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摘要$ 目的!考察地五养肝胶囊对二乙基亚硝胺诱导斑马鱼肝损伤的保护作用’ 方法!"*# 条斑马鱼随机分成空白组
"标准培养液#( 模型组 "二乙基亚硝胺#( 地五养肝胶囊干预组 "%-( -#( &## !VN3Q#( 异甘草酸镁注射液干预组
"#L& 3VN3Q#’ ’ >后& 测量斑马鱼肝脏面积& 计算其相对光密度& 整体油红d染色法测定肝内脂滴数’ 结果!模型
组肝脏浑浊& 其面积较空白组显著减小 "%K#L##&#& 相对光密度显著升高 "%K#L#-#& 脂滴密集分布$ -# !VN3Q

地五养肝胶囊干预组及异甘草酸镁注射液干预组肝脏更清晰& 脂滴更少& 肝脏面积( 相对光密度与空白组比较均无明
显差异 "%M#L#-#’ 结论!地五养肝胶囊对二乙基亚硝胺致斑马鱼肝损伤具有一定保护作用’
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!!地五养肝胶囊由熟地( 茵陈( 姜黄( 五味子(
甘草 - 味中药组成& 具有清热解毒( 补益肝肾( 活
血养阴通络的作用)&* ’ 在临床应用中发现& 它可
改善肝硬化失代偿患者的肝再生及合成功能& 从而
改善预后)%* ’

斑马鱼作为脊椎动物& 其组织形态及器官发育
的分子基础与人类具有高度相似性)"($* ’ 目前& 国
内外已建立非酒精性脂肪肝及肝癌等斑马鱼生物模
型& 正成为评价肝损伤( 观察肝脏疾病的新兴模式
生物)-* ’

由于现阶段针对地五养肝胶囊对肝损伤保护作
用的基础研究有限& 故本实验将观察其对二乙基亚
硝胺诱导斑马鱼肝损伤的保护作用& 为临床应用提
供更有力的依据’
IJ材料
&L&!动物!B]品系野生型斑马鱼 "中山大学斑
马鱼实验中心#’
&L%!药物!地五养肝胶囊 "批号 %#&*#%%.# 由湖
北省中医院肝病研究所提供& 主要由茵陈( 熟地
黄( 姜黄( 五味子( 生甘草组成& 比例分别为
""L"!( %#L#!( &"L$!( %#L#!( &"L$!’ 制备
工艺为将各药材粗粉按比例混合& ’-!乙醇回流提
取 " 次& 过滤提取物& 浓缩除去溶剂& 粉末压缩干
燥& 造粒& 即得& 于室温干燥环境下保存’
&L"!试剂!二乙基亚硝胺 "@Bb编号 --(&)(-& 分
子式 @$Y&# A%d& 相对分子质量 &#%L&$& 含有量
.)L#!#( =]b( 油红 d染色剂( 丙二醇( 多聚甲
醛( 氯化钠( 氯化钾( 氯化钙( 无水硫酸镁均购自
上海阿拉丁生化科技有限公司$ 三卡因 "@Bb 编
号 ))*()*(%& 分子式 @.Y&& Ad% -@Y$d"b& 含有
量M.’L#!# 购自梯希爱 "上海# 化成有限公司$
异甘草酸镁注射液购自正大天晴药业集团股份有限
公司’
&L$!仪器!b_o(/$ 体视显微镜( 显微图像采集系
统 "重庆奥特光学显微镜有限公司#$ Q5VSE@\:10F&

$)#’实时荧光定量=@?系统 "瑞士?;:S0公司#’
KJ方法
%L&!斑马鱼卵处理! 将受精后 $ S 的斑马鱼卵置
于薄纱布上& 2" 溶液 "斑马鱼标准培养液& 包括
- 33;1NQ 氯 化 钠( #L&’ 33;1NQ 氯 化 钾(

#L&* 33;1NQ硫酸镁( #L$# 33;1NQ氯化钙& 双蒸水
配制& 于空气泵中充气 #L- S后使用# 冲洗除去附
在鱼卵上的杂质& 再将其转移至培养皿& 于体视显
微镜下筛选出形态正常者& 转移至 %$ 孔板上& 并
置于恒温定时箱中 ) "%* m&# j& &$ SN&# S昼N夜
循环*’
%L%!安全性实验
%L%L&!分组!将受精后 - S 的斑马鱼鱼卵随机分
成 ’ 组& 每组 $- 个& 设 " 个复孔& 作为地五养肝
胶囊干预组 " #L$( #L-( #L*( #L’( #L)( #L.(
& 3VN3Q#’
%L%L%!观察指标!各组受精后 & f’ > 斑马鱼的死
亡率’
%L"!地五养肝胶囊对斑马鱼肝损伤的保护作用
%L"L&!造模与分组!在斑马鱼标准培养液 "2" 溶
液& 充氧饱和后# 中加入一定量药物& 配成含药
培养液& 使其长期暴露于实验用药中’ 取形态正常
的受精后 - S的斑马鱼卵& 随机分成 * 组& 即空白
组& 模型组& 地五养肝胶囊干预组 "低( 中( 高
剂量#& 异甘草酸镁注射液干预组& 每组 *# 个&
在 %$ 孔板中各设 " 个复孔& 每个孔溶液量 % 3Q’
空白组中加入斑马鱼标准培养液 "2" 溶液& 充氧
饱和后#& 室温下以其配制成 & 3VN3Q地五养肝胶
囊贮备液及 & 3VN3Q异甘草酸镁注射液贮备液&
$ j下密封保存& 最终质量浓度分别为二乙基亚硝
胺 &-# 3VNQ& 地五养肝胶囊 %-( -#( &## !VN3Q&
异甘草酸镁注射液 #L& 3VN3Q$ 模型组中加入含
&-# 3VNQ对二乙基亚硝胺的培养液$ 地五养肝胶
囊干预组加入含 &-# 3VNQ对二乙基亚硝胺和 %-(
-#( &## !VN3Q药物的培养液$ 异甘草酸镁注射液
干预 组 加 入 含 &-# 3VNQ二 乙 基 亚 硝 胺 和
#L& 3VN3Q药物的培养液’
%L"L%!肝脏面积测量!受精后 ’ >& 将斑马鱼置于
三卡因溶液 "称取三卡因粉末适量& 以 #L$!比例
溶于斑马鱼标准培养液中& 配成 %- 倍贮备液& 用
于麻醉时稀释成 & 倍工作液# 中进行麻醉& 每组
选取 - 条形态正常者& 于体视显微镜下观察& 通过
显微图像采集系统捕捉图像& 并测量肝脏面积& 重
复 " 次’
%L"L"!肝脏变性!肝脏变性程度可通过测量肝脏
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透光度发现)** ’ 将 +%L"L%, 项下图像导入 T34V0(
JF;=17D*L# 软件& 经背景校准后测量肝脏区域的
平均光密度& 重复 " 次’
%L"L$!整体油红染色!’ >后& 将各组处理后的斑
马鱼置于培养皿中& 于 $!多聚甲醛溶液中固定过
夜& 次日用 =]b 洗涤 % 次& 丙二醇梯度渗透
"%#! f)#!#& #L-!油红 d染色避光孵育过夜’
次日& 同样浓度丙二醇从高浓度至低浓度脱色( 洗
净背景& 最后用 =]b 洗净& 置于 )#!丙二醇中&
于 $ j冰箱中保存’ 每组随机挑选 &# 条斑马鱼&
于体视显微镜下观察其肝脏染色情况& 再通过显微
图像采集系统采集图像’
%L$!统计学分析!通过 b=bb %#L# 软件进行处理&
组间样本比较采用完全随机分配资料的方差分析&
均数间多重比较采用最小显著差异法& Qa-#计算采
用概率单位法& 计量资料以 "*m.# 表示’ %K
#L#- 表示差异有统计学意义’ 应用 +F4JSJ4> -L#(
@;F0Ta?BCU* 软件作图’
LJ结果
"L&!死亡率!图 & 显示& 地五养肝胶囊对斑马鱼
致死率的影响呈浓度与时间依赖性’ & 3VN3Q药物
作用 ’ >后& 死亡率高达 &##!$ #L’ f#L. 3VN3Q
药物在 ’ > 的死亡率大于 -#!$ 2" 溶液及 #L$ f
#L* 3VN3Q药物在 ’ > 的死亡率低于 -#!’ 同时&
在 ’ >的Qa-#为 #L*%* 3VN3Q’

图 IJ斑马鱼死亡率
M%5NIJ?$6*.0%*%(+$’](/6.’%+3(+

"L%!肝脏面积!图 % 显示& 模型组肝脏面积较空
白组明显缩小 "%K#L##&#’ 地五养肝胶囊干预组
肝脏面积受药物质量浓度影响& 其中各干预组右肝
面积与空白组比较无明显差异 "%M#L#-#& 而模
型组明显缩小 "%K#L##& #$ 地五养肝胶囊
-# !VN3Q干预组左肝面积与空白组比较无明显差
异 "%M#L#-#& 而模型组 "%K#L##&# 及地五养
肝胶囊 %- !VN3Q组 "%K#L#&#( &## !VN3Q组
"%K#L#&# 肝脏面积均明显缩小& 以模型组更明

显’ 异甘草酸镁注射液干预组左( 右肝脏面积与空
白组比较& 均无明显差异 "%M#L#-#’

注! 与空白组比较&!!%K#L#&&!!!%K#L##&$ 与模型组比较&
n%K#L#-&nn%K#L#&& nnn%K#L##&

图 KJ斑马鱼肝脏面积
M%5NKJ86(.+$’](/6.’%+30%S(6+

"L"!肝脏变性!图 " 显示& 空白组( 各干预组斑
马鱼肝脏透明清晰& 而模型组明显浑浊’ 然后& 将
所得图片导入 T34V0JF;J17D*L# 软件& 校准后测
量肝脏区域光密度& 发现空白组( 各干预组光密度
显著低于模型组 "%K#L#-#& 见表 &’

表 IJ斑马鱼肝脏相对光密度 %*O2& $PYW’
;./NIJ<(0.*%S($-*%).0#(4+%*%(+$’](/6.’%+30%S(6+%*O2&

$PYW’

组别 剂量N"!V-3Qi&# 相对光密度

空白组 % #L%) m#L#*!

模型组 &-# #L*# m#L&’

异甘草酸镁注射液干预组 #L& 3VN3Q #L%. m#L#$!

地五养肝胶囊干预组 %- #L"* m#L#)!

地五养肝胶囊干预组 -# #L"# m#L#$!

地五养肝胶囊干预组 &## #L"# m#L#%!

!!注!与模型组比较&!%K#L#-

"L$!肝脏脂肪沉积!图 $ 显示& 染色后空白组斑
#’$&
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注! 白色圈为肝脏所在位置’ 标尺 #L- 33

图 LJ斑马鱼肝脏变性 % XIWW’
M%5NLJB(5(4(6.*%$4$’](/6.’%+30%S(6+% XIWW’

马鱼肝脏未观察到明显脂滴形成& 模型组可见肝
脏脂滴密集& 各干预组肝脏脂滴较模型组明显
减少’

注! 白色圈为肝脏所在位置’ 标尺 #L- 33

图 RJ斑马鱼肝脏脂滴沉积
M%5NRJD%-%##6$-0(*#(-$+%*%$4$’](/6.’%+30%S(6+

RJ讨论
地五养肝胶囊中熟地黄性味甘( 温& 滋补肾

阴$ 五味子性味甘( 酸( 温& 补肾养心& 可加强熟
地黄补肾功效$ 茵陈为主药& 性味辛( 凉& 入肝脾
经& 清湿热& 退黄疸$ 姜黄辛温通络& 疏泄肝气兼
祛淤血$ 生甘草清热解毒力佳& 全方酸甘养阴& 补
泄结合& 共奏补肾养肝( 清热解( 调畅气机之功
效’ 黄芬等)%*报道& 地五养肝胶囊可明显改善乙
肝肝硬化失代偿期患者的临床症状及实验指标$ 宋
红丽等)’*将地五养肝胶囊作用于肝肾精虚N_b+(肝
再生(大鼠模型& 发现在早期可抑制肝再生紊乱&
在中晚期可改善被抑制的肝再生& 从而修复损伤的
肝组织$ 沈昕等))*研究表明& 肝纤维化大鼠采取
地五养肝胶囊干预后& 可抑制过度活化的 YS 信号
通路$ 程思思等).*报道& 地五养肝胶囊对肝纤维
化大鼠肝组织 2_/N_2/有影响& 从而可减轻肝
纤维化病变’

二乙基亚硝胺具有强致癌性& 是诱导肝损伤(
肝纤维化及肝癌的经典药物& 斑马鱼作为一种新兴
模式生物& 目前已利用该化合物成功诱导出肝纤维
化及肝癌模型)&#(&%* $ 异甘草酸镁注射液能有效改
善肝炎急性期患者肝功能& 对化学性( 药物性肝损
害等具有修复作用)&"* ’ 斑马鱼胚胎时期清晰透明&
黑色素于出生后 %$ S 在视网膜上皮细胞中开始生
成& 之后是鱼体背部& 进而形成背条纹( 腹条
纹)&$* $ 其肝脏于出生后 "# f"* S开始发育& 在$ >
成熟)&-* & 主要由 " 部分构成& 即顶叶( 左叶及右
叶& 由于肝脏顶叶发育时间晚于背部黑色素生成时
间& 故显微镜下无法观察到其发育情况& 但左( 右
叶发育时间早于黑色素生成& 故于出生后 " f’ >
可清晰观察到其发育及相关病理变化)&$* ’

斑马鱼肝脏面积是反应其炎症( 退化( 坏死程
度的指标& Y0等)**对 * 种已知的对哺乳动物存在
肝毒性的药物进行评估& 发现斑马鱼肝脏面积在各
药物作用下均有不同程度的缩小’ 本实验发现& 二
乙基亚硝胺作用下的斑马鱼肝脏面积较空白组明显
缩小& 而地五养肝胶囊各剂量干预组右肝面积均与
空白组无明显差异& 而左肝面积在 -# !VN3Q下也
无模型差异& 表明该药物对二乙基亚硝胺致肝脏炎
症坏死具有一定保护作用& 并以 -# !VN3Q质量浓
度最显著’ 同时在安全性实验中发现& 地五养肝胶
囊对斑马鱼 ’ > 的 Qa-#为 #L*%* 3VN3Q& 远高于
-# !VN3Q& 即对肝损伤发挥保护作用的剂量在安
全范围内’
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斑马鱼肝脏变性以肝脏颜色变化为特征)** &
可反映其肝内坏死程度& 能通过可视化的肝脏混浊
程度来作定性评估& 从而避免了复杂的外科手
术)-&&** $ 光密度可通过客观地展示定量数值& 排除
了光线( 视力等干扰& 更科学地反映斑马鱼肝损伤
及修复程度’ 肝脏是参与机体代谢的重要器官& 其
功能受损将导致斑马鱼肝脏内脂肪沉积& 从而形成
脂滴’ 本实验发现& 地五养肝胶囊干预组肝脏清晰
透明& 光密度与空白组相当& 印证了其对肝损伤的
保护作用$ 在油红 d染色图中& 模型组肝内明显
有脂滴形成& 对脂肪代谢能力下降& 而治疗组肝脏
脂滴明显减少& 表明它可保护肝功能& 从而维持脂
肪代谢能力正常’

综上所述& 地五养肝胶囊对斑马鱼肝损伤有一
定保护作用& 可为其临床应用提供依据& 但相关机
制目前尚不明确& 仍需作进一步研究’
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