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激光共聚焦同步双扫描技术在斑马鱼前脑神经发育研究中的

应用
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摘  要：随着标记蛋白光转换等实验技术在生物科研领域的开展，对激光共聚焦取图技术也提出了越来越高的要求。本文旨

在以斑马鱼前脑神经发育为研究对象，建立应用激光共聚焦同步双扫描系统的实验模式。本实验将36~48 h的转基因

Tg(lhx5:kaede)斑马鱼胚胎麻醉固定后，以光诱导变色荧光蛋白kaede标记的前脑神经元作为实验观察目标，使用激光共聚焦

同步双扫描系统的405 nm紫外激光刺激扫描感兴趣区域的同时，进行488 nm和559 nm激光刺激取图，实时观察kaede蛋白光

学信号的转换状态，并在光转换后记录紫外激光刺激区域神经元的投射形态图像。结果显示，激光刺激引起kaede蛋白从绿

色转变为红色，其在感兴趣区域的分布变化指示出目标神经元的胞体位置及其轴突投射路径。由上述结果可见，激光共聚

焦同步双扫描技术的应用满足了kaede蛋白光转换实验的刺激和扫描同步的要求，该技术在斑马鱼胚胎特定神经元形态发育

研究中的应用，可作为神经发育研究的一种实验模式在很多实验设计中进行延伸，也为激光共聚焦双扫描技术的推广提供

了一个很好的平台。
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Application of confocal simultaneous scanner unit in the study of forebrain 
neurodevelopment in zebrafish
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Abstract: With the application of the photoconversion technology of genetically expressed fluorescent proteins in biologic field, more 
powerful confocal imaging ability was demanded. The aim of the present study was to establish an experimental model employing 
confocal simultaneous scanner unit for simultaneous laser stimulation and imaging, taking study of forebrain neurodevelopment in ze-
brafish as an example. In the present study, 36–48-hour-old Tg(lhx5:kaede) zebrafish embryos were mounted with 1.2% low melting 
temperature agarose. The forebrain neurons marked with kaede were observed using the simultaneous scanner unit of confocal mi-
croscopy. The 405 nm laser was used to stimulate the region of interest (ROI), while 488 and 559 nm lasers were used to acquire im-
ages at the same time. The photoconversion state of kaede protein was then reviewed, and the projecting pattern of neurons stimulated 
by the ultraviolet laser was examined. The results showed that, the fluorescence of stimulated kaede turned from green to red, and the 
photoconversion of kaede demonstrated anterior dorsal telencephalon (ADt) neurons projected axons ventrally into the anterior com-
missure (AC) and supraoptic tract (SOT). These results suggest the confocal simultaneous scanner unit meets the demand of the pho-
toconversion experiment. The application of confocal simultaneous scanning technology in examining Tg(lhx5:kaede) zebrafish em-
bryos affords an ideal experimental model in neurodevelopment study.
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众所周知，激光共聚焦显微成像系统能够完成

生物样品的高分辨率成像。近年来随着生命科学的

飞速发展，某些标记蛋白质因其在激光刺激下产生

特异性变化的特性而逐渐被应用于生物学实验，成

为激光共聚焦显微成像系统的重要观察指标 [1]。不

同蛋白质在激光刺激下所发生的变化各不相同，某

些蛋白质通过激光的诱导可发生颜色的转换，主要

是以 kaede 蛋白从绿色到红色为代表的光转换 [2] ；

而另外一些蛋白质通过激光的诱导可发生亮度变

化，即我们通常讲的光漂白或光活化 [3]。这些标记

蛋白的灵活运用，使得一些复杂的生命现象或过程

如：基因表达调控、生物大分子相互作用、细胞器

动力学、细胞间信息传递、胚胎发育、生物传感器

等的研究工作得以顺利进行。这些实验的开展一方

面极大地拓展了生物学研究的视野，但另一方面也

对共聚焦扫描技术提出了更高的要求 [4]。在进行此

类激光诱导转换或活化实验时，常规的激光共聚焦

扫描系统因为只具备一套扫描系统，只能利用扫描

单元先对样品兴趣部位进行激光刺激，再利用扫描

单元取图，很难获得刺激过程中的实时图像信号，

从而导致重要实验信息的丢失。

为了解决刺激和扫描不同步的问题，激光共聚

焦同步双扫描系统应运而生，从而为激光刺激诱导

和扫描成像同步进行提供了一个理想的技术平台。

在本文中，我们将以光诱导变色荧光蛋白 kaede 标

记的神经元作为实验观察目标，应用激光共聚焦同

步双扫描技术研究斑马鱼神经发育。

1  材料和方法

1.1  实验动物和蛋白　　本文所用转基因斑马鱼由

复旦大学脑科学研究院斑马鱼技术平台提供。在脊

椎动物胚胎发育研究中，神经系统的发育尤其是脑

部的形成是最为研究者所关注的领域之一。从 20
世纪 90 年代起，斑马鱼因其具有繁殖能力强、体

外受精和发育、胚胎透明、性成熟周期短、个体小

易养殖等诸多特点，逐渐为越来越多的研究者所采

用，已成为脊椎动物发育生物学研究的理想模型动

物之一 [5]。

光诱导变色荧光蛋白 kaede 包含 HYG 发色基

团，在紫外光的照射后引起 62 位组氨酸残基与 α-
碳原子间连接断裂，形成一个相连的双咪唑环系统，

完成由绿色荧光到红色荧光的转换。光转换后，使

得红 / 绿比显著增加约 2 000 倍。因这一颜色转换

特性的存在，kaede 蛋白可用于细胞的光学标记 [6]。

利用 kaede 蛋白在光转换前后的颜色变化，可以持

续追踪红色荧光的动态变化，并用以将特异细胞与

周围细胞进行区分。

本实验使用的斑马鱼为 kaede 转基因 Tg (lhx5: 
kaede) 斑马鱼 [7,8]。lhx5 是特异表达于前脑背侧 (an-
terior dorsal telencephalon, ADt)神经元的转录因子 [7]，

为了能够在荧光显微镜下追踪 ADt 神经元的轴突投

射路径，我们选择 lhx5 基因表达调控序列调控下的

荧光蛋白 kaede 来特异性地标记这些神经元。神经

细胞胞体内的 kaede 经照射转化后，可以扩散到神

经细胞的轴突当中，进而对轴突及轴突末端分布区

进行红色荧光标记，以便显示该区域神经元的轴突

投射特征。

1.2  实验仪器　　具有同步双扫描配置的激光共聚

焦正置显微镜 (OLYMPUS FV1000，日本 )。激光

共聚焦同步双扫描技术，是在原有的常规 XY 图像

扫描振镜基础上，额外增加扫描振镜，用以控制激

光的刺激诱导扫描状态 ( 图 1A)。正是基于这样的

结构特点，使得该设备能较好地进行双扫描工作，

即一组激光器在刺激诱导标本的同时，另一组激光

器完成扫描捕获图像。在我们的实验中，405 nm 紫

外激光在标本的特定部位进行刺激诱导扫描以完成

光转换实验，同时 488 nm 和 559 nm 激光器在该标

本的光转换部位进行扫描取图，实现“边刺激边取

图”( 图 1B)。
1.3  激光共聚焦同步双扫描技术在斑马鱼前脑神经

发育研究中的应用　　将 36~48 h 的转基因 Tg 
(lhx5:kaede) 斑马鱼胚胎用 0.02% 三卡因 (tricaine，
ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate，购于 Sigma-
Aldrich 公司 ) 麻醉后，用 1.2% 低熔点琼脂糖腹卧

位固定于透明载玻片的凹槽内 [9]，以便于实验观察。

将固定斑马鱼的载玻片置于激光共聚焦显微镜

的载物台上，在明场下找到视野，转换激光通道，

用 488 nm 激光器扫描观察斑马鱼前脑 ADt 区神经

元 ( 图 2)。转基因 Tg (lhx5:kaede) 斑马鱼的 ADt 神
经元特异表达 kaede 蛋白，在激光刺激下显示阳性

荧光信号。

在 kaede 蛋白绿色荧光标记的斑马鱼 ADt 神经

元中，选中 ADt 区的神经元胞体区域作为观察对象，

用 405 nm 紫外激光刺激感兴趣区域 (region of inter-
est, ROI)，采用 60% 的激光输出功率，刺激 6 次，

每次刺激时长为 500 ms。并同时用 488 nm 激光和
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图   1. 激光共聚焦同步双扫描原理图

Fig. 1. Schematic diagram of confocal simultaneous scanner unit 
for simultaneous laser stimulation and imaging. A: Structure of 
confocal simultaneous scanner unit. The green section works for 
imaging, and the red section works for stimulation. B: Schematic 
diagram of the simultaneous scanner unit. The 405 nm laser is 
used to stimulate the region of interest (ROI), the 488 nm and 
559 nm lasers were used to image at the same time.

559 nm 激光刺激 ROI 进行取图，采取时间序列拍

摄模式，实时观察记录 kaede 蛋白从绿色到红色的

光转换过程。

2  结果

2.1  激光刺激引起kaede蛋白从绿色转变为红色

图 3A 显示的是激光刺激 2、4、6 次时光转换

的状态。对图中 ROI 的红色信号荧光强度进行定量

统计，结果显示随着激光刺激次数的增多，ROI 的
绿色荧光逐渐减弱，而红色荧光显著增强 ( 图 3B)。
2.2  Kaede的分布显示神经元的胞体位置及其轴突

投射路径

紫外激光刺激转换 30 min 后，随着细胞体与轴

突之间的轴浆运输，显微图像显示有红色荧光的

kaede 蛋白被运送到轴突，再使用 488 nm 和 559 
nm 激光扫描斑马鱼的前脑部位，图像显示红色荧

光蛋白分布在被刺激神经元的胞体及轴突，使其与

周围绿色荧光标记的神经元区别开来 ( 图 4)。利用

这一实验手段，就可以清晰明确地记录我们感兴趣

的这组神经元的胞体位置及其正常轴突投射路径。

如图 4 所示，斑马鱼 ADt 神经元的轴突向腹侧投射

到前联合 (anterior commisure, AC) 和视上束 (supraop-
tic tract, SOT)。

3  讨论

Kaede 蛋白经紫外光照射时发生荧光光谱转换，

其荧光颜色从绿色变为红色。由于这一光转换特性，

kaede 蛋白被广泛用于特异细胞的荧光标记实验 [6]。

图   2. 斑马鱼前脑ADt区神经元

Fig. 2. The ADt region neurons in forebrain of zebrafish. Left: The frontal dorsal neurons of Tg(lhx5:kaede) zebrafish images recorded 
by 488 nm laser. The section in the red polygonal line is the region of interest (ROI) for photoconversion. Right: Forebrain anatomic 
localization of zebrafish in light field. Scale bar, 50 µm.
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图   3. 斑马鱼前脑背侧神经元中kaede蛋白光转换过程

Fig. 3. Photoconversion recording of kaede protein in the frontal dorsal neurons of zebrafish (A). Quantitative analysis (B) shows that, 
as the times of laser stimulation increase, the red fluorescent intensity significantly increases. Mean ± SEM, n = 9. ***P < 0.0001 (t-test).
Scale bar, 50 µm.
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本实验设计中，将 kaede 蛋白定向表达于斑马鱼的

ADt 神经元，作为该区域神经元的荧光标记物 [8]。

因为在实验中希望实时观察 kaede 蛋白在 405 nm
激光刺激下的光学信号的转换状态，所以需要刺激

与扫描同时进行。

常规激光共聚焦扫描在光转换实验中存在一定

的弊端，由于其刺激与取图存在一定的时间差，因

此不能实时观察细胞的反应及激光的诱导状态，从

而给实验设计和实验效果带来很多限制。而激光共

聚焦同步双扫描技术的应用，使得刺激和取图装置

各司其职，能够同时进行，满足了 kaede 蛋白光转

换实验所需的条件，使得此类快速反应实验能够顺

利开展。因此激光共聚焦双扫技术可以应用于

kaede 蛋白光转换实验研究，进而用以开展斑马鱼

的神经发育研究实验。

正如本实验中所显示的，利用 kaede 蛋白的光

转换特性及共聚焦同步双扫描的特点，就可以比较

客观有效地观察转基因 Tg (lhx5:kaede) 斑马鱼特定

神经元的轴突投射情况。另外，在我院神经系统发

育与动物行为学实验室开展的实验研究中，对转基

因 Tg (lhx5:kaede) 斑马鱼的受精卵单细胞期进行显

微注射，通过注射反义吗啉代寡核苷酸 (morpholino 
oligonucleotides) 特异性地降低 Dcc 基因的表达，胚

胎期 36~48 h 进行激光共聚焦同步双扫，结果显示

ADt 区神经元的轴突投射除了向腹侧投射外，还出

现异常的背侧投射 ( 图 5)[8]。由上述研究实践可见，

在 kaede 转基因斑马鱼的受精卵单细胞期降低或过

表达某些基因，利用 kaede 蛋白的光转换特性，紫

外激光刺激斑马鱼前脑 ROI 的神经元，观察、记录

kaede 蛋白红色荧光所标记神经元的轴突投射特点，

就可用于研究目的基因与特定神经元发育之间的关

系。激光共聚焦双扫描技术在斑马鱼神经发育研究

图   4. 光转换实验后记录到斑马鱼前脑背侧神经元的轴突向腹侧投射到前联合和视上束

Fig. 4. Photo-conversion of kaede in Tg(lhx5:kaede) zebrafish demonstrates ADt neurons project axons ventrally into the anterior 
commissure (AC) and supraoptic tract (SOT). Scale bar, 50 µm.

图   5.反义吗啉代寡核苷酸注射降低Dcc基因表达后ADt区神经元的背侧投射

Fig. 5. ADt neurons project axons dorsally (white arrow) when Dcc function is inhibited by morpholino oligonucleotides injection. 
Scale bar, 50 µm.
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中的此类应用，可作为神经发育研究的一种实验模

式在很多实验设计中进行延伸，也为激光共聚焦双

扫描技术的推广提供了一个很好的平台。

激光共聚焦同步双扫描系统作为一个实时刺激

和扫描标本的技术设备，除了在斑马鱼研究中应用

于 kaede 蛋白光转换实验，还可以在神经生物学领

域完成其它一些有意义的激光诱导实验。例如，该

系统可以实现标本不同部位荧光淬灭与快速恢复的

实验成像，即荧光漂白后损失 (fluorescence loss in 
photobleaching, FLIP) 和荧光漂白后恢复 (fluores-
cence recovery after photobleaching, FRAP)实验 [10,11]，

是细胞生物学研究中常用的光操作技术手段。FLIP
技术需记录荧光的损失过程，要求提供尽量同步的

刺激和图像获取，而激光共聚焦同步双扫技术恰好

符合了这个技术要求，该技术为研究内质网、细胞

核和细胞质等区室的边界提供了强有力的工具。而

FRAP 技术需记录的是荧光的恢复过程，可用于研

究细胞的粘度、胞内膜扩散、蛋白质定向合成和运

输。更为重要的是，双扫描系统也广泛被运用于解

笼锁 [12,13](Uncaging) ：利用 UV 激光刺激笼锁化合

物 ( 如神经递质、细胞内第二信使 cAMP、核苷酸、

Ca2+ 及某些荧光素等 )，定点激活特定信号分子，

是研究神经细胞信号通路的有效技术手段。

综上所述，激光共聚焦同步双扫描系统在生物

学领域已有广泛的应用，突破了单一扫描系统在技

术应用方面的限制。随着影像技术的不断发展，双

扫描原理结合多光子成像及超分辨率成像技术必将

进一步拓宽其实验应用范围，为开展前沿研究提供

有力的技术支撑。
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