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目的
!

研究吉非替尼对斑马鱼早期胚胎发育及
OGRG0

肿瘤耐药基因表达的影响%方法
!

实验动物采用斑马鱼!实

验分为吉非替尼组'阿霉素和吉非替尼的混合液组'空白对照组%将吉非替尼稀释成不同浓度梯度的药液!分别处理受精后
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$的斑马鱼胚胎!观察胚胎和幼鱼的死亡率'孵化率及畸形率变化%统计各浓度不同时间点的胚胎死亡率!计

算出
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6%

的数值#统计
0/2

B

Q

和
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B

Q

的胚胎孵化率及
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B

Q

的畸形率#收集不同组别的斑马鱼胚胎!通过实时荧光定量
<35
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检测斑马鱼胚胎中
OGRG0

基因的表达量%结果
!

计算出吉非替尼在斑马鱼胚胎中的
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为
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%与对照组比较!高剂

量吉非替尼"

&
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E"M
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$显著抑制胚胎的孵化!并有明显的胚胎致死效应和致畸效应#吉非替尼组的斑马鱼胚胎
OGRG0

基因的

E5F>

水平变化不显著!而阿霉素和吉非替尼的混合液组的
OGRG0

基因的
E5F>

水平有明显变化"
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$%结论
!

吉非替尼

对斑马鱼早期胚胎中
OGRG0

肿瘤耐药基因的表达水平无明显影响"
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$!但是吉非替尼能逆转易耐药药物阿霉素的耐药作

用!提示使用斑马鱼可以构建肿瘤耐药模型%
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肿瘤已成为疾病死因之首#发病率和病死率逐年攀升#因

此肿瘤已成为非常重要的公共健康问题*目前#化疗是肿瘤治

疗的主要方法#而抗肿瘤药物的耐药性是导致肿瘤化疗失败的

主要原因*有研究发现#肿瘤耐药和
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OGR

&转运蛋白家族所介导的细胞药物外排作用密

切相关'

$.1

(

*

OGR

转运体主要是将细胞内的药物外排到细胞

外#减少作用靶点的药物浓度#从而产生耐药性*

OGRG$

是
OGR

转运体亚家族
OGRG

的成员之一#高表达于大部分肿瘤耐药细

胞中'

'.6

(

*对于
OGRG$

基因的研究#目前主要在鼠类及耐药细

胞株中进行'

).-

(

#还少有关于用斑马鱼研究
OGRG$

基因的相关

报道#尤为重要的是目前还没有很好的肿瘤耐药筛选斑马鱼模

型*本研究以斑马鱼为模型生物#将斑马鱼发育早期的胚胎用

抗肿瘤药物#表皮生长因子受体络氨酸激酶抑制剂吉非替尼
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&进行暴露实验#通过实时荧光定量
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&检测斑马鱼
OGRG0

基因在药物暴露下的表达情况*为评

价斑马鱼的
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为在斑马鱼模型中进行抗肿瘤药物筛选打下基础*
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材料与方法
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实验动物
!

斑马鱼由本实验室所饲养的
ICG#,
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K,

品系#

养殖方法参考
WKGDOQ#+2G""P

*每日光照
$12

#黑暗
$12

#

1/c

左右条件下雌雄鱼分缸饲养*采卵时取健康性成熟的斑马鱼

按
$i$

或
$i1

的雌雄比例放入交配缸内#在灯照
%&62

后收

集胚胎*收集的胚胎进行消毒和洗涤后移入装有胚胎培养用

水的一次性平皿中#

1/c

恒温培养箱中进行培养*定时更换

胚胎培养用水并吸出死胚胎#防止影响胚胎正常发育*
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!

主要仪器及试剂
!

仪器!体视显微镜$日本
F#P",

公司&%

生化培养箱$中国科迈公司&%

A#".5O!3̀ h()I7 5KOM.I#EK

8

S
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仪$美国
A#".5O!

公司&%
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*试

剂!吉非替尼$美国
8#

U

EO

公司&%二甲基亚砜$

478b

&购自美

国
8#

U

EO

公司%

I5:W"M

试剂)逆转录试剂
#̀D+L8LDO,!R4F>
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,L2K+#+\#L

$芬兰
I2KDE"
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试剂$美国
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方法
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!

吉非替尼溶液的配制及暴露方法
!

吉非替尼用含
1j

的二甲基亚砜的双蒸水配置成
$%%

%
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的母液#分装#避光

保存于冰箱
0c

备用*实验前#用胚胎培养#用水进行梯度稀

释#配制吉非替尼最终浓度为
%

&

0%

%
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的实验溶液#设置

胚胎培养液为对照组*待胚胎发育到
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&

$&62
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#挑选出健

康的胚胎于
)

孔板中进行暴露#每孔
1%

枚胚胎#加
6E=

溶液#

置于
1/c

恒温光照培养箱中以
$12i$12

光周期培养#每天

换液
'

次#观察并记录胚胎的发育#死亡)孵化和畸形等情况*
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药物暴露剂量与毒性分析
!

根据吉非替尼浓度分为
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$对照组&)
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组)
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组#吉非替尼分别作用于受精后
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&的胚胎#统计分析每个浓度

下
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#

6

个时相胚胎的死亡率)孵化率和畸

形率#绘制致死率)孵化率和畸形率的曲线图#求出半数抑制浓

度*实验每组
$%%

枚胚胎#设置
'

个重复*本实验采用吉非替

尼在斑马鱼胚胎上的半数抑制浓度
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k$)&$/

%
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为吉

非替尼组的暴露浓度%阿霉素的暴露浓度选择
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#

另一实验组为吉非替尼和阿霉素的混合液*阿霉素在斑马鱼

上的毒性筛选#本课题组前期已经完成'
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基因
E5F>

测定
!

根据各时间点斑马鱼胚胎

的死亡率进行统计分析#得到吉非替尼的半数抑制浓度
:3

6%

#

以此药物浓度暴露下的胚胎为实验组%对照组为胚胎培养液处

理组*收集实验组和对照组
10
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个时相的

斑马鱼胚胎各
$%%

枚#置于离心管中*加入
I5:W"M

液#吹碎混

匀#经氯仿)异丙醇)

-6_

乙醇洗涤)晾干#加入适量
4?<3

水溶

解*将所提
5F>

用
#̀D+L8LDO,!R4F>8

S

,L2K+#+\#L

试剂反

转录合成
R4F>

*用
A:b.5>43̀ h()
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试剂反应体系进行扩增#

扩增条件!
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#
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#

1%+

%
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#
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0%

个循环*
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引物由课题组前期合成#基因相对表达量采

用
1

.

##

3L值进行分析#实验重复
'

次*
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统计学处理
!

所有数据统计分析均采用
8<88$)&%

软件

完成#浓度
.

效应曲线通过
bD#

U

#,/&%

软件进行非线性拟合#并

计算出
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*计量资料用
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表示#组间比较采用
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检验#检

验水准
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#以
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为差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A&@
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吉非替尼对斑马鱼胚胎的致死毒性效应
!

观察斑马鱼胚

胎及幼鱼的存活情况#与对照组相比#随着药物浓度的增高#胚

胎死亡率逐渐增加*对照组)

$
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组)
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组和
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组在各个时间点的死亡率相差不大*但是
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组和
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组胚胎死亡率逐渐升高#至
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组死亡率达到
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*根据各时间点的死亡率进行统计分

析#得到吉非替尼的半数抑制浓度
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*各浓

度下不同时间点胚胎的死亡率比较#见图
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图
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暴露于不同浓度吉非替尼的斑马鱼胚胎

及幼鱼死亡率

A&A

!

吉非替尼对斑马鱼孵化率的影响
!

0/2

B

Q

时#与对照组

相比#

6

%

E"M

"

=

组孵化率差异无统计学意义#

$%

)
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)
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组孵化率均显著降低%
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Q

时#

$%
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=

给药组孵

化率差异无统计学意义#
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)
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%
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=

组孵化率均显著降低#

尤其是
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组孵化率为
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#见图
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孵化率%

A
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孵化率

图
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!!

暴露于不同浓度吉非替尼的斑马鱼胚胎孵化率

A&B

!

吉非替尼对斑马鱼发育畸形的影响
!

斑马鱼胚胎在
')

&

-12

B

Q

孵化#高浓度药物对胚胎的孵化有抑制作用*为了便于

观察和统计#选择
$1%2

B

Q

各实验组#对幼鱼的畸形率进行统

计分析*随着药物浓度的增加#幼鱼的畸形率逐渐升高*当药

物浓度为
1%

%

E"M

"

=

时#幼鱼的畸形率为
6'&0-_

%而
0%

%

E"M

"

=

时#幼鱼的畸形率高达
$%%_

#见图
'

*

图
'

!!

暴露于不同浓度吉非替尼的斑马鱼幼鱼畸形率
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A&C

!

吉非替尼对斑马鱼胚胎
OGRG0

基因
E5F>

的影响
!

吉

非替尼组和对照组从
-12

B

Q

开始#

OGRG0

基因
E5F>

水平开

始随胚胎时相的增加而升高#相同时相吉非替尼实验组斑马鱼

胚胎
OGRG0

基因
E5F>

的水平均与对照组无显著变化$

!

'

%&%6

&#见表
$

)图
0

*但是当该浓度下的吉非替尼和临床常用

的易引起耐药的抗肿瘤药物阿霉素的混合液#在
-1

)

()

)

$1%

2

B

Q

这
'

个时相#相同时间点阿霉素和吉非替尼的混合液组斑

马鱼胚胎
OGRG0

基因
E5F>

的水平均较阿霉素组明显降低*

-12

B

Q

阿霉素和吉非替尼的混合液组与阿霉素组比较#差异有

统计学意义$

!k%&%$1%

&%

()2

B

Q

阿霉素和吉非替尼的混合液

组与阿霉素组比较#差异有统计学意义$

!k%&%0$)

&%

$1%2

B

Q

阿霉素和吉非替尼的混合液组与阿霉素组比较#差异有统计学

意义$

!k%&%%)(

&#见表
1

)图
6

*

图
0

!!

不同时相的斑马鱼胚胎
OGRG0

基因的

E5F>

表达变化

表
$

!!

不同浓度吉非替尼各时相的斑马鱼胚胎
OGRG0

基因的
E5F>

水平变化&

Ge>

'

组别
102

B

Q 0/2

B

Q -12

B

Q ()2

B

Q $1%2

B

Q

对照组
%&%%$'e%&%%%) %&%/0%e%&%$-$ $&'60(e%&1'6$ 0&01)0e$&%%(/ $-&)'(/e%&(1%(

吉非替尼
%&%%0%e%&%%1( %&$)'6e%&%1%1 $&0$0/e%&6()) 0&/60/e%&6((- $/&$-()e%&//0)

表
1

!!

不同药物各时相的斑马鱼胚胎
OGRG0

基因的
E5F>

水平变化&

Ge>

'

组别
102

B

Q 0/2

B

Q -12

B

Q ()2

B

Q $1%2

B

Q

阿霉素
%&%6%'e%&%%6% %&$--1e%&%$1% 0&16%$e%&6-() -&-()0e%&1'-( 1$&'16-e%&'06$

阿霉素和吉非替尼
%&%/$/e%&%1)/ %&$6$6e%&%6)) $&61$1e%&)(%% 6&)(-%e%&'((/ $/&060-e%&(-)'

!!

O

!

!

$

%&%6

#

G

!

!

$

%&%$

#与阿霉素组比较

图
6

!!

不同时相的斑马鱼胚胎
OGRG0

基因的

E5F>

表达变化

B

!

讨
!!

论

!!

吉非替尼属于小分子表皮生长因子受体$

?Z̀ 5

&络氨酸

激酶抑制剂#通过与三磷酸腺苷竞争性结合#可抑制
?Z̀ 5

自

磷酸化作用#抑制细胞周期蛋白依赖性激酶活性#使细胞周期

停滞在
Z

$

期*目前吉非替尼广泛应用于晚期非小细胞肺癌

$

F83=3

&治疗的分子靶向药物'

(.$%

(

*

研究发现吉非替尼能明显逆转紫杉醇在过表达
OGRG$

的

细胞株中的耐药性#并增加紫杉醇在过表达
OGRG$

的细胞株中

的药物浓度*由于吉非替尼对
OGRG$

转运功能有抑制作#使药

物外排作用减少#提高细胞内的药物浓度'

$$

(

*吉非替尼在细

胞上的毒性研究及对部分易引起耐药的抗肿瘤药物的逆转耐

药作用有报道#但是吉非替尼在斑马鱼早期胚胎发育的毒性研

究*对斑马鱼
OGRG0

耐药基因表达的影响%对易引起耐药的抗

肿瘤药物阿霉素的耐药性影响少见相关报道*

目前研究提示#

OGRG$

基因与肿瘤耐药关系密切#但其耐

药的详细分子机制及以此为基础筛选新的肿瘤药物的研究模

型还比较局限*目前耐药性的研究主要使用小鼠及耐药细胞

株开展相关工作*由于小鼠生长周期长)使用成本高)基因操

作技术制备模型动物的手段较复杂#使用有一定局限性%耐药

细胞株虽然操作简便#但是不能反映机体整体情况*而斑马鱼

具有胚胎体积小)周期短)胚胎透明)易观察和技术操作容易等

优点#故在胚胎发育毒性研究)药物筛选和新药开发中被广泛

应用#可作为药物临床前安全评估的重要体内模型'

$1.$'

(

*

本课题组前期通过生物信息学分析#发现斑马鱼
OGRG0

基

因与人类耐药相关基因
OGRG$

的氨基酸序列相似度为
)0_

'

/

(

*

有研究报道#斑马鱼
OGRG0

基因与细胞内药物吸收与积累量的

变化情况有关'

$0.$)

(

#但是关于
OGRG0

基因在斑马鱼上具体耐药

机制和有关的肿瘤耐药模型少见相关报道*

本研究对斑马鱼胚胎进行抗肿瘤药物吉非替尼暴露后#急

性毒性实验结果表明吉非替尼对斑马鱼有明显的发育毒性#能

导致斑马鱼发育迟缓和畸变*与对照组相比#低剂量吉非替尼

对斑马鱼胚胎无发育毒性#高剂量吉非替尼显著抑制胚胎孵化

率#并有明显的胚胎致死率和畸形效应*斑马鱼死亡率和畸形

率均随给药剂量的增加和给药时间的延长而升高*通过死亡

率计算出吉非替尼在斑马鱼胚胎发育早期中的
:3

6%

k

$

$)&$/e%&6)

&

%

E"M

"

=

*选用该药物浓度为最大无毒性效应

浓度对各时相的斑马鱼胚胎进行暴露#并收集胚胎*通过实时

荧光定量
<35

方法#检测斑马鱼中
OGRG0

基因的表达情况*

本研究显示#吉非替尼暴露后的斑马鱼胚胎
OGRG0

基因
E5F>

水平与对照组相比#表达无显著差异%而阿霉素和吉非替尼的

混合液与阿霉素单独暴露后的斑马鱼胚胎
OGRG0

基因
E5F>

水平差异显著#混合液组明显降低了斑马鱼胚胎
OGRG0

基因

E5F>

水平*

综上所述#本研究证实了吉非替尼对斑马鱼
OGRG0

基因表

达水平无明显变化#对易引起耐药的抗肿瘤药物阿霉素有逆转
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耐药的作用*说明斑马鱼中的肿瘤药物耐药性与
OGRG0

基因

有关#而人类该耐药机制主要是由
OGRG$

基因发挥作用#故本

实验证实斑马鱼
OGRG0

基因与人的
OGRG$

基因具有较高的同

源性#且斑马鱼的
OGRG0

基因表达水平的变化和同源基因在人

细胞上研究一致*介于人类耐药相关基因
OGRG$

在肿瘤多药

耐药中的重要性#由此推测斑马鱼中
OGRG0

基因表达变化与多

药耐药相关联*因此#本文通过对斑马鱼
OGRG0

基因的研究#

为多药耐药转基因斑马鱼模型建立以及抗肿瘤药物在斑马鱼

模型进行多药耐药性筛选奠定了重要实验基础*因此#可以选

择
OGRG0

为靶基因进行操作#建立斑马鱼肿瘤多药耐药模型开

展相关研究工作*另外#通过研究发现吉非替尼不仅不易引起

耐药#反而对易引起耐药的药物有逆转耐药的作用#因此在以

后的临床用药中#可以考虑用吉非替尼和易耐药的抗肿瘤药物

联合应用于相关的临床治疗#这样可以提高治疗效果*同时#

用斑马鱼构建肿瘤多药耐药模型#为以后新药临床前的耐药性

筛选及临床用药中药物耐药性的评价提供筛药模型*提示临

床用药时#对于易耐药的药物采用像吉非替尼这样逆转耐药的

药物联合运用#提高临床疗效*

由于抗肿瘤药物种类繁多#且发生机制复杂*除吉非替

尼)吉非替尼和阿霉素的混合液外#还需要选用更多不易耐药

的抗肿瘤药物及吉非替尼和更多的易耐药的药物联合运用进

行验证#从而检测耐药相关的基因)蛋白和相关的信号通路#以

期进一步了解
OGRG0

基因在斑马鱼多药耐药中的相关影响*
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