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摘要:探讨基于斑马鱼模型的低聚果糖及低聚异麦芽糖对肠道蠕动的促进作用ꎮ 选用发育正常的 ５ ｄ 的斑马鱼幼鱼ꎬ各
实验组分别加入不同浓度的低聚果糖和低聚异麦芽糖溶液ꎬ培养 ２４ ｈ 后ꎬ在显微镜下观察其对斑马鱼肠道蠕动次数的影

响ꎮ 实验结果表明ꎬ１２５~５００ ｍｇ / ｍＬ 的低聚果糖和低聚异麦芽糖均对斑马鱼肠道蠕动有促进作用ꎬ蠕动次数与浓度成正

相关性ꎮ 相同浓度条件下ꎬ低聚果糖较低聚异麦芽糖促进斑马鱼肠道蠕动的作用更明显ꎮ 采用斑马鱼动物模型可实现

促进肠蠕动药物的早期、快速筛选ꎮ
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　 　 肠道是人体最大的免疫器官ꎬ也是人体最大的排毒器官[１￣２]ꎮ 肠道蠕动能力的强弱在一定程度上影响着

肠道的生理功能ꎬ且最终影响着人体的健康ꎮ ｄｅ Ｗｉｎｔｅｒ 等[３] 发现约 ５０％的患者会因消化道问题就诊ꎬ而其

中约 ３０％~４０％的患者最终会被确诊为肠蠕动能力障碍性疾病ꎮ 该类疾病的发病机制可能与饮食、神经激

素、神经心理、胃酸和幽门螺旋杆菌感染等多种因素相关ꎮ 肠道蠕动能力障碍性疾病多属于功能性疾病ꎬ目
前尚无特效治疗方法[４]ꎮ 所以ꎬ采用快速高效的活体动物模型筛选能够改善肠道蠕动的天然来源的活性物

质ꎬ对于相关药物、功能食品的开发和肠道疾病的治疗具有重要的意义ꎮ
益生元ꎬ是指可以选择性刺激肠道中已定植的有益菌群的繁殖或活性的一种膳食补充剂ꎬ包括功能性低

聚糖、菊粉、膳食纤维和糖醇等[５]ꎬ其中功能性低聚糖因其具有生产成本较低、功能明确且无毒副作用等优

点ꎬ现已成为益生元市场的主要的生力军ꎮ 国内外市场上常见的功能性低聚糖主要包括低聚果糖( ｆｒｕｃｔｏ
ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎬＦＯＳ)、低聚异麦芽糖(ｉｓｏｍａｌｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｈａｒｉｄｅꎬＩＭＯ)、低聚半乳糖(ｇａｌａｃｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎬＧＯＳ)
和低聚木糖(ｘｙｌｏ￣ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＸＯＳ)等[６]ꎮ

低聚果糖又称蔗果低聚糖或果寡糖ꎬ是一类重要的功能性低聚糖ꎬ广泛存在于自然界中ꎬ如菊苣、菊芋、
大蒜、洋葱、牛蒡属、香蕉、小麦、蜂蜜和芦笋等都含有[７]ꎬ是迄今为止研究最为深入的一种低聚糖[６]ꎮ 低聚

异麦芽糖又称分支低聚糖或异麦芽寡糖ꎬ广泛存在于大麦、小麦、马铃薯和蜂蜜中ꎬ是当前食品领域中使用最

多、价格相对较低的一种功能性低聚糖[８]ꎮ
目前有关低聚果糖、低聚异麦芽糖的改善肠功能活性评价多采用传统的在体动物模型(大鼠、小鼠等)ꎬ

如刘晓梅等[９]通过建立 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠便秘模型ꎬ发现低聚果糖具有润肠通便作用ꎬ且其对维持肠道菌群平衡、
抑制肠球菌和肠杆菌的生长有较好的功效ꎻ姚景会等[１０]报道了低聚异麦芽糖对小鼠肠道菌群菌落数量具有

调节作用ꎮ 目前尚无基于斑马鱼模型的低聚果糖、低聚异麦芽糖的肠功能活性方面的研究ꎮ
斑马鱼作为近年来被广泛用于疾病模型建立和药物研发的重要的在体模式生物[１１￣１３]ꎬ具有个体小、易

于饲养、胚胎透明易于观察和操作、样品用量少、试验周期短和可实现高通量筛选等优点ꎬ且其肠道组成与人

类相似ꎬ均由内皮细胞、结缔组织、环状肌和外纵肌组成[１４]ꎮ 斑马鱼胚胎发育至 ７２ ｈｐｆ 时长成幼鱼ꎬ在未喂

食状态下ꎬ首次出现肠道不稳定的自发性收缩ꎮ 发育至 １２０~１４４ ｈｐｆꎬ斑马鱼幼鱼肠道会出现自发的蠕动ꎬ可
通过观察药物对斑马鱼肠蠕动次数的影响而实现药物对斑马鱼肠功能活性的评价ꎮ

本研究通过观察低聚果糖及低聚异麦芽糖对处于早期发育阶段的斑马鱼的肠蠕动的促进情况ꎬ探讨低

聚果糖及低聚异麦芽糖对肠道蠕动的促进作用以及采用斑马鱼动物模型进行药物促进肠功能活性评价的可

行性ꎬ为适用于促进肠蠕动药物的早期、快速、高通量筛选的动物模型的研究提供依据ꎬ为斑马鱼肠功能活性

评价的研究奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 主要试剂及其配制

低聚果糖和低聚异麦芽糖 (保龄宝生物股份公司ꎬ低聚果糖批号 ２０１７０２０２ꎬ低聚异麦芽糖批号

２０１５０１２７)利用胚胎培养水配成１２５、２５０、５００ ｍｇ / ｍＬ 备用ꎻ苯硫脲( ＰＴＵꎬ Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ批号 ０３７Ｋ０７７)配成

７５
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１ ｍｇ / ｍＬ溶液备用ꎻ吗叮啉(Ｔｏｒｏｎｔｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ Ｉｎｃꎬ ２５ ｍｇꎬ 批号 １￣ＪＴＮ￣１３６￣１)ꎬ配成 ５０ μｇ / ｍＬ 备用ꎮ
１.１.２　 实验动物

实验用 ＡＢ 系斑马鱼ꎬ鱼种来自山东省科学院斑马鱼药物筛选平台ꎮ 斑马鱼的养殖和繁殖参照

Ｗｅｓｔｅｒｆｉｅｌｄ 法[１５]ꎮ 取卵前一日ꎬ将雌雄鱼(１ ∶ ２)同缸用隔离板分开ꎬ第 ２ 天光照开始前将隔离板抽掉使雌

雄鱼并池ꎬ光照后获得受精卵ꎮ 受精卵用干净培养水洗净后ꎬ放入 ２８ ℃培养箱中培养ꎮ
１.１.３　 实验仪器

ＳＺＸ１６ 型体式荧光显微镜(日本奥林巴斯公司)ꎻＨＰＧ￣２８０ＢＸ 光照培养箱(哈尔滨市东联电子技术开发

有限公司)ꎻ斑马鱼养殖饲养设备(北京爱生科技公司)ꎻ６ 孔板(美国 Ｃｏｓｔａｒ)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 加药处理

将发育 ２ ｄ 的斑马鱼胚胎用吸管移取到 ６ 孔板上ꎬ每孔加入 １５ 个斑马鱼胚胎以及 ６ ｍＬ 含有苯硫脲的

胚胎培养液(每 １ ｍＬ 胚胎培养液中含有苯硫脲母液 １０ μＬ)ꎬ隔日更换 ３ ｍＬ 新配制的苯硫脲和胚胎培养液

混合液ꎬ连续培养 ２ ｄꎮ 斑马鱼发育至第 ５ ｄ 后ꎬ移去每孔中的苯硫脲和胚胎培养液的混合液ꎬ各实验组分别

加入不同浓度的受试药物 ６ ｍＬꎬ同时设置吗叮啉阳性对照组(５０ μｇ / ｍＬꎬ６ ｍＬ)和以胚胎培养液为溶液的空

白对照组 (６ ｍＬ)ꎮ 每组平行 ３ 份ꎮ 药物处理 ２４ ｈ 后ꎬ利用显微镜录像记录斑马鱼肠蠕动次数ꎮ
１.２.２　 斑马鱼肠道蠕动计数

在显微镜下计时 ６０ ｓꎬ计数 ６０ ｓ 内斑马鱼肠蠕动次数ꎬ利用 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ￣Ｐｌｕｓ 软件进行图片分析ꎬ比较不

同药物处理组与空白对照组之间的斑马鱼肠道蠕动次数差异ꎮ
１.３　 数据分析

采用数据统计软件 ＳＰＳＳ １６.０ 对实验数据进行统计分析ꎬ用单因素方差分析判断组间差异ꎬＰ < ０.０５ 则

认为所检验的差别有统计学意义ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 低聚果糖对斑马鱼肠道蠕动的影响

将发育至第 ５ 天的斑马鱼幼鱼置于不同浓度的低聚果糖溶液中ꎬ处理 ２４ ｈ 后ꎬ将各组斑马鱼幼鱼分别

置于体式显微镜下ꎬ观察并记录 ６０ ｓ 内斑马鱼肠道蠕动次数ꎬ并将 ６０ ｓ 内各药物处理组和对照组中斑马鱼

肠道蠕动次数进行对比分析ꎬ实验结果如图 １ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ阳性对照组的斑马鱼肠道蠕动次数与

空白对照组相比ꎬ呈现显著性差异ꎬ表明该实验方法可行性良好ꎬ实验结果真实可靠ꎮ 低聚果糖组的斑马鱼

肠道蠕动次数与空白对照组相比ꎬ呈现显著性差异ꎬ且随着低聚果糖样品组浓度的提高ꎬ斑马鱼肠道的蠕动

次数逐渐增加ꎬ在 １２５ ~５００ ｍｇ / ｍＬ 浓度范围内ꎬ斑马鱼肠道蠕动次数与低聚果糖的浓度呈正相关性ꎮ

∗代表与空白对照相比ꎬＰ<０.０５

图 １　 不同浓度低聚果糖对斑马鱼肠道蠕动的作用比较

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｕｃｔｏ ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｉｓｔａｌｓｉｓ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
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斑马鱼经 ５００ ｍｇ / ｍＬ 的低聚果糖溶液处理 ２４ ｈ 后ꎬ其肠道收缩有力ꎬ蠕动明显ꎬ如图 ２ 所示ꎬ每间隔

１ ｓꎬ斑马鱼肠道蠕动起伏明显ꎬ有波峰出现ꎮ 图 ２ 中所示为从一个蠕动波开始的 ４ ｓ 内的结果ꎬ空白对照组

斑马鱼 ４ ｓ 内肠道蠕动缓慢ꎬ未见波形形成ꎻ阳性对照组完成近两个波形ꎬ蠕动比较迅速ꎻ低聚果糖高剂量组

蠕动相当迅速ꎬ４ ｓ 内总共完成近 ３ 个波形ꎮ 以上结果表明ꎬ低聚果糖浓度在 １２５ ~ ５００ ｍｇ / ｍＬ 范围内ꎬ对斑

马鱼肠道的蠕动起促进作用ꎮ

箭头指示为肠道蠕动波峰位置

图 ２　 低聚果糖处理后斑马鱼的肠道蠕动情况

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｉｓｔａｌｓｉｓ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔ ｗｉｔｈ ｒｕｃｔｏ ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

２.２　 低聚异麦芽糖对斑马鱼肠道蠕动的影响

将发育至第 ５ 天的斑马鱼幼鱼置于不同浓度的低聚异麦芽糖溶液中ꎬ处理 ２４ ｈ 后ꎬ将各组斑马鱼幼鱼

分别置于体式显微镜下ꎬ观察并记录 ６０ ｓ 内斑马鱼肠道蠕动次数ꎬ并将 ６０ ｓ 内各药物处理组和对照组中斑

马鱼肠道蠕动次数进行对比分析ꎬ实验结果如图 ３ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ阳性对照组的斑马鱼肠道蠕动次

数与空白对照组相比ꎬ呈现显著性差异ꎬ表明该实验方法可行性良好ꎬ实验结果真实可靠ꎮ 低聚异麦芽糖组

的斑马鱼肠道蠕动次数与空白对照组相比ꎬ呈现显著性差异ꎬ且随着低聚异麦芽糖样品组浓度的提高ꎬ斑马

鱼肠道的蠕动次数逐渐增加ꎬ在 １２５~５００ ｍｇ / ｍＬ 浓度范围内ꎬ斑马鱼蠕动次数与低聚异麦芽糖的浓度呈正

相关性ꎮ

图 ３　 不同浓度低聚异麦芽糖对斑马鱼肠道蠕动的作用比较

Ｆｉｇ.３ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｓｏｍａｌｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｉｓｔａｌｓｉｓ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
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　 　 斑马鱼经 ５００ ｍｇ / ｍＬ 的低聚异麦芽糖溶液处理 ２４ ｈ 后ꎬ其肠道收缩有力ꎬ蠕动明显ꎬ如图 ４ 所示ꎬ每间

隔 １ ｓꎬ斑马鱼肠道蠕动起伏明显ꎬ有波峰出现ꎮ 以上结果均表明ꎬ低聚异麦芽糖在浓度 １２５~５００ ｍｇ / ｍＬ 时ꎬ
对肠道的蠕动起促进作用ꎮ 图 ４ 中ꎬ空白对照组斑马鱼 ４ ｓ 内肠道蠕动缓慢ꎬ未形成波形ꎻ阳性对照组完成

近两个波形ꎬ蠕动比较迅速ꎻ低聚异麦芽糖高剂量组蠕动迅速ꎬ也完成近两个波形ꎮ

箭头所指示为肠道蠕动波峰位置

图 ４　 低聚异麦芽糖处理后斑马鱼的肠道蠕动情况

Ｆｉｇ.４ Ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｉｓｔａｌｓｉｓ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔ ｗｉｔｈ ｉｓｏｍａｌｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

２.３　 低聚果糖和低聚异麦芽糖促进斑马鱼肠道蠕动的差异

斑马鱼经过低聚果糖和低聚异麦芽糖溶液处理 ２４ ｈ 后ꎬ均能发现肠道起伏明显ꎬ有波峰出现的情况ꎬ二
者比较ꎬ低聚果糖较低聚异麦芽糖对斑马鱼肠道蠕动促进作用更加明显ꎮ 此结果与现有报道的低聚果糖和

低聚异麦芽糖所需最低起效量的差异一致ꎬ低聚果糖每日摄取最低有效剂量为 ５.０ ｇ[１６]ꎬ而低聚异麦芽糖每

日摄取最低有效剂量为 １０.０ ~ １８.０ ｇ[１７]ꎮ 但是ꎬ经过显微镜观察ꎬ低聚异麦芽糖出现双波峰情况比较明显ꎬ
出现这种差异的原因有待进一步地研究ꎮ

３　 讨论

肠道运动功能是消化道最主要的功能之一ꎬ适当地提高肠道蠕动ꎬ可以促进消化液的分泌ꎬ增强消化道

的消化、吸收能力ꎬ并最终提高机体生命活力ꎮ 但是由于肠道运动的调节机制非常复杂ꎬ如何简便、有效地加

强其蠕动能力尚需研究ꎮ 目前常见的治疗方式仍是通过外源性药物等提高肠道运动功能ꎬ但并不能保证根

治疾病ꎬ且外源性药物的安全性及长期服用是否会产生成瘾性也制约此类药物的发展ꎬ因此ꎬ采用快速高效

的活体动物模型对天然来源的活性物质进行筛选ꎬ既能有效提高药物的筛选速度ꎬ又能保证所筛选的药物的

安全性ꎬ可谓一举两得ꎮ
我们以新型模式生物斑马鱼作为实验动物ꎬ通过研究发现低聚果糖和低聚异麦芽糖在一定浓度内可以

有效提高早期发育的斑马鱼肠道蠕功能ꎬ低聚果糖及低聚异麦芽糖的浓度与斑马鱼肠蠕动次数呈正相关ꎬ且
相同浓度条件下ꎬ 低聚果糖促进斑马鱼肠道蠕动的能力强于低聚异麦芽糖ꎮ 该研究结果与传统在体模式生

物(大鼠、小鼠)的相关实验结果一致ꎬ但采用斑马鱼动物模型所耗费的实验周期更短、操作更简便、结果更

易于观察且实验成本低廉ꎮ
采用斑马鱼模型进行药物促进肠功能活性评价ꎬ可弥补小型哺乳动物模型无法快速验证其结果[１ ８]的不

足ꎬ能够实现促进肠蠕动药物的早期、快速、高通量筛选ꎬ为斑马鱼肠功能活性评价的研究奠定理论基础ꎬ对
肠功能相关药物或者保健食品产品的研发将具有非常重要的意义ꎮ
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