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斑马鱼胚胎和肿瘤细胞评价细胞毒药物活性比较研究 *
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摘要 目的：比较斑马鱼胚胎和肿瘤细胞作为药物筛选模型的优缺点。方法：采用 MTT 法检测顺铂、紫杉醇、阿霉素、5- 氟尿嘧啶

四种药物对 HL-60 和 Hela 细胞的增殖影响；同时，观察药物对斑马鱼胚胎发育的影响。结果：阿霉素、顺铂及紫杉醇作用于

HL-60 及 Hela 细胞的 IC50 均显著高于作用于斑马鱼胚胎的 LD50；而 5-FU 作用于肿瘤细胞和斑马鱼胚胎的结果与其它药物相

反；四种抗肿瘤药物对斑马鱼胚胎的生长发育均有致畸作用。结论：斑马鱼胚胎作为细胞毒类药物筛选模型，对于抗微管类药物

较为敏感，但对于抗代谢药敏感性较肿瘤细胞差。
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ABSTRACT Objective: To investigate the differences in cytotoxic drug screening with zebrafish embryos and tumor cells. Methods:
Human leukemia cells (HL-60) and cervical cancer cells (Hela) were used to evaluate the cytotoxic effect of four different antineoplastics
(paclitaxel, 5-fluorouracil, doxorubicin and cisplatin) with MTT assay. And the impact of the four drugs on zebrafish embryos
development was also obersseved. Results: The data demonstrated that the half inhibitory concentration (IC50) of paclitaxel, doxorubicin
and cisplatin on cancer cells significantly exceeded the LD50 of the three drugs on zebrafish embryos. However the effect of
5-fluorouracil was opposite. And the four drugs had teratogenic effect on zebrafish embryos. Conclusion: Zebrafish and embryos as a new
model for drug screening in cytotoxic drugs, is more susceptible to the inhibitor of microtubule formation and less susceptible to
antimetabolites than tumor cells.
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前言

恶性肿瘤是严重威胁人类健康的第一杀手，表明当前恶性

肿瘤防治技术仍不理想。多年来人类一直在不断地寻找新型的

抗肿瘤药物，敏感和快速的筛选技术是寻找到理想抗肿瘤药的

重要环节。肿瘤细胞作为筛选模型，具有经济、简便、快速等诸

多优势，但局限于其组成的单一性，难以反映肿瘤组织的异质

性，也较难体现化合物对整个机体的作用。
斑马鱼(Danio rerio)，又名蓝条鱼、花条鱼，原产于印度、孟

加拉国。由于其个体小，养殖花费少，能大规模繁育，且具许多

优点，吸引了众多研究者的注意[1-3]。作为一种新的模式动物，斑

马鱼有以下诸多优点：斑马鱼在遗传、生理和药理反应方面与

人类存在高度的相似性；具有与哺乳动物相似的心血管、造血、
神经及代谢等系统，在药物筛选方面具有相当大的潜能。在国

际上，斑马鱼模式生物的使用正逐渐拓展和深入到生命体的多

种系统（例如，神经系统、免疫系统、心血管系统、生殖系统等）

的发育、功能和疾病（例如，神经退行性疾病、遗传性心血管疾

病、糖尿病等）的研究中[4-6]，并已应用于小分子化合物的大规模

新药筛选[7]。
与传统的斑马鱼成鱼实验相比，斑马鱼胚胎发育技术具有

鲜明的特点:①雌鱼常年产卵且产卵较多，胚胎实验的可重复

性好、成本低、灵敏度高[8]、影响因素少；②胚胎体外受精、体外

发育、胚体透明，从完整的活体可观察到所有内部器官和结构

及其发育过程、利于操作，避免了杀死或解剖动物[9]，胚胎发育
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同步且发育速度快：72 hpf（概念）从卵膜(chorion)里孵化出来，

能自由游动，3 个月进入性成熟；③斑马鱼胚胎从受精卵至仔

鱼孵化，可以观察到近 20 种不同表现的反应指标[10]，可以此判

断污染物的致毒机理。据此，斑马鱼胚胎作为新型药物筛选模

型具有很广泛的应用前景。
本研究通过观察阿霉素、顺铂、紫杉醇、5- 氟尿嘧啶四种抗

肿瘤药物对斑马鱼胚胎发育毒性影响及对 HL-60、Hela 两种肿

瘤细胞的增殖毒性作用，比较两药物筛选模型的优缺点。

1 材料与方法

1.1 实验材料与仪器

阿霉素 （批号 20091202，山西普德药业）、顺铂 （批号

107015CF，齐鲁制药）、紫杉醇（批号 1106201 曙光医药公司）、
5- 氟尿嘧啶 （批号 1105061 上海旭东海普药业）；注射用链霉

素，1 g（100 万单位）/ 支，购自山东瑞阳制药有限公司；注射用

青霉素钠，80 万单位 / 支，购自山东鲁抗医药股份有限公司；胰

蛋白酶，MTT，胎牛血清均购自美国 Sigma 公司；其余为国产分

析纯试剂。
多功能酶标仪（Infinire M200，Tecan）；AL204-IC 型万分之

一电子天平（梅特勒 - 托利多仪器有限公司制造）；CO2 培养箱

(HF100-IL2L，Heal force)；超净工作台（SW-CJ-lFD,Boxun）；细

胞培养瓶（Costar，USA）；细胞培养板（Costar，USA）；高速低温

离心机（5810R，Eppendorf）；倒置相差显微镜（Zeiss, Axio La-
bA1）；生物显微镜；体式显微镜；pH 计（HI98107，HANNA）；盐

度计（HI98303，HANNA）；斑马鱼养殖系统(北京爱生生物科技

有限公司)。
1.2 实验用肿瘤细胞及斑马鱼胚胎获取

人前髓细胞白血病 HL-60 细胞株及人宫颈癌 Hela 细胞株

均引自中国典型培养物保藏中心（武汉），由本室传代保存。
AB 系斑马鱼由国家斑马鱼模式动物中心张博教授惠赠，

养殖水温（28±1）℃，pH 为 6.8~7.0，溶解氧≥6.0 mg·L-1，控制

光照周期为 14 h 光照 /10 h 黑暗。饵料为丰年虾，早晚各饲喂

一次。实验前一天晚上，取体格健壮、状态良好的 2 尾雄鱼和 1
尾雌鱼放入产卵盒中（产卵条件同上）并用隔板将雌雄分开，次

日开灯后即刻去掉隔板，其后约 10~30 min，雌鱼开始产卵并完

成受精过程，受精卵于 28℃[11]的 E3 液（13.7 mmol/L NaCl, 0.54
mmol/L KCl, 0.025 mmol/L Na2HPO4, 0.044 mmol/L KH2PO4, 1.3
mmol/L CaCl2, 1.0mmol/L MgSO4 及 4.2 mmol/L NaHCO3, pH
7.2）中进行孵化，孵化过程中及时挑出死卵。
1.3 细胞毒活性试验

采用 MTT 法测定药物对 Hela 细胞和 HL-60 细胞增殖的

抑制作用。于 96 孔培养板每孔加入 100 μL 密度为 5×104 个·
mL-1 的细胞悬液，培养 24 h 后向相应孔中加入不同浓度的待

测药物 100 μL，每处理组设 4 个复孔，另设不加药物的阴性对

照组(control)，不加细胞的空白对照组（blank）。继续培养 48 h，

小心吸去药液 （HL-60 细胞培养板于 1000 rpm 离心 10 min 后

小心吸去药液），然后每孔分别加入含 5 mg·L-1 MTT 的新鲜培

养基 20 μL，于 37℃温育 4 h，小心吸去上清液，每孔加入 150
μL DMSO 后 振 荡 5 min， 于 570 nm 处 测 定 各 孔 吸 光 值

（OD570），参考波长 630 nm。根据各孔 OD 值计算药物对细胞

增殖的抑制率[13]：

抑制率(%)=(1- 给药组 OD 值 -blank 组 OD 值
control 组 OD 值 -blank 组 OD 值

）×100

根据药物浓度对应的增殖抑制率，采用 Origin Pro 8.0 软件

作线性回归分析，计算药物对细胞增殖抑制率达 50%时对应的

半数抑制浓度（IC50）。
1.4 斑马鱼胚胎发育毒性测定

选用发育至囊胚期（受精后 4 h，4 hpf）的斑马鱼胚胎时进

行实验[12]，每个药物浓度组放置 30 胚胎。分别统计胚胎死亡率

和畸形率，并对典型特征进行拍照。实验重复 3 次，结果取平均

值。畸形判定标准为与正常发育仔鱼形态不同的为畸形仔鱼。
记录不同浓度药液中斑马鱼在 96 hpf 内的死亡数量 (只)，

计算死亡率（%）[14]；

死亡率（%）= 每组死亡个体数
每组胚胎数

×100

记录不同浓度药液中斑马鱼在 96 hpf 后的畸形数量(只)，
计算畸形率（%）。

死亡率（%）= 每组畸形个体数
每组存活胚胎数

×100

根据实验结果，实验数据处理使用 OriginPro8.0 统计分析

软件，并进行绘图与半数致死浓度 （LD50）、半数致畸浓度

（TD50）计算值。
1.5 统计学方法

所有数据均以 Excel3.0，软件统计，图表及趋势线拟合均

以 Origin8.0 软件完成。

2 结果与分析

2.1 四种抗肿瘤药物对 HL-60 和 Hela 细胞增殖的抑制作用

MTT 测定结果反映了四种抗肿瘤药物对 HL-60 和 Hela
细胞增殖抑制作用, 结果表明四种抗肿瘤药物均可浓度依赖性

地抑制两株细胞的增殖 （图 1）。四种药物中紫杉醇对 Hela 和

HL-60 细胞的生长抑制作用最为明显，其 IC50 分别为 1.78 μg·
L-1 及 1.69μg·L-1，顺铂和阿霉素对两株肿瘤细胞的生长抑制作

用相当，略低于紫杉醇。
2.2 四种抗肿瘤药物对斑马鱼胚胎生长发育的影响

在具有抗肿瘤效果的同时，该四种药物对斑马鱼胚胎也具

有一定的药物毒性，主要表现在对斑马鱼胚胎的致死及致畸作

用。随着四种药物浓度的增加，斑马鱼胚胎的死亡率和仔鱼的

畸形率均逐渐增加。
四种药物中对斑马鱼胚胎毒性作用最小的为 5- 氟尿嘧

啶，半数致死浓度及半数畸形浓度远远高于 5-FU 对肿瘤细胞

的半数抑制浓度，LD50 为 56.2μg·L-1，TD50 为 68.8μg·L-1 （图

2）。
2.3 四种抗肿瘤药物作用下斑马鱼仔鱼的形态学变化

斑马鱼胚胎经四种抗肿瘤药物处理后孵化出来的仔鱼，出

现了不同程度的畸形，主要体现为：脊柱弯曲，围心腔水肿及尾

部弯曲（图 3）。

3 讨论

斑马鱼在 50 年前首次被用于筛选小分子药物，近十年来

斑马鱼才被用于药物的大规模筛选。斑马鱼胚胎在药物筛选中
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具有高效、可靠、灵敏、经济，实验周期短等优势。目前，斑马鱼

的大规模筛选已从单纯筛选影响斑马鱼发育的药物发展到筛

选细胞周期抑制剂、细胞凋亡诱导剂、血管生成抑制剂 / 促进

剂、细胞色素调节剂、动脉缩窄、心脏节律调节剂及行为调控药

物等多方面 [15]。
本研究结果显示，阿霉素、紫杉醇、顺铂及 5- 氟尿嘧啶四

种药物对 HL-60 及 Hela 两株细胞增殖均有较强的抑制作用，

其 IC50 介于 1~10μg·L-1 之间，其中紫杉醇活性最强，其他顺序

为阿霉素 > 顺铂 >5- 氟尿嘧啶。四种药物对斑马鱼胚胎发育也

表现出了明显毒性，其作用强度顺序与细胞毒性基本一致，且

均可致胚胎死亡和发育畸形，发育畸形主要表现为：脊柱弯曲、
围心腔水肿及尾部弯曲，表明斑马鱼胚胎较肿瘤细胞对药物的

敏感性更高。
四种抗肿瘤药物中阿霉素为抗生素类抗肿瘤药，它与铂类

配合物抗肿瘤药顺铂的抗肿瘤作用机制相似，均是直接与

DNA 发生反应，从而抑制 DNA 的复制与 RNA 的转录，最终抑

制细胞的有丝分裂。紫杉醇为植物来源的双萜烯结构的抗肿瘤

药物，它是一种新型的抗微管药物，主要通过抑制微管解聚化

从而阻断细胞的有丝分裂。而 5- 氟尿嘧啶属于抗代谢药，其主

要作用是在体内经活化途径生成 5- 氟脲嘧啶脱氧核苷酸

（5F-dUMP），与胸苷酸合成酶的活性中心共价结合，抑制此酶

的活性，使脱氧胸苷酸缺乏，DNA 合成障碍。5- 氟尿嘧啶对斑

马鱼胚胎的 LD50（56.2μg·L-1）显著高于肿瘤细胞的 IC50（Hela
10.58μg·L-1，HL-60 10.07μg·L-1），表明斑马鱼胚胎对 5- 氟尿嘧

啶敏感性差。恶性肿瘤与斑马鱼胚胎的共同之处就在于二者均

处于细胞快速分裂的状态，需要大量的供细胞生长及分裂的原

料。而斑马鱼胚胎在生长发育过程中主要靠卵黄囊提供原料，

卵黄囊中含有丰富的核酸等物质作为 DNA 合成底物，可能是

其对抗代谢药物 5- 氟尿嘧啶不敏感的原因之一，有待进一步

研究。
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