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整合成分分析和代谢组学线纹香茶菜醇提物的抗肝纤维化作用及机制研究 
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摘  要：目的  探讨线纹香茶菜醇提物（ILEE）对 CCl4 诱导的小鼠肝纤维化的作用及其机制。方法  建立超高效液相色谱

四级杆飞行时间串联质谱（UPLC-Q-TOF/MS）结合 UNIFI 平台的分析方法，表征 ILEE 的化学成分。将昆明小鼠随机分为

对照组、模型组、秋水仙碱（阳性药，0.20 mg·kg−1）和 ILEE 高、中、低剂量（16.28、8.14、4.07 g·kg−1）组，每组 12 只。

除了对照组外，所有小鼠均 ip 10% CCl4 橄榄油溶液，剂量为 4 mL·kg−1，3 d 1 次，连续 6 周，建立肝纤维化模型。从模型建

立的第 1 天起，同时 ig 给药，对照组和模型组小鼠 ig 0.1%羧甲基纤维素钠溶液（20 mL·kg−1），其余各组小鼠 ig 对应的药

物，每天 1 次，连续 6 周。试剂盒法检测血清丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、Ⅲ型前胶原（PC-

Ⅲ）、Ⅳ型胶原（COL-Ⅳ）、层黏蛋白（LN）和透明质酸（HA）水平；观察肝组织病理形态学变化。采用 UPLC-MS/MS 技

术检测对照组、模型组和 ILEE 高剂量组小鼠肝脏代谢物的变化，并进行差异代谢物筛选。采用网络药理学对化学成分和差

异代谢物进行整合分析。结果  共鉴定了 24 个化学成分；与模型组相比，ILEE 高、中剂量显著降低了血清中 ALT、AST、

PC-Ⅲ、COL-Ⅳ、LN 和 HA 水平（P＜0.05、0.01、0.001）；病理切片显示，ILEE 各剂量均减轻了肝细胞肿大、炎症细胞浸

润和纤维化程度。代谢组学分析表明，ILEE 高剂量对肝纤维化小鼠肝脏中 13 种差异代谢物具有显著回调作用。整合分析显

示异泽兰黄素、迷迭香酸、丹酚酸 B、laxiflorin B 等 9 个成分可能作用于胸苷酸合成酶（TYMS）、酪氨酸酶（TYR）、醛酮

还原酶家族 1 成员 A1（AKR1A1）等 17 个靶点，影响酪氨酸代谢、糖酵解/糖异生和叶酸的一碳代谢通路，调节肝纤维化小

鼠肝脏中维生素 B9、甲状腺素、邻羟基苯乙酸和 2-磷酸-D-甘油酸的水平。结论  ILEE 对 CCl4 所致小鼠肝纤维化具有良好

的防治作用，其机制可能与酪氨酸代谢、糖酵解/糖异生和叶酸的一碳代谢通路等途径有关。 
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Abstract: Objective To investigate the anti-liver fibrosis effects and the underlying mechanisms of the ethanol extract of Isodon 

lophanthoides (ILEE) on CCl₄-induced liver fibrosis in mice. Methods  An analytical method based on ultra-performance liquid 
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chromatography quadrupole time-of-flight tandem mass spectrometry (UPLC-Q-TOF/MS) combined with the UNIFI platform was 

established to characterize the chemical constituents of ILEE. KM mice were randomly divided into a control group, a model group, a 

colchicine (positive drug, 0.20 mg·kg−1) group, and high-, medium-, and low-dose ILEE groups (16.28, 8.14, and 4.07 g·kg−1), with 

12 mice in each group. Except for the control group, all mice were intraperitoneally injected with 10% CCl4 olive oil solution at a dose 

of 4 mL·kg−1 once every 3 days for six consecutive weeks to establish a liver fibrosis model. From the first day of model establishment, 

intragastric administration was simultaneously given. Mice in the control and model groups were intragastrically administered 0.1% 

sodium carboxymethyl cellulose solution (20 mL·kg−1), while mice in the other groups were intragastrically administered the 

corresponding drugs once a day for 6 consecutive weeks. Serum levels of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase 

(AST) levels, type III procollagen (PC-III), type IV collagen (COL-IV), laminin (LN), and hyaluronic acid (HA) were measured. Liver 

tissue pathological changes were also observed. UPLC-MS/MS technology was employed to assess changes in liver metabolites across 

the control, model, and high-dose groups, enabling differential metabolite screening. Network pharmacology was employed to perform 

an integrated analysis of the chemical components and differential metabolites. Results  A total of 24 chemical components were 

identified. Compared with the model group, the high- and medium-dose ILEE significantly reduced the serum levels of ALT, AST, PC-

III, COL-IV, LN, and HA (P < 0.05, 0.01, 0.001). Pathological sections revealed that ILEE at high, medium, and low doses reduced 

hepatocyte enlargement, inflammatory cell infiltration, and fibrosis. Metabolomic analysis demonstrated that high doses of ILEE 

significantly reversed 13 differential metabolites in the livers of mice with liver fibrosis. Integrated analysis indicated that nine 

components including eupatilin, rosmarinic acid, salvianolic acid B, and laxiflorin B, may act on 17 targets such as TYMS, TYR, and 

AKR1A1, affecting tyrosine metabolism, glycolysis/gluconeogenesis, and one carbon pool by folate, regulating the levels of vitamin 

B9, thyroxine, 2-hydroxyphenylacetic acid, and 2-phospho-D-glyceric acid in the livers of mice with liver fibrosis. Conclusion  ILEE 

exhibits significant preventive and therapeutic effects on CCl4-induced liver fibrosis in mice, with its mechanism may be associated 

with tyrosine metabolism, glycolysis/gluconeogenesis, and the one carbon pool by folate. 

Key words: ethanol extract of Isodon lophanthoides; liver fibrosis; component analysis; metabolomics; isophosphorus flavin; 

rosmarinic acid; salvianolic acid B; tyrosine metabolism; glycolysis/gluconeogenesis; one-carbon metabolic pathway of folic acid 

 

肝纤维化是由肝炎病毒、酒精、药物以及血吸

虫等多种因素引起的慢性肝病的常见病理特征，其

主要表现为细胞外基质（（ECM）的过度积累与异常

沉积。肝纤维化的持续进展可导致肝硬化、门脉高

压甚至肝癌，最终导致肝功能衰竭，对患者生命健

康构成严重威胁。流行病学数据显示，晚期纤维化

和肝硬化在中国成年人中的患病率分别为 2.85%和

0.87% [1]。尽管早期干预可在一定程度上延缓甚至

逆转病程[2]，但目前临床上尚缺乏特异性抗肝纤维

化的化学药物，现有治疗主要以保肝、抗炎、抗氧

化及利胆等对症措施为主。中药因其多成分、多靶

点的特点，在抗肝纤维化方面展现了独特优势和广

阔前景。 

线纹香茶菜 Isodon lophanthoides（Buch. Ham. 

ex D. Don）H. Hara 为唇形科植物，主要分布于我

国广东、广西等地，具有清热利湿、退黄、凉血散

瘀的功效，广泛用于治疗黄疸型肝炎、乙型肝炎及

胆囊炎等疾病。目前，其研究主要集中在化学成分

的提取与分离、质量控制、含量测定以及保肝作用

等方面[3-4]。已有研究表明，线纹香茶菜水煎剂对肝

损伤具有显著的保护作用[5-6]。与水煎剂相比，醇提

物富含有机酸类、黄酮类及二萜类成分，且具有更

高的浓缩度和质量稳定性。然而，目前尚无关于线

纹香茶菜醇提物（（ILEE）体内抗肝纤维化作用及其

机制的研究报道，其活性成分对疾病代谢物轮廓的

调节作用有待进一步探索。 

代谢组学被认为是生物体整个功能状态的（“生

化表型”，能够从整体代谢的视角解析生物体内源

性代谢状态，通过代谢通路的富集分析，可为揭示

药物作用机制提供数据支撑[7]。此外，网络药理学

作为一种基于系统生物学和计算生物学的方法，具

备出色的组学数据整合能力，能够将药物与特定代

谢途径关联，系统揭示药物对代谢途径或差异代谢

物的调节作用[8-10]。基于此，本研究以 ILEE 为研究

对象，首先采用超高效液相色谱四级杆飞行时间串

联质谱（（UPLC-Q-TOF/MS）技术表征其化学成分；

其次，基于 CCl4 诱导的肝纤维化小鼠模型评估其抗

肝纤维化作用，并结合广泛靶向代谢组学技术，探

讨其对肝脏内源性代谢物的影响；最后，采用网络

药理学方法整合化学成分与代谢组学数据，构建

（“成分-靶点-通路-代谢物”网络，系统分析其抗肝纤

维化的潜在机制，为线纹香茶菜在肝纤维化防治中
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的应用及其相关产品的开发提供理论支持。 

1 材料 

1.1  实验动物 

SPF 级 KM 小鼠，雌雄各半，体质量 18～20 g，

由长沙市天勤生物科技有限公司提供，实验动物生

产许可证号 SCXK（湘）2019～0013，所有动物均

适应性喂养 1 周后开始实验，该动物实验通过广西

中医药大学实验中心动物委员会审批（批号

2021AC19102）。 

1.2  主要仪器 

Infinite M200 pro 全波长酶标仪（（瑞士 TECAN

公司）；TDZ5-WS 型离心机（（湖南湘仪实验室仪器

开发有限公司）；SC-316 型立式冷藏柜（青岛海尔

特种电冰柜有限公司）；ME204/02 型分析天平（（美

国梅特勒-托利多仪器有限公司）；JXFSTPRP-CLN-

24 型冷冻研磨仪（上海净信实业发展有限公司）；

MX-S 型涡旋混匀仪（北京大龙兴创实验仪器股份

公司）；Milli-Q 超纯水制备仪（（美国 Millipore 公司）；

SCIEX QTRAP 6500+ LC-MS/MS系统由Exion LC™ 

AD 型超高效液相色谱（UPLC）和 QTRAP® 6500+

串联质谱（MS/MS）组成（美国 AB Sciex 公司）；

KQ-500E 型超声波清洗器（（昆山市超声仪器有限公

司）；Waters Xevo G2-XS Q-TOF LC-MS 系统，由

Acquity UPLC I-Class 型超高效液相色谱仪及 Xevo 

G2-XS Q-TOF 型四极杆飞行时间质谱仪组成（（配有

UNIFI 科学信息学系统 V1.7 和 Masslynx 4.1 质谱

工作站，美国 Waters 公司）。 

1.3  药物与主要试剂 

线纹香茶菜药材购自广西仙茱中药科技有限

公司，经广西中医药大学药学院谭勇教授鉴定为唇

形科线纹香茶菜 I. lophanthoides（Buch. Ham. ex D. 

Don）H. Hara 的干燥地上部分。秋水仙碱片（（批号

220204）购自西双版纳版纳药业有限责任公司。丙

氨酸氨基转移酶（（ALT）测试盒（（批号 20231024）、

天冬氨酸氨基转移酶（AST）测试盒（批号

20231024）、Ⅳ型胶原（COL-Ⅳ）试剂盒（批号

20231123）、Ⅲ型前胶原（PC-Ⅲ）试剂盒（批号

20231123）、层黏连蛋白（LN）试剂盒（批号 20231123）

和透明质酸（HA）试剂盒（批号 20231123）购自南

京建成生物工程研究所；苏木素-伊红（（HE）高清恒

染试剂盒（（批号 G1076）和 Masson 染液套装（（批号

G1006）购自武汉赛维尔生物科技有限公司；四氯

化碳（CCl4，批号 C15152771）购自上海麦克林生

化科技有限公司； 0.9% 氯化钠溶液（批号

H22030207）购自广西裕源药业有限公司；橄榄油溶

液（批号 C15311659）购自上海麦克林生化科技股

份有限公司；夏佛塔苷（（批号 AF21061501，质量分

数＞98%）、异夏佛塔苷（批号 AF21062602，质量

分数＞98%）、新西兰牡荆苷（批号 AF20112508，

质量分数＞98%）、迷迭香酸（（AF22022152）均购自

成都埃法生物科技有限公司；乙腈（（质谱级）、甲醇

（（质谱级）和甲酸（（色谱级）购自美国 Fisher 公司。 

1.4  数据库与软件 

PubChem 数 据 库 （ https ： //pubchem. 

ncbi.nlm.nih.gov/ ） ； TCMSP 数 据 库

（（ https://old.tcmsp-e.com/tcmsp.php）； Swiss Target 

Prediction 数 据 库 （ http ： //www. Swiss 

targetprediction.ch/）；GeneCards 数据库（https：// 

www.genecards.org/）；String 数据库（https://string-

db.org/ ） ； Venny 2.1.0 （ http ： //bio 

infogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html）；KEGG 数

据库（http： //www. kegg.jp/）；UniProt 数据库

（https：//www. uniprot. org/）；DAVID 6.8 数据库

（（https：//david. ncifcrf. gov/）；Cytoscape 3.10.0 软件。 

2  方法 

2.1  ILEE 化学成分分析 

2.1.1  ILEE 制备  取线纹香茶菜 10 kg，加 8 倍量

95%乙醇，加热回流提取 2 次，每次 1.5 h，滤过，

合并滤液，减压浓缩，得醇提物浸膏 270 g。经分

析，ILEE 中咖啡酸质量分数为 2.08 mg∙g−1、夏佛塔

苷质量分数为 0.52 mg∙g−1、异夏佛塔苷质量分数为

0.53 mg∙g−1、迷迭香酸质量分数为 19.86 mg∙g−1。 

2.1.2  ILEE 供试品的制备  精密称取 10 mg ILEE

浸膏，加入 10 mL 纯甲醇，超声萃取 30 min（（功率

150 W、频率 50 kHz），经 0.22 µm 的微孔滤膜滤

过，得到供试品溶液。 

2.1.3  对照品溶液制备  精密称取夏佛塔苷等对

照品各 1 mg，用少量二甲基亚砜助溶，以甲醇为溶

剂，制备成单个对照品储备液（（1 mg·mL−1）及混合

对照品溶液（1 μg·mL−1）。 

2.1.4  色谱条件  采用 Acquity PRM HSS T3 FIT 色

谱柱（100 mm×2.1 mm，1.8 μm），以 0.1%甲酸水

（（A）、乙腈（（B）为流动相进行梯度洗脱（（0～3 min，

5% B；3～10 min，5%～10% B；10～20 min，10%～

30% B；20～30 min，30%～65% B）；进样体积为

2 μL；体积流量为 0.3 mL·min−1；柱温为 40 ℃。 
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2.1.5  质谱条件  采用电喷雾离子源，MSE 数据

采集模式，质量扫描范围 m/z 50～1 500，毛细管

电压分别为 3.0 kV（＋）和 2.5 kV（－），锥孔

电压为 40 V，锥孔气体积流量为 50 L·h−1，脱溶

剂氮气体积流量为 600 L·h−1，氩气体积流量为

0.15 mL·min−1，离子源温度为 120 ℃，脱溶剂气温

度为 300 ℃，低能通道碰撞能量设置为 6 eV，高能

通道能量设置为 20～35 eV。 

2.1.6  数据处理  通过检索中国学术期刊全文数

据库（（CNKI）、PubChem、PubMed 和 Chem Spider

等数据库，收集并整理线纹香茶菜及其亲缘相近品

种的化学成分，建立（“化学成分数据库”。随后，将

（“原始数据”和（“化学成分数据库”导入 UNIFI V1.7

平台进行成分分析。具体参数设置如下：高能量强

度阈值为 50.0，低能量强度阈值为 400.0；精确质量

数偏差±5.0×10−3，保留时间容差 0.1 min；在正离

子模式下，选择[M＋H]
＋
、[M＋Na]

＋
作为加合离子，

在负离子模式下，选择[M－H]
－
和[M＋HCOO]

－
作

为加合离子；正离子校正质量数为 556.276 6，负离

子校正质量数为 554.262 0。为辅助鉴定化合物，还

结合元素匹配、碎片离子分析、质谱数据库对比、

文献查阅和对照品比对等多种方法。 

2.2  药效评价 

2.2.1  溶液配制  取秋水仙碱药片 1 粒，放到洁净

干燥的研钵中，碾碎，加入 50 mL 0.1%羧甲基纤维

素钠溶液，得到秋水仙碱供试溶液。 

用移液枪准确移取 4 mL 的 CCl4，量取 36 mL

的橄榄油溶液，混匀，得到 10% CCl4橄榄油溶液，

现配现用。 

2.2.2  分组、造模与给药  将 SPF 级 KM 小鼠称

质量后，随机分为对照组、模型组、秋水仙碱（阳

性药，0.20 mg·kg−1）和 ILEE 高、中、低剂量（16.28、

8.14、4.07 g·kg−1）组，每组 12 只。除了对照组

外，所有小鼠均 ip 10% CCl4 橄榄油溶液，剂量为

4 mL·kg−1，3 d 1 次，连续 6 周，建立肝纤维化模

型[11-12]。从模型建立的第 1 天起，同时 ig 给药，

对照组和模型组小鼠 ig 0.1%羧甲基纤维素钠溶

液（20 mL·kg−1），其余各组小鼠 ig 对应的药物，每

天 1 次，连续 6 周。每天观察小鼠状态，每周称 1

次体质量。 

2.2.3  样本采集  末次给药后，禁食不禁水 12 h

后，采用眼眶静脉突刺采血，放置于离心管中，静

置大约 1 h 至离心管中出现肉眼可见的上清液，于

4 ℃条件下 2 000 r·min−1 离心 10 min，取上清液分

装，放置在−80 ℃冰箱中保存。使用颈椎脱臼法处

死小鼠，迅速取出肝脏，用 0.9%氯化钠溶液荡洗血

渍并用滤纸吸干水分，取肝脏左叶放在多聚甲醛溶

液中固定，用于病理组织观察，分装剩余的肝脏组

织置于−80 ℃冰箱中保存、备用。 

2.2.4  血清 ALT 和 AST 的检测  采用酶标法检测

血清中 ALT、AST 的活力，严格按照检测试剂盒说

明书操作。 

2.2.5  血清 HA、LN、PC-Ⅲ和 COL-IV 的检测  采

用 ELISA 法检测血清中 HA、LN、PC-Ⅲ、COL-IV

水平，严格按照检测试剂盒说明书操作。 

2.2.6  小鼠肝组织病理形态学观察  切取各组小

鼠肝组织适量，用 4%多聚甲醛固定，脱水，石蜡包

埋，切片（厚度约 4 μm），经脱蜡、封片后，取小

鼠肝组织石蜡切片，采用 HE、Masson 染色，光学

显微镜下观察肝脏组织损伤与纤维化程度。 

2.2.7  统计学分析  用 SPSS 19.0 统计软件进行统

计学分析，计量资料以 x s 表示。采用单因素方差

分析，若方差齐性则采用 LSD-t 法进行两两比较，

若方差不齐则用 Dunnett's T2 法进行比较。 

2.3  肝脏代谢组学 

2.3.1  肝脏样本的制备  称取 50 mg 肝脏组织，置

于离心管中，加入 500 μL 预冷至−20 ℃的 70%甲

醇水溶液匀浆 3 min，于 4 ℃、12 000 r·min−1 离心

10 min，取上清液 300 μL，过蛋白沉淀板后进行上

机分析。 

2.3.2  色谱条件  采用 Waters Acquity UPLC HSS 

T3 C18色谱柱（（100 mm×2.1 mm，1.8 µm），以 0.05%

甲酸水（（A）-0.05%甲酸乙腈（（B）为流动相进行梯

度洗脱（（0～8 min，5%～95% B；8.0～9.5 min，95% 

B；9.5～9.6 min，95%～5% B；9.6～12.0 min，

5% B），后运行 10 min；进样体积为 2 μL；体积

流量为 0.35 mL·min−1；柱温为 40 ℃。 

2.3.3  质谱条件  采用电喷雾离子源，毛细管电压分

别为 5.5 kV（＋）和 4.5 kV（－），气帘气 241.32 kPa，

离子源温度 550 ℃，应用动态多反应监测（（MRM）

模式采集质谱数据信息，离子对信息来源于美国

AB SCIEX 公司。 

2.3.4  数据分析  将 UPLC-MS/MS 质谱采集得到

的原始数据使用 MultiQuant 3.0.3 软件进行峰提取、

峰对齐、色谱峰积分校正。基于 MetaboAnalyst 6.0

平台（（https://www.metaboanalyst.ca）进行正交偏最
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小二乘法判别分析（OPLS-DA）、差异代谢物的筛

选及京都基因与基因组百科全书（KEGG）代谢通

路富集分析，筛选标准为 VIP＞1，差异倍速（（Fold 

change）＞2 或＜0.5；采用 OmicStudio 云工具平台

（（https://www.omicstudio.cn/tool），设置相关性计算

方法为 Pearson，将差异代谢物数据与血清生化指标

进行相关分析。 

2.3.5  代谢组学与化学成分的整合分析  首先，通

过 TCMSP 平台（（https://old.tcmsp-e.com/tcmsp.php）

和 SwissTargetPrediction 平台（ http://www.swiss 

targetprediction.ch/）收集 ILEE 中鉴定化学成分的靶

点信息；在合并、去除重复数据后，获得 365 个成

分靶点。随后，将差异代谢物和上述成分靶点导入

Cytoscape 3.10.2 软件的 MetScape 插件，进行整合

分析，获取相关代谢通路的（“代谢物-反应-酶-基因”

关系信息。最后，利用 Cytoscape 3.10.2 软件构建

（“成分-靶点-通路-代谢物”网络，展示成分与代谢通

路的关联。 

3  结果 

3.1  ILEE 化学成分分析 

正、负离子模式下 ILEE 的基峰色谱图见图

1。基于 UNIFI 平台和自建化学成分数据库，结合

分子离子信息、碎片离子分析、对照品及文献比

对等，共鉴定了 24 个化合物，其中，黄酮类 6 个，

有机酸类 9 个，二萜类 7 个，其他类 2 个。结果

见表 1。 

 

F-黄酮类；O-有机酸类；D-二萜类；Ot-其他类。 

F-flavonoids; O-organic acids; D-diterpenoids; Ot-other categories. 

图 1  正（A）、负（B）离子模式下 ILEE 的基峰色谱图 

Fig. 1  Base peak chromatograms of ILEE in positive (A) and negative (B) ion mode 

3.2  抗肝纤维化药效评价 

3.2.1  ILEE 对肝纤维化小鼠血清 ALT、AST 水平

的影响  如图 2 所示，与对照组相比，模型组小鼠

血清中ALT和AST水平明显升高（（P＜0.05、0.001）；

与模型组比较，秋水仙碱组和 ILEE 各剂量组小鼠

血清中 ALT 水平显著降低（（P＜0.05、0.01、0.001），

ILEE 中、高剂量组小鼠血清中 AST 水平显著降低

（（P＜0.05、0.01）。 

3.2.2  ILEE 对肝纤维化小鼠血清 COL-Ⅳ、PC-Ⅲ、

LN、HA 水平的影响  如图 3 所示，与对照组比较，

模型组小鼠血清中 COL-Ⅳ、PC-Ⅲ、LN 和 HA 的

含量都显著升高（（P＜0.01、0.001）；与模型组比较，

秋水仙碱组和 ILEE 各剂量组小鼠血清中的 COL-

Ⅳ、HA 和 LN 含量明显下降（（P＜0.05、0.01、0.001）；

与模型组比较，秋水仙碱组和 ILEE 中、高剂量组

小鼠血清中PC-III的含量显著降低（（P＜0.05、0.01）。 

3.2.3  ILEE 对肝纤维化小鼠肝脏病理损伤的影响  

如图 4 所示，肝脏病理切片 HE 染色结果表明，对

照组小鼠肝细胞形态正常，排列有序；模型组肝组

织结构紊乱，细胞出现水肿、破裂及坏死，汇管区

可见大量炎症细胞浸润。与模型组相比，ILEE 各剂

量组均表现出不同程度的肝损伤改善效果，且改善

程度随剂量增加而增强。高剂量组肝组织结构接近

正常，肝细胞形态和排列显著改善，炎症细胞浸润

减少；中剂量组表现次之，肝细胞水肿和脂肪变性

减轻，坏死灶减少；低剂量组虽有改善作用，但效

果相对较弱。肝脏病理切片 Masson 染色结果显示，

对照组小鼠肝组织结构清晰，肝小叶和中央静脉排

列有序，肝细胞形态正常，胞质和细胞核染色均匀，

未见明显的蓝色胶原纤维增生；模型组小鼠肝组织 
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表 1  基于 UPLC-Q-TOF/MS 的 ILEE 成分分析结果 

Table 1  Analysis results of ILEE based on UHPLC-Q-TOF/MS 

序号 tR/min 化学式 m/z 实测值 偏差/(×10−6) 碎片离子 化学式名称 

F1 7.71 C27H30O5 593.150 6 [M－H]− 0.8 503.107 7、473.110 3、383.078 8、 

353.068 5 

新西兰牡荆苷 a 

F2 9.34 C26H28O14 563.140 3 [M－H]− 0.4 503.107 7、473.107 1、443.099 4、 

383.078 9、353.066 4 

夏佛塔苷 a 

F3 10.83 C26H28O14 563.141 4 [M－H]− 2.3 473.104 0、443.096 4、383.076 9、 

353.066 8 

异夏佛塔苷 a 

F4 13.27 C25H26O13 533.127 1 [M－H]− −4.5 443.093 3、383.073 7、353.068 3 芹菜素-6, 8-二-C-α-L- 

葡萄糖苷[13] 

F5 17.30 C26H28O13 547.143 7 [M－H]− −2.7 519.078 6、415.767 9、295.052 3 葛根素-6″-O-木糖苷[14] 

F6 17.80 C18H16O7 343.081 7 [M－H]− −0.3 328.100 8、313.120 8、299.061 3 异泽兰黄素[15] 

O1 1.38 C6H8O7 191.019 4 [M－H]− 1.0 129.015 9、111.005 6 柠檬酸[16] 

O2 3.34 C9H10O5 197.044 4 [M－H]− −3.0 179.033 6、135.043 1 丹参素[17] 

O3 4.49 C9H10O4 181.049 6 [M－H]− −2.8 163.035 9、135.040 9 4-羟基苯乳酸 

O4 5.11 C7H6O3 137.023 4 [M－H]− −3.6 109.029 0 原儿茶醛[18] 

O5 5.97 C12H14O8 285.059 8 [M－H]− −4.2 153.013 6、109.028 0 乌拉尔新苷[19] 

O6 6.57 C9H8O4 179.034 7 [M－H]− 1.7 135.044 8 咖啡酸[17] 

O7 16.19 C18H16O8 359.077 4 [M－H]− 1.9 197.046 1、179.033 9、161.024 3、 

135.038 5  

迷迭香酸 a 

O8 16.50 C26H22O10 493.112 9 [M－H]− −1.2 295.060 1、185.024 1 丹酚酸 A[17] 

O9 17.20 C36H30O16 717.144 5 [M－H]− −0.7 519.091 6、339.047 9、321.039 2 丹酚酸B[17] 

D1 22.33 C20H24O5 343.153 8 [M－H]− −2.0 328.115 6、313.051 9、295.094 5 laxiflorin B[20] 

D2 24.89 C22H28O6 387.180 8 [M－H]− 1.8 327.167 0、309.170 3 maoecrystal A[20] 

D3 25.89 C20H26O4 331.192 0 [M＋H]+ 3.3 313.185 3、295.176 4、257.125 4、 

243.110 3 

gerardianin C[21] 

D4 26.98 C20H28O5 347.187 2 [M－H]− 4.0 329.173 3、314.146 8、301.167 0 megathyrin A[20] 

D5 27.67 C22H30O6 389.197 0 [M－H]− 1.5 329.177 1 effusanin B[20] 

D6 28.31 C20H26O3 313.179 9 [M－H]− −1.6 283.128 1、257.120 7 6, 7-dehydroroyleanone[18] 

D7 28.50 C20H28O4 331.189 5 [M－H]− −4.2 313.167 8、295.171 9 umbrosin B[22] 

Ot1 1.47 C7H11NO5 188.055 6 [M－H]− −1.6 144.065 3、128.035 8、102.056 8 N-乙酰-L-谷氨酸 

Ot2 6.67 C9H6O3 163.038 7 [M＋H]+ −4.9 145.028 7、135.043 9、119.049 3 7-羟基香豆素[23] 

a-与对照品比对；F-黄酮类；O-有机酸类；D-二萜类；Ot-其他类。 

a-comparison with reference substance; F-flavonoids; O-organic acids; D-diterpenes; Ot-other classes. 

 

与对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。 

*P < 0.05  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group. 

图 2  ILEE 对肝纤维化小鼠血清 ALT 和 AST 活力的影响 ( ±s，n＝9) 

Fig. 2  Effects of ILEE on serum ALT and AST activities in mice with liver fibrosis ( ±s，n＝9) 

x

x
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与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group. 

图 3  ILEE 对肝纤维化小鼠血清 COL-IV、PC-III、HA 和 LN 含量的影响 ( ±s，n＝9) 

Fig. 3  Effects of ILEE on serum COL-IV, PC-III, HA and LN levels in mice with liver fibrosis ( ±s，n＝9) 

 

图 4  ILEE 对肝纤维化小鼠肝脏病理损伤的影响 (×100) 

Fig. 4  Effects of ILEE on liver pathological damage in mice with liver fibrosis (×100) 

结构紊乱，出现大量的蓝色胶原纤维，分布范围广

泛，从汇管区向肝小叶延伸，形成明显纤维间隔；

与模型组比较，秋水仙碱组和 ILEE 各剂量组小鼠

肝小叶结构有所恢复，蓝色胶原纤维增生明显减轻，

纤维间隔数量减少，但改善程度因剂量不同而异。 

3.3  肝脏代谢组学分析 

3.3.1  主成分分析（（PCA）及 OPLS-DA  对对照组、

模型组及 ILEE 高剂量组小鼠肝脏样本进行 PCA，

结果表明 PC1、PC2 和 PC3 分别解释了总方差的

17.51%、16.68%和 8.05%（（图 5-A）。在 PCA 图中，

对照组与模型组的样本表现出明显的分离，说明这

2 组内源性代谢物的表达模式存在显著差异。此外，

ILEE 高剂量组与模型组之间也有一定程度的分离，

提示 ILEE 高剂量对肝纤维化小鼠肝脏代谢物表达

产生了影响。进一步使用 PLS-DA 对 3 组样本进行

分析（图 5-B），结果显示各组样品存在明显分离，

ILEE 高剂量组位于对照组与模型组之间。这表明，

各组的肝脏内源性代谢物存在差异，且 ILEE 对肝

纤维化小鼠肝脏代谢物变化具有一定的回调作用。 

3.3.2  差异代谢物筛选  采用 OPLS-DA 和倍数变

化分析分别筛选模型组与对照组、ILEE 高剂量组与

模型组的差异代谢物。如图 5-C 所示，模型组与对 

x

x

 

HE

Masson

对照              模型               秋水仙碱              16.28               8.14                4.07 

ILEE/(g∙kg−1) 

HE 

Masson 
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A-3 组样品 PCA 图；B-3 组样品 PLS-DA 得分图；C-模型组与对照组 OPLS-DA 得分图；D-模型组与对照组置换验证图；E-ILEE 高剂量组与

模型组 OPLS-DA 得分图；F-ILEE 高剂量组与模型组置换验证图。 

A-PCA plot of three sample groups; B-PLS-DA score plot of three sample groups; C-OPLS-DA score plot of model group vs control group; D-

Permutation validation plot for model group vs control group; E-OPLS-DA score plot of the ILEE high-dose group vs model group; F-Permutation 

validation plot for the ILEE high-dose group vs model group. 

图 5  多元分析结果 

Fig. 5  Results of multivariate analysis 
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照组的数据分离度较好，表明 2 组内源性代谢物的

表达存在显著差异。同样，ILEE 高剂量组与模型组

之间的内源性代谢物表达也表现出明显差异（（图 5-

E）。此外，OPLS-DA 模型的置换检验图（如图 5-

D、F）显示 Q2≥0.5，进一步验证了所构建的模型

的可靠性及未发生过拟合。以 VIP 值≥1、Fold 

change≥2.0 或 Fold change≤0.5 为筛选标准，分别

从模型组与对照组、ILEE 高剂量组与模型组的比较

中筛选出 54 种和 33 种差异代谢物，其中 13 种代

谢物在 2 组比较中均表现为差异显著，如猪脱氧胆

酸（（hyodeoxycholic acid）、维生素 B9（（vitamin B9）、

N6-甲基腺苷（（N6-methyladenosine）等，其热图分析

见图 6、信息见表 2。 

3.3.3  差异代谢物与血清生化指标的相关性分析 

差异代谢物与血清生化指标的相关性分析结果如 

 

图 6  差异代谢物热图 

Fig. 6  Heatmap of differential metabolites 

表 2  差异代谢物信息 

Table 2  Deta ILEE information of screened differential metabolites 

序

号 
名称 化学式 

离子模

式 

母离子

（Q1） 

子离子

（Q3） 

模型 vs

对照 

ILEE 高剂量 vs

模型 

1 猪脱氧胆酸（hyodeoxycholic acid） C24H40O4 负离子 391.3 391.3 下调 上调 

2 牛磺熊去氧胆酸 

（tauroursodeoxycholic acid） 

C26H45NO6S 负离子 498.3 79.8 下调 上调 

3 维生素 B9（vitamin B9） C19H19N7O6 正离子 442.2 295.1 下调 上调 

4 甲状腺素（thyroxine） C15H11I4NO4 正离子 777.7 731.4 下调 上调 

5 3-吲哚乙醇（tryptophol） C10H11NO 正离子 162.1 144.1 下调 上调 

6 N6, N6-二甲基腺苷 

（N6, N6-dimethyladenosine） 

C12H17N5O4 正离子 296.1 164.1 下调 上调 

7 2'-O-甲基尿苷 

（2'-O-methyluridine） 

C10H14N2O6 正离子 259.1 113.0 下调 上调 

8 1-甲基腺苷（1-methyladenosine） C11H15N5O4 正离子 282.1 150.1 下调 上调 

9 N6-甲基腺苷 

（N6-methyladenosine） 

C11H15N5O4 正离子 282.1 150.1 下调 上调 

10 N6, 2'-O-二甲基腺苷 

（N6, 2'-O-dimethyladenosine） 

C12H17N5O4 正离子 296.1 150.1 下调 上调 

11 乙基丙二酸（ethylmalonic acid） C5H8O4 负离子 131.0 87.1 上调 下调 

12 邻羟基苯乙酸 

（2-hydroxyphenylacetic acid） 

C8H8O3 负离子 151.1 107.1 上调 下调 

13 2-磷酸-D-甘油酸 

（2-phospho-D-glyceric acid） 

C3H7O7P 负离子 184.9 78.8 下调 上调 

图 7 所示。颜色梯度表示相关性的强度和方向，其

中深蓝色代表较强的负相关（接近−0.8），红色表

示较弱的正相关（接近 0.2）；相关性显著性通过 t

检验。总体来看，图中负相关性占主导地位，表明

这些代谢物的变化与生化指标的升高呈抑制性关

系。具体而言，10 种代谢物包括 N6-甲基腺苷、2-

磷酸-D-甘油酸、N6, 2'-O-二甲基腺苷、1-甲基腺苷、

2'-O-甲基尿苷、N6, N6-二甲基腺苷、牛磺熊去氧胆

酸、乙基丙二酸、猪脱氧胆酸和维生素 B9与所有血

清生化指标（AST、ALT、PC-III、COL-IV、LN 
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图 7  相关性分析热图 

Fig. 7  Correlation analysis heat map  

和 HA）呈负相关；其中，N6-甲基腺苷与所有血清

生化指标呈显著负相关（P＜0.05），表明其水平的

增加可能与这些生化指标的降低相关，而这些指标

通常用于评估肝损伤和纤维化程度，推测 N6-甲基

腺苷可能在抑制肝纤维化的过程中发挥保护作用。

此外，代谢物邻羟基苯乙酸与血清 AST、LN、COL-

IV 和 HA 呈弱正相关（（相关系数分别为 0.05、0.14、

0.14 和 0.10），提示在这些指标升高时，邻羟基苯乙

酸的浓度可能也会相应增加。 

3.3.4  通路富集分析  代谢通路富集分析结果见

图 8，共获得 10 条代谢通路，包括苯丙氨酸代谢

（（phenylalanine metabolism）、叶酸的一碳代谢（one 

carbon pool by folate）、甘油脂质代谢（glycerolipid 

metabolism）、磷酸戊糖途径（pentose phosphate 

pathway ） 、 糖 酵 解 / 糖 异 生

（（glycolysis/gluconeogenesis）、叶酸生物合成（（folate 

biosynthesis）、乙醛酸和二羧酸代谢（（glyoxylate and 

dicarboxylate metabolism）、甘氨酸、丝氨酸和苏氨 

 

图 8  KEGG 气泡图 

Fig. 8  KEGG bubble map  
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酸代谢（glycine，serine and threonine metabolism）、

酪氨酸代谢（（tyrosine metabolism）和初级胆汁酸生

物合成（（primary bile acid biosynthesis）。这些结果表

明，ILEE 对 CCl4 诱导的小鼠肝纤维的改善作用可

能与上述代谢通路的调节相关，为进一步探索 ILEE

的作用机制及其在代谢网络中的调控效应提供了

重要线索。 

3.3.5  整 合 分 析   基 于 TCSMP 平 台

（（https://old.tcmsp-e.com/tcmsp.php）和 SwissTarget 

Prediction 平 台 （ http://www.swisstarget 

prediction.ch/），共筛选获得 365 个成分靶点。随后，

将 13 个差异代谢物和 365 个成分靶点导入

Cytoscape 3.10.2 软件，通过 MetScape 插件进行整

合分析，构建（“成分-靶点-通路-代谢物”网络（（图

9）。该网络包含 33 个节点（包括 9 个成分、17 个

靶点、3 条代谢通路和 4 个差异代谢物）及 51 条

边。其中，三角形节点表示化学成分、圆形节点表

示靶点、V 型节点表示代谢通路、六边形节点表示

差异代谢物。分析结果表明，ILEE 的 9 种化学成

分 ，包 括异 泽兰 黄素 （ eupatilin ）、丹 参素

（（danshensu）、咖啡酸（caffeic acid）、迷迭香酸

（（rosmarinic acid）、丹酚酸 B（salvianolic acid B）、

柠檬酸（citric acid）、原儿茶醛（protocatechuic 

aldehyde）、 laxiflorin B 和 7-羟基香豆素（ 7-

hydroxycoumarin），可能通过作用于 TYMS、TYR、

AKR1A1 等 17 个靶点，影响酪氨酸代谢、糖酵解/

糖异生和叶酸的一碳代谢等 3 条关键代谢通路，从

而调控肝纤维化小鼠肝脏中维生素 B9、甲状腺素、

邻羟基苯乙酸和 2-磷酸-D-甘油酸水平。这些结果初

步揭示 ILEE 对肝纤维化的多成分、多靶点、多通

路的综合调控机制，为阐释其抗肝纤维化作用及机

制提供了重要理论支持。 

 

图 9  “成分-靶点-通路-代谢物”网络 

Fig. 9  “ingredients-targets-pathways-metabolites” network diagram 

4  讨论 

本研究通过化学成分分析和代谢组学方法，揭

示了 ILEE 的化学组成及其潜在的抗肝纤维化分子

机制。采用 UPLC-Q-TOF/MS 分析技术，在 30 min

内实现了 ILEE 的高效分析，鉴定出 24 个化学成分，

主要包括黄酮类、有机酸类和二萜类物质，这些成分

具有抗氧化应激、抑制炎症反应等生物活性[24-26]，推

测其可能是 ILEE 抗肝纤维化的物质基础。 

CCl4是一种常用的肝纤维化造模剂，其诱导的

肝纤维化模型在病理形态和生理特征上与人类肝

纤维化高度相似[27]，因此被广泛应用于抗肝纤维化

药物的筛选和作用机制研究。CCl4进入机体后可导

致肝细胞损伤，使 AST 和 ALT 大量释入血[28]。同

时，肝星状细胞（HSCs）的活化引发细胞外基质

（（ECM）合成和降解失衡，并伴随 HA、LN、PC-Ⅲ、

COL-Ⅳ等 ECM 成分的显著升高，这些指标常用于

评估肝纤维化和肝损伤程度[29]。在本研究中，模型

组小鼠的血清 ALT、AST、HA、LN、PC-Ⅲ和 COL-

Ⅳ水平显著高于对照组，肝组织呈现出细胞肿大、

炎症细胞浸润及纤维增生的病理特征，表明模型构

建成功。而 ILEE 中、高剂量组小鼠的上述指标显

著降低，且肝细胞病变、坏死和纤维化程度明显改

善，表明 ILEE 具有显著的抗肝纤维化作用。 

代谢组学分析显示，ILEE 高剂量干预可逆转

肝纤维小鼠肝脏中猪脱氧胆酸、维生素 B9、N6-甲

基腺苷等 13 个差异代谢物的异常水平。其中，N6-
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甲基腺苷不仅直接参与肝细胞损伤、炎症细胞募集

和肝星状细胞激活等肝纤维化过程，还通过与微小

RNA 和肠道菌群相互作用等途径间接影响肝纤维

化的发生和进展[30-31]。相关性分析表明，N6-甲基腺

苷与血清 ALT、AST、PC-Ⅲ、COL-Ⅳ、LN 和 HA

水平呈显著负相关，提示其水平升高可能对肝纤维

化具有保护作用。 

通过（“成分-靶点-通路-代谢物”网络分析发现，

ILEE 的 9 个化学成分，包括异泽兰黄素、丹参素、

咖啡酸、迷迭香酸、丹酚酸 B、柠檬酸、原儿茶醛、

laxiflorin B 和 7-羟基香豆素，可能通过作用于

TYMS、TYR 和 AKR1A1 等靶点，影响酪氨酸代

谢、糖酵解/糖异生和叶酸的一碳代谢通路，进而调

控肝脏中维生素 B9、甲状腺素、邻羟基苯乙酸和 2-

磷酸-D-甘油酸的水平，发挥抗肝纤维化作用。已有

研究表明，异泽兰黄素[32]、丹参素[33]、咖啡酸[34]、

迷迭香酸[26]、丹酚酸 B[35]、柠檬酸[36]、原儿茶醛[37]

和 7-羟基香豆素[38]具有抗肝纤维化或保肝作用，进

一步支持了 ILEE 在肝纤维化防治中的潜力。酪氨

酸代谢是 ILEE 抗肝纤维化作用的重要机制之一。

儿茶酚-O-甲基转移酶（COMT）和单胺氧化酶

（（MAO）家族成员（（如 MAOA、MAOB）通过调控

酪氨酸代谢中氧化应激和活性氧（ROS）产生，影

响肝纤维化的进展[39-42]。本研究发现，ILEE 高剂量

处理可降低肝纤维化小鼠肝脏中邻羟基苯乙酸（（一

种酪氨酸代谢产物）的水平，该物质的过度积累会

加剧氧化应激，提示 ILEE 可能通过调控邻羟基苯

乙酸的生成和清除，减轻氧化应激反应，进而保护

肝脏[43-44]。此外，酪氨酸代谢产物甲状腺素的水平

与肝纤维化程度呈负相关[45]。值得注意的是，2024

年 FDA 批准了首款甲状腺激素受体 β 激动剂

（（ resmetirom）用于治疗代谢相关脂肪性肝炎

（（NASH），可显著改善肝脏炎症和肝纤维化进程[46]，

进一步支持甲状腺素代谢在肝纤维化中的重要作

用。糖酵解/糖异生也是 ILEE 抗肝纤维化的重要调

控通路。乙醛脱氢酶 2（ALDH2）、乙醇脱氢酶 1C

（（ADH1C）通过介导乙醛、乙醇转化为乙酸，参与

肝细胞能量代谢，而较高的 ADH 水平被视为肝纤

维化的危险因素 [47] 。醇醛酮还原酶家族 1

（（AKR1A1）、丙糖磷酸异构酶 1（TPI1）和人果糖-

2,6-二磷酸酶 3（PFKFB3）等靶点参与糖酵解过程

中肝细胞的能量代谢，调控纤维化进展[48-50]。例如，

PFKFB3 的过度激活可促进 HSC 糖酵解以满足其

增殖与表型转化需求，从而加速纤维化。本研究发

现，ILEE 治疗能够逆转肝纤维化小鼠肝脏中 2-磷

酸-D-甘油酸（（糖酵解关键中间产物）水平的下降趋

势，可能有助于恢复糖异生的正常活性，从而减缓

肝纤维化[51]。在叶酸的一碳代谢通路中，胸苷酸合

成酶（TYMS）作为关键酶参与胸苷酸的合成，为

DNA 合成与细胞增殖提供必要前体[52]。维生素 B9

（（叶酸）作为重要的代谢调节因子，其缺乏可导致同

型半胱氨酸积累，诱发氧化应激和炎症，进一步加

重肝纤维化[53]。此外，维生素 B9 通过调控脂质代

谢，防止脂肪在肝细胞中堆积，有助于减缓纤维

化进展。研究显示，联合补充维生素 B9、维生素

B12 及抗氧化剂可显著改善慢性肝病患者的肝纤

维化[54-55]，提示维生素 B9 补充是抗肝纤维化的潜

在辅助治疗策略。本研究系统地揭示了 ILEE 通过

多条代谢通路调控肝纤维化的作用机制，未来需进

一步研究相关通路中的关键基因/蛋白，以全面阐明

ILEE 抗肝纤维化的分子机制。 

本研究建立了UPLC-Q-TOF/MS结合UNIFI平

台的分析方法，从 ILEE 中鉴定了 24 个主要的化学

成分，初步揭示了其化学物质基础；基于 CCl4诱导

的肝纤维化小鼠模型，发现 ILEE 能够显著降低肝

纤维化小鼠血清中的 ALT、AST、PC-Ⅲ、COL-Ⅳ、

LN 和 HA 水平，并改善肝组织中炎症细胞浸润及

纤维化组织增生，具有显著的抗肝纤维化作用；通

过化学成分和代谢组学的整合分析，发现 ILEE 中

的 9 个化学成分，包括异泽兰黄素、丹参素、咖啡

酸、迷迭香酸、丹酚酸 B、柠檬酸、原儿茶醛、

laxiflorin B 和 7-羟基香豆素，通过作用于 TYMS、

TYR 和 AKR1A1 等靶点，影响酪氨酸代谢、糖酵

解/糖异生和叶酸的一碳代谢通路，调控肝脏中维生

素 B9、甲状腺素、邻羟基苯乙酸和 2-磷酸-D-甘油

酸的水平，发挥抗肝纤维化作用。研究结果可为阐

释 ILEE 通过多成分、多靶点、多通路发挥抗肝纤

维作用提供科学依据，并为线纹香茶菜在肝纤维化

防治中的应用及其产品开发提供理论支持。 
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