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山豆根黄酮类成分对斑马鱼的急性毒性研究3 
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摘  要：目的  利用体外细胞毒模型结合模式生物斑马鱼急性毒性模型，筛选和评价山豆根提取物、组分及重要单体成分的

细胞毒性及对斑马鱼的急性毒性，以期发现山豆根潜在的毒性成分。方法  考察山豆根提取物、组分及主要单体成分对人心

肌细胞 AC16、人正常肝细胞 L-02、人肾小管上皮细胞 HK-2 和人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y 的毒性，筛选山豆根中具有

较强细胞毒性的组分及主要单体成分，评价其对模式生物斑马鱼的急性毒性，计算斑马鱼的最大非致死浓度（maximun 

non-lethal concentration，MNLC）、10%致死浓度（10% lethal concentration，LC10）和半数致死浓度（half lethal concentration，

LC50）。给予山豆根酮（1/9 MNLC、1/3 MNLC、MNLC、LC10）进行干预，观察斑马鱼器官形态学结构的畸形变化、运动

情况的异常变化和死亡数量等毒性表型，计算畸形变化率，并考察斑马鱼肝脏组织病理变化。结果  山豆根酮对 AC16、L-02、

HK-2 和 SH-SY5Y4 细胞均具有较强的细胞毒性；在斑马鱼急性毒性模型中，山豆根酮组斑马鱼毒性明显，主要表现为肝毒

性、神经毒性、心血管毒性、肾毒性等，其中肝毒性在各剂量下均表现明显，且肝脏组织病理切片显示山豆根酮可诱发斑马

鱼肝脏损伤，表明肝脏可能为山豆根酮的主要毒性靶器官。结论  山豆根酮为山豆根潜在的毒性成分之一。 
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Abstract: Objective  To screen and evaluate cytotoxicity of extracts, components and important monomer components of Sophorae 

Tonkinensis Radix et Rhizoma in cytotoxicity model and acute toxicity on model organism zebrafish acute toxicity model, to discover 

the potential toxic components of Sophorae Tonkinensis Radix et Rhizoma. Methods  Toxicity of extracts, components and 

important monomer components of Sophorae Tonkinensis Radix et Rhizoma on human cardiomyocyte AC16, human normal 

hepatocyte L-02, human renal tubular epithelial cell HK-2 and human neuroblastoma cell SH-SY5Y were investigated. Strong 

cytotoxic components and main monomer components in Sophorae Tonkinensis Radix et Rhizoma were screened, acute toxicity to 

the model organism zebrafish were evaluated, maximum non-lethal concentration (MNLC) of zebrafish, 10% lethal concentration 

(LC10) and half lethal concentration (LC50) were calculated. Sophoranone (1/9 MNLC, 1/3 MNLC, MNLC, LC10) were used to 

intervene, abnormal changes in zebrafish organ morphology, abnormal changes in movement, and number of deaths and other toxic 

phenotypes were observed, abnormal changes rate and pathological changes of liver tissue were evaluated. Results  Sophoranone 

had strong cytotoxicity to AC16 cells, L-02 cells, HK-2 cells and SH-SY5Y4 cells; Toxic phenotype of zebrafish in sophoranone 
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group was obvious in acute toxicity model of zebrafish, mainly manifested as hepatotoxicity, neurotoxicity, cardiovascular toxicity, 

nephrotoxicity, among which hepatotoxicity was obvious at each dose, and histopathological slices of liver showed that sophoranone 

induced zebrafish liver damage, indicating that liver may be the main toxic target organs of Sophorae Tonkinensis Radix et Rhizoma. 

Conclusion  Sophoranone is one of the potential toxic components of Sophorae Tonkinensis Radix et Rhizoma. 

Key words: Sophorae Tonkinensis Radix et Rhizoma; flavonoid; sophoranone; zebrafish; acute toxicity 

 

山豆根又名广豆根、越南槐根，是豆科植物越

南槐 Sophora tonkinensis Gagnep.的干燥根和根茎，

具有清热解毒、消肿利咽的功效，临床用于治疗火

毒蕴结、乳蛾喉痹、咽喉肿痛、齿龈肿痛、口舌生

疮等症状[1-2]。山豆根入药的中药制剂如桂林西瓜

霜、清咽润喉丸、清膈丸等均收录于《中国药典》，

山豆根对肝炎、哮喘、慢性支气管炎和咽喉肿痛具

有较好的治疗效果[1-4]。然而山豆根临床不良反应报

道时有发生[5-7]，《中国药典》1985 年版首次记载山

豆根有毒，山豆根毒性反应涉及体内多个系统-器

官，可引起肝脏损伤、神经毒性、心血管系统损害、

胃肠道反应、皮肤过敏反应等[7-10]。山豆根含有生

物碱类、黄酮类、三萜类、多糖、有机酸等多种化

学成分，以生物碱和黄酮类成分为主，代表性成分

包括苦参碱、氧化苦参碱、马卡因、山豆根酮等[11-15]。

对于山豆根毒性物质基础的研究，多集中于《中国

药典》含量测定限定的苦参碱和氧化苦参碱[16]，及

其他含量较高的生物碱类成分[17-18]，对黄酮类等非

生物碱类成分毒性研究较少。上海中医药大学安全

评价中心研究发现，不同活性组分可能具有不同毒

性，山豆根乙醇提取物对斑马鱼模型具有肝毒性，

正丁醇、二氯甲烷部位有心血管毒性和肝毒性，且

对小鼠的毒性研究中观察到肝毒性[19]。课题组前期

研究发现，山豆根 70%乙醇提取物中含有大量黄酮

类成分，能够对 SD 大鼠产生明显肝脏损伤。山豆

根毒性成分不仅包括生物碱类，黄酮类成分也可能

是毒性成分之一，目前对于山豆根黄酮类单体成分

的毒性报道极少，进一步探究山豆根毒性成分对其

安全合理用药尤为重要。 

本研究通过人心肌细胞 AC16、人正常肝细胞

L-02、人肾小管上皮细胞 HK-2 和人神经母细胞瘤

细胞 SH-SY5Y 毒性实验，对山豆根提取物、组分

及主要单体成分逐步进行筛选，确定山豆根提取物

主要的细胞毒组分，鉴定细胞毒组分中主要的化学

成分，评价细胞毒组分中主要成分的细胞毒性；再

进一步利用斑马鱼急性毒性模型，对鉴定的细胞毒

成分进行急性毒性评价。 

1  材料 

1.1  细胞 

AC16、L-02、HK-2 和 SH-SY5Y 细胞购自美国

ATCC。 

1.2  动物 

野生 AB 品系斑马鱼购自杭州环特生物科技股

份有限公司，动物许可证号 SYXK（浙）2012-0171。

斑马鱼用（28±0.5）℃养鱼用水（每升反渗透水含

200 mg 速溶海盐、50～100 mg/L CaCO3、pH 6.5～

8.5、电导率 450～550 µs/cm），于（28±2）℃生化

培养箱中培养。使用受精后 2 d（2 dpf）的斑马鱼

进行实验，动物实验经动物实验管理委员会批准（批

准号 001458）。 

1.3  药材 

山豆根（批号 20190305，产地为广西靖西县）

购自广西宏锃药业有限公司，经海军军医大学药学

院沈云亨副教授鉴定为豆科植物越南槐 S. 

tonkinensis Gagnep.的干燥根，山豆根中苦参碱和氧

化苦参碱总质量分数为 1.82%，符合《中国药典》

2020 年版规定[1]。药材标本（20190305-SDG）保存

于海军军医大学药学院天然药物化学教研室。 

1.4  药品与试剂 

对照品苦参碱（批号 drk-0448-930730）、氧化

苦参碱（批号 drk-0453-930327）、马卡因（批号

drk-0341-940422）购自成都德锐可生物科技有限公

司，质量分数均为 98%；山豆根酮对照品（批号 

S0304AS，质量分数为 98%）购自大连美伦生物技

术有限公司；二甲基亚砜（DMSO，批号 USP6F1S）

购自德国 WAK-Chemie Medical GmbH 公司；甲基

纤维素（批号 079K0054V）美国 Sigma 公司；分析

纯无水乙醇、甲醇购自上海润捷化学试剂有限公司；

DMEM 培养基（批号 C11995500CP）、PBS 缓冲液

（批号 10010-023）、RPMI 1640（批号 C11995500BT）

购自美国 Gibco 公司；胎牛血清（批号 10099-141）

购自美国 Hyclone 公司；牛血清白蛋白（批号

wxbc6759v）、0.05%胰酶-EDTA（批号 25300-054）

购自美国 Life Technologies 公司；Cell Titer Glo 试



·2980· 中草药 2021 年 5 月 第 52 卷 第 10 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2021 May Vol. 52 No. 10 

   

剂（批号 0000350448）购自美国 Promega 公司；4%

多聚甲醛购自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公

司；二甲苯购自上海麦克林生化科技有限公司；苏

木素-伊红（HE）染色液购自上海依赫生物科技有

限公司。 

1.5  仪器 

96 孔细胞培养板、细胞培养皿、75 cm2 细胞培

养瓶（美国 Coning 公司）；6 孔板（无锡耐思生命

科技股份有限公司）；CO2 培养箱（美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司）；LDZX 型立式压力蒸汽灭菌

锅（上海申安医疗器械厂）；多功能检测仪（美国

Bio Tek 公司）；HFsafe-1200LC 型生物安全柜（上

海力新仪器有限公司）；Boxun 超净工作台、

SPX-250B-Z 型生化培养箱（上海博迅实业有限公

司医疗设备厂）；SZX7 型解剖显微镜（日本 Olympus

公司）；CCD 相机（上海土森视觉科技有限公司）；

CP214 型精密电子天平（中国 OHAUS 公司）。 

2  方法 

2.1  山豆根提取物的制备 

2.1.1  山豆根水提物（SDG-SJ）的制备  取 1 kg

干燥粉碎的山豆根药材，加入 6 倍量水，浸泡 30 

min，加热煮沸后，煎煮 1 h，滤过；药渣加入 6 倍

量水，重复煎煮 1 次，滤过，合并 2 次滤液，真空

减压浓缩得到 0.47 kg 浸膏，于低温真空干燥箱干燥

得到 0.16 kg 干浸膏，粉碎后得到 0.15 kg SDG-SJ。 

2.1.2  山豆根醇提物（SDG-Et）的制备  取 1 kg

干燥粉碎的山豆根药材，加入 70%乙醇，浸泡 30 

min，加热回流提取 1 h，提取 2 次，合并 2 次提取

液，真空减压浓缩后，于真空低温干燥箱干燥得到

浸膏，粉碎后得到 0.14 kg SDG-Et。 

2.1.3  SDG-Et 洗脱组分的制备  取 100 g SDG-Et，

以 70%乙醇溶解，分批加入 400 g MCI 凝胶树脂中

拌样，挥干溶剂后，装入上样柱。取 2 kg MCI 凝胶

树脂，甲醇浸泡 1 h，搅拌均匀，加入 460 mm×70 

mm 中压柱，待 MCI 树脂沉降均匀后，以超纯水替

换树脂中的甲醇溶剂，和上样柱连接，以 Buchi 中

压液相色谱仪进行中压柱色谱，分别以 10 倍柱体积

水、40%甲醇、70%甲醇、100%甲醇进行柱色谱，

分别收集各部位洗脱液，以旋转蒸发仪真空浓缩干

燥，分别得到 82.88 g 水洗脱组分（SDG-SX）、30.83 g 

40%甲醇洗脱组分（SDG-40X）、14.24 g 70%甲醇洗

脱组分（SDG-70X）和 12.44 g 甲醇洗脱组分

（SDG-100X）。 

2.2  山豆根提取物对 AC16、L-02、HK-2 和

SH-SY5Y 细胞存活率的影响 

细胞用含 10%胎牛血清的DMEM培养基培养，

分别取处于对数生长期的 AC16、L-02、HK-2 和

SH-SY5Y 细胞，以 2×103/孔接种于 96 孔板中，于

37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养 24 h。分别精密称

取 SDG-SJ 和 SDG-Et，以 DMSO 溶解配制成质量

浓度为 100 μg/mL 的溶液，分别精密称取 SDG-SX、

SDG-40X、SDG-70X 和 SDG-100X，以 DMSO 溶

解配制成质量浓度为 50 μg/mL 的溶液。设置对照

组、SDG-SJ 组、SDG-Et 组、SDG-SX 组、SDG-40X

组、SDG-70X 组和 SDG-100X 组，各给药组加入相

应药物，对照组加入不含药物的培养基，培养 72 h，

加入 100 μL Cell Titer Glo 试剂，37 ℃避光振荡 10 

min，采用多功能检测仪于 490 nm 检测吸光度（A）

值，计算细胞存活率。 

细胞存活率＝A 给药/A 对照 

2.3  SDG-100X 主要化学成分的鉴定 

精密称取马卡因 2.84 mg 和山豆根酮 4.60 mg，

加入 1 mL DMSO 超声溶解，混匀，配制成混合对

照品溶液。采用高效液相色谱（HPLC）对 SDG-100X

的主要化学成分进行表征[20]。 

2.4  苦参碱、氧化苦参碱、马卡因和山豆根酮对

AC16、L-02、HK-2 和 SH-SY5Y 细胞活力的影响 

分别精密称取苦参碱 2.48 mg、氧化苦参碱 2.64 

mg、马卡因 2.84 mg、山豆根酮 4.60 mg，加入 1 mL 

DMSO 超声溶解，摇匀，配制成 10 mmol/L 储备液，

于 −20 ℃保存，使用前以 DMEM 稀释。按“2.2”

项下方法处理细胞，检测 A 值，计算细胞存活率。 

2.5  山豆根酮对斑马鱼的急性毒性评价 

2.5.1  最大非致死浓度（ maximun non-lethal 

concentration，MNLC）、10%致死浓度（10% lethal 

concentration，LC10）和半数致死浓度（half lethal 

concentration，LC50）的测定  随机选取 240 尾 2 dpf

斑马鱼于 6 孔板中，设置对照组、溶媒组和山豆根

酮（2.32、6.95、20.85、33.25、108.55、217.10 µmol/L）

组，每组 30 尾。精密称取山豆根酮 4.60 mg，加入

1 mL DMSO 超声使溶解，摇匀，配制成 10 mmol/L

储备液，于 −20 ℃保存，使用时以标准稀释水（含

1% DMSO）稀释。各给药组加入 3 mL 相应药物，

对照组加入标准稀释水，溶媒组加入 1% DMSO 溶

液，于（28±2）℃生化培养箱中培养 72 h。每天统

计并及时移除死亡斑马鱼，记录各组斑马鱼死亡数
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量和毒性情况，采用 GraphPad Prism 8.0.1 软件绘制

斑马鱼“浓度-死亡率”效应曲线，计算山豆根酮对

斑马鱼的 MNLC、LC10 和 LC50。 

2.5.2  急性毒性实验  随机选取 180 尾 2 dpf 斑马

鱼于 6 孔板中，设置对照组、溶媒组和山豆根酮（1/9 

MNLC、1/3 MNLC、LC10、LC50）组，每组 30 尾。

各给药组加入 3 mL 相应药物，对照组加入标准稀

释水，溶媒组加入 1% DMSO 溶液，于（28±2）℃

生化培养箱中培养 72 h。每天于显微镜下观察并记

录斑马鱼毒性发生情况，移除死亡斑马鱼。给药结

束后，于显微镜下拍照并记录斑马鱼器官与组织情

况，计算心脏、脑部、眼、肝脏、肾脏、躯干/尾/

脊索、运动能力等毒性发生率。 

2.5.3  斑马鱼肝脏组织病理变化  给药结束后，斑

马鱼麻醉，用 4%多聚甲醛处死，固定过夜，进行

脱水、石蜡包埋、切片，采用 HE 染色，于显微镜

下观察斑马鱼肝脏组织病理变化。 

2.6  统计学分析 

采用 GraphPad Prism 8.0.1 和 SPSS 22.0 软件进

行统计学分析，两组比较采用非配对 t 检验或单因

素方差分析。 

3  结果 

3.1  山豆根提取物对 AC16、L-02、HK-2 和

SH-SY5Y 细胞存活率的影响 

如图 1 所示，与对照组比较，各给药组 AC16、

HK-2 细胞存活率均显著降低（P＜0.001），SDG-SJ、

SDG-40X、SDG-70X 和 SDG-100X 组 SH-SY5Y 细

胞存活率显著降低（P＜0.05、0.01、0.001），SDG-SJ

和 SDG-40X 组 L-02 细胞存活率显著升高（P＜

0.001），SDG-SX 和 SDG-100X 组 L-02 细胞存活率

显著降低（P＜0.05、0.001），表明 SDG-100X 对细

胞的毒性最强。 

 
与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group 

图 1  山豆根提取物对 AC16、L-02、HK-2 和 SH-SY5Y 细胞存活率的影响 ( 3= n , sx ) 

Fig. 1  Effect of extracts of Sophorae Tonkinensis Radix et Rhizoma on survival rate on AC16, L-02, HK-2, and SH-SY5Y cells 

( 3= n , sx ) 

3.2  SDG-100X 主要化学成分鉴定 

如图 2 所示，SDG-Et 无生物碱成分，马卡因和

山豆根酮 2 个黄酮类成分质量分数最高，分别为

5.46%、8.03%，是山豆根主要的黄酮类成分。苦参

碱和氧化苦参碱为山豆根药材药典规定的质量控制

成分，且为潜在的毒性成分。因此，选择苦参碱、

氧化苦参碱、马卡因和山豆根酮 4 个成分作为山豆

根代表性成分进行细胞毒性筛选。 

3.3  苦参碱、氧化苦参碱、马卡因和山豆根酮对

AC16、L-02、HK-2 和 SH-SY5Y 细胞活力的影响 

如图 3 所示，苦参碱、氧化苦参碱、马卡因和 

 
 

1-马卡因  2-山豆根酮 

1-maackiain  2-sophoranone 

图 2  SDG-100X (A) 和混合对照品溶液 (B) 的 HPLC 图 

Fig. 2  HPLC of SDG-100X (A) and mixed standards 

solution (B) 
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图 3  苦参碱、氧化苦参碱、马卡因和山豆根酮对 AC16 (A)、L-02 (B)、HK-2 (B) 和 SH-SY5Y (D) 细胞活力的影响 

( 3= n , sx ) 

Fig. 3  Effect of matrine, oxymatrine, maackiain, and sophoranone on cell viability of AC16 (A), L-02 (B), HK-2 (C), and 

SH-SY5Y (D) cells ( 3= n , sx ) 

山豆根酮抑制 AC16、L-02、HK-2 和 SH-SY5Y 细

胞活力，呈剂量相关性，山豆根酮对 4 种细胞毒性

均较强，因此后续选择山豆根酮进行斑马鱼急性毒

性研究。 

3.4  山豆根酮对斑马鱼的 MNLC、LC10和 LC50 

如表 1 所示，给予山豆根酮（2.32、6.95 µmol/L）

72 h，无斑马鱼死亡；给予山豆根酮（20.85、33.25、

108.55、217.10 µmol/L）72 h，分别有 12、27、30、

30 尾斑马鱼死亡。采用 GraphPad Prism 8.0.1 软件

拟合，如图 4 所示，山豆根酮对斑马鱼的 MNLC、

LC10 和 LC50 分别为 11.59、15.57、22.45 μmol/L。 

表 1  山豆根酮对斑马鱼的死亡率 

Table 1  Mortality rate of sophoranone on zebrafish 

组别 
浓度/ 

(μmol·L−1) 

死亡数/尾 
死亡率/% 

24 h 48 h 72 h 

对照 — 0 0 0 0 

溶媒 — 0 0 0 0 

山豆根酮 2.32 0 0 0 0 

6.95 0 0 0 0 

20.85 0 0 12 40 

33.25 0 0 27 90 

108.55 0 8 22 100 

217.10 0 28 2 100 

 

 

图 4  山豆根酮对斑马鱼的“浓度-死亡率”曲线 

Fig. 4  “Concentration-mortality rate” curve of 

sophoranone on zebrafish 

3.5  山豆根酮对斑马鱼的急性毒性 

如表 2 和图 5 所示，对照组和溶媒组斑马鱼卵

黄囊基本吸收完全，各脏器均未出现明显毒性表型，

运动无明显异常；山豆根酮（1/9 MNLC、1/3 MNLC、

LC10）组斑马鱼均未出现死亡，山豆根酮（LC50）

组 2 尾斑马鱼死亡；各剂量山豆根酮组均表现出肝

毒性；山豆根酮（1/9 MNLC）组 4 尾斑马鱼卵黄囊

吸收延迟；山豆根酮（1/3 MNLC）组 3 尾斑马鱼肝

脏肿大，6 尾斑马鱼卵黄囊吸收延迟；山豆根酮

（LC10）组 10 尾斑马鱼肝脏肿大，1 尾斑马鱼肝变

性，17 尾斑马鱼卵黄囊吸收；山豆根酮（LC50）组

15 尾斑马鱼肝脏肿大，2 尾斑马鱼肝变性，28 尾斑

马鱼卵黄囊吸收延迟；山豆根酮（LC10、LC50）组

均出现心脏毒性，山豆根酮（LC10）组 4 尾斑马鱼

心跳减慢，山豆根酮（LC50）组 8 尾斑马鱼心包水

肿、27 尾斑马鱼心跳减慢；山豆根酮（LC10、LC50）

组斑马鱼躯干弯曲，可见运动频率加快、运动轨迹

异常等行为异常，表现出神经毒性。 

综上，山豆根酮致斑马鱼神经毒性表型中行为

异常出现浓度为 11.59 μmol/L；肝脏毒性表型中卵

黄囊吸收延迟出现浓度为 1.29 μmol/L，肝肿大出现

浓度为 3.86 μmol/L；心血管毒性表型中心跳减慢、

血流减慢和循环缺失均为 11.59 μmol/L，心包水肿

为 15.57 μmol/L；肾脏水肿表型出现浓度为 15.57 

μmol/L；肠道发育异常出现浓度均为 1.29 μmol/L。

除上述毒性表型外，各剂量山豆根酮组对斑马鱼其

他组织器官均未观察到毒性反应。以上数据表明山

豆根酮可能具有潜在肝毒性、心脏毒性、肾毒性、

神经毒性和其他毒性。 

3.6  山豆根酮对斑马鱼的肝脏毒性 

如图 6 所示，对照组斑马鱼肝脏细胞轮廓清晰，

未见肝脏肿大和空泡，细胞质分布均匀，细胞核大 
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表 2  山豆根酮对斑马鱼的急性毒性发生率 

Table 2  Acute toxicity rate of sophoranone on zebrafish 

毒性表型类别 

毒性发生率/% 

对照 溶媒 
山豆根酮 

（1/9 MNLC） 

山豆根酮 

（1/3 MNLC） 

山豆根酮 

（LC10） 

山豆根酮
（LC50） 

心脏 心包水肿 — — — — — 028.6 

心律异常 — — — — 013.3 096.4 

循环系统 血流减慢 — — — — 006.7 014.3 

循环缺失 — — — — 013.3 014.3 

出血及血栓 — — — — — — 

脑 畸形 — — — — — — 

下颌 异常 — — — — — — 

眼睛 眼变小 — — — — — — 

肝脏 缺失 — — — — — — 

肝肿大 — — — 10.0 033.3 053.6 

肝变性 — — — — 003.3 007.1 

卵黄囊吸收延迟 — — 13.3 20.0 056.7 100.0 

肾脏 水肿 — — — — — 017.9 

肠道 肠腔异常 — — 13.3 26.7 043.3 100.0 

躯干/尾/脊索 弯曲 — — — — 010.0 021.4 

肌肉/体节 肌肉变性 — — — — — 007.1 

身体着色 异常 — — — — — — 

运动能力 侧翻 — — — — — — 

行为异常 — — — — 100.0 100.0 

体长变短 — — — — — — 

死亡 — — — — — 006.7 

“—”表示未见异常 

“—” means there is no abnormality 

 

J-下颌  E-眼睛  H-心脏  L-肝脏  Y-卵黄囊  In-肠道  K-肾包膜水肿     心包水肿     卵黄囊     肝变性     肾包膜水肿     躯干弯

曲     运动异常     肠腔异常     肌肉变性 

J-mandible  E-eyes  H-heart  L-liver  Y-yolk sac  In-intestine  K-renal capsule edema     pericardial edema     yolk sac     hepatic degeneration 

renal capsule edema     torso bent     abnormal movement     abnormal intestinal cavity     muscle degeneration 

图 5  山豆根酮对斑马鱼的毒性典型表型图 

Fig. 5  Typical toxicity phenotype of sophoranone on zebrafish 
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图 6  山豆根酮对斑马鱼肝脏病理变化的影响 (HE,×200) 

Fig. 6  Effect of sophoranone on liver histological change in 

zebrafish (HE, × 200) 

小形态规则、相互交错；与对照组相比，山豆根酮

（LC50）组肝脏细胞肿大，可见明显脂肪样空泡，但

无明显炎性浸润，表明山豆根酮（LC50）可诱发斑

马鱼肝毒性。 

4  讨论 

山豆根为常用有毒中药材，其生物碱类成分如

苦参碱和氧化苦参碱是山豆根的有效成分和潜在的

毒性成分。然而，近年来研究表明山豆根的非生物

碱类成分，尤其是黄酮类成分，有可能也是其潜在

的毒性成分之一。山豆根中含有大量的黄酮类成分，

尤其黄酮类的代表性成分如马卡因、山豆根酮在山

豆根中含量较高，因此筛选并评价黄酮类成分的毒

性尤为重要。目前对于药物毒性评价研究，主要有

以细胞为代表的体外模型和以哺乳动物为代表的体

内评价模型。体外细胞模型用于毒性成分快速、高

效的初步筛选，已被广泛认可，但由于毒性作用的

复杂性，体外筛选的结果需要进一步的体内毒性研

究验证。斑马鱼作为一种新型模式动物，其与人类

87%的基因组序列高度相似[21]，相比哺乳动物，斑

马鱼具有体透明易观察、用药少、易操作、周期短

等特有优势，逐渐被广泛应用[22-23]。近年来模式生

物斑马鱼对药物在体内肝毒性[22,24]、肾毒性[25]、神

经毒性[26-27]、心脏毒性[27-28]等早期毒理学评价中应

用较广，因其具备细胞模型高通量筛选的优势，且

兼顾体内动物模型近似人的整体生物反应特点，日

益被认可[29-30]。基于斑马鱼模型的中药毒性研究有

助于快速得到宏观毒性靶器官、靶组织，便捷地阐

明毒性机制[23-24,30-32]。 

为追踪鉴定山豆根潜在的毒性成分，本研究从

提取物-组分入手，进行体外细胞毒性模型初步筛

选，发现 SDG-SJ 和 SDG-Et 均可提高 L-02 细胞存

活率，表明 SDG-SJ 和 SDG-Et 具有一定的肝保护

作用；SDG-Et 对 AC16、HK-2 和 SH-SY5Y 细胞存

活率的抑制作用比 SDG-SJ 强。前期研究发现，70%

乙醇对山豆根药材中的化学成分提取较完全，包括

水溶性大极性成分和脂溶性小极性成分，而水煎煮

提取物中的化学成分主要为水溶性大极性成分，脂

溶性小极性成分较少。结合本研究结果，推测山豆

根中的毒性成分可能为脂溶性小极性成分，表明了

传统中药采用水煎的合理性。SDG-Et 的 4 个组分对

AC16、L-02、HK-2 和 SH-SY5Y 细胞毒性实验中，

SDG-100X 对 L-02 细胞存活率的抑制作用大于

SDG-SX，SDG-40X 和 SDG-70X 可提高 L-02 细胞

存活率，表明 SDG-40X 和 SDG-70X 具有一定的肝

保护作用，且前期研究发现山豆根生物碱类成分主

要集中于 SDG-40X，与文献报道中的山豆根药材生

物碱类为治疗肝炎的主要活性成分相符[33-34]。各组

分对 AC16、HK-2 和 SH-SY5Y 细胞存活率均具有

一定的抑制作用，表明山豆根生物碱部位和非生物

碱部位均可能是潜在的毒性部位，其中 SDG-100X

对 4 种细胞存活率的抑制作用最强，推测其可能为

主要的毒性部位，表明山豆根中的脂溶性小极性成

分可能是山豆根潜在的毒性成分。分析 SDG-100X

的化学成分，发现黄酮类成分马卡因和山豆根酮是

其含量最高的成分。 

苦参碱和氧化苦参碱是山豆根的主要有效成

分，也是山豆根可能的毒性成分。本研究选择

SDG-100X 中的主要成分马卡因、山豆根酮以及山

豆根主要生物碱类成分苦参碱、氧化苦参碱，考察

其细胞毒性，结果显示，山豆根酮对 HK-2 细胞活

力的抑制作用与苦参碱、氧化苦参碱相近，对

AC16、L-02 和 SH-SY5Y 细胞活力的抑制作用强于

苦参碱和氧化苦参碱，表明山豆根酮也可能是山豆

根的潜在毒性成分。基于山豆根 4 个主要成分的细

胞毒性筛选结果，选择山豆根酮展开斑马鱼体内急

性毒性研究，发现山豆根酮组斑马鱼毒性表型明显，

主要表现为神经毒性（行为异常、躯干弯曲）、肝脏

毒性（卵黄囊吸收延迟、肝脏细胞肿大及脂肪样空

泡、肝肿大）、心血管毒性（心包水肿、心跳减慢、

血流减慢、循环缺失）、肾脏毒性（肾脏水肿）和肠

道发育异常。 

综上所述，本研究结合山豆根提取物-组分-单

体成分的体外细胞模型毒性筛选结果，利用斑马鱼

模型对山豆根黄酮类成分山豆根酮的急性毒性进行

评价，发现山豆根酮能够诱导斑马鱼肝毒性的发生，

并伴有神经毒性、心血管毒性等表现，为山豆根毒

性物质基础的进一步明确提供了数据支持。 
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