
苍耳子水提液中苍术苷含量测定及其肝毒性研究

唐小杭１， 　 陈　 平２， 　 朱娴丹２， 　 黄明姝１， 　 陆锦遥１， 　 顾胜华１， 　 张建强１， 　 谷颖敏１，
田雪松２∗

（１． 上海中医药大学创新中药研究院， 上海 ２０１２０３； ２． 上海中医药大学科技试验中心， 上海 ２０１２０３）

收稿日期： ２０２４⁃０４⁃０２
基金项目： ２０２３ 年度上海中医药大学科技发展项目 ［２３ＫＦＬ００４ （Ａ４⁃Ｑ２３０２５０２０４） ］
作者简介： 唐小杭， 助理实验师， 从事中药毒理学研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｊｓ１９８２０２０９＠ １６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 田雪松， 研究员， 硕士生导师， 从事中药毒理学研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｕｅｓｏｎｇ． ｔｉａｎ＠ ｓｈｕｔｃｍ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ

摘要： 目的　 探讨苍耳子水提液致小鼠肝脏损伤的主要毒性成分及可能毒性机制。 方法　 采用薄层色谱法鉴定苍耳

子， 制备苍耳子浸膏粉， 建立苍术苷含量测定方法。 ＳＰＦ 级 ＩＣＲ 小鼠经灌胃单次给药、 ３０ ｄ 和 ９０ ｄ 重复给药， 进行毒

性试验及毒性机制研究。 结果　 本实验选用的苍耳子质量较佳， 浸膏粉中苍术苷平均质量分数为 ２７􀆰 ７８ ｍｇ ／ ｇ、 羧基苍

术苷的含量低于苍术苷含量近 １００ 倍。 急性毒性试验 ＬＤ５０为 １８􀆰 ６１９ ｇ ／ ｋｇ， 以 ＬＤ５０的 １ ／ ５、 １ ／ １０、 １ ／ ３０ 作为重复给药的

高、 中、 低剂量， 分别持续灌胃 ３０、 ９０ ｄ。 ３０ ｄ 重复给药结束后， 高剂量组雄性小鼠血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 活性与肝组织

ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肝组织呈现小叶中心性肝细胞脂肪变性。 ９０ ｄ 重复给药后， 高剂量组雌、 雄小鼠活动均

减少、 摄食量降低、 体质量增长缓慢； 高剂量组雄性小鼠血清 ＡＬＴ、 ＳＯＤ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 高剂量组雌性小鼠 ＡＳＴ、 ＣＡＴ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＢＩＬ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肝组织呈现小叶中心性肝细

胞脂肪变性， 雄性小鼠肝损伤程度大于雌性小鼠。 结论　 苍耳子中的苍术苷可能是苍耳子水提液的主要毒性成分， 其

毒性作用可能与肝组织的脂质过氧化损伤有关。
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燥有总苞的果实， 始载于 《神农本草经》， 名为 “葈耳

实” ［１］ 。 苍耳子具有散风除湿、 通鼻窍、 祛风湿的功效，
主要用于风寒头痛、 鼻渊流涕、 风疹瘙痒［２］ 。 苍耳子相关

制剂种类和剂型丰富， 《新编国家中成药》 收录治疗鼻炎、
鼻窦炎中成药共 ３８ 种， 其中含苍耳子的有 ２６ 种， 占总数

的 ６８％ ， 如鼻通丸、 苍耳子鼻炎胶囊、 鼻渊通窍颗粒、 鼻

炎康片、 鼻通滴鼻剂等［３］ 。
历代本草中未记载苍耳子有毒， 近年来关于苍耳子中

毒的报道逐渐增多。 １９６０ 年登封县医院首次报道了苍耳子

的临床毒性； １９６３ 年版及以后的 《中国药典》 明确记载其

有毒。 临床报道口服苍耳子所致不良反应中肝损伤最为常

见。 现代研究表明， 苍耳子的毒性成分主要是毒蛋白、 倍

半萜内酯类和水溶性苷类。 临床上多为服用水煎汤剂后中

毒， 有研究认为， 在水提过程中， 毒蛋白经水浸泡和加热

后变性， 凝固在细胞中不被溶出， 从而失去毒性［４］ ； 而倍

半萜内酯类几乎不溶于水［５］ 。 因此， 苍耳子水煎液中毒性

成分主要为苍术苷、 羧基苍术苷及其少量衍生物。
本研究采用苍耳子传统水煎煮法制作浸膏粉， 测定苍

术苷和羧基苍术苷含量， 并通过小鼠灌胃给药观察其脏器

毒性， 以期为苍耳子临床毒性的基础研究及可能毒性成分、
毒性机制研究提供试验依据。

１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药物　 苍耳子药材购于上海康桥中药饮片有限

公司， 经复旦大学药学院卢燕教授鉴定为菊科植物苍耳的

成熟带总苞的果实。 标准品苍术苷二钾盐 （批号 １１１９８９⁃
２０１８０１， 纯度 ９２􀆰 ６％ ） 购自中国食品药品检定研究院； 丙

氨酸氨基转氨酶 （ＡＬＴ， 批号 ２０７９５３）、 天冬氨酸转氨酶

（ＡＳＴ， 批号 ２１００４１）、 白蛋白 （ＡＬＢ， 批号 ２２０８０８２０１）、
总蛋白 （ ＴＰ， 批号 ２２０９０２１０１）、 总胆红素 （ ＴＢＩＬ， 批号

２０７９４２） 均购于富士胶片和光纯药株式会社。 丙二醛

（ ＭＤＡ， 批 号 ２０２３０４０８ ）、 过 氧 化 氢 酶 （ ＣＡＴ， 批 号

２０２３０４１０）、 超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ， 批号 ２０２３０４１１）、 微

量还原型谷胱甘肽 （ＧＳＨ， 批号 ２０２３０４１１） 测定试剂盒，
购 于 南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所。 乙 腈 （ 批 号

Ｋ５４３３６３３０２１８）、 甲醇 （批号 １１９７００７２１２） 均为色谱纯，
购自德国默克公司； 其他试剂均为分析纯， 购自国药集团

化学试剂有限公司； 水为自制超纯水。
１􀆰 ２　 仪器　 日立 ７０８０ 全自动生化分析仪 （日本日立科学

仪器株式会社）； Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 高效液相色谱仪 （美国

Ａｇｉｌｅｎｔ 公 司 ）； ＢＵＣＨＩ 旋 蒸 仪 （ 瑞 士 ＢＵＣＨＩ 公 司 ）；
ＳＣＩＥＮＴＺ⁃４８ 组织匀浆机 （宁波新芝生物科技股份有限公

司）； ＭＥ２０３ 电子天平 （瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； ＶＩＰ⁃５
全封闭组织脱水机 （日本樱花株式会社）； ＨｉｓｔｏＳｔａｒ 石蜡包
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埋机、 ＲＭ２２３５ 轮转式组织切片机 （德国莱卡公司）。
１􀆰 ３　 动物 　 ＩＣＲ 小鼠， ＳＰＦ 级， 雌雄各半， 体质量 ２０ ～
２５ ｇ， 购自浙江维通利华试验动物技术有限公司 ［实验动

物生产许可证号 ＳＣＸＫ （浙） ２０１９⁃０００１］， 饲养于上海中医

药大学实验动物中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （沪）
２０２０⁃０００９］， 环境温度 ２１ ～ ２３ ℃， 相对湿度 ４８％ ～ ６８％ ，
换气次数≥１５ 次 ／ ｈ， 人工照明控制， 昼夜交替 １２ ｈ ／ １２ ｈ。
所有实验方案均经过上海中医药大学实验动物伦理委员会

审查批准 （伦理号 ＰＺＳＨＵＴＣＭ２２０９２６００６）。
２　 方法

２􀆰 １　 苍耳子药材鉴定　 采用薄层色谱法， 取粉末 ２ ｇ， 加

２５ ｍＬ 甲醇， 超声处理 ２０ ｍｉｎ， 过滤， 滤液浓缩至 ２ ｍＬ，
得供试品溶液。 另取苍耳子对照药材 ２ ｇ， 同法制成对照药

材溶液。 按 ２０２０ 年版 《中国药典》 四部通则 “０５０２ 薄层

色谱法”， 吸取上述 ２ 种溶液各 ４ μＬ， 分别点于同一硅胶 Ｇ
薄层板上， 以正丁醇⁃冰醋酸⁃水 （４ ∶ １ ∶ ５） 上层溶液为展

开剂， 展开后取出晾干， 置氨蒸气中熏至斑点显色清晰，
在 ２５４ ｎｍ 波长处检视， 见图 １。 结果显示， 供试品与对照

药材色谱相应的位置上显相同颜色斑点， 并且苍耳子样品

斑点大小均匀， 在规定的 １～１􀆰 ５ ｃｍ 范围内， 质量较佳。

注： １ 为对照品药材， ２～５ 为样品。

图 １　 苍耳子薄层色谱图

２􀆰 ２　 浸膏制备　 取干燥苍耳子药材 ２０ ｋｇ， 粉碎成颗粒状，
８ 倍量纯净水浸泡 ２ ｈ， 煎煮 ２ ｈ， 过滤。 滤渣按相同步骤

提取 １ 次， 合并滤液， 浓缩后得到水提物溶液。 再加入 ４
倍量 ９５％ 乙醇， 密闭静置 ２４ ｈ， 上清液旋蒸浓缩后干燥，
得到 ６７０ ｇ 浸膏粉， 于－８０ ℃冰箱保存。
２􀆰 ３　 浸膏中苍术苷含量测定

２􀆰 ３􀆰 １　 溶液制备 　 对照品溶液： 精密称取苍术苷二钾盐

５􀆰 ０ ｍｇ， ５０％ 甲醇溶解并定容至 １０ ｍＬ 量瓶中， 制成每

１ ｍＬ含苍术苷 ５００ μｇ 的溶液， 即得。
供试品溶液： 取苍耳子浸膏粉 ０􀆰 ０５ ｇ， 加 ２５ ｍＬ ５０％

甲醇， 超声处理 ２５ ｍｉｎ， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清

液， 过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜， 即得。
２􀆰 ３􀆰 ２　 色谱条件　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ｃ８色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×
１５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃水 （含 ０􀆰 １５％ ＮａＨ２ＰＯ４ ）
（２０ ∶ ８０）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃； 检测波长

２０３ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ４　 急性毒性试验 　 ５０ 只 ＩＣＲ 小鼠按性别、 体质量随机

分成 ５ 组， 每组 １０ 只， 雌雄各半。 在预试验和最大溶解度

的基础上， 给药剂量从高到低为 ２２􀆰 ５０、 ２０􀆰 ２５、 １８􀆰 ２３、
１６􀆰 ４０、 １４􀆰 ７０ ｇ ／ ｋｇ， 各组小鼠均按照 ０􀆰 ４ ｍＬ ／ １０ ｇ 一次性

灌胃苍耳子浸膏溶液。 仔细观察并记录给药后至 １４ ｄ 内小

鼠出现的毒性反应与死亡情况。 死亡小鼠及时尸检， 其他

存活小鼠在观察期结束后进行大体解剖， 观察心脏、 肺脏、
肾脏、 肝脏、 脾脏、 胃肠道等脏器是否有出血点、 水肿等

异常情况， 并记录病变情况。 当发现器官出现体积、 颜色、
质地等改变时进行组织病理学检查。
２􀆰 ５　 重复给药毒性试验 　 重复给药试验 ２ 次， 每次 ４８ 只

ＩＣＲ 小鼠， 按体质量随机分成对照组和低、 中、 高剂量组，
每组 １２ 只， 雌雄各半。 在急性毒性试验的基础上， 低、
中、 高剂量组均按 ０􀆰 ２ ｍＬ ／ １０ ｇ 灌胃苍耳子浸膏粉 ＬＤ５０的

１ ／ ３０、 １ ／ １０、 １ ／ ５， 即 ０􀆰 ０６２、 ０􀆰 １８６、 ０􀆰 ３７２ ｇ ／ ｋｇ， 对照组

小鼠灌胃等体积纯水， 每天 １ 次， 分别灌胃 ３０、 ９０ ｄ。 给

药期间每周记录体质量和摄食量。
２􀆰 ６　 血清和肝组织生化检测　 小鼠末次给药后禁食不禁水

８ ｈ， 麻醉后腹主静脉采血， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
取血清备用； 取血后剖取小鼠肝脏， 称重并计算肝脏指数。
取小鼠右肝叶， 精密称取 ０􀆰 １ ｇ， 冰的生理盐水洗去血渍，
滤纸吸干水分， 放入离心管内加 ０􀆰 ９ ｍＬ 冰的 ０􀆰 ９％ 生理盐

水， 用组织匀浆机研碎 （ １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ， １０ ｓ， ６ 次， ６０
Ｈｚ）， 将制备好的匀浆 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ６ ｍｉｎ， 取上清液，
于－７５ ℃ 冰箱保存备用。 按相关试剂盒说明书检测血清

ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 ＴＢＩＬ、 ＡＬＢ、 ＴＰ 水平和肝组织 ＭＤＡ、 ＳＯＤ、
ＣＡＴ、 ＧＳＨ 水平。
２􀆰 ７　 肝组织病理学检查　 肝组织固定于 １０％ 中性福尔马林

缓冲液中， 脱水包埋后石蜡保存， 切成 ３ μｍ 薄片， 进行苏

木精⁃伊红 （ＨＥ） 和油红 Ｏ 染色， 观察肝组织病理学变化。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行处理， 符合正

态分布的计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方

差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 苍术苷含量测定

３􀆰 １􀆰 １　 线性关系考察　 精密吸取 “２􀆰 ３􀆰 １” 项下对照品溶

液 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ０２、 ０􀆰 ０１ ｍＬ， 分别置于 １ ｍＬ 量瓶

中， 加 ５０％ 甲醇定容至刻度， 摇匀， 在 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱

条件下进样测定。 以进样量为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐

标 （Ｙ） 进行回归， 得回归方程为Ｙ＝ ４􀆰 ３５６ ３Ｘ ＋ ４􀆰 ３７０ ７
（ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ９）， 可知苍术苷在 ５ ～ ２５０ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关

系良好。 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图见图 ２。
３􀆰 １􀆰 ２　 精密度试验　 精密吸取 “２􀆰 ３􀆰 １” 项下供试品溶液，
在 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得苍术苷峰面

积 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ３１％ ， 表明仪器精密度良好。
３􀆰 １􀆰 ３　 稳定性试验　 精密吸取 “２􀆰 ３􀆰 １” 项下供试品溶液，
室温下于 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱条件
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１． 苍术苷

图 ２　 对照品 （Ａ） 和苍耳子浸膏 （Ｂ） ＨＰＬＣ 色谱图

下进样测定， 测得苍术苷峰面积 ＲＳＤ 为 １􀆰 ９１％ ， 表明溶液

２４ ｈ内稳定性良好。
３􀆰 １􀆰 ４　 重复性试验　 取同一批浸膏粉末 ６ 份， 每份０􀆰 ０５ ｇ，
精密称定， 按 “ ２􀆰 ３􀆰 １” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定， 测得苍术苷峰面积 ＲＳＤ
　 　 　 　

为 ０􀆰 ５５％ ， 表明该方法重复性良好。
３􀆰 １􀆰 ５　 加样回收率试验　 取含量已知的苍耳子浸膏粉样品

５ 份， 每份 ０􀆰 ０５ ｇ， 精密称定， 准确加入 “２􀆰 ３􀆰 １” 项下对

照品溶液 １ ｍＬ， 按 “２􀆰 ３􀆰 １” 项下方法制备供试品溶液，
在 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定， 计算回收率。 结果，
苍术苷平均加样回收率为 １０３􀆰 １９％ ， ＲＳＤ 为 ０􀆰 ３１％ 。

由于苍耳子毒性成分羧基苍术苷仅比苍术苷在同一碳

原子上多一个羧基， 在加热、 炒制、 干燥等热处理过程中

会转化为结构更加稳定的苍术苷［６］ ， 苍耳子浸膏中其含量

约为 ０􀆰 ０３％ ， 相比苍术苷含量相差近 １００ 倍， 故在随后的

试验中不再考虑羧基苍术苷的毒性作用。
３􀆰 ２　 急性毒性试验　 给药后 １５ ｍｉｎ， 高剂量组小鼠活动减

少， 呼吸急促， 出现跳跃颤抖现象， 严重的出现间歇性惊

厥、 抽搐、 呼吸停止而死亡。 高剂量组小鼠死亡时间均在

给药后 ３０ ｍｉｎ 至 ２ ｈ 内， 随着剂量降低， 从灌胃到小鼠死

亡之间的时间延长， 反应程度降低。 死亡小鼠解剖肉眼观

察未见明显异常； 存活小鼠在给药后约 ６ ｈ 基本恢复正常，
至给药后 １４ ｄ 动物行为活动、 摄食、 饮水未见异常， 被毛

光润。 苍耳子浸膏粉灌胃给药的 ＬＤ５０ 及其 ９５％ 可信限见

表 １。

表 １　 苍耳子水提液急性毒性试验结果 （ｎ＝１０）
组别 动物编号 给药剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１） 动物数 ／ 只 死亡数 ／ 只 ＬＤ５０及 ９５％ 可信限

１ 雌 １００１⁃１００５ ２２􀆰 ５０ １０ １０ １８􀆰 ６１９ ｇ ／ ｋｇ（１７􀆰 ６５５～１９􀆰 ６４４）
雄 １１０１⁃１１０５

２ 雌 ２００１⁃２００５ ２０􀆰 ２５ １０ ７
雄 ２１０１⁃２１０５

３ 雌 ３００１⁃３００５ １８􀆰 ２３ １０ ５
雄 ３１０１⁃３１０５

４ 雌 ４００１⁃４００５ １６􀆰 ４０ １０ １
雄 ４１０１⁃４１０５

５ 雌 ５００１⁃５００５ １４􀆰 ７０ １０ ０
雄 ５１０１⁃５１０５

３􀆰 ３　 苍耳子水提液 ３０ ｄ 重复给药试验

３􀆰 ３􀆰 １　 ３０ ｄ 重复给药对小鼠体质量及肝脏指数的影响 　
３０ ｄ给药结束后， 各组小鼠体质量、 肝脏质量、 肝脏指数

均无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ３、 表 ２～３。

图 ３　 苍耳子水提液灌胃 ３０ ｄ 对小鼠体质量的影响 （ｎ＝６）

表 ２　 苍耳子水提液灌胃 ３０ ｄ 对雄性小鼠体质量和肝脏指数的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ０ ｄ 体质量 ／ ｇ ３０ ｄ 体质量 ／ ｇ 肝脏质量 ／ ｇ 肝脏指数 ／ ％

对照组 ２３􀆰 ８±１􀆰 ６ ３６􀆰 １±２􀆰 ９ １􀆰 ６６０±０􀆰 ３０４ ４􀆰 ５７３±０􀆰 ４９７
低剂量组 ２３􀆰 ２±１􀆰 ７ ３４􀆰 ９±１􀆰 ５ １􀆰 ５４５±０􀆰 １１８ ４􀆰 ５７３±０􀆰 ４９７
中剂量组 ２３􀆰 ４±１􀆰 ７ ３５􀆰 １±２􀆰 ２ １􀆰 ５７１±０􀆰 １５８ ４􀆰 ４６９±０􀆰 ２８８
高剂量组 ２３􀆰 ８±１􀆰 ５ ３４􀆰 ２±１􀆰 ７ １􀆰 ５８８±０􀆰 １３４ ４􀆰 ６４９±０􀆰 ３４４
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表 ３　 苍耳子水提液灌胃 ３０ ｄ 对雌性小鼠体质量和肝脏指数的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ０ ｄ 体质量 ／ ｇ ３０ ｄ 体质量 ／ ｇ 肝脏质量 ／ ｇ 肝脏指数 ／ ％

对照组 ２２􀆰 １±０􀆰 ９ ２７􀆰 ０±１􀆰 ７ １􀆰 １３２±０􀆰 １１４ ４􀆰 ２０３±０􀆰 ４１１
低剂量组 ２１􀆰 ９±０􀆰 ９ ２９􀆰 ０±０􀆰 ９ １􀆰 ２７０±０􀆰 ０７６ ４􀆰 ３８６±０􀆰 ２２９
中剂量组 ２２􀆰 ０±０􀆰 ９ ２８􀆰 ０±２􀆰 ２ １􀆰 ２０８±０􀆰 ２１０ ４􀆰 ３０８±０􀆰 ５６９
高剂量组 ２２􀆰 ２±０􀆰 ９ ２７􀆰 ０±０􀆰 ８ １􀆰 １１４±０􀆰 １３７ ４􀆰 １２１±０􀆰 ４２５

３􀆰 ３􀆰 ２　 ３０ ｄ 重复给药对小鼠血清生化指标的影响　 给药结

束后， 与对照组比较， 高剂量组雄性小鼠 ＡＳＴ、 ＡＳＴ 活性

升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 其余组各指标均无显著差异

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ４～５。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 苍耳子水提液灌胃 ３０ ｄ 对雄性小鼠血清生化指标的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

图 ５　 苍耳子水提液灌胃 ３０ ｄ 对雌性小鼠血清生化指标的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ３􀆰 ３　 ３０ ｄ 重复给药对小鼠肝组织匀浆生化指标的影响　
给药结束后， 与对照组比较， 高剂量组雄性小鼠肝组织

ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 其余组各指标均无显著差异

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ６～７。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 苍耳子水提液灌胃 ３０ ｄ 对雄性小鼠肝组织匀浆生化指标的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

图 ７　 苍耳子水提液灌胃 ３０ ｄ 对雌性小鼠肝组织匀浆生化指标的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
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３􀆰 ３􀆰 ４　 肝组织病理学观察 　 ＨＥ 染色 （图 ８） 结果显示，
对照组小鼠肝脏可见肝小叶排列整齐， 肝组织轮廓清晰，
细胞呈多边形， 分界清晰， 肝细胞核大而圆， 细胞质呈嗜

酸性； 低、 中剂量组雄、 雌性小鼠肝组织结构和细胞形态

与对照组相似， 未见肝细胞坏死、 变性或异常病变； 而高

剂量组雄性小鼠出现程度不一的肝细胞变化， 胞质呈弱嗜

酸性， 其内可见大小不等的空泡， 出现小叶中心性肝细胞

空泡变性。 油红 Ｏ 染色 （图 ９） 进一步分析肝细胞的空泡

成分， 发现空泡被染成红色， 确认 ＨＥ 染色镜下的空泡成

分为脂肪， 提示高剂量组雄性小鼠肝脏的组织病理学变化

为小叶中心性肝细胞脂肪变性。 为进一步观察苍耳子的毒

性， 继续以相同的给药剂量进行了 ９０ ｄ 重复给药毒性试验，
以期通过更长的给药时间， 观察苍耳子浸膏对动物的影响。

图 ８　 苍耳子水提液灌胃 ３０ ｄ 对小鼠肝组织病理变化的影响 （ＨＥ 染色， ×４００）

图 ９　 苍耳子水提液灌胃 ３０ ｄ 对小鼠肝组织病理变化的影响 （油红 Ｏ 染色， ×４００）

３􀆰 ４　 苍耳子水提液 ９０ ｄ 重复给药毒性试验

３􀆰 ４􀆰 １　 ９０ ｄ 重复给药对小鼠体质量及肝脏指数的影响　 与

对照组比较， 高剂量组雌雄动物活动减少、 摄食量降低、
体质量增长缓慢。 与对照组比较， 从 ３５ ｄ 到给药结束， 高

剂量组雄性小鼠体质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 从 ７０ ｄ 到给药结

束， 高剂量组雌性小鼠体质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 各组小鼠

肝脏指数无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 １０、 表 ４～５。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １０　 苍耳子水提液灌胃 ９０ ｄ 对小鼠体质量的影响 （ｎ＝５）

表 ４　 苍耳子水提液灌胃 ９０ ｄ 对雄性小鼠体质量和脏器的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
组别 ０ ｄ 体质量 ／ ｇ ９０ ｄ 体质量 ／ ｇ 肝脏质量 ／ ｇ 肝脏指数 ／ ％

对照组 ２５􀆰 ０±１􀆰 ０ ４５􀆰 ６±６􀆰 １ １􀆰 ８０９±０􀆰 １８７ ３􀆰 ９８１±０􀆰 ２７１
低剂量组 ２３􀆰 １±０􀆰 ７ ３８􀆰 １±１􀆰 ９ １􀆰 ５０２±０􀆰 ０８８ ３􀆰 ９４０±０􀆰 ０５５
中剂量组 ２４􀆰 ８±１􀆰 ０ ３９􀆰 ５±２􀆰 １ １􀆰 ５９１±０􀆰 １１１ ４􀆰 ０２８±０􀆰 ２４４
高剂量组 ２３􀆰 ６±０􀆰 ６ ３５􀆰 ２±２􀆰 ３∗ １􀆰 ３３１±０􀆰 １５７ ３􀆰 ７７９±０􀆰 ３１０

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ４􀆰 ２　 ９０ ｄ 重复给药对小鼠血清生化指标的影响　 给药组

雄、 雌小鼠 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 活性随给药剂量增加而降低， 雌性

小鼠 ＴＢＩＬ 水平随给药剂量增加而升高。 与对照组比较， 高

剂量组雄性小鼠 ＡＬＴ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 高剂量组雌性
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小鼠 ＡＳＴ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＢＩＬ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
其余组小鼠血清生化指标无显著差异 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）， 见图

１１～１２。

表 ５　 苍耳子水提液灌胃 ９０ ｄ 对雌性小鼠体质量和脏器的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
组别 ０ ｄ 体质量 ／ ｇ ９０ ｄ 体质量 ／ ｇ 肝脏质量 ／ ｇ 肝脏指数 ／ ％

对照组 ２０􀆰 ８±１􀆰 ２ ３２􀆰 ６±４􀆰 ６ １􀆰 ５０１±０􀆰 １９２ ４􀆰 ６２６±０􀆰 ３７３
低剂量组 ２１􀆰 ４±１􀆰 １ ３１􀆰 ２±１􀆰 ９ １􀆰 ３５３±０􀆰 １００ ４􀆰 ３３１±０􀆰 １６２
中剂量组 ２３􀆰 ４±０􀆰 ２ ２８􀆰 １±１􀆰 ６ １􀆰 １８１±０􀆰 １４２ ４􀆰 １９７±０􀆰 ４７６
高剂量组 ２１􀆰 ８±０􀆰 ７ ２７􀆰 ９±０􀆰 ６∗ １􀆰 ０８４±０􀆰 １０７ ３􀆰 ８９２±０􀆰 ３７９

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １１　 苍耳子水提液灌胃 ９０ ｄ 对雄性小鼠血清生化指标的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １２　 苍耳子水提液灌胃 ９０ ｄ 对雌性小鼠血清生化指标的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

３􀆰 ４􀆰 ３　 ９０ ｄ 重复给药对小鼠肝组织匀浆生化指标的影响　 与

对照组比较， 雄性小鼠各剂量组 ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
雄性小鼠高剂量组 ＳＯＤ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 雌性小鼠高剂

量组 ＣＡＴ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 １３～１４。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １３　 苍耳子水提液灌胃 ９０ ｄ 对雄性小鼠肝组织生化指标的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

３􀆰 ４􀆰 ４　 肝组织病理学观察 　 ＨＥ 染色 （图 １５） 结果显示，
对照组小鼠肝脏可见肝小叶排列整齐， 肝细胞轮廓清晰，
细胞呈多边形， 分界清晰， 肝细胞核大而圆， 细胞质呈嗜

酸性； 各剂量组雌性小鼠肝组织结构和细胞形态与对照组

相似， 未见肝细胞坏死、 变性或异常病变； 中、 高剂量组

雄性小鼠出现程度不一的肝细胞变化， 胞质弱嗜酸性， 其

内可见大小不等的空泡， 出现小叶中心性肝细胞空泡变性。

油红 Ｏ 染色 （图 １６） 进一步分析肝细胞的空泡成分， 发现

空泡被染成红色， 确认 ＨＥ 染色镜下的空泡成分为脂肪，
提示雄性中、 高剂量组小鼠肝组织病理学变化为小叶中心

性肝细胞脂肪变性。 以上结果提示， 肝损伤在发生率、 分

布范围和病变程度上， 随剂量升高而增加， 呈一定的剂量

相关性； 并且存在性别选择， 雄性小鼠的毒性反应大于雌

性小鼠。
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １４　 苍耳子水提液灌胃 ９０ ｄ 对雌性小鼠肝组织生化指标的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

图 １５　 苍耳子水提液灌胃 ９０ ｄ 对小鼠肝组织的影响 （ＨＥ 染色， ×４００）

图 １６　 苍耳子水提液灌胃 ９０ ｄ 对小鼠肝组织的影响 （油红 Ｏ 染色， ×４００）

４　 讨论

在毒理学试验中， 通常根据急性毒性试验结果来选择

重复给药毒性试验剂量。 一般设 ３ 个剂量组和 １ 个对照组。
高剂量组应能引起明显的毒性或少量动物的死亡 （少于

１０％ ）， 中剂量约相当于观察到有害作用的最低剂量， 低剂

量组应无毒性反应。 高剂量一般为 ＬＤ５０的 １ ／ ５ ～ １ ／ ２０。 高、
中、 低剂量距离以 ３～１０ 倍为宜， 不少于 ２ 倍［７］ 。 因此， 本

实验以 ＬＤ５０的 １ ／ ５、 １ ／ １０、 １ ／ ３０ 作为高、 中、 低剂量。
肝脏是人体物质代谢中枢， 亦是常见的毒性靶器官，

主要通过检测血清 ＡＳＴ、 ＡＬＴ、 ＴＢＩＬ 等水平升高程度评价

肝脏损害程度［８⁃９］ 。 ３０ ｄ 重复给药试验中， 随剂量增加，
雌、 雄小鼠血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 水平升高； 与对照组比较， 高

剂量组雄性小鼠血清指标有显著性差异， 而雌性小鼠无显

著性差异， 提示苍耳子肝毒性对小鼠有性别差异。 ９０ ｄ 重

复给药试验中， 雌、 雄小鼠血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 水平随剂量增

加出现下降趋势， 可能与长期给药、 动物体质量下降有

关［１０］ 。 课题组前期在山豆根毒性研究中亦有类似发现， 即

给予毒性剂量的山豆根后动物血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 水平降低与

其体质量下降有关［１１］ 。 研究显示， 胃肠道功能下降与苍术

苷所致线粒体 ＡＴＰ 减少和 ＲＯＳ 水平上升有关［１２⁃１３］ 。 氧化应

激导致线粒体功能障碍、 损伤细胞功能， 造成功能性消化

不良、 胃肠道动力障碍［１４⁃１５］ ， 最终动物消瘦， 肝血清生化

指标降低。 此外， ９０ ｄ 给药毒性试验雌性高剂量组 ＴＢＩＬ 水

平上升， 提示苍耳子致肝毒性也可能与胆汁淤积有关［１６］ 。
肝脏作为生化代谢中心， 是脂质过氧化最敏感的器官

之一。 机体内氧自由基攻击生物膜中的多不饱和脂肪酸，
引发脂质过氧化［１７⁃１８］ 。 脂质过氧化被认为是组织损伤的基

本机制之一。 脂质过氧化物包括 ＭＤＡ、 烷烃等， 其中 ＭＤＡ
是最重要的常用标志物， 其含量增加可反映脂质过氧化损

伤的程度［１９］ 。 机体抗氧化酶促系统主要由 ＳＯＤ、 ＣＡＴ、
ＧＳＨ 等相互协调配合， 共同维持机体内氧平衡。 ＳＯＤ 首先

将超氧阴离子催化为 Ｈ２Ｏ２ 或氢过氧化物［２０］ 。 其次 ＣＡＴ 继

续将有害的 Ｈ２Ｏ２ 分解为 Ｈ２Ｏ 和 Ｏ２
［２１］ ， 在谷胱甘肽过氧化

物酶 （ＧＳＨ⁃Ｐｘ） 的催化下， 还原型谷胱甘肽 （ＧＳＨ） 将体

内的氢过氧化物还原为 Ｈ２Ｏ 并且自身被氧化为氧化型谷胱

甘肽 （ＧＳＳＨ）， 阻断脂质过氧化反应［２２］ 。 ３ 种酶的活力高

低反映了机体清除自由基的能力。 本次 ３０ ｄ 重复给药试验

显示， 雄性高剂量组 ＭＤＡ 水平升高。 但其余组别指标差异
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未见显著性。 ９０ ｄ 给药结果显示， 雄性各剂量组 ＭＤＡ 水平

均升高， 雄性高剂量组 ＳＯＤ 水平降低， 雌性高剂量组 ＣＡＴ
水平降低， 提示苍耳子对肝脏具有脂质过氧化损伤作用。
这可能与苍术苷攻击细胞膜中不饱和脂肪酸， 产生大量自

由基， 破坏肝脏内氧化与抗氧化系统平衡有关。 但 ３０ ｄ 给

药试验雌、 雄低剂量组 ＧＳＨ 水平升高， 雄性低剂量组 ＭＤＡ
水平降低， 提示脂质过氧化水平下降。 这和高剂量组的脂

质过氧化损伤结果相反， 原因可能是低浓度的苍术苷会促

进肝细胞内脂肪溶解［２３］ ， 降低线粒体活性氧活力、 减少脂

质过氧化水平［２４］ 。
ＭａｃＬｅｏｄ 等［２５］ 从苍耳中提取了 ２ 种水溶性毒性糖苷类

成分， 鉴定为苍术苷和羧基苍术苷。 汪洋等［２６］ 用苍术苷单

体对动物进行急性和重复毒性试验， 结果显示与水提物呈

现相同的毒性反应。 此外， 本实验发现， 水提浸膏中羧基

苍术苷的含量甚微， 毒性作用可以忽略。 因此， 苍耳子水

提浸膏里的毒性成分可能是苍术苷。
综上所述， 苍耳子中的苍术苷可能是苍耳子水提液肝

毒性的主要毒性成分， 毒性机制可能与肝组织的脂质过氧

化损伤有关。 本实验为苍耳子的体内外毒理试验及临床毒

性研究提供了可靠的依据。
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