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基于斑马鱼毒/代同步进程法分析巴戟天配伍淫羊藿减毒作用 
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(1. 南京中医药大学第三临床医学院, 江苏 南京 210028;  2. 江苏省中医药研究院, 国家中医药管理局 
中药释药系统重点研究室, 江苏 南京 210028;  3. 解放军 93318部队医院, 辽宁 开原 112300) 

摘要: 基于体内转化的毒性研究至关重要, 但难以实时动态观察, 本文提出斑马鱼毒/代 (毒性/代谢) 同步
进程法, 并用于揭示淫羊藿中毒及其配伍巴戟天后的减毒作用。将受精后 1天 (1 dpf) 的健康斑马鱼胚胎置于不
同浓度淫羊藿水煎液 (YYH)、淫羊藿黄酮组分 (YTF)、代表黄酮成分 (朝藿定 C和淫羊藿苷) 及分别配伍巴戟
天水煎液 (BJT) 的供试液中, 同时设置空白溶媒 (0.4% DMSO) 对照组, 观察记录给药后1～5天 (2～6 dpf) 的
鱼中毒和死亡情况, 显微镜观察 3 dpf斑马幼鱼形态, 用 SPSS16.0 计算不同供试液在 2～6 dpf的鱼半数致死浓     
度 (LC50); 同时, 分别选取各样品的一个相对安全浓度, 每天同步取药液分析淫羊藿代表黄酮成分动态代谢变
化。结果表明: 淫羊藿中主要黄酮成分朝藿定 A/B/C 和淫羊藿苷经斑马鱼作用后动态转化为以箭藿苷 C 和宝藿
苷 I为主的代谢物, 其中宝藿苷 I主要来自朝藿定 A/B和淫羊藿苷, 原形和代谢物均不会致鱼中毒; 而箭藿苷 C
主要来自朝藿定 C, 箭藿苷 C的动态增加与 YYH、YTF及朝藿定 C的毒性产生密切相关; 配伍 BJT后, 淫羊藿
主要黄酮成分 (如朝藿定 C) 代谢速度减慢, 伴随产生的毒性也减缓。斑马鱼毒/代同步进程法揭示淫羊藿中朝藿
定 C 代谢转化为箭藿苷 C 后增加毒性, 是淫羊藿潜在致毒关键黄酮成分, 巴戟天通过减缓朝藿定 C代谢速度而
减毒。研究为中药毒性物质发现及配伍减毒提供新思路与方法。 
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Abstract: Metabolic transformation in vivo is a critical approach in the study of toxicity, but real-time       
dynamic observation of the transformation is difficult.  We proposed that zebrafish toxicity/metabolism       
synchronization may be used in the analysis of toxicity of Folium Epimedium (Yinyanghuo for Chinese, YYH) 
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and the toxicity may be reduced by Radix  Morindae Officinalis (Bajitian for Chinese, BJT).  Healthy zebrafish 
embryos 1 day post fertilization (1 dpf) were exposed to different concentrations of YYH, total flavonoids of 
YYH (YTF), representative flavonoids (epimedin C and icariin) and their respective in combination with BJT.  
Death numbers of the embryos or larvals were counted during 1−5 days after dosing (2−6 dpf); embryonic       
micro-morphology of zebrafish (3 dpf) was observed and pictures were taken.  The blank vehicle (0.4% DMSO) 
was used in the control group, and LC 50 value of 2 to 6 dpf was calculated by SPSS16.0.  A relative safe       
concentration was sampled every day to analyze the dynamic metabolites changes of major flavonoids of       
YYH.  The results showed that epimedin A/B/C (EA/EB/EC) and icariin, the major flavonoids of YYH, were 
dynamically transformed into major metabolites of sagittatoside C (SC) and baohuoside I (BI) by zebrafish.  BI 
was mainly derived from EA, EB and icariin.  Neither original form nor their metabolite BI can cause zebrafish 
poisoning.  SC was mainly derived from EC, and its accumulation was closely related to the toxicity of         
YYH, YTF and EC.  After combination with BJT, the metabolism of EC was slowed down and the toxicity       
was alleviated.  Zebrafish toxicity/metabolism synchronization revealed that the toxicity of EC of YYH was      
increased after metabolism into SC, which maybe the key potential poisonous factor of YYH, and BJT can reduce 
the toxicity by slowing down the metabolism rate of EC.  The data provides new ideas and methods in the study 
of toxic substances in Chinese medicine and mechanism of detoxicity by combination. 
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壮骨中药肝毒性受到关注, 仙灵骨葆口服制剂
引起的肝损伤风险于 2016年 12月药品不良反应信息
通报发布, 该制剂处方中重用君药淫羊藿 (占整个
组方的 70%), 其潜在肝毒性风险逐渐显现, 为临床
应用带来巨大挑战[1, 2]。 

药物的毒性产生与其在体内的代谢转化密切相

关, 但现有体内、外模型难以进行毒性与代谢的实
时、动态同步观察, 是制约中药毒性物质发现的难
点、瓶颈: 体内毒性实验周期较长、成本高、化合物
用量大, 不适于高效的毒性筛选及代谢动态检测; 体
外实验不能体现在体代谢的综合效果, 无法进行毒/
代同步分析。 

斑马鱼 (zebrafish) 是近年来进行药物在体高通
量筛选、毒性和代谢研究等热门模式生物[3−5]。斑马

鱼发育速度快, 在 1周内形成主要的脏器及代谢酶系, 
幼鱼体小透明, 实验可在微板中进行并实时动态观
察[6]。课题组前期建立了斑马鱼代谢模型, 实现微量 
(微克至毫克级) 成分的在体、高效代谢研究[7, 8], 斑
马鱼毒性评价法已在国内、外广泛用于药物的安全性

评价[9, 10]。与哺乳动物类似, 药物经斑马鱼作用后发
生代谢转化, 产生药效或毒性, 故采用斑马鱼进行毒
性动态评价的同时可同步分析代谢物, 即实现斑马
鱼毒/代 (毒性/代谢) 同步进程分析。 

中药淫羊藿为小檗科植物淫羊藿  (Epimedium 
brevicornum Maxim.)、箭叶淫羊藿 [Epimedium sagit-
tatum (Sieb.et Zucc.) Maxim.]、柔毛淫羊藿 (Epime-
dium pubescens Maxim.) 或朝鲜淫羊藿 (Epimedium 

koreanum Nakai) 的干燥地上部分。具补肾阳, 强筋
骨, 祛风湿之功效[11], 虽然淫羊藿的潜在毒性引起重
视, 国家药品不良反应监测中心通报“警惕壮骨关
节丸引起的肝损害”中公开: “淫羊藿给药 3天, 小
鼠即出现呕吐、纳少、活动减少, 给药 15天处死, 可
见肝脏脂肪变性”[12], 但受评价模型及化合物数据
等制约, 淫羊藿毒性相关研究相对薄弱且进展缓慢, 
何种物质有毒  (是原形成分还是代谢物?) 亟待明
晰。淫羊藿成分复杂, 主含黄酮类、多糖、有机酸及
生物碱等成分, 其中淫羊藿黄酮成分是抗骨质疏松
的主要活性成分, 其安全性对淫羊藿临床合理应用
至关重要。虽然已有淫羊藿总黄酮大鼠长期毒性和急

性毒性研究报道未发现明显毒性[13, 14], 但本课题组
用斑马鱼毒性评价发现, 淫羊藿提取物和黄酮组分
在一定剂量时会致斑马鱼中毒, 出现活动减少, 脏器
变形等现象, 且配伍巴戟天后毒性减弱。何种黄酮成
分是致毒关键？配伍巴戟天如何减毒？对阐明淫羊

藿的毒性之迷及其配伍减毒合理应用具有意义。 
本研究拟采用斑马鱼毒/代 (毒性/代谢) 同步进

程分析法分析淫羊藿提取物、黄酮组分、代表黄酮成

分及分别配伍巴戟天后的毒性及主要黄酮成分的同

步动态变化, 以期发现淫羊藿致毒关键黄酮成分及
配伍巴戟天的减毒作用。 
 

材料与方法 
实验动物  斑马鱼成鱼 (南京大学模式动物研

究所), 来自德国 Tuebingen品系。 
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试剂与仪器  培养基母液: 2.9‰ NaCl、0.125 8‰ 
KCl、0.485  1‰ CaCl2·2H2O、0.811 8‰ MgSO4·7H2O; 
巴戟天药材  (产地广东 , 亳州中药饮片厂 , 批号 : 
1404018038); 淫羊藿药材 (产地陕西, 南通三越中
药饮片有限公司, 批号: 161203); 淫羊藿总黄酮/黄
酮组分 (YTF, 自制[15], 含朝藿定 A/B/C 和淫羊藿苷 
(icariin) 的含量分别为 3.0%、7.1%、9.9%  和 29.0%); 
朝藿定 A (epimedin A, EA, 纯度 98%, 批号 : 
JZ16042502)、朝藿定 B (epimedin B, EB, 纯度 98%, 
批号: JZ15110905)、箭藿苷 C (sagittatoside C, SC, 又
名 2"-鼠李糖基淫羊藿次苷 II, 2"-O-rhamnosylicariside 
II, 纯度 98%, 批号: JZ16071606)、朝藿定 C (epimedin 
C, EC, 纯度 98%, 批号 JZ16042503)、宝藿苷 I 
(baohuoside I, BI, 纯度 98%, 批号 JZ15070602) 购自
南京景竹生物科技有限公司; 淫羊藿苷 (纯度 98%, 
批号: 110737-200415) 购自中国食品药品检定研究
院。Nikon Aphaphot-2 YS2 显微镜 (日本 Nikon尼康
公司); 生化培养箱 SPX-80 (宁波海曙赛褔实验仪器
厂), Olypus stylus TG-4 相机 (日本 Olypus 公司); 
Agilent 1200 型系列高效液相色谱仪 (美国 Agilent
公司); Organomation N-EVAP TM 112 氮吹仪 (美国
Origanomation Associates 公司); KQ3200B超声波清洗
器 (昆山市超声仪器有限公司); METTLER TOLEDO 
AB135-S分析天平 (瑞士METTLER TOLEDO公司)。 

高效液相色谱分析  液相条件 1: 色谱柱为
Agilent Zorbax C18 色谱柱 (5 µm, 150 mm  × 4.6 mm) 
和 C18预柱 (4.6 mm  × 12.5 mm ID, 5 µm); 流动相, A
为 0.1%  甲酸水; B为乙腈; A + B = 100%, 采用梯度洗
脱: 10% B (0～5) min; 10%～25% B (5～15 min); 
25%～90% B (15～40 min); 90% B (40～45 min)。柱
温: 30 ℃; 流速: 1 mL·min−1。 

液相条件 2: 色谱柱为 Agilent Zorbax C18 色谱
柱 (5 µm, 250 mm  × 4.6 mm) 和 C18预柱 (4.6 mm × 

12.5 mm ID, 5 µm); 流动相, A为 0.1%  甲酸水; B为乙
腈; A + B = 100%, 采用梯度洗脱 B相比例随时间的    
变化: 10%～23% (0～10 min); 23%～26% (10～35 
min); 26%～48% (35～65 min); 48%～80% (65～80 
min); 80%～100% (80～85 min); 100%～100% (85～
90 min)。柱温: 25 ℃; 流速 1.0 mL·min−1; 检测波长
270、272、325和 353 nm; 运行时间: 90 min。进样
量: 20 μL。 

采用上述液相条件, 分析淫羊藿水煎液 (YYH)、
YTF、EC、淫羊藿苷及分别配伍巴戟天水煎液 (BJT) 

经斑马鱼作用前后的 6 个代表黄酮成分 , 分别为    
EA、EB、EC、淫羊藿苷、SC 及 BI。YYH 及 BJT
提取方法: 取淫羊藿或巴戟天药材, 适当粉碎, 称取
10 g, 加水 200 mL 浸泡半小时, 煎煮 2 次, 每次 30 
min, 滤过, 合并滤液, 分别加纯水适量定容, 即得
YYH (10 mg·mL−1) 或 BJT (20 mg·mL−1) 贮备液 
(YYH和 BJT的含量均以生药量计)。 

斑马鱼毒/代同步进程法分析 YYH、YTF、EC
和淫羊苷及其配伍 BJT 的安全性及代谢物  将收集
到的受精卵移入培养基中, 28.5  ℃培养箱中继续培    
养 24 h待用。将 1 dpf的健康胚胎置于 24孔板中给
药, 每孔 8个胚胎, 每个实验组 16个胚胎。包括 0.4% 
DMSO 培养基组、YYH 及其配伍 BJT (1 μg·mL−1 
YYH: 1 μg·mL−1 BJT)[16] (200、500、1 000、1 500和
2 000 μg·mL−1, 以 YYH计); BJT (200、500、1 000、      
2 000 和 3 000 μg·mL−1)、 YTF 及其配伍 BJT          
(1 μg·mL−1 YTF: 10 μg·mL−1 BJT) (10、25、50、100
和 200 μg·mL−1, 以 YTF 计)、代表黄酮成分淫羊藿    
苷、EC及分别配伍 BJT (1 μmol·L−1淫羊藿苷或 EC: 
20 μg·mL−1 BJT) (10、25、50、100和 200 μmol·L−1,     
以淫羊藿苷或 EC计), 具体给药浓度见表 1。每孔给
药液 2 mL, 将 24 孔板放入 28.5 ℃恒温培养箱中培     
养, 培养至 6 dpf。并于 3 dpf在显微镜下观察各实验
组斑马鱼的主要脏器形态, 观察并记录 2～6 dpf 斑   
马鱼的死亡数。 

上述斑马鱼 1～6 dpf 毒性观察同步, 各组分别    
选取代表浓度 (表 2), 增加幼鱼数量供代谢取样 (增
设 6～12 孔, 每孔 8 个胚胎): YYH 及其配伍 BJT      
(500 μg·mL−1)、YTF及其配伍 BJT (50 μg·mL−1)、代
表黄酮成分淫羊藿苷、EC 及分别配伍 BJT (25 
μmol·L−1)。分别于斑马鱼暴露溶液后 0、1、2、3、4
及 5天时吸取药液适量 (表 2), 于−20 ℃冰箱放置。 

斑马鱼代谢样品处理  将上述各组 1～6 dpf     
(给药后 0～5 天) 代谢药液分别于室温空气吹干, 加
80%  甲醇适量溶解, 同时将各组斑马鱼鱼体 (给药后
第 5 天, 即 6 dpf) 吸干药液, 用生理盐水洗涤 3 次, 
鱼体加入 80%  甲醇 0.5 mL匀浆, YYH及其配伍 BJT 
(3 000 μg·mL−1)、YTF及其配伍 BJT (50 μg·mL−1)、
代表黄酮成分淫羊藿苷、EC 及分别配伍 BJT (25 
μmol·L−1), 15 000 r·min−1离心 10 min, 上清进样 20 μL
进行 HPLC分析。 

数据分析  利用数据统计软件 SPSS16.0 计算各
供试液对斑马鱼半数致死浓度 (LC50)。 
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Table 1  Concentration of different groups for zebrafish toxicity experiment.  The concentration of YYH and BJT was calculated          
by the amount of the crude drug in the full text.  YYH:BJT: 1 μg·mL−1 YYH: 1 μg·mL−1 BJT; YTF:BJT: 1 μg·mL−1 YTF: 10 μg·mL−1 
BJT; Icariin:BJT: 1 μmol·L−1 icariin: 20 μg·mL−1 BJT; EC:BJT: 1 μmol·L−1 EC: 20 μg·mL−1 BJT.  YYH: Water decoction of Folium  
Epimedium; BJT: Water decoction of Radix Morindae Officinalis; YTF: Total flavonoids of Folium  Epimedium; EC: Epimedin C 

Group Concentration Unit 

0.4% DMSO       

YYH 200 500 1 000 1 500 2 000 μg·mL−1 

YYH:BJT 200 500 1 000 1 500 2 000 μg·mL−1 (YYH)  

BJT 200 500 1 000 2 000 3 000 μg·mL−1 

YTF  10  25   50  100  200 μg·mL−1  

YTF:BJT  10  25   50  100  200 μg·mL−1 (YTF) 

Icariin  10  25   50  100  200 μmol·L−1 

Icariin:BJT  10  25   50  100  200 μmol·L−1 (Icariin) 

EC  10  25   50  100  200 μmol·L−1 

EC:BJT  10  25   50  100  200 μmol·L−1 (EC) 

 
Table 2  Concentration of different groups for zebrafish metabolic experiment  

Group Concentration for zebrafish Concentration for HPLC Unit Sampling volume/mL 

YYH 500 3 000 μg·mL−1 3 

YYH:BJT 500 3 000 μg·mL−1 (YYH) 3 

YTF  50  100 μg·mL−1 2 

YTF:BJT  50  100 μg·mL−1 (YTF) 2 

Icariin  25   25 μmol·L−1 1 

Icariin:BJT  25   25 μmol·L−1 (Icariin) 1 

EC  25   25 μmol·L−1 1 

EC:BJT  25   25 μmol·L−1 (EC) 1 

 
结果 
1  淫羊藿黄酮成分经斑马鱼作用前后的高效液相色
谱动态分析 

YYH、YTF、EC、淫羊藿苷及分别配伍 BJT 经
斑马鱼作用 1～6 dpf的高效液相色谱见图 1, 经与文
献[17, 18]和用对照品对照, 色谱峰 1、2、3、4、5和 6
为淫羊藿 6个主要黄酮成分, 分别为 EA、EB、EC、
淫羊藿苷、SC和 BI。 

以外标法计算上述 6 个主要淫羊藿黄酮成分含
量, 并以每个成分占 6个黄酮含量和的百分比计为相
对百分含量 (图 2), 可见 YYH和 YTF中以 EA、EB、
EC 和淫羊藿苷为主, 约占 6 个黄酮成分的 93.7%～
100%, 经斑马鱼代谢脱糖基后, 全部动态转化为 SC
和 BI。斑马鱼代谢研究表明, EA、EB和淫羊藿苷均
转化为共同代谢物 BI[19], 而 EC则产生 SC。 

YYH单独给予 1 dpf斑马鱼 2天后 (3 dpf), EA、
EB、EC和淫羊藿苷全部代谢, 伴随代谢物 SC和 BI
相对含量显著升高至 19.8%  和 80.2%; 但是, 配伍
BJT后, EA、EB、EC和淫羊藿苷的代谢速度减慢, 于
给药 4天后 (5 dpf) 代谢完全, SC和 BI相对含量动
态上升至最高值, 分别为 24.1%  和 75.9%。 

YTF单独给予斑马鱼 3天后 (4 dpf), EA、EB、
EC 和淫羊藿苷全部代谢, SC 和 BI 含量显著升高至
24.0%  和 76.0%; 但在给药 5天后 (6 dpf), SC 含量下
降至 16.8%, BI含量上升至 83.2%, 系 SC脱鼠李糖基
转变为 BI 所致。与 YYH 相似, YTF 配伍巴戟天后, 
EA、EB、EC和淫羊藿苷的代谢速度减慢, 于给药 4
天后 (5 dpf) 代谢完全。 

淫羊藿代表黄酮成分淫羊藿苷和 EC分别单独给
予斑马鱼后 1天内 (2 dpf) 均相对稳定, 未见相应代
谢物 BI和 SC; 给药后 2～4天 (3～5 dpf), 淫羊藿苷
和EC均动态代谢完全, 淫羊藿苷的代谢物BI相对含
量上升至 100%; EC的主要代谢物为 SC (相对含量为
92.3%), 另一次要代谢物为 BI (相对百分含量为
7.7%)。淫羊藿苷和 EC分别配伍 BJT给予斑马鱼后, 
代谢速度均减慢, 给药后 3天内 (4 dpf), 淫羊藿苷和
EC相对百分含量均未明显改变, 相应代谢物 BI和 SC
未见明显产生; 直至给药后 4天 (5 dpf), 淫羊藿苷和
EC 量分别开始显著降至 44.9%  和 73.2%, 相应代谢
物 BI 和 SC 量分别显著上升至 55.1%  和 26.8%; 至      
6 dpf, 淫羊藿苷和 EC均全部代谢, 淫羊藿苷的代谢
物 BI含量上升至 100%; EC的主要代谢物 SC含量显 
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Figure 1  HPLC chromatogram for YYH, YTF, EC, icariin and their combination with BJT after exposing to zebrafish from 1−6 dpf 
(0−5 day after dose).  Peak 1: Epimedin A, EA; Peak 2: Epimedin B, EB; Peak 3: Epimedin C, EC; Peak 4: Icariin; Peak 5: Sagittatoside 
C, SC; Peak 6: Baohuoside I, BI 
 
著上升至 88.7%, 并开始产生次要代谢物BI (11.3%)。 

YYH、YTF、EC、淫羊藿苷及分别配伍 BJT 经 
斑马鱼作用 5天 (6 dpf) 后的斑马鱼体内吸收高效液
相色谱见图 3, 与 0.4% DMSO空白组比较, 除了YTF
配伍 BJT斑马鱼组可检测到代谢物 BI及 SC, 但信噪
比较小, SC和 BI的信噪比分别为 1.2和 4.8; 其他各
组斑马鱼色谱峰均未见与空白组明显差异。结果提示, 
淫羊藿黄酮成分或其代谢物可吸收入斑马幼鱼体内, 
但含量很低, 有时难以检测到。 
2  YYH、YTF、EC、淫羊藿苷及其配伍 BJT 对斑
马鱼的毒性作用 

以光学显微镜检视斑马鱼脏器形态和死亡率为

主要指标考查毒性。在显微镜下观察结果: 斑马鱼受
精 3 dpf后孵化成幼鱼, 各脏器发育基本完全, 鱼体透
明, 在载薄片上易侧卧, 显微镜下检视脏器形态清楚、
直观。0.4% DMSO 培养基组为空白对照组, 在给药
期间未见死亡, 亦未见致鱼脏器产生毒性。各供试液
均与培养基组比, 3 dpf斑马鱼显微检视结果见图 4。 

YYH 在 500 μg·mL−1 及以下浓度对斑马幼鱼     
(3 dpf) 脏器未见明显改变, 鱼存活最大浓度 1 000 
μg·mL−1致斑马幼鱼肠道[20, 21]略肿大; BJT 在 2 000 
μg·mL−1及以下浓度对斑马幼鱼 (3 dpf) 脏器未见明
显改变, 在 3 000 μg·mL−1时致斑马鱼肠道略肿大、围

心囊肿大, 脑部和眼部变小, 眼部色素变浅; YYH 
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Figure 2  Relative percent of EA, EB, EC, icariin, SC or BI for YYH, YTF, EC, icariin and their combination with BJT after exposing to 
zebrafish from 1−6 dpf  
 

 
Figure 3  HPLC chromatogram for zebrafish (5 day after dose) of YYH, YTF, EC, icariin and their combination with BJT after exposing 
to zebrafish  
 
配伍 BJT后, 在 2 000 μg·mL−1时致斑马鱼肠道肿大、

围心囊肿大, 脑部和眼部变小, 眼部色素变浅。 
与培养基组比, YTF在 200 μg·mL−1致斑马幼鱼

围心囊水肿、肠道肿大, 脑部和眼部变小, 眼部色素
变浅, 但配伍巴戟天后, 相同浓度组幼鱼 (3 dpf) 脏
器均未见明显改变; 淫羊藿苷及其配伍 BJT 各浓度
组斑马幼鱼 (3 dpf) 脏器均未见明显改变; EC在 200 
μmol·L−1时致斑马幼鱼 (3 dpf) 全部死亡, 配伍巴戟
天后则全部存活, 但见斑马幼鱼围心囊水肿、肠道肿
大, 脑部和眼部变小, 眼部色素变浅。 

YYH、YTF、EC、淫羊藿苷及各自配伍 BJT 对
斑马鱼的死亡率与给药浓度和时间基本呈依赖性 , 
其时间−给药剂量−毒性关系见图 5。 

YYH给药后 24 h, 1  500和 2 000 μg·mL−1组鱼全

部死亡; 1 000 μg·mL−1浓度组鱼死亡 37.5%, 在给药
后 48 h, 死亡率上升至 56.25%, 并至 6 dpf保持不变; 
200 和 500 μg·mL−1 组给药期间鱼的死亡率小于

6.25%。巴戟天各浓度组鱼在给药期间无死亡。淫羊
藿配伍巴戟天后, 给药后 24 h, 1 500和 2 000 μg·mL−1

鱼死亡率分别降低至 31.3%  和 50%, 并至 6 dpf保持 
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Figure 4  Pictures of zebrafish embryo exposed to solutions of water decoction of YYH, YTF, EC, icariin and their combination with 
BJT and control group at 3 dpf, which show different intoxicating phenomenon of different concentration.  Magnification, ×100.  A: 
Pericardium; B: Intestine 
 

 
Figure 5  Effect on zebrafish mortality (2−6 dpf) of YYH, YTF, EC, icariin and their combination with BJT.  Unit for YYH and BJT, 
YTF, EC and icariin is μg·mL−1, μg·mL−1, and μmol·L−1, respectively 
 
不变; 其他各浓度组鱼给药期间未见死亡。 

YTF给药后 48 h, 仅见 200 μg·mL−1浓度组斑马

幼鱼 (3 dpf) 死亡 31.25%; 给药后 72 h, 100 和 200 
μg·mL−1 浓度组斑马幼鱼均全部死亡; 配伍巴戟天给
药后 72 h, 200 μg·mL−1 浓度组斑马幼鱼全部死亡, 
100 μg·mL−1浓度组斑马幼鱼仅死亡 18.75%, 给药后
96 h, 100 μg·mL−1 组斑马幼鱼死亡率达 43.75% (5 

dpf), 并至 6 dpf保持不变; YTF及其配伍巴戟天, 低
于 50 μg·mL−1浓度组鱼给药期间不死亡或少量死亡 
(小于 20%)。 

淫羊藿苷及其配伍巴戟天各浓度组鱼在给药期

间均无死亡。 
200 和 100 μmol·L−1 EC 致斑马幼鱼全部死亡      

的时间分别是给药后 48 h 和 72 h, EC 配伍巴戟天     
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后 , 均推迟至给药后 96 h 全部死亡。其他低浓     
度 EC 及其配伍巴戟天对鱼毒性相当 (部分死亡或    
不死亡)。 
3  代谢物 SC 的动态变化与斑马鱼动态毒性 (LC50) 
的相关分析 

淫羊藿黄酮成分按代谢特征主要分为两类, 一
类是 EA、EB 和淫羊藿苷, 其共同主要代谢物为含     
一个鼠李糖基的 BI; 另一类是 EC, 其主要代谢物    
为含两个鼠李糖基的 SC。EA、EB、EC和淫羊藿苷
是淫羊藿中主要黄酮成分。EA、EB 和淫羊藿苷对     
斑马鱼的毒性小, 本实验以淫羊藿苷为代表, 发现
其给予斑马鱼后动态转化为 BI, 但未见斑马鱼产生
毒性, 提示代谢转化不会增加淫羊藿苷毒性。而 EC
给予斑马鱼后, 发现动态转化为 SC 后毒性增加, 提
示代谢转化增加 EC毒性。本实验发现, YYH、YTF
和 EC及各自配伍巴戟天的斑马鱼代谢物 SC主要来
源于EC, 二者的相对含量呈明显的负相关 (R2

 > 0.9) 
(图 6)。 

SPSS16.0 计算各样品给药后的动态斑马鱼半数
致死浓度 LC50 (2 dpf 或 3～6 dpf), 并与 SC的相对    
含量动态变化进行相关分析 (图 7)。发现斑马鱼产    

生毒性 (死亡) 至毒性达到高峰稳定期间, LC50值的

降低 (即毒性增加) 与 SC的增加密切相关 (R2
 > 0.9), 

提示淫羊藿中黄酮的毒性主要来自 EC的代谢物 SC。
YYH、YTF和 EC配伍 BJT后, 代谢物 SC的产生速
度减慢, 相应致鱼的毒性也减缓, 特别是 YYH 与
BJT配伍后, 给药期间未见斑马鱼畸形。 
 

讨论 
本实验提出并采用斑马鱼毒/代 (毒性/代谢) 同

步进程分析法, 即用斑马鱼评价毒性的过程中同步
动态分析代谢物的变化, 用于分析 YYH、YTF、EC、
淫羊藿苷及其配伍巴戟天经斑马鱼作用后的毒性与

代谢动态变化, 发现淫羊藿致毒关键黄酮成分及配
伍巴戟天后的减毒作用。 

采用 1 dpf斑马鱼胚胎实验, 于 3 dpf时孵化成幼
鱼, 至 5 dpf各种脏器基本发育完全, 鱼体小且透明, 
实验可在微板中进行, 在显微镜下检视脏器形态。以
鱼的脏器形态变化和死亡率为指标评价毒性, 具有
可视、动态、实时等优势。斑马幼鱼即具有较完善的

代谢酶系和肠道菌群, 也是进行药物代谢研究的理
想模式动物。可见, 本实验选择 1～6 dpf斑马鱼可实 

 

 
Figure 6  Correlation analysis of dynamic changes of relative content between EC and its metabolite SC  
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Figure 7  Correlation analysis of dynamic changes between relative content of SC and zebrafish LC 50 from 2 or 3 dpf to 4, 5 or 6 dpf.  
Data with circle of EC and YTF and their combination with BJT is excluded, the reason is that LC 50 at 5 dpf and/or 6 dpf  didn’t decrease 
anymore (that is toxicity increase became stable)   
 

现药物毒性与代谢的同步动态分析。 
近年来淫羊藿的潜在毒性风险受到重视, 其抗

骨质疏松主要活性成分黄酮[22, 23]的安全性至关重要, 
此外寻找配伍减毒药, 对临床安全有效使用淫羊藿
具有意义。故本研究以 YYH、TFY、代表黄酮成分     
(淫羊藿苷和 EC) 及其配伍 BJT为研究对象, 用斑马
鱼评价毒性同时分析淫羊藿黄酮类成分的代谢变化, 
一方面揭示淫羊藿致毒相关物质及其与代谢转化的

关系, 另一方面探讨 BJT配伍 YYH的减毒作用。 
斑马鱼毒性评价发现, 淫羊藿苷各浓度 (10～

200 μmol·L−1) 及其配伍 BJT给药期间 (1～6 dpf) 均
未致斑马鱼脏器变形, 也未致斑马鱼死亡, 且不受淫
羊藿苷动态转化为主要代谢物 BI 的影响, 提示代谢
转化及配伍 BJT均不会影响淫羊藿苷的安全性。YYH 
(1 000 μg·mL−1及以上浓度)、YTF (50 μg·mL−1及以上

浓度) 和 EC (50 μmol·L−1及以上浓度) 致斑马鱼中毒 
(斑马鱼畸形或死亡), 毒性与给药浓度和时间相关, 
配伍 BJT后, 毒性均减弱, 主要表现为致鱼中毒浓度
提高、鱼出现死亡时间延迟、死亡率降低等。 

经斑马鱼作用后同步分析黄酮成分动态变化发

现, YYH和 YTF中主要黄酮成分 EA、EB、EC和淫

羊藿苷分别于斑马鱼 3 和 4 dpf 全部代谢转化为 SC
和 BI; EC 于 3～5 dpf 逐步转化为 SC, 各组斑马鱼     
死亡率也相应随代谢物的增加而增加, 提示代谢物
是潜在致毒因素, 其中 EA、EB和淫羊藿苷的共同代
谢物为 BI, 安全性相对较好, 推测 EC 的代谢物 SC
可能是致毒的关键成分。并用斑马鱼毒性评价验证了

SC有毒而 BI相对安全 (另文发表)。 
YYH、YTF、EC及各自配伍 BJT组经斑马鱼作

用后, EC 和代谢物 SC 的相对含量动态变化呈明显    
负相关 (R2

 > 0.90), 提示 SC主要来源于 EC。进一步
对 SC 的动态变化与斑马鱼动态半数致死浓度 LC50

进行相关分析, 发现 SC 动态增加至稳定过程中, 斑
马鱼LC50也相应动态线性降低 (R2

 > 0.97), 提示鱼毒
性随着 SC 的增加而增加。BJT 配伍 YYH、YTF 和
EC 后, SC 产生时间延迟, 对斑马鱼的毒性也相应减
弱, 提示 BJT可能通过减慢 EC代谢而减毒。 

斑马鱼毒/代同步进程分析法突破了现有体内、
外模型无法同步进行毒性与代谢动态分析的技术瓶

颈, 具有样品用量小、劳动强度小、高效率、高实验
在体化、微板化等优点, 为高效辩识中药毒性物质及
发现配伍减毒作用提供思路与方法。 
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