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川紫菀水提取物中主要生物碱成分 clivorine 分析及其对大鼠肝毒性 
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摘  要：目的  考察川紫菀水提取物对大鼠的肝毒性，并探讨其肝毒性与水提取物中吡咯里西啶生物碱成分之间的关系。方

法  采用 HPLC 法分析川紫菀水提取物中主要吡咯里西啶生物碱成分，并结合文献报道设定水提取物的给药剂量。将水提

取物 ig 给予 SD 大鼠，通过测定血清丙氨酸转氨酶（ALT）和天冬氨酸转氨酶（AST）的活性、肝组织中结合吡咯和还原型

谷胱甘肽（GSH）水平及观察肝组织病理改变，考察水提取物的肝毒性。结果  川紫菀水提取物中主要吡咯里西啶生物碱成

分为 clivorine（3.94 mg/g）。单次给予水提取物无论剂量高低，ALT 和 AST 均未见明显改变，但肝组织 GSH 水平显著下降；

多次给药时水提取物高剂量组 ALT 和 AST 显著升高（P＜0.05）。各给药组肝组织中均可检出结合吡咯，其量与给药剂量大

小及次数呈正相关。组织病理学观察未见肝组织有明显病变。结论  川紫菀水提取物具有潜在的肝毒性，大剂量的毒性尤为

明显。Clivorine 是水提取物中的主要生物碱成分，可能是川紫菀肝毒性的主要毒效物质。 
关键词：川紫菀；吡咯里西啶生物碱；clivorine；肝毒性；结合吡咯 
中图分类号：R285.5      文献标志码：A      文章编号：0253 - 2670(2011)12 - 2507 - 05 

Analysis on clivorine from alkaloid in aqueous extract of Ligularia hodgsonii and 
its hepatotoxicity in rats  

CHENG Min1, TANG Jun2, GAO Qiu-fang1, LIN Ge3 

1. Wuhan Institute for Food and Drug Control, Wuhan 430012, China 
2. Key Laboratory of Combinatorial Biosynthesis and Drug Discovery (Wuhan University), Ministry of Education, and School of 

Pharmaceutical Sciences, Wuhan University, Wuhan 430071, China 
3. Department of Pharmacology, The Chinese University of Hong Kong, Hong Kong, China 

Key words: Ligularia hodgsonii Hook.; pyrrolizidine alkaloid; clivorine; hepatotoxicity; tissue-bound pyrroles 

紫菀为菊科紫菀属植物紫菀Aster tataricus L. f.
的干燥根和根茎，而菊科橐吾属 Ligularia Cass.多种

植物根及根茎在民间多作紫菀替代品，习称硬紫菀

或山紫菀，上述紫菀品种均有镇咳祛痰作用[1-2]。四

川、贵州等地所用山紫菀主要来源于鹿蹄橐吾

Ligularia hodgsonii Hook.，又名川紫菀[1-3]。研究表

明，川紫菀含有多种具肝毒性的吡咯里西啶类生物

碱，其中 clivorine（山冈橐吾碱）为主要成分；该

成分可致雄性大鼠急性肝损伤 [1-7]，LD50 为 91 
mg/kg。包括川紫菀在内的许多中药因含吡咯里西

啶类生物碱而引起广泛关注[1,4-8]，然而，迄今对这

些中药及其制剂的毒性及安全性评价的研究仍较

少。吡咯里西啶类生物碱致毒的主要特点为代谢毒

性，其代谢产物通常称为吡咯代谢物，是反映其体

内毒性的重要指标[4-10]。在前期研究的基础上，本

实验测定了川紫菀水提取物中 clivorine 的量，并通

过检测血清丙氨酸转氨酶（ALT）和天冬氨酸转氨

酶（AST）活性、肝组织中结合吡咯和还原型谷胱

甘肽（GSH）等指标研究川紫菀的肝毒性，以期为

该中药进一步的安全性评价提供参考。
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1  仪器与材料 
1.1  药材、药品与试剂 

川紫菀药材购自四川荷花池药材市场，经笔者

通过生药学鉴定及 LC/MSn 联用分析，证实为菊科

橐吾属多种植物，如鹿蹄橐吾 Ligularia hodgsonii 
Hook.、狭苞橐吾 L. intermedia Nakai 等的干燥根及

根茎，且含有吡咯里西啶类生物碱[7]，与文献报道

一致[3,11]。 
Clivorine 对照品为笔者从鹿蹄橐吾中提取并精

制，经 TLC、HPLC 法分析以及核磁共振波谱鉴定，

HPLC 测定其质量分数≥98%。乙腈为色谱纯，水

为 Millipore 超纯水，其他试剂均为分析纯。 
1.2  仪器 

Dionex P 680 高效液相色谱仪及 Chromeleon 色

谱工作站（美国 Dionex 公司），岛津 UV—2100 分

光光度计（日本岛津），Sigma 2K15 低温超速离心

机（德国 Sigma 公司），80—2 台式电动离心机（深

圳国华仪器厂），Milli-Q Integral 水纯化系统（美国

Millipore 公司）。 
1.3  动物 

健康 SD 大鼠，雄性，体质量为 180～200 g，
由香港中文大学实验动物中心提供，动物使用得到

香港中文大学动物实验伦理委员会的批准并在香港

政府相关规定下执行。在实验前均观察大鼠 1 周。

实验室温度为 21～24 ℃，湿度为 55%～70%，光

照为 12 h 的明暗周期。给药前大鼠禁食 12 h，自由

饮水。 
2  方法 
2.1  川紫菀水提取物的制备 

取药材约 2 000 g，加水煎煮 3 次，每次 2 h，
第 1 次加水量为药材量的 8～10 倍，第 2 次为 6～8
倍，第 3 次为 4 倍。合并药液，静置，滤过，适量

浓缩，加入等倍量的医用酒精，其间不时搅拌，然

后静置 24 h。取滤过后上清液浓缩至流浸膏，冷冻

干燥，得干浸膏约 400 g。取干浸膏进行 HPLC 分

析，并用蒸馏水溶解至一定质量浓度（0.67 g/mL）
的混悬液用于毒性实验。 
2.2  溶液制备 

精密称取 clivorine 对照品约 12.60 mg，置 5 mL
量瓶中，加流动相制成 2.52 mg/mL 溶液，作为对照

品贮备液。 
另取川紫菀水提取物干浸膏 0.25 g，置 10 mL

量瓶中，加流动相使溶解，制得供试品溶液。 

2.3  色谱条件 
色谱柱为 BonChrom-C18（200 mm×4.6 mm，5 

μm，美国 Gela Technologies Inc.）；预保护柱为

SafeGuard 保护柱（上海泉岛公司）；流动相为乙

腈-0.01 mol/L 磷酸二氢钾溶液（用磷酸调节 pH 值

为 3.2）系统，以 25∶75等度洗脱；检测波长 230 nm；

体积流量 1.0 mL/min。在上述色谱条件下，分别取

对照品溶液和供试品溶液 10 μL，注入液相色谱仪，

记录色谱图，clivorine 保留时间 12.3 min，理论塔

板数大于 3 000，与相邻峰的分离度大于 2，结果见

图 1。 

 

图 1  Clivorine 对照品（A）和川紫菀水提取物供试品（B）的

HPLC 图 
Fig. 1  HPLC chromatogram of clivorine reference substance 

(A) and aqueous extract of L. hodgsonii (B) 

2.4  方法学考察 
2.4.1  线性关系考察  精密吸取 clivorine 对照品贮

备液 50、100、200、500、1 000 μL，分别置 5.0 mL
量瓶中，用流动相稀释至刻度，摇匀，分别吸取 10 
μL，注入液相色谱仪，测定。以对照品质量浓度（X）
为横坐标，峰面积（Y）为纵坐标进行线性回归，

得回归方程：Y＝441.89 X－4.407，r＝0.999 7，线

性范围为 0.025～0.504 mg/mL。 
2.4.2  精密度试验  精密吸取 clivorine 对照品贮备

液 40 μL，用流动相稀释至 1 mL，摇匀，按上述色

谱条件测定，连续进样 6 次，以峰面积的相对标准

偏差（RSD）计算精密度，测得峰面积的 RSD 为

0.24%。 
2.4.3  稳定性试验  精密吸取 clivorine 对照品贮备

液 500 μL，用流动相稀释至 5.0 mL，摇匀，按上述

色谱条件测定，分别于 0、2、4、8、12 h 测定峰面

积，得峰面积的 RSD 为 0.47%，表明样品在 12 h
内稳定。 
2.4.4  重现性试验  取川紫菀水提取物干浸膏 0.25 g
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共 5 份，分别置 10 mL 量瓶中，加流动相使溶解，

制得供试品溶液，分别过 0.45 μm 微孔滤膜后进样

测定，得 clivorine 质量分数的 RSD 为 2.10%。 
2.4.5  加样回收率试验  精密称取川紫菀水提取物

约 0.125 g，共 9 份，分别精密加入质量浓度为 2.52 
mg/mL 的 clivorine 对照品贮备液 0.16、0.20、0.24 
mL，各 3 份，置于 10 mL 量瓶中，加流动相稀释

至刻度，振摇使溶解，过 0.45 μm 微孔滤膜，进样

测定并计算回收率，结果测得平均回收率为

99.45%，RSD 为 3.96%。 
2.4.6  样品测定  按“2.3”项下色谱条件，吸取供

试品溶液 10 μL，注入液相色谱仪，测定。通过上

述回归方程计算，该提取物中 clivorine 的量以干燥

品计为（3.94±0.08）mg/g（n＝5）。 
2.5  给药时限和剂量的设定 

根据中医临床用药经验和紫菀方剂临床用药报

道[2,12]，设计单次和多次用药、连续 ig 给药方式，

同时参考文献方法[10]以及参照川紫菀药材的小鼠

药效学剂量 10 g/(kg·d)[2]及 clivorine 的急性毒性数

据[1,5]，经预试后确定川紫菀水提取物给药剂量为 5
（以 clivorine 计约为对大鼠 LD50

[5]的 1/5）、10 
g/(kg·d)，分别相当于 clivorine 19.7、39.4 mg/(kg·d)。
末次给药 24 h 后观察动物毒性反应。 
2.6  分组、给药与标本采集 

在单次给药实验中，SD 大鼠按体质量随机分

成对照组、紫菀水提取物 5、10 g/(kg·d) 组；多次

给药实验分组同单次给药实验，每天给药 1 次，连

给 3 d，每组均为 6 只大鼠。给药组大鼠每天 ig 给

予川紫菀水提取物混悬液，对照组给予同体积蒸馏

水。末次给药 24 h 后，大鼠乙醚麻醉，心脏采血约

5 mL，并立即摘取肝脏，于 0 ℃保存。血样于室温

下放置约 1 h 后离心分离血清。 
2.7  血清 ALT 和 AST 活性测定[10] 

酶活性用国际单位（U/L）表示，一个国际单

位在规定实验条件下（pH 7.5、25 ℃）每分钟可形

成约 1 μmol 的谷氨酸。 
2.8  肝组织 GSH 测定[10] 

称取肝组织 1 g，匀浆，用 Ellman 试剂（将 5,5′-
二硫代-2-硝基苯甲酸溶解于 0.5%碳酸氢钠溶液中

配成 1.5 mg/mL 溶液）显色，采用分光光度法于 412 
nm 处进行测定。 
2.9  肝组织结合吡咯的测定[13] 

称取肝组织 1 g，采用硝酸银乙醇试液处理，并

用 Ehrlich 试剂（取对二甲基苯甲醛 1 g 及 60%高

氯酸 0.7 mL 溶于 50 mL 无水乙醇中）显色，然后

用分光光度法分别测定 562、625 nm 处的吸光度

（A）值，以空白肝脏样品作对照。计算肝结合吡

咯的量。 
2.10  组织病理学检查[10] 

肝组织固定于 10%中性福尔马林溶液中，24 h
后用石蜡包埋切片，HE 法染色，在光学显微镜下

（×100）观察组织病理学变化。 
2.11  统计学处理 

数据用 GraphPad Prism 4.0 软件进行处理，组

间比较采用 Student’s t 检验。 
3  结果 
3.1  一般毒性观察   

在川紫菀水提取物单次及多次给药期间内，大

鼠行为、活动和精神状态均无明显异常。 
3.2  血清生化指标的检测 

  在单次给药实验中，川紫菀水提取物 10 
g/(kg·d) 组大鼠的血清转氨酶活性与对照组比较均

无统计学差异，但肝组织 GSH 水平显著下降（P＜
0.05）；川紫菀水提取物给药组大鼠肝组织中可检出

结合吡咯，且其量与给药剂量相关，两个给药组间

有显著差异（P＜0.01）。在多次给药实验中，川紫

菀水提取物 10 g/(kg·d) 组 ALT 和 AST 水平与对照

组比较显著升高（P＜0.05），而川紫菀水提取物 5 
g/(kg·d) 组 ALT 和 AST 水平未见明显改变，两个给

药组肝组织 GSH 变化均不显著；在单次和多次给

药实验中，川紫菀水提取物不论是高剂量还是低剂

量，肝组织中结合吡咯均显著增加（P＜0.01）。结

果见表 1。 
3.3  肝组织病理学检查 
    川紫菀水提取物各剂量组与对照组大鼠肝组织

结构变化基本一致，未见明显器质性病变。 
4  讨论 

上述结果显示川紫菀水提取物低剂量与高剂量

单次给药后大鼠均未出现明显的毒性反应，但高剂

量多次给药后大鼠出现明显肝损伤。在本实验中设

定川紫菀水提取物的剂量均高于紫菀人拟用最大剂

量 [33 mg/(kg·d)] 100 倍以上，由于川紫菀与紫菀的

药效学剂量相当[2]，因此表明民间以川紫菀代紫菀

使用具有一定的合理性。由于实验仅考察了给药

24 h 后的肝毒作用，对毒性反应的发展进程、慢性

或肝外损伤反应等尚不清楚。
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表 1  川紫菀水提取物单次与多次给药后对大鼠血清 ALT、AST 及肝组织中 GSH、结合吡咯的影响 ( 6=± n , sx ) 
Table 1  Effects of aqueous extract of L. hodgsonii on ALT and AST in serum, and GSH and tissue-bound pyrroles 

in liver tissue of rats after single or repeated administrations ( 6=± n , sx ) 

组  别 
剂量/ 

(g·kg−1·d−1) 

ALT/ 

(U·L−1) 

AST/ 

(U·L−1) 

GSH/ 

(μmol·g−1) 

结合吡咯 

(μmol·g−1) 

单次给药 对照 － 14.5±1.0 33.6±2.5 4.8±0.6 0 

川紫菀水提取物 5 12.3±0.4 33.4±4.5 2.0±0.1* 0.70±0.05 

 10 10.9±1.7 33.8±5.8 3.9±0.5* 1.04±0.08△△ 

多次给药 对照 － 15.1±1.6 37.5±4.1 4.9±0.6 0 

川紫菀水提取物 5 14.9±2.6 36.9±5.1 5.1±0.8 1.14±0.09## 

 10 39.6±14.4*#△ 84.4±19.8*#△ 4.3±0.4 1.41±0.12##△ 

与对照组比较：*P＜0.05；与单次给药组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与低剂量组比较：
△P＜0.05  △△P＜0.01 

*P<0.05 vs control group; #P<0.05  ##P<0.01 vs single group; △P<0.05  △△P<0.01 vs low dose group 

有研究显示，吡咯里西啶类生物碱类作用于肝

脏时，体液和肝组织中一些生化指标，如血清 ALT
和 AST 活性及肝组织 GSH 和结合吡咯的量发生变

化[1,10]，特别是组织结合吡咯与吡咯里西啶类生物

碱成分在体内的代谢活化密切相关，其机制是吡咯

里西啶类生物碱由肝 P450s 代谢活化形成了初级代

谢吡咯，进而与细胞亲核大分子（如蛋白质）发生

不可逆反应并形成共价结合物，最终造成细胞和组

织损伤[1,5-8]。川紫菀药材中含吡咯里西啶类生物碱

clivorine 量较高，且具有较强的肝毒性[1-6]，但其安

全性研究较少，为此本实验对该味药材水提取物毒

性及其与 clivorine 的关系进行研究。首先用 HPLC
对该水提取物中 clivorine 进行了分析，建立了快速、

准确和可靠的该成分测定方法，结果表明 clivorine
为该提取物中主要吡咯里西啶类生物碱类成分，量

达 3.94 mg/g。尽管其单次给药或低剂量多次给药后

大鼠血清相关酶学指标未见明显改变，但组织结合

吡咯水平却以剂量和给药次数依赖方式递增，而且

其高剂量多次给药后大鼠血清转氨酶活性显著上

升，由此可见，川紫菀的肝毒性在其剂量较大且反

复给药后较为明显，且与组织结合吡咯水平有一定

的相关性。当然肝组织结合吡咯的形成与肝毒性的

产生并非绝对的因果关系，两者之间的关联也不是

简单的对应关系，其中涉及定量评价的问题，值得

进一步探讨。 
此外，本研究还提示川紫菀的毒性作用可能受

到其他不同成分的干预，即通过改变吡咯里西啶类

生物碱代谢酶的活性及代谢过程，从而影响其最终

毒性。本实验结果显示，单次给药后肝组织内源性

抗氧化剂 GSH 有耗竭现象，说明机体的防御机制

在起作用，即通过捕获代谢吡咯以消解对细胞重要

大分子的攻击[1,10,13]，同时也间接反映该提取物潜在

的毒性。值得注意的是 GSH 的变化并不规律，多

次给药时肝组织 GSH 水平恢复正常，这可能与机

体对 clivorine 等有毒成分暴露的适应，或水提取物

中不同组分间相互作用及其对致（解）毒过程的影

响有关，其内在机制有待于进一步阐明。 
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