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[摘　 要] 　 目的　 构建系统的斑马鱼血管内脂代谢的研究方法ꎮ 方法　 利用油红 Ｏ 染色、荧光探针标记、直接血

脂检测等方法研究斑马鱼胚胎、幼鱼、成鱼等不同发育时期血管内的脂质代谢ꎬ以及不同饮食对斑马鱼血脂的影

响ꎮ 结果　 油红可将斑马鱼胚胎血管内的脂质染色ꎬ荧光探针可荧光标记斑马鱼胚胎血管内的胆固醇ꎮ 喂食蛋黄

液可升高斑马鱼幼鱼的血脂水平ꎬ油红 Ｏ 染色可反映这种血脂的变化ꎮ 高胆固醇饮食可升高斑马鱼幼鱼血管内胆

固醇水平ꎬ荧光探针可标记幼鱼血管内胆固醇的变化ꎮ 血脂检测显示高脂饮食的斑马鱼血清总胆固醇和甘油三酯

均高于普通饮食的斑马鱼ꎮ 结论　 本研究利用油红 Ｏ 染色、荧光探针标记及血脂检测等技术构建了斑马鱼不同发

育阶段血管内脂代谢的研究方法ꎮ
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　 　 高脂血症是动脉粥样硬化的独立危险因素[１]ꎬ可
进一步导致脑梗死、冠心病等严重心脑血管疾病[２￣４]ꎬ
且与 胰 腺 炎[５￣６]、脂 肪 肝[７]、 糖 尿 病[８￣９]、 骨 质 疏

松[１０￣１１]等疾病相关ꎬ严重危害人类的健康ꎮ 目前临床

上使用的调脂药物虽具有明确的降脂效果ꎬ但仍有不

少患者在已使用调脂药物的情况下血脂无法得到很

好的控制[１２]ꎬ或因药物的副作用而无法坚持用药ꎬ因
此深入研究脂代谢紊乱ꎬ研发新的调脂药物具有重要

意义ꎮ 斑马鱼的血脂组成和代谢特点与人类基本相

同ꎬ且胚胎和幼鱼身体透明ꎬ利用染色或荧光标记等

方法可在镜下直观地观察其体内的脂质变化[１３]ꎬ是
研究脂代谢、研发调脂药物的理想的模式动物ꎮ 然而

目前研究斑马鱼血脂代谢的方法较少ꎬ过去的一些研

究主要偏重于斑马鱼消化道、神经系统及卵黄囊的脂

代谢[１３]ꎮ 本研究拟通过油红 Ｏ 染色、荧光探针标记

及血脂检测等技术构建斑马鱼不同生长发育时期血
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管内脂代谢的研究方法ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 斑马鱼

本研究使用 ｃａｓｐｅｒ 品系斑马鱼ꎬｆｌｉ１:ＥＧＦＰ 品系

斑马鱼仅用于标示受精后 ４ 天斑马鱼的血管分布ꎮ
成鱼研究时采用雌性斑马鱼ꎮ 斑马鱼由上海南方

模式生物研究中心提供ꎬ在 ２８℃、ｐＨ７.０ 的养鱼水中

饲养ꎮ
１.２　 饲料

根据不同的实验需要ꎬ给予斑马鱼不同的饮

食ꎬ普食饲料:斑马鱼常规干饲料(上海斯莱克)ꎬ含
粗脂肪 ３％ꎻ蛋黄液:将蛋黄粉(上海源叶生物)放入

养鱼水中ꎬ混匀后形成蛋黄液作为一种高脂饲料ꎬ
浓度为 ０.１％ꎻ高胆固醇饲料:将普食饲料浸没于溶

解有胆固醇的氯仿中ꎬ氯仿挥发后ꎬ胆固醇附于饲

料上ꎬ添加胆固醇含量为 ４％ꎻ高脂饲料:将蛋黄液

和高胆固醇饲料同时使用作为高脂饲料ꎮ
１.３　 油红 Ｏ 染色

使用油红 Ｏ(Ｓｉｇｍａ 公司)对斑马鱼体内的中性

脂质进行染色ꎮ 将斑马鱼麻醉后置入 ４％多聚甲醛

中固定过夜ꎬＰＢＳ 冲洗后转入 ６０％异丙醇中浸泡 ３０
ｍｉｎꎬ再用新鲜配置的 ０.３％油红 Ｏ 工作液染色 ３ ｈꎮ
１.４　 荧光探针标记斑马鱼体内胆固醇

使用荧 光 探 针 ＣｈｏｌＥｓｔｅｒｙｌ ＢＯＤＩＰＹ ５４２ / ５６３
Ｃ１１ (购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ 后文中简称 ５４２ / ５６３
Ｃ１１)标记胆固醇ꎬ设计两种 ５４２ / ５６３ Ｃ１１ 的使用方

法:一种是将 ５４２ / ５６３ Ｃ１１ 溶解于二甲基亚砜后加

入养鱼水中ꎬ终浓度为 ０.１ ｍｇ / Ｌꎻ另一种是把饲料浸

没于溶解有 ５４２ / ５６３ Ｃ１１ 的氯仿中ꎬ氯仿挥发后

５４２ / ５６３ Ｃ１１ 结合于饲料上ꎬ并占饲料的总质量的

１ / １０００００ꎮ
１.５　 显微镜照相

使用 Ｎｉｋｏｎ ＳＭＺ１５００ 荧光显微镜ꎮ 将斑马鱼置

于甲基纤维素中固定ꎬ整鱼拍摄时放大 ３０ 倍ꎬ局部

躯干拍摄时以斑马鱼的肠道末端为左侧边界ꎬ放大

１００ 倍ꎮ 用于比较的照片均设置相同的拍摄参数ꎮ
１.６　 血脂相对定量

１.６.１　 油红 Ｏ 染色的相对定量　 　 使用 ｉｐｐ ６.０ 软

件对油红 Ｏ 染色的照片进行分析ꎬ测定血管内累计

光密度值( ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＩＯＤ)ꎬ并以 ＩＯＤ
作为斑马鱼血管内脂质的相对定量指标ꎮ
１.６.２　 荧光强度定量　 　 使用 ＮＩＳ￣Ｅｌｅｍｅｎｔｓ ＢＲ ３.１
软件测定斑马鱼血管内的荧光强度ꎬ以此对斑马鱼

血管内的胆固醇含量进行相对定量ꎮ
１.７　 血脂检测

将斑马鱼在 ２００ ｍｇ / Ｌ 的 ＭＳ￣２２２(Ｓｉｇｍａ 公司)
中麻醉后ꎬ从背部剪开主动脉并吸取血液 ５ μＬꎬ离
心后吸取 １ μＬ 血清ꎬ同一处理组每 ５ 条鱼的血清混

合作 为 一 个 样 本ꎬ 稀 释 ２０ 倍 后 使 用 西 门 子

ａｄｖｉａ２４００ 生化仪及西门子公司原厂试剂检测血清

总胆固醇( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ)和血清甘油三酯( ｔｒｉ￣
ｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬＴＧ)ꎮ
１.８　 统计学分析

计量资料以ｘ±ｓ 表示ꎬ两组、三组计量资料间比

较分别采用 ｔ 检验和方差分析ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有

统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 斑马鱼胚胎油红 Ｏ 染色及荧光探针标记情况

正常生长的受精后 ４ 天 ｃａｓｐｅｒ 品系斑马鱼胚胎

如图 １Ａ 所示ꎬ受精后 ４ 天 ｆｌｉ１:ＥＧＦＰ 斑马鱼全身血

管分布如图 １Ｂ 所示ꎮ 油红 Ｏ 将斑马鱼胚胎血管内

的脂质染成红色(图 １Ｃ 和 １Ｄ)ꎮ 将受精后 ３ 天斑

马鱼胚胎饲养于含 ５４２ / ５６３ Ｃ１１ 的养鱼水中 ２４ ｈ
后ꎬ荧光显微镜下可见斑马鱼胚胎血管内胆固醇被

５４２ / ５６３ Ｃ１１ 红色荧光标记(图 １Ｅ 和 １Ｆ)ꎮ 油红 Ｏ
和 ５４２ / ５６３ Ｃ１１ 同时可以标记斑马鱼神经系统、卵
黄囊等部位的脂质或胆固醇ꎬ而斑马鱼肠道末端以

远的躯干部分则只有血管内的脂质或胆固醇被标

记(图 １Ｄ 和 １Ｆ)ꎮ
２.２　 高脂饮食下油红 Ｏ 染色显示斑马鱼幼鱼血脂

水平的变化

未进食的受精后 ７ 天斑马鱼幼鱼血脂水平很

低ꎬ油红 Ｏ 染色显示其血管内没有可被染色的脂质

(图 ２Ａ 和 ２Ｂ)ꎮ 将受精后 ６ 天幼鱼共 １０ 条放入蛋

黄液中饲养 ２４ ｈ 后进行染色ꎬ其血管内的脂质被油

红 Ｏ 染色ꎬ提示高脂饮食后的斑马鱼血脂水平较未

进食时明显升高(图 ２Ｃ 和 ２Ｄ)ꎬ其血管内 ＩＯＤ 值为

１２５０２.３±３４３０.４ꎮ 将受精后 ５ 天幼鱼 １０ 条放入蛋

黄液中饲养 ４８ ｈ 后进行染色ꎬ其血管内的脂质被油

红 Ｏ 染色(图 ２Ｅ 和 ２Ｆ)ꎬＩＯＤ 值为 ２５１７３.８±２８１４.６ꎻ
将受精后 ５ 天幼鱼 １０ 条放入蛋黄液中饲养 ７２ ｈ 后

并染色(图 ２Ｇ 和 ２Ｈ)ꎬＩＯＤ 值为 ２６６４５.２±５６７８.９ꎮ
其中 ４８ ｈ 组与 ７２ ｈ 组 ＩＯＤ 值无显著性差异(Ｐ ＝
０􀆰 ４３６ꎻ图 ２Ｉ)ꎬ可见高脂饮食 ４８ ｈ 后斑马鱼血脂已

上升到一个高且相对稳定的水平ꎮ
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图 １. 斑马鱼胚胎油红 Ｏ 染色及 ５４２ / ５６３ Ｃ１１ 荧光标记结果　 　 Ａ 为受精后 ４ 天 ｃａｓｐｅｒ 品系斑马鱼胚胎ꎻＢ 为受精后 ４ 天 ｆｌｉ１:ＥＧＦＰ 品

系斑马鱼全身血管分布ꎻＣ、Ｄ 为受精后 ４ 天斑马鱼油红 Ｏ 染色结果ꎬＣ 躯干部放大后为 Ｄꎬ箭头所示为血管内被染色的脂质ꎻＥ、Ｆ 为 ５４２ / ５６３ Ｃ１１
标记受精后 ４ 天斑马鱼血管内胆固醇ꎬＥ 躯干部放大后为 Ｆꎬ箭头所示为血管内被荧光标记的胆固醇ꎮ Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｅ 放大 ３０ 倍ꎬＤ、Ｆ 放大 １００ 倍ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｆｏｒ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏ

图 ２. 油红 Ｏ 染色观察高脂饮食后斑马鱼幼鱼血脂水平的变化　 　 Ａ、Ｂ 为未进食的受精后 ７ 天斑马鱼幼鱼油红 Ｏ 染色结果ꎻＣ、Ｄ 为

受精后 ６ 天幼鱼在蛋黄液中饲养 ２４ ｈ 后油红 Ｏ 染色结果ꎻＥ、Ｆ 为受精后 ５ 天幼鱼在蛋黄液中饲养 ４８ ｈ 后油红 Ｏ 染色结果ꎻＧ、Ｈ 为受精后 ５ 天

幼鱼在蛋黄液中饲养 ７２ ｈ 后油红 Ｏ 染色结果ꎻＩ 为各组 ＩＯＤ 值比较ꎮ ａ 为 Ｐ<０.００１ꎬ与 ２４ ｈ 组比较ꎮ 箭头所示为幼鱼血管内被油红 Ｏ 染色的脂

质ꎮ Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ 放大 ３０ 倍ꎬＢ、Ｄ、Ｆ、Ｈ 放大 １００ 倍ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｏｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎｔｒａｖａｓｃｕｌａｒ ｌｉｐｉｄｓ ｖｉａ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ
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２.３　 高胆固醇饮食下荧光探针标记斑马鱼幼鱼血

管内胆固醇的变化

斑马鱼幼鱼(受精后 ５ 天)分两组ꎬ每组各 １０
条ꎬ分别给予添加了 ５４２ / ５６３ Ｃ１１ 的普通饲料或高

胆固醇饲料ꎬ每日喂食 ２ 次ꎬ每次投喂过量的饲料ꎬ
投喂 ３０ ｍｉｎ 后将剩余饲料移除并换水ꎬ连续 １０ 天ꎮ

１０ 天后荧光显微镜下可见普通饮食组幼鱼血管内

有微弱的红色荧光(图 ３Ａ)ꎬ而高胆固醇饮食组幼

鱼血管内红色荧光明显增强(图 ３Ｂ)ꎬ两组血管内

的相对荧光强度(ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙꎬＲＦＩ)
差异有统计学意义(图 ３Ｃ)ꎮ

图 ３. ５４２ / ５６３ Ｃ１１ 荧光标记斑马鱼幼鱼血管内胆固醇的变化　 　 Ａ 为受精后 ５ 天斑马鱼幼鱼喂食添加了 ５４２ / ５６３ Ｃ１１ 的普通饲料 １０
天ꎻＢ 为受精后 ５ 天斑马鱼幼鱼喂食添加了 ５４２ / ５６３ Ｃ１１ 的高胆固醇饲料 １０ 天ꎻＣ 为两组斑马鱼血管内相对荧光强度比较(ｎ ＝ １０)ꎮ ａ 为 Ｐ<
０􀆰 ００１ꎬ与普通饮食组比较ꎮ 箭头所示为斑马鱼血管内经荧光标记的胆固醇ꎮ Ａ、Ｂ 放大 １００ 倍ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｉｎｔｒａｖａｓｃｕｌａｒ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｏｆ ｌａｒｖａｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌａｂｅｌｌｅｄ ｂｙ ＣｈｏｌＥｓｔｅｒｙｌ ＢＯＤＩＰＹ ５４２ / ５６３ Ｃ１１

２.４　 高脂饮食下斑马鱼成鱼血脂水平

取 １３ 周龄的斑马鱼雌性成鱼ꎬ分为普通饮食组

和高脂饮食组ꎬ每组各 ３０ 条ꎮ 普通饮食组每日投喂

普通饲料 ２ 次ꎻ高脂饮食组每日投喂高脂饲料ꎬ即蛋

黄液 １ 次、高胆固醇饲料 １ 次ꎬ每次投喂过量饲料ꎬ
投喂 ３０ ｍｉｎ 后移除饲料并换水ꎮ ７ 周后ꎬ高脂饮食

组斑马鱼体型明显大于普通饮食组ꎮ 高脂饮食组

斑马鱼 ＴＣ 高于普通饮食组(６４０.８±４７.４ ｍｇ / ｄＬ 比

２５０.０±３６.３ ｍｇ / ｄＬꎬＰ<０.００１)ꎬＴＧ 同样高于普通饮

食组(５７６.８±４８.２ ｍｇ / ｄＬ 比 ３５６.７±４２.０ ｍｇ / ｄＬꎬＰ<
０.００１ꎻ图 ４)ꎮ

３　 讨　 论

斑马鱼是近年来新兴的模式生物ꎬ正越来越多

地被应用于科学研究中ꎬ尽管由于抗体缺乏使其在

机制研究方面存在不足ꎬ但其体型小、繁殖量大、生

长发育快、身体透明等特点ꎬ仍使其在心血管疾病

研究中具有独特的优势ꎮ 斑马鱼在不同的生长发

育阶段ꎬ其血脂代谢有着不同的特点ꎮ 斑马鱼胚胎

不能进食ꎬ依靠卵黄囊提供营养物质ꎬ卵黄囊富含

脂质ꎬ因此血脂水平较高ꎬ在胚胎发育过程中ꎬ卵黄

囊逐渐被吸收ꎬ至受精后 ７ 天时卵黄囊完全吸收ꎬ此
时如斑马鱼尚未喂食ꎬ其血脂水平较胚胎期明显降

低[１４]ꎮ 斑马鱼的口器一般在受精后 ５ 天形成并开

始摄食ꎬ不同的食物可影响斑马鱼的血脂水平ꎮ 另

外ꎬ斑马鱼胚胎和幼鱼体型小ꎬ身体透明ꎬ而斑马鱼

成鱼身体不透明ꎮ 斑马鱼的这些特点提示在其生

长发育的不同时期ꎬ需要使用不同的方法来研究其

血脂代谢ꎮ
油红 Ｏ 是一种脂质染料ꎬ可将中性脂质染成红

色ꎮ Ｓｃｈｌｅｇｅｌ 等[１４]曾利用油红 Ｏ 对斑马鱼胚胎血

管内的脂质进行染色ꎬ但该文中并未对染色进行定

量ꎬ也没有介绍如何利用油红 Ｏ 染色研究受精后 ７
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图 ４. 不同饮食对斑马鱼成鱼血脂水平的影响　 　 上图中ꎬ上为高脂饮食斑马鱼成鱼ꎬ下为普通饮食斑马鱼成鱼ꎮ ａ 为 Ｐ<０.００１ꎬ与普通

饮食组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＴＣ ａｎｄ ＴＧ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｆｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ

天以后的斑马鱼幼鱼的血脂代谢ꎮ 本研究利用高

脂饮食的方法ꎬ使受精后 ７ 天的斑马鱼幼鱼血脂水

平显著升高ꎬ通过油红 Ｏ 染色来反映幼鱼的这种血

脂变化ꎬ并且结合图像分析软件ꎬ对染色的结果进

行相对的定量分析ꎬ因此拓展并优化了油红 Ｏ 染色

在斑马鱼血脂研究中的应用ꎮ 油红 Ｏ 染色的主要

优点是廉价、操作简单、结果稳定ꎬ且染色后的标本

易于保存ꎻ主要缺点在于染色过程必然导致动物的

死亡ꎬ因此无法对活体进行动态观察ꎬ另外整鱼油

红 Ｏ 染色也不能用于成鱼的研究ꎮ
油红 Ｏ 染色的大体上可以认为是斑马鱼血管

内总的脂质ꎬ而在各类脂质成分中胆固醇与心脑血

管疾病的关系最为密切ꎮ Ｓｔｏｌｅｔｏｖ 等[１５] 曾使用

Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｙｌ ＢＯＤＩＰＹ ５７６ / ５８９ Ｃ１１ 荧光探针标记斑马

鱼血管内胆固醇ꎬ然而该探针已停产ꎬ因此该文中

的实验方法和结果都难以复制ꎮ 本研究成功地使

用 ５４２ / ５６３ Ｃ１１ 标记斑马鱼血管内的胆固醇ꎬ并构

建胚胎和幼鱼期不同的实验方法ꎮ 与油红 Ｏ 染色

不同ꎬ使用 ５４２ / ５６３ Ｃ１１ 标记胆固醇时不需要处死

斑马鱼ꎬ可以对活体进行动态观察ꎬ然而由于荧光

容易淬灭ꎬ其结果不如油红 Ｏ 染色稳定ꎬ另外也不

能用于成鱼研究ꎮ
油红 Ｏ 染色和 ５４２ / ５６３ Ｃ１１ 荧光标记都是间接

地反应血脂的相对变化ꎬ而检测 ＴＣ 和 ＴＧ 则可直接

测得斑马鱼血脂的绝对水平ꎬ因此结果更为可靠ꎮ
但该方法实验周期较长ꎬ不适合于高通量研究ꎬ另
外胚胎和幼鱼体型过小ꎬ无法获取足量的血液进行

检测ꎬ因此该方法只能用于成鱼研究ꎮ 油红 Ｏ 染

色、荧光探针标记及血脂检测有着各自不同的特

点ꎬ未来可根据不同的研究目的来选择合适发育阶

段的斑马鱼及相应的实验方法ꎮ
本研究通过投喂过量饲料来保证每条实验用

鱼都能充分摄食ꎬ但是并未对每条鱼的进食量进行

精确的定量ꎬ因此不能排除进食量的差异对结果可

能造成的影响ꎬ这是本研究的主要不足ꎮ 未来需要

建立精确定量斑马鱼进食量的方法以避免进食的

差异对结果造成的干扰ꎮ
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