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喜树叶主要有毒成分及其对

奶山羊毒性的研究

高巨星 曹光荣 段得贤 李绍君 王 凯

(西北农业大学兽医系 )

郑 铭

(四川雅安 市畜牧局 )

摘 要 从喜树叶 中分 离出一种淡黄 色针状结 晶
,

含量约 为 O
。

01 %
,

熔点 为

2 6 4 ~ 2 6 7 oC
。

经 T L C
,
I R

,
N M R ,

M S分析证实为喜 树碱 (
e a m p t o t h e e i n )

,

毒性试验证明是喜树叶的主要有毒成分
。

给奶山羊灌服喜树叶 (干粉 ) 1 09 / k g

或喜树叶粗提物 0
.

1 6 9 / k g体重
,

每 天一次连续 d3 可引起与自然发病应 状相 同

的急性 中毒
。

主要症状有出血性腹 泻
、

脱水
、

肌 肉震颤
、 ,

昏迷和死亡 ; 主要病

理学变化为W B C 减少
, P C V升高

,
出现血尿

、

蛋白尿
、

糖尿和尿 p H 降低
。

浓

缩尿 中可检 出喜树碱
。

病理学变化有胃
、

肠
、

肝
、

肾
、

林 巴结
、

脊髓 充血
、

出

血
、

变性和 坏死
。

主题词 喜树
,

叶
,

喜树碱
,

乳羊 / 饲料 中毒

喜树 ( C a m P t o t h e e a a e u m ` n a t a D e e n e
) 为琪桐科 ( N 夕 s s a e e a e

) 旱莲属多年生

落叶乔禾
,

广泛分布于长江流域及西南各省
,

为我 国特育植物
。

郑铭等首次报道四川雅安

地 区 发生奶山羊喜树叶中毒及其症状
〔 ` ’ ,

W al l et al
.

从中国引种的喜树茎中分离出

一种生物碱— 喜树碱 ( C
` m p t o t h e e i n )

〔 “ ’ ;
W

a n i e r a l
.

又从喜树碱母液中获得微 量

10 一
羚基喜树碱和甲氧喜树碱

,

并证实喜树碱对多种移植性肿瘤有明显抑制作用
` 3 ’ ,

罗

厚尉等先后从喜树根及果实中分离出多种化学成分
,

包括喜树碱
、

1于狸基喜树碱
、

1 8-

羚基喜树碱
、

甲氧喜树碱
、
1 1一羚基喜树碱

、

去氧喜树碱
、

喜树次碱
〔` 一 “ ’ 。

关于喜树叶

的化学成分尚未见有报道
。

本研究的目的在于分析喜树叶中主要有毒成分
,

观察对奶山

羊的毒性
,

以及寻找中毒以后的治疗方法
,

为进一步防治喜树叶中毒提供科学依据
。

1 材料和方法

l
。

1 材料

1 9 8 7年 8月
,

喜树叶采于四川雅安
,

自然干燥
、

粉碎
,

干燥避光保存备用
。

文稿收到日期 . 1 0 5 5
一
2 2

一 1 2
.
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2 主要有毒成分分析

喜树叶化学成分预试验
,

设计的提取程序 ( 图 1 )进行
。

5 0只小白鼠 (体重 17 ~ 淞 g)
:

·

,

三
、

四的 1。%吐温。d魁衰液
,

根据植物化学成分系统预试结果以及前人的研究成果自行

按提取程序可得提取物一
、

二
、

三
、

四
。

毒素筛选试验是将

脚几分成 5
、

组
,
l一吸组为试验组分别灌服提取物一 二

、

第 5组为对照组
,

权灌服初%吐温 80 、 每 20 9 体重 灌 服

。
.

3 ml 间 隔 2 4 h 灌服一次、 每次灌服前小白鼠禁食和禁饮水 4 h
。

睿树叶粉
8 0、 乙

小
,

告
粉渣 渗渡液

收溶剂
静里过逮l

ot丫

7 0~ 8 0
.

C 回

浓缩
、

放冷

杏 杏
滩渣 滤液

苹取

l!;甲

仿敏

杏 今
舰仿液

`

}
回收

、

, 发 , 干

奋
残留物

干,

。卜物液
;

燕到材杏如.馏刘门残

挥歹

回收溶剂至结晶析出
,

备

甲醇 ( V
:
y = 1 : 1 、 回流

放冷过礴

晶
杏结

粗
令
溶液

杏
回收燕干

备
黄 色粉状物

图 1 喜树叶有毒 成分提取程序

1
.

a 主要有毒成分的分离与鉴定

将有毒性的提取物加热溶解于氯仿
,

经硅胶柱层析
,

用含 1% ~ 5 %甲醇氯仿洗脱
,

每 劝 m L 收集一份
。

各收集浪用硅胶 G 和 f 薄层层析检查 (展开剂
:

氯仿
:

丙 酮 =
:7

3
,

上行法展开
,

紫外灯下观察荧光后
,

25 % 硫酸乙醇显色 ) 合并同类
,

回收溶剂 纯 化

获得纯提取物 (本实验得到 2 个结晶即结晶 I 柑结晶 H )
。

将纯提取物进一 步作 毒性

试验 (方法同毒性筛选试验 )
,

对毒性强
、

产量高者测定熔点 (显微熔点测定法 )
,

用

红外光谱 ( M od cl 一 2仰
一 10 型衍射光栅红外分光光度仪

,

日本产 )
、

质谱 (M at 一 3 12 型双

聚焦质谱仪
,

美国产 )
、

核磁共振谱 (F
x 一 90 Q核磁共振仪

,

日本产 ) 进行结构 鉴 定
。

,
.

4 对奶山羊的毒性试验

西农改良奶山羊 12 只 (平均体重 28
.

3士 2
.

sk g )
,

公母各半
,

随机分成三组
。

第 1
,

2组为试验组分别灌服喜树叶干粉 1 09 / k g 体重
、

喜树叶粗提物 0
.

16 9 / k g 体重 (0
.

169

粗提物相当于 I D g 喜树叶 )
,

每天一次共 3 次
;
第 3 组为对照组

,

正常采食和 饮 水
。

所有羊只于试验前及试验后的第 2 , 4 夭静脉采血并收集尿液进行临床病理学检查
。

试
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验期间仔细观察临床症状
,

死后立 即剖检并采取各脏器组织
,

10 %中性福尔马林保存
,

切片 H E染色
,

光镜观察
。

2 结 果

2
.

1 主要有毒成分分析结果

2
.

1
.

1 喜树叶化学成分系统预试结果 喜树叶
一

可能 含 有 贰 类
、

丹 宁
、

生 物 碱
、

酚

类
、

内醋香豆素类
、

蛋白质
,

不 含皂贰
、

惠醒
、

黄酮类
、

强心贰街醇
、

三菇类有机 酸
、

挥发油
、

氰贰等
。

生物碱是植物一种 含量小
、

活性高的次生代谢产物
,

前人已经从喜树

的茎
、

根
、

果实中获得多种生物碱
,

提示喜树叶中生物碱可能是主要有毒成分
。

2
.

1
.

2 有毒成分的筛选结果 根据提取程序
,

应得到 4 种提取物
,

经小白鼠毒 性 筛选

试验结果见表 l
。

表 1 喜树叶有毒成分的筛选试验

组 别 动 物 号 提 取 物 每次灌服量 ( m g / 2 0 9 ) 灌 服 次 数 死亡数 (头 )

1 1~ 1 0 一 4 0 4 0

2 1 1 ee 2 0 二 4 0 4 1

3 2 1~ 3 0 三 0
。

8 2 0

4 3 1~ 40 四 0
。

8 2 10

5 4 1~ 5 0 1 0%吐温 8 0 一 4 0

灌服提取物四的第 4 组小白鼠于 3 ~ 5d 全部死亡
。

死前表现腹泻
,

肛门红肿
,

全身

震颤 ; 死后剖检主要表现为胃肠炎
。

试验结果表明提取物有较强的毒性
。

2
.

1
.

3 有毒成分的分离与鉴定 结 果 柱

层析分离纯化获得结晶 I 和 结 晶 H
,

分

别为提取物四的 81 %
,

15 %
。

毒 性试验见

表 2
。

灌服结晶 I 的第 1 组小白鼠于 3~ d6

全部死亡
,

中毒症状为腹泻
、

肛门红肿
、

全身震颤
,

死后剖检可见 出血性胃肠炎
。

灌服结晶 I 的第 2 组小白鼠于第 6 , 7天各

死亡一只
,

中毒症状为精神沉郁
,

被毛粗

乱
,

采食饮水减少但未见腹泻
,

死后剖检

发现轻度胃肠炎
。

由 此 可 见 结晶 I 毒性

表 2 结晶 I
、

结晶 E对小 白鼠的

毒性试验

死 亡数
组别 功物号 受试物

每次灌服量

( m g / 2 09 ) ( 头 )

1~ 1 0

1 1~ 2 0

2 1~ 3 0

结晶 I

结晶 11

10%吐温 8 0

注
:

均 灌服 2次
。

大
,

产量高
,

可以认为是喜树叶的主要有毒成分
。

2
.

1
.

4 有毒成分结晶 I 的结构鉴定 结晶 I 为淡黄针状结晶
, T L C 经显色可见黄色斑

点
, R ;

值为 0
.

56
,

在紫外灯下可见蓝绿色荧光
。

熔点 ( m
.

)P 26 4 ~ 名67 ℃
。

红 外光谱

( I R ) ( K B r
)

: e m
一 ’ , 3 4 4 0

, 2 9 3 0 , 17 4 5 , 1 6 5 8
,
1 6 0 5

, 1 5 8 5 , 1 4 4 0 , 1 1 6 0 (见 图

2 )
。

质谱 ( M S )
: m / e 3 4 s ( M

十
)

, 3 2 0 , 3 1 9 , 3 0 4 , 2 1 3 , 2 0 9 , 1 8 0 (见图 3 )
。

核磁

共振谱 ( N M R )
: 二 ( T M S 为内标

,

三氯醋酸为溶剂 ) 。
.

69 (3 H
,

三重峰
,

J = 7 H 乙 ,

1 8位 H )
, 2

.

7 0 ( ZH
,
四重峰

,
J “ 7 玉12 , 1 9 位 H )

, 5
.

3 0 ( 2 11
,

单峰
, 5 位 H )

,
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图 2 喜树叶中喜树碱红 外光语图 ( IR )

川 娜

泌

了 } 肠价犷
,绍 ,皿

图 3 喜树叶中喜树碱质谱图 ( M s)

5
.

0 0
,
5

.

5 0 ( ZH
,
A B型

,

四重峰
,
J = 1 6H

: , 17位 H )
, 7

.

6 0 ~ 8
.

2 0 ( SH
,

多重峰
,

。~ 1 2位H
,
1 4位H )

,
5

.

9 0 ( I H
,

单峰
,
7位H ) 见图 4 )

。

甲

一
~

,

阔 卜叫

一
产脚

户

对 、 泌华娜公从尸沪
, “
灿价” 呻州叫附洲扣尸 , 侧时 产

} { . ; … 1二
;

` : . 1 }二 T二 {
.

1 1一 {二 山 川 l 二 1.。 . 1 .川 }
」 ` ! ; , !

. r , 二 h 。 卜 .
,

,
.

、
二

二 、 ,

}
. ,

, 二 ;
,

1川
.
! . : “ l

图4 喜树叶中喜树减的核磁共振谱图

上述各项光谱数据 及熔点均与已发表的喜树碱各项数据

相同
,

由此可知结晶 I 为喜树碱
,

其结构式见右图
。

2
.

2 奶山羊中毒试验结果
1 组 (灌服喜树叶 ) 和 2 组 (灌服喜树叶粗提物 ) 试验

羊全部中毒死亡
, 3组 (对照组 ) 羊只全部健康

。

中毒症状 初期精神沉郁
,

目光发 呆
,

食 欲减 少
,

腹

泻
。

随后病情加重
,

食欲废绝
,

瘤胃蠕动消失
,

反色停止
,

血样腹泻
,

呻吟
,

常作排尿姿势
,

但仅排出少量黄色尿液
。

( N M R )
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后期体温降低
,

呼吸困难
,

全身震颤
,

颈项强直
,

卧地不起
,

于 5一 d6 死亡
。

临床病理学检查 白细胞明显减少
,

红细胞压积升高
,

血清 G O T 增高
,

尿蛋白和

葡萄糖增加并出现血尿
,

浓缩尿可检出喜树碱
。

病理学变化 瘤胃粘膜脱落
,

皱胃和肠道呈现出血性炎症和粘膜脱落 ; 小肠固有层

和粘膜下层充血出血
,

呈现淋巴细胞
、

嗜酸性细胞
、

巨噬细胞以及少量的嗜中性细胞和

浆细胞浸润
。

肝脏质地变硬
,

边缘钝圆
,

胆囊肿大并充满胆汁
; 肝细胞发生颗粒变性

、

空泡变性
,

有的细胞的胞浆溶解
、

胞膜破裂
、

核浓缩
。

肾脏出血
,

皮质与髓质 界 限 不

清
;
肾小管上皮细胞发生颗粒变性

,

肾小管腔可见均质红染
,

部分近曲小管上皮细胞的

胞浆溶解
,

胞膜破裂
,

核浓缩
,

肾小球包囊扩张
。

心内外膜有出血 , 心肌纤维肿胀
,

肌

浆出现异常红染颗粒
,

间质毛细血管扩张
、

充血并有出血现象
。

淋巴结充血
,

淋巴窦扩

张含多量巨噬细胞
,

淋巴小结消失
,

淋巴细胞减少
,

呈现单纯淋巴结炎变化
。

大脑毛细

血管扩张
,

神经细胞变性
、

多深染并有卫星现象和噬神经现象
。

脊髓明显充血
、

出血
,

神经细胞变性
,

部分神经细胞核溶解
。

3 结论与讨论

1) 本试验从喜树叶中分离出一种淡黄色结晶
,

经熔点
、

红外光谱
、

质谱
、

核 磁共

振谱分析鉴定为喜树碱
,

经动物毒性试验证实喜树碱是喜树叶的主要有毒成分
。

至于喜

树叶是否像喜树茎
、

根和果实一样也含有其它微量生物碱
,

还有待研究
,

但已有的研究

表明其他微量生物碱在喜树根及果实中含量低
,

仅为喜树碱的 1 %~ 10 %
,

而 且 毒 性

小
,

即便喜树叶含有其他微量生物碱也不大可能是主要有毒成分
。

本研究从喜树叶中分

离结晶 H
,

因含量少
,

毒性小
,

没有作进一步分析和鉴定
。

2) 给奶山羊每天一次灌服喜树叶 10 9 / k g 体重
,

或喜树叶 粗 提 物 。
.

1 69 / k g 体

重
,

连续 d3 可引起和自然发病相同的急性中毒和死亡
。

奶山羊急性中毒主要临 床 症状

以出血性腹泻
,

脱水
,

少尿
,

肌肉震颤为特征
; 主要临床病理学变化为白细胞减少

,

红

细胞压积升高
,

血尿以及尿液 p H 降低
,

浓缩尿中可检出喜树碱
; 主要病理学变化包括

出血性胃肠炎
,

心
、

肝
、

肾
、

脑
、

脊髓充血
、

出血和变性等可以作为诊断的依据
。

3) 喜树中毒尚无有效治疗方法
,

中毒羊只多数死亡
。

为了减少损失
,

我们 根 据喜

树碱的代谢和毒性特点
,

用活性炭作了试验性治疗
,

效果甚为满意
。

当奶山羊中毒后
,

立即用活性炭 10 9 / k g 体重混悬于 ZL 复合电解质溶液中一次灌服
,

隔 日重复一次
,

共

2次
。

经治疗的 8只羊全部痊愈
,

而未经治疗的羊全部死亡
。

活性炭是强吸附剂
,

大剂

量应用足可以吸附胃肠道的有毒生物碱包括经 胆 汁 排泄进入肠道的喜树碱
,

阻止其形

成肝肠循环
,

从而降低其毒性作用
。

灌服大量的复合电解质溶液
,

可以解除机体的脱水

使电解质紊乱得以恢复
。

在实际工作中对中毒动物应尽早采用活性炭治疗
,

并增加辅助

治疗措施
,

动物可能恢复得更快
。
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