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日化用品致畸毒性斑马鱼评价指南

1 范围

本标准规定了日化用品致畸毒性斑马鱼（Danio rerio）评价的基本要求。

本标准适用于日化用品产品及其原料的致畸毒性评价。

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，仅所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 15193.14 食品安全国家标准 致畸试验

GB/T 21807 化学品 鱼类胚胎和卵黄囊仔鱼阶段的短期毒性试验

GB/T 39649 实验动物 实验鱼质量控制

HJ 1069 水质 急性毒性的测定 斑马鱼卵法

3 术语和定义

3.1

斑马鱼胚胎 zebrafish embryo

处在依靠卵黄提供能量发育阶段的动物体。

3.2

斑马鱼仔鱼 zebrafish larvae

从卵膜内孵化出到卵黄吸收完毕且具奇鳍褶的鱼苗。

3.3

致畸毒性 teratogenicity

受试物在器官发育期间引起胚胎永久性结构异常的毒性。

3.4

无可观察效应浓度 no observed effect concentration,NOEC

指与对照组相比，对受试生物不产生显著效应（p >0.05）的最高受试物浓度。

[来源： GB/T 21807，有改动]
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3.5

半数致死浓度 half lethal concentration, LC50

在一定观察期内，造成50%的斑马鱼死亡的受试物浓度。

3.6

半数致畸效应浓度 half teratogenesis effective concentration, EC50

在一定观察期内，引起50%斑马鱼产生致畸效应的受试物浓度。

[来源：HJ 1069-2019，有改动]

4 原理

斑马鱼作为国际通用发育生物学研究模式生物，与人类基因组相比同源性达70%，人类疾病相关基

因有82%能在斑马鱼中找到同源基因，生理特征、信号调控机制与哺乳类动物相似，同时胚胎体外受精

发育、胚胎透明可见，可直观观察物质是否具有潜在致畸效应，是优良的致畸毒性评价替代模型。通过

将斑马鱼胚胎暴露于受试物水溶液中，在一定时间后观察斑马鱼各组织器官发育情况，包括死亡、畸形

等指标，评价受试物是否具有致畸毒性。

5 试验条件要求

5.1 设施设备

5.1.1 应配备斑马鱼养殖设备、繁殖配对器具、胚胎孵化用光照培养箱、带成像功能的显微镜等主要

设备。养殖容器应由对生物无毒害的食品级 PC 或玻璃等材质制备。

5.1.2 试验用器具应由玻璃或聚苯乙烯等材质制备。如测试物可能吸附于聚苯乙烯容器时（如非极性

化学品），应选用玻璃等惰性材料。

5.1.3 其他常规仪器设备，包括恒温培养箱、分析天平、水质检测设备、卤虫孵化器、旋涡混合仪、

超声水浴锅、低温冰箱、可调节移液器等。

5.2 主要试剂

5.2.1 应使用标准稀释水作为斑马鱼胚胎培养及试验用水，标准稀释水配置方法可参照标准 HJ 1069

执行。

5.2.2 选择合适物质作为参比毒物，如 3,4-二氯苯胺等，浓度设置参照 HJ 1069 规定执行。

5.2.3 除非另有说明，所有试剂应为符合国家标准的分析纯试剂。

6 试验程序要求

6.1 受试物制备

6.1.1 水溶性受试物
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原则上使用标准稀释水作为标准稀释液直接将受试物溶解配制成测试溶液。

6.1.2 非水溶性受试物

可选常用助溶剂如甲醇或二甲基亚砜等，设置的助溶剂浓度不宜对生物产生毒性效应。

6.2 实验生物准备

6.2.1 斑马鱼质量应符合 GB/T 39649 的规定。

6.2.2 斑马鱼胚胎获取参照 HJ 1069 的规定执行。

6.2.3 应选取健康的受精后 6～8 h 的斑马鱼胚胎作为实验生物。

6.3 暴露试验

6.3.1 预实验

当受试物毒性难以预估时，需进行预实验。以 10 倍稀释倍数设置 3 个连续受试物浓度组，确定 100%

死亡或 100%致畸至无死亡和无致畸的浓度范围。如有用到助溶剂，则应设置助溶剂对照组。

6.3.2 正式试验

7.3.2.1 根据预实验或已有的相关毒性数据，确定受试物的测试浓度范围。浓度设置应遵循以下原则：

最高浓度应尽可能引起 100%鱼胚胎死亡，最低浓度不应导致鱼胚胎出现畸形或死亡。测试浓度应按照

几何级数进行分布，设置不少于 5 个连续的浓度组，且浓度间隔系数不大于 3.2。

7.3.2.2 每个测试组应设置生物学重复，通常不低于 3 个平行组；胚胎数量应满足统计学需求，通常每

个生物学重复设置 10 粒胚胎。试验开始时应准确记录胚胎所处的发育时期。

7.3.2.3 推荐采用微孔板作为测试容器，每孔放置 1粒胚胎，含测试溶液不少于 0.2 mL。

7.3.2.4 尽量减少对胚胎的干扰，分放时宜控制在60 min内完成。

7.3.2.5 完成胚胎分放后，将含胚胎的测试容器放置于恒温培养箱或恒温室中，温度控制在（26±1）℃、

光照控制在540 lux左右。持续时间为96 h。

7.3.2.6 对于理化性质不稳定的原料类受试物，可按需要定期更换测试溶液。

7 受试物含量的测定

对于理化性质不稳定的原料类受试物，整个试验期间应对试验液至少取样测定 2 次，分别为新配制

的试验液和试验即将结束前的测试溶液。对于理化性质稳定的原料及产品类受试物，受试物含量根据试

验需要测定。

8 发育情况检查

8.1 一般观察项目

持续监测并观察记录胚胎的死亡个数、畸形数量、开始出膜时间、出膜数量以及可观测到异常行为

的数量，并将死亡的鱼胚胎移除；观察时间可依具体试验的需要而设定，一般以24～48小时为宜。各项

指标的参考特征详见附表B，胚胎不同发育时期的代表图见附录C。
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8.2 组织器官发育检查

试验结束时，即受精后至斑马鱼胚胎发育（96±2）h时，利用显微镜逐一检查存活个体各组织和器

官发育情况。各指标参考特征见附表B。

9 质量保证

试验结果应符合下列要求，结果方为有效，否则，应查明原因重新进行实验。

a)试验期间，溶解氧浓度应≥80%空气饱和值。

b)实验容器温差不大于±1.5 ℃。

c)对照组和助溶剂对照组胚胎总死亡和致畸率≤10%。

d)阳性对照组鱼胚胎致死率或致畸率与对照组有显著性差异（p <0.05）。

10 数据处理

10.1 对各组各指标进行统计，利用方差分析或其他合适方法分析各单项指标在各平行组间的变化，估

算各单项指标的 NOEC，以最低 NOEC 对应的浓度值作为终点 NOEC。

10.2 采用适当的统计方法对各项数据进行处理（如概率单位法）对鱼胚胎死亡率及致畸率和样本测试

浓度之间进行剂量反应曲线拟合计算 LC50和 EC50，以最低 EC50浓度值作为该受试物的终点 EC50值。

11 致畸危害评估

综合毒性试验数据，评估受试物无致畸效应对应的浓度范围。

结合LC50和EC50等数据，综合评估受试物致畸危害风险，致畸危害指数评估参见附录D。

12 结果解释

解释致畸试验结果时,应注意种属的差异。试验结果从动物外推到人存在着一定的局限性。
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AA

附 录 A

（资料性附录）

测试流程

A.1 斑马鱼胚胎致畸毒性测试流程

见图A.1。

图A.1斑马鱼胚胎致畸毒性测试流程
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BB

附 录 B

（资料性附录）

各检查指标参考致畸特征

B.1 一般检查指标

B.1.1 死亡个数

每24 h统计一次各组死亡个数，死亡判定标准为心脏停止跳动。

B.1.2 畸形数量

每24 h统计一次各组畸形个数，畸形判定标准包括与对照组相比斑马鱼胚胎任何可能出现的形态、

体色特征改变。

B.1.3 开始出膜时间

胚胎发育至24 h后，每24 h观察各组胚胎出膜情况，记录出膜时间。

B.1.4 出膜数量

胚胎发育至24 h后，每24 h统计一次各组胚胎出膜的个数。

B.1.5 出现其他异常行为实验鱼的数量

呼吸急促等。

B.2 器官检查指标

B.2.1 头部

典型致畸特征包括：头盖/鳃盖骨异常、小眼、眼球突出、无下颌、颌面畸形等。必要时利用阿利

新蓝或茜素红对骨骼进行染色，进一步确认上述观察。

B.2.2 心脏

典型致畸特征包括：心包水肿、心率异常、窦房结-静脉窦距离异常等。

B.2.3 肝脏

典型致畸特征包括：肝脏缺失、变小、变形等。

B.2.4 肾脏

典型致畸特征包括：水肿、缺失、变形等。

B.2.5 卵黄囊

典型致畸特征包括：水肿或吸收延迟。
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B.2.6 肠道

典型致畸特征包括：肠腔发育异常。

B.2.7 脊椎/体节

典型致畸特征包括：脊柱曲度异常等。必要时利用阿利新蓝或茜素红对骨骼进行染色，进一步确认

上述观察。

B.2.8 肌肉

典型致畸特征包括：肌肉变性等。

B.2.9 皮肤

典型致畸特征包括：体色异常等。

B.2.10 鳍条

典型致畸特征包括：胸鳍、尾鳍、腹鳍、臀鳍、背鳍等部位的鳍条是否完整等。必要时利用阿利新

蓝或茜素红对骨骼进行染色，进一步确认上述观察。
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CC

附 录 C

（资料性附录）

胚胎发育参考分期图

1 细胞期 2细胞期 4细胞期 8 细胞期

16 细胞期 32 细胞期 64 细胞期 128-256 细胞期

512 细胞期 1k 细胞期 高囊胚期 椭形
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球形 穹顶 30%-外包 50%-外包

胚环 胚盾 90%-外包 尾芽

3-体节 6-体节 10-体节 14-体节

18-体节 21-体节
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26-体节-原基 6 转化 原基-16 原基-22

高胸鳍 长胸鳍 胸鳍
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D

附 录 D

（资料性附录）

致畸危害指数

D.1 致畸毒性评价

致畸危害指数=半致死浓度(LC50) / 半数致畸效应浓度(EC50) ...................... (1)

D.2 结果评价

致畸危害指数数值越小，致畸毒性风险越小、对人体越安全。当致畸危害指数≥3时，表示受试物

对人致畸风险高，当致畸危害指数<3时，表示受试物对人致畸风险低。

选用其他致畸危害评估方法时，需提供其科学性依据。
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