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　 　 【摘要】 　 目的　 本文通过比较常见斑马鱼骨质疏松（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）模型不同建立方法，优化建立一种快

速、稳定、灵敏的造模方法。 方法　 采用铁过载及泼尼松龙（ｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ，Ｐｒｅｄ）诱导 ＯＰ 模型，观察骨形成情况及动

物死亡率，分组为：空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）、模型组（包括 ＦＡＣ 组和 Ｐｒｅｄ 组）、阳性对照组（ＡＣ 组）。 铁过载诱导法

采用枸橼酸铁铵 （ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｆｅｒｒｉｃ ｃｉｔｒａｔｅ， ＦＡＣ） 为造模药物。 Ｐｒｅｄ 诱导法有 Ｐｒｅｄ⁃３ 受精后天数 （ ｄａｙ ｐｏｓｔ
ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ｄｐｆ）法，造模时间为 ３ ～ ９ ｄｐｆ；Ｐｒｅｄ⁃５ ｄｐｆ 法，造模时间为 ５ ～ １０ ｄｐｆ；Ｐｒｅｄ 撤药法，３ ｄｐｆ 开始造模，７ ～
９ ｄｐｆ 每天撤去 １ ／ ３ 造模药物。 进而比较常用药物阿尔法骨化醇（ａｌｆａｃａｌｃｉｄｏｌ，ＡＣ）、骨化三醇（ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ，ＣＡ）、阿仑

膦酸钠（ａｌｅｎｄｒｏｎａｔｅ，ＡＬ）抗 ＯＰ 效应，选择稳定、灵敏的阳性药，并进一步对不同染色方法及染色条件进行优化。
结果　 ＦＡＣ 在 ５００ μｇ ／ ｍＬ 剂量下未能观察到对骨形成的显著影响。 骨节数及第一椎骨长度结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较，Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ 诱导法 Ｐｒｅｄ 组均降低，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），但斑马鱼死亡率较高；Ｐｒｅｄ⁃５ ｄｐｆ
法无显著性差异；Ｐｒｅｄ 撤药法 Ｐｒｅｄ 组均降低，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且无死亡。 给予 ＡＣ、ＣＡ、ＡＬ 后均具有

抗 ＯＰ 作用，ＣＡ 抗 ＯＰ 作用更为灵敏、稳定。 茜素红（ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ，ＡＲＳ）染色参数优化结果显示，染色浓度为 ０􀆰 ０２％，
染色 ２ ｈ， ０􀆰 ５％ ＫＯＨ 和甘油分别以（３ ∶ １，３ ｈ）和（１ ∶ １，１４ ｈ）洗涤条件为最佳。 染色对比结果显示，钙黄绿素对

骨节部位染色较为灵敏，ＡＲＳ 则对第一椎骨处染色较为灵敏。 结论　 采用 Ｐｒｅｄ 撤药法可诱导建立快速、稳定、灵
敏的斑马鱼 ＯＰ 模型，是研究 ＯＰ 的稳定可靠模型。
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ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ａ ３ ∶１ ｒａｔｉｏ ｆｏｒ ３ ｈ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ａ １ ∶１ ｒａｔｉｏ ｆｏｒ １４ ｈ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃａｌｃｅｉｎ ｗａｓ
ｍｏｒｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｆｏｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｂｏｎｅ ｎｏｄｅｓ ａｎｄ ＡＲＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｆｏｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｖｅｒｔｅｂｒａ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｔｈｅ Ｐｒｅｄ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｒａｐｉｄ， ｓｔａｂｌｅ， ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ＯＰ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ａｓ ａ ｒｅｌｉａｂｌｅ
ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ＯＰ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｚｅｂｒａｆｉｓｈ； ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ； ｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ； ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ； ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 骨质疏松症（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）是一种以骨量减

少，骨脆性增加为特征的全身性骨骼疾病［１］。 当前

人口老龄化趋势日益加重，ＯＰ 临床治疗药物仍不

能满足需求。 ＯＰ 防治药物的研发成为当前药物研

究热点问题。 然而，现有以小鼠、大鼠为对象的 ＯＰ
模型，存在造模耗时长、药物用量大、筛选效率低等

问题。 采用新兴的模式生物斑马鱼建立 ＯＰ 模型日

益受到关注［２］。 斑马鱼因其体积小、胚胎透明、易
于大规模饲养、繁殖能力强和实验周期短，被认为

是药物在体活性筛选的理想模型［３－４］。 斑马鱼属硬

骨鱼类，与人类在骨骼发育过程中的基因、信号通

路有高度同源性，且与其他动物模型相比，更易于

观察骨骼发育，非常适合用于骨骼研究。
斑 马 鱼 ＯＰ 模 型 主 要 有 糖 皮 质 激 素

（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ，ＧＣｓ）类 ＯＰ 模型，金属离子超载 ＯＰ
模型等。 ＧＣｓ 是一类免疫抑制药， 如泼尼松龙

（ｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ，Ｐｒｅｄ）、地塞米松等，长期使用可抑制

成骨细胞（ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ，ＯＢｓ）的增殖及分化而引起骨

代谢异常［５］，从而诱发 ＯＰ ［６］，是斑马鱼 ＯＰ 模型建

立的常用工具药物。 在胚胎期，骨形成过程变化迅

速，在合适的观察窗口期进行骨形成观察更加有利

于发现药物的不同作用。 目前对于 ＧＣｓ 诱导的斑

马鱼幼鱼 ＯＰ 模型造模时间及观察时间，不同文章

报道的方法不一［７－８］，本课题组前期研究也发现连

续给予 ＧＣｓ 后斑马鱼死亡率较高，因此本研究模拟

临床用药方法，采用逐步撤药法研究 ＯＰ 模型。 在

铁超载环境中，骨组织铁含量升高可导致氧化应激

损伤，从而抑制成骨细胞增殖和矿化［９］，铁超载还

可促进破骨细胞（ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ，ＯＣｓ）分化和骨吸收功

能［１０］。 因此，“铁过载”可抑制成骨细胞和促进破

骨细胞生物学功能从而导致骨矿化、骨形成能力下

降，最终引起 ＯＰ ［１１］。 目前关于“铁超载”在斑马鱼

整体模型上的研究较少［１２－１３］，尚不能体现其特点，
能否用于药物研究仍需要进一步探索。 因此本研

究试图通过比较铁过载及 Ｐｒｅｄ 诱导的 ＯＰ 模型，加
以选择后进行优化，建立快速、稳定且灵敏度高的斑

马鱼 ＯＰ 模型，为进一步 ＯＰ 药物的研发提供工具。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

４ 月龄清洁级野生 ＡＢ 品系斑马鱼，雌雄各 ２０
尾，购自南京一树梨花生物科技有限公司。 饲养于

南京中医药大学实验动物中心【 ＳＹＸＫ（苏） ２０２３－
００７７】，斑马鱼饲养条件为昼 ∶夜 ＝ １４ ｈ ∶１０ ｈ，饲养

环境严格按照《实验用斑马鱼饲养技术条件》江苏

８４５
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省地方标准。 成年斑马鱼养殖于循环的斑马鱼专

用养殖系统中，实验用斑马鱼幼鱼为 ４ 月龄雌雄斑

马鱼交配产卵所得，前 １ ｄ 晚上取健康斑马鱼以雌

雄 １ ∶ １ 放入繁殖缸，隔板并保持黑暗环境，第 ２ 天

早上光照开始时去除隔板交配繁殖，收集受精卵，
于含 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ 亚甲蓝养殖水（电导率：４００ ～ ８００
μｍ ／ ｓ，ｐＨ ＝ ７ ～ ８）中，置于全自动控温控光人工气

候培养箱中培养，温度 ２８􀆰 ５ ± ０􀆰 ５ ℃，湿度 ６０％ ～
８０％。 产卵当天即为 ０ 受 精 后 天 数 （ ｄａｙｓ ｐｏｓｔ
ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ｄｐｆ）用于后续实验。 所有的实验操作都

严格遵守《实验动物管理与使用指南》且都经南京中

医药大学动物管理和使用委员会批准（ＡＣＵ２２０１０５）。

图 １　 ＦＡＣ 造模法与 Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ 造模方法流程

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ＦＡＣ ａｎｄ Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ ｍｅｔｈｏｄｓ

１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

枸橼酸铁铵（ａｍｍｏｎｉｕｍ ｆｅｒｒｉｃ ｃｉｔｒａｔｅ，ＦＡＣ），上
海源叶生物科技有限公司，批号：Ｎ１２ＧＳ１６７２９５；二
甲基亚砜（ＤＭＳＯ），上海麦克林生化科技有限公司，
批号：Ｃ１２８０４５１５；钙黄绿素，上海源叶生物科技有

限公司，批号：Ｋ２２Ａ９Ｃ６８３４１；泼尼松龙，上海源叶生

物科技有限公司，批号：Ｔ２０Ｊ７Ｈ９２９１；阿仑膦酸钠片

（ａｌｅｎｄｒｏｎａｔｅ，ＡＬ），Ｓａｖｉｏ Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｓ． ｒ． Ｌ（ Ｉｔａｌｙ），批
号：ＵＯ１００４３；骨化三醇软胶囊（ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ，ＣＡ），正大

制药（青岛）有限公司，批号：２１１１１１１；阿法骨化醇

片（ａｌｆａｃａｌｃｉｄｏｌ，ＡＣ），重庆药友制药有限责任公司，
批号：２１０７２０１０；丙三醇，国药集团化学试剂有限公

司，批号： ０２２０１０５； 茜素红染色液 （ ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ，
ＡＲＳ），雷根生物技术有限公司，批号：０１２０Ａ２２；４％
多 聚 甲 醛 （ ｐｅｒｆｌｕｏｒｉｎａｔｅｄ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｔｒｉｃｈｌｏｒｉｄｅ，
ＰＦＡ），Ｂｉｏｓｈａｒｐ，批号：２１３４８８６０；氢氧化钾（ＫＯＨ），
上海阿拉丁生化科技有限公司，批号：Ｋ１７２９０１４；过
氧化氢（Ｈ２Ｏ２），阿拉丁生化科技有限公司，批号：
Ｈ１１２５２０。 体视荧光显微镜 （型号：Ｍ２０５ＦＡ，德国

Ｌｅｉｃａ）；人工气候培养箱（型号：ＲＧＬ⁃Ｐ１６０Ｂ，中国合

肥达斯卡特生物科技有限公司）；斑马鱼循环养殖

系统（型号：ＺＦ⁃１０４，中国南京一树梨花生物科技有

限公司）；涡旋仪 （型号：ＶＯＲＴＥＸ２０，德国 ＩＫＡ 公

司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 斑马鱼幼鱼 ＯＰ 造模方法比较

（１）ＦＡＣ 诱导斑马鱼幼鱼 ＯＰ：建立 ＦＡＣ 诱导斑

马鱼幼鱼 ＯＰ 模型［１２－１４］，方法流程如图 １Ａ 所示。
２ ｄｐｆ 时对斑马鱼幼鱼进行随机分组，分为空白对照

组 １（Ｃｏｎｔｒｏｌ⁃１ 组）、模型组 １（ＦＡＣ 组）和阳性对照

组 １（ＡＣ⁃１ 组），每组 ３ 孔，每孔 １５ 条，置于 １２ 孔板

中，每孔 ３ ｍＬ 体系，Ｃｏｎｔｒｏｌ⁃１ 组给予含 ０􀆰 ２％ ＤＭＳＯ
空白培养基， ＦＡＣ 组及 ＡＣ⁃１ 组加入 ５００ μｇ ／ ｍＬ
ＦＡＣ 连续培养 ４ ｄ，每 １２ ｈ 半数更换培养液。 ６ ｄｐｆ
弃造模液，Ｃｏｎｔｒｏｌ⁃１ 组仍给予空白培养基，ＦＡＣ 组更

换为空白培养基，ＡＣ⁃１ 组更换为 ５ × １０－６ μｇ ／ ｍＬ
ＡＣ 培养基，培养 ４ ｄ，每天半数换液，并喂食草履虫

（每 １２ ｈ １ 次），于 １０ ｄｐｆ 时进行钙黄绿素染色，通
过体视荧光显微镜进行拍照观察。

（２） Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ 造模法诱导斑马鱼幼鱼 ＯＰ：建
立 Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ 造模法诱导的斑马鱼幼鱼 ＯＰ 模

型［１５］，方法流程如图 １Ｂ 所示。 于 ３ ｄｐｆ 时对斑马鱼

幼鱼进行随机分组，分为空白对照组 ２ （ Ｃｏｎｔｒｏｌ⁃２
组）、模型组 ２ （ Ｐｒｅｄ⁃１ 组） 和阳性对照组 ２ （ＡＣ⁃２
组），每组 ３ 孔，每孔 １５ 条，置于 １２ 孔板中，每孔为

３ ｍＬ 体系，Ｃｏｎｔｒｏｌ⁃２ 组给予含 ０􀆰 ２％ ＤＭＳＯ 空白培

养基，Ｐｒｅｄ⁃１ 组及 ＡＣ⁃２ 组给予 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｒｅｄ 造模

液，连续培养 ２ ｄ。 ５ ｄｐｆ 时，Ｃｏｎｔｒｏｌ⁃２ 组仍给予空白

培养基，Ｐｒｅｄ⁃１ 组给予 Ｐｒｅｄ 造模液，ＡＣ⁃２ 组给予

５ × １０－６ μｇ ／ ｍＬ 的 ＡＣ 溶 液 （ 含 ０􀆰 ２％ ＤＭＳＯ，

９４５
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１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｒｅｄ），连续给药至 ９ ｄｐｆ，每天半数更换

相应含药培养基，并喂食草履虫（每 １２ ｈ １ 次），于
９ ｄｐｆ 时进行钙黄绿素染色，通过体视荧光显微镜进

行拍照观察。
　 　 （３）Ｐｒｅｄ⁃５ ｄｐｆ 造模法诱导斑马鱼幼鱼 ＯＰ：建
立 Ｐｒｅｄ⁃５ ｄｐｆ 造模法诱导的斑马鱼幼鱼 ＯＰ 模

型［１６］，方法流程如图 ２Ａ 所示。 于 ５ ｄｐｆ 时对斑马鱼

幼鱼进行分组，随机分为空白对照组 ３ （ Ｃｏｎｔｒｏｌ⁃３
组）、模型组 ３ （ Ｐｒｅｄ⁃２ 组）、阳性对照组 ３ （ ＡＣ⁃３
组），每组 ２ 孔，每孔 １５ 条，置于 １２ 孔板中，每孔 ３
ｍＬ 体系，Ｃｏｎｔｒｏｌ⁃３ 组给予含 ０􀆰 ２％ ＤＭＳＯ 空白培养

基，Ｐｒｅｄ⁃２ 组给予 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｒｅｄ 造模液，ＡＣ⁃３ 组

给予 ５ × １０－６ μｇ ／ ｍＬ 的 ＡＣ 溶液（含 ０􀆰 ２％ ＤＭＳＯ，
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｒｅｄ），连续培养 ５ ｄ，每天半数更换相应

含药培养基，并喂食草履虫（每 １２ ｈ １ 次），于 １０ ｄｐｆ
时进行钙黄绿素染色，通过体视荧光显微镜进行拍

照观察。

（４） Ｐｒｅｄ⁃撤药法诱导斑马鱼幼鱼 ＯＰ：建立

Ｐｒｅｄ⁃撤药法诱导的斑马鱼幼鱼 ＯＰ 模型，方法流程

如图 ２Ｂ 所示。 于 ３ ｄｐｆ 时对斑马鱼幼鱼进行随机

分组，分为空白对照组 ４（ Ｃｏｎｔｒｏｌ⁃４ 组）、模型组 ４
（Ｐｒｅｄ⁃３ 组）、阳性对照组 ４（ＡＣ⁃４ 组），每组 ２ 孔，每
孔 １５ 条，置于 １２ 孔板中，每孔 ３ ｍＬ 体系，Ｃｏｎｔｒｏｌ⁃４
组给予含 ０􀆰 ２％ ＤＭＳＯ 空白培养基，Ｐｒｅｄ⁃３ 组、ＡＣ⁃４
组加入 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｒｅｄ 造模液连续培养 ２ ｄ。 ５ ｄｐｆ
时给药，Ｃｏｎｔｒｏｌ⁃４ 组给予空白培养基，Ｐｒｅｄ⁃３ 组给予

Ｐｒｅｄ 造模液，ＡＣ⁃４ 组给予 ５ × １０－６ μｇ ／ ｍＬ 的 ＡＣ 溶

液（含 ０􀆰 ２％ ＤＭＳＯ， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｒｅｄ），连续给药

２ ｄ， ７ ｄｐｆ 时，Ｐｒｅｄ⁃３ 组、ＡＣ⁃４ 组撤 １ ｍＬ 药液后，各
加入 １ ｍＬ 不含 Ｐｒｅｄ 的相应药液（除不含 Ｐｒｅｄ 外其

余组成不变）；８ ｄｐｆ 再次撤去 １ ｍＬ，加入 １ ｍＬ 不含

Ｐｒｅｄ 的相应药液。 ５ ｄｐｆ 开始每天喂食草履虫（每
１２ ｈ １ 次），于 ９ ｄｐｆ 时进行钙黄绿素染色，使用体视

荧光显微镜进行拍照观察。

图 ２　 Ｐｒｅｄ⁃５ ｄｐｆ 造模法及 Ｐｒｅｄ⁃撤药法造模方法流程

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ｐｒｅｄ⁃５ ｄｐｆ ａｎｄ Ｐｒｅｄ⁃ｄｒｕｇ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ

１􀆰 ２􀆰 ２　 不同阳性药对斑马鱼幼鱼 ＯＰ 模型的效应

观察

临床常用治疗 ＯＰ 的药物有阿尔法骨化醇

（ａｌｆａｃａｌｃｉｄｏｌ，ＡＣ）、骨化三醇（ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ，ＣＡ）、阿仑膦

酸钠（ａｌｅｎｄｒｏｎａｔｅ，ＡＬ） ［１５，１７－１９］ 等。 通过斑马鱼幼鱼

ＯＰ 模型，观察斑马鱼骨形成情况，比较 ３ 种抗 ＯＰ
药物的药效。

将 ３ ｄｐｆ 斑马鱼幼鱼随机分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、Ｐｒｅｄ
（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）组、ＡＣ 不同剂量组（０􀆰 ７５ × １０－６、１􀆰 ５ ×
１０－６、３ × １０－６、６ × １０－６、１２ × １０－６ μｇ ／ ｍＬ）、ＣＡ 不同

剂量组（０􀆰 ７５ × １０－６、１􀆰 ５ × １０－６、３ × １０－６、６ × １０－６、
１２ × １０－６ μｇ ／ ｍＬ）、ＡＬ 不同剂量组 （０􀆰 ６２５、１􀆰 ２５、
２􀆰 ５、５、１０ μｇ ／ ｍＬ），每组 １ 孔，每孔 １５ 条，置于 １２ 孔

板中，分别给予 ３ ｍＬ 胚胎培养基。 培养至 ３ ｄｐｆ 给
予 Ｐｒｅｄ 开始造模，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组给予含 ０􀆰 ２％ ＤＭＳＯ 的

空白培养基， Ｐｒｅｄ 组及各浓度给药组分别给予

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｐｒｅｄ。 保持每孔 ３ ｍＬ 溶液体系，以上

各组各孔每天换液 １ ｍＬ。 培养至 ５ ｄｐｆ 开始给药，
ＡＣ、ＣＡ、ＡＬ 各剂量组加入含 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｒｅｄ 的相

应给药浓度药液继续培养 ２ ｄ。 ７ ｄｐｆ 开始撤 Ｐｒｅｄ，
每天撤 １ ／ ３ 体系培养基，更换等体积不含 Ｐｒｅｄ 的相

应含药培养基，继续培养至 ９ ｄｐｆ，钙黄绿素染色，通
过体视荧光显微镜进行拍照观察。 统计斑马鱼荧

光骨节数目、第一椎骨长度，评价各药干预斑马鱼

ＯＰ 的作用。
１􀆰 ２􀆰 ３　 斑马鱼幼鱼骨形成情况观察方法比较

（１）钙黄绿素染色方法：对斑马幼鱼进行钙黄

绿素（０􀆰 ２％，ｐＨ ＝ ７）染色，每孔加染色剂 １ ｍＬ 避

光染色 １ ｈ，于避光环境下将染色剂吸出，用人工海

水多次漂洗，洗净染液，至洗涤液澄清透明后再以

０５５
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每次 ２０ ｍｉｎ 避光重复漂洗 ３ 次，通过体视荧光显微

镜进行拍照观察，全程在室温下避光操作。
（２）茜素红（ ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ，ＡＲＳ）染色方法：选取

９ ｄｐｆ 的健康斑马鱼幼鱼置于 ＭＳ⁃２２２ 麻醉进行安乐

处死［２０］，于 ４％ ＰＦＡ 固定 ２ ｈ；后置于 ５０％乙醇中 １０
ｍｉｎ；弃乙醇，ｐＨ ＝ ７􀆰 ５ 的 ＡＲＳ 染色液染色，浓度分

别为 ０􀆰 ２％、０􀆰 ０２％，染色时间分别为 １、２、３、１２ ｈ；弃
染色液并用纯水洗净，加入新鲜配制的 ３％ Ｈ２Ｏ２ 和

２％ ＫＯＨ 等体积混合漂白液，漂洗 ２ ｈ；弃漂白液，加
入 ０􀆰 ５％ ＫＯＨ 和甘油（３ ∶１）的混合溶液，分别漂洗

１、２、３、４、５ ｈ；再置于 ０􀆰 ５％ ＫＯＨ 和甘油（１ ∶１）的混

合溶液中分别漂洗 １０、１４ ｈ，后更换为 ０􀆰 ５％ ＫＯＨ
和甘油（１ ∶ ３）的混合溶液漂洗，最后更换甘油保

存［８，２１－２２］，通过体视荧光显微镜进行拍照观察。

注：Ａ：ＦＡＣ 造模法中斑马鱼骨形成情况（钙黄绿色染色）；Ｂ：ＦＡＣ 造模法中斑马鱼骨节数；Ｃ：ＦＡＣ 造模法中斑马鱼第一椎骨长度；Ｄ：Ｐｒｅｄ⁃３
ｄｐｆ 造模法中斑马鱼骨形成情况（钙黄绿色染色）；Ｅ：Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ 造模法中斑马鱼骨节数；Ｆ：Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ 造模法中斑马鱼第一椎骨长度；红色箭

头：第一椎骨；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ⁃２ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 Ｐｒｅｄ⁃１ 组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ３　 ＦＡＣ 和 Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ 造模方法对斑马鱼幼鱼骨形成的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １１ ～ １５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ＦＡＣ ｍｏｄｅｌｉｎｇ． Ｂ． Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ＦＡＣ． Ｃ． Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｖｅｒｔｅｂｒａ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ
ＦＡＣ． Ｄ． Ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ． Ｅ． Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ． Ｆ． Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｖｅｒｔｅｂｒａ ｏｆ

ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ， Ｆｉｒｓｔ ｖｅｒｔｅｂｒａ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ⁃２ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｐｒｅｄ⁃１ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＡＣ ａｎｄ Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １１ ～ １５）

（３）钙黄绿素与 ＡＲＳ 染色方法比较：选取 ９ ｄｐｆ
的健康斑马鱼幼鱼使用钙黄绿素进行染色，染色后

于体视荧光显微镜下拍照观察其骨形成情况；将拍

照后的斑马鱼幼鱼收集，４％ ＰＦＡ 固定 ２ ｈ，选择

“１􀆰 ２􀆰 ３（２）”中筛选得到的 ＡＲＳ 最佳染色参数进行

染色，并于体视荧光显微镜下观察骨形成情况，比
较两种染色方法对斑马鱼骨骼的染色效果，以第一

椎骨荧光强度对比度为指标。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 进行图片分析和作图。
所有定量数据均以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，所
有统计分析均使用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ７􀆰 ０ 软件进行，
统计方法采用单因素方差分析进行组间 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ
多重比较，两独立样本比较采用 ｔ 检验分析；计数资

料以百分率（％）表示，采用 χ２ 检验进行组间百分率

的比较，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＦＡＣ 与 Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ 诱导的斑马鱼幼鱼 ＯＰ 造

模方法比较

以骨节数和第一椎骨长度为主要指标，结果发

现，ＦＡＣ 造模法 ＦＡＣ 组斑马鱼骨节数和第一椎骨长

度均无显著性差异（见图 ３Ａ，３Ｂ，３Ｃ），且死亡率高

达 ４４􀆰 ４５％，ＡＣ⁃１ 组死亡率为 ５３􀆰 ３３％，未见显著改

１５５
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善；且实验过程中换液繁琐，铁盐易产生络合物沉

淀会影响造模药浓度及斑马鱼幼鱼生长。
Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ 造模法 Ｐｒｅｄ⁃１ 组斑马鱼骨节数和第

一椎骨长度均降低，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜
０􀆰 ０５），表明造模成功，但其斑马鱼死亡率也较高，
达 ３１􀆰 １１％；在 Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ 造模法中，与 Ｐｒｅｄ⁃１ 组相

比，ＡＣ⁃２ 组骨节数和第一椎骨长度均增加，具有显

著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） （见图 ３Ｄ，３Ｅ，３Ｆ），斑马鱼死

亡率为 ２０％，具有一定改善作用。

注：Ａ：Ｐｒｅｄ⁃５ ｄｐｆ 造模法中斑马鱼骨形成情况（钙黄绿色染色）；Ｂ：Ｐｒｅｄ⁃５ ｄｐｆ 造模法中斑马鱼骨节数统计；Ｃ：Ｐｒｅｄ⁃５ ｄｐｆ 造模法中斑马鱼第

一椎骨长度统计；Ｄ：Ｐｒｅｄ⁃撤药法中斑马鱼骨形成情况（钙黄绿色染色）；Ｅ：Ｐｒｅｄ⁃撤药法中斑马鱼骨节数统计；Ｆ：Ｐｒｅｄ⁃撤药法中斑马鱼第一

椎骨长度统计；红色箭头所指为第一椎骨；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 Ｐｒｅｄ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ４　 Ｐｒｅｄ⁃５ ｄｐｆ 和 Ｐｒｅｄ⁃撤药法对斑马鱼幼鱼骨形成的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １１ ～ １５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ Ｐｒｅｄ⁃５ ｄｐｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ． Ｂ． Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ Ｐｒｅｄ⁃５ ｄｐｆ． Ｃ． Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｖｅｒｔｅｂｒａ ｏｆ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ Ｐｒｅｄ⁃５ ｄｐｆ． Ｄ． Ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ Ｐｒｅｄ⁃ｄｒｕｇ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ． Ｅ． Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ Ｐｒｅｄ⁃ｄｒｕｇ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ． Ｆ．

Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｖｅｒｔｅｂｒａ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ Ｐｒｅｄ⁃ｄｒｕｇ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ， Ｆｉｒｓｔ ｖｅｒｔｅｂｒａ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ Ｐｒｅｄ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｐｒｅｄ⁃５ ｄｐｆ ａｎｄ Ｐｒｅｄ⁃ｄｒｕｇ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １１ ～ １５）

上述研究结果表明，Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ 造模法比 ＦＡＣ
造模方法更加稳定、灵敏，但 Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ 造模实验依

旧存在各组斑马鱼骨节数较少、造模药给药时间较

长、过分抑制生长、死亡率依旧偏高等问题，需进一

步进行优化。 因此本研究参照相关报道［１６］ 进一步

设计了 Ｐｒｅｄ⁃５ ｄｐｆ 造模法及增加了 Ｐｒｅｄ 撤药造

模法。
２􀆰 ２　 Ｐｒｅｄ 诱导斑马鱼幼鱼 ＯＰ 模型方法优化

以骨节数和第一椎骨长度为主要指标。 Ｐｒｅｄ⁃５

ｄｐｆ 造模法 Ｐｒｅｄ⁃２ 组斑马鱼骨节数和第一椎骨长度

均无显著性差异；与 Ｐｒｅｄ⁃２ 组相比，ＡＣ⁃３ 组骨节数

和第一椎骨长度无显著性差异（见图 ４Ａ，４Ｂ，４Ｃ）。
各组别斑马鱼死亡率均低至 ３􀆰 ３３％。 Ｐｒｅｄ 撤药法

Ｐｒｅｄ⁃３ 组骨节数和第一椎骨长度均减少，达 ６４􀆰 ７％
和 １７􀆰 ０８％，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 Ｐｒｅｄ⁃３
组相比，ＡＣ⁃４ 组骨节数和第一椎骨长度均升高，达
８５􀆰 １７％和 ２７􀆰 ０２％，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０１）（见图 ４Ｄ，４Ｅ，４Ｆ），且未见死亡。

上述研究结果表明，Ｐｒｅｄ 撤药法更加灵敏，能
在保证造模成功的同时降低死亡率。
２􀆰 ３　 干预 ＯＰ 斑马鱼模型的阳性药物选择

通过比较不同浓度 ＡＣ、ＣＡ、ＡＬ 对 ＯＰ 模型斑马

鱼的作用，统计斑马鱼幼鱼荧光骨节数、第一椎骨

长度。 ＡＣ 组斑马鱼幼鱼染色结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较，Ｐｒｅｄ 组斑马鱼骨节数及第一椎骨长度均降

低，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 Ｐｒｅｄ 组比较，随
着 ＡＣ 剂量的增加，骨节数和第一椎骨长度均依赖

２５５
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性增加，浓度在 ６ × １０－６、１２ × １０－６ μｇ ／ ｍＬ 时骨节数

和第一椎骨长度均增加，具有显著性差异 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）（见图 ５Ａ，５Ｂ）。

注：Ａ：不同浓度 ＡＣ 组斑马鱼骨节数；Ｂ：不同浓度 ＡＣ 组斑马鱼第一椎骨长度；Ｃ：不同浓度 ＣＡ 组斑马鱼骨节数；Ｄ：不同浓度 ＣＡ 组斑马

鱼第一椎骨长度；Ｅ：不同浓度 ＡＬ 组斑马鱼骨节数；Ｆ：不同浓度 ＡＬ 组斑马鱼第一椎骨长度；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；

与 Ｐｒｅｄ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ５　 不同阳性药对 ＯＰ 模型斑马鱼幼鱼骨形成的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０ ～ １５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＣ ｇｒｏｕｐｓ． Ｂ． Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｖｅｒｔｅｂｒａ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＣ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃ． Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＡ ｇｒｏｕｐｓ． Ｄ． Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｖｅｒｔｅｂｒａ ｏｆ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＡ ｇｒｏｕｐｓ． Ｅ． Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＬ ｇｒｏｕｐｓ． Ｆ． Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ

ｆｉｒｓｔ ｖｅｒｔｅｂｒａ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＬ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｐｒｅｄ

ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇｓ ｏｎ ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ＯＰ ｍｏｄｅｌ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０ ～ １５）

ＣＡ 组斑马鱼幼鱼染色结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
比较，Ｐｒｅｄ 组斑马鱼骨节数及第一椎骨长度均降

低，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 Ｐｒｅｄ 组比较，
１􀆰 ５ × １０－６ ～ ６ × １０－６ μｇ ／ ｍＬ ＣＡ 呈剂量依赖性促进

斑马鱼第一椎骨和骨节的生长；３ × １０－６、６ × １０－６

μｇ ／ ｍＬ ＣＡ 可增加斑马鱼骨节数和第一椎骨长度，
具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（见图 ５Ｃ，５Ｄ）。

ＡＬ 组斑马鱼幼鱼染色结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
比较，Ｐｒｅｄ 组斑马鱼骨节数及第一椎骨长度降低，
具有显著性差异 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 Ｐｒｅｄ 组相比，
０􀆰 ６２５、１􀆰 ２５、２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ ＡＬ 组骨节数目呈剂量依赖

性增加，且 ２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ ＡＬ 组具有显著性差异（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），浓度在 １􀆰 ２５、２􀆰 ５、５ μｇ ／ ｍＬ 时第一椎骨长度

均增 加， 具 有 显 著 性 差 异 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ） （ 见 图

５Ｅ，５Ｆ）。 　 　
上述结果表明，ＡＣ、ＣＡ、ＡＬ 对 Ｐｒｅｄ 诱导的 ＯＰ

模型斑马鱼幼鱼骨形成均有促进作用，具有抗 ＯＰ
作用。 ＣＡ 在较低剂量时已体现抗 ＯＰ 作用，且呈一

定量效关系，因此为斑马鱼幼鱼 ＯＰ 模型阳性药物

的较优选择。
２􀆰 ４　 斑马鱼幼鱼骨形成观察方法比较

２􀆰 ４􀆰 １　 ＡＲＳ 染色参数比较

实验采用 ０􀆰 ２％、０􀆰 ０２％两种浓度的 ＡＲＳ 染色

方法，结果显示高浓度组骨节及第一椎骨的清晰度

在明场下随染色时间延长明显降低，且在荧光下各

染色时间段均较低；低浓度组骨节及第一椎骨在明

场下各时间段及在荧光下染色 ２ ｈ 均较清晰。 表明

实验选择 ０􀆰 ０２％ ＡＲＳ 染色，染色时间 ２ ｈ 最为适宜

（见图 ６）。

３５５
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注：Ａ：明场照片；Ｂ：荧光照片。

图 ６　 ＡＲＳ 染色浓度及时长比较

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｂｒｉｇｈｔ ｆｉｅｌｄ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ． Ｂ． Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＲＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｕｒａｔｉｏｎ

２􀆰 ４􀆰 ２　 钙黄绿素与 ＡＲＳ 染色效果比较

第一椎骨 ＡＲＳ 染色对比度较钙黄绿素染色升

高，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见图 ７）。 表明 ＡＲＳ

对第一椎骨的染色较钙黄绿素灵敏。 骨节部位的染

色效果显示，ＡＲＳ 对骨节的染色效果低于钙黄绿素，
表明钙黄绿素对骨节部位染色效果较 ＡＲＳ 灵敏。

注：红色箭头：第一椎骨；与钙黄绿素染色相比，ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ７　 钙黄绿素和 ＡＲＳ 染色效果比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｎｏｔｅ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ． Ｆｉｒｓｔ ｖｅｒｔｅｂｒａ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃａｌｃｅｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃａｌｃｅｉｎ ａｎｄ ＡＲＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｅｆｆｉｃａｃｙ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

４５５
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３　 讨论

斑马鱼作为脊椎动物，其骨形成过程与人类高

度相似。 幼苗期斑马鱼用于 ＯＰ 药物研究具有样品

用量少、筛选迅速、准确率高、骨骼易观察等优势，
已成为 ＯＰ 研究的重要模型生物［２３］。 ＧＣｓ 诱导斑马

鱼幼鱼 ＯＰ 模型常在 ３ ｄｐｆ 开始给予 Ｐｒｅｄ 造模，浓
度为 １０ ～ ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ［８，２４］。 但随着浓度升高，斑马

鱼死亡率有上升趋势。 本研究采用较低浓度进行

造模，结果显示 Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ 造模法可成功建立 ＯＰ 模

型。 通过比较 Ｐｒｅｄ 诱导和 ＦＡＣ 诱导两种斑马鱼

ＯＰ 模型建立方法，发现 Ｐｒｅｄ⁃３ ｄｐｆ 造模法具有优

势。 为降低死亡率对其进行进一步优化，采用缩短

造模时间和模拟临床逐步减量停药的方法［２５］，减少

Ｐｒｅｄ 暴露强度，设计了 Ｐｒｅｄ⁃５ ｄｐｆ 造模法及 Ｐｒｅｄ⁃撤
药法，结果表明 Ｐｒｅｄ⁃撤药法能够稳定建立模型。 斑

马鱼在 ３ ｄｐｆ 骨骼开始形成［２６］，５ ｄｐｆ 已有部分骨骼

形成，因此 ５ ｄｐｆ 时给予 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｒｅｄ 进行造模对

骨骼的影响不够明显。 本研究首次证明 Ｐｒｅｄ⁃撤药

法既能成功建立 ＯＰ 模型，又能显著降低斑马鱼死

亡率，且该方法造成的骨形成抑制作用可以被阳性

药逆转，因此可以认为 Ｐｒｅｄ⁃撤药法是更为稳定可靠

的 ＯＰ 模型建立方法。
ＯＰ 发病机制涉及衰老、激素水平变化、机体代

谢变化等多种因素。 雌激素水平降低、钙、维生素 Ｄ
缺乏等变化可引起 ＯＢ 活性降低和破骨细胞（ＯＣ）
活性升高，从而使骨重塑失衡导致 ＯＰ。 本研究比较

了当前基于斑马鱼模型 ＯＰ 研究常用的 ３ 种阳性药

物。 双膦酸盐类药物 ＡＬ 具有抗骨吸收作用［２７］，并
可促进 ＯＢ 增殖［２８］ 和分化［２９］、抑制 ＯＢ 凋亡［２９－３０］。
ＡＣ 和 ＣＡ 是维生素 Ｄ 类似物，能够促进肠道对钙的

吸收和 ＯＢ 活性［３１－３２］。 在人体内，ＡＣ 在肾中被羟

基化成 ＣＡ。 使用维生素 Ｄ 类似物的优势在于前药

ＡＣ 避免了年龄相关性肝功能下降的影响，而 ＣＡ 避

免了年龄相关性肝肾功能下降的影响［３３］。 本研究

表明，在 Ｐｒｅｄ 诱导的斑马鱼幼鱼 ＯＰ 模型中，ＡＣ、
ＣＡ 及 ＡＬ 均具有抗 ＯＰ 作用，均可作为斑马鱼幼鱼

ＯＰ 模型的阳性药。 ＣＡ 抗 ＯＰ 起效剂量更低，不受

肝肾功能变化的影响，为斑马鱼幼鱼 ＯＰ 模型阳性

药物的较优选择。
钙黄绿素可以在斑马鱼体内与钙离子结合，常

用于在胚胎发育期标记骨结构［３４］。 该方法荧光信

号强、染色时间较短，在活体内进行，其能够直观地

观察到新骨生长和骨骼形态结构，是研究骨骼系统

的生长和发育、ＯＰ、骨折愈合等常用方法。 ＡＲＳ 可

通过结合骨骼中丰富的钙结节直接观察骨组织形

态结构，显示骨质、骨膜和软骨等组织，能反映斑马

鱼骨形成情况，其染色不需在活体中进行，但操作

步骤较多、耗时较长。 本研究经比较发现，钙黄绿

素染色方法对于斑马鱼骨节染色较为灵敏；ＡＲＳ 染

色方法可除去黑色素使鱼体更加透明化，便于第一

椎骨的观察。
综上，本研究首次提供了 Ｐｒｅｄ 逐步撤药造模方

法，可以快速、稳定、灵敏地反映药物作用，并对染

色方法进行优化，为基于斑马鱼 ＯＰ 模型的药理学

研究提供了更加可靠、高效的模型工具。
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