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摘 要：运用动物模型、血浆药物化学及代谢组学方法，探讨马钱子炮制前后干预炎症大鼠作用机制。按

不同剂量灌胃小鼠，以死亡率初步考察炮制前后毒性；建立大鼠蛋清性足跖肿胀模型，通过肿胀率和炎性

因子水平评价炮制前后抗炎效果；采用高分辨质谱结合多元统计学，鉴定入血后的移行成分及相应的代谢

产物；比较分析各实验组代谢轮廓及差异生物标志物，并构建其代谢通路。结果显示，高剂量下马钱子砂

烫品的毒性要明显低于生品。生品和砂烫品均能显著降低大鼠足肿胀率和肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白介

素-1β（IL-1β）、白介素-6（IL-6）的水平，炮制前后在抗炎效果上差异无统计学意义（P＞0.05）。通过血浆

药物分析，鉴定出了 12个移行成分，以及相应 60个代谢产物，S-plot鉴定出 10个差异性化合物。代谢组

学实验共发现 10个内源性代谢物含量发生显著变化（P<0.05），生物标志物主要涉及苯丙氨酸代谢、甘油

磷脂代谢、谷氨酸及谷氨酰胺循环、精氨酸和脯氨酸代谢等途径。通过本研究确证马钱子生品和砂烫品均

有较好抗炎治疗作用，高温炮制可以降低马钱子毒性；入血后有效成分应多为生物碱，经过 I 相反应就容

易被体内清除；马钱子炮制抗炎、镇痛、减毒机制主要与氨基酸和脂质代谢相关。该实验结果进一步阐明

了起效物质基础及体内作用机制，为后续炮制工艺改进和新药研发等提供科学支撑。
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Abstract:Using the methods of animal model, plasma pharmacochemistry and metabolomics, the mechanism of

intervention of Strychnine Semen before and after processing inflammation in rats was investigated. The toxicity

before and after processing was preliminarily investigated according to the mortality of mice given different doses.

The rat model of egg white foot swelling was established, and the anti-inflammatory effect was evaluated by

swelling rate and inflammatory factor level before and after processing. High resolution mass spectrometry

combined with multivariate statistics were used to identify the migratory components and their metabolites. The

metabolic profiles and different biomarkers of each experimental group were compared and analyzed, and their

metabolic pathways were constructed. The results showed that the toxicity of sand-scorch product at high dose was

significantly lower than that of raw product. Both raw and sand-scorch products could significantly reduce the



swelling rate and the levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-1β (IL-1β) and interleukin-6 (IL-6) of

rats' feet, and there was no statistical difference in anti-inflammatory effect before and after processing (P>0.05).

Through plasma drug analysis, 12 transitional components and corresponding 60 metabolites were identified, and

10 different compounds were identified by S-plot. Metabolomics experiments found significant changes in the

content of ten endogenous metabolites (P<0.05). The biomarkers mainly involved phenylalanine metabolism,

glycerophospholipid metabolism, glutamic acid and glutamine cycle, arginine and proline metabolism and other

pathways. This study confirmed that both raw and sand-scorch products of Strychnine Semen had good

anti-inflammatory effects, and high temperature processing could reduce the toxicity of Strychnine Semen. After

entering the blood, the active ingredients of the sand-scorch products should mostly be alkaloids, and they are

easily eliminated by the body after I reaction. The difference analysis can indirectly prove that the

anti-inflammatory effect of the sand-scorch products is higher than that of the raw products. The anti-inflammatory,

analgesic and attenuated mechanisms of sand-scorch products are mainly related to amino acid metabolism and

lipid metabolism. The experimental results further elucidated the active substance basis and the mechanism of

action in vivo, and provided scientific support for the subsequent improvement of processing technology and the

development of new drugs.
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马钱子是我国重要且常用中药材，始载于《本草纲目》[1]。有通络止痛、散结消肿之功

效；主要用于治疗肿毒、乳痈、瘰疬等病症[2,3]。生品马钱子毒性剧烈，极大限制了其临床

运用。传统中医药认为炮制能够达到减毒存效作用，马钱子炮制方法众多，包括砂烫、油炸、

土炒、豆腐制等[4]。现代研究证明，马钱子在高温炒制过程中有效降低了主要毒性成分马钱

子碱和士的宁的含量，生成毒性更低、治疗效果更佳的氮氧化物[5,6]。现阶段研究仍然停留

在特征成分分析层面，虽初步解释了马钱子炮制减毒机理，但由于马钱子化学成分复杂，进

入人体后的吸收、转化、代谢、调控等机制尚不明确，这对于深入阐释马钱子药理作用及药

效物质存在着阻碍。

近年来代谢组学借助高通量、高分辨率仪器得到迅速发展，特别是在中医药领域已有广

泛应用，通过监测内源性小分子质变及量变，并结合机体功能状态的改变，从而阐释中药药

效的分子机制[7,8]。本研究以死亡率初步评价马钱子炮制前后毒性变化；以肿胀率和炎性因

子水平评价炮制前后的抗炎效果；之后通过血浆药物化学分析入血后的起效物质。最后采用

马钱子干预炎症模型对血浆中内源代谢物进行分析鉴定，从化学水平、分子水平、代谢水平

探讨马钱子炮制前后减毒存效的作用机制。

1材料与方法

1.1 仪器

Triple TOF5600TM高分辨质谱仪（美国 AB 公司）；LC-30AD 型超高效液相色谱仪（日

本岛津公司）；Microfuge-16型高速离心机（美国贝克曼库尔特公司）；BSA224S-CW 型万分



之一分析天平（德国赛多利斯公司）；高速中药粉碎机（河北慧采科技有限公司）。

1.2 试药

马钱子碱（批号：10284-201611；纯度≥98%）、士的宁（批号：10408-201611；纯度≥98%）

均购于南昌贝塔生物科技有限公司；肉桂酸（批号：110786-202305；含量 98.8%）、没食子

酸（批号：110831-201906；含量 90.8%）、马钱苷酸（批号：111865-202005；含量 97.4%）

均购于中国食品药品检定研究院；地塞米松（批号：1801233，规格 1 mL：5 mg，上海通用

药业股份有限公司）。TNF-α、IL-1β、IL-6 酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测试剂盒（批

号：AB-J0160、TD6087、AB-W20298A，上海艾比玛特医药科技有限公司）；甲酸、乙腈、

甲醇（质谱级，德国Merck公司）；水为娃哈哈纯净水；其他试剂均为市售分析纯。

马钱子购于重庆中药材市场，经四川省中医药科学院周先建副研究员鉴定为马钱科、马

钱属植物马钱（Strychnosnux-vomica L.）的干燥种子。

1.3 试验动物

雄性Wistar大鼠（SPF级）101只，体重 180~220 g；昆明小鼠（SPF级）80只，雌雄

各半，体重 18~22 g；均由重庆市中药研究院实验动物研究所提供，生产许可证号【SCXK

（渝）2019-0004】。动物饲养于重庆市中药研究院实验动物研究所动物实验室 IVC系统中，

使用许可证号【SYXK（渝）2022-0006】，动物实验环境（温度 20~25 ℃，湿度 50%~65%），

自由摄食和饮水。本研究动物实验内容由重庆市中药研究院实验动物福利伦理审查委员会审

查批准（批准号：YHS2022-01）。

1.4 高分辨质谱条件

Agilent ZORBAX SB C18色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.8 µm）；流动相 A为 0.1%甲酸水

溶液，B为乙腈，梯度洗脱（0~1.0 min，6%B；1.0~10.0 min，6%→80% B；10.0~12.0 min，

80% B；12.0~12.1 min，80%→6% B；12.1~15.0 min，6% B）；流速：0.2 mL/min；柱温：35 ℃；

进样量：2 µL。

电喷雾离子源；正离子模式；喷雾电压：+5 500 V；雾化气压力：52 psi；气帘气压力：

17 psi；辅助气压力：48 psi；离子源温度：580 ℃；簇裂解电压：70 V；碰撞能量：33 eV；

碰撞能区间：15 eV；信息关联采集模式结合多重质量亏损、动态背景扣除作为触发二级质

谱采集的条件。

1.5 样品制备

1.5.1砂烫马钱子制备

取洁净河砂置炒制容器内，用武火加热至滑利状态，投入生马钱子，不断翻动，炒至马



钱子膨胀，当表面颜色变深至棕褐色时，取出，放凉后滤掉河砂，即得砂烫马钱子。将生品

和炮制品用中药高速粉碎机粉碎，过 80目筛备用。

1.5.2灌胃样品制备

称取马钱子生品及炮制品粉末各 50 g于 1 000 mL圆底烧瓶中，加入 10倍量 90%乙醇，

回流提取 2次，每次 2 h，合并滤液，减压挥尽乙醇后水浴浓缩得醇浸膏 1.2、1.3 g；药渣再

加入 10倍量水，按照上述方法制备，得水浸膏 11.4、12.8 g；将两种浸膏用蒸馏水溶解并定

容至 1 000 mL容量瓶，即得马钱子灌胃储备液，置 4 ℃冰箱保存备用。

1.5.3血浆样品采集与制备

造模完成后于大鼠眼眶静脉丛采血 1 mL（肝素钠抗凝）。于高速离心机中（8 000 r/min）

离心 8 min，精密移取上层血浆于 EP管中，超低温冰箱（-80 ℃）保存。精密移取血浆样本

50 µL于EP管中，精密加入色谱级甲醇100 µL，涡旋震荡 60 s，4 ℃静置 10 min后12 000 r/min

离心 10 min，取 100 µL 上清液，用于高分辨质谱分析。再精密移取空白血浆样本 50 µL，

按照上述方法制备成质控样本，用以确保质谱仪的稳定性和重复性。

1.6 初步毒性评价方法

取 KM 小鼠 70 只，随机分成 7 组，每组 10只，实验前禁食不禁水 12 h，再按不同灌

胃剂量（0、100、300、600 mg/kg）分为空白组（control group，Con）、生品组（raw product

group，RP）和砂烫组（sand-scorch product group，SP）。一次性给药后即刻观察中毒症状并

记录死亡动物只数。

1.7 大鼠蛋清性足跖肿胀炎症模型建立

取Wistar大鼠 56只，随机分成 7组，每组 8只，即：空白组（control group，Con，0.9%

氯化钠溶液组）、模型组（model group，Mod，0.9%氯化钠溶液组）、地塞米松阳性组

（dexamethasone group，Dex，150 mg/kg）、生品高剂量组（high-dose raw product group，RP-H，

50 mg/kg）、生品低剂量组（low-dose raw product group，RP-L，15 mg/kg）、砂烫高剂量组

（high-dose sand-scorch product group，SP-H，50 mg/kg）和砂烫低剂量组（low-dose sand-scorch

product group，SP-L，15 mg/kg）。按照上述剂量连续灌胃 7 d，每天灌胃 1次，末次给药前

1 h大鼠禁食不禁水。每只大鼠右后足跖皮下注入 10%蛋清 0.1 mL，在注入蛋清前及后 0.5、

1.5、2 h，用自制软皮尺测量大鼠肿胀肢体最大（足趾根部）周径，以致炎前后的测量值计

算肿胀率。

足跖肿胀率=（致炎后足跖最大周径-致炎前足跖最大周径）/致炎前足跖最大周径×100%

1.8 大鼠血清 TNF-α、IL-1β、IL-6水平测定



造模完成 2 h 后，眼眶静脉丛取血至不含肝素钠的玻璃管中，4 ℃静置 4 h，4 ℃ 4 000

r/min离心 10 min。取上清液，使用 ELISA检测 TNF-α、IL-1β、IL-6水平。

1.9 血浆代谢产物分析

取“1.7”项下砂烫高剂量组和生品高剂量组大鼠，第 7 d造模后分别于 0.5、1、2、4 h眼

眶静脉丛取血 0.5 mL于装有肝素钠的 EP管中，12 000 r/min 离心 10 min，精密移取各时间

点上层血浆 50 µL于同一 1.5 mL EP管中，加入色谱甲醇 400 µL后涡旋提取 2 min，12 000

r/min 离心 10 min，吸取上清液和空白对照液 2 µL进样高分辨质谱，PeakView软件分析入

血移行性成分，MetabolitePilot软件对移行成分的代谢产物进行鉴定，同时采用多元统计学

对砂烫品、生品入血后的差异性成分进行分析。

1.10 代谢组学研究的动物分组及给药

在 SPF级环境中喂养 3 d，对 45只Wistar大鼠进行称重，并按照随机数字表分为空白组、

模型组、地塞米松组、砂烫组和生品组，每组各 9只。实验组按照 50 mg/kg 剂量灌胃给药

（按照 2020年版《中华人民共和国药典》马钱子成人服用规定剂量：0.3~0.6 g，换算成大

鼠灌胃的安全有效剂量为：31~62 mg/kg）；地塞米松组按照 150 mg/kg剂量灌胃给药；空白

对照组和模型组给予同体积的生理盐水。连续给药 7 d，每天称重，于第 8 d造模后 30 min，

眼眶静脉丛取全血于 EP管中，静置后超高速离心取血浆备用。

1.11 数据处理方法

高分辨质谱数据经 OSI-SMMS软件进行转换，将结果导入 SIMCA 软件进行主成分分析

（PCA）、偏最小二乘判别分析（PLS-DA）、正交偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）。借助

METLIN、ChemSpider、Metabo Analyst、KEGG、GO等在线数据库及分析软件进行代谢标

志物鉴定和代谢通路富集。两组数据结果差异性比较采用独立样本 t检验：检验水平 a=0.05

（双侧），以 P<0.05来判断差异性是否显著。

2 结果与分析

2.1 初步毒性实验

马钱子生品和砂烫品初步毒性实验结果见表 1，由该结果可知，除灌胃生理盐水外（空

白组），生品组的死亡率均高于砂烫组；当灌胃剂量为 300 mg/kg和 600 mg/kg时，砂烫组

的死亡率与生品组相较有统计学差异（P<0.05）；100 mg/kg在药典安全剂量范围内，该剂量

下仅生品组死亡 1只；当灌胃剂量为 600 mg/kg时，生品组 100%死亡，而砂烫组仅 60%死

亡；由此可见生品马钱子的毒性应大于砂烫品。小鼠死亡时出现不同程度的呼吸急促、颤抖、

惊厥等中毒现象，且死亡时间集中在 1~24 h。各组存活小鼠多在 4 h后开始自主进食饮水，



48 h内排稀软便，之后恢复正常。

表 1 炮制前后马钱子的初步毒性实验

Table1 Preliminary toxicity experiment on Strychnine Semen before and after processing

组别

Group
剂量 Dose
（mg/kg）

死亡数量 Number of death 死亡率

Mortality
rate（%）0~1 h 1~12 h 12~24 h 24~48 h 总计 Total

Con — 0 0 0 0 0 0

SP
100

0 0 0 0 0 0

RP 0 1 0 0 1 10

SP
300

0 2 1 0 3 30*

RP 0 3 2 1 6 60

SP
600

1 4 1 0 6 60*

RP 2 5 2 1 10 100

注：与生品组比较，*P＜0.05。

Note:Compared with RP, *P<0.05.

2.2 炮制前后抗炎作用比较

实验组、对照组和模型组的足跖肿胀率结果见表 2，由该结果可知，地塞米松组的肿胀

率要低于其它各组，与模型组差异显著（P<0.05），表明地塞米松抗炎治疗效果最好；其次

为砂烫高剂量组和生品高剂量组，两组在 1.5 h和 2 h的肿胀率与模型组相较有统计学差异

（P<0.05），表明砂烫品和生品有一定的抗炎治疗效果。砂烫组和生品组在低灌胃剂量时，

其肿胀率虽有降低，但与模型组相较并不显著（P>0.05），表明低剂量的药材提取物抗炎效

果一般。该实验结果中砂烫组的肿胀率均略低于生品组，且两组间差异性较小（P>0.05）。

表 2 炮制前后马钱子对大鼠足跖肿胀率的影响（n=8）

Table2 Effect of Strychnine Semenbefore and after processing on rat plantar swelling rate（n=8）

组别

Group
剂量

Dose（mg/kg）

致炎前足跖最大周长

Maximum circumference of the
plantar before inflammation（mm）

肿胀率 Swelling rate（%）

0.5 h 1.5 h 2 h

Mod — 3.56±0.44 120±17 109±21 88±15
Dex 150 3.49±0.23 76±10 61±17* 42±8*

RP-H 50 3.88±0.43 91±10 71±12* 57±17*

RP-L 15 3.74±0.22 97±6 89±15 76±12
SP-H 50 3.59±0.31 88±14 68±15* 53±18*

SP-L 15 3.67±0.17 93±11 82±10 73±15
注：与模型组比较，*P＜0.05。

Note:Compared with Mod, *P<0.05.

2.3 炮制前后对大鼠体内炎性因子水平的影响

实验组、地塞米松组、模型组和空白组的炎性因子检测结果见表 3。由该结果可知，地

塞米松组的炎性因子水平要低于其它组，与模型组相较有统计学差异，与空白组测量值最为

接近，说明地塞米松有较好的抗炎治疗效果。高剂量下生品组与砂烫组炎性因子水平均低于

模型组，且有统计学差异（P<0.05），表明高剂量的马钱子提取物灌胃后确有一定的抗炎治

https://oversea-cnki-net.libezproxy.um.edu.mo/kns/Detail?sfield=fn&QueryID=0&CurRec=3&recid=&FileName=ZGYX201012006&DbName=CJFD2010&DbCode=CJFD&yx=&pr=&URLID=


疗效果。与模型组相较，低剂量实验组的炎性因子水平并不显著（P>0.05）；而生品组与砂

烫组炎性因子水平均较为接近，表明马钱子炮制前后抗炎作用差异不大（P>0.05）。该实验

结果与足跖肿胀率测定结果一致。

表 3 各组大鼠体内 TNF-α、IL-1β、IL-6水平比较（x±s , n=6）

Table3 Comparison of TNF-α, IL-1β, IL-6 levels in rats of each group（x±s , n=6）
组别

Group
TNF-α

（ng/L）
IL-1β

（ng/L）
IL-6

（ng/L）
Con 20.05±1.13 24.26±1.15 34.53±1.10

Mod 54.17±1.01△ 62.08±0.95△ 71.24±1.06△

Dex 22.41±1.07* 26.82±1.09* 36.95±0.87*

RP-H 31.54±1.32* 32.52±1.17* 40.86±1.08*

RP-L 41.22±0.76 49.37±1.04 60.51±1.31
SP-H 27.37±1.25* 30.58±1.33* 38.10±1.46*

SP-L 40.87±1.02 47.06±0.88 58.66±1.09
注：与模型组比较，*P＜0.05；与空白组比较，

△P＜0.05。

Note:Compared with Mod, *P<0.05. Compared with Con, △P<0.05.

2.4 血浆代谢产物分析

通过高分辨质谱的血浆代谢产物分析，共鉴定出 12个移行成分（见表 4），除肉桂酸、

没食子酸和马钱苷酸外，其余成分均为生物碱，包括马钱子的特征性成分（马钱子碱、士的

宁），以及高温炮制后的特征性成分（马钱子碱-N-氧化物、士的宁-N-氧化物）。采用

MetabolitePilot软件鉴定出了相应的 60个代谢产物（见表 5），其中 I相反应包括氧化、还原、

水解、去甲基等代谢过程，II相反应包括乙酰化、谷氨酰胺及乙酰半胱氨酸结合。按照“1.10”

项下方法处理灌胃后含药血浆，采用多元统计学进行差异性分析；由得分图（见图 1A）可

以看出，砂烫品和生品的数据点区分明显，表明生品、砂烫品灌胃后的血浆中化学成分存在

较大差异；由 S-plot分析结果可知（见图 1B、表 6），共鉴定出了 10个显著差异性化合物，

其中生物碱占 6个，以及 3个有机酸和 1个糖苷类成分。

表 4 入血后移行性成分鉴定结果

Table4 Identification results of transitional components after blood transfusion

编号

No.
tR（min）

离子模式

Ion mode

质荷比 m/z
误差

Error
（×10-6）

分子式

Molecular
formula

鉴定结果

Identification result实测值

Measured
value

理论值

Theoretical
value

二级碎片

Secondary fragment

1 4.33 [M+H]+ 149.060 2 149.059 7 103.054 1、77.038 8 0.2 C9H8O2
肉桂酸

Cinnamic acid

2 4.40 [M+H]+ 411.190 5 411.191 5 394.188 8、379.165 2 0.7 C23H26N2O5
马钱子碱-N-氧化物

Brucine-N-oxide

3 4.41 [M+H]+ 335.175 4 335.175 4 335.175 7 0 C21H22N2O2
士的宁

Strychnine

4 4.46 [M+H]+ 365.185 5 365.185 9 337.155 2 0.8 C22H24N2O3
可鲁勃林

Colubrine



5 4.52 [M+H]+ 381.182 6 381.180 9 395.196 8 1.6 C22H24N2O4
番木鳖次碱

Vomicine

6 5.99 [M+H]+ 171.032 1 171.028 8 127.038 2 2.3 C7H6O5
没食子酸

Gallic acid

7 7.14 [M+H]+ 377.150 0 377.144 2 215.091 3 1.0 C16H24O10
马钱苷酸

Loganic acid

8 7.35 [M+H]+ 351.178 5 351.170 3 271.260 9 1.2 C21H22N2O3
士的宁-N-氧化物

Strychnine-N-oxide

9 7.36 [M+H]+ 395.204 3 395.196 5 379.164 9 3.9 C23H26N2O4
马钱子碱

Brucine

10 8.41 [M+H]+ 409.175 7 409.175 8 391.164 3 0.6 C23H24N2O5
5-O-马钱子碱

5-O-Brucine

11 9.47 [M+H]+ 365.139 1 365.149 6 347.139 4、329.128 0 1.3 C21H20N2O4
5-O-伪士的宁

5-O-Pseudo-strychnine

12 10.08 [M+H]+ 425.214 8 425.207 1 368.147 3 2.2 C24H28N2O5
马钱子新碱

Novacine

表 5 移行性成分代谢产物鉴定结果

Table5 Identification results of metabolites of migratory components

移行性成分

Migratory component

代谢产物

保留时间

tRof
metabolite
（min）

代谢过程

Metabolic process

分子式

Molecular
formula

质荷比

m/z
得分

Score

肉桂酸

Cinnamic acid

1.04 脱去 CH2O、CH2以及去甲基化 C21H22N2O4 367.159 4 79.2

1.10 脱去 O以及甲基化 C10H10O 147.076 6 75.0

1.97 氧化 C9H8O3 165.055 6 73.3

1.97 脱去羟亚甲基 C8H6O 119.049 8 73.6

1.99 去饱和 C9H6O2 147.044 6 74.2

4.26 脱去 H2O C9H6O 131.049 9 83.3

6.83 脱去 CH2O C23H26N2O4 395.204 7 89.6

6.83 脱去 CH2O、CH2O以及去甲基化 C21H22N2O3 351.178 4 76.3

8.04 形成酮 C24H24N2O7 453.168 0 73.6

8.06 脱去 CH2O以及 N-乙酰化 C25H28N2O5 437.194 6 73.9

8.06 脱去 CH2以及二氢化 C23H30N2O5 415.212 2 75.2

马钱子碱-N-氧化物

Brucine-N-oxide

1.23 脱去 H2O C23H24N2O4 393.174 9 79.4

1.23 脱去 CH2O、CH2 C21H22N2O4 367.159 4 79.2

4.99 脱去 CH2O、CH2O以及亚砜制硫醚 C21H22N2O2 335.176 1 75.0

8.26 脱去 CH2O、CH2O以及二氢化 C21H26N2O3 355.188 9 70.9

8.65 脱去 CH2O、CH2O C21H22N2O3 351.178 8 75.8

8.67 亚砜制硫醚 C23H26N2O4 395.205 0 76.9

9.87 二氢化 C23H30N2O5 415.212 7 75.8

10.11 甲基化 C24H28N2O5 425.215 6 77.5

士的宁

Strychnine
1.23 二氧化 C21H22N2O4 367.159 9 79.8

8.48 氧化 C21H22N2O3 351.178 9 75.6

可鲁勃林

Colubrine

1.20 脱去 CH2以及氧化 C21H22N2O4 367.159 0 78.8

1.21 脱去 CH2以及 N-乙酰化 C23H24N2O4 393.174 9 79.4

5.27 脱去 CH2O C21H22N2O2 335.176 3 83.4

8.26 脱去 CH2 C21H22N2O3 351.179 0 75.6



8.26 氧化和甲基化 C23H26N2O4 395.205 2 76.7

8.26 脱去 CH2以及二氢化 C21H26N2O3 355.188 9 70.9

番木鳖次碱

Vomicine

1.25 脱去 CH2 C21H22N2O4 367.159 4 79.3

1.27 脱去 O、CH2以及 N-乙酰化 C23H24N2O4 393.175 4 70.0

5.82 脱去 O和羟亚甲基 C21H22N2O2 335.175 7 75.5

7.36 甲基化 C23H26N2O4 395.205 1 76.8

7.36 脱去 O、CH2 C21H22N2O3 351.179 0 75.6

8.14 脱去 O、CH2以及二氢化 C21H26N2O3 355.188 3 70.3

没食子酸

Gallic acid
2.00 脱去 2 O以及亚砜制硫醚 C7H6O2 123.044 7 73.7

2.03 三氧化 C7H6O8 219.018 9 75.7

马钱苷酸

Loganic acid
1.23 脱去 C6H10O5以及乙基醇化 C8H10O6 203.053 6 73.0

7.31 脱去 C6H10O5以及硝基还原 C10H16O3 185.115 9 72.8

士的宁-N-氧化物

Strychnine-N-oxide

1.23 N-乙酰化 C23H24N2O4 393.174 9 79.4

1.23 氧化 C21H22N2O4 367.159 4 79.2

4.99 脱去 O C21H22N2O2 335.176 1 82.8

马钱子碱

Brucine

1.20 脱去 2 CH2 C21H22N2O4 367.159 0 78.8

1.21 去饱和 C23H24N2O4 393.174 9 79.5

5.82 脱去 2 CH2O C21H22N2O2 335.175 7 83.3

8.14 脱去 CH2O、CH2以及二氢化 C21H26N2O3 355.188 3 70.3

8.26 脱去 CH2O、CH2 C21H22N2O3 351.179 0 79.8

9.33 N-乙酰化 C25H28N2O5 437.194 6 73.9

10.72 氧化和甲基化 C24H28N2O5 425.215 9 77.2

5-O-马钱子碱

5-O-Brucine

1.07 脱去 CH2以及乙基醇化 C20H18N2O6 383.116 7 78.1

1.20 脱去 2 CH2O以及内部水解 C21H22N2O4 367.159 0 78.8

1.21 亚砜制硫醚 C23H24N2O4 393.174 9 79.5

6.81 脱去 CH2、H2O C22H20N2O4 377.148 8 75.0
5-O-伪士的宁

5-O-Pseudo-strychnine
1.08 氢化 C21H22N2O4 367.158 5 78.2

马钱子新碱

Novacine

1.21 脱去 CH2、H2O C23H24N2O4 393.174 9 79.5

1.24 脱去 CH2O、CH2以及去甲基化 C21H22N2O4 367.159 2 79.0

1.93 脱甲基生成羧酸 C24H26N2O7 455.189 7 78.1

8.26 脱去 CH2O C23H26N2O4 395.205 2 80.6

8.26 脱去 2 CH2O以及去甲基化 C21H22N2O3 351.179 0 75.6

9.32 脱去 CH2以及二氢化 C23H30N2O5 415.212 7 75.8

9.33 脱去 CH2O以及 N-乙酰化 C25H28N2O5 437.194 6 73.9

9.33 形成酮 C24H24N2O7 453.168 3 73.4



图 1 不同灌胃组大鼠血浆差异性分析的得分图（A）和 S-plot图（B）

Fig.1 Score chart (A) and S-plot chart (A) of plasma difference analysis of rats in different gavage groups

表 6 砂烫组和生品组灌胃后血浆中差异性成分鉴定结果

Table6 Identification results of differential components in plasma after gastric lavage between raw group and sand

hot group

差异性成分

Differential component

平均响应强度

Average response strength（cps）
砂烫组

SP
生品组

RP
士的宁

Strychnine
4 527 761

士的宁-N-氧化物

Strychnine-N-oxide
3 916 234

马钱苷酸

Loganic acid
2 728 8 291

马钱子碱-N-氧化物

Brucine-N-oxide
1 732 149

绿原酸

Chlorogenic acid
759 2 870

毛柳苷

Salidroside
4 186 1 547

可鲁勃林

Colubrine
3 350 1 725

4-羟基番木鳖碱

4-Hydroxy-strychnine
2 858 436

降马枯星碱 B
Normacusine B

1 972 405

肉桂酸

Cinnamic acid
158 1 753

2.5 代谢轮廓分析

经 OSI-SMMS和 Notepad软件处理高分辨质谱数据，后导入 SIMCA-P软件，采用 PCA、

PLS-DA分析马钱子炮制前后代谢谱变化（见图 2）。在主成分分析中，PC1与 PC2 的占比

分别达到了 69.13%和 47.22%，累积贡献率达到了 86.17%，证实了实验的可靠性与重复性。

在 PLS-DA 分析中，R2X为 0.831，R2Y为 0.948，Q2为 0.932，说明模型构建良好，预测性

可靠，该模型可用于差异代谢物分析。研究结果显示空白组与模型组数据点区分明显，表明



大鼠蛋清性足跖肿胀炎症模型成立，生品组和砂烫组正好处于正常组和模型组之间，说明灌

胃生品、砂烫品后，血浆中内源性代谢物的有一定回调，表明生品和砂烫品确有一定的抗炎

效果，而地塞米松组则完全靠近空白对照组，说明地塞米松的治疗效果最好，能有效调节机

体炎症所引起的代谢紊乱。

图 2 不同样品组大鼠整体代谢物轮廓的 PCA得分图（A）及 PLS-DA得分图（B）

Fig.2 PCA score chart(A) and PLS-DA score chart(B)of overall metabolite profiles in different sample groups of

rats

2.6 代谢通路分析

将差异性代谢物鉴定结果输入 MetaboAnalyst 3.0 在线分析系统，构建代谢通路，筛选

出主要靶标路径。结果显示（见表 7、图 3），软件共匹配到差异性代谢产物共 43个，富集

到了 32个代谢通路，利用代谢拓扑分析筛选变化显著的代谢通路，其中具有重要调控意义

的代谢通路（pathway impact > 0.1）共 9个，主要涉及谷氨酰胺和谷氨酸循环、丙氨酸，天

冬氨酸和谷氨酸代谢、苯丙氨酸，酪氨酸和色氨酸的生物合成、苯丙氨酸代谢、硫代谢、甘

油磷脂代谢、精氨酸和脯氨酸代谢、酪氨酸代谢、甘油脂代谢，代谢通路见图 4。采用 SIMCA-P

软件的 PLS-DA统计模型中变量差异贡献度值（variable importance for the projection，VIP）

（VIP>1、P<0.05）对潜在的生物标志物进行筛选。由结果（见表 8）可以看出，马钱子炮

制品干预炎症后可以显著回调潜在生物标志物的含量，表明可以通过对以上代谢路径的调节

而达到抗炎的治疗效果。

表 7 马钱子炮制干预炎症相关代谢通路分析

Table7 Analysis of Strychnine Semen processing intervention on inflammatory related metabolic pathways

编号

No.
通路名称

Pathway name
匹配情况

Matching situation
P值

P value
影响值

Impact value*

P1
D-谷氨酰胺和 D-谷氨酸代谢

D-Glutamine and D-glutamate metabolism
2/5 0.23 1.00

P2 苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成

Biosynthesis of phenylalanine, tyrosine, and tryptophan
1/4 0.19 0.50

P3 苯丙氨酸代谢

Phenylalanine metabolism
1/9 0.37 0.40

P4 硫代谢

Sulfur metabolism
1/5 0.23 0.30



P5
丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢

Alanine, aspartic acid, and glutamate metabolism
2/24 0.72 0.25

P6
甘油磷脂代谢

Glycerophospholipid metabolism
2/30 0.46 0.18

P7
精氨酸和脯氨酸代谢

Arginine and proline metabolism
3/44 0.39 0.12

P8
酪氨酸代谢

Tyrosine metabolism
1/42 0.89 0.11

P9
甘油脂代谢

Glycerol metabolism
1/18 0.61 0.10

注：*影响值大于 0.1的代谢通路。

Note:*Metabolic pathways with an impact value greater than 0.1.

图 3 差异性生物标志物的代谢通路富集分析

Fig.3 Analysis of metabolic pathway enrichment of differential biomarkers

表 8 不同样品组大鼠比较血浆差异代谢物的相对丰度及变化趋势

Table8 Comparison of relative abundance and trend of plasma differential metabolites in different sample groups

of rats

代谢物名称

Metabolite name
P VIP Con Mod RP SP

磷脂酰胆碱

Phosphatidylcholine
3.1E-15 1.42 118.6 180.6↑ 143.3↓ 117.7↓

磷脂酰乙醇胺

Phosphatidylethanolamine
5.24E-15 1.30 310.3 412.2↑ 391.9↓ 293.9↓

甘油三酯

Triglyceride
1.483E-11 1.17 60.0 91.6↑ 82.5↓ 51.5↓

多巴

Dopa
2.236E-10 1.13 30.1 66.8↑ 42.3↓ 27.1↓

硫磺酸

Sulfuric acid
5.468E-05 1.12 11.9 23.8↑ 15.4↓ 13.8↓

谷氨酸

Glutamate
5.571E-04 1.01 24.3 48.4↑ 45.5↓ 27.3↓

谷氨酰胺 4.311E-08 1.11 27.3 25.8↓ 60.6↑ 70.6↑



Glutamine

瓜氨酸

Citrulline
4.374 E-03 1.03 123.2 99.0↓ 121.3↑ 103.3↑

N-乙酰基-L-谷氨酸

N-Acetyl-L-glutamic acid
9.647E-09 1.23 23.0 79.2↑ 34.0↓ 72.1↓

苯丙氨酸

Phenylalanine
3.658E-15 1.08 3919.8 5115.3↑ 4765.2↓ 3430.8↓

注：↑为相对丰度上调，↓为相对丰度下调。

Note: ↑Upregulation of relative abundance, ↓reduction of relative abundance.

图 4 炮制干预炎症的差异性生物标志物代谢网络图

Fig.4 Metabolic network diagram of differential biomarkers for processing intervention in inflammation

3 讨论与结论

初步毒性实验表明，高剂量下砂烫组的死亡率要显著低于生品组，提示马钱子经过高温

炮制后，其毒性确有明显降低。足跖肿胀率实验表明，高剂量下生品组和砂烫组的肿胀率均

有显著降低，证明生品和砂烫品确有一定的抗炎作用。而砂烫组与生品组的肿胀率无统计学

差异，表明炮制前后抗炎疗效无显著改变。炎性因子的检测结果与肿胀率实验大致相同。马

钱子炮制方法较多，包括砂烫、油炸、清炒、爆压、烘烤、微波、煮制等，大多数炮制过程



都有加热步骤，一般认为加热会降低主要毒性成分马钱子碱和士的宁含量，而治疗效果更好

的异士的宁、异马钱子碱、士的宁氮氧化物和马钱子碱氮氧化物含量则会升高[9-11]。刘君等

认为加热炮制是生物碱分解及氧化反应的结果，并采用 H2O2进行了验证[12]。本研究通过初

步毒性实验和药效学实验，进一步证实砂烫炮制确可降低马钱子毒性，且能保留一定的抗炎

治疗效果。

通过血浆代谢产物研究发现，含药血浆中鉴定出的生物碱占到移行成分的 77%，表明起

抗炎作用的应多为生物碱类；在移行性成分中鉴定出了疗效更佳、毒性更小的氮氧化物，符

合以往研究对马钱子炮制机理的探讨[13,14]。鉴定出的 60个代谢产物中仅有 7个发生了 II相

反应，表明这些移行成分经过 I相反应后就容易被体内清除。通过含药血浆差异分析发现，

鉴定结果中生物碱占大多数，且砂烫组的物质量要明显高于生品组；同样在砂烫组中也鉴定

出了马钱子碱和士的宁的氮氧化物；在差异性分析中仅鉴定出了士的宁，据文献报道士的宁

的药理强度为马钱子碱的 40倍[15]；上述结果佐证了炮制品的抗炎治疗效果应不低于生品。

差异性分析中还鉴定出了 3种有机酸，砂烫组的物质量均低于生品组，这可能与有机酸类成

分在高温下容易分解有关[16,17]。上述血浆药物化学研究为明确马钱子炮制品体内起效物质基

础提供了数据参考。

通过代谢组学研究发现，除地塞米松组外，马钱子砂烫组的代谢轮廓与正常组最为接近，

表明炮制品对炎症引起的体内代谢紊乱有较好的调节作用。生物标志物解析证明马钱子炮制

品抗炎作用机制主要与氨基酸代谢和脂质代谢相关。肝脏是动物体内氨基酸代谢的主要器官，

肝脏受损可引起代谢紊乱及功能障碍。肝细胞内氨基酸代谢降低，会导致血中氨基酸浓度增

高，从而影响到血液、尿液和胆汁中氨基酸的水平变化[18-20]。谷氨酸是重要的兴奋性神经递

质，谷氨酸代谢紊乱，则“谷氨酸-谷氨酰胺循环”被破坏，谷氨酸在细胞外液中浓度过高，

会激活过多的兴奋性氨基酸，产生毒性反应。谷氨酰胺是合成α-酮戊二酸的重要原料，α-酮

戊二酸可以在一定程度上降低应激状态中炎症因子的水平，在炎症模型造模后会造成组织中

谷氨酸代谢紊乱，产生毒性效应[21-23]。实验结果表明，砂烫组血浆中谷氨酸含量明显降低，

从而降低了脑神经兴奋性，起到镇静作用，同时上调谷氨酰胺含量以达到抗炎的治疗效果。

苯丙氨酸主要在肝脏等组织经代谢生成酪氨酸，继而在神经系统和肾上腺髓质合成如多巴胺、

去甲肾上腺素、肾上腺素等[24,25]。苯丙氨酸代谢状态将直接影响到机体的生长发育和正常生

理机能。本研究结果表明苯丙氨酸在正常组大幅上调，而生品组和砂烫组则小幅下调，砂烫

组与正常组较为接近，表明砂烫组能较好调节炎症所引起的苯丙氨酸代谢紊乱。瓜氨酸产生

于精氨酸和脯氨酸代谢途径之中，在相应酶的作用下生成精氨酸、鸟氨酸等，可有效降低血



氨水平，避免对机体器官损害，减轻体内痛症反应[26,27]。模型组中瓜氨酸含量相较于正常组

有明显下调，而生品组、砂烫组均上调，表明砂烫品能有效调节精氨酸代谢，舒张血管以减

轻炎症带来的疼痛。酪氨酸主要经过酪氨酸氢化酶代谢生成二羟基苯丙氨酸，然后在酪氨酸

羟化酶作用下转变为多巴以及其它交感神经递质。大鼠蛋清性足跖肿胀炎症模型会造成局部

血流量迅速减少，产生炎性反应的同时也伴随疼痛，痛敏反应会逐渐增加[28,29]。多巴含量在

模型组中上调，而在砂烫组中则明显下调，表明砂烫品可能通过调节多巴胺代谢来减少痛敏

反应。甘油磷脂代谢为马钱子肝毒性及炮制减毒的关键代谢通路。甘油磷脂代谢中涉及到 2

个关键作用靶点，即磷脂酰胆碱和磷脂酰乙醇胺，这两种物质之间可以相互转化，主要在肝

脏组织完成。以往研究表明马钱子导致的肝损伤能够引起脂质代谢紊乱，涉及到甘油酯、酰

基甘油、磷脂酰乙醇胺、磷脂酰胆碱等物质，以及相关炎性因子水平的变化[30]。磷脂酰胆碱

具有抗炎、增强免疫作用，其抗炎作用及潜在治疗作用可能与减少嗜中性白细胞诱导的微循

环炎症反应有关；溶血磷脂酰胆碱是磷脂酰胆碱的产物或代谢物，分布于肝外组织的血浆库

中，能诱发多种促炎反应。根据实验结果，模型组中的磷脂酰胆碱、溶血磷脂酰胆碱含量均

上调，而生品组和砂烫组均降低，且接近正常组，表明马钱子提取物能有效调节磷脂酰胆碱

和溶血磷脂酰胆碱水平，以恢复平衡。甘油磷脂在体内合成最活跃的部位是肝脏，这在一定

程度上印证了马钱子肝毒性的客观存在[31-33]；同时也印证了马钱子砂烫品具有较好的抗炎和

解毒效果。

综上，本研究采用代谢组学的方法，确证马钱子经砂烫炮制后其毒性降低且仍保留较好

的抗炎治疗作用，其体内起效物质应多为生物碱类；马钱子的抗炎、镇痛作用及肝肾、神经

毒性与谷氨酰胺-谷氨酸代谢、苯丙氨酸代谢、硫代谢、甘油磷脂代谢、精氨酸和脯氨酸代

谢等通路紊乱密切相关。该研究结果为含生物碱的有毒类中药材炮制减毒增效或存效机制探

讨提供了有益的科学参考。
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