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基于 NeJkjo代谢组学牛黄解毒片中人工牛黄、石膏、冰片对雄黄配伍=
减毒作用的研究=

徐文峰 N，裴月湖 OG=
NK=北京医院=药学部=国家老年医学中心，北京= = NMMTPM=
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摘= =要：目的= =利用 NeJkjo为基础的代谢组学研究牛黄解毒片中人工牛黄、石膏、冰片 P味中药对雄黄的配伍减毒作用。

方法= = QO只大鼠随机分成 S组：A组（对照组）、_组（雄黄组）、C组（牛黄解毒片组）、a组（牛黄解毒片去人工牛黄组）、

b组（牛黄解毒片去石膏组）、c组（牛黄解毒片去冰片组）。对各组大鼠尿液及血清样品 NeJkjo谱图进行模式识别分析。

结果= =雄黄组大鼠样品代谢轮廓和对照组差异明显，其他各组大鼠代谢轮廓同对照组相似，向对照组回归。结论= =牛黄解毒

片中人工牛黄、石膏、冰片 P味中药对雄黄配伍减毒作用不明显。=
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toxácáty=alleváatáon=
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牛黄解毒片作为经典的中成药品种，临床上主

要应用于火热内盛、咽喉肿痛、牙龈肿痛、口舌生

疮、目赤肿痛等症状，经过几百年的临床实践，其

疗效已得到中医药界的广泛认可，并已成为临床最

为常用的中成药之一，被《中国药典》OMNR年版一

部收载。牛黄解毒片由人工牛黄、雄黄、冰片、石

膏、大黄、黄芩、桔梗和甘草 U味中药组成。牛黄

解毒片每日服用量中雄黄的量高达 OMM～PMM= mg，
相当于《中国药典》规定的雄黄最高服用量的 O～P
倍。作为含砷复方牛黄解毒片的安全性问题已引起=
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国内外药品监管部门的关注。=
作为系统生物学的一个重要分支，代谢组学被定

义为“生物体对疾病生理或基因修饰等刺激产生的代

谢物质动态应答的定量测定”xNz，其核心在于研究比

较外源物刺激或基因变异后体液中代谢物组的变化

应答规律，进而研究生物体系的代谢途径。代谢组学

的整体性、系统性和综合性与中医药理论的整体观、

动态观、辩证观及中药及其复方多组分、多靶点、多

层次、多代谢途径的作用特点相吻合xOz。随着基于核

磁、质谱以及化学计量学软件的代谢组学分析技术平

台的不断发展，代谢组学已在中医药现代研究中得到

了广泛的应用，包括中药作用机制、中药整体药效评

价和安全性评价及质量控制等xPJRz。=
前期研究结果表明牛黄解毒片配伍后使得雄

黄肝肾毒性降低，而雄黄同时配伍人工牛黄、石膏、

冰片 P 味中药，其肝肾毒性并没有明显降低xSz。本

实验继续采用基于 NeJkjo代谢组学技术，研究牛

黄解毒片处方分别去除人工牛黄、石膏、冰片 P味
中药后雄黄的肝、肾毒性情况，进一步探讨人工牛

黄、石膏、冰片 P味中药对雄黄的配伍减毒作用。=
N= =材料=
NKN= =动物=

雄性 tástar 大鼠（pmc 级）QO 只，体质量

（NTM±OM）g，由沈阳药科大学实验动物中心提供，

动物许可证号 pCuhJ（军）JOMMVJMMMQ。动物自由

摄食饮水，饲养室光照 NO=h，黑暗 NO=h，室温 NT～
OR=℃，湿度 QRB～SMB。=

NKO= =药材=
牛黄解毒片中各单味中药均购于河北省安国

市昌达中药饮片公司。沈阳药科大学生药学教研室

路金才教授对各单味中药予以鉴定，均符合《中国

药典》OMNM年版标准。=
NKP= =试剂与仪器=

OIOIPIPJ三甲基硅烷基丙酸（qpm）、重水（aOl）
购 自 青 岛 腾 龙 微 波 科 技 有 限 公 司 。 _ruker=
AsAkCbJSMM型核磁共振波谱仪（瑞士_ruker公司）。=
O= =方法=
OKN= =动物分组及给药=

将大鼠于代谢笼中饲养适应 T= d，按照体质量

随机分成 S组，每组 T只，分别为对照组（A组）、

雄黄组（_组）、牛黄解毒片全方组（C组）、牛黄

解毒片去人工牛黄组（a 组）、牛黄解毒片去石膏

组（b 组）、牛黄解毒片去冰片组（c 组）。大鼠的

给药剂量见表 N，雄黄的剂量（O=gLkg）参考文献报

道xTz及预试验设定，其他中药的剂量是按照《中国

药典》OMNM年版中牛黄解毒片各味中药的配比设定

的。牛黄解毒片按照《中国药典》OMNM年版的制备

方法，雄黄水飞成细粉；大黄粉碎成细粉；人工牛

黄、冰片研细；石膏、黄芩、桔梗、甘草 Q味药加

水煎煮 O 次，每次 O= h，滤过，合并滤液，滤液浓

缩成稠膏或干燥成干浸膏，加入大黄、雄黄粉末，

再加入人工牛黄、冰片粉末，混匀，Q=℃条件下保

存备用。每天上午固定时间 ág给药，连续给药 T=d。
给药体积为 OM=miLkg。

表 N= = S组大鼠的给药情况=
qable=N= = aosage=of=six=groups= =

组别=
剂量LEg·kg−NF=

雄黄= 人工牛黄= 石膏= 冰片= 大黄= 黄芩= 桔梗= 甘草=
对照（A组）= —= —= —= —= —= —= —= —=
雄黄（_组）= O= —= —= —= —= —= —= —=
牛黄解毒片全方（C组）= O= MKO= U= N= U= S= Q= O=
牛黄解毒片去人工牛黄（a组）= O= —= U= N= U= S= Q= O=
牛黄解毒片去石膏（b组）= O= MKO= —= N= U= S= Q= O=
牛黄解毒片去冰片（c组）= O= MKO= U= —= U= S= Q= O=
=
OKO= =生物样品的采集=

采用代谢笼法，从给药前 N=d开始分别收集每天

夜间 NO=h尿液直到实验结束。收集尿液的试管需放置

于装有冰块的烧杯中，并在试管中加入 NMM=μL=kakP
作为抑菌剂。将收集好的尿液转移至 bm 管中，于

−OM=℃条件下保存待用。采用腹腔动脉取血方式采集

血液样品，离心（NR=MMM×g，NM=mán），将上清液即

血清样品转移至 bm管中，于−UM=℃条件下保存待用。=
OKP= =尿液和血清样品的处理=
OKPKN= =尿液样品的处理= =取出尿液样品，常温解

冻，离心（P=RMM×g，R=mán，Q=℃），取上清液 QMM=
μL 与 OMM=μL 磷酸盐缓冲液（MKO=molLi，ée＝TKQ）
混匀，静置 R=mán，离心（P=RMM×g，R=mán，Q=℃），

取上清液 RMM=μL 加入 40 μL TSP 和 20 μL DOl，混
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匀，转移至 R=mm核磁样品管中进行测试。=
OKPKO= =血清样品的处理= =取出血清样品，常温解

冻，离心（NR= MMM×g，NM= mán，Q=℃），取上清液

PMM=μL 加入 100 μL TSP 和 200 μL DOl，混匀，转

移至 R=mm核磁样品管中进行测试。=
OKQ= =尿液和血清样品的测试=

在 OVUKO=h条件下，使用 _ruker=AsAkCbJSMM
型核磁共振波谱仪采集尿液和血清样品的核磁共

振数据。尿液样品采用有水峰压制的 Na=klbpv脉

冲程序，测试参数如下：谱宽 NO=MNVKO=ez，弛豫延

迟时间 P=s，混合时间 MKN=s，测试时间 OKTP=s，采样

数据点 SQ= h，累加次数 SQ次，在弛豫延迟时间内

采用预饱和方式压制水峰，水峰压制脉冲强度为 RM=
d_。血清样品采用有水峰压制的 Na= Cmjd
（CarrJmurcellJjeáboomJdáll）脉冲程序，测试参数

如下：谱宽 NO=MNVKO=ez，弛豫延迟时间 P= s，混合

时间 MKN=s，测试时间 OKTP=s，采样数据点 SQ=h，累

加次数 SQ 次，在弛豫延迟时间内采用预饱和方式

压制水峰，水峰压制脉冲强度为 RM=d_。=
OKR= =数据的处理与分析=

采用 jestoekova 软件（jestoekova= SKN，
jestrelab=oesearch=piK）将 cfa信号通过傅里叶变

换成一维 kjo谱图，进行相位和基线校正，以 qpm
峰为化学位移参考峰，化学位移标记为 δ= M，将 δ=
VKSM～MKOM的谱图以 MKMQ为宽度进行分段积分，并

将产生的积分面积数据以 bxcel 文件格式保存，其

中尿液样品谱图中 δ=SKOM～RKQU（尿素峰），δ=RKOM～
QKTO（水峰），血清样品谱图中 δ=RKOM～QKSM（水峰）

需要删除，将柠檬酸的信号 δ=OKTM～OKSQ、δ OKRU～
OKRO合并为 δ= OKSS和 δ= OKRQ，然后将所有数据进行

归一化和标准化处理（pmpp= NNKR，Chácago，fnc，
美国），用于模式识别分析。=

最后将上述数据导入 pfjCAJm= NNKR 软件包

（rmetrács=A_，rmea，瑞士）进行偏最小二乘判别

分析（mipJaA），分析结果以得分图（pcores=élot）
和载荷图（ioadángs=élot）的形式表示。=
P= =尿液及血清样本 NeJkjo模式识别分析=

各组大鼠尿液及血清样本的 SMM=jez=NeJkjo
代表性谱图分别见图 N 和 O。mipJaA 得分图（图

PJaJf、图 PJbJf）显示牛黄解毒片去人工牛黄组（a
组）、牛黄解毒片去石膏组（b 组）、牛黄解毒片去

冰片组（c 组）大鼠尿液及血清的代谢轮廓趋同于

牛黄解毒片组，与对照组相似，区别于雄黄组（_
组）。=

= =
=
NJ亮氨酸L异亮氨酸= = OJPJ羟基丁酸盐= = PJ乳酸盐= = QJ丙氨酸= = RJ乙酸盐= = SJ乙酰乙酸盐= = TJ丙酮酸盐= = UJOJ酮戊二酸盐= = VJ柠檬酸盐= = NMJ二甲
胺= = NNJ二甲基甘氨酸= = NOJ肌酸= = NPJ丙二酸盐= = NQJ胆碱= = NRJ牛磺酸= = NSJkJ氧化三甲胺= = NTJ甘氨酸= = NUJ甜菜碱= = NVJ肌酸酐= = OMJ苹果酸=
ONJβJ葡萄糖= = OOJαJ葡萄糖= = OPJ尿囊素= = OQJ苯丙氨酸= = ORJPJ羟基吲哚硫酸盐= = OSJ马尿酸盐= = OTJ甲酸盐=
NJleucáneLásoleucáne= = OJPJhydroxybutyrate= = PJlactate= = QJalanáne= = RJacetate= = SJacetoacetate= = TJéyruvate= = UJOJketoglutarate= = VJcátrate= =
NMJdámethylamáne= = NNJdámethylglycáne= = NOJcreatáne= = NPJmalonate= = NQJcholáne= = NRJtauráne= = NSJtrámethylamáneJkJoxáde= = NTJglycáne= = NUJbetaáne= =
NVJcreatánáne= = OMJmalate= = ONJβJglucose= = OOJαJglucose= = OPJallantoán= = OQJéhenylalanáne= = ORJPJándoxylsulfate= = OSJháééurate= = OTJformate=

图 N= =各组大鼠尿液 NeJkjo谱图=
cigK=N= = NeJkjo=spectra=of=urine=obtained=from=rats=in=each=group=
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= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = δ 



中草药= = Chinese=qraditional=and=eerbal=arugs= =第 QU卷=第 N期= OMNT年 N月=

= = =

·NPO·=

= = =
=

NJ低密度/极低密度脂蛋白JCeP= = OJ亮氨酸L异亮氨酸= = PJ缬氨酸= = QJ低密度L极低密度脂蛋白JCeOJ= = RJ乳酸盐= = SJ丙氨酸= = TJ乙酸盐= = UJkJ乙酰

糖蛋白= = VJ甲硫氨酸= = NMJ乙酰乙酸盐= = NNJ丙酮酸盐= = NOJOJ酮戊二酸盐= = NPJ柠檬酸盐= = NQJ肌酸= = NRJ胆碱= = NSJkJ氧化三甲胺= = NTJ葡萄糖= =
NUJαJ葡萄糖= = NVJ不饱和脂类=
NJvery= lowJdensáty= láéoéroteán= EsiaiFLlowJdensáty= láéoéroteán= EiaiFJCeP= = OJleucáneLásoleucáne= = PJvaláne= = QJsiaiLiaiJCeOJ= = RJlactate= = SJalanáne= =
TJacetate= = UJkJacetylglycoéroteán= = VJmetháonáne= = NMJacetoacetate= = NNJéyruvate= = NOJOJketoglutarate= = NPJcátrate= = NQJcreatáne= = NRJcholáne= =
NSJtrámethylamáneJkJoxáde= = NTJglucose= = NUJαJglucose= = NVJunsaturated=láéád=

图 O= =各组大鼠血清 NeJkjo谱图=
cigK=O= = NeJkjo=spectra=of=serum=obtained=from=rats=in=each=group=

相应的载荷图（图 PJaJff、图 PJbJff）显示牛黄解

毒片去人工牛黄组（a组）、牛黄解毒片去石膏组（b
组）、牛黄解毒片去冰片组（c 组）大鼠尿液与雄黄

组（_组）大鼠尿液相比亮氨酸、异亮氨酸、PJ羟基

丁酸盐、乳酸盐、丙氨酸、乙酸盐、丙酮酸盐、肌酸、

胆碱、牛磺酸、甜菜碱、肌酸酐和苯丙氨酸等内源性

代谢产物水平降低，而 OJ酮戊二酸盐、柠檬酸盐、kJ
氧化三甲胺（qjAl）和马尿酸盐水平升高。=

相比雄黄组（_组），牛黄解毒片去人工牛黄组

（C组）、牛黄解毒片去石膏组（b组）、牛黄解毒片

去冰片组（c 组）大鼠血清中亮氨酸、异亮氨酸、

缬氨酸、丙氨酸、OJ酮戊二酸盐和 qjAl等内源性

代谢产物浓度升高，而乳酸盐、乙酸盐、丙酮酸盐、

肌酸和胆碱的浓度降低。=
各组大鼠尿液和血清样本中内源性代谢产物

的变化趋势分别见表 O和 P。=
Q= =讨论=

柠檬酸盐和 OJ酮戊二酸盐是三羧酸循环的重

要中间产物。肝细胞线粒体是三羧酸循环的主要场

所。柠檬酸盐与 OJ酮戊二酸盐量的变化与肝脏能量

代谢有关，可反映肝脏线粒体的功能，其量降低通

常是由于线粒体功能紊乱引起的xUz。当线粒体功能

减弱，三羧酸循环和氧化磷酸化的效率降低，肝细

胞通过增强糖酵解J糖异生途径来弥补 Aqm 生成的

不足xVz。丙酮酸是糖酵解J糖异生过程的重要中间产

物，所以雄黄组（_ 组）大鼠体内丙酮酸的量明显

高于其他组大鼠。当三羧酸循环受到抑制，糖酵解J
糖异生作用强于氧化磷酸化水平，丙酮酸氧化脱羧

作用降低，生成乳酸的过程增强xNMz。糖酵解J糖异

生功能增强会转而抑制乙酰辅酶 A 进入三羧酸循

环，乙酰辅酶 A会被转化成酮体xNNz。解释了雄黄组

大鼠尿液当中酮体之一的 PJ羟基丁酸盐的量较其

他组大鼠高这一结果。乙酰辅酶 A会在乙酰辅酶 A
水解酶的作用下生成乙酸盐xNOz。=

雄黄组尿液中氨基酸（亮氨酸、异亮氨酸、丙

氨酸）的浓度升高，意味着肾小管对低分子化合物

重吸收的能力下降，是一个典型的近曲小管非特异

性损伤标志xNPz。肝脏是体内氨基酸代谢的主要场

所，当肝脏产生损伤时，肝细胞中氨基酸代谢紊乱，

可造成血清中支链氨基酸（亮氨酸、异亮氨酸、缬=
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图 P= =各组大鼠尿液= EaF=和血清= EbF=样本 NeJkjo谱图数据 mipJaA得分图= EfF=及其载荷图= EffF=
cigK=P= =mipJaA=pcores=plot=EfF=and=corresponding=loadings=plot=EffF=based=on=NeJkjo=spectra=of=urine=EaF=and=serum=EbF=of=rats=in=
each=group=

表 O= =各组与对照组相比大鼠尿液中内源性代谢产物的变化趋势=
qable=O= = NeJkjo=detected=relative=integral=levels=of=metabolites=in=urine=samples=of=different=groups=

内源性代谢产物= 化学位移= _组= C组= a组= b组= c组= 内源性代谢产物= 化学位移= _组= C组= a组= b组= c组=

亮氨酸、异亮氨酸= MKVQ～MKVT= = ↑G= −= −= −= −= 肌酸= PKMQ= ↑G= −= −= −= −=

PJ羟基丁酸盐= NKOM= = ↑G= −= −= −= −= 胆碱= PKOM= ↑G= −= −= −= −=

乳酸盐= NKPOI=QKNQ= = ↑G= −= −= −= −= 牛磺酸= PKORI=PKQO= ↑G= −= −= −= −=

丙氨酸= NKQU= = −= −= −= −= −= kJ氧化三甲胺= PKOT= ↓G= −= −= −= −=

乙酸盐= NKVP= −= −= −= −= −= 甜菜碱= PKUV= ↑G= −= −= −= −=

丙酮酸盐= OKQN= = ↑G= −= −= −= −= 肌酸酐= QKMS= = −= −= −= −= −=

OJ酮戊二酸盐= OKQTI=PKMN= ↓G= −= −= −= −= 苯丙氨酸= TKPTI=TKQO= ↑G= −= −= −= −=

柠檬酸盐= OKRQI=OKSS= ↓G= −= −= −= −= 马尿酸盐= TKRRI=TKSQI=TKUQ= ↓G= −= −= −= −=

与对照组比较：Gm＜MKMR；↑J升高；↓J降低；µJ无明显变化，下表同=
Gm=Y=MKMR vs control=grouéX=↑JáncreaseX=↓JdecreaseX=µJno=ságnáfácant=changeI=same=as=below=

氨酸）浓度的降低xNQz。=
肌酸酐是肌酸的代谢产物，其量基本恒定，大

部分从肾小球滤过而不被肾小管吸收，其变化主要

反映肾小球的滤过功能（肾脏的排泄能力）xNRz。实

验中，雄黄组大鼠血清中肌酸酐的量较其他组升

高，说明肌酸酐的清除率在雄黄组大鼠肾脏中降

低，即雄黄会影响肾小球的滤过功能。=
qjAl是胆碱的降解产物，首先胆碱需要在肠

道菌群的作用下转化成 qjAl 的前体物三甲胺，

然后三甲胺在肝脏中被黄素单加氧酶系统氧化为=
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表 P= =各组与对照组相比大鼠血清中内源性代谢产物的变化趋势=
qable=P= =Alterations=of=relative=integral=concentration=of=endogenous=metabolites=in=serum=among=groups=

内源性代谢产物= 化学位移= _组= C组= a组= b组= c组= 内源性代谢产物= 化学位移= _组= C组= a组= b组= c组=

亮氨酸L异亮氨酸= MKVS～NKMM= ↓G= −= −= −= −= 丙酮酸盐= OKQM= ↑G= −= −= −= −=

缬氨酸= NKMMI=NIMS= ↓G= −= −= −= −= OJ酮戊二酸盐= OKQT= = −= −= −= −= −=

乳酸盐= NKPO=I=QKNQ= ↑G= −= −= −= −= 肌酸= PKMT= = ↑G= −= −= −= −=

丙氨酸= NKRM= = ↓G= −= −= −= −= 胆碱= PKOM= = ↑G= −= −= −= −=

乙酸盐= NKVQ= ↑G= −= −= −= −= kJ氧化三甲胺= PKOT= = ↓G= −= −= −= −=

=
qjAl。雄黄作为一种矿物药对肠道菌群会产生影

响，雄黄组大鼠体内 qjAl 的量下降很有可能是

雄黄改变肠道微生物环境造成的。甜菜碱也是胆碱

的代谢产物。当肠道微生物活性降低，qjAl生成

减少，尿液中甜菜碱的量会增加xNSz，与实验结果雄

黄组大鼠尿液中甜菜碱的量升高相吻合。此外，肾

小管损伤也会造成尿液当中甜菜碱量的增加xNTz。马

尿酸盐的生成需要有充足的 Aqm，由于线粒体中氧

化磷酸化过程活性降低，Aqm生成不足，会影响马

尿酸盐的生成。其次，马尿酸盐的前体苯甲酸是肠

道菌群的产物xNUz，肠道菌群活性降低，苯甲酸的

生成量会受到影响，进而影响马尿酸盐的生成。雄

黄组大鼠尿液中马尿酸盐的量下降进一步证实雄

黄对大鼠肝脏造成的损伤以及对肠道菌群活性的

影响。=
现代毒理学研究结果表明，雄黄对肝脏和肾脏

具有明显的毒性xNVJONz，前期实验证实了这一点，并

且发现牛黄解毒片全方配伍后与雄黄相比，几乎不

呈现等剂量雄黄所表现出的肝肾毒性xSz。本实验发

现牛黄解毒片去人工牛黄，牛黄解毒片去石膏，牛

黄解毒片去冰片 P组大鼠与牛黄解毒片组和对照组

大鼠的代谢轮廓相似，没有表现出雄黄样的肝肾毒

性。说明人工牛黄、石膏、冰片 P味中药在牛黄解

毒片配伍降低雄黄肝肾毒性方面作用不明显。经文

献调研确未发现人工牛黄、石膏、冰片具有肝、肾

保护作用。进一步证实人工牛黄、石膏、冰片并不

是牛黄解毒片配伍降低雄黄肝肾毒性方面起主要

作用的中药。=
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