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持续光照建立斑马鱼失眠模型及评价
冉思邈，夏　 婧，夏乐旋，王　 平

摘要　 目的　 利用斑马鱼建立睡眠剥夺模型，为失眠的基础

研究提供更多可靠的实用建模参考方案。 方法　 选取 ４ 月

龄同一批次野生型 ＡＢ 系雄性斑马鱼 １６０ 尾作为实验对象，
随机分为对照组（ＣＫ 组）和睡眠剥夺 １ ～ ７ ｄ 组（ＳＤ１ ～ ＳＤ７
组）。 对照组置于正常 １４ ｈ ／ １０ ｈ 明 ／暗交替环境，睡眠剥夺

组分别利用模拟日光对其进行不同时间的持续光照达到剥

夺斑马鱼睡眠的效果。 造模结束后，比较各组斑马鱼运动形

式、学习记忆能力、生物钟基因表达、脑部超微结构的改变。
结果　 运动形式结果显示：与 ＣＫ 组斑马鱼相比，ＳＤ１、ＳＤ２、
ＳＤ３ 组斑马鱼静息时间均增多（Ｐ ＜ ０ư ０５），ＳＤ３ 组斑马鱼大

运动时间及大运动计数较 ＣＫ 组减少（Ｐ ＜ ０ư ０５）；学习记忆

能力结果显示：ＣＫ 组斑马鱼学习记忆能力较 ＳＤ１、ＳＤ２、ＳＤ３
组强，（Ｐ ＜ ０ư ０５、０ư ０１），ＳＤ１ 组斑马鱼学习记忆能力较 ＳＤ２、
ＳＤ３ 组斑马鱼强（均 Ｐ ＜ ０ư ０１），ＳＤ２ 组斑马鱼学习记忆能力

较 ＳＤ３ 组斑马鱼强（Ｐ ＜ ０ư ０１）；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示：与 ＣＫ
组相比，ＳＤ３ 组斑马鱼脑部周期蛋白 １ａ（Ｐｅｒ１ａ）、周期蛋白 ２
（Ｐｅｒ２）、脑和肌肉组织芳香烃受体核转运蛋白的类似蛋白 １
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（Ｂｍａｌ１）、隐色素 １ｂ（Ｃｒｙ１ｂ） ｍＲＮＡ 表达差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０ư ０５）；电镜结果显示：ＳＤ２ 及 ＳＤ３ 组斑马鱼大脑神经

元出现神经元坏死现象，镜下可见细胞核塌陷，边界破裂甚

至溶解，核染色质固缩，线粒体出现肿胀，甚至大量空泡。 结

论　 持续光照 ３ ｄ 可改变斑马鱼运动形式，使其学习记忆能

力下降，改变了与睡眠相关的时钟基因表达，诱发了脑部神

经元凋亡，可以用来建立斑马鱼失眠模型。
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　 　 失眠是以频繁而持续的入睡困难和睡眠维持困

难并导致睡眠感不满意为特征的一种睡眠障碍。 各

种原因导致的睡眠不足均对健康有着负面影响［１］。
严重的睡眠障碍不仅影响患者的身心健康，也影响

了患者的生活和工作质量，长期失眠对个人和社会

造成了严重的负担［２］。
斑马鱼与人类基因高度同源，可以通过光照、咖

啡因、持续流动水流、感官刺激、电刺激、物理摇晃等

方式对斑马鱼进行睡眠剥夺［３ － ７］，但目前尚未见斑

马鱼成鱼失眠模型的报道。 该研究探索建立一种斑

马鱼成鱼失眠模型，并通过比较睡眠剥夺后斑马鱼
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的运动行为、学习记忆能力、生物钟基因表达和脑部

超微结构的改变进行评价，以期为失眠的机制和动

物模型研究提供借鉴和参考。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物　 ４ 月龄同批次野生型 ＡＢ 系雄性斑

马鱼 １６０ 尾，购自国家斑马鱼资源中心，饲养在湖北

中医药大学老年医学研究所斑马鱼实验室，房间内

温度为（２８ư ５ ± １）℃，光照条件为 １４ ｈ 光照，１０ ｈ 黑

暗，用自动计时器设置每天 ８：００ 开灯，２２：００ 关灯，
养鱼水 ｐＨ 值在 ７ư ０ ～ ８ư ０ 之间，导电率在 ４５０ ～ ５００
μｓ ／ ｃｍ 之间。 每天早晚饲喂孵化好的丰年虾各 １ 次。
１． ２　 主要试剂与仪器　 荧光定量试剂盒、逆转录试

剂盒（日本 ＴａＫａＲａ 公司），集中式斑马鱼养殖系统

（青岛金水海洋生物设备有限公司），净水供水单元

（上海海圣生物实验设备有限公司），斑马鱼行为分

析系统、Ｔ 迷宫行为学追踪系统（法国 Ｖｉｅｗ Ｐｏｉｎｔ Ｌｉｆｅ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司），ＰＣＲ 仪器（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
１． ３　 方法

１． ３． １　 造模方法　 将 １６０ 尾雄性斑马鱼随机分为

对照组（ｎ ＝ ２０，记为 ＣＫ 组）和睡眠剥夺组（ｎ ＝ １４０，
记为 ＳＤ 组），睡眠剥夺组分别设置不同剥夺时长（１
～ ７ ｄ）的亚组，即 ＳＤ１、ＳＤ２、ＳＤ３、ＳＤ４、ＳＤ５、ＳＤ６ 和

ＳＤ７ 组。 ＣＫ 组斑马鱼保持正常的 １４ ｈ ／ １０ ｈ 光暗周

期，ＳＤ 组的斑马鱼根据组别给予相应时长的持续光

照。
１． ３． ２　 斑马鱼行为学检测　 光照结束后，每组随机

选取 ６ 尾斑马鱼进行运动及学习记忆能力的检测。
利用斑马鱼行为分析系统追踪斑马鱼的运动，设置

追踪参数 Ｍｏｖｅｍｅｎｔ Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ， Ｓｍａｌｌ ／ Ｌａｒｇｅ：２５， Ｉｎ⁃
ａｃｔ ／ Ｓｍａｌｌ：５。 将 ４ 月龄斑马鱼放入直径为 １５ ｃｍ 的

养鱼缸中，缸中加入养鱼水至鱼缸的 １ ／ ３，斑马鱼可

以在缸中自由活动，行为学分析系统会自动追踪斑

马鱼的运动并给出运动轨迹和数据分析，追踪时间

为 ２４ ｈ。 利用改良后的 Ｔ 迷宫测试各组斑马鱼的学

习记忆能力，测试前一天，让斑马鱼在迷宫内自由活

动 ２０ ｍｉｎ 以适应环境，减少新环境对斑马鱼的干

扰。 测试当天，在甬道起点放入测试鱼，让其在 Ｔ
迷宫中自由活动，测试时间为 ６ ｍｉｎ，观察并记录鱼

从起点到找到 ＴＡ 区（当鱼找到并停留 ３０ ｓ 后才算

进入了 ＴＡ 区）的潜伏时间，测试结束后给予食物奖

励。 未找到 ＴＡ 区的鱼，在 ６ ｍｉｎ 后引导其进入 ＴＡ
区并停留 ３０ ｓ，同样给予食物奖励。 每条测试鱼都

有一个对应编号的独立容器， 测试结束后放回各自

容器中。 每天测试 ４ 次，分别于 ８：００、１２：００、１６：
００、２０：００ 准时测试，记录每次潜伏时间，以次日第 ５
次潜伏时间作为考察其学习记忆能力的主要指标。
１． ３． ３　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测相关基因的表达　 光照结束

后，每组随机取 ３ 尾斑马鱼，在 ４ ℃冰水混合物中处

死斑马鱼，随即在冰上操作取脑，ＴＲＩｚｏｌ 法提取脑组

织总 ＲＮＡ，利用 Ｍ⁃ＭＬＶ 反转录酶反转录为 ｃＤＮＡ，
以 ｃＤＮＡ 为模板进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验。 以 Ｇａｐｄｈ 为

内对照，以对照组为外对照，利用 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ ４８０
荧光实时定量 ＰＣＲ 仪进行扩增，以 ２ － ΔΔＣｔ方法计算

基因相对表达量。 所用引物序列如表 １ 所示。

表 １　 基因引物序列表

基因名称 　 　 引物序列（５′⁃３′） 引物长度（ｂｐ）
Ｐｅｒ１ａ Ｆ：ＡＧＧＧＣＡＧＣＴＴＡＧＡＡＧＣＡＣＴＧ ２８２

Ｒ：ＧＡＧＴＣＴＣＴＧＣＴＴＧＧＧＴＴＧＣＴ
Ｐｅｒ２ Ｆ：ＣＴＣＣＣＡＧＡＡＡＴＣＣＣＡＣＡＡＧＧ ３０７

Ｒ：ＣＴＴＧＡＴＧＴＣＧＡＴＧＧＣＴＴＴＡＧＧＣ
Ｂｍａｌ１ Ｆ：ＧＧＣＧＴＣＧＴＴＡＧＴＴＣＣＣＡＣＡＴ １８０

Ｒ：ＧＣＡＧＣＣＣＴＴＡＡＡＡＴＣＡＡＧＴＧＴＴ
Ｃｒｙ１ｂ Ｆ：ＧＣＴＡＡＴＴＴＴＧＡＡＣＧＣＣＣＣＡＧＡＡＴ ２２４

Ｒ：ＡＡＡＴＧＴＧＧＧＴＴＧＴＴＡＧＴＣＧＣＡＧ
Ｇａｐｄｈ Ｆ：ＴＣＧＴＴＧＡＡＧＧＴＣＴＴＡＴＧＡＧＣＡＣＴＧ １２４

Ｒ：ＧＴＧＧＡＧＧＣＴＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴ

１． ３． ４　 透射电镜观察斑马鱼大脑超微结构　 实验

结束后，每组各取 １ 尾斑马鱼，在 ４ ℃冰水混合物中

处死斑马鱼，随即在冰上断头并剥离出完整的大脑，
置于电镜固定液中固定。 室温下固定 ２ ｈ，再转移至

４ ℃保存备用，制作切片。 利用透射电子显微镜观

察各组斑马鱼大脑神经元，比较不同组斑马鱼脑组

织神经元细胞器和超微结构的改变。
１． ４　 统计学处理 　 运用统计软件 ＳＰＳＳ ２３ư ０ 及绘

图软件 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ư ０ 对实验数据进行处理，
实验数据以 �ｘ ± ｓ 表示。 多组间比较采用单因素方

差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），方差齐时，组间比较采

用 ＬＳＤ⁃ｔ 法，方差不齐时，组间比较采用 Ｔａｍｈａｎｅ′ｓ
Ｔ２ 法，Ｐ ＜ ０ư ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 各组斑马鱼运动情况　 与 ＣＫ 组斑马鱼对比，
ＳＤ１、ＳＤ２、ＳＤ３ 组静息时间均增多（Ｐ ＜ ０ư ０５），ＳＤ４
～ ＳＤ７ 组斑马鱼静息时间未见明显变化 （ Ｐ ＞
０ư ０５），可能当睡眠剥夺时长超过 ３ ｄ 时，斑马鱼在

持续光照条件下逐渐耐受，故该实验选取了 ＳＤ１ ～
ＳＤ３ 各组斑马鱼进行进一步的探索。 见图 １、２。 图
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３ 为各组斑马鱼大、小运动时间，大、小运动距离，
大、小运动计数汇总，其中 ＳＤ３ 组大运动时间及大

运动计数较 ＣＫ 组减少，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０ư ０５），而各组间大运动距离、小运动时间、小运动

距离、小运动计数对比则无明显差异（Ｐ ＞ ０ư ０５）。

图 １　 各组斑马鱼静息时间

与 ＣＫ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５

图 ２　 各组斑马鱼运动轨迹

２． ２　 各组斑马鱼学习记忆能力情况　 图 ４ 为各组

斑马鱼 Ｔ 迷宫 ５ 次测试结果，第 ５ 次测试结果显示，
ＣＫ 组与 ＳＤ 各组间比较，ＣＫ 组斑马鱼学习记忆能

力较 ＳＤ１ 组强（Ｐ ＜ ０ư ０５），ＣＫ 组斑马鱼学习记忆能

力比 ＳＤ２、ＳＤ３ 组强（Ｐ ＜ ０ư ０１）；ＳＤ 各组间对比，
ＳＤ１ 组斑马鱼学习记忆能力较 ＳＤ２、ＳＤ３ 组斑马鱼

强（Ｐ ＜ ０ư ０１），ＳＤ２ 组斑马鱼学习记忆能力较 ＳＤ３
斑马鱼强（Ｐ ＜ ０ư ０１），见图 ４、５。
２． ３　 各组斑马鱼生物钟基因变化情况　 各组斑马

鱼脑组织 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果显示，ＳＤ３ 组斑马鱼脑

部 Ｐｅｒ１ａ、Ｐｅｒ２、Ｂｍａｌ１、Ｃｒｙ１ｂ ｍＲＮＡ 水平表达与 ＣＫ
组相比，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０ư ０５），而其余各组

之间比较差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０ư ０５）。 见表 ２。

表 ２　 各组斑马鱼各指标 ｍＲＮＡ 水平表达（�ｘ ± ｓ）

组别 ｎ Ｐｅｒ１ａ Ｐｅｒ２ Ｂｍａｌ１ Ｃｒｙ１ｂ
ＣＫ ３ １． ２７ ± ０． ０４ １． ２８ ± ０． ０３ ０． ９１ ± ０． ０３ １． ３４ ± ０． ０３
ＳＤ１ ３ １． ０２ ± ０． ０６ １． １５ ± ０． ０９ ０． ９９ ± ０． ０１ １． １１ ± ０． ０５
ＳＤ２ ３ ０． ９３ ± ０． ０４ １． ０１ ± ０． ０３ １． ０２ ± ０． ０５ １． ００ ± ０． ０３
ＳＤ３ ３ ０． ９０ ± ０． ０４∗ ０． ９２ ± ０． ０４∗ １． １１ ± ０． ０３∗ ０． ９１ ± ０． １０∗

　 　 与 ＣＫ 组比较：∗Ｐ ＜０ư ０５

２． ４　 各组斑马鱼大脑病理变化情况　 透射电子显

微镜下可见 ＣＫ 组斑马鱼大脑神经元细胞结构完

整，细胞核（Ｎ）结构完整，染色质颜色稍浅，团聚在

核内，线粒体（Ｍ）丰富且结构完整，可见散在分布的

粗面内质网（ｒＥＲ）。 ＳＤ２ 及 ＳＤ３ 组斑马鱼大脑神经

图 ３　 各组斑马鱼大小运动计数、时间及距离

与 ＣＫ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５
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图 ４　 各组斑马鱼学习记忆能力统计图

图 ５　 各组斑马鱼 Ｔ 迷宫轨迹图

元出现坏死现象，镜下可见细胞核塌陷，边界破解甚

至溶解，染色质固缩，线粒体出现肿胀，甚至大量空

泡。 见图 ６。

图 ６　 各组斑马鱼大脑神经元病理改变　 × １ ２００
Ａ ～ Ｄ：ＣＫ 组、ＳＤ１ 组、ＳＤ２ 组、ＳＤ３ 组

３　 讨论

　 　 斑马鱼和人类一样，白天活跃，夜间因褪黑激素

达到顶峰，进入睡眠阶段，具有明显的昼夜节律，研
究［８］显示了其与人类慢波睡眠和快速眼动睡眠相

似的慢爆发睡眠和传播波睡眠，因此，选择斑马鱼作

为失眠动物模型具有良好的优势。
光照可以明显抑制斑马鱼的睡眠，当斑马鱼在

生物夜晚的最后 ６ ｈ 暴露在 １５０ ｌｕｘ 的光线下，睡眠

时间减少 ９０％ 以上，但长时间在恒定 １５０ ｌｕｘ 光照

条件下，１ ～ ２ 周内睡眠逐渐恢复［９］。 正如光照影响

小鼠的睡眠一样［１０］。 该研究观察到光照 ４ ～ ７ ｄ 的

斑马鱼静息时间与空白组未见差异，这可能是斑马

鱼耐受光照开始恢复睡眠，因此，未选择此阶段的斑

马鱼进行失眠状态的模拟。 完全睡眠剥夺 ２４ ｈ 后

斑马鱼出现认知损害［１１］，该研究观察到进行光照后

的斑马鱼学习记忆能力下降。 这与人类失眠后出现

的健忘、记忆力下降的表现具有相似性，因此，运用

斑马鱼模拟失眠是切实可行的。
光照时间太短可能不能模拟失眠，时间过长斑

马鱼可能出现光照耐受，形成光照条件下的睡眠节

律而恢复睡眠。 该研究在行为学结果的基础上设置

了 １、２、３ ｄ 的不同光照时间，比较不同光照时间下

斑马鱼的运动行为、学习记忆能力、时钟基因以及脑

部超微结构。 结果显示，随着光照时间的延长，斑马

鱼的学习记忆能力持续下降。 而运动形式和生物钟

基因均在光照 ３ ｄ 时才出现改变，ＳＤ３ 组斑马鱼大

运动时间、计数均较 ＣＫ 组减少，大运动指的是斑马

鱼在运动中整个身体的运动幅度超过了设置值的上

限，为过度行为，此行为可间接说明其活动过度，与
人类失眠后焦虑、易激惹、活动过度行为相吻合。 昼

夜节律的产生和维持与生物钟基因的周期性表达有

关，生物节律是由一组生物钟基因如 Ｂｍａｌ１、Ｃｌｏｃｋ、
Ｃｒｙ 和 Ｐｅｒ 等调控的，目前人类在哺乳动物中发现的

时钟基因 Ｐｅｒ、Ｃｒｙ、Ｃｌｏｃｋ、Ｂｍａｌ 对生物体内的生物钟

都起着重要的调控作用［１２］。 Ｐｅｒｌ 和 Ｐｅｒ２ 基因可能

是光信号转导过程中的靶基因，因为这两个基因对

光的反应非常强烈，Ｐｅｒ 基因可以通过自身节律表

达的变化，实现对中枢节律的调控，从而对生物的昼

夜节律产生影响。 Ｂｍａｌ１ 是调节生物节律的重要转

录因子，在时钟体系中发挥着重要的作用。 在对

Ｃｒｙ 的研究中表明，持续黑暗的条件下 Ｃｒｙ１ 突变会

使生物体内的生物钟节律加快，光照条件对其有较

大的影响。 该研究选用常见的生物钟基因 Ｐｅｒ１ａ、
Ｐｅｒ２、Ｂｍａｌ１、Ｃｒｙ１ｂ 观察其 ｍＲＮＡ 表达水平来反映

光照对其影响，结果显示这些指标均在连续光照 ３ ｄ
时出现改变。 电镜下观察到光照 ２ ｄ 后的斑马鱼出
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现神经元损伤和细胞凋亡，当光照时间延长到 ３ ｄ
时，神经元损伤情况则加重。 因斑马鱼脑部体积较

小，该次脑部取材为完整大脑，未能单独取到与失

眠、生物钟关系最为密切的相关脑区，需要进一步研

究。
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