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　　【摘要】　斑马鱼是心血管生理病理研究中常用的模式生物。斑马鱼血小板与人类

血小板具有高度相似性，而且斑马鱼具有体外受精、繁殖力强、胚胎透明等优点，越来越

多关于血小板的研究利用斑马鱼作为模式生物，并取得了一定的进展。此文简要概述了

斑马鱼血小板与人类血小板的相似性，以及利用斑马鱼作为模式生物研究血小板的一些

进展。
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　　血小板参与了冠状动脉粥样硬化等心血管事

件的病理进程。在治疗中，虽然抗血小板治疗效果

肯定，但是仍有部分患者发生心肌梗死、猝死等不

良事件［１］。因此对于血小板生理病理深入研究就显

得十分必要。近年来，越来越多的研究采用斑马鱼

作为平台，与其他模式生物相比，斑马鱼具有高繁

殖力、体外受精、胚胎透明及养殖造价低等特点，其

在心血管领域尤其是血小板研究中的应用越来越

受到重视。

１　斑马鱼的特点

斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）是属于辐鳍亚纲鲤科短担

尼鱼属的一种硬骨鱼。Ｓｔｒｅｉｓｉｎｇｅｒ等首先对斑马鱼

成功实施了体外受精技术、单倍体诱导技术，建立

了纯合品系，并获得了第一个自然突变体———

ｇｏｌｄｅｎ。此后斑马鱼就开始作为模式生物应用于生

命科学研究中。斑马鱼具有以下特点：（１）成年鱼

个体小，易于饲养。（２）发育快速、性成熟期短、繁

殖力强。（３）胚胎体外发育，易于观察和操作。（４）

较完善的胚胎和遗传学操作技术。（５）基因组序列

的注释即将完成。（６）品系资源丰富。

２　斑马鱼血小板的形态学特点

与人类血小板不同，斑马鱼血小板为带有稀疏

细胞质巨大细胞核的有核细胞。在光镜下斑马鱼

的血小板与淋巴细胞的形态相似，但血小板胞质更

加致密，通过血小板聚集实验可以鉴别淋巴细胞和

血小板。电镜下斑马鱼血小板细胞表面光滑，染色

质致密，细胞质中包含大量的囊泡，有些通过小管

系统开口于细胞膜。此外还可观察到伪足样突起。

３　斑马鱼血小板与人类血小板的相似性

尽管斑马鱼血小板与人类血小板在形态上具

有一定差异，但二者在生理功能方面具有相似性，

例如血小板的黏附、激活聚集、释放反应等［２］。因

此，利用斑马鱼作为模式生物研究血小板的生理病

理功能，具有较强的可行性和应用前景。

３．１　血小板黏附

血管内膜在一系列外来刺激条件下发生损伤，

血小板通过特定的膜受体结合到内皮下细胞外基

质上，从而触发血栓的形成，促进止血和血管的修

复［３］。在人类，血小板膜表面的黏附蛋白糖蛋白Ⅰ

ｂⅤⅨ（ＧＰⅠｂⅤⅨ）通过血管性血友病因子

（ｖＷＦ）与内皮下细胞外基质结合
［４６］。ｖＷＦ由血管

内皮细胞及巨核细胞合成和分泌，是一种存在于血

浆、内皮细胞表面和血小板α颗粒的糖蛋白。ｖＷＦ

可与胶原及血小板膜 ＧＰⅠｂ和 ＧＰⅡｂ／Ⅲａ结合，

在血小板黏附与聚集中发挥重要作用。血小板也

可以通过ＧＰⅡｂ／Ⅲａ与ｖＷＦ结合从而黏附到细胞

外基质，但这过程仅在血小板活化变形后发生，使

黏附更加牢固［６］。有关研究在斑马鱼体内发现了

ｖＷＦｍＲＮＡ和ｖＷＦ的存在
［７］。斑马鱼数据库检

索发现斑马鱼血小板表面黏附蛋白的种类与人类

血小板保持一致，两者结构相似性很高［８］。

３．２　血小板的激活及聚集

血小板与内皮下细胞外基质结合后导致血小

板激活，继而释放活性物质如花生四烯酸及血栓素

Ａ２（ＴＸＡ２）等，加速活化进程。ＴＸＡ２是花生四烯

酸代谢过程中生成的具有很强生理活性的产物，具
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有强烈的血小板聚集作用，能促使血小板聚集形成

血栓。血小板活化后，蕴含其中的致密颗粒释放活

性物质，如二磷酸腺苷、凝血酶等，它们激活并招募

循环血中的静息血小板，富集于损伤部位［９］，这过程

为血小板聚集，此反应的发生与血小板之间的 ＧＰ

Ⅱｂ／Ⅲａ黏附密切相关。斑马鱼数据库检索显示，

在斑马鱼血小板上存在二磷酸腺苷受体。凝血酶

活化血小板主要通过一族Ｇ蛋白偶连的蛋白酶活

化受体（ＰＡＲｓ）介导。人类凝血酶受体为ＰＡＲ１４，

在斑马鱼上经证实也存在ＰＡＲ１４。有文献报道了

２７种斑马鱼 ＰＡＲ，例如 ＰＡＲ１家族、ＰＡＲ２家族

等［１０］。环氧酶（ＣＯＸ）是花生四烯酸代谢过程中前

列腺素（ＰＧｓ）合成的限速酶，具有２种结构亚型，即

结构型 ＣＯＸ１ 和诱导型 ＣＯＸ２。斑马鱼拥有

ＣＯＸ１和ＣＯＸ２两种酶，而哺乳动物仅拥有ＣＯＸ

１一种酶
［１１］。此外，磷脂酶Ａ２及血栓素Ａ合成酶

１也被发现存在于斑马鱼体内。斑马鱼血小板同样

可以被胶原、二磷酸腺苷、瑞托霉素、花生四烯酸等

激活而发生聚集。总之，斑马鱼血小板与人类血小

板激活受体及花生四烯酸代谢相关酶具有高度相

似性［８］。Ｊａｇａｄｅｅｓｗａｒａｎ等
［２］利用瑞斯托霉素、胶

原、凝血酶、二磷酸腺苷和花生四烯酸刺激斑马鱼

全血发现血液凝固，表明了人类与斑马鱼血小板在

激活和聚集方面具有一定的相似性。

３．３　血小板的分泌

血小板细胞内含有丰富的胞内颗粒，包括致密

体、α颗粒、溶酶体。致密体中含有 ＡＴＰ、ＡＤＰ、

Ｃａ２＋、５羟色胺、磷酸和胍核苷酸。其中，α颗粒含

有许多酶及酶的抑制剂，以及部分粘附分子、生长

因子、细胞因子样蛋白和凝血因子等［１２］。在正常血

循环中血小板处于静息状态，在受到生理或物理刺

激因子作用时，血小板发生活化伸出伪足并释放胞

内颗粒内容物，参与生理性止血或病理性血栓形成

等。同样，斑马鱼在血小板分泌的特性和分泌的物

质方面与人类相比也基本相同 ［８］。

４　利用斑马鱼作为模式生物研究血小板

由于斑马鱼和人类血小板的相似性，使得在斑

马鱼体内研究血小板功能，为探索人类血小板相关

疾病的病理机制提供了理论基础。但是由于斑马

鱼血小板功能研究起步较晚，目前还处于初级阶

段，相关报道还较少。ＣＤ４１抗原是一种相对分子

质量为１４０００的糖蛋白，ＣＤ４１分子是整合素αⅡｂ

链，也称血小板表面ＧＰⅡｂ，是位于血小板表面的

黏附蛋白受体，有文献报道，通过显微注射ＣＤ４１

ＧＦＰ质粒构建ＣＤ４１ＧＦＰ转基因斑马鱼，用绿色荧

光蛋白标记斑马鱼血小板，受精后４８ｈ在斑马鱼幼

鱼动静脉中出现带有绿色荧光的血小板，这样就可

以在荧光显微镜或激光共聚焦显微镜下直接观察

血小板［１３］。Ｇｒｅｇｏｒｙ等
［１４］发展了激光介导血栓形

成的方法来评估血小板的止血及凝血功能。这种

方法主要是通过将斑马鱼幼鱼暴露在ＦｅＣｌ３，或者

利用激光损伤的方法损伤血管壁，构建血管闭塞模

型，并检测以下４个指标：从激光损伤到动脉闭塞的

时间、从激光损伤到第一个血小板附着的时间、从

激光损伤到血栓完全溶解所需的时间、形成血栓的

表面积，从而通过衡量这些指标来了解血小板功能

的变化［１５１８］。上述ＣＤ４１ＧＦＰ转基因斑马鱼及斑

马鱼血管损伤模型的建立为后续血小板的研究提

供了良好的平台。此外，基因敲除技术在斑马鱼研

究中已经被广泛应用，同样在斑马鱼血小板功能研

究方面也应用广泛［１９］。斑马鱼基因敲除技术主要

是通过将相关基因的吗啉基寡核苷酸显微注射至

斑马鱼胚胎内，从而达到目的基因敲除的目的。基

因敲除技术应用于斑马鱼使得大规模筛选血小板

功能调控基因成为可能。Ｗｉｌｌｉａｍｓ等
［２０］利用斑马

鱼血管损伤模型及基因敲除技术筛选出狆狉犽犮犪、

狆狉犽犮犫在维持斑马鱼血小板功能方面发挥重要作

用，敲除这些基因后斑马鱼出现出血及血栓表面积

减低的表现。犕犾犮犽１犪为肌球蛋白轻链激酶的亚型，

相关文献报道，通过斑马鱼卵显微注射犿犾犮犽１犪的吗

啉基寡核苷酸敲除该基因，利用ＣＤ４１ＧＦＰ转基因

斑马鱼及斑马鱼血管损伤模型评估血小板功能的

改变，证明犿犾犮犽１犪有助于血小板形状的变化和血栓

形成［２１］。Ｏ′Ｃｏｎｎｏｒ等
［２２］通过生物信息学筛选出

犅犃犕犅犐、犔犚犚犆３２、犇犆犅犔犇２、犈犛犃犕、犃犖犜犡犚２

几种基因可能编码血小板膜蛋白，利用基因敲除技

术实现上述基因的沉默，随后在ＣＤ４１ＧＦＰ转基因

斑马鱼上利用激光介导的血管损伤模型评估血小

板功能的改变，证实了犅犃犕犅犐、犔犚犚犆３２的促进血

栓形成作用及犇犆犅犔犇２、犈犛犃犕 的抑制血栓形成作

用。通过注射凝血酶基因的吗啉基寡核苷酸实现

凝血酶基因的敲除，然后分析相关基因表达的改

变，发现一种狆犺犾犱犪３的基因表达明显升高
［２３］。向

成年斑马鱼静脉内注射αⅡ犫的吗啉基寡核苷酸敲

除该基因，证实αⅡ犫基因在维持血小板的正常止血

功能上具有重要作用，同时发展了一种在成年斑马
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鱼体内敲除基因的方法［２４］。

５　展望

由于斑马鱼与人类血小板的高度相似性，未来

利用斑马鱼作为平台，结合基因诱变、基因敲除、转

基因和胚胎学技术，广泛开展血小板功能的研究成

为可能。利用ＣＤ４１ＧＦＰ转基因斑马鱼以及激光

介导的血管损伤技术，可以大量筛选影响血小板功

能的基因。同时，斑马鱼的高繁殖力、幼鱼早期透

明等优点也将为相关研究的开展提供便利。随着

斑马鱼实验技术越来越成熟，其在血小板研究中的

优势将会更加突出。
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２００４，７６：４８９５００．

［１７］　ＪａｇａｄｅｅｓｗａｒａｎＰ，ＬｉｕＹＣ，ＳｈｅｅｈａｎＪＰ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈｅｍｏｓｔａｓｉｓｉｎ
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