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摘要  研究了对硫磷和敌百虫对发光菌的单一毒性及以毒性单位1∶1、1∶4 、4∶1 配比的二元混合物的联合毒性, 并且对联合毒性进行评
价。结果表明, 采用毒性单位法( TU) 、相加指数法( AI) 、相似性参数( λ) 得出二元混合物的联合作用均为拮抗作用 , 混合毒性指数法
( MTI) 与前3 种方法的评价结果略有不同。
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Joint Toxicity of Parathion and Dipterex to Vibrio fischeri
ZOU Li- min et al  ( College of Environmental Science & Engineering , Hohai University , Nanjing , Jiangsu 210098)
Abstract  The toxicities of single and bi nary mixtures made of 1∶1 , 1∶4 ,4∶1 toxic unit of parathion and dipterex to Vibrio fischeri were determined , re-
spectively . And the joint toxicity was evaluated . The results i ndicated that the joint action of binary mixture obtained by the method of toxicity unit ( TU) ,
additive i ndex( AI) , si milarity parameter ( λ) was antagonistic action, whereas that evaluated by mixture toxicity i ndex( MTI) was slightly different .
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  近年来 , 由于农业生产中农药的滥用或使用不当, 导致

水体和土壤污染逐渐加重。其中, 有机磷农药的残留污染问

题尤为突出。因此, 如何评价它们对生态环境的毒性影响越

来越为人们所关注[ 1] 。发光菌毒性检测是已被广泛应用的

生物毒性测试方法之一。它可以简便、快速地测定环境中多

种污染物的单项毒性和联合毒性[ 2] 。我国国家环保局也于

1995 年发布了急性毒性的测定方法———发光细菌法, 又称

Microtox 方法[ 3] , 可用于水样的生物急性毒性检测[ 4] 。目前 ,

采用发光菌对农药毒性检测的研究还很少。袁东星等开展

过蔬菜中有机磷农药浓度对发光菌发光强度的相关性试验 ,

但是只停留在对单一毒性的测定[ 5] 。在自然界中 , 绝对意义

上的单一污染是不存在的, 污染往往具有伴生性和综合性。

环境中的多种污染物质相互影响 , 产生表现形式不一的联合

毒性作用( 如拮抗、相加或协同作用) 。因此 , 研究污染物质

的联合毒性更具有实际意义。笔者研究了对硫磷和敌百虫

对发光菌的单一毒性及以毒性单位1∶1、1∶4 、4∶1 配比的二元

混合物的联合毒性, 并且对二元混合物的联合毒性进行评

价, 从而为水质、生态风险评价提供更可靠的依据。

1 材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1 供试污染物。对硫磷和敌百虫为市售农药。用差减

法准确称取农药于250 ml 容量瓶中, 加3 % NaCl 溶液, 用超

声清洗机溶解并定容。

1 .1 .2 供试生物。明亮发光杆菌T3( Photobacterium Phospho-

reum) , 购自中国科学院南京土壤研究所。采用的培养液为

酵母浸出液0 .5 g 、胰蛋白胨0 .5 g 、NaCl 3 g 、Na2HPO4 0 .5 g 、

KH2PO4 0 .1 g 、甘油0 .3 g , 蒸馏水100 ml , 调pH 值至7 .0±0 .5 ,

121 ℃高压灭菌20 min 后, 备用。

1 .2 培养方法 将发光菌冻干粉用0 .5 ml 3 % NaCl 溶解, 迅

速转入50 ml 培养液中,20 ℃恒温培养 , 每24 h 转接1 次斜

面, 将培养好的第3 代斜面置于4 ℃冰箱中, 备用。将培养好

的菌种接入含有50 ml 培养液的150 ml 三角瓶内,20 ℃恒温
�
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振荡14～18 h , 备用。

1 .3 毒性测定 采用南京土壤研究所研制的GXY- 2 型生物

毒性测定仪按照OECD 标准实验方法[ 6] , 测定农药溶液的15

min 的毒性。

1 .3 .1 单一毒性的测定。吸取培养好的菌液1 ml , 根据预试

验, 按等对数间距 , 用标准溶液和3 % NaCl 配制5 个浓度组 ,

各吸取2 ml 于磨口具塞圆形比色管中, 用2 ml 3 % NaCl 溶液

作空白对照, 每个浓度做3 个平行。迅速吸取0 .5 ml 稀释菌

液于各比色管中, 加塞, 振摇。15 min 后用生物毒性测试仪测

定发光强度, 计算发光率。

发光率=
样品发光强度
对照发光强度

×100 % ( 1)

对浓度和发光率进行回归分析, 求出回归方程, 应用直

线内插法求得 EC50 值( 使发光抑制效果为对照的50 % 的化合

物浓度) 。

1 .3 .2 联合毒性的测定。根据单一化合物的 EC50 值, 按毒性

单位1∶1 、1∶4、4∶1 混合, 设置5 个试验浓度。试验方法及混

合物对发光菌的联合毒性 EC50 值计算方法同单一毒性测定。

1 .4  联合毒性的评价方法 对于水中多种化学污染物的联

合毒性的评价方法研究始于20 世纪70 年代[ 7] 。评价方法很

多, 目前主要有毒性单位法( TU) 、相加指数法( AI) 、混合毒性

指数法( MTI) 、相似性指数法( λ) 、等效线图法( Isobole Plots) 、

剂量- 反应曲线法( DRC) 、QSAR 模式等。笔者选取前4 种方

法( 具体方法见参考文献[ 8] ) 来评价敌百虫和对硫磷在3 种

不同配比下的联合毒性。

2  结果与分析

2 .1  单一毒性评价 通过单一毒性试验得到不同浓度对硫

磷和敌百虫对发光菌的相对发光率 , 将二者进行线性回归 ,

得到线性方程与 R2 , 通过直线内插法获得 EC50 值。

  表1 表明, 对硫磷的毒性强于敌百虫。参照美国发光菌

测试仪发明人Bulish 提出的 Microtox 的急性毒性等级划分方

法( 表2) [ 9] , 分析对硫磷和敌百虫的毒性。当相对发光度大

于75 % 时, 说明对水质的毒害较小, 此时对硫磷和敌百虫的

浓度分别为4 .02、144 .77 mg/ L。

2 .2 联合毒性评价  在单一毒性试验的基础上, 按毒性单

位1∶1 、1∶4、4∶1 进行联合毒性试验 , 测定对硫磷和敌百虫对
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发光菌的联合毒性的 EC50 值, 计算得到 M 值、AI 值、λ值、

MTI 值。

  表1 对硫磷和敌百虫的单一毒性

化合物 线性方程 R2 EC50 ∥mg/ L

对硫磷 y = - 1 335 .266 +290 .360x 0 .96    4 .95

敌百虫 y = - 456.510+ 163 .370x 0 .95 204 .49

  表2 美国 Microtox 毒性等级划分

毒性等级 相对发光度∥% 毒性级别

Ⅰ <25 剧毒

Ⅱ 25～50 重毒

Ⅲ 50～75 中毒

Ⅳ >75 微毒

Ⅴ 100 无毒

  表3 表明, 采用毒性单位评价法, M 值为1 .097 ～1 .318 ,

均大于1 和 M0 , 表现为拮抗作用 ; 采用相加指数法, AI 值在

- 0 .097 ～- 0 .318 , 均小于0 , 表现为拮抗作用; 采用相似性参

数法,λ值在0 .313 ～0 .803 之间, 均小于1 大于0 , 表现为拮抗

或小于相加作用, 结合前面2 种方法的评价结论, 此处应为

拮抗作用 ; 采用混合毒性指数法, 毒性比为1∶1 和4∶1 的 MTI

值小于1 大小0 , 表现为部分相加作用, 而毒性比为1∶4 的

MTI 值为- 0 .080 , 小于0 , 表现为拮抗作用。采用毒性单位法

( M) 、Marking 相加指数法和相似性参数( λ) 得到的评价结果

有较好的一致性 , 而混合毒性指数法( MTI) 与前3 种方法略

  表3 对硫磷与敌百虫的联合毒性评价

混合比例 M M0 AI λ MTI

1∶1 1.318 0 .659  - 0 .318 0 .602   0 .062

1∶4 1.273 1 .018 0 .273 0 .313 - 0 .080

4∶1 1.097 0 .878 - 0 .097 0 .803 0 .588

 注 : M 为各组分毒性单位之和 , M0 为 M/ TUimax( TUi max表示混合物中

毒性单位最大值) ; AI 为相加指数 ;λ为相似性参数 ; MTI 为混合毒

性指数。

有不同。这表明评价方法对联合毒性的结果也有一定的影

响。林春等曾采用这4 种方法对2 ,4- 二硝基甲苯与硝基苯

衍生物对发光菌的联合毒性进行了研究[ 8] 。结果也表明采

用毒性单位法、相加指数法、相似性参数法的结果一致, 而混

合毒性指数法结果与前3 种略有不同。这一结论与该文

一致。

3  结论

研究表明, 对硫磷和敌百虫单独作用时, 对发光菌的相对

发光率具有一定的抑制作用, EC50 值分别为4 .95、204 .49 mg/ L,

对硫磷的单一毒性大于敌百虫。当对硫磷和敌百虫的浓度分

别小于4 .02 mg/ L、144 .77 mg/ L 时, 对水体的毒害作用很小。对

硫磷和敌百虫在1∶1 、1∶4、4∶1 混合配比下的联合毒性作用为拮

抗作用。即, 在某1 种或2 种农药的使用剂量超过单一毒性的

时候, 才能引起发光菌50 % 的发光抑制。所以, 在相关环境质

量标准制定时, 只以单一毒性的数据为依据不甚合理, 应该考

虑到化合物之间的联合作用。另外, 在农业生产中也应该注意

到这2 种农药的拮抗作用。在耕作季节施用农药时, 最好选用

其中的一种, 从而保证药效的发挥。
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一定长度后随着长度的增加生根率和匀称率降低。鉴于落

叶松插穗长度与插穗生根率、匀称率间存在的极显著或显

著相关性, 可以应用确定的回归方程来预测落叶松在一定

插穗长度范围内( 10 ～30 c m) 的半木质化插穗的生根率和匀

称率。当然, 插穗长度对生根的影响, 也取决于插穗的质量

和插穗生根所需要的时间。由于各年的气候变化必然影响

插穗的质量, 也就不同程度地影响生根率和生根质量 , 因

此, 今后该领域的试验研究还有必要更加深入进行。
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