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摘要: 斑马鱼已经成为当今人类遗传学和血液学研究的重要模式生物之一。文章介绍了斑马鱼造血系统的基

本生物学特征, 并重点阐述了斑马鱼在血液肿瘤学领域的应用和研究概况, 显示了斑马鱼在血液肿瘤学的基础

和临床研究方面均有着独特的应用前景, 文章对此进行了展望。 
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Abstract: Zebrafish is becoming a powerful vertebrate model for studies of human genetics and hematology. The bio-
logical characteristics of zebrafish organism, as well as its potential model for human blood developmental biology and 
hematologic malignancies are discussed. At last, we discussed the prospects of zebrafish in the clinical and basic research of 
hematological neoplasms. 
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斑马鱼(Zebrafish, Danio rerio)是近年来新兴发
展起来用于研究脊椎动物发育遗传学的一种模式生

物, 其创始人是美国Oregon大学已故的著名遗传学
家George Streisinger。斑马鱼成鱼长 3~4 cm, 常年产
卵 , 一次交配能获得数百个胚胎 , 鱼卵易收集 , 生
殖一代的周期为 2~3 个月。作为遗传学和发育生物
学研究的一种重要模式动物 , 其显著优势在于 [1]: 
胚胎在发育早期透明, 易于观察和操作; 胚胎在体

外受精, 发育过程可被直接连续观察; 单倍体、雌核
发育二倍体的制作和突变体的获得均较容易; 斑马
鱼基因组测序已完成, 可以方便地进行大规模的诱
变和突变型筛选等研究。而在小鼠模型中这些基因

的突变或剔除则会导致胚胎致死而无法及时观察到

表型, 不适合大规模的诱变和筛选; 与线虫和果蝇
模式生物相比, 虽然后者也可用于大规模筛选, 但
并不能阐明脊椎动物特异的组织如肾脏、心脏、神
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经和血液系统的发育和功能。因此利用斑马鱼作为

人类疾病的动物模型, 作为连接非脊椎动物 (小模
式生物体) 和哺乳动物 (大模式生物体) 的“桥梁”, 
其独特的生物学、基因组学、遗传学优势及其高度

保守的疾病信号转导路径, 使其成为以表型驱动的
“正向” 及“反向”遗传学(Forward and Reverse Ge-
netics)和在基因组规模上研究人类疾病相关病理生
理学及在活体内进行先导药物筛选的最佳模式生物

之一, 具有广阔的生物医学及临床应用前景[2, 3]。本文

就斑马鱼在血液肿瘤疾病的模型建立及其应用方面

做一综述。 

1  斑马鱼造血系统与人类高度保守 

脊椎动物在进化过程中造血发育高度保守。在

形态学和分子水平上, 斑马鱼和哺乳类造血调控网
络在长期进化过程中亦高度保守[4, 5]。许多哺乳类造

血调控的重要转录因子, 如runx1、scl、lmo2、pu.1、
c/ebpα、gata1和gata2等, 都在斑马鱼中存在直向同
源基因, 且其调控网络高度保守[6]。斑马鱼的成年造

血组织是肾脏 , 包括其他造血器官如胸腺和脾  脏
[7]。利用原位杂交技术, 已确定了造血发育各阶段的
相关分子标记物[8~20]; 利用斑马鱼胚胎透明的特点, 
结合转基因技术, 通过造血基因启动子控制下游的
增强型绿荧光蛋白(Enhanced green fluorescent pro-
tein, EGFP)在特定血液细胞中表达, 可直观地观测
相应细胞的生物学行为和基因表达谱。相应的转基

因系也已建立, 如红系(gata-1)、髓系(pu.1)、中性粒
细胞(mpo)、T细胞(lck)和血小板(cd41)转基因   系
[20~24]。 近年来, 斑马鱼已用于人类各类血液疾病的
研究, 如在大规模的突变筛选中, 有 50 多个造血缺
陷的突变株被确定, 对铁代谢、血红素和血红蛋白
合成研究提供了重要模型[6, 25, 26]。利用斑马鱼对骨

髓衰竭综合征如Fanconi贫血发病机制的研究也取得
了一定进展[27], 对出凝血系统的研究亦有相关文献
报道[28, 29], 对于血液系统恶性疾病的研究下文将详
细阐述。 

2  斑马鱼用于血液恶性肿瘤的研究 

2.1  斑马鱼与肿瘤学研究 

斑马鱼已成为当今肿瘤研究的重要模式生物[30, 31], 

其功能基因组学成为当前的一个研究热点。目前用于

斑马鱼肿瘤模型建立的策略主要有: 致癌剂处理斑马
鱼, 如使用亚硝基二乙胺诱导肝癌和胰腺癌或采用亚
硝基二甲胺诱导肝癌发生[32]; 体内移植哺乳动物肿瘤
细胞系, 结合斑马鱼胚胎透明的特点, 可实时观察肿
瘤细胞浸润转移以及生成新生血管的动态过程[33]; 正
向遗传筛选如采用反转录病毒介导的大规模插入突变

策略或ENU(N-ethyl-N-nitrosourea, N-乙基-N-亚硝基
脲)突变技术, 突变某些与细胞增殖及基因组不稳定的
相关基因, 从突变体库中选择具有类似于某些人类肿
瘤疾病的突变体鱼进行疾病研究和药物筛选; 反向遗
传学如通过转基因技术操纵已知基因的过表达, 利用
斑马鱼胚胎透明的特点, 构建GFP和癌基因的融合蛋
白, 通过启动子控制从而观察目的癌基因的功能和表
型特点[2]。一些实体瘤的斑马鱼模型已被建立, 如黑色
素瘤[34~36]、胰腺癌[37, 38]、肝癌[39, 40]、结肠癌[41]、恶性

神经鞘瘤[42]等。在斑马鱼中已经建立了几乎包含所有

人类肿瘤类型的模型, 具有与人类肿瘤发生的相关形

态学、基因表达谱以及肿瘤信号传导路径的相似性。  

2.2  斑马鱼与血液恶性肿瘤模型 

目前 已知的与血液恶性肿瘤发生密切相关的许
多转录因子基因在进化过程中相当保守, 与斑马鱼
等模式动物中控制胚胎发育的基因具有很高的同源 
性, 提示它们在早期细胞发育中的相关性, 如AML1[43, 

44]、HOX家族[45, 46]等; 另外哺乳类中很多癌基因和抑
癌基因, 在斑马鱼中均存在直向同源基因, 且它们的
蛋白氨基酸序列及功能保守, 如Myc、Ras、Notch家族
成员、β-catenin、p53、Mdm2、Bcl-2、Bcl-xL和CTNNA1
等[27, 47, 48]。斑马鱼的基因特点使它可以成为一种很好

的人类血液肿瘤模型, 从而提高人们对血液肿瘤细胞
增殖分化、凋亡和治疗机制的理解。目前血液系统恶

性疾病模型的建立主要为转基因技术, 如通过启动子
控制目的癌基因在特定造血细胞的表达来建立, 其他
如通过一过性注射癌基因mRNA, morpholino(修饰的
反义寡核苷酸)“knock-down”技术或者ENU突变技术, 
从突变体库中选择具有类似于某些人类血液肿瘤疾病

的突变体鱼进行疾病研究。 

2.2.1  斑马鱼淋巴细胞白血病模型建立 

Langenau等 [49]用斑马鱼T淋巴细胞特异的Rag2
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启动子驱动鼠源性的c-myc基因(该基因对白血病和
淋巴瘤的发生有着重要作用, 其末端连有EGFP报告
基因), 通过显微注射到一个细胞的斑马鱼胚胎中建立
c-myc基因的转基因系。Langenau等[49]的结果表明大约

出生 22 天后, 所有携带myc基因的转基因斑马鱼都会
产生白血病。由于斑马鱼的表皮透明, 研究者可以实
时观察到带有绿色荧光的白血病细胞的发生和扩散

情况: 它们首先出现在胸腺, 随后逐渐扩散到胸腺
附近组织 , 再进一步扩散至骨骼肌和腹腔内器官 , 
并可扩散至脑部, 流式细胞仪分选绿色白血病细胞
并鉴定其为T细胞源性。将这些绿色的白血病细胞注
射到亚致死剂量射线照射的野生型斑马鱼腹腔, 2周
后可看到绿色的白血病细胞扩散至整个腹腔, 从而
建立起T淋巴细胞白血病模型[49]。  

在人类急性T细胞白血病(T-ALL)中最常见的突
变为NOTCH1 的突变, 见于约 60%的T-ALL患者中, 
在小鼠的造血前体细胞中表达截短的人NOTCH1 胞
内功能域(ICN1, 氨基酸序列: 1762-2555)可导致T淋
巴细胞白血病的发生[50]。Chen等[51]用T淋巴细胞特
异的Rag2 启动子驱动人NOTCH1 胞内功能域(ICN1, 
其末端连接有EGFP), 将其注射入斑马鱼胚胎中, 5
个月后长大的F0嵌合体中有 7 条发生了白血病, 绿
色的荧光细胞起源于胸腺并向周围组织如鳍部扩散, 
近一步扩散至肌肉和皮下脂肪组织, 最终这些白血
病细胞浸润至肾脏和脾脏并导致白血病斑马鱼的死

亡。经流式细胞仪分选鉴定这些白血病细胞也为T
细胞源性, 并可在经射线照射处理的野生型斑马鱼
中扩散。与c-myc转基因鱼T白血病细胞高表达tal1/scl
和lmo2 不同的是, NOTCH1 转基因鱼T白血病细胞并
不高表达这些癌基因/转录因子, 提示这些T淋巴细胞
白血病的发生是受不同的机制控制的 ; 当转有
ICN1-EGFP的转基因鱼与Rag2 启动子驱动的Bcl-2 转
基因鱼交配后产生的双转基因鱼能够显著加速白血病

的发生, 提示NOTCH1 路径和Bcl-2 抗凋亡路径能够
协同作用导致白血病的发生[51]。  

上述两个斑马鱼 T 淋巴细胞白血病模型不仅有
利于实时观测白血病细胞的发生发展和转移, 并且
能够分析不同癌基因下游影响的病理生理信号路径, 
同时通过观测绿色细胞的消减, 还能够更快速直接
地检验药物对于治疗这种疾病的效果。由于 myc 和
NOTCH1 导致的白血病属于人类 T 细胞白血病中的

两种难治亚型, 故该模型有助于理解人类 T 细胞白
血病发生的分子基础和筛选针对特定分子的靶向治

疗药物。 
人类急性淋巴细胞白血病中最常见是t(12; 21) 

(p13; q22)染色体易位 , 形成TEL-AML1 融合基因 , 
而阻断野生型TEL基因的生长抑制作用, 同时该融
合基因可以抑制野生型AML1 基因的诱导分化活性, 
而导致前体B淋巴细胞急性白血病的发生[52]。Hatem
等 [53]用斑马鱼广泛表达的β-actin的启动子或T/B淋
巴细胞特异的Rag2 启动子驱动人TEL-AML1 融合基
因(末端连接有EGFP)广泛表达或特定在淋巴前体细
胞中表达 , 结果在β-actin的启动子驱动广泛表达
TEL-AML1的转基因斑马鱼中有 6%的鱼在出生后约
4 周发生了淋巴组织低增生状态且呈分化阻滞特性, 
外周血中未成熟幼稚淋巴细胞增多(10%~15%), 肾
脏切片中未成熟幼稚淋巴细胞亦增多, 这些鱼外观
呈恶液质状态和广泛的全身出血。随着生长过程 , 
3%的转基因鱼在出生后 8~12 个月发生了白血病, 
这些发病的鱼呈明显恶液质状态和广泛的全身出血, 
其外周血中有 92%~98%的未成熟幼稚淋巴细胞, 肾
脏组织中未成熟幼稚淋巴细胞大量增多, 并向周围
组织如肝脏、卵巢、肌肉和脑部浸润, 经流式细胞
仪分选, RT-PCR鉴定这些白血病细胞为B细胞源性。
将这些白血病细胞移植到射线照射的野生斑马鱼中, 
结果 6~9 周后这些鱼亦发生了同样性质的B淋巴细
胞白血病。分析这些白血病细胞的基因表达谱, 发
现其与儿童CD10+前B淋巴细胞白血病类似, 内源性
TEL表达几乎消失而Bcl2/Bax比例增加 , 其他如
INK4、pRB等抑癌基因的下调等。此斑马鱼模型提
供了TEL-AML1 融合基因的多步骤发病机制, 首先
产生白血病前期克隆即前B细胞的分化阻滞 , 当基
因突变逐渐积累或表观遗传学发生改变后, 这些白
血病前期克隆增殖增加或凋亡减少, 乃至获得了无
限制的自我更新能力从而形成了白血病干细胞克隆, 
导致白血病的发生。因此, 此斑马鱼模型有助于加
深我们对白血病发生过程的认识 , 并有助于了解
TEL-AML1 融合基因发病的分子机制和筛选针对特
定分子的治疗药物[53]。 

2.2.2  斑马鱼髓细胞白血病模型建立 

急性髓细胞白血病中t(8; 21)是一种最常见的染
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色体易位, 它累及 21 号染色体的AML1 基因和 8 号
染色体的ETO基因, 产生AML1-ETO融合蛋白。该融
合蛋白主要通过抑制AML1 靶基因的活化, 干扰造
血干细胞正常的增殖与分化 , 从而促进白血病发
生。Kalev-Zylinska等[54]将人AML1-ETO融合基因的
mRNA一过性注射到一个细胞期的斑马鱼胚胎中 , 
导致了胚胎造血发育缺陷, 循环血流减少, 脑组织
和心包周围出血; 这些胚胎的后部造血岛有大量的
非成熟造血前体细胞积聚。这些表型与AML1-ETO
转基因小鼠发病的表型类似 [55], 有助于加深对 t(8; 
21)的M2b白血病发病机制的认识。 

2.2.3  斑马鱼条件性白血病转基因模型建立 

传统的转基因技术不能定时地表达基因, 而转
有癌基因的斑马鱼通常在性成熟前就已经发病, 直
接导致转基因系不能长久维持下去, 势必会给小分
子化合物的药物筛选及后续的利用突变体筛选特定

白血病发病中相关癌基因/抑癌基因带来麻烦。因此, 
为了充分挖掘斑马鱼作为人类疾病模型的优势, 条
件性的转基因策略如Cre/loxP、Gal4-UAS系统已在
斑马鱼中初步建立[56,

 
57], 在特定条件下才会条件性

地表达目的基因, 使得转有癌基因的斑马鱼系能持
久传代下去。其中Cre是位点特异性重组所需的特异
性重组酶, 其识别位点为loxP, Cre可将两个loxP位
点之间的序列切除 , 从而达到对基因表达的调  控
[58], 另外利用热休克 70蛋白(hsp70)启动子控制下游
Cre表达, 通过热敏效应达到时间特异性地控制Cre蛋
白的表达, 可达到定时定位地控制癌基因的表   达
[59]。Langenau等[60]在Rag2 启动子与EGFP-mMyc基因
之 间 插 入 loxP-dsRED2-loxP 形 成 Rag2-(loxP- 
dsRED2-stop-loxP)-(EGFP-mMyc), 并将其显微注射
获得转基因系。这些转基因鱼产生的胚胎其淋系表

达红荧光蛋白, 由于两个loxP位点之间的终止序列
存在, 故不表达myc并能够正常生存; 而当将体外转
录的Cre mRNA注射到转基因鱼产生的一个细胞期
的胚胎中后, 由于Cre可将两个loxP位点之间的终止
序列切除, Rag2启动子驱动myc的表达, 形成与上文
一致的T细胞白血病 , 并能使转基因鱼一直传代下
去。 

RAS家族基因的活化突变在骨髓增殖性疾病
(Myeloproliferative disease, MPD)和急性单核细胞白

血病中较为常见[61]。Le等[62]建立了人类k-RAS基因
G12D活化点突变(kRASG12D)的条件性转基因斑马
鱼 , 他们用斑马鱼 β-actin的启动子驱动 (loxP- 
EGFP-stop-loxP)-(kRASG12D)的表达, 当与hsp70 启
动子驱动的Cre转基因鱼交配后, 双转基因的胚胎在
37℃被热激 1 h后产生Cre重组酶的表达 , (loxP- 
EGFP-stop-loxP)被切除导致kRASG12D的表达 , 大
约热激 25 d后一部分发育中的胚胎死亡, 剩余的胚
胎大部分发生了横纹肌肉瘤。由于hsp70-Cre转基因
鱼在没有热休克的应激情况下也可有少量Cre的表
达 , 因此没有热激的双转基因胚胎也可少量表达
kRASG12D, 并在出生后 66 d左右大约 8%的斑马鱼
发生了MPD, 其病理表现与人类骨髓增殖性疾病类
似, 表现为肾脏中髓系细胞的增殖, 粒系和单核系
被阻滞于各个阶段 ; 将双转基因成鱼的肾脏取出 , 
然后在体外热激, 并将其移植入亚致死剂量照射的
野生型斑马鱼后, 这些受体鱼也发生了MPD, 因此
该条件性的MPD转基因斑马鱼模型将有助于发现促
使MPD向AML转化的新的分子机制[62]。 

2.2.4  ENU前向遗传学筛选与斑马鱼血液肿瘤模型

建立 

正向遗传筛选如ENU大规模突变技术, 可从突
变体库中选择具有类似于某些人类血液肿瘤疾病的

突变体鱼进行疾病发病机制研究和药物筛选。Sarah
等[63]通过ENU化学诱导突变筛选到了一个斑马鱼造
血缺陷突变株 (crs), 表现为骨髓增生异常综合征
(MDS)的无效造血表型 , 如贫血和全血细胞减少 , 
造血细胞发育异常且凋亡增加。通过定位克隆 , 
mRNA解救及morpholino “knock-down” 技术确定导
致该突变株的基因为hspa9b, 定位于斑马鱼 14 号染
色体z43267 和 z26376 之间, 在人类中其直向同源
物HSPA9B是位于人类MDS 5q31关键缺失区中的一
个基因, 编码线粒体基质伴侣蛋白, 参与线粒体中
氧化磷酸化的转运, 代谢和减少活性氧自由基(ROS)
的过程, 突变的hspa9b导致造血细胞中线粒体功能
受损, 活性氧自由基压力增加, 造血干祖细胞凋亡
增加且发育异常从而导致了MDS的症状。该模型有
助于我们理解MDS发生的多步骤发病机制: 造血细
胞中DNA的损伤(hspa9b)并暴露于有毒物质(ROS), 
可逐渐导致细胞遗传学的改变, 出现异常克隆并可
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向白血病干细胞转化[63]。 

2.3  斑马鱼血液恶性肿瘤模型在临床治疗方面的
价值 

综上所述, 斑马鱼已成为良好的血液肿瘤学模
型, 在这些模型基础上进行其独特的正向遗传学筛
选影响肿瘤进程的特定疾病相关基因, 如影响肿瘤
的发生、细胞特异性、疾病进展速度和肿瘤转移过

程等的基因, 进而寻找抑制肿瘤的相关机制, 从而
加深对血液肿瘤治疗的认识。另外也可通过大规模

的小分子化合物筛选针对特定血液肿瘤疾病基因如

myc、RAS、TEL-AML1 等治疗药物, 通过直接观测
绿色白血病细胞的消减, 从而高通量筛选诸如格列
卫(Gleevec)这样的靶向药物, 更好地治疗血液肿瘤
疾病[64, 65]。 

斑马鱼业已成为临床造血干细胞移植(Hemato- 
poietic cell transplantation, HCT)治疗白血病的良好
可示踪模型, Traver等[66]将发病的转myc基因的T淋
巴细胞白血病斑马鱼进行亚致死剂量的γ射线照射, 
并将野生型斑马鱼的肾脏造血干细胞移植入这些鱼

体内, 由于移植的造血细胞带有荧光, 故可方便实
时观测到整个造血重建的过程, 并可看到白血病发
病鱼的淋巴组织由移植的造血细胞重建, 从而模拟
了人类的骨髓移植治疗白血病的过程。由于斑马鱼

通体透明, 结合利用荧光转基因技术, 有助于示踪
移植后的造血干细胞的生物学行为; 同时荧光标记
的斑马鱼转基因免疫细胞如巨噬细胞/树突状细胞, 
将有助于我们理解骨髓移植过程中移植物抗白血病

(GVL)/移植物抗宿主病(GVHD)发生发展的确切机
制, 更好地促进血液肿瘤治疗学的进展。 

3  展 望 

研究疾病信号传导路径及发现对其有修饰作用

的基因或药物, 已成为生命科学界在后基因组时代
的主导研究领域, 而斑马鱼作为新兴人类疾病脊椎
动物模式生物和高效的“生物反应器”, 其独特的生
物学优势顺应了时代的要求。活体高通量药物筛选

(Whole-animal high throughput screen, W-HTS)是目
前国际上日益受到重视的药物筛选平台。由于斑马

鱼造血发育调控网络和血液肿瘤信号转导路径与人

类高度保守, 可以预见: 筛选对斑马鱼恶性血液肿

瘤有治疗作用的小分子化合物或中医中草药

(Traditional chinese medicine, TCM), 将为与血液肿
瘤发生发展密切相关的临床治疗提供先导候选药物, 
同时基于斑马鱼疾病模型的正向遗传筛选以及活体

可示踪造血干细胞移植研究也将为血液肿瘤的治疗

发展提供前所未有的动力。 
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