active components，targets，and signaling pathways

of modified Shengjiangsan in the treatment of immunoglobulin A nephropathy（IgAN）based on network

pharmacology， and to explore its underlying mechanism through molecular docking and experimental

verification on animals. Method：： The active ingredients and related targets of modified Shengjiangsan were

obtained from Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology Database and Analysis Platform（TCMSP），
UniProt，SwissTargetPrediction，and literature review. IgAN-related targets were obtained from GeneCards and

Online Mendelian Inheritance in Man（OMIM）. Cytoscape 3.9.0 was used to construct the regulation network of

the related targets of Shengjiangsan and IgAN，and the protein-protein interaction（PPI）network was plotted by

STRING. The common genes were analyzed for gene ontology（GO） functional annotation and Kyoto

encyclopedia of genes and genomes（KEGG）pathway enrichment by Metascape. Key targets and main active

ingredients were selected for molecular docking by AutoDockTools 1.5.6. The experimental model of IgAN was

induced by bovine serum albumin（BSA，ig）combined with lipopolysaccharide（LPS，iv）and the complex of

CCl4 and castor oil（sc）in rats. The model rats were treated with modified Shengjiangsan and benazepril

hydrochloride for four weeks. The rats were sacrificed after drug administration. The levels of transforming

growth factor-β1（TGF-β1）and interleukin-6（IL-6）in the serum and kidney tissues were detected by enzyme-

linked immunosorbent assay（ELISA），immunohistochemistry，Real-time quantitative polymerase chain reaction

（Real-time PCR），and Western blot. Result：：A total of 105 active ingredients were obtained according to oral

bioavailability（OB），drug-likeness（DL），and literature screening. There were 124 common genes and 59 core

targets. Neurotrophic tyrosine receptor kinase 1（NTRK1），cullin-3（CUL3），tumor protein 53（TP53），

epidermal growth factor receptor（EGFR），exportin 1（XPO1），and other targets might be closely related to

IgAN. As predicted by KEGG enrichment analysis，the treatment of IgAN with modified Shengjiangsan mainly

involved the phosphoinositide 3-kinase（PI3K）/protein kinase B（Akt）signaling pathway，nuclear transcription

factor-kappa B（NF- κB）signaling pathway，and cytokine-cytokine receptor interaction signaling pathway. As

revealed by molecular docking，the main active ingredients in modified Shengjiangsan showed stable binding

activities with NTRK1，CUL3，TP53，EGFR，and XPO1 in the core targets，indicating that it presumedly

regulated inflammatory responses by affecting NTRK1，CUL3，TP53，EGFR，and XPO1 target proteins. The

results of experimental verification on animals showed that the expression levels of cytokines TGF-β1 and IL-6 in

the serum and kidney tissues of IgAN rats were significantly decreased by modified Shengjiangsan，suggesting

that Shengjiangsan might inhibit excessive fibrosis，and inflammatory and immune responses by regulating

signaling pathways such as cytokine-cytokine receptor interaction， PI3K/Akt， and NF- κB. Conclusion：：

Modified Shengjiangsan may treat IgAN through multiple targets and pathways. Its mechanism may be related to

the inhibition of excessive fibrosis，and inflammatory and immune responses by affecting the expression of

NTRK1，CUL3，TP53，EGFR，and XPO1 and the regulation of the cytokine-cytokine receptor interaction，

PI3K/Akt，NF-κB，and other signaling pathways.

［［Keywords］］ modified Shengjiangsan；immunoglobulin A nephropathy（IgAN）；network pharmacology；

molecular docking；animal experiments

免疫球蛋白（Ig）A 肾病（IgAN）是一种常见的

原发性肾小球疾病，临床表现主要以肉眼血尿和或

镜下血尿为主，肾组织活检病理显示在肾小球系膜

区以 IgA 为主的免疫复合物沉积［1］。 IgAN 进展的

主要危险因素有肾小球硬化［2］、肾间质纤维化、高血

压、大量蛋白尿和肾功能减退［3］。IgAN 发病机制复

杂，涉及免疫、遗传、环境或营养等多种因素，因此

也缺乏特异性治疗［4］，目前西医多以血管紧张素转
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换酶抑制剂、血管紧张素受体拮抗剂、糖皮质激素、

免疫抑制剂等控制血压、减少尿蛋白等治疗为主［5］，

但存在治疗周期长、不良反应多、敏感度不一、激素

依赖等问题。近年来，临床中运用中药复方治疗

IgAN 越来越多［6-7］，且效果显著，在改善患者临床症

状，减轻糖皮质激素及免疫抑制剂不良反应等方面

发挥了重要作用［8］。

升降散源于明代龚廷贤《万病回春》卷二瘟疫

门中的内府仙方，由僵蚕、蝉蜕、姜黄、大黄组成。

升降散原为治疗瘟疫而创立，具有泄热解毒、宣郁

通闭、消痰祛瘀等功用，近现代多用于治疗“热郁邪

结”证。前期研究证实升降散具有抑制炎症、提高

免疫功能，抑制毒素反应、保护肾功能的作用［9-13］。

现代药理研究表明，蝉蜕、僵蚕、大黄、姜黄具有抗

菌、抗感染、抗肿瘤、调节免疫等功效［14-17］。且在临

床中发现在升降散基础上加用桔梗、茯苓、积雪草

以疏通三焦、清热利湿、活血化瘀可以明显提高治

疗 IgAN 疗效，减少患者蛋白尿，延缓疾病进展。但

因加味升降散中中药活性成分复杂、作用靶点多，

故不清楚其治疗 IgAN 的作用机制。网络药理学是

基于系统生物学的理论，对生物系统的网络分析，

选取特定信号节点进行多靶点药物分子设计的新

学科，是目前探索中药药理机制有效的方法。本研

究旨在通过网络药理学初步预测加味升降散治疗

IgAN 的活性成分、作用靶点及信号通路，并通过分

子对接及动物实验验证探讨加味升降散治疗 IgAN

可能作用机制，为临床运用加味升降散治疗 IgAN

提供理论依据。

1 方法

1.1 加味升降散活性成分与靶点预测 利用中药

系 统 药 理 学 数 据 库 与 分 析 平 台（TCMSP，http：//

tcmspw.com/tcmsp.php），检索桔梗、茯苓、姜黄、大

黄、积雪草的所有化学成分，根据药物代谢动力学

（ADME）的参数，以口服生物利用度（OB）≥30%，类

药性（DL）≥0.18 为筛选条件，得到桔梗、茯苓、姜黄、

大黄、积雪草的活性成分。并利用 UniProt 数据

（https：//www.uniprot.org/）的注释文件将药物靶点

基因全称转换为基因 ID。利用 CNKI（https：//www.

cnki.net/）查阅文献获取僵蚕、蝉蜕的有效成分，通

过化源网（https：//www.chemsrc.com/）获取有效成分

CAS 号 ，借 助 PubChem（https：//pubchem. ncbi. nlm.

nIh. gov/）数 据 库 和 SwissTargetPrediction（http：//

www.swisstargetprediction.ch/），预测潜在作用靶点，

筛选可能性（Probability）>0.93 的靶点基因。将筛选

出的活性成分及作用靶点导入 Cytoscape 3.9.0 软

件，构建“药物-活性成分-作用靶点”网络图。

1.2 IgAN 疾 病 靶 点 的 预 测 利 用 GeneCards

（https：//www.genecards.org/），在线人类孟德尔遗传

病数据库（OMIM，http：//omim. org/），搜索关键词

“IgA nephropathy”，获得 IgAN 的靶蛋白基因。通过

Venny 2.1（https：//bioinfogp. cnb. csic. es/tools/venny/

index.html）在线工具绘制韦恩图，获得加味升降散

与 IgAN 的交集靶点基因。

1.3 蛋白质 -蛋白质相互作用（PPI）网络构建及核

心 靶 点 筛 选 将 1.2 项 下 得 到 的 交 集 靶 点 导 入

STRING 11.5 数据库（https：//string-db.org/）进行 PPI

分析；将加味升降散靶点基因和 IgAN 靶蛋白基因

分别导入 Cytoscape 3.9.0 软件中，运用“BisoGenet”

和“CytoNCA”插件筛选网络中的核心靶点。

1.4 基因本体（GO）和京都基因与基因组百科全书

（KEGG）生 物 富 集 分 析 在 Metascape（http：//

metascape.org/gp/index.html#/main/step1）数据库［18］，

以 P<0.01 为筛选条件，对交集靶点进行 GO 功能注

释和 KEGG 通路富集分析。利用微生信在线平台

（http：//www.bioinformatics.com.cn/）将 GO 和 KEGG

通路富集结果绘制成气泡图。

2 药物主要活性成分-核心靶点分子对接验证

从 TCMSP、PubChem 数据库（https：//pubchem.

ncbi.nlm.nih.gov/）下载加味升降散主要药物活性成

分的 2D 结构（“MOL2”格式或“SDF”格式），运用

Open Babel 软件将“SDF”格式转换为“PDB”格式；
“MOL2”格 式 不 予 处 理 。 从 RSCBPDB 数 据 库

（https：//www.rcsb.org/）下载核心靶点蛋白的 3D 结

构，保存为“PDB”格式。利用 AutoDockTools 1.5.6

软件去水、加氢，对受体和配体进行分子对接，通过

对接分数值来评价其结合活性。然后使用 PyMOL

软件对结果进行可视化展示。

3 动物实验验证

3.1 药物 加味升降散免煎颗粒（僵蚕 12 g、蝉蜕

12 g、桔梗 8 g、茯苓 10 g、姜黄 10 g、大黄 6 g、积雪草

10 g）以上药物由广东一方制药厂提供（批号分别为

9112903、9115203、0061423、0062763、0042053、

0040293、0077393）。盐酸贝那普利片由深圳信立

泰药业股份有限公司生产（批准文号国药准字

H20054771，规格 5 mg/片）。
3.2 动物 北京维通利华实验动物技术有限公司

购进 42 只雄性 SD 大鼠，SPF 级，7 周龄，体质量

（200±20）g，动物合格证号 110011200106395172，合
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格可证号 SCXK（京）2016-0006。饲养于河北中医

学院实验动物中心标准化动物房（相对湿度 50%~

70%，温度 23~25 ℃，昼夜各半），普通饲料（批号

202090812），自由饮水。本实验由河北中医学院伦

理委员会批准，动物实验伦理编号 DWLL2018046。

3.3 试剂及仪器 牛血清白蛋白（BSA）、脂多糖

（LPS）（北京索莱宝科技有限公司，货号分别为

A8010、L8880）；CCl4（天津傲然精细化工研究所，批

号 2020-09-17）；蓖麻油（天津市光复精细化工研究

所，批号 2020-09-02）；白细胞介素（IL）-6、转化生长

因子-β1（TGF-β1）、β-肌动蛋白（actin）抗体（北京博奥

森生物技术有限公司，批号分别为 bs-0782R、bs-

0086R、bs-0061R）；IL-6、TGF-β1试剂盒（上海森雄科

技事业有限公司，批号分别为 SXR032、SXR059）。
引物为自行设计，由生物工程（上海）服份有限公司

合成部合成，见表 1。

CFX96 型实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-

time PCR）仪（Bio-Rad）；756MC 型紫外-可见分光光

度计（上海精密科学仪器有限公司）；DP73型数码显

微镜（Olympus）；PE-9600 型基因扩增仪（美国 PE 公

司）；DYY 型电泳槽及电泳仪（北京六一工厂）；FJ-

2021 型 γ-放射免疫计数器（西安二六二厂）；FR-980

型复日生物电泳图像分析系统（上海复日科技有限

公司）。
3.4 动物分组、模型制备、给药与取样 将所购

SPF 级雄性 SD 大鼠按照随机数字表法分为正常组

8 只、造模组 34 只。于实验室饲养笼内适应性饲养

1 周，未见不良反应，检测全部大鼠尿蛋白、尿潜血

均为阴性。参照陆慧瑜等［19］造模方案 BSA+LPS+

CCl4+蓖麻油复合造模的方法，制备 IgAN 实验大鼠

模型。具体操作，造模组大鼠采用联合 BSA 灌胃+

尾静脉注射 LPS+皮下注射 CCl4、蓖麻油的免疫复合

方法建立实验 IgAN 大鼠模型，方案为口服免疫原

BSA 400 mg·kg-1隔天灌胃，持续 8周；皮下注射蓖麻

油 0.3 mL+CCl4 0.1 mL，每周 1 次，持续 9 周，并于第

6 周联合运用 LPS 0.05 mg 尾静脉注射。正常组予

等量蒸馏水隔天灌胃，持续 8 周；皮下注射 0.9% 氯

化钠溶液 0.4 mL，每周 1 次，持续 9 周；造模组大鼠

出现肉眼血尿、蛋白尿，随机选取造模组大鼠 2 只，

行光镜、电镜、免疫荧光检测以确定造模是否成功。

模型制备成功后，将造模组 32 只大鼠按照随机数字

表法分成模型组、中药低剂量组、中药高剂量组、贝

那普利组各 8 只。中药低剂量组、中药高剂量组予

加味升降散灌胃，给药剂量按照徐叔云等［20］的剂量

换算公式计算（人体质量 70 kg），中药低剂量组大鼠

按照 6.27 g·kg-1 体质量灌胃，中药高剂量组按照

12.54 g·kg-1 体质量灌胃，每日 1 次，共持续 4 周；贝
那普利组按照 10 mg·kg-1 灌服盐酸贝那普利片，每

日 1 次，共持续 4 周；正常组和模型组均予相同体积

蒸馏水灌胃，每日 1 次，共持续 4 周。实验大鼠每周

检测体质量。实验第 14 周，禁食 12 h，禁水 4 h，进

行称重，3% 浓度的戊巴比妥钠按照 40 mg·kg-1体质

量对大鼠进行腹腔注射麻醉，麻醉成功后，股动脉

取血，离心机分离上清用于指标检测；完成股动脉

取血后，立即从肾门处游离出肾脏，先切取部分右

侧肾脏组织，放入冻存管中后快速放置于液氮罐

内，后转移至-80 ℃冰箱冻存用于 Real-time PCR、

蛋白免疫印迹法（Western blot）检测，再将剩余的右

肾组织用 4% 的多聚甲醛液进行固定，用于免疫组

织化学检测。

3.5 指标检测

3.5.1 酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测大鼠血清

TGF-β1、IL-6 水平 各组大鼠血液上清采用 ELISA

法检测 TGF-β1、IL-6 水平，实验步骤按照试剂盒方

法进行操作。

3.5.2 免疫组化法（IHC）检测大鼠肾组织 TGF-β1、

IL-6 表达水平 肾组织进行常规脱蜡及水化、抗原

修复、室温孵育、血清封闭、滴加 PBS 稀释好的 IL-6

（1∶100）、TGF-β1（1∶100）孵育、加入生物素标记的

二抗、室温孵育、自来水冲洗、苏木素复染、盐酸酒

精分化、梯度乙醇脱水、二甲苯透明，中性树胶封

片；显微镜下仔细对比观察阳性表达，并选 5 个不重

叠的视野，采图拍摄保存。

3.5.3 Real-time PCR 检 测 大 鼠 肾 组 织 IL-6

mRNA、TGF-β1 mRNA 的表达 引物序列扩增完毕

后，得到各样本各目的基因及内参基因的 Ct值，ΔCt=

目 的 基 因 Ct 值 -内 参 基 因 的 Ct 值 ，按 照 公 式 Q=

2-ΔCt，得到 IL-6 mRNA、TGF-β1 mRNA 相对定量值

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

引物

β-actin

IL-6

TGF-β1

序列（5'-3'）
上游 GCAGGAGTACGATGAGTCCG

下游 ACGCAGCTCAGTAACAGTCC

上游 AGCGATGATGCACTGTCAGA

下游 GGAACTCCAGAAGACCAGAGC

上游 GACTCTCCACCTGCAAGACC

下游 GGACTGGCGAGCCTTAGTTT

长度/bp

74

127

100

··165



第 28 卷第 7 期
2022年 4 月

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

Vol. 28，No. 7

Apr. ，2022

（RQ 值），将 RQ 值用于统计分析。

3.5.4 Western blot检测 TGF-β1、IL-6蛋白表达 按

照试剂盒说明提取大鼠肾脏组织蛋白，BCA 法测定

蛋白浓度，每管上清液中分别加入 5×loading buffer

50 μL，100 ℃煮沸 15 min，以蛋白变性。按照十二

烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）凝胶

电泳说明书进行电泳，聚偏氟乙烯树脂（PDVF）转
膜 90 min。在封闭液中室温静止 12 h，加入稀释好

的一抗 IL-6（1∶800），TGF- β1（1∶800），β -actin（1∶

5 000），室温摇动 1~3 h，磷酸盐吐温缓冲液（PBST）
洗 3遍一抗，每次 10 min，加入二抗，稀释（1∶6 500），
在室温条件下摇动 1~2 h，PBST 洗 3 遍二抗，每次

10 min，显色、洗膜、读片。使用 Quantityone 软件进

行分析，测定各条带的平均吸光度 A，将待测蛋白质

表达量与内参照 β-actin 表达量进行对比，用以表示

蛋白质的相对表达水平。

3.6 统计学方法 相关数据统计采用 SPSS 26.0 统

计软件进行分析，计量资料符合正态分布且方差

齐，用 x̄± s 表示，多组间比较应用单因素方差分析，

组间两两比较用 t检验法，方差不齐应用秩和检验，

P<0.05说明差异具有统计学意义。

4 结果

4.1 加 味 升 降 散 与 IgAN 相 关 靶 点 交 集 通 过

TCMSP、CNKI数据库检索加味升降散药物成分，设

置 OB≥30%、DL≥0.18、Probability>0.93后，共筛选出

加味升降散 105 种活性化合物，剔除重复基因，活性

成分对应靶点基因 300 个。以“IgA nephropathy”为

关键词，在 GeneCards、OMIM 数据库检索到相关靶

蛋白基因 1 319 个。通过 Venny2.1 在线工具绘制韦

恩图，获得加味升降散与 IgAN 的交集靶点基因

124 个。通过 STRING 数据库对交集靶点进行 PPI

分析，节点数 125，边数 2 607 平均节点度 41.7，平均

局部聚类系数 0.692，预期边数 766，PPI 富集 P<1.0×

10-16。见增强出版附加材料。

4.2 构建“药物 -靶点”网络 通过 Cytoscape 3.9.0

软件构建“药物 -靶点”网络，并对“药物 -靶点”网络

进行分析，得到以下网络分析参数，节点数目为

323 个，边数为 500，平均相邻节点数为 3.071，网络

直径 7，网络半径 4，特征路径长度为 3.208，系数

0.000，网络密度为 0.010，网络异质性为 3.590，网络

集中度 0.456。见增强出版附加材料。

4.3 加味升降散治疗 IgAN 核心靶点获取 运用

Cytoscape 3.9.0 软件中“BisoGenet”插件将加味升降

散和 IgAN靶点基因分别导入，取二者交集，根据 2倍

中 位 数 度 值 初 步 筛 选 出 核 心 靶 点 网 络 ，运 用

CytoNCA 插件和拓扑学参数，计算出度值、连接度、

紧密度、相关度，选取各参数中位数进行筛选，逐步筛

选出交互网络的核心基因，这些核心基因是加味升降

散治疗 IgAN的核心靶点。见增强出版附加材料。

4.4 GO 及 KEGG 通路富集分析 利用 Metascape

数据库对 124 个加味升降散与 IgAN 交集靶点基因

进行生物富集分析，得到 GO 功能富集条目 2 324

条，其中生物过程 2 080 条、细胞组成 86 条和分子功

能 158 条。根据 GO 富集结果，对 P 值排名前 20 的

条目应用微生信平台分别绘图。根据 Metascape 数

据库筛得到 KEGG 通路 324 条，根据 P 值排序绘制

排名前 20 的 KEGG 气泡图。其中 Y 轴代表通路名

称，X 轴代表基因所占百分比，气泡面积代表通路富

集基因数，气泡面积越大信号通路的显著性就越

高，气泡颜色代表 P 值的大小。可预测加味升降散

对 IgAN 的治疗作用主要分布在磷脂酰肌醇 3-激酶/

蛋白激酶 B（PI3K/Akt）信号通路、核转录因子 -κB

（NF-κB）信号通路、细胞因子-细胞因子受体相互作

用（cytokine-cytokine receptor interaction）等信号通

路。使用 Cytoscape 3.9.0 软件构建加味升降散治疗

IgAN 的 KEGG 信号通路关系网络图。见增强出版

附加材料。TGF-β1、IL-6 等靶点是多个通路共同作

用的靶点。

4.5 主要活性成分和核心靶点的分子对接 选取

加味升降散治疗 IgAN 核心靶点中前 5 位的关键靶

点与加味升降散的主要活性成分做分子对接，对接

结合力值见表 1，对接结合力值越小说明配体和受

体结合越稳定，越可能发生相互作用。其中山柰酚

与 肿 瘤 蛋 白 p53（TP53）的 结 合 力 值 最 低 ，

为-9.64 kcal·mol-1（1 kcal≈4.186 kJ），其对接可视化

模型见增强出版附加材料。

4.6 动物实验验证

4.6.1 ELISA 法检测大鼠血清中 TGF-β1、IL-6 与

正常组相比，模型组大鼠血清中 TGF-β1、IL-6 含量

均显著升高（P<0.01）；与模型组比较，中药低剂量

组、中药高剂量组、贝那普利组大鼠血清中 IL-6 含

量显著下降（P<0.01）；与模型组比较，中药高剂量

组、贝那普利组大鼠血清中 TGF-β1 含量显著下降

（P<0.01）；中药低剂量组、中药高剂量组、贝那普利

组大鼠各组间血清中 TGF-β1、IL-6 相差不大，差异

无统计学意义。见表 2。

4.6.2 免疫组化法观察 与正常组比较，模型组大

鼠 TGF-β1、IL-6 在系膜区、足细胞表达增强（++）；与
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模型组比较，中药低剂量组、中药高剂量组、贝那普

利组 TGF-β1、IL-6 在系膜区、足细胞表达减弱（+）；

中药低剂量组、中药高剂量组、贝那普利组大鼠相

比，TGF-β1、IL-6 在系膜区、在足细胞表达强度无明

显差异。见图 1。

4.6.3 大鼠肾组织中 IL-6 mRNA、TGF-β1 mRNA

的 测 定 与 正 常 组 大 鼠 比 较 ，模 型 组 大 鼠 IL-6

mRNA 表达显著增强（P<0.01）；与正常组大鼠比较，

模型组大鼠 TGF-β1 mRNA 表达明显增强（P<0.05）；
与模型组大鼠比较，中药高剂量组、贝那普利组大

鼠 IL-6 mRNA 表达显著减弱（P<0.01）；与模型组大

鼠相比，中药高剂量组、贝那普利组大鼠 TGF-β1

mRNA 表达明显减弱（P<0.05）；中药高剂量组、贝那

普利组大鼠 TGF-β1 mRNA、IL-6 mRNA 表达水平差

异无统计学意义。见表 3。

4.6.4 大鼠肾组织 IL-6、TGF-β1 蛋白表达 与正常

组大鼠比较，模型组大鼠 TGF-β1、IL-6 蛋白表达显

著上调（P<0.01）；与模型组大鼠比较，中药低剂量组

大鼠 TGF-β1、IL-6蛋白表达明显减少（P<0.05）；与模

型组大鼠比较，中药高剂量组、贝那普利组大鼠

TGF-β1、IL-6 蛋白表达显著减少（P<0.01）；中药低剂

量组、中药高剂量组、贝那普利组大鼠各组间相比，

TGF-β1、IL-6 蛋白表达水平差异无统计学意义。见

图 2和表 4。

5 讨论

IgAN 起病隐匿，多为先天不足、久病劳倦、外邪

侵入，病位在肾，与脾肺肾相关。在临床中，气阴两

虚、肾气亏虚以及瘀血、湿热等为医家认可的发病

机制。黄教授认为 IgAN 的病因主要是由于患者素

表 1 对部分加味升降散活性成分与关键靶点结合能的预测

Table 1 Prediction of binding energy between active component

sandkey targets of modified Shengjiangsan

No.

1

2

3

4

5

6

7

来源中药

大黄

茯苓

积雪草、僵蚕

姜黄

桔梗

桔梗

僵蚕

化合物

β-谷甾醇

常春藤

皂苷元

槲皮素

植物甾醇

木犀草素

金合欢素

山柰酚

结合能量/kcal·mol-1

NTRK1

-8.01

-7.23

-6.36

-8.34

-6.53

-6.86

-7.55

CUL3

-6.93

-5.56

-4.05

-5.68

-4.72

-4.64

-5.49

TP53

-9.09

-7.85

-6.77

-8.97

-6.94

-6.82

-9.64

EGFR

-8.64

-8.25

-6.56

-7.74

-6.32

-6.92

-7.70

XPO1

-5.17

-4.58

-3.33

-5.76

-4.12

-5.26

-5.52

表 2 加味升降散对大鼠间血清 IL-6、TGF-β1的表达的影响（x̄± s，

n=8）

Table 2 Effect of expression of IL-6 and TGF- β1 in modified

Shengjiangsan（ x̄± s，n=8）
组别

正常组

模型组

中药低剂量组

中药高剂量组

贝那普利组

剂量/g·kg-1

6.27

12.54

0.01

IL-6/ng·L-1

15.40±1.73

22.33±3.092）

18.44±2.074）

18.17±2.994）

17.16±1.984）

TGF-β1/μg·L-1

32.12±4.28

41.20±6.542）

36.15±5.23

33.65±4.654）

33.90±4.104）

注：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（表 2-表 4同）

注：A. 正常组；B. 模型组；C. 中药低剂量组；D. 中药高剂量组；E. 贝那普利组（图 2同）
图 1 加味升降散对大鼠肾组织 TGF-β1、IL-6的表达（免疫组化，×400）
Fig. 1 Expression of TGF-β1，IL-6 in renal tissue of modified Shengjiangsan（IHC，×400）

表 3 加味升降散对大鼠肾组织中 IL-6 mRNA、TGF-β1 mRNA 表

达的影响（ x̄± s，n=8）
Table 3 Expression of IL-6 mRNA、TGF- β1 mRNA in modified

Shengjiangsan（ x̄± s，n=8）
组别

正常组

模型组

中药低剂量组

中药高剂量组

贝那普利组

剂量/g·kg-1

6.27

12.54

0.01

IL-6

0.879±0.141

1.309±0.3432）

1.095±0.195

0.937±0.1174）

0.906±0.1654）

TGF-β1

0.898±0.171

1.293±0.4131）

1.039±0.207

0.936±0.1833）

0.934±0.1123）
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体阴虚、气虚或气阴两虚，而又感受风热邪毒或湿

热邪毒等外邪。以至气血运行失常，三焦枢机不

利，影响到脾肺肾三脏的功能，而使水湿浊邪内壅，

久之湿热瘀血等标实之证形成［21］。根据陈香美

等［22］做的大样本 IgAN 患者中医证候的流行病学调

查显示 IgAN 患者主要以湿热、血瘀两种证候为主

（31.6%、28.9%）。笔者前期临床观察也证实湿热为

本病的重要病因［23-25］，而血瘀贯穿于 IgA 肾病的发

生、发展整个过程中。加味升降散方中大黄、积雪

草荡积行瘀、清邪热，清利下焦湿热为君药，僵蚕、

蝉蜕祛风解痉、散风热、宣肺气清利上焦湿热，茯苓

健脾渗湿以清利中焦湿热共为臣药；佐以姜黄活血

化瘀；桔梗为使药，载药上行，清宣上焦湿热；诸药

合用升清降浊，寒温并用，可使阳升阴降，内外通

达，气血调畅，三焦湿热之邪得清，瘀血得除。现代

药理研究发现［26-32］，蝉蜕、僵蚕能改善脂质代谢，减

少蛋白尿，抑制肾小球系膜细胞的增殖，减轻系膜

基质积聚，桔梗总皂苷及桔梗皂苷 D 能够有效调节

PI3K/Akt 信号通路及其介导的 NF-κB 信号通路抑

制炎症反应和细胞凋亡，三环四萜类化合物茯苓素

通过与醛固酮受体结合，拮抗醛固酮受体的作用来

达利尿渗湿之功，姜黄素类似物 J7 可能通过抑制氧

化应激、抗细胞凋亡、抑制转化生长因子 -β/Smad 蛋

白（TGF-β/Smad）通路及纤维化作用实现对 2 型糖

尿病大鼠肾脏的保护，大黄酚能够改善 LPS 诱导的

小鼠炎症模型中的炎症反应，积雪草酸通过抑制磷

脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B/哺乳动物雷帕霉素靶

蛋白（PI3K/Akt/mTOR）信号通路抑制 A549 细胞增

殖和迁移。由此可见加味升降散方中各药都可对

肾组织产生保护作用。

分子对接结果显示，加味升降散中主要活性成

分与核心作用靶点中的神经营养性酪氨酸激酶受

体 1 型 NTRK1）、泛素化连接酶 E3 蛋白（CUL3）、
TP53、表皮生长因子受体（EGFR）、核输出蛋白 1

（XPO1）具有较为稳定的结合活性。NTRK1 即原肌

球蛋白受体激酶 A（TrkA），是人类中由 NTRK1 基

因编码的蛋白质，该基因编码神经营养性酪氨酸激

酶受体（NTKR）家族的成员。该激酶是膜结合受

体，其在神经营养蛋白结合后磷酸化自身（自身磷

酸化）和 MAPK 途径的成员。通过 PI3K/Akt信号通

路、MAPK 信号通路调控细胞增殖、炎症反应、细胞

凋亡。研究结果表明，在儿童 IgAN 中，神经营养因

子（NTs）及其受体（ntr）的基因编码的单核苷酸多态

性（SNP）与易感性、病理进展、足细胞足突消失和蛋

白尿的发生有关［33］。CUL3 是泛素化连接酶 E3 蛋

白复合物（BTB-CUL3-RBX1）的核心成分，介导靶

蛋白的泛素化和随后的蛋白酶体降解，而 CUL3 的

上调可促进 LPS 诱导的足细胞凋亡［34］。 TP53 是

1 个转录因子，在靶基因中有很多都与细胞凋亡或

细胞周期调控过程有关。此外 TP53 也能与胞质中

的 B 细胞淋巴瘤 -2（Bcl-2）家族蛋白发生相互作用，

使得线粒体外膜通透性增高，诱发细胞凋亡［35］，也

可以通过 PI3K/Akt、MAPK 等信号通路调控细胞增

殖、炎症反应、细胞凋亡。EGFR 是一种跨膜糖蛋

白，是表皮生长因子受体家族中的一员，属于受体

酪氨酸激酶家族。EGFR 作为细胞表面蛋白可与配

体如表皮生长因子（EGF）结合，EGFR 可被激活，由

单体转化为二聚体并且发生自体酪氨酸磷酸化，激

活后的 EGFR 可以再磷酸化下游蛋白［36-37］，调控细

胞存活的 PI3K/Akt/mTOR 信号通路。XPO1［38-40］是

细胞周期调控基因编码一种蛋白质，它通过控制细

胞周期蛋白 B、MAPK 激酶的定位，参与控制一些细

胞过程。还可以调节活化 T 细胞核因子（NFAT）和
激活蛋白-1（AP-1）。AP-1是细胞内的 1个转录激活

因子，通过调节基因的表达来应对多种刺激，包括

细胞因子、生长因子等，控制了细胞的分化、增殖和

凋亡。由此可见加味升降散可能通过影响 NTRK1、

CUL3、TP53、EGFR、XPO1 靶点蛋白进而调控细胞

增殖和凋亡，抑制炎症反应，进而治疗 IgAN。

动物模型验证结果显示，加味升降散能够显著

表 4 加味升降散对大鼠肾组织中 IL-6、TGF-β1蛋白的表达（ x̄± s，

n=8）
Table 4 Expression of IL-6，TGF- β1 in modified Shengjiangsan

（ x̄± s，n=8）
组别

正常组

模型组

中药低剂量组

中药高剂量组

贝那普利组

剂量/g·kg-1

6.27

12.54

0.01

IL-6/β-actin

0.218±0.045

0.580±0.0912）

0.455±0.0743）

0.371±0.0704）

0.281±0.0474）

TGF-β1/β-actin

0.289±0.050

0.719±0.0972）

0.562±0.0633）

0.462±0.0744）

0.398±0.0624）

图 2 大鼠肾组织 IL-6、TGF-β1蛋白电泳

Fig. 2 Electrophoresis of IL-6，TGF-β1 protein in renal-tissue of

roots Shengjiangsan
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降低 IgAN 大鼠血清及肾组织中细胞因子 TGF-β1、

IL-6 表达水平。TGF-β1、IL-6 作为细胞因子可以通

过 cytokine-cytokine receptor interaction 激 活 PI3K/

Akt、NF-κB、MAPK 等信号通路，参与先天性和适应

性炎症宿主防御，调控细胞的增殖、生长、分化、凋

亡。TGF-β1对免疫细胞的发育和成熟非常重要，在

调节免疫反应、维持免疫耐受具有重要意义。当组

织急性损伤后，TGF-β1作为愈合过程中的主要调节

因子，会影响参与其中的每一种细胞类型。因此不

控制 TGF-β1的表达，例如由感染、创伤引起的作用，

就会出现正常生理调节转向过度的病理修复。这

种纤维化的特点是胶原瘢痕组织的积聚和硬化，损

害器官功能直至衰竭［41-42］。研究发现通过下调

TGF-β1蛋白表达水平、抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通

路可发挥抗肾纤维化作用［43］。IL-6 不仅由 T 细胞产

生，也由包括巨噬细胞、成纤维细胞、内皮细胞等一

系列细胞产生。 IL-6 表达由多种刺激因子诱导，包

括白细胞介素 -1（IL-1）、肿瘤坏死因子（TNF）和血

小板衍生生长因子（PDGF）等细胞因子。细菌和病

毒感染以及微生物成分如 LPS 也是 IL-6 的有效诱

导因子。IL-6作用的靶细胞很多，包括巨噬细胞、活

化的 B 细胞等；IL-6 能使 B 细胞前体成为产生抗体

的细胞，也可调节多种细胞的生长与分化，具有调

节免疫应答，并在机体的抗感染免疫反应中起重要

作用［44］。研究发现 IL-6 能激活丝裂原活化蛋白激

酶（MAPK）/细 胞 外 调 节 蛋 白 激 酶（ERK1/2）和

PI3K/Akt 信号通路，上调白细胞介素 -15（IL-15）的
表达，引起自身免疫性疾病［45］。而通过下调 PI3K/

Akt 和 MAPK 的 表 达 ，减 少 IL-6 基 因 表 达 ，抑 制

NF-κB 的活化，抑制细胞因子的产生可以控制炎性

反应［46］。因此当 TGF-β1、IL-6 过度表达可通过上述

通路引起过度纤维化、炎性反应和免疫应答造成肾

脏病理损害。研究发现通过调控 PI3K/Akt/NF-κB

信号通路可改善 IgAN 大鼠的肾组织损伤状况，延

缓 IgAN 的发生发展［47］，而抑制 NF-κB 信号通路及

其相关炎症因子的过度表达也可降低 IgAN 大鼠的

蛋 白 尿［48］，并 且 抑 制 PI3K/Akt/NF- κB 和 MAPK/

NF-κB 途径可以减少细胞中炎症介质的产生［49］。

因此通过加味升降散的干预，降低 IgAN 大鼠血清

及肾组织中 TGF-β1、IL-6 表达，可以抑制过度纤维

化、炎性反应和免疫应答，从而减轻肾脏病理损害，

减少蛋白尿，发挥保护肾脏的作用，达到延缓 IgAN

进展的目的。

综上所述，加味升降散可能通过多靶点及多通

路治疗 IgAN，其发挥治疗作用的机制可能与影响

NTRK1、CUL3、TP53、EGFR、XPO1 等靶点蛋白的

表 达 及 调 控 cytokine-cytokine receptor interaction、

PI3K/Akt、NF-κB 等信号通路进而抑制过度纤维化、

炎症反应和免疫应答有关。

本研究只是对部分核心靶点和个别通路进行

验证，在实际治疗过程中是否涉及上述核心靶点和

通路有待进一步的动物实验和细胞实验验证。中

药的成分复杂，配伍形成的中药复方通过煎煮或者

提纯后成分必然有所变化。而网络药理学只是对

目前各数据库中的中药成分进行简单堆叠，数据库

的更新周期和包含程度以及搜集过程中的遗漏等

因素都会影响结果的准确性，因此需要在不断的补

充基础上开展进一步的研究，以阐明加味升降散治

疗 IgAN 的具体机制，为临床治疗 IgAN 提供明确理

论依据。
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·书讯·

枸橼酸钠用于高危出血患者血液透析中的体会
——评《血液透析护理实践精讲》

血液透析技术在医学上得到深入普及和发展，对临床护理工作的规范水平有了更高的要求。血液透析是救治急、慢性肾

功能衰竭的有效治疗方式之一，而血液透析过程中的抗凝技术影响着透析治疗的质量。然而在高危出血患者接受血液透析的

治疗过程中，不可避免的是会出现相关并发症，威胁其生活质量水平。

《血液透析护理实践精讲》由王丽芹、成红梅、黄贤伟主编，中国医药科学技术出版社 2020 年出版。该书作为血液透析护

理人员的临床实践指导用书，定位性较强。全书分为十七个章节，涉及肾脏功能的基础知识、血液透析指征、血液透析仪器设

备、血液透析技术、血管通路的护理、血液透析中的护理、血液透析并发症及血液透析心理与健康教育等知识点，重点阐述了血

液透析护理工作的规范化管理和血液透析新入职护士的正规化培训相关内容，力求在内容上做到深入浅出，清晰可见。该书

结合临床操作的实用性，并得到了多位临床护理专家及临床医务人员的支持。在书中汇集图片、文字、流程图、临床路径、重点

难点、临床差错点等多种方法，充分进行解析和说明，对于高危出血患者来说，良好的抗凝技术可以有效降低体外循环的凝血

以及患者失血情况，保证透析治疗的充分性和有效性，进而提升患者的生活质量水平。因此抗凝技术是验证透析治疗质量的

标准与基础。普通肝素及低分子肝素是临床上较常用的抗凝剂，但存在易发出血的缺陷，而枸橼酸钠作为一种新型的抗凝剂，

如今已逐渐成为重要的抗凝药物，被广泛应用于高危出血患者的血液透析中。枸橼酸钠抗凝技术的优势在于安全性高，主要

是作用在患者循环的动脉端，改善出血情况。血液透析医护人员应向患者进行透析抗凝作用、运行机制、治疗过程中存在的不

良反应作为说明，具体包括以下三点，其一要以患者的实际病情及身体承受能力等对各液体用量进行适当调整；其二要对患者

的生命体征密切监测，可以通过询问的方式让患者表达，若发现患者有口唇麻木或抽搐等现象，须及时为其补充钙剂，同时降

低枸橼酸钠的输入量；其三要对患者的静脉压以及透析器颜色进行密切留意，若发现患者的透析器颜色发生变化，在颜色变暗

的情况下可以采取生理盐水冲洗的方式应对，若发现患者的透析器出现故障时，要做到及时更换机器以保证透析作业。在患

者完成血液透析后，也要注意对患者的观测。因为枸橼酸钠抗凝技术可能会存在碱中毒的状况，所以在患者完成透析后要留

意其体内酸碱值，依据实际情况调整枸橼酸钠的用量；同时留意患者在透析完成后是否存在出血或出血症状严重的情况。高

危出血患者护理评价主要包括体外循环的凝血情况、出血征象两个关键指标。在高危出血患者中体外循环凝血情况是指血液

透析管及透析器的凝血情况，按照不同等级评估患者凝血发生率。具体标准，0 级为透析器和管路无凝血或数根纤维凝血；Ⅰ
级为透析器和管路部分凝血或成束纤维凝血；Ⅱ级为透析器和管路严重凝血或半数以上纤维凝血；Ⅲ级为透析中静脉压、跨膜

压均代表升高或需更换透析器。而出血征象主要观察患者在透析过程中出血或原有出血的情况，评估发生率。枸橼酸钠抗凝

技术在高危出血患者血液透析中效果显著，应用优质的护理方法进行有效干预，能使高危出血患者血液透析时的电解质水平

得到改善，降低相关并发症的发生概率及出血情况，有助于提高患者预后性。

《血液透析护理实践精讲》非常适合血液净化专科护理人员学习借鉴。该书按照国家对专科护理人才的培养要求，分析了

血液净化专科护士的核心能力体系，总结出护士规范化培训应覆盖的专业知识和基本技能，可为开展护士培训提供有效参考。

让读者在阅读上能更深入、更直观的理解内容。

（作者徐艳，张旭珍，蒋丹罗兰，丽水市中心医院，浙江 丽水 323000）
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