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模式动物斑马鱼在医学实验动物学教学中的应用
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　 　 【摘要】 　 传统啮齿类实验动物在实验教学中存在成本高、周期长等限制。 斑马鱼作为一种新兴的模式

生物,以其繁殖快、发育迅速、成本低等优势,在生命科学研究中备受青睐。 然而,斑马鱼在实验动物学教学中

的应用仍有待深入开发。 本研究以《医学实验动物学及技术》课程为例,将斑马鱼引入“组织切片技术”和“免

疫实验技术”两个实验模块,旨在探索斑马鱼在实验动物学教学中的应用潜力。 通过详细介绍实验操作流

程、实验设计和教学内容,旨在为本科生提供一个高效、低成本,且具有较高实践性的实验教学平台。 实验结

果表明,斑马鱼在实验教学中具有显著优势,不仅可以降低实验成本,缩短实验周期,而且能够让学生更直观

地掌握实验技术,提高学习兴趣。
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　 　 【Abstract】 　
 

Traditional
 

laboratory
 

animal
 

breeding
 

is
 

costly
 

and
 

time-consuming,
 

thus
 

limiting
 

experimental
 

zoology
 

teaching
 

practices.
 

Zebrafish
 

have
 

unique
 

biological
 

characteristics
 

and
 

have
 

become
 

widely
 

used
 

as
 

an
 

experimental
 

animal
 

model;
 

however,
 

teaching
 

examples
 

related
 

to
 

zebrafish
 

in
 

experimental
 

zoology
 

courses
 

are
 

still
 

scarce.
 

This
 

review
 

explores
 

the
 

application
 

of
 

zebrafish
 

by
 

incorporating
 

them
 

into
 

the
 

“ Tissue
 

Sectioning
 

Techniques”
 

and
 

“Immunological
 

Techniques”
 

modules
 

in
 

the
 

“Medical
 

Laboratory
 

Animal
 

Science
 

and
 

Technology”
 

course.
 

The
 

aim
 

is
 

to
 

utilize
 

the
 

advantages
 

of
 

zebrafish
 

in
 

experimental
 

zoology
 

teaching
 

and
 

to
 

explore
 

their
 

potential
 

applications.
 

This
 

study
 

provides
 

a
 

detailed
 

introduction
 

to
 

the
 

experimental
 

procedures,
 

experimental
 

design,
 

and
 

teaching
 

content
 

involving
 

zebrafish,
 

with
 

the
 

aim
 

of
 

offering
 

undergraduate
 

students
 

a
 

more
 

efficient,
 

cost-effective,
 

and
 

practically
 

meaningful
 

experimental
 

teaching
 

platform.
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　 　 传统的医学实验动物学教学多依赖于大鼠、
小鼠和兔等实验动物。 虽然这些动物在医学研

究中有着重要的作用,但其高昂的成本、繁琐的

实验准备和较长的生长周期等问题,使得它们在

教学实践中存在一定的局限性。 与此同时,随着

模式动物研究的不断发展,斑马鱼因其独特的优

点,逐渐成为一种理想的实验动物模型[1-2] 。 作

为一种模式脊椎动物,斑马鱼基因组与人的相似

度高达 87%,调控其胚胎发育和器官稳态的分子

机制大多与高等脊椎动物一致[3] 。 此外,相比其

他更高等的脊椎动物,斑马鱼具有体型小、繁殖

率高、体外发育、胚胎透明、遗传操作方便等特

点,这使得斑马鱼在胚胎发育,神经生物学、遗传

疾病、药物筛选、毒理评估等方面的研究有独特

优势[3-6] 。 因此,在医学实验类课程中,斑马鱼相

关的实验技术具有较高的教学价值。 然而,目前

国内斑马鱼相关的实验教程还较少。 本研究以

《医学实验动物学及技术》课程中的“组织切片技

术”和“免疫实验技术”两个教学模块为基础[7-8] ,
尝试将模式动物斑马鱼引入到实验动物学教学

中,并详细探讨其在这些模块中的应用。

1　 课程设计与教学目标

1. 1　 组织切片技术模块

　 　 组织切片技术是实验动物学课程中的基础

模块,旨在教授学生如何进行动物组织的固定、
切片、染色及观察等操作[9] 。 传统上,这一技术

模块多使用小鼠、大鼠等哺乳动物进行教学。 然

而,斑马鱼作为一种小型、透明的模式动物,其胚

胎和成鱼的组织可以在较短时间内完成取样,且
胚胎透明,便于学生观察和操作[10-11] 。

(1)斑马鱼胚胎组织取样

斑马鱼的胚胎透明且发育周期短,24
 

h 内胚

胎的心脏、眼睛、脑部等器官即已初步成型[1] 。
这一特点使得斑马鱼在组织切片实验中具有明

显的优势。 学生可以在短时间内采集到新鲜的

胚胎组织,快速进行固定和处理。
(2)固定与处理

学生将在指导教师的帮助下,学习如何将斑

马鱼胚胎进行固定。 常用的固定剂包括福尔马

林(paraformaldehyde,
 

PFA)。 通过浸泡固定剂、
乙醇梯度脱水处理和二甲苯透明处理,使得组织

在光线下完全呈半透明状,在切片前能够保持原

有的组织结构和形态。
(3)石蜡切片与冰冻切片

斑马鱼组织切片有两种常见方式:石蜡切片

和冰冻切片。 石蜡切片适用于常规组织学染色,
如 HE 染色,而冰冻切片则适用于对细胞结构完

整性要求较高的组织样品进行分子标记物染色。
通过这两种方法,学生能够获得不同切片的观察

效果和应用场景,帮助他们理解不同切片方法的

优劣势。
(4)染色与显微观察

通过常规 HE 染色、PAS 染色等方法,学生可

以直观观察斑马鱼组织中的细胞形态、结构及其

分布情况。 实验过程中,学生将学习如何操作显

微镜,分析切片中的组织结构,进一步加深对组

织学知识的理解。
(5)教学案例

在实践教学过程中,利用肝特异性转基因斑

马鱼品系 Tg( lfabp:eGFP) 的胚胎和成鱼分别进

行了整胚免疫荧光化学实验、组织切片免疫荧光

化学实验[12] 。 借助于斑马鱼胚胎透明, 且 Tg
( lfabp:eGFP)转基因斑马鱼可直接示踪其肝细胞

的优势(图 1A),学生可直接挑选并利用其胚胎

进行了免疫荧光组织化学染色实验,通过检测磷

酸化组蛋白 H3 的表达定位来反映肝细胞的增殖

情况(图 1B ~ 1C);在成年斑马鱼肝的组织切片实

验中,由于成鱼个体较小,学生无须解剖出肝组

织,可直接对成体进行冰冻切片,切片后在荧光

体视镜下得到 eGFP 标记的肝切片并进行了后续

免疫荧光组织化学实验即可(图 1D)。 操作过程

便捷直观,挑选分离的胚胎或定位的组织精准,
且整胚染色可同时进行多达 25 个个体的实验,满
足了大样本量的需求。 与小鼠相比,操作流程简

化、样本通量高、易于筛选目的组织、且能节省试

剂特别是昂贵抗体等来满足本科生公共实验课

的教学需求。
1. 2　 免疫实验技术模块

　 　 免疫实验技术是现代生物医学实验中非常

重要的一部分,涵盖了免疫组化(IHC)、免疫荧光

染色(IF)等技术[13-14] 。 这些技术广泛应用于分

子生物学、病理学以及疾病诊断等领域。 模式动

物斑马鱼在免疫实验中有着较为明显的优势,特
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别是在胚胎免疫反应的研究中,透明的胚胎使得

学生能够更加直观地观察免疫反应过程(图 1)。

注:A:5
 

d(5
 

dpf) 大小的肝特异性转基因斑马鱼品系 Tg
( lfabp:eGFP);B ~ C:利用 4

 

d 和 5
 

d 大小的 Tg ( lfabp:
eGFP)斑马鱼胚胎进行的整胚免疫荧光组织化学实验来检

测磷酸化组蛋白 H3 的表达定位情况(粉色箭头);D:利用

3 个月的 Tg( lfabp:eGFP)斑马鱼成鱼进行的组织切片来观

察其肝细胞磷酸化组蛋白 H3 的表达定位情况(粉色箭

头)。

图 1　 利用组织切片和免疫组化技术检测

斑马鱼肝细胞增殖水平

Note.
 

A,
 

Liver-specific
 

transgenic
 

zebrafish
 

line
 

Tg ( lfabp:
eGFP)

 

at
 

5
 

days
 

post-fertilization
 

( 5
 

dpf).
 

B ~ C,
 

Whole-
mount

 

immunofluorescence
 

histochemistry
 

experiments
 

conducted
 

on
 

Tg( lfabp:eGFP)
 

zebrafish
 

embryos
 

at
 

4
 

and
 

5
 

dpf
 

to
 

examine
 

the
 

expression
 

and
 

localization
 

of
 

phosphorylated
 

histone
 

H3
 

(pink
 

arrows).
 

D,
 

Tissue
 

sections
 

from
 

3-month-old
 

Tg ( lfabp: eGFP)
 

adult
 

zebrafish
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

localization
 

of
 

phosphorylated
 

histone
 

H3
 

in
 

liver
 

cells
 

(pink
 

arrows).

Figure
 

1　 Detection
 

of
 

liver
 

cell
 

proliferation
 

levels
 

of
 

zebrafish
 

via
 

tissue
 

sectioning
 

and
 

immunohistochemistry
 

techniques

(1)抗原修复与免疫染色

学生将在实验中学习多种抗原修复方法并

进行免疫染色。 首先,学生需要对切片进行抗原

修复,如蛋白酶消化修复、微波加热修复等,用于

去除蛋白交联,充分暴露组织抗原,后利用特异

性抗体对组织进行标记,通过免疫组化或免疫荧

光技术对斑马鱼的组织进行染色。 这一过程中,
学生不仅能够理解抗体与抗原特异性结合的原

理,还能了解到多种免疫标记的设计思路。
(2)免疫组化与免疫荧光技术

免疫组化技术可以将目标抗原与特定的抗

体结合,并通过显色反应可视化特定蛋白的分布

情况。 而免疫荧光技术则通过荧光标记的抗体

对目标分子进行检测,使得学生能够清晰地观察

到细胞或组织中的分子分布。
(3)成像分析与数据解读

免疫实验技术的核心在于如何通过成像技

术分析实验结果。 在实验中,学生将使用荧光显

微镜或共聚焦显微镜进行成像,学习如何处理、
分析实验数据,并根据成像结果推断免疫反应的

机制。
(4)教学案例

在教学过程中利用特异性标记脑部巨噬细

胞(小胶质细胞)和中性粒细胞的转基因斑马鱼

品系 Tg(coro1a:eGFP)
 [15] ,在荧光体视显微镜下

实时观察和跟踪记录了胚胎脑部发生炎症反应

后小胶质细胞的动态迁移和往损伤部位聚集情

况。 该模型和观察方法使得学生能够实时观察

免疫反应的发生和免疫细胞的动态迁移(图 2)。
相比较,在利用小鼠模型进行的课程教学中无法

达到上述理想的教学效果。

注:分别于脑部损伤后 0
 

min、30
 

min 和 60
 

min 实时捕捉脑

部损伤部位小胶质细胞聚集情况。

图 2　 实时示踪观察斑马鱼脑部损伤后小胶质

细胞迁移情况

Note.
 

Real-time
 

capture
 

of
 

microglial
 

aggregation
 

at
 

the
 

brain
 

injury
 

site
 

at
 

0
 

minutes,
 

30
 

minutes,
 

and
 

60
 

minutes
 

after
 

brain
 

injury.
 

Figure
 

2　 Real-time
 

tracking
 

of
 

microglial
 

migration
 

after
 

brain
 

injury
 

in
 

zebrafish

1. 3　 教学方法与创新设计

　 　 为了让学生更加深入地理解斑马鱼模式动

物在医学实验中的应用,我们对传统的实验教学
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方法进行了改进,并加入了以下创新:
(1)学生主导实验操作

传统的实验教学模式多为教师演示,学生仅

在教师指导下完成实验步骤。 为了提升学生的

实验能力,我们采用了“学生主导、教师督促”的

教学模式。 在该模式下,学生需要全程参与实验

的各个环节,从斑马鱼的胚胎孵化、组织切片的

准备,到免疫实验的操作和数据分析,学生都能

够亲自操作,增加了其动手能力和实验思维。
(2)多学科整合与实践导向

实验课程不仅仅局限于技术操作,还注重理

论知识的学习和思维的培养。 每个实验模块都

结合免疫学、分子生物学和病理学的相关知识,
帮助学生系统地掌握实验技能,理解实验背后的

原理。
(3)小班教学与个性化指导

为了保证每个学生都能获得充分的实验操

作机会,我们采取了小班授课的方式,每个班级

人数控制在 20 人以内。 在实验过程中,教师根据

学生的具体情况提供个性化指导,帮助学生及时

解决实验中的问题,确保实验效果。

2　 实验教学流程

2. 1　 组织切片技术模块的教学流程

　 　 (1)实验前准备

学生在教师的指导下,学习斑马鱼的基本生

物学特性,掌握斑马鱼胚胎的培养技巧,并了解

组织切片技术的基本步骤和注意事项。
(2)胚胎取样与固定

学生使用显微镜仔细观察斑马鱼胚胎的发

育进程,并在最佳阶段进行取样。 随后,将胚胎

放入固定液中进行组织固定,为后续的切片和染

色做好准备。
(3)切片与染色

学生对固定后的组织进行脱水、浸蜡、切片

等处理,并进行常规染色(如 HE 染色)。 最后,在
显微镜下仔细观察组织切片,详细记录实验结果。

(4)结果分析与讨论

通过观察不同组织的形态变化,学生深入分

析不同阶段的胚胎及成鱼组织结构,了解各组织

的特点及功能,并进行深入的讨论和交流。

2. 2　 免疫实验技术模块的教学流程

　 　 (1)免疫染色准备

学生学习如何为斑马鱼制备免疫原,选择合

适的抗体,并进行标记。 这一步骤是免疫实验的

关键环节之一。
(2)免疫染色操作

学生按照步骤进行免疫组化或免疫荧光染

色,学习如何处理组织样本,抗体孵育等关键

操作。
(3)显微观察与数据分析

使用荧光显微镜或共聚焦显微镜观察免疫

反应的结果。 学生需要仔细分析标记物的分布

情况,解读实验结果,并撰写实验报告。
(4)结果讨论与总结

学生在实验结束后,深入分析实验结果,讨
论模式动物斑马鱼在免疫实验中的独特优势及

其广阔的应用前景。 同时,将其与传统动物模型

进行对比分析,进一步加深对免疫学原理的理解。

3　 课程实施的效果与评估

　 　 在课程实施过程中,斑马鱼作为新型模式动

物的引入,有效地克服了传统实验动物在医学实

验教学中所面临的各种问题。 以下是斑马鱼在

教学应用中的具体效果与评估:
3. 1　 提高学生的实验动手能力

　 　 通过模式动物斑马鱼的使用,学生不仅能够

获得更丰富的实验操作经验,还能更好地理解动

物模型在生物医学实验中的应用。 斑马鱼胚胎

透明以及早期发育较快等优势,使学生能够更加

直观地观察和操作实验,从而有助于学生理论学

习和实际操作的良好结合。 学生在“组织切片技

术”和“免疫实验技术”的实践中,掌握了组织取

样、固定、切片、染色和免疫检测的全过程,进一

步提升了他们的实验动手能力。 为验证斑马鱼

教学对学生实验动手能力的促进作用,笔者分别

对斑马鱼教学班级和小鼠教学班级的学生进行

了问卷调查法,让学生选择投选《医学实验动物

与技术》课程中对自己实验操作能力提高最有帮

助的两个项目。 斑马鱼教学班级学生选择“组织

切片技术”和“免疫实验技术”的比例分别为 26%
和 30%,高于小鼠教学班级 ( 对应比例分别为

18%和 20%),因此用于斑马鱼教学可提高学生的
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实验动手能力。
3. 2　 提高了学生对学科知识的掌握

　 　 模式动物斑马鱼不仅能应用于组织学、免疫

学等传统学科,还能够作为分子生物学、基因组

学等新兴学科的教学工具。 因此,利用斑马鱼模

型进行实验教学,学生能够在学习实验技术的同

时,加深对相关学科理论知识的理解。 例如,在
免疫实验模块中,学生通过操作斑马鱼胚胎,学
习免疫组化、免疫荧光等技术,能够深入理解免

疫反应机制和相关疾病的诊断方法,从而实现学

科知识的交叉融合。 为检测学科知识学习效果,
笔者分别随机选择并统计了斑马鱼教学班级和

小鼠教学班级各 50 位学生的期末考试成绩,发现

在“组织切片技术”和“免疫实验技术”相关的知

识考点中(相关题目总分值为 14 分),斑马鱼班

级学生得分(平均分 8. 34 分)高于小鼠班级学生

(平均分 8. 12 分)。 因此,用斑马鱼作为教学材

料可有助于学生对于学科知识的掌握。
3. 3　 降低实验成本与时间消耗

　 　 传统的实验动物如小鼠、大鼠等,尤其是用

于医学实验教学时,通常需要较高的成本和较长

的实验周期。 相比之下,斑马鱼具有较短的发育

周期和较低的饲养成本,能够大大降低实验的经

济负担。 此外,斑马鱼的高产卵率和胚胎的透明

性使得实验的时间消耗得到了有效缩短。 学生

能够在较短的时间内完成多个实验操作,提高了

实验的效率和教学质量。

4　 总结与展望

　 　 本文介绍了在《医学实验动物学及技术》课

程中,通过引入斑马鱼作为实验动物来实践“组

织切片技术”和“免疫实验技术”两个教学模块,
并评估了教学效果。 结果表明,这一教学方法有

助于提高学生对实验操作和理论知识的掌握,提
供了进一步在实验课程中发挥斑马鱼这一模式

动物优势的参考案例。
随着医学教育的不断发展,模式动物斑马鱼

在实验教学中的应用前景广阔。 未来可以根据

课程需求进一步拓展斑马鱼模型的应用范围,将
其引入到其他医学相关课程中。 首先,作为毒理

学的模型,斑马鱼可用于评估药物或环境有害物

质对人类健康的影响。 例如,利用胚胎发育过程

中畸形率的变化评估目标样本的胚胎毒性,或者

通过观察神经、血管等组织的发育,评估目标样

本对相关器官的影响。 其次,作为遗传学研究的

工具,斑马鱼可用于研究基因突变在神经、心血

管等系统性疾病中的致病机制。 此外,斑马鱼具

有体外发育和胚胎透明的特点,可作为理想的发

育生物学模型,动态观察特定组织和器官的发育

过程。 这些功能使得斑马鱼成为实验教学中不

可或缺的资源,为学生提供更加全面的实验教学

体验[16-19] 。 此外,近年来以 CRISPR / Cas9 技术为

代表的斑马鱼基因编辑技术取得了重要进

展[20-21] ,这使得斑马鱼在疾病模型的建立和药物

筛选等方面的潜力得到进一步释放。 斑马鱼全

器官单细胞转录组数据库的建立[22-23] ,为从多角

度研究斑马鱼模型中的生物学过程奠定了坚实

的基础,同时也为医学研究和临床应用提供了更

多的可能性。
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