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Abstract: Grape seed proanthocyanidin is a class of polyphenolic compounds with strong anti-oxidation. To 
study the protection of grape seed proanthocyanidin on zebrafish’s early stage embryos from the damage of 
UVB irradiation, grape seed extract (GSE)(1 mg/ml) was injected into fertilized eggs before they were treated 
with UVB (36 mJ/cm2). We found that the survival rate was significantly higher and the rate of abnormalities 
was lower in the GSE-treated embryos than in the untreated group. After UVB irradiation, a variety of ab-
normal embryos occurrred, the total antioxidative capacity decreased, SOD and CAT activities changed. 
While in the GSE-treated embryos, the total antioxidative capacity, SOD and CAT activities changed greatly. 
Our study provided evidence for GSE’s further extensive application as an antioxidant. 
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摘  要: 葡萄籽提取物（grape seed extract，GSE）含有丰富的多酚化合物原花青素，抗氧化能力强。

斑马鱼受精卵注射 GSE 后，接受 36 mJ/cm2的 UVB 照射，研究葡萄籽原花青素对 UVB 损伤斑马鱼胚

胎的保护作用。结果表明：UVB 照射导致胚胎存活率降低和各种畸形胚出现，使总抗氧化活力降低和

SOD、CAT 酶活力水平变化；GSE 注射组胚胎比未注射组 UVB 照射后存活率显著增加而畸形率降低，

总抗氧化活力、SOD 和 CAT 水平变化显著。该研究为葡萄籽原花青素的广泛应用提供了理论基础。 
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1 引言 

葡萄籽提取物(grape seed extract, GSE)主要成分

原花青素(proanthocyanidin)是一类由黄烷-3-醇缩合而

成的聚多酚类物质。在 GSE 中，原花青素含量高达

95%，具有很强的抗氧化作用，在体内其抗氧化、消

除自由基的能力是维生素 C 的 50 倍、维生素 E 的 20

倍[1]。Jacqueline 等研究表明 GSE 中的原花青素抗氧

化能力与浓度、结构、聚合度及类黄酮环上的取代基

团有关[2]。原花青素具有广泛的生理活性如抑制脂质

过氧化、防治心血管疾病、抗突变和衰老等[3,4]。 

紫外线(ultraviolet, UV)是一种重要的与地球生物

密切相关的环境因素，适量照射可维持生物体正常生

命活动[5]。在过去几十年中，大气中UV特别是UVB(波

长290-320 nm)照射明显增加，对生物体产生损害，主

要是破坏DNA和蛋白质等生物大分子的结构[6]。当机

体表皮所含的色基吸收了UVB后，在多种酶和过渡金

属离子参与下生成活性氧物质(Reactive oxygen spe-

cies, ROS)，造成机体氧化性损伤，导致细胞凋亡[7]。 

正常细胞有比较完备的抗活性氧防御体系，包括：

超氧化物歧化酶 (SOD) 、谷胱甘肽过氧化物酶

(GSH-Px)、过氧化氢酶(CAT)和金属蛋白等[8]。生理状

态下细胞产生少量的ROS，可被胞内的抗氧化酶如
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SOD、CAT和GSH-Px清除。SOD是一种特殊的金属酶，

它能催化超氧阴离子自由基发生歧化反应；过氧化氢

酶(CAT)又称为触酶，是以铁卟啉为辅基的结合酶，

可促使H2O2分解为分子氧和水，从而使细胞免遭H2O2

的毒害，是生物防御体系的关键酶之一。细胞中多种

抗活性自由基物质的存在有效地清除机体内超氧阴离

子自由基，是生物体重要的细胞防御机制之一[9]。 

本文以斑马鱼(Danio rerio)为模式动物，通过考察

胚胎发育和细胞抗氧化能力研究葡萄籽原花青素对紫

外损伤斑马鱼早期胚胎的保护作用，为环境保护生物

学提供借鉴。 

2 材料与方法 

2.1 实验动物 

AB系斑马鱼由中科院水生所贺江燕研究员惠赠。 

2.2 主要仪器与试剂 

荧光倒置显微镜 (TE2000，Nikon)，紫外灯管

(K53-15H，30W，南京华强电子有限公司)，显微注射

系统(德国Eppendorf)，葡萄籽原花青素(宁波杰顺生物

科技有限公司)，SOD、CAT、MDA、总抗氧化酶活

测定试剂盒(南京建成试剂公司)。 

2.3 斑马鱼饲养及繁育 

水温28℃，控制光周期，14 h光照，10 h黑暗。每

两天换曝气自来水一半，饲料为人工海水中孵化的丰

年虾。受精卵于28℃预热的1/10 Holfreter液中孵化。 

2.4 显微注射原花青素及 UVB 照射 

收集斑马鱼受精卵，每组50个受精卵，采用显微

注射的方式，分别对0-1 hfp时期的胚胎注射2 nl浓度为

1 mg/ml的GSE，胚胎发育到囊胚期(约2-3 h)和原肠中

期(约6-7 h)时采用36 mJ/cm2 UVB照射。  

2.5 抗氧化活力及相关酶活测定 

每组取20颗胚胎，放入匀浆器中加入pH 8.0的

Tris-HCl 缓冲液，胚胎和 Tris-HCl 以质量体积比

1g:29mL混合，冰浴匀浆。将匀浆物在4℃离心机中

3500 r/min离心15 min后，取上清液测定总抗氧化活力

(T-AOC)、SOD酶活、CAT酶活和MDA含量。 

3 结果 

3.1 GSE 和 UVB 照射对斑马鱼胚胎发育的影响 

受精卵注射 GSE，发育至囊胚和原肠胚分别进行 
UVB 照射，存活率及畸形率统计结果见图 1 和图 2。 

36 mJ/cm2紫外照射后，斑马鱼胚胎存活率显著降

低(图 1)。注射了葡萄籽原花青素的胚胎在接受同等剂

量的紫外照射时，存活率比未注射组明显提高。同时，

原肠胚紫外处理组(UVB 组和 GSE+UVB 组)存活率明

显低于囊胚期的。 

此剂量紫外照射后，胚胎畸形率显著提高(图 2)，

原肠胚产生畸形胚胎数量多于囊胚期的。注射 GSE 也

导致了一定数量畸胚的产生。 
紫外照射产生畸胚类型较多(图 3) ，大体上分为 

五类：不能出膜型，尾部畸形，腹部畸形，背部畸形，

头部畸形，全身畸形。其中，尾部畸形属于损伤较轻

的类型，一般能存活并长成成鱼。较严重的损伤表现

为骨骼的损伤及头腹部损伤。 

 

 
Figure 1. Survival rate of blastula and gastrula, P<0.05. 

图 1. 囊胚和原肠胚存活率，P<0.05。 

 

 

 

Figure 2. Rate of abnormalities in blastula and gastrula, P<0.05. 

图 2. 囊胚和原肠胚畸形率，P<0.05。 
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Figure 3. Different types of malformed zebrafish caused by 

UVB irradiation. A: normal embryos, B-J: abnormal embryos. 

图 3. 紫外照射后出现的斑马鱼不同类型畸形胚胎，A：正常胚

胎，B-J：畸形胚胎。 

3.2 UVB 照射和注射 GSE 对斑马鱼胚胎抗氧化

活力和相关酶活的影响 

3.2.1 总抗氧化活力 

受精卵注射 GSE，发育至囊胚和原肠胚分别进行

UVB 照射，10 hpf，24 hpf，36 hpf 时期分别取胚胎匀

浆处理，测定总抗氧化活力，结果见图 4。 

胚胎发育至 10 hpf 期时，紫外照射组胚胎抗氧化

活力明显降低，发育到 24 hpf 抗氧化活力降低得更为

明显。但胚胎发育至 36 hpf 时，测得抗氧化活力并无

显著性差异。而注射了原花青素组胚胎在紫外照射后，

发育至 10 hpf 胚胎总抗氧化力与 UVB 组相比并无显 

 

 

Figure 4. Total antioxidant capacity (T-AOC) in blastula and 

gastrula of zebrafish after UVB irradiation. “a” stands for the 

significant difference with the control group, “b” stands for the 

significant difference with the UVB group. The same bellows. 

P<0.05. 

图 4. 囊胚和原肠胚 UVB 处理总抗氧化活力(T-AOC)测定。“a”表

示与对照组相比差异显著；“b”表示与 UVB 组相比差异显著；下同。

P<0.05。 

著性差异，发育到 24 hpf 时总抗氧化力显著提高；发

育到 36 hpf 时，与对照组(cont 组)和 UVB 组相比，总

抗氧化力并无显著性差异。 

3.2.2 SOD 酶活 

受精卵注射 GSE，发育至囊胚和原肠胚分别进

行 UVB 照射，10 hpf，24 hpf，36 hpf 时期分别取胚

胎匀浆处理，测定 SOD 酶活力水平，统计结果见图 5。 

 

 

Figure 5. Activity of superoxide dismutase (SOD) in blastula 

and gastrula of zebrafish after UVB irradiation. P<0.05. 

图 5. 囊胚和原肠胚 UVB 处理后 SOD 酶活水平。P<0.05。 

 

        胚胎发育至 10 hpf 时，实验强度紫外照射显著 

地降低了 SOD 酶活，而注射 GSE 后囊胚期 SOD 酶活

有所上升；胚胎发育至 24 hpf 时注射 GSE 组，SOD

酶活亦显著高于对照组；胚胎发育到 36 hpf 时，三个

处理组，SOD 酶活相差并不明显(囊胚 SOD 酶活虽有

显著性差异，但与 24 hpf 时期相比变化较小)。 

3.2.3 CAT 酶活 

受精卵注射 GSE，发育至囊胚和原肠胚分别进行

UVB 照射，10 hpf，24 hpf，36 hpf 时期分别取胚胎匀

浆处理，测定 CAT 酶活，统计结果见图 6。 

 

 

Figure 6. Activity of catalase (CAT) in blastula and gastrula of 

zebrafish after UVB irradiation. P<0.05. 

图 6. 囊胚和原肠胚 UVB 处理后 CAT 酶活水平。P<0.05。 
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紫外照射导致 10 hpf 期胚胎的 CAT 活性明显降

低；发育至 24 hpf 时，UVB 组 CAT 活性显著高于另

外两组，注射 GSE 照射组酶活降低；而发育到 36 hpf

时，两个时期的各处理组 CAT 活性差异不大。CAT

酶活力的变化大体与 SOD 酶活力变化相一致。 

3.2.4 MDA 含量 

受精卵注射 GSE，发育至囊胚和原肠胚分别进行

UVB 照射，10 hpf，24 hpf，36 hpf 时期分别取胚胎匀

浆处理，测定 MDA 含量，统计结果见图 7。 

10 hpf 和 24 hpf 时期 UVB 组胚胎，MDA 含量显

著高于对照组；UVB+GSE 组胚胎 MDA 含量与 UVB

组相比显著降低。胚胎发育至 36 hpf 期时，囊胚期和

原肠期各处理组 MDA 含量均无显著性变化(图 7)。 

 

 

Figure 7. Malonaldehyde (MDA) content in blastula and gas-

trula of zebrafish after UVB irradiation. P<0.05. 

图 7 囊胚和原肠胚 UVB 处理后胚胎 MDA 含量变化。P<0.05。 

4 讨论 

UVB 照射破坏 DNA 和蛋白质等生物大分子结构

从而损伤生物体 [10]。在我们研究的 UVB 照射强度下

可能胚胎基因表达变化导致大量死胚和畸胚。 

有研究表明紫外照射产生的 ROS 导致线粒体、

核 DNA 等细胞元件的氧化性损伤，UVB 是皮肤晒伤

及皮肤肿瘤的主要诱发因素[11]。Scully 等人认为 UVB

照射机体，由于吸收了溶解有机碳(DOC)而释放一些

过渡态的光化学因子[12]，更持久的光化学因子 H2O2

导致了细胞内的过氧化状态[8]。Kim 和 Friedberg 等认

为 UV 照射主要产生环丁烷嘧啶二聚体(CPDs)和 6-4

嘧啶光产物(6-4PPs)及其异构体这两种光产物，这两类

化合物可使 DNA 螺旋不同程度的弯曲或扭结[8,13]，导

致产生突变以及影响 DNA 的复制与转录，进而影响

细胞和生物组织的正常生长和发育，引起细胞异常凋

亡和发育畸型[14]。 

我们的研究中当胚胎注射 GSE 后再进行紫外照

射，显著提高了胚胎存活率，并使畸胎率降低(图 1，

2)。可能的原因是当斑马鱼胚胎注射 GSE 后，提高了

胚胎的抗紫外损伤能力，表明 GSE 对斑马鱼胚胎有抗

紫外损伤保护作用。另外，囊胚期和原肠期是斑马鱼

胚胎发育过程中较为重要的两个时期，原肠胚处于胚

层分化与形成过程中，对外界变化更为敏感。因此，

UVB 照射导致原肠胚更高的死亡率和畸形率。 

Richard 等认为机体通过启动相关基因表达对损

伤进行修复，同时抑制相关抗氧化酶的超量表达[15]。

尹进等研究葡萄籽原花青素提取物结果降低小鼠血清

中 MDA 含量，提高 SOD 和 GSH-Px 酶活性[16]。我们

的抗氧化活力及相关酶活测定结果(图 4-7)表明：与对

照组相比，注射 GSE 并没有明显增加胚胎照射紫外后

在 10 hpf 时的总抗氧化活力和 CAT 酶活力，而 MDA

含量相对于紫外照射组胚胎显著降低。可能机制是

GSE 作为抗氧化剂降低 ROS 对胚胎的损伤，此时尚

未激活胚胎机体本身的抗氧化系统的抗氧化力。当胚

胎发育到 24 hpf 时，GSE+UVB 组 SOD、CAT、MDA

含量比 UVB 组胚胎显著降低，而总抗氧化活力显著

提高，表明 GSE 能够调节抗氧化酶系水平，颉抗紫外

照射导致氧化损伤对机体的剧烈影响。胚胎发育到 36 

hpf 时，各处理组胚胎总抗氧化活力及相关酶活水平

总体上差异不大，表明此时接受紫外损伤后尚未致死

的胚胎机体通过修复平衡，维持了胚胎的正常发育和

生长所需要的各种酶活力水平。我们的研究结果表明

对斑马鱼早期胚胎注射葡萄籽原花青素，可以有效地

提高胚胎的抗氧化能力，对胚胎起保护作用。 

目前，关于葡萄籽原花青素的作用位点和分子机

制尚不清楚，深入探讨其对 UVB 损伤的保护作用，

必将为环境保护生物学积累基础，推进原花青素的广

泛应用并促进人类健康事业的发展。 
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