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摘要  

歐洲聯盟的《關於化學品註冊、評估、許可和限制法案》及我國的《新化學物質及既有

化學物質資料登錄辦法》，皆提出在市場經常出現的化學品必須提供完整的物質資訊，例如：

物化特性、毒理學及生態毒理學測試終點。相較於傳統毒理學而言，生態毒理學的物質資訊

完整性，是較為匱乏，並且具有化學品資料填補的迫切性。然而傳統毒理及生態毒理學往往

是藉由動物進行化學品的毒性測試，而這樣的研究往往花費大量金錢及時間，並且是不符合

動物福祉的。因此 21 世紀的毒理學，推廣能增進效率及符合減量、替代及精緻化 3Rs精神

的替代測試方法和電腦預測模式來進行毒理和生態毒理的測試。 

針對電腦預測模式來說，定量結構活性關係 (Quantitative structure–activity relationship, 

QSAR) 模型是一項具有潛力的研究方向，QSAR的定義為任何物質的分子結構和本身帶來的

生物活性之間具有量化關係，除此之外，根據 OECD公告的第 236號測試規範 (OECD TG236) 

也認為斑馬魚胚胎是一項能夠替代傳統魚類急毒性的良好替代模式。2019年，開始有學術研

究試著實施整合多項替代模式或電腦模式的整合型策略將能夠有效的減少使用動物 (Ahlers, 

Nendza et al. 2019) ，因此本研究之目的為驗證與發展結合電腦模式及斑馬魚胚胎替代模式方

法提供魚類急毒性測試終點的整合型測試策略。將使用的預測毒理學電腦軟體為 OECD 

QSAR Toolbox，實驗上操作斑馬魚胚胎急毒性試驗推估成魚急毒性，最後再以成魚急毒性試

驗之實驗值驗證前兩者預測及推估魚類急毒性測試終點之準確性。 

首先，我們藉由國際公開資料庫收集斑馬魚的魚類急毒性試驗值和斑馬魚胚胎急毒性試

驗值，總共各 30種化學物質。接著將 30種化學物質都使用 QSAR Toolbox建立 QSAR模型

後，預測魚類急毒性。斑馬魚胚胎急毒性試驗值，藉由成魚及胚胎毒性轉換公式推估魚類急

毒性試驗。在 QSAR模型的電腦預測和胚胎的替代測試中，對於成魚急毒性分別有良好的預

測及推估能力，而分辨率分別為 73.3%和 76.6%。最後我們提出了結合兩種替代方法的整合

型測試策略，並發現對物質毒性的分辨率提高至 93.3%。本研究的結果顯示整合型測試策略

能夠減少動物實驗，並以替代測試方法提供生態毒理資訊的魚類急毒性測試終點，也能夠有

效率的分類物質的魚類急毒性。 

關鍵字：魚類急毒性、替代測試、預測毒理學、斑馬魚、定量結構活性關係 (QSAR) 
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壹、動機  

直至今日，化學物質的毒性研究依然是重要議題，國際組織、國際公約和國際化學品貿

易的相關規範中都有提到化學品交易中需盡可能檢附完整的毒性資訊，相較於傳統毒理學而

言，生態毒理學的物質資訊完整性，是較為匱乏，並且具有化學品資料填補的迫切性。而這

些化學品的毒理資訊大多來自於動物實驗。有別於使用傳統動物實驗來研究物質的毒性及生

態毒性，在 21世紀，國際上已推行「21世紀的毒理學計畫」，目標是盡可能的減量動物實

驗，發展合適的替代測試。於近十年來，毒理學和生態毒理學家發現有些不需要使用動物的

實驗方法，可以獲得和動物實驗相同的毒性趨勢，也因此目前認為有足夠的證據顯示，非動

物方法將有機會可以做為動物實驗的替代方法，減少實驗動物的使用。 

因此本研究希望藉由非動物方法的應用，減少過多的資源浪費，並且減少動物的犧牲，

進而達成綠色化學其一的目標。此外，本研究也致力於研發具有高效率及能應用於法規毒理

學的生態毒理學在法規毒理學替代測試方法：整合型測試策略 (Integrated Testing Strategy, 

ITS) 。 

 

貳、目的  

傳統的魚類急毒性試驗會使用大量的動物進行試驗，因此本研究將著重於驗證電腦預測

模式以及斑馬魚胚胎兩種替代測試方法，並且為提升替代方法的效率，本研究將結合兩種替

代方法，發展並驗證整合型策略。 

 

參、設備及器材  

一、資料庫：驗證整合型測試測略之 30 種化學物質 

本研究應用於驗證整合型測試策略的數據，是來自 Pubchem (US) 、ECOTOX (US) 、 

ECHA dossier (EU) 和 SCI經過同儕審閱的 SCI期刊文獻。蒐集到的物質毒性資料，如 Table. 

1.所示 (Groth, Schreeb et al. 1993, Lammer, Carr et al. 2009, Nendza, Muller et al. 2017) 。 
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二、預測軟體：OECD QSAR Toolbox 毒理學預測軟體用於預測物質的魚類急毒性 

根據 QSAR模型的原理，QSAR Toolbox在預測魚類急毒性試驗時，在概念上可以分成

六大步驟。 

(一)、步驟一：輸入目標物質。 

(二)、步驟二：分析目標物質之分子結構或毒性作用模式。 

(三)、步驟三：搜尋目標物質是否有實驗值，QSAR Toolbox內含有巨量的物質毒性資料庫。 

(四)、步驟四：搜尋目標物質大量的結構相似物或毒性作用模式相似物。 

(五)、步驟五：建立 QSAR模型，預測測試終點。驗證建立之 QSAR模型，使用統計學指標，

對建立的 QSAR模型進行預測結果的驗證。如果建立的 QSAR模型理論上預測準確，則會以

藍色對話方塊提示使用者此預測可被接受。 

(六)、步驟六：製作目標化學物質的毒性報告，可應用於法規毒理學。 

  

圖一、QSAR Toolbox 之運作原理與操作流程 
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三、實驗材料及器材：斑馬魚胚胎急毒性試驗 

在 2013年，OECD公告斑馬魚的胚胎可以做為魚類急毒性試驗的替代測試方法 (OECD 

2013) 。因斑馬魚胚胎其痛覺和知覺器官尚未發育完全，並且在受精後五天內不被認為具有

感知能力，所以這些利用體外受精魚卵進行生態毒性試驗被歸類為體外測試，較無道德上的

議題。 

在本研究中提出的 ITS 會用到斑馬魚胚胎急毒性試驗，所有使用的斑馬魚的品系為野生

種 (Wild type AB line)，並且遵循 OECD TG236，收集及挑出健康且受精後 3個小時的斑馬魚

胚胎進行試驗，實驗器材及設備有暴露孔盤、燈光定時器和恆溫箱，實驗設計包含陽性控制

組 (Positive control)：3,4-二氯苯胺、陰性控制組 (Negative control)：養殖水及五個暴露濃度。

在每次實驗中，陰性控制組的總存活率需大於 90%，陽性控制組的死亡率至少達 30%，若不

符合以上條件，則該批實驗結果不可接受。化學品暴露後，分別在 24、48、72和 96小時觀

察並記錄魚胚胎死亡的數量，使用解剖顯微鏡觀察斑馬魚胚胎，斑馬魚胚胎的死亡定義有四

個，符合任何一項，即為死亡， (1)卵黃囊凝結 (2)體節未生成 (3)尾部未從卵黃囊剝離 (4)

缺乏心跳或血液流動。實驗完成後，使用 Microsoft Office Excel，以 96小時的死亡率計算

LC50。 

 

圖二、判斷斑馬魚胚胎死亡的四個主要指標，由左到右依序為 (1)卵黃囊凝結 (2)體節未

生成 (3)尾部未從卵黃囊脫離 (4)缺乏心跳或血液流動。 (OECD 2013) 

 

四、電腦軟體：Microsoft Office 文書軟體 

(一)使用 logit model regression估算測試終點：參考自 OECD規範的生態毒理學研究，使用

Microsoft office Excel對 LC50進行估算方法 (OECD 2011, Belanger, Rawlings et al. 2018) 。 

估算公式 P(lethality)=1/(1+exp(b*(a-LC50))) 

P(lethality)為死亡率；exp(x)為自然數指數；a為實驗之不同濃度，是自變數；b為常數。 

(二)數據分析：將 QSAR模型預測結果、斑馬魚胚胎急毒性試驗結果和魚類急毒性試驗結果

使用 Microsoft office Excel進行統計學相關性分析，分別評估各自的預測能力。接著將 QSAR

預測值和斑馬魚胚胎急毒性試驗值，透過測試策略分析後，評估毒性分辨之準確能力。 



6 

 

肆、過程或方法  

 

 

圖三、研究過程與整合型測試策略的建立流程 

 

根據水生毒性之整合型測試策略 (ITS) 設計合適的驗證流程，亦參考生態毒理所定義的

水生毒性範圍劃分毒性區間。統計學上定義至少要 30個樣本，才較有統計意義，所以最後再

收集 30個化學物質之魚類急毒性試驗值和斑馬魚胚胎急毒性試驗值，以及將 30個化學物質

都透過 QSAR Toolbox預測魚類急毒性，用以評估 ITS 預測及分類魚類急毒性，且全程不需

使用動物實驗。 
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伍、結果  

一、魚類急毒性試驗的替代方法，整合型測試策略圖示 

  

圖四、整合型測試策略替代方法之研究流程 

如圖四所示，建立的整合型測試策略經由以下流程預測化學物質的魚類急毒性：(1)無魚

類急毒性試驗的化學物質或新化學物質， (2)使用 QSAR Toolbox對物質結構進行分析， (3)

對於能識別出的化學結構或毒性機制的物質進行預測，而少數無法被 QSAR Toolbox 分辨的

物質需要以其他方法進一步的評估， (4)當物質被 QSAR 模型預測為可能對魚類有急毒性 

(LC50≦100 mg/L)，則被歸類為「可能對魚類有毒性的物質」；若預測為可能對魚類低毒性 

(LC50 >100 mg/L)，則需要進入下一個評估階段， (5)被電腦模式 (QSAR模型) 預測為低毒性

的物質，需要操作斑馬魚胚胎急毒性試驗，並根據胚胎和成魚毒性轉換公式： 

logLC50(AFT)=0.975xlogLC50(FET)+0.056, R=0.85 (Belanger, Rawlings et al. 2013)，推估成魚急

毒性。如果測試結果 LC50≦100 mg/L，則被歸類為「可能對魚類有毒性的物質」；若 LC50 >100 

mg/L，則會被歸類為「對魚類低毒性的物質」。 
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二、30 個收集的化學物質之生態毒性 

表一、30 個收集的化學物質之生態毒理學的預測毒性、斑馬魚胚胎毒性和魚類急毒性。 

 

如表一所示，此 30個物質同時具有斑馬魚成魚急毒性試驗值，以及斑馬魚胚胎急毒性試

驗值。兩者的實驗條件中，時間皆為 96個小時。另外，此 30個物質都有使用 QSAR Toolbox

預測斑馬魚成魚急毒性試驗的預測值。表格中包含了物質的 CAS編碼、英文名稱和實驗值的

資料來源。QSAR模型預測結果顯示，有 26個物質被歸類為「可能對魚類有毒性的物質」，

有 4個物質被預測為「對魚類低毒性的物質」。 
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三、QSAR 預測和魚類急毒性之相關性分析結果 

 

圖五、QSAR 預測值和 AFT 實驗值之間的相關性分析 

 

30個 QSAR模型預測值和 30個斑馬魚成魚急毒性試驗動物實驗值，如圖五所示，以相

關性分析後，R 值為 0.61，屬於中度相關(0.70 >R >0.30)。 

QSAR預測值和 AFT 實驗值之間的相關性分析線性回歸方程式為 logLC50(AFT) 

=0.8748(±0.2129) xlogLC50(QSAR) +0.0433(±0.3032), R =0.6134。有兩個物質超出 95%信賴區

間，分別是 Merquat 100 (CAS No: 26062-79-3) 和 Triethylene glycol (CAS No: 112-27-6)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 

 

四、斑馬魚胚胎急毒性試驗和魚類急毒性之相關性分析結果 

 

圖六、FET 實驗值和 AFT 實驗值之間的相關性分析 

 

30個斑馬魚胚胎急毒性試驗值和 30個斑馬魚成魚急毒性試驗動物實驗值，如圖六所示，

以相關性分析後，R 值為 0.92，屬於高度相關(R >0.70)。 

FET實驗值和 AFT 實驗值之間的相關性分析線性回歸方程式為 logLC50(AFT) 

=0.8794(±0.0724) xlogLC50(FET) -0.0215(±0.1301), R =0.9167。有一個物質超出95%信賴區間， 

Aniline (CAS No: 62-53-3) 
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五、測試策略之分析結果 

表二、各種替代測試方法之預測準確性比較表 

預測方法 毒性分類之正確率 

斑馬魚胚胎推估法 22/30 =73.3% 

QSAR 模型預測法 23/30 =76.6% 

整合型測試策略 (ITS) 28/30 =93.3% 

 

為了進一步驗證 ITS 的預測能力，同樣使用收集的 30個化學物質做為大樣本的驗證資料

集，30種物質的魚類急毒性、斑馬魚胚胎急毒性和 QSAR模型預測值，經 ITS 之後的預測準

確性有所提升。 

只有使用斑馬魚胚胎急毒性試驗推估的準確率為 73.3%；只有使用 QSAR模型預測的準

確率為 76.6%；整合兩種替代方法的 ITS 預測的準確率為 93.3%。因此，ITS 能夠提升預測物

質對魚類急毒性為「可能有毒」或「低毒性」的測試終點。因此由結果證實，兩種模式結合

後的 ITS 能互補各自無法準確預測的物質類型。 
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陸、討論  

一、動物實驗、替代測試和預測毒理學的比較 

 生態毒理學使用成年魚類進行動物實驗，本研究使用斑馬魚，其飼養時間大約 2-3 個月

才會達到可用於實驗的階段 (Nagel 2002) ，如果使用其他魚種可能會需要更長的時間。期間

有飼料成本、時間成本、照顧動物的人力成本和維持實驗室的管理費，並且在實驗器材的暴

露魚缸會占用相對較多的空間。 

斑馬魚胚胎毒性的替代測試，可以減少飼養的斑馬魚成年魚數量，由於斑馬魚胚胎在受

精後 5 天內，在法規上因感官尚未發育完全，較無感知痛苦的疑慮、無動物實驗的道德議題

以及魚卵的可得數量龐大，樣本隨機性較高 (Lammer, Carr et al. 2009)。和魚類急毒性試驗比

較起來占用的實驗空間較小。 

考量到實驗室的操作，推薦使用斑馬魚的原因如下。因為斑馬魚在醫學和生物科技上，

已是成熟的動物模型，也具有科學研究價值，因此供應量是穩定的，其次斑馬魚的飼養及實

驗技術已有大量學術發表，能佐證斑馬魚做為動物模型是被科學社群認可的。斑馬魚也是生

態毒理學中魚類急毒性試驗推薦使用的物種。而斑馬魚胚胎毒性試驗也擁有大量學術發表，

雖然也有其他魚類應用於科學研究，但是已有文獻探討斑馬魚和其他魚類比較起來，有哪些

優缺點 (Belanger, Rawlings et al. 2018)，其中最具優勢的部分在於能夠大量的產卵以及胚胎存

活率高。除了上述的各項優點，斑馬魚胚胎毒性試驗也是 OECD 所公告的標準方法(OECD 

2013)。 

預測毒理學所使用的電腦軟體 QSAR Toolbox只需要一台電腦即可操作，全程不需要動

物實驗，只需要根據 QSAR理論或其他的預測理論就能獲得預測結果(Bohlen, Jeon et al. 2019)，

但是需要相似物質足夠的魚類急毒性資料。 

本研究提出的 ITS 是結合斑馬魚胚胎毒性試驗的替代測試和電腦預測模式結合而成，在

策略中，毒性判斷流程，如圖四所示，經 QSAR Toolbox毒性辨識後，有被分類出來的物質，

可以進行建立 QSAR模型以預測魚類急毒性，當 QSAR Toolbox預測後顯示「對水生生物有

毒」，則不論實際上是否有毒性，一律歸類到「對水生生物有毒」，如此可以解釋為：電腦

預測後，被認為相對具有魚類急毒性風險的物質。另外，這些物質在 ITS 中，也不會操作斑

馬魚胚胎急毒性試驗，因此只有使用到預測毒理學。有文獻指出，近年來，EU 認為 QSAR

模型的預測結果，只要具備完整的理論根據，就可以使用在法規毒理學上 (Burden, Maynard et 

al. 2016) 。接著，對於電腦預測認為「對水生生物低毒性」的物質才會使用斑馬魚胚胎急毒

性試驗，屬於魚類急毒性的替代測試，符合減少動物實驗的目標。 

替代測試和預測毒理學在本研究的驗證之下都有替代魚類急毒性試驗的能力，且在過去

數篇文獻之研究結果也已證實相同的現象 (Lammer, Carr et al. 2009, Belanger, Rawlings et al. 

2013, Burden, Maynard et al. 2016, Nendza, Muller et al. 2017) 。 
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因此，當面臨大量未知魚類急毒性試驗的物質時，進行魚類急毒性評估和篩選時，動物

實驗需要使用大量動物，替代測試也會使用少量動物，但預測毒理學不需使用任何動物，而

本研究的 ITS 使用比替代測試更少的動物，就能有效率的篩選魚類急毒性。 

 

二、為什麼本研究的 ITS 可以有良好的預測結果 

 建立 ITS 時，要清楚定義應用範圍。從選擇任意的物質開始進入流程，在接續的步驟必

須要經由 QSAR Toolbox能夠辨識的物質才能進入此 ITS 的預測毒性階段，無法進入 ITS 後

面步驟的物質就需要再進一步的評估，例如，這些物質通常沒有明確的化學結構或是少部分

的混合物質。由於 QSAR理論是針對純物質定量計算其毒性，而混合物的毒性還要考慮毒理

學上的拮抗 (antagonism) 、加成 (addition) 或協同 (synergism) 等作用模式，可能會有高估

或低估毒性的結果。不過，先前有研究發現混合物的毒性電腦預測的研究結果中，都顯示常

常高估其實際毒性的結果 (Schmidt, Busch et al. 2016) 。這些物質中，有部分還帶有對水溶解

度低的特性，例如：對水溶解度 <1 mg/L，在生態毒理學上屬於較難研究的物質。 

因此，要將最適合和最不適合使用電腦預測的物質分開研究，在 ITS 上才有節省時間和快速

分類的效果 (Rovida, Alepee et al. 2015) 。最適合處理的物質再分別經過電腦預測和斑馬魚胚

胎毒性試驗測試後，歸類到正確的毒性之下。斑馬魚胚胎毒性試驗能夠將電腦預測中 LC50 被

高估的物質 (LC50 >100 mg/L) ，經由斑馬魚胚胎毒性試驗後，重新導向正確的毒性分類，或

是再次得到 >100 mg/L ，「對水生生物低毒性」的結論，所以才使得 ITS 的預測正確率提

高。 

 

三、ITS 在「對水生生物有毒」的物質較為準確  

30個物質中，有 2個物質不適合用 QSAR預測 AFT 值 (超出 95%信賴區間) ，此 2個物

質可以接著透過斑馬魚胚胎毒性試驗進行第二次測試，如圖五所示。另外有 1 個物質不適合

用 FET推估 AFT 值 (超出 95%信賴區間) ，如圖六所示。如果 QSAR沒有將這類型的物質，

在第一階段就判斷正確，則會影響 ITS 的準確度。 

從目前研究結果可以發現不適合 QSAR預測的物質可能有具高分子鹽類或醇類特性。不

適合 FET推估的物質可能有具芳香族胺類或苯胺類特性。由於兩種替代模式預測不準確的為

不同種類的物質，因此兩者結合後有機會補足預測不準確的部分，也因此 ITS 能夠提升預測

準確度。使用 QSAR Toolbox建立 QSAR 模型被認為可以預測任何有明確分子結構的物質 

(Yordanova, Schultz et al. 2019) ，但是目前 QSAR相關研究認為無機化合物、混合物和鹽類

物質，以 QSAR來預測毒性之準確性尚有提升的空間。 
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大部分被預測為「對水生生物有毒」的物質 (LC50 ≦100 mg/L) 準確率較高，在 ITS 中，

這類型的物質不需要使用斑馬魚胚胎急毒性試驗，是為了能快速區分物質毒性，目的是以電

腦預測進行快速篩選，再將較有風險的物質進行第二次驗證。 

不過，若是被 QSAR預測為低毒性的物質 (LC50 >100 mg/L) ，再透過斑馬魚胚胎急毒性

試驗測試則可以更有效的被分類。因此，本來 QSAR 預測不準確的物質，最後可再由斑馬

魚胚胎試驗重新導向正確的毒性分類。 
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柒、結論  

驗證定量結構活性關係模型的預測和斑馬魚胚胎急毒性試驗之替代測試的推估，發現各

自都有能力預測魚類急毒性試驗之動物實驗值。結合兩種替代方法成為一組整合型測試策略

後，發現能提升先前模式的預測準確性。對於魚類急毒性試驗動物實驗值的預測準確性提升，

之後面對大量物質之毒性篩選，經由此整合型測試策略之後，有著科學理論的支持，全程不

需要操作傳統動物實驗就能準確且快速區分出物質的魚類急毒性。在填補化學物質生態毒理

資訊上，也能提供實用的訊息。最重要的是能夠避免動物實驗的使用，使得整體研究更貼近

動物福祉的目標，符合綠色化學的目標，也有符合 21世紀的毒理學精神。 
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