
以硫酸铜为主要成分的无机杀菌剂、杀虫剂在去

除水体藻类、真菌和软体动物时的不合理施用使水体

Cu 污染日益严重[1-2]。Cu 是植物生长和生理代谢的必需

元素，但当环境中 Cu 含量超过临界值时，就会对植物，

尤其是水生植物，产生毒害作用，使植物体内的代谢

过程发生紊乱，生长发育受到抑制，甚至导致植物死

亡[3-4]。乙草胺是一种氯代乙酰胺类除草剂，自 1982 年

发明以来，一直在世界范围内广泛应用于农田除草，在

我国的年使用量高达 104 t[5-6]。乙草胺随地表径流、淋溶

和渗透等进入水体，造成水体污染。乙草胺及其代谢产

物对非靶标生物的影响引起人们越来越多的关注[6-8]。
浮萍科植物是广泛分布的大型水生漂浮植物，由

于具有个体小、生长快速和结构简单等特点而成为有

毒化学品生物毒性评价的常用植物[9-10]。但由于不同

的试验采用不同的物种、营养液、光照和温度，使实验

结果存在很大的差异，导致测试结果难以比较。目前，

以浮萍（Lemna minor L.）植物体数、鲜重和叶绿素为

反应终点的 7 d 生长抑制试验对有毒化学品进行毒
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摘 要：采用以体数、鲜重和叶绿素为测试指标的浮萍生长抑制试验（ISO20079），评价了 Cu 和乙草胺单一和复合污染的毒性效

应。结果表明，Cu 和乙草胺单一污染对浮萍上述指标均具有显著的抑制作用，且 Cu 的毒性大于乙草胺。Cu 和乙草胺对浮萍的联合

毒性作用与浓度组合及暴露时间密切相关：当采用浓度 1∶1 进行试验时，暴露时间为 24 h 的相加指数（AI）为 0.057，联合毒性为相

加作用；暴露时间为 48、96、168 h 的 AI 分别为 0.193、0.509、0.783，为协同作用。而当采用毒性 1∶1 进行试验时，暴露时间为 24 h 的

AI 为-0.163，为拮抗作用；48 h 的 AI 为 0.029，为相加作用；96、168 h 的 AI 分别为 0.471、0.585，为协同作用。总的来说，随着暴露时

间的延长，联合毒性表现为协同作用。
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性评价已建立了标准化的测试方法[11-12]。
在实际水体中通常存在着多种污染物，且复合污

染的毒性效应较单一污染更为复杂，故研究多种污染

物的联合毒性效应比单一污染物的毒性效应更能客

观地反映污染物对环境生物的毒性作用[13]。近年来，

有关 Cu 和乙草胺污染对微生物[14]、蚯蚓[15]和斑马鱼[16]

的联合毒性效应已有研究报道，而对水生植物的研究

则未见报道。本试验采用以个体数、鲜重和叶绿素为

测试指标的浮萍生长抑制试验（ISO20079），研究了Cu
和乙草胺复合污染的毒性效应，以期为水体复合污染

的风险评价提供更为科学的依据，并为复合污染物排

放标准的制定提供参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 供试材料及预培养

浮萍（L. minor L.）采自温州市郊的湖泊。将植物

材料用 0.01 mol·L-1 次氯酸钠浸泡约 30 s 以除菌和

阻止藻类生长，再用蒸馏水漂洗数次，然后放入盛

有 3 L 已高温消毒、改良的 Steinberg 培养液的玻璃

缸 中 进 行 扩 大 培 养 ， 其 组 成 如 下 ：3.46 mmol·L -1

KNO3，1.25 mmol·L-1 Ca（NO3）2·4H2O，0.66 mmol·L-1

KH2PO4，0.072 mmol·L-1 K2HPO4，0.41 mmol·L-1 MgSO4·
7H2O，1.94 μmol·L -1 H3BO3，0.63 μmol·L -1 ZnSO4·
7H2O，0.18 μmol·L -1 Na2MoO4·2H2O，0.91 μmol·L -1

MnCl2·4H2O，2.81 μmol·L-1 FeCl3·6H2O，4.03 μmol·L-1

EDTA-Na2，调节 pH 值至 5.5。培养温度约（25±1）℃，

光照为室内自然光加荧光灯，光照强度为（100±15）
μmol·m-2·s-1，光暗周期为 18 h∶6 h。培养过程中每隔

7 d 更换培养液 1 次，以维持溶液中营养成分浓度的

稳定。培养 14 d 后的浮萍用于试验处理。
1.1.2 供试化学品

乙草胺，为市售 50%乳油，大连瑞泽农药有限公

司生产；硫酸铜（CuSO4），分析纯，北京化学试剂一厂

生产。
1.2 试验方法

1.2.1 Cu、乙草胺单一毒性试验

在预试验基础上，按等比级差设定单一毒性试验

浓度。Cu 处理浓度（以纯 Cu 计算）为 0.01、0.04、0.14、
0.53、2 mg·L-1 和空白对照组；乙草胺处理浓度（以纯

乙草胺计算）为 0.1、0.32、1、3.16、10 mg·L-1 和空白对

照组。在直径为 9 cm 的培养皿中分别加入 50 mL 含

不同浓度 Cu 或乙草胺的培养液。乙草胺单一毒性试

验采用的培养液与预培养一致，而 Cu 单一毒性试验

采用的培养液不含 EDTA-Na2，因为 EDTA 能螯合 Cu
而减少 Cu 的毒性[9，17]。再将 10 个形状和大小一致、每
株含 3 个叶状体的浮萍放入上述各染毒液中，每处理

设 3 个重复。试验条件与预培养条件一致。分别在

24、48、72 和 96 h 收获 1 组浮萍，先对植物体进行计

数，然后用吸水纸吸去水分并称鲜重，最后进行叶绿

素含量的测定。即用 5 mL、80%丙酮研磨匀浆，然后

在 10 000 g 离心 15 min。取上清液于波长 663、645 nm
处测定其吸光值，按 Lichtenthaler 的方法[18]计算叶绿

素含量。试验结果取 3 个重复的平均数，用 SPSS12.0
统计软件的概率单位法计算各暴露时间的半数抑制

浓度（IC50）及其 95%置信区间。
1.2.2 Cu、乙草胺联合毒性试验

在单一毒性试验的基础上，以浮萍鲜重为测试指

标，单一化合物 168 h 的 IC50 值为一个毒性单位，分

别按照毒性 1∶1 和浓度 1∶1 的混合比例以等对数间距

（参照毒性较大的物质设计）设置 5 个不同的试验浓

度，采用的培养液不含 EDTA-Na2，试验方法和指标

测定同单一毒性试验。测得各暴露时间的 IC50 值，并

计算出混合物中各组分的浓度及 95%的置信区间。
1.2.3 联合毒性评价方法

采用水生毒理联合效应 Marking 相加指数法[19]，

进行联合毒性大小的评价。在求得联合毒性的 IC50 值

后，用式（1）求得生物毒性相加作用之和（S）：

S= Am

A1
+ Bm

B1
（1）

式中：A1、B1 分别为 A、B 毒物的毒性（IC50 值）；Am、Bm

分别为复合污染联合毒性中各毒物的毒性（IC50 值）。
将 S 转换成相加指数（AI）。当 S≤1 时，AI=（1/S）-

1.0；当 S＞1 时，AI=S×（-1）+1.0。最后用 AI 评价毒物

的联合效应，AI＞0 为大于相加作用，即协同作用；AI＜0
为小于相加作用，即拮抗作用；AI=0 为相加作用。

2 结果与分析

2.1 Cu 对浮萍不同测试指标的单一毒性

由表 1 可知，随着染毒时间的增加，植物体数、鲜
重、叶绿素含量的半数抑制浓度（IC50）显著下降。当染

毒时间为 168 h 时，浮萍植物体数、鲜重、叶绿素含量

的 IC50 分别为 96 h-IC50 的 29.6%、24.4%、27.5%。由

表 1 还可以看出，Cu 对浮萍不同测试指标的影响有

很大差异。比较而言，叶绿素含量对 Cu 最为敏感，其

不同时间的 IC50 均小于植物体数和鲜重的 IC50。
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2.2 乙草胺对浮萍不同测试指标的单一毒性

如表 2 所示，乙草胺单一污染对浮萍的生长起明

显的抑制作用。随着染毒时间的延长，乙草胺对浮萍

植物体数、鲜重、叶绿素含量的毒害效应更加显著。当

处理时间为 168 h 时，浮萍植物体数、鲜重、叶绿素含

量的 IC50 分别为 96 h-IC50 的 28.1%、30.0%、30.4%。
乙草胺对浮萍不同测试指标的毒性顺序为鲜重＞植物

体数＞叶绿素含量。
2.3 Cu 和乙草胺对浮萍的联合毒性

由表 3 可以看出，Cu 和乙草胺对浮萍的联合毒

性作用随着污染物的暴露时间不同而存在不同的表

现方式。当 Cu 和乙草胺采用浓度 1∶1，24 h 的 AI 为

0.057。由于 AI=0 是一种理想的相加作用，而在实际

试验中存在误差，即使是相加作用，也很难恰好得到

AI=0 的结果[16]。本结果 AI 值十分接近 0，因此，可认

为两种污染物的联合毒性为相加作用。暴露时间为

48、96、168 h 的 AI＞0，联合毒性表现为协同作用。当

Cu 和乙草胺采用毒性 1∶1，24 h 的 AI＜0，联合毒性为

拮抗作用；48 h 的 AI≈0，为相加作用；96、168 h 的

AI＞0，为协同作用。

3 讨论

生长是植物生命活动的必然结果，也是多种生理

生化过程综合作用的结果。不利的环境因素使任何一

个生理生化活动受到抑制时，通常在生长上会有所反

映，所以植物的生长是植物生命活动受胁迫与否以及

受到影响程度的最直接和最常用的指标，生长抑制越

显著，植物受到的损害就越大。本试验结果表明，Cu
和乙草胺单一污染对浮萍植物体数、鲜重、叶绿素含

量的 IC50 随着染毒时间的增加而显著下降（表1，表2），说

明 Cu 和乙草胺单一污染均对浮萍的生长产生了显

著的抑制作用。此外，在不同的暴露时间，Cu 对浮萍

不同测试指标的 IC50 都小于乙草胺，说明 Cu 单一污

染对浮萍的毒性大于乙草胺，这与张倩茹等[14]以细菌

活菌数量为指标和邓铁柱等[16]以斑马鱼为受试生物

得到的结果一致。
不同测试指标的敏感性随污染物的不同而异。与

植物体数、鲜重相比，叶绿素对 Cu 的毒害效应最为

敏感（表 1）。其原因可能是 Cu 可对叶绿素直接产生

毒性作用，而植物体数和鲜重是植物生长发育的各种

生命活动受影响后的综合表现[12]。Prasad 等[10]认为Cu

表 3 Cu 和乙草胺对浮萍的联合毒性

Table 3 Joint toxicity of Cu and acetochlor on L. minor

配比
暴露时

间/h

IC50/mg·L-1

S AI 结论
Cu 乙草胺

24 8.291 8.291 0.943 0.057 相加作用

48 5.248 5.248 0.839 0.193 协同作用

96 1.081 1.081 0.663 0.509 协同作用

168 0.235 0.235 0.561 0.783 协同作用

24 5.193 18.286 1.195 -0.163 拮抗作用

48 3.106 10.938 0.972 0.029 相加作用

96 0.672 2.364 0.680 0.471 协同作用

168 0.169 0.596 0.631 0.585 协同作用

浓度 1∶1

毒性 1∶1

表 2 乙草胺对浮萍不同测试指标的单一毒性

Table 2 Single toxicity of acetochlor on different testing
parameters of L. minor

项目
暴露

时间/h
概率单位（y）-浓度（x）

对数回归方程

相关

系数

IC50/
mg·L-1

IC5095%置信

限/mg·L-1

24 y=1.333x-2.191 0.925* 104.324 88.157~239.685

48 y=1.517x-2.039 0.913* 47.228 39.318~84.016

96 y=1.866x-1.306 0.983* 9.284 7.592~23.275

168 y=1.726x-0.219 0.956* 2.609 1.653~5.051

24 y=1.373x-1.334 0.968* 21.673 18.271~47.609

48 y=1.368x-1.165 0.950* 16.472 14.197~29.015.

96 y=1.064x-0.351 0.958* 6.307 4.961~18.746

168 y=2.342x-0.148 0.964* 1.891 1.314~3.002

24

48

96

168

y=1.205x-1.489

y=1.249x-1.376

y=1.311x-0.985

y=1.251x-0.273

0.902*

0.916*

0.931*

0.941*

44.796

31.805

13.629

4.153

32.758~85.458

24.318~53.825

9.375~24.812

2.159~7.275

植物

体数

鲜重

叶绿

素

注：* P<0.05，下同。

表 1 Cu 对浮萍不同测试指标的单一毒性

Table 1 Single toxicity of Cu on different testing
parameters of L. minor

项目
暴露

时间/h
概率单位（y）-浓度（x）

对数回归方程

相关

系数

IC50/
mg·L-1

IC5095%置信

限/mg·L-1

24 y=1.015x-1.372 0.928* 69.851 57.536~98.374

48 y=1.409x-1.379 0.971* 21.576 13.801~43.712

96 y=2.150x-0.673 0.936* 3.512 2.415～6.108

168 y=20.493x+0.168 0.986* 1.038 0.751～1.919

24 y=1.139x-0.832 0.957* 14.782 8.353~39.293

48 y=1.190x-0.695 0.988* 10.093 7.178~26.671

96 y=2.276x-0.280 0.974* 2.201 1.751~3.869

168 y=-2.319x-0.126 0.943* 0.537 0.391~0.981

24

48

96

168

y=1.945x-1.572

y=2.239x-1.411

y=5.250x-0.241

y=-1.069x+0.092

0.946*

0.984*

0.927*

0.980*

11.620

7.135

1.384

0.381

8.503~35.879

5.395~19.436

1.085 ~3.391

0.241~0.743

植物

体数

鲜重

叶绿

素
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引起的浮萍叶绿素含量减少主要归因于 Cu 引起叶

绿素的分解。也有研究认为，Cu 抑制叶绿素生物合成

所必需的原叶绿素酸酯还原酶的活性和影响 δ-氨

基-γ-戊酮酸的合成而导致叶绿素含量下降[20]。虽然

乙草胺使植物叶片的叶绿素含量降低[8]，但乙草胺对

鲜重的抑制作用最显著（表 2），这可能与乙草胺的作

用机理有关。一般认为乙草胺通过影响植物的呼吸作

用、蛋白质合成、激素水平而抑制植物的生长[21]。
不论 Cu 和乙草胺采用浓度 1∶1 或毒性 1∶1，随着

暴露时间的延长，Cu 和乙草胺对浮萍的联合毒性都

由最初的拮抗或相加作用转为协同作用（表 3），即

Cu 的存在增加了乙草胺的毒性，同时乙草胺的存在

也增加了 Cu 的毒性。梁继东等[15]研究乙草胺与 Cu
对赤子爱胜蚓（Eisenia foetida）的复合毒性试验也发

现，复合毒性效应与各组浓度组合及污染暴露时间

密切相关，随时间的延长，复合毒性效应由拮抗或相

加作用变为协同作用。Frankart 等[22]在进行 Cu 和除

草剂丙炔氟草（flumioxazin）对浮萍的联合毒性试验

结果表明，混合毒物对浮萍的联合作用随浓度组合

不同而不同。随着 Cu 含量的增加，Cu 和丙炔氟草对

浮萍的联合毒性由相加作用转为协同作用。也有报

道指出，按浓度 1∶1 配比的 Cd 和乙草胺对少根紫萍

植物体数 96 h 的联合毒性为协同作用，叶绿素 a 的

浓度也呈现类似的规律[23]。
到目前为止，还没有一种公认的理论来解释污染

物之间的协同效应。Cu 与乙草胺之间产生协同作用

的机制可能是二者均会破坏浮萍细胞膜的结构与功

能。Cu 胁迫能诱导植物体内活性氧的累积，而活性氧

进一步攻击脂质蛋白质，从而对细胞造成过氧化损

伤，使细胞膜及多种细胞器的膜系统遭受破坏，透性

增强[4，24]。最近的研究表明，乙草胺及其主要代谢物能

诱导活性氧的产生，导致脂质过氧化产物丙二醛的累

积和膜透性的改变[7]。因此，一种污染物对细胞膜的作

用，使得另一种污染物更容易进入植物体内，加剧了

对植物细胞的伤害，从而表现出协同作用。是否如此，

还需进一步研究。Cu 与乙草胺之间表现为拮抗作用，

可能是在最初的 24 h，Cu 与乙草胺的部分功能团发

生配位作用，导致 Cu 与乙草胺的生物可利用性下

降，从而毒性降低。Cu 和除草剂灭草烟、草甘磷之间

发生配位作用已被许多生态毒理学试验所证实[25-26]。

4 结论

（1）Cu 和乙草胺单一污染均对浮萍植物体数、鲜

重、叶绿素含量产生显著的抑制作用，且 Cu 的毒性

大于乙草胺。
（2）随着暴露时间的延长，Cu 和乙草胺对浮萍的

联合毒性都由最初的拮抗或相加作用变为协同作用，

其危害比 Cu 和乙草胺单一污染的毒性作用更大。
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