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摘要：以斑马鱼胚胎为模型，研究芦荟大黄素对胚胎发育和行为学的影响。结果显示，１．０μｇ／ｍＬ及以上浓度的芦荟大
黄素对斑马鱼胚胎有致死作用，随着浓度的增加和作用时间延长而增强。芦荟大黄素对斑马鱼胚胎的孵化过程有阻滞

作用，１．０μｇ／ｍＬ及以上浓度的芦荟大黄素使斑马鱼胚胎出现了卵黄延伸异常、发育迟缓和身体弯曲等畸形现象，但是
对斑马鱼仔鱼的运动行为学无明显影响。本实验结果提示，临床应用芦荟大黄素治疗如孕妇这类特殊病人时，应充分考

虑药物的剂量和用药时间。
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　　芦荟大黄素是一种蒽醌衍生物的单体，存在于多种植物的根和树皮中，是芦荟的重要有效成分。芦荟大

黄素不但具有抗菌、免疫抑制、泻下和降脂减肥等作用，还能够抑制肿瘤细胞的生长，可以通过抑制癌细胞的

ＤＮＡ、ＲＮＡ和蛋白质的生物合成来抑制 Ｐ３８８白血病细胞，延长生存期［１－３］。芦荟大黄素泻下作用较强，通
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过刺激肠壁蠕动，同时由于渗透压的改变，有利于肠道内废物的排除，从而达到刺激性缓泻，这种刺激泻下作

用对便秘和痔疮有特殊疗效。

芦荟大黄素和大黄素都是中药大黄的游离蒽醌类化合物（图１）。药理研究发现，大黄蒽醌衍生物、大黄

酸、大黄素和芦荟大黄素均有明显的抗癌作用［４－７］。有研究表明大黄素能够引起孕鼠子宫内膜微细结构损

害，使得受孕率降低和胚胎死亡率升高，胎儿的性别比例和形态发展也受到明显影响［８］。小鼠属于哺乳动

物胚胎在母体体内发育，母体的解毒系统会减小大黄素对胚胎的影响，因此应排除母体影响。

图１　大黄素和芦荟大黄素的结构式

Ｆｉｇ．１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｅｍｏｄｉｎａｎｄａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｅ

何秋霞等［９］研究发现大黄素对斑马鱼胚胎发育具有毒性作用。斑马鱼是近年来药物安全研究方面普

遍使用的新型模式生物，在基因水平上８７％与人类同源，因其具有个体小、产卵多、发育快、体外受精、胚胎

透明、易于观察以及饲养简便等优点，很快成为分子发育生物学、遗传学、环境毒理学和免疫学等学科的模式

生物，同时在药物毒性研究方面发挥了越来越重要的作用［１０－１３］。本文以斑马鱼胚胎为模型研究不同浓度的

芦荟大黄素对胚胎发育和运动行为学的影响。

１　实验材料与仪器

１．１　主要试剂及其配制
芦荟大黄素购自山东省食品药品检验研究院，纯度为９９％以上。芦荟大黄素用二甲基亚砜配置成５．０、

１．０、０．５、０．１ｍｇ／ｍＬ的母液备用，使用时用培养用水稀释成工作液使用。

１．２　实验动物

实验用鱼为ＡＢ品系野生型和转基因型（ＶＥＧＦＲ２：ＥＧＦＰ）斑马鱼，鱼种取自山东省科学院斑马鱼药物筛

选平台。斑马鱼在１４ｈ光照和１０ｈ黑暗的光周期２８℃左右的条件下培养。采卵时取健康性成熟的斑马鱼

按♀♂１：１的比例放入交配缸内，次日９～１０ｈ获得受精卵。对受精卵进行消毒和洗涤后移入斑马鱼胚胎培
养用水（含５．０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．１７ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，０．４ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２，０．１６ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４）中，２８℃下控光培
养。

１．３　实验仪器

Ｖｉｅｗｐｏｉｎｔｚｅｂｒａｂｏｘ斑马鱼行为分析仪，奥林巴斯 ＳＺＸ１６立体荧光显微镜，奥林巴斯 Ｘ５１倒置相差显微

镜。

２　实验方法

２．１　化合物与胚胎共孵育
实验中芦荟大黄素的浓度分别设置为０、０．１、０．２５、０．５、１．０、１．５、２．０、３．０μｇ／ｍＬ，空白对照组根据工

作液的稀释情况，加入相应的二甲基亚砜，工作液中二甲基亚砜的含量小于０．５％（Ｖ／Ｖ）。有研究表明，

１．０％（Ｖ／Ｖ）以下的二甲基亚砜对斑马鱼胚胎没有明显毒性作用［１２］。实验中使用２４孔和６孔细胞培养板，
每孔分别加培养水２ｍＬ和１０ｍＬ，胚胎（幼鱼）７个和２５个，振动孔板使溶液混合均匀。

２．２　胚胎发育观察和记录

受精后１ｈ左右的胚胎与不同浓度的芦荟大黄素共同孵育。每隔２４ｈ观察记录一次胚胎的死亡量和孵

４２
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化量，是否死亡通过心跳来判断，每天清除死胚胎和碎屑。使用奥林巴斯 ＳＺＸ１６立体荧光显微镜观察和记

录斑马鱼形态异常。

２．３　行为学实验

斑马鱼幼鱼行为学分析方法参考文献［１３］进行，设定芦荟大黄素０．１、０．２５、０．５、１．０、２．０μｇ／ｍＬ浓

度组和空白对照组，２４孔板每孔一只７２ｈｐｆ（ｈｏｕｒｓｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ）胚胎，每个实验组８个胚胎，将２４孔板放

入培养箱孵育４８ｈ，然后将２４孔板放入斑马鱼行为学分析系统的暗箱中，使用 ｚｅｂｌａｂ软件分别采集１０、

２０ｍｉｎ内各组总游行距离和游行时间，本次实验的运动参数临界值设定是１．８～４．３，其中游行速度由总距

离／游行时间得到，各数值分别计入统计。

２．４　数据分析

采用数据统计软件ＳＰＳＳ１６．０对实验数据求均值，并进行样本均数间多重比较。

３　结果及分析

３．１　芦荟大黄素对斑马鱼胚胎死亡的影响

通过图２可以看出在胚胎发育２４ｈ之前，芦荟大黄素在０．５μｇ／ｍＬ及以下浓度不会引起胚胎死亡，

１．０μｇ／ｍＬ及以上浓度导致３０％以上的胚胎死亡。芦荟大黄素的致死作用随着浓度的增加和作用时间延长

而增强。

图２不同浓度芦荟大黄素对斑马鱼胚胎死亡率的影响

Ｆｉｇ．２ Ｉｍｐａｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｅｏｎ

ｍｏｒｔａｌｉｔｙｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏｓ

图３　斑马鱼胚胎在不同浓度芦荟大黄素的孵化率

Ｆｉｇ．３ Ｈａｔｃｈ ｒａｔｅ ｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｅ

３．２　芦荟大黄素对斑马鱼胚胎孵化率的影响

斑马鱼胚胎在４８ｈ开始孵出，因此记录由４８ｈ开始。受精后４８ｈ的统计结果显示对照组和１．５μｇ／ｍＬ

芦荟大黄素组的孵化率较高。这可能是１．５μｇ／ｍＬ芦荟大黄素处理组胚胎死亡数量较多引起的。受精后

４８～７２ｈ，１．０μｇ／ｍＬ及以下浓度处理组的孵化率明显上升，和对照组无显著性差异。图 ３结果说明

１．０μｇ／ｍＬ及以下浓度芦荟大黄素处理组对斑马鱼胚胎发育的孵化有阻滞作用，但是随着时间延长，芦荟大

黄素对整组的孵化率并无显著影响。

３．３　不同浓度的芦荟大黄素对斑马鱼胚胎发育的形态影响

由图４～５可以看出，１．０μｇ／ｍＬ及以上浓度的芦荟大黄素使斑马鱼胚胎出现了卵黄延伸异常、发育迟

缓和身体弯曲畸形等症状（图中箭头所示），说明一定剂量的芦荟大黄素能延缓胚胎发育，对斑马鱼胚胎发

育有致畸的作用。图５所用的斑马鱼为转基因 ＴＧ（ＶＥＧＦＲ２：ＥＧＦＰ）品系，荧光标记了血管，从图５可以看

出，芦荟大黄素对斑马鱼的血管生成没有明显影响。
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Ａ对照　Ｂ０．５μｇ／ｍＬ芦荟大黄素　Ｃ１．０μｇ／ｍＬ芦荟大黄素

Ｄ１．５μｇ／ｍＬ芦荟大黄素　Ｅ２．０μｇ／ｍＬ芦荟大黄素　Ｆ３．０μｇ／ｍＬ芦荟大黄素

图４　斑马鱼胚胎发育的形态学观察结果（２４ｈｐｆ）

Ｆｉｇ．４　Ｇｒｏｗｔｈｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏｓ（２４ｈｐｆ）

Ａ对照　Ｂ０．５μｇ／ｍＬ芦荟大黄素　Ｃ１．０μｇ／ｍＬ芦荟大黄素　Ｄ１．５μｇ／ｍＬ芦荟大黄素

图５　斑马鱼胚胎发育的形态学观察结果（４８ｈｐｆ）

Ｆｉｇ．５　Ｇｒｏｗｔｈｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏｓ（４８ｈｐｆ）

３．４　芦荟大黄素对斑马鱼运动行为的影响

２０ｍｉｎ运动轨迹结果显示，２．０μｇ／ｍＬ芦荟大黄素组的运动距离、运动平均速度和每个斑马鱼的运动距

离与对照组无明显差异（图６～７）。说明芦荟大黄素对斑马鱼仔鱼（５ｄｐｆ）的运动行为无明显影响。
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Ａ每个斑马鱼２０ｍｉｎ内的运动距离　Ｂ每个实验组中所有受试斑马鱼仔鱼，在２０ｍｉｎ内的运动总距离和平均运动速度。

图６芦荟大黄素对斑马鱼行为学的影响

Ｆｉｇ．６　Ｉｍｐａｃｔｏｆａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｅｏｎｔｈｅｂｅｈａｖｉｏｒｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏｓ

Ａ对照组　Ｂ０．１μｇ／ｍＬ芦荟大黄素　Ｃ０．２５μｇ／ｍＬ芦荟大黄素；

Ｄ０．５μｇ／ｍＬ芦荟大黄素　Ｅ１．０μｇ／ｍＬ芦荟大黄素　Ｆ２．０μｇ／ｍＬ芦荟大黄素

图７　斑马鱼行为轨迹图

Ｆｉｇ．７　Ｂｅｈａｖｉｏｒｔｒａｊｅｃｔｏｒｙｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｌａｒｖａ

４　讨论

美国学者诺尔曼泰勒将大黄列为“有全球影响”的十几种传统药物之一，目前对大黄有效成分的药理作

用研究主要集中在蒽醌类化合物。中药大黄广泛用于保肝利胆、消炎、抗菌、抗病毒、抗凝血、降血脂、抗衰老

和抗癌等，常用于便秘、胆囊炎、肝炎、糖尿病肾病和慢性肾功能衰竭等疾病的治疗［１４］。有研究发现大黄使

用中有肝肾毒性和致癌性等副作用，但是此方面的研究有很多矛盾的地方，尚无明确的定论。笔者在研究

中发现大黄素具有发育毒性，但对于芦荟大黄素的毒性报道较少。

本实验结果说明，芦荟大黄素对心血管系统的发育毒性不明显，但是高于一定剂量的芦荟大黄素对斑马

鱼胚胎发育具有致死和致畸作用。行为学实验是在动态与整体水平上研究生命活动的本质［１５］。以各器官

形态已经已发育完成的斑马鱼为模型，评价芦荟大黄素对其行为学的影响，结果表明芦荟大黄素对斑马鱼仔

鱼无明显毒性。说明芦荟大黄素对于相对发育成熟的胚胎无严重毒性。本实验结果提示，临床应用芦荟大
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黄素治疗如孕妇这类特殊病人时，应充分考虑药物的剂量和用药时间。

参考文献：

［１］朱淑珍，李银保，陈缵光，等．不同酒制大黄对斑马鱼胚胎发育的影响研究［Ｊ］．时珍国医国药，２０１４，２５（４）：７９６－７９８．

［２］路铭，陈琼华．中药大黄的生化学研究 ⅩⅩⅨ．蒽醌衍生物对小鼠Ｐ３８８白血病的抑制作用［Ｊ］．中国药科大学学报，１９８９，

２０（３）：１５５－１５７．

［３］何振辉，黄越群，翁闪凡，等．芦荟大黄素对高转移乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１侵袭与转移的影响［Ｊ］．中药材，２０１３，３６

（９）：１４８１－１４８５．

［４］傅兴圣，陈菲，刘训红，等．大黄化学成分与药理作用研究新进展［Ｊ］．中国新药杂志，２０１１，２０（１６）：１５３４－１５３８．

［５］阮志燕，商玲，邓向亮，等．大黄素对 ＣＴ２６结肠癌小鼠调节性 Ｔ细胞功能的影响［Ｊ］．实用医学杂志，２０１４，３０（１５）：

２３７７－２３８０．

［６］陈云龙，侯华新，莫春燕，等．激光共聚焦显微镜实时动态观察不同微环境中鼻咽癌细胞摄取大黄素差异研究［Ｊ］．药物

分析杂志，２０１４，３４（３）：４８５－４８９．

［７］胡永淑．大黄炮制前后物质基础变化研究［Ｊ］．中国药房，２０１４，２５（１１）：１０１６－１０１８．

［８］ＪＡＨＮＫＥＧＤ，ＰＲＩＣＥＣＪ，ＭＡＲＲＭＣ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｔｏｘｉｃｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｅｍｏｄｉｎｉｎｒａｔｓａｎｄｍｉｃｅ［Ｊ］．ＢｉｒｔｈＤｅｆｅｃｔｓＲｅｓ

（ＰａｒｔＢ），２００４，７１（２）：８９
!

１０１．

［９］ＨＥＱＸ，ＬＩＵＫＣ，ＷＡＮＧＳＦ，ｅｔａｌ．Ｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙｅｍｏｄｉｎｏｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏｓ［Ｊ］．ＤｒｕｇａｎｄＣｈｅｍｉｃａｌＴｏｘｉｃｏｌｏｇｙ，

２０１２，３５（２）：１４９
!

１５４．

［１０］ＲＡＬＤＵ

ＡＤ，ＰＩ珟ＮＡＢ．Ｉｎｖｉｖｏｚｅｂｒａｆｉｓｈａｓｓａｙｓｆｏｒａｎａｌｙｚｉｎｇｄｒｕｇｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎＤｒｕｇＭｅｔａｂＴｏｘｉｃｏｌ，２０１４，１０（５）：

６８５－６９７．

［１１］陈维云，何秋霞，彭维兵，等．利用斑马鱼模型评价Ｖｃ和异ＶｃＮａ抑制黑色素的生物活性［Ｊ］．山东科学，２０１４，２７（６）：３１－３７．

［１２］ＨＡＬＬＡＲＥＡ，ＮＡＧＥＬＫ，ＫＯＨＬＥＲＨＲ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｅｍｂｒｙｏｔｏｘｉｃｉｔｙａｎｄｐｒｏｔｅｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｔｈｒｅｅｃａｒｒｉｅｒｓｏｌｖｅｎｔｓｔｏ

ｚｅｂｒａｆｉｓｈ（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）ｅｍｂｒｙｏｓ［Ｊ］．ＥｃｏｔｏｘｉｃｏｌＥｎｖｉｒｏｎＳａｆ，２００６，６３（３）：３７８－３８８．

［１３］陈锡强，侯海荣，刘可春，等．苍耳子提取物对斑马鱼的发育及运动行为的毒性研究［Ｊ］．山东科学，２０１４，２７（５）：９－１３．

［１４］王清秀，吴纯启，廖明阳．大黄及其主要成分的毒性毒理研究［Ｊ］．毒理学杂志，２００７，２１（４）：３０１－３０２．

［１５］Ｄ＇ＡＭＩＣＯＤ，ＥＳＴＩＶＩＬＬＸ，ＴＥＲＲＩＥＮＴＥＪ．Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇｔｏｚｅｂｒａｆｉｓｈｎｅｕｒｏｂｅｈａｖｉｏｒａｌｍｏｄｅｌｓ：Ｔｈｅｏｂｓｅｓｓｉｖｅ－ｃｏｍｐｕｌｓｉｖｅｄｉｓｏｒｄｅｒ

ｐａｒａｄｉｇｍ［Ｊ］．ＥｕｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１５，Ｓ００１４－２９９９（１５）：２４２－２４３．

８２


