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摘要　目的　运用网络药理学、生物信息学和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ探究石斛碱通过干预免疫治疗糖尿病肾病的作用机制。方法　通
过Ｐｈａｒｍｍａｐｅｒ、Ｓｕｐｅｒｐｒｅｄ等数据库筛选石斛碱的靶点，从ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、ＯＭＩＭ等数据库筛选糖尿病肾病的疾病靶点，在Ｉｍｍｐｏｒｔ、
ＩｎｎａｔｅＤＢ等数据库中检索免疫相关靶点，韦恩图获取上述三者之间的交集；ＳＴＲＩＮＧ软件结合 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件构建交集靶点的
ＰＰＩ图，使用ＣｙｔｏＨｕｂｂａ插件挖掘互作网络中的核心靶点；从ＧＥＯ获取数据集ＧＳＥ１４２０２５，使用Ｒ语言ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ包进行免
疫浸润和ＷＧＣＮＡ分析；使用ＧＳＥ１００９、ＧＳＥ３０１２２和ＧＳＥ１４２０２５进行基因差异表达分析和ＲＯＣ验证，将关键靶点与免疫细胞
表型进行相关性分析，并进行分子对接和分子动力学模拟分析；使用 ＨＫ２细胞进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测 ＨＳＰ９０ＡＡ１的表
达。结果　共得到ＨＳＰ９０ＡＡ１、ＬＣＫ、ＥＧＦＲ等１２８个交集基因，核心靶点涉及ＨＳＰ９０ＡＡ１、ＬＣＫ和ＳＴＡＴ３；分子对接及分子动力
学模拟分析显示ＨＳＰ９０ＡＡ１的蛋白可以与石斛碱进行良好的结合；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验表明：与对照组相比，高糖组中ＨＳＰ９０ＡＡ１
显著下调；与高糖组相比，给药组中ＨＳＰ９０ＡＡ１显著上调。结论　石斛碱可以通过调节 ＨＳＰ９０ＡＡ１的表达从而干预糖尿病肾
病。
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＤＫＤ）是糖
尿病常见的微血管并发症，约２０％ ～４０％的糖尿病
患者伴有ＤＫＤ，最终发展为终末期肾病，具有患病
率高、病死率高、治疗费用高，但对其认识程度低，有

效防治率低等特点［１－２］。临床推荐 ＤＫＤ的治疗策
略为：降血糖、控血压、调血脂以及营养、运动等生活

方式的干预［３－４］。但这些策略大多数都难以延缓

ＤＫＤ的进展以及终止 ＤＫＤ的发生。缺乏有效的治
疗靶点及药物是目前 ＤＫＤ临床面临的最主要问
题［５］。ＤＫＤ过去一直被视为是一种非炎症性肾小
球疾病，主要是长期暴露于高血糖引起的代谢和血

流动力学变化而引起，但现有的科学证据表明炎症

被认为是ＤＫＤ发生和发展的主要现象［６］，免疫炎症

反应在 ＤＫＤ的发生和发展中起着至关重要的作
用［７－８］。

　　中医药具有多成分、多靶点、多途径等特点。很

多中药可用于治疗 ＤＫＤ，明显降低蛋白尿水平［９］，

在临床实践中有着广泛应用［１０］。石斛碱（ｄｅｎｄｒｏｂ
ｉｎｅ，Ｄｅｎ）是一种主要存在于药用铁皮石斛中的倍半
萜生物碱，被认为具有调节血糖和血压的能力［１１］，

目前关于石斛碱调节免疫干预 ＤＫＤ的文献尚未见
报道。因此，该研究将探讨石斛碱、免疫与 ＤＫＤ三
者之间的关系，以期为ＤＫＤ的治疗提供新的思路和
方法。

１　材料与方法

１．１　实验材料　ＨＫ２细胞株（ＵＳＡ，美国典型培养
物保藏中心），２００Ｕ／ｍｌ青霉素和２００μｇ／ｍｌ链霉
素（Ｃｈｉｎａ，Ｓｏｌａｒｂｉｏ）的 ＤＭＥＭ培养基（ＵＳＡ，Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ）中；βａｃｔｉｎ（ＰＴＭ５０２８）和一抗（ＨＳＰ９０ＡＡ１
ＰＴＭ５４０９）购自杭州景杰生物科技有限公司；二抗
（ＰＡＢ３７８１６，ＢｉｏｓｗａｍｐＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅＬａｂ）；显影剂
（ＷＢＫＬＳ０１００，ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ）；ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶制
备试剂盒（Ｐ１２００２，北京索莱宝科技有限公司）；免
疫蛋白印迹检测分析系统（型号：ＢＩＯＲＡＤＣｈｅｍｉ
ｄｏｃＴｏｕｃｈ，美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；倒置荧光显微镜
（ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ７１，日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。
１．２　细胞分组及处理　ＨＫ２细胞株存放在含
１０％胎牛血清（ＵＳＡ，Ｇｉｂｃｏ）、２００Ｕ／ｍｌ青霉素和

·９９５１·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｓｅｐ；５９（９）
网络首发时间：2024-09-25 09:48:00
网络首发地址：https://link.cnki.net/urlid/34.1065.R.20240924.1715.015



２００μｇ／ｍｌ链霉素的 ＤＭＥＭ培养基中。将 ＨＫ２细
胞分为正常组、高糖组、给药组（分为低剂量、中剂

量和高剂量）。使用低糖 ＤＭＥＭ培养基培养，当细
胞汇合度达到约５０％时，加入Ｄ葡萄糖至终浓度为
４０ｍｍｏｌ／Ｌ建立模型组，１ｈ后用不同浓度石斛碱干
预（低剂量组：０１μｍｏｌ／Ｌ；中剂量组：１０μｍｏｌ／Ｌ；
高剂量组：１００μｍｏｌ／Ｌ），直至细胞长满，然后收集
细胞用于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测ＨＳＰ９０ＡＡ１的表达。
１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　收集以上实验的培养皿，
弃去培养基，用预冷的ＰＢＳ洗涤，加入含ＰＭＳＦ的细
胞裂解液１５０μｌ反复吹打，在冰上裂解３０ｍｉｎ后４
℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，吸取上清液得到细胞
总蛋白，用 ＢＣＡ定量试剂盒定量后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ
凝胶电泳，转膜，用专用封闭液封闭 ＰＶＤＦ膜，一抗
孵育，一抗稀释比例１∶１０００，洗涤膜，二抗孵育，二
抗稀释比例１∶８０００，洗涤膜，最后ＥＣＬ显影，于化
学发光成像分析仪中曝光。

１．４　ＤＫＤ相关靶点的获取　借助 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ／）、ＯＭＩＭ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｏｍｉｍ．ｏｒｇ／）、ＴＴＤ（ｈｔｔｐｓ：／／ｄｂ．ｉｄｒｂｌａｂ．ｎｅｔ／ｔｔｄ／）和
ＤｒｕｇＢａｎｋ（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｏ．ｄｒｕｇｂａｎｋ．ｃｏｍ／）４个数据库，
其中 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ以“Ｒｅｌａｖｅｎｔｓｃｏｒｅ＞１０”为筛选条
件，４个数据库均以“ＤｉａｂｅｔｉｃＫｉｄｎｅｙＤｉｓｅａｓｅ”为关
键词检索ＤＫＤ的疾病靶点。
１．５　石斛碱靶点的获取　利用 Ｐｈａｒｍｍａｐｅｒ（ｈｔ
ｔｐ：／／ｌｉｌａｂ－ｅｃｕｓｔ．ｃｎ／ｐｈａｒｍｍａｐｐｅｒ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）、Ｓｕ
ｐｅｒｐｒｅｄ（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈａｒｉｔｅ．ｄｅ／）、ＣｈｅｍＭａｐ
ｐｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｌｉｌａｂ－ｅｃｕｓｔ．ｃｎ／ｃｈｅｍｍａｐｐｅｒ／ｈｅｌｐ．ｈｔ
ｍｌ）、ＢＡＴＭＡＮ－ＴＣＮ（ＣｈｅｍＢＬｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｎｅｔ．ｎｃｐｓｂ．
ｏｒｇ．ｃｎ／ｂａｔｍａｎ－ｔｃｍ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）和 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅ
ｄｉｃｔｉｏｎ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈ／）５个在线数
据库，以 Ｄｅｎｄｒｏｂｉｎｅ为关键词进行石斛碱靶点的检
索，借助于 Ｕｎｉｐｒｏｔ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／）数据
库进行石斛碱靶点转换。

１．６　免疫基因的获取　利用 Ｉｍｍｐｏｒｔ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗ．ｉｍｍｐｏｒｔ．ｏｒｇ／ｈｏｍｅ）、ＩｎｎａｔｅＤＢ（ｈｔｔｐｓ：／／ｉｎｎａｔ
ｅｄｂ．ｃｏｍ／）和 ＴＩＳＩＤＢ（ｈｔｔｐ：／／ｃｉｓ．ｈｋｕ．ｈｋ／ＴＩＳＩＤＢ／）
３个在线数据库获取免疫基因。
１．７　石斛碱ＤＫＤ免疫交集靶点获取及构建 ＰＰＩ
图和 Ｈｕｂｇｅｎｅｓ筛选　利用 ＳＴＲＩＮＧ数据库（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｃｎ．ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．ｏｒｇ／）和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３９１软件
对交集基因进行 ＰＰＩ分析，并利用 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ插件
进行Ｈｕｂｇｅｎｅｓ的筛选。
１．８　ＤＫＤ数据集的筛选　借助 ＮＣＢＩ平台下的基

因表达综合数据库 ＧＥＯ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ／）以“ＤｉａｂｅｔｉｃＫｉｄｎｅｙＤｉｓｅａｓｅ”为关键
词，人种限定为智人，样本为肾脏组织，共获取３个
数据集，即ＧＳＥ１４２０２５、ＧＳＥ１００９和ＧＳＥ３０１２２。
１．９　免疫浸润和加权基因共表达网络分析　使用
Ｒ语言的 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ包对 ＧＳＥ１４２０２５进行免疫浸
润分析，将免疫浸润分析得到的具有显著差异的模

块（Ｐ＜００５）进行加权基因共表达网络分析（ＷＧＣ
ＮＡ，Ｗｅｉｇｈｔｅｄｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋａｎａｌｙｓｉｓ）。
１．１０　关键基因的鉴定和验证　利用数据集
ＧＳＥ１４２０２５、ＧＳＥ１００９和 ＧＳＥ３０１２２，使用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ９软件和微生信（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．
ｃｏｍ．ｃｎ／）在线工具分析Ｈｕｂｇｅｎｅｓ在该数据集的差
异表达和ＲＯＣ曲线验证。
１．１１　临床相关性分析　使用 Ｎｅｐｈｒｏｓｅｑｖ５（ｈｔ
ｔｐ：／／ｖ５．ｎｅｐｈｒｏｓｅｑ．ｏｒｇ／）在线数据库对３个关键靶
点进行临床相关性分析，以评估免疫相关基因与

ＤＫＤ的临床指标相关性。其中数值以平均值 ±标
准差（珋ｘ±ＳＤ）表示，并且 Ｐ＜００５表示差异有统计
学意义。再使用微生信在线工具（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｃｏｍ．ｃｎ）进行可视化。
１．１２　生存预后分析　利用肾脏疾病的预后标志物
数据库 ｄｂＰＫＤ（ｈｔｔｐ：／／１１５．２８．６６．８３／ｄｎ／ｉｎｄｅｘ．
ｐｈｐ）用于验证 ＤＫＤ的预后价值，选择了网站的默
认参数。

１．１３　关键基因与免疫细胞表型的相关性分析　将
１９项得到的具有显著意义的免疫细胞表型与上述
３个关键基因利用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９４１软件进行
相关性分析，初步判定关键基因和各种免疫细胞表

型之间的相关性。

１．１４　分子对接　将关键基因与石斛碱进行分子对
接。根据 ＲＣＳＢＰＤＢ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ／）和
Ｕｎｉｐｒｏｔ数据库中检索出关键基因所编码的蛋白的
３Ｄ结构，与此同时利用 ＴＣＭＳＰ（ｈｔｔｐｓ：／／ｏｌｄ．ｔｃｍｓｐ
－ｅ．ｃｏｍ／ｔｃｍｓｐ．ｐｈｐ）数据库以获取活性化合物的小
分子结构，导入到 ＤＳＢＩＯＶＩＡＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ２０１６
软件进行分子对接。

１．１５　分子动力学模拟分析　分子对接完成后，挑
选打分靠前的配体，在 ＰｒｏｔｅｉｎＤａｔａＢａｎｋ（ＰＤＢ数据
库）中保存其与蛋白质结合的 ＰＤＢ结构，使用
Ｓｃｈｏｒｄｉｎｇｅｒ２０１９软件“Ｄｅｓｍｏｎｄ”模块进行操作。采
用预定义的Ｓｉｍｐｌｅｐｏｉｎｔｃｈａｒｇｅｗａｔｅｒｍｏｄｅｌ（ＳＰＣ水
模型），利用 Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄｐｏｔｅｎｔｉａｌｓｆｏｒｌｉｑｕｉｄｓｉｍｕｌａ
ｔｉｏｎｓ２００５（ＯＰＬＳ２００５）力场模拟水分子。加入适量
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的Ｎａ＋和 Ｃｌ－随机取代水分子使系统呈电中性来平
衡系统电荷，使用与 Ｄｅｓｍｏｎｄ模块集成的默认参数
对系统进行能量最小化。能量最小化后采用 Ｎｏｓｅ
Ｈｏｏｖｅｒ温度耦合和各向同性标度，将温度和压力保
持在３００Ｋ和１个大气压。运行１００ｎｓ（脉冲宽度）
的 ｃｏｎｓｔａｎｔｐｒｅｓｓｕｒｅ，ｃｏｎｓｔａｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ＮＰＴ）模
拟，并以１００ｐｓ的间隔进行轨迹保存。
１．１６　统计学处理　用ＳＰＳＳ２７０统计软件进行数
据分析，对于符合正态分布的计量资料以均数 ±
标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间比较用单因素方差分析，
组内两两比用 ＬＳＤｔ检验。以 Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数进
行相关性分析，Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数的取值范围在 －１
到１之间，其中０表示不相关，正值表示正相关，负
值表示负相关。Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数的平方即为 Ｒ２，
即决定系数，表示一个变量能够被另一个变量解释

的比例，以上统计学分析均以 Ｐ＜００５表示差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　交集靶点的获取、ＰＰＩ分析及Ｈｕｂｇｅｎｅｓ的筛

选　基于１４－１６的方法和条件共得到ＤＫＤ的靶
点４２６１个，石斛碱的靶点５０４个，免疫的靶点２７０７
个。借由Ｖｅｎｎｙ２１０在线辅助工具获取上述三者
的交集，共得到ＥＳＲ１、ＳＴＡＴ３、ＬＣＫ等１２８个交集靶
点，如图１Ａ；利用 ＳＴＲＩＮＧ与 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３９１构建
出交集靶点的 ＰＰＩ图，去除游离靶点后得到一个具
有６７个节点和 ３５１条边的交叉靶向 ＰＰＩ图，如图
１Ｂ。将该网络利用ＣｙｔｏＨｕｂｂａ插件中的 ＭＣＯＤＥ方
式进行计算，结果得到 ＨＳＰ９０ＡＡ１、ＬＣＫ、ＩＬ２、
ＭＡＰ２Ｋ２等１５个Ｈｕｂｇｅｎｅｓ，其结果如图１Ｃ所示。
２．２　免疫浸润及 ＷＧＣＮＡ分析　将数据集
ＧＳＥ１４２０２５利用 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ进行免疫浸润分析，
得到了８个具有显著差异的表型，结果如图２Ａ所
示，分别为Ｂｃｅｌｌｓｎａｉｖｅ（幼稚Ｂ细胞）、Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
Ｍ０（Ｍ０巨噬细胞）、ＭａｃｒｏｐｈａｇｅｓＭ２（Ｍ２巨噬细
胞）、Ｍａｓｔｃｅｌｌｓｒｅｓｔｉｎｇ（静息肥大细胞）、ＮＫｃｅｌｌｓａｃ
ｔｉｖａｔｅｄ（活化的 ＮＫ细胞）、ＴｃｅｌｌｓＣＤ４ｍｅｍｏｒｙｒｅｓｔ
ｉｎｇ（静息的记忆Ｔ细胞）、ＴｃｅｌｌｓＣＤ４ｎａｉｖｅ（ＣＤ４幼
稚Ｔ细胞）和ＴｃｅｌｌｓＣＤ８（ＣＤ８Ｔ细胞）。
　　为了更进一步地了解基因与免疫细胞群丰度的

图１　石斛碱调控ＤＫＤ靶点

Ｆｉｇ．１　ＤｅｎｄｒｏｂｉｎｅｒｅｇｕｌａｔｅｓＤＫＤｔａｒｇｅｔｓ

Ａ：ＤｅｎｄｒｏｂｉｎｅＤＫＤｉｍｍｕｎｅｔｏｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ；Ｂ：ＰＰＩｉｍａｇｅ；Ｃ：Ｈｕｂｇｅｎｅｓｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
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关系，对 ＧＳＥ１４２０２５进行 ＷＧＣＮＡ分析，将免疫浸
润得到的８个有显著差异的表型进行显著性关联分
析，最终获得了１４个免疫细胞表型相关的重要基因
模块，如图２Ｂ；随即提取这１４个模块中的免疫相关
基因，共得到３５８８个免疫相关基因，将这３５８８个
基因与１５个Ｈｕｂｇｅｎｅｓ取交集，共得到ＨＳＰ９０ＡＡ１、
ＳＴＡＴ３和ＬＣＫ三个交集基因，如图２Ｃ。
２．３　关键基因的鉴定和验证　利用数据集
ＧＳＥ１００９和ＧＳＥ３０１２２对上述３个基因进行基因差
异表达分析，ＧＳＥ１４２０２５对上述３个基因进行 ＲＯＣ
曲线分析。结果如图 ３Ａ－３Ｄ所示，ＨＳＰ９０ＡＡ１在
ＧＳＥ１００９中显著表达（Ｐ＜００５），ＬＣＫ和 ＳＴＡＴ３在
数据集ＧＳＥ３０１２２中显著表达（Ｐ＜００５）；ＲＯＣ的
具体 结 果 如 表 １。在 数 据 集 ＧＳＥ１４２０２５中
ＨＳＰ９０ＡＡ１（ＡＵＣ＝０９３０）、ＳＴＡＴ３（ＡＵＣ＝０７６５）、

ＬＣＫ（ＡＵＣ＝０８５２）中的表达值对 ＤＫＤ和健康样品
表现出优异的诊断价值，表明 ＳＴＡＴ３、ＬＣＫ和
ＨＳＰ９０ＡＡ１在ＤＫＤ的发病机制中具有潜在的作用。

表１　ＨＳＰ９０ＡＡ１、ＳＴＡＴ３、ＬＣＫ诊断ＤＫＤ的效能

Ｔａｂ．１　ＥｆｆｉｃａｃｙｏｆＨＳＰ９０ＡＡ１，ＳＴＡＴ３，

ａｎｄＬＣＫｉｎｄｉａｇｎｏｓｉｎｇＤＫＤ

Ｔｅｓｔｖａｒｉａｂｌｅｓ ＡＵＣ Ｐ
Ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ

Ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔ Ｕｐｐｅｒｌｉｍｉｔ
ＨＳＰ９０ＡＡ１ ０．９３００４１ ０．０００１３５ ０．８３７８８０ １．００００００
ＳＴＡＴ３ ０．７６５４３２ ０．０１８４５４ ０．６００１７８ ０．９３０６８６
ＬＣＫ ０．８５１８５２ ０．００１７８７ ０．７２４３７９ ０．９７９３２５

２．４　临床相关性分析　将上述 ３个交集基因用
Ｎｅｐｈｒｏｓｅｑｖ５进行临床相关性分析，其结果如图４Ａ
－４Ｅ所示。其中ＬＣＫ和ＨＳＰ９０ＡＡ１的表达均与血

图２　石斛碱调节免疫干预ＤＫＤ靶点

Ｆｉｇ．２　ＤＫＤｔａｒｇｅｔｓａｒｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｄｅｎｄｒｏｂｉｎｅ

Ａ：Ｉｍｍｕｎｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１ｖｓＮｏｒｍａｌ；Ｂ：ＷＧＣＮＡｍｏｄｕｌｅｆｅａｔｕｒｅｖｅｃｔｏｒｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ；Ｃ：Ｔｈｅ

ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎｏｆｉｍｍｕｎｅｇｅｎｅｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙＷＧＣＮＡａｎｄＨｕｂｇｅｎｅｓ
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图３　关键基因的验证

Ｆｉｇ．３　ＶｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＨｕｂｇｅｎｅｓ

　　Ａ：ＧｅｎｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＳＰ９０ＡＡ１；Ｂ：ＲＯＣｃｕｒｖｅｏｆＨＳＰ９０ＡＡ１；Ｃ：ＧｅｎｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＴＡＴ３；Ｄ：ＲＯＣｃｕｒｖｅｏｆＳＴＡＴ３；

Ｅ：ＧｅｎｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＣＫ；Ｆ：ＲＯＣｃｕｒｖｅｏｆＬＣＫ；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＮｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ．

图４　ＨＳＰ９０ＡＡ１、ＬＣＫ、ＳＴＡＴ３的临床相关性分析

Ｆｉｇ．４　ＣｌｉｎｉｃａｌｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＳＰ９０ＡＡ１，ＬＣＫａｎｄＳＴＡＴ３

Ａ，Ｂ：ＴｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＳＰ９０ＡＡ１；Ｃ，Ｄ：ＴｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＬＣＫ；Ｅ：ＴｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｃｏｒｅｏｆＳＴＡＴ３．
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清肌酐水平和ＧＦＲ水平显著相关，ＳＴＡＴ３的表达与
ＧＦＲ显著相关。
２．５　生存预后分析　使用 ｄｂＰＫＤ数据库对
ＨＳＰ９０ＡＡ１、ＳＴＡＴ３、ＬＣＫ进行预后价值分析。结果
如图 ５Ａ－５Ｃ，红色分别表示基于 ＨＳＰ９０ＡＡ１、
ＳＴＡＴ３、ＬＣＫ高表达的高风险组，黑色分别表示基于
ＨＳＰ９０ＡＡ１、ＳＴＡＴ３、ＬＣＫ低表达的低风险组。３个
关键基因在 ＤＫＤ的预后分析中均具有统计学意义
（Ｐ＜００５）。
２．６　关键基因与免疫细胞表型的相关性分析　相
关性分析显示，在ＤＫＤ中，ＨＳＰ９０ＡＡ１与Ｍ２巨噬细
胞、ＣＤ４＋Ｔ细胞、ＣＤ８＋Ｔ细胞呈负相关，与初始 Ｂ
细胞呈正相关，如图６Ａ－６Ｃ；ＬＣＫ与 ＣＤ８＋Ｔ细胞、
ＣＤ４＋Ｔ细胞、Ｍ２巨噬细胞和静息肥大细胞呈正相
关，与初始Ｂ细胞、活化的自然杀伤细胞和Ｍ０巨噬
细胞呈负相关，如图６Ｄ－６Ｋ；ＳＴＡＴ３与活化的自然
杀伤细胞和初始 Ｂ细胞呈负相关，与 ＣＤ８＋Ｔ细胞
和静息肥大细胞呈正相关，如图６Ｌ－６Ｏ。
２．７　分子对接　将ＳＴＡＴ３、ＬＣＫ和ＨＳＰ９０ＡＡ１三个
交集基因编码的蛋白和对应的化合物结构导入 ＤＳ
ＢＩＯＶＩＡＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ２０１６软件进行分子对接，
对接分数如表２。ＨＳＰ９０ＡＡ１编码的蛋白质与石斛
碱能够进行较为良好的结合，将其对接结果进行展

示，如图７。

表２　分子对接分数表

Ｔａｂ．２　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｓｃｏｒｅｔａｂｌｅ

Ｔａｒｇｅｔｓ Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ Ｄｏｃｋｉｎｇｓｃｏｒｅ
ＨＳＰ９０ＡＡ１ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｎｅ ８０．４７２０
ＳＴＡＴ３ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｎｅ ６２．２１０６
ＬＣＫ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｎｅ Ｎｏｄｏｃｋｉｎｇｒｅｓｕｌｔ

２．８　分子动力学模拟分析　本研究使用了１００ｎｓ
的分子动力学模拟，评估了 ＨＳＰ９０ＡＡ１蛋白在结合
底物时的整体稳定性和构象变化并计算了

ＨＳＰ９０ＡＡ１蛋白和 ＨＳＰ９０ＡＡ１Ｄｅｎ复合 物系统的
均方根偏差（ｒｏｏｔｍｅａｎｓｑｕａｒｅｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＭＳＤ）、均
方根波动（ｒｏｏｔｍｅａｎｓｑｕａｒｅｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎ，ＲＭＳＦ）。图
８Ａ、８Ｂ表示 ＲＭＳＦ结果，ＲＭＳＦ峰值表示在模拟过
程中波动最大的蛋白质区域。配体在整个模拟过程

中的波动 ＜２?说明蛋白的 ＲＭＳＦ波动较小，因此
ＨＳＰ９０ＡＡ１与Ｄｅｎ的结合过程是稳定的；图８Ｃ表示
ＲＭＳＤ，其是用于测量特定坐标系中相对于参考坐
标系的一组原子的位移的平均变化，监测蛋白质的

ＲＭＳＤ可以在整个模拟过程中洞察其结构构象。对
于蛋白质 ＲＭＳＤ的分析可以表明模拟是否已达到
平衡。由图可知，在模拟过程中，蛋白一开始波动较

大但是逐渐趋于稳定，如果 ＲＭＳＤ波动小于１?，说
明结合稳定，１～３?量级的变化对于小的球状蛋白
质是完全可以接受的。大于１～３?量级这个范围
的变化表明蛋白质在模拟过程中发生了较大的构象

变化，但值得注意的是本研究的 ＲＭＳＤ值稳定在一
个固定值附近，也在一定程度上说明了 ＨＳＰ９０ＡＡ１
与Ｄｅｎ结合稳定；图８Ｄ－８Ｅ表示蛋白 －配体相互
作用，如图所示蛋白质 －配体相互作用分为４种类
型：氢键（绿色）、疏水键（紫色）、离子键（红色）和

水桥（蓝色）。在模拟过程中表现出更多的疏水作

用，水桥和离子键、氢键和疏水键、水桥和疏水键作

用相互补充。

２．９　ＨＳＰ９０ＡＡ１的表达分析　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
实验验证石斛碱是否可通过调控 ＨＳＰ９０ＡＡ１而干
预糖尿病肾病。结果如图９所示，在０１×石斛碱干

图５　ＨＳＰ９０ＡＡ１、ＬＣＫ、ＳＴＡＴ３的生存预后分析

Ｆｉｇ．５　ＳｕｒｖｉｖａｌｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＳＰ９０ＡＡ１，ＬＣＫ，ＳＴＡＴ３

Ａ：ＳｕｒｖｉｖａｌｐｒｏｇｎｏｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＳＰ９０ＡＡ１；Ｂ：ＳｕｒｖｉｖａｌｐｒｏｇｎｏｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳＴＡＴ３；Ｃ：ＳｕｒｖｉｖａｌｐｒｏｇｎｏｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＬＣＫ
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图６　关键基因与免疫细胞表型的相互作用关系

Ｆｉｇ．６　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｋｅｙｇｅｎｅｓａｎｄｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ

Ａ－Ｃ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｍａｐｏｆＨＳＰ９０ＡＡ１ａｎｄｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌ；

Ｄ－Ｋ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｍａｐｏｆＬＣＫａｎｄｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌ；Ｌ－Ｎ：

ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｍａｐｏｆＳＴＡＴ３ａｎｄｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌ．

图７　分子对接结果图

Ｆｉｇ．７　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ

预的组别中，ＨＳＰ９０ＡＡ１的表达相比于 ＨＧ组明显
增高（Ｐ＜００１），在 １×石斛碱干预的组别中，
ＨＳＰ９０ＡＡ１的表达相比于ＨＧ组增高的更加明显（Ｐ

＜００１），１０×石斛碱中的ＨＳＰ９０ＡＡ１相比于ＨＧ组
的增高是最为明显的（Ｐ＜０００１）。根据 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果，将归一化的数据利用ＳＰＳＳ软件对组间进
行单因素方差分析，组内用ＬＳＤｔ检验，结果如表３、
表４所示。ＨＧ组与对照组比较，ＨＳＰ９０ＡＡ１在模型
组中表达水平降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），
给药组与模型组相比，ＨＳＰ９０ＡＡ１在给药组中表达
水平增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜
０００１）。

３　讨论

　　愈来愈多的证据表明，ＤＫＤ的发病机制和进展
与肾脏炎症有关，抗炎疗法可能对ＤＫＤ具有肾保护
作用［１２］。有研究表明石斛碱通过ｍｉＲ４９９５ｐ调控
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图８　分子动力学模拟分析

Ｆｉｇ．８　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｙｎａｍｉｃｓｓｉｍｕｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

Ａ，Ｂ：ＲＭＳＦｄｉａｇｒａｍ；Ｃ：ＲＭＳＤｄｉａｇｒａｍ；Ｄ，Ｅ：Ｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇａｎｄｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｄｉａｇｒａｍ；Ｆ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｄｉａｇｒａｍ

表３　ＨＳＰ９０ＡＡ１单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）

Ｔａｂ．３　ＳｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＳＰ９０ＡＡ１（ＡＮＯＶＡ）

Ｐｒｏｊｅｃｔ Ｅｑｕａｌｓｑｕａｒｅ Ｆ Ｐ
Ｉｎｔｅｒｂｌｏｃｋ ０．１０８ ８．８１６ ０．００３
Ｌｉｎｅａｒｔｅｒｍｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ０．１３３ １０．８８４ ０．００８
Ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ０．１００ ８．１２６ ０．００５

表４　 ＨＳＰ９０ＡＡ１ＬＳＤｔ检验

Ｔａｂ．４　ＬＳＤｔｔｅｓｔｏｆＨＳＰ９０ＡＡ１

Ｇｒｏｕｐ１Ｇｒｏｕｐ２
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ｏｆａｖｅｒａｇｅ
ｖａｌｕｅ

Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄ
ｄｅｖｉａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ａｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅ
ｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅ

Ｐ

９５％ Ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ

Ｌｏｗｅｒ
ｌｉｍｉｔ

Ｕｐｐｅｒ
ｌｉｍｉｔ

Ｃｏｎ ＨＧ ０．３６７９８ ０．０９０４１ ０．００２０ ０．１６６５ ０．５６９４
Ｃｏｎ ０．１× ０．０４８８１ ０．０９０４１ ０．６０１０－０．１５２６ ０．２５０３
Ｃｏｎ １．０× －０．０５２８６ ０．０９０４１ ０．５７２０－０．２５４３ ０．１４８６
Ｃｏｎ １０．０× －０．１２３０８ ０．０９０４１ ０．２０３０－０．３２４５ ０．０７８４
ＨＧ Ｃｏｎ －０．３６７９８ ０．０９０４１ ０．００２０－０．５６９４ －０．１６６５
ＨＧ ０．１× －０．３１９１７ ０．０９０４１ ０．００５０－０．５２０６ －０．１１７７
ＨＧ １．０× －０．４２０８３ ０．０９０４１ ０．００１０－０．６２２３ －０．２１９４
ＨＧ １０．０× －０．４９１０５ ０．０９０４１ ０．０００１－０．６９２５ －０．２８９６

ＤＫＤ系膜细胞增殖、上皮间质转化和纤维化［１３］，并

对ＤＫＤ大鼠ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路及足细胞功
能障碍有影响［１４］。本研究临床相关性分析显示，

ＬＣＫ和ＨＳＰ９０ＡＡ１的表达与血清肌酐水平和 ＧＦＲ
水平显著相关，ＳＴＡＴ３的表达与 ＧＦＲ显著相关；免
疫浸润分析发现，初始Ｂ细胞、Ｍ０巨噬细胞、Ｍ２巨
噬细胞、静息肥大细胞、活化的自然杀伤细胞、静息

的记忆 Ｔ细胞、ＣＤ４幼稚 Ｔ细胞和 ＣＤ８Ｔ细胞，与
ＳＴＡＴ３、ＨＳＰ９０ＡＡ１以及 ＬＣＫ三个关键基因具有相
关性，说明在石斛碱调节免疫干预 ＤＫＤ的过程中，
这三个基因均具有潜在的作用，但是在临床相关性

分析时发现只有 ＨＳＰ９０ＡＡ１和 ＬＣＫ的表达均与血
清肌酐水平和 ＧＦＲ水平显著相关，而 ＳＴＡＴ３只与
ＧＦＲ水平显著相关，另外在诊断 ＨＳＰ９０ＡＡ１、
ＳＴＡＴ３、ＬＣＫ对 ＤＫＤ的效能时发现，ＨＳＰ９０ＡＡ１的
综合诊断效能最好（ＡＵＣ＝０９３０，Ｐ＝００００１３５），
且分子对接的最优结果也聚焦到了ＨＳＰ９０ＡＡ１，基
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图９　ＨＳＰ９０ＡＡ１蛋白表达比较

Ｆｉｇ．９　ＨＳＰ９０ＡＡ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

　　Ａ：ＨＳＰ９０ＡＡ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｍｐｒｉｎｔｓｔｒｉｐｄｉａｇｒａｍ；Ｂ：ＨＳＰ９０ＡＡ１ｐｒｏ

ｔｅｉｎｉｍｐｒｉｎｔｅｄｂａｒｃｈａｒｔ；ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈＨＧｇｒｏｕｐ；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；

ｂ：ＨＧｇｒｏｕｐ；ｃ：０１×ｇｒｏｕｐ；ｄ：１×ｇｒｏｕｐ；ｅ：１０×ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜

００１，Ｐ＜０００１ｖｓＨＧｇｒｏｕｐ．

于以上结果进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验，结果证实与 ＨＧ
组相比，石斛碱含药血清组的 ＨＳＰ９０ＡＡ１蛋白表达
明显上调。

　　根据生信分析发现，在 ＤＫＤ中，ＨＳＰ９０ＡＡ１与
Ｍ２巨噬细胞、ＣＤ８Ｔ细胞细胞呈负相关；ＬＣＫ与
ＣＤ８Ｔ细胞、ＣＤ４Ｔ细胞、Ｍ２巨噬细胞呈正相关，与
ＮＫ细胞呈负相关；ＳＴＡＴ３与ＴｃｅｌｌｓＣＤ８呈正相关，
与 ＮＫ细胞呈负相关，说明 ＨＳＰ９０ＡＡ１、ＳＴＡＴ３和
ＬＣＫ三个关键基因在调节免疫干预 ＤＫＤ的发生和
发展中具有重要意义。炎症过程由巨噬细胞根据其

分化状态介导：Ｍ１巨噬细胞通过促炎细胞因子和活
性氧来启动炎症，而后一阶段由Ｍ２巨噬细胞控制，
以解决炎症并通过释放生长因子促进组织重塑［１５］。

在慢性炎症反应中，例如 ＤＫＤ、Ｍ１和 Ｍ２巨噬细胞
可能共存，导致持续性炎症和纤维化［１６］。Ｒｏｄａｃｋｉ
ｅｔａｌ［１７］的研究表明ＮＫ细胞可能是１型糖尿病发展
的重要参与者；终末期肾病（ｅｎｄｓｔａｇｅｒｅｎａｌｄｉｓｅａｓｅ，
ＥＳＲＤ）与感染倾向增加、疫苗接种反应减弱、细胞介
导免疫受损和 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞比值降低有
关［１８］，ＣＤ８Ｔ细胞在组织的各个部位都有很强的促
炎作用［１９］，早在３期慢性肾脏病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＣＫＤ）时肾功能下降时，Ｔ细胞，尤其是 ＣＤ８
亚群，表现出免疫衰老加重的特征［２０］，这与本研究

生信分析以及实验的结果一致，生信分析中

ＨＳＰ９０ＡＡ１与ＴｃｅｌｌｓＣＤ８呈负相关，推测在经过石
斛碱干预后表达量明显增加的ＨＳＰ９０ＡＡ１会与ＣＤ８
Ｔ细胞相互作用，引起 ＣＤ８Ｔ细胞的数量降低从而
减少炎症的发生。免疫浸润的结果显示，Ｍ２巨噬
细胞（Ｐ＜００００１）、ＮＫ细胞（Ｐ＜００１）、ＣＤ８Ｔ细胞
（Ｐ＜００１）和ＣＤ４Ｔ细胞（Ｐ＜００１）细胞在正常组
织和ＤＫＤ组织中的表达具有显著差异，说明上述免
疫细胞在ＤＫＤ的发病机制中起着关键作用，结果与
现有的文献［２１］报道相符合。另外基于生信部分的

分析，ＳＴＡＴ３、ＬＣＫ和ＨＳＰ９０ＡＡ１三个更高程度的基
因被确定为石斛碱抗 ＤＫＤ的枢纽基因。这些基因
与肾脏纤维化［２２］、炎症［２３］等密切相关。其中热休

克蛋白Ｃ（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ９０，ＨＳＰ９０）主要在肾小
球的足细胞和系膜细胞中表达，尽管 ＨＳＰ９０在２型
糖尿病小鼠的肾皮质和高血糖孵育的肾小球细胞中

没有任何变化［２４］，但 ＨＳＰ９０抑制已被证明在调节
脂质稳态和抑制肾脏炎症方面具有有益的作用［２５］。

在生信分析中，根据对 ＨＳＰ９０ＡＡ１进行基因差异表
达分析和ＲＯＣ曲线分析，结果表明ＨＳＰ９０ＡＡ１在正
常组织中显著高表达，在 ＤＫＤ组织中显著低表达
（Ｐ＜０００１），且 ＨＳＰ９０ＡＡ１的 ＲＯＣ诊断曲线下的
面积高达０９３０，说明本实验结果灵敏度较高，误判
率较低，实验结果可靠。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验证实，石
斛碱干预ＤＫＤ细胞模型后，ＨＳＰ９０ＡＡ１在高糖干预
组中的表达明显下调，而在对照组和给药组中的表

达明显上调，这与本研究生信分析结果是一致的。

初步提示ＨＳＰ９０ＡＡ１有可能参与了ＤＫＤ的发生、发
展过程。

　　由于分子对接为静态分析，缺少对时间维度上
原子运动以及水分子直接作用的分析，所以本研究

应用分子动力学方法动态分析在水溶液系统中所有

原子之间的相互作以及运动状态，从而验证小分子

配体与 ＨＳＰ９０ＡＡ１的相互作用强弱和结合的稳定
性。虽然在模拟过程中 ＲＭＳＤ有大于１～３?量级
这个范围的变化，但这是由于蛋白质在模拟过程中

发生了较大的构象变化。因为在模拟过程中，

ＲＭＳＤ值最终稳定在一个固定值附近；对于 ＲＭＳＦ
两端的波动远远大于２?，这是蛋白质首尾端（Ｎ端
和Ｃ端）比蛋白质的任何其他部分波动更大的原
因，但蛋白整体的 ＲＭＳＦ波动较小，对 ＲＭＳＤ和
ＲＭＳＦ的分析表明，在模拟过程中 ＨＳＰ９０ＡＡ１与
Ｄｅｎ的结合是稳定的，且表现出更多的水桥和离子
键、氢键和疏水键、水桥和疏水键作用相互补充。

　　ＤＫＤ的发病机制复杂，是多种因素综合作用的
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结果，本研究结果仅提示ＨＳＰ９０ＡＡ１在ＤＫＤ中表达
降低，而在经过石斛碱干预后其表达显著增高。迄

今为止，ＨＳＰ９０ＡＡ１在 ＤＫＤ的发生、发展过程中的
具体机制还不清楚，根据本研究中的生信分析以及

实验结果推测，在经过石斛碱干预后，表达量明显增

加的 ＨＳＰ９０ＡＡ１会与 ＭａｃｒｏｐｈａｇｅｓＭ２、ＣＤ８Ｔ细胞
等免疫细胞相互作用从而减轻ＤＫＤ的发生和发展。
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