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斑马鱼模式动物在神经功能环路研究中的应用* 

陈思杰  彭  刚 
(复旦大学脑科学研究院, 上海 200032) 

摘  要  斑马鱼是发育、遗传以及药物发现研究中常用的模式动物。作为重要的脊椎动物模式系统之一, 斑

马鱼与人类基因有高度同源性, 中枢神经系统也与哺乳动物相似。近来, 斑马鱼在神经科学研究以及生理心理

学相关问题的研究中的应用日益广泛。研究者们对斑马鱼幼鱼及成鱼的行为表现及行为发育开展了多方面的

研究。基于斑马鱼模式动物的特点及优势, 遗传突变和药物筛选在对动物行为表现的分子机制的研究中起到

重要的推动作用。 
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1  前言  

人类的心理活动控制行为表现 , 外在行为
是内在心理的表现。心理异常将导致认知、情

绪等方面的疾病。认识各种心理现象的内在细

胞分子机制有助于我们更好地了解心理相关疾

病 , 发现可能的治疗方法。人类脑成像及遗传相
关性研究证实心理现象与在动物中保守的分子及

基因相关, 而更多对其神经环路机制的认识来自
动物模型的研究。斑马鱼是发育、遗传以及药物

发现研究中常用的模式动物。斑马鱼模式动物

具有良好的遗传可操作性, 便于开展对斑马鱼转
基因动物及基因敲除动物的研究。相比小鼠, 斑
马鱼模式动物具有个体小, 易繁殖, 产卵力高等
特点 (Grunwal & Eisen, 2002; 贾顺姬 , 孟安明 , 
2012)。这使得斑马鱼模式动物适用于高通量的行
为分析检测(Granato et al., 1996)以及对活性化合
物的筛选(Rihel et al., 2010; Wolman, Jain, Liss, & 
Granato, 2011)。基于这些特点, 斑马鱼模式动物
可以在神经功能环路的分子遗传基础研究以及筛

选影响环路功能活性化合物的研究当中发挥较独

特的作用。 
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斑马鱼成鱼与幼鱼都可用于行为学实验来

检测神经环路的功能。幼鱼由于其相对简单的

行为 , 有限的行为参数以及高通量等特点被更
普遍地应用。而成鱼具有更为多样的行为及生

理反应 , 可进行更复杂实验的行为分析。在本文
中 , 我们将首先简述斑马鱼中几种常用的行为
模型以及当前对斑马鱼行为发育的研究。然后

我们将介绍斑马鱼糖皮质激素受体基因突变的

研究与人抑郁症机制之间可能的关系, 并介绍高
通量活性化合物筛选应用于睡眠、非联合型学习

等行为的机制研究的结果。最后 , 我们将展望
TALEN 基因敲除技术在神经功能环路研究中可
能的应用。 

2  行为模型 

2.1  感觉运动反应  
斑马鱼幼鱼在 1 周左右时就能表现出许多特

定的刻板反应(Wolman & Granato, 2012)。通过特
定的感觉刺激即可诱发这些显著的运动反应, 即
感觉运动反应。已知神经基础的感觉运动反应可

用于基因正向筛选。George Streisinger 是最早将
斑马鱼作为模式生物用于神经系统发育研究的遗

传学家。上世纪 70年代, Streisinger及其同事利用
γ 射线诱发视觉缺陷的突变体用于视觉引导行为
相关基因的研究(Chakrabarti, Streisinger, Singer, 
& Walker, 1983; Walker & Streisinger, 1983)。随后, 
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Nusslein-Volhard, Bonhoeffer和 Driever实验室利
用斑马鱼幼鱼进行大规模基因筛选(Driever et al., 
1996; Haffter et al., 1996), 后续的工作从中发现
了数百个突变, 能够影响由视觉和触觉引起的感
觉运动 (Granato et al., 1996; Neuhauss et al., 
1999)。其中部分突变的基因已被克隆并识别, 用
于研究相关的人类神经系统疾病。 

简单的感觉运动行为并非对刺激简单不变地

响应, 同时还受到更高级别神经基质的调控。例
如脊椎动物中保守的声惊吓反应还受环境和经验

的调节。研究发现强刺激前出现一个微弱的非惊

吓声刺激会抑制惊吓反应 , 即前弱刺激抑制
(prepulse inhibition)。利用这一现象, Burgess 和
Granato筛得前弱刺激抑制减弱突变株, 表明斑马
鱼在受精后 5 天时感觉门控已经具有功能
(Burgess & Granato, 2007)。除了前弱刺激抑制, 
研究发现单一重复的声惊吓刺激会导致惊吓反应

迅速减弱, 即适应。运用不同的行为策略研究声
惊吓反应有助于了解感觉信息处理, 学习及认知
功能障碍的潜在神经机制。 
2.2  情感和记忆相关行为 
2.2.1  黑白偏好 

研究显示斑马鱼对于光照表现出显著的选择

行为, 成鱼具有避开光亮环境的本能。自由状态
下, 斑马鱼选择在黑暗区域呆更长时间, 这种行
为可维持至少几十分钟。有意思的是对于光亮环

境, 斑马鱼幼鱼(1~2周)则表现出偏好而非回避。
作为发育进程调控的选择逆转, 该现象的内在神
经基础仍待进一步研究。 

Lau 等证实黑白选择行为与情绪及激励相关
(Lau, Mathur, Gould, & Guo, 2011)。他们将抗焦虑
药作用于成鱼, 结果显示光回避行为减少, 同时
视觉及运动能力不受影响。此外, 基于 c-fos的神
经活动映射技术显示背侧前脑区(Dm)的内侧区以
及腹侧前脑区(Vm)的背侧核在黑白选择过程中被
激活。而这两个区域分别对应哺乳动物的杏仁核

与纹状体。众所周知, 杏仁核和纹状体参与情绪
及激励行为的调控。因此, 黑白偏好选择可能提
供了一种探索情感及激励行为细胞分子基础的行

为模型。 
2.2.2  新鱼缸实验 

与啮齿动物的旷场实验类似, 新鱼缸实验也
利用了动物处于不熟悉环境中会寻求保护的本

能。与其他物种相同, 暴露于新环境中, 斑马鱼会
表现出显著的焦虑行为, 如潜游、静止不动以及
减少探索游动。直到新环境逐渐熟悉后, 他们才
会四处探索。利用该实验模型, 研究者可通过收
集和比较一系列行为参数来评价实验动物的焦虑

水平, 例如静止时间、进入上半部分的次数、上
半部分游动时间。在研究药物抗焦虑或致焦虑效

果时, 可利用该实验模型进行筛选(Cachat et al., 
2010)。尽管能够提供大量行为参数, 同时已经有
广泛的应用, 新鱼缸实验并不适用于所有行为学
领域(如药物奖励类型)及焦虑行为(如黑白偏好)。
因此, 斑马鱼旷场实验, 黑白盒实验, Y-或 T-迷宫
实验等新环境实验模型可作为新鱼缸实验的补充, 
从而综合评价斑马鱼神经行为表现的特性。 
2.2.3  条件性位置偏好 

条件性位置偏好实验中, 一中性刺激通过与
有激励作用的非条件刺激反复匹配, 从而诱导出
趋向行为。在研究药物滥用及成瘾的啮齿动物模

型中, CPP 行为广泛存在。而第一例斑马鱼成鱼
CPP 行为由 Darland 和 Dowling 于 2001 年发表
(Darland & Dowling, 2001)。他们将鱼缸两侧的视
觉提示作为中性刺激, 首先评定实验动物的自然
偏好, 之后将成鱼限制在不喜欢的一侧, 施以可
卡因, 成功诱导出偏好行为。之后, 许多实验室也
采用斑马鱼 CPP模型测定其他物质的强化效应。
然而 CPP的神经环路基础仍不清楚。在 CPP显示
的众多神经物质中, 多巴胺可能是哺乳动物中研
究最为透彻的。而在斑马鱼 CPP 模型中, 多巴胺
对行为表现也起决定性作用。多巴胺神经元突触

前后参与该环路的其他神经元类型, 联合型学习
在该环路的发生位置仍待进一步研究。 
2.2.4  条件性位置回避 

条件性位置回避与 CPP 概念相似, 但行为结
果相反, 即一中性刺激反复与具有负面效应的非
条件刺激匹配, 从而诱导出回避行为。斑马鱼条
件性主动回避实验装置为一穿梭盒, 中间被不透
明屏障分为两个相等区域, 水下连通, 斑马鱼可
自由游动。成鱼为避免电击必须穿过屏障, 一侧
的电击与对侧的光信号匹配。经过训练, 斑马鱼
学会在测试开始 10 秒内游入照亮的一侧从而避
免电击。CPA 模型被用于研究恐惧反应的经验依
赖性缓解, 证明僵核在其中发挥作用 (Agetsuma 
et al., 2010; Lee et al., 2010)。而 CPA模型的神经
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基础仍有许多未解之谜, 如参与回避反应的神经
元件以及这些元件如何通过学习被一个最初低效

价信号所激活。 
2.2.5  群聚行为等其他行为 

群聚行为是包括斑马鱼在内的许多小型鱼类

的一种社会行为, 对防范捕食者及增强觅食能力
起着重要的作用。研究显示斑马鱼具有显著且可

重复的群聚行为, 随着年龄的增长群聚行为增强 
(Engeszer, Ryan, & Parichy, 2004; Miller & Gerlai, 
2007)。在该实验模型中, 鱼群的疏密程度可反映鱼
群的焦虑水平。在致焦虑刺激的作用下, 鱼群变得
更紧密。反之, 当鱼群处于低焦虑状态时, 个体更易
从鱼群中脱离, 鱼群也更为疏散。因此, 研究者可通
过鱼群个体间平均距离及最近个体距离等参数来评

估鱼群焦虑水平。该模型可用于研究社会行为潜在

的神经环路以及药物滥用对社会行为的影响。 
新物体接近实验也是一种新环境实验模型。

不同于其他新环境实验, 新物体接近实验通过在
熟悉的环境中导入外源物体引起斑马鱼的焦虑行

为(Wright, Nakamichi, Krause, & Butlin, 2006)。研
究者可通过分析接近新物体所花的时间, 接近的
频率, 静止时间及次数等行为参数来评价实验动
物的焦虑水平。此外, 新物体接近实验还可用于
研究捕食者回避及社会行为。 

捕食和避免被捕食在动物生存和进化过程中

起着重要作用。暴露于自然界的捕食者, 如印度
叶鱼, 能诱发斑马鱼的恐惧及类焦虑行为(Bass & 
Gerlai, 2008)。捕食者回避实验通常采用双臂装置, 
将捕食者置于其中一个臂中, 实验动物对捕食者
回避或接近的行为趋势就体现了其恐惧或焦虑

水平。研究者可通过分析实验动物与捕食者同处

一臂的时间 , 进入捕食者所在臂的次数以及第
一次进入捕食者所在臂的时间等行为参数评估

外源刺激或内源基因表达改变对其恐惧或焦虑

行为的影响。 

3  行为发育 

3.1  行为的个体发育 
个体发育在经典条件反射模型系统中已得到

深入研究, 近年更是在分子及发育神经生物学方
面取得了进展。运用条件反射模型有助于揭示个

体发育的神经环路基础, 了解其发育及整合各部
分行使行为和可塑性调控的过程。斑马鱼作为模

式生物可实现对神经发育及活动的实时活体成像, 
近年来在个体发育研究中越来越受到关注。

Valente等利用经典和操作性条件反射实验研究斑
马鱼发育过程中学习行为的出现(Valente, Huang, 
Portugues, & Engert, 2012)。通过记录受精后 7天
至 8 周斑马鱼的行为表现, 实现对发育过程中学
习行为的连续研究。结果显示学习行为开始于第

3周, 到第 6周时达到成年水平, 在整个发育过程
中都不断提高。成鱼经学习短时间内即可表现优

异, 且学习行为明显受视觉调控。成鱼的记忆至
少 6小时可在行为上检测, 至少 12小时之后仍可
再激活。该结果与鼠中的研究结果一致：条件反

射在发育过程中具有时间窗口。通过行为模型的

研究找到个体发育过程中学习等行为形成关键时

间点能够为之后的研究提供方向。而斑马鱼众多

的转基因株系也为个体发育中信号通路、基因调

控等的研究提供了有力的研究工具。 
3.2  幼鱼的非联合适应性学习 
非联合适应性学习(non-associative habituation 

learning)作为一种简单的学习形式, 使生物能够根
据最近受到的刺激调整对感觉输入做出的行为反

应。适应反映了对重复非重要刺激的抑制行为反

应, 同时也是神经系统过滤非相关刺激的一种机
制。大量不同模式生物的适应性学习研究中所采

用的参数及规则相似, 提示其潜在分子机制的保
守性。斑马鱼幼鱼具有简单明确固定的感觉运动

行为, 如 O型弯、C型弯等, 使其成为研究神经环
路与高通量遗传及化学筛选的优良脊椎模式生

物。研究证实采用重复视觉刺激的间隔训练模块

法能引起幼鱼的长期适应(Wolman, Jain, Liss, & 
Granato, 2011), 使由刺激引起的特定感觉运动行
为的改变恢复至正常水平。这一过程长达 24小时
且需要蛋白质合成。而重复声刺激能诱导产生显

著的短期适应。该过程受刺激频率以及多模态刺

激引起的瞬时性非适应的调节。由于其分子机制

的保守性, 可利用斑马鱼幼鱼进行高通量分子筛
选, 检测包括各类受体激动剂或拮抗剂等在内的
小分子物质对于非联合适应性学习的作用。 

4  遗传突变及药物筛选与神经系统功

能环路研究 

4.1  糖皮质激素受体突变与抑郁 
应激反应主要由下丘脑 -垂体 -肾上腺 (HPA)
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轴调节 , 下丘脑促肾上腺皮质激素释放激素
(corticotropin-releasing hormone, CRH)合成和释
放增加从而促进垂体释放促肾上腺皮质激素。而

促肾上腺皮质激素则刺激肾上腺产生糖皮质激

素。在斑马鱼和人类中, 主要的糖皮质激素均为
皮质醇。人类抑郁症患者病症之一即为 HPA轴调
节异常, 皮质醇维持高水平。但 HPA轴与抑郁症
之间的联系仍不清楚。在神经系统中, 皮质醇结
合糖皮质激素受体(GR)后能够调控特定靶向基因
的转录, 包括应激相关的促肾上腺皮质激素释放
激素和促肾上腺皮质激素, 实现负反馈。GR 的
DNA 结合序列在进化中高度保守。在 HPA 轴功
能正常的人类中, GR的人工配体地塞米松会抑制
皮质醇的表达。而抑郁病人的 HPA 轴活动增强, 
地塞米松的抑制效果也显著迟缓。这证明糖皮质

激素抵抗至少是抑郁症的某种形式。Baier实验室
筛得一斑马鱼突变株, 其 GR 的单碱基突变导致
转录调控活性的缺失 , 应激反应负反馈被打断
(Griffiths et al., 2012; Ziv et al., 2012)。GR突变株
HPA 轴活动增强, 地塞米松对皮质醇的抑制效果
迟缓, 轻度压力使其类抑郁行为增加。新鱼缸实
验显示突变株静止增多, 探索行为减少, 重复实
验无适应现象。人类抗抑郁药氟西汀和苯甲二氮

卓则可使行为恢复正常, 这一结果与人类中的结
果一致, 提示脊椎动物 HPA轴与情感障碍之间联
系的保守性 , 进一步证明糖皮质激素抵抗 , 而非
过多的糖皮质激素受体信号 , 促进了抑郁症的
发展。而糖皮质信号在情感行为的调控过程中具

有保护功能。该突变株有助于深入研究 GR在应
激反应中的作用 , 也使高通量筛选新型抗抑郁
药物成为可能。 
4.2  药物筛选与睡眠、非联合型学习 

传统脊椎动物学习行为的研究需进行行为训

练, 测试大量动物, 费时且难以应用于大规模遗
传学及小分子筛选。因此,传统大规模药物筛选主
要采用体外筛选方法, 但无法反映对整体动物行
为的影响, 尤其对精神类药物来说是一大局限。
目前已鉴定出 8000 余种斑马鱼突变株 , 可模拟
贫血、耳聋、视网膜变性、肌无力症、恶性肿

瘤和阿尔兹海默症等多种人类疾病 , 可作为研
究人类疾病的模型。利用这些模型 , 可简单高效
地对相关疾病进行药物筛选 , 尤其对于斑马鱼
发育早期行为有影响的药物进行高通量筛选。

在 96 孔板中放入斑马鱼幼鱼 , 在各个孔中施以
不同种类不同浓度的小分子物质 , 利用视频跟
踪系统记录幼鱼行为数据 , 对特定行为参数进
行软件分析即可得知各类小分子对于该行为的

作用效果。  
Rihel 实验室采用斑马鱼幼鱼睡眠/觉醒行为

实验, 通过测定睡眠次数、睡眠时间及觉醒活动
等行为参数可实现小分子化合物的多维定量筛选

(Rihel et al., 2010)。高通量低消耗的斑马鱼行为实
验可作为传统药物筛选方法的补充, 有助于发现
体外实验无法察觉的药效、副作用等。此外, 行
为检测有助于解析睡眠 /觉醒等复杂行为的药理
学特性 , 同时了解机理未知的化合物的作用机
制。而 Wolman 等提出一种基于斑马鱼幼鱼非联
合型学习行为的自动化高通量系统(Wolman et al., 
2011)。斑马鱼幼鱼具有显著的短期适应, 其神经
环路已知。利用这一优势, 他们对已知靶点的生
物活性化合物进行高通量筛选。结果表明测试化

合物的功能在斑马鱼幼鱼与哺乳动物间高度保守, 
但仍发现几种化合物以前未知的学习行为调控功

能。这提示了高通量化学筛选配合高分辨率行为

分析是发现新型认知调控分子的有力方法。 
4.3  TALEN 技术 

TALEN技术(transcription activator-like (TAL) 
effector nucleases)是一种崭新的分子生物学工具。
研究发现来自植物细菌 Xanthomonas sp.的 TAL蛋
白的核酸结合域的氨基酸序列与其靶位点的核酸

序列有恒定的对应关系(Boch et al., 2009)。利用
TAL的序列模块, 可组装成特异结合任意DNA序
列的模块化蛋白, 从而达到靶向操作内源性基因
的目的。TALEN技术可构建针对任意特定核酸靶
序列的重组核酸酶, 在特异的位点打断目标基因
DNA, 进而在该位点进行 DNA 操作, 如 Knock- 
out、Knock-in或点突变。它克服了基于锌指蛋白
的 ZFN 方法不能识别任意目标基因序列, 以及识
别序列经常受上下游序列影响等问题 , 而具有
ZFN 相等或更好的活性, 使基因操作变得更加简
单、方便。该技术已在斑马鱼上成功应用, 且操
作简便, 成本低廉, 效率还很高。通过显微注射技
术, 将合成的特定基因 TALEN 片段注入斑马鱼
受精卵即可实现靶向基因敲除。实验结果显示 , 
TALEN 技术在斑马鱼中基因敲除效率普遍可达
到 70%以上, 个别可到达几乎 100%。配合高效的
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TALEN合成技术, 即可实现高通量基因敲除株的
建立。目前, 运用该技术已得到数百种基因敲除
突变株, 为进一步研究基因的功能及其对行为的
影响提供了强有力的工具。此外, 斑马鱼中有上
百种未知功能的非编码 RNA, 运用传统研究手段
很难找到突破口。通过 TALEN技术在斑马鱼中的
高效应用, 可在短时间内获得百余个非编码 RNA
基因敲除株, 对基因敲除动物进行观察和行为检
测即可了解这些非编码 RNA 在发育及行为过程
中是否发挥了作用, 为非编码 RNA的研究打开了
突破口。随着 TALEN技术的日益完善, 最终将成
为每个实验室都能掌握的强大实验工具, 毫无疑
问将有助于对各类基因功能的深入研究。 

5  展望 

心理紊乱会引发多种心理疾病, 多伴有生理
系统尤其是神经系统的功能异常。尽管存在许多

不同, 斑马鱼基本心理活动的外在行为表现与人
类相似。作为一种简单的脊椎动物模型, 斑马鱼
行为模型避免了复杂神经系统对行为的综合调控, 
有利于发现行为调控的基本神经环路, 使我们能
在细胞分子水平上研究抽象心理过程如何调控具

体行为表现。随着斑马鱼行为研究的深入, 实验
方法及行为参数分析趋于稳定 , 同时新的行为
模型不断出现应用于各类研究 , 这都将有利于
斑马鱼行为学实验的推广 , 为各类研究提供新
的途径。 
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Zebrafish Model and Physiological Psychology Research 
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Abstract: Zebrafish model has often been used in development, genetics and drug discovery studies. As a 
vertebrate model systems, the genetic makeup of the zebrafish shares high degree of homology with higher 
vertebrate including human. The central nervous system of zebrafish also has similarity to that of the 
mammalian animals. More recently, zebrafish has increasingly been used in studies of neuroscience and 
physiological psychology related areas. Researchers have investigated a wide range of behaviors in 
zebrafish larvae and adults. Taking advantage of the strength of the zebrafish model, genetic mutations and 
drug screening have been utilized to elucidate the molecular mechanism underlying the animal behaviors. 
Key words: Zebrafish; behavioral model; behavioral development; genetic mutation; drug screen 
 


