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摘要! 通过显微观察初步测定了不同浓度皂角苷"117%7%3117%17%72%317 8D5'#融解大菱鲆

红细胞的时间及其对白细胞的裂解作用&比较了 9 Y与 12 Y条件下!不同浓度皂角苷"117%7%

3117%17%72 8D5'#在体外对大菱鲆血细胞的溶血活性&用不同浓度的皂角苷溶液浸浴大菱

鲆!得出皂角苷对大菱鲆的半致死浓度&同时分析了不同浓度皂角苷"2%7%17%97 8D5'#浸泡

大菱鲆后血液中乳酸脱氢酶"'4+#活力变化$ 结果显示!显微观察实验中红细胞溶血时间与

皂角苷浓度呈对数负相关"?

1

=218:1 7#!皂角苷对大菱鲆白细胞也具有细胞裂解作用&72

8D5'的皂角苷在 12 Y条件下 7 8:< 即可导致血细胞 322>溶血!而 9 Y时处理相同时间仅为

9111>&皂角苷对大菱鲆的 19 G 半致死浓度"19G '-

72

#为 691:7 8D5'$ 本研究的结果从细胞

水平上初步评价了皂角苷的溶血毒性!为其安全使用提供了理论支持$

关键词! 大菱鲆& 皂角苷& 溶血& 乳酸脱氢酶

中图分类号! *83019444444444444文献标志码'&

44应用抗生素治疗水产养殖动物细菌病可产生

很多副作用
)3 5/*

"中草药种类多"功能各异"在杀

菌消炎(预防寄生虫病(调节机体免疫力等方面具

有显著效果
)9 56*

"因而已成为鱼用药物研究的重

要领域+ 目前有关中草药在水产养殖中应用的研

究多侧重于功能及疗效"对其毒副作用的研究鲜

有报道+ 但作为药物"在应用于临床之前"需要对

其进行多种生物安全性评价"方能正确地应用+

皂角苷#C9L/<:<$又称皂甙或皂素"是多种植

物中含有的一种以多环式化合物为配基的配糖体

的总称+ 皂角苷在植物中广泛分布"也是中药材

的主要活性成分组成之一
)0 5:*

+ 研究发现皂角苷

具有抗菌(消炎(降血压(降低血浆胆固醇等生物

功能
)8 532*

"可增强巨噬细胞吞噬活力"刺激脾细

胞增殖"诱导-49 @和-4: @F细胞应答"提高细

胞与体液免疫水平
)33 531*

+ 在水产养殖中"皂角苷

能提高对虾非特异免疫力
)3/*

"刺激鱼类生长
)39*

'

同时皂角苷具有免疫佐剂的功能
)37*

+ 因而显示

出其在水产养殖领域具有潜在应用价值+ 但是"

皂角苷对脊椎动物的红细胞具有溶血活性"高浓

度皂角苷接触到鱼体时"可导致鱼类死亡
)36*

+ 因

此"开展皂角苷对鱼类的毒性机理研究"确定其安

全使用范围"对其在水产养殖中的进一步开发应

用尤为必要+

实验以大菱鲆 # >&*@'+'%80,-0%!(0,-$为受

试动物"研究了皂角苷对大菱鲆红细胞的溶血作

用"结合毒力分析"从个体及细胞水平上对皂角苷

的使用安全进行了探讨"以期为皂角苷在鱼类养

殖中的应用奠定理论基础+

34材料与方法

!"!#实验材料

大菱鲆体长#012 B211$及#/2 B21/$=8两

种规格"购自烟台某大菱鲆苗种公司"在实验室暂

养 3 周"养殖用水为地下海水"L+017(盐度 1:"

养殖水温为 38 Y"期间正常投喂"连续充气+ 皂

角苷#纯度大于 881:>$购自美国 &0B9&@C9A公

司"该产品提取自皂皮树 #U,(88%4% -%@*)%$(%$+
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乳酸脱氢酶 #'4+$测试盒购于南京建成生物技

术公司+

!"$#血细胞的制备

用无菌注射器于体长 /2 =8的大菱鲆尾静脉

采集血液"溶于等体积的阿氏液 #%9

/

-

6

+

7

"

0

,

7+

1

"21:2 D"-

6

+

:

"

0

21277 D"-

6

+

31

"

6

1127 D"

%9-02191 D"蒸馏水 322 8'"L+613"337 Y灭菌

/2 8:<"9 Y保存$中"于 9 Y以 /22 D 离心 32

8:<"弃上清液"沉淀用无菌生理盐水 # 218>

%9-0$重复清洗 / 次+ 最后用生理盐水溶液配成

217>#.A.$血细胞悬浮液"19 G 内使用
)30*

+

!";#皂角苷对大菱鲆红细胞体外溶血观察

配制浓度分别为 7( 32( 17( 72( 322 和 172

8D5'的皂角苷溶液"在不同的载玻片上分别滴

加各浓度皂角苷溶液 12

"

'"再滴加等体积的大

菱鲆红细胞悬浮液"快速混匀后"显微镜下观察记

录各皂角苷浓度中红细胞的溶解时间"对照组用

生理盐水代替皂角苷溶液+ 每个浓度皂角苷下观

察视野中细胞数在 /2 个以上"重复 / 次+ 完全溶

血时间定义!在一个视野下"从滴加红细胞悬液混

匀后开始"至所有细胞融解完全为止的时间#C$+

!"%#室温及低温条件下不同浓度皂角苷对大菱

鲆血细胞体外溶血率

用生理盐水分别配制浓度为 7(32(17(72 和

322 8D5'的皂角苷溶液"各 /2 份#217 8'5份$

分别置于 3 8'离心管中"从中取各浓度溶液 37

份置于 9 Y冰箱预冷"剩余各浓度置于室温 #12

Y$条件下备用+ 取浓度为 217>#.A.$的大菱鲆

红细胞悬液 1 份"分别调整其温度到 9 Y与室温"

向各皂角苷溶液中分别加入相同温度的血细胞悬

液 217 8'混匀"在相应的温度下分别孵育 2(7(

32(37(17 和 92 8:<#其中 2 8:< 组与零溶血对照

组的处理方法相同$"于 9 Y以 022 AD 离心 32

8:<"各组取 122

"

'上清液于平底的 86 孔酶标板

中"每个浓度组设 / 个平行"在 792 <8下测定不

同组的吸光值+

实验中用 2117>#.A.$红细胞悬浮液离心上

清液作为零溶血对照项"以含 3>FA:H/<N7322 的

红细胞#2117>$悬浮液离心上清液作为 322>溶

血对照"用含各浓度皂角苷的生理盐水作为空白

对照组+

溶血率以 / 次重复的平均值计算"其公式!

F> =)#E

C

5E

2

$ 5#E

322

5E

2

$* A322

式中"E

C

=样品组吸光值 5空白组吸光值'E

2

=零

溶血对照组吸光值 5空白组吸光值'E

322

=322>

溶血对照组吸光值 5空白组吸光值+

!"?#皂角苷对大菱鲆白细胞体外融细胞作用定

性观察

用 3 8'的无菌注射器预装含 312>肝素钠

的生理盐水 213 8'"再抽取等体积的大菱鲆血

液"混匀后垂直静置于 9 Y冰箱中过夜"让红细胞

与白细胞分层"之后将下层的红细胞弃掉"收集中

层的白细胞备用+ 将白细胞置于载玻片上采用相

差显微镜观察'之后加等体积浓度为 17 8D5'的

皂角苷生理盐水溶液快速混匀"每隔 37 秒拍照一

次"观察白细胞裂解情况"对照组则加等体积生理

盐水+

!"A#皂角苷对大菱鲆毒性分析

采用 19 G 半致死浓度测定方法+ 在预实验

结果的基础上"确定了皂角苷的实验浓度范围为

99 <3/8 8D5'+ 在 6 个整理箱#219 8A216 8A

2197 8$中"加入养殖用海水 12 '"采用等对数差

值的方法溶解皂角苷至终浓度分别为 99(70(02(

::(332 和 3/8 8D5'"每个整理箱各投放 0 =8体

长的大菱鲆 37 尾"连续充气+ 实验养殖期间不换

水"连续观察 19 G"记录 19 G 内的各组鱼的死

亡数+

应用 *6** 3612 求出 19 G 半致死浓度

#'-

72

$

)3:*

"安全浓度 # >$按公式 > =19G '-

72

A

213 计算
) 38*

+

!"B#皂角苷溶液浸浴对大菱鲆血液中乳酸脱氢

酶$\MQ%活力影响

分别在 9 组 12 '养殖用海水中配制浓度为

2(7(17 和 97 8D5'的皂角苷溶液"各组投放体长

约 0 =8的大菱鲆各 12 尾"保持连续充气+ 分别

于浸泡处理后的第 217(9 和 : G 时段"每组随机

取鱼 7 尾进行尾静脉取血"等体积混合"将采集的

血液于 9 Y冰箱过夜"之后 1 222 AD 离心 7 8:<"

取上清液用于 '4+活性检测+

为了跟踪大菱鲆浸泡皂角苷后血清中 '4+

随时间变化趋势"在含 17 8D5'皂角苷的 12 '海

水中暂养 12 尾体长约 0 =8的大菱鲆"测定浸泡

后 2(3(1 和 6 G 的 '4+活性"以不含皂角苷的海

水暂养的大菱鲆为对照"分析 '4+活力随时间变

化趋势+

'4+活性的测定!'4+活性测定按照试剂

9023
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盒说明书进行操作+ 每个样品设 / 个平行"取平

均值"根据对照组 "4值和皂角苷处理组的 "4

值"按照以下方法计算酶活性+

'4+活性 =

"4

#

5"4

-

"4

*

5"4

J

A-

*

A%A3222

式中""4

#

为测定孔吸光度值'"4

J

为空白孔吸

光度值#蒸馏水$'"4

*

为标准孔吸光度值'"4

-

为对照孔吸光度值#样品不加辅酶$'-

*

为标准浓

度#211 88/05'$'%为样品测试前稀释倍数+

!"C#数据处理

实验数据采用平均值#Q$ B标准差#*4$表

示"使用 *6**3612 分析软件对数据进行单因素

方差分析#&%".&$及拟合优度检验"应用 ,I=@0

#1220$软件作图+

14结果

$"!#皂角苷致大菱鲆血细胞融解过程的显微

观察

在光学显微镜下"观察大菱鲆红细胞在不同

浓度皂角苷溶液中的融解过程#图 3$+ 发现与皂

角苷混合的红细胞"其细胞膜结构逐渐模糊"细胞

内物质外流消失"最后只留下尚未溶解完的印迹+

将皂角苷浓度与红细胞融解时间进行非线性拟合

#图 1$+ 根据统计结果可知"红细胞的完全溶血

时间与皂角苷的浓度呈对数负相关"对数回归方

程为 "=5/160/'<!@3:110:"?

1

=218:1 7"应用

*6**软件进行拟合优度检验"2>2123"拟合

度好+

图 !#大菱鲆红细胞在 $? 48a\皂角苷溶液中的 T)YH溶解过程

#9$对照组完好的红细胞' # J$实验组正在溶解的红细胞+

L18"!#O123-52-012*+4-:/515-63+7(:--72+::563-4 @"6%C.6'(1,.*+2-,2+,.3'.1-,-6$? 48a\5'0-,1,

#9$=/<HA/0"HG@KG/0@A@E J0//E =@00C' # J$HG@G@8/03V:<D A@E J0//E =@00C1

图 $#皂角苷浓度与溶血时间关系的回归曲线

L18"$#&*+83'0*-63+:'.1-,5*10(+.9++,2-,2+,.3'.1-,5-6

5'0-,1,',7*+4-:/515.14+

$"$#室温及低温条件下不同浓度皂角苷对大菱

鲆血细胞体外溶血

不同浓度皂角苷直接与大菱鲆血细胞在室温

条件下孵育时"可以见到皂角苷浓度低于 3117

8D5'时"在整个 92 8:< 孵育时间内溶血率均较

低+ 浓度为 72 8D5'时"在 7 8:< 内溶血率由 2

迅速升到 322>"达到完全溶血+ 皂角苷浓度为

17 8D5'时"其溶血率变化介于高浓度组与低浓

度组之间"从溶血开始到 92 8:< 时"溶血率由 3>

逐渐升高到 7818>#图 /$+

在 9 Y条件下不同浓度皂角苷与大菱鲆血细

胞体外孵育时"皂角苷浓度为 72 8D5'时 37 8:<

后达到 6911>"之后基本不再升高"至 92 8:< 时

达到 671/>'皂角苷浓度在 3117 8D5'以下时"

在整个孵育时间内溶血率不高于 11/>'皂角苷

浓度为 17 8D5'时"17 8:< 内与其他 / 个低浓度

组没有显著差异#2?217$"之后到 92 8:< 时升高

到 39197>"高于其他 / 个低浓度组 #2>2123$

#图 9$+ 两种温度下的溶血率表明"低温会降低

皂角苷对血细胞的溶血活性+

7023
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图 ;#$[ b条件下大菱鲆红细胞在不同浓度

皂角苷溶液中的溶血率

L18";#Q+4-:/515-6(:--72+::-6@"6%C.6'(1,

7166+3+,.2-,2+,.3'.1-,5-65'0-,1,'.$[ b

图 %#% b条件下大菱鲆红细胞在不同浓度

皂角苷溶液中的溶血率

L18"%#Q+4-:/515-6(:--72+::-6@"6%C.6'(1,

7166+3+,.2-,2+,.3'.1-,5-65'0-,1,'.% b

$";#皂角苷对大菱鲆白细胞体外融细胞作用定

性观察

显微观察发现"皂角苷对大菱鲆白细胞也具

有融解作用#图版$+ 对照组的大菱鲆白细胞"细

胞膜结构完整"细胞内颗粒物清晰可见'加入皂角

苷 37 C时的大菱鲆白细胞已经融解"多数细胞膜

结构模糊"细胞内含物失去完整结构'加入皂角苷

/2 C时多数白细胞膜接近融解"细胞内物质失去

细胞膜包裹后逐渐外流消失'加入皂角苷 97 C时

所有的白细胞均已失去原有的形态结构"细胞形

态消失"个别细胞尚存有部分未融解完的印迹+

$"%#皂角苷 $% *浸浴对大菱鲆的半致死浓度

皂角苷浸泡大菱鲆后各实验组大菱鲆均表现出

一定的药物刺激反应"随着浓度增高"刺激反应加

大"受试鱼在水中狂躁蹿动"呼吸困难"鱼体分泌大

量粘液于浸泡液中"水面出现大量泡沫+ 从大菱鲆

在皂角苷溶液中连续浸泡 19 G 后的死亡率#表 3$"

可知皂角苷浓度高于 :: 8D5'时"实验鱼 322>死

亡"浓度低于 99 8D5'时"实验鱼没有死亡+ 根据表

3结果计算得"浸泡 19 G 皂角苷对大菱鲆的半致死

浓度为 691:7 8D5'"安全浓度为 6198 8D5'+

表 !#大菱鲆在不同浓度皂角苷中浸浴 $% *后的死亡率

&'("!#O-3.':1./ -6@"6%C.6'(144+35+71,

7166+3+,.2-,2+,.3'.1-,5-65'0-,1,

皂角苷浓度5#8D5'$

C9L/<:<

=/<=@<HA9H:/<

实验鱼5尾

B:CG <28J@A

累积死亡数5尾

E@9HG <28J@A

死亡率5>

8/AH90:H3

3/8 37 37 322

332 37 37 322

:: 37 37 322

02 37 32 6610

70 37 / 12

99 37 2 2

对照 =/<HA/0 37 2 2

$"?#不同浓度皂角苷浸泡大菱鲆后血液中 \MQ

活性

分别用浓度为 2(7(17 和 97 8D5'皂角苷浸

泡大菱鲆后"测定其血清中 '4+活性#图 7$+ 结

果显示"大菱鲆在浸泡 217 G 时"皂角苷浓度为

97 8D5'的大菱鲆血清中 '4+活性最高达 3:/13

#5'"次高 '4+活力#33019 #5'$出现在浓度为

7 8D5'的组"中浓度皂角苷组#17 8D5'$与空白

组的 '4+分别为 0:1/ 和 :01: #5''统计分析显

示"皂角苷浓度为 7 与 97 8D5'的两组'4+显著

高于空白对照组与中浓度组#2>2127$"中浓度

组与对照组差异不显著#2?2127$+ 大菱鲆在浸

泡 9 G 时"皂角苷浓度为 17 8D5'的大菱鲆血清

中 '4+活性最高达 33710 #5'"浓度组为 7(97

8D5'及空白组 '4+活力分别为 0712(7812 和

6713 #5''统计分析表明"除 17 8D5'浓度组显

著高于对照组外#2>2127$"其他各组间差异不

显著#2?2127 $+ 在浸泡到 : G 时"7(17 和 97

8D5'/ 个皂角苷浓度组对应的大菱鲆血清 '4+

活性分别为 39911(32013 和 3/616 #5'"/ 组间差

异不显著 #2?2127 $"但均显著高于对照组的

721: #5'#2>2127$+

$"A#大菱鲆浸泡于浓度 $? 48a\的皂角苷溶液

后血液中 \MQ随时间变化趋势

大菱鲆浸泡于浓度 17 8D5'的皂角苷溶液

后"血清中 '4+随时间变化趋势#图 6$+ 由图 6

可见"在浸泡的 : G 内血清 '4+处于动态变化状

态"变化范围为 021: <3:010 #5'"最低及最高时

间分别出现在浸泡后的 3 及 6 G"自浸泡 3 G 后

'4+活力开始提高"到 6 G 时达到最高"6 <: G 间

出现降低趋势'对照组在实验期间 '4+活力也处

于动态变化中"自浸泡 217 <3 G 时"血清 '4+活
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图版#浓度 $? 48a\的皂角苷对大菱鲆白细胞的溶解显微照片
31没有加皂角苷溶液时的白细胞' 11加入皂角苷 37 C时白细胞的溶血照片' /1加入皂角苷 /2 C时白细胞的溶血照片' 91加入皂角

苷 97 C时白细胞的溶血照片+

):'.+#O123-52-0120*-.-83'0*5-6.*+:/.129*1.+(:--72+::563-4

.>3(-..3+'.+791.*$? 48a\5'0-,1,

312<HA@9H@E KG:H@J0//E =@00C' 11KG:H@J0//E =@00CHA@9H@E B/A37 C' /!KG:H@J0//E =@00CHA@9H@E B/A/2 C' 91KG:H@J0//E =@00CHA@9H@E B/A97 C1

力有下降趋势"3 <9 G 时变化不大"维持在 9317

<6713 #5'之间"之后缓慢上升"到 6 G 时达到

最高"6 <: G 间出现降低趋势+ 对照组与实验组

在 9 <: G 血清中 '4+的变化趋势相似+ 统计分

析显示浸泡 3 <: G 内"对照组的大菱鲆血清 '4+

活力均低于实验组#2>2127$+

图 ?#用不同浓度皂角苷浸泡大菱鲆后

不同时间段血清中乳酸脱氢酶活性

L18"?#\MQ '2.1@1./ 1,.*+5+3>4 -6@"6%C.6'('6.+3

('.*1,8 1,7166+3+,.2-,2+,.3'.1-,5-6

5'0-,1,1,7166+3+,..14+

图 A#大菱鲆在浓度 $? 48a\皂角苷中浸泡后

血清中乳酸脱氢酶活性随时间变化趋势

L18"A#Z'31'.1-,.3+,7-6\MQ '2.1@1./ 1,.*+5+3>4 -6

@"6%C.6'('6.+3('.*1,8 1,5'0-,1,'.

.*+2-,2+,.3'.1-,-6$? 48a\

/4讨论

目前"对皂角苷生物学活性的研究已有较多的

报道
): 532"3/ 537*

"由于皂角苷具有良好的佐剂功效"

已被开发成高效的佐剂产品用于多种动物及人类

疫苗免疫
)31*

"王秀华等
)37*

研究发现皂角苷对鱼类

浸泡疫苗也同样具有良好的佐剂活性"可显著提高

浸泡疫苗的免疫保护率"表明皂角苷具有广阔的开

0023
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发应用前景+ 皂角苷的佐剂活性与其分子结构特

别是亲水亲油平衡值及侧糖链长度有关
)8*

"由于皂

角苷结构中存在亲脂基团"当皂角苷与红细胞接触

后"可将红细胞膜的磷脂双分子层结构破坏"导致

细胞质#含血红蛋白$流失"引发溶血
)12*

"进而对生

物体的生理机能带来危害+ 本文的研究结果表明"

过高浓度的皂角苷浸泡大菱鲆后可导致其死亡#表

3$"且浸泡后大菱鲆血清乳酸脱氢酶出现升高#图

6$"表明鱼体内组织中的细胞出现破裂
)13*

+ 采用

体外的血细胞溶血分析"也表明皂角苷不仅导致大

菱鲆红细胞溶血"对白细胞也同样具有裂解活性"

且对大菱鲆红细胞的溶血率与皂角苷浓度(环境温

度及溶血时间关系密切+

皂角苷由皂苷元和糖(糖醛酸或其他有机酸组

成"皂角苷分为两类"一类为甾体皂苷"另一类为三

萜皂角苷"三萜皂角苷具有佐剂活性
)8*

"皂角苷的

溶血活性由其配糖体的结构决定
)11*

+ 不同植物来

源的皂角苷溶血活性存在差异"用从澳大利亚古苏

格兰树#F%$@,88(% %,-+$*J&%81<*)(&%$皮中分离出的

三萜皂角苷对羊红细胞进行溶血分析"发现当皂角

苷浓度为 7 8D5'时"就可达到 322>溶血
)1/*

"而用

竹节香附皂角苷 #E)10*)1$%<<1%)% C9L/<:<C"

&$*$"当浓度为 722 8D5'时"其溶血率仅为

3617>

)19*

+ 实验中所用皂角苷分离来自南美洲皂

皮树#U,(88%4% -%@*)%$(%$的树皮"属于三萜皂苷

类"具有佐剂活性"但也存在一定的溶血特性"因此

用于疫苗佐剂时"其溶血危害仍需引起关注+

乳酸脱氢酶是机体能量代谢中参与糖酵解的

一种重要酶"广泛存在于机体各组织细胞内+ 当

血液中的红细胞膜出现破损时"会直接导致血清

中 '4+活性升高"因此 '4+活性的提高可用于

反映血细胞溶血的程度
)13*

+ 实验发现大菱鲆浸

泡在不同实验浓度的皂角苷溶液中后"实验组血

清 '4+活性在 217 G 时即出现明显的变化"随着

取样时间的差异"实验组与对照组酶活性的高低

出现变化#图 6$"各组的差异表明溶液中的皂角

苷被鱼体吸收后"体内血细胞处于不稳定的溶血

状态+ 关于 '4+在组织中的功能"最新研究发现

乳酸脱氢酶在动物体内具有刺激免疫球蛋白产生

并诱导相关细胞因子表达的功能
)17*

"皂角苷提高

鱼类浸泡疫苗免疫保护效果是否与其导致血清中

'4+释放有关有待后续研究
)37*

+

通过显微观察发现"皂角苷不仅融解大菱鲆

红细胞"对白细胞也同样具有裂解活性+ 类似的

研究也发现"用从皂皮树中提取的皂角苷对罗非

鱼的脑垂体细胞具有融解活性"并导致细胞中的

黄体激素#02H@:<:V:<D G/A8/<@$释放"而清除皂角

苷后"被融解的脑垂体细胞膜可以修复
)16*

+ 由于

白细胞在鱼类免疫中具有重要作用"因此开展皂

角苷对白细胞融解的相关研究"将有助于揭示皂

角苷的佐剂作用机制+ 研究中也发现"在显微镜

下观察红细胞溶血时常温下浓度为 117 <3117

8D5'的皂角苷"完全溶血时间为 37 <32 8:<"而

在皂角苷对大菱鲆红细胞的体外溶血分析中"测

得浓度为 3117>的皂角苷 92 8:< 的溶血率仅为

:17>"对该结果差异的原因初步分析认为可能与

分析方法有关"具体有待进一步验证+

中草药由于具有环保(无残留(副作用小的特

性"近年来在水产养殖中的应用日益受到重视"相

关的研究报道也较多
)10 518*

"但中草药的生物安全

性评价方面尚为空白+ 皂角苷作为中草药中的一

员"其生物学功能已有较多的研究报道"在水产养

殖中也具有较大的开发前景"但也存在着其特殊

的细胞毒性"能导致鱼类血细胞融解+ 实验结果

提示"在水产养殖中应用中草药"进行其安全性评

价"明确其潜在的副作用是非常重要的一个环节+
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