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［摘　要］　目的　从代谢组学角度探讨正常和肾阳虚证大鼠对白附子的毒性反应的差异。 方法　将８０只ＳＤ雄性大鼠随

机分为肾阳虚证模型组和正常组，采用肌肉注射氢化可的松琥珀酸钠的方法造模，造模结束后，把两组大鼠随机分为低剂量、

小剂量、中剂量和大剂量给药组和空白组，每组８只；对各给药组大鼠连续１４ｄ灌胃给予不同浓度的白附子溶液，剂量依次为

０．３２、０．６４、１．２８、２．５６ｇ／（ｋｇ·ｄ），空白组给予生理盐水；末次给药２４ｈ后取血浆，采用高效液相色谱－质谱联用的代谢组学技

术检测血清促肾上腺皮质激素（ＡＣＴＨ）、皮质醇 （ＣＯＲ）、环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）和环磷酸鸟苷（ｃＧＭＰ）。 结果　氢化可的松造

模可引起血浆代谢物溶血磷脂酰乙醇胺（ＬＰＥ）水平和溶血磷脂酰胆碱（ＬＰＣ）水平的下调。正常大鼠和肾阳虚证大鼠给予白

附子后两者内源性代谢产物存在差异，随着白附子剂量的增加，正常大鼠ＬＰＣ水平和ＬＰＥ水平有下降的趋势，而模型大鼠ＬＰＣ
和ＬＰＥ水平基本保持在稳定状态。 结论　肾阳虚证大鼠对白附子的毒性反应低于正常大鼠，印证了在证候理论指导下进行中

药毒性评价的合理性。
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　　目前中药临床前毒性评价多以正常动物为载
体，这种评价方法忽略了机体生理状态与病证状态
下对中药毒性反应的差异性。因此，所得的评价结
果不足以充分、合理地说明中药的毒性。根据《黄帝
内经》“有故无殒”的中药毒性理论，用药只要对证，

药物毒性自然减低。本研究以常用有毒中药白附子
为代表药，结合代谢组学方法深入探讨白附子对正
常大鼠和对证模型大鼠毒性作用的差异，为中医证
候理论评价中药毒性提供客观依据，为深入分析证
候与中药毒性关系提供方法学探索。
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１　材料与方法

１．１　动物

ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠８０只，体重（２００±２０）ｇ，
由军事医学科学院动物中心提供，许可证号：ＳＣＸＫ－
（军）２００７－００４。饲养在中国中医科学院中医基础理
论研究所实验动物室，食用全价营养颗粒饲料。

１．２　药物和试剂
注射用氢化可的松琥珀酸钠粉针剂（天津生物

化学制药有限公司，生产批号：２００８０６０４），用生理盐
水配成浓度为７１．４３ｍｇ／ｍｌ溶液。白附子（北京燕
京饮片厂，批号０８１１１７，产地：四川），用乙醇提取制
成２ｇ／ｍｌ的溶液，由中国中医科学院中医基础理论
研究所方证研究中心提取。血清促肾上腺皮质激素
（ＡＣＴＨ）、皮质醇（ＣＯＲ）、环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）和环
磷酸鸟苷（ｃＧＭＰ）放射性免疫试剂盒由北京普尔伟
业生物科技有限公司提供。

１．３　主要仪器

Ｓｎ－６９５１３型免疫计数器，液相色谱系统［沃特
世公司（Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐ），米尔福特（Ｍｉｌｆｏｒｄ），美国］，
液相色谱／串联质谱仪（英国曼彻斯特公司）。

１．４　模型制备［１］

大鼠臀部肌肉注射氢化可的松琥珀酸钠溶液，
剂量为３５．７１５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），连续９ｄ，制造肾阳虚证
模型。

１．５　动物分组与给药

８０只大鼠适应性喂养７ｄ后采用随机数字表法
分为正常组和模型组各４０只，造模结束再把两组大
鼠分别随机分为低剂量、小剂量、中剂量和大剂量４
个给药组和空白组，每组８只。分组当天对给药组
和空白组大鼠分别灌胃给予１０ｍｌ／ｋｇ的白附子溶液
和生理盐水。低、小、中、大剂量组给药浓度依次为：

０．３２ｇ／（ｋｇ·ｄ），０．６４ｇ／（ｋｇ·ｄ），１．２８ｇ／（ｋｇ·ｄ）和

２．５６ｇ／（ｋｇ·ｄ）。连续１４ｄ。

１．６　观察指标及方法
腹腔注射３％戊巴比妥钠１．５ｍｌ／ｋｇ麻醉大鼠，

暴露股动脉，快速剪断血管，用吸管吸取血样，制备
血清和血浆。按试剂盒说明书，放射性免疫法检测
血清ＡＣＴＨ、ＣＯＲ、ｃＡＭＰ和ｃＧＭＰ。采用高效液相
色谱－质谱联用的代谢组学技术检测血浆内源性代
谢物。

１．７　统计学方法
采用ＳＡＳ　８．２统计软件，计量数据以（珚ｘ±ｓ）表

示，两组间比较采用广义线性模型两因素方差分析。
代谢物指纹图谱数据采用正交偏最小二乘法对数据

进行挖掘。

２　结果

２．１　各组大鼠血清相关指标比较
表１示，模型空白组的ＡＣＴＨ水平显著低于正

常空白组（Ｐ＜０．０５）。两组ＣＯＲ水平随着剂量的
增加有升高的趋势（Ｐ＜０．０１）。造模因素引起

ｃＡＭＰ的下降（Ｐ＜０．０１）和ｃＧＭＰ的升高（Ｐ＜
０．０５），随着剂量的增加，ｃＧＭＰ有降低的趋势（Ｐ＜
０．０１），正常组不同给药剂量对ｃＡＭＰ和ｃＧＭＰ影
响不明显。

２．２　模型空白组与正常空白组大鼠代谢谱型的模
式识别分析和代谢物成分鉴定

图１示，模型空白组与正常空白组大鼠血浆代
谢物有显著差异，能够明显分开，提示造模因素较大
程度的改变了雄性ＳＤ大鼠的血浆代谢谱型。对因
子载荷图中两组分开贡献最大的代谢物（ＶＩＰ＞３）
进行成分鉴定，发现１８∶０溶血磷脂酰乙醇胺
（ＬＰＥ），２０∶３溶血磷脂酰胆碱（ＬＰＣ），２０∶５ＬＰＣ，

１８∶３ＬＰＣ和４６８．４ｍ／ｚ未知化合物是两组分开的
主要标志物。

表１　各组大鼠血清ＡＣＨＴ、ＣＯＲ、ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ水平比较（珚ｘ±ｓ）

组别
剂量

［ｇ／（ｋｇ·ｄ）］
鼠数 ＡＣＴＨ（ｐｇ／ｍｌ） ＣＯＲ（ｎｇ／ｍｌ） ｃＡＭＰ×１００（ｐｍｏｌ／ｍｌ）ｃＧＭＰ×１００（ｐｍｏｌ／ｍｌ）

正常组 空白组 － ８　 ４８．４６±２２．３９　 ３１．９６±７．３８　 １８．０５±８．１２　 ４．６７±１．１５
低剂量组 ０．３２　 ７　 ３６．４９±２５．２６　 ３１．８２±６．６６　 １８．２０±１．０２　 ５．９０±１．１１
小剂量组 ０．６４　 ８　 ３０．２５±１０．１３　 ３４．６９±８．０２　 １９．１０±６．０３　 ５．０２±１．８３
中剂量组 １．２８　 ８　 ３４．００±１３．２５　 ３１．１９±８．０８　 １８．０８±０．８８　 ４．７４±０．７４
大剂量组 ２．５６　 ８　 ３６．４１±２４．６７　 ４５．２７±６．４１△ １８．０５±３．１５　 ４．８０±０．８３△

模型组 空白组 － ８　 ２２．１２±１１．９７＊ ２６．６６±５．９４　 １２．５３±２．５６　 ７．６０±１．４９
低剂量组 ０．３２　 ７　 ３８．８３±１５．２７　 ２８．６１±６．４３　 １４．６８±２．０４▲ ８．１５±１．９３▲

小剂量组 ０．６４　 ７　 ２１．１７±９．１１　 ３２．３９±９．７６　 １３．９１±４．４７▲ ５．８８±０．９９▲
中剂量组 １．２８　 ７　 ２３．７３±１１．６９　 ２９．５２±１４．０３　 １６．８１±２．４０▲ ４．８２±０．６４▲
大剂量组 ２．５６　 ８　 ２７．４１±９．９６　 ４０．４０±８．６２△ １６．６１±５．６０▲ ５．５１±２．４６▲

　　注：与正常组相同指标空白组比较，＊Ｐ＜０．０５；与本组相同指标低剂量组比较，△Ｐ＜０．０５；与正常组内相同指标相同剂量组比较，▲Ｐ＜

０．０５
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图１　模型空白组和正常空白组血浆代谢组ＯＰＬＳ分值散点分布和因子载荷图

图２　模型空白组和正常空白组血浆代谢组ＯＰＬＳ分值散点分布和因子载荷图

表２　各标志物在各组大鼠中平均响应水平随给药剂量的变化情况比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 １８∶０ＬＰＥ　 ２０∶５ＬＰＣ　 ３０２．６ｍ／ｚ　 ４６８．４ｍ／ｚ　 ３１８．６ｍ／ｚ

正常组 空白组 ８　 １６　９６０±４　７２０　 １１　５９９±５　１４３　 １　０９０±１４５　 ８　８１０±１　２００　 ９７０±２９７
低剂量组 ７　 １１　３００±２　１３８＊＊ １０　８２３±４　９８８　 １　５０５±９６２　 ４　７５６±１　５００　 １　２５７±７１５
小剂量组 ８　 １０　４６２±１　４３３＊＊ ７　５４６±２　９９３　 ３　２８７±２　３７８　 ４　８０２±１　７６０　 ２　５３４±１　４８７
中剂量组 ８　 ９　４３７±１　７４９＊＊ ４　６５６±７３３＊＊ ３　４８２±２　３１１　 ４　２００±２　０００　 ２　６０２±１　１９６
大剂量组 ８　 ９　３３３±３　３５０＊＊ ４　７７０±２　０７６＊ ３　３５２±２　１３４　 ４　１００±１　３４５　 ２　１７２±１　２８８

模型组 空白组 ８　 １２　０４８±２　８３９＃ ８　４６０±９３６＃ １　２０４±８３８　 ９　２３０±９３６　 ９８６±５３２
低剂量组 ７　 １０　３６０±１　２１６＊ ５　３３０±３２９＊＊ １　４９２±１　０５５　 ８　０１３±２２９＊＊ １　０９８±８０７
小剂量组 ７　 ８　９４６±２　０４１　 ４　６２０±９７７＊＊ １　８００±９５５＊ ７　８９３±８５５＊＊ ２　０００±１４６０
中剂量组 ７　 １０　２９６±１　３９９　 ５　１５０±３６０＊＊ ２　１００±１　１２５　 ７　０２１±８７３＊＊ ２　２００±１４０３＊

大剂量组 ８　 １０　３１２±２　０８１　 ５　１６３±２　５５４　 ３　１５２±１　５４８＊＊ ６　４００±５０８＊＊ ２　５６３±１　１１９＊＊

　　注：与本组中空白组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与正常空白组比较，＃Ｐ＜０．０５

２．３　模型各给药组与正常各给药组大鼠代谢谱型
的模式识别分析和代谢物成分鉴定

图２示，模型各给药组与正常各给药组大鼠代
谢物有显著差异，能够明显分开，提示白附子对模型
大鼠和正常大鼠的影响不同。对因子载荷图中两组
分开贡献最大的代谢物（ＶＩＰ＞３）进行成分鉴定，发
现１８∶０ＬＰＥ、２０∶５ＬＰＣ，以及质核比为３０２．６ｍ／ｚ、

４６８．４ｍ／ｚ和３１８．６ｍ／ｚ的３种未知化合物是两组
分开的主要标志物。

２．４　各标志物在正常组与模型组中平均响应水平
随给药剂量的变化比较

表２示，与正常空白组比较时，模型空白组１８：

０ＬＰＥ和２０：５ＬＰＣ均降低（Ｐ＜０．０５）；正常组１８：

０ＬＰＥ随剂量增加有下降的趋势，而模型组变化不
明显；两组２０：５ＬＰＣ和４６８．４ｍ／ｚ未知代谢物随剂
量增加有下降的趋势，模型组下降的较缓慢；两组

３０２．６ｍ／ｚ未知代谢物和３１８．６ｍ／ｚ未知代谢物随
剂量的增加有升高的趋势，模型组升高的较缓慢。

３　讨论
现代毒理学研究表明，机体功能状态与药物毒

性反应密切相关［２］。目前多采用正常动物评价中药
的毒性，这与中医辨证论治的临床实践不相符。因
此，在“对证”的条件下研究中药的毒性更有必要
性［３］。
代谢组学强调把机体作为一个完整系统来研

究，通过测定代谢物组成变化，来认识和反映机体代
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谢网络在不同状态下的变化规律［４］，与中医学的整
体观、动态观一致，适于中医药复杂体系研究［４］。本
研究运用代谢组学技术，从模式识别分析发现，两个
空白组之间和两个给药组之间图中正交偏最小二乘

法积分值基本集中分布于椭圆形散点图（９５％置信
区内）的４个区域，两组间无明显交叉和重叠，表明
两个空白组之间及两个给药组之间都存在代谢产物

谱的显著差异。１８∶０ＬＰＥ，２０∶３ＬＰＣ，２０∶５ＬＰＣ，

１８∶３ＬＰＣ和４６８．４ｍ／ｚ未知化合物是两个空白组
差异的主要血浆代谢物，可以作为肾阳虚证的生物
标志物做进一步的研究。ＬＰＥ和ＬＰＣ是机体的溶
血性甘油磷脂，它们能够调节基质金属蛋白酶的产
生，促进细胞外基质及基底膜的降解，有助于激活蛋
白激酶Ｃ，对血小板聚集和淋巴细胞的凋亡有重要
的调节作用［６－８］。ＬＰＥ和ＬＰＣ是在磷酯酶的作用
下由ＰＥ和ＰＣ产生的，机体内ＰＥ和ＰＣ的含量决
定了ＬＰＥ和ＬＰＣ的水平［９］。ＰＥ和ＰＣ具有抗氧化
和降血脂的功用，它们主要在机体各组织细胞内质
网中合成，其中以肝组织最活跃［１０－１１］。氢化可的
松造模可引起肝细胞ＲＮＡ含量下降、各种酶的活
性下降和肝糖元减少等肝损害［１２］，从而导致ＰＥ和

ＰＣ下降。因此，造模引起的肝损害可能是肾阳虚
模型大鼠ＬＰＥ和ＬＰＣ下降的原因。１８∶０ＬＰＥ和

２０∶５ＬＰＣ，以及质核比为３０２．６ｍ／ｚ、４６８．４ｍ／ｚ
和３１８．６ｍ／ｚ的３种未知化合物是两个给药组差异
的主要血浆代谢物，提示白附子对不同状态下大鼠
的影响不同。随着白附子剂量的增加，正常大鼠

ＬＰＣ和ＬＰＥ有明显下降的趋势，而模型大鼠ＬＰＣ
和ＬＰＥ水平基本保持在稳定状态。白附子的主要
毒性成分是乌头碱。乌头碱可引起心肌细胞缺氧，
导致心肌ＡＴＰ大量耗竭［１３］。而 ＡＴＰ释放能量是

ＰＥ和ＰＣ合成过程中的必要环节［１０］。乌头碱对正
常大鼠的毒性作用明显，而对肾阳虚模型大鼠不产
生明显的毒性作用，这可能是正常大鼠血浆ＬＰＣ
和ＬＰＥ下降而肾阳虚模型大鼠保持稳定的原因。
本研究发现的血浆代谢未知化合物，随着白附子剂
量的增加，两种大鼠有不同的变化趋势，进一步说
明了白附子对正常大鼠和肾阳虚模型大鼠的影响

不同。
总之，本研究发现肾阳虚证大鼠对白附子的毒

性反应低于正常大鼠，内源性代谢产物ＬＰＣ和ＬＰＥ
及一些未知化合物的变化可能是白附子对两种机体

状态产生不同毒性的原因。本研究印证了在证候理

论指导下进行中药毒性评价的合理性，对于白附子
毒性作用的生物学本质，有待进一步研究。
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