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近年来，维甲酸类药物治疗皮肤病的研究取得显著进展，

研究发现该类药物可用于多种皮肤病的治疗，包括寻常型银

屑病、脓疱型银屑病、痤疮、口腔扁平苔藓、皮肤T细胞淋巴瘤、

顽固性扁平疣等[1]。此外，维甲酸在恶性肿瘤的发生与治疗方

面同样具有重要的作用[2-3]。基于维甲酸类药物的广泛应用，

其药物的临床安全性至关重要。动物灌胃和外用维甲酸后的

致胚胎毒性和致畸性研究较多，但传统动物实验昂贵、耗时，

且体外模型缺乏生物体的生理复杂性，评价不够准确。故采

用快捷、灵敏、高效且在体的方法进行药物安全性评价具有重

要意义。

模式生物斑马鱼（Danio rerio）是近年来进行药物毒性研

究的理想、热门模型。斑马鱼发育速度快，在 1周内即可形成
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摘 要 目的：研究维甲酸对早期发育斑马鱼心脏及骨骼的毒性。方法：将受精后24 h的斑马鱼胚胎作为毒性模型，分别暴露于

含维甲酸 0.1、1、10、25、100 μmol/L 的培养基中，分别于培养 24、48 h 后观察胚胎和幼鱼心脏形态的变化，并计算半数致死浓度

（LC50）；将受精后4 d的斑马鱼幼鱼作为骨骼致畸模型，分别暴露于含维甲酸0.1、1、10、25、50 μmol/L的培养基中，5 d后处死，采用

茜素红对各组斑马鱼骨骼染色，并以显微镜采集图像，观察骨骼染色区域差异。结果：维甲酸对斑马鱼胚胎的孵化能力造成了明

显不利影响，且胚胎在维甲酸暴露过程中均产生了明显的心脏致畸现象。1～100 μmol/L维甲酸均对胚胎和幼鱼产生心脏致畸效

应，胚胎和幼鱼表现出的主要畸形特征有心脏形态线性化、心包水肿、卵黄囊肿胀、血细胞在心区堆积。100 μmol/L维甲酸可抑制

胚胎的孵化能力，且对胚胎和幼鱼造成致死效应，暴露24、48 h后LC50分别为36.44 、23.69 μmol/L。0.1～50 μmol/L维甲酸均使斑

马鱼幼鱼脊柱提前骨化，且骨化程度与维甲酸浓度呈正相关。结论：维甲酸对斑马鱼胚胎和幼鱼具有心脏和骨骼毒性，且与维甲酸的

浓度呈正相关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the cardiac and skeletal toxicity of retinoic acid（RA） in Danio rerio at early life stage.

METHODS：Danio rerio embryos of 24 hours post fertilization（hpf）were used as toxicity model and were exposed under medium

with various concentrations of RA（0.1，1，10，25，100 μmol/L）. The morphology of embryos and larvae hearts were observed

24，48 h after exposed. LC50 was calculated. Danio rerio larvae of 4 days post fertilization（dpf）were used as skeletal deformity

model and were exposed with a series of RA at various concentration（0.1，1，10，25，50 μmol/L）. They were sacrificed 5 d later，

and then Danio rerio skeleton were fixed for staining with alizarin red. The microscopic was used to observe the difference of

stained skeleton area. RESULTS：RA caused significant adverse effects on hatching capabilities of Danio rerio embryos，and the ob-

vious malformation features were produced during the culture process. 1-100 μmol/L RA could cause heart malformation in Danio

rerio embryos and larvae，and the main heart malformation characteristics included heart linearization，pericardial edema，yolksa-

cedema，hemocytes accumulation incardiac region. 100 μmol/L RA could inhibit the hatching capabilities of Danio rerio embryos，

and caused lethal effects on embryos and larvae. The LC50 were 36.44，23.69 μmol/L after exposed for 24，48 h. 0.1-50 μmol/L RA

induced vertebral column sclerotization of Danio rerio embryos and larvae in advance，which was positively associated with the con-

centration of RA. CONCLUSIONS：RA can cause cardiac and skeletal toxicity in Danio rerio embryo and larvae，which is positive-

ly associated with the concentration of RA.

KEYWORDS Retinoic acid；Cardiac toxicity；Skeletal deformities；Danio rerio；Embryo；Larvae
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主要的脏器及代谢酶系，且斑马鱼与人类基因的相似度达到

87％，这意味着在斑马鱼身上实验的结果，在大多数情况下也

适用于人体 [4]。斑马鱼胚胎透明，发育速度快，在受精后 6～

72 h期间经历了原肠胚期、器官形成期、成熟期、孵化期等胚胎

发育的重要阶段；对外界药物刺激敏感，借助显微镜可动态、

直观地观察药物对脏器的毒性[5-6]。故在本研究中，笔者用斑

马鱼为模型动物，观察了维甲酸对早期发育斑马鱼心脏及骨

骼的毒副作用，为其临床合理应用提供实验依据。

1 材料
1.1 仪器

ZEISS荧光倒置显微镜（蔡司光学仪器国际贸易有限公

司）；XW-80A 微型漩涡混合仪（上海沪西分析仪器厂有限公

司）；Nikon Aphaphot-2 YS2显微镜（日本株式会社尼康公司）；

Image Pro Plus 6.0专业图像分析软件（美国Media Cybernetics

公司）；SPX-80生化培养箱（宁波海曙赛福实验仪器厂）；

AB135-S分析天平（瑞士梅特勒-托利多公司）。

1.2 药品与试剂

维甲酸原料药（上海晨易生物科技有限公司，批号：

R6728，纯度：≥98％）；多聚甲醛（成都市科龙化工试剂厂，批

号：20100504）；间氨基苯甲酸乙酯甲磺酸盐（美国 Acros Or-

ganics公司，批号：A0288328）；茜素红（郑州四季化工产品有

限公司）；水为超纯水，其余试剂均为分析纯。

1.3 动物

斑马鱼成鱼（德国Tuebingen品系）来源于南京大学模式

动物研究所。

2 方法
2.1 斑马鱼胚胎的收集和培养

控制斑马鱼成鱼日夜节律，昼夜时间控制在 14 h ∶10 h，饵

料为丰年虾，每日中午饲喂1次。当天开灯后立即将收卵皿置

于鱼缸中，收集受精卵，用巴斯特吸管将受精卵收集于干净培

养皿中，用新鲜的超纯水清洗数次以除去未受精鱼卵、粪便等

残留物，然后放入培养基（含 5 mmol/L NaCl、0.17 mmol/L

KCl、0.33 mmol/L MgSO4、0.33 mmol/L CaCl2）中并转移至生化

培养箱中培养，培养箱温度为（28.5±0.5）℃。

2.2 溶液的制备与给药

2.2.1 维甲酸溶液的制备 分别精密称取维甲酸 3.06 、7.511

mg，加入适量二甲基亚砜（DMSO）溶解并定容至 10 ml 量瓶

中，再用培养基稀释制备成含0.4％ DMSO的维甲酸浓度分别

为0.1、1、10、25、50、100 μmol/L的系列溶液。

2.2.2 给药 将斑马鱼胚胎放入盛有培养基的 24孔板中，继

续置于恒温培养箱中培养。将斑马鱼暴露于维甲酸浓度分别

为0.1、1、10、25、100 μmol/L的培养基中（斑马鱼易通过皮肤和

腔道吸收药物，且斑马鱼幼鱼对DMSO有一定的耐受性[7]，难

溶性药物可用DMSO配制，控制各组培养基含DMSO不超过

0.4％）。

2.3 维甲酸对斑马鱼胚胎和幼鱼心脏的毒性作用

将受精后 24 h的斑马鱼胚胎暴露于含药的培养基中，根

据预试验结果，设定维甲酸不同浓度组（0.1、1、10、25、100

μmol/L）、溶剂对照组（含 0.4％ DMSO的培养基）和空白培养

基组。在 96孔板中预先加入各试验组相应溶液 200 µl，再挑

选受精后 24 h的胚胎，随机放入 96孔板中，每孔放入 20个胚

胎。随后于培养箱中恒温（28 ℃）培养，并分别于培养24、48 h

后观察并记录各实验组斑马鱼胚胎和幼鱼的心脏形态、孵化

率等指标。试验重复3次。采用SPSS 16.0软件计算斑马鱼的

半数致死浓度（LC50）。

2.4 维甲酸对斑马鱼幼鱼骨骼的毒性作用

将受精后4 d的斑马鱼幼鱼放入盛有培养基的24孔板中，

加入培养基1 ml，分为溶剂对照组（含0.4％ DMSO的培养基）

和维甲酸不同浓度组（0.1、1、10、25、50 μmol/L），每组平行设4

孔，每孔放6条幼鱼。将24孔板密封放入恒温培养箱（28.5 ℃）

中培养。每天将每个孔里的培养液用移液枪吸出一半，加入

等体积新鲜培养液，培养过程中斑马鱼幼鱼不喂食。连续培

养 5 d 后处死，将斑马鱼幼鱼用 4％多聚甲醛磷酸盐缓冲液

（PBS）固定24 h，去除多聚甲醛后将斑马鱼幼鱼置于50％乙醇

溶液中10 min，去除乙醇，加PBS润洗3遍。然后加入用0.5％

KOH配制的茜素红染色液，放置过夜，去除染色液，PBS洗去

多余的染液后加入新鲜配制的漂白剂（含 1.5％ H2O2、0.5％

KOH），放置2 h，去除漂白剂后，再加入PBS润洗3遍。分别置

于体积比为3 ∶ 1、1 ∶ 1、1 ∶ 3的0.5％ KOH-甘油混合液中各8 h，

最后保存于纯甘油中 [8]。用荧光倒置显微镜采集图像，并比

较各组斑马鱼幼鱼骨骼染色面积差异，以考察维甲酸的骨骼

毒性。

3 结果
3.1 维甲酸对斑马鱼胚胎和幼鱼的心脏毒性考察结果

3.1.1 维甲酸对斑马鱼胚胎及幼鱼心脏形态的影响 1、10、

25、100 μmol/L维甲酸对斑马鱼胚胎和幼鱼心脏形态均产生了

致畸效应，胚胎和幼鱼表现出的主要畸形特征有心包水肿、卵

黄囊肿胀、血细胞在心区堆积、心脏形态线性化等。显微镜下

可见，1、10、25 μmol/L维甲酸组中，暴露 24 h后斑马鱼胚胎出

现心包水肿症状，血细胞在心区堆积；随着维甲酸作用时间持

续48 h，中毒症状更明显。0.1 μmol/L维甲酸组斑马鱼胚胎及

幼鱼未出现上述中毒症状，与溶剂对照组基本一致。维甲酸

对斑马鱼胚胎及幼鱼心脏形态的影响见表 1。

表1 维甲酸对斑马鱼胚胎及幼鱼心脏形态的影响

Tab 1 Effects of RA on the cardiac morphological of Danio

rerio embryos and larvae

组别
空白培养基组
维甲酸组

溶剂对照组

维甲酸浓度，μmol/L

0

0.1

1

10

25

100

0

暴露24 h后心脏畸形特征

A、D

A、D

A、D

A、D

暴露48 h后心脏畸形特征

A

A、B、C、D

A、B、C、D

A、B、C、D

A、B、C、D

注：A表示心包水肿；B表示心脏形态线性化；C表示卵黄囊肿胀；

D表示血细胞在心区堆积

Note：A means pericardial edema；B means heart linearization；C

means yolksacedema；D means hemocytes accumulation in cardiac re-

gion

3.1.2 维甲酸对斑马鱼胚胎孵化率的影响 斑马鱼胚胎暴露
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于药液 24 h 后，对照组和 0.1、1 μmol/L 维甲酸组胚胎开始孵

化，但10 μmol/L及以上维甲酸浓度组的胚胎没有孵化。暴露

36 h后，25 μmol/L维甲酸组的胚胎也开始孵化，但孵化率仅为

22％，显著低于对照组和其余低浓度维甲酸组。暴露48 h后，

对照组和低浓度维甲酸组的斑马鱼胚胎已全部出膜，但暴露

在 100 μmol/L 组的胚胎完全丧失了孵化能力，且全部死亡。

维甲酸对胚胎孵化率的影响为：高浓度完全抑制；较高浓度使

孵化率降低、孵化时间延长；低浓度对孵化率的影响不大。由

此可见，维甲酸对胚胎孵化率的影响具有一定的量效关系。

25、100 μmol/L维甲酸可抑制胚胎的孵化能力，且对胚胎和幼

鱼造成致死效应：维甲酸暴露 24 h 的 LC50为 36.44 μmol/L，

95％置信区间为 27.64～53.15 μmol/L；暴露 48 h 的 LC50 为

23.69 μmol/L，95％置信区间为 18.51～33.41 μmol/L。受精后

24 h胚胎在不同浓度维甲酸中暴露不同时间对孵化率的影响

结果见图1。

3.2 维甲酸对斑马鱼幼鱼的骨骼致畸作用

不同浓度的维甲酸均能使斑马鱼幼鱼骨骼产生致畸作

用，且随药物浓度增大致畸作用增强，严重时可致幼鱼死亡。

与溶剂对照组比较，低浓度维甲酸（0.1、1 μmol/L）对斑马鱼幼

鱼的致畸作用较弱，但高浓度维甲酸（10、25、50 μmol/L）对斑

马鱼幼鱼骨骼致畸作用较为严重。从茜素红染色区域可以看

出，维甲酸作用过后的斑马鱼幼鱼脊柱提前骨化，结果见图2。

4 讨论

本试验选取受精后48、72 h的斑马鱼胚胎及幼鱼，观察了

维甲酸对斑马鱼胚胎及幼鱼心脏形态方面的毒性。结果显

示，维甲酸浓度越高、作用时间越长，斑马鱼中毒症状越明

显。另采用前期建立的斑马鱼骨质疏松模型相同的处理方

法[9]，以茜素红染色区域反映维甲酸作用后的斑马鱼幼鱼脊柱

骨化畸形。与现有体内、外模型比较，斑马鱼胚胎毒性评价模

型在体化、动态、可视，具有简单、方便、样品用量少、灵敏度高

等优势，为药物研发早期临床前毒性评价提供了新思路与新

方法。

实验结果表明，维甲酸具有强烈的斑马鱼心脏毒性和骨

骼致畸毒性，和现有维甲酸致大鼠骨质疏松的研究结果[10]一

致。这提示维甲酸治疗肿瘤，特别是用于青少年各类皮肤病

治疗时应密切关注其不良反应。
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图2 维甲酸对斑马鱼骨骼产生的致畸作用

Fig 2 Effects of RA on the skeleton of Danio rerio
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图 1 受精后 24 h胚胎在不同浓度维甲酸中暴露不同时间对

孵化率的影响

Fig 1 Effects of different concentrations of RA at different

exposure time on hatchability of the embryos which

embryos were at 24 hpf
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