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[摘要] 　 比较中华大蟾蜍指名亚种 Bufo
 

gargarizans
 

gargarizans 和中华大蟾蜍华西亚种 B.
 

gararizans
 

andrewsi 所产蟾酥差异,
基于斑马鱼模型验证蟾酥市场价值导向的合理性。 收集来自江苏、河北、辽宁、吉林、四川凉山等地包括指名亚种蟾酥和华西

亚种蟾酥共 20 批,通过 UHPLC-LTQ-Orbitrap-MS 液质联用技术结合主成分分析等比较指名亚种和华西亚种的蟾酥差异。 根

据 VIP>1、FC<0. 5 或 FC>2. 0、峰面积占比>1%的限制条件确定了 9 个质量标志物,分别为华蟾酥毒基、华蟾毒它灵、沙蟾毒

精、脂蟾毒配基、海葱苷元 A、惹斯蟾蜍精、沙蟾毒精-3-辛二酰精氨酸酯、南美蟾毒精-3-辛二酰精氨酸酯、脂蟾毒配基-3-辛二酰

精氨酸酯;并按《中国药典》采用高效液相色谱法对 20 批蟾酥进行含量测定,选择蟾毒灵、华蟾酥毒基、脂蟾毒配基 3 个药典

质量控制指标总量差异最大的 2 批蟾酥(CS7,总量为 8. 99%;CS9,总量为 5. 03%)分别进行基于斑马鱼模型的抗肝肿瘤活性

评价,二者抑瘤率分别为 38. 06%、45. 29%。 证明仅以药典质量控制指标高低作为蟾酥市场流通的价值导向是不合理的。 该

研究为蟾酥资源的有效利用,蟾酥质量评价体系的合理建立提供了数据支撑。
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[Abstract]　 This
 

paper
 

compared
 

the
 

differences
 

between
 

two
 

kinds
 

of
 

Bufonis
 

Venenum
 

produced
 

by
 

Bufo
 

gargarizans
 

gargarizans
 

and
 

B.
 

gararizans
 

andrewsi,
 

and
 

verified
 

the
 

rationality
 

of
 

the
 

market
 

value
 

orientation
 

of
 

Bufonis
 

Venenum
 

based
 

on
 

the
 

zebrafish
 

mo-
del.

 

Twenty
 

batches
 

of
 

Bufonis
 

Venenum
 

from
 

Jiangsu
 

province,
 

Hebei
 

province,
 

Liaoning
 

province,
 

Jilin
 

province,
 

and
 

Liangshan,
 

Sichuan
 

province,
 

including
 

B.
 

gargarizans
 

gargarizans
 

and
 

B.
 

gararizans
 

andrewsi,
 

were
 

collected.
 

The
 

UHPLC-LTQ-Orbitrap-MS
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combined
 

with
 

principal
 

component
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

compare
 

the
 

differences
 

between
 

two
 

kinds
 

of
 

Bufonis
 

Venenum.
 

According
 

to
 

the
 

limiting
 

conditions
 

of
 

VIP>1,
 

FC<0. 5
 

or
 

FC>2. 0,
 

and
 

peak
 

total
 

area
 

ratio>1%,
 

9
 

differential
 

markers
 

were
 

determined,
 

which
 

were
 

cinobufagin,
 

cinobufotalin,
 

arenobufagin,
 

resibufogenin,
 

scillaredin
 

A,
 

resibufagin,
 

3-( N-suberoylargininyl )-arenobufagin,
 

3-(N-suberoylargininyl)-marinobufagin,
 

and
 

3-(N-suberoylargininyl)-resibufogenin.
 

The
 

content
 

of
 

20
 

batches
 

of
 

Bufonis
 

Venenum
 

was
 

determined
 

according
 

to
 

the
 

Chinese
 

Pharmacopoeia
 

(2020
 

edition)
 

by
 

high-performance
 

liquid
 

chromatography,
 

and
 

the
 

2
 

batches
 

of
 

Bufonis
 

Venenum,
 

CS7
 

(8. 99%
 

of
 

total
 

content)
 

and
 

CS9
 

(5. 03%
 

of
 

total
 

content),
 

with
 

the
 

largest
 

difference
 

in
 

the
 

total
 

content
 

of
 

the
 

three
 

quality
 

control
 

indexes
 

of
 

the
 

Chinese
 

Pharmacopoeia
 

(bufalin,
 

cinobufagin,
 

and
 

resibufogenin)
 

were
 

selected
 

to
 

evaluate
 

their
 

anti-liver
 

tumor
 

activity
 

based
 

on
 

the
 

zebrafish
 

model.
 

The
 

tumor
 

inhibition
 

rates
 

of
 

the
 

2
 

batches
 

were
 

38. 06%
 

and
 

45. 29%,
 

re-
spectively,

 

proving
 

that
 

only
 

using
 

the
 

quality
 

control
 

indexes
 

of
 

the
 

Chinese
 

Pharmacopoeia
 

as
 

the
 

value
 

orientation
 

of
 

Bufonis
 

Venenum
 

market
 

circulation
 

was
 

unreasonable.
 

This
 

research
 

provides
 

data
 

support
 

for
 

the
 

effective
 

utilization
 

of
 

Bufonis
 

Venenum
 

resources
 

and
 

the
 

establishment
 

of
 

a
 

rational
 

quality
 

evaluation
 

system
 

of
 

Bufonis
 

Venenum.
[Key

 

words]　 Bufonis
 

Venenum; Bufo
 

gargarizans
 

gargarizans; Bufo
 

gararizans
 

andrewsi; quality
 

markers; active
 

evaluation
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蟾蜍的干燥分泌物称为蟾酥,最早见于唐·甄权

所著的《药性论》,称“蟾蜍眉脂”,“蟾酥”之名则最

早见于宋·寇宗奭著的《本草衍义》,可治“发背疔

疮,一切恶肿” [1] 。 2020 年版《中国药典》 (以下简

称“药典”)中所收录的蟾酥基原为中华大蟾蜍 Bufo
 

bufo
 

gargarizans 和黑眶蟾蜍 B.
 

melanostictus 的干燥

分泌物。 中华大蟾蜍又分为中华大蟾蜍指名亚种

B.
 

gargarizans
 

gargarizans 和中华大蟾蜍华西亚种

B.
 

gararizans
 

andrewsi[2] 。 目前市面上蟾酥多采自

于中华大蟾蜍指名亚种,此种蟾蜍多分布于东北、华
北等平原地区[3] 。 不同于指名亚种,中华大蟾蜍华

西亚种则多分布在四川、贵州等山区或高海拔地

区[4-5] 。 目前对于中华大蟾蜍指名亚种和华西亚种

所产蟾酥的差异研究相对较少。
现代临床资料表明,以蟾酥为原料药的中成药,

治疗癌症、肝炎等恶性疾病效果显著[6-7] ;并具有显

著的强心[8] 、升高血压[9] 及兴奋呼吸、局部麻醉及

抗炎等作用[10] 。 目前药典对蟾酥的质量控制有明

确质量控制标准,即蟾毒灵、华蟾酥毒基、脂蟾毒配

基总量不得少于 7. 0%,且蟾酥的价值导向也逐步

发展成 “ 唯含量论”。 近年来蟾蜍资源不断减

少[11-12] ,高效、合理利用蟾酥,释放蟾酥资源是缓解

蟾酥困境的方法之一。 目前,已有学者对蟾酥中各

成分的药效进行深入研究,发现除药典质控指标外,
沙蟾毒精、 日蟾毒它灵、 华蟾毒它灵、 蟾毒它灵

等[13-15]在抗肿瘤、抗血管生成、激动心脏等方面疗

效显著[16-17] 。 所以仅以蟾毒灵、华蟾酥毒基、脂蟾

毒配基总含量作为蟾酥的质量评价标准仍有待

商榷。

本研究收集来自于江苏、河北、辽宁、吉林、四川

凉山等地的蟾酥共 20 批,涵盖 9 批指名亚种蟾酥

(以下称“指名蟾酥”)和 11 批华西亚种蟾酥(以下

称“华西蟾酥”)。 通过 UHPLC-LTQ-Orbitrap-MS 液

质联用技术对 20 批蟾酥进行了检测,根据 VIP >1、
FC<0. 5 或 FC>2. 0、峰面积占比>1%的限制条件确

定潜在质量标志物,其中涉及到药典指控成分华蟾

酥毒基和脂蟾毒配基。 并通过对照品比对、参考前

期研究结果和相关文献的离子信息,对筛选出的潜

在差异物质进行有针对的鉴定。 根据药典检测方法

对 20 批蟾酥进行含量测定,选择药典质控指标总含

量差异最大的 2 批蟾酥分别进行基于斑马鱼模型的

抗肝肿瘤活性评价。 验证仅以药典质控指标高低作

为蟾酥质量评价标准的导向是否合理。 本研究旨在

为蟾酥资源的有效利用、蟾酥质量评价体系的合理

建立提供有效的数据支撑。
1　 材料

1. 1　 仪器

Ultimate
 

3000 超高效液相色谱仪(含自动进样

器、柱温箱、在线真空脱气机、低压四元梯度泵、PDA
检测器) 和双压线性离子肼串联高分辨质谱 LTQ

 

Orbitrap
 

Velos
 

Pro 质谱仪(高分辨静电场轨道阱质

谱,ESI 源) (美国 ThermoFisher 公司);KQ-250B 型

超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司);高速冷

冻离心机(美国 Thermo
 

Scientific 公司);LC-2030C
 

3D 高效液相色谱仪(日本岛津公司);VertA1-CCD
相机(上海土森视觉科技有限公司);SZX7 体式显

微镜[奥林巴斯(中国)有限公司];6 孔板(无锡耐

思生物科技有限公司)。
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1. 2　 试剂

蟾毒灵(批号 HR21731S1)、脂蟾毒配基(批号

HR1572B1)、华蟾毒它灵(批号 HR14426S1)均购自

宝鸡晨光生物科技有限公司,质量分数均≥98%;华
蟾酥毒基(批号 470-37-1)、沙蟾毒精(批号 464-74-
4)均购自北京赛百草科技有限公司,质量分数均≥
98%;二甲基亚砜( DMSO)购自美国 Sigma 公司(批

号 BCBV2983);顺铂购自阿拉丁生化科技(上海)股

份有限公司 (批号 k1520124)。 甲醇、乙腈 ( 美国

Fisher 公司,色谱级);水为纯净水(杭州娃哈哈集团

有限公司)。
1. 3　 样品

指名蟾酥和华西蟾酥样品均由西昌富华金蟾

生物科技有限公司提供:CS1 ~ CS9 为指名蟾酥,
CS10 ~ CS20 为华西蟾酥。 20 批蟾酥的来源信息

见表 1。

表 1　 20 批蟾酥来源

Table
 

1　 The
 

source
 

of
 

20
 

batches
 

of
 

Bufonis
 

Venenum
No. 来源地点 No. 来源地点

CS1 河北省涞水县 CS11 四川省凉山彝族自治州越西县

CS2 北京市通州区 CS12 四川省凉山彝族自治州喜德县

CS3 北京市房山区 CS13 四川省凉山彝族自治州德昌县

CS4 江苏省连云港市 CS14 四川省凉山彝族自治州会东县南部

CS5 山东省莒县 CS15 四川省凉山彝族自治州会东县北部

CS6 吉林省吉林市昌邑区 CS16 四川省凉山彝族自治州普格县

CS7 河北省安国市 CS17 四川省凉山彝族自治州宁南县

CS8 安徽省亳州市 CS18 四川省西昌市

CS9 辽宁省沈阳市 CS19 四川省凉山彝族自治州会理县

CS10 四川省凉山彝族自治州冕宁县 CS20 四川省凉山彝族自治州木里藏族自治县

1. 4　 动物

斑马鱼来源于杭州环特生物科技股份有限公

司,为野生型 AB 品系。 每个实验组采用 30 尾斑马

鱼,日龄为 2
 

dpf(day
 

post-fertilization)。 实验用斑马

鱼饲养于 28
 

℃ 水温的专门水族箱,饲养用水的水

质:每 1
 

L 反渗透水中加入 200
 

mg 速溶海盐,pH 为

6. 9 ~ 7. 2, 电导率为 480 ~ 510
 

μS·cm-1, 硬度为

53. 7 ~ 71. 6
 

mg·L-1CaCO3。
2　 方法

2. 1　 对照品溶液的制备

取在干燥器中干燥过的华蟾酥毒基适量,精密

称定,加甲醇制成每 1
 

mL 含 1. 25
 

mg 的溶液。 同

法,分别精密称定蟾毒灵、脂蟾毒配基适量,加甲醇

制成每 1
 

mL 含 1. 45
 

mg 和 1. 00
 

mg 的蟾毒灵和脂

蟾毒配基的溶液。 沙蟾毒精、华蟾毒它灵等其余对

照品精密称取适量( ≥5
 

mg),至于 10
 

mL 量瓶中,
加甲醇定容。
2. 2　 供试品溶液的制备

精密称取各批次蟾酥样品 25
 

mg,按照 2020 年

版药典方法制备蟾酥供试品溶液。
2. 3　 含量测定方法

RESTEK 色谱柱(4. 6
 

mm × 250
 

mm,5. 0
 

μm);

色谱条件参照 2020 年版药典。
2. 4　 代谢组学分析

2. 4. 1 　 色谱条件 　 Thermo-C18 色谱柱( 2. 1
 

mm ×
150

 

mm, 2. 6
 

μm); 流动相为 0. 1% 甲酸-水溶液

(A)-乙腈(B),梯度洗脱(0 ~ 6
 

min,3%
 

B;6 ~ 8
 

min,
3% ~ 10%

 

B;8 ~ 9
 

min,10% ~ 20%
 

B;9 ~ 22
 

min,
20% ~ 50%

 

B;22 ~ 25
 

min,
 

50% ~ 95%
 

B);流速 0. 4
 

mL·min-1;柱温 35
 

℃ ;取 2. 2 项下供试品溶液并稀

释 10 倍,进样体积 10
 

μL[18] 。
2. 4. 2　 质谱条件　 电喷雾电离原( ESI),正离子扫

描模式,毛细管温度 350
 

℃ ,鞘气流速 35
 

arb,辅助

气流速 10
 

arb,样品一级质谱在 FT 模式下进行全扫

描(分辨率为 30
 

000,扫描范围 m / z
 

100 ~ 1
 

200),二
级及三级质谱采用数据依赖性扫描( data

 

dependent
 

scan) [18-19] 。
2. 4. 3　 质谱数据处理　 将采集到的数据导入 Pro-
genesis

 

QI 软件,进行峰对齐、峰提取及归一化处理,
剔除空白对照样本中峰面积最大,以及 QC 样本中

变异系数>30%的离子信息。 预处理后的数据导入

SIMCA
 

14. 1 分析软件中,并执行主成分分析(PCA)
和正交偏最小二乘法判别分析( OPLS-DA)。 通过

OPLS-DA 模型的 VIP(variable
 

importance
 

in
 

the
 

pro-
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jection)值 ( 阈值 > 1), 并结合峰面积的 FC ( fold
 

change)值( FC < 0. 5 或 FC > 2. 0) 来筛选质量标志

物。 为了使确定的差异分子可能与活性具有潜在关

联,还剔除了平均峰面积不足平均总峰面积 1%的

差异成分,并根据与对照品比对、高分辨率质量数和

离子碎片信息结合参考文献来鉴定质量标志物。
2. 5　 抗肝肿瘤活性评价研究

使用源于模式培养物集存库 ( 美国) 的肝癌

HepG2 细胞株通过 DMEM 完全培养基(10%胎牛血

清)复苏后在恒温 37
 

℃ 、5%CO2 的条件下培养。 用

适量胰酶将培养至对数生长期的细胞消化下来,收
集后采用 CM-Dil 标记。 对标记的细胞计数,浓度调

整为 8×107 个 / mL,显微注射仪精密吸取 10
 

nL(约

800 个细胞)注射到 2
 

dpf 斑马鱼的卵黄囊内。 造模

完成后将其培养于 5
 

℃的恒温生化培养箱中。 等到

3
 

dpf,借助荧光显微镜,挑选出荧光量一样的模型

斑马鱼,并随机分为模型对照组、阳性药组、蟾酥组。
以水溶给药方法分别给予所选择的含量差异最大的

2 批蟾酥,质量浓度为 1. 25
 

μg·mL-1;阳性药顺铂质

量浓度为 15. 0
 

μg·mL-1。 模型对照组的斑马鱼采

用等体积的 6. 01% DMSO 进行培养。 每组使用 10
尾斑马鱼,于 35

 

℃培养箱中培养 3
 

d。 经过 3
 

d 药

物孵育后,随机捞出鱼体并固定,荧光显微镜进行观

察、拍照。 使用尼康 NIS-Elements
 

D
 

3. 10 高级图像

处理软件对图像进行定量分析。 计算 HepG2 细胞

的相对荧光强度总和 ( S),比较蟾酥以及顺铂对

HepG2 细胞的抑制效果。

抑瘤率=
S模型对照组 -S顺铂或蟾酥组

S模型对照组

×100%

3　 结果

3. 1　 含量测定

根据 2020 年版药典方法,采用高效液相色谱法

结合一测多评法对 20 批蟾酥进行含量测定。 20 批

蟾酥中蟾毒灵为 0. 77% ~ 2. 11%,华蟾酥毒基为 0 ~
4. 88%,脂蟾毒配基为 0. 55% ~ 7. 60%,药典质控指

标总量为 5. 03% ~ 8. 99%,结果见表 2。
3. 2　 20 批蟾酥代谢组学多元统计分析

指名蟾酥和华西蟾酥的总离子流图见图 1。 本

研究采用了质量控制( QC)样本检测了仪器在采集

数据过程中的重复性和稳定性。 QC 样本是所有检

测样本取 50
 

μL 均匀混合后得到的。 每采集 4 个

样本插入 1 个 QC 样本。 Progenesis
 

QI 软件整理

　 　表 2　 20 批蟾酥含量测定

Table
 

2　 Determination
 

results
 

of
 

20
 

batches
 

of
 

Bufonis
 

Vene-
num %

No. 蟾毒灵 华蟾酥毒基 脂蟾毒配基 总量

CS1 1. 86 4. 68 2. 34 8. 88
CS2 1. 61 4. 36 2. 21 8. 17
CS3 1. 00 2. 82 1. 47 5. 29
CS4 1. 87 4. 43 1. 15 7. 45
CS5 2. 00 4. 88 1. 17 8. 05
CS6 2. 01 3. 33 1. 72 7. 06
CS7 2. 11 4. 59 2. 29 8. 99
CS8 1. 03 0. 02 4. 18 5. 23
CS9 1. 90 2. 58 0. 55 5. 03
CS10 0. 80 0. 07 7. 21 8. 08
CS11 0. 85 0. 10 7. 60 8. 55
CS12 1. 02 0. 11 6. 88 8. 00
CS13 0. 90 0 5. 65 6. 55
CS14 1. 25 0. 69 5. 94 7. 88
CS15 0. 77 0. 23 4. 62 5. 62
CS16 1. 18 0. 66 4. 54 6. 38
CS17 0. 77 0. 17 5. 16 6. 10
CS18 0. 93 0 5. 98 6. 91
CS19 1. 19 0. 86 6. 49 8. 54
CS20 0. 89 0. 09 7. 48 8. 45

UHPLC-LTQ-Orbitrap-MS 平台收集 20 批蟾 酥 的

1
 

170 个离子信息,包括保留时间、质荷比和峰面

积。 由于离子信息众多,难以直接观察到各组之间

的差异。 在做差异分析前,首先对华西蟾酥和指名

蟾酥 2 组的样品进行主成分分析,观察差异分组之

间和组内样品之间的变异度大小,见图 2。 图 2 中

QC 样本明显聚集在一起,表明仪器运转良好、稳定,
数据可信。 华西蟾酥和指名蟾酥也区分良好,表明

该方法可以对 2 种蟾酥进行识别,2 种蟾酥存在差

异。 其中指名蟾蜍的蟾酥分布更分散,这可能与样

本采集的地点分布范围有关。
3. 3　 潜在质量标志物筛选

OPLS-DA 作为一种有监督模式识别的多元统

计分析方法,可以有效地去除与研究无关的影响,从
而筛选质量标志物。 本研究建立的 OPLS-DA 模型

中,解释能力参数为 R2Y = 0. 997,预测能力参数为

Q2 = 0. 893,说明模型的预测能力和解释率均较为良

好,模型稳定可靠。 按照 VIP>1、FC<0. 5 或 FC>2. 0
(峰面积的差异倍数大于 2)的条件来寻找质量标志

物。 为了使确定的差异分子可能与活性具有潜在关

联,还再次剔除了平均峰面积不足平均总峰面积

1%的差异成分,并根据与对照品比对、高分辨率质
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A.
 

ESI+模式下指名亚种蟾酥样品;B.
 

ESI+模式下华西亚种蟾酥样品。

图 1　 蟾酥样本的总离子流图

Fig. 1　 Total
 

ion
 

chromatogram
 

of
 

Bufonis
 

Venenum
 

samples

ZM. 指名亚种;HX. 华西亚种;QC. 质量控制样本(图 3 同)。
图 2　 PCA、OPLS-DA 得分图
Fig. 2　 Score

 

plots
 

of
 

principal
 

component
 

analysis
 

(PCA)
 

and
 

orthogonal
 

partial
 

least
 

squares-discriminant
 

analysis
 

(OPLS-DA)

量数和离子碎片信息结合参考文献,共鉴定 9 个质

量标志物,包括 3 个蟾蜍毒素和 6 个配基类成分。
根据筛选出的质量标志物对 20 批蟾酥进行聚类分

析,成分聚类上,除华蟾酥毒基、华蟾毒它灵,其余质

量标志物多在华西蟾酥中高表达。 样品聚类上,华
西蟾酥和指名蟾酥总体各聚为一类。 其中,2 批华

西蟾酥被聚在指名蟾酥一类,但其差异物的表达模

式仍然类似于华西蟾酥,聚类分析热图见图 3,离子

信息见表 3。
3. 4　 蟾酥的抗肝肿瘤活性评价

根据 3. 1 项下含量测定结果,选择含量最低与

最高的 2 批蟾酥进行活性考察,见表 2、图 4,分别
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∗ . 通过对照品比对鉴定的质量标志物。
图 3　 9 个质量标志物在 20 批蟾酥中的差异表达聚类分析
Fig. 3　 Differential

 

expression
 

cluster
 

analysis
 

of
 

9
 

quality
 

markers
 

in
 

20
 

batches
 

of
 

Bufonis
 

Venenum

表 3　 9 个质量标志物信息

Table
 

3　 Information
 

of
 

9
 

quality
 

markers

No.
tR

/ min
FC VIP 实测值

(m / z)
理论值
(m / z) 分子式

误差

/ ×10-6 质谱碎片 MS / MS
 

(m / z) 名称

1 13. 14 1. 27 2. 01 417. 225
 

9 417. 227
 

2 C24 H33 O6 -3. 12 　 399. 216
 

6,371. 221
 

8,335. 200
 

7,
317. 190

 

0
沙蟾毒精1)

2 15. 45 8. 26 1. 19 729. 403
 

3 729. 406
 

9 C38 H57 O10 N4 -4. 99 　 711. 395
 

8,683. 400
 

8,399. 216
 

2,
331. 197

 

3,278. 149
 

6,250. 154
 

8
　 沙蟾毒精-3-辛二酰精氨酸

酯[18,20-22]

3 16. 50 3. 48 1. 04 713. 408
 

9 713. 412
 

0 C38 H57 O9 N4 -4. 29 278. 149
 

6,331. 197
 

5,695. 400
 

7 　 南美蟾毒精-3-辛二酰精氨

酸酯[18,20-22]

4 16. 61 0. 13 1. 38 459. 235
 

7 459. 237
 

7 C26 H35 O7 -4. 36 　 345. 185
 

5,363. 196
 

2,381. 206
 

7,
417. 227

 

4
华蟾毒它灵1)

5 19. 44 16. 87 1. 43 697. 414
 

3 697. 417
 

1 C38 H57 O8 N4 -4. 09 　 250. 154
 

9,278. 149
 

7,331. 197
 

5,
546. 377

 

1
　 脂蟾毒配基-3-辛二酰精氨

酸酯[18,20-22]

6 19. 44 5. 36 1. 52 385. 235
 

8 385. 237
 

3 C24 H33 O4 -3. 89 　 321. 223
 

3,339. 231
 

4,349. 225
 

7,
367. 238

 

5
脂蟾毒配基1)

7 19. 44 5. 51 1. 56 367. 225
 

3 367. 226
 

8 C24 H31 O3 -4. 09 　 349. 216
 

2,321. 221
 

3,331. 205
 

6,
307. 205

 

5
海葱苷元 A[18,20-22]

8 19. 55 0. 16 1. 49 443. 240
 

6 443. 242
 

8 C26 H35 O6 -4. 90 347. 200
 

6,365. 211
 

0,401. 232
 

2 华蟾酥毒基1)

9 20. 75 13. 62 1. 38 399. 214
 

9 399. 216
 

6 C24 H31 O5 -4. 26 335. 200
 

3,353. 210
 

9,381. 205
 

7 惹斯蟾蜍精[18,20-22]

　 注:离子类型均为[M+H] + ;1) 通过对照品比对鉴定。

为 CS7(总量为 8. 99%)和 CS9(总量为 5. 03%)。 　 　 2 种蟾酥对移植瘤的抑制作用结果见图 5。 结

　 　

图 4　 CS7 和 CS9 高效液相色谱图

Fig. 4　 High-performance
 

liquid
 

chromatograms
 

for
 

CS7
 

and
 

CS9
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果表明顺铂的抑瘤率为 51. 40%,CS7 号蟾酥的抑瘤

率为 38. 06%,CS9 号蟾酥的抑瘤率为 45. 29%。 虽

然顺铂的抑瘤率高于蟾酥,但 2 批蟾酥的给药浓度

远远低于顺铂,表明蟾酥抗肿瘤活性显著。 尽管

CS7 号蟾酥的药典质控指标成分总量高于 CS9 号蟾

酥,但在本次抗肿瘤实验却弱于 CS9 号蟾酥。 此

外,结合图 3 可以看出,CS9 号蟾酥的沙蟾毒精、华
蟾毒它灵的含量明显高于 CS7 号蟾酥,存在沙蟾毒

精和华蟾毒它灵是一种相对毒性弱、抗肿瘤活性强

的成分可能。

与模型对照组比较∗∗∗P<0. 001。

图 5　 蟾酥对斑马鱼 HepG2 异种移植瘤的影响( �x±s,
 

n= 10)
Fig. 5　 Effects

 

of
 

Bufonis
 

Venenum
 

on
 

zebrafish
 

HepG2
 

xenograft
 

tumors
 

( �x±s,
 

n= 10)

4　 讨论

蟾酥作为一种传统动物类药材,应用历史悠久。
已被中国、日本和德国等国家开发并应用于临床。
但随着蟾酥临床价值的不断上升,蟾蜍却因环境改

变、城市化进程推进等原因而减少,蟾酥产量逐步下

降。 树立正确蟾酥价值导向,建立合理蟾酥价值评

价体系,有助于释放蟾酥资源,缓解蟾酥资源短缺的

问题。
本研究收集指名蟾酥和华西蟾酥共 20 批,根据

2020 年版药典蟾酥含量测定方法,高效液相色谱法

结合一测多评法,实现多个成分的同步测定。 含量

测定结果表明,不同地域、品种的蟾酥,蟾毒灵、华蟾

酥毒基、脂蟾毒配基的总量存在上下波动。 并通过

代谢组学方法比较 2 种蟾酥差异。 代谢组学部分参

照课题组前期研究基础,通过液质联用技术对蟾酥

化学成分进行分析。 但不同的是,前期研究旨在对

蟾酥化学成分进行全面定性分析,本研究则以寻找

2 种蟾酥的质量标志物为研究目的。 通过以液质联

用技术为基础的代谢组学平台可以定性 / 半定量检

测中药蟾酥成分的情况变化。 利用 Progenesis
 

QI 软
件,整理 UHPLC-LTQ-Orbitrap-MS 平台收集到的 20
批蟾酥离子信息,包括保留时间、质荷比和峰面积

等。 通过主成分分析对获得的各组数据进行整体评

价,可以看出指名蟾酥和华西蟾酥有明显的分组趋

势。 为了找出 2 种蟾酥的潜在质量标志物,本研究

建立了预测能力较好且稳定可靠的 OPLS-DA 模型

(R2Y= 0. 997,Q2 = 0. 893)。 按照 VIP>1、FC<0. 5 或

FC>2. 0(峰面积的差异倍数大于 2)的条件筛选潜

在质量标志物,并通过对照品比对、参考前期研究结

果和相关文献的离子信息,对筛选出的潜在差异物

质进行有针对的鉴定。 研究结果表明,确定的 9 个

质量标志物多在华西蟾酥中高表达,其中包括了 3
个蟾蜍毒素(沙蟾毒精-3-辛二酰精氨酸酯、南美蟾

毒精-3-辛二酰精氨酸酯、脂蟾毒配基-3-辛二酰精氨

酸酯)和 4 个蟾毒配基类(沙蟾毒精、脂蟾毒配基、
海葱苷元 A、惹斯蟾蜍精)。 但在华蟾酥毒基含量的

比较上,华西蟾酥存在劣势。
值得注意的是,目前已有文献证明脂蟾毒配基

的抗肿瘤活性强于华蟾酥毒基[23] 。 9 个质量标志

物涵盖了指标成分脂蟾毒配基、华蟾酥毒基和药效

研究结果显著的沙蟾毒精、华蟾毒它灵[24] ,具有研

究意义。 温丽敏[25] 和高波等[26] 的急性毒性研究结

果表明,小鼠腹腔注射华蟾酥毒基和脂蟾毒配基的

半数致死量(LD50 )分别为 4. 38、20
 

mg·kg-1。 而沙
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蟾毒精同样与华蟾酥毒基、蟾毒灵、脂蟾毒配基具备

纳摩尔级别的肿瘤细胞增殖抑制指数(IC50 ) [27] ,但
沙蟾毒精的毒性却约为蟾毒灵的 1 / 8 和华蟾酥毒基

的 1 / 4,仅略高于脂蟾毒配基[27-29] 。 考虑到沙蟾毒

精、脂蟾毒配基与蟾毒灵、华蟾酥毒基的毒活性比

较,华西蟾酥临床价值潜力巨大。
本研究还选择了指标成分总含量差异最大的 2

批蟾酥 CS7 号和 CS9 号,分别进行了基于斑马鱼模

型的抗肝肿瘤活性评价研究。 近年来,斑马鱼已经

成为重要的脊椎动物模型,并广泛应用于药物筛选

和活性评价领域。 结果显示 2 批蟾酥均具有明显的

抗肝肿瘤活性(P<0. 001)。 15. 0
 

μg·mL-1的顺铂对

斑马鱼 HepG2 移植瘤模型的抑瘤率为 51. 40%,虽
然高于 CS7 号、CS9 号蟾酥的抑瘤率,但蟾酥的用量

远小于阳性药顺铂。 抗肿瘤药物在杀死肿瘤细胞时

多数也会对正常细胞产生杀伤作用,用药剂量越小

则对肿瘤细胞的靶向作用越明显,这体现了蟾酥强

抗肿瘤活性。 同时,2 批含量不同的蟾酥其抗肿瘤

活性也存在差异。 CS7 号蟾酥含量测定结果为

8. 99%,抗肿瘤活性为 38. 06%,CS9 号蟾酥含量测

定结果为 5. 03%,抗肿瘤活性为 45. 29%。 含量较

低的 CS9 号抗肝肿瘤活性高于 CS7 号蟾酥,证明了

单纯以药典质控指标总量高低来评价蟾酥价值的方

式是不合理的。 这会导致蟾酥资源无法合理利用,
药效良好的蟾酥不能充分使用,蟾酥资源无法充分

释放。 建立合理的蟾酥质量评价体系是十分重要

的。 根据本研究的实验结果,以及文献中得到的提

示,沙蟾毒精、华蟾毒它灵等蟾毒配基或许更适合纳

入蟾酥质控指标的考察范围。 但这仍需后续的实验

进行筛选与验证。
综上所述,来源于指名亚种的蟾酥与华西亚种的

蟾酥存在差异,通过液质联用技术确定 9 个质量标志

物多在华西蟾酥中高表达。 虽然华蟾酥毒基在华西

蟾酥中含量较低,但同为药典质控指标的脂蟾毒配基

以及毒性较弱、抗肿瘤活性强的沙蟾毒精却在华西蟾

酥中高表达,华西蟾酥的临床价值潜力巨大。 通过斑

马鱼肝癌移植瘤模型对比 2 批含量差异明显的蟾酥

抗肝肿瘤活性,指出了仅以蟾毒灵、华蟾酥毒基、脂蟾

毒配基总含量高低作为蟾酥价值导向的不合理性。
蟾酥评价体系的合理建立,仍需进一步深入研究。
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