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基于网络药理学的分心木总黄酮抗 2型糖尿病作用机制研究及关于AKT/
FoxO1信号通路的细胞实验验证
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摘 要： 目的 通过网络药理学研究预测分心木总黄酮（TFDJF）的主要活性成分和作用靶点，探讨其多成分-多靶点-多通

路的抗 2型糖尿病（T2DM）的作用机制；并选取AKT/FoxO1信号通路进行细胞实验验证。方法 基于文献检索构建分心木

黄酮类成分的化学成分数据库，并以“类药五原则”筛选潜在的活性成分，采用PharmMapper服务器反向药效团匹配方法

预测活性成分可能的作用靶标，并根据TTD、OMIM数据库中与T2DM相关的靶点，筛选分心木黄酮类成分抗T2DM的作

用靶标，通过对靶标的基因本体（GO）功能富集分析和KEGG通路分析，构建活性成分-抗T2DM作用靶点-代谢通路网络

图，探讨TFDJF抗T2DM的作用机制。采用系统对接网站进行GSK3B和AKT1对山柰酚的分子对接。并进一步采用细胞实

验进行验证：选取HepG2细胞，运用高浓度胰岛素诱导胰岛素抵抗（IR）模型，150 μg/mL TFDJF处理细胞 36 h，氧化酶

法检测各组细胞的葡萄糖消耗量，Western blotting法检测AKT-FoxO信号通路相关蛋白的表达。结果 共获得分心木潜在的

黄酮类活性成分 10个，预测成分作用靶标共 104个，筛选出与抗T2DM相关的关键靶点 15个，KEGG通路富集分析发现

TFDJF抗T2DM的作用机制可能与胰岛素、FoxO、AMPK和PI3K-AKT等信号通路有关。山柰酚与GSK3B有强烈的结合活

性，与 AKT1 有较好的结合活性。进一步通过细胞实验验证，TFDJF 可显著提高 HepG2 细胞 IR 模型葡萄糖消耗量（P＜

0.01），显著升高AKT蛋白磷酸化水平（P＜0.01），显著降低FoxO1蛋白表达水平（P＜0.01），验证了网络药理学的部分预测

结果。结论 TFDJF抗T2DM的作用机制可能与胰岛素、FoxO、AMPK和PI3K-AKT等信号通路有关。
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Abstract: Objictive This paper aimed to investigate the anti-T2DM activity of total flavonoids of Diaphragma Juglandis Fructus

(TFDJF), screen anti-T2DM compounds and predict targets of anti-T2DM to explore its multi-component, multi-target and multi-

pathway anti-T2DM mechanism. AKT/FoxO1 signaling pathway was selected for cell experiment. Methods A database of chemical

components of flavonoids of Diaphragma Juglandis Fructus was established through literature retrieval, and then the data were

combined with five principles of drug absorption to screen active constituents. The targets of active constituents were predicted by
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using the reverse pharmacophore matching method and screened according to the anti-T2DM related targets in the databases such as

TTD, OMIM, et al, and further analyzed the gene GO function and the KEGG pathway enrichment. And the active constituents-

targets-pathways network model was also established to study the mechanisms of anti-T2DM of TFDJF. The molecular docking of

kaempferol between GSK3B and AKT1 was carried out on the system docking website. Cell experiments were further used to

verify: HepG2 cells were selected, insulin-induced insulin resistance (IR) model was used with high concentration of insulin. The

cells were treated with 150 μg/mL TFDJF for 36 hours. The glucose consumption of each group was measured by oxidase method,

and the expression of AKT-FoxO signal pathway-related proteins was detected by Western blotting methods. Results This study

screened 10 active constituents of flavonoids in Diaphragma Juglandis Fructus Totally 104 targets were predicted, and 15 targets

related to the anti-T2DM effects were screened. The potential regulatory pathways included Insulin signaling pathway, FoxO

signaling pathway, AMPK signaling pathway, PI3K-AKT signaling pathway and so on. Kaempferol has strong binding activity with

GSK3B and good binding activity with AKT1. Results of the experimental testing prove that TFDJF could significantly elevate the

glucose consumption in insulin resistance cell models (P < 0.01), enhance the p-AKT protein expression and decrease the FoxO1

protein expression (P < 0.01). Conclusion The anti-T2DM mechanism of TFDJF may be related to the signaling pathways of

insulin, FoxO, AMPK and PI3K-AKT.

Key words: network pharmacology; T2DM; Diaphragma Juglandis Fructus; total flavonoids; molecular docking; insulin resistance;

AKT-FoxO signaling pathway

糖尿病是以因胰岛素分泌或作用缺陷而致血

糖升高为基本特征的一种内分泌代谢性疾病，其发

病率逐年上升，2015年全球发病人数超过 4.15亿，

到 2040年预计将达到 6.42亿［1-3］。根据发病机制的

不同，糖尿病分为以胰岛素分泌不足为主要特征的

1型糖尿病和以胰岛素抵抗（Insulin Resistance，IR）

为主要特征的 2型糖尿病（Type 2 Diabetes Mellitus，

T2DM），其中以 T2DM 为主，占比超过 90%。IR参

与T2DM发生和发展的全过程，是T2DM的重要病

理基础［4］。目前临床上治疗T2DM的药物存在低血

糖反应、变态反应等诸多不良反应，使患者承受更

大的经济负担［5］。近年来，中草药基于其安全性、有

效性及低成本等优势受到研究人员越来越多的关

注，从中草药中研究并开发出了诸多治疗糖尿病的

药物［6-8］。

分心木为胡桃科植物胡桃 Juglans regial L. 果

核内的木质隔膜，具有涩精缩尿、止血止带、止泻痢

的功效，临床常用于遗精滑泄、尿频遗尿、崩漏、带

下等的治疗［9］。分心木主要含有黄酮、挥发油、生物

碱、皂苷类等成分，其中黄酮类成分含量高达

6.259%［10-11］。本课题组前期对分心木总黄酮（total

flavonoids of Diaphragma Juglandis Fructus，

TFDJF）的制备工艺进行了优选，实验研究表明

TFDJF具有较强的抗氧化活性，并对α-葡萄糖苷酶、

α-淀粉酶具有较强的抑制作用，具有开发成治疗糖

尿病药物的潜力［12-13］，然而其多成分、多靶点及多通

路抗糖尿病的作用机制仍未被阐明，严重制约进一

步的研究与开发。

网络药理学（network pharmacology）作为一种

研究药物、疾病、靶点之间相互关系的网络分析方

法，其结合系统生物学、药理学和计算机技术等多

学科技术，基于疾病-基因-靶点-药物相互作用网络

的基础上，利用专业网络分析软件计算法，系统发

掘中药潜在活性成分和作用靶点，可实现药物作用

的综合网络分析［1，14-15］。网络药理学系统性、整体性

的特点与中药多成分-多靶点-多途径作用特征相吻

合，在深入揭示中药作用机制的研究中已经越来越

受到研究者的重视，为中医药的现代化研究提供了

一个新的策略和方向［16-17］。

本研究在系统查阅国内外相关文献的基础上，

构建了分心木黄酮类成分数据库，采用网络药理学

的方法预测和筛选 TFDJF 的潜在活性成分和抗

T2DM 的作用靶点，探讨 TFDJF多成分-多靶点-多

通路抗T2DM的作用机制。在此基础上，采用胰岛

素诱导HepG2细胞 IR模型，对TFDJF抗T2DM的作

用机制进行验证。本研究旨在明确TFDJF抗T2DM

的作用机制，为TFDJF的深入开发奠定理论基础。

1 材料

1.1 实验细胞

人肝癌细胞系HepG2细胞，购于中国科学院上

海细胞所。

1.2 药物与主要试剂

分心木药材购自河北安国药材市场，经山西中

医药大学中药学院裴香萍副教授鉴定为胡桃科植

物胡桃 Juglans regial L.果核内的木质隔膜。TFDJF

根据课题组前期实验建立的方法制备［12-13］：称取分
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心木药材，加 13倍量 59% 乙醇回流提取 2次，每次

77 min，提取液浓缩为 0.5 g/mL，上样于径高比为 1∶

6的AB-8型大孔树脂柱，上样体积流量为 2 BV/h，

上样量为 2 BV，吸附 4 h，加水 1.5 BV洗脱水溶性杂

质，加50%乙醇3 BV洗脱，洗脱体积流量为2 BV/h，收集

洗脱液，减压浓缩后60 ℃干燥即得。以芦丁为对照品，

采用硝酸铝显色法检测，其总黄酮质量分数为76.21%。

胰酶、胎牛血清（FBS）、DMEM 培养基（美国

Gibco 公 司 ，批 号 分 别 为 1636024、L4R23305、

1701408）；青霉素-链霉素溶液（批号 C0222），RIPA

裂解液、BCA蛋白浓度定量试剂盒、磷酸蛋白酶抑

制剂（批号分别为 P0013B，P0010，P1006），兔抗

FoxO1抗体（批号为AF603），均购自碧云天生物技

术研究所；磷酸盐缓冲液（PBS，美国HyClone公司，

批号ABA212020）；葡萄糖测定试剂盒（北京北化康

泰临床试剂有限公司，批号 1017）；胰岛素（Sigma公

司，批号 I9278）；兔抗 p-AKT 抗体（英国 Abcam 公

司，批号为 ab38449）；GAPDH 抗体（proteintech，批

号 5174）；辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG 二

抗（Cell Signaling，批号 7074）；Clarity Western ECL

Substrate 试剂 A 及试剂 B（美国 Bio -Rad，批号

1705041）；二甲基亚砜（北京索莱宝科技有限公司，批号

为ApplichemA3672）；MTT细胞增殖及细胞毒性检测试

剂盒（南京建成生物工程研究所，批号20170104）。

1.3 实验仪器

AB135-S电子分析天平（梅特勒-托利多仪器上

海有限公司）；FA2104型电子分析天平（上海精科天

平仪器厂）；SB-800 DTD 超声波清洗机（宁波新芝

生物科技股份有限公司）；－80 ℃超低温冰箱（中科

美菱）；GB-50隔水式恒温培养箱、YXQ-LS-50SII立

式蒸汽灭菌器（上海博迅实业有限公司医疗设备

厂）；SW-CJ-2FD超净工作台（苏净集团安泰公司）；

1-15K 高速冷冻离心机（Sigma 公司）；DK-8D 型电

热恒温热水槽（上海森信实验仪器有限）；CK40型

倒 置 显 微 镜（ 日 本 奥 林 巴 斯）；HT2 型 酶 标

仪（Biocell）；164 - 5050 型 Western 电 泳 仪 、

GelDoc2000型凝胶成像仪、电泳仪、水平和垂直电

泳槽、转移槽（美国 Bio-Rad 公司）；二氧化碳培养

箱（ThermoFisher Scientific）。

2 方法

2.1 网络药理学分析

2.1.1 分心木黄酮类化学成分收集及活性成分筛

选 检索国内外相关文献，收集分心木黄酮类成

分，结合 Pubchem 数据库 https：//www.ncbi.nlm.nih.

gov/pccompound/，采用ChemDraw软件绘制成分的

化学结构并保存为Mol2格式，将该格式的化合物导

入Molecular Operating Environment（MOE）软件，计

算药物吸收的预测参数，并以“类药五原则”中的相

对分子质量（MW）≤500、氢键给体（nOHNH）≤5、氢

键受体（nOH）≤10、脂水分配系数（miLogP）≤5进行

筛选，获得分心木中潜在的黄酮类活性成分［18-19］。

在筛选过程中，有 3个黄酮类成分木犀草苷、槲皮苷

和芦丁，虽不符合“类药五原则”，但相关研究表明，

这 3个成分具有显著的治疗T2DM的作用［20-22］，因此

保留这 3个成分并进行后续研究。通过筛选共获得

10个潜在的活性成分，具体信息见表1。

2.1.2 活性成分靶点预测与筛选 将Mol2格式的

活性成分上传至 PharmMapper 服务器 http：//lilab.

ecust.edu.cn/pharmmapper/submit_file.php，采用反向

药效团匹配方法进行靶点预测，参数设置如下为

Generate Conformers：Yes；Maximum Generated

Conformations：100；Select Target Set：Human

表1 分心木黄酮类活性成分具体信息

Table 1 Detail information of flavonoids in Diaphragma Juglandis Fructus

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

化合物名称

儿茶酚

二氢槲皮素

山奈素

山柰酚

木犀草素

柚皮素

槲皮素

木犀草苷

槲皮苷

芦丁

分子式

C15H14O6

C15H12O7

C16H12O6

C15H10O6

C15H10O6

C15H12O5

C15H10O7

C21H20O11

C21H20O11

C27H30O16

MW

290.27

304.25

300.27

286.24

286.24

272.26

302.24

448.38

448.38

610.52

nOHNH

5

5

3

4

4

3

5

7

7

10

nOH

6

7

6

6

6

5

7

11

11

16

miLogP

1.37

0.71

2.71

2.17

1.97

2.12

1.68

0.19

0.64

1.06
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Protein Target Only （v2010，2241）；Number of

Reserved Matched Targets：100；Perform GA Match：

Yes。采用Uniprot数据库 http：//www.uniprot.org/对

PharmMapper预测匹配得分前 30的靶点进行搜索，

限定物种为人，对靶点名称进行规范。以“type 2

diabetes”为关键词，于 Therapeutic Target Database

数据库（TTD，https：//db. idrblab. org / ttd/）、Online

Mendelian Inheritance in Man 数 据 库（OMIM，

https：//www. omim. org/）、Disease Gene Search

Engine 数 据 库（DigSee，http：//210.107.182.61 /

geneSearch/）、 the Comparative Toxicogenomics

Database数据库（CTD，http：//ctdbase.org/）进行检索

及筛选，删除重复的靶点，获得与 T2DM 相关的靶

点，并与预测所得的活性成分的靶点进行对比，筛

选出TFDJF抗T2DM的潜在靶点。

2.1.3 GO和KEGG富集分析 将获得的TFDJF抗

T2DM 的潜在作用靶点导入 DAVID 数据库 https：//

david.ncifcrf.gov/home.jsp，对靶点进行 GO 富集分

析和KEGG通路注释分析，并根据P值（P＜0.05）筛

选出TFDJF抗T2DM的重要通路。

2.1.4 “活性成分-靶点-通路”网络模型构建与分

析 采用 cytoscape 3.6.0 软件构建 TFDJF 抗 T2DM

的“活性成分-靶点-通路”网络模型，网络包括活性

成分、靶点或作用通路 3 类节点（node），并以

边（edge）相连，通过构建网络模型研究分心木黄酮

类化合物多成分、多靶点、多通路的作用机制。

2.1.5 分子对接 采用系统对接网站 system dock

web site，http：//systemsdock.unit.oist. jp / iddp /home/

index，对度值 degree较高的靶点与活性成分进行对

接，预测靶点和活性成分结合的性能。

2.2 细胞实验验证

2.2.1 细胞培养 HepG2细胞复苏后，用含 10%胎

牛血清的DMEM高糖培养基培养于 37 ℃，5% CO2

的恒温培养箱，待细胞贴壁长满至 90%，用 0.25%胰

酶消化传代，取对数生长期的细胞用于实验。

2.2.2 TFDJF 对 HepG2 细胞活性的影响 取对数

生长期的HepG2细胞按 3×104/mL密度接种于 96孔

细胞培养板，200 μL/孔，于 37 ℃、5% CO2培养箱中

培养至贴壁后，吸弃培养基。加入用完全培养基配

置的不同浓度的 TFDJF，使其终质量浓度分别为

200、150、100、50、25、10 μg/mL，100 μL/孔，每个浓

度设 6个复孔，另设空白（仅含培养基，不接种细胞）

组和对照（不加药）组。分别于 37 ℃、5% CO2条件

下培养 24、36、48 h，每孔加入 10 μL MTT液，震荡摇

匀后继续培养 4 h，吸弃上清液，每孔加入 100 μL

DMSO，避光摇匀后于酶标仪 490 nm测吸光度（A）

值，计算细胞存活率。

细胞存活率＝（A 给药组－A 空白组）/（A 对照组－A 空白组）

2.2.3 HepG2 细胞 IR 模型的建立［23］ 取对数生长

期的 HepG2 细胞按 1×106/孔密度接种于 12 孔细胞

培养板，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养，待细胞贴

壁后，吸弃上清培养基，加入无血清培养基及饥饿

培养 12 h，吸弃上清培养基，PBS洗涤 2次，加入新

配置的含有 10 μg/mL胰岛素的完全培养基培养 36

h，即为HepG2细胞 IR模型［23］。

2.2.4 细胞分组及给药 根据“2.2.2”项下实验结

果，实验分为对照组、模型组、TFDJF（150 μg/mL）

组。细胞接种及饥饿培养后，模型组更换为含有胰

岛素的培养基，TFDJF 组更换为含有胰岛素和

TFDJF的培养基，对照组加入完全培养基，每组设 6

个复孔，37 ℃、5% CO2培养箱中培养36 h。

2.2.5 TFDJF对 IR HepG2细胞葡萄糖消耗量的影

响 TFDJF对 IR HepG2细胞葡萄糖消耗量的影响

按照“2.2.4”项下方法，加药物培养 24 h后以葡萄糖

氧化酶法检测培养液上清液中的葡萄糖含量，以未

接种细胞的对照组的葡萄糖含量均值减去各组测

得的培养液中葡萄糖含量均值，即得各组细胞的葡

萄糖消耗量。

2.2.6 Western blotting法检测AKT-FoxO信号通路

相关蛋白的表达 PBS洗涤各实验组细胞 2次，收

集各实验组细胞，加入新鲜配制的含蛋白酶抑制剂

的 RIPA 裂解液，冰上裂解 30 min，而后于 4 ℃、

12 000 r/min离心 15 min，取上清，并用BCA法蛋白

定量。制备蛋白上样样品，取蛋白样品 50 μg进行

SDS-PAGE 电泳，转膜后，用含 5% 脱脂奶粉的

TBST（0.3% Tris、0.8% NaCl、0.02% KCl、0.01% 吐

温-20、pH 7.4）封闭 2 h，加入一抗 4 ℃孵育过夜。次

日用TBST洗涤 3次，每次 10 min，加入辣根过氧化

物酶标记的二抗（1∶10 000），室温孵育 1 h，TBST洗

膜 3 次，每次 10 min，ECL 化学发光显色，采用

Quantity One软件对相关蛋白表达进行分析。

2.2.7 数据分析 实验数据均采用 SPSS 19.0统计

软件进行统计分析，各组数据均以 x̄ ± s表示。所得

数据作方差齐性试验后作 t检验。

3 结果

3.1 靶点预测与筛选

通过 PharmMapper 服务器对分心木 10 个潜在

的活性成分进行靶点预测，并选取每个成分 Fit
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score 排名前 30 的靶点进行后续分析，去除重复后

共获得 104个潜在靶点。通过搜索 TTD、OMIM 等

数据库，共获得与T2DM相关的靶点 498个，并与预

测所得的活性成分的靶点进行对比分析，筛选出

TFDJF 抗 T2DM 的潜在靶点 15 个，具体靶点信息

见表2。

3.2 GO和KEGG富集分析

对 TFDJF 抗 T2DM 的 15 个潜在靶点进行 GO

富集分析，获得靶点基因的生物学过程、细胞组分

和分子功能，将P＜0.05作为注释结果的筛选条件，

结果见图 1。15个靶点主要集中于细胞器膜上，涉

及免疫反应、刺激反应及代谢等生物学过程，发挥
表2 相关靶点信息

Table 2 Information of related targets

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

缩写

PCK1

AR

GSK3B

SOD2

NOS3

ESR1

NR3C2

LCK

SHBG

PTPN1

HK1

AKT1

BRAF

APCS

PPARG

基因

PCK1

AR

GSK3B

SOD2

NOS3

ESR1

NR3C2

LCK

SHBG

PTPN1

HK1

AKT1

BRAF

APCS

PPARG

蛋白质

烯醇丙酮酸磷酸羧激酶

雄激素受体

糖原合成酶激酶-3

超氧化物歧化酶

一氧化氮合成酶

雌激素受体

盐皮质激素受体

酪氨酸受体激酶

性激素结合蛋白

非受体1型酪氨酸蛋白磷酸酶

己糖激酶1

RAC-α丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶

丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶B

血清淀粉样蛋白P

过氧化物酶体增殖激活受体

UniProt

P35558

P10275

P49841

P04179

P29474

P03372

P08235

P06239

P04278

P18031

P19367

P31749

P15056

P02743

P37231

图1 TFDJF潜在活性成分抗T2DM靶点GO注释分析

Fig. 1 GO annotation analysis of anti-T2DM targets of active ingredients in total flavonoids of Diaphragma Juglandis Fruc‐

tus
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有机环状物结合、脂质结合、杂环化合物结合、离子

结合等功能作用。

KEGG 通路分析结果见表 3，15 个靶点分布于

胰岛素信号通路、前列腺癌、FoxO信号通路等 22条

信号通路，相互协调和共同调节可能为 TFDJF 抗

T2DM的作用机制。

3.3 “活性成分-靶点-通路”网络模型构建与分析

采用Cytoscape 3.6.0软件建立“活性成分-靶点-

通路”网络模型，如图 2所示，共有 48个节点（10个

活性成分节点、15 个靶点节点及 23 个通路节点）。

采用NetworkAanlyzer插件对网络的拓扑参数进行

分 析 ，平 均 相 邻 节 点 数（average number of

neighbors）为 5.149，网 络 异 质 性（network

heterogeneity）为 0.771，网络度（network density）为

0.112，网络中心度（network centralization）为 0.383。

活性成分、靶点、通路 3者存在复杂的网络关系，活

性成分通过不同的蛋白靶点在不同的代谢通路中

发挥作用，相互协调，符合中药作用的“多成分-多靶

点-多通路”特性。

3.4 分子对接结果

由“活性成分-靶点-通路”网络可知，TFDJF抗

T2DM 的 10 个 潜 在 活 性 成 分 中 ，山 柰 酚 的

degree（degree=7）最高，15个靶点中，degree较大的2

个靶点为AKT1（degree=22）和GSK3B（degree=20），

对这 2个靶点与山柰酚进行对接，对接结果的分数

是实验解离/抑制常数值（PKD/PKI）的负对数，通常

为 0至 10（由弱到强），以分数值为判决山柰酚与靶

点的结合程度，分数＞4.25认为有一定的结合活性，

＞5有较好的结合活性，＞7具有强烈的结合活性。

分子对接结果如表 4、图 3所示，山柰酚与GSK3B有

强烈的结合活性，与AKT1有较好的结合活性，进一

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TFDJF活性成分 靶蛋白 通路 

图2 TFDJF“活性成分-靶点-通路”网络

Fig. 2 “active ingredient -target proteins-signaling pathway”network of TFDJF

表4 山柰酚与靶点分子对接

Table 4 Docking of kaempferol with targets

靶点

AKT1

GSK3B

PDB ID

4EKK

4ACH

分数

6.34

7.00

表3 相关通路信息

Table 3 Information of related pathways

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

通络

胰岛素信号通路

胰岛素抵抗

前列腺癌

FoxO信号通路

子宫内膜瘤

癌症通路

大肠癌

催乳素信号通路

ErbB信号通路

HIF-1信号通路

雌激素信号通路

T细胞受体信号通路

甲状腺素信号通路

神经营养因子信号通路

AMPK信号通路

PI3K-Akt信号通路

破骨细胞分化

丙型肝炎

趋化因子信号通路

肿瘤蛋白多糖

焦点粘连

甲状腺癌

靶点数

6

5

4

4

3

5

3

3

3

3

3

3

3

3

3

4

3

3

3

3

3

2

P-value

2.09×10-6

2.54×10-5

4.04×10-4

1.38×10-3

3.49×10-3

3.54×10-3

4.93×10-3

6.43×10-3

9.53×10-3

0.012

0.012

0.013

0.016

0.018

0.018

0.019

0.021

0.021

0.040

0.045

0.048

0.049
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步表明网络药理学实验预测结果的可靠性。

3.4 TFDJF对HepG2细胞活性的影响

用MTT法检测TFDJF对HepG2细胞活性的影

响，结果如图 4所示。与对照组比较，随着TFDJF浓

度和处理时间的增加，细胞活性也随之下降，不同

浓度的 TFDJF 处理细胞 24 h 后 ，仅 200 μg / mL

TFDJF 组细胞存活率显著下降（P＜0.05）；当处理

36 h 时，200、150 μg/mL TFDJF 组细胞存活率显著

下降（P＜0.01）；当处理时间延长至 48 h时，各浓度

TFDJF 对 HepG2 细胞活性的抑制作用均显著增

强（P＜0.05、0.01），为尽量避免 TFDJF 对细胞活性

的影响及更好发挥TFDJF改善 IR活性，本实验选择

150 μg/mL TFDJF处理细胞36 h。

3.5 TFDJF对IR HepG2细胞葡萄糖消耗量的影响

与对照组比较，经过胰岛素处理后，模型组细

胞产生了 IR 作用，葡萄糖消耗量明显减少（P＜

0.01）；与模型组比较，TFDJF给药组细胞葡萄糖消

耗量明显增加，差异具有统计学意义（P＜0.01），表

明药物干预后能改善HepG2细胞 IR状态，见图5。

3.6 TFDJF 对 IR HepG2 细胞 AKT-FoxO 信号通

路相关蛋白表达的影响

如图 6所示，与对照组比较，模型组细胞 p-AKT

蛋白表达显著降低（P＜0.01），FoxO1蛋白表达水平

显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，TFDJF干预后

p-AKT蛋白表达显著升高（P＜0.01），FoxO1蛋白表

达水平显著降低（P＜0.01）。
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图4 TFDJF对HepG2细胞活性的影响（x
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Fig. 4 Effect of TFDJF on activity of HepG2 cells（x
    

    
   ±s，n = 6）

图3 山柰酚与靶点相互作用分析

Fig. 3 Intermolecular interaction analysis between Kaempferol and targets
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4 讨论

中药及复方具有多成分、多靶点、多通路的作

用特点，作用机制不明确将影响其有效性和安全性

研究。近年来网络药理学的提出打破了传统“一个

药物、一个靶标、一个疾病”的理念，基于高通量组

学数据分析、计算机虚拟计算及网络数据库检索构

建“药物-基因-靶点-疾病”相互作用网络，通过分析

药物与机体相互作用，实现了对中药及复方的作用

机制研究的整体化、系统化，为中药及复方作用机

制的研究提供了新方法，也为新药的开发奠定前期

基础［24］。

本研究通过查阅国内外相关文献，搜集并整理

分心木中黄酮类成分，通过“类药五原则”筛选出 10

个潜在的活性成分，大量研究表明，所筛选的活性

成分均具有显著的抗糖尿病活性［20-22，25-30］，在一定程

度上证实了网络药理学研究方法的可行性及可靠

性。采用 PharmMapper 服务器对潜在活性成分的

靶点进行预测，共得到 104个靶点，各成分的靶点重

叠程度较大，即不同成分具有共同或相似的靶点，

它们之间具有协同作用。经与 T2DM 相关靶点进

行比对分析，获得 TFDJF抗 T2DM的 15个靶点，通

过构建“成分-靶点-通路”的网络图，并对网络拓扑

参数进行分析，结果显示，活性成分中山奈酚的

degree为 7，排在潜在活性成分首位，提示其可能是

分心木发挥抗 T2DM 的主要活性成分。山奈酚为

黄酮醇类的黄酮单体，广泛存在于苹果、西兰花等

水果蔬菜及多种中草药中，具有抗氧化［31］、抗炎［32］、

抗凋亡［33］等多种药理活性，大量实验研究表明，山

奈酚可通过 IKK/NF-κB［34］、AMPK/mTOR［35］、ASK1/

MAPK［36-37］等信号通路发挥抗糖尿病及其并发症的

作用。 15 个靶点中 degree 较大的两个靶点为

AKT1 （degree=22） 和 GSK3B （degree=20） 。

AKT1（P31749）又被称为蛋白激酶 Bα，是 PI3K /

AKT 信号转导通路中心环节 AKT 的亚型之一，在

调节胰岛素依赖的新陈代谢细胞应答方面具有重

要作用［38］。当AKT1被激活后，可调节糖摄取、脂质

代谢等胰岛素的相关生物功能，AKT1的过表达还

会导致机体空腹或非空腹血糖的升高并诱导产生

IR［39-41］。GSK3B（P49841）是一种丝/苏氨酸激酶，也

是AKT的直接下游靶点，可参与胰岛素信号通路，

胰岛素通过受体及其本身磷酸化 GSK-3B，促进肝

糖原合成酶去磷酸化，增加糖原合成，降低血糖浓

度，而GSK3B的过度表达则减弱胰岛素信号传导通

路，有研究表明GSK3B还能通过调控炎症过程来调

控T2DM的发展，近年来，研究人员以GSK3B为切

入点，运用 GSK3B 抑制剂来缓解 IR，进而治疗

T2DM及其并发症，取得了一定的进展［42-44］。
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通过KEGG通路富集分析，确定了包括胰岛素

信号通路、IR、FoxO 信号通路、AMPK 信号通路及

PI3K-AKT信号通路在内的 22条信号通路。胰岛素

信号通路作为一个重要的信号通路，主要参与调节

机体的糖、脂肪和蛋白质代谢［45］。IR作为T2DM的

主要发病机理，与胰岛素信号通路相互影响，两者

密切相关，又共同影响T2DM的发生发展。长期 IR

易导致T2DM患者血中胰岛素分泌增多，引起慢性

代偿性高胰岛素血症的产生，高胰岛素血症可通过

负反馈调节机制下调胰岛素受体基因的表达，减少

受体蛋白合成，阻碍胰岛素信号的传导，使机体长

期处于高血糖的状态，加重糖尿病症状［47-48］。此外，

长期高脂饮食及缺乏运动是产生 IR的主要原因，而

胰岛素信号通路的异常是 IR发生的重要分子生物

学机制［45，48-49］。PI3K-AKT 信号通路是胰岛素信号

通路中的重要环节，也是葡萄糖的吸收与利用、调

节血糖平衡的主要转导途径［50］，胰岛素可通过胰岛

素受体蛋白激活 PI3K-AKT信号通路，进而促进细

胞摄取葡萄糖、氨基酸及脂肪酸，促进糖原蛋白质

和三酰甘油的合成，在 IR状态下，受胰岛素的刺激，

PI3K-AKT 信号通路传导作用会被减弱，而在高胰

岛素血症状态下，AKT可介导 PI3K信号使 IR进一

步加重［51-52］。肝脏是机体调节糖代谢的重要器官，

也是胰岛素作用的主要靶器官，通过调节糖原合

成、分解以及糖异生，维持机体对葡萄糖摄取和存

储的平衡。肝脏糖异生异常为 T2DM 的主要病理

特征，FoxO1是决定糖异生启动的关键转录因子之

一，PI3K可磷酸化 FoxO1而发挥调节葡萄糖转运、

糖原合成、抗脂肪分解等作用［53-54］，此外，作为AKT

的直接靶蛋白之一，磷酸化的AKT也可使FoxO1磷

酸化而使其活性降低，以维持细胞生长，促进糖原

合成，从而调节葡萄糖转运［55］。AMPK信号通路是

机体组织细胞能量调节的重要信号转导通路，激活

该通路可增强葡萄糖的摄取及利用，改善 IR，增加

胰岛素敏感性，因此，AMPK 信号通路为 T2DM 治

疗的关键信号通络［56-57］。

本研究选取HepG2细胞，运用高浓度胰岛素诱

导 IR模型，该模型不仅保留了正常肝细胞的基本生

物学特性，且还排除了正常肝细胞表现的细胞衰亡

现象，是研究 IR发病及相关降糖药物作用机理的理

想模型［58-59］。选取AKT/FoxO1信号通路，对TFDJF

抗T2DM的作用机制进行验证，对相关蛋白的表达

进行测定。有文献报导，在糖尿病状态下，高糖血

症可使 AKT 的磷酸化水平降低，FoxO1 表达升

高［60-61］，本研究结果表明，TFDJF可使 IR模型HepG2

细胞AKT蛋白磷酸化水平升高，FoxO1蛋白表达水

平降低。

本研究应用网络药理学方法，对TFDJF的多成

分-多靶点与T2DM之间复杂网络关系进行研究，并

采用胰岛素诱导 IR 模型，初步验证了 TFDJF 抗

T2DM的基本药理学作用和相关机制，然而 TFDJF

抗 T2DM 的具体作用机制仍需大量的体内外实验

进行阐明，本研究旨在为进一步深入探讨其作用机

制奠定基础。
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