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采用斑马鱼模型评价对乙酰氨基酚的肝脏毒性 
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摘  要：目的  研究对乙酰氨基酚（APAP）对斑马鱼幼鱼的肝脏毒性，并验证斑马鱼模型用于药物肝毒性快速评价的实用

性。方法  以发育 72 hpf 的肝脏荧光转基因斑马鱼幼鱼（L-FABP：EGFP）为实验对象，不同浓度的 APAP 分别处理斑马鱼

幼鱼，于处理后 24、48、72 h，体视显微镜下观察幼鱼的死亡率、肝脏形态学变化和卵黄囊吸收情况，荧光显微镜下观察

APAP 对幼鱼肝脏荧光的影响。结果  APAP 对斑马鱼幼鱼存活率的影响呈剂量和时间相关性。APAP 处理后的幼鱼肝脏形

态出现异常、肝脏颜色变暗，卵黄囊肿。与空白对照组相比，APAP 处理后的幼鱼肝组织 L-FABP 荧光表达明显下降，肝脏

明显萎缩退化。结论  APAP 对斑马鱼幼鱼具有肝脏毒性。肝脏荧光转基因斑马鱼模型快速评价药物的肝脏毒性具有较好的

应用前景。 
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Hepatotoxicity evaluation of acetaminophen using zebrafish model 
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Abstract: Objective  To determine the hepatotoxicity of acetaminophen (APAP) in larval zebrafish and to validate the practicability 
of zebrafish model for rapid assessment of drug hepatotoxicity. Methods  72 hpf liver fluorescence transgenic zebrafish larvae 
(L-FABP: EGFP) were administered with APAP at four dosage series for 24, 48, and 72 h, respectively. Larval zebrafish mortality, liver 
morphology, yolk sac retention, and changes in liver fluorescence were evaluated to study the hepatotoxic effects of APAP. Results  
The effect of APAP on mortality of larval zebrafish was dose- and time-dependent. Larval zebrafish treated with APAP exhibited liver 
malformation, discoloration, hepatatrophia, and vitelline cyst. Compared with the control group, the liver fluorescence intensity 
significantly decreased in the larval zebrafish treated with APAP. Conclusion  APAP could induce the liver damage in larval 
zebrafish. And using zebrafish as a reliable mammal model for screening hepatotoxic agents has good application prospects. 
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药物肝脏毒性问题是医药行业发展的关键问

题，肝毒性研究位于所有药物不良反应研究的首位。

对乙酰氨基酚（acetaminophen，APAP）是临床上

常用的解热镇痛药物，但其肝损伤副作用严重，是

导致急性肝功能衰竭的首要原因[1]。斑马鱼是构建

人类疾病模型和药物高通量筛选研究的重要模式生

物。本实验利用新型模式生物斑马鱼，通过对肝脏

荧光转基因斑马鱼的死亡率、肝脏形态学和卵黄囊

吸收情况的观察，快速评价 APAP 的肝毒性，为利

用斑马鱼进行药物早期肝脏毒性的快速评价与预测

提供科学参考依据。 
1  材料与方法 
1.1  动物 

本实验采用肝脏荧光转基因斑马鱼T3（L-FABP：
EGFP）。斑马鱼的养殖和繁殖参照 Zebrafish Book[2]

的方法。雌雄斑马鱼在照明 14 h/黑暗 10 h、28 ℃ 
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标准条件下分开饲养，定时喂以颗粒状饵料和卤虫。

用卵时，取健康性成熟的斑马鱼，按雌雄 1∶1 或   
1∶2 的比例放入交配缸内，次日 9︰00～10︰00 获

得受精卵。对受精卵进行消毒和清洗后，移入斑马

鱼胚胎培养用水中，28 ℃下控光培养。实验中

APAP 处理组仔鱼定义为在 72 hpf（hours post 
fertilization）应用含不同浓度 APAP 的胚胎培养液

进行处理。 
1.2  试剂及仪器 

APAP 购自盈芯生物科技（上海）有限公司，分

子式 C8H9NO2，质量分数≥98%，用斑马鱼胚胎培养

用水（5 mmol/L NaCl，0.17 mmol/L KCl，0.4 mmol/L 
CaCl2，0.16 mmol/L MgSO4）稀释获得实验所需浓度；

IX51 体视显微镜（美国 Olympus 公司）；SZX16 型

荧光显微镜、DP2—BSW 图像采集系统（美国

Olympus 公司）；斑马鱼养殖饲养系统（北京爱生科

技有限公司）。 
1.3  处理斑马鱼仔鱼的方法 

在斑马鱼发育至 72 hpf，挑选发育正常的斑马

鱼仔鱼，移入 6 孔板的样孔中，每孔 10 尾仔鱼。根

据预实验，设定 APAP 2、4、8、16 mmol/L 浓度组

和对照组（胚胎培养用水），每个浓度组设 3 个重复

孔。随后于光照培养箱中恒温（28 ℃）孵育，连续

给药 3 d，每天换液（换液一半）。分别于施药后 24、
48、72 hpe（hour post exposure）观察并记录各实验

组仔鱼的死亡情况、肝脏损伤情况和卵黄囊吸收情

况。实验重复 3 次。 
1.4  统计学分析 

采用 SPSS16.0 统计软件进行组间方差分析

（ANOVA），以 t 检验作组间比较。 
2  结果 
2.1  APAP 对斑马鱼仔鱼死亡率的影响 

将不同浓度的 APAP 处理幼鱼 24、48、72 h 后，

观察幼鱼的存活情况。如表 1 所示，给药后 24 h 和

48 h，与对照组相比，2 mmol/L APAP 对幼鱼死亡

率无显著性影响。4 mmol/L APAP 在各给药时间段

均引起幼鱼较轻程度的死亡。8、16 mmol/L APAP
在给药 24 h 后即引起幼鱼发生显著性死亡，尤其是

16 mmol/L APAP 在给药后 72 h 导致幼鱼全部死亡。

可见 APAP 对斑马鱼幼鱼存活率的影响呈剂量和时

间相关性。 
2.2  APAP 对斑马鱼仔鱼的肝脏毒性 

体式显微镜下观察，对照组幼鱼肝脏透明，结

构正常；APAP 处理后的幼鱼肝脏形态异常、颜色

变暗，卵黄囊肿。随着给药时间的延长，肝脏中毒

现象更加明显。图 1 为 8 mmol/L APAP 处理 72 h 后

斑马鱼幼鱼肝脏的形态学变化。 
实验中，所用斑马鱼为肝脏标记荧光的转基因

斑马鱼幼鱼（L-FABP：EGFP），利用荧光显微镜观

察 APAP 对斑马鱼肝脏荧光的影响。与对照组相比，

APAP 处理后的幼鱼肝组织 L-FABP 荧光强度明显

下降，肝脏明显萎缩退化，见图 2。 

表 1  给药后 24 、48、72 h 各浓度组幼鱼累积死亡率 
 ( ,± = 30x s n ) 

Table 1  Cumulative mortality of zebrafish larvae in each  
group after administration of 24, 48, and 72 h 
( ,± = 30x s n ) 

死亡率/ % 
组别

剂量/ 

(mmol·L−1) 24 hpe 48 hpe 72 hpe 

对照 — 0 0 0 

APAP 2 3.33±3.33 1.11±1.92 4.44±1.92*

 4 4.44±1.92* 5.56±3.85 11.11±3.85**

 8 8.89±1.92** 56.67±6.67** 61.11±12.62**

 16 35.56±6.94** 75.56±12.62** 100±0.00**

与对照组比较：*P < 0.05  **P < 0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

 

 
a-对照组；b 和 c-8 mmol·L−1 APAP 组；L-肝脏；Y-卵黄囊 

a- control group; b and c- 8 mmol·L−1 APAP group; L- liver; Y- yolk sac 

图 1  斑马鱼幼鱼经 APAP 处理 72 h 后肝脏的形态学变化。 
Fig. 1  Morphology of liver in zebrafish larvae after exposure to APAP for 72 h 
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A-肝脏荧光；B-肝脏总荧光强度 

A- liver fluorescence; B- liver total fluorescence intensity 

图 2  8 mmol·L−1 APAP（分别处理 24 hpe 和 72 hpe）对斑马鱼幼鱼的肝脏生长的抑制作用 
Fig. 2  Inhibitory effect of APAP (8 mmol·L−1) on liver growth (at 24 hpe and 72 hpe) in L-FABP: EGFP zebrafish larvae 

3  讨论 
目前在临床前研究中，主要使用大鼠、小鼠体

内实验和肝细胞体外实验检测药物肝脏毒性。这些

方法有一定的局限性：细胞实验不能准确反映药物

在体内微环境下的活性，现有的动物模型虽然具有

结果可靠、综合全面的优点，但是耗时、耗资、耗

力。因此，建立早期肝毒性评价预测且经济有效的

动物模型已成为国内外高度关注的热点问题[3]。 
近十多年来，国外的研究发现斑马鱼可用于建

立多种人类疾病模型并用于药物毒性研究。斑马鱼

的优势在于：（1）斑马鱼全基因组测序于 2009 年完

成，与人类基因的相似度达 87%。两者在基因和蛋

白质的序列和功能上表现很高的保守性，意味着在

斑马鱼上进行药物毒性试验所得结果在多数情况下

也适用于人体[4]；（2）胚胎体外发育，受精后 24 h，
主要器官原基已形成，相当于 28 d 的人类，实验周

期短；（3）胚胎透明，可在显微镜下直接观察胚胎

发育过程，全程、完整观察药物对其体内器官的毒

性作用，避免处死或解剖动物；（4）物种稳定，个

体差异小，繁殖周期短，饲养方便，费用低。斑马

鱼拥有其他动物所无法相比的优点，其复制出的疾

病与人类疾病有高度相似性，具有可靠性、可控性、

易行性和经济性等特点。采用斑马鱼进行药物肝毒

性评价不仅可减少受试药物的用量，同时可在短期

内进行化合物的毒性机制研究，明显缩短研究周期，

降低研究成本，有助于在细胞和分子水平阐明药物

肝脏毒性作用机制。 
研究发现斑马鱼在 48 hpf 时肝脏形态已初步形

成，而在 60～72 hpf 肝脏迅速生长直至达到合适大

小[5]，因此本实验采用已发育 72 hpf 的肝脏荧光转

基因斑马鱼幼鱼为肝脏毒性评价模型，动态观测

APAP 对肝脏形态、L-FABP 表达以及卵黄囊吸收情

况的影响。APAP 处理后的斑马鱼幼鱼出现肝损伤

现象，表现为肝脏颜色明显变暗、肝组织萎缩。斑

马鱼卵黄囊成分的 70%为中性脂质，主要在肝脏中

代谢，因此卵黄囊大小可作为反映肝功能的指标之

一[6]。本实验中斑马鱼卵黄囊发生吸收延迟现象，

也是 APAP 导致幼鱼肝脏受损的毒性表现。L-FABP
即肝型脂肪酸结合蛋白，是肝脏细胞内长链和支链

脂肪酸的转运载体，专一性分布于肝脏，负责脂肪

酸的转运，可作为早期监测肝细胞损伤的生物标志

物[7]。实验中发现 APAP 导致肝脏荧光转基因斑马

鱼幼鱼肝脏的荧光强度明显减弱，提示 APAP 抑制

L-FABP 表达或导致肝脏细胞发生凋亡。APAP 引起

斑马鱼肝脏毒性的分子机制以及信号通路还有待进

一步的研究。 
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