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郑丹阳1,3,4,徐梦漪2∗,李淑敏1,朱永闯1,3,龚盛昭1,3,蔡丽华1,胡翠萍1

(1. 广东轻工职业技术学院,广州　 510300;2. 广州番禺职业技术学院,广州　 511483;3. 广东省绿色

日用化工工程技术研究中心,广州　 510300;4. 仲恺农业工程学院,广州　 510225)

　 　 【摘要】 　 斑马鱼具有个体小、易饲养、胚胎透明、易观察等优势,是一种广泛应用于医学和毒理学研究的模式

生物。 因其具有可高通量筛选、测试周期短、实验结果可信度高等优势,近年,斑马鱼逐步用于化妆品功效评价,且
成为化妆品行业认可的评价方式,也是学者们研究的热点。 目前,化妆品功效种类繁多,而斑马鱼模型评价标准正

逐步完善,本文阐述了斑马鱼模型在化妆品美白、抗炎、抗氧化等功效评价中的应用进展。
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【Abstract】　 The zebrafish has many advantages. The individuals are small, easy to feed, have transparent embryos,
and are easy to observe. The zebrafish is a model organism widely used in medical and toxicological research. Recently,
because of its high throughput screening, short testing life cycle, and the high credibility of the experimental result, the
zebrafish is beginning to be used to evaluate functional cosmetics. It has become an approved evaluation method in the
cosmetics industry and is a hot spot for scholars. At present, the efficacy of functional cosmetics is variable, but zebrafish
model evaluation criteria have not yet been finalized. In this paper, we describe the progress made in the application of
zebrafish models for evaluating the efficacy of functional cosmetics, such as their whitening or soothing properties.
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　 　 化妆品,是指以涂擦、喷洒或者其他类似方法,
施用于皮肤、毛发、指甲、口唇等人体表面,以清洁、
保护、美化、修饰为目的的日用化学工业产品[1]。

2021 年 5 月 1 日正式施行的《化妆品功效宣称评价

规范》中第五条明确指出化妆品的功效宣称应有充

分的科学依据[2]。 基于此,寻求客观、全面、系统的
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评价化妆品功效技术是时代进步所需。
在化妆品功效评价的体外方法中,斑马鱼模型

是一种新型评价方法之一。 截至目前,我国公开的

团体标准中已有利用斑马鱼模型来进行功效评价

的方法,以此证明斑马鱼模型在化妆品行业具有较

高的 认 可 度[3-10]。 斑 马 鱼 被 誉 为 “ 水 中 小 白

鼠” [11],是一种近年逐步发展起来的水生模式生物,
尤其在中国,采用斑马鱼作为研究模型正逐年增

加[12];同时,与其他模式生物相比,斑马鱼有其特有

的评价优势[13]。 越来越多的研究表明,斑马鱼用于

评价化妆品功效性,可实现快速有效的高通量筛

选[14]。 2021 年 4 月 9 日国家药监局发布的《化妆

品功效宣称评价规范》 [2],使得斑马鱼模型逐渐进

入大众视野,成为国内外评价化妆品认可度高的方

法之一。 结合人体试验、消费者使用测试、动物实

验、体外实验等多维度评价方法,让化妆品功效宣

称更有说服力。 本文结合近年来国内外关于斑马

鱼模型在化妆品及原料功效评价中取得的应用进

展进行阐述与分析。

1　 斑马鱼模型的优势

斑马鱼原产于印度和孟加拉国,早先主要用于

发育生物学研究,近年来被广泛应用于化妆品功效

性评价,具有很高的科研价值和广泛的应用前景。
作为一种新兴化妆品评价用模式生物,斑马鱼具有

以下诸多的优点:个体较小,易于饲养;胚胎透明,
易于观察;可用于短期大规模的实验,进行高通量

筛选;同时,其繁殖能力强,一次产卵量大于 200
枚[15];斑马鱼与人类基因组具有高度同源性,约占

87%,能可靠地模拟和预测人类生理,呈现出与人类

相似的生理学特征[16],被科学界公认为是评价化学

品最敏感的体内方法[17]。 斑马鱼皮肤与人类皮肤

结构相似,包含基底层、棘层、颗粒层、透明层和表

皮角质细胞层,皮肤间质结缔组织、胶原及其邻近

的纤维母细胞及皮肤基因表达与人类皮肤相似,因
此采用斑马鱼评价化妆品功效具有较大的参考价

值。 与其他哺乳动物相比,采用斑马鱼模型评价化

妆品功效性,具有独特优势。

2　 斑马鱼模型在化妆品功效评价中的
应用
　 　 化妆品均由复杂的化学成分组成,功效成分良

莠不齐,种类日益丰富,其表现的功效性可能是多

种活性成分与体内多靶点结合的结果,因此,可利

用模式生物斑马鱼对化妆品及原料进行功效评价。
2. 1　 美白功效评价

斑马鱼幼鱼透明,其体表有黑色素沉淀,用光

学显微镜可直接观察体表黑色素变化[18-20],可直接

用于评价化妆品美白功效,简化实验过程。 目前,
行业通用的斑马鱼模型评价美白类化妆品及原料

功效的标准,主要为团体标准(表 1),表 1 中团体标

准采用的评价原理均为酪氨酸经过酪氨酸酶作用,
氧化生成多巴,多巴经氧化、脱羧等反应转变成吲

哚醌,最后吲哚醌聚合为黑色素,在斑马鱼体表呈

现。 胚胎时期的斑马鱼通体透明,便于在肉眼下用

体视显微镜直接观察拍照,并用图片分析软件(如
Image J)计算黑色素含量,比较处理组与对照组的

胚胎体表黑色素变化,计算得出黑色素的抑制效

果。 该黑色素分布测定法(图像法)可直观快速反

映出测试样品的美白效果(如图 1)。

注:实验所用斑马鱼品种为 AB 品系,购于国家斑马鱼资源

中心。

图 1　 斑马鱼胚胎体表黑色素观察部位示意图

(红色区域为色素测量区域)
Note. The zebrafish species used in the experiment was the AB
strain, purchased from the China Zebrafish Resource Center.

Figure 1　 Schematic diagram of the observation site of
melanin on the surface of zebrafish embryo (Red area

is the pigment measurement area)

　 　 通过图像法,简单直观判别受试物的美白功

效,成为众多研究者研究原料美白功效的方法之

一。 Park 等[21] 通过图像法分析得出,在相同浓度

下,与熊果苷(A)相比,金纳米粒子(GNPs)-熊果苷

作用于斑马鱼胚胎,其头部和卵黄位置具有较好的

美白活性;与熊果苷或苯基 β-D-葡萄糖苷(P)相比,
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　 　 表 1　 全国现行斑马鱼评价美白化妆品团体标准

Table 1　 Current national zebrafish evaluation of spot removal whitening cosmetics group standards
团体名称

Groups name
标准编号

Standards number
标准名称

Standards name
公布日期

Date
观察部位

Observation part
参考文献
References

浙江省健康产品化妆品行
业协会
Zhejiang Health Products &
Cosmetics Industry
Association

T / ZHCA 012-2021

化妆品美白功效测试-斑马鱼
胚胎黑色素抑制功效测试方法
Whitening efficacy test of
cosmetics-zebrafish embryos test
method of melanin inhibition

2022-01-04

头部边缘 (除眼睛部
分)至与卵黄囊相切部
分(图 1a)
The edge of head
(except eye part) to the
part tangent to yolk
( figure 1a)

[3]

上海日用化学品行业协会
Shanghai Daily Chemistry
Trade Association

T / SHRH 036-2021

化妆品黑色素抑制测试-斑马
鱼胚胎测试方法
Melanin inhibition test of
cosmetics-zebrafish embryo
test method

2021-09-30

头和卵黄背部区域(图
1b)
Head and yolk dorsal
area ( figure 1b)

[4]

广州开发区黄埔化妆品产
业协会
Huangpu Cosmetics Industry
Association of Guangzhou
Development Zone

T / HPCIA 005-2022

化妆品美白功效的测定斑马鱼
胚法
Cosmetics-determination of
whitening-zebrafish(Danio rerio)
embryo assay

2022-06-14

俯视位体表区域 ( 图
1c)
The site surface area
( figure 1c)

[5]

GNP-P2 表现出更强的美白效果。 因此,生物活性

糖苷-GNP 复合物可能成为美白化妆品的新方向。
张文娟等[22]通过图像法研究水仙鳞茎醇提取物对

斑马鱼胚胎体表黑色素合成的抑制作用。 从斑马

鱼侧视和俯视位体表区域比较,在浓度为 100、200、
500 μg / mL 的水仙花溶液提取物处理组中,48 h 和

72 h 斑马鱼胚胎的脊椎及背部黑色素依次递减,尤
其是 500 μg / mL 处理组,黑色素沉着点接近于阳性

对照组(200 μg / mL 的熊果苷,Ar)。 通过实验得出

水仙鳞茎醇提取物能够达到与熊果苷相似的美白

效果。
此外,T / HPCIA 005-2022 团体标准中还提到另

外两种评价方法,分别是黑色素生成抑制检测法和

酪氨酸酶活性抑制检测法[5]。 这两种方法的前处

理均为将斑马鱼胚胎破碎离心分层;不同之处在于

检测分层后的混合液,黑色素生成抑制检测法是取

不同浓度受试样的黑色素沉淀物,在波长为 405 nm
下检测吸光度值,计算黑色素含量,进而计算黑色

素生成抑制率;酪氨酸酶活性抑制检测法是取不同

浓度受试样的上清液,在波长为 475 nm 下检测吸光

度,进而计算酪氨酸酶活性抑制率。 这两种方法是

从黑色素生成抑制和酪氨酸酶活性抑制的靶点来

评判化妆品的美白功效,数据呈现更直观,适合于

利用黑色素生成抑制和酪氨酸酶抑制机理的美白

功效评价。 陈艳梅等[23] 采用黑色素生成抑制检测

法分析曲酸衍生物(KAD3)对斑马鱼黑色素形成的

抑制作用,随着 KAD3 浓度的增加,斑马鱼胚胎黑色

素含量减少。 而酪氨酸酶是黑色素生成的一个重

要因素,KAD3 能够有效抑制酪氨酸酶的活性,最终

抑制黑色素的合成。 为进一步探究祛斑美白功效,
还可从黑色素形成的信号通路来评价。 调节黑色

素形成的信号通路与微噬菌体相关转录因子

(MITF)有关,下调 MITF 活性可以降低相关酶的表

达,从而抑制黑色素的形成[24-25]。 Ding 等[26] 发现

海洋多酚化合物二氯邻羟基香豆酚(DPHC)能较强

地抑制酪氨酸酶活性,其通过减少 CAMP 依赖蛋白

激酶 A(PKA)的磷酸化来抑制 CAMP 响应元素结

合蛋白(CREB)的磷酸化表达,导致 MITF 表达水平

下降。 在斑马鱼体内研究中,DPHC 显著抑制斑马

鱼胚胎体表黑色素合成,为 DPHC 在化妆品行业的

应用提供参考依据。 根据化妆品原料美白的作用

靶点不同,可选择对应的检测方法,评价化妆品美

白功效。
2. 2　 抗炎功效评价

当皮肤受到刺激时,炎症细胞(巨噬细胞、中性

粒细胞等)增殖,释放出炎症因子,毛细血管扩张,
通透性增加,皮肤出现红肿、刺痛、瘙痒等症状,此
称为炎症反应。 炎症是目前实验室评价抗炎功效

的指标之一。 斑马鱼免疫细胞类型和形态与人类

相似,存在巨噬细胞、中性粒细胞、淋巴细胞等,使
其成为研究炎症的理想体系[27]。 全国现行斑马鱼

评价抗炎化妆品团体标准情况如表 2 所示。
　 　 对斑马鱼尾部进行断尾处理,可以诱发斑马鱼

尾部局部损伤,促使斑马鱼免疫细胞发生免疫应

答[28]。 但成丽等[29]通过切割尾部构建巨噬细胞聚

集的转基因斑马鱼( zlyz:EGFP)炎症模型,以此研

究血人参提取物的抗炎活性,结果显示:除水层外,
血人参提取物不同极性部分———石油醚层和醋酸
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　 　 表 2　 全国现行斑马鱼评价抗炎化妆品团体标准

Table 2　 Current national zebrafish evaluation of spot removal soothing cosmetics group standards
团体名称

Groups name
标准编号

Standards number
标准名称

Standards name
公布日期

Date
参考文献
References

浙江省健康产品化妆品行业协会
Zhejiang Health Products & Cosmetics
Industry Association

T / ZHCA 016-2022

化妆品舒缓功效评价斑马鱼幼鱼中性粒
细胞抑制率法
Soothing effect evaluation of cosmetics-
method for inhibition rate of neutrophil in
zebrafish larvae

2022-04-01 [6]

广州开发区黄埔化妆品产业协会
Huangpu Cosmetics Industry Association
of Guangzhou Development Zone

T / HPCIA 006-2022
化妆品温和刺激性的测定斑马鱼胚法
Cosmetics-mild irritation-Zebrafish ( Danio
rerio) embryo assay

2022-06-14 [7]

乙酯层在低浓度下对转基因斑马鱼炎症模型损伤

尾部的巨噬细胞聚集具有显著的抑制作用;何林燕

等[30]主要从巨噬细胞和中性粒细胞的聚集和清除

情况来表征大麻叶提取物对斑马鱼尾鳍损伤部位

抗炎功效,结果显示:2. 0 μg / mL 浓度下的大麻叶提

取物对斑马鱼尾鳍伤口处的巨噬细胞和中性粒细

胞聚集有抑制作用,对巨噬细胞和中性粒细胞的清

除有促进作用,且具有显著性差异,说明大麻叶提

取物具有良好的抗炎功效。 此外,过高浓度的脂多

糖(LPS)可引起斑马鱼强烈的炎症反应,分泌大量

的炎症因子[31]。 倪立颖等[32] 研究羊栖菜多酚对

LPS 诱导的斑马鱼的抗炎作用,发现多酚浓度为

200 μg / mL 时,NO 生成率和 ROS 生成率分别由

202. 48%和 353. 44%降至 75. 62%和 128. 91%,并且

显著降低斑马鱼心跳速率和卵黄囊大小。 伍露露

等[33]研究虾青素二十二碳六烯酸(DHA) 单酯对

LPS 诱导斑马鱼炎症反应的保护作用,虾青素 DHA
单酯组可有效抑制斑马鱼的活性氧 ROS 和丙二醛

MDA 含量,且下调炎症因子的表达水平,表明出良

好的抗炎活性。 CuSO4 诱导的急性炎症是由于

CuSO4 刺激可使斑马鱼免疫细胞迅速迁移至神经

丘,而抗炎功效产品可抑制免疫细胞迁移[34]。 Chen
等[35]利用斑马鱼胚胎和细胞模型研究栀子提取物

的抗炎活性。 研究发现栀子提取物可有效抑制

CuSO4 诱导的斑马鱼胚胎中原始巨噬细胞向侧线的

迁移;与体外细胞模型结果相似,添加栀子提取物

处理组降低了 LPS 诱导的 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 基

因的表达,且导致 nkap 的表达明显下降,抑制促炎

症细胞因子上调。
通过以上 3 种方法(经过断尾诱导的局部炎

症、脂 多 糖 ( LPS ) 诱 导 的 全 身 炎 症 和 硫 酸 铜

(CuSO4)诱导的急性炎症)模拟免疫系统对炎症的

应激过程,进而评判抗炎功效化妆品的功效性。
此外,T / HPCIA006-2022 团体标准中,通过建立

斑马鱼刺激模型,评估抗炎功效化妆品。 实验方法

是采用 24 hpf 斑马鱼胚胎,通过行为学———自主运

动频率评估抗炎功效化妆品[7]。 何健华等[36] 采用

斑马鱼刺激模型与传统斑马鱼炎症模型(斑马鱼体

内中性粒细胞数量)对甘草酸二钾和黄芩素抗炎功

效进行对比,结果显示两种模型的评价结果基本一

致,即甘草酸二钾和黄芩素均能有效发挥抗炎功

效。 通过斑马鱼行为学评价,更为直观反映化妆品

的抗炎功效,且该方法较传统斑马鱼验证模型操作

简单,大大节省化妆品开发的实验成本。
2. 3　 抗氧化功效评价

斑马鱼模型除评价美白和抗炎功效外,还可用

于筛选具有抗氧化功效潜力的化妆品。 活性氧

(reactive oxygen species,ROS)是斑马鱼体内代谢产

物之一,是机体正常生理活动的象征。 当斑马鱼受

到外源物刺激时,体内的 ROS 含量就会增加,从而

导致 ROS 的自由基代谢异常,诱导脂质过氧化,进
而导致细胞发生氧化应激性损伤。 正常情况下斑

马鱼体内 ROS 的产生和消除保持动态平衡,当 ROS
含量发生变化时,斑马鱼可依靠抗氧化物发挥作用

清除 ROS[37]。 ROS 可被特异性染料检测,且斑马鱼

胚胎透明,使得检测方法更为便捷;斑马鱼氧化应

激模型评价化妆品的抗氧化功效,具有可靠、快速、
高效等优点。

目前,通常采用 2,2-偶氮二(2-甲基丙基咪)二
盐酸盐(AAPH)、LPS 等处理诱导斑马鱼产生氧化

应激[38],通过荧光强弱展示 ROS 产率,进而评价化

妆品的抗氧化功效。 王杰等[39]将 7 ~ 9 hpf 的斑马

鱼胚胎暴露于不同浓度马齿苋黄酮水溶液 1 h 后,
加入 15 mmol / L AAPH 建立氧化应激诱导模型,暴
露至 24 hpf 后,将所有溶液更换为胚胎培养液孵育

至 72 hpf,此时胚胎孵化为仔鱼,对其进行荧光染色

1 h 后,拍照处理计算得出 ROS 产生率;结果显示,
50 ~ 300 μg / mL 的马齿苋黄酮可显著降低 AAPH
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诱导后斑马鱼仔鱼 ROS 产生率,说明马齿苋黄酮具

有较强的体内抗氧化功效,为马齿苋资源的深度开

发利用提供数据支撑。 邹娅雪等[40] 采用同上方法,
对琼胶寡糖(agaro-oligosaccharides,AOS)进行评价,
研究得出 AOS 通过清除斑马鱼体内大量 ROS 生成

和阻止细胞死亡损伤,提高抗氧化活性,这为 AOS
在化妆品中的应用奠定理论基础。 冯敏等[41] 将

6 ~ 7 hpf 的斑马鱼胚胎分别暴露于 2. 9 μg / mL 维

生素 C 和不同浓度洛神花花青素溶液 12 h 后,加入

12 mmol / L AAPH 建立氧化应激诱导模型,暴露至

24 h 后停止 AAPH 诱导损伤,更换为原受试液继续

暴露至 2 d,最后全部更换为胚胎培养液,对斑马鱼

胚胎进行荧光染色,拍照计算抗氧化功效,结果显

示 11. 6 μg / mL 洛神花花青素溶液极显著降低斑马

鱼 ROS 产生,作用效果与 2. 9 μg / mL 维生素 C 组相

近,具有较好的抗氧化功效。 万庆家等[42] 采用 LPS
对斑马鱼胚胎进行氧化应激诱导,挑选 7 ~ 9 hpf 胚
胎于不同浓度大麻叶提取物中孵育 1 h 后,加入

5 μg / mL LPS 孵育至 72 h,荧光染色 1 h 后分析计

算荧光强度,得出 2. 0 mg / mL 大麻叶提取物显著抑

制 ROS 产生,荧光强度较弱,证明大麻叶提取物具

有潜在的抗氧化功效,可应用于化妆品中。
通过建立斑马鱼氧化应激模型,结合胚胎透明

优势,利用 ROS 荧光强度,可直观反映化妆品的抗

氧化功效,减少实验成本。
2. 4　 其他功效评价

斑马鱼表皮渗透压超过耐受范围时,皮肤将发

生脱水现象[43],且斑马鱼皮肤结构与人体相似。 因

此,采用高渗透溶液建立斑马鱼补水保湿的诱导模

型,模拟评价补水保湿功效化妆品性能。 周示玉

等[44]将 2 dpf 斑马鱼置于不同浓度受试物中,孵育

18 h 后对比斑马鱼尾部面积大小,以此评价甘油葡

糖苷补水保湿功效,结果表明甘油葡糖苷具有良好

的补水保湿功效。 陈金龙等[45] 采用 72 hpf 野生型

斑马鱼仔鱼置于不同浓度受试物中,孵育 15 min 后

对比渗透前后尾部长度变化,计算得出斑马鱼尾部

长度收缩率,结果表明 1%浓度下的三款面膜均有

潜在的保湿功效。 何林燕等[46] 选取 72 hpf 野生型

斑马鱼置于不同浓度的库拉索芦荟叶水中,孵育 20
min 后拍照测量尾部长度(卵黄囊末端尾椎末端),
计算斑马鱼尾部长度收缩率,结果表明 25% ~
100%浓度下的库拉索芦荟叶水有显著的保湿功效,
为库拉索芦荟在化妆品中的应用提供保障。 采用

斑马鱼胚胎评价化妆品补水保湿功效,可大大降低

实验成本,且实验操作性强,可广泛推广。
斑马鱼伤口皮肤愈合迅速,尾鳍再生是研究组

织修复的一种特别有效的模型,因此,可用斑马鱼

尾鳍再生模型评价化妆品修护功效。 杨娟等[47] 采

用 3 d 野生型斑马鱼胚胎,切除尾鳍后暴露于不同

浓度受试物中,暴露 48 h 后对胚胎进行拍照分析,
结果表明 6%浓度下的二裂酵母发酵产物溶胞物

(Ferment-DFL) 对斑马鱼胚胎尾鳍修护促进率达

15%,说明 Ferment-DFL 具有促进修护功效,可广泛

应用于护肤品中。
斑马鱼肥大细胞的结构与功能与人类相似,可

参与机体的免疫和过敏反应。 N-苯甲酰-DL-精氨酸

对硝 基 苯 酰 胺 盐 酸 盐 ( BAPNA ) 是 胰 蛋 白 酶

(Tryptase) 特异性底物,可以检测斑马鱼体内的

Tryptase 表达水平,定量分析化妆品的抗过敏功效。
万庆家等[48]采用 3 dpf 斑马鱼,先后加入相同体积

的不同浓度库拉索芦荟花提取物、Compoud48 / 80、
BAPNA 溶液中,各孵育 1 h,使用酶标仪检测吸光值

(OD405),以此计算 Tryptase 表达水平和抑制率;结
果表明,0. 1% ~ 0. 4%的库拉索芦荟花提取物能显

著抑制 Tryptase 分泌量,具有潜在的抗过敏功效,为
其在化妆品中的应用提供依据。

除以上评价化妆品功效方法外,仍有其他化妆

品功效评价方法有待开发,结合斑马鱼自身优势,
评价化妆品不同功效性能,有利于化妆品高质量

发展。

3　 结语

在“颜值经济”社会大背景下,消费者对功效化

妆品的需求在逐年增加。 由此可见,功效化妆品的

研发具有巨大的发展潜力。 同时,也需规范功效化

妆品市场,让功效宣称与实际功效效果相对应,保
障消费者权益。

目前已有美白、抗炎、抗氧化、补水保湿、修护、
抗过敏等功效评价模型,斑马鱼模型不仅用于筛选

优化功效成分的组方和配比,还可优化功效产品配

方和工艺,从功效成分源头进行评价筛选,为后期

成品功效性能奠定基础。 目前,采用斑马鱼模型评

价功效成分的研究较多,而对化妆品产品功效研究

的报道较少,缺乏相关数据支撑;化妆品功效宣称

种类繁多,而斑马鱼模型评价化妆品功效规范与标

准,还在逐步建设和完善。 因此,规范斑马鱼模型
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评价化妆品方法,完善相关标准,是化妆品行业及

科学研究迫切所需。 将斑马鱼模型与体外实验、人
体试验等评价手段相结合,为深入开展化妆品研究

提供更为可靠、快速、有效的方法体系。
总而言之,规范斑马鱼模型评价功效化妆品方

法,出台完善的标准规范评价不同功效化妆品,是
当务之急。
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