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基于 1H-NMR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 
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摘  要：目的  利用 1H-NMR为基础的代谢组学研究牛黄解毒片中人工牛黄、石膏、冰片 3味中药对雄黄的配伍减毒作用。

方法  42只大鼠随机分成 6组：A组（对照组）、B组（雄黄组）、C组（牛黄解毒片组）、D组（牛黄解毒片去人工牛黄组）、

E组（牛黄解毒片去石膏组）、F组（牛黄解毒片去冰片组）。对各组大鼠尿液及血清样品 1H-NMR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 3味中药对雄黄配伍减毒作用不明显。 
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1H-NMR-based metabonomics study on toxicity alleviation effect of Bovis 
Calculus Artificialis, Gypsum Fibrosum, and Borneolum Synthcticum to Realgar 
(As2S2) in Niuhuang Jiedu Tablet 
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Abstract: Objective  To study the toxicity alleviation effect of Bovis Calculus Artificialis, Gypsum Fibrosum, and Borneolum Synthcticum to 
Realgar in Niuhuang Jiedu Tablet based on 1H-NMR metabonomics. Methods  Forty-two male Wistar rats were divided into six groups: 
group A (control group), group B (treated with realgar), group C (treated with Niuhuang Jiedu Tablet), group D (treated with Niuhuang Jiedu 
Tablet without Bovis Calculus Artificialis), group E (treated with Niuhuang Jiedu Tablet without Gypsum Fibrosum), and group F (treated with 
Niuhuang Jiedu Tablet without Borneolum Synthcticum). Based on 1H-NMR spectra of urine and serum from rats, PLS-DA was performed to 
identify different metabolic profiles. Results  The metabolic profiles of group B were different from control group, while the metabolic 
profiles of all other groups were almost in line with those of control group. Conclusion  The toxicity alleviation effects of Bovis Calculus 
Artificialis, Gypsum Fibrosum, and Borneolum Synthcticum to Realgar in Niuhuang Jiedu Tablet are not obvious. 
Key words: Niuhuang Jiedu Tablet; metabonomics; Realgar; Bovis Calculus Artificialis; Gypsum Fibrosum; Borneolum Synthcticum; 
toxicity alleviation 
 

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》2015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 8味中药组成。牛黄

解毒片每日服用量中雄黄的量高达 200～300 mg，
相当于《中国药典》规定的雄黄最高服用量的 2～3
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”[1]，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[2]。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[3-5]。 
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 3 味中药，其肝肾毒性并没有明显降低[6]。本

实验继续采用基于 1H-NMR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 3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 3味中药对雄黄的配伍减毒作用。 
1  材料 
1.1  动物 

雄性 Wistar 大鼠（SPF 级）42 只，体质量

（170±20）g，由沈阳药科大学实验动物中心提供，

动物许可证号 SCXK-（军）-2009-0004。动物自由

摄食饮水，饲养室光照 12 h，黑暗 12 h，室温 17～
25 ℃，湿度 45%～60%。 

1.2  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》2010年版标准。 
1.3  试剂与仪器 

2,2,3,3-三甲基硅烷基丙酸（TSP）、重水（D2O）
购 自 青 岛 腾 龙 微 波 科 技 有 限 公 司 。 Bruker 
AVANCE-600型核磁共振波谱仪（瑞士Bruker公司）。 
2  方法 
2.1  动物分组及给药 

将大鼠于代谢笼中饲养适应 7 d，按照体质量

随机分成 6组，每组 7只，分别为对照组（A组）、

雄黄组（B组）、牛黄解毒片全方组（C组）、牛黄

解毒片去人工牛黄组（D 组）、牛黄解毒片去石膏

组（E 组）、牛黄解毒片去冰片组（F 组）。大鼠的

给药剂量见表 1，雄黄的剂量（2 g/kg）参考文献报

道[7]及预试验设定，其他中药的剂量是按照《中国

药典》2010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》2010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 4味药加

水煎煮 2 次，每次 2 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，4 ℃条件下保

存备用。每天上午固定时间 ig给药，连续给药 7 d。
给药体积为 20 mL/kg。

表 1  6组大鼠的给药情况 
Table 1  Dosage of six groups  

组别 
剂量/(g·kg−1) 

雄黄 人工牛黄 石膏 冰片 大黄 黄芩 桔梗 甘草 
对照（A组） — — — — — — — — 
雄黄（B组） 2 — — — — — — — 
牛黄解毒片全方（C组） 2 0.2 8 1 8 6 4 2 
牛黄解毒片去人工牛黄（D组） 2 — 8 1 8 6 4 2 
牛黄解毒片去石膏（E组） 2 0.2 — 1 8 6 4 2 
牛黄解毒片去冰片（F组） 2 0.2 8 — 8 6 4 2 
 
2.2  生物样品的采集 

采用代谢笼法，从给药前 1 d开始分别收集每天

夜间 12 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 100 μL NaN3
作为抑菌剂。将收集好的尿液转移至 EP 管中，于

−20 ℃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（15 000×g，10 min），将上清液即

血清样品转移至 EP管中，于−80 ℃条件下保存待用。 
2.3  尿液和血清样品的处理 
2.3.1  尿液样品的处理  取出尿液样品，常温解

冻，离心（3 500×g，5 min，4 ℃），取上清液 400 
μL 与 200 μL 磷酸盐缓冲液（0.2 mol/L，pH＝7.4）
混匀，静置 5 min，离心（3 500×g，5 min，4 ℃），

取上清液 500 μL 加入 40 μL TSP 和 20 μL D2O，混
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匀，转移至 5 mm核磁样品管中进行测试。 
2.3.2  血清样品的处理  取出血清样品，常温解

冻，离心（15 000×g，10 min，4 ℃），取上清液

300 μL 加入 100 μL TSP 和 200 μL D2O，混匀，转

移至 5 mm核磁样品管中进行测试。 
2.4  尿液和血清样品的测试 

在 298.2 K条件下，使用 Bruker AVANCE-600
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 1D NOESY脉

冲程序，测试参数如下：谱宽 12 019.2 Hz，弛豫延

迟时间 3 s，混合时间 0.1 s，测试时间 2.73 s，采样

数据点 64 K，累加次数 64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 50 
dB。血清样品采用有水峰压制的 1D CPMG
（Carr-Purcell-Meiboom-Gill）脉冲程序，测试参数

如下：谱宽 12 019.2 Hz，弛豫延迟时间 3 s，混合

时间 0.1 s，测试时间 2.73 s，采样数据点 64 K，累

加次数 64 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 50 dB。 
2.5  数据的处理与分析 

采用 MestReNova 软件（MestReNova 6.1，
Mestrelab Research SL.）将 FID信号通过傅里叶变

换成一维 NMR谱图，进行相位和基线校正，以 TSP
峰为化学位移参考峰，化学位移标记为 δ 0，将 δ 
9.60～0.20的谱图以 0.04为宽度进行分段积分，并

将产生的积分面积数据以 Excel 文件格式保存，其

中尿液样品谱图中 δ 6.20～5.48（尿素峰），δ 5.20～
4.72（水峰），血清样品谱图中 δ 5.20～4.60（水峰）

需要删除，将柠檬酸的信号 δ 2.70～2.64、δ 2.58～
2.52合并为 δ 2.66和 δ 2.54，然后将所有数据进行

归一化和标准化处理（SPSS 11.5，Chicago，Inc，
美国），用于模式识别分析。 

最后将上述数据导入 SIMCA-P 11.5 软件包

（Umetrics AB，Umea，瑞士）进行偏最小二乘判别

分析（PLS-DA），分析结果以得分图（Scores plot）
和载荷图（Loadings plot）的形式表示。 
3  尿液及血清样本 1H-NMR模式识别分析 

各组大鼠尿液及血清样本的 600 MHz 1H-NMR
代表性谱图分别见图 1 和 2。PLS-DA 得分图（图

3-a-I、图 3-b-I）显示牛黄解毒片去人工牛黄组（D
组）、牛黄解毒片去石膏组（E 组）、牛黄解毒片去

冰片组（F 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（B
组）。 

  
 
1-亮氨酸/异亮氨酸  2-3-羟基丁酸盐  3-乳酸盐  4-丙氨酸  5-乙酸盐  6-乙酰乙酸盐  7-丙酮酸盐  8-2-酮戊二酸盐  9-柠檬酸盐  10-二甲
胺  11-二甲基甘氨酸  12-肌酸  13-丙二酸盐  14-胆碱  15-牛磺酸  16-N-氧化三甲胺  17-甘氨酸  18-甜菜碱  19-肌酸酐  20-苹果酸 
21-β-葡萄糖  22-α-葡萄糖  23-尿囊素  24-苯丙氨酸  25-3-羟基吲哚硫酸盐  26-马尿酸盐  27-甲酸盐 
1-leucine/isoleucine  2-3-hydroxybutyrate  3-lactate  4-alanine  5-acetate  6-acetoacetate  7-pyruvate  8-2-ketoglutarate  9-citrate  
10-dimethylamine  11-dimethylglycine  12-creatine  13-malonate  14-choline  15-taurine  16-trimethylamine-N-oxide  17-glycine  18-betaine  
19-creatinine  20-malate  21-β-glucose  22-α-glucose  23-allantoin  24-phenylalanine  25-3-indoxylsulfate  26-hippurate  27-formate 

图 1  各组大鼠尿液 1H-NMR谱图 
Fig. 1  1H-NMR spectra of urine obtained from rats in each group 
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1-低密度/极低密度脂蛋白-CH3  2-亮氨酸/异亮氨酸  3-缬氨酸  4-低密度/极低密度脂蛋白-CH2-  5-乳酸盐  6-丙氨酸  7-乙酸盐  8-N-乙酰

糖蛋白  9-甲硫氨酸  10-乙酰乙酸盐  11-丙酮酸盐  12-2-酮戊二酸盐  13-柠檬酸盐  14-肌酸  15-胆碱  16-N-氧化三甲胺  17-葡萄糖  
18-α-葡萄糖  19-不饱和脂类 
1-very low-density lipoprotein (VLDL)/low-density lipoprotein (LDL)-CH3  2-leucine/isoleucine  3-valine  4-VLDL/LDL-CH2-  5-lactate  6-alanine  
7-acetate  8-N-acetylglycoprotein  9-methionine  10-acetoacetate  11-pyruvate  12-2-ketoglutarate  13-citrate  14-creatine  15-choline  
16-trimethylamine-N-oxide  17-glucose  18-α-glucose  19-unsaturated lipid 

图 2  各组大鼠血清 1H-NMR谱图 
Fig. 2  1H-NMR spectra of serum obtained from rats in each group 

相应的载荷图（图 3-a-II、图 3-b-II）显示牛黄解

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

组（B组）大鼠尿液相比亮氨酸、异亮氨酸、3-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 2-酮戊二酸盐、柠檬酸盐、N-
氧化三甲胺（TMAO）和马尿酸盐水平升高。 

相比雄黄组（B组），牛黄解毒片去人工牛黄组

（C组）、牛黄解毒片去石膏组（E组）、牛黄解毒片

去冰片组（F 组）大鼠血清中亮氨酸、异亮氨酸、

缬氨酸、丙氨酸、2-酮戊二酸盐和 TMAO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 2和 3。 
4  讨论 

柠檬酸盐和 2-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 2-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[8]。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-糖异生途径来弥补 ATP 生成的

不足[9]。丙酮酸是糖酵解-糖异生过程的重要中间产

物，所以雄黄组（B 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-
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[10]。糖酵解-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[11]。解释了雄黄组

大鼠尿液当中酮体之一的 3-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[12]。 

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[13]。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 3  各组大鼠尿液 (a) 和血清 (b) 样本 1H-NMR谱图数据 PLS-DA得分图 (I) 及其载荷图 (II) 
Fig. 3  PLS-DA Scores plot (I) and corresponding loadings plot (II) based on 1H-NMR spectra of urine (a) and serum (b) of rats in 
each group 

表 2  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 
Table 2  1H-NMR detected relative integral levels of metabolites in urine samples of different groups 

内源性代谢产物 化学位移 B组 C组 D组 E组 F组 内源性代谢产物 化学位移 B组 C组 D组 E组 F组 

亮氨酸、异亮氨酸 0.94～0.97  ↑* − − − − 肌酸 3.04 ↑* − − − − 

3-羟基丁酸盐 1.20  ↑* − − − − 胆碱 3.20 ↑* − − − − 

乳酸盐 1.32, 4.14  ↑* − − − − 牛磺酸 3.25, 3.42 ↑* − − − − 

丙氨酸 1.48  − − − − − N-氧化三甲胺 3.27 ↓* − − − − 

乙酸盐 1.93 − − − − − 甜菜碱 3.89 ↑* − − − − 

丙酮酸盐 2.41  ↑* − − − − 肌酸酐 4.06  − − − − − 

2-酮戊二酸盐 2.47, 3.01 ↓* − − − − 苯丙氨酸 7.37, 7.42 ↑* − − − − 

柠檬酸盐 2.54, 2.66 ↓* − − − − 马尿酸盐 7.55, 7.64, 7.84 ↓* − − − − 

与对照组比较：*P＜0.05；↑-升高；↓-降低；—-无明显变化，下表同 
*P < 0.05 vs control group; ↑-increase; ↓-decrease; —-no significant change, same as below 

氨酸）浓度的降低[14]。 
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）[15]。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。 
TMAO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 TMAO 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 3  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 
Table 3  Alterations of relative integral concentration of endogenous metabolites in serum among groups 

内源性代谢产物 化学位移 B组 C组 D组 E组 F组 内源性代谢产物 化学位移 B组 C组 D组 E组 F组 

亮氨酸/异亮氨酸 0.96～1.00 ↓* − − − − 丙酮酸盐 2.40 ↑* − − − − 

缬氨酸 1.00, 1,06 ↓* − − − − 2-酮戊二酸盐 2.47  − − − − − 

乳酸盐 1.32 , 4.14 ↑* − − − − 肌酸 3.07  ↑* − − − − 

丙氨酸 1.50  ↓* − − − − 胆碱 3.20  ↑* − − − − 

乙酸盐 1.94 ↑* − − − − N-氧化三甲胺 3.27  ↓* − − − − 

 
TMAO。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 TMAO 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，TMAO生成

减少，尿液中甜菜碱的量会增加[16]，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[17]。马

尿酸盐的生成需要有充足的 ATP，由于线粒体中氧

化磷酸化过程活性降低，ATP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[18]，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[19-21]，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[6]。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 3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 3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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