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基于代谢组学研究黄芩对干酵母热证模型的影响及苦寒性效关系 

汪  娜，柳长凤*，刘树民*，杨智明，李煦照 
黑龙江中医药大学 中医药研究院，黑龙江 哈尔滨  150040 

摘  要：目的  基于代谢组学研究黄芩对干酵母诱导的热病证候模型的影响，揭示黄芩的苦寒性效关系。方法  实验分对照

组、模型组、黄芩高和低剂量（生药 12、3 g/kg）组。除对照组外，其他 3 组 sc 干酵母悬液（10 mL/kg）；黄芩组分别于造

模后 4、8 h 分别 ig 给予黄芩水提取液各 1 次，对照组和模型组 ig 同体积蒸馏水。以热证的生物标志物及其变化规律为切入

点，应用代谢组学、UPLC/ESI-TOF-MS 法、主成分分析（PCA）和正交偏最小二乘-判别分析（OPLS-DA）法等技术，研

究干酵母诱导的热病证候的代谢特性及黄芩的干预作用，进而探讨中药性味与药效的相关性。结果  确定了 30 个热证特异

性生物标志物，鉴定其中 1 个离子结构为 L-苯丙氨酰-L-羟脯氨酸，并与脯氨酸和苯丙氨酸代谢通路等代谢途径相关。黄芩

高、低剂量组各对 13 个离子具有明显的回调作用。结论  从热病证候代谢物组的整体及生物标志物的变化，揭示了黄芩干

预热病证候的作用及其苦寒性效关系。 
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Effect of Scutellariae Radix on fever syndrome induced by dry yeast and its 
property-effect relationship between bitter and cold based on metabolomics 

WANG Na, LIU Chang-feng, LIU Shu-min, YANG Zhi-ming, LI Xu-zhao 
Institute of Traditional Chinese Medicine, Heilongjiang University of Chinese Medicine, Harbin 150040, China 

Abstract: Objective  To study the intervention of Scutellariae Radix on the fever syndrome induced by dry yeast based on metabonomics 
and reveal its property-effect relationship between bitter and cold. Methods  There were control, model, low- and high-dose (3 and 12 
crude drug g/kg) Scutellariae Radix groups. The rats in all groups were sc dry yeast suspension (10 mL/kg) except control group. The 
rats in Scutellariae Radix group were ig given water extract from Scutellariae Radix 4 and 8 h once after modeling, and the rats in model 
and control groups were given the same volume distilled water. From the aspect of biomarkers of fever syndrome and the variation, the 
characteristics of dry yeast-induced fever syndrome and intervention of Scutellariae Radix were investigated by metabolomics,  
ultra-performance liquid chromatography/electrospray ionization time-of-flight mass spectrometry (UPLC/ESI-TOF-MS), PCA, and 
OPLS-DA analyses. Results  Thirty specific biomarkers were determined, and the structure of L-phenylalanyl-L-hydroxyproline was 
identified, and it is correlated with metabolic pathway proline and phenylalanine. The rats in both high- and low-dose Scutellariae Radix 
groups showed the obvious regulation against 13 ions. Conclusion  The property-effect relationship between bitter and cold of 
Scutellariae Radix is represented by studying the changes of the whole metabolites and biomarkers of fever syndrome. 
Key words: Scutellariae Radix; metabolomics; fever syndrome; biomarker; property-effect relationship between bitter and cold; 
L-phenylalanyl-L-hydroxyproline 
 

中药药性理论是祖国医药学理论体系中的重要

组成部分，是指导中医临床用药的重要依据。然而

较少按照中医药学自身思维特点对中药四性五味药

性理论进行系统研究[1]。了解中药药性理论实质，对

临床“证候”的生物学特征及其中药干预机制进行

科学阐释，是当今中医药走向国际亟待解决的问题。 
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给药后药性中的某一方面在机体出现相关效应的基

础既可能是药物本身的成分（单一成分或多因素成

分群），更可能是药物在机体中的代谢产物[2]。因此，

基于机体病症生物代谢标志物，探究中药改善病理

状态下异常代谢的作用规律，由此得出代表药性作

用的有效物质基础，是研究中药药性的正确和有效

方法[3]。代谢组学能够研究机体或药物对机体所形

成的生化物质的总体代谢变化，具有与中医治疗疾

病的整体观、辨证观相一致的优势[4-5]。酵母菌所致

动物发热是由注射部位局部溃烂引发的剧烈炎症反

应导致的，其全身表现与人临床上炎症的里热证类

似，适合考察清热药的解热作用[6]。本实验依据中医

药“热者寒之”传统理论，采用干酵母诱导的热证

模型，运用代谢组学中的主成分分析（PCA）和正

交偏最小二乘-判别分析法（OPLS-DA）[7-8]，研究苦

寒代表药黄芩给药后对大鼠尿液中代谢物的影响，

从代谢物组的整体变化及热病证候的特异性生物标

志物的变化阐述黄芩的作用及其苦寒性效关系。 
1  材料 
1.1  药材 

黄芩，购自黑龙江省药材公司，经黑龙江中医

药大学中医药研究院王连芝副研究员鉴定为唇形科

植物黄芩 Scutellaria baicalensis Georgi 的干燥根。 
高活性干酵母，安琪酵母股份有限公司；乙腈，

色谱纯，墨克公司；甲酸色谱级，美国霍尼韦尔公司；

亮氨酸-脑啡肽，Sigma 公司；氢氧化钠，分析纯。 
1.2  动物 

雄性 Wistar 大鼠，清洁级，体质量（200±20）g，
北京维通利华实验动物技术有限公司提供，合格证

号：SCXK（京）2007-0001。 
1.3  仪器 

美国 Waters AcquityTM UPLC 液相色谱仪（四

元梯度泵-在线真空脱气机-自动进样器-二极管阵

列检测器-柱温箱）；美国 Waters LCT Premier XE
飞行时间质谱仪（电喷雾离子源 -Lockspray）；
MassLynxV4.1 工作站；KDC—160HR 高速冷冻离

心机，科大创新股份有限公司中佳分公司；MC—
612 型电子数字式温度计，欧姆龙有限公司。 
2  方法 
2.1  黄芩提取物及干酵母悬液制备 

取黄芩 600 g，第 1 次加 10 倍量水煎煮 1 h，第
2 次加 8 倍量水煎煮 1 h，合并煎液，浓缩干燥，研

成细粉备用，按《中国药典》2010 年版测定，按干

燥品计算，黄芩苷质量分数为 9.05%。 
称取干酵母 20 g，置乳钵中，逐渐加入蒸馏水研

磨成均匀的悬浆，最后定容为 100 mL，临用前配制。 
2.2  模型制备、分组与给药 

大鼠适应环境 3 d 后，每日早晚各测定大鼠肛

温 1 次，连测 3 d，选取基础肛温在 38.0～39.5 ℃、

波动在 0.5 ℃以内者纳入实验。36 只大鼠随机分为

对照组、模型组、黄芩高和低剂量（生药 12、3 g/kg）
组。除对照组外，其他组大鼠 sc 干酵母悬液 10 
mL/kg。黄芩组大鼠分别于造模后 4、8 h 分别 ig 相

应剂量黄芩水提取物各 1 次，对照组和模型组 ig 同

体积的蒸馏水。 
2.3  样品采集 

分别于与造模前及造模后 3、6、8、10、12、
15、18 h 监测体温 1 次。于造模前 3 d，每天 8:00
时用代谢笼收集 24 h 尿液 1 次，并收集造模前 12 h
尿液；收集造模后 0～6 h、6～10 h、10～16 h、16～
22 h、22～28 h 尿液各 1 次。收集的尿液置冰箱中

保存，用时 4 ℃、13 000 r/min 离心 15 min，取上

清液供 UPLC-TOF-MS 分析。 
2.4  色谱条件 

色谱柱为 Acquity UPLCTMBEH C18柱（50 mm×

2.1 mm，1.7 μm）；体积流量 0.4 mL/min；柱温 40 ℃；

流动相 A 为 0.1%甲酸水溶液，B 为 0.1%甲酸乙腈溶

液。梯度洗脱：0～8 min，98%A；8～10 min，60%A；

10～12 min,2%A；12～15 min，98%A，进样量 2.0 μL。
样品不经紫外检测器直接导入质谱系统检测。 
2.5  质谱条件 

电喷雾离子源（ESI），正离子扫描检测；毛细

管电压为 1 000 V，样本锥孔电压为 40 V；离子源

温度为 100 ℃，脱溶剂温度为 350 ℃；脱溶剂气流

量扫描为 700 L/h，锥孔气流量为 10 L/h；微通道板

电压为 2 300 V；扫描时间为 0.3 s；准确质量校正

采用亮氨酸-脑啡肽（[M＋H]+为 556.277 1），质量

浓度为 1.0 ng/mL，校正溶液进样体积流量为 30 
μL/min，校正频率为 15 s；扫描方式为全扫描，质

量扫描范围 m/z 50～1 000。 
2.6  数据处理 

记录每只大鼠各时间点体温值，取同一时间点

各个样本体温平均值，作平均体温反应曲线，对各

时间点平均体温差（ΔT = 造模后体温值－造模前体

温值）进行 t 检验，采用 MarkerLynx XP 软件进行

色谱峰识别以及峰匹配，并采用 PCA 和 OPLS-DA
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对获得的多维数据进行处理。 
通过对模型组造模前后不同时间大鼠尿液中代

谢物组进行 PCA，绘制反映组间离散程度的 Scores 
plot，进一步选择与对照组离散程度最大的时间点进

行 OPLS-DA 分析，结合各组间各离子点量的变化趋

势，在 Scores plot 图中选择潜在的干酵母诱导热证

的生物标志物。源于黄芩的大量外源性代谢物会明

显干扰大鼠体内物质的代谢，给热证模型的生物标

志物的筛选带来困难，因此应剔除黄芩的外源性代

谢物。首先采用 PCA 对获得的多维复杂数据进行处

理，描述造模前后及给药前后各时间段的代谢物组

变化轨迹，在 loading plot 的 4 个象限中分别给出在

对照组、模型组、黄芩组间不同变化趋势的离子，

最后解释 Scores plot 中各组代谢物组的变化轨迹，

并在 loading plot 中辨识药物引起的上调或者下调

的离子，分别存在于 loading plot的2个相反的象限内。 
3  结果 
3.1  对热证大鼠体温的影响 

黄芩各剂量组对干酵母诱导的大鼠热病证候作

用均有不同程度的影响，其中高剂量组的效果最为

显著。结果见表 1。 
3.2  热证大鼠尿样液相质谱检测结果 

在液相色谱和质谱分析条件下，应用正离子模式

取得了良好的分析效果。结果见图 1。从基峰离子色 

表 1  黄芩对热证大鼠体温的影响 ( 6=± n , sx ) 
Table 1  Effect of Scutellariae Radix on body temperature of rats with fever syndrom ( 6=± n , sx ) 

ΔT / ℃ 
组别 

剂量 / 

(g·kg−1) 造模后 3 h 造模后 6 h 造模后 8 h 造模后 10 h 造模后 12 h 造模后 15 h 造模后 18 h

对照 － −1.10±0.41 −1.25±0.43 −1.03±0.28 −1.01±0.54 −1.20±0.25 −0.65±0.39 −1.03±0.36 

模型 － −0.29±0.79 0.74±0.79* 0.81±0.29* 0.43±0.54* −0.20±0.46* −0.45±0.42 −1.67±0.68 

黄芩 12 −0.53±0.47▲
 0.16±0.38▲ 0.36±0.52▲ 0.16±0.41 −0.19±0.63▲▲ −0.53±0.58▲

 −1.00±0.41 

 3 −0.28±0.36▲
 0.45±0.28▲ 0.70±0.55▲ 0.47±0.54▲ −0.23±0.32▲ −0.05±0.59▲▲

 −0.08±0.44▲▲

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：
▲P＜0.05  ▲▲P＜0.01，下表同 

*P < 0.05 vs control group; ▲P < 0.05  ▲▲P < 0.01 vs model group, same as below 
 

 
A-对照组  B-模型组  C-黄芩 12 mg·kg−1 组  D-黄芩 3 mg·kg−1 组 

A-control group  B-model group  C-high-dose (12 mg·kg−1) Scutellariae Radix group  D-low-dose (3 mg·kg−1) Scutellariae Radix group 

图 1  各组大鼠尿液检测 BPI 图 
Fig. 1  BPI chromtograms of rat urine samples from each group 
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t / min 

L-苯丙氨酰-L-羟脯氨酸 
↓ 

L-苯丙氨酰-L-羟脯氨酸 
↓ 

L-苯丙氨酰-L-羟脯氨酸 
↓ 

L-苯丙氨酰-L-羟脯氨酸 
↓ 
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谱图（BPI）图中可看到各组尿样中物质的差异，在 10.0 
min 有效洗脱时间内获得较好的分离和响应效果。 
3.3  对热病证候的代谢变化 

疾病的病理过程使生物代谢网络、细胞产生的

内源性产物的种类和浓度及相对比例发生扰动，这

种扰动体现在小分子代谢产物集合轮廓的改变。因

此通过比较对照组与模型组的代谢产物集合轮廓，

从 2 组内源性产物种类、浓度、相对比例的差别推

断造模是否成功。 
由图 2 可见，大鼠 sc 干酵母后，尿液代谢物组

发生明显变化，与对照组相比明显被分类。模型组

大鼠在造模后 0～6 h，内源性产物的种类、浓度和

相对比例发生扰动，逐渐远离对照组，分类趋势趋

向明显；造模后在 6～10 h 达峰值；在造模后 10～
22 h，内源性产物的种类、浓度和相对比例逐渐回

调至对照组位置，这与热病证候模型造模过程中体

温变化趋势相吻合，表明造模成功。造模后 6～10 h
大鼠代谢轮廓变化最大，因此对造模前和造模后

6～10 h 的尿液代谢轮廓进行 OPLS-DA 分析，对其

特征进行抽提及模式识别。作为干酵母诱导发热的

特异性生物标志物的选择依据为：（1）根据 Scores 
plot 图（图 3-A 和 C）中离子的置信度和 VIP 值可知

离子对分类贡献的大小，离子变量重要性值（VIP）
值越大贡献越大，因此选择 VIP 值较大的离子；（2）
根据 Treading plot 图（图 3-B 和 D）选择在对照组

和模型组大鼠尿液中量有显著变化的离子。根据以

上原则，初步确认了 30 个（表 2）具有显著分类意

义的干酵母致热病证候模型的生物标志物，其中表  

 
图 2  模型组不同时间段大鼠尿液 PCA 分析 Scores plot 图 
Fig. 2  PCA Scores plot of urine samples from model group 

at different time points 
 

 
与对照组比较量升高的离子的 Scores plot 图 (A) 及其 Treading plot 图(B)；与对照组比较量下降的离子的 Scores plot 图 (C) 及其 Treading plot 图 (D) 
Scores plot of higher content ions vs control group (A) and its Treading plot (B); Scores plot of lower content ions vs control group (C) and its Teading plot (D) 

图 3  造模后 6～10 h 模型组大鼠尿液代谢轮廓的 Scores plot 图及对应标志物的 Treading plot 图 
Fig. 3  Scores plot and Teading plot of ions in urine samples of rats 6—10 h after modeling 
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达上调的有 19 个，表达下调的有 11 个。 
3.4  黄芩给药后干酵母诱导热病证候的代谢变化 

在确定干酵母诱导的热病证候大鼠模型的内源

性生物标志物的基础上，进一步研究黄芩对干酵母

诱导热病证候的整体代谢的干预作用、对特异性生

物标志物的调节作用。 
利用MarkerLynx V4.1工作站中Ezifo软件处理

剔除外源性物质，得 Scores plot 图（图 4）。由图 4
可知，与模型组在同一时间比较，黄芩组的代谢物

组轮廓明显偏离模型组，稍趋向于对照组方向，黄

芩高、低剂量组混在一起，表明这 2 个剂量对干酵

母诱导热病证候均具有干预作用。黄芩高、低剂量

组预选出的干酵母诱导热病证候的生物标志物结果

见表 2 和 3。将各组生物标志物的量的变化进行定

量比较，可见在表现上调的 19 个离子中，黄芩高剂

量组对其中的 9 个有明显的上调抑制作用，低剂量

组对其中 8 个有明显的上调抑制作用；在表现下调

的 11 个离子中，黄芩高剂量组对其中的 4 个有明显

干预作用，低剂量组对其中 5 个有明显干预作用。

即给予黄芩干预后，高剂量组和低剂量组各对 13 

 
图 4  造模后 6～10 h 各组大鼠尿液代谢物组 PCA 

Scores plot 图 
Fig. 4  PCA Scores plot of urine samples of rats from  

each group 6—10 h after modeling 

个离子具有明显的回调作用。经二级质谱鉴定其中

一个生物标志物的结构为 L-苯丙氨酰-L-羟脯氨酸，

具体信息见表 4。 
4  讨论 

本课题组前期实验结果表明，20%干酵母混悬

液诱导的热病证候模型可持续发热约 30 h，是制备 

表 2  正离子检测模式下潜在的生物标志物（上调）信息 
Table 2  Information of potential biomarkers (up-regulation) under ESI+ mode 

 

t / min m /z [M＋H]+ 对照 模型 黄芩 12 g·kg−1 黄芩 3 g·kg−1 

0.30 140.011 1 7.32±4.48 28.97±6.70* 7.81±4.74▲ 11.64±6.16▲
 

0.36 188.175 7 1.09±0.71 3.53±1.29* 3.32±1.74 4.40±2.33 

0.38 175.071 7 3.4×10−8±7.07×10−24 2.40±0.80* 1.44±0.93 2.12±2.02 

0.38 176.093 7 1.69×10−8±0 1.04±0.19* 1.11±0.58 0.96±0.47 

0.39 114.067 2 26.55±6.08 48.96±6.77* 33.58±7.54▲ 36.76±8.37▲ 

0.41 169.039 6 2.00±1.10 7.09±2.31* 2.92±1.44▲ 4.37±2.66 

0.42 267.060 4 2.00±1.50 4.72±1.89* 3.69±2.90 5.44±3.10 

0.43 212.103 2 26.31±6.84 42.99±7.53* 35.76±9.21 38.68±12.23 

0.44 229.119 3 5.45±2.83 19.24±7.70* 11.57±4.14 13.14±5.55 

0.46 322.108 9 0±2.83×10−23 3.02±0.62* 1.39±1.25▲ 1.61±0.61▲ 

0.47 234.068 1 1.95×10−7±2.83×10−23 6.58±3.96* 2.37±3.94 3.46±4.16 

0.49 226.081 3 7.94±3.05 13.74±2.50* 6.43±5.33▲ 8.37±4.36▲ 

0.56 286.139 0 2.26±0.91 6.56±2.24* 2.03±1.80▲ 4.15±1.11▲ 

0.80 258.109 1 15.61±6.69 21.67±3.31* 20.18±7.99 10.07±3.17▲ 

0.82 271.096 0 1.80±1.53 3.69±0.54* 2.78±0.52▲ 3.02±0.74 

0.98 190.111 0 6.53±1.22 8.22±0.74* 10.59±4.67 8.58±2.81 

2.55 235.108 2 27.90±8.16 53.00±8.22* 24.17±5.34▲ 22.90±3.04▲ 

2.80 219.119 9 8.510−9±0 1.88±0.98* 0.91±0.85 0.79±0.71▲ 

9.80 279.159 2 39.96±8.53 102.95±23.29* 64.80±32.50▲ 86.49±37.39 
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表 3  正离子检测模式下潜在的生物标志物（下调）信息 
Table 3  Information of potential biomarkers (down-regulation) under ESI+ mode 

 
表 4 正离子检测模式下热证生物标志物信息 

Table 4  Information of fever syndrome biomarker identified under ESI+ mode 

m/z 
t / min 

测量值 理论值 
分子式 

MS/MS 离子碎片

(m/z) 
碎片结构分子式 生物标志物 

2.73 279.1339 278.1267 C14H18N2O4 279 C14H19N2O4 L-苯丙氨酰-L-羟脯氨酸 

    278 C14H18N2O4  

    262 C14H16NO4  

    233 C13H17N2O2  

    148 C6H16N2O2  

 
长时程热病证候模型的可靠方法，可以保证结果的

可重复性[10]。 
本实验利用代谢组学方法，研究干酵母致热的

大鼠尿样最终代谢产物的变化，明确了热病证候发

生、发展中的 30 个潜在的生物标志物，鉴定了其中

1 个生物标志物的结构为 L-苯丙氨酰-L-羟脯氨酸。

L-苯丙氨酰-L-羟脯氨酸是胶原蛋白的分解产物，而

胶原蛋白是人体内量最丰富的蛋白质[9]，占全身总

蛋白质量的 30%以上。胶原蛋白富含人体需要的甘

氨酸、脯氨酸、羟脯氨酸等氨基酸，羟脯氨酸是一

种非必需氨基酸，测定血、尿和组织中羟脯氨酸的

量是衡量机体胶原组织代谢的重要指标[11]。大鼠尿

液中 L-苯丙氨酰-L-羟脯氨酸的量明显降低，表明体

内胶原蛋白代谢减慢[12]，与前期研究采用的 2, 4-
二硝基苯模型相符[13]，表明 L-苯丙氨酰-L-羟脯氨酸

作为热证的生物标志物有一定的可行性。 
从本实验 PCA 的结果可见，大鼠 sc 干酵母后，

尿液代谢物组发生明显变化，与对照组相比明显被

分类，说明大鼠正常生理代谢被干扰。黄芩各组聚

于一类，在 Scores plot 图中与对照组显著分离，处

于热证继续发展但已向空白方向恢复的路线上，表

明黄芩抑制热病证候的发展。在 30 个潜在热证生物

标志物中，对上调的 19 个离子，黄芩高剂量组对其

中的 9 个离子有明显抑制作用，低剂量组对其中 8
个离子有明显抑制作用；对表现下调的 11 个离子

中，黄芩高剂量组对其中的 4 个有明显干预作用芩

低剂量组对其中的 5 个有明显干预作用。从被干预

的离子的数量和含量变化可见，黄芩对热病证候中

表现上调的生物标志物具有显著抑制上调的作用，

高剂量组的效果优于低剂量组；但对下调的生物标

志物，黄芩低剂量组的效果优于高剂量组。产生此

结果的原因可能是由于：（1）机体的寒热处于动态

平衡，一方变化必然导致另一方改变，符合中医的

阴阳理论；（2）黄芩苦寒肃降之性，可显著抑制导

致机体热性的生物标志物上升；（3）苦寒易伤正，

机体的免疫调节作用相对下降，导致黄芩对下调的

生物标志物的作用不明显，反相佐证了黄芩的苦寒

之性。由此可见，黄芩既可以治疗热证的临床症状，

t / min m /z [M＋H]+ 对照 模型 黄芩 12 g·kg−1 黄芩 3 g·kg−1 

1.03 199.107 8 43.38±21.28 22.08±5.59* 26.34±9.83 32.17±10.33 

1.08 303.071 4 54.73±16.91 14.46±9.07* 28.21±10.91▲ 37.03±17.00▲ 

1.60 210.082 7 3.20±0.83 0.56±1.37* 0.99±0.82 0.38±0.68 

2.03 225.081 3 1.24±0.19 2.25×10−8±0* 0.51±0.82 0.48±0.75 

2.08 270.090 6 2.95±0.45 1.98±0.87* 1.00±0.50▲ 0.78±0.78▲ 

2.73 279.133 9 117.28±6.32 63.40±14.08* 65.95±3.59 80.68±16.02 

2.88 431.097 6 38.85±19.54 14.28±9.65* 27.24±16.25 41.31±13.17▲ 

4.00 151.075 8 1.28±0.68 0.12±0.26* 0.75±0.51▲ 0.55±0.81 

4.09 239.139 4 34.82±10.58 10.25±5.59* 11.73±5.40 16.03±6.26 

4.69 325.150 8 5.75±2.08 1.81±0.77* 2.53±1.61 3.27±1.43▲ 

4.47 281.149 8 61.29±5.10 17. 60±7.13* 28.21±8.27▲ 34.68±14.09▲ 
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又可以改善机体的免疫能力。与张元素的“黄芩九

用说”有异曲同工之意。 
综上，黄芩对部分代谢异常的代谢通路具有干

预和拮抗作用，表明其对热病证候的异常代谢具有

干预作用，其作用可能是通过干预脯氨酸-苯丙氨酸

的代谢通路实现的。本实验从体内代谢的整体网络

及生物标志物的变化揭示了黄芩干预热病证候的作

用，反证了黄芩的苦寒药性。 
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