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雪上一枝蒿总碱及其主要二萜生物碱的急性毒性研究
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云南中医药大学 云南昆明 650500
摘 要：目的 研究雪上一枝蒿总碱及其五个主要二萜生物碱乌头碱、3-去氧乌头碱、尼奥灵、12-表-15-乙酰欧乌头

碱、12-表-欧乌头碱对小鼠的急性毒性作用，为雪上一枝蒿总碱注射液的安全性评价提供参考。方法 采用昆明种小

鼠，以肌肉注射单次给药进行急性毒性实验，雪上一枝蒿总碱、乌头碱、3-去氧乌头碱、尼奥灵用半数致死量 (median

lethal dose, LD50)进行检测，12-表-15-乙酰欧乌头碱、12-表-欧乌头碱用最大给药量进行检测。结果 雪上一枝蒿总碱、

乌头碱、3-去氧乌头碱、尼奥灵小鼠肌肉注射的 LD50 分别为 6.48、0.32、2.36、300.86mg/kg；12-表-15-乙酰欧乌头

碱、12-表-欧乌头碱小鼠肌肉注射的最大给药量分别为 220、100mg/kg。结论 雪上一枝蒿总碱及五个二萜生物碱成分

均具有一定毒性，其中毒性最大的是双酯型生物碱，其他生物碱毒性较低，雪上一枝蒿总碱毒性居于两者之间。
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Abstract: Objective To evaluate the acute toxicity of total alkaloid of Aconitum brachypodum and its five main diterpenoid alkaloids,

aconitine, 3-deoxyaconitine, neoline, 12-epi-15-acetylaconitine and 12-epi-aconitine, and to provide reference for the safety evaluation

of total alkaloids injection of Aconitum brachypodum. Methods The acute toxicity were observed on Kunming mice by single

intramuscular injection. The median lethal dose (LD50) of total alkaloid, aconitine, 3-deoxyaconitine and neoline was calculated, and

the maximum dose of 12-epi-15-acetylaconitine and 12-epi-aconitine was detected. Results The LD50 of total alkaloid, aconitine,

3-deoxyaconitine and neoline were 6.48, 0.32, 2.36 and 300.86 mg/kg respectively, and the maximum doses of

12-epi-15-acetylaconitine and 12-epi-aconitine were 220 and 100 mg/kg by intramuscular injection in mice. Conclusion The total

alkaloids and five diterpenoid alkaloids of Aconitum brachypodum have certain toxicity. Aconitine is the most toxic followed by total

alkaloids and 3- deoxyaconitine. Neoline, an ethanolamine alkaloid, and two C-20 alkaloids are less toxic.

Keywords: total alkaloid of Aconitum brachypodum; diterpenoid alkaloid; acute toxicity; security

雪 上 一 枝 蒿 为 毛 茛 科 乌 头 属 植 物 短 柄 乌 头

(Aconitum brachypodum Diels)的干燥块根 [1]。药典记载

其性温，味苦、辛，有大毒，临床主要用于治疗风湿疼

痛、关节炎、跌打损伤等。雪上一枝蒿临床治疗量和中

毒量十分接近，剂量掌握不当极易中毒，严重者会引起

昏迷甚至死亡 [2]，中毒表现主要为神经系统毒性和心脏

毒性相关症状。单味制剂雪上一枝蒿片、雪上一枝蒿总

碱注射液收载于《中华人民共和国卫生部药品标准》中药

成方制剂第二十册[3]，制剂的质量控制是以雪上一枝蒿甲素

作为对照品，用紫外分光光度法测定总生物碱含量。显然，

对雪上一枝蒿这种剧毒药品而言，仅用单一成分作为质量控

制的指标是不严谨的，应对其毒性成分进行全面的评估，并

基于物质基础采用多种成分指标进行质量控制，这样才是控

制临床用药安全性的关键。因此需要对雪上一枝蒿制剂中化

学成分的急性毒性进行全描述，可以将有效但毒性较低的成

分作为制剂提升的控制标准，从而把控制剂临床使用的有效

性和安全性。

本课题组前期研究工作以及文献报道表明，雪上一枝蒿

中主要成分为乌头烷型二萜生物碱[4,5,6,7]，这类成分的活性和

毒性特点是乌头烷 8位、14位如果被酯化（双酯型生物碱），

其活性迅速提高，但其毒性也随之增大，导致用药安全窗变

窄，而 8位、14位不被酯化（醇胺型生物碱），其活性虽然

没有那么强烈，但其毒性也低，且给临床用药留下了足够宽

的安全窗范围。前者以乌头碱为代表，后者以雪上一枝蒿甲

素、尼奥灵等为代表。作者研究表明[8]，根据所含生物碱中

双酯型和醇胺型成分比例的不同，雪上一枝蒿药材可分为双
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酯型、醇胺型和混合型：双酯型药材中含双酯型生物碱为主，

醇胺型含量少；醇胺型药材中含醇胺型生物碱为主，双酯型

含量较少；混合型药材中则双酯型和醇胺型生物碱均有，且

含量基本相当。

本文对云南昆明市东川区雪上一枝蒿栽培药材（混合型）

中分离到的总生物碱、双酯型生物碱（乌头碱、3-去氧乌头

碱）、醇胺型生物碱（尼奥灵、12-表-15-乙酰欧乌头碱、

12-表 -欧乌头碱）进行了急性毒行比较研究，进一步验证

雪上一枝蒿药材主要毒性的成分来源，为更好控制雪上一枝

蒿临床用药安全性提供科学支撑。

一、仪器和材料

1.1药品和试剂

乌头碱、3-去氧乌头碱、尼奥灵、12-表-15-乙酰欧

乌头碱、12-表-欧乌头碱均为本课题组从雪上一枝蒿总碱

中分离得到；0.9%氯化钠注射液（双鹤药业）；化学试

剂均为分析纯。

1.2主要仪器

JA-20001电子天平（广州玉治仪器有限公司）；AB265-S

电子分析天平（梅特勒-托利多仪器有限公司）；4℃冰箱

（BCD-290W，青岛海尔股份有限公司）。

1.3实验动物

SPF 级昆明种小鼠，由昆明医科大学实验动物学部

提供，生产许可证号：SCXK（滇）K2020-0004，体重

18-22g，雌雄兼用，于实验条件下适应性饲养 3～5 天。

二、实验方法

2.1 药物配制

各取雪上一枝蒿总碱、乌头碱、3-去氧乌头碱、尼

奥灵、12-表-15-乙酰欧乌头碱、12-表-欧乌头碱，加浓盐

酸和无水乙醇（浓盐酸：无水乙醇=1:20）溶解，再加

0.9%氯化钠注射液配制成所需浓度的溶液，置 4℃冰箱

中保存备用。

2.2 半数致死量实验[9,10,11]

经预实验，雪上一枝蒿总碱、乌头碱、3-去氧乌头

碱、尼奥灵以最大浓度、最大体积肌肉注射给药，5min

后小鼠自发活动减少，呼吸急促，俯卧不动，抽搐，

15min 后开始出现死亡，动物死亡率均为 100%。调整

给药浓度进行预试，得出 100%小鼠死亡的剂量 Dm 和

0%小鼠死亡的剂量 Dn，在这两个剂量之间，按比例各

设置 5 个剂量组，另设空白对照组，每组 12 只。给药

后每日上、下午各观察 1 次，连续观察 14 天，记录所

有小鼠出现的症状及死亡情况，对实验期内死亡的小鼠

和实验结束后处死的小鼠进行尸体解剖，观察各脏器的

病理变化。以 Bliss 法计算小鼠 LD50 及 95%置信区间。

2.3 最大给药量实验[9,10,11]

经预实验，12-表-15-乙酰欧乌头碱和 12-表-欧乌头碱以

最大浓度、最大体积肌肉注射给药后动物无死亡，无法测定

其对小鼠的 LD50和最大耐受剂量，因此对最大给药量进行

测定。取昆明种小鼠 36只，雌雄各半，分 3组，12-表-15-

乙酰欧乌头碱组、12-表-欧乌头碱组和空白对照组，每组 12

只。根据预实验确定的最大给药量，12-表-15-乙酰欧乌头碱

组和 12-表-欧乌头碱组分别肌肉注射相应溶液，空白对照组

肌肉注射空白溶剂体系。给药后连续观察 14天，期间正

常饮食。记录所有小鼠出现的症状，定时测定进食量和动物

体重，实验结束后解剖并观察动物各脏器的病理变化。

2.4 统计学分析

用 GraphPad Prism 8.0软件进行统计分析，计量资料用

x±s 表示，多组数据比较用单因素方差分析，组间两两比较

用 t 检验，以 P＜0.05具有统计学差异。

三、结果

3.1 半数致死量实验

小鼠急性毒性实验结果见表 1，从死亡情况看，雌雄动

物死亡没有大的偏差，说明毒性与动物的性别不相关。死亡

动物立即进行解剖，检查肝、肾、肺、心脏、脾、胃等脏器，

肉眼观察均未发现明显异常。给药 14天后解剖所有存活小

鼠并观察主要脏器，存活的给药组小鼠与对照组小鼠均未见

明显异常。采用 Bliss法计算得出雪上一枝蒿总碱小鼠肌

肉 注 射 的 LD50 值 为 6.48mg/kg ， 95% 置 信 区 间 为

5.69-7.37mg/kg； 乌 头 碱 小 鼠 肌 肉 注 射 的 LD50 值 为

0.32mg/kg，95%置信区间为 0.26-0.42mg/kg；3-去氧乌

头碱小鼠肌肉注射的 LD50 值为 2.36mg/kg，95%置信区

间为 1.90-2.94mg/kg；尼奥灵小鼠肌肉注射的 LD50 值为

300.86mg/kg，95%置信区间为 257.51-351.90mg/kg。毒

性大小依次为乌头碱＞3-去氧乌头碱＞雪上一枝蒿总

碱＞尼奥灵。
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表 1 小鼠急性毒性实验结果

组别
剂 量
/mg·kg-1

动 物

数/只
死 亡

数/只
死亡率
/% 毒性起效时间 毒性反应症状

空白对照组
雌 - 6 0 0 - -
雄 6 0 0

雪上一枝蒿总碱 雌 3.36 6 0 0 - -
雄 6 0 0
雌 4.84 6 1 16.67 30min-24h 自发活动减少
雄 6 0 0
雌 6.90 6 5 83.33 15min-24h 自发活动减少，俯卧
雄 6 3 50
雌 9.86 6 6 100 3min-24h 干呕，俯卧，叫声异常，抽搐，

死亡雄 6 6 100
雌 14.04 6 6 100 3-60min 俯卧，叫声异常，抽搐，死亡
雄 6 6 100

乌头碱 雌 0.09 6 0 0 15min-8h 自发活动减少
雄 6 0 0
雌 0.14 6 0 0 10min-12h 自发活动减少，俯卧
雄 6 0 0
雌 0.22 6 1 16.67 10min-24h 俯卧，叫声异常，干呕
雄 6 2 33.33
雌 0.34 6 3 50 5-30min 出汗，俯卧，叫声异常，抽搐，

死亡雄 6 5 83.33
雌 0.52 6 5 83.33 2-10min 俯卧，叫声异常，抽搐，死亡
雄 6 4 66.67

3-去氧乌头碱 雌 0.52 6 0 0 - -
雄 6 0 0
雌 0.86 6 0 0 30min-4h 自发活动减少
雄 6 0 0
雌 1.44 6 1 16.67 10min-24h 自发活动减少，腹泻
雄 6 0 0
雌 2.40 6 3 50 10min-24h 干呕，俯卧，叫声异常，抽搐，

死亡雄 6 2 33.33
雌 4.00 6 6 100 5-20min 俯卧，叫声异常，抽搐，死亡
雄 6 6 100

尼奥灵 雌 89.25 6 0 0 - -
雄 6 0 0
雌 137.31 6 0 0 20min-4h 自发活动减少
雄 6 0 0
雌 211.25 6 0 0 10min-24h 自发活动减少，俯卧
雄 6 1 16.67
雌 325.00 6 3 50 5min-24h 干呕，俯卧，叫声异常，抽搐，

死亡雄 6 4 66.67
雌 500.00 6 6 100 5-30min 俯卧，叫声异常，抽搐，死亡
雄 6 6 100

3.2 最大给药量实验

给药后连续观察 14天，未发现有小鼠出现中毒症状及

死亡情况，小鼠自主活动、毛色、摄食等一般生理特征也未

发现异常。14天后解剖观察主要脏器，给药组小鼠与对照组

小鼠均未见明显异常。与各自的空白对照组比较，雌、

雄给药组小鼠的进食量、体重均无显著性差异(P>0.05)，

且给药组雌、雄小鼠的体重在观察期间均不断增长，增

长趋势与对照组相近，见表 2-3。最终得出 12-表-15-乙酰

欧乌头碱小鼠肌肉注射最大给药量为 220mg/kg，12-表-欧乌

头碱小鼠肌肉注射最大给药量为 100mg/kg。
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表 2 急性毒性实验 14天药物对小鼠进食量的影响(x)

表 3 急性毒性实验 14天药物对小鼠体重的影响(x±s)

四、讨论

本文对雪上一枝蒿总碱及其主要二萜生物碱组分的小

鼠急性毒性进行了初步探究，根据研究结果，得出如下结

论：

（1）雪上一枝蒿总碱毒性来源于药材所含的二萜生物

碱，其中双酯型生物碱是毒性的主要提供者，其毒性指数是

醇胺型生物碱的 100 倍以上，比如乌头碱、3-去氧乌头碱

小鼠肌肉注射的 LD50 值依次为 0.32、2.36mg/kg，而尼

奥灵则为 300.86mg/kg，即可初步认为乌头碱、3-去氧

乌头碱的毒性是尼奥灵的 940 倍和 127 倍。

（2）从化学结构可看出，乌头碱、3-去氧乌头碱均

为双酯型生物碱，但 3-去氧乌头碱 3 位上没有羟基取

代，其 LD50 是乌头碱的 7.31 倍，说明 3 位脱去羟基可

降低毒性。12-表 -15-乙酰欧乌头碱、12-表-欧乌头碱为

C-20型生物碱，区别在 15位上，12-表 -15-乙酰欧乌头碱

为乙酰基，12-表-欧乌头碱为羟基，实验发现两者的毒性

相差不大，说明 15位乙酰化后对毒性影响较小。

（3）性别可能会影响毒性表现，动物的进食量和

体重的变化在一定程度上可以反映出动物的中毒情况。

本实验结果表明，所有检测的生物碱在致死情况、体重和

进食量上都没有表现出雌雄的差异，且体重变化和进食量均

与各自的对照组接近，说明乌头类生物碱引发的毒性与性

别没有相关性。

（4）雪上一枝蒿总生物碱毒性介于双酯型和醇胺型生

物碱之间，但显然其毒性大小取决于总生物碱中不同的双酯

型～醇胺型生物碱比例，即总生物碱中双酯型生物碱所占比

例高，其毒性就大；反之，则毒性变小。控制雪上一枝蒿药

材、制剂的安全性，主要就是控制其中双酯型生物碱的含量

及比例。从现有研究数据来看，在总生物碱中完全去除乌头

烷型双酯型生物碱，则临床用药中可基本杜绝中毒反应，这

为雪上一枝蒿基于安全性提升的产品和工艺开发提供了方

向。
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组别
动物

数/只
给药后进食量/g·只-1·天-1

1天 2天 3天 4天 5天 6天 7天 8天 9天 10天 11天 12天 13天 14天

对照组
雌 6 2.94 3.66 3.54 3.70 3.76 3.70 4.04 4.48 4.34 4.42 4.70 4.20 4.54 3.96

雄 6 3.16 3.52 3.68 4.34 4.38 4.30 4.78 4.86 4.76 4.76 5.40 5.50 5.70 5.78
12-表-15-
乙酰欧乌

头碱

雌 6 2.98 4.02 3.70 4.32 4.52 3.90 4.58 4.90 4.48 4.44 5.00 4.78 5.24 4.72

雄 6 3.08 3.62 4.26 4.04 4.46 3.84 5.16 5.16 4.68 5.10 5.24 5.34 5.68 5.54

12-表-欧
乌头碱

雌 6 2.36 3.52 3.52 4.12 4.04 3.80 4.08 4.32 4.28 4.06 4.90 4.56 4.66 4.36

雄 6 2.50 3.04 3.82 3.80 3.88 3.70 4.02 4.72 4.26 4.82 5.48 5.04 5.86 5.88

组别
动 物

数/只
给药前体重
/g

给药后体重/g

第 2天 第 4天 第 6天 第 8天 第 10 天 第 12天 第 14 天

对照组
雌 6 19.64±0.94 23.26±1.15 25.52±1.27 28.62±1.32 30.92±1.36 33.22±2.01 34.44±2.06 34.40±2.22

雄 6 19.98±1.46 24.28±2.08 27.16±2.36 30.56±2.05 33.78±2.11 36.80±1.92 38.90±2.47 41.24±2.72

12- 表 -15-
乙酰欧乌

头碱

雌 6 19.66±1.07 23.92±1.36 26.16±1.52 28.82±1.41 31.58±1.17 33.10±1.18 34.96±1.32 36.04±0.80

雄 6 19.90±0.82 23.94±1.19 27.20±1.10 30.30±1.04 34.28±1.23 37.62±2.08 39.82±2.74 42.06±3.68
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