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  [摘 要] 目的 利用斑马鱼为动物模型,初步分析口腔炎合剂对胚胎及肝肾发育的影响。方法 待斑

马鱼发育至受精后10
 

h(10
 

hpf)时以简单随机方法分组并添加梯度浓度的口腔炎合剂。药物作用72
 

h后在显

微镜下观察口腔炎合剂对胚胎及肝肾发育,并记录图像数据。结果 当口腔炎合剂稀释浓度高于1.625×10-5
 

g/mL时对10
 

hpf斑马鱼开始出现胚胎发育毒性,表现为发育迟缓、心腔狭窄等。当口腔炎合剂稀释浓度高于

6.500×10-5
 

g/mL时对36
 

hpf斑马鱼产生肝肾发育毒性,主要表现为肝脏与周边组织分界线不太明显,肾脏

和鱼鳔区域明显增大,并伴有水肿瘀滞现象。结论 口腔炎合剂具有一定的胚胎及肝肾毒性,孕妇和哺乳期妇

女,以及肝肾功能不全者原则上不得使用本品,必须使用时应严格限量,并在医生指导下谨慎使用。
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[Abstract] Objective To

 

preliminarily
 

analyze
 

the
 

effect
 

of
 

stomatitis
 

mixture
 

on
 

embryo,liver
 

and
 

kid-
ney

 

development
 

by
 

using
 

zebrafish
 

as
 

an
 

animal
 

model.Methods When
 

zebrafish
 

developed
 

to
 

10
 

h
 

after
 

fer-
tilization(10

 

hpf),they
 

were
 

grouped
 

by
 

simple
 

random
 

method
 

and
 

added
 

with
 

gradient
 

concentration
 

of
 

sto-
matitis

 

mixture.After
 

72
 

h
 

of
 

drug
 

action,the
 

toxicity
 

of
 

stomatitis
 

mixture
 

on
 

embryonic
 

development
 

and
 

hepat
 

orenal
 

toxicity
 

were
 

observed
 

under
 

microscope
 

and
 

the
 

image
 

data
 

were
 

recorded.Results When
 

the
 

dilution
 

concentration
 

of
 

stomatitis
 

mixture
 

was
 

higher
 

than
 

1.625×10-5
 

g/mL,embryo
 

developmental
 

toxici-
ty

 

began
 

to
 

appear
 

in
 

10hpf
 

zebrafish,showing
 

developmental
 

delay
 

and
 

cardiac
 

cavity
 

stenosis.When
 

the
 

dilu-
tion

 

concentration
 

of
 

stomatitis
 

mixture
 

was
 

higher
 

than
 

6.500×10-5
 

g/mL,it
 

had
 

hepatorenal
 

toxicity
 

to
 

36
 

hpf
 

zebrafish.The
 

main
 

manifestations
 

were
 

that
 

the
 

boundary
 

between
 

liver
 

and
 

surrounding
 

tissues
 

was
 

not
 

obvious,and
 

the
 

kidney
 

and
 

swim
 

bladder
 

area
 

increased
 

significantly,accompanied
 

by
 

edema
 

and
 

stasis.Con-
clusion The

 

stomatitis
 

mixture
 

has
 

certain
 

embryo
 

and
 

liver
 

and
 

kidney
 

toxicity.Pregnant
 

women,lactating
 

women,and
 

patients
 

with
 

liver
 

and
 

kidney
 

dysfunction,are
 

not
 

allowed
 

to
 

use
 

this
 

product
 

in
 

principle.It
 

must
 

be
 

used
 

with
 

strict
 

limits
 

and
 

careful
 

use
 

under
 

the
 

guidance
 

of
 

doctors.
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words] Stomatitis
 

mixture; Model
 

organism; Zebrafish; Hepatorenal
 

toxicity; Embryo
 

toxicity

  复发性口腔溃疡(ROU)是指一类发病原因尚不 明确、反复发病但又具有一定自愈性的口腔黏膜溃疡
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性损伤疾病[1]。ROU是常见的口腔黏膜病变,发病

率目前排在口腔类疾病的第1位。流行病学调查表

明,一般人群中该病发病率为10%~20%,但在特殊

人群中可高达55%。ROU发病原因至今尚未有较确

切的结论。目前,主流的病因学观点认为,ROU的发

生主要与病毒或细菌感染、胃肠消化功能紊乱、免疫

功能异常、微循环障碍、内分泌紊乱、遗传因素、创伤、
免疫缺陷病、变态反应、造血及神经功能异常,以及

锌、铁、叶酸、B族维生素缺乏等有关。现代口腔医学

观点认为,ROU是一种自身免疫性疾病,但易感人群

在以上因素影响下机体内部发生自身免疫反应,进而诱

导在口腔局部发生以黏膜细胞破损和炎症病变,且发生

在一处或多出。由于其发病机制的不明确,导致ROU
的根治较为困难,复发情况在易感者中时有发生。

口腔炎合剂为攀枝花市中心医院自制剂,在中医

辨证和中药理论基础上选用白虎汤合导赤散加山慈

菇拟定的口腔炎合剂,具有清热凉血、解毒生肌等功

效,治疗复发性阿弗他溃疡及疱疹性口炎效果较好,
临床疗效确切,达到减轻痛苦、促进恢复、减少复发的

目标。目前,口腔炎合剂对胚胎和肝肾功能发育潜在

毒性的数据尚不明确,限制了口腔炎合剂组方的进一

步优化,以及在临床中的广泛使用。
药物研究专家常以模型动物作为药物研究工具,

以此评价药物在疾病模型中的药理效果。其中小鼠、
果蝇、斑马鱼在药理实验中被广泛使用[2-5]。斑马鱼

是一种重要的模型生物,具有较多优点,如胚胎发育

同步性高、繁殖速度较快、胚胎透明度高等。但斑马

鱼最重要的优点是具有与人类基因高度相似性的特

征,也造就了其在人类疾病的药物研究中具有举足轻

重的地位[6]。无论是在西药的药理毒理研究还是在

中药的毒理评价中斑马鱼的应用均日渐增多,且发挥

着不可替代的作用。近年来,诸多学者开展了基于斑

马鱼的药理毒理研究[7-8],如基于斑马鱼开展的麝香

酮对胚胎的毒性研究[9]或基于斑马鱼开展的乌头碱

对心脏的毒性、发育衰老的研究[10],以及基于斑马鱼

的中药肝损伤的效果研究[11-12]等,这些研究结果均证

实了斑马鱼作为模型动物的重要优势。因此,本研究

以斑马鱼作为模型生物开展了口腔炎合剂对胚胎及

肝肾发育的初步探索,期望为口腔炎合剂的组方优化

与改良,以及临床推广应用提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 药材来源 口腔炎合剂组方为山慈菇100
 

g,
知母60

 

g,川木通20
 

g,甘草20
 

g,石膏75
 

g,地黄

75
 

g,黄芩20
 

g,梗米75
 

g,淡竹叶75
 

g。全部中药材

来源于四川新绿色有限公司,且被成都中医药大学药

学院鉴定为合格品。制备过程为首先将药材加水浸

泡,并经2次煎煮,然后过滤取汁,最后合并浓缩药

物,最终制成0.520
 

g/mL生药的浓缩中药液体,保存

于4
 

℃冰箱备用。

1.1.2 实验动物 斑马鱼为 AB品系,由成都中医

药大学药学院斑马鱼实验平台繁育提供。

1.1.3 仪器与试剂 斑马鱼繁育系统(北京爱生科

技发展有限公司)、M165-FC型体式荧光显微成像系

统(Leica
 

corporation.German)、MGC-100型恒温培

养箱(上海一恒科学仪器有限公司)、羧甲基纤维素钠

(批号为 M0202A,大连美仑生物公司)、中药煎药机

(青岛华弘生物制药设备有限公司)、纯水系统-超纯水

制备 系 统 (Milli-Q
 

Advantage)等。实 验 采 用 含

0.001
 

5%
 

N-苯基硫脲(美国Sigma
 

Aldrich公司,批
号:BCBK8912V)的斑马鱼胚胎培养液将药物稀释至

所需浓度。实验用水为超纯水,其余试剂均为分析

纯。

1.2 方法

1.2.1 斑马鱼胚胎的饲养及获取 饲养斑马鱼条件

为使用北京爱生斑马鱼繁育系统,全封闭循环,水温

控制在28
 

℃,室温为26
 

℃,pH为7.2~7.5,电导率

为500~550
 

μS/cm,光照为14
 

h的黑暗加10
 

h白昼

进行交替繁殖。挑选状态良好的斑马鱼以1∶1雌雄

比进行培养,用隔板将雌、雄鱼隔离,次日早晨将隔板

抽去,并 于2
 

h后 收 集 斑 马 鱼 胚 胎,转 移 至 恒 温

(28
 

℃)培养箱进行孵育。

1.2.2 斑马鱼肝肾发育毒性测定 将受精后10
 

h
(10

 

hpf)发育正常的斑马鱼胚胎置于24孔板,密度为

10枚/孔,同时,弃原胚胎培养液,并立即加入1.5
 

mL
浓度梯度分别为1.300×10-4

 

g/mL生药(原药稀释

4
 

000倍)、6.500×10-5
 

g/mL生药(原药稀释8
 

000
倍)、3.250×10-5

 

g/mL生药(原药稀释16
 

000倍)的
口腔炎合剂培养液,用无任何添加的胚胎培养液作空

白对照组,并转移至恒温箱中培养,于给药72
 

h后在

显微镜下观察并拍照记录染毒后幼鱼的肝肾区图像。

1.2.3 斑马鱼胚胎发育毒性测定 将10
 

hpf后且正

常发育的斑马鱼胚胎置于24孔板中,密度为10枚/
孔,同时,弃原胚胎培养液,并立即加入2

 

mL浓度梯

度分别为6.500×10-5
 

g/mL生药(原药稀释8
 

000
倍)、3.250×10-5

 

g/mL生药(原药稀释16
 

000倍)、

1.625×10-5
 

g/mL 生 药(原 药 稀 释32
 

000倍)、

8.125×10-6
 

g/mL生药(原药稀释64
 

000倍)的口腔

炎合剂培养液,以无任何添加的胚胎培养液作空白对

照组,并转移至恒温箱中培养,于给药72
 

h后在显微

镜下观察并拍照记录染毒后幼鱼的胚胎形态变化。
斑马鱼胚胎由透明变为白色或在显微镜下观察胚胎
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开始变模糊判定为有胚胎发育毒性。

1.3 统计学处理 应用Excel2019进行数据分析,采
用描述性统计分析。

2 结  果

2.1 口腔炎合剂对肝肾发育毒性的影响 空白对照

组斑马鱼幼鱼实验结束后肝脏(红色线条区域)和肾

脏(绿色线条区域)发育正常,口腔炎合剂在大于或等

于6.500×10-5
 

g/mL剂量下作用72
 

h可明显导致

10
 

hpf斑马鱼胚胎的肝肾发育不良,表现为肝脏发育

缓慢和肾脏水肿,并随浓度升高毒性升高。见图1。
与空白对照组比较,口腔炎合剂对10

 

hpf斑马鱼作用

72
 

h后6.500×10-5
 

g/mL时幼鱼肝脏形态基本正

常,但肝脏区域面积减小。此外,当口腔炎合剂浓度

为6.500×10-5
 

g/mL、1.300×10-4
 

g/mL时胚胎、肝
脏与周边组织分界线不太明显,具有更加明显的肝脏

毒性。且在这2个浓度下斑马鱼肾脏和鱼鳔区域明

显增大,开始出现水肿瘀滞现象,显现一定的肾毒性。

2.2 口腔炎合剂对胚胎发育毒性的影响 对照组斑

马鱼幼鱼在实验过程中全部存活,口腔炎合剂在大于

或等于1.625×10-5
 

g/mL剂量下作用10
 

hpf斑马鱼

72
 

h后可明显导致胚胎产生毒性,表现为发育缓慢、
身体畸形和心包囊肿,并随浓度升高而毒性升高。见

图2。与空白对照组比较,口腔炎合剂对10
 

hpf斑马

鱼胚胎作用72
 

h后8.125×10-6
 

g/mL时个别幼鱼

体形发生略微变化,心包与卵黄囊肿大,且肿大程度

呈剂量依赖性。此外,当口腔炎合剂浓度为1.625×
10-5

 

g/mL时胚胎心包开始出现水肿瘀滞现象(红色

箭头指示部位),当口腔炎合剂浓度为3.250×10-5
 

g/mL时表现为严重的身体畸形、心腔狭窄。见图3。
当口腔炎合剂浓度为6.500×10-5

 

g/mL时大部分鱼

卵发白,无成形鱼胎出现,表现出严重的胚胎细胞毒

性,见图2E。

  注:A.空白对照组;B.3.250×10-5
 

g/mL组;C.6.500×10-5
 

g/

mL组;D.1.300×10-4
 

g/mL组。

图1  口腔炎合剂作用于10
 

hpf斑马鱼72
 

h后对胚胎

肝肾发育毒性的影响(50×)

  注:A.空白对照组;B.8.125×10-6
 

g/mL组;C.1.625×10-5
 

g/mL组;D.3.250×10-5
 

g/mL组;E.6.500×10-5
 

g/mL生药组。

图2  口腔炎合剂作用于10
 

hpf斑马鱼胚胎72
 

h对胚胎发育的影响(50×)

2.3 不同浓度口腔炎合剂对斑马鱼胚胎及肝肾发育

毒性的影响 口腔炎合剂对斑马鱼的肝肾发育毒性

在原药稀释8
 

000倍开始能较明显观察出异样,表明

6.500×10-5g/mL生药的浓度下具有一定的肝肾发

育毒性,且有浓度依赖性。此外,口腔炎合剂在各浓

度下均能观察到胚胎的形体发育变化,表现出一定的
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胚胎发育毒性。见表1。

  注:A.空白对照组;B.8.125×10-6
 

g/mL组;C.1.625×10-5
 

g/mL组;D.3.250×10-5
 

g/mL组。

图3  口腔炎合剂作用于10
 

hpf斑马鱼胚胎72
 

h对心脏周边形态的影响(50×)

表1  不同浓度口腔炎合剂对斑马鱼胚胎及

   肝肾发育毒性的影响

序号
药物浓度

(g/mL)
原药稀释倍数 肝肾 胚胎

1 8.125
 

×10-6
 

64
 

000 0 1
2 1.625

 

×10-5
 

32
 

000 0 1
3 3.250×10-5

 

16
 

000 0 1
4 6.500×10-5

 

8
 

000 1 1
5 1.300×10-4

 

4
 

000 1 1

  注:0表示无影响或不明显,1表示有影响。

3 讨  论

  ROU患病率高达20%左右[13],发病率较高,常
发于舌部、唇部、颊部黏膜等。溃疡处的局部疼痛是

常见的临床症状,经常影响患者说话、进食和心情,大
大降低了生活质量。ROU分为轻型、重型和疱疹型,
其病因复杂,存在明显的个体差异。免疫、遗传、环境

因素均可诱发ROU的发生[14],因此,ROU的治疗方

式也比较多样,但尚无特效药和治疗方案。
口腔炎合剂为本院自制剂,前期研究发现其对

ROU及疱疹性口炎效果较好,临床疗效确切,可达到

减轻痛苦、促进恢复、减少复发的目标。但口腔炎合

剂对胚胎和肝肾发育的潜在毒性目前尚不明确,限制

了其在临床的广泛使用[10]。为进一步掌握本院自制

的口腔炎合剂对妊娠期和哺乳期妇女的影响,本研究

探讨了以模式生物斑马鱼为研究对象的口腔炎合剂,
对斑马鱼胚胎及肝肾发育毒性的影响,结果显示,口
腔炎合剂具有一定的胚胎及肝肾发育毒性。

前期研究表明,口腔炎合剂成人常规剂量为每次

1袋(200
 

mL),浓度为0.52
 

g/mL,每天3次给药,连

续服用3
 

d为1个疗程,在该剂量下安全性尚可,但孕

妇和哺乳期妇女,以及肝肾功能不全者使用口腔炎合

剂的剂量和安全性尚未知晓[5]。本研究基于斑马鱼

开展的胚胎及肝肾发育毒性结果显示,妇女、儿童及

肝肾功能不全等特殊人群尽量避免使用,特殊情况下

必须使用时务必在医生指导下按恰当的剂量服用。
本研究结果促进了口腔炎合剂的处方优化和进一步

临床推广使用,同时,对患者的用药安全提供了极为

关键的证据,具有一定的参考价值。下一步将进一步

优化本院自制的口腔炎合剂的组方比例和内容,进一

步完善斑马鱼在胚胎及肝肾发育毒性研究中的内容,
争取获得更优的口腔炎合剂。
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