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摘要$ 为研究富马酸二甲酯对斑马鱼"P+$#(*%*#(#胚胎早期发育的影响!选取不同发育阶段的斑马鱼胚

胎!用富马酸二甲酯进行染毒处理!观察胚胎形态发育的异常!计算其对不同发育时期胚胎的 "& >’&’ >

半数致死浓度"Eh+# #和胚胎 )" > 孵化率!并考察富马酸二甲酯对胚胎血管发育的影响& 结果表明!富

马酸二甲酯影响斑马鱼胚胎的早期发育!呈剂量依赖性特点!并与开始处理的时间点有关& 富马酸二甲

酯引起 " >O["受精后 " >!" >.?W=O.=91[@W9565‘495.:#’$# >O[’"& >O[斑马鱼胚胎死亡的 "& > Eh+#值分别为$

$%K%% !3.6FE’$)K(’ !3.6FE’ %"K+# !3.6FE!&’ > Eh+#值分别为$$%K%$ !3.6FE’$,K%+ !3.6FE’""K+#

!3.6FE%长期低浓度富马酸二甲酯"", !3.6FE#作用引起胚胎 )" > 孵化率下降& ")K+ !3.6FE富马酸

二甲酯作用后会显著降低胚胎血管内皮生长因子受体 ""o0I_̂ "#的表达水平&
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!!富马酸二甲酯 " A53@9>Z6[?34W49@!j\_#!
又名延胡索酸二甲酯!是一种具有高抗菌活性
的化合物!对微生物具有广谱’高效的抑菌杀菌
作用& 动物实验表明 j\_属低毒物质!无致
畸’致癌作用!人畜代谢后无残留 "秦钰慧等
$(’(!魏庆仪等 $((# #& 自发现其活性以来!

j\_被广泛用于各种日常消费品的防霉’防
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腐’防虫!并一度作为添加剂用于食品和饲料&
近几年欧洲多个国家相继发生因接触 j\_处
理过的商品引起消费者皮肤炎 症的事件
"E@[W4:B@946/"#$$#!j\_应用带来的安全性
问题不断暴露& 研究表明!j\_易被皮肤吸
收!接触低剂量的 j\_会引起皮肤过敏和刺激
症状"E@[W4:B@946/"#$$#!在某些情况下甚至
会引起急性呼吸系统疾病!"##( 年欧盟委员会
通过了禁止含有 j\_的消费品进入欧洲市场
的指令& 国内也己将 j\_从食品和饲料添加
剂目录中删除!并禁止产品或包装内使用含有
j\_的干燥剂或防霉剂&

在国外!j\_作为一种口服药物用于银屑
病等皮肤病的治疗己有 +# 多年的历史!能有效
缓解炎症反应程度!缩小皮肤损伤面积!长期应
用安全性高 "cW@7@W@946/"##)#& 研究发现!
它能下调多种促炎性细胞因子的表达水平
" .̂=94351m4‘A5@946/"##(#!如 01选择素’钙黏
蛋白!具有免疫调节和神经保护作用!能诱导 S
细胞的凋亡"U>? @946/"##$#!并通过抑制金属
蛋白酶活性而降低黑色素瘤细胞的浸润和转移
"o46@W.@946/"#$#! m434‘.@@946/"##(#%能
强化肿瘤放疗和药物化疗的疗效"c.5Y5: @946/
"#$$#& 与肿瘤类似!临床多种慢性炎症性疾
病!如银屑病’糖尿病’风湿性关节炎等均伴有
血管数量增加!新生血管的生成有助于维持或
增加组织血供!与疾病发展及预后密切相关
"\@5==:@W@946/"#$$ #& 血管内皮生长因子
"Y4=B?64W@:A.9>@6546;W.79> [4B9.W!o0I_#是一
种重要的血管生成调控因子!通过与几种高亲
和力 受 体 " Y4=B?64W@:A.9>@6546;W.79> [4B9.W
W@B@O9.W!o0I_̂ #结合!对血管生成’血管结构
完整及功能维持具有重要作用& 其中 o0I_̂ "
特异性表达于血管内皮细胞或其前体细胞!对
血管生成尤为重要& 体外实验发现 j\_能降
低人脐静脉内皮细胞 o0I_̂ " 表达!导致内皮
细胞无法形成管样结构"\@5==:@W@946/"#$$#!
具有抑制血管生成作用& j\_在临床抗炎’抗
肿瘤治疗方面具有良好的应用前景&

目前国内已报道的 j\_毒性方面的研究

多应用啮齿动物模型!对 j\_应用安全性方面
的研究资料尚不全面"刘晓庚 "#$##!j\_在
不同动物体内的代谢机理和具体活性代谢物需
要进一步明确& 斑马鱼"P+$#(*%*#(#作为一种
理想的脊椎模式动物!广泛用于化合物毒性’药
物研发及人类疾病研究!在毒性研究方面胚胎
比成鱼具有更高的灵敏性!一些国家已用斑马
鱼胚胎替代传统的成鱼进行急性毒性实验& 本
文以斑马鱼胚胎为动物模型!研究了 j\_对斑
马鱼胚胎早期发育的影响!为进一步用斑马鱼
胚胎进行 j\_抗炎’抗肿瘤和体内代谢动力学
研究提供基础实验数据&

?@材料与方法

?A?@材料
?A?A?!实验动物!实验所用 Rc系野生斑马
鱼"756A 9ZO@! Rc=9W45:#和 S;"G%/-*"$I_e#转
基因 斑 马 鱼! 于 本 实 验 室 参 照 G@=9@W[5@6A
"$((+#方法养殖& 在正常 S;"G%/-*"$I_e#斑
马鱼体内!绿色荧光蛋白特异性表达于胚胎
和成鱼的血管内皮细胞及其前体细胞& 挑选
, *$" 月龄的健康斑马鱼成鱼用于产卵!预先
分别将 " 种斑马鱼雌雄亲鱼按(k’ 比例"k$
配对!连续产卵 " 次以上& 收集受精卵!用培
养 水 "+ 33.6FE -4h6! #K$) 33.6FE lh6!
#K& 33.6FEh4h6"!#K$, 33.6FE\;2V& #小心
冲洗 " 遍后!移入足量的新鲜培养水中!放于
"’K+N控温光照培养箱内!继续发育至所需
时间&
?A?AB!试剂!富马酸二甲酯 "上海晶纯试剂
有限公司!批号 "%+’’#!分子量为 $&&K$%!纯度
"((K(L!以二甲基亚砜 " A53@9>Z6=?6[.a5A@!
j\2V#助溶!实验时根据需要用上述培养水稀
释至不同浓度!j\2V终体积分数最高不超过
#K"L%链霉蛋白酶 " OW.:4=@! .̂B>@公司 #%
o0I_̂ 酪氨酸激酶抑制剂 eSl)’)"o49464:5X#
"25;34公司#%所用试剂均为分析纯&
?A?AC!仪器!体视显微镜" hVJh1U2R%#"!重
庆光电仪器有限公司#!荧光显微镜" hVJhi2U1
P!重庆光电仪器有限公司#!倒置显微镜"SP&1
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"##!VEm\eT2#!控温光照培养箱"2ei1%##c1I
型!上海博迅实业有限公司医疗设备厂#&
?AB@方法
?ABA?!急性毒性实验!选取发育 " >O[’$# >O[
和 "& >O[的 Rc斑马鱼胚胎!采用静水式毒性
实验方法进行& 根据预实验确定 " >O["受精后
" >!>.?W=O.=91[@W9565‘495.:#胚胎所添加 j\_的
终 浓 度 为 $"K#’ $"K+’ $%K#’ $%K+’ $&K#’
$&K+ !3.6FE%$# >O[胚胎所添加 j\_的终浓
度为 $"’$&’$,’$’’"#’"" !3.6FE%"& >O[胚胎
所添加 j\_的终浓度为 $+’ "#’ "+’ %#’ %+’
&# !3.6FE& 将待测样品溶液加入到 , 孔培养
板中!每孔为一个 j\_浓度组& 对照组样孔加
入含 j\2V的培养水"j\2V含量与最高浓度
样品组一致#& 体视显微镜下挑选发育正常的
胚胎!随机移入孔内!每孔 "# 枚!每浓度组设 %
个平行!加盖封闭后置于控温光照培养箱内!分
别于染毒后 "& >’&’ > 计数死亡胚胎数& 胚胎
凝结’体节未形成’尾部未分离’&’ >O[无心跳
均判定胚胎死亡&
?ABAB!j\_对斑马鱼胚胎早期发育的影响!
选取发育 " >O[之内的 Rc斑马鱼胚胎!用 , 孔
培养板进行实验& 设 j\_终浓度为 &’,’’’
$#’$" !3.6FE!每孔一个浓度组!每组 "# 枚胚
胎!对照孔加入含 j\2V的培养水"j\2V含量
与最高浓度组一致#!每组设 % 个平行孔!染毒
后每 "& > 观察胚胎的发育情况!弃去死亡胚
胎!更换新样品溶液!直至 (, >O[!计算各浓度
组胚胎的 )" > 孵化率!)" > 孵化率"L# H"每
组孵出胚胎数F每组总胚胎数# g$##L&
?ABAC!j\_对斑马鱼胚胎 o0I_̂ " 表达的影
响!设置终浓度为 $+K#’ $)K+’ "#K#’ ""K+’
"+K#’")K+’%#K# !3.6FE) 个 j\_处理组!阳
性对照组及空白对照组& 将 "& >O[S;"G%/-*"$
I_e# 斑马鱼胚胎置于 $ ;FE链霉蛋白酶溶液
中 " *+ 35:!去除外膜!再用培养水清洗 " *% 遍
以除去残留蛋白酶!随机移入 , 孔培养板!每孔
放 "# 枚胚胎!每孔一个浓度!每个浓度设 % 个平
行!处理 "& > 后于荧光显微镜下观察胚胎体节
间血管"5:9@W=@;3@:946Y@==@6=!J2o#绿色荧光蛋

白表达情况!在统一参数"曝光值’灵敏度’光圈
大小’放大倍数#下拍照采集荧光图像!并用
J34;@1eW.e6?=+K$ 图像处理软件测量胚胎体节
间血管绿色荧光累积光密度"5:9@;W49@A .O95B46
A@:=59Z!JVj#值!作为比较 o0I_̂ " 蛋白表达量
的依据& eSl)’) 是 o0I_̂ 酪氨酸激酶抑制剂!
强效抑制 o0I_̂ "!具有抑制血管生成和抗肿瘤
活性"jW@Y=@946/"##"#& 设 eSl)’)"$ 3;FE#
处理组为阳性对照组& 空白对照组为含 j\2V
的培养水"j\2V含量与最高浓度样品组一致#&
?ABAD!数据统计!采用软件 2e22 $$K# 对数
据进行描述分析!利用软件中的 eW.X59模块"概
率单位回归#计算急性毒性实验中不同发育阶
段胚胎的 "& > 和 &’ > 半数致死浓度 "Eh+# #&
各组均值的比较采用方差分析!)" > 孵化率的
比较采用卡方检验!1s#K#+ 认为差异具有统
计学意义&

B@结@果

BA?@7IM对不同发育阶段斑马鱼胚胎的急性
毒性!不同发育时期开始染毒的各组斑马鱼胚
胎 "& > 和 &’ > Eh+#见表 $&
表 ?@7IM对 B -#9$?V -#9和 BD -#9斑马鱼胚胎的

半数致死浓度"!3.6FE#

G.28"?@Z,EV %97IM9%$B -#9! ?V -#9!

.4&BD -#9̂ "2$.9*/-"12$3%/

胚胎发育
时期" >O[#
03XWZ.:5B
=94;@

半数致死浓度 Eh+# "(+L可信限#

\@A54: 6@9>46B.:B@:9W495.: Eh+#
"(+L B.:[5A@:B@65359#

"& > &’ >
" $%K%%"$%K#$ *$%K,(# $%K%$"$%K#" *$%K,,#
$# $)K(’"$,K’% *$(K",# $,K%+"$+K$’ *$)K+##
"& %"K+#""(K&, *%+K+&# ""K+#""#K"’ *"&K)&#

!!" >O[斑马鱼胚胎经不同浓度 j\_染毒处
理!$" !3.6FE浓度组胚胎发育与对照组无明
显差异!浓度升高到 $%K+ !3.6FE时!"& > 后胚
胎不能形成正常体节!出现尾部不延伸和卵黄
囊不吸收等发育停滞表现!&’ > 时无心跳!最
终胚胎死亡& $# >O[胚胎经低浓度 j\_作用后
胚胎发育与对照组无明显差异!$& !3.6FEj\_
作用 "& > 后胚胎出现心包水肿’卵黄囊水肿和
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主干血流缺失等循环障碍表现!$, !3.6FE组胚
胎循环异常发生率达 $##L!作用 &’ > 后!循环
障碍更加严重"图 $#& "& >O[胚胎在染毒 "& >
和 &’ > 后!部分组胚胎出现死亡!死亡率呈时间
和剂量依赖性!镜下观察各处理组存活胚胎发育
情况!与对照组比较未见明显形态异常&

图 ?@7IM对斑马鱼胚胎发育的影响
M*;A?@099"()%9&*1")-389’1.$.)"%4)-"

&"+"8%#1"4)%9̂ "2$.9*/-"12$3%/
R/对照组% c*j$ $# >O[斑马鱼胚胎经 j\_""$& !3.6FE#

处理 &’ > 后引起胚胎卵黄囊水肿和心包水肿&

R/h.:9W.6% cbj/e@W5B4WA546@A@344:A Z.6] =4B@A@34B4?=@A

XZA53@9>Z6[?34W49@""$& !3.6FE#/

>/心包水肿% Z/卵黄囊水肿&

>/e@W5B4WA546@A@34% Z$ m.6] =4B@A@34/
!

BAB@7IM对斑马鱼胚胎早期发育的影响!正
常斑马鱼胚胎在 "& >O[时眼点发育!形成正常
体节!躯干活动有力!尾部从卵黄囊上分离并延
伸& 此时主干血管已形成!镜下可见到主干血
流"E54.@946/$(()#& &’ > 时卵黄囊进一步吸
收缩小!心跳明显而有节奏!并形成完整的体节
间血液循环!部分胚胎己开始孵化出膜& 本实
验在发育 " >O[之内将胚胎移入不同浓度 j\_

溶液内连续处理!至 &’ >!镜下观察!各浓度组
胚胎发育形态未见明显异常%处理至 )" >!, *
$" !3.6FE浓度组部分胚胎出现心包水肿"图
"#!$# !3.6FE组心包水肿发生率 $##L!此时
对照组胚胎已全部孵化出卵膜!j\_处理组部

分胚胎不能正常孵化!$" !3.6FE组胚胎全部未
孵化!各组胚胎 )" > 孵化率见图 %& 观察至
(, >!未见胚胎有其他器官形态异常&

图 B@7IM对斑马鱼胚胎发育的影响
M*;NB@099"()%9&*1")-389’1.$.)"%4)-"

&"+"8%#1"4)%9̂ "2$.9*/-"12$3%/
R/对照组% c/" >O[内的胚胎经 $" !3.6FEj\_处理至

)" >& >/心&

R/h.:9W.6% c/03XWZ. " s" >O[# 4[9@W$" !3.6FE

A53@9>Z6[?34W49@9W@493@:9[.W)" >/P/P@4W9/
!

图 C@7IM对斑马鱼胚胎 YB -孵化率的影响
M*;NC@099"()%9&*1")-389’1.$.)"%4YB -

-.)(-*4; $.)"%9̂ "2$.9*/-"12$3%/
与对照组相比!! 1s#K#+!!!1s#K#$&

h.3O4W5:;9.9>@B.:9W.6!! 1s#K#+!!!1s#K#$/
!

BAC@7IM对斑马鱼胚胎血管 P0JM!B 表达
的影响!用不同浓度的 j\_处理 "& >O[血管
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荧光转基因斑马鱼 S;"G%/*-"$I_e#胚胎!"& >
后!镜下观察胚胎体节间血管绿色荧光蛋白
表达情况!发现对照组胚胎体节间血管绿色
荧光蛋白表达清晰明亮!"+K# 和")K+ !3.6FE
j\_处理组胚胎体节间血管绿色荧光蛋白表
达紊乱’不完整甚至缺失 "图 & # !并伴有胚胎
体形细长’色素形成减少等表现!用 Jee软件
!!!!

测量体节间血管绿色荧光累积光密度 "JVj#
值! ")K+ !3.6FE组 胚 胎 体 节 间 血 管 荧 光
JVj值为, $,)K,% M" ,%,K+# " $ H%( # !低于
对照组的$" %’+K#, M" ()"K##" $ H+"# !并有
极显 著 差 异 "1s#K#$ # "图 + # & eSl)’)
"$ 3;FE#处理组 JVj值为 " #,&K#" M,+&K+#
" $ H%"# &

图 D@7IM对斑马鱼胚胎体节间血管绿色荧光蛋白表达的影响
M*;ND@099"()%9&*1")-389’1.$.)"%4)-"98’%$"/("4)"H#$"//*%4*4*4)"$/";1"4).8+"//"8/

%9̂ "2$.9*/-"12$3%/
R/对照组胚胎"&’ >O[# % c/"+K# !3.6FEj\_处理组胚胎% h/")K+ !3.6FEj\_处理组胚胎% j/$ 3;FEeSl)’) 处理组

胚胎& 标尺 H+## !3& J2o/体节间血管&

R/h.:9W.6"&’ >O[# %c/03XWZ.=4[9@W9W@493@:9759> "+K# !3.6FEA53@9>Z6[?34W49@% h/03XWZ.=4[9@W9W@493@:9759> ")K+

!3.6FEA53@9>Z6[?34W49@% j/03XWZ.=4[9@W9W@493@:9759> $ 3;FEeSl)’)/c4WH+## !3/J2o/J:9@W=@;3@:946Y@==@6=K
!
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图 E@7IM对斑马鱼胚胎&BD -#9’体节间血管

荧光累积光密度&T]7’的影响
M*;NE@099"()%9&*1")-389’1.$.)"%4)-"

*4)";$.)"&98’%$"/("4)&"4/*)3 *4)-"*4)"$/";1"4).8

+"//"8/%9BD -#9̂ "2$.9*/-"12$3%/
与对照组比较!!!1s#K#$&

h.3O4W5:;9.9>@B.:9W.6!!!1s#K#$/
!

C@讨@论

j\_是一种应用历史较久’疗效显著的银
屑病治疗药物!临床应用中发现!长期服用
j\_药物的病人较少发生肿瘤!尤其是肾细胞
肿瘤"RWX5=@W"#$$#& 这提示我们 j\_在临床
肿瘤治疗方面具有潜在的重要研究与应用价
值& 但是!目前 j\_在体内的代谢途径及具体
的活性代谢物尚不明确"RWX5=@W"#$$#!口服后
j\_如何通过消化道内壁!耐受住血液中酯酶
类的降解作用到达皮肤的炎症病灶!还没有明
确答案& 有研究认为!j\_口服后有相当一部
分没有水解!进入血液循环后与谷胱甘肽
";6?949>5.:@!I2P#发生作用!其代谢与 I2P相
关" .̂=94351m4‘A5@946/"##(#&

本文以斑马鱼胚胎为模型研究 j\_对胚
胎早期发育的影响及作用规律& 由数据看!在
不同发育阶段接触 j\_会导致胚胎出现不同
形式的发育异常!胚胎发育时间越早!对 j\_
的敏感性越高!越容易导致死亡"表 $#& 发育
早期" s" >O[#接触 j\_!胚胎出现不能形成正
常体节’尾部不延伸和卵黄囊吸收不良等整体
发育障碍表现%至发育 $# >O[左右时接触 j\_
导致胚胎出现严重心包水肿和卵黄囊水肿!
$# >O[时期胚胎血管开始发育!血管生成相关
因子活跃表达"E54.@946/$(()#!胚胎正处于

循环系统建立的关键期!此时接触 j\_易造成
循环系统发育异常!这与张立凤等""##,#的研
究结果具有一致性!其研究外源性视黄酸对斑
马鱼心血管系统发育的影响时!经过比较确定
原肠胚晚期"(K+ >O[#为研究视黄酸引起斑马
鱼胚胎心脏发育异常的作用时间窗& "& >O[胚
胎大部分器官己经基本发育完成!主干血管己
建立!此时用 j\_处理!未造成胚胎形态明显
异常和循环系统障碍!胚胎也不易死亡& 发育
早期胚胎" s" >O[#经不同浓度 j\_连续处理
至 )" >O[!, *$" !3.6FE组胚胎出现心包水肿!
j\_浓度越高!心包水肿发生率越高& j\_对
胚胎 )" > 孵化率有影响!, *$" !3.6FE组胚胎
)" > 孵化率明显降低"图 %#!$" !3.6FE组胚
胎全部未孵出!但胚胎孵化率与心包水肿间无
明显相关性& 处理至 (, >O[!所有胚胎未见有
其他脏器的异常改变&

新生血管生成是炎症及肿瘤发生过程中的
一项重要病理改变!抑制病灶部位血管生成是
扼制炎症和肿瘤发展的一个有效方法& 本研究
以 S;"G%/-*"$I_e#斑马鱼为模型!通过观察荧
光报告基因的表达量来研究整体动物水平上
j\_对 o0I_̂ " 表达的影响& 结果显示!"+K#
和 ")K+ !3.6FE的j\_作用 "& > 后!胚胎体节
间血管出现绿色荧光蛋白表达紊乱’缺失表现!
甚至不能形成完整的体节间血管结构!同时胚
胎伴有体形细长’色素形成少等发育不良表现!
测量数据显示!")K+ !3.6FEj\_处理组胚胎
体节间血管绿色荧光的累积光密度"JVj#值显
著低于对照组!表明 j\_降低了胚胎体节间血
管 o0I_̂ " 表达水平!具有抑制血管生成的作
用!这与 I4WB{41h4X466@W.等""#$$#的研究结果
一致& 抑制血管生成应该是 j\_发挥抗炎’抗
肿瘤作用的又一重要机制&

体外实验中!j\_能降低人脐静脉内皮细
胞 o0I_̂ " 的表达水平!机制是 j\_抑制了转
录因子 2O$ 与 o0I_̂ " 启动子调控区域的结
合!影响了启动子活性"\@5==:@W@946/"#$$#&
有研究发现 j\_对转录因子 -_1]c具有抑制
作用!参与控制下游多个与血管发生相关基因
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的表达!抑制内皮细胞与肿瘤细胞生长"I4WB{41
h4X466@W.@946/"#$$#& 这说明 j\_抑制血管
生成活性涉及多个方面!与多种复杂机制有关&
以斑马鱼为模式生物!从整体动物水平上进一
步开展 j\_活性及作用机制相关的研究!能更
准确地反映在机体内环境和各器官间的相互作
用下 j\_的代谢情况和作用特点!并将为其在
临床疾病治疗中的应用提供更丰富和更有价值
的参考资料&
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