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摘要：目的　通过靶向代谢组学整合网络药理学研究栀子缓解其自身成分京尼
平所致肝毒性的效应，即“自解毒”效应，并探讨其机制。方法　将昆明种雄性
小鼠随机分为３组（ｎ＝８），分别为空白组、对照组和实验组。空白组灌胃给予
０５％羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）空白溶剂，对照组灌胃给于１００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１

京尼平，实验组灌胃给于１００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１的京尼平和５２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１的
栀子水提物粉末。连续给药 ２８ｄ后，用全自动生化分析仪检测血清生化指标，
用苏木精伊红（ＨＥ）染色法进行肝组织病理学检测，用超高效液相色谱－串联质
谱系统（ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法定量分析差异代谢物并进行靶向代谢组学分析，并
分别预测栀子活性化合物、京尼平和肝损伤相关的靶点。最后，整合代谢组学和

网络药理学的结果筛选出栀子自解毒效应相关的潜在靶点。结果　实验组、对
照组和空白组的谷丙转氨酶（ＡＬＴ）分别为（３５７５±８５０）、（５３００±１４４３）和
（３７３８±３１１）Ｕ· Ｌ－１；谷草转氨酶 （ＡＳＴ）分别为 （１２３３８±３１４０）、
（１４６５０±１９７３）和（１１５７５±１７４４）Ｕ·Ｌ－１；实验组的ＡＬＴ与对照组比较显著
降低，在统计学上差异有统计学意义（Ｐ＜００５），试验组的 ＡＳＴ与对照组比较，
在统计学上差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。靶向代谢组学共筛选出８种特征性
内源性代谢物，分别是延胡索酸、异柠檬酸、马来酸、鸟氨酸、氨基己二酸、异石胆

酸、哌啶酸和吡咯－２－羧酸，这８种差异代谢物诱导的代谢途径主要与精氨酸
生物合成和三羧酸循环（ＴＣＡ）代谢途径相关。结论　栀子主要通过影响精氨酸
生物合成和ＴＣＡ代谢途径，改善京尼平所致肝脏内源性代谢物的代谢紊乱，并
作用于相应靶点改善炎症和氧化应激，缓解京尼平导致的肝损伤，发挥自解毒

效应。
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　　栀子（ＧａｒｄｅｎｉａｊａｓｍｉｎｏｉｄｅｓＥｌｌｉｓ），茜草科植物，药
用为其干燥成熟果实，功效丰富，药效显著，因中医临

床在长期使用过程中未发现明显毒性，被归为无毒中

药［１］。然而，近年来有研究报道栀子存在肝毒性，限

制了栀子的应用及研发［２－３］。研究表明，栀子中的首

要药理活性成分京尼平苷的肠道水解产物京尼平的

明确肝毒性是栀子安全性被质疑的关键原因［３］。有

研究通过体内和体外实验明确了京尼平的肝毒性［４］，

并发现栀子可缓解京尼所致肝毒性，即栀子存在“自

解毒”效应，这可能是栀子作为中药使用无毒的主要

原因，但相关机制有待明确。因此，本研究以小鼠为

研究对象，用靶向代谢组学方法研究栀子的自解毒效

应，并对其机制进行初步探讨，旨在为促进栀子的应

用、研发与推广奠定基础，同时为中药的安全性、合理

性和科学性的阐释以及中药毒性的研究和确证提供

新的依据和研究思路。

材料与方法

１　材料
实验动物　ＳＰＦ级昆明种雄性小鼠，鼠龄４周，体

质量１８～２２ｇ，购自兰州生物制品研究所有限责任公
司，生产许可证编号：ＳＣＸＫ（甘）２０２２－０００１。于甘肃

省药品检验研究院饲养与实验，使用许可证编号：

ＳＣＸＫ（甘）２０２０－０００６，饲养温度 ２０～２５℃，湿度
４０％～６０％，自由进食和饮水，定期更换消毒垫料。
本研究由兰州大学第一临床医院伦理委员会审批通

过（伦理批号：ＬＤＹＹＬＬ２０２１－７７）。
药品与试剂　京尼平，批号：２２０３１８０１，纯度：

＞９８％，成都康邦生物科技有限公司生产；栀子中药
饮片，批号：２１１２０２，符合《中国药典》［５］２０２０版一部
栀子项下的规定，且饮片中主要活性成分京尼平苷的

含量为５８２％（ｇ／ｇ）＞１８％，含量亦符合药典规定，
饮片样本保存于兰州大学第一医院药剂科，甘肃冠兰

中药饮片公司生产；靶向代谢组学分析所用３０６种内
源性物质的标准品和试剂，由麦特绘谱生物科技（上

海）有限公司提供。

仪器　ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ－ＸｅｖｏＴＱ－Ｓ超高效液
相色谱－串联质谱联用仪（ｕｌｔｒａ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ／ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ），美国 ＷａｔｅｒｓＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ公司产品；
ＴＢＡ－２０００ＦＲ全自动生化分析仪，日本东芝医疗系统
有限公司产品；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ酶标仪，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司产品；ＬＴ－２２４Ｓ分析天平，北京赛多利斯公司产
品；ＦＤ－１Ｃ－５０冷冻干燥机，上海比朗仪器制造有限
公司产品。
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２　实验方法
２１　栀子水提物粉末的制备

栀子饮片用 １０倍量的纯化水浸泡 ４ｈ，期间每
１５ｍｉｎ搅拌１次，随后加热，待沸腾后保持微沸不喷锅
状态煎煮１ｈ后，趁热过滤；药渣继续加入１０倍量的
纯化水，如前法煎煮过滤，合并２次过滤后的药液；药
液浓缩至原药液体积的１／１０，转入冷冻干燥机配套的
物料盘和瓶中，于－８０℃冰箱冷冻２４ｈ后，于－５５℃、
真空度＜１０Ｐａ条件下冷冻干燥 ４８ｈ，研磨过４目筛
后获得栀子水提物粉末，以下简称为栀子粉末，提取

率为３２７５％，即：１ｇ粉末相当于３ｇ栀子原药材，栀
子粉末中京尼平苷含量为（９６０１±０７６）ｍｇ·ｇ－１。
２２　动物分组及处置方法

昆明种雄性小鼠２４只，按体质量随机分为３组
（ｎ＝８），分别为空白组、对照组及实验组。其中，空白
组灌胃给予 ０５％羧甲基纤维素钠（ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ
ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ－Ｎａ，ＣＭＣ－Ｎａ）空白溶剂，对照组灌胃给予
１００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１京尼平，实验组灌胃给予含
１００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ 的 京 尼 平 和 按 京 尼 平 苷
５０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１的剂量校准后５２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１

的栀子粉末，每天给药１次，连续２８ｄ。之后小鼠禁
食６ｈ，次日称重、水合氯醛麻醉后，摘眼球取血，分离
血清，处死分离肝脏，称重，拍照记录肝形态，计算肝

系数（肝质量／体质量）。血清和肝组织样本获取后及
时存储于－８０℃，用于后续相关指标测定。
２３　小鼠的血清生化指标

用全自动生化分析仪检测谷丙转氨酶（ａｌａｎｉｎｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）和 谷 草 转 氨 酶 （ａｓｐａｒｔａｔｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）的水平。
２４　小鼠肝病理学分析

用苏木精 －伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色
法对小鼠的肝病理学进行分析，在未告知分组的情况

下，由成都里来生物科技有限公司完成。

２５　靶向代谢组学分析
用ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法定量分析肝组织中３０６种常

见内源性物质的含量［６］，并以靶向代谢组学方法进行

数据的处理与分析，寻找特征变化的内源性物质，并

阐释潜在的机制。

肝样本处理　快速称取肝组织１０ｍｇ，加入超纯
水２０μＬ，氧化锆珠匀浆３ｍｉｎ后，加入预冷的含内标
的 甲 醇 溶 液 １２０ μＬ，继 续 匀 浆 ３ ｍｉｎ，以
１０３６３ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，取上清液至９６孔板中，
于ＥｐｐｅｎｄｏｒｆｅｐＭｏｔｉｏｎ工作站中在每孔中加入新配制
的衍生化试剂 ２０μＬ，将板密封，置于 ３０℃衍生化

６０ｍｉｎ，样品蒸发２ｈ。随后，加入预冷的５０％甲醇溶
液３３０μＬ，将板置于－２０℃冷藏２０ｍｉｎ，再于４℃下，
以４８８０ｒ·ｍｉｎ－１离心３０ｍｉｎ，取上清液１３５μＬ，转至
新９６孔板，每孔中加入１０μＬ内标。同时制作标准，
最后用于ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ定量分析，方法学部分详见
参考文献［６］。

ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析　色谱条件：ＡＣＱＵＩＴＹ
ＵＰＬＣＢＥＨＣ１８ＶａｎＧｕａｒｄ预柱（２１ｍｍ×５０ｍｍ，
１７μｍｏｌ），色 谱 柱 为 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８
（２１ｍｍ×１０００ｍｍ，１７μｍｏｌ）；柱温４０℃；样品管
理器温度１０℃；流动相Ａ相为０１％甲酸水溶液，Ｂ相为
乙腈∶异丙醇（７０∶３０）；梯度洗脱程序为０～１ｍｉｎ
（５％ Ｂ），１～５ｍｉｎ（５％～３０％ Ｂ），５～９ｍｉｎ（３０％～５０％
Ｂ），９～１１ｍｉｎ（５０％ ～７８％ Ｂ），１１～１３５ｍｉｎ（７８％ ～
９５％ Ｂ），１３５～１４ｍｉｎ（９５％～１００％ Ｂ），１４～１６ｍｉｎ
（１００％ Ｂ），１６～１６１ｍｉｎ（１００％ ～５％ Ｂ），１６１～１８
ｍｉｎ（５％ Ｂ）；流速：０４ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样体积５μＬ。
质谱条件：电喷雾离子源正离子模式下电压１５００Ｖ，
负离子模式下电压２０００Ｖ；离子源温度１５０℃；脱溶
剂温度５５０℃；脱溶剂气流１０００Ｌ·ｈ－１。质量控制
（ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＱＣ）样本为包含有测试混合对照品
的样本、内标和混合的生物样本的混合物，与其他样

本同步制备，每１４个测试样品后进行 ＱＣ样本测试，
确保系统稳定性和分析结果的准确性。

数据统计与分析　用ＴＭＢＱ软件对 ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
生成的原始数据文件进行处理，对每一个代谢物进行

峰的集成、校准和定量，用 ｉＭＡＰ平台进行数据处理、
解释和可视化，并分别就空白组和对照组以及实验组

进行２组间的多维和单维统计分析，多维统计分析用
偏最小二乘判别分析（ｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＬＳ－ＤＡ）和正交偏最小二乘判别分析
（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，
ＯＰＬＳ－ＤＡ），单维统计分析依据数据的正态性和方差
齐性选取独立样本 ｔ检验、Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ－Ｗｉｌｃｏｘｏｎ
（Ｕ－ｔｅｓｔ）进行２组间差异代谢物分析。结合多维统
计分析结果以变量重要性投影（ｖａｒｉａｂｌｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｉｎ
ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，ＶＩＰ）＞１和单维统计分析结果Ｐ＜００５取交
集筛选栀子自解毒的差异性代谢物，进行通路富集分

析，并对比自解毒差异代谢物在３组间的变化趋势。
２６　网络药理学分析

在 ＴＣＭＳＰ（ｈｔｔｐｓ：／／ｏｌｄｔｃｍｓｐ－ｅ．ｃｏｍ／ｔｃｍｓｐ．
ｐｈｐ）数据库中以“栀子”为关键词，筛选口服生物利用
度（ｏｒａｌｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ，ＯＢ）≥ ３０％和药物相似性
（ｄｒｕｇ－ｌｉｋｅｎｅｓｓ，ＤＬ）≥ ０１８的栀子活性成分和靶
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１７Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３９）

点。在 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅ
ｄｉｃｔｉｏｎｃｈ／）数据库中预测栀子活性成分的靶点，将在
ＴＣＭＳＰ数据库和 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数据库中靶点
汇总并筛除重复值后得到栀子相关的靶点。在

ＴＣＭＳＰ数据库、ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｌｉｌａｂ－
ｅｃｕｓｔｃｎ／ｐｈａｒｍｍａｐｐｅｒ／ｉｎｄｅｘｈｔｍｌ）和 ＳｕｐｅｒＰｒｅｄ数据
库（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｃｈａｒｉｔｅｄｅ／）中筛选京尼平相关
靶点，整合３个数据库，去除重复值后将获得的数据
信息作为京尼平的靶点。随后，以“ｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄｄｒｕｇ
ｉｎｄｕｃｅｄｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ”为关键词在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗｇｅｎｅｃａｒｄｓｏｒｇ／）和 ＤｉｓＧｅＮＥＴ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｄｉｓｇｅｎｅｔ．ｏｒｇ）数据库中搜索肝损伤的靶点，整合２个
数据库，去除重复值后，获得肝损伤相关靶点。用

Ｖｅｎｎｙ２１０在线网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｌｉｕｘｉａｏｙｕｙｕａｎ．
ｃｎ／）对获得的栀子成分靶点、肝损伤靶点和京尼平靶
点取交集，获得栀子自解毒效应的可能靶点。

２７　靶向代谢组学整合网络药理学分析
在 ＰｕｂＣｈｅｍ 数 据 库 （ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．

ｎｌｍｎｉｈｇｏｖ）中搜索栀子自解毒效应差异性代谢物的
ＳＭＩＬＥＳ号，在 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数据库进行代谢
物靶点预测，筛选 Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ＞０的靶点，最终整合网
络药理学和代谢组学获得的靶点。

２８　分子对接分析
用Ｓｃｈｒｄｉｎｇｅｒ软件进行代谢物和靶点的分子对

接。首先，通过 ＰｕｂＣｈｅｍ（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／）数据库下载差异代谢物的结构，通过
ＵｎｉＰｒｏｔ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗｕｎｉｐｒｏｔｏｒｇ／） 数 据 库 和

ＲＣＳＢＰＤＢ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗｒｃｓｂｏｒｇ／）数据库下载靶点
蛋白的晶体结构。使用 Ｓｃｈｒｄｉｎｇｅｒ软件中的 Ｐｒｏｔｅｉｎ
ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎＷｏｒｋｆｌｏｗ模块处理靶点蛋白，包括补充缺
失的侧链、去除水分子、补充缺失的环、能量优化等。

同时使用 Ｌｉｇｐｒｅｐ模块处理代谢物，保持默认参数。
在ＲｅｃｅｐｔｏｒＧｒｉｄＧｅｎｅｒａｔｉｏｎ模块，以蛋白晶体结构中
存在的配体小分子的位置为对接格点的中心，构建对

接盒子。根据完成的对接格点的中心，将处理过的代

谢物与蛋白进行分子对接，对接过程保持默认参数。

用 Ｐｙｍｏｌ软件将栀子自解毒靶点和相应代谢物之间
的结合构象进行可视化［７］。打分值越小，结合能越

小，结合构象越稳定，配体和受体之间的亲和力越高。

一般认为，当对接打分值 ＜ －５ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１时，结合
构象较稳定，配体和蛋白之间相互作用的可能性

更大［８－９］。

３　统计学处理
用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８２１软件进行统计分析和绘

图，数据以 珋ｘ±ｓ表示，２组间的比较用独立样本 ｔ检
验，３组及以上数据用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），并
进一步用Ｔｕｋｅｙ事后检验进行多重比较。

结　　果

１　栀子对小鼠血清生化指标的影响
实验 组、对 照 组 和 空 白 组 的 ＡＬＴ分 别 为

（３５７５±８５０）、（５３００±１４４３）和（３７３８±３１１）
Ｕ·Ｌ－１； ＡＳＴ 分 别 为 （１２３３８ ± ３１４０）、
（１４６５０±１９７３）和（１１５７５±１７４４）Ｕ·Ｌ－１，实验
组的ＡＬＴ与对照组比较显著降低，在统计学上差异有
统计学意义（Ｐ＜００５）；实验组的 ＡＳＴ与对照组比
较，在统计学上差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。实验
组、对照组和空白组的体质量分别为（３８９０±３６８）、
（５４９３±３１６）和（４２０６±２４６）ｇ；肝与体质量比（肝
系数）分别为 （００４±０００）、（００４±０００）和
（００４±０００）ｇ·ｇ－１，实验组的体质量与对照组比较
下降，但在统计学上差异无统计学意义（Ｐ＞００５），实
验组的肝系数与对照组比较显著降低，在统计学上差

异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
２　栀子对小鼠肝病理学的影响

进一步考察肝组织病理学，发现京尼平给药

后肝组织出现淋巴细胞浸润、中央静脉充血、肝细

胞坏死等；栀子和京尼平合用后，发现肝颜色明显

向正常恢复，京尼平引起的肝脏病理变化也明显

改善，见图 １。
３　栀子在小鼠中的靶向代谢组学分析
３１　栀子自解毒内源性差异代谢物分析

通过ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ对小鼠肝组织样本中３０６种
常见内源性代谢物定量分析。将所有肝组织样本等

量混合后得到ＱＣ样本。质控结果显示：ＱＣ样本间相
关性系数都大于０９９，说明本次实验检测数据稳定，
质控效果好，可以用于后续分析。３０６种内源性代谢
物中达到最低定量限并可测定的共２２８种，其余７８种
低于最低检测限而未测得。

用有监督的ＰＬＳ－ＤＡ法评估测得药物对代谢物
的影响，结果显示，空白组、对照组和实验组的代谢谱

明显分离，这表示给药后肝的内源性代谢物存在显著

变化，同时还发现实验组的代谢谱处于空白组和对照

组之间，提示栀子可使京尼平所致肝损伤导致的代谢

谱的变化向正常恢复。

为了进一步分析２组之间代谢谱的差异，筛选差
异代谢物，用 ＯＰＬＳ－ＤＡ分析方法，该方法可以过滤
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与分组无关的噪音信号，更好的关注差异代谢物的变

化。结果显示，在 ＯＰＬＳ－ＤＡ模型中，空白组和对照
组（Ｒ２Ｙ＝０９５８，Ｑ２Ｙ＝０７０７）与对照组和实验组之
间（Ｒ２Ｙ＝０９５６，Ｑ２Ｙ＝０７３４）都明显分离，并且
ＯＰＬＳ－ＤＡ模型不存在过度拟合。

根据上述多维统计分析的结果结合单维检验，以

变量重要性投影ＶＩＰ＞１且Ｐ＜００５为标准来筛选可
区分３组的特征性内源性代谢物，共筛选出８种特征
性内源性代谢物，分别为延胡索酸、异柠檬酸、马来

酸、鸟氨酸、氨基己二酸、异石胆酸、哌啶酸和吡咯 －
２－羧酸。与空白组相比，延胡索酸、异柠檬酸和马来
酸显著升高，鸟氨酸、氨基己二酸、异石胆酸、哌啶酸

和吡咯－２－羧酸显著降低；而给于栀子后均可以使
这８种代谢物恢复正常水平。特征性差异代谢物的
变化情况用小提琴图表示，见图２。实验说明，栀子可
以通过逆转京尼平所致小鼠肝损伤情况下肝脏代谢

紊乱发挥其“自解毒”效应。

３２　栀子自解毒差异代谢物的通路分析
为进一步揭示这些差异代谢物引起代谢通路的

变化以阐释栀子自解毒的机制，将上述获得的差异代

谢物导入 Ｍｅｔａｂｏａｎａｌｙｓｔ网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｍｅｔａｂｏａｎ
ａｌｙｓｔ．ｃａ／）进行通路分析，发现上述代谢物主要涉及
９条代谢途径，其中精氨酸生物合成和 ＴＣＡ循环是参
与栀子自解毒效应的主要代谢途径（Ｐ＜００５）。

图 １　用苏木精－尹红（ＨＥ）染色法观察栀子对小鼠肝病理的影响（比例尺：１００μｍ和 ２０μｍ）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＯｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＧａｒｄｅｎｉａｊａｓｍｉｎｏｉｄｅｓＥｌｌｉｓｏｎｍｉｃｅｌｉｖｅｒｐａｔｈｏｌｏｇｙｕｓｉｎｇｔｈｅｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄ（ｓｃａｌｅｂａｒｓ：１００μｍａｎｄ２０μｍ）
Ｓｈｏｒｔｄａｓｈｅｄａｒｒｏｗｓｄｅｎｏｔｅｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ；Ｓｈｏｒｔｓｏｌｉｄａｒｒｏｗｓｄｅｎｏｔｅｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ；Ｌｏｎｇｓｏｌｉｄａｒｒｏｗｓｄｅｎｏｔｅｃｅｎｔｒａｌｖｅｎｏｕｓｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎ；Ａ：Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；

Ｂ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ：Ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ０５％ ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅ（ＣＭＣ－Ｎａ）ｂｙｇａｖａｇｅ；Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ

ｇｅｎｉｐｉｎｂｙｇａｖａｇｅａｔａｄｏｓｅｏｆ１００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：Ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ１００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ｇｅｎｉｐｉｎａｎｄ５２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１Ｚｈｉ－ｚｉ

ａｑｕｅｏｕｓｅｘｔｒａｃｔｐｏｗｄｅｒｂｙｇａｖａｇｅ

图 ２　栀子对京尼平诱导的小鼠肝损伤的差异代谢物浓度变化图
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆＧａｒｄｅｎｉａｊａｓｍｉｎｏｉｄｅｓＥｌｌｉｓｉｎｍｉｃｅｗｉｔｈｇｅｎｉｐｉｎ－ｉｎｄｕｃｅｄｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ
Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１７Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３９）

４　栀子“自解毒”效应的网络药理学分析
在ＴＣＭＳＰ数据库和 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数据库

中获得 ４８８个栀子相关的靶点。在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ和
ＤｉｓＧｅＮＥＴ数据库中共获得 ２１０７个肝损伤的靶点。
在 ＴＣＭＴＰ、ＰｈａｒｍＭａｐｐｅ和 ＳｕｐｅｒＰｒｅｄ数据库中获得
３４２个京尼平相关的靶点。将筛选得到的栀子活性成
分靶点、肝损伤靶点和京尼平相关靶点导入到

Ｖｅｎｎｙ２１０软件后，获得 ８０个共同靶点。通过
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ插件ｃｙｔｏｈｕｂｂａ分析网络拓扑结构，在８０个
靶点中进一步筛选出 ＭＡＰ２Ｋ１、ＨＳＰ９０ＡＡ１、ＭＴＯＲ、
ＭＭＰ９、ＧＳＫ３Ｂ、ＭＡＰＫ１、ＳＴＡＴ１、ＡＫＴ１、ＳＲＣ和 ＣＡＳＰ８
为排名前１０的核心靶点，可能与栀子自解毒效应密
切相关。

５　栀子存在“自解毒”效应
在ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数据库中共获得到１０５个

差异代谢物的靶点。将此结果与网络药理学筛选到

的８０个靶点取交集，获得８个共有靶点，分别是：ＡＲ、
ＨＳＤ１１Ｂ１、ＧＰＢＡＲ１、Ａ２、ＨＭＧＣＲ、ＰＴＰＮ１、ＰＬＡ２Ｇ２Ａ和
ＮＯＳ２，这８个靶点可能是与栀子影响相关代谢途径而
发挥自解毒效应相关的潜在靶点。

用分子对接的方法论证特异性差异代谢物与栀

子自解毒靶点的关系。将筛选获得的８种潜在差异
代谢物：延胡索酸、异柠檬酸、马来酸、鸟氨酸、氨基己

二酸、异石胆酸、哌啶酸和吡咯 －２－羧酸分别与栀子
自解毒作用相关的潜在靶点（ＡＲ、ＨＳＤ１１Ｂ１、ＧＰＢＡＲ１、
ＣＡ２、ＨＭＧＣＲ、ＰＴＰＮ１、ＰＬＡ２Ｇ２Ａ和 ＮＯＳ２）进行分子对
接，来考察代谢物和靶点之间的结合作用，进一步解

释栀子自解毒作用的分子机制。结果显示，栀子自解

毒靶点和相应差异代谢物之间具有很高的结合能力，

其中 ＧＰＢＡＲ１与 异 石 胆 酸 的 对 接 打 分 值 为
－６３３ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１、ＨＳＤ１１Ｂ１与异石胆酸对接打分
值为 －７５５ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１、ＰＬＡ２Ｇ２Ａ与异柠檬酸对接
打分值为－８４７ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１、ＣＡ２与异柠檬酸对接打
分值为－８３３ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１、ＰＴＰＮ１与异柠檬酸对接
打分值为－７８０ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１１、ＨＭＧＣＲ与异柠檬酸对
接打分值为 －５７９ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１、ＡＲ与哌啶酸的对接
分数对接打分值为－５７５ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１，它们之间都可
以形成稳定构象。

讨　　论

栀子是茜草科植物栀子的干燥成熟果实，具有

丰富多样的药理活性，为常用的药食同源性中药，

应用范围广泛。然而，近年来有研究报道栀子及其

主要活性成分京尼平存在肝毒性，严重限制了栀子

的应用及研发。前期研究表明，临床等效剂量的栀

子不仅无明显肝毒性，而且可拮抗其主要活性成分

京尼平所致肝毒性，即可能存在“自解毒”效应。

课题组前期研究发现，相关肝药酶可介导京尼平的

代谢解毒，而栀子可通过调控相关肝药酶促进京尼

平的代谢而通过“减量”而发挥“自解毒”效应，但

其是否可拮抗京尼平毒效而通过“减毒”缓解京尼

平肝毒性及相关靶点仍有待研究。因此，本研究以

昆明种小鼠为研究对象，通过靶向代谢组学整合网

络药理学研究栀子的自解毒效应并初步阐述可能

的机制。

前期通过分别灌胃给予昆明种雄性小鼠不同剂

量（２５、５０和１００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）的京尼平１４天和
２８天以明确京尼平所致肝毒性的“量 －时 －毒”关
系。依 据 前 期 研 究，本 论 文 选 择 灌 胃 给 予

１００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１京尼平诱导肝毒性以考察栀子的
“自解毒”效应。此外，依据前期研究基础和经验以及

降低栀子饮片批次差异的影响，栀子水提物的给药剂

量以相当于其主要质控成分京尼平苷给药剂量为

５０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１进行校准，结合此次栀子水提物中
京尼平苷含量约为９６ｍｇ·ｇ－１，最终换算栀子水提物
粉末的给药剂量为５２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１。实验显示，
栀子可显著逆转京尼平引起的小鼠体重的降低、肝系

数的增加、血清 ＡＬＴ水平的升高，并显著改善京尼平
所致肝细胞坏死、炎症细胞浸润等病理变化，使其向

正常水平恢复，说明栀子确实存在“自解毒”效应。该

自解毒效应的发现揭示了栀子作为传统中药、以水煎

液形式使用时未发现明显肝毒性的主要原因，为栀子

的合理使用奠定了基础，为中药不同于西药，具有其

独特的科学合理性提供了依据，也为中药药效和毒效

的研究提供了新的思路。

内源性代谢物的变化是反应机体病生理变化

的敏感指标，并与病生理机制密切相关［１０］。为进

一步验证栀子的自解毒效应并初步揭示其可能机

制，本研究进一步采用靶向代谢组学方法分析正常

小鼠肝以及给于京尼平和栀子后小鼠肝组织中差

异代谢物和代谢途径的变化。结果显示，栀子可使

京尼平所致肝中内源性代谢产物，尤其是８种特征
性代谢物———延胡索酸、异柠檬酸、马来酸、鸟氨

酸、氨基己二酸、异石胆酸、哌啶酸和吡咯 －２－羧
酸的变化向正常转变，进一步说明栀子存在自解毒

效应。在此基础上，通过分析发现，这 ８种代谢物
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的变化与精氨酸生物合成和 ＴＣＡ循环代谢途径相
关。研究发现，精氨酸生物合成和 ＴＣＡ循环分别
与机体的炎症和氧化应激密切相关［１１－１２］，结合已

有研究，京尼平可诱导炎症和氧化应激而导致肝损

伤，与此同时栀子具有显著的抗炎和抗氧化应激的

能力，表明栀子可能通过改善京尼平所致炎症和氧

化应激损伤而发挥自解毒效应。

在靶向代谢组学的基础上，进一步联合网络药理

学分析发现，ＡＲ、ＨＳＤ１１Ｂ１、ＧＰＢＡＲ１、ＣＡ２、ＨＭＧＣＲ、
ＰＴＰＮ１、ＰＬＡ２Ｇ２Ａ和ＮＯＳ２靶点可能是与栀子影响相
关代谢物后发挥自解毒作用的潜在靶点。通过分子

对接技术验证，这些靶点与所获得的８种特征性差异
代谢物之间的确具有很高的结合力，表明这些靶点与

相应差异代谢物之间存在相互作用。其中 ＨＳＤ１１Ｂ１、
ＧＰＢＡＲ１、ＰＴＰＮ１、ＰＬＡ２Ｇ２Ａ和 ＮＯＳ２等靶点都与炎症
和氧化应激反应密切相关。

本研究提示：结合靶向代谢组学、网络药理学和

分子对接的结果，对栀子自解毒效应的分子机制进可

以行初步阐释，栀子主要通过影响精氨酸生物合成和

ＴＣＡ循环代谢途径，改善京尼平所致肝脏内源性代谢
物的代谢紊乱，从而作用于相应靶点以改善炎症和氧

化应激损伤，最终缓解京尼平导致的肝损伤，发挥自

解毒效应。然而，靶向代谢组学和网络药理学的方法

探究栀子“自解毒”效应及机制仍存在局限性，其中网

络药理学对于毒效靶点及相关通路的筛选高度依赖

于已有研究和现有数据库，且为预测性结果，为今后

研究提供了一定方向，但相关结论还需实验论证。因

此，本论文为栀子自解毒效应分子机制的阐明奠定了

基础并提供了方向，相关机制还有待进一步实验

论证。
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