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白及为兰科植物白及 Ｂｌｅｔｉｌｌａｓｔｒｉａｔａ（Ｔｈｕｎｂ．）
Ｒｅｉｅｈｂ．ｆ．的干燥块茎，又名连及草、紫兰等，最早见于
《神农本草经》，１９６３年后收藏于各个版本的《中药药
典》，野生品主产于贵州、四川等地犤１犦。白及具有收敛止

血、消肿生肌之功效，临床主治咯血、吐血、肺结核咳血、

外伤出血、溃疡疼痛、汤火灼伤、皮肤皲裂和疮疡肿毒

等，疗效显著犤２犦。Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ为白及中含量较高的活性成
分，在白及药材中的含量为 １．４５％～３．３２％犤３犦。Ｍｉｌｉ

白及主要活性成分Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ对斑马鱼胚胎发育的安全性评价

陈 浩，刘 慧，郑 林，李月婷，李勇军，巩仔鹏，黄 勇，刘丽娜△

（贵州医科大学·贵州省药物制剂重点实验室／药用植物功效与利用国家重点实验室·民族药与中药开发应用教
育部工程研究中心，贵州 贵阳 ５５０００４）

摘要：目的 探讨白及主要活性成分 Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ对斑马鱼胚胎发育的影响。方法 以受精后小时（ｈｐｆ）为时间段，将６ｈｐｆ的胚胎暴露在不
同质量浓度（０．０２５，０．０５０，０．１００，０．２００，０．８００，１．６００，３．２００ｇ／Ｌ）Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ溶液中，且设置空白对照组，２４ｈ更换 １次药液。分别于

２４，４８，７２，９６，１４４ｈｐｆ时通过显微镜观察斑马鱼胚胎的发育形态，测定 ２４ｈｐｆ胚胎尾部自主抽动频率，４８ｈｐｆ心率，４８，７２，９６ｈｐｆ孵化
率，７２，９６，１４４ｈｐｆ死亡率和畸形率。结果 除质量浓度为０．０２５，０．０５０，０．１００ｇ／Ｌ溶液中孵育的胚胎外，其余质量浓度溶液中孵育的胚
胎２４ｈｐｆ尾部抽动数与空白对照组比较有显著差异（Ｐ＜０．０５），且随着质量浓度的增加，斑马鱼胚胎的尾部自主抽动次数减少；除质
量浓度为０．０２５ｇ／Ｌ和０．０５ｇ／Ｌ溶液中孵育的胚胎外，其余质量浓度孵育的胚胎与空白对照组比较有显著差异（Ｐ＜０．０１），且随着质
量浓度的增加，斑马鱼胚胎的心率变缓；各浓度组胚胎孵化率在不同时间段呈现不同趋势，中间浓度组胚胎的孵化率较高，与空白对照

组比较有明显差异（Ｐ＜０．０５）；斑马鱼胚胎的死亡率和畸形率均随时间的延长和浓度的增大而逐渐增大。结论 初步评价了白及有效

成分 Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ对斑马鱼胚胎发育的安全性，为其创新药物研制和临床安全用药提供了参考。
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Ａ．空白对照组 Ｂ～Ｉ．Ｍｉｌｔａｒｉｎｅ溶液组（０．０２５，０．０５０，０．１００，

０．２００，０．４００，０．８００，１．６００，３．２００ｇ／Ｌ）

图１ Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ对斑马鱼胚胎７２ｈｐｆ形态发育的影响

ｔａｒｉｎｅ能改善慢性脑缺血大鼠的认知功能障碍，减轻脑
白质缺血性损伤，舒张血管犤４犦。模式生物斑马鱼近年来

成为药物评价和毒性筛选的首选模型犤５－６犦。作为一种脊

椎动物模型，斑马鱼与人类基因相似度高达 ８７％犤７－８犦，

且具有完整的组织器官，其胚胎及幼鱼对大多数药物的

反应与人类临床反应相似犤９－１０犦。斑马鱼胚胎在母体外发

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的形态变化及血液流动情况，能极

大地弥补体内试验与体外试验之间的间隙犤１１犦。本研究

中选择以斑马鱼胚胎为模型，研究白及主要活性成分

Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ对斑马鱼胚胎发育的毒性作用，为 Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ
的创新药物研发、临床安全用药提供参考。

１ 材料与方法

１．１ 材料
仪器：奥林巴斯 ＣＸ４１ＲＦ型电子显微镜（奥林巴斯

株式会社）；ＤＨ６０００ＢⅡ型电热恒温培养箱（天津市泰斯
特仪器有限公司）；ＡＥ２４０电子天平（十万分之一，梅特
勒－托利多仪器上海有限公司）；超纯水机（四川沃特尔
科技发展有限公司）；超声波清洗器（功率为 ２５０Ｗ，频
率为 ２７～３４ｋＨｚ，北京医疗设备二厂）；微量移液器（德
国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ股份公司）。

试药与动物：Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ对照品（批号为 ｐｓ１７１１２８－
０４，含量≥９８％，成都普思生物科技股份有限公司）；德
国 Ｔｕｂｉｎｇｅｎ野生型斑马鱼胚胎，由贵州医科大学基础
医学院斑马鱼平台提供。

１．２ 方法
１．２．１ 溶液制备

Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ贮备液：称取Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ适量，溶于斑马鱼
培养液（０．０６ｇ／Ｌ海盐、亚甲基蓝）中，超声溶解，配成
５ｇ／Ｌ的贮备液，置４℃冰箱中储存。

Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ样品溶液：根据预试验结果，用培养液将
贮备液稀释至０．０２５，０．０５０，０．１００，０．２００，０．４００，０．８００，
１．６００，３．２００ｇ／Ｌ，作为Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ溶液组。

Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ样品溶液处理斑马鱼胚胎：除去未受精
卵、粪便、死胎等杂物，置２８℃恒温培养箱中孵育至受
精后 ６ｈ，选取正常发育的胚胎，转入含有２．５ｍＬ不同
质量浓度（０．０２５，０．０５０，０．１００，０．２００，０．４００，０．８００，
１．６００，３．２００ｇ／Ｌ）的 Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ溶液牗１２孔板牘，每孔分
别放入２４枚受精卵，每个质量浓度设置３个平行组且
设空白对照组。将挑选好的胚胎放入 ２８℃恒温培养箱
中培养，每隔２４ｈ更换１次溶液，试验过程中应及时将
死亡的胚胎挑出，以防对其余胚胎产生影响。

１．２．２ 检测指标

Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ对斑马鱼胚胎发育的影响：以斑马鱼胚
胎培养液中发育的胚胎为空白对照组，通过电子显微镜

分别于２４，４８，７２，９６，１４４受精后小时（ｈｐｆ）时间点观察
各胚胎的形态变化与发育情况，并详细记录，统计不同

时间终点的死亡数、畸形数，并拍照记录状态。

斑马鱼胚胎 ４８ｈｐｆ心率犤１２犦：记录 ４８ｈｐｆ胚胎 １０ｓ
内心率，每一质量浓度下随机取６枚胚胎进行统计。

斑马鱼胚胎孵化率犤１２犦：分别选择 ４８，７２，９６ｈｐｆ统
计胚胎的孵化率。统计应用 Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ后斑马鱼胚胎的
孵化率。孵化率（％）＝每孔已孵化胚胎／每孔总胚胎个
数×１００％。

斑马鱼死亡率和畸形率犤１３犦：分别于 ７２，９６，１４４ｈｐｆ
时统计胚胎的畸形和死亡情况。畸形率牗％牘＝（畸形数＋
死亡数）／胚胎总数 ×１００％，死亡率牗％牘＝死亡数 ／胚
胎总数×１００％。
１．３ 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ２３．０统计学软件进行数据分析。试验
结果用 Ｘ±ｓ表示，组间采用单因素方差分析比较。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 对斑马鱼胚胎发育的影响
６ｈｐｆ开始用含不同质量浓度的 Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ溶液孵

育斑马鱼胚胎后，观察了 ２４～１４４ｈｐｆ期间 ５个时间点
不同质量浓度Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ溶液组及空白对照组斑马鱼胚
胎不同发育阶段的形态变化。Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ各组斑马鱼胚
胎出现不同程度的畸形。同一时间点，剂量越大畸形情

况越严重；同一浓度下，随着时间的延长畸形情况越严

重。畸形主要表现为心包囊水肿、尾部和脊柱弯曲、卵黄

囊水肿及色素沉积、头部和眼部发育不良。Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ对
斑马鱼胚胎７２ｈｐｆ形态发育的影响见图１。

２．２ 对斑马鱼胚胎检测指标的影响
结果见表 １。随着溶液浓度的增加，斑马鱼胚胎

·研究·
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质量浓度

（ｇ／Ｌ）

０（空白对照组）

０．０２５
０．０５０
０．１００
０．２００
０．４００
０．８００
１．６００
３．２００

２４ｈｐｆ尾部自主
抽动次数（次／分）

１４．６７±１．２１
１４．００±０．８９
１３．１７±１．１７
１２．３３±０．８２
１１．００±１．４１

９．５０±０．５５

９．１７±１．１７

５．６７±１．０３

０．００±０．００

４８ｈｐｆ心率
（次 ／１０ｓ）

１３．６７±０．５２
１２．６７±１．０３
１２．００±１．４１
９．１７±０．７５

８．６７±０．５２

８．００±０．８９

７．６７±１．０３

７．３３±０．８２

５．６７±１．０３

４８ｈｐｆ
５．５６±２．４４
９．７２±２．４１
１３．８９±２．４１

２６．３９±６．３７

３４．７２±４．８１

２６．３９±２．４１

２２．２２±６．３７

１２．５０±４．１７
６．９４±２．４０

孵化率（％）

７２ｈｐｆ
６２．５０±４．１７
６３．８９±８．６７
７２．２２±６．３７

７６．３９±２．４１

８０．５６±６．３６

７５．００±４．１７

６９．４４±６．３６
６１．１１±４．８１
５１．３９±２．４１

９６ｈｐｆ
９８．６１±２．４１
９７．２２±２．４１
９４．４４±６．３６
９７．２２±２．４１
９１．６７±４．１７
８３．３３±８．３３

７９．１７±４．１７

７５．００±８．３３

６５．２８±６．３６

７２ｈｐｆ
０．００±０．００
０．００±０．００
０．００±０．００
５．５６±２．４０

９．７２±２．４１

２３．６４±４．８１

３７．５０±４．１７

６３．８９±４．８１

７３．６１±８．７６

９６ｈｐｆ
０．００±０．００
０．００±０．００
８．３３±４．１７

１３．８９±２．４１

２５．００±４．１７

３８．８９±４．８１

５９．７２±２．４１

８３．２２±７．２２

１００．００±０．００

１４４ｈｐｆ
０．００±０．００
０．００±０．００
１１．１１±２．４１

１６．６７±４．１７

３０．５６±２．４１

６５．２８±４．８１

９８．６１±２．４１

１００．００±０．００

１００．００±０．００

７２ｈｐｆ
０．００±０．００
６．９４±２．４０

１３．８９±２．４１

２６．４２±４．８４

４８．６１±２．４１

５９．７２±６．３７

１００．００±０．００

１００．００±０．００

１００．００±０．００

９６ｈｐｆ
０．００±０．００
３４．７２±２．４１

５０．００±４．１７

６３．８９±６．３６

７７．７８±２．４１

８１．９４±６．３６

１００．００±０．００

１００．００±０．００

１００．００±０．００

１４４ｈｐｆ
０．００±０．００
５２．７８±６．３７

７５．００±４．１７

８８．８９±２．４１

１００．００±０．００

１００．００±０．００

１００．００±０．００

１００．００±０．００

１００．００±０．００

质量浓度

（ｇ／Ｌ）

０牗空白对照组牘

０．０２５
０．０５０
０．１００
０．２００
０．４００
０．８００
１．６００
３．２００

死亡率 畸形率

表１ Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ对斑马鱼胚胎检测指标的影响（Ｘ±ｓ，ｎ＝６）

注：与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１。表２同。

的尾部自主抽动次数越少，在 Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ质量浓度为
３．２ｇ／Ｌ组中，斑马鱼胚胎未出现尾部自主抽动情况。
随着质量浓度的增加，斑马鱼胚胎的心率变缓。

２．３ 对斑马鱼胚胎不同时间段死亡率和畸形率的影响
结果见表２。

３ 讨论

斑马鱼早期胚胎透明，在显微镜下可清晰观察整体

动物多个主要器官的发育情况犤１４犦，具备整体评价药效

学及药动学、代谢活性等优势，斑马鱼生物模型便于检

测分析中药毒性犤１５犦。

本研究结果表明，在２４ｈｐｆ前，Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ溶液组胚
胎发育在形态上与空白对照组比较无明显差异，但随着

时间的推移，除质量浓度为０．０２５，０．０５０，０．１００ｇ／Ｌ外，
其他质量浓度组胚胎的尾部自主抽动次数与空白对照组

比较有明显差异（Ｐ＜０．０５）。自主抽动是斑马鱼胚胎最初
的运动特征，主要由脊柱运动神经元支配肌肉系统而

发生犤１６犦。随着质量浓度的增加，斑马鱼胚胎的尾部自主抽

动次数越少。在Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ浓度３．２ｇ／Ｌ组中，斑马鱼胚胎
未出现尾部自主抽动情况，表明在２４ｈｐｆ时Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ对
斑马鱼胚胎脊柱神经系统或运动系统造成了一定影响。

心脏是胚胎发育过程中最早发育并发挥功能的器

官，心率是体现心脏功能的一个重要指标，胚胎发育４８ｈ
后心率基本趋于稳定犤１７－１８犦。故选择在此时测定其心率。

结果表明，Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ能使斑马鱼胚胎的心率明显降低，
且质量浓度越高，心率降低越明显，说明高质量浓度的

Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ溶液会对胚胎发育产生心脏毒性。
孵化率是斑马鱼胚胎毒性评价的重要指标。本研究

结果显示，４８ｈｐｆ时，Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ各质量浓度组能促进胚
胎出膜；７２ｈｐｆ时，０．０５０，０．１００，０．２００，０．４００ｇ／Ｌ质量
浓度能促进斑马鱼胚胎出膜，３．２ｇ／Ｌ质量浓度能抑
制斑马鱼胚胎出膜；９６ｈｐｆ时，０．４００，０．８００，１．６００，
３．２００ｇ／Ｌ质量浓度能抑制斑马鱼胚胎出膜。给药后，
斑马鱼胚胎中质量浓度出膜较快可能是由于胚胎神经

受到药物的影响，产生兴奋行为，较空白对照组出膜快，

而高质量浓度由于浓度过高，神经由兴奋变为抑制，因

而出现出膜延迟或不出膜现象犤１９犦。

结果表明，在同一时间点，随着给药质量浓度的增

加（除 ０．０２５ｇ／Ｌ和 ０．０５ｇ／Ｌ在 ７２ｈｐｆ时未出现死
亡），斑马鱼胚胎的死亡率和畸形率逐渐增加，与空白对

照组比较有显著差异（Ｐ＜０．０１）；在同一质量浓度，随
着给药时间的延长（除０．０２５ｇ／Ｌ未出现死亡），斑马鱼
胚胎的死亡率和畸形率逐渐增加，与空白对照组比较具

有显著差异（Ｐ＜０．０１）。１．６００ｇ／Ｌ，３．２００ｇ／Ｌ的斑马
鱼胚胎在７２ｈｐｆ出现心包水肿、色素沉积，且随着时间的
延长和浓度的增大，胚胎死亡率和畸形率呈现递增趋势，

表明死亡和畸形情况与给药时间和给药浓度均相关。

综上所述，Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ溶液的浓度对斑马鱼胚胎发
育的毒性存在量效关系，其作用时间长短对胚胎发育

毒性也存在明显的剂量效应，高浓度（１．６００ｇ／Ｌ和
３．２００ｇ／Ｌ）Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ溶液对斑马鱼胚胎发育影响显著，
主要表现在使神经、系统损害、心脏组织发育异常，生理

上的运动功能丧失。虽然斑马鱼胚胎及幼鱼对大多数药

物反应与人类临床反应相似犤２０犦，通过该试验能为以后临

床用药提供初步的数据参考，后续研究中将会用不同种

属的动物对Ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ的安全性进行全面的系统研究。
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