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摘要 目的：通过研究鸭嘴花碱急性毒性，评价鸭嘴花碱的安全性。方法：将120只昆明种小鼠，雌雄

各半，随机均等分为6组，每组20只。按40 mL·kg-1小鼠灌胃体积给予相应剂量的药物，密切观察4 h，

记录小鼠毒性反应与死亡率。连续观察14天，记录小鼠一般状态，解剖观察脏器并计算脏器指数，对

存活小鼠肝脏、肾脏进行HE染色和生化指标检测。结果：小鼠对鸭嘴花碱最大耐受量（MTD）为153.6 

mg·kg-1。观察14天后，与空白组比较，小鼠一般状态、脏器指数无明显变化；病理结果显示无肝肾毒

性；血浆中ALT、Cre无显著变化，AST、BUN含量有下降趋势。结论：小鼠对鸭嘴花碱的MTD为153.6 

mg·kg-1，该剂量下对小鼠安全性高。
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Study on Safety Evaluation of Single Oral Administration of Vasicine
Chen Guifang1, Gao Juan2, Tan Wei2, Zhang Yi3,4, Sun Yun3,4, Qin Dingmei2,3,4* (1.Yunnan Medical Health 
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Medicine, Kunming 650500, China; 3. Yunnan Province Engineering Laboratory for National Healthcare Theories 
and Products, Kunming 650500, China; 4. State Key Laboratory for Conservation and Utilization of Bio-Resource 
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Abstract   Objective:  To evaluate the safety of vasicine by studying its acute toxicity. Methods: A total of 120 
Kunming mice were randomly divided into 6 groups with 20 mice in each group. The corresponding dose of the 
drug was administered at 40 mL·kg-1 mouse intragastric volume. The toxic reaction and mortality of mice were 
observed closely for 4 h. The mice were observed continuously for 14 days and their general state was recorded. 
The organs were dissected and the organ index was calculated. HE staining and biochemical indicators on the 
livers and kidneys of surviving mice were detected. Results: The maximum tolerated dose (MTD) of vasicine in 
mice was 153.6 mg·kg-1. After 14 days of observation, compared with blank group, the general state and organ 
index of mice had no significant change. Pathological results showed no hepatorenal toxicity. There were no 
signifi cant changes in ALT and Cre in plasma, while the contents of AST and BUN decreased. Conclusion: The 
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鸭嘴花（Adhatoda vasica Nees.）是爵床科鸭

嘴花属（Acanthaceae adhatoda mill）植物，为云南

省西双版纳傣族自治州等地著名的傣药，傣药名为

莫哈蒿，资源丰富，且分布广泛。药用部位有枝、

叶和枝干，其味微苦、气辛、性平；归肝、脾经，

主要化学成分为生物碱、黄酮类等[1-2]。鸭嘴花碱

（Vasicine）是吡咯并[2,1-b]喹唑啉类生物碱，可

从植物鸭嘴花中分离得到，是鸭嘴花主要活性成

分之一[3]。鸭嘴花碱具有多种生物活性，现代药理

研究表明，鸭嘴花碱可作用于中枢神经系统、心

血管系统、呼吸系统、生殖系统，具有镇咳、抗

糖尿病、抗菌、抗炎、抗氧化、肝脏保护等药理

作用[4-5]，具有广泛的应用价值，但大剂量使用会

引起毒性反应。经口单次给药毒性试验是毒理学研

究的重要环节，能够初步评价药物的安全性。现有

鸭嘴花碱安全性评价研究较少，本文拟通过最大耐

受量（Maximum Tolerated Dose，MTD）法，观察鸭

嘴花碱对小鼠死亡情况、脏器变化、组织病理学、

血液生化指标影响，初步评价其安全性，为鸭嘴花

碱的研究提供理论依据。

1   实验材料
1.1   实验动物及饲养条件

SPF级昆明种小鼠，雌雄各半，体质量18~22 g，

6周龄，实验动物购买于湖南斯莱克景达实验动

物有限公司，动物使用许可证编号[SYXK（滇）

K2011-0011]。饲养在无特定病原体、空气流动、

温度（23±2）℃、湿度（55±5）%、光暗每12 h

为一个循环、小鼠自由获取食物和水的洁净动物室

内，适应性饲养3天。

1.2   受试药物及配制方法

受试药物：鸭嘴花碱（HPLC≥98%），由

云南中医药大学天然产物活性与功能重点实验室

提供。

提取分离：取鸭嘴花干燥茎叶600 g粉碎为粗

粉，室温下用90%乙醇回流提取3次，每次1.5 h，

合并3次滤液，减压回收溶剂得浸膏89 g。用乙酸

乙酯萃取得23 g浸膏。将上述浸膏进行硅胶柱层

析，以氯仿－甲醇溶剂系统（1∶0~0∶1）梯度

洗脱，各接收流份经TLC对比检查，放弃部分斑

点不清或交叉严重的流份，其余的根据TLC比较

结果合并得到3个流份（Fr. A1~A3）。流份Fr. A1

利用氧化铝柱色谱分离，以石油醚－丙酮溶剂系

统（1∶0~4∶1）梯度洗脱，进行反复柱层析，

结合重结晶方法分离纯化得到Fr. A1单体化合物

2.2 g。其结构经1HNMR和13CNMR表征，与文献[6]报

道基本一致，该化合物鉴定为鸭嘴花碱，该药物经

HPLC检测，纯度≥98%。

溶媒（0.5% CMC-Na溶液）：称取2 g CMC-Na，

溶于400 mL蒸馏水中，搅拌使其完全溶解。

受试药物配制：取提纯化合物鸭嘴花碱1200 mg，

用0.5% CMC-Na溶液充分分散并定容至160 mL；以

300 mg·kg-1鸭嘴花碱混悬液作为母液，按照0.8倍

比稀释，分别配制成不同药物浓度的混悬液；每个

浓度等体积分装成2份，置于-20 ℃冰箱中保存。

试剂：羧甲基纤维素钠（CMC-Na）（批号

50116，天津市光复精细化工研究所）；AST谷

草转氨酶试剂盒（批号20200718）、ALT谷丙转

氨酶试剂盒（批号20200716）、Cre肌酐试剂盒

（批号20200908）、BUN尿素氮试剂盒（批号

20200711），购于南京建成生物工程研究所；一

次性使用采血针（批号20200817，山东奥康特

医疗器械有限公司）；一次性使用真空采血管

（EDTA-K2）（批号200503，石家庄康卫仕医疗

器械有限公司）。

1.3   实验设备

旋转蒸发仪（型号OSB-2100，上海爱朗仪器

有限公司）；超声清洗机（型号SK3300LH，上

海科导超声仪器有限公司）；多功能酶标仪（型

号Spark 10M，Tecan Austria GmbH）；-80 ℃

超低温冰箱（型号Forma 902，Thermo Forma 公

司）；低温高速离心机（型号5810R，Eppendorf

公司）；电子分析天平（型号AR224CN，奥豪斯

仪器有限公司）。

2   实验方法
2.1   分组、剂量选择及MTD测定

分组：健康昆明种小鼠120只，雌雄各半，

试验前小鼠禁食不禁水12 h，随机分为5组给药组

（A~E）和1组空白组（F），每组20只，分框喂养

MTD of mice was 153.6 mg·kg-1, which was safe for mice.
Keywords:   vasicine; dosage; acute toxicity experiment; safety; maximum tolerable dose 
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并标记。

剂量选择：文献[7]报道小鼠口服鸭嘴花碱的

半数致死量（LD50值）为290 mg·kg-1，本研究选

用最大给药剂量为300 mg·kg-1，按照1∶0.8的组

间比稀释，设定单次给药剂量分别为300、240、

192、153.6、122.88 mg·kg-1。以40 mL·kg-1体积

标准灌胃给药，各组分别一次性经口灌胃给予小鼠

鸭嘴花碱混悬液，1次/天；空白组灌胃给予等体积

0.5% CMC-Na溶液，1次/天，连续观察给药后0.5、

1、2、4 h内小鼠有无毒性反应及死亡情况，若有

中毒死亡小鼠需及时解剖观察[8-9]。存活小鼠常规

饲养至第14天，每天观察小鼠外观、行为活动状

态、排泄情况、中毒症状、严重程度、是否可逆及

恢复时间、死亡时间、死亡小鼠主要脏器外观等，

根据小鼠死亡率找出小鼠对鸭嘴花碱的MTD。

2.2   检测指标

2.2.1   小鼠摄食量和体质量变化记录

实验观察期间，称量空白组和MTD组小鼠摄

食量，2次/周，计算每只小鼠平均摄食量；每间隔

1天记录1次小鼠体质量，3次/周。

2.2.2   小鼠血液生化指标检测

实验结束后，取适当浓度的戊巴比妥钠麻

醉小鼠，采用腹腔主动脉取血。采血管室温静置

30 min后，3000 r·min-1，离心15 min，吸取上

层血浆。严格按照试剂盒说明书，检测小鼠血

液生化指标谷丙转氨酶（Alanine Transaminase，

ALT）、谷草转氨酶（Aspartate Transaminase，

AST）、尿素氮（Blood Urea Nitrogen，BUN）、肌

酐（Creatinine，Cre）水平[9]。

2.2.3   解剖观察、计算脏器指数及病理分析

动物死亡后，解剖并肉眼观察小鼠心、肝、

脾、肺、肾、肾上腺、胸腺、卵巢、子宫、精囊、

前列腺、睾丸、胃肠等脏器是否有充血或水肿等异

常情况及明显病变，剖取肝、肾、胸腺、脾脏，

称量记录脏器湿重并计算脏器指数[10]。脏器指数

（mg·g-1）＝脏器湿重（mg）/体质量（g）。取

健康小鼠肝脏和肾脏组织用4%多聚甲醛固定，石

蜡包埋、切片、苏木精－伊红常规染色、脱水、封

片，于显微镜下观察，进行组织病理学分析。

2.3   统计学分析

采用GraphPad Prism 8.0.2软件对所得数据进行

统计分析，数据以 x—±SD表示，2组间比较用t检验

分析，P＜0.05表示差异具有统计学意义。

3   实验结果
3.1 小鼠死亡率和MTD

观察小鼠给药后4 h、12 h、14天中的死亡情况

（见表1）。F组无小鼠死亡和不良反应；A~C组均

有小鼠死亡，发生在给药当天4 h内，小鼠一般毒

性症状：呼吸急促、喘息、困倦、僵住、俯卧、震

颤、强直性抽搐、角弓反张、角膜眼睑闭合、散

瞳、眼角分泌物、竖毛、尿失禁、体温下降等，给

药后观察14天内，无动物死亡；D组和E组均无小

鼠死亡，出现一定程度的倦怠、俯卧不动、皮肤发

红等症状，2 h后症状基本消失，且给药10 min内小

鼠开始进食，给药后14天，无动物死亡。说明鸭嘴

花碱给药剂量在153.6 mg·kg-1以下时，小鼠未出

现死亡，推断该剂量为小鼠对药物的MTD。

表 1   各组小鼠死亡情况

组别 药物浓度 /（mg·kg-1） 动物总数 / 只 死亡数 / 只 死亡率 /%
死亡小鼠 / 只

0~0.5 h 0.5~1 h

A 组 300 20 10 50 7 3

B 组 240 20 7 35 3 4

C 组 192 20 6 30 6 0

D 组 153.6 20 0 0 0 0

E 组 122.8 20 0 0 0 0

F 组 0 20 0 0 0 0
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3.2   死亡小鼠剖检结果

实验期间，对中毒死亡小鼠及时解剖，肉眼

观察可见胃壁完整、心肺正常、肾脏颜色正常、肝

脏呈暗红色，未见异常情况。实验结束后对正常存

活小鼠进行解剖，观察心脏、肝脏、脾脏、肺、肾

脏、胸腺、卵巢、子宫、精囊、前列腺、睾丸、胃

肠颜色、大小、形态均正常，未见明显水肿、充

血、萎缩或退化等病变及异常情况。

3.3   小鼠一般情况观察

观察期间，空白组和MTD组小鼠一般情况良

好，期间毛色光泽、饮食、饮水及行为活动均正

常，排泄正常且无腹泻情况出现，均未出现明显毒

性、不良反应及死亡情况。

3.4   鸭嘴花碱MTD对小鼠摄食量和体质量变化的

影响

空白组小鼠摄食正常，体质量增长正常，无

任何不良反应；与空白组相比，鸭嘴花碱MTD组平

均每只小鼠摄食量和体质量增长无显著变化，未出

现体质量下降情况，均在正常范围，结果见图1。

表明鸭嘴花碱浓度为153.6 mg·kg-1时对小鼠摄食

量和体质量增长无明显影响。

图 1   鸭嘴花碱 MTD 对小鼠摄食量和体质量的影响（n=20， x—±s）

图 2   鸭嘴花碱 MTD 对小鼠脏器指数的影响

3.5   鸭嘴花碱MTD对小鼠脏器指数的影响

与空白组相比较，MTD组肝脏、肾脏、脾

脏、胸腺脏器指数无显著性差异（P＞0.05），结

果见图2。表明鸭嘴花碱MTD对小鼠脏器无显著影

响。

3.6   小鼠一般病理学观察

空白组小鼠肝脏病理切片结果中显示，肝细

胞轮廓清晰，核圆形，细胞膜完整，每个肝细胞有

1～2个核，有核仁，静脉周围的肝细胞呈放射状排

列，可见有淋巴细胞分布。与空白组相比，MTD组

小鼠肝脏病理切片结果中，未见炎性细胞大量浸

润，肝细胞变性、坏死、脂肪空泡等情况，结果见

图3。说明鸭嘴花碱MTD未出现肝损伤现象，无肝

脏毒性。
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空白组

空白组

最大耐受量组

最大耐受量组

图 3   小鼠肝脏组织 HE 染色（100×）

图 4   小鼠肾脏组织 HE 染色（100×）

图 5   鸭嘴花碱最大耐受量对小鼠生化指标的影响

空白组小鼠肾脏病理结果显示，肾细胞排列

规整，细胞间隙小，肾脏结构正常；肾小球及肾小

管结构清晰，肾小管形态规则，肾小球呈圆形或卵

圆形，间隙充盈且均匀；与空白组相比，MTD组小

鼠肾脏病理切片结果中，未出现肾小球损害，肾小

管或肾间质损伤，细胞变性、坏死、水肿，细胞外

基质增生、炎性细胞浸润的情况，结果见图4。说

明鸭嘴花碱MTD未出现肾脏损伤现象，无肾毒性。

3.7   鸭嘴花碱最大耐受量对小鼠生化指标的影响

与空白组比较，鸭嘴花碱MTD组生化检测ALT

和Cre无显著性差异（P＞0.05）；AST和BUN呈现

降低趋势，差异具有统计学意义（P＜0.05）；结

果见图5。结果表明，鸭嘴花碱MTD组AST、BUN

含量呈现降低趋势，ALT、Cre含量无明显影响。

注：采用 t 检验：与空白组比较，*P ＜ 0.05。
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4   讨论  
经口单次给药毒性试验是指1次给予动物受试

药物，观察动物在一定时间内（14天中）出现的毒

性反应程度或死亡情况，是毒性研究的第一步。

MTD是指动物能够耐受而不引起动物死亡的最高

剂量[11]。本实验依据《中药毒性理论与安全性评

价》，对鸭嘴花碱的毒性进行试验研究，探寻小鼠

对鸭嘴花碱的最大耐受量，初步评价鸭嘴花碱毒性

与安全性。急性毒性试验中，观察小鼠出现的异常

情况和不良反应，判断可能涉及的组织器官病变。

体质量增长可以反映小鼠的饮食、生长状态情况，

可作为动物健康的评价指标[12]；脏器指数在一定程

度上可以反映各脏器功能强弱、机体免疫和化学药

物对脏器的影响[13]；肝脏和肾脏是人体最重要的代

谢器官，它们对清除体内代谢产物、废物和毒物起

着关键作用，肝脏与机体免疫功能密切相关，肾脏

对维持机体渗透压、酸碱平衡起着重要作用[14-15]。

血液生化指标能够反映小鼠的代谢及生物状态，

AST和ALT是评价肝脏功能损伤的指标，BUN和Cre

是评价肾脏是否损伤的指标[16]。肝肾毒性，是评价

机体和组织器官病变的重要指标，也是动物健康的

评价指标之一。一般病理学检查可以观察脏器的

组织结构形态、病理情况、器官病变等，是评价

脏器能否运行正常功能的重要参考。

研究结果表明，小鼠对鸭嘴花碱的MTD为

153.6 mg·kg-1，在该给药剂量时，小鼠未出现明

显的中毒症状，无死亡发生，对小鼠摄食、体质量

增长、脏器指数无明显影响；病理结果显示，未出

现肝肾毒性病理病变；小鼠血液生化指标中ALT、

Cre无明显影响；AST、BUN有降低的趋势，但不

一定就存在肝肾毒性，可能与药物对肝脏、肾脏的

治疗作用有关，其对小鼠生化指标的影响原因尚

不清楚，需要进一步研究。综上所述，鸭嘴花碱

药物浓度为153.6 mg·kg-1时，按照最大给药体积

给药，小鼠短期内不会出现毒性反应，该剂量为

安全剂量。
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