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　 　 【摘要】 　
 

斑马鱼作为独具特点的新兴实验动物,广泛应用于人类多种疾病的研究。 斑马鱼具有发育迅

速、基因组与哺乳类动物髙度同源、基因编辑操作简便和成本低廉等优势,目前已成为肿瘤研究不可或缺的模

式动物之一。 本文对斑马鱼抗肿瘤药物和临床治疗肿瘤研究的应用特点进行概述,以期为斑马鱼在抗肿瘤药

物筛选、药物效应、毒副作用、作用机制及临床研究等方面的进一步应用提供有益参考。
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【Abstract】　
 

Zebrafish
 

is
 

a
 

relatively
 

new
 

experimental
 

animal
 

model
 

with
 

unique
 

characteristics
 

that
 

enable
 

its
 

wide
 

use
 

in
 

research
 

on
 

many
 

human
 

diseases.
 

The
 

exploration
 

of
 

anti-tumor
 

drugs
 

and
 

other
 

clinical
 

treatments
 

remain
 

the
 

focus
 

of
 

current
 

research
 

on
 

cancer.
 

Zebrafish
 

characteristics,
 

including
 

rapid
 

development,
 

ease
 

of
 

observation,
 

high
 

genetic
 

homology,
 

and
 

low-cost
 

gene
 

editing,
 

make
 

them
 

highly
 

useful
 

for
 

tumor
 

research.
 

By
 

covering
 

the
 

applications
 

of
 

zebrafish
 

in
 

anti-tumor
 

drug
 

research
 

and
 

clinical
 

studies,
 

this
 

review
 

aims
 

to
 

provide
 

valuable
 

insights
 

for
 

the
 

further
 

utilization
 

of
 

zebrafish
 

in
 

cancer
 

drug
 

screening,
 

assessment
 

of
 

drug
 

activity
 

and
 

toxicity,
 

and
 

clinical
 

research.
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　 　 斑马鱼肿瘤与人类肿瘤的发生高度保守,许
多斑马鱼肿瘤研究结果常常可以外推人类,因此

斑马鱼在肿瘤相关研究中应用广泛,其独有的特

性引起了学者的注意。 尽管斑马鱼作为研究人
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类肿瘤的一种良好工具,但存在局限性。 伴随生

物分子发光、转基因和 CRISPR 等技术发展,以及

斑马鱼基因操作的便捷性,扩大了斑马鱼在肿瘤

研究中应用。 本综述探讨斑马鱼作为肿瘤研究

对象的适用性,总结斑马鱼在抗肿瘤药物研发和

临床研究中的应用前景。

1　 斑马鱼用于研究抗肿瘤药物的

优势

1. 1　 与人类肿瘤高度相似性

斑马鱼与人类有相似的组织发育特点、屏障

和组织特异性转运系统,是介于细胞与动物之间

的非哺乳脊椎动物,会发生人类类似的肿瘤。 尽

管与人类生活环境不同,但斑马鱼肿瘤的细胞生

长、基因转录及表达与人类依然保持高度保守状

态。 斑马鱼 rag2 启动子控制斑马鱼 kr
 +

 

基因形成

横纹肌肉瘤,myc 基因产生急性 T 细胞白血病,诱
导 krasg12v 基因形成原位胰腺癌,均发生与人类

肿瘤相似的分子结构和表型等生物学改变[1-2] 。
斑马鱼原位或异位植入高转移性肿瘤呈现与人

类相似的侵袭和转移。 高转移乳腺癌细胞植入

斑马鱼尾部造血组织发生骨转移,或尾部造血组

织出现微转移;同样原位高转移性肿瘤,如视网

膜母细胞瘤或小儿脑瘤分别接种于斑马鱼眼部

或脑腔形成原位瘤[3] 。 斑马鱼肠道组织杯状细

胞和肠分泌细胞分泌粘蛋白,类似人类的 M 细胞

参与斑马鱼肠道抗原递呈,和哺乳类动物一样不

断更新,同样发生肠腺癌和肝癌。 因此,斑马鱼

成为研究人类肿瘤的重要工具,适合研究肿瘤发

生发展过程及与天然免疫和获得性免疫间的

作用。
1. 2　 体现药物作用的综合效应

斑马鱼疾病相关蛋白及疾病过程与人类高

度相似,意味着对斑马鱼起作用的药物与人有类

似的作用靶点[4] 。 用斑马鱼研究抗肿瘤药物时,
可以获得药物对肿瘤的直接作用,还可以观察药

物影响微环境对肿瘤的间接作用,如观测斑马鱼

肿瘤区及其周围中性粒细胞及巨噬细胞,判定肿

瘤细胞与免疫系统及药物的作用[5] 。 用启动子

her4. 1 使转基因斑马鱼 tp53- / -的神经祖细胞和放

射状胶质细胞过表达
 

egfrvIII 和 pi13kcaH1047R,发现

胶质母细胞瘤早期阶段的炎性细胞(小胶质细胞

或巨噬细胞)呈现抑制肿瘤生长的作用,肿瘤后

期炎症转录因子 irf7 或 irf8 抑制细胞的吞噬功能

而促进肿瘤细胞的增殖,呈现出肿瘤与免疫细胞

相互作用的变化过程[6] 。 药物研究早期阶段,斑
马鱼不仅提供药物的基本效应,还提供相关代谢

及毒副作用等信息。 对于新化合物,斑马鱼肿瘤

模型可以在不了解药物作用机制的条件下发现

或筛选药物的抗肿瘤作用。 抗肿瘤前体药物本

身活性较弱,在斑马鱼体内经酶或非酶转化释放

活性物质而发挥药效,或代谢产物存在活性,只
有整体动物模型才能发现药物特殊作用靶点或

相关作用。 同时可以进行构效关系研究,甚至改

变药物靶向分布,优化药物效价。
斑马鱼模型可以同时提供药物作用的综合

信息,斑马鱼作为系统性生物体,与分子生物学

或细胞生物学等研究方法比较,体现肿瘤细胞与

非肿瘤细胞间、肿瘤细胞与基质间及肿瘤细胞与

机体组织器官间的相互作用;与啮齿类动物的研

究方法比较,斑马鱼实验时间及成本消耗小,转
化效率高,尤其适用于珍贵的小量药物。
1. 3　 斑马鱼发育迅速,可以提高研究效率

斑马鱼一次性产生大量后代且受光照调节,
受精 8

 

h 内胚层细胞极化,肠道发育,22
 

h 背主动

脉和后主静脉形成,约 30
 

h 形成小动脉。 受精

48
 

h 斑马鱼产生红细胞、血小板及淋巴细胞,54
 

h
淋巴细胞到达胸腺开始发育,5

 

d 完成发育[7] 。
斑马鱼造血干细胞受精 36

 

h 出现, 小鼠是

10. 5
 

d,人类需要 28
 

d。 斑马鱼生长迅速,生命周

期较短,尤其适用于肿瘤发生过程的研究。 早期

斑马鱼机体透明,通过报告基因实时观察肿瘤细

胞生长,转移等过程。 斑马鱼移植肿瘤技术非常

成熟,包括前列癌、乳腺癌、肠癌,黑色素瘤、肉瘤

及白血病,操作简单,每天可以注射几百条,仅用

16 周便筛选 16
 

320 种化合物[8] 。 斑马鱼是体外

受精,适合肿瘤相关基因的实验性研究,具有非

常好的操作性,现已有终身保持透明的转基因成

年斑马鱼,用立体显微镜或共聚焦显微镜定位研

究肿瘤细胞。 斑马鱼是理想的高通量筛选抗肿

瘤药物的模式动物,饲养维护及管理成本不高,
可以大批量实验。

265
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2　 斑马鱼在抗肿瘤药物临床前研究

中的应用

2. 1　 抗肿瘤药物筛选

候选药确定是抗肿瘤药物研究的关键步骤,
斑马鱼常用于 T 急性淋巴细胞白血病 ( T

 

cell
 

acute
 

lymphoblastic
 

leukaemia,T-ALL) 药物筛选,
荧光标记 T 淋巴细胞 myc

 +
 

诱导斑马鱼 T-ALL 模

型,从 4880 个药物中发现抗精神病先导化合物吩

噻嗪明显杀死癌细胞,因其抑制多巴胺受体 D2

导致锥体外系运动障碍,已有学者修饰分子结构

降低副作用,保留抗癌效应[1] 。 T-ALL 斑马鱼模

型筛选 26
 

400 种化合物,确定化合物 Lenaldekar
使 PI3 激酶 / AKT / mTOR 通路蛋白去磷酸化,延
迟有丝分裂晚期的敏感细胞,抑制难治性 B 淋巴

细胞性和慢性髓性等其它白血病[9] 。
黑色素瘤是高度恶性肿瘤植入斑马鱼后,从

FDA 和 EMA 获批的 1280 种治疗其它疾病的药

物中,筛选 55 种药物抑制黑色素瘤细胞(60%以

上),其中抗真菌药克霉唑效果最佳[10] 。 克霉唑

合用法尼基蛋白转移酶抑制剂洛那法尼或 MEK
抑制剂曲美替尼,增强抑制黑色素瘤细胞[10] 。 转

基因斑马鱼 v12ras
 +

 

形成黑色素瘤不仅呈现水平

生长,还侵袭性垂直生长,表现为 ERK-MAPK 和

PI3K-AKT-mTOR 双通路激活。 用该模型从 640
种药物中筛选 MEK 抑制剂 PD184352 和 PI3K /
mTOR 抑制剂 NVPBEZ235,两者合用双硫仑、雷
帕霉素或丹参酮协同抑制黑色素瘤[11] 。 另外,斑
马鱼在其它抗肿瘤药物筛选也广泛应用。 将神

经嵴干细胞植入斑马鱼,发现来氟米特抑制神经

母细胞瘤,进一步研究表明来氟米特抑制二氢乳

清酸脱氢酶抗肿瘤细胞增殖,并且有较强免疫抑

制作用[12] 。 用斑马鱼模型从 3840 个小分子化合

物中筛选治疗腺样囊性癌( myb
 +

 

)的成分全反式

维甲酸,目前已用于二期临床试验[1] 。
斑马鱼用于抗肿瘤药物筛选优势明显,一般

肿瘤细胞植入斑马鱼 1
 

d 后给药,48
 

h 便可检测

药物的效应。 伴随着多种荧光技术的发展,结合

宽场或共聚焦等显微技术,利用高内涵成像以及

自动识别等检测方法,斑马鱼抗肿瘤药物筛选的

自动化程度越来越高,有进一步加快的趋势。 同

时,斑马鱼可以在未知化合物作用情况下进行规

模性快速筛选。
2. 2　 抗肿瘤药物靶点及机制研究

斑马鱼不仅用于抗肿瘤药物筛选,还广泛用

于抗肿瘤药物作用靶点研究。 目前血管生成是

抗肿瘤靶点研究的一个重要方向,旨在通过抑制

肿瘤血管限制肿瘤细胞代谢。 从 2000 多种化合

物中用斑马鱼筛选发现 7 种化合物影响血管生

成,其中瑞舒伐他汀抑制血管生成效果最佳[13] 。
但在 vegfr2 / grcfp

 +
 

转基因斑马鱼研究中发现抑制

VEGF 信号可以抑制原位肿瘤增殖,却促进微肿

瘤形成,发现 VEGF 信号通路与髓源性细胞作用

促进肿瘤转移[14] 。 因此有学者用斑马鱼发现化

合物 PF-502 诱导内皮细胞,激活 Notch1 信号通

路,形成流线型血管结构,提高血管稳定性和改

善血液动力学,从而促进肿瘤内血管正常化,提
高药物向肿瘤内递送[15] 。

斑马鱼也用于抗肿瘤药物新靶点发现或新

作用机制研究。 斑马鱼脑移植瘤模型显示 HSP90
抑制剂 onalespib 和替莫唑胺抑制神经胶质瘤生

长,发现抑制精氨酸甲基转移酶-5 可作为治疗神

经胶质瘤的靶点[16] 。 肺癌细胞发生 egfr
 +

 

和

t790m
 +

 

双变异产生吉非替尼耐药,用斑马鱼肺癌

模型发现奥希替尼抑制 egfr
 +

 

和 t790m
 +

 

变异的肺

癌细胞,认为 t790 m 可以作为抗肿瘤药物的新靶

点[17] 。 K-975 抑制斑马鱼骨肉瘤(5
 

μmol / L)1. 1
倍, 是 转 录 增 强 相 关 结 构 域 ( transcriptional

 

enhanced
 

associate
 

domain,TEAD)抑制剂,研究发

现 K-975 通过丙烯酰胺结构与位于 TEAD 棕榈酸

酯结合口袋中的 Cys359 共价结合,抑制 YAP1 /
TAZ 和 TEAD 之间的蛋白质-蛋白质相 互 作

用[12] 。 从 773 种药物中发现埃罗替尼阻止斑马

鱼白血病发生,高效阻止肿瘤细胞 Wnt / β-catenin
的下游信号通路,因此认为抑制 Wnt / β-catenin 下

游信号通路可以降低毒副作用的产生[18] 。 另外,
斑马鱼也用于优化药物及其衍生物的抗肿瘤作

用。 从 24300 种化合物中选出组蛋白乙酰转移酶

抑制作用的化合物 WM-8014 ( IC50,
 

8
 

nM ),
krasg12v

 +
 

诱导斑马鱼肝肿瘤,化合物 WM-8014 具

有明显抑制作用,从其系列衍生物中筛选具有更

好生物利用度化合物[19] 。
肿瘤细胞信号通路复杂多变,靶点多种多

365
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样,抗肿瘤药物作用并非集中在一个靶点上,常
常需要快速识别作用靶点或机制。 在整体动物

疾病状态下,斑马鱼不仅用于研究抗肿瘤药物作

用的强度,也用于抗肿瘤药物新靶点及机制研

究,以及优化药物及量效或毒性及代谢研究。
2. 3　 抗肿瘤药毒副作用研究

抗肿瘤药物毒副作用是影响其应用的重要

因素,有些抗肿瘤化合物效价较高,但常掩盖其

生物发育及胚胎早期毒副作用。 药物或化合物

加入水中,观察斑马鱼死亡或表型异常变化,容
易发现发育毒性及行为异常,快速评价抗肿瘤药

物系统性毒副作用。 如抗肿瘤作用的野茉莉皂

甙元 A 和 B 破坏细胞膜完整性,损伤早期斑马鱼

的胚胎发育;恩杂鲁胺抑制雄激素受体治疗前列

腺癌,斑马鱼前列腺癌模型发现它诱发心动过缓

导致斑马鱼死亡[20] 。 抗肿瘤药物常抑制骨髓造

血功能及肝毒性,用红细胞荧光报告基因发现抗

肿瘤药物对骨髓细胞功能及血液毒性的影响。
化疗药阿霉素和表阿霉素在斑马鱼肝及胆汁中

大量分布,显示表阿霉素与肝有更强亲和力,同
样发现表阿霉素对斑马鱼心毒性较阿霉素强[21] 。
斑马鱼也用于筛选改善抗肿瘤药物毒副作用的

成分或药物。 顺铂治疗肿瘤常出现耳毒性和肾

毒性,用斑马鱼从 1280 种化合物中筛选 22 种对

耳和肾有保护作用的药物,其中多巴胺和含羞草

素可以保护听泡中毛细胞和维持肾小球滤过功

能,不降低顺铂类药物的治疗作用[22] 。 斑马鱼用

于抗肿瘤药物毒副作用研究可以在抗肿瘤效应

研究时进行,同时观察药物分布及代谢过程,预
测其作用或机制,预防其毒副作用或筛选对抗性

成分。

3　 斑马鱼在临床抗肿瘤研究中的

应用

3. 1　 临床抗肿瘤药物治疗方案的筛选

肿瘤治疗,如生物靶点治疗、免疫治疗及化

疗药物等有效性接近或低于 50%。 药物精准治

疗提高肿瘤治疗的有效性,但精准治疗取决于肿

瘤基因变异及分子生物学特点和分子标志物。
斑马鱼肿瘤模型在初步确定甚至不确定肿瘤信

息的前提下,快速规模性筛选有效的临床治疗方

案。 将患者临床肿瘤样本 Dil 标记植入受精 48
 

h
的斑马鱼,4

 

d 肿瘤种植成功率可达 89%,即可快

速筛选确定高效治疗方案,病理组织学分析发现

肿瘤组织保持原有特点[23] 。 24 例患者肿瘤组织

(12 例胰腺癌、肠癌 8 例、胃癌 4 例)植入斑马鱼

卵黄囊,观察 10 个不同化疗药物配伍方案对肿瘤

的抑制率,相应药物治疗方案应用于临床,治疗

效果与斑马鱼模型药物作用的结果呈现正相

关[23] 。 5-氟尿嘧啶、奥沙利铂和叶酸组成的复方

用于 5 例不同患者肿瘤斑马鱼移植模型,给药 3
 

d
后其中 2 例有效,临床手术用药治疗 6 个月后没

有复发,3 例无效患者,手术治疗 3 个月后肿瘤复

发。 同样,将患者肠癌细胞植入斑马鱼,评估临

床两个治疗方案的优劣,方案 1(5-氟尿嘧啶、伊
立替康及甲酰四氢叶酸)和方案 2(5-氟尿嘧啶、
奥沙利铂及甲酰四氢叶酸),方案 1 明显优于方

案 2[24] 。
肿瘤移植斑马鱼模型用于药物敏感性的筛

选,为临床个体化治疗提供精准信息,将适合个

体的治疗方案快速转化为临床应用。 一般精准

治疗的信息如基因测试、数据分析一般需要 1
 

~
 

4 周,而斑马鱼明显的特点是速度快、范围广,斑
马鱼肿瘤模型非常成熟,同时可以自动化检测。
3. 2　 临床肿瘤药物耐药性研究

肿瘤耐药是当前临床治疗肿瘤的难点和障

碍,包括肿瘤固有耐药和治疗后获得性耐药。 许

多患者肿瘤植入斑马鱼形成移植模型,如腺样囊

性癌、神经内分泌瘤、乳腺癌、头颈癌,胰腺癌及

黑色素瘤等,保留原有的临床杂合性、固有耐药

和获得性耐药的特性。 治疗过程中肿瘤细胞产

生基因变异导致药物耐药,或不易治疗,或产生

肿瘤复发。 如 krasg13 d
 

+
 

变异的肠癌细胞对西妥昔

单抗耐药,其植入斑马鱼产生同样结果[24] 。 患者

黑色素瘤植入斑马鱼,发现瘤组织中部分无关

MITF ( melanocyte
 

inducing
 

transcription
 

factor) 肿

瘤细胞变为 mitea
 +

 

型细胞而复发,与临床结果一

致[25] 。 同样用斑马鱼模型发现抑制基因 spred1
负调控 MARK 信号通路,其缺失促进黏膜黑色素

瘤细胞增殖,提高对化疗药物的耐药性[26] 。 临床

选用贝伐珠单抗方案治疗肠腺癌腹膜转移的患

者,手术后无效死亡,将患者肿瘤组织植入斑马

鱼,发现肿瘤细胞对贝伐珠单抗明显耐药,不能
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诱导肿瘤细胞凋亡(P
  

=
  

0. 47)和抑制肿瘤细胞

转移(P
  

=
  

0. 73) [27] 。
治疗过程中,肿瘤容易产生耐药而导致治疗

失败。 在保持原有临床肿瘤特点的条件下,将肿

瘤组织植入斑马鱼,评判肿瘤是否产生抗药性。
同时,短时间内同时筛选多种药物或组方,快速

筛选有效治疗方案,为临床治疗提供依据。

4　 结语

斑马鱼近年用于抗肿瘤药物筛选,斑马鱼有

完整的组织系统,与体外细胞培养比较,容易捕

捉到药物非目标细胞的系统性作用。 有以下特

点表明斑马鱼表型筛选优于体外靶标筛选:(1)
非靶标效应,

 

斑马鱼用于研究抗肿瘤药物直接作

用的同时,也可同时观察到抗肿瘤作用的间接作

用,如促进免疫细胞杀伤、抑制肿瘤血管生成等

作用;(2)系统性效应,斑马鱼用于研究抗肿瘤药

物作用的同时,还可以观察其对心血管、神经等

许多系统的影响,也能对抗肿瘤药物的代谢及作

用时间进行初步观测。
斑马鱼适用于抗肿瘤药物研究的全过程,包

括先导物筛选及靶点确定、药物临床前效应和临

床研究,但需要注意影响药物作用的其它因素:
(1)肿瘤细胞植入不同位置的差异。 肿瘤一般植

入位置为卵黄囊内和卵周间隙 ( 居维叶氏管,
PVS)周围,植入 PVS 的肿瘤细胞较植入卵黄囊

内更容易观测,因为其位置较浅,实体瘤容易成

团[28] 。 但神经母细胞瘤、胶质母细胞瘤及髓母细

胞瘤植入 PVS 生长速度慢,需原位植入。 胶质母

细胞瘤植入脑组织中肿瘤细胞发生侵袭并黏附

于血管壁上,种植于卵黄囊中极少发生侵袭,因
为它不存在髓鞘神经元;(2)斑马鱼对药物吸收

方式有一定特殊性。 在胚胎期,药物可以通过斑

马鱼绒毛膜吸收,或通过表层细胞,或消化系统,
幼鱼表皮比胚胎期表皮吸收弱,成年斑马鱼还通

过鳃吸收。 经过消化系统吸收的药物常因首过

效应而发生变化,但经皮或静脉给药发生变化较

少。 侵入性的给药方式有腹腔注射和球后注射,
也可以麻醉后灌胃给药,但这些方式不适合长期

给药;(3)斑马鱼给药方式通常将药物溶于水,吸
收溶于水中的药物, 受精后 3

 

d ( 3
 

days
 

post
 

fertilization,3
 

dpf)可以通过皮肤和吞食用药。 人

因间断性给药形成峰值,斑马鱼给药时出现持续

暴露,药物排泄物也留在水中;(4)斑马鱼药物吸

收较人更容易吸收脂溶强的药物。 如脂溶性

clogP
  

≤
  

5. 3,分子量在 200
 

~
 

500
 

kDa 间,平均分

子量为 350
 

kDa[29] 。 对于水不溶性药物,可用助

溶剂,如二甲基亚砜(一般不超过 1%);(5)屏障

系统的差异。 斑马鱼 3
 

d 形成血脑屏障,2. 5
 

d 可

阻止分子量 4
 

kDa 的化合物,3
 

d 阻止 400
 

kDa 的

化合物[30] 。
人类肿瘤种类众多,复杂多变,当前没有任

何一种模型代表肿瘤的全部特点。 尽管斑马鱼

用于抗肿瘤药物研究有不足之处,但不可否认,
斑马鱼作为模式实验动物,其肿瘤模型在抗肿瘤

药物筛选、预测毒副作用以及肿瘤个体化治疗方

案等方面的应用依然能提供重要的研究价值。
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