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　 　 【摘要】 　 斑马鱼作为一种优良的动物模型已被广泛应用于人类相关疾病机理及药物筛选的研究。 由于斑马
鱼骨骼发育过程和调控机制与哺乳动物高度保守,目前已成功构建斑马鱼骨骼疾病模型。 本文首先介绍斑马鱼骨
骼发育过程和分子调控机制,并对斑马鱼模型骨骼研究的基本方法及在骨骼药物筛选中的研究现状进行分析和总
结,以期对斑马鱼作为骨骼疾病模型进行药物筛选或基础研究提供参考。
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Research progress of zebrafish models of bone diseases
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【Abstract】 　 Zebrafish has been widely used as an animal model for human disease research and drug screening.
Bone disease models have been successfully established in zebrafish because of its highly conserved molecular mechanism of
osteogenesis with mammals. Here, we introduce the processes and regulatory networks of zebrafish osteogenesis, and then
summarize the classical method for zebrafish bone research and the research status of drug screening for bone diseases. This
information will provide a reference for drug screening and basic research using zebrafish bone disease models.
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　 　 斑马鱼(zebrafish)是一种源自于印度东部的淡
水硬 骨 鱼, 体 长 约 3 ~ 4 cm, 属 辐 鳍 亚 纲
(Actinopterygii),鲤科 ( Cyprinidae),短担尼鱼属
(Danio rerio) [1]。 由于其体表具有如斑马一样的纵
向相间条纹,因此得名斑马鱼。 斑马鱼与人类基因
组相似度高达 87%[2],其组织器官发育与哺乳动物
在发育起源及过程等方面都有较高同源性。 斑马

鱼以其体型小巧、易于饲养、胚胎透明、发育周期短
且繁殖能力强等优势被作为重要的脊椎动物模型

进行科学研究。 目前,基因编辑、转基因、遗传诱导
等实验技术已成功在斑马鱼模型中得以应用,学者
们通过这些实验手段发现了数以千计的基因,并且
证明了其基因功能。 这些研究发现使得斑马鱼不
仅在生物学,在临床医学、环境毒理学及心理学领
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域都得以广泛应用[3]。

1　 斑马鱼的骨骼发育
斑马鱼的骨骼发育与其他脊椎动物骨骼发育

过程极其相似,骨骼都是由软骨和硬骨两种不同的
组织所组成,是由三种不同的胚胎细胞系分化而
来。 颅面骨骼由颅神经嵴细胞分化形成,中轴骨骼
从中轴中胚层(体节)衍生而来,四肢骨骼则是侧板
中胚层细胞的产物[4]。 软骨由软骨细胞形成,硬骨
由成骨细胞和破骨细胞组成。 软骨细胞和成骨细
胞具有共同的起源,即间充质细胞,而破骨细胞则
起源于髓单核细胞系[5]。

间充质细胞(mesenchymal cells)在特定的骨化
部位聚集是骨骼发育起始的标志,这一现象被称为
骨骼的形态发生(skeletal morphogenesis),骨骼发育
的命运由其决定。 当满足骨骼发育所需条件时,聚
集的间充质细胞由于骨化作用而成为骨骼。 膜内
骨化 ( intramembranous ossification)和软骨内骨化
(endochondral ossification)是脊椎动物成骨的两种
方式。 膜内骨化的代表是颅骨的形成,其成骨细胞
由间充质细胞直接分化而成,并形成骨骼;软骨内
骨化成骨必须先形成软骨模板,成骨细胞和破骨细
胞随后会将其替代而成熟[6]。

注:A:腹面观;B:侧面观。 (bh)舌骨体;(ch)角舌骨;(co)对肩胛骨喙突;(cb)角鳃骨;(c)匙骨;(e)筛骨板;(hs)
舌骨下颌弓;(m)麦克尔软骨;(oa)枕弓;(pp)腭方蝶突骨;(pq)腭方骨。

图 1　 斑马鱼头部骨骼结构
Note. A, Ventral view. B, Lateral view. ( bh) basihyal. ( ch) ceratohyal. ( co) coracoids of pectoral girdle. ( cb)
ceratobranchial. (c) cleithrum. (e) ethmoid plate. ( hs) hyosymplectic. (m) Meckel’ s cartilage. ( oa) occipital arch.
(pp) pterygoid process of the palatoquadrate. (pq) palatoquadrate.

Figure 1　 Structure of the zebrafish head bone

1. 1　 斑马鱼的头骨发育
斑马鱼与多数高等脊椎动物一样,也存在软骨

内骨化和膜内骨化两种骨化方式[7]。 其中,斑马鱼
大部分的头部骨骼是由软骨内骨化发育产生。 斑
马鱼头部的骨骼结构如图 1所示,一般 5d的幼鱼头

部骨骼(脑颅)由软骨、脑颅、咽骨架构成,围绕着感
觉器官;大脑则是由筛骨板块(e)、骨小梁( t)、附脊
索(pc)和枕拱门(oa)组成(图 1)。 咽骨架是由下
颌和鳃连接的咽拱门等组成。 第一个咽弓(下颌
弓)来自于下颌,由两个元素组成,腭方骨(pq)代表
上颌,麦克尔软骨(m)形成下颌(图 1)。 第二个
(舌)弓是由舌骨下颌弓(hs)和角舌骨(ch)组成,角
舌骨(ceratohyal)不是直接与舌骨下颌弓连接的,而
是与茎舌骨(ih)直接连接起来。 鳃连接的拱门是由
角鳃骨(cb)和鳃下骨组成(图 1B)。 鳃下骨位于角
鳃骨的中间,连接腹侧中线的基鳃软骨(图 1B)。
头部骨骼骨化的一般顺序为:角鳃骨 ( cb),孔盖
(op),副蝶骨(ps),鳃条骨(br),脊索(nc),其中孔
盖骨骨化开始于受精后第 3天的未来球窝附近的间
充质和舌颌软骨衔接处,副蝶骨从第 4 天开始骨
化[8-9]。 头盖骨通过膜内骨化的方式进行钙化,虽
然头部骨骼会大面积的形成,但是软骨在软骨内骨
化的作用下发育成骨骼这一过程,要一直延续到斑
马鱼的成年阶段,成年斑马鱼的头盖骨由 74块颅骨
组成,至少需要 70 d才能发育完成[10-11]。
1. 2　 斑马鱼的脊柱及鱼鳍的发育

斑马鱼的脊椎骨骼是通过软骨内骨化的方式

形成,即脊椎内的骨骼先形成软骨,随后再发生骨
化,此发育过程也是按照从头到尾的顺序分体节形
成的[12]。 斑马鱼的脊椎骨分为尾椎和尾前椎,其脊
椎是由很多的椎间盘和椎体组成,每一节脊椎骨都
呈两凹型, 其结构又可细分为脊椎、神经弧和血管
弧。 斑马鱼的脊椎是由位于中间体节的韦伯尔发
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生器起始发生,然后骨化的范围分别向头部和尾部
两个方向延伸。 最初的脊椎在 7 d 形成,是在脊索
之上,作为矿物质的沉淀而存在,开始于背部的区
域并且向腹部延伸。 最早形成的是第 3、4、5、6 脊
锥,之后是第 1、2 脊椎,到了第 23 天,所有脊椎形
成。 除了最后端形成 urostile的脊椎,所有结构均已
钙化。 斑马鱼的鳍由背鳍、腹鳍、胸鳍、臀鳍和尾鳍
组成。 当斑马鱼发育到第 19 天时,其尾翼已形成所
有的辐射条、尾下骨、软骨尾上骨。 背翼和肛翼也
已形成并矿化,然而,胸鳍的骨翼形成刚刚开
始[11-13]。 斑马鱼与爬行动物的软骨内骨化方式不
同, 最为明显的区别是其鳞质鳍条的发育不经过软
骨细胞而是由胶原基质直接矿化而成。 由于斑马
鱼具有鱼鳍透明,生长具有时空的连续性和方向
性,通过控温可减慢生物矿化速度等独特优势,且
鱼鳍发育的分子机制与哺乳动物骨骼极为相似,调
控发育的关键生长因子如包括骨形成蛋白在内的

TGFβ家族起到关键作用。 越来越多的学者更偏好
于利用鱼鳍尤其是尾鳍再生作为骨骼损伤修复模

型进行科学研究。

2　 斑马鱼骨骼发育的分子机制
脊椎动物进化过程中骨骼发育机制高度保守,

斑马鱼骨骼发育同样起始于间充质细胞,间充质细
胞分化为成骨细胞之后,成骨细胞在形成骨骼过程
中需经历增殖、成熟、矿化和凋亡四个阶段。 在整
个骨骼发育过程中,涉及众多的调控因子包括转录
因子、激素、生长因子、细胞基质因子等的参与,此
外还受到一系列细胞信号通路的精密调控[14]。 一
些众所周知的调控哺乳动物成骨细胞分化的相关

基因家族,如:Hedgehog、Runx 和 Dlx 基因家族的成
员在斑马鱼骨形成过程中也表达[15-19]。 在斑马鱼
成骨细胞形成分化的早期,Rux2a 和 Runx2b 在分化
的最早期表达,Osx在分化中期表达,成熟阶段分化
主要通过骨基质蛋白 ColI1a 和骨结合素 ( osn,
osteonectin)的表达,BMP 和 Wnt信号在成骨细胞分
化过程中像在哺乳动物中一样也发挥作用。

研究表明,Sox9 家族参与了骨骼发育调控,斑
马鱼中有 Sox9a和 Sox9b,在胚胎的发育过程中,它
们都在软骨形成区域表达,Sox9 在硬骨鱼和四足软
骨形成过程中的功能是保守的。 Sox9 基因的上游
序列位点突变会导致斑马鱼软骨形成异常而导致

短指等骨骼发育异常的症状。 Sox9 早于间叶细胞

进行凝聚,软骨细胞发生分化时表达,并能够直接
调控 Col2ala,Colla2等对软骨形成有关键作用的胶
原蛋白的形成,因此其在软骨分化的启动阶段发挥
重要的作用。 有研究证明,Sox9 与骨形成发生蛋白
(BMP)相互作用,调控软骨的形成过程[20-21]。 锌指
转录因子 Osterix(Osx)是哺乳动物骨髓充质祖细胞
系的关键调节因子,在硬骨鱼中,膜内骨化和软骨
成骨之前 Osx 开始表达,Osx 在成骨细胞中表达而
不是软骨细胞,作为成骨细胞分化程度的一个重要
标志[22-23]。 斑马鱼拥有硬骨鱼家族的 8 个 Dlx 基
因,其在斑马鱼头部骨骼发育中有着重要作用,在
头部的副蝶骨,鳃弓及孔盖等部位有表达[24-25]。
Runx2是成骨细胞和肥大的软骨细胞的关键调节因
子,在软骨发育早期,调控骨基质相关基因如
Col10a1的表达,Runx2过量表达会影响成骨细胞成
熟并导致骨质减少,因此,在骨细胞分化过程中起
着负调控作用[26]。

Hedgehog 信号调控细胞分化,增殖和细胞寿
命,其在骨骼形成过程中的作用是保守的,促进骨
膜前体细胞向成骨细胞分化。 Shh 是 Hedgehog 家
族成员,有研究显示,Shh在斑马鱼神经嵴细胞运动
中诱导中线上的前体细胞分化成软骨细胞[9],
Hedgehog信号通路在鳃盖早期形成的过程中调节
骨形成[20]。 Wnt 信号在成骨细胞分化中起着重要
作用,可以阻止成骨细胞向软骨细胞分化。 有研究
表明,Wnt信号与 BMP 信号相互作用共同调控斑马
鱼背部腹鳍和颅面骨的发育[27]。 转化生长因子
TGFβ是多功能转化因子,由许多骨骼中的细胞产
生,大量存在于骨基质中,TGFβ 调节骨细胞的吸收
活性及破骨细胞的形成。

3　 斑马鱼骨骼的经典染色方法
斑马鱼作为骨骼研究的模式动物已被广泛的

应用在骨骼领域,目前对研究斑马鱼骨骼模型的方
法有经典的骨骼染色和医学上的影像学检测等。
经典的骨骼染色法有:组织固定染色,活体荧光染
色,其中活体荧光染色主要用于斑马鱼幼鱼的骨骼
钙化及成鱼的尾鳍再生研究,而显微 CT 及双能 X
光吸收法常用于成鱼的骨骼结构、骨密度分析中,
以下就这些研究方法及其优缺点做一概述:经典的
骨骼染色方法有茜素红染色( alizarin red),阿尔新
蓝染色( alcian blue),钙黄绿素染色( calcein)等方
法,详情可见参考文献[28];其中 alizarin red 是针对
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斑马鱼的硬骨染色,其原理是利用骨骼中丰富的钙
盐成分和茜素红可螯合骨骼中钙离子的特点,从而
可通过茜素红与骨中的钙结节引起的明显显色现

象来检测鱼的骨形态和骨密度[7]。 alcian blue 是专
用于对软骨细胞外基质进行染色的染料,利用此染
色手段可检测胚胎的骨骼形成和软骨的发育情况,
是发育生物学研究中常用的一种方法[29]。 calcein
是利用化合物与骨骼中的钙化离子结合在荧光的

照射下发出绿色荧光,以标示骨骼钙化程度[30]。
alizarin red在实验过程的前期要经过固定、脱色和
脱水处理,实验步骤较多,耗时较长。 alcian blue 在
实验过程的后期也同样要经过一系列程序,消化-脱
色-漂白等,过程繁琐,且每一步都要掌握好时间,防
止消化、漂白时间过长,使实验样品损坏。 calcein
在实验过程中,染色时间短且反应灵敏,但染色过
程一定要避光处理,后期要用大量的清水将染色液
清洗干净,防止对荧光信号产生影响。 显微 CT 及
双能 X线吸收法用于成鱼的骨骼结构,及骨密度分
析中,能够更精准的评价骨的质量,更适用骨质疏
松症的早期检测。 此外,碱性磷酸酶(ALP)染色与
抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)染色可以分别用来鉴
定斑马鱼的成骨细胞与破骨细胞[31],碱性磷酸酶是
成骨细胞早期分化的特征指标,成纤维细胞极少有
ALP,因此可采用 ALP 染色来鉴定成骨细胞;特异
的 TRAP 染色酶活性部位呈红色阳性颗粒,分布于
破骨细胞胞质内,核为阴性。

4　 斑马鱼模型在骨骼药物筛选中的
应用
　 　 利用斑马鱼作为骨骼模型进行骨骼疾病研究
时,首先需要构建斑马鱼骨骼损伤疾病症状,如骨
质疏松症。 有多种类型的药物可诱导构建骨质疏
松模型,常用的药物有糖皮质激素类,如:泼尼松
龙,地塞米松;还有药物如维甲酸,枸橼酸铁胺
(FAC)等多种药物,还可以对斑马鱼的鱼鳍进行机
械性损伤,来模拟人类的骨骼创伤,如:骨折。 另
外,斑马鱼的尾鳍再生能力也为骨骼研究带来新的
方向,本文对利用药物胁迫斑马鱼构建骨质疏松症
的研究进行总结和分析。

韦英杰等[32]通过泼尼松龙构建的骨丢失模型

对接骨汤促进骨生成的作用进行评价;李淼等[33]利

用斑马鱼模型来评价地塞米松磷酸钠的毒性及其

对斑马鱼骨骼的影响;陈斌等利用高铁胁迫诱导斑
马鱼骨质疏松症;此外,还可以通过控制营养的摄

取等方法来构建骨质疏松模型[34-38]。 就上述各种
方法构建的模型而言,评价指标一般是一致的,有
骨密度的测定,骨形态的计量学等。 泼尼松龙和地
塞米松诱导的骨质疏松症更接近与人类长期或者

在年轻时期长时间使用激素来治疗疾病时,后期就
会引发无菌性股骨头坏死,但在使用糖皮质激素造
模时应把握好剂量,合适的剂量既可以有效引起骨
量丢失,又不会因免疫抑制过强导致斑马鱼死亡。
而 FAC所诱导的骨质疏松症更接近与在过度失血
的情况下补血过盛,导致铁过载的病人,FAC 药物
在使用时,要现配现用,否则会有沉淀产生会导致
斑马鱼死亡。

上述药物诱导的模型已经被广泛的应用于筛

选治疗骨质疏松的药物,王长梅等[39]以泼尼松龙诱

导的斑马鱼幼鱼骨质疏松模型考察川续断皂苷 V
和川续断皂苷 VI 抗骨质疏松活性;韦英杰等[40]以

地塞米松诱导的斑马鱼幼鱼骨质疏松模型对西药

依替膦酸二钠的抗骨质疏松活性进行评价,王晗课
题组以 FAC引发的骨质疏松症去评价去铁胺对骨
质疏松症的治疗作用。 前期本课题组的研究结果
也表明,在高铁环境下能成功构建斑马鱼成鱼骨质
疏松模型,并证实了临床药物阿仑膦酸钠通过 Bmp
信号修复骨骼的损伤[41]。 由上述的报道可知,药物
诱导斑马鱼的骨质疏松症模型已成功应用于药物

筛选中。

5　 结语
目前,斑马鱼以其独特优势,成为日益受重视

的一种模式生物,尤其在药物的高通量筛选中的应
用。 随着斑马鱼骨骼发育机理的不断探索,斑马鱼
骨骼研究相关方法和技术日益完善,进一步促使斑
马鱼作为骨骼疾病模型被研究者所使用。 斑马鱼
骨骼模型能高效、快速、低成本、高通量的对治疗骨
骼疾病相关药物进行筛选,并且结果可信度高。 虽
然斑马鱼作为新兴的模式生物,还有许多发育和遗
传机理尚未研究透彻,但对于研究骨骼发育和其相
关疾病,斑马鱼骨骼模型是研究者的优选之一,斑
马鱼骨骼模型具有广阔的科研和商业前景。
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