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摘要: 评价稀有鮈鲫胚胎急性毒性试验在各实验室的重现性,验证稀有鮈鲫胚胎是否适用于鱼类胚胎急性毒性试验,为相关

化学品测试国家标准的制定提供依据。 选择 3,4-二氯苯胺和五水硫酸铜作为参比物质,按照《OECD 化学品测试准则 No. 236

鱼类胚胎急性毒性试验》,进行 6 家实验室间比对试验以评价试验结果的重现性。 实验室间比对试验中,3,4-二氯苯胺和五水

硫酸铜对稀有鮈鲫胚胎急性毒性 96 h 半数致死浓度(LC50 )的总体平均值和标准差分别为(9.25±3.62) mg·L-1和(1.63±0.59) mg
·L-1,变异系数分别为 39.1%和 36.0% 。 采用 z 分数方法评价各实验室间比对试验结果的差异大小,各实验室 3,4-二氯苯胺和

五水硫酸铜比对结果的 z 分数分别在-1.42 ~ 1.23 之间和-0.898 ~ 1.56 之间。 虽然变异系数较大,但各实验室的 96 h-LC50 均

� 在 xpt±2σpt 范围之内。 稀有鮈鲫胚胎急性毒性试验结果具有良好的重现性,且稀有鮈鲫胚胎对 3,4-二氯苯胺和五水硫酸铜的

� 敏感性和重复性与斑马鱼(Danio rerio)类似,毒性值差异均未超过一个数量级,因此稀有鮈鲫可作为鱼类胚胎急性毒性试验的

� 本土受试鱼种。
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Abstract: By comparing the results of Chinese rare minnows (Gobiocypris rarus) embryo acute toxicity test from
different laboratories, this study aims to validate whether Gobiocypris rarus embryos are applicable for the fish em-

� bryo acute toxicity test as a test organism, and to lay a foundation for the national standards of chemical testing.
According to “OECD Guidelines for the Testing of Chemicals No. 236: Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test” ,
six domestic laboratories were involved in the ring test program to evaluate the reproducibility of the method. Go-
biocypris rarus embryo were exposed to two reference substances (3,4-dichloroaniline and copper sulfate pentahy-

� drate), and the overall means of the concentration that is estimated to be lethal to 50% of embryos after 96 h expo-
sure relative to controls (LC50) were (9.25±3.62) mg·L

-1 for 3,4- dichloroaniline and (1.63±0.59) mg·L-1 for cop-
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per sulfate pentahydrate, with coefficient of variation (CV) of 39.1% and 36.0% , respectively. The difference in the
results of the inter-laboratory testing were evaluated by z-score method, and a range from -1.42 to 1.23 for 3,4-di-

� chloroaniline and that from -0.898 to 1.56 for copper sulfate pentahydrate were obtained. Although the coefficients
of variation of both datasets were significant, the 96 h-LC50 of the six laboratories were within the range of xpt±

� 2σpt . The reproducibility of this testing method using Gobiocypris rarus embryos has presented a promising result,
and the level of sensitivity and repeatability of this native fish species embryo is comparable to that of Danio rerio
embryo in relation to the exposure of 3,4-dichloroaniline and copper sulfate pentahydrate, i.e., the differences of the
two species less than an order of magnitude. Therefore, Gobiocypris rarus can serve as standard test organism for

� fish toxicity studies.
Keywords: Gobiocypris rarus; fish embryo acute toxicity test; interlaboratory comparison; reproducibility

　 　 在化学品生态毒性试验体系中,鱼类作为水生

生态毒性试验体系中的顶级脊椎动物,具有不可替

代的地位。 各类化学品的鱼类急性毒性数据是其危

害鉴定和环境风险评估中基本数据要求的一部分。
鱼类急性毒性试验[1],简而言之,每组 7 ~ 10 条幼鱼

(如斑马鱼 (Danio rerio )、黑头软口鲦 (Pimephales
promelas)、日本青鳉鱼(Oryzias latipes)、蓝鳃鱼(Lep-
omis macrochirus)、虹鳟(Oncorhynchus mykiss))暴露

� 于至少 5 个受试物浓度下 96 h,计算导致 50%鱼死

亡的化学物质浓度(LC50)。
欧洲的动物福利法规要求将 3Rs 原则,即替代

(Replacement)、减少(Reduction)和优化(Refinement),
纳入监管体系[2],并强调了开发和验证替代方法的

重要性和必要性。 在监督管理制度内替代、减少或

优化鱼类急性毒性试验的可能性已被讨论多年,并
已纳入测试策略中。 例如,化学品注册、评估、许可

和限制法规 (Registration, Evaluation, Authorization
and Restriction of Chemicals, REACH)高度关注化学

品毒性测试中实验动物福利问题,提倡减少测试中

脊椎动物的数量,推动非动物测试(如胚胎、细胞和

组织等)和替代策略的开发和验证[3]。 如有可能,尽
量使用已有数据、交叉参照法(read across)、计算机

方法(in silico)和(或)体外法(in vitro)获得鱼类急性

� 毒性数据。 如若不能,根据经济合作与发展组织

(Organisation for Economic Co-operation and Devel-
opment, OECD)测试指南 203 中描述的限度试验,即
化学品 LC50>100 mg·L-1 [1]或根据 OECD 指导文件

126 [4]的阈值方法。 但该 2 种方法所采用的试验生

物均为幼鱼或者成鱼。 鱼类急性毒性试验的替代方

案是基于鱼类胚胎或鱼类细胞系的使用,而鱼类胚

胎被认为是最有希望的替代物。 目前,国际上首选

鱼类急性毒性试验的替代方法为 2012 年完成验

证[5-6],OECD 于 2013 年颁布的鱼类胚胎急性毒性

试验(Guidelines for the Testing of Chemicals,2013,
No. 236,Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test)[7],
该方法中指定的实验生物为斑马鱼受精卵。

OECD TG 236 规定将新受精的(16 细胞期前)、
在体视显微镜下观察无明显不规则分裂或破损的受

精卵暴露于不同浓度的测试化学品溶液中,每个浓

度组 20 个胚胎,试验持续 96 h,每 24 h 观察并记录

以下终点作为死亡表征:(1)卵黄凝结;(2)体节缺失;
(3)尾部未和卵黄囊分离;(4)无心跳。 采用胚胎进行

毒性试验除了可满足现行动物福利法规的要求,还
存在亲鱼体型小(易于饲养和管理方便)、产卵量大、
试验体系小(整个试验在 24 孔细胞板中完成)、测试

周期短(96 h)、便于观察(斑马鱼胚胎具有光学透明

性)、操作方便等优点。 与传统的成鱼或幼鱼的急慢

性试验相比,更为灵敏且能够提供更多的观察效应

指标。 为了验证不同物种对该方法的敏感性,
Braunbeck 等[8]曾提出鱼类胚胎毒性试验“适用于多

物种”,即将针对斑马鱼的协议适用于其他鱼种,如
OECD 测试指南 203 中推荐的物种黑头软口鲦和日

本青鳉。
稀有鮈鲫(Gobiocypris rarus)是我国特有的一种

� 小型鲤科鱼类[9],也是我国化学品环境管理中首选

试验鱼种。 其亲鱼性成熟时间短,繁殖季节长,产卵

量大,可常年人工繁殖,因此具有成为中国特有模式

鱼种的潜能。 由于其胚胎也具有光学透明性,可透

过卵膜清晰观察胚胎发育,同时其胚胎的形态特征、
发育过程及孵化时间也与多数淡水硬骨鱼类似[10],
因此,以稀有鮈鲫为实验材料,开展相关的胚胎毒理

学研究有一定的基础依据。 此外,稀有鮈鲫生物学

特征研究已较为系统,研究工作涉及鱼病学、遗传

学、环境科学、胚胎学和生理学等领域[11-14]。 在此基
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础上,开展稀有鮈鲫在胚胎领域的毒理学研究将推

动我国特有标准试验鱼种用于生态毒性测试的可持

续战略,拓展稀有鮈鲫在毒性测试中的使用范围,为
其最终成为国际公认的标准试验物种创造条件。

评估任何生态毒理学测试结果时,结果的不确

定度水平是很重要的。 实验室间比对测试是定义单

个测试方法甚至整套测试方法有效性的过程中最重

要的步骤之一。 因此,国际准则建议确定此类数据

的重复性和重现性[15]。 已有研究显示稀有鮈鲫胚胎

急性毒性试验具有良好的重复性[16],但其重现性无

任何报道。
本研究旨在评价稀有鮈鲫胚胎急性毒性试验在

各实验室的重现性,验证稀有鮈鲫胚胎是否适用于

鱼类胚胎急性毒性试验,为相关化学品测试国家标

准的制定提供依据。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

本研究中所使用的稀有鮈鲫亲鱼源自中国科学

院水生生物研究所,为野生型封闭群(Ihb:IHB),或引

种后自行繁育。 单次试验所用胚胎均为同一批次,
体视镜镜检下处于 16 细胞期前 (约为受精后 90
min),无明显不规则分裂或破损,透明且发育正常的

受精卵。
1. 1. 2　 参比物质

3,4-二氯苯胺(梯希爱(上海)化成工业发展有限

公司)(表 1),其水溶性较低、毒性较大,是常用的有

机参比物质,亦是斑马鱼胚胎急性毒性试验推荐的

阳性参考物质。
五水硫酸铜(上海麦克林生化科技有限公司)(表

1),其性质稳定,试验结果可靠,可比性强,对鱼类各

个生命周期的毒性均较大,是水生毒性试验中常用

的无机参比物质。

1. 2　 方法

按照《OECD 化学品测试准则 No. 236 鱼类胚

胎急性毒性试验》 [7]和 ISO 关于测试方法和结果的

准确度评价方法[17]进行试验设计并制定试验方案,
选用 3,4-二氯苯胺和五水硫酸铜 2 种参比物质,邀
请我国国内良好操作规范实验室 (good laboratory
practice, GLP)开展针对上述 2 种参比物质的比对试

验,评价试验结果的重现性。
1. 2. 1　 试验原理

将新受精的鱼类胚胎暴露于不同浓度的化学品

水溶液中 96 h。 其后每 24 h,观察并记录以下 1 ~ 4
个死亡表征:(1)卵凝结;(2)体节缺失;(3)尾部未分

离;(4)无心跳。 当暴露结束时,通过上述 4 个表征

的阳性结果确定急性毒性,并计算 LC50 值。
1. 2. 2　 试验条件

试验用水为经活性炭过滤、紫外线照射处理的

自来水,并在恒温储水箱中连续曝气至氧饱和,恒温

(26±1) ℃,水硬度为 100 ~ 300 mg·L-1 (以 CaCO3

计),pH 为 6.5 ~ 8.5,试验期间变化不超过 1.5 个单

位;光照周期为 12 h ∶ 12 h(光 ∶ 暗);溶解氧不小于

空气饱和值的 60% 。
鱼卵受精后尽快开始试验,胚胎应最晚在 16 细

胞期(约为受精后 90 min)前暴露于试验溶液中。 暴

露 96 h 后试验结束。 每 24 h 更新化学品母液和各

浓度试验溶液。 试验前在已预处理 24 h 的 24 孔板

中,每孔注入 2 mL 新鲜制备的试验溶液。
1. 2. 3　 试验操作

暴露浓度:根据预试验结果,3,4-二氯苯胺暴露

组配制浓度分别为 5、7、10、14 和 20 mg·L-1,五水硫

酸铜暴露组配制浓度分别为 0.7、1.0、1.5、2.3 和 3.5
mg·L-1。 同时,设置 1 个空白对照组。

母液配制:试验前一天,将已知量的 3,4-二氯苯

胺添加到一定体积的试验用水中,连续磁力搅拌 24 h
至溶解,制备成配制浓度为 20 mg·L-1的母液;试验

表 1　 参比物质基本信息

Table 1　 The basic information of the test chemicals

化学品名

Chemical name

分子式

Molecular formula

分子量/(g·mol-1 )
Molecular weight

/(g·mol-1 )

CAS 号

CAS number

水溶解度

Solubility in water

纯度/%

Purity/%

批号

Batch No.

3,4-二氯苯胺

3,4-dichloroaniline
C6H5Cl2 162.02 95-76-1

微溶于水

Slightly soluble in water
>98 7Q6QN-JC

五水硫酸铜

Copper sulfate pentahydrate
CuSO4∙5H2O 249.685 7758-99-8

极易溶于水

Highly soluble in water
99 C10184861
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当天将已知量的五水硫酸铜溶于一定体积的去离子

水中,制备成配制浓度为 10 mg·L-1的母液。 试验

期间,母液均每天配制更新。
试验溶液配制:将适量的样品母液添加到试验

用水中,配制成各浓度的试验溶液。
胚胎分配:在体视显微镜下选择处于 16 细胞期

前(约为受精后 90 min),无明显不规则分裂或破损

的受精卵进行试验,并计算受精率。 所有试验均在

标准 24 孔板中完成,每孔 1 个受精卵,各组 20 个∙
板-1;以试验用水为介质,在上述各板中另放入 4 个

鱼卵作为板内质控;空白对照组 24 个∙板-1(图 1)。
观察与记录:每 24 h 观察记录 1 次胚胎死亡数

和其他可观察效应;从 48 h 开始,每 24 h 记录 1 次

空白对照组和各浓度组胚胎孵化数。 试验结束时,如
板内质控死亡超过 1 个,则整板无效,该浓度组剔除。

水质参数测定:在暴露开始和暴露结束时,测定

空白对照组和最高浓度组的硬度和电导率。 试验期

间,每次更新试验溶液前后测定空白对照组和最高

浓度组试验溶液的 pH。 在试验结束时,测定空白对

照组和最高浓度组(有存活胚胎)的溶解氧浓度。 试

验期间,每日测定 1 次温度,测定温度时,随机选取

3 个试验容器进行测定。
1. 2. 4　 试验有效性判断

试验期间,试验溶液的溶解氧含量应 > 80%
ASV;各试验容器之间的水温波动不超过±1 ℃,维
持在(26±1) ℃之间。 试验开始时,试验用胚胎总受

精率≥70% 。 试验结束时,空白对照组胚胎的存活

率≥90% ,空白对照组胚胎的孵化率≥80% 。
1. 2. 5　 实验室间比对试验

为评价 3,4-二氯苯胺和五水硫酸铜 2 种参比物

质试验结果的重现性,邀请国内 5 家外部 GLP 实验

室参加稀有鮈鲫胚胎急性毒性比对试验。 这些实验

室位于我国不同区域,其中华东 2 家、华中 1 家、东
北 1 家、西南 1 家。 为了保证数据结果的可靠性和

可比性,比对试验由本实验室制定试验方案,统一分

发受试物质。

图 1　 稀有鮈鲫胚胎急性毒性试验 24 孔板布局图

注:1 ~ 5 表示 5 个试验浓度组;nC 表示空白对照组(试验用水);iC 表示板内控制(试验用水)。

Fig. 1　 Gobiocypris rarus embryo acute toxicity test: 24-well plate layout
Note: 1 ~ 5 means five test concentrations; nC means negative control (test water); iC means internal plate control (test water).
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1. 3　 数据处理

1. 3. 1　 LC50 的统计结果分析

将各暴露浓度组 96 h 的胚胎累计死亡数与空

白对照组 96 h 胚胎的累计死亡数进行对比,绘制浓

度-死亡率曲线图。 采用点估计计算 96 h-LC50 及

95%置信限。
1. 3. 2　 z 分数

评估能力测试结果 x i 的 z 分数计算公式 [18]

� 如下:

zi =
(xi-xpt)
σpt

式中:xi 表示单个实验室的 96 h-LC50 值;xpt 表示所

� 有参与实验室的 96 h-LC50 的总体平均值;σpt 表示

所有参与实验室的 96 h-LC50 值的标准偏差。
z 分数结果的评价标准[19]如下: | z |≤2.0,试验

� 结果可被接受;2.0< | z | <3.0,试验结果可疑,鼓励实

� 验室复查其结果; | z |≥3.0,试验结果不被接受,要
� 求实验室开展纠正措施。

2　 结果(Results)
2. 1　 不同实验室 2 种参比物质对稀有鮈鲫胚胎急

性毒性结果比较

所有参加比对试验的实验室均按照统一的试验

方案开展稀有鮈鲫胚胎急性毒性试验,试验用水水

质参数(温度、pH、溶解氧、硬度和电导率)的变化和

试验用胚胎的选择均符合质量控制要求。 试验结束

时,所有参与比对实验室的试验空白对照组胚胎

的死亡率均为 0,孵化率均为 100% ,均符合试验

有效性。
试验结果显示,6 家实验室 2 种参比物质随着

浓度的升高和暴露时间的延长,稀有鮈鲫胚胎死亡

率呈梯度上升。 就 3,4-二氯苯胺而言,从 7 mg·L-1

浓度组均开始胚胎出现较为明显的死亡,死亡率范

围为 10% ~ 40% 。 暴露结束时,6 家实验室各浓度

组稀有鮈鲫胚胎累计死亡率范围为 0 ~ 100% ,死亡

表征 2 家实验室为体节缺失,其余实验室均为无心

跳,未观察到任何异常特征。 对于五水硫酸铜,试验

期间,所有实验室死亡表征除无心跳外,均出现 24 h
卵黄凝结的现象,96 h 胚胎累计死亡率范围为 0 ~
100% 。
2. 2 　 3,4-二氯苯胺和五水硫酸铜对稀有鮈鲫胚胎

急性毒性的 96 h-LC50 及其 95%置信限

通过回归分析,建立各暴露浓度与胚胎死亡效

应的关系曲线,获取 96 h-LC50 值及其 95%置信限。
各实验室 3,4-二氯苯胺对稀有鮈鲫胚胎急性毒性的

LC50 值在 4.10 ~ 13.7 mg·L-1之间(图 2),五水硫酸

铜对稀有鮈鲫胚胎急性毒性的 LC50 值在 1.10 ~ 2.55
mg·L-1之间(图 3)。

图 2　 各实验室 3,4-二氯苯胺对稀有鮈鲫胚胎急性毒性

的 96 h-LC50 值及其 95%置信限

Fig. 2　 The LC50 and its 95% confidence limits of

3,4-dichloroaniline of the acute toxicity on Gobiocypris rarus
embryo after 96 h exposure for each participating laboratory

图 3　 各实验室五水硫酸铜对稀有鮈鲫胚胎急性毒性

的 96 h-LC50 值及其 95%置信限

Fig. 3　 The LC50 and its 95% confidence limits of copper

sulfate pentahydrate of the acute toxicity on Gobiocypris rarus
embryo after 96 h exposure for each participating laboratory
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将本实验室第一次试验的数据与其他 5 个外部

实验室的数据纳入比对试验评价,得到 3,4-二氯苯

胺对稀有鮈鲫胚胎急性毒性 96 h-LC50 的总体平均

值(xpt)和标准偏差(σpt )分别为 9.25 mg·L-1和 3.62
� mg·L-1,变异系数为 39.1% ;五水硫酸铜对稀有鮈

鲫胚胎急性毒性 96 h-LC50 的 xpt 和 σpt 分别为 1.63
� mg·L-1和 0.59 mg·L-1,变异系数为 36.0% 。 2 种参

比物质对稀有鮈鲫胚胎急性毒性的 96 h-LC50 值均

在其 xpt±2σpt 范围内,如图 4 和图 5 所示。

图 4　 各实验室 3,4-二氯苯胺对稀有鮈鲫胚胎急性

毒性的质量控制图

Fig. 4　 Quality control chart of 3,4- dichloroaniline
of the acute toxicity on Gobiocypris rarus embryo

for each participating laboratory

图 5　 各实验室五水硫酸铜对稀有鮈鲫胚胎急性

毒性的质量控制图

Fig. 5　 Quality control chart of copper sulfate
pentahydrate of the acute toxicity on Gobiocypris rarus

embryo for each participating laboratory

2. 3　 各实验室间比对试验结果的 z 分数

按照 z 分数计算公式计算各实验室比对试验结

� 果的 z 分数。 各实验室 3,4-二氯苯胺对稀有鮈鲫胚

� 胎急性毒性比对试验结果的 z 分数在-1.42 ~ 1.23
� 之间, | z | <2.0(图 6);各实验室五水硫酸铜对稀有鮈

� 鲫胚胎急性毒性比对试验结果的 z 分数在-0.898 ~
� 1.56 之间, | z | <2.0(图 7)。 当 | z |≤2.0,即该 LC50 值

� 在(xpt±2σpt)范围之内时,可认为该实验室的比对结

� 果与总体情况无明显差异[20]。

图 6　 各实验室 3,4-二氯苯胺对稀有鮈鲫胚胎急性

毒性试验比对结果的 z分数

Fig. 6　 z scores of 3,4-dichloroaniline of the acute toxicity
on Gobiocypris rarus embryo for each participating laboratory

图 7　 各实验室五水硫酸铜对稀有鮈鲫胚胎急性

毒性试验比对结果的 z分数

Fig. 7　 z scores of copper sulfate pentahydrate
of the acute toxicity on Gobiocypris rarus embryo

for each participating laboratory

3　 讨论(Discussion)
鱼类胚胎急性毒性试验(OECD TG 236)选择处

于鱼类整个生命阶段最开始阶段的胚胎进行为期

96 h 的急性毒性试验,观察受试化学品对鱼类胚胎
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的急性致死效应。 在 OECD 化学品测试方法中,由
于鱼类在水生生态系统中的关键地位,鱼类毒性测

试占有重要地位,从生态毒性层面分析,就包括胚

胎、仔鱼、幼鱼和成鱼全生命周期的试验标准。 胚胎

作为鱼类生命的最初期,对化学品的敏感性通常优

于其他阶段,且该测试方法技术难度较小,实验室间

比对工作相对容易开展。
鱼类胚胎急性毒性试验从方法开发之初,其间

开展比对验证,到最终形成OECD 导则,斑马鱼(Da-
nio rerio)都是受试鱼种或推荐鱼种。 由德国主导的

� 9 家实验室间比对项目中 3,4-二氯苯胺对斑马鱼胚

胎的 96 h-LC50 值在 2.55 ~ 3.20 mg·L-1范围之间,五
水硫酸铜对斑马鱼胚胎的 96 h-LC50 值在 0.198 ~
0.423 mg·L-1。 在本研究中,我国国内各实验室 3,4-
二氯苯胺对稀有鮈鲫胚胎的 96 h-LC50 值在 4.10 ~
13.7 mg·L-1之间,五水硫酸铜对稀有鮈鲫胚胎的 96
h-LC50 值在 1.10 ~ 2.55 mg·L-1之间,相比之下,斑
马鱼胚胎对 2 种参比物质的敏感性高于稀有鮈鲫胚

胎,但差异均未超过一个数量级。 该差异可能是因

为稀有鮈鲫胚胎拥有比斑马鱼更厚的卵壳膜(图 8),
对于这一点,暂无法对其下定论,但研究推测可能会

影响稀有鮈鲫胚胎对某些化学物质的敏感性。 但稀

有鮈鲫胚胎直径明显大于斑马鱼胚胎直径,稀有鮈

鲫的卵直径均超过 1 mm[21],这一特点使其在试验

中更易于观察;且稀有鮈鲫胚胎黏性较大,易于黏附

在试验容器(如 24 孔板)的底部,在进行溶液更新或

镜检观察时,基本不会随水流波动,易于试验操作,
而斑马鱼胚胎不具有黏性,胚胎易随水流波动,加大

了试验操作的难度。 此外,体视显微镜下观察比较

2 种胚胎发育过程,稀有鮈鲫与斑马鱼相类似,均包

含卵裂期、囊胚期、原肠期、分裂期、成形期和孵化期

这些发育时期[22],稀有鮈鲫胚胎发育时序及特征符

合胚胎试验观察的需求,与斑马鱼基本一致。 由此

可见,稀有鮈鲫胚胎生物学特征与斑马鱼类似,具有

开发和验证鱼类胚胎急性毒性试验的潜力。
本研究选取 3,4-二氯苯胺和五水硫酸铜 2 种参

比物作为受试物开展实验室间比对试验,结果显示,
稀有鮈鲫胚胎对五水硫酸铜的敏感性高于 3,4-二氯

苯胺,范博等[23]通过对全部物种的敏感性排序发现,
稀有鮈鲫对重金属(Zn2+、Cu2+、Cr6+和 Hg2+ )较敏感

(平均累计概率为 36% )。 张京佶等[16]开展了 6 次 3,
4-二氯苯胺和五水硫酸铜对稀有鮈鲫胚胎的重复性

研究,结果表明 3,4-二氯苯胺和五水硫酸铜对稀有

鮈鲫胚胎的 96 h-LC50 平均值(x)分别为 12.8 mg·L-1

和 1.76 mg·L-1,标准差 (s)分别为 1.70 mg·L-1 和

� 0.197 mg·L-1,2 种化学品 6 次试验的 96 h-LC50 均

在各自 x±2s 范围内,重复性较好,敏感性低于斑马

� 鱼胚胎,但差异均未超过一个毒性分级。 笔者前期

研究了 16 种化学品对稀有鮈鲫胚胎和斑马鱼胚胎

的敏感性[24],结果显示:稀有鮈鲫胚胎和斑马鱼胚胎

对其中 15 种化学品的敏感性相近,其中七水硫酸锌

对稀有鮈鲫胚胎的 96 h-LC50 值为 10.4 mg·L-1,斑
马鱼为 238 mg·L-1,两者差异约 22.9 倍,可见稀有

鮈鲫胚胎对七水硫酸锌异常敏感。 此外,3,4-二氯

苯胺、五水硫酸铜等 11 种化学品,斑马鱼胚胎的敏

感性略优于稀有鮈鲫胚胎,但毒性值差异在 1.02 倍

~ 6.05 倍之间,有很好的可比性。 结合毒性分级,稀
有鮈鲫和斑马鱼有 11 个毒性分级一致,另有 5 个仅

相差 1 个等级。 鉴于化学品理化性质的不同和生物

物种间的差异,稀有鮈鲫胚胎的敏感性不亚于斑马

鱼胚胎,适宜鱼类胚胎急性毒性试验的应用。

图 8　 稀有鮈鲫与斑马鱼胚胎卵壳膜比较

注:左为稀有鮈鲫胚胎,右为斑马鱼胚胎,红色箭头为稀有

鮈鲫胚胎较厚的卵壳膜。

Fig. 8　 Comparison of embryo shell membranes between
Gobiocypris rarus embryo and Danio rerio embryo
Note: The left is the embryo of Gobiocypris rarus, the right
is embryo of Danio rerio, the red arrow is the thicker embryo

shell membrane of Gobiocypris rarus embryo.

　 　 任何一项试验研究在实施的过程中,都会出现

各种来源的差异。 就鱼类胚胎急性毒性试验而言,
除了鱼类胚胎个体内在的受精率和孵化率差异,试
验体系中试验水温及其变化范围、溶解氧含量、电导

率和硬度等因素都可能导致最终的试验结果存在不

同程度的差异,操作人员的不同和实验室环境设施

的差异会进一步加剧该差异。 因此,同一项试验结

果的实验室间差异通常比较大。 但是,只要严格控
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制鱼类胚胎的质量、鱼卵开始暴露时间、试验水温、
死亡表征的观察及记录等关键性的试验条件,这些

潜在的差异将不会对试验方法的灵敏度产生显著的

影响。
本研究验证了鱼类胚胎急性毒性试验的稳定

性。 各实验室间数据的变异系数较大,可能由以下

原因所致:首先,各实验室的试验结果是基于试验溶

液中受试物的实测浓度,而试验溶液中受试物的实

测浓度因操作人员技术水平、分析仪器设备、样品的

采集和保存技术、数据处理与统计方法等的不同而

存在较大差异;其次,2 种参比物质毒性效应浓度

低、试验暴露体系小、试验难度较大等可继续增大结

果的差异。 统一各实验室该比对试验的操作人员技

能、分析仪器设备、样品采集和保存技术以及数据处

理与统计方法等可大大降低该差异。 6 家实验室的

数值相比,5 号实验室提供的 2 种参比物质 96 h-
LC50 值均是最小的,最大值与最小值之比未超过一

个数量级,且z 分数法的评价结果也进一步印证了

比对试验结果的重现性。
综上所述,本研究选取 3,4-二氯苯胺和五水硫

酸铜 2 种参比物质开展 6 家实验室间稀有鮈鲫胚胎

急性毒性比对试验,结果具有良好的重现性。 稀有

鮈鲫作为一种中国本土的标准试验鱼种,其胚胎生

物学特征与斑马鱼类似,急性毒性试验结果也体现

了良好的稳定性、重复性和重现性,胚胎敏感性也不

亚于其成鱼和其他国际标准鱼种(如斑马鱼),适用

于进行鱼类胚胎急性毒性试验。

通讯作者简介:陈晓倩(1975—),女,高级工程师,主要研究方

向为生态毒理学。
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