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摘要：探讨不同浓度的白藜芦醇对阿司咪唑诱导斑马鱼胚胎心脏损伤的保护作用。采用发育正常的４８ｈｐｆ斑马鱼胚胎
作为实验模型，加入阿司咪唑（４μｍｏｌ／Ｌ）后再加入不同浓度的白藜芦醇处理上述胚胎，于７２ｈｐｆ观察胚胎心脏的形态、
心率及静脉窦动脉球（ＳＶＢＡ）的变化。结果发现阿司咪唑模型对照组在给药后出现心脏损伤现象，包括心包水肿、心脏
周围血细胞堆积、心率减慢和ＳＶＢＡ间距的缩短，白藜芦醇给药组对上述损伤情况改善明显，并且随着给药浓度的增加，
阿司咪唑诱导的心脏毒性作用明显减小。研究认为白藜芦醇对阿司咪唑诱导的斑马鱼心脏毒性有一定的保护作用。
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　　由于药物不良反应所造成的心脏毒性己成为药品撤市的主要原因和制药工业必须面对的首要安全问

题，建立快速检测心脏毒性的筛选模型进行早期预测评价，对于降低新药研发风险以及上市药物的再评价都

具有重要意义。

斑马鱼个体小，易于饲养，雄鱼体修长，雌鱼体肥大，可在有限的空间内繁殖相当的群体，满足样本需求

量大的研究。其幼鱼通体透明，器官清晰可见，血细胞在心脏和血液循环系统的堆积非常容易观察到，并且

应用于心脏损伤和逆转实验也极为方便［１］。该模型由于经济、快速、预测性好和可比度高的特点，目前已被

越来越多的药物研发机构应用在安全性评价中［２－３］。

阿司咪唑（Ａｓｔｅｍｉｚｏｌｅ，Ａｓｔ）属第二代无镇静作用的抗组胺 Ｈ１受体阻断药，常用于过敏性鼻炎、过敏性

结膜炎、慢性荨麻疹、皮肤划痕症及其他过敏性症状，可引起心脏ＱＴ间期延长、室性心律不齐，甚至发生尖

端扭转性室性心动过速导致患者死亡［４－５］，主要抑制房室传导和窦房传导，减慢窦性心律［６］。白藜芦醇

（Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ，Ｒｅｓ）化学名为３，５，４三羟基１，２二苯乙烯，是含有芪类结构的非黄酮类多酚化合物，分子式为

Ｃ１４Ｈ１２Ｏ３
［７］。白藜芦醇广泛存在于松树、虎杖、藜芦、桑椹、决明子、葡萄和花生等天然植物或果实中，是一种

天然的抗氧化剂，可降低血液粘稠度，抑制血小板凝结和血管舒张，保持血液畅通，预防癌症的发生及发展，

对动脉粥样硬化和冠心病、缺血性心脏病和高血脂具有防治作用［８］。许多研究表明，白藜芦醇具有通过模

拟或激发机体内源性物质而诱导心肌保护作用的药物预适应作用，能减轻心肌缺血［９］。Ｈａｔｔｏｒｉ等［１０］在离体

灌流大鼠心脏缺血再灌注模型上发现，白藜芦醇１０μｍｏｌ／Ｌ预处理能显著降低心肌中的丙二醛含量，改善缺

血后的心室功能，使用白藜芦醇和缺血后处理都可以对这种损伤起到修复和保护作用。本实验以斑马鱼为

模型，观察白藜芦醇对阿司咪唑引起斑马鱼心脏毒性后的保护作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物及试剂

ＡＢ系斑马鱼取自于山东省科学院斑马鱼药物筛选平台。阿司咪唑购自中国生物制品检定所，生产批

号：１００３０１１９９９０１。白藜芦醇购自中国生物制品检定所，生产批号：１１１５３５２００５０２。苯硫脲（ＰＴＵ）购自

Ｓｉｇｍａ公司，配成浓度０．００３ｇ／Ｌ。

１．２　仪器与设备

ＳＺＸ１６体视荧光显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），ＤＰ２ＢＳＷ图像采集系统（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），ＩＸ５１奥林

巴斯倒置显微镜，ＭｉｃｒｏＰｕｂｌｉｓｈｅｒ５．０ＲＴＶＣＣＤ（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），斑马鱼养殖饲养设备（北京爱生科技公

司），光照培养箱（上海基星生物科技有限公司）。

１．３　方法

１．３．１　斑马鱼胚胎的收集

雌雄斑马鱼分开饲养，按照光照／黑暗１４ｈ／１０ｈ，实验时将雌雄鱼（２：１）放入交配缸，次日收集的胚胎，

放置于２８℃恒温培养箱中，２０～２１ｈ后在显微镜下观察及时挑出死亡或者畸形胚胎，２４ｈ后加入０．００３ｇ／Ｌ

苯硫脲［１１］处理胚胎。

１．３．２　加药处理对斑马鱼心脏形态及心率的影响

在体视显微镜下选取发育正常的４８ｈｐｆ（ｈｏｕｒｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ）斑马鱼胚胎，设置含有０．１％ ＤＭＳＯ的水

溶液为空白对照组，４μｍｏｌ／Ｌ阿司咪唑［１２］模型对照组，以及浓度分别为５、２０、６０μｇ／ｍＬ白黎芦醇且分别加

有４μｍｏｌ／Ｌ阿司咪唑的３组实验组。将上述斑马鱼胚胎加入２４孔板，每孔加入１０条，置于恒温培养箱中，

于次日观察。在ＩＸ５１倒置显微镜下应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ中文版６．０软件观察斑马鱼心脏外观、血细胞是否

０３
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出现堆积等现象并拍照，使用ＶｉｅｗＰｏｉｎｔＡＰｐｌｉｃａｔｉｏｎＭａｎａｇｅｒ软件测量心率。

１．３．３　斑马鱼静脉窦动脉球（ＳＶＢＡ）间距离的测量

静脉窦是血液进入心房的部位，动脉球是血液流出心室的部位。正常发育过程心房和心室从侧面观察

部分重叠，若发育过程受阻，心房和心室的位置将发生改变，ＳＶＢＡ之间的距离也会相应改变。因此 ＳＶＢＡ

间距能定量反映药物对斑马鱼心脏的影响程度［１３］。使用 ＩＸ５１倒置显微镜将斑马鱼胚胎拍照，通过

Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ软件测定ＳＶＢＡ间距。

１．３．４　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１８．０对实验数据进行统计，数据结果用 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素ＡＮＯＶＡ分析，与对照组比较，

Ｐ≤０．０５表示有显著性差异，Ｐ≤０．０１表示有极其显著性差异。

２　结果

２．１　斑马鱼心脏形态的变化

由图１Ａ可知，空白对照组斑马鱼发育正常，脱膜孵化为幼鱼，心血管系统无形态学改变。阿司咪唑模

型对照组加药处理２４ｈ后出现心囊水肿、血细胞堆积、卵黄囊凹陷、血流缓慢或无血流循环等现象（图１Ｂ），

阿司咪唑对心脏损伤造模成功。５μｇ／ｍＬ白藜芦醇待试药组与阿司咪唑模型对照组相比未见明显改善，心

脏形态改变不明显（图１Ｃ）。２０μｇ／ｍＬ和６０μｇ／ｍＬ白藜芦醇待试药组显示心囊水肿减少，出血症状得到缓

解 （图１Ｄ，Ｅ），并且这种改善与白藜芦醇浓度正相关。６０μｇ／ｍＬ白藜芦醇处理后斑马鱼整体形态未见改变

（图１Ｆ）。

Ａ空白对照组　Ｂ阿司咪唑模型组　Ｃ５μｇ／ｍＬ白藜芦醇组　Ｄ２０μｇ／ｍＬ白藜芦醇组；

Ｅ６０μｇ／ｍＬ白藜芦醇组　Ｆ６０μｇ／ｍＬ白藜芦醇处理后的斑马鱼整体形态

图１　白藜芦醇对阿司咪唑引起的斑马鱼心脏形态的变化

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｖａｒｉａｔｉｏｎｆｏｒａｓｔｅｍｉｚｏｌｅｉｎｄｕｃｅｄｚｅｂｒａｆｉｓｈ

２．２　斑马鱼心率的变化

图２结果显示，阿司咪唑模型组心率较空白对照组明显降低，心房、心室跳动不一致，心室停止跳动。加

入白藜芦醇后房室跳动趋于一致，心率逐渐恢复。阿司咪唑组与空白组对比出现了明显的改变

（Ｐ≤０．０１），３个浓度的白藜芦醇组与阿司咪唑组相比具有显著性差异，说明白藜芦醇对阿司咪唑诱导的心

率降低有逆转作用。
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Ｃ为空白组，Ａ为阿司咪唑对照组。与空白组比较，＃＃Ｐ≤０．０１；

与阿司咪唑对照组比较，Ｐ≤０．０５，Ｐ≤０．０１，ｎ＝３。

图２　不同浓度白藜芦醇对７２ｈｐｆ斑马鱼心率的影响

Ｆｉｇ．２　Ｉｍｐａｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｏｎｔｈｅｈｅａｒｔｒａｔｅｏｆ７２ｈｐｆｚｅｂｒａｆｉｓｈ

２．３　斑马鱼ＳＶＢＡ间距的变化

通过测量斑马鱼的ＳＶＢＡ间距，可以反映化合物对斑马鱼的心脏毒性作用。阿司咪唑组与空白对照组

相比ＳＶＢＡ间距增长，具有显著性差异（Ｐ≤０．０１），白藜芦醇组与阿司咪唑组比较均体现了显著性差异，且

随着白藜芦醇浓度的增加，呈现明显的剂量依赖性（图３）。

Ｃ为空白组，Ａ为阿司咪唑对照组。与空白组比较，＃＃Ｐ≤０．０１；

与阿司咪唑对照组比较，Ｐ≤０．０５，Ｐ≤０．０１，ｎ＝３。

图３　不同浓度白藜芦醇对７２ｈｐｆ斑马鱼ＳＶＢＡ间距的影响

Ｆｉｇ．３　ＩｍｐａｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｏｎＳＶＢＡｉｎｔｅｒｖａｌｏｆ７２ｈｐｆｚｅｂｒａｆｉｓｈ

３　讨论

本实验以斑马鱼心脏外观形态、心率和 ＳＶＢＡ间距作为评价心脏的指标，反映出药物对斑马鱼心脏功

能的影响。实验中加入阿司咪唑的斑马鱼对照组除出现心率降低、房室传导阻滞外，在心脏周围还存在血细

胞堆积、心脏缺血的异常现象。实验结果表明，白藜芦醇对阿司咪唑诱导斑马鱼心脏损伤模型有明显的保护

修复作用，白藜芦醇加药后，斑马鱼房室传导逐渐恢复，ＳＶＢＡ间距比阿司咪唑组缩短，趋于接近正常组，有

明显改善心脏功能的作用，该效应与给药剂量呈正相关，有必要在此基础上进一步深入探讨其作用机制及作

用靶点。综上所述，白藜芦醇对阿司咪唑诱导的心脏损伤具有修复和保护作用，但是具体机制还有待于进一

步研究。
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