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去水卫矛醇对斑马鱼神经发育毒性评价 
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摘要：目的  探讨去水卫矛醇(dianhydrogalactitol，DAG)诱导斑马鱼胚胎及幼鱼神经发育毒性作用及其机制。方法  在一

般毒性评价的基础上，对斑马鱼胚胎进行相应的分组暴露给药，采用幼鱼的自主运动反应、光照刺激反应等试验观察 DAG
对斑马鱼神经及行为的影响；通过脑部组织病理学检查、吖啶橙染色，观察 DAG 对斑马鱼脑部的组织影响；利用实时荧

光定量 PCR 方法测定斑马鱼幼鱼体内多巴胺神经元相关基因(DAT、TH、GCH1)及神经抑/促凋亡相关基因(Bax、Bcl-2)
的相对表达量。结果  DAG 在 20，40，75 mg·mL−1 下能明显抑制斑马鱼的自主运动，且自主运动抑制率呈现明显的浓

度相关性；DAG 在 20，40，75 mg·mL−1 下对斑马鱼反应速度有较明显的抑制作用，反应能力下降率呈现浓度相关性；

DAG 各浓度组斑马鱼脑组织形态变小，但组织结构均未见显著异常；采用吖啶橙染色检测斑马鱼整体胚胎细胞凋亡情况，

发现给药组头部绿色荧光比对照组明显，说明细胞凋亡增多，且细胞凋亡呈剂量依赖性增加，与表观一致；DAG 在 75，

150，300，425，600 mg·L−1 下可导致斑马鱼幼鱼多巴胺能神经元相关基因 DAT、TH、GCH1 的 mRNA 相对表达量下调，

Bax/Bcl-2 的 RNA 相对表达量随着给药浓度增加而上升。结论  高浓度 DAG 对斑马鱼胚胎和幼鱼具有神经发育毒性作用，

可能与多巴胺能神经元的抑制作用有关。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore dianhydrogalactitol(DAG)-induced neurodevelopmental toxicity and mechanisms in 
zebrafish embryos and larvae. METHODS  On the basis of general toxicity evaluation, zebrafish embryos were exposed to 
DAG in groups, and the effects of DAG on zebrafish nerves and behaviors were observed by means of autonomic locomotor 
response and light stimulation response of juvenile fish; the effects of DAG on zebrafish brain tissues were observed by means of 
histopathological examination of brain and acridine orange staining. The relative expression of dopamine neuron-related 
genes(DAT, TH, GCH1) and neural inhibition/promotion of apoptosis-related genes(Bax, Bcl-2) was determined by real-time 
fluorescence quantitative PCR in zebrafish larvae. RESULTS  DAG inhibited the voluntary movement of zebrafish under the 
20, 40, 75 mg·L–1, and the inhibition rate of voluntary movement showed obvious concentration correlation; DAG inhibited the 
reaction speed of zebrafish under the 20, 40, 75 mg·L–1, and the rate of decrease of reaction ability showed concentration 
correlation; the brain tissue became smaller, but the tissue structure of zebrafish did not show any significant abnormality in the 
various concentration groups of DAG; acridine orange staining was used to detect the apoptosis of the overall embryonic cells of 
zebrafish, and it was found that the administration of DAG inhibited the apoptosis of zebrafish. Acridine orange staining was 
used to detect apoptosis in the whole embryonic cells of zebrafish, and it was found that the green fluorescence in the head of the 
administered group was more obvious than that in the control group, indicating that apoptosis increased, and apoptosis increased 
in a dose-dependent manner, which was in accordance with the apparent observation; DAG in 75, 150, 300, 425, 600 mg·L-1 of 
the experimental condition could lead to a downward regulation of the relative expression of mRNA of the genes related to the 
zebrafish juvenile dopaminergic neuron, DAT, TH and GCH1. The Bax/Bcl-2 relative mRNA expression was up-regulated with 
increasing drug concentration. CONCLUSION  The neurodevelopmental toxicity of DAG in zebrafish embryos and juveniles 
may be related to the inhibition of dopaminergic neurons. 
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去水卫矛醇(dianhydrogalactitol，DAG)在国内

早是由广西中医药研究所从当地生长的密花美

登木(Maytenuns confertiflorus J.Y.Luo.et X.X.Chen)
中分离得到的抗肿瘤药物，其属于广谱型抗肿瘤

药物，如今 DAG 在临床上用于治疗慢性粒细胞性

白血病取得较好的效果。 
脑肿瘤是神经系统常见疾病之一，其会压迫

脑组织，导致中枢神经损害[1]。脑肿瘤之所以难治

疗，其 重要的原因在于脑组织中存在血脑屏障，

阻止了化疗药物到达脑肿瘤所在部位。有研究发

现，DAG 能透过血脑屏障，其对脑肿瘤也有一定

疗效[2-3]。梁乔芳等[4]使用 DAG 对人脑肿瘤细胞进

行体外抑制作用的研究，发现 DAG 对胶质瘤细胞

的抑制效果显著。Shih 等[5]使用 DAG 对多形性成

胶质细胞瘤患者进行治疗，效果明显。 
DAG 作为抗肿瘤药物，在具有抗肿瘤活性的

同时，也可能会存在其他潜在的不良反应，对这

些潜在的不良反应进行研究也很重要。因此在对

DAG 进行抗脑肿瘤疗效的同时，也应该关注药物

对脑部神经的影响，寻找药物对中枢神经发育的

潜在影响。本研究利用斑马鱼胚胎为研究对象，

对给药后的斑马鱼胚胎/幼鱼进行表观形态观察，

吖啶橙染色，幼鱼的自主运动反应，光照刺激反

应等试验，观察 DAG 对斑马鱼神经及行为的影响；

通过脑部组织病理学检查，观察 DAG 对斑马鱼脑

部的组织影响；利用实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)
方法检测斑马鱼幼鱼体内多巴胺神经元相关基因

DAT 、 TH 、 GCH1 及 神 经 抑 / 促 凋 亡 相 关 基 因

Bax/Bcl-2 的 mRNA 相对表达量，分析 DAG 对斑马

鱼神经发育影响的分子机制。 
1  材料 
1.1  动物 

野生型 AB 品系斑马鱼，养殖于广西医科大学

斑马鱼实验室。 
1.2  试剂 

DAG(广西梧州制药股份有限公司，批号：

20150204) ； Acridine Orange(Biosharp ， 货 号 ：

E201708)；DEPC 原液(美国 Sigma-Aldrich 公司，

货号：WXBB3108)；RNAiso Plus 试剂(货号：

AA1302-1)、PrimeScriptTM RT reagent Kit 试剂盒

(货号：AK3001)、SYBR®Premix Ex TaqTM Ⅱ试剂

盒(货号：AK6503)均购于日本 Takara 公司；PCR
扩增引物[宝生物工程(大连)有限公司]；吖啶橙荧

光染色试剂(Biosharp，货号：MW370)；NaCl、KCl、
无水 CaCl2、无水 NaHCO3 均购自天津博迪化工股

份有限公司；无水乙醇(分析纯，成都市科龙化工

试剂厂)；三氯甲烷、异丙醇(分析纯，天津市致远

化学试剂有限公司)。 
1.3  仪器 

Szx7 解剖显微镜、Ox31 生物显微镜、CKX-41
荧光倒置显微镜、CX31-DP73 正置显微镜均购自

日本奥林巴斯株式会社；V3 行为分析仪(Viewpoint 
Life Sciences)；S10 手提式匀浆机(宁波新芝生物科

技股份有限公司)；HP250HS 恒温恒湿培养箱(武
汉瑞华仪器设备有限公司)；EL204 万分之一电子

天平[梅特勒-托利多国际贸易(上海)有限公司]；

TDL-5A 台 式 离 心 机 (上 海 安 亭 科 学 仪 器 厂 )；

MicroCL17R 高速低温离心机(德国 THERMOIEC
公司)；CD-CPH-11-20L 超纯水机(成都越纯科技有

限公司)；BL-50A 立式压力蒸汽灭菌器(上海博进实

业有限公司医疗设备厂)；SIM-F140AY65-PC 制冰

机 ( 日 本 松 下 电 器 产 业 株 式 会 社 ) ； Mastercycle 
Nexusgradient 梯度 PCR 仪[艾本德(中国)有限公

司]；7300 实时荧光定量 PCR 仪(美国 ABI 公司)。 
2  方法 
2.1  胚胎收集及药物配制 
2.1.1  胚胎收集  实验前 1 d 傍晚喂食结束后，将

雌雄成年斑马鱼按 1∶1 放入底部带有隔离筛板的

产卵缸中，并用垂直隔板将雌雄斑马鱼分开，次

日清晨将隔板抽开，雄鱼追逐雌鱼约 30 min 后完

成交配产卵，用密度高的筛网收集胚胎。新收集

的胚胎放置于新的培养皿中，用养鱼水小心冲洗

几遍，放入 28 ℃的生化培养箱中培养至受精后

6 h(6 hours post-fertilization，6 hpf)。在体式显微

镜下，挑选正常发育的胚胎进行毒性实验，为排

除胚胎间的个体差异影响，每次实验尽量使用同

一对斑马鱼所产胚胎。 
2.1.2  药物配制  参照 ZebrafishBook[6]标准配制

斑马鱼培养液。DAG 极易溶于水，将其用斑马鱼

培养液配制成 10 g·L–1 的 DAG 母液，备用。 
2.2  斑马鱼行为学分析 

实验随机选取 6 hpf 斑马鱼胚胎 180 枚于 6 孔

板中，每孔 30 枚胚胎，分别水溶给予 5，10，20，

40，75 mg·L–1 5 个 DAG 药物浓度；每孔药液容量

为 3 mL，同时设置不含任何药物的斑马鱼培养液

为对照组，每 24 h 更换药液 1 次。DAG 处理至
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120 hpf 时，分别随机选择 10 尾斑马鱼幼鱼应用行

为分析仪定量检测斑马鱼自主运动距离和斑马鱼

对光暗刺激时反应速度的改变(SΔ)，评价 DAG 对

斑马鱼自主运动和反应能力的影响；其中斑马鱼自

主运动抑制率(%)和反应能力下降率(%)计算公式：

自主运动抑制率(%)=[D 对照组–D 供试品组]/D 对照组×100%；

反应能力下降率(%)=[SΔ 对照组–SΔ 供试品组]/SΔ 对照组× 
100%。 
2.3  脑部表型观察及病理学检查 

实验随机选取 6 hpf 斑马鱼胚胎 180 枚于 6 孔

板中，每孔 30 枚胚胎，分别水溶给予 5，10，20，

40，75 mg·L–1 5 个 DAG 药物浓度；每孔药液容量

为 3 mL，同时设置不含任何药物的斑马鱼培养液

为对照组，每 24 h 更换药液 1 次。DAG 处理至

120 hpf 时，在解剖显微镜下观察斑马鱼脑部是否

有异常；将斑马鱼用 4%多聚甲醛固定，固定后将

斑马鱼转移到 70%乙醇中，组织经 70%，80%，

90%，95%，100%不同浓度的乙醇溶液进行逐级

脱水，各级乙醇 40 min，后将组织依次浸泡于二

甲苯中透明，制作石蜡切片后进行 HE 染色，进行

脑部病理学检查。 
2.4  吖啶橙染色 

吖啶橙染色用于检测细胞凋亡。根据前期 DAG
安全性评价，斑马鱼胚胎 72 hpf 时的 小致死浓度

为 662.46 mg·L–1，按照等对数浓度，将 DAG 母液

稀释成 75，150，300，425，600 mg·L–1 5 个浓度

组，并设置不含任何药物的斑马鱼培养液为对照

组，选用 6 孔板，每孔分别放入 30 枚挑选好的胚

胎和 3 mL 药液对胚胎进行培养，选取各组发育至

48 hpf 已脱膜的斑马鱼胚胎，每个给药组选取 10
枚。吖啶橙染液配制：称取一定量的吖啶橙染料粉

末，将其溶于 PBS 中，制成终浓度 2 mg·L–1 的吖啶

橙染液。将选好胚胎用 PBS 清洗 3 遍去除药物，随

后转移至 2 mg·L–1 的吖啶橙染液中染色，28 ℃避光

孵育 30 min；孵育结束后，弃去染料，用 PBS 将胚

胎 体 表 的 染 料 清 洗 干 净 ， 随 后 将 胚 胎 转 移 至

0.16 g·L–1 的 Tricaine(PBS 溶解)中处理 10 min 麻醉

胚胎，于荧光显微镜下选择蓝光激发光波长拍照，

观察胚胎脑部细胞凋亡情况，绿色荧光标记的细胞

则为吖啶橙染色的阳性凋亡细胞。 
2.5  多巴胺神经元相关基因 qRT PCR 反应 

将 DAG 母液稀释成 75，150，300，425，

600 mg·L–1 5 个浓度组，并设置不含任何药物的斑

马鱼培养液为对照组，选用 6 孔板，每孔分别放

入 60 枚挑选好的胚胎和 5 mL 药液对胚胎进行培

养至 72 hpf。采用 SYBR GreenⅠ嵌合荧光法，应

用 ABI 7300 实时荧光定量 PCR 仪，对各给药组

cDNA 的神经表达相关基因 DAT、TH、GCH1、

Bcl-2、Bax 进行 qRT-PCR 检测，以 β-actin 做内参

对照，采用 2–ΔΔCT 法计算相应基因 mRNA 的相对

表达量。 
2.5.1  目的基因引物序列  引物序列见表 1。 
 
表 1  目的基因引物序列 
Tab. 1  Primer sequences of target genes 

目的基因 位置 引物序列 
片段长

度/bp

DAT 上游引物 TCATCTTCTCCTTCCTGGGATA 104

 下游引物 GGCTTCTGGGTAAATGATGAAC  

TH 上游引物 TTTGACCCAGATATTGTTGCTG 118

 下游引物 TGCGGGTCACATATGTTCTTAG  

GCH1 上游引物 CGGAAAGAGGAGGAGGATGAG 116

 下游引物 CGGAGAGGGGTTTTGAGGA  

Bcl-2 上游引物 GATAGCCCGGGTCACTCGTTCAGA 317

 下游引物 CCAGTGGCCCGTTCAGGTAGTCAG  

Bax 上游引物 CAGAGTGGCCCGTGAGAT 226

 下游引物 GGGGGTGCCAAAATAACTG  

β-actin 上游引物 TGGCAAAGGGAGGTAGTTGTCT 108

  下游引物 TGTGAGGAGGGCAAAGTGG  

 
2.5.2  反应条件  使用两步法 qPCR 扩增程序

进行： 
Stage1：95.0 ℃，30 s，预变性； 
Stage2：95.0 ℃，5 s，变性，60.0 ℃，40 s，

退火延伸，40 cycles； 
溶解曲线：95 ℃，15 s，60 ℃，1 min，95 ℃，

15 s，1 cycle。 
2.6  统计学方法 

实验数据采用 SPSS 17.0 软件处理分析，结

果以 x s± 表示，采用单因素方差分析法检验各

DAG组及对照组之间的差异，P<0.05表示差异有统

计学意义。 
3  结果 
3.1  DAG 对斑马鱼神经发育毒性表现 
3.1.1  120 hpf 幼鱼自主运动  5，10，20，40 和

75 mg·L–1 DAG 组斑马鱼自主运动距离分别为

11 483，12 076，9 715，6 469 和 2 719 mm，其自

主运动抑制率分别为 0.1%，–5.0%，15.5%，43.7%
和 76.4%，与对照组比较，除 5 和 10 mg·L–1 DAG
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组差异无统计学意义外，其余各组均有明显差异

(P<0.05 或 P<0.01)。表明 DAG 在 20，40 和

75 mg·L–1 浓度条件下能明显抑制斑马鱼的自主运

动，且自主运动抑制率呈现明显的浓度相关性，

结果见表 2 和图 1。 
 
表 2  去水卫矛醇对斑马鱼自主运动距离的影响( x s± ，

n=10) 
Tab. 2  Effect of dianhydrogalactitol on zebrafish voluntary 
movement distance( x s± , n=10) 

组别 浓度/mg·L−1 自主运动距离/mm 
自主运动抑 

制率/% 
对照组 – 11 497±509.6 – 

去水卫矛醇组 5 11 483±698.8 0.1 

10 12 076±403.6 –5.0 

20   9 715±369.61) 15.51) 

40   6 469±391.82) 43.72) 

75   2 719±393.02) 76.42) 

注：与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Note: Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 
 

 
 

图 1  自主运动反应轨迹图 
Fig. 1  Trajectory diagram of autonomic movement response 
 

3.1.2  120 hpf 幼鱼光照刺激反应  5，10，20，40
和 75 mg·L–1 DAG 组斑马鱼的反应速度改变分别为

2.62，2.67，2.09，1.24 和 0.05 mm·s−1，其反应能力

下降率分别为 0.0%，–1.9%，20.25%，52.77%和

98.14%，与对照组比较，除 5 和 10 mg·L–1 DAG 组

外，其余各组均有明显差异(P<0.05 或 P<0.01)。
表明 DAG 在 20，40 和 75 mg·L–1 浓度条件下对斑

马鱼反应速度有较明显的抑制作用，反应能力下

降率呈现浓度相关性。结果见表 3。 
3.2  DAG 对斑马鱼神经发育毒性作用机制初步

研究 
3.2.1  脑部表型观察及病理学检查  DAG 处理至

120 hpf 时，20，40 和 75 mg·L–1 DAG 组斑马鱼的

脑部明显变小，而 5 和 10 mg·L–1 DAG 组未见明

显异常，结果见图 2。提示 DAG 作用后，药物对

机体脑部产生一定影响；但病理学切片 HE 染色检 

表 3  去水卫矛醇对斑马鱼反应能力的影响( x s± ，n=10) 
Tab. 3  Effect of dianhydrogalactitol on zebrafish response 
ability( x s± , n=10) 

组别 浓度/mg·L−1 反应速度改变/ 
mm·s−1 

反应能力 
下降率/% 

对照组 – 2.62±0.109 – 

去水卫矛醇组 5 2.62±0.169 0.0 

10 2.67±0.174 –1.9 

20 2.09±0.1261) 20.21) 

40 1.24±0.1602) 52.72) 

75 0.05±0.0332) 98.12) 

注：与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Note: Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 
 

 
 

图 2  去水卫矛醇对斑马鱼脑(表型)影响 
Fig. 2  Effect of deshuidulcitol on brain(phenotype) of 
zebrafish  

 

查发现，除 20，40 和 75 mg·L–1 DAG 组脑部变小

之外，DAG 各浓度组斑马鱼脑组织结构均未见显

著异常，结果见图 3。 
 

 
 
图 3  斑马鱼脑组织病理切片结果(100×) 
F−前脑；M−中脑；C−小脑；H−后脑。 
Fig. 3  Pathological section results of zebrafish brain tissue 
(100×) 
F−forebrain; M−midbrain; C−cerebellum; H−hindbrain. 
 
3.2.2  细胞凋亡检测-吖啶橙染色  通过对 48 hpf
整体胚胎吖啶橙染色，在荧光显微镜下观察发现，
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对照组斑马鱼胚胎脑部几乎未检测到细胞凋亡，

随着给药浓度的增加，斑马鱼胚胎脑部凋亡细胞

逐渐增多，75 mg·L–1 DAG 组凋亡细胞极少，

150 mg·L–1 DAG 组中多数胚胎的间脑处分布有少

量凋亡细胞，300，425 mg·L–1 DAG 组中多数胚胎

除了间脑处有凋亡细胞，端脑处也有明显的细胞

凋亡；600 mg·L–1 暴露组头部整体缩小，与对照组

相比头部细胞凋亡明显，结果见图 4。 
 

 
 

图 4  斑马鱼胚胎去水卫矛醇暴露后脑部凋亡细胞分布 
A−对照组；B−75 mg·L–1 去水卫矛醇；C−150 mg·L–1 去水卫矛醇；

D−300 mg·L–1 去水卫矛醇；E−425 mg·L–1 去水卫矛醇；F−600 mg·L–1

去水卫矛醇。 
Fig. 4  Distribution of apoptotic cells in brain of zebrafish 
embryos exposed to dianhydrogalactitol  
A−control group; B−75 mg·L–1 dianhydrogalactitol; C−150 mg·L–1 

dianhydrogalactitol; D−300 mg·L–1 dianhydrogalactitol; E−425 mg·L–1 

dianhydrogalactitol; F−600 mg·L–1 dianhydrogalactitol. 
 

3.2.3  DAG 对神经相关基因 mRNA 表达量的影响  
采用 2–ΔΔCT 法对结果进行数据分析，得出 mRNA 相

对表达量。结果显示，DAG 暴露后 72 hpf 斑马鱼

胚胎基因 DAT-mRNA 的相对表达量中，与对照组

相比，75，150，300 mg·L–1 DAG 组表达量差异无

统计学意义，未呈现剂量依赖性；425，600 mg·L–1 

DAG 组 DAT-mRNA 的相对表达量出现下降趋势，

并表现出剂量依赖性，与对照组相比，差异有统计

学意义(P<0.01)。基因 TH-mRNA 的相对表达量中，

与对照组相比，75，150 mg·L–1 DAG 组表达量略微

升高，但差异无统计学意义，当给药浓度达到

300 mg·L–1 时，基因相对表达量开始下降，并随着

给药浓度增加呈下降趋势，差异有统计学意义(P< 
0.01)。从基因 GCH1 各给药组的 mRNA 的相对表

达量可看出，与对照组相比，150，300 mg·L–1 DAG
组表达量有所下降，但差异无统计学意义，无剂量

依赖性，425，600 mg·L–1 DAG 组 DAT-mRNA 的

相对表达量出现下降趋势，并表现出剂量依赖性，

差异有统计学意义(P<0.01)。与对照组相比，DAG 
各剂量组 (除 75 mg·L–1 DAG 组外 )，Bax/Bcl-2- 
mRNA 相对表达量呈明显上升趋势，且有一定剂量

依赖关系，具有统计学意义(P<0.01)。结果见表 4。

研究结果提示，DAG 可透过脑部血脑屏障，当药

物低浓度作用时，药物对机体神经相关基因未出现

较大影响，随着药物作用浓度升高，药物可影响神

经发育相关的基因的调控，从而对机体产生影响，

该结果与行为学出现的结果相符，当低浓度作用

时，药物行为未见异常，当作用浓度增大后，出现

原地转圈，震颤、抽搐等行为。 
4  讨论 

据报道，在药物发现与临床前研究阶段，有

40%左右的药物由于毒性和安全性等问题被淘汰；

在药物临床试验阶段，又有约 60%左右的药物因

肝脏或是神经毒性被终止临床试验。斑马鱼模型

在药物安全性评价中应用越来越广泛，Parng 等[7]

研究发现，药物治疗对人神经毒性产生影响的化

合物在斑马鱼身上也会产生相似的神经毒性反

应，可用斑马鱼模型作为评价神经毒性的预测模

型。Selderslaghs 等[8]用 10 种已知有神经毒性和无

神经毒性药物对斑马鱼神经行为进行观察，分析

得到的数据与哺乳动物有 90%相似性。因此，利

用斑马鱼模型研究神经系统发育及病变是较好

的模型[9-10]。斑马鱼作为研究神经系统的脊椎动 
 
表 4  不同浓度去水卫矛醇对斑马鱼幼鱼 DAT、TH、GCH1、Bax/Bcl-2-mRNA 的影响( x s± , n=3) 
Tab. 4  Effects of different concentrations of dianhydrogalactitol on DAT, TH, GCH1, Bax/Bcl-2-mRNA expressions in 
zebrafish larvae( x s± , n=3)  

组别 浓度/mg·L–1 
mRNA 相对表达量 

DAT TH GCH1 Bax/Bcl-2 
对照组 − 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
去水卫矛醇组 75 1.08±0.53 1.08±0.23 1.07±0.22 2.01±0.14 

150 0.95±0.16 1.05±0.52 0.96±0.32    2.52±0.271) 
300 0.87±0.58    0.78±0.161) 0.96±0.08    2.81±0.331) 
425    0.74±0.071)    0.61±0.601)    0.86±0.101)    3.16±0.161) 
600    0.61±0.051)    0.33±0.101)    0.63±0.071)    5.61±0.441) 

注：与对照组比较，1)P<0.01。 
Note: Compared with control group, 1)P<0.01. 
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物模型具有独特的优势：①在发育早期，斑马鱼

躯体透明，用染料或荧光染料能够在活体或完整

的固定标本中直观地观察毒物引起的器质性变

化；②斑马鱼脑部具有典型脊椎动物脑部形态学

特征；③可放入孔板中，使用幼鱼运动行为分析

仪和相关软件对幼鱼进行图像跟踪，观察其运动

的实时变化；④斑马鱼神经系统的相关抗体和神

经基因序列被广泛地应用。 
斑马鱼大脑整体构造和血脑屏障的结构与功

能均与哺乳动物相似[11-12]，前期研究表明，DAG
能透过血脑屏障，对神经胶质瘤细胞具有良好的

抑制作用，但在作用于胶质瘤细胞的同时，是否

对正常神经胶质细胞产生影响研究尚未明确。胶

质细胞存在于中枢神经系统中，具有支持和引导

神经元的迁移，参与神经系统修复和再生等功能。

胶质细胞中存在多巴胺受体，也是脑内多巴胺作

用的重要靶细胞，其在神经系统疾病的发生中发

挥重要作用[13]，因此判断药物对多巴胺系统的影

响，可间接反映出药物对胶质细胞的影响。多巴

胺神经系统是中枢很重要的神经系统之一，斑马

鱼胚胎的多巴胺能神经元定位在间脑、嗅球、视

网膜和后脑上。中枢神经抑制药氯丙嗪主要是通

过阻断脑内多巴胺受体而产生镇静作用，在其对

斑马鱼的神经毒性研究中发现[14]，氯丙嗪会抑制

幼鱼的自发运动，出现僵直不动、震颤或快速刻

板式转圈运动等类似锥体外系反应表现，这与实

验中发现高浓度 DAG 给药后，72 hpf 斑马鱼出现

头部变小，原地快速旋转，抽搐震颤等行为相似，

提示高浓度 DAG 对神经系统影响可能与多巴胺神

经系统受影响相关。动物对外界刺激的应激是由

中枢神经系统控制的，为进一步观察药物对神经

系统的影响，本实验对 120 hpf 斑马鱼幼鱼的行为

学进行分析，高浓度 DAG 给药对斑马鱼造成自主

运动减弱，光照刺激反应抑制等行为学现象，且

抑制结果呈剂量依赖性，这与抗肿瘤药长春新碱

对斑马鱼的自主运动，光照刺激反应等行为呈现

抑制作用，存在神经发育毒性结果一致，长春新

碱引起幼鱼中脑多巴胺能神经元丢失可能是导致

幼鱼对光照刺激反应失调的原因 [15]；但低浓度

DAG 给药组 72 hpf 斑马鱼未见明显的旋转震颤等

现象，120 hpf 斑马鱼自主运动及光照刺激反应较

对照组高，分析其原因可能为药物对神经出现了

小剂量先兴奋的现象，但无统计学差异，提示 DAG

对中枢神经多巴胺的影响在低剂量时无明显影

响。吖啶橙整体染色中，斑马鱼脑部凋亡细胞数

随着 DAG 给药浓度增加而增多，脑部凋亡细胞主

要集中在间脑，高剂量甚至整个头部均出现荧光

凋亡细胞；病理切片检测发现，120 hpf 斑马鱼幼

鱼高剂量脑发育不良，相对正常组体积减小，但

各组脑组织结构均未见显著异常，该结果提示脑

部体积变小是由于脑部神经发育受影响，从而导

致整体发育缓慢，但 DAG 对脑部结构细胞未见明

显不良影响。 
酪氨酸是多巴胺合成的底物，其被转运至多

巴胺神经元内，被细胞内的酪氨酸羟化酶催化变

成左旋多巴，继而经多巴胺脱羧酶脱羧生成多巴

胺。在整个合成过程中，酪氨酸羟化酶是多巴胺

生物合成的关键酶[16]，多巴胺脱羧酶需要辅酶辅

助 因 子 BH4 参 与 ， GTP 环 化 水 解 酶 (GTP 
cyclization hydrolase，GCH1)是将 GTP 转化为 BH4
的关键限速酶。多巴胺能神经元是产生多巴胺等

生物胺的重要部位，该部位的神经细胞受到损害

时，必然会影响多巴胺的生物合成。多巴胺转运

体(dopamine transporter，DAT)是中枢多巴胺能神

经元前膜的一种膜蛋白，属于 Na+、Cl–依赖性膜

转运体基因家族，DAT 主要功能为当多巴胺能神

经元发放冲动后再摄取突触间隙的 DA 终止神经

细胞间的信息传递，在终止递质的作用及维持递

质体内平衡中起到关键作用，当 DA 神经元受损，

可使 DAT 功能和数量下降，因此 DAT 可间接反映

脑内多巴胺能神经元的数量和功能[17]。因此本实

验选择了多巴胺能神经元相应基因 TH、DAT、

GCH1 分析药物对给药后斑马鱼的中枢神经的影

响可能机制。结果显示，斑马鱼多巴胺神经元相

关基因 TH、DAT 和 GCH1 在 300~600 mg·L–1 DAG
作用下，mRNA 转录水平均呈现下调趋势，但 75，

150 mg·L–1 DAG 作用时，基因表达量与对照组相

比无明显差异，该结果提示高剂量 DAG 可能使斑

马鱼的多巴胺能神经元受到抑制，引起斑马鱼幼

鱼运动行为受到抑制，但控制剂量使用则不会对

多巴胺能神经元造成影响。 
Bcl-2 基因家族是细胞凋亡信号传导途中影响

和调控细胞凋亡的关键基因，根据调控细胞凋亡

的不同作用，其分为两大类，即抗凋亡基因(Bcl-2、

Bcl-xl、Bal-w 等)和促凋亡基因(Bax、Bak、Bok 等)，
Bcl-2 和 Bax 是基因家族中经典的一对作用相反的
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凋亡基因，其可形成特定的蛋白二聚体，它们形

成了凋亡的正负调控，比例决定了细胞的凋亡与

否。当 Bax/Bax 二聚体的比例大于 Bax/Bcl-2 时，

促进细胞凋亡，反之凋亡被抑制[18]。在中枢神经

系统中，神经促/抑凋亡基因 Bax/Bcl-2 在神经元的

生长，发育及突触可塑性中具有重要作用，本实

验中，qRT-PCR 结果提示，与对照组相比，Bax/ 
Bcl-2 的 mRNA 表达量比例随着给药浓度增加而上

升，说明细胞处于凋亡状态，提示药物抑制神经

突触形成，对高级神经行为发育障碍具有一定相

关性[19]。 
综上所述，本实验利用斑马鱼模型，在低于

小致死浓度基础上进行 DAG 药物暴露给药，检

测了 DAG 暴露后幼鱼的自主运动，光照刺激的反

射活动等神经功能性障碍，以及 DAG 对斑马鱼脑

部神经细胞凋亡、器官畸形、组织病理学及多巴

胺神经元发育的影响，结果表现出 DAG 剂量依赖

性现象，即低剂量 DAG 对 72 hpf 斑马鱼神经发育

影响不大，高剂量 DAG 对 72 hpf 斑马鱼神经发育

有抑制作用，该结果为 DAG 对中枢神经所产生的

不良反应提供参考，为探讨 DAG 对神经发育毒性

提供线索。 
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