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摘要： 目的　 探讨降尿酸方对尿酸性肾病的作用机制。 方法　 ６ 只健康 ＳＤ 雄性大鼠分为空白血清组 （生理盐水） 和

含药血清组 （７２ ｇ ／ ｋｇ 降尿酸方浓缩液）， 给予相应药物， 每天 ２ 次， 连续 ３ ｄ。 采用 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 法分析含药血

清。 通过 ＰｕｂＣｈｅｍ 和 ＳｃｉＦｉｎｄｅｒ 数据库获取化合物结构， Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库以确定靶点， 以” Ｕｒｉｃ ａｃｉｄ
ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ” 为关键词在 ＯＭＩＭ、 ＤｉｓＧｅＮＥＴ、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库检索获得作用靶点， 通过 Ｖｅｎｎｙ２ １ ０ 平台得到 “药物⁃
疾病” 交集基因， 上传至 ＤＡＶＩＤ 库进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析， 并对结果进行分子对接验证。 ４０ 只雄性 ＳＤ 大鼠随机分为

正常组、 正常＋降尿酸方组、 模型组、 降尿酸方组、 非布司他组， 每组 ８ 只， 除前 ２ 组外， 后 ３ 组大鼠灌胃给予氧嗪

酸钾 （１ ５００ ｍｇ ／ ｋｇ） 和腺嘌呤 （５０ ｍｇ ／ ｋｇ） 进行造模； ６ ｈ 后， 降尿酸方组、 非布司他组分别灌胃给予 ３６０ ｍｇ ／ ｋｇ 降

尿酸方和 ３ ６ ｍｇ ／ ｋｇ 非布司他， 正常组和模型组灌胃给予等量生理盐水， 每天 １ 次， 连续 ６ 周， 检测血清 ＳＵＡ、 ＳＣｒ、
ＢＵＮ 水平， 观察肾脏病理学改变， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测靶蛋白表达。 结果 　 共得到 ２２ 个原型成分、 ３７８ 个药物靶点、
１ ５８７个疾病靶点、 １２６ 个 “药物⁃疾病” 共同靶点， ＳＴＡＴ３、 ＳＲＣ、 ＶＥＧＦＡ 等是最可能的作用靶点。 ＧＯ 富集获取 ４７０
条 ＢＰ 通路、 ６８ 条 ＣＣ 表达过程、 １１２ 条 ＭＦ 相关过程。 ＫＥＧＧ 富集获取信号通路 １２４ 条。 分子对接结果显示最可能的

靶点和活性成分结合性良好。 与模型组比较， 非布司他组和降尿酸方组肾组织病理学改善， Ｓｃｒ、 ＢＵＮ、 ＳＵＡ 水平降

低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ｐ⁃ＳＲＣ、 ＶＥＧＦＡ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 结论　 降尿酸方可能通过多

靶点、 多通路降低尿酸性肾病大鼠模型 ＳＵＡ 水平， 减轻肾组织病理损伤， 改善肾功能。
关键词： 降尿酸方； 尿酸性肾病； 网络药理学； ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ
中图分类号： Ｒ２８５ ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２５）０３⁃１００６⁃０８
ｄｏｉ：１０ ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８ ２０２５ ０３ ０４８

　 　 尿酸性肾病是一种由高尿酸血症或痛风引发肾损伤的

疾病［１］ 。 随着经济水平的提升， 居民饮食结构发生改变，
高尿酸血症和痛风发病率呈逐年增长趋势， 且发病年龄提

前。 尿酸盐结晶在肾脏中累积会引起氧化应激、 炎症反应、
细胞凋亡等， 加重肾脏损害［２］ 。 近年来传统中药成为研究

热点， 因其多靶点、 安全性高、 疗效显著的特点， 在调节

尿酸水平及发挥抗炎作用的方面显示出了独特优势， 因此

进一步探寻其治疗尿酸性肾病的作用机制具有重要意义。
降尿酸方是基于上海市名中医郑平东教授 “化痰祛

湿、 活血化瘀” 理论并经过长期临床实践形成的， 用于治

疗尿酸性肾病的经验方， 荣获国家知识产权局颁发的发明

专利 （ＺＬ２００５１００２６４６８ ９）。 初步临床研究证实， 该方剂能

有效调节尿酸性肾病患者的血尿酸水平， 显著改善肾功

能［３⁃４］ ， 但其具体机制仍待进一步探索。 本研究通过 ＵＰＬＣ⁃

Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 技术分析鉴定降尿酸方的有效入血成分， 结合

网络药理学探究其干预尿酸性肾病的可能机制， 并采用动

物实验进行验证。
１　 材料

１ １　 动物　 雄性 ＳＤ 大鼠 ４６ 只， 体质量 １８０～ ２２０ ｇ， 购自

上海必凯科翼生物科技有限公司 ［实验动物生产许可证号

ＳＹＸＫ （沪） ２０１８⁃００２６］， 饲养于上海中医药大学实验动物

中心， 环境温度 ２５ ℃， 相对湿度 ４５％ ， 自由摄食饮水， 适

应性喂养 ７ ｄ。 研究经上海中医药大学实验动物伦理委员会

批准 （伦理审查编号 ＰＺＳＨＵＴＣＭ２３０２０４０００３）。
１ ２　 试剂与药物 　 炒车前子 （批号 １８１１２７， 产地江西）、
炒王不留行子 （批号 １８１１２９， 产地河北）、 炒芥子 （批号

１８０９０７， 产地浙江）、 威灵仙 （批号 １８１００９， 产地安徽）、
粉萆薢 （批号 １８０９１５， 产地浙江）、 制大黄 （批号 １８１１２１，
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产地甘肃）、 生山楂 （批号 １８１０３１， 产地浙江）， 均购自上

海中医药大学附属曙光医院， 经上海中医药大学附属曙光

医院沈杰主任药师鉴定为正品后， 委托上海中药制药技术

有限公司制备干粉。 非布司他片 （江苏恒瑞医药股份有限

公司， ４０ ｍｇ ／片， 批号 Ｈ２０１３００８１）； 氧嗪酸钾、 羧甲基纤

维素钠 （上海麦克林生化科技有限公司， 批号 Ｐ８３１４６１、
Ｃ１００９７９５１）； 腺嘌呤 ［生工生物工程 （上海） 股份有限公

司， 批号 Ａ６０００１３⁃００２５］； 尿酸钠盐 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 批

号 ｕ２８７５⁃５ｇ）； ＳＴＡＴ３， ＳＲＣ， ＶＥＧＦＡ， α⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ 抗体 （武
汉爱博泰克生物科技有限公司， 批号 Ａ２２４２４、 Ａ１９１１９、
Ａ５７０８、 ＡＣ０１２）； Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＳＴＡＴ３， Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＳＲＣ 抗体 （杭

州华安生物技术有限公司， 批号 ＥＴ１６０３⁃４０、 ＥＴ１６０９⁃１５）；
ＨＲＰ 标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ、 ＨＲＰ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ （上海

碧云天生物技术有限公司， 批号 Ａ０２１６、 Ａ０２０８）； ＰＡＧＥ
凝胶快速制备试剂盒 （上海雅酶生物医药科技有限公司，
批号 ＰＧ１１２ ）； ＰＶＤＦ 膜 （ 美 国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公 司， 批 号

ＩＰＶＨ００００５）。 甲酸 （质谱纯， 德国 ＣＮＷ 科技公司， 批号

Ｙ６１７００３９）； 乙腈、 甲醇 （质谱纯， 德国 Ｍｅｒｃｋ 公司， 批

号 Ｉ１１３３８２９１０５、 Ｉ１１３９０３５１１３）； 纯净水 （广州屈臣氏食品

饮料有限公司， 批号 ２０２２０４１５Ｃ）。
１ ３　 仪器 　 Ｈ⁃Ｃｌａｓｓ 超高效液相色谱仪 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公

司）； ＡＢ Ｓｃｉｅｘ Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ  ４６００ 高分辨质谱 （美国 ＳＣＩＥＸ
公司）； ＭＥ１０４ 电子天平 （瑞士梅特勒⁃托利多公司）； ＫＱ⁃
３００ ＢＤ 超声波清洗仪 （昆山市超声仪器有限公司）；
ＳＩＧＭＡ ３Ｋ１５ 高速离心机 （美国 ＳＩＧＭＡ 公司）； Ｔａｎｏｎ⁃５２００
凝胶成像系统 （上海天能生命科学有限公司）； ＫＤ⁃ＢＭ 生

物组织冷冻包埋机、 ＫＤ⁃Ｈ 烘片机 （浙江省金华市科迪仪

器设备有限公司）； ＪＹ⁃２４ 组织匀浆机 （上海净信环境科技

有限公司）； Ｓｙｎｅｒｇｙ ２ 酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； ＣＸ３３
显微镜 （日本奥林巴斯公司）。

表 １　 流动相梯度

ｔ ／ ｍｉｎ Ａ 乙腈 ／ ％ Ｂ 水（含 ０ １％ 甲酸） ／ ％
０～５ ０ １００
５～１０ ０～７ １００～９３
１０～２５ ７～１０ ９３～９０
２５～４０ １０～１５ ９０～８５
４０～５０ １５～２５ ８５～７５
５０～６５ ２５～３５ ７５～６５
６５～７０ ３５～９５ ６５～５
７０～７２ ９５ ５

７２～７２ １ ９５～０ ５～１００
７２ １～７５ ０ １００

１ ４　 数据库与软件 　 ＳｃｉＦｉｎｄｅｒ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｃｉｆｉｎｄｅｒ⁃ｎ． ｃａｓ．
ｏｒｇ）， ＰｕｂＣｈｅｍ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ），
Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．
ｃｈ ／ ）， ＯＭＩＭ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｍｉｍ． ｏｒｇ ／ ）， ＤｉｓＧｅＮＥＴ
（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｄｉｓｇｅｎｅｔ． ｏｒｇ ／ ）， ＧｅｎｅＣａｒｄｓ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ）， Ｄａｖｉｄ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ． ｎｃｉｆｃｒｆ．
ｇｏｖ ／ ）， ＳＴＲＩＮＧ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ）， Ｖｅｎｎｙ２ １ ０

（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ． ｃｎｂ． ｃｓｉｃ． ｅｓ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｖｅｎｎｙ ／ ），
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３ ９ １ 软件， Ｒ４ ２ １ 软件， Ａｎａｌｙｓｔ ＴＦ １ ７ １ 软

件， Ｐｅａｋｖｉｅｗ １ ２ 软件。
２　 方法

２ １　 降尿酸方干粉制备 　 降尿酸方组方药材炒车前子

１５ ｇ、 炒王不留行子 １０ ｇ、 炒芥子 １０ ｇ、 威灵仙 １５ ｇ、 粉萆

薢 １０ ｇ、 制大黄 １０ ｇ、 生山楂 １０ ｇ， 按组方比例称取 ６４０ ｇ，
加入 １０ 倍量蒸馏水浸泡 ２ ｈ， 武火煮沸， 文火煎煮 １ ｈ， 过

滤； 滤渣加入 ８ 倍量蒸馏水浸泡 １ ｈ， 加热回流提取 ２ 次；
提取液合并， 真空冷冻干燥后得到 ３２ ｇ 冻干粉。
２ ２　 降尿酸方含药血清制备 　 ６ 只 ＳＤ 雄性大鼠分为空白

血清组和含药血清组， 每组 ３ 只， 含药血清组大鼠灌胃给

予降尿酸方浓缩液， 空白血清组灌胃给予等量生理盐水，
每天 ２ 次， 连续 ３ ｄ。 考虑到分析用血清样本需最大给药剂

量， 以尽可能检测到全部微量成分， 故将给药剂量扩大 ２０
倍， 即 ７２ ｇ ／ ｋｇ 冻干粉 （相当于 １ ４４０ ｇ ／ ｋｇ 生药）。 末次灌

胃前禁食 １２ ｈ， 给药后 ０ ５ ｈ、 １ ｈ 时分别眼眶采血约 ３００
μＬ， 置于同一促凝管中， 末次灌胃后 ２ ｈ， ２ ５％ 戊巴比妥

钠腹腔注射麻醉， 采集腹主动脉全血 ５ ｍＬ， ４ ℃静置过夜，
３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清， ５６ ℃水浴加热 ３０ ｍｉｎ，
０ ２ μｍ 一次性滤器过滤除菌， －８０ ℃储存备用。
２ ３　 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 分析

２ ３ １　 供试品溶液制备　 吸取 ２ ６ ｍＬ 空白血清和 ８ ３ ｍＬ
含药血清， 分别加入 ３ 倍体积甲醇沉淀蛋白， 涡旋混匀 ５
ｍｉｎ， ４ ℃静置 ２０ ｍｉｎ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取上清，
浓缩干燥， －８０ ℃保存。 分析前加入 １００ μＬ ５０％ 甲醇将残

渣复溶， 涡旋混匀 ３ ｍｉｎ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取上

清液， 即得。
２ ３ ２　 色谱条件　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＲＲＨＤ ＳＢ⁃Ａｑ（２ １ ｍｍ×
１００ ｍｍ， １ ８ μｍ） 色谱柱； 流动相乙腈 （ Ａ） ⁃水 （含

０ １％ 甲酸） （Ｂ）， 梯度见表 １； 体积流量 ０ ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱

温 ３０ ℃； 检测波长 １９０～４００ ｎｍ； 进样量 ５ μＬ。
２ ３ ３　 质谱条件　 电喷雾离子源， 正负离子扫描， 其他参

数见表 ２。
表 ２　 主要质谱参数

ＭＳ 参数 ＭＳ ／ ＭＳ 参数

扫描范围 ｍ ／ ｚ ５０～１ ７００ 扫描范围 ｍ ／ ｚ ５０～１ ２５０
离子源气体 １ ／ ｐｓｉ ５０ 解簇电压 ／ Ｖ １００
离子源气体 ２ ／ ｐｓｉ） ５０ 碰撞能量 ／ ｅＶ ±４０

帘气 ／ ｐｓｉ ３５ 碰撞能量扩散 ／ ｅＶ ２０
离子喷雾电压浮动 ／ Ｖ －４ ５００ ／ ５ ０００ 离子释放延迟 ／ ｍｓ ３０

离子源温度 ／ ℃ ５００ 离子释放宽度 ／ ｍｓ １５
解簇电压 ／ Ｖ １００
碰撞能量 ／ ｅＶ １０

　 　 注： １ ｐｓｉ ＝ ６ ８９５ ｋＰａ。

２ ４　 基于网络药理学的降尿酸方对尿酸性肾病作用机制

研究

２ ４ １　 降尿酸方对尿酸性肾病的潜在作用靶点筛选　 利用

ＰｕｂＣｈｅｍ 和 ＳｃｉＦｉｎｄｅｒ 数据库检索入血成分结构信息， 随后
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通过 Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库进行分析， 筛选预测得分

超过 ０ 分的靶点， 并去除重复项以获得最终的药物靶点列

表。 设 置 关 键 词 “ Ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ”， 在 ＯＭＩＭ、
ＤｉｓＧｅＮＥＴ、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库中检索， 以识别与该疾病相

关的潜在作用靶点。 随后， 使用 Ｖｅｎｎｙ２ １ ０ 平台对成分靶

点和疾病靶点进行交叉映射， 确定两者的共同靶点。
２ ４ ２　 降尿酸方干预尿酸性肾病差异表达基因的蛋白质互

作网络 （ＰＰＩ） 构建 　 检索 ＳＴＲＩＮＧ 中的 “药物⁃疾病” 共

同靶点， 物种选择 “Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 最低互作阈值 ０ ７，
然后将数据导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３ ９ １ 软件进行处理， 构建 ＰＰＩ
网络图。 通过 ＮｅｔｗｏｒｋＡｎａｌｙｚｅｒ 工具进行拓扑分析， 并依据

Ｄｅｇｒｅｅ 值筛选核心靶点。 最后， 使用 Ｒ４ ２ １ 软件对排名前

１０ 的靶点进行可视化展示。
２ ４ ３　 ＧＯ 富集分析 　 利用 Ｄａｖｉｄ 数据库对潜在的靶点进

行 ＧＯ 功能富集分析。 筛选条件设定为 Ｐ＜０ ０１、 最小计数

３ 及富集因子大于 １ ５， 再从生物过程 （ＢＰ）、 细胞成分

（ＣＣ）、 分子功能 （ＭＦ） 中选取排名前 １０ 的 ＧＯ 条目， 使

用 Ｒ 语言进行可视化处理。
２ ４ ４　 ＫＥＧＧ 富集分析 　 利用 Ｄａｖｉｄ 数据库， 设定筛选条

件为 Ｐ＜０ ０１、 最小计数 ３、 富集因子大于 １ ５， 对潜在靶

点执行 ＫＥＧＧ 富集分析， 采用 Ｒ 语言对富集分析的前 ２０ 的

条目进行可视化展示。
２ ５　 分子对接验证 　 选取排名前三的 Ｄｅｇｒｅｅ 值成分作为

核心成分， 从 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库中下载相应化合物的二维结

构； 选取排名前三的靶点作为潜在的核心靶点， 从 Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｄａｔａ Ｂａｎｋ 数据库中下载蛋白三维结构， 使用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ ｖｉｎａ
１ １ ２ 软件分析配体和受体具有最低结合能的构象， 并进

行可视化展示。
２ ６　 验证实验

２ ６ １　 分组、 造模及给药　 ４０ 只健康的 ＳＤ 雄性大鼠随机

分为正常组、 正常＋降尿酸方组、 模型组、 降尿酸方组、 非

布司他组， 每组 ８ 只。 除了正常组和正常＋降尿酸方组外，
其他各组大鼠灌胃给予氧嗪酸钾 １ ５００ ｍｇ ／ ｋｇ 和腺嘌呤 ５０
ｍｇ ／ ｋｇ， 构建尿酸性肾病大鼠模型； ６ ｈ 后， 正常＋降尿酸

方组和降尿酸方组灌胃给予 ３６０ ｍｇ ／ ｋｇ 的降尿酸方干粉溶

液， 非布司他组灌胃给予 ３ ６ ｍｇ ／ ｋｇ 非布司他， 其他组灌

胃给予等量生理盐水， 每天 １ 次， 持续 ６ 周。
２ ６ ２　 样本收集　 给药完成后， 目内眦采血， 委托上海中

医药大学附属曙光医院检验科检测大鼠血肌酐 （ＳＣｒ）、 血

尿素氮 （ＢＵＮ）、 血尿酸 （ ＳＵＡ） 水平； 大鼠经腹腔注射

２ ５％ 戊巴比妥钠麻醉， 处死后摘取双侧肾脏。
２ ６ ３　 组织病理学观察 　 取大鼠肾组织， ９０％ 乙醇固定

２４ ｈ， 梯度乙醇脱水， 浸蜡， 石蜡包埋， 切片 （３ μｍ），
脱蜡后行 ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ、 ＰＡＳ 染色， 中性树脂封片， 光学显

微镜下观察。
２ ６ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测靶蛋白表达 　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法验证 Ｄｅｇｒｅｅ 值排名前三的核心靶点。 使用 ＲＩＰＡ 裂解液

对大鼠肾脏组织进行裂解， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度后， 将蛋

白样品进行电泳分离， 转至 ＰＶＤＦ 膜上， ５％ 脱脂牛奶封闭

１ ｈ， 随后加入目标蛋白的一抗， ４ ℃ 孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗

膜， 加入 ＨＲＰ 标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ （１ ∶ １ ０００）、 山羊抗兔

ＩｇＧ （１ ∶ １ ０００） 二抗， 室温孵育 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗膜， ＥＣＬ 化

学发光液显影， 凝胶成像系统成像， 以 α⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ 为内参，
计算目的蛋白相对表达量。
２ ７　 统计学方法　 通过 ＳＰＳＳ２５ ０ 与 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ ４ １
软件进行处理， 数据以 （ ｘ±ｓ） 表示， 若数据服从正态分

布， 多组间比较采用方差分析法， 组间两两比较时若方差

齐， 采用最小显著性差异法进行检验； 若数据不服从正态

分布， 多组间比较采用非参数检验， 组间两两比较采用成

对多重比较法。 Ｐ＜０ ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 降尿酸方入血成分鉴定　 采用 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 对降

尿酸方含药血清样品进行分析， 离子流图见图 １ ～ ４。 根据

样品多级质谱信息， 结合对照品及化学成分库进行化学成

分表征， 从降尿酸方含药血清样品中鉴定出 ２２ 个原型成

分， 见表 ３。

图 １　 各组血清基峰离子流图 （负离子）

图 ２　 各组血清基峰离子流图 （正离子）

图 ３　 降尿酸方含药血清提取离子流图 （负离子）
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图 ４　 降尿酸方含药血清提取离子流图 （正离子）

表 ３　 降尿酸方含药血清中原型成分鉴定

编号 ｔ ／ ｍｉｎ 加合离子 ｍ ／ ｚ 实际值 ｍ ／ ｚ 理论值 误差（１０－６） 分子式 分子量 中文名 来源

Ｐ１ ２ １０ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ １８０ ０８９ ２ １８０ ０８６ ６ １４ ２ Ｃ６Ｈ１３ＮＯ５ １７９ ０８ 半乳糖胺 —
Ｐ２ ３ １７ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ３８２ １７１ １ ３８２ １７２ １ －２ ６ Ｃ１６Ｈ２３Ｎ５Ｏ６ ３８１ １６ 玉米素 ７⁃Ｎ⁃葡糖苷 白芥子

Ｐ３ ３ ３４ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ４２４ ０３７ １ ４２４ ０３７ ８ －１ ６ Ｃ１４Ｈ１９ＮＯ１０Ｓ２ ４２５ ０５ 白芥子苷 白芥子

Ｐ４ ３ ８０ ［Ｍ⁃Ｈ］ － １６９ ０１４ ３ １６９ ０１４ ２ ０ ３ Ｃ７Ｈ６Ｏ５ １７０ ０２ 没食子酸 制大黄

Ｐ５ ４ ５５ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ２５５ ０５０ ７ ２５５ ０５１ ０ －１ ３ Ｃ１１Ｈ１２Ｏ７ ２５６ ０６ 番石榴酸 生山楂

Ｐ６ １０ ０５ ［Ｍ⁃Ｈ］ － １５３ ０１９ ４ １５３ ０１９ ３ ０ ４ Ｃ７Ｈ６Ｏ４ １５４ ０３ 原儿茶酸 生山楂

Ｐ７ １０ ８９ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ３７３ １１３ ０ ３７３ １１４ ０ －２ ７ Ｃ１６Ｈ２２Ｏ１０ ３７４ １２ 京尼平苷酸 车前子

Ｐ８ １１ ８２ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ３２９ ０８９ ９ ３２９ ０８７ ８ ６ ７ Ｃ１４Ｈ１８Ｏ９ ３３０ １０ 香草酸⁃葡萄糖苷 生山楂

Ｐ９ １６ ２０ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２２６ １５５ １ ２２６ １５５ ０ ０ ４ Ｃ１１Ｈ１９Ｎ３Ｏ２ ２２５ １５ 车前素 车前子

Ｐ１０ １７ ８７ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ３１４ ２０７ ６ ３１４ ２０７ ４ ０ ５ Ｃ１５Ｈ２７Ｎ３Ｏ４ ３１３ ２０ — 车前子

Ｐ１１ ２０ ３０ Ｍ＋ ３１０ １６５ ５ ３１０ １６４ ９ １ ９ Ｃ１６Ｈ２４ＮＯ５
＋ ３１０ １７ 芥子碱 白芥子

Ｐ１２ ２４ ３９ Ｍ＋ ３４２ １６９ ８ ３４２ １７０ ０ －０ ５ Ｃ２０Ｈ２４ＮＯ４
＋ ３４２ １７ 木兰花碱 威灵仙

Ｐ１３ ３５ ８５ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ５６３ １４０ ３ ５６３ １４０ ６ －０ ６ Ｃ２６Ｈ２８Ｏ１４ ５６４ １５ 异牡荆素⁃２＂ ⁃Ｏ⁃阿拉伯糖苷 王不留行

Ｐ１４ ３６ ５６ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ４３１ ０９７ １ ４３１ ０９８ ４ －２ ９ Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１ ０ ４３２ １１ 芦荟大黄素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖苷 制大黄

Ｐ１５ ４９ ０７ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ４１５ １０２ ０ ４１５ １０３ ５ －３ ５ Ｃ２１Ｈ２０Ｏ９ ４１６ １１ 大黄酚⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖苷 制大黄

Ｐ１６ ４９ ５９ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ４１５ １０３ ６ ４１５ １０３ ５ －４ ７ Ｃ２１Ｈ２０Ｏ９ ４１６ １１ 大黄酚⁃１⁃Ｏ⁃葡萄糖苷 制大黄

Ｐ１７ ５６ ０７ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ２５３ ０５０ ６ ２５３ ０５０ ６ ０ ０ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ４ ２５４ ０６ 大黄酚 制大黄

Ｐ１８ ５６ １１ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ２９７ ０３９ ８ ２９７ ０４０ ５ －２ ２ Ｃ１６Ｈ１０Ｏ６ ２９８ ０５ ３，８⁃二羟基⁃１⁃甲基蒽醌⁃２⁃羧酸 制大黄

Ｐ１９ ５７ ６０ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ２６９ ０４５ ２ ２６９ ０４５ ５ －１ ３ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ５ ２７０ ０５ 芦荟大黄素 制大黄

Ｐ２０ ６０ ５０ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ２８３ ０２４ ２ ２８３ ０２４ ８ －２ ２ Ｃ１５Ｈ８Ｏ６ ２８４ ０３ 大黄酸 制大黄

Ｐ２１ ６７ ９８ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ２６９ ０４４ ６ ２６９ ０４５ ５ －３ ５ Ｃ１５Ｈ１ ０Ｏ５ ２７０ ０５ 大黄素 制大黄

Ｐ２２ ６８ ０１ ［Ｍ＋ＦＡ⁃Ｈ］ － ９１３ ４８０ ８ ９１３ ４８０ ２ ０ ６ Ｃ４５Ｈ７２Ｏ１６ ８６８ ４８ 薯蓣皂苷 粉萆薢

３ ２　 “药物⁃疾病” 共同靶点 　 筛选得到 ３７８ 个药物靶点

和 １ ５８７ 个疾病靶点， 取交集得到 １２６ 个共同靶点， 见图 ５。

图 ５　 降尿酸方对尿酸性肾病的作用靶点韦恩图

３ ３　 ＰＰＩ 网络构建及核心靶点分析　 采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件筛

选降尿酸方潜在活性成分、 “药物⁃疾病” 共同靶点， 删除

与尿酸性肾病靶点无交集的芦荟大黄素， 最终以 ２１ 种成分

与 １２６ 个靶点构建 “成分⁃靶点⁃疾病” 网络图， 见图 ６； 构

建降尿酸方干预尿酸性肾病差异表达基因的 ＰＰＩ， 见图 ７；
为 ＳＴＡＴ３、 ＳＲＣ、 ＶＥＧＦＡ Ｄｅｇｒｅｅ 值排名前 ２０ 的靶点绘制条

形图， 见图 ８。

注： 绿色表示降尿酸方中 ２１ 种定性成分， 蓝色表示 １２６ 个共

同靶点； 共 １４８ 个节点， ４１３ 条边。

图 ６　 “中药⁃成分⁃靶点⁃疾病” 网络图

３ ４　 ＧＯ 富集分析　 由图 ９ 可知， 经过交集基因分析， 共
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注： 节点的大小、 颜色深浅依据 Ｄｅｇｒｅｅ 值大小改变， 最外圈为

Ｄｅｇｒｅｅ 值＞１５ 的靶点； 共 １１６ 节点， ４３７ 条边。

图 ７　 降尿酸方干预尿酸性肾病差异表达基因的 ＰＰＩ 网络图

识别出 ６５０ 条显著富集的通路， 其中涉及 ＢＰ 的通路 ４７０
条， ＣＣ 相关通路 ６８ 条， ＭＦ 相关通路 １１２ 条。 在 ＢＰ 方面，
　 　 　 　

主要富集的通路包括对外源性刺激的反应、 蛋白质水解过

程、 磷酸化作用、 细胞迁移、 血管生成等； ＣＣ 方面， 主要

涉及的通路包括细胞外间隙、 细胞质膜、 外泌体、 细胞质、
质膜细胞质侧的外源性成分等； ＭＦ 方面， 富集的通路包括

蛋白酪氨酸激酶活性、 内肽酶活性、 酶结合、 锌离子结合

等。 综合分析结果提示， 降尿酸方案可能通过降低炎症反应、
保护肾脏内皮功能等机制， 对尿酸性肾病发挥治疗作用。

图 ８　 核心靶点排序

图 ９　 降尿酸方对尿酸性肾病作用的 ＧＯ 功能富集分析

３ ５　 ＫＥＧＧ 富集分析　 通过 Ｄａｖｉｄ 数据库进行 ＫＥＧＧ 富集

分析， 得到 １２４ 条 ＫＥＧＧ 通路， 选取癌症通路、 脂质和动

脉粥样硬化、 低氧诱导因子⁃１ 通路等排名前 ２０ 的通路绘制

条形图和气泡图， 见图 １０。

图 １０　 降尿酸方对尿酸性肾病作用的 ＫＥＧＧ 通路富集分析
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３ ６　 分子对接 　 通过分子对接技术， 将活性成分与潜在

的核心靶点进行结合， 并计算相应的结合能， 见图 １１。 当

结合能≤－５ ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 时， 表明该结合具有良好的亲和力，
且结合能数值越小， 相互作用力越强。 选取结合能低于

－８ ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 的 ４ 组进行可视化， 结果靶点 ＳＲＣ、 ＳＴＡＴ３
与 活 性 成 分 ３， ８⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃１⁃ｍｅｔｈｙ ｌａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅ⁃２⁃
ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ、 ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ 均结合良好， 见图 １２。 图 １１　 分子对接结合能热图

图 １２　 分子对接模式图

３ ７　 降尿酸方对模型大鼠肾功能的影响　 与正常组比较，
模型 组 大 鼠 ＳＣｒ、 ＢＵＮ 和 ＳＵＡ 水 平 升 高 （ Ｐ ＜ ０ ０５，

Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 非布司他组和降尿酸方组

ＳＣｒ、 ＢＵＮ和 ＳＵＡ 水平降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 见表 ４。
表 ４　 降尿酸方对大鼠肾功能的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 ＳＣｒ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） ＢＵＮ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＳＵＡ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１）
正常组 ２１ ２０±１ １７ ６ ４２±０ １８ １０８ ００±１２ ８８

正常＋降尿酸方组 ２１ ００±０ ６３ ６ ３４±０ ４４ １１６ ２０±２１ ２５
模型组 ９７ ００±４ ００∗∗ ６ ９８±０ ４４∗ ２８３ ００±４０ ３２∗∗

非布司他组 ５６ ００±５ ８３＃＃ ５ ０２±１ １４＃ １１２ ００±１６ ３１＃＃

降尿酸方 ２６ ００±３ ７４＃＃ ４ ７０±１ ０３＃＃ ７３ ００±１１ ６６＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

３ ８　 降尿酸方对模型大鼠肾组织病理形态的影响　 与正常

组比较， 正常＋降尿酸方组大鼠肾组织结构清晰， 肾小球、
肾小管形态正常， 细胞排列整齐， 未见异常改变； 模型组

大鼠中肾脏组织形态出现异常， 表现为结构松散， 肾小管

腔体扩大， 肾小管上皮细胞出现脱落现象， 同时肾间质的

炎症细胞浸润和纤维化现象显著。 与模型组比较， 非布司

他组和降尿酸方组的肾脏结构较清晰， 肾小管腔体仅轻微

扩张， 纤维组织的增生也有所减轻， 见图 １３。

注： 黑色箭头指示肾小管上皮细胞脱落， 蓝色箭头指示肾小管管腔扩张， 绿色箭头指示肾间质

胶原沉积， 黄色箭头指示肾小管刷状缘消失。

图 １３　 各组大鼠肾组织病理变化 （ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ、 ＰＡＳ 染色， ×２００）

３ ９　 降尿酸方对模型大鼠肾组织 ＳＴＡＴ３、 ＳＲＣ、 ＶＥＧＦＡ 蛋

白表 达 的 影 响 　 与正常组比较， 模型 组 大 鼠 肾 组 织

ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ｐ⁃ＳＲＣ、 ＶＥＧＦＡ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模

型组比较， 非布司他组和降尿酸方组肾组织 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、
ｐ⁃ＳＲＣ、 ＶＥＧＦＡ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０ ０５， Ｐ ＜ ０ ０１）， 见

图 １４。
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注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 １４　 各组大鼠肾组织 ｐＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３、 ＰＳＲＣ ／ ＳＲＣ、 ＶＥＧＦＡ 蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

４　 讨论

尿酸过度累积引发肾损伤是尿酸性肾病的主要原因［５］ 。
持续高水平尿酸析出的尿酸盐结晶在肾脏累积后， 会激活

一系列炎症反应， 最终发展为尿酸性肾病［６⁃７］ 。 降尿酸方是

治疗尿酸性肾病的经验方， 能有效降低尿酸性肾病患者

ＳＵＡ， 改善肾功能。 中药复方配伍多样， 因其君、 臣、 佐、
使的配伍特点， 各组分间可能存在相互作用， 因此药物血

清中原型成分和代谢产物的鉴定对探讨降尿酸方的作用机

制具有重要意义。
本研究建立了尿酸性肾病大鼠模型， 并给予降尿酸方

水煎液干预， 发现其能够降低模型大鼠的尿酸水平， 改善

肾功能， 减轻肾组织病理损伤。 为进一步探索其作用机制，
采用 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 技术， 确定了 ２２ 种降尿酸方原型成

分， 并结合网络药理学筛选出 ＳＴＡＴ３、 ＳＲＣ、 ＶＥＧＦＡ 等

１２６ 个作用靶点， 其可能通过调节癌症通路、 脂质和动脉

粥样硬化、 低氧诱导因子⁃１ 通路等发挥尿酸性肾病的保护

作用。
缺氧诱导因子⁃１ （ＨＩＦ⁃１） 是细胞缺氧反应中的重要转

录因子， 由受 Ｏ２ 调节的 α 亚基和组成性表达的 β 亚基构

成， 其中 ＨＩＦ⁃１α 表达最普遍。 ＳＴＡＴ３ 是 ＨＩＦ⁃１ 信号通路的

靶点， 该通路介导肾脏损伤期间的缺氧适应， 并且与炎症

反应、 上皮⁃间质转化和细胞外间质沉积有关， 促进肾脏纤

维化改变［８⁃９］ 。 上调 ＳＴＡＴ３ 表达能够加重细胞坏死和炎症反

应， 加剧急性肾损伤大鼠的肾损伤［１０］ 。 抑制 ＳＴＡＴ３ 表达能

够降低高尿酸血症小鼠 ＳＵＡ 水平， 减轻肾脏损伤［１１］ ， 还能

减轻肾脏氧化应激和炎症反应， 减缓单侧输尿管梗阻肾间

质纤维化［１２］ 。 此外， 有报道称 ＳＴＡＴ３ 激活是高尿酸血症诱

导肾纤维化的重要分子基础［１３］ 。 降尿酸方中的威灵仙总苷

通过抑制 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 途径抗炎、 镇痛［１４］ 。 大黄是被广泛

使用的具有肾脏保护活性的中草药之一， Ｃｈｅｎ 等［１５］ 认为，
大黄酸通过抑制 ＳＴＡＴ３ 的磷酸化减轻单侧输尿管梗阻

（ＵＵＯ） 小鼠肾小管细胞凋亡以及肾纤维化。 ＳＲＣ 是肾间质

成纤维细胞活化、 增殖和诱导肾纤维化的重要介质， ＵＵＯ
诱导的肾损伤能够提高 ＳＲＣ ／ ＳＴＡＴ３ 表达［１６］ 。 抑制 ＳＲＣ ／
ＳＴＡＴ３ 的激活能够降低尿酸性肾病小鼠模型的 ＳＵＡ 水平，

保护肾功能， 减缓肾脏纤维化进展［１７］ 。 肾脏内皮功能障碍

在尿酸性肾病发病机制中起重要作用。 高水平 ＳＵＡ 与内皮

功能障碍的患病率呈正相关［１８］ 。 降尿酸方中的王不留行含

有的黄酮苷具有广泛的生物效应， 包括预防内皮细胞损伤、
促进血管生成、 伤口愈合和保护肝脏［１９］ 。 氧化低密度脂蛋

白诱导的内皮细胞中观察到予王不留行黄酮苷可抑制炎症、
内皮细胞间质转分化和细胞凋亡［２０］ 。 血管内皮生长因子

ＶＥＧＦ 的表达与多种肾脏疾病相关， 其中 ＶＥＧＦＡ 诱导的血

管通透性改变在肾脏生理、 病理进程中至关重要［２１⁃２２］ 。 在

急性肾损伤进展过程中， 肾脏内 ＶＥＧＦＡ 表达的 ２ 个峰值出

现在早期阶段和向慢性肾脏病转变期间， 慢性肾脏病早期

上调 ＶＥＧＦＡ 表达能够通过保留肾脏微血管结构、 减轻继发

性肾小管缺氧损伤来防止肾损伤， 而发展至慢性肾脏病末

期抑制 ＶＥＧＦＡ 表达能够减轻肾纤维化进展［２３］ 。
综上所述， 本研究成功建立尿酸性肾病大鼠模型， 并

以降尿酸方干预， 初步验证了降尿酸方对其具有良好的治

疗作用； 应用网络药理学预测作用机制， 系统阐释了降尿

酸方治疗尿酸性肾病的多组分、 多通路、 多靶点的作用特

点； 经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法验证降尿酸方可能通过下调 ＳＴＡＴ３、
ＳＲＣ、 ＶＥＧＦＡ 蛋白表达降低尿酸性肾病大鼠模型 ＳＵＡ 水

平， 改善肾功能， 其更完善的作用机制还需要进一步验证。
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［１８］ 　 Ｔａｎｇ Ｊ Ｙ， Ｌｉｕ Ｋ Ｙ， Ｅｓｈａｋ Ｅ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ： Ｔｈｅ
ｃｉｒｃｕｌａｔｏｒｙ ｒｉｓｋ ｉｎ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｓｔｕｄｙ［Ｊ］ ． Ｊ Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒ Ｔｈｒｏｍｂ，
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