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基于尿液代谢组学的六味地黄丸对大鼠生长发育的影响 
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摘要: 构建以传统的生理研究为基础, 以尿液代谢组学的整体代谢轮廓和生物标记物为指标的六味地黄丸 
(LW) 调控大鼠生长发育的综合药效评价体系。将 27日龄 SD大鼠 60只随机分为对照组、六味地黄丸低、中、
高剂量组, 28日龄开始连续灌胃给予不同剂量的六味地黄丸提取液 16天。在行为学、体重、脏器指数及股骨长
度的基础上, 应用 UPLC-HDMS 联用技术建立尿液代谢组学研究方法, 表征六味地黄丸干预前后的尿液代谢轮
廓, 分析鉴定与药物作用相关的差异代谢标记物, 研究六味地黄丸对大鼠生长发育的影响。结果表明, 六味地黄
丸能够提升大鼠的整体行为能力, 促进体重增长及脏器和骨骼生长, 确定了六味地黄丸干预下的尿液差异代谢
标记物 36 个及靶标代谢通路 13 个, 圈定了 8 个代谢标记物作为六味地黄丸影响大鼠生长发育的关键标记物。
研究阐明了六味地黄丸对大鼠生长发育过程中尿液代谢网络具有显著的调控作用, 诠释了“滋补肾阴”对大鼠
生长发育影响的科学内涵。 
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Abstract: On base of traditional physiological studies, building a comprehensive evaluation system for the       

efficacy of Liuwei Dihuang Wan (LW) for regulating the growth and development of rats by indicators that the 
overall metabolic profile and biomarkers of urinary metabonomics.  Sixty-seven day-old Sprague-Dawley rats 
were randomly divided into four groups that are the control group and low-dose, medium-dose, and high-dose 
groups of LW.  At the age of 28 days, different doses of LW extracts were continuously administered for 16 
days.  On the basis of behavior, body weight, organ index and femur length, a UPLC-HDMS technique was 
used to establish urine metabolomics method to characterize the profile of urine metabolism before and after        
intervention of LW, analysis and identificate related to drug effects of differential metabolism markers, and       
study the effect of LW on the growth and development of rats.  LW could improve the overall behavioral ability 
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of rats, promote weight gain and the growth of organs and bones, and 36 differential metabolites and 13 target 
metabolic pathways of urine under the intervention of LW were identified, and 8 metabolic markers were         
regarded as a key marker that LW effect the growth and development of rats.  LW has a significant regulatory 
effect on the urine metabolic network during the growth and development of rats.  This study interpreted the        
scientific implications of the effect of “Nourishing Kidney Yin” on the growth and development of rats. 

Key words: Liuwei Dihuang Wan; the growth and development; metabolomics  

                                                                                                          

小儿生长发育是当今社会所关注的重点问题 , 
生长发育过程中伴随着机体形态和功能的改变, 影
响着机体的代谢。六味地黄丸 (Liuwei Dihuang Wan, 
LW) 载于宋代钱乙所著的《小儿药证直诀》, 是滋补
肾阴的经典名方, 肾为先天之本, 主骨生髓, 脑为髓
之海, 钱乙认为肾脏的功能与人体的生长发育密切
相关, 故创立六味地黄丸用于治疗小儿先天肾阴不
足所致的“五迟、五软”证[1], 然而随着现代研究的
深入, 研究者忽视了其经典疗效, 没有很好地发挥其
对小儿生长发育的调控作用。因此本实验将代谢组学

应用于六味地黄丸对大鼠生长发育过程中的药效学

评价, 在传统的生理研究基础上, 通过研究生长期大
鼠在药物干预下的差异标记物及相关代谢通路, 从
代谢层面表征六味地黄丸对大鼠生长发育的调控作

用, 为中药复方药效评价新体系的建立奠定了实验
基础。 
 

材料与方法 
仪器  PB1501-N 型分析天平 [梅特勒·托利多仪

器 (上海) 有限公司]; 美国Waters AcquityTM UPLC液
相色谱仪 (四元梯度泵−在线真空脱气机−自动进样
器−二极管阵列检测器−柱温箱); 美国Waters SynaptTM 
HDMS质谱分析系统; MassLynx V4.1 工作站; Waters 
Progenesis® QI (美国 Waters公司); MS 3 digital旋涡
混匀器 (德国 IKA 公司); Unique-R20 多功能超纯水
系统 (厦门锐思捷水纯化技术有限公司); 游标卡尺 
(0～125 mm, 无锡锡工量具有限公司)。 

药物与试剂  熟地黄、山茱萸、山药、茯苓、泽
泻、牡丹皮, 购于北京同仁堂哈尔滨药店; 羧甲基纤
维素钠 (天津市致远化学试剂有限公司); 乙腈、甲醇 
(色谱级, 英国 Fisher Scientific公司); 甲酸 (色谱级, 
中国天津科密欧化学试剂有限公司); 亮氨酸脑啡肽 
(Sigma公司); 实验所用其他试剂均为分析级。 

实验动物  60只 21日龄 SD雄性大鼠, 体重 45 ± 

5 g, 由黑龙江中医药大学药物安全性评价中心提供。
SPF级环境下饲养, 12 h光照 12 h黑暗, 动物自由摄
食饮水, 夜晚于代谢笼中适应。 

六味地黄丸提取液制备  LW 提取液给药剂量

设为低、中、高 3个剂量, 分别为人类剂量的 1倍、
5 倍、10 倍。依照仲景牌六味地黄丸的人体日剂量     
(9 g 生药/日), 根据体表面积折算大鼠给药日剂量 
(0.81 g·kg−1)。按照原方比例称量药材粗粉充分混合, 
即地 8山山 4、苓泽丹皮 3 (熟地黄∶山茱萸∶山药∶
茯苓∶泽泻∶牡丹皮  = 8∶4∶4∶3∶3∶3), 10 倍量甲
醇浸泡 30 min后, 超声提取 40 min, 重复 3次, 合并
滤液, 减压浓缩, 得到 LW提取液的浓膏, 用 0.5%  的

羧甲基纤维素钠 (CMC-Na) 溶液对浓膏稀释混悬, 
制备成含生药量 0.81 g·mL−1混悬液, 即 LW高剂量, 
然后逐级稀释成 0.405 和 0.081 g·mL−1, 即 LW 中剂
量和低剂量, 4 ℃保存备用。 

动物分组与给药  将 60只 21日龄雄性 SD大鼠
连续 6天夜晚放于代谢笼中适应, 27日龄时将大鼠按
照体重随机分为对照组 (C)、LW低剂量组 (LWL)、
LW中剂量组 (LWM) 和 LW高剂量组 (LWH) 四组, 
每组 15 只。LW 各给药组于每天早上 8:00 灌胃给予
六味地黄丸提取液, 持续 16 天, 对照组每天给予等
量的 0.5% CMC-Na水溶液。 

生物样品的采集与处理方法  收集各组大鼠给
药第 0、1、4、7、10、13、16 天的 12 h 夜尿, 于            
晚上 7点放入代谢笼中, 次日早上 7点取出, 放置于
1.5 mL离心管中, 于 4 ℃, 13 000 r·min−1, 离心 10 min, 
取上清液 800 μL过 0.22 μm滤膜用于正离子模式下
UPLC-HDMS分析; 取上清液 200 μL, 加蒸馏水 800 
μL, 振荡 5 min, 过 0.22 μm滤膜用于负离子模式下
UPLC-HDMS分析。 

行为学评价  行为学实验分为悬吊实验、旷场 
实验、Y迷宫实验和新奇物体识别实验, 用于评价各
组大鼠肌力、活动能力、空间辨别学习能力、非空间

短期识别记忆能力。每组大鼠均参加行为学评价 (n = 

15), 悬吊实验和旷场实验于给药 16 天内进行两次, 
分别在给药第 8天和 15天进行; 当大鼠连续给药 16
天结束后, 进行 Y迷宫实验和新奇物体识别实验, 分
别在给药结束后的第 1天进行Y迷宫实验, 在给药结
束后的第 2天进行新奇物体识别实验。 
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生理指标评价 

体重  记录各组大鼠给药第 0、1、4、7、10、
13和 16天时体重, 并进行比较分析。 

脏器指数  新奇物体识别实验结束后 (即给药
结束后的第 3天), 采集血液样本, 摘取甲状腺、胸腺、
肾上腺、脾脏、肾脏、睾丸、精囊, 称量脏器湿重, 计
算脏器指数。 

股骨长度  取各组大鼠右侧股骨, 去除肌肉和
结缔组织, 使用游标卡尺测量股骨长度, 比较各组大
鼠股骨长度。 

尿液代谢组学数据采集 

色谱条件  色谱柱: Waters AcquityTM UPLCBEH 
C18 Column (100 mm  × 2.1 mm ID, 1.7 μm); 流动相: 
A为 0.1%  甲酸乙腈, B为 0.1%  甲酸水; 梯度洗脱条件: 
0～2.5 min, 1%～11% A, 2.5～4.5 min, 11%～25% A, 
4.5～8.0 min, 25%～60% A, 8.0～8.5 min, 60%～99% 
A; 柱温: 40 ℃; 流速: 0.4 mL·min−1; 进样量: 2 μL。 

质谱条件  离子源温度 110 ℃, 脱溶剂气流量
800 L·h−1, 脱溶剂气温度 380 ℃。正离子模式下, 毛
细管电压 2.6 kV, 锥孔电压 30 V, 提取锥孔电压 3.0 V; 
负离子模式下毛细管电压 2.0 kV, 锥孔电压 35 V, 提
取锥孔电压 3.5 V。 

代谢组学数据处理  利用 Progenesis QI 软件对
所获得的尿液 ESI-MS 数据进行色谱峰匹配, 提取, 
标准化后, 将离子归一化, 应用 Ezinfo 2.0 对各组数
据进行非监督型主成分分析 (Principal Components 
Analysis, PCA), 观察各组大鼠给药前后代谢轮廓的
变化, 同时应用监督型模式识别分析 (PLS-DA) 得到
反映各组变化趋势的 Score plot图, 进一步应用正交
偏最小二乘判别分析 (Orthogonal Partial Least Square-   
Discriminate Analysis, OPLS-DA), 得到能够反映组间
贡献率的 S-plot图和 VIP-plot图, 选取对分组贡献度
较大 (VIP > 2.0) 的离子, 同时结合组间 t 检验结果 
(P < 0.05), 应用 Human Metabolome Database (HMDB) 
数据库进行检索, 圈定潜在差异代谢标记物, 进一步
利用二级质谱信息并结合 Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes (KEGG) 以及 Metabolomics Pathway 
Analysis (MetPA) 等数据库对潜在差异代谢标记物
进行结构鉴定及代谢通路拓扑分析, 阐释其生物学
意义, 评价六味地黄丸对大鼠生长发育的影响。 

统计学方法  所有实验数据均采用 SPSS 19.0软
件进行分析, 以均值 ± 标准差 ( x ± s) 表示, 组间比较
采用 t检验分析, P < 0.05具有统计学意义。 

结果 
1  六味地黄丸对大鼠行为学影响 

悬吊实验结果显示, 在大鼠口服LW提取液后, 悬
吊时间相对延长, 活动能力较强。具体结果见图 1A。 
 

 
Figure 1  Results of suspension test (A) and open field test (B).  
C: Control group; LWL: Low dose of LW (Liuwei Dihuang Wan) 
group; LWM: Middle dose of LW group; LWH: High dose of LW 
group.  n = 15, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs C 

 
旷场实验结果显示 , 与对照组的大鼠比较 , 口    

服 LW 提取液后的大鼠在 30 s 内的活动较多。其中    
LWM 和 LWH 组的大鼠均表现出较强的认知能力及
对周围环境的适应能力, 在两次测试得分均表现显
著性差异 (P < 0.01, P < 0.05)。具体结果见图 1B。 

Y 迷宫实验结果显示 , 与对照组的大鼠比较 , 
LWH 组的大鼠在每个臂移动总距离较长具有极显著
性差异, 表现出较强的活动能力; 并且口服 LW 提取
液后的大鼠在新奇臂中停留时间相对较长, 可见 LW
对大鼠的空间辨别能力具有一定影响。具体结果见   
图 2。 
 

 
Figure 2  Results of Y-maze test.  A: Moving total distance in 
each arm of each group of rats; B: Level of spatial recognition 
memory ability in each group of rats.  n = 15, x ± s.  **P < 0.01 
vs C 
 

新奇物体识别实验结果显示, 口服 LW提取液后
的大鼠对新奇物体的辨别指数相对较高, 其中 LWH
组大鼠对新奇物体的偏爱程度显著高于对照组 (P < 

0.01), 可见LW能够影响大鼠的非空间短期识别记忆
能力。具体结果见图 3。 
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Figure 3  Discrimination index of novel object in the rats of 
each group in Novel Object Recognition Test.  n = 15, x ± s.  
**P < 0.01 vs C 
 
2  六味地黄丸对大鼠生理指标影响 

体重结果显示, 持续给予大鼠 LW 提取液 16 天, 
与对照组比较, 各剂量组的大鼠体重增长迅速, 其中
LWM、LWH组的大鼠体重增长较为明显, LWM组的
大鼠体重变化表现出极显著性差异 (P < 0.01), LWH
组的大鼠体重变化表现出显著性差异 (P < 0.05), 可
以看出 LW对大鼠的体重增长具有一定的促进作用。
具体结果见表 1和图 4。 

脏器指数结果显示, 与对照组比较, 口服 LW 提
取液后, 各剂量组的脏器指数呈现不同程度的变化, 
其中甲状腺、胸腺、肾脏、睾丸和精囊的指数增加, 脾
脏指数降低。LWL 组的甲状腺和肾脏指数表现极显
著性差异 (P < 0.01), 睾丸和精囊指数表现显著性差
异 (P < 0.05); LWM组的肾上腺和精囊指数表现极显
著性差异 (P < 0.01), 甲状腺、胸腺和脾脏指数表现
显著性差异 (P < 0.05); LWH组的甲状腺、脾脏和睾
丸指数表现极显著性差异 (P < 0.01), 胸腺和肾脏指
数表现显著性差异 (P < 0.05)。具体结果见表 2。 

股骨长度变化显示, 与对照组比较, LW 各剂量

组的大鼠股骨长度显著增长, 并表现出极显著性差

异 (P < 0.01), 可见 LW 能够促进大鼠的骨骼生长。

具体结果见表 3。 
 

 
Figure 4  Weight changes in each group rats within 16 days  
 
Table 3  Result of the length of femur among group.  n = 15, 
x ± s.  **P < 0.01 vs C  

Group Length of femurs/cm 

C 2.40 ± 0.07 

LWL 2.54 ± 0.05** 

LWM 2.46 ± 0.05** 

LWH 2.53 ± 0.06** 

 
3  大鼠尿液代谢轮廓分析及潜在差异代谢标记物的
鉴定 

通过行为学、体重、脏器指数及股骨长度, 可以
看出六味地黄丸对大鼠的生长发育具有一定的促进

作用。利用 Progenesis QI 软件对所获得的各组尿液
ESI-MS数据进行处理, 应用Ezinfo 2.0对各组大鼠不
同时间点的尿液样品进行代谢组学研究, PCA得分图
可以看出大鼠生长过程中及六味地黄丸干预调节下 
的尿液代谢轮廓的变化, 详见图 5A, B。通过对给药
第 16 天四组大鼠尿液代谢轮廓进行 PLS-DA 分析,
由图可见各组聚类良好, 对照组与 LW各剂量组明显 

 
Table 1  Weight changes in each group rats within 16 days.  n = 15, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs C 

Weight/g 
Group 

0 d 1 d 4 d 7 d 10 d 13 d 16 d 

C 60.19 ± 3.81 65.86 ± 3.50 84.27 ± 4.42 104.15 ± 5.97 126.44 ± 7.02 146.67 ± 8.83 156.89 ± 9.45 

LWL 61.77 ± 4.05 67.02 ± 3.77 82.99 ± 4.73 102.35 ± 7.09 126.68 ± 7.63 150.70 ± 9.44 163.73 ± 11.14 

LWM 60.96 ± 3.67 66.76 ± 4.25 88.13 ± 4.73* 107.06 ± 6.05 131.91 ± 6.34* 156.24 ± 6.80** 166.98 ± 8.97** 

LWH 61.21 ± 5.45 66.69 ± 3.52 83.59 ± 4.26 102.47 ± 5.62 126.56 ± 7.87 150.00 ± 7.11 164.11 ± 6.29* 

 
Table 2  Viscera index among four groups.  n = 15, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs C 

Group Thyroid Thymu Adrenal Spleen Kidney Testis Seminal vesicle 

C 0.45 ± 0.06 2.86 ± 0.51 0.24 ± 0.02 4.03 ± 0.68 8.53 ± 0.73 10.28 ± 1.09 0.79 ± 0.38 

LWL 0.58 ± 0.12** 3.07 ± 0.51 0.23 ± 0.03 3.74 ± 0.81 9.54 ± 0.89** 11.17 ± 1.16* 1.08 ± 0.30* 

LWM 0.52 ± 0.11* 3.42 ± 0.74* 0.32 ± 0.08** 3.58 ± 0.42* 9.25 ± 1.56 10.49 ± 1.01 1.18 ± 0.33** 

LWH 0.58 ± 0.14** 3.32 ± 0.53* 0.26 ± 0.05 3.08 ± 0.46** 9.35 ± 0.94* 11.52 ± 1.17** 1.03 ± 0.29 
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Figure 5  Pattern recognition analysis diagrams.  A, B: Score 
plot of urine profile of rats before and after oral administration of 
LW by PCA scanned; C, D: Score plot of urine profile of rats 
after oral administration of LW in the 16th day by PLS-DA 
scanned; E, F: The score plot of urine metabolic profiling of rats 
after oral administration of LW in the 16th day by OPLS-DA; G, 
H: S-plot and VIP of urine metabolic profiling of rats after oral 
administration of LW in the 16th day; A, C, E: Gpositive ion 
mode; B, D, F: Hnegative ion mode 
 
分离, 并且对照组与 LWH 组偏离最远, 表明 LW 能

够影响大鼠的尿液代谢轮廓, 使大鼠的代谢网络发
生明显变化详见图 5C, D。 

进一步对对照组和 LWH组大鼠的尿液代谢轮廓
数据进行 OPLS-DA 分析, 得到能够反映组间贡献率
的 S-plot图和 VIP-plot图, 详见图 5E～H, 选取对分
组贡献度较大 (VIP > 2.0) 且 t检验 P < 0.05的离子进
行潜在内源性代谢标记物筛选, 通过 HMDB (http://     
www.hmdb.ca/)、KEGG (http://www.genome.jp/kegg/) 
等数据库检索, 及 Massynx 4.1软件 Massfragment模
块对潜在差异代谢标记物进行二级结构验证, 最终
表征了 36 个 LW 干预后的尿液差异代谢标记物, 详
见表 4。 
4  代谢通路分析 

将表 4中鉴定出的标记物输入MetPA (http://www.    

metaboanalyst.ca) 数据库中对代谢通路进行拓扑特
征分析, 构建代谢通路。将影响值大于 0的代谢通路
作为潜在的靶标代谢通路, 由图 6 可知, 六味地黄丸
提取液主要影响机体 13 个代谢途径, 包括: 苯丙氨
酸、酪氨酸和色氨酸生物合成, 苯丙氨酸代谢, 泛酸
和辅酶 A生物合成, 戊糖和葡萄糖醛酸酯转化, 二羧
酸代谢, 组氨酸代谢, 三羧酸循环, 维生素 B6 代谢, 
丙氨酸, 天冬氨酸和谷氨酸代谢, 酪氨酸代谢, 卟啉
和叶绿素代谢, 淀粉和蔗糖代谢, 嘌呤代谢, 主要涉
及氨基酸代谢、维生素代谢、能量代谢和核苷酸代谢, 
绘制六味地黄丸提取液对大鼠生长过程中尿液代谢

标记物的相关代谢网络图, 详见图 7。 
 

 
Figure 6  Summary of pathway analysis with MetPA.  1: 
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis; 2: Phenyla-
lanine metabolism; 3: Pantothenate and CoA biosynthesis; 4: 
Pentose and glucuronate interconversions; 5: Glyoxylate and 
dicarboxylate metabolism; 6: Histidine metabolism; 7: Citrate 
cycle (TCA cycle); 8: Vitamin B6 metabolism; 9: Alanine,      
aspartate and glutamate metabolism; 10: Tyrosine metabolism; 11: 
Porphyrin and chlorophyll metabolism; 12: Starch and sucrose 
metabolism; 13: Purine metabolism 

 

讨论 
生长发育过程伴随着机体形态和功能的变化, 六

味地黄丸作为滋补肾阴的经典名方, 对神经系统[2, 3]、

生殖泌尿系统[4, 5]、内分泌系统[6]、免疫系统[7]、运动

系统[8]、循环系统[9]等具有重要影响。连续给予六味

地黄丸 16 天, 通过对传统的生理指标进行分析, 发
现六味地黄丸可以显著提升大鼠的整体行为能力 , 
加快体重增长, 促进脏器和骨骼发育, 表明六味地黄
丸具有促进生长发育的作用。 

利用尿液代谢组学研究方法对口服六味地黄丸

后大鼠的尿液代谢轮廓进行分析, 发现机体在正常
代谢变化的基础上受到药物的影响后, 尿液代谢产 
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Table 4  Urine different metabolic biomarkers of rats before and after oral administration of LW scanned.  “↑↓” represent higher and 
lower level in LW rats in comparison with control group, separately.  VIP: Variable importance for the projection.  *P < 0.05, **P < 0.01 
vs C 

Trend 
No. 

tR 

/min 
m/z 

Determined 
Actual-M 

Scan 
mode 

Proposed  
composition 

Postulated identity VIP 
LWL LWM LWH 

 1 0.65 114.066 9 113.058 9 ESI+ C4H7N3O Creatinine 5.62 ↓ ↓ ↓* 

 2 0.65 145.013 4 146.021 5 ESI- C5H6O5 Oxoglutaric acid 2.27 ↓ ↓ ↓* 

 3 0.72 173.008 3 174.108 2 ESI- C6H6O6 cis-Aconitic acid 2.20 ↑* ↑** ↑** 

 4 0.83 130.086 9 129.079 0 ESI+ C6H11NO2 Pipecolic acid 2.97 ↑ ↑ ↑** 

 5 0.84 217.132 0 216.122 2 ESI+ C8H16N4O3 N-Acetyl-L-arginine 2.26 ↓ ↑ ↑* 

 6 0.88 167.021 4 168.028 3 ESI- C5H4N4O3 Uric acid 11.77 ↓** ↓ ↓** 

 7 0.89 139.050 4 138.042 9 ESI+ C6H6N2O2 Urocanic acid 2.56 ↓ ↑** ↑** 

 8 1.02 330.119 2 329.111 2 ESI+ C14H19NO8 Dopamine glucuronide 3.69 ↓** ↓** ↓** 

 9 1.04 166.074 2 165.065 1 ESI+ C6H7N5O 7-Methylguanine 4.52 ↓ ↓ ↓* 

10 1.20 170.081 3 169.073 9 ESI+ C8H11NO3 Pyridoxine 2.04 ↑** ↑** ↑** 

11 1.96 132.065 8 131.058 3 ESI+ C5H9NO3 4-Hydroxy-L-proline 2.97 ↑* ↑ ↑** 

12 2.01 166.086 5 165.047 7 ESI+ C9H11NO2 L-Phenylalanine 2.81 ↑ ↑* ↑** 

13 2.20 227.102 8 226.095 3 ESI+ C10H14N2O4 Porphobilinogen 2.31 ↓ ↑ ↑** 

14 2.33 357.088 1 358.096 4 ESI- C11H23N2O7PS Pantetheine 4'-phosphate 6.48 ↓* ↑ ↓* 

15 2.56 109.028 8 110.036 8 ESI- C6H6O2 Pyrocatechol 2.98 ↓ ↑** ↑* 

16 2.62 279.135 2 278.130 0 ESI+ C11H22N2O4S Pantetheine 4.41 ↑ ↑ ↑** 

17 2.92 181.061 4 180.078 6 ESI+ C8H8N2O3 Nicotinuric acid 2.02 ↓ ↑ ↑** 

18 3.10 174.055 1 173.047 7 ESI+ C10H7NO2 Quinaldic acid 2.43 ↑ ↑ ↑** 

19 3.20 110.060 4 109.052 8 ESI+ C6H7NO 4-Aminophenol 2.95 ↑ ↑** ↑** 

20 3.49 308.077 9 309.084 9 ESI- C14H15NO7 Inodxyl glucuronide 2.28 ↑ ↑ ↑* 

21 3.58 160.039 8 161.047 7 ESI- C9H7NO2 4,6-Dihydroxyquinoline 3.62 ↓ ↓* ↓* 

22 3.59 153.054 7 152.047 3 ESI+ C8H8O3 Mandelic acid 2.49 ↑* ↑** ↑** 

23 3.67 149.060 0 148.052 3 ESI+ C9H8O2 Cinnamic acid 2.03 ↑** ↑ ↑** 

24 3.82 167.034 1 168.146 7 ESI- C8H8O4 Homogentisic acid 4.36 ↑** ↑** ↑** 

25 3.89 121.099 9 120.094 3 ESI+ C9H12 1,2,4-Trimethylbenzene 2.08 ↑** ↑ ↑** 

26 3.97 263.023 5 264.252 0 ESI- C9H12O7S 3-Methoxy-4-hydroxyphenylglycol sulfate  2.19 ↓* ↓ ↓** 

27 4.15 253.052 1 254.057 3 ESI- C7H14N2O6S 5-L-Glutamyl-taurine 3.97 ↓** ↓ ↓** 

28 4.22 151.039 1 152.047 3 ESI- C8H8O3 Ortho-Hydroxyphenylacetic acid 4.01 ↑** ↑** ↑** 

29 4.23 261.007 8 262.014 7 ESI- C9H10O7S Homovanillic acid sulfate 7.83 ↑** ↑** ↑** 

30 4.29 201.113 1 202.120 5 ESI- C10H18O4 Sebacic acid 3.94 ↑** ↑ ↑** 

31 4.30 167.107 0 166.099 4 ESI+ C10H14O2 Perillic acid 2.64 ↑** ↑ ↑** 

32 4.47 217.107 4 218.115 4 ESI- C10H18O5 3-Hydroxysebacic acid 2.15 ↑** ↑ ↑** 

33 4.51 173.081 3 174.089 2 ESI- C8H14O4 Suberic acid 2.36 ↑* ↑ ↑** 

34 5.19 243.102 7 242.094 3 ESI+ C15H14O3 Equol 4.54 ↓* ↓* ↓* 

35 5.32 187.098 3 188.104 9 ESI- C9H16O4 Azelaic acid 2.03 ↑ ↑ ↑* 

36 5.55 273.171 0 274.178 0 ESI- C14H26O5 3-Hydroxytetradecanedioic acid 2.03 ↑* ↑ ↑* 

 
物发生明显变化, 从而引起相关代谢通路的扰动, 初
步表征了 36 个 LW 干预后的代谢标记物, 主要涉及
13 个代谢通路。其中氨基酸代谢变化最为明显, 氨    
基酸是蛋白质的基本组成单位, 能够合成激素、抗体
等物质, 并且可以转化为碳水化合物和脂肪, 具有促
进生长, 维持机体正常生理机能的作用。苯丙氨酸是
人体必需氨基酸, 在肝脏等组织经代谢可产生酪氨
酸, 进而在神经系统和肾上腺髓质作用合成去甲肾
上腺素、肾上腺素和多巴胺等神经递质或激素[10], 影

响下丘脑−垂体−甲状腺轴, 尿黑酸和硫酸高香草酸
是酪氨酸的代谢产物, 给予 LW 提取液后, 苯丙氨
酸、邻羟基苯乙酸、尿黑酸、硫酸高香草酸含量显著

增加, 推测 LW 干预后诱导机体氨基酸代谢变化, 从
而调控中枢神经和肾脏功能, 增加神经递质、激素等
合成, 进而影响机体生长发育[11−14]。维生素是维持身

体正常生理功能的重要调节物质, 对机体的新陈代
谢、生长、发育等均具有极重要作用, 泛酰硫氢乙胺
作为泛酸的共轭酰胺物质, 是辅酶 A 的中间合成体, 
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Figure 7  Influenced metabolic network of metabolic markers of rats in growing stages after oral administration of LW.  *P < 0.05,      
**P < 0.01 vs C 

 
是大脑和神经必需的营养物质[15], 吡哆醇作为辅酶
的组成成分, 参与神经递质、糖原、神经鞘磷脂、类
固醇、核酸等多种代谢反应, 与氨基酸代谢密切相    
关[16], 泛酰硫氢乙胺和吡哆醇在 LW 各给药组中排    
出量增加, 表明机体的泛酸和辅酶 A 生物合成及维
生素 B6代谢发生扰动, 促使辅酶的生物合成增加, 进
而影响机体的多种代谢反应。顺式乌头酸是二羧酸代

谢和三羧酸循环代谢通路中关键代谢产物, 是产生
能量的关键环节[17], 给予LW提取液后大鼠尿液中顺
式乌头酸的排除显著增加, 表明机体能量代谢发生
扰动, 提示 LW可能通过调节顺式乌头酸影响三羧酸
循环, 从而增强机体能量代谢。尿酸是由嘌呤核苷酸
经分解代谢、脱氨基、催化氧化等作用生成的[18], 可
在肾小球重吸收或经由肾小管排泄[19], 体液中尿酸
含量的变化能够反映机体代谢、免疫等机能状况[20], 
LW 给药组的尿酸排除量降低, 提示 LW 可能通过调
控肾脏系统功能, 促进肾小管重吸收。通过对 36 个
代谢标记物及 13个相关的靶标代谢通路进行分析, 最
终确定了 8个LW影响大鼠生长发育的核心代谢标记
物, LW 通过调节代谢标记物, 影响相关的代谢通路, 
进而调控中枢系统及肾脏系统功能, 从而发挥促进
生长发育的作用。 
 
结论 

六味地黄丸对大鼠的生长发育具有良好的促进

作用。在传统的生理生化指标基础上, 利用尿液代谢
组学分析技术, 首次阐明了六味地黄丸促进大鼠生
长发育的核心标记物及代谢通路, 从代谢层面表征
了六味地黄丸对大鼠生长发育的调控作用, 为中药
复方药效评价新体系的建立奠定了实验基础。 
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