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基于物质与能量代谢探讨玄参水提物治疗肾阴虚水肿大鼠的“滋阴、利水”

功效内涵

徐晓敏，卢 芳*，张 莹，蒋 鑫，刘树民

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  探索玄参水提物（SNAE）对肾阴虚水肿大鼠的治疗作用及对体内物质与能量代谢的影响。方法  将 48只雄

性 SD 大鼠随机分为对照组、阴虚组、阴虚恢复组、阴虚水肿模型组、SNAE（2.7 g·kg−1）组和呋塞米（阳性药，3.6 mg·kg−1）

组，每组 8只。除对照组 ig 0.9%氯化钠溶液外，其余各组均 ig给予甲状腺素和利血平注射液混合物，连续 10 d，制备大鼠

肾阴虚模型；于第 11天 ip给予阴虚水肿模型组、SNAE组和呋塞米组氨基核苷嘌呤霉素（PAN）溶液，制备肾源性水肿模

型，阴虚恢复组和对照组 ip给予 0.9%氯化钠溶液；于 12 d起 ig给药，每天 1次。于取材的前 1天禁食、不禁水 12 h，阴虚

组于第 11天、其他组于第 18天取材。取肾组织进行苏木素-伊红（HE）染色后光镜下观察、透射电镜下肾脏超微病理学观

察；全自动生化仪检测血清肌酐（Scr）、尿素氮（BUN）、总蛋白（TP）、血浆白蛋白（ALB）以及尿液中尿蛋白（UP）水平，试剂盒

法检测血清睾酮（T）、雌二醇（E2）、三碘甲状腺原氨酸（T3）、甲状腺素（T4）水平以及环磷酸腺苷（cAMP）/环磷酸鸟苷（cGMP）；

应用UPLC-Q-TOF-MS技术对各组大鼠尿液进行分析，通过多变量统计分析筛选潜在生物标志物，结合人类代谢组学数据

库（HMDB）和Metlin在线数据库鉴定重要生物标志物，并将鉴定到的生物标志物导入京都基因与基因组百科全书数据

库（KEGG）推测其可能的代谢通路。结果  病理学结果显示，与对照组、阴虚组、阴虚恢复组相比，阴虚水肿模型组肾脏

病理损伤较明显；与阴虚水肿组比较，SNAE、呋塞米对模型大鼠病理损伤程度有明显改善作用；在药效学指标上，与阴

虚水肿模型组比较，SNAE能显著下调Scr、BUN、T4 水平（P＜0.05），显著上调 T、E2、 cAMP/cGMP、TP、ALB水

平（P＜0.05、0.01）；代谢组学结果显示，SNAE可改善各阴虚组大鼠代谢轨迹的偏离。通过对大鼠尿液代谢产物变化的预

测，得到符合要求的生物标志物共 14个，包括柠檬酸、磷酸烯醇式丙酮酸、6-磷酸葡萄糖酸、尿酸、庚二酸、2-异丙基苹果酸等；

涉及15条相关代谢通路，关键代谢途径主要富集于三羧酸（TCA）循环。结论  SNAE通过调节能量代谢相关通路发挥“滋

阴、利水”等功效，从而对肾阴虚水肿发挥治疗作用。
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Discuss effect connotation of "nourishing Yin and improving water" of 

Scrophularia ningpoensis based on material and energy metabolism
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Abstract: Objective Exploring the therapeutic effect of Scrophularia ningpoensis aqueous extract (SNAE) on edema caused by 

kidney yin deficiency in rats and its impact on substance and energy metabolism in the body. Methods Forty-eight male SD rats 

were randomly divided into control group, Yin deficiency group, Yin deficiency recovery group, Yin deficiency edema group, SNAE 

(2.7 g·kg−1) group and furosemide (positive, 3.6 mg·kg−1) group, with eight rats in each group. Except control group, which was 

given 0.9% sodium chloride solution by ig, the other groups were ig given the mixture of thyroxine and rexepin injection intragastric 

for 10 consecutive days to replicate the model of kidney-yin deficiency in rats. On the 11th day, the edema group, furosemide group 
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and SNAE group were ip given puromycin aminonucleoside (PAN) solution to replicate the model of nephrogenic edema, and the 

Yin deficiency recovery group and the control group were given 0.9% sodium chloride solution via ip. Administer ig once a day 

starting from 12 days. On the day before sampling, fasting and uncontrollable hydration were performed for 12 hours. Administer ig 

once a day starting from 12 days. The Yin deficiency group was sampled on the 11th day, while the other groups were sampled on 

the 18th day. Taked kidney tissue for hematoxylin eosin (HE) staining and observed under light microscopy and transmission 

electron microscopy for renal ultrastructural pathology. The automatic biochemical analyzer detected serum creatinine (Scr), urea 

nitrogen (BUN), total protein (TP), plasma albumin (ALB), and urine protein (UP) levels. The kit method detected serum 

testosterone (T), estradiol (E2), triiodothyronine (T3), thyroxine (T4) levels, as well as cyclic adenosine monophosphate (cAMP)/

cyclic guanosine monophosphate (cGMP) levels. Applied UPLC-Q-TOF-MS technology to analyze the urine of rats in each group, 

screen potential biomarkers through multivariate statistical analysis, and combined with the human metabolomics database (HMDB)  

to search and literature identification of important biomarkers. Imported the identified biomarkers into the Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes database (KEGG) to speculate their possible metabolic pathways. Results The pathological results showed that 

compared with the control group, Yin deficiency group, and Yin deficiency recovery group, the kidney pathological damage in the 

Yin deficiency edema model group was more significant. Compared with the Yin deficiency edema group, SNAE and furosemide 

had a significant improvement effect on the degree of pathological damage in model rats. In terms of pharmacodynamic indicators, 

compared with the Yin deficiency edema model group, SNAE significantly downregulated the levels of Scr, BUN, and T4 (P < 0.05), 

and significantly upregulated the levels of T, E2, cAMP/cGMP, TP, and ALB (P < 0.05, 0.01). Metabolomics results showed that 

SNAE can improve the deviation of metabolic trajectories in rats of various yin deficiency groups. By predicting changes in 

metabolic products in rat urine, a total of 14 biomarkers were obtained that meet the requirements, including citric acid, 

phosphoenolpyruvate, 6-phosphogluconic acid, uric acid, succinic acid, 2-isopropylmalic acid, etc. It involves 15 related metabolic 

pathways, with key metabolic pathways mainly enriched in the tricarboxylic acid (TCA) cycle. Conclusion SNAE exerts therapeutic 

effects on kidney yin deficiency and edema by regulating energy metabolism related pathways, such as nourishing yin and 

promoting diuresis.

Key words: Radix scrophulariae; aqueous extract; material energy metabolism; kidney-yin deficiency and nephrogenic edema; 

urine metabolomics; pharmacodynamics indicators; tricarboxylic acid cycle 

中医理论认为肾阴虚水肿属于水肿症的范畴，

其本在肾［1-4］。中药玄参为玄参科玄参属植物玄参

Scrophularia ningpoensis Hemsl. 的干燥根，味甘、

苦、咸；性微寒，归肺、胃、肾经；具有清热凉血、滋阴

降火、解毒散结的功效；用于热入营血、温毒发斑、

热病伤阴、舌绛烦渴、津伤便秘［5-8］。相关研究显示

寒性药可以抑制中枢神经系统的兴奋性、减弱循环

系统、降低机体产热量、抑制线粒体的能量代谢；黄

丽萍等［9-11］提出寒性中药抑制能量代谢 ，抑制

Na＋-K＋-ATP 酶的生成；戴璐［12］通过观察寒性对实

热证大鼠物质代谢、能量代谢及甲状腺轴功能的影

响，发现寒凉中药抑制物质代谢、能量代谢及甲状

腺轴功能。本课题组前期依托国家重点基础研究

发展计划（973计划），已验证玄参对肾阴虚肾源性

水肿具有一定的治疗作用［13-14］。本实验从物质与能

量代谢角度，运用尿液代谢组学技术结合药效学与

组织病理学，探讨其“滋阴、利水”的功效内涵；寻找

潜在生物标志物，通过关键性靶点寻找相关联代谢

通路，从而进一步为玄参“滋阴、利水”功效的临床

安全应用提供理论参考，也为今后新药研发与临床

的安全应用提供科研依据。

1　材料

1.1　实验动物

雄性 SD 大鼠 48 只，清洁级，体质量为（200±

20）g，由辽宁长生生物技术有限公司提供，实验动

物生产许可证号 SCXK（辽）2015-0001。大鼠置于

清洁实验室中，保持 12 h/12 h明暗循环饲养，给予

标准饲料和饮用水，控制室内温度为（22±1）℃，相

对湿度 40%。大鼠适应环境 1周，放入代谢笼中分

笼饲养，继续适应 1周后开始实验。实验获得黑龙

江 中 医 药 大 学 伦 理 委 员 会 批 准 ，批 准 编 号

DXLL2019081601。

1.2　实验药物

玄参饮片购自黑龙江省药材公司 ，批号

20120623012，经黑龙江中医药大学药学院中药资

源与开发教研室主任王振月教授鉴定为正品饮片，

符合《中国药典》2020年版饮片性状规定，为玄参科

玄参属植物玄参S. ningpoensis Hemsl.的干燥根。

玄参生药经粉碎成加入于 10倍总药量的水中，

加热回流 1.5 h，滤过后加入 8倍总药量的水再次回
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流，重复回流 1.5 h，合并药液，浓缩，冻干，即得玄参

水提物（S. ningpoensis aqueous extract，SNAE）。取

玄参水提物冻干粉末，于水中超声溶解，配制成

0.27 g·mL−1 的 混 悬 液 。 采 用 高 效 液 相 色 谱

法（HPLC）对哈巴苷和哈巴俄苷进行含量测定，质

量分数总计不少于0.45%。

甲状腺片（每片 40 mg，批号 20160903），购自上

海长城药业有限公司；氨基核苷嘌呤霉素（PAN，

500 mg，购自 Sigma 公司，批号 20170240）；利血平

注射液（每支 1 mg，广东邦民制药厂有限公司，批号

20151008）；呋塞米片（每片 20 mg，批号 20160932，

购自上海朝晖药业有限公司）。

1.3　试剂及实验仪器

福尔马林、戊二醛（天津市百世化工有限公

司）；乙腈（色谱级，Fisher公司）；屈臣氏蒸馏水；甲

酸（色谱级，美国迪马公司）。

HT7700 透射电镜（HITACHI）；R139 切片机、

PH100光镜设备［徕卡显微系统（上海）贸易有限公

司］；Cobas C311 全自动生化分析仪（ROCHE 公

司）；KDC-160HR 高速冷冻离心机（科大创新股份

有限公司中佳分公司）；电子天平（北京赛多利斯仪

器系统有限公司）；超低温冰箱（德国赛默飞世尔科

技有限公司）；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XevoTM Q-Tof/ MS

四极杆-飞行时间/质谱（电喷雾离子源-正、负离子扫

描方法-Lockspray）。

2　方法

2.1　实验分组及处置方案

SD雄性大鼠 48只，随机分为对照组、阴虚组、

阴虚恢复组、阴虚水肿模型组、SNAE（2.7 g·kg−1，剂

量参照文献报道［13-14］设置）组，呋塞米（3.6 mg·kg−1）

组，每组 8只。各组大鼠置于代谢笼内饲养，对照组

大鼠按照 10 mL·kg−1 ig给予 0.9%氯化钠溶液；阴虚

组按照 10 mL·kg−1 ig给予甲状腺素和利血平注射液

混合溶液（用 0.9% 氯化钠溶液配制含甲状腺素片

16 mg·mL−1、利血平注射液 0.1 mg·mL−1 的混合溶

液），连续 10 d；阴虚恢复组按照 10 mL·kg−1 ig给予

甲状腺素和利血平注射液混合溶液，连续 10 d，于第

11日按照 10 mL·kg−1 ip 0.9%氯化钠溶液；阴虚水肿

模型组、SNAE组、呋塞米组按照 10 mL·kg−1 ig给予

甲状腺素和利血平注射液混合溶液，连续 10 d，于第

11日按照 10 mL·kg−1 ip PAN溶液，于第 12～17天按

照 10 mL·kg−1分别 ig给予 0.9%氯化钠溶液、SNAE、

呋塞米。各组均于取材的前 1 d禁食不禁水 12 h，阴

虚组于第 11 天，其他组于第 18 天，取 24 h 尿液

−80 ℃冻存，取肾、血处理后待测。

注射甲状腺素和利血平注射液混合溶液，致使

大鼠甲状腺机能亢进，观察到肾阴虚大鼠的体质量

减低、消瘦，同时出现多动、体毛枯疏、饮水量增加、

大便干结症状，这与临床肾阴虚患者症状类似，表

明造模成功；PAN 具有肾毒性，它所致肾病综合征

又称为肾源性水肿，注射后，大鼠出现尿量降低、水

肿及蛋白尿等症状，说明模型制备成功［15］。

2.2　肾组织病理学研究

2.2.1　苏木素-伊红（HE）染色法观察肾组织病理形

态 取肾脏去血液后称质量，对肾脏组织用 4% 甲

醛固定，石蜡包埋，切片，HE染色，采用光学显微镜

进行病理组织学观察。

2.2.2　电子显微镜观察肾脏超微病理改变 取肾

脏组织先后于 3%戊二醛和 1%四氧化锇中进行组

织固定，梯度丙酮逐级脱水，在脱水剂和环氧树脂

中浸透后，包埋以备切片。醋酸铀及枸橼酸铅双重

染色，透射电镜下进行肾脏超微病理学观察。

2.3　血清肌酐（Scr）、尿素氮（BUN）水平的测定

各组实验动物均经腹主动脉采血存于真空采血管

内，于 4 ℃低温高速离心机中，以 3 000 r·min−1离心

15 min，取血清0.5 μL，采用全自动生化仪检测。

2.4　血清睾酮（T）、雌二醇（E2）、三碘甲状腺原氨

酸（T3）、甲状腺素（T4）水平测定

采用放免试剂盒检测各组大鼠血清T、E2、T3、T4

水平。

2.5　肾阴虚机体能量代谢情况指标的测定

按 照 ELISA 试 剂 盒 说 明 进 行 环 磷 酸 腺

苷（cAMP）、环磷酸鸟苷（cGMP）水平测定。

2.6　血清总蛋白（TP）、血浆白蛋白（ALB）以及尿

蛋白（UP）水平测定

用全自动生化仪检测血清 TP、ALB 水平；

尿液于 4 ℃ 低温离心机中 13 000 r ·min−1 离心

15 min，取上清 0.5 μL，采用全自动尿液分析仪检测

UP水平。

2.7　代谢组学尿液样品的处理

将冻存的尿液样品解冻至室温，取上清液

600 µL 加入 1 mL 蒸馏水稀释样品，涡旋 1 min，于

4 ℃低温离心机中 10 000 r·min−1 离心 10 min，上清

液过0.22 µm微孔滤膜，待UPLC-MS分析。

2.8　UPLC-MS的实验条件

色谱柱：Waters BEH C18 柱（50 mm×2.1 mm，
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1.7 µm）；体积流量 0.4 mL·min−1 ；柱温 25 ℃；流动

相：0.1% 甲酸溶液（A）-0.1% 甲酸乙腈溶液（B）；梯

度洗脱程序见表1。MS条件见表2。

2.9　大鼠尿液样本潜在标志物的代谢组学分析

应用UPLC-TOF-MS手段针对离子产生的质谱

峰进行分析，通过QI与MarkerLynx XS软件可明确

数据中代谢物的相对分子质量，并将所获数据在筛

除外源性的干扰成分后进入 EZinfo2.0软件处理分

析，对大鼠尿液样本数据进行主成分分析（PCA），采

用 PCA Score图说明组间的离散程度，以此判断各

组大鼠尿液样本轨迹的相似度情况及是否呈现出

聚类效应 ，然后采用监督偏最小二乘判别分

析（PLS-DA）对样本进行分组，得到相应的评分图。

为了避免 PLS-DA模型的过度拟合，使用 SIMCA-P

软件（version 12.0，Umetrics，Umeå，Sweden）对数据

进行了 200 个随机排列的交叉验证。结合离子变

量（VIP）和 S-plot图所选出潜在生物标志物的组间

变化趋势，采用VIP＞1作为投射筛选条件，找出重

要 性 生 物 标 志 物 。 通 过 人 类 代 谢 组 学 数 据

库（HMDB）、Metlin在线数据库比对，对重要性生物

标志物进行鉴定，并将鉴定到的生物标志物导入京

都基因与基因组百科全书数据库（KEGG）推测其可

能的代谢通路。

2.10　数据处理

各组实验数据均用 SPSS 20.0统计软件做统计

学处理，结果以 x
—
±s表示，对数据进行单因素方差

分析，组间比较用最小显著差异（LSD）进行检验。

3　结果

3.1　肾脏组织病理学研究

3.1.1　HE染色法观察肾组织病理形态 光镜结果

如图 1所示，对照组肾小球数量形态正常，肾组织形

态正常；阴虚组及阴虚恢复组肾组织基本形态正

常，肾小管略有扩张；阴虚水肿模型组有轻微的系

膜增生，基底膜空泡变性，肾小管上皮细胞可见空

泡变性和透明滴，可见间质水肿，部分肾小管内有

蛋白沉积，部分肾小管上皮细胞变性，坏死部分肾

小球肿胀囊腔变小；SNAE组有轻微的系膜增生，基

底膜空泡变性，肾小管上皮细胞可见空泡变性和透

明滴，可见间质水肿，部分肾小管内有蛋白沉积；呋

塞米组肾小球内细胞数增多，肾小球肿胀，肾小管

内蛋白增多，肾小管上皮细胞肿胀，可见间质水肿。

两给药组病变程度较阴虚水肿模型组减轻。

3.1.2　电子显微镜观察肾脏超微病理改变 电镜

结果如图 2所示，对照组可见足细胞伸出的微绒毛

整齐排列，基底膜厚度和结构正常。阴虚水肿模型

组肾小球足细胞发生了广泛融合、消失，上皮细胞

胞浆中出现空泡，上皮细胞与基底膜间有分离现

象。各给药组可见肾小球足细胞融合状况有不同

程度的改善，基底膜肿胀程度有所减轻，但仍然可

见上皮细胞胞浆中的空泡等情况。结果表明SNAE

与呋塞米对肾水肿状态有一定的改善作用。

3.2　SNAE对大鼠血清Scr、BUN水平的影响

临床上通常将 Scr、BUN 作为衡量肾脏功能的

重要指标，肾脏功能发生异常时，2个指标会发生不

表1　UPLC梯度洗脱程序

Table 1　UPLC gradient elution procedure

t/min

0

8

10

12

15

体积流量/（mL·min−1）

0.4

0.4

0.4

0.4

0.4

A/%

98

60

  2

98

98

B/%

2

40

98

2

2

图1　各组大鼠肾组织光镜切片图（×200）

Fig. 1　Photomicrographs of kidney tissue of rats in each 

group (×200)

表2　MS条件

Table 2　MS conditions

条件

分析仪

毛细管电压/V

采样锥电压/V

脱溶剂温度/℃

源温/℃

进样锥气体体积流量/（L·h−1）

脱溶剂气体体积流量/（L·h−1）

离子源电压/V

相对分子质量范围

ESI＋

W Mode

1 300.0

40.0

350.0

110.0

20.0

750.0

35.0

100～1 500

ESI−

W Mode

1 500.0

70.0

350.0

110.0

20.0

750.0

34.0

100～1 500
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同程度的上调［ 16］。结果如表 3 所示，阴虚组、

阴虚恢复组血清 Scr、BUN 水平与对照组比较

无显著性差异，表明肾阴虚证大鼠的肾脏功能

并没有与正常大鼠有显著性的差异，即肾阴虚

证不代表肾脏功能具有实质性的损伤，与中医

肾阴虚证的概念相吻合。与对照组比较，阴虚

水肿模型组的 Scr、BUN 水平均显著升高（P＜

0.05、0.01），表明阴虚水肿模型组的大鼠肾功能

发生了损伤性的改变 ；与阴虚水肿模型组比

较，呋塞米和 SNAE 均可以使 Scr、BUN 水平显

著回调（P＜0.05），并且接近正常水平。

3.3　SNAE 对大鼠血清 T、E2、T3、T4 指标的影响

本实验选择下丘脑-垂体-性腺、甲状腺及肾上腺

轴功能指标T、E2、T3、T4作为检测对象，用来说明机

体“阴虚证”状态的指标［17］，结果见表4。阴虚组、阴虚

恢复组T、E2、T3、T4较对照组均具有显著性差异（P＜

0.01），表明阴虚证模型并没有自身恢复；与对照组比

较，阴虚水肿模型组T显著下调（P＜0.05），T4显著上

调（P＜0.01）；与阴虚水肿模型组比较，SNAE组T、T4指标水

平均显著回调（P＜0.05、0.01）。结果表明SNAE对阴虚水

肿大鼠垂体-甲状腺轴调节功能的异常具有改善作用。

3.4　SNAE对肾阴虚机体能量代谢指标的影响

cAMP/cGMP 变化是反映机体生物学功能的

重要指标［ 18］。如表 5 所示，与对照组比较，阴

虚及阴虚恢复组、阴虚水肿模型组 cAMP/cGMP

显著下调（P＜0.05、0.01），表明机体系统功能

可能都受到了一定的影响，代谢水平升高；与

阴虚水肿模型组比较，呋塞米和 SNAE 能显著

回调 cAMP/cGMP 水平（P＜0.05），表明玄参具

有一定调节机体能量代谢水平的作用，降低代

谢水平。

3.5　SNAE对血清TP和血浆ALB、UP水平的影响

肾病性水肿发病机制的中心环节是低蛋白血

症及因而引起的血浆胶体渗透压下降，其是造成组

织间液积聚的原发因素。低蛋白血症的原因是血

图 2　肾组织电镜切片

Fig. 2　Electron microscopic sections of renal tissues

表3　SNAE对大鼠血清Scr、BUN水平的影响（x
—

±s，n=8）

Table 3　Effect of SNAE on serum Scr and BUN level in 

rats (x
—

±s，n=8)

组别

对照

阴虚

阴虚恢复

阴虚水肿模型

SNAE

呋塞米

剂量/

（g·kg−1）

—

—

—

—

2.7

3.6×10−3

Scr/

（mmol·L−1）

26.18±3.54

24.64±1.39

25.28±2.04

37.31±4.85**

29.61±3.33#

28.64±2.99#

BUN/

（mmol·L−1）

  7.04±0.70

  6.38±0.64

  7.02±0.86

12.85±3.25*

  7.63±0.63#

  7.52±0.99#

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与阴虚水肿模型组比

较：#P＜0.05
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group；#P < 0.05 vs nourishing Yin 

and improving water model group

表4　SNAE对大鼠血清T、E2、T3、T4水平的影响（x
—

±s，n=8）

Table 4　Effect of SNAE on serum T， E2， T3 and T4 level in rats (x
—

±s，n=8)

组别

对照

阴虚

阴虚恢复

阴虚水肿模型

SNAE

呋塞米

剂量/（g·kg−1）

—

—

—

—

2.7

3.6×10−3

T/（ng·mL−1）

63.36±5.60

20.04±2.63**

34.89±4.29**

35.02±3.68**

61.38±3.29##

24.79±2.31

E2/（pg·mL−1）

  9.03±0.26

16.94±1.37**

17.30±0.40**

  8.78±1.69

10.85±1.53

14.50±2.74

T3/（ng·mL−1）

1.74±0.09

4.54±0.28**

2.23±0.07**

1.92±0.34

2.06±0.21

1.26±0.13##

T4/（ng·mL−1）

70.41±6.73

97.16±5.75**

92.38±3.39**

90.62±4.48**

68.48±4.81#

78.84±6.79

与对照组比较：**P＜0.01；与阴虚水肿模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01
**P < 0.01 vs control group；#P < 0.05  ##P < 0.01 vs nourishing Yin and improving water model group
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浆蛋白（主要是 ALB）大量随尿液丢失即 UP升高。

故以检测血浆ALB、血清TP以及UP的含量作为评

价机体的水肿状况的重要指标［ 19-20］。结果如表

6 所示，与对照组比较，阴虚水肿模型组的血清

TP 和 血 浆 ALB 水 平 均 显 著 下 降（P＜0.05、

0.01），UP 水平显著上升（P＜0.01），表明机体

呈现了水肿的状态；与阴虚水肿模型组比较，

呋塞米和 SNAE 对血清 TP 和血浆 ALB 水平均

有显著回调作用（P＜0.05、0.01）；但是对 UP 的

回调情况均并不明显。结果表明，两种药物均

能够缓解水肿的症状，SNAE 的利水作用不及

高效利尿剂呋塞米。

3.6　大鼠尿液代谢数据的分析

应用MarkerLynx XS对大鼠尿液样品的离子峰

进行识别与匹配 ，得到各组的总离子流色谱

图（TIC），见图 3。通过观察可说明各组数据代谢产

物分离，轮廓清晰；对 PLS-DA得分图模型进行 200

次随机置换检验，负离子模式下，R2
X＝0.593，R2

Y＝

0.733，Q2＝0.533；正离子模式下 R2
X＝0.499，R2

Y＝

0.881，Q2＝0.778，任何 1次随机排列产生的R2、Q2均

小于模型的R2、Q2，表明建立的模型可靠，未发生过

度拟合，见图4。

应用Pareto模式的PCA对UPLC-TOF-MS产生

的数据进行分析，以此表现大鼠尿液样本代谢轮廓

的状态。与对照组相比，阴虚组偏离对照组，分类

趋势明显，阴虚恢复组略有回调，变化不明显；在加

入 PAN后，阴虚水肿模型组代谢轮廓明显与“阴虚

恢复”组相区别，并且偏离对照组最远，这种代谢轮

廓的变化趋势与肾阴虚证结合肾源性水肿病的复

杂模型的建立过程相吻合，从代谢组学角度佐证了

本次实验模型制备成功。在模型建立成功基础上，

SNAE组与呋塞米组尿液的代谢轮廓呈现明显地回

归对照组的趋势。结果见图5。

采用两组区分性OPLS-DA分析方法对对照组

与造模后第 18天阴虚水肿模型组的代谢数据进行

分析。观察S-plot图（图 6-A）可知，大多数代谢产物

离子在原点周围聚集，偏离原点的离子占少数，说

明两组间存在差异；执行VIP＞1的筛选条件，可得

到VIP-plot图（图6-B）并预选出潜在生物标志物。

3.7　大鼠尿液数据的潜在生物标志物

通过对大鼠尿液代谢产物变化的预测，寻找符

合VIP＞1的代谢产物，初步鉴定了符合要求的生物

标志物共 14个，其中负离子共 7个，见表 7。正离子

7个，见表 8。与对照组比较，所有阴虚水肿模型中

的生物标志物的含量均具有显著性差异（P＜0.05、

0.01），玄参对所有生物标志物具有显著性的回调作

用（P＜0.05、0.01）。通过对照组-模型组-SNAE组 3

组之间的对照，通过剔除外源性成分的影响可以看

到 SNAE 对该模型的离子含量表达的一定回调趋

势，同时也象征着玄参对肾阴虚证下肾源性水肿模

表5　SNAE对大鼠血清 cAMP/cGMP水平的影响（x
—
±s，n=8）

Table 5　Effect of SNAE on serum cAMP/cGMP level in 

rats (x
—

±s, n=8)

组别

对照

阴虚

阴虚恢复

阴虚水肿模型

SNAE

呋塞米

剂量/（g·kg−1）

—

—

—

—

2.7

3.6×10−3

cAMP/cGMP

0.52±0.04

0.38±0.07*

0.18±0.16**

0.26±0.06**

0.44±0.12#

0.51±0.12#

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与阴虚水肿模型组比较：#P＜0.05
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group；#P < 0.05 vs nourishing Yin 

and improving water model group

表6　玄参对大鼠血清ALB、TP、UP水平的影响（x
—

±s，n=8）

Table 6　Effects of SNAE on serum ALB， TP and UP level of rats in each group (x
—

±s, n=8)

组别

对照

阴虚

阴虚恢复

阴虚水肿模型

SNAE

呋塞米

剂量/（g·kg−1）

—

—

—

—

2.7

3.6×10−3

ALB/（g·L−1）

37.28±1.59

38.67±1.40

38.11±0.94

24.29±3.11**

35.42±2.99#

38.13±2.46##

TP/（g·L−1）

51.31±1.81

53.41±2.08

55.38±2.01

41.27±5.87*

49.63±4.98#

50.98±4.51#

UP/（mg·L−1）

486.7±112.4

498.9±110.5

487.5±109.6

550.0±102.5**

514.2±106.4

542.8±111.2

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与阴虚水肿模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group；#P < 0.05 ##P < 0.01 vs nourishing Yin and improving water model group
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型的治疗作用。

3.8　尿液中潜在生物标志物的通路分析

通过通路分析来寻找相关的代谢途径，潜在代

谢通路的临界值应大于 0.10，结果显示出共作用于

15 个代谢通路。关键代谢途径主要富集于三羧

酸（TCA）循环。在玄参给药干预后，代谢通路紊乱

的现象明显改善，代谢产物的含量出现回调趋势，

在代谢通路的水平上，显示出玄参对肾阴虚肾源性

水肿大鼠的尿液代谢有明显的改善作用。结果

见图7。

4　讨论

在本实验中，病理学以及药效学指标共同说明

模型大鼠肾阴虚水肿模型成功。同时，利用代谢组

学技术鉴定了十八碳烯酸、磷酸烯醇式丙酮酸、D-

核酮糖、6-磷酸葡萄糖酸、甘氨酸以及庚二酸等与肾

阴虚证相关的生物标志物，通过直接或间接参与调

节相关能量代谢以及氨基酸代谢通路；另外鉴定脱

氧尿苷、尿酸、油酸等生物标志物与肾功能直接相

图3　对照（A）、阴虚（B）、阴虚恢复（C）、阴虚水肿模型（D）、SNAE（E）、呋塞米（F）组大鼠尿液样本正、负离子模式色谱图

Fig. 3　Positive and negative ion pattern chromatograms of urine samples from rats in control (A), Yin deficiency (B), Yin 

deficiency recovery (C), Yin deficiency edema (D), SNAE (E) and furoxamil (F) group
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关；而 2-oxoarginine和柠檬酸既与肾阴虚证有关又

与肾功能相关，可以用来推测该病证结合模型在体

内的生物变化过程。SNAE对脱氧尿苷、4-胍基丁

酸、油酸、磷酸烯醇式丙酮酸以及柠檬酸有显著性

回调作用，佐证 SNAE既可以改善机体肾阴虚证状

态，又可以改善机体肾源性水肿的状态。并且玄参

发挥“滋阴”作用可能是通过调整机体物质代谢、免

疫系统及神经系统功能发挥作用的；而其治疗肾源

性水肿可能是通过促进肾脏排泄及保护肾脏功能

来实现的，以下将阐述上述代谢物所涉及的代谢

通路。

4.1　能量代谢

TCA循环和糖酵解是能量代谢的 2个重要代谢

途径，且TCA循环是在好氧生物活细胞中普遍存在

的代谢过程，在人类生命活动中发挥着不可替代的

作用，是人类活动的基础之一［21］。糖酵解是所有生

物体在葡萄糖分解代谢时必须通过的阶段。两者

都是好氧生物能量合成和细胞代谢中心生化途径

的重要环节［22］。细胞内能量通过腺嘌呤核苷三磷

酸（ATP）转移，ATP的产生与细胞的能量代谢有关，

特别是在TCA循环和糖酵解中［23-24］。

TCA 循环功能异常与多种病理过程相关［25］。

柠檬酸是TCA循环中重要的中间产物，柠檬酸的升

高与机体较高的能量代谢水平密不可分［26］。柠檬

酸在TCA循环中被首先释放，在炎症和腺轴功能障

碍的情况下，柠檬酸水平下调。柠檬酸可以阻止蛋

白尿和肾病的发生［27］，实验结果显示，尿中柠檬酸

的含量异常，表明机体处于肾功能异常的状态；玄

参干预后，柠檬酸水平回调，TCA循环代谢水平趋

于正常；磷酸烯醇式丙酮酸是糖酵解（糖异生）过程

C-对照组；YD-阴虚组；YDR-阴虚恢复组；YDE-阴虚水肿模型组；S-SNAE组；F-呋塞米组

C-control group； YD-yin deficiency group； YDR-yin deficiency recovery group； YDE-yin deficiency edema model group； S-SNAE group；F-

furoxamil group

图5　各组尿液样品的负（A）、正（B）离子模式下PCA得分图

Fig. 5　Plot of PCA score for each group of urine samples in negative (A) and positive (B) ion mode

图4　质控（R2和Q2代表拟合优度系数）

Fig. 4　Quality control (R2 and Q2 represent goodness of fit coefficients)
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中重要的中间产物，能够影响机体的能量代谢产生

能量和丙酮酸［28］。磷酸烯醇式丙酮酸在模型组中

含量下降，也正表明了机体大量的消耗能量，SNAE

干预后同样显现出回调趋势。

图6　负（A）、正（B）离子S-plot图和负（C）、正（D）离子VIP图

Fig. 6　Negative (A) and positive (B) ion mode S-plot and negative (C) and positive (D) ion mode VIP plot

表7　负离子模式下鉴定的生物标志物

Table 7　Biomarkers identified in negative ion mode

序

号

1

2

3

4

5

6

7

VIP

8.92

5.76

4.76

2.36

2.21

1.69

1.46

tR/min

0.57

6.11

2.43

1.39

0.69

1.58

4.77

m/z

191.014 6

269.040 6

159.064 5

281.099 0

175.024 5

275.112 7

187.006 1

实际相对分子

质量

192.123

270.292

160.073

282.255

176.167

276.132

188.224

代谢物

柠檬酸 

（C6H8O7）

十八碳烯酸

（C18H38O）

庚二酸

（C7H12O4）

油酸

（C18H34O4）

2-异丙基苹果

酸（C7H12O5）

6-磷酸葡萄糖酸

（C6H13O10P）

甘氨酸

（C8H16N2O3）

MS/MS

129、111、

87、56

253、241、223、

197、183、169、

141、127、

87、59

115、96、56

195、183、164、

153、135、115、

83、71、58

129、114、100、

86、70

193、177、165、

136、98

58

离子碎片

－O4、－CH6O4、

－C3H6O4、－C4H8O5

－H2O、－C2H6、－C2H8O、

－C5H14、－C5H12O、－C6H14O、

－C9H22、－C10H24、

－C13H28、－C15H32

－CH2O2、－CH4O3、

－C4H9O3

－C6H16、－C7H16、－C7H19O、

－C7H14O2、－C8H20O2、－C12H24、

－C12H24O2、－C13H24O2、－C16H33

－O3、－C2H6O2、－C2H4O3、

－C3H6O3、－C4H8O3

－PO3H5、－PO4H5、－CH5O4P、

－C2H6O5P、－C2H11O7P

－NH3

模型组 vs

对照组

↓**

↑**

↑**

↓**

↑**

↑**

↑*

SNAE组

vs模型组

↑*

↓**

↓**

↑**

↓**

↓**

↓*

↑为上调，↓为下调；*P＜0.05  **P＜0.01

↑ indicates up， ↓ indicates down； *P < 0.05  **P < 0.01
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戊糖磷酸途径（PPP）是糖酵解的分支，该途径

用以支持细胞的生长和繁殖，也可以生成NADPH，

通过中和活性氧中间体（ROIs）来防御氧化应激［29］。

6-磷酸葡萄糖酸是戊糖磷酸途径的代谢产物［30］，可

以通过 6-磷酸葡萄糖内酯酶发生转化并且参与到

能量代谢当中，尤其是肾上腺皮质等部位。在本实

验中，模型组中该化合物含量显著上调，意味着大

鼠的能量代谢紊乱，这与临床肾病报道相吻合；同

时玄参给药后，6-磷酸葡萄糖酸含量有所回调，戊糖

磷酸代谢途径紊乱现象有所改善。

嘌呤在体内主要以嘌呤核苷酸形式存在，在能

量供应、代谢调节以及组成辅酶等方面起非常重要

的作用。尿酸是嘌呤的最终代谢产物［31-32］，它是由

肾脏和肠道分泌的；并且尿酸在慢性肾病的发生和

表8　正离子模式下鉴定的生物标志物

Table 8　Biomarkers identified in positive ion mode

序号

1

2

3

4

5

6

7

VIP

9.20

3.42

1.63

1.61

1.56

1.27

1.17

tR/min

0.94

0.82

0.32

0.32

0.34

1.11

1.18

m/z

229.154 6

174.123 5

169.044 5

151.033 9

146.164 0

169.132 0

283.099 7

实际相对

分子质量

228.202

173.169

168.110

150.129

145.159

168.042

282.461

代谢物

脱氧尿苷

（C9H12N2O5）

2-oxoarginine

（C6H11N3O3）

尿酸（C5H4N4O3）

D-核酮糖

（C5H10O5）

4-胍基丁酸

（C5H11N3O2）

磷酸烯醇式丙酮

酸（C3H5O6P）

油酸

（C18H34O2）

MS/MS

212、193、188、

175

156、143、128、

114、69

151、128、109

134、114、105、79

129、110、87、69

151、125、107、73

239、213、195、

179、127、112、70

离子碎片

－OH、－2H2O、－CNO、

－C3H2O

－H2O、－NOH、－CH2O2、

－CH5N3、－C4H8O3

－H2O、－CNO、－CH3N2O

－OH、－H2O、－CH2O2、

－4H2O

－OH、－NOH5、－CH5N3、

－CH7N3O

－H2O、－CO2、－CH2O3、

－PO4H

－CO2、－C5H10、－C6H16、

－C5H12O2、－C11H24、

－C10H19O2、－C13H25O2

模型组 vs

对照组

↓**

↓**

↓*

↓*

↓*

↓**

↓**

SNAE组

vs模型组

↑**

↑**

↑*

↑*

↑*

↑*

↑**

↑为上调，↓为下调；*P＜0.05  **P＜0.01

↑ indicates up， ↓ indicates down； *P < 0.05  **P < 0.01

A-通路分析；B-富集分析

A-pathway analysis； B- enrichment analysis

图7　SNAE调节代谢通路的分析图

Fig. 7　Analytical plots of metabolic pathways regulated by SNAE
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发展中起着重要的作用。如果尿酸急剧升高表明

代谢功能障碍［33］，模型组中尿酸含量降低，可以促

进低密度脂蛋白胆固醇的氧化，导致脂质过氧化，

由此导致肾损伤。经玄参干预后发现，上述代谢物

均具有明显回调作用。

4.2　氨基酸代谢

作为人体重要组成部分，氨基酸在很多物质的

代谢途径中都起到了非常重要的作用；作为能量代

谢的基础物质，氨基酸既是蛋白质的组成成分，还

是在多种生命活动中具有调节作用的活性物质。

赖氨酸是具有调节蛋白质的吸收、利用、营养

均衡、提高神经系统功能、免疫系统功能、防止骨质

疏松等功能的重要物质，庚二酸可以代谢成赖氨

酸［34］。庚二酸紊乱代谢会导致氨基酸代谢受阻，进

而影响机体的物质合成和能量代谢，模型组中庚二

酸含量显著上调，表明模型组大鼠代谢紊乱，SNAE

干预后庚二酸含量显著回调，代谢紊乱现象有所

缓解。

白氨酸具有修复肌肉、控制血糖和提供能量等

作用，2-异丙基苹果酸是丙酮酸盐的中间代谢产物，

参与了白氨酸的生物合成，它可以促进生长激素的

释放，促使内脏脂肪的消耗［35］。在本实验的模型组

中 2-异丙基苹果酸含量升高，表明模型组大鼠能量

代谢水平异常，这与临床肾阴虚证的表现相符，

SNAE 干预后其含量显著回调。综上所述，SNAE

通过调节庚二酸、2-异丙基苹果酸等相关代谢物水

平从而调节机体氨基酸代谢紊乱现象，从而恢复机

体代谢平衡。

5　结论

本研究从中医学角度建立了肾阴虚证结合肾

源性水肿的病证结合的病理模型，来研究中药

SNAE的“滋阴、利水”功效。本研究通过观察反映

肾阴虚证状态生化指标T、E2、T3、T4的变化，来阐释

玄参的“滋阴”功效；通过 cAMP/cGMP反映肾阴虚

机体能量代谢情况；通过Scr、BUN指标反映肾损伤

程度变化；通过 ALB、UP、TP指标反映机体水肿状

态；本研究结果显示，玄参可通过回调T、E2、T3、T4、

Scr、BUN、ALB、UP、TP水平，改善大鼠肾阴虚水肿

症状，同时，玄参可通过调节物质与能量代谢从而

达到“滋阴、利水”的功效。综上可见，玄参的“滋

阴”和“利水”功效之间是相互协同的作用，滋阴作

用可以理解为滋养作用，同时也“壮肾水”，且通过

实验研究阐释了玄参“滋阴、利水”的科学内涵。另

外，玄参的滋阴作用体现了其“微寒”的药性特点，

佐证了中药玄参发挥“利水”功效的中医学原理。
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