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基于斑马鱼模型的中药来源化合物血管抑制活性筛选 
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摘要：目的  利用斑马鱼高通量模型，对 10 种中药来源化合物进行筛选。方法  选取受精后转基因血管荧光 Fli-1 品系

斑马鱼对 10 个中药来源的化合物进行筛选，用不同的药物浓度分别作用于斑马鱼，观察对斑马鱼体血管的影响。以斑马

鱼肠下血管面积为主要指标，斑马鱼肠下血管出芽数为次要指标进行定量分析，考察各化合物对斑马鱼血管生成的抑制

作用。结果   木犀草素 (87.34 μmol·L–1)、洋川芎内酯 A(52.02 μmol·L–1)、盐酸小檗碱 (537.91 μmol·L–1)、和厚朴酚

(9.39 μmol·L–1)、齐墩果酸(10.95 μmol·L–1)组斑马鱼肠下血管面积与正常对照组相比肠下血管面积显著减少(P<0.01 或

P<0.001)；木犀草素、洋川芎内酯 A、盐酸小檗碱、齐墩果酸、和厚朴酚对肠下血管面积的抑制作用分别为 12%，17%，

18%，15%，24%；各化合物与正常对照组相比斑马鱼肠下血管出芽数无显著性差异；阳性对照组(索拉非尼 5 μmol·L–1)斑
马鱼肠下血管面积与正常对照组比较显著性减少(P<0.05)，其对血管新生的抑制作用为 22%，肠下血管出芽数与正常对照组

相比显著性减少(P<0.05)。结论  木犀草素、洋川芎内酯 A、盐酸小檗碱、齐墩果酸、和厚朴酚具有抑制血管新生作用。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To screen 10 herbal-derived compounds by using zebrafish high-throughput model. METHODS  
Selection of transgenic vascular fluorescent Fli-1 zebrafish after fertilization for screening of 10 herbal-derived compounds, and 
the effects on the body vasculature of zebrafish were observed by applying different drug concentrations to zebrafish. The 
inhibition effects of the compounds on the angiogenesis of zebrafish were quantified by using the area of subintestinal vessels as 
the main index and the number of subintestinal vessels sprouting as the secondary index. RESULTS  The subintestinal vascular 
area of zebrafish was significantly reduced in the groups of lignocaine(87.34 μmol·L–1), senkyunolide A(52.02 μmol·L–1), 
berberine hydrochloride(537.91 μmol·L–1), honokiol(9.39 μmol·L–1) and oleanolic acid(10.95 μmol·L–1) compared with the 
normal control group(P<0.01 or P<0.001). The inhibitory effects of lignocaine, senkyunolide A, berberine hydrochloride, 
oleanolic acid and honokiol on the area of subintestinal vessels were 12%, 17%, 18%, 15% and 24%, respectively. There was no 
significantly difference in the number of subintestinal vascular outgrowth in zebrafish between each compound and normal 
control group. The positive control group(5 μmol·L–1 sorafenib) had a significant reduction in subintestinal vascular area of 
zebrafish compared with normal control group(P<0.05), and its inhibition effect on neovascularization was 22% and the number 
of subintestinal vascular outgrowth was significantly reduced compared with normal control group(P<0.05). CONCLUSION  
Lignocaine, senkyunolide A, berberine hydrochloride, oleanolic acid, and honokiol have inhibitory effects on angiogenesis. 
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肿瘤学专家们普遍认为，肿瘤的生长、存活

与转移需要凭借着血管的形成才得以实现。新生

血管为肿瘤细胞的生长与生存提供氧气和营养物

质[1]，同时血管也是肿瘤细胞代谢产物的主要排泄

途径，并且在没有血管形成的情况下，肿瘤的营

养供给及代谢物排泄仅依靠简单的物理弥散。新生

血管也是肿瘤细胞向远处转移的重要通道，肿瘤初

生长时周围并没有血管，一定要有新生血管长到肿
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瘤组织里，肿瘤细胞才能从血液中吸收生长所需的

营养，继续长大或者转移到其他地方，因此，抑制

血管新生与肿瘤的治疗有着紧密的关联[2-5]。 
中药是中国的传统药物，有着悠久的应用历

史，对来源于中药的化合物，挖掘其药理作用有

一定的研究价值。笔者前期以药理作用与心血管、

肿瘤的相关性为化合物的入选标准，建立了中药

材特色化合物库，以血管新生、抗肿瘤为关键词

进行大量文献检索，确定了穗花杉双黄酮、绿原

酸、柯里拉京、栀子苷、川芎嗪、木犀草素、洋

川芎内酯 A、盐酸小檗碱、和厚朴酚、齐墩果酸

为初步筛选目标化合物。传统药物大规模筛选往

往采用细胞模型，但由于细胞模型与动物体系差

异巨大，多数在细胞模型上表现出良好药物活性

的化合物往往在动物模型上活性表现不如预期，

能顺利开发成新药的概率小[6-7]。 
斑马鱼是一种模式生物，这种动物的独特优

势在于，首先斑马鱼作为一种哺乳动物在遗传学

的范畴上与人类相似，基因同源度高达 87%[8]；其

次斑马鱼全身透明，可肉眼观察到体内的组织结

构特点，被认为是最理想的血管生成在体研究模

型，其从主动脉向背侧分出的节间血管从受精后

22~24 h(22~24 hours postertilization，22~24 hpf)发育

生长，到 48 hpf 时基本发育完全，血管生成过程与

哺乳动物相似[9]；另外，斑马鱼发育生长迅速，在

其 24 hpf 便可以进行简单的血液循环观察，相比大

鼠，选择斑马鱼的实验周期可以大大地缩短。而且

斑马鱼的体型相对微小，仅仅只有 2~3 mm 的体长，

可放入 6 孔板中进行实验观察，实现高通量筛选的

要求，提高实验效率。因此，本研究选择中药来源

的化合物，采用斑马鱼模型为肿瘤药物的开发筛选

先导化合物[10-12]。 
1  仪器与试剂 

SZX7 解剖显微镜(日本 OLYMPUS 公司)；
TK-C1481EC CCD 相机(日本 JVC)；AZ100 电动聚

焦连续变倍荧光显微镜(日本 Nikon 公司)；CP214
精密电子天平(美国 OHAUS 公司)。 

二甲基亚砜(DMSO，批号：BCBN0845V)、
甲基纤维素(批号：SLBT4343)均购自美国 Sigma
公司；穗花杉双黄酮(批号：P09J8F37712；纯度> 
98%)、绿原酸(批号：Y22M8K36544；纯度>98%)、
柯里拉京(批号：P09A10F85329；纯度>98%)、栀

子苷(批号：S14J10Y79596；纯度>98%)、洋川芎

内酯 A(批号：C29M11S114322；纯度>98%)均购

自上海源叶生物科技有限公司；川芎嗪(上海麦克

林生化科技有限公司，批号：C10530297；纯度> 
98%)；木犀草素 (批号：111520-200504；纯度> 
96.3%)、和厚朴酚(批号：110767-201106；纯度> 
98%)、齐墩果酸 (批号：110709-201206；纯度> 
95.8%)均购自中国食品药品检定研究院；盐酸小檗

碱(四川协力制药有限公司，批号：C025A180603；
纯度>98%)；索拉非尼(上海阿拉丁生化科技股份有

限公司，批号：K1404068)；6 孔板(中国 Nest Biotech
公司，批号：022522BA01)。 
2  方法 
2.1  配制样品溶液 

所有化合物用 DMSO 配制成母液保存。穗花

杉双黄酮用 DMSO 配制成 185.71 mmol·L−1 母液，

4 ℃ 保 存 ； 绿 原 酸 用 DMSO 配 制 成

225.79 mmol·L−1 母液，4℃保存；柯里拉京，白色

固体颗粒，用 DMSO配制成 157.62 mmol·L−1母液，

4 ℃保存；栀子苷，白色固体颗粒，用 DMSO 配

制成 205.99 mmol·L−1 母液，4℃保存；川芎嗪用

DMSO 配制成 220.28 mmol·L−1 母液，室温保存；

木犀草素用 DMSO 配制成 209.61 mmol·L−1 母液，

4 ℃避光保存；洋川芎内酯 A 用甲醇配制成

1 040.31 mmol·L−1 母液，4 ℃避光保存；盐酸小檗

碱用 DMSO 配制成 107.58 mmol·L−1 母液，室温避

光保存；和厚朴酚用 DMSO 配制成 206.5 mmol·L−1

母液，–20 ℃保存；齐墩果酸用 DMSO 配制成

21.90 mmol·L−1 母液，−20 ℃保存。索拉非尼用

DMSO 配制成 50 mmol·L–1 母液，DMSO 稀释至所

需浓度，–20 ℃保存。 
2.2  供试品对斑马鱼血管新生抑制作用评价 

随机选取 360 尾 48 hpf 转基因血管荧光 Fli-1
品系斑马鱼于 6 孔板中，每组为 30 尾，共 12 组，

以 水 溶 给 药 的 方 式 给 予 穗 花 杉 双 黄 酮

23.21 μmol·L–1、绿原酸 564.48 μmol·L–1、柯里拉

京 1 576.17 μmol·L–1、栀子苷 2 059.89 μmol·L–1、

川芎嗪 183.57 μmol·L–1、木犀草素 87.34 μmol·L–1、

洋 川 芎 内 酯 A 52.02 μmol·L–1 、 盐 酸 小 檗 碱

537.91 μmol·L–1、和厚朴酚 9.39 μmol·L–1、齐墩果

酸 10.95 μmol·L–1 ， 阳 性 对 照 组 索 拉 非 尼

5.00 μmol·L–1，同时设置正常对照组(养鱼用水处

理组)。每组(孔)均处理 30 尾斑马鱼，每组(孔)容
量为 3 mL。处理 24 h 后，每组随机取 10 条斑马
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鱼在荧光显微镜下观察斑马鱼肠下血管、拍照并

保存图片。用尼康 NIS-Elements D 3.10 高级图像

处理软件进行图像分析，计算斑马鱼肠下血管面

积(S)和斑马鱼肠下血管出芽数(N)，以肠下血管面

积和肠下血管出芽数的统计学意义评价化合物对

斑马鱼血管新生的抑制作用。 
供试品对血管面积抑制作用计算公式如下： 

(%)
( ) ( ) 100%

( )
S S

S

=
− ×

血管面积抑制作用

正常对照组 供试品组

正常对照组 。
 

统计学分析采用方差分析和 Dunnett’s T-检验

进行统计学分析，以 P<0.05 表示差异具有统计学

意义。 
3  结果 

阳性对照组(索拉非尼 5.00 μmol·L–1)斑马鱼

肠下血管面积(21 049 像素)与正常对照组(27 023
像素)比较差异有统计学意义(P<0.05)，其对血管新

生的抑制率为 22%；阳性对照组斑马鱼肠下血管

出芽数(0 个)与正常对照组肠下血管出芽数(0.6 个)
相比差异有统计学意义(P<0.05)，表明索拉非尼具

有抑制斑马鱼血管新生的作用。 
穗花杉双黄酮浓度为 23.21 μmol·L–1 时，斑

马鱼肠下血管面积为 26 510 像素，与正常对照组

(27 023 像素)相比差异无统计学意义，对肠下血

管面积的抑制作用为 2%。穗花杉双黄酮浓度为

23.21 μmol·L–1 时，斑马鱼肠下血管出芽数为 0.9
个，与正常对照组(0.6 个)相比差异无统计学意义。

表明穗花杉双黄酮浓度为 23.21 μmol·L–1时对斑马

鱼血管新生无明显影响。 
绿原酸浓度为 564.48 μmol·L–1 时，斑马鱼肠下

血管面积为 26 190 像素，与正常对照组(27 023 像

素)相比差异无统计学意义，对肠下血管面积的抑制

率为 3%。绿原酸浓度为 564.48 μmol·L–1 时，斑马

鱼肠下血管出芽数为 1.2 个，与正常对照组(0.6 个)
相比差异无统计学意义。表明绿原酸浓度为

564.48 μmol·L–1 时对斑马鱼血管新生无明显影响。 
柯里拉京浓度为 1 576.17 μmol·L–1 时，斑马

鱼肠下血管面积为 25 421 像素，与正常对照组

(27 023 像素)相比差异无统计学意义，对肠下血

管 面 积 的 抑 制 率 为 6% 。 柯 里 拉 京 浓 度 为

1 576.17 μmol·L–1 时，斑马鱼肠下血管出芽数为

0.7 个，与正常对照组(0.6 个)相比差异无统计学意

义。表明柯里拉京浓度为 1 576.17 μmol·L–1 时对斑

马鱼血管新生无明显影响。 
栀子苷浓度为 2 059.89 μmol·L–1 时，斑马鱼肠

下血管面积为 27 874 像素，与正常对照组(27 023
像素)相比差异无统计学意义，对肠下血管面积的

促进率为 3%。栀子苷浓度为 2 059.89 μmol·L–1 时，

斑马鱼肠下血管出芽数为 0.6 个，与正常对照组

(0.6 个)相比差异无统计学意义。表明栀子苷浓度

为 2 059.89 μmol·L–1 时对斑马鱼血管新生无明显

影响。 
川芎嗪浓度为 183.57 μmol·L–1 时，斑马鱼肠

下血管面积为 27 153 像素，与正常对照组(27 023
像素 )相比差异无统计学意义。川芎嗪浓度为

183.57 μmol·L–1 时，斑马鱼肠下血管出芽数为 0.8
个，与正常对照组(0.6 个)相比差异无统计学意义。

表明川芎嗪浓度为 183.57 μmol·L–1 时对斑马鱼血

管新生无明显影响。 
木犀草素浓度为 87.34 μmol·L–1 时，斑马鱼肠

下血管面积为 23 842 像素，与正常对照组(27 023
像素)相比差异具有统计学意义(P<0.01)，对肠下血

管 面 积的抑 制 率 为 12% 。木 犀草 素 浓度为

87.34 μmol·L–1 时，斑马鱼肠下血管出芽数为 1.3
个，与正常对照组(0.6 个)相比差异无统计学意义。

表明木犀草素浓度为 87.34 μmol·L–1时对斑马鱼血

管新生具有明显的抑制作用。 
洋川芎内酯 A 浓度为 52.02 μmol·L–1 时，斑马

鱼肠下血管面积为 22 498 像素，与正常对照组

(27 023 像素)相比差异具有统计学意义(P<0.001)，
对肠下血管面积的抑制率为 17%。洋川芎内酯 A
浓度为 52.02 μmol·L–1 时，斑马鱼肠下血管出芽数

为 0.2 个，与正常对照组(0.6 个)相比差异无统计学

意义。表明洋川芎内酯 A 浓度为 52.02 μmol·L–1

时对斑马鱼血管新生具有明显的抑制作用。 
盐酸小檗碱浓度为 537.91 μmol·L–1 时，斑马

鱼肠下血管面积为 22 140 像素，与正常对照组

(27 023 像素)相比差异具有统计学意义(P<0.001)，
对肠下血管面积的抑制作用为 18%。盐酸小檗碱

浓度为 537.91 μmol·L–1 时，斑马鱼肠下血管出芽

数为 2.1 个，与正常对照组(0.6 个)相比差异具有统

计学意义(P<0.001)。综合小檗碱的 2 种作用认为

盐酸小檗碱浓度为 537.91 μmol·L–1 时对斑马鱼血

管新生具有明显的抑制作用。 
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和厚朴酚浓度为 9.39 μmol·L–1 时，斑马鱼肠下

血管面积为 22 915 像素，与正常对照组(27 023 像

素)相比差异具有统计学意义(P<0.001)，对肠下血

管面积的抑制作用为 15%。和厚朴酚浓度为

9.39 μmol·L–1 时，斑马鱼肠下血管出芽数为 1.2 个，

与正常对照组(0.6 个)相比差异无统计学意义。表

明和厚朴酚浓度为 9.39 μmol·L–1 时对斑马鱼血管

新生具有明显的抑制作用。 
齐墩果酸浓度为 10.95 μmol·L–1 时，斑马鱼

肠下血管面积为 20 605 像素，与正常对照组

(27 023 像素)相比差异具有统计学意义(P<0.001)，
对肠下血管面积的抑制作用为 24%。齐墩果酸浓

度为 10.95 μmol·L–1 时，斑马鱼肠下血管出芽数

为 1.1 个，与正常对照组(0.6 个)相比差异无统计

学意义。表明齐墩果酸浓度为 10.95 μmol·L–1 时

对斑马鱼血管新生具有明显的抑制作用。结果见

图 1 和表 1。 
 

 
 

图 1  化合物对血管新生的抑制作用表型图 
虚线标记部分为斑马鱼肠下血管，箭头所指为出芽数。 
Fig. 1  Phenotype of the inhibitory effect of compounds on 
angiogenesis 
Dashed line marked part was the subintestinal vessels of zebrafish, and 
the arrow indicated the number of outgrowths. 
 

4  讨论 
本研究选择斑马鱼作为模式生物，模拟中药源

化合物临床给药方式，高通量筛选了 10 种来源于

不同中药材的单体化合物对斑马鱼血管新生的影 

表 1  化合物对血管新生的抑制作用( x s± ，n=10) 
Tab. 1  Inhibition effect of compounds on angiogenesis( x s± , 
n=10) 

组别 浓度/ 
μmol·L–1

肠下血管 
面积/像素 

血管面积抑

制作用/% 
肠下血管 
出芽数 

正常对照组 – 27 023±492 – 0.6±0.2 

阳性对照组 5.00 21 049±2 5201) 22 0±0.01)

穗花杉双黄酮 23.21 26 510±263 2 0.9±0.3 

绿原酸 564.48 26 190±808 3 1.2±0.5 

柯里拉京 1 576.17 25 421±936 6 0.7±0.3 

栀子苷 2 059.89 27 874±949 0 0.6±0.4 

川芎嗪 183.57 27 153±1 316 0 0.8±0.3 

木犀草素 87.34 23 842±6722) 12 1.3±0.3 

洋川芎内酯 A 52.02 22 498±4923) 17 0.2±0.1 

盐酸小檗碱 537.91 22 140±9903) 18 2.1±0.33)

和厚朴酚 9.39 22 915±8643) 15 1.2±0.3 

齐墩果酸 10.95 20 605±6043) 24 1.1±0.2 

注：与正常对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01，3)P<0.001。 
Note: Compared with normal control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01, 
3)P<0.001. 

 
响情况，以此判断各化合物对血管生成抑制的活性

作用强度，寻找抑制肿瘤等疾病的先导化合物。 
穗花杉双黄酮是一种天然的双黄酮类化合

物，具有很多生物活性，包括抗炎、抗氧化、神

经保护等作用。可通过抑制细胞内氧化应激水平

保护过氧化氢诱导的血管内皮细胞损伤[13-14]。绿

原酸是咖啡和茶中的主要酚类化合物。它具有一

些重要的治疗作用，如抗氧化活性、抗菌、保肝、

心脏保护、抗炎、解热、神经保护、抗肥胖、抗

病毒、抗微生物、抗高血压等[15-16]。柯里拉京属

天然植物多酚单宁酸类化合物，在心血管系统的

作用主要集中在其抗高血压作用、抗凝降纤作用、

抑制血栓形成、预防缺血再灌注损伤、抑制低密

度脂蛋白的氧化等方面[17]。栀子苷是从栀子花中

提取的环烯醚萜甙，具有多种生物活性，例如解

热、镇痛、镇静、降压及止血、抗糖尿病、抗氧

化、抗增殖和神经保护活性[18-19]。川芎嗪已在中

国广泛用于心脑血管疾病约 40 年。由于其在多系

统中的有效性，尤其是在心血管方面。川芎嗪还

被用于各种疾病，如冠心病、糖尿病、癌症和肝

损伤[20]。木犀草素是一种很具有代表性的天然黄

酮，属弱酸性四羟基黄酮类化合物，在植物界分布

较广。木犀草素通过抑制 p65 NF-κB 磷酸化或促进

p85 PI3K 磷酸化调节微血管内皮细胞 VCAM-1 表

达[21]。洋川芎内酯 A 为伞形科植物川芎的干燥根

茎，为活血化瘀常用中药，具有扩张血管、解痉
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平喘、镇痛及抗肿瘤等作用[22]。小檗碱又称黄连素，

一种常见的异喹啉生物碱，它存在于小檗科等 4 个

科 10 个属的许多植物中，主要的药理作用为抗菌，

同时也有治疗糖尿病和调节血脂的作用[23]。齐墩

果酸是从龙胆科植物獐牙菜属的青叶胆全草或女

贞子的果实中分离提取而得的一种五环三萜类化

合物，主要具有护肝降酶、促进肝细胞再生、抗

炎、强心、利尿、抗肿瘤等作用，还具有降血糖、

降血脂、镇静的作用，是开发治疗肝病和降血糖

等药物的有效成分[24-25]。和厚朴酚是一种具有生

物活性的双酚类植物化学物质，靶向多种信号分

子，具有有效的抗氧化、抗炎、抗血管生成和抗

肿瘤活性。它抑制 Akt 的活化并增强 ERK1/ERK2
的磷酸化[26-29]。 

本研究结果显示，在本实验浓度条件下，木

犀草素、洋川芎内酯 A、盐酸小檗碱、齐墩果酸、

和厚朴酚具有抑制血管新生的作用；穗花杉双黄

酮、绿原酸、柯里拉京、栀子苷、川芎嗪对血管

新生无抑制作用。 
索拉非尼是一种口服多靶点多激酶抑制剂，

具有双重抗肿瘤作用，一方面，可以通过抑制

RAF/MEK/ERK 信号传导通路，直接抑制肿瘤生

长；另一方面，索拉非尼又可通过抑制 VEGFR 和

PDGFR 而阻断肿瘤新生血管的形成，间接抑制肿

瘤细胞的生长[30]。它的上述适应证已在美国获得

了 FDA 授予的“快通道”审批地位。索拉非尼在

中国临床主要用于治疗晚期肝癌以及晚期肾癌患

者，有很好的疗效，但索拉非尼的价格昂贵，国内

进口索拉非尼 1 盒近 25 000 元人民币，许多患者负

担不起高昂的药费。所以研究出更有效又实惠的抗

肿瘤药物对于肿瘤患者有着重大的现实意义。 
因此，在后续的研究中，对于木犀草素、洋

川芎内酯 A、小檗碱、齐墩果酸、和厚朴酚可以

从抗肿瘤方面着手研究，采用传统药效研究模型，

比如大鼠、小鼠、转基因裸鼠等确定各化合物的

抗肿瘤作用，并进一步探讨其发挥作用的机制。 
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