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重金属与有机磷农药二元混合物对卤虫联合毒性的评
价及预测

吴宗凡１，刘兴国１，＊，王高学２

１．农业部渔业装备与工程技术重点实验室 中国水产科学研究院渔业机械仪器研究所，上海２０００９２

２．动物科技学院 西北农林科技大学，陕西７１２１００

摘要：重金属和有机磷农药污染物在水域环境中普遍存在。以卤虫（Ａｒｔｅｍｉａ　ｓａｌｉｎａ）为受试生物，采用固定浓度比法，研究了

重金属Ｚｎ、Ｃｄ与辛硫磷和敌百虫２种农药以毒性单位比为４∶１、３∶２、１∶１、２∶３和１∶４构成的二元混合体系对 卤 虫 的 联 合 毒

性，采用等效线图解法判定毒物间的相互作用类型。同时，基于单一化合物的浓度－效应曲线，运用浓度加和（ＣＡ）和独立作用

（ＩＡ）２种模型对不同配比二元混合物的联合毒性进行预测。结果表明，Ｚｎ－Ｃｄ混合物联合毒性随Ｚｎ比例的增加而增强。低

Ｚｎ比例的混合物（１∶４、２∶３）表现为拮抗效应，中、高Ｚｎ比例的混合物（１∶１、３∶２和４∶１）为 加 和 效 应。５种 不 同 配 比 的 有 机 磷

农药混合物均表现为加和效应。金属－农药混合物 则 均 为 拮 抗 作 用。模 型 预 测 结 果 表 明，ＣＡ能 够 较 好 地 预 测 辛 硫 磷 与 敌 百

虫二元混合物的联合毒性，而ＩＡ则更适用于对金属－农药混合物联合毒性的预测。以上结果表明，混合体系中各组分的比例

是影响联合毒性的因素之一，毒性评估时应该充分考虑其影响。ＣＡ及ＩＡ模型同样适用 于 评 估 和 预 测 包 含 相 同 或 完 全 独 立

作用机制组分的混合物对非单细胞生物体（如卤虫）的联合毒性。

关键词：联合毒性；毒性预测；浓度加和；独立作用；卤虫
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　　传统意义上的毒性评估大多是基于单一化合物

而进行的［１］。然而，环境中的生物体通常暴露 于 多

组分污染物共存的混合体系，而非简单的单一体系。

因此，不仅要研究单一化合物的生物毒性，对混合体

系联合毒性的研究，尤其是判定体系毒性是否因为

组分间的相互作用而增强（协同作用）、减弱（拮抗作

用）或者未受影响（加和作用）同样具有重要的实用

价值。在另一方面，用实验方法对环境中污染物的

所有混合体系的生物毒性进行测定又是不现实的。

因此，基于混合体系中各组分的单一毒性数据，利用

数学模型预测 联 合 毒 性 的 方 法 逐 渐 发 展 起 来。其

中，应 用 最 为 广 泛 的 是 浓 度 加 和（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ａｄｄｉ－
ｔｉｏｎ，ＣＡ）模型和独立作用（ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ａｃｔｉｏｎ，ＩＡ）模

型。ＣＡ模型适用于相似联合作用，即指混合物中各组

分通过相同机制起作用，有相同的作用形式；ＩＡ模型则

适用于独立联合作用，即指混合物中各组分产生的效

应独立于其他的，作用形式也不同［２］。

　　水域环境中普遍存在重金属和有机磷农药污染

物。关于它们之间联合毒性的研究也主要集中在重

金属之间或者有机磷农药之间，很少有研究涉及金属

和农药间的联合效应［３－４］。本文采用固定浓度比法，

研究了重金属Ｚｎ和Ｃｄ与辛硫磷和敌百虫２种农药

以毒性单位比为４∶１、３∶２、１∶１、２∶３和１∶４构成的二

元混合体系对卤虫（Ａｒｔｅｍｉａ　ｓａｌｉｎａ）的联合毒性，了解

金属和农药间的相互作用规律。同时，应用ＣＡ及ＩＡ
预测不同毒性单位比二元混合物的联合毒性，并与实

际测定值相比较，以判定模型的预测能力。

１　材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　主要试剂

　　ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（ＣＡＳ　Ｎｏ．７４４６－２０－０）和ＣｄＣｌ２·２．
５Ｈ２Ｏ（ＣＡＳ　Ｎｏ．７７９０－７８－５）２种重金属化合物均为

分析纯，购自上海化学试剂公司。辛硫磷（ＣＡＳ　Ｎｏ．
１４８１６－１８－３）和敌百虫（ＣＡＳ　Ｎｏ．５２－６８－６）２种有机磷

农药均为标准品，购自Ｃｈｅｍ－Ｓｅｒｖｉｃｅ公司。分别将重

金属化合物和有机磷农药溶于去离子水和１００％丙

酮中，配制得一定浓度的母液，并存储于４℃备用。

实验前将各母液用人工海水倍比稀释得到相应浓度

的试 液。人 工 海 水 是 将 人 工 海 盐（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公

司）溶解于去离子水中配制而得，盐度为３５‰。

１．２　受试生物

　　实验以出膜３０ｈ的卤虫无节幼体（ＩＩ～Ⅲ龄）作为

受试生物，该龄期的卤虫是检测毒物毒 性 的 最 佳 龄

期［５］。受试卤虫无节幼体均由休眠卵（金海湾生物科

技有限公司）孵化而得，孵化方法如文献所述［５］。

１．３　单一毒性实验

　　实 验 于６孔 细 胞 培 养 板 中 进 行，每 孔 注 入１０
ｍＬ试液，并随机放入１０只健康的卤虫。试液浓度

根据预实验结果确定，按等对数间距共设成９个梯

度浓度，并设空白对照及溶剂对照（含０．１％丙 酮，
此为试液中丙酮的最高含量），每个浓度设置５个平

行。将注入试液并放置卤虫的细胞培养板置于（２５
±１）℃恒温培养箱（上海精密仪器仪表 公 司）进 行

暴露实验，光暗比为１２ｈ∶１２ｈ。暴 露２４ｈ后，在

立体显微镜下记录卤虫死亡情况以计算半数致死浓

度（ＬＣ５０）。以解剖针触动卤虫，其触角１０ｓ内保持
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不动为死亡标准。

１．４　联合毒性实验

　　根据各单一毒物的ＬＣ５０值，以毒性单位比为４∶１、３
∶２、１∶１、２∶３和１∶４的比例将受试毒物两两混合，组成

不同配比的二元混合体系。根据预实验结果，按等对

数间距设置９个浓度梯度，测定各混合体系对卤虫的

联合毒性，实验步骤及方法与单一毒性的测定相同。

二元混合物的总浓度为２个组分浓度之和。

１．５　联合毒性的评价

　　在水生生物毒理研究中，通常采用浓度加和模

型评价混合物的联合效应。等效线图解法［６－７］便是

这种模型的 可 视 化 应 用（如 图１）。在 图 中，二 元 混

合物中的２个组分均用毒性单位（ＴＵ）表示，各组分

的ＴＵ计算方法如下：

ＴＵＡ＝
ＣＡ

ＬＣ５０，Ａ
（１）

　　式中，ＴＵＡ为组分Ａ的毒性单位，ＬＣ５０，Ａ为单独

测试组分Ａ时的半数致死浓度（ＬＣ５０），ＣＡ为混合物

ＬＣ５０中组分Ａ的浓度。ＣＡ也等于混合物ＬＣ５０乘以

组分Ａ所占的比率。

　　如图１，以混合物中２个组分的ＴＵ为坐标 轴

建立坐标系。当毒物单独作用时，ＴＵ为１。连接２
个组分单独的ＴＵ及９５％置 信 区 间 可 得 到 加 和 带

（ａｄｄｉｔｉｖｉｔｙ　ｂｅｌｔ），它 表 示 混 合 物 的 加 和 相 互 作

用［６－７］。当不同 配 比 混 合 物 的９５％置 信 区 间 位 于

加和带右上方时，表示各组分间产生拮抗效应；当混

合物９５％置信区间位于加和带左下方时，表示各组

分间产生协同效应；当混合物９５％置信区间与加和

带重叠时，则混合物表现为加和效应［７］。

１．６　等效应比混合物的毒性预测

１．６．１　浓度－效应曲线拟合

　　应用Ｌｏｇｉｔ［２］模型对毒物的观测数据进行非线

性拟合，得 到 浓 度－效 应 曲 线。Ｌｏｇｉｔ模 型 可 用 如 下

公式表示：

Ｅ＝１／（１＋ｅｘｐ（－α－βｌｏｇ１０（Ｃ））） （２）

　　式中，α和β为模型的２个参数，Ｅ为毒物对卤

虫的致死率，Ｃ为毒物的浓度。

　　１．６．２预测模型

　　依据 单 一 化 合 物 的 浓 度－效 应 曲 线，可 以 采 用

ＣＡ和ＩＡ模型 对 等 效 应 比 混 合 物 的 联 合 毒 性 进 行

预测。ＣＡ模 型［２］适 用 于 相 似 联 合 作 用，即 指 混 合

物中各组分通过相同机制起作用，有相同的作用形

式，可以用如下公式表示：

ＥＣｘ，ｍｉｘ＝（∑ｎｉ＝１
Ｐｉ
ＥＣｘ，ｉ

）－１ （３）

　　式中，ＥＣｘ，ｍｉｘ为引起ｘ％效应的混合物预测总浓

度，ＥＣｘ，ｉ为组分ｉ单独引起相同效应（ｘ％）时的浓度，

Ｐｉ为混合物中组分ｉ的浓度占混合物总浓度的百分比。

　　ＩＡ模型［２］则适用于独立联合作用，即指混合物

中各组分产生的效应独立于其他的，作用形式也不

同。其公式如下：

Ｅ（Ｃｍｉｘ）＝１－Ⅱｎｉ＝１［１－Ｅ（ｃｉ）］ （４）

　　式中，Ｅ（Ｃｍｉｘ）为包含ｎ个组分的混合物在浓度为

Ｃｍｉｘ（Ｃｍｉｘ＝Ｃ１＋……＋Ｃｎ）时所产生的效应，Ｅ（Ｃｉ）为混

合物中组分ｉ在浓度为Ｃｉ时单独产生的效应。

１．７　数据处理

　　采用概率单位法计算２４ｈ－ＬＣ５０及其９５％置信

区间［８］。应用ＳＰＳＳ　１６．０对观测数据进行非线性拟

合。联合毒性预测及绘图是在 Ｍａｔｌａｂ　７．５中进行。

２　结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）

２．１　单一化合物毒性

　　暴露２４ｈ后，空白对照和溶剂对照组中卤虫的

存活率均为１００％。重金属Ｚｎ、Ｃｄ及有机磷农药辛

硫磷、敌 百 虫 对 卤 虫 的２４ｈ－ＬＣ５０及 其９５％置 信 限

分别为：３５２．７３（３２４．６２～３８４．６０）、１５０．０８（１３８．
７７～１６１．０８）、２５．５０ （２２．８８～２８．９３）和１３９．０３
（１２８．５５～１５０．６２）ｍｇ·Ｌ－１。由 于Ｃｄ和 敌 百 虫 的

９５％置信限存在重叠，故二者对卤虫的２４ｈ急性毒

性并不存在显著差异。４种毒物对卤虫毒性从大到

小顺序为：辛硫磷＞敌百虫≈Ｃｄ＞Ｚｎ。

２．２　二元混合物联合毒性

　　如图１所示，Ｚｎ－Ｃｄ混合物对卤虫的毒性随Ｚｎ比

例的增加而增强。低Ｚｎ比例的混合物（１∶４、２∶３）其

９５％置信限位于加和带右上方，表现为拮抗作用；而

中、高Ｚｎ比例的混合物（１∶１、３∶２、４∶１）其９５％置信限与

加和带有重叠，表现为加和效应。５种配比的辛硫磷－
敌百虫混合物均表现为加和效应。金属－农药混合物

的９５％置信限均落在加和带右上方，为拮抗作用。

２．３　等效应比混合物实验观测值与预测值的比较

２．３．１　浓度－效应曲线拟合

　　用Ｌｏｇｉｔ模型拟合单一毒物及二元混合物的实验

数据，得到非线性浓度－效应曲线。所得曲线参数α位

于５０．６５１～１４．０５５之间，β位于１４．０５５～５．４７３之间，
相关系数（ｒ）值均高于０．９８３，均方根误差（ＲＭＳＥ）均低

于０．０６４９，表明Ｌｏｇｉｔ模型对所有实验数据拟合度很

好。
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图１　Ｚｎ、Ｃｄ、辛硫磷、敌百虫４种毒物二元混合物的联合毒性评价结果

注：数据为平均值±９５％置信区间（ｎ＝５），下同，（ ）表示加和带

Ｆｉｇ．１　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｂｉｎａｒｙ　ｍｉｘｔｕｒｅ　ｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｏｆ　Ｚｎ，Ｃｄ，ｐｈｏｘｉｍ　ａｎｄ　ｄｉｐｔｅｒｅｘ

Ｎｏｔｅ：ｄａｔａ　ａｒｅ　ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ　ａｓ　ｍｅａｎ±９５％ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ　ｉｎｔｅｒｖａｌ（ｎ＝５），（ ）ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ａｄｄｉｔｉｖｉｔｙ　ｂｅｌｔ．

２．３．２　联合毒性预测

　　应用ＣＡ及ＩＡ模型预测４种毒物的二元混合

物联合毒性，并以预测曲线是否能够落在实验值的

９５％置信区间内来判断模型的预测能力。从图２可

知，ＣＡ及ＩＡ对Ｚｎ－Ｃｄ混合物的预测能力随Ｚｎ／Ｃｄ
比例的变化而有所不同。ＩＡ适合于预测低Ｚｎ比例

（１∶４、２∶３）Ｚｎ－Ｃｄ混合物的联合毒性；而对于中、高

Ｚｎ比例（１∶１、３∶２、４∶１）的Ｚｎ－Ｃｄ混 合 物，ＣＡ则 更

适合。ＣＡ对５种不同配比的辛硫磷－敌百虫混合物

联合毒性的预测 效 果 均 很 好。对 于 金 属－农 药 混 合

物，其实际的浓度－效应曲线与预测曲线的形状均有

所不同，尤其 是Ｚｎ－敌 百 虫 混 合 物 的 实 际 曲 线 较 预

测曲线更为陡峭，表明毒性增加更为快速。总体而

言，ＩＡ模 型 的 预 测 曲 线 基 本 落 在 实 验 观 测 值 的

９５％置信 区 间 内，这 表 明ＩＡ模 型 基 本 适 用 于 对 所

测定的金属－农药二元混合物联合毒性的预测。

３　讨论（Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

　　４种毒 物 对 卤 虫 的２４ｈ－ＬＣ５０值 要 比 其 在 自 然

水域环境中被检出的浓度高出５～６个数量级［９］，并
且所有测 试 的 二 元 混 合 物 都 不 存 在 协 同 效 应。然

而，本研究 仅 仅 致 力 于 考 察 几 种 毒 物 在 短 期 内（２４
ｈ）对卤虫存活情况的影响，基于这些数据的分析仅

可作为毒物风险评估的第一步，并不能真实地反映

毒物对水生动物长期的、潜在的威胁。几种毒物对

水生动物亚致死指标的影响是否存在协同效应也尚

待进一步判定。所以，对上述几种污染物的毒性评

估要综合考虑其对水生动物长期的、慢性的亚致死

效应，此方面研究仍需加强。

　　研究中发 现，Ｚｎ－Ｃｄ混 合 物 的 联 合 毒 性 依 赖 于

各自的配比，表明混合物毒性研究中各组分的比例

是一个必须考虑的因素。其他学者的研究也发现类

似的结果［３，１０－１２］。例如，Ｏｔｉｔｏｌｏｊｕ［３］研究了几种重金

属对玉 黍 螺（Ｔｙｍｐａｎｏｔｏｎｕｓ　ｆｕｓｃａｔｕｓ　ｖａｒ　ｒａｄｕｌａ）
的急性毒性，发现随着Ｃｕ比例的提高，Ｃｄ－Ｃｕ联合

毒性增强；Ｗａｎｇ等［１１］也 发 现Ｃｕ增 强 菲 醌 对 费 氏

弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ　ｆｉｓｃｈｅｒｉ）的６０ｍｉｎ急性毒性。

　　Ｚｎ－Ｃｄ混合物的联合毒性依赖于各自配比的作

用机理尚不能完全确定，推测其可能跟活性氧自由
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图２　Ｚｎ、Ｃｄ、辛硫磷、敌百虫４种毒物二元混合物实验观测值与模型预测值

Ｆｉｇ．２　Ｏｂｓｅｒｖｅｄ　ａｎｄ　ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂｉｎａｒｙ　ｍｉｘｔｕｒｅｓ　ｏｆ　Ｚｎ，Ｃｄ，ｐｈｏｘｉｍ　ａｎｄ　ｄｉｐｔｅｒｅｘ
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基（ＲＯＳ）的 产 生 有 关。有 研 究 表 明，重 金 属Ｃｄ能

够刺激动物［１３］和细菌［１４］机体过度产生ＲＯＳ从而引

发毒性。金属Ｚｎ本身是动物体内所必须的痕量元

素，是构成众多抗氧化酶及Ｚｎ－依赖因子的重要组成

部分［１５］。它能够保护蛋白质的巯基并且阻止体内金

属离子与Ｈ２Ｏ２和超氧化物反应形成·ＯＨ，从而在体

内充当抗氧化剂［１６］。当卤虫暴露于低Ｚｎ配比的Ｚｎ－
Ｃｄ混合物时，机体内的Ｚｎ２＋转移因子、金属硫蛋白及

其他的Ｚｎ－结合蛋白能够与吸收的Ｚｎ离子结合并将

其 转 移［１７］。低 浓 度 的 Ｚｎ刺 激 超 氧 化 物 歧 化 酶

（ＳＯＤ）及其他抗氧化酶的激活，发挥抗氧化剂作用，阻
止体内过度产生ＲＯＳ。所以，低Ｚｎ配比的Ｚｎ－Ｃｄ混合

物表现为拮抗效应。然而，高浓度的Ｚｎ离子对机体也

造成伤害。过量的Ｚｎ能够通过还原型辅酶Ⅱ（ＮＡＤ－
ＰＨ）－依赖的机制钝化谷胱甘肽还原酶（ＧＲ），从而增加

氧化型谷胱甘肽／谷胱甘肽（ＧＳＳＧ／ＧＳＨ）的比率［１８］。

ＧＳＨ在清除ＲＯＳ方面具有重要作用，其减少必然会间

接导致ＲＯＳ水平增加，从而加强Ｃｄ对卤虫的毒性。

　　许多研究成功地证明了ＣＡ能够准确预测包含

相同或相似作用机制组分的混合物的联合毒性，而

对于那些包含相对独立作用机制组分的混合物，ＩＡ
则更为实用［１９－２０］。然 而，也 有 学 者 提 出，这 些 研 究

大多都只是针对单细胞生物进行，由于复杂生物体

具有更为复杂的组织结构和致毒机理，因此将这些

结论 从 单 细 胞 生 物 外 推 到 复 杂 生 物 体 上 并 不 恰

当［２１－２２］。本研究发现，ＣＡ能够准确预测辛硫磷－敌百

虫混合物的联合毒性，ＩＡ也基本适用于对金属－有机磷

农药混合物联合毒性的预测，这表明在复杂生物（如卤

虫）体内，辛硫磷与敌百虫通过相同作用位点、作用机

理起作用，符合剂量加合原理（ＣＡ）；而２种金属（Ｚｎ、

Ｃｄ）和２种农药（辛硫磷、敌百虫）则通过相对独立的作

用机制致毒。此外，ＣＡ及ＩＡ　２种模型对不同配比Ｚｎ－
Ｃｄ混合物联合毒性的预测能力不同，表明在不同配比

情况下，Ｚｎ－Ｃｄ混合物作用机理有所不同。
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