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金线莲醇提物在斑马鱼中降血糖效果的探究
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　 　 【摘要】 　 目的　 以斑马鱼为模型筛选金线莲具有降血糖效果的活性组分，并进行初步的机理研究。 方法

对金线莲进行分离与提取，分成三个组分： 金线莲醇提物、大分子多糖（≥５ × １０３）和小分子多糖（ ＜ ５ × １０３）。 将

发育至 ２４ ｈ 的斑马鱼胚胎暴露于 ２％浓度的葡萄糖溶液（２％ Ｇｌｕ）中，模拟急性高糖模型，待胚胎发育至 ４８ ｈ 时再

分别加入三种组分，同时继续用 ２％葡萄糖溶液处理，７２ ｈ 时检测不同组分处理后幼鱼的组织液葡萄糖含量，筛选

出具有降血糖效果的活性组分。 利用半定量 ＰＣＲ 和整胚原位杂交技术检测糖代谢相关基因 ｍＲＮＡ 水平的表达。
结果　 本研究利用高糖胁迫构建斑马鱼糖尿病模型，在该模型下，糖代谢关键因子胰岛素基因（ ｐｒｅｐｒｏｉｎｓｕｌｉｎ，
ｉｎｓｕｌｉｎ）、磷酸烯醇式羧基酶 １ 基因 （ ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙｋｉｎａｓｅ １， ｐｃｋ⁃１）、胰腺十二指肠同源盒基因 １
（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ａｎｄ ｄｕｏｄｅｎａｌ ｈｏｍｅｏｂｏｘ １， ｐｄｘ⁃１）的表达都发生了明显改变，金线莲醇提物能够改善这些基因在高糖胁

迫下引起的的异常表达，甚至恢复到正常水平。 结论　 金线莲醇提物对斑马鱼高糖模型具有明显的降血糖功效，
该研究为斑马鱼作为糖尿病模型用于探索降血糖药物提供了实验思路和手段。
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　 　 糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ， ＤＭ）是一种由遗传

因素和环境因素互相作用引起常见的严重代谢性

疾病。 其主要病因是源于体内胰岛素信号通路受

损或是胰岛素靶点的敏感性降低，导致糖代谢途径

异常从而引起血液中葡萄糖含量增加，临床上以高

血糖为主要的生理病征，同时伴随着尿糖、胰岛素

缺乏或作用下降。 糖尿病分为 Ｉ 型糖尿病和 ＩＩ 型

糖尿病，胰岛素绝对缺失、必需依赖外源性胰岛素

延续生命的患者归为 Ｉ 型糖尿病，大部分不依赖外

源性胰岛素延续生命者归为 ＩＩ 型糖尿病［１ － ４］。 在

生物体内维持血糖平衡有四个非常重要的基因。
胰岛素（ｐｒｅｐｒｏｉｎｓｕｌｉｎ， ｉｎｓｕｌｉｎ）是调节血糖平衡的关

键因子［５］， 胰岛素由胰腺中的 β 细胞合成， 通过结

合位于脂肪细胞、肌肉细胞等细胞上的胰岛素受

体，调控葡萄糖转运体从胞浆移动至细胞膜上，从
而促使细胞对葡萄糖的摄取［６ － ８］。 磷酸烯醇式丙酮

酸羧激酶 １（ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙｋｉｎａｓｅ １， ｐｃｋ⁃
１）与糖原异生、甘油异生、肥胖和糖尿病等代谢疾

病密切相关［９］，在维持葡萄糖的稳态中起关键的作

用［１０］。 胰腺十二指肠同源盒基因 １（ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ａｎｄ
ｄｕｏｄｅｎａｌ ｈｏｍｅｏｂｏｘ １， ｐｄｘ⁃１）大多表达于胰岛内分泌

胰岛素的 β 细胞和分泌生长抑素的 δ 细胞中［１１］，在
调节 胰 腺 发 育 和 分 化 中 起 着 非 常 重 要 的 作

用［１２ － １３］ 。 神经分化因子⁃１ （ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
１， ｎｅｕｒｏｄ⁃１）对胰岛 β 细胞的发育及生理功能至关

重要［１４］ 。 近年来，随着生活水平的提高和老龄化

进程的加速， 糖尿病患病率呈快速上升趋势， 糖

尿病尤其 ＩＩ 型糖尿病已经成为继癌症、心脑血管

疾病 之 后 的 严 重 威 胁 人 类 健 康 的 第 三 大 疾

病［１５ － １６］ 。 目前，还没有一种药物能完全治愈糖尿

病，很多西药只能控制血糖，且有副作用。 相比于

西药，中草药不仅能降血糖，还能防止慢性并发症

的发生，有些中草药，例如肉桂含有黄烷醇多酚抗

氧化物质具有刺激胰岛 β 细胞分泌胰岛素，降低

胰岛素抵抗等功能。 因此中草药在治疗糖尿病方

面具有非常好的前景。

金线莲（Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ （Ｗａｌｌ． ） Ｌｉｎｄｌ． ）
又名金线兰，为兰科（Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ），开唇兰属（Ａｎｏｅｃ⁃
ｔｏｃｈｉｌｕｓ）多年生珍稀药用植物。 主要分布于中国福

建、台湾以及东南亚地区［１７ － １８］。 有初步研究表明金

线莲全草水煎液具有较好的降血糖作用［１９］，但是降

血糖的活性成分和作用机理还不明确。 因此本研究

就地取材，对福建金线莲具有降血糖作用的组分进行

了筛选，并且进行了初步的机理研究。
斑马鱼基因总数（约 ２３ ５００ 个）与人类相当，神

经系统、心血管系统、内脏器官、血液以及视觉系统

的发育过程在分子水平上与人的一致性高达 ８５％ ，
便于将实验数据与人类的资料相比较［２０ － ２３］，并且具

有体型小、易饲养等优点。 所以本研究利用斑马鱼

筛选金线莲降血糖活性组分，通过检测四个与糖代

谢相关基因在金线莲醇提物处理后的表达与高糖

模型作对比，来探究金线莲降血糖的初步机理。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

５ 月龄性成熟 ＴＵ 品系斑马鱼（Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ），雌雄

各 １５ 条，斑马鱼体长 ３ ～ ４ ｃｍ，由清华大学孟安明课

题组惠赠，根据 Ｗｅｓｔｅｒｆｉｅｌｄ［２４］方法在闽南师范大学菌

物产业工程技术中心斑马鱼实验室繁殖培育。
实验前 １ ｄ，挑选已达性成熟的斑马鱼放置于交

配缸内，将雌雄鱼用隔板分开，第 ２ 天清晨将隔板拔

掉让其交配产卵，待胚胎受精 ３０ ｍｉｎ 后收集受精卵

于含有 Ｈｏｌｆｒｅｔｅｒ 水的培养皿中，２８℃恒温培养。
１􀆰 ２　 主要试剂及仪器

福建金线莲（闽南师范大学菌物产业工程技术

中心培植）；丙三醇（西陇化工）；多聚甲醛（Ｓｉｇｍａ）；
ＰＢＳ（Ｓｉｇｍａ）３３００ 型高速离心机（Ｋｕｂｏｔａ）；ＨＨ⁃２ 数

显恒温水 浴 锅 （ 金 坛 市 科 析 仪 器 有 限 公 司 ）；
ＡＵＹ３２０ 日本岛津电子分析天平（上海仪田精密仪

器有限公司）；小型离心机（Ｔｉａｎｇｅｎ）；Ｎｉｋｏｎ ＳＭＺ１８
体式荧光显微镜 （尼康）；辅理善越捷型血糖仪

（Ａｂｂｏｔｔ Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｃａｒｅ）。
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１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 金线莲组分的分离与提取

准确称量 １ ｋｇ 新鲜的金线莲全草，按料液比 １∶ ４
加入蒸馏水，粉碎，８０℃水浴搅拌提取，离心收集上

清，沉淀物重复提取两次，把两次提取液合并，上清用

旋转蒸发仪蒸发浓缩至一定体积，加入 ４ 倍浓缩体积

的无水乙醇，放置于 ４℃冰箱沉淀过夜。 第二日通过

抽滤把醇沉物和醇提物分离，获得的醇提物蒸发浓缩

至一定体积，真空冻干机冻干，获得组分一：金线莲醇

提物；醇沉物加蒸馏水溶解滤纸过滤后经过 ５ × １０３

超滤膜超滤，超滤完之后蒸发浓缩至 １００ ｍＬ 左右真

空冻干机冻干，５ × １０３ 以上组分为组分二：大分子多

糖；５ ×１０３ 以下组分为组分三：小分子多糖。
１􀆰 ３􀆰 ２　 金线莲具有降血糖活性组分的初步筛选

１􀆰 ３􀆰 ２􀆰 １　 药物浓度的确定

为探索金线莲各组分对斑马鱼胚胎作用的最佳

浓度，进行了以下实验：实验一：受精后的胚胎分为对

照组和加药组，对照组用 Ｈｏｌｆｒｅｔｅｒ 水培养至７２ ｈ，金
线莲醇提物组、大分子多糖组和小分子多糖组的加药

浓度梯度都设置为 ５０、１００、５００、１０００ μｇ ／ ｍＬ。 实验

二：受精后的胚胎用 Ｈｏｌｆｒｅｔｅｒ 水培养至２４ ｈ，分为两

组，对照组继续用 Ｈｏｌｆｒｅｔｅｒ 水培养，模型组置换成前

期实验已经摸索确定的 ２％ 的葡萄糖溶液，斑马鱼

幼鱼和成鱼在该浓度葡萄糖溶液胁迫下能引发急

性高血糖，处理 ２４ ｈ 后即发育至 ４８ ｈ 时，将高糖模

型组分为五组，每组 ４０ 枚胚胎，其中模型组继续加

２％葡萄糖溶液，另外 ４ 组在既加葡萄糖的同时分别

加入浓度为 ５０、１００、５００、１０００ μｇ ／ ｍＬ 的金线莲提取

物，每种组分都设置该浓度梯度。 实验一和实验二

每 １２ ｈ 记录胚胎死亡数，挑走死亡的胚胎，更换药

物。 每次实验做一组平行试验组，将斑马鱼胚胎置

于 ２８℃恒温培养箱培养。 待胚胎发育至 ７２ ｈ 观察

其死亡情况和发育情况并详细记录。
１􀆰 ３􀆰 ２􀆰 ２　 斑马鱼组织液葡萄糖浓度的测定

受精后的胚胎用 Ｈｏｌｆｒｅｔｅｒ 水培养至 ２４ ｈ 后分为

两组，对照组继续用 Ｈｏｌｆｒｅｔｅｒ 水培养，模型组置换成

２％的葡萄糖溶液，胚胎发育至 ４８ ｈ 时，将高糖模型

组平分为四组，其中一个孔继续加 ２％ 的葡萄糖溶

液，其他三个孔既加葡萄糖的同时，再分别加入三种

金线莲提取物，小分子多糖浓度梯度为 ３０、４０、
５０ μｇ ／ ｍＬ，大分子多糖和醇提物浓度梯度为 ３００、
４００、５００ μｇ ／ ｍＬ。 由于幼鱼血液太少无法检测血糖浓

度，所以待胚胎发育至 ７２ ｈ 检测斑马鱼组织液葡萄

糖浓度。
将浸泡胚胎的药液吸干，用 Ｈｏｌｆｒｅｔｅｒ 水洗两遍，

吸走死胚胎、畸形胚胎以及脱落的外膜，用 ＰＢＳ 溶

液洗两遍，吸三十枚胚胎转入 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管，把 ＥＰ
管中液体吸干，用 ２ ｍＬ 注射器针头在 ＥＰ 管底部扎

一小孔，保证胚胎不会离心出 ＥＰ 管，低速离心把 ＥＰ
管中液体甩干，用打火机灼烧 ＥＰ 管，把 ＥＰ 管底部

的小孔封住，用研磨棒把斑马鱼研磨均匀，离心取

上清滴在血糖试纸检测端，采用辅理善越捷型血糖

仪测试并记录。
１􀆰 ３􀆰 ３　 合成相关基因克隆的引物序列

本研究中所有基因序列从 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｆｉｎ． ｏｒｇ ／上下

载，引物通过软件 Ｐｒｉｍｅｒ ６􀆰 ０ 设计。 引物序列如表

１ 所示。
表 １　 糖代谢相关基因的引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｌｙｃｏｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ
基因名
Ｇｅｎｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｉｎｓ Ｆ⁃ＣＡＡＣＡＧＧＣＴＴＣＴＴＣＴＡＣＡＡＣ
Ｒ⁃ＡＡＣＧＧＡＧＡＧＣＡＴＴＡＡＧＧＣ

ｐｄｘ⁃１ Ｆ⁃ＡＡＧＡＧＧＡＧＧＡＣＡＡＧＡＧＧＡＧ
Ｒ⁃ＴＴＴＧＣＣＡＡＴＣＴＧＴＴＴＧＣＴＡＧ

ｐｃｋ⁃１ Ｆ⁃ＡＴＣＴＧＣＣＴＧＡＡＧＧＡＧＴＧＡ
Ｒ⁃ＣＣＧＡＡＧＴＴＡＴＡＧＣＣＧＡＡＧＡ

ｎｅｕｒｏｄ⁃１ Ｆ⁃ＴＣＣＧＡＣＴＡＧＣＣＡＡＧＡＡＣＴＡ
Ｒ⁃ＣＡＴＣＡＧＣＣＡＴＡＡＣＡＧＡＡＴＡＣＣ

β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ⁃ＡＣＧＡＡＣＧＡＣＣＡＡＣＣＴＡＡＡＣＴＣＴ
Ｒ⁃ＴＴＡＧＡＣＡＡＣＴＡＣＣＴＣＣＣＴＴＴＧＣ

１􀆰 ３􀆰 ４　 半定量 ＰＣＲ 检测糖代谢相关基因的表达

按照（１􀆰 ３􀆰 ２􀆰 ２） 中的方法用金线莲醇提物处

理，待胚胎发育至 ７２ ｈ，每组各收集 ５０ 枚，提 ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ，将 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡ，作为半定量 ＰＣＲ 的

模板，具体操作实验方案参照文献［２５］。 扩增条件：
９５℃ ５ ｍｉｎ；９５℃ ３０ ｓ，６５℃ ３０ ｓ，之后每个循环降低

３℃，７２℃ ３０ ｓ，共 ６ 个循环；然后再 ９５℃ ３０ ｓ，５６℃
３０ ｓ，７２℃ ３０ ｓ，共 ２６ 个循环；最后 ７２℃ 延伸 １０
ｍｉｎ；１６℃保存 １ ｈ。 部分条件可以微调。
１􀆰 ３􀆰 ５　 整胚原位杂交实验试剂与方法

原位杂交中所用探针的制备方法，原位杂交所

需要的试剂的配制方法和具体的操作步骤参照

文献［２５］。

２　 结果

２􀆰 １　 金线莲三种提取物作用斑马鱼胚胎浓度的

确定

将 ０􀆰 ７５ ｈ 的野生型胚胎加入不同组分的金线
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莲提取物，培养至 ７２ ｈ，期间观察统计胚胎发育及死

亡情况，其结果如图 １ Ａ 所示：加入小分子多糖组分

在 １０００ μｇ ／ ｍＬ 和 ５００ μｇ ／ ｍＬ 的浓度下，死亡率是

１００％ ；在 １００ μｇ ／ ｍＬ 时胚胎死亡率明显降低，但发

育严重延缓。 金线莲大分子多糖组和醇提物组在

１０００ μｇ ／ ｍＬ 浓度时，胚胎死亡率是 １００％ ，５００ μｇ ／
ｍＬ 浓度下胚胎致死率较低，且发育正常。 将发育

至 ２４ ｈ 的胚胎加入 ２％葡萄糖溶液胁迫建立高糖模

型，４８ ｈ 维持高糖的情况下加入不同组分的金线莲

提取液培养至 ７２ ｈ，胚胎发育状况及死亡情况如图

１Ｂ 所示：加入小分子多糖组分在 １０００ μｇ ／ ｍＬ 和

５００ μｇ ／ ｍＬ 的浓度下，死亡率是 １００％ ；浓度在 １００
μｇ ／ ｍＬ 时虽然胚胎死亡率较低但是胚胎发育严重

延缓，浓度在 ５０ μｇ ／ ｍＬ 时胚胎发育正常高糖模型

下，金线莲大分子多糖和醇提物在 １０００ μｇ ／ ｍＬ 浓

度时，胚胎死亡率是 １００％ ，５００ μｇ ／ ｍＬ 浓度下比

只加金线莲大分子多糖和醇提物的死亡率略微升

高（与图 １Ａ ５００ μｇ ／ ｍＬ 时相比），且胚胎发育正

常。 综合以上两部分实验结果，本研究设置小分

子多糖实验浓度梯度设为 ３０、４０、５０ μｇ ／ ｍＬ。 金线

莲大分子多糖和醇提物实验梯度设为 ３００、４００、
５００ μｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 ２　 斑马鱼幼鱼组织液葡萄糖浓度的测定

按照（１􀆰 ３􀆰 ２􀆰 ２）中的方法用三种金线莲提取物

分别处理斑马鱼胚胎，待胚胎发育至 ７２ ｈ，采用

（１􀆰 ３􀆰 ２􀆰 ２）中的测血糖方法筛选出具有降糖作用的

金线莲组分。 结果如表 ２ 所示：模型组即高糖组的

幼鱼组织液葡萄糖浓度相比于空白对照显著升高，
加入不同浓度小分子多糖的加药组，幼鱼组织液葡

萄糖浓度相对于高糖组基本上没有降低；不同浓度

的大分子多糖处理后的幼鱼组织液葡萄糖浓度反

而有升高的趋势；只有加入醇提物后幼鱼组织液葡

萄糖浓度有明显降低，并且随着醇提物浓度的升

高，降糖效果越明显。 由此得出初步结论：金线莲

小分子多糖和大分子多糖没有降血糖效果，醇提物

具有显著降血糖效果。

注：Ａ：金线莲提取物溶解在 Ｈｏｌｆｒｅｔｅｒ 水中引起斑马鱼胚胎的致死率；Ｂ：金线莲提取物在高糖模型条件下引起斑马鱼胚胎的致死率。

图 １　 不同浓度的金线莲提取物对斑马鱼胚胎死亡率的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ：Ｔｈｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ Ｈｏｌｆｒｅｔｅｒ ｗａｔｅｒ． Ｂ：Ｔｈｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｕｎｄｅｒ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｏｄｅｌ．

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ

表 ２　 金线莲提取物处理后斑马鱼幼鱼组织液葡萄糖浓度（ｍｍｏＬ ／ Ｌ）
Ｔａｂ． ２　 Ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｆｌｕｉｄ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

ｌａｒｖａｅ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ ｅｘｔｒａｃｔｓ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ Ｃｔｒ ２％ Ｇｌｕ ２％Ｇｌｕ ＋ 低浓度

２％ Ｇｌｕ ＋ Ａ
２％Ｇｌｕ ＋ 中浓度

２％ Ｇｌｕ ＋ Ｂ
２％Ｇｌｕ ＋ 高浓度

２％ Ｇｌｕ ＋ Ｃ
小分子多糖 Ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ １􀆰 ４７ ± ０． ３０１ ３􀆰 ８８ ± ０． ４４５ ３􀆰 ９５ ± ０． ４２３ ３􀆰 ８２ ± ０． ５２３ ３􀆰 ９３ ± ０． ４７６
大分子多糖 Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ １􀆰 ４５ ± ０． ３１５ ３􀆰 ８７ ± ０． ４３７ ３􀆰 ９０ ± ０． ４１５ ４􀆰 ２０ ± ０． ３６３ ４􀆰 ２２ ± ０． ３９７
金线莲醇提物 Ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ １􀆰 ４５ ± ０． ２９３ ３􀆰 ８７ ± ０． ４３７∗∗∗ ３􀆰 ２３ ± ０． ５２０＃ ２􀆰 ７８ ± ０． ３８７＃＃ ２􀆰 ０８ ± ０． ０７５＃＃＃

注：低浓度、中浓度、高浓度对于小分子多糖分别是 ３０ μｇ ／ ｍＬ、４０ μｇ ／ ｍＬ，５０ μｇ ／ ｍＬ；低浓度，中浓度，高浓度对于大分子多糖和金线莲醇提物分
别是 ３００ μｇ ／ ｍＬ、４００ μｇ ／ ｍＬ、５００ μｇ ／ ｍＬ；高糖组与对照组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；加药组与高糖组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． （Ａ）ｌｏｗ，（Ｂ）ｍｅｄｉｕｍ，ａｎｄ（Ｃ） ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ ａｒｅ ３０ μｇ ／ ｍＬ， ４０ μｇ ／ ｍＬ， ａｎｄ ５０ μｇ ／ ｍＬ． Ｔｈｅ
（Ａ）ｌｏｗ，（Ｂ）ｍｅｄｉｕｍ，ａｎｄ（Ｃ） ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ ａｎｄ Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ａｒｅ ３００
μｇ ／ ｍＬ， ４００ μｇ ／ ｍＬ ａｎｄ ５００ μｇ ／ ｍＬ． Ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．
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２􀆰 ３　 半定量 ＰＣＲ 检测糖代谢相关基因的表达

按照（１􀆰 ３􀆰 ２􀆰 ２） 中的方法用金线莲醇提物处

理，待胚胎发育至 ７２ ｈ，每组各收集 ５０ 枚，提 ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ，反转录后进行半定量 ＰＣＲ 检测 ｉｎｓｕｌｉｎ、ｐｃｋ⁃１、
ｐｄｘ⁃１、ｎｅｕｒｏｄ⁃１ 基因的表达。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，其
结果如图 ２ 所示：加入葡萄糖溶液进行高糖胁迫之

后，ｉｎｓｕｌｉｎ、ｐｃｋ⁃１、ｐｄｘ⁃１ 三个基因电泳条带的亮度与

对照组相比明显减弱，加药组与高糖组相比，条带

亮度总体上具有升高的趋势，并且随着金线莲醇提

物溶液浓度的升高，亮度越亮；ｎｅｕｒｏｄ⁃１ 基因电泳条

带的亮度变化趋势则相反，高糖组与对照组相比，
亮度明显增强，加入金线莲醇提物之后，随着金线

莲醇提物浓度的升高，亮度逐渐恢复对照水平（图
２Ａ）。 通过 ＩｍａｇｅＪ 软件计算各个基因 ｍＲＮＡ 的相

对表达量，结果如图 ２Ｂ ～ Ｄ 所示：ｉｎｓｕｌｉｎ 在高糖组

中的表达只有对照组的 ５０％ ，金线莲醇提物处理使

得 ｉｎｓｕｌｉｎ 的表达量逐步恢复，呈剂量依赖性，在 ５００
μｇ ／ ｍＬ 时效果达到最佳，恢复到对照组的 ９０％ （图
２Ｂ）。 高糖胁迫下 ｐｃｋ⁃１ ｍＲＮＡ 水平降低至对照组

的 ４０％ ，金线莲醇提物处理浓度在 ５００ μｇ ／ ｍＬ 时，
ｐｃｋ⁃１ 基因的表达量增加至对照组的 ６０％ ，恢复效

果显著（图 ２Ｃ）。 ｐｄｘ⁃１ 基因在加了高糖溶液之后基

因表达量是对照组的 ７０％ ，金线莲醇提物处理浓度

在 ４００ μｇ ／ ｍＬ 时效果最佳，ｐｄｘ⁃１ 基因的表达量超

过了对照组（图 ２Ｄ）。 ｎｅｕｒｏｄ⁃１ 基因加了高糖溶液

之后基因表达量是对照组的 １􀆰 ６ 倍，随着金线莲醇

提物浓度的升高，在 ５００ μｇ ／ ｍＬ 时基因表达量基本

恢复至对照水平（图 ２Ｅ）。

注：ａ： ０ ｈ ＋ Ｈｏｌｆｒｅｔｅｒ Ｈ２Ｏ；ｂ： ２４ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ；ｃ： ２４ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ，４８ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ ＋ ３００ μｇ ／ ｍＬ 金线莲

醇提物； ｄ： ２４ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ，４８ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ ＋ ４００ μｇ ／ ｍＬ 金线莲醇提物；ｅ： ２４ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ，４８ ｈ ＋
２％ Ｇｌｕ ＋ ５００ μｇ ／ ｍＬ 金线莲醇提物。

图 ２　 金线莲醇提物对斑马鱼胚胎糖代谢相关基因表达的影响

Ｎｏｔｅ． ａ：０ ｈ ＋ Ｈｏｌｆｒｅｔｅｒ Ｈ２Ｏ． ｂ： ２４ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ． ｃ： ２４ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ，４８ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ ＋ ３００ μｇ ／ ｍＬ

Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ． ｄ： ２４ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ，４８ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ ＋ ４００ μｇ ／ ｍＬ Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ
ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ． ｅ： ２４ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ，４８ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ ＋ ５００ μｇ ／ ｍＬ Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ
ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｇｌｙｃｏｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ
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　 　 以上实验结果说明高糖模型下， ｉｎｓｕｌｉｎ、ｐｃｋ⁃１、
ｐｄｘ⁃１ 表达下调，金线莲醇提物可以解除高糖对

ｉｎｓｕｌｉｎ、ｐｃｋ⁃１、ｐｄｘ⁃１ 的抑制。 该研究进一步通过整

胚原位杂交检测在经过相同处理后，以上几个基因

的时空表达。
２􀆰 ４　 整胚原位杂交检测糖代谢相关基因的时空

表达

按照（１􀆰 ３􀆰 ２􀆰 ２） 中的方法用金线莲醇提物处

理，待胚胎发育至 ７２ ｈ，检测 ｉｎｓｕｌｉｎ、ｐｃｋ⁃１、ｐｄｘ⁃１ 和

ｎｅｕｒｏｄ⁃１ 的时空表达变化。 对照组胚胎 ｉｎｓｕｌｉｎ 基因

表达正常位于胚胎躯干的右侧（图 ３ Ａ），高糖组有

超过 ８０％的比例 ｉｎｓｕｌｉｎ 基因表达出现偏移，其中约

有 ５０％的胚胎 ｉｎｓｕｌｉｎ 表达移至躯干中间（图 ３Ｂ），
超过 ３０％胚胎 ｉｎｓｕｌｉｎ 偏移至躯干左侧（图 ３Ｃ）。 加

入金线莲醇提物后，ｉｎｓｕｌｉｎ 的左右不对称表达异常

随着金线莲醇提物浓度高逐渐增加而得到明显改

善，ｉｎｓｕｌｉｎ 基因表达在躯干中间和偏左胚胎随着金

线莲醇提物浓度的升高逐渐减少，在金线莲醇提物

５００ μｇ ／ ｍＬ 时，效果达到最佳，正常胚胎上升至

６７％ ，偏移到中间的胚胎下降到 ２９％ ，偏移到中间

胚胎仅仅只占 ４％ （图 ３Ｄ）。 进行高糖胁迫后会使

ｉｎｓｕｌｉｎ 基因表达部位产生偏移，使胰岛素基因表达

下降，加入金线莲醇提物之后，ｉｎｓｕｌｉｎ 基因表达部位

有明显的恢复效果，使胰岛素基因表达得到恢复，
与半定量 ＰＣＲ 结果一致。

待胚胎发育至 ７２ ｈ 检测 ｐｃｋ⁃１、ｐｄｘ⁃１ 和 ｎｅｕｒｏｄ⁃
１ 的时空表达。 进行高糖胁迫后，腹部轮廓高糖组

比对照组染色减弱很多（图 ４Ａ１，Ｂ１），加入金线莲

醇提物后，随着醇提物浓度的升高，ｐｃｋ⁃１ 的染色部

位颜色逐渐变深，并且具有浓度依赖性，在金线莲

醇提物浓度为 ４００ μｇ ／ ｍＬ 时基本恢复到了对照组

的水平（图 ４Ｃ１⁃Ｅ１）。 高糖组 ｐｄｘ⁃１ 在腹部胰腺部

位染色明显比对照组浅（图 ４Ａ２，Ｂ２），加入金线莲

醇提物之后，ｐｄｘ⁃１ 在腹部胰腺部位染色随着醇提物

浓度的升高逐渐变深（图 ４Ｃ２⁃Ｅ２）。 而 ｎｅｕｒｏｄ⁃１ 染

色情况则与 ｐｃｋ⁃１ 和 ｐｄｘ⁃１ 相反，高糖组头部和颈部

的染色相比于对照组增加了很多（图 ４Ａ３，Ｂ３），加
入金线莲醇提物之后，随着金线莲醇提物浓度的升

高，ｎｅｕｒｏｄ⁃１ 的染色部位颜色逐渐变浅，在浓度为

５００ μｇ ／ ｍＬ 时，ｎｅｕｒｏｄ⁃１ 的染色基本恢复到了对照

组的水平（图 ４Ｃ３ ～ Ｅ３）。 由此我们得出结论：在高

糖模型下，高葡萄糖溶液抑制 ｐｃｋ⁃１ 和 ｐｄｘ⁃１ 基因表

达的情况下，金线莲醇提物可以促进 ｐｃｋ⁃１ 和 ｐｄｘ⁃１

注：Ⅰ：０ ｈ ＋ Ｈｏｌｆｒｅｔｅｒ Ｈ２Ｏ；Ⅱ： ２４ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ；Ⅲ： ２４ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ，

４８ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ ＋ ３００ μｇ ／ ｍＬ 金线莲醇提物； Ⅳ： ２４ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ，
４８ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ ＋ ４００ μｇ ／ ｍＬ 金线莲醇提物；Ⅴ： ２４ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ，
４８ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ ＋ ５００ μｇ ／ ｍＬ 金线莲醇提物。

图 ３　 金线莲醇提物对斑马鱼 ｉｎｓｕｌｉｎ 时空表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ｉ： ０ ｈ ＋ Ｈｏｌｆｒｅｔｅｒ Ｈ２Ｏ． ＩＩ： ２４ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ． ＩＩＩ： ２４ ｈ ＋ ２％

Ｇｌｕ，４８ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ ＋ ３００ μｇ ／ ｍＬ Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ ａｌｃｏｈｏｌ
ｅｘｔｒａｃｔｓ． ＩＶ： ２４ ｈ ＋ ２％ Ｇｌ， ４８ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ ＋ ４００ μｇ ／ ｍＬ
Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ． Ｖ： ２４ ｈ ＋ ２％ Ｇｌｕ，４８ ｈ ＋
２％ Ｇｌｕ ＋ ５００ μｇ ／ ｍＬ Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｓｐａｔｉａｌ ａｎｄ ｔｅｍｐｏｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ

ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

基因的时空表达，与上述半定量 ＰＣＲ 结果一致，金
线莲醇提物对 ｎｅｕｒｏｄ⁃１ 基因的时空表达有抑制

作用。

３　 讨论

斑马鱼作为一种新兴的模式生物，具有体型

小、易饲养、繁殖周期短等其他模式生物不具备的

优点，而且在器官和基因序列上与人类都很相似，
所以很多实验室现在用斑马鱼来研究糖尿病。 本

研究利用斑马鱼来筛选金线莲具有降血糖的活性

组分，实验结果表明，对斑马鱼幼鱼进行高糖胁

迫，加入金线莲醇提物组与加入其他两种组分（小
分子多糖和大分子多糖）的斑马鱼相比较，加入金

线莲醇提物组斑马鱼幼鱼组织液内的葡萄糖浓度

明显下降，初步筛选出具有降糖作用的活性组分

６２ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ６ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ６



注：（ａ）金线莲醇提物。

图 ４　 金线莲醇提物对 ｐｃｋ⁃１、ｐｄｘ⁃１ 和 ｎｅｕｒｏｄ⁃１ 时空表达的影响

Ｎｏｔｅ：（ａ）Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｓｐａｔｉａｌ ａｎｄ ｔｅｍｐｏｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｐｃｋ⁃１， ｐｄｘ⁃１ａｎｄ ｎｅｕｒｏｄ⁃１
ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

为金线莲醇提物。 接下来进行了初步的机理研

究，本研究通过半定量 ＰＣＲ 以及整胚原位杂交技

术检测了四个糖代谢相关基因 ｍＲＮＡ 的表达水

平，发现 ｉｎｓｕｌｉｎ、ｐｃｋ⁃１、ｐｄｘ⁃１ 基因在加了高糖溶液

之后基因表达量与对照组相比下降非常显著，并
且 Ｉｎｓｕｌｉｎ 基因的时空表达发生了偏移，但是经过

金线莲醇提物处理后 ｉｎｓｕｌｉｎ、ｐｃｋ⁃１、ｐｄｘ⁃１ 基因的表

达量与只加葡萄糖组相比明显上升，并且 ｉｎｓｕｌｉｎ
基因的时空表达偏移率明显下降（图 ２ ～ ４），而
ｎｅｕｒｏｄ⁃１ 基因 ｍＲＮＡ 表达则与上述三个基因恰恰

相反。 我们推测高糖胁迫情况下会抑制 ｐｄｘ⁃１ 基

因的表达［２６］ ，加入金线莲醇提物后可以促进 ｐｄｘ⁃１
基因的正常表达来维持 β 细胞的形态和正常功

能，促进 ｉｎｓｕｌｉｎ 基因的正常表达， ｉｎｓｕｌｉｎ 基因的时

空表达偏移率明显下降。 另一方面，金线莲醇提

物可以促进 ｐｃｋ⁃１ 基因的正常表达维持机体葡萄

糖的稳态。 加入金线莲醇提物后 ｎｅｕｒｏｄ⁃１ 基因

ｍＲＮＡ 表达量下降有待进一步探究。
本研究尚存在改进之处，金线莲降血糖成分不

够明确，具体是哪种物质起到降血糖的作用，还需

要通过分离纯化进一步确定，此外金线莲醇提物是

通过哪种信号途径起到降血糖作用，这些问题都需

要进一步研究。
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ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ｍａｒｍｏｓｅｔ （Ｃａｌｌｉｔｈｒｉｘ ｊａｃｃｈｕｓ）
ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｃｏｓｔ⁃ ａｎｄ ｔｉｍｅ⁃ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ
Ｐｒｉｍａｔｏｌ， ２００８， ７０（９）： ９０６ － ９１０．

［１８］ 　 Ｋａｔｏｈ Ｈ， Ｔａｋａｂａｙａｓｈｉ Ｓ， Ｉｔｏｈ Ｔ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ
ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ
ｍａｒｍｏｓｅｔ ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐｒｉｍａｔｏｌ， ２００９， ７１（１１）： ９１２ － ９１８．

［１９］ 　 左宝芬，杜小燕，霍学云，等． 五个 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠生产群的微

卫星检测及遗传学质量分析 ［ Ｊ］ ． 实验动物与比较医学，
２０１２， ３２（１）： ５１ － ５５．

［２０］ 　 王洪，杜小燕，徐平，等． 上海 ＫＭ 小鼠种子群体遗传状况分

析 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０１４， ２４（１２）： ２７ － ３２．
［２１］ 　 Ｂｏｔｓｔｅｉｎ Ｄ， Ｗｈｉｔｅ ＲＬ， Ｓｋｏｌｎｉｃｋ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ

ｇｅｎｅｔｉｃ ｌｉｎｋａｇｅ ｍａｐ ｉｎ ｍａｎ ｕｓｉｎｇ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｈｕｍ Ｇｅｎｅｔ， １９８０， ３２ （ ３ ）： ３１４
－ ３３１．

〔收稿日期〕２０１７ － １２ － ０８

８２ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ６ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ６


