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摘 要：目的 建立一种基于斑马鱼幼鱼的抗氧化物质识别模型，并初步应用于候选物质的筛选。方法 以受精

后 3 d 的斑马鱼幼鱼为受试对象，以 12 种已知抗氧化物、2 种氧化物和 4 种候选物为受试物，将幼鱼置于含有受试

物的养鱼水中处理 20 h，根据幼鱼的急性毒性表现确定每种受试物的最大耐受剂量，并以此为最高剂量向下设计

多个剂量组处理幼鱼，同时在培养体系中添加活性氧（ROS）指示剂 CM-H2DCFDA，20 h 后检测处理体系的荧光强

度，并计算自由基清除率。结果 12 种已知抗氧化物中的 11 种抗氧化物处理的幼鱼荧光强度降低，表现出清除 ROS
的作用，2 种氧化物增加幼鱼荧光强度，4 种候选物中有 3 种具有清除 ROS 的作用。结论 该试验体系具有较好的

灵敏度。用该体系对实验室的开发产物进行筛选，结果提示其具有一定的应用价值。
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Establishment and application of antioxidant screening model based on zebrafish larva
LIU Haibo，ZHI Yuan，WANG Huiling，ZHANG Qiannan，CUI Wenming，LIU Shan

（NHC Key Laboratory of Food Safety Risk Assessment, China National Center for Food Safety Risk
Assessment, Beijing 100021, China）

Abstract：Objective To establish a zebrafish larva model for identifying antioxidants and screen candidate substances.
Methods Zebrafish larvae with 3 d post fertilization（dpf）were treated with the fish culture water containing 12 known
antioxidants，2 oxidants and 4 candidate substances for 20 h. The maximum tolerant concentration（MTC）was determined
by the acute toxic effect including death. With the highest dose of MTC，different dosages of tested substance were used to
treat 3dpf larvae respectively，and the reactive oxygen species（ROS）indicator CM-H2DCFDA was added to the water at
the same time. After 20 h treatment，fluorescent density was detected to calculate ROS clearance rate. Results Eleven
tested known antioxidants showed lower fluorescent density in treated zebrafish larvae compared to the control，which
suggested their ROS clearance potency. Two oxidants increased the fluorescent density，and three of four candidate
substances were found to decrease fluorescent density in zebrafish larvae. Conclusion The study provided a sensitive test
system for screening candidate antioxidants. The system was used to screen the products developed in the laboratory，and
the results showed that it had certain application value.
Key words：Zebrafish larva；reactive oxygen species；antioxidant

活性氧（Reactive oxygen species，ROS）是分子氧

在还原过程中的一系列中间产物，在能量代谢、信

号传导等方面起关键作用。正常情况下机体保持氧

化还原的平衡状态，过高的自由基水平则会引起氧

化损伤，与衰老、心血管疾病、肿瘤发生等密切相

关。适当地补充抗氧化物质可以降低自由基水平，

减少氧化损伤的发生。

抗氧化功能的评价可以通过传统的动物试验

实现，主要依据血清氧化产物以及抗氧化酶水平判

断受试物的抗氧化作用［1-2］。相比传统动物试验，斑

马鱼作为一种低等模式生物被越来越多的实验室

引进，其具有鱼卵透明、幼鱼个体小、发育快等特

点，在实验中可以节约样品和试验成本。相比基于

分子或细胞的体外试验体系，斑马鱼作为完整个体

能够实现较完整的生物转化过程。ROS 指示剂

CM-H2DCFDA 在细胞内的 ROS 作用下能产生相对

稳定的高强度荧光，将其加入斑马鱼幼鱼的培养体

系一段时间后，通过检测荧光强度则可以了解斑马
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鱼自由基的产生情况，试验周期短，操作过程方便

快捷，适合应用于产品研发前期抗氧化因子的中高

通量筛选。

本研究以人体可能摄入的多种物质为受试物，

包括食品中允许添加的抗氧化剂、动植物中天然存

在的物质等，分别处理斑马鱼幼鱼，根据荧光强度

的变化判断受试物对自由基水平的影响，从而推测

其是否具有抗氧化作用。一方面根据已知抗氧化

物质的表现检验测试体系的可靠性和适用性，另一

方面尝试运用该体系对合作实验室制备的候选物

质的抗氧化性进行检测，为后期应用积累经验。

1 实验材料和方法

1. 1 主要仪器与试剂

斑马鱼养殖系统（爱生），低温培养箱（Thermo），

酶标仪（BIOTEK），体视显微镜（Zeiss）。

受试物大致分为三类：一类为纯度较高的试剂

级受试物，包括丁基羟基茴香醚（BHA，99%）、二丁

基羟基甲苯（BHT，98%）、没食子酸丙酯（PG，98%）、

茶多酚（98%）和人参总皂苷（80%）购自上海源叶生

物科技股份有限公司，葛根黄酮（98%）购自北京瑞

达恒辉科技发展有限公司，烟酰胺单核苷酸（NMN，
98%）购自合肥博美生物科技有限责任公司，姜黄素

（70%）购自 Sigma-Aldrich；第二类为市场售卖的食

品添加剂，包括番茄红素和叶黄素（浙江一诺生物

科技有限公司），超氧化物歧化酶（SOD，嘉致生物科

技有限公司），竹叶提取物（江苏奥轩食品添加剂商

行）；第三类为合作实验室中试产品，包括原花青

素、低聚花青素和环黄芪醇（由厦门北化生物产业

研究院有限公司提供），以及高锌牡蛎肽（由中国食品

发酵工业研究院提供）。对照品甲萘醌和过氧化氢

（上海阿拉丁生化科技股份有限公司），CM-H2DCFDA
（Invitrogen）。

1. 2 斑马鱼卵收集

选择健康状况良好、未经任何受试物处理的 AB
系野生型斑马鱼（引种于国家斑马鱼资源中心），饲

养于爱生斑马鱼饲养系统中，设置系统水 pH值 7. 2~
7. 4、电导率 450~550 μS/m。系统使用经过滤器纯

化的水，通过自动吸取氯化钠和碳酸氢钠调节系统

水 pH 值和电导率以符合上述参数设置。鱼房温度

26~28 ℃，光照周期为 14 h 光照/10 h 黑暗。在试验

前 1 天晚上将雄性和雌性（2∶1）分放在交配盒的两

侧。试验当天早上给予光照后撤去交配盒中间的

隔板，1 h 后收集鱼卵、弃去死卵和碎卵后置于 28 ℃
生化培养箱中孵育。满足受精率≥70%、受精卵存活

率 ≥90%、3 dpf（受精后天数）孵出率 ≥70% 的条件

时，该批次幼鱼方能用于实验。

1. 3 受试物对幼鱼毒性作用检测及受试物浓度确定

随机挑选发育正常且阶段一致的 3 dpf斑马鱼幼

鱼转移至 6 孔板中，每孔 30 尾。根据受试物性质用

养鱼水或 DMSO 配制储备液（处理幼鱼时 DMSO 终

浓度为 1%）。用含有受试物终浓度为 31. 3、62. 5、
125、250、500、1 000 μg/mL 的养鱼水处理幼鱼，同时

设置正常对照组（养鱼用水和 DMSO 处理组），每孔

容量为 3 mL。受试物处理 20 h 后，观察各组斑马

鱼幼鱼状况并记录死亡情况，包括幼鱼体位、弯曲、

水肿、心跳、死亡等。以幼鱼不出现死亡或其他毒

性表现的最大浓度为该受试物的最大耐受浓度

（Maximum tolerant concentration，MTC）。如果按照上

述浓度设计不能得到 MTC，则扩大检测浓度范围重

新开展试验。

1. 4 ROS水平检测

随机选取发育正常且阶段一致的 3 dpf 斑马鱼

幼鱼置于 24 孔板中，每孔 10 尾。分别给予受试物，

以 MTC 为最高剂量、后续剂量 2~4 倍倍比降低，同

时设置无鱼对照组（没有斑马鱼、其余与处理组相

同）和正常对照组（有斑马鱼、未添加受试物的实验

组）。同时以 300、600、1 200 μmol/L 过氧化氢以及

0. 75、1. 5 和 3 μmol/L 的甲萘醌处理幼鱼，作为过

氧化物阳性组。加入 CM-H2DCFDA，使终浓度为

0. 5 μg/mL。充分混匀后将斑马鱼转移至 96孔板中，

每孔 1 尾幼鱼 100 μL 液体。随后用铝箔纸将 96 孔

板避光包裹，28 ℃恒温培养箱中孵育 20 h。实验结

束后用多功能酶标仪（激发光波长为 485 nm，发射

光波长为 535 nm）检测得荧光值 S。受试物处理组

的荧光值减去无鱼对照组的荧光值，为受试物处理

组斑马鱼的体内 ROS 相对含量。

1. 5 ROS清除率计算

ROS 清除率（%）=［1-（S 受试物组-S 无鱼对照

组）/（S 正常对照组-S 无鱼对照组）］×100%
1. 6 统计学分析

荧光强度的结果以 Mean±SE 表示，用 ANOVA
进行分析，采用 Dunnett’s T-检验进行组间比较，P<
0. 05 判断为差异有显著性。受试物任一剂量组荧

光强度低于对照组且差异有显著性，则认为该受试

物在本体系中具有抗氧化作用。

2 结果

2. 1 最大耐受浓度MTC
将不同浓度的受试物分别作用于斑马鱼幼鱼

处理 20 h 后，可见 SOD、番茄红素、叶黄素、葛根黄

酮和竹叶提取物处理组以及各对照组则未见死亡
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及其他毒性表现。经 BHT、BHA、PG、茶多酚、姜黄

素、人参总皂甙、环黄芪醇、原花青素、低聚原花青

素和高锌牡蛎肽处理的幼鱼在部分剂量出现死亡

或其他毒性表现。此外，叶黄素、竹叶提取物及姜

黄素在某些剂量组有明显颗粒析出。结合不同受

试物作用下幼鱼的毒作用表现以及受试物的析出

情况，确定后续实验中不同受试物的最大测试剂

量。具体见表 1。

2. 2 模型有效性验证

以 MTC 为各受试物的最大浓度，后续剂量 2~4
倍倍比降低，作用 20 h 后检测荧光强度。两种氧化

物过氧化氢（300、600 和 1 200 μmol/L 组）和甲萘醌

（3 μmol/L 组）处理的过氧化物阳性组荧光强度显

著增加（P<0. 05），不具有清除 ROS 的作用，结果

见表 2。

人参总皂甙和竹叶提取物处理的斑马鱼幼鱼，

除最高剂量外其他剂量组荧光强度显著降低（P<
0. 05）。BHA 和姜黄素在测试各个剂量均能有效清

除 ROS。而 BHT、PG、茶多酚和叶黄素的 ROS 清除

能力随着剂量升高先增加后降低，且 BHT 和茶多酚

的高剂量组 ROS 水平增加。NMN 和番茄红素的

ROS 清除能力在测试范围内随着剂量升高而增加，

300 μg/mL 及以上剂量组番茄红素的 ROS 清除率

达 90% 以上。不同受试物清除自由基的剂量效应

曲线见图 1。
SOD各剂量组均未见荧光强度的降低，且 500和

1 000 μg/mL组荧光强度显著高于对照组（P<0. 05），

即 ROS 水平增加、计算得 ROS 清除率为负数。葛根

黄酮仅最高剂量 2 000 μg/mL 组荧光强度降低，具

有 ROS 清除能力。见图 2。
两种过氧化物处理幼鱼荧光强度均增加、即

ROS 水平增加，不具有抗氧化作用。已知抗氧化物

中除 SOD 外，其他 11 种受试物在一定剂量范围内

能降低荧光强度、有效清除 ROS，具有抗氧化作用。

说明本体系具有一定的识别抗氧化物质的能力。各

受试物的 ROS 清除率结果汇总见表 3。
2. 3 模型应用评价

原花青素和低聚花青素的 ROS清除作用见表 4，
可见两种受试物均能有效清除 ROS，且低聚花青素起

效浓度（0. 031 μg/mL）低于原花青素（0. 25 μg/mL）。
与对照组相比，环黄芪醇的最高剂量 31. 3 μg/mL

组荧光强度显著增高，其他剂量组荧光强度均显著

降低（P<0. 05）。高锌牡蛎肽各剂量组荧光强度与

对照组相比差异无显著性（P>0. 05）。结果见表 5。

3 讨论

本研究以 CM-H2DCFDA 为指示剂检测斑马鱼

幼鱼体系中的 ROS水平。CM-H2DCFDA是 H2DCFDA
的氯甲基衍生物，可被动扩散至细胞内，且在活细胞

中的保留率比 H2DCFDA 高得多。CM-H2DCFDA 的

乙酸酯基团被细胞内酯酶切割、氯甲基基团与细胞

内谷胱甘肽和其他硫醇发生反应，在 ROS 作用下产

生高荧光强度的加合物，该加合物被捕获在细胞

表 1 受试物对斑马鱼幼鱼的毒性作用

Table 1 Toxic effect caused by tested substance in zebrafish larva
受试物

BHA
BHT
PG
茶多酚

竹叶提取物*
叶黄素*
人参总皂苷

NMN
SOD
葛根黄酮

番茄红素

姜黄素

原花青素

低聚原花青素

环黄芪醇

高锌牡蛎肽

试验剂量/（μg/mL）
0.313~1 000
0.781~1 000
3.13~1 000
125~1 000
62.5~1 000
31.3~1 000
125~1 000
62.5~2 000
62.5~2 000
125~2 000
62.5~8 000
0.489~1 000

1~100
1~100

31.3~1 000
15.6~1 000

主要毒性表现

10 μg/mL组幼鱼侧翻、卵黄囊变黑，62.5 μg/mL组起全部死亡

12.5 μg/mL组起有幼鱼死亡（4/30）
50 μg/mL组出现心包水肿（1/30），100 μg/mL组幼鱼侧翻（20/30）、弯曲（3/30）
250 μg/mL组及以上全部死亡

各组幼鱼未见异常（500 μg/mL及以上剂量组有析出）

各组幼鱼未见异常（250 μg/mL及以上剂量组有析出）

250 μg/mL组起有幼鱼死亡（6/30）
2 000 μg/mL组有幼鱼死亡（2/10）
各组幼鱼未见异常

各组幼鱼未见异常

各组幼鱼未见异常

1.95 μg/mL组起有幼鱼死亡（6/30）（3.91 μg/mL组起有析出）

5 μg/mL组起幼鱼出现死亡（9/10）
5 μg/mL组起全部死亡

62.5 μg/mL组起幼鱼出现死亡（2/30）、心率减慢（2/30）
62.5 μg/mL组起幼鱼出现死亡（4/20）

最大耐受度/（μg/mL）
5
6.25
25
125
250
125
125

1 000
2 000
2 000
8 000

0.977
1
1
31.3
31.3

注：*依据受试物析出情况确定剂量

表 2 两种氧化物对斑马鱼幼鱼荧光强度的影响（n=8）
Table 2 Effect of 2 oxidant on fluorescent density of

zebrafish larva(n=8)
甲萘醌

受试浓度/

（μmol/L）
0.00
0.75
1.50
3.00

相对荧光强度

2 244±685
1 881±703
3 858±1 789
13 431±4 793*

过氧化氢

受试浓度/

（μmol/L）
0

300
600

1 200

相对荧光强度

2 244±685
216 315±24 461*
404 625±119 234*
559 055±35 255*

注：与对照组比较，*P<0.05
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注：与对照组比较*P<0.05，虚线之间为显著降低 ROS的受试物剂量范围，n=8
图 1 不同受试物 ROS清除作用的剂量效应曲线

Figure 1 Dose-effect curve of ROS clearance rate in larva treated by test substance

注：与对照组比较*P<0.05，n=8
图 2 SOD和葛根黄酮对 ROS清除作用的影响

Figure 2 Dose-effect curve of ROS clearance rate in larva treated by SOD or puerarin
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内，荧光信号相对比较稳定［3］。用 CM-H2DCFDA 检

测斑马鱼幼鱼 ROS 水平已有文献报道，主要用于指

示氧化应激状态［4］。研究组在本实验室前期工作的

基础上对实验方案进行优化，并形成相对稳定的检

测体系，对 18 种物质进行了测试，包括 12 种已知

抗氧化物的商业化产品，2 种非抗氧化物质（过氧化

物阳性品），4 种为实验室制备的中试产物。

12 种已知抗氧化物既有天然来源也有人工合

成的物质。其中 5 种为食品中允许添加的抗氧化

剂，包括 3 种合成的化合物丁基羟基茴香醚（BHA）、

二丁基羟基甲苯（BHT）和没食子酸丙酯（PG），以及

2 种天然来源的提取物茶多酚和竹叶提取物［5-7］。

另外 7 种为有文献报道具有抗氧化作用的动植物天

然成分，包括番茄红素、叶黄素、姜黄素、人参总皂

苷、葛根黄酮、烟酰胺单核苷酸（NMN）和超氧化物

歧化酶（SOD）［8-15］，其中番茄红素、叶黄素和姜黄素

允许作为食品添加剂中的着色剂使用［5］。在该测试

体系中除 SOD 外其余 11种均表现出抗氧化的作用，

有较高的灵敏度（11/12）。斑马鱼幼鱼一般在 5 dpf
开口进食，本研究所用 3 dpf 幼鱼还不能进食，其营

养主要由卵黄囊提供，在本研究体系中受试物主要

通过直接接触方式影响幼鱼。SOD 分子量相对分子

质量大（约为 30~40 kD），不易透过细胞膜，可能是

其未表现出清除 ROS 作用的原因之一。

11 种受试物清除 ROS 的有效浓度范围差异很

大，结合 MTC 实验数据还可以看出有些受试物在较

低浓度则表现出明显的毒性。如姜黄素在 1 μg/mL、
BHA 和 BHT 在 10 μg/mL 左右即出现明显毒性，茶

多酚和人参总皂苷的毒作用剂量在 100 μg/mL 以

上。此外，不同受试物的剂量效应曲线也不尽相同，

有些受试物（如 BHT 和茶多酚）处理时幼鱼表现出

一定程度的 ROS 增加（ROS 清除率为负数），提示该

剂量下可能产生一定的氧化损伤，但在该剂量下未

观察到明显毒表现；而有些受试物如番茄红素在高

达 8 000 μg/mL 的剂量仍无明显的毒性表现。本研

究中 SOD 高剂量组荧光增强，可能与水中高浓度的

蛋白质致氮含量增加影响了水质、不利于幼鱼生长

有关。参考国家食品安全风险评估中心食品毒理学

数据库（https：//dl. cfsa. net. cn/）中部分物质的大鼠

急性毒性资料［16］发现，BHA 的 LD50为 2. 2g/kg·BW、

BHT 为 890 mg/kg·BW、PG 为 3. 6~3. 8 g/kg·BW、茶

多 酚 为 2. 5 g/kg ·BW，根 据 急 性 经 口 毒 性 标 准

（GB 15193. 3—2014）将上述四种物质判定为低毒

物质，葛根黄酮大鼠 LD50大于 10 g/kg·BW、番茄红素

大于 5 g/kg·BW，按照标准这两种物质为实际无毒

物质［17］。可见本研究体系中受试物对斑马鱼幼鱼

表现出的急性毒性强弱与哺乳动物基本一致，这对

研发过程中开发高效低毒的产品有一定指导意义。

原花青素是由不同数量的儿茶素或表儿茶素

结合而成的多酚类化合物，一般将单体数小于 5 的

称为低聚原花青素。研究发现原花青素具有较强

的抗氧化活性，还有调节免疫、抗炎等作用，且低聚

原花青素生物利用度更高［18-19］。本研究所用原花青

素和低聚原花青素由葡萄籽提取而来，纯度大于

95%，其中经过解聚工艺获得的样品中低聚物比例

为总原花青素的 25%~30%。本研究中两种受试物

表 3 受试物对斑马鱼幼鱼的 ROS清除作用汇总

Table 3 Summary of ROS clearance rate of test substance
受试物

BHA
BHT
PG
茶多酚

竹叶提取物

叶黄素

人参总皂苷

NMN
番茄红素

葛根黄酮

SOD
姜黄素

试验剂量/

（μg/mL）
0.156~5
0.195~6.25
0.313~25
0.009~125

1~300
3.91~125
3.91~125
3~1 000

0.1~8 000
62.5~2 000
1~2 000

0.031~0.977

有效剂量/

（μg/mL）
0.156~5
1.56~3.13
0.625~25
0.15~10
1~100

7.81~125
3.91~62.5
30~1 000
1.0~8 000
2 000
—

0.031~0.977

ROS清除率/%
54~72
27~40
20~81
65~86
52~59
54~75
55~80
27~74
30~100
56
—

23~44
注：—表示各剂量组均未见 ROS的显著降低

表 4 原花青素和低聚花青素对斑马鱼幼鱼荧光强度

的影响（n=8）
Table 4 Effect of procyanidins and oligomeric procyanidins on

fluorescent density of zebrafish larva (n=8)
浓度/

（μg/mL）
0
0.031
0.062
0.125
0.25
0.5
1

原花青素

相对荧光强度

3 004±221
2 627±452
2 759±372
2 891±388
2 190±220*
1 976±225*
2 070±374*

清除率/%

13
8
4
27
34
31

低聚花青素

相对荧光强度

3 220±317
2 564±183*
2 616±293*
2 392±303*
2 373±224*
2 193±126*
1 852±230*

清除率/%

20
19
26
26
32
42

注：与对照组比较，*P<0.05
表 5 环黄芪醇和高锌牡蛎肽对斑马鱼幼鱼荧光强度

的影响（n=8）
Table 5 Effect of cycloastragenol and zinc-chelated oyster
peptide on fluorescent density of zebrafish larva（n=8）

浓度
（μg/mL）
0
0.977
1.95
3.91
7.81
15.6
31.3

环黄芪醇

相对荧光强度

3 392±334
2 635±501*
2 656±211*
2 165±215*
2 622±403*
2 664±494*
4 339±421*

清除率/%

22
22
36
23
21
-28

高锌牡蛎肽

相对荧光强度

3 242±727
3 808±150
3 162±758
3 097±250
3 296±246
4 008±380
2 863±308

清除率/%

-17
2
4
-2
-24
12

注：与对照组比较，*P<0.05
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的 MTC 均为 1 μg/mL，低聚物的抗氧化起效剂量

（0. 031 μg/mL）则比非低聚物（0. 25 μg/mL）低一个

数量级，与聚合度低的原花青素生物利用度更高的

研究结果相一致［18-19］。环黄芪醇是一种三萜皂苷类

物质，具有抗氧化、抗炎作用，还可以通过激活端粒

酶活性抑制端粒的减少、从而拮抗细胞衰老［20-21］。

本研究中环黄芪醇通过生物酶解黄芪甲苷而得，在

31. 3 μg/mL 剂量下未见斑马鱼幼鱼有明显的表型

异常，但荧光检测显示 ROS 水平增加，在 0. 977~
15. 6 μg/mL 剂量范围内则有明显的清除 ROS 的作

用。高锌牡蛎肽是通过水解牡蛎获得多肽再与锌

螯合所得，主要目的是制备易于吸收利用、生理活

性强的新型补锌剂［22］，本研究未见其有清除 ROS 的

作用。用该体系对实验室开发的产物进行筛选可

见，原花青素、低聚花青素和环黄芪醇表现出一定

的抗氧化活性，未见高锌牡蛎肽有抗氧化作用，与

现有文献报道［18-22］相符，体现该体系在抗氧化物质

筛选中的应用价值。

综上，过氧化物阳性品过氧化氢和甲萘醌不具

有清除 ROS 的作用，12 种已知抗氧化物中有 11 种

表现出清除 ROS 的作用，具有较好的灵敏度。该体

系对实验室开发产物的筛选具有一定的应用价值。
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