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揖摘要铱 摇 目的摇 探讨香加皮水提液对斑马鱼的发育毒性及不同暴露时间药物对心脏毒性的影

响。 方法摇 参照经济合作与发展组织推荐的方法,将受精后 6 小时(6 hour鄄post鄄fertilization,6 hpf)胚
胎暴露在含有不同浓度香加皮水溶液的 24 孔板中,分别在 24、48、72、96 hpf 阶段测定胚胎 /幼鱼的

自主抽动次数、心率、孵化率、死亡率等指标。 随后,使用不同浓度的香加皮水溶液处理发育至 48、
72、96 hpf 的斑马鱼 24 小时,通过死亡率确定不同暴露阶段对斑马鱼心脏毒性的影响。 结果摇 各暴

露组 24 hpf 自主抽动次数增加、48 hpf 心率以及 72 hpf 孵化率显著降低,与正常对照组相比均有显

著性差异(P<0. 05);24 hpf 低浓度给药组胚胎发育迟缓、眼点未发育、头部偏小或未发育,高浓度组

发育畸形或停留在体节期;48 hpf 胚胎卵黄囊畸形、黑色素生成抑制、尾芽未脱落;72 hpf 幼鱼出现

身体弯曲、心包水肿、卵黄囊畸形等中毒症状。 不同发育阶段斑马鱼急性毒性暴露实验结果表明:
香加皮对 48、72、96 hpf 斑马鱼的半数致死浓度(LC50)分别为:0. 866 mg / mL、0. 693 mg / mL 和 0. 843
mg / mL。 结论摇 香加皮对斑马鱼具有明显的发育毒性和心脏毒性,且 48 hpf 斑马鱼非常适合进行心

脏毒性药物筛选。
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揖Abstract铱 摇 Objective 摇 To study the toxic effects of Cortex Periplocae on zebrafish embryo
development, and the effects of different exposure duration on the heart toxicity. Methods摇 The methods
recommended by Organization for Economic Co鄄operation and Development was refered, zebrafish embryos
of 6 hour鄄post鄄fertilization were exposed to 24鄄well plates with aqueous extraction of Cortex Periplocae of
various concentrations. Spontaneous movements, heart rate, hatching rate, mortality rate in 24 hpf and 48
hpf were used to assess the effects of Cortex Periplocae on the zebrafish development under the microscope.
Zebrafish at 48 hpf, 72 hpf, 96 hpf were treated with aqueous extraction of cortex periplocae with various
concentrations for 24h to determine the effects of different exposure duration on the heart toxicity. Results
摇 Compared with the normal control group, the number of spontaneous movements of 24 hpf, heart rate of
48 hpf and the hatching rate of 72 hpf were significantly lower in the exposed group, the results had
significant difference ( P < 0. 05). Embryos of 24 hpf exposed to low concentration showed immature
development of head and eyes spot, and embryos in high concentration group were malformed or stayed in
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the segmentation period. Embryos of 48 hpf showed malformation of visceral yolk sac, inhibition of melanin
and tail bud was not fallen off. After 72 hpf, the abnormality of zebrafish was observed for curved body,
pericardial edema, yolk sac edema. Experimental result of acute toxicity exposure at different
developmental stages of zebrafish showed that the median lethal concentration(LC50) were 0. 866 mg / mL,
0. 693 mg / mL, 0. 843 mg / mL respectively. Conclusion摇 Cortex Periplocae had significant toxic effect on
the development of zebrafish embryos and heart. Moreover, 48hpf zebrafish is well suited for drug screening
of cardiac toxicity.

揖Key words铱摇 Zebrafish;摇 Cortex Periplocae;摇 Developmental toxicity;摇 Cardiac toxicity

摇 摇 香加皮 Cortex Periplocae 亦称北五加皮,为萝藦

科植物杠柳 Periploca sepium Punge 的干燥根皮,有
祛风湿、强筋骨的功效,常用于治疗风寒湿痹,腰膝

酸软,心悸气短,下肢浮肿[1]。 香加皮为药典规定

的有毒药,误用、剂量过大以及长期服用皆可引起

机体出现心率减慢、早搏、房室传导阻滞等心脏中

毒症状,甚至致死[2],但其并非孕妇禁忌药,有关发

育毒性的研究也未见报道。
作为一种脊椎动物模型,斑马鱼与人类基因相

似度高达 87% ,具有完整的组织器官。 斑马鱼胚胎

母体外发育,发育时间短,数量大,早期胚胎透明,
可直接在显微镜下观察各组织脏器形态变化及血

液流动情况[3],能够极大地弥补体内实验与体外实

验之间的间隙。 最重要的是,斑马鱼胚胎及幼鱼对

大多数药物的反应与人类临床反应相似[4鄄5]。 因此

斑马鱼可作为评价药物潜在发育毒性及器官毒性

的理想模型。
本实验通过斑马鱼模型初步探讨香加皮对斑

马鱼的发育毒性以及不同发育阶段给药对斑马鱼

心脏毒性的影响,以期为临床安全用药提供依据。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物

斑马鱼(AB鄄type)由本实验室循环养殖系统饲

养提供,循环养殖水根据 Brand 等[6鄄7] 的方法配制。
水温控制在(28依0. 5)益,pH 值 7. 0 ~ 7. 2,电导率

450 ~ 550 滋S / cm,光照 /黑暗周期为 14 小时 / 10 小

时。 成年斑马鱼每日喂食 3 次人工孵化的丰年虫幼

体。 实验前一晚暗周期开始之前,将成年雌雄斑马

鱼按 1 颐 2 或 1 颐 1 配对,放入带隔板的产卵盒中,第
2 天早晨给予光照,抽掉隔板。 产卵完成后,缓缓晃

动产卵盒,以便让鱼卵更好地受精,随后用吸管将

鱼卵收集于含有孵化水的干净无菌培养皿中,用培

养液清洗鱼卵数次以除去未受精卵、粪便等杂物,
将发育完整受精卵放于生化培养箱中培养。

1. 2摇 仪器与材料

香加皮为安国圣山药业有限公司提供,经北京

中医药大学刘春生教授鉴定为萝藦科植物杠柳

Periploca sepium Punge 的干燥成熟种子,斑马鱼循环

水养殖系统(北京爱生科技公司);TE鄄2000鄄S 光学

倒置 显 微 镜 ( NIKON ); NaCl、 KCl、 Na2 HPO4、
K2HPO4、MgSO4、NaHCO3、CaCl2,(分析纯,北京化

工);1 mL, 5 mL 移液器 ( eppendorf);胰蛋白酶

(Protease from Streptomyces griseus, sigma,P6911);
恒温培养箱 LRH-250Z(广州瑞明仪器有限公司);
真空干燥箱 DZF鄄6050B(上海一恒科学仪器有限公

司);旋蒸仪 R鄄1001鄄VN(郑州长城科工贸有限公

司)。
1. 3摇 香加皮样品制备

香加皮水提液:取香加皮饮片,粉碎后过 40 目

筛,称取 50 g 香加皮粉末,加入 10 倍量的水提取 2
次,每次 2 小时,过滤后浓缩,真空干燥。

斑马鱼胚胎培养液:按照 Zebrafish Book 标准配

制 NaCl 0. 137 mol / L、 KCl 5. 4 mol / L、 Na2HPO4

0. 25 mol / L、K2HPO4 0. 44 mol / L、CaCl2 1. 3 mol / L、
MgSO4 1. 0 mol / L、NaHCO3 4. 2 mol / L 的水溶液。

香加皮储备液的配制:精密称取 0. 2 g 香加皮

提取物粉末,溶于 50 mL 的养殖水中,超声 30 分钟,
配置成 4 mg / mL 的母液。
1. 4摇 发育毒性的评价

1. 4. 1摇 香加皮样品溶液的配制摇 在预实验的基础

上,用胚胎培养液将母液稀释至 0. 5、0. 7、0. 9、1. 1、
1. 3 mg / mL 六个浓度梯度。
1. 4. 2摇 香加皮样品溶液处理斑马鱼胚胎摇 在显微

镜下选取受精后 6 小时左右(hour鄄post鄄fertilization,
6 hpf ~ 8 hpf)且发育正常的胚胎,并将其随机转入

含有不同浓度香加皮溶液的 24 孔板,每板设置 5 个

药物浓度,一个空白组,每孔 5 枚胚胎。 28. 5益恒温

生化培养箱中培养,每隔 24 小时更换香加皮样品溶

液 1 次,以保证溶液中各参数稳定。 取不同亲本的
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胚胎重复实验三次。
1. 4. 3摇 香加皮对斑马鱼胚胎发育影响的观测摇 以

培养液中发育的胚胎为正常对照组,通过倒置光学

显微镜于 24、48、72 和 96 hpf 时间点观察染毒后胚

胎的发育情况与形态变化并详细拍照记录,统计胚

胎发育全过程的死亡数及畸形数、计算 LC50。
1. 4. 4摇 斑马鱼胚胎 24 hpf 自主抽动的测定摇 胚胎

发育至 24 hpf 时尾部表现出强烈的抽动。 记录

24 hpf时每个浓度下 1 分钟内胚胎的自主抽动次

数,每一个浓度下取 7 枚胚胎进行统计(n=7)。
1. 4. 5摇 斑马鱼胚胎 48 hpf 心率的测定摇 斑马鱼胚

胎在 48 hpf 时心脏已基本发育完全,即出现规律的

心跳,实验中记录了 48 hpf 时每个浓度下胚胎 10 秒

内心率,每一个浓度取 7 枚胚胎进行统计(n=7)。
1. 4. 6摇 斑马鱼孵化率的测定摇 统计不同浓度处理

组中斑马鱼胚胎的孵化率(孵化率=已孵化胚胎 /总
胚胎个数伊100% )。 由于胚胎在 48 hpf 时开始孵

化,直到 96 hpf 时完成孵化,因此,分别选择 72、
96 hpf统计胚胎的孵化率。
1. 5摇 不同发育阶段(48、72、96 hpf)斑马鱼心脏毒

性评价

为了进一步探究香加皮对不同发育阶段斑马

鱼心脏毒性的影响,在显微镜下选取形态发育正常

的 48、72、96 hpf 的斑马鱼胚胎及幼鱼(48 hpf 胚胎

需用胰蛋白酶脱去卵膜)转入含有不同浓度香加皮

溶液的 12 孔板处理 24 小时,通过死亡率来评价香

加皮对不同时间段斑马鱼心脏毒性的的影响。 取

不同亲本的胚胎及幼鱼重复实验 3 次。
1. 6摇 统计学处理

应用 SAS 8. 2 统计分析软件进行数据处理,以
平均数依标准差(x依s)表示,统计方法采用 one鄄way
ANOVA 方差分析,以 P<0. 01 表示差异有统计学

意义。

2摇 结果

2. 1摇 香加皮水溶液对不同发育阶段斑马鱼胚胎发

育表型的影响

24 hpf 胚胎发育畸形情况如图 1 所示:相比于

正常对照组,低浓度给药组胚胎发育迟缓,眼点未

发育,头部偏小或未发育,见图 B、C。 高浓度组发育

畸形,见图 D 或停留在体节期,自主运动缺失,见
图 E。

48 hpf 胚胎发育畸形情况如图 2 所示:卵黄囊

畸形,见图 B。 黑色素生成抑制,见图 C ~ E。 尾芽

未脱落,见图 B ~ E。 高浓度组发育受到抑制。
72 hpf 幼鱼发育畸形情况如图 3 所示:卵黄囊

畸形,见图 B ~ D。 心包水肿,见图 B、C。 黑色素生

成抑制,见图 D。

注:A:对照组;B:1. 25 mg / mL 香加皮水总提取物;C:1. 5 mg / mL 香

加皮水总提取物;D:2 mg / mL 香加皮水总提取物;E:3 mg / mL香加皮

水总提取物

图 1摇 香加皮对 24 hpf 斑马鱼形态发育的影响(伊10)

注:A:对照组;B:0. 15 mg / mL 香加皮水总提取物;C:1mg / mL 香加皮

水总提取物;D:1. 5 mg / mL 香加皮水总提取物;E:3mg / mL 香加皮水

总提取物(红色箭头标注表示尾节未脱落,黄色箭头标注表示卵黄

囊畸形)

图 2摇 香加皮对 48 hpf 斑马鱼形态发育的影响(伊10)

注:A:对照组;B:0. 75 mg / mL 香加皮水总提取物;C:1. 25 mg / mL 香

加皮水总提取物;D:1. 25 mg / mL 香加皮水总提取物

(红色箭头标注表示心包水肿,黄色箭头标注表示卵黄囊畸形)

图 3摇 香加皮对 72 hpf 斑马鱼形态发育的影响(伊10)

2. 2摇 香加皮对斑马鱼 24 hpf 自主抽动的影响

倒置显微镜下观察并记录 24 hpf 斑马鱼 1 分

钟内的自主抽动次数。 方差分析结果表明各给药

组与正常对照组之间具有显著的统计学差异



环球中医药 2017 年 5 月第 10 卷第 5 期摇 Global Traditional Chinese Medicine, May 2017,Vol郾 10, No郾 5 539摇摇

(P<0. 01)。 见表 1。

表 1摇 香加皮对 24 hpf 胚胎自主抽动的影响(x依s,n=7)

香加皮水总提取物(mg / mL) 自主抽动次数(次)

0 5. 50依1. 00
0. 5 8. 07依1. 98a

0. 7 9. 42依2. 90a

0. 9 10. 29依3. 43a

1. 1 10. 71依4. 70a

1. 3 10. 90依4. 98a

注: 与对照组相比,aP<0. 01。

2. 3摇 香加皮对 48 hpf 斑马鱼心率的影响

倒置显微镜下统计斑马鱼 10 秒内心脏跳动次

数。 方差分析结果显示各给药组与正常对照组之

间有显著的统计学差异(P<0. 01)。 见表 2。

表 2摇 香加皮对 48 hpf 心率的影响(x依s,n=7)

香加皮水总提取物(mg / mL) 心率(次 / min)

0 28. 00依1. 00
0. 5 22. 00依1. 50a

0. 7 20. 38依1. 51a

0. 9 20. 00依1. 41a

1. 1 16. 13依2. 36a

1. 3 11. 75依1. 49a

注: 与对照组相比,aP<0. 01。

2. 4摇 香加皮对斑马鱼孵化率的影响

48 hpf 胚胎进入孵化期,但 48 hpf 时所有给药

组的胚胎均无孵化,故 48 hpf 未做统计。 72 hpf 大
部分胚胎孵化完全,方差分析结果显示 0. 9 mg / mL
及其以上浓度组与正常对照组相比具有显著性差

异(P<0. 01),见表 3。
2. 5摇 香加皮对各个发育阶段斑马鱼心脏毒性

48、72、96 hpf 的斑马鱼暴露 24 小时后,心脏毒

性明显,通过死亡率-浓度曲线计算的半数致死浓度

(LC50)分别为:0. 866、0郾 693、0. 843 mg / mL,见图 4。

结果显示,72 hpf 斑马鱼对香加皮较为敏感,48 hpf
斑马鱼的 LC50与 96 hpf 相似,表明 48 hpf 斑马鱼适

合进行药物心脏毒性研究。

表 3摇 香加皮水总提取物对 72 hpf 胚胎

孵化率的影响(x依s,n=7)

香加皮水总提取物(mg / mL) 孵化率(% )

0 1. 00依0. 00
0. 5 0. 88依0. 11
0. 7 0. 85依0. 00
0. 9 0. 65依0. 07a

1. 1 0. 40依0. 21a

1. 3 0. 23依0. 18a

注: 与对照组相比,aP<0. 01。

3摇 讨论

香加皮中含有十几种杠柳苷及苷元,该化学成

分能够对机体产生明显的强心作用,同时也可能会

抑 制 心 肌 细 胞 膜 Na+ 鄄K+ 鄄ATP 酶 而 产 生 心 脏

毒性[8鄄9]。
传统的发育毒性评价一般以啮齿类动物鼠及

非啮齿类动物兔为模型进行研究[10] ,成本较高且

相关测试不能覆盖胚胎发育的全过程[11] 。 斑马鱼

作为一种新的动物模型,繁殖能力强,生命周期

短,成本低,早期胚胎透明,在显微镜下可直接观

察到体内各器官的发育过程及药物对器官发育的

致畸效应[12] ,而且它的毒性特征与哺乳动物非常

类似[13] 。
此外,斑马鱼可以不依赖于完整的心血管系统,

甚至在整个心血管循环缺失的情况下仍然能生存一

段时间,逐步成为了研究心脏毒性药物筛选的可替代

动物模型[14鄄16]。 总之,斑马鱼模型将体外动物模型和

体内细胞模型的优势进行有效结合,越来越多的应用

于临床候选药物的安全性及有效性评估。

摇 摇 摇 摇 摇 注: A:48 hpf;B:72 hpf;C:96 hpf
图 4摇 不同发育阶段斑马鱼毒效曲线
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摇 摇 本实验以斑马鱼为模型,通过对胚胎自主抽

动、心率、孵化率、死亡率的研究来评估香加皮对

斑马鱼发育的影响。 斑马鱼自主抽动是运动神经

系统功能发育的一种表现[17] 。 本实验中,正常对

照组斑马鱼在 24 hpf 自主抽动数为 5. 5 次 /分钟,
与文献报道相符[18] 。 与对照组相比,低浓度处理

组即出现差别,且随浓度增加抽动次数增加。 此

外,高浓度处理组(3 mg / mL)中胚胎发育停留在

体节期。 综上表明香加皮可抑制早期胚胎发育,
有一定的神经毒性。

胚胎发育过程中心脏是最早发生并发挥功能

的器官,完整的心脏功能对于胚胎的正常发育起着

关键作用,斑马鱼胚胎发育至 48 hpf 心率基本趋于

稳定[19鄄20]。 实验结果表明香加皮会导致 48 hpf 斑
马鱼胚胎的心脏出现表型和功能异常,如心包水

肿,心率降低等并呈现剂量相关性,这与文献报道

香加皮临床中毒症状相符合[2]。 此外,香加皮能够

抑制斑马鱼的孵化过程,处理组与对照组之间具有

显著性差异。 结果表明,香加皮对斑马鱼具有明显

的发育毒性。
24 hpf 斑马鱼心脏开始出现心率,48 hpf 斑马

鱼心脏发育完全[6] 并发挥完全功能。 因此,针对香

加皮的心脏毒性,笔者选定不同发育阶段(48、72、
96 hpf)的斑马鱼染毒 24 小时后统计死亡数,计算

LC50值,进而评价香加皮对不同发育阶段斑马鱼心

脏毒性的影响。 急性毒性试验表明,香加皮对

48 hpf、96 hpf 斑马鱼的毒性大小相似,进一步验证

了 48 hpf 斑马鱼适合作为心脏毒性研究的开始阶

段,但是 72 hpf 斑马鱼对香加皮较为敏感,这可能是

由于香加皮影响了斑马鱼的某一脏器发育,例如肝

脏或者肠道发育,但实验结果仍需进一步验证。
香加皮虽为《中国人民共和国药典》2015 版明

确规定的有毒药,但并非孕妇禁忌药。 而本次实验

表明香加皮具有明显的发育毒性及心脏毒性,以期

能为临床安全、合理用药提供依据,为今后有关香

加皮毒性机制的研究做参考。
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