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基于斑马鱼的香青兰总黄酮整体发育急性毒性评价研究
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摘 要：目的 利用模式生物斑马鱼研究香青兰总黄酮（TFDM）整体发育急性毒性。方法 采用发育至 48 h的斑马鱼暴露

于 5、10、20、40、42、44、46、48、50、100 μg·mL−1的TFDM，分别于暴露后 24、48 h（24、48 hpe），计算死亡率、半数

死亡浓度（LC50）值；测量每组斑马鱼幼鱼的体长，进行形态学观察并评分；显微镜下观察斑马鱼心脏形态并拍照，记录心

率，使用 Image-Pro Plus 5.1测量斑马鱼静脉窦-动脉球（SV-BA）距离；显微镜下观察各组斑马鱼是否有体侧水肿来判断TFDM

对肾脏的影响并拍照；应用肝脏标记绿色荧光的转基因斑马鱼 Tg（L-FABP∶EGFP），通过检测肝脏荧光强度和面积，观察

TFDM对肝脏毒性的影响。结果 TFDM的 24 hpe LC50为 50 μg·mL−1，48 hpe LC50为 48 μg·mL−1，100 μg·mL−1 TFDM组斑马

鱼幼鱼全部死亡。与空白对照组比较，20 μg·mL−1以下的TFDM对斑马鱼的形态和心、肝、肾各脏器无影响；20 μg·mL−1浓

度的TFDM处理斑马鱼 48 h导致个别斑马鱼鱼鳔体积减小或缺失，对其他脏器无显著影响；40 μg·mL−1的TFDM导致斑马

鱼出现轻微的心包水肿，处理 48 h以后斑马鱼体长显著减小（P＜0.01），形态评分显著下降（P＜0.01），斑马鱼的肝脏形态出

现轻微变化，但肝脏荧光强度和肝脏荧光面积无显著性变化，对肾脏无影响；暴露在 50 μg·mL−1的TFDM中 24 h，斑马鱼

出现心包水肿，心率显著下降（P＜0.05），肝脏荧光强度和面积显著减小（P＜0.05），肾脏无明显变化。结论 TFDM对斑

马鱼的毒性较小，低浓度（≤10 μg·mL−1）的TFDM对斑马鱼无毒性；中浓度（20 μg·mL−1）下TFDM对斑马鱼的毒性微

弱，仅导致部分斑马鱼鱼鳔体积减小或缺失，对其他各脏器无毒性；高浓度（≥40 μg·mL−1及以上）下有轻微的心脏毒性

和肝脏毒性，在临床应用中有必要合理控制用量。
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Abstract: Objective To study the effects of total flavonoids of Dracocephalum moldavica L. (TFDM) on overall developmental

acute toxicity of zebrafish. Methods Zebrafish embryos at 48 hpf (hours post fertilization) were exposed to different concentrations
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(5, 10, 20, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 100 μg·mL−1) of TFDM. The mortality rate and half death concentration (LC50) were recorded at 24

and 48 hpe (hours post exposure). The body length of each group of juvenile zebrafish was measured, morphological observation

and scoring were carried out. The heart morphology of zebrafish was observed and photographed under a microscope, and the

heart rate was recorded. Image-pro Plus 5.1 was used to measure the distance between zebrafish venous sinus and arterial

sphere (SV-BA). The influence of TFDM on kidney was determined by observing lateral edema of zebrafish in each group

under the microscope and taking pictures. Transgenic zebrafish Tg (L-FABP∶ EGFP) labeled with green fluorescence in liver

was used to observe the effect of TFDM on liver toxicity by detecting the intensity and area of liver fluorescence. Results The

24 hpe LC50 of TFDM was 50 μg·mL−1 and the 48 hpe LC50 was 48 μg·mL−1 and all the juvenile zebrafish in TFDM 100 μg·mL−1

group died. Compared with blank control group, TFDM under 20 μg·mL−1 had no effect on morphology and organs of heart,

liver and kidney of zebrafish. TFDM treatment with 20 μg·mL−1 concentration for 48 h resulted in decreased or lost swim

bladder volume of individual zebrafish, but had no significant effect on other organs. After treatment for 48 h, the body length

and morphology score of zebrafish were significantly decreased (P < 0.01), and the liver morphology of zebrafish was slightly

changed, but the liver fluorescence intensity and liver fluorescence area had no significant change, and had no effect on kidney.

After exposure to 50 μg·mL−1 TFDM for 24 h, pericardium edema was observed, heart rate decreased significantly (P < 0.05),

liver fluorescence intensity and area decreased significantly (P < 0.05), and kidney did not change significantly. Conclusion In

this study, TFDM was found to be less toxic to zebrafish. At low concentration (≤ 10 μg·mL−1), TFDM had no toxicity to

zebrafish. TFDM showed weak toxicity to zebrafish at medium concentration (20 μg·mL−1), which only reduced or lost the

swim bladder of some zebrafish, and had no toxicity to other organs. Slight cardiotoxicity and hepatotoxicity were observed at

high concentrations ( ≥ 40 μg·mL−1). Therefore, it is necessary to strengthen the management and control the dosage in clinical

application.

Key words: total flavonoids of Dracocephalum moldavica L.; overall developmental acute toxicity; Zebrafish; heart; kidneys; liver

香青兰 Dracocephalum moldavica L. 为蒙古族

和维吾尔族的常用药材，临床常用来治疗冠心病、

高血压、心绞痛、动脉硬化、心肌缺血等疾病［1］。随

着香青兰研究的逐步深入，现已从香青兰中提取分

离出糖类、蛋白质和氨基酸类、挥发油类、甾体类、

三萜类、苯丙素类、黄酮类和各种微量元素等成

分［2］。近些年来，香青兰中黄酮类化合物因具有广

泛的生物功能而成为研究热点。大量研究显示，黄

酮类化合物对心血管系统和内分泌系统等都具有

调节作用［3］。前期研究证实，香青兰有效部位香青

兰 总 黄 酮（total flavonoids of Dracocephalum

moldavica，TFDM）具有较好的心脏保护作用［4-5］。

而关于TFDM的整体发育急性毒性尚未见报道。

斑马鱼成年鱼个体小、易饲养，繁殖力强、发育

快速、性成熟期短，胚胎体外发育且透明，便于观

察［6］。斑马鱼基因与人类基因组约有 87% 的相似

性［7］，约 70% 的人类基因至少有 1个明显的斑马鱼

同源基因［8］。斑马鱼的生理特性与哺乳动物高度相

似，已被广泛应用于化合物的安全性评价，尤其是

研究化合物对心、肝、肾等主要脏器的影响［9-10］。因

此本研究选择新型模式生物斑马鱼，探讨TFDM对

斑马鱼整体发育急性毒性的影响，为临床指导合理

用药提供理论参考依据。

1 材料

1.1 实验动物

本实验采用的斑马鱼为野生型AB和肝脏标记

绿色荧光的转基因斑马鱼Tg（L-FABP∶EGFP），由山

东省科学院生物研究所斑马鱼药物筛选平台提供。

斑马鱼在黑暗/光照（10 h/14 h）条件下培养，温度

28 ℃。在实验前 1天 15∶30时取健康性成熟的雌雄

斑马鱼，按雌雄 1∶1或者 1∶2的比例放入产卵缸，隔

板分开。第 2天 8∶30时抽板，11∶00时收集受精卵。

将收集好的胚胎放到 28 ℃恒温培养箱中控光培养，

以备使用。

1.2 主要试剂

TFDM（新疆药物研究所自制，批号 201804，总

黄酮质量分数为 60.60%～62.35%），用二甲基亚

砜（DMSO）配制成储备液；斑马鱼幼鱼培养用水，含

0.4 mmol·L−1 CaCl2、5 mmol·L−1 NaCl、0.17 mmol·L−1

KCl、0.16 mmol·L−1 MgSO4。

1.3 主要仪器

SZX16 型体视荧光显微镜、DP2-BSW 图像

采集系统（日本 Olympus 公司）；斑马鱼养殖饲

养系统（中国北京爱生科技有限公司）；SPX-

280B-G 型光照培养箱（中国上海基星生物科技

有限公司）。
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2 方法

2.1 处理斑马鱼的方法

在斑马鱼发育至受精后 48 h（48 hours post

fertilization，48 hpf），挑选发育正常的斑马鱼幼鱼，

移入 24孔板的样孔中，每孔 10尾。根据预试验，设

定空白对照组（斑马鱼幼鱼培养用水）、溶剂对照

组（0.5% DMSO）、TFDM（5、10、20、40、42、44、

46、48、50、100 μg·mL−1）组，每组设 3 个重复孔。

随后于光照培养箱中恒温（28 ℃）孵育，连续处

理 2 d，每天换液。

2.2 TFDM对斑马鱼死亡率的影响

观察并记录施药后 24、48 h（24、48 hours post

exposure，24、48 hpe）各组斑马鱼的死亡情况（是否

有心跳作为判断斑马鱼是否存活的标准），计算死

亡率、半数死亡浓度（LC50）值。

2.3 TFDM对斑马鱼体长的影响及形态评分

24、48 hpe，显微镜下观察斑马鱼自主活动情

况，利用质量浓度为 0.3% 的三卡因溶液麻醉斑马

鱼，固定焦距侧面拍照。记录斑马鱼的形态学观察

指标，如体形、脑、上面部结构（眼、耳囊、嗅区）、下

面部结构（上下颚）、脊索、体节、尾、鳍、心脏、肝、

鳔、色素沉着等，并按照报道中方法［11］对每条斑马

鱼进行形态评分。5分：斑马鱼形态完全正常；4分：

轻微的形态变异，表现为发育迟缓或异常，并可恢

复；3 分：形态结构轻微的异常［11］。利用 Image-Pro

Plus 5.1软件测量每组斑马鱼幼鱼的体长（从鱼头至

鱼尾），评价 TFDM 作用后对斑马鱼生长是否有

影响。

2.4 TFDM对斑马鱼心脏毒性的影响

24、48 hpe，利用质量浓度为 0.3% 的三卡因麻

醉幼鱼1 min，于倒置显微镜下观察各组斑马鱼幼鱼

心脏情况。显微镜下观察斑马鱼心脏形态并拍照，

记录心率。使用 Image-Pro Plus 5.1测量斑马鱼静脉

窦-动脉球（SV-BA）距离。

2.5 TFDM对斑马鱼肾脏毒性的影响

24、48 hpe，将斑马鱼利用质量浓度为 0.3% 的

三卡因麻醉 1 min。显微镜下观察各组斑马鱼是否

有体侧水肿来判断 TFDM 对斑马鱼肾脏的影响并

拍照。

2.6 TFDM对斑马鱼肝脏毒性的影响

24、48 hpe，将斑马鱼用质量浓度为 0.3% 的三

卡因麻醉 1 min，然后用 4%甲基纤维素固定于载玻

片上，将斑马鱼固定侧面体位进行拍照。荧光显微

镜下拍照记录斑马鱼肝脏荧光情况。利用 Image-

Pro Plus 5.1 软件测量斑马鱼幼鱼肝脏荧光强度和

面积。

2.7 统计学分析

数据均用 x
—
±s表示，使用 GraphPad Prism 7.0、

SPSS 20.0和 Image-Pro Plus 5.1软件进行统计分析。

统计学差异采用ANOVA进行分析。

3 结果

3.1 TFDM对斑马鱼死亡率的影响

斑马鱼暴露在 5、10、20、40、42 μg·mL−1质量浓

度下的 TFDM 时均无死亡。44 μg·mL−1 质量浓度

下，斑马鱼出现死亡，24 hpe 的 LC50为 50 μg·mL−1，

48 hpe的LC50为 48 μg·mL−1。100 μg·mL−1浓度下斑

马鱼幼鱼全部死亡。结果见表1。

3.2 TFDM对斑马鱼形态的影响

3.2.1 TFDM对斑马鱼体长的影响 与空白对照组

比较，24 hpe，5、10、20、40 μg·mL−1 TFDM组斑马鱼

的体长无显著差异 ；48 hpe，5、10、20 μg·mL−1

TFDM组斑马鱼的体长无显著差异，但在40 μg·mL−1的

TFDM处理下，斑马鱼体长显著减小（P＜0.01）。结

果见图1。

3.2.2 形态评分 图 2为TFDM暴露 48 h的各浓度

斑马鱼的图像记录。空白对照组斑马鱼各器官清

晰可见、色素分布均匀、鱼鳔发育正常、体节明显可

见，形态评分为 5分。与空白对照组比较，暴露在 5、

10 μg·mL−1的 TFDM 时，斑马鱼幼鱼的形态无显著

差异；20 μg·mL−1质量浓度下，24 hpe斑马鱼幼鱼的

表1 暴露于不同浓度的TFDM的斑马鱼累积死亡率（x
—

±s，
n=3）

Table 1 Cumulative mortality of zebrafish exposed to

different concentrations of TFDM (x
—

±s, n=3)

组别

空白对照

溶剂对照

TFDM

浓度/

（μg·mL−1）

—

—

5

10

20

40

42

44

46

48

50

100

死亡率/%

24 hpe

0.00±0.00

0.00±0.00

0.00±0.00

0.00±0.00

0.00±0.00

0.00±0.00

0.00±0.00

6.67±3.33

23.33±3.33**

26.67±3.33**

50.00±5.77**

100.00±0.00**

48 hpe

0.00±0.00

0.00±0.00

0.00±0.00

0.00±0.00

0.00±0.00

0.00±0.00

0.00±0.00

23.33±8.82

33.33±3.33**

50.00±0.00**

100.00±0.00**

100.00±0.00**
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形态正常，48 hpe部分斑马鱼幼鱼的鱼鳔体积减小

或缺失，但未出现其他畸形，形态评分均值为 4.6；

40 μg·mL−1质量浓度下，48 hpe 斑马鱼幼鱼出现鱼

鳔缺失的现象，并出现轻微的心包水肿，形态评分

均值为3.4，差异显著（P＜0.01）。

3.3 TFDM对斑马鱼心脏的影响

3.3.1 TFDM 对斑马鱼心脏形态的影响 24 hpe，

与空白对照组比较，TFDM 5、10、20 μg·mL−1组斑马

鱼心脏形态正常，心包无水肿；TFDM 40、50 μg·mL−1组

斑马鱼出现轻微的心包水肿。

48 hpe，与空白对照组比较 ，TFDM 5、10、

20 μg·mL−1组斑马鱼心脏形态正常，心包无水肿；

TFDM 40 μg·mL−1组斑马鱼出现轻微的心包水肿现

象。结果见图3。

3.3.2 TFDM 对斑马鱼心率和 SV-BA 距离的影响

24 hpe ，与 空 白 对 照 组 比 较 ，TFDM 5 、10 、

 

 

 
 

空白对照       溶剂对照     TFDM 5 μg∙mL−1  TFDM 10 μg∙mL−1  TFDM 20 μg∙mL−1  TFDM 40 μg∙mL−1 

 

空白 溶剂  5    10   20   40 

对照 对照   TFDM/(μg∙mL−1) 

 

** 

 

6 

5 

4 

3 

2 

形
态
评
分

 

黄色箭头-鱼鳔缺失；红色箭头-心包水肿；与空白对照组比较：**P＜0.01

Yellow arrow - loss of swim bladder; red arrow- pericardium edema; **P < 0.01 vs blank control group

图 2 暴露于不同浓度的TFDM 48 h的斑马鱼形态变化（x
—

±s，n=5）

Fig. 2 Morphological changes of zebrafish exposed to different concentrations of TFDM for 48 h (x
—

±s, n=5)

与空白对照组比较：**P＜0.01
**P < 0.01 vs blank control group

图 1 斑马鱼幼鱼经TFDM处理24、、48 h后的形态学变化（x
—

±s，n=5）

Fig. 1 Morphological changes of zebrafish embryos treated with TFDM for 24 and 48 h (x
—

±s, n=5)
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20、40 μg·mL−1组斑马鱼心率均无显著变化，50 μg·mL−1

组斑马鱼幼鱼心率显著下降（P＜0.05）。与空白对

照组比较，TFDM组的斑马鱼幼鱼 SV-BA距离无显

著变化。

48 hpe，与空白对照组比较，暴露在 5、10、20、

40 μg·mL−1浓度下斑马鱼幼鱼的心率和 SV-BA距离

均无显著变化。结果见图4。

3.4 TFDM对斑马鱼肾脏的影响

通过观察 24、48 hpe各组斑马鱼体侧形态的变

化情况来判断 TFDM 对斑马鱼肾脏的毒性。与空

白对照组比较，TFDM各处理组斑马鱼幼鱼体侧均

无水肿，形态正常。结果见图5。

3.5 TFDM对斑马鱼肝脏的影响

利用荧光显微镜观察 TFDM 对斑马鱼肝脏的

影响。结果显示，24 hpe，与空白对照组比较，

TFDM在 5、10、20、40 μg·mL−1时斑马鱼幼鱼的肝脏

形态、肝脏荧光强度和肝脏荧光面积无显著性差

异，50 μg·mL−1的 TFDM 导致斑马鱼肝脏荧光面积

和肝脏荧光强度显著减小（P＜0.05）。

48 hpe，与空白对照组比较，暴露在 TFDM 5、

10、20 μg·mL−1的斑马鱼幼鱼肝脏形态、肝脏荧光强

度、肝脏荧光面积均无显著差异；40 μg·mL−1浓度下

斑马鱼幼鱼的肝脏荧光强度和肝脏荧光面积无显

著差异，但肝脏形态发生变化。结果见图6。

与空白对照组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs blank control group

图4 斑马鱼幼鱼经TFDM处理后心率和SV-BA距离的变化（x
—

±s，n=5）

Fig. 4 Changes of heart rate and SV-BA distance of juvenile zebrafish treated with TFDM (x
—

±s, n=5)

 

 

 

 
 

 

 

空白对照         溶剂对照       TFDM 5 μg∙mL−1     TFDM 10 μg∙mL−1     TFDM 20 μg∙mL−1    TFDM 40 μg∙mL−1   TFDM 50 μg∙mL−1 

 

空白对照              溶剂对照          TFDM 5 μg∙mL−1         TFDM 10 μg∙mL−1         TFDM 20 μg∙mL−1        TFDM 40 μg∙mL−1 

 

24 hpe 

 

48 hpe 

 

图5 斑马鱼幼鱼经TFDM处理24、、48 h后的体侧形态学变化

Fig. 5 Somatic morphological changes of zebrafish treated with TFDM for 24 and 48 h

红色箭头-心包水肿

Red arrow-pericardium edema

图3 斑马鱼幼鱼经TFDM处理24、、48 h后的心脏形态学变化

Fig. 3 Morphological changes of zebrafish heart embryos treated with TFDM for 24 and 48 h
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4 讨论

在欧洲，动脉粥样硬化性心血管疾病（CVD）是

导致人类过早死亡的主要原因，80%以上的心血管

疾病死亡率发生在发展中国家。CVD造成的死亡

率和残疾非常高，因此CVD仍然是导致生产力损失

的主要原因［12］。香青兰在我国北方地区较多见，主

要作为民族药物使用，被广泛用于治疗冠心病、心

绞痛和心肌缺血等，其化学成分复杂，药理作用广

泛［13］。但目前未见对 TFDM 整体发育急性毒性评

价的报道，这限制了香青兰的充分开发利用。

斑马鱼在心血管系统、神经系统以及肾脏、肝

脏系统等方面都与人类对应的组织具有极其相似

的发育机制与特点。很多欧美国家现已广泛应用

斑马鱼模型进行化合物的活性筛选与安全性评

价［14］。因此本研究采用斑马鱼模型对 TFDM 的整

体发育急性毒性进行评价，为对TFDM的综合开发

利用提供参考。

本实验采用不同浓度的TFDM来暴露 48 hpf的

斑马鱼胚胎，结果显示，TFDM在 20 μg·mL−1浓度以

下对斑马鱼的死亡率、形态、心肝肾各脏器无影响，

20 μg·mL−1 浓度处理斑马鱼 48 h 导致个别斑马

鱼鱼鳔体积减小或缺失，对其他脏器无显著影

响。40 μg·mL−1浓度时导致斑马鱼出现轻微的心包

水肿，在处理 48 h以后斑马鱼的肝脏形态出现轻微

变化，但对肾脏无影响。斑马鱼暴露在 50 μg·mL−1

的TFDM中 24 h，斑马鱼出现心包水肿和肝脏形态

的变化。

斑马鱼全身透明，可以利用显微镜直观的观察

其心脏形态变化和心率变化等［15］。斑马鱼的心率

反映了心脏的泵血功能［16］。斑马鱼的 SV是血液进

入心房的部位，BA 是血液流出心室的部位，心脏

SV-BA 距离的变化能反映心脏损伤程度［17］。本实

验以心率和 SV-BA 距离为指标来判断 TFDM 对斑

马鱼心脏的毒性影响。24 hpe，与空白对照组比较，

除 TFDM 为 50 μg·mL−1时斑马鱼心率减小外，其他

各浓度组（5、10、20、40 μg·mL−1）的斑马鱼心率均无

显著性变化；TFDM组斑马鱼的 SV-BA距离无显著

性差异。48 hpe，与空白对照组比较，各浓度组（5、

10、20、40 μg·mL−1）斑马鱼的心率、SV-BA距离均无

显著性差异。提示高浓度的 TFDM 对心脏有轻微

毒性。

肾脏是动物最主要的排泄器官，肾毒性会引起

斑马鱼幼鱼的局部水肿，如心包水肿、脑水肿和体

侧水肿等［18-19］。本实验观察到所有浓度下斑马鱼幼

鱼的心包、脑部、体侧形态没有变化，证明TFDM对

斑马鱼幼鱼的肾脏没有毒性。本实验利用肝脏荧

光转基因品系斑马鱼Tg（L-FABP：EGFP），通过检测

斑马鱼肝脏荧光强度和肝脏荧光面积来评价TFDM

对斑马鱼肝脏的毒性。结果发现，在 24 hpe，与空白

对照组比较，50 μg·mL−1的 TFDM 导致斑马鱼肝脏

荧光强度和肝脏荧光面积显著减小，其他浓度组斑

马鱼的肝脏荧光强度和肝脏荧光面积无显著性差

与空白对照组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs blank control group

图6 斑马鱼幼鱼经TFDM处理后的肝脏荧光强度和荧光面积（x
—

±s，n=5）

Fig. 6 Liver fluorescence intensity and fluorescence area of zebrafish embryos treated with TFDM (x
—

±s, n=5)
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异。48 hpe，与空白对照组比较，各浓度组的肝脏荧

光强度和肝脏荧光面积均无显著变化。提示高浓

度的TFDM对肝脏具有轻微毒性。

本实验对 TFDM 整体发育急性毒性进行初步

探索，研究证明了 TFDM 对斑马鱼的毒性较小，在

高浓度下（40 μg·mL−1及以上）才会影响斑马鱼的形

态，致畸的表现为鱼鳔的缺失或充气功能障碍、心

包轻微水肿、肝脏荧光强度和肝脏荧光面积减小，

但致畸毒性较小。因此，说明TFDM在应用中较安

全，副作用较小，但应合理控制用量。但是，TFDM

在临床应用中的急性毒性，尚需通过其他的方法或

者动物模型做进一步探讨。
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