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多点进水与弱电压刺激提高斑马鱼报警的精确度

刘国臣!6赵志伟!6梁志杰!6崔福义!6阳6春!6李秀麟!6陈6瑞
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66摘6要!6为了提高斑马鱼在实际水质毒性监测应用中报警的准确性和稳定性!通过改进实验

装置!在监测养殖箱左右 * 78处各安置一块上面带有直径为 $ 78圆孔的铝板!改变污染物的扩散

方式!同时在铝板左右加上变频电压而形成稳定电场!刺激中毒反应前后的斑马鱼$ 结果表明%多

点进水方式下污染物可以更快更均匀地扩散到养殖箱中并与斑马鱼接触!提前约 $% 89: 报警!缩

短了报警时间!提高了报警的灵敏度$ 可以选择电压为 $% ;!间隔 $% 89: 刺激一次毒物暴露后的

斑马鱼!刺激时长为 $ 89:作为检验报警发生的真假!提高报警的准确度$ 在毒物暴露后的 %&) <

$&) =之间设置间歇性的 $% ;电刺激!若斑马鱼的速度&转次变化行为明显低于空白!则认为报警

为真$
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66近年来$随着科学技术的快速发展$将生物与计

算机科学联合在一起的在线监测技术逐渐成为水体

环境监测领域一种比较先进的方法( 其中最受研究

人员青睐的生物就是斑马鱼$一是因为它跟人类的

基因达到了 (5f的相似度)$*

$二是斑马鱼对水质变

化非常敏感$基于以上两点$将斑马鱼用于水质监测

领域的研究逐年兴起(

对于水环境水体监测而言其又可以分为理化检

测和生物监测$二者各有利弊$理化检测方法能够准

确定量有毒有害物质的浓度$但费时较长$而生物监

测方法可以对水体水质进行实时在线监测$缺点是

不能定量监测到水体中有害物质的浓度)4*

( 相比

于一般的理化检测$在线生物监测技术具有实时性

好+敏感度高+长期性+综合性+费用低等优点$且易

于保养和维护$并且克服了理化检测的局限性和连

续取样的繁琐性)* A3*

( 但是在实际的水体监测中$

往往外界非毒性环境因素的干扰如噪声+光照强度+

水温+溶解氧等也可以引起斑马鱼的过度活跃和应

激反应)5*

$且引起的斑马鱼响应方式与毒物突发胁

迫暴露下的相似)(*

$这样就会造成误报警的发生(

因此$找到合理的方法识别斑马鱼的误报警进而提

高报警的准确度尤其重要(

!"

实验材料和实验设计

!#!"实验材料

研究所采用的斑马鱼是国际标准化组织"#e"#

推荐的标准实验生物之一$购于重庆市沙坪坝花鸟

市场中心$自行培养一段时间后用于本研究( 将购

买大小均一+无明显身体缺陷+活性强+年龄为 ) <3

个月的成年斑马鱼置于实验室的养殖箱中饲养$每

天定期更换养殖用水的 $+4( 养殖用水为除氯后的

自来水$控制温度范围为 4) <*% g+光照周期为 $2

= h$% =$采用 42 = 曝气的方法控制溶解氧为 3 <(

8.+M$将养殖水的 0R值控制在 5 <($每天喂食斑

马鱼 $ <4 次$并及时清除养殖箱底部的粪便和剩余

的鱼食)'*

'用于实验的斑马鱼在养殖箱中驯化半个

月$并保证死亡率小于 )f$实验前 42 =停止对养殖

箱中的斑马鱼进行喂食)$%*

(

!#$"实验设计

斑马鱼行为监测实验整个过程采用流水方式(

实验装置分为水处理模块+电刺激模块+光照系统+

监测系统+养殖箱五大部分$实验装置如图 $ 所示(

为了防止进入养殖箱中的水质影响到斑马鱼的运动

行为$使斑马鱼有一个良好的监测环境$对进水进行

简单的处理$使浊度+溶解氧+余氯+温度等达到最适

宜斑马鱼生活的环境( 过滤后的水样通过恒温控制

模块将水温控制在 4) <*% g$采用蠕动泵控制进水

流量在 $ M+=(
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图 !"实验装置示意
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养殖箱采用亚克力透明有机玻璃制作$根据斑

马鱼的游动范围确定其尺寸为 *3% 88i$%% 88i

*%% 88$在养殖箱左右 * 78处各安置一块上面带

有直径为 $ 78圆孔的铝板( 正常的情况下斑马鱼

的作息时间跟人类一样$白天活动+晚上,睡觉-$如

果在夜晚给予斑马鱼以白天同样强度的光照$斑马

鱼也会像白天一样活动$并且第二天斑马鱼的活性

丝毫不会减弱$这种活性可以一直持续一周左右$因

此$将实验过程中的光照强度维持在 *%% G̀$同时尽

量避免人为噪声的干扰(

鱼类在电场中根据电压值的大小会表现出 * 种

行为反应$即感电反应+趋阳反应+麻痹反应( 在低

电压的电场中$鱼体受到电压刺激后$会产生试图逃

离电场的惊恐反应$即感电反应'在一定的直流电场

中$鱼体受到电流刺激后$将身体转向阳极$并急速

向阳极游去$甚至把电流方向转换$鱼类也会调转方

向趋向阳极$即趋阳反应'如果继续加大电压值$鱼

类会由于电压的强烈刺激而出现晕厥现象$即麻痹

反应( 因此$可以通过中毒前后斑马鱼在电场中的

行为差异来判断误报警发生的真假(

首先控制直流变频电压器的电压为 $% ;$间隔

&*2&
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$% 89:刺激一次正常水质条件下活动的斑马鱼$刺

激时间为 $ 89:$观察间歇性刺激下斑马鱼的惊恐反

应过程'然后再以 4+)+$%+$)+4% ;的电压梯度以同

样的方式刺激正常活动下的斑马鱼$比较斑马鱼在

各电压值刺激下反应程度的差异$以确定最佳的电

压刺激值( 采用 %+%&$+%&)+%&5)+$+4 >?的 TO

4 j

突发胁迫斑马鱼"以TO

4 j对斑马鱼 2( = 的MT)% 值

为一个毒性单位即 $ >?#$在突发胁迫前用最佳刺

激电压值刺激一次$然后每隔 $% 89: 再刺激一次$

整个实验共运行 $4% 89:$其中前 *% 89: 为正常水

质条件以供斑马鱼适应水质环境$*% 89: 以后开始

进行TO

4 j突发胁迫( 观察对比斑马鱼的速度+转次

运动行为参数的差异( 多点进水实验设置分别采用

%&$+%&)+%&5)+$+4 >?的 TO

4 j突发胁迫斑马鱼$观

察斑马鱼分别在实心铝板与带有直径为 $ 78圆孔

的铝板下其运动行为的异同(

!#%"监测系统

在养殖箱前安置一个高清摄像头$42 = 记录斑

马鱼 的 运 动 视 频$ 通 过 连 接 视 频 分 析 软 件

"EH=L;9/9L: W>#分析斑马鱼的运动行为( 该监测系

统可以将采集到的斑马鱼运动视频同步解析为运动

轨迹$并显示在电脑屏幕上( 可监测的斑马鱼运动

行为参数包括速度+加速度+转次+移动距离+角速

度+转角+活跃性等( 可以离线也可以实时在线监

测$并且报警条件可以自己设定( 本实验主要研究

斑马鱼的速度+转次等运动参数(

$"

结果与分析

$#!"多点进水提高斑马鱼报警的灵敏度

分别比较斑马鱼在 %&$+%&)+%&5)+$+4 >?的

TO

4 j突发胁迫下正常进水与多点进水之间的运动

行为差异$每组实验均运行 $4% 89:$其中前 *% 89:

为空白对照$即监测斑马鱼在正常水质条件下各运

动行为参数的变化范围$之后开始变换成TO

4 j突发

胁迫$以模拟TO

4 j突发胁迫下斑马鱼的各运动行为

参数的变化情况( 实验结果如图 4 所示(

不论是在正常进水条件下还是在多点进水条件

下$斑马鱼在正常水质情况下的速度和转次都比较

稳定$速度大致在 *&) <2&3 78+/的范围内波动$转

次在 %&3 <$&4 次+/的范围内波动( TO

4 j突发胁迫

后在两种进水条件下斑马鱼的速度与转次的改变量

基本相同$即在 %&$ >?低浓度的突发胁迫下其速度

与转次的改变不是很剧烈$而在 %&)+%&5)+$+4 >?

等高浓度TO

4 j的突发胁迫下其速度与转次的变化

非常明显( 两种进水条件下斑马鱼的行为变化不同

的是其明显感知到污染物突发胁迫的时间与感受到

刺激后所持续的时间(
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图 $"不同进水条件下斑马鱼速度和转次的变化

U9.&46T=F:.P/9: /0PP\ F:\ HO[:L]P[L_-P̂[F_9/= O:\P[

:L[8FGF:\ 8OGH910L9:HJFHP[9:HFbP7L:\9H9L:/

正常进水条件下斑马鱼在 %&$+%&)+%&5)+$+4

&22&
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>?的TO

4 j突发胁迫下明显感受到TO

4 j胁迫的时间

分别为"3' k*&3#+"*%&* k4&)#+"4* k4&3#+"$4 k

4#+"3&5 k$&)# 89:$而在多点进水条件下斑马鱼明

显感受到 TO

4 j胁迫的时间分别为")5&5 k4&)#+

"$5&5 k4&)#+"(&* k$&)#+"$&5 k%&3#+"$&* k

%&3# 89:$即多点进水方式下斑马鱼明显感知 TO

4 j

突发胁迫的时间要明显比正常进水条件下的早$其

中 %&5) >?的TO

4 j突发胁迫下效果最明显$可以提

前大概 $) 89:报警$大大缩短了斑马鱼预警所需要

的时间( 而且斑马鱼在感知到高浓度 TO

4 j

"%&)+

%&5)+$+4 >?#突发胁迫后其持续活跃时间在两种

进水方式下也有所不同$分别为"5) k)#+"2)&* k

)#+"*4&* k4&)#+"44&5 k4&)# 89: 和 "33&5 k

4&'#+"** k*#+"4% k4#+"$% k4# 89:( 对比后发

现在多点进水方式下斑马鱼感知到污染物后持续活

跃的时间要比正常进水方式下少 $% 89: 左右( 归

其原因是多点进水方式下污染物可以更快更均匀地

扩散到养殖箱中与斑马鱼接触$从而缩短报警时间

及持续活跃时间$达到提前报警和提高报警灵敏度

的目的(

$#$"最佳电压刺激值的确定

在多点进水方式下$用 4 <4% ;不同强度的弱

电压刺激正常水质下活动的斑马鱼$观察其速度与

转次的变化情况( 结果表明$在 4 ;电压刺激下$斑

马鱼的速度+转次与正常运行条件下相比无明显变

化$最大速度和最大转次只有"2&35 k%&%'# 78+/+

"$&%5 k%&$4# 次+/"见图 *#( 在 )+$% ;电压刺激

下$斑马鱼的速度+转次较正常情况下明显增大$且

平均速度+最大速度+平均转次+最大转次均随着电

压值的增大而增大$最大速度分别达到了"3&'4 k

%&$3#+"(&%( k%&42# 78+/$最大转次分别达到了

"$&(5 k%&$$)#+"*&$* k%&$$3# 次+/( 在 $) ;电

压刺激下$斑马鱼的最大速度与平均速度分别为

"5&3' k%&24#+")&'5 k%&*'# 78+/$最大转次与平

均转次分别为"$&5* k%&$$#+"$&*' k%&%(# 次+/$

较正常运行情况下也有明显增大$但相对于 )+$% ;

电压的刺激$速度和转次都有所下降( 在 4% ;电压

刺激下$斑马鱼的速度和转次较正常情况下明显降

低$最大速度和平均速度分别只有"%&'* k%&%)#+

"%&)( k%&%'# 78+/$最大转次和平均转次分别只有

"%&** k%&$$#+"%&4* k%&%)# 次+/( 由此可知$较

低或较高的电压都不能实现对斑马鱼的刺激作用$

斑马鱼感受不到 4 ;电压的刺激$而对于 4% ;的电

压$斑马鱼在刺激的瞬间会出现晕厥的现象( 对于

)+$%+$) ;电压的刺激$虽然斑马鱼在刺激前后的

速度和转次变化都有明显的差异$但相比较而言$$%

;电压刺激下引起的速度和转次变化更加显著且稳

定$故确定 $% ;作为后期研究误报警的最佳电压刺

激值(
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图 %"正常水质及不同电压强度刺激下斑马鱼的速度+

转次响应情况

U9.&*6XP/0L:/P/9: /0PP\ F:\ HO[:L]P[L_-P̂[F_9/= HL]LGHF.P

/H98OGFH9L: O:\P[:L[8FGJFHP[aOFG9HV7L:\9H9L:/

$#%"最佳电压下刺激时间及间隔的确定

在正常水质及多点进水方式下用 $% ;电压间

歇性刺激斑马鱼$观察其速度与转次的响应情况$结

果如图 2 所示( 在突然打开电源的瞬间$斑马鱼即

可感知到电压的存在$表现出明显的行为响应$且速

度+转次明显增大$并且在刺激的 $ 89: 内速度+转

次可达到最大值( 在关闭电源后$斑马鱼的速度在

* 89:内就可恢复到原来的运动状态( 在刺激的 $$

次内斑马鱼速度的平均值可以达到"5&24 k%&*$#

78+/$转次的平均值可以达到"4&2' k%&$(# 次+/$

断开电源后$* 89: 内斑马鱼的运动速度和转次基

本可恢复到原来的状态( 由此可知$$% ;的电压对

斑马鱼可以起到很好的刺激作用且不会对其身体产

生结构性伤害( 故最终确定最佳电压刺激值为 $%

&)2&
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;$刺激间隔为 $% 89:+每次刺激时长为 $ 89:$以检

验斑马鱼误报警发生的真假(
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图 &"正常水质及 !' (电压刺激下斑马鱼的速度+转次

响应情况

U9.&26XP/0L:/P/9: /0PP\ F:\ HO[:L]P[L_-P̂[F_9/= O:\P[

$% ;]LGHF.P/H98OGFH9L: F:\ :L[8FGJFHP[aOFG9HV7L:\9H9L:/

$#&"TO

4 j胁迫下斑马鱼对$% ;弱电压刺激的反应

采用多点进水方式$不同浓度的TO

4 j突发胁迫

污染下斑马鱼对 $% ;弱电压刺激的响应如图 )+3

所示( 3 组浓度梯度的斑马鱼在 TO

4 j突发胁迫前

的第一次电刺激下其最大速度+平均速度均超过了

5 78+/$ 最大转次+平均转次均超过了 $&( 次+/$远

超过斑马鱼在正常水质条件下的速度和转次( 在

%&$ >?的TO

4 j突发胁迫下$在整个运行过程中$斑

马鱼在电刺激作用下的速度和转次与 % >?并无明

显差别$可能是较低浓度的TO

4 j对斑马鱼不会造成

神经上的伤害$未影响到电刺激下斑马鱼的反应速

度( 在 %&) >?的 TO

4 j突发胁迫下$在前 (% 89: 斑

马鱼的速度对电刺激的响应比空白对照略快$之后

才开始低于空白对照$可能是初期斑马鱼的神经系

统在TO

4 j的作用下处于兴奋状态$对电刺激的响应

更剧烈$而随着污染时间的推移$斑马鱼的神经系统

受到了不可逆的损伤$对电刺激的响应开始变得迟

缓( 在 %&5)+$ >?浓度的突发胁迫下$斑马鱼在第

一次电刺激后的速度略高于空白$此时斑马鱼的行

为响应表现为电刺激与TO

4 j的共同作用$而同样随

着时间的推移$斑马鱼的神经系统受到了不可逆损

伤$对电刺激的响应越来越弱( 对于 4 >?浓度的突

发胁迫$斑马鱼在污染后的第一次刺激时就低于空

白$说明高浓度的TO

4 j突发胁迫对斑马鱼的神经系

统造成的伤害更大( 综上可知$斑马鱼在不同浓度

的TO

4 j突发胁迫下对电刺激的响应在不同的时间

内有明显的差异( 在 %&$ >?的突发胁迫下$由于斑

马鱼对电刺激的响应与空白对照无明显差别$用电

刺激检验误报警效果不理想$而在 %&)+%&5)+$+4

>?等高浓度TO

4 j突发胁迫污染下$在污染后 %&) <

$&) =设置间歇性的电刺激$若斑马鱼的速度+转次

行为明显低于空白$则可认为报警为真(
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图 )"不同浓度的*+

$ ,突发胁迫下斑马鱼对弱电压

"!' (#刺激的速度响应
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图 -"不同浓度的*+

$ ,突发胁迫下斑马鱼对弱电压"!' (#

刺激的转次响应

U9.&36>O[:L]P[[P/0L:/PL_-P̂[F_9/= HLJPFb ]LGHF.P"$% ;#

/H98OGFH9L: O:\P[\9__P[P:H7L:7P:H[FH9L:/L_TO

4j

/O\\P: /H[P//

$#)"斑马鱼误报警真假的判断

多点进水及不同浓度TO

4 j突发胁迫污染下$斑

马鱼的速度+转次运动行为参数对 $% ;弱电压刺激

的响应如图 5 所示(
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图 ."*+

$ ,突发暴露及 !' (电压刺激下斑马鱼的速度

和转次响应情况

U9.&56XP/0L:/P/L_/0PP\ F:\ HO[:L]P[L_-P̂[F_9/= O:\P[

TO

4 j

/O\\P: P̀0L/O[PF:\ $% ;]LGHF.P/98OGFH9L:

在 %+%&$ >?的 TO

4 j突发胁迫下$斑马鱼在受

到电压刺激的瞬间速度和转次都显著增大$且在受

到电压刺激后$%&$ >?组的速度和转次要稍微高于

% >?组$此时$TO

4 j毒性与电压刺激对斑马鱼的行

为反应表现为协同作用( 在 %&) >?的 TO

4 j突发胁

迫下$在 $% ;电压刺激的前 5% 89:$斑马鱼的速度

和转次都显著增大$且比 %&$ >?组要高$随着实验

的运行$在第 '+$% 次电刺激时$斑马鱼的速度和转

次开始表现出降低的趋势( 在%&5) >?的TO

4 j突发

胁迫下$电压刺激的前 *% 89: 斑马鱼的速度和转次

都显著增大$且比 %+%&$+%&) >?组要高$随着实验

的运行$在第 ) 次及以后的电刺激时$斑马鱼的速度

和转次显著降低$且低于 % >?组( 在 $+4 >?的

TO

4 j突发胁迫下$在前两次电刺激时斑马鱼的速度

和转次显著增大$但在第 * 次及以后的电刺激时$斑

马鱼的速度和转次显著降低$基本对对电刺激不会

产生明显的行为反应$说明TO

4 j的毒性对斑马鱼的

神经系统造成了不可逆的伤害$且 TO

4 j浓度越大$

效果越明显(

综上所述$采用 $% ;电压刺激污染物胁迫后的

斑马鱼$通过分析其运动行为表现的差异来判断误

报警发生的真假是可行的(

%"

结论

!

6在多点进水方式下斑马鱼明显感知 TO

4 j

突发胁迫的时间要比正常进水条件下的早$其中

%&5) >?的TO

4 j突发胁迫下效果最明显$可以提前

约 $) 89:报警$并且在明显感知到污染物后持续活

跃的时间要比正常进水方式的少 $% 89:左右(

"

6可以选择电压为 $% ;+间隔 $% 89:刺激一

次污染物暴露后的斑马鱼$以刺激时长为 $ 89: 作

为检验报警发生的真假(

#

6在 %&)+%&5)+$+4 >?等高浓度 TO

4 j暴露

下$在暴露后的 %&) <$&) = 设置间歇性的电刺激$

若斑马鱼的速度+转次变化行为明显低于空白$则认

为报警为真( 而在 %&$ >?低浓度的 TO

4 j暴露下$

用电刺激检验误报警效果并不是很理想(
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