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基于代谢组学及分子生物学研究京制牛黄解毒片治疗口腔黏膜炎的作用机制 
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摘  要：目的  研究京制牛黄解毒片对口腔黏膜炎大鼠的治疗作用及对血清代谢物的影响，探讨代谢途径和可能的机制。方

法  建立大鼠口腔黏膜炎模型，通过口腔黏膜炎面积和病理组织学评估京制牛黄解毒片对口腔黏膜炎大鼠的治疗作用；采用

超高效液相色谱-四级杆飞行时间质谱联用（UHPLC-QTOF/MS）技术对血清进行代谢组学研究，筛选潜在生物标志物并富

集代谢通路；采用脂多糖诱导的小鼠骨髓巨噬细胞炎症模型进行验证。结果  京制牛黄解毒片可明显降低大鼠口腔黏膜炎面

积，改善口腔黏膜炎大鼠黏膜组织病理变化。代谢组学分析共筛选到 41 个与口腔黏膜炎风险相关的生物标志物。将潜在生

物标志物进行通路预测分析，影响较强的有脂类代谢通路和鞘脂信号通路。进一步采用脂多糖诱导的小鼠骨髓巨噬细胞进行

验证，京制牛黄解毒片可以显著抑制细胞上清中炎症因子肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素（IL）-6、IL-1β 的分泌，

减少 TNF-α 表达，减少细胞活性氧（ROS）的生成，抑制细胞核因子-κB（NF-κB）核转位（P＜0.05、0.01）。京制牛黄解毒

片可显著增加 p-蛋白激酶 B1（Akt）/Akt 蛋白表达，抑制鞘氨醇-1-磷酸受体（S1PR3）蛋白的表达（P＜0.05、0.01）。结论  
京制牛黄解毒片能够有效改善口腔黏膜炎模型大鼠的黏膜损伤，其作用机制可能通过影响鞘脂代谢和炎症信号等相关通路

发挥作用。 
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Abstract: Objective  To explore the therapeutic effect of Jingzhi Niuhuang Jiedu Tablets on oral mucositis injury and its mechanism. 
Methods  Establish a rat model of oral mucositis, and evaluate the therapeutic effect of Jingzhi Niuhuang Jiedu Tablets on rats with 
oral mucositis through assessment of the area of oral mucositis and pathological histology, conduct metabolomics research on serum 
using ultra-high performance liquid chromatography - quadrupole time-of-flight mass spectrometry (UHPLC-QTOF/MS) technology 
to screen potential biomarkers and enrich metabolic pathways, verify the results using a mouse model of bone marrow macrophage 
inflammation induced by lipopolysaccharide. Results  Jingzhi Niuhuang Jiedu Tablets can significantly reduce the area of oral 
mucosal inflammation in rats and improve the pathological changes of the mucosal tissues in rats with oral mucosal inflammation. 
Metabolomics analysis identified 41 biomarkers related to the risk of oral mucosal inflammation. The potential biomarkers were 
subjected to pathway prediction analysis, and the pathways with stronger effects were lipid metabolism pathway and sphingolipid 
signaling pathway. Further verification was conducted using mouse bone marrow macrophages induced by LPS. The Jingzhi Niuhuang 
Jiedu Tablets group could significantly inhibit the secretion of inflammatory factors such as TNF-α, IL-6, and IL-1β in the cell 
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supernatant, reduce the expression of TNF-α, reduce the generation of ROS in cells, and inhibit the nuclear translocation of NF-κB 
(P < 0.05, 0.01). Jingzhi Niuhuang Jiedu Tablets group could significantly increase the expression of p- Akt/Akt protein and inhibit the 
expression of S1PR3 protein (P < 0.05, 0.01). Conclusion  Jingzhi Niuhuang Jiedu Tablets can effectively improve mucosal damage 
and may exert its effects by regulating sphingolipid metabolism and inflammatory signaling pathways. 
Key words: Jingzhi Niuhuang Jiedu Tablets; oral mucositis; metabolome; S1PR3; Akt 

 
口腔黏膜炎主要表现为口腔组织出现红斑、变

薄，随着组织继续变薄，最终会发生溃疡[1-2]。口腔

黏膜炎引发的疼痛、吞咽困难及食欲减退等，严重

影响患者生活质量[3]。目前，对口腔黏膜炎的防治

措施主要有冷冻疗法、激光疗法、抗菌消炎疗法及

细胞因子疗法等，虽然防治方式多样，但临床上还

未有公认的疗效确切的防治方法[4-6]。因此，有必要

开发针对口腔黏膜炎的有效干预措施，以提高患者

的生活质量。京制牛黄解毒片处方来源于明代王肯

堂《证治准绳·类方》第七册菊花通圣散方加减。处

方组成为黄芩、黄连、黄柏、人工牛黄、石膏、栀

子、大黄、金银花、连翘、川芎、菊花、薄荷、荆

芥穗、防风、白芷、蔓荆子、旋覆花、桔梗、蚕砂、

冰片、甘草，在临床上主要适用于口舌生疮、牙龈

肿痛、咽喉肿痛以及便秘等症状的治疗[7-8]。京制牛

黄解毒片对大鼠实验性口腔黏膜炎具有治疗作用，

可减少黏膜溃疡面积，明显改善口腔黏膜的病理变

化，显著降低血清促炎因子肿瘤坏死因子-α（TNF-
α）、白细胞介素（IL）-1β、IL-6、γ 干扰素（IFN-γ）
水平，升高抗炎因子 IL-4 水平；同时能显著降低口

腔黏膜溃疡组织血管内皮生长因子（VEGF）蛋白水

平[9]。本研究基于超高效液相色谱–四极杆–飞行

时间质谱联用仪（UPLCQ-TOF-MS）的代谢组学方

法考察京制牛黄解毒片对口腔黏膜炎大鼠血清内

源性代谢产物的变化，并通过分子生物学手段进行

验证，明确其发挥药效的代谢调控通路。 
1  材料与方法 
1.1  动物 

无特定病原体级 SD 雄性大鼠，体质量（180±
20）g，由维通利华实验动物技术有限公司提供，许

可证号 SYXK（京）2018-0008。饲养于 SPF 级动物

房。动物室温度 2～25 ℃，相对湿度 55%～70%。 
1.2  药物及试剂 

LC-MS 级甲醇、乙腈、甲酸购自 Technologies 
Fisher Chemical 公司；京制牛黄解毒片（规格 0.6 g/
片，批号 20121671）购自北京同仁堂科技发展股份

有限公司制药厂；氢氧化钠（NaOH，批号 050222）

购自北京化学试剂公司；异氟烷（批号 21041001）
购自深州市瑞沃德生命科技公司；5-氟尿嘧啶注射

液（5-FU，批号 2011091）购自天津金耀药业有限

公司；曲安奈德口腔软膏[香港澳美制药，规格 0.1%
（w/w），批号 6200478]；脂多糖来源于大肠杆菌

（0111:B4，货号 L2630）购自美国 Sigma-Aldrich 公

司，甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（货号

CL488-28058）、TNF-α 抗体（货号 CL488-6021）、
CoraLite® Plus 488-conjugated CD68 抗体（货号

98236-1-RR）、F4/80 抗体（货号 81668-1-RR）、

CoraLite®594-conjugated NF-κB p65 Monoclonal 
antibody（货号 CL594-66535）、鞘氨醇-1-磷酸受体

（S1PR3）抗体（货号 84697-1-RR）均购自武汉三鹰

生物技术有限公司；β-tublin 抗体（货号 2128）、磷

酸化蛋白激酶 B1（p-Akt）抗体（货号 4060）、Akt
抗体（货号 9272）均购自美国 Cell Signaling 
Technology 公司；山羊抗小鼠 IgG H&L （Alexa 
Fluor® 647，货号 ab150115）、DCFDA/ H2DCFDA-
Cellular ROS Assay 试剂盒（ab113851）均购自美国

Abcam 公司；巨噬细胞培养体系（货号 1921）购自

美国 ScienCell 公司；IRDye 800CW Goat anti-Rabbit
荧光 WB 二抗（货号 926-32211）购自美国 LI-COR
公司。 
1.3  主要仪器 

NewClassic MS 电子天（瑞士 Mettler-Toledo 公

司）；冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司）；氮气吹

扫仪（上海净信实业发展有限公司）；UHPLC 液相

色谱系统（美国 Thermo Scientific 公司）；Q Exactive 
HF-X 质谱仪（美国 Thermo Scientific 赛默飞公司）；

311 型 CO2培养箱（美国 Thermo Scientific 公司）；

Epoch2 型酶标仪（美国 BioTek 公司）；垂直电泳仪

（美国 Bio-Rad 公司）；LI-COR 双色荧光与发光成

像仪（美国 LI-COR 公司）；Operetta CLS 高内涵细

胞成像系统（美国 PerkinElmer 公司）。 
1.4  口腔黏膜炎模型的建立及分组给药 

适应性喂养后，将大鼠分为对照组、模型组、

曲安奈德口腔软膏组、京制牛黄解毒片（0.124、
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0.248、0.496 g/kg）组，每组 10 只。京制牛黄解毒

片粉碎后采用去离子水溶解，给药前充分振摇和涡

旋。除对照组外，各组动物第 1 天予以 ip 5-FU 注

射液 50 mg/kg，于第 3 天叠加 NaOH 灼伤造成口腔

溃疡。大鼠异氟烷麻醉后固定于操作台上，取 1 mL
注射器针管（下端截开，内径为 5 mm），针管内填

充固定量的 NaOH 粉末，放置于大鼠舌下黏膜处维

持 30 s，取开后立即用大量生理盐水冲洗。第 3 天

NaOH 造模同时开始给药，京制牛黄解毒片各剂量

组大鼠 ig 给药，曲安奈德软膏组大鼠予以黏膜外用

治疗[9-10]。对照组和模型组大鼠给予相应剂量的去

离子水。结合前期研究结果，NaOH 造模 6 h 即可

形成口腔黏膜溃疡，该模型最佳观测时间为第 4～
8 天。 
1.5  黏膜炎溃疡面积测量 

用游标卡尺测量并计算大鼠给药后第 4、6、8
天口腔黏膜炎溃疡面积，记录黏膜溃疡直径（d）。
溃疡多呈圆形，计算黏膜溃疡面积。 

溃疡面积＝π×（d/2）2 

1.6  口腔黏膜炎组织 HE 染色 
第 8 天测量完大鼠口腔黏膜溃疡面积，拍照后

取溃疡组织进行病理检查。使用 4%多聚甲醛固定

溃疡组织，依次进行梯度酒精脱水，将浸好蜡的组

织包埋，冷却，再用石蜡切片机切片，切片漂浮于

展片机 40 ℃温水上，60 ℃烘箱内拷片，常温保存

备用。本研究沿用参考文献[11]中的评分标准，光镜

下对大鼠口腔黏膜炎的病理组织学改变进行观察

与评定。 
1.7  代谢组学检测 
1.7.1  血清样本制备  取−80 ℃保存的血清样本，

4 ℃解冻。取 100 μL 血样置于 1.5 mL EP 管中，加

入 300 μL 提取液甲醇–乙腈（1∶1），涡旋振荡，

低温超声提取 30 min，4 ℃、15 000×g 离心 15 min；
取上清液，氮气吹干，加入 100 μL 复溶液乙腈–水

（1∶1）复溶，4 ℃、13 000 r/min 离心 10 min，取

上清液，待测。 
1.7.2  质谱条件  LC-MS 分析的仪器平台为赛默

飞公司的超高效液相色谱串联傅里叶变换质谱

UHPLC-Q Exactive HF-X 系统。Waters ACQUITY 
UPLC HSS T3 色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.8 μm），

流动相流动相 A 为 5%乙腈–水（含 0.1%甲酸），

流动相 B 为 47.5%乙腈–47.5%异丙醇–5%水（含

0.1%甲酸），进样量为 3 μL，柱温为 40 ℃。样品经

电喷雾电离，分别采用正、负离子扫描模式采集质

谱信号。电离源电压正离子模式下 3 500 V，负离子

模式下−3 500 V；鞘气流速 50 L/h；辅助气流速 13 
L/h；电喷雾毛细管电压 3.5 kV；气体温度为 320 ℃。

扫描范围 m/z 设定为 70～1 050，一级质谱检测分辨

率 60 000，二级检测采用数据依赖性扫描（DDS）
选择前五强的离子进行二级碎裂，碰撞气为高纯氮

气，二级质谱碰撞类型为高能碰撞裂解，归一化碰

撞能量为 20%、40%、60%，二级质谱检测分辨率

15 000。 
1.8  原代小鼠骨髓巨噬细胞（BMDM）培养及鉴定 

据文献报道方法[12]略作改进，以颈椎脱臼法处

死小鼠，经 75%乙醇浸泡消毒 3～5 min，在超净台

内取出股骨及胫骨，去除肌肉及结缔组织，浸泡于

冷的 DPBS 缓冲液中，剪掉骨两端，用 1 mL 注射

器吸取冷的 DPBS 缓冲液冲出骨髓，直至骨发白，

轻轻吹散细胞，以 1 000 r/min 离心 5 min 收集细胞，

将细胞重悬于 1 mL 红细胞裂解液中室温静置 1 
min，立即加入 10 mL 冷的 DPBS 缓冲液，充分混

匀，以 1 000 r/min 离心 5 min，弃上清，沉淀用 Scien 
Cell 的巨噬细胞培养基重悬细胞接种至培养瓶，常

规培养 2 h 后收集悬浮细胞。用 1 mL 巨噬细胞完

全培养基（含 1%双抗、5% FBS）重悬细胞，计数。

调整细胞数量接种于培养瓶中，之后用巨噬细胞完

全培养基培养 7 d，隔天半量换液 1 次。 
细胞鉴定：细胞经 4%多聚甲醛固定 15 min，

山羊血清封闭 1 h 后，一抗 CD68 和 F4/80（1∶200
稀释）4 ℃孵育 24 h。用 PBS 洗 3 遍后，二抗山羊

抗小鼠 IgG H&L（1∶500 稀释）在室温下避光孵育

60 min 后，采用高内涵细胞成像系统拍照。 
1.9  CCK8 法检测细胞的增殖活力 
1.9.1  对细胞增殖活力的影响  取对数生长期的

BMDM 细胞，按每孔 6×103 个的密度接种于 96 孔

板，每孔 100 μL。培养 24 h 待细胞贴壁后，吸弃培

养液。对照组加入完全培养基，京制牛黄解毒片采

用 DMSO 制备母液，通过培养基稀释到相应浓度，

并设立 DMSO 溶剂对照。分组加入含终质量浓度为

6.25、12.50、25.00、50.00、200.00、400.00、800.00、
1 600.00 μg/mL 的京制牛黄解毒片完全培养基，设

5 个复孔，观察药物浓度梯度对 BMDM 细胞的毒

性作用。 
1.9.2  分组及给药  参考文献报道 [13]中 LPS 对

BMDM 细胞的刺激剂量。取 96 孔板，接种细胞密
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度为 6×103 个/孔，模型组加入含 1 μg/mL LPS 的

培养液，京制牛黄解毒片组分别加入含终质量浓度

为 6.25、12.50、25.00 μg/mL 的京制牛黄解毒片和

1 μg/mL LPS 培养液，每孔 100 μL，设 5 个复孔。

药物作用 24 h 后，吸弃培养液；每孔加入 10 μL 
CCK8 溶液，37 ℃避光孵育 1 h，并置于酶标仪中

于 490 nm 波长下测定各组吸光度（A）值。 
细胞活性＝（A 实验－A 溶剂对照）/（A 对照－A 溶剂对照） 

1.10  BMDM 细胞上清炎症因子含量测定 
将 BMDM 细胞接种于 24 孔板中，细胞密度约

为每孔 6×104个，每孔 1 mL，培养 24 h 待细胞贴

壁后轻轻吸弃培养液，分组及给药同 1.9.2 项下。给

药干预后，收集细胞上清液，3 000 r/min 离心 10 min
去除沉淀物。按照 ELISA 试剂盒说明书要求操作，

检测细胞上清液中 TNF-α、IL-6、IL-1β 的含量。 
1.11  荧光探针法检测细胞 ROS 含量 

BMDM 细胞以 6×103 个/孔的密度接种于 96
孔板内，每孔 100 μL，培养 24 h 待细胞贴壁后轻轻

吸弃培养液，细胞分组及给药同 1.9.2 项下。每个孔

中加入 100 μL 稀释后的 DCFDA 溶液对细胞进行

染色，37 ℃细胞培养箱内孵育 45 min，PBS 洗 3
遍，充分洗去 DCFDA 探针，采用高内涵细胞成像

系统观察，Harmony 4.9 软件分析荧光强度值。 
1.12  免疫荧光法检测细胞 TNF-α 蛋白表达 

将 BMDM 细胞以 6×103 个/孔的密度接种于

96 孔板内，每孔 100 μL，培养 24 h 待细胞贴壁后

轻轻吸弃培养液，细胞分组及给药同 1.9.2 项下。给

药干预后，用 PBS 洗涤细胞 3 次，4%多聚甲醛固

定 15 min，PBS 清洗细胞 3 次；10%山羊血清封闭

1 h 之后孵育带荧光标记的 TNF-α 抗体，4 ℃过夜；

次日 PBS 洗涤 3 次，DAPI 进行细胞核染色，采用

高内涵细胞成像系统进行观察，Harmony 4.9 软件

分析细胞的荧光强度值。 
1.13  免疫荧光法检测核因子-κB（NF-κB）核转位 

BMDM 细胞以 6×103/孔的密度接种于 96 孔

板内，每孔 100 μL，培养 24 h 待细胞贴壁后轻轻吸

弃培养液，细胞分组及给药同 1.9.2 项下。给药干预

后，用 PBS 洗涤细胞 3 次，4%多聚甲醛固定 15 
min，PBS 清洗细胞 3 次；10%山羊血清封闭 1 h 之

后孵育带荧光标记的 NF-κB 抗体，4 ℃过夜；次日

PBS 洗涤 3 次，DAPI 进行细胞核染色，采用高内

涵细胞成像系统进行观察，Harmony 4.9 软件分析

细胞的荧光强度值。 

1.14  Western blotting 法检测 BMDM 细胞鞘氨醇-
1-磷酸受体（S1PR3）、p-Akt、Akt、IL-18 蛋白的

表达 
将 BMDM 细胞以 3×105 个的密度接种于 60 

mm 培养皿中，培养 24 h 待细胞贴壁后吸弃培养液，

细胞分组及给药同 1.9.2 项下。给药干预后，收集细

胞。加入 RIPA 裂解液，冰浴裂解 20 min，12 000 
r/min，离心半径 9.5 cm，离心 10 min，上清液即为

细胞总蛋白。BCA 法测定蛋白浓度，98 ℃变性，

进行 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳、冰浴电转，5% BSA
封闭液室温孵育 1 h，加入相应的一抗，4 ℃孵育过

夜，洗涤 3 次。二抗孵育 1 h，洗涤 3 次。蛋白条带

图像用 LI-COR 图像软件进行灰度和荧光强度分

析，并除以内参蛋白 GAPDH 灰度值，得到待测蛋

白的相对表达水平。 
1.15  统计学处理方法 

代谢组学结果首先采用 ProgenesisQI 软件对质

谱数据以总峰面积为对照，进行降噪、峰提取、峰

识别、归一化等处理，然后导入 SimcaP 14.0 软件中

进行主成分分析（PCA）和正交偏最小二乘法判别

分析（OPLS-DA），根据变量权重投影值（VIP）＞

1.0、组间变化倍数（FC）＜0.8 或＞1.2 且 P＜0.05
筛选差异性代谢物，根据 HMDB 数据库鉴定差异

代谢物，将差异代谢物导入 MetaboAnalyst 5.0 在线

网址（https://genap.metaboanalyst.ca/Metabo Analyst/）
中进行代谢通路富集分析。采用 SPSS 27.0 软件进

行统计分析。研究数据采用x ± s 表示。多组数据

若满足方差齐性，采用单因素方差分析，组间两两

比较采用 LSD-t 检验；若方差不齐，多组间比较及

两两比较均采用 Kruskal-Wallis 检验。 
2  结果 
2.1  京制牛黄解毒片对大鼠口腔黏膜炎溃疡面积

的影响 
实验第 4 天进行口腔黏膜溃疡面积拍照及测

量。观察及测量可见，对照组大鼠舌黏膜组织无溃

疡，呈粉红色，无水肿，无假膜形成。其余各组大

鼠舌下黏膜处出现明显损伤，溃疡呈类圆形，表面

呈凹陷性缺损，溃疡面呈灰黑色或覆有白黄色假

膜，周围黏膜明显充血水肿。从第 6 天开始，与模

型组大鼠比较，京制牛黄解毒片组大鼠的黏膜炎面

积有减小趋势；第 8 天观察，京制牛黄解毒片 0.124 
g/kg 组溃疡面积显著减小，周围黏膜充血水肿明显

减轻（P＜0.01），见图 1A、B。 

https://genap.metaboanalyst.ca/Metabo
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与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs model group. 

图 1  各组口腔黏膜溃疡情况（A）及溃疡面积（B） 
Fig. 1  Status (A) and area (B) of oral mucosal ulcers in each group 

2.2  京制牛黄解毒片对大鼠口腔黏膜炎病理改变

的影响 
HE 染色结果如图 2 所示，对照组大鼠舌组织

结构完整，无溃疡，无组织坏死、细胞水肿和炎性

细胞浸润；模型组舌黏膜组织可见局部黏膜脱落，

伴见炎细胞浸润，可见水肿液和红细胞渗出，溃疡

灶局部组织坏死。京制牛黄解毒片各剂量组大鼠舌

黏膜病理改变明显减轻，炎细胞浸润程度较低，红

细胞渗出减少，组织水肿程度降低，组织坏死程度

减少。与模型组对比，京制牛黄解毒片 0.124 g/kg 组

大鼠病理评分显著降低（P＜0.05）。 
2.3  代谢组学分析 
2.3.1  PCA 和 OPLS-DA 分析  首先应用 PCA 散

点图过滤异常值，然后采用 OPLS-DA 对数据进行

分析以突出组间差异，便于后续寻找潜在差异生物

标志物。PCA 结果显示（图 3A），QC 样本相对集

中，表明了实验条件和仪器设备的稳定性。各组样

本之间存在一定的交叉，但对照组与模型组样本可 

 
与模型组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05。 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05 vs model group. 

图 2  溃疡面积和病理 HE 染色结果（x ± s，n = 10） 
Fig. 2  Ulcer area measurement and HE staining (x ± s, n = 10 ) 
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A-正、负离子模式下的 PCA 得分图，B-正、负离子模式下的 OPLS-DA 得分图，C-正、负离子模式下的 OPLS-DA 置换验证结果；Q-QC 样本，D-对

照，M-模型，J1-京制牛黄解毒片 0.248 g∙kg−1，J2-京制牛黄解毒片 0.124 g∙kg−1。 

A-PCA score plot in positive and negative ion mode, B-OPLS-DA score plot in positive and negative ion mode, C-OPLS-DA replacement verification results in 

positive and negative ion mode; Q-QC sample, D-control, M-model, J1 - Jingzhai Niuhuang Jiedu Tablets 0.248 g∙kg−1, J2 - Jingzhai Niuhuang Jiedu Tablets 

0.124 g∙kg−1. 

图 3  各组大鼠血清 PCA 和 OPLS-DA 分析 
Fig. 3  PCA and OPLS-DA score plots and corresponding model validation plot of samples in serum of rats in each group 

较明显地分开，表明各组大鼠血清中的代谢物发生

了明显的变化。在正、负离子模式下，各组别均可

进行聚类，其中对照组和模型组可较好地分离，表

明模型的成功构建。京制牛黄解毒片 0.124 g/kg 组

与对照组靠近，与模型组较远，表明其对口腔黏膜

炎具有治疗作用。 
如图 3B 所示，对照组和模型组、模型组和京

制牛黄解毒片 0.124 g/kg 组在不同的象限中表现出

显著的聚类特征，说明代谢产物存在着差异，有较

好的分离，且有明显的代谢特征。如图 3C 所示，

在正、负离子模式下，模型组和京制牛黄解毒片

0.124 g/kg 组间所建立的模型解释能力参数 R2Y 和

预测能力参数 Q2分别为（0.982，0.717）、（0.803，
0.527），充分表明该模型具有良好的解释能力和预

测能力。 
2.3.2  血清潜在生物标志物筛选  采用 OPLS-DA
模型第一主成分的 VIP＞1，并结合 t 检验的 P＜
0.05 来寻找差异代谢物，以火山图的形式进行可视

化。进一步将各组差异代谢物按照定量值计算欧式

距离矩阵，分别进行组间层次聚类分析，筛选显著

差异代谢物，以热图进行可视化。如图 4A 所示，

最终得到血清中有 41 个与口腔黏膜炎风险相关的

生物标志物。 

为进一步明确京制牛黄解毒片调节口腔黏膜

炎代谢通路的影响，将潜在生物标志物进行通路预

测分析，影响较强的为鞘脂信号通路、脂类代谢通

路和 Fc γR 介导的吞噬作用等，见图 4B。 
2.4  小鼠 BMDM 细胞的培养及鉴定 

倒置显微镜下观察可见，细胞形态为圆形或卵

圆形，贴壁纯化培养 7 d，细胞伸出伪足黏附在培养

皿上，符合巨噬细胞形态特征（图 5A）。通过免疫

荧光染色法对 BMDM 中巨噬细胞标志物的表达和

定位进行分析，所用标志物为 CD68、F4/80（图 5B）。 
2.5  京制牛黄解毒片对 BMDM 细胞活力的影响 

与对照组比较，京制牛黄解毒片达到 1 600.00 
μg/mL 质量浓度时 BMDM 细胞的存活率明显降低

（P＜0.05），提示因为浓度过高对细胞造成损伤；京

制牛黄解毒片 800.00～6.25 μg/mL 时对细胞无明显

损伤作用。京制牛黄解毒片对 BMDM 细胞活力无

显著性影响，见图 6。 
2.6  京制牛黄解毒片对 BMDM 细胞上清 TNF-α、
IL-6、IL-1β 含量的影响 

与模型组相比，京制牛黄解毒片 12.50 μg/mL
组 TNF-α、IL-1β 含量均明显降低（P＜0.05、0.01）。
京制牛黄解毒片 6.25、12.50 μg/mL 组 BMDM 细胞

中 IL-6 含量显著降低（P＜0.05、0.01），见图 7。 
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图 4  差异代谢物热图（A）和代谢通路富集（B） 

Fig. 4  Differential metabolite heatmap (A), metabolic pathway enrichment (B) 
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图 5  BMDM 细胞形态（A）、鉴定（B） 
Fig. 5  BMDM cell morphology (A), identification (B) 

2.7  京制牛黄解毒片对 BMDM 细胞 ROS 生成的

影响 
与模型组相比，京制牛黄解毒片 12.50 μg/mL

组 ROS 生成显著降低（P＜0.05），见图 8。 
2.8  京制牛黄解毒片对 BMDM 细胞 TNF-α 表达

的影响 
与模型组相比，京制牛黄解毒片 12.50 μg/mL 组

细胞 TNF-α 荧光强度显著降低（P＜0.01），见图 9。 

 
与对照组比较：*P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group. 

图 6  京制牛黄解毒片对 BMDM 细胞活力的影响（x ± s，n = 5） 
Fig. 6  Effect of Jingzhi Niuhuangjiedu Tablets on cell viability in BMDM cells (x ± s, n = 5 ) 

 
    与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group. 

图 7  京制牛黄解毒片对 BMDM 细胞炎症因子的影响（x ± s，n = 4） 
Fig. 7  Effect of Jingzhi Niuhuang Jiedu Tablets on inflammatory factors in BMDM cells (x ± s, n = 4 ) 

2.9  京制牛黄解毒片对 BMDM 细胞 NF-κB 核转

位的影响 
与模型组相比，京制牛黄解毒片 12.50 μg/mL

组显著抑制细胞 NF-κB 核位移（P＜0.01），见图 10。 
2.10  京制牛黄解毒片对 BMDM 细胞 p-Akt/Akt
和 S1PR3 蛋白表达的影响 

与模型组相比，京制牛黄解毒片 12.50 μg/mL

组细胞 p-Akt/Akt 蛋白相对表达量显著升高（P＜
0.05），S1PR3 蛋白相对表达量显著降低（P＜0.01），
见图 11。 
3  讨论 

本研究采用UPLC-Q-TOF-MS技术对大鼠血清

进行代谢组学分析，筛选潜在生物标志物，并富集

相关代谢通路，阐释京制牛黄解毒片作用机制。共 
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与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05。 
**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05 vs model group. 

图 8  京制牛黄解毒片对 BMDM 细胞 ROS 生成的影响 
（x ± s，n = 5） 

Fig. 8  Effect of Jingzhi Niuhuang Jiedu Tablets on the 
generation of ROS in BMDM cells (x ± s, n = 5 ) 

 
与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01。 
**P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs model group. 

图 9  京制牛黄解毒片对 BMDM 细胞 TNF-α 表达影响

（x ± s，n = 5） 
Fig. 9  Effects of Jingzhi Niuhuang Jiedu Tablets on TNF-α 

expression in BMDM cells (x ± s, n = 5 ) 

 

   与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01。 
**P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs model group. 

图 10  京制牛黄解毒片对 BMDM 细胞 NF-κB p65 核转位（x ± s，n = 5） 
Fig. 10  Jingzhi Niuhuang Jiedu Tablets on the nuclear translocation of NF-κB p65 in BMDM cells (x ± s, n = 5 ) 

筛选鉴定出 41 个差异代谢物与口腔黏膜炎密切相

关，且京制牛黄解毒片能显著回调这些潜在生物标

记物。通过信号通路富集分析发现，京制牛黄解毒

片主要通过调节鞘脂信号通路、脂类代谢通路和 Fc 
γR 介导的吞噬作用等途径发挥治疗作用，并进一步

采用分子生物学手段对关键靶点进行了验证。 

在口腔黏膜炎起始阶段，放化疗导致活性氧的

产生，从而破坏生物分子并引发细胞凋亡。信号通

路涉及 DNA 和非 DNA 损伤诱导的复杂机制的激

活，如 NF-κB 激活导致促炎细胞因子的释放。在扩

增阶段，NF-κB 在各种细胞类型中被激活，增加促

炎细胞因子并激活下游的信号通路，最终导致组织 
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与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

**P < 0.01 vs model group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group. 

图 11  京制牛黄解毒片对 BMDM 细胞 p-Akt/Akt 和 S1PR3 蛋白表达的影响（x ± s，n = 4） 
Fig. 11  Effects of Jingzhi Niuhuang Jiedu Tablets on p-Akt/Akt and S1PR3 expression in BMDM cells (x ± s, n = 4 ) 

损伤。在溃疡阶段，细菌定植可加剧炎症。巨噬细

胞和淋巴细胞分泌的细胞因子介导的级联效应是

口腔黏膜炎发生和持续的关键因素，其中 IL-6、
TNF-α、B 细胞淋巴瘤 2（Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋

白（Bax）在此过程中发挥了重要作用[14]。巨噬细胞

是一类具有高度多样性的白细胞群体，其核心功能

在于通过吞噬作用有效清除体内的病原体，是人体

免疫系统的关键组成部分。不同组织中的巨噬细胞

会根据其所处环境的变化而发生极化，形成不同的

巨噬细胞亚型，如 M1 型巨噬细胞和 M2 型巨噬细

胞。LPS 能够促使巨噬细胞极化为 M1 表型，而 M1
型巨噬细胞促发炎性反应，并产生诸如 IL-6、IL-12
和 TNF 等促炎相关细胞因子[15]。前期研究表明，京

制牛黄解毒片能抑制口腔黏膜炎大鼠血清 IL-6、IL-
1β 和 TNF-α 水平[9]。本研究采用 LPS 诱导小鼠骨

髓巨噬细胞体外炎症模型，结果显示 LPS 刺激

BMDM 细胞后，细胞 ROS 水平显著性增加，细胞

上清炎症因子 TNF-α、IL-6、IL-1β 水平明显升高，

细胞 TNF-α 蛋白表达也同时升高，且在 LPS 刺激

下，细胞核 NF-κB 荧光强度明显升高。京制牛黄解

毒片能显著抑制BMDM细胞上清炎症因子TNF-α、
IL-6、IL-1β 的分泌，抑制细胞 ROS 的生成，减少

细胞 TNF-α 蛋白表达，并且抑制了细胞 NF-κB 的

核转位。说明京制牛黄解毒片可能通过调节细胞氧

化应激水平和 NF-κB 信号通路发挥抗炎作用。 
Akt 是细胞内关键信号分子之一，在细胞增殖、

迁移、分化、凋亡和物质代谢等一系列生理和病理

进程中发挥重要调节作用。Akt Ser473 位点磷酸化

后被活化，可使相应底物蛋白如内皮型一氧化氮合

酶（eNOS）、糖原合酶激酶-3（GSK-3）等特定部位

的丝/苏氨酸发生磷酸化，从而激活或抑制其下游靶

蛋白功能。激活或过表达 Akt 激酶降低 LPS 对巨噬

细胞的激活作用；非特异性抑制 Akt 信号会促进

NF-κB 激活，诱导 NO 合成酶表达，促进 M1 型巨

噬细胞炎症反应[16-17]。鞘氨醇 1-磷酸盐（S1P）是

磷酸鞘氨醇激酶（SPHK）产生的一种多能溶血磷脂

中间体[18]，通过与细胞表面的 G 蛋白偶联鞘氨醇-
1-磷酸受体（S1PRs）结合，在不同细胞中发挥生物

学效应，成为自体免疫系统疾病、心血管疾病、神

经系统疾病、炎症、肿瘤等多种疾病研究的热点之

一。不同的 S1P 受体与不同的 G 蛋白偶联从而调节

特定的信号通路，包括 MAPK，PI3K/Akt 和磷脂酶

C 介导的信号通路等。这些途径参与了多种生理过

程，例如细胞增殖、细胞凋亡、细胞分化、细胞迁

移、炎症反应以及免疫应答等[19]。据报道，S1PR2
介导巨噬细胞 NF-κB 的激活、迁移以及向 M1 表型

极化[20]；脂多糖刺激可诱导 BMDM 细胞和人单核

细胞中 S1PR3 的表达，并且在 BMDM 细胞中抑制

S1PR3 比抑制 S1PR2 更有效地减弱 NLRP3 炎性小

体的激活，炎症条件下的巨噬细胞中，S1PR3 在诱

导的 NLRP3 激活中起主要作用[21]。因此，本研究

采用Western blotting检测了小鼠骨髓巨噬细胞中 p-
Akt/Akt 和 S1PR3 蛋白表达。研究结果显示，LPS
刺激后，BMDM 细胞的 p-Akt/Akt 蛋白表达下降，

S1PR3 蛋白表达升高；京制牛黄解毒片干预后，细

胞 p-Akt/Akt 蛋白表达显著升高，S1PR3 蛋白表达

显著降低。该部分研究验证了代谢组学的内容，京

制牛黄解毒片可能通过调节 S1PR3/Akt 轴，从而影

响了鞘脂信号通路对口腔黏膜炎具有防治作用。 
综上所述，本研究发现京制牛黄解毒片可以治
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疗口腔黏膜炎，可能是通过调节氧化应激、炎症反

应、氨基酸代谢和鞘脂类信号通路等途径发挥其治

疗作用。 
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