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摘要: 复杂多变的水化学条件影响重金属生物有效性和毒性,进一步影响水质基准的制定,需要建立既考虑水化学条件又考

虑时间过程的毒代动力学-毒效动力学(toxicokinetics-toxicodynamics, TK-TD)模型去实时地模拟金属的生物蓄积性及产生的毒

性。 本研究将生物配体模型(biotic ligand model, BLM)中氢离子与配体络合常数(KHBL)引入 TK-TD 模型,尝试建立预测水环境

不同 pH 条件下金属毒性的理论模型框架,分别预测镉(Cd)和铅(Pb)在染毒溶液 pH 为 4.5、5.5 和 6.5 下在斑马鱼幼鱼体内的积

累和急性毒性,并验证该模型框架的有效性和合理性。 结果表明,Pb 的最大吸收速率(Jmax )比 Cd 大约 3 倍。 Cd 的致死速率

� (kk)是 Pb 的 4 倍。 Cd 和 Pb 的安全阈值(threshold)之间相差 30 倍。 染毒溶液中 H+浓度增加可显著抑制 Cd 和 Pb 在斑马鱼幼

� 鱼体内的累积量。 基于 KHBL 的 TK-TD 模型可以较好地预测染毒溶液不同 pH(pH=4.5、5.5 和 6.5)条件下,非必需元素 Cd 和

� Pb 在斑马鱼幼鱼体内的累积量及产生的毒性。
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Abstract: The complex and ever-changing hydro-chemical conditions affect the bioavailability and toxicity of
heavy metals, which further affects the formulation of water quality standards. There is a high demand for develo-
ping a toxicokinetic-toxicodynamic (TK-TD) model that considers both hydro-chemical conditions and time proces-
ses to simulate the bioaccumulation and toxicity of heavy metals in real-time. This study attempts to establish a the-
oretical model framework for predicting the toxicity of heavy metals under different pH conditions in the aquatic
environment. Additionally, the present work involves the introduction of hydrogen ion-ligand complex constant
(KHBL) in the biotic ligand model (BLM) into a TK-TD model, by predicting the accumulation and acute toxicity of
cadmium (Cd) and lead (Pb) in zebrafish (Danio rerio) larvae that are exposed to the aquatic environment of vari-

� ous pH levels (4.5, 5.5, and 6.5). Also, the verification of the effectiveness and rationality of the corresponding
model frameworks was carried out in this work. Results showed that the maximum uptake rate (Jmax ) of Pb was

� three times higher than that of Cd. The killing rate kk of Pb is four times lower than that of Cd in the zebrafish lar-
� vae. The safe threshold variation between Cd and Pb was found to be 30-fold. Further, the increased H+ concentra-

tion in poisoning solutions can significantly inhibit the accumulation of Cd and Pb in zebrafish larvae. In conclu-
sion, the KHBL-refined TK-TD model can accurately predict the accumulation and acute toxicity of Cd and Pb in

� zebrafish larvae at pH 4.5, 5.5, and 6.5.
Keywords: cadmium; lead; H+ ; toxicokinetic; toxicodynamic

　 　 在环境中,重金属是指有毒金属(例如,镉(Cd)、
铅(Pb)、铬(Cr)、银(Ag)、锡(Sn)和汞(Hg))或限制性营

养元素 (例如,铁 (Fe)、锰 (Mn)、铜 (Cu)、锌 (Zn)、钼
(Mo)、钴(Co)和镍(Ni))。 有毒金属可通过营养元素

的运输系统进入生物体,进一步取代营养元素的活

性代谢位点[1-3]。 水体环境中的重金属总量可以反

映水体环境所受污染程度,但是并不能作为一个很

好的指标来反映重金属的生物有效性以及对水生生

物所产生的直接效应。 因此,研究重金属的生物有

效性也是科学制定基准的前提和有力保障。 美国环

境保护局(US EPA)运用生物配体模型(biotic ligand
model, BLM)建立 Cu 的水环境质量基准(water qual-
ity criteria, WQC;简称水质基准)[4]。 在我国,虽然已

经有了基于水体中重金属总浓度的WQC,但是用生

物有效性模型确定中国水体的 WQC 迫在眉睫,复
杂多变的水环境因子对重金属毒性的影响会影响水

质基准的制定[5]。
　 　 目前,2 个主要的生物有效性模型用于定量评

估水环境中金属的毒性:BLM 考虑了物种特征(即
BL 泛指生物膜上的受体),并提供了一个用于确定

水化学条件对金属毒性影响的框架[6]。 BLM 认为

金属生物毒性取决于结合到生物膜 BL 上的金属的

浓度,以及溶液中某些阳离子 (例如 H+、K+、Na+、
Ca2+及 Mg2+)的浓度[6]。 这些阳离子可能与金属离

子竞争性结合 BL 的位点[4]。 当结合到生物膜 BL
上的金属的积累量超过临界浓度时,就会发生毒性

作用[5]。 BLM 关注某一暴露终点的毒性效应。 相

比之下,毒代动力学-毒效动力学(toxicokinetic-toxi-
codynamic, TK-TD)模型可以模拟有毒金属对生物

产生毒性的时间过程[7]。 TK 模型描述以溶液中金

属浓度为函数的体内的金属浓度随时间的变化过

程。 简化的 TK 模型包括金属的吸收和排出过程,
但精细化 TK 模型除了包括金属的吸收和排出过

程,还可包括在靶器官或靶部位金属浓度的变化(即
体内分布或生物代谢)。 TD 模型可定量地描述体内

金属浓度在生物靶部位产生的毒性效应(如死亡率

(mortality)、生理损伤 (damage)等)随时间的变化过

程[7]。 认识到 BLM 无法实时地模拟金属积累及产

生毒性的过程[6],也认识到 TK-TD 模型中的参数没

有考虑水化学条件(如 H+ )对金属毒性的影响。 因

此,需要建立既考虑水化学条件又考虑时间过程的

TK-TD 模型去实时地模拟金属的生物蓄积性及产

生的毒性。 TK 模型模拟金属的生物累积过程,而
用 TD 模型描述与金属累积相对应所产生的毒

性[7]。 BLM 中金属吸收速率是关于水化学参数和

阳离子与配体络合常数的函数关系式[8]。 将 BLM
推导出金属的吸收速率引入 TK-TD 模型中,扩大模

型在特定水化学条件下的应用范围。 此外,阳离子

(如 H+、K+、Na+、Ca2+及 Mg2+ )对非必需金属(Cd 和

Pb)的毒性影响没有一致的结论,有研究指出 K+、
Na+、Ca2+ 及 Mg2+ 对 Cd 对虹鳟鱼 (Oncorhynchus
mykiss)的毒性没有影响[9],而 K+、Na+、Ca2+及 Mg2+
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� 浓度升高对 Cd 对大型溞(Daphnia magna)的毒性具

� 有抑制作用[10]。 然而,H+对非必需金属(Cd 和 Pb)的
毒性影响有一致的结论,H+浓度升高对 Cd 对大型

溞(Daphnia magna)的毒性具有抑制作用[10]。 因此,
� 本研究中初步开发了基于氢离子与配体(BL)络合常

数的 TK-TD 模型去预测在不同 pH 条件下非必需

金属(Cd 和 Pb)短期染毒在斑马鱼幼鱼体内的积累

及产生的毒性,并评估模型的准确性。

1　 模型构建与实施(Model construction and im-
plementation)
1. 1　 生物配体模型(BLM)

BLM 通过 Cd2+ 或 Pb2+ 与 BL 的络合常数,即
KCdBL 和 KPbBL(L·mol-1 ),描述 Cd2+或 Pb2+与 BL 络

� 合能力[6]。 并且假设 KCdBL 和 KPbBL 在不同的水化学

� (如 H+)条件下是恒定不变的,KCdBL 或 KPbBL 表示为:

KCdBL =
cCdBL

cCd2+×cBL
或 KPbBL =

cPbBL
cPb2+×cBL

(1)

式中:cCd2 +和 cPb2+是没有结合 BL 的自由的 Cd2+或
� Pb2+的浓度(mol·L-1);cCdBL 或 cP b BL 表示与 BL 结合

� 的 Cd2+或 Pb2+的浓度(mol·L-1 );cBL 表示没有结合

� 任何阳离子的自由的 BL 浓度(mol·L-1)。
BLM 中毒性是关于结合 Cd2+或 Pb2+的配体位

点浓度 cCdBL 或 cP b BL 占总的配体位点浓度(cBL -T )比
� 例系数(fCdBL 或 fPbBL)的剂量-效应函数[6]。 本研究中

� 以 H+为例,考虑 Cd2+或 Pb2+和 H+之间的竞争,fCdBL

� 或 fPbBL 是由 KCdBL、KPbBL、KHBL、cCd2+、cPb2+和 cH +组成

的函数。 fMBL 计算如下:

fMBL =
cMBL

cBL-T
=

KMBL×cMn+

1+KHBL×cH++KMBL×cMn+
(2)

1. 2　 毒代-毒效动力学(TK-TD)模型

本研究中,TK 模型只考虑鱼对金属的吸收和

排出过程,忽略金属在鱼体内的生物代谢过程。 溶

液中 Cd2+或 Pb2+的浓度,即 cCd2+或 cPb2+,作为模型

� 的输入变量来模拟随着时间的变化鱼体内 Cd 或 Pb
浓度。 TD 模型描述随着时间的变化鱼体内 Cd 或

Pb 浓度和在个体水平上产生的毒性效应(死亡率)量
效关系。 本研究采用基于配体络合常数 KCdBL 或

� KPbBL 的 TK-TD 模型来预测斑马鱼幼鱼体内的金属

� 浓度及产生的毒性随时间变化过程(图 1)。 实验期

间不喂食,在 TK 模型的质量平衡微分方程中只考

虑幼鱼通过呼吸作用(口和鳃)摄取的金属[11-12]。
1. 2. 1　 TK 模型

本研究中,短期实验期间不喂食幼鱼,不考虑通

过食物相进入鱼体内的金属,只考虑水相中金属的

吸收。 研究 Cd 或 Pb 随着时间的增加在鱼体内积

累 TK 模型的基本假设包括[13-14]:(1)只考虑进入生

物体内的 Cd 或 Pb(通过洗脱去除可逆地吸附在生

物膜表面上的 BL 位点上的 Cd2+或 Pb2+的干扰)。(2)
Cd 或 Pb 的吸收是主动运输过程,通常由米氏动力

学方程描述,即是 Cd 或 Pb 最大吸收速率(JCd,max 或

� JPb,max,μg·g
-1·h-1)、金属吸收的米氏常数或金属在传

图 1　 TK-TD 模型构成

注:各个符号的意义见正文中式(1) ~ (8)的说明。

Fig. 1　 The refined TK-TD model
Note: For the meaning of symbols see the explanation for Eqs. (1) ~ (8) in the context.
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输位点上的半饱和常数(Km ,Cd 或 Km,Pb,mol·L-1 )和
� 染毒溶液中 cCd2+或 cPb2+(mol·L

-1 )的函数[13]。 Cd 或

� Pb 以被动扩散的形式由鱼体内排出体外,并且是特

定物种的金属的排出速率常数(kCd,out 或 kPb,out,h
-1 )

� 以及体内金属浓度(CCd,int 或 CPb,int,μg·g
-1)的函数。

因此, Cd 或 Pb 鱼体内积累过程可以表示

为[13-14]:
d
dt
CCd,int(t)= (

JCd,max×cCd2+
cCd2++Km,Cd

-kCd,out×CCd,int(t))
α

α+β×t
(3)

d
dt
CPb,int(t)= (

JPb,max×cPb2+
cPb2++Km,Pb

-kPb,out×CPb,int(t))
α

α+β×t
(4)

式中:t 为染毒时间(h);α 为幼鱼初始质量(g);β 为幼

� 鱼生长速率(g·h-1)。 本研究短期毒性试验中,没有

喂食时,斑马鱼幼鱼的生长可以忽略不计,β 被设

为零。
通过 kCdBL 和 km ,Cd 之间的倒数关系将络合常数

� kCdBL 引入到 TK 模型中[15],且 kCdBL 和 kHBL 是物种

� 特征参数,不同物种参数值不同。 本研究中以 H+为

例,考虑金属离子和 H+之间的竞争,随着时间的增

加,Cd 在鱼体内的积累是由 JCd,max、kCdBL、kHBL、cH +

� 和 cCd2+组成的函数。 引入到 TK 模型中,式(3)可以

� 改写为:
d
dt
CCd,int(t)=

JCd,max×cCd2+×KCdBL

cCd2+×KCdBL+cH+×KHBL+1
-kCd,out×CCd,int(t)

(5)
1. 2. 2　 TD 模型

TD 模型确定生物存活率与体内金属浓度之间

量效关系[13-14],微分方程用于模拟随时间的变化,
Cd 或 Pb 体内浓度的变化引起的生物存活率的变

化,如式(6) ~ (8)。 该模型假设所有幼鱼毒性敏感性

是相同的,死亡是一个随机过程[16]。 死亡风险率(H
(t),量纲为 1)是 Cd 或 Pb 在鱼体内开始积累到浓度

� 超过一定安全阈值(threshold,μg·g-1 )时,增加幼鱼

死亡的概率[13-14],以 Cd 为例,表示为:
dH(t)
dt

=kk×max CCd,int(t)-threshold,0[ ] (6)

S(t)=e-H(t)×Scontrol(t) (7)
Scontrol(t)=e

-hb×t (8)
式中:S(t)是 t 时刻时,生物的存活率(量纲为 1),kk

� 是致死速率常数(g·μg-1·h-1),表示超过安全阈值每

单位金属浓度的致死速率,threshold 是不引起生物

死亡时,体内允许的最高金属浓度(μg·g-1 );Scontrol(t)
� 是对照组中生物的存活率(量纲为 1),hb 是对照组的

风险率(h-1 )。 在本研究中,hb 被设为零,因为在 Cd
或 Pb 毒性试验期间(≤96 h)对照组幼鱼没有死亡。

2　 材料与方法(Materials and methods)
2. 1　 化学试剂

在超纯水(Milli-Q,18.2 MΩ·cm)中分别加入氯

化镉(CdCl2·2.5H2O)和硝酸铅(Pb(NO3 )2 )(>99% ,优
级纯,科密欧)配制 Cd 或 Pb 储备液。 再用超纯水将

储备液稀释成一系列浓度的 Cd 和 Pb 的染毒溶液。
通过加入稀 HCl(0.012 mol·L-1 )(>99% ,优级纯,科
密欧)调节染毒溶液的 pH。
2. 2　 模式生物

斑马鱼(Danio rerio,AB 系)购自中国科学院水

� 生生物研究所(武汉),饲养于 20 L 水族玻璃缸[17],水
温保持在(26±0.5) ℃,保持 12 h 光照和 12 h 黑暗的

光周期。 每天用薄片高蛋白鱼饲料喂食 2 次。 将斑

马鱼雌鱼和雄鱼按 2 ∶1 配对,自然交配产卵,采用虹

吸法收集胚胎并用清水冲洗干净。
2. 3　 染毒实验

斑马鱼胚胎发育 72 h 后完全孵化(胚胎一般从

54 h 后开始孵化)出的幼鱼用于染毒实验。 所有幼

鱼染毒实验水温控制(26±0.5) ℃,光照/黑暗周期控

制在 12 h/12 h,并在无菌六孔细胞培养板中进行染

毒(Cellstar,Greiner Bio-one,德国),每孔 10 mL 测试

溶液,每孔 30 条幼鱼。 在六孔细胞培养板的表面上

覆盖保鲜膜,防止染毒溶液过量的蒸发导致溶液中

金属浓度的变化。
2. 3. 1　 H+与 BL 络合常数(KHBL)的测定

在 pH 范围为 4.5 ~ 7 测试体系中评估 Cd 或 Pb
的毒性,同时保持其他测试条件不变的情况下来确

定的。 根据预实验浓度分别确定 0 ~ 5 mg·L-1 Cd
和 0 ~ 10 mg·L-1 Pb 的浓度变化范围,使用超纯水

稀释 Cd 或 Pb 储备液来获得测试溶液,用 HCl(0.012
mol·L-1 )调节各测试溶液的 pH,并使用 pH 计

(S20P-K SevenEasy Plus,Mettler Toledo,瑞士)测定。
染毒溶液各 pH 体系中,每个金属浓度设置 3 个平

行,染毒 24 h 后记录幼鱼死亡率。
2. 3. 2　 金属的吸收速率(JCd,int 和 JPb , int)和排出速率

� (kCd,out 和 kPb,out )致死速率常数(kk )和阈值(threshold)

� 的测定实验
　 　 使用 pH 7.0 左右的超纯水分别设置 0.1 mg·L-1

Cd 和 1 mg·L-1 Pb 进行金属在幼鱼体内的积累和

毒性实验。 实验中选择 9 个时间点(4、8、12、18、24、
36、48、72 和 96 h)作为采样时间。 在每次更新染毒
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溶液之前测定溶液的 pH 值,每天更新相应 pH 值的

染毒溶液。 收集染毒初始时刻和染毒溶液更新之前

的溶液各 5 mL,每个浓度制备 2 个平行样待测浓度。
2. 3. 3　 金属在生物体内积累和毒性验证实验

染毒溶液不同 pH 条件下 (pH 为 4. 5、 5. 5
和 6.5),分别设置 0.1 mg·L-1 Cd 和 1 mg·L-1 Pb 进

行金属在幼鱼体内的积累和毒性实验。 实验中选择

9 个采样时间点(4、8、12、18、24、36、48、72 和 96 h)。
在每次更新染毒溶液之前测定溶液的 pH 值,每天

更新相应 pH 值的染毒溶液。 收集染毒初始时刻和

染毒溶液更新之前的溶液各 5 mL,每个浓度制备 2
个平行样待测浓度。
2. 4　 取样和理化分析

在每个采样时间点,记录幼鱼的死亡率,并收集

染毒组和对照组(超纯水)中存活的幼鱼,每个浓度

设置 3 个平行样,每个平行收集 30 条幼鱼至 1.5 mL
离心管,用超纯水洗净幼鱼,然后冷藏在-20 ℃下用

于进一步分析。 收集的染毒溶液经 0.45 μm 的膜

(Whatman)过滤后待测。
　 　 实验后,将冷冻的幼鱼样品在电热恒温干燥箱

(中环有限责任公司,天津,中国)在(60±0.5) ℃下干

燥 48 h 至恒重,分别称重,并做记录,然后将 1 mL
浓 HNO3(科密欧,优级纯,70% )加入 1.5 mL 离心管

并在(80±2) ℃水浴消解(恒温水浴锅 HWS28,金坛,
中国郑州),然后用一次性注射器(1 mL)带 0.45 μm
的滤头(Whatman)过滤。 所有染毒溶液和幼鱼样品

经过 70% HNO3 酸化,以达到 1%的酸浓度后存储

在 4 ℃冰箱中待测。 采用电感耦合等离子体-质谱

联用仪(ICP-MS,ELAN DRC-E,珀金埃尔默,美国)
对样品中金属的浓度进行测定。 以不同时间点的初

始和终点溶液中金属的平均浓度作为实际染毒浓度

进行数据分析。
2. 5　 统计分析

染毒溶液中 Cd 或 Pb 的化学形态使用 Visual
MINTEQ (Visual MINTEQ Ver. 3. 1, https://vminteq.
lwr.kth.se/)计算。 该模型的输入参数包括水温、溶液

pH 值、Cd2+或 Pb2+、Cl-、和 NO-
3 的浓度。 在所有的

实验组中,在 pH 范围为 4.5 ~ 6.5 测试体系中 Cd 或

Pb 浓度的 99%以上以游离金属离子 Cd2+或 Pb2+形
态存在,因为溶液中只有 Cd2+或 Pb2+、Cl-、和 NO-

3,
没有其他组分(如溶解性有机碳)存在。

H+与配体的络合常数(KHBL)是通过半数致死浓

� 度(LC50Cd2+ 或 LC50Pb2+ )值与染毒溶液中 H+ 的浓度

(cH +)的线性回归的斜率和截距比值得到。 使用建

� 模软件 R 3.1.2(http://www.R-project.ORG/)中“DeS-
olve”软件包估计参数,拟合幼鱼体内金属浓度实验

数据得到 TK 参数(以 Cd 为例,JCd ,max、KCdBL 和 kCd,out

值)。 拟合幼鱼死亡率和体内金属浓度之间关系的

实验数据得到 TD 参数 threshold 和 kk 值。
使用建模软件 R 3.1.2,用基于氢离子与配体络

合常数的 TK-TD 模型分别拟合不同 pH(4.5、5.5 和

6.5)的 Cd 和 Pb 的染毒溶液中,随着时间增加的金

属在斑马鱼幼鱼体内的积累和产生的毒性。

3　 结果(Results)
3. 1　 TK-TD 模型参数求解

3. 1. 1　 H+与配体络合常数 KHBL 求解
Cd 染毒斑马鱼幼鱼 24 h 的 LC50Cd2+与 cH +呈显

� 著的正相关关系(r2 =0.83,P<0.001)(图 2)。 随着染

� 毒溶液 pH 由 5.5 降到 4.5,LC50Cd2+由 4.59×10-6 mol·
L-1升高至 5.64×10-5 mol·L-1。 因此,H+对 Cd 毒性

的抑制效应应当在基于 KHBL 的 TK 模型(式(5))中考

虑。 KHBL 是通过 LC50Cd2+值与 cH +的线性回归方程

� 的斜率和截距比值得到关于 Cd 的 KHBL,logKHBL =
� 5.25(图 2;式(9))。 同样地,Pb 暴露斑马鱼幼鱼 24 h

的 LC50Pb2+与 cH + 呈显著的正相关关系 (r2 = 0.92,P
<0.001)(图 2)。 由 LC50Pb2+值与染毒溶液中 cH +的线

� 性回归方程得到关于 Pb 的 KHBL,logKHBL = 5.23(图
� 2;式(10))。

LC50Cd2+ = 1.38×cH++ 7.77×10
-6(r2 = 0.83,P<0.001) (9)

LC50Pb2+ = 1.27×cH++ 7.38×10
-6(r2 = 0.92,P<0.001) (10)

3. 1. 2　 TK 参数和 TD 参数求解

如图 3 所示,拟合幼鱼体内 Cd 或 Pb 浓度实验

数据得到 TK 参数 JM ,max、KMBL 和 kM ,out 值。 拟合幼

� 鱼死亡率和体内 Cd 或 Pb 浓度之间关系的实验数

据得到 TD 参数 threshold 和 kk 值。 表 1 中列出 TK-
TD 模型中所有参数值,即,kHBL、Cd 或 Pb 的 JM,max、

� kMBL、kM,out、threshold、kk 和斑马鱼幼鱼初始质量(α)。
� 在短时间的染毒实验中,幼鱼生长速率(β)可忽略不

计,并假定为零。 cM,int 和 hb 的初始值设定为零。
精确估计结合于不同水生生物 BL 上金属的浓

度,需要了解金属或水生生物之间的差异。 在本研

究中,Cd2+和 Pb2+与斑马鱼幼鱼 BL 络合常数(kCdBL

� 和 kPbBL)在大型溞(Daphnia magna)体内的络合常数

� 值的范围内(2.38 ~ 7.96)(表 2)[18]。 logkHBL 值低于大

� 型溞(Daphnia magna)和网纹蚤(Ceriodaphnia dubia)
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图 2　 Cd(a)和 Pb(b)单独染毒幼鱼 24 h 后,溶液中 Cd 和 Pb 的半数致死浓度(LC50Cd2+和 LC50Pb2+)和 cH +的线性关系
注:实线代表线性拟合曲线,灰色线代表拟合曲线的 95%置信区间。

Fig. 2　 Median lethal concentrations of metal toxicity (LC50Cd2+ and LC50Pb2+ ) for zebrafish larvae as
a function of cH +after single exposure to Cd or Pb

Note: The solid lines represent the linear regression lines and the grey lines represent the 95% confidence interval.

图 3　 0 ~ 96 h 0. 1 mg·L-1 Cd (a) (b)和 1 mg·L-1 Pb (c) (d)染毒幼鱼后金属在幼鱼体内的积累量和幼鱼存活率

注:实线表示金属在体内的积累量和幼鱼存活率模型拟合值。

Fig. 3　 Comparison between observed and modeled internal concentration (accumulation) and survival fraction in zebrafish larvae

of 0.1 mg·L-1 of Cd (a) (b) and 1 mg·L-1 of Pb (c) (d) during the 96 h exposure
Note: The solid lines are modeled values of internal concentration (accumulation) and survival fraction.
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中得到的值[19-20],但高于裸腹蚤(Moina dubia)中得

� 到的值[21]。 此外,Pb 的最大吸收速率(Jmax )比 Cd 大

� 约 3 倍(表 1)。 金属对生物毒性的增加是由于金属

具有较低的 threshold 或较高的 kk,或两者都有。 Cd
� 的 kk 是 Pb 的 4 倍。 Cd 和 Pb 的 threshold 相差 30
� 倍(表 1)。 通过金属的 threshold 可以倒推水溶液中

金属的无效应浓度。 然而,该值不能直接外推到其

他水化学条件的环境中,因为在不同水化学条件下

金属的生物有效浓度显著不同[22]。
3. 2　 TK-TD 模型验证

3. 2. 1　 TK 模型预测金属在幼鱼体内的积累

不同的 pH 值(4.5、5.5 和 6.5)的 0.1 mg·L-1 Cd
或 1 mg·L-1 Pb 溶液暴露下,Cd 或 Pb 在幼鱼体内

的积累量随着时间的增加而增加(图 4)。 各金属在

幼鱼体内的积累量是关于染毒溶液中 H+的浓度和

染毒时间的函数。 在染毒开始的 8 h 内,溶液中 H+

的浓度没有对金属在幼鱼体内的积累产生显著影

响,但>8 ~ 72 h 之间某一染毒时间时,体内 Cd 或 Pb
浓度随着 H+浓度增加而显著降低(P<0.001)。 以幼

� 鱼暴露于 pH 为 6.5 的 Cd 或 Pb 溶液为例,在 72 h
时,Cd 和 Pb 在幼鱼体内的最高浓度分别为 (60.7
±0.35) μg·g-1和(722±14.0) μg·g-1。 在所有实验组

中,体内金属浓度随着染毒时间的增加而增加并在

约 72 h 后趋于平衡。 TK 模型式(4)能合理地预测体

内金属浓度随着时间的变化并在统计学上具有显著

意义(P<0.001)。 Cd 和 Pb 积累的实验观测值和模型

� 预测值的 1 ∶1 依赖系数(r2 )和均方根误差(RMSE)分
� 别是 0.89、3.76 和 0.83、34.2。

表 1　 关于 Cd 和 Pb 的 TK-TD 模型参数

Table 1　 Parameter values of TK-TD models of Cd and Pb

参数

Parameter

单位

Unit
Cd Pb

TK

JM,max μg·g-1·h-1 11.78±0.43 119.35±4.51
kMBL L·mol-1 (4.73±0.32)×105 (8.27±0.28)×104

kHBL L·mol-1 (1.77±0.21)×105 (1.72±0.15)×105

kM,out h-1 0.0539±0.0021 0.0455±0.0015
cM2+ mol·L-1 8.89×10-7 4.83×10-6

cH + mol·L-1 1.00×10-7 1.00×10-7

α g 0.0015 0.0015

TD
threshold μg·g-1 11.39±1.24 301.46±5.89

kk g·μg-1·h-1 (1.49±0.27)×10-3 (3.47±0.54)×10-4

注:各参数的意义,见图 1 和正文中式(1) ~ (8)的说明。
Note: For the meaning of individual parameters, see Fig.1 and the explanation for Eqs. (1) ~ (8) in the text.

表 2　 H+、Cd2+和 Pb2+与不同生物的配体络合常数比较

Table 2　 Comparison of binding constants of H+ , Cd2+ , and Pb2+ with ligands of different organisms

水生生物

Aquatic organism

络合常数(log)
Binding constant (log)

kHBL kCdBL kPbBL

文献来源

References

网文蚤 Ceriodaphnia dubia 7.60 NA NA [19]

大型溞 Daphnia magna 5.40 NA NA [19-20]

大型溞 Daphnia magna 8.79 7.96 NA [10]

网文蚤 Ceriodaphnia dubia 4.70 NA NA [23]

裸腹蚤 Moina dubia 3.03 NA 2.38 [24]

斑马鱼幼鱼 Danio rerio larvae 5.25±0.05 5.67±0.03 4.91±0.05 本研究 This study

注:NA 表示未分析。
Note: NA is not analyzed.
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图 4　 0 ~ 96 h 幼鱼在不同 pH 染毒溶液中金属 0. 1 mg·L-1 Cd (a)、1 mg·L-1 Pb (b)在幼鱼体内的
积累量模型预测值和观测值的比较

注:加号、三角形、圆形表示溶液在 pH 4.5、5.5 和 6.5 下金属在体内的积累量实验观测值,点线、虚线和实线分别表示溶液在 pH 4.5、5.5 和 6.5
下金属在体内的积累量模型预测值;其中,在 96 h 时,幼鱼全部死亡,所以没有分析体内金属累积量;r2 是观测值和预测值 1 ∶1 线的决定系数,

RMSE 是观测值和预测值的均方根误差。

Fig. 4　 Comparison between observed and modeled internal concentration (accumulation) in zebrafish larvae of 0.1 mg·L-1

of Cd (a) and 1 mg·L-1 of Pb (b) during the 96 h exposure in different pH of solutions
Note: Plus, triangles and circles are observed values, and dotted lines, dashed lines, and solid lines are modeled values at pH 4.5, 5.5 and 6.5,
respectively; observed internal concentrations for 96 h were not analyzed because no surviving animals were collected; r2 is the coefficient of

dependence of the 1 ∶1 line; RMSE is root mean square error.

3. 2. 2　 TD 模型预测金属的毒性

不同的 pH 值(5.5、6.5 和 7.0)的 0.1 mg·L-1 Cd
或 1 mg·L-1 Pb 溶液暴露下,幼鱼的存活率随着染

毒时间的增加而降低(图 5)。 Cd 或 Pb 对幼鱼的毒

性是关于染毒溶液中 H+的浓度和染毒时间的函数。
在某一暴露时间点,幼鱼的存活率随着溶液中 H+浓

度的增加而增加。 在 Cd 染毒实验开始 4 h 内和 Pb
染毒实验开始 12 h 内,溶液中 H+的浓度对金属毒

性的缓解作用不明显。 Cd 染毒幼鱼 8 h 后和 Pb 染

毒幼鱼 18 h 后,幼鱼死亡率迅速增加。 暴露于不同

pH 值条件下的 Cd 或 Pb 溶液 96 h 后,各染毒组中

幼鱼全部死亡。 TD 模型式(5) ~ (7)能合理地预测幼

鱼存活率(P<0.001),模型预测值与实验观测值十分

� 吻合。 Cd 和 Pb 的毒性的模型预测值和实验观测值

的 1 ∶ 1 依赖系数 (r2 )和均方根误差 (RMSE)分别

� 是 0.92、0.024 和 0.90、0.038。

4　 讨论(Discussion)
4. 1　 H+对 Cd 或 Pb 毒性的影响

H+对 Cd 或 Pb 毒性显著的抑制作用表明,H+、
Cd2+和 Pb2+可能通过相同的传输路径进入体内,并
且 H+通过与 Cd2+或 Pb2+竞争结合位点而减少幼鱼

对 Cd 或 Pb 的积累,从而起到了保护作用。 这一研

究结果支持了 BLM 的一个重要假设,即 H+与 Cd2+

或 Pb2+竞争同一传输位点[25-26]。 同样地,染毒溶液

pH 在 5.0 到 7.0 范围内随着 H+浓度的增加显著地

抑制 Cd2+对大型溞(Daphnia magna)的毒性[10]。 Cd
� 或 Pb 染毒实验表明,H+与生物配体的结合影响了

有毒离子的积累从而影响了金属的毒性。 因此,本
研究开发了一个考虑溶液中 H+竞争作用对 Cd 或

Pb 在幼鱼体内积累影响的 Cd-或 Pb-TK 模型。
4. 2　 积累

>8 ~ 72 h 这个时间段是急性毒性实验中真正

起毒性作用的阶段,溶液中 H+的浓度对金属在幼鱼

体内积累的影响越来越明显。 在染毒开始时,体内

金属的浓度取决于染毒时间和溶液中 H+的浓度。
体内 Cd 或 Pb 浓度随着染毒时间的增加而增加,大
约 72 h 后达到平衡。 达到平衡后,体内浓度仅和溶

液中 H+浓度有关。 溶液中 H+浓度增加,Cd 和 Pb
在幼鱼体内的积累量会显著下降,这表明 H+抑制

Cd 和 Pb 在斑马鱼体内的积累。 这可能由于 H+和

金属离子共用同一生物转运途径,结合到 BL 上的

金属的量随着溶液中 H+的增加而显著下降。 也就

是说,可通过增加溶液中 H+的浓度来减少幼鱼对

Cd 和 Pb 的积累。 此外,每个暴露时间点,低 pH 值

(4.5)的染毒溶液比高 pH 值(6.5)的染毒溶液中 H+抑
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图 5　 0 ~ 96 h 幼鱼在不同 pH 染毒溶液 0. 1 mg·L-1 Cd (a)和 1 mg·L-1 Pb (b)中存活率模型预测值和观测值的比较

注:加号、三角形、圆形表示溶液在 pH 4.5、5.5 和 6.5 下幼鱼存活率实验观测值,点线、虚线和实线分别表示溶液在 pH 4.5、5.5 和 6.5 下幼鱼

存活率模型预测值;TD 模型的参数估计如表 1 所示,r2 是观测值和预测值 1 ∶ 1 线的决定系数,RMSE 是观测值和预测值的均方根误差。

Fig. 5　 Comparison between observed and modeled survival fraction of zebrafish larvae during the 96 h exposure

to 0.1 mg·L-1 of Cd (a) and 1 mg·L-1 of Pb (b) in different pH of solutions
Note: Plus, triangles and circles are observed values, and dotted lines, dashed lines, and solid lines are modeled values at pH 4.5, 5.5 and 6.5,

respectively; the estimated toxicodynamic parameters are listed in Table 1; r2 is the coefficient of dependence of the 1 ∶ 1 line;

RMSE is root mean square error.

制 Cd 或 Pb 的生物吸收明显,因为 Cd 或 Pb 的积累

与溶液中 H+浓度呈显著负相关关系。
4. 3　 毒性

当金属在幼鱼体内的浓度超过了一定的安全阈

值时,会导致幼鱼死亡率明显增加[27]。 以往研究中

TD 模型建立在临界体内残留 (CBR)方法的基础

上[28],并且假设生物个体具有不同的毒性敏感性和

当体内金属浓度达到一定值时会发生死亡,死亡率

可以用剂量效应方程来解释[28]。 在一定浓度长期暴

露情况下,CBR 模型预测一定数量的受试生物可以

长久地存活(不包括背景死亡率)[28]。 相反地,本研

究中的 TD 模型预测死亡率证明,当染毒时间足够

长,任何导致受试生物发生部分死亡的暴露浓度最

终会消灭所有受试生物。
溶液中 H+的浓度对金属毒性作用的影响随着

时间的增加而变得尤为明显(Cd:>8 ~ 96 h,Pb:>12
~ 96 h)。 以幼鱼暴露于 pH 为 6.5 的 Cd 或 Pb 溶液

为例,Cd 染毒 8 h 和 Pb 染毒 12 h 后,幼鱼死亡率迅

速增加。 在 8 h 时,Cd 在幼鱼体内的累积量为(21.1
±0.53) μg·g-1,超过了 Cd 的毒性安全阈值 (11.39
±1.24) μg·g-1。 在 12 h 时,Pb 在幼鱼体内的累积量

为(298±7.01) μg·g-1,未超过 Pb 的毒性安全阈值

(301.46±5.89) μg·g-1。 这一结果表明,在 96 h 染毒

期内,Pb 的急性毒性小于 Cd 的急性毒性。
TD 模型通过因果关系链将 Cd 或 Pb 暴露浓

度、体内积累量与毒性效应联系起来。 在本研究中,
cCd ,int 或 cPb,int 表示体内 Cd 或 Pb 的浓度,取代了以

� 往研究中用染毒溶液中金属的浓度与毒性效应建立

的联系。 然而,体内 Cd 或 Pb 的浓度不等于体内 Cd
或 Pb 毒性作用剂量。 体内 Cd 或 Pb 毒性作用剂量

与体内 Cd 或 Pb 浓度呈正相关关系[27]。 因此,TD
过程是由超过安全阈值(threshold)的那部分 Cd 或

Pb 的量来决定(即毒性作用剂量,式(6)),这部分 Cd
或 Pb 可与靶位点(靶器官)互相作用[27]。 TD 模型中

参数 threshold 和 kk 符合现有知识对金属毒性作用

� 的研究。 因此,TD 模型对 Cd 或 Pb 毒性的预测大

概率可推广至不同的水化学条件。
4. 4　 模型适用性分析

与传统剂量效应模型相比,本研究中 TK-TD 模

型更具有生物学相关性,并引入了金属与物种结合

特征参数 (即金属与生物配体络合常数 (kCdBL 和

� kPbBL))和水化学条件(例如 H+ )对金属毒性的影响。
� 水溶液中金属的吸收速率在很大程度上取决于溶液

水化学条件。 因此,在一种金属溶液里计算得到的

生物体内积累量 cM,int 不能直接外推至另一种溶液

� 中。 例如,在 pH 值 4.5 到 6.5 的染毒溶液体系中,由
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于 HCl 的加入,Cl-量随着 H+的加入而发生约 0.32
~ 31.6 μmol·L-1的变化。 本研究中 H+和 Cl-额外的

加入量对对照组中幼鱼发育没有明显影响,并且没

有对实验结果产生任何显著影响。 此外,当染毒溶

液 pH 值低于 4.0,高浓度 H+会导致幼鱼死亡。 本研

究考虑 H+对金属生物体内积累量和毒性的影响过

程,为今后研究其他阳离子对金属生物体内积累量

和毒性的影响过程提供技术框架。 此外,H+和金属

离子竞争生物配体的作用机制为 2 种金属竞争生物

吸收位点提供新思路。
本研究中 TK-TD 模型的框架在理论上稍加修

改可适用于其他水生生物,以往研究中关注金属某

一暴露时间点的毒性(如死亡率),缺乏时间过程的

实验数据(金属生物体内积累量及对应的死亡率),
无法进一步验证模型适用性和范围。 总体来说,这
些模型都是灵活的,可以很容易地适用于对金属的

生物蓄积性和毒性的机制的更深入认识。
4. 5　 环境意义

定量预测重金属在水环境中的毒性效应可以提

高重金属水生态风险评估准确率。 在本研究中,建
立了基于 kHBL 的 TK-TD 模型,明确地将随着时间

� 变化的金属在体内的积累与个体水平上的毒性效应

(死亡率)之间建立量效关系。 该模型以基于物种特

征的 BL(生物膜受体)的参数 kMBL、KHBL 和染毒条件

� (例如,溶液的 pH 值、金属的浓度和染毒时间)作为

模型的变量,用于预测随着时间的变化在水环境不

同 pH 条件下生物体内金属积累和产生的急性毒

性。 未来的研究试图将其他阳离子和配体络合常数

整合到 TK-TD 模型中,提高和改善该模型在自然水

体中预测金属毒性的潜力。
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