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摘要:以斑马鱼作为动物模型ꎬ通过胃肠道蠕动功能分析、胃肠道内皮细胞分泌功能检测和肠粘膜组织形态学观察等ꎬ对
阿司匹林的胃肠道毒性做了初步分析ꎮ 研究发现ꎬ阿司匹林浓度为 ５０ μｇ / ｍＬ 时ꎬ可以加快斑马鱼胃肠道的蠕动ꎻ浓度为

５０ μｇ / ｍＬ 或 １００ μｇ / ｍＬ 时ꎬ虽然斑马鱼肠粘膜的组织形态未受损害ꎬ但是位于肠粘膜上的杯状细胞的分泌功能会受到

影响ꎮ
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　 　 阿司匹林(ａｓｐｉｒｉｎ)又称乙酰水杨酸ꎬ是一类历史悠久的解热镇痛类非甾体抗炎药ꎮ １８５３ 年ꎬＧｅｒｈａｒｄｔ 首
次使用水杨酸与乙酰酐合成了乙酰水杨酸ꎮ １８９８ 年ꎬＨｏｆｆｍａｎｎ 合成了稳定的乙酰水杨酸ꎬ并将其应用于风

湿性关节炎的治疗ꎮ １８９９ 年ꎬＤｒｅｉｓｅｒ 将阿司匹林介绍到临床ꎬ并正式命名为 ａｓｐｉｒｉｎ[１￣３]ꎮ １９７１ 年ꎬＳｉｍｔｈ 等[４]

发现ꎬ阿司匹林可以抑制血小板前列腺素的合成ꎮ １９７４ 年ꎬＥｌｗｏｏｄ 等[５]证实ꎬ阿司匹林在预防心脏病方面具

有一定功效ꎮ 目前在临床上ꎬ阿司匹林常被应用于抗风湿、消炎解热、预防血栓形成、防止冠心病和治疗老年

性痴呆等[３ꎬ６￣８]ꎮ 以小鼠或大鼠等多种模式生物作为实验对象的研究发现ꎬ阿司匹林可抑制化学诱导性癌症
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的发生[９￣１１]ꎮ 该作用机制可能与阿司匹林的抗炎作用相关[１２]ꎮ Ｋｏｐｐ 等[１３￣１４] 研究发现ꎬ阿司匹林可以通过

抑制转录因子 ＮＦ￣κＢ 的活性来调控炎性细胞因子的产生ꎬ并最终抑制肠道肿瘤的生长ꎮ 虽然阿司匹林作为

临床上常用的抗炎药物ꎬ具有多种功效ꎬ但是其不良反应也较多ꎮ 很多人服用阿司匹林后出现腹痛、腹胀、食
欲差和泛酸等症状ꎬ胃肠道反应已成为阿司匹林最常见的不良反应之一[１５]ꎮ 临床应用阿司匹林时ꎬ如何对

其用药剂量和指征进行把握ꎬ避免大剂量、长时间用药ꎬ以及如何有效降低不良反应的发生已成为人们关注

的焦点ꎮ
斑马鱼(ｚｅｂｒａｆｉｓｈꎬＤａｎｉｏｒｅｒｉｏ)是生命科学领域三大常用模式生物之一ꎬ既具哺乳动物类似的生理生化特

征ꎬ又具有饲养成本低ꎬ繁殖周期短ꎬ体外受精、体外发育、胚胎透明和发育快速等特点[１６]ꎮ 斑马鱼的胃肠道

在细胞功能和解剖学方面均与人类相似ꎬ由内皮细胞、结缔组织、外纵肌和环状肌组成ꎮ 胚胎发育至

２６~１２６ ｈｐｆ(ｈｏｕｒｓ ｐｏｓｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬ受精后小时)ꎬ斑马鱼胃肠道的管腔形成并不断生长ꎬ形成有功能的肠道

上皮ꎮ 在未喂食情况下ꎬ斑马鱼胚胎受精约 ７２ ｈｐｆꎬ肠道首次出现不稳定的自发收缩ꎮ 伴随着发育的进行ꎬ
第１２０~１４４ ｈｐｆꎬ斑马鱼大部分的卵黄囊被吸收ꎬ肠道自发的蠕动及摄食能力增强[１７￣１８]ꎮ

基于上述独特优势ꎬ本实验选择斑马鱼作为模式动物ꎬ通过胃肠道蠕动功能分析、胃肠道内皮细胞分泌

功能检测和肠粘膜组织形态学观察等ꎬ对阿司匹林的胃肠道毒性做了初步研究ꎬ为后续进一步的毒性机制研

究提供了实验依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验动物

本实验采用受精 １２０ ｈｐｆ 的野生 ＡＢ 系斑马鱼ꎬ由山东省科学院药物筛选技术重点实验室提供ꎮ 斑马鱼

的饲养和繁殖参照文献[１９]ꎮ 雌雄斑马鱼在 ２８ ℃ꎬ１４ ｈ 光照 / １０ ｈ 黑暗条件下分开养殖ꎬ每日于 ９:３０ 和

１６:３０分别喂食两次丰年虫ꎮ 交配取卵时ꎬ于前日将健康成熟斑马鱼按雌雄比 １ ∶ １ 或 １ ∶ ２ 的比例放入交配

缸内ꎬ中间放置隔板ꎬ置于黑暗环境中ꎬ次日亮灯前抽去隔板ꎬ光照刺激使其排卵ꎮ 排卵后半小时将成鱼捞

出ꎬ使排卵时间控制在半小时内ꎬ以降低胚胎间发育时间的差异ꎮ 收集受精卵ꎬ并对其进行消毒和清洗ꎮ 随

后将受精卵置于 ２８ ℃培养箱内ꎬ保持 １４ ｈ 光照 / １０ ｈ 黑暗周期培养ꎬ并及时吸出死亡胚胎ꎮ
１.２　 试剂与仪器

１.２.１　 试剂

阿司匹林标准品(中国食品药品检定研究院)ꎻ多潘立酮标准品(加拿大 ＴＲＣ 公司)ꎮ 以上两种标准品

均用二甲基亚砜(中国国药集团)溶解后ꎬ配制成 １０ ｍｇ / ｍＬ 的储备液ꎮ 三卡因(Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)使用去

离子 水 配 制 为 １ ｍｇ / ｍＬ 的 储 备 液ꎮ 钙 黄 绿 素 ( Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公 司 ) 用 培 养 水 ( ＮａＣｌ ５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
ＫＣｌ ０.１７ ｍｍｏｌ / ＬꎬＣａＣｌ２ ０.４ ｍｍｏｌ / ＬꎬＭｇＳＯ４ ０.１６ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ去离子水配制)溶解后ꎬ配制成质量分数 １％的储备

液ꎮ 上述储备液均置于 ４℃冰箱备用ꎮ 阿尔新蓝(Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)使用体积分数 ８０％的乙醇和体积分数

２０％的冰醋酸溶解ꎬ并配制成质量分数 ０.１％的工作液ꎬ置于 ４ ℃冰箱备用ꎮ 无水乙醇和盐酸(中国国药集

团)使用去离子水配置成体积分数 １％的盐酸酒精ꎮ 质量分数 ４％多聚甲醛(ＰＦＡ)、ＰＢＳ 和 ＨＥ 染液(北京鼎

国昌盛生物技术有限公司)ꎮ
１.２.２　 仪器

体视荧光显微镜 ＳＺＸ１６(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ)ꎻＤＰ２￣ＢＳＷ 图像软件(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ)ꎻ斑马鱼饲养繁殖系统(北
京爱生科技有限公司)ꎻ３１１ 型水套式二氧化碳培养箱(美国 ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ)ꎻ智能生物图像导航仪 ＦＳＸ１００
(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ)ꎬ石蜡切片机 ＨＭ３２５(美国 Ｔｈｅｒｍｏ)ꎮ
１.３　 加药处理

将受精后 １２０ ｈ 斑马鱼胚胎置于显微镜下ꎬ选取发育正常的胚胎ꎬ置于 ６ 孔板中ꎬ每孔 ２０ 尾ꎬ分别设置 ５
个组:溶剂(体积分数 ０.５％ 二甲基亚砜)对照组、阳性药物(５０ μｇ / ｍＬ 多潘立酮)对照组、３０ μｇ / ｍＬ 待试药

１５
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物(阿司匹林)剂量组、５０ μｇ / ｍＬ 待试药物(阿司匹林)剂量组和 １００ μｇ / ｍＬ 待试药物(阿司匹林)剂量组ꎬ
每组 ３ 个平行孔ꎮ 移除 ６ 孔板中培养水ꎬ二甲基亚砜对照组加入 ６ ｍＬ ０.５％二甲基亚砜培养水溶液ꎻ多潘立

酮对照组加入 ６ ｍＬ 浓度为 ５０ μｇ / ｍＬ 的多潘立酮培养水溶液ꎻ３ 个阿司匹林实验组分别在 ６ｍＬ 培养水中加

入终浓度为 ３０ μｇ / ｍＬ、５０ μｇ / ｍＬ 和 １００ μｇ / ｍＬ 的阿司匹林溶液ꎮ 将以上各实验组斑马鱼胚胎分别放入

２８ ℃恒温培养箱中ꎬ１４ ｈ 光照 / １０ ｈ 黑暗周期下培养 ２４ ｈꎮ
１.４　 斑马鱼胃肠道蠕动功能分析

将加药处理 ２４ ｈ 后的胚胎放入含有培养水的 ＥＰ 管中ꎬ加入质量分数为 ０.２％的钙黄绿素溶液ꎬ２５ ℃恒温

避光孵育 １０ ｍｉｎꎮ 孵育结束后使用培养水清洗胚胎ꎮ 使用质量分数 ０.０２％的三卡因将斑马鱼胚胎麻醉ꎮ 在荧

光显微镜下利用图像采集软件对标记的胃肠道部位进行影像采集ꎬ并统计 １ ｍｉｎ 内斑马鱼胃肠道蠕动次数ꎮ
１.５　 斑马鱼胃肠道内皮细胞分泌功能检测

药物处理 ２４ ｈ 的胚胎在 ４％ ＰＦＡ 中 ４ ℃固定过夜ꎮ 使用 １％盐酸酒精清洗固定胚胎ꎮ 清洗后的胚胎置

于阿尔新蓝染液中ꎬ室温放置 ２ ｈꎬ然后置于 ４ ℃冰箱过夜ꎮ 染色后胚胎使用 １％盐酸酒精清洗ꎬ并置于体视

显微镜下ꎬ采集胃肠道部位图像ꎮ
１.６　 肠粘膜组织形态学检测

药物处理 ２４ ｈ 的胚胎在 ４％ ＰＦＡ 中 ４ ℃固定过夜ꎮ 固定后胚胎使用 ＰＢＳ 清洗ꎬ并置于酒精中梯度脱

水ꎮ 使用石蜡对胚胎整体进行包埋ꎬ并制成石蜡切片ꎮ 将石蜡切片进行 ＨＥ 染色ꎬ然后在显微镜下对胃肠道

部位的组织形态进行观察ꎮ
１.７　 统计学分析

实验数据用 ｘ±ｓ 表示ꎬ统计学差异采用 ＡＮＯＶＡ 进行分析ꎬＴｕｋｅｙ 检验做组间比较ꎮ Ｐ<０.０５ 为有显著性

差异ꎬＰ<０.０１ 为有极显著性差异ꎮ

２　 结果

２.１　 阿司匹林对斑马鱼胃肠道蠕动能力的影响

钙黄绿素活体染色后ꎬ根据采集影像(图 １)ꎬ在 １ ｍｉｎ 内对溶剂对照组(０.５％二甲基亚砜)、阳性对照组

(５０ μｇ / ｍＬ 多潘立酮)和阿司匹林剂量组(３０ μｇ / ｍＬ、５０ μｇ / ｍＬ 和 １００ μｇ / ｍＬ)的斑马鱼胚胎的胃肠道蠕动

次数进行计数ꎮ 结果显示ꎬ溶剂对照组和阳性对照组的平均蠕动次数分别为 １０.２ 和 ２１ 次ꎮ 阿司匹林剂量

组的平均蠕动次数分别为 １１±１.６７、１３.３±２.１６ 和 １１.２±１.６０ 次ꎬ如表 １ 所示ꎮ

ａ 溶剂对照组ꎻｂ 阳性对照组ꎻｃ ３０ μｇ / ｍＬ 阿司匹林溶液处理组ꎻ

ｄ ５０ μｇ / ｍＬ 阿司匹林溶液处理组ꎻｅ １００ μｇ / ｍＬ 阿司匹林溶液处理组ꎮ

图 １　 钙黄绿素活体标记斑马鱼胃肠道

Ｆｉｇ.１　 Ｖｉｔａｌｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
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表 １　 阿司匹林对斑马鱼胃肠道蠕动功能的影响(ｎ＝ ７)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ａｓｐｉｒｉｎ ｏｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｉｓｔａｌｓｉｓ (ｎ＝ ７)

测试物 浓度 / (μｇｍＬ－１) １ ｍｉｎ 内斑马鱼肠道蠕动次数 / 次

二甲基亚砜(溶剂对照) ５ １０.２±２.４０

多潘立酮(阳性对照) ５０ ２１±３.０３∗∗

阿司匹林 ３０ １１±１.６７

５０ １３.３±２.１６∗

１００ １１.２±１.６０

　 　 注:∗表示 Ｐ<０.０５ꎬ与溶剂对照组之间的差异具有显著性意义ꎻ∗∗表示 Ｐ<０.０１ꎬ与溶剂对照组之间的差异具有非常显著性意义ꎮ

∗表示 Ｐ<０.０５ꎬ与溶剂对照组之间的差异具有显著性意义ꎻ

∗∗表示 Ｐ<０.０１ꎬ与溶剂对照组之间的差异具有非常显著性意义ꎮ

图 ２　 单位时间内斑马鱼胃肠道蠕动次数统计的柱状图

Ｆｉｇ.２　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｉｓｔａｌｓｉｓ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｕｎｉｔ

ｔｉｍｅ

由表 １ 可以看出ꎬ当阿司匹林处理浓度为 ３０ μｇ /
ｍＬ 和 １００ μｇ / ｍＬ 时ꎬ斑马鱼的胃肠道蠕动能力未受

明显影响ꎮ 但是当阿司匹林处理浓度为 ５０ μｇ / ｍＬ
时ꎬ与溶剂对照组相比ꎬ斑马鱼的胃肠道蠕动能力增

加ꎬ且差异具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ结果如图 ２ 所

示ꎮ
２.２ 阿司匹林对斑马鱼胃肠道内皮细胞分泌功能的影

响

杯状细胞是胃肠道里一种特殊的内皮细胞ꎬ可分

泌粘蛋白ꎬ如 ＭＵＣ２[１８ꎬ２０]ꎮ 阿尔新蓝染料可以与粘蛋

白进行特异的结合ꎬ因此通过阿尔新蓝染色ꎬ可对斑

马鱼胃肠道内杯状细胞的分泌功能进行检测ꎮ 如图 ３
所示ꎬ与对溶剂对照组相比ꎬ阿司匹林处理浓度为 ３０
μｇ / ｍＬ 时ꎬ斑马鱼胃肠道内粘蛋白含量未有明显改变

(图 ３ｂ)ꎻ但是当阿司匹林处理浓度为 ５０ μｇ / ｍＬ 或

１００ μｇ / ｍＬ 时ꎬ斑马鱼近泄殖腔部位的胃肠道内ꎬ粘蛋白出现明显淤积(图 ３ｃꎬ３ｄ)ꎮ 上述结果表明ꎬ浓度 ５０
μｇ / ｍＬ 或 １００ μｇ / ｍＬ 的阿司匹林可对斑马鱼杯状细胞的分泌功能造成影响ꎬ使其粘蛋白分泌量异常增加ꎮ

ａ 溶剂对照组ꎻｂ ３０ μｇ / ｍＬ 阿司匹林溶液处理组ꎻｃ ５０ μｇ / ｍＬ 阿司匹林溶液处理组(粘蛋白淤积于

胃肠道后部ꎬ箭头所示)ꎻｄ １００ μｇ / ｍＬ 阿司匹林溶液处理组(粘蛋白淤积于胃肠道后部ꎬ箭头所示)ꎮ

图 ３　 斑马鱼胃肠道阿尔新蓝染色

Ｆｉｇ.３　 Ａｌｃｉａｎ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
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２.３　 阿司匹林对斑马鱼肠粘膜组织形态的影响

斑马鱼肠粘膜由上皮和固有层组成ꎮ 粘膜上皮主要包括柱状上皮细胞、杯状细胞和淋巴细胞ꎬ柱状上皮

细胞位于粘膜表面ꎬ排列整齐ꎬ细胞核呈椭圆形ꎻ杯状细胞多分散在柱状上皮细胞之间ꎬ且头部膨大ꎻ淋巴细

胞则多分布在基底部ꎮ 固有层主要由淋巴细胞和成纤维细胞组成[２１]ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ不同浓度阿司匹林处理

组中ꎬ斑马鱼的肠粘膜均向肠腔内折叠ꎬ形成肠绒毛ꎬ且肠绒毛多呈指状或分枝状ꎻ粘膜表面的柱状上皮细胞

排列整齐ꎬ细胞核呈椭圆形ꎮ 与溶剂对照组相比ꎬ各阿司匹林处理组的斑马鱼肠粘膜组织形态无明显异常ꎮ

ａ 溶剂对照组ꎻｂ ３０ μｇ / ｍＬ 阿司匹林溶液处理组ꎻｃ ５０ μｇ / ｍＬ 阿司匹林

溶液处理组ꎻｄ １００ μｇ / ｍＬ 阿司匹林溶液处理组ꎮ

图 ４　 斑马鱼胃肠道 ＨＥ 染色

Ｆｉｇ.４　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

３　 讨论

阿司匹林作为医药史上三大经典药物之一[２２]ꎬ在临床上被广泛使用ꎮ 但近年来的研究发现ꎬ若使用不

当ꎬ阿司匹林常会带来明显副作用ꎬ严重时甚至造成生命危险[２３]ꎮ 因此本研究以斑马鱼为模型ꎬ对阿司匹林

的胃肠道毒性进行了初步分析检测ꎮ 研究发现ꎬ当阿司匹林浓度为 ５０ μｇ / ｍＬ 时ꎬ可以加快斑马鱼胃肠道的

蠕动ꎮ 当阿司匹林浓度为 ５０ μｇ / ｍＬ 或 １００ μｇ / ｍＬ 时ꎬ虽然斑马鱼肠粘膜的组织形态未受影响ꎬ但是位于肠

粘膜的杯状细胞的分泌功能会发生改变ꎮ
胃肠运动功能是消化道最主要的功能之一ꎬ其调节机制非常复杂ꎮ 近年来随着社会竞争的日趋激烈ꎬ人

们生活节奏的加快和工作压力的增大而导致的胃肠动力障碍性疾病问题日趋普遍ꎮ 截至目前为止ꎬ胃肠动

力障碍性疾病已成为临床的常见病和多发病ꎮ 由于胃肠动力障碍性疾病多属于功能性疾病ꎬ因此目前尚无

特效治疗方法ꎮ 我们发现一定浓度的阿司匹林可提高肠道的蠕动次数ꎬ该发现可为胃肠动力药物的研发提

供新的思路ꎮ
肠道作为体内和外界相通的器官ꎬ是机体重要的免疫器官ꎮ 肠粘膜上皮、肠粘液、肠道菌群、激素、肠道

相关淋巴组织和胆盐等共同构成肠道屏障ꎬ可阻止肠内有害物质穿过肠粘膜进入机体其他组织器官或是血

液循环系统[２４]ꎮ 我们以斑马鱼为模型研究发现ꎬ阿司匹林在一定浓度下虽然可以不损坏肠粘膜结构的完整

性ꎬ但是却可以扰乱肠道内粘蛋白的分泌ꎮ 而粘蛋白又是肠粘液的重要成分ꎬ在肠道屏障中起着重要功能ꎬ
可帮助机体维持平衡、免受机械损伤或病原体感染等ꎮ 我们认为ꎬ阿司匹林可能通过扰乱粘蛋白的分泌ꎬ对
肠道屏障起着潜在毒害作用ꎬ而这也是其造成胃肠道副作用的重要原因之一ꎮ
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