
基于网络药理学和体内外实验探讨虾青素对聚苯乙烯纳米塑料导致肝
损伤的保护作用

周　 宏１，２， 　 周　 炜１， 　 包梦佳１， 　 仇叶丹１， 　 张佳雯１， 　 刘倩琦１∗

（１． 南京医科大学附属儿童医院儿童保健科， 江苏 南京 ２１０００８； ２． 江苏省丹阳市人民医院儿科， 江苏

丹阳 ２１２３００）

收稿日期： ２０２４⁃１２⁃２５
基金项目： 江苏省卫生厅科研基金 （Ｍ２０２００３０）
作者简介： 周　 宏 （１９８６—）， 女， 硕士生， 从事儿科及儿童保健等研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ２８２７０８２０６＠ ｑｑ．ｃｏｍ
∗通信作者： 刘倩琦 （１９７２—）， 女， 博士， 主任医师， 从事儿童保健、 内分泌等研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： １８９５１７６９６１７＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 基于网络药理学探讨虾青素对聚苯乙烯纳米塑料 （ＰＳ⁃ＮＰｓ） 所致肝损伤的作用。 方法　 通过 ＰｕｂＣｈｅｍ
数据库获得虾青素化学成分结构； 在 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 和 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 数据库中获得虾青素的靶点信息； 利用

Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ 与 ＰｈａｒｍＧＫＢ 数据库获得 ＰＳ⁃ＮＰｓ 的致病靶点； 利用 Ｒ 语言获得的前两者的交集靶点； 利用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库

构建交集靶点蛋白⁃蛋白相互作用网络， 并用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软件进行拓扑学分析筛选核心靶点， 绘制相互作用网络

图； 运用 Ｒ 语言软件对交集靶点进行 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析； 利用 ＰｙＭＯＬ 和 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 软件进行分子对接。
采用 ＣＣＫ⁃８ 法确定 Ｌ０２ 细胞中虾青素和 ＰＳ⁃ＮＰｓ 的给药浓度； 给予 Ｌ０２ 细胞虾青素和 ＰＳ⁃ＮＰｓ 后， 利用 Ｃａｌｃｅｉｎ ／ ＰＩ 荧光

染色检测细胞， ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 染色法检测细胞 ＲＯＳ 水平， ＭｉｔｏＳＯＸ Ｒｅｄ 染色法检测细胞线粒体 ＲＯＳ 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法
检测关键靶点的蛋白表达。 通过灌胃给予 ＰＳ⁃ＮＰｓ 构建小鼠肝损伤模型， 并灌胃给予虾青素干预， １ 个月后检测小鼠

血清肝功能指标， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测关键靶点的蛋白表达。 结果　 网络药理学筛选得到 ３３ 个虾青素治疗 ＰＳ⁃ＮＰｓ 的潜

在靶点， 富集分析主要涉及脂质和动脉粥样硬化、 前列腺癌相关的多个信号通路。 细胞实验结果显示， 与正常组比

较， ＰＳ⁃ＮＰｓ 处理 Ｌ０２ 细胞 ２４ ｈ 后， 细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞内和线粒体 ＲＯＳ 水平均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞

ｐ⁃ＥＧＦＲ 和 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 ＰＳ⁃ＮＰｓ 暴露组比较， 虾青素与 ＰＳ⁃ＮＰｓ 共处理组

ＲＯＳ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞 ｐ⁃ＥＧＦＲ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 动物实验结果显示，
与正常组比较， ＰＳ⁃ＮＰｓ 组肝重降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 血清 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肝组织 ｐ⁃ＥＧＦＲ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 虾青素干预后血清 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肝组织 ｐ⁃ＥＧＦＲ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
结论　 虾青素能改善 ＰＳ⁃ＮＰｓ 诱导的肝损伤， 其机制可能与抑制 ｐ⁃ＥＧＦＲ 表达， 降低细胞凋亡， 降低细胞和线粒体

ＲＯＳ 水平有关。
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　 　 随着生活水平的提高， 塑料制品的使用日益增加， 但

其不易降解， 会导致严重的环境和健康问题［１］ 。 塑料制品

在环境中会不断分解成≤５ ｍｍ 和 １ μｍ 的颗粒， 分别定义

为微 米 塑 料 （ ｍｉｃｒｏｐｌａｓｔｉｃ， ＭＰｓ ） 和 纳 米 塑 料 （ ｎａｎｏ⁃
ｐｌａｓｔｉｃ， ＮＰｓ）， 可污染膳食产品并被人类摄入［２⁃４］ 。 聚苯乙

烯 （ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ， ＰＳ） 是目前使用最广泛的塑料原料之

一［５⁃６］ 。 聚苯乙烯纳米塑料 （ ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ⁃ｎａｎｏｐｌａｓｔｉｃｓ， ＰＳ⁃
ＮＰｓ） 可以通过各种途径 （皮肤、 消化道和呼吸系统） 进

入生物体， 是潜在的致癌物［７］ 。 然而， ＰＳ⁃ＮＰｓ 是否诱导肝

损伤， 其机制和治疗药物尚未有研究。
虾青素是一种天然的类酮胡萝卜素， 广泛存在于海藻

类、 浮游生物和甲壳类动物中［８］ ， 具有抗氧化、 抗炎、 抗

凋亡等特性［９］ ， 可以减轻非酒精性脂肪肝和酒精性肝损伤

的发生发展［１０⁃１１］ ， 还能参与脂质和葡萄糖代谢的调节， 防

止心血管损伤［１２］ 。 然而， 虾青素对 ＰＳ⁃ＮＰｓ 诱导肝损伤的

效果尚未被探索。
本研究运用网络药理学， 通过高通量筛选、 网络分析

以及网络可视化等技术， 预测虾青素缓解 ＰＳ⁃ＮＰｓ 诱导肝损

伤的潜在机制， 并进一步结合体外细胞和体内动物实验，
对虾青素治疗 ＰＳ⁃ＮＰｓ 诱导的肝损伤的效果及功能富集程度

较强的关键靶点进行验证， 以期为虾青素防治 ＰＳ⁃ＮＰｓ 诱导

肝毒性的临床应用与推广提供实验依据。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 网络药理学

１􀆰 １􀆰 １　 天然虾青素作用靶点分析 　 通过检索 ＰｕｂＣｈｅｍ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 数据库， 得到虾
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青素化学成分结构文件。 通过 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库

（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ／ ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ／ ），
条件设置为 “ Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ＞ ０” 进行筛选［１３］ 。 进一步通过

ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 数 据 库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｌｉｌａｂ⁃ｅｃｕｓｔ． ｃｎ ／
ｐｈａｒｍｍａｐｐｅｒ）， 将 虾 青 素 结 构 文 件 （ ｓｄｆ 格 式 ） 导 入

ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 数据库检索对应靶点［１４］ 。 将上述药物靶点进

行合并， 去除重复， 并通过 Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ） 将所有药物靶点转换为官方基因符号。
１􀆰 １􀆰 ２　 ＰＳ⁃ＮＰｓ 疾病靶点筛选　 通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库查找

ＰＳ⁃ＮＰｓ 的疾病靶点数据［１４］ ， 以 “ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ”
为关键词检索疾病靶点， 筛选条件设置为 “Ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｓｃｏｒｅ
＞０􀆰 ５”。 进一步通过 ＰｈａｒｍＧＫＢ 数据库查找疾病靶点数

据［１５］ ， 以 “ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ” 为关键词检索疾病相

关靶点。 将上述药物靶点进行合并， 去除重复。
１􀆰 １􀆰 ３　 蛋白质相互作用网络 （ＰＰＩ） 构建和关键靶点预

测　 将获得的虾青素作用靶点和 ＰＳ⁃ＮＰｓ 疾病靶点数据通过

Ｒ 语言获取交集靶点， 利用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ） 获得交集靶点基本数据及其关系数据， 将

数据导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软件进行 ＰＰＩ 网络构建， 并利用

插件 ＣｙｔｏＮＡＣ 计算连接 “度中心性” （Ｄｅｇｒｅｅ）， 并因此选

择关键靶点［１５］ 。
１􀆰 １􀆰 ４ 　 ＧＯ 功 能 和 ＫＥＧＧ 通 路 富 集 分 析 　 下 载

ＣｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ 和 ｏｒｇ． Ｈｓ． ｅｇ． ｄｂ Ｒ 功能包对交集靶点基因

本体 （ ＧＯ） 功能注释和京都基因与基因组百科全书

（ＫＥＧＧ） 通路富集分析， 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｑ ＜ ０􀆰 ０５ 为筛选

阈值。
１􀆰 １􀆰 ５　 分子对接验证 　 虾青素作为小分子配体， 通过

ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库搜索 ３Ｄ 结构文件， 导入 Ｃｈｅｍ３Ｄ 中对其执

行能量最低计算， 保存为 ｍｏｌ２ 格式。 从 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ Ｂａｎｋ
（ＰＢＤ） 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ） 数据库下载核

心靶点蛋白的 ＰＤＢ 格式三维结构， 利用 ＰｙＭＯＬ 软件对核

心靶点蛋白进行去水、 加氢处理， 核心靶点作为受体。 应

用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 软件进行分子对接， 应用 ＰｙＭＯＬ 对分子对接

结果进行分析和绘图［１４］ 。
１􀆰 ２　 体外实验

１􀆰 ２􀆰 １　 试剂与药物　 虾青素 （北京索莱宝科技有限公司，
纯度≥９８％ ， 货号 ＩＡ１１１０）； ＤＭＥＭ 高糖培养基、 胰蛋白

酶、 ＴＲＩｚｏｌ 试剂、 逆转录试剂盒、 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
试剂 （美国赛默飞世尔科技有限公司， 货号 １１９６５０９２、
２５２０００５６、 １２１８３５５５、 ４３６６５９６、 Ａ４６０１２）； 胎牛血清 （以

色列 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司， 货号 ＨＳ０５０２Ｆ）； １００ ｎｍ ＰＳ⁃
ＮＰｓ （上海辉质生物科技有限公司， 货号 ＤＳ１００）； ＣＣＫ⁃８
试剂盒、 活性氧 （ＲＯＳ） 检测试剂盒、 ＢＣＡ 试剂盒 （上海

碧云天生物技术股份有限公司， 货号 Ｃ００３８、 Ｓ００３６Ｓ、
Ｐ００１０Ｓ）； ＣＡＳＰ３ 抗体、 ＡＬＢ 抗体、 羊抗兔 ＩｇＧ 二抗 （美
国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司， 货 号 ９６６４、 ４９２９、
３５４０１）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞培养　 人正常肝细胞系 Ｌ０２ 由李晓南课题组提

供， 培养在含有 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 高糖培养基中， 并

放置在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 的恒温细胞培养箱中培养［１６］ 。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＣＣＫ⁃８ 法筛选 ＰＳ⁃ＮＰｓ 和虾青素浓度 　 取对数生长

期 Ｌ０２ 细胞接种到 ９６ 孔板中， 在培养箱中培养 ２４ ｈ 后加

入 １００ μＬ 含 ＰＳ⁃ＮＰｓ 无血清培养基， 分组为 ０、 １、 １０、 ２０、
４０、 ８０、 １００、 １５０、 ２００ μｇ ／ ｍＬ； 虾青素分组为 ０、 ５、 １０、
１５、 ２０、 ２５、 ３０、 ３５、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ， 每组设 ３ 个复孔， 培养

２４ ｈ 后， 加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂， 孵育 １ ｈ， 用酶标仪检测

各组 ４５０ ｎｍ 波长处吸光度值， 筛选出适宜的浓度。
１􀆰 ２􀆰 ４　 细胞分组与干预　 将系 Ｌ０２ 细胞分成对照组、 ＰＳ⁃
ＮＰｓ 组、 虾青素组、 ＰＳ⁃ＮＰｓ＋虾青素组。 对照组加入无血清

ＤＭＥＭ 高糖培养基， ＰＳ⁃ＮＰｓ 组加入含 ＰＳ⁃ＮＰｓ 的无血清

ＤＭＥＭ 高糖培养基， 虾青素组加入含虾青素的无血清

ＤＭＥＭ 高糖培养基， ＰＳ⁃ＮＰｓ＋虾青素组加入含虾青素和 ＰＳ⁃
ＮＰｓ 的无血清 ＤＭＥＭ 高糖培养基进行处理， 于培养箱中培

养 ２４ ｈ。
１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｃａｌｃｅｉｎ ／ ＰＩ 法检测细胞凋亡情况 　 将细胞接种于共

聚焦培养皿中， 按 “１􀆰 ２􀆰 ４” 项下方法进行处理， 处理结

束后用 ＰＢＳ 洗涤 １ 次， 加入 １００ μＬ Ｃａｌｃｅｉｎ ＡＭ ／ ＰＩ 检测工

作液， ３７ ℃下避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 孵育结束后， 于共聚焦显

微镜下观察染色效果， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量荧光值， 并采

用 ＧｒａｐｈＰａｄ 软件进行统计分析。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 染色法检测细胞 ＲＯＳ 水平　 将细胞接种

于共聚焦培养皿中， 按 “１􀆰 ２􀆰 ４” 项下方法进行处理， 去

除细胞培养液， 用 ＰＢＳ 洗涤 １ 次， 加入适当体积无血清培

养液稀释好的 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ， 于 ３７ ℃ 细胞培养箱内孵育 ２０
ｍｉｎ， 用无血清细胞培养液洗涤细胞 １ 次， 于荧光显微镜下

观察染色效果， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量荧光值， 并采用

ＧｒａｐｈＰａｄ 软件进行统计分析。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＭｉｔｏＳＯＸ Ｒｅｄ 染色法检测细胞线粒体 ＲＯＳ 水平　 将

细胞接种于 ６ 孔板中， 按 “１􀆰 ２􀆰 ４” 项下方法进行处理， 去

除细胞培养液， 用 ＰＢＳ 洗 涤 １ 次， 加 入 适 当 体 积 的

ＭｉｔｏＳＯＸ Ｒｅｄ 染色工作液重悬细胞， 于 ３７ ℃细胞培养箱内

孵育 １５ ｍｉｎ， 用无血清细胞培养液洗涤细胞 １ 次， 采用流

式细胞仪进行分析。
１􀆰 ２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ｐ⁃ＥＧＦＲ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白表达　 将细胞接种于 ６ 孔板中， 按 “１􀆰 ２􀆰 ４” 项下方法

进行处理， 用含蛋白酶和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 缓冲液裂

解， 提取蛋白， ＢＣＡ 法进行蛋白定量， 加入蛋白上样缓冲

液后变性， 冷冻保存备用。 制备聚丙烯酰胺凝胶， 电泳分

离等量的总蛋白， 湿转法转移至 ＰＶＤＦ 膜。 ＰＶＤＦ 膜加 ５％
脱脂乳室温封闭 １ ｈ， 加一抗在 ４ ℃下孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗

膜， 加辣根过氧化物酶结合的二抗在室温下孵育 １ ｈ。 使用

化学发光液显影， 使用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件进行扫描， 通过

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值， 计算蛋白相对表达量。
１􀆰 ３　 动物实验

１􀆰 ３􀆰 １　 动物 　 ３２ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠， 体质量

１７～１９ ｇ， 购自江苏省药物研究所动物实验中心 ［实验动物
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生产许可证号 ＳＣＸＫ （苏） ２０２１⁃０００１］， 饲养于江苏省药物

研究所实验动物中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （苏）
２０２３⁃００２， 饲养环境温度 ２１～ ２５ ℃， 相对湿度 ４０％ ～ ６０％ ，
昼夜交替周期为 １２ ｈ。 所有小鼠饲养的环境条件均符合中

国国家标准 《实验动物环境及设施》 （ＧＢ１４９２５⁃２００１） 中

的标准及国家卫生院指导动物研究准则 （实验动物饲养及

使用准则）， 动物实验已获实验动物伦理委员会审批 （批
准号 ＩＡＣＵＣ⁃２０２３０９０５⁃０１）。
１􀆰 ３􀆰 ２　 动物分组与干预　 小鼠适应性饲养 １ 周后随机分为

对照组、 ＰＳ⁃ＮＰｓ 组 （５０ ｍｇ ／ ｋｇ）、 虾青素组 （６０ ｍｇ ／ ｋｇ）
和 ＰＳ⁃ＮＰｓ＋虾青素组 （５０ ｍｇ ／ ｋｇ ＋ ６０ ｍｇ ／ ｋｇ）。 灌胃给药

３０ ｄ后处死， 称定质量， 采集外周血和肝脏， 外周血离心

取血清后于－８０ ℃冰箱保存， 肝脏称定质量后于－８０ ℃冰

箱保存。
１􀆰 ３􀆰 ３　 血清 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 活性检测 　 取于－８０ ℃冰箱保存

的小鼠血清， ４ ℃冰浴溶解， 振荡混匀， 取 １００ μＬ， 使用

自动生化分析仪 （德国西门子公司， 型号 ＡＤＶＩＡ ２１２０ｉ）
检测小鼠血清 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 活性。
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肝组织 ｐ⁃ＥＧＦＲ 蛋白表达　 取出

适量肝组织， 按 “１􀆰 ２􀆰 ８” 项下方法测肝组织 ｐ⁃ＥＧＦＲ 蛋白

表达。
１􀆰 ４　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件进行处理，
结果以 （ｘ±ｓ） 表示， 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。
２　 结果

２􀆰 １ 　 虾 青 素 作 用 靶 点 分 析 　 通 过 Ｐｈａｒｍ Ｍａｐｐｅｒ 和

ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库检索和筛选并去重后共得到虾

青素的有效作用靶点 １７９ 个。
２􀆰 ２　 ＰＳ⁃ＮＰｓ 相关靶点筛选 　 通过 Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ 与 ＰｈａｒｍＧＫＢ
数据库设置筛选条件后获得与 ＮＰｓ 相关疾病靶点 ４５５ 个。
２􀆰 ３　 蛋白质⁃蛋白质相互作用网络 （ＰＰＩ） 构建和关键靶点

预测　 对 １７９ 个虾青素的有效作用靶点和 ４５５ 个 ＮＰｓ 相关

疾病靶点使用 Ｒ 语言生成韦恩图， 获得 ３３ 个交集靶点， 见

图 １。 对 ３３ 个交集靶点进行 ＰＰＩ 网络分析， 此网络共有 ３３
个节点， ３６９ 条边， 节点代表靶点， 每条边则代表靶点互

作关系， 节点的大小与颜色代表靶点的 Ｄｅｇｒｅｅ， 节点越大，
红色越深， 作用越关键， 边的粗细表示综合评分值的大小，
见图 ２。 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件对 ３３ 个交集核心靶点进行拓扑

参数分析， 根据 Ｄｅｇｒｅｅ 来分析筛选出前 ５ 个核心交集靶

点。 分别为表皮生长因子受体 （ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＥＧＦＲ）、 白蛋白 （ａｌｂｕｍｉｎ， ＡＬＢ）、 胱天蛋白酶 ３
（Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ＣＡＳＰ３）、 胰岛素样生长因子 １ （ ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ １， ＩＧＦ１）、 热休克蛋白 ９０α 家族 Ａ 类成员

（ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ＨＳＰ ９０⁃ａｌｐｈａ， ＨＳＰ９０ＡＡ１）。
２􀆰 ４　 生物过程注译及可视化分析 　 运用 Ｒ 语言软件对上

述步骤得到的 ３３ 个预测靶点分别进行基因本体 （ＧＯ） 功

能注释富集分析， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｑ＜０􀆰 ０５ 为富集的筛选阈值，
富集显著性以气泡图体现， 各条目从小到大取排序靠前 １０

图 １　 虾青素有效作用靶点和 ＰＳ⁃ＮＰｓ 相关疾病靶点韦恩图

图 ２　 虾青素和 ＰＳ⁃ＮＰｓ 相关疾病交集靶点的 ＰＰＩ 网络图

位分析条目进行作图， 结果核心靶点主要涉及 １ ０８７ 个生

物学过程， ２６ 个细胞组分， １０５ 个分子功能。 生物学过程

主要涉及对氧化应激的反应、 对活性氧的反应、 细胞对化

学压力的反应； 细胞组分主要集中在内质网腔、 囊腔、 膜

阀； 分子功能主要涉及肽链内切酶活性、 蛋白丝氨酸 ／苏氨

酸激酶活性、 激酶调节活性等， 见图 ３。 ＫＥＧＧ 通路富集分

析得到 １２６ 条信号通路， 选取基因数目最多的 ３０ 位绘制富

集条形图， 同时按照 Ｑ 值从小到大排序进行可视化作图，
见图 ４， 图中富集数目 （Ｃｏｕｎｔ） 表示位于该条目中基因数

目， 该值越大， 富集程度越高， 图中原点的颜色表示显著

性， 由蓝色至红色变化， 颜色越偏向红色， 显著性越强。
２􀆰 ５　 分子对接 　 将虾青素与 ５ 个核心交集基因 ＥＧＦＲ、
ＡＬＢ、 ＣＡＳＰ３、 ＩＧＦ１、 ＨＳＰ９０ＡＡ１ 分别进行分子对接， 结果

见表 １。 结合能＜－５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 表明受体与配体分子之间能形

成稳定的结合， 结合能越低， 结合效果越好。 其中结合能

较低的分子结合模式示意图， 见图 ５。 由此可知， 活性成

分与核心靶点都具有稳定的结合， 可形成稳定的对接结构。
２􀆰 ６　 不同浓度 ＰＳ⁃ＮＰｓ 及虾青素对 Ｌ０２ 细胞活力 的 影

响　 如图 ６Ａ 所示， 与对照组比较， １、 １０、 ２０ μｇ ／ ｍＬ ＰＳ⁃
ＮＰｓ 对 Ｌ０２ 细胞活力无显著影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 当 ＰＳ⁃ＮＰｓ 质

量浓度大于 ４０ μｇ ／ ｍＬ 时候， 细胞活力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 故

后续实验选择 ２０ μｇ ／ ｍＬ ＰＳ⁃ＮＰｓ 作为造模条件。 如图 ６Ｂ 所
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图 ３　 虾青素和 ＰＳ⁃ＮＰｓ 相关疾病交集靶点的 ＧＯ 富集分析

图 ４　 ＫＥＧＧ 通路富集分析直方图

示， 与正常组比较， ５ ～ ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 虾青素对 Ｌ０２ 细胞活力

无显著影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 当虾青素浓度大于 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时

候， 细胞活力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 故后续实验选择 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ

作为干预剂量。

图 ５　 虾青素与核心靶点分子对接图

表 １　 虾青素治疗 ＰＳ⁃ＮＰｓ 导致损伤的潜在靶点

活性成分 核心靶点 结合能 ／ （ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１）
天然虾青素 ＣＡＳＰ３ －８􀆰 １
天然虾青素 ＡＬＢ －８􀆰 ４
天然虾青素 ＩＧＦ１ －６􀆰 ５
天然虾青素 ＨＳＰ９０ＡＡ１ －７􀆰 ０
天然虾青素 ＥＧＦＲ －７􀆰 ９

２􀆰 ７　 虾青素对 ＰＳ⁃ＮＰｓ 诱导的 Ｌ０２ 细胞凋亡的影响　 如图

７ 所示， 绿色荧光为 Ｃａｌｃｅｉｎ 标记的正常细胞， 红色荧光为

ＰＩ 标记的凋亡细胞。 与对照组比较， ＰＳ⁃ＮＰｓ 组红色荧光表

达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明凋亡细胞增多； 与 ＰＳ⁃ＮＰｓ 组比

较， ＰＳ⁃ＮＰｓ＋虾青素组红色荧光表达减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明

凋亡细胞减少。
２􀆰 ８　 虾青素对 ＰＳ⁃ＮＰｓ 诱导的 Ｌ０２ 细胞 ＲＯＳ 水平的影

响　 如图 ８ 所示， 绿色荧光强度与活性氧的水平成正比。
与对照组比较， ＰＳ⁃ＮＰｓ 组绿色荧光表达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
表明细胞内 ＲＯＳ 水平升高； 与 ＰＳ⁃ＮＰｓ 组比较， ＰＳ⁃ＮＰｓ＋虾
青素组绿色荧光表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明细胞内 ＲＯＳ 水

平降低。
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 不同浓度 ＰＳ⁃ＮＰｓ 及虾青素对肝细胞

活力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＰＳ⁃ＮＰｓ 组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 各组细胞凋亡比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＰＳ⁃ＮＰｓ 组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 各组细胞 ＲＯＳ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

２􀆰 ９　 虾青素对 ＰＳ⁃ＮＰｓ 诱导的 Ｌ０２ 细胞线粒体 ＲＯＳ 水平的

影响　 如图 ９ 所示， 与对照组比较， ＰＳ⁃ＮＰｓ 组 ＭｉｔｏＳＯＸ Ｒｅｄ
荧光强度增强 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明细胞内线粒体 ＲＯＳ 水平升

高； 与 ＰＳ⁃ＮＰｓ 组比较， ＰＳ⁃ＮＰｓ＋虾青素组 ＭｉｔｏＳＯＸ Ｒｅｄ 荧光

强度减弱 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞内线粒体 ＲＯＳ 水平降低。
２􀆰 １０　 虾青素对 ＰＳ⁃ＮＰｓ 诱导的 Ｌ０２ 细胞 ｐ⁃ＥＧＦＲ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达的影响 　 如图 １０ 所示， 与对照组比较，
ＰＳ⁃ＮＰｓ 组 ｐ⁃ＥＧＦＲ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＰＳ⁃ＮＰｓ 组比较， ＰＳ⁃ＮＰｓ＋虾青素组 ｐ⁃
ＥＧＦＲ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
２􀆰 １１　 虾青素对 ＰＳ⁃ＮＰｓ 诱导肝损伤小鼠一般情况及肝功能

的影响　 如图 １１ 所示， 各组间小鼠体质量比较， 均无明显

变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与对照组比较， ＰＳ⁃ＮＰｓ 组小鼠肝重降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 血清 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＰＳ⁃
ＮＰｓ 组比较， ＰＳ⁃ＮＰｓ＋虾青素组小鼠肝重增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
血清 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
２􀆰 １２　 虾青素对 ＰＳ⁃ＮＰｓ 诱导肝损伤小鼠肝组织 ｐ⁃ＥＧＦＲ 蛋

白表达的影响 　 如图 １２ 所示， 与对照组比较， ＰＳ⁃ＮＰｓ 组

ｐ⁃ＥＧＦＲ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＰＳ⁃ＮＰｓ 组比较， ＰＳ⁃
ＮＰｓ＋虾青素组 ｐ⁃ＥＧＦＲ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３　 讨论

近年来， 纳米塑料因其广泛存在于环境中， 并可能对

生物产生不利影响而受到越来越多的关注。 ＮＰｓ 对机体的

毒性机制主要与改变糖脂代谢、 阻碍生长发育、 干扰内分
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＰＳ⁃ＮＰｓ 组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 各组细胞线粒体 ＲＯＳ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

注： 与对照组比较，∗ Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＰＳ⁃ＮＰｓ 组比较，
＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 各组细胞 ｐ⁃ＥＧＦＲ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达

比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

泌、 影响生殖能力、 氧化应激、 促进炎症反应和细胞死亡

有关［１７⁃１８］ 。 人类通过饮食、 呼吸和皮肤接触而摄入 ＮＰｓ，
并在肝脏、 肾脏、 肺和肠道等多个器官中积累， 从而增加

注： 与对照组比较，∗ Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＰＳ⁃ＮＰｓ 组比较，
＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １１　 各组小鼠体质量、 肝重及血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 活性

比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＰＳ⁃ＮＰｓ 组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １２　 各组小鼠肝组织 ｐ⁃ＥＧＦＲ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

健康风险 ［１８］ 。 研究表明， ＰＳ⁃ＮＰｓ 对机体的毒性机制主

要与改变糖脂代谢、 阻碍生长发育、 干扰内分泌、 影响

生殖能力、 氧化应 激、 促 进 炎 症 反 应 和 细 胞 死 亡 有

关 ［１７］ 。 虾青素具有极强的抗氧化性， 具有抗衰老、 抗

炎症 ［１０］ 、 光保护、 维护视力、 维护中枢神经 ［１９］ 、 增强
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免疫、 预防癌症 ［２０］ 的作用， 是目前发现的较强的天然

抗氧化剂 ［２１］ 。
本研究以 Ｌ０２ 细胞和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠为研究对象，

发现暴露于 ＰＳ⁃ＮＰｓ 后， Ｌ０２ 细胞凋亡增加， ＲＯＳ 及线粒体

ＲＯＳ 水平增加， 小鼠血清 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 活性升高， 表明接触

ＮＰｓ 可导致肝损伤， 而补充虾青素可以降低 ＮＰｓ 的损伤作

用， 提示虾青素可以有效改善 ＮＰｓ 引起的肝损伤。
本研究通过网络药理学方法获得 ＰＰＩ 网络， 按 Ｄｅｇｒｅｅ

排序， 可推测虾青素可通过 ＥＧＦＲ、 ＡＬＢ、 ＣＡＳＰ３、 ＩＧＦ１、
ＨＳＰ９０ＡＡ１ 核心靶点发挥改善 ＰＳ⁃ＮＰｓ 诱导肝损伤的作用。
分子对接结果也显示虾青素与核心靶点 ＥＧＦＲ、 ＡＬＢ、
ＣＡＳＰ３、 ＩＧＦ１、 ＨＳＰ９０ＡＡ１ 均具有较好的结合力。 ＥＧＦＲ 是

酪氨酸激酶的经典受体， 属于 ＥｒｂＢ 受体家族， 是肝脏中高

表达的蛋白之一。 研究表明， ＥＧＦＲ 参与肝细胞增殖和肝

脏再生， 也与肝细胞癌的发生有关［２１］ 。 ＥＧＦＲ 还参与多种

慢性肝损伤模型中的细胞损伤、 氧化应激、 炎症、 肝星状

细胞活化和纤维化［２２］ 。 半胱天冬酶是一组介导细胞凋亡

的半胱氨酸蛋白酶， 对氧化应激非常敏感， 活性氧诱导

的线粒体功能障碍会最终激活 Ｃａｓｐａｓｅ３， 诱导细胞凋

亡 ［２３］ 。 本研究发现， ＰＳ⁃ＮＰｓ 诱导的体外肝损伤模型中，
ＥＧＦＲ 和 Ｃａｓｐａｓｅ３ 活化水平升高； 虾青素干预可下调

ＥＧＦＲ 和 Ｃａｓｐａｓｅ３ 活化水平。 进一步体内实验结果显示，
虾青素干预可以降低 ＰＳ⁃ＮＰｓ 诱导的 ＥＧＦＲ 活化。 以上

结果提示， 经 ＰＳ⁃ＮＰｓ 诱导的肝损伤进展以及虾青素减

轻 ＰＳ⁃ＮＰｓ 诱导肝损伤的作用机制可能均与 ＥＧＦＲ 通路

有关， 但其具体的下游信号途径还需进一步研究。
综上所述， 本研究通过网络药理学结合细胞、 动物实

验， 发现虾青素能改善 ＰＳ⁃ＮＰｓ 诱导的肝损伤， 其机制可能

与抑制 ｐ⁃ＥＧＦＲ 表达， 降低细胞凋亡及细胞、 线粒体 ＲＯＳ
水平有关。
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关键产物的含量
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摘要： 目的　 建立 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法测定重楼皂苷Ⅶ逆转肝癌耐药过程中胆固醇及其 ４ 种合成代谢关键化合物 （羊毛

甾醇、 链甾醇、 ７⁃脱氢胆固醇、 ２７⁃羟基胆固醇） 的含量。 方法　 分析采用 Ｚｏｒｂａｘ Ｅｃｌｉｐｓｅ ｐｌｕｓ Ｃ１８ （２􀆰 １ ｍｍ×５０ ｍｍ，
１􀆰 ８ μｍ） 色谱柱； 流动相水 （含 ０􀆰 １％ 甲酸） ⁃甲醇， 梯度洗脱； 体积流量 ０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４０ ℃； 大气压化学电

离； 正离子扫描； 多反应监测模式。 结果 　 ５ 种成分在各自范围内线性关系良好 （ ｒ２ ≥０􀆰 ９９２）， 提取回收率为

８１􀆰 ９％ ～９７􀆰 １％ ， 基质效应为 ７９􀆰 ９％ ～１０１􀆰 ６％ ， 日内、 日间精密度以及稳定性均符合生物样品分析的要求。 重楼皂苷

Ⅶ可逆转 ＨｅｐＧ２ 细胞的索拉非尼耐药， 降低耐药细胞中胆固醇含量， 升高 ２７⁃羟基胆固醇含量。 结论　 该方法简便、
准确、 灵敏， 可用于肿瘤耐药与胆固醇合成代谢相关性研究， 为中药成分靶向胆固醇代谢调控逆转肿瘤耐药提供技术

支撑。
关键词： 重楼皂苷Ⅶ； 肝癌； 耐药性； 胆固醇； ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
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ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２５􀆰 ０９􀆰 ０４９

　 　 胆固醇是细胞膜磷脂双分子层的重要成分， 维持膜的

完整性和流动性［１⁃３］ 。 细胞内胆固醇代谢稳态由其合成、 摄

取、 外排、 氧化和酯化过程共同调节［４⁃５］ 。 胆固醇内源性合

成途径通过甲羟戊酸途径将乙酰辅酶 Ａ 转化为羊毛甾醇，
再经过一些中间产物合成 ７⁃脱氢胆固醇和链甾醇， 再分别

经 ７⁃脱氢胆固醇还原酶 （ＤＨＣＲ７） 和 ２４⁃脱氢胆固醇还原

酶 （ＤＨＣＲ２４） 催化合成胆固醇。 胆固醇可代谢为 ２７⁃羟基

胆固醇， 再转化为胆汁酸进行代谢［６］ 。
肿瘤细胞往往需大量胆固醇满足其快速生长需求， 通

常表现为胆固醇代谢失调［７⁃８］ ， 具体为合成水平上调及代谢

产物异常堆积［９⁃１１］ ， 随之细胞膜胆固醇水平升高， 通过脂

筏介导的膜蛋白 （如 ＡＢＣＢ１、 ＥＧＦＲ） 进一步高表达从而

引起耐药［１２］ 。 研究表明， ＤＨＣＲ２４ 可促进黑色素瘤对维莫

非尼的耐药， 其机制与 ２７⁃羟基胆固醇积累及 ＡＫＴ 通路激

活有关［１３］ 。 ＤＨＣＲ２４ 作为胆固醇合成途径的关键酶， 研究

其作用相关的底物和产物水平可为肿瘤耐药研究提供重要

依据。
重楼作为清热解毒药， 其主要成分重楼皂苷对肿瘤耐

药和胆固醇代谢具有一定影响［１４］ 。 重楼皂苷Ⅶ可通过阻滞

细胞周期、 诱导凋亡和自噬， 抑制肿瘤血管生成和转

移［１５⁃１６］ 。 重楼皂苷 Ｉ 可破坏脂筏结构， 抑制膜上耐药相关

蛋白合成， 从而逆转耐药［１７］ 。 胆固醇及代谢物的常用检测

方法有 ＧＣ⁃ＭＳ、 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 等［１８⁃２２］ ， 但其分析时间长、 前

处理复杂。 因此， 本研究建立 ＵＰＬＣ⁃ＡＰＣＩ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法，
可同时检测细胞内胆固醇及其关键代谢产物 （羊毛甾醇、
链甾醇、 ７⁃脱氢胆固醇、 ２７⁃羟基胆固醇）， 具有样品前处
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