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　 　 【摘要】 　 肝细胞癌是全球最常见的恶性肿瘤之一，目前已成为肿瘤相关死亡的第二大病因。 随着其发病率

和死亡率的逐年攀升，关于其发病机制、进展过程、肿瘤免疫微环境、新药开发等一系列相关研究亟待推进。 斑马

鱼因其基因组及组织结构与人类高度相似，目前已成为一种不可替代的模拟人类疾病的良好模式生物。 利用斑马

鱼构建的肝细胞癌模型，包括遗传学模型及异种移植模型，已在揭示肝细胞癌的遗传学病因、疾病的进展过程、肿
瘤微环境中免疫细胞的功能以及药物筛选等方面发挥了重要作用。 本文系统梳理了斑马鱼肝细胞癌模型的发展

历程，比较了不同模型的优缺点，指出了现有模型的不足，并展望了本研究领域未来可能的发展方向。 本文综述了

近年来利用斑马鱼肝细胞癌模型取得的重要研究进展，从而为肝细胞癌相关研究提供参考。
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　 　 据世界卫生组织统计，肝癌已成为威胁人类健

康的第六大癌症类型，其死亡率高居第二［１］。 随着

世界人口的不断增长，人类对环境的破坏日益严

重，肝癌的发病率及死亡率仍在持续上升。 肝细胞

癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是一种原发性肝

癌，占所有肝癌病例的 ９０％ ～ ９５％［２］。 由于病人早

期不会表现出明显症状，极少主动就诊，往往晚期

才被确诊，但已错失最佳治疗时期。 早期诊断的肝

癌肿瘤标志物包括甲胎蛋白、凝血酶原等，但二者

的升高也不排除是由妊娠、肝炎、肝硬化等原因导

致的，这给 ＨＣＣ 的早期诊断带来了一定的挑战。
目前，针对 ＨＣＣ 患者的治疗手段比较有限，且

存在一定的局限性。 一般认为手术切除、肝移植以

及局部消融等方式对于早期 ＨＣＣ 患者具有一定的

临床治疗潜力。 然而，手术切除可能无法清除所有

的肝癌细胞，肝移植也会受到供体肝数量的限制。
对于直径较小或位于肝深部的肝癌组织，局部射频

消融技术比较常用，该技术可在超声或 ＣＴ 引导下

通过电极传递电磁能量，最终导致肿瘤热坏死，但
该技术对于组织较大或邻近血管的肿瘤并不适用。
中晚期肝癌患者一般需要通过放射性治疗或化学

药物治疗来维持一定的生活质量并提高生存率，但
这也仅仅是一种非治愈性疗法，且常伴有严重的副

作用，同时还存在耐药性问题。 临床上，有 ４ 种较新

的肝细胞癌化疗药物，包括一线药物乐伐替尼，二
线药物瑞戈菲尼、雷莫芦单抗及卡博替尼。 但不同

患者对药物的敏感性不一，因此建立合适的人源肿

瘤异种移植（ｐａｔｉｅｎｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｔｕｍｏｒ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ，ＰＤＸ）模
型用于评估不同患者的药物敏感性对于指导 ＨＣＣ
患者的临床用药十分必要。

不论是新技术手段还是新药开发，均需要利用

动物模型来验证其有效性或测试其毒副作用。 通

常，利用小鼠模型可以获得致癌基因诱导细胞恶性

转化的分子机制，并揭示肿瘤微环境下癌细胞的动

力学变化及对药物的治疗响应情况。 但小鼠模型

不可避免地会存在以下缺点和不足，如饲养成本

高、可用于实验的动物数量有限、活体实时成像较

为困难、不适合高通量筛选等。 斑马鱼因其独特的

优势，可以克服小鼠模型的不足，现已成为生物医

药研究领域不可或缺的一种模式生物，其在胚胎发

育、毒理学、肿瘤生物学、遗传育种以及药物筛选等

领域发挥着重要作用。 本文综述了近年来利用斑

马鱼模型进行肝细胞癌相关研究的最新成果，为肝

癌研究提供参考。

１　 斑马鱼用于构建肝细胞癌模型的独
特优势

　 　 斑马鱼（Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ）是一种小型热带淡水鱼，
迄今为止已被用于构建各种人类疾病模型，包括心

血管系统疾病、免疫系统疾病、神经系统疾病、消化

系统疾病以及包括肝细胞癌在内的各种癌症模型。
相对于其他模式动物而言，其被广泛应用于肝细胞

癌模型研究的主要原因包括以下 ３ 个方面。
首先，斑马鱼的肝发育过程、组织结构及功能

与人类高度相似。 斑马鱼的肝发生过程主要包括

３ 个阶段：肝母细胞特化、出芽 ／分化以及肝生长［３］。
在结构上可形成与人类肝相似的左右肝叶及肝内

胆管。 在功能上同样发挥调节必需营养素的消化

和代谢、维生素的储存、红细胞的分解、血浆蛋白

（如凝血酶原、纤维蛋白原等）的合成、白蛋白及荷

尔蒙的产生，以及解毒等作用。
其次，调控斑马鱼肝发育及肿瘤发生的关键基

因及信号通路是保守的。 如 ＦＧＦ、ＢＭＰ 和 ＷＮＴ 等

信号通路均在斑马鱼肝发生中起关键作用［４－５］。 而

人 ＨＣＣ 的致癌基因如 ＫＲＡＳ、ＭＹＣ、ＵＨＲＦ１ 等同样

能够诱导斑马鱼 ＨＣＣ 的发生［６－８］。 与人类高度相

似的遗传背景及组织器官发育模式，使得斑马鱼逐

渐成为能够模拟包括 ＨＣＣ 在内的各种人类疾病的

良好模式生物。
最后，斑马鱼超强的繁殖能力、小巧的体积、快

速的发育过程、低廉的养殖成本等均是其能够快速

成为“科研新星”的重要原因。 而且，研究者已开发

出无色素的全透明 Ｃａｓｐｅｒ 品系［９］，利用该品系可以

活体全程追踪内源或外源基因表达变化，以及肿瘤

细胞在体内的增殖、迁移情况，这是哺乳类模式动

物无法比拟的优势。 此外，斑马鱼学界已在 Ｃａｓｐｅｒ
背景下开发出多种免疫缺陷突变体［１０－１１］，这使得利

用斑马鱼成鱼进行肿瘤细胞移植，甚至构建 ＰＤＸ 模

型用于肿瘤精准治疗成为可能。
综上所述，利用斑马鱼构建 ＨＣＣ 遗传模型或者

异种移植模型优势非常明显，如实验成本低、周期

短、便于活体观察、适用于高通量药物筛选等。 基

于这些优点，国内外已有大量关于斑马鱼肝细胞癌

模型研究的相关成果。

２　 斑马鱼的遗传学肝细胞癌模型

近年来，通过全基因组或者全外显子组测序，
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可以鉴定出 ＨＣＣ 患者体内与肿瘤形成可能相关的

遗传变异［１２］，对这些变异进行深入的功能研究将有

助于揭示新的驱动 ＨＣＣ 发生发展的基因突变，这是

实现 ＨＣＣ 个性化治疗的重要前提。
起初，研究者通过已知的化学致癌物，如 ７，１２⁃

二甲基苯并蒽 （ ＤＭＢＡ） 来诱导斑马鱼 ＨＣＣ 的形

成［１３］。 但这种方法建模周期长、个体差异大，不利

于进行相关机制的深入研究。 于是研究者们开始

利用遗传学方法来建立斑马鱼 ＨＣＣ 模型，从而模拟

人类 ＨＣＣ 中的突变［１４］。
２􀆰 １　 斑马鱼突变体相关的肝细胞癌模型

斑马鱼 ＨＣＣ 的形成过程与人类相似，都要经过

肝炎、脂肪变性、纤维化、畸形增生、癌变等步骤。
２００５ 年，Ｓａｄｌｅｒ 等［１４］通过遗传筛选的手段从 ２９７ 个

斑马鱼突变体中筛选到了 ７ 个突变体，其在发育至

５ ｄ 时肝明显增大。 其中，ｖｐｓ１８ 突变体会出现肝肿

大、空泡化，并伴有溶酶体缺失；肿瘤抑制基因 ｎｆ２
的突变体会出现胆总管囊肿；ｆｇｒ 突变体会出现肝细

胞增大、脂肪变性。 这些突变体均可作为良好的肝

疾病模型或者潜在的 ＨＣＣ 模型。
ＴＰ５３ 是调控细胞增殖与凋亡的关键转录因子，

其功能缺失与多种癌症相关，而肝特异性缺失 ＴＰ５３
会导致人 ＨＣＣ 的形成［１５－１７］。 斑马鱼中， ｔｐ５３ 突变

体虽然不会自发发生 ＨＣＣ，但其在继发性损伤存在

时更易发展为 ＨＣＣ［１８］。 乙肝病毒 Ｘ 抗原（ＨＢｘ）与
ＨＣＣ 的发生密切相关，Ｌｕ 等［１９］ 发现在野生型斑马

肝中特异性过表达 ＨＢｘ 会导致脂肪变性、纤维化及

糖原积累。 值得注意的是，如果在 ｔｐ５３ 突变体中过

表达 ＨＢｘ 却能够诱导 ＨＣＣ 的发生，且该过程与 ｓｒｃ
酪氨酸激酶通路的激活有关。 与该机制相一致的

是，在 ｔｐ５３ 基因突变的背景下过表达 ｓｒｃ 也会导致

肝畸形增生、ＨＣＣ 以及肉瘤样 ＨＣＣ。 ２０２１ 年，Ｌｕｏ
等［２０］利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术在斑马鱼肝中特异性

敲除了 ｔｐ５３ 和 ｐｔｅｎ，同样证实了 ｔｐ５３ 单一突变无法

诱导 ＨＣＣ，而 ｐｔｅｎ 的缺失足以触发 ＨＣＣ。 值得注意

的是，与单突变的斑马鱼相比，ｐｔｅｎ 和 ｔｐ５３ 双突变

的斑马鱼 ＨＣＣ 发生率及组织学分级更高、且生存期

更短。 该研究表明，虽然 ｔｐ５３ 突变并非斑马鱼 ＨＣＣ
的起始因子，但其突变使得斑马鱼对 ＨＣＣ 致病因子

更为敏感，在 ＨＣＣ 的进一步发展过程中扮演着至关

重要的角色。
Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的异常激活与 ＨＣＣ 的

发生有关，肿瘤抑制因子 ＡＰＣ 的功能缺失会持续性

激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路［２１－２２］。 小鼠肝特异性

剔除 Ａｐｃ 基因会导致 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路异常激活，
从而发生 ＨＣＣ［２３］。 斑马鱼中其同源基因 ａｐｃ 的杂

合突变体会出现自发性肝腺瘤。 若利用 ＤＭＢＡ 处

理 ａｐｃ 杂合突变体，其 ＨＣＣ 的发生率将从 ２０􀆰 ５％提

高至 ７０􀆰 ８％［２４］。 这些结果表明 ａｐｃ 突变在触发斑

马鱼 ＨＣＣ 过程中发挥着重要作用，与小鼠和人中的

基因功能保守性较强。
因此，对于不同 ＨＣＣ 患者，若临床上筛查到新

的可能导致 ＨＣＣ 的致癌突变，可利用斑马鱼进行同

源基因敲除，制备相应突变体，从而快速验证其是

否与 ＨＣＣ 的发生发展有关。
２􀆰 ２　 持续表达型转基因斑马鱼肝细胞癌模型

除了构建基因功能缺失的突变体，研究者们还

建立了多种转基因斑马鱼 ＨＣＣ 模型，用于研究特定

基因过表达对 ＨＣＣ 发生发展的影响，研究者们大多

通过转入突变型致癌基因来建立 ＨＣＣ 模型［６，２５⁃２７］。
Ｒａｓ 原癌基因是参与癌细胞内信号转导的核心

调节因子，在多种类型的癌症中会发生突变［２８－３０］。
Ｎｇｕｙｅｎ 等［６］构建了肝稳定过表达致癌基因 ｋｒａｓＶ１２

的转基因斑马鱼 ＨＣＣ 模型，该模型中 ｋｒａｓＶ１２的高表

达激活了肝中 Ｒａｓ⁃Ｒａｆ⁃ＭＥＫ⁃ＥＲＫ 及 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路，触发了 ＨＣＣ 的发生。 值得注意的是该转

基因斑马鱼模型的 ＨＣＣ 潜伏期相对较长，在 ９ 月龄

的成鱼中，ＨＣＣ 的发生率也不到 ３０％。 此外， ｔｐ５３
缺失可加速 ｋｒａｓＶ１２转基因斑马鱼 ＨＣＣ 的发生，但肿

瘤发病率并没有增加，这同样证实 ｔｐ５３ 突变并非斑

马鱼 ＨＣＣ 的触发因子，而在 ＨＣＣ 的发展过程中发

挥重要作用。
极光激酶 Ａ（Ａｕｒｏｒａ Ａ，ＡＵＲＫＡ）是有丝分裂进

程的主要调节因子，对中心体成熟和纺锤体的稳定

起重要作用［３１－３２］。 近年来又发现其可通过激活上

皮⁃间 质 转 化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）以及细胞干性重编程来促进肿瘤细胞转

移［３３］。 ２０１９ 年，Ｓｕ 等［２５］构建了 ＡＵＲＫＡ（Ｖ３５２Ｉ）和
ＡＵＲＫＡ（ＷＴ） 两种转基因斑马鱼，发现 ＡＵＲＫＡ
（Ｖ３５２Ｉ）转基因斑马鱼在 ３ 个月时便诱导出了纤维

化标志基因 ｃｏｌ１ａ１ 的表达，７ 个月形成 ＨＣＣ，而

ＡＵＲＫＡ（ＷＴ）转基因斑马鱼则需要 ９ 个月才能进展

到 ＨＣＣ 阶段。 该研究表明， 突变型的 ＡＵＲＫＡ
（Ｖ３５２Ｉ）可能对于 ＨＣＣ 的早期发生具有重要作用。

β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 是经典 Ｗｎｔ 信号通路的重要组成部

分，β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 突变可能与 ＨＣＣ 的起始有关［３４］。
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２０１５ 年，Ｅｖａｓｏｎ 等［２６］ 在斑马鱼肝中特异性过表达

爪蟾突变型 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ，在 ４ ～ ５ 月龄时斑马鱼生存

率显著降低，部分个体表现出肝体积增大、肝细胞

核膨大以及核轮廓不规则等组织学异常。 在 ６ 月龄

时斑马鱼肝结构被严重破坏，表现出与人类 ＨＣＣ 相

似的病理学特征， 因此， 该品系可作为临床上

β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 突变诱导的 ＨＣＣ 模型，用于相关药物筛选

或机制研究。
持续的病毒感染是 ＨＣＣ 形成的主要原因。

ＨＢｘ 是乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）的 Ｘ 抗原，其过表达可

诱导小鼠出现 ＨＣＣ 的表型，且 ｓｒｃ 可作为共同调节

因子参与 ＨＢｘ 诱导的小鼠 ＨＣＣ 的发生［３５－３６］。 在

ＴＰ５３ 缺失突变的背景下，同时过表达 ＨＢｘ 和 ｓｒｃ 能

够诱导斑马鱼在 ５ 月龄时出现 ＨＣＣ，高脂饮食饲养

时，ＨＣＣ 比例增加［２７］。 值得注意的是，单独过表达

ＨＢｘ 或 ｓｒｃ，仅能诱导斑马鱼肝细胞增生或畸形，但
无法直接诱导出 ＨＣＣ 的表型。 这可能是因为斑马

鱼并非 ＨＢＶ 的宿主，体内不存在相关受体。
持续表达型转基因斑马鱼 ＨＣＣ 模型可很好地

模拟人类 ＨＣＣ 的发生，并用于测试药物的抗癌效

果，也可作为潜在精准医疗的药物筛选平台。 但持

续过表达致癌基因，易导致胚胎缺陷，这将使研究长

期的癌症进展以及维持转基因品系变得较为困难。
２􀆰 ３　 诱导型转基因斑马鱼肝细胞癌模型

为了克服上述持续表达型 ＨＣＣ 模型的缺点，研
究者进一步开发出了诱导型转基因 ＨＣＣ 模型，可控

制致癌基因表达时间及表达量，从而随时控制肿瘤

的起始及进展。
Ｎｇｕｙｅｎ 等［３７］、Ｅｍｅｌｙａｎｏｖ 等［３８］尝试使用米非司

酮诱导的 ＬｅｘＰＲ 系统控制 ｋｒａｓＶ１２在斑马鱼肝中特异

性过表达。 研究者通过调整米非司酮的浓度可控

制 ｋｒａｓＶ１２基因的表达水平，同时，通过控制何时加入

米非司酮，可实现在斑马鱼任意发育阶段启动肿瘤

的发生［３７］。 研究发现，利用 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ 米非司酮处

理 ｋｒａｓＶ１２转基因斑马鱼 １ 个月后，可 １００％诱导出

ＨＣＣ。 值得注意的是，撤除米非司酮后，ＨＣＣ 的表

型可恢复。 除了 ｋｒａｓＶ１２转基因斑马鱼，研究者们还

建立了其他基因的米非司酮诱导表达品系，如

ｔｇｆβ１ａ 转 基 因 品 系、 ｍｙｃａ 和 ｍｙｃｂ 转 基 因 品

系［３９－４０］等。
四环素诱导的 Ｔｅｔ⁃ｏｎ 系统是斑马鱼 ＨＣＣ 模型

中另一个常用的诱导表达系统，被用于控制 ｋｒａｓＶ１２、
ｘｍｒｋ 和小鼠 Ｍｙｃ 等基因在斑马鱼肝中特异性表

达［７，４１－４３］。 Ｘｍｒｋ 是剑尾鱼黑色素瘤受体激酶，其蛋

白结构与人表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）高度相似，
在肝癌发生中起着重要作用［４４］。 癌基因 Ｍｙｃ 与

ＨＣＣ 不良预后相关，被认为是人类肝肿瘤恶性转化

的关键［４５］。 在四环素诱导后，上述 ３ 种转基因品系

均表现出肝迅速肿大，以及肝肿瘤形成。 其中

ｋｒａｓＶ１２和 ｘｍｒｋ 品系诱导的大部分肿瘤可进展为

ＨＣＣ，而小鼠 Ｍｙｃ 诱导的则大多是肝细胞腺瘤。
单一致癌基因过表达的转基因模型可以稳定

地诱导斑马鱼 ＨＣＣ，但肿瘤转移现象甚少发生。
Ｔｗｉｓｔ 是一种碱性的螺旋－环－螺旋转录因子，与癌

症患者的低生存率相关，在诱导 ＥＭＴ 过程中发挥重

要作用［４６］。 ２０２０ 年，Ｎａｋａｙａｍａ 等［４７］ 构建了米非司

酮诱导的 Ｔｗｉｓｔ１⁃ＥＲＴ２ ／ ｘｍｒｋ 双转基因斑马鱼，在三

苯氧胺处理时，约 ８０％的双转基因斑马鱼通过诱导

ＥＭＴ 在 ５ ｄ 内发生肝癌细胞扩散，甚至长距离迁移

到躯干和尾部，在部分鱼中，甚至还观察到了继发

性肿瘤的建立。 类似地，ｔｗｉｓｔ１ａ ／ ｋｒａｓＶ１２双转基因斑

马 鱼 也 表 现 出 自 发 的 肿 瘤 转 移， 脂 多 糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ， ＬＰＳ） 处理可增加肿瘤细胞

转移［４８］。
结合上述两种诱导型转基因表达系统可有选

择性地激活不同的致癌基因，这种策略不但可以研

究多种候选基因的致癌功能，还可以有效规避诱导

物对下游实验的可能干扰。 值得注意的是，单一的

诱导表达系统依赖于诱导物的持续暴露，这通常会

导致斑马鱼所有的肝细胞全部发生恶性转化，与人

类癌症发生的实际情况不符。 结合米非司酮诱导

的 ｋｒａｓＶ１２模型和 Ｃｒｅ ／ ｌｏｘＰ 系统，只需短暂暴露于米

非司酮，便可诱导 Ｃｒｅ⁃ｌｏｘＰ 介导的永久性基因组重

组［４９］。 由于 Ｃｒｅ 酶介导的基因组重组往往是不完

全的，可使 ｋｒａｓＶ１２在肝部分细胞中特异性表达。 在

这个诱导系统中，斑马鱼肝会出现不同的肿瘤结

节，肿瘤病变过程与经致癌物处理的斑马鱼十分相

似，能够更好地模拟人类 ＨＣＣ 的形成过程。 因此，
在进行实验设计时需要明确实验目的，选择合适的

诱导表达系统来建立斑马鱼 ＨＣＣ 模型。

３　 斑马鱼的肝细胞癌异种移植模型

构建肿瘤异种移植模型是研究肿瘤进展和测

试新疗法的重要途径。 相较于遗传学模型，异种移

植模型的造模周期更短，且供体细胞多为人源肿瘤

细胞系或来自于患者的肿瘤组织，更利于测试人的
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肿瘤细胞对药物的敏感性，因此临床应用前景更

广阔。
大多数斑马鱼 ＨＣＣ 异种移植模型使用永生化

细胞系作为供体，评估肿瘤细胞增殖、转移、血管新

生、肿瘤微环境等。
３􀆰 １　 斑马鱼幼鱼的肝细胞癌异种移植模型

斑马鱼受精后 １ 个月左右后天免疫系统才完全

发育成熟［５０］。 所以，异种移植肿瘤细胞到斑马鱼幼

鱼体内，可免受免疫系统排斥，移植成功率较高。
目前，多数研究选择将人肝癌细胞系注射到受

精后 ２ ｄ（ｄａｙｓ ｐｏｓｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ｄｐｆ）的幼鱼卵黄囊以

评估其体内增殖能力，并测试药物对肝癌细胞的抑

制能力［５１－５３］。 ２０１６ 年，Ｔｓｅｎｇ 等［５１］ 将 Ｈｕｈ７ 细胞注

射到 ２ ｄｐｆ 的斑马鱼幼鱼卵黄囊，并用不同浓度的茚

［１，２⁃ｂ］喹喔啉衍生物处理，结果发现其能够在斑

马鱼内体发挥良好的抗肿瘤效果。 采用类似的方

法，Ｌｉｕ 等［５２］和 Ｘｕ 等［５３］ 又分别发现苦豆碱和茶褐

素对 ＨＣＣ 细胞的生长均有一定的抑制作用。
研究者也可通过对 ＨＣＣ 细胞系进行目的基因

敲降或过表达后，再构建异种移植模型，从而评估

基因对肿瘤转移能力的影响［５４－５６］。 甲硫氨酸腺苷

转移酶 ２β（ＭＡＴ２Ｂ）基因在肝癌组织中高表达，并且

在临床上与肝癌患者的不良预后相关。 ２０１９ 年，
Ｗｕ 等［５４］在多种 ＨＣＣ 细胞系中敲降 ＭＡＴ２Ｂ 基因，
然后构建斑马鱼 ＨＣＣ 异种移植模型。 结果发现沉

默 ＭＡＴ２Ｂ 可通过部分抑制 ＥＧＦＲ 信号通路抑制

ＨＣＣ 细胞在体内的转移和侵袭，提示 ＭＡＴ２Ｂ 可以

作为 ＨＣＣ 新的预后标志物和治疗靶点。 ２０２１ 年，
Ａｋｂａｒｉ 等［５５］ 构建了过表达 Ｇ 蛋白偶联受体 ５
（ＬＧＲ５）的 Ｈｕｈ７ 细胞系，并将其植入斑马鱼卵黄

囊，结果发现过表达 ＬＧＲ５ 时 Ｈｕｈ７ 细胞转移率更

高。 采用类似方法，研究者发现在人肝癌细胞系

ＳＮＵ⁃４４９ 中过表达 ＨＯＸ 转录物反义基因间 ＲＮＡ
（ＨＯＴＡＩＲ）基因会促进肝癌细胞在斑马鱼体内的

转移［５６］。
除了评估肝癌细胞在体内的增殖与转移能力，

斑马鱼异种移植模型同样适用于评估肿瘤细胞引

起的血管新生。 ２０１６ 年，Ｔｏｎｏｎ 等［５７］ 将具有较强侵

袭性的人 ＨＣＣ 细胞株 ＪＨＨ６ 注射到 ２ ｄｐｆ 的血管绿

色荧光品系斑马鱼幼鱼卵黄囊，通过荧光观察及血

管染色，并对血管内皮生长因子及其受体基因进行

定量分析，发现该模型可重现肝细胞癌的促血管生

成能力，且该模型可用于测试血管新生相关药物如

硼替佐米的抗 ＨＣＣ 效果。
斑马鱼幼鱼异种移植模型还可用于进行规模

化药物筛选。 ２０２０ 年，Ｎａｋａｙａｍａ 等［４７］ 利用转移性

ＨＣＣ 斑马鱼模型从 ６７ 种 ＦＤＡ 批准的药物中筛选出

一种 ＨＳＤ１１β１ 的抑制剂———肾上腺甾酮，并证实肾

上腺甾酮的确可通过抑制 ＨＳＤ１１β１ 的表达来抑制

ＨＣＣ 的体内转移。
虽然利用斑马鱼幼鱼构建肿瘤异种移植模型

已经取得了一定的成效，但该模型仍存在一定的局

限性。 首先，注射到卵黄囊的肿瘤细胞无法与周围

的组织细胞进行交互，难以模拟体内肿瘤生长的真

实环境。 因此，迫切需要评估斑马鱼胚胎不同移植

部位对肿瘤细胞增殖、迁移以及血管新生的影响，
以确定合适的研究方法。 其次，斑马鱼后天免疫系

统发育成熟后，移植的肿瘤细胞终将被杀死。 因

此，针对幼鱼肿瘤移植模型的研究只能局限在较短

时间内，不利于研究肿瘤发展的长期过程。 最后，
斑马鱼幼鱼体积较小，每次只能植入几十到几百个

细胞，往往这些细胞是不包含肿瘤干细胞的，这使

得移植的肿瘤细胞难以持续生长。 在优化斑马鱼

幼鱼肿瘤细胞移植方法的基础上进行 ＰＤＸ 模型的

构建，并测试特定患者对临床药物的敏感性，将会

推动斑马鱼 ＰＤＸ 模型的临床应用。
３􀆰 ２　 斑马鱼成鱼的肝细胞癌异种移植模型

为了克服上述幼鱼模型的局限性，研究者们开

发了斑马鱼成鱼的肿瘤异种移植模型，此模型必须

使用免疫抑制或免疫缺陷的成鱼作为受体［１０，５８－６５］。
构建免疫抑制或免疫缺陷成鱼常用的物理化学方

法包括利用 γ 射线或地塞米松等药物抑制免疫细

胞功能，遗传学方法主要是通过敲除免疫相关功能

基因，构建免疫缺陷斑马鱼突变品系。
斑马鱼对 γ 射线的生物反应与哺乳动物非常

相似，研究发现，在大约 ２０ Ｇｙ 的辐照剂量下，斑马

鱼淋巴组织内的细胞在 １ 周内大部分会被消融，但
这并不是永久性的，所有造血细胞会在 １ 个月内恢

复。 接受辐照处理的斑马鱼在仅移植 ５ × １０３ 个白

血病细胞时便可出现明显的恶性转化，而未接受辐

照处理的斑马鱼在植入高达 ５ × １０６ 个白血病细胞

后也未出现白血病表型，提示植入的白血病细胞可

能遭到受体免疫系统排斥并被清除［５８］。
除了利用物理射线抑制免疫系统功能，有研究

者使用化学药物地塞米松处理斑马鱼，发现其淋巴

细胞功能可被显著抑制，在植入人乳腺癌细胞
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（ＭＤＡ⁃４３５）、纤维肉瘤细胞（ＨＴ１０８０）以及小鼠黑色

素瘤细胞（Ｂ１６）后，出现了不同程度的细胞侵袭、血
管新生及致死效应［５９］。 ２０１９ 年，Ｋｈａｎ 等［６０］ 尝试使

用白消安抑制斑马鱼成鱼髓系系统，发现可以提高

肝细胞癌和急性髓系白血病细胞的移植成功率，在
移植 １５ ｄ 后，肿瘤细胞依然可以正常存活。

相对于通过物理方式或化学药物抑制斑马鱼

免疫系统，直接构建免疫缺陷突变体更具有应用前

景。 ２０１４ 年，Ｔａｎｇ 等［６１］构建了斑马鱼 ｒａｇ２Ｅ４５０ｆｓ突变

体，该突变体缺乏成熟的功能性 Ｔ 细胞，且 Ｂ 细胞

数量显著减少，但其生存能力和繁殖能力基本不受

影响。 不但造血干细胞、肌肉细胞等正常细胞可以

在 ｒａｇ２Ｅ４５０ｆｓ突变体中稳定存活，包括白血病细胞、横
纹肌肉瘤细胞以及黑色素瘤细胞等多种肿瘤细胞

同样可在其体内稳定生长。
Ｐｒｋｄｃ 基因编码 ＤＮＡ 依赖性蛋白激酶催化亚

基，其在 ＤＮＡ 非同源末端连接（ｎｏｎ⁃ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ
ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＨＥＪ）修复中发挥重要作用。 ２０１６ 年，Ｊｕｎｇ
等［６２］利用 ＴＡＬＥＮｓ 技术敲除了斑马鱼 ｐｒｋｄｃ 基因，
发现 ｐｒｋｄｃ 缺失突变体的 Ｖ（Ｄ） Ｊ 重排缺陷，导致

Ｂ 淋巴细胞和 Ｔ 淋巴细胞分化停滞，该模型可用于

移植人的多种肿瘤细胞。 ２０１６ 年，Ｓｅｒｔｏｒｉ 等［６３］发现

敲降斑马鱼白细胞介素⁃２ 受体 γ 链基因 ｉｌ２ｒｇａ 会影

响幼鱼早期 Ｔ 淋巴细胞的成熟，但不会影响 Ｂ 细胞

的成熟，且敲降下游酪氨酸激酶编码基因 ｊａｋ３ 会出

现类似的结果。 ２０２２ 年， Ｓｅｒｔｏｒｉ 等［６４］ 和 Ｂａｓｈｅｅｒ
等［６５］分别利用 ＴＡＬＥＮｓ 和 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术敲除

了斑马鱼 ｉｌ２ｒｇａ 及 ｊａｋ３ 基因，证实二者的缺失突变

均可影响 Ｔ 淋巴细胞及 ＮＴ 细胞的成熟，将人结直

肠癌细胞 ＨＣＴ１１６ 移植到 ｉｌ２ｒｇａ 突变体中，１８ ｄ 后

仍能观察到大量的肿瘤细胞。
２０１９ 年，Ｙａｎ 等［１０］在缺乏色素细胞的 Ｃａｓｐｅｒ 品

系的背景下构建了 ｐｒｋｄｃ 及 ｉｌ２ｒｇａ 的双敲除突变体，
该品系同时缺失了 Ｔ、Ｂ 及 ＮＴ 细胞，通过驯化使其

能够适应 ３７℃的饲养环境。 该品系不但可以用于

构建多种人类肿瘤细胞系移植模型，而且适用于构

建患者来源的肿瘤移植（ＰＤＸ）模型。 通过病理学

检测发现，该模型中肿瘤细胞的生长动力学及组织

学特征与移植到 ＮＳＧ 小鼠中十分相似。 ２０２０ 年，Ｌｖ
等［１１］构建了 ｆｏｘｎ１ ／ Ｃａｓｐｅｒ 突变体斑马鱼品系，其表

现出 Ｔ 细胞缺陷，允许包括造血干细胞、肌肉等多

种细胞类型的同种异体及异种移植，但其是否适用

于人的肿瘤细胞移植尚未经过验证。

４　 斑马鱼肝细胞癌模型的应用

ＨＣＣ 是一种复杂的、异质性较强的肿瘤，常常

存在多种遗传变异。 这些变异会导致细胞信号网

络调控异常，触发肝细胞发生恶性转化和增殖。 斑

马鱼的遗传背景及肝结构与人类高度相似，且易于

进行转基因和基因突变等功能研究，是研究 ＨＣＣ 发

生发展具体机制以及开发 ＨＣＣ 新疗法的良好模型。
基于斑马鱼开发的 ＨＣＣ 模型存在但不限于以下 ４
个方面的应用。

第一，斑马鱼 ＨＣＣ 模型可用于评估相关物质的

致癌能力。 ４⁃氨基联苯（４⁃ＡＢＰ）是一种人类致癌物，
会引起 ＤＮＡ 氧化损伤，抑制 ＤＮＡ 修复。 ２０２２ 年，Ｌｉｎ
等［６６］用 Ｔｇ（ ｆａｂｐ１０ａ： ＨＢｘ， ｓｒｃ， ｐ５３－ ／ －）斑马鱼 ＨＣＣ
模型，发现低剂量反复暴露于 ４⁃ＡＢＰ 可激活肝中

Ｒａｓ⁃ＥＲＫ 通路，诱导或促进肝细胞癌的发生。
第二，通过构建斑马鱼遗传学 ＨＣＣ 模型可以进

行 ＨＣＣ 的发病机制研究，挖掘新的治疗靶点。 ２０１９
年，Ｙａｎｇ 等［６７］ 在 ＴＯ（ ｋｒａｓＧ１２Ｖ）诱导型斑马鱼 ＨＣＣ
模型的背景下敲除了瘦素受体基因 ｌｅｐｒ，发现敲除

ｌｅｐｒ 的斑马鱼经诱导 ＨＣＣ 后的存活率显著提高，且
肌肉萎缩的水平显著降低，提示瘦素信号可作为

ＨＣＣ 患者肌肉萎缩的一个新的治疗靶标。
第三，斑马鱼 ＨＣＣ 模型可用于评估药物对肝癌

细胞生长和转移的影响，进行药物筛选。 斑马鱼模

型是高通量的体内研究模型，可以将肿瘤新药的体

外实验和体内实验相结合，提高临床前药物开发的

成功率，降低筛选过程所需的时间和成本。 二甲双

胍（ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ）是治疗糖尿病的一种药物，ｄｅ Ｏｌｉｖｅｉｒａ
等［６８］ 利用 Ｔｇ（ ｆａｂｐ１０ａ：ｐｔ⁃β⁃ｃａｔ）斑马鱼模型发现，
高脂饮食会促进 ＨＣＣ 的进展，而二甲双胍可以调节

肝微环境中的免疫应答，进而抑制饮食诱导的

ＮＡＳＨ 相关 ＨＣＣ 进展。
第四，利用斑马鱼构建患者来源的肿瘤细胞移

植模型，可加快精准医疗的进程。 体外培养的肿瘤

细胞系容易丢失肿瘤异质性和原发性肿瘤的基因

特征，而 ＰＤＸ 模型使用患者来源的肿瘤细胞，可以

保留原代肿瘤的大部分特征，具有较为精确的临床

疗效预测性。 ２０２２ 年，Ａｌｉ 等［６９］构建了 ３９ 例非小细

胞肺癌患者的斑马鱼 ＰＤＸ 模型，并测试了其对埃罗

替尼及紫杉醇等药物的响应情况，结果发现该模型

不但可以在 ３ ｄ 内给出准确的疗效评估，还可以准

确预测肿瘤细胞的淋巴管转移。
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５　 总结与展望

肝细胞癌是一种原发性恶性肿瘤，早期诊断比

较困难，患者化疗效果较差，且其高复发、高转移率

的特点常导致患者预后不良。 因此，迫切需要开发

并建立良好的 ＨＣＣ 动物模型用于新药筛选及抗肿

瘤药效评估。 斑马鱼繁殖能力强、易于饲养、胚胎

透明、体外发育、后天免疫系统成熟较晚、遗传背景

以及组织器官的发育与人类高度相似等优点使其

成为构建各种人类疾病模型的良好模式生物。 通

过在肝中过表达 ｘｍｒｋ、ＨＢｘ、ｍｙｃ、ｋｒａｓＧ１２Ｖ等基因，结
合米非司酮 ／四环素诱导系统或 Ｃｒｅ⁃ｌｏｘＰ 系统，已经

建立 了 多 种 组 成 型 或 诱 导 型 斑 马 鱼 ＨＣＣ 模

型［７，３６，４３，４９］。 斑马鱼后天免疫系统在 ３０ ｄ 左右才发

育成熟，且目前基于 Ｃａｓｐｅｒ 背景已开发出多种免疫

缺陷突变体，利用斑马鱼进行肿瘤细胞移植，甚至

构建 ＰＤＸ 模 型 用 于 肿 瘤 精 准 治 疗 已 成 为 可

能［１０－１１，６９］。 构建斑马鱼 ＨＣＣ 模型已经成为研究肝

细胞癌发生发展机制、开发新的治疗靶点以及进行

新药筛选的强有力手段。
尽管利用斑马鱼 ＨＣＣ 模型已经取得了许多研

究进展，但该模型仍存在一定的局限性。 第一，斑
马鱼肝与人类肝虽然功能相似，但结构上存在一定

的差异。 例如，斑马鱼肝中不存在 Ｋｕｐｆｆｅｒ 细胞，且
门静脉、肝动脉和大胆管在肝实质内随机分布，不
像哺乳动物肝那样归为门管区。 因此，在今后的研

究中需更加关注斑马鱼肝的微结构，明确其功能分

区或异质性，以更加准确地模拟人类 ＨＣＣ。 第二，
斑马鱼的肝很小，可用于实验分析的组织较少。 这

就要求研究人员需要充分整合优化现有技术或者

开发出更加精确、可针对微量样本的新技术进行相

关指标的检测。 第三，在斑马鱼中，基于抗体的检

测结果有时无法重复验证。 这可能是因为能够识

别斑马鱼抗原的抗体十分有限，而在一些研究中使

用了非斑马鱼特异性的抗体来进行检测。 因此，持
续开发斑马鱼特异性的抗体仍然是一项任重道远

的任务，联合相关企业进行共同开发或许会更快解

决制约斑马鱼研究发展的这一瓶颈。
斑马鱼 ＨＣＣ 异种移植模型存在以下问题亟待

优化：首先，斑马鱼适宜的饲养温度是 ２８􀆰 ５℃，这与

人体生理温度有较大差距，肿瘤细胞在斑马鱼体内

的增殖速度和组织学特征亦与人类不完全相同。
当前的大部分研究都是在非生理温度下进行的，因

此将斑马鱼驯化至适应 ３７℃饲养环境或许能够更

好地模拟 ＨＣＣ 细胞的生存条件；其次，斑马鱼血管

无法完全模拟人 ＨＣＣ 的动脉血供应。 目前，通过生

化 ／显微成像 ／免疫学分析可以模拟 ＨＣＣ 细胞发育

的微环境特征，但尚无有效手段模拟 ＨＣＣ 的动脉样

供血。 因此，在进行 ＨＣＣ 血管生成相关研究时，建
议使用至少 ２ 种细胞系，以提高研究结论的准确性。
最后，斑马鱼 ＨＣＣ 异种移植的注射部位通常是胚胎

卵黄囊或成鱼腹腔，而非肝。 这使得 ＨＣＣ 细胞在非

肝环境中生长，无法排除斑马鱼体内其他因素的干

扰，实验结论的可靠性有待提升。 因此，如何改善

实验技术，实现斑马鱼肝肿瘤细胞原位移植是值得

相关研究者关注的重点方向之一。
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