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基于斑马鱼模型和加权网络毒理学的补骨脂挥发油肝毒性评价及毒性机制  
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摘  要：目的  评价补骨脂挥发油的肝毒性作用并分析其潜在毒性机制。方法  采用肝脏具特异性荧光的 Tg（fabp10：

EGFP）转基因斑马鱼模型评价补骨脂挥发油对肝脏形态、荧光强度、生化指标及组织病理的影响；利用气相色谱-质谱（GC-

MS）对补骨脂挥发油化学成分进行系统表征；通过成分占比和分子对接毒性系数加权，运用网络毒理学策略筛选补骨脂挥

发油肝毒性的核心靶点，并利用基因本体（GO）及京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析其可能的毒性机制，

通过构建“药物-成分-靶点-通路”网络筛选出补骨脂挥发油潜在的肝毒性成分和靶点；利用实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）

方法对相关核心靶点进行验证。结果  补骨脂挥发油可显著降低斑马鱼肝脏荧光面积及强度（P＜0.001），显著增加丙氨酸

氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）和丙二醛（MDA）水平（P＜0.05），降低谷胱甘肽（GSH）水平（P＜0.001），

并诱导肝细胞核萎缩、空泡化等病理损伤；GC-MS 共鉴定出补骨脂挥发油的 55 种成分，以萜类化合物为主，其中 42 种为

首次从补骨脂中报道；加权网络毒理学共筛选出细胞色素 P450 3A4 酶（CYP3A4）、周期蛋白依赖性激酶（CDK1）、热休克

蛋白 90α 型 1（HSP90AA1）、低氧诱导因子 1A（HIF1A）、磷脂酰肌醇 4,5-二磷酸 3-激酶催化亚基 α（PIK3CA）5 个与补骨

脂挥发油肝毒性相关的核心靶点，毒性机制与细胞衰老、自噬、HIF-1 信号通路等相关，氧化石竹烯、(－)-顺式-桃金娘醇、

蓝桉醇等成分为补骨脂挥发油中潜在的肝毒性成分；qRT-PCR 结果显示补骨脂挥发油处理后斑马鱼中 CDK1、HIF1A 基因表

达显著增加（P＜0.001），PIK3CA 基因表达显著减少（P＜0.001）。结论  补骨脂挥发油具有一定的肝毒性，其机制与调控

核心靶点、干预相关信号通路及毒性成分介导有关。 
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Abstract: Objective  To evaluate the hepatotoxicity of Psoralea corylifolia volatile oil and analyze its potential toxicity mechanism. 

Methods  The liver-specific fluorescent Tg (fabp10:EGFP) transgenic zebrafish model was employed to evaluate the effects of P. 

corylifolia volatile oil on liver morphology, fluorescence intensity, biochemical indicator and histopathology. GC-MS was utilized for 

systematic characterization of the chemical constituents in P. corylifolia volatile oil. By weighting the toxicity coefficients of 

components and molecular docking, the core targets of P. corylifolia volatile oil hepatotoxicity were screened using the network 

toxicology strategy, and the possible toxicity mechanisms were investigated with Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopaedia of 

Genes and Genomes (KEGG) pathway enrichment analyses. Based on the “drug-component-target-pathway” network, the potential 

toxicity components and targets of P. corylifolia volatile oil were screened. qRT-PCR method was used to verify the relevant core 
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targets. Results  P. corylifolia volatile oil significantly reduced the area and intensity of liver fluorescence (P < 0.01), increased alanine 

aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and malondialdehyde (MDA) levels (P < 0.05) , decreased glutathione 

(GSH) levels (P < 0.001), and induced pathological damage such as liver cell nuclear atrophy and vacuolation. A total of 55 components 

of P. corylifolia volatile oil were identified by GC-MS, and terpenoids were the main components, of which 42 were reported from P. 

corylifolia for the first time. Five core targets, Cytochrome P450 3A4 enzyme (CYP3A4), cyclin-dependent kinase 1 (CDK1), heat 

shock protein 90 alpha type 1 (HSP90AA1), hypoxia-inducible factor 1A (HIF1A), and phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase 

catalytic subunit alpha (PIK3CA), related to the hepatotoxicity of P. corylifolia volatile oil were screened from weighted network 

toxicology. The toxic mechanism was related to cellular senescence, autophagy, HIF-1 signaling pathway and so on. Caryophyllene 

oxide, (-)-cis-myrtanol, globulol and other components were potential hepatotoxic components of P. corylifolia volatile oil. The results 

of qRT-PCR showed that the expression of CDK1 and HIF1A genes in zebrafish increased significantly (P < 0.001) and the expression 

of PIK3CA gene decreased significantly (P < 0.001) after treatment with P. corylifolia volatile oil. Conclusion  The volatile oil from 

P. corylifolia exhibits certain hepatotoxicity, and its mechanism is related to the regulation of core targets, intervention in relevant 

signaling pathways, and mediation by toxic components. 

Key words: Psoralea corylifolia L. volatile oil; hepatotoxicity; zebrafish model; GC-MS; weighted network toxicology; caryophyllene 

oxide, (-)-cis-myrtanol, globulol 
 

补骨脂为豆科植物补骨脂 Psoralea Corylifolia 

L.的干燥成熟果实[1]，其性温，味辛、苦，归肾、脾

经，具有温肾助阳、纳气平喘、温脾止泻等功效，

临床多用于肾阳虚衰所致之阳痿遗精、遗尿频数、

腰膝冷痛等证[1]。《雷公炮炙论》中记载补骨脂““性

本大燥，毒”，其中肝毒性是目前补骨脂毒性研究的

热点，也是制约其临床应用的主要因素[2-3]。研究表

明补骨脂可通过诱导氧化应激[4]、线粒体功能障碍[5]

等多种途径诱导肝细胞毒性，其肝毒性成分研究多

聚焦于香豆素类“（如补骨脂素、异补骨脂素）、黄酮

类“（如补骨脂甲素、补骨脂乙素）等成分[6-7]，目前

补骨脂肝毒性机制及成分尚未完全阐明，进一步探

讨补骨脂肝毒性成分及毒性机制，对补骨脂临床应

用具有重要意义。 

挥发性成分与中药““辛香温燥”的属性密切相

关，补骨脂含有较多的挥发性成分，然而补骨脂挥

发油组分与其肝毒性之间是否存在关联目前尚未

见相关研究报道。基于此，本研究利用斑马鱼模型

对补骨脂挥发油的肝毒性进行评价，采用气相色谱-

质谱联用技术“（GC-MS）对补骨脂挥发油成分进行

系统表征，同时运用基于成分占比和分子对接毒性

系数的加权网络毒理学策略探析补骨脂挥发油肝

毒性机制及潜在的毒性成分，并结合实时荧光定量

PCR“（qRT-PCR）方法对相关核心靶点进行验证，本

研究可为补骨脂安全性评价提供参考，为补骨脂炮

制减毒等研究提供支撑。 

1  材料 

1.1  动物 

Tg“（fabp10：EGFP）品系斑马鱼购自上海费曦

生物科技有限公司。 

1.2  试剂 

醋酸乙酯“（批号 20170526，质量分数≥99.5%）

购自天津市富宇精细化工有限公司；氯化钠、氯化

钾、氯化钙、硫酸镁“（批号 240513D1、240418D2、

240425D2、B231120，质量分数均≥99.0%）购自西

陇科学股份有限公司；甲基纤维素（批号 S14012，

质量分数≥99.0%）购自上海源叶生物科技有限公

司；丙氨酸氨基转移酶“（ALT）、天冬氨酸氨基转移

酶“（AST）、丙二醛“（MDA）检测试剂盒、苏木精-

伊红“（HE）染色试剂盒“（批号 20240715、2407006、

20240220、20242021、20241218）购自北京索莱宝

科 技 有 限 公 司 ； 4% 多 聚 甲 醛 溶 液 （ 批 号

GP24043041735）购自武汉赛维尔生物科技有限公

司；qRT-PCR 引物合成自上海生工生物有限公司；

TRIzol 试剂（批号 S7130）购自北京索莱宝科技有

限公司；反转录试剂盒、实时荧光定量聚合酶链式

反应试剂盒“（批号 RT01032、P220701）均购自成都

福际生物技术有限公司；二甲基亚矾（DMSO）溶

液（批号 EZ6789B127）购于广州赛国生物科技有

限公司；实验用水为娃哈哈纯净水。 

1.3  药材 

补骨脂购自安徽盛安堂药业有限公司，产地：

云南楚雄，批号 240602，经山东中医药大学附属医

院马传江教授鉴定，为豆科植物补骨脂 P. corylifolia 

L.的干燥成熟果实。 

1.4  仪器 

GCMS-QP2020 NX 四极杆型气相色谱质谱联

用仪“（日本岛津公司）；EP214C 型万分之一电子天
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平“（瑞士 Mettler Toledo 公司）；PGX-70A 型斑马鱼

胚胎控光恒温培养箱（杭州川一实验仪器有限公

司）；SW-7 型荧光体式显微镜“（麦克奥迪实业集团

有限公司）；FSX100 型显微镜（日本 Olympus 公

司）；EG1150 型石蜡包埋机、RM2235 型石蜡切片

机（德国 Leica 公司）；StepOne plus 荧光定量 PCR

仪（Applied Biosystems 公司）。 

2  方法 

2.1  斑马鱼的养殖与繁育 

雌雄斑马鱼隔离喂养，交替照明 14 h/黑暗 10 h，

每日按时投喂刚孵化的丰年虾幼体。采集受精卵时，

取性成熟的健康斑马鱼按雌雄 1∶2 的比例放入带

隔板的缸中，次日给予照明同时去除隔板，9：00～

11：00 时收获受精卵。对受精卵进行消毒和洗涤后

移入斑马鱼胚胎培养用水（1 L 纯净水中含 0.012 8 g 

KCl、0.048 4 g CaCl2、0.293 2 g NaCl、0.08 g 

MgSO4·7H2O）中，“（28.0±0.5）℃温度下控光培养。 

2.2  补骨脂挥发油的制备 

取补骨脂适量，粉碎过 3 号筛，置圆底烧瓶中，

加入 2 倍量水浸泡 0.5 h，连接挥发油提取器，加热

回流提取 3 h，分离上层油状液体，经无水硫酸钠干

燥，即得补骨脂挥发油，得率为 1.06%（mL·g−1）。 

2.3  斑马鱼给药溶液的配制 

取““2.2”项下制备的补骨脂挥发油适量，用等

体积 DMSO 溶解后，加入斑马鱼胚胎培养用水，分

别配制成一系列含补骨脂挥发油为 0.005%～

0.200%浓度梯度的斑马鱼给药溶液，并确保各给药

溶液中 DMSO 含量不超过 0.1%。 

2.4  补骨脂挥发油对斑马鱼的肝损伤作用研究 

2.4.1  斑马鱼的分组及给药  Tg（fabp10：EGFP）

品系斑马鱼幼鱼受精发育 72 h 后，挑选正常的斑马

鱼幼鱼，移入 24 孔板中，每孔 15 条，分别暴露于

2 mL 低、中、高浓度“（0.01%、0.05%、0.10%）的

补骨脂挥发油中，同时设置对照组“（斑马鱼胚胎培

养用水）和 DMSO 组“（0.1% DMSO），每组 3 个重

复孔，“（28.0±0.5）℃浸浴处理 72 h，观察并记录各

组斑马鱼畸形和死亡情况。 

2.4.2  斑马鱼的肝脏形态分析  药物处理 72 h 后，

每组各取 6 条斑马鱼于适量 0.02%三卡因溶液中麻

醉，在体视显微镜下固定于 4%甲基纤维素溶液中，

使斑马鱼对眼侧卧于载玻片上，分别在明亮视野和

荧光激发状态下，观察斑马鱼全身及肝脏形态情况

并采集图像，利用 Image J 1.8.0 软件统计不同浓度

补骨脂挥发油对肝脏荧光面积及荧光强度的影响。 

2.4.3  斑马鱼肝脏生化指标测定  药物处理 72 h

后，每组各取 30 条斑马鱼于适量 0.02%三卡因溶液

中麻醉，纯净水漂洗 3 次后除去水分，将每组斑马

鱼按照质量（g）∶体积（mL）＝1∶9 的比例加入磷

酸盐缓冲液（PBS）中，在 4 ℃条件下对斑马鱼进行

匀浆后，2 500 r·min−1离心 10 min，取上清液按照试

剂盒说明书操作，测定 ALT、AST、谷胱甘肽（GSH）

和 MDA 的水平。 

2.4.4  斑马鱼肝脏 HE 染色  药物处理 72 h 后，每

组各取 6 条斑马鱼于适量 0.02%三卡因溶液中麻

醉，再转入 4%多聚甲醛，固定 96 h 后，用梯度乙

醇、二甲苯脱水，石蜡包埋，切成 4～5 μm 的薄片

后进行 HE 染色，置于显微镜下观察各组斑马鱼肝

脏组织病理状态并拍照。 

2.5  补骨脂挥发油的 GC-MS 分析 

2.5.1  供试品溶液的制备  取补骨脂挥发油，以

12 000 r·min−1 离心 10 min，取上清液，即得供试品

溶液。 

2.5.2 气相色谱条件  安捷伦 DB-WAX 气相色谱柱

“（60 m×0.25 mm×0.25 μm）；进样口温度 260 ℃；

载气为高纯氦气，体积流量 2.02 mL·min−1，程序升

温，初始温度 50 ℃，保持 51 min，然后以

10 ℃·min−1 的速率升温至 240 ℃，保持 20 min；

进样量：0.2 μL，分流比 80∶1。 

2.5.3  质谱条件  电子轰击源（EI）；电子能量 70 eV；

离子源温度 230 ℃；接口温度 260 ℃；扫描质量范

围 m/z 20～500；溶剂延迟 0.1 min；全扫描模式。

应用质谱数据系统检索（美国 NIST 质谱检索数据

库），结合相似度和保留时间确定化合物。 

2.6  补骨脂挥发油致肝损伤的加权网络毒理学分析 

2.6.1  补骨脂挥发油化学成分靶点基因的获取  

将“2.5”项下鉴定的化学成分，导入 SuperPred

“（https://prediction.charite.de/index.php）、Swiss Target 

Prediction“（http://www.swisstargetprediction.ch）平台

进行靶点预测，以 Probability＞0 为遴选条件，将化

合物预测所得靶点汇总并去重后得到化合物靶点

数据库。 

2.6.2  疾病靶点基因的获取  以““liver injury”“liver 

damage”等为关键词，以“Homo sapiens”为限定

词，在 GeneCards 数据库（https://www.genecards. 

org/）、OMIM 数据库“（https://omim.org/）中获取疾

病靶点。 
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2.6.3  补骨脂挥发油化学成分基因与疾病基因的

交集靶点  利用 Venny 2.1.0 (http://bioinfogp.cnb. 

csic.es/tools/venny/）平台，分别输入成分和疾病的

作用靶点，绘制 Venny 图，其中的交集靶点即为补

骨脂挥发油致肝损伤的潜在作用靶点。 

2.6.4  蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络的构建  

将从 Venny2.1.0 平台下载的交集靶点数据导入

STRING 数据库（http://string-db.orghtt/cgi/input.pl）

构建蛋白 PPI 网络。筛选 Combined score≥0.9 的靶

点导入 Cytoscape 3.10.1 软件，利用其内置插件

Centiscape2.2 进行核心靶点拓扑分析，计算各靶点

的中间中心性“（BC）、度中心性“（DC）和接近中心

性“（CC），并根据此 3 个参数对靶点进行初步筛选，

得到关键靶点。 

2.6.5  关键靶点的加权分析及核心靶点的筛选  

为了构建补骨脂挥发油中成分与肝损伤靶点之间

的加权网络，将关键靶点与其对应关键成分的分子

对接结合能绝对值作为毒性值，各关键成分在质谱

总离子流图中峰面积的归一化值作为剂量值，分别

对关键靶点 PPI 网络中的 BC、DC 和 CC 值进行加

权，具体加权公式如下： 

T＝∑
Ii

I

n

i≠0

 

T 代表毒性系数（toxicity coefficient），Ii代表关键靶点与对

应关键成分的结合能，I 代表所有结合能之和，n 代表包含

此靶点成分的个数 

C＝∑
Si

Smax

n

i≠0

 

C 代表成分占比系数（component proportion coefficient），Si

代表关键靶点所对应关键成分的质谱峰面积，Smax代表各成

分峰面积中的最大值，n 代表包含此靶点成分的个数 

BC、CC 和 DC 值的具体加权方式为 T×C×

BC、T×C×CC 和 T×C×DC。 

以 BC、CC 和 DC 的中位数二倍值作为标准，

筛选加权后 3 个值均大于中位数二倍值的关键靶点

作为补骨脂挥发油成分致肝损伤的核心靶点。 

2.6.6  基因本体“（GO）和京都基因与基因组百科全

书（KEGG）富集分析   采用 DAVID 数据库

“（https://davidbioinformatics.nih.gov/）对补骨脂挥发

油致肝损伤的核心靶点进行 GO 和 KEGG 富集分

析，均以 P＜0.05 表示具有统计学意义，并将分析

结果通过微生信平台（https://www.bioinformatics. 

com.cn）进行可视化。 

2.6.7  “药物-成分-靶点-通路”网络构建  整理

收集的数据，借助 Cytoscape 3.10.1 软件构建“药

物-成分-靶点-通路”网络，筛选网络中度（degree）

值较大的成分作为补骨脂挥发油中潜在的肝毒性

成分。 

2.7  补骨脂挥发油对肝毒性相关核心靶点基因表

达的影响 

按““2.4.1”项给药，到达实验终点后，收集各

组斑马鱼匀浆，按照试剂盒说明书提取总 RNA，并

反转录成 cDNA，进行 qRT-PCR 分析。引物序列见

表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因名称 引物序列(5’-3’) 

CDK1 F: GGAGGGGATTCTGTTCTGCC 

R: TGCCGTTCTTGTCCAGGTTT 

HIF1A F: GGCCATCTACAACACGACCA 

R: GATTTGGGGGAGGGGCATAG 

PIK3CA F: CGCAATGAGAGGATGAGCGA 

R: GATGCCCCATAACTCTCCCG 

 

2.8  统计学处理 

所有实验数据以 x s 表示，运用单因素方差

分析方法分析组间差异，P＜0.05 被认为具有统计

学意义，采用 GraphPad Prism 8.0 软件进行统计分

析及可视化。 

3  结果 

3.1  补骨脂挥发油对斑马鱼的肝损伤作用 

3.1.1  补骨脂挥发油对斑马鱼死亡率和畸形率的

影响  如表 2 所示，对照组和 DMSO 组的斑马鱼均

未出现死亡或畸形，表明 DMSO 对斑马鱼肝脏无显

著性影响。与对照组相比，0.005%补骨脂挥发油处

理组斑马鱼的死亡率和畸形率无显著变化；0.01%

和 0.05%浓度处理组死亡率为 0，但斑马鱼的畸形

率显著上升（P＜0.01）。0.1%处理组的斑马鱼开始

出现死亡，畸形率也进一步增加“（P＜0.001）。当浓

度升至 0.2%时，所有斑马鱼均死亡。综合以上结果，

本研究最终选择 0.01%、0.05%和 0.10%补骨脂挥发

油浓度作为后续斑马鱼实验的给药浓度。 

3.1.2  补骨脂挥发油对斑马鱼肝脏形态、肝脏荧光

面积及荧光强度的影响  与对照组相比，DMSO 组

斑马鱼肝脏形态、肝脏荧光面积和荧光强度均无显

著性变化，说明溶剂无毒性。如图 1 所示，与对照
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表 2  不同浓度的补骨脂挥发油对斑马鱼死亡率和畸形率

的影响 ( ±s, n＝15) 

Table 2  Effects of different concentrations of P. corylifolia 

volatile oil on mortality and deformities in zebrafish ( ±

s, n＝15) 

组别 药物浓度/% 死亡率/% 畸形率/% 

对照 — 0 0 

DMSO 0.100 0 0 

补骨脂挥发油 0.005 0 0 

0.010 0 24.45±3.14** 

0.050 0 44.44±6.28*** 

0.100 13.33±5.44* 60.00±5.45*** 

0.200 100.00 — 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

组及 DMSO 组相比，补骨脂挥发油低、中、高浓度

组斑马鱼肝脏荧光面积显著减小、肝脏荧光强度显

著降低（P＜0.001）；卵黄囊提供斑马鱼早期发育所

需营养，其中约 70%的中性脂质需在肝脏中代谢[8]；

鱼鳔的正常发育依赖于肝脏合成的胆固醇等脂质

供应，中、高浓度组斑马鱼出现卵黄囊吸收延迟、

鱼鳔缺失的情况，表明斑马鱼肝脏脂质合成与代谢

功能受损。以上结果表明补骨脂挥发油具有一定的

肝脏毒性。 

3.1.3  补骨脂挥发油对对斑马鱼肝脏生化指标的

影响  如图 2 所示，与对照组相比，DMSO 组的各

指标水平无明显变化，经补骨脂挥发油处理后，各剂

量组斑马鱼幼鱼整体 AST、ALT 和 MDA 活性均显

著升高（P＜0.01、0.001），GSH 活性显著下降（P＜

0.001），表明补骨脂挥发油具有一定的肝脏毒性。 

3.1.4  补骨脂挥发油对斑马鱼肝组织病理变化的

影响  如图 3 所示，HE 染色显示对照组及 DMSO

组肝细胞排列整齐，细胞间连接紧密，细胞核居中，

规则呈圆形。用低浓度和中浓度补骨脂挥发油处理

的组中，部分细胞出现萎缩和畸形。补骨脂挥发油

高浓度组肝细胞显示更为严重的核萎缩畸形、细胞

质溶解和空泡化。以上结果都进一步证明了补骨脂

挥发油的肝毒性作用。 

 

A-显微镜下斑马鱼整体形态及肝脏荧光图；B-斑马鱼肝脏荧光面积统计图；C-斑马鱼肝脏荧光强度统计图；与对照组比较：***P＜0.001；蓝色

箭头代表卵黄囊吸收延迟，红色箭头代表鱼鳔缺失。 

A-overall morphology and liver fluorescence of zebrafish under microscope; B-statistical map of the fluorescence area of zebrafish liver; C-statistical map 

of fluorescence intensity in zebrafish liver; ***P < 0.001 vs control group; Blue arrows represent delayed uptake of the yolk sac, red arrows represent 

absence of swim bladder. 

图 1  不同浓度的补骨脂挥发油对斑马鱼肝脏形态的影响 ( ±s, n＝3) 

Fig. 1  Effect of different concentrations of P. corylifolia volatile oil on liver morphology in zebrafish ( ±s, n＝3) 

x

x

 

x

x
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 2  不同浓度的补骨脂挥发油对斑马鱼肝脏生化指标的影响 ( ±s, n＝3) 

Fig. 2  Effect of different concentrations of P. corylifolia volatile oil on biochemical indexes of zebrafish liver ( ±s, n＝3) 

 

图 3  不同浓度的补骨脂挥发油对斑马鱼肝脏组织病理结构的影响 

Fig. 3  Effect of different concentrations of P. corylifolia volatile oil on histopathological structure of zebrafish livers 

3.2  GC-MS 分析结果 

经 GC-MS 采集，获得补骨脂挥发油的质谱数

据信息，总离子流图见图 4。经分析，水蒸气蒸馏

法所得补骨脂挥发油中检出 62 个色谱峰，鉴定出

55 种成分，如表 3 所示。其中含量最高的是氧化石

竹烯，占 25.77%。此外，补骨脂挥发油中含有 19

种萜类化合物（占 69.34%），4 种酯类化合物（占

2.59%）和 2 种杂环化合物（占 0.91%）。 

3.3  加权网络毒理学分析结果 

3.3.1  补骨脂挥发油致肝损伤的潜在作用靶点  

按照““2.6.1”项下方法筛选出 55 个活性成分以及汇

总去重后的成分作用靶点 453 个。从 Gene Card 数

据库、OMIM 数据库得到的肝损伤靶点共 5 062 个。 

 

图 4  补骨脂挥发油总离子流图 

Fig. 4  Total ion flow diagram for P. corylifolia volatile oils 

分别将成分作用靶点、肝损伤靶点导入 Venny 2.1.0 平

台制作 Venny 图，获得交集靶点 336 个，见图 5-A。 
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补骨脂挥发油/% 

  

对照 DMSO  0.01  0.05  0.10 
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对照 DMSO  0.01  0.05  0.10 
补骨脂挥发油/% 

  

x

x
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表 3  补骨脂挥发油成分分析结果 

Table 3  Results of compositional analysis of P. corylifolia volatile oil 

序号 tR/min 分子式 化合物 相似度/% 相对含量/% 类别 

BU1  2.682 H2S 硫化氢 97 0.86 无机化合物 

BU2  7.876 C5H5N 吡啶 97 0.11 杂环化合物 

BU3  9.807 C10H18O (-)-顺式-桃金娘醇 84 1.93 萜类化合物 

BU4 10.121 C8H14O 6-甲基-5-庚烯-2-酮 97 0.28 萜类化合物 

BU5 10.693 C16H26O2 十一碳-10-炔酸 3-甲基丁-2-烯-1-基酯 84 1.57 酯类化合物 

BU6 10.927 C9H16O 反-2,顺 6-壬二烯醇 82 0.11 小分子脂肪族化合物 

BU7 11.677 C19H30O4 琥珀酸 3-甲基丁-2-烯-1-基香叶酯 76 0.41 酯类化合物 

BU8 11.715 C10H18 2,5-二甲基-1,6-辛二烯 83 0.16 萜类化合物 

BU9 11.811 C10H18O 橙花醇 80 0.21 萜类化合物 

BU10 12.074 C10H18O2 反式氧化芳樟醇 93 0.09 萜类化合物 

BU11 12.195 C15H24 3,8-二甲基-5-(1-丙烯-2-基)-1,2,4,5,6,7,8,8a-八氢薁 79 0.29 萜类化合物 

BU12 12.284 C10H16O2 4-(2-甲基-3-亚甲基丁-4-基)-4,5-二氢-2(3H)-呋喃酮 86 8.19 萜类化合物 

BU13 12.439 C15H24 α-古巴烯 95 0.67 萜类化合物 

BU14 12.928 C10H18O 芳樟醇 98 2.90 萜类化合物 

BU15 13.204 C14H26O2 2,4,7,9-四甲基-5-癸炔-4,7-二醇 80 0.10 萜类化合物 

BU16 13.531 C12H20O2 (Z)-3,8-二甲基-2,7-壬二烯酸甲酯 83 0.44 脂肪酸类化合物 

BU17 13.738 C18H34O 2-辛基环丙烯-庚醇 85 0.52 萜类化合物 

BU18 13.926 C15H24 β-石竹烯 97 21.56 萜类化合物 

BU19 14.150 C10H16 1,5-二甲基-1,5-环辛二烯 82 1.12 萜类化合物 

BU20 14.394 C15H26 (1aR,4aα,7aα,7bβ)-十氢-1,1,4α,7α-四甲基-1H-环丙 [e]薁 83 0.57 萜类化合物 

BU21 14.433 C24H38O3 双[(2R,3aS,4R,7aS)-八氢-7,8,8-三甲基-4,7-甲醇苯并呋喃-2-基]醚 84 0.80 杂环化合物 

BU22 14.483 C15H24 (-)-异香橙烯 93 0.40 萜类化合物 

BU23 14.637 C10H12O 对烯丙基苯甲醚 87 0.16 芳香族化合物 

BU24 14.724 C13H24 3-十三炔 85 0.30 脂肪族多炔类 

BU25 14.779 C15H24 α-石竹烯 96 2.78 萜类化合物 

BU26 14.935 C15H24 (1R,4aR,8aS)-1-异丙基-7-甲基-4-亚甲基-1,2,3,4,4a,5,6,8a-八氢萘 88 0.54 萜类化合物 

BU27 15.192 C15H26O (1R,2S,3S,6S)-3-乙烯基-3-甲基-6-异丙基-2-丙烯-2-基环己醇 83 0.35 萜类化合物 

BU28 15.341 C15H24 (-)-α-桉叶烯 95 0.32 萜类化合物 

BU29 15.380 C10H16O 柠檬醛 92 0.13 萜类化合物 

BU30 15.758 C15H24 δ-杜松烯 93 0.65 萜类化合物 

BU31 15.850 C15H24 γ-杜松烯 96 0.44 萜类化合物 

BU32 15.929 C11H20O [2-甲基-2-(4-甲基-3-戊烯基)环丙]-甲醇 92 2.86 萜类化合物 

BU33 16.791 C10H18O 香叶醇 97 1.08 萜类化合物 

BU34 16.851 C15H22 菖蒲烯 81 1.17 萜类化合物 

BU35 16.986 C13H22O 丙酮香叶酯 95 0.25 萜类化合物 

BU36 17.111 C15H24 β-榄香烯 84 0.67 萜类化合物 

BU37 18.213 C15H20 α-卡拉烯 94 0.11 萜类化合物 

BU38 18.717 C12H20 1,5-二甲基-2,3-二乙烯基环己烷 81 0.48 萜类化合物 

BU39 19.320 C13H22 1-甲基-2,4-双(1-甲基乙烯基)环己烷 88 0.20 萜类化合物 

BU40 19.817 C15H24O 氧化石竹烯 94 25.77 萜类化合物 

BU41 20.368 C15H24O (4E,7E)-1,5,9,9-四甲基-12-氧杂双环[9.1.0]十二碳-4,7-二烯 96 0.32 萜类化合物 

BU42 20.861 C15H24O 葎草烯环氧化物 II 96 2.27 萜类化合物 

BU43 21.180 C15H26O (1S,4S,4aS,8aR)-1-异丙基-4,7-二甲基-1,2,3,4,4a,5,6,8a-八氢

萘-4a-醇 

90 0.22 萜类化合物 
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表 3（续） 

序号 tR/min 分子式 化合物 相似度/% 相对含量/% 类别 

BU44 22.005 C18H36O 植酮 87 0.13 萜类化合物 

BU45 22.947 C15H26O T-杜松醇 95 0.39 萜类化合物 

BU46 23.138 C15H26O (1S,3aα,8R)-八氢-1,7aα-二甲基-5α-异丙基-1,4β-亚甲基-1H-

茚-8-醇 

92 0.14 萜类化合物 

BU47 23.220 C15H26O α-杜松醇 88 0.12 萜类化合物 

BU48 23.341 C15H24O 2-(4a,8-二甲基-2,3,4,4a,5,6-六氢萘-2-基)丙-1-醇 81 0.43 醇类化合物 

BU49 23.400 C15H26O T-按叶油醇 84 0.11 萜类化合物 

BU50 23.522 C17H34O2 棕榈酸甲酯 92 0.17 酯类化合物 

BU51 24.740 C15H24O (1R,4E,8E)-6,6,9-三甲基-2-亚甲基-4,8-环十一碳二烯-1-醇 96 0.30 萜类化合物 

BU52 24.918 C15H24O 1R,5S,9S-11,11-二甲基-4,8-双亚甲基双环[7.2.0]十一烷-5-醇 94 3.12 萜类化合物 

BU53 25.422 C15H26O 蓝桉醇 83 2.63 萜类化合物 

BU54 25.573 C19H30O2 1-雄烯二醇 84 0.29 甾体化合物 

BU55 25.986 C15H24O (7S)-7-异丙基-4,10-亚甲基环癸-5-烯醇 83 2.38 萜类化合物 

3.3.2  PPI网络构建与关键靶点筛选 将336个交集

靶点导入 STRING 平台形成 PPI 关系图，利用

Cytoscape 3.10.1 软件中的 Centiscape2.2 插件，根据

BC＞724.790 7、CC＞0.084 7 和 DC＞4.907 0 确定

了 17 个关键靶点，见图 5-B。 

3.3.3  成分-靶点分子对接结合预测  将 17 个关键

靶点与相应关键成分使用 Autodock 4.2.6 软件进行

分子对接，共对接 239 次，将结合能数据导入

OriginPro 2024 软件中制作热图，见图 5-C，图中颜

色越偏向蓝色，说明结合能越小，代表靶点和成分

结合力越强；反之，图中颜色越偏向红色，说明结

合能越大，代表靶点和成分结合力越弱。 

3.3.4  关键靶点的加权分析及核心靶点的筛选  

根据““2.6.5”项下的公式、分子对接的结合能结果

和 GC-MS 分析结果中各成分的峰面积，对关键靶

点进行加权，加权后的 BC、CC 和 DC 值见表 4。

筛选 BC’、CC’和 DC’值大于中位数二倍值的靶点，

最终筛选到 CYP3A4、CDK1、HSP90AA1、HIF1A、

PIK3CA 5 个靶点作为补骨脂挥发油成分致肝损伤

的核心靶点。 

 

A-补骨脂挥发油成分与肝损伤靶点交集 Venny 图；B-关键靶点-关键成分结合能热图；C-PPI 网络图。 

A-intersection of P. corylifolia volatile oil constituent targets with liver injury targets Venny diagrams; B-binding energy thermograms of key targets-key 

components; C-PPI network diagram. 

图 5  补骨脂挥发油致肝损伤的网络毒理学加权前分析 

Fig. 5  Network toxicology of P. corylifolia volatile oil causing liver injury before weighted analysis 

 

A 

B 

C 
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表 4  关键靶点的 BC、CC 和 DC 值 

Table 4  BC, CC and DC values for key targets 

关键靶点 T C BC CC DC 

AKT1 0.003 227 426 0.009 737 528 0.111 461 208 4.36×10⁻⁸ 0.000 659 970 

BCL2 0.014 415 836 0.140 100 896 9.076 380 201 2.64×10⁻⁶ 0.042 413 102 

CASP3 0.003 227 426 0.016 066 123 0.137 585 343 6.43×10⁻⁸ 0.000 725 931 

CCND1 0.009 108 513 0.036 194 261 0.466 888 642 4.17×10⁻⁷ 0.003 956 111 

CDK1 0.167 252 385 5.031 079 639 1 798.527 182 9.98×10⁻⁴ 9.256 060 741 

CYP3A4 0.180 305 530 2.214 147 933 3 749.815 258 4.77×10⁻⁴ 6.786 792 969 

EGFR 0.029 118 554 0.391 343 223 36.161 369 37 1.52×10⁻⁵ 0.227 906 976 

ESR1 0.091 013 412 0.712 773 410 467.907 878 3 9.16×10⁻⁵ 1.297 438 797 

HDAC1 0.025 317 364 0.161 941 437 11.253 96509 5.22×10⁻⁶ 0.053 299 093 

HIF1A 0.118 052 069 2.234 184 066 1 460.273658 3.64×10⁻⁴ 2.637 500 518 

HSP90AA1 0.091 443 735 1.925 613 253 1 512.036162 2.46×10⁻⁴ 4.930 387 514 

MAPK1 0.053 575 271 0.555 622 113 77.641 635 88 4.09×10⁻⁵ 0.654 887 313 

MAPK3 0.003 514 308 0.003 820 845 0.028 841 302 1.80×10⁻⁸ 0.000 281 980 

MDM2 0.013 555 189 0.049 886 569 0.672 224 751 8.87×10⁻⁷ 0.008 114 663 

PIK3CA 0.123 861 436 2.096 474 043 394.156 219 9 3.21×10⁻⁴ 6.232 134 844 

PRKCA 0.070 859 930 0.861 286 135 112.458 111 8 7.26×10⁻⁵ 0.732 368 100 

SRC 0.005 307 323 0.016 066 123 0.393 232 058 1.10×10⁻⁷ 0.002 472 775 

3.3.5  GO 及 KEGG 通路富集分析  在 DAVID 平

台上输入核心靶点信息，进行 GO 功能注释和

KEGG 通路分析。GO 分析结果显示，具有生物学

过程“（BP）10 条，细胞成分“（CC）2 条，分子功能

“（MF）6 条，见图 6-A。BP 主要涉及基因表达的正

调控（positive regulation of gene expression）、细胞

迁移“（cell migration）、血管生成“（angiogenesis）等

方面；CC 主要涉及细胞质“（cytoplasm）和细胞质基

质“（cytosol）；MF 主要涉及酶结合“（enzyme binding）、

蛋白质丝氨酸激酶活性“（protein serine kinase activity 

protein serine kinase activity）、泛素蛋白连接酶结合

“（ubiquitin protein ligase binding）等方面。KEGG 富

集分析共获得 20 条信号通路，主要涉及细胞衰老

（cellular senescence）、自噬（autophagy-animal）、HIF-

1 信号通路“（HIF-1 signaling pathway）等。根据 P＞

0.05 对所有信号通路进行筛选，将筛选后得到的 12

条信号通路进行可视化，见图 6-B。 

3.3.6  ““药物-成分-靶点-通路”网络构建  基于补

骨脂挥发油的成分、核心靶点及 KEGG 通路富集分

析结果，整合数据并构建““药物-成分-靶点-通路”交

互网络，最终筛选出网络中 degree 值最大（degree

值＝5）的 8 个成分：(-)-顺式-桃金娘醇“（BU3）、反

式氧化芳樟醇（BU10）、(1aR,4aα,7aα,7bβ)-十氢-

1,1,4α,7α- 四甲基 -1H- 环丙 [e] 薁（ BU20 ）、双

((2R,3aS,4R,7aS)-八氢-7,8,8-三甲基-4,7-甲醇苯并呋

喃-2-基)醚（BU21）、(1R,2S,3S,6S)-3-乙烯基-3-甲基-

6-异丙基-2-丙烯-2-基环己醇“（BU27）、氧化石竹烯

“（BU40）、1R,5S,9S-11,11-二甲基-4,8-双亚甲基双环

[7.2.0]十一烷-5-醇“（BU52）、蓝桉醇“（BU53）,认为

是补骨脂挥发油致肝损伤的核心成分。如图 6-C 所

示，网络中共包含 26 个节点“（分别代表药物、潜在

毒性成分、关键靶点及信号通路）和 72 条边“（代表

节点间的相互作用关系），拓扑结构清晰呈现了各

要素间的关联性。结果表明，补骨脂挥发油致肝损

伤的作用是通过“多成分-多靶点-多途径”的复杂

机制实现的。 

3.4  补骨脂挥发油对斑马鱼中相关核心靶点基因

表达的影响 

利用 qRT-PCR 方法对加权网络毒理学筛选出

的补骨脂挥发油肝毒性的核心靶点 CDK1、HIF1A、

PIK3CA 进行验证，结果显示斑马鱼经不同浓度的

补骨脂挥发油处理后，CDK1、HIF1A 基因表达较对

照组显著增加“（P＜0.001），PIK3CA 基因表达较对

照组显著减少，见图 7。 

4  讨论 

本研究首次聚焦于补骨脂挥发油，利用斑马鱼

模型对其肝毒性进行评价研究，明确了其肝毒性作

用，同时采用 GC-MS 方法鉴定出补骨脂挥发油的 
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A-GO 分析结果柱状图；B-KEGG 分析结果气泡图；C-“药物-核心成分-核心靶点-信号通路”网络图。 

A-histogram of GO analysis results; B-bubble diagram of KEGG analysis results; C-network diagram of “drug-core ingredient-core target-signaling pathway”. 

图 6  补骨脂挥发油致肝损伤的加权网络毒理学结果 

Fig. 6  Weighted network toxicological results of liver injury caused by P. corylifolia volatile oil 

 

与对照组比较： ***P＜0.001。 

***P < 0.001 vs control group. 

图 7  补骨脂挥发油对相关核心靶点基因表达的影响 ( ±s, n＝3) 

Fig. 7  Effect of P. corylifolia volatile oil on gene expression of related core targets ( ±s, n＝3) 

55 种成分，进一步结合加权网络毒理学筛选出氧化

石竹烯等 8 种潜在的关键毒性成分，对补骨脂安全

性评价、临床合理应用、炮制减毒研究等具有重要

意义。 

斑马鱼具有繁殖速度快，产卵数量高，发育迅

速的特点，且斑马鱼胚胎和幼鱼通体透明，结合肝

脏特异性荧光标记可直接通过荧光显微镜观察肝

脏形态、面积和荧光强度的变化[9]。本研究选用 Tg

“（fabp10：EGFP）品系斑马鱼对补骨脂挥发油肝毒

性进行了初步的评价研究，实验结果显示，补骨脂

挥发油处理使斑马鱼表现出不同程度的肝损伤。与

对照组相比，暴露于各浓度补骨脂挥发油中的斑马

鱼出现肝脏荧光面积显著减小与荧光强度显著降

低的情况。ALT 和 AST 活性是传统评价肝毒性的
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标志物，GSH 和 MDA 作为评价氧化应激的重要指

标，也被用于评估肝损伤情况，因此本实验以 ALT、

AST、GSH 和 MDA 为指标，综合评估斑马鱼幼鱼

的肝脏生化状态及氧化应激水平。结果表明经补骨

脂挥发油处理后的斑马鱼 AST、ALT 和 MDA 活性

均显著升高，GSH 活性显著下降，且病理切片显示

肝细胞萎缩畸形、空泡化等特征性损伤，这提示补

骨脂挥发油具有一定的肝毒性作用。后期将会采用

大鼠等不同模式生物结合体外细胞实验等对补骨

脂挥发油的肝脏毒性进行深入研究，为补骨脂挥发

油的肝毒性评价提供可靠的实验数据支撑。 

为进一步明确补骨脂挥发油致肝毒性的物质

基础，本研究利用 GC-MS 技术对补骨脂挥发油成

分进行了系统表征。结果显示，在补骨脂挥发油中

共解析出 55 种成分，主要包括萜类、酯类等成分，

其中氧化石竹烯（25.77%）和 β-石竹烯（21.56%）

占比最多，这与先前杨再波等[10-11]利用顶空气相色

谱-质谱法测定的补骨脂挥发油成分的结果基本相

符，另有研究分析出补骨脂挥发油中含有补骨脂酚

等成分
[11]

，但在本研究中并未检出，可能是由于产

地差异使补骨脂挥发油成分的生物合成过程受到

不同的环境影响、提取工艺有差异或检测方法不同

等，具体原因仍需进一步的研究。可能是由于产地

差异使补骨脂挥发油成分的生物合成过程受到不

同的环境影响、提取工艺有差异或检测方法不同

等，具体原因仍需进一步的研究。 

网络毒理学通过构建复杂调控网络来挖掘研

究中药的潜在致毒机制，多维度地阐明疾病的分子

基础[12]。传统网络药理学具有忽略成分丰度与毒性

关联的局限性，因此本研究为了探究补骨脂挥发油

潜在的肝毒性成分和毒性机制，创新性地对 GC-MS

解析到的成分进行了加权网络毒理学分析。基于成

分占比和分子对接毒性系数，分别对补骨脂挥发油

致肝损伤关键靶点的 BC、CC 和 DC 值进行加权，

筛选出其肝毒性的核心靶点并进行富集分析，探究

补骨脂挥发油致肝损伤的潜在机制，最后通过““药

物-成分-靶点-通路”网络筛选补骨脂挥发油中潜在

的肝毒性成分。结果显示，加权网络毒理学筛选出

CYP3A4、CDK1、HSP90AA1、HIF1A、PIK3CA 5

个与补骨脂挥发油肝毒性相关的核心靶点，其毒性

机制可能与干预细胞衰老、自噬、HIF-1 信号通路

等密切相关。通过构建““药物-成分-靶点-通路”网

络筛选出 Degree 值较大的氧化石竹烯、(-)-顺式-桃

金娘醇、蓝桉醇等 8 个成分，认为是补骨脂挥发油

的潜在毒性成分。有研究发现，氧化石竹烯能够直

接抑制线粒体电子传递链复合物，干扰电子传递过

程，进而影响线粒体的能量代谢，从而产生线粒体

毒性，这提示了氧化石竹烯可能通过影响线粒体功

能引起肝损伤[13]。氧化石竹烯还能通过上调铁自噬

相关蛋白 LC3Ⅱ和 NCOA4，促进铁离子蓄积，导致

脂质过氧化和细胞死亡，若正常肝脏细胞受此影响

则可能引发肝损伤，这一机制在肝癌治疗中可能有

益，但若正常肝细胞受影响，则可能引发肝损伤[14]。

CDK1 及其伴侣蛋白 Cyclin A2/B1 在肝纤维化患者

和小鼠模型中表达上调，促进 HSCs 的活化和增殖，

使用 CDK1 抑制剂可诱导 HSCs 凋亡和细胞周期阻

滞，从而减轻肝纤维化，显示出靶点 CDK1 在肝损

伤中的重要作用[15]。另有研究显示酒精诱导的肝损

伤会导致肝脏缺氧环境的形成，而 HIF1A 作为响应

缺氧的关键转录因子，通过调节脂滴结合蛋白

ADFP 和硬脂酰辅酶 A 脱氢酶等分子，促进脂肪变

性，并通过调控炎症因子如 IL-6 和 TNF-α 的表达，

加剧肝损伤[16]。PIK3CA 能激活细胞生长、存活、

增殖、运动和形态的信号级联[17]，通过抑制 PIK3CA

能加重死亡受体介导的肝细胞凋亡和肝损伤[18]。利

用 qRT-PCR 法对加权网络毒理学筛选的补骨脂挥

发油致肝损伤核心靶点进行验证，结果显示补骨脂

挥发油处理后斑马鱼中 CDK1、HIF1A 基因表达显

著增加，PIK3CA 基因表达显著减少，说明补骨脂

挥发油能够通过影响相关核心靶点造成肝毒性。本

研究中加权网络毒理学的应用，弥补了传统的网络

毒理学对““成分占比-毒性”关系和多成分协同毒性

作用的忽视，可为其他植物挥发油或中药复方的安

全性评价提供方法学参考。后续仍需要设计合理的

实验对加权网络药理学筛选出的补骨脂挥发油关

键毒性单体成分及通路进行验证，进一步明确补骨

脂肝毒性的物质基础和作用机制，为补骨脂炮制减

毒和临床合理应用提供实验依据。 
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