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РЕЗЮМЕ

В доклинических испытаниях лекарственных средств становится актуальным применение вспомогатель-
ных водных позвоночных моделей, в частности рыб зебраданио (zebrafish, Danio rerio), поскольку исполь-
зование грызунов для биоскрининга лекарственных препаратов существенно ограничивают фискальная 
и регуляторная нагрузки.
Цель работы: анализ эффективности модели зебраданио в доклинических исследованиях лекарственных 
средств, а также обзор текущего состояния ее использования, проблем и перспектив в этой области и опре-
деление стратегических направлений дальнейшего развития доклинического тестирования на зебраданио.
В работе описаны основные тесты на зебраданио, используемые для оценки общей токсичности, выжи-
ваемости эмбрионов и личинок, а также эндокринных нарушений, для широкого спектра малых молекул. 
Выявлены преимущества и недостатки применения зебраданио в доклинических испытаниях нейротроп-
ных соединений. Обозначены методологические подходы повышения эффективности токсикологических 
исследований препаратов на зебраданио. Показано, что в целом использование зебраданио постепенно за-
крепляется в качестве одного из этапов тестирования малых молекул в лабораториях мира. Широкое вне-
дрение данного модельного организма в исследовательскую и доклиническую практику в качестве допол-
нительного (вспомогательного) теста помимо исследований на грызунах позволит существенно ускорить 
разработку новых лекарственных препаратов, а также более полно и адекватно оценивать биологические 
риски воздействия химических веществ.

Ключевые слова: доклинические исследования; токсикологические исследования; зебраданио; Danio rerio; 
лекарственные препараты; биоскрининг
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ABSTRACT

Since fiscal and regulatory constraints substantially limit bioscreening in rodent models, a wider implementation 
of additional alternative models in preclinical studies of medicines is gaining momentum. These alternative mod-
els include aquatic vertebrates, such as zebrafish (Danio rerio).
The aim of the study was to examine zebrafish models in terms of their performance in preclinical studies, their 
current uses, the challenges and opportunities in the field, and strategic directions for the development of pre-
clinical testing in zebrafish.
Here, the authors summarise the key zebrafish tests that are currently used to assess a wide range of small molecules 
for their general and endocrine toxicity and effects on the survival of embryos and larvae. The review discusses the 
strengths and weaknesses of zebrafish models for preclinical testing of neurotropic agents. Additionally, the authors  
overview various methodological approaches to improving zebrafish toxicity testing. Overall, the use of zebrafish 
models is gradually becoming internationally established for laboratory testing of small molecules. A wider imple-
mentation of zebrafish models in pharmaceutical research and preclinical testing as an additional alternative to 
rodents, particularly in Russia, may significantly accelerate the development of novel medicinal products and foster 
a more comprehen sive and adequate assessment of the biological risks associated with chemical substances.
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Введение
Разработка новых лекарственных средств 

(ЛС) является длительным и трудоемким про-
цессом, а количество потенциальных терапев-
тических агентов намного превышает количе-
ство кандидатов, которые достигают стадии 
клинических испытаний [1, 2]. Например, 
до 80% изучаемых соединений не проходят 

доклиническую оценку биодоступности, эф-
фективности и безопасности. При этом чувстви-
тельность существующих тестов на грызунах 
является достаточно низкой (<50%), в результате 
чего нередко возможны ложноотрицательные 
результаты [1, 2]. Изучение рисков, связанных 
с острым и хроническим действием лекарствен-
ных препаратов-кандидатов, становится важной 
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биомедицинской задачей. Решению данных 
задач в России также способствует создание 
отечественных национальных и международ-
ных стандартов доклинического тестирования1.

Еще одна область применения биоскринин-
га — оценка токсичности производимых или экс-
портируемых химических веществ, в том числе 
удобрений, детергентов и промышленных хи-
микатов. В США и странах Европы производство 
и экспорт химикатов строго регулируются за-
конодательством, требуется обязательное те-
стирование токсичности этих веществ2. Особый 
акцент в исследованиях токсичности делает-
ся на тестировании эндокринных процессов 
in vivo и оценке токсичных эффектов препаратов 
как возможных эндокринных дизрапторов (ЭД)3.

В то же время законодательство ведущих 
стран мира требует снизить интенсивность те-
стирования химических веществ на животных4. 
Такой подход ограничивает использование выс-
ших позвоночных, в первую очередь приматов, 
а также грызунов для токсикологических иссле-
дований, в том числе для доклинических испыта-
ний ЛС. Еще один немаловажный аспект докли-
нических исследований — их стоимость, которая 
не только ограничивает масштабы доклиниче-
ского тестирования, но и значительно увели-
чивается, если неэффективность или небез-
опасность ЛС выявляется на поздних этапах 
тестирования. И хотя с сугубо научной точки 
зрения фискальные и регуляторные факторы 
не должны иметь решающего значения, на прак-
тике они, тем не менее, играют важную роль 
при выработке стратегии доклинического те-
стирования малых молекул. За последние годы 
накоплено достаточно данных о возможной оп-
тимизации доклинических исследований путем 
использования вспомогательных альтернатив-
ных животных моделей (табл. 1), в том числе зе-
браданио (zebrafish, Danio rerio) [3–6].

Зебраданио  — небольшая пресноводная 
костная рыба, обладающая консервативными 
физиологическими механизмами и системами, 
а также сходством с человеческими основных 

молекулярных мишеней (примерно на 85%), 
клеток, тканей и органов [3]. Многие анатомиче-
ские характеристики и работа большинства сиг-
нальных систем зебраданио сходны с таковыми 
у человека и млекопитающих [7]. Геном зебра-
данио имеет высокую (примерно 70%) гомоло-
гию с геномом человека [8], а более 80% генов, 
ассоциированных с болезнями человека, имеют 
как минимум один ортолог у зебраданио [9–11]. 
Зебраданио могут использоваться в качестве 
модельного объекта в фармакологии и токсико-
логии начиная с самого раннего периода эмбри-
онального развития [12]. Так, например, эмбри-
оны зебраданио в настоящее время являются 
признанной моделью для оценки токсичности 
малых молекул, особенно потенциальных ЭД, 
а взрослые особи зебраданио широко применя-
ются в различных токсикологических тестах.

Расширение области применения альтерна-
тивных подходов в стандартных исследованиях 
требует весомого обоснования его целесооб-
разности, поскольку они имеют принципиаль-
ные различия и изначально преследуют разные 
цели. Например, цель экологической токсиколо-
гии заключается в установлении гигиенических 
нормативов и допустимых пороговых значений 
токсического воздействия на живые организ-
мы в окружающей среде. Цель лекарственной 
токсикологии — прогноз потенциального токси-
ческого действия на организм человека путем 
экстраполяции данных, полученных в экспери-
ментах in vivo на животных. В настоящем об-
зоре обсуждаются основные тесты для оценки 
воздействия химических веществ, в том числе 
для анализа общей токсичности (острой и хро-
нической), выживаемости эмбрионов и личинок, 
а также репродукции, на зебраданио, которые 
могут быть использованы как быстрый способ 
оценки потенциальных свойств широкого спек-
тра малых молекул in vivo.

Цель работы — анализ эффективности модели 
зебраданио в доклинических исследованиях ле-
карственных средств, а также обзор текущего со-
стояния ее использования, проблем и перспектив 

1 ГОСТ Р 53434-2009. Принципы надлежащей лабораторной практики.
 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 26.11.2019 г. № 202 «Об утверждении Руководства по доклиниче-
ским исследованиям безопасности в целях проведения клинических исследований и регистрации лекарственных препаратов».
2 https://www.gao.gov/assets/gao-07-825.pdf
3 OECD. Test No. 229. Fish short term reproduction assay. OECD Guidelines for the testing of chemicals, Section 2. OECD Publishing; 2012.
 OECD. Test No. 230. 21-day fish assay. OECD Guidelines for the testing of chemicals, Section 2. OECD Publishing; 2009.
 OECD. Test No. 234. Fish sexual development test. OECD Guidelines for the testing of chemicals, Section 2. OECD Publishing; 2011.
 OPPTS 850.1500. Fish life cycle toxicity. Ecological effects test guidelines. EPA712–C–96–122. U.S. Environmental Protection 
Agency; 1996. 
4 https://echa.europa.eu/guidance-documents/guidance-on-reach
 https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/PDF/?uri=CELEX:32010L0063&from=EN



Using Zebrafish in Preclinical Drug Studies: Challenges and Opportunities

Kalueff A.V., Kotova M.M., Ikrin A.N., Kolesnikova T.O.

283Safety and Risk of Pharmacotherapy. 2023. Vol. 11, No. 3

в этой области и определение стратегических 
направлений дальнейшего развития доклиниче-
ского тестирования на зебраданио.

Токсикологические тесты 
на зебраданио

Tест на острую токсичность для эмбрионов 
зебраданио (ZFET)
Тест на острую токсичность для эмбрионов 

зебраданио (Zebrafish Embryo Acute Toxicity 
Test, ZFET) широко используется при иссле-
довании токсичности водных ксенобиотиков 
на ранних стадиях развития рыб. В тесте произ-
водится инкубация эмбрионов с исследуемым 

препаратом в течение 72 или 96 ч, после чего 
оценивают смертность и нарушение развития 
эмбрионов [13]. Каждые 24  ч регистрируют по-
казатели летальности, в том числе коагуляцию 
оплодотворенных яиц, отсутствие образова-
ния сомитов, отсутствие отделения хвосто-
вой почки от желточного мешка и отсутствие 
сердцебиения. В конце периода воздействия 
острая токсичность определяется на осно-
вании положительного результата в любом 
из четырех зарегистрированных показателей, 
а также рассчитывается средняя летальная 
доза LD50 (средняя доза вещества, вызываю-
щая гибель 50% организмов за определенный 

Таблица 1. Фискальная и этическая/регуляторная нагрузка на экспериментальные модели, используемые 
в доклиническом скрининге препаратов in vivo

Table 1. Fiscal and ethical/regulatory constraints on experimental models used in preclinical screening in vivo

Объекты исследований
Study subjects

Интенсивность нагрузки
Burden intensity

США
USA

Европейский союз
European Union

Российская Федерация
Russian Federation

Фискальная нагрузка
Fiscal burden

Приматы / Primates ++++++ ++++++ ++++

Грызуны* / Rodents* ++++ ++++ +++

Зебраданио / Zebrafish
Взрослые / Adults
Личинки / Larvae
Икра / Eggs

++**
+
+

++**
+
+

+***
+
+

Дрозофила / Drosophilae + + +

Нематоды / Nematodes + + +

Этическая / регуляторная нагрузка
Ethical/regulatory burden

Приматы / Primates ++++++ ++++++ +++++

Грызуны* / Rodents* +++ +++ ++

Зебраданио / Zebrafish
Взрослые / Adults
Личинки / Larvae
Икра / Eggs

++**
+
–

++
+
–

–***
–
–

Дрозофила / Drosophilae – – –

Нематоды / Nematodes – – –

Примечание. Число знаков «+» отражает относительную значимость указанного фактора; «–» означает отсутствие существенного 
влияния фактора.
* Крысы и мыши, в том числе линейные и генетически модифицированные модели.
** В настоящее время применимо для организаций, получающих средства из государственных фондов.
*** Для рассмотрения протоколов исследования в различных организациях могут быть созданы этические комитеты.
Note. The number of “+” signs denotes the relative importance of specific factors; “–” denotes the lack of substantial impact.
* Rats and mice, including inbred, outbred, and genetically modified strains.
** Presently applicable to research organisations sponsored from public (governmental) funds.
*** Ethical committees may be established to review research protocols in various organisations.
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срок) [13]. Межгосударственный стандарт, осно-
ванный на использовании метода ZFET, введен 
в действие в качестве национального стандарта 
Российской Федерации с 01.03.20175.

Определение острой токсичности для рыб 
(FAT)
Тест на острую токсичность для рыб (Fish 

Acute Toxicity Test, FAT) широко используется 
для оценки токсичности химических веществ6. 
Рыбы подвергаются воздействию исследуемого 
вещества в течение 96 ч. Смертность регистри-
руется через 24, 48, 72 и 96 ч, определяется 
концентрация исследуемого вещества, вызы-
вающая гибель 50% особей в тестовой группе 
рыб. Межгосударственный стандарт, в котором 
закреплено использование метода FAT, введен 
в действие в качестве национального стандарта 
Российской Федерации с 01.08.20147.

Исследование роста молоди рыб (FJGT)
Исследование роста молоди рыб, или тест 

ювенального роста рыб (Fish Juvenile Growth 
Test, FJGT), используется для оценки влияния 
длительного воздействия химических веществ 
на рост молодых рыб, в том числе зебраданио 
[14]. В период активной фазы роста молодые 
особи помещаются в аквариумы и подвергаются 
воздействию сублетальных концентраций тести-
руемого вещества в воде (обычно в проточных 
или полустатических условиях) в течение 28 сут8. 
В течение теста зебраданио ежедневно оценива-
ют на выживаемость, необычный внешний вид, 
нетипичное поведение и изменение веса. В тесте 
также определяется самая низкая наблюдаемая 
эффективная концентрация вещества, а также 
диапазон неэффективных концентраций [14]. 
Межгосударственный стандарт, в котором за-
креплено использование метода FJGT, введен 
в действие в качестве национального стандарта 
Российской Федерации с 01.08.20149.

Тест краткосрочной репродукции рыб 
(FSTRA)
Оценка токсичности ЭД является важ-

ной задачей токсикологии и фармакологии. 

Наибольший интерес представляют соедине-
ния, способные влиять на стероидогенез, в том 
числе на ароматазу цитохрома Р450, регулиру-
ющую необратимое превращение андрогенов 
в эстрогены [15, 16]. У костных рыб присутству-
ют два гена, cyp19a1a и cyp19a1b, кодирующие 
данный фермент и участвующие в определе-
нии пола и репродукции, а также в нейрогене-
зе [17]. Тест краткосрочной репродукции рыб 
(Fish Short Term Reproduction Assay, FSTRA) про-
водится в несколько этапов. На первом этапе 
(первые 14 сут) оценивается исходный уровень 
репродукции смешанных групп самцов и самок 
в обычных аквариумах, уровень вителлогенина 
и вторичные половые признаки, также может 
оцениваться гистология гонад. Яйца собира-
ют ежедневно в одно и то же время и сортиру-
ют на неоплодотворенные, нежизнеспособные 
(оплодотворенные яйцеклетки, не достигшие 
стадии 16 клеток) и жизнеспособные. В тесте 
определяется процент оплодотворенных и жиз-
неспособных яиц, после чего 50 из них инкубиру-
ются 24 и 96 ч для оценки процента выживаемо-
сти потомства. На втором этапе (на 21 сут теста) 
оценивается уровень репродукции при действии 
исследуемых соединений. Межгосударственный 
стандарт, регламентирующий использование 
метода FSTRA, введен в действие в качестве на-
ционального стандарта Российской Федерации 
с 01.08.201410.

21-дневный тест на рыбах (21-day Fish Assay)
Для оценки эффектов эстрогенов и андро-

генов проводится 21-дневный тест (21-day Fish 
Assay: A  Short Term Screening for Oestrogenic 
and Androgenic Activity, and Aromatase 
Inhibition) на взрослых зебраданио возрастом 
не менее 4 мес. Во время подготовительного 
периода рыб содержат в течение одной неде-
ли в аквариумах, соответствующих тестовым. 
Затем в течение 21 сут рыбы содержатся в воде, 
содержащей исследуемые концентрации ве-
ществ. Далее проводится отбор животных 
(5 самок и 5 самцов) для последующей оцен-
ки уровня вителлогенина, вторичных поло-
вых признаков, общей смертности животных, 

5 ГОСТ 33774-2016. Методы испытаний химической продукции, представляющей опасность для окружающей среды. Острая ток-
сичность для эмбрионов рыбы.
6 OECD. Test No. 203. Fish, acute toxicity test. OECD Guidelines for the testing of chemicals, Section 2. OECD Publishing; 2000.
7 ГОСТ 32473-2013. Методы испытаний химической продукции, представляющей опасность для окружающей среды. Определение 
острой токсичности для рыб.
8 OECD. Test No. 215. Fish, juvenile growth test. OECD Guidelines for the testing of chemicals, Section 2. OECD Publishing; 2000.
9 ГОСТ 32292-2013. Методы испытаний химической продукции, представляющей опасность для окружающей среды. Определение 
токсичности для мальков рыб.
10 ГОСТ 32368-2013. Методы испытаний химической продукции, представляющей опасность для окружающей среды. Оценка репро-
дуктивной способности рыб.
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11 OECD. Test No. 230. 21-day fish assay. A short-term screening for oestrogenic and androgenic activity, and aromatase inhibition. OECD 
Guidelines for the testing of chemicals, Section 2. OECD Publishing; 2009.
12 ГОСТ 32429-2013. Методы испытаний химической продукции, представляющей опасность для окружающей среды. Краткосрочное 
определение ингибирования ароматазы и эстрогенной и андрогенной активности: 21-дневный тест.
13 OECD. Guidance Document on Good In Vitro Method Practices (GIVIMP). OECD Series on testing and assessment, No. 286. OECD 
Publishing; 2018. https://doi.org/10.1787/9789264304796-en

а также любых признаков токсичности (гипер-
вентиляции, нарушения плавания или рав-
новесия, кровотечения, изменения окраски, 
нетипичного замирания или нарушения пи-
щевого поведения)11. Межгосударственный 
стандарт, основанный на использовании теста 
21-Day Fish Assay, введен в действие в каче-
стве национального стандарта Российской 
Федерации с 01.08.201412.

Иммунофлуоресцентный количественный 
анализ разрушения тироксина (TIQDT)
Гормоны щитовидной железы играют важную 

роль в иммунной системе и регуляции роста, 
энергетического метаболизма, стресс-ответа, 
а также пролиферации, дифференцировке, ми-
грации, синаптогенезе и миелинизации нейро-
нов и развитии нервной системы человека и жи-
вотных. Недостаток или избыток тиреоидных 
гормонов во время беременности ведет к раз-
витию у плода тяжелых неврологических и иных 
нарушений, включая умственные расстрой-
ства и кретинизм [18]. Иммуноферментный ко-
личественный анализ разрушения тироксина 
(Thyroxine Immunofluorescence Quantitative 
Disruption Test, TIQDT) на зебраданио представ-
ляет собой быструю и экономичную методику 
тестирования соединений природного и синте-
тического происхождения, способных нарушать 
функции щитовидной железы. Во время теста 
элеутероэмбрионы зебраданио (эмбриональ-
ная стадия, начинающаяся с вылупления и за-
канчивающаяся, когда большая часть или весь 
желток поглощается, и рыба начинает питаться) 
через 48 ч после оплодотворения экспонируются 
с исследуемым соединением. Каждое соедине-
ние и каждая концентрация исследуется в трех 
независимых повторностях минимум на 18  зе-
браданио. Личинки помещаются в культураль-
ные чашки (по одной в ячейку) с добавлением 
2 мл среды, содержащей исследуемое соеди-
нение, и содержатся в стандартных условиях. 
Спустя 3 сут личинки фиксируются, перфузи-
руются и хранятся до иммуногистохимическо-
го анализа с применением антител против T4. 
Далее личинки промываются блокирующим 
буфером и инкубируются с флуоресцентны-
ми вторичными антителами при комнатной 

температуре в течение 2 ч, после чего образцы 
анализируются с помощью флуоресцентного 
микроскопа. Снижение иммунофлуоресценции 
свидетельствует о снижении иммунореактивно-
сти гормонов щитовидной железы в результате 
действия тестируемых ЭД [19].

Тест на токсичность, определяемую 
на протяжении жизненного цикла рыб (FLCTT)
Тест на токсичность, определяемую на про-

тяжении жизненного цикла рыб (Fish Life Cycle 
Toxicity Test, FLCTT), позволяет проанализиро-
вать токсичность химических веществ на раз-
личных возрастных группах зебраданио. Тест 
начинают со взрослых самцов и самок (поко-
ление P), у которых отбирают примерно 50–
100 оплодотворенных икринок до начала ста-
дии гаструляции, которые затем подвергаются 
воздействию не менее 5 различных концентра-
ций исследуемого вещества в проточных усло-
виях. Затем отбирают 25–50 созревших мальков 
первого поколения (F1) и на 21 сут проводят по-
вторную экспозицию в исследуемом веществе. 
В тесте оценивают фертильность эмбрионов F1, 
а также развитие, половое созревание, репро-
дукцию и жизнеспособность их потомства (поко-
ление F2). В исследованиях ежедневно отмеча-
ют признаки аномального поведения взрослых 
рыб, в том числе нескоординированное плава-
ние, потерю равновесия, нетипичное замирание 
(фризинг) и нарушение пищевого поведения.

Расширенный тест на воспроизводство 
одного поколения зебраданио (ZEOGRT)
Расширенный тест на воспроизводство од-

ного поколения зебраданио (Zebrafish Extended 
One Generation Reproduction Test, ZEOGRT)13  — 
комплексный тест, основанный на мониторинге 
нескольких поколений зебраданио после воз-
действия химического агента на первое из них 
(F0) во взрослом состоянии в течение 4 нед. Тест 
применяют для оценки экологической опасно-
сти и рисков химических веществ, в том числе 
ЭД, оценивая после 15 нед. у потомства рыб 
F0 (поколение F1) вылупление, рост, выживае-
мость, плодовитость самок, фертильность сам-
цов, а также уровень вителлогенина в печени, 
строение анального плавника (маркер гендера), 
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гистологию гонад и гистопатологию почек, пе-
чени и гонад особей каждого пола. После этого 
от половозрелых рыб F1 получают потомство 
(поколение F2), у которого на стадии 2-не-
дельных мальков оценивают те же параметры, 
что и у F1. В течение всего теста рыбы всех по-
колений подвергаются воздействию препаратов 
в рамках общего 19-недельного протокола14.

Детекция веществ, действующих через 
эстрогенные рецепторы, с использованием 
трансгенных эмбрионов зебраданио 
cyp10a1b GFP (EASZY)
Среди токсических ЭД человека особо вы-

деляют соединения, действующие как агони-
сты рецептора эстрогена, в том числе природ-
ные и синтетические эстрогены 17β-эстрадиол, 
эстрон и 17α-этинилэстрадиол, поскольку они ин-
тенсивно попадают из сточных вод в водные 
экосистемы [20–22]. Трансгенные зебраданио 
cyp19a1b-GFP экспрессируют флуоресцентный 
белок, управляемый промотором гена мозговой 
ароматазы cyp19a1b и находящийся в клетках 
радиальной глии, и используются для оценки 
эстрогенной активности ксеноэстрогенов и фи-
тоэстрогенов [23]. В тесте на детекцию веществ, 
действующих через эстрогенные рецепторы, 
с использованием эмбрионов данных трансген-
ных зебраданио (Detection of Endocrine Active 
Substances, acting through estrogen receptors, us-
ing transgenic tg(cyp19a1b:GFP) Zebrafish embrYos, 
EASZY), оплодотворенные икринки подвергают 
воздействию тестируемого вещества в течение 
96 ч. Эмбрионы хранят в термостате при тем-
пературе 28  °С, после чего головы личинок зе-
браданио фотографируют сверху с помощью 
флуоресцентного микроскопа. При воздействии 
на трансгенных зебраданио синтетических 
и природных стероидных эстрогенов наблю-
дается значительная индукция флуоресценции 
GFP в развивающемся мозге эмбрионов [24].

Тест на половое развитие рыб (FSDT)
Тест на половое развитие рыб (Fish Sexual 

Development Test, FSDT) предназначен для оцен-
ки химических веществ-ЭД по индукции у рыб ви-
теллогенина, гистологическим изменениям в гона - 

дах и динамике соотношения полов15. После опло-
дотворения икринки зебраданио помещаются 
в аквариум с тестируемым веществом на 60 сут 
при температуре 28±1 °С. На 38 сут после вылуп-
ления проводится отбор рыб для оценки уровня 
вителлогенина. На 60 сут эксперимента оставши-
еся рыбы выводятся из эксперимента и фиксиру-
ются для дальнейшего гистологического анализа 
гонад и подсчета соотношения полов. Гонады 
классифицируются как семенники или яичники 
на основании наличия сперматогенных клеток 
или ооцитов соответственно. Концентрация ви-
теллогенина определяется с помощью иммуно-
ферментного анализа и поликлональных аффин-
но-очищенных антител против липовителлина 
зебраданио. Межгосударственный стандарт, осно-
ванный на использовании модифицированного 
FSDT, введен в действие в качестве национального 
стандарта Российской Федерации с 01.09.201616.

Тест на токсичность для рыб на ранней 
стадии жизни (FELT)
Тест на токсичность для рыб на ранней ста-

дии жизни (Fish Early-Life Stage Toxicity Test, 
FELT) является наиболее часто используемым 
тестом для оценки хронических эффектов хими-
ческих соединений, которые не являются ЭД17. 
Оплодотворенные икринки зебраданио (30 шт.) 
через 3 ч после оплодотворения помещаются 
в чашки Петри, содержащие исследуемые со-
единения, на 5 сут. После экспозиции с исследу-
емым препаратом подсчитываются доля вылуп-
ления, время всплытия, выживаемость личинок, 
морфология, поведение и длина тела, сырой 
и сухой вес тела. Визуальную оценку морфоло-
гии и поведения проводят ежедневно с помо-
щью стереомикроскопа. Кроме того, оценивает-
ся вздутие и пигментация плавательного пузыря, 
а также поведенческие реакции — всплывание, 
спонтанное плавание, аномальное плавание 
с поднятым или опущенным хвостом, зависание 
в вертикальном положении на дне, заваливание 
набок (атаксия, потеря равновесия) и лежание 
на боку [25]. Межгосударственный стандарт, 
в котором закреплено использование FELT, вве-
ден в действие в качестве национального стан-
дарта Российской Федерации с 01.08.201418.

14 ГОСТ 33774-2016. Методы испытаний химической продукции, представляющей опасность для окружающей среды. Острая токсич-
ность для эмбрионов рыбы.
15 OECD. Test No. 234: Fish Sexual Development Test. OECD Guidelines for the testing of chemicals, Section 2. OECD Publishing; 2013.
16 ГОСТ 33638-2015. Методы испытаний химической продукции, представляющей опасность для окружающей среды. Испытания по 
воздействию на половозрелость рыб.
17 OECD. Test No. 210: Fish, Early-life Stage Toxicity Test. OECD Guidelines for the testing of chemicals, Section 2. OECD Publishing; 2013.
18 ГОСТ 32294-2013. Методы испытаний химической продукции, представляющей опасность для окружающей среды. Определение 
токсичности для рыб на ранних стадиях развития.
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Тест на биоаккумуляцию соединений, 
содержащихся в пище или воде
Данный тест (Bioaccumulation in Fish: Aque-

ous and Dietary Exposure Test) предназначен 
для определения потенциала биоконцентра-
ции веществ в организме рыб при воздействии 
вещества, растворенного в воде или попада-
ющего в организм с пищей в проточных усло-
виях19. Используются взрослые особи одного 
возраста. Тест состоит из двух фаз: непосред-
ственно во время воздействия (обычно 28 сут) 
и после него. При проведении второй фазы те-
ста зебраданио переносят в среду, свободную 
от тестируемого вещества, или кормят обыч-
ным кормом. Тест на биоконцентрацию с пищей 
используется для веществ, введение которых 
в водной среде невозможно или нецелесооб-
разно. Тест повторяется трижды в каждой фазе. 
Для растворенного в воде вещества оценива-
ют коэффициент биоконцентрации (bioconcen-
tration factor, BCF), а при введении веществ 
с пищей определяют коэффициент биоусиле-
ния (biomagnification factor, BMF), отражающие 
общую концентрацию исследуемого соедине-
ния в организме рыбы, отнесенную к общей сы-
рой ее массе20.

Иные тесты на токсичность у рыб
Некоторые существующие международные 

стандарты тестирования химических веществ, 
например, 14-дневный тест на долговремен-
ную токсичность у рыб, оценивающий общую 
летальность (Fish, Prolonged Toxicity Test: 14-
Day Study), утратили силу21. При этом межго-
сударственный стандарт, регламентирующий 
использование теста на основе 14-Day Study, 
действует в качестве национального стан-
дарта Российской Федерации с 01.08.201422. 
Целесообразность отказа от данного теста 
в ряде стран не очевидна.

В целом, приведенные тесты широко приме-
няются при токсикологических исследованиях 
химической продукции, однако относительно 
реже — для анализа ЛС.

Дополнительные аспекты 
биоскрининга фармакологической 
активности препаратов 
на зебраданио

Использование личинок зебраданио 
для тестирования препаратов
На сегодняшний день отсутствуют регулятор-

но принятые стандарты тестирования зебрада-
нио в контексте специфических биомедицинских 
доменов, например, кардио-, нефро- или нейро-
токсичности. Тем не менее зебраданио активно 
применяются в подобных исследованиях, в том 
числе проводимых в ведущих национальных 
биомедицинских (например, Национальные 
институты здоровья США, NIH23) и токсикологи-
ческих (например, Food and Drug Administration 
(FDA) National Center for Toxicological Research, 
NCTR24) центрах. Зебраданио также успешно 
используются для моделирования различных 
болезней мозга человека и оценки потенциаль-
ных фармакологических агентов для их терапии. 
Например, на рыбах разработаны многочислен-
ные модели нейродегенеративных заболеваний 
[26], эпилепсии [27], аффективных расстройств 
[28] и аддиктивных состояний [29]. Существует 
целый ряд генетических [30–34] и фармакологи-
ческих [35] моделей болезни Альцгеймера с ис-
пользованием зебраданио.

Тестирование нейротропных препаратов про-
водится как на взрослых особях, так и на личин-
ках зебраданио [3]. Например, у последних 
можно оценивать двигательную активность, 
уровень тревожности и зрительно-моторную 
реакцию. Двигательная активность зебраданио 
проявляется начиная с 17 ч после оплодотво-
рения, и к 48 ч после оплодотворения личинки 
демонстрируют координированное плавание 
[36]. Для оценки локомоторной активности 
личинки помещают индивидуально в многолу-
ночный планшет и анализируют различные па-
раметры движения, например общее пройден-
ное расстояние и среднюю скорость движения 
[37–39]. Данный тест может использоваться 
в качестве первичного скрининга при анализе 

19 OECD. Test No. 305: Bioaccumulation in fish: Aqueous and dietary exposure. OECD Guidelines for the testing of chemicals, Section 3. 
OECD Publishing; 2012.
20 ГОСТ 32473-2013. Методы испытаний химической продукции, представляющей опасность для окружающей среды. Определение 
острой токсичности для рыб.
21 https://www.oecd.org/env/ehs/testing/E204_Fish_Prolonged_Toxicity_Test.pdf
22 ГОСТ 32428-2013. Методы испытаний химической продукции, представляющей опасность для окружающей среды. Определение 
хронической токсичности для рыб: 14-дневный тест.
23 Burke E. Why use zebrafish to study human diseases? https://irp.nih.gov/blog/post/2016/08/why-use-zebrafish-to-study-human-
diseases
24 Zebrafish make a splash in FDA research. FDA; 2013. https://www.zeclinics.com/wp-content/uploads/2016/05/zebrafish_0413.pdf

https://irp.nih.gov/blog/post/2016/08/why-use-zebrafish-to-study-human-diseases
https://irp.nih.gov/blog/post/2016/08/why-use-zebrafish-to-study-human-diseases
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эффективности противосудорожных препара-
тов [40] и при оценке уровня тревожности, о чем 
может свидетельствовать хаотичное плавание 
или замирание [41]. Другим показателем уровня 
тревожности является фототаксис (тревожные 
личинки зебраданио характеризуются положи-
тельным фототаксисом, выходя из темных обла-
стей в освещенные) [42]. Данные поведенческие 
тесты могут использоваться для изучения препа-
ратов, направленных на коррекцию различных 
патологических состояний, а также для оценки 
их рисков [43, 44].

Личинки зебраданио могут применяться 
для оценки офтальмотоксичности. Например, 
в тесте зрительно-моторной реакции личин-
ки рыб помещаются в условия с чередованием 
светлых и темных полей, где регистрируется их 
локомоторная активность  — следование за оп-
тическим потоком [45, 46]. Еще одним методом 
анализа состояния зрительной системы личинок 
зебраданио является оценка врожденных опто-
кинетических реакций (движение глаз в направ-
лении оптического потока) [36]. В обоих тестах 
при действии офтальмотоксических агентов 
нормальные реакции зебраданио в данных те-
стах нарушены.

Нейрофенотипические тесты на взрослых 
зебраданио
Для оценки влияния препаратов на поведе-

ние взрослых зебраданио обычно адаптируются 
тесты, традиционно применяемые на грызунах 
[4, 47–49]. Например, в незнакомых условиях 
в тесте открытого поля реализуются две стра-
тегии  — оценка риска и ориентировочно-ис-
следовательское поведение [50]. Аналогичным 
ему тестом у рыб является тест незнакомого 
аквариума, где защитная реакция зебраданио 
проявляется в стремлении уйти в придонную 
область и замереть [51, 52]. Для оценки стресса 
у рыб используется и тест черно-белой каме-
ры, где взрослые особи (в отличие от личинок) 
предпочитают более безопасную темную зону 
[51, 53, 54]. Тест построения косяка также мо-
жет применяться для изучения тревожности рыб 
[55]. Показано, что расстояние между отдель-
ными особями в косяке зависит от уровня бес-
покойства рыб, более высокой в более плотной 
стае [56, 57].

Возможность нарушений когнитивных функ-
ций зебраданио при действии препаратов про-
водится с использованием различных аква-
тических (крестообразного, Т- и У-образных) 
лабиринтов [58, 59]. Тесты с использованием 

Т-образного и крестообразного лабиринтов слу-
жат для оценки долговременной памяти и ис-
пользуются в различных парадигмах обучения 
зебраданио. Для оценки когнитивных феноти-
пов рыб, в том числе при действии токсических 
препаратов, также можно использовать тест 
пассивного избегания [60, 61] и целый ряд дру-
гих акватических когнитивных тестов [58].

Перспективы применения моделей 
зебраданио как дополнительных 
методов доклинического 
скрининга

Испытание на острую токсичность 
в акватических моделях является требованием 
большинства законодательных актов в Европе 
и других странах по химическим веществам, их 
производству и экспорту. При этом, в отличие 
от ЛС, испытание на хроническую токсичность 
химической продукции требуется, если ре-
зультаты острого испытания указывают на зна-
чительные риски. Поскольку по своей научно-
практической значимости модели на разных 
стадиях развития зебраданио соответствуют 
данным практическим запросам, представляет-
ся целесообразным сформулировать ряд пер-
спектив дальнейшего развития данной области 
как в научном, так и прикладном аспектах.

В настоящее время активно обсуждается 
интеграция традиционных токсикологических 
скрининговых методов с новейшими достиже-
ниями омиксной биологии [62]. Например, кон-
цепция интегрированных подходов к тестирова-
нию и анализу (Integrated Approaches to Testing 
and Assessment, IATA) объединяет различные на-
боры токсикологических данных (in silico, ex vivo, 
in vitro) для оценки риска с тем, чтобы умень-
шить потребность в тестировании на животных, 
в то же время существенно обогатив получен-
ные данные за счет включения протеомных, ге-
номных и метаболомных профилей препаратов 
[62]. И хотя применение данных подходов уни-
версально и будет способствовать эффективно-
сти всех видов доклинических испытаний, в том 
числе и на традиционных моделях, их исполь-
зование на зебраданио (в сочетании с их потен-
циалом высокопродуктивного скрининга) пред-
ставляется особенно перспективным. Можно 
ожидать, что применение для подобных иссле-
дований зебраданио на всех стадиях их разви-
тия обусловит модернизацию системы доклини-
ческого тестирования за счет усиления данными 
молекулярной биологии, биохимии, а также си-
стемной биологии.
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При работе с зебраданио необходимо учиты-
вать их особенности как модельного организма 
[6]. В частности, зебраданио обладают хоро-
шей нейрорегенерацией во взрослом возрасте, 
что может помешать при тестировании терапев-
тических препаратов против нейродегенера-
ции, так как в этом случае может быть сложно 
выявить причину улучшения — действие ли это 
препарата или же произошла нейрорегенерация 
[63]. Модель зебраданио находит успешное при-
менение в качестве платформы для скрининга 
препаратов с высокой пропускной способно-
стью (high-throughput screening, HTS). Такой 
подход стал возможен не только благодаря 
преимуществам модельного объекта (например, 
на личинках зебраданио можно тестировать ты-
сячи препаратов в день), но и за счет развития 
технологий, в том числе роста вычислительной 
мощности компьютера и развития инструментов 
регистрации, генерирующих данные с высоким 
пространственным и временным разрешением 
[64, 65]. Токсические эффекты при этом оцени-
ваются не только по уровню смертности, но так-
же и по другим (физиологическим) признакам, 
например по активности антиоксидантной си-
стемы организма [66].

Использование взрослых животных 
для оценки токсичности веществ требует уве-
личения времени экспозиции и вызывает сниже-
ние производительности скрининга. Несмотря 
на данные ограничения, применение взрослых 
особей зебраданио в тестировании малых мо-
лекул является крайне важным с биологиче-
ской точки зрения и должно активно внедрять-
ся в практику наравне с использованием более 
производительных платформ на личинках рыб. 
Это обеспечит, например, более адекватную 
тест-систему (с точки зрения зрелости физиоло-
гических систем) для оценки эффектов препара-
тов на организм взрослого человека, чем тести-
рование на личинках рыб. Кроме того, при таком 
подходе учитывается тот факт, что тестирование 
эффектов ведется на глобальной популяции (где 
взрослые особи преобладают), а не избиратель-
но (например, на педиатрической популяции).

Определенную сложность при тестирова-
нии веществ на акватических моделях вызыва-
ет необходимость отличать общую токсичность 
препаратов от возможных более специфических 
аспектов действия, например их активности 
как ЭД. Решению данной задачи будет способ-
ствовать расширение спектра изучаемых профи-
лей веществ, в том числе путем включения дру-
гих физиологических систем в биоскрининговые 

платформы, что позволит сформировать базы 
знаний по ткане- или системоспецифичным 
фенотипам для анализа в акватических тестах. 
Например, как уже отмечалось, зебраданио хо-
рошо подходят в качестве модели для анализа 
нормальных и патологических процессов мозга 
[67, 68], поскольку при относительной просто-
те центральной нервной системы отличаются 
сложностью фенотипов, достаточной для изуче-
ния поведенческих процессов и эффективного 
биоскрининга [63].

Использование современных систем видео-
регистрации позволяет анализировать широ-
кий спектр фенотипов зебраданио, включая 
показатели общей активности, направленность 
движения, его угловые характеристики, а так-
же особую геометрию паттернов плавания (ме-
андр, ротации, угловая скорость и др.) [69, 70]. 
Возможность одновременной регистрации 
активности нескольких зебраданио в группе 
также позволяет анализировать социальное 
и тревожное поведение [71], а разработанные 
автоматизированные системы введения препа-
ратов, подачи подкрепления (корма) и компью-
терного предъявления стимулов (например, со-
циального подкрепления в виде показа группы 
рыб или в аверсивных моделях при экспозиции 
образа или видео хищника на экране) [72] су-
щественно оптимизируют процедуры тести-
рования, стандартизируют исследования [63] 
и обеспечивают эффективный сбор, надеж-
ность и воспроизводимость полученных дан-
ных [73, 74].

Применение данных подходов будет способ-
ствовать эффективности всех видов доклиниче-
ских испытаний, в том числе на традиционных 
моделях, при этом их использование на зебра-
данио (в сочетании с потенциалом высокопро-
дуктивного скрининга) представляется особенно 
перспективным. Более того, локомоцию зебра-
данио, в том числе при действии различных 
химических препаратов, возможно регистриро-
вать в трехмерном (3D) пространстве [75]. Это 
особенно важно для тестирования нейротроп-
ных препаратов, так как рыбы (в отличие от че-
ловека и грызунов) обладают трехмерной локо-
моцией, свободно плавая в толще воды по всем 
трем осям Х–У–Z. Таким образом, по сравнению 
со стандартными моделями у зебраданио име-
ется дополнительное пространственное изме-
рение для экспрессии их поведенческих пара-
метров [63], некоторые из которых (например, 
атаксия, спиральное плавание и циркуляции) 
в 3D могут отражать токсичность препаратов 
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и легко регистрируются на зебраданио в ходе 
биоскрининга.

Использование систем искусственного ин-
теллекта (ИИ) приобретает особую популяр-
ность в последние годы в биомедицинских 
исследованиях [76] и может быть применено 
к тестированию препаратов на рыбах. Например, 
системы ИИ, работающие с визуальными данны-
ми (видеофайлами или изображениями), способ-
ны детектировать пространственные паттерны 
поведения зебраданио (особенно в 3D) и ана-
лизировать наблюдаемые эффекты [77]. Также 
существует возможность проводить мониторинг 
сразу нескольких точек тела рыбы, включая нос, 
центр тела и хвост, что не только экономит вре-
мя при оценке базовых поведенческих паттер-
нов, но и позволяет оценивать сложные формы 
поведения и проводить количественный ана-
лиз двигательной активности [63]. Кроме того, 
можно использовать алгоритмы машинного 
обучения для анализа поведенческих паттер-
нов рыб [75] на основе библиотек траекторий 
движения при введении нейротропных агентов 
разных классов. Далее создается система ИИ 
(нейросеть), которая тестируется на препаратах 
с разным фармакологическим профилем дей-
ствия [77]. При сравнении пространственных 
паттернов такие системы могут автоматически 
классифицировать активность новых фармако-
логических агентов и тем самым существенно 
облегчать отбор соединений с потенциальными 
свойствами [63].

Используя двух- или трехмерные локомо-
торные данные, ИИ также может быть обучен 
детектировать специфические паттерны рыб, 
имеющие отношение к острой или хронической 
токсичности препаратов. Например, признаки 
общей атаксии (заваливание на бок) и аномаль-
ного плавания (гиполокомоция, вертикальное 
зависание, винтовое или циркулярное плавание) 
в полной мере могут распознаваться и анализи-
роваться у зебраданио системами ИИ. При этом 
применение данных систем не ограничивается 
только тестированием нейротропных препара-
тов на поведение рыб  — например, ИИ может 
также быть применен в акватических моделях 
для анализа цитологических или морфологиче-
ских эффектов тестируемых препаратов, а так-
же для многомерной интеграции поведенческих 
и иных данных. Возможность одновременного 
мониторинга множества организмов (например, 
стай рыб), а также высокая производительность 
тест-систем на зебраданио позволят более пол-
но (по сравнению с другими, традиционными 

моделями) использовать потенциал данной 
акватической модели для создания платформ 
на основе ИИ.

Перспективным представляется использова-
ние различных методов визуализации для про-
ведения токсикологических исследований пре-
паратов, например функционального магнитного 
резонанса (fMRI), позитронно-эмиссионной то-
мографии (PET), оценки экспрессии ранних про-
тоонкогенов, а также различных молекулярных 
сенсоров, например генетически кодируемых 
кальциевых индикаторов (genetically encoded 
calcium indicators, GECIs) [78]. Одним из них яв-
ляется модулируемый кальцием фотоактивиру-
емый рациометрический индикатор (calcium-
modulated photoactivatable ratiometric integrator, 
CaMPARI), который изменяет свой цвет от зеле-
ного к красному при повышении уровня кальция 
в нейронах [78]. Применение данного индикато-
ра в сочетании с поведенческим анализом дей-
ствия ряда токсических веществ на личинок зе-
браданио выявило как чувствительность модели 
к действию токсических веществ, так и некото-
рые расхождения в поведенческих и кальцие-
вых ответах [78]. Это обстоятельство указывает, 
что простые неврологические тесты на зебра-
данио могут быть недостаточны для понимания 
профиля токсичности препарата, требуя их инте-
грации с молекулярно-генетическими маркера-
ми как стратегии доклинического тестирования. 
Небольшие размеры тела и отдельных органов, 
оптическая прозрачность личинок и отдельных 
линий взрослых рыб (например, линии casper), 
а также существенная прозрачность кожи голо-
вы и черепа позволят более полно (чем на тра-
диционных моделях на грызунах) использовать 
зебраданио для тестирования препаратов с ис-
пользованием методов неинвазивного биоима-
джинга.

Отличительной особенностью зебраданио 
от человека и других млекопитающих является 
наличие нескольких (чаще двух) копий многих 
генов, появившихся в результате дополнитель-
ного цикла дупликации генома у костных рыб 
[79]. Так, около 20–25% человеческих генов 
гомологичны двум и более родственным па-
ралогам зебраданио [80, 81]. На сегодня лишь 
некоторые из таких генов изучены и функци-
онально охарактеризованы, и недостаток ин-
формации о таких дуплицированных генах-ор-
тологах осложняет использование зебраданио 
в трансляционной биомедицине [63]. Более 
того, для моделирования генетически обуслов-
ленных расстройств с потерей функции гена 
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необходимо инактивировать оба паралога у зе-
браданио [82]. Например, только мутации, нару-
шающие работу обоих ортологов гена TDP-43, 
ответственного за развитие амиотрофического 
склероза, приводят к появлению у зебраданио 
фенотипа мышечной дегенерации [10, 82].

Вместе с тем наличие дублированных копий 
одного гена может стать и большим преимуще-
ством зебраданио как модельного организма 
[63]. Так, в отличие от млекопитающих, где от-
сутствие одной копии витального гена может 
привести к смерти, у зебраданио возможны 
жизнеспособные нокауты таких генов по од-
ной из копий, что позволяет изучать их функции 
и разрабатывать новые методы лечения различ-
ных заболеваний [83]. Более того, наличие двух 
копий конкретного гена при создании нокаутных 
моделей на зебраданио позволяет вместо клас-
сического распределения генотипов: +/+ (дикий 
тип), +/- (мутанты-гетерозиготы) и -/- (гомозигот-
ные мутанты) иметь гораздо более гранулярную 
картину генотипов: +/++/+, +/++/-, +/+-/-, +/-+/-, 
+/--/-, -/--/- и т.д. [63]. Это не только позволяет бо-
лее полно изучить ген-дозозависимые эффекты 
при генетических модификациях на зебраданио, 
но и использовать данный арсенал линий в фар-
макогенетических исследованиях.

При тестировании эффектов препаратов наи-
более часто применяется их введение зебрада-
нио при помощи водной иммерсии, где вещество 
проникает в системный кровоток рыб через жа-
бры, богатые кровеносными сосудами [63]. С од-
ной стороны, это требует использования либо 
водорастворимых препаратов, либо дополни-
тельного разведения в растворителе, например 
диметилсульфоксиде (ДМСО), в физиологически 
инертных концентрациях [63]. С другой сторо-
ны, проникнув в кровоток через жабры (и так-
же частично всосавшись через кожу), препарат 
может оказывать быстрое действие, по сути, на-
поминая внутривенное введение [63]. Помимо 
водной иммерсии существует ряд альтернатив-
ных способов острого и хронического введения 
препаратов зебраданио, например пероральное 
[84], внутрижелудочковое [85], внутрибрюшин-
ное, подкожное, внутримышечное и внутривен-
ное введение [86], которые также позволяют 
методически решить проблемы введения пре-
паратов и их дозировки [63]. Целесообразно 
параллельно проводить анализ содержания 
препаратов в тканях и органах-мишенях (осо-
бенно при наличии выраженных поведенче-
ских и физиологических ответов), результаты 
которого позволяют доказать, что тестируемые 

вещества способны достичь таргетных тканей 
[63]. Наконец, следует учитывать, что фармако-
кинетика препаратов может отличаться у зебра-
данио по сравнению с человеком и грызунами 
[87], особенно с учетом холоднокровности рыб 
и теплокровности млекопитающих, таким об-
разом требуя дополнительных фармакокинети-
ческих исследований на максимально широком 
спектре экспериментальных моделей, включая 
зебраданио [63].

При этом как модель для доклинического 
скрининга зебраданио обладают некоторыми 
дополнительными объективными ограничени-
ями по сравнению с другими лабораторными 
животными, например мышами [63]. В частно-
сти, существуют десятки генетически гомоген-
ных (инбредных) линий мышей, которые удоб-
ны для проведения генетических манипуляций 
с целью получения мутантных или трансгенных 
животных. Такие линии мышей не только хоро-
шо охарактеризованы генетически, но и подроб-
но изучены фенотипически, в том числе с точки 
зрения их поведенческих, нейрохимических 
и нейроморфологических особенностей. Для зе-
браданио выведение инбредных линий проис-
ходило гораздо меньшее время исторически 
и также осложнено генетическим дрифтом 
у рыб, в силу чего существует лишь несколько 
условно-инбредных линий зебраданио [63].

Возникает вопрос о том, насколько целе-
сообразно преференционно сужать биомеди-
цинские исследования к инбредным линиям 
модельных объектов. С одной стороны, при-
менение инбредных линий позволяет мини-
мизировать индивидуальную вариабельность 
ответов, тем самым повышая воспроизводи-
мость (а следовательно, и саму валидность) 
результатов исследований, а также позволяя 
более четко вычленить изменения исследуе-
мых биологических параметров как таковых (за 
счет снижения вариабельного «шума») в ответ 
на конкретное экспериментальное вмешатель-
ство. С другой стороны, такие исследования 
будут иметь незначительную популяционную 
валидность, поскольку они используют искус-
ственные популяции, лишенные естественной 
вариабельности [63]. Поэтому с учетом данных 
факторов при тестировании токсичности пре-
паратов на зебраданио важно не исключать, 
а активно использовать беспородные популя-
ции, генетическая неоднородность и феноти-
пическая вариабельность которых максималь-
но приближена к чрезвычайно неоднородной 
человеческой популяции.
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Несмотря на преимущества зебраданио 
как модельного объекта для исследования фар-
макологических препаратов, они имеют ряд 
ограничений, которые необходимо учитывать 
для успешного использования данного модель-
ного организма [63]. Например, немаловажный 
аспект при изучении токсичности препаратов 
на зебраданио — это чувствительность зебрада-
нио к условиям окружающей среды, так как раз-
личные факторы могут оказать влияние на базо-
вый уровень стресса [63]. В частности, показано, 
что на рыб оказывает воздействие уровень виб-
рации, который может исходить от лаборатор-
ных акватических систем, и уровень освещения 
[88]. При создании биоскрининговых платформ 
важно также учитывать особенности анатомии 
зебраданио. Так, одним из наиболее ярких отли-
чий мозга рыб (от человека и грызунов) является 
отсутствие коры и гиппокампа, функции которых 
в мозге выполняют аналогичные структуры [89].

При этом зебраданио являются удобным мо-
дельным организмом для создания генетиче-
ских моделей заболеваний человека, поскольку 
(в силу особенностей генетики) у рыб созда-
ние генетически модифицированных (мутант-
ных или трансгенных) линий, с одной стороны, 
облегчено наличием гораздо большего (чем 
у грызунов) арсенала генетических методов 
и технологий (например, систем редактирова-
ния генома TALEN и CRISPR/Cas9) [63], а с другой 
стороны, требует на порядок меньше времени, 
финансовых и других лабораторных ресурсов 
[30–34, 90].

Зебраданио являются перспективным объек-
том для фармакогенетических исследований, 
позволяя сочетать генетические манипуляции 
с дей ствием препаратов и потенциалом высо-
копроизводительного скрининга [91]. Например, 
антагонист гистаминовых рецепторов клемизол 
эффективен для подавления судорог на модели 
генетической эпилепсии у зебраданио-мутантов 
по гену scn1lab, кодирующему альфа-субъединицу 
натриевого канала 1.1 [92], которая используется 
в качестве модели тяжелой младенческой миокло-
нической эпилепсии (синдром Драве) [63, 93].

Помимо экономической и практической вы-
годы применение зебраданио для скрининга 
препаратов позволяет снижать этическую и ре-
гуляторную нагрузку на исследования (табл. 1). 
В частности, использование зебраданио в докли-
нических исследованиях фармакологических 
препаратов хорошо соотносится с концепцией 

3R проведения доклинических исследований 
[63]. Данная концепция предполагает модер-
низацию доклинических испытаний в сторону 
замены (replacement) используемых животных 
на организмы, которые находятся эволюционно 
дальше от человека, чем грызуны, сокращение 
(reduction) количества используемых животных, 
а также оптимизацию (refinement) применяе-
мых протоколов и моделей за счет сокращения 
частоты использования или тяжести процедур, 
которые необходимо использовать для получе-
ния сведений о безопасности и эффективности 
препарата [94]. Следует отметить, что модель 
зебраданио в полной мере соответствует всем 
аспектам данной концепции [63]. Во-первых, 
данный организм можно использовать в каче-
стве дополнительной альтернативы (как ми-
нимум, на ранних стадиях доклинических ис-
пытаний) существующим тестам на грызунах. 
Во-вторых, оценка токсичности на личинках 
зебраданио позволит уже на ранних этапах эли-
минировать из исследований препараты, обла-
дающие выраженным токсическим эффектом, 
что в дальнейшем сократит суммарное количе-
ство используемых для исследований живот-
ных. В-третьих, использование эмбриональных 
моделей на зебраданио позволяет уменьшить 
количество необходимых манипуляций с орга-
низмами при оценке токсичности ЛС, а благода-
ря прозрачности эмбрионов можно оценивать 
токсичность напрямую, без дополнительных ма-
нипуляций [95].

Действующие международные рекоменда-
ции (например, руководство по доклиническим 
исследованиям безопасности в целях прове-
дения клинических исследований и регистра-
ции лекарственных препаратов25), в том числе 
в странах Евразийского экономического союза, 
внедряют в практику доклинических испытаний 
передовой подход, основанный на сокращении 
объема доклинических тестов за счет прове-
дения поисковых клинических исследований 
в рамках I фазы с использованием микродоз 
ЛС и других приемов, обеспечивающих без-
опасность первого применения ЛС у человека 
при ограниченном (или минимальном) объеме 
доклинических исследований. Расширение 
программы доклинических испытаний проис-
ходит уже на последующих этапах разработки 
препарата, когда его перспективность под-
тверждают совокупные доклинические и кли-
нические данные на ранних этапах разработки. 

25 ICH M3 (R2) Non-clinical safety studies for the conduct of human clinical trials for pharmaceuticals. Scientific guideline. CPMP/
ICH/286/95. EMA; 2013.
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В этой связи методы оценки токсичности фар-
макологически активных веществ с использо-
ванием тест-системы на зебраданио могут быть 
включены в программу доклинических иссле-
дований для получения дополнительных ток-
сикологических данных на ранних этапах раз-
работки и скрининга соединений-кандидатов. 
При этом ценность зебраданио заключается 
в возможности применения (при необходимо-
сти) методов высокопроизводительного биоте-
стирования при первичном скрининге потен-
циально фармакологически активных веществ 
или для изучения механизма их действия [63], 
а также для применения в исследованиях с но-
выми технологиями (например, при прогнозиро-
вании активности в моделях in silico или in vitro).

Стратегические направления 
развития доклинического 
тестирования лекарственных 
препаратов на зебраданио

В настоящее время отсутствуют стандарты 
применения зебраданио в доклинических ис-
следованиях ЛС, а также сведения о валида-
ции методов их тестирования на зебраданио. 
Использование новых альтернативных методов 
оценки безопасности для замены существую-
щих стандартных подходов возможно только 
при их надлежащей валидации и одобрении со-
ответствующими экспертными организациями26. 
При разработке принципов доклинического те-
стирования лекарственных препаратов на зе-
браданио важно сопоставить данные по токсич-
ности веществ in vivo с использованием рыб 
и грызунов, оценить условия экспериментов 
по острой и хронической токсичности, срав-
нить качественные и количественные парамет-
ры токсичности, провести их экстраполяцию 
на экспериментальных животных и челове-
ка (органы-мишени, токсические эффекты, их 
обратимость, безопасные дозы), описать крите-
рии и формулы пересчета для трансформации 
фактических данных, полученных в экспери-
менте, провести комплексный анализ влияния 
на функцию центральной нервной системы, мар-
керные параметры сердечно-сосудистой систе-
мы, дыхание, гематологические, биохимические, 
патоморфологические и токсикокинетические 
исследования, соотношение экспозиции у чело-
века и зебраданио, а также определить грани-
цы безопасности и безопасной стартовой дозы 
для первого применения ЛС у человека и рыб.

Для повышения эффективности токсиколо-
гических исследований препаратов на зебрада-
нио можно использовать следующие методоло-
гические подходы:
• более широкое использование данного ор-

ганизма (после надлежащей валидации) 
на различных этапах доклинической разра-
ботки лекарственного препарата — от обна-
ружения нового потенциального кандидата 
до проведения регуляторных токсикологиче-
ских исследований;

• более широкое тестирование рыб на всех 
стадиях развития, в том числе взрослых 
и стареющих особей (геронтотоксичность);

• повышение высокопроизводимости биоскри-
нинговых платформ in vivo за счет автомати-
зации (в том числе роботизации) процедур 
тестирования;

• более широкое включение и анализ гендер-
ных данных;

• тестирование взаимодействий нескольких 
препаратов;

• расширение спектра тестируемых линий 
за счет включения инбредных, аутбредных 
и гетерогенных диких популяций зебраданио;

• использование современных методов хими-
ческой биологии (химическое моделирова-
ние, докинг) при анализе результатов скри-
нинга in vivo фармакологических препаратов;

• анализ популяционной валидности полу-
ченных токсикологических данных (с уче-
том стратификации тестируемой популяции 
по количеству чувствительных, мало- и не-
чувствительных особей), а также активное 
применение методов ИИ для анализа широ-
кого спектра фенотипических данных.
Для дальнейшего развития доклинического 

тестирования фармакологически активных ве-
ществ на зебраданио можно сформулировать 
ряд конкретных, вполне достижимых стратеги-
ческих задач:
• более широкое применение акватических 

моделей в доклинических тестах; расшире-
ние видового разнообразия используемых 
акватических моделей за счет включения 
других видов рыб (медака, гольян) наряду 
с зебраданио;

• разработка программ валидации и всесто-
ронняя валидация методов тестирования 
на зебраданио путем сопоставления их 
результатов с результатами, полученными 
при использовании стандартных методов 

26 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 26.11.2019 № 202 «Об утверждении Руководства по доклиниче-
ским исследованиям безопасности в целях проведения клинических исследований и регистрации лекарственных препаратов».
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изучения фармакологической активности 
и токсичности ЛС;

• переход от относительно неспецифических 
показателей токсичности (летальность, на-
рушение активности) к более детальному 
фенотипическому анализу широкого массива 
токсикологических данных на зебраданио;

• расширение спектра исследуемых доменов 
(например, включение многочисленных дру-
гих показателей, помимо тестирования ЭД, 
в том числе кардио-, нефро- и нейротоксич-
ности) на зебраданио;

• более широкое внедрение моделей на зе-
браданио в национальные и международные 
протоколы доклинического тестирования;

• расширение спектра фенотипических дан-
ных по токсичности за счет включения ге-
номных, метаболомных, протеомных и дру-
гих профилей;

• интеграция традиционных токсикологиче-
ских тестов на зебраданио с молекулярны-
ми биомаркерами (например, генетическими 
кальциевыми сенсорами);

• повышение стандартов воспроизводимости 
(репродуцибельности) полученных результа-
тов скрининга за счет анализа и контро-
ля за внешними (феномными) факторами 
при проведении экспериментов;

• более широкое применение генетически мо-
дифицированных (мутантных и трансгенных) 
зебраданио для доклинического скрининга 
препаратов; создание фармакогенетических 
платформ на основе зебраданио;

• изучение эпигенетических механизмов 
действия препаратов, в том числе в ряду 
нескольких поколений зебраданио;

• более широкое использование кросс-так-
сонного сравнительного анализа данных, по-
лученных при скрининге токсичности препа-
ратов на рыбах, грызунах и человеке.

Заключение
Зебраданио в настоящее время широко 

применяются в регуляторных исследованиях 
безопасности химической продукции, однако 
их использование в доклинических исследо-
ваниях лекарственных препаратов в настоя-
щее время ограничено. Необходимы как раз-
работка стандартов применения зебраданио 
в данной области, так и тщательная валидация 
методов тестирования лекарственных пре-
паратов на зебраданио путем сопоставления 
их результатов с результатами, полученными 
при использовании стандартных методов изу-
чения фармакологической активности и ток-
сичности ЛС.

Использование зебраданио как модельного 
организма в токсикологических и фармаколо-
гических исследованиях позволит существенно 
ускорить отбор перспективных малых молекул 
с последующим исследованием их на более вы-
соко организованных позвоночных животных, 
включая грызунов и приматов, а также на людях. 
Возможность применения систем ИИ в исследо-
ваниях существенно упростит изучение фарма-
кологических свойств молекул, а чувствитель-
ность данной модели к большинству классов 
фармакологических агентов, сходство рецепто-
ров, биохимических систем и наличие основных 
физиологических систем органов как у человека 
делает зебраданио незаменимым инструментом 
первичного скрининга лекарственных препа-
ратов и последующей оценки безопасности ЛС. 
В этой связи представляется перспективным 
более широкое внедрение моделей зебраданио 
(эмбрионов, личинок и взрослых особей) в прак-
тику доклинических исследований в Российской 
Федерации с возможной перспективой их вали-
дации и, в случае успеха, последующим вклю-
чением как дополнительных моделей в нацио-
нальные стандарты.
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