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摘要:以斑马鱼(Daniorerio)为实验动物进行缺氧窒息及游泳能力实验,检测愈伤灵胶囊以及人参皂苷Rb1 对斑马鱼的

存活、耐受缺氧能力及游泳能力的影响。结果发现,愈伤灵溶液处理1d后,实验鱼窒息时间随药物剂量呈现先增高后降

低的趋势,在剂量为0.01mg·L-1时达最大值;实验鱼最大绝对游泳速度呈现类似的变化趋势,不同药物剂量下的实验

鱼最大相对游泳速度无显著差异。愈伤灵溶液处理8d后,实验鱼窒息时间随药物剂量呈现降低的趋势,在剂量为0.01
mg·L-1时达最大值。人参皂苷Rbl处理8d后,实验鱼窒息时间随药物剂量降低呈现跳跃式陡降。研究结果提示斑马

鱼可作为药效评价的模式实验动物,用于中药评价新技术的开发。
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斑马鱼(Daniorerio)是一种器官和系统发育完善的小型热带淡水鱼,常作为胚胎发育研究的重要模式生

物,并用于建立疾病模型、进行药物活性成分筛选、安全性评价及药物代谢等方面的研究[1]。目前,国内对斑马

鱼的研究主要集中在发育遗传学方面,在中药药效评价研究方面尚不多见[2-4]。愈伤灵胶囊是以三七、土鳖虫、
红花、当归、自然铜(煅)、黄瓜子(炒)等9味中药加工而成的复方制剂,具有活血散瘀、消肿镇痛之功,用于跌打

损伤、筋骨瘀血肿痛等的治疗[5]。本研究以斑马鱼为实验动物,进行中药药效的初步筛选,通过缺氧窒息实验及

游泳能力实验,研究愈伤灵胶囊以及人参皂苷Rbl对斑马鱼的存活、耐受缺氧能力及游泳能力的影响,探讨愈伤

灵胶囊药效的斑马鱼评价技术。

1材料与方法

1.1材料

1.1.1实验样品 愈伤灵胶囊(批号:130501,陕西白云制药有限公司);人参皂苷Rbl(批号:110704-201424,中国

食品药品检测研究院)。
1.1.2仪器设备 3层单排鱼类养殖系统(自制);电子天平(FA2004A型,上海精天电子仪器有限公司);可控式

温度计(8002型,乐清市奥特仪表有限公司);电压变频器(DFL-VF型,深圳市丹富莱科技有限公司);窒息瓶(规
格:25mL);秒表(PC396型,深圳市惠波工贸有限公司)、可控环形调速泳道(自制)。
1.2方法

1.2.1实验用鱼筛选研究 采集了长江中上游野生小型鱼类9种,人工养殖鱼类6种,并从广东地区购买鱼类2种。
经过饲养观察发现,购自广东的斑马鱼为适宜的实验动物。该鱼体型较小,均一性较高,体长为(25±5)mm,体质

量为(2.5±0.2)g,雌雄差异不大;而且养殖方便,存活率极高,饲养成本较低。另外,该鱼同源性较好,遗传背景较

为清晰,易于获得大量形似个体。有研究表明该鱼的各项生理学特征均适用于药效研究[6]。
1.2.2驯养及检测技术 进行了为期28d的驯养实验,以小型颗粒饲料为饵料。水温控制为25℃,水体每升溶

氧量大于6.5mg,光照周期为12h光照∶12h黑暗。进行了缺氧窒息技术的研究,在25℃水温下,采用规格为

25mL的小口玻璃瓶为窒息室,测定实验鱼耐受缺氧的窒息时间(精确到1s)。进行了游泳速度测定技术的研

究,以国际通用技术为参考,设计制作了半径为14cm的可控温环形泳道,采用交流变频器(精确到0.01Hz)以
调控水流速度,采用染料及悬浮小颗粒技术进行绝对水流速度标定[7]。相关速度曲线如图1所示。
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1.2.3药物对斑马鱼影响的研究 配制0,0.01,0.02,0.04,0.08,0.16mg·L-1等不同剂量梯度的愈伤灵水溶

液,设计了1d和8d两种不同的处理时间,各处理实验鱼数量为20尾,其中10尾用于缺氧窒息观测,10尾用于

游泳速度测定。实验前,斑马鱼禁食24h以排除消化过程差异,然后随机选取平均体质量0.2g左右的实验鱼

分配到各处理组。人参皂苷Rbl的实验剂量梯度与愈伤灵胶囊相同,处理时间为8d。
药物水溶液置于1L玻璃烧杯中,然后于25℃恒温水浴中,采用小型气石充氧,水体中放入实验鱼后即以塑

料筛网罩住烧杯杯口。药物处理结束后,小心移出斑马鱼。用以缺氧窒息处理的个体逐个放入预先注满25℃
恒温养殖水25mL小口玻璃瓶中,再将瓶放入25℃恒温水浴中,以塑料管充氧10min,使实验鱼恢复平静,然后

盖紧橡胶塞,并以秒表开始计时———直至实验鱼身体失去平衡时所记录的时间为窒息时间。为消除个体大小对

实验结果的影响,对体质量差异用以下公式进行了校正:

ts=ti× m
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其中,ts为校正后时间(单位:min),ti为校正前时间(单位:min),m 为体质量(单位:g)。

将用于测定游泳速度的实验鱼放入环形泳道,在0.15m·s-1低速水流下适应15min,然后每15min增加

0.3m·s-1的水流速度,直至实验鱼不能维持游泳。当实验鱼连续倒退3圈或贴壁不动时,视为力竭疲劳,记录

时间,采用如下公式计算最大游泳速度:

图1 电流频率和水流速度的关系曲线

Vmax=V1+(V2-V1)×(t/15)
其中,Vmax为最大游泳速度的绝对值(单位:m·s-1),V1 为增

速方案中倒数第二的速度(单位:m·s-1),V2 为增速方案中

最后一个速度(单位:m·s-1),t为在V2 下持续的时间(单
位:min)。采用最大游泳速度绝对值与体长(单位:m)的比值

作为最大相对游泳速度(单位:BL·s-1,BL意为体长)。
1.2.4统计分析 数据采用Excel2003软件进行运算,以“平
均值±标准误”表示;采用SPSS13.0软件进行统计分析。采

用单因素方差分析(One-wayANOVA)及多重比较(LSD法)
分析不同药物剂量处理造成的差异,显著性水平为p<0.05。

2结果

  处理1d后,实验鱼窒息时间随愈伤灵剂量呈先增高后降低的趋势,在剂量为0.01mg·L-1时达最大值;最
大绝对游泳速度也呈现出类似的趋势,而最大相对游泳速度无显著差异(表1)。处理8d后,实验鱼窒息时间随

愈伤灵剂量呈降低的趋势,在剂量为0.08mg·L-1时达最大值;而人参皂苷Rbl处理降低为跳跃式陡降(表2)。

表1 不同剂量愈伤灵溶液处理1d对斑马鱼窒息时间和游泳速度的影响

剂量/(mg·L-1) 样本量 窒息时间/min 最大绝对游泳速度/(m·s-1) 最大相对游泳速度/(BL·s-1)

0.00 10 117.13±6.25abc 0.30±0.01ab 9.52±0.27a

0.01 10 130.71±12.75a 0.29±0.01b 9.44±0.19a

0.02 10 83.81±7.70cd 0.32±0.01a 10.10±0.44a

0.04 10 119.05±9.28ab 0.30±0.00ab 9.72±0.28a

0.08 10 101.32±8.24bc 0.30±0.00ab 9.70±0.26a

0.16 10 93.07±8.68c 0.31±0.02ab 9.79±0.53a

  注:同一列中不同字母上标表示差异显著(P<0.05),下同。

表2 愈伤灵溶液和人参皂苷Rb1 处理8d对斑马鱼窒息时间的影响

剂量/(mg·L-1)样本量
窒息时间/min

愈伤灵 人参皂苷Rb1
0.00 10 138.47±5.52a 104.17±5.61a

0.01 10 117.82±7.61abc 104.54±6.75a

0.02 10 111.43±3.79bc 93.51±6.63ab

0.04 10 120.67±10.58abc 85.74±5.48b

0.08 10 123.82±8.13ab -
0.16 10 101.53±6.54c -

3讨论

  愈伤灵为活血化瘀的中成药,具延缓疲劳、增
强无氧代谢能力[5]。本研究中,低剂量的愈伤灵

溶液处理1d后,斑马鱼耐受缺氧的能力增强,运
动性能也有一定程度增高,在一定程度上反映出

了愈伤灵的药效。本研究也探讨了人参皂苷Rbl
对实验鱼耐受缺氧能力的影响,结果发现它对提

高实验鱼的该项能力无显著影响。这可能是因为
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人参皂苷Rbl对哺乳动物和鱼类的有关影响存在差异,它的作用途径并不一定是提高耐低氧能力;而且人参皂

苷Rbl药效应强于愈伤灵,因此不能进行相同剂量比较。
本研究结果表明,采用斑马鱼作为药效评价的实验动物是一种值得深入研究的技术途径。本研究发现,较

高剂量药物处理后,斑马鱼各项指标均降低,这可能与中成药中杂质成分的副作用有关[4],相似的情况也表现在

经较长处理时间(8d)后,实验鱼的耐受低氧指标均降低。因此采用斑马鱼作中药评价时,摸索合适的剂量和处

理时间是重要的关键环节[8]。
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EfficacyEvaluationofYushanglingCapsuleby
UsingZebrafishasExperimentalAnimal
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Abstract:ThisstudyaimedtoobtainthetechnologytoevaluatetheefficacyofYushanglingcapsulebyusingzebrafishastheexperi-
mentalanimal.ThezebrafishwastreatedbyYushanglingandginsenosidesRblsolutionrespectively.Thenthefishwasusedtoas-
saythehypoxiatoleranceandswimmingperformance.Theresultsshowedthatthesuffocationdurationincreasedfirstlyandthende-
creasedwiththeincreasing medicineconcentrationafter24hoftreatment.Themaximalsuffocationdurationwasfoundat
0.01mg·L-1.Themaximalabsoluteswimmingspeedshowedsimilartendencyashypoxiatolerance,buttherelativespeeddidnot
changedsignificantly.After8daysoftreatment,thesuffocationdurationwasmaximalat0.01mg·L-1anddecreasedwiththein-
creasingmedicineconcentration.ThesuffocationdurationofthefishtreatedbyginsenosidesRblshowedashockdropwiththein-
creasingconcentration.Itsuggeststhatthezebrafishcouldbeusedtojudgetheefficacyofmedicines,whichcouldcontributetothe
newevaluatingtechnologyofChinesemedicinesinfurtherstudy.
Keywords:Yushanglingcapsule;efficacy;selection;zebrafish
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