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摘要:通过研究岩藻黄素(Fucoxanthin,FUCO)对H2O2 诱导斑马鱼(Barchydanio
 

rerio)衰老的抑制作用,为

FUCO药用价值研究和抗衰老药物研发提供理论基础。本研究采用 H2O2 诱导建立斑马鱼衰老模型,用岩藻

黄素进行干预,测定斑马鱼胚胎存活率、体内SA􀆼β􀆼半乳糖苷酶活性、丙二醛(Malondialdehyde,MDA)含量、活
性氧(Reactive

 

Oxygen
 

Species,ROS)含量、超氧化物歧化酶(Superoxide
 

Dismutase,SOD)活性,探讨FUCO
的抗衰老作用。结果显示,2

 

mmol/L的H2O2 作用于斑马鱼胚胎96
 

h可诱导斑马鱼胚胎衰老;与衰老模型组

(M)相比,4个FUCO处理组(2.5、5.0、10.0、15.0
 

μmol/L)斑马鱼胚胎体内的SA􀆼β􀆼半乳糖苷酶活性均降低,

MDA含量和ROS含量均明显下降,SOD活性均增高。本研究表明,浓度为2.5-15.0
 

μmol/L时,FUCO对

H2O2 诱导斑马鱼衰老具有较好的抑制作用。
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  衰老是一个十分复杂的生物学现象,是一种不可

抗拒的自然规律。随着年龄的增长,机体各细胞、组
织、器官会发生功能上的退行性变化,导致阿尔兹海

默症和动脉粥样硬化等多种疾病发生[1],给家庭和社

会带来沉重的经济负担。英国学者 Harman[2]提出

的“自由基学说”认为衰老是由于机体内的自由基和

活性氧引发脂质过氧化、蛋白变性以及核酸交联而产

生的。岩藻黄素(Fucoxanthin,FUCO)作为一种天

然的藻类色素,已有研究证明其具有抗癌[3]、抗氧

化[4]、降 血 糖[5]等 多 种 生 物 活 性,还 能 延 缓 果 蝇

(Drosophila
 

melanogaster)和线虫(Caenorhabditis
 

elegans)的衰老[6,7],抑制 H2O2 引起的细胞早衰[8],
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缓解皮肤光老化[9]。目前,斑马鱼(Barchydanio
 

re-
rio)已用于多种体内实验模型的建立[10􀆼12]和衰老相

关疾病的研究[13􀆼15],如阿尔兹海默症[16]。基于以上

理论和实验研究结果,本研究以斑马鱼为实验对象,
利用H2O2 诱导建立体内衰老模型,研究探讨FUCO
的抗衰老作用。

1 材料与方法

1.1 材料

  组织研磨机(JXFSTPRP􀆼24,上海净信实业发展

有限公司),酶标仪(Multiskan
 

GO,Thermo公司),
倒置荧光显微镜(IX73,Olympus公司),光照培养箱

(GZP􀆼150S,广州市康恒仪器有限公司)。

  AB品系野生型斑马鱼胚胎(上海费曦生物科技

有限公司潍坊养殖基地),斑马鱼胚胎培养液(上海费

曦生 物 科 技 有 限 公 司),FUCO
 

(Sigma,纯 度 ≥
95%),H2O2(北京索莱宝科技有限公司),BCA蛋白

浓度测定试剂盒、丙二醛(Malondialdehyde,MDA)
检测 试 剂 盒、超 氧 化 物 歧 化 酶 (Superoxide

 

Dis-
mutase,SOD)活性检测试剂盒(WST􀆼8法)、活性氧

(Reactive
 

Oxygen
 

Species,ROS)检测试剂盒及SA􀆼

β􀆼半乳糖苷酶染色试剂盒(上海碧云天生物技术有限

公司)。

  岩藻黄素母液的配制:将50
 

mg
 

FUCO 用10
 

mL二甲基亚砜(Dimethyl
 

Sulfoxide,DMSO)溶解,
涡旋振 荡 促 进 充 分 溶 解,FUCO 终 浓 度 为 7

 

588
 

μmol/L,分 装(用 锡 箔 纸 包 被 避 光)后 置 于 冰 箱

-80
 

℃保存备用。

1.2 方法

1.2.1 H2O2 诱导建立斑马鱼衰老模型

1.2.1.1 H2O2 对斑马鱼胚胎存活率的影响

  设空白对照组(0
 

mmol/L
 

H2O2,C组)和3个不

同浓度H2O2 组(1、2、4
 

mmol/L),重复3次。

  选择受精后24
 

h
 

(24
 

hours
 

post􀆼fertilization,24
 

hpf)发育正常的斑马鱼胚胎随机放入6孔细胞培养

板中,每孔15个胚胎,每组2个平行孔。C组每孔加

入5
 

mL新鲜斑马鱼胚胎培养液,其余各组每孔分别

加入5
 

mL含不同浓度 H2O2 的胚胎培养液。将6
孔板置于28.5

 

℃、14/10光暗周期的光照培养箱中

培养。在胚胎发育过程中每6-8
 

h观察一次胚胎发

育情况,根据心跳情况判断斑马鱼胚胎存活与否,及
时用滴管将死亡胚胎及胎膜吸出,记录不同时间点存

活斑马鱼胚胎的数量变化,并在 H2O2 处理96
 

h后

根据存活数量计算各组斑马鱼胚胎的存活率。

1.2.1.2 H2O2 对斑马鱼胚胎SA􀆼β􀆼半乳糖苷酶活

性的影响

  实验分组与药物处理方法同1.2.1.1节,重复

3次。

  从1.2.1.1节中测完存活率的各组斑马鱼胚胎

中每组随机挑选10个用SA􀆼β􀆼半乳糖苷酶染色试剂

盒进行染色以检测斑马鱼胚胎体内的SA􀆼β􀆼半乳糖

苷酶活性。具体方法:取药物处理后的鱼放入96孔

板中,每孔1条。用胚胎培养液清洗斑马鱼胚胎3
次,每孔加入4%多聚甲醛100

 

μL后置于4
 

℃固定

过夜。次日,用磷酸盐缓冲液(Phosphate
 

Buffered
 

Saline,PBS)清洗鱼体3次,每孔加入SA􀆼β􀆼半乳糖苷

酶染色工作液100
 

μL后置于37
 

℃培养箱中染色14
 

h。染色结束后,用PBS充分清洗3次,在倒置显微

镜下观察各组斑马鱼胚胎的蓝染情况。每次实验分

别从每组中随机选取6个斑马鱼胚胎,用Image
 

J软

件对其染色情况进行定量分析。

1.2.1.3 H2O2 对斑马鱼胚胎丙二醛含量的影响

  实验分组与药物处理方法同1.2.1.1节,重复

3次。

  将斑马鱼胚胎放入6孔板中培养,每孔20个胚

胎,每组3个平行孔(每组胚胎数量为60个)。将

H2O2 处理后的斑马鱼用胚胎培养液清洗3次后转

入1.5
 

mL离心管中,加入预冷的PBS,用组织研磨

机进行低温组织匀浆,匀浆液在4
 

℃、12
 

000
 

g条件

下离心10
 

min,取上清液,按照MDA和BCA检测试

剂盒说明书检测各组斑马鱼胚胎的 MDA含量和蛋

白含量。MDA含量计算:根据蛋白标准曲线计算样

品的蛋白含量,MDA 含量用每毫克蛋白中含有的

MDA量表示(μmol/mg蛋白)。

1.2.2 FUCO对 H2O2 诱导斑马鱼胚胎衰老的抑

制作用

1.2.2.1 FUCO对斑马鱼的适宜作用浓度筛选

  设空白对照组(0.0
 

μmol/L
 

FUCO)和5个不同

浓度FUCO组(2.5、5.0、10.0、15.0、20.0
 

μmol/L),
即C组和F2.5、F5、F10、F15、F20组,重复3次。

  将24
 

hpf发育正常的斑马鱼胚胎随机放入6孔

板中,每孔15个胚胎,每组2个平行孔。C组每孔加

入5
 

mL新鲜胚胎培养液,FUCO组每孔分别加入5
 

mL含 不 同 浓 度 FUCO 的 胚 胎 培 养 液,各 组 在

28.5
 

℃、14/10光暗周期的光照培养箱中培养100
 

h
后,计算各组斑马鱼胚胎的存活率。培养期间定时观
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察胚胎的发育情况,及时吸出死胎和胎膜,并做好记

录。

1.2.2.2 FUCO对 H2O2 诱导衰老的斑马鱼胚胎

存活率的影响

  设空白对照组(0.0
 

μmol/L
 

FUCO)、H2O2 模型

组(2
 

mmol/L
 

H2O2)和5个FUCO组(FUCO+2
 

mmol/L
 

H2O2,FUCO浓度分别为2.5、5.0、10.0、

15.0、20.0
 

μmol/L),即C组、M 组和F2.5、F5.0、

F10.0、F15.0、F20.0组,重复3次。

  将24
 

hpf发育正常的斑马鱼胚胎随机放入6孔

板中,每孔15个胚胎,每组2个平行孔。空白对照组

和H2O2 模型组每孔加入5
 

mL新鲜胚胎培养液,

FUCO组每孔分别加入5
 

mL含不同浓度FUCO的

胚胎培养液进行预培养。4
 

h后,除空白对照组外,
其余各组均加入 H2O2 溶液使其终浓度为2

 

mmol/

L。各组在28.5
 

℃、14/10光暗周期的光照培养箱中

继续培养96
 

h(继续培养至48
 

h时更换一次培养

液)。根据存活数量计算各组斑马鱼胚胎的存活率。

1.2.2.3 FUCO对 H2O2 诱导衰老的斑马鱼胚胎

SA􀆼β􀆼半乳糖苷酶活性的影响

  设空白对照组(0.0
 

μmol/L
 

FUCO)、H2O2 模型

组(2
 

mmol/L
 

H2O2)和4个FUCO组(FUCO+2
 

mmol/L
 

H2O2,FUCO浓度分别为2.5、5.0、10.0、

15.0
 

μmol/L),即C组、M 组和F2.5、F5.0、F10.0、

F15.0组,重复3次。

  胚胎药物处理方法同1.2.2.2节。

  1.2.2.2节存活率检测实验结束后,从除F20.0
组之外的每个组中各随机挑选10个活的斑马鱼胚

胎,按1.2.1.2节中的方法对斑马鱼胚胎进行SA􀆼β􀆼
半乳糖苷酶染色,显微镜下观察鱼体蓝染情况并拍

照,每次实验分别从每组中随机选取6个斑马鱼胚

胎,用Image
 

J软件对其染色情况进行定量分析。

1.2.2.4 FUCO对H2O2 诱导衰老斑马鱼 MDA含

量的影响

  实验分组同 1.2.2.3 节,分为 C组、M 组和

F2.5、F5.0、F10.0、F15.0共6组,重复3次。

  每组胚胎数量为100个,放入6孔板中培养,设
置5个平行孔,即每孔胚胎数为20个。各组胚胎药

物处理方法同1.2.2.2节。药物处理结束后的斑马

鱼胚胎按1.2.1.3节中的方法进行 MDA含量检测。

1.2.2.5 FUCO对 H2O2 诱导衰老的斑马鱼胚胎

SOD活性的影响

  实验分组及胚胎药物处理方法同1.2.2.4节,重

复3次。

  取1.2.2.4节中获得的鱼体组织上清液,分别按

照SOD和BCA检测试剂盒说明书检测各组斑马鱼

胚胎的SOD活性和蛋白含量,SOD活力单位用 U/

mg蛋白表示。

1.2.2.6 FUCO对 H2O2 诱导衰老的斑马鱼胚胎

ROS含量的影响

  实验分组同1.2.2.4节。胚胎放入6孔板中培

养,每组15个,且同组放在同一孔中培养。药物处理

方法同1.2.2.2节。重复3次。

  将药物处理后的斑马鱼胚胎转入96孔板中,每
孔各放置1个斑马鱼胚胎,用胚胎培养液清洗3次后

每孔加入100
 

μL含10
 

μmol/L
 

2',7'􀆼二氯二氢荧光

素二乙酸酯(2',7'􀆼Dichlorodihydrofluorescein
 

Diace-
tate,DCFH􀆼DA)的胚胎培养液,于28.5

 

℃、避光环

境中孵育1
 

h。孵育结束后,用胚胎培养液清洗3次,
在倒置荧光显微镜下观察记录各组斑马鱼胚胎体内

的ROS荧光强度,每次实验分别从每组中随机选取

6个斑马鱼胚胎,用Image
 

J软件对其荧光强度进行

定量分析。

1.3 数据分析

  测量数据以(x±s)表示,使用SPSS
 

22.0软件

检测计量资料,经方差齐性检验为方差齐性,采用单

因素方差分析法(One􀆼way
 

ANOVA)检验,以P<
0.05为显著差异,以P<0.01为极显著差异。采用

GraphPad
 

Prism
 

8作图。

2 结果与分析

2.1 斑马鱼胚胎衰老模型的建立

2.1.1 H2O2 对斑马鱼胚胎存活率的影响

  实验中没有发现存活的斑马鱼出现身体明显畸

形的情况。从图1可以看出,斑马鱼胚胎存活率随

H2O2 浓度升高而降低。空白对照组(C组)胚胎无

死亡现象发生,其存活率为100%,1、2、4
 

mmol/L
 

H2O2 组斑马鱼胚胎的存活率分别为(96.52±3.
18)%、(85.86±1.56)%和(33.63±4.28)%,其中,2

 

mmol/L
 

H2O2 组的存活率比C组明显降低(P<0.
05),4

 

mmol/L
 

H2O2 组的存活率与C组相比存在极

显著差异(P<0.01)。

2.1.2 H2O2 对斑马鱼胚胎SA􀆼β􀆼半乳糖苷酶活性

的影响

  斑马鱼胚胎SA􀆼β􀆼半乳糖苷酶染色结果见图2。
从图2(a)可以看出,与空白对照组相比,不同浓度
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H2O2(1、2、4
 

mmol/L)处理的斑马鱼胚胎蓝染程度

均加深(蓝色代表酶活性为阳性),蓝染程度与 H2O2

浓度呈剂量依赖关系,H2O2 浓度增高,蓝染程度加

深。其量化关系如图2(b)所示,随着 H2O2 浓度增

高,SA􀆼β􀆼半乳糖苷酶活性增加,说明 H2O2 处理能够

导致斑马鱼衰老。

  Data
 

are
 

expressed
 

as
 

mean
 

±
 

standard
 

deviation,n=3,

*P<0.05,**P<0.01.
图1 H2O2 对斑马鱼胚胎存活率的影响

  Fig.1 Effect
 

of
 

H2O2
 on

 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

B.rerio
 

embryos

  Data
 

are
 

expressed
 

as
 

mean
 

±
 

standard
 

deviation,n=3,

*P<0.05,**P<0.01.

  图2 H2O2 对斑马鱼胚胎SA􀆼β􀆼半乳糖苷酶活性的影响

  Fig.2 Effect
 

of
 

H2O2
 on

 

the
 

activity
 

of
 

SA􀆼β􀆼galactosi-

dase
 

of
 

B.rerio
 

embryos

2.1.3 H2O2 对斑马鱼胚胎 MDA含量的影响

  实验结果如图3所示,不同浓度H2O2 组(1、2、4
 

mmol/L)斑马鱼胚胎的 MDA含量均高于空白对照

组(C组),但各组与 C组之间差异无统计学意义

(P>0.05)。

Data
 

are
 

expressed
 

as
 

mean
 

±
 

standard
 

deviation,n=3.
图3 H2O2 对斑马鱼胚胎 MDA含量的影响

  Fig.3 Effect
 

of
 

H2O2
 on

 

the
 

MDA
 

content
 

of
 

B.rerio
 

embryos

2.2 FUCO 对 H2O2 诱导斑马鱼胚胎衰老的抑制

作用

2.2.1 FUCO对斑马鱼的浓度筛选

  实验结果如图4所示,FUCO浓度为2.5-20.0
 

μmol/L时对斑马鱼胚胎的发育成活几乎无毒副作

用(VS
 

0.0,P>0.05)。

Data
 

are
 

expressed
 

as
 

mean
 

±
 

standard
 

deviation,n=3.
图4 FUCO对斑马鱼胚胎存活率的影响

  Fig.4 Effect
 

of
 

FUCO
 

on
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

B.rerio
 

embryos

2.2.2 FUCO对 H2O2 诱导衰老的斑马鱼胚胎存

活率的影响

  实验结果如图5所示。空白对照组(C组)斑马

鱼胚胎存活率为(98.45±1.34)%,模型组(M 组)斑
马鱼胚胎存活率为(89.46±1.94)%,明显低于C组

(P<0.01)。F2.5、F5.0、F10.0、F15.0组的斑马鱼

胚胎 存 活 率 分 别 为(98.82±1.07)%、(97.21±
0.76)%、(94.27±5.0)%和(95.72±4.91)%,均高

于 M 组(F2.5、F5.0 组 与 M 组 差 异 显 著,P <
0.01),但与C组相比没有明显差异。F20.0组存活
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率为(68.81±5.09)%,明 显 低 于 C、M 组(P <
0.01)。

  Data
 

are
 

expressed
 

as
 

mean±standard
 

deviation,n=3,

**P<0.01,+
 

indicates
 

added,-
 

indicates
 

not
 

added.
图5 FUCO对 H2O2 诱导衰老的斑马鱼胚胎存活率的影响

  Fig.5 Effect
 

of
 

FUCO
 

on
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

H2O2􀆼in-

duced
 

senescent
 

B.rerio
 

embryos

2.2.3 FUCO对H2O2 诱导衰老的斑马鱼胚胎SA􀆼

β􀆼半乳糖苷酶活性的影响

  从图6(a)可以看出,显微镜下 M 组鱼体蓝色较

深,头部和腹部均出现蓝染。FUCO组蓝染主要集

中在腹部,且蓝染较轻,为浅蓝色。设C组斑马鱼胚

胎SA􀆼β􀆼半乳糖苷酶活性为1,定量分析结果[(图6
(b)]表明,与C组相比,M 组SA􀆼β􀆼半乳糖苷酶活性

明显上升(P<0.01),为2.29±0.38。F2.5、F5.0、

F10.0、F15.0组的酶活性均比C组高,但均低于 M
组,其中F2.5、F5.0、F10.0组活性明显低于 M 组,
分别 为 1.57±0.28、1.69±0.27(P <0.01)和

1.80±0.13(P<0.05)。实验结果表明FUCO能抑

制H2O2 诱导的斑马鱼胚胎SA􀆼β􀆼半乳糖苷酶活性

的增高。

2.2.4 FUCO 对 H2O2 诱 导 衰 老 的 斑 马 鱼 胚 胎

MDA含量的影响

  由图7可知,模型组(M组)斑马鱼胚胎的 MDA
含量与空白对照组(C组)相比显著增高(P<0.01),
为C组的(2.23±0.25)倍,而F2.5、F5.0、F10.0组

的MDA含量与M组相比均明显下降(P<0.01),分
别为C组的(1.07±0.05)、(1.28±0.08)和(1.61±
0.17)倍。F15.0 组 的 MDA 含 量 较 M 组 低,为
(1.91±0.22)

 

μmol/mg蛋白,但二者之间没有明显

差异(P>0.05)。上 述 结 果 表 明 FUCO 能 抑 制

H2O2 诱导的斑马鱼体胚胎内 MDA含量的增高。

  Data
 

are
 

expressed
 

as
 

mean
 

±
 

standard
 

deviation,n=3,

*P<0.05,**P<0.01;+
 

indicates
 

added,-
 

indicates
 

not
 

added.
  图6 FUCO对 H2O2 诱导衰老的斑马鱼胚胎SA􀆼β􀆼半
乳糖苷酶活性的影响

  Fig.6 Effect
 

of
 

FUCO
 

on
 

the
 

SA􀆼β􀆼galactosidase
 

activi-
ty

 

of
 

H2O2􀆼induced
 

senescent
 

B.rerio
 

embryos

  Data
 

are
 

expressed
 

as
 

mean
 

±
 

standard
 

deviation,n=3,

**P<0.01;+
 

indicates
 

added,-
 

indicates
 

not
 

added.
  图7 FUCO对 H2O2 诱导衰老的斑马鱼胚胎 MDA含

量的影响

  Fig.7 Effect
 

of
 

FUCO
 

on
 

the
 

MDA
 

content
 

of
 

H2O2􀆼
induced

 

senescence
 

in
 

B.rerio
 

embryos
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2.2.5 FUCO 对 H2O2 诱 导 衰 老 的 斑 马 鱼 胚 胎

SOD活性的影响

  设空白对照组的SOD活性为1。从图8可以看

出,模型组(M 组)的SOD活性低于空白对照组(C
组),二者之间差异明显(P<0.01)。F2.5、F5.0、

F10.0组的 SOD 活 性 均 明 显 高 于 M 组,分 别 为

1.39±0.09
 

(P<0.01)、1.20±0.06
 

(P<0.05)和

1.01±0.08
 

(P<0.05)。F15.0组的SOD活性虽较

M组增高,但与 M 组相比无明显差异。实验结果表

明FUCO能提高H2O2 诱导衰老的斑马鱼胚胎体内

的SOD活性。

  Data
 

are
 

expressed
 

as
 

mean±standard
 

deviation,n=3,

*P<0.05,**P<0.01;+
 

indicates
 

added,-
 

indicates
 

not
 

added.

  图8 FUCO对H2O2 诱导衰老的斑马鱼胚胎SOD活性

的影响

  Fig.8 Effect
 

of
 

FUCO
 

on
 

the
 

SOD
 

activity
 

of
 

H2O2􀆼in-

duced
 

senescence
 

in
 

B.rerio
 

embryos

2.2.6 FUCO 对 H2O2 诱 导 衰 老 的 斑 马 鱼 胚 胎

ROS含量的影响

  从图9(a)可以看出,模型组(M 组)的荧光强度

最强,几乎整个鱼体都出现绿色荧光。设空白组(C
组)荧 光 强 度 为 1,从 图 9(b)可 以 看 出,M 组 为

2.53±0.52(VS
 

C 组,P <0.01),F2.5、F5.0、

F10.0、F15.0组与 M 组相比荧光强度均下降,分别

为1.63±0.35、1.84±0.42、2.12±0.39、2.31±
0.42,其 中 F2.5、F5.0 组 与 M 组 相 比 差 异 显 著

(F2.5组
 

VS
 

M组P<0.01,F5.0组
 

VS
 

M 组P<
0.05)。上述结果表明FUCO能降低 H2O2 诱导的

衰老斑马鱼胚胎体内的ROS含量。

  Data
 

are
 

expressed
 

as
 

mean
 

±
 

standard
 

deviation,n=3,

*P<0.05,**P<0.01,+
 

indicates
 

added,-
 

indicates
 

not
 

added.
  图9 FUCO对H2O2 诱导衰老的斑马鱼胚胎ROS荧光

强度的影响

  Fig.9 Effect
 

of
 

FUCO
 

on
 

the
 

ROS
 

fluorescence
 

intensi-
ty

 

of
 

H2O2􀆼induced
 

senescence
 

in
 

B.rerio
 

embryos

3 讨论

  斑马鱼在胚胎期对外源化学物质非常敏感[17],
所以建模通常在斑马鱼胚胎或者斑马鱼幼鱼期进

行[18]。目前,已有多篇文献用斑马鱼胚胎建立早衰

模型进行了衰老及疾病有关研究[19,20]。小分子氧化

剂H2O2 是一种可靠的衰老诱导剂[21],张梦斯[22]用

0.5
 

mmol/L
 

H2O2 处理4
 

hpf斑马鱼胚胎48
 

h,成
功建立了斑马鱼早衰模型,黄理杰[23]用200

 

μmol/L
 

H2O2 作用3月龄斑马鱼4周,成功建立了斑马鱼衰

老模型。因此,本研究用H2O2 诱导斑马鱼胚胎建立

早衰模型进行抗衰老研究是合理可行的。综合考虑

本实验中斑马鱼胚胎的存活率、SA􀆼β􀆼半乳糖苷酶活

性及 MDA 含量检测结果,最终确定以2
 

mmol/L
 

H2O2 建立斑马鱼早衰模型进行FUCO抗衰老活性

研究。

  FUCO具有多种生物活性。2015年Lashmano-
va等[6]首次报道FUCO可以延缓动物(线虫和果蝇)
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的衰老,2018年 Moskalev等[7]报道FUCO抗果蝇

衰老的分子机制。斑马鱼作为一种广泛应用的脊椎

动物模型,与人类的相似性多于果蝇和线虫,斑马鱼

比果蝇和线虫更适合作为研究人类衰老及疾病等的

实验对象。因此,采用H2O2 诱导斑马鱼胚胎建立早

衰模型探索岩藻黄素的抗衰老作用是本文的创新

之处。

  FUCO是否具有毒副作用是其能否获得实际应

用的前提,也是科研工作者关注的重点。已有不少研

究发现FUCO对实验动物不会产生毒性作用,无致

畸作用[24􀆼26]。但因本实验中FUCO的溶剂是 DM-
SO,Hoyberghs等[27]报道DMSO在培养液中占比高

于1%时对斑马鱼具有毒性作用,因此本研究探讨了

FUCO单独作用于斑马鱼胚胎时斑马鱼的存活率,
结果显示浓度为2.5-20.0

 

μmol/L时FUCO各组

的存活率都在90%以上,20.0
 

μmol/L组存活率最

低,为93%,20.0
 

μmol/L
 

FUCO组也是DMSO浓

度(约0.26%,13.17
 

μL岩藻黄素母液加入4
 

986.83
 

μL胚胎培养液中配成5
 

000
 

μL混合胚胎培养液)最
高的实验组,这个结果可以说明FUCO和DMSO在

本研究设定的浓度范围内对斑马鱼基本上没有毒性

作用。

  为进一步筛选和确定FUCO的适宜作用浓度,
本研究又探讨FUCO对H2O2 诱导后斑马鱼胚胎存

活率的影响。实验结果表明,随着作用时间的延长,

20.0
 

μmol/L
 

FUCO组出现较多鱼死亡的现象,其存

活率仅为68.81%,远低于20
 

μmol/L
 

FUCO单独处

理斑马鱼胚胎时的存活率,可能是由于H2O2 和高浓

度的FUCO、DMSO共同作用导致斑马鱼胚胎产生

较大的毒副作用。因此,最终选择2.5、5.0、10.0、

15.0
 

μmol/L
 

4个FUCO浓度进行后续实验。

  SA􀆼β􀆼半乳糖苷酶可在经历多次传代后的细胞及

诱导衰老的细胞中检测到,其阳性率能较好地反映细

胞衰老程度[28]。MDA是常用的衰老检测指标[29]。

SOD是机体内抗氧化过程中的关键酶,该酶可通过

减轻自由基对细胞的损伤从而延缓衰老的进程[30]。
体内过多的ROS能引起细胞DNA和RNA的损伤、
破坏蛋白质等生物大分子的结构、引发脂质过氧化、
导致 MDA含量增高,是引起细胞和机体衰老的重要

因素之一。已有研究发现FUCO能抑制氧化应激诱

导的损伤视网膜色素细胞(Retinal
 

Pigment
 

Epitheli-
um,RPE)中的 MDA含量的增高[31],提高小鼠和细

胞的SOD活性[32,33],减少细胞内ROS的产生[34􀆼37]。

因此,本研究选择SA􀆼β􀆼半乳糖苷酶和SOD活性、

MDA含量和ROS含量作为实验指标探究FUCO的

抗衰老作用是合理的。但本研究结果显示,随着

FUCO浓度的增高,SA􀆼β􀆼半乳糖苷酶活性增加,

SOD活性降低,MDA含量和ROS含量增加。这一

结果似乎表明高浓度的FUCO对斑马鱼的抗衰老能

力较弱,这与FUCO具有强抗氧化能力相矛盾。研

究发现FUCO的抗氧化活性和抗衰老能力并不会随

着浓度的增高而增加[38􀆼40],这可能是由于细胞和生物

对FUCO的吸收率较低引起的,高浓度的FUCO并

没有全部被吸收而发挥抗氧化和抗衰老作用。而且,
多项研究发现FUCO是通过诱导产生ROS从而引

起癌细胞的凋亡或死亡[41,42],说明FUCO在某种条

件下可诱导产生ROS,从而引发衰老。因此,关于高

浓度FUCO抗斑马鱼衰老活性较低的原因是下一步

研究的主要问题之一,拟先从斑马鱼胚胎对FUCO
的吸收率进行探讨。

4 结论

  在浓度为2.5-15.0
 

μmol/L,尤其是低于10.0
 

μmol/L时,岩藻黄素能抑制 H2O2 诱导斑马鱼胚胎

的衰老,表明岩藻黄素具有良好的抗衰老作用。本研

究可为岩藻黄素的药用活性研究、抗衰老药物研发及

藻类物质的高值化利用提供理论基础。
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Abstract:By
 

studying
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

fucoxanthin
 

(FUCO)
 

on
 

H2O2
 induced

 

senescence
 

in
 

Barchy-
danio

 

rerio,
 

it
 

provided
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

study
 

of
 

fucoxanthin
 

medicinal
 

value
 

and
 

the
 

development
 

of
 

anti􀆼aging
 

drugs.In
 

this
 

study,the
 

aging
 

model
 

of
 

H2O2
 induced

 

Barchydanio
 

rerio
 

was
 

established,and
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the
 

fucoxanthin
 

was
 

used
 

to
 

intervene.The
 

survival
 

rate,SA􀆼β􀆼galactosidase
 

activity,malondialdehyde
 

(MDA)
 

content,reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

content,and
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD)
 

activity
 

of
 

Bar-
chydanio

 

rerio
 

were
 

measured
 

to
 

investigate
 

the
 

anti􀆼aging
 

effect
 

of
 

FUCO.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

se-
nescence

 

of
 

Barchydanio
 

rerio
 

could
 

be
 

induced
 

by
 

2
 

mmol/L
 

H2O2
 treatment

 

for
 

96
 

h.Compared
 

with
 

the
 

aging
 

model
 

group
 

(M),the
 

SA􀆼β􀆼galactosidase
 

activity
 

in
 

the
 

four
 

FUCO
 

treatment
 

groups
 

(2.5
 

μmol/L,

5.0
 

μmol/L,100
 

μmol/L,15.0
 

μmol/L)
 

decreased,and
 

the
 

contents
 

of
 

MDA
 

and
 

ROS
 

significantly
 

de-
creased,while

 

the
 

SOD
 

activity
 

increased.The
 

result
 

of
 

this
 

study
 

shows
 

that
 

FUCO
 

has
 

a
 

good
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

H2O2
 induced

 

senescence
 

in
 

Barchydanio
 

rerio,
 

when
 

the
 

concentration
  

is
 

2.5-15.0
 

μmol/L.
Key

 

words:fucoxanthin;Barchydanio
 

rerio;anti􀆼aging;H2O2;antioxidation;free
 

radical
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