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摘要　对棘豆属 ( Oxytropis)植物中的生物碱提取、分离和鉴定后 ,证实生物碱中含有苦马豆素。

通过对两组小白鼠分别饲喂添加棘豆属植物粉和生物碱的中毒实验 ,发现两组小白鼠都发生中

毒 ,其临床症状、剖检变化、病理组织变化基本相同 ,表明生物碱是棘豆属植物中主要毒性成分。

实验除采用常规 H. E染色外 ,还应用组织化学和透射电镜等检测手段 ,较细致地观察了小白鼠

棘豆中毒后的病理变化。
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棘豆属 (Oxytropis )植物有 120多种 ,已报导可引起家畜中毒的十几种 ,在我国西北地

区 ,主要以黄花棘豆 (Oxytropis ochrocephala Bunge)和甘肃棘豆 (Oxytropis kansuensis

Bunge)为主 ,每年可造成大批家畜中毒和死亡 ,给畜牧业生产造成很大的经济损失。棘豆属

植物的毒性成分一直是研究和争论的焦点 ,国内外都有不少研究报道 (曹光荣等 , 1989;

Molyneux et al, 1982; Tulsiani et al, 1984)。本研究从棘豆属植物中提取出生物碱后 ,经薄

层层析分离 ,气相色谱和质谱鉴定 ,证实生物碱中含有苦马豆素 ,通过对两组小白鼠分别饲

喂添加棘豆属植物粉和生物碱的饲料后 ,从临床症状、剖检变化、病理组织变化等方面进行

比较观察 ,以求进一步探究棘豆属植物的毒性成分。

1　材料和方法

1. 1　材料

1. 1. 1　试验动物　健康的昆明系小白鼠 60只 ,体重 18～ 22 g ,由卫生部兰州生物制品研究

所提供。

1. 1. 2　棘豆属 (Oxytropis )植物　甘肃棘豆 (O. kansuensis )与黄花棘豆 (O. ochrocephala )

混合、晾干 ,从甘肃省天祝县采购。

1. 2　方法

1. 2. 1　总生物碱的提取　按 Colegate( 1979)方法将棘豆属植物粉碎 ,用热酯酸乙酯萃取 48

h,萃取液在减压条件下使醋酸乙酯蒸发 ,其绿色残渣以水提取、酸化 ,将提取液通过层析

柱、水洗 ,再以 0. 5%氨水洗后以氯仿萃取。

1. 2. 2　单体生物碱的分离　薄层层析法的分离采用展开剂 ,甲醇 氯仿 氨水 水

( 49 49 1 1) , 5 cm× 15 cm硅胶板 ,以 10%无水乙醇醋酸酐和 Enrlich 's试液显色 ,样品与

标准品比较 ,观察斑点位置和颜色 ,计算其 Rf值 ,以 Rf值为中点 ,上下各 0. 5 cm刮取硅胶 ,

多次重复 ,刮取物中回入氯仿 ,回流 1 h,过滤备用。
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1. 2. 3　单体生物碱的鉴定　红外吸收光谱的测定用 KBr压片法 ;气相色谱、质谱的测定用

气相色谱—质谱联用仪。

1. 2. 4　毒性试验　设立两个试验组和一个对照组 ,在试验组一的饲料中添加 20%棘豆属植

物粉 ,在试验组二的饲料中添加相当于 20%棘豆属植物粉中提取的生物碱和 20%苜蓿草 ,在

对照组饲料中添加 20%苜蓿草。小白鼠经健康观察 ,随机分组 ,每组 20只 ,雌雄各半 ,试验期

30 d,小白鼠可自由采食和饮水 ,试验期间观察小白鼠临床症状并定期称重。

1. 2. 5　石蜡切片的制作和染色　对试验期间死亡的小白鼠及试验结束后剖杀的小白鼠大

体检查后 ,切取心、肝、肾、脾、大脑、小脑、睾丸和附睾等脏器 ,以 10%福尔马林固定 ,石蜡切

片 , H E染色;肝脏糖原染色 (用 Mcmanus法 ) ;肝脏、脾脏网状纤维染色 (用 Dio Rio- Ho rtega

氏法 ) ;脾脏淀粉样变鉴别染色 (甲基紫法 )。

1. 2. 6　冰冻切片的制作和酶染　将 3组小鼠肝、肾冰冻切片后 ,进行碱性磷酸酶 (钙钴法 )和

酸性磷酸酶 ( Gomo ri铅沉淀法 )染色。

1. 2. 7　电镜样品的制作和观察　将两实验组小鼠肝脏、肾脏、小脑用锐刀切成 2 mm× 2

m m× 3 m m小块 ,以 2. 5%戊二醛 4℃作前固定 ,以 1%锇酸作后固定 ,丙酮逐级脱水 , EPon

612包埋 ,超薄切片 ,电镜观察。

2　结果

2. 1　单体生物碱的提取、分离和鉴定

　　经硅胶板层析 ,样品和标准品的斑点位置、颜色完全一致时其 Rf值为 0. 502;红外吸收

光谱出现有 3 500～ 3 300 cm
- 1 ( S broad- O H) , 2 850～ 2 750 cm

- 1 ( S t rans CH- N )谱峰 ,

表明样品中可能有苦马豆素 ;按气相色谱—质谱联用仪条件测得样品的气相色谱图 ,其中保

留时间 13. 20 min出现 794峰值与苦马豆素标准品一致。根据 GC- M S系统分析得到的质谱

图与标准品质谱图核对也完全一致 ,故表明棘豆属植物中含有苦马豆素。

2. 2　毒性试验

图 1　小白鼠体重变化

2. 2. 1　临床症状　棘豆属植物组和生物碱组小白鼠表现的症状基本相同。主要表现精神沉

郁、被毛逆立 ,食欲下降 ,生长迟缓 ,消瘦 ,一些小鼠眼睑红肿 ,眼分泌物多 ,睁眼困难。但棘豆

属植物组小鼠症状出现早且表现严重 ,从试验第 3 d开始死亡 ,而生物碱组小鼠至第 7 d才

有死亡 ,至试验结束后 ,棘豆属植物组死亡 12 /20只 ( 60% ) ,生物碱组死亡 10 /20只 ( 50% )。

实验期间 , 3组小白鼠体重变化情况见图 1。由图 1可见 , 3组小白鼠体重增长由高到低依

次为:对照组> 生物碱组> 毒草组。

2. 2. 2　剖检变化　两试验组小鼠剖杀后 ,可

见肝、肾、脾脏呈土黄色 ,稍肿大 ,一些小鼠肝

脏上有针尖大小白点 ,脾脏上有米粒大小白

点 ,多数小鼠肠壁上有出血点。棘豆属植物组

的小鼠脑膜充血、出血较严重 ,而生物碱组的

小鼠脑膜以肉眼辨别无明显变化。

2. 2. 3　病理组织变化　肝脏: 肝细胞肿大 ,

呈颗粒和空泡变性 ,窦状隙变窄 ,有淋巴细胞

和红细胞浸润 ,中央静脉扩张显著。肾脏: 皮
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质部肾小管上皮细胞颗粒变性或空泡变性 ,严重的出现坏死 ,细胞核溶解或碎裂。部分上皮
细胞脱落入管腔 ,形成管型 ,间质中有红细胞浸润。睾丸: 曲精管有的扩张 ,有的萎缩。管内的

精原细胞、初级和次级精母细胞数量减少 ,呈空泡变性。部分曲精管膜破裂 ,管内精子生成减

少或无精子生成。附睾: 附睾管有的扩张 ,有的萎缩 ,管内无精子或有少量精子 ,上皮细胞空

泡变性 ,间质有成纤维细胞增生。脾脏:脾小体变小 ,淋巴细胞数量减少 ,出现大片淡红色物

质沉着区 ,呈淀粉样变 ,该区域边缘淋巴细胞崩解碎裂 ,巨噬细胞数量明显增多。脑:棘豆属

植物组小鼠脑膜血管扩张、充血 ,脑膜上皮细胞肿胀。此外 ,还可见少数神经细胞空泡变性。
心肌:心肌纤维肿胀 ,颗粒变性 ,横纹不清。有红细胞浸润。

酶染色结果 ,酸性磷酸酶活性无明显变化 ,碱性磷酸酶活性明显升高 ,与对照组相比 ,其

黑色颗粒多而大。
肝细胞糖原染色结果 ,两试验组肝细胞内糖原颗粒明显减少。

肝脏、脾脏网状纤维染色 ,可见试验组肝、脾组织网状纤维在变性和坏死部位断裂和消

失。透射电镜观察:中毒小鼠肝细胞、肾小管上皮细胞、睾丸曲精管生精细胞的空泡多有一层
单位膜包裹 ,内有多泡样小体 ,部分空泡内尚有不完整的嵴 ,说明是线粒体肿胀所致 ,但多数

空泡是溶酶体的肿胀所致。见图 2, 3, 4, 5。

图 2　中毒小鼠睾丸生精细胞内大小不等的空泡 (× 60)　　图 3　中毒小鼠肝细胞内大小不等的空泡 (× 60)

图 4　中毒小鼠肾小管上皮细胞内大小不等的空泡 (× 60)　图 5　中毒小鼠肝细胞内正空泡化的溶酶体 (× 83)

3　讨　论

3. 1　生物碱提取、分离、鉴定结果

从棘豆属植物中提出生物碱 ,经薄层层析分离后 ,样品红外光谱图说明存在 t rans CH- N
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的吸收和 broad- O H的吸收。CH- N的吸收与苦马豆素吲哚兹定环的吸收光谱相符 , - O H

的吸收说明环上有 - O H结构 ,红外光谱测试结果表明该样品可能含有苦马豆素。样品经气相色

谱、质谱分析 ,证明含有苦马豆素。

3. 2　棘豆属植物毒性成分问题

通过中毒试验可以看出 ,两组小鼠的临床症状、剖检变化和病理组织变化基本相同 ,说明有

毒生物碱是造成动物病理损害 ,形成细胞胞浆空泡变性的主要毒性成分 ,这与国内外许多报道一

致 (曹光荣等 , 1989; James et al, 1970; Tulsiani , 1984)。试验提出总生物碱中含有苦马豆素 ,但

含量很低 ,尚不能直接用作动物实验。

试验中 ,毒草组小白鼠比生物碱组小白鼠生长迟缓 ,症状出现早且表现严重 ,死亡率高 ,剖检

时 ,脑膜充血、出血 ,可能还与棘豆属植物中除生物碱外的其它毒性成分有关。

80年代初 ,喻梅辉等 ( 1985)从小花棘豆中分离出一种溶血毒素 (毒蛋白 ,相对分子质量

27 000)之后 ,高努 ( 1989)从黄花棘豆中分离出另一种溶血毒素 (相对分子质量 60 000的蛋白

质 )。路英华等 ( 1993)对黄花棘豆溶血毒素的毒性进行了部分测定。此外 ,孙荣奇等 ( 1987;

1989) ,程东亮等 ( 1986)从黄花棘豆和甘肃棘豆中分离鉴定出一系列黄酮、黄酮甙及皂甙类化合

物 ,但未做动物毒性试验。

3. 3　空泡变性形成原因

空泡变性是棘豆中毒最典型的病变。电镜下证实空泡变性是溶酶体和线粒体肿胀所致。

线粒体肿胀可能是由于毒草在破坏了细胞内的线粒体氧化酶系统后 ,使三羧酸循环不

能顺利进行 , AT P生成减少 ,能量供应不足 ,导致中间代谢产物如脂肪酸、乳酸及各种氨基

酸等在细胞内积蓄 ,胞浆嗜水性加强 ,从而 ,线粒体吸水肿胀形成空泡。

Dorling( 1980)认为溶酶体肿胀是由于生物碱苦马豆素抑制了溶酶体中的水解酶α-甘

露糖苷酶 ,使该酶不能将富含甘露糖的低聚糖水解为低分子单糖 ,导致溶酶体内积聚多量低

聚糖而形成空泡。

3. 4　棘豆毒素对雄性小白鼠生殖力的影响

棘豆中毒雄鼠的睾丸受到损害 ,使血睾屏障遭到破坏 ,从而毒素进入管腔影响精子生

成。附睾是精子的贮存和发育成熟之处 ,棘豆中毒后 ,附睾管纤毛上皮空泡变性 ,坏死 ,改变

了附睾管内环境 ,影响精子的成熟。此外 ,据 Tulsiani等 ( 1982)报道 ,附睾中精子表面的高尔

基糖蛋白对精子成熟、精子与卵子的结合有重要作用 ,附睾合成和分泌的激素也与高尔基糖

蛋白有关 , Dualat等 ( 1990)的研究表明 ,苦马豆素可抑制高尔基甘露糖苷酶Ⅱ的活性 ,从而

影响高尔基蛋白的形成和分解 ,破坏了公鼠的生殖力。
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S TUDIES ON T HE TOXICO PAT HO LOGY OF

Oxytropis AN D IT S TOXIN
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Abstract

Alkaloid in Oxytropis was ex t racted, separated and appraised, Sw ainsonine w as found in

the alkaloid ex t ract. Rats w ere fed forage mixed wi th oxy t ropis o r alkaloid, two g roup

ra ts becam e poisoned and show ed simila r clinical sym ptom s, autopsy and histopa thologic

changes, w hich indicated tha t the alkaloid w as the principal toxin. No t only conventional

H. E. staining , but also histochemical techno logy and transmission elect ron microscopy

w ere used to observ e the histopatho logic changes in the poisoned ra ts.

Key words　 ra t; Oxytropis; alkaloid; poisoning; pathologic change
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