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基于斑马鱼模型的中药致肝脏毒性评价的研究进展
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摘 要： 中药的广泛使用，提高了肝脏毒性发生风险。斑马鱼模型在肝脏毒性研究中显现出较大潜力的同时，也面临评价

标准难以统一的问题。在使用斑马鱼进行药物肝损伤检测和评价之前应先明确其在不同生长阶段的肝功能状态，利用斑马

鱼胚胎和幼鱼的通体透明的特点，以胚胎的孵化率、死亡率、畸形率作出初步的发育毒性判断，以幼鱼肝脏灰度值，肝脏

面积大小，卵黄囊吸收程度作为药物是否具有肝脏毒性的判断标准，利用成鱼肝脏容易分离的特点研究肝脏毒性的作用机

制。检测时可根据这些指标判断斑马鱼肝脏发育阶段，为其是否发生药物肝损伤提供依据，从而进一步提高临床用药安全

性。综述了不同发育时期斑马鱼评估中药肝毒性的研究方法及研究进展，以期为后续中药的肝脏毒性评价提供参考。
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Research progress on evaluation of hepatotoxicity of traditional Chinese 

medicine based on zebrafish model
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Abstract: The extensive use of Chinese medicine increases the risk of liver toxicity. While zebrafish model shows great potential in 

hepatotoxicity research, it also faces the problem that evaluation criteria are difficult to unify. Before using zebrafish for drug liver 

injury detection, the liver function status of zebrafish at different growth stages should be clearly defined. Given that the whole 

transparent characteristics of zebrafish embryos and juvenile fish, the preliminary developmental toxicity judgment can be made 

based on the hatching rate, mortality rate and deformity rate of embryos. The degree of yolk sac absorption is used as the criterion to 

judge whether the drug has hepatotoxicity. The mechanism of hepatotoxicity is studied by using the characteristics of easy separation 

of adult fish liver. These indicators can be used to determine the liver development stage of zebrafish and provide evidence for 

whether drug liver injury occurs, so as to further improve clinical drug safety. This paper reviewed the research methods and 

progress of evaluating hepatotoxicity of traditional Chinese medicine in zebrafish at different developmental stages, in order to 

provide reference for the subsequent detection of hepatotoxicity of traditional Chinese medicine.

Key words: traditional Chinese medicine; zebrafish; liver injury; hepatotoxicity; drug-induced liver injury; detection of 

hepatotoxicity

中药逐渐受到更多的认同和接纳，但是中药在

广泛应用的同时也增加了药物性肝脏毒性的风

险［1］。研究显示，部分中药产生肝毒性的剂量恰好

是药物发挥药效的合理剂量［2］。对中药的肝脏毒性

进行安全性评价已成为合理用药必不可少的环

节［3］。然而，啮齿类动物和细胞已经难以满足检测
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需求，亟需寻找更为适用的肝毒性评价模型。在新

药研发和临床应用领域，斑马鱼作为新的模式生物

应用越来越广泛［4］。

模式生物斑马鱼属于脊椎动物，和人类基因高

度同源，肝脏发育与哺乳动物高度保守［5］，具有与人

类高度相似的细胞色素P450（CYP）酶系统，可以模

拟人体内的药物代谢过程，具有生长速度快，繁殖

能力强，实验成本低的优点。斑马鱼应用于中药毒

理学检测，既兼顾了中药在体内的循环分布，反映

中药的整体生物活性，又极大提高了毒性检测的准

确度［6］，实现高通量筛选的目的，这些优势使斑马鱼

成为了沟通体外和体内毒性检测的桥梁。此外，斑

马鱼的使用符合动物试验的减少、完善和替代

原则［7-8］。

斑马鱼从出生到成鱼可分为 3个重要时期，胚

胎期、幼鱼期和成鱼期［9］。利用不同发展阶段的斑

马鱼联合分析，可以建立一个快速筛查各种毒物的

完整系统［10］，这也成为斑马鱼肝脏毒性评价的一大

特色。本文综述了基于不同发育时期斑马鱼肝毒

性评价中的方法和研究进展，旨在为有关中药及其

相关化合物在肝脏损伤方面的评价提供参考。

1　基于胚胎模型的中药肝脏毒性评价

斑马鱼胚胎模型，是指在斑马鱼出生后至受精

后 72 h，斑马鱼未发育出完整的肝脏，以绒毛囊包裹

的形式存在。肝细胞和胚胎组织发育不成熟，药物

的毒性体现为胚胎毒作用，一旦检测出，停药后就

很难恢复［11］。可以从形态和功能方面进行胚胎毒

作用初步评价。胚胎周围的卵膜（绒毛膜）和胚胎

组织的透明性使得观察整个胚胎时期的发育成为

可能，斑马鱼胚胎在母体外部发育，并且通体透明

使发育畸形和胚胎毒性效应容易进行评分［12］，同时

能较好地观测斑马鱼发育形成完整器官的过程。

孵化率和形态畸形在斑马鱼胚胎发育过程中起重

要作用，特别是孵化率，是评价胚胎毒作用的重要

指标。统计了文献中引起斑马鱼胚胎毒性作用的

中药及其有效成分，以及引起胚胎的改变。

1.1　斑马鱼胚胎毒作用评价方法

目前为止，仍然缺乏中药给予斑马鱼胚胎、幼

鱼和人体或哺乳类动物之间的剂量换算数据，因此

中药成分给药浓度以半数致死剂量（LC50）为参

考［11］，一般表达两个含义，首先半致死剂量，可以保

证实验的样本充足；其次，如果药物达到半致死剂

量，仍未影响发育，或者仍未表现出显著的致畸性，

则一定程度上说明药物不具有发育毒性［12］。有研

究显示，对于不同的药物，半数致死量不是必要的

限定条件，一些情况下，LC10
［13］（亚致死浓度）或者

LC25
［14］（1/4致死浓度）足以定义毒性浓度，因为它所

需的实验材料更少，更加实用。孵化是斑马鱼胚胎

发生的关键过程，以孵化率作为评价斑马鱼胚胎发

育毒性的指标。虽然胚胎死亡是一种发育毒性终

点，但斑马鱼胚胎或幼鱼的死亡也可能是测试浓度

下一般毒性的指标。在早期斑马鱼致畸性模型开

发中，以胚胎完全凝固、缺乏体节形成、缺乏心跳和

尾巴没有分离作为胚胎的死亡界定。

药物对幼鱼在正常胚胎中自发运动、心跳、孵

化率和致畸作用如心包水肿、卵黄囊肿、发育停滞、

缺乏黑色素以及脊柱变形产生影响都可作为药物

胚胎毒作用的评价方式［15］。有研究者选择了 60种

具有足够体内发育毒性数据的化合物［16］，检测斑马

鱼胚胎致畸形模型的准确性和稳定性，对幼鱼的存

活率进行评估，并对其形态和功能发育进行评分。

除了定义致死性，这些指标可用于畸形表型的评

价，以协助鉴定中药所引起的鱼类胚胎毒性。然而

评价方式的多样导致某些评价指标，比如幼鱼长

度、胃形态、色素积累、鱼鳔大小、眼睛畸形等随着

药物差异，形成假阳性的实验结果，从最终数据分

析中剔除。相比于同一畸形体态不同评分，例如脊

柱弯曲，眼睛畸形根据严重程度打分，倾向于表达

不良反应水平（LOAEL）和无明显损害作用水

平（NOALE），而 Selderslaghs［17］认为利用二项式评

分减少了测评人的主观意识，例如脊柱发生弯曲，

无论程度大小，均以 1来表示，反之则为 0，则更加关

注判定本身。

1.2　中药成分暴露时间的影响

研究报告了斑马鱼胚胎的自发死亡率为 5%～

25%，通过延长胚胎出生后开始给药的时间避免这

种自然的早期死亡率对实验的影响［18］。延长的时

间一般在 2～6 h，通过体视显微镜观察，挑选出死亡

胚胎［19］。研究显示，一种特定的药物有 1个狭窄的

时间窗口或“关键时期”的影响［20］。通常采用的慢性

暴露制度，从受精后24 h开始，到受精后 144 h结束，

有研究者对于暴露的时间选择进行了不同的评价。

受精后 24 h统计胚胎自由抽动，受精后 48 h统计心

率，受精后 72 h统计致畸率，因此涵盖了器官发育

的主要阶段［21］。

1.3　胚胎暴露屏障的影响

斑马鱼胚胎在绒毛膜内至少持续到受精后 48 h。

因此，绒毛膜可能是化合物扩散的屏障。由于绒毛
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膜在孵化时脱落，是一个界限模糊和可变的屏障，

因此必须考虑胚胎“受保护”和“非受保护”生命阶

段［22］。研究显示，幼鱼的 LC50低于胚胎的 LC50，也

就是说绒毛膜作为天然的屏障对给药效果存在影

响。然而无法确定到达胚胎本身的化合物的确切

剂量，因为胚胎的绒毛膜可以作为生物保护屏障降

低胚胎对化合物的实际摄取。

目前的研究围绕这 2个方向，一种是对绒毛膜

进行剥离。为了确保胚胎充分暴露于每种化合物，

通过温和的酶降解从卵子中去除绒毛膜，必要时手

工去除，以便在原肠形成、器官发生和早期幼鱼发

育的整个过程中暴露于测试化合物［23］。事实证明，

这一步骤在技术上很简单，也不会太耗时。另一种

是不破坏绒毛膜，应用于幼体本身比较脆弱，直接

剥离幼体，在缺乏屏障的情况下，幼鱼无法存活，更

无法应用于后续的观测。这样的测试多集中于单

一成分的化学污染物毒性检测，而中药多以提取物

溶解于胚胎培养液形式给药，且成分复杂，提取物

水溶液的酸碱性变化，色素均会对幼体产生影响，

多应用不破坏绒毛膜的胚胎［24］。

胚胎期发育毒性试验能有效地检测药物对斑

马鱼体内器官结构和功能所产生影响而得到较好

结果。研究显示，斑马鱼胚胎对于化学药品的肝脏

毒性检测准确度特异性为89%，敏感性为68%，准确

性为 78%，并且其结果与哺乳动物和人实际情况相

符［25］，可作为肝毒性定性评价标准之一。

2　基于幼鱼模型的中药肝脏毒性评价

在斑马鱼中发现了类似于人类和啮齿动物的

生长因子和基因表达。斑马鱼肝脏在受精后 28 h

开始发育，受精后 2 d完成原发性肝脏形态发生，受

精后 3 d肝脏基本形成，肝脏被血液灌注并发挥功

能［26］。在受精后 5 d，斑马鱼寻找食物，卵黄囊储备

已经耗尽。到这个时候，幼鱼已经有了 1个功能齐

全的肝脏。幼鱼时期是基于中药对肝细胞和组织

器官发育成熟和功能所产生影响来进行评价研究。

由于斑马鱼幼鱼几乎是透明的，研究目的集中在创

建基于形态毒性终点的中等通量测定，可以使用透

射光学显微镜进行评估。因此，当暴露于中药成分

中时，可以直观地评估肝脏形态的变化。通常肝肝

脏变性［27］、肝脏大小改变［28］和卵黄囊滞留［29］3种肝

脏毒性的视觉筛查作为特异性终点，使用基于图像

的形态计量分析进行量化。本文统计了文献中引

起斑马鱼肝脏毒性的中药，以及这些药物引起幼鱼

肝脏的改变情况。

2.1　斑马鱼幼鱼期发育毒性的研究方法

对于斑马鱼肝脏毒性的视觉筛查主要采用肝

脏变性、肝脏大小改变和卵黄囊滞留 3种肝脏毒性

的特异性终点，肝脏变性直接评价标准是肝脏灰度

值的变化，有研究显示，发生肝脏变性的斑马鱼幼

鱼，肝脏灰度值加重，Wang等［27］发现中药白鲜皮成

分给药导致肝脏灰度值呈浓度相关性降低，肝组织

结构紊乱，颜色变黑，表明肝脏病变。肝脏大小的

改变和卵黄囊滞留分别使用软件圈定肝脏和卵黄

囊范围，并使用相关统计软件，如 Image J定量。

Zhang等［29］实验证明异补骨脂给药组引起幼鱼

肝脏萎缩，面积缩小，卵黄囊吸收延迟。对肝脏大

小的表征也会应用到转基因的肝脏荧光斑马鱼，这

种鱼的特征是肝脏散发荧光，因此对荧光面积和荧

光强度进行定量，显示中、高浓度异补骨脂素引起

幼鱼肝脏荧光面积减小，荧光强度减弱。

Xia等［30］研究显示海风藤提取物处理，使幼鱼

肝脏面积和荧光强度呈现剂量相关性降低。随着

技术的发展，对于肝脏形态有了更加出色的评估方

式，如Huo等［31］用激光共聚焦分子器件（HCIS）可以

直接显示出肝脏的形态和结构。他们把斑马鱼幼

鱼的肝脏扫描并塑造成立体的模型，直观清晰，结

果表明对于中药雷公藤处理组肝脏的体积随着浓

度的增加而显著减小。肝脏切片染色，斑马鱼幼鱼

发育出完整的肝脏，因此可以进行幼鱼的切片

染色。

通过对组织病理学考察，并结合幼鱼的肝脏体

视，做出中药肝毒性程度的判断，Zhao等［32］进行幼

鱼苏木精-伊红（HE）染色表明甘遂提取物给药组的

肝细胞出现空泡化，细胞结构发生改变，同时伴随

肝脏面积变小和肝脏灰度值显著降低。斑马鱼幼

鱼的实验成功实现了对肝毒性程度的定量，并且建

立胚胎发育毒性的联系，随着幼鱼的长大，LC50逐渐

降低，幼鱼的毒性耐受相比胚胎逐渐降低。行为学

改变，有明显肝脏毒性的中药通常会损害幼鱼的身

体发育，进而导致幼鱼精神的改变，幼鱼的行为通

常受到精神的影响，并且与发育状态有密切关系。

Tian 等［33］研究表明冬凌草甲素低浓度给药组对幼

鱼的游动速度有所促进，高浓度处理组则出现显著

抑制。Li 等［ 34］研究表明厚朴酚给药中高浓度组

幼鱼的游动距离显著减少，明暗交替活动量有

减少的趋势。总的来说，幼鱼行为学评价指标

一般分为游动速度、游动总距离、明暗交替的

昼夜节律变化。
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2.2　斑马鱼幼鱼暴露时间的影响

斑马鱼幼鱼的毒性暴露一般分为 2个时期，分

别是胚胎期开始暴露和形成幼鱼再开始暴露。胚

胎期给药，一般指幼鱼出生 2～6 h，经过人工筛选死

卵之后进行给药。这个阶段给药的特点是给药时

间长，因此可以模拟胚胎至幼鱼的各个发展阶

段［35-36］，中药成分或者中药提取物对幼鱼的影响，有

2个不可控因素，一是斑马鱼胚胎发育至幼鱼阶段

的自然死亡率，影响药物评价；另外，受到胚胎绒毛

囊的影响，绒毛囊是药物的一道天然屏障，影响药

物吸收，这种影响目前为止无法量化。孵化后立即

药物暴露的幼鱼比胚胎阶段鱼类更加脆弱，缺乏抵

抗，因此，胚胎期给药用于肝脏毒性判定的 LC50根

据胚胎发育的天数不同而不同，难以统一药物剂

量。幼鱼期给药，通常给药时间为 3～5 dpf［37］，幼鱼

由初步肝脏的血液灌注到肝脏基本发育完成，给药

剂量较为恒定，不发生明显改变，适合肝脏毒性模

型建立。斑马鱼幼鱼比胚胎给药时间短，通常诱导

时间可以缩短为1～2 d［35，38-39］。

3　基于成鱼模型的中药肝脏毒性评价

斑马鱼能够模拟动物在其自然生态系统中的

条件，是一种环境生物指示物，用于毒理学和生态

毒理学研究。相比斑马鱼胚胎和幼鱼时期，成鱼丧

失了透明的优势，然而鱼体发育的成熟和肝脏功能

的完备使其获得了更大的药物剂量耐受［40］，更大的

鱼体不仅适应浸没给药，而且使显微注射成为可

能，这也实现了定量给药的目的。成年斑马鱼肝脏

解剖结构清晰，可以单独剥离，进行转录组、代谢组

和蛋白质组学［41］分析；也可以同内脏器官一起剥

离，切片染色，进行酶指标的研究。

3.1　斑马鱼成鱼期毒性评价方法

斑马鱼成鱼使用芫花水提物给药后进行组织

病理学观察，成鱼肝组织肝细胞排列松散，萎缩变

形，细胞内的胞质溶解，空泡化严重，部分区域可见

细胞坏死，韩沁等［40］研究表明，芫花水提物低、中、

高 浓 度 暴 露 组 中 成 鱼 肝 脏 的 超 氧 化 物 歧 化

酶（SOD）、琥珀酸脱氢酶（SDH）及烟酰胺腺嘌呤二

核苷酸（NADH）的酶活力降低。Jia等［41］研究发现

重楼提取物诱导成年斑马鱼 1周，处理组的肝脏质

量和肝脏/体质量都降低；组织病理学表明肝细胞坏

死并出现空泡化，重楼处理组相比于对照组肝组织

丙二醛（MDA）显著升高，并且肝组织 SOD 活性显

著降低。Zhong等［42］研究表明，淫羊藿黄酮主要成

分奥沙米苷（SC）使成年斑马鱼肝脏表现为严重的

肝细胞空泡化、肝细胞轻度变性、水肿、轻度炎性浸

润；箭毒苷（SB）可引起一定程度的肝细胞坏死、中

度水肿、轻度空泡化、细胞间接触疏松、淋巴细胞和

单核细胞浸润。总之，成鱼时期肝脏毒性评价一般

从以下几个方面进行：斑马鱼成鱼组织病理学，斑

马鱼成鱼肝脏系数变化，成鱼酶指标变化。

3.2　斑马鱼成鱼药物递送方式研究

斑马鱼药物递送方法包括：一是将药物直接加

入水中，浸没幼鱼或成鱼；二是成鱼通过腹膜内注

射或口服管饲给药［43］。与浸没法相比，成鱼口服管

饲或腹膜内注射给药可以严格控制剂量，可通过质

谱法评估血浆样品的药动学参数变化；管饲和腹膜

内注射可有效递送低溶解度的小分子和抗体。人、

小鼠和斑马鱼之间的药动学具有差异，根据实验研

究，已确定出部分单体成分口服管饲和浸没法间的

剂量转换计算方式［44-47］。斑马鱼作为低级别的脊椎

动物与人类的构造及生理、病理仍有很大差异，中

药成分组成复杂，需要结合特定的药效，药性理论

综合分析，因此斑马鱼与人体之间中药成分药物剂

量换算的公式仍然无法确定，还需进一步在小鼠、

大鼠等动物模型上进行验证。

4　结语

中药是我国宝贵的文化遗产，其发展和应用对

人民群众的健康产生了巨大影响，随着中药临床应

用中逐渐增多的肝毒性实例，获取一种剂量-结果对

应准确，检测速率高的肝脏毒性检测方式成为了当

务之急［47］。过去 30年的实验证明斑马鱼是非常具

有前景的模型。这一模型的优势在于可将中药毒

性检测与斑马鱼各个时期的不同特点结合起来，能

够建立一个快速筛查各种毒物的完整系统，笔者课

题组进行归纳和总结，见图 1。其主要内容包括斑

马鱼发育的 3个重要时期的肝毒性检测应用：（1）胚

胎期根据胚胎自主抽动、心率［48］，脊柱变形［49］，发育

状态［50］等判断中药是否存在发育毒性；（2）幼鱼期

根据肝脏灰度值，肝脏面积大小，卵黄囊吸收程度，

幼鱼游动轨迹、总运动时间［51］判断中药是否存在肝

脏毒性；（3）成鱼期根据酶含量的变化，病理变化［51］

以及后续的多组学联合分析研究［29，52-53］，进一步探

索中药导致肝脏毒性的作用机制问题。

斑马鱼评价中药的肝脏毒性，最大的优势在于

发育早期，如胚胎期和幼鱼期，因为在这两个发育

期的斑马鱼相比于啮齿类动物和细胞，可以直接进

行表型观测，而不需要借助更多的检测指标。斑马

鱼胚胎和幼鱼确定中药的肝脏毒性作用，斑马鱼成
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鱼可探究更深层次的肝毒性作用机制，由此形成了

基于不同时期斑马鱼检测中药肝脏毒性的基本步

骤和流程。

斑马鱼肝脏毒性检测依赖显微观测，不同实验

室的评价标准不一，肝脏毒性终点的判定偏差，实

验规格不同。针对上述这些问题，对文献进行整

理，做出以下的改善建议：（1）针对中药给药方式的

优化，一方面中药提取过程进行优化，减少沉淀产

生 ，保证溶液澄清 ，另一方面控制二甲基亚

砜（DMSO）的使用剂量小于 0.01%，即不对药物本

身产生影响。同时溶液每天进行更换，保证给药溶

液的均一性。（2）培养容器的选择，较长的培养时间

和较小的活动空间容易导致幼鱼畸形，实验时采用

24孔或更大孔板。（3）斑马鱼幼鱼观测标准，采用眼

睛对齐法，麻醉并固定幼鱼，统一朝向和体位，保证

鱼的 2只眼睛完全对齐，1只眼睛完全重叠放在另 1

只眼睛的上方，确保肝脏轮廓清晰可见。

与此同时，斑马鱼也可用于评价中药的保肝作

用，先使用有明确毒性的药物进行模型诱导，这些

药物为常见的单一化合物，包括但不限于对四溴双

酚 A［54］、黄曲霉毒素［55］、硫代乙酰胺［56］、乙醇［57］、对

乙酰氨基酚［58］等。再使用中药进行干预，根据斑马

鱼幼鱼的肝脏显微观测，酶含量变化，肝脏切片染

色，基因表达改变来评价这些中药的肝脏保护作

用。然而囿于中药提取物给药、色素、pH值、沉淀等

对幼鱼的影响，以及斑马鱼剂量和人体以及啮齿类

动物之间的换算研究缺乏，这种保肝作用研究仍然

只停留在单体化合物。

综上所述，使用斑马鱼模型评价中药的肝脏毒

性是非常具有前景的，并可能在高等哺乳动物中测

试之前，在药物发现的早期阶段做出更好的决策。

近年来，有关如何提高中成药不良反应发生率和疗

效的研究越来越受到关注。动物实验研究结果表

明，某些中药成分可以引起斑马鱼肝脏损伤或肝细

胞凋亡。但是这些毒性物质是否能通过斑马鱼肝

细胞毒性实验得到有效评价仍需要进一步论证。

此外，由于斑马鱼毒性实验方法的限制，现有动物

实验结果还存在一定争议。例如在使用不同来源

动物肝脏作为实验对象时对不同毒性物质敏感程

度差异较大（可能是由于基因背景存在差异），也会

影响其检测结果；此外有报道将斑马鱼暴露于多种

物质后产生明显毒性反应以及暴露于具有不同化

学结构的化学物质后毒性发生变化可能与此有关

等。斑马鱼作为特定中药肝脏毒性的检测工具还

需要进一步研究。在该模型能在更大范围内应用

之前，还需要更多的验证，包括测试已确定的人类

肝毒性和非肝毒性化合物，比较鱼和人之间的剂量

反应，以及开发在鱼、啮齿动物和人之间架起桥梁

的翻译生物标志物。此外，药物性肝损伤在人类中

观察到的免疫反应必须在斑马鱼中进行研究，以确

认机制相似性。
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