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　 　 【摘要】 　 目的　 建立棕榈酸诱导的斑马鱼脂毒性损伤骨形成抑制模型。 方法　 将 ＡＢ 品系斑马鱼胚胎分为

对照组、棕榈酸组（ＰＡ 组）和辛伐他汀组（ＳＩＭ 组）。 从 ３ ｄｐｆ（ｄａｙｓ ｐｏｓｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ｄｐｆ）开始，ＰＡ 组、ＳＩＭ 组给予 ＰＡ
造模。 从 ５ ｄｐｆ 开始，ＳＩＭ 组给予 ＳＩＭ 连续给药 ４ ｄ。 ９ ｄｐｆ 通过钙黄绿素染色法、尼罗红染色法、甘油三酯及总胆固

醇含量测定、ｑ⁃ＰＣＲ 判断模型是否成功建立。 结果　 ＰＡ 显著减少斑马鱼椎骨骨节数目、促进脂质堆积、增加甘油

三酯及总胆固醇含量、促进成脂相关基因 ＰＰＡＲγ、ｃ ／ ＥＢＰα 的表达并抑制成骨相关基因 ＡＬＰ、ＲＵＮＸ２ 的表达。 ＳＩＭ
可以改善 ＰＡ 对斑马鱼的骨形成抑制效应。 结论 　 采用 ＰＡ 给药的方法可成功造成与骨质疏松症（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，
ＯＰ）病理过程相似的脂毒性损伤骨形成抑制模型，该方法简便、灵敏、可控，可用于 ＯＰ 及相关疾病的药物筛选。
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　 　 随着我国人口老龄化问题日趋加重，预计到

２０５０ 年，我国老龄人口将达到 ４ 亿，骨质疏松症

（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）患者将达到 ２􀆰 １２ 亿［１］。 ＯＰ 是由

骨代谢失衡诱发的一种严重威胁中老年健康的常

见病和多发病，特征表现为骨量减少、骨微结构退

化［２］。 ＯＰ 发病原因复杂，治疗手段有限，寻找新的

ＯＰ 治疗药物仍然是医学研究的热点问题。
斑马鱼幼鱼具有骨骼发育易于观察、饲养方

便、繁殖能力强、实验周期短等特点，常被用于骨相

关疾病的研究。 目前较为常用的斑马鱼骨质疏松

模型多采用糖皮质激素类药物诱导，能够一定程度

地反映骨质疏松症的病理特点。 然而，依据对 ＯＰ
病理过程的最新认识，脂代谢异常引起的脂毒性损

伤可能是 ＯＰ 形成的关键环节［３－４］。 临床 ＯＰ 患者

在发病过程中常伴有肥胖、高脂血、动脉粥样硬化

等脂代谢相关疾病。 代谢异常的脂肪组织分泌过

量游离脂肪酸、细胞因子等造成脂毒性损伤，进而

干预骨髓间充质干细胞分化，导致骨形成受到抑

制［５］。 如能从脂毒性角度建立模型，则更能反映

ＯＰ 的临床病理特点。 棕榈酸是脂毒性环境中具有

代表性的游离饱和脂肪酸。 本研究尝试利用棕榈

酸构建斑马鱼脂毒性损伤骨形成抑制模型，并对斑

马鱼骨形成及脂代谢相关指标进行评价，为 ＯＰ 治

疗药物的机制研究和药效评价提供新的手段。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３ 月龄清洁级野生型 ＡＢ 品系斑马鱼（南京一

树梨花生物有限公司）雌、雄各 ２０ 条，养殖于循环

的斑马鱼专用养殖系统中，饲养环境严格按照《江
苏省地方标准》实验用斑马鱼饲养技术条件。 养殖

水电导率：４００ ～ ８００ μｍ ／ ｓ，ｐＨ ＝ ７ ～ ８，养殖温度：
２８􀆰 ５ ± ０􀆰 ５ ℃，光照 １４ ｈ 白天 ／ １０ ｈ 黑暗，饲养于南

京中医药大学动物实验中心 【 ＳＹＸＫ （苏） ２０２３ －
００７７】。 本研究所涉及的所有动物实验，均经过南

京中 医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 的 审 批

（ＡＣＵ２１１２０８）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

棕榈酸（ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ，ＰＡ），北京索莱宝科技有

限公 司， ７１８Ｚ０２１； 牛 血 清 白 蛋 白 （ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ
ａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）， 上 海 源 叶 生 物 科 技 有 限 公 司，
Ｓ２５７６２；氢氧化钠（ＮａＯＨ），国药集团化学试剂有限

公司，１００１９７６４；钙黄绿素，上海源叶生物科技公司，
Ｓ１９１６７； 尼 罗 红， 阿 拉 丁， Ｎ１２１２９１； 辛 伐 他 汀

（ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ，ＳＩＭ），上海源叶生物科技有限公司，
Ｓ２４５０６；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），上海麦克林生化科技

股份有限公司，Ｄ８０６６４５；甘油三酯测试盒，南京建

成生物工程研究所，Ａ１１０⁃１⁃１；ＲＮＡ 裂解液，南京诺

唯赞生物科技公司，Ｒ４０１⁃０１；逆转录试剂盒，南京诺

唯赞生物科技公司，Ｒ２２３⁃０１；扩增试剂盒，南京诺唯

赞生物科技公司，Ｑ１１１⁃０２。
斑马鱼循环养殖系统，南京一树梨花生物技术

公司，ＺＦ⁃１０４；生化培养箱，上海跃进医疗器械公司，
ＳＰＸ⁃１５０；高通量样品组织研磨机，南京乔贝琳生物

公司，Ｔｉｓｓｕｅｌｙｓｅｒ⁃４８；体式荧光显微镜，德国徕卡公

司， Ｍ２０５ＦＡ； 荧 光 定 量 ＰＣＲ 仪， 美 国 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｑ６；酶标仪，美国 Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ，ＳｙｎｅＲｇｙ２。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 斑马鱼胚胎的获取

取 ３ 月龄野生型 ＡＢ 品系健康斑马鱼于前 １ ｄ
傍晚雌 ∶ 雄 ＝ １ ∶ １ 放入繁殖缸，隔板并保持黑暗

环境。 次日早上光照开始时拆去隔板令其交配繁

殖，收集受精卵置于含 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 ℃，
昼 ∶ 夜 ＝ １４ ｈ ∶ １０ ｈ）。 产卵当天记为 ０ ｄｐｆ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 药物配制方法

取 ＰＡ 溶于 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮＡＯＨ 溶液中，７０ ℃
水浴 ３０ ｍｉｎ，配制成 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＰＡ 储备液。 将

１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的棕榈酸储备液 ７０ ℃加热至澄清，快
速地加入到 ＢＳＡ 储备液中并吹打均匀，得到溶于

１０％ ＢＳＡ 的 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡ 储备液，于－２０ ℃中保

存，按需进行稀释使用。 用 ＤＭＳＯ 为溶剂，配制

２６４



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ４ 月第 ３２ 卷第 ４ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ａｐｒｉｌ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ４

１ ｍｇ ／ ｍＬ ＳＩＭ 储备液，于－２０ ℃中保存，按需进行稀

释使用，ＤＭＳＯ 终浓度为 ０􀆰 １％。
１􀆰 ２􀆰 ３　 助溶剂及药物浓度筛选

（１）不同浓度 ＢＳＡ 对斑马鱼存活的影响：于
３ ｄｐｆ 时选取生长发育状况良好的斑马鱼于 １２ 孔板

中进行随机分组， 按照 ＢＳＡ 不同浓度组 （ ０％、
０􀆰 ００１％、０􀆰 ００２％、０􀆰 ００５％、０􀆰 ０１０％、０􀆰 １０％）给药干

预，以上各组给药前均调节 ｐＨ ＝ ７。 换液操作为半

数换液，即每日吸走一半前 １ ｄ 的培养液，并加入一

半新的培养液。 持续观察至 ９ ｄｐｆ，每天记录斑马鱼

的生存情况。
（２） 不同浓度 ＰＡ 对斑马鱼存活的影响：于

３ ｄｐｆ 时选取生长发育状况良好的斑马鱼于 １２ 孔板

中进行随机分组，按照对照⁃１ 组（０􀆰 ００１％ ＢＳＡ）、
ＰＡ⁃１ 组 （ ０􀆰 ００１％ ＢＳＡ、１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡ）、对照⁃２ 组

（０􀆰 ００２％ ＢＳＡ）、ＰＡ⁃２ 组 （０􀆰 ００２％ ＢＳＡ、２ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＰＡ）给药干预，以上各组给药前均调节 ｐＨ ＝ ７，每
天半数换液，持续观察至 ９ ｄｐｆ，每天记录斑马鱼的

生存情况。
（３）不同浓度 ＳＩＭ 对斑马鱼存活的影响：于

３ ｄｐｆ 时选取生长发育状况良好的斑马鱼于 １２ 孔板

中进行随机分组，按照 ＳＩＭ 不同浓度组 （ ０􀆰 １％
ＤＭＳＯ，０、１０、２０、５０、１００、１０００ ｎｇ ／ ｍＬ）给药干预，以
上各组给药前均调节 ｐＨ ＝ ７，每天半数换液，持续

观察至 ９ ｄｐｆ，每天记录斑马鱼的生存情况。
１􀆰 ２􀆰 ４　 棕榈酸诱导的骨形成抑制模型的建立及阳

性药效应观察

于 ３ ｄｐｆ 时选取生长发育状况良好的斑马鱼于

１２ 孔板中进行随机分组，分为对照组、ＰＡ 组和 ＳＩＭ
组。 从 ３ ｄｐｆ 开始，对照组持续在含 ０􀆰 ００１％ ＢＳＡ、
０􀆰 １％ ＤＭＳＯ 的亚甲蓝养殖水中培养至 ９ ｄｐｆ，ＰＡ 组

和 ＳＩＭ 组给予含 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡ、０􀆰 ００１％ ＢＳＡ、０􀆰 １％
ＤＭＳＯ 的亚甲蓝养殖水。 从 ５ ｄｐｆ 开始，ＳＩＭ 组加入

含有 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡ、０􀆰 ００１％ ＢＳＡ、０􀆰 １％ ＤＭＳＯ、１０
ｎｇ ／ ｍＬ ＳＩＭ 的亚甲蓝养殖水，连续给药 ４ ｄ。 以上各

组给药前均调节 ｐＨ ＝ ７，每天半数换液，９ ｄｐｆ 进行

各项指标的检测。
１􀆰 ２􀆰 ５　 尼罗红染色

上述 ９ ｄｐｆ 斑马鱼除去药液，置于 ０􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ
的尼罗红工作液（ｐＨ ＝ ７）中，用人工海水（电导率：
４００ ～ ８００ μｍ ／ ｓ，ｐＨ ＝ ７ ～ ８）漂洗数次至澄清无色

状态。 体式荧光显微镜下观察斑马鱼脂肪组织分

布情况并拍照。 以上步骤均需避光。

１􀆰 ２􀆰 ６　 甘油三酯及总胆固醇含量检测

上述 ９ ｄｐｆ 斑马鱼除去药液。 将每组 ３０ 条斑马

鱼幼鱼冰浴处死后，按照试剂盒说明书的方法，加
入无水乙醇稀释，低温匀浆、离心，吸出上清液，测
定斑马鱼幼鱼体内甘油三酯及总胆固醇含量。
１􀆰 ２􀆰 ７　 钙黄绿素染色

上述 ９ ｄｐｆ 斑马鱼除去药液，置于 ０􀆰 ２％钙黄绿

素（ｐＨ ＝ ７）溶液中，孵育 １ ｈ，用人工海水漂洗数次

至澄清无色状态。 体式荧光显微镜下观察斑马鱼

骨形成情况并拍照。 以上步骤均需避光。
１􀆰 ２􀆰 ８　 基因表达分析

上述 ９ ｄｐｆ 斑马鱼除去药液。 将每组 ９０ 条斑马

鱼幼鱼冰浴处死后，于 ＴＲＩｚｏｌ 试剂中提取总 ＲＮＡ 并

检测成骨相关指标 ＲＵＮＸ２、ＡＬＰ 及成脂相关指标

ＰＰＡＲγ、ｃ ／ ＥＢＰα 的 ｍＲＮＡ 表达。 引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
引物 Ｐｒｉｍｅｒｓ 序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＲＵＮＸ２
Ｆ：５’⁃ＧＴＧＧＡＧＡＴＣＡＴＡＧＣＧＧＡＣＣＡ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＣＴＣＣＣＡＧＡＧＣＣＡＣＡＡＣＣＴＴＡ⁃３’

ＡＬＰ
Ｆ：５’⁃ＧＧＣＣＴＴＡＣＡＴＧＡＡＧＣＴＧＴＧＧ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＧＴＴＴＣＣＴＣＧＴＧＧＴＧＴＧＴＡＧＣ⁃３’

Ｃ ／ ＥＢＰα
Ｆ：５’－ＣＡＴＣＧＡＣＡＴＣＡＧＣＧＣＣＴＡＣＡ⁃３’
Ｒ：５’－ＣＡＣＣＧＴＧＧＴＧＧＴＡＧＴＣＧＴＡＧ⁃３’

ＰＰＡＲγ
Ｆ：５’－ＣＡＧＴＴＴＧＣＡＧＡＧＡＡＣＡＧＣＧＴ⁃３’
Ｒ：５’－ＧＧＣＴＣＴＴＣＴＴＧＴＧＴＡＴＧＣＧＧ⁃３’

ＧＡＰＤＨ
Ｆ：５’⁃ＴＧＡＡＣＧＧＧＡＡＧＣＴＣＡＣＴＧＧ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ⁃３’

１􀆰 ３　 统计学分析

所有数据均以平均值 ± 标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ）表示。
所有统计分析均采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 中单因素

方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）进行多重比较，两组间

比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ ｔ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示具有统计

学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 助溶剂及药物浓度确定

助溶剂及药物浓度对斑马鱼存活影响见图 １。
由于 ＰＡ 溶解需要 ＢＳＡ 的辅助，因此对 ＢＳＡ 的安全

剂量进行了探索。 结果表明，０􀆰 ００１％、０􀆰 ００２％ ＢＳＡ
对整个实验过程中斑马鱼的存活影响较小 （图

１Ａ）。 图 １Ｂ，１Ｃ 显示，ＰＡ⁃１ 组药物浓度（０􀆰 ００１％
ＢＳＡ、１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡ）在整个实验周期内不会造成斑

马鱼死亡，选择该浓度作为造模浓度进行后续实

验。 图 １Ｄ 结果表明，１０ ｎｇ ／ ｍＬ 的 ＳＩＭ 不会引起斑

马鱼死亡，该浓度可作为阳性药备选浓度。
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注：Ａ：不同浓度 ＢＳＡ 对斑马鱼存活率的影响；Ｂ，Ｃ：不同浓度 ＰＡ 对斑马鱼存活率的影响；Ｄ：不同浓度 ＳＩＭ 对斑马鱼存活率的影响。

图 １　 药物安全浓度确定（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ≥ １０）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＢＳＡ ｏｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ． Ｂ， Ｃ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＰＡ ｏｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅ． Ｄ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＩＭ ｏｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｆｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｕｇｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ≥ １０）

２􀆰 ２　 ＰＡ 促进斑马鱼脂质积累

尼罗红染色结果如图 ２ 所示，腹部强烈桔红色

信号代表脂质积聚。 与对照组相比，ＰＡ 组斑马鱼

腹部脂质含量显著增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），说明 ＰＡ 给药

后可诱导斑马鱼脂代谢紊乱、造成脂质堆积。 与 ＰＡ
组相比，ＳＩＭ 组可显著降低斑马鱼体内脂质含量，说
明给药 ＳＩＭ 后，斑马鱼幼鱼脂代谢紊乱的情况得到

改善（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。

注：Ａ：斑马鱼尼罗红染色拍照结果；Ｂ：斑马鱼脂质堆积面积统计；与对照组相比，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与 ＰＡ 组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ２　 ＰＡ 及 ＳＩＭ 对斑马鱼脂质形成的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ≥ １０）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ Ｎｉｌｅ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ． Ｂ． Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｒｅａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ＰＡ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＡ ａｎｄ ＳＩＭ ｏｎ ｌｉｐｉｄ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ≥ １０）

２􀆰 ３　 ＰＡ 升高斑马鱼体内甘油三酯、总胆固醇含量

甘油三酯检测结果如图 ３ 所示。 与对照组相

比，ＰＡ 组甘油三酯含量显著增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），与 ＰＡ
组相比，ＳＩＭ 组显著降低斑马鱼幼鱼体内甘油三酯

含量（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 总胆固醇检测结果如图 ３ 所示。
与对照组相比，ＰＡ 组总胆固醇含量显著增高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），与 ＰＡ 组相比，ＳＩＭ 组显著降低斑马鱼幼鱼

体内总胆固醇含量（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 上述研究表明，ＰＡ
可引起斑马鱼脂代谢异常。
２􀆰 ４　 ＰＡ 抑制斑马鱼椎骨形成

斑马鱼的骨骼发育与人类骨骼发育的过程相

似［６］，其椎骨的形成情况是反映斑马鱼骨形成状况

的代表性指标［７－８］。 钙黄绿素染色结果如图 ４ 所

示。 与对照组相比，ＰＡ 组斑马鱼椎骨数目显著减
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注：与对照组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＰＡ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ３　 ＰＡ 及 ＳＩＭ 对斑马鱼甘油三酯和总胆固醇含量的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ≥ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＡ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＡ ａｎｄ ＳＩＭ ｏｎ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ≥ ３）

少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），说明 ＰＡ 诱导后对斑马鱼骨形成具

有显著抑制作用；与 ＰＡ 组相比，ＳＩＭ 组可显著增加

斑马鱼椎骨数目（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 上述研究表明，ＰＡ
可抑制斑马鱼骨形成。

注：Ａ：斑马鱼钙黄绿素染色；Ｂ：斑马鱼椎骨数目统计。

图 ４　 ＰＡ 及 ＳＩＭ 对斑马鱼椎骨形成的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ≥ １０）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｃａｌｃｅｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ． Ｂ． Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ ｎｕｍｂｅｒ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＡ ａｎｄ ＳＩＭ ｏｎ ｔｈｅ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ≥ １０）

注：与 ＰＡ 组相比， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ５　 对成骨成脂相关基因表达的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＡ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｌｉｐｏｇｅｎｅｓｉｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

２􀆰 ５　 ＰＡ 干预斑马鱼成脂成骨相关基因的表达

ｑ⁃ＰＣＲ 对成脂标志基因 ＰＰＡＲγ、ｃ ／ ＥＢＰα 以及

成骨标志基因 ＡＬＰ、ＲＵＮＸ２ 的表达分析，见图 ５。

与对照组相比，ＰＡ 显著促进斑马鱼幼鱼 ＰＰＡＲγ 的

表达，抑制 ＡＬＰ、ＲＵＮＸ２ 基因的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 与 ＰＡ 组相比，ＳＩＭ 组的 ＰＰＡＲγ 及 ｃ ／ ＥＢＰα
的表达显著降低，ＲＵＮＸ２ 基因表达显著增加（Ｐ ＜
０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 上述结果表明，ＰＡ 引起斑马鱼脂

代谢紊乱及骨形成抑制与干预 ＰＰＡＲγ、ｃ ／ ＥＢＰα、
ＡＬＰ、ＲＵＮＸ２ 等成脂成骨相关基因的表达有关。
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３　 讨论

随着近年来研究的深入，越来越多的研究人员

关注到“骨脂平衡”在 ＯＰ 研究中的重要性。 脂质代

谢紊乱导致血游离脂肪酸（ ｆｒｅｅ ｆａｔ ａｃｉｄｓ，ＦＦＡｓ）增

多，当超过脂肪组织贮存能力和各组织对血游离脂

肪酸的氧化能力时，高浓度的 ＦＦＡｓ 会破坏细胞酸

碱平衡并转化为具有高度生物活性和细胞毒性的

脂质。 ＦＦＡｓ 可导致细胞功能障碍和细胞死亡的破

坏性作用被统称为“脂毒性” ［９］。 在 ＯＰ 患者骨髓

内，骨骼与脂肪的关系体现了脂毒性物质对骨骼的

损伤作用［１０－１１］。 有研究指出，骨中的脂毒性是由骨

髓脂肪通过脂蛋白和 ＦＦＡｓ 的分泌施加的［１２］。 将脂

肪细胞与成骨细胞进行共培养［１３］，发现脂肪细胞释

放的 ＦＦＡｓ 抑制成骨细胞的增殖和分化，并诱导成

骨细胞凋亡。 作为最常见的 ＦＦＡｓ，ＰＡ 被证明可以

促进多种细胞内脂质沉积、ＲＯＳ 含量增加、促进细

胞凋亡［１４－１５］，已被广泛用于研究脂肪酸对各种类型

细胞的影响。 有研究用去卵巢加高脂饮食［１６］ 在大

鼠及小鼠上模拟骨质疏松伴脂代谢失常症状，还有

报道将 ＰＡ 作用于骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ） ［１７］，模拟骨髓脂毒

性微环境。 斑马鱼在 ３ ｄｐｆ 骨骼开始形成，５ ｄｐｆ 已
有部分骨骼形成。 在本实验的周期内，斑马鱼的椎

骨生长变化最为明显，且染色后边界清晰。 斑马鱼

的骨骼发育与人类骨骼发育的分子机制相似，且椎

骨生长具有时空的连续性和方向性，易于观察［６］。
椎骨的形成情况在斑马鱼骨质疏松模型中是反映

骨形成状况的代表性指标。 对斑马鱼椎骨进行钙

黄绿素染色，ＰＡ 组椎骨数目显著减少，结果表明 ＰＡ
会引起斑马鱼骨形成抑制。 尼罗红染色及甘油三

酯、总胆固醇含量测定的结果表明，ＰＡ 会引起斑马

鱼脂代谢紊乱。 ｑ⁃ＰＣＲ 实验表明 ＰＡ 引起斑马鱼脂

代谢紊乱及骨形成抑制与干预 ＰＰＡＲγ、ｃ ／ ＥＢＰα、
ＡＬＰ、ＲＵＮＸ２ 等成脂成骨相关基因的表达有关。 上

述结果表明，ＰＡ 可以诱导斑马鱼形成脂毒性损伤

骨形成抑制模型，且该模型简便、灵敏，可用于 ＯＰ
及相关疾病的药物筛选。

他汀类药物是最常用的降脂药物，靶向胆固醇

合成关键酶 ＨＭＧ⁃ＣｏＡ 还原酶。 研究发现，他汀类

药物可以通过抑制 ＢＭＳＣｓ 成脂分化［１８］ 促进其成骨

分化［１９］、抑制破骨细胞形成［２０］ 等途径来发挥骨保

护作用。 临床研究表明，他汀类药物增加骨密度、

减少骨折的作用与改善低密度脂蛋白有关，但其通

过改善脂代谢发挥骨保护作用的潜在机制仍待进

一步研究［２１］。 本研究表明，辛伐他汀对棕榈酸诱导

的斑马鱼脂毒性损伤骨形成抑制模型具有改善作

用，表明本方法建立的 ＯＰ 模型可以被药物调控。
糖皮质激素类诱导斑马鱼骨质疏松模型是目

前较为成熟的模型，已被广泛应用于药物活性评

价［２２］。 铁超载被证明是骨质疏松病理过程中的重

要因素，有研究报道，在高铁环境下能成功构建斑

马鱼骨质疏松模型［２３］，其应用范围仍有待进一步探

索。 越来越多的证据表明，骨髓脂肪分泌 ＦＦＡｓ 诱

导的脂毒性损伤是 ＯＰ 形成的关键环节。 本研究利

用 ＰＡ 作为造模药物、建立了一种棕榈酸诱导的脂

毒性骨质疏松斑马鱼幼鱼模型。 该方法更好地模

拟了 ＯＰ 状态下的骨髓脂毒性微环境，更加贴近骨

质疏松疾病的病理状态，为从脂代谢角度进行 ＯＰ
的研究提供了更加可靠、便捷的造模方法，为后期

从“骨脂平衡”的角度入手开展研究，发现新的 ＯＰ
防治药物奠定基础。
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