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前 言

为贯彻《中华人民共和国环境保护法》《中华人民共和国水污染防治法》《中华人民共

和国长江保护法》和《中华人民共和国黄河保护法》，防治生态环境污染，改善生态环境质

量，规定水质斑马鱼急性毒性的测定方法，制定本标准。

本标准规定了地表水、地下水、生活污水与工业废水对斑马鱼急性毒性的测定方法。

本标准的附录 A、附录 C～附录 E为资料性附录，附录 B为规范性附录。

本标准与《水质 物质对淡水鱼（斑马鱼）急性毒性测定方法》（GB/T 13267-91）相

比，主要差异如下：

——名称修改为《水质 急性毒性的测定 斑马鱼法》；

——修改了方法适用范围、方法原理；

——增加了术语定义部分；

——完善了标准稀释水和其他稀释用水的要求；

——增加了样品采集、保存和前处理方法；

——增加了针对性的水质生物毒性测定 LID法；

——细化了样品测定和结果表示等内容；

——增加了质量保证和质量控制等条款。

自本标准实施之日起，原国家环境保护局 1991年 9月 14日批准发布的《水质 物质对

淡水鱼（斑马鱼）急性毒性测定方法》（GB/T 13267-91）在相应的环境质量标准和污染物

排放（控制）标准实施中停止执行。

本标准由生态环境部生态环境监测司、法规与标准司组织制订。

本标准起草单位为生态环境部南京环境科学研究所、中国环境科学研究院、南京大学。

本标准验证单位：中国环境监测总站、沈阳沈化院测试技术有限公司、中国科学院广东

微生物研究所、浙江省生态环境监测中心、贵州健安德科技有限公司、江苏省常州环境监测

中心。

本标准生态环境部 202□年□□月□□日批准。

本标准自 202□年□□月□□日起实施。

本标准由生态环境部解释。
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水质 急性毒性的测定 斑马鱼法

警告：测试中使用的部分试剂、参考物质及废水样品可能具有较高的毒性，测试操作时

应佩戴防护器具，避免吸入呼吸道或接触皮肤和衣物。

1 适用范围

本标准规定了测定水质急性毒性的斑马鱼法。

本标准适用于地表水、地下水、生活污水和工业废水的鱼类（斑马鱼）急性毒性最低无

效应稀释倍数（LID）和半数致死浓度（LC50）的测定。

本标准不适用于海水的测定。

2 规范性引用文件

本标准引用了下列文件或其中的条款。凡是注明日期的引用文件，仅注日期的版本适用

于本标准。凡是未注日期的引用文件 ，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本标准。

其他文件被新文件废止、修改、修订的，新文件适用于本标准。

GB 13195 水质 水温的测定 温度计或颠倒温度计测定法

GB/T 13580.3 大气降水电导率的测定方法

GB/T 39649 实验动物 实验鱼质量控制

HJ 91.1 污水监测技术规范

HJ 91.2 地表水环境质量监测技术规范

HJ 164 地下水环境监测技术规范

HJ 493 水质 样品的保存和管理技术规定

HJ 501 水质 总有机碳的测定 燃烧氧化—非分散红外吸收法

HJ 506 水质 溶解氧的测定 电化学探头法

HJ 828 水质 化学需氧量的测定 重铬酸盐法

HJ 1019 地块土壤和地下水中 挥发性有机物采样技术导则

HJ 1147 水质 pH值的测定 电极法

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本标准。

3.1

试样 test solution

样品经稀释水稀释配成的可供测试的溶液。

注：样品直接用于测试时，试样即为样品。
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3.2

稀释倍数 dilution level （D）

试样中样品的体积分数的倒数。

注：例如，样品未稀释，则稀释倍数 D =1；1000 ml试样中有 250 ml样品（体积分数为 25%），则稀

释倍数 D = 4。

3.3

最低无效应稀释倍数 lowest ineffective dilution （LID）

在规定条件的测试周期内，不会导致受试生物产生抑制或死亡等可见不良效应的最低稀

释倍数。

注：本标准 LID为至少 90%受试生物存活的最低稀释倍数。

3.4

半致死浓度 median lethal concentration （LC50）

在规定条件的测试周期内，导致 50%受试生物死亡的试样浓度。

注：本标准试样浓度指试样中样品的体积分数（%）。

3.5

静态法 static test

测试周期内，不更换试样的测试方式。

3.6

半静态法 semi-static renewal test

测试周期内，为保证一定的暴露浓度而有计划定期更换试样的测试方式。

3.7

参比（毒）物 reference toxicants；reference materials

为判断测试系统有效性而使用的化学物质。可用于不同实验室之间，同一实验室内部不

同时间或不同人员之间测定结果的可比性评价。

注：本标准简称参比物，选用重铬酸钾为参比物。

4 方法原理

在规定的测试条件下，将受试生物（斑马鱼，Danio rerio）置于不同稀释倍数的试样中，

在 23 ℃±1 ℃条件下暴露 96 h，根据受试生物的存活数量或死亡数量计算 LID值或 LC50，

以表征样品的急性毒性。

5 干扰和消除

样品不作预处理，以测定其对受试生物的综合毒性。但当仅考虑化学性致死时，可通过

静置消除样品中悬浮颗粒物堵塞鱼鳃导致的物理性干扰，静置时间≤2 h。
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6 试剂和材料

6.1 受试生物

6.1.1 符合 GB/T 39649种质鉴定要求的斑马鱼（Danio rerio），处于性成熟前期，体长 1

cm～2 cm。

6.1.2 测试前，受试生物应至少在测试实验室饲养 9 d，其中前 2 d适应期，后至少 7 d驯

养期，及时挑出生长不正常的鱼或死亡鱼。饲养/驯养用水要求见 6.2.15，饲养环境条件如下：

a） 水温：22 ℃～24 ℃；

b） pH值：6.0～8.5；

c） 水质硬度：40 mg/L～250 mg/L（以 CaCO3计）；

d） 光暗比：16 h  8 h～12 h  12 h；

e） 光照度：540 lx～1000 lx；

f） 溶解氧：≥7.1 mg/L（溶解氧饱和度≥80％）；

g） 喂食：每天饲喂 2次丰年虫幼虫活体，投喂量以 5 min～10 min吃完为宜，直到测

试前 24 h。

6.1.3 测试前 7 d，观测并记录死亡率，并按下列标准处理：

a） 7 d内死亡率＞10%，该批鱼不能使用；

b） 7 d内死亡率在 5%～10%之间，继续驯养 7 d；

c） 7 d内死亡率＜5%，可用于测试。

6.1.4 测试前，随机抽取同一批次的 10尾鱼测量湿重和体长（全长）。将抽取的每尾鱼分

别放入装有饲养水的预称重小烧杯中称量，通过差减法确定受试生物的体重及平均体重；利

用游标卡尺（7.6）测量吻尖到尾鳍末端的直线长度，全长测量方法见附录 A。

注：用于测量湿重和体长的鱼不纳入测试。

6.2 试剂

除非另有说明，测试时均使用符合国家标准的分析纯试剂，贮备液配制用水为纯水（电

导率к≤10 μS/cm）。

6.2.1 氢氧化钠（NaOH）。

6.2.2 氯化钙（CaCl2·2H2O）。

6.2.3 硫酸镁（MgSO4·7H2O）。

6.2.4 碳酸氢钠（NaHCO3）。

6.2.5 氯化钾（KCl）。

6.2.6 重铬酸钾（K2Cr2O7）。

6.2.7 浓盐酸：ρ=1.19 g/ml，w=37%。

6.2.8 盐酸溶液：c(HCl)=0.1 mol/L。

量取8.3 ml盐酸（6.2.7），用水定容至1000 ml。

6.2.9 氢氧化钠溶液：c(NaOH)=0.1 mol/L。

称取4 g氢氧化钠（6.2.1），溶于少量水中，用水定容至1000 ml。
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6.2.10 氯化钙储备液：ρ(CaCl2·2H2O)=11.76 g/L。

称取11.76 g氯化钙（6.2.2），溶于少量水中，用水定容至1000 ml。室温条件下可保存6

个月。

6.2.11 硫酸镁储备液：ρ(MgSO4·7H2O)=4.93 g/L。

称取4.93 g硫酸镁（6.2.3），溶于少量水中，用水定容至1000 ml。室温条件下可保存6

个月。

6.2.12 碳酸氢钠储备液：ρ(NaHCO3)=2.59 g/L。

称取2.59 g碳酸氢钠（6.2.4），溶于少量水中，用水定容至1000 ml。室温条件下可保存

6个月。

6.2.13 氯化钾储备液：ρ(KCl)=0.23 g/L。

称取 0.23 g 氯化钾（6），溶于少量水中，用水定容至 1000 ml。室温条件下可保存 6

个月。

6.2.14 标准稀释水

a） 以 1 L计，将氯化钙储备液（6.2.10）、硫酸镁储备液（6.2.11）、碳酸氢钠储备液

（6.2.12）和氯化钾储备液（6.2.13）四种储备液各 25 ml混合，用水定容至 1000 ml。

b）新配制的稀释水曝气至溶解氧浓度不低于 7.71 mg/L（溶解氧饱和度不低于 90%），

必要时，用氢氧化钠溶液（6.2.9）或盐酸溶液（6.2.8）调节 pH值，pH值应保持在 7.8±0.2

范围内，临用现配。

6.2.15 其他稀释水

在驯养和测试过程中鱼类没有表现出胁迫迹象的水也可作为稀释水，如脱氯过滤的自来

水。稀释水的pH值应在6.0～8.5之间，水质硬度在40 mg/L～250 mg/L（以CaCO3计）之间。

应对稀释水中的污染物进行检测，污染物限量要求见附录B。

6.2.16 高纯空气：成分比例与自然空气相近，总烃含量＜0.5 ppm。

7 仪器和设备

7.1 采水器：不锈钢材质。

7.2 筛网：不锈钢材质，孔径 2 mm～4 mm（12目～5目）。

7.3 采样瓶/袋：聚乙烯（或聚丙烯、聚四氟乙烯）塑料瓶/袋，容积≥5 L。

7.4 冷藏箱：可移动，具有 6 ℃及以下冷藏功能。

7.5 冰箱或冷库：具有 6 ℃及以下冷藏功能和-18 ℃及以下冷冻功能。

7.6 游标卡尺：测量范围 0～500 mm，最小分度为 0.1 mm。

7.7 天平：实际分度值 0.1 mg。

7.8 温度计：测量范围 0 ℃～40 ℃，最小分度为 0.1 ℃。

7.9 pH计：测量范围 0～14，最小分度为 0.1 pH单位。

7.10 硬度计：测量范围 50 mg/L～500 mg/L（以 CaCO3计），最小分度为 1 mg/L。

7.11 便携式溶解氧测定仪：测量范围 0 mg/L～20 mg/L，最小分度为 0.1 mg/L。

7.12 电导率测定仪：测量范围 0 mS/cm～200 mS/cm，最小分度为 1 μS/cm。

7.13 恒温水浴槽或恒温光照培养箱：温控范围 15 ℃～30 ℃，温度控制偏差≤0.5 ℃。
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7.14 照度计：测量范围 200 lx～2000 lx，最小分度为 1 lx。

7.15 测试容器：玻璃容器（如玻璃烧杯），1 L～5 L；若样品有异味或疑似具有挥发性污

染物时，应采用加盖的玻璃容器。

7.16 计泡器

7.17 总有机碳（TOC）分析仪。

7.18 实验室常用玻璃器皿：移液管、烧杯、容量瓶、量筒等。

8 样品采集、保存及处理

8.1 样品的采集

8.1.1 地表水、地下水、生活污水和工业废水样品的采样频次、采样时间以及采样位置分

别按照 HJ 91.2、HJ 164、HJ 1019、HJ 91.1相关章节执行。其中，地表水和地下水一般采集

瞬时样品。生活污水和工业废水根据水质的稳定性，采集瞬时样品或者混合样品。连续排放

的生活污水和工业废水采集混合样品时，每 6 h采集 1份样品，24 h内采集 4份等体积的样

品混合为 1个样品。间歇排放的生活污水和工业废水采集混合样品时，生产周期在 8 h以内

的，采样时间间隔应≥2 h；生产周期＞8 h，采样时间间隔应≥4 h，每个生产周期内采样频

次≥3次；可将 24 h内或 1个生产周期内采集的样品等体积混合为 1个样品。采集的样品混

合前应及时于 6 ℃及以下避光保存。

8.1.2 用采水器（7.1）采集样品后，若样品中有较大的悬浮物或漂浮物，可使用孔径 2 mm～

4 mm（12目～5目）的筛网（7.2）去除。样品沿采样瓶（7.3）内壁缓慢倒入，注意避免冲

击产生气泡；样品应在样品瓶中过量溢出，形成凸面，拧紧瓶盖，颠倒样品瓶，观察数秒，

确保瓶内无气泡，如有气泡应重新采样。

8.1.3 宜采集不少于 10 L的样品。宜在采样时测定 pH、溶解氧、电导率等水质参数。

8.2 样品的运输与保存

8.2.1 样品采集后，应立即置于冷藏箱（7.4）中，在 6℃及以下冷藏避光运输和保存，并

在 24 h以内开展测试；若不能在 24 h内进行测试，所采样品运送回实验室后应立即置于冰

箱或冷库（7.5）中，在-18 ℃及以下冷冻保存，保存前将样品充分混匀，每 2.5 L容器分装

2 L样品，保存期不超过 60 d。

8.2.2 样品到实验室后，混合均匀，采用 TOC分析仪（7.17）测定 TOC或采用滴定法测

定化学需氧量（COD），以便后续质量控制，判断水质是否发生变化。

8.3 样品预处理

8.3.1 温度

冷冻保存的样品应在≤24 ℃条件下水浴解冻。测试开始前，将样品放置于 22 ℃～

24 ℃条件下，待温度达到 22 ℃～24 ℃后用于测试。

https://www.baidu.com/baidu.php?url=af0000KpxzUee8Wyt7nmQ0TMYGr6zKSUQyyLw6Kj6iwnnpHiWREfzTnBSLQk_fgjWHPcKuTYWkg7S4WQ0cBPg1dsZAZyMrXkUSTn8S4nKypBBH4ax32QmFoeFRFXxqo3VPSVYvziAM3-Qy3tQTl7nnB-35_UErVN2sCOsZVNL3l_WFT9xL1x-exSj00oFvgzsnW5B7A0VqKeqg8oGuJhypVQmInv.DY_NR2Ar5Od663rj6tEuIwEzl2oYfyYgkYcrP-XXEMLW89Cq8FWveVUlqvEGEOvEbOCOC4txVOylB_HZHb_LeJer1-otXNzI5QIJyAp7B81xYqB6.U1Yk0ZDqNDqjVqUrqVQZ0ZKGm1Ys0ZK1pyI85H6LmvnLmhFbPvRzrAR3ujfsPWF-nHf4PH6Ynvc1PADL0ZfqIAqWdq1HYQEl1QzLd_evY_T0pyYqnWcd0ATqTAPETZb0Iybqmh7GuZN_UfKspyfqnHb0mv-b5HRd0AdY5HDsnH-xnH0kPdtznjRkg1csPWFxn1msnfKopHYs0ZFY5Hf3PsKBpHYkPH9xnW0Y0AdW5HDsnH-xnH0kPdtznjRkg1nzrjDsrjckPWR3g100TgKGujYs0Z7Wpyfqn0KzuLw9u1Ys0A49pyfqn0K8mgws5H00mLNb5Hfzrjn3n1TvPfK9mWYsg100ugFM5Hc0TZ0qnWR3PHmkP1b10A4vTjYsQW0snj0snj0s0AdYTjYs0AwbUL0qn0KzpWYs0Aw-IWdsmsKhIjYs0ZKC5H00ULnqn0KBI1Ykn0K8IjYs0ZPl5fK9TdqGuAnqTZnVUhC0pywW5R42i-n0TA9YXHY0IA7zuvNY5Hm1g1KxnHR10ZwdT1YzrjmLnWf3n1bsnHmYPHRsrHcz0ZF-TgfqnHTYPHb3n1nYPjfvPfKGm1Ys0ZPGujdBPHckmyfsnj0snjKbnAFB0AP1UHYzrDn3PYn1PHbzwj-7nRm40A7W5HD0TA3qn0KkUgfqn0KkUgnqn0KlIjYs0AdWgvuzUvYqn7tsg1Kxn7ts0Aw9UMNBuNqsUA78pyw15HKxn7tsg1Kxn0Ksmgwxuhk9u1Ys0AwWpyfqn0K-IA-b5iYk0A71TAPW5H00IgKGUhPW5H00Tydh5H00uhPdIjYs0A-1mvsqn0K9uAu_myTqnfK_uhnqn0KbmvPb5RRknRwKnjfzPWm3wWKKwRmYPWwjnY7jfHD1nDu7rDDdx7m1RRPKwNwgffKYTh7buHYdrj0vnjT0mhwGujdKwbRLPWbknRcdf1fLfbPawHT1PWbzPRcvnW-An1ndn0KEm1Yk0AFY5H00Uv7YI1Ys0AqY5H00ULFsIjYsc10Wc10Wnansc108nj0snj0sc10WwDuRc10WQinsQW0snj0snankQW0snj0snansc10Wna3snj0snj0Wnansc10Wnansc10Wn0KBmy4omyPW5H0Wnansc100XZPYIHY1njDdrjnzPsKkgLmqna34n7tsQW0sg108njKxna34n7tsQWT1g1Kxna3Lndts0AF1gLKzUvwGujYs0ZFEpyu_myTqn0KWIWY0pgPxmLK95H00mL0qn0K-TLfqn0KkuLIb5H00UL0k5H00TZ0Y5Hc0mLFW5Hc4PjD1&us=newvui&xst=TjYzPH6dPWDLrHnKm1d7nH7DfH0YnWmvrDmsfRNAPjmYf1PKfYDkn1KAwH9KPgkynd7jfRNRNYDKmWdKwbRLPWbknRcdf1fLfbPawHT1PWbzPRcvnW-An1ndn0715HD1njRkrH01PjDsPW03njmvP1fLg1czPNts0gTqIAqWdq1HYQEl1QzLd_evY_TKTHdYUvrLd_evY_TKIHY1njDdrjnzPs7Y5HDLPjR4rjn1PjfKUgDqn0cs0BYKmv6quhPxTAnKUZRqn07WUWYvnW04PHDsP7tkPdqEuydxuATKTMfqn0D1nHbkrHD3rHb&cegduid=n10kPH61nWT&solutionId=1124978&word=&ck=7469.5.0.0.0.364.222.0&shh=www.bai
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8.3.2 pH 值

8.3.2.1 通常不调节样品 pH值。

8.3.2.2 若需排除 pH的影响，当样品的 pH>8.5 或＜6.0时，可使用盐酸溶液（6.2.8）或

氢氧化钠溶液（6.2.9）调节样品 pH值至 7.0 ，酸碱调节溶液的使用量应≤样品体积的 5%，

以降低对样品浓度的影响。

8.3.3 溶解氧

8.3.3.1 通常不调节样品溶解氧浓度。

8.3.3.2 若需排除溶解氧的影响，当样品的溶解氧浓度＜4 mg/L时，可采用曝气的方式充

氧≤20 min，使样品溶解氧含量小于溶解氧饱和度。如果样品含有挥发性污染物，宜采用

9.1.4方式充氧。

9 测试步骤

9.1 测试环境条件

9.1.1 光照

光照强度应在 540 lx～1000 lx之间，光照周期光暗比为 16 h  8 h～12 h  12 h之间。

9.1.2 温度

测试过程中试样温度应保持在 23 ℃ ± 1 ℃之间。

9.1.3 pH 值

测试过程中不调节 pH。排除 pH影响的急性毒性，试样 pH值应在 6.0～8.5之间。

9.1.4 溶解氧

排除溶解氧影响的急性毒性，测试过程中溶解氧浓度宜≥4 mg/L（溶解氧饱和度≥

46.7%）。可采用高纯空气适度充氧，以计泡器（7.1.16）计的充氧速度≤100个泡/min，以

维持测试所需的溶氧浓度，并确保其对试样中挥发性污染物的影响降至最低。

9.1.5 生物承载量

单位水体生物承载量≤0.8 g/L（以湿重计，如鱼的平均体重为 0.08 g，则每 1 L试样中

不超过 10尾鱼）。

9.1.6 饲喂

测试过程中不投喂饵料。

9.1.7 试样的稳定性

9.1.7.1 测定 96 h LC50时，测试周期内试样的 COD或 TOC变化≤20%，可采用不换水的
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静态法测试；否则，应采用半静态法测试。

9.1.7.2 采用半静态法测试时，换水周期 t（一般以 h计）根据试样维持稳定的最长时间确

定。换水方法如下：准备相同规格的 AB两组测试容器（7.15），在第一个换水周期，将新

配制的试样加入 A组测试容器，试样体积应符合生物承载量（9.1.5）要求，A组全部容器

完成加入受试生物的时刻为 t0。在 t0+t前 1 h，将新配制的试样加入 B组测试容器，试样浓

度、体积及容器编号与 A组一致。用捞网小心的将受试生物从 A组测试容器中捞取到对应

浓度和容器编号的 B组测试容器中，B组全部容器加入受试生物的时刻为 t0+t，误差宜不超

过 30 min。移除受试生物的测试容器应及时清洗，若有后续换水周期，AB两组测试容器将

交替使用。

9.2 LID 测试

采用逐级稀释法，将两个等比级数（D = 2、4、8、16、32等，以及 D = 1.5、3、6、12、

24等）组合在一起。取一定量的样品加入稀释水（6.2.14或 6.2.15），配制 1.5倍和 2倍的

试样，然后逐级稀释，每个浓度组投放 10尾受试生物。根据试样的稳定性采用静态法或者

半静态法，测试环境条件见 9.1，测试周期为 96 h，不设平行。样品的稀释系列参照表 1。

表 1 样品的稀释系列（以 1 L 试样计）

稀释倍数D V样品/V试样（%）
试样的组成（ml）

样品 稀释水

空白 0 — 1000
1 100 1000 —

1.5 66.7 667 333
2 50.0 500 500
3 33.3 333 667
4 25.0 250 750
6 16.7 167 833
8 12.5 125 875
12 8.3 83 917
16 6.2 62 938
24 4.2 42 958
32 3.1 31 969

…… …… …… ……

9.3 LC50测试

9.3.1 预试验

9.3.1.1 宜通过静态法预试验确定正式试验的浓度范围。以逐级稀释倍数（即等比数列的

公比）为 10选择 3个连续浓度的试样，每一浓度投放 5尾受试生物，不设平行，测试环境

条件见 9.1，测试周期为 96 h，以确定受试生物死亡率 100%（或最大死亡率）～0%所对应

的试样浓度范围（体积分数）。
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9.3.1.2 同时设置一个不加受试生物的最高试样浓度的平行处理，分别于 0 h、24 h、48 h

以及 96 h测定 COD或 TOC，以确定试样稳定性。如果 96 h内 COD或 TOC的变化≤20%，

则正式试验或限度试验采用不换水的静态法。否则，宜采用半静态法。

9.3.2 限度试验

如果预试验结果显示样品暴露未致受试生物死亡，设置样品 1个浓度组开展限度试验，

投放 10尾受试生物，不设平行，测试环境条件见 9.1，测试周期为 96 h。若测试结束时受试

生物死亡率≤10%，测试停止。若测试期间观测到受试生物死亡率＞10%，应进一步开展正

式试验。

9.3.3 正式试验

根据预试验结果确定的受试生物死亡率 100%（或最大死亡率）～0%对应的试样浓度范

围，在此范围内按一定逐级稀释倍数（一般≤2）稀释，应至少选择 5个等比系列浓度的试

样进行正式试验。系列浓度中，宜包括受试生物死亡率≤37%和≥63%的 2个浓度组。正式

试验每个浓度组投放 10尾受试生物，不设平行，测试环境条件见 9.1，测试周期为 96 h。

9.4 对照试验

9.4.1 空白试验（阴性对照）

a）空白试验以稀释水（6.2.14或 6.2.15）为试样开展。

b）LID法以及 LC50法均应同步开展空白试验。

c）空白试验不设平行，投放的受试生物数量与浓度组保持一致。

9.4.2 参比物试验（阳性对照）

采用重铬酸钾（6.2.6）为参比物，每批次受试生物应至少开展一次参比物试验，以确认

受试生物的敏感性。试验方法参见附录 C。

9.5 观测和记录

9.5.1 环境条件测定和记录

9.5.1.1 测试开始 0 h及 96 h，用照度计（7.14）测定并记录试验容器（7.15）液面相同高

度的光照强度。

9.5.1.2 测试开始 0 h、24 h、48 h、72 h及 96 h，用温度计（7.8）、pH计（7.9）和溶解

氧测定仪（7.11）测量并记录阴性对照和各浓度组的温度、pH值和溶解氧浓度。对于半静

态测试，应在换水前后分别测定试样的水质参数。

9.5.2 受试生物观测和记录

9.5.2.1 测试开始 0 h、24 h、48 h、72 h及 96 h，观测并记录每个容器中受试生物的死亡情

况和中毒症状（如侧翻、浮在水面、异常打转或盘旋等），出现死亡受试生物时应及时清理。

9.5.2.2 测试结束时，将存活受试生物时置于冰水混合物液（冰的体积不少于 50%）中 30
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min 以上进行灭活处理。

10 结果计算与表示

10.1 LID 的确定

至少有 90%受试生物正常存活时的最低稀释倍数，即为最低无效应稀释倍数 LID。LID

的确定示例见附录 E。

10.2 LC50的估算

10.2.1 LC50可参照附录 D方法计算，也可采用概率单位法、直线内插法等其他方法计算，

结果保留至小数点后 1位。

10.2.2 如果数据不充分，无法计算 LC50或不需要计算 LC50时，应报告最大死亡率对应的

最低浓度和无死亡的最高浓度（以稀释百分比浓度表示）。

11 有效性、敏感性及精密度

11.1 有效性及敏感性

11.1.1 6 家实验室分别测定阴性对照（9.4.1），重复 6次，死亡率均为 0%，满足≤10%

的要求。

11.1.2 6 家实验室分别测定参比物重铬酸钾的鱼类急性毒性，24 h LC50测试结果在 250

mg/L～304 mg/L之间，均在 200 mg/L～400 mg/L范围内，符合质控要求。

11.2 精密度

11.2.1 6 家实验室分别对生活污水、地表水、地下水，进行了斑马鱼急性毒性的测定，每

个样品测定 6次。LID均为 1，96 h LC50均大于 100%。各浓度组斑马鱼存活率实验室内相

对标准偏差分别为 0.0%、0.0%、0.0%，实验室间相对标准偏差分别为 0.0%、0.0%、0.0%，

重复性限为 0.0%、0.0%、0.0%，再现性限为 0.0%、0.0%、0.0%。

11.2.2 6 家实验室对工业废水（农药废水）进行了斑马鱼急性毒性的测定，分别测定 6

次。LID 值为 3～4，96 h LC50为 41.2%～61.1%。当稀释倍数（D）为 1、2、3、4、5时，

各浓度组斑马鱼存活率实验室内相对标准偏差分别为 0.0%、10.8%～15.5%、5.57～9.57%、

0.0%、0.0%，实验室间相对标准偏差分别为 0.0%、8.95%、6.36%、0%、0%，重复性限为

0.0%、16.5%、19.6%、0.0%、0.0%，再现性限为 0.0%、19.1%、23.7%、0.0%、0.0%。

11.2.3 6家实验室对加标浓度分别为 200 mg/L、800 mg/L以及 3200 mg/L的重铬酸钾溶液，

作为模拟样品分别进行了 6次 96 h最低无效应稀释倍数 LID的测定，LID值分别为 2～3、

8～10、32～48，实验室内相对标准偏差为 0%～18.8%、0%～9.79%、0%～22.1%，实验室

间相对标准偏差为 4.37%、1.64%和 6.44%。

11.3 正确度
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6家实验室对加标浓度分别为 200 mg/L、800 mg/L以及 3200 mg/L的重铬酸钾溶液，作

为模拟样品分别进行了 6次 96 h最低无效应稀释倍数 LID的测定，LID平均值分别为 2.08、

8.44、33.8，相对误差（�� ± 2 ���）分别为 4.00%0%、1.75%1.36%、2.28%4.47%。

12 质量保证和质量控制

12.1 空白试验和参比物结果及测试条件应符合下列要求，结果方为有效。否则，应查明原

因后重新进行测试。

12.2 测试结束时，阴性对照中受试生物死亡率≤10%，若每组受试生物不到 10尾，则阴

性对照受试生物死亡数应≤1。

12.3 在相同的测试条件下，参比物重铬酸钾的 24 h LC50应在 200 mg/L～400 mg/L范围内，

每批次受试生物应至少开展一次参比物试验。

12.4 测试环境条件应符合 9.1要求。

13 测试报告

测试报告应至少包括以下内容：

a） 样品的类型、来源、主要污染物组分（适用时）、保存方法及保存时间；

b） 测试前样品的 pH值、溶解氧浓度及静置条件、调 pH等前处理方法；

c） 受试生物的名称、来源、品系、龄期、体长（体重）及驯养情况；标准稀释水或其

他稀释水的 pH值和硬度；

d） 测试环境条件，包括使用的稀释水、光照强度、pH值、温度、溶解氧、生物承载

量、换水周期等信息；

e） 质量保证和质量控制要求的符合性；

f） 测试结果 LID或 96 h LC50及其计算方法，95%置信区间等；

g） 测试期间受试生物的任何异常行为，如侧翻、浮在水面、异常打转或盘旋等。
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附 录 A

（资料性附录）

斑马鱼全长测量

鱼体全长指从吻尖到尾鳍的直线长度，见图1。用游标卡尺（7.6）测量。

图A.1 鱼体全长示意图
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附 录 B

（规范性附录）

稀释用水水质参数及浓度限值

稀释用水的水质参数及浓度限值见表 B.1。

表 B.1 稀释用水水质参数及浓度限值

序号 参数指标 浓度限值

1 颗粒物 5 mg/L

2 总有机碳（TOC） 2 mg/L

3 非离子态氨（NH3） 1 mg/L

4 硝酸盐（NO3-） 8.85 mg/L

5 余氯 10 μg/L

6 总有机磷 50 ng/L

7 总有机氯和多氯联苯 50 ng/L

8 砷（As） 1 μg/L

9 铬（Cr） 1 μg/L

10 钴（Co） 1 μg/L

11 铜（Cu） 1 μg/L

12 铁（Fe） 1 μg/L

13 铅（Pb） 1 μg/L

14 镍（Ni） 1 μg/L

15 锌（Zn） 1 μg/L

16 镉（Cd） 100 ng/L

17 汞（Hg） 100 ng/L

18 银（Ag） 100 ng/L

19 化学需氧量（COD） 5 mg/L
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附 录 C

（资料性附录）

重铬酸钾对受试生物（斑马鱼，Danio rerio）的急性毒性测试

C.1 目的

用于验证受试生物（斑马鱼，Danio rerio）的敏感性和测试条件的可靠性。从每批次购

买的受试生物或每批次实验室自行繁殖的受试生物随机抽取一定数量的斑马鱼，暴露于含不

同浓度的重铬酸钾溶液中，以 24 h 为测试周期，观测并记录受试生物的死亡率，以确定受

试生物死亡 50%时的参比物浓度，即半致死浓度，以 24 h LC50表示。

C.2 试剂

重铬酸钾（K2Cr2O7），分析纯及以上。

C.3 测试方法

C.3.1 试样制备

称取适量重铬酸钾（6.2.6）直接加入稀释水（6.2.14或 6.2.15）中，机械搅拌 10 min，

配制得到 0.1 g/L～1 g/L的重铬酸钾贮备液。不同浓度的试样溶液以稀释水稀释重铬酸钾贮

备液得到。

C.3.2 测试条件

表 C.1 主要测试条件参数

参数 参数设定值或范围

受试生物 斑马鱼，体长 1 cm～2 cm

光周期 光暗比为 16 h  8 h～12 h  12 h

照度 540 lx～1000 lx

pH值 6.0～8.5

温度 23 ℃±1 ℃

溶解氧 ＞4 mg/L（溶解氧饱和度＞46.7%），不曝气

饲喂 不饲喂

试样浓度 0、100 mg/L、150 mg/L、225 mg/L、338 mg/L、506 mg/L

正式试验 采用静态法，每个浓度组与阴性对照组各 10尾鱼，不设平行

单位水体生物承载量 ≤0.8 g/L（以湿重计）

测试周期 24 h

C.4 有效性标准

按照附录 D推荐的 LC50计算方法，得到参比物重铬酸钾的 24 h LC50值在 200 mg/L～
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400 mg/L之间，说明该批次受试生物的敏感性和测试条件的可靠性符合要求。
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附 录 D

（资料性附录）

寇氏（Karber）法计算 LC50示例

以下为寇氏（Karber）法计算废水鱼类急性半致死浓度 LC50的计算示例。

D.1 LC50计算

寇氏（Karber）法计算LC50应满足下列条件：

a） 每个浓度组的受试生物数量应相同；

b） 各浓度组试样浓度按等比级数分组；

c） 最高浓度组的死亡率宜为100%或与之接近，最低浓度组的死亡率应为0%或与之接

近。

各浓度组受试生物死亡率按照公式（D.1）计算：

m
m

i
i

nR
n

 （D.1）

式中：Rmi——第 i 浓度组的受试生物死亡率；

nmi——第 i 浓度组受试生物死亡数量；

n——每个浓度组受试生物的数量。

logLC50按照公式（D.2）计算：

logLC50=logφm − logq × i=0
j Rmi� − 0.5 （D.2）

式中：LC50——半数致死浓度（以体积分数表示），%；

φm——100%致死率的最低浓度（以体积分数表示），%；

q——逐级稀释倍数（等比数列的公比）；

j——从 0致死率最高浓度到 100%致死率最低浓度，试样浓度组数量；

Rmi——第 i 浓度组死亡率；

0.5——50%的死亡率。

LC50按照公式（D.3）计算：

LC50=10logLC50 （D.3）

式中：LC50——半数致死浓度（以体积分数表示），%；

10——指数函数的底数。

logLC50标准误差按照公式（D.4）计算：

SElogLC50=
logq
n i=1

j nmi× n−nmi� n−1 （D.4）

式中：SElogLC50——logLC50的标准误差；

q——逐级稀释倍数（等比数列的公比）；

nmi——第 i 浓度组受试生物死亡数量；

n——每个浓度组受试生物的数量。

95%置信区间（95% CI）按照公式（D.5）计算：
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95%CI=10 logLC50±1.96×SElogLC50 （D.5）

式中：95%CI——95%置信区间；

10——指数函数的底数；

LC50——半数致死浓度，%；

1.96——标准正态分布（双侧分布）97.5%分位点的近似值，也称作标准正态偏差或

Z分数；

SElogLD50——logLC50估计的标准误差。

D.2 LC50计算示例

某工业废水对斑马鱼 96 h急性毒性测试数据如表 D.1所示，求 96 h LC50及 95%CI。

表 D.1 某工业废水对斑马鱼 96 h 急性毒性测试结果

序号
浓度

（%）

各组受试生物

死亡数 nmi

各组受试生物

存活数 n－nmi
nmi×(n－nmi) 各组的死亡率 Rmi

1 0（CK） 0 10 0 0

2 6.25 1 9 9 0.10

3 12.5 2 8 16 0.20

4 25.0 4 6 24 0.40

5 50.0 7 3 21 0.70

6 100 10 0 0 1.00

∑ 24 70 2.4

以表 D.1 中的数据为例，导致受试生物 100%致死的最低浓度（体积分数）为 100%，

则 log φm = log 100 = 2。

样品的逐级稀释倍数 q为 2，则 log q = log 2 = 0.301。

累计致死率∑Rmi为 2.4

∑(nmi×(n－nmi))为 70。

Log LC50值计算如下：

logLC50=logφm − logq ×
i=0

j

Rmi� − 0.5 = 2 − 0.301× 2.4 − 0.5 =1.428

LC50计算如下：

LC50=10logLC50= 101.428=26.8（%）

LC50的标准误差计算如下：

SElogLC50=
logq
n

×
i=1

j

nmi× n− nmi� n− 1 =
0.301
10

× 70 9=0.0839
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LC50标准误差的 1.96倍为：

1.96×SElogLC50=1.96×0.0839=0.164

则 95%置信区间为：

95%CI=10 logLC50±1.96×SElogLC50

95%CI下限=10 1.428−0.164 =101.264=18.4（%）

95%CI上限=10 1.428+0.164 =101.592=39.1（%）

则 LC50的 95%CI为 18.4%～39.1%。
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附 录 E

（资料性附录）

废水对斑马鱼（Danio rerio）急性毒性的 LID 测定示例

当用逐级稀释的方法检测废水时，最低无效应稀释倍数（LID）为受试生物存活率≥90%

时样品的最低稀释倍数（D）。

以表 E.1的测试结果为例，稀释倍数为 16时，受试生物存活率为 100%，稀释倍数为 8

时，受试生物存活率为 80%，即 LID = 16。

表 E.1 LID 测试结果

稀释倍数（D） 受试生物数量（存活数量，尾） 存活率（%）

1 10（0） 0
2 10（2） 20
4 10（5） 50
8 10（8） 80
16 10（10） 100

https://www.baidu.com/link?url=bfaN54N-e8x6msSY7tmROO2zr7dBbebDjNywmmVRfYKZ45ItvntL7ot4v8T_EvAHRWnS2OtuYEotCxwa2CV2VvOOSENgJ-g70BN276xRqR3&wd=&eqid=e7a048eb0001081e0000000564c35ad4
https://www.baidu.com/link?url=bfaN54N-e8x6msSY7tmROO2zr7dBbebDjNywmmVRfYKZ45ItvntL7ot4v8T_EvAHRWnS2OtuYEotCxwa2CV2VvOOSENgJ-g70BN276xRqR3&wd=&eqid=e7a048eb0001081e0000000564c35ad4
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