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不同炮制程度栀子水提物对斑马鱼模型的急性毒性及肝肾损伤

袁士雅，叶晨英，陈亿婷，何婷，王敏，农桂龙，周改莲
（广西中医药大学，广西 南宁 ５３０２００）

　　摘要：目的 用斑马鱼模型对生栀子及６种不同炮制程度栀子水提物进行急性毒性及肝肾毒性研究，探索炮制程度
对栀子毒性的影响。方法 以受精后３ｄ（３ｄｐｆ）发育正常的ＡＢ系斑马鱼为对象进行急性毒性研究，对生品（ｓｐ）及６种
不同炮制程度栀子水提物（ｐｚ１、ｐｚ２、ｐｚ３、ｐｚ４、ｐｚ５、ｐｚ６）分别设置６个不同剂量浓度，统计斑马鱼７２ｈ死亡率。用 Ｇｒａｐｈ
ＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件制作量－毒曲线，计算半数致死浓度（ＬＣ５０）和１０％致死浓度（ＬＣ１０）。以受精后４ｄ（４ｄｐｆ）发育正常
的ｇｚ１５Ｔｇ／＋（ＡＢ）肝脏荧光蛋白转基因斑马鱼为对象进行肝损伤研究。分别设置低（ＬＣ０）、中（ＬＣ１０）、高（ＬＣ２０）３个剂
量浓度组，设对乙酰氨基酚组，以胚胎水为空白组。给药７２ｈ后观察斑马鱼肝脏形态和荧光面积变化，检测丙氨酸氨基
转移酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、肌酐（Ｃｒ）和尿素氮（ＢＵＮ）活性。结果 急性毒性实验结果显示，生品及６种
不同炮制程度栀子水提物ＬＣ５０分别为０．０４２、０．０４９、０．０５３、０．０６４、０．０５０、０．０５８、０．０５８ｇ·Ｌ

－１；ＬＣ１０分别为０．０２４、００２５、
０．０３３、０．０３８、０．０３６、０．０３６、０．０３９ｇ·Ｌ－１。肝肾损伤实验结果表明，与空白组比较，对乙酰氨基酚组的斑马鱼肝脏形态
变形和荧光面积减小（Ｐ＜００１），ＡＬＴ和ＡＳＴ活性升高（Ｐ＜００１），表明对乙酰氨基酚对斑马鱼有肝毒性。ｓｐ低、中、高
剂量组斑马鱼肝脏形态变化和荧光面积减少（Ｐ＜００１），ＡＬＴ和 ＡＳＴ活性升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），ＢＵＮ和 Ｃｒ活性升
高（Ｐ＜００５），表明生品对斑马鱼有肝肾毒性。ｐｚ１、ｐｚ２、ｐｚ３中、高剂量浓度组斑马鱼肝脏形态变化和荧光面积减少
（Ｐ＜００１），ｐｚ１的ＡＬＴ和ＡＳＴ活性升高（Ｐ＜００１），ＢＵＮ和Ｃｒ活性升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），ｐｚ２、ｐｚ３的ＡＬＴ低、中、高
剂量组活性升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），ＡＳＴ中、高剂量组活性升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。ｐｚ４、ｐｚ５、ｐｚ６低、中剂量组斑马
鱼肝脏形态变化和荧光面积无明显变化，高剂量组有变化（Ｐ＜００５）。表明 ｐｚ４、ｐｚ５、ｐｚ６低、中剂量组对斑马鱼肝脏无
明显影响，高剂量组有肝损伤。ｐｚ４中、高剂量组ＡＬＴ、ＡＳＴ升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；ｐｚ５、ｐｚ６的ＡＬＴ活性降低无显著影
响，ＡＳＴ高剂量组有肝损伤（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）。ｐｚ３、ｐｚ５高剂量组 ＢＵＮ和 Ｃｒ活性升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），ｐｚ４高剂
量组ＢＵＮ和Ｃｒ活性升高（Ｐ＜００１）。表明ｓｐ及ｐｚ１～ｐｚ５不同炮制程度不同剂量浓度对斑马鱼肝脏及肾脏均有不同程
度的损伤。ｐｚ６的３个剂量浓度组斑马鱼ＡＬＴ、ＢＵＮ、Ｃｒ及ＡＳＴ低、中剂量组均无肝肾损伤。结论 栀子肝肾损伤与炮制

程度和给药剂量有关。生品与不同炮制程度栀子均不同程度地表现出一定的肝肾损伤，规范炮制条件可能是实现栀子

用药安全的重要措施。
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ｄｉｕｍａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｏｆｐｚ１，ｐｚ２ａｎｄｐｚ３（Ｐ＜００１），ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＡＬＴａｎｄＡＳＴｉｎｐｚ１ｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１），ｔｈｅ
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＢＵＮａｎｄＣｒｅｌｅｖａｔｅｄ（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡＬＴｉｎｔｈｅｌｏｗ，ｍｅｄｉｕｍａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｏｆｐｚ２ａｎｄ
ｐｚ３ｒｉｓｅｄ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），ａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＡＳＴｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）．
Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｈａｎｇｅｓｏｆｌｉｖｅｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｒｅａｉｎｔｈｅｌｏｗａｎｄｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｏｆｐｚ４，ｐｚ５ａｎｄ
ｐｚ６，ａｎｄｔｈｅｒｅｗｅｒｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｌｏｗａｎｄｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｏｆｐｚ４，
ｐｚ５ａｎｄｐｚ６ｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｌｉｖｅｒｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈ，ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｌｉｖｅｒｄａｍａｇｅｉｎｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ．ＡＬＴａｎｄＡＳＴ
ｗｅｒｅｅｌｅｖａｔｅｄｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｏｆｐｚ４（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅ
ｉｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡＬＴｏｆｐｚ５ａｎｄｐｚ６ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｉｎｔｈｅＡＳＴｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）．Ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ
ｏｆＢＵＮａｎｄＣｒｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｏｆｐｚ３ａｎｄｐｚ５（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），ａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｗｅｒｅｅｌｅｖａｔｅｄｉｎ
ｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｏｆｐｚ４（Ｐ＜００１）．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｓｐａｎｄｐｚ１～ｐｚ５ｈａｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｇｒｅｅｓｏｆｄａｍａｇｅｔｏｔｈｅｌｉｖｅｒａｎｄ
ｋｉｄｎｅｙｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｇｒｅｅｓｏｆｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓ．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｌｉｖｅｒｏｒｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｎｅｉｔｈｅｒｉｎｔｈｅ
ｔｈｒｅｅｄｏｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｏｆｐｚ６ｎｏｒｉｎｔｈｅＡＬＴ，ＢＵＮ，ＣｒａｎｄＡＳＴｌｏｗａｎｄｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈ．
ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＴｈｅｌｉｖｅｒａｎｄｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｏｆＺｈｉｚｉ（ＧａｒｄｅｎｉａｅＦｒｕｃｔｕｓ）ｉｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇａｎｄｄｏｓａｇｅ．Ｂｕｔｒａｗ
ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｄｅｇｒｅｅｓｐｒｏｄｕｃｔｓｓｈｏｗｅｄｃｅｒｔａｉｎｌｉｖｅｒａｎｄｋｉｄｎｅｙｄａｍａｇｅｔｏｖａｒｙｉｎｇｄｅｇｒｅｅｓ．Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｉｎｇｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓ
ｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｍａｙｂｅａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｍｅａｓｕｒｅｔｏｒｅａｌｉｚｅｔｈｅｍｅｄｉｃａｔｉｏｎｓａｆｅｔｙｏｆｇａｒｄｅｎｉａ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｚｈｉｚｉ（ＧａｒｄｅｎｉａｅＦｒｕｃｔｕｓ）；ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ；ｚｅｂｒａｆｉｓｈ；ａｃｕｔｅｔｏｘｉｃｉｔｙ；ｌｉｖｅｒａｎｄｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ

　　栀子为茜草科植物栀子 ＧａｒｄｅｎｉａｊａｓｍｉｎｏｉｄｅｓＥｌｌｉｓ的干燥
成熟果实。原名卮子，始载于《神农本草经》，列为木部中品。

主产于江西、湖北、福建［１］、河南［２］等地。其味苦，性寒。归

心、肺、三焦经，具有泻火除烦、清热利尿、凉血解毒，外用消肿

止痛的功效［３］。明末《医宗必读》指出：“栀子大苦大寒，能损

胃伐气，虚者忌之”［４］，近３０年来一直有文献报道栀子及其主
要活性成分具有一定的肝肾毒性，更有学者建议将其从《既是

食品又是药品的物品名单》中移除［５］，使得栀子的应用受到了

限制。２０２０年版《中华人民共和国药典》一部收录的１０９种含
栀子中成药中有２６种存在不良反应，其中栀子入药形式以生
品为主，约占７０．６４％［６］，如清肺抑火片、龙胆泻肝丸、安宫牛

黄丸、清开灵系列制剂等。栀子化学成分及其代谢产物中被认

为具有肝肾毒性的物质主要包括栀子苷、京尼平、栀子蓝等。

杨洪军等［７］研究发现，大剂量应用栀子水提物和醇提物具有

明显的肝毒性，并证实京尼平苷是导致肝毒性的主要物质基

础。而京尼平苷主要分布于大鼠肾中，京尼平于肝中。随着剂

量增大，二者集中分布于肾或肝的特点更加明显。且推测京尼

平大量分布于肝脏可能是大剂量下京尼平苷所致肝毒性的重

要原因［８］。而急性肝毒性研究表明，京尼平苷剂量为 ５７４
ｍｇ·ｋｇ－１或更高时，肝损伤与剂量之间存在依赖关系［９］。同

时，不同的给药方式对毒性也有一定的影响。通过比较栀子苷

给药方式，认为口服给药毒性最大，推测因口服生物利用度极

低，与肝首过效应和肝胆循环有关。另外京尼平苷在肠道内代

谢产生京尼平与其他物质结合，可能是导致肝脏颜色深黑及肝

毒性大的原因［１０］。从代谢组学角度分析，给药栀子溶液后从

大鼠肾组织中鉴定出４个差异代谢物，上调甜菜碱、烟酰胺，下
调氨基戊酸、天冬氨酸盐。认为栀子具有一定的肾脏毒性，会

干扰代谢产物的表达。观察京尼平苷的肾脏病理学特征后发

现，大鼠连续３ｄ给予高剂量京尼平苷，显微镜下可见肾曲管
肿胀变性，管腔内蛋白管型沉积，间质炎症细胞浸润，表明栀子

可导致肾脏的病变，具有肾毒性［１１］。京尼平也可通过斑马鱼

的氧化应激和细胞凋亡诱导发育毒性，还发现京尼平对斑马鱼

幼鱼具有心脏毒性、肝毒性和肾毒性［１２］。

炮制作为中医用药的两大特色之一，可以调整药性，降低

不良反应，引导药力直达病所，达到安全有效的治疗效果，是中

医药保证临床用药安全的重要方法［１３］。实验项目基于前期对

８４２
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桂栀助眠颗粒中成药小鼠１４ｄ急性毒性研究、大鼠１２周长期
毒性研究、一般药理研究等，发现部分小鼠的肝脏存在少量肝

细胞点状或小灶状坏死伴少量淋巴细胞浸润，肝窦扩张等。局

部肾小管轻微扩张，间质内血管充血等变化。认为以栀子生品

入药所得的中成药具有一定的肝肾毒性。因此，进行炮制减毒

研究具有一定的实验基础及现实意义。

１　材料
１．１　动物

ＡＢ系野生型斑马鱼，ｇｚ１５Ｔｇ／＋（ＡＢ）斑马鱼均由广西中
医药大学斑马鱼联合实验室提供，用专业斑马鱼养殖系统正规

饲养。水 ｐＨ６．５０～７．５０，水温 ２８．５℃，溶氧量≥６．００
ｍｇ·Ｌ－１，每天喂食３次（丰年虾２次，辅助饲料１次），光照周
期为昼夜（１４ｈ／１０ｈ）交替循环驯化，采用的动物实验符合广
西中医药大学实验动物伦理委员会的相关规定。

１．２　药材与试剂
栀子采购于江西，经广西中医药大学周改莲副教授鉴定，

其药材基原为茜草科植物栀子 ＧａｒｄｅｎｉａｊａｓｍｉｎｏｉｄｅｓＥｌｌｉｓ的干
燥成熟果实；总蛋白量试剂盒（ＢＣＡ），丙氨酸氨基转移酶
（ＡＬＴ）、天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、肌酐（Ｃｒ）、尿素氮（ＢＵＮ）
试剂盒（南京建成生物工程研究所，批号分别为 ２０２３０５１２，
２０２３０４１３，２０２３０５１１，２０２３０５１２，２０２３０５１２）；羧甲基纤维素钠
（上海麦克林生化科技有限公司，ＣＮ／Ｃ４２１３０７）；鱼安定（常州
卓医药化工材料有限公司，２１２－９５６－８）。
１．３　仪器

斑马鱼养殖系统（上海海圣生物实验设备有限公司，Ｚ－
Ａ－Ｄ５），电子分析天平（梅特勒 －托利公司，ＥＰ６４Ｃ），体视显
微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ株式会社，ＳＺＸ２－ＩＬＬＴ），荧光立体显微
镜（德国徕卡仪器有限公司，Ｍ１６５ＦＣ），光照培养箱（上海博讯
实业有限公司医疗设备厂，ＢＸＧ－２５０），全波长功能酶标仪
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ Ｓｋｙ），冷 冻 干 燥 机
（ＣＨＲＩＳＴ，ＡＬＰＨＡ１－４ＬＤｐｌｕｓ）。
２　方法
２．１　栀子水提物的提取与制备

６种不同炮制程度的栀子按２０２０年版《中华人民共和国
药典》方法于实验室自制，炮制时长为 １０、１３、１６、１９、２２、２５
ｍｉｎ。取药材各５０ｇ，加８倍量水浸泡３０ｍｉｎ，第１次煎煮保持
微沸状态６０ｍｉｎ，趁热过滤。药渣加 ４倍量水继续提取 ３０
ｍｉｎ，趁热过滤，合并两次滤液，浓缩成为浸膏，冷冻干燥，分别
得到生品及６种不同炮制程度栀子水提物冻干粉末 １４．４５、
１４．８２、１４．８５、１４．３４、１３．３７、１３．９１、１３．４７ｇ。

分别准确称取生品（ｓｐ）及６种不同炮制程度栀子水提物
（ｐｚ１、ｐｚ２、ｐｚ３、ｐｚ４、ｐｚ５、ｐｚ６）冻干粉末０．２９、０．３０、０．３０、０．２９、
０．２７、０．２８、０．２７ｇ（相当于生药材１．００ｇ），加入胚胎水，超声
溶解，转移至 １００ｍＬ量瓶中，定容，得生药质量浓度为 １０
ｇ·Ｌ－１水提物母液，冻存备用。精密称取对乙酰氨基酚 ２．５
ｍｇ，加入胚胎水，超声溶解，转移至１０ｍＬ量瓶，定容，得到对
乙酰氨基酚质量浓度为０．２５ｇ·Ｌ－１，作为对乙酰氨基酚组。
２．２　不同炮制程度栀子水提物对斑马鱼半数致死浓度（ＬＣ５０）
与１０％致死浓度（ＬＣ１０）的测定
２．２．１　斑马鱼毒性预实验　显微镜下选取受精后３ｄｐｆ发育

正常的ＡＢ系斑马鱼，并随机转移到含有不同浓度的栀子水提
物胚胎水的１２孔板中，每孔１０枚，设置３个复孔。置２８℃恒
温培养箱中培养，给药后每２４ｈ更换含相应药物剂量浓度的
胚胎水，培养至７２ｈ，得到生品及６种炮制程度栀子水提物的
最小全致死浓度（ＬＣ１００）和最大非致死浓度（ＬＣ０）。
２．２．２　斑马鱼急性毒性实验　根据预实验结果，在不同栀子
水提物的ＬＣ１００和ＬＣ０范围内设置６个含不同药物剂量浓度的
胚胎水组进行毒性实验，其中 ｓｐ的６个药物质量浓度组分别
为０．０１２、０．０２４、０．０３６、０．０４８、０．０６０、０．０７２ｇ·Ｌ－１，ｐｚ１为
００１４、０．０２６、０．０３８、０．０５０、０．０６２、０．０７４ｇ·Ｌ－１，ｐｚ２为
００１５、０．０３０、０．０４５、０．０６０、０．０７５、０．０９０ｇ·Ｌ－１，ｐｚ３为
００１６、０．０３２、０．０４８、０．０６４、０．０８０、０．０９６ｇ·Ｌ－１，ｐｚ４为
００２４、０．０３４、０．０４４、０．０５４、０．０６４、０．０７４ｇ·Ｌ－１，ｐｚ５为
００２４、０．０３８、０．０５２、０．０６６、０．０８０、０．０９４ｇ·Ｌ－１，ｐｚ６为
００２５、０．０３７、０．０４９、０．０６１、０．０７３、０．０８５ｇ·Ｌ－１，以不含任何
药物的胚胎水为空白组。每个浓度设３个复孔，给药后每２４ｈ
更换含相应药物剂量浓度的胚胎水，观察记录斑马鱼幼鱼死亡

情况，重复 ３次实验，统计其 ７２ｈ死亡率。通过 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ９．０软件绘制量 －毒曲线，计算得到生品及６种不同炮
制程度栀子水提物的ＬＣ５０和ＬＣ１０。
２．３　不同炮制程度栀子水提物对斑马鱼肝肾脏毒性
２．３．１　斑马鱼肝脏形态观察　根据２．２项实验结果，将生品
及不同炮制程度栀子水提物分别设置低（ＬＣ０）、中（ＬＣ１０）、高
（ＬＣ２０）剂量浓度组，以对乙酰氨基酚（０．２５ｇ·Ｌ

－１）作为对乙

酰氨基酚组，不含任何药物胚胎水为空白组。用 ｇｚ１５Ｔｇ／＋
（ＡＢ）肝脏荧光蛋白转基因斑马鱼为研究对象。待斑马鱼胚胎
发育至４ｄｐｆ时，挑选发育正常且有荧光的斑马鱼，随机分组放
入１２孔板中，每孔１０枚，设置３个复孔，给药后每２４ｈ更换含
相应药物剂量浓度的胚胎水，给药７２ｈ后，移除含药胚胎水，
鱼安定麻醉，至含３％甲基纤维素钠水溶液的培养皿中，在荧
光显微镜下拍照记录斑马鱼肝脏荧光强度，用 ＩｍａｇｅＪ计算肝
脏面积。

２．３．２　斑马鱼 ＡＬＴ、ＡＳＴ、Ｃｒ和 ＢＵＮ活性测定　在显微镜下
选取正常发育受精后３ｄｐｆＡＢ系斑马鱼，随机转移到含有胚胎
水和生品及６种炮制程度栀子水提物低（ＬＣ０）、中（ＬＣ１０）、高
（ＬＣ２０）剂量浓度组，对乙酰氨基酚（０．２５ｇ·Ｌ

－１）作为对乙酰

氨基酚组，不含任何药物胚胎水为空白组。分别放置６孔板
中，每孔３０枚，设置３个复孔。于２８℃恒温培养箱中培养，给
药后每２４ｈ更换含相应药物剂量浓度的胚胎水。给药７２ｈ
后，收集斑马鱼，研磨仪匀浆，离心取上清液，检测斑马鱼体内

ＡＬＴ、ＡＳＴ、Ｃｒ和ＢＵＮ活性。
２．４　统计学方法

用ＳＰＳＳ进行统计学分析，结果用 珋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　生品及不同炮制程度栀子水提物对斑马鱼ＬＣ５０和ＬＣ１０的
影响

根据各组死亡率，用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件绘制量 －毒
曲线，计算ＬＣ５０和 ＬＣ１０。生品及不同炮制程度栀子水提物的
ＬＣ５０分别为０．０４２、０．０４９、０．０５３、０．０６４、０．０５０、０．０５８、０．０５８

９４２
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ｇ·Ｌ－１，ＬＣ１０分别为０．０２４、０．０２５、０．０３３、０．０３８、００３６、００３６、
０．０３９ｇ·Ｌ－１。依据ＬＣ５０和ＬＣ１０由大到小顺序排列，ＬＣ５０的顺
序为：ｐｚ３＞ｐｚ５＝ｐｚ６＞ｐｚ２＞ｐｚ４＞ｐｚ１＞ｓｐ，ＬＣ１０的顺序为：
ｐｚ６＞ｐｚ３＞ｐｚ５＝ｐｚ４＞ｐｚ２＞ｐｚ１＞ｓｐ。实验结果表明，ｐｚ３、ｐｚ５、
ｐｚ６的ＬＣ５０和ＬＣ１０值较大，毒性在一定程度上有所降低，炮制
时间较优。见图１。
３．２　生品及不同炮制程度栀子水提物对斑马鱼肝脏形态和肝
脏荧光面积的影响

空白组斑马鱼肝脏形态完整，肝脏荧光呈马蹄形。与空白

组比较，对乙酰氨基酚组斑马鱼肝脏形态变化和荧光面积减小

（Ｐ＜００１），表明对乙酰氨基酚对斑马鱼有肝毒性。ｓｐ低、中、
高剂量组斑马鱼肝脏形态变化和荧光面积减少（Ｐ＜００１），
ｐｚ１、ｐｚ２低、中、高剂量浓度组斑马鱼肝脏形态变化和荧光面积
减少（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），ｐｚ３中、高剂量组斑马鱼肝脏形态
变化和荧光面积减少（Ｐ＜００１），表明 ｓｐ及 ｐｚ１、ｐｚ２、ｐｚ３不
同剂量浓度对斑马鱼肝脏均有不同程度的损伤。ｐｚ４、ｐｚ５、
ｐｚ６低、中剂量组斑马鱼肝脏形态变化和荧光面积无明显变
化，高剂量组有变化（Ｐ＜００５）。表明 ｐｚ４、ｐｚ５、ｐｚ６低、中剂

图１　不同炮制程度栀子水提物对斑马鱼的量－毒曲线（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

０５２
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表１　不同炮制程度栀子水提物对斑马鱼肝脏荧光面积的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
质量浓度／

（ｇ·Ｌ－１）

肝脏荧光面积／

（μｍ２）
空白组 １０ ８４１３．７±１５１７．１
对乙酰氨基酚组 １０ ０．２５０ ５８０７．５±７７３．１２）

ｓｐ低剂量组 １０ ０．０１２ ５８６３．１±６６２．８２）

ｓｐ中剂量组 １０ ０．０２４ ５５４３．８±４７３．４２）

ｓｐ高剂量组 １０ ０．０３０ ４３３０．８±８８６．８２）

ｐｚ１低剂量组 １０ ０．０１４ ７１３５．３±４５４．９１）

ｐｚ１中剂量组 １０ ０．０２５ ５５４３．７±７７８．２２）

ｐｚ１高剂量组 １０ ０．０３３ ５０２６．３±６２５．６２）

ｐｚ２低剂量组 １０ ０．０１５ ７１１８．１±１１０１．１１）

ｐｚ２中剂量组 １０ ０．０３３ ５３８３．６±５６６．２２）

ｐｚ２高剂量组 １０ ０．０４０ ５５８２．２±１３９４．７２）

ｐｚ３低剂量组 １０ ０．０１６ ７３２１．０±１１６０．１
ｐｚ３中剂量组 １０ ０．０３８ ５８９０．９±８０１．７２）

ｐｚ３高剂量组 １０ ０．０４７ ５１７４．６±６２１．２２）

ｐｚ４低剂量组 １０ ０．０２４ ８９７３．７±５８８．２
ｐｚ４中剂量组 １０ ０．０３６ ７５２６．４±９４６．６
ｐｚ４高剂量组 １０ ０．０４１ ６５７０．４±１６８８．０１）

ｐｚ５低剂量组 １０ ０．０２４ ８７１０．９±１８５６．１
ｐｚ５中剂量组 １０ ０．０３６ ８０９１．９±２５９４．１
ｐｚ５高剂量组 １０ ０．０４３ ６９９０．３±１４４６．１１）

ｐｚ６低剂量组 １０ ０．０２５ ８０６４．８±１０５１．６
ｐｚ６中剂量组 １０ ０．０３９ ７２６７．９±８８４．０
ｐｚ６高剂量组 １０ ０．０４６ ６７８６．６±１２５３．０１）

　　注：１）与空白组比较，Ｐ＜００５；２）与空白组比较，Ｐ＜００１。

量组对斑马鱼肝脏无明显影响，高剂量组有肝损伤。见表１、

插页ⅩⅢ图２。
３．３　不同炮制程度栀子水提物对斑马鱼ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＢＵＮ和Ｃｒ
活性的影响

与空白组比较，对乙酰氨基酚组斑马鱼体内的 ＡＬＴ和
ＡＳＴ活性升高（Ｐ＜００１），表明对乙酰氨基酚对斑马鱼肝脏有
损伤。与空白组比较，ｓｐ低、中、高剂量组斑马鱼 ＡＬＴ和 ＡＳＴ
活性均升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），ＢＵＮ和 Ｃｒ活性升高（Ｐ＜
００５）。ｐｚ１的ＡＬＴ和ＡＳＴ活性升高（Ｐ＜００１），ＢＵＮ和Ｃｒ活
性升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）；ｐｚ２、ｐｚ３的 ＡＬＴ低、中、高剂量组
活性升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），ＡＳＴ中、高剂量组活性升高
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；ｐｚ４中、高剂量组 ＡＬＴ、ＡＳＴ升高（Ｐ＜
００５，Ｐ＜００１）；ｐｚ５、ｐｚ６的ＡＬＴ活性降低无显著影响，ＡＳＴ高
剂量组有肝损伤（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）。ｐｚ３、ｐｚ５高剂量组ＢＵＮ
和Ｃｒ活性升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），ｐｚ４高剂量组 ＢＵＮ和 Ｃｒ
活性升高（Ｐ＜００１）。表明ｓｐ及ｐｚ１～ｐｚ５不同炮制程度不同
剂量浓度对斑马鱼肝脏及肾脏均有不同程度的损伤。ｐｚ６的３
个剂量浓度组斑马鱼 ＡＬＴ、ＢＵＮ、Ｃｒ及 ＡＳＴ低、中剂量组均无
肝肾损伤。见表２。
４　讨论

斑马鱼具有易养殖、成本低、产卵量大、发育迅速，多种组

织器官可再生，基因组与人类同源性高等特点。现已成为研究

人类疾病的理想新型动物［１４－１６］，被广泛用于毒理学［１７－１９］、遗

传学、生物学、疾病模型和药物筛选等科研领域。

实验用斑马鱼模型对生品及６种不同炮制程度栀子进行
急性毒性和肝肾损伤研究，探讨炮制程度对栀子毒性的影响。

表２　不同炮制程度栀子水提物对斑马鱼ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＢＵＮ、Ｃｒ活性的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 质量浓度／（ｇ·Ｌ－１） ＡＬＴ／（Ｕ·ｇ－１） ＡＳＴ／（Ｕ·ｇ－１） ＢＵＮ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） Ｃｒ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

空白组 ３ ３３．３２７±１．４４５ ３５．０３３±０．９０５ ３．００９±０．３３１ ６．２９５±３．４２６
对乙酰氨基酚组 ３ ０．２５０ ４５．０５６±１．５９１２） ５１．１３１±１．４５３２） １０．９４９±０．２００２） ２０．００５±１．１１５２）

ｓｐ低剂量组 ３ ０．０１２ ５６．１９０±１．６７０２） ６３．６９０±５．８４２２） ３．７１５±０．２１１１） １５．５６０±４．４５７１）

ｓｐ中剂量组 ３ ０．０２４ ６３．４４３±０．９４０２） ６３．８２４±１．０９９２） ３．７４１±０．１４４１） １７．２３８±２．６１９１）

ｓｐ高剂量组 ３ ０．０３０ ６６．６０６±４．４４２２） ６９．１８５±１２．９７９１） ３．８６９±０．５０１ １９．６９９±６．１１４１）

ｐｚ１低剂量组 ３ ０．０１４ ４７．８１７±１．５３８２） ４５．５６５±４．４９７ ３．９２３±０．２６２１） １５．８６０±４．３７４１）

ｐｚ１中剂量组 ３ ０．０２５ ４８．５９１±１．９１６２） ５１．９８５±３．３２４２） ４．１８２±０．３２０１） １７．４１１±１．７３２２）

ｐｚ１高剂量组 ３ ０．０３３ ５０．６９８±１．７８２２） ５５．８０９±１．６６９２） ４．２３３±０．１７８２） １８．１４６±５．０１７１）

ｐｚ２低剂量组 ３ ０．０１５ ４０．６１０±２．６３２１） ３４．８８８±１．６４０ ３．３１９±０．２４８ １１．１９６±５．９３６
ｐｚ２中剂量组 ３ ０．０３３ ４２．０７０±２．０３８２） ３７．０３６±０．７８９１） ３．７４３±０．０２９ １４．３０７±３．９１８
ｐｚ２高剂量组 ３ ０．０４０ ４７．２８１±１．３４０２） ４４．７８４±９．７５５ ４．４４５±０．８８１ １９．２９５±５．５７６１）

ｐｚ３低剂量组 ３ ０．０１６ ３８．０３８±１．４６９１） ４０．６４６±２．１７３１） ２．６５２±０．５４９ １１．８６５±２．４７５
ｐｚ３中剂量组 ３ ０．０３８ ３９．０７３±０．９０６２） ４１．４２１±０．４４９２） ３．４７６±０．４５６ １１．９６９±８．３５１
ｐｚ３高剂量组 ３ ０．０４７ ４０．９８７±１．０４７２） ４１．６８３±４．８３９ ４．５５６±０．０１０１） ２６．０１１±５．６３４２）

ｐｚ４低剂量组 ３ ０．０２４ ３３．２４１±０．９０５ ４０．２６０±１２．０８１ ３．４２１±０．３３１ ７．９９５±２．６９９
ｐｚ４中剂量组 ３ ０．０３６ ３８．１２６±１．６１７１） ４０．３４６±１．８９７１） ３．６６７±０．２５０ ２０．９６６±４．５５９１）

ｐｚ４高剂量组 ３ ０．０４１ ４０．７４６±２．０３５２） ４５．６００±１．１９３２） ４．６２５±０．１２７２） ２５．０３３±４．５９２２）

ｐｚ５低剂量组 ３ ０．０２４ ３３．５８６±１．４９２ ３４．３１８±２．７２８１） ３．１７６±０．０７８ ８．７９５±６．５８１
ｐｚ５中剂量组 ３ ０．０３６ ３４．６３０±１．７６５ ３６．５３０±５．０６０ ３．６９７±０．１９０１） １２．７２９±１０．５３３
ｐｚ５高剂量组 ３ ０．０４３ ３４．７５４±２．７１６ ３８．０５５±２．２０４２） ３．８１８±０．０５９１） ２５．４７７±１２．５５４２）

ｐｚ６低剂量组 ３ ０．０２５ ３１．９０９±２．６０３ ３６．２９３±２．３１８ ３．３６８±０．９１６ ５．７４７±１．６７５
ｐｚ６中剂量组 ３ ０．０３９ ３２．８４３±１．８０８ ３６．４１２±０．３０４ ３．５８７±０．４３９ １０．３８９±６．７０７
ｐｚ６高剂量组 ３ ０．０４６ ３３．０５８±３．１１２ ３７．０７８±０．２０３１） ４．５７９±２．１６９ １３．５４３±３．８７６６

　　注：１）与空白组比较，Ｐ＜００５；２）与空白组比较，Ｐ＜００１。
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通过分析其ＬＣ５０发现，随着炮制程度增加，栀子毒性在一定程
度上有所降低。ＬＣ５０较大为 ｐｚ３、ｐｚ５、ｐｚ６，最小为生品，可见栀
子急性毒性与炮制程度和剂量浓度密切相关。ＡＬＴ和 ＡＳＴ是
反映肝功能的重要指标，分布于肝细胞质和肝细胞线粒体。肝

脏受损会使肝细胞中的转氨酶进入血液，导致 ＡＬＴ和 ＡＳＴ活
性升高［２０－２１］。因此，大多数情况下ＡＬＴ和ＡＳＴ升高程度与肝
细胞受损程度相关。ＢＵＮ和 Ｃｒ则在一定程度上反映肾功能
的损害程度［２２－２３］。通过对生品及不同炮制程度栀子水提物的

肝肾毒性研究发现，ｓｐ及 ｐｚ１～ｐｚ５不同剂量浓度均对斑马鱼
的肝肾脏产生不同程度的损伤，ｐｚ６对斑马鱼肝脏及肾脏无损
伤。由此可见，栀子的肝肾毒性与炮制程度和剂量浓度密切相

关。其中ｐｚ６肝肾损伤较小，可以看出，随着炮制程度增加，栀
子肝肾毒性在一定程度上有所降低，其他炮制程度栀子在不同

剂量浓度下都表现出一定程度的肝肾损伤。

中药炮制减毒方法源远流长，迄今已累积丰富。常用的方

法有净制、炒制、水制、加辅料共制以及祛油制霜等［２４］。栀子

炮制方法多种多样，最早为汉代《伤寒论》记载的“擘破”［２５］，

即掰破。后又发展出炒炭、姜汁炒焦黄、微炒、蜜制、炒焦等十

几种炮制方法。现主要有炒黄、炒焦、炒碳、姜炙等。大量研究

表明栀子经炒黄、炒焦、炒炭后，栀子苷、绿原酸、西红花苷Ⅰ、
西红花苷Ⅱ等成分含量下降，京尼平苷酸经炒制后含量升
高［２６］。表明炒制对栀子中的化学成分影响显著，或与其毒性

降低有直接关联。后续研究将对栀子生品及不同炮制程度栀

子进行ＨＰＬＣ含量测定等实验，分析主要化学成分变化与肝肾
毒指标的关联性分析，初步确定栀子炮制减毒的物质基础。因

此，科学、合理、可控的炮制方法是实现栀子用药安全、有效的

重要举措［２７］。
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