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观地模拟了药物与机体的相互作用过程，可更深入

地揭示药物作用机制，使结果具有真实性和科学性。

本实验建立了测定血清中TFRD浓度的高效

液相色谱方法，该方法准确、科学性强。根据不同时

间的HPLC指纹图谱测定血药浓度，为在血清药理

学方法中寻找一个合适的采血时间点提供一个更可

行的手段，也为研究药物在体内的吸收、代谢及其作

用机制提供了一个可靠的方法。由TFRD的药一时

关系可知，血清药物浓度在0～30 min是逐渐上升

的，在30～60 min是逐渐下降的，在60 min的血清

中几乎已经没有药物。因此，确定ig后30 min为采

血最佳时间点。由于中药试剂一般在给药3 d后才

能观察到效果，并结合血清药理学实验中通常采用

的给药方式[9]，在本实验过程中，采取了1日2次，

给药7次的给药方案。

本实验从刺激小鼠脾淋巴细胞增殖、提高NK

与LAK细胞杀伤活性以及增强巨噬细胞吞噬功能

等方面对TFRD含药血清的活性进行了评价和分

析，结果证实了TFRD含药血清对小鼠的细胞免疫

功能如淋巴细胞增殖、巨噬细胞吞噬活性有一定的

促进作用，对NK以及LAK细胞的杀伤活性表现

出十分显著的促进作用。说明TFRD通过提高NK

和LAK细胞的杀伤活力实现对小鼠细胞免疫功能

的提升。
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关木通肾毒性的代谢组学研究
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摘 要：目的 研究经关木通染毒后大鼠尿液的代谢表型改变及其与组织病理和尿液、血浆生化指标的相关性，探

讨代谢组学在中药毒理学研究中的应用。方法关木通分4个剂量组：36、32、28、24 g／kg，Wistar大鼠连续ig给药

6 d，12 h后收集尿样，测定1H—NMR谱，并进行血浆生化指标和肾脏组织病理学检查。结果染毒后，大鼠肾脏出

现不同程度的炎症坏死，尿样中氧化三甲胺、柠檬酸、牛磺酸、肌酐、甜菜碱等代谢物均有不同程度的下降，而醋酸、

丙氨酸则显著上升。主成分分析表明，给药组与对照组的代谢谱有明显差异，能够被区分开，而造成组间差异的主

要影响因素是醋酸和氧化三甲胺的变化。不同剂量条件下，各组动物的代谢谱也各不相同，与肾脏病理和血浆生化

改变相一致。结论关木通能够对肾脏造成损害，且大鼠尿液的代谢物谱与关木通毒性作用强度密切相关，代谢组

学分析方法在毒理学研究中有着广泛的应用前景。
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Metabonomics study on nephrotoxicity of Aristolochia m口咒s，lH，fP咒sZs
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Abstract：Objective To study the metabolic profiles in the urine samples of rats dosed with decoction

of the caulis of Aristolochia manshuriensis and the relationship between the results of blood biochemical

analysis and histopath0109ical analysis，and to explore the feasibility of the application of NMR—based

metabonomics tO toxicology of Chinese medicine．Methods Male Wistar rats were administrated by ig 3 6，

32，28，and 24 g／kg of A．manshuriensis or the equal volume of distilled water for 6 d，respectively．Urine

were collected and their 1H—NMR spectra were acquired，and then subjected to data process and principal

component ana—lysis(PCA)．Blood biochemical analysis and histopathological examination were carried

out．Results Compared tO contr01 groups，the urinary concentrations of TMAO，taurine，creatinine，

DMG，citrate，and DMA in dosed groups decreased，while those of acetate，alanine，and some other

amino acids increased tO a great extent．The dosed groups can be readily discriminated from the controls

based on PCA，with acetate and TMAO as main discriminators．A good agreement was achieved within

clinical chemistry，microscopically examination and PCA data．Conclusion The caulis of A．manshuriensis

can induee renal 1esion as revealed by the metabonomic analysis of rat urine samples as well as blood bio—

chemical analysis and histopathological examinations．The results show that the metabonomic approach is

a promising new technology in toxicology．

Key words：the caulis of Aristolochia manshuriensis Kom．；nephrotoxicity；metabonomics；NMR；

pattern recognition

早在1993年比利时学者Vanherweghem等[1]

报道，一些年轻妇女服用了含广防己、厚朴、关木通

等中草药成分的减肥药后出现慢性肾功能衰竭，组

织形态学主要表现为“进展性间质纤维化”，并称之

为“中草药肾病”(Chinese herbs nephropathy，

CHN)，随后国内外大量学者开始关注CHN。后来

有学者提出CHN的主要成因是病人服用了含有马

兜铃酸(aristolochic acid)成分的中草药，因此冠名

为“马兜铃酸肾病”(aristolochic acid nephropathy，

AAN)更为合适。国内外有关中草药不良反应的报

道Et见增多，使得中药安全性问题在国际上引起了

重视‘2|。

近年来，国外开始探索利用代谢组学(metabo—

nomics)[33进行早期药物毒性筛选。代谢组学主要利

用核磁共振技术(nuclear magnetic resonance，

NMR)测定生物体液(如尿液、血浆、组织提取液

等)中的内源性代谢产物，考察生物体系受到刺激

或扰动后(如将某个特定的基因变异或环境变化

后)其代谢产物的变化，研究生物体系代谢途径，经

过多元统计分析(如主成分分析，principal compo—

nent analysis，PCA)[41确定内源性小分子代谢物成

分的变化模式，对代谢产物谱进行动态追踪，从而反

映出中毒或代谢损害而引起的细胞功能异常及其随

时间的变化过程。由此揭示的这种变化和传统毒理

学终点相一致[5]。

文献报道的一些实验研究表明[6]，关木通肾毒

性临床上主要表现为非少尿性急性肾衰，病理表现

主要为肾小管问质损伤或急性肾小管坏死，主要病

变集中在皮髓交界区。本实验应用基于NMR的代

谢组学方法，对关木通所致大鼠急性肾损伤的动物

模型进行了研究，观察了关木通急性肾损伤作用的

功能改变特点和病理学特点，以及关木通对大鼠代

谢表型(metabotype)的影响。初步研究结果表明关

木通对啮齿动物具有一定的肾毒性。本实验还探讨

了NMR在代谢组学研究中的应用前景。

1材料

1．1 动物：Wistar大鼠，雌雄，体重(220±20)g，

由军事医学科学院实验动物中心提供。军事医学科

学院毒物药物研究所动物饲养房自然明暗周期，室

温25～28‘C，动物自由摄食、饮水。

1．2药材：关木通购自安徽省毫州市东郊药业公司

中药材经营部，并经甘肃中医学院中药教研室郭玫

教授鉴定为马兜铃科植物木通马兜铃Aristolochia

rnanshuriensis Kom．的干燥藤茎，俗称关木通。

1．3 关木通水煎剂：由本实验室制备。取关木通

1 000 g，洗净，加入6～8倍自来水，浸泡30 min，加
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热至沸腾，煎煮30 min，倾出药液；残渣再加入4～6

倍自来水，浸泡30 rain，加热至沸腾，煎煮30 min。

合并两次药液，滤过、浓缩后制成500 mL水煎剂

(相当于生药2 g／mL)，4℃放置备用。采用HPLC

方法测得含马兜铃酸A 0．058％。

1．4仪器：Varian UNITY INOVA 600兆超导脉

冲傅里叶变换NMR谱仪，购自美国Varian公司；

7020全自动生化分析仪，购自日本日立公司。

2 方法

2．1动物分组及给药方法：每批10只，共4批，其

中第4批体重为(180±20)g。随机将10只大鼠分

为给药组6只、对照组4只。给药组用关木通水煎剂

(生药2 g／mL)给大鼠ig，1～4批的剂量分别为

36、32、28、24 g／(kg·d)，每天1次，连续6 d ig给

药。对照组给予自来水。给药期间，大鼠自由饮食、

饮水。试验结束后处死动物进行病理检查并采集

血浆。

2．2尿液的收集和处理：采用代谢笼法，从给药后

开始每天收集12 h尿液，连续收集8 d。代谢笼集尿

器置于冰上，加入1％NaN。溶液作为防腐剂。对收

集的尿液进行离心处理，取上清液，置于一20℃冰

箱中保存备用。NMR测量前样品准备：在400肛L

尿样中加入200肛L缓冲液(0．2 mol／L Na2HPO。一

NaH2P04，pH 7．4)，放置10 min，4℃、3 000×g离

心10 min；取上清液500肛L，添加50肛L D20，5 pL

0．1％TSP；转人5 mm样品管中进行测试。

2．3血浆、尿液生化分析：离心制备血浆，用7020

全自动生化分析仪测定血浆中的尿素氮(BUN)和

肌酐(Cr)。同时检测尿液如下生化指标：pH值、葡

萄糖(GLU)、蛋白质(PRO)、潜血(BLD)、酮体

(KET)、胆红素(BIL)、尿胆素原(URO)、亚硝酸

素统计资料分析。数据以z±s表示，组间差异采用

t检验。两样本率的比较采用四格表的确切概率法。

2．4肾脏病理学检查：大鼠给药结束后，根据设计

的时间剖杀大鼠，取出肾脏，生理盐水冲净表面血

污，并依次经过4％中性福尔马林液固定、组织修

切、石蜡包埋、常规切片、HE染色、酒精梯度脱水、

透明、封片、最后进行光学显微镜观察。

2．5 NMR数据采集与分析：数据在Varian UNI—

TY INOVA 600超导脉冲傅里叶变换NMR谱仪

上采集。采用有预饱和的1D NOESY脉冲序列，取

如下参数：谱宽7 000 Hz，混合时间0．15 S，弛豫延

迟时间2 S，采样点数64 K，累加次数128次；在弛

豫延迟期间采用预饱和方式抑制水峰，谱仪偏置设

置在水峰的位置。FID信号经过傅里叶变换转换为

NMR图谱，所用窗函数为0．5 Hz线增宽因子。以

TSP为化学位移参考峰的位置，并定为0。为统计处

理时方便，利用VNMR软件的宏指令将同一组样

本的1D NMR数据变成数组型的1D数据(ar—

rayed 1D)，然后进行FT变换，相位校正，基线校

正。按默认范围(从60．5～9．5，每段为o．04)进行

分段并积分，同时排除以溶剂峰为中心的部分

(a4．6～5．O)和包含尿素峰的部分(as．5～6．2)，将

所产生的所有积分数据归一化，以Excel文件格式

贮存。

2．6 PCA分析：将上述得到的数据文件利用SIM—

CA—P10．0软件包(瑞典，Umetrics AB，Umea)进

行PCA统计分析。

3 结果

3．1 大鼠行为与体重的变化：给药组与对照组比

较，大鼠行为、体重发生明显改变。随着给药剂量增

加，大鼠表现呆顿、倦怠，毛色于枯，食欲降低，体重

盐(NIT)。所有数据经SPSS8．0统计软件进行单因 减轻(见表1)。

表1各组大鼠体重变化

Table 1 Weight changes of rat in each groups

与对照组比较：+P<0．05～P<0．01

‘P<O．05。’P％O．Ol"05 control group
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3．2大鼠血浆生化分析：从表2中可知，与对照组

相比，各给药组的BUN和Cr均升高，并呈剂量依

赖性。结果说明关木通可引起明显的肾毒性。

3．3大鼠尿量的动态变化与尿生化指标分析：由表

3可知，大鼠尿量在给药后略有增加，但在第3天即

开始减少，关木通36 g／kg组在第4天还进一步降

低，而其他组则在第4天开始回升，并且尿量逐渐增

大至对照组的3～4倍。本实验对部分大鼠的尿样

进行了生化分析，其中GI。U、PRO、BLD和pH值

在给药后有一定的增加，并且关木通剂量越大，变化

越明显；而BIL、URO、KET则未见改变。

3．4大鼠肾脏组织病理学检查：给药组大鼠肾脏大

表2各组大鼠血浆BUN和Cr的变化

Table 2 Changes of BUN and Cr in plasm

of rat in each groups

与对照组比较：’P<0．05 ～P<o．01

’P<O．05 +’P<O．01 725 control group

表3各组大鼠尿量的变化

Table 3 Changes of urine volume of rat in each groups

与对照组比较：。P<O．05一P<O．Ol

。P(0．05‘’P<O．Ol口s control group

体解剖无明显外观改变，但形成肿块，肿块大小不

一。外观可见白色点状颗粒，切面观可见肿块在皮质

或皮髓交界处呈浸润性或囊性生长。肾脏病变主要

位于皮髓交界处，可见皮髓交界处90％～100％肾

小管上皮细胞坏死脱落，胞浆与基底膜分离。皮质区

小管上皮细胞可见空泡性、坏死，部分刷状缘及胞浆

脱落。髓质区小管上皮细胞也可见空泡变性，可见较

多小管上皮细胞扁平，管腔内可见大量蛋白，系膜基

质轻度增生。肾小球部分毛细血管襻开放欠佳，肾间

质血管基本正常，可见个别血管内皮细胞增生，髓质

区部分管周毛细血管内可见大量红细胞。肾间质未

见水肿、增宽及炎细胞浸润。问质内纤维组织弥漫性

增生、变性，部分间质区域水肿，多数小管萎缩、消

失、少数呈囊性扩张，小管上皮细胞变性，管腔内偶

见残存肾小球，病变区域与正常肾组织区域无明显

分界(图1)。

3．5 NMR图谱及模式识别分析：从大鼠尿样的

1H—NMR谱(图2)可看出，大鼠尿样的内源性代谢

A一对照组 B～D一36、32、28 g／kg关木通组

A—control group B—D一36，32，and 28 g／kg A．manshuriensis groups

图1各组大鼠肾脏组织病理变化

Fig．1 Changes of renal histOpathology of rat in each groups
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物谱随给药过程而不断变化。各主要谱峰的归属

为：肌酸(1号峰，3．05、3．92)、Cr(2号峰，3．04、

4．05)、牛磺酸(3号峰，3．29、3．42)、氧化三甲胺

(4号峰，3．28)、2一酮戊二酸(5号峰，2．44、3．02)、

柠檬酸(6号峰，2．54、2．68)，醋酸(7号峰，1．92)、

乳酸(8号峰，1．35)、琥珀酸(9号峰，2．40)、甲胺

(10号峰，2．12)、二甲胺(11号峰，2．24)、二甲甘氨

酸(12号峰，2．93)等，其中许多成分都有明显的改

变。醋酸的谱峰在整个过程中不断增强，而柠檬酸和

氧化三甲胺的峰则在给药过程中逐渐减弱，在停止

给药(第7 d)后又开始恢复。牛磺酸和琥珀酸也有

类似的变化过程。而丙氨酸(13号峰)则是先增强，

而后减弱。从图3中可以看出，给药组与对照组的代

谢物成分差别很大。PCA结果表明(图4)，给药组与

对照组大鼠尿样沿第一主成分分布，互不重叠，能够

被区分开来，表明其代谢谱是有差别的。从主成分分

析的因子载荷图中可以看出(图5)，大多数点集中

在原点附近，只有少数点远离原点，正是这些点所代

表的化合物造成了两组间差异。其中典型的代表化

合物是醋酸和氧化三甲胺。
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图2关木通36 g／kg组大鼠尿样的600 MHz

NMR氢谱随时间的变化

Fig．2 600 MHz 1H—NMR Spectra of urine samples

of rat in 36 g／kg A．manshuriensis group

4讨论

本实验结果表明，以常规的血浆生化改变和肾

脏组织病理学异常作为判断标准，关木通对大鼠具

有明显的肾毒性，并有一定的量效关系。这与已有的

文献报道是一致的。关木通肾毒性对肾脏的损伤作

用，表现为急性肾小管坏死，病变累及各段肾小管，

表现为低渗尿、尿量增加；肾间质浸润细胞少，未见

水肿、增宽、纤维化现象；肾小球病变不明显，仅表现

，／1、～i 11 jo 9 13
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占

图3连续给药6 d后，对照组大鼠(A)和关木通36 g／kg

组大鼠(B)尿样的600 MHz NMR氢谱图

Fig．3 600 MHz 1H—NMR Spectra of urine samples

of normal rat(A)and rat in 36 g／kg A．man—

shuriensis group(B)after 6 d administration
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图4关木通36 g／kg组(A)和对照组(B)大鼠给药

第6天尿样的主成分分析得分图

Fig．4 Score plot of PCA analysis of urine NMR spectra

of urine samples from rat in 36 g／kg A．manshu—

riensis group(A)and rat in control group(B)

at day 6
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图5关木通36 g／kg组(A)和对照组(B)大鼠给药

第6天尿样的主成分分析的因子载荷图

Fig．5 Loading plot of PCA analysis of urine NMR spec—

tra from rat in A．manshuriensis 36 g／kg group

(A)and rat in control group(B)at day 6

为轻度系膜基质增生和部分毛细血管襻开放欠佳

等。肾脏组织形态学检查证实了关木通对肾小管的

损伤作用，主要病变集中在皮髓交界区，该处包含近

曲小管直部、髓襻升支粗段以及外髓集合管外带，对

肾中毒引起的缺血、缺氧的变化最为敏感。
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由动物尿液的1H—NMR谱及综合分析，可知关

木通的毒性反应与剂量呈较强的对应关系，由上述

分析可知：肌酸、牛磺酸、Ⅳ一氧化三甲胺、2一酮戊二

酸、柠檬酸、醋酸、乳酸、琥珀酸、丙氨酸、甲胺、二甲

胺、二甲甘氨酸等主要的代谢物的峰改变最为明显，

其中丙氨酸和醋酸呈明显增加，而其他的代谢产物

则是逐渐减少。PCA分析表明给药组和对照组能够

被完全区分开来，对组问差异贡献最大的主要代谢

物是醋酸和氧化三甲胺。这些化合物的变化与已报

道的肾毒性化合物引起的变化相似口]。而乳酸、柠檬

酸等均与三羧酸循环能量代谢及糖酵解途径密切相

关。这些代谢物的变化说明动物尿液代谢组学分析

能够较好地反映关木通的肾毒性特征。

与常规的临床生化检验及组织病理学检查相

比，代谢组学分析具有多种过去常规检验方法无法

比拟的优势。第一，代谢组学分析具有简单、快捷等

特点。基于核磁共振的代谢组学技术可以应用于中

药毒性研究和中药药理的研究，能够满足药物早期

毒性筛选的要求，因此越来越广泛地应用于药物筛

选与临床疾病诊断[8’9]。第二，代谢组学分析的灵敏

性要高于其他常规检验方法。如本实验中的给药组

与对照组尿液的1H—NMR谱图很容易区分开来，并

且低剂量与高剂量也很容易区分。利用相同原理可

以对中药药材和制剂进行质量控制。第三，代谢组学

分析可提供非常有价值的生物标志物[1叩和作用机

制信息[11|。生物标志物可为临床试验选择检验指标

提供可靠有效的依据，而作用机制信息有助于设计

有针对性的体外筛选模型，代谢组学技术在新药研

发与中药现代化研究中可以发挥巨大的作用。当然，

NMR技‘术有其固有的缺点，就是灵敏度较低，因

此，对生物体液中水平较低的代谢产物，可以采用

LC—MS联用技术。NMR和LC—MS相互补充，是代

谢组学研究中最重要的两种技术手段。

近年来，中药的肾脏毒性问题已经引起了广泛

的关注，但研究还不是很全面，受实验手段及条件的

限制，其机制的研究还局限于中药某一单一化学成

分的肾毒性研究上。目前尚无中药毒性作用评价的

标准及客观依据，也无安全性评价的统一标准。随着

中药现代化的实施，中药毒理学研究亟待加强，需要

制定中药的安全性评价规范，应用现代科技手段对

常用中药进行安全性评价，确立与国际接轨的安全

性评价标准和指标。显然，基于NMR技术的代谢组

学为中药安全性研究提供了崭新的技术手段。
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