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摘要　 目的　 基于网络药理学分析黄柏治疗肝损伤的作用

及分子机制，并通过小鼠体内实验验证相关预测靶点及黄柏

提取物 －黄柏多糖对免疫性肝损伤的保护作用。 方法　 利

用 ＴＣＭＳＰ 和 Ｓｗｉｓｓ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库检索并筛选黄柏

的有效成分及作用靶点，然后在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 和 ＯＭＩＭ 网站获

得疾病相关靶点，取化合物与疾病交集靶点做蛋白互作分

析、ＧＯ 生物功能和 ＫＥＧＧ 信号途径富集分析，接着对化合物

及关键靶点蛋白进行分子对接，最后建立刀豆蛋白 Ａ（Ｃｏｎ
Ａ）诱导的小鼠肝损伤模型探讨黄柏提取物治疗肝损伤的作

用机制。 结果　 黄柏中共筛选出 ３７ 个有效成分，其治疗关

键靶点为肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ⁃α）、丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激

酶 １（ＡＫＴ１）、信号转导与转录激活因子 ３（ＳＴＡＴ３）、表皮生

长因子受体（ＥＧＦＲ）和半胱天蛋白酶 ３（ＣＡＳＰ３）等，富集分

析显示黄柏可能通过ＭＡＰＫ 级联反应的正向调控、氧化应激

反应等分子机制及调控 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路、脂质和动脉粥

样硬化等通路发挥对肝脏的保护作用。 动物实验发现黄柏

多糖灌胃处理可提高肝组织中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧

化氢酶（ＣＡＴ）活性，降低血清碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、天冬氨酸

氨基转移酶（ＡＳＴ）及肝组织丙二醛（ＭＤＡ）水平，调控血清

炎症因子白细胞介素（ ＩＬ）⁃６、ＩＬ⁃１β、肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ⁃
α）、转化生长因子 β１ （ＴＧＦ⁃β１）的表达，并降低肝组织中

ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达。 结论 　 黄柏可通过作用于 ＴＮＦ⁃α、
ＡＫＴ１、ＳＴＡＴ３、ＥＧＦＲ 和 ＣＡＳＰ３ 等靶点，干预脂质和动脉粥样

硬化通路来减轻氧化应激反应和炎症反应，达到保肝作用。
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　 　 肝脏作为人体重要的代谢和解毒器官，会受到

各种因素的损害，如长期酗酒、病毒感染、药物毒性、

代谢紊乱、不良情绪和免疫反应等。 然而目前肝损

伤的临床治疗效果不佳，病死率较高［１］。 因此，探
索有效的防治肝损伤的药物具有重要的意义。 中医

药以其多成分、多靶点的优势在防治肝损伤方面展

示了广阔的开发前景。 黄柏为芸香科植物黄皮树

（Ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｏｎ ａｍｕｒｅｎｓｅ Ｓｃｈｎｅｉｄ． ） 的干燥树皮，味
苦、性寒，归肾、膀胱经，具有清热燥湿、泻火除蒸、解
毒疗疮之效，收载于《中国药典》 ［２］，２０２１ 年入选贵

州省道地药材目录（第一批）。 现代研究［３ － ５］ 表明

黄柏含有生物碱、酚酸、柠檬苦素、多糖等成分，具有

抗菌、保肝、抗溃疡、抗氧化、抗痛风等多种药理活

性［６ － ８］。 与其他中药一样，黄柏化学成分复杂、作用

靶点多，其保护肝脏作用的机制研究较少，有待深入

探讨。 该研究利用网络药理学结合小鼠免疫肝损伤

实验模型，深入探讨黄柏提取物对肝损伤的保护作

用及机制，为充分利用黄柏丰富的天然植物资源提

供重要的科学依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 主要试剂和仪器　 黄柏药材购于贵州苗立

克中药科技有限公司，批号：１７１１０１，生产许可证：黔
２０１６００７９。 刀豆蛋白 Ａ（Ｃｏｎ Ａ，货号：８２４Ｖ０３２）购

于北京索莱宝科技有限公司；过氧化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，
ＣＡＴ，货号：２０２１１１１６）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ，货号：２０２１１２１３）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌ⁃
ｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ，货号：２０２１１１１８）试剂盒购于南京建成

生物工程研究所；肿瘤坏死因子 α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α，货号：Ｄｅｃ ２０２１）、白细胞介素（ ｉｎ⁃
ｔｒｅｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃６、 ＩＬ⁃１β、转化生长因子 β１ （ ｔｒａｎｓｆｏｒ⁃
ｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β１， ＴＧＦ⁃β１）购于上海茁彩生物

科技有限公司（货号均为 Ｄｅｃ ２０２１）；酶标分析仪购

于北京普朗新技术有限公司，分析天平购于上海市

卓精电子科技有限公司。
１． １． ２　 实验动物 　 ６０ 只雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，５ ～ ６
周龄，１８ ～ ２２ ｇ，均购于长沙市天勤生物技术有限公

司，许可证号：ＳＣＸＫ（湘）：２０１９⁃００１４。
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１． ２　 方法

１． ２． １　 黄柏活性成分筛选和靶点预测　 借助中药

系统药理学数据库与分析平台（ＴＣＭＳＰ，ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｔｃ⁃
ｍｓｐｗ． ｃｏｍ），以“黄柏”为检索词，以口服生物利用

度（ ｏｒａｌ ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ， ＯＢ） ≥３０％ ，类药性 （ ｄｒｕｇ⁃
ｌｉｋｅｎｅｓｓ，ＤＬ）≥０. １８ 为设定条件，筛选黄柏潜在的

活性化学成分。 将化学成分输入 Ｐｕｂｃｈｅｍ （ｈｔｔｐｓ： ／
／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 数据库中下载

“ＳＤＦ”格式的分子结构，然后上传至 Ｓｗｉｓｓ ｔａｒｇｅｔ
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 平台 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｗｉｓｓｔａｒ ｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．
ｃｈ ／ ）筛选药物作用靶点。
１． ２． ２　 疾病靶点筛选　 以“ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ”为关键词在

ＧｅｎｅＣａｒｄｓ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ）、ＯＭＩＭ 数

据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｏｍｉｍ． ｏｒｇ）数据库检索疾病靶点，
将两个数据库靶点信息进行合并去重，获得肝损伤

相关靶点。 将黄柏活性成分靶点和疾病靶点导入

ＦｕｎＲｉｃｈ ３． １． ３ 软件取交集，最终获得黄柏治疗肝损

伤的潜在作用靶点。
１． ２． ３ 　 蛋白相互作用 　 将获取的交集靶点导入

ＳＴＲＩＮＧ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ. ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ）网站，得到蛋白

互作网络（ＰＰＩ）和 ＴＳＶ 文件，再用 Ｒ 软件对 ＴＳＶ 文

件的靶点数据行统计和绘图分析。
１． ２． ４　 ＧＯ 功能及 ＫＥＧＧ 通路富集分析 　 利用 Ｒ
软件对潜在作用靶点进行京都基因（ ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，
ＧＯ 和基因组百科全书（ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ
ａｎｄ ｇｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ）通路分析。 ＧＯ 分析包括生物

学过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ），细胞组分（ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ） 和分子功能 （ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，
ＭＦ） ３ 个方面。 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 均选取排名前 １０ 名结

果，绘制气泡图。
１． ２． ５　 分子对接　 ３７ 个活性化合物从 ＰｕｂＣｈｅｍ 数

据库下载 ３Ｄ 结构的 ｓｄｆ 文件并进行能量优化，再从

ＰＤＢ 网站下载蛋白互作网络（ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃ⁃
ｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ，ＰＰＩ）关联度最高的 ５ 个蛋白的蛋白质

结构，存为 ｐｄｂ 文件，后将其导入 ＳＹＢＹＬ ２. １. １ 软

件中进行预处理，包括提取配体小分子、去除水分

子、加氢等。 最后利用 ＳＹＢＹＬ ２. １. １ 将对应的化合

物与蛋白进行分子对接，利用打分函数进行评价。
１． ２． ６　 动物实验

１． ２． ６． １　 分组、给药及模型建立　 雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小

鼠，随机分成 ６ 组，每组 １０ 只：空白组、模型组、阳性

药物组及黄柏多糖高、中、低剂量组。 空白组和模型

组以等体积生理盐水进行灌胃，阳性药物组以联苯

双酯滴丸 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ 的剂量进行灌胃，黄柏多糖高、

中、低剂量组分别以黄柏多糖 ６８６. ４、３４３. ２、１７１. ４
ｍｇ ／ ｋｇ 进行灌胃（剂量依据《中国药典》中黄柏人用

剂量经人 ／小鼠等效剂量折算后设置），每日灌胃 １
次，连续灌胃 １４ ｄ。 末次灌胃 １ ｈ 后，空白组尾静脉

注射生理盐水 １０ ｍｌ ／ ｋｇ，其余 ５ 组静脉注射 Ｃｏｎ Ａ
１５ ｍｇ ／ ｋｇ 造模。 禁食禁水 ６ ｈ，小鼠眼球取血，室温

静止后离心，血清 － ８０ ℃保存；随后立即脱臼处死

小鼠，摘取的肝脏部分于 － ８０ ℃冰箱保存，部分常

温保存，用 ４％多聚甲醛固定。
１． ２． ６． ２　 肝组织病理观察　 部分肝组织用 ４％ 多

聚甲醛后，石蜡包埋切片，将切片入二甲苯，水化，苏
木精 －伊红（ＨＥ）染色，在光学显微镜下进行病理形

态检查。
１． ２． ６． ３ 　 小鼠血清中碱性磷酸酶（ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）、天冬氨酸氨基转移酶（ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎ⁃
ｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）水平检测 　 小鼠血清按照试剂盒

说明书检测 ＡＬＰ、ＡＳＴ 水平。
１． ２． ６． ４　 肝脏中 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＭＤＡ 水平检测　 取肝

组织适量，生理盐水配成匀浆液，１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ，取上清液，用 ＢＣＡ 法测肝组织蛋白浓度，按
照试剂盒说明书测定 ＭＤＡ、ＣＡＴ 水平与 ＳＯＤ 活性。
１． ２． ６． ５　 血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＧＦ⁃β１ 炎症

因子含量的测定　 采用 ＥＬＩＳＡ 法，严格按照试剂盒

说明检测小鼠血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＧＦ⁃β１ 含

量。
１． ２． ６． ６　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测肝组织 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达

　 取肝脏组织提取 ＲＮＡ，逆转录为 ｃＤＮＡ，以 β⁃ａｃｔｉｎ
作为内参照，采用 ２ － ΔΔＣｔ法计算 ＴＮＦ⁃α 基因 ｍＲＮＡ
表达水平。 ＴＮＦ⁃α 上游引物：５′⁃ＧＡＧＡＣＡＧＡＴＧＴ⁃
ＧＧＧＧＴＧＴＧＡ⁃３′， 下 游 引 物 ５′⁃ＧＴＣＡＣＴＣＧＧＧＧＴ⁃
ＴＣＧＡＧＡＡＧ⁃３′。
１． ３　 统计学处理 　 数据统计分析采用 ＳＰＳＳ ２１. ０
软件，组间比较用单因素方差分析，ＬＳＤ⁃ｔ 检验进行

组间比较。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 黄柏活性成分靶点及疾病靶基因筛选结果　
最终获得 ３７ 个黄柏化学成分，见表 １。 ３７ 个成分经

Ｓｗｉｓｓ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 平台预测获得 ４６７ 个靶点蛋

白。 基于 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、ＯＭＩＭ 数据库检索，整理得到

２ ６０７ 个疾病靶点；将上述黄柏靶点蛋白与疾病靶

点取交集并绘制 Ｖｅｎｎ 图，得到核心靶点 ３４６ 个，见
图 １。
２ ． ２　 蛋白相互作用　 ３４６个靶点使用ＳＴＲＩＮＧ进行
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表 １　 黄柏活性成分信息

Ｍｏｌ ＩＤ 化合物名称
分子量

（ｇ ／ ｍｏｌ）
ＯＢ（％ ） ＤＬ

ＭＯＬ００１４５４ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ３３６． ３９ ３６． ８６ ０． ７８
ＭＯＬ００１４５８ ｃｏｐｔｉｓｉｎｅ ３２０． ３４ ３０． ６７ ０． ８６
ＭＯＬ００２６３６ Ｋｉｈａｄａｌａｃｔｏｎｅ Ａ ５１２． ７０ ３４． ２１ ０． ８２
ＭＯＬ０１３３５２ Ｏｂａｃｕｎｏｎｅ ４５４． ５６ ４３． ２９ ０． ７７
ＭＯＬ００２６４１ Ｐｈｅｌｌａｖｉｎ＿ｑｔ ３７４． ４２ ３５． ８６ ０． ４４
ＭＯＬ００２６４３ ｄｅｌｔａ ７⁃ｓｔｉｇｍａｓｔｅｎｏｌ ４１４． ７９ ３７． ４２ ０． ７５
ＭＯＬ００２６４４ Ｐｈｅｌｌｏｐｔｅｒｉｎ ３００． ３３ ４０． １９ ０． ２８
ＭＯＬ００２６５１ Ｄｅｈｙｄｒｏｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ ＩＩ Ａ ２９２． ３５ ４３． ７６ ０． ４０
ＭＯＬ００２６５２ ｄｅｌｔａ７⁃Ｄｅｈｙｄｒｏｓｏｐｈｏｒａｍｉｎｅ ２４２． ３５ ５４． ４５ ０． ２５
ＭＯＬ００２６５６ ｄｉｈｙｄｒｏｎｉｌｏｔｉｃｉｎ ４５８． ８０ ３６． ４３ ０． ８１
ＭＯＬ００２６５９ ｋｉｈａｄａｎｉｎ Ａ ４８６． ５６ ３１． ６０ ０． ７０
ＭＯＬ００２６６０ ｎｉｌｏｔｉｃｉｎ ４５６． ７８ ４１． ４１ ０． ８２
ＭＯＬ００２６６２ ｒｕｔａｅｃａｒｐｉｎｅ ２８７． ３４ ４０． ３０ ０． ６０
ＭＯＬ００２６６３ Ｓｋｉｍｍｉａｎｉｎ ２５９． ２８ ４０． １４ ０． ２０
ＭＯＬ００２６６６ Ｃｈｅｌｅｒｙｔｈｒｉｎｅ ３３２． ３７ ３４． １８ ０． ７８
ＭＯＬ０００４４９ Ｓｔｉｇｍａｓｔｅｒｏｌ ４１２． ７７ ４３． ８３ ０． ７６
ＭＯＬ００２６６８ Ｗｏｒｅｎｉｎｅ ３３４． ３７ ４５． ８３ ０． ８７
ＭＯＬ００２６７０ Ｃａｖｉｄｉｎｅ ３５３． ４５ ３５． ６４ ０． ８１
ＭＯＬ００２６７１ Ｃａｎｄｌｅｔｏｘｉｎ Ａ ６０８． ７９ ３１． ８１ ０． ６９
ＭＯＬ００２６７２ Ｈｅｒｉｃｅｎｏｎｅ Ｈ ５８０． ８８ ３９． ００ ０． ６３
ＭＯＬ００２６７３ Ｈｉｓｐｉｄｏｎｅ ４７２． ７８ ３６． １８ ０． ８３
ＭＯＬ０００３５８ ｂｅｔａ⁃ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ ４１４． ７９ ３６． ９１ ０． ７５
ＭＯＬ０００６２２ Ｍａｇｎｏｇｒａｎｄｉｏｌｉｄｅ ２６６． ３７ ６３． ７１ ０． １９
ＭＯＬ０００７６２ Ｐａｌｍｉｄｉｎ Ａ ５１０． ５２ ３５． ３６ ０． ６５
ＭＯＬ０００７８５ ｐａｌｍａｔｉｎｅ ３５２． ４４ ６４． ６０ ０． ６５
ＭＯＬ０００７８７ Ｆｕｍａｒｉｎｅ ３５３． ４０ ５９． ２６ ０． ８３
ＭＯＬ０００７９０ Ｉｓｏｃｏｒｙｐａｌｍｉｎｅ ３４１． ４４ ３５． ７７ ０． ５９
ＭＯＬ００００９８ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ３０２． ２５ ４６． ４３ ０． ２８
ＭＯＬ００１１３１ ｐｈｅｌｌａｍｕｒｉｎ＿ｑｔ ３５６． ４０ ５６． ６０ ０． ３９
ＭＯＬ００１４５５ （Ｓ）⁃Ｃａｎａｄｉｎｅ ３３９． ４２ ５３． ８３ ０． ７７
ＭＯＬ００１７７１ ｐｏｒｉｆｅｒａｓｔ⁃５⁃ｅｎ⁃３ｂｅｔａ⁃ｏｌ ４１４． ７９ ３６． ９１ ０． ７５
ＭＯＬ００２８９４ ｂｅｒｂｅｒｒｕｂｉｎｅ ３２２． ３６ ３５． ７４ ０． ７３
ＭＯＬ００５４３８ ｃａｍｐｅｓｔｅｒｏｌ ４００． ７６ ３７． ５８ ０． ７１
ＭＯＬ００６３９２ ｄｉｈｙｄｒｏｎｉｌｏｔｉｃｉｎ ４５８． ８０ ３６． ４３ ０． ８２
ＭＯＬ００６４０１ ｍｅｌｉａｎｏｎｅ ４７０． ７６ ４０． ５３ ０． ７８
ＭＯＬ００６４１３ ｐｈｅｌｌｏｃｈｉｎ ４８８． ８３ ３５． ４１ ０． ８２
ＭＯＬ００６４２２ ｔｈａｌｉｆｅｎｄｉｎｅ ３２２． ３６ ４４． ４１ ０． ７３

图 １　 中药黄柏与肝损伤交互靶点信息

ＰＰＩ 分析，利用 Ｒ 语言绘制蛋白质节点的条形图，见
图 ２。 Ｄｅｇｒｅｅ 排名前 ５ 的节点包括 ＴＮＦ⁃α，丝氨酸 ／
苏氨酸蛋白激酶 １（ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ １，
ＡＫＴ１），信号转导与转录激活因子 ３（ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃ⁃
ｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３，ＳＴＡＴ３），表皮生长

因子受体（ｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）和

半胱天蛋白酶 ３（ｃａｓｐａｓｅ⁃３，ＣＡＳＰ３）。

图 ２　 ＰＰＩ网络核心基因条形图

２． ３　 ＧＯ 功能及 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 使用 Ｒ 语

言完成 ３４６ 个靶点的 ＧＯ 富集分析，输出前 １０ 项，
见图 ３（Ａ ～ Ｃ）。 结果显示 ３４６ 个靶点参与的生物

过程中主要富集于 ＭＡＰＫ 级联反应的正向调控、激
酶活性的正向调节、对异种刺激的反应、氧化应激反

应等；细胞组分主要涉及膜筏、膜微域、神经元细胞

体、焦点粘连等；分子功能主要为蛋白丝氨酸 ／苏氨

酸激酶活性、蛋白丝氨酸激酶活性、蛋白酪氨酸激酶

活性和 ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ － 特异性 ＤＮＡ － 结合转录因

子结合等。
３４６ 个靶点涉及的信号通路同样基于 Ｒ 语言输

出前 １０ 项，见图 ３Ｄ。 主要涉及 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路

（ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、脂质和动脉粥样硬化

（ｌｉｐｉｄ ａｎｄ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ）、癌症中的蛋白多糖（ｐｒｏ⁃
ｔｅｏｇｌｙｃａｎｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ）、乙型肝炎（Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ）等。
２． ４　 分子对接　 基于 ＳＹＢＹＬ ２. １. １ 分子对接验证

黄柏 ３７ 个化学成分与 ５ 个关键靶点的结合情况，对
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图 ３　 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析气泡图

Ａ：ＢＰ；Ｂ：ＣＣ；Ｃ：ＭＦ；Ｄ：ＫＥＧＧ

接结果以打分函数 Ｔ＿ｓｃｏｒｅ≥５ 为阈值，Ｔ＿ｓｃｏｒｅ≥５
表示活性成分与靶标蛋白有较好的结合，分子对接

结果见表 ２。 ３７ 个成分中，２２ 个成分能与 ＡＫＴ１ 有

较好的结合，２１ 个成分能与 ＣＡＳＰ３、ＴＮＦ⁃α 有较好

的结合，１７ 个成分能与 ＳＴＡＴ３、ＥＧＦＲ 有较好的结

合。 ３７ 个成分中，９ 个化学成分能同时与 ５ 个靶点

（ＴＮＦ⁃α、ＡＫＴ１、ＳＴＡＴ３、ＥＧＦＲ、ＣＡＳＰ３）有较好的结

合（Ｔ＿ｓｃｏｒｅ≥５，图 ４），分别是 Ｈｅｒｉｃｅｎｏｎｅ Ｈ、ｄｅｌｔａ ７⁃
ｓｔｉｇｍａｓｔｅｎｏｌ、ｃａｍｐｅｓｔｅｒｏｌ、Ｃａｎｄｌｅｔｏｘｉｎ Ａ、ｂｅｔａ⁃ｓｉｔｏｓｔｅｒ⁃
ｏｌ、ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ、ｐｈｅｌｌａｍｕｒｉｎ＿ｑｔ、ｐｏｒｉｆｅｒａｓｔ⁃５⁃ｅｎ⁃３ｂｅｔａ⁃ｏｌ、
ｎｉｌｏｔｉｃｉｎ，它们可能是黄柏治疗肝损伤的关键成分，
后续将进一步深入研究。
２． ５　 动物实验结果

２． ５． １　 小鼠肝组织病理变化　 各组小鼠肝组织 ＨＥ
染色结果如图 ５ 所示。 空白组肝脏组织结构正常，
肝细胞排列整齐、分布均匀，细胞核完整，无炎症颗

粒细胞浸润。 模型组肝脏组织结构明显异常，肝细

胞已经紊乱，细胞核固缩，且有炎性颗粒细胞浸润。
与模型组相比，阳性对照组和黄柏多糖高剂量组肝

脏组织细胞结构显著改善，炎性颗粒细胞明显减少，
黄柏多糖中、低剂量组也有一定改善。
２． ５． ２　 小鼠肝功能指标 ＡＳＴ、ＡＬＰ 的检测　 与空白

图 ４　 分子对接热图

组相比，模型组小鼠血清 ＡＳＴ、ＡＬＰ 水平显著升高

（Ｐ ＜ ０. ０１），说明尾静脉注射 Ｃｏｎ Ａ 对小鼠肝组织

造成了严重损伤。 各给药组小鼠的 ＡＬＰ、ＡＳＴ 水平

与模型组相比，均下降，其中黄柏多糖高剂量组有显

著差异（Ｐ ＜ ０. ０１），黄柏多糖中剂量组有差异（Ｐ ＜
０. ０５），见表 ３。
２． ５． ３　 肝脏中 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＭＤＡ 的水平检测　 与空

白组对比，模型组小鼠肝脏中的ＳＯＤ、ＣＡＴ含量显
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图 ５　 黄柏多糖对 Ｃｏｎ Ａ 诱导肝损伤小鼠肝组织病理变化的影响 ＨＥ ×１００
Ａ：空白组；Ｂ：模型组；Ｃ：阳性对照组；Ｄ：黄柏多糖高剂量组；Ｅ：黄柏多糖中剂量组；Ｆ：黄柏多糖低剂量组

表 ２　 分子对接分析

编号 化合物名称
与靶点的对接评分（分）

ＴＮＦ⁃α ＡＫＴ１ ＳＴＡＴ３ ＥＧＦＲ ＣＡＳＰ３
１ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ５． １１ ７． ２０ ４． ０６ ３． ５１ ４． ３８
２ ｃｏｐｔｉｓｉｎｅ ４． ０５ ４． ４１ ２． ２１ ２． ７４ ２． ２８
３ Ｋｉｈａｄａｌａｃｔｏｎｅ Ａ ５． ９９ １． ９７ １． １７ ３． ０６ ４． ８２
４ Ｏｂａｃｕｎｏｎｅ ３． ２２ ３． ５１ ２． ９７ ２． ６７ ５． ２０
５ Ｐｈｅｌｌａｖｉｎ＿ｑｔ ４． ０２ ６． ６７ ５． ３９ ４． ８６ ６． ３２
６ ｄｅｌｔａ ７⁃ｓｔｉｇｍａｓｔｅｎｏｌ ５． ９４ ７． ６２ ７． ６９ ７． ２１ ５． ３１
７ Ｐｈｅｌｌｏｐｔｅｒｉｎ ５． ０４ ６． ０３ ３． ７８ ５． ２０ ５． １７
８ Ｄｅｈｙｄｒｏｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ ＩＩ Ａ ４． ７５ ５． １１ ２． ６１ ４． ２３ ３． ４５
９ ｄｅｌｔａ７⁃Ｄｅｈｙｄｒｏｓｏｐｈｏｒａｍｉｎｅ ２． ６６ ４． ４１ ２． ３４ ２． ８６ ３． ０４
１０ ｄｉｈｙｄｒｏｎｉｌｏｔｉｃｉｎ ４． ７８ １． ２０ ２． ３３ ５． ６４ ７． １９
１１ ｋｉｈａｄａｎｉｎ Ａ ３． ５４ １． ８４ ３． ５４ ４． ８５ ３． ４１
１２ ｎｉｌｏｔｉｃｉｎ ５． １２ ５． ６９ ６． ２３ ６． ００ ８． １２
１３ ｒｕｔａｅｃａｒｐｉｎｅ ２． ４１ ４． ２１ １． ９０ ２． ３５ ２． ５８
１４ Ｓｋｉｍｍｉａｎｉｎ ３． ２３ ４． ８２ ５． ０１ ３． ９７ ４． ６４
１５ Ｃｈｅｌｅｒｙｔｈｒｉｎｅ ６． ３１ ６． ０８ ４． ８０ ３． ５１ ３． ８３
１６ Ｓｔｉｇｍａｓｔｅｒｏｌ ４． ６６ ６． ９７ ５． ８１ ５． ９４ ５． ９４
１７ Ｗｏｒｅｎｉｎｅ ３． ７０ ４． ４９ ３． ６６ ３． ９４ １． ９４
１８ Ｃａｖｉｄｉｎｅ ３． ９０ ６． ２３ ５． ０３ ３． ９５ ４． ５６
１９ Ｃａｎｄｌｅｔｏｘｉｎ Ａ ６． ４７ １０． １９ ５． ５８ ７． ５５ ７． ０５
２０ Ｈｅｒｉｃｅｎｏｎｅ Ｈ ９． ８７ １１． ２３ １１． ７５ ９． ９６ ６． ７５
２１ Ｈｉｓｐｉｄｏｎｅ ５． ０６ － ０． １５ ５． ９４ ３． １１ ６． ４１
２２ ｂｅｔａ⁃ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ ５． ２２ ９． １８ ８． ０５ ６． ７７ ５． ３５
２３ Ｍａｇｎｏｇｒａｎｄｉｏｌｉｄｅ ４． ００ ３． ４９ ３． ２９ ３． ４１ ４． ６１
２４ Ｐａｌｍｉｄｉｎ Ａ ５． １５ １． ６３ １． ５９ ６． ２７ ５． １５
２５ ｐａｌｍａｔｉｎｅ ５． ００ ６． １６ ５． ７３ ４． ３５ ５． ８６
２６ Ｆｕｍａｒｉｎｅ ３． ６４ ５． ５３ ４． ０２ ３． ５８ ３． ７４
２７ Ｉｓｏｃｏｒｙｐａｌｍｉｎｅ ６． １６ ６． ２２ ５． １９ ４． ５５ ４． ４２
２８ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ５． １１ ６． １９ ６． ５２ ６． ０５ ５． ２１
２９ ｐｈｅｌｌａｍｕｒｉｎ＿ｑｔ ５． ７０ ６． ４０ ６． ０６ ５． ２６ ５． ５２
３０ （Ｓ）⁃Ｃａｎａｄｉｎｅ ３． ５３ ５． ３８ ４． ４５ ４． ８３ ４． ６７
３１ ｐｏｒｉｆｅｒａｓｔ⁃５⁃ｅｎ⁃３ｂｅｔａ⁃ｏｌ ５． １２ ７． ９６ ７． ３３ ６． ５１ ６． ０１
３２ ｂｅｒｂｅｒｒｕｂｉｎｅ ５． ２９ ５． １４ ５． ３１ ４． ４４ ５． ４３
３３ ｃａｍｐｅｓｔｅｒｏｌ ６． ９３ ８． ４１ ６． ７０ ５． ０５ ５． ４１
３４ ｄｉｈｙｄｒｏｎｉｌｏｔｉｃｉｎ ５． １０ ２． ６２ ４． ８５ ５． ５９ ７． ８４
３５ ｍｅｌｉａｎｏｎｅ ５． ２５ ４． １１ ３． ８１ ５． ２１ ５． ８４
３６ ｐｈｅｌｌｏｃｈｉｎ ５． ３９ ４． ６４ ３． ３２ ７． ４８ ７． ２８
３７ ｔｈａｌｉｆｅｎｄｉｎｅ ４． ３４ ６． ６６ ４． ５４ ６． ２９ ４． ２９

表 ３　 黄柏多糖对小鼠血清 ＡＳＴ、ＡＬＰ 的影响（Ｕ ／ Ｌ，�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别 ＡＳＴ ＡＬＰ
空白 １４． ４１ ± ２． ３７ １５６． ９９ ± ９． ８７
模型 １５５． ３６ ± １３． ５２＃＃ ２７３． ４３ ± １６． ８６＃＃

阳性 ８１． ６０ ± ４． ９７∗∗ １８２． ０５ ± ８． １８∗∗

黄柏多糖高剂量 ８６． ９０ ± １０． ２４∗∗ ２０６． ９６ ± ７． ９６∗∗

黄柏多糖中剂量 １１６． ７７ ± １３． ３８∗ ２１４． ４９ ± １８． ３９∗

黄柏多糖低剂量 １３２． ０８ ± １２． ９７ ２４８． ５２ ± １６． ４３

与空白组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗Ｐ ＜ ０. ０５

著下降（Ｐ ＜ ０. ０１），ＭＤＡ 含量显著升高（Ｐ ＜ ０. ０１）。
黄柏多糖干预后，ＳＯＤ、ＣＡＴ 含量均有所升高，ＭＤＡ
含量有所降低，其中高剂量组变化最显著 （ Ｐ ＜
０. ０１），中剂量组次之（Ｐ ＜ ０. ０５），低剂量组最弱，见
图 ６。
２． ５． ４　 血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＧＦ⁃β１ 免疫炎

症因子含量的测定　 各组对 Ｃｏｎ Ａ 诱导肝损伤小鼠

血清炎症因子的影响结果见图 ７。 与空白组比较，
模型组小鼠血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＧＦ⁃β１ 含量

显著升高（Ｐ ＜ ０. ０１）。 给予黄柏多糖后，各组小鼠

血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＧＦ⁃β１ 均有一定程度的

降低，其中高剂量组变化最显著（Ｐ ＜ ０. ０１），中剂量

组次之（Ｐ ＜ ０. ０５ 或 ０. ０１），低剂量组各因子也有所

降低，但差异无统计学意义。
２． ５． ５　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测肝组织 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达　
选取 ＰＰＩ 网络中最重要的 ＴＮＦ⁃α 基因进行实验验

证。 与空白组比较，模型组小鼠肝组织中 ＴＮＦ⁃α
ｍＲＮＡ 表达水平显著升高（Ｐ ＜ ０. ０１）。 与模型组相

比，黄柏多糖高、中剂量组 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 水平显著

降低（Ｐ ＜ ０. ０１ 或 ０. ０５），黄柏多糖低剂量组也有所

降低，见图 ８。

３　 讨论

　 　 中药是中华文明的瑰宝，在防治肝病方面有着
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图 ６　 黄柏多糖对肝损伤小鼠血清 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＭＤＡ 的影响

Ａ：空白组；Ｂ：模型组；Ｃ：阳性对照组；Ｄ：黄柏多糖高剂量组；Ｅ：黄柏多糖中剂量组；Ｆ：黄柏多糖低剂量组；与空白组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与模

型组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ７　 黄柏多糖对肝损伤小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＧＦ⁃β１ 细胞因子的影响

Ａ：空白组；Ｂ：模型组；Ｃ：阳性对照组；Ｄ：黄柏多糖高剂量组；Ｅ：黄柏多糖中剂量组；Ｆ：黄柏多糖低剂量组；与空白组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与模

型组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ８　 黄柏多糖对肝损伤小鼠肝脏 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达的影响

Ａ：空白组；Ｂ：模型组；Ｃ：阳性对照组；Ｄ：黄柏多糖高剂量组；Ｅ：

黄柏多糖中剂量组；Ｆ：黄柏多糖低剂量组；与空白组比较，＃＃ Ｐ ＜

０. ０１；与模型组比较，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗Ｐ ＜ ０. ０５

悠久的用药历史，因此，以中药为着眼点，开发其药

用价值并探讨作用机制有一定的创新性。 网络药理

学的出现为预测中药成分靶标和疾病基因提供了新

的手段，它从整体角度探索药物与疾病的关联

性［９］。 因此通过网络药理学分析和体内实验验证

黄柏抗肝损伤的作用机制、筛选其活性成分靶点有

重要意义。
本研究首先于 ＴＣＭＳＰ 数据库检索并筛选得到

３７ 个黄柏潜在的活性成分，主要有小檗碱、黄连碱、
黄柏酮等多种化合物。 研究［１０］ 表明，黄柏提取液对

Ｄ⁃氨基半乳糖（Ｄ⁃Ｇａｌ Ｎ）诱导的急性肝损伤有较好

的预防性保护作用，其作用机制可能与清除氧自由

基，降低脂质过氧化等抗氧化作用有关。 黄柏乙醇

提取物对 α⁃萘异硫氰酸酯（ＡＮＩＴ）诱导的黄疸型肝

炎模型小鼠具有一定的预防及治疗作用。 同时，对
于黄药子导致的肝中毒，黄芩、黄柏及其配伍使用可

显著降低大鼠血清转氨酶，其中黄芩配伍黄柏使用

效果最佳。 这些研究结果均表明黄柏有效成分具有

保护肝损伤作用，然而，药效物质基础及作用分子机
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制尚不明确。
对黄柏与肝损伤疾病交集靶点进行 ＰＰＩ 分析，

结果显示 ＴＮＦ⁃α、ＡＫＴ１、ＳＴＡＴ３、ＥＧＦＲ 和 ＣＡＳＰ３ 是

５ 个度值最大的靶点。 ＴＮＦ⁃α 可促白细胞活化、聚
集、黏附，也可促血小板活化，加重组织炎症反应，致
肝损伤［９］。 ＡＫＴ１ 参与细胞增殖、细胞生长、代谢、
氧化应激、炎症等方面相关的信号通路［１１］。 ＳＴＡＴ３
广泛分布于各个器官，参与各胚层发育、免疫细胞分

化发育、肿瘤等各种病理生理过程，是调节细胞增

殖、分化、存活，以及自身免疫和炎症的关键因子，
ＥＧＦＲ 在控制炎症方面具有关键作用；经过上述分

析，５ 个核心靶点主要与炎症、细胞凋亡、氧化应激

和免疫反应等密切相关。
ＧＯ 分析显示，黄柏活性成分治疗肝损伤涉及

ＭＡＰＫ 级联反应的正向调控、激酶活性的正向调节、
对异种刺激的反应、氧化应激反应等，ＫＥＧＧ 分析结

果表明，黄柏可能通过 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路、脂质和

动脉粥样硬化、癌症中的蛋白多糖、乙型肝炎等通路

发挥对肝脏的保护作用。 其中，脂质和动脉粥样硬

化通路可能是肝损伤发生发展的重要环节，ＫＥＧＧ
分析显示 ＴＮＦ⁃α、ＡＫＴ１、ＣＡＳＰ３、ＳＴＡＴ３ 等多个靶点

均富集在该通路上，说明调控该通路可能是黄柏缓

解临床症状、保护肝损伤的作用机制。
进一步对黄柏潜在活性成分等与关键靶点蛋白

进行分子对接，发现大部分活性成分可与靶点蛋白

有较好的结合作用，其中 Ｈｅｒｉｃｅｎｏｎｅ Ｈ、ｄｅｌｔａ ７⁃ｓｔｉｇ⁃
ｍａｓｔｅｎｏｌ、 ｃａｍｐｅｓｔｅｒｏｌ、 Ｃａｎｄｌｅｔｏｘｉｎ Ａ、 ｂｅｔａ⁃ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ、
ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ、 ｐｈｅｌｌａｍｕｒｉｎ ＿ ｑｔ、 ｐｏｒｉｆｅｒａｓｔ⁃５⁃ｅｎ⁃３ｂｅｔａ⁃ｏｌ、
ｎｉｌｏｔｉｃｉｎ ９ 个成分均可与 ５ 个核心靶点 ＴＮＦ⁃α、
ＡＫＴ１、ＳＴＡＴ３、ＥＧＦＲ 和 ＣＡＳＰ３ 结合，由此推测该 ９
个成分可能是这些靶点蛋白的潜在抑制剂，而这 ５
个靶点亦可能是黄柏治疗肝损伤的关键靶点。

综合考虑网络药理学以及分子对接结果，进一

步进行小鼠体内实验研究。 研究［１２］ 表明，黄柏具有

广谱抗炎和免疫调节活性。 如黄柏水提物可通过抑

制 γ⁃干扰素（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃γ，ＩＦＮ⁃γ）、ＩＬ⁃１、ＴＮＦ⁃α 等细

胞因子的产生和分泌，从而抑制小鼠迟发型超敏反

应（ｄｅｌａｙｅｄ ｔｙｐｅ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ＤＴＨ）。 由 Ｃｏｎ Ａ 引

起的肝损伤是国际公认的免疫性肝损伤实验动物模

型，因此本研究选择 Ｃｏｎ Ａ 建立小鼠肝损伤模型。
动物实验结果显示，经黄柏多糖治疗后，Ｃｏｎ Ａ 诱导

的肝损伤小鼠转氨酶水平降低，肝脏组织中 ＳＯＤ、
ＣＡＴ 水平升高，ＭＤＡ 水平下降，黄柏多糖干预可降

低肝损伤小鼠血清中促炎因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、

ＴＧＦ⁃β１ 水平，明显逆转了 Ｃｏｎ Ａ 诱导的肝损伤小鼠

肝脏 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 水平的升高。 研究表明，测定血

清中 ＡＬＰ 和 ＡＳＴ 活性可反映肝细胞损伤的程度；同
时，当肝细胞受到损伤后，ＭＤＡ 含量升高，其具有较

强毒性，可导致细胞裂解和坏死，破坏蛋白和酶的结

构和功能［１３ － １４］，同时，作为抗氧化酶的 ＳＯＤ 和 ＣＡＴ
发挥抗氧化作用，从而防止肝细胞损伤［１５］。 以上结

果表明黄柏多糖保护肝损伤作用可能与降低体内氧

化应激及调控炎症因子水平有关。
综上所述，黄柏提取物可以改善 Ｃｏｎ Ａ 诱导的

小鼠免疫性肝损伤，其机制可能通过抑制氧化应激

和炎症反应来实现。 本研究为黄柏治疗肝损伤奠定

了一定的研究基础，但仍需细胞实验进行进一步验

证。
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