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摘要：用不同浓度的辣木籽水提物干预醉酒秀丽隐杆线

虫，观察其运动情况，并探究其组织内部乙醇浓度、钙调神

经磷酸酶及乙酰胆碱酯酶活的变化情况，以探究辣木籽水

提物对醉酒线虫生理变化的影响。结果显示，辣木籽水提

物干预浓度为１０ｍｇ／ｍＬ时，线虫的运动轨迹、摆头频率及

吞咽频率与对照组线虫相比，其运动能力显著提高，但与

正常组线虫无明显差异。辣木籽水提物能抑制乙醇在线

虫体内的积累及钙调神经磷酸酶的过表达，增强乙酰胆碱

酯酶的酶活力，以提高线虫抗酒精胁迫能力。说明低浓度

的辣木籽水提物有缓解醉酒线虫运动障碍的作用。

关键词：辣木籽；酒精；秀丽隐杆线虫；内部酒精浓度；运

动障碍
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长期大量饮酒不仅引起酒精嗜好性，而且影响机体

代谢平衡。乙醇氧化分解产生大量乙醛及自由基，损伤

肝胃等器官，还阻断神经信号的传送，使机体的运动不协

调、不受控制［１］，甚至酒精中毒。虽然药物能缓解酒精毒

性，但对机体会造成一定的负面作用，因此，天然植物提

取物成为了学者们关注的热点。

辣木籽是辣树的种子，原产于印度，如今在亚洲、非

洲、中美洲等地已被大规模种植。辣木籽因其营养丰富，

已有直接食用或粗加工作为食品辅料的饮食史。研究表

明，辣木籽含有丰富的挥发性油、维生素、黄酮、多酚、多

糖、生物碱和皂苷等成分［２－３］，而且其水提液和醇提液具

有抗氧化能力［４］，可以通过降低氧化应激以抵抗炎症反

应的发生［５］，能显著降低乙醇诱导的肝脏脂质过氧化［６］。

近年来，对辣木籽抗氧化能力的研究较多，但研究其解酒

能力的较少，而且未见辣木籽水提物减弱酒精对运动神

经影响的文献报道。黄颖等［７］研究发现辣木籽中的多酚

物质能显著提升肝脏乙醇脱氢酶、乙醛脱氢酶活力，降低

血液酒精浓度。但未从行为学及神经代谢酶角度分析辣

木籽的解酒水平。

秀丽隐杆线虫（犆犪犲狀狅狉犺犪犫犱犻狋犻狊犲犾犲犵犪狀狊）又称为线虫，

其神经系统结构简单，功能完善，是神经活性物质靶标测

定的理想动物模型［８］。研究拟以线虫为模式生物，研究

辣木籽水提物对酒精胁迫运动功能障碍的影响，以期为

辣木籽的解酒功效提供表征层面上的理论依据，促进辣

木籽资源的开发与利用。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

大肠杆菌（犈．犮狅犾犻ＯＰ５０）、野生型秀丽隐杆线虫（ｔｈｅ
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ＢｒｉｓｔｏｌｓｔｒａｉｎＮ２）：国际线虫遗传中心；

辣木籽：云南元江县苍源林果科技有限公司；

无水乙醇、氯化钙、氯化钠、氢氧化钠、硫酸镁、蛋白

胨、琼脂、酵母粉等：分析纯，国药集团化学试剂有限

公司；

５氟尿嘧啶脱氧核苷（ＦＵＤＲ）：西格玛奥德里奇（上

海）贸易有限公司；

钙调神经磷酸酶（ＣａＮ）试剂盒：上海酶联生物科技有

限公司；

乙酰胆碱酯酶（ＡｃｈＥ）试剂盒：索莱宝生物科技有限

公司。

１．２　仪器与设备

电热恒温培养箱：ＭＪＸ２５０ＢＺ型，上海博迅实业有

限公司；

冷冻离心机：ＴＧＬ２０Ｍ型，长沙英泰仪器有限公司；

倒置荧光显微镜：ＴＳ２Ｒ型，成贯仪器（上海）有限公司；

气相色谱仪：６８９０Ｎ型，上海本昂科学仪器有限公司；

酶标仪：ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ型，济南来宝医疗器械有限

公司。

１．３　方法

１．３．１　样品制备　辣木籽剥皮后，种子经干燥粉碎，过

６０目筛。以料液比１∶１０（ｇ／ｍＬ）加入超纯水，９５℃浸

提１ｈ，重复操作两次，合并两次滤液，经浓缩后冻干备

用。辣木籽水提物的提取效率为１８．３４％。

１．３．２　秀丽隐杆线虫的同期化与培养　参照文献［９］。

用于试验的线虫采用液体培养（培养液即虫液），干预时

虫液的终浓度控制在（２００±１０）条／ｍＬ。为避免个体差

异对试验结果造成影响，秀丽隐杆线虫经同期化３次后，

方能用于各指标的检测。

１．３．３　试验分组及药物处理　课题组
［１０］前期研究表明，

在３％酒精浓度干预下，线虫表现出醉酒的生理状态，因

此选用３％的酒精浓度进行醉酒线虫的造模。

同期化后的线虫生长至Ｌ４期，完成幼虫阶段最后一

次蜕皮进入成虫期时，加入终浓度为０．１２ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＦＵＤＲ溶液，以抑制线虫产卵及卵的孵出。１２ｈ后，将虫

液分为等体积的６组至三角瓶中，分别为：Ａ 组（空白

组），Ｂ组（对照组，酒精浓度为３％），Ｃ～Ｆ组为辣木籽水

提物干预试验组。辣木籽水提物粉末用３％酒精溶液溶

解，并通过０．２２μｍ的过滤膜，使Ｃ～Ｆ组中辣木籽的终

浓度分别为１０，２０，３０，４０ｍｇ／ｍＬ，酒精浓度为３％。每

组设３个平行。

１．３．４　线虫头部摆动频率的测定　参照文献［１１－１２］。

在２０℃下轻微震荡培养２４ｈ后分别吸取各组虫液１５μＬ

于ＮＧＭ板上（每个板上线虫数量为３０条左右），待线虫

恢复运动５ｍｉｎ后，在体视显微镜下观察并记录３０ｓ内

每条线虫头部的摆动次数。线虫头部摆动频率定义为线

虫头部从一侧摆向另一侧，角度＞９０°记为摆动１次。

１．３．５　线虫吞咽频率的测定　在２０℃下轻微震荡培养

２４ｈ后分别吸取各组虫液１５μＬ于ＮＧＭ板上（每个板上

线虫数量为３０条左右），待线虫恢复运动５ｍｉｎ后，在体

视显微镜下观察并记录３０ｓ内每条线虫的咽部吞咽次

数，作为线虫吞咽频率的指标［１３］。

１．３．６　线虫运动轨迹的测定　线虫干预２４ｈ后，移取

１０μＬ虫液于没有食物的 ＮＧＭ 板上，让其自由运动

２ｍｉｎ，观察各组线虫在ＮＧＭ板上的运动轨迹并拍照，收

集线虫运动轨迹的横波和纵波波长，综合分析各组线虫

的运动性能。

１．３．７　线虫内部酒精浓度的测定　采用气相色谱法
［１４－１５］。

（１）预处理：线虫干预结束后，于２５００ｒ／ｍｉｎ离心

２ｍｉｎ收集虫体，并用０．９％生理盐水清洗虫体３遍。再

次离心去除上清液，用无菌水将虫液重悬至１ｍＬ，在冰

水浴中进行超声破碎（超声３ｓ，间隔３ｓ，工作时间

３ｍｉｎ）。于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清。在

上清中加入终浓度为０．００２％的正丁醇，样品待测液经

０．２２μｍ 无机滤膜过滤后，上机待测。用同样方法制备平

行样，供上机测试。

（２）色谱条件：色谱柱为 ＨＰＩＮＮＯ Ｗａｘ毛细柱

（３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）。柱温６０℃保持３ｍｉｎ，以

１０℃／ｍｉｎ的升温速率升至８０℃，共６．５ｍｉｎ，检测器温

度２５０℃；载气（氮气）流速１．２ｍＬ／ｍｉｎ；不分流模式，进

样量０．５μＬ。

（３）酒精标准曲线制作：以０．００２％的正丁醇作为内

标，分别加入０．０００５％，０．００１０％，０．００２０％，０．００３０％，

０．００４０％ 终浓度的乙醇标品，进行标曲的制作。标准曲

线方程为：犢＝２５０３６犡－０．０５８２，犚２＝０．９９９７。

１．３．８　线虫钙调神经磷酸酶、乙酰胆碱酯酶的测定　线

虫在干预２４ｈ后，处理方式同１．３．７（１）。用Ｍ９清洗虫体

３遍，在冰水浴下进行细胞破碎，提取蛋白提取液，用于钙

调神经磷酸酶、乙酰胆碱酯酶的检测。检测方法参照试

剂盒说明书。

１．３．９　数据分析　试验结果采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行数

据统计分析，数据表示为平均值±标准差（珡犡±犛犇）。通

过邓肯方差分析进行统计学显著性检验，α＝０．０５，Ｐ＜

０．０５认为存在显著性差异，以不同小写字母标记。

２　结果与分析
２．１　辣木籽水提物对线虫头部摆动频率的影响

由图１可知，对照组线虫的头部摆动频率显著低于

空白组（Ｐ＜０．０５），说明线虫在３％酒精浓度干预下，酒精

阻碍线虫头部的摆动，导致线虫处于酒精胁迫的状态。

相比对照组，药物组（Ｃ～Ｆ）的线虫头部摆动频率随辣木

籽水提物浓度的增加呈下降的趋势，当辣木籽水提物浓

度达到４０ｍｇ／ｍＬ（Ｆ组）时线虫的头部运动受到限制，与

对照组无显著差异（Ｐ＞０．０５），说明辣木籽水提物浓度过
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高对线虫头部摆动有限制作用；当辣木籽水提物浓度为

１０ｍｇ／ｍＬ（Ｃ组）时线虫的头部运动较对照组有显著提

高（Ｐ＜０．０５），说明低浓度的辣木籽水提物能保护线虫的

摆头运动。

２．２　辣木籽水提物对线虫吞咽频率的影响

在液体培养环境中，线虫会保持不断吞咽的状态。

造模后，线虫体内的酒精浓度较高，会麻痹神经元，导致

其陷入昏睡状态，逐渐减慢吞咽频率。从图２可以看出，

对照组的线虫在酒精的干预下，吞咽速度显著减缓（Ｐ＜

０．０５），相比空白组线虫的正常吞咽速度下降了４１．４５％。

而加入低浓度辣木籽水提物（１０，２０ｍｇ／ｍＬ）的线虫较对

照组吞咽次数明显增加（Ｐ＜０．０５），且在１０ｍｇ／ｍＬ水提

物作用下的线虫的吞咽次数是对照组的１．４６倍。说明低

浓度的辣木籽水提物可以缓解酒精对线虫的麻痹作用，

缓解酒精诱导线虫昏睡、停止进食的状态。

　　低浓度（１０ｍｇ／ｍＬ）的辣木籽水提物对线虫的头部

摆动运动及吞咽运动均能起到保护作用，减弱酒精导致

线虫的运动障碍。有研究［１６］发现，辣木籽能明显改善认

知功能障碍和神经元损伤，对神经系统具有保护作用。

因此，这可能与辣木籽水提物能保护运动神经有关。

２．３　辣木籽水提物对线虫运动能力的影响

由图３可知，线虫正常的运动轨迹为一条径直的正

弦波长（Ａ组），而Ｂ组中线虫受酒精的影响，其运动能力

受到抑制，无法正常摆动身体，运动曲线趋向于平缓，无

图１　各试验组线虫的头部摆动频率
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图２　各试验组线虫的咽泵运动频率
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明显的波峰。说明酒精能在一定程度上阻碍线虫的正常

运动，使线虫拖尾爬行。而Ｃ组（１０ｍｇ／ｍＬ）线虫的运动

轨迹基本和正常情况下的线虫保持一致，但随着辣木籽

水提物添加浓度的增大，线虫的运动能力并没有得到恢

复。说明低浓度的辣木籽水提物可以减少酒精对线虫运

动能力的抑制，在整体上保护线虫免受酒精的损伤。而

高浓度的辣木籽水提物则不能协助线虫恢复运动能力，

无法抵抗酒精损伤。Ｓｏｕｓａ等
［１７］报道了经高温处理的

高、低浓度的辣木籽提取物对线虫毒害作用及其对线虫

运动性的影响。高浓度的辣木籽提取物经高温处理后，

对线虫的毒害作用以及对线虫运动性的影响与未经高温

处理组对比，没有显著性差异。而低浓度的五味子提取

物经高温处理后，其对线虫致死率以及对线虫运动性的

影响显著降低，致死率降低４０％，抑制线虫运动的能力降

低１０％左右。因此，高浓度的辣木籽提取物不能保护线

虫的正常生理活性，使线虫运动不活跃。而低浓度的提

取物却没有明显的负面作用。

２．４　线虫组织内部乙醇浓度

检测了线虫在酒精或辣木籽水提物组干预２４ｈ后，

其体内乙醇积累的浓度，检测结果如图４所示。各辣木

籽水提物组线虫的体内乙醇浓度较对照组的均显著下降

（Ｐ＜０．０５），但随着辣木籽水提物浓度的增大，线虫体内

积累的乙醇浓度又逐渐升高。其中１０ｍｇ／ｍＬ辣木籽水

提物组较对照组来说，线虫体内乙醇浓度下降了６３．９５％，

而４０ｍｇ／ｍＬ辣木籽水提物组线虫体内乙醇浓度仅比对

照组下降了１２．９８％。说明低浓度的辣木籽水提物有助

于线虫减少乙醇在体内的积累。但高浓度的辣木籽水提

物不能有同样的效果，可能是由于线虫在摄入食物的同

时也在摄入酒精，而辣木籽水提物对线虫有一定的量效

图３　各试验组线虫的运动轨迹图
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关系，浓度过高会降低线虫的代谢活力，导致其体内的酒

精无法及时被代谢。

２．５　线虫体内神经相关酶活力

酒精摄入后，打破了机体的正常代谢，引起线虫体内

相关酶活的变化。钙调神经磷酸酶（ＣａＮ）在细胞信号传

递中直接受Ｃａ２＋的调节，参与神经信号传导，调节机体在

运动中对刺激的适应过程［１８］。如图５（ａ）所示，对照组与

空白组相比，酒精的刺激，显著提高了线虫体内ＣａＮ的酶

活力 （Ｐ＜０．０５）。而 在 低 浓 度 辣 木 籽 水 提 物 （１０，

２０ｍｇ／ｍＬ）干预下，线虫体内的ＣａＮ的酶活力处于动态

平衡，与空白组无显著性差异（Ｐ＞０．０５），但较对照组显

著降低了ＣａＮ酶活力（Ｐ＜０．０５）。

图４　各试验组线虫组织内部的乙醇浓度
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　　线虫的背、腹神经索存在着神经—肌肉突触，由兴奋

性神经递质乙酰胆碱（Ａｃｈ）来调节肌肉活动
［１９］。乙酰胆

碱酯酶（ＡｃｈＥ）是一种关键性酶，可水解Ａｃｈ，维持正常的

肌肉生理效应［２０］。如图５（ｂ）所示，对照组与空白组相

比，线虫 ＡｃｈＥ 酶活力显著降低（Ｐ＜０．０５），下降了

４０．３８％；低浓度辣木籽水提物组（１０ｍｇ／ｍＬ）线虫的

ＡｃｈＥ酶活力虽低于空白组的（Ｐ＜０．０５），但显著高于对

照组的（Ｐ＜０．０５），提高了４８．６３％。

研究［２１－２２］发现酒精的摄入，使线虫体内酒精积累过

多，刺激ＣａＮ的过表达，且抑制了ＡｃｈＥ的酶活力。这可

能是由于外源酒精的刺激，Ｃａ２＋ 离子通道被打开，造成

Ｃａ２＋大量外流入胞浆，Ｃａ２＋在胞浆中的浓度升高，激活了

ＣａＮ的酶活性，从而ＣａＮ活性升高。ＣａＮ具有促进神经

元释放神经递质、肌肉组织发育的作用，增强了Ａｃｈ释放

到肌肉组织中。然而酒精抑制了ＡｃｈＥ酶活力，因此无法

及时分解Ａｃｈ，会引起神经—肌肉接头处Ａｃｈ下降，使运

动神经—肌肉兴奋冲动受阻，导致运动能力的下降。而

低浓度的辣木籽水提物通过减少酒精在线虫体内的积

累，以降低外来刺激，维持钙调神经磷酸酶酶活力的动态

平衡，并有效激活了乙酰胆碱酯酶的酶活性，能及时清除

突触间隙—肌肉中堆积的 Ａｃｈ，维持着较高的生物活性，

使得生理信息得以正确的传递，因而线虫能快速适应外

来环境，保持正常的生理运动。

图５　各试验组线虫体内神经相关酶的活力
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３　结论
水提物试验从表征指标、体内酒精浓度积累以及２种

神经调节相关酶活性方面证实，低浓度的辣木籽水提物

能在一定程度上保护线虫免受酒精的刺激，具有缓解酒

精毒性的作用。但未能明晰具体的作用物质，且未深入

到基因水平去挖掘作用机制。因此，下一阶段可进一步

研究水提物的具体成分，以及对运动神经通路的影响，并

深入研究辣木籽水提物各组分对机体内部的整体调控作

用，探寻作用靶点调节机体的整体代谢水平的机制。
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响［Ｊ］．食品研究与开发，２０１６（１１）：１４１９．

［１３］王晗，米生权，孙雅煊，等．壳寡糖对秀丽隐杆线虫寿命的
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Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１２，３６（１１）：１８４０１８５０．

［１６］刘冰，王永明，徐蓉，等．辣木籽对大鼠糖尿病脑病的神经

保护作用［Ｊ］．长春中医药大学学报，２０１０（２）：１７１８．
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［１８］谷婧，田利军．钙调神经磷酸酶在运动中的作用及调节［Ｊ］．

山西大同大学学报（自然科学版），２０１１，２７（１）：５５５７．

［１９］陈玉艳，胡长志，崔汝强．线虫乙酰胆碱酯酶基因研究进

展［Ｊ］．生物灾害科学，２０１５，３８（４）：２８４２８９．
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Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ，２０１０，１８７（１／２／３）：１０２２．
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变，ｃａｓｐａｓｅ３、ＣａＮ的异常表达及离子的变化［Ｄ］．长春：吉
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