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基于网络毒理学和代谢组学技术探究梣酮所致肝损伤的作用机制 
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摘  要：目的  整合网络毒理学与代谢组学技术探究梣酮的潜在肝毒性机制。方法  采用网络毒理学方法预测梣酮的化学

成分靶点和肝损伤疾病潜在靶点，并利用 AutoDock 分子对接验证其结合能力。建立梣酮诱导的小鼠肝损伤模型，通过苏木

素–伊红（HE）染色观察肝脏组织病理学变化；酶联免疫吸附法（ELISA）检测血清丙氨酸氨基转移酶（ALT）和天门冬氨

酸氨基转移酶（AST）、γ-谷氨酰转移酶（GGT）水平，评估肝功能损伤程度；利用代谢组学技术对肝组织代谢谱进行分析，

筛选差异代谢物及相关代谢通路；整合代谢组学与网络毒理学结果进行联合分析，并通过蛋白质印迹法（Western blotting）

检测相关通路蛋白的表达。结果  网络毒理学分析共鉴定出 182 个交集靶点，其中信号转导与转录激活因子 3（STAT3）、肿

瘤蛋白 p53（TP53）、肿瘤坏死因子（TNF）、白细胞介素（IL）-6 等为关键靶点，KEGG 通路富集分析显示 IL-17 信号通路、

Toll 样受体信号通路、细胞凋亡等显著富集。动物实验结果显示，与对照组比较，梣酮组可显著升高血清 ALT、AST、GGT

水平（P＜0.01），诱导肝细胞坏死和炎症浸润。代谢组学鉴定出 39 个肝脏差异代谢物，13 个血清差异代谢物，主要涉及甘

油磷脂代谢、嘌呤代谢、牛磺酸和次牛磺酸代谢等 22 条相关代谢途径；多组学联合分析揭示花生四烯酸代谢为梣酮致肝损

伤的关键通路，且 IL-6、谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）、IL-1β、丝裂原活化蛋白激酶 14（MAPK14）与花生四烯酸代谢物

具有显著相关性，分子对接证实了梣酮与这些肝损伤相关靶点具有显著的结合活性，提示梣酮通过调节 IL-6、GPX4、IL-1β、

MAPK14 进而调控花生四烯酸、甘油磷脂代谢及嘌呤代谢代谢途径进而诱发小鼠肝损伤。Western blotting 验证进一步表明，

梣酮可显著上调 IL-6、IL-1β、MAPK14 的蛋白表达，下调 GPX4 蛋白表达（P＜0.001）。结论  梣酮通过多靶点网络机制诱

导肝损伤，其潜在作用机制可能与激活 IL-6、GPX4、IL-1β、MAPK14 介导的炎症信号，并调控甘油磷脂代谢、嘌呤代谢、

牛磺酸和次牛磺酸代谢、花生四烯酸代谢等通路密切相关。 
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Abstract: Objective  To integrate network toxicology and metabolomics techniques to preliminarily explore the potential liver 

toxicity mechanism of fraxinellone. Methods  The chemical component targets and potential liver injury disease targets of 

fraxinellone were predicted by network toxicology methods, and the binding ability was verified by AutoDock molecular docking. A 

mouse liver injury model induced by fraxinellone was established, and the pathological changes of liver tissues were observed by HE 

staining; the levels of serum ALT, AST, and GGT were detected by ELISA, to evaluate the degree of liver function damage. Liver tissue 

metabolic profile was analyzed by metabolomics technology to screen differential metabolites and related metabolic pathways, the 

combined analysis of metabolomics and network toxicology results was conducted, and the expression of related pathway proteins was 

detected by Western blotting. Results  A total of 182 intersection targets were identified by network toxicology analysis, among which 
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STAT3, TP53, TNF, IL-6, etc. were key targets. KEGG pathway enrichment analysis showed that the IL-17 signaling pathway, Toll-

like receptor signaling pathway, apoptosis, etc. were significantly enriched. The animal experiment results showed that compared with 

control group, the fraxinellone administration group were significantly increased the levels of serum ALT, AST, and GGT (P < 0.01), 

induce hepatocyte necrosis and inflammatory infiltration. Metabolomics identified 39 liver differential metabolites and 13 differential 

serum metabolites, mainly involving glycerophospholipid metabolism, purine metabolism, taurine and secondary taurine metabolism, 

etc. 22 related metabolic pathways. Integrated multi-omics analysis revealed that arachidonic acid metabolism was the key pathway of 

fraxinellone-induced liver injury, and IL-6, GPX4, IL-1β, MAPK14 were significantly correlated with arachidonic acid metabolites. 

Molecular docking confirmed that fraxinellone had significant binding activity with these liver injury-related targets. Fraxinellone 

induces liver injury in mice by regulating IL-6, GPX4, IL-1β, and MAPK14, which in turn modulate the metabolic pathways of 

arachidonic acid, glycerophospholipids, and purine metabolism. Western blotting verification further indicated that fraxinellone could 

significantly upregulate the protein expression of IL-6, IL-1β, and MAPK14, and downregulate the expression of GPX4 (P < 0.001). 

Conclusion  Fraxinellone induces liver injury through a multi-target network mechanism. Its potential mechanism may be related to 

the activation of IL-6, GPX4, IL-1β, MAPK14-mediated inflammatory signals and the regulation of glycerophospholipid metabolism, 

purine metabolism, taurine and secondary taurine metabolism, arachidonic acid metabolism, etc.  

Key words: fraxinellone; liver injury; network toxicology; metabolomics; arachidonic acid; IL-6; GPX4 

 

白鲜皮为芸香科植物白鲜的干燥根皮，是我国

传统经典中药材，梣酮是从白鲜干燥根皮中分离得

到的重要单体化合物，呈无色无味的棱柱状结晶

（醋酸乙酯），相对分子质量为 232，可溶于乙醇、

氯仿等有机溶剂[1]。药理学研究表明，梣酮具有抗

炎、抗肿瘤、抗纤维化、神经保护等多种生物活性，

具备良好的开发前景[2-3]。肝脏是机体代谢外源性药

物、毒物的核心器官，也是最容易发生药物性损伤

的靶器官。药物性肝损伤，是临床用药中常见的严

重药品不良反应之一[4]。药物在肝脏代谢时直接可

损害肝细胞，进一步触发氧化应激、细胞凋亡级联

反应和炎症应答，最终诱导急性肝损伤，临床表现

为肝细胞坏死、炎症浸润和肝功能异常等[5]。已有

研究表明，梣酮及其基原药材白鲜皮均具有明确肝

毒性，是典型具有效–毒双重属性的中药材[1]。动

物实验亦证实，梣酮干预可导致小鼠血清转氨酶升

高并激活磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B

（Akt）信号通路，促进肝细胞凋亡而介导肝组织病

理性损伤[6-7]，明确了其体内肝毒性特征[4]。机制层

面，多数学者发现白鲜皮中的白鲜碱及其呋喃类化

合物可被代谢激活为环氧化物代谢物[8]，与蛋白质

共价结合诱导肝毒性[4]，且呋喃类化合物可以通过

叠加效应协同诱导肝损伤[9]。而梣酮分子结构中的

呋喃环是其产生肝毒性的关键官能团[10]，该特征结

构可经细胞色素 P450 酶代谢活化，生成环氧化物、

顺式烯二酮等高活性亲电中间体。此类活性代谢产

物可与肝蛋白亲核基团发生共价结合，破坏肝细胞

生理稳态，最终介导肝损伤的发生与进展[11]。 

现阶段关于梣酮肝毒性相关研究仍存在明显

短板，整体研究仍较为浅显、零散，系统性不足[12]，

现有报道多局限于丙氨酸氨基转移酶（ALT）和天

门冬氨酸氨基转移酶（AST）升高、肝组织坏死等

表型描述[6]，但尚未阐明梣酮致肝损伤的上游分子

机制、核心调控靶点与系统性信号网络，极大限制

了梣酮毒性机制的系统解析及其后续的安全开发

与临床应用。本课题组开展前期毒理学研究，从分

子与细胞层面证实了白鲜皮的潜在肝毒性，筛选确

定梣酮、黄柏酮、茵芋碱是白鲜皮中主要的潜在毒

性成分[9]。前期基于斑马鱼幼鱼代谢组学研究发现，

梣酮可显著扰乱不饱和脂肪酸、色氨酸、花生四烯

酸及支链氨基酸（缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸）的

生物合成通路，打破肝脏物质代谢稳态[11]，从代谢

层面佐证了梣酮的内在肝毒性。基于前期研究基

础，本研究整合了网络毒理学与代谢组学技术，融

合计算预测、代谢表型分析和实验验证多维度手

段，深入探究梣酮诱导小鼠急性肝损伤的潜在分子

机制。本研究结果旨在明确梣酮肝毒性的核心机

制，为为梣酮药用风险评估、后续减毒修饰、安全

给药方案制定提供完整实验依据与理论支撑。同时

为白鲜皮的合理开发、安全规范化临床应用提供科

学依据。 

1  网络毒理学研究方法 

1.1  网络毒理学技术预测梣酮所致肝损伤靶标 

通过化源网检索梣酮 CAS 号后，在 PubChem

数据库（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov）获取梣酮

的作用靶标，在 Swiss Target Prediction（http://www. 

http://www/
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swisstargetprediction.ch/）在线数据库预测梣酮的作

用靶标，删除重复靶标后合并；在 GeneCards（https:// 

www.genecards.org/）数据库以“liver injury”为关

键词检索获取药源性肝损伤和的相关靶点。在

Venny 2.1.0 网站中构建“梣酮”和“肝损伤”的韦

恩图，取二者交集靶点，通过 Cytoscape 3.10.4，构

建“成分–靶点”网络图。再将交集靶点导入

STRING 数据库（https://string-db.org）构建蛋白质

相互作用（PPI）网络，生物体设置为智人，应用最

小所需相互作用分数 0.90。并用 Cytoscape 3.10.4 进

行可视化展示，根据度（degree）值筛选核心靶点。

在 DAVID 数据库（https://david.ncifcrf.gov）对交集

靶点进行基因本体（GO）和京都基因和基因组百科

全书（KEGG）富集分析，GO 术语涵盖生物过程

（BP）、细胞组分（CC）和分子功能（MF），分别将

前 10 条和前 20 条项目导入微生信（www.bio 

informatics.com.cn）平台可视化分析。 

1.2  分子对接实验 

在 PubChem 数据库获取梣酮核心活性成分的

3D 结构作为配体。从 RCSBPDB 蛋白质数据库

（https://www.rcsb.org/）下载 PDB 文件格式的靶点

蛋白的 3D 晶体结构作为受体。通过 https://cadd. 

labshare.cn/cb-dock2/php/index.php 网站进行分子对

接并计算结合能。 

2  实验验证 

2.1  实验动物及材料 

清洁级（SPF 级）BALB/c 小鼠 20 只，体质量

18～22 g，购于辽宁长生生物科技有限公司，动物

质量合格证号 SCXK（辽）2020-0001，并获得黑龙

江中医药大学伦理委员会批准，批准编号

（2023062501）。小鼠在标准条件下[12 h 光/暗循环

7 d，（22±2）℃，（55±10%）湿度]饲养，自由获

取标准啮齿动物饲料和水以适应环境。 

梣酮，质量分数≥98%，批号 B20136，购自上

海源叶生物科技有限公司。戊巴比妥钠（德国 Merck

公司，货号 P11011）；甲酸（天津市富宇精细化工

有限公司，货号 64-18-6)；乙腈（上海阿拉丁生化

科技股份有限公司，货号 E2230120；甲醇（北京迪

马欧泰科技发展中心，货号 50102）；AST、ALT 酶

联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒（江苏晶美生物

科技有限公司，货号 JM-00333F2、JM-00332F2）；

苏木素–伊红（HE）染色液（珠海贝索生物科技有

限公司，货号 C203203）；4%多聚甲醛固定液、胞

质肌动蛋白 1（Anti-β-actin）、辣根过氧化物酶

（HRP）标记的兔抗山羊免疫球蛋白（Ig）G、HRP

标记的山羊抗小鼠 IgG，白细胞介素（IL）-1β 抗体

（武汉赛维尔生物科技有限公司，货号 G1101、

GB15001-100、GB23204、G1214-100、GB11113）；

IL-6 抗体（沈阳万类生物科技有限公司，货号

WL02841）、谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）抗体

（武汉赛维尔生物科技有限公司，货号 GB154327），

丝裂原活化蛋白激酶 14（MAPK14）抗体（武汉赛

维尔生物科技有限公司，货号 GB114685）；RIPA 裂

解液（武汉赛维尔生物科技有限公司，货号

CR2212023）；增强型蛋白酶抑制剂混合液（货号

20033241）；BCA 蛋白定量试剂盒（上海碧云天生

物技术有限公司，货号 060723240112）；Omni-

ECL™超灵敏化学发光检测试剂盒（飞克级）（雅酶

生物科技有限公司，货号 03791350）。 

Eclipse E100 正置光学显微镜（日本 Nikon 公

司）；KZ-III-FP 研磨仪（武汉塞维尔生物科技有限

公司）；FRESCO17 台式高速冷冻离心机（美国

Thermo-Fisher 公司）；AS60/220.R2 电子天平（波兰

Radwag 公司）；KQ5200E 超声清洗仪（昆山市超声

仪器有限公司）；XEVO G2-XSQ-TOF 液质联用仪

（美国 Waters 公司）；QI3.0 分析软件（美国 Waters

公司）；电泳仪（美国 Bio-Rad 公司）；M200Pro 酶

标仪（美国 Thermo 公司）；ChemiScope 5300 化学

发光成像系统（上海勤翔科学仪器有限公司）。 

2.2  方法 

2.2.1  动物分组及给药  适应 7 d 后，将 BALB/c

小鼠随机分为对照组和梣酮组，每组 10 只，给药前

禁食 12 h，分别 ig单次给予小鼠梣酮（40.95 mg/kg），

剂量基于前期预实验与已有文献确定[13]，该剂量可

稳定诱发明显肝脏损伤，故本研究选用此高剂量开

展后续全部体内实验；溶剂 0.5%羧甲基纤维素钠

（CMC-Na）[14]，给药体积为 10 mL/kg，对照组给予

等体积 CMC-Na，给药后 24 h 取材[15]。 

2.2.2  样本处理与收集  末次给药 24 h 后，称量小

鼠体质量，然后进行小鼠眼眶取血，采血完毕后，

采用颈椎脱位法处死小鼠。血清于 4 ℃、5 000×g

离心 10 min 后取上清液，所得上清液用于试剂盒指

标检测。快速剥离肝脏组织并用磷酸盐缓冲液

（PBS）冲洗干净血渍，充分吸干水分后称质量，计

算肝脏脏器指数（肝脏质量/体质量）。取部分肝组

织，4%多聚甲醛固定，用于组织病理学检查、HE 染

http://www.bio/
https://cadd/
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色；剩余肝组织一部分立即经液氮速冻，置于

−80 ℃保存，用于后续代谢组学和 Western blotting

分析。 

2.2.3  小鼠肝病理学观察  将固定好的肝组织进

行石蜡包埋，切片，HE 染色，中性树胶封片，光学

显微镜下观察组织病理变化。 

2.2.4  生化指标的检测  取 50 μL 血清，加生理盐

水，按照 1∶9 配制 10%组织匀浆，采用 ELISA 方

法检测小鼠血清中丙氨酸氨基转移酶（AST）、天门

冬氨酸氨基转移酶（ALT）、γ-谷氨酰转移酶（GGT）

指标水平，操作严格按照各试剂盒的说明书。 

3  代谢组学检测及分析 

3.1  肝脏样本制备及收集 

精密称取小鼠肝组织 50 mg，加入 450 μL 生理

盐水，置于 4 ℃、60 Hz 研磨仪中匀浆 3 次，每次

60 s，４ ℃、13 000 r/min 离心 15 min，取 100 μL

上清至离心管中，加入 300 μL 预冷的蛋白质沉淀剂

甲醇–乙腈（2∶1），涡旋震荡 2 min，冰水浴超声

30 min，−20 ℃静置 30 min，4 ℃、13 000 r/min 离

心 15 min，取上清液。各样品抽取 150 μL 用于分

析，溶液经 0.22 μm 微孔滤膜过滤，加入进样瓶中

备用。 

3.2  UPLC-MS 检测条件 

使用 ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱（100 

mm×2.1 mm，1.7μm）分离样品：柱温 40 ℃；流

速 0.4 mL/min；流动相为 0.1%甲酸水溶液（A）和

乙腈（B），梯度洗脱（0～0.5 min，99%～80% A；

0.5～2.5 min，80%～40% A；2.5～4 min，40%～34% 

A；4～5 min，34%～20% A；5～7.5 min，20%～14% 

A；7.5～8 min，14%～1% A；8～9 min，1% A）。

进样量 5 μL。质谱条件：电喷雾离子源（ESI），分

别在正负离子模式下检测，正离子毛细管喷雾电压

2 000 V，负离子毛细管喷雾电压 1 000 V；正离子

锥孔电压 60 V，负离子锥孔电压 70 V；离子源温度

120 ℃；脱溶剂气温度 500 ℃；脱溶剂气流速 1 000 

L/h；锥孔气流速 50 L/h；碰撞能 15～45 eV。 

3.3  数据处理 

对UPLC-Q-TOF-MS生成的原始数据进行预处

理，包括峰对齐、匹配、降噪和归一化。利用

ProgenesisQI 软件和 EZinfo2.0 软件（集成在

MarkerLynx1.4 工作站中）对小鼠血清和肝脏样本的

数据进行分析。首先，采用主成分分析（PCA）和

最小偏二乘判别分析（OPLS-DA），进行无监督统

计分析，筛选潜在的生物标志物；通过得分图

（Scoresplot）可以直观地展示各组之间的分离程度，

从而判断不同组别小鼠血清和肝脏样本的代谢轨

迹相似性及其聚类情况。 

3.4  差异代谢物的鉴定 

根据 S-plot 图中所显示的潜在生物标志物在组

间的变动趋势，采用变量重要性投影值（VIP）＞1、

P＜0.05 作为筛选标准，以识别潜在的特征性生物

标志物。 

3.5  代谢通路的分析 

在 HMDB（http://www.hmdb.ca/）代谢公共数据

库、KEGG 数据库中检索进行匹配，得到代谢物信

息，确定差异代谢物，在 Metaboanalyst（https://www. 

metaboanalyst.ca/home.xhtml）网站对其进行代谢通

路富集，绘制代谢通路气泡图。通过对不同代谢物

和网络毒理学删选出来的共同靶点进行网络分析，

制作基因–代谢物相互作用网络，并查阅相关文献

进一步探索肝损伤相关的病理机制，用 Western 

blotting 进行验证。 

3.6  统计学分析 

采用 SPSS 26.0 软件进行分析，数据以x ± s 表

示，2 组数据比较采用单因素方差分析（One-way 

ANOVA）或独立样本 t 检验。 

4  整合分析网络毒理学与代谢组学 

4.1  基于 MetaboAnalyst 的基因靶点–差异代谢

物网络分析 

将网络药理学筛选到的交集基因靶点与差异

代谢物数据集共同导入MetaboAnalyst 6.0在线分析

平台中的 Network Analysis 模块，选择“gene-

metabolite interaction”分析模式，设置物种为 homo 

sapiens，以默认参数构建基因–代谢物互作网络。

完成网络构建后，进行通路富集分析，以 P＜0.05

为筛选阈值，筛选出显著富集的代谢通路为花生四

烯酸代谢通路。提取花生四烯酸代谢通路中的基因

靶点，结合通路富集的 P 值及基因在网络中的

degree，筛选出核心靶点基因作为后续 Western 

blotting 验证的目标靶点。 

4.2  Western blotting 检测小鼠肝组织中 IL-6、

GPX4、IL-1β、MAPK14 蛋白水平 

提取小鼠肝组织总蛋白，BCA 法测蛋白浓度。

SWE 快速高分辨电泳检测，免冰浴快速转膜将分离

的蛋白样品转印至 PVDF 膜上，5%脱脂牛奶封闭

PVDF 膜 1 h 后，加入一抗：IL-6（1∶500）、GPX4

https://www/
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（1∶500）、IL-1β（1∶500）、MAPK14（1∶3 000），

4 ℃孵育过夜，第 2 天摇床 1 h，用 TBST 清洗 4

次。分别与山羊抗兔二抗（1∶5 000）、山羊抗鼠二

抗（1∶5 000）室温孵育 1 h 后，用 TBST 洗膜 3

次，每次 10 min。滴加混合好的 ECL 发光液，于化

学发光仪成像系统中曝光成像。用 Image J 软件分

析条带灰度值。  

5  网络毒理学分析 

5.1  梣酮所致肝损伤靶标 

以“fraxinellone”为关键词，在 PubChem 数据

库找到 118 个靶点，在 Swiss Target Prediction 数据

库中找到 105 个靶点，以“liver injury”为关键词，

在 GeneCards 数据库中找到 13 024 个毒性靶点；共

获得 182 个交叉靶点，如图 1A 所示。将交集靶点

导入 STRING 数据库中，得到最低交互得分≥0.90

的 PPI 网络，利用 Cytoscape 软件制作 PPI 网络图，

该网络共有 110 个节点，共 356 条边，见图 1B。 

通过 GO 富集分析，得 BP、MF、CC 富集条目

分别为 631、63、144 条，选取前 10 条生物学过程；

KEGG 富集通路分析得到 157 条通路。以富集倍数

和 P 值为指标，选择排列前 20 位的富集分析绘制

KEGG 富集气泡图，主要包括 IL-17 信号通路、Toll

样受体信号通路、细胞凋亡、C 型凝集素受体信号

通路等多个通路，见图 2。 

 

图 1  梣酮所致肝损伤毒性靶标的 Venn 图（A）、PPI 网络图（B） 

Fig. 1  Venn diagram of hepatotoxicity toxicity targets caused by fraxinellone (A), and PPI network diagram (B)  

 

图 2  GO 功能富集（A）和 KEGG（B）通路分析 

Fig. 2  GO function enrichment (A) and KEGG pathway analysis (B) 
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5.2  分子对接验证 

进行分子对接以评估梣酮与经网络药理学和

代谢组学联合筛选得出靶点 degree值最大的 4 个靶

点（IL-6、GPX4、IL-1β、MAPK14）的结合可行性。

结果显示具有良好的结合亲和力，梣酮与 IL-6、

GPX4、IL-1β、MAPK14 对接分数分别−6.9、−7.2、

−5.4、−7.7 kcal/mol（1 cal＝4.2 J），梣酮在这些蛋

白质的活性位点内形成了稳定的氢键和疏水相互

作用，见图 3。 

6  动物实验结果 

6.1  小鼠肝脏指数与肝病理学染色结果 

与对照组相比，梣酮组小鼠肝脏指数显著上升 

 

图 3  梣酮与选定靶点蛋白的分子对接结果 

Fig. 3  Molecular docking results of fraxinellone with selected target proteins 

（P＜0.01），见图 4。对照组小鼠的肝小叶分界清晰，

肝细胞圆润，排列规整，相邻门管区无明显异常，

肝板整齐，肝窦无明显扩张，无明显炎性现象。而

在梣酮组的小鼠肝组织中可见较大量的肝细胞排

列紊乱、坏死，以及细胞核增大、碎裂或溶解，出

现炎症细胞的浸润等现象，表明梣酮可致小鼠肝组

织病理学损伤，见图 5。 

6.2  血清生化指标结果 

与对照组小鼠相比，梣酮组小鼠血清 AST、

ALT、GGT 水平显著升高（P＜0.01），见图 6。 

 
与对照组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group. 

图 4  小鼠肝脏指数变化图（x ± s，n = 8） 

Fig. 4  Changes of liver index in mice (x ± s, n = 8 ) 

 

图 5  小鼠肝脏 HE 染色情况（×400） 

Fig. 5  HE staining of the mouse liver ( × 400) 

 

与对照组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group. 

图 6  梣酮对小鼠血清中 ALT、AST、GGT 水平的影响 

（x ± s，n = 6） 

Fig. 6  Effect of fraxinellone on the levels of ALT, AST and 

GGT in the serum of mice (x ± s, n = 6 ) 
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7  代谢组学分析 

7.1  梣酮对小鼠肝组织、血清内容物的整体代谢轮

廓的影响 

主成分分析（PCA）评估不同组别的聚类情况。

PCA 得分图显示，在正负离子模式下，对照组与梣

酮组各个样本置于 95%椭圆置信区间内，位于不同

区域，样本均呈现清晰分离，表明梣酮诱导了深刻

的代谢扰动，可导致小鼠肝脏内容物的代谢水平发

生显著变化，引发显著的代谢紊乱。建立 OPLS-DA

模型，对照组和梣酮给药组在 OPLS-DA 评分图中

各个样本置于 95%椭圆置信区间内，明显位于不同

的位置，说明样本未发生过度拟合。从 S-plot 图中

可以看出，多数代谢产物离子聚集在原点附近，少

数离子偏离原点，偏离原点的离子表明两组之间存

在差异，见图 7、8。 

7.2  梣酮对小鼠肝组织和血清内容物内源性潜在

差异代谢物的影响 

使用 Progenesis QI软件筛选对照组与梣酮组间 

 
A-正离子模式下 PCA 分析图，B-负离子模式下 PCA 分析图，C-正离子模式下 OPLS-DA 图，D-负离子模式下 OPLS-DA 图，E-正离子模式下

S-Plot 分析图，F-负离子模式下 S-Plot 分析图。K:对照组，G:梣酮组。 

A-PCA analysis diagram in positive ion mode, B-PCA analysis diagram in negative ion mode, C-OPLS-DA diagram in positive ion mode, D-OPLS-DA 

diagram in negative ion mode, E-S-Plot analysis diagram in positive ion mode, F-S-Plot analysis diagram in negative ion mode. K: control group, G: 

fraxinellone group. 

图 7  梣酮对小鼠肝组织内容物代谢轮廓的影响 

Fig. 7  Effect of fraxinellone on the metabolic profile of the contents in mouse liver tissue 
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A-正离子模式下 PCA 分析图，B-负离子模式下 PCA 分析图，C-正离子模式下 OPLS-DA 图，D-负离子模式下 OPLS-DA 图，E-正离子模式下

S-Plot 分析图，F-负离子模式下 S-Plot 分析图。 

A-PCA analysis diagram in positive ion mode, B-PCA analysis diagram in negative ion mode, C-OPLS-DA diagram in positive ion mode, D-OPLS-DA 

diagram in negative ion mode, E-S-Plot analysis diagram in positive ion mode, F-S-Plot analysis diagram in negative ion mode. 

图 8  梣酮对小鼠血清内容物代谢轮廓的影响 

Fig. 8  Effect of fraxinellone on the metabolic profile of serum components in mice 

的差异代谢物，筛选 VIP＞1 和 P＜0.05 的数据，

使用人类代谢组数据库（HMDB）对筛选得到的碎

片离子进行匹配。与对照组比较，梣酮组肝组织共

有 39 个差异代谢物，其中 22 个代谢物明显上调，

17 个代谢物明显下调，见表 1。与对照组比较，梣

酮组血清具有 13 个差异代谢物，其中 9 个代谢物

明显上调，4 个代谢物明显下调，见表 2。 

7.3  梣酮对肝损伤小鼠模型代谢通路的影响 

将肝组织和血清异代谢物导入 MetaboAnalyst 

6.0 数据库进行通路分析，见图 9。通路分析结果显

示具体涉及 22 条代谢通路，见表 3。其中 P＜0.05

且影响 Impact 值＞0 的关键代谢途径主要为甘油磷

脂代谢、嘌呤代谢、牛磺酸和次牛磺酸代谢等。上

述通路的异常改变，提示梣酮可能通过干扰代谢过

程，进而引发肝脏代谢紊乱，为阐释梣酮肝毒性的

分子机制提供了代谢组学依据。 

8  整合分析网络毒理学与代谢组学 

8.1  基于 MetaboAnalyst 的基因靶点–差异代谢

物网络分析核心靶点 

提取花生四烯酸代谢通路中的基因靶点，结合 
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表 1  对照组与梣酮组肝脏差异代谢物 

Table 1  Differential metabolites in the liver between control group and fraxinellone group 

序号 tR m/z 离子模式 分子式 HMDB 名称 趋势 

 1 0.639 683 3 156.064 03 正 C7H6O3 HMDB0001895 水杨酸 ↓
**

 

 2 0.682 500 0 212.031 97 正 C5H12NO7P HMDB0001128 5-磷核糖胺 ↓
**

 

 3 0.711 066 7 198.075 51 正 C9H11NO4 HMDB0000181 L-多巴 ↓
**

 

 4 0.703 916 7 608.092 66 正 C17H27N3O17P2 HMDB0013112 尿苷二磷酸 N-乙酰半乳糖胺 ↓
**

 

 5 1.387 566 7 146.047 16 正 C5H9NO5 HMDB0002273 4-羟基-L-谷氨酸 ↓
**

 

 6 4.316 483 3 510.355 26 正 C25H52NO7P HMDB0012108 溶血磷脂酰胆碱 ↑
**

 

 7 5.192 866 7 401.285 44 正 C22H42O7 HMDB0010331 棕榈酰葡萄糖醛酸 ↑
**

 

 8 1.309 033 3 120.067 28 正 C7H9N2O+ HMDB0000699 1-甲基烟酰胺 ↓** 

 9 0.761 033 3 136.062 52 正 C5H5N5 HMDB0000034 腺嘌呤 ↓** 

10 0.682 500 0 132.063 46 正 C5H9NO3 HMDB0002104 L-谷氨酸 γ-半醛 ↑
**

 

11 0.653 950 0 148.047 85 正 C5H7N3O HMDB0002894 5-甲基胞嘧啶 ↓
**

 

12 6.197 733 3 550.392 37 正 C28H56NO7P HMDB0010391 溶血磷脂酰胆碱 ↑
**

 

13 6.106 583 3 311.237 31 正 C22H32O2 HMDB0002183 二十二碳六烯酸 ↑
**

 

14 4.916 100 0 546.360 75 正 C26H54NO7P HMDB0010384 溶血磷脂酰胆碱 ↑
**

 

15 8.592 933 3 801.695 15 正 C46H89NO8 HMDB0010711 半乳糖醛酰胺（d18:1/22:0） ↓
**

 

16 0.718 200 0 613.161 29 正 C20H32N6O12S2 HMDB0003337 氧化谷胱甘肽 ↓
**

 

17 4.701 950 0 570.359 77 正 C30H52NO7P HMDB0010402 溶血磷脂酰胆碱 ↑
**

 

18 7.025 783 3 205.097 42 正 C11H12N2O2 HMDB0000929 L-色氨酸 ↓
**

 

19 0.625 400 0 154.060 86 负 C6H9N3O2 HMDB0000177 L-组氨酸 ↓
**

 

20 2.513 766 7 514.287 77 负 C26H45NO7S HMDB0000036 牛胆酸 ↑
**

 

21 2.927 783 3 531.303 12 负 C27H48O8S HMDB0006888 5β-吡啶醇硫酸盐 ↓
**

 

22 5.066 016 7 506.326 61 负 C24H47NO7 HMDB0000596 D-葡萄糖-N-酰基糖氨酸 ↑
**

 

23 0.711 066 7 346.056 39 负 C10H14N5O7P HMDB0000045 腺苷单磷酸 ↓
**

 

24 0.646 816 7 124.005 94 负 C2H7NO3S HMDB0000251 牛磺酸 ↓
**

 

25 1.216 233 3 267.073 95 负 C10H12N4O5 HMDB0000195 肌苷 ↓
**

 

26 6.070 883 3 508.343 48 负 C25H52NO7P HMDB0012108 溶血磷脂酰胆碱 ↑
**

 

27 6.070 883 3 568.366 40 负 C26H54NO7P HMDB0010384 溶血磷脂酰胆碱 ↑** 

28 6.811 633 3 303.234 43 负 C20H32O2 HMDB0001043 花生四烯酸 ↑** 

29 7.402 483 3 622.410 95 负 C30H60NO7P HMDB0010399 溶血磷脂酰胆碱 ↑** 

30 0.661 083 3 171.004 70 负 C3H9O6P HMDB0000126 甘油 3-磷酸 ↓** 

31 0.711 066 7 611.146 64 负 C20H32N6O12S2 HMDB0003337 氧化谷胱甘肽 ↑** 

32 5.016 050 0 480.312 91 负 C23H48NO7P HMDB0010381 溶血磷脂酰胆碱 ↑** 

33 5.016 050 0 540.335 50 负 C24H50NO7P HMDB0010382 溶血磷脂酰胆碱 ↑** 

34 6.376 200 0 554.385 04 负 C26H56NO6P HMDB0011149 溶血磷脂酰胆碱 ↑** 

35 5.435 566 7 554.348 80 负 C25H52NO7P HMDB0012108 溶血磷脂酰胆碱 ↑** 

36 4.766 200 0 480.312 44 负 C23H48NO7P HMDB0010381 溶血磷脂酰胆碱 ↑** 

37 4.409 300 0 612.335 38 负 C30H50NO7P HMDB0010404 溶血磷脂酰胆碱 ↑** 

38 3.939 800 0 586.319 59 负 C28H48NO7P HMDB0010397 溶血磷脂酰胆碱 ↑** 

39 5.556 916 7 554.347 08 负 C25H52NO7P HMDB0012108 溶血磷脂酰胆碱 ↑** 

与对照组比较：**P＜0.01，↑：上调，↓：下调。 
**P < 0.01 vs control group. ↑: increase, ↓: decrease. 
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表 2  对照组与梣酮组血清差异代谢物 

Table 2  Differential metabolites in serum between control group and fraxinellone group 

序号 HMDB 分子式 中文名称 趋势 

 1 HMDB10382 C24H50NO7P 溶血磷脂酰胆碱 ↑** 

 2 HMDB07954 C45H86NO8P 磷脂酰胆碱 ↑* 

 3 HMDB09776 C47H90NO7P 磷脂酰乙醇胺 ↑* 

 4 HMDB08046 C46H86NO8P 磷脂酰胆碱 ↑* 

 5 HMDB0000289 C5H4N4O3 尿酸 ↓* 

 6 HMDB0000182 C6H14N2O2 赖氨酸 ↓* 

 7 HMDB0001388 C18H30O2 α-亚麻酸 ↑** 

 8 HMDB0007858 C37H71O8P 磷脂醇 ↑** 

 9 HMDB0010404 C30H50NO7P 溶血磷脂酰胆碱 ↓* 

10 HMDB12107 C47H93N2O6P 鞘磷脂 ↓* 

11 HMDB0012108 C25H52NO7P 溶血磷脂酰胆碱 ↑** 

12 HMDB0010384 C26H54NO7P 溶血磷脂酰胆碱 ↑** 

13 HMDB0011148 C28H56NO7P 磷脂酰胆碱 ↑** 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，↑：上调，↓：下调。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. ↑: increase, ↓: decrease. 

 

图 9  梣酮对小鼠肝损伤代谢通路影响的分析图 

Fig. 9  Analysis diagram of the impact of fraxinellone on 

the metabolic pathways of liver injury in mice 

通路富集的 P 值及基因在网络中的 degree 值，见图

10。最终选定 IL-6、IL-1β、MAPK14、GPX4 共 4

个靶点作为后续 Western blotting 验证的目标靶点。 

8.2  Western blotting 实验验证蛋白表达水平变化 

Western blotting 检测结果显示，与对照组相比，

梣酮组中 IL-6、IL-1β、MAPK14 的蛋白相对表达水

平显著升高，GPX4 相对表达水平显著降低（P＜

0.001），提示梣酮可诱导肝脏炎症，见图 11。 

9  讨论 

药物性肝损伤是临床最常见、最严重的药品不

良反应之一，也是导致药物研发失败、上市后撤市

或限制使用的重要原因。中药及相关制剂因其成分

复杂、用药周期长、个体差异大等特点，所致药物

性肝损伤的机制研究尤为困难。深入解析中药毒性 

表 3  梣酮对肝损伤小鼠代谢通路的影响 

Table 3  Effects of fraxinellone on metabolic pathways in liver-injured mice 

序号 路径名称 高度相关个数/化合物总数 P 值 −lgP Impact 

 1 甘油磷脂代谢 5/36 0.000 000 003 3.523 00 0.436 51 

 2 嘌呤代谢 5/70 0.006 350 000 2.197 20 0.120 56 

 3 牛磺酸和次牛磺酸代谢 2/8 0.007 827 000 2.106 40 0.428 57 

 4 鞘脂代谢 3/32 0.017 185 000 1.764 80 0.070 67 

 5 α-亚麻酸代谢 2/13 0.020 648 000 1.685 10 0.333 33 

 6 不饱和脂肪酸的生物合成 3/36 0.023 603 000 1.627 00 0.000 00 

 7 甘油脂代谢 2/16 0.030 750 000 1.512 20 0.056 07 

 8 醚脂代谢 2/20 0.046 630 000 1.331 30 0.125 79 

 9 亚油酸代谢 1/5 0.085 003 000 1.070 60 0.000 00 
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表 3（续） 

序号 路径名称 高度相关个数/化合物总数 P 值 −lgP Impact 

10 精氨酸和脯氨酸代谢 2/36 0.130 320 000 0.885 00 0.073 25 

11 生物素代谢 1/10 0.163 020 000 0.787 76 0.000 00 

12 花生四烯酸代谢 2/44 0.179 850 000 0.745 09 0.276 59 

13 初级胆汁酸生物合成 2/46 0.192 690 000 0.715 14 0.015 63 

14 烟碱酸盐和烟酰胺代谢 1/15 0.234 600 000 0.629 67 0.138 16 

15 组氨酸代谢 1/16 0.248 190 000 0.605 22 0.221 31 

16 β-丙氨酸代谢 1/21 0.312 720 000 0.504 84 0.000 00 

17 丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢 1/28 0.394 160 000 0.404 32 0.000 00 

18 谷胱甘肽代谢 1/28 0.394 160 000 0.404 32 0.026 98 

19 赖氨酸降解 1/30 0.415 670 000 0.381 25 0.000 00 

20 糖基膦酰氨基硅醇（GPI）-锚定生物合成 1/32 0.436 440 000 0.360 08 0.036 65 

21 色氨酸代谢 1/41 0.521 410 000 0.282 82 0.143 05 

22 酪氨酸代谢 1/42 0.530 050 000 0.275 69 0.110 85 

 

图 10  花生四烯酸代谢通路中的靶点 

Fig. 10  Target points in the arachidonic acid metabolism 

pathway 

成分诱导肝损伤的分子机制，对于保障临床用药安

全、推动中药现代化发展具有迫切而重要的意义。

梣酮作为白鲜皮的主要活性兼毒性单体，正是典型

的效–毒共存中药成分，以其为切入点开展肝毒性

机制研究，不仅可阐明白鲜皮致肝损伤的物质基

础，亦可为中药药物性肝损伤的机制解析提供方法

学借鉴。本研究整合网络毒理学、分子对接、动物

模型、组织病理学、生化检测与非靶向代谢组学多

种技术手段，探究梣酮致小鼠急性肝损伤的分子机

制，结果提示梣酮可能经由多靶点、多通路介导肝

脏炎症与代谢紊乱协同损伤，相关数据可为后续深

入解析梣酮肝物质基础、毒性机制及完善白鲜皮临

床安全用药评估提供一定实验依据与理论支撑。 

本研究首先借助网络毒理学筛选梣酮与肝损

伤的交集靶点，共得到 182 个共有靶点，其中信号

转导和转录激活因子 3（STAT3）、肿瘤蛋白 p53 

 
与对照组比较：***P＜0.001。 

***P < 0.001 vs control group. 

图 11  肝脏组织 MAPK14、IL-1β、IL-6、GPX4 蛋白相对表达量（x ± s，n = 3） 

Fig. 11  Relative expression levels of MAPK14, IL-1β, IL-6, and GPX4 proteins in liver tissue (x ± s, n = 3 ) 
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（TP53）、肿瘤坏死因子（TNF）、IL-6、IL-1β、

MAPK14 等被鉴定为核心靶点；KEGG 通路富集结

果提示 IL-17 信号通路、Toll 样受体信号通路、细

胞凋亡通路显著富集，揭示炎症反应与细胞凋亡是

梣酮肝损伤的核心病理环节。分子对接结果进一步

证实，梣酮与 IL-6、GPX4、IL-1β、MAPK14 蛋白

结合能均处于−5.4～−7.7 kcal/mol，结合活性良好，

从分子相互作用层面佐证上述靶点为梣酮的关键

作用位点，也为后续动物实验验证指明了方向。 

肝功能生化指标是评价肝损伤最经典、直观的

判断依据。ALT、AST、GGT 是反应肝损伤的关键

血清学指标，广泛用于肝病临床诊断[16-17]。其中

ALT 为肝损伤早期标志物之一[18]，AST、GGT 亦可

反应肝脏病理损伤程度[19-20]。本动物实验结果显

示，梣酮组小鼠血清 ALT、AST、GGT 水平较对照

组显著升高，HE 染色结果进一步显示肝细胞排列

紊乱、核固缩溶解、大量炎症细胞浸润等典型病理

改变，从宏观层面证实本小鼠急性肝损伤模型构建

成功，梣酮可明显破坏肝脏正常组织结构与生理功

能，与即往相关研究结论一致。 

代谢组学技术能够全景呈现外源性物质干预

后机体小分子代谢物的动态变化，可从代谢稳态角

度解析毒性发生机制。本研究通过 UPLC-MS 技术

共筛选出 39 个肝脏差异代谢物，包括 22 个上调代

谢物与 17 个下调代谢物；13 个血清差异代谢物，

其中 9 个代谢物明显上调，4 个代谢物明显下调；

主要归属于甘油磷脂代谢、嘌呤代谢、牛磺酸和次

牛磺酸代谢、花生四烯酸代谢四大核心通路。甘油

磷脂是肝细胞膜的主要组成成分，其代谢稳态直接

决定细胞膜完整性。本研究发现多种溶血磷脂酰胆

碱显著上调，其大量蓄积会破坏肝细胞膜结构、增

加细胞膜通透性，诱发肝细胞坏死，同时进一步放

大炎症信号，形成“膜损伤–炎症加剧”的恶性循

环，这也是梣酮诱导肝损伤的重要生化机制。嘌呤

代谢紊乱在肝损伤进程中扮演重要角色。肝脏是嘌

呤代谢的核心器官，嘌呤代谢异常会导致腺苷、活

性氧等有害物质大量累积[21]，一方面造成肝细胞能

量代谢障碍，另一方面激活炎症小体，促进促炎因

子释放。本研究中腺嘌呤、肌苷等嘌呤类代谢物表

达下调，提示梣酮扰乱肝脏嘌呤代谢平衡，加剧氧

化应激与炎症反应。牛磺酸具备抗氧化、稳定肝细

胞膜、调控胆汁代谢、清除活性氧的多重肝脏保护

作用，本实验检测到肝内牛磺酸含量显著降低、牛

胆酸异常升高，说明梣酮破坏牛磺酸与次牛磺酸代

谢通路，削弱肝脏内源性抗氧化与解毒能力，进一

步加重肝组织损伤。 

花生四烯酸代谢是连接脂质代谢与炎症反应

的关键枢纽[22]，花生四烯酸在体内可经多步代谢生

成前列腺素、白三烯等强效促炎介质，驱动炎症级

联反应[23]。本研究发现梣酮干预后肝内花生四烯酸

含量明显上调，结合网络毒理学预测结果，推测花

生四烯酸代谢异常可联动 IL-6、GPX4、IL-1β、

MAPK14 等炎症靶点，放大炎症损伤。Western 

blotting 实验结果验证了这一推测：梣酮可显著上调

IL-6、IL-1β、MAPK14 蛋白表达，下调 GPX4 蛋白

表达，促炎信号被持续激活。MAPK14 作为丝裂原

活化蛋白激酶家族重要成员，可介导外界毒性信号

向胞内传导，进一步诱导多种促炎因子转录与表

达，而 GPX4、IL-6、IL-1β 等经典促炎因子又可反

向激活 MAPK 信号通路，形成正向反馈环路，持续

加重肝脏炎症、肝细胞凋亡与组织损伤。综合网络

毒理学、代谢组学与分子生物学验证结果，可梳理

出梣酮致肝损伤的完整作用链条：梣酮进入机体

后，一方面分子对接及蛋白表达结果提示其可能作

用于 MAPK14、IL-6、IL-1β 等炎症相关靶点，进而

诱导肝脏炎症反应；另一方面扰乱肝脏甘油磷脂、

嘌呤、牛磺酸、花生四烯酸等多条核心代谢通路，

造成肝细胞膜破损、氧化应激加剧、内源性保护物

质减少、促炎脂质介质蓄积。代谢紊乱与炎症激活

相互交织、协同放大，最终引发肝细胞坏死、肝组

织病理性损伤，这也是梣酮发挥肝毒性核心机制。 

上述发现从多组学层面揭示了梣酮致肝损伤

的分子机制网络，为理解其效–毒双重属性提供了

实验基础。受限于研究条件与实验设计，本研究仍

存在若干有待完善之处：其一，仅设置单一给药剂

量，未探究梣酮肝损伤的量效与时效关系，不同剂

量、不同给药时长下毒性强弱、通路活化差异尚不

明确；其二，本研究聚焦于炎症与代谢通路，对于

细胞凋亡、氧化应激、自噬等关联通路的交叉调控

未开展深入验证；其三，仅在小鼠体内开展整体实

验，缺乏细胞水平机制佐证。后续研究可设置梯度

给药剂量与时间梯度，明确梣酮肝毒性的安全范围

与毒性阈值；结合肝细胞体外模型，深入解析各通

路之间的交叉调控关系；同时围绕梣酮毒性关键呋

喃环结构开展构效关系研究，为后续减毒、改性及

白鲜皮合理开发利用提供更全面的实验支撑。 
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