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千里光碱在斑马鱼体内的代谢研究
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摘要: 吡咯里西啶生物碱 (pyrrolizidine alkaloids, PAs) 造成的肝损伤引起了世界范围的广泛关注, 建立 PAs毒

性的快速评价模型对于PAs暴露的风险评估具有重要意义。因此本文以千里光碱为代表性成分, 探讨其在斑马鱼

成鱼体内的代谢特征, 为斑马鱼模型用于PAs毒性快速筛选评价提供核心代谢学支撑。本文首先经口灌胃给予斑

马鱼成鱼千里光碱 (0.6 mmol·kg-1), 于给药后 0.25、0.5、1、2、6、12、24 h采集肝脏组织; 联合超高效液相色谱−多级质

谱联用技术 (LC-MSn) 鉴定代谢产物, 并采用超高效液相色谱−串联质谱联用技术 (UPLC-MS/MS) 测定千里光碱原

型及代谢产物的经时变化, 并拟合药代动力学参数。结果在斑马鱼肝脏内鉴定出 5种千里光碱代谢产物, 包括氮氧

化物、羟化产物、千里光碱的 N-葡萄糖醛酸结合物及千里光碱羟化产物的葡萄糖醛酸结合物; 原型及Ⅰ相代谢物

快速达峰并清除, Ⅱ相代谢物中羟化产物的葡萄糖醛酸结合物达峰最晚, 后期成为斑马鱼肝脏内的主要存在形式。

本研究首次系统阐明千里光碱在斑马鱼成鱼体内的代谢图谱与动力学规律, 证实斑马鱼具备与人相似的葡萄糖醛

酸化解毒能力, 为斑马鱼作为PAs代谢与毒性研究模型提供关键实验依据, 也为含PAs中药制剂的风险评估提供科

学数据。本实验获得浙江大学动物伦理委员会的批准 (批准号: ZJU20250602)。
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Abstract: Hepatic injury caused by pyrrolizidine alkaloids (PAs) has attracted widespread global attention. 

Establishing a rapid evaluation model for PA toxicity is of great significance for risk assessment of PA exposure. 

Therefore, this study used senecionine as a representative component to investigate its metabolic characteristics in 

adult zebrafish, providing core metabolic support for the use of the zebrafish model in rapid screening and 
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evaluation of PA toxicity. Adult zebrafish were orally gavaged with senecionine (0.6 mmol·kg-1). Liver tissues were 

collected at 0.25, 0.5, 1, 2, 6, 12 and 24 hours post-administration. Metabolites were identified using ultra-

performance liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC-MSn). Concentration-time profiles 

of major metabolites were determined using ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

(UPLC-MS/MS), and pharmacokinetic parameters were fitted. Five metabolites of senecionine were identified in the 

zebrafish liver, including N-oxide, hydroxylation products, N-glucuronide conjugate of senecionine, and glucuronide 

conjugate of senecionine hydroxylation product. The parent compound and phase I metabolites reached their peaks 

and were cleared rapidly. Among the phase II metabolites, the glucuronide conjugate of the hydroxylation product 

showed the latest peak and became the predominant form in the zebrafish liver at later time points. This study for 

the first time systematically elucidated the metabolic profile and kinetic patterns of senecionine in adult zebrafish, 

confirming that zebrafish possess glucuronidation detoxification capabilities similar to humans. These findings 

provide a crucial experimental basis for using zebrafish as a model for PA metabolism and toxicity studies, and also 

offer scientific data for the risk assessment of traditional Chinese medicine preparations containing PAs. This 

experiment was approved by the Laboratory Animal Ethics Committee of Zhejiang University (Grant No: 

ZJU20250602).
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吡咯里西啶生物碱 (pyrrolizidine alkaloids, PAs) 是

一类广泛存在于全球 3%有花植物中的天然肝毒性成

分[1], 是诱发临床肝窦阻塞综合征 (hepatic sinusoidal 

obstruction syndrome, HSOS) 的主要原因之一。PAs可

通过传统草药、茶剂、谷物、功能性食品及动植物源性

食品等多种途径进入人体, 全球已报道超过 15 000例

PA中毒病例, 涉及阿富汗、英、德等多个国家[2]。在我

国, PAs存在于菊三七、千里光等 50多种中草药中, 由

菊三七造成的HSOS病例占我国已报道HSOS病例的

50%～89%[3]。含 PAs 中草药的安全性问题已成为中

药及天然产物安全性评价领域的重点关注问题。

进入人体后, 大部分PAs经人肝脏细胞色素P450酶

3A4 (CYP3A4) 代谢活化生成具有强亲电活性的脱氢吡

咯酯 (dehydropyrrolizidine alkaloids, DHPAs), DHPAs

易与体内生物大分子结合形成加合物, 如与蛋白质结合

形成吡咯−蛋白加合物 (pyrrole-protein adducts, PPAs) 

进而诱导肝损伤等毒性反应[4,5]。近年来, 解毒代谢途径

的研究为PAs毒性调控提供了新视角。课题组前期已

通过体外实验发现葡萄糖醛酸转移酶 (UDP-glucurono‐

syltransferase, UGT) 1A4 可介导千里光碱等 PAs 发生

N-葡萄糖醛酸化反应[6]; 且该代谢途径存在显著的种

属差异−人类、兔、牛等哺乳动物肝脏微粒体对 PAs的

葡萄糖醛酸生成活性显著高于豚鼠、犬, 小鼠和大鼠则

完全缺乏该代谢能力[7]。UGT1A4作为UGT1亚家族核

心解毒酶, 广泛参与丙胺、阿米替林等叔胺类药物的N-

葡萄糖醛酸结合代谢[8,9], 但其在大鼠、小鼠体内为不表

达的假基因。因此, 本课题组构建了人源化UGT1A4

小鼠模型并证实UGT1A4小鼠对千里光碱诱导的肝毒

性明显耐受[10], 进一步证实葡萄糖醛酸化代谢是重要

的 PAs代谢解毒途径, 也提示传统啮齿类模型因缺乏

UGT1A4介导的代谢解毒途径, 可能导致 PAs毒性评

价结果偏离临床实际。因此, 亟需建立更贴合人类代

谢特征的PAs毒性快速评估模型。

斑马鱼作为脊椎动物模型, 在人类疾病建模、药物

研发及毒理学评价领域已展现出独特优势[11,12]。其基

因组与人相似度高达71.4%, 免疫系统及生理过程与哺

乳动物高度保守[13]; 此外, 由于药物代谢过程的高度相

似性和独特的三叶肝结构, 斑马鱼模型已广泛用于研究

药物性肝损伤[14,15]。更重要的是, 斑马鱼体内同时表达

PAs致毒关键酶 CYP3A4及解毒关键酶 UGT1A4[16,17], 

为其用于PAs代谢与毒性评价提供了核心基础。

本研究以代表性 PAs 成分千里光碱为研究对象, 

采用斑马鱼成鱼模型, 联合LC-MSn定性与UPLC-MS/

MS定量技术系统解析其体内代谢途径、产物特征及

动力学规律, 为斑马鱼模型在 PAs肝毒性快速评价中

的适用性提供核心代谢学支撑, 也为含 PAs中药制剂

的毒性风险筛查、安全合理使用及质量控制提供关键

科学数据。

材料与方法

仪器 代谢物的鉴定采用 SHIMADZU Nexera高

效液相色谱系统 (日本岛津公司) 连接 ABSCIEX 

TripleTOFTM 5600 质谱系统 (美国 AB Sciex 公司); 代

谢物的定量分析采用Shimadzu CBM-30A高效液相色

谱系统 (日本岛津公司) 连接 ABSCIEX QTRAP6500

质谱系统 (美国AB Sciex公司); Acquity UPLC HSS T3

柱 (100 mm × 2.1 mm, 1.8 μm, 美国Waters公司)。

材料与试剂 千里光碱标准品 (CAS No. 130-01-8, 
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批号 PRF10071724, 纯度 95%)、野百合碱标准品 (CAS 

No. 315-22-0, 批号 PRF23021403, 纯度 95%) 均购自成

都普瑞法科技开发有限公司; 甲醇、乙腈 (色谱纯) 购自

美国Fisher Scientific公司; 甲酸 (色谱纯) 购自美国Acros

公司; 超纯水由美国Millipore公司Milli-Q超纯水仪制

备 ; 间氨基苯甲酸乙酯甲磺酸盐 (CAS No. 886-86-2, 

批号 P1494859, 纯度 98%) 购自上海泰坦科技股份有

限公司; 其余试剂均为分析纯。

动物实验 AB 野生型斑马鱼雄鱼 (n = 49, 3～

6个月, 体重0.2～0.4 g) 购自国家斑马鱼资源中心。饲

养条件: 25尾/3.5 L水箱, 循环水处理系统 (水温 28 ± 

0.5 ℃ , 盐度 400～600 μS·cm-1, pH 7.0～8.0), 每天黑

暗/光照周期为 10 h/14 h, 每日喂食丰年虾幼虫 3 次。

所有动物研究操作均按照《实验动物福利伦理审查指

南》进行, 并已获得浙江大学动物伦理委员会的批准 

(ZJU20250602)。适应性饲养2周后, 实验前禁食18 h。

将斑马鱼随机分为 7组 (每组 7尾), 经 160 mg·L-1间氨

基苯甲酸乙酯甲磺酸盐麻醉后, 采用 24G软导管经口

灌胃给予千里光碱 (0.6 mmol·kg-1)[18]。分别于给药后

0.25、0.5、1、2、6、12、24 h, 采用过量麻醉法处死斑马

鱼, 快速解剖分离肝脏组织, 置于−80 ℃冰箱冷冻保存

备用。

样本制备 取冷冻肝脏组织约 10 mg, 加入 1颗小

钢珠及 100 μL预冷的生理盐水匀浆; 取匀浆液加入乙

腈沉淀蛋白, 涡旋振荡后于4 ℃、15 000 ×g离心10 min; 

取上清液经 N₂吹干 , 残渣用含 50 nmol·L-1 野百合碱 

(内标化合物) 的 5%乙腈水溶液复溶, 上清液用于LC-

MS分析。

代谢物鉴定 参照本课题组前期报道方法[10]处理

样品并利用 ABSCIEX TripleTOF™5600 进行 LC-MSn

分析。色谱条件: Acquity UPLC HSS T3柱 (100 mm × 

2.1 mm, 1.8 μm); 流动相为 0.1%甲酸水溶液 (A)−乙腈 

(B) 梯度洗脱, 程序: 0～0.5 min 2% B, 0.5～3 min 2%～

20% B, 3～5 min 20% B, 5～5.5 min 20%～95% B, 

5.5～7 min 95% B, 7～7.5 min 95%～2% B, 7.5～9 min 

2% B平衡色谱柱; 流速0.4 mL·min-1, 进样量5 μL。质谱

条件: 采用信息依赖性采集 (IDA) 模式进行一级全扫

和二级质谱裂解分析, 正离子扫描; 喷雾电压 5 500 V, 

离子源温度 550 ℃, 气帘气 35 psi, 去簇电压 160 V, 碰

撞能45～65 V。

定量分析 参照本课题组前期报道方法[10,19], 采

用 ABSCIEX QTRAP6500 进行 UPLC-MS/MS 定量检

测。色谱条件同前。质谱条件: 电喷雾离子源 (ESI) 正

离子模式, 喷雾电压 5 500 V, 离子源温度 550 ℃, 气帘

气 35 psi, 去簇电压 160 V, 碰撞能 46 V; 采用多级反应

检测 (MRM) 模式, 定量离子通道: 336 > 120 (千里光

碱)、352 > 120 (氮氧化物/羟化产物)、512 > 336 (葡萄

糖醛酸结合物)、528 > 352 (羟化产物葡萄糖醛酸结合

物); 定性离子通道 : 336 > 138 (千里光碱)、352 > 138 

(氮氧化物/羟化产物)、512 > 120 (葡萄糖醛酸结合物)、

528 > 120 (羟化产物葡萄糖醛酸结合物)。野百合碱为

内标, 其检测通道为: 326 > 120 (定量离子通道)、326 > 

138 (定性离子通道)。

统计学分析 实验数据采用均数±标准误 (mean ± 

SEM) 表示, GraphPad Prism 10.1.2 (GraphPad Software, 

San Diego, CA) 软件用于统计分析, 组间比较用单因

素方差或双因素方差分析, 若P < 0.05则表示差异有统

计学意义。定性数据用AB SCIEX Peakview软件处理

分析。药代动力学参数通过 WinNonlin 8.1 (Pharsight 

Corporation, USA) 软件非房室模型拟合计算。

结果

1　斑马鱼给药千里光碱后肝脏内的代谢产物鉴定

通过比较斑马鱼肝脏空白样本和给药样本的谱

图, 寻找代谢产物母离子, 根据精确分子量推断其分子

式, 并对其进行多级质谱裂解, 通过与对照品及文献[20]

报道比对推定其结构 , 共检测到 5 个代谢产物 , 结果

见表1。

各代谢物具体解析过程如下:

M0: 所有给药样品中均检出该化合物, 保留时间 

Table 1　Identification of metabolites of senecionine in zebrafish liver. The fragment in underlined text type is the characteristic ions for the 

compound. Compound labeled with star means that the compound is identified with chemical reference standard

Compound

M0

M1

M2

M3

M4

M5

tR

/min
5.2

5.4

4.0

3.7

5.0

3.3

m/z (ESI+)

336.178 0

352.174 9

352.178 1

352.174 7

512.220 1

528.190 4

Formula

C18H25NO5

C18H25NO6

C18H25NO6

C18H25NO6

C24H33NO11

C24H33NO12

Mass 

error/ppm
1.4

5.2

2.0

−0.2

−0.1

5.7

Major fragment ions

308.183 9, 220.129 9, 156.088 0, 138.089 2, 120.078 8

324.181 7, 220.132 2, 138.092 1, 136.078 6, 120.080 3, 

118.064 7

324.181 7, 242.137 4, 156.101 3, 138.090 9, 120.080 0,

324.182 6, 242.047 9, 156.103 5, 138.091 4, 120.079 6

336.180 0, 308.185 8, 138.085 5, 120.079 2

352.177 4, 324.192 1, 138.090 6, 120.081 6, 242.147 8

Identification

Senecionine*

Senecionine N-oxide*

Hydroxylated senecionine

Hydroxylated senecionine

Senecionine glucuronide

Hydroxylated senecionine 

glucuronide
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(tR) 为 5.2 min, m/z为 336.178 0 ([M+H]+) (图 1A), 通过

精确分子量计算其元素组成为 C18H25NO5 (mass error: 

1.4 ppm); 二级碎片中出现特征离子m/z 138和m/z 120 

(图 1B), 推测其为RET型 PA; 经与千里光碱对照品比

对, 推定其为千里光碱原型药物。

代谢物 M1～M3: tR分别为 5.4、4.0、3.7 min, 一级

质谱m/z约为 352.2 (图 2A), 较原型药物增加 16 Da, 通

过精确分子量计算其元素组成均为 C18H25NO6 (mass 

error分别为: 5.2、2.0、−0.2 ppm), 提示其为千里光碱氮

氧化物或羟化产物。代谢产物 M1二级质谱产生 m/z 

118、120、136、138特征簇峰 (图 2B), 提示其为千里光

碱氮氧化物; 经与千里光碱氮氧化物对照品比对, 推定

其为千里光碱氮氧化物。M2、M3二级质谱仅产生了

特征碎片 m/z 138, 120 (图 2C、D), 推定为千里光碱羟

化产物。

代谢物M4: tR为 5.03 min, 一级质谱m/z 512.221 0 

(图 3A), 较原型药物增加 176 Da, 通过精确分子量计

算其元素组成为C24H33NO11 (mass error为: −0.1 ppm)。

二级质谱碎片产生m/z 336 (中性丢失 176 Da), 且产生

了特征碎片m/z 138、120 (图 3B), 与课题组前期研究比

较, 推测其为千里光碱葡萄糖醛酸结合物。

代谢物 M5: tR为 3.3 min, 一级质谱 m/z 528.190 4 

(图 4A), 较千里光碱氮氧化物/羟化产物增加 176 Da, 

通过精确分子量计算其元素组成为 C24H33NO12 (mass 

error 为: 5.7 ppm)。二级质谱碎片产生 m/z 352 (中性

丢失 176 Da), 且产生了特征碎片 m/z 138、120、324、

242 (图 4B), 故推测其为千里光碱羟化产物葡萄糖醛

酸结合物。

2　千里光碱在斑马鱼体内的主要代谢途径

根据代谢产物鉴定结果, 千里光碱在斑马鱼体内

代谢涉及 I相和 II相代谢, 具体途径如下: ① 原型药物 

(M0) 经 I相代谢生成氮氧化物 (M1) 和羟化产物 (M2、

M3); ② 原型药物直接经 II相代谢生成N-葡萄糖醛酸

结合物 (M4); ③ 羟化产物 (M2 或 M3) 进一步经 II相

代谢生成葡萄糖醛酸结合物 (M5)。千里光碱在斑马

鱼体内的主要代谢途径总结于图5。

3　千里光碱在斑马鱼肝脏的药代动力学特征

测定给药后不同时间点斑马鱼肝脏中千里光碱原

型及 5 种主要代谢产物的浓度 , 绘制浓度−时间曲线 

(图 6), 基于非房室模型计算药代动力学参数 (表 2)。

结果显示, 灌胃给予千里光碱 (0.6 mmol·kg-1) 后, 原型

药物快速被吸收, 肝脏中浓度迅速升高, 达峰后逐渐消

Figure 1　UPLC-MS/MS analysis of senecionine (M0) in positive 

ion mode. A: Extracted ion chromatogram (EIC) of senecionine 

(m/z 336.2); B: Fragmentation mass spectrum of senecionine

Figure 2　UPLC-MS/MS analysis of M1−M3 in positive ion mode. A: EIC of M1−M3 (m/z 352.2); B: Fragmentation mass spectrum of 

M1; C: Fragmentation mass spectrum of M2; D: Fragmentation mass spectrum of M3
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除, 消除相呈平缓下降趋势; Ⅰ相代谢产物浓度随原型

药物吸收快速升高, 浓度−时间曲线趋势与原型药物

基本一致, 均呈“先升后降”特征。Ⅱ相代谢产物浓度

变化滞后于原型及Ⅰ相代谢产物: 随原型药物消除及

Ⅰ相代谢产物累积, Ⅱ相代谢产物浓度逐渐升高达峰后

缓慢下降, 其达峰时间显著晚于原型及Ⅰ相代谢产物; 

其中千里光碱羟化产物的葡萄糖醛酸结合物 (M5) 后

期成为肝脏中主要存在形式, 12和 24 h时其含量占原

型及代谢物总量的55.9%、26.2%。

讨论

斑马鱼模型已被广泛应用于药物毒性与安全性评

价研究, 也有少数研究借助该模型开展 PAs的毒性筛

查与安全性评价工作[21-23], 但目前尚未见关于PAs在斑

马鱼体内代谢特征的相关研究报道。本研究首次利用

Figure 5　In vivo metabolic profile of senecionine in zebrafish
Figure 3　 UPLC-MS/MS analysis of M4 in positive ion mode. 

A: EIC of M4 (m/z 512.2); B: Fragmentation mass spectrum of M4

Figure 4　 UPLC-MS/MS analysis of M5 in positive ion mode. 

A: EIC of M5 (m/z 528.2); B: Fragmentation mass spectrum of M5

Figure 6　 Concentration-time profiles of senecionine and its 

major metabolites in zebrafish liver

Table 2　Pharmacokinetic parameters of senecionine and its metabolites in zebrafish (n = 7, 
-
x ± s)

Parameter
tmax /h

Cmax /nmol·g-1

t₁/₂ /h

AUC0₋t /nmol·g-1·h

MRT /h

M0
0.38 ± 0.25

17.22 ± 3.41

5.42 ± 0.85

59.36 ± 7.84

7.85 ± 1.02

M1
0.35 ± 0.23

0.38 ± 0.34

4.56 ± 0.71

2.56 ± 0.38

6.28 ± 0.89

M2
0.45 ± 0.31

0.62 ± 0.18

7.29 ± 1.03

7.84 ± 1.08

10.32 ± 1.36

M3
0.42 ± 0.28

0.28 ± 0.06

6.73 ± 0.92

3.62 ± 0.49

9.47 ± 1.21

M4
1.62 ± 1.18

0.18 ± 0.09

8.89 ± 1.25

3.45 ± 0.48

12.56 ± 1.58

M5
7.85 ± 4.62

1.48 ± 1.14

8.45 ± 1.18

25.63 ± 3.45

14.23 ± 1.87
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斑马鱼模型进行了 PAs代谢研究, 鉴定出 5种千里光

碱代谢产物, 涵盖Ⅰ相代谢的氮氧化、羟化产物及Ⅱ相

代谢的葡萄糖醛酸结合产物 (包括千里光碱原型的葡

萄糖醛酸结合物及其羟化产物的葡萄糖醛酸结合物)。

该结果与前期人肝微粒体体外代谢[6]及人源化UGT1A4

小鼠体内代谢[10]的研究结论高度吻合, 证实斑马鱼具

备与人类相似的PAs核心解毒代谢特征。传统啮齿类

模型 (大鼠、小鼠) 因肝脏缺乏UGT1A4介导的葡萄糖

醛酸化代谢能力[9], 难以真实模拟人类 PAs 的解毒过

程, 其毒性评价结果易出现物种偏倚, 使用传统的啮齿

类模型可能高估了PAs的固有毒性。而本研究证实斑

马鱼存在该关键解毒途径, 这从代谢层面为利用斑马

鱼进行PAs毒性评价提供了关键证据。

药代动力学数据显示, 千里光碱原型及Ⅰ相代谢物

在斑马鱼肝脏中快速达峰并消除, 这一结果与 PAs的

肝脏代谢活化致毒机制高度契合[24], 提示斑马鱼可有

效模拟PAs的致毒代谢启动过程。与此同时, Ⅱ相葡萄

糖醛酸化解毒反应快速启动, 其中原型药物葡萄糖醛

酸化产物 (M4) 达峰时间 (1.62 ± 1.18 h) 相对较早, 提

示该途径可与毒性活化途径形成直接竞争, 通过加速

原型药物的代谢清除减少毒性中间体的生成与蓄积, 

这一发现与本课题组前期在人源化UGT1A4小鼠中的

研究结论一致[10], 进一步佐证了斑马鱼代谢与人的同

源性。值得关注的是, 千里光碱羟化物葡萄糖醛酸结

合物 (M5) 达峰时间 (7.85 ± 4.62 h) 最晚, 且后期成为

肝脏中主要存在形式, 其药代动力学参数显示AUC达

25.63 ± 3.45 nmol·g-1·h, 显著高于其他代谢产物, 提示

该结合物可能参与肝肠循环或排泄速率较慢[25]。其具

体毒理学效应值得后续深入探究, 为完善 PAs毒性评

价体系提供了新的研究方向。

本研究将斑马鱼模型在 PAs 毒性研究中的应用, 

从表型毒效观察层面推进至药物代谢研究维度, 证实

斑马鱼不仅在组织病理层面适用于药物性肝损伤研

究, 其药物代谢酶系统 (如CYP3A4、UGT1A4) 与人类

亦存在高度的功能同源性[16,17]。值得注意的是, 斑马

鱼存在特有的细胞色素P450酶, 其整体代谢酶谱与人

类并非完全一致。针对含PAs的中药及其中药复方制

剂, 该模型可同时整合代谢过程解析与毒性效应研究, 

构建高效的“代谢−毒性”联动评价体系, 有望成为衔

接体外高通量筛选与哺乳动物长期毒性试验的关键桥

梁, 提升中药安全性评价的效率、精准度及临床预测价

值, 对推动含 PAs中药的安全研发与临床合理应用具

有重要的实践意义。

综上所述, 本研究系统阐明了千里光碱在斑马鱼

成鱼体内的代谢图谱、核心路径及药代动力学特征, 成

功鉴定出 5种主要代谢产物, 证实斑马鱼具备与人类

相似的 PAs关键解毒代谢能力, 从代谢同源性层面为

斑马鱼作为PAs毒性评价的适宜模型提供了关键实验

依据, 同时为含PAs中药制剂的毒性风险评估、安全研

发及合理用药提供了重要科学数据支撑。
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