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羊栖菜褐藻糖胶对 AAPH诱导的斑马鱼
氧化应激模型的保护作用

王胜男，付晓婷*，许加超，高　昕

（中国海洋大学食品科学与工程学院，山东青岛 266003）

摘　要：目的：探究羊栖菜褐藻糖胶（SFPS）对 2, 2-偶氮二（2-甲基丙基咪）二盐酸盐（AAPH）诱导氧化应激斑

马鱼模型的保护作用。方法：通过检测 SFPS 对 2, 2'-联氮-双-（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）二铵盐（ABTS）及 1,
1-二苯基-2-苦基肼（DPPH）自由基的清除能力，来评价及验证 SFPS 的体外抗氧化能力，优化 AAPH 诱导斑马鱼

氧化应激模型，并分别以三个表型指标胚胎存活率、卵黄囊大小和心跳速率以及斑马鱼体内细胞死亡率和活性氧

（ROS）生成率来评价 SFPS 的体内抗氧化活性。结果：SFPS 主要由 75.30%±1.77% 的总糖、21.39%±1.07% 的硫

酸根，1.78%±0.19% 的蛋白质以及 1.47%±0.02% 的多酚组成，对 DPPH、ABTS 自由基清除的 IC50 值分别为

0.59、0.69 mg/mL。此外，SFPS 在 50~200 μg/mL 范围内对斑马鱼胚胎无毒性，并对 AAPH 诱导引起的斑马鱼氧

化损伤起到保护作用，且呈剂量依赖型。其中，在最优浓度 200 μg/mL 显著提高斑马鱼胚胎存活率（100%，

P<0.05）, 显著降低心跳速率（101.37%，P<0.05）和卵黄囊大小（111.80%，P<0.05），对斑马鱼体内细胞死亡和

活性氧生成的抑制率最高分别可达 70.55% 和 50.68%。结论：SFPS 具有较强的体外抗氧化作用，并对 AAPH 诱导

氧化损伤的斑马鱼表现出优越的体内抗氧化能力及氧化损伤修复能力，这表明 SFPS 作为天然抗氧化剂在保健食品

及化妆品领域具有广泛应用前景。
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Protective Effects of Fucoidan Isolated from Sargassum fusiform on
AAPH-induced Antioxidant Response in Zebrafish Model

WANG Shengnan，FU Xiaoting *，XU Jiachao，GAO Xin

（College of Food Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao 266003, China）

Abstract： Objective:  A  2,2-azobis(2-methylpropylimidazole)  dihydrochloride(AAPH)-stimulated  zebrafish  model  was
studied  and  used  for  investigating  the  antioxidant  activities  of  a  fucoidan(SFPS)  isolated  from Sargassum  fusiform(S.
fusiform).  Methods:  SFPS  extracted  from S.  fusiform and  the  chemical  composition  of  SFPS  were  determined.  The
scavenging capacities of SFPS on 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) and 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid)  diammonium  salt(ABTS)  radicals  were  determined  to  evaluate  its  antioxidant  activity  in vitro.  Then  the  AAPH-
induced  oxidative  stress  model  of  zebrafish  was  studied  and  optimized.  Three  phenotypic  indexes(survival  rate,  yolk  sac
size  and  heartbeat  rate)  as  well  as  levels  of  cell  death  and  reactive  oxygen  species(ROS)  were  used  to  evaluate  the
antioxidant activity of SFPS in vivo.  Results:  The SFPS contained 75.30%±1.77% carbohydrates content,  21.39%±1.07%
sulfate  content,  1.78%±0.19%  protein  content  and  1.47%±0.02%  phenolic  content.  Compared  with  the  crude
polysaccharide(SFPSC),  lower  IC50 values  of  SFPS  for  DPPH  and  ABTS  were  determined  to  be  0.59  and  0.69  mg/mL,  
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respectively. Besides, SFPS was nontoxic to zebrafish embryos in the range of 50~200 μg/mL and dose-dependently protect
zebrafishfrom AAPH induced oxidative damage. At the optimal concentration of 200 μg/mL, the survival rate of zebrafish
embryos  was  significantly  increased(100%, P<0.05),  the  heartbeat  rate  and  yolk  sac  size  were  significantly
reduced(101.37%  and  111.80%,  respectively, P<0.05),  and  the  inhibition  rate  of  AAPH-induced  cell  death  and  ROS
production  in  zebrafish  were  up  to  70.55%  and  50.68%,  respectively.  Conclusion: SFPS  would  have  strong  antioxidant
activity in vitro, and had superior antioxidant ability and oxidative damage repair ability in vivo, thus indicated that SFPS as
a natural antioxidant would have a wide application prospect in the field of health food and cosmetics.

Key  words： fucoidan； Sargassum  fusiform； zebrafish； oxidative  stress； 2,2-azobis(2-methylpropylimidazole)

dihydrochloride

 

羊栖菜是一种马尾藻属褐藻，主要分布于北太

平洋北部海岸，在我国分布广泛，辽东半岛、雷州半

岛以及从北部山东至南部广东的沿海海域均有分

布[1−2]。羊栖菜是我国重要的经济型海藻，主要在浙

江省洞头县大规模养殖，并出口日本等国家。羊栖菜

口感醇厚，风味良好，富含多种营养元素与营养成分，

又被称为“长寿菜”。羊栖菜入药在我国历史悠久，

《神农本草经》、《本草纲目》等药典中均有记载。

羊栖菜的营养价值与药用价值与其所含的功能

性多糖有密切关系，羊栖菜中总糖含量可达干重的

40%，其中以褐藻胶和褐藻糖胶为两种主要的功能性

多糖。褐藻胶是以 β-D 甘露糖醛酸（M）和 α-L-古罗

糖醛酸（G）通过 1-4 连接而成的线性多糖，虽没有特

别突出的生物活性，但由于具有独特的结构性质，其

作为食品添加剂和医学材料等应用广泛[3]。褐藻糖

胶是主要由 L-岩藻糖和硫酸基团组成的水溶性杂多

糖，以其优越的生物活性得到广泛关注[4]。研究表

明，羊栖菜褐藻糖胶具有免疫调节[5]、抗炎[6]、抗黑色

素瘤[6]、降血糖[7]、抗衰老[8]、抗菌[9] 等多种生物活性。

Wang 等[10] 研究发现酶辅助提取法从羊栖菜中提取

的褐藻糖胶在角质形成细胞（HaCaT）及斑马鱼胚胎

和幼鱼均表现出显著的紫外线保护作用。Chen 等[5]

发现从羊栖菜中分离纯化得到的褐藻糖胶组分可以

通过激活 CD14/IKK/NF-κB 和 P38/NF-κB 信号通

路在 RAW 264.7 巨噬细胞内发挥免疫增强作用。

此外，已有文献报道了提取自羊栖菜的多糖具有抗氧

化作用，但大多集中于对羊栖菜总粗多糖的抗氧化活

性研究[11−14]，目前针对于羊栖菜褐藻糖胶抗氧化活性

的报道主要集中在其体外抗氧化活性的研究[15−16]，本

文利用体内模型对羊栖菜褐藻糖胶的抗氧化活性进

行更深入研究。

斑马鱼（Danio rerio）是一种强大的脊椎动物模

型，被广泛用于各种人类疾病的研究[17−19]，主要优点

在于其高度发达的免疫系统，与哺乳动物的生理和形

态相似性，较低的养殖成本，加之其胚胎及幼鱼的光

学透明度，使其更有利于体内形态检测[20−21]。

氧化应激过程与活性氧（ROS）产生和清除的不

平衡有关，正常的 ROS 生成可以通过细胞内源性抗

氧化系统清除，环境压力、毒性等刺激细胞会造成

ROS 过量产生而无法清除，进而诱导细胞损伤和凋

亡，诱发各种疾病[22]。2,2-偶氮二（2-甲基丙基咪）二

盐酸盐（AAPH）可诱导斑马鱼胚胎产生氧化损伤，生

成过量 ROS，造成大量细胞死亡[23]。斑马鱼体内的

氧化应激水平可以通过检测 ROS 生成水平、细胞死

亡率来进行评价。

本实验首先对提取自羊栖菜的褐藻糖胶进行体

外抗氧化活性评价，并进一步利用优化的 AAPH 诱

导斑马鱼氧化应激模型进行体内抗氧化活性研究，为

羊栖菜褐藻糖胶在功能性食品、化妆品工业中的应

用提供了一定的理论指导。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

羊栖菜　2018 年 5 月收获自浙江省洞头县；成

年野生 AB 系斑马鱼　上海费曦生物科技有限公司；

1,1-二苯基-2-苦基肼（DPPH）　上海梯希爱化成工业

发展有限公司；2,2'-联氮-双-（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺
酸）二铵盐（ABTS）　大连美仑生物技术有限公司；

二甲基亚砜（DMSO）　北京索莱宝生物技术有限公

司；AAPH、三卡因、吖啶橙、2,7-二氟荧光黄双乙酸

盐（DCFH-DA）　美国 Sigma 公司；无水乙醇、氯化

钠、氯化钾、氯化钙、硫酸镁、盐酸、过硫酸钾、亚甲

基蓝　分析纯，上海国药集团化学试剂有限公司；

SPX-100B-Z 型生化培养箱　上海博讯实业有

限公司;  Powerwave XS 型酶标仪　美国 Biotek 公

司；斑马鱼全自动循环养殖系统　山东中科海科技集

团有限公司；SZ61 体式显微镜　日本奥林巴斯；A1R
HD25 激光共聚焦显微镜　日本 Nikon 公司；FA2004B
电子天平　上海天美天平仪器有限公司；FD5-2.5 冷

冻干燥机　北京金西盟仪器有限公司；Milli Q 纯水

机　默克密理博实验室设备（上海）有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   羊栖菜多糖的制备　羊栖菜褐藻糖胶的制备

方法参考 Ni 等[24] 和李雅静[25] 的研究。新鲜羊栖菜

用蒸馏水冲洗干净，经冷风干燥后，粉碎，过 60 目筛，

保存于−20 ℃。取 20 g 藻粉按照 1:20 g/mL 料液比

加入 95% 乙醇，40 ℃ 搅拌 2 h 以除去色素、多酚和

脂质。脱脂样品用超纯水（1:30，w/v）于 70 ℃ 水浴

摇床中振荡提取 12 h，经 4000 r/min 离心、过滤后取

上清液。此后，用三倍体积乙醇沉淀得到羊栖菜粗多

糖（SFPSC）；或上清液加入 2%  CaCl2 溶液沉淀，
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4000 r/min 离心，所得上清液旋蒸浓缩，用截留分子

量 3.5 kDa 的透析膜透析3 d，加入 3 倍体积无水乙

醇，于 4 ℃ 冰箱静置过夜，离心后将沉淀复溶，旋蒸

至无乙醇味，冻干得到羊栖菜褐藻糖胶（SFPS）。 

1.2.2   化学组成分析　总糖含量的测定参照 Dubois
等[26] 报道的方法，并稍作修改。以岩藻糖为标准品

制作标准曲线并计算总糖含量。硫酸根含量的测定

参照 Kawai 等[27] 报道，利用明胶-BaCl2 比浊法，以

硫酸钾为标准品制作标准曲线计算硫酸根含量。蛋

白质含量的测定根据 Winters 等[28] 报道的方法，以

牛血清蛋白为标准品制作标准曲线并计算。总酚含

量的测定根据 Chandler 等[29] 报道的福林酚法，以间

苯三酚为标准品制作标准曲线进行计算。 

1.2.3   体外抗氧化能力测定　 

1.2.3.1   DPPH 自由基清除能力测定　DPPH 自由基

清除能力参照 Tierney 等[30] 和 Li 等[31] 的报道进行

测定，并稍作修改。将 100 μL 不同浓度样品溶液和

100 μL 乙醇或乙醇配制的 DPPH 工作液分别加入

到 96 孔板中，室温下避光孵育 30 min，在 515 nm 波

长下测定吸光度值。抑制率按照下式计算。

抑制率(%) =
[
1− Asample−Asample black

Acontrol−Acontrol black

]
×100 式（1）

式中，Asample 表示样品吸光度值（样品+DPPH
工作液），Asample black 表示样品空白的吸光度值（样

品+乙醇），Acontrol 表示对照吸光度值（DPPH 工作

液+去离子水），Acontrol black 表示对照空白（乙醇+去离

子水）。 

1.2.3.2   ABTS 自由基清除能力测定　ABTS 自由基

清除能力的测定参照 Frattaruolo 等[32] 的报道，并稍

作修改，将 ABTS 溶液（7 mmol/L）与过硫酸钾溶液

（2.45 mmol/L）混合，室温避光孵育 12~16 h，使用前

用去离子水稀 20~30 倍，734 nm 波长下吸光度值为

0.70±0.02，分别将各浓度样品溶液和 ABTS 工作液

或去离子水加入 96 孔板，室温下避光孵育 10 min，
测定 734 nm 波长下各孔吸光度值。抑制率按照下

式计算。

抑制率(%) =
[
1− Asample−Asample black

Acontrol−Acontrol black

]
×100 式（2）

式中，Asample 表示样品吸光度值（样品+ABTS
工作液），Asample black 表示样品空白的吸光度值（样

品+去离子水），Acontrol 表示对照吸光度值（ABTS 工

作液+去离子水），Acontrol  black 表示对照空白（去离

子水）。 

1.2.4   斑马鱼体内抗氧化活性检测　 

1.2.4.1   斑马鱼喂养及胚胎收集　根据文献 [33]，繁
殖期野生斑马鱼饲养于中科海公司的半自动循环系

统中，水温（26±1）℃，系统每 24 h 光照时长 14 h、黑

暗时长 10 h，每日早晚以新鲜丰年虾各饲喂一次。

取健康雌雄鱼自然交配，用一次性培养皿中收集斑马

鱼胚胎并培养于（28.5±1）℃ 恒温培养箱。 

1.2.4.2   斑马鱼胚胎给药　挑选正常发育至 7~9 hpf
（hours post fertilization）的斑马鱼胚胎，以 20 枚/孔
转移至 24 孔板中，去除旧培养液，根据实验目的与

设计，每孔分别加入空白胚胎培养液（10% NaCl，
0.3% KCl，0.3% CaCl2，0.79% MgSO4）、胚胎培养液

配制的样品溶液或 AAPH 诱导溶液，培养体系为 2 mL
培养液，每组设置三个平行对照孔，给药完成后置于

（28.5±1）℃ 恒温培养箱中培养[23]。 

1.2.4.3   AAPH 氧化诱导模型优化　根据参考文献

[22−23,33]，对不同浓度 AAPH（10、15、20、25、30
mmol/L）诱导的斑马鱼氧化应激模型进行优化。待

斑马鱼胚胎发育至 8~9 hpf 时进行一次胚胎给药，置

于（28.5±1）℃ 培养箱中培养，后续分别进行斑马鱼

胚胎存活率、卵黄囊大小、幼鱼体内 ROS 生成率及

细胞死亡率的检测。 

1.2.4.4   SFPS 毒性评价　选择一定浓度（50、100、
200、400 μg/mL）SFPS 进行毒性评价实验，于胚胎发

育的 7~8 hpf 加入样品，其后置于（28.5±1）℃ 培养箱

中培养，进行斑马鱼胚胎存活率、正常发育率、心跳

速率、幼鱼体内细胞死亡率的检测。 

1.2.4.5   SFPS 对 AAPH 诱导的斑马鱼氧化应激模

型的保护作用评价　根据毒性评价结果，选择 SFPS
无氧化毒性的浓度范围进行抗氧化活性评价实验，于

胚胎发育的 7~8 hpf 进行胚胎给药，于恒温培养箱

（28.5±1）℃ 中进行预孵育，1 h 后利用佳 AAPH 诱导

浓度（20 mmol/L）进行氧化诱导。实验分为空白对

照组，AAPH 诱导组，AAPH 诱导+SFPS 组，每组设

置三个平行孔，实验体系均为 2 mL。空白对照组：2 mL
空白胚胎培养液；AAPH 诱导组：2 mL 胚胎培养液配

制的 AAPH 诱导物（终浓度 20 mmol/L）；AAPH 诱

导+SFPS 组：每孔加入胚胎培养液配制的无毒性浓

度范围的 SFPS 样品溶液 1.9 mL，预孵育 1 h 后，加

入 AAPH 诱导物 0.1 mL（至终浓度 20 mmol/L）。给

药完成后，将斑马鱼胚胎转移至（28.5±1）℃ 培养箱

中进行孵育，待后续进行胚胎存活率、心跳速率、卵

黄囊大小，幼鱼体内细胞死亡率、ROS 生成率的测定。

斑马鱼存活率：统计每天按时观察胚胎发育情

况，及时移除死亡胚胎，最后统计发育至 72 hpf 时期

各实验组幼鱼存活率情况[34]。

存活率(%) =
72 hpf存活个数
胚胎总个数

×100 式（3）

斑马鱼正常发育率统计：斑马鱼胚胎正常发育

率的统计参照文献 [33]。于显微镜下观察斑马鱼发

育情况，计数发育至 3 dpf 时期正常形态下的斑马鱼

幼鱼。

幼鱼卵黄囊大小检测：卵黄囊大小的评估根据

Na 等[35] 的报道，并稍作修改。待斑马鱼胚胎发育
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至 30 hpf 时，对胚胎进行摆位后，利用带摄像头的显

微镜后进行拍照，并用 ImageJ 软件测量卵黄囊大小，

每个胚胎计算三次取平均值。最终数据以给药组卵

黄囊大小与空白对照组卵黄囊大小的比值表示。

幼鱼心跳速率测定：待斑马鱼胚胎发育至 48 hpf
时期并脱膜后，利用体式显微镜观察，对各组幼鱼心

跳速率进行人工计数，每次计数 30 s，每条幼鱼计数

三次取平均值[36]。心跳速率数值以给药组心跳数与

空白对照组心跳数的比值表示。

斑马鱼幼鱼体内荧光染色与分析：根据 Zou 等[34]

的报道，并稍作修改，待斑马鱼胚胎发育至 72 hpf 时
期，分别选择各浓度组幼鱼数条，并用相应的荧光染

色试剂进行荧光染色。各组幼鱼分别用胚胎培养液稀

释的吖啶橙溶液（7 μg/mL）或 DCFH-DA（15 μg/mL）
进行避光孵育（（28.5±1）℃）。孵育完成后，用胚胎培

养液冲洗幼鱼以洗去未结合的荧光试剂，重复

5 次。拍摄荧光图片前，用 0.03% 的三卡因溶液麻醉

幼鱼，并将其置于激光共聚焦显微镜下捕获图片。图

片荧光强度的分析用 ImageJ 软件进行。各组 ROS
生成率（%）、细胞死亡率（%）以样品组荧光强度与空

白组荧光强度的比值表示。 

1.3　数据处理

X̄所有实验均重复三次，实验结果以  ±SD 表示；

实验数据的统计学分析利用 SPSS19 软件进行，通过

单因素（ANOVA）分析，Turkey 检验对组间差异性进

行比较，P<0.05 为具有显著性差异。 

2　结果与分析 

2.1　多糖的化学组成

SFPS 基本化学组成的标准曲线方程如表 1 所

示，以岩藻糖为标准品绘制的总糖含量标准曲线回归

方程为 y=3.5706x+0.0618，其中 R2=0.9990，对 SFPS
和 SFPSC 进行测定，得到其总糖含量分别为 75.30%±
1.77% 和 40.41%±0.19%。利用明胶-BaCl2 比浊法

得到硫酸根标准曲线拟合方程为 y=0.2959x+0.0331，
其中 R2=0.9996，计算得 SFPS 和 SFPSC 硫酸根含量

分别是 21.39%±1.07% 和 17.10%±0.42%。以BSA 为

标准品绘制的蛋白质标准曲线回归方程为 y=
4.0167x+0.2176，其中 R2=0.9968，计算得 SFPS 和

SFPSC 的蛋白质含量分别为 1.78%±0.19% 和 2.01%
±0.17%。以间苯三酚为标准品绘制的多酚含量标准

曲线回归方程为 y=22.952x+0.0412，其中 R2=0.9991，
计算得 SFPS 和 SFPSC 的多酚含量分别是 1.47%±
0.02% 和 1.50%±0.09%。各物质含量数据结果如表

2 所示，SFPS 的总糖含量比 SFPSC 高近一倍。综

上，可以说 SFPSC 与 SFPS 都是硫酸化多糖，均含有

较高的硫酸根含量。大量研究表明，海藻多糖具有优

越的抗氧化活性[4,15,22,37]，因此推测 SFPSC 与 SFPS
也具有一定的抗氧化潜力。 

2.2　体外抗氧化能力测定结果

DPPH 与 ABTS 自由基清除法是两种有效评价

和筛选活性物质抗氧化活性的方法。两种样品体外

抗氧化能力测定结果如表 3 所示，SFPS 的 DPPH
与 ABTS 自由基清除能力均明显强于 SFPSC。其中，

SFPS 的DPPH 自由基清除能力 IC50 值为 0.59 mg/mL，
远远低于提取自 Sargassum fulvellum 的褐藻糖胶的

IC50 值（6.90 mg/mL）[22]，表明 SFPS 具有优越的体外

抗氧化活性。目前，AAPH 已被广泛用作自由基诱

导剂用于抗氧化研究[38−39]。因此，本实验采用 AAPH
诱导氧化应激反应，并进一步评价 SFPS 在斑马鱼体

内的抗氧化保护作用。
 
 

表 3    SFPSC 与 SFPS 的自由基清除能力
Table 3    Free radical scavenging activities of SFPSC and SFPS

obtained from S. fusiform

样品
自由基清除能力（IC50，mg/mL）

DPPH ABTS

SFPSC 1.22±0.02 0.93±0.01
SFPS 0.59±0.01 0.69±0.01

  

2.3　AAPH 诱导斑马鱼氧化模型优化 

2.3.1   AAPH 诱导浓度对斑马鱼胚胎存活率、卵黄

囊大小的影响　如图 1 所示，各个实验浓度的 AAPH
均对胚胎存活有一定的负面影响，且胚胎存活率与

AAPH 浓度呈剂量依赖型降低，且经高浓度 AAPH
（30 mmol/L）诱导，斑马鱼胚胎存活率降低到 50% 以

下（6.67%），不适用于进一步指标检测。而中、低浓

度 AAPH（10、15、20、25 mmol/L）诱导造成的存活

率均大于等于 50%，可以满足后续指标检测及诱导

效果评价。

斑马鱼从胚胎到幼鱼时期的发育依靠卵黄囊提

供营养，而不需从外界获取营养物质，因此胚胎卵黄

囊大小可在一定程度上指示胚胎发育程度[40]。所选

浓度对斑马鱼胚胎卵黄囊大小的影响结果如图 2 所

示，在不同浓度 AAPH 诱导下，斑马鱼胚胎卵黄囊均

有一定程度的肿大，其中，与对照组相比，在 10、15、
25 mmol/L AAPH 诱导下，斑马鱼胚胎卵黄囊呈现出

 

表 1    标准曲线方程

Table 1    Equations of standard curves

指标 标准曲线方程 R2

总糖 y=3.5706x+0.0618 0.9990
硫酸根 y=0.2959x+0.0331 0.9996
蛋白质 y=4.0167x+0.2176 0.9968
多酚 y=22.952x+0.0412 0.9991

 

表 2    SFPSC 与 SFPS 的化学组成

Table 2    Chemical components of SFPSC and SFPC

SFPSC SFPS

总糖含量（%） 40.41±0.19 75.30±1.77
硫酸根含量（%） 17.10±0.42 21.39±1.07
蛋白质含量（%） 2.01±0.17 1.78±0.19
多酚含量（%） 1.50±0.09 1.47±0.02
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非显著性的肿大（111.11%、119.30%、123.25%），而

在 20 mmol/L 诱导浓度下，斑马鱼卵黄囊显著肿

大。因此初步认定 20 mmol/L 为最优诱导浓度。后

续选择诱导效果较好的三个组（15、20、25 mmol/L）

进行后续检测。 

2.3.2   AAPH 诱导浓度对斑马鱼幼鱼体内细胞死亡

率和 ROS 生成率的影响　斑马鱼体内细胞死亡和

ROS 生成的荧光检测数据如图 3 和图 4 所示。结果

表明，三个浓度 AAPH 诱导均可显著提高斑马鱼体

内细胞死亡水平（P<0.05），其中诱导浓度为 20 mmol/L

时，幼鱼体内细胞死亡率和 ROS 生成率分别可达

221.48% 和 274.42%，均高于 15、25 mmol/L 诱导浓

度下的过氧化应激水平。因此，选择 20 mmol/L AAPH

浓度建立斑马鱼氧化应激诱导模型进行后续活性物

质的抗氧化活性评价。此造模浓度高于邹娅雪等[33]

在研究中选择的浓度（15 mmol/L），但低于 Kang 等[23]

在实验中选择的浓度（25 mmol/L）。 

2.4　SFPS 毒性评价 

2.4.1   SFPS 浓度对斑马鱼存活发育的影响　选择

50~400 μg/mL 浓度范围进行 SPFS 毒性评价，不同

浓度 SFPS 对斑马鱼存活率的影响如图 5a 所示，

50、100、200、400 μg/mL 的 SFPS 均对斑马鱼胚胎
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图 1    AAPH 诱导浓度对斑马鱼胚胎存活率的影响

Fig.1    Effect of AAPH-induced concentration on the survival
rates of zebrafish embryos

注：柱状图上方不同字母表示具有显著性差异，P<0.05；图 2~
图 9 同。
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图 2    不同浓度 AAPH 对斑马鱼胚胎卵黄囊大小的影响

Fig.2    Effect of different concentrations of AAPH on the yolk
sac size of zebrafish embryos
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图 3    不同浓度 AAPH 对斑马鱼幼鱼体内细胞死亡率的影响

Fig.3    Effect of different concentrations of AAPH on the cell death of zebrafish larvae
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图 4    不同浓度 AAPH 对斑马鱼幼鱼体内活性氧生成率的影响

Fig.4    Effect of different concentrations of AAPH on the reactive oxygen species (ROS) production rate in zebrafish larvae
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无致死毒性。低浓度 SFPS 组（≤200 μg/mL）对斑马

鱼胚胎没有致畸毒性，但是高浓度（400 μg/mL）SFPS

不利于斑马鱼胚胎的正常发育，导致斑马鱼畸形发育

（图 5b），其正常发育率降低至 91.67%（图 5c）。对斑

马鱼胚胎脱膜后幼鱼进行心跳速率的检测，检测结果

如图 5d 所示，在 SFPS 浓度为 400 μg/mL 时，与空白

组相比，幼鱼心跳速率显著提高至 108.26%（P<0.05），

而低浓度 SFPS 则对斑马鱼生长发育无此负面影响。 

2.4.2   SFPS 浓度对斑马鱼幼鱼体内氧化应激水平的

影响　如图 6 所示，200 μg/mL 以下浓度的样品组细

胞死亡率与空白组相比没有显著性差异（P>0.05），

而 400 μg/mL SFPS 使斑马鱼幼鱼体内细胞死亡率

显著升高（P<0.05）。综合以上实验结果，选择小于

200 μg/mL 的安全浓度进行后续抗氧化活性评价，与

从 Sargassum  fulvellum[22] 和 Undaria  pinnatifida[41]

提取的褐藻糖胶（均为 100 μg/mL）相比，可用于体内

抗氧化研究的浓度范围更大，由此揭示了 SFPS 更优

越的应用前景。 

2.5　SFPS 对 AAPH 诱导的斑马鱼氧化应激模型的保

护作用评价 

2.5.1   不同浓度 SFPS 对 AAPH 诱导的斑马鱼胚胎

存活发育的影响　如图 7a 所示，与空白对照组相比，

AAPH 诱导组斑马鱼胚胎存活率降低至 65.00%，实

验结果与图 1 一致，而各浓度组 SFPS 均对 AAPH
导致的存活率降低有显著抑制作用（P<0.05），且抑制

作用呈剂量依赖性提高。在 SFPS 浓度为 200 μg/mL
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图 5    SFPS 浓度对斑马鱼胚胎存活发育的影响

Fig.5    Effect of different concentrations of SFPS on the survival rate and development of zebrafish embryos
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Fig.6    Effect of different concentrations of SFPS on the cell death of zebrafish larvae
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时，显著改善 AAPH 诱导导致的胚胎死亡（P<0.05），

存活率可达 100%，与空白对照组完全一致，证明

SFPS 对 AAPH诱导的斑马鱼胚胎具有有效的保活

作用。

如图 7b 所示，斑马鱼胚胎经 AAPH 诱导后发育

变缓，消耗的营养物质减少，卵黄囊出现明显的非正

常肿大，高达空白对照组斑马鱼的 1.5 倍。而经 SFPS

预孵育处理的实验组卵黄囊大小随浓度升高呈剂量

依赖性减小，且在最高浓度 200 μg/mL 时与空白对

照组无显著性差异。

斑马鱼幼鱼心跳速率检测结果如图 7c 所示，在

AAPH 诱导下，斑马鱼心跳速率显著升高至空白对

照组的 116.97%（P<0.05），而三个浓度 SFPS 实验组

均显著抑制 AAPH 引起的幼鱼心跳速率升高（P<0.05），

其中最优 SFPS 浓度为 200 μg/mL，经此浓度预孵育

的实验组心跳速率降低至与空白组无显著性差异

（P>0.05）。实验结果表明 SPFS 对 AAPH 诱导斑马

鱼模型产生的氧化损伤具有良好的保护作用。 

2.5.2   不同浓度 SFPS 对 AAPH 诱导的斑马鱼幼鱼

体内氧化应激水平的影响　 

2.5.2.1   不同浓度 SFPS 对 AAPH 诱导的斑马鱼幼

鱼体内细胞死亡的影响　样品对 AAPH 诱导的斑马

鱼体内细胞死亡率的影响结果如图 8 所示，根据荧

光图像可以看出，AAPH 诱导组荧光强度明显强于

空白组荧光强度，荧光强度较强，证明经 AAPH 诱

导，斑马鱼体内大量细胞凋亡，凋亡细胞结合荧光染

料，使其发出强烈荧光。而各浓度 SFPS 预孵育组均

显著降低了 AAPH 诱导产生的细胞死亡（P<0.05），
且降低作用呈剂量依赖型增强，其中最高浓度 200
μg/mL 呈现出最强的抑制作用，与空白对照组无显著

差异（P>0.05），且仅为AAPH 诱导组的 29.41%。Wang
等[22] 研究报道了从另一种马尾藻属褐藻 Sargassum
fulvellum 中提取的岩藻聚糖硫酸酯在最优浓度下将

AAPH 诱导的斑马鱼体内的细胞死亡降低至 55% 左

右，远高于 SFPS 的 29.41%，这表明 SFPS 具有优越

的抗氧化活性。 

2.5.2.2   不同浓度 SFPS 对 AAPH 诱导的斑马鱼幼

鱼体内活性氧生成率的影响　不同浓度 SFPS 对斑

马鱼体内 ROS 生成率的影响结果如图 9 所示，AAPH
的加入显著诱导斑马鱼幼鱼体内活性氧的过量生成

至 261.81%（P<0.05），但 SFPS 预孵育剂量依赖性降

低 ROS 的生成。在 50、100、200 μg/mL 分别将 ROS
生成降低至 220.08%、187.40%、129.13%。在最优

浓度 200 μg/mL 时，与 AAPH 诱导组相比，活性氧生

成的抑制率可达 50.68%。 

3　结论与讨论
上述实验结果表明本实验提取的 SFPS 具有良

好的体内抗氧化活性，且最优浓度为 200 μg/mL，远
高于 Lee 等[42] 从另一种褐藻 Ishige okamurae 提取

的褐藻糖胶最优浓度（6.25 μg/mL）。一定浓度范围

（50~200 μg/mL）的 SFPS 在斑马鱼体内发挥抗氧化

保护作用主要是通过直接清除 AAPH 诱导产生的

ROS，并进一步减少细胞死亡来实现的。同样有研究

表明，利用酶提法从韩国济州岛沿岸收集的 Hizikia
fusiforme 中提取的粗多糖在 H2O2 诱导的斑马鱼体

内同样发挥了剂量依赖性抑制活性氧生成的作用，但

抑制率仅达 18.50%[14]，表明本实验中提取的褐藻糖

胶具有良好的抗氧化活性。另外，与已报道过的其他

褐藻糖胶相比[22,42]，本实验中使用的 SFPS 抗氧化效

果也更优，与这进一步印证了羊栖菜褐藻糖胶 SFPS
优越的的抗氧化活性。

据文献 [2] 报道，硫酸多糖的抗氧化活性与硫酸

根含量呈正相关。本研究中褐藻糖胶 SFPS 是一种

硫酸化多糖，硫酸根含量可达 21.39%，高于其他已报

道的褐藻糖胶[9,14,22]，这或许是揭示本实验中 SFPS
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图 7    不同浓度 SFPS 对 AAPH 诱导的斑马鱼胚胎存活率
（a）、卵黄囊大小（b）、心跳速率（c）的影响

Fig.7    Effect of different concentrations of SFPS on the survival
rate (a), yolk sac size (b) and heart-beat rate (c) of AAPH-

induced zebrafish
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表现出更强抗氧化活性的原因。

本研究首先对提取自羊栖菜的褐藻糖胶（SFPS）
进行了化学组成测定，证明 SFPS 是一种硫酸根含量

较高的硫酸化多糖，且体外自由基清除实验证明

SFPS 抗氧化能力与粗多糖 SFPSC 相比更有优势。

本研究又通过不同诱导浓度优化得到 20 mmol/L
AAPH 诱导的最优斑马鱼氧化应激模型，并首次利

用该模型对样品 SFPS 进行了体内抗氧化活性的探

究。一定浓度 SFPS（50、100、200 μg/mL）剂量依赖

性抑制 AAPH 诱导引起的胚胎死亡、卵黄囊肿大以

及心跳速率过快（P<0.05），同时有效抑制了 AAPH
诱导导致的斑马鱼幼鱼体内细胞死亡率和 ROS 生

成率升高（P<0.05），细胞死亡率和 ROS 生成率均降

低至与正常组无显著差异，表现出良好的抗氧化活

性。实验结果为 SFPS 作为天然抗氧化剂的开发利

用提供了可靠的理论依据，证明 SFPS 具有极大的应

用价值和市场前景。
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