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基于 UPLC-Q-TOF-MS 探讨白鲜皮药物性肝、肾损伤的机制
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［摘要］ 目的：利用超高效液相色谱-四极杆-飞行时间质谱该（UPLC-Q-TOF-MS）对肝脏和肾脏进行代谢组学分析，旨在

揭示白鲜皮引起肝、肾损伤的作用机制及其相互关系。方法：通过高效液相色谱法对白鲜皮的指标成分进行含量测定从而进

行质量控制。将 SD 大鼠随机分为空白组（生理盐水）、给药组（0.9、2.7、8.1 g·kg-1）和高剂量停药组，每组 8 只，连续给药 28 d，

每天 1 次。通过脏器指数、病理学观察及酶联免疫吸附测定法（ELISA）测得的血清、血浆生化指标判断各剂量给药组造成的

肝、肾损伤情况。基于 UPLC-Q-TOF-MS 筛选白鲜皮造成肝肾损伤的潜在生物标志物并进行通路富集分析和相关性分析。

结果：与空白组比较，中、低剂量给药组对大鼠肝、肾造成的损伤并不显著，高剂量组造成的损伤最为严重，其肝、肾功能指标

［丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、肌酐（Cr）、血尿素氮（BUN）］的含量及血清中炎症指标［白细胞介

素 -1β（IL-1β）、IL-6 与肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）］相较空白组均变化显著（P<0.01），肝、肾代谢通路及差异代谢物的区别较大，

其中苯丙氨酸代谢、烟酸和烟酰胺代谢和甘油磷脂代谢为共有通路。对差异代谢物进行相关性分析发现，肝、肾组织中 4-磷酸

噻吩甲酰半胱氨酸、PC（16∶0/15∶0）、苯乙胺、花生四烯酸和亚油酸等紊乱存在显著相关性。结论：白鲜皮水煎剂会造成肝、肾

损伤，其损伤机制可能与氧化应激及脂质代谢紊乱有关，差异代谢物的相关性提示肝、肾损伤存在相互作用的情况。
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Mechanism of Pharmacological Liver and Kidney Injuries of Dictamni Cortex 

Based on UPLC-Q-TOF-MS
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［［Abstract］］  Objective：： This study aims to reveal the mechanism of liver and kidney injuries caused by Dictamni Cortex and 

its interrelationship by metabonomics analysis of liver and kidney via ultra-performance liquid chromatography-quadrupole-time-of-

flight mass spectrometry （UPLC-Q-TOF-MS）. Methods：： The content of the marker compounds of Dictamni Cortex was measured 

by high-performance liquid chromatography （HPLC） to carry out quality control. Sprague Dawley （SD） rats were randomly 

divided into a blank group （normal saline）， an administration group （0.9， 2.7， 8.1 g·kg-1）， and a high-dose withdrawal control 

group， with eight rats in each group. Continuous administration was performed once daily for 28 days. The liver and kidney injuries 

caused by each administration group were assessed by organ indices， pathological observations， and serum and plasma biochemical 

indices measured by enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）. The potential biomarkers of liver and kidney injuries caused by 

Dictamni Cortex were screened， and pathway enrichment analysis and correlation analysis were performed based on UPLC-Q-TOF-

MS. Results：： Compared with the blank group， both the medium- and low-dose groups showed insignificant damage to the liver 
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and kidney of rats. The high-dose group exhibited the most serious damage， and the level of liver and kidney function indices 

［alanine aminotransferase （ALT）， aspartate aminotransferase （AST）， creatinine （Cr）， and blood urea nitrogen （BUN）］ and 

serum inflammatory indices （［interleukin 1β （IL-1β）， IL-6， and tumor necrosis factor-α （TNF-α）］ in the serum were significantly 

changed （P<0.01）. The liver and kidney metabolism pathways and differential metabolites were quite different. Among them， 

phenylalanine metabolism， niacin and nicotinamide metabolism， and glycerophospholipid metabolism were common pathways. 

Correlation analysis of differential metabolites showed that there were significant correlations among disorders of 

4′-Phosphopantothenoylcysteine， PC （16∶0/15∶0）， phenylethylamine， arachidonic acid， and linoleic acid in liver and kidney 

tissue. Conclusion：： The decoction of Dictamni Cortex can cause liver and kidney injuries， and its mechanism may be related to 

oxidative stress and lipid metabolism disorders. The correlation of differential metabolites indicates the interaction between liver and 

kidney injuries.

［［Keywords］］ Dictamni Cortex； liver injury； kidney injury； untargeted metabolomics； ultra-performance liquid 

chromatography-quadrupole-time-of-flight mass spectrometry （UPLC-Q-TOF-MS）

白 鲜 皮 为 芸 香 科 植 物 白 鲜 Dictamnus 

dasycarpus 的干燥根皮，具有清热燥湿、祛风解毒的

功效，常用于皮肤病的治疗［1-2］。然而在临床应用过

程中发现，服用白鲜皮及其相关制剂后出现药物性

肝损伤的案例屡现报道［3-5］。经研究发现，白鲜皮中

主要的活性成分白鲜碱、梣酮和柠檬苦素在产生治

疗作用的同时也对机体起到毒性作用［6］。多篇研究

表明，白鲜皮的主要活性成分白鲜碱、梣酮和柠檬

苦素都能通过不同的作用机制诱导肝损伤［7-9］。而

在深入的研究中发现，柠檬苦素具有肝损伤的同时

也存在肾损伤［10］。肾脏作为人体主要的排泄器官，

具有生成尿液、排泄代谢产物、调节体液稳态和内

分泌及调控机体体温等功能［11］，同时肾脏也是相关

外源性物质暴露后常见的毒性和损伤靶器官［12］。

白鲜皮诱发的不良反应集中表现在肝脏损伤，而根

据白鲜皮主要活性成分的研究推测白鲜皮存在肾

脏损伤的风险。有关白鲜皮对单一脏器的损伤特

点及诱发机制已有较为深入的研究，但对累及多脏

器损伤的研究鲜有报道，并且其关联性及机制分析

不足。

肾脏的能量供应主要依赖于脂肪酸的氧化过

程，而这些脂肪酸主要在肝脏中生成。因此，肝脏

功能障碍会不可避免地影响肾脏的能量代谢，进而

影响肾功能［13］。由于目前药物性肝损伤（DILI）的
机制并未完全阐明，本研究依据中医“肝肾同源”理

论［14］，结合肝、肾两个排泄器官，分别观察白鲜皮水

煎剂对雄性大鼠机体的毒性影响，并通过代谢组学

筛选出白鲜皮造成肝、肾损伤的关键差异代谢物，

对其差异代谢通路及作用机制进行阐述。因及时

停药并尽量避免再次使用同类药物是对 DILI 治疗

中最重要且最基本的治疗原则［15］，为此设置停药对

照组根据大鼠的动态指标变化和差异代谢通路对

比来进一步揭示白鲜皮的毒性作用机制。本研究

为白鲜皮的用药安全和不良反应风险防控提供科

学依据建议，也为后续白鲜皮及其相关制剂不良反

应的研究提供理论依据。

1 材料

1.1　动物     SPF 级 SD 雄性大鼠 40 只，体质量（200±

20） g，辽宁长生生物技术股份有限公司购买，实验

动物生产合格证号 SCXK（辽）2020-0001。实验前

大鼠饲养于标准实验室条件［温度（22±2） ℃，湿度

（50±10）%，12 h/12 h 光/暗周期］中 7 d，以适应环境。

本实验获得黑龙江中医药大学实验动物伦理委员

会批准（伦理审查批准号 2023122925）。
1.2　药物与试剂     白鲜皮（河北全泰药业有限公

司，批号 2201001），经黑龙江中医药大学药学院药

用植物教研室南洋副教授鉴定为白鲜皮芸香科植

物白鲜 Dictamnus dasycarpus 的干燥根皮。药材饮

片符合 2020 年版《中华人民共和药典》质控标准。

黄柏酮（纯度 98%，批号 111923-202105）、梣酮（对照

品 98%，批号 111700-202004）均购自中国食品药品

检定研究院；戊巴比妥钠（天津市大茂化学试剂厂，

批号 20190112）；甲醇、乙腈（Dikma 科技公司，批号

分别为 W-50102、W-50101）；苏木素-伊红（HE）高清

恒染试剂盒（武汉赛维尔生物科技有限公司，批号

G1076）；丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基

转移酶（AST）、肌酐（Cr）、血尿素氮（BUN）、白细胞

介素-1β（IL-1β）、IL-6 与肿瘤坏死因子-α（TNF-α）测
定试剂盒（南京建成生物工程研究所有限公司，批

号分别为 C009-2-1、C010-2-1、C011-2-1、C013-2-1、

H002-1-2、H007-1-2、H052-1-2）。
1.3　仪器     Waters 2695-2489 型 HPLC 超高效液相

色谱仪、ACQUITY 型超高效液相色谱与 Q-TOF-

MS 质谱仪（美国 Waters 公司）；KQ-700DE 型数控超

声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；TGL16E

型高速冷冻离心机（长沙英泰仪器有限公司）；
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LC-18N-50C 型冷冻真空干燥机（上海力辰邦西仪

器科技有限公司）；KZ-Ⅲ-FP 型低温研磨仪（武汉赛

维尔生物科技有限公司）；Mettler-Toledo AG135 型

电子天平（中国天马股份有限责任有限公司）；907

型低温保存箱（美国赛默飞世尔科技有限公司）。
2 方法

2.1　白鲜皮水煎剂的制备     称取白鲜皮 300 g 浸泡

在药材总体积 8 倍蒸馏水中 30 min，随后回流提取

30 min，再加 6 倍蒸馏水，提取 30 min。收集合并

2 次滤液，将其浓缩至适当浓度后通过真空冷冻干

燥器进行冻干，待使用时将冻干粉末置于双蒸水中

稀释至所需浓度药液即可。

2.2　白鲜皮中指标成分含量测定     

2.2.1　对照品溶液制备     取梣酮对照品、黄柏酮对

照品适量，精密称定，加甲醇分别制成每 1 mL 含梣

酮 60 μg、黄柏酮 0.1 mg 的溶液。按照外标法计算

梣酮和黄柏酮的含量。

2.2.2　供试品溶液制备     精密称定白鲜皮粗粉（过

四号筛）1 g，置具塞锥形瓶中，加入甲醇 25 mL，称

定质量，加热回流 1 h，放冷，再称定质量，用甲醇补

足减失的质量，摇匀，经 0.45 μm 微孔滤膜滤过，取

续滤液，即得［16］。

2.2.3　色谱条件     采用  Waters Symmetry C18色谱柱

（4.6 mm×250 mm，5 μm）；柱温 35 ℃；依据 2020 年

版《中华人民共和国药典》选用甲醇-水（60∶40）为流

动相，等度洗脱 30 min；检测波长 236 nm；进样体积

10 μL；体积流量 1 mL·min-1。

2.3　动物分组与给药     动物适应性喂养 1 周后，活

动粪便均未见明显异常方可进入实验阶段。将 SD

大鼠随机分为空白组（Control）、白鲜皮高剂量组

（G，8.1 g·kg-1）、白鲜皮中剂量组（Z，2.7 g·kg-1）、白
鲜皮低剂量组（D，0.9 g·kg-1），每组 8 只。将对应药

物通过灌胃法给予各组大鼠，Control组灌胃等量生

理盐水，每天 1 次，灌胃体积为 10 mL·kg-1，连续给

药 28 d。给药后设置高剂量停药组（TG）进行停药

对照实验。给药剂量参考 2020 年版《中华人民共和

国药典》中对于白鲜皮临床用量的规定并通过

Meeh-Rubner体表面积计算公式确定。

2.4　酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测大鼠血液

生化指标     给药 4 周后，麻醉大鼠，取腹主动脉血，

血液样本静置 30 min 后，3 500 r·min-1，4 ℃ 离心

10 min，离心半径 10 cm，取上清液于-80 ℃冷藏，备

用。检测血清和血浆中 ALT、AST、Cr、BUN、IL-1β、
IL-6 与 TNF-α水平。实验的具体操作步骤遵循试

剂盒附带的说明书指导。

2.5　组织病理学观察     待大鼠死亡后取肝、肾组织

称质量，计算各脏器指数，将各器官组织置于 4% 多

聚甲醛溶液中固定 24 h 以上，经横断面取材、脱水、

包埋、切片后，进行 HE 染色，封片，在光学显微镜下

观察各组织形态变化。

2.6　代谢组学检测及分析     

2.6.1　生物样品制备     分别取肝、肾组织 0.1 g 放入

研磨管，加入冷藏的生理盐水和氧化锆研磨珠后放

入 高 速 低 温 组 织 研 磨 仪 中 ，待 研 磨 结 束 后

12 000 r·min-1离心 10 min，取上清液，加入组织沉淀

剂 300 µL（甲醇 -乙腈 2∶1），涡旋混合后冰水中超声

处理 10 min，然后在-20 ℃下储存 30 min，再以同样

条件离心 10 min，吸取上清液，重复-20 ℃下储存

30 min，再以同样条件离心 10 min，取上清液 150 µL

于进样瓶中，待分析。

2.6.2　色谱条件     采用 ACQUITY UPLC BEH C18

色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm），柱温为 40 ℃；流
动相为 0.1% 甲酸水溶液（A）-乙腈（B）溶液，梯度洗

脱（0~8 min，98%~60%A；8~10 min，60%~2%A；10~

13 min，2%A），流速 0.4 mL·min-1，进样量 5 μL，柱

温 40 ℃，样品仓温度 5 ℃。

2.6.3　质谱条件     采用电喷雾离子源（ESI），分别

在正、负离子模式下检测，脱溶剂气温度 500 ℃，脱

溶剂气流速 1 000 L·h-1，锥孔反吹气流量 50 L·h-1，

离子源温度 120 ℃，正离子毛细管喷雾电压 2 kV，

样品锥孔电压 60 V，负离子毛细管喷雾电压 1.5 kV，

样品锥孔电压 70 V，碰撞能 15~45 V，质量扫描范围

m/z 100~1 500。

2.6.4　数据分析     使用 Progenesis QI3.0 软件处理

采集的原始 LC/MS 数据，联合 MarkerLynx1.4 工作

站中的 EZ info 3.0 软件进行代谢数据分析，采用无

监督主成分分析（PCA），以及正交偏最小二乘判别

分析（OPLS-DA），以变量重要性投影（VIP）值>1 且

P<0.05 作为筛选标准，寻找潜在的生物标志物，结

合人类代谢数据库（HMDB，https：//hmdb.ca/）、京都

基因与基因组百科全书（KEGG，https：//www.kegg.

jp/）和 MetaboAnalyst 6.0（http：//www. MetaboAnalyst.

ca/）等数据库对代谢通路进行富集分析，并利用微

生信（https：//www.bioinformatics. com.cn/）、欧易云

平台（https：//cloud.oebiotech.cn/）对结果进行可视化

分析。根据这些关键代谢通路中所涉及的差异代

谢物，筛选出不同浓度给药后影响的大鼠肝、肾组

织样本中的关键生物标志物，并对其质谱峰面积
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（相对含量）进行统计分析及差异代谢物的相关性

分析。

2.7　统计学分析     采用 GraphPad Prism 10.1.2 软件

分析数据统计软件处理数据，实验数据以 x̄± s 表示，

多组间比较选用单因素方差分析，P<0.05 表示差异

具有统计学意义。

3 结果

3.1　白鲜皮的质量鉴定     黄柏酮、梣酮对照品溶液

及白鲜皮供试品的 HPLC 色谱图如下，见增强出版

附加材料。黄柏酮质量分数为 4.09 mg·g-1、梣酮质

量分数为 1.34 mg·g-1。

3.2　 白 鲜 皮 对 大 鼠 肝、肾 组 织 结 构 的 影 响     与

Control 组比较，D、Z 组中的肝组织中广泛可见肝细

胞轻度水样变性，胞质疏松；G 组出现肝细胞泡状脂

肪变性，肝细胞水肿膨胀，同时伴有轻度的淋巴细

胞浸润，少见坏死肝细胞；观察 TG 组发现淋巴细胞

浸润减少，肝细胞水肿和肝细胞坏死情况减轻。D、

Z 组的肾组织相比 Control 组会发现肾皮质局部血

管周围仅可见少量淋巴细胞浸润，点状的肾小管上

皮细胞坏死。G 组的染色切片中肾小球肿胀，有大

面积肾小管呈现坏死状态，管腔扩张明显，并在管

腔中发现大量脱落的呈三角状的凋亡细胞或颗粒

样物质；观察 TG 组发现肾小球肿胀情况减轻，未见

明显的凋亡细胞脱落。见图 1。

3.3　 白 鲜 皮 对 大 鼠 脏 器 指 数 的 影 响     D 组 与

Control组的大鼠脏器指数差异无统计学意义，表明

该处理对脏器指数无显著影响。在实验条件下，与

Control 组比较，Z、G 组的肝脏、肾脏指数明显上升

（P<0.05，P<0.01）。TG 组大鼠的组织在病理切片上

虽然呈现出一定的损伤缓解迹象，但与 Control组比

较，其肾脏指数的变化差异具有统计学意义（P<

0.05）。见表 1。

3.4　 白 鲜 皮 对 大 鼠 血 液 生 化 指 标 的 影 响     与

Control 组比较，白鲜皮各剂量给药组和 TG 组中血

清肝、肾功能指标 ALT、AST、Cr和血浆中 BUN 均有

所提升，其中 D 组所测的指标差异无统计学意义，

与 Control 组比较，G 组、TG 组的肝、肾功能指标差

异均具有统计学意义；炎症指标与 Control 组比较，

除 D 组测得的 TNF-α外其他各组 IL-1β、IL-6 指标明

显提升（P<0.05，P<0.01）。见表 2。

注：A. Control组；B.D 组；C.Z 组；D.G 组；E.TG 组

图  1　白鲜皮对各组大鼠肝、肾组织病理变化的影响  （HE， ×400）
Fig.  1　Effect of Dictamni Cortex on pathological changes of liver and kidney tissues in each group of rats （HE， ×400）

表  1　不同剂量的白鲜皮水煎剂对大鼠脏器指数的影响  （x̄± s，n=8）

Table 1　Effect of different doses of Dictamni Cortex on organ index in rats （x̄± s，n=8）

组别

Control组

D 组

Z 组

G 组

TG 组

剂量/g·kg-1

0.9

2.7

8.1

8.1

肝脏质量/g

8.43±0.20

8.65±0.38

8.97±0.551）

9.32±0.372）

8.42±0.41

肝脏指数/%

2.57±0.13

2.62±0.11

2.77±0.091）

2.84±0.122）

2.64±0.10

肾脏质量/g

1.79±0.08

1.83±0.07

1.85±0.05

1.91±0.702）

1.80±0.06

肾脏指数/%

0.54±0.07

0.56±0.11

0.61±0.08

0.67±0.052）

0.64±0.121）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 2 同）
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4 大鼠代谢组学分析

通过对病理切片、脏器指数及血液生化指标的

分析可以判断 D、Z 组大鼠的各项指标虽存在变化

但结合分析体现的损伤并不显著，G 组大鼠的各指

标变化最为显著，说明 G 剂量的白鲜皮水煎剂对大

鼠的肝、肾损伤最明显。因此基于代谢组学对 G 组

大鼠肝、肾组织的代谢变化进行分析，同时观察 TG

组大鼠的动态指标变化和差异代谢通路对比来进

一步揭示白鲜皮的毒性作用机制。

4.1　多元统计分析     在正、负离子模式下分别采集

大鼠肝、肾代谢组学信息，采用 Progenesis QI对采集

到 的 信 息 进 行 数 据 处 理 。 为 了 获 取 G、TG 和

Control 组之间的代谢差异，利用 EZ info 进行多元

统计分析。无监督的 PCA 得分图和 OPLS-DA 得分

图显示 G 组和 Control组之间明显聚为两类，说明大

鼠肝、肾组织代谢已发生明显变化。从 TG 组 PCA

和 OPLS-DA 图中可以看出，实验组的散点更靠近

Control。置换结果显示，所有模型 R2的截距不超过

0.713、Q2 的截距不超过 -0.416，表明未过拟合［17］。

为了进一步筛选 G 组、TG 组与 Control 组之间的差

异生物标志物，基于 OPLS-DA 模型寻找内源性物

质的差异，并绘制了正、负模式下的 S-Plot图。见增

强出版附加材料。

4.2　差异代谢物的筛选     利用 OPLS-DA 模型以

VIP 值>1、P<0.05 为标准筛选了 Control 组与 G 组、

TG 组的差异代谢物。与 Control肝脏组比较，G、TG

组中的肝肾差异代谢物共鉴定出 196 个差异代谢

物。排除不参与代谢途径的差异代谢物后，G 组在

肝组织中共鉴定到 5 个差异代谢物，与 Control 组相

比水平均上调；肾组织共鉴定到 13 个差异代谢物，

其中 6 个下调，7 个上调；TG 组在肝组织中共鉴定到

1 个差异代谢物，与 Control组比较水平上调；肾组织

共鉴定到 11 个差异代谢物，与 Control 组比较水平

均上调。这些差异代谢物分别为氨基酸及衍生物、

核苷和核苷酸、醛和酮、胺类、脂肪酸和脂类及维生

素类等化合物。相关差异代谢物的聚类热图见增

强出版附加材料。（TG 组肝脏 vs Control组的差异化

合物过少，在统计学上差异无统计学意义）。
4.3　代谢通路分析     为探究代谢产物在白鲜皮肝、

肾损伤中的调控作用，分别将上述在肝、肾组织中

检测出的差异代谢物输入到 MetPA 数据库（http：//

www. metaboanalyst. ca/）中进行通路富集分析，以

impact>0.1［18］作为筛选条件来分析与白鲜皮肝、肾

损伤最相关的代谢途径。

结果显示，白鲜皮导致的肝损伤主要涉及甘油

磷脂代谢、泛酸和辅酶 A（CoA）生物合成、苯丙氨酸

代谢、烟酸和烟酰胺代谢；白鲜皮所导致的肾损伤

主要涉及苯丙氨酸代谢、花生四烯酸代谢、烟酸和

烟酰胺代谢、丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢、亚油

酸代谢、甘油磷脂代谢、鞘脂代谢及精氨酸生物合

成。TG 组肝组织与 Control组对比产生变化的代谢

通路为泛酸盐和 CoA 生物合成。TG 组肾组织与

Control 组对比产生变化的代谢通路主要涉及精氨

酸和脯氨酸代谢、鞘脂代谢、精氨酸生物合成、烟酸

和烟酰胺代谢、甘油磷脂代谢、丙氨酸、天冬氨酸和

谷氨酸代谢及苯丙氨酸代谢。从上述富集到的肝、

肾差异代谢通路可以发现，白鲜皮造成的肝、肾损

伤主要影响了脂质代谢途径。见增强出版附加材

料。对上述各组别的差异代谢物和代谢通路进行

整理得到代谢差异的韦恩图（见增强出版附加

材料）。
4.4　相关性分析     为探究白鲜皮造成多脏器损伤

的关联性，采用 r>0.7 或 r<−0.7 和 P<0.05 为筛选条

件［19］，通过斯皮尔曼相关性算法对 G 组肝、肾差异

代谢物进行相关性分析，并整理上述 P<0.05 的差异

代谢物绘制相关性网络图，结果见增强出版附加材

料。两种脏器的差异代谢物之间的相关性较强，其

中肝脏中检测到的 4-磷酸噻吩甲酰半胱氨酸与肾

脏中多数化合物存在显著相关性，提示大鼠体内

4-磷酸噻吩甲酰半胱氨酸的水平上升不仅影响了氨

表  2　不同剂量的白鲜皮水煎剂对大鼠血液生化指标的影响  （x̄± s，n=8）

Table 2　Effect of different doses of aqueous decoction of Dictamni Cortex on blood biochemical indexes in rats （x̄± s，n=8）

组别

Control组

D 组

Z 组

G 组

TG 组

剂量/g·kg-1

0.9

2.7

8.1

8.1

ALT/U·L-1

31.84±1.35

32.55±0.83

33.89±0.521）

34.22±0.802）

33.61±0.341）

AST/U·L-1

106.05±4.44

114.25±12.36

118.36±7.53

125.80±2.052）

121.09±4.991）

CREA/μmol·L-1

52.65±4.50

55.10±2.79

58.64±1.63

62.95±4.412）

60.46±3.321）

BUN/mmol·L-1

6.31±1.16

6.85±0.56

7.82±0.53

8.89±1.072）

8.15±1.241）

IL-6/ng·L-1

21.88±1.35

24.59±1.541）

28.93±1.451）

35.48±1.352）

30.17±1.151）

IL-1β/ng·L-1

32.83±0.87

37.32±1.011）

41.10±2.392）

46.90±3.152）

42.30±3.382）

TNF-α/ng·L-1

28.45±3.52

32.73±3.03

34.30±1.511）

46.30±1.662）

36.30±4.371）
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基酸代谢，同时也对脂质代谢造成了影响；肾脏中

烟酰胺的水平升高仅与肝脏组织中的缬氨酸呈现

显著相关性（P<0.05）；肝脏中的 4-磷酸噻吩甲酰半

胱氨酸、PC（16∶0/15∶0）、苯乙胺与肾脏中的花生四

烯酸和亚油酸存在显著相关性（P<0.01）。基于差异

代谢物分析结果说明烟酸和烟酰胺代谢紊乱为白

鲜皮造成肾损伤的差异代谢标志，推测白鲜皮导致

大鼠肝、肾损伤主要原因是氧化应激和脂质代谢紊

乱，并推测氧化应激与脂质代谢紊乱之间可能存在

内在关联。

5 讨论

DILI 作为严重的不良反应之一，在住院患者中

越来越普遍。据统计临床中约 25% 的医疗事故是

由 DILI引起的［20］，这也是导致药物研发失败及产品

退市的一大原因。LI 等［21］通过调查并结合其他数

据发现在我国中药是导致 DILI的主要原因，其中单

品主要是白鲜皮、何首乌、雷公藤等。本研究采用

非靶向代谢组学的方法探讨白鲜皮对雄性 SD 大鼠

的肝、肾损伤机制。依据脏器指数、血液生化指标

和肝、肾组织病理学检查结果，发现 Z、G 剂量组的

白鲜皮水煎剂对大鼠组存在毒性，且 G 剂量可对雄

性 SD 大鼠造成的肝、肾损伤最显著，D 组的大鼠损

伤不显著，与孙慧娟等［22］的实验结果相符合。基于

非靶向代谢组学的方法，系统表征了白鲜皮致肝、

肾损伤差异的代谢特征，进一步通过多元统计分析

筛选并鉴定了 G 组和 TG 组的差异代谢物，结合

KEGG 通路分析鉴定出在白鲜皮导致的肝、肾损伤

中使相关代谢通路的紊乱的差异代谢物共 30 个，主

要涉及维生素类、氨基酸类和脂类化合物。相关代

谢物对大鼠机体的影响机制见增强出版附加材料。

本研究发现 G 组肝脏中 L-缬氨酸和 G、TG 组肝

脏中 4-磷酸噻吩甲酰半胱氨酸较对照组显著上升，

二者均为 CoA 生物合成的关键中间体。文献表明，

CoA 可通过提高肝脏中抗氧化酶浓度来改善氧化

应激对机体的影响［23］，G 组和 TG 组肝脏中两种代

谢物的浓度上调表明大鼠肝脏通过增强 CoA 的生

物合成来减轻氧化应激带来的肝损伤。支链氨基

酸（BCAA）增加可刺激促炎因子释放，且线粒体功

能障碍、氧化应激等会进一步导致 BCAA 积蓄［24］，

与血液生化指标的结果及代谢途径中 L-缬氨酸水

平显著提升相符合。谷氨酸作为氮供体，在缬氨酸

转氨酶催化下转化为缬氨酸［25］。上述 2 种氨基酸的

代谢紊乱表明会间接导致肝脏及肾脏的损伤，这也

与 WU 等［26］的研究结果相对应。

苯丙氨酸是一种必需氨基酸，其羟基化主要在

肝脏和肾脏发生，且其代谢失调与多种疾病相关，

包括肝脏和肾脏损伤［27］。肝脏病变会导致苯丙氨

酸所需要的酶被破坏，进而导致苯丙氨酸代谢紊

乱，例如会导致肝硬化、肝癌患者血浆中的苯丙氨

酸浓度上升，并与 ALT 水平呈正相关［28］。LIU 等［29］

研究发现，蒽环类药物诱导的肝损伤可降低苯丙氨

酸等芳香族氨基酸水平，推测是氧化应激破坏肝脏

蛋白质代谢所致。烯醇 -苯丙酮酸是苯丙酮酸的一

种初级代谢产物，会在炎症、氧化应激等代谢途径

发挥作用［30］。在对脓毒症的研究中发现，苯丙氨酸

代谢与脓毒症相关的急性肾损伤有关，观察代谢途

径后发现了苯丙酮酸、L-苯丙氨酸等相关途径中

间体［31］。

本研究在 G 组肝、肾组织中富集到烟酸和烟酰

胺代谢通路，且均检测到烟酰胺水平上升。烟酰胺

是维生素 B3，可作为烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD）
的前体，通过影响 NADPH 氧化酶和一氧化氮合酶

的活性，减少超氧阴离子和一氧化氮的产生，降低

氧化应激［32］。并且烟酰胺可以通过增加聚 ADP-核

糖聚合酶 -1（PARP-1）活性，增强 DNA 修复能力，从

而起到抗炎作用［33］。研究表明，烟酸上调是异烟肼/

利福平联合给药后肝损伤的生物标志物［34］，结合本

实验中肝、肾损伤的情况提示烟酰胺的上调与白鲜

皮潜在的肝、肾损伤相关。对大鼠给药白鲜皮水煎

剂后扰乱了烟酸盐和烟酰胺的代谢，并可能通过氧

化应激、炎症反应和细胞膜损伤导致损伤。

在对肾脏组织损伤的代谢途径分析中发现，花

生四烯酸代谢和亚油酸代谢的影响值较高。花生

四烯酸通过 COX、LOX 和 CYP450 途径转化为多种

产物，影响炎症反应［35］。在局灶节段性肾小球硬化

（FSGS）中，8，9-环氧二十碳三烯酸（8，9-EET）水平

上调可保护肾小球滤过屏障，减少肾小管凋亡和炎

性细胞浸润［36］。结合本研究和 HOFF 等［37］的研究结

果分析，花生四烯酸水平上升和 8，9-EET 的水平下

调与白鲜皮所造成的肾脏炎症有关。亚油酸与花

生四烯酸可通过饱和酶和延伸酶相互转化［38］。胡

丹东等［39］在对大鼠痛风性关节炎的研究中发现亚

油 酸 可 抑 制 IL-1β、IL-6 和 IL-10 等 炎 症 因 子 的

mRNA 水平表达。进行白鲜皮的化学成分提取时

分离到了亚油酸［40］，推测与肾脏中亚油酸代谢水平

上升有关。

鞘脂是生物膜结构的关键组成成分，涉及细胞

增殖、分化、衰老及凋亡等信号传导过程中的生理
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功能［41］。鞘氨醇属于鞘脂类，是细胞膜的组成成分

之一。在 G、TG 组肾脏组织中富集到鞘脂代谢通

路。G 组中 3-脱氢鞘氨醇水平上升，鞘氨醇水平下

降；TG 组中 3-脱氢鞘氨醇和鞘氨醇水平均显著上

升。推测白鲜皮水煎剂破坏了 3-脱氢鞘氨醇还原

酶活性，导致鞘氨醇水平降低，停药 28 d 后活性恢

复。PC 作为哺乳动物细胞中含量最丰富的磷脂类

物质，是生物膜的重要组成部分。G 组肾脏中 PC

［16∶1（9Z）/16∶1（9Z）］、PC（16∶0/15∶0）和 PC［15∶0/

18∶2（9Z，12Z）］水平显著降低，导致甘油磷脂、亚油

酸代谢紊乱，病理切片显示肾小管上皮细胞空泡变

样及脱落，表明白鲜皮水煎剂对大鼠肾脏细胞造成

损伤。而 PC 具有抗炎［42］、抗氧化［43］作用，因此可以

发现在 TG 肾脏组中 PC［18∶1（11Z）/18∶1（9Z）］的水

平升高。

基于代谢组学分析，肝、肾损伤的共同通路包

括苯丙氨酸代谢、烟酸和烟酰胺代谢及甘油磷脂代

谢。研究发现苯乙胺通过增加肝脏中甘油醛 -3-磷

酸脱氢酶（GAPDH）蛋白水平减轻高脂肪饮食诱导

的脂质氧化和肝损伤，具有肝保护作用［44］。然而，

过量苯乙胺会损害肠易激综合征（IBS）患者的胰岛

素敏感性，导致代谢紊乱［45］，并且其对人体存在肾

损伤［46］。机体中的毒性或低溶解性物质经肝脏代

谢后，通过肾脏排出体外［47］。因此通过对差异代谢

物的观察发现苯乙胺作为显著的差异代谢物均存

在于肝、肾组织中，G 组大鼠肝、肾组织和 TG 组大鼠

肾组织中的苯乙胺水平也相较 Control 组均有所

提升。

有研究发现白鲜皮造成的肝损伤可能与氧化

应激有关，白鲜皮可能通过柠檬苦素调节线粒体通

透性，致线粒体肿胀，引发氧化性损伤［10］，进而增加

脂质介质产生，诱导 Th1、Th17 细胞分化产生抗炎

作用［48］。醛脱氢酶 1 家族 1a （Aldh1a1）是脂肪酸代

谢关键基因［49］，其在肝脏缺血-再灌注损伤中消除氨

酸甲基转移酶（SUV39H1）缺乏的保护作用［50］，并促

进高脂饮食致脂肪变性肝损伤［51］。肾脏损伤研究

显示，线粒体功能障碍伴 mtROS 增加是糖尿病肾小

管损伤主因之一。［52］因此可以发现氧化应激与脂质

代谢紊乱存在相关性。

综上所述，本研究通过对 SD 雄性大鼠进行长

期毒性试验证实了不同剂量的白鲜皮水煎剂均会

对雄性大鼠造成不同程度的肝、肾损伤，其中 G 组

的白鲜皮水煎剂对大鼠造成的损伤与 Control 组相

比最为显著，进一步基于非靶向代谢组学探究并总

结了白鲜皮造成药物性肝损伤和肾损伤的异同，推

测白鲜皮对肝、肾两个脏器造成的损伤与氧化应激

及脂质代谢紊乱有关。代谢组学的结果提示白鲜

皮引发肝脏损伤的关键因素主要与氧化应激密切

相关，而其导致的肾脏损伤则与脂质代谢紊乱的关

联更为显著。斯皮尔曼相关性分析热图中呈现出

氨基酸衍生物的水平变化与脂质代谢中的差异代

谢物存在显著相关性。白鲜皮所造成的肝、肾损伤

的异同仍有待进一步地研究。未来，课题组将结合

蛋白、基因等多组学联合的研究方式探究白鲜皮的

肝、肾损伤机制，并构建白鲜皮风险物质基础毒理

数据库，为白鲜皮的临床开发与应用提供更精准的

实验参考依据。

［利益冲突］ 刘树民为本刊编委，未参与本文的审校环

节，本文不存在任何利益冲突。
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