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I 型胶原蛋白对斑马鱼模型促组织再生及抗炎作用研究 
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摘要：目的  观察 I 型胶原蛋白对斑马鱼模型的促组织再生及抗炎作用。方法  通过检测斑马鱼尾鳍再生面积和 col1a1b 
基因的相对表达量，表征 I 型胶原蛋白促组织再生作用；通过测量斑马鱼皮肤中性粒细胞数量变化表征 I 型胶原蛋白的抗

炎作用。结果  与模型对照组相比，I 型胶原蛋白溶液处理斑马鱼尾鳍面积明显增大，中性粒细胞数量明显减少。I 型胶

原蛋白溶液处理后的斑马鱼 col1a1b 基因的相对表达量明显高于正常对照组。结论  I 型胶原蛋白对斑马鱼模型具有促组

织再生及抗炎作用。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To observe the effects of collagen type I on tissue regeneration and anti-inflammation in zebrafish 
model. METHODS  The effect of collagen type I on tissue regeneration was characterized by measuring the regeneration area 
of zebrafish caudal fin and the relative expression of col1a1b gene. The anti-inflammatory effect of collagen type I was 
characterized by measuring the number of neutrophils in the skin of zebrafish. RESULTS  Compared with the model control 
group, the caudal fin area of zebrafish treated with type I collagen solution increased significantly, while the number of 
neutrophils in zebrafish decreased significantly. The relative expression of col1a1b gene in zebrafish treated with type I collagen 
solution was significantly higher than that in normal control group. CONCLUSION  Type I collagen has the effects of 
promoting tissue regeneration and anti-inflammation in zebrafish model. 
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I 型胶原蛋白是动物细胞外间质蛋白质中的

主要成分，占人体总蛋白质的 25%~30%[1-2]。I 型

胶原蛋白与细胞外基质相互作用，以促进细胞生

长、黏附[3]、移动和沉积；能诱导成纤维细胞的趋

化性，促进创伤修复[4]。I 型胶原蛋白促进细胞修

复，再生细胞胶原蛋白，促进组织再生。近几年，

胶原蛋白作为医用生物材料，在植入及其相关的

配套设备和技术中得以运用，成为国家战略性新

兴产业之一。 
研究 I 型胶原蛋白的功效的方法，通常可以采

用临床试验、小型哺乳动物试验等，本课题采用

斑马鱼试验。斑马鱼是种常见的热带鱼，其试验

周期短、个体差异小、实验结果直观易懂，目前

斑马鱼是经广泛验证的药物筛选通用模式之一[5]，

广泛用于研究人类疾病和高通量药物的筛选[6-7]。

田丽莉等[8]对斑马鱼在中药中的应用做了概括，如

对中药活性的筛选、抗炎药物筛选等。斑马鱼技

术是传统体外试验向人体试验的有效过渡，可全

面评价有关产品及成分的安全性和功效。 
1  材料与试剂 

斑马鱼品系：野生型 AB 品系、转基因中性粒

细胞绿色荧光品系斑马鱼(MPX 品系)，来源于国

家斑马鱼资源中心，由杭州环特生物科技股份有

限公司饲养。 
2.0 mg·mL−1 的 I 型胶原蛋白溶液(浙江崇山生

物制品有限公司，批号：20201103)；无水乙醇(国
药集团化学试剂有限公司，批号：20200302)；iTaq 
Universal SYBR Green Supermix(美国 Bio-Rad，批

号：1725124)；FastQuant RT Kit(With gDNase)试
剂盒(天根生化科技有限公司，批号：KR106)；RNA
快速提取试剂盒(上海奕杉生物科技有限公司，批

号：RN001)；甲醇(国药集团化学试剂有限公司，
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批号：20190618)；十二烷基磺酸钠(上海阿拉丁生

化科技股份有限公司，批号：K1928143)。 
2  方法 
2.1  I 型胶原蛋白培养浓度的选择 

添加 I 型胶原蛋白溶液于斑马鱼培养体系中，

设置斑马鱼培养体系中 2.0 mg·mL−1的 I 型胶原蛋

白溶液的含量为 1.25%，2.50%，5.00%，即斑马

鱼培养体系中胶原蛋白最终浓度为 0.025，0.050，
0.100 mg·mL−1。每组斑马鱼数量 30 尾，观察在

0.025，0.050，0.100 mg·mL−1的胶原蛋白浓度下，

斑马鱼的存活率及状态。 
2.2  斑马鱼尾鳍再生试验 

选择状态良好，受精后 3 d 的野生型 AB 系斑

马鱼 45 尾于 6 孔板中。将斑马鱼分成 3 组，分别

是正常对照组、模型对照组和 I 型胶原蛋白溶液

组，每组 1 孔，每孔 15 尾斑马鱼。正常对照组不

做任何处理，模型对照组以及 I 型胶原蛋白溶液组

采用同等操作方法切断斑马鱼尾鳍。挑选尾鳍损

伤程度一致的斑马鱼随机分组于 6 孔板。将 I 型胶

原蛋白溶液添加到 I 型胶原蛋白溶液组的孔板中，

每孔定容 3 mL，将各实验组于 28 ℃条件下避光孵

化48 h。在各实验组中，随机挑选斑马鱼 10 尾，

在可见光显微镜下拍照，用 Image J 图像处理软件

将斑马鱼尾鳍圈起来，自动计算尾鳍面积(像素)，
记录尾鳍面积(A)。 

数据处理：样品组织再生功效按公式(1)计算。 
%

100%IA A
A A

=

×

促进尾鳍再生功效( )

( 组)- (模型对照组)

(正常对照组)- (模型对照组

溶液

)

型胶原蛋白  (1) 

2.3  斑马鱼的 col1a1b 基因的相对表达量 
选择状态良好，受精后 4 d 的野生型 AB 系斑

马鱼 180 尾，每组取斑马鱼 30 尾于其中 1 孔。将

I 型胶原蛋白溶液添加至 I 型胶原蛋白溶液组，定

容 3 mL。同时设置正常对照组，共设置 3 次生物

学重复。将各实验组于 28 ℃条件下避光孵化 24 h。 
RNA 提取：用超纯水将斑马鱼清洗干净(2~3

遍)，转移至 1.5 mL EP 管，吸干水分，放置–20 ℃。

使用 RNA 快速提取试剂盒提取各组斑马鱼总 
RNA，利用紫外-可见光分光光度计对总RNA 浓度

进行测定。 
q-PCR 检测：已知总 RNA 浓度，取 2 μg 斑马

鱼样品总 RNA，按照 cDNA 第一链合成试剂盒说

明操作，合成 20 μL cDNA，用 q-PCR 检测 β-actin

和 col1a1b 的基因表达。 
数据处理：用 β-actin 作为基因表达的内参，

计算 col1a1b 基因的 RNA 相对表达量。 
2.4  斑马鱼抗炎功效试验 

选择状态良好，受精后 2 d 的转基因中性粒细

胞绿色荧光品系斑马鱼(MPX)，随机选取 90 尾斑

马鱼于 6 孔板中。将斑马鱼分成 3 组，分别是正

常对照组、模型对照组和 I 型胶原蛋白溶液组，每

组 1 孔，每孔 30 尾，每孔定容 3 mL。正常对照组

不做处理，模型对照组仅用 60 μg·mL−1 十二烷基

磺酸钠处理，I 型胶原蛋白溶液组在用 60 μg·mL−1

十二烷基磺酸钠的同时添加 I 型胶原蛋白溶液。各

实验组于 28 ℃条件下避光孵化 18 h 后，随机挑选

10 尾斑马鱼，将斑马鱼整体放到荧光显微镜下拍

照并保存图片，用 NIS-Elements D 3.10 高级图像

处理软件计算皮肤中性粒细胞数量(N)。 
数据处理：样品抗炎功效按公式(2)计算。 

I
%

100%N N
N N

=

×型胶原蛋白溶

抗炎功效( )

(模型对照组)- ( 组)

(模型对照组)- (正常对照组)

液  (2) 

2.5  数据处理 
实验数据采用 SPSS 软件 26.0 版本进行统计

学分析，符合正态分布的实验数据用 sx ± 表示，

用方差分析和 Dunnett’s-t 检验进行统计，P<0.05
表示差异具有统计学意义。 
3  结果 
3.1  I 型胶原蛋白培养浓度的选择 

斑马鱼培养体系中胶原蛋白最终浓度为

0.025，0.050 mg·mL−1时，野生型 AB 品系斑马鱼

与转基因中性粒细胞绿色荧光品系斑马鱼(MPX)
培养体系中斑马鱼存活率均 100%，状态佳。斑马

鱼培养体系中胶原蛋白最终浓度为 0.100 mg·mL−1

时，2 种品系斑马鱼存活率 100%，但状态差，表

现为侧翻、触碰无反应。最终选择斑马鱼培养体

系中胶原蛋白最终浓度为 0.050 mg·mL−1。 
3.2  斑马鱼尾鳍再生试验 

正常对照组平均尾鳍面积 (82 832.30±6 748)
像素，模型对照组平均尾鳍面积(43 864.90±7 025)
像素，I 型胶原蛋白溶液组平均尾鳍面积(52 718.33± 
4 312)像素。I 型胶原蛋白溶液组斑马鱼尾鳍面积

与模型对照组相比明显增大，结果见图 1。I 型胶

原蛋白溶液促尾鳍再生功效为 23%。用 GraphPad
软件形成鱼尾鳍面积的柱状图，结果见图 2。 
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图 1  斑马鱼尾鳍面积典型图 
Fig. 1  Typical diagram of tail fin area of zrbrafish 
 

 
 

图 2  各组斑马鱼尾鳍面积柱状图( sx ± , n=10) 
与正常对照组比较，1)P<0.001；与模型对照组比较，2)P<0.01。 
Fig. 2  Histogram of caudal fin area of zrbrafish in each 
group( sx ± , n=10) 
Compared with normal control group, 1)P<0.001; compared with model 
control group, 2)P<0.01. 

 

3.3  斑马鱼的 col1a1b 基因的相对表达量 
正常对照组斑马鱼 RNA 总浓度均值为

1.01 µg·μL−1，I 型胶原蛋白溶液组斑马鱼 RNA 总

浓度均值为 0.92 µg·μL−1。经 q-PCR 检测，正常对

照组斑马鱼 col1a1b 基因相对表达量为 1±0.055，I
型胶原蛋白溶液组斑马鱼 col1a1b 基因相对表达

量为 1.27±0.086。 I 型胶原蛋白溶液组斑马鱼

col1a1b 基因相对表达量与正常对照组相比明显升

高(P<0.01)，结果见图 3。 
3.4  斑马鱼抗炎功效试验 

I 型胶原蛋白溶液组斑马鱼中性粒细胞数量与

模型对照组相比有明显减少，红色区域为中性粒细

胞计数区域，见图 4。正常对照组平均中性粒细胞

数量(21.4±5.1)个，模型对照组平均中性粒细胞数量

(86.2±13.7)个，I 型胶原蛋白溶液组平均中性粒细

胞数量(65.4±13.6)个，与模型对照组相比具有统计

学差异(P<0.01)，I 型胶原蛋白溶液抗炎功效为

32%，见图 5。 
 

 
 

图 3  斑马鱼 colla1b 基因相对表达量柱状图( sx ± , n=3) 
与正常对照组比较，1)P<0.01。 
Fig. 3  Histogram of relative expression of zrbrafish colla1b 
gene( sx ± , n=3) 
Compared with normal control group, 1)P<0.01. 

 

 
 

图 4  斑马鱼抗炎功效典型图 
Fig. 4  Typical diagram of anti-inflammatory effect of zebrafish 
 

 
 

图 5  斑马鱼中性粒细胞个数的柱状图( sx ± , n=10) 
与正常对照组比较，1)P<0.001；与模型对照组比较，2)P<0.01。 

Fig. 5  Histogram of neutrophil number in zrbrafish( sx ± , 
n=10) 
Compared with normal control group, 1)P<0.001; compared with model 
control group, 2)P<0.01. 
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4  讨论 
斑马鱼与人类存在相似基因调控路径[9]，广泛

用于组织再生研究。斑马鱼尾鳍再生分为创面 
修复、芽基形成、再生 3 个过程[10-11]，以芽基形

成最为核心。鳍再生的细胞有多个来源，包括表

皮细胞、成纤维细胞、成骨细胞在内的多种细胞

类型均具有促进斑马鱼尾鳍再生的功能[12]。斑马

鱼尾鳍的再生与人类皮肤、骨骼、血管等修复作

用机制相似。斑马鱼尾鳍因其结构极其简单、易

于手术实验操作，且斑马鱼尾鳍在术后不影响存

活、易于观察等特点，因此成为研究创面修复、

组织再生的重要模型。课题组利用野生型 AB 系斑

马鱼，在显微镜下拍照，利用图像处理软件记录

尾鳍面积，该方式通用性强且数据可靠。 
在四足动物中，I 型胶原蛋白的结构呈三股螺

旋结构[13]，由 3 条多肽链组成，2 个 α1 链和 1 个

α2 链，它们分别由 col1a1a 和 col1a2 基因编码生

成，在结缔组织和骨中执行胶原蛋白相关生物功

能。在斑马鱼基因中有 3 种 I 型胶原蛋白基因，为

编码 α1(I)、α3(I)和 α2(I)链的 col1a1a、col1a1b 和

col1a2。其中 col1a1b 编码 α3(I)肽，主要执行胶原

蛋白的传递过程，对胶原蛋白的传输补充起重要

作用[14]。因此，col1a1b 的基因表达量是个很好的

表征，利用斑马鱼 col1a1b 基因的相对表达量，很

直观表明斑马鱼的促组织再生作用。 
炎症产生的机理是外界的伤害性因素被受体

识别，受体向细胞传递信号，机体作出相应的保护

性反应，可表现为中性粒细胞的免疫应答。Loynes
等[15]通过调解斑马鱼中性粒细胞及其寿命的靶点

而进行抗炎药物的筛选。本实验利用转基因中性

粒细胞绿色荧光品系斑马鱼(MPX)处理前后皮肤

中性粒细胞数量变化来验证 I 型胶原蛋白的抗炎

功效[16]。样品对皮肤产生的刺激大体表现为皮肤

炎症，皮肤炎症初期会产生毛细血管扩张、红肿、

水肿等现象。在人体皮肤刺激物模型斑贴试验中，

通常选用十二烷基磺酸钠作为阳性对照物[17]。十

二烷基磺酸钠进入斑马鱼体内，诱导产生炎症，而

后斑马鱼体内的免疫细胞(中性粒细胞)表现出免疫

应答，向皮肤表层进行迁移及聚集。在斑马鱼的抗

炎功效实验中，胶原蛋白表现出具有抗炎功效，可

能是胶原蛋白作为信号因子[18]，能触发特异性细胞

反应，与细胞受体相结合，而这些反应可能调节

了细胞炎症因子的分泌。孙位军等[19]指出，胶原

蛋白可能通过下调 TNF-α 炎症因子来治疗炎症反

应。斑马鱼抗炎功效实验中，斑马鱼对刺激物的

反应较为灵敏，本实验选择转基因中性粒细胞绿

色荧光品系斑马鱼(MPX)，在荧光显微镜下可清晰

看到中性粒细胞，利用图像处理软件转化数量，

更加便捷可靠。 
综上所述，I 型胶原蛋白对斑马鱼模型具有促

组织再生及抗炎作用。 
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