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NMR 代谢组学法研究大蒜辣素对大鼠的作用机制 
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摘要: 核磁共振代谢组学法研究大蒜辣素对大鼠的作用机制。以生物核磁共振技术结合偏最小二乘-辨别分

析法 (PLS-DA) 分析大鼠腹腔注射大蒜辣素后尿液内源性代谢产物的变化, 研究大蒜辣素对正常大鼠代谢过程

的影响。给药后, 尿样中三羧酸循环中间产物柠檬酸、α-酮戊二酸、琥珀酸含量呈现出先升高后逐渐恢复的趋势, 
酮体水平也有所上升; 而葡萄糖、乳酸、丙氨酸、马尿酸、氮氧三甲胺和牛磺酸水平略有降低。偏最小二乘分

析表明, 给药组与对照组的代谢谱有明显差异。大蒜辣素给药后对正常大鼠代谢过程具有显著影响, 代谢组学研

究有助于认识大蒜的作用机制。 
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Abstract: To investigate the effects of allicin on rats by NMR-based metabonomic method, the changes of 

endogenetic metabolites in normal rat urine and the influences on metabolism were analyzed with bio-nuclear 
magnetic resonance (NMR) method and partial least-squares discriminant analysis (PLS-DA) after intraperitoneal 
administration of allicin solution.  The identified biochemical effects associated with allicin dosing included 
elevated then gradually recovered urinary levels of Kreb’s cycle intermediates, such as citrate, α-ketoglutarate 
and succinate and increased concentrations of ketones.  Meanwhile, decreased urinary concentrations of glucose, 
lactate, alanine, hippurate and trimethylamine oxide were observed.  The PLS-DA revealed that the 
matabonomic profiles of allicin treated groups were obviously different from those of the control group.  Allicin 
may change metabolism significantly in normal rats.  The study of the pharmacologic mechanism of allicin by 
metabonomic method is practicable and it could be explored further. 
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 代谢组学 (metabonomics) 方法, 由Nicholson等[1]

最先提出 , 主要利用高分辨核磁共振  (nuclear  
magnetic resonance, NMR) 或现代质谱技术, 对生物
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体液的内源性代谢产物进行测定, 结合模式识别等

数值分析方法, 分析探讨机体在各种状态下的代谢

表型, 能够高通量、全景式、直观地研究生物体在生

理、病理以及药物和毒物作用下发生的各种代谢动态

变化, 从而有助于发现外源性物质作用的靶器官和

靶点, 揭示其作用机制, 进而确定与之相关的生物标

记物[2]。 
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大蒜 (Allium sativum L.) 是历史悠久的药食两

用佳品, 具有杀菌、降血脂、抗血栓、预防中风和高

血压、保护肝脏和提高机体免疫力、抗癌等多种药  
效[3−6]。体内外研究表明, 其抗菌作用是由所含蒜氨

酸在蒜酶作用下形成的大蒜辣素所产生[7]。由于大蒜

辣素稳定性差、半衰期短、反应活性高, 一直难以直

接测定其药代动力学行为[8]。本研究采用代谢组学手

段, 通过 1H NMR法测定大鼠腹腔注射大蒜辣素后尿

液中内源性代谢物随时间的变化, 研究大蒜辣素对

大鼠生物体内代谢的影响, 探讨大蒜辣素在大鼠体

内的作用机制。 
 

材料与方法 
仪器   Bruker Avance-500 核磁共振仪  (瑞士

Bruker 公司); Agilent 1100 系列高效液相色谱仪 (美
国 Agilent 公司), 包括真空脱气泵、高压梯度泵、自

动进样器、柱温箱和紫外检测器。 
药品与试剂  新鲜大蒜 (市售, 徐州产); 羟苯

乙酯购自中国药品生物制品检定所 (批号: 100847- 
200701, 纯度 99.9%); 重水, 氘代 3-三甲基甲硅烷基

丙酸钠盐 (TSP) 购自 Sigma 公司; 水为自制纯净水; 
其他试剂为分析纯。 

实验动物  36只雄性SD大鼠 [体重 (200 ± 20) g, 
南京医科大学动物实验中心, 许可证号: SCXK (苏) 
2002-0031] 置代谢笼中, 于室内保持 12 h 光照, 12 h
避光循环饲养, 给予标准饲料和饮用水, 且控制室内

相对湿度 40%左右, 试验前禁食 12 h。 
大蒜辣素溶液的制备  大蒜经挑选、去皮、洗净

后, 取约500 g, 加5倍量水用捣碎机破碎呈匀浆, 35 ℃

下温孵使酶解 2 h, 滤过, 收集滤液, 以 150 mL 二氯

甲烷少量多次萃取, 合并提取液, 减压浓缩至干, 用
50 mL 生理盐水溶解, 滤过, 得大蒜辣素溶液, 4 ℃放

置备用[9]。采用羟苯乙酯为替代对照品, 高效液相色

谱法[10]测定滤液中主成分大蒜辣素的含量, 结果约

为 4 mg·mL−1。 
给药剂量的确定  参考文献[11]报道大鼠每天口

服大蒜辣素 8～20 mg·kg−1, 其与依那普利降低血压、

胰岛素和甘油三酯的水平相当, 并考虑到提取液中

硫代亚磺酸酯类成分高剂量的刺激性可以引起大鼠

出现竖毛、厌食、甚至死亡的现象, 经 10～30 mg·kg−1 
(以大蒜辣素计) 不同剂量给予 8 只大鼠腹腔注射大

蒜辣素提取液预试验考察, 最终确定每天给药剂量

为 10 mg·kg−1。 
样本收集 28 只雄性 SD 大鼠随机分成 2 组, 给

药组按 10 mg·kg−1 (以大蒜辣素计) 剂量, 每天早上

8:00 时腹腔注射大蒜辣素提取液, 连续给药 7 d; 对
照组给予生理盐水。给药期间, 大鼠自由饮食、饮水。

收集 1、3、5 和 7 d 24 h 的大鼠尿液。收集尿液 (置
于冰水浴上并加 1% NaN3 溶液 200 μL) 3 000 r·min−1

离心 10 min 后, 取上清液置−80 ℃冰箱保存备用。每

天取给药组和对照组大鼠各 3 只, 收集尿后处死, 取
肾和部分肝左叶组织经 10%甲醛溶液固定, 常规取

材, 脱水, 石蜡包埋, 制片 (4 μm), 采用常规 H&E
染色, 光学显微镜观察。 

尿液的 NMR 测定  取尿样 0.5 mL 置离心管中, 
加入 1 mol·L−1磷酸缓冲液 (pH 7) 50 μL及D2O 50 μL, 
D2O 内含 TSP 作为化学位移内标, 最终 TSP 的浓度

约为 0.3 mmol·L−1, 混合均匀, 于 4 ℃下静置 10 min, 
5 000 r·min−1离心 10 min, 取上清液置 5 mm样品管中

进行 1H NMR 测定。采用预饱和的 1D-NOESY 脉冲序

列, 检测谱宽为 8 kHz, 混合时间 0.15 s, 迟豫延迟时

间 4 s, 自由感应衰减 (free induction decay, FID) 信
号累加次数为 256 次, 采样点为 32 k。FID 信号经过

傅里叶变换为一维 NMR 谱图。以 TSP 的甲基峰为化

学位移对照, 并定为 δ 0。 
1H NMR 数据的处理与分析  使用 AMIX 软件 

(Bruker, version 3.6.8), 将大鼠尿液 1H NMR 图谱从 δ 
0.5～9.5 按 δ 0.04 分段积分, 除去水峰以及因交叉驰

豫引起峰形变宽的尿素峰所在化学位移区域 (δ 4.2～
6.5), 将所得的积分数据进行归一化处理 , 并导入

SIMCA-P 12.0 软件包 (瑞典 Umetrics 公司), 采用偏

最小二乘法-辨别模式  (partial least-squares discrimi-
nant analysis, PLS-DA) 分析数据。 
 

结果 
1  大鼠尿液 1H NMR 图谱的变化 

尿液是易得的生物体液, 它含有通过肾小球滤

过, 肾小管和集合管的重吸收及排泄产生的终末代

谢产物。尿液的组成及其代谢物的浓度受机体各系统

功能状态的直接影响, 可反映机体的代谢状况。因此, 
尿液的变化不仅反映泌尿系统的疾病, 而且对全身

系统的疾病诊断也有重要意义[12−14]。 
图 1 为大鼠对照组和大鼠腹腔注射大蒜辣素后

尿液 1H NMR 谱的比较, 根据相关参考文献[15−18]对

化学位移进行归属, 得出变化明显的主要内源性代

谢物为: 乳酸、β-羟丁酸、丙氨酸、丙酮、琥珀酸、

柠檬酸、α-酮戊二酸、马尿酸、氮氧三甲胺 (TMAO)、
牛磺酸、葡萄糖和马尿酸等。直观可以看出给药组和
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对照组以及给药后不同时间所得 1H NMR 谱中某些

代谢物峰有明显差别, 表明这些内源性代谢产物的

含量发生了变化, 但是由于图谱的复杂性以及大鼠

的个体差异等多种原因, 通过统计分析才能归纳出

反映药物作用的整体结果。 
2  大鼠尿液 1H NMR 图谱模式识别 

对 1H NMR 谱变化影响最大的 2 个主成分 (PC)
值, 其贡献率均 >85%。由 2 个 PC 作图, 能很好地代

表数据集所包含的生物化学变化。对照组与给药组全

部大鼠尿液 1H NMR 谱波峰积分值 PLS-DA 分析的

score 图见图 2 (第 7 天给药组中有一数值出现在置信

区间外, 被剔除)。从图 2 可见, 所有动物 PC 积分值

集中分布于椭圆形散点图 (95%的可信区间内) 的 4
个区域, 不同天数给药组与对照组间无明显交叉和

重叠, 随着给药天数的增加, 所有点均大幅度偏离对

照组; 到第 7 天代谢变化逐渐趋于稳定, 与第 5 天给

药组略有交叉; 表明其代谢组是有差别的且逐渐达

到平衡。 
对给药组与对照组的 PC1 和 PC2 进一步分析, 

PLS-DA 的 loading 图见图 3, 可见大多数点集中在原

点附近, 只有少数点远离原点, 正是这些点所代表的

化合物造成了组间差异。对尿液的 1H NMR 谱主成 
分分析发现, 尿样中三羧酸循环 (tricarboxylic acid 
cycle, TAC) 中间产物柠檬酸、α-酮戊二酸、琥珀酸

含量呈现出先升高后逐渐恢复的趋势, β-羟丁酸和丙

酮等酮体水平也有所上升; 而葡萄糖、乳酸、丙氨酸、

马尿酸、氮氧三甲胺和牛磺酸水平略有降低 (表 1)。 
3  组织病理变化 

对照组与给药组大鼠肾和肝组织病理检查结果

如图 4 所示。肾小球细胞数未增多, 毛细血管管腔无

扩张, 肾小管上皮细胞无明显变性和坏死, 未见管型, 
 

 
Figure 1  1H NMR spectra (δ 0−9.5) of rats urine samples from 
control and experiment groups at different times after intraperi-
toneal administration of allicin solution (10 mg·kg−1, calculated 
as allicin) 

肾间质内无明显充血、水肿及炎细胞浸润。肝细胞排

列呈索状, 肝细胞未见变性坏死, 肝窦无明显扩张, 
肝小叶结构完整, 汇管区无炎细胞浸润及纤维结缔 
 

 
Figure 2  PLS-DA (partial least-squares disariminant analysis) 
score plots derived from 1H NMR spectra of urine samples from 
control and experiment groups at different times after intraperi-
toneal administration of allicin solution 
 

 
Figure 3  Loading plot derived from 1H NMR spectra of urine 
samples from control and experiment groups at different times 
after intraperitoneal administration of allicin solution 
 
Table 1  Changes of some metabolites in urine of rats after 
intraperitoneal administration of allicin solution 

Change / day 
Metabolite Chemical shift (δ) 

1 3 5 7

β-Hydroxybutyrate 4.16 (dt), 2.41 (dd), 1.20 (d) ↑ ↑ ↑ −

Lactate 4.11 (q), 1.32 (d) ↓ ↓ ↓ ↓

Alanine 3.77 (q), 1.47 (d) ↓ ↓ ↓ ↓

Acetone 2.22 (s) − − ↑ ↑

Pyruvate 2.26 (s) − − ↑ ↑

Succinate 2.39 (s) ↑ ↑ ↑ −

α-KG 2.45 (t), 3.01 (t) ↑ ↑ ↑ −

Citrate 2.55 (d), 2.70 (d) ↑ ↑ − −

TMAO 3.26 (s) ↓ ↓ ↓ ↓

Glucose 3.42−3.70 ↓ ↓ ↑ ↑

Taurine 3.27 (t), 3.43 (t) ↓ ↓ ↓ ↓

Hippurate 3.97 (d), 7.56 (t), 7.65 (t),  ↓ ↓ ↓ ↓

 7.84 (d)     

Note: “↓” decrease; “↑” increase; “−” no obvious change,   
compared to control; “s” single peak; “d” double peaks; “t” triple 
peaks; “q” quartet 
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Figure 4  Microphotographs of kidney (a) and liver (b) tissues.  A: Control group; B: Day 1 group; C: Day 3 group; D: Day 5 group;  
E: Day 7 group 

 
组织增生。结果表明, 经给药处理后, 大鼠肾、肝器

官均未出现明显的组织病理改变, 与对照组相比, 结
果无明显差异。 
 

讨论 
尿液的一维 1H NMR谱测得大量共振峰, 包括了

数千种代谢物信息, 可以看作是代谢物成分的“精

细”图谱。1H NMR 谱峰与样品中各化合物中氢原子

一一对应, 并在图谱中可能呈现相关谱峰, 图谱中各

信号的相对强弱反映样品中相应组分的相对含量。按

一定范围对谱图中的波峰进行分段、积分并归一化处

理后的数据集代表了这个生物样品的代谢产物信息, 
因此, 1H NMR 方法适合于代谢组学研究。 

数据分析过程中应用的技术集中在模式识别上, 
应用最为广泛的是主成分分析法和偏最小二乘法。偏

最小二乘回归是一种多元统计数据分析方法, 是多

元线性回归、典型相关分析和主成分分析的集成和发

展。它克服了自变量间的多重相关性, 既是一类模型

式的方法, 又是一类认识性的方法, 在统计应用中起

着重要作用[19]。偏最小二乘回归法和主成分分析相

比, 对于模型的建立更具有合理性。主成分分析在提

取主成分的过程中只考虑自变量集合中信息含量最

大的几种主成分, 而忽略了对因变量集合的解释能

力。但偏最小二乘法在提取主成分的过程中, 除了考

虑所提取的成分对自变量有最大的解释能力外, 还
考虑了对因变量的解释能力。本试验数据用 PCA 和

PLS-DA 的聚类结果一致。 
1H NMR 积分数据经 PLS-DA 分析后表明, 大蒜

辣素经腹腔注射后大鼠不同时间的尿液代谢组成在

score 图中呈聚类分布。其中, 大鼠尿液葡萄糖和乳

酸水平有所减少, 结合生糖氨基酸丙氨酸浓度升高, 
表明大蒜辣素干预后大鼠体内碳水化合物的代谢发

生了变化, 糖酵解、肝糖原分解及糖异生过程有所加

强[20]。同时, 尿液中柠檬酸、α-酮戊二酸、琥珀酸等

三羧酸循环的中间产物含量减少以及丙酮酸含量增

加, 提示三羧酸循环某些环节受到影响。因为丙酮酸

是通过氧化脱羧生成乙酰 CoA 而进入三羧酸循环的, 
生成的乙酰 CoA 又能激活丙酮酸脱氢酶复合体, 在 
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该酶的催化下, 使丙酮酸进一步转化为乙酰 CoA, 与
草酰乙酸缩合, 从而使生成的柠檬酸等三羧酸循环

的中间产物增加。此外, 乳酸水平的持续下降以及中

间产物的含量逐渐恢复表明, 大蒜辣素对于大鼠体

内的糖异生有潜在的增强作用。 
在丙氨酸-葡萄糖循环中, 肌肉组织以丙酮酸作

为转移的氨基受体, 生成丙氨酸经血液运输到肝脏。

在肝脏中, 经转氨基作用生成丙酮酸, 可经糖异生作

用生成葡萄糖, 葡萄糖由血液运输到肌肉组织中, 分
解代谢再产生丙酮酸 , 后者再接受氨基生成丙氨  
酸[21]。尿液中丙氨酸和葡萄糖含量的一致性降低, 表
明给药后大蒜辣素对大鼠体内的丙氨酸-葡萄糖循环

有下调作用。 
β-羟丁酸, 乙酰乙酸和丙酮三者统称为酮体, 与

脂肪代谢密切相关。大蒜辣素腹腔注射后大鼠尿液中

β-羟丁酸和丙酮含量有所增加, 提示大蒜对脂肪代谢

过程也产生了影响。结合三羧酸循环中一些中间产物

浓度变化, 本研究认为在大蒜辣素的作用下, 体内糖

酵解和脂肪酸 β-氧化过程产生的乙酰 CoA 不能完全

进入三羧酸循环氧化产能, 从而转向生成酮体[18]。类

似的, 乙酰 CoA 也能在乙酰 CoA 水解酶 (ACH; EC 
3.1.2.1) 的作用下被水解为醋酸, 使得尿液中醋酸水

平升高, 这些都表明因能量代谢受到影响, 使得生成

酮体的能力增强。 
氮氧三甲胺是由肠道菌将胆碱降解为三甲胺 , 

继而氧化生成的 [22, 23]; 而马尿酸的母体苯甲酸和

苯乙酸也是由肠道细菌的作用产生的 [24]; 另有文

献 [25−27]报道当动物服用抗菌药物时 , 会改变尿中

马尿酸和氮氧三甲胺的水平 , 故马尿酸和氮氧三

甲胺的减少可以反映出大蒜辣素对肠道菌落的影

响[28, 29]。同时, 氮氧三甲胺作为电子受体, 其还原降

解反应参与胞内呼吸链电子转移及能量保存过程[30]。 
大鼠给予大蒜辣素后, 还发现牛磺酸排泄的减

少。牛磺酸是胆汁酸盐的重要组成部分, 后者参与脂

肪的消化过程, 它的减少说明脂肪代谢过程受到抑

制。当然, 任何化学物质的作用机制不是单方面的, 
是一个错综复杂的过程, 但利用代谢组学技术至少

能在机体代谢方面给出很好的提示。 
组织病理学检查结果表明肾和肝未出现明显的

组织病理改变, 故给予大蒜辣素只是对大鼠生理过

程产生影响。 
代谢组学分析与常规检验不同, 其能够较为全

面地反映生物体在外界刺激影响下的代谢状态的改

变, 并能够通过某些代谢物含量的差异推断特定病 

理生理状态下被调控的代谢途径[31, 32], 因而越来越

广泛地应用于药物作用机制[33]、药物毒性[34]和疾病

诊断[35, 36]。但代谢组学分析也存在样品间变异、仪

器动力学范围的局限、分析误差和当前有限的代谢组

学数据库和数据交换版式等局限。但相信随着研究的

进一步深入, 代谢组学技术在药物作用机制、毒理机

制信息和生物标志物研究中会有越来越重要的应用

前景[37, 38]。 
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