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基于网络药理学的不同方法炮制的何首乌肝毒性机制探讨及实验验证
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摘 要： 目的 基于网络药理学及实验验证探讨制首乌肝毒性的机制。方法 利用中药系统药理学数据库与分析平

台（TCMSP）、中医药整合药理学研究平台（TCMIP v2.0）收集制首乌的活性成分和作用靶点。通过GeneCards和OMIM

数据库获取肝损伤相关的靶点。用Venny图筛选获得两者的共同靶标后，利用 STRING数据库进行蛋白质相互作用（PPI）

网络分析，用Cytoscape软件构建药物-成分-靶点网络，并且利用R语言进行基因本体论（GO）富集分析和京都基因与基因

组百科全书（KEGG）通路富集。利用体内实验进一步验证何首乌不同炮制品的肝毒性。结果 分别获取制首乌活性成分 30

个，肝毒性相关靶点 527个，制首乌活性成分与肝损伤的共同靶点 48个，包括 JUN、MAPK1、CYP3A4等。KEGG通路分

析筛选了 135条相关信号通路，显示非酒精性脂肪肝通路和TNF信号通路等可能在制首乌肝毒性中起关键作用。体内实验

表明，炮制后的何首乌肝毒性有效减轻，以九蒸九晒法效果最好。结论 制首乌肝毒性具有多成分、多靶点、多通路协同作

用的特点，九蒸九晒法制首乌引起肝毒性的程度最轻。
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Abstract: Objective To explore the mechanism of hepatotoxicity of Radix Polygoni Multiflori Preparata based on network

pharmacology and experimental verification. Methods The active components and action targets of Radix Polygoni Multiflori

Preparata were collected by using the systematic pharmacology analysis platform of traditional Chinese medicine (TCMSP), and

the integrated pharmacology research platform of traditional Chinese medicine (TCMIP). Liver injury related targets were obtained

through Genecards and OMIM databases. After the common targets were screened by Venny diagram, PPI analysis was carried out

by STRING database, the drug-component-target network was constructed by Cytoscape software, and GO enrichment analysis and

KEGG pathway analysis were carried out by R language. Finally, the above results were further verified by in vivo experiments.

Results 30 active components of Radix Polygoni Multiflori Preparata, and 527 hepatotoxicity related targets were obtained, and 48

common targets of Radix Polygoni Multiflori Preparata and liver injury were collected, including JUN, MAPK1, CYP3A4, etc.

KEGG pathway analysis screened 135 related signal pathways, indicating that nonalcoholic fatty liver pathway and TNF signal

pathway may play a key role in the hepatotoxicity of Radix Polygoni Multiflori Preparata. In vivo experiments showed that

processed Radix Polygoni Multiflori could effectively reduce the hepatotoxicity of Radix Polygoni Multiflori, and the effect of

processing of steamed for nine times and shined for nine times was the best. Conclusion Hepatotoxicity of Radix Polygoni
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Multiflori Preparata has the characteristics of multi-component, multi-target and multi-channel synergy, which provides a theoretical

basis for the further study of the complex mechanism of hepatotoxicity of Radix Polygoni Multiflori.

Key words: Polygonum multiflorum Thunb.; Radix Polygoni Multiflori Preparata; network pharmacology; liver toxic; steamed for

nine times and shined for nine times

何首乌为蓼科植物何首乌Polygonum multiflorum

Thunb.的干燥块根。何首乌可分为生首乌和制首乌，功

效性能亦有所不同，生首乌性平，味甘、苦，可解毒、消痈、

截疟、润畅通便。制首乌性微温，味甘、苦，有补肝肾、强筋

骨、益精血、乌须发、化浊降脂之功［1-2］。近年来有关何首

乌肝毒性的报道屡见不鲜［3］，国家食品药品监督管理局也

多次发文提醒口服何首乌有发生肝损伤的风险，提醒广

大医患对此应保持警惕，注意合理用药。何首乌炮制后

肝毒性较生首乌下降，其作用机制有待进一步研究。

网络药理学是建立在药物-靶点-疾病多层次的

网络基础上的新兴领域，其主要从多种靶点的相互

作用来研究疾病的治疗，广泛用于医学领域［4］。网

络药理学可以与药物靶点筛选结合以便于寻找具

有治疗价值的活性成分化合物，也可将中药质量标

志物与化学成分分析相结合进行质量控制。中药

复方制剂复杂的化学成分和分子机制在治疗疾病

方面具有非常大的优势，因其针对于疾病的多种细

胞过程，通常被认为是治疗复杂疾病的有效方法［5］。

中药治疗疾病的多靶点、多通路的特点与网络药理

学的应用优势是一致的。因此，本研究采用网络药

理学的研究方法，构建药物-成分-靶点网络，通过基

因本体论（GO）富集分析和京都基因与基因组百科

全书（KEGG）通路富集分析和体内实验验证进一步

研究制首乌肝毒性的潜在机制。

1 材料与方法

1.1 数据库与软件

中 药 系 统 药 理 学 数 据 库 与 分 析 平

台［6］（TCMSP，https：//tcmspw.com/tcmsp）、中医药整

合药理学研究平台 TCMIP v2.0［7］、OMIM 数据

库［8］（https：//omim.org/）、Genecards 数据库（https：//

www.genecards.org/）、Uniprot 数据库（https：//www.

uniprot. org/）、网络拓扑数据分析软件 Cytoscape

3.7.1［9］，蛋 白 质 相 互 作 用（PPI）平 台 STRING

11.0［10］（https：//string-dborg/）、R 4.1.0软件及 Win 11

操作系统。

1.2 制首乌主要活性成分的筛选及作用靶点预测

制首乌采用黑豆汁制法进行炮制 ，采用

TCMSP（https：//tcmspw.com/tcmsp）平台，以口服生

物利用度（OB）≥30%，类药性（DL）≥0.18为条件筛

选黑豆的主要活性成分。采用 TCMIP v2.0筛选何

首乌的主要活性成分。黑豆只作为炮制何首乌的

一种必要的原材料，与何首乌炮制后是否产生新的

活性成分，文献报道较少，故不纳入靶点考虑。将

黑豆靶点与何首乌靶点合并即为制首乌的靶点。

将 TCMSP、TCMIP数据库中的靶点与Uniprot数据

库进行匹配，从而得到靶点的基因名称。

1.3 疾病作用靶点预测

以“Liver toxic”为 关 键 词 在 OMIM 数 据

库（https：//omim. org/）、Genecards 数据库（https：//

www.genecards.org/）搜索相关基因靶点，整合成肝

损伤的疾病靶点，并用Venny图取制首乌靶点和肝

毒性靶点的交集。

1.4 制首乌药物-疾病-靶点网络构建

Cytoscape是一款图形化显示网络并进行分析

和编辑的软件，可以利用自身以及第 3方开发的大

量功能插件针对网络问题进行深入分析。将“1.2”

和“1.3”项得到的数据导入Cytoscape 3.7.1软件中，

构建制首乌药物-疾病-靶点网络。

1.5 靶标PPI网络的构建与核心靶点的筛选

在网络药理学研究中，STRING 数据库通常被

应用于构建靶标蛋白之间的 PPI网络。将Venny图

处理后的肝毒性与制首乌成分的交集靶点去重后

导入到 String 数据库中，设置 Organism 为“homo

sapines”后进行搜索 ，将基因数据取最高置信

度（score≥0.9），处理好的数据导入 Cytoscape 3.7.1

软件中，利用软件自带的Network Analysis插件进行

网络拓扑分析，构建PPI网络并筛选核心靶点。

1.6 药物与疾病共有靶点的 GO 富集分析和

KEGG通路富集分析

运用 R 4.1.0软件对肝毒性与制首乌成分交集

靶点进行 GO富集分析和 KEGG通路富集分析，并

对分析结果进行可视化处理。

1.7 实验验证

1.7.1 药物与试剂 何首乌原药材饮片购自陕西

兴盛德药业公司，产地为四川，批号 20190322，由陕

西中医药大学胡本祥教授鉴定为廖科植物何首乌

Polygonum multiflorum Thunb.的块根。黑豆购自咸

阳市人人乐超市，批号：20190128。不同炮制工艺
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制首乌参照《本草纲目》对何首乌采用九蒸九晒法

炮制［11］；制首乌药材饮片（批号：20210201）购自陕

西兴盛德药业公司，主要产地为四川，为药典法清

蒸制炮制品［药典制首乌，按照《中国药典》2020年

版黑豆汁（取黑豆 1 kg，加入 8倍水，煮制 4 h，滤过，

黑豆汁滤液备用；豆渣再加水 6倍，煮制 3 h，滤过，

合并滤液，浓缩至 1.5倍量）伴蒸（100 kg何首乌用黑

豆 10 kg）进行炮制［1］］，由陕西中医药大学胡本祥教

授鉴定，符合药典描述，炮制合格；雷公藤多苷

片（批号：20210228，购自远大医药黄石飞云制药有

限 公 司 ）。 总 胆 红 素（TBIL）试 剂 盒（ 批 号 ：

20210387）、直接胆红素（DBIL）试剂盒（批号 ：

20210623），均购自南京建成生物工程研究所有限

公司。

1.7.2 实 验 动 物 雄 性 SD 大 鼠 72 只 ，体 质

量（250±20）g，购自成都达硕实验动物有限公司，

许可证号：SCXK（川）2015-030，动物实验经陕西中

医 药 大 学 伦 理 委 员 会 批 准（SUCMDL

202106250122）。

1.7.3 何首乌致大鼠肝损伤模型的建立 72只雄

性SD大鼠适应性喂养 1周后，随机分为 9组，每组 8

只，即对照组，阳性药（雷公藤多苷片）组和试验药

物组（生首乌组、药典制首乌组及一蒸一晒、三蒸三

晒、五蒸五晒、七蒸七晒、九蒸九晒制首乌组），试验

药物组分别 ig相应水煎液 5 mL·kg−1（水煎液成分较

为复杂，未进行成分分析，剂量为生药量 2 g·kg−1，相

当于临床 70 kg成年人日用量的 6倍）。阳性对照组

ig由 0.9%氯化钠溶液配成的雷公藤多苷片悬浮液，

对照组 ig相应体积 0.9%氯化钠溶液，每日 1次，连

续给药 12周，即建立何首乌致肝损伤模型。末次给

药后，大鼠禁食不禁水 12 h，麻醉大鼠，腹主动脉取

血后，3 000 r·min−1离心 10 min，各组进行分装并且

标记，−20 ℃保存备用。取肝脏，称质量，然后用配

好的10%甲醛溶液固定，冷藏保存。

1.7.4 血清生化指标和肝脏组织病理学检测

取−20 ℃保存的血清，常温解冻后按照DBIL、TBIL

试剂盒操作步骤使用酶标仪进行检测，记录数据。

另剪取小块肝脏组织，流水冲洗 24～48 h；30%、

50% 乙醇先后分别浸泡 1 h，75% 乙醇浸泡过夜；

95%乙醇浸泡 2次，每次 30 min，用 1∶1配制的无水

乙醇和二甲苯溶液浸泡 15 min，最后二甲苯浸泡 2

次，每次 15 min；将脱水、透明过后的组织块放入

60 ℃温箱中浸蜡 80 min；石蜡包埋过后用切片机切

片，展片捞片，烘干。制好的组织切片用HE染色试

剂盒，按步骤染色，在显微镜下观察并拍照。

1.7.5 数据处理 采用 SPSS 22.0软件进行分析处

理，结果均以 x̄ ± s表示（当 P＜0.05 时有统计学差

异）。采用灰色关联度分析生首乌组及一蒸一晒、

三蒸三晒、五蒸五晒、七蒸七晒、九蒸九晒制首乌组

的DBIL、TBIL数据，评价各组致肝损伤的程度。

2 结果

2.1 药物靶点筛选结果

在 TCMSP 数据库中检索黑豆的活性成分，按

照 OB≥30%，DL≥0.18 的标准筛选黑豆活性成分

13个，活性成分对应靶点 151个。在TCMIP数据库

中检索到何首乌的活性成分 15个，活性成分对应靶

点 396个，其中，槲皮素和二苯乙烯苷虽未收录到数

据库中，但因其具有十分重要的研究意义，也将其

补充到靶点成分中，槲皮素和二苯乙烯苷对应的靶

点均为 100个，将潜在靶标导入Uniprot数据库进行

基因名称的校正，经过整合去重后得到药物的主要

作用靶点共294个，并纳入分析。

2.2 疾病靶点的筛选结果及制首乌致肝损伤的有

效靶点的确定

在Genecards数据库、OMIM数据库中筛选肝毒

性的活性靶点 527个，将制首乌的靶点与肝毒性靶

点整理后采用Venny图取交集，得到制首乌致肝损

伤的有效靶点48个。

2.3 制首乌药物-疾病-靶点网络构建结果

将“2.1”项得到的制首乌 30个成分和制首乌-肝

损伤 48个交集靶点导入Cytoscape 3.7.1 中，构建制

首乌药物-疾病-靶点网络，并进行网络拓扑分析，结

果 如 图 1，该 网 络 共 有 83 个 节 点 ，162 条 边 。

Network Analyzer 功 能 分 析 显 示 该 网 络 中

度（degree）值排名前10的成分见表1。

2.4 PPI网络的构建结果

通过String数据库分析48个映射得到的交集靶

点，将数据进行分析之后导入Cytoscape 3.7.1软件，

构建预测制首乌肝毒性相关靶点 PPI网络，见图 2，

图中颜色越深，面积越大，表示靶点度值越大，在网

络中越重要。该网络共有 47个节点，288条边，用软

件自带的Network Analysis插件进行网络拓扑分析，

中间中心性（BC）平均值为 0.020，接近中心性（CC）

平 均 值 为 0.533，度 值 平 均 值 为 12.255。 利 用

Cytoscape 3.7.1软件对PPI网络进行分析，对度值排

名前10位的靶点进行可视化处理，见图3。

2.5 GO注释与KEGG基因通路富集分析结果

GO功能富集分析结果显示，47个潜在作用靶
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点 经 过 R 语 言 运 行 后 得 到 1 374 条 生 物 过

程（biological process，BP），21 条细胞组成（cellular

component，CC）和 69 条 分 子 功 能（molecular

function，MF），将部分条目可视化，如图 4。BP主要

包括对脂多糖的反应、对细菌源性分子的反应、对

类固醇激素的反应、脂肪酸代谢过程、肌细胞增殖、

类固醇代谢过程、外源性药物分解代谢过程、平滑

肌细胞增殖的调控、平滑肌细胞增殖、活性氧代谢

过程的调控等；MF主要包括核受体活性、配体激活

转录因子活性、类固醇激素受体、氧化还原酶活性，

作用于成对供体，结合或还原分子氧，还原黄素或

黄素蛋白作为一个供体，并结合一个氧原子、类固

醇羟化酶、血红素结合、四吡咯结合、单加氧酶活性

等；CC主要包括RNA聚合酶 II转录调节复合物、转

录调节复合物、膜筏、膜微区、富含 ficolin-1颗粒、富

含 ficolin-1颗粒腔、膜区等。

KEGG通路富集分析显示，制首乌肝毒性的相

关通路共 117 条，将 P＜0.05 的通路可视化，如图 5

所示，主要包括内分泌抵抗、非酒精性脂肪肝、大肠

癌、丙型肝炎、乙型肝炎、癌症中的蛋白多糖、前列

腺癌、脂质与动脉粥样硬化、化学致癌-受体激活、

IL-17 信号通路、人巨细胞病毒感染、胰岛素抵抗、

EGFR酪氨酸激酶抑制剂耐药性、肿瘤坏死因子信

号通路、松弛素信号通路、膀胱癌、肺结核、糖尿病

并发症中的AGE-RAGE信号通路、卡波西肉瘤相关

疱疹病毒感染等通路。

2.6 实验研究结果

2.6.1 何首乌不同炮制品对大鼠肝脏指数的影响

图1 制首乌肝毒性药物-疾病-靶点网络

Fig. 1 Drug-disease-target network of hepatotoxicity of Radix Polygoni Multiflori Preparata

表1 制首乌肝毒性药物-疾病-靶点网络度值排名前10的成分信息

Table 1 Information of the top ten component in degree value of drug-disease-target network of hepatotoxicity of Radix

Polygoni Multiflori Preparata

成分名称

N-反式阿魏酰酪胺（N-trans-feruloyltyramine）

2，3，5，4'-四羟基二苯乙烯-2，3-O-O'-D-葡萄糖苷（2，3，5，4'-tetrahydroxystilbene-2，3-O-Î’-D-glucoside）

原花青素B1 3'-O-没食子酸酯（procyanidin B1 3'-O-gallate）

皂苷元C（sapogenol C）

β-谷甾醇（beta-sitosterol）

虎杖苷（piceid）

豆甾醇（stigmasterol）

大黄素甲醚（physcion）

大黄酸（rhein）

谷甾醇（sitosterol）

度值

99

62

52

40

38

32

31

22

22

21
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实验结果表明，与对照组比较，其他组肝脏指数未

见明显增加，九蒸九晒制首乌组肝脏指数显著增

加（P＜0.01）；与生首乌组比较，九蒸九晒制首乌组

及雷公藤多苷组肝脏指数显著增加（P＜0.05、

0.01），见表2。

2.6.2 肝脏病理检测结果 肝脏病理切片在光镜

下观察发现，对照组肝细胞结构完整，无炎细胞浸

润、肝细胞变性，间质未见炎症细胞浸润，肝组织结

构清晰完整；生首乌组可见肝细胞有胞浆淡染、水

样变性、水肿以及局部炎细胞浸润；制首乌组可见

肝细胞有少量脂肪变性；雷公藤多苷组部分肝细胞

可见胞浆疏松，轻度变性；一蒸一晒制首乌组和三

蒸三晒制首乌组可见肝细胞有胞浆淡染、水样变性

以及水肿；五蒸五晒制首乌组可见肝细胞有胞浆淡

染、水样变性；七蒸七晒制首乌组可见肝细胞有脂

肪变性以及出血；九蒸九晒制首乌组可见肝细胞有

少量脂肪变性，见图6。

2.6.3 何首乌不同炮制品对大鼠血清 DBIL、TBIL

水平的影响 TBIL、DBIL 是反映肝功能的重要指

标，是临床上常被用来检测肝损伤的指标［12］，肝脏

是胆汁的分泌器官，如果肝脏发生病变，肝脏转变

胆红素的能力会下降，进而导致血液中 DBIL的升

高，相反的，如果TBIL、DBIL升高，也从侧面反映出

  

图2 制首乌肝毒性靶点PPI网络

Fig. 2 PPI network of hepatotoxicity targets of Radix

Polygoni Multiflori Preparata

图3 制首乌肝毒性的核心靶点（度值前10位）

Fig. 3 Core targets of hepatotoxicity of Radix Polygoni

Multiflori Preparata（top 10 in degree value）
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图 4 制首乌肝毒性靶点的GO富集分析

Fig. 4 Go enrichment analysis of hepatotoxicity targets of Radix Polygoni Multiflori Preparata
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肝脏发生了不同程度的病变［13］。实验结果显示，随

着蒸晒次数的增多，对应的制首乌组的TBIL、DBIL

水平逐渐降低。与对照组比较，雷公藤多苷组、生

首乌组、一蒸一晒制首乌组、三蒸三晒制首乌组、五

蒸五晒制首乌组、七蒸七晒制首乌组的 TBIL 水平

显著升高（P＜0.05、0.01），所有试验组的DBIL水平

均显著升高（P＜0.05、0.01）；与生首乌组比较，雷公

藤多苷组、七蒸七晒制首乌组、九蒸九晒制首乌组的

TBIL水平显著降低（P＜0.05、0.01），九蒸九晒制首乌组

DBIL水平显著降低（P＜0.05），结果见表3。

2.6.4 何首乌不同炮制品肝脏血清化学指标间的

关联系数、关联度和关联序 以对照组的肝脏血清

化学指标做为参考序列，将相对于对照组关联度最

大者定义为最佳，即致肝损伤程度最低。根据关联

度的大小，确定不同蒸晒次数制首乌贡献值大小为

九蒸九晒制首乌组＞七蒸七晒制首乌组＞三蒸三

晒制首乌组＞五蒸五晒制首乌组＞一蒸一晒制首

乌组＞生首乌组。结果表明，九蒸九晒制首乌具有

较高的关联度，致肝损伤程度最低，结果见表4。

3 讨论

何首乌作为与灵芝、人参、冬虫夏草齐名的“四

大仙草”之一，具有很强的补益作用和悠久的使用

历史［15］。黑豆汁炮制何首乌最早记载于唐代《仙授

理伤续断秘方》中的“用黑豆酒煮七次”［16］。而“九

蒸九晒炮制法”则首次出现在《太平圣惠方》，之后

经众人不断加以完善而日益成为炮制何首乌的主

要手段。何首乌作为临床常见的补益药，其化学成

分众多，目前已分离得到二苯乙烯苷、蒽醌类、黄酮

类、没食子酸等诸多化学成分，已有研究表明，蒽醌

类鞣质等成分具有一定的致肝损伤作用［17-18］。本研

究采用网络药理学方法对何首乌致肝损伤的主要

靶点进行梳理，从分子水平层面分析何首乌致肝损

伤的相关机制，旨在揭示何首乌致肝损伤“多成分
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图 5 制首乌肝毒性的KEGG通路分析

Fig. 5 Analysis of KEGG pathway of hepatotoxicity targets of Radix Polygoni Multiflori Preparata

表2 何首乌不同炮制品对大鼠肝脏指数的影响（
-x±s，n=8）

Table 2 Effects of different processed products of Radix

Polygoni Multiflori on liver index in rats (
-x±s，n=8)

组别

对照

雷公藤多苷

药典法制首乌

生首乌

一蒸一晒制首乌

三蒸三晒制首乌

五蒸五晒制首乌

七蒸七晒制首乌

九蒸九晒制首乌

体质量/g

346±9

332±39

322±15

332±31

323±36

340±30

323±26

328±30

342±36

肝质量/g

8.96±0.30

9.08±1.13

8.11±0.63

8.31±1.10

8.16±0.69

8.95±0.71

8.10±0.89

8.20±0.80

9.28±1.03

肝脏指数/%

2.59±0.04

2.73±0.14△

2.51±0.15

2.49±0.15

2.53±0.14

2.64±0.19

2.50±0.11

2.50±0.10

2.72±0.06**△△

与对照组比较：**P＜0.01；与生首乌组比较：△P＜0.05 △△P＜0.01
**P < 0.01 vs control group；△P < 0.05 △△P < 0.01 vs Polygoni

Multiflori Radix group

··1527



Drug Evaluation Research第45卷 第8期 2022年8月 Vol. 45 No. 8 August 2022

多靶点-多通路”的特点。

PPI 网络分析也显示 JUN、CYP2E1、CYP3A4、

CYP2C19等基因在PPI网络中作用显著。JUN家族

中的 c-JUN是 JNK的底物原型，也是 JNK通路的重

要组成部分，在细胞增殖与分化过程中扮演着重要

的角色，JNK通路与氧化应激密不可分，研究发现，

图 6 何首乌不同炮制品致大鼠肝脏损伤病理观察结果（HE，×100）

Fig. 6 Pathological result of liver injury in rats caused by different processed products of Radix Polygoni Multiflori

Preparata（HE，× 100）

表3 何首乌不同炮制品对大鼠血清DBIL、TBIL的影响

（
-x±s，n=8）

Table 3 Effects of different processed products of Radix

Polygoni Multiflori Preparata on serum DBIL and TBIL in

rats (
-x±s，n=8)

组别

对照

雷公藤多苷

药典法制首乌

生首乌

一蒸一晒制首乌

三蒸三晒制首乌

五蒸五晒制首乌

七蒸七晒制首乌

九蒸九晒制首乌

TBIL/（μmol·L−1）

1.56±0.07

3.26±0.68**△

3.94±2.04

5.98±1.30**

6.32±3.24*

4.62±2.32*

4.28±1.92*

3.60±0.78*△

2.24±0.74△△

DBIL/（μmol·L−1）

0.91±0.17

2.83±0.68**

2.70±1.01*

3.81±0.87**

2.95±2.75**

2.75±0.99*

2.69±1.09*

2.64±0.52**

2.37±0.78*△

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01；与生首乌组比较：△P＜0.05
△△P＜0.01

*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group；△P < 0.05 △△P < 0.01 vs

Polygoni Multiflori Radix group

表4 何首乌不同炮制品肝损伤指标之间的关联系数、关联

度和关联序

Table 4 Correlation coefficient，correlation degree and

correlation order between liver injury indexes of different

processed products of Radix Polygoni Multiflori Preparata

组别

生首乌

一蒸一晒制首乌

三蒸三晒制首乌

五蒸五晒制首乌

七蒸七晒制首乌

九蒸九晒制首乌

关联系数［14］

TBIL

0.467

0.480

0.572

0.519

0.687

0.576

DBIL

0.385

0.582

0.510

0.611

0.527

0.800

关联度

0.474

0.446

0.613

0.606

0.676

0.942

关联序

6

5

3

4

2

1
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氧化应激会激活 JNK通路，导致肝细胞凋亡异常，

肝细胞凋亡异常则会导致急性肝损伤［19-20］。研究证

明，何首乌中所含的蒽醌类成分如大黄素、芦荟大

黄素、大黄素甲醚等是致肝损伤的主要成分［21］。大

黄素可明显提高CYP450各亚型mRNA的表达，可

以随剂量的增加而逐渐诱导 CYP1A1、CYP1B1 的

表达，对人体正常的肝细胞具有非常明显的损伤作

用［22］。何首乌水提物中的大黄素、大黄素甲醚等活

性成分均可抑制CYP1A2的表达，因此，推测何首乌

致肝损伤的主要成分与CYP1A2等CYP450酶的表

达相关。

KEGG富集分析显示，何首乌致肝损伤主要涉

及到非酒精性脂肪肝通路、IL-17信号通路、TNF信

号通路等。代谢相关脂肪性肝病（MAFLD）是指无

过量饮酒和其他已知肝损伤因素存在的情况下，超

过 5%的肝细胞发生脂肪变性，包括一系列疾病：非

酒 精 性 脂 肪 肝（NAFL）、非 酒 精 性 脂 肪 性 肝

炎（NASH）、纤维化和肝硬化［23］。IL-17是一个重要

的促炎症细胞因子，在多种炎性反应及自身免疫性

疾病病理过程中发挥关键作用［24］。IL-17信号通路

与肝细胞的凋亡和自噬相关，激活 IL-7信号通路可

进一步诱导肝细胞凋亡和自噬，最终损害肝细胞和

肝功能［25］。制首乌致肝损伤还有一条重要的信号

通路就是TNF信号通路，TNF作为通路中的关键核

心靶点，通常被认为是炎症反应的关键调节因子，

炎症反应对肝脏呈“双向调节”作用，即可能有益，

也可能有害，这取决于多种因素。轻度炎症反应可

对肝脏有持续的保护作用，有助于组织修复并促进

体内平衡的重建。但过度的炎症可导致肝细胞大

量丢失，从而加剧各种肝脏疾病的严重性，包括缺

血再灌注损伤、全身代谢改变，与不可逆的肝损伤、

纤维化和癌变有关［26-27］。

实验验证结果也表明，生首乌组及一蒸一晒、

三蒸三晒、五蒸五晒、七蒸七晒、九蒸九晒制首乌组

的TBIL、DBIL水平逐渐降低，可见随着九蒸九晒炮

制法蒸晒次数的增加，制首乌对大鼠肝脏的损伤是

逐渐减弱的，综上可知，九蒸九晒炮制法炮制的何

首乌造成的肝毒性与炮制次数即蒸晒次数关系紧

密，肝毒性总体呈现降低趋势，可知九蒸九晒法对

何首乌减毒效果最好。

综上所述，制首乌肝毒性的机制可能是通过多

个靶点作用于不同的通路来进行调节的，本研究采

用了网络药理学的计算机模拟手段推测了制首乌

肝毒性的潜在作用靶点与潜在的作用机制，采用 ig

水煎液制备大鼠肝毒性模型，检测了动物组织的相

关指标，验证网络药理学预测的制首乌的肝毒性通

路以及靶点之间的相关结果，为后续进一步通路验

证奠定了理论基础。结果表明，九蒸九晒炮制方法

可有效减轻制首乌的肝毒性，以九蒸九晒法效果

最好。
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