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［编者按］ 白鲜皮作为传统中药中的“治痒要药”，在湿疹、荨麻疹等皮肤疾病治疗中疗效显著，其清热燥湿、祛风解毒的

功效在《本草纲目》等历代本草著作中均有记载。但其潜在的药物性肝损伤风险近年来引发广泛关注。国内外监测数据显示，

含白鲜皮的复方制剂（如克银丸、痔血胶囊）及单味药应用均与肝损伤病例相关，尤其在韩国，白鲜皮甚至成为中草药相关肝损

伤的第二大诱因，这一发现对白鲜皮临床应用的安全性提出了严峻挑战，也凸显了深入开展其系统性毒理学研究的迫切性和

重要性。值得注意的是，既往的研究多聚焦于肝脏损伤的单一机制探索，而对药物可能引发的多器官损伤反应及其内在分子

机制缺乏系统性研究。黑龙江中医药大学临床中药学研究团队针对这一关键科学问题，整合多组学技术（代谢组学技术与网

络药理学）与系统毒理学方法，建立动物模型评估肠道、肾脏、大脑等多个靶器官的损伤特征，并采用分子生物学技术阐明各靶

器官损伤的分子机制。该研究从分子、细胞、组织到整体水平多层级揭示其诱导的多脏器级联损伤过程，为白鲜皮的临床安全

用药及风险预警提供科学依据，希冀通过构建“中药多脏器级联损伤机制”研究范式，推动中药毒理学研究从传统的单一器官

评价向多器官系统评价的转变，为类似损伤中药的风险评估建立了方法学参考体系，对推动中药安全性研究的理论创新和保

障临床用药安全具有重要的学术价值和实践指导意义。

基于网络毒理学与代谢组学技术探究白鲜皮神经损伤机制

徐晓敏， 沃佳美雪， 贾素霞， 胡文凯， 卢芳*， 刘树民*
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［摘要］ 目的：该研究整合网络毒理学与代谢组学技术探究白鲜皮神经毒性机制。方法：采用中药系统药理学数据库与

分析平台（TCMSP）、传统中医药信息数据库（TCM-ID）和比较毒理基因组学数据库（CTD）数据库筛选白鲜皮所致神经损伤靶

点，并采用 Swiss Target Prediction 预测成分靶标；通过药效团匹配与潜在靶标识别平台（PharmMapper）、GeneCards、疾病基因

关联网络数据库（DisGeNET）和人类在线孟德尔遗传数据库（OMIM）数据库收集神经损伤相关靶标，取交集靶点，进行蛋白

质-蛋白质相互作用（PPI）、京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路分析及基因本体（GO）富集分析，采用 Cytoscape 软件构建

“药物-化合物-毒性靶点-通路”图谱，以显示核心调控网络；根据预测结果，采用苏木素-伊红（HE）染色法、尼氏染色、酶联免疫

吸附测定法（ELISA）、实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）、蛋白免疫印迹法（Western blot）对白鲜皮暴露处理的小

鼠的神经损伤的机制进行验证，并整合非靶向代谢组学技术进一步探究白鲜皮对小鼠脑组织代谢轮廓的影响。结果：网络毒

理学筛选得到白鲜皮中的 13 种化合物，175 个靶点与白鲜皮诱导的神经损伤相关，PPI 网络分析显示，核心靶点为蛋白激酶 1

（Akt1）、肿瘤蛋白 53（TP53）。此外，GO/KEGG 富集分析表明，白鲜皮可能调节磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/Akt 通路，影响氧化

应激、细胞凋亡等生物进程进而诱导神经损伤。“白鲜皮-化合物-毒性靶点-途径-神经损伤”网络显示，白鲜碱、黄柏酮和梣酮可

能为潜在毒性化合物；动物实验结果显示，相较于空白组，白鲜皮给药干预后小鼠脑组织海马神经元受损，脑组织中超氧化物

歧化酶（SOD）、乙酰胆碱（ACh）水平显著降低，丙二醛（MDA）含量显著升高，脑组织中 Akt1、磷酸化（p）-Akt1 mRNA 及蛋白含

量显著降低、TP53 mRNA 及蛋白含量显著升高。非靶向代谢组学结果显示，白鲜皮可扰乱小鼠脑组织中 40 种代谢物水平进

而调控苯丙氨酸、甘油磷脂及视黄醇等 13 条代谢途径稳态。整合分析可知，Akt1、p-Akt1、TP53 与苯丙氨酸、甘油磷脂及视黄

醇代谢物具有显著相关性，提示白鲜皮通过调节 Akt1、p-Akt1、TP53 进而调控苯丙氨酸、甘油磷脂及视黄醇代谢途径进而诱发

小鼠神经损伤。结论：白鲜皮可诱发小鼠神经损伤，其潜在作用机制可能与激活氧化应激水平、抑制 PI3K/Akt信号通路、调控

苯丙氨酸、甘油磷脂及视黄醇代谢途径密切相关。
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Neurotoxicity Mechanism of Dictamni Cortex Based on Network Toxicology and 

Metabolomics

XU Xiaomin， WO Jiameixue， JIA Suxia， HU Wenkai， LU Fang*， LIU Shumin*

（Institute of Traditional Chinese Medicine，  Heilongjiang University of Chinese Medicine，  

Harbin 150040，  China）

［［Abstract］］  Objective：： This study aims to explore the neurotoxicity mechanism of Dictamni Cortex by integrating network 

toxicology and metabolomics techniques. Methods：： The neurotoxicity targets induced by Dictamni Cortex were screened by the 

Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology Database and Analysis Platform （TCMSP）， Traditional Chinese Medicine 

Information Database （TCM-ID）， and Comparative Toxicogenomics Database （CTD）. The target predictions of the components 

were performed by the Swiss Target Prediction tool. Neurotoxicity-related targets were collected from the Pharmacophore Mapping 

and Potential Target Identification Platform （PharmMapper）， GeneCards Human Gene Database （GeneCards）， DisGeNET Disease 

Gene Network （DisGeNET）， and Online Mendelian Inheritance in Man （OMIM）， and the intersection targets were identified. 

Protein-protein interaction （PPI） analysis， Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes （KEGG） pathway analysis， and Gene 

Ontology （GO） enrichment analysis were conducted. A "drug-compound-toxicity target-pathway" network was constructed via 

Cytoscape software to display the core regulatory network. Based on the prediction results， the neurotoxicity mechanism of 

Dictamni Cortex in mice was verified by using hematoxylin-eosin （HE） staining， Nissl staining， enzyme-linked immunosorbent 

assay （ELISA）， quantitative real-time fluorescence polymerase chain reaction （Real-time PCR）， and Western blot. The effects of 

Dictamni Cortex on the metabolic profile of mouse brain tissue were further explored by non-targeted metabolomics. Results：： 

Network toxicology screening identified 13 compounds and 175 targets in Dictamni Cortex that were related to neurotoxicity. PPI 

network analysis revealed that serine/threonine-protein kinase （Akt1） and tumor protein 53 （TP53） were the core targets. 

Additionally， GO/KEGG enrichment analysis indicated that Dictamni Cortex may regulate the phosphatidylinositol 3-kinase 

（PI3K）/Akt pathway and affect oxidative stress and cell apoptosis， thereby inducing neural damage. The "Dictamni Cortex-

compound-toxicity target-pathway-neural damage" network showed that dictamnine， phellodendrine， and fraxinellone may be the 

toxic compounds. Animal experiments showed that compared with those in the blank group， the hippocampal neurons in the brain 

tissue of mice treated with Dictamni Cortex were damaged. The level of superoxide dismutase （SOD） and acetylcholine （ACh） in 

the brain tissue was significantly reduced， while the content of malondialdehyde （MDA） was significantly increased. The level of 

Akt1 and p-Akt1 mRNAs and proteins in the brain tissue was significantly decreased， while the level of TP53 was significantly 

increased. Non-targeted metabolomics results showed that Dictamni Cortex could disrupt the level of 40 metabolites in mouse brain 

tissue， thereby regulating the homeostasis of 13 metabolism pathways， including phenylalanine， glycerophospholipid， and retinol. 

Combined analysis revealed that Akt1， p-Akt1， and TP53 were significantly correlated with phenylalanine， glycerophospholipid， 

and retinol metabolites. This suggested that Dictamni Cortex induced neurotoxicity in mice by regulating Akt1， p-Akt1， and TP53 

and further modulating the phenylalanine， glycerophospholipid， and retinol metabolism pathways. Conclusion：： Dictamni Cortex 

can induce neurotoxicity in mice， and its potential mechanism may be closely related to the activation of oxidative stress， inhibition 

of the PI3K/Akt signaling pathway， and regulation of phenylalanine， glycerophospholipid， and retinol metabolism pathways.

［［Keywords］］ Dictamni Cortex； network toxicology； metabolomics； neurotoxicity

白 鲜 皮 为 芸 香 科 植 物 白 鲜 Dictamnus 

dasycarpus 的干燥根皮，有清热燥湿、祛风解毒的功

效，临床常用于湿热疮毒，黄水淋漓，湿疹，风疹，疥

癣疮癞。现代药理学研究显示，具有抗菌、抗肿瘤、

抗过敏等药理作用［1-2］。然而近年来关于其不良事

件频发，这些不良反应报告大多集中在对肝损伤的

报告上，这限制了白鲜皮的临床应用。据报道，白

鲜皮具有一定的肝损伤性［3-5］，且表明肝损伤机制可

能与氧化应激、胆汁淤积、肝功能异常与急性肝细

胞损伤等有关［6］。而迄今为止，文献中尚未记录对

其他器官的重大影响。本课题组依托于国家重点

研发计划资助项目对白鲜皮进行深入的毒理学研

究，并在前期研究中发现［7］，白鲜皮可通过调控

mmu-mir-6240-p3_2 抑制 pde6a 基因的表达进而诱

导 HT22 细胞损伤，提示白鲜皮具有潜在的神经

损伤。

网络毒理学的概念是基于网络药理学在中药

毒性研究中具有天然优势而提出的概念［8-9］，即“构

建“毒性表征 -毒性成分 -基因 -蛋白质特定的网络模

型，描绘研究对象的毒理学性质，应用网络剖析和
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预测药物的毒性，从而了解药物对机体的不良反应

并预测药物的毒性成分”，与传统毒理学相比，具有

速度快、节省资源和时间、实用性强等优点［10-11］。这

为中药的毒性评价及分子机制研究提供了新的视

角与思路。

代谢组学是系统生物学的重要组成部分，旨在

对生物体内所有小分子代谢物进行定性和定量分

析，以揭示其与生理病理变化的关联［12］，广泛应用

于毒理学的研究中，其通过分析模式动物组织内代

谢产物的轮廓分布，进而确定毒性作用的靶器官及

毒性生物标志物，从而更好地服务于毒理机制的研

究及药物毒性评价［13-14］。近年来，网络毒理学和代

谢组学被广泛用于研究药物代谢和毒性机制。基

于此，本研究整合网络毒理学与代谢组学技术，探

究白鲜皮诱发神经损伤的潜在机制，以期为白鲜皮

临床用药有一定的提示作用。

1 材料与方法

1.1　动物     SPF 级 BALB/c 雄性小鼠 40 只，体质量

（18~22） g，购自辽宁长生生物科技股份有限公司，

合格证号 SCXK（辽）2020-0001，实验前小鼠饲养于

标准实验室条件［温度（22±2） ℃，湿度（50±10）%，

12 h/12 h 光/暗周期］中 7 d，以适应环境。本研究

通过黑龙江中医药大学动物实验伦理委员会的批

准，所有动物均符合国家规定的实验动物质量标准

（批准号 2023062501）。
1.2　药物     实验所用中药饮片白鲜皮购自河北全

泰药业有限公（批号 Y057-23-05-001），经黑龙江中

医药大学药学院药用植物学教研室南洋副教授鉴

定为白鲜皮芸香科植物白鲜 Dictamnus dasycarpus

的干燥根皮，称取白鲜皮 300 g，加入 8 倍蒸馏水，浸

泡 30 min，回流提取 30 min，过滤药液；再加 6 倍蒸

馏水，回流提取 30 min，合并 2 次药液，旋转蒸发仪

浓缩后冻干备用。

1.3　试剂     苏木素 -伊红（HE）染色液（珠海贝索生

物科技有限公司，货号 C203203）；超氧化物歧化酶

（SOD）检测试剂盒、丙二醛（MDA）检测试剂盒（上

海碧云天生物技术股份有限公司 ，货号分别为

S0101S、S0131S）；乙酰胆碱（ACh）检测试剂盒（南

京建成生物工程研究所，货号 A105-1-1）；实时荧光

定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）去基因组与

逆转录预混液、通用型快速抗体染料法 Real-time 

PCR 预混液（莫纳生物科技有限公司，货号分别为

MR05101M、M910701S）；PCR 引物合成（黑龙江箭

速基因科技有限公司）；4% 多聚甲醛固定液、尼氏

染液、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体、辣根过

氧化物酶（HRP）标记的兔抗山羊免疫球蛋白（Ig）
G、HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG（武汉赛维尔生物科

技有限公司，货号分别为 G1101、G1036、GB15002-

100、GB23204、GB23301）；蛋 白 激 酶 B1（Akt1）、
TP53、磷酸化（p）-Akt1 抗体（美国 Affinity 公司，货

号分别为 AF0836、DF7238、F0016）。
1.4　仪器     Quantstudio3 型 Real-time PCR 仪（美国

Waters 公 司）；M2000Pro 型 酶 标 仪（美 国 Thermo 

Fisher Scientific 公司）；Eclipse Ci-L 型正置白光拍照

显微镜（日本 Nikon 公司）；BT-230 型组织摊片烤片

机（湖北博大电子科技有限公司）；R155NP-Q2 型石

蜡切片机（英国 Taiva 公司）；G2-XS Q-TOF 型 LC-

MS/MS 系统（美国 Thermo Fisher Scientific Waters 

XEVO）；LC-12N/18N-50C 型冻干机（湖南力辰仪器

科技有限公司）；R-1010 型旋转蒸发仪（郑州长城科

工贸有限公司）；5300 型化学发光成像仪（上海勤翔

科学仪器公司）；165-3301 型电泳仪及附件（美国

Bio-Rad 公司）。
1.5　所用数据库     中药系统药理学数据库与分析

平台（TCMSP）数据库（http：//lsp.nwu.edu.cn/tcmsp.

php） ； Swiss Target Prediction （http：//www.

swisstargetprediction.ch/）；GeneCards 数据库（http：//

www. genecards. org/）；CTD 数 据 库（http：//ctdbase.

org/）；TCM-ID（https：//www. bidd. group/TCMID/）；
OMIM 数 据 库（https：//omim. org）；PBD 数 据 库

（http：//www.rcsb.org/）。
1.6　药材及配置     每 300 g 白鲜皮药材，加入 8 倍

体积蒸馏水浸泡 30 min 后，回流提取 30 min，收集

滤液；加入 6 倍体积蒸馏水，重复操作 1 次。合并

2 次滤液，采用旋转蒸发仪浓缩，再经冻干机干燥，

制成粉末，置于干燥器中保存备用。

2 方法

2.1　基于网络毒理学技术预测白鲜皮所致神经毒

性靶标     基于 TCMSP 数据库，以口服生物利用度

（OB）≥30% 和类药性（DL）≥0.18 为筛选条件，收集

白鲜皮的化学成分，并通过 Swiss Target Prediction

在线数据库预测白鲜皮中化学成分的作用靶标；在
GeneCards 数据库、CTD 数据库中输入关键词“药物

所致神经损伤（Drug-induced nerve injury）”筛选已

报 道 的 、与 神 经 损 伤 相 关 的 ，标 记 有“marker/

mechanism”的基因，去除重复基因和假阳性基因，

得到神经损伤靶标；将筛选得到的药物成分潜在靶

标与神经损伤靶标，在 Venny2.1.0 平台对其二者取
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交集，得到白鲜皮致神经损伤的作用靶标。

2.2　蛋白质 -蛋白质相互作用（PPI）网络的构建     

将交集靶点导入 STRING，蛋白种类设置为“Homo 

sapiens”，得到 PPI 网络模型，导入 Cytoscape 软件进

行可视化，计算得到节点连接度（Degree）、介数中心

性（BC）及紧密度（CC），筛选核心靶点。

2.3　基因本体（GO）富集分析与京都基因与基因组

百 科 全 书（KEGG）通 路 分 析     将 交 集 靶 点 导 入

Metascape，设置属性“Homo sapiens”，分别进行 GO

分析及 KEGG 通路分析，通过微生信平台可视化

分析。

2.4　“中药-化学成分-靶点-神经毒性-通路”网络构

建     将白鲜皮化学成分、白鲜皮毒性靶点和 KEGG

通路导入 Cytoscape软件，构建网络图，计算 Degree、

BC 及 CC，筛选核心成分。

2.5　动物分组及给药     将 BALB/c 雄性小鼠随机分

为 2 组，空白组、白鲜皮组（92.7 mg·kg-1），白鲜皮组

在 24 h 内按最大浓度、最大灌胃体积（40 mL·kg-1）
单次给予小鼠。

2.6　样本收集与处理     小鼠颈椎脱位死亡，一部分

剥离小鼠脑组织经 10% 多聚甲醛固定，用于后续

HE 染色及免疫组化检测；一部分冻存用于酶联免

疫吸附测定法（ELISA）及 Real-time RCR 检测。

2.7　脑组织中 SOD、MDA、ACh 水平检测     取脑组

织，加入 9 倍量体积冷冻的甲醇研磨，涡旋混匀

3 min，离心（12 000 r·min-1，15 min，4 ℃，离心半径

10 cm）2 次，取上清采用 ELISA 检测小鼠脑组织中

SOD、MDA、ACh 指标水平。

2.8　小鼠脑组织病理学观察     取固定后的脑组织

进行石蜡包埋及切片后，进行 HE 染色及尼氏染色，

光学显微镜下观察组织病理变化并拍照。

2.9　 Real-time RCR 检 测 小 鼠 脑 组 织 中 Akt1、

TP53 mRNA 水平     取各组小鼠脑组织，按照试剂

盒说明书 TRIzol法提取总 RNA 后，按逆转录试剂盒

说明书步骤将 RNA 逆转录成 cDNA，然后以 cDNA

为模板进行 Real-time RCR，以 GAPDH 为内参基

因，每个目的基因待测样本做 3 个重复。反应条件：

95 ℃ 预变性 30 s，95 ℃ 变性 5 s，60 ℃ 退火 31 s，

40 个循环，95 ℃扩增 15 s，以 2-ΔΔCt表示目的基因的

相对表达量，引物序列见表 1。

2.10　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测小鼠脑

组织中 Akt1、p-Akt1 和 TP53 蛋白水平     提取小鼠

脑组织总蛋白，BCA 法测蛋白浓度。SWE 快速高分

辨电泳检测，免冰浴快速转膜将分离的蛋白样品转

印至 PVDF 膜上，5% 脱脂牛奶封闭 PVDF 膜 60 min

后，加入一抗：Akt1（1∶500）、TP53（1∶500）、p-Akt1

（1∶500）、GAPDH（1∶3 000），4 ℃孵育过夜，与辣根

过氧化物酶（HRP）标记的二抗（1∶1 000）室温下孵

育 60 min 后，用 TBST 洗膜 3 次，每次 5 min。滴加混

合好的 ECL 发光液，于化学发光仪成像系统中曝光

成像。用 Image J软件分析条带灰度值。

2.11　非靶向代谢组学检测及分析     

2.11.1　 UPLC-MS 检 测 条 件     ACQUITY UPLC 

BEH C18 色 谱 柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm），柱 温

40 ℃；流动相 0.1% 甲酸水溶液（A）和乙腈（B），梯
度洗脱（0~0.5 min，99%~80% A；0.5~2.5 min，80%~

40%A；2.5~4 min，40%~34%A；4~5 min，34%~

20%A；5~7.5 min，20%~14%A；7.5~8 min，14%~

1%A；8~9 min，1%A）。 进 样 量 4 μL，流 速

0.4 mL·min-1。质谱条件，分别在正负离子模式下检

测，正离子毛细管喷雾电压 2 kV，负离子毛细管喷

雾电压 1.5 kV；正离子锥孔电压 60 V，负离子锥孔电

压 70 V；离子源温度 120 ℃；脱溶剂气温度 500 ℃；
脱溶剂气流速 1 000 L·h-1；锥孔气流速 50 L·h-1；碰
撞能 15~45 V。

2.11.2　数据处理     利用 QI 软件，通过对小鼠脑组

织样本数据进行无监督主成分分析（PCA）及监督正

交偏最小二乘法判别分析（OPLS-DA）筛选潜在的

生物标志物，检验标准为变量重要性投影（VIP）值>

1 作为投射筛选条件，找出贡献值较大的生物标志

物 ，同 时 联 合 人 类 代 谢 组 学 数 据 库（HMDB）和
KEGG 进行相关代谢通路分析。

2.12　统计学处理     使用 SPSS 26.0 软件进行统计

分析，数据以 x̄± s 表示，两组间比较采用独立样本

t检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1　基于网络毒理学技术预测白鲜皮所致神经损

伤的靶点     网络药理学结果显示，基于 TCMSP 化

表  1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

GAPDH

Akt1

TP53

序列（5′-3′）
上游 GGTCCCAGCTTAGGTTCATCA

下游 AATCCGTTCACACCGACCTT

上游 AGCGACGTGGCTATTGTGAAG

下游 GCCATCATTCTTGAGGAGGAAGT

上游 CAGCACATGACGGAGGTTGT

下游 TCATCCAAATACTCCACACGC

长度/bp

120

150

180

··34



第 31 卷第  20 期
2025 年 10 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 31，No. 20

Oct. ，2025

学成分数据库及文献报道，共筛选和整理出白鲜皮

中 13 个化学成分，并得到 199 个化学成分对应的作

用靶标；以“药物所致神经损伤（Drug-induced nerve 

injury）”为 关 键 词 ，在 CTD、GeneCard 中 共 找 到

2 025 个毒性靶点；将得到的药物潜在靶标、神经损

伤靶标进行比对，得到 2 者的交集靶标合计 157 个，

其被认为是白鲜皮致神经损伤的相关作用靶标。

见增强出版附加材料。

3.2　PPI 网络的构建     将上述 157 个交集靶点导入

STRING 数据库中，设定物种为“Homo sapiens”，进

行 PPI分析，得到最低交互得分≥0.90 的 PPI网络，该

网络共有 67 个节点，共 1 809 条边，其节点代表作用

靶点，每条边表示各节点间相互作用，边数越多表

示该节点与其他节点作用次数越多，该节点也就越

重要，利用 Cytoscape软件根据节点互做次数信息制

作 PPI图，其中圆圈大小、颜色深浅变化与 Degree 值

成 正 比 ，通 过 Analyer Network 计 算 出 各 节 点 的

Degree、BC 及 CC，筛 选 出 Degree>115 且 BC≥
0.033 9 且 CC≥0.787 8 的靶点蛋白有 2 个主要核心

靶蛋白，即 Akt1、TP53，见增强出版附加材料及表 2，

以上核心靶蛋白可能在白鲜皮所致神经损伤中发

挥主要作用。

3.3　GO 富集与 KEGG 通路分析     利用 KEGG 将白

鲜皮对应的靶蛋白映射到通路上，以 P<0.05 为筛选

条件，富集得到 181 条通路。以 fold enrichment 和 P

为指标，选择 count 排列前 20 个富集分析绘制气泡

图，其中去除疾病相关通路，以 PI3K/Akt 信号通路

最为显著；通过 GO 富集分析，以 P<0.05，为筛选条

件，得 BP，CC，MF，富集条目分别为 770、87、156 条，

根据 P 值大小选取排名前 21 条的生物学过程绘制

气泡图，见增强出版附加材料，主要涉及细胞凋亡、

氧化应激等生物进程。

3.4　“中药-化学成分-靶点-神经毒性-通路”网络构

建     利用 Cytoscape 构建“中药 -成分 -靶点 -通路”网

络图，见增强出版附加材料。通过 Analyer Network 

计算得到 Degree、BC 及 CC 值，除去前面植物共有

成分，筛选出白鲜皮潜在毒性化合物为白鲜碱、黄

柏酮和梣酮，按照 Degrce 值对关键化学成分进行排

序，具体见表 3，推测其可能为白鲜皮所致神经损伤

的活性成分。

3.5　白鲜皮对小鼠脑组织中 SOD、MDA、ACh 指标

的影响     与空白组比较，给予白鲜皮干预后，小鼠

脑组织中 MDA 水平显著升高（P<0.01），SOD、ACh

水平显著降低（P<0.01），提示脑组织受到一定损伤，

损伤机制可能与氧化应激水平有关。见表 4。

3.6　白鲜皮对小鼠脑组织的病理学观察     空白组

小鼠脑组织皮层与海马体 CA3 区细胞形态结构正

常且轮廓较为清晰；白鲜皮给药后，脑组织皮层可

见较多神经元皱缩，细胞染色加深，胞核胞质分界

不清；尼氏染色结果显示，空白组尼氏体丰富，细胞

排列整齐，且细胞形态规则，轮廓清晰，神经细胞数

量较多；与空白组比较，给予白鲜皮干预后，细胞数

量减少，细胞皱缩，轮廓不清，细胞间隙增宽及肿

胀，尼氏体减少。综上所述，白鲜皮可致小鼠脑组

织病理学损伤，且损伤主要部位为海马神经元。

见图 1。

3.7　白鲜皮对小鼠脑组织中 Akt1、TP53 mRNA 水

平的影响     与空白组比较，白鲜皮给药组小鼠脑中

Akt1 mRNA 表 达 水 平 显 著 降 低（P<0.01）、TP53 

mRNA 表达水平显著升高（P<0.01）。见表 5。

3.8　白鲜皮对小鼠脑组织中 Akt1、p-Akt1、TP53 蛋

白水平的影响     与空白组比较，白鲜皮组小鼠脑组

织 中 Akt1、p-Akt1 蛋 白 水 平 显 著 降 低（P<0.01），
TP53 蛋白水平明显升高（P<0.05）。见图 2、表 6。

表 3　白鲜皮所致神经损伤关键化学成分

Table 3　 Key chemical components of Dictamni Cortex causing 

neurotoxicity

No.

1

2

3

化学成分

白鲜碱

黄柏酮

梣酮

Degree

10

15

9

BC

0.043 2

0.004 9

0.033 0

CC

0.365 3

0.374 0

0.352 0

表  2　基于 PPI 拓扑分析白鲜皮所致神经损伤核心靶点

Table 2　 Core neurotoxicity targets of Dictamni Cortex based on 

PPI topology analysis

No.

1

2

靶蛋白

Akt1

TP53

Degree

120

116

BC

0.034 7

0.033 9

CC

0.808 2

0.787 8

表  4　白鲜皮对小鼠脑组织中 SOD、MDA、ACh 水平的影响  （x̄± s，

n=6）

Table 4　 Effect of Dictamni Cortex on SOD， MDA， and ACh 

levels in mouse brain tissue （x̄± s，n=6）

组别

空白组

白鲜皮组

剂量

/mg·kg-1

92.7

SOD

/U·mg-1

28.71±5.59

5.89±3.881）

MDA

/mmol·g-1

15.72±4.16

53.80±16.931）

ACh

/mg·g-1

155.03±25.37

60.97±15.111）

注：与空白组比较 1）P<0.01（表 5 同）
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3.9　白鲜皮对小鼠脑组织代谢轮廓的影响     采用

PCA 来衡量不同组的聚类情况，空白组与白鲜皮给

药组在 PCA 评分图中明显分开，显示白鲜皮导致小

鼠脑组织代谢水平发生显著改变；为了探讨两组间

代谢物差异，建立 OPLS-DA 模型进行分析，OPLS-

DA 得分图模型进行 200 次随机置换检验，正离子模

式下模型参数 R2Y=1，Q2=0.999，负离子模式下模型

参数 R2Y=0.997，Q2=0.994，R2Y、Q2 均接近 1，表明模

型具有较高的解释率及预测率，且 R2Y 均>Q2，表明

未发生过拟合，模型可靠。观察 S-plot图可知，大多

数代谢产物离子在原点周围聚集，偏离原点的离子

占少数，这些偏离原点的离子说明两组之间存在差

异，见增强出版附加材料。

3.10　白鲜皮对小鼠脑组织内源性潜在生物标志物

的影响     通过对小鼠脑组织样本代谢产物变化的

预测，寻找符合 VIP>1，Fold Change>1.2 或 <0.8 及

q-value<0.05 的代谢产物，空白组与白鲜皮给药组经

比较发现 40 个差异代谢产物，经过离子强度的比较

分析，与空白组比较，白鲜皮导致 31 个生物标志物

显著性上调，9 个生物标志物显著性下调，见增强出

版附加材料。

3.11　白鲜皮对小鼠脑组织中代谢通路的影响     将

小鼠脑组织样本中筛选出的潜在生物标志物进行

富集分析，以临界值应>0.10 为条件筛选，结果显示

出共涉及 13 条代谢通路，其中 P<0.05 且影响值>0

的关键代谢途径主要为苯丙氨酸代谢、甘油磷脂代

谢、视黄醇代谢等，见增强出版附加材料。

4 整合分析网络毒理学与代谢组学

采用 pearson 相关性系数，对网络毒理学筛选出

的核心靶点 Akt、TP53 及代谢组学所筛选出的 40 个

差异代谢物进行相关性分析，通过聚类构建代谢物-

蛋白相关性网络图，可视化显示 Akt、p-Akt、TP53 与

40 种代谢物集群存在显著性关联，见增强出版附加

材料。其中，58 对正相关，62 对负相关，｜R｜>

0.999 为 8 对，其中以 p-Akt 与 Retinyl ester 相关性最

强，见表 7。该分析揭示 Akt、TP53 可能通过调控差

异代谢物及涉及的关键通路参与白鲜皮诱导神经

损伤过程，且核心调控途径可能为 p-Akt 参与调控

的 Retinol metabolism 代谢途径，这为解析白鲜皮所

致神经损伤机制提供了多组学整合证据。

5 讨论

本研究采用网络毒理学预测白鲜皮诱发神经

毒性的潜在机制，网络毒理学结果显示，白鲜皮通

过调节毒性靶点 Akt1、TP53 进而调控 PI3K/Akt 通

路进而影响氧化应激、细胞凋亡等多种生物进程进

而发挥神经损伤。且研究发现，毒性成分为白鲜

注：A.空白组；B.白鲜皮组（图 2 同）
图  1　白鲜皮对小鼠脑组织中 Akt1、p-Akt1、TP53 蛋白表达的影响

（×400）
Fig.  1　 Effect of Dictamni Cortex on protein expression of Akt1， 

p-Akt1， and TP53 in mouse brain tissue（×400）

图  2　各组小鼠脑组织中 Akt1、p-Akt1、TP53 蛋白表达电泳

Fig.  2　 Electrophoresis of protein expressions of Akt1， p-Akt1 

and TP53 in brain tissues of mice in each group

表  5　 白 鲜 皮 对 小 鼠 脑 组 织 中 Akt1、TP53 mRNA 水 平 的 影 响   

（x̄± s，n=3）

Table 5　 Effect of Dictamni Cortex on Akt1 and TP53 mRNA 

levels in mouse brain tissue （x̄± s，n=3）

组别

空白组

白鲜皮组

剂量/mg·kg-1

92.7

Akt1

1.05±0.22

0.45±0.121）

TP53

1.51±0.15

3.25±1.251）

表  6　白鲜皮对小鼠脑组织中 Akt1、p-Akt1、TP53 蛋白表达的影响

（x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of Dictamni Cortex on protein expression of Akt1， 

p-Akt1， and TP53 in mouse brain tissue （x̄± s，n=3）

组别

空白组

白鲜皮组

剂量

/mg·kg-1

92.7

Akt1

/GAPDH

1.06±0.036

0.68±0.0252）

p-Akt1

/GAPDH

4.83±0.11

0.84±0.012）

TP53

/GAPDH

0.86±0.02

1.09±0.131）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 7 同）
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碱、黄柏酮和梣酮。SOD 是细胞中活性氧最重要的

清除酶，当毒性物质体内积累时，细胞内抗氧化酶

的清除能力被破坏，进而引起氧化应激，并在大脑

中诱发神经损伤；此外，关于氧化应激引起的脂质

过氧化，氧化的最终产物是 MDA，具有细胞增殖抑

制作用，MDA 水平的检测可以评估细胞内氧化应

激的水平［15-16］。氧化应激通过诱导脑组织损伤和退

行性改变来促进神经疾病的进展，大脑中的神经递

质如 ACh 很可能在氧化应激条件下失活［17］。实验

结果显示白鲜皮可降低抗氧化酶 SOD 活性且降低

ACh 含量，升高脂质过氧化物  MDA 含量，从而产生

神经损伤，这可能与其促进氧化应激反应有关［18］。

本研究结果显示，白鲜皮诱导小鼠脑组织病理损

伤，降低脑组织中 SOD、ACh 水平、升高脑组织中

MDA 水平，提示白鲜皮通过调节 MDA、SOD、ACh

水平进而调控氧化应激水平，最终诱发神经损伤。

PI3K/Akt 信号通路是调节细胞凋亡的经典信

号通路，PI3K/Akt 信号转导在神经元中发挥抗神经

炎症、抗氧化应激和抗凋亡特性［19-21］。PI3K 是一种

细胞内磷脂酰肌醇激酶，可以诱导 Akt 的磷酸化，

Akt 可以磷酸化细胞中的一系列蛋白质成分，从而

发挥抗凋亡作用［22-25］。同时研究显示，TP53 通过结

合和抑制编码 p3α的 PIK3CA 来调节 PI110K，并减

少 Akt 活化，有证据表明抑制 Akt 活化来阻止 TP53

的降解［26-27］。本研究结果显示，白鲜皮可降低小鼠

脑组织中 Akt1 mRNA 水平及 Akt1、p-Akt1 蛋白水

平，升高小鼠脑组织中 TP53 mRNA 及 TP53 蛋白表

达水平，进一步提示白鲜皮所致神经损伤机制为降

低 Akt1 活化，抑制 TP53 的降解，进而调控 PI3K/Akt

信号通路，进而诱发细胞凋亡，从而导致神经损伤。

非靶向代谢组学结果进一步提示，白鲜皮扰乱

小鼠脑组织中 40 种代谢物水平，进而调控 13 条代

谢途径诱发神经损伤，其中以苯丙氨酸、甘油磷脂

及视黄醇代谢途径较为显著。苯丙氨酸是人体必

需氨基酸之一，属于芳香族氨基酸。作为一种必需

氨基酸，苯丙氨酸可以通过血脑屏障，影响多巴胺

和肾上腺素等关键神经传导物质的合成，直接影响

脑部的化学状态［28］。本研究显示，白鲜皮可升高小

鼠脑组织中的 Enol-phenylpyruvate 进而扰乱苯丙氨

酸代谢途径。与此同时，相关研究显示，甘油磷脂

代谢紊乱会影响神经元的结构和功能，本研究结果

显示，白鲜皮可扰乱小鼠脑组织中 LysoPC（16∶0/

0∶0）、LysoPC［20∶5（5Z，8Z，11Z，14Z，17Z）/0∶0］、

LysoPC［20∶4（8Z，11Z，14Z，17Z）/0∶0］、LysoPC

表  7　差异代谢物与靶基因相关性分析

Table 7　Correlation analysis between differential metabolites and 

target genes

编号

HMDB0036811

HMDB0003598

HMDB0035631

HMDB0031299

HMDB0036565

HMDB0031152

HMDB0032913

HMDB0035622

HMDB0001999

HMDB0012225

HMDB0003119

HMDB0034171

HMDB0002725

HMDB0001065

HMDB0000567

HMDB0006236

HMDB0003447

HMDB0004186

HMDB0006482

HMDB0029387

HMDB0036458

HMDB0001369

HMDB0036579

HMDB0000157

HMDB0030124

HMDB0000620

HMDB0010382

HMDB0010397

HMDB0010396

HMDB0010395

HMDB0010383

HMDB0000917

HMDB0001095

HMDB0012276

HMDB0011148

HMDB0003337

HMDB0012108

HMDB0011637

HMDB0005030

HMDB0008069

Akt

0.990

0.994

0.989

0.989

0.990

0.990

0.990

0.992

0.988

-0.987

-0.989

-0.991

0.994

-0.986

-0.984

-0.988

-0.989

-0.991

0.991

-0.956

-0.971

-0.902

0.984

0.973

0.891

-0.973

-0.982

-0.910

-0.866

-0.947

-0.854

-0.993

0.977

-0.984

-0.952

0.961

-0.946

0.850

0.989

-0.981

p-Akt

0.999

0.999

0.999

0.997

0.999

0.999

0.998

0.999

0.998

-0.997

-0.998

-0.999

0.999

-0.997

-0.996

-0.998

-0.997

-0.998

0.996

-0.974

-0.984

-0.924

0.989

0.988

0.891

-0.976

-0.995

-0.950

-0.916

-0.968

-0.884

-0.998

0.993

-0.997

-0.960

0.980

-0.964

0.868

0.971

-0.989

TP53

-0.826

-0.830

-0.825

-0.822

-0.827

-0.821

-0.816

-0.829

-0.828

0.792

0.811

0.818

-0.831

0.792

0.780

0.802

0.849

0.829

-0.817

0.699

0.757

0.561

-0.838

-0.862

-0.934

0.726

0.801

0.703

0.655

0.781

0.693

0.850

-0.815

0.818

0.859

-0.777

0.839

-0.661

-0.845

0.750
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［20∶4（5Z，8Z，11Z，14Z）/0∶0］、LysoPC（16∶1（9Z）/

0∶0）、PC［18∶1（9Z）e/2∶0］、PC［18∶1（11Z）/18∶0］、

LysoPC（17∶0/0∶0）水平进而扰乱甘油磷脂代谢稳

态［29］。以往的研究也表明，类视黄醇信号是神经元

发育、成熟和分化的决定因素［30-31］，其包含的视网

醇、视网醛、视网酸与视网酯等物质参与细胞分化、

抗氧化活性、炎症及神经元可塑性等几个重要的稳

态过程，在阿尔茨海默病等神经退行性疾病的发病

机制和病理生理学中起到重要作用［32-33］，其稳态失

衡也可诱发海马神经的病变［34］。本研究结果显示，

白鲜皮干预后，小鼠脑组织中视网酯含量显著下

调，提示，白鲜皮通过影响视网酯等代谢物水平，进

而扰乱视黄醇代谢稳态。整合分析可知，Akt1、

p-Akt1、TP53 与苯丙氨酸、甘油磷脂及视黄醇代谢

物具有显著相关性，提示白鲜皮通过调节 Akt1、p-

Akt1、TP53 进而调控苯丙氨酸、甘油磷脂及视黄醇

代谢途径进而诱发小鼠神经损伤，其中以 p-Akt 参

与调控的视黄醇代谢途径为核心毒性机制。综上

所述，白鲜皮可诱发小鼠神经损伤，其潜在作用机

制可能与激活氧化应激水平、抑制 PI3K/Akt 信号通

路、调控苯丙氨酸、甘油磷脂以及视黄醇代谢途径

密切相关。
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