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摘要 目的 利用斑马鱼胚胎建立人红白血病( HEL) 细胞
异种移植瘤模型，提供研究血液肿瘤的体内行为和实用药物

测试的模型。方法 将 HEL细胞分为空白组和 CM-DiI 组，
CM-DiI组用活细胞示踪剂进行标记; 取野生型斑马鱼培育
繁殖，产胚后将胚胎置于 28 ℃孵育 48 h 至破膜，将破膜后
斑马鱼分为空白对照组、PBS 实验组、HEL 实验组，将 CM-
DiI组细胞，通过显微注射方式移植到 HEL 实验组斑马鱼卵
黄囊中，PBS实验组注射 PBS，再将三组斑马鱼置于 34 ℃温
箱培养，通过体内外增殖实验及体内荧光观察等鉴定模型是

否建立成功; 将鉴定成功的斑马鱼进行阿糖胞苷药物暴露，

分为 50、100、200 nmol /L 组及模型对照组，观察各组浓度药
物暴露后异种移植瘤模型中白血病细胞的增殖及迁移情况。
结果 CM-Dil组与空白组 HEL 细胞增殖状态相近，差异无
统计学意义( P ＞ 0. 05) ; 通过体内外增殖实验证实了 HEL细
胞在斑马鱼体内出现了增殖，而 HEL 实验组斑马鱼存活量
相对于空白对照组和 PBS实验组降低( P ＜ 0. 05) ; 三个浓度
的阿糖胞苷药物暴露组相对于模型对照组细胞增殖降低( P
＜ 0. 05) 。结论 人急性红白血病 HEL 细胞移植入斑马鱼
胚胎后可进行增殖，且增殖活动可被阿糖胞苷干预，证实异

种移植瘤模型建立成功。
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急性红白血病( acute erythroid leukemia，AEL)
属于急性髓性白血病的 M6 型，其特征在于发育异
常的红细胞数量增多与增多的原始粒细胞共

存［1 － 2］，导致造血功能降低、血小板减少、贫血和出
血［3］。目前临床没有针对 AEL的特异性治疗药物，
亟需研发新型药物对 AEL进行有效治疗。
药物的研发离不开理想的动物模型。斑马鱼因

易于繁殖、胚胎透明［4］、免疫系统成熟较晚等特点，
在异种移植方面拥有天然优势。2011 年，Pruvot et
al［5］研究组构建斑马鱼 K562 模型用于药物研发，目
前斑马鱼异种移植模型的研究领域也已从最初的白

血病领域覆盖至黑色素瘤、神经胶质细胞瘤等多个
领域［6］。但既往研究中关于建立 AEL 高通量药物
筛选模型的研究依然欠缺。该研究旨在以人红白血
病( human erythroleukemia，HEL) 细胞建立斑马鱼白
血病模型，同时使用阿糖胞苷药物暴露进行干预为

之后的新型药物筛选及临床化疗方案比选提供实验

基础。

1 材料与方法

1． 1 材料与试剂 本实验中选取野生型 Tubingen
品系斑马鱼作为实验用鱼，由贵州医科大学组织工

程与干细胞实验中心实验室繁殖。人红白血病
HEL细胞由本实验室传代冻存，复苏后传代备用。
活细胞示踪剂 CM-DiI 购自美国 Thermo Fisher Sci-
entific公司; ＲPIM 1640 培养基与新鲜牛血清购自美
国 Gibco公司; 3-乙氧酰基苯胺甲磺酸盐购自上海
阿拉丁生化科技股份有限公司; 2-苯硫脲、甲基纤维
素购自美国 Sigma 公司; 阿糖胞苷购自大连美仑生
物技术有限公司。
1． 2 实验仪器 生化培养箱( 常州市科迈公司) ;
体视显微镜( 日本 Nikon 公司) ; 活细胞工作站( 日
本 Olympus 公司) ; HC-3018Ｒ 高速冷冻离心机( 安
徽中佳科技有限公司) ; 显微注射仪( 美国 Harvard
公司) ; 拉针仪( 日本 Narishige公司) ; 斑马鱼养殖系
统( 北京爱生公司) 。
1． 3 方法
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1． 3． 1 斑马鱼的饲养及胚胎获取 选用性成熟的
野生型 Tubingen品系斑马鱼进行繁殖，于次日收集
受精卵，收集后培养于斑马鱼胚胎培养用水中，受精

后 12 h( 12 hours post-fertilization，12 hpf) 加入含有
0． 003%的 2-苯硫脲的胚胎培养液并置于 28 ℃生化
培养箱中培养，实验过程中遵循实验动物使用的 3Ｒ
原则。
1． 3． 2 细胞培养 复苏冻存的 HEL 细胞，在
ＲPMI 1640 加入 10%的胎牛血清及 1%的双抗，将
细胞置于 37 ℃、5%CO2、饱和湿度细胞培养箱中培
养，选择对数生长期细胞用于实验。
1． 3． 3 活细胞示踪剂 CM-DiI 标记 HEL 细胞 将
处于对数生长期的 HEL 细胞平均分为空白组和
CM-DiI组，CM-DiI组细胞进行 CM-DiI染色，先用复
温的 PBS清洗细胞 3 遍，弃上清液，再加入 1 ml PBS
混匀，加入 20 μl CM-DiI，放入 37 ℃、5% CO2、饱和
湿度细胞培养箱 5 min，再放入 4 ℃ 15 min，取出后
加入磷酸缓冲盐溶液( phosphate buffer saline，PBS)
清洗细胞 3 遍，吸取少量细胞在荧光显微镜下检查
染色是否成功，通过细胞计数检测 CM-DiI 对 HEL
细胞增殖抑制曲线，连续计数 5 d，每组重复 3 次。
1． 3． 4 HEL细胞显微移植 收集 48 hpf 的 Tubin-
gen系野生型斑马鱼胚胎，分为空白对照组、PBS 实
验组和 HEL实验组，3 组孵育温度、光照、数量等均
一致。在注射前，使用 HAＲVAＲD( C-13410) 注射仪
记录从注射针内打出的液滴直径，计数包括注射前

及注射后的 50 个液滴内的细胞数，计算其平均值作
为实验注射的细胞数量; 在注射时，PBS 注射组和
HEL细胞注射组斑马鱼用 0. 05%的 3-乙氧酰基苯
胺甲磺酸盐麻醉，然后将其置于琼脂糖针板上，使用

拨针将斑马鱼摆放为腹部面向针头体位，将经 CM-
DiI标记好的 HEL细胞注入卵黄囊中，经计算，每条
斑马鱼约注射 50 个细胞左右; PBS组斑马鱼胚胎仅
注射 PBS，且除注射样品外实验条件各组均一致。
注射完成后先在 28 ℃温箱中恢复 1 h，再将各组斑
马鱼放在含有 0. 003%的 2-苯硫脲的胚胎培养液中
34 ℃孵育。通过体视显微镜和荧光显微镜对移植
后斑马鱼体内的细胞的增殖扩散进行观察。
1． 3． 5 HEL细胞在斑马鱼体内外增殖检测
1． 3． 5． 1 体内增殖与迁移情况检测 随机选取移
植后的斑马鱼，利用荧光显微镜观察带红色荧光的

HEL细胞在斑马鱼体内荧光分布情况。
1． 3． 5． 2 体外增殖检测 在注射 HEL 细胞后的第
1 天( 1 days post-injection，1 dpi) 、第 3 天( 3 dpi) 、第

5 天( 5 dpi) 从培养皿中随机选择 PBS 注射组、HEL
细胞注射组和空白对照组各 6 条，将其置于 96 孔微
量培养板中匀浆化，每组 1 条，做好标记，每孔滴加
25 μl 胶原酶( 2 U /ml ) 和 25 μl 中性蛋白酶( 60
U /ml) ，均用基础培养液配制，37 ℃孵育 2 h，然后
用 20 μl枪头将整条消化后的斑马鱼吹打成单个细
胞，再将 50 μl 液体用 60 目细胞筛进行过滤，最后
吸取 10%过滤后的细胞悬液滴于血球计数板上，在
荧光显微镜下对带红色荧光的细胞进行计数并记

录，比较实验组第 1、3、5 天的荧光细胞数，同时利用
活细胞工作站拍照，在斑马鱼体外明确 HEL细胞是
否发生增殖。
1． 3． 6 斑马鱼红白血病模型的生存情况检测 观
察 HEL植入后斑马鱼的生长情况及存活状况等。
1． 3． 7 人红白血病移植模型阿糖胞苷药物暴露
荧光显微镜下选取荧光强度大致相同的 HEL 实验
组斑马鱼，将其随机平分到 6 孔板中，分为阿糖胞苷
50 nmol /L 组、阿糖胞苷 100 nmol /L 组、阿糖胞苷
200 nmol /L组、模型对照组。吸干液体，在对应分组
中再加入配制完成的 50、100、200 nmol /L 的阿糖胞
苷溶液 6 ml，模型对照组加 6 ml 含 0. 003%的 2-苯
硫脲的胚胎培养液，将 6 孔板置于铝盒中 34 ℃温箱
中培养。并通过活细胞工作站观察药物暴露第 0、
1、3、5 天四个组中斑马鱼体内的 HEL 细胞增殖情
况，同时在药物暴露的第 0、1、3、5 天每组各取 1 尾
制作单细胞悬液，在荧光显微镜下计数荧光细胞数

量，每组重复 3 次。
1． 4 统计学处理 该实验中的所有实验均使用
GraphPad Prism 8. 0 进行 3 次重复分析和数据分析。
测试数据以 珋x ± s 表示，组间比较采用 t 检验，P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 活细胞示踪剂 CM-DiI标记 HEL细胞 通过
CM-DiI标记 HEL 细胞，统计分析显示，CM-DiI 组
与空白组之间的细胞生长差异无统计学意义( t =
1. 642，P ＞ 0. 05 ) ( 图 1A) ; 而活细胞工作站观察显
示红色荧光细胞的数量随着细胞数量的增加而增

加，并且荧光强度在 7 d内几乎无变化( 图 1B) 。结
果提示 CM-DiI 可用于活细胞标记且对细胞增殖无
明显影响。
2． 2 植入的 HEL 细胞在斑马鱼体内增殖及迁移
在活细胞工作站观察时，注射 HEL细胞的斑马鱼
卵黄囊内有红色的荧光细胞簇，但在其他两组未出
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现。1 ～ 5 d后，在 HEL细胞组中出现了斑马鱼卵黄
囊中发出红色荧光的细胞，随着时间的增加逐渐扩

散充满腹腔并部分到达尾部( 图 2) 。

图 1 CM-Dil标记 HEL细胞后增殖情况
A: HEL 细胞增殖曲线图; B: 经 CM-Dil 标记 HEL 细胞荧光图;

B1 ～ B4: CM-Dil标记后第 1、3、5、7 天

图 2 HEL细胞在斑马鱼体内增殖及迁移情况

红色荧光代表 HEL 细胞团; A: 空白对照组; B: HEL 1 dpi; C:

HEL 3 dpi; D: HEL 5 dpi; E: 5 dpi尾部迁移放大图

2． 3 体外定量计数移植组斑马鱼体内 HEL 细胞
的增殖 在斑马鱼体内对移植的 HEL 细胞的增殖
情况进行分析，并对其进行定量化检测。结果表明，
注射后的第 1 天，斑马鱼荧光细胞的数量为( 200 ±
8) 个 /条，第 5 天为( 420 ± 5 ) 个 /条，细胞数目增加
约为 1. 1 倍( 图 3A) 。在荧光显微镜下对单细胞悬
液进行观察并计数，可见红色荧光细胞数目增多
( 图 3B) 。
2． 4 HEL细胞植入后斑马鱼的行为状态 空白对
照组、PBS注射实验组、HEL 注射实验组每组取 290
条进行实验。在斑马鱼接种 HEL细胞后，实验组斑
马鱼出现游动减少现象。另外分别在 1 dpi和 5 dpi

图 3 HEL细胞体外增殖检测
A: 斑马鱼单细胞悬液中 HEL细胞荧光分布图; 1: 空白对照组; 2

～ 4: HEL注射后第 1、3、5 天; B: HEL注射组斑马鱼单细胞悬液中荧

光细胞增殖曲线图

观察并分析了上述 3 组中存活的斑马鱼。在 1 dpi
时，HEL注射实验组有( 249 ± 5 ) 条存活，PBS 注射
实验组和空白对照组有( 269 ± 4 ) 条存活，前者与后
两组之间差异无统计学意义( t = 3. 584，t = 4. 022，P
＞ 0. 05) 。在 5 dpi时，HEL注射实验组的斑马鱼数
量( 67 ± 3 条) ，明显少于空白对照组( 237 ± 5 ) 条和
PBS注射实验组( 230 ± 5 ) 条，差异有统计学意义( t
= 14. 72，t = 18. 5，P ＜ 0. 05) ，空白对照组和 PBS 注
射实验组在 5 d后斑马鱼的存活率之间差异无统计
学意义( t = 2. 333，P ＞ 0. 05 ) ，结果表明 PBS 及注射
引起的机械操作对斑马鱼的存活率没有显著影响。
斑马鱼用 HEL细胞接种 7 d后全部死亡( 图 4) 。

图 4 HEL细胞注射后斑马鱼生存情况
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图 5 阿糖胞苷药物暴露后斑马鱼体内 HEL细胞增殖及迁移情况
A: 阿糖胞苷药物暴露后 HEL细胞在斑马鱼体内荧光分布图; B: 不同浓度阿糖胞苷药物干预下的斑马鱼体内 HEL细胞增殖曲线图; C: 不

同浓度阿糖胞苷干预后第 5 天斑马鱼体内 HEL细胞增殖柱状图; 与模型对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1

2． 5 人红白血病异种移植模型阿糖胞苷药物暴露
使用荧光显微镜观察时，药物干预后第 1 天( 1

days post-treatment，1 dpt) ，模型对照组斑马鱼卵黄
囊内的红色荧光细胞簇与药物暴露斑马鱼 ( 50
nmol /L) 相比，差异无统计学意义( t = 3. 159，P ＞
0. 05) ，与药物暴露斑马鱼( 100、200 nmol /L 相比，
差异有统计学意义( t = 8. 533，t = 7. 233，P ＜ 0. 05) ;
药物干预后第 5 天发现药物暴露的斑马鱼( 50、100、
200 nmol /L) 体内的红色荧光细胞簇荧光强度相对
于模型对照组减弱，差异有统计学意义( t = 6. 635，t
= 24. 111，t = 34. 671，P ＜ 0. 05 ) ，这表明 HEL 细胞
增殖被抑制( 图 5A) 。单细胞悬液计数显示随着阿
糖胞苷浓度增加，荧光细胞数量降低( 图 5B、5C) 。

3 讨论

AEL又称 AML-M6 变异型。临床上，AEL 患者
通常与其他类型的 AML患者接受相似的治疗，其中

阿糖胞苷是最有效的药物［7］，阿糖胞苷作为一种重

要的抗白血病药物，在体内能干扰 DNA 的合成，从
而抑制白血病细胞的增殖，实现抗肿瘤的药理作

用［8］。但目前仍无针对这种疾病的特定靶向治疗
药物。寻找合适且有效的 AEL 治疗药物成为当务
之急。然而，如何在模式生物体内进行新型药物的
快速安全且有效的验证成为需要解决的问题，美国

科研团队曾将人类肿瘤细胞移植到斑马鱼和小鼠

中，使它们成为癌症患者的替身，并借助其研究癌症

治疗的用药和术后反弹等问题，实验结果表明使用

小鼠作为模型自实验开始到分析结果需要 2 ～ 6 个
月，相比于用斑马鱼耗时更久，花费更高。
斑马鱼作为新兴的异种移植模型，确定具有人

类癌症主要参与者的许多癌基因和肿瘤抑制基因的

同源物［9 － 10］，并且斑马鱼造血系统相关转录因子与

人类高度保守［11］。2017 年，研究者通过将 KG-1 细
胞植入斑马鱼体内构建髓系白血病模型，并通过体

·08· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2021 Jan; 56( 1)



内外检测得出植入的白血病细胞可在斑马鱼体内存

活、增殖及扩散［12］。参照此研究，本实验将经活细
胞示踪剂 CM-DiI标记的人急性红白血病 HEL 细胞
通过显微注射技术植入斑马鱼体内，从而构建斑马

鱼白血病模型，其中涉及的各个参数，包括注射时

期、注射部位、注射细胞数量及注射完毕后放置温度
等均通过参与文献及实际操作得到了最优化［13］。
结果得出移植入斑马鱼体内的 HEL 细胞可发生增
殖及迁移，但是随着细胞增殖越多，斑马鱼的死亡、
畸形增多，而对照组斑马鱼并未致死。进一步使用
阿糖胞苷对 HEL移植组斑马鱼进行了药物暴露，证
实阿糖胞苷对 HEL 细胞增殖出现抑制作用。这说
明该实验成功建立了斑马鱼白血病模型，亦为以后

使用此模型进行新型药物的高通量筛选提供了实验

依据。同时该模型也可用于临床个体化治疗方案比
选［14］，将患者来源白血病细胞移植到斑马鱼体胚胎

内建立人源肿瘤异种移植模型，能更好地保持患者

临床肿瘤的异质性［15］，进行多个化疗方案疗效评

价，进而选取抑制肿瘤细胞最好的化疗方案。因此，
该模型具有较好的应用前景。
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Establishment of a zebrafish xenogeneic model of human erythroleukemia
Wang Yihui1，2，Liu Qing3，Yang Xiaoyan1，2，et al

( 1Center for Tissue Engineering and Stem Cell Ｒesearch，Key Laboratory of Adult Stem Cell
Transformation Ｒesearch，Guizhou Medical University，Guiyang 550004;

2Dept of Pediatrics，Guizhou Medical University，Guiyang 550004; 3Dept of Ｒespiratory and
Critical Care Medicine，Affiliated Hospital of Guizhou Medical University，Guiyang 550004)

Abstract Objective A human erythroleukemia( HEL) cell xenograft model was established using zebrafish em-
bryos to provide a model for studying in vivo behavior and practical drug testing of hematological tumors． Methods
Divide the HEL cells into a blank group and a CM-DiI group． The CM-DiI group was labeled with a live cell tracer．
Wild-type zebrafish were cultivated and reproduced． After embryogenesis，the embryos were incubated at 28 ℃ for
48 h until the membrane was broken． The zebrafish were divided into blank control group，PBS experimental
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group，and HEL experimental group． Cells of CM-DiI group were transplanted into zebrafish yolk sac of HEL exper-
imental group by microinjection，and PBS experimental group was injected with PBS． The three groups of zebrafish
were cultured in an incubator at 34 ℃，and whether the model was established successfully was identified through
in vivo and in vitro proliferation experiments and in vivo fluorescence observation，the successfully identified ze-
brafish were exposed to cytarabine drug，divided into 50，100，200 nmol /L group and model control group，the pro-
liferation and migration of leukemia cells in xenograft tumor models after drug exposure in each group were ob-
served． Ｒesults The proliferation status of HEL cells in the CM-Dil group and the blank group was similar，and
the difference was not statistically significant( P ＞ 0. 05) ． The proliferation of HEL cells in zebrafish was confirmed
by in vitro and in vivo proliferation experiments; The number of zebrafish in the HEL experimental group was lower
than that in the blank control group and PBS injection group ( P ＜ 0. 05) ． Compared with the model control group，
the proliferation of the three concentrations of cytarabine drug exposure group was lower ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion
Human acute erythroleukemia HEL cells can be proliferated after transplantation into zebrafish embryos，and the
proliferative activity can be interfered by cytarabine，confirming the successful establishment of the xenograft model．
Key words zebrafish; acute erythroleukemia; xenograft; human erythroleukemia cell; cytarabine
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幼羊颅骨缺损修复中 LncＲNA的差异性表达及作用
刘 岩1，2，3，邵 国1，2，3* ，张春阳1，2，3

摘要 目的 探讨长链非编码 ＲNA( LncＲNA) 基因在幼羊
颅骨缺损修复的差异性表达及改善颅骨缺损的作用。方法
将 12 只 1 月龄的小尾寒羊分成 2 组: 原生骨组织组、新生
骨组织组，每组 6 只。通过高通量测序检测两组骨组织内
LncＲNA的表达变化，通过 Ｒeal-time PCＲ 验证测序 LncＲNA

表达量的变化。ELISA 法检测血清中碱性磷酸酶( ALP) 和
钙调蛋白( OCN) ; Western blot 检测 Wnt /β-catenin 的蛋白表
达水平。结果 与原生骨组织组相比，新生骨组织中 Ln-
cＲNA ODSM、LncＲNA UCA1 表达上调，LncＲNA H19、Ln-
cＲNA MEG3 的表达下调; 新生骨组织组幼羊血清中 ALP、
OCN的含量升高; 新生骨内的 Wnt /β 蛋白的表达升高。结
论 LncＲNA ODSM、UCA1 可能调控 Wnt /β 信号通路参与
缺损部位颅骨组织的修复。

关键词 长链非编码 ＲNA; 颅骨缺损;Wnt /β-catenin; 碱性磷
酸酶
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颅骨缺损修补是神经外科的一个难题，多种因

素可以影响缺损区颅骨的生长。长链非编码 ＲNA
( long noncoding ＲNA，LncＲNA) 能与 DNA、ＲNA、蛋
白质结合形成由 LncＲNA参与的复杂的基因表达调
控网，进而参与骨损伤后的修复［1］。Bu et al［2］发现
LncＲNA t6 通过下调 miＲ-30a-5p，促进颗粒诱导的
成骨细胞凋亡。碱性磷酸酶( alkaline phosphatase，
ALP) 是一种由骨细胞分泌的磷酸酯酶，在骨组织广
泛存在。骨钙素( osteocalcin，OCN) 可间接反映成骨
细胞的活跃水平。ALP、OCN 的含量反应机体骨组
织的代谢情况。在颅骨组织损伤时，骨的吸收和代
谢因子发生变化，如血清 ALP、OCN 等［3 － 4］。然而
在幼羊颅骨缺损再生中 ALP、OCN 的表达情况还没
有被明确。
该研究通过测序探究在原生、新生骨组织中

LncＲNA的差异性表达与其联系的 MicroＲNA、Wnt /
β调控骨生长的关系，确定差异性表达的 LncＲNA
在幼羊颅骨缺损修复表达调控的意义，为临床上颅

骨缺损的治疗提供新的理论基础。
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