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斑马鱼胚胎在电离辐射生物学研究中的应用
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摘要: 斑马鱼胚胎最初为研究发育生物学与分子遗传学的重要模式动物，20世纪 90年代关于斑马鱼胚胎研

究的文章每年不足 100篇，到本世纪初期已上升到每年 1 000余篇，目前这个数字正呈指数增长，斑马鱼胚胎

的研究范围与应用价值正也随之逐步提升。该文综述了斑马鱼胚胎在电离辐射研究领域中的应用，包括电离

辐射诱导斑马鱼的毒性作用、电离辐射引起的DNA损伤及其信号转导机制，以及利用斑马鱼对辐射防护剂

与增敏剂进行评价。在此基础上还特别介绍了中国科学院近代物理研究所利用斑马鱼胚胎在放射生物学研究

上取得的进展，其中包括一种具有物理激发、化学刺激作用的线粒体内活性氧 (ROS)诱导剂，在非条件刺激

下利用斑马鱼检测该物质的毒性，发现6 10 µL/mL的该物质无胚胎发育毒性，然而，在一定波长的光刺激

下可造成DNA双链断裂，在理论上是一种潜在的辐射增敏剂。
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1 引言

斑马鱼是一种经典的脊椎动物模型，广泛应用于发

育生物学与分子遗传学的相关研究。由于其自身优势，

斑马鱼的研究价值不断被挖掘，应用领域也逐步延伸，

主要涉及生理学、毒理学、病理学、环境及肿瘤研究

等，其研究成果受到越来越多的关注。斑马鱼的优势表

现为饲养相对容易，生命力顽强，繁殖能力强，发育速

度快，实验周期短，保证实验数据的高产出量；胚胎接

近透明状，可通过体式光学显微镜进行观察，满足发育

过程中的可视化需求，在 48 hpf (受精后 48 h)其形态学

特征及主要的器官 (脑、眼、心脏、肺、肾、肌肉、胃

肠道)可清晰辨认，受精后的第六天完成胚胎发育的全

部过程[1]。同时，斑马鱼具有完整的血管，造血功能，

免疫、中枢神经系统，对于研究人类相关疾病的分子机

制有巨大潜力[2]。

目前，有关电离辐射的生物学研究也逐渐在斑马鱼

中展开。斑马鱼在研究体内电离辐射诱导的生物学效

应中具有独特的优势：斑马鱼体型较小，活动范围有

限，胚胎体外发育，电离辐射暴露便利；胚胎发育各时

相特征较为明晰，可用于电离辐射的胚胎毒性评估；斑

马鱼胚胎可直接从培养基中吸收处理药物，相对于需

要药物注射的小鼠，操作十分方便，有利于辐射药物的

筛选[3]；在分子水平，斑马鱼基因操作相对简单，可以

通过显微注射morpholino(MO)修饰的寡聚核苷酸与目

标基因或其表达的mRNA互补达到基因敲除的目的[4]，

也可通过反向遗传学方法筛选目标种系[5]。斑马鱼的全

基因组测序已经完成，人类与斑马鱼共享大量的同源

基因，包括大部分的双链DNA保守序列，通过比较发

现，约有 70%的人类基因与斑马鱼基因组中至少一个

基因直接同源，可进一步促进对人类基因组的理解[1]。

部分人类疾病的关键直系同源基因在斑马鱼中已经得到

鉴定，这些基因的突变与人类的疾病具有相似表型[6]。

斑马鱼具备完整的基因组学、分子遗传学、胚胎学的数

据库，这些信息都可以在斑马鱼信息库中获得。由此可

见，人类与斑马鱼高度保守的序列与可获取的基因组数

据是斑马鱼作为理想模式动物的主要因素，也使斑马鱼

成为研究电离辐射诱导生物学效应机制的理想材料。

生物有机体经常暴露于包括电离辐射在内的各种环

境胁迫中。自然环境中电离辐射主要有来自宇宙射线与
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地球中的放射性物质，但其对生物有机体造成的影响十

分有限。然而，由于医疗诊断与放射治疗等现代医疗手

段使用频率的增加，现代人除了在自然条件下吸收少量

的本底辐射剂量外，暴露于人工辐射的几率与吸收剂量

大大增加[7]，结果可诱导肿瘤形成或诱发心血管、神经

系统疾病等，对人体健康产生巨大威胁[8−9]。因此，放

射生物学研究的重要内容包括如何有效地利用射线杀死

肿瘤细胞并在此基础上提高正常组织对电离辐射的耐受

性，而X射线、γ射线、α离子、质子、重离子是研究

中最常使用的电离辐射类型。

中国科学院近代物理研究所斑马鱼模式动物平

台 (图 1)是我国西部地区首个系统完整的斑马鱼生物学

实验平台，是一个集斑马鱼繁育、转基因斑马鱼构建、

斑马鱼细胞分子生物学分析、认知行为学观测于一体的

综合性斑马鱼模式动物研究平台，可广泛应用于肿瘤防

治、环境毒性、胚胎发育及认知行为等各个方面的生物

学基础研究领域。

图 1 (在线彩图)斑马鱼模式动物平台

(a) 北京爱生科技斑马鱼繁育系统；(b) 动物行为轨迹跟踪系统(右)及斑马鱼幼鱼行为轨迹跟踪系统(左)。

2 电离辐射对斑马鱼胚胎发育影响

胚胎发育时期，细胞分裂迅速，各类细胞因子作

用复杂，许多基因处于表达活跃阶段。基因表达的时

空有序性影响个体器官组织的分化与生理功能，决定

个体存活。经济合作与发展组织 (OECD)手册(n°212;
210) 提出鱼类早期生命阶段可作为评估污染物的实验

模型[10]，同样也可用于环境中的辐射风险评估[11−12]。

MacAleer等[13]发现斑马鱼胚胎早期 (2.75 hpf)，即囊

胚中期转变 (MBT)对辐射具有较强的敏感性，是体内

研究电离辐射胚胎毒性与基因毒性的首选模型。大量实

验观察表明，电离辐射诱导斑马鱼胚胎的生物效应与

电离辐射剂量大小、胚胎暴露的时相、暴露时长、辐射

类型密切相关，斑马鱼胚胎致死率、孵化率、形态学特

征、生理学特征是毒性评估的常规检测终点[4]。

毒性试验中，常使用 24 hpf的胚胎，因为部分胚胎

会在 24 hpf内自然死亡或停止发育，存活下来的胚胎

可以正常发育并达到成年[14]。6 hpf胚胎更适宜研究剂

量依赖性的辐射早期效应，在此发育阶段胚胎，细胞

命运尚未决定，具有高度的同一性和适宜数量的细胞

群体，外界压力胁迫可诱导细胞凋亡[15]，在辐射处理

时代表了未分化命运未决定的细胞群[16]。144 phf的胚

胎用于检测死亡率及器官损伤，因为胚胎发育的前六

天由卵黄提供营养，不需要人工喂养，排除了辐射后

个体摄食能力的差异，6 d后各器官发育基本完成。脊

索的发育对辐射高度敏感，可作为胚胎畸形的判断标

准[14]。电离辐射对个体与形态学和生理学水平的效应

最终是由于细胞和分子水平的变化引起的[17]。DNA双

链断裂 (DSBs)被认为是辐射诱导细胞凋亡的关键损伤，

并且比其他DNA损伤更难被修复[18]。

2.1 生理与形态学影响

在胚胎发育早期 (24 hpf 左右)，辐射剂量≥ 1 Gy

的条件下，辐射毒性与辐射剂量正相关，低剂量辐射暴

露并不会造成明显的形态学改变，而高剂量辐射能够致

畸或致死[4,7,16−17,20]。Freeman[7]证实，26 hpf的斑

马鱼胚胎暴露在Co-60放射源产生的 γ辐射 (0, 1, 2, 5,

10 Gy)后，胚胎的死亡率与孵化率随剂量增大而下降，

但不具有显著性，而在 10 Gy剂量下，幼鱼的体长，头

部长度和眼的直径都显著减小。Zhou等[19]发现 8 hpf

X射线辐射 (1, 2, 4 Gy)暴露不影响斑马鱼眼部发育，

而10 Gy则造成眼部结构发育异常。Geiger[17]研究发

现，斑马鱼胚胎 20 Gy γ射线暴露，可诱导严重的发

育畸形，包括眼睛尺寸减小、心囊水肿、脊柱弯曲、

黄色素沉积、卵黄吸收障碍、生长延迟，此结果得到

了Bladen[16]和McAleer 等[20]的证实。Geiger[17]还观



· 96 · 原 子 核 物 理 评 论 第 33卷

察到胚胎畸形程度会随时间加剧，致使胚胎在辐射

后的6天内全部死亡。胚胎对电离辐射的耐受会随着胚

胎发育时间的延长而加强，Geiger等[4]将 2 hpf胚胎置

于 5 Gy γ射线暴露，4, 6 hpf胚胎置于 10 Gy γ射线暴

露，72 hpf观察结果结果表明，4, 6 hpf胚胎 10 Gy辐

射后的存活率显著高于 2 hpf胚胎 5 Gy辐射。中国科学

院近代物理研究所依托兰州重离子研究装置(HIRFL)，

在斑马鱼养殖实验平台上开展了重离子辐射效应研究。

Si等[21]研究了12C6+离子辐射对斑马鱼胚胎的毒性，8

hpf 胚胎 1, 3, 7 Gy的12C6+离子辐射暴露，72 hpf观

察结果显示，7 Gy辐射暴露会造成显著的胚胎畸形

和死亡，畸形率与死亡率分别为正常组的 3.35和 3.46

倍 (图 2)，胚胎畸形主要表现为心包囊肿、脊柱弯曲、

尾部弯曲 (图 3)，但 1和 3 Gy的辐射剂量下胚胎则无

明显变化。Zhou等[22]对 12 hpf的胚胎进行 2, 4, 8 Gy

的 12C6+离子辐射暴露，120 hpf观察结果表明死亡率

和畸形率与辐射剂量正相关(图4)，3种剂量水平下斑马

鱼胚胎都出现心包积水现象，但小眼畸形仅在 8 Gy组

出现，占此组畸形总数的 10%。综合上述结果可以看

出，在引起相同程度畸形的情况下，重离子辐射所需剂

图 2 (在线彩图)不同处理的斑马鱼形态异常

FA存在或不存在的情况下，不同剂量12C6+离子辐射

下，斑马鱼的死亡率与畸形率. 每个值以平均数±标准
差(N = 3)表示。* 与对照相比P < 0.05，** 与对照相

比P < 0.01，+ FA联合辐照组与辐照组相比P < 0.05，

++ FA联合辐照组与辐照组相比P < 0.01[21]。

图 3 12C6+离子辐射后斑马鱼的畸形生长

(a) 对照组；(b)和 (c) 脊柱弯曲；(d) 尾部弯曲与心包水肿[21]。

图 4 不同剂量12C6+处理下斑马鱼胚胎120 hpf死亡率

与畸形率

(a) 各组死亡率，以死亡胚胎占总胚胎数(100个)的比例计

算； (b) 各组畸形率，以畸形胚胎占存活胚胎数的比例

计算。每个值以平均数±标准差(N = 3)表示。对照组与

辐射组间的显著性差异使用one-way ANOVA分析后进

行Tukey检验。* 与对照组相比P < 0.05，** 与对照组相

比P < 0.01[22]。

量小于其他类型电离辐射所需剂量；不同电离辐射类型

诱导斑马鱼形态畸形的表型相似。

电离辐射剂量小于 1 Gy的条件下，会出现应激反

应，使电离辐射诱导的细胞凋亡数目与辐射剂量不服从

线性关系[23]，定义为辐射刺激作用[24]。Choi等[25]利

用质子微束辐射系统对 0.75 hpf ( 2细胞期) 的斑马

鱼胚胎分别进行 10, 20, 40, 50, 80, 100, 160, 200,

300, 2 000个质子数的辐射暴露，发现剂量在 30 ∼ 60

mGy(200 ∼ 400个质子)时，胚胎的细胞凋亡信号显著

低于对照组。Vala等[26]发现 3 dpf的斑马鱼开始进行出

芽式血管生成，0.5 Gy的X辐射暴露后，7 dpf的辐射

组斑马鱼肠下静脉间形成更多的不规则的血管，并且肠

下静脉在 17 dpf可清晰辨认，结果表明低剂量电离辐射

加快血管出芽生成，而没有形成额外的血管。对于胚胎

早期 (24 hpf)的电离辐射诱导的长期响应，低剂量 (0.1

Gy)与中等剂量 (1 Gy)在转录与信号通路水平无差异，

长效响应包括细胞因子、炎症调节因子、转录与生长因

子的响应[27]。

除了电离辐射的直接暴露外，非靶向辐射也可诱导

生物效应。旁观者效应 (RIBE)为目前研究较多的一类，
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具体指未被辐射直接作用的细胞接收到辐射细胞的信

号，从而产生一系列的生物学效应，包括染色体畸变、

姐妹染色单体交换、基因组不稳定、基因表达改变、细

胞凋亡、改变信号转导、产生辐射适应、产生ROS、致

瘤性转化[10]。电离辐射诱导的斑马鱼胚胎RIBE的主要

表现为诱导细胞凋亡及胚胎死亡。Yum等[28]将 8枚α

粒子暴露的斑马鱼胚胎与8枚正常胚胎共同培养，观察

到 2种胚胎的细胞凋亡信号都显著性增高，证明了斑马

鱼胚胎间的信号交流导致正常胚胎也具有辐射响应，旁

观者因子可能是分泌到水中的化学物质。Choi等[29]研

究了低剂量α粒子诱导斑马鱼胚胎产生应激效应，辐射

后的胚胎与正常组胚胎共同孵育也可产生RIBE，结果

为两种胚胎的细胞凋亡信号同时减少，证明辐射后的斑

马鱼胚胎向水中释放压力因子诱导正常胚胎产生辐射应

激。Choi等进一步证明了旁观者胚胎 (正常胚胎)对α

粒子辐射后的胚胎具有援救作用，当辐射后的胚胎与正

常胚胎在同一介质中培养，辐射胚胎的凋亡信号减小；

旁观者胚胎的数目由 10枚增加到 30枚后，与之共同培

养的辐射胚胎的凋亡信号也随之显著下降，原因是正

常胚胎会释放反馈因子，作用于辐射暴露胚胎，缓解由

电离辐射引起的DNA损伤[30]。Choi等[31]将 5 hpf 斑

马鱼胚胎暴露于 4 Gy的X射线，胚胎在培养液中发育

至 29 hpf，取培养液培养正常胚胎也可诱导RIBE，该

培养液稀释后RIBE解除，说明RIBE的开关由效应因

子的浓度阈值调控。

2.2 电离辐射对斑马鱼胚胎眼与脑影响

电离辐射暴露诱导有机体眼疾以及各类并发症的

结果已经明确，如白内障形成、视网膜退化萎缩、眼

盲、畸形皆见报道，其中晶状体是对辐射最敏感的组

织[4,19,32−34]。未经辐射暴露的斑马鱼眼是由不同类型

细胞组成的同心层结构，由内向外依次是晶状体、神经

节细胞层、内网层、内核细胞层、外织网层、外核层、

视网膜(视锥细胞，视杆细胞)色素上皮。与正常斑马鱼

胚胎眼的细胞结构相比，24 hpf 10 Gy γ辐射暴露后，

斑马鱼眼的同心层结构受到很大破坏，保留下来的细胞

层大部分很难辨别，例如内网层大部分消失、神经节细

胞层无法区分、晶状体浑浊、视锥细胞和视杆细胞层同

中心的分布形式遭破坏，色素上皮仍然可见，但薄于对

照组[4]。8 Gy X 射线暴露不引起视网膜严重破坏，但

诱导内核层分布不均[19]。Zhou等[22]研究了 12C6+离子

辐射对斑马鱼胚胎眼部发育的影响，12 hpf斑马鱼胚胎

接受 2, 4, 8 Gy的 12C6+离子辐射后，24, 48, 72 hpf时

间点观察，发现相同时间点不同剂量处理组间眼部细

胞ROS含量均无显著差异，而在 24和 48 hpf，眼部细

胞凋亡数量与对照组相比显著上升且与辐射剂量成正

比，72 hpf 只有 4和 8 Gy组眼部凋亡细胞数量较对照

组显著提高。Zhou 等[22]进一步分析基因表达变化，发

现8 Gy 辐射后细胞凋亡相关的基因 p53, Bax, Puma表

达均显著上调，而凋亡抑制基因Mdm2 和Bcl−2表达

显著下调，caspase凋亡途径的Caspase-3 和Caspase-9

表达显著上调，说明凋亡是 caspase凋亡途径依赖的；

组织学方面，不同剂量辐射暴露后，144 hpf的组织切

片HE染色结果显示，晶状体的各同心层在正常组与辐

射组中均清晰可见，但在 4 Gy组，神经节细胞层分布

不均匀，8 Gy组，神经节细胞层与内核细胞层均分布

不均匀 (图 5)。

图 5 (在线彩图) 144 hpf斑马鱼幼鱼12C6+离子辐射对

眼发育的组织学影响(H&E染色检测)

(a) 对照组； (b) 2 Gy辐射组； (c) 4 Gy辐射组； (d) 8

Gy辐射组。GCL，神经节细胞层；IPL，内网层；INL，

内核细胞层；OPL，外网层；ONL，外核层；OS，外部

感光细胞；RPE，视网膜色素上皮[22]。

Geiger等[4]发现 γ辐射引起脑顶盖容量显著减少，

导致脑缺少大部分头骨。这种现象在 10 Gy 已经很明

显，20 Gy 更加显著，有趣的是端脑和小脑受到辐射的

影响非常小。可见，斑马鱼胚胎器官中不同类型的组织

对电离辐射的感应具有不同的敏感性，这可能与辐射的

剂量与类型相关。Bladen等[16]证实6 hpf 0.15 Gy γ射

线暴露与对照组无显著的细胞凋亡差异，而 0.5 Gy γ射

线暴露则造成中枢神经系统细胞凋亡明显增加，在后脑

和延髓前脚最为显著，更高剂量 (1.5, 5, 15 Gy)致使细

胞凋亡数目持续增加，直至头部恶性畸形。

2.3 遗传毒性

辐射是一种明确的致癌或致突变剂，可在DNA作
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用位点处或附近诱导突变，对DNA造成可修复或不可

修复的损伤[35−36]。电离辐射波长短、能量高，可直

接或间接诱导DNA链的断裂，产生遗传毒性。斑马鱼

胚胎电离辐射暴露后细胞凋亡总量、ROS产生都显著

提高且与辐射剂量正相关[7,19,23]，说明电离辐射可诱

导胞内ROS的产生，从而间接攻击DNA并启动细胞

凋亡信号通路。而重离子辐射由于能量大、穿透性强，

累积的能量可直接损伤DNA，导致细胞凋亡，但也存

在诱导ROS间接损伤DNA的情况。大量研究关注低

剂量的电离辐射暴露对斑马鱼基因组的影响，Simon

等[36]对 6 hpf斑马鱼胚胎进行5个剂量率(0, 1, 10, 100,

1000 mGyd−1)24 h 和48 h的γ射线持续暴露，彗星电

泳实验结果表明所有的辐射组的彗星拖尾较对照组显

著增加，表明DNA损伤 (DSBs，单链断裂，DNA蛋

白交联)加剧，但暴露时间的增加并不引起DNA损伤

的明显提高。 Jarvis等[37]将 144 hpf斑马鱼分别暴露

于0.4, 1.2, 7.2 mGy/h剂量率的 γ 射线 24 h，结果表

明，1.2和 7.2 mGy/h DNA损伤程度较对照组显著提

高，0.4 mGy/h无显著差异。可以看出辐射剂量是造

成DNA损伤的决定因素。电离辐射的遗传毒性是DNA

的辐射敏感性与修复能力综合作用的结果，电离辐射

诱导DNA损伤中各种损伤类型的比例仍需要进一步研

究。另外，斑马鱼胚胎暴露于不引起形态学畸形的最大

辐射剂量后，进行转录组分析，比较基因表达谱的差

异，发现功能得到确认的与人类直系同源的 253个基因

均发生了显著的改变，基因功能与分子网络分析反映出

这些基因是与心血管和神经发育、功能、疾病有关的多

种基因[7]，即使DNA 断裂成功修复，电离辐射也会造

成诸多不利影响。

3 利用斑马鱼研究电离辐射诱导的DNA

损伤应答效应

环境中外源性及内源性的众多因素会对DNA造

成损害，严重影响到遗传信息的正确传递甚至威胁细

胞的存活，其中DNA DSBs在所有损伤中最为严重，

是电离辐射诱导遗传毒性的主要原因。一般认为电离

辐射引起的ROS爆发是攻击DNA双链的罪魁祸首，

高能量的电离辐射也可通过能量积累直接诱导DNA

DSBs。在长期进化的过程中，有机体产生了一套保

守而复杂的修复体系：DNA损伤反应 (DNA Damage

Response，DDR)，可针对性地抵抗不同形式的DNA

损伤，同源重组修复 (Homologous Recombination Re-

pair，HR)和非同源的末端连接 (Non-Homologous End

Joining，NHEJ)是修复DSBs损伤的两条主要途径。

DNA修复机制的探索最早见于酵母细胞中。然而，

在体内电离辐射诱导的DNA DSBs复机制的研究受

到一定的限制，斑马鱼基因组DNA包含高等真核生

物DNA修复途径的直系同源基因，DNA 损伤应答过

程中有关的功能基因可以通过MO和 shRNA 诱导基因

沉默的方法研究，而且许多修复基因缺陷型的斑马鱼种

系已经建立，使得斑马鱼逐渐成为研究DNA损伤修复

机制的理想模型。

ATM(Ataxia telangiectasia-mutated gene，毛细

血管扩张性共济失调突变基因)在DNA损伤的信号

传导中起关键作用，ATM的活化是整个DDR途径激

活的第一步。该基因编码核内丝氨酸/苏氨酸激酶，在

人体中若发生常染色体隐性失活就会导致一种罕见的

神经退行性疾病：毛细血管扩张性失调 (A-T)，表现

为肿瘤易患、免疫缺陷、生长滞后、过早衰老、射线

高度敏感。在正常细胞中，调节ATM激酶活性和功

能的3-磷脂酰肌醇激酶样 (PI3-K-like)催化域隐藏于二

聚化的结构中，处于非激活状态，受到DNA损伤信

号的刺激后，活性位点相互催化丝氨酸磷酸化，二聚

体结构解离成为具有激酶活性的单体形式，催化下游

众多DNA损伤相关的效应蛋白级联活化。细胞周期

调节蛋白激活后，细胞有丝分裂停滞，启动DNA修复

进程，若修复失败则导致细胞凋亡。Garg等[38]利用斑

马鱼基因组数据库，比对了斑马鱼ATM(zATM)与人

类ATM(hATM)cDNA的PI-3K区编码序列，克隆并

表征了 zATM催化域编码序列，发现其为一个编码 907

个氨基酸的开放阅读框，位于ATM羧基端，与人类及

小鼠分别共享 67%, 68%的同源序列。Imamuraa等[39]

利用PCR的方法分离得到 zATM cDNA 全克隆，序

列分析表明 zATMPI-3 K蛋白结构域之外与 hATM有

大约50%同源的氨基酸序列。上述研究均说明ATM基

因在斑马鱼和人类之间非常保守。斑马鱼胚胎发育的

过程中 zATM表达的动态变化可通过分子原位杂交

检测，结果发现 0.75 (2细胞期)∼ 5.25 hpf(50%外包

期)可检测到ATM的表达，10 ∼ 14 hpf无检测信号，

14 hpf后衰减的信号重新出现，并在19 hpf显著增加，

19∼ 24 hpf特异存在于眼脑，至 48 hpf 存在于躯干、尾

部(图6)。6 hpf 8 Gy电离辐射前，使用靶向PI3-K-like

结构域基因的MO抑制 zATM的表达，斑马鱼胚胎表

现出与MO浓度呈正相关的畸形表型，而仅注射MO 的

对照组与仅辐射的对照组发育正常，说明了 zATM在斑

马鱼胚胎发育中可抵抗电离辐射诱导的胚胎畸形，而早

期zATM 的固有表达对基因组稳定性具有监视作用[39]。

Ku80蛋白是DNA NHEJ修复途径的必备组分，动态的



第 1期 王玉佩等：斑马鱼胚胎在电离辐射生物学研究中的应用 · 99 ·

结合于断裂DNA两端并募集相关效应蛋白，不同于HR

的高保真修复，NHEJ修复的错误性较强，主要保证电

离辐射暴露后的胚胎细胞能够存活。Bladen等[16]克隆

表征了胚胎Ku80编码基因Xrcc5。研究发现，合子转

录起始后，Ku80 mRNA在特定组织中积累，包括视网

膜与中枢神经系统的细胞分裂活跃区域。在没有DNA

损伤压力时Ku80表达降低的斑马鱼胚胎发育正常，当

此类胚胎暴露于低剂量的电离辐射后，斑马鱼胚胎神

经系统区域与对照组相比发生显著的细胞凋亡。另外，

ATM与Ku80在斑马鱼中时空特异性的分布模式与细

胞分裂的速度有关，对保护神经系统和眼的发育具有重

要意义。

图 6 (在线彩图)斑马鱼胚胎发育时期ATM mRNA表达

全胚胎在所显示的不同时期mRNA原位杂交结果[39]。

电离辐射引起DNA损伤后，由ATM激活的修复

途径必须在细胞分裂暂停的情况下进行，检验点基

因是终止细胞分裂、保持基因组稳定性的关键。研究

人员已利用斑马鱼模型筛选检验点基因，并印证了

在DNA损伤检验点途径激活过程中，各种核心组分与

不同调节因子、效应因子及DNA损伤修复蛋白间复杂

的相互作用机制。磷酸化 (Ser10)组蛋白H3抗体 (pH3)

可标记有丝分裂G2后期到有丝分裂晚期的细胞，32

hpf 斑马鱼胚胎辐射暴露后的 1 h内，原本 pH3阳性

细胞几乎完全消失，说明G2期的延续时间超出 1 h，

由pH3阳性转变为阴性的细胞正处于G2 检验点，当

咖啡因抑制辐射组ATR活性后pH3阳性细胞不再改

变，说明ATR激酶对检验点是必须的。通过这一有

效手段筛选斑马鱼中的检验点基因，Sansam等[40]发

现Dtl/Cdt2 是细胞分裂早期辐射诱导的G2/M检验

点的必备组分。随后发现Dtl/Cdt2对于正常细胞周期

控制是需要的，主要功能是避免重复复制。研究揭

示了CDT1是复制前复合物形成所需蛋白，重复复制

需要DTL对CDT1进行调节。在正常细胞中或DNA

损伤后的细胞中，DTL与 eCUL4–DDB1 E3泛素连接

酶结合，可下调CDT1，CDT1在S期降解可避免再次

复制。Dtl缺陷的斑马鱼通过降低Cdt1水平终止细胞

周期。相反，早期G2/M检验点缺陷不依赖于Cdt1。

因此，促进基因组稳定通过两个不同的机制。第一，

DTL是CUL4–DDB1复合物的必备组分，控制CDT1

水平，防止重复复制。第二，DTL对于早期G2/M 检

验点是必须的。Sansam等[41]发现斑马鱼中复制调节

基因Ticrr，可防止辐射处理的细胞进入有丝分裂周

期，缺失Ticrr 损害DNA复制，扰乱S/M检验点，导

致细胞提前进入有丝分裂并产生有丝分裂障碍。人

类TICRR蛋白同源物可与已知的检验点蛋白拓扑异构

酶 IIβ结合蛋白 1(TopBP1)相互作用，TopBP1是DNA

复制早期爆发复合物 (pre-IC) 的核心组分，在没有

染色质时TICRR-TopBP1相互作用稳定。Ticrr缺陷

扰乱核染色质与pre-IC 的结合，说明TICRR的作用

与TopBP1 有关，在pre-IC形成中发挥必备功能。

DNA修复失败后，细胞进入凋亡从而清除了受损

严重的细胞，防止复制错误导致可遗传的基因突变。在

许多体系中肿瘤抑制蛋白 p53对DNA 损伤诱导的细胞

凋亡是必要的。在体外，缺乏 p53可以保护特定细胞

抵抗由DNA损伤试剂暴露诱导的死亡。在体内MO 抑

制p53 蛋白的表达可提高辐射后斑马鱼胚胎存活，减

少形态学畸变。斑马鱼胚胎中抑制Ku80表达，辐射

诱发凋亡是 p53 依赖的，说明 p53是DNA损伤诱导细

胞凋亡信号通路的下游节点蛋白[16]。低剂量辐射可诱

导远高于野生型 p53 水平的缺陷型 p53积累。MO抑

制斑马鱼同源基因Mdm2 和Mdm4 表达引起突变 p53

蛋白显著积累。长期检测 p53蛋白水平，发现电离辐

射后突变的p53蛋白水平增加并持续数天，伴随着磷

酸化的H2AX持续升高，暗示了 p53蛋白突变不能有
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效缓解DNA 损伤信号导致的结果，因此，p53突变

导致持续性损伤响应的放大，从而驱动肿瘤的发展进

程[42]。p53家族的另一成员 p73由DNA损伤后检验点

激酶Chk1和Chk2诱导，被认为是p53的“助手”，监

视基因组的完整性，起到限制DNA受损的细胞继续分

裂的作用。Davidson 等[43]在斑马鱼胚胎中发现p73 可

造成 p53药理学抑制剂PFT α的脱靶效应。PFT α处

理的 3 hpf电离辐射暴露导致斑马鱼胚胎发育畸形，影

响脑眼肾功能，与MO降低p73表达的表型相似。PFT

α也抑制 p73依赖的报告基因的转录，其结构包括经典

的p53响应的启动子序列。胚胎发育后期，PFT α处理

的 23 hpf辐射暴露不会引起明显的发育缺陷，反而对斑

马鱼胚胎具有辐射保护作用。

Sorrells 等[44]在斑马鱼中发现由辐射敏感突

变 7(rs7 )介导了 p53受抑制的损伤保护新机制。 rs7

能显著提高斑马鱼胚胎神经对电离辐射诱导的细胞

凋亡的辐射敏感性。rs7 突变扰乱了编码序列Ccdc94，

Cdc94 基因高度保守，是Prp19复合物的功能成员，如

果敲除此复合物的核心成员可引起对电离辐射凋亡的敏

感，CCDC94和Prp19复合物通过抑制 p53mRNA 的

表达保护细胞避免电离辐射诱导的凋亡。

4 利用斑马鱼对保护剂和增敏剂进行评价

4.1 辐射保护剂

4.1.1 氨磷丁(amifostine)、富勒烯纳米颗粒(DF-

1)与阿魏酸(FA)

氨磷丁是一种能够清除自由基的硫醇，作为辐射保

护剂已经在临床中应用。该药物可减缓一定剂量的范围

的电离辐射造成的斑马鱼胚胎毒性，起到提高存活率、

畸形率，防止视网膜细胞层的瓦解、晶状体浑浊，减少

脑与眼部的细胞凋亡的作用[4]。Geiger[45]研究发现氨

磷丁可抑制由辐射诱导的凋亡蛋白酶 caspase的活性。

因此，氨磷丁对器官或胚胎个体的辐射防护是二者的综

合作用：一方面清除细胞内ROS，保护DNA免受ROS

攻击；另一方面阻碍细胞凋亡的发生途径，增强细胞辐

射耐受性。

DF-1为水溶性的抗氧化剂，是中空纳米结构的富

勒烯，富勒烯代表 20, 40, 60, 80, 84的碳原子家族，

其中C60富勒烯最常使用。DF-1是C60富勒烯的衍生

物，结构中加入 18个羟基基团从而加强了水溶性[22]。

富勒烯具有清除ROS 的潜能，包括过氧化氢、羟自

由基、过氧化氢自由基、超氧自由基。利用斑马鱼胚

胎可对DF-1的辐射保护作用进行初步评估，Daroczi

等[46]研究发现适量的DF-1 (1 ∼ 1000 µmol/L)对斑马

鱼胚胎形态学发育与活力无影响；100 µmol/L DF-1预

处理胚胎3 h后进行 10∼ 40 Gy电离辐射暴露，胚胎整

体或特定器官受到的辐射毒性显著减弱，如：20 Gy电

离辐射可造成 24 h内肾对荧光标记的葡萄聚糖注射物

的清除率降低，DF-1预处理组可使 24 h内清除率达到

正常水平，恢复肾功能；DF-1预处理组也可保护 5 dpf

斑马鱼神经细胞免受 80 Gy的辐射损害。进一步检测受

保护与未受保护辐射暴露胚胎的ROS水平，后者显著

高于前者，而前者则与空白对照组无明显差别，揭示这

种辐射保护作用与ROS的清除有关。

FA是一种存在于木贼属、当归属等一些草本植物

中具有生物活性的小分子化合物，因其具有抗氧化性

的功效而广泛应用于药物、化妆品和药膳中。许多报道

都证明FA可以结合在磷脂酰乙醇胺 (PE)保护膜脂上

而免受自由基的攻击，是一种能够清除超氧阴离子、羟

自由基、过氧化氢的天然抗氧化剂。例如，Si等[21]证

明FA预处理的斑马鱼胚在1, 3, 7 Gy剂量电离辐射暴

露后，死亡率和畸形率相比于单独辐射组均有下降，

且在 7 Gy辐射剂量下降显著 (图 3)。进一步分析发现，

FA预处理的 7 Gy剂量组胚胎ROS含量显著下降，超

氧化物歧化酶 (SOD)、过氧化氢酶 (CAT) 和谷胱甘

肽 (GSH) 含量显著提高，丙二醛(MDA)含量显著下

降，表明FA可提高细胞清除ROS的能力，从而起到保

护胚胎免受ROS攻击的作用。

4.1.2 托 屈 嗪 (Todralazine)与 盐 酸 丙胺卡因

(Prilocaine hydrochloride)

在电离辐射治疗中，造血干细胞(HSCs)受到很大

的损害，具有刺激产生造血干细胞功能的小分子化合

物具有辐射防护的潜能，早先的研究中β2肾上腺素

受体 (β2AR)的拮抗剂可以起到扩增造血干细胞的作

用[47]。Dimri等[14,48]通过化合物库的筛选，在斑马鱼

胚胎模型中，证明了托屈嗪与盐酸丙胺卡因通过扩增红

细胞发挥辐射防护作用。托屈嗪是造血干细胞的有效

调节剂，5 µmol/L的托屈嗪处理可以显著提高野生型

与贫血型斑马鱼胚胎尾部造血组织 (CHT)的红血球生

成(分别为 2.33倍和 1.44倍)。5 µmol/L的托屈嗪处理

同样可增加CHT红系祖细胞的特异性基因的表达，说

明托屈嗪还可提高红祖细胞的数量。24到 36 hpf的斑

马鱼胚胎暴露于 5 µmol/L的托屈嗪后，其主动脉-性

腺-中肾区域的HSCs增加近 2倍，HSC 的特异性标记

基因 runx1 和 cMyb分别增长 3.3和 1.41倍支持这一结

果。个体水平，5 µmol/L 的托屈嗪预处理 30 min后 20

Gy的辐射暴露，可保护斑马鱼胚胎免受辐射诱发的器

官毒性、细胞凋亡，6 dpf胚胎存活率可以提高到 60%，
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并具有清除羟自由基的潜在作用。因此，托屈嗪通过造

血干细胞的扩增与清除ROS发挥辐射防护的作用。

盐酸丙胺卡因是一种常用于牙科手术的局部麻醉

剂，也是一种潜在的辐射防护剂。20 µmol/L的盐酸

丙胺卡因可以保护斑马鱼胚胎免受 20 Gy 电离辐射诱

导的心包水肿、小眼。相比于对照，具有高达 60%的

辐照后存活优势，10 µmol/L的盐酸丙胺卡处理仍具

有40%的辐照后存活优势。丙胺卡因对超氧阴离子的清

除作用是浓度依赖型的，1 mmol/L的丙胺卡因可清除

辐射诱导的羟自由基含量的43%。20 µmol/L的盐酸丙

胺卡因具有造血干细胞的功能，与未处理的阴性对照组

相比，盐酸丙胺卡因可显著增加野生型斑马鱼及贫血斑

马鱼尾部造血组织中红血球的生成 (分别为 1.48和 0.85

倍)。丙胺卡因是一种自由基清除剂，具有造血干细胞

的功能，因此具有辐射保护作用[48]。

4.2 辐射增敏剂

4.2.1 弗拉平度(flavopiridol)

弗拉平度是小分子半合成的类黄酮抑制剂，作用于

周期蛋白激酶，可增强体内或体外癌细胞对辐射的敏感

性，从而抑制多种信号途径的级联传导，发挥多效抑制

效应。但是在临床使用时受毒性的限制并不理想，利用

斑马鱼胚胎评价弗拉度对正常组织的影响，对临床应用

具有重要意义。McAleer等[13]研究证实 1-4细胞期斑马

鱼胚胎 500 nmol/L弗拉平度处理，24 hpf 40 Gy电离

辐射暴露，96 hpf胚胎死亡率为单一辐射处理组的两倍，

体轴发育卷曲的频率也提高。同时，McAleer等[13]还

证实弗拉平度可抑制周期蛋白D1 的活性，从而达到增

强斑马鱼胚胎的电离辐射敏感性。

4.2.2 4’溴3’硝基丙酮(NS-123)与替莫唑胺

NS-123是体内外神经胶质瘤细胞U251的辐射增

敏剂，同样也可使HT-29结肠癌细胞与A549肺腺癌细

胞辐射敏感化。研究发现NS-123对正常的神经胶质细

胞和斑马鱼胚胎无辐射增敏作用，斑马鱼胚胎经过5

µmol/L NS-123预处理 8 h后置于6 Gy 电离辐射暴露，

与单一辐射组相比，胚胎发育及存活率无显著差异。

胶质瘤细胞U251细胞通过显微注射的方法移植到 4.5

hpf 胚胎的卵黄囊中，并进行NS-123处理，U251能在

斑马鱼胚胎中吸收营养而继续增殖，红色荧光蛋白标记

的U251在斑马鱼胚胎组织背景下容易分辨，24 hpf给

予电离辐射，检测 3 dpf和 5 dpf的红色荧光强度，发

现NS-123 单一处理组的胚胎，移植细胞的范围大小无

明显变化，单一辐射暴露组的胚胎移植细胞逐步退化，

然而NS-123预处理的胚胎辐射后，移植细胞存活率与

单一辐射组比较显著减小，结果说明NS-123可降低辐

射后肿瘤细胞的扩增，而对体内的正常细胞没有明显的

毒性，证明了NS-123作为辐射增敏剂具有肿瘤细胞靶

向性[49]。

替莫唑胺是一种DNA甲基化试剂，是治疗恶性胶

质瘤的活性药物。替莫唑胺可造成鸟嘌呤O6位置甲基

化从而导致细胞毒作用。复制时O6 甲基鸟嘌呤与胸

腺嘧啶错误配对激活错配修复系统，修复错配的碱基

时，会再次优先插入胸腺嘧啶，这种重复性的无用修复

可能会引起DNA链断裂，最终分裂增殖停滞，细胞凋

亡。与NS-123作用相同，替莫唑胺介导人神经胶质瘤

细胞的辐射增敏作用，Geoffrey 等[17]在斑马鱼胚胎系

统中进行了研究，优化了表达红色荧光蛋白的胶质瘤

细胞 (U251-RFP)移植到斑马鱼胚胎的条件，在 2 dpf

斑马鱼胚胎的卵黄囊中注射U251-RFP细胞群，可以明

显减少胚胎 24 h内的死亡率，也可减小发育中的信号

对U251-RFP 细胞微环境的干扰，温度的选择取决于

二者均能正常增殖的共同温度 32℃。宿主胚胎在 7 dpf

内正常发育，U251-RFP 细胞追踪容易，可观察到正

常、清晰的数量增长。研究发现，人神经胶质瘤细胞可

以在宿主内募集血管，观察显示被绿色荧光蛋白标记外

周的血管在胚胎发育过程中明显的向肿瘤细胞团处延伸

并直接接触。100 µmol/L 替莫唑胺单一作用12 h对胚

胎形态发育和存活率没有明显的影响。1 dpf 10 Gy 辐

射单一作用斑马鱼胚胎，神经胶质瘤细胞的荧光信号随

时间逐渐降低，说明电离辐射可降低神经胶质瘤细胞的

存活。替莫唑胺处理后联合辐射暴露可更大程度地减少

神经胶质瘤细胞的存活，在某些胚胎中甚至能完全清

除，揭示了替莫唑胺的辐射增敏作用的有效性。

4.2.3 线粒体激动剂(Mitochondros)

中 国 科 学 院 近 代 物 理 研 究 所 自 主 合 成 的

Mitochondros是一种线粒体ROS诱导剂，作为一种

新型合成材料，具有物理激发、化学刺激的双重效应，

可自由穿过细胞膜，进入线粒体并停靠在线粒体内膜

上。Mitochondros在特定波长光的激发下发生状态的

改变，能够在同一激发态的不同能级间通过生电子的跃

迁发生转化，也可通过电子的系统间穿梭完成不同激

发态的转化，此过程伴随着电子自旋形式的改变，并有

磷光产生。此物质靶向细胞线粒体，与线粒体内部物质

相互作用，尤其可与可溶性氧分子作用产生ROS，从

而对DNA进行攻击造成DSBs的损害，在理论上是一

种潜在的辐射增敏剂。通过检测Mitochondros对斑马

鱼胚胎发育的影响，发现受精后的斑马鱼胚胎持续暴

露于小于 10 µL/mL Mitochondros后，死亡率与孵化



· 102 · 原 子 核 物 理 评 论 第 33卷

率与正常组相比无显著差异 (图 7)。但随着药物浓度的

增大，72 hpf斑马鱼每分钟的心率呈现出稳定的上升趋

势，相比于对照组，2, 5, 10 µL/mL处理组的心率分

别提高了 10.4%, 15.3%, 18%，差异显著 (图 8)。这说

明Mitocondros 有加快斑马鱼心脏节律性收缩的功能，

其原因可能与心肌细胞中的线粒体的增多或ATP产量

的增加有关。更为重要的是，我们发现药物处理后的

斑马鱼幼鱼在运动能力的各个方面都得到了加强，斑

马鱼的热区图 (图 9)反映了幼鱼在不同位置出现的概率

的大小，红色区域表示出现率最大，随颜色变化依次

减弱，蓝色区域代表概率最小。对照组中，红色区域呈

片状覆盖，而在各处理组中热区面积大大减小，呈点

状零散分布。幼鱼均在 1×1的正方形小面积范围内活

动，对照组的热区表示幼鱼集中在此区域活动，在小面

积内即可认为是一种区域停滞状态，热区的减少甚至

消失，表明斑马鱼的运动停滞减少，运动活力增强，处

于运动兴奋状态。这些数据表明，Mitocondros能够提

高斑马鱼的运动兴奋性，从而使运动范围内的热点消

失，活动热区图中的活动热点也相应消失。以上结果提

示Mitochondros可能通过ROS的产生增强线粒体功能

从而影响斑马鱼幼鱼的运动能力，Mitochondros介导

的辐射增敏作用还需要进一步验证。

图 7 (在线彩图)各时间点不同浓度Mitocondros处理后

斑马鱼的孵化率与死亡率

图 8 72 hpf不同浓度Mitocondros处理后斑马鱼心律

* 与对照组相比P < 0.05，** 与对照组相比P < 0.01。

图 9 (在线彩图) 144 hpf不同浓度Mitocondros处理后

斑马鱼活动热区图
红色区域表示出现率最大，随颜色变化依次减弱，蓝色

区域代表概率最小。A：对照组；B： 2 µL/mL；C： 5

µL/mL；D：10 µL/mL。

5 展望

在放射生物学领域，利用斑马鱼这种模式动物来研

究电离辐射对生物体影响的相关研究还处于初级阶段。

基于斑马鱼本身的特点，其在研究电离辐射引起的发育

毒性、遗传毒理以及药物筛选等方面具有得天独厚的优

势，可弥补目前利用大/小鼠模式动物进行放射生物学

研究的不足。中国科学院近代物理研究所建立起来的西

北首个斑马鱼放射生物学研究平台目前已经从电离辐射

引起的斑马鱼生理变化、遗传毒性、DNA损伤应答机

制以及辐射增敏剂、防护剂筛选多个方面深入探索了斑

马鱼在放射生物学研究方面的应用价值。

目前国际上基于斑马鱼重离子生物学效应的相关研

究仅有日本放射医学研究中心。中国科学院近代物理研

究所近年也开展了斑马鱼放射生物学方面的研究，并搭
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建了西北首个斑马鱼放射生物学研究平台，该平台充分

利用HIRFL提供的高能重离子束流，搭配目前新建起

来的微束终端，在重离子束引起的RIBE 及相关分子机

制方面开展有特色的研究工作。利用现有的胚胎显微注

射系统，构建DNA损伤修复反应相关蛋白基因型缺失

的新斑马鱼品系，深入确定DSBs相关响应蛋白在重离

子引起的生物学效应中所起的作用。在此基础上，该平

台建立的斑马鱼生理行为学监测系统也使得相关研究从

分子、细胞到整体水平都得到了完善，进一步整合生物

学相关的重离子斑马鱼生物学效应研究。
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Applications of Zebrafish Embryo in Ionizing Radiation Biology

WANG Yupei1,2，ZHANG Hong1，ZHOU Xin1，ZHOU Rong1，GAN Lu1

( 1. Institute of modern physics, Chinese academy of sciences,Lanzhou 730000,China；

2. University of China Academy of Sciences,Beijing 100049,China )

Abstract: Zebrafish embryo is a classic animal model to study developmental and molecular biology. The

relatedworks using zebrafish embryo arise from less than 100 papers per year in 90 s to more than 1 000 papers

per year at the beginning of 21st century. The research scope and application value of zebrafish embryo in

biology studies are gradually extending, along with the exponential increase of related papers. Here, the appli-

cations of zebrafish embryo in the field of radiation biology are reviewed, including radiation-induced toxicity,

signal transduction in response to radiation-induced DNA damage, and the assessment of radio-protection and

radiosensitizers, respectively. The progress in radiation biology employing zebrafish embryo in Institute of Mod-

ern Physics has also been reported, includinga novel mitochondrial reactive oxygen species inducer, which can be

triggered by exogenous physical signal and exert chemical stimulation. This inducer shows no obvious embryo

toxicity to zebrafish under 10 µL/mL. It can induce DNA double strand breaks if activated by certain wavelength

of lights. Itisa potential radiosensitizerin theory.
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