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［摘　 要］ 　 为评价牛蒡苷元及牛蒡子提取物在兽医临床使用中的安全性，根据兽药急性毒性试验

（ＬＤ５０ 测定）指导原则的要求，开展了牛蒡苷元及牛蒡子提取物在 ＳＰＦ 级昆明小鼠经口给药的急性

毒性试验研究。 试验结果表明：小鼠灌胃给予牛蒡苷元的半数致死量为 ２１９． ８ ｍｇ ／ ｋｇ，死亡均发生

在 ３ ｈ 以内，存活动物均正常生长；鼠灌胃给予牛蒡子提取物后采用最大耐受量法测定发现，给药组

与对照组雌雄小鼠生长良好，在 １４ ｄ 观察期内均未出现明显中毒症状和死亡情况，药物急性经口

ＭＴＤ≥３６ ｇ ／ ｋｇ． ｂｗ；根据兽药指导原则经口给药急性毒性试验剂量分级标准，牛蒡苷元属中等毒级，
牛蒡子提取物为实际无毒级。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ａｒｃｔｉｉｎ； ｂｕｒｄｏｃｋ ｓｅｅｄ ｅｘｔｒａｃｔ； Ｋｕｎｍｉｎｇ ｍｉｃｅ； ａｃｕｔｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ

　 　 牛蒡子是一种常用中药，具有疏散风热、宣肺

透疹功效，临床上用于治疗外感风热、咳嗽气喘、咽
喉肿痛等症［１］。 牛蒡苷元为牛蒡子和牛蒡子提取

物的直接有效成分［２］，具有抗炎［３］、抗病毒［４］、抗肿

瘤［５］、抗糖尿病［６］等众多药理作用，具有良好的研

发和应用前景；目前，国内外未见牛蒡苷元及牛蒡

子提取物的安全性评级研究，本文根据兽药指导原

则经口给药急性毒性试验要求，研究了牛蒡苷元及

牛蒡子水提物在昆明小鼠体内经口给药后的急性

毒性，为新兽药的研发和临床用药提供理论资料，
为中兽药现代化进行有意义的探索。
１　 材　 料

１． １　 仪器设备　 注射器、烧杯、小鼠灌胃针；小鼠

独立送风（ＩＶＣ）系统；手术剪、镊子，ＪＹ２００２ 型电子

天平、岛津 ＡＵＹ２００２ 型分析天平等。
１． ２　 药品与试剂　 牛蒡苷元：含量 ９８． １２ ％ ，由武

汉市畜牧兽医科学研究所动物疾病防控学科实验

室自制；牛蒡子提取物：牛蒡苷元含量 ３． １０ ％ ，由
武汉市畜牧兽医科学研究所动物疾病防控学科实

验室自制，使用时，用 ０． ５ ％羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ
－ Ｎａ）溶液配制成混悬液；羧甲基纤维素钠：由国药

集团化学试剂有限公司生产，使用时，用蒸馏水配

制成 ０． ５ ％的水溶液，冷处放置，限 ７ ｄ 内使用。 二

甲亚砜、丙二醇、乙醇：购于国药集团化学试剂有限

公司。
１． ３　 主要溶液的配制 　 牛蒡苷元溶液的制备：分
别准确称取牛蒡苷元 ２００ ０、１５９ ０、１２６． ０、１００． ０、
７９． ５、６３． ０、５０． ０ ｍｇ，置于 １０ ｍＬ 容量瓶中，加入少

量二甲亚砜助溶，配制成浓度分别为 ２０． ０、１５． ９、
１２． ６、１０． ０、７． ９５、６． ３、５ ０ ｍｇ ／ ｍＬ 的牛蒡苷元溶

液，灌胃前充分摇匀。
０． ５％羧甲基纤维素钠的配制：准确称取 ０． ５ ｇ

羧甲基纤维素钠，溶解于 １００ ｍＬ 蒸馏水中，保存于

４ ℃冰箱内，限 ７ ｄ 内使用。

牛蒡子提取物的配制：准确称取牛蒡子提取物

１５． ０ ｇ，溶解于 ５０ ｍＬ 的 ０． ５％ 羧甲基纤维素钠溶

液中，配成均匀混悬液，浓度为 ０． ３ ｇ ／ ｍＬ，现配现

用，灌胃前充分摇匀。
１． ４　 试验动物　 ＳＰＦ 级昆明种小鼠，１２０ 只，雌雄

各半，３ ～ ４ 周龄，体重 １８ ～ ２２ ｇ，由湖北省实验动物

研究中心提供，实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（鄂）
２００８ － ０００５。 小鼠购买后在实验室动物房内预饲

养一周，饲料为全价营养颗粒饲料。
实验动物使用许可证号： ＳＹＸＫ （鄂） ２０１４ －

００８１。 整个试验过程中保持室内清洁卫生，空气流

通。 小鼠每笼 ５ 只，雌雄分开，自由饮水、采食。 室

温控制在 ２０ ～ ２５ ℃，相对湿度 ４０ ％ ～ ７０ ％ ，照明

采用 １２ ｈ ／ １２ ｈ 昼夜明暗交替，每周更换 ２ 次垫料。
２　 方　 法

２． １　 动物分组与剂量设计

２． ２． １ 　 牛蒡苷元实验组　 根据预试验的结果，将
８０ 只昆明小鼠随机分成 ８ 组，每组 １０ 只，雌雄各

半。 设置 ７ 个给药组及 １ 个空白对照组，给药组剂

量分别为 ４００、３１８、２５２、２００、１５９、１２６、１００、０ ｍｇ ／
ｋｇ． ｂｗ。
２． １． ２　 牛蒡子提取物实验组　 根据急性毒性预试

验的结果，没有出现小鼠死亡的情况，故进行最大

耐受量（ＭＴＤ）的测定。 将 ４０ 只昆明小鼠随机分成

２ 组，为给药组和溶媒对照组，每组 ２０ 只，雌雄各

半。 按照牛蒡子提取物能溶解的最大浓度 ０． ３ ｇ ／ ｍＬ
（同时药液能通过灌胃针管），小鼠的最大灌胃给药

体积 ０． ４ ｍＬ ／ １０ ｇ． ｂｗ 给药，２４ ｈ 内灌胃 ３ 次，３ 次

累计给予 １． ２ ｍＬ ／ １０ ｇ． ｂｗ，相当于牛蒡子提取物

３６ ｇ ／ ｋｇ． ｂｗ，作为给药组。 溶媒对照组给予等体积

０． ５ ％羧甲基纤维素钠溶液。
２． ２　 给药

２． ２． １　 牛蒡苷元实验组　 给药前 １２ ～ １６ ｈ 动物禁

食不禁水，牛蒡苷元实验各组均按照 ０． ２ ｍＬ ／ １０ ｇ． ｂｗ
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的给药体积进行一次性灌胃给药；给药后 ２ ｈ 给予

饲料，自由饮水。
２． ２． ２　 牛蒡子提取物实验组　 给药组小鼠灌胃给

予牛蒡子提取物药液 （０． ３ ｇ ／ ｍＬ，０． ４ ｍＬ ／ １０ ｇ．
ｂｗ），抽取药液时始终进行搅拌，溶媒对照组给予等

体积的 ０． ５ ％ 羧甲基纤维素钠溶液，首次给药后

２ ｈ 给予饲料，自由饮水。 ２４ ｈ 内给药 ３ 次，每次间

隔时间 ６ ｈ。
２． ３　 试验结果观察

２． ３． １　 牛蒡苷元实验组　 给药后仔细观察和详细

记录小鼠出现的毒性反应症状及开始和消失时间，
记录小鼠的死亡数目及死亡时间。 对小鼠进行灌

胃给药后连续观察 ８ ｈ，以后每天观察记录 ２ 次，连
续观察 １４ ｄ。 观察并记录小鼠毛色、眼睛、分泌物、
排泄物、呼吸、自主活动与中枢神经系统行为等的

变化情况以及小鼠死亡时间和死亡表现，对所有死

亡或处死小鼠进行尸检。
２． ３． ２　 牛蒡子提取物实验组　 ３ 次给药间隔期间

连续观察小鼠的反应，最后一次给药后再连续观察

４ ～ ６ ｈ，以后每天观察记录 ２ 次，连续观察 １４ ｄ。 详

细观察并记录小鼠给药后的反应，包括：神经系统

方面：行为及反应（姿势变化、不正常叫声、烦躁不

安、呆滞等）、运动（肌肉抽搐、运动失调、强迫运动、
僵硬等）、瞳孔及分泌物（瞳孔有无缩小或放大、流
泪、流涎等）。 呼吸及心血管方面：呼吸急促或过

缓、心跳过强或过弱、流鼻涕等。 胃肠方面：腹部气

胀或收缩，腹泻或便秘等。 泌尿生殖系统方面：阴
户、乳腺肿胀、会阴部污秽等。 皮肤和被毛方面：颜
色、张力、完整性、有无发红、皮疹等。 黏膜和眼方

面：有无充血、出血、黏液、眼球突出、震颤或浑

浊等。
于给药前和给药最后一天对小鼠称重，并记

录。 详细记录小鼠出现毒性反应的症状、起始时

间、严重程度、持续时间等，记录小鼠死亡数目及死

亡时间。 在实验结束时对所有小鼠进行大体解剖，
肉眼观察各个器官有无异常，并与对照组进行比

较，当组织器官出现颜色、质地、体积等改变时，均
应记录并进行组织病理学检查，初步判断可能的毒

性靶器官。
２． ４　 数据统计　 实验数据采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ 软
件建立数据库，以“平均数 ±标准差”表示各剂量组

动物体重，进行方差分析，并按动物性别分别统计。
３　 结果与分析

３． １　 牛蒡苷元实验组　 小鼠在给药后 １５ ｍｉｎ 内出

现明显毒性反应，表现为心跳加快、兴奋、狂躁、惊
厥、运动失调等，在出现角弓反张的挣扎后迅速死

亡，如图 １。 小鼠死亡主要发生在给药后 １２ ｈ 内，
１ ｄ后存活小鼠恢复正常。 剖检死亡小鼠，胃内充

满淡黄色液体，其他脏器未见异常，如图 ２。 给药后

死亡数量见表 １。
根据简化蔻氏 ＬＤ５０计算方法：

ＬＤ５０ ＝ ｌｇ － １［Ｘｍ － ｉ（Σｐ － ０． ５）］
半数致死量 ＬＤ５０ ＝ ２１９． ８ ｍｇ ／ ｋｇ

ＬＤ５０的 ９５％可信限 ＝ １９０． ５ － ２５７． ０ ｍｇ ／ ｋｇ

图 １　 死亡结果

Ｆｉｇ １　 Ｄｅａｔｈ ｒｅｓｕｌｔ

图 ２　 解剖结果

Ｆｉｇ ２　 Ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔ
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表 １　 牛蒡苷元灌胃给药后急性毒性死亡数量

Ｔａｂ １　 Ａｃｕｔｅ ｏｒａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ａｒｃｔｉｇｅｎｉｎ ｉｎ ｍｉｃｅ

剂量
（ｍｇ ／ ｋｇ． ｂｗ）

动物数
（只）

给药后死亡数（只）

３ ｈ １ ｄ ２ ｄ ３ ｄ ７ ｄ １４ ｄ 总计

４００ １０ ９ ０ ０ ０ ０ ０ ９

３１８ １０ ７ ０ ０ ０ ０ ０ ７

２５２ １０ ６ ０ ０ ０ ０ ０ ６

２００ １０ ５ ０ ０ ０ ０ ０ ５

１５９ １０ ３ ０ ０ ０ ０ ０ ３

１２６ １０ １ ０ ０ ０ ０ ０ １

１００ １０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

０ １０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

　 　 牛蒡苷元急性经口毒性试验结果表明：小鼠灌

胃给予牛蒡苷元的半数致死量为 ２１９． ８ ｍｇ ／ ｋｇ，死
亡均发生在 ３ ｈ 以内，存活动物均正常生长。 依据

兽药指导原则急性毒性分级评价标准规定，牛蒡苷

元属中等毒级。
３． ２　 牛蒡子提取物实验组　 给药间隔期间和 １４ ｄ
观察期内，各组小鼠精神状况良好，行为活动正常，
皮肤和被毛清洁，大小便正常，无异常分泌物，亦未

表 ２　 采用简化寇氏法计算小鼠口服牛蒡苷元的 ＬＤ５０及

置信区间

Ｔａｂ ２　 Ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｋａｒｂｅｒ＇ｓ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ

ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｒａｌｌｙ ａｒｃｔｉｇｅｎｉｎ ＬＤ５０ ａｎｄ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ｉｎｔｅｒｖａｌ

剂量
（ｍｇ ／ ｋｇ． ｂｗ）

对数剂量
（ｘ）

动物数
（ｎ）

死亡数
（ｒ）

死亡率
（ｐ）

存活率
（ｑ） ｐ∗ｑ

４００ ２． ６０２ １０ ９ ０． ９ ０． １ ０． ０９

３１８ ２． ５０２ １０ ７ ０． ７ ０． ３ ０． ２１

２５２ ２． ４０１ １０ ６ ０． ６ ０． ４ ０． ２４

２００ ２． ３０１ １０ ５ ０． ５ ０． ５ ０． ２５

１５９ ２． ２０１ １０ ３ ０． ３ ０． ７ ０． ２１

１２６ ２． １００ １０ １ ０． １ ０． ９ ０． ０９

１００ ２ １０ ０ ０ １ ０

见其他中毒反应症状。 至试验结束时小鼠没有出

现死亡情况。
小鼠体重增长正常，给药组与溶媒对照组比

较，体重变化差异不显著（Ｐ ＞ ０． ０５）。 试验结束时

对小鼠进行大体解剖，肉眼观察心、肝、脾、肺、肾等

主要脏器，均无异常变化。 试验结果见表 ３。

表 ３　 牛蒡子提取物小鼠急性经口毒性试验结果 （ｘ ± Ｓ． Ｄ）

Ｔａｂ ３　 Ａｃｕｔｅ ｏｒａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ Ａｒｃｔｉｉ Ｆｒｕｃｔｕｓ ｐｏｗｄｅｒ ｉｎ ｍｉｃｅ （ｘ ± Ｓ． Ｄ）

性别 剂量（ｇ ／ ｋｇ． ｂｗ） 动物数（只）
动物体重（ｇ）变化

初重 终重
死亡动物数（只） 中毒反应

雌
０ １０ １８． ８４ ± １． ４１ ２９． ７５ ± １． ４８ ０

无明显毒性反应亦无动物死亡
３６ １０ １８． ９１ ± １． １８ ２９． ４６ ± ０． ８８ ０

雄
０ １０ １９． ２５ ± １． ８１ ３２． １８ ± １． ５３ ０

无明显毒性反应亦无动物死亡
３６ １０ １９． ６６ ± １． ８０ ３２． ４６ ± １． ９８ ０

　 注：给药组与空白组比较，Ｐ ＞ ０． ０５
　 Ｎｏｔｅ：Ｇｉｖｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， Ｐ ＞ ０． ０５

　 　 采用最大耐受量法（ＭＴＤ）进行测定牛蒡子提

取物急性毒性试验结果表明：牛蒡子提取物的最大

药物浓度 ０． ３ ｇ ／ ｍＬ，小鼠的最大灌胃体积 ０． ４ ｍＬ ／

１０ ｇ． ｂｗ，２４ ｈ 内进行 ３ 次灌胃给药，小鼠在 １４ ｄ 观

察期内均没有出现明显中毒症状及死亡情况，得出

该样品的ＭＴＤ 值≥３６ ｇ ／ ｋｇ． ｂｗ，依据兽药指导原则

急性毒性分级评价标准规定，该提取物属实际无

毒级［７］。

４　 讨论与结论

急性毒性试验是对动物进行 １ 次给药或在

２４ ｈ内进行 ２ ～ ３ 次给药，通过观察动物的中毒症

状及死亡情况等指标来判断毒性反应的性质和程

度，评价药物的毒性大小的试验。 在新药研发过程

中，通常要进行急性毒性研究，所得到的结果可以

初步探索药物毒性作用大小和靶器官，并为其他毒

性试验的剂量设计提供参考。 本试验采用昆明种

·７４·
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小鼠进行牛蒡苷元和牛蒡子提取物经口给药的急

性毒性试验。
牛蒡苷元预试验过程中，１００％ 致死剂量为

４００ ｍｇ ／ ｋｇ，０％致死剂量为 １００ ｍｇ ／ ｋｇ，确定Ⅳ为 ７，
ｒ 为 １． ２６，因此确定各组剂量分别为 ４００、３１８、２５２、
２００、１５９、１２６、１００ ｍｇ ／ ｋｇ． ｂｗ。 试验结果表明，小鼠

灌胃给予牛蒡苷元的半数致死量为 ２１９． ８ ｍｇ ／ ｋｇ，
死亡均发生在 ３ ｈ 以内，存活动物均正常生长，根
据小鼠死亡时间和死亡特征，推测牛蒡苷元具有一

定的神经毒性，依据兽药指导原则急性毒性分级评

价标准规定，牛蒡苷元属中等毒级。 牛蒡苷元较一

般中草药及中草药提取物急性毒性大，双黄连口服

液对小白鼠最小致死量范围为 ４９． ２ ～ ６０． ８ ｇ ／ ｋｇ，
根据中药毒性分级可判断双黄连口服液为小毒［８］；
中药复方制剂“归芪饮”灌服给药的 ＬＤ５０为 ２２． ４４ ｇ ／ ｋｇ，
按照毒理学评价标准，ＬＤ５０大于 １００００ ｍｇ ／ ｋｇ 即属

于无毒性物质，从而表明中药复方制剂“归芪饮”安
全无毒［９］；银黄连翘散急性毒性试验中，两次重复

试验 ＬＤ５０大于 ５０００ ｍｇ ／ ｋｇ，属实际无毒［１０］；这表明

牛蒡苷元在兽医临床使用中需要注意其急性毒性

所带来的危害。
在进行牛蒡子提取物预试验过程中，分别以

３６、１８、９ ｇ ／ ｋｇ． ｂｗ 的剂量进行灌胃给药，结果各剂

量组小鼠均未出现死亡情况，且没有表现出毒性症

状，说明牛蒡子粉的毒性低，无法进行 ＬＤ５０的测定。
故采用最大耐受量法， 以预 试 验 的 最 大 剂 量

３６ ｇ ／ ｋｇ． ｂｗ（即牛蒡子粉的最大药物浓度 ０． ３ ｇ ／ ｍＬ，
小鼠的最大灌胃体积 ０． ４ ｍＬ ／ １０ｇ ｂｗ，２４ ｈ 内灌胃

３ 次，３ 次累计给予 １． ２ ｍＬ ／ １０ ｇ． ｂｗ）作为给药剂量

进行灌胃给药，在此剂量下，小鼠生长状况良好，无
任何明显中毒症状及死亡情况，小鼠体重增长正

常，给药组与对照组相比无显著性差异。 试验结束

时对小鼠进行大体解剖，各脏器均无形态及颜色异

常。 试验结果为：雌雄小鼠急性经口 ＭＴＤ 均≥
３６ ｇ ／ ｋｇ． ｂｗ，根据兽药研究技术指导原则对急性经

口毒性试验的分级标准，牛蒡子粉为实际无毒级，
这一研究结果符合中草药绿色、安全的特性，提示

其在兽医临床中可长期使用。 根据急性毒性试验

的结果，可初步评价牛蒡子粉在短期内用药比较安

全，为了进一步评价药物的安全性，还需要对其进

行长期毒性研究。
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