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基于广泛靶向代谢组学、网络药理学和
分子对接研究牡蛎抗疲劳作用机制
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摘　要：本研究综合运用广泛靶向代谢组学、网络药理学以及分子对接技术，探究牡蛎在抗疲劳方面的潜在作用机

制，为牡蛎的科学应用提供坚实的理论基础和实验依据。采用超高效液相色谱-电喷雾-串联三重四级杆/线性离子

阱质谱（UPLC-ESI-QTRAP-MS/MS）系统，并结合数据库对牡蛎体外模拟消化产物进行广泛靶向代谢组学分析，

获取牡蛎在消化过程中的成分转化信息。利用 PubChem、Siwss  Target  Prediction、GeneCards等数据库及

Cytoscape等软件对牡蛎活性成分进行抗疲劳的网络药理学分析，构建牡蛎“活性成分-作用靶点”网络。随后基于

分子对接技术对核心靶点进行验证。共鉴定出牡蛎中 17类 1231种活性成分，识别出具有潜在抗疲劳的活性成分

181个、交集靶点 106个，主要包括 1,5-戊二胺、色胺、4-叔辛基苯酚等，核心靶点包括雌激素受体 1（Estrogen
receptor 1，ESR1）、表皮生长因子受体（Epidermal growth factor receptor，EGFR）、过氧化物酶体增殖物激活受

体-γ（Peroxisome proliferatoractivated receptor gamma，PPARG）等。信号通路富集分析显示，钙信号通路、神经活

性配体-受体相互作用、PI3K/Akt信号通路等为牡蛎抗疲劳的关键信号通路。分子对接结果进一步验证了牡蛎关键

活性成分与核心靶点的良好结合。牡蛎可能通过多成分、多靶点、多通路协同作用发挥抗疲劳效果。本研究为深

入探讨牡蛎的有效成分及其分子作用机制提供了理论支撑，为牡蛎的进一步研究和应用奠定了坚实基础。
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Abstract：This  study  comprehensively  applied  a  diverse  array  of  widely  targeted  metabolomics,  network  pharmacology,
and molecular docking techniques to delve into the potential anti-fatigue mechanism of Crassostrea gigas. The aim was to
provide  a  robust  theoretical  and  experimental  foundation  for  the  scientific  utilization  of Crassostrea  gigass.  Utilizing  an
ultra-high performance liquid  chromatography-electrospray ionization-triple  quadrupole/linear  ion trap  mass  spectrometry
(UPLC-ESI-QTRAP-MS/MS) system and database, an extensive targeted metabolomics analysis of the simulated digestive
products of Crassostrea gigas in vitro was conducted. This analysis aimed to obtain component transformation information
during Crassostrea gigas digestion.  Network pharmacological analysis of the anti-fatigue properties of Crassostrea gigas
active ingredients was carried out using PubChem, Swiss Target Prediction, GeneCards, and Cytoscape software. From this,
a  network  map  of  "active  ingredients-target"  for Crassostrea  gigas was  constructed.  Subsequently,  the  core  targets  was
verified using molecular docking technology. 1231 active ingredients in 17 categories of Crassostrea gigas were identified.
Among  these,  106  intersection  targets  with  potential  anti-fatigue  effects  were  pinpointed,  involving  181  key  active
ingredients,  primarily  including  1,5-pentenediamine,  tryptamine,  4-tert-octylphenol,  etc.  Core  targets  included  Estrogen
receptor  1  (ESR1),  epidermal  growth  factor  receptor  (EGFR),  and  peroxisome  proliferator-activated  receptor  gamma
(PPARG).  Signal  pathway  enrichment  analysis  revealed  that  the  calcium  signaling  pathway,  neuroactive  ligand-receptor
interaction,  and PI3K-Akt signaling pathway were pivotal  signaling pathways for fatigue resistance in Crassostrea gigas.
Molecular  docking  results  further  verified  the  good  combination  of  key  active  ingredients  and  core  targets  of  oyster.
Crassostrea gigass may exert an anti-fatigue effect through a synergistic action involving multiple components, targets, and
pathways. This study offers theoretical support for further exploration of the active components and molecular mechanisms
of Crassostrea gigas, paving a solid foundation for subsequent research and application.

Key words：Crassostrea gigas；anti-fatigue；widely targeted metabolomics；network pharmacology；molecular docking

疲劳是一种普遍存在的生理现象，是一个复杂

的生理生化过程[1]，国际运动生物化学会在 1982年

将疲劳定义为“机体生理过程不能持续其机能在一

特定水平上和/或不能维持特定的运动强度”[2]。依据

其成因与表现形式，疲劳被细分为体力疲劳、脑力疲

劳、心理疲劳及病理疲劳四大类[3]。其中体力疲劳最

为普遍[4]。诸多研究表明，疲劳状态不仅显著影响个

体的情绪状态，诱发焦虑与抑郁情绪，还与认知功

能、睡眠质量、身体机能和能量代谢平衡紧密相

关[5]。在严重的情况下，持续的疲劳状态可能会扰乱

生物调节机制，削弱免疫系统功能，进而增加罹患多

种疾病的风险[6]。长期积累的疲劳更是被视为加速

衰老进程、促进抑郁发展、诱发癌症、多发性硬化症

及帕金森病等多种严重健康问题的关键因素，严重妨

碍了患者的日常生活质量和工作能力[7]。此外，疲劳

不仅作为一种独立的健康问题存在，同时也是多种慢

性疾病如糖尿病、贫血、肝病的典型症状之一[8]。由

此可见，疲劳已成为威胁人类健康的重大问题之一，

快速缓解疲劳具有重要的研究意义[9]。

目前，对于疲劳的治疗尚无官方统一建议。然

而，在临床或实验中，一些治疗疲劳相关症状的中枢

兴奋剂类药物包括莫达非尼和哌醋甲酯等已得到应

用[10]。市售的抗疲劳功能产品主要分为三大类，其一

是以西洋参、红景天、冬虫夏草等名贵中药材精制而

成的抗疲劳保健品，此类产品因原料珍贵，故而成本

高昂，售价不菲；其二是以生物活性肽为主要原料，再

配伍其他中药材和营养物质的抗疲劳保健品，旨在通

过多元成分协同作用提升抗疲劳效果；其三是运动饮

料，主要成分包括一些能量补给物质、维生素、氨基

酸等，此类产品因成分相对普及，价格较为亲民，易于

为消费者所接受[1]。然而，上述不同类型的抗疲劳产

品在实际应用中均显现出一定的局限性，未能全面满

足消费者对于长效、安全、经济抗疲劳解决方案的需

求。食源性抗疲劳倡导将抗疲劳理念融入到日常饮

食之中，借助长期且稳定的饮食调节作用，从根源上

增强机体抵御疲劳的能力，进而让身体始终维持在良

好的状态，达成健康且长效缓解疲劳的目标，为人们

的健康生活提供有力保障。

牡蛎（俗称蚝）肉质鲜嫩、营养丰沛，因极高营养

价值获“海洋牛奶”美称，广泛分布于全球沿海，其分

布广、生长迅速、资源丰裕，是重要的海洋生物资

源。牡蛎不仅含有丰富的蛋白质、牛磺酸、多不饱和

脂肪酸、多糖以及微量元素锌等多种营养成分，其蛋

白酶解产物、多肽类物质、特定氨基酸（例如牛磺

酸）、糖原、微量元素锌以及硒等展现出显著的抗疲

劳效果。经过多项研究证实，近江牡蛎水解物、糖原

以及牡蛎产品，均能有效抗疲劳、增强免疫力[11−13]。

牡蛎作为一种重要的食源性抗疲劳资源，在消化过程

中释放出大量功能活性成分，为人类提供了一种天

然、高效且安全的抗疲劳选择，然而，牡蛎中关键的

抗疲劳成分、作用靶点以及所涉及的通路尚不明确，

制约了更具针对性和显著功效产品的开发。网络药

理学能探索活性成分与疾病间的相关性，预测物质的

活性成分及其作用机制，同时，分子对接能够基于物

质结构预测潜在的配体-蛋白质结合，为疾病作用机

制的研究、新产品的研发奠定基础[14−15]。因此，本研

究采用超高效液相色谱-电喷雾-串联三重四级杆/线

性离子阱质谱（UPLC-ESI-QTRAP-MS/MS）系统对

牡蛎消化产物进行广泛靶向代谢组学鉴定，并结合网

络药理学和分子对接技术，探究牡蛎抗疲劳的核心成
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分、靶点及通路，揭示牡蛎抗疲劳的潜在作用机制，

识别机制明确的抗疲劳活性成分，为以牡蛎为代表的

海洋生物资源的高效利用以及新型抗疲劳保健产品

的开发提供科学依据和研究思路。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

太平洋牡蛎（Crassostrea gigas）　山东省威海

市；甲醇、乙腈、甲酸　色谱纯，上海阿拉丁生化科技

有限公司；2-氯苯丙氨酸、棕榈酰肉碱-d3、13C-辛酸、

溶血磷脂酰胆碱-d31、苯甲酸 d5、胆酸-[D4]、2-氯苯

丙氨酸、D5-色氨酸　云南西力生物技术股份有限公

司；α-淀粉酶（50 U/mg）、胃蛋白酶（250 U/mg）、胰酶

（200 U/mg）　Sigma公司；胆盐　Merck公司；碳酸

氢钠、氯化钾、磷酸二氢钾、氯化钠　分析纯，国药

集团化学试剂有限公司。

DSHZ-300A水浴恒温振荡器　太仓市强文

实验设备有限公司；CR22N冷冻离心机　日本

Hitachi公司；RE-52AA旋转蒸发仪　上海亚荣生化

仪器厂 ；ExionLC™  AD超高效液相色谱 （Ultra
performance  liquid  chromatography， UPLC） 、

Applied Biosystems 4500 QTRAP串联质谱（Tandem
mass spectrometry，MS/MS）　新加坡 ABSCIEX公

司；ACQUITY UPLC HSS T3  C18 色谱柱（1.8  µm，

2.1 mm×100 mm）　上海沃特世科技有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   牡蛎水提物制备流程　参考魏润霞等[16] 的方

法稍作修改。新鲜牡蛎去壳后，清洗牡蛎肉，固液比

1:3（g:mL）加入蒸馏水，组织破碎匀浆机破碎匀浆

5 min，50 ℃ 水浴 1 h，用 200目纱布过滤，取滤液，

得水提液。水提液经过 40 ℃ 旋转蒸发浓缩后真空

冷冻干燥，最终制成牡蛎水提物冻干粉，储存于

−20 ℃ 备用。

 1.2.2   模拟体外胃肠道消化　将牡蛎水提物冻干粉

模拟体外胃肠道消化，分为初始、口腔消化、胃消

化、肠消化 4个阶段，每个消化阶段共设置三组平

行。参考 INFOGEST 2.0[17] 的方法配制模拟胃肠道

消化液，具体操作如下：每组称取 2 g牡蛎水提物冻

干粉，与模拟唾液（75 U/mL唾液淀粉酶）以 1:1（w/v）
的比例混合，调节 pH为 7，在 37 ℃ 水浴振荡消化

2 min，然后沸水浴 10 min灭酶，取口腔消化后的平

行样于−80 ℃ 冰箱保存备用，剩余样品接着进行模

拟胃消化。将口腔消化物与模拟胃液（2000 U/mL胃

蛋白酶和 60 U/mL脂肪酶）以 1:1（vol/vol）的最终比

例混合，调节 pH为 3，在 37 ℃ 水浴振荡消化 2 h，
沸水浴 10 min灭酶，取出胃消化后平行样保存于

−80 ℃ 冰箱备用。最后进行模拟小肠消化，将胃消

化物与模拟肠液（10 mmol/L胆盐和 100 U/mL胰蛋

白酶）以 1:1（vol/vol）的比例混合，调节 pH为 7，在
37 ℃ 水浴振荡消化 2 h，然后沸水浴 10 min灭酶，

得到小肠消化样品，于−80 ℃ 冰箱保存备用。

 1.2.3   牡蛎消化产物的广泛靶向代谢组学分析

 1.2.3.1   样品的前处理　样品的前处理参照 Wang
等[18] 描述的方法，使用真空冷冻干燥机对消化后的

样品进行冷冻干燥，称量冻干样本 20 mg到对应编

号离心管中，加入 400 μL 70%甲醇与混合内标提取

液（2-氯苯丙氨酸、棕榈酰肉碱-d3、13C-辛酸、溶血磷

脂酰胆碱-d31、苯甲酸 d5、胆酸-[D4]、2-氯苯丙氨

酸、D5-色氨酸），涡旋 3 min，冰水浴超声（30 kHz，
10 min），取出样本继续涡旋 1 min，−20 ℃ 冰箱中静

置 30 min；4 ℃、12000×g离心 10 min移取上清液

300 μL到另一离心管中，在 4 ℃、12000×g再离心

3 min，移取上清液 200 μL过 0.22 μm水系滤膜，使

用液相色谱-质谱联用仪进行分析。

 1.2.3.2   色谱质谱条件　色谱柱 Waters ACQUITY
UPLC HSS T3 C18（1.8 μm，2.1 mm×100 mm），流动

相 A为超纯水（0.1%甲酸），流动相 B为乙腈（0.1%
甲酸），洗脱梯度：0  min，95%A；2.0  min，80%A；

5.0 min，40%A；6.0 min，1%A；7.5 min，1%A；7.6 min，
95%A；10.0  min，95%A。电离参数：离子化电压

5500~4500 V，去簇电压±100 V，气帘气压力 25 psi，
离子源气体 1压力 55 psi，离子源气体 2压力 60 psi。

 1.2.3.3   代谢物定性和定量测定　广靶检测的定性

定量使用 sMRM（Scheduled multiple  reaction mon-
itoring，分段多反应监测技术）进行，是基于目标代谢

物的特定母离子和子离子对，在预设保留时间的可变

窗口内进行扫描，采集符合目标离子规则的信号。根

据特定母离子/子离子对和保留时间对目标代谢物定

性，采集符合规则的信号丰度即为定量。代谢物定量

是利用三重四极杆质谱的多反应监测模式（MRM）分

析完成。在 MRM模式中，第一重四极杆首先筛选

目标物质的前体离子（母离子），排除掉其他物质对应

的前体离子以初步排除干扰；前体离子在第二重四极

杆中经碰撞诱导电离后被打碎，并依据物质自身的结

构特征断裂形成一系列该物质特有的碎片离子，碎片

离子再通过第三重四极杆过滤选择出一个典型的特

征碎片离子，排除非目标离子的干扰，使定量更为精

确，重复性更好，在获得不同样本的液质下机数据后，

对所有代谢物的提取离子色谱峰分别进行峰下面积

积分，并对其中同一代谢物在不同样本中的质谱出峰

进行积分校正，每个色谱峰的峰面积代表对应物质的

相对含量。

 1.2.4   网络药理学分析

 1.2.4.1   牡蛎有效成分靶点和疾病靶点的获取　利

用广泛靶向代谢组学方法对胃肠道消化后的代谢物

进行鉴定，获得的化合物通过 PubChem（https://
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）数据库检索其 Canonical
SMILES号 并 上 传 至 Swiss  ADME（ http://www.
swissadme.ch/）平台进行活性化合物筛选，筛选标准

为 GI  absorption（胃肠道吸收）为“high”，Ghose、
Lipinski、Egan、Veber、Muegge结果中满足 3个及

第  47 卷  第  1 期 王　佳 ，等： 基于广泛靶向代谢组学、网络药理学和分子对接研究牡蛎抗疲劳作用机制 · 151 · 



以上为“yes”即可判定该成分有活性，将潜在活性成

分的 SMILES号依次导入 Swiss  Target  Prediction
平台（http://www.swisstargetprediction.ch/）获取作用

靶点，筛选可能性大于 0.2（probability>0.2）的靶点，

合并去重，得到活性成分靶点[19−20]。以“fatigue”、
“anti-fatigue”为关键词，获取疲劳相关的靶点，采用

Drugbank（https://go.drugbank.com/）、OMIM（https://
omim.org/）、TTD（https://db.idrblab.net/ttd/）和 Gene-
Cards（https://www.genecards.org/）数据库获得疲劳

相关靶点。将活性成分与疲劳靶点取交集，作为潜在

作用靶点 ，并利用 Venny  2.1.0（ https://bioinfogp.
cnb.csic.es/tools/venny/）进行可视化。

 1.2.4.2   牡蛎“活性成分-作用靶点”网络构建　基于

牡蛎活性成分和抗疲劳作用靶点筛选结果，将其与化

学成分一一对应，去除重复项，导入 Cytoscape3.7.1
软件中进行可视化操作，展现活性成分与作用靶点之

间的联系，生成相互作用网络图。

 1.2.4.3   蛋白相互作用（PPI）网络构建　通过 String
数据库（https://cn.string-db.org/）建立潜在作用靶点

的蛋白质互作网络，选择物种为“Homo sapiens”，设
置 minimum required interaction score为 0.4，隐藏无

连接的节点，更新 PPI，获得疲劳相关蛋白的互作网

络，将其导入 Cytoscape3.7.1软件中，以 Closeness
（紧密度）、Betweenness（介度）、Degree（连接度）为

筛选条件得到核心靶点[21−22]。然后对数据进行可视

化操作。

 1.2.4.4   基因本体论（GO）功能富集和基因百科全书

（KEGG）通路分析　将交集靶点输入到 Metascape
（https://metascape.org/gp/index.html）数据平台进行

基因本体论（Gene ontology，GO）生物学功能分析和

京都基因与基因组百科全书（Kyoto  encyclopedia
of genes and genomes，KEGG）通路富集分析，种属参

数设置为人类“Homo  species”。选择生物过程

（Biological processes，BP）、细胞组成（Cell compo-
nents，CC）、分子功能（Molecular function，MF）P 值

较小的前 10个结果，利用微生信 （https://www.
bioinformatics.com.cn/）平台进行可视化操作[23−24]。

 1.2.4.5   分子对接验证　通过 PPI网络图获得排名

前 5的核心靶点蛋白，在 RCSB PDB数据库（http：//
www.rcsb.org/）下载核心靶点蛋白的 PDB格式文

件，作为分子对接的受体。通过牡蛎“活性成分-作用

靶点”网络图获取排名前 5的牡蛎关键活性成分，

在 PubChem数据库（https： //pubchem.ncbi.nlm.nih.
gov/）下载关键活性成分的 SDF文件，使用 Open
Babel GUI软件将化合物转换为 mol2格式，作为分

子对接的配体。采用 AutoDock  Tools软件 ，将

Degree值排名前 5位的活性成分与排名前 5位的核

心靶点构建分子对接模型，采用 Autodock Vina软件

评估二者间的结合潜力，最后利用 Pymol  2.6和

LigPlot 2.2软件进行可视化处理[25]。

 1.3　数据处理

所有实验重复三次，实验结果以平均值±标准差

表示，采用 Excel 2021及软件 Analyst 1.6.3进行数据

统计和处理质谱数据，用MultiQuant软件进行色谱峰

的积分和校正工作，使用软件 Origin 2021进行绘图。

 2　结果与分析

 2.1　牡蛎消化产物成分分析

运用 UPLC-ESI-QTRAP-MS/MS技术剖析牡蛎

消化产物，图 1展示了牡蛎消化样本的正、负

总离子流图（Total  ions  chromatogram，TIC），借助

Analyst 1.6.3软件处理总离子流数据，正、负离子模

式下均实现了良好的分离效果与离子化效率；图 2
呈现所有样本的变异系数（Coefficient of variation，
CV）分布情况，结果显示各样本中 CV值小于 0.3的

物质占比均超 85%，证实实验数据稳定性良好。因

此，可以结合正、负总离子模式对牡蛎消化产物中的

成分进行鉴定分析。
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图 1    正（a）和负（b）离子模式下牡蛎消化样本的总离子流图
Fig.1    Total ion chromatograms (TIC) of Crassostrea gigas
digestion samples in positive (a) and negative (b) ion modes

注：Y、K、W、C代表牡蛎初始、口腔、胃、肠四个消化阶段样本。
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图 2    牡蛎消化样本变异系数分布图
Fig.2    Distribution map of variation coefficient of Crassostrea

gigas digestion samples
注：Y、K、W、C代表牡蛎初始、口腔、胃、肠四个消化阶段样
本；QC为质控样本。
 

牡蛎是优质的海洋水产品，其提取物或酶解产

物通常含有丰富的蛋白质类成分，同时也含有丰富的

功能活性肽、活性多糖和矿物质锌元素等多种功能

成分，且氨基酸种类齐全[26−27]。为了全面了解牡蛎消

 · 152 · 食品工业科技 2026年  1 月



化代谢特征，进行了基于超高效液相色谱-电喷雾-串

联三重四级杆/线性离子阱质谱（UPLC-ESI-QTRAP-

MS/MS）的广泛靶向代谢组学方法分析初始相、口腔

相、胃相和小肠相四个阶段牡蛎消化释放情况，这是

首次对牡蛎消化产物成分进行全面的检测鉴定，结果

如图 3所示。

从 4个消化阶段中共检测到 1231个代谢物，

Ⅰ级分类共分为 17类，分别是氨基酸及其代谢物

（409，33.23%）、脂肪酰类（162，13.16%）、有机酸及

其衍生物（143，11.62%）、核苷酸及其代谢物（96，

7.8%）、苯及其衍生物（83，6.74%）、甘油磷脂类（75，

6.09%）、杂环化合物（62，5.04%）、碳水化合物及其

代谢物（60，4.87%）、醇、胺类（44，3.57%）、醛、酮、

酯类（22，1.79%）、辅酶和维生素（17，1.38%）、其他

（16，1.3%）、胆汁酸（15，1.22%）、激素及激素相关物

质（15，1.22%）、甘油脂类（5，0.41%）、鞘脂类（4，

0.32%）、色胺、胆碱、色素（3，0.24%）共 17类，各代

谢物种类的占比情况如图 3a所示。随着消化阶段

的进行，代谢物的数量逐级增加（图 3b）。其中，在四

个阶段鉴定的代谢物中，氨基酸及其代谢物的成分最

丰富，在肠期达到 405种化合物，牡蛎中含有丰富的

蛋白质，在到达胃消化时，与胃蛋白酶通过酶解反应

将大分子水解为小分子，小分子量多肽得到释放，代

谢物成分变多。此外，脂肪酰类位于第二。除胃中的

脂肪酶会把脂肪分解为部分游离脂肪酸外，有研究指

出[28]，油脂和富含脂质的食品极易在胃肠道消化过程

中发生氧化反应，通过氧化反应产生一系列初级和次

级氧化产物，这与其富含血红素、羟高铁血红素、肌

红蛋白、Fe2+等促氧化物质密切相关[29−31]。

虽然在 4个消化阶段都检测到了相同的 17类

物质，但不同阶段代谢物含量存在差异，在口腔消化

阶段（如图 3d），含量靠前是氨基酸及其代谢物、核苷

 

a. 消化产物种类占比图 b. 四个消化阶段消化物种类变化图

c. 初始相代谢物含量占比图 d. 口腔相消化物含量占比图

e. 胃相消化物含量占比图 f. 肠相消化物含量占比图

图 3    初始相、口腔相、胃相和小肠相四个阶段牡蛎消化释放情况

Fig.3    Crassostrea gigas digestion and release in four stages: Initial phase, oral phase, gastric phase and intestinal phase
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酸及其代谢物。在胃消化阶段（图 3e），含量靠前的

是氨基酸及其代谢物、甘油磷脂类。在肠消化阶段

（图 3f），胆汁酸的含量急剧上升，这跟肠阶段补充的

胆盐有关。从图中可以看出随着消化阶段的推进，氨

基酸及其代谢物的含量呈现上升趋势，且在各组分中

占比居首。研究证实，牡蛎蛋白在胃模拟消化阶段主

要被降解为小分子肽段；进入肠道模拟消化阶段后，

经胰酶作用，这些肽进一步水解为游离氨基酸[32]。相

较于胃模拟消化，肠道模拟消化的水解程度增幅更为

显著，这一差异可归因于消化酶作用机制的不同：胃

蛋白酶主要作用于与疏水性氨基酸相邻的芳香族氨

基酸肽键，而胰酶则主要切割氨基酸羧基端的肽链，

后者更多的切割位点促使蛋白质分解更为彻底，然后

由于胃蛋白酶和胰酶消化系统中蛋白质底物和酶裂

解位点减少而缓慢增加并稳定[33−34]。研究表明，样品

水解程度与游离氨基酸含量呈正相关，即水解程度越

高，游离氨基酸含量越高[35]。从营养学角度而言，蛋

白质水解产物中的游离氨基酸和短链生物活性肽在

人体营养吸收过程中具有重要作用[36]。

 2.2　牡蛎消化产物网络药理学分析

 2.2.1   牡蛎抗疲劳的潜在活性成分识别及作用靶点

预测　牡蛎消化产物经过 UPLC-ESI-QTRAP-MS/
MS鉴定共获得 1231个代谢成分，通过 Swiss ADME
识别满足高胃肠道吸收和适当的药物相似性化合物

共有 717个，将其 SMILES号输入至 Swiss  Target
Prediction进行靶点预测，去掉重复项，共计获得

242个牡蛎活性成分潜在作用靶点。由 GeneCards、
OMIM、TTD及 DrugBank数据库检索与疲劳相关

的靶点信息，在完成数据合并及去重处理后，共获得

2201个靶点数据。随后，将筛选出的牡蛎活性成分

靶点与疲劳靶点取交集，最终确定 106个共同靶点，

这些靶点被预测为牡蛎发挥抗疲劳功效的潜在作用

靶点，相关结果展示于图 4。
  

牡蛎 疲劳
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2095
(89.6%)

图 4    牡蛎-疲劳交集靶点 Venn图
Fig.4    Venn diagram of Crassostrea gigas-fatigue

intersection targets
 

 2.2.2   “活性成分-作用靶点”网络构建与分析　经上

述数据筛选流程，将获得的 106个牡蛎抗疲劳潜在

基因靶点与抗疲劳活性成分相映射。筛选后的靶点

与活性成分数据导入 Cytoscape 3.7.1软件进行可视

化分析，搭建由 181个牡蛎活性成分与 106个潜在

作用靶点组成的“活性成分-作用靶点”网络图，可直

观展示牡蛎活性成分与疲劳相关靶点的相互关系，结

果如图 5所示。

  

图 5    “活性成分-作用靶点”网络图
Fig.5    "Active ingredients-targets" network diagram

 

图中共包含 300个节点、590条边，圆形节点代

表物质种类，正六边形节点代表物质成分，菱形节点

代表潜在的抗疲劳靶点。以节点大小表示 Degree
值大小，连接度越高的靶点在抗疲劳中的作用越大。

由图可知，共涉及 181个活性成分，Ⅰ级分类分为 13
类，主要包括氨基酸及其代谢物（73）、脂肪酰类（33）、
苯及其衍生物（21）、胆汁酸（13）、有机酸及其衍生物

（9）、核苷酸及其代谢物（8）、激素及其相关物质（8）、
醇、胺类（4）、其他类（3）、醛、酮、酯类（3）、杂

环化合物（3）、甘油脂类（2）、色胺、胆碱、色素（1）。
其中，与核心靶点关联度最多的物质种类主要是脂肪

酰类和氨基酸及其代谢物类，Degree值排名靠前的

成分主要有 1,5-戊二胺、色胺、4-叔辛基苯酚、

辛弗林、去甲肾上腺素、1,3-二氨基丙烷、顺-1-十
五烯酸、甘氨石胆酸、4-香豆酸、苯丙氨酸-丙氨酸-
亮氨酸等，这些可能是牡蛎发挥抗疲劳作用的关键活

性物质。图 5中 SRC原癌基因-非受体酪氨酸激酶

（SRC  proto-oncogene,  non-receptor  tyrosine  kinase，
SRC）、表皮生长因子受体（Epidermal growth factor
receptor，EGFR）、前列腺素氧化环化酶 2（Pros-
taglandin-endoperoxide  synthase  2，PTGS2）等 61个

靶点均与这 10种核心成分相关，说明牡蛎通过多种

成分、多个靶点共同发挥抗疲劳作用。

 2.2.3   蛋白相互作用 （ PPI）网络的构建　基于

STRING数据库构建 106个交集靶点的蛋白质互作

网络（见图 6左），该网络由 105个节点及 999条边

组成，平均节点读数 19，对 PPI网络进行进一步拓扑

分析，将连接度、介度和紧密度三者均大于阈值的节

点列为核心作用靶点，经筛选得到 25个核心靶点，

结果如图所示（图 6右）。

依据颜色越红，圈越大，连接度越高的靶点在抗

疲劳中的作用越大，推测 SRC原癌基因-非受体酪氨

酸激酶（SRC  proto-oncogene,  non-receptor  tyrosine
kinase，SRC）、雌激素受体 1（Estrogen  receptor  1，
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ESR1）、表皮生长因子受体（Epidermal growth factor
receptor，EGFR）、过氧化物酶体增殖物激活受体-
γ（ Peroxisome  proliferatoractivated  receptor  gamma，
PPARG）、前列腺素氧化环化酶 2（Prostaglandin-
endoperoxide synthase 2，PTGS2）等排名靠前的核心

靶点可能为牡蛎抗疲劳的关键靶点。

 2.2.4   交集靶点的 GO及 KEGG富集分析结果　根

据 GO富集分析结果，共获得 1513个 GO条目（P<
0.05），其中涵盖 1268个生物过程条目、89个细胞组

成条目及 156个分子功能条目。随后，对这三个类

别的分析结果依据 P 值升序排列，排序前 10的生物

过程有循环系统过程、血液循环、循环系统中的血管

过程、管径调节、血管直径维持、系统流程调节、调

控 MAPK级联、正向调控 MAPK级联、对外来刺激

的反应等；排序前 10的细胞组成主要富集在树突、

突触膜、受体复合、突触前膜、膜筏、膜微区、突触后

膜、胞体等；排序前 10的分子功能包括 G蛋白偶联

胺受体活性、神经递质受体活性、胺绑定、5-羟色胺

绑定、G蛋白偶联血清素受体活性、蛋白激酶活性、

蛋白激酶结合、激酶活性、蛋白酪氨酸激酶活性等，

结果如图 7所示。
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图 7    GO富集分析图
Fig.7    GO enrichment analysis diagram

 

对交集靶点开展 KEGG通路富集分析，共得到

167条信号通路，通过设定 P-value<0.01和基因数>
9的筛选标准，选择了 10条与疲劳相关的信号通路，

颜色越红表明富集的程度越高，其富集分析结果可视

化展示于图 8。

结果显示，富集的通路包括钙信号通路、神经活

性配体-受体相互作用、cAMP信号通路、PI3K-Akt
信号通路、雌激素信号通路、EGFR酪氨酸激酶抑制

剂耐药相关通路、Rap1信号通路、HIF-1信号通路、

TNF信号通路以及 MAPK信号通路。说明牡蛎的

主要活性成分作用靶点广泛分布于多个信号通路，

多成分、多靶点、多通路相互调节是牡蛎抗疲劳的

可能作用机制。其中，钙离子（Ca2+）作为第二信使分

子，通过诱导肌原纤维蛋白构象重排调控肌肉收缩

过程，其浓度稳态对维持肌细胞兴奋-收缩耦联具有

关键作用，当胞质 Ca2+稳态失衡时，会导致肌浆网钙

释放功能障碍，进而引发肌肉收缩无力及代谢性疲

劳。线粒体作为细胞能荷调控中枢，其基质 Ca2+浓
度在运动刺激下呈现显著性升高，这种浓度变化对细

胞代谢和能量供应起着重要的调节作用[37]。但过量

Ca2+内流会导致线粒体膜电位降低，引发膜电位崩

溃，伴随 ROS爆发和线粒体 DNA损伤，因此，Ca2+

信号的调控对于维持运动状态下的细胞能量稳态具

有重要意义[38]。神经活性配体-受体相互作用通路涉

及神经递质的释放和转运，在生理上与神经功能相

关，其中包括多巴胺受体、5-HT受体等皆与中枢疲

劳密切相关[39]。PI3K/Akt信号通路与葡萄糖代谢密

切相关，对于调控细胞能量代谢至关重要，且受胰岛

素、生长因子、能量缺乏、缺氧微环境等多维度调

控。赵文瑾[40] 的研究表明，芫根多糖能够激活 PI3K/
Akt/mTOR信号通路，调节能量代谢，缓解运动疲劳

导致的氧化应激损伤，从而发挥抗疲劳作用。MAPK
信号通路在维持机体氧化-抗氧化动态平衡中发挥重

要作用[41]。有研究指出，姜黄素可通过调控 MAPK
通路，减轻过度训练所致的骨骼肌氧化应激损伤，从

而改善大鼠运动疲劳状态[42]。

 2.2.5   分子对接结果　在 PPI网络中，连接度值排名

前 5的核心靶蛋白为 SRC、ESR1、EGFR、PPARG
和 PTGS2，将其与网络中度值筛选排名前 5的活性

成分（1,5-戊二胺、色胺、4-叔辛基苯酚、辛弗林、去

 

图 6    蛋白相互作用网络图（左）及核心靶点图（右）

Fig.6    Protein interaction network (left) and core target (right)
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图 8    KEGG信号通路富集图

Fig.8    KEGG signal pathway enrichment map
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甲肾上腺素）进行分子对接，通过分子对接可以验证

上述网络药理分析结果的可靠性。一般认为当结

合能呈现负值时，意味着该化合物能够自发地与蛋

白质发生结合，而且，结合能的数值越低，化合物自

发结合的可能性就越高[43]。如表 1所示，大部分对

接结果的结合能小于−4.0 kcal/mol，表明牡蛎中筛选

的活性成分与获得的抗疲劳潜在靶标有较强的亲

和能力[44]。因此，进一步选择结合能较小的探究活

性成分与受体的作用力及其活性位点，结果如图 9

所示。

 
 

4_tert_Octylphenol_PTGS2 Norepinephrine_PTGS2

Synephrine_PTGS2 Cadaverine_ESR1

a b

c d

图 9    关键活性成分与核心靶点蛋白的分子对接图

Fig.9    Molecular docking diagram of key active ingredient and core target protein
注：a、b、c分别代表 4-叔辛基苯酚、去甲肾上腺素、辛弗林与 PTGS2的分子对接情况；d为 1,5-戊二胺与 ESR1的分子对接情
况；毛刷状表示与配体发生的疏水作用，绿色虚线代表与配体结合产生的氢键。
 

如图 9所示，4-叔辛基苯酚（4-tert-Octylphenol）

与 PTGS2的 Met522形成 1个氢键，与 13个残基产

生疏水相互作用，这些残基包括 Val523、Tyr348、

Ala527、Gly526、Phe529、Leu531、Val349、Tyr385、

Val344、Phe205、Phe381、Phe209、Leu534。去甲肾

上 腺 素 （ Norepinephrine） 与 PTGS2于 Ala199、

Gln203、His207形成氢键，与残基 Ala202、Tyr385、

Thr206、Leu390、Leu391形成疏水作用。辛弗林

（Synephrine）与 PTGS2于 Thr206、Tyr385形成氢

键 ， Asn382、 His386、 His207、 Gln203、 Ala202、

Ala199、Leu390 7个残基围绕在 Synephrine周围，

与其形成疏水作用。1,5-戊二胺（Cadaverine）与

ESR1于 Glu385、Ser518、Ser381、Ser456、Thr460

形成氢键，与残基 Arg515、Asn519、His516、Gly457

产生疏水相互作用。以上结果表明，牡蛎活性成分与

抗疲劳的关键作用靶点结合较好。

 3　结论
本研究采用广泛靶向代谢组学方法，首次对牡

蛎消化产物的化学成分进行了全面鉴定。在初始

相、口腔相、胃相和肠相共鉴定出了 1231个代谢物，

涵盖 17个类别：氨基酸及其代谢物（409个）、脂肪酰

类（162个）、有机酸及其衍生物（143个）、核苷酸及

其代谢物（96个）、苯及其衍生物（83个）、甘油磷脂

类（75个）、杂环化合物（62个）、碳水化合物及其代

谢物 （60个）、醇、胺类（44个）、醛、酮、酯类

（22个）、辅酶和维生素（17个）、其他（16个）、胆汁

酸（15个）、激素及激素相关物质（15个）、甘油脂类

（5个）、鞘脂类（4个）以及色胺、胆碱、色素（3个）。

进一步借助网络药理学分析，筛选出具有潜在抗疲劳

的活性成分 181个、交集靶点 106个，主要包括 1,5-

戊二胺、色胺、4-叔辛基苯酚、辛弗林、去甲肾上腺

素等，共涉及 13类物质，其中以脂肪酰和氨基酸及

 

表 1    牡蛎部分关键活性成分与 PPI网络中核心靶点的
分子对接结合能（ kcal/mol）

Table 1    Molecular docking binding energy of some key active
components of Crassostrea gigas and core

targets in PPI network (kcal/mol)

活性成分 EGFR ESR1 PPARG PTGS2 SRC

4-叔辛基苯酚 −5.62 −7.54 −6.77 −7.66 −7.38
1,5-戊二胺 −4.1 −4.48 −3.77 −4.46 −4.07

去甲肾上腺素 −6.0 −6.84 −5.80 −6.90 −5.79
辛弗林 −5.60 −6.41 −5.57 −6.59 −6.21
色胺 −6.02 −6.52 −6.11 −6.90 −6.41
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其代谢物占主导，潜在核心靶点包括 SRC、ESR1、
EGFR、PPARG、PTGS2等，参与的信号通路包括钙

信号通路、神经活性配体-受体相互作用、PI3K/Akt
信号通路、MAPK信号通路、cAMP信号通路、HIF-
1信号通路、TNF信号通路、雌激素信号通路等。最

后通过利用分子对接技术对牡蛎的关键活性成分与

核心靶点进行对接验证，结果显示这些牡蛎活性成分

与抗疲劳的关键作用靶点结合较好。但上述预测结

果尚未通过体内及分子水平的验证，后续研究需要体

内实验进一步完善。

© The Author(s)  2026.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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