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摘  要：目的  基于网络药理学、分子对接及细胞实验探究当归补血汤抗糖尿病肾病（DN）的作用机制。方法  利用中药

系统药理学数据库与分析平台（TCMSP）及中药综合数据库（TCMID），筛选当归补血汤中黄芪与当归的有效成分；通过

UniProt 和 Swiss Target Prediction 数据库，识别活性成分的相关靶点；利用 GeneCards 与 OMIM 数据库预测 DN 的潜在靶

点；基于获取的数据，利用 STRING 数据库以及 Cytoscape 软件构建蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络及“药物-活性成分-靶

点”网络。利用 DAVID 数据库对上述靶点进行了基因本体（GO）注释及京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分

析。通过分子对接实验及细胞实验进行验证，揭示当归补血汤治疗 DN 的作用机制。结果  网络药理学分析，得到当归补血

汤 32 个活性成分，与疾病交集靶点 255 个；KEGG 通路富集结果显示，关键靶点主要参与晚期糖基化终末产物及其受体

（AGE/RAGE）信号通路、脂质代谢异常导致的动脉粥样硬化通路等多个与免疫反应和炎症过程密切相关的信号通路。此外，

分子对接研究表明，该方剂的主要化学成分对于 AGE/RAGE 信号通路上的主要靶点表现出良好的结合能力。细胞实验结果

表明，当归补血汤能够抵抗 HK-2 细胞经高糖诱导产生的炎症反应，并且能够抑制 AGE/RAGE 信号通路上的核心蛋白表达。

结论  当归补血汤可能通过抑制 AGE/RAGE 信号通路，减轻高糖所致的炎症反应，从而达到治疗 DN 的目的，可为当归补

血汤深入研究提供方向。 
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Abstract: Objective  To investigate the mechanism of Danggui Buxue Decoction (DBD) against diabetic nephropathy (DN) based 

on network pharmacology, molecular docking and cell experiments. Methods  Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology 

Database and Analysis Platform (TCMSP) and the Traditional Chinese Medicine Integrated Database (TCMID) were used to screen 

the active components of Astragalus membranaceus and Angelica sinensis in DBD. Potential targets of these active compounds were 

identified using the UniProt and Swiss Target Prediction databases. Disease-related targets of DN were retrieved from GeneCards and 

OMIM. Protein-protein interaction (PPI) networks and a "drug-active component-target" network were constructed using the STRING 
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database and visualized with Cytoscape. Functional enrichment analysis, including Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes (KEGG) pathway analysis, was performed using the DAVID database. The key findings were further validated 

through molecular docking and in vitro cell experiments. Results  Network pharmacology analysis identified 32 active components in 

DBD and 255 overlapping targets associated with DN. KEGG pathway enrichment revealed that the core targets were primarily involved 

in the AGE/RAGE (advanced glycation end products/receptor for AGEs) signaling pathway, atherosclerosis pathways linked to lipid 

metabolism disorders, and other critical pathways related to immune response and inflammatory processes. Molecular docking studies 

demonstrated strong binding affinities between the major bioactive compounds of DBD and key targets in the AGE/RAGE pathway. In 

vitro experiments confirmed that DBD significantly attenuated high glucose-induced inflammatory responses in HK-2 cells and suppressed 

the expression of core proteins in the AGE/RAGE signaling pathway. Conclusion  DBD may exert therapeutic effects against diabetic 

nephropathy by inhibiting the AGE/RAGE signaling pathway, thereby alleviating hyperglycemia-induced inflammation. These findings 

provide a scientific foundation for further research into the pharmacological mechanisms of DBD in DN treatment. 

Key words: Danggui Buxue Decoction; diabetic nephropathy; network pharmacology; molecular docking; cell experiment; 

AGE/RAGE pathway 

 

《健康中国行动（2019—2030 年）》[1]中数据

显示，我国糖尿病患病群体已达 1.3 亿，位居全球

首位。糖尿病肾病（（DN）是糖尿病常见的严重并发

症之一，患病率约为 40%，该病症已成为导致终末

期肾病的首要诱因。DN 的高发病率和严重后果，

使得实现健康中国的目标面临严峻考验[2-3]。相较于

常规西医疗法，中医药干预在控制 DN 病情进展方

面展现出独特优势，同时能有效改善多系统并发

症。从中医辨证体系分析，DN 发展与“久病入络”

理论密切相关，该病在中医典籍中对应“消渴”“水

肿”“虚劳”等范畴，其核心病机以气阴两虚为主要病

理基础，兼夹痰瘀互结、浊毒内蕴等标实之证，最终

导致肾络受损[4-5]。基于此病机特点，临床多采用益气

扶正、化瘀通络、祛湿泄浊等治法进行综合治疗。 

当归补血汤是由黄芪和当归 2 味中药以 5∶1

配伍组成，见于金代李东垣内伤学说代表作品（《内

外伤辩惑论》中，该方主要作用是补气生血。黄芪

有利水消肿、益气固表、养血补气等功效，当归具

有补血活血的疗效[6-7]，两者配伍，所发挥的补气生

血活血的功效与 DN 病机契合。目前已有临床研究

证实当归补血汤可治疗 DN，能够有效改善患者的

肾功能[8-9]，进一步的研究将有助于阐明其作用机

制，为 DN 的临床治疗提供更多的依据。因此，本

研究基于网络药理学结合分子对接验证、细胞实验

验证，探究当归补血汤治疗 DN 的作用机制。 

1  材料 

1.1  数据库 

中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP，

http://lsp.nwu.edu.cn/tcmsp.php, Version 2.3）、网络药

理学在线数据库（TCMID，http://www.megabionet. 

org/tcmid/）、SwissTargetPrediction 数据库（http:// 

www.swisstargetprediction.ch/ ）、 Uniprot 数据库

（ https://www.UniProt.org/ ）、 GeneCards 数据 库

（https://www.genecards.org/）、OMIM 数据库（http:// 

www.omim.org/ ）、 Venny 2.1.0 （ http://www. 

liuxiaoyuyuan.cn/）、STRING 数据库（ https://cn. 

string-db.org/）、PubChem 数据库（https://pubchem. 

ncbi.nlm.nih.gov/）、Protein Data Bank（PBD）数据

库 （ https://www.rcsb.org/ ）、 DAVID 数 据 库

（https://david.ncifcrf.gov/home.jsp）[10-11]。 

1.2  细胞 

HK-2 细胞（（浙江美森细胞科技有限公司，批号

CTCC-002-0018）。 

1.3  药品及试剂 

K-SFM 完全培养基（（浙江美森细胞科技有限公

司，批号 CTCC-002-0018-CM）；D-葡萄糖（（国药集

团化学试剂有限公司，批号：20141008）；白细胞介

素-6（（IL-6）试剂盒（（赛默飞世尔科技有限公司，88-

7066-88）；晚期糖基化终末产物（（AGEs）抗体、晚

期糖基化终产物受体（（RAGE）抗体（（北京博奥森生

物技术有限公司，批号：bs-1158R、bs-4999R）、核

因子-κB（NF-κB） p65 抗体（美国 CST 公司，批

号：8242）、β-actin 抗体（（英国 Abcam 公司，批号：

mAbcam8226）；MTT（（上海碧云天生物技术股份有

限公司，批号：ST316）；达格列净（（阿斯利康制药

有限公司，批号：PT2754)；Steady Pure 通用型 RNA

提取试剂盒、Evo M-MLV反转录预混试剂盒、SYBR 

Green ProTaq HS 预混型 qPCR 试剂盒（（湖南艾科瑞

生物工程有限公司，批号分别为 AG21017、

AG11728、AG11701）；阿魏酸、毛蕊异黄酮葡萄糖
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苷、黄芪甲苷（中国食品药品检定研究院， 

批号 110773-201915、111920-201907、110781-

202219，质量分数 99.4%、96.8%、96.2%）；当归补

血汤饮片来源信息见表 1，实验所用饮片均经南京

中医药大学中药资源学谷巍教授鉴定为豆科植物

膜荚黄芪 Astragalus membranaceus（（Fisch.）Bge.的

干燥根、伞形科植物当归 Angelica sinensis（Oliv.）

Diels 的干燥根。 

表 1  饮片信息来源 

Table 1  Origin of medicinal slices information 

饮片 产地 批号 

黄芪 内蒙古自治区包头市 YP230402 

YP230417 

YP230401 

YP240203 

甘肃省定西市陇西县 YP230416 

YP230406 

YP240201 

甘肃省陇西县首阳镇 

 

YP240202 

YP240204 

YP240208 

酒当归 甘肃省定西市岷县 

 

YZ230410 

YZ230404 

YZ230801 

YZ230802 

甘肃省定西市漳县 YZ230804 

甘肃甘南藏族自治州卓尼县 YZ230806 

YZ230412 

青海省西宁市湟中区 YZ230403 

1.4  仪器 

全自动分体式多功能煎药壶（（多用煲，潮州市

潮安区金石镇中雄家用电器厂）；ToffLon 冷冻干燥

机（上海东富龙科技股份有限公司）；3111 二氧化

碳培养箱（（美国 Thermo Scientific 公司）、MD 型多

功能酶标仪（Molecular Devices 公司）；Universal 

Hood Ⅱ型凝胶成像发光系统（（美国 Bio-Rad 公司）。 

2  方法 

2.1  网络药理学分析[13] 

2.1.1  筛选药物有效成分及药物靶点  选取“黄

芪”“当归”或其拉丁文为关键词，在 TCMSP 数据

库、TCMID 数据库中检索并筛选有效成分。此外，

将（《中国药典》2020 年版中 2 味中药的质量控制成

分纳入分析范围。在 TCMSP 数据库、TCMID 数据

库、Swiss Target Prediction 数据库中收集活性成分

靶点，并将数据整合，通过 Uniprot 数据库对收集

到的靶点蛋白名称进行标准化处理，去除重复项。 

2.1.2  疾病靶点与复方交叉靶点的筛查   登录

GeneCards 基因数据库、OMIM 数据库，以（“diabetic 

nephropathy”为检索词获取疾病靶点，去除重复基

因，结合 UniProt 数据库将靶点名标准化，确定 DN

的潜在作用靶点。在 Venny2.1.0 平台中将当归补血

汤的有效成分及 DN 的相关基因靶点取交集，绘制

Venn 图。 

2.1.3  靶点蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络构

建与分析  使用 Venn 图确定当归补血汤对DN 作用

的主要靶点，将交集靶点导入 STRING 数据库，物

种限定为“智人”，选择 0.9 的高置信度以保证数据

的可靠性，其余参数设置为默认值，得到当归补血汤

治疗 DN 潜在靶点的 PPI 网络，保存结果，将结果文

件导入 Cytoscape 3.9.1 软件进一步构建 PPI 网络，删

除无关联节点，对其网络进行分析，利用 CytoHubba

插件筛选排名前 10 的靶点作为核心靶点。 

2.1.4  （“复方-药物-成分-靶点-疾病”网络构建  将

“药材-活性成分”“活性成分-靶点”的相互对应关

系，导入 Cytoscape 3.9.1 软件中构建当归补血汤对

DN 的（“复方-药物-成分-靶点-疾病”相互作用网络

图，通过 Cytoscape 软件的 Network Analyzer 工具

进行拓扑参数分析，筛选获得当归补血汤复方的核

心活性成分。 

2.1.5  基因本体（GO）注释及京都基因与基因组百

科全书（KEGG）通路富集分析  将主要活性成分与

疾病的 255 个交集靶点输入 DAVID 数据库，进行

GO 功能与 KEGG 通路富集分析。以 P≤0.01，错误

发现率（FDR）≤0.05 为标准，筛选生物过程（BP）、

分子功能（MF）、细胞组成（CC）的前 8 条结果进

行可视化，选取排名前 15 的信号通路绘制气泡图。 

2.1.6  “关键活性成分-核心靶点-通路”网络构建  

利用 Cytoscape 3.9.1 软件中的 Network Analyzer 插

件对（“2.1.4”项下筛选获得当归补血汤复方核心活

性成分进行拓扑分析，构建（“关键活性成分-核心靶

点-通路”网络图。 

2.1.7  主要活性成分与关键靶点的分子对接  运

用分子对接模拟软件 AutoDock Vina 1.2.3 对（“2.1.6”

项下相关通路基因，以及（“2.1.6”项下得到的排名

前 10 的活性成分进行受体-配位对接模拟计算，同

时将（《中国药典》2020 年版规定的质量控制成分纳

入分析。活性成分作为小分子配体，通过 PubChem
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数据库查找其 CAS 号，并从 Chem3D 导出后执行

能量最小化计算，最终保存为 mol2 格式文件。以核

心靶点 RAGE 和 NF-κB 作为受体，从 Protein Data 

Bank（（PDB）下载相应的三维结构。使用 Pymol 软

件去除水分子并对蛋白质模型加氢，然后分别与各

个活性成分进行分子对接实验。最后，采用

GraphPad 软件以热图形式展示对接结果，并利用

Pymol 软件绘制可视化图像。 

2.2  当归补血汤基准样品制备 

参考（《古代经典名方关键信息表》，将酒当归、

黄芪饮片粉碎至粒度为 4 目，取酒当归 8.26 g、黄

芪 41.29 g，加水 600 mL，浸泡 30 min，煎药壶武

火加热至沸腾后，转文火煎煮 60 min，滤过后得到

提取液，经低温冷冻干燥机冻干，即得冻干粉。将

收集到的各批次饮片随机组合，制备成 10 批当归

补血汤物质基准样品，组方信息表见表 2。 

表 2  10 批当归补血汤组方样品信息 

Table 2  Information of 10 batches of Danggui Buxue 

Decoction formula 

批次 酒当归批号 黄芪批号 

S1 YZ230404 YP230402 

S2 YZ230412 YP230406 

S3 YZ230412 YP230416 

S4 YZ230413 YP230417 

S5 YZ230410 YP240201 

S6 YZ230801 YP240202 

S7 YZ230802 YP240203 

S8 YZ230804 YP240204 

S9 YZ230403 YP230401 

S10 YZ230806 YP240208 

2.3  当归补血汤基准样品多成分含量测定 

2.3.1  供试品溶液制备  取基准样品冻干粉 2 g，

精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入 70%的甲醇

溶液 50 mL，密塞，称定质量，回流 4 h，放冷，再

次称定质量，用 70%的甲醇溶液补足减失的质量，

摇匀，离心，取上清液即得。 

2.3.2  阴性供试品溶液制备  按照处方和制备工

艺，分别制备缺当归和缺黄芪阴性样品，按（“2.3.1”

项下方法制备阴性供试品溶液。 

2.3.3  对照品溶液的制备  取阿魏酸、毛蕊异黄酮

葡萄糖苷对照品适量，精密称定，加甲醇制得每 1 

mL 含阿魏酸 10 μg、毛蕊异黄酮葡萄糖苷 20 μg 的

混合对照品储备液。 

2.3.4  色谱条件  色谱柱：Gemini C18 110A 色谱柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈-0.2%甲

酸溶液（15∶85）；体积流量：1.0 mL·min−1；柱温：

30 ℃；检测波长：260、316 nm；进样量：10 μL。 

2.3.5  专属性考察  取“2.3.1”项下供试品溶液、

“2.3.2”项下阴性样品溶液、“2.3.3”项下对照品溶

液适量，按“2.3.4”项下色谱条件进样测定。 

2.3.6  线性关系考察  精密移取各对照品母液适

量，逐级稀释，分别制成质量浓度为 1.755、3.509、

7.018、14.037、28.073、56.146、112.292 μg·mL−1 的

阿魏酸对照品溶液，质量浓度为 2.561、5.123、

10.245、20.490、40.980、81.961、163.921 μg·mL−1

的毛蕊异黄酮葡萄糖苷对照品溶液，按（“2.3.4”项

下色谱条件进样测定，记录峰面积。以质量浓度为

横坐标（（X），峰面积为纵坐标（（Y），建立回归方程。 

2.3.7  精密度、稳定性、重复性试验  取 S1 批次样

品，按（“2.3.1”项下供试品溶液制备方法，制备供

试品溶液，按（“2.3.4”项下色谱条件连续进样 6 次，

记录峰面积，计算 RSD；取上述供试品溶液，分别

于 0、3、6、10、15、18、21、24 h 进样，按（“2.3.3”

项下色谱条件进样测定，记录峰面积，计算 RSD；

取 S1 批次样品，按（“2.3.1”项下供试品溶液方法平

行制备供试品溶液 6 份，按（“2.3.4”项下色谱条件

进样，测定含量，计算 RSD。 

2.3.8  加样回收率试验  取已知成分含量的样品 6

份，每份 1 g，精密称定，分别加入已知浓度的混合

对照品适量，按（“2.3.1”项下方法制备供试品溶液，

按“2.3.3”项下方法制备对照品溶液，进样测定，

计算回收率。 

2.3.9  样品含量测定  分别取 10 批当归补血汤基

准样品，按（“2.3.1”项下方法制备供试品溶液，每

批平行制备 2 个样品，按（“2.3.3”项下方法制备对

照品溶液，按（“2.3.4”项下色谱条件进样测定，计

算含量。 

2.4  当归补血汤基准样品黄芪甲苷含量测定 

2.4.1  供试品溶液制备  取基准样品冻干粉 4 g，

精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入含 8%浓氨试

液的 80%甲醇溶液（取浓氨试液 8 mL，加入 80%

的甲醇溶液至 100 mL，摇匀）100 mL，密塞，称定

质量，水浴回流 1 h，放冷，再称定质量，用含 8%

浓氨试液的 80%甲醇溶液补足减失的质量，摇匀，

离心，精密量取上清液 50 mL，蒸干，残渣加 80%

的甲醇溶液溶解，转移至 10 mL 量瓶中，加 80%的
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甲醇溶液至刻度，摇匀，离心，取上清液，即得。 

2.4.2   阴性供试品溶液制备   取缺黄芪阴性样

品，按“2.4.1” 项下方法制备阴性供试品溶液。 

2.4.3  对照品溶液的制备  取黄芪甲苷对照品适

量，精密称定，加甲醇制得每毫升分别含 0.1、0.5 

mg 的对照品溶液。 

2.4.4  色谱条件   色谱柱：Micro Pulite GOLD C18

色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈-

水（32∶68）；体积流量：1.0 mL·min−1；柱温：30 ℃；

蒸发光散射检测器；蒸发光温度：108 ℃；气体体

积流量：2.8 L·min−1；检测进样量：10 μL。 

2.4.5  专属性考察  取“2.4.1”项下供试品溶液、

“2.4.2”项下阴性样品溶液、“2.4.3”项下对照品溶

液适量，按“2.4.4”项下色谱条件进样测定。 

2.4.6  线性关系考察  精密移取黄芪甲苷对照品

母液适量，逐级稀释，制成质量浓度为 36.030、

72.060、144.120、288.239、576.479、1 152.957、      

2 305.914 μg·mL−1 的黄芪甲苷对照品溶液，按

“2.4.4”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以进

样量对数值为横坐标（X），峰面积对数值为纵坐标

（Y），建立回归方程。 

2.4.7  精密度、稳定性、重复性试验  取 S1 批次样

品，按（“2.4.1”项下供试品溶液制备方法，制备供

试品溶液，按（“2.4.4”项下色谱条件连续进样 6 次，

记录峰面积对数值，计算 RSD；取上述供试品溶液，

分别于 0、3、6、10、15、18、21、24 h 进样，按

“2.4.4”项下色谱条件进样测定，记录峰面积对数

值，计算 RSD；取 S1 批次样品，按“2.4.1”项下

供试品溶液制备方法平行制备供试品溶液 6 份，按

“2.4.4”项下色谱条件进样，测定含量，计算 RSD。 

2.4.8  加样回收率试验  取已知成分含量的样品 6

份，每份 2 g，精密称定，分别加入一定浓度的黄芪

甲苷对照品溶液适量，按（“2.4.1”项下方法制备供

试品溶液，按“2.4.3”项下方法制备对照品溶液，

进样测定含量，计算回收率。 

2.4.9  样品含量测定  分别取 10 批当归补血汤物

质基准样品，按（“2.4.1”项下方法制备供试品溶液，

每批平行制备 2 个样品，按（“2.4.3”项下方法制备

对照品溶液，按“2.4.4”项下色谱条件进样测定，

计算含量。 

2.5  细胞实验 

2.5.1  HK-2 细胞培养和处理  在 37 ℃水浴锅中

复苏 HK-2 细胞，接种于含 10% FBS 的 K-SFM 完

全培养基中，在含 5% CO2 的 37 ℃恒温培养箱中

培养，2～3 d 换液，待细胞融至 70%～80%时，用

胰蛋白酶消化，收集细胞，按 1∶3 进行传代培养，

取对数生长期细胞进行实验。 

2.5.2  葡萄糖造模浓度及当归补血汤毒性浓度筛

选  将处于对数生长期的 HK-2 细胞，以每孔 2×

104 个细胞接种于 96 孔板中，培养 24 h，实验用基

准样品为 S9 批次，分别加入含不同质量浓度药物

的培养基（葡萄糖质量浓度 5、10、20、40、80、

160、320 mmol·L−1；当归补血汤质量浓度 12.5、25.0、

50.0、100.0、200.0、400.0、800.0 μg·mL−1）干预细

胞 48 h，加入 20 μL MTT 溶液，孵育 4 h，吸去孔

内原有液体，每孔加入 150 μL 二甲基亚矾（（DMSO）

溶液，利用酶标仪摇晃均匀后，于 490 nm 下测定吸

光度（A）值，均设立对照组，每组 3 个复孔，计算

细胞存活率。 

2.5.3  细胞造模与分组  取对数生长期下的 HK-2

细胞，分为对照组、模型组、当归补血汤低、中、

高质量浓度（（50、100、200 μg·mL−1）组、达格列净

组，细胞以每孔 2×104 个，接种于 96 孔板中，培

养 24 h，除对照组外，各组分别给予 40 mmol·L−1

葡萄糖干预 48 h，建立高糖诱导的细胞炎症模型，

当归补血汤低、中、高质量浓度组分别给予 50、100、

200 μg·mL−1 当归补血汤，同步干预 48 h，达格列净

组给予 50 μmol·mL−1 达格列净，同步干预 48 h。 

2.5.4  MTT 法检测细胞存活率  取对数生长期下

的 HK-2 细胞，以每孔 2×104 个，接种于 96 孔板

中按（“2.5.3”项下方法分组、处理，加入 20 μL MTT

溶液，孵育 4 h，吸去孔内原有液体，每孔加入 150 μL 

DMSO 溶液，利用酶标仪摇晃均匀后，于 490 nm 下

测定 A 值，每组 3 个复孔，计算细胞存活率。 

2.5.5  酶联免疫吸附试验（ELISA）法测定细胞上

清液中 IL-6 水平  取对数生长期 HK-2 细胞，以每

孔 2×104 个，接种于 96 孔板中，按“2.5.3”项下

方法分组、处理，收集细胞上清液至 EP 管中，按

照试剂盒说明书检测 IL-6 水平。 

2.5.6  实时荧光定量 PCR（（qRT-PCR）法检测细胞

中 IL-6、RAGE、核因子 κB（NF-κB）mRNA 水平  

取对数生长期 HK-2 细胞，以每孔 1×106个，接种

于 6 孔板中，按（“2.5.3”项下方法分为对照组、模

型组及当归补血汤低、中、高质量浓度组。药物干

预结束后，使用胰酶消化收集细胞沉淀，采用 Trizol

提取总 RNA。通过逆转录试剂盒合成 cDNA，用
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cDNA、引物、SYBR 荧光染料、无菌无酶水配制反

应体系，反应程序：95 ℃ 30 s 预变性；95 ℃ 5 s、

60 ℃ 30 s，共进行 40 个循环。检测 IL-6、RAGE、

NF-κB 的 mRNA 表达水平，引物序列见表 3。 

表 3  引物序列 

Table 3  Primer sequence 

基因 引物序列（5’→3’（ 

IL-6 F-GTAGCCGCCCCACACAGA 

R-CATGTCTCCTTTCTCAGGGCTG 

RAGE F-CACCTTCTCCTGTAGCTTCAGC 

R-AGGAGCTACTGCTCCACCTTCT 

NF-κB F-GCAGCACTACTTCTTGACCACC 

R-TCTGCTCCTGAGCATTGACGTC 

GADPH F-GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG 

R-ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA 

2.5.7  Western blotting法检测细胞AGE/RAGE信号通

路相关蛋白及 NF-κB 蛋白表达  取对数生长期 HK-2

细胞，以每孔1×106个细胞接种于6孔板中，按“2.5.3”

项下方法分组、处理，收集对照组、模型组和当归补

血汤低、中、高质量浓度组细胞，使用RIPA 细胞裂解

液提取总蛋白，取上清用BCA 法测定蛋白浓度，加入

适量上样缓冲液，沸水浴 10 min，得到蛋白样品，经

SDS-PAGE 凝胶电泳分离后转移到 PVDF 膜上，根据

目的蛋白分子量剪膜，5%脱脂牛奶室温封闭 1 h，分别

加入抗体AGEs、RAGE、NF-κB 及 β-actin，4 ℃孵育

过夜，TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，加入对应二抗，

室温孵育 2 h，在化学发光成像仪上扫描条带，进行后

续分析，通过 Image J 软件计算蛋白相对表达量。 

2.5.8  统计学分析  通过SPSS 27.0软件进行处理，

数据以（（ x ±s）表示，组间比较采用单因素方差分

析，两两比较采用最小显著法。P＜0.05 表示差异具

有统计学意义。 

3  结果 

3.1  网络药理学结果 

3.1.1  活性成分及潜在靶点的收集  将 TCMSP、

TCMID 数据库检索出的活性成分，以口服生物利用

度（OB）≥30%、类药性（DL）≥0.18 筛选[12]，并

查阅《中国药典》（2020 年版）和相关文献[14]，将质控

成分纳入研究，共计 32 个活性成分（当归 8 个、黄芪

24 个），见表 4。通过检索多个数据库，收集整理交集

靶点，得到 539 个活性成分靶点，2 714 个DN 相关靶

点。通过 Venn 图分析，得到 255 个药物-疾病共同靶

点作为当归补血汤治疗DN 的潜在靶点。见图 1。 

表 4  当归补血汤活性成分 

Table 4  Active ingredient of Danggui Buxue Decoction 

药物 分子编码 化合物名称 OB/% DL 

当归 MOL000358 β-谷甾醇（β-sitosterol） 36.91 0.75 

当归 MOL000449 豆甾醇（stigmasterol） 43.83 0.76 

当归 MOL001942 异欧前胡素（isoimperatorin） 45.46 0.23 

当归 MOL001956 8-氧甲基异欧前胡内酯（cnidilin） 32.69 0.28 

当归 MOL003957 1-甲基-2-十五烷基-4(1H)-喹诺酮（1-methyl-2-pentadecyl-4(1H)-quinolone） 44.52 0.46 

当归 MOL000360 阿魏酸（ferulic acid） 31.79 0.74 

当归 MOL011782 藁本内酯（ligustilide） 23.50 0.07 

当归 MOL003590 当归素（angelicin） 36.91 0.75 

黄芪 MOL000211 白桦脂酸（mairin） 55.38 0.78 

黄芪 MOL000239 华良姜素（jaranol） 50.83 0.29 

黄芪 MOL000296 常春藤皂苷元（hederagenin） 36.91 0.75 

黄芪 MOL000033 （3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R）-10,13-二甲基-17-[（2R,5S）-5-异丙基辛烷-2-

基]-2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-十二氢-1H-环戊[a]菲-3-醇[(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] 

36.23 0.78 

黄芪 MOL000354 异鼠李素（isorhamnetin） 49.60 0.31 

黄芪 MOL000371 3,9-二-O-甲基尼索林（3,9-di-O-methylnissolin） 53.74 0.48 

黄芪 MOL000378 7-O-methylisomucronulatol 74.69 0.30 

黄芪 MOL000379 黄芪异黄烷苷（9,10-dimethoxypterocarpan-3-O-β-D-glucoside） 36.74 0.92 

黄芪 MOL000380 (6aR,11aR)-9,10-二甲氧基紫檀烷-3-O-β-D-吡喃葡萄糖苷[(6aR,11aR)-9,10-

dimethoxy-6a,11a-dihydro-6H-benzofurano[3,2-c]chromen-3-ol] 

64.26 0.42 

黄芪 MOL000387 联苯双酯（bifendate） 31.10 0.67 
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表 4（续） 

药物 分子编码 化合物名称 OB/% DL 

黄芪 MOL000392 刺芒柄花素（formononetin） 69.67 0.21 

黄芪 MOL000417 毛蕊异黄酮（calycosin） 47.75 0.24 

黄芪 MOL000422 山柰酚（kaempferol） 41.88 0.24 

黄芪 MOL000433 叶酸（folic acid） 68.96 0.71 

黄芪 MOL000438 7,2-二羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷[(3R)-3-(2-hydroxy-3,4-dimethoxyphenyl) 

chroman-7-ol] 

67.67 0.26 

黄芪 MOL000442 异微凸剑叶莎醇-7,2'-二-O-葡萄糖苷（isomucronulatol-7,2'-di-O-glucosiole） 49.28 0.62 

黄芪 MOL000440 1,7-二羟基-3,9 二甲氧基紫檀烯(1,7-dihydroxy-3,9-dimethoxy pterocarpene) 39.05 0.48 

黄芪 MOL000098 槲皮素（quercetin） 46.43 0.28 

黄芪 MOL002565 美迪紫檀素（medicarpin） 49.22 0.34 

黄芪 MOL009290 毛蕊异黄酮葡萄糖苷（calycosin-7-glucoside）  5.49 0.81 

黄芪 MOL000407 黄芪甲苷（astragaloside IV） 22.50 0.15 

黄芪 MOL000405 黄芪皂苷 III（astragaloside III） 31.83 0.10 

黄芪 MOL000403 黄芪皂苷 II（astragaloside II） 46.06 0.13 

黄芪 MOL000401 黄芪皂苷 I（astragaloside I） 46.79 0.11 

 

图 1  当归补血汤-DN 靶点 Venn 图 

Fig. 1  Venn diagram of Danggui Buxue Decoction-DN target 

3.1.2  PPI 网络分析与核心基因筛选  将“3.1.1”项

获得的共有靶点导入 STRING 数据库分析，并通过

Cytoscape 3.9.1 软件可视化 PPI 网络，利用

cytoHubba 插件分析筛选排名前 10 的靶点。见表 5。 

表 5  PPI 网络前 10 靶点 

Table 5  Top 10 targets of PPI network 

排名 靶点 得分 

1 SRC 27 

2 STAT3 23 

3 AKT1 22 

4 PIK3CA 20 

4 ESR1 20 

4 PIK3R1 20 

7 JUN 19 

7 CTNNB1 19 

9 EGFR 18 

9 PIK3CB 18 

3.1.3  （“复方-药物-成分-靶点-疾病”网络构建  利

用 Cytoscape 3.9.1 软件处理得到“药材-活性成分-

靶点”网络，见图 2。运用 Network Analyzer 计算

该化合物-靶点网络分析，该网络共 183 个节点，691

条边。其中黄色中药为复方，蓝色菱形为中药，紫

色椭圆为成分，红色箭头为疾病，绿色长方形为靶

点，结果表明当归补血汤对 DN 的作用是基于多成

分、多靶点的复杂协同调控。 

3.1.4  GO 及 KEGG 通路富集分析  GO 功能富集

分析结果显示，经 P＜0.01 筛选后，得到 790 条 GO

结果，其中 BP 677 条、MF 139 条、CC 74 条，分

别选取前 8 条进行可视化处理，见图 3。 

KEGG 通路分析结果，经 P＜0.01 筛选后，共

得到 148 条通路结果，前 15 名见图 4。包括癌症通

路、AGE/RAGE 信号通路、脂质动脉粥样硬化、卡

波西肉瘤相关疱疹病毒感染等。 

3.1.5  “关键活性成分-核心靶点-通路”网络构建  

利用 Cytoscape 3.9.1 软件构建“关键活性成分-靶点-

通路”网络图，并将结果可视化，网络中共有 198

个节点，1 025 条边，黄色为复方，红色为疾病，紫

色为活性成分，蓝绿色为通路，绿色为核心靶点。

网络结果显示存在 1 个分子与多个核心靶点蛋白的

相互作用，也存在不同分子作用于同 1 个靶点蛋白

的现象，同时也显示了 1 个核心靶点可对应多条信

号通路，表明当归补血汤可能通过多成分、多靶点、

多通路缓解 DN，初步阐释了当归补血汤对 DN 的
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主要药效物质基础和作用机制，见图 5。其中，抗

DN 最相关的通路为 AGE/RAGE 信号通路，且多数

核心靶点主要富集于此条通路上，因此以其作为后

续细胞实验验证通路。经度值对当归补血汤活性成

分进行排序，排名前 10 的活性成分见表 6。 

3.1.6  分子对接验证   利用 Pymol 软件对

AGE/RAGE 通路的核心靶点蛋白（（RAGE、NF-κB）

进行去水、加氢处理，分别与核心活性成分做分子

对接。核心活性成分包括（“3.1.5”项下排名前 10 的

关键活性成分及（《中国药典》规定 2 味药的质控成

分 ， 共 12 个 成 分 ， 即 黄 芪 中 的 3,9-di-O-

methylnissolin、熊竹素、异鼠李素、山柰酚、槲皮素、

美迪紫檀素、黄芪紫檀烷、7,2'-二羟基-3',4'-二甲氧

基异黄烷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、黄芪甲苷和当归

中的 8- 氧甲基异欧前胡内酯、阿魏酸，与

AGE/RAGE 通路的核心靶点蛋白 RAGE、NF-κB 进

行分子对接并绘制图形，结果显示 12 个活性成分

与 RAGE、NF-κB 的分子结合能均＜−20.9 kJ·mol−1，  

 

图 2  当归补血汤“复方-药物-成分-靶点-疾病”网络 

Fig. 2  Danggui Buxue Decoction "compound-drug-component-target-disease" network 

 

图 3  当归补血汤防治 DN 的 GO 富集分析 

Fig. 3  GO enrichment analysis of Danggui Buxue Decoction in prevention and treatment of DN 
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图 4  当归补血汤防治 DN 的 KEGG 通路富集分析 

Fig. 4  KEGG pathway enrichment analysis of Danggui Buxue Decoction in preventing and treating DN 

 

图 5  当归补血汤“关键活性成分-核心靶点-通路”网络 

Fig. 5  Danggui Buxue Decoction "key active ingredients-core targets-pathways" network 

表 6  当归补血汤前 10 活性成分 

Table 6  Danggui Buxue Decoction top 10 active ingredients 

成分 度值 

3,9-二-O-甲基尼索林（3,9-di-O-methylnissolin） 37 

华良姜素（jaranol） 36 

异鼠李素（isorhamnetin） 34 

山柰酚（kaempferol） 33 

槲皮素（quercetin） 30 

阿魏酸（ferulic acid） 29 

美迪紫檀素（medicarpin） 28 

黄芪紫檀烷（methylnissolin） 26 

7,2'-二羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷（isomucronulatol） 26 

8-氧甲基异欧前胡内酯（cnidilin） 26 

表明 12 个活性成分与 RAGE、NF-κB 能够较好地

结合，结合后具有稳定的结构。如图 6 所示，12 种

关键活性成分与 AGE-RAGE 信号通路中的 2 个核

心靶点蛋白均可自发结合。选取 2 个核心蛋白与各

自对应打分前 3 的成分可视化，其结合模式见图 7。 

3.2  方法学验证结果 

3.2.1  专属性考察  多成分含量测定方法专属性

考察结果见图 8、黄芪甲苷含量测定方法专属性考

察结果见图 9，各成分色谱峰分离度良好，阴性样

品溶液未见干扰峰，表明该方法专属性良好。 

3.2.2  线性关系考察  阿魏酸的线性方程为 Y＝ 

54 616.438 40 X－4 254.781 12（R2＝0.999 9），表明

阿魏酸在 1.755～112.292 μg·mL−1线性关系良好；毛

蕊异黄酮葡萄糖苷的线性方程为 Y＝33 065.803 07 X

－9 413.011 49（R2＝0.999 9），表明毛蕊异黄酮葡

萄糖苷在 2.561～163.921 μg·mL−1 线性关系良好；黄

芪甲苷的线性方程为 Y＝1.527 01 X－2.308 52（R2＝

0.997 6），表明黄芪甲苷在 0.360～23.060 μg·mL−1 
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图 6  分子对接结合能热图分析 

Fig. 6  Heatmap analysis of molecular docking binding energy 

的进样量范围内线性关系良好。 

3.2.3  精密度、稳定性、重复性试验  精密度试验

中供试品溶液中阿魏酸含量的 RSD 为 0.32%，毛蕊

异黄酮葡萄糖苷含量的 RSD 为 0.28%，黄芪甲苷含

量的 RSD 为 0.79%，表明仪器测定精密度良好；稳

定性试验中阿魏酸含量的 RSD 为 0.38%，毛蕊异黄

酮葡萄糖苷含量的 RSD 为 0.67%，黄芪甲苷含量的

RSD 为 1.43%，表明供试品溶液在 24 h 内均稳定性

良好；重复性试验中阿魏酸含量的 RSD 为 0.34%，

毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量的 RSD 为 0.37%，黄芪甲

苷含量的 RSD 为 0.08%，表明重复性良好。 

3.2.4  加样回收率试验  阿魏酸平均加样回收率

为 93.80%，RSD 为 2.21%；毛蕊异黄酮葡萄糖苷平

均加样回收率为 97.02%，RSD 为 2.60%；黄芪甲苷

平均加样回收率为 98.09%，RSD 为 1.45%，表明 2 个 

 

图 7  部分活性成分与核心靶点分子对接图 

Fig. 7  Molecular docking diagram of some active ingredients with core target 

 

1-毛蕊异黄酮葡萄糖苷；2-阿魏酸。 

1- calycosin-7-glucoside; 2- ferulic acid. 

图 8  阿魏酸（A）与毛蕊异黄酮葡萄糖苷（B）含测方法

专属性考察色谱图 

Fig.8  Chromatograms for specificity investigation of assay 

method for ferulic acid (A) and calycosin-7-glucoside (B) 

 

图 9  黄芪甲苷含测方法专属性考察色谱图 

Fig. 9  Chromatograms for specificity investigation of 

assay method for astragaloside IV 

含量测定方法准确度良好。 

3.2.5  多批次基准样品含量测定  结果表明，阿魏

酸质量浓度为 0.213～0.322 mg·g−1，毛蕊异黄酮葡萄

糖苷质量浓度为 0.294～0.805 mg·g−1，黄芪甲苷质量

浓度为 0.937～1.740 mg·g−1，均在均值的±30%内，

表明多批次基准样品质量均一稳定，结果见表 7。在 
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表 7  基准样品质量分数测定结果 

Table 7  Reference sample content determination results 

批号 
质量浓度/(mg·g−1) 

阿魏酸 毛蕊异黄酮葡萄糖苷 黄芪甲苷 

S1 0.322 0.443 1.318 

S2 0.213 0.805 1.398 

S3 0.254 0.294 0.937 

S4 0.251 0.879 1.273 

S5 0.282 0.430 1.416 

S6 0.274 0.442 1.348 

S7 0.238 0.444 1.502 

S8 0.242 0.425 1.219 

S9 0.304 0.753 1.740 

 S10 0.281 0.456 1.590 

后续细胞实验中选择 S9 批次的基准样品进行实验。 

3.3  细胞实验结果 

3.3.1  葡萄糖及当归补血汤对 HK-2 细胞存活率的

影响  如图 10-A 所示，12.5～200.0 μg·mL−1 当归

补血汤对 HK-2 细胞活力没有显著影响（（P＞0.05），

表明该质量浓度范围内当归补血汤对细胞没有毒

性；如图 10-B 所示，HK-2 细胞给予葡萄糖干预时，

当葡萄糖浓度为 40 mmol·L−1 时，细胞存活率降低

（P＜0.05），并且随着浓度不断增加，影响更加明

显（P＜0.01）。 

3.3.2  当归补血汤对高糖诱导 HK-2 细胞炎症损伤

的影响  如图 11 所示，与对照组细胞比较，模型组

HK-2 细胞存活率明显降低（（P＜0.01），说明高糖诱 

  

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

图 10  当归补血汤（A）和葡萄糖（B）对 HK-2 细胞存活率的影响 ( x ±s，n = 3) 

Fig. 10  Effects of DBD (A) and glucose (B) on survival of HK-2 cells ( x ±s，n = 3) 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 11  当归补血汤对高糖干预 HK-2 细胞存活率和 IL-6 水平的影响 ( x ±s，n = 3) 

Fig. 11  Effect of DBD on survival of HK-2 cells treated with high glucose ( x ±s，n = 3) 

导 HK-2 细胞炎症损伤模型造模成功；与模型组比

较，当归补血汤低、中、高质量浓度组存活率均升

高（P＜0.01），说明当归补血汤对于高糖诱导 HK-

2 细胞炎症损伤具有保护作用。 

3.3.3  ELISA 法测定细胞上清液中 IL-6 水平  与

对照组比较，模型组细胞 IL-6 水平升高（（P＜0.01），

说明在高糖干预下，细胞产生了炎症反应，释放炎

症因子；与模型组比较，当归补血汤低、中、高质

量浓度组细胞 IL-6 水平降低（（P＜0.05、0.001），说

明当归补血汤具有一定的抗炎作用。 

3.3.4  qRT-PCR 法检测细胞中 IL-6、RAGE、NF-κB 

mRNA 水平  如图 12 所示，与对照组比较，经高

糖干预后，模型组 HK-2 细胞 NF-κB、RAGE、IL-6 

mRNA 表达升高（（P＜0.01）；与模型组比较，当归

 

 



第 48 卷第 6 期  2025 年 6 月     Drug Evaluation Research    Vol. 48 No. 6  June 2025 

    

·1481· 

补血汤低、中、高质量浓度组 IL-6、RAGE、NF-κB 

mRNA 表达降低（P＜0.01）。 

3.3.5  Western blotting 法检测细胞AGE/RAGE 信号通

路相关蛋白及NF-κB 蛋白表达  如图 13 所示，与对照

组比较，经高糖干预后，模型组HK-2 细胞AGEs/RAGE

通路相关蛋白及NF-κB蛋白表达升高（P＜0.01）；与模

型组比较，当归补血汤高、中、低质量浓度组AGEs、

RAGE、NF-κB 蛋白表达降低（P＜0.01）。 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

图 12  当归补血汤对 HK-2 细胞 NF-κB、RAGE、IL-6 mRNA 表达的影响 ( x ±s，n = 3) 

Fig. 12  Effect of DBD on mRNA expression of NF-κB, RAGE, and IL-6 in HK-2 cells ( x ±s，n = 3) 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

图 13  当归补血汤对 HK-2 细胞 AGEs/RAGE 信号通路以及 NF-κB 蛋白表达的影响 ( x ±s，n = 3) 

Fig. 13  Effect of DBD on AGEs/RAGE signaling pathway and NF-κB protein expression in HK-2 cells ( x ±s，n = 3) 

4  讨论 

大量体外流行病学研究的实验和病理检查表明，

炎症是 DN 的主要发病机制[15]，而肾小管上皮细胞损

伤会促进多种炎症分子分泌，导致间质炎症[16-18]。当

归补血汤作为国家公布的第一批经典名方之一，已

被广泛用于临床治疗各种疾病，尤其在改善肾功能

方面显示出显著的疗效[19]。 

本研究基于网络药理学，对当归补血汤防治

DN 的活性成分及作用靶点进行了筛选，共获取当

归补血汤与 DN 的交集靶点 255 个，构建（“复方-药

物-成分-靶点-疾病”网络，并进行了 GO 功能和

KEGG 富集分析，筛选出 AGE/RAGE 信号通路可
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能为当归补血汤治疗 DN 的机制通路；构建“关键

活性成分-核心靶点-通路”网络，按照度值排名从大

到小的顺序筛选能够与 AGE/RAGE 通路作用的排

名前 10 活性成分，包括黄芪中的 3,9-di-O-

methylnissolin、熊竹素、异鼠李素、山柰酚、槲皮

素、美迪紫檀素、黄芪紫檀烷、7,2'-二羟基-3',4'-二

甲氧基异黄烷以及当归中的 8-氧甲基异欧前胡内

酯和阿魏酸，这些成分多数来源于君药黄芪，少数

来源于臣药当归，这一结果也与中医学中的君臣佐

使理论相切合。活性成分按度值大小排名，前 10 中

的黄芪成分为黄酮类和黄芪皂苷类，文献研究表明

黄芪中黄酮类及黄芪皂苷类成分具有抗炎、抗氧

化、免疫调节等作用[20]；排名前 10 中的当归成分

为有机酸类和香豆素类成分，研究表明当归中的香

豆素类及有机酸类成分具有抑制炎症因子分泌、改

善微循环，促进血液循环，减轻肾脏的病理损伤等

作用[21-22]，结合文献研究侧面说明了网络药理学结

果的可靠性。 

为了进一步验证结果的可靠性，将（“关键活性

成分-核心靶点-通路”网络中度值排名前 10 的活性

成分，补充（《中国药典》2020 年版规定黄芪的质控

成分毛蕊异黄酮葡萄糖苷和黄芪甲苷，共 12 个成

分，与 AGE/RAGE 通路相关核心蛋白进行分子对

接验证，分子对接结果表明当归补血汤中的活性成

分均可与信号通路相关的核心蛋白进行自发结合。 

为保证整体实验的科学性和严谨性，本研究通

过建立基准样品指标性成分含量测定方法，以确保

细胞实验中使用的基准样品质量稳定。通过比较基

准样品水提工艺对于不同成分溶出检测限度的影

响，同时结合前一部分网络药理学研究对于活性成

分的预测结果，最终选择阿魏酸、毛蕊异黄酮葡萄

糖苷、黄芪甲苷作为指标性成分进行检测控制。方

法学验证结果表明阿魏酸、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、

黄芪甲苷的含测方法均具备良好的科学性和可行

性。多批次样品含量测定结果表明，不同批次基准

样品中指标性成分含量均在质控范围内，表明基准

样品质量均一稳定，最终选择 S9 批次的基准样品

进行后续的细胞实验验证。 

本研究采用 40 mmol·L−1 葡萄糖干预 HK-2 细

胞 48 h，建立 DN 高糖炎症模型，并将细胞进行分

组培养，分为对照组、模型组、当归补血汤低、中、

高质量浓度组（（50、100、200 μg·mL−1）、达格列净

组（（50 μmol·mL−1）；MTT 实验中，与对照组细胞比

较，模型组经高糖干预后细胞存活率明显下降，但

给予不同剂量当归补血汤干预高糖作用下的细胞

后，不同剂量药物组细胞存活率较模型组均明显升

高，结果表明，当归补血汤可以改善高糖诱导的HK-

2 细胞凋亡；ELISA 实验结果表明，模型组细胞上

清液中 IL-6 水平较对照组明显升高，不同剂量药物

组细胞上清液中 IL-6 水平较模型组显著降低，表明

当归补血汤可以显著抑制高糖所诱导 HK-2 细胞的

炎症因子分泌。 

研究发现，DN 患者体内的糖基化终末期产物

AGEs 水平较普通人明显升高，AGEs 可使细胞外基

质中的蛋白交联变硬，从而影响肾器官功能[23]；AGEs

可通过与细胞上的 RAGE 受体结合，激活多种信号传

导途径，诱导炎症因子和趋化因子的表达[24-27]，例如

IL-6、TNF-α 等，从而诱导氧化应激和炎症反应，

在 DN 发病过程中起到重要作用。作为 AGE/RAGE

信号通路下游的关键转录因子，NF-κB 通过调控多

种炎症相关基因的表达参与 DN 的发病过程[28-30]，

NF-κB 的持续活化可上调 RAGE 表达，促进 RAGE

与 AGEs 结合，由此形成的正反馈调节机制导致炎

症介质和组织损伤因子的持续释放，从而加速 DN

的病理进展[31-32]。本研究 Western blotting 实验结果

表明，模型组 AGEs、RAGE、NF-κB 蛋白表达水平

升高，说明高糖诱导后，HK-2 细胞 AGE/RAGE 通

路上的核心蛋白及下游 NF-κB 蛋白的表达水平升

高，引发炎症反应，造成细胞损伤；而当归补血汤低、

中、高剂量组的 AGEs、RAGE、NF-κB 蛋白表达水

平明显降低；qRT-PCR 实验结果表明，高糖诱导后，

可使细胞中 IL-6、RAGE、NF-κB 水平升高，给予不

同剂量当归补血汤后，各组中 IL-6、RAGE、NF-κB

水平均降低，以上结果说明当归补血汤可能通过抑

制 AGE/RAGE 信号通路，降低 NF-κB 等炎症因子

的表达，减轻炎症反应，进而延缓 DN 的进展。 

综上所述，本研究通过网络药理学及分子对接

技术结合细胞实验初步阐释了当归补血汤防治 DN

可能的作用机制，为临床应用当归补血汤防治 DN

提供了一定的理论依据，为当归补血汤复方制剂的

开发以及抗 DN 药物的研发奠定一定的基础。 
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