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基于斑马鱼模型的海洋中药厚藤安全性评价*

潘祥龙1,2,3,郝二伟1,2,3**,谢金玲1,2,3,杜正彩1,2,3,侯小涛1,2,3,邓家刚1,2,3

(1.广西中医药大学,广西中药药效研究重点实验室,广西南宁 530001;2.广西农作物废弃物功能成分研究协同创新中心,广西

南宁 530200;3.中加斑马鱼中药筛选联合实验室,广西南宁 530200)

摘要:采用模式生物斑马鱼模型评价海洋中药厚藤水提物
 

(Ipomoea
 

pescaprae
 

(Linn.)
 

Sweet
 

water
 

ex-
tract,IWE)及醇提物(Ipomoea

 

pescaprae
 

(Linn.)
 

Sweet
 

alcohol
 

extract,IAE)的安全性。采用受精后3
 

dpf
 

(Day
 

post
 

fertilization)AB系斑马鱼进行急性毒性评价,将受精后10
 

hpf
 

(Hours
 

post
 

fertilization)斑马鱼用

于胚胎发育毒性及心脏毒性评价;将受精后3
 

dpf的gz15Tg/+(AB)肝脏荧光蛋白转基因斑马鱼用于肝脏毒

性评价。结果表明,急性毒性实验中厚藤水提物半数致死浓度(LC50)为2.84
 

mg/mL,10%致死浓度(LC10)为
1.46

 

mg/mL;厚藤醇提物LC50 为1.32
 

mg/mL,LC10 为0.76
 

mg/mL。胚胎发育毒性实验中厚藤水提物最大

非致死浓度(MNLC)组及LC10 组干预24
 

h对斑马鱼胚胎未见尾部自主运动现象且发育迟缓,斑马鱼发育至

72
 

hpf出现心脏和软黄囊肿大现象;厚藤醇提物LC10 组与空白对照组比较出现心包水肿,血瘀,观察中各组未

见胚胎发育畸形现象。心脏毒性实验中空白对照组斑马鱼胚胎心跳节律规则、搏动强有力;厚藤水提物及醇提

物在24
 

hpf,48
 

hpf,72
 

hpf时间点1/3MNLC组、MNLC组及LC10 组分别与空白对照组比较,均能明显减慢

斑马鱼胚胎的心率且呈现剂量依赖性(P<0.01);厚藤水提物及醇提物1/3MNLC组、MNLC组及LC10 组分

别与空白对照组比较,均能明显增加斑马鱼胚胎的SVBA间距(P<0.01)。肝脏毒性实验中厚藤水提物中各

给药组与空白对照组比较,肝脏荧光面积均有减少趋势,组间比较无差异性;厚藤醇提物中1/3MNLC组、
MNLC组及LC10 组与空白对照组比较,肝脏荧光面积均有增加趋势,但组间比较无差异性,各给药组斑马鱼

的丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天冬氨酸转氨酶(AST)水平与空白对照组比较均无显著差异。本实验中厚藤水

提物的LC50 显著高于醇提物。高剂量LC10 组均对斑马鱼胚胎发育产生一定毒性作用。厚藤水提物及醇提物

随着给药剂量增加,明显减慢斑马鱼胚胎的心率,产生一定心脏毒性作用。厚藤水提物及醇提物均未引起明显

的肝脏毒性。
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0 引言

  厚藤Ipomoea
 

pescaprae
 

(Linn.)
 

Sweet为旋

花科(Convolvulaceae)番薯属草本植物,俗称马鞍

藤、走马风、二叶红薯等,主要分布于热带及亚热带沿

海地区,资源丰富[1]。厚藤味辛、苦,性微寒,归肺、
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肝、胃、大肠经,具有祛风除湿、消痈散结、拔毒消肿的

功效,民间常用于治疗腰肌劳损、风湿关节痛、腰腿痛

及疮疖、痔疮、皮炎等。厚藤是中国南方沿海的民间

常用海洋中药和京族习用药,《中华海洋本草》《中华

本草》《广西药用植物名录》等多部著作中均有该植物

药用记载[23]。斑马鱼是一种亚热带淡水鱼类[4],具
有体积小、繁殖快、易于培养、成本低、易于给药、容易

观察等特点和优势,同时斑马鱼各种器官和组织在解

剖学、生理学和分子水平上已被证实类似于哺乳动

物,与人类基因组的相似度高达87%,已经成为脊椎

动物中最适于做发育生物学和遗传学研究的模式生

物[5],也是最有潜力的毒理模式脊椎动物之一[67]。
目前,国内外已经广泛将斑马鱼应用于急、慢性毒性

实验的高通量筛选[811]。厚藤在药物应用安全性评

价方面的研究少见相关报道。本研究采用斑马鱼模

型对 厚 藤 水 提 物 (Ipomoea
 

pescaprae
 

(Linn.)
 

Sweet
 

water
 

extract,IWE)及醇提物(Ipomoea
 

pes
caprae

 

(Linn.)
 

Sweet
 

alcohol
 

extract,IAE)进行急

性毒性、胚胎毒性、心脏毒性以及肝脏毒性评价,为其

综合利用及产品开发提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

  AB系野生型斑马鱼、gz15Tg/+(AB)肝脏荧光

蛋白转基因斑马鱼均由广西中医药大学中加斑马鱼

中药筛选联合实验室提供。

1.1.2 样品

  厚藤采自广西合浦县,经广西中医药大学韦松基

教授鉴定为旋花科番薯属植物厚藤Ipomoea
 

pesca-
prae

 

(Linn.)
 

Sweet,摘取其叶子后置于电热恒温鼓

风干燥箱中,55℃恒温干燥厚藤叶子至恒重,保存

备用。

1.1.3 仪器及试剂

  斑马鱼养殖系统(上海海圣生物实验设备有限公

司,型号:ZAD5),层照培养箱(上海博讯实业有限

公司医疗设备厂,型号:BXG250);荧光立体显微镜

(德国徕卡仪器有限公司,型号:M165
 

FC);体视显微

镜(日本OLYMPUS株式会社,型号:SZX2ILLT);
丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天冬氨酸转氨酶(AST)
检测试剂盒购自南京建成生物科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 厚藤水提物及醇提取的制备

  称取厚藤叶粗粉100
 

g,加10倍量水,室温浸泡

1
 

h,加热回流提取3次,每次1.5
 

h,过滤,合并3次

滤液,用大型旋转蒸发仪减压浓缩至一定程度后,转
移至蒸发皿中,水浴挥干得35.34

 

g。称取厚藤叶粗

粉100
 

g,加15倍量的95%(V∶V)乙醇,摇床提取

过夜,转速120
 

r/min,温度35℃,提取3次,滤纸过

滤,合并3次滤液,用大型旋转蒸发仪减压浓缩回收

溶剂,干燥后得到乙醇提取物浸膏9.78
 

g。

1.2.2 斑马鱼急性毒性研究

  健康雌、雄AB系野生型斑马鱼成鱼在28℃、光
照14

 

h/黑暗10
 

h条件下分开饲养,定时喂以颗粒状

饵料和丰年虾。用卵时,取健康性成熟斑马鱼,按雌

雄1∶1或1∶2放入交配缸内,次日9:00~10:00时

获得受精卵。对受精卵进行清洗后放于28℃光照培

养箱内,继续孵育至受精后至3
 

dpf
 

(Days
 

postferti-
lization)大小备用。

  根据前期预实验结果,厚藤水提物给药斑马鱼幼

鱼72
 

h后全部死亡的最小剂量为4.5
 

mg/mL,无死

亡的最大剂量为1.0
 

mg/mL。在此范围内将厚藤水

提物用斑马鱼培养水配制成1.0
 

mg/mL,1.5
 

mg/

mL,2.0
 

mg/mL,2.5
 

mg/mL,3.0
 

mg/mL,3.5
 

mg/

mL,4.0
 

mg/mL,4.5
 

mg/mL的溶液作为实验组,以
培养水为空白对照组,加入6孔板内,每孔终体积4

 

mL;厚藤醇提物给予斑马鱼幼鱼72
 

h后全部死亡的

最小剂量为2.0
 

mg/mL,无死亡的最大剂量为0.5
 

mg/mL。在此范围内将厚藤醇提物用斑马鱼培养水

配制成0.5
 

mg/mL,0.8
 

mg/mL,1.0
 

mg/mL,1.2
 

mg/mL,1.4
 

mg/mL,1.6
 

mg/mL,1.8
 

mg/mL,2.0
 

mg/mL的溶液作为实验组,以培养水为空白对照

组,0.5%(V∶V)DMSO为溶剂对照组,加入6孔板

内,每孔终体积4
 

mL;将3
 

dpf斑马鱼移入各孔中,
每孔20枚;每24

 

h更换孔中1/2的药液,并去除死

亡斑马鱼,在6
 

dpf时观察记录各孔斑马鱼死亡数,
实验重复3次,确定在给药72

 

h后通过 Origin
 

8.0
软件拟合药物浓度致死曲线并计算最大非致死浓度

(MNLC)、半 数 致 死 浓 度(LC50)、10% 致 死 浓 度

(LC10)。

1.2.3 斑马鱼胚胎发育毒性研究

  将厚藤水提物及醇提物用培养水稀释成1/

10MNLC组,1/3MNLC组,MNLC组,LC10 组及空
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白对照组,厚藤醇提物以0.5%DMSO为溶剂对照。
待斑马鱼胚胎发育至10

 

hpf
 

(Hours
 

post
 

fertiliza-
tion)时在显微镜下挑选正常分裂的鱼卵,将受精鱼

卵暴露于药液中,按15个/孔置于6孔板,每孔容积

为4
 

mL,置于培养箱中孵化,分别在24
 

hpf、48
 

hpf、

72
 

hpf于显微镜下观察胚胎在不同发育阶段的发育

情况及形态变化,实验过程中每24
 

h更换1次受试

药物溶液,统计药物作用于斑马鱼胚胎发育过程中的

24
 

hpf的自主运动次数、孵化率等指标,并拍照记录

胚胎发育过程的形态变化。

1.2.4 斑马鱼心脏毒性研究

  将48
 

hpf的斑马鱼胚胎随机分组放入24孔板

中,每孔10枚,药物分组方法同1.2.3节。斑马鱼胚

胎浸泡给药后,放入28℃培养箱内孵育,待斑马鱼胚

胎给药72
 

h后,将斑马鱼胚胎浸入0.05%(V∶V)的
鱼安定中进行麻醉,然后将1%(W∶V)甲基纤维素

滴于载玻片中央,用吸管吸取斑马鱼胚胎,让胚胎轻

轻落于载玻片上。调整体视显微镜,记录斑马鱼胚胎

在1
 

min内的心跳次数,统计斑马鱼在24
 

hpf、48
 

hpf、72
 

hpf的心率变化情况,同时观察斑马鱼胚胎的

心包及心脏形态并拍照,用体视显微镜分析测量工具

计算静脉窦(Sinus
 

venosus,SV)动脉球(Bulbus
 

ar-
teriosus,BA)间距(SVBA间距)的实际长度,静脉

窦是血液流入心房的部位,而动脉球是血液由心室流

出的部位。

1.2.5 斑马鱼肝脏毒性研究

  采用gz15Tg/+(AB)肝脏荧光蛋白转基因斑马

鱼为试验动物,待斑马鱼胚胎发育至3
 

dpf时,挑选

发育正常的斑马鱼幼鱼,移入6孔板中,每孔10尾,
药物分组方法同1.2.3节。给药后放入28℃培养箱

内孵育,连续给药48
 

h,每天换液。给药48
 

h后,将
斑马鱼用质量分数为0.05%的鱼安定麻醉,然后用

1%(W∶V)甲基纤维素固定于载玻片上,侧面体位

拍照,荧光显微镜下拍照记录斑马鱼肝脏荧光强度,
利用图像处理软件ImageJ计算肝脏面积。给药结

束后,将斑马鱼幼鱼组织匀浆,测定组织中 ALT、

AST水平。

1.2.6 统计分析

  数据采用SPSS
 

21.0统计软件处理分析,单因素

方差分析组间差异,P<0.05表示具有显著性差异,

P<0.01表示具有极显著性差异。

2 结果与分析

2.1 急性毒性评价

  厚藤水提物LC50 为2.84
 

mg/mL,LC10 为1.46
 

mg/mL;厚藤醇提物LC50 为1.32
 

mg/mL,LC10 为

0.76
 

mg/mL。根据各组死亡率(%)用 Origin
 

8.0
软件绘制药物浓度致死曲线如图1。

图1 厚藤提取物给药斑马鱼72
 

h的药物浓度致死曲线

  Fig.1 Drug
 

concentrationlethal
 

curve
 

of
 

zebrafish
 

trea-
ted

 

with
 

Ipomoea
 

pescaprae
 

(Linn.)
 

Sweet
 

extract
 

for
 

72
 

h
2.2 胚胎毒性评价

  厚藤水提物 MNLC组及LC10 组干预24
 

h对斑

马鱼胚胎未见尾部自主运动现象,其他各组间比较均

无显著性差异;斑马鱼发育至72
 

hpf,厚藤水提物

MNLC组及LC10 组与空白对照组比较,出现心脏和

软黄囊肿大;厚藤醇提物LC10 组与空白对照组比较

出现心包水肿,观察中各组未见胚胎发育畸形现象

(表1,图2)。

表1 厚藤水提物及醇提物对斑马鱼胚胎24
 

hpf自主运动次数及72
 

hpf孵化的影响(x±s,n=30)

Table
 

1 Influenceof
 

IWE
 

and
 

IAE
 

on
 

the
 

number
 

of
 

24
 

hpf
 

autonomous
 

movements
 

of
 

zebrafish
 

embryos
 

and
 

72
 

hpf
 

hatching
 

(x±
s,n=30)

受试组
Test

 

group
组别
Group

药物浓度
Drug

 

concentra
tion

 

(mg/mL)

胚胎孵化数
Embryo

 

hatching
number

自主运动次数
Number

 

of
 

autonomous
 

movements
 

(times/min)

孵化率
Hatching

 

rate
 

(%)

厚藤水提物
IWE

空白对照组
Blank

 

control
 

group 0.000 30 3.55±1.58 100

1/10MNLC组
1/10MNLC

 

group 0.111 30 4.11±2.31 100
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续表1
Continued

 

table
 

1

受试组
Test

 

group
组别
Group

药物浓度
Drug

 

concentra
tion

 

(mg/mL)

胚胎孵化数
Embryo

 

hatching
number

自主运动次数
Number

 

of
 

autonomous
 

movements
 

(times/min)

孵化率
Hatching

 

rate
 

(%)

1/3MNLC组
1/3MNLC

 

group 0.333 26 4.89±2.47 86.67

MNLC组
MNLC

 

group 1.110 20 未见运动None 66.67

LC10 组

LC10 group 1.460 17 未见运动None 56.67

厚藤醇提物
IAE

空白对照组
Blank

 

control
 

group 0.000 30 3.55±0.72 100.00

0.5%DMSO组
0.5%DMSO

 

group 0.000 30 3.44±0.78 100.00

1/10MNLC组
1/10MNLC

 

group 0.062 27 3.56±1.42 90.00

1/3MNLC组
1/3MNLC

 

group 0.186 26 3.44±2.06 86.67

MNLC组
MNLC

 

group 0.620 24 3.25±1.21 80.00

LC10 组

LC10 group 0.760 23 2.77±0.98 76.67

  厚藤水提物:A.空白对照组;C.1/10MNLC组;E.1/3MNLC组;G.MNLC组;I.LC10 组。厚藤醇提物:B.空白对照组;

D.0.5%DMSO组;F.1/10MNLC组;H.1/3MNLC组;J.MNLC组;K.LC10 组

  IWE:A.blank
 

control
 

group;C.1/10MNLC
 

group;E.1/3
 

MNLC
 

group;G.MNLC
 

group;I.LC10 group.IAE:B.blank
 

con-
trol

 

group;D.0.5%
 

DMSO
 

group;F.1/10MNLC
 

group;H.1/3
 

MNLC
 

group;J.MNLC
 

group;K.LC10 group
图2 厚藤作用于10

 

hpf斑马鱼胚胎72
 

h对胚胎发育的影响

Fig.2 Influence
 

of
 

Ipomoea
 

pescaprae
 

(Linn.)
 

Sweet
 

on
 

10
 

hpf
 

zebrafish
 

embryo
 

72
 

h
 

on
 

embryo
 

development

365



投稿系统网址:http://gxkx.ijournal.cn/gxkx/ch

2.3 心脏毒性评价

  厚藤水提物及醇提物空白对照组斑马鱼胚胎心

跳节律规则、搏动强有力;厚藤水提物及醇提物在各

个时间点1/3MNLC组、MNLC组及LC10 组分别与

空白对照组比较均能明显减慢斑马鱼胚胎的心率

(P<0.01),且呈现剂量依赖性,提示有一定的心脏

毒性。厚藤水提物及醇提物的1/3MNLC组、MNLC
组及LC10 组分别与空白对照组比较均能明显增加斑

马鱼胚胎的SVBA间距(P<0.01)(表2,图3)。

表2 厚藤水提物及醇提物对斑马鱼不同时间心率及SVBA间距的影响(x±s,n=10)

Table
 

2 Influence
 

of
 

IWE
 

and
 

IAE
 

on
 

heart
 

rate
 

and
 

SVBA
 

distance
 

in
 

zebrafish
 

at
 

different
 

times(x±s,n=10)

受试组
Test

 

group
组别
Group

药物浓度
Drug

 

concen
tration
(mg/mL)

心率 Heart
 

rate
 

(times/min)

24
 

h 48
 

h 72
 

h

SVBA间距
SVBA

 

distance
 

(μm)

厚藤水提物
IWE

空白对照组
Blank

 

control
 

group
0.000 118.00±6.06 114.67±6.02 120.00±3.57 118.81±9.33

1/10MNLC组
1/10MNLC

 

group 0.111 117.30±3.26 105.33±9.04 118.27±3.26 116.57±1317

1/3MNLC组
1/3MNLC

 

group 0.333 105.33±11.21** 101.33±7.86* 114.00±7.05 141.54±11.18**

MNLC组
MNLC

 

group 1.110 100.66±6.88** 95.33±8.16** 109.33±7.33** 166.97±5.33**

LC10 组

LC10 group 1.460 96.00±5.65** 91.33±6.40** 110.67±7.45** 198.45±7.21**

厚藤醇提物
IAE

空白对照组
Blank

 

control
 

group
0.000 120.67±1.33 122.67±7.44 118.67±3.26 108.57±11.26

0.5%
 

DMSO组
0.5%DMSO

 

group
0.000 118.86±4.84 118.24±3.34 113.33±9.68 105.57±2.30

1/10MNLC组
1/10MNLC

 

group 0.062 107.33±6.88** 109.33±9.01** 110.57±8.26 115.07±13.69*

1/3MNLC组
1/3MNLC

 

group 0.186 106.00±8.67** 105.86±5.88** 108.00±5.05* 121.86±3.14**

MNLC组
MNLC

 

group 0.620 102.00±5.51** 99.24±5.11** 98.00±10.03** 126.03±3.38**

LC10 组

LC10 group 0.760 93.33±6.53** 95.24±5.11** 96.58±5.51** 137.18±5.18**

注:与空白对照组比较,*P<0.05,**P<0.01

Note:Compared
 

with
 

blank
 

control
 

group,*P<0.05,**P<0.01

2.4 肝脏毒性评价

  利用荧光显微镜观察厚藤水提物及醇提物对

gz15Tg/+(AB)肝脏荧光蛋白转基因斑马鱼肝脏的

影响,结果显示,厚藤水提物中各给药组与空白对照

组比较,肝脏荧光面积均有减少趋势,但组间无差异

性,提 示 为 未 发 生 肝 脏 毒 性;厚 藤 醇 提 物 中

1/3MNLC组、MNLC组及LC10 组与空白对照组比

较,肝脏荧光面积均有增加趋势,但组间无差异性,提
示为未发生肝脏毒性;药物干预斑马鱼72

 

h后,各给

药组斑马鱼的ALT、AST水平与空白对照组比较均

无显著差异(表3,图4)。
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  厚藤水提物:A.空白对照组;C.1/10MNLC组;E.1/3MNLC组;G.MNLC组;I.LC10 组;厚藤醇提物:B.空白对照组;

D.0.5%DMSO组;F.1/10MNLC组;H.1/3MNLC组;J.MNLC组;K.LC10 组

  IWE:A.blank
 

control
 

group;C.1/10MNLC
 

group;E.1/3
 

MNLC
 

group;G.MNLC
 

group;I.LC10 group;IAE:B.blank
 

con-
trol

 

group;D.0.5%
 

DMSO
 

group;F.1/10MNLC
 

group;H.1/3
 

MNLC
 

group;J.MNLC
 

group;K.LC10 group
图3 厚藤作用于24

 

hpf斑马鱼72
 

h对胚胎心脏的影响

Fig.3 Influenceof
 

Ipomoea
 

pescaprae
 

(Linn.)
 

Sweet
 

on
 

24
 

hpf
 

zebrafish
 

72
 

h
 

on
 

heart
 

development
表3 厚藤水提物及醇提物对斑马鱼ALT、AST及肝脏荧光面积的影响(x±s,n=10)

Table
 

3 Influence
 

of
 

IWE
 

and
 

IAE
 

on
 

ALT,AST
 

and
 

liver
 

fluorescence
 

area
 

of
 

zebrafish(x±s,n=10)

组别
Group

受试组
Test

 

group

药物浓度
Drug

 

concentra
tion

 

(mg/mL)
ALT
(U/mg)

AST
(U/mg)

肝脏荧光面积

Liver
 

fluorescence
 

area
 

(μm
2)

厚藤水提物
IWE

空白对照组
Blank

 

control
 

group 0.000 5.47±0.94 5.64±0.35 51
 

785.42±6
 

293.52

1/10MNLC组
1/10MNLC

 

group 0.111 4.34±1.09 5.21±0.76 46
 

885.50±3
 

601.15

1/3MNLC组
1/3MNLC

 

group 0.333 4.82±0.67 4.96±0.61 44
 

179.75±1
 

663.55
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续表3
Continued

 

table
 

3

受试组
Test

 

group
组别
Group

药物浓度
Drug

 

concentra
tion

 

(mg/mL)
ALT
(U/mg)

AST
(U/mg)

肝脏荧光面积

Liver
 

fluorescence
 

area
 

(μm
2)

MNLC组
MNLC

 

group 1.110 4.61±0.75 4.64±0.78 44
 

721.25±4
 

998.64

LC10 组

LC10 group 1.460 4.32±0.53 4.48±1.25 45
 

860.43±7
 

013.39

厚藤醇提物
IAE

空白对照组
Blank

 

control
 

group 0.000 5.34±0.31 4.94±0.33 49
 

910.51±6
 

957.54

0.5%
 

DMSO组
0.5%

 

DMSO
 

group 0.000 4.98±0.85 4.65±1.05 46
 

241.28±4
 

164.23

1/10MNLC组
1/10MNLC

 

group 0.062 4.03±1.89 4.38±0.64 44
 

758.75±4
 

343.76

1/3MNLC组
1/3MNLC

 

group 0.186 3.68±0.47 4.43±0.36 50
 

068.40±3
 

083.24

MNLC组
MNLC

 

group 0.620 3.52±1.04 3.85±0.94 52
 

548.75±3
 

723.30

LC10 组

LC10 group 0.760 3.71±1.32 3.79±0.88 53
 

625.25±3
 

213.92

  厚藤水提物:A.空白对照组;C.1/10MNLC组;E.1/3MNLC组;G.MNLC组;I.LC10 组;厚藤醇提物:B.空白对照组;
D.0.5%DMSO组;F.1/10MNLC组;H.1/3MNLC组;J.MNLC组;K.LC10 组

  IWE:A.blank
 

control
 

group;C.1/10MNLC
 

group;E.1/3
 

MNLC
 

group;G.MNLC
 

group;I.LC10 group;IAE:B.blank
 

con-
trol

 

group;D.0.5%
 

DMSO
 

group;F.1/10MNLC
 

group;H.1/3
 

MNLC
 

group;J.MNLC
 

group;K.LC10 group
图4 厚藤作用于斑马鱼肝脏的影响

Fig.4 Influence
 

of
 

Ipomoea
 

pescaprae
 

(Linn.)
 

Sweet
 

on
 

the
 

liver
 

of
 

zebrafish

3 讨论

  中药毒性研究是中药现代化研究的重要组成部

分,由于体外实验方法不能准确预测中药在体内的生

物学特性,而传统的哺乳动物模型成本高、时间长、灵
敏度有限,这些因素限制了对中药毒性的研究[12]。
斑马鱼是近年来应用越来越广泛的重要模式生物,其
整体模型具有细胞等体外实验用药量少、实验费用

低、周期短、高通量等特点,同时具备整体动物实验可

观察多个器官可评价药效学、药动学和评价代谢物活

性等优势,已被越来越多的药物研发机构应用于药物

毒性与安全性评价[1314]。中药具有多效应、多成分、

多靶点的作用特性,用体外研究方法对中药的安全性

和药效学评价与人体实验结果相比较差,同时也很难

对中药有效活性成分进行很好的评价和筛选,利用斑

马鱼模型在药物开发的早期阶段对不安全的化合物

进行快速筛除,可以大大提高药物筛选的效率,缩短

新药研发周期,降低药物的研发成本,提高新药研发

的成功率[1516]。

  厚藤是一种生长于滨海滩涂的海洋中药,分布范

围广泛,资源丰富,目前对厚藤的研究主要集中于化

学成分、药理作用及生物学等方面,其化学成分主要

含树脂糖苷、萜类、酚酸类、黄酮类、挥发性成分、甾体

类、生物碱等[1719];药理作用主要有抗肿瘤、抗菌、抗
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炎镇 痛、抗 胶 原 酶、抗 氧 化、免 疫 调 节 等 多 种 活

性[3,2021];生物学方面的研究主要是组织培养及植株

再生,生长适应性的研究等[2223]。

  斑马鱼整体急性毒性实验中,急性毒性是药物安

全性评价的重要指标之一,处于药物毒理研究的早期

阶段,对阐明药物的毒性作用和了解其毒性靶器官具

有重要意义,以心脏停止跳动为死亡指标[24]。胚胎

毒性实验中,以胚胎孵化率,自主运动次数,胚胎致畸

性,心脏膨大、卵黄囊肿大、尾巴萎缩等为评判指

标[2526]。心脏毒性实验中,以心率变化,SVBA 间

距,心包水肿,心脏畸形、脊柱弯曲等形态改变为评判

指标[27]。肝脏毒性实验中,以肝脏面积,轮廓形态,
肝细胞受损指标ALT、AST等为评判指标[28]。

4 结论

  本研究采用模式生物斑马鱼对海洋中药厚藤不

同提取物进行急性毒性、胚胎毒性、心脏毒性以及肝

脏毒性评价,结果显示,厚藤水提物的LC50 显著高于

醇提物;高剂量LC10 组均对斑马鱼胚胎发育产生一

定毒性作用,表现为心脏和卵黄囊肿大,心包淤血,但
未出现胚胎发育畸形现象;厚藤水提物及醇提物随着

给药剂量增加均能明显减慢斑马鱼胚胎的心率,同时

SVBA间距明显变长,提示产生一定心脏毒性作用;

ALT、AST水平与肝脏相关,肝脏荧光面积变化均反

映肝脏毒性的大小,厚藤水提物及醇提物各给药组与

空白对照组比较均未引起明显的肝脏毒性。本实验

为后期深入研究海洋中药厚藤的作用机理,及其综合

利用及产品开发提供了参考依据。
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Based
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Abstract:The
 

model
 

organism
 

zebra
 

fish
 

model
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

safety
 

of
 

the
 

marine
 

Chinese
 

medi-
cine

 

of
 

Ipomoea
 

pescaprae
 

(Linn.)
 

Sweet
 

water
 

extract
 

(IWE)
 

and
 

Ipomoea
 

pescaprae
 

(Linn.)
 

Sweet
 

al-
cohol

 

extract
 

(IAE).Three
 

dpf
 

(Day
 

post
 

fertilization)
 

AB
 

zebra
 

fish
 

was
 

used
 

for
 

acute
 

toxicity
 

evaluation,
and

 

10
 

hpf
 

(Hours
 

post
 

fertilization)
 

zebra
 

fish
 

was
 

used
 

for
 

embryonic
 

developmental
 

toxicity
 

and
 

cardio
toxicity

 

evaluation.After
 

fertilization
 

at
 

3
 

dpf,gz15Tg/+
 

(AB)
 

liver
 

fluorescent
 

protein
 

transgenic
 

zebra
 

fish
 

was
 

used
 

for
 

liver
 

toxicity
 

evaluation.The
 

results
 

showed
 

that
 

in
 

the
 

acute
 

toxicity
 

experiment,the
 

LC50 of
 

the
 

IWE
 

was
 

2.84
 

mg/mL,the
 

LC10 was
 

1.46
 

mg/mL,the
 

LC50 of
 

the
 

IAE
 

was
 

1.32
 

mg/mL,and
 

the
 

LC10 

was
 

0.76
 

mg/mL.In
 

the
 

embryonic
 

developmental
 

toxicity
 

test,the
 

IWE
 

MNLC
 

group
 

and
 

the
 

LC10 group
 

were
 

treated
 

for
 

24
 

h.There
 

was
 

no
 

active
 

movement
 

of
 

the
 

tail
 

in
 

the
 

zebra
 

fish
 

embryo
 

and
 

the
 

development
 

was
 

slow.The
 

zebra
 

fish
 

developed
 

to
 

72
 

hpf
 

and
 

the
 

heart
 

and
 

soft
 

yellow
 

cysts
 

appeared.Compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group,LC10 group
 

of
 

the
 

IAE
 

showed
 

pericardial
 

edema
 

and
 

blood
 

stasis.No
 

abnormalities
 

in
 

embryonic
 

development
 

were
 

observed
 

in
 

each
 

group.In
 

the
 

cardiotoxicity
 

experiment,the
 

zebra
 

fish
 

embry-
os

 

had
 

strong
 

heartbeat
 

rhythm
 

rules
 

and
 

strong
 

beats
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group.The
 

IWE
 

and
 

IAE
 

at
 

24
 

hpf,48
 

hpf,72
 

hpf,1/3
 

MNLC
 

group,MNLC
 

group
 

and
 

LC10 group
 

were
 

compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group,respectively,the
 

heart
 

rate
 

of
 

zebra
 

fish
 

embryos
 

was
 

significantly
 

slowed
 

down
 

in
 

a
 

dosedependent
 

manner
 

(P<0.01).The
 

IWE
 

and
 

IAE
 

1/3
 

MNLC
 

group,MNLC
 

group
 

and
 

LC10 group
 

were
 

compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group,both
 

can
 

significantly
 

increased
 

the
 

SVBA
 

spacing
 

of
 

zebra
 

fish
 

embryos
 

(P<
0.01).In

 

the
 

liver
 

toxicity
 

test,each
 

administration
 

group
 

was
 

compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group,liver
 

fluorescence
 

area
 

all
 

showed
 

a
 

trend
 

of
 

decrease,but
 

there
 

was
 

no
 

difference
 

between
 

the
 

groups.The
 

IAE
 

1/3
 

MNLC
 

group,MNLC
 

group
 

and
 

LC10,compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group,the
 

liver
 

fluorescence
 

area
 

increased,but
 

there
 

was
 

no
 

difference
 

between
 

the
 

groups.The
 

ALT
 

and
 

AST
 

levels
 

of
 

zebra
 

fish
 

in
 

each
 

group
 

were
 

not
 

significantly
 

different
 

from
 

those
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group.In
 

this
 

experiment,the
 

LC50 of
 

IWE
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

IAE.Highdose
 

LC10 group
 

had
 

certain
 

toxic
 

effects
 

on
 

zebra
 

fish
 

embryo
 

development.The
 

IWE
 

and
 

IAE
 

significantly
 

slowed
 

the
 

heart
 

rate
 

of
 

zebra
 

fish
 

embryos
 

with
 

the
 

in-
crease

 

of
 

dose,which
 

produced
 

certain
 

cardiotoxic
 

effects.Both
 

the
 

IWE
 

and
 

IAE
 

did
 

not
 

cause
 

significant
 

liver
 

toxicity.
Key

 

words:Ipomoea
 

pescaprae
 

(Linn.)
 

Sweet,zebrafish,acute
 

toxicity,embryotoxicity,cardiotoxicity,hepa-
totoxicity

责任编辑:陆 雁

865


