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【摘要】   目的　 探讨三叶豆苷对高血压所致肾损伤的潜在治疗作用及其关键靶点和通路。 方法　 利用高通量基

因表达数据库（GEO）分析高血压患者外周血临床样本的mRNA转录图谱，采用网络药理学方法筛选三叶豆苷治疗高血压

所致肾损伤的关键靶点，通过基因本体（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）数据库对通路富集分析。取大鼠肾小

管上皮细胞系NRK-52E，构建血管紧张素Ⅱ（angiotensin Ⅱ, AngⅡ）刺激的NRK-52E细胞模型，流式细胞仪检测细胞凋亡

率，Western blot法检测凋亡相关蛋白（Bax、Bcl-2、cleaved caspase-3、caspase-3）以及MAPK通路关键蛋白（ERK、p38
MAPK、JNK）的磷酸化与总蛋白表达水平。 结果　 数据集GSE75360的分析结果显示，与正常人群相比，高血压患者外周

血单核细胞中有3  331个基因上调，3  197个基因下调。网络药理学分析三叶豆苷具有472个潜在作用靶点（如CASP3、
MAPK1）。蛋白质-蛋白质相互作用网络分析显示这些靶点与凋亡调控信号通路等密切相关。GO和KEGG通路富集分析

提示：三叶豆苷在负向调控细胞凋亡过程、凋亡通路和MAPK信号通路等通路被显著富集。体外实验证实，与Ang Ⅱ组相

比，三叶豆苷干预能够抑制Ang Ⅱ刺激后NRK-52E细胞的凋亡率，抑制Bax和cleaved caspase-3的表达，促进Bcl-2的表达以

及抑制p38 MAPK、ERK、JNK的磷酸化（P<0.05）。 结论　 三叶豆苷通过抑制Ang Ⅱ刺激的NRK-52E细胞凋亡，并调控

MAPK信号通路，可能是其抗高血压所致肾损伤的重要机制之一。
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[Abstract]   Objective　To  investigate  the  potential  therapeutic  effects  of  trifolin  on  hypertension-induced  renal
injury,  as  well  as  the  key  targets  and  pathways  involved. Methods　The  mRNA  transcriptional  profiles  of  peripheral
blood  clinical  samples  from  hypertensive  patients  were  analyzed  using  Gene  Expression  Omnibus  (GEO),  a  high-
throughput gene expression database. The network pharmacology method was employed to screen key targets of trifolin
in  treating  hypertension-induced  renal  injury.  Gene  Ontology  (GO)  and  Kyoto  Encyclopedia  of  Genes  and  Genomes
(KEGG) pathway enrichment analyses were conducted. NRK-52E cells, a rat renal proximal tubular cell line, were used to
construct an angiotensin Ⅱ (Ang Ⅱ)-stimulated cell model. Flow cytometry was performed to assess cell apoptosis rates
and Western blotting was performed to determine the expression levels of apoptosis-related proteins, including Bax, Bcl-
2, cleaved caspase-3, and caspase-3, and the phosphorylation and total protein levels of the key MAPK pathway proteins,
including ERK, p38 MAPK, and JNK. Results　Analysis  of  the dataset  GSE75360 revealed that,  compared with healthy
controls, 3 331 genes  were  upregulated  and 3 197 genes  were  downregulated  in  peripheral  blood  mononuclear  cells  of
hypertensive  patients.  According  to  network  pharmacology  analysis,  472  potential  targets  of  trifolin  were  identified,
including  CASP3  and  MAPK1.  Protein-protein  interaction  network  analysis  showed  that  these  targets  were  closely
associated  with  apoptosis  regulatory  signaling  pathways.  GO  and  KEGG  pathway  enrichment  analyses  indicated  that
trifolin  was  significantly  enriched  in  pathways  associated  with  negative  regulation  of  apoptosis,  apoptotic  signaling
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pathways, and the MAPK signaling pathway. The in vitro experiments confirmed that, compared with the Ang Ⅱ group,
trifolin  intervention  inhibited  apoptosis  in  Ang Ⅱ-stimulated  NRK-52E  cells,  suppressed  the  expression  of  Bax  and
cleaved caspase-3, promoted Bcl-2 expression, and inhibited the phosphorylation of p38 MAPK, ERK, and JNK (P < 0.05).
Conclusion　Trifolin  may  exert  its  protective  effect  against  hypertension-induced  renal  injury  by  inhibiting  Ang Ⅱ-
induced  NRK-52E  cell  apoptosis  and  regulating  the  MAPK  signaling  pathway,  representing  an  important  mechanism
underlying its therapeutic action.
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高血压性肾病（hypertensive nephropathy）是慢性肾

病的重要原因之一，严重威胁人类健康[1]。随着高血压患

病率的不断攀升，高血压肾损害已成为导致终末期肾病

的第二大病因，显著增加了心血管事件的发生率和死亡

率[2]。高血压性肾病通常伴随着肾小球硬化、肾小管萎

缩及间质纤维化等病理变化，这些病变与慢性炎症、氧化

应激和细胞凋亡等病理生理过程密切相关[3-4]。其中，肾

小管上皮细胞的凋亡在高血压肾病中扮演了关键角色。

研究表明，过度的细胞凋亡不仅会导致肾小管结构和功

能的破坏，还会进一步加剧肾脏纤维化和功能丧失[2, 5]。

因此，能否有效抑制肾小管上皮细胞的凋亡至关重要。

中医药在治疗高血压性肾病方面展现出独特的优

势[6-7]。诸多中药如淫羊藿、川芎和人参等已被广泛应用

于高血压肾损害的治疗中[7-8]。这些中药通过多途径、多

靶点的方式发挥肾脏保护作用，主要机制包括抗炎、抗氧

化、抗纤维化、免疫调节及改善微循环等 [6 ]。三叶豆苷

（trifolin）是一种天然黄酮类化合物（CAS：23627-87-4，分

子式：C21H20O11），广泛存在于人参、淫羊藿、钩藤等多种

中药中，具有抗氧化、抗炎、抗凋亡、保护心血管和肾脏

等多种药理作用[9-10]。尤为重要的是，近期研究发现三叶

豆苷干预能有效降低Ang Ⅱ诱导的高血压模型小鼠的血

压水平，并改善其腹主动脉功能、抑制血管过度收缩[11-13]。

此外，研究证实三叶豆苷具有心脏保护作用，能够通过调

控多条信号通路减轻AngⅡ诱导心肌细胞的氧化应激和

凋亡[14]。这些发现提示三叶豆苷在干预高血压及其并发

症方面具有直接潜力。然而，三叶豆苷对高血压性肾病

的影响尚未见报道。为此，本研究拟通过GEO数据库和

网络药理学分析，系统探讨三叶豆苷对高血压肾病的潜

在治疗作用及其关键靶点和通路，并采用细胞模型进行

验证，为三叶豆苷在临床上的新应用提供依据和参考。

 1     材料与方法

 1.1    实验试剂

Bax（货号：2772S）、cleaved caspase-3/caspase-3（货号：

9662S）、p-p38 MAPK（货号：4511S）、p38 MAPK（货号：

8690S）、p-ERK（货号：4370S）、ERK（货号：4695S），上述抗

体均购自美国Cell Signaling Technology公司。Bcl-2抗体

（货号：ABM0010）购自美国Abbkine公司，p-JNK（货号：

13371）、JNK（货号：4108）、β-actin抗体（货号：52901）、羊

抗兔二抗（货号：L3012）及羊抗鼠二抗（货号：L3032）均购

自美国S i g n a l w a y  A n t i b o d y公司。D M E M培养基

（Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM）、胎牛血

清、0.25%胰蛋白酶及BCA蛋白检测试剂盒购自美国

Thermo Fisher Scientific公司。Annexin V-AbFluorTM

647细胞凋亡检测试剂盒（货号：2116）购自中国武汉亚科

因生物技术有限公司。

 1.2    实验药物及配制

三叶豆苷（Trifolin，货号：B21104-20 mg）购自中国上

海源叶生物科技有限公司。以二甲基亚砜（dimethyl

sulfoxide, DMSO）溶解三叶豆苷，配制成浓度为100 mmol/L

的储备液，分装后储存于－20 ℃，以备后续实验使用。

 1.3    生信分析

 1.3.1    疾病靶点及成分-疾病交集靶点的获取

在高通量基因表达数据库（Gene Expression Omnibus,

GEO）中，以“Hypertension”为关键词，针对人类物种进行

检索，获取相关基因表达矩阵数据。以校准P值<0.05，

Log2|fold change|>1为筛选条件筛选差异表达基因。并通

过微生信数据库（https://www.bioinformatics.com.cn/）绘

制聚类分析图和火山图进行可视化处理。

三叶豆苷的潜在作用靶点通过PharmMapper和

SwissTargetPrediction两个数据库进行预测。将从GEO数

据库中筛选出的高血压相关差异基因与三叶豆苷的潜在

作用靶点进行映射，取其交集，所得靶点即为三叶豆苷对

高血压的潜在治疗靶点。

 1.3.2    三叶豆苷治疗核心靶点的获取

以degree>median、closeness centrality>median、

betweenness centrality>median为筛选条件，获取三叶豆

苷治疗高血压的潜在核心靶点，并进行可视化处理。

  1.3 .3      蛋白质-蛋白质相互作用（prote in-prote in

interaction, PPI）网络构建及关键靶点

将潜在治疗靶点和核心靶点导入GeneMANIA和

STRING数据库，构建PPI网络并绘制网络图。计算网络
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的拓扑属性，并将结果以TSV格式导出。将TSV文件导入

Cytoscape软件进行进一步的拓扑分析，以评估各靶点在

PPI网络中的重要性及其潜在功能。

1.3.4    基因本体（Gene Ontology, GO）富集分析与京都

基因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes

and Genomes, KEGG）富集分析

通过David平台（https://david.ncifcrf.gov）对核心靶点

进行GO及KEGG富集分析（P<0.05，FDR<0.05），其中

GO分析涵盖生物学过程、细胞成分和分子功能三大类

别。依据P值，选取前10富集通路进行可视化处理。

1.4    细胞培养和三叶豆苷干预

大鼠肾小管上皮细胞系NRK-52E（货号：CL-0174）购

自中国武汉普诺赛生命科技有限公司。依据前期研究[15]，

通过AngⅡ诱导NRK-52E构建高血压肾损伤细胞模型。

细胞培养于含10%胎牛血清和1%青霉素/链霉素的DMEM

培养基中，培养条件为37 ℃、5% CO2。实验分为以下五

组：Control组、Ang Ⅱ组、Ang Ⅱ+Trifolin（25 μmol/L）组、

Ang Ⅱ+Trifolin（50 μmol/L）组、Ang Ⅱ+Trifolin（100 μmol/L）

组。Control组细胞培养于含10%胎牛血清的DMEM培

养基中，其余各组细胞则在含1 μmol/L Ang Ⅱ的培养

基中培养。同时，实验组分别给予不同浓度（25 μmol/L、

50 μmol/L、100 μmol/L）的Trifolin处理，对照组与Ang

Ⅱ组加入等体积的DMSO作为溶剂对照。所有组别细胞

均置于37 ℃、含体积分数5% CO2的培养箱中培养24 h。

1.5    流式细胞仪检测三叶豆苷干预对Ang Ⅱ刺激后

NRK-52E细胞凋亡的影响

NRK-52E以1×105 mL－1的细胞密度接种于6孔板中。

待药物干预结束后，使用不含乙二胺四乙酸（EDTA）的胰

蛋白酶消化细胞并收集。使用100 μL Annexin V结合缓

冲液重悬细胞，并加入5 μL Annexin V-AbflourTM 647和

2 μL碘化丙啶（propidium iodide, PI）溶液。将重悬后的细

胞在室温下避光孵育30 min，随后加入400 μL Annexin

V结合缓冲液重悬。采用流式细胞仪（美国BD Biosciences

公司）检测并分析细胞凋亡情况。

1.6    Western blot检测三叶豆苷干预对Ang Ⅱ刺激NRK-

52E细胞凋亡、潜在富集通路等相关蛋白的表达

NRK-52E以1×105 mL－1的细胞密度接种于6孔板中。

药物干预结束后，使用Western及IP细胞裂解液裂解细

胞。裂解液在4 ℃条件下以12 000 r/min离心20 min，收

集上清液并采用BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。取

等量蛋白样品，经10% SDS-PAGE凝胶进行电泳分离，随

后通过湿转法将分离后的蛋白转移至PVDF膜上。转膜

完成后，使用5%脱脂奶粉在室温下封闭膜2 h，在4 ℃下

孵育相应稀释的一抗（稀释比例1∶1 000）过夜。一抗孵

育结束后，使用TBST缓冲液洗膜3次，于室温下使用相应

稀释的二抗（稀释比例1∶5 000）孵育1 h。采用增强型化

学发光（ECL）试剂盒检测蛋白表达水平。通过ImageJ 软

件分析目的蛋白与内参（β-actin）灰度值，计算相对表达

量，实验重复 3 次取均值。

 1.7    统计学方法

x̄± s

采用SPSS 26.0软件（SPSS/PC+）进行统计分析。数据

的正态性通过Shapiro-Wilk检验进行检验。当数据符合

正态分布时，以 表示。当比较三组或更多组之间的

差异时，若数据满足正态分布，则采用单因素方差分析。当

方差齐性检验通过时，使用Bonferroni法进行事后多重比

较；若方差齐性检验不通过，则采用Games-Howell法进行

事后比较。对于不符合正态分布的数据，则使用非参数

Kruskal-Wallis H检验进行组间差异比较。P<0.05为差异

有统计学意义。

 2     结果

 2.1    高血压的疾病靶点及三叶豆苷潜在作用靶点的获取

本研究选取GEO数据库中的GSE75360数据集作为核

心数据来源。如图1A所示，与正常人群相比，高血压患者

外周血单核细胞中共检测出6 528个差异表达基因，其中

包括3331个上调基因（红色）和3197个下调基因（蓝色）。如

图1B所示，两组样本在基因表达水平上均表现出良好的

组内均一性，其中红色代表高表达基因，蓝色代表低表达基

因。通过PubChem数据库获取三叶豆苷的化学结构式

（附图1）。利用PharmMapper和SwissTargetPrediction数

据库对三叶豆苷的潜在作用靶点进行预测（附图2），经过

靶点去重后，共获得472个潜在作用靶点。所有附图见网

络资源附件。

2.2    三叶豆苷治疗高血压的疾病靶点分析及PPI 网络构建

如图2A所示，将三叶豆苷的472个潜在作用靶点与

GSE41453数据集中鉴定的6 528个差异表达基因进行交集

分析，共识别出147个共同靶点（潜在治疗靶点）。根据筛

选条件，进一步筛选出47个核心治疗靶点。潜在治疗靶

点的PPI网络包含138个节点和1 642条边（附图3），而核心

治疗靶点的PPI网络包含47个节点和692条边（图2B）。其

中，Degree值排名前三的核心治疗靶点为HSP90AA1、

CASP3和SRC（图2C、图2D）。通过GeneMINIA数据库分

析发现（附图4），核心靶点构成的PPI网络主要与ERK1和

ERK2级联反应（ERK1 and ERK2 cascasde）、MAP激酶活

性调控（regulation of MAP kinase activity）以及JNK级联反

应（JNK cascasde）等功能相关。
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 2.3    GO富集分析与KEGG富集分析

将核心治疗靶点导入DAVID数据库进行生物信息学

分析 (附图5）。共获得1 9 2个生物过程（b i o l o g i c a l

process）、41个细胞成分（cell component）和69个分子功
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图 1  高血压的疾病靶点的分析

Fig 1  Analysis of hypertension-related targets

A, Heatmap showing the clustering analysis of differentially expressed transcripts (DETs) in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy individuals

and hypertensive patients. B, Volcano plot depicting DETs in PBMCs between healthy individuals and hypertensive patients, highlighting significantly upregulated and

downregulated genes.
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图 2  三叶豆苷治疗高血压疾病的关键治疗靶点及PPI网络图

Fig 2  Key Therapeutic targets and PPI network of trifolin in hypertension treatment

A, Venn diagram showing the overlap between hypertension-related targets and trifolin’s predicted targets. B, Refined PPI network of 47 core therapeutic targets

identified for trifolin in hypertension treatment, constructed using the STRING database. C, Degree value table summarizing the top 47 core therapeutic targets of trifolin

for hypertension treatment. D, Correlation analysis of the 47 core therapeutic targets of trifolin in hypertension treatment.
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能（molecular function）。其中，生物过程主要包括蛋白磷

酸化（protein phosphorylation）、凋亡过程的负调控

（negative regulation of apoptotic process）和对异生物刺激

的反应（response to xenobiotic stimulus）等；细胞成分主要

涉及细胞基质（cytosol）、细胞质（cytoplasm）和细胞外泌

体（extracellular exosome）等；分子功能则主要与相同蛋白

质结合（ identical protein binding）、ATP结合（ATP

binding）和蛋白质丝氨酸激酶活性（protein serine kinase

activity）等相关。如所示，通过KEGG数据库分析，共识别

出125条显著富集的通路，包括代谢通路（metabol ic

pathways）、库欣综合征（Cushing syndrome）和MAPK信

号通路（MAPK signaling pathway）等。

基于文献挖掘，发现303个基因与肾损伤疾病密切相

关。通过KEGG数据库分析，共识别出50条显著富集的信

号通路，这些通路被视为与肾损伤疾病相关，其中包括

PI3K-Akt信号通路（PI3K-Akt signaling pathway）、肾细胞

癌（renal cell  carcinoma）和mTOR信号通路（mTOR

signaling pathway）等。进一步的联合分析显示，共有34条

信号通路在两组分析中被共同富集，这些通路被认为是

三叶豆苷治疗高血压性肾病的潜在调控途径，其中包括

MAPK信号通路（MAPK signaling pathway）等。通过富集

通路类别分析发现，环境信息处理（e n v i r o n m e n t a l

information processing）类别中的PI3K-Akt信号通路、

mTOR信号通路和MAPK信号通路主要与细胞凋亡过程

密切相关。

 2.4    三叶豆苷干预抑制AngⅡ诱导的NRK-52E细胞的凋亡

如图3A所示，Annexin V检测结果表明，与Control组

相比，AngⅡ刺激显著增加了NRK-52E细胞的凋亡率。而

经不同剂量三叶豆苷预处理后，NRK-52E细胞的凋亡率

明显降低。如图3B～3G所示，与Control组相比，AngⅡ刺

激导致NRK-52E细胞中促凋亡蛋白Bax与抗凋亡蛋白Bcl-

2的比值和裂解型caspase-3（cleaved caspase-3）与caspase-

3的比值显著上调、抗凋亡蛋白Bcl-2的表达水平则明显

下调，而caspase-3蛋白水平未见明显变化。经不同剂量
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图 3  三叶豆苷干预对AngⅡ诱导的NRK-52E细胞凋亡的影响

Fig 3  Effects of trifolin on Ang Ⅱ-induced apoptosis in NRK-52E cells

A, Flow cytometry analysis using Annexin V staining to evaluate the effects of trifolin on apoptosis in Ang Ⅱ-stimulated NRK-52E cells. B, Western blot analysis of

pro-apoptotic protein Bax and anti-apoptotic protein Bcl-2 levels in NRK-52E cells treated with trifolin following Ang Ⅱ stimulation. C and D, Quantitative analysis of

Bax and Bcl-2 protein expression levels after trifolin intervention in Ang Ⅱ-stimulated NRK-52E cells. E, Western blot analysis of cleaved caspase-3 protein levels in NRK-

52E cells treated with trifolin following Ang Ⅱ stimulation. F and G, Quantitative analysis of cleaved caspase-3 protein levels in NRK-52E cells after trifolin intervention in

response to Ang Ⅱ stimulation.n = 3, * P < 0.05, vs. control group; # P < 0.05, vs. Ang Ⅱ group.
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三叶豆苷干预后，促凋亡蛋白Bax与抗凋亡蛋白Bcl-2的比

值和裂解型caspase-3与caspase-3的比值显著降低，同时

Bcl-2的表达水平明显升高。

2.5    三叶豆苷干预抑制AngⅡ诱导的NRK-52E细胞中

MAPK通路的异常活化

如图4A～4C所示，与Control组相比，AngⅡ刺激显著

上调了NRK-52E细胞中磷酸化p38 MAPK（p-p38 MAPK）

与总蛋白的比值，而总p38 MAPK蛋白水平未见明显变

化。经不同剂量三叶豆苷干预后，磷酸化p38 MAPK（p-

p38 MAPK）与总蛋白的比值显著下调。如图4D～4F所

示，与Control组相比，AngⅡ刺激导致NRK-52E细胞中磷

酸化ERK（p-ERK）与总蛋白的比值显著上调，而总ERK蛋

白水平明显下调。不同剂量三叶豆苷干预后，上述蛋白

水平的改变被有效逆转。如图4G～4I所示，与Control组

相比，AngⅡ刺激显著上调了NRK-52E细胞中磷酸化

JNK（p-JNK）与总蛋白的比值，而总JNK蛋白水平未发生

明显变化。经不同剂量三叶豆苷干预后，p-JNK蛋白水平

显著下调。
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图 4  三叶豆苷干预对AngⅡ诱导的NRK-52E细胞中MAPK通路活化的影响

Fig 4  Effects of trifolin on MAPK pathway activation in Ang Ⅱ-induced NRK-52E cells

A-C, Western blot analysis and quantitative results of p-p38 MAPK/p38 MAPK protein levels in NRK-52E cells treated with trifolin after Ang Ⅱ stimulation. D-F,

Western blot analysis and quantitative results of p-ERK/ERK protein levels in NRK-52E cells treated with trifolin after Ang Ⅱ stimulation. G-I, Western blot analysis and

quantitative results of p-JNK/JNK protein levels in NRK-52E cells treated with trifolin after Ang Ⅱ stimulation. n = 3, * P < 0.05, vs. control group; # P < 0.05, vs. Ang

Ⅱ group.

3     讨论

高血压作为心血管疾病患者死亡的首要危险因素，

其发病机制复杂，涉及多基因、多通路的交互作用，至今

尚未完全阐明，仍需进一步深入研究[16]。本研究通过GEO

数据库筛选并选取GSE75360数据集作为研究数据来源，

分析发现高血压患者外周血单核细胞中共有6 528个基因

的表达发生了显著变化。这一发现不仅为揭示高血压的

发病机制提供了重要的基因表达依据，也为进一步探索

其潜在的分子机制奠定了基础。

中医药在治疗高血压性肾病方面具有多途径、多靶

点的独特优势[6, 17]。已有研究证实，三叶豆苷对心肌梗死

后的氧化应激和细胞凋亡具有保护作用，然而其对高血

压肾损伤的影响尚未见报道[14]。本研究通过网络药理学
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分析，初步筛选出147个潜在作用靶点，并进一步聚焦于

47个核心治疗靶点，其中HSP90AA1、CASP3和SRC基因的

功能调控与三叶豆苷的治疗作用密切相关。利用

STRING和GeneMINIA数据库的进一步分析表明，三叶豆

苷的核心调控网络功能涉及ERK1/2级联反应以及MAPK

对JNK级联反应的调控。这些结果提示，三叶豆苷可能

通过调控上述信号通路发挥其抗高血压的作用。

在GO生物过程分析中，本研究发现三叶豆苷的潜在

调控作用可能与蛋白磷酸化、凋亡过程的负调控等生物

学过程密切相关。KEGG富集分析进一步表明，MAPK信

号通路和PI3K/AKT信号通路等被显著富集，提示三叶豆

苷可能通过这些通路发挥其抗高血压的作用。然而，这

些发现仍有待进一步的体内实验和临床研究验证，以探

讨三叶豆苷在高血压性肾病治疗中的具体疗效和机制。

随着血压的持续升高，心、脑、肾等靶器官会受到严

重损害，高血压已成为导致慢性肾病的主要危险因素[5]。

SHENG等[18]的研究表明，在慢性肾病患者的肾脏中，有

303个基因与肾损伤密切相关。在本研究中，KEGG通路

富集分析表明，共有50条信号通路被显著富集，包括肾细

胞癌、mTOR信号通路等。进一步的通路联合分析，发现

三叶豆苷治疗高血压性肾病的调控机制可能与细胞凋亡

和MAPK信号通路密切相关。

在肾脏中，肾小管细胞的凋亡是高血压性肾病的重

要特征之一。肾素-血管紧张素-醛固酮系统的过度激

活，尤其是血管紧张素Ⅱ的增加，是引发肾小管细胞凋亡

的重要机制 [19 ]。本研究首次证实三叶豆苷干预可抑制

AngⅡ刺激后NRK-52E细胞的凋亡，提示三叶豆苷可能通

过减轻肾小管上皮细胞凋亡发挥保护高血压所致肾损伤

的作用。

MAPK信号通路主要包括3个关键的亚家族：ERK、

JNK和p38 MAPK。这些亚家族通过激活转录因子c-Jun，

促进多种促凋亡基因（如Bax和TNF-α）的表达，从而诱导

细胞凋亡[20-21]。本研究首次证实三叶豆苷可抑制AngⅡ刺

激后NRK-52E细胞中MAPK信号通路的激活，提示三叶

豆苷抑制MAPK信号通路的异常活化可能是其发挥肾脏

保护作用的重要机制之一。尽管本研究证实了三叶豆苷

对MAPK信号通路的调控作用，但尚未使用通路抑制剂

对三叶豆苷调控MAPK通路的机制进行直接验证。因

此，未来的研究应进一步探索MAPK通路在三叶豆苷抗

高血压肾病中的具体作用，并通过使用特异性抑制剂或

基因敲除技术，验证该通路在其中的关键作用。

综上所述，本研究采用GEO芯片数据挖掘和网络药

理学方法，对三叶豆苷进行了潜在靶点预测和信号通路

分析，探讨了其抗高血压性肾病的潜在作用机制，通过体

外实验进一步验证。本研究揭示了三叶豆苷通过抑制

MAPK信号通路的异常活化，减轻高血压肾病的潜在机

制。这一发现不仅拓展了研究者对三叶豆苷药理作用的

认识，也为高血压性肾病的治疗提供了新的思路和候选

药物。通过后续深入的研究和验证，三叶豆苷有望在临

床实践中发挥其重要的治疗价值。

总之，抑制AngⅡ诱导的NRK-52E细胞凋亡及MAPK

信号通路的异常激活，可能是三叶豆苷发挥抗高血压性

肾病作用的重要机制之一。本研究不仅进一步揭示了三

叶豆苷抑制肾小管上皮细胞凋亡的具体机制，还为其在

临床上的应用提供了更为坚实的理论基础和实验依据。
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