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摘要：目的　采用高分辨超高效液相色谱串联质谱（ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）技术分析
赶黄草入血成分，结合网络药理学及分子对接，系统解析其治疗原发性硬化性胆

管炎（ＰＳＣ）的物质基础及作用机制。方法　利用高分辨ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析赶
黄草入血成分，通过数据库ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ获取成分靶点；通过ＧＥＯ数据
库以“Ｐｒｉｍａｒｙｓｃｌｅｒｏｓｉｎｇｃｈｏｌａｎｇｉｔｉｓ”为关键词，获取ＰＳＣ相关疾病靶点，并筛选成
分靶点与疾病靶点的交集靶点；利用ＳＴＲＩＮＧ数据库构建蛋白－蛋白互用（ＰＰＩ）
网络，筛选核心靶点；通过 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ平台进行基因本体（ＧＯ）和京都基因与基
因组百科全书（ＫＥＧＧ）富集分析；最后通过ＡｕｔｏＤｏｃｋＶｉｎａ软件进行分子对接验
证。结果　共鉴定出赶黄草入血成分１７４个，成分靶点６６１个，疾病相关靶点
２８７８个，交集靶点１０５个；ＰＰＩ网络分析显示核心靶点为 ＲＡＣ－α丝氨酸／苏氨
酸蛋白激酶（ＡＫＴ１）、热休克蛋白ＨＳＰ９０－α（ＨＳＰ９０ＡＡ１）、ＣＸＣ趋化因子受体４
（ＣＸＣＲ４）、酪氨酸蛋白激酶Ｌｙｎ（ＬＹＮ）以及雄激素受体（ＡＲ）等；ＧＯ分析表明，
赶黄草可能通过调节膜筏上的磷酸转移酶活性等分子功能参与炎症反应等过

程；ＫＥＧＧ富集分析显示，交集靶点显著富集于辅助性 Ｔ细胞１７（Ｔｈ１７）细胞分
化及胆汁分泌等与ＰＳＣ病理机制有关的通路；分子对接结果显示关键成分与核
心靶点具有良好的结合稳定性。结论　本研究分析了赶黄草入血成分，并揭示
了其治疗ＰＳＣ的“多成分、多靶点、多通路”机制，为赶黄草临床治疗ＰＳＣ提供科
学依据。
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　　原发性硬化性胆管炎（ｐｒｉｍａｒｙｓｃｌｅｒｏｓｉｎｇｃｈｏｌａｎｇｉ
ｔｉｓ，ＰＳＣ）是一种以免疫介导的慢性胆管进行性炎症
和纤维化为特征的肝胆疾病。其病理过程主要表现

为肝内外胆管的炎性损伤与结构破坏，导致胆汁流动

受阻、胆管狭窄及继发性肝纤维化。若不加以干预，

病情可逐步进展为肝硬化、门静脉高压乃至肝功能衰

竭［１－３］。目前临床上尚无针对ＰＳＣ的特效药物，现有
治疗手段主要集中在缓解症状和并发症管理，疾病调

控效果有限。赶黄草，又名扯根菜，为虎耳草科扯根

菜属植物赶黄草 ＰｅｎｔｈｏｒｕｍｃｈｉｎｅｎｓｅＰｕｒｓｈ的全草，作
为我国传统中药之一，最早记载于明代《救荒本草》。

其性味苦凉，具清热解毒、利湿退黄、活血散瘀、利水

消肿之功效，在民间常用于治疗黄疸、水肿及跌打损

伤等症。本课题组前期研究发现，赶黄草总黄酮提取

物可显著改善ＰＳＣ模型动物的肝组织损伤、减轻胆汁
淤积及抑制肝纤维化进程［４］。然而，其发挥药效的物

质基础及分子机制尚未明确。网络药理学及分子对

接技术作为计算药理学的重要部分，在中药复杂体系

作用机制解析中展现出重要价值。该方法通过构建

“成分－靶点－通路－疾病”多维网络，能够系统阐释
中药多成分、多靶点、多通路的协同调控特性［５］。然

而，传统网络药理学研究多依赖数据库已有成分信

息，可能造成分析结果同质化，难以真实反映特定药

材的体内药效物质。为克服这一局限，本研究采用超

高效液相色谱 －串联质谱（ｕｌｔｒａ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＵＰＬＣ－
ＭＳ／ＭＳ）技术鉴定赶黄草的体内入血成分，在此基础
上结合网络药理学与分子对接方法，系统筛选其作用

于ＰＳＣ的关键靶点与信号通路，揭示赶黄草治疗 ＰＳＣ
的药效物质基础及分子机制，以期为该药材的现代化

研究与临床转化提供科学依据。

材料与方法

１　材料
动物　ＳＰＦ级雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，鼠龄８周，体

质量１８～２２ｇ，斯贝福（北京）生物技术有限公司提
供，动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０２４－０００１。本研
究经中央民族大学动物伦理委员会批准（伦理批号：

ＥＣＭＵＣ２０２４００８ＡＡ）。
药品与试剂　赶黄草中药材，规格：每袋１ｋｇ，批

号：Ｇ２１０９１３，产地：四川泸州，购自河北保定安国云天
商贸有限公司，经中央民族大学黄火强副教授鉴定为

虎耳草科扯根菜属植物赶黄草的干燥全草；７５％乙
醇，规 格：每 瓶 ２５Ｌ，纯 度：≥ ７５０％，批 号：
２０２３０３１９，北京市通广精细化工公司生产；甲醇，规
格：每瓶 １Ｌ，纯度：≥９９９２％，批号：９００６８８，美国
Ｍｅｒｃｋ公司生产；乙腈，规格：每瓶 １Ｌ，纯度：
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ２Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４８）

≥９９９２％，批号：９００６６７，美国 Ｍｅｒｃｋ公司生产；甲
酸，规格：每瓶 ５０ｍＬ，纯度：９８％ ～１００％，批号：
５３３００２００５０，美国Ｍｅｒｃｋ公司生产。

仪器　ＲＥ－２０００Ａ型旋转蒸发仪，中国上海亚荣
生化仪器厂产品；ＣＨＲＩＳＴＡＬＰＨＡ１－２型冷冻干燥
机，德国 Ｃｈｒｉｓｔ／Ｓｉｇｍａ公司产品；ＭＨ－１６５０Ｒ型台式
高速冷冻离心机，中国美瑞克仪器有限公司产品。

ＴｒｉｐｌｅＴＯＦ６６００型和 ＱＴＲＡＰ４５００型 ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ，
美国ＳＣＩＥＸ公司产品。
２　实验方法
２１　赶黄草提取物成分及入血成分分析
２１１　赶黄草的提取

将５００ｇ赶黄草全草切成小段，加入 ５０００ｍＬ
７５％乙醇中，加热回流提取２ｈ，该提取过程重复３次。
合并赶黄草提取液经滤过、浓缩及冷冻干燥后获得赶

黄草提取物冻干粉 ７９４ｇ，赶黄草提取物得率为
１５８８％［４］。

２１２　动物实验
１０只小鼠通过口服灌胃给予赶黄草每次

４ｇ·ｋｇ－１（以生药量计）［６］，每天给药 ２次，共给药
７次，于首次给药前（设为空白血清对照）及末次给药
后０５、２、８ｈ，通过眼眶静脉丛采血约５０μＬ，为了最
大化捕获中药成分，等体积合并给药后各采血点的血

清作为含药血清，储存于－８０℃，待后续质谱分析。
２１３　样品前处理

采用高分辨 ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ对赶黄草提取物及
含药血清中的成分进行分析。称取５０ｍｇ赶黄草提
取物冻干粉加入１２００μＬ预冷至－２０℃的７０％甲醇
水提取液。吸取５０μＬ血清，加入３００μＬ７０％甲醇
水提取液。提取物及血清样本分别经涡旋震荡处理，

随后以１２０００ｒｐｍ离心３ｍｉｎ。上清液经０２２μｍ微
孔滤膜过滤后上样分析。

２１４　质谱检测方法
质谱检测委托迈维代谢生物科技公司进行。

定性分析采用高分辨 ＴｒｉｐｌｅＴＯＦ６６００质谱系统。
离子源参数设置如下：雾化气与辅助气压力均为

５０ｐｓｉ，气帘气压力２５ｐｓｉ，离子源温度５００℃，去簇电
压±６０Ｖ，喷雾电压５５００／－４５００Ｖ。一级全扫描质
量范围为ｍ／ｚ５０－１２５０，累积时间２００ｍｓ，采用动态
背景扣除；二级扫描质量范围为 ｍ／ｚ５０－１２５０，累积
时间５０ｍｓ，碰撞能量 ±３０Ｖ，碰撞能量扩展 ±１５Ｖ，
触发强度阈值为１００ｃｐｓ。实验设置中排除４Ｄａ内的
同位素峰，质量偏差容限５０ｐｐｍ，每个扫描周期最多
采集１０个二级质谱图。化合物鉴定基于精确分子质

量、二级碎片、同位素分布及保留时间，通过智能二级

谱匹配方法将样本数据与 ＭｅｔＷａｒｅ数据库进行比对，
质量误差与二级谱匹配误差容限均设为２０ｐｐｍ。相
对定量分析采用 ＡｇｉｌｅｎｔＳＢ－Ｃ１８反相色谱柱
（１８μｍ，２１ｍｍ×１００ｍｍ）。流动相组成：Ａ相为
０１％甲酸水溶液，Ｂ相为０１％甲酸乙腈溶液。梯度
洗脱程序设定为：初始５％ Ｂ相，随后于９ｍｉｎ内线性
递增至９５％ Ｂ相并维持１ｍｉｎ，１０～１１ｍｉｎ恢复至初
始比 例 后 平 衡 至 １４ ｍｉｎ。柱 温 ４０ ℃，流 速
０３５ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量 ２μＬ。质 谱 检 测 采 用
ＱＴＲＡＰ４５００质谱系统。电喷雾离子源温度５５０℃，
喷雾电压５５００／－４５００Ｖ，气帘气、雾化气与辅助气
压力分别为２５、５０和６０ｐｓｉ。采用多反应监测模式进
行分析，碰撞能量设置为中级。

２２　活性成分与靶点验证
２２１　赶黄草成分靶点筛选［７］

将ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ鉴定出的赶黄草入血成分输
入瑞士吸收、分布、代谢、排泄预测平台（Ｓｗｉｓｓａｂｓｏｒｐ
ｔｉｏｎ，ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，ａｎｄｅｘｃｒｅｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
ｐｌａｔｆｏｒｍ，ＳｗｉｓｓＡＤＭＥ）（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓａｄｍｅｃｈ／），以胃
肠吸收显示“Ｈｉｇｈｔ”并且类药性结果中至少有 ３个
“Ｙｅｓ”为标准，筛选成分。将筛选后成分输入瑞士靶
点预 测 平 台 （ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ）（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｃｈ／），以 Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ＞０１为
标准，去除重复靶点，得到赶黄草成分靶点。

２２２　ＰＳＣ相关靶点筛选［８］

在基因表达综合数据库（ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｍｎｉ
ｂｕｓ，ＧＥＯ）（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／ｇｅｏ／）数
据库中以“Ｐｒｉｍａｒｙｓｃｌｅｒｏｓｉｎｇｃｈｏｌａｎｇｉｔｉｓ”为关键词检
索，筛选得到与 ＰＳＣ相关数据集 ＧＳＥ１５９６７６，从数据
集中选取６名健康志愿者与１２名 ＰＳＣ患者的肝组织
转录组测序数据。使用 ＧＥＯ在线分析工具 ＧＥＯ２Ｒ，
以健康志愿者样本作为对照，ＰＳＣ患者样本作为实验
组进行差异表达分析。基因表达差异的统计显著性

设定为Ｐ值＜００５，据此筛选出ＰＳＣ患者相较于健康
志愿者具有显著表达差异的基因，去除重复值，作为

后续分析的ＰＳＣ疾病靶点。
２２３　交集靶点的获取

将赶黄草成分靶点与ＰＳＣ疾病靶点取交集，获得
交集靶点。

２２４　赶黄草有效成分 －交集靶点网络图的构建及
分析［９］

用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３１０１软件构建赶黄草有效成分－
交集靶点网络，并分析有效成分及靶点的网络拓扑参
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数，推测核心靶点及发挥药效的主要有效成分。

２２５　蛋白 －蛋白互作（ｐｒｏｔｅｉｎ－ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃ
ｔｉｏｎ，ＰＰＩ）分析、基因本体论（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）及
京都基因与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆ
ｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）富集分析［１０］

将交集靶点导入相互作用基因／蛋白质检索工具
（ｓｅａｒｃｈｔｏｏｌｆｏｒｔｈｅｒｅｔｒｉｅｖａｌｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｇｅｎｅｓ／ｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ，ＳＴＲＩＮＧ）（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｎｓｔｒｉｎｇ－ｄｂｏｒｇ／），进行
ＰＰＩ分析，利用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３１０１软件进行可视化。将
交集靶点导入Ｍｅｔａｓｃａｐｅ平台（ｈｔｔｐｓ：／／ｍｅｔａｓｃａｐｅｏｒｇ／
ｇｐ／＃／ｍａｉｎ／ｓｔｅｐ１），依次进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ富集分析，
并利用微生信平台（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｃｏｍｃｎ／）
进行可视化。

２２６　活性成分与核心靶点的分子对接验证［１１］

在公共化学化合物数据库（ＰｕｂＣｈｅｍ）（ｈｔｔｐｓ：／／
ｐｕｂｃｈｅｍｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／）分别搜索 “Ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ
ｃｈａｌｃｏｎｅ”、“Ｔａｎｇｅｒｅｔｉｎ”、“６，１０，１４－Ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｐｅｎｔａｄｅ
ｃａ－５，９－Ｄｉｅｎｅ－２，１３－Ｄｉｏｎｅ”“３′，４′，５′，５，７－Ｐｅｎ
ｔａｍｅｔｈｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ”、“Ｅｔｈｙｌ（１０Ｚ，１３Ｚ）－ｈｅｘａｄｅｃａ－１０，
１３－ｄｉｅｎｏａｔｅ”获得活性成分小分子２Ｄ结构的结构数
据文件（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ－ｄａｔａｆｉｌｅ，ＳＤＦ），并用 ＯｐｅｎＢａｂｅｌ
３１１软件将ＳＤＦ格式文件转化为 ＴｒｉｐｏｓＭｏｌ２格式
文件；从蛋白质结构数据库（ｐｒｏｔｅｉｎｄａｔａｂａｎｋ，ＰＤＢ）
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗｒｃｓｂｏｒｇ／）下载核心靶点的 ＰＤＢ文件
格式。利用ＡｕｔｏＤｏｃｋＶｉｎａ软件进行分子对接。通过
结合能值评价活性成分与靶蛋白匹配的稳定性。最

后使用Ｐｙｍｏｌ软件作出３Ｄ结合模式图。

结　　果

１　赶黄草入血成分、成分靶点及 ＰＳＣ疾病靶点的
筛选

利用 ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ共鉴定出赶黄草提取物成
分３３１个，其中入血成分１７４个。将１７４个入血成分
输入ＳｗｉｓｓＡＤＭＥ根据方法２２１中吸收及类药性判
断，得到符合条件的成分有９５个。将符合条件的９５
个化合物输入 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数据库中，获取
对应的靶点，以 Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ＞０１为筛选标准，去除重
复后获得成分靶点６６１个。按照方法２２２获得ＰＳＣ
疾病靶点２８７８个。将赶黄草成分靶点与ＰＳＣ疾病靶
点取交集，获得１０５个交集靶点。此１０５个交集靶点
对应的赶黄草成分有４７个，见表１，这４７个成分可能
是赶黄草治疗 ＰＳＣ的有效成分。利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
３１０１软件构建赶黄草有效成分 －交集靶点网络关

　　表１　赶黄草有效成分
Ｔａｂｌｅ１　ＡｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｏｆＰｅｎｔｈｏｒｕｍｃｈｉｎｅｎｓｅＰｕｒｓｈ

中文名 英文名　　 度值

柚皮素查耳酮 Ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎｃｈａｌｃｏｎｅ ２１
桔皮素 Ｔａｎｇｅｒｅｔｉｎ ２０
６，１０，１４－三甲基十五碳－５，
９－二烯－２，１３－二酮

６，１０，１４－Ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｐｅｎｔａｄｅｃａ－
５，９－Ｄｉｅｎｅ－２，１３－Ｄｉｏｎｅ

１９

３′，４′，５′，５，７－五甲氧基黄酮 ３′，４′，５′，５，７－Ｐｅｎｔａｍｅｔｈｏｘｙ
ｆｌａｖｏｎｅ

１８

十六碳－１０，１３－二烯酸乙酯 Ｅｔｈｙｌ（１０Ｚ，１３Ｚ）－ｈｅｘａｄｅｃａ－
１０，１３－ｄｉｅｎｏａｔｅ

１８

乔松素 Ｐｉｎｏｃｅｍｂｒｉｎ １７
山姜素 Ａｌｐｉｎｅｔｉｎ １７
４－［３－（４，８－二甲基壬 －３，
７－二苯基）－３－甲基环氧乙
烷－２－基］丁－２－酮

４－［３－（４，８－ｄｉｍｅｔｈｙｌｎｏｎａ－
３，７－ｄｉｅｎｙｌ）－３－ｍｅｔｈｙｌｏｘｉｒａｎ
－２－ｙｌ］ｂｕｔａｎ－２－ｏｎｅ

１６

柚皮素 Ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ １６

芦荟大黄素－９－蒽酮 Ａｌｏｅ－Ｅｍｏｄｉｎ－９－Ａｎｔｈｒｏｎｅ １５

３，５，７－三羟基黄烷酮 ３，５，７－Ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙｆｌａｖａｎｏｎｅ １４
３－Ｏ－甲基鞣花酸 ３－Ｏ－Ｍｅｔｈｙｌｅｌｌａｇｉｃａｃｉｄ １４
Ｎ－十二烷基乙醇胺 Ｌａｕｒｙｌｄｉｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ １４
去－Ｏ－甲基毛狄泼老素 Ｄｅ－Ｏ－Ｍｅｔｈｙｌｌａｓｉｏｄｉｐｌｏｄｉｎ １４
鞣花酸 Ｅｌｌａｇｉｃａｃｉｄ １３
球松素查耳酮 ＰｉｎｏｓｔｒｏｂｉｎＣｈａｌｃｏｎｅ １０
根皮素 Ｐｈｌｏｒｅｔｉｎ １０
草夹竹桃苷 Ａｎｄｒｏｓｉｎ １０
邻苯二甲酸二丁酯 Ｄｉｂｕｔｙｌｐｈｔｈａｌａｔｅ １０
邻苯二甲酸－１－丁酯－
２－异丁酯

Ｂｕｔｙｌｉｓｏｂｕｔｙｌｐｈｔｈａｌａｔｅ １０

芦荟皂草Ⅱ ＡｌｏｅｓａｐｏｎｏｌⅡ ９
原儿茶酸甲酯 ＰｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃＡｃｉｄＭｅｔｈｙｌＥｓｔｅｒ ７

苔黑酚葡萄糖苷 Ｏｒｃｉｎｏｌｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ７
油酰单乙醇胺 Ｎ－Ｏｌｅｏｙｌｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ ７
４－酮基松脂酚 ４－ｋｅｔｏｐｉｎｏｒｅｓｉｎｏｌ ６
没食子酸 Ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ ５
白天竺葵苷元 Ｌｅｕｃｏｐｅｌａｒｇｏｎｉｄｉｎ ４
圣草酚 Ｅｒｉｏｄｉｃｔｙｏｌ ４
儿茶素 Ｃａｔｅｃｈｉｎ ４
表儿茶素 Ｅｐｉｃａｔｅｃｈｉｎ ４
十八碳二烯酰胺 Ｏｃｔａｄｅｃａｄｉｅｎａｍｉｄｅ ４
十八碳－８－烯酰胺 Ｏｃｔａｄｅｃ－８－ｅｎａｍｉｄｅ ４
路可脂素 Ｖｅｒｒｕｃｏｓｉｎ ３
茵陈色原酮 Ｃａｐｉｌｌａｒｉｓｉｎ ３
松柏醛 Ｃｏｎｉｆｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ ３
５，７，３′，４′，５′－五羟基黄烷 ５，７，３′，４′，５′－Ｐｅｎｔａｈｙｄｒｏｘｙｆｌａ

ｖａｎ
３

５－甲氧基水杨酸 ５－Ｍｅｔｈｏｘｙｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ ３
酸藤子酚 Ｅｍｂｅｌｉｎ ３
３，４－二羟基苯甲酸 ３，４－Ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ ２
没食子酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌｇａｌｌａｔｅ ２
月桂基二甲基氧化胺 Ｌａｕｒａｍｉｎｅｏｘｉｄｅ ２
２，３－二羟基苯甲酸 ２，３－ＤｉｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃＡｃｉｄ ２
４－羟基苯甲酸 ４－Ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ ２
８－羟基喹啉 ８－ｈｙｄｒｏｘｙｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ２
十六碳酰胺 Ｈｅｘａｄｅｃａｎａｍｉｄｅ ２
十四烷基二乙醇胺 Ｔｅｔｒａｄｅｃｙｌｄｉｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ ２
十八碳－２－烯酰胺 Ｏｃｔａｄｅｃ－２－ｅｎａｍｉｄｅ ２
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ２Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４８）

系，并分析关联度值，度值越大越可能为关键有效成

分。有效成分按度值由大到小排列，前１０的成分为：
柚皮素查耳酮、桔皮素、６，１０，１４－三甲基十五碳 －５，
９－二烯 －２，１３－二酮、３′，４′，５′，５，７－五甲氧基黄
酮、十六碳－１０，１３－二烯酸乙酯、乔松素、山姜素、４
－［３－（４，８－二甲基壬－３，７－二苯基）－３－甲基环
氧乙烷－２－基］丁 －２－酮、柚皮素、芦荟大黄素 －９
－蒽酮。
２　ＰＰＩ分析结果

将交集靶点进行 ＰＰＩ分析，结果显示排名前五的
核心靶点为 ＲＡＣ－α丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶（ＲＡＣ
－ａｌｐｈａｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ－ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＫＴ１）、热休
克蛋白 ＨＳＰ９０－α（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｈｓｐ９０－ａｌｐｈａ，
ＨＳＰ９０ＡＡ１）、ＣＸＣ趋化因子受体 ４（Ｃ－Ｘ－Ｃｃｈｅｍｏ
ｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ４，ＣＸＣＲ４）、酪氨酸蛋白激酶 Ｌｙｎ
（ｔｙｒｏｓｉｎｅ－ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＬｙｎ，ＬＹＮ）以及雄激素受体
（ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＲ）。
３　ＧＯ与ＫＥＧＧ富集分析

利用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ平台对交集靶点进行 ＧＯ与
ＫＥＧＧ富集分析。ＧＯ分析显示，在细胞组分层面，交
集靶点主要位于膜筏和线粒体膜等结构；在分子功能

层面，交集靶点主要涉及磷酸转移酶活性（以醇基为

受体）、激酶结合及蛋白酪氨酸激酶活性等功能；在生

物学过程层面，交集靶点显著富集于炎症反应、小分

子生物合成过程及细胞对脂质的反应等过程，见图１。
ＫＥＧＧ通路富集分析结果显示，交集靶点显著富集于
多条通路，图２显示排名前２０的通路。其中辅助性Ｔ
细胞１７（Ｔｈｅｌｐｅｒ１７ｃｅｌｌ，Ｔｈ１７）细胞分化和胆汁分泌
通路已报道与ＰＳＣ病理机制高度相关，因此推测赶黄
草可能通过调节此通路发挥药效。

图 １　基因本体论（ＧＯ）富集分析
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ

图 ２　京都基因与基因组百科全书（ＫＥＧＧ）富集分析图
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ（ＫＥＧＧ）
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｄｉａｇｒａｍ

４　分子对接结果
分子对接实验选取了根据度值排序前五的关键

有效成分（柚皮素查耳酮、桔皮素、６，１０，１４－三甲基
十五碳－５，９－二烯 －２，１３－二酮、３′，４′，５′，５，７－五
甲氧基黄酮、十六碳－１０，１３－二烯酸乙酯）与 ＰＰＩ网
络中排名前五的核心靶点 （ＡＫＴ１、ＨＳＰ９０ＡＡ１、
ＣＸＣＲ４、ＬＹＮ、ＡＲ）进行。结合能结果见表２。通常认
为，结合能低于－５０ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１表明配体与受体之
间结合稳定、活性良好。结果显示，上述所有成分与

靶点的结合能均低于该阈值，说明关键有效成分与核

心靶点之间具有较好的结合活性与较高的稳定性。

为进一步评估对接结果，我们选取了各靶点已知的高

活性小分子抑制剂作为阳性对照，包括 ＡＫＴ１抑制剂
ＡＺＤ５３６３、ＨＳＰ９０ＡＡ１抑制剂 Ｇｅｌｄａｎａｍｙｃｉｎ、ＣＸＣＲ４抑
制剂ＡＭＤ３１００、ＬＹＮ抑制剂 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ及 ＡＲ抑制剂
Ｆｌｕｔａｍｉｄｅ，采用相同方法进行分子对接。阳性对照的
结合能分别为：ＡＫＴ１－ＡＺＤ５３６３为 －９４ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１、
ＨＳＰ９０ＡＡ１－Ｇｅｌｄａｎａｍｙｃｉｎ为 －７５ｋｃａｌ· ｍｏｌ－１、
ＣＸＣＲ４－ＡＭＤ３１００为 －１１４ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１、ＬＹＮ－
Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ为 －７４ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１、ＡＲ－Ｆｌｕｔａｍｉｄｅ为
－６７ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１。与赶黄草有效成分的对接结果比
较发现，柚皮素查耳酮与ＡＫＴ１、桔皮素与ＨＳＰ９０ＡＡ１、
以及３′，４′，５′，５，７－五甲氧基黄酮与 ＡＲ的结合能均
低于－９０ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１，显著优于相应阳性对照。这
表明上述三组配体 －靶点相互作用在能量上具有明
显优势，可能构成赶黄草干预ＰＳＣ的核心药效物质基
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础与作用靶点。

表２　分子对接结合能
Ｔａｂｌｅ２　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｂｉｎｄｉｎｇｅｎｅｒｇｙ

结合能 （ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１） ＡＫＴ１ＨＳＰ９０ＡＡ１ＣＸＣＲ４ ＬＹＮ ＡＲ

柚皮素查耳酮 －９７ －８０ －８３ －６６ －８６
桔皮素 －６２ －９２ －８５ －６２ －８６
６，１０，１４－三甲基十五
碳－５，９－二烯 －２，１３
－二酮

－８０ －６７ －７０ －６４－ －７４

３′，４′，５′，５，７－五甲氧
基黄酮

－８２ －８１ －７９ －７１ －９１

十六碳 －１０，１３－二烯
酸乙酯

－５３ －５６ －５９ －５２ －５４

ＡＫＴ１：ＲＡＣ－ａｌｐｈａｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ－ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ；ＨＳＰ９０ＡＡ１：Ｈｅａｔ

ｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｈｓｐ９０－ａｌｐｈａ；ＣＸＣＲ４：Ｃ－Ｘ－Ｃｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ

４；ＬＹＮ：Ｔｙｒｏｓｉｎｅ－ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＬｙｎ；ＡＲ：Ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，

讨　　论

本研究通过整合 ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ入血成分分析、
网络药理学与分子对接技术，初步揭示了赶黄草治疗

ＰＳＣ的潜在物质基础与系统作用机制。结果表明，赶
黄草可能通过柚皮素查耳酮作用于 ＡＫＴ１、桔皮素作
用于ＨＳＰ９０ＡＡ１及３′，４′，５′，５，７－五甲氧基黄酮作用
于ＡＲ等靶点，调控炎症反应、磷酸转移酶活性等生物
学过程，并影响胆汁分泌、Ｔｈ１７细胞分化等多条通路，
从而发挥“多成分 －多靶点 －多通路”的治疗作用。
传统中药的物质基础研究长期面临成分复杂、体内过

程不明确的挑战。本研究基于血清药物化学理念，将

分析焦点集中于“中药入血成分”。我们共鉴定出

１７４个入血成分，并通过类药性筛选及成分 －靶点网
络构建，进一步锁定４７个潜在活性成分。其中，黄酮
类化合物（如柚皮素查耳酮、桔皮素）占据主导地位，

这与赶黄草富含黄酮类成分的化学特征以及黄酮类

化合物广泛的抗炎、抗氧化、抗纤维化药理活性高度

吻合［１２］。

为进一步阐明其作用机制，本研究通过构建 ＰＰＩ
网络，筛选出 ＡＫＴ１、ＨＳＰ９０ＡＡ１、ＣＸＣＲ４、ＬＹＮ及 ＡＲ
五个核心靶点。这些靶点构成一个与免疫炎症调节、

细胞应激反应及生存信号密切相关的交互网络。

ＡＫＴ１作为磷脂酰肌醇３－激酶／蛋白激酶 Ｂ信号通
路的关键节点，参与调控细胞增殖、凋亡与代谢［１３］，

其在ＰＳＣ病程中可能介导了胆管上皮细胞的异常增
殖与凋亡抵抗。ＨＳＰ９０ＡＡ１作为分子伴侣，对维持包
括 ＡＫＴ在内的多种信号蛋白的稳定性具有重要作

用，其表达上调与细胞应激及疾病状态密切相关［１４］。

ＣＸＣＲ４参与纤维化的多种病理机制，与 ＰＳＣ等纤维
化疾病的发病机制紧密相关［１５］。ＬＹＮ作为 Ｓｒｃ家族
激酶成员，参与免疫受体信号的转导调节，其功能失

衡与自身免疫异常存在关联［１６］。此外，ＡＲ近年也被
发现在肝脏免疫调节及纤维化过程中具有一定作

用［１７］。上述靶点间的相互作用提示，赶黄草可能通

过协同调控免疫炎症反应、细胞应激适应及胆管上皮

功能，实现对ＰＳＣ复杂病理网络的干预。
ＧＯ分析中，“磷酸转移酶活性”和“激酶活性”的

显著富集，提示赶黄草活性成分可能主要作用于细胞

膜相关信号转导的早期事件，通过影响磷酸化这一关

键翻译后修饰过程，广泛调控下游信号级联。这与我

们发现的以蛋白激酶（ＡＫＴ１，ＬＹＮ）为核心靶点的结
果相互印证。同时，“炎症反应”在生物过程中被显著

富集，直接指向了 ＰＳＣ的核心病理特征。ＫＥＧＧ通路
分析结果呈现了多通路协同的特征。“癌症通路”的

富集在中药网络药理学研究中常见，这并非特指抗肿

瘤作用，而是反映了所涉及靶点（如ＡＫＴ１，ＣＸＣＲ４，ＡＲ）
在调控细胞周期、凋亡、迁移等基础生命活动中的核

心地位，这些过程同样是ＰＳＣ中胆管细胞异常行为的
基础。“钙信号通路”是重要的第二信使系统，参与调

节免疫细胞活化、细胞收缩及基因表达，其紊乱与多

种肝脏疾病相关［１８］。特别值得注意的是，在显著富

集的通路中，Ｔｈ１７细胞分化与胆汁分泌两条通路与
ＰＳＣ的病理机制高度相关［１９－２１］，Ｔｈ１７细胞介导的自
身免疫性炎症是ＰＳＣ胆管损伤的核心环节，而胆汁分
泌障碍则是ＰＳＣ临床表现与肝损伤的关键因素。由
此我们推测，赶黄草治疗 ＰＳＣ的潜在机制，可能主要
通过调节上述与疾病直接相关的核心通路，进而干预

胆管炎症反应与胆汁淤积过程，从而发挥治疗作用。

如表２所示，关键成分与核心靶点展现了优异的
结合模式，其中，柚皮素查耳酮 －ＡＫＴ１、桔皮素 －
ＨＳＰ９０ＡＡ１以及３′，４′，５′，５，７－五甲氧基黄酮 －ＡＲ
三对相互作用结合能极强（＜ －９０ｋｃａｌ／ｍｏｌ）。对接
构象显示，这些成分能通过氢键、疏水作用等多种分

子间力，精准地结合在靶蛋白的活性口袋或关键功能

区域，从三维结构层面证实了网络预测的可靠性，为

上述成分－靶点对的药效作用提供了直接的结构生
物学依据。本研究亦存在一定局限。首先，入血成分

分析采用了混合时间点血清，虽能最大范围捕获成

分，但无法获得药代动力学参数，亦可能低估了某些

通过代谢活化才产生药效的成分的作用，未来需进行

动态血样分析与代谢物鉴定。其次，网络药理学本质



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　２５３　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ２Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４８）

是一种基于大数据关联的预测方法，其结果仍需通过

体内外实验进行验证。后续研究将在细胞或动物模

型中，验证赶黄草提取物或关键单体成分对 ＡＫＴ１磷
酸化、炎症因子释放等指标的影响。

综上所述，本研究创新性地将入血成分分析与计

算药理学方法相结合，克服了传统网络药理学依赖数

据库成分的局限性，构建了更贴近体内真实作用场景

的“入血成分－核心靶点－关键通路”多维作用网络，
系统性地阐释了赶黄草治疗 ＰＳＣ的复杂机制。研究
不仅为赶黄草的临床应用提供了科学依据，也为其他

中药复方或民族药的现代化研究提供了可借鉴的

思路。
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ｄｅｒｉｖｅｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｖｅｓｉｃｌｅｓａｔｔｅｎｕａｔｅ ｐｅｒｉｄｕｃｔａｌｆｉｂｒｏｓｉｓｂｙ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＴｈ１７ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｍｕｌｔｉｌｉｎｅａｇｅｏｒｇａｎｏｉｄｓ

ａｎｄＭｄｒ２（－／－）ｍｉｃｅ［Ｊ］ＪＮａｎｏｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０２５，２３

（１）：５４６

（本文编辑：崔兰卿　收稿日期２０２５－１２－１８）


