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［摘 要］ 目的：建立一种稳定可靠的斑马鱼高脂血症模型，并应用不同方法评估高胆固醇饮食对斑马鱼脂代谢的影响。方

法：受精5 d后（5 days post fertilization，5dpf）的斑马鱼幼鱼随机分成普通饲料组和高胆固醇饲料模型组，普通饲料为纯蛋黄干

粉，高胆固醇饲料是向纯蛋黄干粉中添加不同百分比的胆固醇配制而成，连续喂养10 d后通过显微镜实时观察并对幼鱼生理

生化指标进行检测评估。结果：共聚焦显微镜下观察到不同百分比的高胆固醇饮食模型组幼鱼尾部动脉血管脂质沉积量均显

著高于普通饲料组（P < 0.05），且随着饲料中胆固醇百分比增加，幼鱼动脉血管脂质沉积量也随之增加；增加5%高胆固醇饮食

组投喂量，其血管脂质沉积量先显著性增加（P < 0.05）后渐趋稳定，但幼鱼生存率逐渐降低（P < 0.05）；5%高胆固醇饮食组幼

鱼体宽明显大于普通饲料组（P < 0.01），但体长无明显差异（P > 0.05）；5%高胆固醇饮食组幼鱼体内总胆固醇（total cholesterol，
TC）和总甘油三酯（total triglyceride，TG）水平较普通饲料组明显升高（P < 0.01），且低密度脂蛋白胆固醇（low⁃density lipoprotein
cholesterol，LDL⁃C）水平也同时升高（P < 0.05）。结论：5%高胆固醇饲料喂养10 d可以诱导斑马鱼高脂血症的发生，且适量增

加饲料中胆固醇百分比或适当增加高胆固醇投喂量均能加快高脂血症模型建立。
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［Abstract］ Objective：To establish a stable and reliable model of zebrafish hyperlipidemia and evaluate the effect of high
cholesterol diet on the lipid metabolism in zebrafish larvae. Methods：Zebrafish larvae after five days post fertilization（5dpf）were
randomly divided into two groups：normal feed group with dry powder of pure egg yolk，and high cholesterol feed model group with
different percentages of cholesterol added to pure egg yolk. After 10 days，the evaluation was carried out by microscopy and detecting
the physiological and biochemical indicators in the zebrafish larvae. Results：Confocal microscopy showed that the lipid deposition in
caudal artery of juvenile fishes in high cholesterol diet model group was significantly higher than that in common diet group（P < 0.05），
and the lipid deposition in caudal artery of juvenile fishes increased with the increase of cholesterol content in diet. When the feed
intake of the 5% high cholesterol diet group increased，the lipid deposition in blood vessel increased significantly at the beginning（P <
0.05）and subsequently stabilized gradually，but the survival rate of juvenile fishes decreased significantly（P < 0.05）. The body width
of fish larvae in the 5% high cholesterol diet group was significantly larger than that in common diet group（P < 0.01），but no
significant differences in body length were observed between the two groups（P > 0.05）. The levels of total cholesterol（TC）and total
triglyceride（TG）in juvenile fishes fed with 5% high cholesterol diet were both significantly higher than those fed with normal diet（P <
0.01），and the levels of LDL⁃C were also significantly higher（P <0.05）. Conclusion：Feeding 5% high cholesterol diet for 10 days
could induce the occurrence of hyperlipidemia in zebrafish. Increasing the percentage of cholesterol in diet or increasing the dosage of
high cholesterol properly could accelerate the establishment of hyperlipidemia model.
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高脂血症是一种脂代谢紊乱慢性疾病，是动脉

粥样硬化、冠心病等心血管类疾病发生的主要危险

因素［1-2］。高脂血症模型的建立为与相关疾病的预

防治疗及发病机制的研究提供了重要工具［3-5］。国

内外建立高脂血症模型的方法有多种，选用的动物

通常是鼠［6-7］、兔［8-9］、鸡［10］、猪［11］等，但这些动物生长

周期长、成本高，不适合大规模的实验。斑马鱼是

近几十年新兴起的模式生物，与人类基因组具有高

度同源性，其体积小、产卵量高、发育迅速，且适合

活体和大规模实验的优势让研究者们不可忽视。

目前虽然也有少数学者利用斑马鱼建立高脂血症

模型［12- 15］，但高脂血症模型建立方法也是因人而

异。本实验主要探究一种稳定可靠的斑马鱼高脂血

症模型建立方法，通过显微镜实时观察以及相关生理

生化指标的检测来进行评价，为高血脂及其并发症的

药物筛选、毒性评估和机制研究提供重要工具。

1 材料和方法

1.1 材料

野生型（AB系）和转基因型 Fli1⁃EGFP（AB系）

斑马鱼成鱼均购自武汉水生所国家斑马鱼资源中

心，其中 Fli1⁃EGFP斑马鱼的血管内皮表达绿色荧

光蛋白，在荧光显微镜下可以观察斑马鱼血管。

胆固醇（北京博易汇科生物技术有限公司），荧

光胆固醇酯类似物 cholesteryl bodipy 524/563 C11
（Invitrogen公司，美国），乙醚（上海国药集团），BCA
蛋白测定试剂盒（南京建成生物公司），血脂检测试

剂盒（上海延慕实业有限公司及南京建成生物公

司）。氯化钠（NaCl）、氯化钾（KCl）、二水氯化钙（Ca⁃
Cl2·2H2O）和七水硫酸镁（MgSO4·7H2O）、甲基纤维

素（上海生工生物有限公司）。60×E3配方：17.2 g
NaCl、0.76 g KCl、2.9 g CaCl2·2H2O和 4.9 g MgSO4·
7H2O溶于超纯水中并定容至1 L。水循环养殖系统

（北京爱生科技发展有限公司），生化培养箱（上海

博讯实业有限公司），酶标仪（TECAN公司，瑞士），

共聚焦显微镜（Olympus公司，日本），体视荧光显微

镜（ZEISS公司，德国），台式冷冻干燥器（LABCON⁃
CO公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 斑马鱼饲养和幼鱼获取

斑马鱼成鱼于斑马鱼水循环养殖系统中饲养，

水温及环境温度（28.0±0.5）℃，光照周期 14 h（光）：

10 h（暗），每天喂食丰年虾 2次。实验所用斑马鱼

幼鱼饲养在 9 cm玻璃培养皿，70 mL 1×E3培养液，

每皿 30条幼鱼，（28.0±0.5）℃培养，光照周期 14 h
（光）：10 h（暗），每天喂食 2次实验饲料，每次喂食

持续1.5 h后换水。

实验所用野生型AB系斑马鱼幼鱼获取：将健

康野生型AB系雌雄斑马成鱼以 2∶1比例置于交配

盒。次日交配 1.5 h后收卵。显微镜下挑出健康的

卵置于1×E3培养液中28 ℃恒温培养，5 d后显微镜

下挑选健康斑马鱼幼鱼用于实验。

实验所用转基因 Fli1⁃EGFP斑马鱼幼鱼获取：

与野生型斑马鱼配鱼方法相同，受精 48 h 后（48
hours post fertilization，48 hpf）的斑马鱼用体视荧光

显微镜挑选出血管具有绿色荧光蛋白表达的健康斑

马鱼幼鱼置于28 ℃恒温培养箱中继续培养。将受精

5 d后（5 days post fertilization，5dpf）的健康转基因斑

马鱼幼鱼分选出用于实验。

1.2.2 饲料制备

野生型AB系斑马鱼幼鱼饲料配制：将新鲜鸡蛋

煮熟，取出蛋黄，压碎分装进50 mL离心管中，冷冻干

燥器处理3 d得到蛋黄干粉，在干粉中添加胆固醇制

作胆固醇添加百分比分别为2.5%、5.0%、7.5%、10.0%
和 12.5%的高胆固醇饲料（high cholesterol diet，
HCD），纯蛋黄干粉为普通饲料，乙醚为助溶剂。高胆

固醇饲料和普通饲料都经过乙醚挥发处理。

转基因 Fli1⁃EGFP斑马鱼幼鱼饲料配制：与野

生型AB系斑马鱼幼鱼饲料配制过程基本一致，但

需要在普通饲料和高胆固醇饲料中加入胆固醇示

踪剂荧光胆固醇酯类似物 cholesteryl bodipy 524/
563 C11，比例为 10 μg/g，此试剂标记了荧光物质

DiI，在荧光显微镜下可以激发红色荧光追踪血管中

胆固醇。避光下通风处理20 h使乙醚完全挥发。

1.2.3 共聚焦或体视荧光显微镜实时观察

5dpf转基因斑马鱼幼鱼在连续喂养 10 d后，用

甲基纤维素凝胶将普通饲料喂养组或高胆固醇饮

食模型组中的斑马鱼侧面平直固定在载玻片上，共

聚焦或体视荧光显微镜对幼鱼尾部进行实时观察

和图像采集，用 Image J软件/蔡司 ZEN分析软件对

特定尾部动脉感兴趣区的红色荧光光密度进行数

据处理。用蔡司 ZEN分析软件测量体长体宽。体

长是从斑马鱼幼鱼吻端到尾鳍基部的长度，体宽是

垂直于后部主要静脉且泄殖腔之前第4至第5体节

位置从背部顶端到主要静脉下方的宽度。

1.2.4 生化指标检测

5 dpf野生型AB系斑马鱼幼鱼在连续喂养10 d，
空腹 36 h后收样，将其保存在-80 ℃超低温冰箱直
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A：Fli1⁃EGFP斑马鱼幼鱼在添加不同百分比的胆固醇（2.5%、5.0%、7.5%、10%和12.5%）饲料下饲养10 d后，感兴趣区内红色荧光强度平

均值对普通饲料组的相对值；B：普通饲料组（0%）和5%高胆固醇饮食组（5%）的共聚焦显微镜图像（×100）。a、b、c表示显著性水平差异性，字

母相同表示各组之间P > 0.05，字母不同表示各组之间P < 0.05。
图1 转基因Fli1⁃EGFP斑马鱼幼鱼尾部血管脂质沉积情况

Figure 1 The caudal vascular lipid deposition in transgenic Fli1⁃EGFP zebrafish larvaes
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至使用时取出。组织样本处理方法：每条幼鱼重量

以 1 mg计算，按重量（g）∶体积（mL）=1∶9的比例加

入生理盐水，冰水匀浆液于2 500 r/min离心10 min，
取上清液，用于总胆固醇（total cholesterol，TC）、总甘

油三酯（total triglyceride，TG）及低密度脂蛋白胆固

醇（low⁃density lipoprotein cholesterol，LDL⁃C）的测

定。取上清液稀释成1%匀浆组织用来检测各样品

的总蛋白量，用于生化指标的标准化。

1.3 统计学方法

所有结果以均数±标准差（x ± s）表示，应用

SPSS 22.0 对数据进行处理分析，绘图软件使用

GraphPad Prism 5。Kolmogorov⁃Smimov和 Levene方
法检验所有数据的正态分布和方差齐性，单因素方

差分析进行统计学分析，LSD检验其显著性水平，

P ≤ 0.05表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 饲料中胆固醇百分比对斑马鱼幼鱼体内血管

脂质水平的影响

本实验中健康的5 dpf转基因Fli1⁃EGFP斑马鱼

幼鱼随机分为普通饲料组（胆固醇0%）和高胆固醇

饮食（2.5%、5.0%、7.5%、10%和12.5%）组，每组30尾
鱼，70 mL 1×E3培养，每次喂食30 mg，每天喂食2次。

在连续喂养 10 d后利用共聚焦荧光显微镜对幼鱼

尾部动脉血管感兴趣区实时观察并采集图像。如

图 1A所示，数据来自于共聚焦图像处理，表示为高

胆固醇饮食组（2.5%、5.0%、7.5%、10%和 12.5%）和

普通饲料组（胆固醇0%）幼鱼尾部动脉血管感兴趣

区红色荧光强度平均值的比值，反映了血管脂质沉

积量；结果显示，与普通饲料组相比，高胆固醇饮食

组荧光强度的相对值均显著增加（P < 0.05），且随着

高胆固醇饲料中添加的胆固醇比例的增加，荧光强

度也随之增加，表明饲料中胆固醇百分比与斑马鱼

体内血管脂质积累量呈正相关。图 1B为普通饲料

对照组（0%）和 5%高胆固醇饮食组（5%）的共聚焦

显微镜图像。

2.2 饲料投喂量改变对斑马鱼幼鱼体内血管脂质

水平影响

本实验中，5 dpf斑马鱼幼鱼随机分为6组，每组

30尾鱼，每组分别每次饲喂胆固醇的添加百分比为

5%的高胆固醇饲料 7、21、35、49、63和 77 mg，每天

喂食 2次，70 mL 1×E3培养。图 2A为喂养 1 d后不

同的高胆固醇饲料投喂量的幼鱼尾部动脉血管感

兴趣区红色荧光强度平均值与最低投喂量（7 mg）组
的比值。图 2B为喂养 10 d后各投喂量组的生存

率。由图可知，随着高胆固醇饲料投喂量的增加，

幼鱼尾部动脉血管感兴趣区红色荧光强度的相对

值先明显增加后趋于稳定，且高投喂量（35、49、63
和 77 mg）组明显高于低投喂量组（7和 21 mg）（P <
0.05），但高投喂量组（49、63和77 mg）之间无显著性

差异（P > 0.05）。同时，高胆固醇饲料投喂量越大生

存率越小，且投喂量大于49 mg后，增加投喂量会显

著降低斑马鱼幼鱼的生存率（P < 0.05）。结果表明，

增加高胆固醇饲料投喂量会加快斑马鱼幼鱼血管

脂质积累，但投喂量过高会影响其生存率。

2.3 高胆固醇饮食对幼鱼体长、体宽的影响

本实验中健康的5 dpf野生型AB系斑马鱼幼鱼

随机分为普通饲料组和5%胆固醇添加的高胆固醇

饮食组，每次投喂 30 mg。图 3A为普通饲料组和高

胆固醇饮食组幼鱼的平均体长。与普通饲料组幼
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5 dpf野生型AB系斑马鱼幼鱼经连续喂养 10天后对照组（0%）

和 5%胆固醇模型组的体长（A）和体宽（B）比较（n=15），测量方法如

图C（×10）。与对照组相比，**P < 0.01。
图3 高胆固醇饮食对幼鱼体长、体宽的影响

Figure 3 Effects of high cholesterol diet on body length
and body width of zebrafish larvaes
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与对照组相比，*P < 0.05，**P < 0.01。
图4 高胆固醇饮食对斑马鱼幼鱼TC、TG和LDL⁃C的影响

Figure 4 Effects of high cholesterol diet on TC，TG，and
LDL⁃C in zebrafish larvaes

鱼相比，高胆固醇饮食组体长有所增加，但差异无

显著性（P > 0.05）。图3B为普通饲料组和高胆固醇

饮食组幼鱼的平均体宽，高胆固醇饮食组体宽显著

高于普通饲料组（P < 0.01）。以上结果表明高胆固

醇饮食可以促进斑马鱼幼鱼侧面生长，但对体长无

明显影响。

2.4 5%高胆固醇饮食对幼鱼体内生化指标的影响

5 dpf野生型AB系斑马鱼幼鱼经连续喂养10 d，
每次投喂 30 mg，检测幼鱼整体组织中的 TC、TG和

LDL⁃C水平，并以总蛋白进行标准化（图4），结果显

示，高胆固醇饮食组幼鱼组织中TC和TG水平显著

高于普通饲料组（P < 0.01），LDL⁃C水平也显著高于

普通饲料组（P < 0.05）。结果表明高胆固醇饮食可

以促进幼鱼体内脂质水平显著升高。

3 讨 论

建立高脂血症模型可用的动物有很多，最常用

的模式动物是鼠和兔。鼠应用广泛，易获取、易饲

养、生理结构与人类极为相似。朱磊等［6］通过向SD
大鼠喂食不同配方的高脂饲料以确认肥胖模型建

立的最佳方法，最终认为45%脂供能高脂饲料喂食

6周是最经济的建模方案。陈剑峰等［7］在高脂饲料

中添加膨润土提高高脂饲料的硬度和可食性，证明

了喂养 8周后膨润土高脂饲料诱导 SD大鼠高脂血

症更优于普通高脂饲料组。

兔为草食性动物，对高脂饮食非常敏感，也是

研究者们建立高血脂模型偏爱的对象。由于饲料

的配方和饲养的方法不同，建模时间长短也因人而

异。游晓庆等［8］认为新西兰兔经高脂膳食诱导6周
可成功建立高血脂模型，而吴韫宏等［9］利用健康雄

性新西兰白兔经自配高脂饲料喂养5周建立了高血

脂模型。

鼠、兔在高血脂模型建立方面各有独特的优

势，但其避免不了周期长、成本高、不易活体观察和

大规模实验的劣势，新型模式生物斑马鱼则因产卵
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A：5 dpf转基因Fli1⁃EGFP斑马鱼幼鱼经 5%的高胆固醇饲料不

同投喂量（7、21、35、49、63和77 mg）喂养1 d后，与最低投喂量（7 mg）
相比，感兴趣区（如图1B）内红色荧光强度的相对值；B：斑马鱼幼鱼

经 5%的高胆固醇饲料不同投喂量（7、21、35、49、63和 77 mg）喂养

10 d后的生存率。a、b、c表示显著性水平差异性，字母相同表示各组

之间P > 0.05，字母不同表示各组之间P < 0.05。
图2 饲料投喂量对斑马鱼幼鱼血管脂质沉积和生存率的影响

Figure 2 Effects of feeding amount on vascular lipid depo⁃
sition and survival in zebrafish larvaes
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量大、发育迅速、胚胎及幼鱼透明适合大规模实验

而弥补了它们的不足［16-17］。本研究建立斑马鱼高血

脂模型的思路设计主要来自于Stoletov［12］、王泽民［14］

和李春启等的研究。Stoletov等［12］在斑马鱼幼鱼高

血脂模型建立过程中主要采用向人工卤虫中添加

不同百分比的胆固醇制作高胆固醇饲料，喂养 10 d
后4%以上胆固醇添加量建模成功；与该实验相比，

本研究主要采用向纯蛋黄干粉中添加5%胆固醇制

作高脂饲料，纯蛋黄干粉作为普通饲料，连续喂养

10 d后发现 5%胆固醇添加量可极显著促进血管脂

质积累。此外，纯蛋黄干粉相比卤虫更易获得，成

本更低，操作也更容易。李春启等［15］的研究是通过

给斑马鱼喂食不同剂量浓度的纯蛋黄干粉建立斑

马鱼高脂血症模型，但喂养量过高不利于斑马鱼幼

鱼的健康生存，而本研究是在蛋黄干粉基础之上增

加饲料中胆固醇的含量作为高脂饲料，可以在相对

低的饲料喂养量情况下达到同等效果。本研究饲

料配制方法借鉴于王泽民等学者［14］，但在其基础之

上改变了饲料中胆固醇百分比。

与国内外［12，14］高血脂模型建立方法相比，本研

究探索出了一套专门适合于斑马鱼高血脂模型的

建立方法。高脂饲料是高血脂模型建立常用食物，

对于哺乳动物和鸟类动物而言只要对其长时间进

行高脂饲料喂食，高血脂模型便会在一定时期内建

立成功，并且实验期间并不会严重影响其生命活

动。而斑马鱼幼鱼体型小生命脆弱，且生活在食物

的水环境中，食物的投喂量和喂食时间均有可能影

响幼鱼的健康生长。而本研究从饲料胆固醇百分

比含量和投喂量两方面做了探究，并且限定了投喂

时间，形成了一套稳定可靠简便的方法，以上凸显

出本研究中建立的高脂血症模型斑马鱼的优势。

本研究证实，增加饲料中胆固醇百分比可引起

幼鱼血脂升高，并且适量增加投喂量可以加快幼鱼

血管脂质沉积；5%高胆固醇饮食模型组在70 mL培

养皿中每次喂养 30 mg，喂养 10 d可成功建立成高

脂血症斑马鱼模型。
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