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前  言 

 

本文件参照GB/T1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》

的规定起草。 

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。 

本文件由首都医科大学附属北京中医医院提出。 

本文件由中华中医药学会归口。 

本文件起草单位：杭州环特生物科技股份有限公司、首都医科大学附属北京中医医院、

天津中医药大学中医药研究院、中国中医科学院中药研究所、中国药科大学天然药物活性组

分与药效国家重点实验室、北京中医药大学中药学院中药品质评价北京市重点实验室、广西

壮族自治区亚热带作物研究所、浙江大学药学院、浙江省中药研究所有限公司、广西药学会、

杭州胡庆余堂药业有限公司、天士力医药集团股份有限公司、浙江养生堂天然药物研究所有

限公司、云南云科特色植物提取实验室有限公司、金诃藏药（山东）健康产业有限公司、正

大青春宝药业有限公司、江中药业股份有限公司、广西梧州制药（集团）股份有限公司、广

西新桂环保科技集团有限公司、中国检验认证集团浙江公司、宁波海关技术中心、南京歆佳

医药科技有限公司。 

本文件主要起草人：刘清泉、张俊华、叶祖光、李萍、李春启。 

本文件其它起草人：林瑞超、徐霄龙、赵海誉、杨华、赵崇军、庞新华、王毅、赵璐、

王志安、刘华钢、陈炜、马晓慧、张正方、孙武兴、肖明红、王振、刘雳、李诒光、刘洋、

李波、赵京霞、何莎莎、王雪蕊、崔煦然、岳慧珍、白云静、胡玲、刘汉伟、章胜乔、甘惠

云、顾珊烨、张勇、曹兵兵、朱晓宇、徐懿乔、缪文钰、郭胜亚、周佳丽、夏波、张涛。 
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引 言 

中药是我国的国粹，其在疾病防治过程中所体现的整体与系统观念，使其在临床中显示

出明显的优势，日益得到国内外的高度重视。中药防病治病所发挥的整体药效是其多种成分

作用于多个靶点，进而通过多靶点所形成的复杂网络，最终产生协同性、整合性预防与治疗

作用。然而，由于中药成分的复杂性，现行的中药质控方法在控制和评价中药质量方面具有

较大的局限性，例如存在一种有效成分对应多种药材和一种药材的质控成分并不一定是有效

成分的现象，难以反映中药的有效性和安全性。 

2020年12月17日，国家药品监督管理局药品审评中心发布了《中药生物效应检测研究技

术指导原则（征求意见稿）》。文件指出：中药在中医药理论指导下使用，具有多成分、多

靶点，发挥整体作用等特点。当以理化检测方法等质量控制手段难以充分反映中药质量时，

有必要研究探索生物效应检测方法，以弥补现行质量控制方法的不足。中药成分复杂、药效

物质基础研究薄弱，现行以化学成分检测为主的质量控制方法虽简单易行，但难以很好地反

映中药的有效性、安全性；生物效应检测方法相对复杂，但可以较好地弥补现行质量控制方

法的不足，有利于提高中药质量的可控性。鼓励开展中药生物效应检测研究，将成熟可行的

方法列入标准。 

生物效应检测是以药理学为基础，采用生物统计方法，运用特定的实验设计，通过药物

对于生物整体、离体器官、细胞、酶或分子等所起的作用，严格控制实验条件，通过比较对

照品和受试样品的生物体或离体器官与组织的特定生物效应，从而控制和评价受试样品质量、

活性或作用强度。理想的中药生物效应测定方法应为整体动物实验，且具有试验周期短、试

验费用低、试验效率高、相关性好、敏感性强、特异性高、重复性好等优势。斑马鱼是一种

脊椎动物，与人类基因同源性高达87%，已获美国FDA、欧洲EMA、欧洲经合组织（OECD）

和国际标准机构（ISO）等的认可，中国已发布实验鱼质量控制国家标准。斑马鱼模型具有

可靠、快速、高效、高通量、结果与人体相关性高等优势，不仅用于研究与研发，也适于整

体生物学检测，国内外已广泛应用于创新药物发现、中药与保健食品研发领域，也特别适合

用于中药的药理学和毒理学研究以及中药的生物学质量控制。 

为鼓励探索整体斑马鱼用于研究中药生物效应检测方法，弥补现行质量控制方法的不足，

完善中药质量控制体系，同时从整体活性上体现中药的有效性与安全性，特制定本技术规程。 

本标准拟利用斑马鱼模型评价中药的生物效应，即利用中药在斑马鱼体内的生物活性对

中药的有效性或安全性进行快速定量评价与研究，进一步提升中药质量的稳定性与可靠性，

推动中药标准化、现代化与国际化。
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1 范围 

本文件确立了斑马鱼用于中药生物效应评价的检测流程，规定了试验方案确认与准备、

斑马鱼准备、预试验、正式试验、结果评价、数据分析、试验报告撰写/审核等阶段的操作

指示，以及上述阶段之间的转换条件，描述了记录、标记、审核等追溯方法。 

本文件适用于中药材/饮片、中间体、制剂等的活性成分筛选、药效研究、质量控制等

方面。 

2 规范性引用文件 

下列文件对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 39649  实验动物 实验鱼质量控制 

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 术语和定义 试验溶

液 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

3.1 斑马鱼  Zebrafish（Danio rerio） 

脊椎动物，生物分类学上属于脊椎动物门、硬骨鱼纲、鲤鱼目、鲤科、斑马鱼属、斑马

鱼种，可用于教学和科研的模式动物。 

3.2 受精后小时数 Hour(s) post-fertilization，hpf 

受精卵受精后的小时数。 

3.3 受精后天数 Day(s) Post-fertilization，dpf 

受精卵受精后的天数。 

3.4 无可观察效应浓度  No Observed Toxic Effect Concentration，NOEC 

与模型对照相比，对试验生物未产生显著毒性效应的最高受试样品浓度。 

4 基本流程 

斑马鱼用于中药生物效应评价的检测流程包括试验方案确认与准备、斑马鱼准备、预试

验（受试样品处理、确定NOEC）、正式试验（分组、造模、受试样品处理、死亡判断、数

据采集）、结果评价（统计学分析、结果判定、结果有效性分析）、数据分析、试验报告撰

写/审核等阶段。程序流程图如图1所示。 
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图1 斑马鱼用于中药生物效应评价检测流程图 

5 试验方案确认与准备 

5.1 受试样品信息确认 

应从样品提供方获得如下样品信息： 

受试样品的名称、批号、规格、数量、颜色性状、保存条件、保质期、申请单位名称、

理化性质、功效、主治等信息。 

a） 受试样品为单体成分时，还应提供相应的化学信息，包括分子量等。 

b） 受试样品的溶剂信息，以及在溶剂中的溶解性，在水中、光中、实验条件下的稳定

性。 

c） 整个周期所用受试样品批号应一致。 
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5.2 受试样品前处理 

5.2.1 参考中国药典和表 1 的方法对不同类型受试样品进行前处理。 

表1 不同类型受试样品前处理方法 

样品类型 前处理方法 

常规类别 
生药 

依次经过浸润、切片、一次抽提、二次抽提、混匀、过筛、旋蒸 
饮片 

特殊类别 

矿石类、贝壳

类、甲壳类 
依次经过粉碎、浸润、一次抽提、二次抽提、混匀、过筛、旋蒸 

胶质类药物/

蜜膏类 
直接热水烊化 

逢子必捣 依次经过捣碎、浸润、一次抽提、二次抽提、混匀、过筛、旋蒸 

 

5.2.2 受试样品储备液宜用标准稀释水配制（配制方法见附录 A），受试样品难以用水溶解

时可考虑使用低毒的助溶剂或分散剂。推荐的溶剂：丙酮、乙醇、甲醇、二甲基亚砜、二甲

基甲酰胺、三甘醇。适合的分散剂：聚氧乙烯化脂肪酸甘油酯、吐温 80、0.01%的纤维素甲

醚、聚氧乙烯化氢化蓖麻油。 

5.2.3 储备液配制完成的受试样品应做标识，包括受试样品名称、受试样品浓度、溶剂名称、

配制日期、配制人。 

5.2.4 经前处理且做好标识的受试样品进入斑马鱼准备阶段。 

6 斑马鱼准备 

6.1  按照《GB/T 39649 实验动物 实验鱼质量控制》的规定执行斑马鱼质量控制。 

6.2  根据中药的功效主治选择斑马鱼疾病模型（见附录 B），不同发育阶段斑马鱼表型特

征见附录 C。 

6.3  选择出发育状况一致的斑马鱼进入试验程序阶段。 

7 试验程序 

7.1  暴露条件 

7.1.1 造模 

选择受精后一定天数的斑马鱼，用诱导剂处理一段时间，建立斑马鱼疾病模型。根据中

药的功效主治选择合适的斑马鱼模型（见附录B）。 

7.1.2 给药 

根据试验需求，预先筛选好足够数量且发育状况一致的斑马鱼胚胎，并随机分配到试验

容器中，每孔斑马鱼数量至少为10尾（饲养密度宜为1尾/100 μL）。模型诱导剂和受试样品

加入试验容器后，充分混匀后，用铝箔纸包裹，在28℃生化培养箱中避光孵育至暴露结束。 

给药顺序有三种： 

a）先用模型诱导剂建立斑马鱼疾病模型，然后向试验容器中加入受试样品。 

b）先向试验容器中加入受试样品，然后再用模型诱导剂建立斑马鱼疾病模型。 
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c）用模型诱导剂建立斑马鱼疾病模型的同时，加入受试样品。 

7.1.3 光照 

暴露期间避光处理，避免光照对受试样品稳定性的影响。 

7.1.4 温度 

26~28.5 ℃。 

7.1.5 溶解氧 

6 mg/L 饱和溶解氧。 

7.1.6  pH 

6.8~7.5。 

7.2  预实验 

7.2.1  试验分组 

a）正常对照组：用标准稀释水处理的正常斑马鱼。 

b）模型对照组：用模型诱导剂处理的斑马鱼。根据中药的功效主治选择合适的斑马鱼

疾病模型。 

c）受试样品处理组：含有受试样品和模型诱导剂的斑马鱼，受试样品根据需要设置多

个不同浓度组。 

d）溶剂对照组：含有溶剂和模型诱导剂的斑马鱼。如果受试样品配制过程中使用了本

文件以外的助溶剂或分散剂，则应设置该组。 

7.2.2  受试样品组别设置 

将受试样品储备液用标准稀释水以几何级数稀释成一组适宜的浓度系列，备用。宜设置

3～5 个浓度组，以几何级数浓度系列设置受试样品浓度梯度，浓度的间隔系数≤3.2，宜设为

2。 

7.2.3  确定 NOEC 

a）死亡判断标准：静止不动、无心脏跳动、躯干呈不透明颜色、对机械刺激无反应。 

b）异常表型：心包水肿、静脉瘀血、血流缺失/减少、出血、脑变性/萎缩/水肿、下颌

畸形、眼畸形/水肿、肝脏变性/肿大/萎缩、卵黄囊吸收延迟、肠道发育异常、躯干弯曲/缩

短/水肿、肌肉变性、鳔未充气。表型典型图见附录 D。 

c）异常行为学指标：身体侧翻、游动不协调、游动剧烈和反常的静止。 

7.3  正式试验 

7.3.1  试验分组 

a）正常对照组：用标准稀释水处理的正常斑马鱼。 

b）模型对照组：用模型诱导剂处理的斑马鱼。根据中药的功效主治选择合适的斑马鱼
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疾病模型。 

c）阳性对照组：含有阳性对照样品和模型诱导剂的斑马鱼，每次试验设置一个阳性对

照组即可。 

d）受试样品处理组：含有受试样品和模型诱导剂的斑马鱼，受试样品根据需要设置多

个不同浓度组。 

e）溶剂对照组：含有溶剂和喂食高糖高脂饲料的斑马鱼。如果受试样品配制过程中使

用了本文件以外的的助溶剂或分散剂，则应设置该组。 

7.3.2  受试样品浓度设置 

根据预试验的结果，确定正式试验的浓度范围，试验最高浓度组不得高于 NOEC 值或

该类受试样品的最大溶解度。以几何级数浓度系列设置至少 3 个不同的受试样品浓度组，浓

度的间隔系数不大于 3.2。浓度设置少于 3 个时需说明理由。 

7.3.3   数据采集 

应根据不同斑马鱼疾病模型的具体评价指标选择合适的数据采集方式，数据采集具体方

式如下： 

a） 直接拍照：孵育结束后，从表型正常的斑马鱼中随机选取至少 10 尾斑马鱼，用三

卡因麻醉后，将斑马鱼用 3%甲基纤维素固定（甲基纤维素应提前在室温放置至少 30 分钟），

在体视显微镜或荧光显微镜（转基因荧光斑马鱼品系相关的试验）下观察、拍照并保存。所

有试验组斑马鱼拍照应在相同的仪器和环境条件下完成，且斑马鱼体位保持一致。利用图像

处理软件测量光密度（体视显微镜）或荧光强度（荧光显微镜），每组的有效数据量不低于

10 个。 

b） 染色后拍照：孵育结束后，试验容器中的斑马鱼用标准稀释水清洗 3 次，采用特异

性荧光染料或组织化学染料对各组斑马鱼进行染色。染色后每组随机选取至少 10 尾斑马鱼，

用 3%甲基纤维素固定。特异性荧光染料染色的斑马鱼用荧光显微镜观察、拍照并保存，组

织化学染料染色的斑马鱼用体视显微镜观察、拍照并保存。利用图像处理软件对图像进行分

析，测量光密度（体视显微镜）或荧光强度（荧光显微镜），每组的有效数据量不低于 10

个。 

c） 运动行为分析：孵育结束后，试验容器中的斑马鱼用标准稀释水清洗 3 次，每组随

机选取至少 10 尾斑马鱼转移至 96 孔板中，每孔 1 尾，利用行为分析仪记录斑马鱼的运动轨

迹，记录时间宜为 20 min～1 h，每组的有效数据量不低于 10 个。 

d） 酶标仪检测：孵育结束后，试验容器中的斑马鱼用标准稀释水清洗 3 次，每个试验

组随机选择斑马鱼转移至 96 孔板中，每孔 1～3 尾，按照试剂盒检测说明书进行试验操作，

利用酶标仪测定 OD 值、荧光值或化学发光值。选择符合检测试剂要求的参数，每组的有效

数据量不低于 3 个。 

e） 心血管功能分析：孵育结束后，试验容器中的斑马鱼用标准稀释水清洗 3 次，每组

随机选择至少 10 尾斑马鱼，用 3%甲基纤维素固定（甲基纤维素应提前在室温放置至少 30

分钟），置于心跳血流分析系统下采集斑马鱼心输出量、血流速度等数据，每组的有效数据

量不低于 10 个。 
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8  数据处理与结果判定 

8.1  统计分析 

利用统计分析软件进行相关图表制作与统计学分析。计算各组试验的平均值（Mean）

及标准误差（Standard Error，SE），统计学处理结果用 Mean ± SE 表示。宜采用方差分析，

按方差分析的程序先进行正态性检验（P 值）和方差齐性检验（F 值）。当 F<0.05，P<0.05

时，各组均数间组间至少有一组有显著性差异，宜采用非参数检验。当 F≥0.05，P≥0.05 时，

采用单因素方差分析，选择事后两两比较的结果进行统计。对非正态或方差不齐的数据进行

适当的变量转换，待满足正态或方差齐要求后，用转换后的数据进行统计。若变量转换后仍

未达到正态或方差齐的目的，改用秩和检验进行统计。 

8.2  结果判定 

8.2.1 试验有效性 

a）正常对照组（如果使用了助溶剂，也包括溶剂对照组）斑马鱼的死亡率或异常率不

得超过 10%，超过 10%则该次试验视为失败。 

b）正式试验中，阳性对照组与模型对照组之间存在统计学上的显著性差异，且平均值

之差必须大于 2 倍的模型对照组内标准偏差（SD）；或阳性对照组与模型对照组之间存在

统计学上的显著性差异，且平均值之差大于模型对照组平均值的 20%，否则该次试验结果

视为无效。 

c）正式试验中，如果使用了助溶剂，溶剂对照组与模型对照组之间不能存在统计学上

的显著性差异，如果溶剂对照组与模型对照组之间存在统计学上的显著性差异，则该次试验

视为无效。 

8.2.2 中药生物效应计算 

%100
-

% =
（模型对照组）

（模型对照组）（受试样品组）
）药效（

S

SS   或 

%100
-

% =
（模型对照组）

（受试样品组）（模型对照组）
）药效（

S

SS  

注：中药的功效主治不同，所用模型和评价指标不一样，计算公式也有差别，S为每个

模型指标的原始数据。 

8.2.3 判定标准 

使用统计分析软件对数据进行方差分析，比较受试样品各浓度组与模型对照组原始数据

的统计学差异，P<0.05表示具有统计学差异。 

将参照物（阳性对照组）的生物效应作为1，比较受试样品各浓度组的生物效应与阳性

对照组生物效应的比值，以此作为标定生物效价的依据。 

9  试验报告 
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试验报告至少应给出以下几个方面的内容： 

a）检测依据； 

b）样品和阳性对照的信息，包括与试验操作相关的理化性状； 

c）斑马鱼来源和品系等相关信息； 

d）试验条件和方法； 

e）数据处理与统计方法； 

f）试验开始和完成的日期； 

g）试验结果 

h）结论。 
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附录 A 

（规范性） 

标准稀释水配制方法 

A.1  分别称取以下试剂： 

a）碳酸氢钠：称取 2.52 g NaHCO3； 

b）氯化钾：称取 0.22 g KCl； 

c）氯化钙：称取 11.76 g CaCl2•2H2O； 

d）硫酸镁：称取 4.932 g MgSO4•7H2O。 

A.2  将 A.1 称取的试剂混合后用去离子水定容至 1 L。用于配制标准稀释水的试剂均为分析纯试剂，去

离子水电导率应小于或等于 10 μS/cm。 

A.3  将 A.2 用去离子水稀释 40 倍得到标准稀释水。 

最终浓度为：63.0 mg/L NaHCO3，5.5 mg/L KCl，294.0 mg/L CaCl2·2H2O，123.3 mg/L MgSO4·7H2O。 
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附录 B 

（规范性） 

用于评价中药生物效应评价的斑马鱼模型的推荐参数 

系统 疾病模型 推荐指标 推荐斑马鱼品系 
推荐阶

段 

推荐诱

导剂 
推荐数据采集方式 

肿瘤系统 
肿瘤异种移

植 

肿瘤细胞荧光强度 

野生型 AB 品系 2-5 dpf 

人类肿

瘤细胞 

 

 

CM-DiI 标记肿瘤细胞

（荧光显微镜）、图像

分析软件 肿瘤细胞转移距离 

凋亡细胞荧光强度 野生型 AB 品系 

2-4 dpf 

吖啶橙染色（荧光显微

镜）、图像分析软件 

肠下血管新生 
转基因血管荧光

斑马鱼 

直接拍照（荧光显微

镜）、图像分析软件 

心脑血管

系统 

心衰 

心包水肿面积 

野生型 AB 品系 

 
2 dpf 

盐酸维

拉帕米 

直接拍照（体视显微

镜）、图像分析软件 静脉淤血面积 

心输出量 
心跳血流分析系统 

血流速度 

促进微循环 肠下血管面积 转基因血管荧光

斑马鱼 

1-3 dpf 
辛伐他

汀 直接拍照（荧光显微

镜）、图像分析软件 

血管内皮损

伤性血栓 

节间血管直径 

5-6 dpf 
普纳替

尼 

心脏红细胞染色强

度 
野生型 AB 品系 

邻联茴香胺染色（体视

显微镜）、图像分析软

件 

心输出量 
心跳血流分析系统 

血流速度 

血小板聚集

性血栓 

心脏红细胞染色强

度 黑色素等位基因

突变 Albino 品系 
3 dpf 

花生四

烯酸 

邻联茴香胺染色（体视

显微镜）、图像分析软

件 

心输出量 
心跳血流分析系统 

血流速度 

红细胞性血

栓 

心脏红细胞染色强

度 
野生型 AB 品系 4-5 dpf 苯肼 

邻联茴香胺染色（体视

显微镜）、图像分析软

件 

心输出量 
心跳血流分析系统 

血流速度 

气虚血瘀型

血栓 

运动行为 

野生型 AB 品系 4-6 dpf 

无水亚

硫酸钠+

异丙肾

上腺素 

行为分析仪 

ATP 含量 ATP 试剂盒（酶标仪） 

乳酸含量 乳酸试剂盒（酶标仪） 

心肌损伤 

心肌凋亡细胞荧光

强度 野生型 AB 品系 2 dpf 
异丙肾

上腺素 

吖啶橙染色（荧光显微

镜）、图像分析软件 
心输出量 
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血流速度 心跳血流分析系统 

心脏出血 心脏出血发生率 野生型 AB 品系 2 dpf 
辛伐他

汀 

直接拍照（体视显微

镜）、图像分析软件 

脑出血 

脑出血发生率 

野生型 AB 品系 1-2 dpf 
辛伐他

汀 

直接拍照（体视显微

镜）、图像分析软件 

心输出量 
心跳血流分析系统 

血流速度 

脑缺血 

脑缺血面积 

野生型 AB 品系 

2-3 dpf 
普纳替

尼 

直接拍照（体视显微

镜）、图像分析软件 

脑凋亡细胞染色强

度 

吖啶橙染色（荧光显微

镜）、图像分析软件 

ROS 水平 
ROS 荧光试剂盒（酶

标仪）、图像分析软件 

脑部炎症 
转基因中性粒细

胞荧光斑马鱼 

直接拍照（荧光显微

镜）、图像分析软件 

心输出量 
野生型 AB 品系 心跳血流分析系统 

血流速度 

代谢系统

疾病 

高血脂 

血甘油三酯含量 
黑色素等位基因

突变斑马鱼 

5-7 dpf 
葡萄糖+

蛋黄粉 

油红 O 染色（体视显

微镜）、图像分析软件 

血胆固醇含量 野生型 AB 品系 

胆固醇荧光探针（荧光

显微镜）、图像分析软

件 

高血糖 血糖水平 野生型 AB 品系 血糖仪 

肥胖 卵黄囊荧光强度 
黑色素等位基因

突变 Albino 品系 
2-4 dpf - 

尼罗红染色（荧光显微

镜）、图像分析软件 

胃肠动力 肠道荧光强度 野生型 AB 品系 5-6 dpf - 
尼罗红染色（荧光显微

镜）、图像分析软件 

醉酒 运动行为 野生型 AB 品系 5-6 dpf 
无水乙

醇 
行为分析仪 

高尿酸 尿酸荧光值 野生型 AB 品系 5-6 dpf 

氧嗪酸

钾+黄嘌

呤钠盐 

尿酸试剂盒（酶标仪） 

脾阳虚 

肠道荧光强度 

野生型 AB 品系 

4-6 dpf 番泻叶 

尼罗红染色（荧光显微

镜）、图像分析软件 

肠腔面积 
直接拍照（体视显微

镜）、图像分析软件 

运动行为 行为分析仪 

肠道中性粒细胞数

量 

转基因中性粒细

胞荧光斑马鱼 

直接拍照（荧光显微

镜）、图像分析软件 

肠道菌群 
肠道益生菌荧光强

度 
野生型 AB 品系 5-6 dpf 益生菌 

CM-DiI 标记益生菌

（荧光显微镜）、图像
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分析软件 

肠道菌群 16S 测序 

神经系统

疾病 

阿尔茨海默

症 

运动能力、反应能

力 
4-5 dpf 

三氯化

铝 

行为分析仪 

乙酰胆碱酯酶活性 4-6 dpf 
乙酰胆碱酯酶试剂盒

（酶标仪） 

帕金森氏综

合征 

运动行为 4-6 dpf 

6羟基多

巴胺 

行为分析仪 

多巴胺神经元面积 1-3 dpf 

多巴胺抗体染色（荧光

显微镜）、图像分析软

件 

失眠 
觉醒活动量、觉醒

活动时间 
5-6 dpf 戊四唑 行为分析仪 

中枢神经损

伤 

中枢神经凋亡细胞

荧光强度 
1-2 dpf 

霉酚酸

吗啉乙

酯 

吖啶橙染色（荧光显微

镜）、图像分析软件 

周围神经损

伤 
周围运动神经长度 

转基因运动神经

荧光斑马鱼 

6 hpf-3 

dpf 

无水乙

醇 

直接拍照（荧光显微

镜）、图像分析软件 

抑郁症 运动行为 

野生型 AB 品系 

5-6 dpf 利血平 

行为分析仪 
焦虑症 运动行为 5 dpf 

1-（3-氯

苯基）哌

嗪盐酸

盐 

肝肾疾病 

酒精性肝损

伤 

 

ALT、AST 活力 

 

 

3-5 dpf 

 

无水乙

醇 

 

ALT、AST 试剂盒（酶

标仪） 

肝脏甘油三酯染色

强度 

油红 O 染色（体视显

微镜）、图像分析软件 

非酒精性肝

损伤 

 

ALT、AST 活力 
3-6 dpf 

 

硫代乙

酰胺 

 

ALT、AST 试剂盒（酶

标仪） 

肝脏组织病理学 
HE 染色（生物光学显

微镜 

酒精性脂肪

肝 

肝脏甘油三酯染色

强度 
5-6 dpf 

无水乙

醇 

油红 O 染色（体视显

微镜）、图像分析软件 

肝脏组织病理学 
HE 染色（生物光学显

微镜 

非酒精性脂

肪肝 

肝脏甘油三酯染色

强度 
3~6 dpf 

硫代乙

酰胺 

油红 O 染色（体视显

微镜）、图像分析软件 

肝脏组织病理学 
HE 染色（生物光学显

微镜 

肾脏损伤 肾性水肿发生率 野生型 AB 品系 2-4 dpf 
马兜铃

酸 

直接拍照（体视显微

镜） 
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肾小球滤过率 
注射葡聚糖（荧光显微

镜）、图像分析软件 

抗炎 

细菌感染性

炎症 

中性粒细胞数量 

转基因中性粒细

胞荧光斑马鱼 

3 dpf 

脂多糖

（LPS） 

直接拍照（荧光显微

镜）、图像分析软件 

神经损伤性

炎症 
硫酸铜 

机械损伤性

炎症 

机械损

伤 

细菌性肺炎 
鱼鳔中性粒细胞数

量 

5 dpf 

脂多糖

（LPS） 

病毒性肺炎 
鱼鳔中性粒细胞数

量 

聚肌胞

苷酸

（Poly(I

: C)） 

肠炎 

胃肠道中性粒细胞

数量 
3-7 dpf 

三硝基

苯磺酸

（TNBS

） 胃肠道面积 

免疫系统 免疫低下 

中性粒细胞数量 
转基因中性粒细

胞荧光斑马鱼 

3-5 dpf 

 长春瑞

滨 

巨噬细胞数量 
转基因巨噬细胞

荧光斑马鱼 

T 细胞数量 
转基因 T 细胞荧

光斑马鱼 

巨噬细胞吞噬功能 野生型 AB 品系 3-7 dpf 

骨骼肌肉 

软骨损伤 软骨荧光强度 
转基因软骨荧光

斑马鱼 
2-5 dpf 乙酸地

塞米松 
骨质疏松 骨密度 

野生型 AB 品系 

 

 

3-7 dpf 茜素红染色（荧光显微

镜）、图像分析软件 骨骼发育 脊椎骨数目 3-7 dpf - 

血液系统 贫血 红细胞染色强度 4-5 dpf 苯肼 

邻联茴香胺染色（体视

显微镜）、图像分析软

件 

眼 

眼部细胞凋

亡 

眼部凋亡细胞荧光

强度 
1-2 dpf 

霉酚酸

吗啉乙

酯 

吖啶橙染色（荧光显微

镜）、图像分析软件 

眼组织病理学 
HE 染色（生物光学显

微镜） 

缺氧 

运动行为 

4-5 dpf 
无水亚

硫酸钠 

行为分析仪 

乳酸含量 乳酸试剂盒（酶标仪） 

ATP 含量 ATP 试剂盒（酶标仪） 

氧化应激 卵黄囊荧光强度 
黑色素等位基因

突变型 Albino 品
3-4 dpf 甲萘醌 

ROS 荧光染料染色

（荧光显微镜）、图像
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系 

 

分析软件 
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附录 C 

（规范性） 

不同发育阶段斑马鱼表型特征 

 

C.1 2.25 hpf：始于 128 个细胞排列成高的细胞堆叠，位于卵黄细胞之上，呈紧密半球形，见图 C.1。 

 

图 C.1 2.25 hpf 斑马鱼典型图 

C.2 6 hpf：受精卵达到 50%外包后的数分钟内出现了一个增厚的外围区域，称作胚环（germ ring），几

乎与此同时完全包围了囊胚边缘。此时，可去除未受精的卵或死卵、发育迟缓以及其他各种畸形的鱼卵，

并且挑选出发育阶段一致的鱼卵，见图 C.2。 

 

图 C.2 6 hpf 斑马鱼典型图 

C.3 24 hpf：斑马鱼心脏开始跳动，黑色素开始形成。死亡胚胎包括无心跳、卵凝结（图 A）、体节未

形成（图 B）、尾部未分离（图 C，红色箭头指向尾部未分离）。此时，去除死亡胚胎，挑选体节形成、

尾部分离、出现黑色素的斑马鱼，并可根据脑部、眼部发育的情况进一步筛选发育阶段一致的胚胎，见

图 C.3。 
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图 C.3 24 hpf 斑马鱼典型图 

C.4 2 dpf（dpf，受精后数天）：背部黑素条纹此时很明确且密集，见图 C.4。此时，去除死亡胚胎，镜

下挑选无心包水肿、瘀血，卵黄囊大小一致的斑马鱼。 

  

图 C.4 2 dpf 斑马鱼典型图 

C.5 3 dpf：整个背部的黄色色调加深，卵黄囊逐渐萎缩呈椭圆形，肠道开始发育，全身无出血或淤血，

体长无短小、畸形的斑马鱼，见图 C.5。此时，去除死亡胚胎、未出膜胚胎并及时去除标准稀释水中的

绒膜。 

   

图 C.5 3 dpf 斑马鱼典型图 

C.6 4 dpf：挑选鱼鳔开始充气，卵黄囊未完全吸收的斑马鱼，见图 C.6。 

   

图 C.6 4 dpf 斑马鱼典型图 
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C.7 5-7 dpf：挑选鱼鳔充气充分，卵黄囊基本吸收完全，肠道发育良好的斑马鱼，见图 C.7。 

  

图 C.7 5-7 dpf 斑马鱼典型图 
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A  

A  

附录 D 

（规范性） 

斑马鱼表型典型图 

D.1 斑马鱼整体特征见图 D.1。 

 

图 D.1 斑马鱼整体图 

注：图 A 为正常斑马鱼，图 B 的斑马鱼出现躯干缩短和弯曲。 

 

D.2 斑马鱼主要器官特征见图 D.2。 

 

图 D.2 斑马鱼主要组织器官示意图 

注：图 A 为正常斑马鱼，图 B 为表型异常斑马鱼。白色虚线所示为下颌，蓝色虚线所示为心脏，浅绿

色虚线所示为肝脏，深绿色虚线所示为卵黄囊，红色虚线所示为肠道，黄色虚线所示为鱼鳔。 
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D.3 斑马鱼肝脏特征见图 D.3。 

 

图 D.3 斑马鱼肝脏局部图 

注：A 图为正常斑马鱼，B 图斑马鱼出现肝脏发黑（变性）和卵黄囊吸收延迟。绿色虚线所示为肝脏，

红色虚线所示为卵黄囊。 

 

D.4 斑马鱼肌肉特征见图 D.4。 

 

图 D.4 斑马鱼肌肉变性典型图 

注：A 图为正常斑马鱼，B 图斑马鱼出现肌肉变性（肌肉纹理不清晰、表面不平整、颜色偏暗）。 
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