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保健食品功能评价 斑马鱼试验规程 

1 范围 

本文件规定了斑马鱼用于评价保健食品功能的技术要求，术语和定义、试验流程、受试样品信息确

认、斑马鱼准备、试验操作、结果评价及试验报告撰写等内容。 

本文件适用于保健食品功能评价斑马鱼试验。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；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 

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 
一种脊椎动物，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/受精后天数  hour(s) post-fertilization，hpf/day(s) post-fertilization，dpf 
受精卵受精后的小时数/天数。 

3.3  

未观察到效应浓度 no observed effect concentration，NOEC 
与对照相比，对试验生物未产生显著效应的最高受试样品浓度。 

4 试验流程 

斑马鱼保健食品功能评价试验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。 

5 受试样品信息确认 

应从样品提供方获得如下样品信息： 

5.1 受试样品的名称、批号、规格、数量、颜色性状、储存条件、给药方式、保质期、申请单位、送

样日期等信息； 

5.2 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； 

5.3 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； 

5.4 整个周期所用受试样品批号应一致。 
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6 斑马鱼准备 

6.1 按照 GB/T 39649的规定执行斑马鱼质量控制。 

6.2 根据保健食品功能选择合适的斑马鱼模型。 

6.3 选择发育正常且状态一致的斑马鱼进入试验程序阶段，不同年龄段斑马鱼正常发育状态的典型图

见附录 A。 

7 试验操作 

7.1 受试样品前处理 

7.1.1 不同性状受试样品的前处理方法见表 1。 

表1 不同性状受试样品前处理方法 

样品类型 前处理方法 

固体类 依次经过粉碎、提取、溶解、超声、均质制得受试样品 

液体类 直接稀释的方式溶解得到受试样品 

油性类 依次经过去除软胶囊壳、内容物减压干燥制得受试样品 

 

7.1.2 受试样品储备液宜用标准稀释水（标准稀释水的配制见附录 B）配制，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。推荐的溶剂有：二甲基亚砜、乙醇、 甲醇、二甲基甲酰胺、三

甘醇。适合的分散剂有：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。 

7.1.3 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。 

7.2 暴露条件 

保健食品功能评价的斑马鱼模型暴露条件如下： 

a) 持续时间：通常为 4 h-72 h； 

b) 更换试验溶液：通常暴露时间在 24 h及以内不需要更换溶液。如受试样品富含营养物质，试

验溶液容易腐败变质，可考虑换液，换液频率宜根据水质情况调整； 

c) 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； 

d) 水温：26～28.5 ℃； 

e) 溶解氧：6 mg/L饱和溶解氧； 

f) pH：6.8～7.5。 

7.3 预试验 

预试验用于确定受试样品的NOEC浓度，为后续正式试验的浓度设置提供参考。 

7.3.1 斑马鱼暴露 

选取发育正常的斑马鱼，放入培养板中，在不伤害斑马鱼的情况下除去培养板中的养鱼水，然后加

入相应体积的受试样品储备液。 
 

a) 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； 

b) 如果必须使用助溶剂，所有组别中的助溶剂浓度应保持相同，同时还应设置一个相应的溶剂

对照组。 

7.3.2 确定 NOEC 
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实时观察并清除异常的斑马鱼，对斑马鱼的死亡和其它毒性效应进行记录，确定受试样品的NOEC。
斑马鱼异常表现如下： 

a) 死亡判断标准：静止不动、无心脏跳动、躯干呈白色不透明颜色、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。异常表型的典型图见附录 C。 

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。 

7.4 正式试验 

7.4.1 试验分组 

正式试验按照以下方法挑选斑马鱼置于微孔板中进行分组： 
a) 正常对照组：含斑马鱼及标准稀释水； 

b) 模型对照组：含有模型诱导剂和斑马鱼； 
c) 阳性对照组：含有阳性对照样品、模型诱导剂和斑马鱼。每次试验设置一个阳性对照组即可； 
d) 受试样品测试组：含有受试样品、模型诱导剂和斑马鱼。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； 
e) 溶剂对照组：含有助溶剂、模型诱导剂和斑马鱼。当受试样品配制过程中使用了助溶剂，应

设置该组，助溶剂浓度应该保持一致，且浓度不大于 1%（W/V 或 V/V）。 

7.4.2 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，建立斑马鱼保健食品功能评价模型。根据

保健食品功能选择合适的斑马鱼模型。 

7.4.3 斑马鱼暴露 

根据试验需求，预先筛选好足够数量且发育正常的斑马鱼胚胎，并随机分配到试验容器中，每孔斑

马鱼数量至少为10尾。用模型诱导剂建立斑马鱼模型，然后向试验容器中加入一定体积的受试样品溶液

（饲养密度宜为1尾/100 μL）、阳性对照样品。充分混匀后，用铝箔纸包裹，在28℃生化培养箱中避光

孵育至终点。 

7.4.4 死亡与毒性判断 

当所有试验组斑马鱼死亡率≤10%时，准许进入数据采集阶段。 

7.4.5 数据采集 

应根据不同斑马鱼保健食品功能评价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

累积光密度（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养殖水清洗 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。染色后各组至少取 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，测量累积光密度

（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。 
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c) 运动行为分析：孵育结束后，试验容器中的斑马鱼用养殖水清洗 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养殖水清洗 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、荧光值或生物光值。选择符合检测试剂要求的激发波长和发射波长，检测时间宜为

20 min～1 h，每组的有效数据量不低于 3个。 

8 结果评价 

8.1 统计分析 

8.1.1 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）。 

8.1.2 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。 

8.1.3 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。 

8.1.4 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。 

8.1.5 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 结果有效性分析 

8.2.1 正常对照组（当使用了助溶剂，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%则该次试验结果视为无效。 

8.2.2 模型对照组与正常对照组之间的原始数据存在统计学上的显著性差异，阳性对照组与模型对照

组之间的原始数据存在统计学上的显著性差异，否则该次试验结果视为无效。 

8.2.3 当使用了助溶剂，溶剂对照组与正常对照组之间的原始数据不能存在统计学上的显著性差异，

否则该次试验结果视为无效。 

9 试验报告撰写 

试验报告应包括以下内容： 

a) 检测依据； 

b) 受试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，包括试验具体步骤； 

e) 试验开始至完成的日期； 

f) 试验结果，包括测定数据、计算值、图像数据等； 

g) 数据处理与统计方法； 

h) 结论。 
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A  
A  

附 录 A  

（资料性） 

不同年龄段斑马鱼挑选典型图 

 

A.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 A.1。 

 

图 A.1 2.25hpf斑马鱼典型图 

A.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 A.2。 

 

图 A.2 6hpf斑马鱼典型图 

A.3 24 hpf：去除死亡胚胎，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），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 A.3。 
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图 A.3 24hpf斑马鱼典型图 

A.4 2 dpf（dpf，受精后数天）：背部黑素条纹此时很明确且密集。镜下挑选无心包水肿，卵黄囊大

小一致的斑马鱼，见图 A.4。 

 

图 A.4 2dpf斑马鱼典型图 

A.5 3 dpf：去除死亡胚胎、未出膜胚胎并及时去除养鱼用水中的绒膜。整个背部的黄色色调加深，卵

黄囊逐渐萎缩呈椭圆形，全身无出血或淤血，体长无短小、畸形，见图 A.5。 

 

图 A.5 3dpf斑马鱼典型图 

A.6 4 dpf：挑选鱼鳔开始充气，卵黄囊未完全吸收，肠道开始发育的斑马鱼，见图 A.6。 

 

图 A.6 4dpf斑马鱼典型图 
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A.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 A.7。 

 

图 A.7 5-7dpf斑马鱼典型图 

 

7 



T/CHC 2003—2022 

B  
B  

C  

附 录 B  

（资料性） 

40×标准稀释水配制方法 

 

B.1 分别称取以下试剂： 
a) 碳酸氢钠：称取 2.59 g 碳酸氢钠（NaHCO3，CAS 号：144-55-8）； 
b) 氯化钾：称取 0.23 g 氯化钾（KCl，CAS 号：7647-14-5）； 
c) 氯化钙：称取 11.76 g 二水合氯化钙（CaCl2•2H2O，CAS 号：10035-04-8）； 
d) 硫酸镁：称取 4.93 g 七水合硫酸镁（MgSO4•7H2O，CAS 号：10034-99-8）。 

B.2 分别称取 A.1 试剂混合，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。 
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附 录 C  

（资料性） 

斑马鱼典型图 

 

C.1 斑马鱼整体特征见图 C.1。 

 

注：图 A 为正常斑马鱼，图 B 的斑马鱼出现躯干缩短和弯曲。 

图 C.1 斑马鱼整体图 

C.2 斑马鱼主要器官特征见图 C.2。 

 

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，绿色

虚线所示为肝脏，青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。 

图 C.2 斑马鱼主要组织器官示意图 

C.3 斑马鱼肝脏特征见图 C.3。 
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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。 

图 C.3 斑马鱼肝脏局部图 

 

C.4 斑马鱼肌肉变型特征见图 C.4。 

 

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）。 

图C.4 斑马鱼肌肉变性典型图 
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