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基于斑马鱼、HepG2 细胞实验及网络药理学的博落回醇提物肝毒性评价  
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摘  要：目的  开展博落回醇提物（MCEE）对斑马鱼和 HepG2 细胞的肝毒性评价，通过网络药理学和分子对接预测主要

活性成分血根碱和白屈菜红碱肝毒性潜在机制。方法  考察 MCEE（5、10、20、40、80、160、320、640 μg·mL−1）对受精

4 d 斑马鱼幼鱼死亡率的影响，观察肝脏病理组织病变，测定丙氨酸氨基转移酶（ALT）和天冬氨酸氨基转移酶（AST）活

性；采用 MTT、Hoechst 33342 染色法评价 MCEE（5、10、20、40、80、160、320、640 μg·mL−1）对 HepG2 细胞增殖和细

胞凋亡作用。通过 Swiss Target Prediction 数据库、Gene Cards、OMIM 和 MalaCards 数据库预测白屈菜红碱、血根碱和肝毒

性交集靶点，STRING 数据库构建蛋白质-蛋白质互相作用（PPI），得到核心靶基因；通过 David 数据库进行基因本体（GO）

和京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集分析，利用 Autodock Vina 软件对核心靶点与白屈菜红碱、血根碱进行分子对

接验证。结果  MCEE 的 10%致死质量浓度（LC10）为 6.07 μg·mL−1；与对照组相比，MCEE 可使斑马鱼肝脏受损，肝脏组

织中出现大量空泡，肝细胞排列紊乱、松散，甚至出现组织结构降解，AST 和 ALT 活性均显著升高（P＜0.01）；与对照组

相比，MCEE 抑制 HepG2 细胞增殖（P＜0.05、0.01），诱导细胞凋亡。网络药理学结果表明血根碱、白屈菜红碱和肝毒性交

集靶点有 15 个，PPI 网络核心靶点为 GSK3B、MAPK1、MTOR、PIK3CG、PTGS2 等；GO 功能富集靶点主要富集于 TORC2

信号负调控细胞对营养的反应、线粒体外膜、MAP 激酶活性等过程；KEGG 通路富集分析发现血根碱、白屈菜红碱肝毒性与

VEGF 信号通路、mTOR 信号通路、PI3K-Akt 信号通路等有关。分子对接结果显示白屈菜红碱、血根碱与关键靶蛋白 GSK3B、

MAPK1、MTOR、PIK3CG、PTGS2 之间有良好的结合作用。结论  MCEE 具有一定的肝毒性，可能与 TORC2 信号负调控细

胞对营养的反应、线粒体外膜、MAP 激酶活性等过程，VEGF 信号通路、mTOR 信号通路、PI3K-Akt 信号通路等有关。 
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Abstract: Objective  The hepatotoxicity of the methanol extract of Macleaya cordata (MCEE) on zebrafish and HepG2 cells was 

evaluated. The potential mechanisms of the hepatotoxicity of the main active components, sanguinarine and chelerythrine, were 
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predicted through network pharmacology and molecular docking. Methods  The effects of MCEE (5, 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640 

μg·mL−1) on the mortality of 4-day-old zebrafish larvae were investigated, and the liver pathological tissue lesions were observed. The 

activities of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) were determined. The effects of MCEE (5, 10, 20, 

40, 80, 160, 320, 640 μg·mL−1) on the proliferation and apoptosis of HepG2 cells were evaluated by MTT and Hoechst 33342 staining. 

The intersection targets of sanguinarine and chelerythrine hepatotoxicity were predicted through the Swiss Target Prediction database, 

Gene Cards, OMIM and MalaCards databases. The protein-protein interaction network (PPI) was constructed by the STRING database 

to obtain the core target genes. The Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment analyses 

were performed through the David database. The molecular docking was verified by the Autodock Vina software between the core 

targets and MCEE. Results  The 10% lethal concentration (LC10) of MCEE was 6.07 μg·mL−1. Compared with the control group, 

MCEE could cause liver damage in zebrafish, with a large number of vacuoles in the liver tissue, disordered and loose arrangement of 

liver cells, and even degradation of tissue structure. The activities of AST and ALT were significantly increased (P < 0.01). Compared 

with the control group, MCEE inhibited the proliferation of HepG2 cells (P < 0.05, 0.01) and induced apoptosis. The network 

pharmacology results showed that there were 15 intersection targets of sanguinarine, chelerythrine and hepatotoxicity. The core targets 

of the PPI network were GSK3B, MAPK1, MTOR, PIK3CG, PTGS2, etc. The GO functional enrichment targets were mainly enriched 

in the processes of negative regulation of TORC2 signaling in response to nutrients, mitochondrial outer membrane, MAP kinase 

activity, etc. The KEGG pathway enrichment analysis found that the hepatotoxicity of sanguinarine and chelerythrine was related to 

the VEGF signaling pathway, mTOR signaling pathway, PI3K-Akt signaling pathway, etc. The molecular docking results showed that 

sanguinarine and chelerythrine had good binding effects with the key target proteins GSK3B, MAPK1, MTOR, PIK3CG, PTGS2.  

Conclusion  MCEE has certain hepatotoxicity, which may be related to the processes of negative regulation of TORC2 signaling in 

response to nutrients, mitochondrial outer membrane, MAP kinase activity, etc., as well as the VEGF signaling pathway, mTOR 

signaling pathway, PI3K-Akt signaling pathway, etc. 

Key words: Macleaya cordata (Willd.) R. Br.; hepatotoxicity; zebrafish; HepG2 cells; network pharmacology; chelerythrine; sanguinarine 

 

博落回 Macleaya cordata（Willd.）R. Br.作为

罂粟科多年生草本植物，在我国分布广泛，资源丰

富[1]，其提取物富含白屈菜红碱、血根碱等生物活

性成分，在医药、兽药及农药领域展现出抗菌、抗

炎、抗肿瘤等潜在应用价值，已成为研究热点[2]。

然而，随着应用范围扩大，博落回的安全性问题，

尤其是肝毒性风险日益凸显。肝脏作为人体主要代

谢和解毒器官，对外源性物质的毒性作用极为敏

感，系统研究其肝毒性机制，对保障博落回合理应

用、规避肝脏损伤风险至关重要。 

斑马鱼模型和 HepG2 细胞系是药物及天然产

物肝毒性研究的重要工具[3]。斑马鱼胚胎透明、发

育迅速，肝脏结构与功能接近人类，通过观察幼鱼

死亡率、肝脏病理变化及酶活性，可快速评估肝毒

性[4]；HepG2 细胞保留人类肝细胞代谢特性，借助

MTT、Hoechst 33342 染色等方法，能从细胞层面深

入探究肝毒性机制[5]。两者结合可从整体动物和细

胞水平互补验证，显著提升肝毒性评价的准确性。 

本研究基于斑马鱼和 HepG2 细胞模型，全面

评估博落回醇提物（MCEE）的肝毒性，并结合网

络药理学和分子对接技术，预测其主要活性成分血

根碱和白屈菜红碱潜在肝毒性机制。通过整合体内

外实验与生物信息学分析，旨在为 MCEE 的安全应

用提供科学依据，助力优化其应用方案，推动博落

回资源的合理开发与可持续利用。 

1  材料 

1.1  药材与主要试剂 

博落回采集于贵州省贵阳市花溪区，经贵州中

医药大学中药鉴定教研室张爽讲师鉴定为罂粟科

博落回属多年生草本植物博落回 Macleaya cordata

（（Willd.）R. Br.全草。 

血根碱对照品、白屈菜红碱对照品（批号

AF8082793、AF9030102，质量分数≥98%，成都埃

法生物科技有限公司）；胎牛血清（货号 C04001，

上海逍鹏生物科技有限公司）；MTT 试剂、Hoechst 

33342 染色液、苏木素-伊红（（HE）染色试剂盒（（批

号 M8180、C0031、G1120，北京索莱宝科技有限公

司）；天冬氨酸氨基转移酶（（AST）检测试剂盒、丙

氨酸氨基转移酶（（ALT）检测试剂盒（（批号 TE0131、

TE0121，北京雷根生物技术有限公司）；DMEM 培

养基、0.25%胰蛋白酶消化液（（批号 G4511、G4001，

武汉赛维尔生物科技有限公司）。 

1.2  主要仪器 

LC-20AT 型高效液相色谱仪（（日本岛津公司）；
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RM2016 型组织切片机（上海徕卡仪器有限公

司）；JB-P5 型包埋机（武汉俊杰电子有限公司）；

XSP-C204 型生物显微镜（重庆重光实业有限公

司）；Multiskan Sky 型全波长酶标仪（赛默飞世尔

科技公司）；BPN-80CH（UV）型二氧化碳培养箱

（上海一恒科学仪器有限公司）；CKX53 型倒置荧

光显微镜（日本奥林巴斯光学工业股份有限公

司）；SW-CJ-1FD 型超净工作台（上海尚道仪器设

备有限公司）。 

1.3  动物 

正常野生 AB 型斑马鱼（（鱼龄约 3 个月，雌雄

各半）购买于山东一溪月生物科技有限公司，幼鱼

由本实验室饲养繁殖。于水温（（28.5±0.3）℃、pH

值为 7.2±0.3 的环境中生长，光照 14 h、黑暗 10 h

交替；随机选取斑马鱼雌雄比为 1∶2 放入孵育盒

中自然受精产卵，胚胎于 E3 培养液生长至幼鱼，

显微镜下观察胚胎发育情况[6]。 

人肝癌 HepG2 细胞（（批号 STCC10114P，武汉

赛维尔生物科技有限公司）。将 HepG2 细胞培养于

含 10%胎牛血清的 RPMI 1640 培养基中，置于

37 ℃、5% CO2 恒温培养箱，使用 0.25%胰酶常规

消化细胞并传代。 

1.4  数据库与分析软件 

TCMSP 数 据 库 （ https://old.tcmsp-

e.com/tcmsp.php）；Swiss Target Prediction 数据库

（（http://www. swisstargetprediction.ch/)；PubChem 数

据库（（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）；GeneCard

数据库（（https://www.genecards.org/）；OMIM 数据库

（（ https://www.omim.org/）；TTD 数据库（ https:// 

db.idrblab.net/ttd/ ）； STRING 数 据 库 （ https:// 

cn.string-db.org/）；UniProt 数据库（https://www. 

uniprot.org/）；Metascape 数据库（https://metascape. 

org/gp/ ）； Venny2.1.0 平 台 （ https://bioinfogp. 

cnb.csic.es/tools/venny/ ）； Bioinformatics 平 台

（（https://www.bioinformatics. com.cn/）。 

2  方法 

2.1  MCEE的制备及血根碱、白屈菜红碱含量测定 

2.1.1  MCEE 的制备  取干燥博落回药材 50.35 g，

粉碎后用 10 倍量 50%乙醇回流提取 2 次，每次 2 h，

合并滤液并浓缩，真空干燥后粉碎得细粉 2.325 g，该

提取方法旨在富集博落回中的主要生物碱类成分。制

备好的提取物细粉置于−20 ℃条件下保存备用。 

2.1.2  色谱条件[7]  Thermo 色谱柱（250.0 mm×

4.6 mm，5 μm），柱温 35 ℃，波长 284 nm，体积

流量 0.8 mL·min−1，进样量为 10 μL。流动相为乙腈

（A）-0.1%磷酸（B），洗脱条件：0～8 min，25% 

A；8～20 min，25%→60% A；20～22 min，60%→

25% A；22～29 min，25% A；29～30 min。 

2.1.3  对照品、供试品溶液的制备  精密称取血根

碱对照品 1.08 mg、白屈菜红碱对照品 1.05 mg，将

其分别置于 10 mL 量瓶中，加入甲醇溶液稀释至

刻度，配制最终质量浓度为 1.08 mg·mL−1 的血根

碱对照品和 1.05 mg·mL−1 的白屈菜红碱对照品溶

液。取 MCEE 干燥粉末 17.08 mg 溶于 10 mL 量

瓶，加入甲醇溶液稀释至刻度，得最终质量浓度为

1.708 mg·mL−1 的供试品溶液。将对照品和供试品溶

液注入 HPLC 仪，计算峰面积，进行血根碱和白屈

菜红碱的含量测定。 

2.2  MCEE 浓度筛选 

取受精后 4 d 的斑马鱼幼鱼，12 孔板每孔放置

20 尾，分别暴露于不同质量浓度的 MCEE（（5、10、

20、40、80、160、320、640 μg·mL−1），对照组不加

药，每组设置 3 孔重复。在 28.5 ℃生化培养箱中暴

露 24 h，统计各组斑马鱼死亡数量，及时移除死亡

幼鱼并计算死亡率[8]。 

2.3  肝脏组织切片 

随机选取受精 4 d 的斑马鱼幼鱼，分别暴露

于 MCEE（5、10、20、40、80 μg·mL−1）中孵育

24 h，对照组不加药。使用 4%多聚甲醛固定幼鱼

48 h，经脱水、65 ℃石蜡包埋制成石蜡标本，再

用石蜡切片机切片，进行 HE 染色后，于显微镜

下观察并拍照[9]。 

2.4  肝功能指标评价 

将受精 4 d 的斑马鱼幼鱼放置于 12 孔板，每孔

20 尾，每组设置 3 孔重复，分别用 MCEE（（5、10、

20、40、80 μg·mL−1）孵育 24 h，对照组不加药。

收集每组 60 尾幼鱼，加入磷酸盐缓冲液（（PBS，1∶

9）匀浆，3 000 r·min−1 离心 10 min，试剂盒法测定

ALT 和 AST 活性。 

2.5  MTT 法测定 MCEE 对细胞存活率的影响 

取对数生长期的 HepG2 细胞，以每孔 5 000 个接

种于 96 孔板，加入不同质量浓度的 MCEE（5、10、

20、40、80、160、320 μg·mL−1），对照组不加药，每

组设 6 个复孔。分别培养 24、48、72 h 后，每孔加

入 5 mg·mL−1 MTT 溶液 10 μL，继续培养 4 h，再

加入二甲基亚砜（（DMSO）100 μL，在酶标仪 490 nm
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波长处测定吸光度（A）值，并计算细胞存活率。 

细胞存活率＝A 给药/A 对照 

2.6  Hoechst 33342 染色观察细胞凋亡情况 

取对数生长期 HepG2 细胞，调整密度至 1.0×

105·mL−1，每孔 1 mL 接种于 6 孔培养板，培养

24 h 待细胞贴壁。加入不同质量浓度 MCEE（5、

10、20 μg·mL−1）孵育 48 h，对照组不加药，吸出培

养液并漂洗，每孔加入 1 mL Hoechst 33342 染色液，

于培养箱中染色 30 min。用 PBS 洗涤 2～3 次后，在

倒置荧光显微镜下观察细胞凋亡形态[10]。 

2.7  MCEE 肝毒性作用靶点预测 

基于本课题组前期研究[11]，确定 MCEE 中血

根碱和白屈菜红碱为主要活性成分，将其导入

Swiss Target Prediction 数据库，提取“probability”

值＞0 的潜在作用靶点并汇总。 

2.8  肝毒性疾病靶点及药物-疾病共同靶点获取 

通过 Gene Cards、OMIM 和 TTD 数据库，以

（“hepatotoxicity”为关键词筛选肝毒性相关靶点，去

除重复基因。将 MCEE 毒性成分靶点与肝毒性靶点

导入 Venny 2.1.0 网站，绘制韦恩图，获取药物-疾

病共同靶点[12]。 

2.9  蛋白质-蛋白质互相作用（PPI）网络构建 

将药物-疾病共同靶点导入 STRING 网站，设

置蛋白质类型为 Homo sapiens，置信度 minimum 

required interaction score 为 0.900 并隐藏离散点，输

出 tsv 格式数据。将数据导入 Cytoscape_v3.8.0 软

件，通过 Analyze Network 功能，依据度（Degree）

值调整节点大小、颜色及边的粗细，构建并可视化

PPI 网络图，其中 Degree 值代表节点连接数，数值

越大节点越关键[13]。 

2.10  基因本体（GO）和京都基因与基因组百科全

书（KEGG）通路富集分析 

利用 Metascape 数据库，导入交集靶点，设定物

种为“Homosapiens”，以假阳性率（FDR）≤0.05 为

标准进行基因功能分析。将结果载入微生信网站可视

化，从生物过程（BP）、细胞组分（CC）和分子功能

（MF）3 个层次开展 GO 分析，并通过 KEGG 分析肝

毒性通路，利用 Bioinformatics 平台可视化结果[14]。 

2.11  分子对接 

根据 MCEE 毒性成分和核心靶点筛选结果，结

合临床药理实验及文献报道，选取 Degree 值最大的

2 个毒性成分及核心靶点。在 RCSB PDB 网站下载

受体文件（PDB 格式），经 Pymol 软件处理后保存

为 PDB 格式；在 Autodock 软件中进一步处理受体

文件（（去水、加氢、计算电荷、改变原子类型），保

存为 PDBQT 格式。从 Pubchem 网站下载配体文件

（（3Dsdf 格式），经 OpenBabel-2.4.1 转换为 MOL2 格

式，再在 Autodock 中处理（加极性氢、计算电荷、

确定可旋转键），保存为 PDBQT 格式。将受体和配

体的 PDBQT 文件导入 AutoDockTools1.5.6 软件，

设置对接参数进行半柔性对接，分析构象结合能和

相互作用力，筛选并保存最优构象，最后用 Pymol

软件进行 3D 可视化分析。 

2.12  数据处理 

采用 Graph Pad Prism 9.3.0 统计软件进行数据

分析，数据以 x s 表示，采用单因素方差分析。 

3  结果 

3.1  MCEE 中血根碱、白屈菜红碱含量测定结果 

采用 HPLC 法对 MCEE 中血根碱、白屈菜红碱

进行含量测定。结果表明（（图 1），MCEE 中血根碱 

 

 

A-血根碱对照品；B-白屈菜红碱对照品；C-供试品。 

A-sanguinarine reference substance; B-chelerythrine reference substance; C-test sample. 

图 1  MCEE 中血根碱和白屈菜红碱的 HPLC 色谱图 

Fig. 1  HPLC chromatogram of sanguinarine and chelerythrine in MCEE 
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的保留时间 18.6 min，与血根碱对照品的色谱峰

保留时间相同；MCEE 中白屈菜红碱的保留时间

20.6 min，与白屈菜红碱对照品的色谱峰保留时间相

同。MCEE 中血根碱、白屈菜红碱的质量分数分别为

4.200、12.120 mg·g−1，在色谱图中是最明显的 2 个色

谱峰。 

3.2  胚胎发育 

如图 2 所示，斑马鱼胚胎发育进程清晰，受精

后 0.75 h 进入卵裂期，2.2 h 进入囊胚期，5.25 h 进

入肠胚期，10 h 后进入体节期，24 h 后进入咽部期，

48 h 后进入孵化期，72 h 形成幼鱼[15]。此时幼鱼全

体透明，便于进行各项观察。 

3.3  “量-毒”曲线评价 

利用 Graph Pad Prism 9.3.0 软件绘制 MCEE

对 4 d 斑马鱼幼鱼的“量-毒”曲线。经计算，

MCEE对斑马鱼幼鱼的 10%致死质量浓度（LC10）

为 6.07 μg·mL−1（（图 3），该结果直观反映了 MCEE

质量浓度与斑马鱼幼鱼毒性反应的关系。 

 

图 2  斑马鱼胚胎发育情况 

Fig. 2  Developmental status of zebrafish embryos 

 

图 3  斑马鱼幼鱼经 MCEE 处理 24 h 的“量-毒”曲线 

( x ±s，n＝3) 

Fig. 3  “Dose-toxicity” curve of zebrafish larvae treated 

with MCEE for 24 h ( x ±s，n＝3) 

3.4  斑马鱼肝脏组织结构评价 

肝脏病理切片观察结果（图 4）显示，对照组

肝细胞形态基本正常，排列紧实、有序；5 μg·mL−1

的 MCEE 组无明显病变，与对照组基本一致；10、

20 μg·mL−1 的 MCEE 组均有少量病变出现，斑马鱼

肝脏组织出现少量空泡，肝细胞排列有些紊乱、松

散；而 40、80 μg·mL−1 的 MCEE 组均出现明显病

变，肝脏组织中出现大量空泡，肝细胞排列紊乱、

松散，甚至出现组织结构降解。结果表明，MCEE

对斑马鱼肝脏组织结构具有明显破坏作用。 

3.5  斑马鱼肝脏生化指标评价 

ALT 和 AST 活性是评估肝毒性的重要传统标

志物[16]，结果显示，与对照组比较，经 MCEE 暴露

处理 24 h 后，10、20、40、80 μg·mL−1 组斑马鱼幼

鱼的 AST 和 ALT 活性均显著升高（P＜0.01），且

随着 MCEE 质量浓度增加，酶活性升高趋势愈发明

显，呈现出典型的质量浓度相关性（（图 5），进一步

证实 MCEE 对斑马鱼肝脏功能产生损害。 

3.6  MCEE 对细胞存活率的影响 

MTT 实验结果表明，不同质量浓度（5、10、

20、40、80、160、320 μg·mL−1）的 MCEE 作用于

HepG2 细胞 24、48、72 h 后，均能有效抑制细胞增

殖（P＜0.05、0.01）。并且随着 MCEE 药物浓度的

增加，对 HepG2 细胞增殖的抑制作用逐渐增强，呈

现出明显的浓度相关性（（图 6），结果表明，MCEE

对 HepG2 细胞具有显著的生长抑制效应。选取 5、

10、20 μg·mL−1、设置 48 h 孵育时间，作为后续 

 

受精卵期（200×）       卵裂期（200×）           囊胚期（200×） 

肠胚期（200×）         体节期（200×）           咽部期（200×） 

孵化期（40×）  
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红箭头-肝脏组织中出现的空泡；蓝箭头-肝细胞排列紊乱、松散。 

Red arrow-vacuoles appearing in liver tissue; Blue arrow-disordered and loose arrangement of liver cells. 

图 4  MCEE 对斑马鱼幼鱼肝脏 HE 染色结果 

Fig. 4  Results of HE staining of liver of zebrafish larvae treated with MCEE 

 

与对照组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group 

图 5  MCEE 对斑马鱼幼鱼整体肝功能 ALT、AST 活性的影响 ( x ±s，n＝60) 

Fig. 5  Effects of MCEE on activities of ALT and AST overall liver function enzymes in zebrafish larvae ( x ±s，n＝60) 

实验的处理条件。 

3.7  Hoechst 33342 染色 

经不同浓度 MCEE 作用于 HepG2 细胞 48 h 后，

白光视野下对照组细胞呈现规则的多边形轮廓，胞

质透亮且分布均匀，展现出良好的细胞活性与形态

完整性。相比之下，MCEE 组的细胞部分细胞体积缩

小形成圆形，细胞边界变得模糊不清。在 Hoechst 

33342 染色后，对照组细胞在视野中呈均匀弱蓝色，

细胞核呈圆或卵圆形；而 MCEE 组中凋亡细胞数量

明显增多，出现染色质凝集、细胞核着色深、核固缩、

变形及碎裂等典型的细胞凋亡特征性变化（图 7），

表明 MCEE 可诱导 HepG2 细胞发生凋亡[17]。 

 

对照                                               MCEE 20 μg·mL−1 

MCEE 5 μg·mL−1                                                          MCEE 40 μg·mL−1 

 

MCEE 10 μg·mL−1                                                        MCEE 80 μg·mL−1 
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与相同时间点对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05   **P < 0.01 vs control group at same time point. 

图 6  MCEE 对 HepG2 细胞活力的影响 ( x ±s，n＝6) 

Fig. 6  Effects of MCEE on cell viability of HepG2 cells ( x ±s，n＝6) 

 

图 7  Hoechst 33342 染色观察 MCEE 处理的 HepG2 细胞核 (×100) 

Fig. 7  Hoechst 33342 staining observation of HepG2 cell nuclei treated with MCEE (×100) 

3.8  MCEE 肝毒性作用靶点预测 

运用 Swiss Target Prediction数据库对MCEE 的

主要活性成分血根碱和白屈菜红碱进行系统分析，

经筛选共获得 92 个潜在作用靶点。同时，通过 Gene 

Cards 、 OMIM 和 MalaCards 数 据 库 以

（“hepatotoxicity”为关键词筛选收集肝毒性相关的潜

在靶点 710 个，对 MCEE 活性成分潜在靶点和肝毒

性靶点取交集，获得交集靶点 15 个。基于上述结

果，利用 Venny 软件绘制毒性成分-疾病共同靶点韦

恩图（图 8）。 

3.9  PPI 网络图及筛选核心靶点 

将药物-疾病共同靶点导入 STRING 网站进行

分析，构建了 PPI 网络。通过 Cytoscape_v3.8.0 软

件可视化后，结果见图 9，网络中部分节点的 Degree  

 

图 8  MCEE 活性成分及肝毒性交集靶点的韦恩图 

Fig. 8  Venn diagram of intersection target sites of active 

ingredients of MCEE and hepatotoxicity 

 

对照                                                                  MCEE 5 μg·mL−1 

 

MCEE 10 μg·mL−1                                                             MCEE 20 μg·mL−1 

 

  

 

MCEE                    肝毒性 

 

77（9.8%）    15（1.9%）        695（88.3%） 

 



第 48 卷第 11 期  2025 年 11 月     Drug Evaluation Research    Vol. 48 No. 11  November 2025 

    

·3139· 

 

图 9  PPI 网络图 

Fig. 9  PPI network diagram 

值较高，如 GSK3B、MAPK1、MTOR、PIK3CG、

PTGS2 等，这些节点连接的其他节点数量多，表明

其在 PPI 中处于核心地位[18]，可能在 MCEE 肝毒性

相关信号传导中发挥重要作用。节点大小和颜色深

浅直观反映了 Degree 值的差异，边的粗细则体现了

蛋白间结合率评分高低，清晰展示了各蛋白间的相

互作用关系。 

3.10  GO 分析和 KEGG 通路分析 

运用 Metascape 数据库对交集基因进行 GO 生

物功能和 KEGG 通路富集分析[19]。如图 10 所示， 

 

图 10  GO、KEGG 富集分析 

Fig. 10  GO and KEGG enrichment analysis 
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GO 分析结果显示，在 BP 层面，共同靶点主要富集

于 TORC2 信号负调控细胞对营养的反应、正调控

角质形成细胞迁移、调控骨化等；CC 层面，集中在

线粒体外膜、突触、线粒体等；MF 层面，涉及 JUN

激酶活性、MAP 激酶活性、蛋白磷酸酶结合等。

KEGG 通路富集分析表明，MCEE 肝毒性相关靶点

显著富集 VEGF 信号通路、mTOR 信号通路、PI3K-

Akt 信号通路等，这些通路的异常激活或抑制可能

与 MCEE 诱导的肝毒性密切相关。通过微生信网站

和 Bioinformatics 平台可视化，直观呈现了富集结

果的分布特征和关键通路信息。 

3.11  分子对接 

白屈菜红碱、血根碱 2 个化学成分与 Dgree 值

排名前 5 的核心靶点进行分子对接，经 RCSB PDB、

Pymol、Autodockvina 等软件一系列处理后，进行半

柔性对接。结果显示，白屈菜红碱、血根碱与核心

靶点之间存在较强的结合活性，部分复合物的构象

结合能较低（表 1），如白屈菜红碱与 PTGS2 的结

合能为−38.91 kJ·mol−1，血根碱与 GSK3B、MAPK

的结合能为−42.68 kJ·mol−1，且相互作用力（如氢

键、疏水作用等）稳定。通过 Pymol 软件进行 3D

可视化分析（图 11），清晰展示了毒性成分与靶点 

表 1  血根碱和白屈菜红碱与核心靶点的结合能 

Table 1  Binding energies of sanguinarine and chelerythrine with core targets 

名称 
结合能/(kJ·mol−1) 

GSK3B MAPK MTOR PIK3CG PTGS2 

白屈菜红碱 −35.56 −38.49 −32.22 −33.05 −38.91 

血根碱 −42.68 −42.68 −34.31 −41.42 −40.17 

  

图 11  白屈菜红碱和血根碱与关键靶点分子对接结果 

Fig. 11  Molecular docking results of chelerythrine and 

sanguinarine with key target 

氨基酸残基的相互作用模式，进一步验证了 MCEE

毒性成分与关键靶点的特异性结合，为阐明 MCEE

肝毒性分子机制提供了结构生物学依据。 

4  讨论 

本研究通过斑马鱼模型、HepG2 细胞结合网络

药理学与分子对接技术，系统揭示了 MCEE 的肝毒

性及其潜在机制。斑马鱼实验中 MCEE 对 4 d 幼鱼

的 LC10 为 6.07 μg·mL−1，表明其在较低浓度下即可

引发毒性反应。肝脏病理切片显示肝细胞排列紊

乱、空泡化等典型脂肪变性特征，ALT 和 AST 活性

显著升高且呈剂量相关性，证实 MCEE 可破坏斑马

鱼肝脏组织结构并损伤肝功能。斑马鱼作为模式生

物，其肝脏在生理功能和基因表达上与人类肝脏具

有高度同源性，这一结果为 MCEE 的肝毒性提供了

体内实验依据[20-21]。 

在细胞水平上 MTT 实验证实 MCEE 对 HepG2

细胞的增殖抑制作用呈浓度和时间相关性，Hoechst 

33342 染色进一步显示 MCEE 可诱导细胞凋亡，伴

随染色质凝集、核固缩等典型凋亡形态学改变。

HepG2 细胞保留了人肝细胞的关键代谢酶系和功

能，其结果从分子机制层面揭示了 MCEE 对肝脏细

胞的直接毒性作用[22-23]。 

网络药理学分析发现 MCEE 活性成分（（白屈菜

红碱和血根碱）与肝毒性相关的交集靶点共 15 个，

通过 PPI 网络筛选出 GSK3B、MAPK1、MTOR 等

核心靶点。GO 功能富集分析显示，这些靶点主要

参与 TORC2 信号对营养反应的调控、线粒体功能

及 MAP 激酶活性等生物学过程；KEGG 通路富集

则表明MCEE肝毒性可能与VEGF、mTOR及PI3K-
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Akt 等信号通路异常激活密切相关。这些通路在细

胞增殖、凋亡、代谢及血管生成中起关键作用，其

紊乱可能导致肝细胞损伤和功能障碍[24-25]。 

分子对接结果进一步验证了 MCEE 活性成分

与核心靶点的结合能力。白屈菜红碱和血根碱与

GSK3B、MAPK1、PTGS2 等靶点的结合能均低于

−32.22 kJ·mol−1，提示两者可通过与关键蛋白稳定

结合，干扰细胞内信号传导，从而引发肝毒性。

GSK3B 是 PI3K-Akt 通路的关键调控因子，其异常

激活可诱导肝细胞凋亡[26]；MAPK1 参与细胞应激

反应和炎症调节，过度激活可能加剧肝脏氧化应激

损伤[27]。 

本研究首次将斑马鱼模型、细胞实验与网络药

理学相结合，多维度证实了 MCEE 的肝毒性并初步

阐明其潜在机制。然而 MCEE 成分复杂，除白屈菜

红碱和血根碱外，其他成分是否参与肝毒性作用仍

需进一步探究。此外，本研究仅揭示了 MCEE 与关

键靶点的结合特性，其在体内的动态代谢过程及对

相关通路的上下游调控机制尚需通过基因敲除、动

物长期毒性实验等深入研究。后续可围绕 MCEE 肝

毒性的分子机制开展干预研究，为博落回的安全应

用提供更全面的科学依据。 
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