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前  言 

本标准按 GB/T 1.1-2009 的规则起草。 

本标准与经济合作与发展组织（OECD）化学品测试导则草案《青鳉多代繁殖试验》（英

文版）技术内容相同。 

本标准做了下列结构和编辑性修改： 

——计量单位改为我国法定计量单位； 

本标准的附录 A、附录 B、附录 C、附录 D、附录 E、附录 F、附录 G、附录 H 和附录

I 为资料性附录。 

本标准由中华人民共和国农业部种植业管理司提出并归口。 

本标准起草单位：农业部农药检定所、浙江省农业科学院农产品质量标准研究所 

本标准主要起草人： 
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化学农药 青鳉多代繁殖试验准则 

1  范围 

本标准规定了化学农药等化学品对青鳉多代繁殖影响试验的材料、条件、操作、质量控制、

数据处理、试验报告等的基本要求。 

本标准适用于测试和评价化学农药等化学品对青鳉的多代繁殖影响试验，其他类型的农药可

参照使用。 

本标准不适用于易挥发、在常用有机溶剂和水中难溶解的化学农药等化学品。 

2  规范性引用文件 

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于

本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。 

GB/T 21854-2008 化学品 鱼类早期生活阶段毒性试验 

GB/T 31270.12 化学农药环境安全评价试验准则 第 12 部分：鱼类急性毒性试验 

3. 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

3.1 

最低可见效应浓度  lowest observed effect concentration  

在一定暴露期内，与对照相比，对供试鱼产生显著影响（p＜0.05）的最低供试物浓度，用 LOEC

表示。 

3.2 

无可见效应浓度  no-observed effect concentration 

在一定暴露期内，与对照组相比对供试鱼无明显影响的供试物浓度，用 NOEC 表示，即仅低

于 LOEC 的供试物浓度。 

3.3 

x%效应浓度 Effect concentration for x% effect 

指给定的试验期限内，和对照组相比引起 x%供试鱼出现某种效应的供试物浓度，用 ECX 表

示。 

注：单位为 mg a. i. /L。 

4  试验概述 

将性成熟的亲本（F0 代）日本青鳉雌鱼和雄鱼配对暴露于供试物，收集鱼卵继续暴露于一定

浓度供试物溶液中至子一代（F1 代）达到生育期，收集 F1 代产的鱼卵继续暴露于供试物，直至子



 

二代（F2 代）仔鱼孵化或 F2 代仔鱼达到生育期。试验期间观察并评估供试物对鱼类多代繁殖的慢

性毒性效应和内分泌干扰作用，并确定供试物对青鳉鱼存活、发育、生长和繁殖的无观察效应浓

度（NOEC）和可观察效应浓度（ECx）。 

5  试验方法 

5.1  材料和条件 

5.1.1  供试生物 

5.1.1.1  鱼种选择与驯化 

选择健康、未接受疾病治疗并达到性成熟的日本青鳉（Oryzias latipes），在水质、光照和温度

条件与试验条件相似的条件下驯化至少两周。驯化期间用丰年虾、卤虫幼体饲喂，并进行观察记

录。驯化期间，经 48 h 的稳定期后，记录培养鱼群的死亡数，并按照以下标准操作： 

——7 天内鱼群的死亡数超过 10%，该批鱼全部不能用于试验； 

——7 天内鱼群的死亡数在 5-10%之间，再驯化 7 d 直至 2 周的驯化期结束；若在第二个 7 d

内死亡数超过 5%，该批鱼全部不能用于试验； 

——7 天内鱼群的死亡数在 5%以下，该批鱼可以用于试验； 

——在两周的驯化期间、暴露前和暴露期间不能进行疾病治疗； 

——具有疾病症状的鱼不能使用。 

5.1.1.2  试验用鱼 

选择在 25±2℃等条件下同一批驯化的、鱼龄为自受精卵≧12 周、性别差异明显且遗传稳定

的成年鱼，应避免使用基因型为 XX 的假雄鱼，用来繁殖配对的雌雄 F0 代应该是 XX 基因型配对

XY 基因型。试验前一周，应确保试验成鱼具有活跃的繁殖能力（具有产卵能力）。试验至少需要

雌雄 42 对鱼来保证足够的重复，当有溶剂对照时要用 54 对。 

同性别的试验用鱼的体重差异应该保持在该性别鱼群体重的算数平均值的±20%范围内，在

试验前应抽样测量试验用鱼的体重，计算平均体重和可接受误差。雌鱼体重应≥ 300 mg，雄鱼体

重应≥ 250 mg。 

试验期间用丰年虾、卤虫幼体每天饲喂两次，温度为 25 ±2℃，光暗比为 16 h：8 h。 

5.1.1.3  观察培养 

鱼可以喂食卤虫丰年虾（24 h 龄幼虫），如需要，可补充喂食商用片状食品。商用片状食品应

定期检测污染物含量，如有机氯杀虫剂、多环芳烃、多氯联苯等。应该避免使用具有雌激素效应

的食物。未吃掉的食物及排泄物应按规定要求移出容器，如用虹吸小心地清除容器底部的残余食

物及排泄物。鱼缸的边缘和底部每周用刮刀清洗 1~2 次。试验期间，应注意保证每个重复组喂食

同样量的食物，饲喂时间表参见附录 E。 

5.1.2  供试物 

农药原药或制剂。难溶于水的可用少量对鱼类毒性小的有机溶剂、乳化剂或分散剂等助溶。



 

已知可用的助溶剂包括：二甲基亚砜、三甘醇、甲醇、丙酮、乙醇。应尽可能的避免使用助溶剂

或载体，当使用助溶剂时，助溶剂的浓度不应超过 100 μL/L 或 100 mg/L，并以供试物使用的助溶

剂最大浓度作为溶剂对照组。 

5.1.3 主要仪器设备 

主要仪器设备如下： 

——溶解氧测定仪 

——pH 测定仪； 

——酸度计； 

——空间大小适宜的温控监测系统； 

——电子天平。 

5.1.4  试验用水 

试验用水应适合供试鱼的长期生长，整个试验期间水质应保持恒定。应对试验用水定期取样

分析，测定重金属（如 Cu、Pb、Zn、Hg、Cd、Ni）、主要阴/阳离子（如 Ca、Mg、Na、K、Cl、

SO4）、其他农药、总有机碳和悬浮物的含量。当已知试验用水的水质相对稳定，可每六个月测定

一次。合格试验用水的化学特性见附录 B。 

5.2  试验操作 

5.2.1 方法的选择 

按照农药的特性选择静态、半静态或流水式试验法。推荐采用流水式试验法。使用流水式试

验法时，应利用合适的计量泵将供试物贮备液分配至试验系统，试验暴露前应将贮备液和试验溶

液的流速调节成一致，并且在试验期间应定期检查流速。各个容器的试验溶液应根据供试物的稳

定性和水质进行适当的更新（如每天更新 5-16 倍试验体积或流速 20 mL/min）。 

5.2.2  试验设计 

5.2.2.1  试验浓度 

选择浓度范围时应尽可能考虑所有的资料信息，包括定量结构活性关系（QSAR）、相似物的

信息和已有的鱼类毒性试验结果。可进行包括繁殖试验在内的预试验，以确定试验浓度范围。在

进行预试验时，其试验条件（水质、试验系统、生物负荷量）应尽可能的与正式试验一致。至少

按等比使用 5 个浓度，最高浓度不应该超过最高水溶解度，10 mg/L 或是 96 h-LC50 的 1/10。最低

浓度应该低于最高浓度的 1/10-1/100，各浓度间级差应≦3.2。 

5.2.2.2  试验重复 

每试验浓度至少 6 个重复容器（见附录 G）。在繁殖期间（F0 代除外），为了进行繁殖能力评

估，重复组应设 2 个平行，每平行中只需放置一对配对鱼。 

除试验的供试物处理组外，还应视需要设空白对照组和溶剂对照组。为确保能够进行统计分

析，对照组的重复也需设 2 个平行（即对照组至少需设 12 个重复）。在繁殖期间，对照组的重复



 

数应加倍（即至少 24 个重复，且每个重复中只需放置一对配对鱼）。繁殖之后，对照组的重复组

中不应超过 20 条鱼。 

5.2.3  试验准备 

试验前，将符合试验要求的配对鱼移入各个试验容器中。每个试验容器为一个重复组，将其

放置于暴露系统并曝气。 

5.2.4  试验暴露 

5.2.4.1 暴露条件 

试验参数和条件见附录 A。试验结束时，对照组的终点指标效应参数一般应与附录 C 中的所

列要求一致，当试验成熟时，可以做适当调整。 

试验过程中，各处理组和空白对照组至少测定一个试验容器中的溶解氧、pH、氨和温度。试

验期间，温度每天进行测定，其他指标至少每周测定一次。 

5.2.4.2  各暴露阶段 

5.2.4.2.1 1-3 周（F0） 

满足产卵要求的 F0 代暴露 3 周，使发育中成鱼的配子体和性腺组织暴露在供试物溶液中。各

重复试验容器放入一繁殖对（XX 雌鱼:XY 雄鱼繁殖对）。从试验第 1 天开始，连续 21 天收集鱼

卵，计数并评价受精情况。 

5.2.4.2.2  4 周（F0和 F1） 

收集同一天的受精卵和存活卵（胚胎），当胚胎不足时，可收集两天内的胚胎。将收集到的胚

胎混合随机分配到每一重复孵化器中，每孵化器 20 个胚胎（卵孵化器示例见附录 F）。如有一个

处理需要第二天收集的胚胎，则所有处理组（包括对照组）也应按同一操作进行。当第二天收集

的胚胎数不足时，可减少胚胎数至 15 个/孵化器。再低时，需减少重复数，以确保每个孵化器有

15 个胚胎。第 24 天时，对 F0 繁殖成鱼实施安乐死并记录其体重和体长。 

5.2.4.2.3  第 5-6 周（F1） 

在预期孵化开始前 1-2 天，停止或减少孵化卵的搅动以促进孵化。胚胎每天孵化时，将刚孵

出的 F1代小鱼合并在一起并系统分配到每一重复的幼鱼容器中，每一容器不超过 12 尾。分配时

刚孵小鱼随机选择，每一刚孵小鱼随意汲取并放入连续重复中，通过重复间的有序移动直至处理

内所有重复都有 12 尾刚孵小鱼。若刚孵小鱼不足时，确保尽可能多的重复有 12 尾刚孵小鱼来启

动 F1 阶段试验。记录孵化鱼数，计算每一重复的孵化率。 

5.2.4.2.4  第 7-11 周（F1） 

每天检查和记录所有重复中幼鱼的存活情况。第 43 天时，记录每一重复中存活鱼数，即各重

复开始时放入的孵化幼鱼数（通常是 12 尾）。用于计算从孵化到亚成鱼阶段的存活率。 

5.2.4.2.5  第 12-13 周（F1） 



 

第 78-85 天时，从所有鱼的尾鳍部分采集小量样品用于检测个体遗传性别（如鳍剪下物）。遗

传性别检测后 3 天内，每处理随机建立 12 对繁殖对，对照为 24 对。随机从每重复选择两尾基因

型XX和基因型XY的 F1代亚成鱼按性别混合在一起，然后随机选择建立 F1代繁殖对（XX:XY对）。

按每重复一对繁殖对，每处理至少 12 个重复，对照至少 24 个重复。当某重复不足两尾基因型 XX

或两尾基因型 XY 的 F1代亚成鱼用于混合，可从同一处理其它重复中选择适宜的遗传性别。剩余

的 F1代亚成鱼（每重复最多 8 尾）实施安乐死并取样用于各种亚成鱼终点指标测定。保留所有亚

成鱼样品的 DMY 基因数据（XX 或 XY）以确保所有终点指标数据与每一尾鱼遗传性别相关。 

5.2.4.2.6  第 13-14 周（F1） 

在亚成鱼繁殖对发育到成鱼阶段继续暴露。第 98 天卵收集开始前的时间，从试验容器中和雌

鱼身上移走鱼卵。 

5.2.4.2.7  第 15-17 周（F1） 

连续 21 天每天收集各重复鱼卵，并评价产卵率和受精率。 

5.2.4.2.8  第 18 周（与第 4周重复）（F1和 F2） 

第 120 天时，于清晨从各重复容器中收集 F1代鱼卵。评价后将从各繁殖对中收集的受精卵（细

丝移去）混合，并系统分配到卵孵化容器内，每容器 20 粒受精卵。孵化器可置于各处理分开建立

的“孵化器容器”内或包含幼鱼的重复容器内。胚胎宜在一天内收集。若胚胎不足时，可收集两

天内的胚胎，将收集到的胚胎混合随机分配到每一重复孵化器中，每孵化器 20 个胚胎。当一个处

理需第二天收集的胚胎，则所有处理组（包括对照组）应按同一操作进行。如果第二天收集的胚

胎数不足时，可减少胚胎数至 15 个/孵化器。再低时，需减少重复数，以确保每个孵化器有 15 个

胚胎。第 121 天（或第 122 天，以确保 F2 已开始）时，对 F1 繁殖对实施安乐死并按照成鱼终点指

标进行分析。 

5.2.4.2.9 第 19-20 周（F2） 

在预期孵化开始前 1-2 天，停止或减少孵化卵的搅动以促进孵化。若试验以 F2 孵化完成来结

束，计数并丢弃每天刚孵小鱼。（延长孵化时间后，即在对照孵化期两倍天数尚未孵化的胚胎可认

为是不能存活胚胎）。若试验暴露延伸到 F2 繁殖阶段，则可按 5.2.4.2.3第 5-6 周的方法操作。 

5.2.4.2.10  第 21-32 周（可选 F2） 

根据供试物特性（如高生物蓄积或持久性）确定试验是否延续至第 32 周，即 F2 代达到繁殖

阶段。此期间试验操作按第 7-18 周的过程操作。第 218 天时（第 32 周第一天），对所有 F2 代繁

殖对实施安乐死并按照成鱼终点指标进行分析。 

具体时间安排参见附录 D。 

5.2.5 分析方法 



 

暴露开始前，应建立供试物浓度分析方法。试验过程中，供试物的浓度至少每周测定一次，

并在每处理组的重复中轮流选择测定。 

试验过程中，稀释液和储备液的流量定时检测（至少一周三次）。试验结果推荐使用实测浓度

表示。但当实测浓度保持在理论浓度的±20%以内，试验结果也可用理论浓度表示。 

5.2.6  观察和记录 

5.2.6.1 一般要求 

非内分泌干扰化合物观察指标包括生殖力、胚胎孵化率、生长存活率。每天也要进行行为观

察并记录任何异常行为。内分泌干扰化合物观察指标包括免疫分析的肝脏卵黄蛋白原 mRNA 或者

卵黄蛋白原蛋白水平、性别特征如雄鱼臀鳍乳突、性腺肾脏肝脏组织病理学评价（指标列表见表

1）。组织病理学的高效应用应包括从高浓度处理组到最大无影响浓度组。在个体遗传性别确定条

件下，这些观察指标的评价是以青鳉雄性决定基因 DMY 的存在与否为基础的。 

5.2.6.2 观测指标 

本试验是以观测供试物药液对鱼类繁殖产生不利效应为目的，一般包括：通过内分泌干扰途

径如对丘脑、垂体、性腺（HPG）的干扰而影响繁殖的不利效应；通过非内分泌干扰途径造成鱼

类慢性中毒如存活率、生长（体长和体重）和繁殖力的减少等不利效应，其他类型的试验如全生

活史试验和早期生命阶段试验所需观测的不利效应制标均已包括在本试验观测制标中。此外，在

记录死亡率的同时，还应在受精后 4 周（试验开始后 7 周和 21 周）剔除仔鱼后、受精后 9-10 周

（试验开始后 26-27 周）幼鱼取样后、取样成对的成鱼三种情况下计算存活率。 

本实验的数据，能同时评价至少两种一般类型的以损害繁殖为结果的有害结局通路（AOPs），

一条是内分泌介导的通路涉及对下丘脑-垂体-性腺（HPG）路径的干扰，另一条路径是非内分泌

路径介导的毒性所造成存活率、生长（体长和体重）和繁殖力的减少。在慢性毒性试验中测量的，

用于评价非内泌物质介导的毒性通路和内分泌物质介导的毒性路径的典型终点指标，如全生活史

试验和早期生命阶段试验中的指标，都包含在本试验中。另外，应记录死亡率，并计算，在受精

后 4 周（试验开始后 7 周和 21 周）剔除仔鱼后、在受精后 9-10 周（试验开始后 26-27 周）幼鱼

取样后、和成对的取样成鱼三种情况下的存活率。 

 

表 1  青鳉多代繁殖试验终点指标汇总 

生活阶段 终点指标 代数 

胚胎（2 wpf *） 孵化 F1，F2 

幼鱼（5 wpf） 存活 F1，或加F2 

亚成鱼（9或10 wpf） 存活率 F1，或加F2 



 

生长（长度和重量） 

卵黄蛋白原（mRNA或蛋白） 

第二性征（臀鳍突起） 

成鱼（12-14 wpf） 繁殖（产卵率和受精率） F0，F1，或加F2 

成鱼（15 wpf） 

存活 

F1，或加F2 

生长（体长度和体重） 

第二性征（臀鳍突起） 

组织病理学（性腺、肾脏和肝

脏） 

*wpf：受精后周数 

5.2.7 注意事项 

5.2.7.1 试验鱼的处理 

每一代鱼（F0、F1 和 F2）暴露期结束时，对接近成年的试验鱼作二次抽样。并用一定剂量的

麻醉液（如三卡因甲磺酸盐，MS-222(CAS.886-86-2)进行安乐死处理，三卡因浓度为 100-500 mg/L，

用 300 mg/LNaHCO3（碳酸氢钠，CAS.144-55-8）缓冲，濒死的鱼也应用麻醉剂进行安乐死处理。 

5.2.7.2 胚胎和仔鱼的处理 

5.2.7.2.1 卵收集 

收集 F0 代的卵应在第四周的第一天或前两天进行，收集 F1代的卵应在第 18 周的第 1 天或前

两天进行，此时 F1 代的鱼龄是受精后 15 周的成年鱼。开始收集卵之前，务必先清除每对亲本以

前产的卵，保证所收集的卵都是来自同一批次。卵通常粘着在雌鱼身上或沉淀于试验容器的底部，

一般采用虹吸的方法小心将雌鱼身上或容器底部的卵收集移出，注意清除卵膜，以避免卵聚集成

团。试验应保证同一处理的每个重复都能孵化出仔鱼。 

5.2.7.2.2 受精卵培养 

应采用水中充气、水流垂直扰动等方式不断搅拌受精卵使其运动起来，每天检查并记录受精

卵（胚胎）的死亡数，并清除死卵。受精后第 7 天，停止或减小搅拌，使受精卵沉在孵化器底部，

促进卵孵化，观察并记录每处理组和对照组中孵化的仔鱼数，超过对照组孵化期两倍时间（通常

为受精后 16 天或 18 天）仍未孵化的受精卵，应视为死卵并予以清除。 

刚孵出的仔鱼先混合在一起，然后系统地分配到每重复的容器中，整个试验期间试验鱼数量

及容器设置原理见附录 G。每容器保证有相同数量的孵化仔鱼（一般每容器 12 条，最多 20 条）。

仔鱼分配可先随机地从处理中挑出一条，然后按顺序放入容器中。前一步试验的每个处理组应尽



 

可能多设几个重复，以保证此阶段试验每容器中至少有 12 条仔鱼。多余的仔鱼应实施麻醉安乐死

处理。 

5.2.7.3  雌雄亲本配对 

5.2.7.3.1  遗传学性别判断 

在受精后 9-10 周采集鳍部组织来判断遗传学性别（F1 代的取样时间是受精后 12-13 周），采

样前，先麻醉同一缸里的所有鱼，然后从每条鱼的背部或尾部腹鳍取少量的组织，也可采用其他

方法取样，如切取背侧或腹侧的尾鳍。来自同一个鱼缸的样本宜分开放置，也可混合封装在一起。 

提取每个鳍片组织的 DNA，通过聚合酶链式反应（PCR）鉴定个体是否具有 dmy 基因。具有

dmy 基因的个体是 XY 型雄性，不具有 dmy 基因的个体是 XX 型雌性。 

5.2.7.3.2  繁殖对的建立 

通过前述方法进行遗传学性别判断后，即可建立 XX:XY 型的性成熟的雌雄配对亲本，外形

明显异常的鱼（如鱼鳔异常、脊柱畸形、体长异常等）不能用来作为繁殖亲本。如果 F2 代的试验

延长（如到 26-27 周），则相应的取样时间点和试验步骤不变。在产卵期的 F1 代和 F2代，每个鱼

缸中只可放入一对 XX:XY 型配对亲本。 

5.2.7.4  亚成鱼体的取样和终点指标的测定 

5.2.7.4.1  非繁殖亲本的取样 

建立繁殖亲本配对后，剩余 F0 代鱼应实施安乐死，并测定亚成年鱼终点指标。此时，F1 代的

鱼龄为 12-13 周，F2 代的鱼龄为 26-27 周。每条鱼均需测定多项终点指标，包括：幼鱼或亚成鱼

的存活率（测定时此指标时，F1 代的鱼龄为 7-12/13 周，F2 代为 21-26/27 周）、体长（如性别分析

时剪掉了尾鳍，则应测量去除尾部的标准体长；如只对背鳍或腹鳍取样，则应测定总体长）、体重

（如湿重或吸干表面水分后的体重）、肝脏 vtg mRNA（或者 VTG）和臀鳍乳突（参见表 1 和 2）。

并应测定繁殖亲本的体重和体长用于计算平均生长速率。 

5.2.7.4.2  组织取样的测定 

肝脏解剖后储存在不高于-70℃下直到完成 vtg mRNA(或 VTG)的测定，鱼尾等臀鳍用合适的

固定剂（如 Davidson）保存或拍照保存，用于日后乳突物的计数，必要时，还可取其他组织（如

性腺）。肝脏 VTG 浓度通常用 ELISA 法测定（参见附录 F 中 TG229 推荐的方法）。vtg mRNA 的

含量测定（比如从肝脏样品提取的 vtg I 基因的 mRNA 的拷贝数的确定），可用定量 PCR 法测定，

也可测定处理组或对照组的 vtg I 基因的表达量相对变化来表示其拷贝数。 

5.2.7.4.3  第二性征 

正常情况下，只有性成熟的雄性青鳉有乳突物，它位于臀鳍线的联合板处，乳突物可作为雄

鱼的性征，也可作为内分泌干扰效应的生物标志。臀鳍乳突物（乳突联合板数量）的计数方法参



 

见附录 H。 

5.2.7.5  繁殖力和受精率的评价 

F0 代的繁殖力和受精率的评价从试验开始后的 1-3 周内进行，F1 代的繁殖力和受精率的评价

从试验开始后的 15-17 周进行，F2 代的繁殖力和受精率的评价从试验开始后的 29-31 周进行。每

天都收集每对繁殖亲本产的卵，连续收集 21 天。每天早上，从雌鱼鱼体或者从鱼缸底部用虹吸法

小心收集。每天记录每对繁殖亲本的繁殖力和受精率。繁殖力用产卵的数量来定义，受精率用受

精的数量和成活卵的数量来定义。卵收集后应尽快完成计数。 

5.2.7.6  成鱼取样和终点指标评估 

5.2.7.6.1  繁殖对的取样 

试验进行 17 周后（此时 F2 代应已孵化成功，即孵化 3 周后，有 80%以上存活率），F1 代繁殖

亲本鱼可实行安乐死并进行终点指标评估（见表 1 和 2）。先对臀鳍进行拍照以便于统计臀鳍乳突

数量（见附录 H），也可切下生殖孔后部的尾巴并用固定液固定方便日后统计乳突数量。还可对尾

鳍取样用于 dmy 基因分析来鉴定性别。浸泡鱼体前，可在鱼体上开洞便于固定剂（如 Davidson）

充分进入鱼体。如有其它方法可使固定剂进入鱼体，则不必在鱼体上打洞。若试验延长到 F2 代，

则应采取相同操作要求和步骤（暴露第 32 周）。 

5.2.7.6.2  组织病理学 

每条繁殖亲本鱼的性腺、肾脏和肝脏可用于组织病理学评价。当组织病理学指标数值出现从

最高浓度处理组（相对于对照组）到无效应浓度处理组下降的趋势时，则可视为最有效地利用了

资源。性腺表型也来源于此评价。 

6  质量控制 

6.1 质量控制条件 

试验有效性的质量控制应同时满足以下条件： 

——试验期间，试验溶液的溶解氧浓度不小于 60%空气饱和值； 

——试验期间的水温应控制在 25±2℃，单个处理的水温差不超过±2℃。同一处理的不同重

复间和不同处理之间的温差不应有显著差异； 

——各代（F0、F1、F2）的对照组的产卵量应＞20 粒/d。在试验过程中所有卵的孵化率应＞

80%。此外，24 对对照亲本中至少 16 对的产卵量应＞20 粒/天； 

——对照组（F1 和 F2）的卵孵化率平均值应≥80% ； 

——F1 和 F2 代对照组，从孵化到受精后 3 周期间的仔鱼存活率平均值应≥80%，同时从受精

后第 3 周到本代试验结束（约受精后第 15 周）的存活率平均值应该≥90%； 

——试验期间供试物的理论浓度值与实测浓度值的差异≦±20%。 

6.2 其它条件 



 

以下条件虽不是试验有效性的质量控制条件，但可保证能够计算 ECx 或 NOEC 值： 

——虽然在最高浓度处理组中繁殖量下降，但至少在第三高浓度处理组有足够数量的后代，

并且在所有低浓度处理组中 F0 代应产生充满孵化器的足量后代； 

——在第三高浓度组和低浓度组的F1代有足够的胚胎存活率保证在后续的性成熟时终点指标

评估的用鱼量； 

——F1 代在第二高浓度组孵化后的仔鱼存活率应≥20%。 

7  数据与报告 

7.1 统计分析方法 

7.1.1 不同性别试验用鱼的数据 

不同性别试验用鱼的数据应该分别分析（如 XY 雄性和 XX 雌性的数据统计要分别进行）。数

据统计分析可参照附录 I 

7.1.2 试验设计和终点指标 

应采用合理的试验设计以满足相应统计学方法要求，应该有足够的效力（80%或更高），并能

对发现重要生物学终点指标的变化进行统计学量化分析，从而获得 NOEC 值。发现或估计每个重

要终点指标的百分比变化应该能被鉴定。试验设计可根据上述要求进行调整，重点关注重要的终

点指标。 

7.1.3 数据处理和方法选择 

数据处理的统计学方法或模型的选择参见附录 I，但不限于推荐的统计方法。应对每组重复内

变异使用方差分析或其它恰当的统计分析方法。各浓度处理组和对照组之间的多重比较，宜采用

步进方法处理。当数据与单一浓度反应数据不一致，则应使用 Dunnett’s 检验或 Dunn’s 检验（必

要时应进行数据转换）。产卵率统计分析应采用各处理重复的平均值，转换后进行单因素方差分析，

最后用 Dunnett 法比较。组织病理学数据先要进行严重程度评分，然后用一种新的统计检验方法

Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices (RSCABS)进行处理。应报告在处理组中观察到的那些与对照

组明显不同的终点指标，统计上的显著差异可能有生物学意义。 

7.2  数据分析 

7.2.1  异常数据的处理 

异常毒性症状是指在受精后 3 周到 9 周之间，任一重复的死亡数大于 4 尾，这种死亡又不能

用技术误差来解释。其它异常毒性症状包括出血、异常行为、异常游动方式、厌食及其它一些临

床病状。对于亚致死毒性症状，需要参照试验用水对照（清水）进行定性评价。若最高处理中有

明显的异常毒性数据，建议删除这些数据。 

7.2.2  溶剂对照 

当比较溶剂对照组与空白水对照组的终点指标存在统计学显著性差异，则供试物处理组的相

关数据应与溶剂对照组进行比较，或结合专业知识来鉴别毒性的有效性；当溶剂对照组与空白对

照组间无统计学显著性差异，则可将供试物处理组与两对照组合并后的结果进行比较。 



 

7.3  试验报告 

试验报告必须包括以下内容： 

——供试物信息：包括供试农药的通用名、化学名称、结构式、CAS 号、纯度、基本理化性

质、来源等； 

——供试生物信息，包括：学名，品系（若有），来源，受精卵的收集方法及其随后的处理； 

——试验条件：包括光周期、试验设计（如容器大小，材料和水量，试验容器数和重复数，

每重复孵化数等）、母液配制方法和更换频率（若使用溶剂，应列出名字及其浓度）、受试物给药

方法（如泵，稀释系统）、方法回收率和理论浓度（定量限，平均测量值、标准偏差及其计算方法、

参照真溶液中供试物浓度测量的证据）、试验用水特征（pH，硬度，温度，溶解氧浓度，残氯量，

总有机碳含量，悬浮颗粒物，盐度及其它测量指标）、平均测量值及其标准偏差、试验容器中的水

质（如氨，pH，温度（每天）和溶解氧浓度）、试验满足质量控制条件的证据、 

——对照组（溶剂对照组，若有）和处理组的数据如下，F1 和 F2 的孵化（孵化率和孵化时间），

F1 和 F2 的孵化后存活率，F1 和 F2 的生长（体长和体重），F1 和 F2 遗传性别和性分化（如基于臀鳍

突起和性腺组织学的第二性征），F1 和 F2 表型性别，F1 和 F2 的第二性征（臀鳍突起），F1 和 F2 的

vtg mRNA（或卵黄原蛋白的蛋白质状态），F1 和 F2 组织病理学评价（性腺，肝脏和肾脏）和 F0、

F1 和 F2 繁殖（产卵力和受精力）； 

——统计分析方法（回归分析或方差分析）和数据处理方法（统计学试验和使用的模型）； 

——每一效应的无观察效应浓度（NOEC）； 

——每一效应的最低可观察效应浓度（LOEC）（p=0.05）；若适合，评价每一效应的 ECx 和

置信区间（如 90%或 95%）和计算所用合适模型的图，浓度效应曲线的斜率，回归模型公式，模

型参数估计值及其标准误差。 

——准则和可接受标准的偏离，对试验结果的潜在后果的考虑。； 

——终点指标测量结果，应写明平均值及其标准偏差。 



 

附录 A 

（资料性附录） 

青鳉多代繁殖试验的条件 

 

试验用鱼种：日本青鳉（Oryzias latipes） 

试验类型：流水式试验 

水温：试验期间每个容器中推荐的平均温度为 25.5±0.5℃ 

光照质量：荧光灯炮（宽光谱～150 lumen/m2 即～150Lux）。应注意光敏化合物如光敏过氧化

物除草剂的光强，要在其毒性最大的光强下试验。 

光周期：16 h 光照∶8 h 黑暗 

承载率：F0：2 尾成鱼/每重复；F1 和 F2：开始时最多 20 粒卵（胚胎）/每重复，孵化时减少

到 12 个胚胎/每重复，在受精后 9-10 周减少到 2 尾成鱼（基因型为 XX:XY 的繁殖

亲本） 

试验容器最低有效容积：1.8 L（如试验容器尺寸：18×9×15 cm） 

试验溶液更换量：5-16 倍试验溶液体积/d（或流速 20 mL/min） 

试验开始时试验生物年龄：F0：受精后 12-16 周；F1 和 F2：从受精开始 

处理数：5 个浓度处理组及空白对照组、或溶剂对照组 

每处理重复数：处理组至少 6 个重复，对照组（溶剂组，若有）至少 12 个重复。F1和 F2繁

殖期重复数翻倍。 

每个试验生物数量：F0 至少 84 尾鱼，F1 和 F2 至少各需要 504 尾鱼。若有溶剂对照，则 F0 至

少 108 尾鱼，F1 和 F2 至少各需要 648 尾鱼。 

饲喂：喂以丰年虾（Artemin spp.）（24 h 龄幼虫）供其自由取食，也可辅以商品化薄片饲料（饲

喂计划见附录 E） 

曝气：当溶解氧＜60%空气饱和值时，应曝气充氧。 

试验用水：清洁的地表水，井水或重组水或脱氯自来水 

暴露周期：约 19 周（从 F0 到 F2 代孵化），或 32 周（至 F32 繁殖） 

生物学终点指标（主要）：孵化能力（F1 和 F2）；存活率（F1 代，从孵化到受精后 3 周，受精

后 4-9 周或 10 周，受精后 9-15 周）；生长（F1 代，受精后 9 周和受精后 15 周的体长和体重）；第

二性征（F1 代，受精后 9 周和受精后 15 周的臀鳍乳突）；卵黄蛋白原（F1 代，受精后 15 周的 vtg 

mRNA 或 VTG 蛋白）；性别表型（F1 代，受精后 15 周的性腺组织学）；繁殖率（F0 和 F1代，连

续 21 d 的产卵率和受精率）；组织病理学（F1 代，受精后 15 周的性腺、肝脏和肾脏组织病理学） 

生物学终点指标（可选）：存活率（F2 代，从孵化到受精后 3 周，受精后 4-9 或 10 周，受精

后 9-15 周）；生长（F2 代，受精后 9 周和受精后 15 周体长和体重）；第二性征（F2代，受精后 9

周和受精后 15 周的臀鳍乳突）；卵黄蛋白原（F2 代，受精后 15 周的 vtg mRNA 或 VTG 蛋白）；

性别表型（F2 代，受精后 15 周的性腺组织学）；繁殖率（F2 代，连续 21 d 的产卵率和受精率）；

组织病理学（F2 代，受精后 15 周的性腺、肝脏和肾脏组织病理学） 



 

试验有效性质量控制条件：溶解氧浓度≥60%空气饱和值；试验期间平均水温是 25±2℃；对

照中雌鱼成功繁殖率≥65%；对照组的平均每天产卵量≥20 粒卵；对照组的 F1 和 F2 代各自的平

均孵化率≥80%；对照组中 F1 和 F2 代各自的从孵化到受精后 3 周幼体的平均存活率≥80%，对照

组中 F1 和 F2 代各自的从受精后 3 周到当代结束时的平均存活率≥90% 
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合格试验用水的化学特性 

 

合格试验用水的化学特性见表 B.1。 

表 B.1  合格试验用水的化学特性 

物质 限量浓度 

颗粒物 5 mg/L 

总有机碳 2 mg/L 

非离子氨 1 µg/L 

残氯 10 µg/L 

总有机磷农药 50 ng/L 

总有机氯农药加多氯联苯 50 ng/L 

总有机氯 25 ng/L 

铝 1 µg/L 

砷 1 µg/L 

铬 1 µg/L 

钴 1 µg/L 

铜 1 µg/L 

铁 1 µg/L 

铅 1 µg/L 

镍 1 µg/L 

锌 1 µg/L 

镉 100 ng/L 

汞 100 ng/L 

银 100 ng/L 
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空白对照的典型参数 
 

下列参数是通过一定数量的有效试验获得的，随着更多试验的积累可能需要修正。 

1  生长量 

采样测量受精后 9 或 10 周和 15 周时所有试验用鱼的体重和体长。本准则推荐： 受精后 9

周大的雄鱼的湿重约 85 mg -145 mg，雌鱼的湿重是 95 mg -150 mg。受精后 15 周的雌雄鱼的体重

分别约为 280 mg -350 mg 和 250 mg -330 mg。当出现单尾鱼偏离这个范围，对照组的平均体重也

显著超出这个范围，尤其是超出下限，表明在饲喂、温度控制、水质、病害等单方面或多方面存

在问题。 

2  孵化率 

对照的孵化率典型值约 90%左右，当低至 80%可视为不正常。当孵化率﹤75%时，可能表明

卵发育过程中伴随的搅拌不够，或清除死卵不及时而感染真菌等对卵的处理不够仔细。 

3  存活率 

对照组从孵化到受精后 3 周和后续 时段的存活率通常为 90%或更高，但早期阶段存活率可低

至 80%，但低于 80%时应引起注意，可能是试验容器不够清洁导致的仔鱼生病死亡或低浓度溶解

氧引起的窒息死亡，或是容器清洁操作时受伤死亡及试验容器排水系统引起的仔鱼损失。 

4  卵黄蛋白原基因 

由于操作方法或仪器的不同，不同实验室测量的每 ng 总 mRNA 中卵黄蛋白原 vtg 基因的拷

贝数差别会很大。但是，对照雌鱼的 vtg 基因的拷贝数比雄鱼一般高约 200 倍，高至 1000 到 2000

倍也不是不可能。当比率低于 200 倍时，可能存在样品污染或操作和/或试剂有问题。 

5  第二性征 

对于受精后 9-10 周的雄鱼来说，正常范围的第二性征定义为臀鳍突起上鳍条片数量为 40-80。

受精后 15 周时，对照组中雄鱼臀鳍突起上鳍条片数量约为 80-120，而雌鱼为 0。在原因不清楚情

况下，有时雄鱼在受精后 9 周没有突起但后来所有雄鱼在 15 周时又长出突起，这很有可能是由

延迟发育引起的。对照中雌鱼出现突起表明种群中有基因型为 XX 的假雄鱼出现。 

6  XX 假雄鱼 

在 25℃时，通常 XX 假雄鱼出现概率为 4%或更低，随着温度的增加而升高。驯养应采取措

施尽量减 XX 假雄鱼比例。由于 XX 假雄鱼的发生具有遗传组分并可遗传，因此检测试验用鱼并

确保 XX 假雄鱼不会在试验体系中增殖，是减少试验种群中 XX 假雄鱼发生的有效方法。 

7  产卵活动 

在评价繁殖力之前，应每天检测对照组各重复的产卵活动。通过对照组量化评估可提供产卵

力参考依据。孵化后 12-14 周时，大部分对照繁殖配对都应产卵。产卵的繁殖配对数量低，表明

健康、成熟度或环境条件存在问题。 



 

8  繁殖力 

健康的、喂养好的孵化后 12-14 周青鳉一般每天产卵 15-50 粒。所有对照繁殖配对的每天平

均产卵数应超过 15 粒，最高可达 40 粒。产卵数低于此量表明不成熟，营养不良或不健康。 

9  受精 

对照组产卵繁殖配对的受精卵百分比通常在 90%左右甚至更高。受精率低于 75%时表明个体

不健康或培养条件不理想。 
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青鳉多代繁殖试验暴露和测量终点指标的时间安排 

 

青鳉多代繁殖试验暴露和测量终点指标的时间安排见表 D.1，包括 F2 全代的暴露时间、F0代

成鱼暴露 4 周，F1 代暴露 15 周及 F2 代的两种类型暴露期即到孵化（受精后 2 周）和成鱼繁殖期

（受精后 15 周）。 

表 D.1 青鳉多代繁殖试验暴露和测量终点指标的时间表 
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饲喂计划案例 

 

为保证试验用鱼良好的生长和发育，确保其繁殖精力，制定了表 E.1 饲喂计划案例。饲喂计

划的偏离也是可接受的，但推荐开展试验以证实所观察到的生长和繁殖是可接受的。为实施该计

划，试验开始应前先测定每体积丰年虾浆中丰年虾的干重。将一定体积的丰年虾浆置于预先称重

的盘子中在 60℃温度下烘 24 h，然后称量。为了计算丰年虾浆中盐的重量，同样体积的、与丰年

虾浆中一样的盐溶液也进行烘干、称重，并从丰年虾干重中扣除。或者丰年虾在烘干前先过滤然

后用蒸馏水淋洗，以此来排除“盐空白”重量的测量。这一数据用于换算表中每鱼饲喂的单位体

积丰年虾浆的丰年虾干重。另外，建议每周对等分丰年虾浆进行称重以证实所喂丰年虾干重量正

确。 

饲喂计划示例见表 E.1。 

表 E.1  饲喂计划示例 

时间（孵化后） 丰年虾（mg 干重/鱼/天） 

1 天 0.5 

2 天 0.5 

3 天 0.6 

4 天 0.7 

5 天 0.8 

6 天 1.0 

7 天 1.3 

8 天 1.7 

9 天 2.2 

10 天 2.8 

11 天 3.5 

12 天 4.2 

13 天 4.5 

14 天 4.8 

15 天 5.2 

16-24 天 5.6 

4 周 7.7 

5 周 9.0 

6 周 11.0 

7 周 13.5 

8 周-牺牲 22.5 
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卵孵化器示例 

1.示例 A 

     

        图 F.1 示例 A孵化器细部图                 图 F.2 示例 A孵化器装置图 

图 F.1 和图 F.2 所示的孵化器由横切的玻璃离心管组成，使用不锈钢套筒连接并使螺旋盖帽

处于合适位置。一根小玻璃管或不锈钢管伸出帽子，置于圆形底部附近，轻轻地通气以悬浮卵和

减少卵间腐生真菌感染的传递，同时也促进化学物质在孵化器与存储器之间的交换。 

 

2.示例 B 

    

        图 F.3 示例 B孵化器细部图            图 F.4 示例 B孵化器装置图 

 

图 F.3 和图 F.4 所示的孵化器由玻璃圆柱体组成（直径 5 cm，高 10 cm）和不锈钢丝网（0.25 

φ和 32 目）组成，不锈钢丝网用 PTFE 环粘在圆柱体底部。孵化器用提升杆悬浮在容器中并以适

宜周期（约 4 s 一次）垂直摇摆（约 5 cm 振幅）。 
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试验期间试验鱼及容器设置原理图 

 

1  整个试验过程中试验鱼和鱼缸设置示意图见图 G.1。 

 

图 G.1 整个试验过程中试验鱼和鱼缸设置示意图 

 

图形代表一个处理或对照的一半处理。如果 F2 代维持到繁殖（未显示），其父代只能识别到

F1 代。由于整个试验过程中试验用鱼混合后安排鱼缸，因此亲本识别不能连续。注意“卵”这个

术语，它是指能成活的、受精的卵（等同于胚胎）。 
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臀鳍突起计数 

1  主要材料和试剂 

解剖显微镜（带可选摄像装置）； 

固定剂（如 Davidson 固定剂，不推荐使用 Bouin 固定剂），若能从鱼体图像中直接计数可不

用固定剂。 

2  程序 

为便于臀鳍突起计数，应对臀鳍进行拍照。当采用拍照后调查方法时，臀鳍可用 Davidson

固定剂或其它合适固定剂固定约 1 min。固定时保持臀鳍水平以利于突起计数。带臀鳍的鱼体可

存放在 Davidson 固定剂或其它合适固定剂中直至使用。计数带乳突的连接板数量（见图 H.1），

乳突从连接板后部边缘伸出。 

 

图 H.1 臀鳍突起 
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统计分析 

1.概述 

除病理学数据外，青鳉多代繁殖试验产生的生物学数据 fenxi 并不是唯一的，已经开发了许

多统计方法用于准确分析相似数据的特征，如正态分布，方差齐次，以明确试验设计是否适用于

假设试验、回归分析、参数与非参数检验等。一般原则，建议采用 OECD 生态毒性数据推荐的统计

分析方法（OECD 2006）和参照 MMT 数据分析决策流程图（图 I.1）。 

假设大多数情况下数据组表现为单调反应。此外，应考虑进行单尾统计检验和双尾统计检验

比较。建议使用单尾检验，除非有生物学原因表明单尾检验不合适。以下部分内容推荐相关的统

计检验方法，若针对 MMT 中产生的特别数据开发了更合适的统计方法，这些统计学检验方法的优

点可用于补充现有方法。 

青鳉多代繁殖试验数据应按照各遗传性别分别进行分析。 

1  组织病理学数据 

在报告中组织病理学数据以“严重度评分”体现，“严重度评分”可通过最新开发的统计程

序 Rao-Scott Cochrane-Armitage by Slices （RSCABS）进行评价。Rao-Scott 保留试验重复信

息；by Slices 程序包含生物学预期即倾向于随浓度增加而增加“严重度评分”。对于每个结论，

RSCABS 输出结果说明与对照比哪个处理有较高的病理学症状表现及其对应的“严重度评分”。 

2  产卵力数据 

应在原始数据中记录每天每重复产卵力，并在研究报告中汇报。应计算原始记录的重复平均

值，然后进行平方根转换。需对转换后重复平均值进行 Dunnett 对比与单因素方差分析。 

3  其它生物学数据 

统计分析是基于以下假设，即在适当的剂量选择下数据是单调的。因此，数据被假设为单调

的，且用线性和二次对比来正式评价单调性。如果数据是单调的，推荐使用 Jonckheere-Terpstra

来统计重复中位数趋势检验（OECD 2006 建议）。如果二次对比有意义而线性对比无时，可考虑

数据为非单调的。 

如果数据非单调，尤其是由于最高 1-2 个处理反应减少，应考虑审查数据组以便分析时不包

括那些处理。下这个决定时需结合专业判断和所有所得数据进行，尤其是数据表明在那些处理水

平有明显毒性时。 

对于重量和长度，虽然偶有需要但不推荐转换。推荐卵黄蛋白原数据用 log 转换；臀鳍突起

（SSC）数据用平方根转换；孵化率、存活率和受精率数据用反正弦平方根转换。 

成鱼样品的生物学数据包括每重复测量值，即每重复容器有一 XX 鱼和一 XY 鱼。因此，推荐

单因素方差分析用于重复平均值比较。如果方差分析假设满足（正态和方差齐性分别用

Shapiro-Wilks 检验和 Levene’s 检验来评价方差分析残值），Dunnett 对比可应用于判断处理与

对照是否不同。另一方面，如果方差分析假设不满足，Dunn’s 检验应用于判断处理与对照是否



 

不同。类似程序推荐用于百分比数据（受精率，孵化率和存活率）。 

亚成鱼样品的生物学数据每重复有 1 到 8 个测量值，即每遗传性别可能有不同个体数量用于

重复平均值。因此，如果正态和方差齐性假设满足（方差分析混合效应残值），建议按照 Dunnett

对比使用混合效应方差分析模型。如果不满足，Dunn’s检验应用于判断处理与对照是否不同。 

青鳉多代繁殖试验数据分析推荐统计程序流程图见图 I.1。 

 

图 I 1  MMT 数据分析推荐统计程序流程图 
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