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摘要: 大黄应用范围广、疗效确切, 然而近年来国内外实验报道大黄中蒽醌成分具有肝、肾细胞毒性。本文

对比研究了生熟大黄总提取物灌胃给药后游离蒽醌在正常 SD 大鼠组织中的分布。肝、脾和肾组织中游离蒽醌

类成分含量采用 UPLC-MS/MS 法测定。生熟大黄总提物 (相当于生药量 14.69 g·kg−1) 灌胃给药, 连续 12 周。

结果表明, 游离蒽醌在生大黄组大鼠组织中的分布浓度高于熟大黄组; 大黄游离蒽醌在同一组织中的分布浓度

顺序大致为大黄酸 > 大黄素 > 芦荟大黄素; 大黄酸在肝、脾和肾组织中的分布浓度明显高于芦荟大黄素和大黄

素, 且大黄酸在生大黄组的组织分布浓度明显高于熟大黄组; 停药恢复 4 周后, 大黄游离蒽醌在组织中检测不

到。结果提示生大黄的组织毒性可能高于熟大黄; 大黄酸可能是大黄主要的毒性物质之一; 大黄游离蒽醌在组织

中可能无蓄积毒性。炮制过程不仅影响了有效成分的含量还可能影响其成分的组成, 通过影响吸收和作用过程

中成分之间的相互作用, 致使生大黄组动物组织中游离蒽醌的分布浓度高于熟大黄组, 这与传统中医药理论炮

制减毒的思想认识基本一致。 
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Abstract: Rhubarb anthraquinone derivatives (AQs) have been documented to have both therapeutic and 

toxic effect on liver and kidney, leading to a complex puzzle to assess their benefits and risks.  In this study, the 
tissue distributions of AQs in SD rats after orally administrated extracts of raw and prepared rhubarb were    
examined whether they undergo different uptake.  The total rhubarb extract (14.49 g·kg−1 of body weight per  
day od, counted on the quantity of crude material) was administrated orally for 12 weeks.  The concentrations of 
the AQs in different tissues were quantified by liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS).  
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The five major AQs, aloe-emodin, rhein, emodin, chrysophynol and physcion, could all be detected in the   
liver, kidney and spleen, while only rhein, aloe-emodin and emodin reached the quantitative limit.  The tissue 
concentrations of AQs in raw rhubarb group were higher than that in steamed rhubarb group with rhein > emodin > 
aloe-emodin in the same tissue.  On the whole, the tissue distribution of rhein was higher than that of emodin 
and aloe-emodin in liver, spleen and kidney.  AQs could not be detected in those tissues after drug withdraw for 
4 weeks, which suggested scarcely any accumulative toxicity of rhubarb.  The result indicated that raw rhubarb 
had more tissue toxicity than steamed rhubarb and rhein may be one of the major poisonous ingredients.  The 
results were concordant with the traditional Chinese medicine theory of toxicity-attenuating effect of processing. 

Key words: rhubarb; anthraquinone derivative; tissue distribution; UPLC-MS/MS; toxicity-attenuating   
effect of processing 

                                                                                                          

大黄为我国常用中药, 其临床应用范围广, 疗效

确切。现代药理学研究表明大黄中蒽醌类成分为其主

要药效物质, 具有泻下、抗菌、治疗慢性肾衰、利胆

退黄及保肝等作用[1], 然而近年来国内外研究报道表

明大黄及其蒽醌类成分具有肝、肾和胃肠道毒性[2−7], 
引发了国内外对大黄安全性的质疑。因此, 科学评价

大黄对肝肾组织的保护或损伤作用, 对其临床合理

用药有重要意义。 
炮制减毒是目前中医临床常用的减毒机制之一。

有研究表明大黄经炮制减轻胃肠道毒性的主要机制

为结合蒽醌含量降低、致泻作用减弱[8, 9], 目前炮制

减轻大黄蒽醌肝肾毒性的研究还不够深入。本课题组

前期研究发现, 大黄不同炮制品对正常动物表现出

的肝肾损伤程度不同, 其中熟大黄的肝肾毒性小于

生大黄, 炮制使大黄中的结合蒽醌转化为游离蒽醌

是其降低大黄肝肾毒性的主要机制之一, 且各游离

蒽醌表现出的肝肾毒性也各不相同[10, 11]。药物对靶器

官的保护或毒性作用与暴露量 (组织浓度) 有重要

关系, 通常组织暴露量越高, 发生毒性反应的可能性

和程度越大。不同大黄炮制品给药后其肝肾组织的蒽

醌浓度可能不同, 对不同组织的毒性差异也可能不

同。而目前还没有不同大黄炮制品给药后游离蒽醌组

织浓度分布差异的报道。因此本文测定了生熟大黄总

提取物对 SD正常大鼠灌胃给药后游离蒽醌在各组织

中的分布, 从组织浓度水平认识与评价大黄炮制减

毒作用。 
 

材料与方法 
材料与仪器  大黄药材采自甘肃礼县, 经解放

军第三〇二医院肖小河研究员鉴定为蓼科植物掌叶

大黄 Rheum palmatum L.的干燥根及根茎。生大黄: 以
《中国药典》2005 年版 (一部) ⅡA“药材取样法”

取大黄药材, 除去杂质, 粉碎。熟大黄: 由北京仟草

中药饮片有限公司协助完成 (得率 87.5%), 所采用

炮制方法严格参照《中国药典 (2005 年版) 》及《北

京市中药材炮制规范》。大黄总提物的制备参照马永

刚等 [12] 研究工艺提取制备。含量测定用大黄素 
(110756-200806)、大黄酚 (110796-200310)、大黄酸 
(110757-200206)、芦荟大黄素 (110795-200504)、大

黄素甲醚  (110758-200509) 和 1, 8-二羟基蒽醌 
(0829-9702) 均购自中国药品生物制品检定所, 甲醇 
(色谱纯, Fisher US), 去离子水, 甲酸 (分析纯, 天津

市化学试剂六厂)。 
超高效液相色谱-串联四级杆质谱联用仪 

(UPLC-MS/MS) (Waters Acquity, USA), Masslynx 4.1
质谱工作站; Waters Acquity BEH C18色谱柱 (50 mm × 

2.1 mm, 1.7 µm); 固相萃取柱  [OASIS MAX cartridge 
3cc (60 mg), Waters, USA]。 

动物  SD 大鼠, SPF 级, 6～8 周龄, 雌雄各半, 
(180 ± 30) g, 中国人民解放军军事医学科学院实验

动物中心提供 [SCXK-(军) 2007-004]。实验动物分笼

饲养于解放军第三〇二医院实验动物中心  [SYXK 

(军) 2002-00500]。 
分组及给药   根据预试验 ,  以最大给药容量 

(20 mL·kg−1 体重) 和最大药物浓度 (0.22 g·mL−1, 以
总提取物计) 给药 (相当于生药量为 14.69 g·kg−1,  
临床最大剂量 30 g/60 kg[13]的 4.9 倍, 按体表面积折

算[14])。将动物预养 4 周后随机分为生、熟大黄总提

取物组和空白组共 3 组, 每组 18 只, 雌雄各半。以上

各给药组灌胃给药 20 mL·kg−1 体重, 1 次/天, 6 天/周, 
空白组给予等体积生理盐水, 称重 1次/周, 按实际体

重调整剂量, 给药前大鼠禁食不禁水 12 h。持续 12
周, 16 周后停止给药, 自然恢复 4 周。分别于第 16
和 20 周末随机抽取部分动物, 脱颈处死, 剖腹取肝、

脾、肾等组织, 冰生理盐水清洗脏器组织表面血迹, 
滤纸吸尽水分, 待精确称重及含量测定。除部分肝、 
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脾、肾组织器官用于病理组织形态学检查外, 其余样

品均用于组织中芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄

酚和大黄素甲醚浓度的测定。 
不同组织中游离蒽醌的含量测定  对照品溶液

的制备: 分别精密称取适量的 5 种对照品, 置于同一

量瓶内, 以甲醇溶解并稀释至刻度, 摇匀得到含 5 种

对照品各 40 µg·mL−1 的混合对照品溶液作为储备液。

该储备液在 4 ℃避光冷藏可稳定保存 2 个月以上。将

此储备液稀释成适当浓度的溶液作为对照品工作液, 
内标质量浓度为 30 µg·mL−1。供试品溶液制备: 精密

称定适量供试品, 加入适量盐酸, 甲醇 1 mL, 匀浆, 离
心 (10 000 r·min−1, 15 min)。精密吸取上清液 500 µL, 
加入活化好的固相萃取小柱, 先后用 5% 氨水和甲醇

3 mL 淋洗, 再用 10% 甲酸甲醇溶液洗脱, 收集洗脱

液备用。色谱条件: Waters Acquity BEH C18 色谱柱 
(50 mm × 2.1 mm, 1.7 µm), 流速 0.3 mL·min−1; 进样

量 5 µL; 柱温为 35 ℃; 流动相: 甲醇-0.1%甲酸水溶

液 (70∶30)。质谱电喷雾离子源 ESI, 负离子 MRM
扫描 ; 雾化气流速 600 L·min−1, 碰撞气流速 0.25 
mL·min−1, 毛细管电压 3.5 kV, 离子源温度 360 ℃。

检测离子: [M−H]− m/z 269 > m/z 240 (芦荟大黄素), 
[M−H]− m/z 283 > 211 (大黄酸), [M−H]− 269 > 225 (大
黄素), [M−H]− m/z 253 > 225 (大黄酚), [M−H]− m/z 
283 > 240 (大黄素甲醚), [M−H]− 239 > 211 (内标)。5 种

游离蒽醌成分的最低定量限 (LOQ) 范围为 0.01～
1.0 µg·mL−1; 最低检测限量 (LOD) 范围在 0.003～
0.3 µg·mL−1 内, 线性相关系数 R2

 ≥ 0.9978; 低、中、

高 3 个浓度的回收率在 94%～107%; 日内和日间精

密度 RSD 值低于 10% (n = 6), 说明该含量测定方法

稳定可靠。 
数据处理  所有实验数据均依据 SAS 8.0 版统

计软件处理, 以 x ± s表示, 显著性概率水平 α = 0.05。 

 

结果 
1  大黄总提物和大鼠肝、脾和肾组织中游离蒽醌含

量测定结果 
生、熟大黄总提取物的出膏率分别为 29.3%和

32.7%。总提物中的游离蒽醌  (AQs) 和结合蒽醌 
(AQGs) 的含量测定结果见表 1。芦荟大黄素、大黄

酸、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚 5 种主要游离蒽醌

在大鼠肝、脾、肾等组织中都能检测到。但受仪器灵

敏度的限制, 本实验只对前三者进行了含量测定和

分析 (表 2)。空白样品中检测不到目标成分, 没有干

扰。停药 4 周后, 即第 20 周时在大鼠组织中检测不

到芦荟大黄素、大黄酸和大黄素等成分, 说明体内可

能没有蓄积。 
2  芦荟大黄素在大鼠组织中的分布 

芦荟大黄素在组织中的分布浓度较低, 明显低

于大黄酸; 芦荟大黄素在生大黄组大鼠组织中的分

布浓度均高于熟大黄组同一组织中的分布浓度;芦荟

大黄素在生大黄和熟大黄组脾组织中的分布浓度均

高于肝 (P < 0.05) 和肾组织 (表 2)。 
3  大黄素在大鼠组织中的分布 

大黄素在生大黄组大鼠肝、脾组织中的分布浓度

高于熟大黄组动物 (P < 0.01, P < 0.05, 表 2)。 

 
Table 1  Contents of anthraquinone derivatives and their glycosides in total extract.  AQs: Anthraquinone derivatives; AQGs:     
Anthraquinone glycosides 

Sample Aloe-emodin/% Rhein/% Emodin/% Chrysophanol/% Physcion/% 

Raw AQs 0.204 ± 0.001 0.267 ± 0.001 0.954 ± 0.001 0.329 ± 0.001 0.455 ± 0.002 

 AQGs 0.364 ± 0.002 0.168 ± 0.001 0.467 ± 0.003 0.108 ± 0.001 0.443 ± 0.003 

Steamed AQs 0.451 ± 0.001 0.301 ± 0.002 1.272 ± 0.001 0.339 ± 0.001 0.642 ± 0.001 

 AQGs 0.206 ± 0.002 0.107 ± 0.003 0.203 ± 0.002 0.187 ± 0.001 0.235 ± 0.003 

 
Table 2  Contents of anthraquinone derivatives in tissues of rat administrated orally for 12 weeks.  **P < 0.01 vs Rhein;  ▲P < 0.05, 
▲▲P < 0.01 vs Raw rhubarb 

Animal group Tissue Aloe-emodin /pg·g−1 Rhein /pg·g−1 Emodin /pg·g−1 

Raw Liver 64.96 ± 17.49** 123.67 ± 32.30 177.96 ± 84.15 

 Kidney 56.28 ± 38.45** 456.74 ± 212.51 85.07 ± 44.77 

 Spleen 111.08 ± 71.01** 771.79 ± 430.00 181.04 ± 84.78 

Steamed Liver 31.45 ± 8.82**▲ 71.78 ± 14.75▲ 94.43 ± 17.33▲▲ 

 Kidney 51.40 ± 24.88** 248.18 ± 85.57▲▲ 85.99 ± 41.69 

 Spleen 96.56 ± 25.15** 133.13 ± 32.44▲▲ 92.01 ± 3.47▲ 
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Table 3  Statistical table of tissue distribution of rhein.  Liver-s, spleen-s, and kidney-s for steamed rhubarb; liver-r, spleen-r and  
kidney-r for raw rhubarb 

Animal group Tissue Liver-s Spleen-s Kidney-s Liver-r Spleen-r 

Steamed Liver-s      

 Spleen-s 0.705 8     

 Kidney-s 0.161 2 0.401 9    

Raw Liver-r 0.668 5 0.950 7 0.253 1   

 Spleen-r 0.000 1 0.001 3 0.004 2 0.000 1  

 Kidney-r <0.000 1 0.022 7 0.001 5 0.005 9 0.026 7 

 
4  大黄酸在大鼠组织中的分布 

大黄酸在生大黄组大鼠脾和肾组织中的分布浓

度明显高于熟大黄组动物 (P < 0.01), 生大黄组大鼠

肝组织中的分布也高于熟大黄组动物 (P < 0.05, 表
2)。从表 3 可见大黄酸在生大黄组大鼠肝和脾 (P < 

0.001)、肝和肾 (P < 0.01) 及脾和肾 (P < 0.05) 组织

中的分布有显著性差异; 而大黄酸在熟大黄组大鼠

组织间的分布没有显著性差异, 提示炮制对大黄酸

在大鼠组织中的分布有显著影响。 

 

讨论 
本文对生熟大黄总提取物经 SD正常大鼠灌胃给

药后游离蒽醌在组织中的分布差异进行了研究, 结
果发现自然恢复 4 周后, 即第 20 周时在大鼠组织中

检测不到芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚和大

黄素甲醚等成分, 提示大黄蒽醌无组织蓄积, 推测其

没有蓄积毒性。 
目前有关大黄酸毒性作用的研究主要集中在肝

和肾, 而在本实验中发现大黄酸在脾组织中的分布

浓度较高 (表 2)。大黄酸在脾组织中分布浓度较高的

原因及其脾毒性有待进一步深入研究。 
组织分布结果表明游离蒽醌在同一组织中的分

布顺序大致为大黄酸 > 大黄素 > 芦荟大黄素 (表 2), 
其中大黄酸在肝、脾和肾组织中的分布浓度明显高于

芦荟大黄素 (P < 0.01), 在脾和肾组织中分布浓度高

于大黄素。文献[15−17]表明无论大鼠的灌胃样品是大

黄游离蒽醌提取物还是大黄结合蒽醌提取物, 大鼠

血清中化学成分是相似的, 即以芦荟大黄素、大黄

酸、大黄素游离蒽醌为主, 其中大黄酸含量最高, 其
他蒽醌类成分含量较低, 这与本实验大黄酸在组织

中的分布浓度较高的结果基本一致。另外机体对大黄

酸的吸收能力较强[17, 18], 大黄酸的清除半衰期长、清

除率低[19], 大黄酸及其代谢产物较易经肠肝循环再吸

收[17, 20], 芦荟大黄素、大黄素在体内能被氧化为大黄 

酸[21, 22]等原因也可能导致大黄酸在组织中的分布浓

度较高。大黄素是大黄中含量较高的蒽醌单体, 长期

以来被认为可能是大黄主要的毒性作用物质之一[2, 5]。

但是大黄游离蒽醌的体外实验发现其对 HK-2 和

HepG2 细胞毒性大小顺序为: 大黄酸  > 大黄素  > 芦

荟大黄素[3]。通常药物的毒性与剂量呈正相关, 因此

推测大黄酸可能是大黄主要的肝肾毒性作用物质 , 
在大黄的肝肾毒性研究中, 大黄酸应该引起特别的

注意。 
本文含量测定结果显示游离蒽醌在熟大黄组动

物组织中的分布浓度普遍低于生大黄组。而靶器官中

成分暴露量与组织毒性通常呈正相关, 从理论上推

测熟大黄的组织毒性可能低于生大黄, 此结果与文

献[10, 11]报道一致。目前普遍认为炮制使大黄中的结合

蒽醌转化为游离蒽醌是其降低大黄肝肾毒性的主要

机制之一, 本实验中总提取物蒽醌含量测定的结果

也如此, 即熟大黄总提取物中游离蒽醌的含量高于

结合蒽醌, 且总蒽醌的含量二者之间没有明显区别 
(表 1)。因此, 如果只从含量角度来看, 熟大黄组大鼠

组织中游离蒽醌的含量应高于生大黄组, 但本实验

结果却与此相反, 生大黄组大鼠组织中游离蒽醌的

含量却高于熟大黄组。提示中药炮制机制可能不仅仅

是影响有效成分的含量, 炮制可能进一步影响成分

的组成, 因此影响了在吸收和作用过程中成分之间

的相互作用, 通过影响不同成分的吸收代谢和吸收

代谢机制, 使不同成分在组织中的分布浓度不同, 表
现出肝肾毒性差异不同。本课题组在前期研究中发现

炮制减毒作用与结合蒽醌和鞣质类成分的下降均有

关[10]。有资料显示, 鞣质能和四环素类抗生素、氨基

比林、维生素 B1 和铁剂形成难溶性复合物从而影响

药物成分的吸收[23]。因此, 在炮制过程中鞣质的变化

是否影响了蒽醌类成分在体内的药代动力学过程 , 
其机制有待进一步深入研究, 从而为中药炮制减毒

提供新的依据。 
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