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　 　 【摘要】 　 目的　 采用 ３ 种诱导剂分别建立斑马鱼血栓模型，观察冠心宁片的抗血栓作用。 方法　 分别采用
１􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ苯肼、８０ μｍｏｌ ／ Ｌ花生四烯酸和 ５ ｍｇ ／ Ｌ普纳替尼建立活体斑马鱼血栓模型，并用冠心宁片、氯吡格雷或
阿司匹林等药物干预，观察尾静脉血栓形成情况，并用邻联茴香胺染色法对心脏红细胞染色强度进行定量分析，计
算预防血栓药效。 结果　 苯肼、花生四烯酸和普纳替尼诱导后斑马鱼尾静脉血栓明显增加和心脏红细胞染色强度
显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），同时冠心宁片均能显著对抗这三种模型的血栓形成，其心脏红细胞染色强度和预防血栓药
效均明显增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），具有一定的剂量效应关系，ＩＣ５０ 分别为 ４４􀆰 ３２、１３８􀆰 ５ 和 ４５９􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ。 结论　 苯肼、花生
四烯酸和普纳替尼均能建立不同形成机理的斑马鱼血栓模型，而冠心宁片具有明显的抗血栓作用，且其抗血栓机
制存在多靶点效应。
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　 　 急性血栓栓塞性疾病仍然是引起死亡或致残的
主要原因。 动物模型常被用来了解病理过程包括血
栓的形成机制以及抗血栓药物的有效性和安全性评

价。 斑马鱼作为一种研究人类疾病理想的新型模式
动物，具有许多独特的优势［１］，如斑马鱼与人类一
样具有遗传保守性，存在 ７０％的人类同源基因［２］，
以及拥有凝血因子、血小板受体，并对临床应用的抗
凝血和抗血栓药物具有很好的反应［３ － ４］，适合于血
栓形成机制和治疗药物的评价。 故斑马鱼作为新型
模式动物逐渐受到国内研究者的青睐，被广泛用于
生理毒理、药理和肿瘤等研究中。 近来有学者用苯
肼诱导建立斑马鱼血栓模型［５］，但血栓形成机制十
分复杂，涉及氧化应激、花生四烯酸代谢途径、血管
内皮生长因子受体调控等，且其发生发展受凝血、纤
溶系统、前列腺素、血小板等方面的影响，因此，从不
同层次、环节和研究手段来阐明血栓形成的发展机
理并寻找有效治疗药物成为当前研究的热点。 近来
认为，活血化瘀是中医抗血栓的治则。 冠心宁片
（ＧＸＮ）是由活血化瘀中药川芎和丹参经改进提取
工艺而制成的一个新制剂，用于治疗冠心病、心绞痛
（胸痹心痛）。 本课题组前期发现冠心宁片能明显
升高急性心肌缺血犬血清一氧化氮（ＮＯ）水平，增加
冠脉流量；并能降低气滞血瘀大鼠血小板聚集和改
善血液粘聚性，通过改变血小板花生四烯酸代谢途
径，改善血栓素 Ｂ２ （ＴＸＢ２） ／ ６⁃酮⁃前列腺素 Ｆ１α（６⁃
ｋｅｔｏ⁃ＰＧＦ１α）的平衡，保护血管内皮的作用［６ － ７］，提
示冠心宁片可能有抗血栓形成的作用。 为此，本文
利用不同诱导剂苯肼（ｐｈｅｎｙｌ ｈｙｄｒａｚｉｎｅ， ＰＨ）、花生
四烯酸 （ ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃ ａｃｉｄ， ＡＡ）、普纳替尼 （ ｐｏｎａ⁃
ｔｉｎｉｂ）建立活体斑马鱼血栓模型并初步探讨其可能
的形成机制，同时观察冠心宁片抗血栓的作用，为冠
心宁片用于临床的应用提供实验依据。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验动物
实验所用斑马鱼为健康 ＡＢ系和 Ａｌｂｉｎｏ 系野生

型斑马鱼，参照 Ｗｅｓｔｅｒｆｉｅｌｄ［８］的养殖方法，饲养于杭
州环特生物科技有限公司斑马鱼实验室 ［ ＳＹＸＫ
（浙）２０１２ － ０１７１］。 在 ２８℃条件下用养鱼用水孵育
胚胎，胚胎可以从自身的卵黄囊中获取营养物质，故
在受精后 ９ ｄ 内（９ ｄａｙｓ ｐｏｓｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ， ｄｐｆ）无需
喂食。 实验完成后用三卡因甲磺酸对各个发育阶段

的斑马鱼进行过度暴露处理，从而将斑马鱼麻醉处
死。 麻醉处死的操作步骤符合美国兽医协会（ＡＶ⁃
ＭＡ）对动物麻醉处死的规范要求。
１􀆰 ２　 试验药物与仪器试剂
冠心宁片（冠心宁浸膏，ＧＸＮ），正大青春宝药业

有限公司；氯吡格雷（ｃｌｏｐｉｄｏｇｒｅｌ），上海晶纯实业有限
公司；阿司匹林（ａｓｐｉｒｉｎ），上海晶纯实业有限公司；苯
肼，阿拉丁；花生四烯酸，上海船夫生物科技有限公
司；普纳替尼（ｐｏｎａｔｉｎｉｂ），ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司。 临
用前冠心宁浸膏粉用 ０􀆰 ９ ％生理盐水配成 ２０ ｇ ／ Ｌ的
母液，苯肼用 １００％乙醇配成 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 母液；花生
四烯酸、阿司匹林、氯吡格雷和普纳替尼用 １００％ 二
甲基亚砜（ＤＭＳＯ）助溶分别配成 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、４５ ｇ ／ Ｌ、
７􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ和 ５ ｇ ／ Ｌ母液，备用。 ＳＺＸ ７ 型解剖显微镜，
日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；ＴＫ⁃Ｃ１４８１ＥＣ高清摄像机，日本凯
勒电子公司；６孔板，上海 Ｎｅｓｔ Ｂｉｏｔｅｃｈ公司。
１􀆰 ３　 方法
１􀆰 ３􀆰 １　 苯肼诱发斑马鱼血栓模型的建立及药物干预

ＡＢ系斑马鱼胚胎发育至 ２ ｄ 时，在解剖显微镜
挑选发育正常的胚胎，将其分到微孔板中，设置 ８ 个
实验组：即正常对照组（ＮＣ）、模型组（用 １􀆰 ５ μｍｏｌ ／
Ｌ苯肼处理，ＰＨ ｍｏｄｅｌ）、冠心宁片干预组：分别将终
浓度为 １２􀆰 ５、２５、５０、１００ 和 ２００ ｍｇ ／ Ｌ的冠心宁片预
处理 ６ ｈ后加入诱导剂 １􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ苯肼；氯吡格雷
组：终浓度 ７􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ氯吡格雷预处理 ６ ｈ 后加入诱
导剂 １􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 苯肼。 每组 ３０ 尾，之后 ２８℃恒温
培养箱培养 ２４ ｈ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 花生四烯酸诱发斑马鱼血栓模型的建立及
药物干预

Ａｌｂｉｎｏ系斑马鱼胚胎发育至 ３ ｄ 时，在解剖显
微镜挑选发育正常的胚胎，将其分到微孔板中，设置
８ 个实验组：即正常对照组 （ＮＣ）、模型组 （用 ８０
μｍｏｌ ／ Ｌ花生四烯酸处理，ＡＡ ｍｏｄｅｌ）、冠心宁片干预
组：分别将终浓度为 ７５、１５０、３００、６００ 和 １２００ ｍｇ ／ Ｌ
的冠心宁片预处理 ６ ｈ 后加入诱导剂 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 花
生四烯酸；阿司匹林组：终浓度 ２２􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ阿司匹林
预处理 ６ ｈ 后加入诱导剂 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 花生四烯酸。
每组 ３０ 尾，之后 ２８℃恒温培养箱培养 １􀆰 ５ ｈ。
１􀆰 ３􀆰 ３　 普纳替尼诱发斑马鱼血栓模型的建立及药
物干预

Ａｌｂｉｎｏ系斑马鱼胚胎发育至 ５ ｄ 时，在解剖显
微镜挑选发育正常的胚胎，将其分到微孔板中，设置
８ 个实验组：即正常对照组（ＮＣ）、模型组（用 ５ ｍｇ ／ Ｌ

３３４
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普纳替尼处理，ｐｏｎａｔｉｎｉｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ）、冠心宁片干
预组：分别将终浓度为 １５０、３００、６００、１２００ 和 １５００
ｍｇ ／ Ｌ的冠心宁片与诱导剂 ５ ｍｇ ／ Ｌ普纳替尼共处理
１８ ｈ；阿司匹林组：终浓度 ４５ ｍｇ ／ Ｌ阿司匹林与诱导
剂 ５ ｍｇ ／ Ｌ普纳替尼共处理 １８ ｈ。 每组 ３０ 尾，之后
２８℃恒温培养箱培养 １８ ｈ。
１􀆰 ４　 观察指标
分别经苯肼处理 ２４ ｈ、花生四烯酸处理 １􀆰 ５ ｈ、

普纳替尼处理 １８ ｈ后，用 １ ｇ ／ Ｌ 邻联茴香胺染液对
斑马鱼染色 ３０ ｍｉｎ；然后，每组随机挑选 ２０ 尾斑马
鱼在显微镜下观察尾静脉血栓情况并拍照，照片拍
摄放大倍数为 ５６ 倍；用 ＮＩＳ⁃Ｅｌｅｍｅｎｔｓ ＤＴＭ图像处理

软件进行定量分析心脏红细胞染色强度（ＳＩ），并计
算预防血栓药效 （％ ） ＝ ［ＳＩ（药物干预组）⁃ＳＩ（模型
组）］ ／ ＳＩ（正常对照组）⁃ＳＩ（模型组） × １００％和半
数抑制浓度 ＩＣ５０。
１􀆰 ５　 统计学处理
所有数据均用均数 ±标准误（ χ－ ± ｓ􀭰ｘ）表示，采

用 ＧｒａｐｈＰａｄ ８􀆰 ０ 软件进行统计分析，组间比较采用
方差分析和 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ ｔ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示有统计
学意义。

２　 结果
２􀆰 １　 苯肼诱导斑马鱼血栓模型的建立及药物干预
与正常对照组比，ＰＨ模型组尾静脉血栓明显增

加而心脏红细胞染色强度 （ ＳＩ） 明显减少 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１），提示建模成功；与 ＰＨ 模型组比，７􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ
氯吡格雷干预后尾静脉血栓减少明显，并能显著增
加 ＳＩ（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），预防血栓效率达 ４３􀆰 ７９％ ；同时，
１２􀆰 ５、２５、５０、１００ 和 ２００ ｍｇ ／ Ｌ的冠心宁片干预后 ＳＩ
亦有不同程度的增加，其中 ２５ ～ ２００ ｍｇ ／ Ｌ剂量组的
作用显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），各剂量组预防血
栓效率分别为 ２４􀆰 ３２％ 、３７􀆰 ６３％ 、６５􀆰 ０２％ 、９３􀆰 ９０％
和 ９５􀆰 １６％ ，具有一定的剂量效应关系，ＩＣ５０为 ４４􀆰 ３２
ｍｇ ／ Ｌ，同时 ２００ ｍｇ ／ Ｌ 冠心宁片也能显著减少尾静
脉血栓。 见图 １、２。

注：与正常对照组比，ΔΔΔＰ ＜ ０􀆰 ００１； 与 ＰＨ模型组比， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． 正常对照组， 苯肼模型组， ７􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ 氯匹格雷
组， １２􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ、 ２５ ｍｇ ／ Ｌ、 ５０ ｍｇ ／ Ｌ、 １００ ｍｇ ／ Ｌ和 ２００ ｍｇ ／ Ｌ冠心宁片组。

图 １　 苯肼诱导斑马鱼血栓模型的建立及药物干预 （ｎ ＝ ２０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ，ΔΔΔＰ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＨ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＰＨ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ， ７􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｌｏｐｉｄｏｇｒｅｌ ｇｒｏｕｐ， １２􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ， ２５ ｍｇ ／ Ｌ， ５０ ｍｇ ／ Ｌ， １００ ｍｇ ／ Ｌ ａｎｄ ２００ ｍｇ ／ Ｌ ＧＸＮ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． １　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｈｅｎｙｌ ｈｙｄｒａｚｉｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｓ

２􀆰 ２　 花生四烯酸诱导斑马鱼血栓模型的建立及药
物干预

与正常对照组比，ＡＡ 模型组尾静脉血栓生成
明显增加，同时心脏红细胞染色强度（ＳＩ）明显减少
（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），提示建模成功；与模型组比，２２􀆰 ５ ｍｇ ／
Ｌ阿司匹林干预后能明显减少尾静脉血栓和显著增
加 ＳＩ（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），预防血栓效率达 ６９􀆰 １７ ％ ；且 ７５、
１５０、３００、６００ 和 １２００ ｍｇ ／ Ｌ的冠心宁片干预后 ＳＩ亦
有不同程度增加，其中 １５０ ～ １２００ ｍｇ ／ Ｌ剂量组的作

用显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），各剂量组的预防血
栓效率分别为 ９􀆰 ８３ ％ 、２９􀆰 ８３ ％ 、５３􀆰 ０１ ％ 、６１􀆰 ６３
％和 ７１􀆰 ４０ ％ ，有一定的剂量效应关系， ＩＣ５０ 为

１３８􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ，同时 １２００ ｍｇ ／ Ｌ 冠心宁片也能显著减
少尾静脉血栓，见图 ３、４。
２􀆰 ３　 普纳替尼诱导斑马鱼血栓模型的建立及药物
干预

与正常对照组比，Ｐｏｎａｔｉｎｉｂ 模型组尾静脉血栓
生成明显增加而心脏红细胞染色强度（ＳＩ）明显减

４３４
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注：图 Ａ１⁃Ａ８ 分别为正常对照组，苯肼模型组，７􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ氯吡格雷组，１２􀆰 ５、２５、５０、１００ 和 ２００ ｍｇ ／ Ｌ 冠心宁片组；图 Ｂ１⁃Ｂ４ 分别为正常对照
组，苯肼模型组，７􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ氯吡格雷组和 ２００ ｍｇ ／ Ｌ冠心宁片组。

图 ２　 各组心脏红细胞染色（Ａ）和尾静脉血栓（Ｂ）的变化
Ｎｏｔｅ． Ｆｉｇｕｒｅ Ａ１⁃Ａ８： ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｐｈｅｎｙｌ ｈｙｄｒａｚｉｎｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ７􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｌｏｐｉｄｏｇｒｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＧＸＮ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ ｏｆ １２􀆰 ５， ２５， ５０， １００ ｍｇ ／ Ｌ，
ａｎｄ ２００ ｍｇ ／ Ｌ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｆｉｇｕｒｅ Ｂ１⁃Ｂ４： ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｐｈｅｎｙｌ ｈｙｄｒａｚｉｎｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ７􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｌｏｐｉｄｏｇｒｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ２００ ｍｇ ／ Ｌ ＧＸＮ ｇｒｏｕｐ， ｒｅ⁃
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｏ⁃ｄｉａｎｉｓｉｄｉｎｅ ａｎｄ ｖｅｎｏｕｓ ｔｈｒｏｍｂｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

注：与正常对照组比，Δ Δ ΔＰ ＜ ０􀆰 ００１； 与 ＡＡ模型组比， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． 正常对照组， 花生四烯酸模型组， ２２􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ阿
司匹林组， ７５ ｍｇ ／ Ｌ、 １５０ ｍｇ ／ Ｌ、 ３００ ｍｇ ／ Ｌ、 ６００ ｍｇ ／ Ｌ和 １２００ ｍｇ ／ Ｌ冠心宁片组。

图 ３　 花生四烯酸诱导斑马鱼血栓模型的建立及药物干预 （ｎ ＝ ２０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ，Δ Δ ΔＰ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＡＡ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＡＡ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ， ２２􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ Ａｓｐｉｒｉｎ ｇｒｏｕｐ， ７５ ｍｇ ／ Ｌ， １５０ ｍｇ ／ Ｌ， ３００ ｍｇ ／ Ｌ， ６００ ｍｇ ／ Ｌ ａｎｄ １２００ ｍｇ ／ Ｌ ＧＸＮ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

少（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），提示建模成功；与模型组比，４５ ｍｇ ／
Ｌ阿司匹林干预后能减少尾静脉血栓并能显著增加
ＳＩ（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），预防血栓效率达 ６６􀆰 ３６％ ；同时，剂
量为 １５０、３００、６００、１２００ 和 １５００ ｍｇ ／ Ｌ 的冠心宁片干
预后 ＳＩ也有不同程度的增加，其中 ６００ ～ １５００ ｍｇ ／ Ｌ
剂量组的作用显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），各剂量组的预防血
栓效率分别为 ５􀆰 ３３ ％、９􀆰 ９１ ％、８５􀆰 ８４ ％、８９􀆰 ９３ ％和
１０７􀆰 ７３％；ＩＣ５０为 ４５９􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ，同时 １５００ ｍｇ ／ Ｌ冠心宁
片也能显著减少尾静脉血栓，见图 ５，６。

３　 讨论
血栓形成是多因素参与、渐进发展的复杂过程，

血液在流动状态下因血小板的活化和凝血因子被激

活而发生的异常凝固［９］。 血栓形成在心脑血管疾
病的发生与发展中起促进作用，也是引起死亡和致
残的主要原因之一。 血栓形成的条件包括血管内膜
损伤、血流状态的改变和血液凝固性增加。 因此，抑
制血小板功能和防止血液凝固可预防血栓形成。 临
床上应用的抗血小板和抗凝血酶药物较多，如血小
板环氧化酶抑制剂阿司匹林、血小板内环核苷酸抑
制剂双嘧达莫、二磷酸腺苷（ＡＤＰ）受体拮抗剂氯匹
格雷、抗凝血酶Ш（ＡＴШ）的肝素、维生素 Ｋ 拮抗剂
华法林等，这些药物共同的特点是单药、单靶点、且
不可逆的抑制，导致不良反应时有发生，如阿司匹林
能引起患者过敏、胃肠道反应、瑞氏综合征、肝损害、
凝血障碍等［１０］；也有发现部分患者存在阿司匹林和

５３４
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注：图 Ａ１⁃Ａ８ 分别为正常对照组，花生四烯酸模型组，２２􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ阿司匹林组，７５、１５０、３００、６００ 和 １２００ ｍｇ ／ Ｌ冠心宁片组；图 Ｂ１⁃Ｂ４ 分别为
正常对照组，花生四烯酸模型组，２２􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ阿司匹林组和 １２００ｍｇ ／ Ｌ冠心宁片组。

图 ４　 各组心脏红细胞染色（Ａ）和尾静脉血栓（Ｂ）的变化
Ｎｏｔｅ． Ｆｉｇｕｒｅ Ａ１⁃Ａ８： ＮＣ ｇｒｏｕｐ， Ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ２２􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ Ａｓｐｉｒｉｎ ｇｒｏｕｐ， ＧＸＮ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ ｏｆ ７５，１５０， ３００，６００ ｍｇ ／ Ｌ， ａｎｄ
１２００ ｍｇ ／ Ｌ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｆｉｇｕｒｅ Ｂ１⁃Ｂ４： ＮＣ ｇｒｏｕｐ， Ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ２２􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ Ａｓｐｉｒｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ １２００ ｍｇ ／ Ｌ ＧＸＮ ｇｒｏｕｐ， ｒｅｓｐｅｃ⁃
ｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｏ⁃ｄｉａｎｉｓｉｄｉｎｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｖｅｎｏｕｓ ｔｈｒｏｍｂｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

注：与正常对照组比，Δ Δ ΔＰ ＜ ０􀆰 ００１； 与 ｐｏｎａｔｉｎｉｂ模型组比， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． 正常对照组， 普纳替尼模型组， ４５ ｍｇ ／ ｍＬ
阿司匹林组， １５０ ｍｇ ／ Ｌ、 ３００ ｍｇ ／ Ｌ、 ６００ ｍｇ ／ Ｌ、 １２００ ｍｇ ／ Ｌ和 １５００ ｍｇ ／ Ｌ冠心宁片组。

图 ５　 普纳替尼诱发活体斑马鱼血栓模型的建立及药物干预 （ｎ ＝ ２０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ，Δ Δ ΔＰ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｏｎａｔｉｎｉｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． ＮＣ ｇｒｏｕｐ， Ｐｏｎａ⁃
ｔｉｎｉｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ４５ ｍｇ ／ ｍＬ Ａｓｐｉｒｉｎ ｇｒｏｕｐ， １５０ ｍｇ ／ Ｌ， ３００ ｍｇ ／ Ｌ， ６００ ｍｇ ／ Ｌ， １２００ ｍｇ ／ Ｌ ａｎｄ １５００ ｍｇ ／ Ｌ ＧＸＮ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｏｎａｔｉｎｉｂ ｉｎ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

氯吡格雷抵抗或反应性低的现象，甚至对这两药存
在同时抵抗，导致术后血栓形成的并发症明显增
加［１１］。 因此，寻找多靶点、多通路且疗效显著、安全
性高的抗血栓药物具有重要意义；而建立理想的血
栓模型是研究人类疾病机理和药物防治重要的研究

手段之一。
苯肼是一种强氧化剂，能作用于机体后引起自

由基产生，促进红细胞膜骨架和珠蛋白的氧化，使得
红细胞内的抗氧化系统失衡，加速膜脂质过氧化，最
终红细胞变形能力降低并使其易于黏附到细胞外基

质中，进而损伤血管内膜，促进血小板黏附、聚集和
血管活性物质的大量释放，导致血栓形成［５，１２］。 本
研究显示，苯肼诱导后斑马鱼的心脏红细胞染色强

度明显减少和尾静脉血栓明显增加，这与张勇等［５］

研究结果一致，并发现斑马鱼红细胞染色强度与尾
静脉血栓长度呈明显负相关，故可用红细胞染色强
度评估血栓生成情况。 用氯吡格雷干预后能明显减
轻其血栓率，证实苯肼能诱导活体斑马鱼血栓形成，
其形成机制与苯肼引起红细胞抗氧化系统失衡，自
由基生成过多和脂质过氧化反应增加，促进血管内
皮损伤和血小板聚集，导致血栓形成有关。 冠心宁
片是由丹参和川芎两味中药组成，且这两味药均有
活血化瘀的疗效，在临床上被广泛用于治疗冠心病
心绞痛。 前期已证实冠心宁片具有抗自由基作
用［１３］。 同样，冠心宁片能显著对抗苯肼诱导斑马鱼
的血栓形成，具有一定的剂量效应关系，表明冠心宁
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注：图 Ａ１⁃Ａ８ 分别为正常对照组，普纳替尼模型组，４５ ｍｇ ／ ｍＬ阿司匹林组，１５０、３００、６００、１２００ 和 １５００ ｍｇ ／ Ｌ冠心宁片组；图 Ｂ１⁃Ｂ４ 分别为正
常对照组，普纳替尼模型组，４５ ｍｇ ／ ｍＬ阿司匹林组和 １５００ｍｇ ／ Ｌ冠心宁片组。

图 ６　 各组心脏红细胞染色（Ａ）和尾静脉血栓（Ｂ）的变化
Ｎｏｔｅ． Ｆｉｇｕｒｅ Ａ１⁃Ａ８： ＮＣ ｇｒｏｕｐ， Ｐｏｎａｔｉｎｉｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ４５ ｍｇ ／ Ｌ Ａｓｐｉｒｉｎ ｇｒｏｕｐ， ＧＸＮ ｇｒｏｕｐｓ ｗｉｔｈ １５０， ３００，６００，１２００ ｍｇ ／ Ｌ， ａｎｄ １５００ ｍｇ ／ Ｌ， ｒｅ⁃
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｆｉｇｕｒｅ Ｂ１⁃Ｂ４： ＮＣ ｇｒｏｕｐ， Ｐｏｎａｔｉｎｉｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ４５ ｍｇ ／ Ｌ ａｓｐｉｒｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ １５００ ｍｇ ／ Ｌ ＧＸＮ ｇｒｏｕｐ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ． ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｏ⁃ｄｉａｎｉｓｉｄｉｎｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｖｅｎｏｕｓ ｔｈｒｏｍｂｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

片有抗血栓形成作用，其效应与对抗自由基生成，抑
制脂质过氧化反应和血小板聚集有关［７，１３］。
花生四烯酸可诱导血小板释放内源性 ＡＤＰ，激

活血小板聚集，这是血小板聚集的主要途径之一；并
且花生四烯酸通过环氧合酶和脂氧酶的作用，产生
血栓素、前列腺素和白三烯等，其代谢产物血栓素
ＴＸＡ２ 具有收缩血管、促进血小板聚集，增加血液粘
滞性的作用，同时前列腺素具有扩张血管和抑制血
小板聚集的作用，两者共同调节血小板的聚集和血
管收缩程度，维持血管的正常张力和血液循环通
畅［１４］。 本研究结果表明花生四烯酸能引起斑马鱼
心脏红细胞染色强度降低和尾静脉血栓明显增加，
用环氧化酶抑制剂阿司匹林干预后血栓形成减少明

显，故花生四烯酸也可诱导活体斑马鱼血栓形成，其
机制与花生四烯酸代谢途径有关。 而给予冠心宁片
干预后也能明显对抗花生四烯酸诱导斑马鱼血栓形

成，提示冠心宁片抗血栓作用也可能影响花生四烯
酸代谢途径有关。
普纳替尼是一种多靶点小分子酪氨酸激酶抑制

剂，用于治疗急慢性淋巴细胞白血病，但在临床应用
后发现患者出现严重的血栓和血管狭窄等副作用而

受监控。 近来发现普纳替尼导致血栓形成与抑制血
管内皮细胞增殖、迁移和血管形成，影响 ＮＯ 合成，
导致血管内皮损伤，诱发血栓形成有关［１５］，并有学
者发现普纳替尼内有血管内皮生长因子受体（ＶＥＧ⁃
ＦＲ） ［１６］，可阻断 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｅＮＯＳ 通路的传递。 令
狐克刚等［１７］发现阿司匹林对氧化低密度脂蛋白诱

导的人主动脉内皮细胞损伤有保护作用，与其调控
激活 ｐ⁃Ａｋｔ ／ ｅＮＯＳ信号通路密切相关。 本研究也发
现普纳替尼诱导后斑马鱼能形成明显的血栓，并用

阿司匹林干预后能抑制血栓的形成，提示普纳替尼
所致斑马鱼血栓形成可能与 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｅＮＯＳ 通路
表达调控异常有关。 另外，冠心宁片干预后同样能
明显对抗普纳替尼诱导斑马鱼血栓的形成，该效应
可能与其能提高 ＮＯ 水平和保护血管内皮损伤有
关，但是否与 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｅＮＯＳ 通路表达调控有关，
还有待于进一步研究。
由此可见，苯肼、花生四烯酸和普纳替尼均能建

立活体斑马鱼血栓模型，并能快速、简便、直观的观
察血栓形成和溶栓情况，但血栓形成机制可能有所
差异，如苯肼诱导可能与自由基生成有关，花生四烯
酸诱导可能与花生四烯酸代谢途径有关，而普纳替
尼诱导可能与 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｅＮＯＳ 通路表达调控异常
有关，故这些斑马鱼血栓模型对加快筛选抗栓药物
并了解其作用特点具有支撑作用。 此外，通过对冠
心宁片、氯吡格雷和阿司匹林药物的干预也进一步
证实了斑马鱼模型的敏感性和有效性；进而也证实
冠心宁片具有抗血栓作用，且其抗血栓机制存在多
靶点效应。
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ｒｏｓｉｓ ｏｂｌｉｔｅｒａｎｓ： Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｔｏ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ， ｒｉｓｋ ｆａｃ⁃
ｔｏｒｓ， ａｎｄ ａｒｔｅｒｉａｌ ｐａｔｈｏａｎａｔｏｍｙ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｈｅａｒｔ Ｊ， １９８４， １０７：
４５．

［１５］ 　 Ｇｈａｔａｌｉａ Ｐ， Ｊｅ Ｙ， Ｋａｙｍａｋｃａｌａｎ ＭＤ， ｅｔ ａｌ． ＱＴｃ ｉｎｔｅｒｖａｌ ｐｒｏｌｏｎ⁃
ｇａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉ⁃
ｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ［Ｊ］ ． Ｂｒ Ｊ Ｃａｎｃｅｒ， ２０１５， １１２（２）： ２９６ － ３０５．

［１６］ 　 张亚楠， 孙继红， 黄新益， 等． 普纳替尼对人血管内皮细胞
功能的影响 ［Ｊ］ ． 药物评价研究， ２０１５， ３８（２）： １５６ － １６０．

［１７］ 　 令狐克刚， 曾玉， 张彦燕， 等． 基于 ｐ⁃Ａｋｔ ／ ｅＮＯＳ信号的阿司
匹林对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的人主动脉内皮细胞损伤的保护作用
［Ｊ］ ． 贵阳医学院学报， ２０１５， ４０（８）： ７８５ － ７８８．

［收稿日期］ 　 ２０１６⁃０５⁃１０

（上接第 ４３１ 页）
［ ４ ］　 Ｄｏｓｓｅｙ ＡＴ． Ｉｎｓｅｃｔｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｗｅａｐｏｎｒｙ： Ｎｅｗ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

ｆｏｒ ｄｒｕｇ ｄｉｓｃｏｖｅｒ ｙ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔ Ｒｅｐｏｒｔｓ， ２０１０， ２７
（１２）： １７３７ － １７５７．

［ ５ ］ 　 Ｇａｒｅｎａｕｘ Ｅ， Ｍａｅｓ Ｅ， Ｌｅｖêｑｕｅ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ Ｏ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｇｌｙｃａｎｓ ｆｒｏｍ ｉｎｓｅｃｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌ
［Ｊ］ ． Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ Ｒｅｓ， ２０１１， ３４６（９）： １０９３ － １１０４．

［ ６ ］ 　 唐静． 不同剂量川牛膝多糖对小鼠抗氧化活性的影响 ［Ｄ］．
四川： 四川农业大学， ２０１３．

［ ７ ］ 　 侯潇， 刘剑利， 常浩， 等． 香蕉皮多糖对小鼠抗氧化损伤作
用 ［Ｊ］ ．中国公共卫生， ２００８， ２４（１１）： １３９８ － １３９９

［ ８ ］　 李勇， 孔令青， 高洪， 等． 自由基与疾病研究进展 ［Ｊ］ ．动物
医学进展， ２００８， ２９（４）： ８５ － ８８．

［ ９ ］ 　 Ｘｕ ＷＴ， Ｚｈａｎｇ ＦＦ， Ｌｕｏ ＹＢ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ａ ｗａ⁃
ｔｅｒ⁃ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｐｔｅｒｉｄｉｕｍ ａｑｕｉｌｉｎｕｍ
［Ｊ］ ． Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ Ｒｅｓ， ２００９， ３４４：２１７ － ２２２．

［１０］ 　 赵昕， 吴子龙， 陈立凤， 等． 香菇菌柄基部多糖的提取及其
清除 ＤＰＰＨ自由基作用的研究 ［ Ｊ］ ． 北方园艺， ２０１２， ２４：
１６５ － １６８．

［１１］ 　 聂少平， 谢明勇， 罗珍．茶叶多糖的抗氧化活性研究 ［ Ｊ］ ．天
然产物研究与开发， ２００５， １７（５）： ５４９ － ５５２．

［１２］ 　 Ｇａｗｅｌ Ｓ， Ｗａｒｄａｓ Ｍ， Ｎｉｅｄｗｏｒｏｋ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｍａｌｏｎｇｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ
（ＭＤＡ） ａｓ ａ ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｍａｒｋｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｗｉａｄ Ｌｅｋ， ２００４，
５７（９ － １０）： ４５３ － ４５５

［１３］　 张德华．夏枯草多糖德分离纯化与抗氧化活性研究 ［ Ｊ］ ． 云
南植物研究， ２００６， ２８（４）：４１０ － ４１４．

［１４］ 　 梁俊， 李建科， 赵伟， 等． 石榴皮多酚体外抗脂质过氧化作
用研究 ［ Ｊ］ ． 食品与生物技术学报， ２０１２， ３１ （２）： １０２ －
１０８．

［１５］ 　 张彬， 谭琼， 李丽立， 等． 金属硫蛋白对奶牛血液抗氧化酶
ＧＳＨ⁃Ｐｘ和 ＣＡＴ 基因表达的影响 ［ Ｊ］ ． 草业学报， ２０１０， １９
（３）： １３２ － １３８．

［１６］ 　 晏涛， 陈世保， 徐蕾， 等． 灵芝多糖对阿尔茨海默病大鼠学
习记忆和氧化应激的影响 ［ Ｊ］ ． 陕西医学杂志， ２０１１， ４０
（４）： ３８７ － ３８９．

［收稿日期］ 　 ２０１６⁃０１⁃２９
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