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铜、 锌和铅对大型溞的联合毒性效应
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［摘要］ 以大型溞为试验对象， 探究了铜、 锌、 铅三种重金属单一作用和两两联合作用对大型溞的毒

性效应。 结果表明： 在铜、 锌、 铅单独作用下， 大型溞的 ９６ ｈ 半致死质量浓度分别是 ０􀆰 ０５７６、 ０􀆰 ３４５９ 和

１３􀆰 ８１００ ｍｇ ／ Ｌ； 大型溞的安全质量浓度分别是 ０􀆰 ０００６、 ０􀆰 ００３５ 和 ０􀆰 １３８１ ｍｇ ／ Ｌ。 这三种重金属作用于大型

溞的毒性大小为： 铜 ＞ 锌 ＞ 铅。 通过非线性联合评价方法， 分别测定出三种重金属两两联合 （ Ｃｕ ＋ Ｚｎ、 Ｃｕ
＋ Ｐｂ、 Ｚｎ ＋ Ｐｂ） 作用下大型溞 ４８ ｈ 实际致死率均高于理论致死率， 表明这三种重金属两两联合对大型溞的

毒性效应表现为协同作用。
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０　 引言
重金属废水的过度和任意排放及不当处理［１］ ， 使得重金属成为水体环境的主要污染物。 重金属

具有持久性、 高生物毒性、 不可降解性和易在食物链传递累积的特点， 甚至在一定条件下， 还能与某
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些有机物发生反应从而转化成毒性更大的金属⁃有机复合污染物［２］ 。 重金属污染正成为最严重的环境

问题之一［３ － ４］ 。 研究发现， ９０％ 以上的水体沉积物重金属风险与铜、 锌、 铅等元素有关［５］ 。 而水生浮

游动物能够净化水体， 链接水生食物链， 在水环境中起着非常关键的作用， 它们的种类和数量将会对

水环境的结构与功能产生直接的影响［６ － ７］ 。 大型溞是水生浮游动物的代表， 具分布广、 敏感性高、 生

存期短等特性， 常作为水生生物毒理学研究的标准试验生物， 被广泛应用于水生生物风险评估［８ － ９］ 。
研究水中残余污染物对大型溞类的毒害作用， 可以预测由其毒害导致的食物链高端有机体的潜在危险

性大小［１０］ 。
最近几年， 研究者对单一金属的毒性进行了大量的研究。 但是， 在自然界中， 经常是多种重金属

同时存在， 而重金属的共存对生物的毒性效应与单一金属有着很大的区别， 当它们共同作用于生物体

时， 往往会发生与单一重金属污染物完全不同的联合毒性效应［１１］ 。 Ｂｉｅｓｉｎｅｒ 等［１２］ 通过研究证实， 当

重金属按照各自安全浓度两两配比时， 重金属混合物均会对大型溞的生殖造成显著影响， 这表明重金

属处于混合状态时单一金属的安全浓度并不适用。 此外， 国内外学者开展了关于不同环境介质、 水质

参数等对重金属混合毒性的影响， 例如， 纳米水稳型富勒烯 ｎＣ６０ 可增强 Ｚｎ⁃Ｃｒ 混合物对大型溞的联

合毒性， 增加 ｐＨ、 硬度和 ＤＯＣ 可使 Ｃｕ⁃Ｃｒ 混合物对大型溞的联合毒性降低［１３］ 。 目前， 作为联合急

性毒性研究的重点， 重金属联合作用方式主要有协同作用和拮抗作用两种方式， 但关于 Ｃｕ、 Ｚｎ、 Ｐｂ
这三种重金属两两联合对大型溞的毒性作用方式还鲜见报道。

人类和其他生物都会接触到不同来源、 不同类型的各种环境污染物， 单一污染物在实际环境中并

不存在［１４］ ， 对多个重金属元素同时存在的复合毒性作用进行深入的研究是非常具有现实意义的。 因

此， 本研究以 Ｃｕ、 Ｚｎ、 Ｐｂ 为毒性物质， 先测定其单一作用下对大型溞 ４８、 ９６ ｈ 的半致死质量浓度

（ＬＣ５０ ） 的影响， 然后用非线性联合毒性评价方法， 探究三种重金属两两联合对大型溞的毒性作用，
以期为更加全面地评估水环境中重金属污染的生态风险提供参考依据。

１　 试验材料
１􀆰 １　 试验生物

试验用大型溞 （Ｄａｐｈｉａ ｍａｇｎａ） 系采于厦门市集美区敬贤湖， 并经实验室连续培养三代以上的

单克隆品系。 斜生四链藻 （Ｔｅｔｒａｄｅｓｍｕｓ ｏｂｌｉｑｕｕｓ） 购于中国科学院水生生物研究所淡水藻种库， 经实

验室多代驯化培养。
１􀆰 ２　 供试药品

ＣｕＳＯ４ ·５Ｈ２ Ｏ （ＡＲ， 纯度大于 ９９％ ）、 ＺｎＳＯ４ ·７Ｈ２ Ｏ （分析纯， 纯度大于 ９９％ ） 购自国药集团

化学试剂有限公司。 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｂ（ＮＯ３ ） ２标准滴定溶液购自厦门海标科技有限公司。 以超纯水作为

溶剂， 在试验开始前 １ ｈ 进行配制， 并逐级稀释至试验所需的质量浓度。

２　 试验方法
２􀆰 １　 稀释水的配制

取 ＣａＣｌ２ ·２Ｈ２ Ｏ １１􀆰 ７６ ｇ、 ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２ Ｏ ４􀆰 ９３ ｇ、 ＮａＨＣＯ３ ２􀆰 ５９ ｇ、 ＫＣｌ ０􀆰 ２５ ｇ 分别用超纯水定容

至四个 １ Ｌ 的容量瓶中。 各取以上四种溶液 ２５ ｍＬ 于一容量瓶中稀释至 １ Ｌ。 调节 ｐＨ， 使其稳定在

７􀆰 ８ ± ０􀆰 ２［１５］ 。
２􀆰 ２　 大型溞的培养

用稀释水培养大型溞， 培养温度为 （２１ ± １）℃ ， 溶解氧为 ６ ｍｇ ／ Ｌ， 光暗周期 １６ ｈ ／ ８ ｈ。 每周换

水 ３ 次， 每次换水 ２ ／ ３， 每天定时喂食斜生四链藻［１６］ 。
２􀆰 ３　 单一毒性试验

１） 预试验　 在正式实验之前， 为确定各重金属试验质量浓度范围， 应进行预试验。 先将大型溞

·０１１·
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暴露于范围较广的重金属质量浓度系列中 ２４ ｈ， 通过预试验找出大型溞致死的质量浓度范围， 然后据

此质量浓度范围设计出正式试验中各组重金属的质量浓度。
２） 正式试验　 在预试验确定的重金属质量浓度范围内， 选取 ６ 个质量浓度值作为正式实验的染

毒剂量， 每个质量浓度设 ３ 个平行组， 同时设置空白对照组。 ３ 种重金属的质量浓度梯度设置如表 １
所示。 试验在 ９０ ｍｍ 的培养皿中进行， 每个培养皿中加入用稀释水配置的 Ｃｕ、 Ｚｎ、 Ｐｂ 系列质量浓度

溶液 ２０ ｍＬ， 放入出生 ６ ～ ４８ ｈ， 大小一致且健康活力强， 同一母溞后代的幼溞 ５ 只。 每组设置 ４ 个

平行组， 试验结果按照总幼溞数 ２０ 只进行计算。 暴露期间不换水、 不喂食。 试验开始后， 于 ２４、
４８、 ７２、 ９６ ｈ 定时进行观察， 记录每个容器中仍能活动的大型溞数。
２􀆰 ４　 联合毒性试验

基于单一重金属毒性试验的结果， 根据所得 ４８ ｈ 时每种重金属与致死率的剂量效应曲线， 参照

Ｇａｏ 等［１７］在探究重金属和抗生素对铜绿微囊藻的联合毒性时建立的联合毒性评价方法， 确定重金属

两两联合的质量浓度。 并且为了解重金属剂量顺序对大型溞毒性的影响， 调换重金属 Ａ、 Ｂ 的剂量顺

序重复试验 （如表 ２ 所示）。
ＬＣＸ被定义为一种特定的重金属的质量浓度， 该质量浓度是基于单一重金属剂量效应曲线的死亡

率 （Ｘ％ ） 推导而出的。 理论致死率是根据各种重金属的死亡率之和 （无协同或拮抗作用） 计算出的

重金属联合作用下的死亡率。 假设 Ａ 和 Ｂ 两种重金属对于大型溞的毒性是安全独立的， 若 Ｃ１ 浓度的

重金属 Ａ 产生的毒性效应与 Ｃ３ 浓度的重金属 Ｂ 产生的毒性是等效的， 对大型溞的致死率均为 Ｘ％ ，
Ｃ４ 浓度的重金属 Ｂ 产生的毒性是 Ｃ３ 浓度的两倍， 则有： 两种重金属联合致死的理论致死率 ＝ Ａ（Ｃ１ ）
致死率 ＋ Ｂ（Ｃ４ － Ｃ３ ） 致死率 ＝ Ｘ％ ＋ （２Ｘ％ － Ｘ％ ） ＝ ２Ｘ％ 。

表 １　 单一重金属毒性试验质量浓度
Ｔａｂ􀆰 １　 Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ

ｓｉｎｇｌｅ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ

重金属 Ｃｕ Ｚｎ Ｐｂ

试验质量浓度
／ （ｍｇ·Ｌ － １ ）

０ ０ ０

０􀆰 ０５ ０􀆰 ０９６ １１􀆰 ０

０􀆰 ０６ ０􀆰 ９５７ １６􀆰 ５

０􀆰 ０７ ２􀆰 ３９２ ２２􀆰 ０

０􀆰 ０８ ４􀆰 ７８４ ２７􀆰 ５

０􀆰 ０９ ７􀆰 １７６ ３３􀆰 ０

０􀆰 １０ ９􀆰 ５６８ ３８􀆰 ５

表 ２　 联合毒性试验中重金属 Ａ 和 Ｂ 的质量浓度
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌｓ Ａ ａｎｄ Ｂ

ｉｎ ｍｉｘｅｄ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ

联合毒性
试验

重金属 Ａ
质量浓度

重金属 Ｂ
质量浓度

理论致死率
／ ％

１ ＬＣ１０ 􀜩􀜨 ＬＣ２０ － ＬＣ１０ ２０

２ ＬＣ１５ 􀜩􀜨 ＬＣ３０ － ＬＣ１５ ３０

３ ＬＣ２０ 􀜩􀜨 ＬＣ４０ － ＬＣ２０ ４０

４ ＬＣ２５ 􀜩􀜨 ＬＣ５０ － ＬＣ２５ ５０

５ ＬＣ３０ 􀜩􀜨 ＬＣ６０ － ＬＣ３０ ６０

６ ＬＣ３５ 􀜩􀜨 ＬＣ７０ － ＬＣ３５ ７０

７ ＬＣ４０ 􀜩􀜨 ＬＣ８０ － ＬＣ４０ ８０

２􀆰 ５　 数据处理

１） 大型溞存活率 Ａ（％ ） ＝ （Ｎ － Ｎ０ ） ／ Ｎ 。 其中 Ｎ 代表大型溞总个数， Ｎ０代表死亡的大型溞个数。
２） 本试验采用概率单位法计算半致死质量浓度 （ＬＣ５０ ）， 试验数据在 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 软件中进

行处理。 将质量浓度转换为质量浓度对数值并作为横坐标， 以大型溞的存活率作为纵坐标， 运用非线

性函数 “ｌｏｇ （ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ） ｖｓ􀆰 ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ⁃ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｌｏｐｅ” 进行拟合， 得到质量浓度效应曲线和方

程及 ＬＣ５０ 。
函数公式为： Ｙ ＝ １００ ／ （１ ＋ １０（（ｌｇ（ＬＣ５０） －Ｍ） ×Ｓ） ） 。 其中： Ｍ 为质量浓度对数值， ｌｇ （ＬＣ５０ ） 为半抑制

质量浓度对数值， Ｓ 为曲线的陡度。
３） 重金属毒性试验的实际死亡率： Ｉ ％( ) ＝ １００％ － Ａ。
４） 安全质量浓度 ＝ ＬＣ５０ （９６ｈ） × ０􀆰 ０１。

·１１１·
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３　 试验结果与分析
３􀆰 １　 单一毒性试验

图 1 不同质量浓度 Zn、Pb、Cu 对大型溞存活率的影响

Fig.1 Effects of exposure to different concentrations of Zn, Pb and
Cu on the survival rate of Daphnia magn

３􀆰 １􀆰 １　 三种重金属对大型溞存活率

的影响

图 １ａ 为 ９６ ｈ 内暴露在不同质量

浓度重金属 Ｚｎ 下的存活率变化情况。
当 Ｚｎ 的质量浓度小于 ２􀆰 ３９２ ｍｇ ／ Ｌ
时， 大型溞的存活率虽然有所下降，
但 ９６ ｈ 内不会全部死亡； 当质量浓度

为 ０􀆰 ０９５ ６８ ｍｇ ／ Ｌ 时， 大型溞的存活率

２４ ｈ 内下降了 １３􀆰 ３％ ， 之后就不再变

化， 至试验结束 （９６ ｈ） 一直保持在

８６􀆰 ７％ ； 当质量浓度为 ０􀆰 ９５６ ８ ｍｇ ／ Ｌ
时， 到 ９６ ｈ 时还有 ２０％ 的大型溞存

活； 而当质量浓度达到 ２􀆰 ３９２ ｍｇ ／ Ｌ
时， 大型溞 ９６ ｈ 内全部死亡； 当质量

浓度大于 ２􀆰 ３９２ ｍｇ ／ Ｌ 时， 大型溞 ２４ ｈ
内不会全部死亡， 即使是 ９􀆰 ５６８ ｍｇ ／ Ｌ
的最高质量浓度组也仍有 ６􀆰 ７％ 的存

活率， 但 ４８ ｈ 存活率将全部降为 ０。
可以看出， 大型溞的存活率随着 Ｚｎ 质

量浓度的增加而减少； 并且除空白对

照组外， 暴露在同一质量浓度下， 大

型溞的存活率随着暴露时间的增加而

下降； 但低质量浓度 （０􀆰 ０９５ ６８ ｍｇ ／ Ｌ）
的 Ｚｎ 对大型溞生存并没有造成严重

的威胁， 大型溞在短期 （９６ ｈ） 内暴

露在此质量浓度下能够维持稳定的群

体数量。
图 １ｂ 为 ９６ ｈ 内暴露在不同质量

浓度重金属 Ｐｂ 下的存活率变化情况。
当 Ｐｂ 质量浓度不高于 ２２ ｍｇ ／ Ｌ 时，
大型溞 ４８ ｈ 存活率能保持在 ８０％ 以

上， ９６ ｈ 存活率仍能够达到 ３３％ 以

上； 在最低质量浓度组 （１１ ｍｇ ／ Ｌ） ，
大型溞 ４８ ｈ 存活率甚至高达 ９３􀆰 ３％ ； 当 Ｐｂ 质量浓度达到 ２７􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ 及以上时， 大型溞 ４８ ｈ 存活

率有所下降， 但也维持在 ４０％ 以上； 最高质量浓度 （３８􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ） 组的大型溞 ４８ ｈ 存活率为

１３􀆰 ３％ ， 仅比 ２２ ｍｇ ／ Ｌ 组降低了 ２０％ 。 可以看出， 大型溞的存活率随着 Ｐｂ 质量浓度的增加而减

少， 但与 Ｚｎ 相比， 其下降速率较为缓慢， 且在 ９６ ｈ 内， 试验设置的所有质量浓度梯度组中， 大型

溞均未全部死亡。 除空白对照组外， 暴露在同一质量浓度下， 随着暴露时间的增加， 大型溞的存

活率下降。
图 １ｃ 为 ９６ ｈ 内暴露在不同质量浓度重金属 Ｃｕ 下大型溞的存活率变化情况。 当 Ｃｕ 的质量浓度

·２１１·
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不超过 ０􀆰 ０９ ｍｇ ／ Ｌ 时， 大型溞的存活率随着 Ｃｕ 质量浓度的增加而减少， 但在此质量浓度范围内，
大型溞 ９６ ｈ 存活率仍有 １３􀆰 ３％ 。 除空白对照组外， 暴露在同一质量浓度下， 随着暴露时间的增

加， 大型溞的存活率逐渐下降。 但当质量浓度达到 ０􀆰 １０ ｍｇ ／ Ｌ， 大型溞 ２４ ｈ 存活率就已降为 ０， 也

就是说大型溞在 ２４ ｈ 内就已全部死亡。
３􀆰 １􀆰 ２　 三种重金属对大型溞的单一毒性效应

三种重金属的质量浓度与大型溞存活率的关系， 可用非线性函数 “ ｌｏｇ （ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ） ｖｓ􀆰 ｎｏｒｍａｌ⁃
ｉｚｅｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ⁃ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｌｏｐｅ” 拟合所得的回归方程、 拟合系数 （ Ｒ２ ） 表示 （见表 ３） 。 回归方程的拟

合系数 （ Ｒ２ ） 均在 ０􀆰 ９ 以上， 说明试验数据与该模型的拟合程度较好。

表 ３　 非线性拟合回归方程及拟合系数

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｎｏｎｌｉｎｅａｒ ｆｉｔｔｉｎｇ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｔｔｉｎｇ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

重金属 暴露时间 ／ ｈ 回归方程 Ｒ２

Ｃｕ

２４ Ｙ ＝ １００ ／ ｛１ ＋ １０［（ － １􀆰 １２８ － Ｍ） × （ － ６􀆰 ９９８）］ ｝ ０􀆰 ９３５５

４８ Ｙ ＝ １００ ／ ｛１ ＋ １０［（ － １􀆰 １７９ － Ｍ） × （ － ５􀆰 ７１０）］ ｝ ０􀆰 ９７１３

７２ Ｙ ＝ １００ ／ ｛１ ＋ １０［（ － １􀆰 ２０７ － Ｍ） × （ － ４􀆰 ２１５）］ ｝ ０􀆰 ９０６１

９６ Ｙ ＝ １００ ／ ｛１ ＋ １０［（ － １􀆰 ２３９ － Ｍ） × （ － ４􀆰 ５２４）］ ｝ ０􀆰 ９４０６

Ｚｎ

２４ Ｙ ＝ １００ ／ ｛１ ＋ １０［（０􀆰 ６７８６ － Ｍ） × （ － ２􀆰 ４３４）］ ｝ ０􀆰 ９１０９

４８ Ｙ ＝ １００ ／ ｛１ ＋ １０［（０􀆰 ２９２２ － Ｍ） × （ － １􀆰 ９５９）］ ｝ ０􀆰 ９３０７

７２ Ｙ ＝ １００ ／ ｛１ ＋ １０［（０􀆰 ０４９３ － Ｍ） × （ － ２􀆰 ５３６） ］｝ ０􀆰 ９７４５

９６ Ｙ ＝ １００ ／ ｛１ ＋ １０［（ － ０􀆰 ４６１１ － Ｍ） × （ － １􀆰 ５３８）］ ｝ ０􀆰 ９９３９

Ｐｂ

２４ Ｙ ＝ １００ ／ ｛１ ＋ １０［（１􀆰 ６６８ － Ｍ） × （ － １􀆰 ８９７）］ ｝ ０􀆰 ９１４２

４８ Ｙ ＝ １００ ／ ｛１ ＋ １０［（１􀆰 ５２２ － Ｍ） × （ － ２􀆰 ９８６）］ ｝ ０􀆰 ９８０７

７２ Ｙ ＝ １００ ／ ｛１ ＋ １０［（１􀆰 ３３４ － Ｍ） × （ － ２􀆰 １４４）］ ｝ ０􀆰 ９４４７

９６ Ｙ ＝ １００ ／ ｛１ ＋ １０［（１􀆰 １４０ － Ｍ） × （ － １􀆰 ６３３）］ ｝ ０􀆰 ９８４１

如表 ４ 所示， 大型溞的 ＬＣ５０ 值均随着 Ｃｕ、 Ｚｎ、 Ｐｂ 暴露时间的增加而显著降低。 暴露在 Ｃｕ、
Ｚｎ、 Ｐｂ 下 ２４ ｈ 时， 大型溞的 ＬＣ５０值分别为 ０􀆰 ０７４５、 ４􀆰 ７７１０、 ４６􀆰 ５９００ ｍｇ ／ Ｌ； 暴露 ９６ ｈ 时， 大型

溞的 ＬＣ５０分别为 ０􀆰 ０５７６、 ０􀆰 ３４５９、 １３􀆰 ８１００ ｍｇ ／ Ｌ， 与 ２４ ｈ 时相比分别下降了 ２３％ 、 ９３％ 、 ７０％ 。
可见， 随暴露时间的延长， 三种重金属中， Ｚｎ 对大型溞的毒性增大得最为显著， 其次为 Ｐｂ， 最末

为 Ｃｕ。 说明， 三种重金属对大型溞半致死率的影响力随时间而不同。
按照 《美国华盛顿州化学品毒性分级标准》 ［１８］ 和 《溞类急性活动抑制毒性分级标准》 ［１９］ ， Ｃｕ

影响下大型溞的 ＬＣ５０ （４８ ｈ）值为 ０􀆰 ０６６２ ｍｇ ／ Ｌ， 分别属于 Ｘ 级和极高毒物质； Ｚｎ 影响下大型溞的

ＬＣ５０ （４８ ｈ） 值为 １􀆰 ９６００ ｍｇ ／ Ｌ， 分别属于 Ａ 级和高毒物质； Ｐｂ 影响下大型溞的 ＬＣ５０ （４８ ｈ） 为

３３􀆰 ２５００ ｍｇ ／ Ｌ， 分别属于 Ｃ 级和中毒物质。
对大型溞来说， Ｃｕ、 Ｚｎ、 Ｐｂ 的安全质量浓度分别为 ０􀆰 ０００６、 ０􀆰 ００３５、 ０􀆰 １３８１ ｍｇ ／ Ｌ。 结合两

种毒性分级标准［１８ － １９］ ， 这三种重金属对大型溞的毒性影响大小为： 铜 ＞ 锌 ＞ 铅。 说明重金属种类

不同， 对大型溞的毒性影响也不同， 在相同暴露时间下， 重金属种类对大型溞的毒性影响起决定

性作用。

·３１１·
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表 ４　 三种重金属影响下大型溞的 ＬＣ５０值与安全质量浓度

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｎｏｎｌｉｎｅａｒ ｆｉｔｔｉｎｇ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｔｔｉｎｇ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

重金属 暴露时间 ／ ｈ ＬＣ５０ ／ （ｍｇ·Ｌ － １ ） ９５％ 置信区间 安全质量浓度 ／ （ｍｇ·Ｌ － １ ）

Ｃｕ

２４ ０􀆰 ０７４５ ０􀆰 ０６７３ ～ ０􀆰 ０８１６

４８ ０􀆰 ０６６２ ０􀆰 ０６１７ ～ ０􀆰 ０７０５

７２ ０􀆰 ０６２１ ０􀆰 ０５１５ ～ ０􀆰 ０７００

９６ ０􀆰 ０５７６ ０􀆰 ０５０４ ～ ０􀆰 ０６３１

０􀆰 ０００５８

Ｚｎ

２４ ４􀆰 ７７１０ ２􀆰 １６００ ～ ６􀆰 ８９６０

４８ １􀆰 ９６００ ０􀆰 ４０６４ ～ ３􀆰 ８９６０

７２ １􀆰 １２００ ０􀆰 ７１６０ ～ １􀆰 ４８２０

９６ ０􀆰 ３４５９ ０􀆰 ２５４０ ～ ０􀆰 ４８７１

０􀆰 ００３４６

Ｐｂ

２４ ４６􀆰 ５９００ ３８􀆰 ００００ ～ ７８􀆰 ８８００

４８ ３３􀆰 ２５００ ３１􀆰 ０４００ ～ ３６􀆰 ２９００

７２ ２１􀆰 ５８００ １８􀆰 １２００ ～ ２５􀆰 １１００

９６ １３􀆰 ８１００ １２􀆰 ２５００ ～ １５􀆰 １８００

０􀆰 １３８１０

３􀆰 ２　 联合毒性试验

３􀆰 ２􀆰 １　 三种重金属两两联合对大型溞的毒性作用

如表 ４ 所示， 暴露在 Ｃｕ、 Ｚｎ、 Ｐｂ 三种重金属下， 大型溞 ４８ ｈ ＬＣ５０ 值分别为 ０􀆰 ０６６２、 １􀆰 ９６００、
３３􀆰 ２５００ ｍｇ ／ Ｌ。 计算出每种重金属影响 ４８ ｈ 时， 大型溞 ＬＣ１０ ～ ＬＣ４０ 及 （ ＬＣ２０ － ＬＣ１０ ） ～ （ ＬＣ８０ －
ＬＣ４０ ） 的值， 根据表 ２ 设置重金属两两联合时的质量浓度， 进行联合毒性试验。

图 ２ 是三种重金属两两联合 ４８ ｈ 后理论抑制率与实际抑制率对大型溞致死率影响的相互关系。
可以看出， Ｃｕ ＋ Ｚｎ、 Ｃｕ ＋ Ｐｂ、 Ｚｎ ＋ Ｐｂ 从低质量浓度到高质量浓度联合时， 对大型溞所产生的毒性始

终大于其理论 ２Ｘ％ 致死率， 也就是说重金属两两联合的毒性作用大于两种重金属单一毒性的简单相

加作用， 说明三种重金属两两联合对大型溞产生的毒性作用为协同作用。

图 2 三种重金属两两联合的理论和实际毒性作用比较

Fig.2 Comparison of theoretical and practical toxicity of pairwise combination of three heavy metals
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３􀆰 ２􀆰 ２　 改变剂量顺序对联合毒性作用评价的影响

图 ３ 是不同剂量顺序的重金属两两联合毒性作用的比较。 可以看出， 改变重金属两两联合的剂量

顺序， 对大型溞所产生的抑制仍然始终大于其理论 ２Ｘ％ 抑制率， 三种重金属两两联合对大型溞产生
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的毒性作用为协同作用。 这一结果说明， 重金属联合的剂量顺序， 不会影响该方法的联合毒性作用评

价结果。
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图 3 不同剂量顺序的联合重金属理论和实际毒性作用比较

Fig.3 Comparison of theoretical and practical toxicity of mixed heavy metals with different dose order
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４　 讨论
４􀆰 １　 单一重金属对水生生物的影响

重金属一旦被泄露到水体中， 无法被水体中的微生物正常降解， 也不能借助水体自净作用来消除

金属污染的危害［２０］ 。 重金属具有污染来源广泛、 停留时间漫长， 且具有累积和富集浓缩特性， 容易

沿食物链传递， 污染后不易被察觉， 以及难以恢复等特点［２１］ ， 对环境造成了严重的危害。 重金属污

染会随河流、 湖泊、 海洋等环境因素的作用， 对水生生物正常的新陈代谢、 组织器官的发育， 以及产

卵、 洄游等造成一定的影响。 比如， 过量的重金属会让鱼在海里处于异常 “兴奋” 的状态［２２］ ， 使其

挣扎直至死亡； 当水体中的 Ｃｕ、 Ｐｂ、 Ｚｎ、 Ａｓ 含量过高时， 还会对早期和发育期的动物造成畸形效应，
导致哺乳类、 爬行类动物的胚胎发育畸形［２３］ 。 除此之外， 重金属还是一种具有代表性的内分泌干扰

素， 它可以对水生动物的酶活性进行抑制， 使机体的代谢功能下降， 同时还会使一些生理生化指标发

生变化， 从而对水生动物的内分泌调节系统产生毒性影响［２４］ 。 重金属在进入到有机体之后， 会进行

富集浓缩， 从而引起有机体内脂质发生一系列的反应， 比如过氧化反应、 遗传物质改变、 碱基核糖基

氧化等， 进而导致某些细胞死亡或癌变［２５ － ２７］ 。 Ｈｉｘ 等［２８］ 的研究结果显示， 当 ＤＮＡ 被铁离子诱导之

后， 产生的大量甲基自由基攻击时， 会导致 ＤＮＡ 高度甲基化。 Ｐｆｏｈｌ⁃Ｌｅｓｚｋｏｗｉｃｚ 等［２９］ 的研究也表明，
重金属离子可以显著地抑制甲基转移酶的活性， 重金属铅、 铜以及锌离子等均能抑制 ５⁃甲基转移酶

的活性。 此外， 因为重金属的污染， 会对正常的水环境造成影响， 在某种程度上， 水生动物的基因突

变率也会增加， 这对生态平衡造成了潜在的威胁［３０］ 。 在自然界中， 重金属的存在形式是比较稳定的，
很难被降解， 所以， 只需要微量的重金属就可以对生物体造成一定的伤害， 并且通过食物链进行积累

而影响到水体中的其他生物， 甚至是人类的安全与健康， 从而对整个生态系统的结构与功能造成

一定的影响。 Ｃｕ、 Ｚｎ、 Ｐｂ 三种重金属在中国主要地表水体中的含量分别为 ０􀆰 １８ ～ ５２􀆰 ３２、 ２􀆰 ８８ ～
１０ ５０４􀆰 ００、 ０􀆰 １１ ～ １５５􀆰 ００ μｇ ／ Ｌ［３１］ 。 在本试验中 Ｃｕ、 Ｚｎ、 Ｐｂ 对大型溞的 ＬＣ５０最小值分别为 ５７􀆰 ６０、
３４５􀆰 ９０、 １３ ８１０􀆰 ００ μｇ ／ Ｌ。 可以看出， Ｃｕ、 Ｚｎ 在自然水体中的质量浓度， 足以对大型溞造成严重的

危害。 Ｐｂ 在自然水体中的含量也超过了大型溞的 ２４ ｈ 安全质量浓度 （１３８􀆰 １０ μｇ ／ Ｌ）， 在水环境中也

具有潜在的生态风险性， 应当予以重视和加以控制。
由于各物种之间的生理机能不同， 同种物质的毒性对不同物种来说差异较大， 有时即使是相同营

养级的不同物种， 对同种物质的敏感性也存在明显差异。 张才学等［３２］ 发现对壶状臂尾轮虫来说， 重

金属的毒性顺序为 Ｃｕ ＞ Ｚｎ ＞ Ｃｄ ＞ Ｐｂ； 陈娜等［３３］的研究表明重金属对水螅的毒性排序为 Ｈｇ ＞ Ｃｕ ＞ Ｃｄ ＞
Ａｇ ＞ Ｚｎ ＞ Ｐｂ； 张云龙等［３４］和杨丽华等［３５］的研究表明， 对鲫鱼来说毒性排序为 Ｃｕ ＞ Ｚｎ ＞ Ｐｂ ＞ Ｃｒ； 徐
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善良等［３６］的研究表明重金属对多刺裸腹溞的毒性大小为 Ｃｄ ＞ Ｃｕ ＞ Ｐｂ ＞ Ｚｎ。 这说明重金属离子对生物

的毒性作用随受试生物种类的不同而呈现明显的差异。 但影响重金属生物毒性的因素还有很多， 如温

度、 ｐＨ、 硬度、 溶解氧、 光、 盐度、 重金属的存在形态、 有无其他金属或毒物同时存在等［３７］ 。 Ｍｅｎｇ
等［３８］和丁婵娟［３９］的研究结果也表明， 当受试物种相同时， 其他条件出现细微差别都将对 ＬＣ５０值造成

巨大的影响。 在本试验中， 除 Ｐｂ 外三种重金属对大型溞的４８ ｈ ＬＣ５０均小于文献 ［３８ － ３９］ 中的试验

结果， 并且与文献 ［３８ － ３９］ 中 Ｐｂ 的毒性大于 Ｚｎ 的毒性的结论相反， 这说明本试验所用大型溞对

Ｃｕ、 Ｚｎ 更为敏感， 而对 Ｐｂ 更不敏感。 这可能是由于文献 ［３８ － ３９］ 中试验所用的大型溞分别来自

于中国科学院武汉水生生物研究所实验室 （山东） 长期稳定培养的 ６２Ｄ􀆰 Ｍ 生物株， 而本试验所用大

型溞为采于厦门市集美区敬贤湖， 并于实验室连续培养三代以上的单克隆品系， 大型溞产地、 试验地

点以及大型溞品系等都存在较大差异。 Ｍüｎｚｉｎｇｅｒ 等［４０］研究发现， 在同一试验条件下不同产地的大型

溞对同一重金属的毒性大小会产生不同的结果， 所以产地、 蜕皮时间、 生长阶段、 营养状态、 延迟

效应等不同的大型溞对重金属的毒性大小会产生更大的差异， 这一结果也为以上猜想提供了理论

支持。
４􀆰 ２　 重金属联合作用对水生生物的影响

在联合毒性实验中， Ｃｕ ＋ Ｚｎ、 Ｃｕ ＋ Ｐｂ、 Ｚｎ ＋ Ｐｂ 三组的联合毒性均表现为协同作用， 即重金属离

子两两共存时， 其相互作用增强了对大型溞的毒性影响。 目前， 协同作用产生的毒性机制可能是重金

属共同作用使细胞膜的通透性增加， 从而导致毒性增强［４１］ 。 Ｓｔｅｗａｔｒ 等［４２］ 认为重金属还可以对原生质

膜中可溶性部分的通透性进行改变， 进而对细胞膜进行破坏， 导致膜体变得很脆弱， 使重金属更容易

进入， 加重了对细胞的损害， 因此呈现出协同作用。 本实验中联合毒性表现出来的相互作用与毒物配

比和暴露时间都没关系， 只与毒物的组合有关， 其中的联合作用机制有待进一步研究。 多种污染物的

联合作用具有一定的复杂性， 其联合作用效应不仅与污染物组成有关， 也与测试生物有关［４３］ 。 此外，
污染物暴露的浓度组合关系在一定条件下也起了更为直接的甚至决定性的作用［４４］ 。 因此， 对于水体

污染的评价应从联合毒性的角度进行综合评价， 深入研究多种污染物联合作用的影响， 并探讨其相互

作用机理， 这是非常必要的， 具有十分重要的实际意义。

５　 结论
１） 大型溞的存活率随着三种重金属质量浓度与暴露时间的增加而下降， 表明质量浓度越高、 暴

露时间越长， 三种重金属对大型溞的毒害越强， 说明重金属质量浓度与暴露时间对于评价污染物毒性

具有关键性作用。
２） 铜、 锌和铅对大型溞的 ９６ ｈ 半致死质量浓度 ＬＣ５０分别是 ０􀆰 ０５７ ６、 ０􀆰 ３４５ ９ 和 １３􀆰 ８１０ ０ ｍｇ ／ Ｌ；

铜、 锌和铅对大型溞的安全质量浓度 （ＳＣ） 分别是 ０􀆰 ０００ ５８、 ０􀆰 ００３ ４６ 和 ０􀆰 １３８ １０ ｍｇ ／ Ｌ。 结合两种

毒性分级标准， 铜为 Ｘ 级 （极高毒物）， 锌为 Ａ 级 （高毒物）， 铅为 Ｃ 级 （中毒物）。 因此， 三种重

金属对大型溞的毒性大小为： 铜 ＞ 锌 ＞ 铅。
３） Ｃｕ、 Ｚｎ、 Ｐｂ 对大型溞的 ＬＣ５０值均随着暴露时间的增加而显著降低， 重金属种类对大型溞的

毒性起着决定性作用。
４） 三种重金属两两联合 （Ｃｕ ＋ Ｚｎ、 Ｃｕ ＋ Ｐｂ、 Ｚｎ ＋ Ｐｂ） 对大型溞的 ４８ ｈ 时实际致死率均高于理

论致死率， 其两两联合对大型溞的毒性有明显的协同效应， 说明对大型溞来说， 两种重金属共存时的

毒性大于重金属单一存在时的毒性。
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