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摘 要：目的　探讨保健食品提高缺氧耐受力功能替代性新试验方法的可行性。方法　采用小鼠耐缺氧实验，建

立斑马鱼缺氧模型，并检测样品对斑马鱼缺氧运动的改善情况及抗缺氧诱发的红细胞增多症。以连二亚硫酸钠处

理原代培养乳鼠心肌细胞构建了化学性缺氧细胞模型，样品处理后进行细胞活性与乳酸脱氢酶（LDH）活性检测，

分别验证样品对缺氧耐受能力的影响。结果  与正常对照比较，样品可以提高小鼠的缺氧耐受力；与缺氧模型对照

比较，可以改善斑马鱼缺氧运动障碍、缺氧诱发的红细胞增多症，可以缓解心肌细胞缺氧导致的细胞活性降低及

LDH 活性升高。结论  用体内外三种试验体系均能检出样品具有提高缺氧耐受的能力，耐缺氧检验的动物试验替

代方法的推出具有可行性。
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Studies on the alternative evaluation of improving hypoxia tolerance function in health foods
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Abstract： Objective　To explore the feasibility of new test methods for evaluation of improving hypoxia tolerance function 
in health food. Methods　 Hypoxia tolerance experiments were carried out on mice.  The zebrafish hypoxia model was 
established， and the improvement of zebrafish hypoxia movement and erythrocytosis were tested.  A chemical hypoxia cell 
model was constructed with sodium disulfite， and cell activity and lactate dehydrogenase （LDH） activity were detected to 
verify their effect on hypoxia tolerance. Results　Compared with normal control group， the hypoxia tolerance was improved 
in mice by health food sample.  Compared with hypoxia model control groups， the sample improved zebrafish hypoxia， 
hypoxia-induced erycytosis， and alleviated the reduced cellular activity and increased LDH activity caused by cardiomyocyte 
hypoxia. Conclusion　The ability of the sample to improve hypoxia tolerance can be detected by three test systems in vitro as 
well as in vivo， and the introduction of alternative methods to animal testing for hypoxia tolerance tests is feasible.
Key words： Mouse； zebrafish； cardiomyocytes； hypoxia tolerance

目前国内评价保健食品的耐缺氧能力主要使

用大鼠、小鼠、兔子等哺乳动物作为实验动物，存在

实验周期长、耗资大、特异性差等缺点。寻找哺乳

动物的替代试验方法需符合 3R 原则，近年来已越

来越受到关注。斑马鱼是一类与人类基因有着高

度同源性的小型热带淡水鱼，具有产量大、发育速

度快、方便观察等优点［1-2］。目前斑马鱼已作为研究

胚胎发育的重要模式生物，常用于构建疾病模型进

行药物实验及相关安全性评价［3-4］。由于细胞模型

可排除机体内各脏器间的干扰，且操作容易、便于

观察、符合伦理要求，解决了动物模型和临床研究

的局限性，近年来被广泛应用于分子生物、毒理、药

理研究。

本研究分别以小鼠、斑马鱼为实验动物，并构

建细胞模型，验证同一维生素功能饮料对机体耐缺

氧能力的影响，并通过比较体内外试验的结果，进
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一步探讨保健食品及其原料耐缺氧功能的替代性

试验方法及其可行性。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　样品

某维生素功能饮料，规格为 310 mL/罐，成人口

服推荐摄入量为每日 310 mL/60 kg∙BW。

1. 1. 2　实验动物

健康封闭群 KM 雌性成年小鼠 80 只，SPF 级，

体质量 18~22 g，购自上海杰思捷实验动物有限公

司［SPF，SCXK（沪）2018-0004］，饲养于上海市松江区

南乐路 1222-9 号动物房［SYXK（沪）2018-0031］。

饲料购自苏州双狮实验动物饲料科技有限公司，登

记证号：苏饲证（2017）05005。饲养环境温度为 22~
24 ℃，湿度 55%~68%。2 日龄 SD 乳鼠 10 只，SPF
级；野生型 AB 品系斑马鱼 390 尾，黑色素等位基因

突变型半透明 Albino 品系斑马鱼 390 尾。饲养环

境温度为 28 ℃。

1. 1. 3　主要仪器与试剂

CO2 培养箱（美国 Thermo 公司）、酶标仪（德国

BMG 公司）、离心机（cence 湘仪）、倒置显微镜（德国

LEICA）、96 孔细胞培养板（美国 corning）、电子天平

（美国 METTLER）、电子体质量称（大和衡器）、恒温

培养箱（日本 EYELA）。

胰酶（美国 gibco 公司）、胎牛血清（美国 gibco
公司）、DMEM 培养基（美国 gibco 公司）、D-Hank’s
液（武 汉 Procell 公 司）、乳 酸 脱 氢 酶（Lactate 
dehydrogenase，LDH）测定试剂盒（上海 AMEKO 公

司）、四甲基偶氮噻唑蓝（MTT，美国 Sigma），连二亚

硫酸钠（分析纯，润德公司），亚硝酸钠（分析纯，上

海国药）。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　小鼠体内实验

1. 2. 1. 1　实验动物分组

小鼠按体质量随机分为 1/4 原液组、1/2 原液

组、原液组三个实验剂量组（分别相当于人体推荐

剂量的 5 倍、10 倍、20 倍）和一个正常对照组，1/4
原液组、1/2 原液组分别取受试物原液 50、100 mL
加蒸馏水至 200 mL 作为供试液，高剂量组给予受

试原液，正常对照组给予蒸馏水。每只小鼠均按

20 mL/kg∙BW 体积灌胃给样。每组 10 只小鼠，共

120 只。

1. 2. 1. 2　缺氧耐受力实验

实验按照小鼠常压耐缺氧、亚硝酸钠中毒存

活、急性脑缺血性缺氧三种方法进行［5］。

常压耐缺氧实验：取 40 只小鼠，每组 10 只，灌

胃 15 d 后，每只小鼠放入盛有 5 g 钠石灰的 250 mL
磨口瓶内，用凡士林密封瓶口，即刻计时，以呼吸停

止为指标，精确测定小鼠耐缺氧的窒息时间。

亚硝酸钠中毒存活实验：取 40 只小鼠，每组 10
只，灌胃 15 天后，按 240 mg/kg∙BW 体积腹腔注射

亚硝酸钠（0. 1 mL/10 g），即刻计时，精确记录小鼠

存活时间。

急性脑缺血性缺氧实验：取 40 只小鼠，每组 10
只，灌胃 15 d 后，将小鼠自颈部逐只断头处死，立刻

按秒表，精确记录每只小鼠断头后至张口喘气停止

的时间。

1. 2. 2　斑马鱼体内实验

1. 2. 2. 1　受试物对斑马鱼缺氧运动模型改善情况

检测

本次试验设置 3 个浓度组、1 个模型对照组、

1 个阳性对照组和 1 个正常对照组。选取 180 条

4 dpf 野生型 AB 品系斑马鱼于 6 孔板中，每孔均处理

30 尾斑马鱼，根据受试物对斑马鱼的最大检测浓度

（Maximum tolerated concentration，MTC）为 25 μL/mL，
三个浓度组分别给予 2. 8、8. 3 和 25 μL/mL 受试物

处理，阳性对照组给予 500 μmol/L 还原型谷胱甘肽

处理，同时设置正常对照组（标准稀释水处理）和模

型对照组。24 h 后，每个实验组随机选择 10 尾斑马

鱼，分配到各处理组。各组均更换溶液，除正常对

照组外，再水溶给予氯化钴处理 1. 5 h 以建立斑马

鱼缺氧模型。处理结束后，测定斑马鱼的运动总距

离（mm），进行定量分析。

1. 2. 2. 2　受试物抗缺氧诱发的红细胞增多症检测

试验设置 3 个浓度组、1 个模型对照组、1 个阳

性对照组和 1 个正常对照组。选取 180 条 1 dpf 黑
色素等位基因突变型半透明 Albino 品系于 6 孔板

中，每孔均处理 30 尾斑马鱼，3 个浓度组分别给予

2. 8、8. 3、25 μL/mL MTC 样品处理，阳性对照组给

予 1 μg/mL 羟基脲处理，同时设置正常对照组（标

准稀释水处理）和模型对照组。每个实验组随机选

择 10 尾斑马鱼，分配到不同受试物处理组。各组

更换溶液，除正常对照组外，再以水溶给药方式，用

氯化钴处理斑马鱼。处理结束后，测定斑马鱼尾部

的红细胞信号（像素），进行定量分析。

1. 2. 3　细胞体外实验

1. 2. 3. 1　原代心肌细胞培养

断颈处死 10 只出生 2 d 的 SD 大鼠乳鼠，取出

心脏，去除大血管和心房。PBS 反复冲洗以洗去血

凝块和血细胞，将心室肌剪成 1 mm3 的小块后使用

0. 1% 胰酶于 37 ℃水浴中消化。收集细胞悬液接
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种于培养瓶中，置于细胞培养箱中培养 2 h 以纯化

心肌细胞。以 1×105 cell/孔将细胞接种于 96 孔细

胞培养板上，置于细胞培养箱中继续培养 48 h 后进

行后续实验。

1. 2. 3. 2　细胞活性与乳酸脱氢酶活性检测

试验设置 4 个浓度组、1 个正常对照组和 1 个

缺氧模型组，4 个浓度组分别使用 DMEM 培养基对

成品原液进行 4、8、16、32 倍稀释后处理心肌细胞

30 min。处理结束后，去除原培养液，用 PBS 洗一

次，换 DMEM，除正常对照组外，以 4 mmol/L 连二

亚硫酸钠处理各组以诱导心肌细胞损伤，24 h 后检

测细胞活性和 LDH 活性，用酶标仪于 570 nm 处测

定吸光度值。

1. 3　统计学分析

数据经 SPSS 16. 0 软件计算均数和标准差，并

进行统计分析，采用方差分析和 Dunnett’s T 检验，

P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　小鼠缺氧耐受能力实验结果

表 1 显示，与正常对照组相比，受试物对小鼠

常压耐缺氧效果不明显。表 2 显示，通过小鼠亚硝

酸钠中毒存活实验发现，与正常对照组相比，受试

物可延长小鼠亚硝酸钠中毒的存活时间，其中 1/4
原液组的小鼠存活时间显著提升（P<0. 05）。表 3 显

示，在小鼠急性脑缺血性缺氧实验中，与正常对照

组相比，受试物 1/4 原液组小鼠断头后至张口喘气

停止时间显著提高（P<0. 05）。哺乳动物实验证明，

受试物可以提高小鼠的缺氧耐受能力。

2. 2　斑马鱼耐缺氧能力实验结果

由表 4 可见，与正常对照组比较，模型对照组

显著缩短了总运动距离（P<0. 05），说明构建斑马鱼

缺氧运动模型成功。与模型对照组相比，受试物组

可提高斑马鱼在缺氧情况下的运动距离，其中处理

浓度为 8. 3、25 μL/mL 时，可显著增加斑马鱼的总

运动距离（P<0. 05）。

由表 5 可见，根据缺氧斑马鱼红细胞增多症的

实验结果，与正常对照组比较，模型对照组显著增

加了斑马鱼尾部血管红细胞染色强度（P<0. 05），说

明构建斑马鱼缺氧运动模型成功。与模型对照组

相比，8. 3 μL/mL 受试物可显著降低斑马鱼尾部血

管红细胞染色强度（P<0. 05）。上述实验结果表明，

受试物对缺氧运动障碍、缺氧诱发的红细胞增多症

均具有改善作用，可提高斑马鱼的耐缺氧能力。

2. 3　心肌细胞耐缺氧能力实验

表 6 显示，分别采用 1/2、1/4、1/8、1/16 和 1/32
原液浓度处理心肌细胞 24 h，MTT 检测结果，与正

常对照组相比，1/8、1/16 和 1/32 原液处理组的细胞

活性无显著性差异，随着受试物处理浓度的增加，

细胞活性逐渐降低；1/2 和 1/4 原液处理可显著抑制

心肌细胞活性（P<0. 05）。因此，在后续实验中，选

择 1/8、1/16 和 1/32 原液浓度进行后续缺氧耐受

力功能试验。

表 1　小鼠常压耐缺氧实验

Table 1　Normal pressure hypoxia tolerance test in mice
组别

正常对照组

1/4 原液组

1/2 原液组

原液组

动物数/只

10
10
10
10

体质量/g
26.6±3.5
26.6±3.5
25.2±2.7
27.3±2.5

存活时间/s
1 885±372
1 658±247
1 745±213
1 494±196

表 2　小鼠亚硝酸钠中毒存活时间

Table 2　Survival time of intoxication in mice by sodium nitrite
组别

正常对照组

1/4 原液组

1/2 原液组

原液组

动物数/只

10
10
10
10

体质量/g
26.1±3.3
26.1±3.3
27.9±4.7
27.3±3.1

存活时间/s
1 474±282
2 222±448*
1 707±350
1 694±322

注：*表示与正常对照组比较，P＜0.05

表 3　小鼠急性脑缺血性缺氧实验

Table 3　Acute cerebral ischemic hypoxia test in mice
组别

正常对照组

1/4 原液组

1/2 原液组

原液组

动物数/只

10
10
10
10

体质量/g
26.1±0.9
24.2±3.3
25.4±3.7
27.9±4.0

小鼠断头后至张口
喘气停止时间/s

13.3±1.8
15.3±1.8*
12.5±2.3
13.8±1.4

注：*表示与正常对照组比较，P＜0.05

表 4　缺氧斑马鱼运动

Table 4　Hypoxic zebrafish motility
组别

正常对照组

模型对照组

阳性对照组（谷胱甘肽 500 μmol/L）
受试物处理组（2.8 μL/mL）
受试物处理组（8.3 μL/mL）
受试物处理组（25 μL/mL）

总数/条

10
10
10
10
10
10

总运动距离/mm
7 730±331
6 225±337*
7 906±468#

7 457±437
8 042±242#

8 080±414#

注：*表示与正常对照组比较，P<0.05；#表示与模型对照组比较，P<
0.05

表 5　缺氧斑马鱼红细胞增多症实验

Table 5　Erycytosis test in hypoxic zebrafish
组别

正常对照组

模型对照组

阳性对照组（羟基脲 1 μg/mL）
受试物处理组（2.8 μL/mL）
受试物处理组（8.3 μL/mL）
受试物处理组（25 μL/mL）

总数/条

10
10
10
10
10
10

尾部血管红细胞
染色强度/像素

107±26
2 721±528*

283±52#

1 593±416
196±22#

部分死亡不予评价

注：*表示与正常对照组比较，P<0.05；# 表示与模型对照组比较，P<
0.05
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使用 1/8、1/16 和 1/32 原液预处理心肌细胞

30 min 后，再以 4 mmol/L 连二亚硫酸钠处理，24 h
后采用 MTT 法测定各组细胞活性。由表 7 结果显

示，与正常对照组相比，连二亚硫酸钠显著抑制心

肌细胞活性（P<0. 05），说明缺氧细胞模型建模成功；

与缺氧模型组比较，随着原液处理浓度的增加，心

肌细胞活性逐渐降低，但 1/32 原液处理组可一定

程度缓解心肌细胞的损伤。

通过对心肌细胞上清液 LDH 活性的检测，由

表 8 结果显示，与正常对照组相比，连二亚硫酸钠

可引起受试细胞 LDH 活性显著升高（P<0. 05），表

明缺氧细胞模型建模成功；与缺氧模型组比较，1/8
原液处理组的 LDH 活性显著降低（P<0. 05）。

综上，采用终浓度为 1/32 原液和 1/8 原液的

受试物预处理大鼠离体心肌细胞后，对连二亚硫酸

钠诱导的细胞活性降低和 LDH 活性升高分别有一

定的缓解作用。这一结果也提示，受试物具有抵抗

体外心肌细胞缺氧性损伤的功能。

3　讨论

建立高效低成本的功能食品评价方法对于保

健食品行业的发展具有重要意义。传统的功能性

食品耐缺氧功能评价方法通常是基于小鼠实验模

型实施，其中部分传统实验如常压耐缺氧法、亚硝

酸钠缺氧法与动物伦理有违，因此需要进一步探索

相关的替代性试验。近年来，利用斑马鱼建模进行

毒性、食品功能评估的相关分析已逐渐成为研究热

点［6-9］。斑马鱼模式生物具有实验周期短、使用动物

数少、更加符合动物伦理原则且大大减少人力成本

等优点。推荐使用生命科学、医学和药物研发领域

使用最广泛的野生型 AB 品系斑马鱼，而加选黑色

素等位基因突变型半透明 Albino 品系斑马鱼，是因

为它呈半透明状，可以更方便地观察测量斑马鱼的

尾部血管内的红细胞信号。但本次 25 μL/mL 组浓

度设置过高，导致部分突变型半透明斑马鱼死亡，

无法分析评价该组的红细胞染色强度。此外，相对

于传统的动物实验模型，细胞建模具有可避免种属

差异，减少实验费用，缩短周期等优势［10］。长期以

来，在体外缺氧细胞模型的构建方面已取得长足发

展，离体心肌细胞、脑皮质神经元细胞和干细胞等

应用较为普遍，单纯性缺氧培养和化学性缺氧是体

外缺氧细胞模型构建的常规手段，细胞毒性、LDH
活性、氧化还原酶活性和特定基因表达改变等均可

用于评价指标的选择［11-12］。

本研究通过小鼠、斑马鱼、心肌细胞建模，检测

同一功能食品饮料的耐缺氧功能。三个体内外实

验结果均表明，该功能饮料有提高机体耐缺氧的能

力或趋势。所以，在本研究中，体外实验和体内实

验验证结果基本一致。通过比对氯化钴诱导斑马

鱼缺氧模型与小鼠的耐缺氧功能实验结果，提示了

耐缺氧功能非哺乳类替代性模式生物实验体系的

有效性。本研究以耗氧剂连二亚硫酸钠处理原代

培养乳鼠心肌细胞，构建化学性缺氧细胞模型，通

过测定细胞活性和 LDH 活性，验证了食品耐缺氧功

能的体外替代方法的可行性。

本次体内外三类试验体系的结果表明，斑马鱼

系统实验与细胞体外实验一样，可作为传统哺乳动

物实验的一种辅助检验手段。由此，本次研究可以

得出，在评价保健食品及其原料耐缺氧功能时，可

利用其他体内实验系统如斑马鱼模式生物开展保

健食品及其原料耐缺氧功能实验，并将其结果与哺

乳动物实验结果进行比对，部分替代传统耐缺氧功

能检测用哺乳动物不人道的常压耐缺氧法、亚硝酸

钠缺氧法，只保留断头急性缺氧法，筛选、完善保健

食品及其原料耐缺氧功能体外替代性实验体系。

今后仍需积累更多数据，来实现对传统哺乳动物实

验的全面替代。将斑马鱼模型与现有的哺乳动物

表 6　心肌细胞活性的实验结果

Table 6　Cardiomyocyte activity test results
组别

正常对照组

1/32 原液处理组

1/16 原液处理组

1/8 原液处理组

1/4 原液处理组

1/2 原液处理组

OD 值

0.396±0.018
0.450±0.057
0.408±0.114
0.355±0.045
0.204±0.015*
0.014±0.013*

注：*表示与正常对照组比较，P<0.05
表 7　心肌细胞缺氧模型活性的实验结果

Table 7　Test results of activity in cardiomyocyte 
hypoxia model

组别

正常对照组

缺氧模型组

1/32 原液处理组

1/16 原液处理组

1/8 原液处理组

OD 值

0.352±0.012
0.211±0.011*
0.234±0.012
0.197±0.019
0.186±0.012

注：*表示与正常对照组比较，P<0.05
表 8　心肌细胞缺氧模型 LDH 活性的实验结果

Table 8　Test results of LDH activity in cardiomyocyte 
hypoxia model

组别

正常对照组

缺氧模型组

1/32 原液处理组

1/16 原液处理组

1/8 原液处理组

OD 值

0.375±0.019
0.728±0.011
0.813±0.01
0.753±0.014
0.529±0.005

LDH（IU/L）
0.889±0.048
1.772±0.029*
1.985±0.024
1.835±0.035
1.275±0.013#

注：*表示与正常对照组比较，P<0.05；#表示与缺氧模型组比较，P<
0.05

——182



保健食品提高缺氧耐受力功能评价的替代性研究——杨隽，等

实验、体外细胞实验、人体试食试验相结合，将为深

入开展保健食品及其原料的毒理学、功能学研究提

供更可靠、快速、有效的方法体系。
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