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昆布多糖对氯化镉诱导斑马鱼
骨骼发育毒性的改善作用
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摘要：探讨不同浓度的昆布多糖对氯化镉诱导的斑马鱼骨骼发育毒性的改善作用。选用发育正常的７２ｈｐｆ斑马鱼胚胎，
加入１００μｇ／Ｌ浓度的氯化镉，同时加入不同浓度（２５、５０、１００μｇ／Ｌ）的昆布多糖。３ｄ后，用钙黄绿素进行染色２ｈ，在体
视荧光显微镜下观察斑马鱼骨骼发育的情况，拍照并计算硬骨部分的荧光染色面积。结果显示，不同浓度的昆布多糖溶

液对氯化镉诱导的骨骼发育毒性均呈现出一定的改善作用，且呈剂量依赖关系，１００μｇ／Ｌ浓度的昆布多糖溶液对斑马鱼
骨骼发育的改善作用最显著，２５μｇ／Ｌ浓度作用最弱。研究结果表明，昆布多糖对氯化镉诱导的斑马鱼骨骼发育毒性具
有明显的改善作用。
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第５期 彭维兵，等：昆布多糖对氯化镉诱导斑马鱼骨骼发育毒性的改善作用

　　随着工业化进程的加速和“镉大米”事件的发生，人们日益重视镉污染问题。镉可以从消化道进入人

体，通过血液流向全身器官，在器官中大量积累，产生多系统、多器官的毒性损害。调查显示，镉暴露可增高

孕妇早产的发生［１］，导致新生儿出生体重下降［２］。镉在体内积累会对神经、造血、生殖、运动和泌尿等系统

的功能造成不同程度的毒害作用。其中镉对骨骼的毒害也很强，镉中毒者会出现慢性中毒症状以及严重的

骨质疏松。长期食用含镉的食物会引起一种慢性中毒的骨痛病。Ｂｒｚｏｓｋａ［３－５］等开展了老鼠饮水镉暴露实

验，发现长期暴露１ｍｇ／Ｌ镉就可以导致老鼠腰椎骨质疏松症、骨质软化、硬度降低和骨骼代谢异常等。

昆布（ＴｈａｌｌｕｓＬａｍｉｎａｒｉａｅ）为海带科植物海带 ＬａｍｉｎａｒｉａｊａｐｏｎｉｃａＡｒｅｓｃｈ．或翅藻科植物黑昆布 Ｅｃｋｌｏｎｉａ

ｋｕｒｏｍｅＯｋａｍ．的叶状体，始载于《名医别录》，具有软坚散结、利水泄热等功效［６－９］，是一种药用与食用价值兼

具的海生资源。《嘉本草》记载昆布能去瘿行水、下气化痰［１０］。现代研究发现，昆布含多种活性成分，主要

为多糖、天然蛋白质、脂肪、纤维素、矿物质和核酸等，其药理作用很大程度上与其含有的多糖关系密切。因

此有必要对昆布多糖进行多角度的研究，拓展昆布在食品开发和临床领域的应用。

近几年，在骨骼研究领域已成功建立了许多动物骨骼模型，但与其他的动物模型相比，斑马鱼的胚胎和

幼鱼身体透明，易于观察骨骼的发育，并且斑马鱼重要器官即使出现畸形也能存活很长时间［１１］。斑马鱼和

人类在骨骼发育过程中的基因、信号通路有高度同源性。目前斑马鱼已被用于骨骼发育及相关疾病机制的

研究与治疗［１２－１５］。

本文充分利用斑马鱼模型的优势，研究昆布多糖对氯化镉导致的斑马鱼骨骼发育毒性的改善作用，为临

床防治及改善重金属镉对骨骼发育造成的毒性提供了科学依据。

１　材料

１．１　仪器
ＳＺＸ１６型体视荧光显微镜（日本奥林巴斯公司）；ＨＰＧ２８０ＢＸ光照培养箱（哈尔滨市东联电子技术开发

有限公司）斑马鱼养殖饲养设备，（北京爱生科技公司）。

１．２　试剂及药品

氯化镉（ｃａｄｍｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣｄＣｌ２），ＡＲ９９％（阿拉丁试剂（上海）有限公司）钙黄绿素（美国 ＳＩＧＭＡ公

司）昆布多糖，批号：ｃｏ４１７７，ＢＲ９９％（西亚试剂）甲基纤维素（Ｍｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅ）（上海生物科技有限公司）。

其余试剂均为分析纯。

１．３　实验动物
普通ＡＢ系斑马鱼，由山东省科学院斑马鱼药物筛选平台提供，其养殖和培育参照Ｗｅｓｔｅｒｆｉｅｌｄ的方法［８］。

２　方法

２．１　收集胚胎
收集受精卵前１６ｈ，取健康性成熟的雌雄斑马鱼各两条放于交配缸内，次日１０时左右收集受精卵。收

集后，移入０．５％亚甲基蓝溶液中（胚胎培养用水配制），清洗消毒胚胎，几分钟后将其移入清洁的胚胎培养

用水中，备用。

２．２　昆布多糖对氯化镉导致的斑马鱼骨骼发育毒性的改善作用

２．２．１　氯化镉对斑马鱼骨骼发育的影响

取受精３ｄ的正常斑马鱼胚胎，放入２４孔培养板中，根据急性毒性的实验结果，分别加入终浓度为１００、

５０、２５、１２．５、５μｇ／Ｌ的氯化镉，每个浓度３个孔，每个孔１０个胚胎，并用胚胎水作空白对照组。放置于２８℃

恒温光照培养箱中继续培养。３ｄ后用钙黄绿素（０．２％）染色并在 ＳＺＸ１６型体视荧光显微镜下观察斑马鱼

骨骼发育的情况，拍照并计算硬骨部分的荧光染色面积。

２．２．２　昆布多糖改善氯化镉诱导斑马鱼骨骼发育毒性的作用

３２
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选用受精３ｄ的正常斑马鱼胚胎，放入２４孔培养板，加入浓度为１００μｇ／Ｌ的氯化镉溶液和不同浓度

（２５、５０、１００μｇ／Ｌ）的昆布多糖溶液；同时设立氯化镉对照组（１００μｇ／Ｌ），每个浓度３个孔，每个孔１０个胚

胎。３ｄ后，用钙黄绿素（０．２％）对昆布多糖干预的斑马鱼进行染色，按照２．２．１中的方法评价昆布多糖对

氯化镉导致的斑马鱼骨骼发育毒性的改善作用。

３　数据处理

利用数据统计分析软件（ＳＰＳＳ１７．０）处理实验数据，分析受试物组与对照组的差异性，Ｐ＜０．０５认为差

异具有统计学意义。

４　实验结果

４．１　氯化镉对斑马鱼骨骼发育的毒性作用

结果显示，不同浓度的氯化镉溶液对斑马鱼骨骼的发育均呈现出一定的抑制作用，如图１所示。且低浓

度５μｇ／Ｌ到高浓度１００μｇ／Ｌ呈骨骼发育毒性的剂量依赖性关系，其中１００μｇ／Ｌ高剂量组与正常组相比，

具有显著性差异（图２），本实验１００μｇ／Ｌ浓度的氯化镉对斑马鱼骨骼发育的毒性最强。

图１　不同浓度的氯化镉对斑马鱼椎骨发育的影响

Ｆｉｇ．１　ＩｍｐａｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣｄＣｌ２ｏｎｖｅｒｔｅｂｒａｅｇｒｏｗｔｈｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈ

注：与正常组相比Ｐ＜０．０５。

图２　不同浓度的氯化镉对斑马鱼脊椎骨骼面积的影响

Ｆｉｇ．２　ＩｍｐａｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣｄＣｌ２ｏｎＳｐｉｎａｌｂｏｎｅａｒｅａｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈ

４．２　昆布多糖改善氯化镉诱导斑马鱼骨骼发育毒性的作用

实验结果显示，昆布多糖对氯化镉诱导的斑马鱼骨骼发育毒性均有不同程度的改善作用，且呈现一定的

剂量依赖关系，１００μｇ／Ｌ浓度的昆布多糖溶液对斑马鱼骨骼发育的改善作用最显著，２５μｇ／Ｌ浓度时作用最

４２
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弱，如图３所示。图４显示，与正常组比较，氯化镉组具有显著性差异；与氯化镉组相比，昆布多糖组在

１００μｇ／Ｌ时，具有极显著性差异，５０μｇ／Ｌ的昆布多糖具有显著性差异。

Ａ正常对照组　Ｂ氯化镉１００μｇ／Ｌ　Ｃ昆布多糖１００μｇ／Ｌ＋氯化镉１００μｇ／Ｌ

Ｄ昆布多糖５０μｇ／Ｌ＋氯化镉 １００μｇ／Ｌ　Ｅ昆布多糖２５μｇ／Ｌ＋氯化镉１００μｇ／Ｌ

图３　不同浓度的昆布多糖改善氯化镉诱导斑马鱼椎骨发育毒性的作用

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｌａｍｉｎａｒｉｎｏｎＣｄＣｌ２ｉｎｄｕｃｅｄ

ｇｒｏｗｔｈｔｏｘｉｃｉｔｙｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｖｅｒｔｅｂｒａｅ

注：与正常组相比＃Ｐ＜０．０５；与加入氯化镉组相比Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５。

图４　不同浓度的昆布多糖改善氯化镉诱导的斑马鱼脊椎骨骼面积的作用

Ｆｉｇ．４　ＩｍｐａｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｌａｍｉｎａｒｉｎｏｎＣｄＣｌ２ｉｎｄｕｃｅｄｓｐｉｎａｌｂｏｎｅａｒｅａｒｅｃｏｖｅｒｙ

５　讨论

斑马鱼骨骼检测常用的方法是组织染色，染色方法包括活体荧光染色和固定染色。斑马鱼幼鱼身体透

明，经过１０～１５ｍｉｎ荧光染色后即可观察早期发育的骨骼，因此我们选择活体荧光染色。常用的荧光染色

试剂有茜素红、钙黄绿素，钙黄绿素染液既可以对幼鱼也可以对成鱼染色。为了更好地研究骨骼发育影响，

我们采用钙黄绿素对斑马鱼骨骼进行染色，并在实验过程中对染色方法进行了优化。

本研究采用模式生物斑马鱼，研究昆布多糖对氯化镉导致的斑马鱼骨骼发育毒性的改善作用。研究结

果显示，不同浓度的的昆布多糖对氯化镉导致的斑马鱼骨骼发育毒性均有不同程度的可逆性／改善作用，该

作用与剂量呈正相关，１００μｇ／Ｌ的浓度改善斑马鱼骨骼发育的作用最显著，但其作用机制目前尚不清楚，有

待后续进一步研究。

我国具有丰富的中药资源，在中医药理论指导下，利用现代医学的先进技术，研制调整机体整体功能、治

疗骨骼发育疾病的中药单体制剂或复方合剂已成为一种趋势。因此，相关领域研究者应加强中药基础研究，

从分子生物学和细胞生物学的角度，研究中药的作用机制，并使基础研究与临床研究相结合，以期开发安全

５２
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高效、物美价廉的改善骨骼发育毒性的新药。
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