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摘要：目的  用斑马鱼毒/效同步法评价壮骨关节丸的促骨骼发育作用及初步安全性。方法  将受精后 3 d(3 day post 

fertilization，3 dpf)的斑马鱼幼鱼暴露于 25 μmol·L1 泼尼松龙(prednisolone，PN)，壮骨关节丸溶液及含 PN 的壮骨关节丸

溶液(12.5，25，50，100，200，300 和 400 μg·mL1)中，0.5% DMSO 胚胎培养基为空白对照，于 28 ℃培养至 8 dpf，隔

天换一半药液。采用茜素红对 8 dpf 的斑马鱼幼鱼头部骨骼染色，定量分析骨骼染色区域；给药期间每天同步观察鱼死亡

及脏器中毒情况。结果  在 8 dpf 时，100 μg·mL1 及以上浓度的壮骨关节丸健康鱼组和含 PN 的壮骨关节丸模型鱼组斑

马鱼死亡率>80%，未进行骨骼染色。壮骨关节丸健康鱼组(12.5，25，50 μg·mL1)的斑马鱼头骨矿化面积和累积光密度值

IOD 与 PN 组比较显著增加(P<0.01 或<0.05)，而含 PN 的壮骨关节丸模型鱼组(12.5，25，50 μg·mL1)斑马鱼的头骨矿化

面积或 IOD 结果显示阻止 PN 致骨丢失的趋势，但均低于健康鱼组。给予壮骨关节丸后，PN 模型鱼的死亡速度和死亡率

较健康鱼高，鱼死亡率与给药浓度和时间呈依赖性；PN 模型鱼的 6 dpf 和 8 dpf 半数致死浓度值(63.92，63.92 μg·mL1)

均低于健康鱼(94.66，87.84 μg·mL1)。结论  斑马鱼毒/效同步法快速评价了壮骨关节丸对健康鱼和模型鱼的骨骼发育作

用及初步安全性。壮骨关节丸对健康鱼和模型鱼的作用及毒性有差别。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To evaluate bone development promotion and preliminary safety of Zhuanggu Guanjie pill based 
on synchronous evaluation of toxicity and efficacy using zebrafish. METHODS  Zebrafish embryos at 3 day post fertilization 

(dpf) were exposed to prednisolone (PN) 25 μmol·L1, different concentration of Zhuanggu Guanjie pill and its solution with 

PN(12.5, 25, 50, 100, 200, 300, 400 μg·mL1), and embryonic medium(0.5% DMSO)as a blank control, all groups were 

incubated at 28 ℃ until 8 dpf. The medium/solution was changed half every other day. Zebrafish skeleton at 8 dpf were stained 

with alizarin red, and the stained area of bone was quantitative analyzed, at the same time, the death number and organ toxicity of 
zebrafish were also observed. RESULTS  At 8 dpf, more than 80% of zebrafish which exposed in Zhuanggu Guanjie pill 

(healthy fish group) and its solution with PN (model fish group) at 100 μg·mL1 and above concentration were died without bone 
staining. Compared with PN group, cumulative optical density value (IOD) and skull mineralization area of Zhuanggu Guanjie 

pill healthy fish group(12.5, 25, 50 μg·mL1) increased significantly(P<0.01 or < 0.05). However, the skull mineralization area or 

IOD of Zhuanggu Guanjie pill solution with PN(12.5, 25 and 50 μg·mL1) had tendency to prevent the bone loss induced by PN, 
while the effect on model fish were weaker than that of healthy fish. After dosed Zhuanggu Guanjie pill, mortality speed and 
mortality rate of PN-treated model zebrafish were higher than that of healthy fish, the mortality rate was correlation with both 

drug concentration and dosed time. The LC50 values at 6 dpf and 8 dpf of PN-treated model zebrafish (63.92 and 63.92 μg·mL1) 

were lower than that of healthy fish(94.66 and 87.84 μg·mL1). CONCLUSION  The synchronous evaluation method of 
toxicity and efficacy using zebrafish is successfully used in evaluating bone development activity and preliminary safety of 
Zhuanggu Guanjie pill. And the effect and toxicity of Zhuanggu Guanjie pill on healthy fish and model fish are different. 
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中药治疗骨质疏松症已应用较广，随之而来

的是其肝毒性被引起重视，有些疗效确切、临床

用药广、关注度高的知名中药如壮骨关节丸、仙

灵骨葆胶囊等有肝损伤不良反应，且均已在《药

品不良反应信息通报》公开，这给临床安全、合

理用药带来极大挑战[1-4]。因此抗骨质疏松中药筛

选与评价有必要既重视有效性，又重视安全性。 

基于体内过程的中药效/毒研究的新思路、新

方法不断涌现[4-6]，但现有体内外模型难以实现兼

顾有效性与安全性的在体、高效评价，已成为制

约中药抗骨质疏松毒/效物质研究的难点和瓶颈。

体外实验具快速、高效和经济等优点，但难以体

现整体实验的综合效果；体内实验能提供可比性

较高的评价结果，但实验周期较长、成本高，化

合物用量大，效率较低。 

模式生物斑马鱼是近年来进行药物在体高通

量筛选、毒理研究等的理想、热门模型。斑马鱼

发育速度快，在 1 周内即可形成主要的脏器及代

谢酶系，斑马鱼与人类的基因相似度达到 87%，

这意味着在斑马鱼上进行试验的结果，在大多数

情况下也适用于人体[7]。与哺乳动物类似，药物经

鱼作用后发生代谢转化，产生药效或毒性，是个

整体过程，此外幼鱼体小，试验可在微板中高效

进行。笔者创建糖皮质激素诱导的斑马鱼骨质疏

松模型，突破微量成分难以进行在体壮骨活性评

价的技术瓶颈[8-9]。在用斑马幼鱼进行中药抗骨质

疏松评价过程中，发现壮骨关节丸在较低浓度

(100 μg·mL1)即致鱼大量死亡，故推测给药后，评

价抗骨质疏松活性的同时可同步观察毒性。 

本研究选择壮骨作用明确且有肝损伤不良反

应的壮骨关节丸为代表，用斑马鱼毒/效同步法高

效评价其对健康鱼和骨质疏松模型鱼的促进骨骼

发育作用和初步安全性，为壮骨中药的药效评价

及早期安全预警提供参考。 

1  材料与仪器 

1.1  动物 

斑马鱼成鱼由南京大学模式动物研究所提

供，为德国 Tubingen 品系。 

1.2  仪器与试剂 

生化培养箱 SPX-80(宁波海曙赛褔实验仪器

厂)；KQ3200DE 型数控超声波清洗器(昆山市超声

仪器有限公司)；XW-80A 微型漩涡混合仪(上海沪

西分析仪器厂有限公司)；AB135-S 分析天平(瑞士

Mettler Toledo 公司)；Image pro plus 6.0 专业图像

分析软件(美国 Media Cybernetics 公司)；Nikon 

Aphaphot-2 YS2 显微镜(日本 Nikon 公司)。 

壮骨关节丸(华润三九医药股份有限公司，批

号：1212003S，规格：每瓶 60 g)；泼尼松龙(苏州

亚 科 化 学 试 剂 股 份 有 限 公 司 ， 批 号 ：

YK2012020101)；二甲亚砜(国药集团化学试剂有

限公司，批号：20120331)；多聚甲醛(成都市科龙

化工试剂厂，批号：20100504)；MS-222(Acros 

Organics，批号：A0288328)；茜素红 S(郑州四季

化工产品有限公司，批号：Sj20110806)；水为

Milli-Q system 高纯水；其余试剂均为分析纯。 

2  方法 

2.1  给药及斑马鱼固定、骨骼染色方法 

将受精后 3 d(3 day post fertilization，3 dpf)的

斑马鱼胚胎放入盛有胚胎培养基的 24 孔板中，加

入培养基 1 mL，每组 2 孔，16 个胚胎，分为空白

培养基组、0.5% DMSO 溶媒阴性对照组、模型药

物组(25 μmol·L1 泼尼松龙)、7 个剂量的壮骨关节

丸溶液组(12.5，25，50，100，200，300，400 μg·mL1)

和 7 个剂量含 25 μmol·L1 泼尼松龙的壮骨关节丸

溶液组(12.5，25，50，100，200，300，400 μg·mL1)。

从 3 dpf 开始加入用培养基配制的各组药物(含

0.5% DMSO)，吸净 24 孔板里的培养基后迅速加

入药液并用药液润洗 2 遍， 终使每孔含药液

2 mL，将 24 孔板放入 28.5 ℃恒温培养箱中培养。

培养周期为 5 d，每天换液并加入等体积新溶液，

培养至 8 dpf，斑马鱼幼鱼体内卵黄囊含丰富的营

养可供培养 9~10 dpf 无需喂食。用 MS-222 麻醉处

死，再用 4%多聚甲醛固定后，采用 1% KOH 配置

的含 1.5% H2O2 漂白剂将鱼体漂白后，采用茜素红

对斑马鱼幼鱼头部骨骼染色， 后用梯度比 3∶1，

1∶1，1∶3 的 1% KOH 和甘油的透明液透明，去

除多余的染色剂。用图像分析软件 Image pro plus 

6.0 计算斑马鱼头部骨骼染色面积和累积光密度

(integrated optic density，IOD)。  

对斑马鱼毒性的同步观察：在观察壮骨关节

丸对斑马鱼骨骼发育影响施药过程中，每天同步

观察药物对斑马鱼的毒性，记录 4~8 dpf 斑马鱼的

死亡数。 

2.2  数据分析 

用 Excel 软件对数据进行统计分析，计算各组

数据的平均值、标准偏差及变异系数(n=5~7)，t-test
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比较各组差异；利用数据统计软件 SPSS 16.0 计算

壮骨关节丸对斑马鱼半数致死浓度 (half lethal 

concentration，LC50)。 

3  结果 

3.1  壮骨关节丸对健康斑马鱼和泼尼松龙模型斑

马鱼的骨骼发育作用 

与泼尼松龙组比较，壮骨关节丸各浓度溶液

组 8 dpf 的斑马鱼头骨矿化面积都相对增加，矿化

面积及 IOD 值随浓度增加而递减，12.5 μg·mL1

的壮骨关节丸溶液组增加的 为明显。由结果可

见，与泼尼松龙组比较，壮骨关节丸溶液浓度为

12.5，25 μg·mL1 时，斑马鱼头骨染色面积之和与

IOD 值有极显著性差异(P<0.01)，当壮骨关节丸溶

液浓度为 50 μg·mL1 时，斑马鱼头骨染色面积和

IOD 与泼尼松龙组比有显著性差异(P<0.05)。结果

提示 12.5 μmol·L1到 50 μmol·L1壮骨关节丸溶液

均可促进斑马鱼骨生成。结果可见含 25 μmol·L1

泼尼松龙的 12.5 μg·mL1 壮骨关节丸溶液组斑马

鱼头骨矿化面积与泼尼松龙组比较相对增加，矿

化面积随浓度增加而递减；含 25 μmol·L1 泼尼松

龙的 12.5，25，50 μg·mL1 的壮骨关节丸溶液组的

IOD 值相与泼尼松龙组比较相对增加，均无显著

性差异，结果见图 1~2。 

3.2  壮骨关节丸对健康斑马鱼和泼尼松龙模型斑

马鱼的毒性实验结果 

对健康幼鱼的毒性：给药 24 h (4 dpf)后，

100 µg·mL1 供试液有部分死亡。给药 48 h 后

(5 dpf)，100，200，300，400，500 µg·mL1 的供

试液毒性随给药时间延长，死亡鱼数增多。 

对泼尼松龙模型幼鱼的毒性：给药 24 h(4 dpf)

后，100，200 µg·mL1 供试液有部分死亡。给药

48 h 后(5 dpf)，200，300，400 µg·mL1 供试液中

的幼鱼全部死亡，100 µg·mL1 供试液随给药时间

延长，死亡鱼数增多，结果见图 3。 

12.5，25，50 µg·mL1 壮骨关节丸于给药期间

均未致健康鱼和模型鱼死亡。 

用 SPSS 18.0 软件计算鱼在 6 dpf 和 8 dpf 的

LC50，壮骨关节丸对健康鱼的 LC50 值分别为

94.66 µg·mL1 和 87.84 µg·mL1；对泼尼松龙模型

鱼的 LC50 值均为 63.92 µg·mL1。提示壮骨关节丸

致模型鱼中毒较健康鱼快，且毒性大。 

 

 

 
图 1  受精后 8 d 的斑马鱼幼鱼头骨茜素红染色的显微成

像图(100×)  

Fig. 1  Microscopic imaging of skull bone of zebrafish 
larval staining with alizarin red at 8 dpf(100×) 

 

 
图 2  斑马鱼幼鱼头骨茜素红染色面积和累积光密度(IOD)

结果 
与 0.5% DMSO 溶媒对照组比较，1)P<0.01；与泼尼松龙组比较，
2)P<0.05，3)P<0.01。 

Fig. 2  Results of Zhuanggu Guanjie pill on mineralized 
area and IOD of zebrafish larval 
Compared with vehicle(0.5% DMSO) control group, 1)P<0.01; compared 
with prednisolone group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 
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图 3  壮骨关节丸对健康鱼和泼尼松龙模型鱼死亡的影响 

Fig. 3  Effects of Zhuanggu Guanjie pill on the mortality of 
healthy zebrafish and prednisolone model zebrafish 

4  讨论 

现有体内外毒性模型不适于在体、高效筛选：

传统动物毒性评价模型耗时长、成本高、不适于

早期高效筛选；体外细胞毒模型不能体现在体试

验的综合效果。近年来热门的模式生物斑马鱼具

有在体、高效的优势，可弥补现有体内外毒性模

型的不足。本研究针对现有体内外模型难以实现

壮骨中药兼顾有效性与安全性的在体、高效评价，

采用斑马鱼毒/效同步法突破技术瓶颈。 

本研究采用健康斑马鱼和泼尼松龙诱导的骨

质疏松斑马鱼评价壮骨关节丸的抗骨质疏松作

用，并在给药期间同步观察安全性。结果表明壮

骨关节丸(12.5，25，50 μg·mL1)可显著促进健康

斑马鱼的头部骨骼矿化面积和 IOD，显著促进骨

骼增长；壮骨关节丸具有一定阻止泼尼松龙诱导

斑马鱼骨丢失的作用，但均弱于对健康斑马鱼的

作用。给药期间，发现 100 μg·mL1 及以上浓度的

健康鱼和泼尼松龙模型鱼的死亡率>80%，但模型

鱼的死亡速度和死亡率均较健康鱼高，壮骨关节

丸对模型鱼的 LC50 值亦低于健康鱼。 

本研究将斑马幼鱼置于 24 孔板中，对壮骨关

节丸较宽剂量范围多个浓度(12.5~400 μg·mL1 的 7

个浓度)样品进行效/毒同步评价，实验周期短(约 1

周)、样品用量小、劳动强度小、效率高，实现在

体化、微板化，能兼顾健康鱼和模型鱼，也能兼

顾有效性与安全性，可为壮骨中药的毒/效评价提

供有力支撑。 
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