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幼年到成年斑马鱼大脑的OCT活体三维可视化
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摘要 作为一种新型的模型动物,斑马鱼被广泛应用到大脑相关的研究中,但目前缺乏高分辨率活体评估幼年

(>7日龄)到成年阶段斑马鱼大脑的成像技术。利用光学相干层析术(OCT)对孵化21
 

,45
 

,100d的斑马鱼大脑

进行活体成像,并与切片染色的结果进行对比。结果说明:OCT的成像深度和分辨率足以显示三个年龄段的斑马

鱼大脑,OCT图像显示的大脑结构特征与切片染色结果匹配较好。二维和三维OCT结果都定量显示斑马鱼大脑

在80d内显著增大,但切片染色结果由于组织萎缩,不能准确地评估大脑发育情况。研究结果表明,OCT作为一

种高效的活体成像工具,可用于基于斑马鱼的脑发育研究。
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Abstract As
 

a
 

new
 

type
 

of
 

model
 

animal 
 

zebrafish
 

is
 

more
 

and
 

more
 

widely
 

used
 

in
 

the
 

brain-related
 

researches 
 

However 
 

there
 

is
 

a
 

lack
 

of
 

high-resolution
 

imaging
 

technologies
  

for
 

the
 

in
 

vivo
 

characterization
 

of
 

the
 

brain
 

of
 

zebrafish
 

from
 

its
 

infancy
 

 >7
 

days
 

old 
 

to
 

adulthood 
 

In
 

this
 

study 
 

optical
 

coherence
 

tomography
 

 OCT 
 

is
 

used
 

to
 

give
 

in
 

vivo
 

imaging
 

of
 

zebrafish
 

brains
 

after
 

hatching
 

21 
 

45
 

and
 

100
 

d 
 

The
 

results
 

show
 

that
 

the
 

imaging
 

depth
 

and
 

resolution
 

of
 

OCT
 

are
 

both
 

enough
 

to
 

visualize
 

the
 

whole
 

brain
 

of
 

zebrafish
 

from
 

three
 

age
 

groups 
 

and
 

the
 

brain
 

structural
 

features
 

of
 

OCT
 

images
 

match
 

well
 

with
 

the
 

sectional
 

staining
 

results 
 

Both
 

the
 

2D
 

and
 

3D
 

OCT
 

results
 

quantitatively
 

show
 

that
 

the
 

zebrafish
 

brain
 

increases
 

significantly
 

in
 

80
 

d 
 

however
 

due
 

to
 

tissue
 

atrophy 
 

the
 

sectional
 

staining
 

results
 

can
 

not
 

accurately
 

or
 

quantitatively
 

evaluate
 

the
 

brains
 

development 
 

This
 

study
 

shows
 

that
 

OCT
 

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

tool
 

for
 

efficient
 

in
 

vivo
 

imaging
 

and
 

used
 

for
 

the
 

brains
 

development
 

research
 

based
 

on
 

zebrafish 
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1 引  言

大脑是人体最为复杂的器官,阿尔茨海默病、帕

金森综合征、癫痫等脑疾病仍严重影响着人类的健

康,对大脑结构和功能的探索是当今科学研究的热

点,各国相继推出了脑研究计划[1-2]。模型动物在脑
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相关研究中起着关键的作用,猴、大小鼠等常见哺乳

动物存在体型大、发育慢和成本高等问题,寻找新的

模型动物是解决这些问题的捷径。
作为脊椎动物,斑马鱼与人的基因重合度高达

85%,且具备相似的器官,近几年已经成为一种广泛

认可的新模型动物[3-6]。幼年斑马鱼体型小且通体

透明,适用于光学显微成像[7-10]。但成年斑马鱼的

体长可达3cm,且表皮由于色素沉积而透明度较

差[11],光学显微成像技术不足以对成年斑马鱼的大

脑进行活体成像。因此,目前基于成年斑马鱼的大

脑相关研究主要是通过切片染色的方法来观察大脑

的结构。但开展切片染色之前必须处死模型动物,
这显然对大脑发育研究是不利的。

作为独特的散射光成像技术,光学相干层析术

(OCT)是基于低相干干涉原理并结合共焦扫描模

式的一种新型光学成像技术,可对生物组织或其他

散射介质内部的微观结构进行高分辨率的断面层析

成像[12-14]。其显著优点包括:远高于白光成像和荧

光成像的穿透深度,微米级分辨率的三维成像能力,
以及无需标记非接触式无损检测模式[15-17]。目前

OCT已成功应用在心脏内科和眼科的临床诊断

中[18-20]。本课题组前期的研究表明,OCT非常适用

于成年斑马鱼的大脑成像[21-24]。本文利用OCT对

幼年(>7日龄)到成年阶段的斑马鱼大脑进行活体

三维可视化处理,并将 OCT成像结果与切片染色

结果进行对比分析,以评估 OCT用于大脑发育相

关研究的可行性。

2 材料和方法

2.1 OCT成像装置

本文 采 用 一 套 频 域 OCT 系 统 (TEL210,
 

Thorlabs,
 

美国),该OCT系统的结构如图1(a)所
示。OCT系统的光源是一个中心波长为1325nm
的超辐射发光二极管(SLD)。该 OCT系统以光纤

耦合器作为干涉仪,SLD发出的光被光纤耦合器一

分为二。其中一路光经准直后进入参考臂,经棱镜

反射后沿原路返回光纤,光路中间的衰减器可调节

返回的光强,反射棱镜的位置可前后移动,以实现对

参考臂长度的微调。另一路光则进入样品臂,光路

上的XY振镜可对光进行二维扫描,光经过扫描物

镜聚焦到样品上。样品臂和参考臂的反射光在光纤

耦合器处进行干涉,后进入光谱仪进行分光和光电

转换,数据被采集系统记录。本文 OCT系统在空

气中 的 轴 向 分 辨 率 约 为12μm,成 像 深 度 大 于

7mm,最高A扫描速率为76kHz,成像系统的相关

测试结果见已发表的研究[23]。斑马鱼在OCT成像

前经过麻醉并被琼脂固定于扫描物镜下方,每条鱼

的成像时间小于5min。另有一个可见光相机处于

样品臂X扫描镜的上方,该相机对样品进行拍照以

辅助确定扫描成像区域。为了保证较好的成像质

量,本文将OCT系统的扫描速度设置为28kHz,成
像深度设置为2mm。

2.2 斑马鱼样品

实验是在广州医科大学伦理委员会指导下开展

的,种鱼引自南方医科大学张译月教授课题组,所有

样品鱼是在本实验室自建饲养系统中繁殖的,系统

保持水体(28
 

±
 

0.5)
 

℃的温度,并给予规律的明暗

(14h/10h)照明。斑马鱼发育主要分为四个阶段,
本文选取孵化后21,45,100d的野生型斑马鱼用于

OCT活体成像。三组体长分别为1
 

,2
 

,3cm,每个

年龄点选三条行为正常的斑马鱼用于研究,斑马鱼

的照片如图1(b)所示。

2.3 试剂配制

麻醉剂的配制:将 Tricaine(A5040,Sigma,美
国)粉末溶于Holtfreter

 

缓冲液中,制成Tricaine质

量分数为0.4%的25×
 

储备液,后取适量储备液稀

释为1×(Tricaine质量分数为0.01%)的工作液以

用于麻醉斑马鱼。琼脂溶液的配制:称取1g的琼

脂粉(广州环凯微生物科技公司)并加入到100mL
的蒸馏水中,充分搅拌混匀,加热至琼脂粉完全溶

解,用于固定被麻醉的斑马鱼。

2.4 病理实验

斑马鱼样品完成 OCT活体成像后,采用冰水

浸泡的方法进行安乐死,然后置于Bouin氏液中固

定24h,再置于流水中冲洗24h。将经过流水冲洗

处理的斑马鱼样品按照标准流程进行脱水处理并被

包埋成蜡块。将包埋好的蜡块固定于旋转切片机

(RM
 

2245,Leica,德国)上,并被切成厚度为4μm
的薄片。染色前将切片放入60

 

℃恒温箱中烤2h,
再按 H&E染色标准进行切片,最后利用数字病理

玻片扫描仪(CS2,Leica,德国)对染色后的切片进行

图像采集。对斑马鱼头部进行了连续的切片,尽可

能多地获取头部的横断面和水平面染色图片,便于

后期用于与OCT结果进行对比。

2.5 数据测量和分析

二维OCT图像是采集系统生成的,斑马鱼头

部的三维 OCT图像是利用Image
 

J软件重建的。
斑马鱼大脑的面积是利用Image

 

J软件测量的,
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图1 OCT系统和斑马鱼样品。(a)OCT装置图以及凝胶固定的斑马鱼照片;(b)三个年龄段的斑马鱼样品照片

Fig 
 

1OCT
 

system
 

and
 

zebrafish
 

samples 
 

 a 
 

Schematic
 

of
 

OCT
 

setup
 

and
 

photograph
 

of
 

zebrafish
 

hold
 

by
 

agar 
 

   b 
 

photograph
 

of
 

zebrafish
 

samples
 

from
 

three
 

age
 

groups

MATLAB软件用于二维 OCT图像的分割和斑马

鱼大脑体积的测量。对同年龄段三个斑马鱼进行测

量,在获取大脑面积和体积数据后,使用 Origin软

件求取平均值和标准差。

3 实验结果

3.1 不同日龄斑马鱼头部的OCT成像

如图2(a)所示,OCT沿红线对斑马鱼头部进

行B扫描。得益于快的扫描速率,OCT可以在较短

的时间内对斑马鱼的头部进行成像。根据连续获取

的B扫描 OCT图像,进一步利用软件重建为三维

图像,如图2(b)所示。由于皮肤和颅骨覆盖整个斑

马鱼的头部,因此需要进一步对三维 OCT图像进

行虚拟分割。图2(c)显示的是对三个年龄段斑马

鱼的三维 OCT图像进行冠状面、矢状面和水平面

分割的结果。基于虚拟分割的结果可以发现,颅骨

的图像强度较高,这与其光散射系数大相吻合。颅

骨之下存在着支撑结构,这部分区域的信号强度低,
呈现为黑色。大脑形态清晰,日龄21d的斑马鱼脑

部图像呈现均匀的高亮特征,相比之下日龄45d和

100d的斑马鱼脑存在明暗不同的区域,这种差异是

与脑发育有关的。

3.2 比较OCT断层结果与切片染色结果

病理学切片染色多从冠状面和水平面两个视角

观察斑马鱼大脑结构,因此本文从三维OCT图像中

提取了冠状面和水平面的OCT断层结果。图3显示

图2 斑马鱼头部的 OCT活体成像。(a)连续的B扫描

OCT图 像;(b)重 建 的 三 维 OCT 图 像;(c)三 维

  OCT图像的虚拟分割结果

Fig 
 

2 OCT
 

in
 

vivo
 

imaging
 

of
 

zebrafish
 

head 
 

 a 
 

Continuous
 

B-scan
 

OCT
 

images 
 

 b 
 

constructed
 

three-dimensional
 

OCT
 

images 
 

 c 
 

virtual
 

segmentation
 

results
 

of
 

three-dimensional
 

OCT
 

images

的是冠状面的OCT图和切片染色图,其中绿色虚线

标注的是大脑的前部、中部和后部。从图3中可见斑

马鱼大脑为轴对称结构。由于颅骨薄,日龄21d斑马

鱼的OCT图像显示,大脑对比度较高;切片染色图显

1207002-3
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示,细胞核密集的区域被苏木素染为深蓝色,在中脑

和后脑OCT图像中对应区域的信号强度相对较弱。
日龄45d的斑马鱼脑结构最显著的特点是空腔的出

现,其在后脑的OCT图和病理图中都清晰可见,前脑

中间出现明显的分界。如蓝色箭头所示,由于表皮和

颅骨厚度的增加,日龄100d的斑马鱼大脑图像对比

度有所降低,中脑区域形成了面积较大的低信号强度

区域,大脑与颅骨之间的边界更加明显。

图3 三个年龄段斑马鱼大脑的冠状面图像。(a)
 

OCT图;(b)切片染色图

Fig 
 

3 Coronal
 

views
 

of
 

images
 

of
 

zebrafish
 

brains
 

from
 

three
 

age
 

groups 
 

 a 
 

OCT
 

images 
 

 b 
 

sectional
 

staining
 

images

  斑马鱼大脑的水平面图像如图4所示。可以看

出,三个年龄段的斑马鱼大脑结构存在着显著的不

同,21d斑马鱼大脑结构紧凑,45d的时候已经出现

分化,到100d的时候大脑形成了明显的分区。样

品缩水导致切片染色图与 OCT图像略有失配,但
总的来讲OCT图像可以媲美切片染色结果。

图4 三个年龄段斑马鱼大脑的水平面图像。(a)
 

OCT图;(b)切片染色图

Fig 
 

4 Horizontal
 

views
 

of
 

images
 

of
 

zebrafish
 

brains
 

from
 

three
 

age
 

groups 
 

 a 
 

OCT
 

images 
 

 b 
 

sectional
 

staining
 

images

3.3 测量不同日龄斑马鱼大脑的体积

大脑体积是评价脑发育程度的一个重要指标,
利用图像分割方法,将脑组织从颅骨和其他组织的

包围中剥离出来,结果图5(a)所示。对重建的大脑

三维图像进行体积测量,并对测量的脑体积数据求

平均值和标准差,结果如图5(b)所示。对比发现,
日龄100d的斑马鱼相比日龄21d的斑马鱼,在

80d的发育期内大脑体积增大了约5倍。这个定量

结果进一步说明,孵化后的斑马鱼在到达成年之前,
大脑发育迅速。

4 讨  论

与哺乳动物类似,斑马鱼大脑位于颅骨的下方,
斑马鱼的大脑尺寸会从幼年阶段的几十微米增大到
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图5 测量斑马鱼大脑的体积。(a)斑马鱼大脑的三维

  图;(b)大脑体积测量结果

Fig 
 

5 Measured
 

brain
 

volume
 

of
 

zebrafish 
 

 a 
 

Three
 

dimensional
 

images
 

of
 

zebrafish
 

brains 
 

   b 
  

measured
 

results
 

of
 

brain
 

volume

成年阶段的1mm左右。目前,共聚焦成像、光片显

微、光声成像、微计算机断层扫描技术(Mirco-CT)、
核磁共振成像(MRI)以及OCT等技术都被用于斑

马鱼的活体成像[8,
 

11,
 

25-28]。表1对这些活体成像技

术的特点进行了分析,对比可以发现,荧光成像的成

像深度较小,光声成像的对比度较低,Micro-CT和

MRI的成像分辨率不足且仪器成本高昂。OCT兼

具较高的成像分辨率和较大的成像深度,在成像范

围、成像速度和装置成本方面也有优势,因此 OCT
非常适用于斑马鱼大脑的活体成像。

目前仍然广泛使用的切片染色技术可以高分辨

率地显示大脑的组织结构,但切片染色存在周期长、
需要处死动物等问题。此外,生物组织会在切片染

色过程中发生形变,这对组织尺寸的测量会产生很

大的影响。对图3所示的冠状面切片染色结果和

OCT图像中大脑区域的面积进行了测量,并同一个

年龄段三条斑马鱼的面积数据求平均值和标准差,
结果如图6(a)~(c)所示。对比可以发现,对于日

龄21d的斑马鱼脑面积,切片染色结果和 OCT图

像测量结果相差不大;对于日龄45d的斑马鱼脑面

表1 斑马鱼活体成像技术的对比[8,
 

11,
 

25-28]

Table
 

1 Comparison
 

of
 

in
 

vivo
 

imaging
 

techniques
 

of
 

zebrafish
 [8,

 

11,
 

25-28]

Imaging
technique

Contrast
 

source
 

Resolution Penetration
depth

Imaging
object

Imaging
speed

Label Cost

Confocal
microscopy

Fluorescence <1μm <500μm Embryo Low Yes ***

Light
 

sheet
microscopy

Fluorescence 1--10μm 0.1--5mm Embryo
 

and
infant Fast Yes ***

Photoacoustic
tomography

Optical
absorption

100μm--1mm <10mm Adult Fast No ***

Micro-CT X-ray
 

attenuation 2--3mm No
 

limited Adult Medium No ***

MRI H+
 

concentration 2--3mm No
 

limited Adult Low No ****

OCT Optical
 

scattering 1--10μm 2--3mm Infant
 

and
 

adult Fast No **

积,OCT图像测量结果大于切片染色测量结果;对
于日龄100d的斑马鱼脑面积,OCT图像测量结果

约为切片染色测量结果的2倍。观察图4可以发

现,在三个年龄段的OCT图像中,脑组织与颅骨之

间的距离是很小的,但是切片染色结果显示,脑组织

与颅骨之间的距离随着日龄的增大而增大。图

6(d)~(e)是三个年龄段颅骨和脑间距的放大结果,
在放大倍率相同的情况下,对比三条绿色虚线的长

度,可以更加清晰地看到颅骨和脑组织分离的现象。
虽然切片染色结果和OCT测量结果都证实斑马鱼

大脑面积随着发育时间的增加而增加,但进一步对

比图6(b)和图6(c)可以发现,OCT图像测量结果

显示100d斑马鱼脑面积比45d斑马鱼脑面积增大

了约3倍,而切片染色结果显示100d斑马鱼脑面

积比45d斑马鱼脑面积增大了约2倍。这种现象

的产生是由于颅骨的刚性与脑组织的刚性不一致,
脑组织在切片和染色过程出现了较大的萎缩。除了

组织形变外,组织切片后转移到载玻片上的摆放位

置具有较大的随机性,染色拍片的结果很难配准,最
终导致三维图像重建困难。而OCT可以准确且快速
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地构建三维立体结果,实现大脑体积的测量。综合以 上讨论,OCT在评估斑马鱼大脑发育方面有优势。

图6 基于图4得到的斑马鱼大脑的面积。(a)~(c)切片染色结果和OCT结果的对比;(d)~(f)放大的切片染色结果

Fig 6Brain
 

area
 

of
 

zebrafish
 

obtained
 

based
 

on
 

Fig 
 

4 
 

 a -- c 
 

Comparison
 

of
  

sectional
 

staining
 

results
 

and
 

OCT
 

results 
 

   d -- f 
 

enlarged
 

sectional
 

staining
 

results

5 结  论

验证了对孵化后21,45,100d斑马鱼大脑进行

OCT活体三维可视化处理的可能性。OCT成像结

果和切片染色结果共同证实,从幼年到成年阶段,斑
马鱼大脑发育迅速。将虚拟分割技术与三维 OCT
图像结合,可从冠状面和水平面多层次显示脑结构,
并定量测量脑体积。在图像质量媲美病理结果的同

时,OCT的活体成像和三维成像能力使其具有独特

的优势。OCT作为一种新型大脑活体成像技术,可
应用于基于斑马鱼的脑发育和衰退相关的研究中。
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