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摘 要 目的 为百蕊草的质量控制、临床应用及源于百蕊草的保肝药物开发提供实验基础。方法 采用网络药理学技术预测、筛

选百蕊草中潜在保肝活性成分及其作用靶点；以4 mmol/L 的异烟肼诱导建立肝脏荧光标记转基因斑马鱼 Tg（fabp10a：dsRed）肝

损伤模型，以斑马鱼仔鱼肝脏相对荧光面积、相对荧光强度及天冬氨酸氨基转移酶（AST）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）、谷胱甘肽

（GSH）、白细胞介素6（IL-6）为指标，评价潜在活性成分的保肝活性；采用高效液相色谱法测定17批不同产地百蕊草药材中保肝

活性成分的含量。结果 通过网络药理学技术筛选出百蕊草素Ⅰ（KOG）、山柰酚-3，7-二葡萄糖苷（KDG）、蒙花苷（BUD）、芹菜

素-5-O-新橙皮苷（AON）4种潜在保肝活性成分，其核心作用靶点涉及丝裂原激活的蛋白激酶1、核因子κB亚基1等。药效验证实

验结果显示，25 μmol/L KOG、BUD、AON 以及50 μmol/L KDG 均可显著增加/增强肝损伤模型仔鱼肝脏的相对荧光面积、相对荧

光强度（P＜0.05），降低其 AST、ALT、IL-6水平（P＜0.05），升高其 GSH 水平（P＜0.05）。含量测定结果显示，17批百蕊草药材中

KOG 均可检出，含量为 0.097 0～8.082 0 mg/g；KDG、AON、BUD 在部分批次样品中未检出，在检出批次样品中的含量分别为

0.019 3～0.123 2、0.018 4～0.109 1、0.385 1～1.189 3 mg/g。结论 百蕊草中 KOG、KDG、AON、BUD 可能是其潜在保肝活性成分；

其中KOG在不同产地百蕊草药材中均可检出且含量相对较高，可作为百蕊草保肝作用评价的主要指标成分。

关键词 百蕊草；保肝活性成分；网络药理学；斑马鱼；百蕊草素Ⅰ；蒙花苷；山柰酚-3，7-二葡萄糖苷；芹菜素-5-O-新橙皮苷
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ABSTRACT OBJECTIVE To provide an experimental basis for quality control， clinical application and development of 

hepatoprotective drugs derived from Thesium chinense Turcz. METHODS Network pharmacology was adopted to predict and screen 

potential hepatoprotective constituents and their action targets of T. chinense Turcz. A liver-injured model of transgenic zebrafish Tg 

（fabp10a：dsRed） with fluorescent-labeled liver was induced by 4 mmol/L isoniazid. The relative liver fluorescence area and relative 

fluorescence intensity of zebrafish larvae， as well as the levels of aspartate aminotransferase （AST）， alanine aminotransferase 

（ALT）， glutathione （GSH） and interleukin-6 （IL-6） were taken as indexes to evaluate the hepatoprotective activity of potential 

active constituents. High-performance liquid chromatography was used to determine the contents of hepatoprotective active 

constituents in 17 batches of T. chinense Turcz. medicinal materials from different producing areas. RESULTS Four potential 

hepatoprotective constituents including kaempferol-3-O-glucorhamnoside （KOG）， kaempferol-3，7-di-O-glucoside （KDG）， 

buddleoside （BUD） and apigenin-5-O-neohesperidoside （AON） were screened out via network pharmacology， and their core 

targets involved mitogen-activated protein kinase 1， nuclear factor-κB subunit 1， etc. Pharmacodynamic verification results showed 

that 25 μmol/L KOG， BUD， AON and 50 μmol/L KDG could 

significantly increase the relative liver fluorescence area and 

relative fluorescence intensity of liver-injured model larvae 

（P＜0.05）， reduce the levels of AST， ALT and IL-6 （P＜

0.05）， and elevate the GSH level （P＜0.05）. Content 

determination results indicated that KOG could be detected in 
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all 17 batches of T. chinense Turcz. medicinal materials， with contents ranging from 0.097 0 to 8.082 0 mg/g；KDG， AON and BUD 

were not detected in partial batches of samples， and their contents in detectable batches were 0.019 3-0.123 2 mg/g， 0.018 4-

0.109 1 mg/g and 0.385 1-1.189 3 mg/g， respectively. CONCLUSIONS KOG， KDG， AON and BUD in T.chinense Turcz. may be 

its potential hepatoprotective active constituents. Among them， KOG can be detected in T.chinense Turcz. medicinal materials from 

different producing areas with relatively high content， which can be used as the main marker constituent for evaluating the 

hepatoprotective effect of T.chinense Turcz.

KEYWORDS Thesium chinense Turcz.； hepatoprotective active constituents； network pharmacology； zebrafish； kaempferol-3-O-

glucorhamnoside； buddleoside； kaempferol-3，7-di-O-glucoside； apigenin-5-O-neohesperidoside

百 蕊 草 是 檀 香 科 植 物 百 蕊 草 Thesium chinense 

Turcz. 的干燥全草，具有清热、利湿、解毒的功效[1]。其本

草记载可追溯至宋代《本草图经》，1977年首次被收录于

《中国药典》，现收载于《贵州省中药材、民族药材质量标

准》（2003年版）[2]。百蕊草在我国分布较广，主产于安

徽、浙江和湖北等地，临床上广泛用于肺炎、扁桃体炎、

乳腺炎、肾炎等疾病的治疗。现代药理研究表明，百蕊

草具有抗炎、抗氧化、抗菌、镇痛等多种药理作用[3]。

炎症反应和氧化应激是肝损伤发生发展的重要病

理机制：肝细胞功能受损可引发氧化应激，促使活性氧

（reactive oxygen species，ROS）大量生成；当 ROS 水平超

过超氧化物歧化酶、谷胱甘肽（glutathione，GSH）等内源

性抗氧化系统的清除能力时，可引发脂质过氧化。氧化

应激还可诱导肝 Kupffer 细胞活化并释放肿瘤坏死因子

α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）等细胞因子，加剧炎

症反应与肝细胞凋亡，该过程受核因子 κB（nuclear fac‐

tor-κB，NF-κB）通路的调控[4]。因此，抑制炎症级联反

应、恢复氧化/抗氧化平衡可阻断肝损伤进程，进而发挥

保肝作用。百蕊草因具有显著的抗炎、抗氧化活性，近

年来被广泛用于肝损伤疾病的研究[5]，然而目前其保肝

活性成分以及成分-效应关联机制尚不清楚，制约了其

保肝药用价值的转化和深度开发。

网络药理学是通过数据库检索，构建“药物-成分-靶

点-通路”网络，用于预测中药潜在有效成分、阐释其作

用机制的常用方法，已被广泛应用于中药药效物质基础

研究[6―7]。本研究拟采用网络药理学技术筛选百蕊草的

潜在保肝活性成分，然后采用异烟肼诱导的斑马鱼肝损

伤模型，对筛选得到的成分进行保肝活性评价，并采用

高效液相色谱（HPLC）法对不同产地百蕊草药材中潜在

的保肝活性成分进行定量分析，旨在为百蕊草的质量控

制、临床应用及源于百蕊草的保肝药物开发提供实验

基础。

1　材料
1.1　主要仪器

1260型 HPLC 仪购自美国 Agilent 公司；EP214C 型

万分之一电子天平、AB135-S 型十万分之一天平均购自

瑞士 Mettler Toledo 公司；PGX-70A 型斑马鱼胚胎控光

恒温培养箱购自杭州川一仪器制造有限公司；SW-7型

荧光体视显微镜购自厦门麦克奥迪实业集团有限公司；

H1650-W 型台式高速离心机购自湖南湘仪实验室仪器

开发有限公司。

1.2　药材

17批百蕊草药材分别采自河南、河北、安徽、辽宁、

云南、湖北等地，经山东中医药大学附属医院药学部马

传 江 主 任 药 师 鉴 定 为 檀 香 科 植 物 百 蕊 草 T. chinense 

Turcz. 的干燥全草。样品来源信息见表1；药材形态图请

扫 描 本 文 首 页 二 维 码 ，进 入“ 增 强 出 版 ”板 块 查 看

附图1。

1.3　主要试剂

对照品百蕊草素Ⅰ（kaempferol-3-O-glucorhamnoside，

后文简写为“KOG”；纯度≥98%，批号 HR16725S1）、蒙

花苷（buddleoside，后文简写为“BUD”；纯度≥98%，批号

HE16926S1）、山柰酚-3，7-二葡萄糖苷（kaempferol-3，7-

di-O-glucoside，后文简写为“KDG”；纯度≥98%，批号

HS21910B1）、芹 菜 素 -5-O- 新 橙 皮 苷（apigenin-5-O-

neohesperidoside，后文简写为“AON”；纯度≥98%，批号

HR3402W1）均购自宝鸡市辰光生物科技有限公司；天

冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）、丙

氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、白细

胞 介 素 6（interleukin-6，IL-6）检 测 试 剂 盒（批 号 均 为

20250708）均购自江苏晶美生物科技有限公司；GSH 检

测试剂盒（批号 20240819）购自北京索莱宝科技有限公

司；甲醇、甲酸为色谱纯，水为娃哈哈纯净水，其他试剂

均为分析纯。

1.4　实验动物

肝脏荧光标记转基因斑马鱼 Tg（fabp10a：DsRed）由

上海费曦生物科技有限公司提供。本研究动物实验方

表1　百蕊草药材来源信息

样品编号
AH-BRC-1

AH-BRC-2

HEB-BRC-1

HEB-BRC-2

LN-BRC-1

LN-BRC-2

LN-BRC-3

LN-BRC-4

HEN-BRC-1

产地
安徽
安徽
河北
河北
辽宁
辽宁
辽宁
辽宁
河南

采收时间
2023 年 5 月
2023 年 6 月
2023 年 4 月
2023 年 6 月
2023 年 6 月
2023 年 7 月
2023 年 6 月
2023 年 9 月
2023 年 4 月

样品编号
HEN-BRC-2

HEN-BRC-3

HEN-BRC-4

YN-BRC-1

YN-BRC-2

HUB-BRC-1

HUB-BRC-2

HUB-BRC-3

产地
河南
河南
河南
云南
云南
湖北
湖北
湖北

采收时间
2023 年 4 月
2023 年 6 月
2023 年 5 月
2023 年 6 月
2023 年 4 月
2023 年 4 月
2023 年 7 月
2023 年 6 月
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案已通过山东中医药大学附属医院实验动物伦理委员

会批准（批准号：SDSZYYAWE20250320003）。

2　方法与结果
2.1　百蕊草保肝成分的网络药理学筛选

2.1.1　百蕊草的化学成分及其作用靶点检索

通过查阅文献共收集到百蕊草的 34种化学成分。

在 SwissTargetPrediction 数 据 库（https：//www. swisstar‐

getprediction.ch/）、PharmMapper 数据库（http：//www.li‐

lab. ecust. cn/pharmmapper/）、SEA 数 据 库（https：//sea.

bkslab.org/）、SuperPred 数据库（https：//prediction.charite.

de/）中检索上述化学成分的作用靶点，经合并、去重后，

最终得到1 369个成分作用靶点。

2.1.2　肝损伤疾病与百蕊草化学成分的交集靶点筛选

在 DisGeNET 数 据 库（https：//www. disgenet. org/）、

OMIM 数据库（https：//www.omim.org/）、GeneCards 数据

库（https：//www.genecards.org/）中，分别以“Hepatic in‐

jury”为关键词进行检索，共获得12 908个肝损伤疾病靶

点。将百蕊草成分作用靶点和疾病靶点取交集，获得交

集靶点1 270个。

2.1.3　蛋白质-蛋白质互作网络构建与核心靶点筛选

将1 270个疾病-成分交集靶点导入 STRING 数据库

（https：//string-db. org/），构 建 蛋 白 质 - 蛋 白 质 互 作

（protein-protein interaction，PPI）网 络 ，筛 选 combined 

score≥0.9的靶点，并将其导入 Cytoscape 3.9.1软件，以

度值（degree）的 3倍中位数为临界值，初步筛选候选靶

点。将所得候选靶点再次进行拓扑属性分析，分别以度

值、节点紧密度和节点介度的中位数为临界值，筛选得

到与保肝作用相关的10个核心靶点，包括非受体酪氨酸

激酶（non-receptor tyrosine kinase，SRC）、丝裂原激活的

蛋白激酶1（mitogen-activated protein kinase 1，MAPK1）、

MAPK3、肿瘤蛋白 p53（tumor protein p53，TP53）、NF-

κB 亚基（NF-κB subunit，RELA）、AKT 丝氨酸/苏氨酸激

酶 1（AKT serine/threonine kinase 1，AKT1）、热休克蛋白

90α 家族 A 类成员 1（heat shock protein 90 alpha family 

class A member 1，HSP90AA1）、连环蛋白 β1、核因子 κB

亚基1（nuclear factor-κB subunit 1，NFKB1）、信号转导与

转录激活因子3。

2.1.4　核心靶点的富集分析

将核心靶点导入 DAVID 数据库（https：//david.ncif‐

crf.gov），进行基因本体（gene ontology，GO）功能注释和

京都基因和基因组数据库（Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes，KEGG）通路富集分析，以 P＜0.05 为阈

值，筛选得到76个 GO 条目和123条 KEGG 通路。其中，

GO 功能注释的生物过程（biological process，BP）主要包

括 RNA 聚合酶Ⅱ介导的转录正调控（positive regulation 

of transcription by RNA polymerase Ⅱ）、凋亡过程的负调

控（negative regulation of apoptotic process）、基因表达的

正调控（positive regulation of gene expression）等；分子功

能（molecular function，MF）包括蛋白结合（protein bind‐

ing）、蛋白激酶结合（protein kinase binding）、DNA 结合

（DNA binding）等；细胞组分（cellular component，CC）主

要分布于细胞核（nucleus）、细胞质（cytoplasm）、细胞质

溶胶（cytosol）等。KEGG 通路富集分析得到的信号通路

主要涉及癌症通路（pathways in cancer）、甲状腺激素信

号通路（thyroid hormone signaling pathway）、催乳素信号

通 路（prolactin signaling pathway）、HIF-1 信 号 通 路

（HIF‑1 signaling pathway）等。通过微生信网站（https：//

www.bioinformatics.com.cn），选择 P＜0.05且“Count”值

排名前15位的 GO 条目和 KEGG 通路进行可视化分析。

具体结果请扫描本文首页二维码，进入“增强出版”板块

查看附图2、附图3。

2.1.5　药物-成分-靶点-通路互作网络构建

采用 Cytoscape 3.5.1软件构建“百蕊草-成分-靶点-

通路”互作网络。结果显示，度值排名前4位的化学成分

为 KOG、KDG、AON、BUD，提示这些成分可能是百蕊草

发挥保肝作用的潜在活性成分；靶点 HSP90AA1、SRC、

NFKB1、AKT1、MAPK1与各通路连接度较高，可能是百

蕊草发挥保肝作用的潜在作用靶点。具体结果请扫描

本文首页二维码，进入“增强出版”板块查看附图4。

2.2　百蕊草中潜在活性成分的保肝作用评价

2.2.1　斑马鱼的养殖与胚胎培养

斑马鱼的养殖繁育参照 The Zebrafish Book 进行[8]。

斑马鱼养殖条件如下：水温（28±0.5）℃，pH7.0～7.2，养

殖水体电导率450～550 μs/cm，黑暗10 h/光照14 h 周期

循环。成年斑马鱼每日喂食丰年虾幼虫 3次。选取健

康、性成熟的斑马鱼，按雌性与雄性1∶2的比例放入繁殖

缸中，以透明隔板分隔，避免提前交配。次日光照开启

后移除隔板，使其自然交配产卵，30 min 后收集鱼卵；用

胚胎培养液反复清洗鱼卵3次，去除未受精卵、死卵及卵

壳等杂质，在体视显微镜下挑选发育正常的受精卵用于

后续实验。将受精卵置于专用胚胎培养液（含5 mmol/L 

NaCl、0.17 mmol/L KCl、0.4 mmol/L CaCl2、0.16 mmol/L 

MgSO4）中，在（28.0±0.5）℃下控光培养，每24 h 更换胚

胎培养液并及时去除死胚，控制胚胎密度在5枚/mL。

2.2.2　百蕊草中潜在保肝活性成分干预浓度的筛选

斑马鱼胚胎发育 3 d 后，选择正常发育的斑马鱼仔

鱼（后文简写为“仔鱼”），以每孔40尾的密度接种于6孔

板中。将仔鱼随机分为空白组和不同成分组，每组设 3

个复孔。空白组仔鱼给予空白胚胎培养液，不同成分组

仔鱼给予含4 mmol/L 异烟肼[9]和百蕊草中各潜在活性成

分系列浓度（200、150、100、50、25、12.5、6.25 μmol/L，根

据前期预实验结果设置）的胚胎培养液。将培养板置于

28 ℃控光恒温培养箱中孵化，浸浴给药72 h，其间每24 

h 换 1次药液。以心脏骤停作为仔鱼死亡的判断标准：
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在体视显微镜下观察仔鱼的心脏区域，持续观察30 s，若

未见心脏搏动，且用移液器枪头轻触鱼体尾部后无应激

反应及心跳恢复，则判定为心脏骤停[9]；在体视显微镜下

观察仔鱼的形态学畸变情况，参照文献标准进行畸变评

分，畸变评分≤3分则判定该仔鱼为畸形个体[10]。以仔

鱼的存活率（存活率＝存活仔鱼数/总仔鱼数×100%）和

畸形率（畸形率＝畸形仔鱼数/存活仔鱼数×100%）为指

标，筛选各成分的干预浓度。

结果（图1）显示，当 KOG、KDG、BUD、AON 的浓度

分别低于25、50、25、25 μmol/L 时，仔鱼的存活率均高于

95%、畸形率均低于15%。综合考虑，以25、12.5 μmol/L

作为 KOG、BUD、AON 后续斑马鱼实验的高、低干预浓

度，以50、25 μmol/L 作为 KDG 后续斑马鱼实验的高、低

干预浓度。

2.2.3　仔鱼肝脏形态观察及荧光面积、荧光强度检测

斑马鱼胚胎发育3 d 后，选择正常发育的仔鱼，以每

孔 40尾的密度接种于 6孔板中。将仔鱼随机分为空白

组、模型组和不同成分的高、低浓度组，每组设3个复孔。

空白组仔鱼给予空白胚胎培养液；模型组仔鱼给予含 4 

mmol/L 异烟肼的胚胎培养液[9]；KOG、BUD、AON 高、低

浓 度 组 仔 鱼 分 别 给 予 含 4 mmol/L 异 烟 肼 和 25、12.5 

μmol/L 相应成分的胚胎培养液，KDG 高、低浓度组仔鱼

分别给予含4 mmol/L 异烟肼和50、25 μmol/L KDG 的胚

胎培养液。将培养板置于 28 ℃控光恒温培养箱中孵

化，浸浴给药 72 h，其间每 24 h 换 1次药液。给药结束

后，各组随机选取仔鱼8尾，在荧光显微镜下观察其局部

肝脏形态，使用 ImageJ 软件分析仔鱼肝脏相对荧光面积

（相对荧光面积＝给药组仔鱼肝脏平均荧光面积/同批次

空白组仔鱼肝脏平均荧光面积×100%）和相对荧光强

度（相对荧光强度＝给药组仔鱼肝脏平均荧光强度/同批

次空白组仔鱼肝脏平均荧光强度×100%）。采用 Graph‐

Pad Prism 8.0 软件进行统计分析；数据经 Shapiro-Wilk

检验符合正态分布，以 x±s 表示；多组间比较采用单因

素方差分析，组间两两比较采用 LSD 检验。检验水准

α＝0.05（后文统计学方法同）。

结果（图2、图3）显示，与空白组比较，模型组仔鱼肝

脏萎缩，相对荧光面积、相对荧光强度均显著减小/减弱

（P＜0.05）。与模型组比较，各给药组仔鱼肝脏形态均

有不同程度的改善，肝脏相对荧光面积和相对荧光强度

均 呈 不 同 程 度 的 增 加/增 强 趋 势；其 中，KOG、KDG、

BUD、AON 高浓度组仔鱼肝脏的相对荧光面积、相对荧

光强度，KOG 低浓度组仔鱼肝脏的相对荧光面积、相对

荧光强度和 BUD 低浓度组仔鱼肝脏的相对荧光强度均

显著增加/增强（P＜0.05）。

2.2.4　仔鱼中 ALT、AST、GSH、IL-6水平测定

仔鱼分组、给药、处理方法同“2.2.3”项。浸浴给药

结束后，各组随机选取30尾仔鱼，以纯净水漂洗3次，剪

碎后加磷酸盐缓冲液（PBS）100 μL 进行匀浆，将匀浆液

以 2 500 r/min 离心 10 min，取上清液，按照试剂盒说明

书方法测定上清液中 ALT、AST、GSH、IL-6水平。
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图1　不同浓度 KOG、KDG、BUD、AON 对仔鱼存活

率和畸形率的影响
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图3　不同浓度 KOG、KDG、BUD、AON 对仔鱼肝脏相

对荧光面积和相对荧光强度的影响（x±s，n＝3）
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结果（表 2）显示，与空白组比较，模型组仔鱼中

ALT、AST、IL-6水平均显著升高（P＜0.05），GSH 水平显

著降低（P＜0.05）；与模型组比较，除 BUD 低浓度组

GSH 和 KDG、AON 低浓度组 ALT 外，其余各组仔鱼中

上述指标均显著改善（P＜0.05）。

2.3　百蕊草中保肝活性成分的含量测定

采用 HPLC 法测定百蕊草中保肝活性成分 KOG、

KDG、BUD、AON 的含量。

2.3.1　供试品溶液的制备

取百蕊草药材粉末（过三号筛）约 1.5 g，精密称定，

置于具塞锥形瓶中，精密加入 70% 甲醇 25 mL，称定质

量；超声处理（功率 250 W，频率 40 kHz）30 min 后取出，

冷却至室温，再次称定质量，用 70% 甲醇补足减失的质

量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

2.3.2　混合对照品溶液的制备

取 KOG、KDG、AON、BUD 对照品各适量，加甲醇

制成质量浓度分别为 0.509、0.194、0.199、0.431 mg/mL

的单一对照品储备液。分别精密量取上述各成分的单

一对照品储备液1 mL，置于同一5 mL 容量瓶中，加甲醇

稀释至刻度，摇匀，制成上述成分质量浓度分别为0.101 8、

0.038 8、0.039 8、0.086 2 mg/mL 的混合对照品溶液。

2.3.3　色谱条件与系统适用性试验

采 用 Agilent Zorbax SB-C18 色 谱 柱（250 mm×4.6 

mm，5 μm），以甲醇（A）-0.5% 甲酸水溶液（B）为流动相

进 行 梯 度 洗 脱（0～5 min，18%A；5～15 min，18%A→
26%A；15～25 min，26%A；25～35 min，26%A→32%A；

35～52 min，32%A→57%A；52～60 min，57%A；60～70 

min，57%A→18%A；70～75 min，18%A）；柱温为 30 ℃；

流速为1.0 mL/min；检测波长为300 nm。取“2.3.1”项下

供试品溶液、“2.3.2”项下混合对照品溶液，按此色谱条

件进样测定，记录色谱图。结果（图4）显示，各待测成分

均达到基线分离，各成分色谱峰与相邻色谱峰间的分离

度均大于 1.5，以各待测成分峰计理论板数均不低于     

5 000，且空白溶剂（甲醇）对测定无干扰。

2.3.4　线性关系考察

取 KOG、KDG、AON、BUD 的单一对照品储备液

（各精密量取0.1、0.5、1、2、5、10 mL），分别置于10 mL 容

量瓶中，用甲醇稀释制成系列质量浓度的线性工作液，

然后按“2.3.3”项下色谱条件进行测定。以各成分对照

品的进样质量浓度为横坐标（X）、对应峰面积为纵坐标

（Y）绘制标准曲线，并进行线性回归。结果（表 3）显示，

上述成分在各自进样质量浓度范围内线性关系均良好

（相关系数均不低于0.999 0）。

2.3.5　精密度试验

精密吸取“2.3.2”项下混合对照品溶液，按“2.3.3”项

下色谱条件平行测定 6 次，记录峰面积。结果显示，

KOG、KDG、AON、BUD 峰面积的 RSD 分别为 1.45%、

1.79%、1.07%、1.97%（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.3.6　稳定性试验

取“2.3.1”项下供试品溶液（样品编号：AH-BRC-1），

分别在室温放置 0、2、4、8、12、24 h 后，按“2.3.3”项下色

谱条件进样测定，记录峰面积。结果显示，KOG、KDG、

AON、BUD 峰面积的 RSD 分别为 1.86%、3.22%、2.85%、

1.77%（n＝6），表明供试品溶液在室温下放置 24 h 内稳

定性良好。

2.3.7　重复性试验

取 百 蕊 草 药 材（样 品 编 号：AH-BRC-1）适 量，按

“2.3.1”项下方法平行制备 6份供试品溶液，按“2.3.3”项

下色谱条件进样测定，记录峰面积，并采用标准曲线法

计算成分含量。结果显示，百蕊草中 KOG、KDG、AON、

表2　各组仔鱼中 ALT、AST、IL-6、GSH 水平比较（x±
s，n＝3）

组别
空白组
模型组
KOG 低浓度组
KOG 高浓度组
BUD 低浓度组
BUD 高浓度组
KDG 低浓度组
KDG 高浓度组
AON 低浓度组
AON 高浓度组
F

P

ALT/（U/mg prot）

11.50±0.15

13.61±0.17ᵃ

12.01±0.08ᵇ

11.66±0.17ᵇ

12.87±0.06ᵇ

12.32±0.06ᵇ

13.35±0.13

12.72±0.20ᵇ

13.21±0.14

12.78±0.30ᵇ

58.73   

＜0.000 1

AST/（U/mg prot）

8.72±0.17

11.29±0.30ᵃ

9.63±0.11ᵇ

7.95±0.08ᵇ

8.97±0.12ᵇ

9.05±0.20ᵇ

9.04±0.14ᵇ

9.68±0.17ᵇ

8.63±0.32ᵇ

8.53±0.31ᵇ

56.34   

＜0.000 1

GSH/（μg/mg prot）

17.03±0.46

9.83±0.32ᵃ

11.77±0.55ᵇ

12.04±0.40ᵇ

9.96±0.70

12.46±0.42ᵇ

13.13±0.48ᵇ

16.31±0.67ᵇ

11.74±0.79ᵇ

13.80±0.43ᵇ

57.85   

＜0.000 1

IL-6/（pg/mg prot）

0.017±0.000

0.023±0.001ᵃ

0.018±0.002ᵇ

0.017±0.000ᵇ

0.018±0.001ᵇ

0.018±0.000ᵇ

0.019±0.001ᵇ

0.017±0.000ᵇ

0.019±0.000ᵇ

0.017±0.000ᵇ

16.01   

＜0.000 1

a：与空白组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。
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图4　供试品溶液、混合对照品溶液的HPLC图

表3　4种化学成分的回归方程及线性范围、相关系数

成分
KOG

KDG

BUD

AON

回归方程
Y＝1 596.2X+24.559

Y＝4 871.9X－19.985

Y＝4 670.4X－100.550

Y＝7 572.3X－49.849

线性范围/（mg/mL）

0.005 09～0.509 00

0.001 94～0.194 00

0.004 31～0.431 00

0.001 99～0.199 00

相关系数
0.999 9

0.999 1

0.999 8

0.999 6
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BUD 含 量 的 RSD 分 别 为 1.90%、4.79%、1.65%、1.41%

（n＝6），表明该方法重复性良好。

2.3.8　加样回收率试验

取同一批次百蕊草药材（样品编号：AH-BRC-1）适

量，粉碎，过三号筛。精密称取上述药材粉末6份，每份

约0.75 g，置于具塞锥形瓶中。分别精密加入 KOG 对照

品溶液（0.509 0 mg/mL；溶剂为甲醇，其余对照品溶液

同）1.2 mL、KDG 对 照 品 溶 液（0.038 8 mg/mL）1 mL、

AON 对照品溶液（0.039 8 mg/mL）1.5 mL、BUD 对照品

溶液（0.431 0 mg/mL）0.6 mL，按“2.3.1”项下方法制备供

试品溶液，按“2.3.3”项下色谱条件进样测定，记录峰面

积 并 计 算 各 成 分 的 加 样 回 收 率。结 果 显 示，KOG、

KDG、AON、BUD 的平均加样回收率分别为 99.20%、

101.53%、102.39%、101.91%，RSD 分别为2.66%、3.39%、

2.54%、1.51%（n＝6），表明该方法准确度良好。

2.3.9　样品含量测定

将 17批药材分别按“2.3.1”项下方法制备供试品溶

液，按“2.3.3”项下色谱条件进样测定，记录峰面积，并采

用标准曲线法计算各成分含量。平行测定3次，取平均

值。结果（表 4）显示，17批百蕊草药材中 KOG 均可检

出，含量为 0.097 0～8.082 0 mg/g；KDG、AON、BUD 在

部分批次样品中未检出，在检出批次样品中的含量分别

为 0.019 3～0.123 2、0.018 4～0.109 1、0.385 1～1.189 3 

mg/g。不同产地百蕊草药材中上述4种成分的含量差异

较大。

3　讨论
本研究采用网络药理学技术、斑马鱼模型实验、

HPLC 法对百蕊草中潜在保肝活性成分进行预测筛选、

药效评价和定量分析。网络药理学研究结果表明，

KOG、KDG、BUD、AON 可能是百蕊草的潜在保肝活性

成 分 ，其 核 心 作 用 靶 点 可 能 为 HSP90AA1、SRC、

NFKB1、AKT1、MAPK1等。据研究报道，KOG 可降低

小鼠肝脏中 TNF-α、IL-6水平，升高 IL-10水平，对重症

脓毒症引起的肝损伤具有一定的保护作用[11]。BUD 对

多种肝损伤均具有保护作用：其可通过抗炎、增强机体

GSH 系统功能、抑制自由基和脂质过氧化物的产生，对

D-氨基半乳糖胺诱导的大鼠急性肝损伤发挥保护作

用[12]；可抑制醛酮还原酶活性，减少肝脏炎症反应与氧

化应激，减轻2型糖尿病所致肝组织病理损伤[13]；还可与

PRKAB1 亚基发生直接相互作用，激活腺苷酸活化蛋白

激酶/雷帕霉素靶蛋白复合物1通路，进而激活转录因子

EB 介导的自噬-溶酶体通路，改善非酒精性脂肪性肝炎

相关症状[14]。然而，目前尚未见 KDG、AON 对肝脏相关

疾病干预效果的文献报道。

异烟肼是 WHO 推荐的标准抗结核治疗方案中的首

选药物，但其易引起肝损伤，发生率约为48%[15]。斑马鱼

是继大鼠和小鼠之后的第三大脊椎类模式动物，具有体

型小、胚胎透明、发育周期短、饲养成本低、给药方式简

单等优势，目前已被广泛应用于活性药物筛选、药物毒

性评价、疾病模型构建、药物作用机制研究等领域[16―17]。

本 研 究 采 用 肝 脏 特 异 性 表 达 红 色 荧 光 蛋 白 的 Tg

（fabp10a：dsRed）转基因斑马鱼，以异烟肼诱导制备肝损

伤斑马鱼模型，通过测定肝脏相对荧光面积、相对荧光

强度及 ALT、AST、GSH、IL-6等指标，初步评价了 KOG、

KDG、BUD、AON 的保肝活性。结果显示，与模型组比

较，4种成分给药组仔鱼肝脏的相对荧光面积和相对荧

光强度均不同程度增加/增强，ALT、AST 及 IL-6水平均

不同程度降低，GSH 水平均不同程度升高。这提示上述

4种成分对异烟肼诱导的斑马鱼肝损伤均有不同程度的

保护作用。

此外，本研究采用 HPLC 法对17批不同产地百蕊草

药材中上述 4种成分进行了含量分析。结果表明，4种

成分在不同批次药材中的含量差异较大。其中，KOG 在

各批次样品中均能检出，且含量相对较高；KDG 和 AON

的总体含量较低，在部分批次样品中未检出；BUD 的含

量在不同批次样品中波动较大，最高可达1.189 3 mg/g。

上述结果提示，产地可显著影响百蕊草中保肝活性成分

的积累，进而影响百蕊草的保肝作用。造成上述差异的

原因可能与百蕊草原植物的半寄生特性及生长环境有

关。研究表明，百蕊草次生代谢产物的积累受宿主植物

种类、土壤微生物群落、矿质营养、气候条件及加工储存

条件等多个因素共同影响[3,18―20]；同时，黄酮类生物合成

途径关键酶基因的表达调控差异及采收期等因素也可

能导致样品中黄酮类成分积累不同[18,21]，如产地同为辽

宁的 9月份采收样品（编号为 LN-BRC-4）与 6月份采收

样品（编号为 LN-BRC-3）中 KOG 的含量差别较大。本

研究中不同产地样品在颜色、高矮等性状上亦存在差

表4　17批不同产地百蕊草药材中4种化学成分的含量

测定结果（n＝3，mg/g）

产地
安徽

河北

辽宁

河南

云南

湖北

编号
AH-BRC-1

AH-BRC-2

HEB-BRC-1

HEB-BRC-2

LN-BRC-1

LN-BRC-2

LN-BRC-3

LN-BRC-4

HEN-BRC-1

HEN-BRC-2

HEN-BRC-3

HEN-BRC-4

YN-BRC-1

YN-BRC-2

HUB-BRC-1

HUB-BRC-2

HUB-BRC-3

KOG

0.840 1

2.556 5

4.205 8

0.651 1

0.825 6

0.118 9

0.887 9

8.082 0

3.8935

3.587 4

1.174 1

2.245 3

0.097 0

7.854 1

4.114 5

0.878 6

2.092 0

KDG

0.041 0

－

－

0.048 4

0.026 5

0.019 3

0.049 6

－

0.048 6

－

0.038 1

0.123 2

－

－

－

0.107 5

0.021 5

AON

0.068 5

－

－

0.109 1

0.018 4

0.021 4

0.068 1

0.034 0

－

－

0.055 2

0.056 8

－

－

－

0.104 4

0.016 6

BUD

0.385 1

－

－

1.189 3

0.558 0

－

－

－

－

－

0.406 8

1.039 1

－

－

－

0.496 4

－

－：未检出。
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异，提示药材个体间生长状况存在差异，这可能是部分

批次中部分成分未检出的原因之一。值得注意的是，

KOG 在不同产地样品中均能稳定检出且含量相对较高，

提示其可能是百蕊草发挥保肝作用的重要物质基础，可

作为百蕊草保肝功效的代表性成分，但后续仍需扩大样

本量，并结合药效研究进一步验证。

综上所述，本研究通过网络药理学筛选结合斑马鱼

模型验证，明确了百蕊草中4种成分（KOG、KDG、BUD、

AON）的保肝活性，并通过 HPLC 法揭示了其在不同产

地百蕊草药材中的含量差异。其中 KOG 在不同产地百

蕊草药材中均可检出且含量相对较高，可作为百蕊草保

肝作用评价的主要指标成分。但本研究仅基于斑马鱼

模型进行初步药效评价，作用机制尚停留在预测层面，

后续将开展哺乳动物体内验证，并围绕 HSP90AA1、SRC

等核心靶点展开研究，进一步明确百蕊草的保肝药效物

质基础及作用机制。
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