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摘摇要：研究了斑马鱼在不同程度突发性的 Ｚｎ２ ＋
和 Ｃｒ６ ＋

胁迫下的行为反应，采用计算机视觉技术量化研究斑马鱼游

动行为数据。结果表明，在 Ｚｎ２ ＋
和 Ｃｒ６ ＋

的突发性胁迫中，斑马鱼的行为反应快速且敏感，游动行为与污染物种类、质量浓

度和暴露时间直接相关，并表现出比较相似的行为变化规律；随着胁迫程度的增加，斑马鱼游动速度的变化幅度增大，反应

时间缩短，且其变化曲线符合生物行为的环境压力模型。斑马鱼的行为变化远远提前于生物的病理损伤或死亡，可利用斑

马鱼暴露于污染物时的行为变化实现在线水体突发性重金属污染事故的监测预警。
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摇摇近年来，化学物质的泄漏及人为投毒等突发性

事故的发生，给公众健康和生态安全造成了很大的

危害
［１ － ２］。Ｚｎ２ ＋

和 Ｃｒ６ ＋
是常见的重金属污染物，

主要来自矿山开采、冶炼加工、机械制造及电镀、仪
器仪表、化工等工业的排放

［３］。目前，国内的大部

分饮用水生产为敞开式水源，由此更增加了突发性

事故发生的可能性。
水生生物的行为变化既是生物适应环境的表

现，也可以是污染物对生物体细胞损害、生理损害、
病理损伤或死亡以前的反应。通过观察水生生物
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行为的非正常变化，可以推断水质污染的程度
［４］。

鱼类作为水生生物的高级类群，位于食物链的上

方，可客观反映水环境的状况，有很好的代表性。
当水中有毒物质含量突发性变化时，鱼类对环境的

适应性最先表现出的是行为改变
［５］。有研究表

明，水质突变时，污染物对鱼类行为的影响是由多

种生理系统相互作用而产生的，鱼类的行为反应可

作 为 描 述 外 界 胁 迫 的 一 种 重 要 的 综 合 生 物 指

标
［６］，能比较直观、快速地反映水质的变化。在鱼

类的多种行为指标中，游动行为是毒性评价中敏感

度最好的行为指标
［７ － ８］。

斑马鱼（Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ）是标准实验生物

之一，广泛用于环境毒性评价研究
［９ － １０］。现选择

斑马鱼作为指示生物，采用计算机视觉技术
［１１］

量

化分析斑马鱼的游动行为。

１摇实验材料和方法

１． １摇指示生物培养

斑马鱼购自某花鸟鱼市场，体长 ３ ｃｍ ～ ４ ｃｍ，

质量 ０． ３ ｇ ～ ０． ６ ｇ。实验用水与培养驯化用水为

充分曝气脱氯的自来水，ｐＨ 值为 ６． ５ ～ ７． ５，温度

（２４ ± ２）℃。自然光照，实验前斑马鱼驯养一周以

上，驯养期间每天换水和喂食一次，斑马鱼的死亡

率 ＜ ５％。
１． ２摇检测装置及原理

监测用水槽材质为有机玻璃（尺寸为 ７０ ｃｍ ×
５０ ｃｍ × １５ ｃｍ，水深 ４０ ｃｍ），前端透明，其他部分

均经磨砂处理。水流通过一个合适的水泵注入暴

露装置内，流速以不影响斑马鱼的正常行为活动为

准。一台 ＣＣＤ 摄像头置于玻璃水槽前方对斑马鱼

的行为进行实时拍摄，水槽及摄像头的方向和位置

保持不变。摄取图像时要保持恒定的照明条件。
实验装置见图 １。

图 １摇监测系统的结构

Ｆｉｇ． １摇Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ

系统采用一台 ＣＣＤ 摄像机获取鱼群的实时运

动视频，将连续采集的多帧图像分割处理，以鱼体

的形心点为参考点，进行速度计算。两帧相邻图像

之间的时间间隔可能很小，可近似认为在此时间间

隔内，鱼体作匀速直线运动，通过计算这段时间内

形心点的移动距离计算鱼体运动速度。精确地跟

踪多个目标，准确地计算出各条鱼的游速很困难，

也没有必要，获取整个鱼群的特征是重点。某时间

段内的鱼群运动轨迹见图 ２。

图 ２摇鱼群运动轨迹

Ｆｉｇ． ２摇Ｍｏｔｉｏｎ ｔｒａｊｅｃｔｏｒｙ ｏｆ ｆｉｓｈ ｓｈｏａｌ

通过获取斑马鱼的平均游速反映鱼群的游动

行为，记录每帧图像的鱼体形心点的位置，绘制出

鱼群运动轨迹图。
１． ３摇实验设计

将 ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７ 按 照 要 求 配 制 成

３ ０００ ｍｇ ／ Ｌ 的母液，再根据需要稀释成相应的实

验所用质量浓度。
实验采用流水暴露，原水通过泵连续注入装有

斑马鱼的监测装置，每次实验使用斑马鱼 ８ 条，暴

露前通入充分曝气脱氯的自来水，鱼在其中适应

２４ ｈ，以消除容器变化带来的行为改变，实验期间

不喂食，实验条件尽量保持一致，除了添加染毒溶

液外尽量减少水流速度、声响等外界因素的干扰。
从染毒溶液进入开始连续监测 ６ ｈ，每 １ 组行为数

据由 ８ 条鱼的平均数据求得。为保证生物行为监

测实验的平行性，监测实验投毒的时间开始于第 １
天 １２：００，结束于第 ３ 天 １０：００。经用染料模拟，毒

物在装置内的扩散过程为毒物由底部进水口进入，

逐步由下往上流经整个装置后从另一侧位于上部

的溢流口流出。
实验参照《物质对淡水鱼（斑马鱼）急性致死

毒性的测定》（ＩＳＯ ７３４６１ － ３），直线内插法获得
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Ｚｎ２ ＋
对斑马鱼的 ９６ ｈ 半数致死质量浓度 ＬＣ５０ － ９６为

３０ ｍｇ ／ Ｌ，Ｃｒ６ ＋
对斑马鱼的 ９６ ｈ 半数致死质量浓度

ＬＣ５０ － ９６为 ７０ ｍｇ ／ Ｌ。在此基础上，设置不同的质量

浓度研究斑马鱼在不同程度的胁迫下的游动行为

变化。每个质量浓度组设两个平行，实验结果以 ２
组平行结果的平均值显示。设置空白对照组，设

置染毒溶液污染物质量浓度为配制时的质量浓度，

而不是污染物进入之后水槽中污染物的质量浓度。
实验前后取水样测定 ｐＨ 值、氧浓度及 Ｚｎ２ ＋

质量浓

度，重复测定 ３ 次取平均值。

２摇结果与分析

以 ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７ 的 ＬＣ５０ － ９６作为斑马

鱼的一个毒性参考点，并以空白为对照，在不同亚

致死质量浓度重金属突发胁迫下斑马鱼的平均游

动速度变化情况，曲线为每 ｍｉｎ 的平均值，见图 ３
（ａ）（ｂ）。

图 ３摇不同突发胁迫条件下斑马鱼的游动速度变化曲线

Ｆｉｇ． ３摇Ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｖｅｌｏｃｉｔｙ ｏｆ Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｃｃｉｄｅｎｔａｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ
（ａｌｌ ｔｈｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｗｅｒｅ ａｖｅｒａｇｅｄ ｂｙ ｅｖｅｒｙ ｍｉｎｕｔｅ）

摇摇空白对照组在监测期间水质保持一致，没有外

来刺激，斑马鱼的平均速度在整个过程中都比较稳

定，其行为的强度基本保持不变，波动不大，平均速

度为 ２． ６０ ｃｍ ／ ｓ，标准偏差为 ０． ３４。由此可见，斑

马鱼在水质稳定的条件下的平均速度具有规律，比

较稳定，试验结果可以用于与水质突变条件下斑马

鱼的行为进行分析比较，具有一定的可靠性。
染毒溶液由泵引入监测水槽后，斑马鱼的行为

立刻受到污染物的影响，此时鱼群的行为表现为

快速不安地游动，速度激增，这是一种积极应对应

激的策略
［１２］。

由游动速度变化曲线可知，在不同的重金属压

力胁迫下，斑马鱼的运动行为表现出相对一致性。
主要表现为平均速度在短时间内突然持续增大，并

且强度明显高于对照组的游动速度。在生物行为

生态学中，这一段时间内的行为变化为水生生物的

“回避行为”。
“回避行为”是水生生物对水环境污染所产生

的第一层次行为变化
［１３］。不同质量浓度 Ｃｒ６ ＋

和

Ｚｎ２ ＋
胁迫下斑马鱼所达到平均速度最大值（ｖｍａｘ）、

激增至对照组平均值的 １５０％ 所需要的时间（ｔ１ ）

及达到最大值所需要的时间（ｔ２），对于 ｔ１ 的判断标

准是：从引入污染物开始至连续 ３ 个平均速度值达

到对照组平均值的 １５０％所需要的时间，见表 １。

表 １摇斑马鱼在不同突发胁迫下平均速度达到的

最大值及不同程度变化所需的时间

Ｔａｂｌｅ １摇Ｍａｘｉｍａｌ ａｖｅｒａｇｅ ｖｅｌｏｃｉｔｙ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｎｅｅｄｅｄ ｔｏ ｒｅａｃｈ
ｅａｃｈ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｈａｎｇｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｃｃｉｄｅｎｔａｌ

ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ

污染物
ρ（暴露）

／ （ｍｇ·Ｌ －１）

ｖｍａｘ

／ （ｃｍ·ｓ － １）

ｔ１
／ ｍｉｎ

ｔ２
／ ｍｉｎ

Ｃｒ６ ＋ ２８ ５． ９１ １４ ３３

１４ ４． ８３ ３５ ４３

７ ４． ０３ —① ２５

Ｚｎ２ ＋ ３ ６． ５３ ５ １５

２． ２５ ５． ５１ ６ １３

１． ５ ４． ５５ １１ １７

①该浓度组中的数据没有达到 ｔ１ 的判断标准。
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虽然斑马鱼在回避过程中其行为具有不确定

性，但是其行为强度变化与环境污染物之间表现出

的剂量—效应关系明显，在不同的污染物质量浓度

胁迫下，其平均速度所能达到的变化幅度随着质量

浓度增加而增大，而增大至同等速度值（如平均速

度的 １５０％）所需要的时间则随着质量浓度的增加

而减少。
在污染物暴露过程中，斑马鱼的平均速度在经

历第一时间的行为增大，快速增大达到最高点以

后，其行为强度都出现剧烈降低，在短时间内回复

下降，随后又出现一个强度恢复状态。
不同的胁迫，其强度恢复的过程有一定的区

别。图 ３（ａ）中除了 ７ ｍｇ ／ Ｌ 以比较缓和的方式逐

渐恢复至正常状态外，在其他两个胁迫浓度下，平

均速度曲线波动较大，有多个强烈的行为调解过

程。较高质量浓度的胁迫下（２８ ｍｇ ／ Ｌ，１４ ｍｇ ／ Ｌ）

行为曲线趋于稳定所需要的时间大约为 ２００ ｍｉｎ。
与 Ｃｒ６ ＋

的胁迫情况不同，图 ３（ｂ）中可以看出，

在 Ｚｎ２ ＋
胁迫下，在其行为调解之前，斑马鱼的活跃

性降低，大部分停留在底部不动，以减少活动，降低

新陈代谢来减少体力消耗，大约在 ２００ ｍｉｎ 之后才

出现比较强烈的行为调解。
上述行为变化的差异可能主要归因于不同污

染物对斑马鱼的毒性效应作用机制不同
［１４ － １６］。这

同时也可以看出，在鱼类的回避阶段，鱼的机体本

身并未受到损伤，只是一种“有目的性逃跑”行为。
鱼类暴露于一定程度的污染水环境以后，要经

历一个经过行为变化后的毒性作用过程
［１３］，而在

此过程中，存在明显的行为调节，平均速度在起伏

中逐步下降，同时会通过自身各生理机能的调节，

努力去适应新的环境。
综合上述游动行为分析，斑马鱼在一定浓度的

污染物胁迫下，游动速度的变化与时间存在相关

性，且其变化的幅度与水环境内污染物质量浓度成

比例。在亚致死质量浓度重金属突发胁迫下，斑马

鱼的行为反应强度随时间的变化过程基本一致，行

为刺激期、行为适应期及行为调整期 ／ 行为再调整

期，该过程与日本青鳉在胁迫下的行为相似，符合

环 境 逐 级 胁 迫 阈 模 型，并 且 变 化 过 程 基 本

相同
［１７ － １８］。

３摇讨论

应激反应机理十分复杂，涉及到神经系统、内

分泌系统及免疫系统的一系列活动，机体通过神

经、内分泌途径几乎动员了所有的器官和组织来应

付应激源的刺激
［１９］。在不同的胁迫下，斑马鱼群

的平均速度变化曲线趋势基本一致，都符合环境压

力模型，见图 ４。

图 ４摇环境压力模型

Ｆｉｇ． ４摇Ｓｔｅｐｗｉｓｅ Ｓｔｒｅｓｓ Ｍｏｄｅｌ （ＳＳＭ）

即在不同程度的重金属胁迫下斑马鱼的游动

行为都会随着时间的变化而变化，经过稳定、急剧

变化、恢复等过程
［１７，２０］。污染物质量浓度越大，游

动速度的变化幅度越大，发生剧烈行为变化所需要

的时间也越短，表明污染物的毒性也在增加
［１７］。

环境压力模型将生物的行为反应随着时间划

分为 ５ 个不同的部分，Ⅰ和Ⅱ两个阶段是在污染物

胁迫的初期，是斑马鱼的游动速度持续增大，达到

一定强度并持续一段时间的过程，是一种逃避水环

境污染并逐步去适应外界环境的过程，也就是图 ３
中不同胁迫下斑马鱼游动速度持续增加并在最大

值附近波动的过程。这是斑马鱼对污染环境的

“适应期”，这段时间实际上应该是斑马鱼通过行

为机制逐渐适应污染环境而导致的行为强度的变

化，而不是因为环境污染物进入斑马鱼体内所导致

的毒性反应。
经过这一阶段之后，斑马鱼通过对自身行为和

生理机能的调节，逐步适应了外界环境的压力，也

就是度过 了 环 境 压 力 模 型 中 的“第 一 行 为 胁 迫

阈”。这时斑马鱼的游动行为会经历一个强度降

低的过程。
由于所采用的胁迫质量浓度都为亚致死质量

浓度，斑马鱼均度过了“第一压力阈”。在恢复的

过程中，由于污染物的毒性作用机制不同，其速度

曲线有较大的区别。图 ３（ａ）中斑马鱼在回避期后

其游动速度在剧烈波动中逐步下降，逐渐回复到对

照组中的活动强度。而图 ３（ｂ）斑马鱼游动速度快

速下降，并以抑制行为活动对抗外界胁迫，后期其
—０３—
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行为强度才逐渐恢复。
斑马鱼是一种群游鱼类，和个体相比集群之后

能快速获得更大的感知范围，可以互相沟通，快速

传导信息，快速侦测到危险的讯号
［２１］，因此在监测

容器允许的情况下，适当增加群体的数量可使预警

结果具有稳定性与可靠性。
然而，系统采用的是二维的计算机视觉技术，

随着指示生物数量的增加，相互之间的遮挡会影响

指示生物的识别及数据的采集，另一方面也受到软

件本身的限制，指示生物数量的增多，会导致软件

图像分析的效率及稳定性有一定程度的下降。这

方面存在的缺陷将在后续的软件算法中逐步改进。
指示生物所表现出来的“回避行为”远远提前

于生物的病理损伤或死亡，能够在污染物出现后的

１ ｈ 内便出现比较强烈的行为改变，具有较高的重

复性及可靠性。根据指示生物在第一时间内产生

的“回避行为”实现对重金属突发性污染的在线生

物监测预警。

４摇结语

利用计算机视觉技术获取行为信息是一种不

损害斑马鱼，不产生应激的方法，可以对其行为连

续现场监测。
斑马鱼的“回避行为”远远提前于机体的病理

损伤或死亡，且在一定环境压力下的运动行为变化

呈现规律性，可以直观、便捷地得到生物在一定环

境压力下的行为变化，实现水体突发性污染的在线

生物监测预警。
在后续的研究中，应逐步改进软件算法，提高

稳定性及效率，且有必要对其他种类污染物单独或

联合作用压力环境下的行为反应进行研究，并通过

大量的重复试验建立斑马鱼在一定环境压力下的

运动行为变化模型，并对运动行为模型作进一步阐

释，为实现对大多数污染物的在线生物监测预警提

供理论基础。
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