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基于代谢组学技术探讨鳖血柴胡“清肝退热”作用的“物质-效应”机制  
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摘  要：目的  基于代谢组学技术探讨鳖血柴胡炮制前后“物质-效应”变化，阐释炮制对其“清肝退热”作用的影响。

方法  通过中药非靶标代谢组学结合网络药理学分析，阐释物质基础变化与“清肝退热”作用相关性；通过 2,4-二硝基苯酚

致发热大鼠模型及肝脏代谢组学评价鳖血柴胡的解热作用，阐释效应变化与“清肝退热”作用相关性。结果  鳖血柴胡炮制

前后的物质基础变化，在中医证候学上更侧重影响肝经，与风热、火热、湿热、血热等热证呈现证素相关性。解热药效学显

示鳖血柴胡具有与生柴胡相似的解热作用，并对发热过程中的肝脏代谢物的影响较显著，具有肝脏损伤保护的优势。结论  

“物质-效应”的代谢组学变化显示，炮制可促进鳖血柴胡“清肝退热”的综合作用。 
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Abstract: Objective  To explore the changes of “substance-effect” before and after processing of Chaihu (Bupleuri Radix) processed 

with Trionyx’s blood for the sake of illustrating the effect of processing on its efficiency of “liver-clearing and fever-relieving” based 

on metabolomics. Methods  Non-target metabolomics and network pharmacology were used to analyze the correlation between 

changes of material basis and the effect of “liver-clearing and fever-relieving” of Bupleuri Radix processed with Trionyx’s blood. The 

antipyretic effect of Bupleuri Radix processed with Trionyx’s blood was evaluated by 2,4-dinitrophenol-induced fever rats and 

metabolomics of liver, which in order to interpret the correlation between the pharmacodynamic mechanism and the efficiency of 

“liver-clearing and fever-relieving” of Bupleuri Radix processed with Trionyx’s blood. Results  The changes of material basis of 

Bupleuri Radix processed with Trionyx’s blood before and after processing were focused on affecting the liver meridian in TCM 

syndromes, which was related to syndrome elements with wind-heat, fire-heat, damp-heat, blood-heat, therefore corresponding 

efficiency was “liver-clearing and fever-relieving”. Antipyretic pharmacodynamics showed that Bupleuri Radix processed with 

Trionyx’s blood had a similar effect on Bupleuri Radix, and it had a significant effect on the metabolites in a fever, and it had the 

advantage of liver damage protection. Conclusion  The metabolomic changes of “substance-effect” show that processing can promote 

the comprehensive effect of “liver-clearing and fever-relieving” of Bupleuri Radix processed with Trionyx’s blood. 
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柴胡为伞形科植物柴胡 Bupleurum chinense 

DC.或狭叶柴胡 B. scorzonerifolium Willd.的干燥根，

分别习称为“北柴胡”和“南柴胡”，药性苦、辛，

微寒，主入肝、胆、肺经，功效解表退热、疏肝解

郁、升举阳气[1]，为中医传统解表退热的药物，始载

于《神农本草经》，列为上品[2]。柴胡具有多种炮制

品，如醋柴胡、酒柴胡、鳖血柴胡等[3]，以鳖血柴胡

尤为特色，古人期望以鳖血阴液之性，增强柴胡清

肝退热之效[3]。鳖血柴胡为江西樟树帮地方炮制沿

用[4]，但这种用药的地域化也造成了其使用的局限

性[5]，内在炮制机制的科学价值阐释对其合理推广

应用具有实际意义。 

中药炮制机制是用于阐明中药炮制的目的以及

中药炮制后对机体产生的作用，即解决中药为什么

要炮制的问题[6]。中药所含成分在辅料与炮制工艺

的共同作用下，发生“质”和“量”上复杂的化学

变化，并成为中药炮制前后性味、功能改变的重要

原因[7-8]。基于辅料作用的炮制增效减毒机制研究重

在阐明加辅料炮制后所引起的成分变化及该变化对

药理效应的影响，包括中药的化学成分/组分构成与

药效、传统功效之间的潜在关系。现代研究对鳖血

柴胡的化学成分规律有所阐释，如皂苷类成分[9]、

挥发性成分[10]和多糖类成分[11]等，但相对全面的成

分变化解析才能更好地解释炮制机制[12]。 

代谢组学旨在识别生物系统内源性代谢物在内

在和外在因素影响下的变化，倾向于一系列事件的最

终结果[13-14]，利用代谢组学的方法，可以筛选出所有

与药效作用有关的潜在生物标志物，并对与之相关的

代谢途径进行分析，从整体出发，探究中药炮制增效

的内在原因。因此本研究以代谢组学技术为主要研究

策略，通过炮制前后物质基础与药效变化机制，探究

炮制对鳖血柴胡“清肝退热”作用的影响。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级 SD 大鼠，雌雄各半，6～7 周龄，体质

量（200±20）g，购自甘肃中医药大学科研实验动

物中心，实验动物许可证号 SCXK（甘）2011-0001-

6200100000050。动物饲养于甘肃中医药大学科研实

验中心的 SPF 级实验动物中心，饲养区通风良好，

室温 18～25 ℃，相对湿度 50%～70%，12 h 光照/

黑暗交替，普通饲料喂养，自由饮水。动物实验经

甘肃中医药大学动物实验伦理委员会批准（批准号

2022-127）。中华鳖购自甘肃省兰州市滩尖子农贸市场。 

1.2  药材 

柴胡饮片（批号 20210601）购自甘肃省兰州市

安宁区医药公司，由陇西县百宝药业有限责任公司

生产，经甘肃中医药大学王明伟副教授鉴定为伞形

科植物北柴胡 B. chinense DC.的干燥根，符合《中

国药典》2020 年版规定。 

1.3  药品与试剂 

LC-MS 级 甲 醇 、 乙 腈 、 甲 酸 购 自 NW 

Technologies；L-2-氯苯丙氨酸（质量分数≥98%）

购自上海恒柏生物科技有限公司；阿司匹林肠溶片

（2 mg/片，批号 13010441）购自山西晋新双鹤药业

有限公司；大鼠白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-

1β）ELISA 试剂盒（批号 MM-0047R2）、大鼠 IL-6 

ELISA 试剂盒（批号 MM-0190R2）、大鼠肿瘤坏死

因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）ELISA 试

剂盒（批号 MM-0180R2）、大鼠环磷酸腺苷（cyclic 

adenosine monophosphate，cAMP）ELISA 试剂盒（批

号 MM-0549R2）、大鼠精氨酸加压素（antidiuretic 

hormone，AVP）ELISA 试剂盒（批号 MM-20932R2）

均购自江苏酶免实业有限公司；2,4-二硝基苯酚购

自中国华东师范大学化工厂。 

1.4  仪器 

Nexera UHPLC LC-30A 型超高效液相色谱仪

（日本岛津公司）；Triple TOF 5600 型高分辨质谱

（AB Sciex公司）；7890A型气相色谱仪（美国Agilent

公司）；PEGASUS HT 型质谱仪（LECO 公司）；

Heraeus Fresco17 型离心机、Forma 900 series 型超

低温冰箱（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）；

BSA124S-CW 型天平、BT125D 型十万分之一分析

天平（德国 Sartorius 公司）；JXFSTPRP-24 型号研

磨仪（上海净信科技有限公司）；明澈 D24 UV 型号

纯水仪（Merck Millipore 公司）；YM-080S 型超声

仪（深圳市方奥微电子有限公司）；DHG-9023A 型

烘箱（上海一恒科学仪器有限公司）；LNG-T98 型

真空干燥仪（太仓市华美生化仪器厂）；AL104 型万

分之一分析天平（上海梅特勒-托利多仪器有限公

司）；HX502T 型电子天平（慈溪市天东衡器厂）；

MC-106B 型电子体温计（大连欧姆龙有限公司）；

组织精密匀浆器（上海易扩仪器有限公司）；DDL-

5 型超速冷冻离心机（日本三洋电器有限公司）；

R811 型水平振荡器（长沙诺达仪器设备有限公司）；

101A-1 型恒温孵育箱（北京福意电器有限公司）；

C21-ST21125型酶标仪（南京德铁实验设备有限公司）。 
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2  方法 

2.1  药材炮制 

2.1.1  生柴胡炮制  将原药材除去杂质和残茎，用

水润透，干燥所得[3]。 

2.1.2  鳖血柴胡炮制  将用适量纯净水稀释 1 倍后

的新鲜鳖血与生柴胡，按照药材-鳖血（100∶20）

的比例进行炮制，4 ℃储藏闷润，至辅料被完全吸

尽后，用文火加热炒干晾凉即得[3,15]。 

2.2  鳖血柴胡“清肝退热”作用的物质基础机制分析 

2.2.1  鳖血柴胡炮制前后化学成分 UHPLC-

QTOF/MS 分析 

（1）色谱条件：Waters Acquity UPLC BEH C18

色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm），流动相为 0.1%

甲酸水溶液（A）-0.1%甲酸乙腈溶液（B），梯度洗

脱：0～3.5 min，95% A；3.5～6.0 min，95%～85% 

A；6.0～12 min，85%～70% A；12～18 min，70%～

30% A；18～25 min，30%～0 A。柱温 35 ℃；体积

流量 0.4 mL/min；进样量 5 μL。 

（2）质谱条件：在 Analyst TF 1.7、AB Sciex 控

制下基于 IDA 功能进行一级、二级质谱数据采集。

在每个数据采集循环中，筛选出强度最强且大于

100 的分子离子进行采集对应的二级质谱数据。轰

击能量 40 eV；碰撞能差 20 V；ESI 离子源；雾化气

压（GS1）379.225 kPa；辅助气压 379.225 kPa；气

帘气压 241.325 kPa；温度 550 ℃；喷雾电压 5500 V

（正离子模式）、−4000 V（负离子模式）。 

（3）数据处理：使用 Progenesis QI 软件将质谱

原始导入，进行保留时间矫正、峰识别、峰提取、

峰积分、峰对齐等工作，同时创建样品中相应中药

代谢库，利用百趣生物（www.biotree.cn）自建二级

质谱数据库及相应裂解规律匹配法对含有 MS 数据

的峰进行物质鉴定。 

（4）化学模式识别：采用 SIMCA V16.0.2 软件

建模，分别对生柴胡与鳖血柴胡成分相对含量值进

行主成分分析（principal component analysis，PCA），

以观测各组样本之间的总体差异和组内样本之间的

变异度大小。进一步通过正交偏最小二乘法-判别分

析 （ orthogonal projections to latent structures- 

discriminant analysis，OPLS-DA），滤过与分类变量

不相关的正交变量，并对非正交变量和正交变量分

别分析，从而获取更加可靠的组间差异与实验组的

相关程度信息。通过 R2
Y（Y 的累积模型变化）和 Q2

（累积的预测变化）预测模型可靠性。采用 OPLS-DA

模型第一主成分的 VIP＞1 并结合 t 检验的 P＜0.05

来寻找差异性表达代谢物。 

2.2.2  鳖血柴胡潜在药效影响成分的解热作用及中

医性效相关性分析   通过 PubChem 数据库

（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）检索显著差异成

分对应的 Canonical SMILES（线性结构表达式）信

息，输入 FAFdrugs4（http://fafdrugs4.mti.univ-paris-

diderot.fr），以 ADMET[吸收（absorption）、分布

（distribution）、代谢（metabolism）、排泄（excretion）、

毒性（toxicity）]参数预测潜在药效影响成分。将筛

选出的潜在药效影响成分信息导入 MetaboAnalyst 

5.0（http://www.metaboanalyst.ca/）网站进行代谢通

路预测分析。将潜在药效影响成分 Canonical 

SMILES 信息导入 STITCH（http://stitch.embl.de/）、

SwissTargetPrediction（http://swisstargetprediction.ch/）

和 SEA（http://sea.bkslab.org）数据库进行化合物靶

点预测。通过 GeneCards（https://www.genecards.org/）、

DisGeNET（http://www.disgenet.org/）数据库，以

fever 为关键词，检索发热的疾病靶点。通过基奥数

据库（https://www.omicshare.com）取成分与疾病交

集靶点，导入Metascape数据库（http://metascape.org/）、

String 数据库（https://string-db.org/）、SymMap 数据

库（http://www.symmap.org）进行生物定位、生物功

能信息富集及关联中医证候信息分析，并通过

Cytoscape_v3.6.0 软件将结果可视化。 

2.3  鳖血柴胡“清肝退热”作用的内在效应机制分析 

2.3.1  药物制备  分别精密称取生柴胡和鳖血柴

胡，各加适量蒸馏水浸泡 30 min，煎煮提取 2 次，

每次水沸后煎煮 5 min，滤过，合并滤液，浓缩至 0.1 

g/mL，备用。阿司匹林肠溶片粉碎后，用适量蒸馏

水充分搅拌溶解成 0.02 g/mL 的混悬液，备用。 

2.3.2  各组大鼠肛温测定  将电子温度计探头上涂

抹适量的液体石蜡，探入大鼠肛门测量肛温，2 次/d，

连续 3 d，筛除体温≥38 ℃、温度变化≥0.5 ℃的

大鼠。将合格大鼠随机分为对照组、模型组、阿司

匹林（0.18 g/kg）组、生柴胡（0.9 g/kg）组及鳖血

柴胡（0.9 g/kg）组，每组 8 只，雌雄各半。各给药

组 ig 相应药物，对照组和模型组 ig 等体积蒸馏水，

1 次/d，连续 7 d。实验第 7 天，每间隔 0.5 h 测定体

温 1 次，取 3 次平均值作为正常体温，给药 30 min

后，除对照组外，各组大鼠 sc 2,4-二硝基苯酚（28 

mg/kg）复制发热模型[16]，并在造模后 30、60、90、

150、180 min 分别监测并记录各组大鼠体温，计算
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每个时间段与正常体温的体温差（∆T）。 

2.3.3  各组大鼠解热药效学指标测定  体温测试完

毕，各组大鼠 ip 1 mL 0.5%戊巴比妥钠溶液麻醉，

股动脉取血，3000 r/min 离心 15 min，低温静置 15 

min 后，取上清液，按照 ELISA 试剂盒说明书测定

血清中 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平。 

取血后迅速断头取脑，去除小脑及脑干后，称

定质量，在冰浴下剥离大鼠下丘脑及脑腹中隔区脑

组织，并在冰水浴中制成 10%的匀浆，3000 r/min 离

心 15 min，低温静置 15 min 后，取上清液，按照

ELISA 试剂盒说明书检测下丘脑中 cAMP和脑腹中

隔区 AVP 含量。 

取血后迅速分别收集对照组、模型组、生柴胡

组、鳖血柴胡组大鼠肝脏组织，暂存于液氮中，之

后转移至−80 ℃冰箱保存，用于代谢组学分析。 

2.3.4  鳖血柴胡炮制前后解热作用肝脏代谢组学分析 

（1）检测方法：Agilent 7890 型气相色谱-飞行

时间质谱联用仪配有 Agilent DB-5MS 型毛细管柱

（30 m×250 μm，0.25 μm），载气为氦气；进样量 1 

μL；以 Splitless Mode 分流；体积流量 1.0 mL/min；

吹扫体积流量 3.0 mL/min；柱箱升温程序为 50 ℃

保持 1 min，以 10 ℃/min 升至 310 ℃，保持 8 min；

前进样口温度和传输线温度均为 280 ℃；离子源温

度 250 ℃；电离电压−70 eV；扫描范围 m/z 50～500，

扫描速率 12.5 spectra/s；溶剂延迟时间 6.25 min。 

（2）数据处理：使用 Chroma TOF V4.3x 软件对

质谱数据进行峰提取、基线矫正、解卷积、峰积分、

峰对齐等分析，使用 LECO-Fiehn Rtx5 数据库对物

质进行定性（包括质谱匹配及保留时间指数匹配），

最后，将质控样本中检出率＜50%或 RSD＞30%的

峰去除。 

（3）化学模式识别：同“2.2.1（4）”项。 

（4）代谢途径和功能分析：将筛选出的差异代

谢标志物，导入 MetaboAnalyst 5.0（http://www. 

metaboanalyst.ca/）网站进行代谢途径预测。 

2.3.5  统计学方法  实验数据采用 SPSS 22.0 统计

软件分析，以 x s 表示数据结果，采用单因素方差

分析（One-way ANOVA）进行组间数据统计比较，

不同时段体温差进行配对样本 t 检验。 

3  结果 

3.1  鳖血柴胡“清肝退热”作用的物质基础机制分析 

3.1.1  鳖血柴胡炮制前后化学成分 UHPLC-

QTOF/MS 分析  共提取 5898 个峰，经过数据预处

理后 5893 个峰被保留。如图 1-A 所示，在无监督

的 PCA 得分图中，样本均有明显的聚类趋势。为进

一步评价炮制前后成分差异，对生柴胡和鳖血柴胡

进行有监督的 OPLS-DA 分析，正、负离子模式下，

2 组样本数据均呈现有效区分度，组间存在显著差

异。正、负离子模式下分别筛选出 48 种和 52 种代

谢物，以火山图的形式进行可视化（图 1-B），组间

层次聚类分析共筛选 37 个显著差异成分，以热力

图进行可视化（图 1-C）。柴胡皂苷是柴胡最主要的

药效成分，其中《中国药典》2020 年版规定柴胡中

柴胡皂苷 a、柴胡皂苷 d 总质量分数不少于 0.30%。

但在本研究中未检测到柴胡皂苷 a，可能与其结构

不稳定，在提取或放置过程中发生转化有关[17-18]。 

3.1.2  鳖血柴胡潜在药效影响成分的解热作用及中

医性效相关性分析 

（1）鳖血柴胡潜在药效影响成分筛选及其代谢

通路预测：本研究侧重探究药效变化趋势，故以

ADMET 参数预测对药效具有影响的成分。分别将

差异成分的 Canonical SMILES（线性结构表达式）

输入 FAFdrugs4 数据库，共筛选出 20 个鳖血柴胡

潜在药效影响成分，主要为脂肪酸类和木脂素类，

但柴胡皂苷 d 未通过筛选，可能与其具有一定的肝

毒性相关[19]，UHPLC-QTOF/MS 分析数据见表 2。

这些成分主要对苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合

成、苯丙氨酸代谢等代谢途径具有潜在影响（图 2）。 

（2）鳖血柴胡潜在药效影响成分与解热作用的

生物效应相关性分析：如图 3 所示，共获取鳖血柴胡

潜在药效影响成分的 382 个靶点及 7640 个发热的疾

病靶点，二者的交集靶点有 282 个。将 282 个交集靶

点导入 Metascape 数据库进行生物定位及生物功能信

息富集分析，靶点主要定位在肝脏和免疫系统相关组

织，与蛋白磷酸化、炎症、免疫、内分泌及激素的生

物效应调节相关。将 282 个交集靶点导入 String 数据

库进行蛋白互作分析，并将结果输入 Cytoscape_v3.6.0

软件进行网络拓扑分析，以度值、中心度值、接近中

心度值为参照，筛选排名前 10 的靶点作为关键靶点，

依次为热休克蛋白 90α（heat shock protein 90α，

HSP90AA1）、细胞肿瘤抗原 p53（cellular tumor antigen 

p53，TP53）、GTP 酶 HRAS（GTPase HRas，HRAS）、

磷脂酰肌醇 4（phosphatidylinositol 4，PIK3CA）、有

丝分裂原激活蛋白激酶 1（mitogen-activated protein 

kinase 1，MAPK1）、MAPK3、酪氨酸蛋白激酶 Lck

（tyrosine-protein kinase Lck，LCK）、表皮生长因子 
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A-PCA 和 OPLS-DA 分析  B-差异成分分析火山图  C-显著差异成分分析热图，红色表示该物质含量相对高表达，蓝色表示该物质含量相对

低表达，9-oxo-10E,12Z,15Z-octadecatrienoic acid 和 icariside F2（淫羊藿次苷 F2）为正、负离子模式下均检测到的成分 

A-PCA and OPLS-DA analysis  B-volcano map of differential composition analysis  C-heat map of significant differential composition analysis, red 

color indicates that the content of this substance is relatively high, and blue color indicates that the content of this substance is relatively low, 9-oxo-

10E,12Z,15Z-octadecatrienoic acid and icariside F2 are detected in both positive and negative ion modes 

图 1  鳖血柴胡炮制前后差异成分鉴定 

Fig. 1  Identification of different components of Bupleuri Radix processed with Trionyx’s blood before and after processing

表 2  鳖血柴胡潜在药效影响成分 

Table 2  Potentially effective components of Bupleuri Radix processed with Trionyx’s blood 

序
号 

成分 
相对定量值均值 相对分子

质量 (m/z) 
tR/min VIP 值 P 值 Q 值 折叠变化 

折叠变化
log 值 

离子
模式 

分类 分子式 
生柴胡 鳖血柴胡 

1 5′-甲氧基松脂素 0.045 26 0.058 07 389.159 29 6.972 30 1.159 69 0.028 81 0.032 41 0.779 38 −0.359 60 ＋ 木脂素类 C10H10O4 

2 松脂酚 4.737 67 7.468 06 357.134 06 8.174 12 1.443 93 0.000 04 0.002 08 0.634 39 −0.656 56 － 脂肪酸类 C20H22O6 

3 (3R,4R)-3-羟基-3,4-双[(4-羟基-3-
甲氧基苯基)甲基]草脲胺-2-酮 

2.934 49 4.593 28 373.129 14 7.030 02 1.295 33 0.007 43 0.020 28 0.638 87 −0.646 41 － 酚类 C20H22O7 

4 2-异丙基苹果酸 0.481 57 0.384 02 175.061 10 2.865 07 1.295 46 0.012 82 0.027 42 1.254 04 0.326 59 － 二羧酸类 C7H12O5 

5 3-羟基辛酸 0.310 50 0.460 63 159.102 35 7.007 35 1.363 61 0.008 23 0.021 38 0.674 08 −0.569 02 － 脂肪酸类 C8H16O3 

6 (E)-3-吲哚丙烯酸 8.974 51 6.712 67 188.070 66 2.286 70 1.342 56 0.002 09 0.006 17 1.336 95 0.418 95 ＋ indoles C11H9NO2 

7 5,7-二羟基-4-甲基香豆素 2.508 72 3.313 43 191.034 87 6.513 03 1.378 64 0.002 88 0.012 23 0.757 14 −0.401 37 － 香豆素类 C10H8O4 

8 壬二酸 7.206 26 9.374 79 187.097 58 6.219 22 1.435 58 0.000 25 0.003 88 0.768 69 −0.379 53 － 二羧酸类 C9H16O4 

9 D-色氨酸 3.064 76 2.212 73 205.097 18 2.286 70 1.33894 0.001 43 0.005 08 1.385 06 0.469 94 ＋ 氨基酸类 C11H12N2O2 

10 鸟嘌呤核苷 0.795 30 0.592 72 282.084 41 0.880 33 1.208 53 0.036 55 0.053 28 1.341 77 0.424 14 － 嘧啶类 C10H13N5O5 

11 淫羊藿次苷 F2 14.227 16 11.950 63 447.150 88 3.678 85 1.426 56 0.000 71 0.006 15 1.190 49 0.251 56 － 糖苷类 C18H26O10 

1.893 13 1.502 70 425.141 40 3.683 13 1.300 63 0.005 81 0.011 52 1.259 82 0.333 22 ＋ C18H26O10 

12 异土木香内酯 2.648 00 3.655 46 215.143 11 12.405 85 1.316 49 0.002 45 0.006 78 0.724 39 −0.465 15 ＋ 吡啶类 C15H20O2 

13 kaerophyllin 40.244 38 58.171 52 369.133 11 10.844 10 1.302 80 0.005 69 0.011 38 0.691 82 −0.531 53 ＋ 木脂素类 C21H20O6 

14 L-(−)-阿拉伯糖醇 3.459 89 3.034 53 151.060 99 0.611 68 1.256 73 0.029 31 0.045 72 1.140 17 0.189 25 － 糖醇类 C5H12O5 

15 L-苯丙氨酸 1.527 63 1.686 27 166.085 87 1.496 75 1.162 40 0.040 81 0.041 78 0.905 92 −0.142 54 ＋ 氨基酸类 C9H11NO2 

16 罗汉松树脂酚 1.802 56 2.483 85 359.148 86 8.184 40 1.217 34 0.023 87 0.028 44 0.725 71 −0.462 53 ＋ 木脂素类 C20H22O6 

17 烟酸 0.193 76 0.243 82 124.038 80 0.829 45 1.211 50 0.022 28 0.027 17 0.794 70 −0.331 53 ＋ 维生素类 C6H5NO2 

18 辛二酸 0.920 86 1.194 59 173.081 95 4.887 12 1.343 32 0.008 65 0.021 91 0.770 86 −0.375 47 － 二羧酸类 C8H14O4 

19 3-甲氧基-4-羟基肉桂酸 1.243 78 1.471 30 193.050 56 5.000 45 1.191 77 0.047 41 0.063 78 0.845 36 −0.242 36 － 木脂素类 C10H10O4 

20 香草酸 0.335 45 0.473 64 167.034 73 3.247 70 1.270 44 0.037 19 0.053 95 0.708 23 −0.497 72 － 芳香酸类 C8H8O4 

淫羊藿次苷 F2 为正、负离子模式下均检测到的潜在药效影响成分 

icariside F2 is detected in both positive and negative ion modes 
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A-离子流图  B-潜在药效影响成分的代谢途径分析 

A-ion current diagram  B-analysis of metabolic pathway of components with potential pharmacodynamic effects 

图 2  鳖血柴胡潜在药效影响成分筛选及其代谢途径分析 

Fig. 2  Screening of components with potential influence on efficacy and analysis of it’s metabolic pathway of Bupleuri Radix 

processed with Trionyx’s blood

 

      
A-鳖血柴胡与发热病症交集靶点的 PPI 网络图  B-关键靶点的筛选网络图  C-交集靶点生物定位的富集分析  D-交集靶点的生物功能的富集

分析  E-关键靶点的排序 

A-PPI network diagram of cross targets of Bupleuri Radix processed with Trionyx’s blood and fever  B-screening network diagram of key targets  C-

enrichment analysis of intersection target biolocation  D-enrichment analysis of biological functions of intersection targets  E-sequencing of key targets 

图 3  鳖血柴胡潜在解热作用的相关生物效应分析 

Fig. 3  Analysis of potential antipyretic bioeffect of Bupleuri Radix processed with Trionyx’s blood
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受体（epidermal growth factor receptor，EGFR）、酪

氨酸蛋白激酶 Fyn（tyrosine-protein kinase Fyn，

FYN）、Ras相关C3 肉毒杆菌毒素底物 1（Ras-related 

C3 botulinum toxin substrate 1，RAC1）。 

（3）鳖血柴胡潜在药效影响成分的解热作用关

键靶点的中医证候信息关联分析：将关键靶点输入

SymMap 数据库检索靶点关联中医证候信息，再导

入到 Cytoscape_v 3.6.0 软件分析预测鳖血柴胡与中

医证候的关联属性并可视化，如图 4 所示，鳖血柴

胡潜在药效影响成分的解热作用关键靶点的中医归

经显著定位在肝经，与风热、火热、湿热、血热等

热证之证候相关性高。 

3.2  鳖血柴胡“清肝退热”作用的内在效应机制分析 

3.2.1  鳖血柴胡对 2,4-二硝基酚所致发热大鼠的解

热药效学分析  如图 5 所示，与模型组比较，生柴

胡和鳖血柴胡均能明显降低发热大鼠的体温（P＜

0.05）；相较于生柴胡，鳖血柴胡的解热作用相对缓

慢，但对持续性高热的作用相对显著。与模型组比

较，生柴胡显著降低发热大鼠血清中 TNF-α、IL-1β

水平（P＜0.01），降低下丘脑 cAMP 水平（P＜0.01）；

鳖血柴胡能显著降低发热大鼠血清中 TNF-α、IL-1β

和 IL-6 水平（P＜0.01），降低下丘脑 cAMP 和脑腹

中隔区 AVP 水平（P＜0.01），鳖血柴胡的效果相对

显著。 

 
A-“成分-靶点”关联网络  B-关键靶点与中医证候关联网络，红色为靶点，蓝色为中医证候，黄色为归经；颜色越深，图形越大则网络关联

度越高 

A-“component-target” correlation network  B-key target and TCM syndrome correlation network, red is target, blue is TCM syndrome, and yellow is 

meridian; The darker the color, the larger the graph, the higher the network relevance 

图 4  鳖血柴胡潜在解热作用的中医证候关联分析 

Fig. 4  Analysis of potential antipyretic bioeffect associated with TCM syndromes of Bupleuri Radix processed with Trionyx’s 

blood

    

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

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

图 5  鳖血柴胡解热药效学分析评价 

Fig. 5  Analysis and evaluation of antipyretic pharmacodynamics of Bupleuri Radix processed with Trionyx’s blood
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3.2.2  鳖血柴胡解热作用的肝脏代谢组学分析 

（1）各组大鼠肝脏差异代谢物筛选和多元统计

分析：以解热药效数据为依据，每组取 4 只大鼠肝

脏组织进行代谢组学分析，并设 3 个质控组。如图

6 所示，共提取 818 个峰，经过数据预处理后 781

个峰被保留，整体轮廓存在一定的差异。在无监督

的 PCA 得分图中，样本均有明显的聚类趋势，为进

一步评价药效差异，对对照组、模型组、生柴胡组、

鳖血柴胡组进行有监督的 OPLS-DA 分析，样本数

据均呈现有效区分度，组间存在显著差异。

 

 

A-各组大鼠肝脏组织样本的 GC-MS 总离子流图  B-PCA 分析  C-OPLS-DA 分析 

A-GC-MS total ion flow diagram of liver tissue samples of rats in each group  B-PCA analysis  C-OPLS-DA analysis 

图 6  各组大鼠肝脏差异代谢物筛选及多元统计分析 

Fig. 6  Screening and multivariate statistical analysis of differential metabolites in liver tissue of rats in each group

（2）各组大鼠肝脏组织差异代谢物鉴定及通路

分析：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 7-A 所示，模型组与对照组有 35 个显著

差异代谢物，为发热大鼠肝脏生物标志物；生柴胡

与模型组有 59 个显著差异代谢物，其中 11 个为发

热大鼠肝脏生物标志物；鳖血柴胡与模型组有 55 个

显著差异代谢物，其中 19 个为发热大鼠肝脏生物

标志物；生柴胡与鳖血柴胡具有共同回调的 9 个发

热大鼠肝脏生物标志物。 

将发热大鼠肝脏代谢生物标志物、生柴胡与鳖

血柴胡共同回调 9个生物标志物及鳖血柴胡自有 10

个生物标志物分别导入 MetaboAnalyst 5.0 网站进行

代谢通路分析。如图 7-B 所示，发热大鼠的肝脏代

谢标志物主要涉及嘌呤代谢、丙氨酸、天冬氨酸和

谷氨酸代谢、泛酸和辅酶 A 生物合成、柠檬酸循环

等代谢途径，与之相比生柴胡与鳖血柴胡均能影响

嘌呤代谢和脂肪酸相关代谢途径发挥解热作用，鳖

血柴胡除了影响丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢、

泛酸和辅酶 A 生物合成等代谢途径外，还影响半乳

糖代谢、氮代谢、维生素 B6 代谢达到解热的目的。
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A-模型组与对照组差异代谢物火山图  B-生柴胡组与模型组差异代谢物火山图  C-鳖血柴胡组与模型组差异代谢物火山图  D-生柴胡组与鳖

血组差异代谢物火山图  E-各组大鼠肝脏代谢标志物热图，浅蓝色框为生柴胡与鳖血柴胡共同具有回调的 9 个生物标志物，深蓝色框为鳖血

柴胡区别于生柴胡显著影响的 10 个生物标志物  F-模型组影响代谢通路  G-生柴胡与鳖血柴胡共同影响代谢通路  H-鳖血柴胡影响代谢通路 

A-volcano diagram of differential metabolite between model group and control group  B-volcano diagram of differential metabolite between Bupleuri 

Radix group and model group  C-volcano diagram of differential metabolite between Bupleuri Radix processed with Trionyx’s blood group and model 

group  D-volcano diagram of differential metabolite between Bupleuri Radix group and Bupleuri Radix processed with Trionyx’s blood group  E-heat 

diagram of liver metabolic markers of rats in each group, light blue box is nine biomarkers that Bupleuri Radix and Bupleuri Radix processed with Trionyx’s 

blood have the same callback, and dark blue box is 10 biomarkers that Bupleuri Radix processed with Trionyx’s blood has the significant influence different 

from Bupleuri Radix  F-metabolic pathway affected by model group  G-metabolic pathway affected by Bupleuri Radix and Bupleuri Radix processed 

with Trionyx’s blood  H-metabolic pathway affected by Bupleuri Radix processed with Trionyx’s blood 

图 7  各组大鼠肝脏组织差异代谢物鉴定及代谢途径分析 

Fig. 7  Identification of differential metabolites and its pathway analysis in liver tissue of rats in each group and it’s analysis 

of metabolic pathway 

4  讨论 

柴胡主入肺、肝经，具有疏散风热之功效，为

中医解表退热常用药材[1]。鳖血柴胡是柴胡的一种

特殊炮制品，据记载其可增强柴胡清肝退热之效[3]。

本研究以代谢组学技术为主要的研究策略，阐释了

其中的“物质-效应”变化机制，为其合理推广应用

提供科学依据。 

首先以中药非靶标代谢组学技术（UHPLC-

QTOF-MS）对鳖血柴胡炮制前后内源性代谢产物变

化（即化学成分变化）进行鉴定分析。结果显示鳖

血柴胡炮制前后的化学成分发生了变化，虽然种类

未发现明显差异，但相对定量值存在变化。化学成

分是中药药性和药效的物质基础[20]，所以用鳖血炮

制后柴胡的物质基础的确发生了改变，这将引起药

性和药效的变化，于是本研究采用网络药理学方法

对此进行预测分析。结合 ADMET 信息分析共筛选

出 20 个潜在药效影响成分，这些成分主要对苯丙

氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成、苯丙氨酸代谢等

肝脏代谢途径[21]具有影响。20 个潜在药效影响成分

与发热病证具有 282 个交集靶点，生物功能分析显
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示这些靶点主要定位在肝脏和免疫器官，并与蛋白

磷酸化、炎症、内分泌及激素调节等生物效应相关。

发热的发病机制是外源性致热原侵入机体，激活巨

噬细胞、单核细胞、淋巴细胞等免疫细胞，产生并

释放内源性致热原，进而直接或间接通过血-脑脊液

屏障作用于体温调节中枢，最终引起发热反应，而

内生致热原主要为 IL-1β、IL-6 及 TNF 等炎症细胞

因子[22]。进一步的“成分-靶点-中医证候”的生物信

息关联分析显示，鳖血柴胡生物效应更侧重影响肝

经，显著关联风热、火热、湿热、血热等热证，反

映与“清肝退热”功效具有证素相关性。由此可见，

炮制引起物质基础变化与鳖血柴胡“清肝退热”作

用具有潜在的相关性。 

其次，通过大鼠解热药效学实验对生柴胡与鳖

血柴胡的“清肝退热”作用的效应机制进行对比分

析。2,4-二硝基苯酚为代谢刺激剂，可引起实验动物

体温显著上升，一方面通过抑制呼吸与阻止二磷酸

腺苷的磷酸化，引起发热，另一方面通过刺激巨噬

细胞等产生致热细胞因子[16]，与鳖血柴胡的解热物

质基础机制相符合，因此，本研究以 2,4-二硝基苯

酚为致热剂复制大鼠发热模型。研究显示柴胡解热

作用机制主要与降低血中炎症因子 IL-1β、IL-6、

TNF-α 等的含量和调节下丘脑 cAMP 及脑腹中隔区

AVP 的合成分泌有关[23]，IL-1β、TNF-α、IL-6 是典

型的内生性致热原，当机体大量分泌时，进入血液

引起发热[24]。IL-6 是多种致热原引起发热的重要介

质，在体内防御机制和急性期反应中起重要作用，

血清中水平可反映组织损伤程度[25]。cAMP 是重要

的中枢性发热正调节介质，而 AVP 是一种内源性解

热物质，为中枢性发热负调节介质，能显著抑制致

热性细胞因子的致热效应[26]。因此，本研究除了体

温监测外，还以血清 TNF-α、IL-1β、IL-6 含量及下

丘脑 cAMP 的含量和脑腹中隔区 AVP 的含量为解

热效应的生化标志物，对药效学进行评价。结果显

示，生柴胡与鳖血柴胡均可减低发热大鼠的体温，

而鳖血柴胡起效相对缓慢，对持续性高热效果较生

柴胡更为显著。生柴胡与鳖血柴胡均可降低发热大

鼠血清 TNF-α、IL-1β、IL-6 含量及下丘脑 cAMP 的

含量和脑腹中隔区 AVP 的含量，鳖血柴胡的综合效

应更为显著。 

以物质基础机制分析结果为依据，进一步通过

肝脏代谢组学分析探索内在的效应机制。与生柴胡

相比较，鳖血柴胡回调的发热大鼠的肝脏代谢标志

物种类更多。生柴胡与鳖血柴胡均能通过回调肝脏

组织中黄嘌呤、软脂酸、甲基丙二酸、5-(4-羟基丁

基)-1-乙内酰脲、D-半乳糖醛酸 2、α-D-氨基葡萄糖

1-磷酸酯、4-羟基丁酸酯、2-脱氧赤藓糖醇、1-单棕

榈酸甘油酯而显著影响嘌呤代谢和脂肪酸代谢。嘌

呤的最终代谢产物为尿酸，尿酸盐结晶可使单核细

胞释放 TNF-α 与 IL-1β 引起血管内皮细胞活化，调

节抗炎与促炎平衡[27]，炎症可以引起脂质代谢紊

乱，而脂质代谢失衡也可诱导炎症的发生[28]，说明

鳖血柴胡与生柴胡具有相似的解热机制，均能调节

炎症反应以解热。发热具有防御和损害双重作用，

一定程度的发热可以清除机体内的病原体，然而持

续高热会导致机体内糖类、脂肪及蛋白质过度损耗，

造成器官组织损伤[29]，故而，鳖血柴胡与生柴胡还

具有防止发热中脂肪过度损耗而引起肝脏损伤的保

护作用。而鳖血柴胡还能显著回调泛酸、单硬脂酸

甘油酯、马来酰亚胺、二十四烷酸、吡喃果糖-5-葡

糖苷 1、谷酰胺 1、雄酮 1、4-吡啶氧酸、3,6-脱水

D-半乳糖 4、3,6-脱水-D-半乳糖，又能显著影响丙

氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢、泛酸和辅酶 a 生物

合成、类固醇生物合成、半乳糖代谢、氮素代谢、

维生素 B6代谢等途径。高热患者蛋白质分解代谢加

强，尿素氮明显增高，呈负氮平衡；蛋白质分解加

强可为肝脏提供大量游离氨基酸，用于急性期反应

蛋白的合成和组织的修复[30]。其中维生素 B6 别名

吡哆醛、吡哆醇，是辅酶的重要组成成分，参与糖、

蛋白质、脂肪的正常代谢[31]。以上结果说明，鳖血

柴胡还能防止持续高热导致的肝脏糖类及蛋白质过

度损耗，而具有更显著的解热及肝脏损伤保护的作

用优势。由此可见，炮制引起药效学变化与鳖血柴

胡“清肝退热”作用亦存在密切的相关性。 

综上所述，鳖血柴胡是柴胡的特色炮制品，但

内在炮制机制不明确，对其广泛开发应用造成一定

的影响。炮制后化学成分变化所引起性味、功能的

改变，是鳖血炮制增强柴胡清肝退热功效的物质基

础。鳖血柴胡内在关联生物效应和药理综合效应机

制与加强柴胡清肝退热功效的传统炮制意义相符

合，本研究对鳖血柴胡的炮制目的的阐明和合理化

应用具有一定的指导价值。 
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