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(57)摘要

本发明属于药物筛选领域，具体涉及一种斑

马鱼肠蠕动模型的建立方法及筛选促胃肠动力

药物的方法，包括（1）斑马鱼选取；（2）模型诱导

及化合物处理；（3）荧光显微镜定量分析。本发明

首次应用一种荧光染料尼罗红来研究胃肠道蠕

动情况，这个新的研究方法是对现有研究模型的

一大补充，因其可操作性、非侵入性、简单、快捷，

此肠蠕动模型对于高通量筛选促胃肠动力化合

物有重要价值。
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1.一种斑马鱼肠蠕动模型的建立方法，其特征在于，包括下述步骤：

(1)斑马鱼选取

选取受精后5天的正常发育斑马鱼，放入微孔板中；

(2)荧光染料处理

移除微孔板中的养殖用水，设置若干实验组，每个实验组均加入10ng/mL的尼罗红溶

液，于28℃恒温孵育16h；

(3)移除染料

移除微孔板中的荧光染料，清洗三次后，加入养殖用水，接着将微孔板于28℃恒温培

养；

(4)荧光显微镜定量分析

移除微孔板中的液体，加入浓度为0.64mM的甲磺酸麻醉斑马鱼，用3％甲基纤维素胶侧

位固定于双凹载玻片上后，接着置于荧光显微镜下对肠道部位进行拍照并保存，再利用图

像处理软件进行图像分析，计算肠道荧光强度，促肠蠕动排空率的计算公式如下：

对计算结果进行统计学处理，根据统计学处理结果，判断已建立了斑马鱼肠蠕动模型。

2.一种如权利要求1所述的建立方法得到的斑马鱼肠蠕动模型的用途，其特征在于，所

述模型用于评价或筛选促胃肠动力药物。

3.一种用如权利要求1所述的建立方法得到的斑马鱼肠蠕动模型评价或筛选促胃肠动

力药物的方法，其特征在于，包括下述步骤：

(1)斑马鱼选取

选取受精后5天的正常发育斑马鱼，放入微孔板中；

(2)荧光染料处理

移除微孔板中的养殖用水，设置若干实验组，每个实验组均加入10ng/mL的尼罗红溶

液，于28℃恒温孵育16h；

(3)化合物处理

移除微孔板中的荧光染料，然后按照待测化合物处理组、促肠蠕动药物阳性对照组、溶

剂对照组、模型组，根据微孔板的规格分别加入相应的待测化合物溶液、促肠蠕动药物、溶

剂、养殖用水，接着将微孔板于28℃下恒温培养6h；

(4)荧光显微镜定量分析

移除微孔板中的液体，加入浓度为0.64mM的甲磺酸麻醉斑马鱼，用3％甲基纤维素胶侧

位固定于双凹载玻片上后，接着置于荧光显微镜下对肠道部位进行拍照并保存，再利用图

像处理软件进行图像分析，计算肠道荧光强度，促肠蠕动排空率的计算公式如下：

对计算结果进行统计学处理，根据统计学处理结果，评价或筛选待测化合物的功效。

4.根据权利要求3所述的评价或筛选促胃肠动力药物的方法，其特征在于，所述的步骤

(3)中促肠蠕动药物为30μg/mL的吗丁啉。
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建立斑马鱼肠蠕动模型及筛选促胃肠动力药物的方法

技术领域

[0001] 本发明属于药物筛选（评价）领域，具体涉及一种简便、经济、快速、高效、高通量的

斑马鱼肠蠕动模型的建立方法，并且利用该动物模型筛选促胃肠动力药物和评价药物对肠

蠕动的促进作用。

背景技术

[0002] 胃肠动力障碍性疾病是临床常见病，日常医疗工作中，约50％患者因消化道症状

就诊，其中30％-40％最终确诊为胃肠动力障碍，如胃食管反流病（GERD）、功能性消化不良

(FD)、胃轻瘫、假性肠梗阻、肠易激综合征及慢性便秘等[[i]]。胃肠动力障碍包括胃肠收缩无

力，节律紊乱和异常方向收缩。虽然这些疾病有功能性或者器质性的原因，但应用促胃肠动

力药物来恢复或增加已减弱的胃肠运动功能是这类疾病治疗的主要措施[[ii]]。

[0003] 临床上常用的促胃肠动力药有四代。第一代如甲氧氯普胺,  商品名为胃复安、灭

吐灵,  是具有胆碱能特征的多巴胺受体拮抗剂。甲氧氯普胺有较多的中枢性副反应,  早期

用于治疗上消化道动力障碍如功能性消化不良、胃轻瘫等, 目前己经被二代,  第三代及第

四代促动力药所代替。但由于胃复安有注射剂,并有止吐作用,  临床上目前多作为止吐药

使用[[iii]]。第二代促动力药是多潘立酮,  商品名为吗丁琳,  为外周多巴胺受体阻滞

剂[[iv]]  ,  临床应用广泛。第三代是西沙必利,  是一种化学结构上取代了烷化苯丙咪哇的

甲氢氯普胺，近年临床发现在西沙必利高敏患者中可出现Q-T 间期延长或导致尖端扭转性

室性心动过速[[v]]，对于其在临床进一步应用，还存在着很大的争议。第四代为莫沙必利，为

非选择性5-H  T  4  受体激动剂，是新型促胃肠动力药物，安全、有效，临床正在广泛使

用[[vi]]。目前最新的胃肠动力药为替加色罗和伊托必利，分别为5-H  T  4受体部分激动剂和

多巴胺受体阻滞剂[[vii]]，另一种促动力药为红霉素，具有胃动素样的促动力效应,在促胃

肠动力方面是研究的热点[[viii]]，但由于其上腹痛、恶心、呕吐等不良反应明显，限制了其临

床应用。

[0004] 现代社会生活节奏加快、饮食结构改变等诸因素导致我国胃肠动力低下发病人群

日益增多，开发胃肠动力药物具有广阔的市场潜力。药物筛选是发现、开发药物过程中一个

重要的环节，实验动物肠蠕动模型的建立对评价与筛选胃肠动力药物至关重要。胃肠内容

物的蠕动是胃肠平滑肌细胞、肠神经系统（ENS）、外在神经系统、Cajal间质细胞、肠粘膜、内

分泌激素系统一起综合作用的结果[[ix]]。由于其复杂性，胃肠蠕动模型面临许多挑战。体外

细胞实验缺少组织器官结构，不能准确的模拟胃肠运动。大鼠、猪等离体器官，缺少周围神

经反馈，也不能准确模拟胃肠运动[[x] ,[xi]]。哺乳动物实验利用影像技术来观察胃肠动力，

费时费力且价格昂贵[[xii],[xiii]]。建立一种高通量、易操作的胃肠动力评价实验动物模型对

新药研发和基础研究均十分迫切。

[0005] 斑马鱼是一种脊椎动物，与人类基因同源性高达85%，其信号传导通路与人类基本

近似，生物结构和生理功能与哺乳动物高度相似，具有体积小（可用微孔板分析）、发育周期

短、体外受精、透明（可直接用肉眼和解剖显微镜观察）、单次产卵数较高等特点[[xiv]]。斑马
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鱼模型既具有体外实验快速、高效、低廉、用药量小等优势，又具有哺乳类动物实验预测性

强、可比度高、可观察多个器官等优点，近年已在化合物药效、毒性评价中得到广泛应

用[[xv] ,[xvi]]。斑马鱼胃肠道在解剖学和细胞功能方面和人类相似，由内皮细胞、结缔组织、

环状肌、外纵肌组成[[xvii]]。研究者已成功的用斑马鱼研究胃肠道生理功能[[xviii]]。

[0006] 尼罗红（  9  -  二乙基氨基-  5H-苯并[ α  ]吩恶嗪-5  -  酮）是一种荧光染料,可以

标记活体细胞培养中巨噬细胞、平滑肌细胞中的脂滴[[xix]]。因其无毒性，尼罗红染料在脂

肪代谢疾病模型中广泛应用于活体染色[[xx]]。当斑马鱼卵暴露于尼罗红溶液中，富含脂肪

的组织卵黄囊能被结合，在荧光显微镜下清晰的显示。当斑马鱼5-6天时，大部分卵黄囊被

吸收,斑马鱼开始自发的胃肠蠕动摄食[[xxi]，[xxii]，[xxiii]]。因此，我们可以观察到肠道

中尼罗红的充盈情况，而不被其它组织所干扰，并且其不被体内吸收[[xxiv]]。

[0007] 本发明首次应用一种荧光染料尼罗红，根据其在斑马鱼胃肠道蠕动情况来评价促

胃肠动力药物药效。这个新的研究方法是对现有研究模型的一大补充，因其可操作性、非侵

入性，此肠蠕动模型对于高通量筛选促胃肠动力化合物有重要价值。

发明内容

[0008] 本发明的目的首先在于提供一种建立斑马鱼胃肠蠕动模型的方法，第二个目的提

供一种应用斑马鱼胃肠蠕动模型筛选促胃肠动力药物的方法。本发明可以方便、快速、高效

和高通量实现对促胃肠动力药物的定量评价。为实现本发明的目的，发明人提供如下技术

方案：

[0009] 发明概述

[0010] 发明人首先提供了一种建立斑马鱼胃肠蠕动模型的方法，包括下述步骤：

[0011] （1）斑马鱼选取

[0012] 选取受精后4-6天的正常发育的斑马鱼，放入微孔板中；

[0013] （2）染料处理

[0014] 移除微孔板中的养殖用水，设置多个实验组：每个实验组根据微孔板的规格加入

染料，然后恒温孵育2-24  h。

[0015] （3）移除染料

[0016] 移除微孔板中的染料，清洗三次后，加入养殖用水，接着将微孔板于恒温培养。

[0017] （4）荧光显微镜定量分析；

[0018] 作为优选，根据本发明所述的一种建立斑马鱼肠蠕动模型的方法，其中，

[0019] 所述的步骤（1）中挑选的斑马鱼为受精后5天的斑马鱼。

[0020] 作为优选，根据本发明所述的一种建立斑马鱼肠蠕动模型的方法，其中，

[0021] 所述的养殖用水符合下述规格：溶解氧质量容量浓度为6-8  mg/L、水温为28℃、pH

为7.2-7.6、总硬度为200-250mg/L。

[0022] 作为优选，根据本发明所述的一种建立斑马鱼肠蠕动模型的方法，其中，

[0023] 所述的染料为尼罗红（Nile  red），浓度为10ng/mL。

[0024] 作为优选，根据本发明所述的一种建立斑马鱼肠蠕动模型的方法，其中，

[0025] 所述的步骤（2）中斑马鱼培养时间为16小时。

[0026] 作为优选，根据本发明所述的一种建立斑马鱼肠蠕动模型的方法，其中，所述的荧
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光显微镜定量分析按照下述方法操作：

[0027] 移除微孔板中的液体，根据微孔板规格加入浓度为0.64mM的甲磺酸麻斑马鱼,  用

3%甲基纤维素胶侧位固定于双凹载玻片上后，接着置于荧光显微镜下对肠道部位进行拍照

并保存，再利用图像处理软件进行图像分析，计算肠道荧光强度。促肠蠕动排空率计算公式

如下：

[0028]

[0029] 发明人还提供了一种建立斑马鱼肠蠕动模型筛选促胃肠动力药物的方法，包括下

述步骤：

[0030] （1）斑马鱼选取

[0031] 选取受精后4-6天的正常发育的斑马鱼，放入微孔板中；

[0032] （2）染料处理

[0033] 移除微孔板中的养殖用水，设置多个实验组：每个实验组根据微孔板的规格加入

染料，然后恒温孵育2-24  h。

[0034] （3）化合物处理

[0035] 移除微孔板中的荧光染液，然后按照待测化合物处理组、促肠蠕动阳性对照组、溶

剂对照组、模型组，根据微孔板的规格分别加入相应的待测化合物溶液、促胃肠动力药物、

溶剂、养殖用水，接着将微孔板于28℃下恒温培养6小时，其中，促胃肠动力药物为浓度为30

µg/mL的吗丁啉溶液，溶剂为浓度为0.1%的二甲基亚砜。

[0036] （4）荧光显微镜定量分析；

[0037] 作为优选，根据本发明所述的一种建立斑马鱼肠蠕动模型筛选促肠动力药

[0038] 物的方法，其中，所述的步骤（1）中挑选的斑马鱼为受精后5天的斑马鱼。

[0039] 作为优选，根据本发明所述的一种建立斑马鱼肠蠕动模型筛选促肠蠕动药

[0040] 物的方法，其中，所述的养殖用水符合下述规格：溶解氧质量容量浓度为6-8  mg/

L、水温为28℃、pH为7.2-7.6、总硬度为200-250mg/L。

[0041] 作为优选，根据本发明所述的一种建立斑马鱼肠蠕动模型筛选促肠动力药

[0042] 物的方法，其中，所述的荧光染料为尼罗红（Nile  red），浓度为10ng/mL。

[0043] 作为优选，根据本发明所述的一种建立斑马鱼肠蠕动模型筛选促肠动力药

[0044] 物的方法，其中，所述的步骤（2）中斑马鱼培养时间为16小时。

[0045] 作为优选，根据本发明所述的一种建立斑马鱼肠蠕动模型筛选促肠动力药

[0046] 物的方法，其中， 所述的步骤（3）中斑马鱼培养时间为6小时。

[0047] 作为优选，根据本发明所述的一种建立斑马鱼肠蠕动模型筛选促肠动力药

[0048] 物的方法，其中，所述的荧光显微镜定量分析按照下述方法操作：

[0049] 移除微孔板中的液体，根据微孔板规格加入浓度为0.64mM的甲磺酸麻斑马鱼,  用

3%甲基纤维素胶侧位固定于双凹载玻片上后，接着置于荧光显微镜下对肠道部位进行拍照

并保存，再利用图像处理软件进行图像分析，计算肠道荧光强度。促肠蠕动排空率计算公式

如下：
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[0050]

[0051] 发明详述

[0052] 试剂及仪器：

[0053] 甲基纤维素胶（methyl  cellulose）、吗丁啉、莫沙必利、二甲基亚砜购自美国

sigma公司；Nile  red购自百灵威公司；，解剖显微镜（SMZ645，Nikon公司，日本）；电动聚焦

连续变倍荧光显微镜（AZ100，Nikon公司，日本）。

[0054] 一、建立斑马鱼肠蠕动模型的方法，设计方案为：

[0055] （一）确定尼罗红（Nile  red）最佳浓度

[0056] 1  斑马鱼选取

[0057] 取4～5对斑马鱼亲本交配，按照Westerfield[[xxv]]的方法孵化胚胎。将处于最佳

处理阶段（5dpf，是指斑马鱼受精后5天）的斑马鱼置于解剖显微镜下观察，挑取发育正常的

斑马鱼移入6微孔板中，每孔放入30条数量的斑马鱼。

[0058] 处理

[0059] 设置4个实验组：移除微孔板中的养殖用水（溶解氧质量浓度为6-8mg/L；水温为28

℃；pH为7.2-7.6；总硬度为200-250mg/L，下同），4个实验组中加入一定体积（根据微孔板规

格而定）浓度分别为0.5ng/mL、1ng/mL、5ng/mL、10ng/mL  Nile  red染液。按照最佳处理时间

长度于28℃恒温培养箱中培养。

[0060] 确定Nile  red最佳浓度

[0061] 移除微孔板中的染色液，用养殖用水快速清洗3遍，将斑马鱼转入新的微孔板中，

加入等体积浓度为0.64mM的甲磺酸麻醉斑马鱼，用3%甲基纤维素胶固定于双凹载玻片上

后，置于荧光显微镜下观察各实验组斑马鱼肠道充盈情况。

[0062] 通过观察对比Nile  red处理组中斑马鱼肠道充盈情况，10ng/mL  Nile  red处理组

充盈最多，且各尾鱼肠道充盈均一性优于其它浓度组（如图1），因此选择10ng/mL  Nile  red

作为最佳处理浓度。

[0063] （二）确定斑马鱼最佳处理阶段

[0064] 1  斑马鱼选取

[0065] 将4dpf、5dpf、6dpf的斑马鱼置于解剖显微镜下观察，挑取发育正常的斑马鱼分别

移入三个6孔板中，每孔30尾。（注：本发明中的dpf=day  post  fertilization，中文是指斑

马鱼受精后天数，如2dpf是指斑马鱼受精后两天。）

[0066] 2  Nile  red处理

[0067] 设置3个实验组（每组分别为4dpf、5dpf、6dpf的斑马鱼），移除微孔板中的养殖用

水，3个实验组中分别加入3mL浓度为10ng/mL  Nile  red染液。于28℃恒温培养箱中恒温培

养。

[0068] 确定斑马鱼最佳处理阶段

[0069] 移除微孔板中的染色液，用养殖用水快速清洗3遍，将斑马鱼转入新的微孔板中，

加入等体积浓度为0.64mM的甲磺酸麻醉斑马鱼，用3%甲基纤维素胶固定于双凹载玻片上

后，置于荧光显微镜下观察各年龄组斑马鱼肠道充盈情况。

[0070] 通过观察对比各年龄组斑马鱼肠道充盈情况无明显差异（如图2），从图2可以看出
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4dpf斑马鱼因卵黄囊未完全吸收影响结果（上图），6dpf斑马鱼因卵黄囊完全吸收导致身体

瘦小（下图），因此，定性确定将5dpf的斑马鱼作为化合物最佳处理阶段。

[0071] （三）确定nile  red最佳处理时间

[0072] 1  斑马鱼选取

[0073] 将5dpf的斑马鱼置于解剖显微镜下观察，挑取发育正常的斑马鱼分别移入五个6

孔板中，每孔30尾。

[0074] 处理

[0075] 设置5个实验组：移除微孔板中的养殖用水，5个实验组加入3mL  10ng/mL的Nile 

red染液，将微孔板放入28℃恒温培养箱分别培养2h、4h、8h、16h、24h。

[0076] 确定nile  red最佳处理时间

[0077] 移除微孔板中的染色液，用养殖用水快速清洗3遍，将斑马鱼转入新的微孔板中，

加入等体积浓度为0.64mM的甲磺酸麻醉斑马鱼，用3%甲基纤维素胶固定于双凹载玻片上

后，置于荧光显微镜下观察的实验组斑马鱼肠道充盈情况。

[0078] 随着处理时间的延长，2h、4h、8h、16h斑马鱼肠道充盈增加；16h、24h时斑马鱼肠道

充盈完全，两者无明显差异（如图3）。因此，定性确定处理16h作为Nile  red最佳处理时间。

[0079] （四）确定化合物最佳处理时间

[0080] 1  斑马鱼选取

[0081] 将5dpf的斑马鱼置于解剖显微镜下观察，挑取发育正常的斑马鱼分别移入2个6孔

板中，每孔30尾。

[0082] 处理

[0083] 设置2个实验组：移除微孔板中的养殖用水（溶解氧质量浓度为6-8mg/L；水温为28

℃；pH为7.2-7.6；总硬度为200-250mg/L，下同），2个实验组加入3mL  10ng/mL的Nile  red染

液，将微孔板放入28℃恒温培养箱分别培养16h。

[0084] 化合物处理

[0085] 设置2个实验组：1个促胃肠动力药物吗丁啉组、1个模型组。移除微孔板中的Nile 

red染液，用养殖用水快速清洗3遍，将斑马鱼转入新的微孔板中，促胃肠动力药物组中加入

3mL  30µg/mL促胃肠动力药物吗丁啉；模型组中加入3mL养殖用水。将微孔板放入28℃恒温

培养箱分别培养1、2、4、6、9、24、30h。

[0086] 确定化合物最佳处理时间

[0087]   移除微孔板中的液体，加入等体积浓度为0.64mM的甲磺酸麻醉斑马鱼，用3%甲基

纤维素胶将斑马鱼固定于双凹载玻片上后，置于荧光显微镜下对肠道进行拍照并保存（见

图4、5）。从图4可看出，模型组促排空率在6h-30h基本保持水平，而促胃肠动力药物在6h时

肠道荧光强度与模型组相比有统计学差异，6h-30h促排空率直线上升。利用Image  J  高级

图像处理软件进行图像分析，计算肠道荧光强度。促肠蠕动排空率计算公式如下：

[0088]

[0089] 统计学处理结果以 ±SE表示，多组间比较采用方差分析，两组间比较采用

Dunnett’s  T-检验进行统计学处理，p<0.05为差异性显著。

[0090] 统计学处理结果显示：吗丁啉组处理1、2、4、6、9、24、30h的斑马鱼促肠蠕动排空率
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率分别为36%、37%、58%、61%、64%、69%（见图4），这表明随着处理时间的延长，斑马鱼促肠蠕

动排空率逐渐增高。通过方差分析，促胃肠动力药物处理组处理6h、9h、24h、30h的促肠蠕动

排空率显著高于模型组，差异有统计学意义（p<0.05），结合实验操作方便性，选择处理6h作

为化合物最佳处理时间。不同化合物最佳处理时间也可能不相同，需要具体化合物具体分

析，本发明按照此促胃肠动力药物的最佳处理时间进行实验。

[0091] 二、建立斑马鱼肠蠕动模型筛选和评价促胃肠动力药物的方法，设计方案为：

[0092] 1  斑马鱼选取

[0093] 将处于最佳处理阶段（5dpf）的斑马鱼置于解剖显微镜下观察，挑取发育正常的斑

马鱼移入6孔微孔板中，每孔放入30条斑马鱼。

[0094] 处理

[0095] 设置6个实验组：3个待测化合物处理组，1个阳性对照组、1个溶剂对照组，1个模型

组，移除微孔板中的养殖用水（溶解氧质量浓度为6-8mg/L；水温为28℃；pH为7.2-7.6；总硬

度为200-250mg/L，下同），6个实验组加入3mL  10ng/mL的Nile  red染液，将微孔板放入28℃

恒温培养箱培养16h。

[0096] 化合物处理

[0097] 设置6个实验组：3个待测化合物处理组（莫沙必利），1个阳性对照组（吗丁啉）、1个

溶剂对照组，1个模型组，移除微孔板中的Nile  red染液，用养殖用水快速清洗3遍，将斑马

鱼转入新的微孔板中，莫沙必利处理加入一定体积（根据微孔板规格而定）浓度为MNLC（最

大非致死浓度为10µg/mL）、1/3MNLC(3µg/ml)、1/10MNLC（1µg/mL）的待测化学药物。促肠蠕

动阳性对照组加入促胃肠动力药物吗丁啉，溶剂对照组加入等体积0.1%二甲基亚砜溶液，

模型组中加入等体积的养殖用水，按照最佳处理时间长度于28℃恒温培养箱中培养。

[0098] 定量分析

[0099] 移除微孔板中的液体，加入等体积浓度为0.64mM的甲磺酸麻醉斑马鱼，用3%甲基

纤维素胶将斑马鱼侧位固定于双凹载玻片上后，置于荧光显微镜下对肠道进行拍照并保存

（见图6）。从图6可看出，模型组肠道染色强度很高（上），促肠蠕动阳性对照组由于促蠕动作

用，肠道荧光强度减弱（中），化学药物处理组由于促蠕动作用，肠道荧光强度减弱（下），利

用Image  J 高级图像处理软件进行图像分析，计算肠道荧光强度（如图7）。从图7可以看出，

模型组肠道染色强度很高，促肠蠕动阳性对照组荧光强度值降至很低，化学药物处理组荧

光强度值降至很低。促肠蠕动排空率计算公式如下：

[0100]

[0101] 例如：我们评价了莫沙必利（设置3个浓度，分别为1µg/mL、3µg/mL、10µg/mL、）的对

肠蠕动的促进作用，  促排空率分别为8.7%、31%、81.9%，与溶剂组相比，中、高浓度均有显著

性差异(p<0.01、p<0.01)。

[0102] 统计学处理结果以 ±SE表示，多组间比较采用方差分析（ANOVA），两组间比较采

用Dunnett’s  T-检验进行统计学处理，p<0.05为差异性显著。根据统计学处理结果可定量

评价促肠动力药效。

[0103] 本发明与现有技术相比，具有以下优点：

[0104] 本发明提供的肠蠕动模型具有制作简便、快速、成功率高、重复性好且稳定可靠等
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优点，降低了肠蠕动模型制作成本，提高了实验研究结果的可靠性。本发明不仅提供一种活

体斑马鱼肠蠕动模型的建立方法，同时提供一种利用该模型筛选促胃肠动力药物的方法。

与传统的动物模型相比，本发明建立的活体斑马鱼肠蠕动模型具有简便、快速、经济、高效、

高通量等优点。具体地说，本发明具有如下优点：

[0105] 1）活体内——实验材料为活体斑马鱼，作为一种脊椎动物，其筛选模型属体内模

型，能够真实反映药物在体内的吸收、分布、代谢与排泄，真正反映药物的整体生物活性。

[0106] 2）高通量——斑马鱼幼鱼很小，只有1-4毫米，能够在一个标准的6，12，24，48，96

或384孔板内进行分析和实验周期短使斑马鱼成为一种能进行高通量自动化体内药物筛选

的理想模型。

[0107] 3）经济——所需费用低，以猴子为实验载体的筛选实验每只每天耗费大于10美

元，以老鼠为实验载体的筛选实验每只每天耗费大于1美元，而以斑马鱼为实验载体的筛选

实验每只每天耗费小于0.01美元。

[0108] 4）化合物用量少——检测化合物用量少，通常只需几毫克，而传统的筛选实验则

需几毫克以上的化合物。

[0109] 5）简便——实验过程操作简单，斑马鱼经药物处理后便可进行定量与定性分析，

而传统实验操作过程复杂，容易产生假阳性结果。

[0110] 6）快速——实验周期短，可在2～3天内完成；而老鼠常需要数周到数月的时间，猴

子常需要数月至数年的时间。斑马鱼在第一个72小时以内完成胚胎发育。多数的内部器官，

包括心血管系统、肠、肝脏和肾，在24-48小时内快速成型，传统的实验载体老鼠和猴子则分

别需要21天和9个月方可完成胚胎发育。

[0111] 7）高效——斑马鱼胚胎及幼鱼透明，可同时观察多个器官系统，实验分析方法简

单、快速。

[0112] 8）可靠的预测性——斑马鱼的基因与人类基因的相似度高达85%左右，其生物学

功能与哺乳动物及人类高度相似，实验结果可比性强，预测性好。

[0113] 9）直观性强——胚胎及幼鱼透明，可直接置于显微镜下观察促肠蠕动情况。

[0114] 10）敏感性高——

[0115] 11）稳定性高、重复性好——本发明重复实验十几次，所获实验结果基本相同。

附图说明

[0116] 图1是本发明不同浓度荧光染料充盈后肠道荧光图谱

[0117] 图2是本发明不同年龄组斑马鱼肠道充盈后荧光图谱

[0118] 图3是本发明不同处理时间后斑马鱼肠道荧光图谱

[0119] 图4是本发明吗丁啉处理不同时间后斑马鱼促肠蠕动排空率

[0120] 图5是本发明吗丁啉处理不同时间后斑马鱼肠道荧光图谱

[0121] 图6是本发明不同浓度莫沙必利处理后斑马鱼肠道荧光图谱

[0122] 图7是本发明不同浓度莫沙必利处理后斑马鱼促肠蠕动排空率，注：0-模型组，1-

溶剂组，2-1  µg/mL莫沙必利组，3-3  µg/mL莫沙必利组，4-10  µg/mL莫沙必利组，5-30  µg/

mL吗丁啉组。

[0123] 图8是本发明吗丁啉处理6h处理后斑马鱼肠道荧光图谱
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[0124] 图9是本发明不同浓度吗丁啉处理6h后斑马鱼促肠蠕动排空率，注：0-模型组，1-

溶剂组，2-3  µg/mL吗丁啉组，3-10  µg/mL吗丁啉组，4-30  µg/mL吗丁啉组。

[0125] 图10是本发明硫酸镁处理6h处理后斑马鱼肠道荧光图谱

[0126] 图11是本发明不同浓度硫酸镁处理6h后斑马鱼促肠蠕动排空率，注：0-模型组，1-

溶剂组，2-200  µg/mL硫酸镁组，3-600  µg/mL硫酸镁组，4-2000  µg/mL硫酸镁组，5-30  µg/

mL吗丁啉组。

具体实施方式

[0127] 下面结合实施例，更具体的说明本发明的内容。应当理解，本发明的实施并不局限

于下面的实施例，对本发明所做的任何形式上的变通和/或改变都将落入本发明保护范围。

[0128] 在本发明中，若非特指，所有的设备和原料等均可从市场购得或是本行业常用的。

下述实施例中的方法，若无特别说明，均为本领域的常规方法。

[0129] 试剂及仪器：

[0130] 甲基纤维素胶（methyl  cellulose）、吗丁啉、硫酸镁、二甲基亚砜购自美国sigma

公司；Nile  red购自百灵威公司；解剖显微镜（SMZ645，Nikon公司，日本）；电动聚焦连续变

倍荧光显微镜（AZ100，Nikon公司，日本）。

[0131] 实施例1 建立斑马鱼肠蠕动模型的方法

[0132] 基于斑马鱼最佳处理阶段、nile  red化合物最佳处理时间长度和浓度和化合物最

佳处理时间长度，设计方案如下：

[0133] 1  斑马鱼选取

[0134] 将5dpf的斑马鱼置于解剖显微镜下观察，挑取发育正常的斑马鱼分别移入6孔板

中，每孔30尾。

[0135] 处理

[0136] 设置5个实验组：移除微孔板中的养殖用水，5个实验组加入3mL  10ng/mL的Nile 

red染液，将微孔板放入28℃恒温培养箱分别培养16h。

[0137] 化合物处理

[0138] 设置5个实验组：3个浓度吗丁啉组、1个溶剂对照组、1个模型组。移除微孔板中的

Nile  red染液  ，用养殖用水快速清洗3遍，将斑马鱼转入新的微孔板中，促胃肠动力药物组

中加入1mL浓度分别为3µg/mL、10µg/mL、30µg/mL（MNLC）促胃肠动力药物吗丁啉；溶剂对照

组加入1mL的0.1%二甲基亚砜；模型组中加入1mL的养殖用水。于28℃恒温培养箱中培养6h。

[0139] 定量分析

[0140] 移除微孔板中的液体，加入等体积浓度为0.64mM的甲磺酸麻醉斑马鱼，用3%甲基

纤维素胶将斑马鱼侧位固定于双凹载玻片上后，置于荧光显微镜下对肠道进行拍照并保存

（见图8）。从图可看出，模型组肠道染色强度很高（左图），30µg/mL吗丁啉处理组由于促肠蠕

动作用，肠道荧光强度减弱（右图），利用Image  J 高级图像处理软件进行图像分析，计算肠

道荧光强度.促肠蠕动排空率计算公式如下：

[0141]

[0142] 统计学处理结果以 ±SE表示，多组间比较采用方差分析，两组间比较采用
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Dunnett’s  T-检验进行统计学处理，p<0.05为差异性显著。根据统计学处理结果可定量评

价的促肠蠕动排空率。统计学处理结果显示：3个浓度吗丁啉促胃肠动力药物处理组的斑马

鱼促肠蠕动排空率为7.4%、15%、39.4%（见图9），这表明随着吗丁啉浓度的增加，促肠蠕动排

空率增高，通过方差分析，浓度为30µg/mL的促胃肠动力药物组促肠蠕动排空率显著高于溶

剂对照组，均有显著性差异（p<0.01），而3、10µg/mL吗丁啉组无统计学差异（p>0.05），因此，

定量确定将30µg/mL吗丁啉处理组作为斑马鱼促肠蠕动阳性药物组。

[0143] 实施例2  利用活体斑马鱼筛选促胃肠动力药物的方法

[0144] 1  斑马鱼选取

[0145] 将5dpf的斑马鱼置于解剖显微镜下观察，挑取发育正常的斑马鱼分别移入6孔板

中，每孔30尾。

[0146] 处理

[0147] 设置6个实验组：移除微孔板中的养殖用水，6个实验组加入3mL  10ng/mL的Nile 

red染液，将微孔板放入28℃恒温培养箱分别培养16h。

[0148] 化合物处理

[0149] 设置6个实验组：3个浓度待测化合物处理组，1个阳性对照组、1个溶剂对照组，1个

模型组，移除微孔板中的Nile  red染液，用养殖用水快速清洗3遍，将斑马鱼转入新的微孔

板中，3个化合物处理加入浓度为200µg/mL、600µg/mL、2000µg/mL（MNLC）的硫酸镁溶液。促

肠蠕动阳性对照组加入10µg/mL莫沙必利，溶剂对照组加入150µL0.1%二甲基亚砜溶液，模

型组中加入150µL养殖用水，于28℃恒温培养箱中培养6h。

[0150] 定量分析

[0151]   移除微孔板中的液体，加入等体积浓度为0.64mM的甲磺酸麻醉斑马鱼，用3%甲基

纤维素胶将斑马鱼侧位固定于双凹载玻片上后，置于荧光显微镜下对肠道进行拍照并保存

（见图10）。从图可以看出模型组肠道荧光强度强（上图）；促肠蠕动阳性对照组由于促肠蠕

动作用，肠道荧光强度减弱（中图），2000µg/mL硫酸镁溶液由于促肠蠕动作用，肠道荧光强

度减弱（下图）。利用Image  J 高级图像处理软件进行图像分析，计算肠道荧光强度。促肠蠕

动排空率计算公式如下：

[0152]

[0153] 统计学处理结果以 ±SE表示，多组间比较采用方差分析，两组间比较采

Dunnett’s  T-检验进行统计学处理，p<0.05为差异性显著。根据统计学处理结果可定量评

价吗丁啉的促肠蠕动性，统计学处理结果显示：促肠蠕动阳性对照组促肠蠕动排空率为

39.4%，化学药物处理组硫酸镁处理的促肠蠕动排空率分别为13.3%、5.7%、74 .1%、（见图

11），2000µg/mL处理组与溶剂对照组相比差异有统计学意义（p<0.01）。

[0154] 由上述优选实施例可见：本发明提供的活体斑马鱼促肠蠕动模型能够简便、快速、

经济、高效、高通量、准确地筛选促胃肠动力药物。本发明提供的方法步骤简单，成本低廉，

准确性高，具有很好的稳定性和可靠性，活体斑马鱼能够真正反映药物的整体生物活性，包

括药物的吸收、分布、代谢、排泄，可实现高通量筛选。

[0155] 工业实用性

[0156] 应用活体斑马鱼促肠蠕动模型进行促胃肠动力药物筛选与药效评价具有可靠、快
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速、高效、高性价比等优点，可实现促胃肠动力药物体内筛选高通量的目的。本发明对加速

促胃肠动力药物的研发进程意义重大。

[0157] 上述优选实施例只是用于说明和解释本发明的内容，并不构成对本发明的限制。

尽管发明人已经对本发明的技术方案做了较为详细的列举，但是本领域技术人员根据发明

内容部分和实施例所揭示的内容，能对所描述的具体实施例做各种各样的修改和/或补充

或采用类似的方法来替代是显然的，并能实现本发明的技术效果，因此，此处不再一一赘

述。本发明中出现的术语用于对本发明技术方案的阐述和理解，并不能构成对本发明的限

制。
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