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摘要: 分析了 3 种常见的代表性新型污染物对发光菌的单一毒性和等毒性比例下的联合毒性ꎬ基于毒性单位法(TU)、相加指

数法(AI)和混合毒性指数法(MTI)评价混合体系联合毒性作用类型ꎮ 三氯生、五氯酚、双酚 A 对发光菌的半数效应浓度(EC50 )

分别为:0.045、0.035、0.74 mgL￣1ꎮ 不同的评价方法对 3 种新型污染物的联合效应评价结果具有较好的一致性ꎬ多元混合体系

呈现为不同程度的拮抗作用ꎬ结合分子结构特征和不同取代基的相互作用ꎬ初步分析了联合毒性机理ꎬ进一步毒性作用机制

还需要通过对生物生理生化响应等进行深入研究ꎮ 新型污染物混合体系对发光菌的联合作用呈现以拮抗作用为主ꎬ表明此

类污染物环境残留可导致相关化学品功效降低ꎬ引发微生物耐药性的产生和传播的风险ꎮ
关键词: 新型污染物ꎻ发光菌ꎻ毒性分析ꎻ风险评价
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: The single toxicity and joint toxicity to Photosbacterium phosphoreum under the same toxicity ratio of
� three emerging pollutants were studied. The action types of joint toxicity were evaluated by toxicity unit (TU),

additive index (AI) and mixtures toxicity index (MTI). The acute toxicity EC50 of triclosan, pentachlorophenol and
bisphenol A to Photosbacterium phosphoreum were 0.045, 0.035 and 0.74 mgL￣1 respectively. A consistent action
mode was obtained by different evaluating methods. Antagonism action of various extents existed among the multi￣
ple composite systems. Mechanisms of joint toxicity were preliminarily analyzed combining with characteristics of
emerging pollutants molecular structure and interaction of different substituents. The further mechanisms of toxicity
action need further understanding on physiological and biochemical responses of organisms. The facts that emer￣
ging pollutants mixture systems showed almost antagonism could indicate that environmental residue may reduce
the efficiency of related chemicals and evolve the risk of microbe resistance and its spread.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: emerging pollutants; Photobacterium phosphoreum; toxicity analysisꎻrisk assessment
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　 　 新型污染物是一种以低微浓度就能影响生物生

存或抑制生物机能的化学物质ꎬ这类污染物来源广、
排放量大ꎬ造成其在环境中长期存在ꎮ 随着新型污

染物的大量使用ꎬ收纳水体已检出它们的活性成分ꎬ
且检出浓度有逐年增大的趋势ꎮ 其环境残留可对土

壤微生物、水生生物、植物生长发育等方面产生明显

的危害或潜在的负面影响[1￣3]ꎮ 环境中典型的新型

污染物包括药品及个人护理品、内分泌干扰物、有机

氯农药等ꎬ选取其代表作为研究对象(三氯生、五氯

酚、双酚 A)探究其对发光菌的毒性作用ꎮ 三氯生是

一种广泛使用的抗菌剂和杀菌剂ꎬ主要添加于各种

护理品等各类消费产品中ꎮ 在各种环境介质和生物

体内都检测到其存在ꎬ因其具有亲脂性、持久性、生
物累积性和毒性ꎬ故对生态环境和人类健康造成了

潜在危害[4]ꎮ 五氯酚是一种常见的易电离、难溶于

水的氯代芳香族有机污染物ꎮ 自 20 世纪 30 年代以

来ꎬ五氯酚及其钠盐在全球范围内被广泛用作杀菌

剂、除草剂、杀虫剂和木材防腐剂[5]ꎮ 双酚 A 会扰乱

人体内的代谢过程ꎬ被认定具有雌激素活性的化学

品ꎮ 工业上常被用来合成聚碳酸酯、环氧树脂等材

料ꎮ 随着塑料制品行业的迅猛发展以及塑料制品的

广泛使用ꎬ大量消耗的双酚 A 进入环境可造成严重

的环境污染[6]ꎮ
新型有机污染物在环境中有低剂量混合以及持

久性存在的特点ꎬ其产生的联合毒性对生物产生了

潜在的风险ꎮ 单一污染物的生物学效应显然不能满

足现实中水体的特点ꎬ进行联合毒性的研究迫在眉

睫ꎮ 国际上关于新型污染物的研究主要集中于其在

环境中的迁移转化ꎬ对其毒性作用的研究文献较少ꎬ
国内的研究尚属刚刚起步ꎮ 因此研究新型污染物的

生态毒性机理以及其他环境污染物的联合毒性效应

值得重视[7￣9]ꎮ
结合生物发光细菌应用范围广、使用简便、灵敏

度高、相关性好、反应速度快等优点ꎬ本实验将发光

菌(Photobacterium phosphoreum)作为指示物ꎬ通过测

� 定发光菌的发光强度ꎬ计算发光抑制率ꎬ并对浓度

和发光抑制率作图ꎬ确定 3 种新型污染物单独作用

时的半数效应浓度 (EC50 )和混合体系中混合物的

EC50ꎮ 进一步采用毒性单位法 (TU)、相加指数法

(AI)、混合毒性指数法(MTI)等联合毒性评价方法对

联合毒性作用类型进行评价ꎬ判断其联合作用机制ꎬ
并结合发光菌的发光原理ꎬ对联合毒性作用机理进

行初步讨论ꎮ

１　 材料与方法(Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ)
１.１　 仪器与材料

DXY22 型生物毒性测试仪(中国科学院南京土

壤研究所制造)ꎻ8522 型恒温磁力搅拌器(上海司乐

仪器厂)ꎻTHZ282 型气浴恒温振荡器(江苏金坛仪器

厂)ꎻDHP29082 型电热恒温培养箱(上海一恒科技有

限公司)ꎻLDZX240CI 型立式自动电热压力蒸汽灭

菌锅(上海申安医疗器械厂)ꎻ不同量程的精密移液

器(Thermo 公司)ꎻSJH 型洁净工作台(沈阳市净化仪

器厂二分厂)ꎮ
１.２　 试剂材料

１.２.１　 主要试剂

双酚 A、三氯生、五氯酚皆为国药集体化学有限

公司提供ꎬ纯度>99% ꎬ其他实验试剂皆为国产分

析纯ꎮ
１.２.２　 菌种的培养

工作菌液的制备:吸取一定量培养好的摇瓶菌

液于 3% NaCl 溶液中ꎬ充分搅拌ꎬ稀释程度以控制空

白(由 2 mL 的 3% NaCl 溶液和 0.1 mL 的工作菌液

组成)发光强度在 300 ~ 800 为宜ꎮ 明亮发光杆菌

(Photobacterium phosphoreum)冻干粉购自中国科学

� 院南京土壤研究所微生物室ꎮ 有关发光菌冻干粉的

复苏、斜面菌种的培养、摇瓶菌液的培养、工作菌液

的制备等操作方法见文献[10]ꎮ
１.３　 急性毒性 ＥＣ５０的测定

发光细菌毒性测试经毒性预试验、单一和联合

毒性分析等步骤实施实验设计[10]ꎮ
１.３.１　 预实验

选定浓度梯度进行试验ꎬ观察 15 min 发光菌的

发光抑制率ꎬ找出试验的正确浓度范围ꎮ
１.３.２　 单一毒性 ＥＣ５０的测定

在预实验的基础上ꎬ将待测化合物配成适当的

6 个浓度梯度ꎬ各取不同梯度的溶液 2 mL 加入具塞

磨口比色管(Φ15 cmꎬ高 6 cm)中ꎬ以 2 mL 3% NaCl
溶液作空白对照ꎬ取 0.2 mL 工作菌液于各比色管

中ꎬ加塞上下振荡均匀ꎬ去塞ꎬ暴露 15 minꎬ测定发光

强度ꎮ 每个浓度梯度设 3 组平行ꎬ保证标准偏差低

于 10% ꎮ
１.３.３　 联合毒性 ＥＣ５０的测定

根据单一毒性的测试结果ꎬ绘制每种医药品对

发光菌作用的效应￣剂量曲线ꎬ以获得单一毒性

EC50ꎬ并将待测物三氯生、双酚 A、五氯酚按等毒性

比例配制二元及多元混合体系ꎬ每组浓度设置 3 个
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平行ꎬ以 3% NaCl 为空白对照ꎬ根据预实验结果设 6
个浓度梯度(半数抑制率附近)ꎬ测定混合体系对发

光菌的联合毒性 EC50 值ꎮ 确保 3 组平行实验的标

准偏差低于 10% ꎮ
１.４　 数据处理

鉴于污染物浓度与其对应发光抑制率的关系在

EC50附近呈良好的线性分布ꎬ故本实验采用 Excel
绘图ꎬ将化合物浓度(x)和发光抑制率(y)进行回归分

� 析ꎬ求得回归方程:y(发光抑制率) = ax(化合物浓度)
� +bꎮ 根据线性方程求出发光抑制率为 50% 时所对

� 应的化合物浓度ꎬ即为化合物单独作用时 EC50ꎮ 化

合物浓度和死亡率之间的相关系数 rꎬ经显著水平

� 检验ꎬ置信区间范围大于 95% ꎮ

发光抑制率=
对照发光强度- 样品发光强度

对照发光强度
×100%

１.５　 联合毒性评价方法

多种污染物与生物体的联合毒性作用ꎬ可以分

为独立、相加、协同和拮抗 4 种作用类型ꎬ采用毒性

单位法 (TU)、相加指数法 (AI)、混合毒性指数法

(MTI) 等方法可对这些类型进行定量判别和分

析[11￣12]ꎮ 表 1 为联合毒性作用类型量化评价依据ꎮ

２　 结果与讨论(Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ)
２.１　 单一毒性作用测试分析

综合分析 3 种新型污染物(三氯生、双酚 A、五
氯酚)对发光细菌的急性毒性测试结果可以看出(表

2)ꎬ随着新型污染物浓度的升高ꎬ发光菌的发光强度

呈下降趋势ꎬ且污染物浓度和死亡率之间的相关系

数 r 均大于 0.95ꎮ 相对发光强度与 3 种新型污染物

� 在一定的浓度范围内具有良好的线性关系ꎮ
3 种新型污染物对发光菌有不同程度的抑制作

用ꎬ对发光菌的半数效应浓度 (EC50 ) 值分别为:
0.045、0.74、0.037 mgL￣1ꎬ其毒性作用强弱为:五氯

酚﹥三氯生﹥双酚 Aꎬ即五氯酚的生物毒性最大ꎬ以
下依次是三氯生、双酚 Aꎮ 3 种新型污染物的分子

结构如图 1ꎬ从结构上看ꎬ3 种污染物母环相同ꎬ各自

的取代基的种类和数量皆不同ꎬ即母体相同的化合

物ꎬ不同的取代官能团对其毒性效应影响较显著ꎮ
翟丽华[13]选取 17 个部分取代苯化合物对发光菌进

行急性毒性研究ꎬ得到取代基对发光菌的毒性贡献

大小顺序为:￣NO2 >￣Cl>￣CH3 >￣NH2 >￣OHꎮ 这与本

研究结果一致ꎬ可推断 3 种新型污染物抑制发光菌

的差别ꎬ来源于不同取代基影响作用于微生物靶点

的效应程度ꎮ 若获得各取代基对发光菌的毒性贡

献ꎬ则需要进一步分子相互作用机制的相关理论和

研究支持ꎮ
２.２　 二元及三元混合体系的联合毒性评价

二元及三元混合体系的 EC50 值和联合毒性评

价结果见表 2ꎮ 混合体系中多个 EC50值ꎬ分别与表

格左侧污染物顺序相对应ꎮ 等毒性比例混合下ꎬ三
氯生+双酚 A、三氯生+五氯酚、双酚 A+五氯酚 3 组

表 １　 不同评价指数的联合作用类型判断标准

Table 1　 The joint toxicity types and standards of different evaluating methods

协同作用

Synergistic

简单相加作用

Simple additive

独立作用

Independent

拮抗作用

Antagonism

部分相加作用

Partial additive

TU M<1 M =1 M =M0 M>M0 M0 >M>1

AI AI>1 AI =1 AI<0

MIT MIT>1 MIT =1 MIT =0 MIT<0 0<MIT<1

表 ２　 ３ 种新型污染物单一毒性测试结果

Table 2　 Single toxicity test results of three emerging pollutants

新型污染物

Emerging pollutant

回归方程

Regression formula
r

浓度范围/(mgL￣1)

Concentration range/(mgL￣1)
EC50 /(mgL￣1)

三氯生

Triclosan
y =293.07x+36.189 0.9804 0.01 ~ 0.07 0.045

双酚 A

Bisphenol A
y =17.068x+37.375 0.9566 0.1~ 19 0.74

五氯酚

Pentachlorophenol
y =347.8x+37.114 0.9838 0.01 ~ 0.3 0.037
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图 １　 ３ 种新型污染物结构式

Fig. 1　 Structural formula of three emerging pollutants

二元混合体系的 M 值均大于 M0 值ꎻAI 均小于 0ꎻ
� MTI 均小于 0ꎮ 因此ꎬ3 组二元混合体系均表现出拮

抗作用ꎮ AI 值越接近于 0ꎬ越靠近相加作用ꎬ而 MTI
值越接近于 0ꎬ越靠近独立作用ꎬ根据 3 组二元混合

体系的 MTI 和 AI 值大小的不同ꎬ可判断其拮抗作

用的强度有所不同ꎬ由此获得不同体系拮抗作用的

排序为:双酚 A+五氯酚﹥三氯生+五氯酚﹥三氯生

+双酚 Aꎮ
等毒性比例混合下ꎬ三元混合体系的 M 值大于

� M0值ꎻAI 小于 0ꎻMTI 小于 0ꎮ 三元联合毒性作用

� 表现为拮抗效应ꎮ 由于二元混合体系联合毒性均表

现为拮抗作用ꎬ由此猜测 3 种新型污染物分子间的

相互作用可导致体系联合毒性降低ꎬ多个二元拮抗

体系累加ꎬ各分子间相互作用增强可导致多元混合

体系呈现拮抗作用ꎮ 因此ꎬ多元混合体系联合作用

类型在多数情况下呈现为拮抗作用ꎮ 实验结果与假

设相符ꎬ证实猜测:多元混合体系联合毒性表现为拮

抗的原因是多种拮抗体系累加的结果ꎮ 方章顺等[14]

研究典型抗生素与群体感应抑制剂对费氏弧菌的三

元慢性联合毒性ꎬ证明了两元混合体系的拮抗作用

是三元体系为拮抗作用的根本原因ꎮ 任皓等[15]在盐

酸吉他霉素与金霉素、盐霉素、黄霉素对发光细菌联

合毒性作用实验的研究结果中发现:在多个混合体

中ꎬ拮抗作用表现较强的分子混合体系起主导作用ꎮ
由此可见ꎬ污染物在环境中经过各途径混合后ꎬ其相

互作用可能导致毒性减弱ꎮ
在现实环境的污染评价中ꎬ不能将各污染物毒

性通过简单叠加来判断其综合毒性[16]ꎮ 实验获得联

合毒性类型为拮抗作用ꎬ与前人研究结果相一致ꎮ
丛永平等[17]研究发现ꎬ四环素类抗生素和氯霉素类

抗生素对发光菌(Photobacterium phosphoreum)的联

� 合急性毒性亦均表现出拮抗作用ꎮ 翟丽华[13]选取 5
种有机化合物苯、苯酚、苯胺、硝基苯、对氯酚采用等

比毒性进行联合毒性研究,其中联合作用类型以拮

抗为主ꎬ上述研究同时表明ꎬ拮抗作用在同类化合物

发生的概率较高ꎮ

表 ３　 二元和三元混合体系的 ＥＣ５０值和联合毒性评价参数及作用类型

Table 3　 Joint toxicity evaluating parameters and types for different binary and ternary systems

混合体系

Mixed system
EC50 /(mgL￣1)

TU

M M0

AI MIT
作用类型

Interaction type

三氯生+五氯酚

Triclosan+Pentachlorophenol

0.092

0.077
4.13 1.98 ￣3.13 ￣1.07

拮抗

Antagonism

三氯生+双酚 A

Triclosan+Bisphenol A

0.076

1.29
3.43 1.97 ￣2.43 ￣0.85

拮抗

Antagonism

五氯酚+双酚 A

Pentachlorophenol+Bisphenol A

0.19

1.66
7.38 1.44 ￣6.38 ￣4.53

拮抗

Antagonism

五氯酚+双酚 A

+三氯生

Pentachlorophenol+Bisphenol A+Triclosan

0.089

1.81

0.11

7.30 3.00 ￣6.295 ￣0.83
拮抗

Antagonism
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２.３　 联合毒性机制初步讨论

综合分析二元、三元混合体系联合毒性ꎬ同为拮

抗效应ꎬ对于呈现的联合作用效应ꎬ可从 3 种新型污

染物不同取代基的特性及其相互作用、发光菌发光

原理进行初步的联合毒性机理分析ꎮ 大部分发光细

菌发光机制是基本相同的ꎬ都必须有细菌荧光素酶

(LE)、还原性的黄素单核苷酸(FMNH2)、氧气(O2)、长
链脂肪醛 ( RCHO ) 的参与ꎬ 大体发光反应过程

如下[17￣19]:
FMNH2 +O2 +RCHO→FMN+PRCOOH+H2 O+光

(light)
此反应中ꎬ黄素单核苷酸是重要的辅酶ꎬ它的还

原形式(FMNH2)与氧化形式(FMN)之间的转化起到

了传递氢的作用ꎮ 研究的化合物可与 FMNH2分子

以氢键结合ꎬ阻碍了 FMNH2对氢的传递作用ꎬ从而

干扰了正常的发光反应ꎬ致使发光菌的发光受到

抑制ꎮ
结合本实验 3 种新型污染物的联合毒性作用类

型ꎬ拮抗作用可由竞争位点理论来解释[20]ꎮ 3 种新

型污染物均属于芳香族化合物ꎬ假设这类物质进入

机体后首先形成离子活性形式ꎬ然后与生物大分子

的电荷中心发生结合ꎮ 以三元混合体系的联合作用

为例ꎬ当五氯酚和三氯生与双酚 A 共同作用时ꎬ由
于双酚 A 在等毒性溶液中的物质浓度较高ꎬ且分子

量小ꎬ更容易进入细胞膜ꎬ大量双酚 A 活性离子占

据有限结合位点ꎬ从而降低了五氯酚和三氯生活性

离子的结合机会ꎬ而双酚 A 的毒性远小于五氯酚和

三氯生ꎬ导致混合毒性降低ꎬ联合毒性作用表现为拮

抗作用ꎮ
新型污染物混合体系对发光菌的联合作用呈现

以拮抗作用为主ꎬ表明此类污染物环境残留可导致

相关化学品功效降低ꎬ引发微生物耐药性的产生和

传播的风险ꎮ 若进一步分析引起拮抗作用的原因ꎬ
还需要对毒物联合作用机制以及对发光菌生理生化

反应等进行深入研究ꎬ实现对混合毒性和作用机制

的定量预测ꎬ为该类污染物全生命周期影响评价奠

定基础ꎮ

通讯作者简介:董玉瑛(1968—)ꎬ女ꎬ环境科学博士ꎬ教授ꎬ主
要研究方向为有机污染化学ꎬ发表学术论文 100 余篇ꎮ
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