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前  言 

 

为贯彻《中华人民共和国环境保护法》和《中华人民共和国水污染防治法》，保护生态

环境，保障人体健康，规范水质急性毒性测定的斑马鱼卵方法，制定本标准。 

本标准规定了测定地表水、地下水、生活污水和工业废水中急性毒性的斑马鱼卵法。 

本标准的附录 A～附录 G 为资料性附录。 

本标准为首次发布。 

本标准由生态环境部生态环境监测司、法规与标准司组织制订。 

本标准起草单位：江苏省常州环境监测中心、中国环境科学研究院环境基准与风险评估

国家重点实验室。 

本标准验证单位：中国环境科学研究院环境分析测试技术中心、中国环境监测总站、生

态环境部南京环境科学研究所、浙江省环境监测中心、浙江省农业科学院农产品质量标准研

究所和江苏国创环保科技有限公司。 

本标准生态环境部2019年12月31日批准。 

本标准自2020年6月30日起实施。 

本标准由生态环境部解释。
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水质  急性毒性的测定  斑马鱼卵法 

1  适用范围 

本标准规定了测定水质急性毒性的斑马鱼卵法。 

本标准适用于地表水、地下水、生活污水和工业废水的急性毒性测定。 

2  规范性引用文件 

本标准内容引用了下列文件中的条款。凡是不注日期的引用文件，其有效版本适用于本

标准。 

GB/T 6920  水质  pH 值的测定  玻璃电极法 

GB/T 13267  水质  物质对淡水鱼（斑马鱼）急性毒性测定方法 

HJ 91.1  污水监测技术规范 

HJ 506  水质  溶解氧的测定  电化学探头法 

HJ/T 91  地表水和污水监测技术规范 

HJ/T 164  地下水环境监测技术规范 

3  术语和定义 

下列术语和定义适用于本标准。 

3.1  

鱼卵 fish egg  

指处于卵膜破裂前整个发育阶段的卵细胞，斑马鱼卵相关发育阶段参见附录 A。 

3.2  

稀释倍数 dilution level 

原水样占稀释后水样总体积分数的倒数，一般用 D 来表示。例如，水样未稀释，则稀释

倍数 D=1；取 250 ml 水样稀释至 1000 ml（即体积分数为 25%），则稀释倍数 D=4。 

3.3  

最低无效应稀释倍数 lowest ineffective dilution  

测试中不产生测试效应的最低稀释倍数，本标准指不少于 90%鱼卵存活时水样的最低

稀释倍数，用 LID 表示。 

3.4  

半数效应浓度 EC50 

指暴露 48 h后使 50%斑马鱼卵产生效应的原水样占稀释后水样总体积的百分数，用EC50

表示。本标准中 EC50即半数致死浓度 LC50。 
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3.5 

参比物质 reference substance 

测试中，用于验证方法敏感性的已知阳性对照物质，如本标准中 3,4-二氯苯胺。 

4  方法原理 

使用多孔细胞培养板，在微孔板对照、阴性对照和阳性对照控制的条件下，将 4-细胞

期～128-细胞期的斑马鱼受精卵置于不同稀释倍数的水样中，在 26℃±1℃的条件下培养 48 

h，根据鱼卵存活与死亡的统计数据计算 LID 或 EC50 值，表征水样的急性毒性。 

5  干扰和消除 

水样浊度或色度干扰测试终点判断，可用塑料滴管（7.11）缓慢从多孔细胞培养板（7.8）

中吸出一定量的水样后再行观测，避免触碰鱼卵；观测结束后，若需继续暴露，则用塑料滴

管（7.11）将原水样移回，恢复原有暴露体积。 

6  试剂和材料 

6.1  受试生物 

6.1.1  种鱼 

使用健壮、无疾病、无畸形、产卵量及受精率高的野生型斑马鱼作为种鱼用于产卵。成

鱼体长 3.5 cm 左右，鱼龄在 6 月～24 月之间。健康雌鱼腹部银亮，饱满膨大。健康雄鱼体

型修长，腹部扁平，身体带有金黄色光泽。种鱼在产卵前 6 个月不予使用任何药物。种鱼驯

养及维持具体条件见附录 B。 

6.1.2  鱼卵 

确保试验鱼卵受精率≥70%，处于 4-细胞期～128-细胞期（见附录 A）。 

6.2  试剂 

除非另有说明，分析时使用符合国家标准的分析纯试剂。试验用水使用新制蒸馏水或去

离子水，满足 pH 值 6.5～8.5，电导率＜10 μS/cm 的要求。 

6.2.1  氢氧化钠（NaOH）。 

6.2.2  氯化钙（CaCl2·2H2O）。 

6.2.3  硫酸镁（MgSO4·7H2O）。 

6.2.4  碳酸氢钠(NaHCO3)。 

6.2.5  氯化钾（KCl）。 

6.2.6  3,4-二氯苯胺（C6H5Cl2N），优级纯。 

6.2.7  盐酸：ρ（HCl）=1.19 g/ml。 
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6.2.8  盐酸溶液：c（HCl）=0.1 mol/L。 

量取 8.3 ml 盐酸（6.2.7），用水定容至 1 000 ml。 

6.2.9  氢氧化钠溶液：c（NaOH）=0.1 mol/L。 

称取 4 g 氢氧化钠（6.2.1），溶于少量水中，用水定容至 1 000 ml。 

6.2.10  参比物质 3,4-二氯苯胺储备液：ρ（C6H5Cl2N）=100 mg/L。 

称取 0.05 g 3,4-二氯苯胺（6.2.6），溶于少量标准稀释水（6.2.16）中，用标准稀释水

（6.2.16）定容至 500 ml，静置 24 h，调节 pH 值至 7.0。避光冷藏保存，储备液可储存 6 个

月。 

6.2.11  参比物质 3,4-二氯苯胺工作液：ρ（C6H5Cl2N）=3.7 mg/L。 

量取 3.7 ml 参比物质 3,4-二氯苯胺储备液（6.2.10），用溶解氧浓度达空气饱和值的标

准稀释水（6.2.16）定容至 100 ml，使用前按 8.2.1 步骤平衡至 26℃±1℃。该溶液作为阳性

对照，临用前现配。 

6.2.12  氯化钙储备液：ρ（CaCl2·2H2O）=11.76 g/L。 

称取 11.76 g 氯化钙（6.2.2），溶于少量水中，用水定容至 1 000 ml。可储存 6 个月。 

6.2.13  硫酸镁储备液：ρ（MgSO4·7H2O）=4.93 g/L。 

称取 4.93 g 硫酸镁（6.2.3），溶于少量水中，用水定容至 1 000 ml。可储存 6 个月。 

6.2.14  碳酸氢钠储备液：ρ（NaHCO3）=2.52 g/L。 

称取 2.52 g 碳酸氢钠（6.2.4），溶于少量水中，用水定容至 1 000 ml。可储存 6 个月。 

6.2.15  氯化钾储备液：ρ（KCl）=0.22 g/L。 

称取 0.22 g 氯化钾（6.2.5），溶于少量水中，用水定容至 1 000 ml。可储存 6 个月。 

6.2.16  标准稀释水。 

将氯化钙储备液（6.2.12）、硫酸镁储备液（6.2.13）、碳酸氢钠储备液（6.2.14）和氯

化钾储备液（6.2.15）四种储备液各 25 ml 混合，用水定容至 1 000 ml。 

7  仪器和设备 

7.1  冷藏采样箱：2℃～8℃； 

7.2  pH 计：测量范围 0～14，最小分度为 0.1 pH 单位； 

7.3  溶解氧测定仪：测量范围 0 mg/L～20 mg/L，最小分度为 0.1 mg/L； 

7.4  倒置显微镜或体视显微镜：最小放大倍数为 30×； 

7.5  冰箱：冷藏室 2℃～8℃；冷冻室≤-18℃； 

7.6  恒温培养箱或恒温室：温度可调至 26℃±1℃； 

7.7  斑马鱼养殖系统：包括净水、储水、供水、水质控制及循环等系统； 

7.8  多孔细胞培养板：每孔容积 2.5 ml～5 ml 或采用其它相同功能的细胞培养板，可选择

市售； 

7.9  产卵盒：惰性材料，推荐尺寸：20 cm×10 cm×11 cm（参见附录 C），可选择市售； 

7.10  温度计：0℃～50℃； 

7.11  塑料滴管：5 ml，口径大于 3 mm； 

7.12  一般实验室常用器皿和设备。 
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8  样品 

8.1  样品的采集和保存 

根据样品性质及监测需要使用 1 000 ml 及以上容量的棕色玻璃瓶（或聚丙烯、聚四氟乙

烯、聚乙烯材质的容器）按照 HJ 91.1、HJ/T 91 或 HJ/T 164 的要求进行水样的采集，水样沿

瓶内壁缓慢倒入，并与瓶塞间不留空隙。 

水样采集后，立即于 2℃～8℃避光运输和保存，并尽快进行试验，保存时间最长不超

过 48 h。水样若需长期保存，则上述水样采集后应尽快送回实验室冷冻（≤-18℃）保存，

保存前将水样充分混匀后按每 1000 ml 容器盛装 500 ml～700 ml 水样的量分装，保存期不超

过 2 个月。 

8.2  样品预处理 

8.2.1  温度 

冷冻保存的水样需在不超过 25℃水浴轻微振荡解冻，或在 2℃～8℃冷藏过夜解冻。受

试水样在试验开始前，放置于恒温培养箱或恒温室（7.6）中，26℃±1℃避光平衡至恒温后

用于试验。 

8.2.2  pH值 

按照 GB/T 6920 方法测定水样 pH 值。当 pH 值＜6.5 或 pH 值＞8.5 时，使用盐酸溶液

（6.2.8）或氢氧化钠溶液（6.2.9）调节水样 pH 值至 6.5～8.5，尽量减少酸碱调节液的用量，

以减少对水样浓度的影响。测定并记录调节后的水样 pH 值，按后续步骤进行水样测定。 

当 pH 值的影响需要反映在试验结果中或者调节 pH 值会引起水样物理变性或化学反应

时，则不调节水样 pH 值。 

根据水样测定的实际需求，也可对 pH 值调节前后的水样同时开展试验比较。 

8.2.3  溶解氧 

按照 HJ 506 方法测定水样溶解氧浓度，确保用于暴露试验（9.3）步骤中的每个稀释水

样中初始溶解氧浓度不低于 4 mg/L（大约 50%饱和度）。若要充氧，溶解氧浓度不超过相应

饱和溶解氧值。 

8.3  样品稀释 

8.3.1  预实验 

当浓度难以预估时需进行预试验，以稀释比为 10 选择 3 个连续浓度的稀释水样，每一

浓度以 5 粒鱼卵按 9.3～9.6 部分进行试验，以确定鱼卵死亡率 100%～0%与稀释水样浓度大

致对应的范围。 

8.3.2  测定 LID 时稀释 

为保证最高稀释倍数水样鱼卵存活率≥90%、最低稀释倍数水样鱼卵存活率尽可能＜
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90%，一般选择连续的 4 个～5 个（鱼卵存活率与水样浓度的大致对应关系已知时选 2 个～

3 个）稀释倍数水样，水样的稀释参照表 1。 

表 1  水样的稀释 

稀释倍

数 D 

原水样占稀释后

水样总体积分数

（%） 

形成的稀释水样 

稀释水样的组成（ml） 

所需标准 

稀释水 
所需水样体积 

所得稀释

水体积 

1 100.0 1倍稀释水样（即原水样） 0 原水样 200 200 

2 50.0 2 倍稀释水样 100 原水样 100 200 

3 33.0 3 倍稀释水样 140 原水样 70 210 

4 25.0 4 倍稀释水样 100 2 倍稀释水样 100 200 

6 16.7 6 倍稀释水样 100 3 倍稀释水样 100 200 

8 12.5 8 倍稀释水样 100 4 倍稀释水样 100 200 

12 8.3 12 倍稀释水样 100 6 倍稀释水样 100 200 

16 6.2 16 倍稀释水样 100 8 倍稀释水样 100 200 

24 4.2 24 倍稀释水样 100 12 倍稀释水样 100 200 

32 3.1 32 倍稀释水样 100 16 倍稀释水样 100 200 

… … … … … … 

8.3.3  测定 EC50时稀释 

为保证稀释水样最大浓度的死亡率为 100%或与之接近，稀释水样最小浓度的死亡率为

0%或与之接近，一般按一定稀释比（一般≤2）选择 5 个连续浓度的稀释水样。 

以上用于样品稀释的标准稀释水，稀释前应按 8.2.1 步骤平衡水温至 26℃±1℃并用空

气曝气至溶解氧浓度达到空气饱和值。 

9  试验步骤 

9.1  配种 

试验前一天傍晚开始斑马鱼种鱼（6.1.1）配种，将洗净晾干后的产卵盒（7.9）内缸套入

外缸，插入隔板，加入约 2/3 缸标准稀释水（6.2.16），选取体长及鱼龄相当、性发育特征明

显、健康活跃的雌雄种鱼，在左右两个隔间中分别加入 1 尾雌鱼和 2 尾雄鱼，盖上盖板，于

恒温培养箱或恒温室（7.6）中避光放置过夜。 

按以上步骤至少进行 3 组种鱼的配种。 

9.2  产卵及鱼卵初筛 

次日光照开始后，打开产卵盒（7.9）盖板，提取内缸，弃去外缸内的水后再放回内缸，

沿内缸壁小心加入标准稀释水（6.2.16），以水面距内缸底部约 2 个种鱼体宽为宜，避免伤

害种鱼。抽开隔板，让雌雄种鱼交配产卵，30 min 后检查各缸种鱼产卵情况，分别收集已产

卵各缸内相应鱼卵，用标准稀释水（6.2.16）冲洗至结晶皿中，在恒温培养箱或恒温室（7.6）
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中静置 45 min 后，结晶皿以黑底相衬，侧面加以灯光观察，每个结晶皿中随机选取鱼卵 20

粒按照附录 D.1 的方法识别受精鱼卵，避免伤害鱼卵。统计每组种鱼所产鱼卵的受精率，至

少选取受精率≥70%的 3 组鱼卵混合备用。 

9.3  暴露试验 

将已配制好的不同浓度的稀释水样按附录 E 设置的试验布局加至多孔细胞培养板（7.8），

每孔 2 ml。 

上述稀释水样各取 60 ml～70 ml 于不同的培养皿中，用塑料滴管（7.11）在备用鱼卵中

各取圆润、饱满、完整的 20 粒加入上述培养皿中，将各培养皿在倒置显微镜或体视显微镜

（7.4）下逐一进行观测，选取 4-细胞期～128-细胞期（参见附录 A）的受精卵，去除在细胞

分裂时有明显异常（如不对称、有囊泡或无卵膜等）或者卵膜损伤的鱼卵。在已加入水样的

多孔细胞培养板（7.8）对应孔中各加入 1 粒受精卵，盖上盖板。 

以上操作过程应在鱼卵（9.2）静置 45 min 后 60 min 内完成。 

将上述多孔细胞培养板（7.8）于恒温培养箱或恒温室（7.6）中，按附录 B 的水温和光

照条件进行 48 h 暴露试验。 

9.4  鱼卵镜检判定测试终点 

以卵凝结、体节未形成、尾部未分离及无心跳为测试终点，判定方法如下（参见附录 D.2）： 

a）卵凝结 

凝结的鱼卵显微镜下内含物完全不透明，质地较硬。在肉眼观察下凝结的鱼卵呈不透明

及灰暗的状态。 

b）体节未形成 

鱼卵卵黄囊外侧胚胎中后部，无体节者为体节未形成。 

c）尾部未分离 

正常发育的鱼卵，胚胎的尾部会伸长，与卵黄囊相分离。若无，则表明尾部未分离。若

48 h 后，胚胎尾部分离程度与 24 h 时相比未有明显变化，同样也判定为尾部未分离。 

d）无心跳 

斑马鱼卵胚胎心脏位于卵黄囊与胚胎头部间，观测该区域是否有节律的震动，若无，则

表明无心跳。 

将上述暴露试验的多孔细胞培养板（7.8）置于倒置显微镜或体视显微镜（7.4）下按表

2 要求进行鱼卵镜检。 

鱼卵暴露 24 h 和 48 h 后，出现任一测试终点情况则判定鱼卵死亡，统计每一稀释水样

鱼卵的存活率和死亡率。 
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表 2  鱼卵镜检观测要求 

测试终点 卵凝结 体节未形成 尾部未分离 无心跳 

观测方式 显微镜或肉眼 显微镜 显微镜 显微镜 

观测 

时间 

暴露24 h + + + - 

暴露48 h + + + + 

注：“+”表示观测、判断并记录，“-”表示无需此观测。 

9.5  对照试验 

每批水样试验时，按附录 E 试验布局及 9 步骤进行对照试验。 

a）微孔板对照 

以标准稀释水（6.2.16）为水样进行微孔板对照试验。 

b）阴性对照 

以标准稀释水（6.2.16）为水样进行阴性对照试验。 

c）阳性对照 

以 3,4-二氯苯胺工作液（6.2.11）为水样进行阳性对照试验。 

以上 9 试验步骤均使用标准稀释水（6.2.16）用于配种（9.1）、产卵及鱼卵初筛（9.2）、

微孔板对照和阴性对照试验（9.5），应按 8.2.1 步骤平衡水温至 26℃±1℃，并用空气曝气至

溶解氧浓度至少达到空气饱和值的 80%。所涉实验室温度控制在 26℃左右，恒温培养箱或

恒温室（7.6）温度控制在 26℃±1℃。 

10  结果计算与表示 

鱼卵存活率在 90%及以上的最低稀释倍数，即为最低无效应稀释倍数 LID。LID 的结果

应为整数，如 LID=2。 

水样 EC50可按附录 G 方法计算，也可采用概率单位法、直线内插法等其他方法来计算。

结果保留至小数点后 1 位。 

11  有效性、敏感性与精密度 

11.1  有效性及敏感性 

六家实验室对阴性对照水样（6.2.16 标准稀释水）进行了 6 次重复测定：存活率介于

90%～100%。 

六家实验室对阳性对照水样（6.2.11 参比物质 3,4-二氯苯胺工作液）进行了 6 次重复测

定：死亡率介于 40%～60%。 

11.2  精密度 

六家实验室分别对阴性对照水样（6.2.16 标准稀释水）、ρ=1.3 mg/L、ρ=3.7 mg/L、

ρ=6.3 mg/L 的低、中、高三个浓度水样（用阳性参比物质 3,4-二氯苯胺配制）进行了斑马鱼
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卵急性毒性的测定，每个水样平均测定 6 次：前三者鱼卵存活率实验室内相对标准偏差分别

为 0.0%～5.8%、4.5%～8.5%、9.7%～18.1%，实验室间相对标准偏差分别为 1.8%、3.5%、

13.6%，重复性限为 12.9%、15.5%、17.1%，再现性限为 12.7%、16.8%、23.4%；后者鱼卵

死亡率实验室内相对标准偏差为 0.0%～5.3%，实验室间相对标准偏差为 1.5%，重复性限为

10.6%，再现性限为 10.6%。 

六家实验室分别对生活污水（城镇污水处理厂排水，LID=2）、工业废水（含有机化工

废水及重金属废水，LID=4）进行了斑马鱼卵急性毒性的测定，每个水样平均测定 6 次：当

生活污水和工业废水水样均处于最低无效应稀释倍数 LID 时，鱼卵存活率实验室内的相对

标准偏差分别为 5.3%～5.5%、5.3%～5.8%，实验室间相对标准偏差分别为 1.9%、1.4%，重

复性限为 14.5%、14.8%，再现性限为 14.2%、14.0%。 

六家实验室对阳性参比物质 3,4-二氯苯胺（EC50=3.1 mg/L）进行了斑马鱼卵急性毒性

EC50的测定，每个实验室各测定 6 次：实验室内相对标准偏差为 2.9%～12.7%，实验室间相

对标准偏差为 7.3%，再现性限为 0.9 mg/L，重复性限为 1.2 mg/L。 

12  质量保证和质量控制  

12.1  微孔板对照试验 

培养 48 h 后，微孔板对照组鱼卵不得死亡，否则相应多孔细胞培养板所对应的数据无

效。 

12.2  阴性对照和阳性对照试验 

阴性对照和阳性对照试验结果符合下列要求，结果方为有效。否则，应查明原因后重新

进行试验。 

a）阴性对照 

培养 48 h 后，阴性对照组鱼卵存活率≥90%； 

b）阳性对照 

培养 48 h 后，阳性对照组鱼卵死亡率＞10%。 

13  试验报告 

试验报告要求包括但不限于以下几个信息： 

a）样品的名称、性质、来源、保存方法及保存时间； 

b）试验前样品的 pH 值、溶解氧浓度及前处理方法； 

c）试验环境条件，试验用标准稀释水的性质，如水温、溶解氧等情况； 

d）微孔板对照、阴性对照和阳性对照试验是否符合质量控制规定的要求； 

e）试验结果报告。 

14  废弃物处置 

试验用斑马鱼卵放入冰水混合液（冰的体积不少于 50%）中 30 min 以上进行灭活处理

后按一般废弃物处置。具有急性毒性的水样、含有 3,4-二氯苯胺的废液按危险废物处置。  
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附录 A 

（资料性附录） 

斑马鱼卵相关发育阶段 

   合子期 1-细胞期 卵裂期 4-细胞期 卵裂期 8-细胞期 

   
囊胚期 128-细胞期 囊胚期 球形 囊胚期 穹顶 

   原肠期 30%外包 原肠期 75%外包 原肠期 尾芽 

   体节期 6 体节 体节期 18 体节 原基期 

  孵化期 幼鱼 
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附录 B 

（资料性附录） 

斑马鱼种鱼驯养及维持 

实验室引入斑马鱼后应驯养 1 周～2 周。实验室应控制养殖用水、水质、水温、光照、

负荷、饵料等条件以确保斑马鱼正常生长、产卵，以下为斑马鱼种鱼驯养及维持的条件（可

参考 GB/T 13267）。 

B.1  用水 

使用标准稀释水（6.2.16）用于斑马鱼种鱼的驯养及维持。自来水经物理、化学、生物

复合净化处理（例如活性炭、反渗透膜等方法），用 NaCl 调节电导率至 300 µS/cm～500 µS/cm

后作为养殖水也可用于种鱼的驯养及维持。 

B.2  水质 

水中不应含有余氯，溶解氧饱和度应至少保持在 80%，pH 值介于 6.5～8.5。 

B.3  水温 

26℃±1℃。 

B.4  光照 

每天 16 h /8 h、14 h/10 h 或 12 h /12 h 的光/暗周期，可随季节进行调整。光照强度 540 

lux 左右。 

B.5  负荷 

保证每尾种鱼 1 g/L～1.5 g/L 水的活动空间。 

B.6  饵料 

以市售丰年虫卵为种鱼饵料，按所购商品说明孵化虫卵后喂食。 

B.7  产卵周期 

三个月龄的斑马鱼可达到性成熟，选择鱼龄 6 月～24 月的雌雄种鱼配对，产卵后应分

开饲养恢复 1.5 周～2 周才能重新配对产卵。为保证鱼卵的获取，应维持足够数量的种鱼。 
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附录 C 

（资料性附录） 

产卵盒参考图片 

 

图 C.1  产卵盒示意图 

 

  

1 cm 

7.5 cm 

2.5 cm 

雌鱼 

雄鱼 

斑马鱼配种 

斑马鱼产卵及鱼卵收集 

2.5 cm 

1 cm 

7.5 cm    雌鱼   雄鱼 雄鱼 

鱼卵 

底部格栅 

20 cm 

10 cm 

产卵盒俯视图 
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附录 D 

（资料性附录） 

斑马鱼卵鉴别 

D.1  斑马鱼卵鉴别参考图 

D.1.1  未受精鱼卵的鉴别 

肉眼观察下“发白、不透明、空壳”的鱼卵为未受精卵。 

  

正常鱼卵  未受精鱼卵 

图 D.1  未受精卵肉眼鉴别 

   

发白、不透明鱼卵 空壳鱼卵 胚胎不发育的鱼卵 

图 D.2  未受精卵显微镜鉴别 

D.1.2  受精鱼卵显微镜鉴别 

产卵及鱼卵初筛（9.2）步骤中，转移至结晶皿并静置 45 min 后的受精鱼卵显微镜下分

裂异常的情况鉴别如下图。分裂正常的情况参考附录 A。 
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卵膜破裂的鱼卵 有囊泡的鱼卵 分裂异常的鱼卵 

  

发育不对称的鱼卵 无卵膜的鱼卵 

图 D.3  分裂异常鱼卵显微镜鉴别 

D.2  鱼卵镜检测试终点鉴别参考图 

D.2.1  卵凝结 

  

正常的鱼卵 凝结的鱼卵 

图 D.4  卵凝结鉴别 

D.2.2  体节未形成 

  

体节已形成 体节未形成 

图 D.5  体节未形成鉴别 
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D.2.3  尾部未分离 

  

尾部分离 尾部未分离 

图 D.6  尾部未分离鉴别 

D.2.4  无心跳 

 

注：图中箭头所指为斑马鱼心脏所在位置，若未观测到该处有节律的震动，则表明无心跳。 

图 D.7  鱼卵无心跳鉴别 
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附录 E 

（资料性附录） 

24 孔细胞培养板试验布局设置方案 

 
 

 

 

 

 

 

 

图 E.1  24 孔细胞培养板试验布局设置方案 

  

微孔板对照 

阴性对照 

水样 

阳性对照（3.7 mg/L 3,4-二氯苯胺） 
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附录 F 

（资料性附录） 

推荐的数据记录表 

F.1  斑马鱼卵急性毒性试验记录表 

样品类别 □地表水     □地下水    □生活污水   □工业废水    

采样时间 ______年_____月_____日 

试验时间 _____年_____月_____日____：____至_____年_____月_____日_____：______ 

仪器名称 

及型号 
 仪器编号  

分析方法名称

及编号 
 

样品 pH 值 

（无量纲） 
 是否需调节 

□是 
调节后样品 pH

值（无量纲） 
 

□否 

样品溶解氧 

浓度（mg/L） 
 

标准稀释水 

溶解氧浓度      

（mg/L） 

 

3,4-二氯苯胺工

作液溶解氧浓度  

（mg/L） 

 

样品温度

（℃） 
 

标准稀释水 

温度（℃） 
 

3,4-二氯苯胺工

作液温度（℃） 
 

种鱼组号 1 2 3 … … … 

产卵量（粒）       

受精率（%）       

结果表示 

最低无效应稀释度 LID=_____________ 

EC50=_________，95%置信区间=______________ 

质量保证和 

质量控制 

阴性对照存活率________% 是否满足质控要求（存活率≥90%） □是       □否 

阳性对照死亡率________% 是否满足质控要求（死亡率＞10%） □是       □否 

试验人员_______________        复核人员______________          审核人员____________ 
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F.2  斑马鱼卵暴露试验镜检结果记录表 

  

孔细

胞培

养板 

水样稀释倍数/

水样稀释浓度/

阴、阳性对照 

暴露 

时间 

测试效应 

（○卵凝结、△体节未形成、∞尾部未分离、×无心跳） 
存活率/

死亡率

（%） 
微孔板

对照 
水样 

1 

D= 

（或水样百分

比浓度或阴、

阳性对照） 

24 h 
A1  A2  A3  A4  A5  A6  

 
B1  B2  B3  B4  B5  B6  

48 h 
A1  A2  A3  A4  A5  A6  

B1  B2  B3  B4  B5  B6  

D= 

（或水样百分

比浓度或阴、

阳性对照） 

24 h 
C1  C2  C3  C4  C5  C6  

 
D1  D2  D3  D4  D5  D6  

48 h 
C1  C2  C3  C4  C5  C6  

D1  D2  D3  D4  D5  D6  

…… 

…… 

24 h 
A1  A2  A3  A4  A5  A6  

 
B1  B2  B3  B4  B5  B6  

48 h 
A1  A2  A3  A4  A5  A6  

B1  B2  B3  B4  B5  B6  

…… 

24 h 
C1  C2  C3  C4  C5  C6  

 
D1  D2  D3  D4  D5  D6  

48 h 
C1  C2  C3  C4  C5  C6  

D1  D2  D3  D4  D5  D6  

…… 

…… 

24 h 
A1  A2  A3  A4  A5  A6  

 
B1  B2  B3  B4  B5  B6  

48 h 
A1  A2  A3  A4  A5  A6  

B1  B2  B3  B4  B5  B6  

…… 

24 h 
C1  C2  C3  C4  C5  C6  

 
D1  D2  D3  D4  D5  D6  

48 h 
C1  C2  C3  C4  C5  C6  

D1  D2  D3  D4  D5  D6  

备注  

 

试验人员______________            复核人员______________          审核人员_____________ 
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附录 G 

（资料性附录） 

寇式法计算 EC50 

G.1  EC50计算 

寇式法计算 EC50要满足下列条件： 

a）每个稀释水样浓度实验组的动物数要相同； 

b）各实验组稀释水样浓度要按等比级数分组； 

c）稀释水样最大浓度的死亡率最好为 100%或与之接近，稀释水样最小浓度的死亡率最

好为 0%或与之接近。 

计算公式如下： 

             （G.1） 

 

式中：Xk——参与计算的稀释水样最大浓度的对数值； 

d——稀释水样相邻浓度比值的对数或相邻两组浓度的对数差； 

pi——参与计算的各稀释水样浓度组的死亡率（以小数表示）； 

pm——参与计算的最大稀释水样浓度组的死亡率（以小数表示），Pm≤1，当试验数

据中最高浓度组及其相邻的多个高浓度组的死亡率等于 1 时，仅以其中最小浓

度者参与计算； 

pu——参与计算的最小稀释水样浓度组的死亡率（以小数表示），Pu≥0，当试验数据

中最低浓度组及其相邻的多个低浓度组的死亡率等于 0 时，仅以其中最大浓度

者参与计算。 

案例：某工业废水对斑马鱼卵 48 h 急性毒性试验数据如表 G.1 所示，求 48 h EC50。 

表 G.1  斑马鱼卵急性毒性试验数据 

废水稀释水样浓度 

（即原水样占稀释后水样总体积
分数）（%） 

稀释水样各浓度组 
实验鱼卵数（个） 

死亡数（个） 死亡率（%） 

10.0 10 10 100 

7.5 10 10 100 

5.6 10 9 90 

4.2 10 4 40 

3.2 10 1 10 

解：                           Xk=lg7.5=0.8751 

               d=      =0.1269  或  d=lg7.5-lg5.6=0.1269 

                 =1.0+0.9+0.4+0.1=2.4 

 




u

mi

ip

5.6

7.5
lg

)
4

3
(XlgEC 50 





u

mi

um
ik

pp
pd
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代入公式（G.1），得 

lgEC50=0.8751-0.1269×（2.4 -         ） 

=0.6308 

48 h EC50=4.3% 

G.2  EC50 95%置信限 

公式如下： 

               



u

mi

ii

n

pp
d

)-1
S l gE C50

（
                       （G.2） 

lgEC50的 95%置信区间为：lgEC50±1.96×SlgEC50。 

式中：SlgEC50——lgEC50的标准误； 

d——稀释水样相邻浓度比值的对数或相邻两组浓度的对数差； 

pi——参与计算的各稀释水样浓度组的死亡率（以小数表示）； 

n——稀释水样各浓度组实验鱼卵数，个； 

案例：  

10

9.01.06.04.01.09.000.1 
 0.1269SlgEC50

 

=0.0260 

      lgEC50 =0.6308±1.96×0.0260 

       =0.6308±0.0510 

        =0.5798～0.6818 

48 h EC50的 95%置信区间为 3.8%～4.8%。 

 

 

4

1.00.13 




