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基于激光消融技术的斑马鱼条纹再生的研究
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摘要　使用３５５nm纳秒脉冲激光对斑马鱼体表条纹进行消融处理,通过分析色素细胞簇的再生过程研究斑马鱼

体表图案的形成及再生机制.结果表明:斑马鱼体表的黄色素细胞簇能够促进周围一定区域内黑色素细胞的再

生,该区域限于稍远于紧邻黄色条纹的位置,但在半个条纹宽度以内;这种促进作用具有方向特异性,即黄色素细

胞更多地促进其本身条纹纵向处的黑色素细胞再生,但不促进其本身条纹横向处的黑色素细胞再生.这一结果可

为理解斑马鱼自主形成周期性条纹提供新的实验支持.
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１　引　　言

动植物在生长发育过程中,其组织器官中的细胞

往往按照一定的空间模式分布排列,呈现出特定的图

案,如指纹图案、贝壳图案、斑马鱼体表条纹等.机体

细胞图案化机制一直是经典的生物学谜题.早期试

图解释图案化机制的工作大都基于理论建模展开,这
其中最重要的理论是由图灵于１９５２年提出的反应扩
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散模型[１].该模型指出,在特定的条件下,几种“形态

发生素”通过互相反应及自身的扩散作用,最终形成

了一种稳定的空间分布模式,这种模式决定了生物器

官组织的图案.１９７２年Gierer和 Meinhardt提出了

激活Ｇ抑制模型,指出生物组织最终形成的图案通常

是由早期两种性质相反的形态发生素经扩散作用形

成的稳定图案决定的[２].这些理论模型已成功应用

于斑马皮肤条纹形成[３]、贝壳图案形成[４]、神仙鱼图

案变化[５]、细胞体外迷宫图案形成[６]及手指脚趾指纹

形成[７]等研究领域.２０１２年,英国伦敦国王学院科

学家通过研究小鼠口腔上腭脊纹的生长过程,从实验

上直接证实了图灵提出的反应扩散图案形成理论,并
鉴定出与这一过程有关的形态发生素分子[８].

近年来,随着光刻微加工等技术的发展,细胞图

案化技术应运而生,为体外研究细胞图案化过程提

供了实验手段[９Ｇ１２].然而由于技术缺乏及伦理限

制,在体组织器官图案化的研究尚未有效开展.激

光消融技术是利用一定波长和功率的脉冲激光,在
不损害真皮层组织细胞的前提下,对动物体表的色

素细胞进行局部物理去除的方法,是研究在体动物

体表图案化机制的有效手段.斑马鱼是一种热带淡

水鱼,由于其体表分布着若干颜色相间的条纹而得

名.斑马鱼的基因组与人类的基因高度保守,而且

具有发育行为易于体外观察、养殖费用低廉等优点,
已成为发育生物学研究中最重要的模式生物之

一[１３].Kondo等[１４Ｇ１６]基于脉冲激光消融技术发现斑

马鱼体表条纹图案的形成与色素细胞间的相互作用

关系密切.本文基于激光消融技术自行搭建实验光

路,使用３５５nm的纳秒脉冲激光对野生斑马鱼体表

色素细胞进行消融处理,通过观察色素细胞簇的再生

过程来研究斑马鱼图案化的形成机制,以期为斑马鱼

体表条纹图案化研究提供更多的实验支持.

２　实验材料与方法

２．１　斑马鱼的培养

斑马鱼培养系统包括鱼缸、加热棒、氧气泵、温
度计、吸水管、鱼网及鱼食.斑马鱼来源为野生,鱼
龄约为孵化后四周.饲养时保持水温为２３~２８℃,
每日中午１２时喂养斑马鱼,随后换水(水量为鱼缸

体积的三分之一),每月清理鱼缸底部代谢废物,并
更换过滤棉.

２．２　麻醉剂的配制及使用

实验 用 麻 醉 剂 为 三 卡 因(Tricaine,ethyl３Ｇ
aminobenzoatemethanesulfonatesalt),室温保存,
并采取避光防潮措施.实验前取三卡因粉末,将其

溶于蒸 馏 水(三 卡 因 粉 末 与 蒸 馏 水 的 质 量 比 为

１∶２５０),配成麻醉剂母液,将母液包裹锡纸后储存在

４℃的冰箱中.实验时再按１∶２５稀释成工作液,然
后将斑马鱼置于其中麻醉４min.因斑马鱼存在个

体差异,可根据具体样本活动状态适当调整麻醉时

间,使实验既能顺利进行,又不会导致斑马鱼死亡.

２．３　纳秒脉冲激光消融光路搭建及应用

为了防止激光消融处理对斑马鱼靶细胞周围组

织造成过高的热效应损伤,选用瞬时功率高而作用

时 间 短 的 纳 秒 脉 冲 激 光 器 (SLIIＧ１０ ８０３３,

Continuum公司)进行实验,激光波长为３５５nm,重
复频率为１０Hz,脉冲带宽为７ns.通过反射镜调

整光束的方向,通过提升器提升光束的高度,通过可

调节衰减片调节光束的强度,最后由凸透镜将光束

聚焦于斑马鱼体表.聚焦后光斑的直径为６８μm,
功率约为３．１４mW,则功率密度约为８６．５W/cm２,
每处消融１s.此外,实验装置还包括三维载物台、
体视显微镜和亮度可调冷光源.图１(a)为脉冲激

光消融系统示意图,图１(b)为实物图.

图１ 脉冲激光消融系统.(a)示意图;(b)实物图

Fig敭１ Pulsedlaserablationsystem敭 a Schematic  b photographicimage
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　　实验时,先对斑马鱼编号并麻醉,然后将参考光

对准靶细胞位置,再进行激光消融处理.移动三维载

物台控制消融区域.实验结束后立即将斑马鱼放回

鱼缸中恢复.随后,利用SIGE软件每隔２４h对样品

消融区域进行观察、拍摄.每组实验用三条斑马鱼.

３　结果与分析

３．１　黄色素细胞促进黑色素细胞再生

为了探究黑黄色素细胞对黑色素细胞再生的影

响,首先按照图２(a)所示的图案(白色部分)对斑马

鱼体表一条长黑色条纹及上下相邻的两条黄色条纹

进行消融.以消融后第３天的体表图案表示消融效

果(如图２(b)所示),以第２５天的体表图案表示恢

复效果(如图２(c)所示).由图２(c)、(d)可见:对于

区域I,第２５天有大量黑色素细胞再生,密度为

(１６６．１±３９．５)mm－２(样本量n＝３);区域II中的再

生细胞较少,密度为(３２．３±２８．３)mm－２(n＝３),约
为区域I的２０％;两个区域的统计结果具有显著性

差异.分析认为,区域I的再生现象可能是该区域

上下黄色素细胞导致的,也可能是其左右黑色素细

胞导致的.为区分两者的作用,按照图２(e)所示的

图案进行消融处理,此时残余细胞基本为黑色素细

胞(如图２(f)所示).２５d后,消融区域没有黑色素

细胞再生(如图２(g)所示).这一结果排除了黑色

素细胞对周围细胞再生有促进作用的可能性.综

上,黑色素细胞的再生只依赖于附近黄色素细胞的

促进作用.在图２(d)中,柱状图表示平均值±标准

差(n＝３).独立样本t检验分析后可知,显著性水

平P＜０．００１,具有统计学差异.图２中,红色矩形

表示黑条纹消融区域,紫色矩形表示黑色素细胞再

生区域,白色矩形表示与黄色素细胞横向相邻的消

融区域.

图２ 黑黄色素细胞对黑色素细胞再生的影响.(a)(e)消融区域示意图;(b)(f)消融后第３天斑马鱼体表图案;
(c)(g)消融后第２５天斑马鱼体表图案;(d)细胞密度统计图

Fig敭２ Effectsofmelanophoresandxanthophoresonmelanophoreregeneration敭 a  e Schematicsofablationareas 

 b  f regeneratedzebrafishsurfacepatternsonthethirddayafterablation  c  g regeneratedzebrafishsurface

patternsonthetwentyＧfifthdayafterablation  d statisticaldataofcelldensity

３．２　近距离或中距离下黄色素细胞对黑色素细胞

再生的影响

图２显示黄色素细胞可促进黑色素细胞的再

生,但仔细观察后可发现紧邻黄色条纹的消融区域

却没有黑色素细胞再生(红色方框边缘).为了确认

黄色素细胞距离对黑色素细胞再生的影响,按照图

３(a)所示的图案进行消融,即消融黑色条纹中部的

圆形区域C１和下部的圆形区域C２.图３(c)、(d)
显示:第２５天后,距离黄色条纹稍远的区域C１有

大量黑色素细胞再生,上半圆区域的细胞密度为

(２８７．８±３４．８)mm－２(n＝３),下半圆区域的细胞密

度为(２７６．４±４７．４)mm－２(n＝３),上下半圆区域的

细胞密度没有显著性差异.同时,紧邻黄色条纹的

区域C２中再生细胞明显较少,且主要分布于远离

黄 色 条 纹 的 上 半 圆 区 域, 密 度 为

(２６５．２±４９．７)mm－２(n＝３);而非紧邻黄色条纹的

下半圆的细胞密度为(５９．４±６９．３)mm－２(n＝３),
仅为上半圆的２２％;上下半圆细胞密度具有显著性

差异.以上结果说明,黄色素细胞对紧邻黑色素细

胞的再生具有抑制作用.随后,按照图３(e)所示图

０２０７０２４Ｇ３
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案进行消融,即在图３(a)的基础上又消融了上下两

条相邻的黄色条纹.图３(f)、(g)显示,消融区域

C３、C４中均无细胞再生,说明C１区域黑色素细胞

的再生并非是由周围黑色素细胞扩散导致的,进一

步佐证了黑色素细胞的再生依赖于黄色素细胞.图

３(d)中,柱状图表示平均值±标准差(n＝３).独立

样本t检验分析后可知,P＜０．００１,具有统计学差

异;N．S．表示没有统计学差异.图３中,红色圆圈

C１、C２、C３、C４为黑色条纹上的消融区域,白色矩形

为与黄色素细胞横向相邻的消融区域.

图３ 近中距离黄色素细胞对黑色素细胞再生的影响.(a)(e)消融区域示意图;(b)(f)消融后第３天斑马鱼体表图案;
(c)(g)消融后第２５天斑马鱼体表图案;(d)细胞密度统计结果

Fig敭３ Effectsofxanthophoreswithinshort middledistanceonmelanophoreregeneration敭

 a  e Schematicsofablationareas  b  f regeneratedzebrafishsurfacepatternsonthethirddayafterablation 

 c  g regeneratedzebrafishsurfacepatternsonthetwentyＧfifthdayafterablation  d statisticaldataofcelldensity

３．３　远距离黄色素细胞对黑色素细胞再生的影响

前文已经揭示了近(紧贴)、中(稍远)距离黄色

素细胞对黑色素细胞再生的影响.为探究更远距离

黄色素细胞对黑色素细胞再生的影响,按图４(a)所
示图案进行消融处理.图４(c)、(d)显示:第２５天

后,靠近上方黄条纹的半条纹宽矩形I内有大量黑

色素细胞再生,细胞密度为(２２８．６±８６．０)mm－２

(n＝３);距离较远的下方区域II中只有少量细胞再

生,密度为(４４．７±４２．９)mm－２(n＝３),约为前者的

２０％;上下区域的细胞密度具有显著性差异.综合

图３的结果可发现,黄色素细胞对黑色素细胞再生

的促进作用仅限于稍远于紧邻位置到半条纹宽度

处,而对紧邻或超过半个条纹宽度的区域只有较弱

的促进作用,甚至没有促进作用.图４(d)中的柱状

图表示平均值±标准差(n＝３).独立样本t检验分

析后可知P＜０．００１,具有统计学差异.紫色矩形表

示黑色素细胞再生区域,白色矩形表示黄色素细胞

横向相邻的消融区域.

图４ 远距离黄色素细胞对黑色素细胞再生的影响.(a)消融示意图;(b)消融后第３天斑马鱼体表图案;
(c)消融后第２５天斑马鱼体表图案;(d)矩形区域I、II内的细胞密度统计数据

Fig敭４ Effectsofxanthophoreswithlongdistanceonmelanophoreregeneration敭 a Schematicsofablationareas 

 b regeneratedzebrafishsurfacepatternsonthethirddayafterablation  c regeneratedzebrafishsurfacepatterns
onthetwentyＧfifthdayafterablation  d statisticaldataofcelldensitiesinregionsIandII
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３．４　黄色素细胞促进黑色素细胞再生具有方向特

异性

图２~４中的白色矩形区域虽然也在黄色素细

胞的促进作用范围内,但并无黑色素细胞再生.为

了探明这一反常现象的原因,按图５(a)所示图案进

行消融,即只留下中间的黄色素细胞簇,将周围区域

全部消融.图５(c)、(d)显示:第２５天后,虽然黄色

素细胞簇周围再生了一圈黑色素细胞,但这些细胞

的分布并不均匀,而是呈 “上下(绿色区域)多、左右

(蓝色区域)少”的特点;上下区域的细胞密度为

(３２４．１±７４．４)mm－２(n＝３),左右区域的细胞密度

为(１４０．０±８４．９)mm－２(n＝３),约为上下区域的

４３％;两者具有显著性差异.综合这一结果和前面

白色区域的反常现象进行分析后认为,黄色素细胞

对黑色素细胞再生的促进作用具有方向特异性,即
黄色素细胞更容易促进其本身条纹上下区域的黑色

素细胞再生,但较难促进其本身条纹左右区域的细

胞再生.随后,又按图５(e)所示图案进行消融,即
只留下中间的黑色素细胞簇.图５(g)显示,周围区

域没有细胞再生,再次说明黑色素细胞不能促进黑

色素细胞的再生.同时,黄条纹本身横向处的绿色

方框区域内也没有细胞再生,进一步佐证了黄色素

细胞对黑色素细胞再生的促进具有方向特异性.图

５(d)中的柱状图表示平均值±标准差(n＝３).独

立样本t检验分析后可知P＜０．００１,具有统计学差

异.绿色矩形表示黄色素细胞簇自身条纹纵向恢复

区域,蓝色矩形表示黄色素细胞簇自身条纹横向恢

复区域,白色矩形表示黄色素细胞横向相邻区域.

图５ 黄色素细胞对黑色素细胞再生促进作用的方向特异性.(a)(e)消融区域示意图;(b)(f)消融后第３天斑马鱼体表图案;
(c)(g)消融后第２５天斑马鱼体表图案;(d)蓝色和绿色矩形区域内的细胞密度统计数据

Fig敭５ DirectionＧdependentmannerofpromotionofxanthophoresonmelanophoreregeneration敭 a  e Schematicsof
ablationareas  b  f regeneratedzebrafishsurfacepatternsonthethirddayafterablation  c  g regeneratedzebrafishsurface

patternsonthetwentyＧfifthdayafterablation  d statisticaldataofcelldensitiesforblueandgreenrectangularregions

３．５　黄、黑色素细胞相互作用机制总结

综合以上实验结果,将斑马鱼黄、黑色素细胞间

的相互作用机制总结为图６.首先,黄色素细胞能

够促进周围消融区域黑色素细胞的再生,而黑色素

细胞不具有这种促进作用;其次,这种促进作用仅限

于不紧邻且距离小于半个条纹宽度的范围内(如图

６(a)~(c)所示);最后,这种促进作用具有方向特异

性,即黄色素细胞更多地促进黑色素细胞在其本身

条纹的纵向处生长(如图６(b)所示),而对横向区域

几乎没有促进作用(如图６(d)所示).

４　结　　论

采用脉冲激光对斑马鱼体表色素细胞进行消融,

控制细胞的恢复环境,通过观察细胞的恢复情况,最
终揭示了斑马鱼体表条纹恢复过程中色素细胞相互

作用的机制,即黄色素细胞可促进黑色素细胞再生,
且该促进作用具有范围和方向两种特异性.该结论

不仅符合本研究的一系列实验结果,而且能够很好地

解释斑马鱼如何自发地形成体表条纹图案.
在斑马鱼形成黄黑相间条纹过程中应当存在某

种驱动力,使两种色素细胞不会因随机增殖而形成

杂乱无章的图案.促进作用范围与方向特异性结合

后恰好满足了这一驱动力的要求.本研究提出了一

种斑马鱼体表图案形成机制的假说:黄色素细胞可

通过接触抑制或释放特异性抑制因子,使其紧邻位

置无黑色素细胞生长,从而有利于黄色素细胞簇生

０２０７０２４Ｇ５
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图６ 斑马鱼色素细胞间主要相互作用示意图.(a)近距离

(紧邻)黄色素细胞抑制黑色素细胞再生;(b)中距离

(半个条纹宽度以内)黄色素细胞促进黑色素细胞在其

本身条纹纵向区域再生;(c)远距离(半个条纹宽度之外)

黄色素细胞对黑色素细胞没有作用;(d)黄色素细胞不促

进黑色素细胞在其本身条纹横向区域再生

Fig敭６ Schematicofmaininteractionsbetweenzebrafish

pigmentcells敭 a Xanthophoresinhibitmelanophore
regenerationwithinshortdistance adjacentlocation  

 b xanthophorespromotemelanophoreregenerationin
adirectionperpendiculartoitsstripewithinmiddledistance

 halfstripe   c xanthophoreshavenoeffectonmelanophore
regenerationwithinlongdistance beyondhalfwidth  

 d xanthophoresdonotpromotemelanophoreregeneration
inadirectionparalleltoitsstripe

成,同时与斑马鱼体表可标定方向的组织器官(如侧

线等)相互作用而生长出横向条纹;再通过对称破缺

的分泌方式(如调控半通道在细胞膜不同方向的表

达),在横向和纵向分别释放抑制和促进黑色素细胞

生长的细胞因子,从而导致本身条纹横向处的黑色

素细胞无法产生;同时在纵向区域促进黑细胞生长

的细胞因子扩散至半条纹宽距离后,浓度衰减至低

于黑色素细胞再生的阈值,从而实现只促进黑细胞

在纵向区域半条纹宽范围内增殖的效果,最终形成

黑黄相间的条纹片段.总体来说,这样一个激活Ｇ抑
制过程决定了体表条纹的宽度和走向,避免了色素

细胞的混乱生长.
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