
书书书

华南师范大学学报（自然科学版）

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｏｕｔｈＣｈｉｎａＮｏｒｍａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＥｄｉｔｉｏｎ）
２０１８，５０（１）：３３－３７

ｄｏｉ：１０．６０５４／ｊ．ｊｓｃｎｕｎ．２０１８００８

收稿日期：２０１７－１０－２８　　　　《华南师范大学学报（自然科学版）》网址：ｈｔｔｐ：／／ｊｏｕｒｎａｌ．ｓｃｎｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｎ

基金项目：国家自然科学基金项目（４１６０３１０５）；广东省应用型科技研发专项（２０１５Ｂ０２０２３５０１２）

通讯作者：赵建亮，副研究员，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｏｊｉａｎｌｉａｎｇ＠ｇｍａｉｌ．ｃｏｍ；黄国勇，副研究员，Ｅｍａｉｌ：ｇｙｈｕａｎｇ＠ｇｉｇ．ａｃ．ｃｎ．

重金属 Ｚｎ、Ｃｕ和 Ｈｇ对基因重组发光菌的
综合毒性及其联合效应
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摘要：分析了３种常见重金属（Ｚｎ２＋、Ｃｕ２＋、Ｈｇ２＋）对基因重组发光菌（Ｅ．ｃｏｌｉＨＢ１０１ｐＵＣＤ６０７）的单一毒性和不同质量
浓度比条件下的联合毒性作用，并采用毒性单位法（ＴｏｘｉｃＵｎｉｔ）、Ｍａｒｋｉｎｇ相加指数法（ＡｄｄｉｔｉｏｎａｌＩｎｄｅｘ）和混合毒性
指数法（ＭｉｘｔｕｒｅＴｏｘｉｃｉｔｙＩｎｄｅｘ）来评价混合体系的联合毒性作用类型．Ｚｎ２＋、Ｃｕ２＋和Ｈｇ２＋３种重金属离子对发光细菌
的１５ｍｉｎ半数效应浓度（ＥＣ５０）分别为：４．２４、５．９９、２．２７ｍｇ／Ｌ．多元重金属离子混合体系主要呈现不同程度的拮抗
作用，不同的评价方法对３种重金属离子的联合效应评价结果具有较好的一致性．上述重金属联合毒性作用研究
结果可为重金属复合污染控制和生物毒性测试提供参考．
关键词：基因重组发光菌；锌；铜；汞；单一毒性；联合毒性
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　　随着我国工业化进程的发展，重金属污染成为
人们日益关注的问题．工农业生产过程排放的废水
中有害重金属离子浓度日益增加，如：锌、铜、汞、镉

和铅等，对环境造成不同程度的污染．有关重金属
及其离子毒害的机理研究主要集中于单个金属方

面，而在自然环境中，重金属常常是以复合污染的形

式出现，即环境中的重金属离子通常是多种离子同

时并存，其毒性也往往表现为多种重金属的协同、相

加、独立和拮抗的综合毒性作用．利用生物测试可
以直观反映重金属离子混合体系的综合毒性

［１］．生
物毒性测试一般采用浮游生物、藻类、鱼类和发光细

菌等作为指示生物，以其形态、运动和生理代谢情况

的变化或死亡率来评价环境物质的毒性
［２－３］．

发光细菌生物测试是一种被广泛应用于毒性评



估的微生物专用检测方法．这种生物测定已被成功
应用于大量单个化学品的筛选和相对毒性的比较研

究中
［４］．本文采用基因重组发光菌（Ｅ．ｃｏｌｉＨＢ１０１

ｐＵＣＤ６０７）作为指示生物，通过检测发光菌的发光强
度，计算发光抑制率，并对发光菌的发光强度和重金

属离子质量浓度作图，确定３种重金属离子单独作
用时的半数效应质量浓度（ＥＣ５０）和混合体系中混
合物的ＥＣ５０．并采用毒性单位法、Ｍａｒｋｉｎｇ相加指数
法和混合毒性指数法联合评价混合物的联合毒性作

用类型．

１　实验部分

１．１　仪器与材料
１．１．１　实验仪器　主要仪器及用品包括多功能酶标
仪（ＦＬＵＯｓｔａｒＯｍｅｇａ，ＢＭＧＬａｂｔｅｃｈ，德国）、高速台式
冷冻离心机（３Ｋ１５型，Ｓｉｇｍａ，德国）、不同量程的单、
多通道移液器（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）、白色９６微孔板（ＣＯＳＴＡＲ
３９２２型，Ｃｏｒｎｉｎｇ，美国）、恒温空气浴振荡摇床（ＳＫＹ－
２１１Ｂ型，上海苏坤实业有限公司）、超净工作台（ＳＷ－
ＣＪ－２ＦＤ，苏净安泰空气技术有限公司）、立式自动压
力蒸汽灭菌锅（ＦＤ５０Ａ，致微厦门仪器有限公司）；
旋涡混合器（ＸＷ－８０Ａ，上海精科实业有限公司）以
及其他常规玻璃仪器．
１．１．２　实验试剂　主要试剂有胰蛋白胨（Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＯｘｏｉｄ，英国）、酵母粉（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＯｘｏｉｄ，英
国）、葡萄糖（ＡＲ，江苏强盛）、ＮａＣｌ（ＡＲ，上海阿拉
丁）、ＫＣｌ（ＡＲ，天津科盟）、硫酸卡那霉素（Ａｍｒｅｓｃｏ，
美国）、ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（ＡＲ，上海麦克林）、ＣｕＳＯ４（Ｓｉｇ
ｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，美国）、ＨｇＣｌ２（ＡＲ，贵州铜仁利祥）．
１．１．３　实验生物　基因重组发光菌Ｅ．ｃｏｌｉＨＢ１０１
ｐＵＣＤ６０７［５］．生物发光受抑制的程度可通过光电传
感器检测，从而推算毒性大小．
１．２　菌种的培养
１．２．１　工作液的配制　（１）含有３０μｇ／Ｌ卡那霉素
的ＬＢ培养液：将１０ｇ胰蛋白胨、５ｇ酵母粉、１０ｇ氯
化钠、１ｇ葡萄糖溶于１０００ｍＬ蒸馏水中．调节 ｐＨ
至７．在１２１℃下高压灭菌２０ｍｉｎ；待培养基温度降
到５５℃时加入１００μＬ卡那霉素（０．３ｇ／Ｌ）．（２）卡
那霉素母液（０．３ｇ／Ｌ）：将３ｍｇ卡那霉素溶于１０ｍＬ
蒸馏水中，单独过滤除菌，分装于１５０μＬ离心管中，
于－２０℃下保存．使用前取出，在４℃解冻后待用．

１．２．２　菌种培养　首先，取Ｅ．ｃｏｌｉＨＢ１０１ｐＵＣＤ６０７
冻干管，注意不能用手掌托瓶底，应该用手指捏住瓶

盖处，加入０．５ｍＬ灭菌ＬＢ培养液，轻轻震荡后接入
１０ｍＬ含３０μｇ／Ｌ卡那霉素的ＬＢ液体培养基中．在
摇床上于２５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养１２ｈ．然后，
取１００μＬ菌液到５０ｍＬＬＢ培养液中，在摇床上于
３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养１２ｈ，发光值＞１０００００．
再将所得菌液在４℃条件下以８５００ｒ／ｍｉｎ离心 ５
ｍｉｎ，弃上清液．按照体积比 １０∶１，将细菌重新悬浮
在５ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬＫＣｌ溶液中备用．可根据实际需
要扩大培养体系．
１．３　急性毒性ＥＣ５０的测定
１．３．１　单一重金属ＥＣ５０的测定　选择９６孔微板为

毒性实验载体，以基因重组发光菌 Ｅ．ｃｏｌｉＨＢ１０１
ｐＵＣＤ６０７为检测生物，以重金属离子及其混合物对
基因重组发光菌的发光抑制率为毒性指标，以相对

光单位（ＲｅｌａｔｉｖｅＬｉｇｈｔＵｎｉｔ，ＲＬＵ）为检测信号，使用
微板毒性分析（ＭＴＡ）法［６］

进行 ＥＣ５０的测定．ＭＴＡ
的实验设计如图１所示，将９６孔板第一竖列４个孔
设计为４个空白对照样（用Ｍｉｌｌｉ－Ｑ水代替样品），
第２～１２列设计为化学物质或其混合物的１１个浓度
梯度（其稀释因子为２倍）．每孔为１个平行样，每４
行为 １组，每个样品做 ４个平行样，每孔加１０μＬ
２ｍｏｌ／ＬＫＣｌ溶液和２１０μＬ样品溶液．然后在微孔板
振荡器上混匀１ｍｉｎ．用多通道移液器从第一列开始
往每孔加入３０μＬ经过浓缩的菌液．由于发光菌受时
间影响较大且酶标仪扫描整块板的时间为４５ｓ，因此
加入菌液时速度要快，尽量在４５ｓ内加完一整块板．
在向第一列加菌液时开始计时，加完所有样品之后，

放置在微孔板振荡器上混匀１ｍｉｎ并暴露１５ｍｉｎ，最
后，在发光测试仪上测定各孔相对发光单位ＲＬＵ．

图１　微板毒性分析实验设计
Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎｉｎｔｈｅｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｔｏｘｉｃｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓ

　　通过第１列４个空白对照样的相对发光单位平
均值（ＲＬＵ０）和各质量浓度４次平行相对发光单位
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平均值（ＲＬＵ）计算化学物质或混合物对基因重组
发光菌发光的相对抑制率Ｅ（％），即抑制毒性：

　　　Ｅ（％）＝（１－
ＲＬＵ
ＲＬＵ０

）×１００． （１）

１．３．２　联合重金属 ＥＣ５０的测定　根据单一毒性的
测试结果，绘制各种重金属离子对发光菌作用的效

应－剂量曲线，以获得单一毒性 ＥＣ５０．并将 Ｚｎ
２＋、

Ｃｕ２＋和 Ｈｇ２＋的 ３种重金属溶液按直接均分射线法
线
［７］（ＤｉｒｅｃｔＥｑｕｉｐａｒｔｉｔｉｏｎＲａｙ，ＥｑｕＲａｙ）配置二元混

合体系（图２）．对于 Ｘ和 Ｙ组成的二元混合物，以
Ｘ和Ｙ的质量浓度为坐标轴的二维坐标平面上，连
接ｘ轴和ｙ轴上两组分的 ＥＣ５０值；在连接线段上选
择３个等距离点（Ａ１、Ａ２、Ａ３），并从坐标原点出发，
通过等距离点作３条射线（记为Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３）；选择稀
释因子为 ２倍，在每条射线上选择 １１个（不含原
点）的质量浓度梯度点（每条射线上的混合物中 Ｘ
组分和Ｙ组分的质量浓度比为常数）；应用 ＭＴＡ测
试每条射线上各个混合物质量浓度梯度点的毒性效

应，进而构成一条具有固定质量浓度比常数的混合

物的质量浓度－效应曲线（ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎＲｅｓｐｏｎｓｅ
Ｃｕｒｖｅ，ＣＲＣ），ＥｑｕＲａｙ可以均衡考察不同质量浓度
的多条射线，从而表征二元混合物中各组分的质量
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图２　直接均分射线法实验设计
Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎｏｆｄｉｒｅｃｔｅｑｕｉｐａｒｔｉｔｉｏｎｒａｙ

１．４　联合毒性评价方法
２种及以上的污染物，共同作用于生物体所产

生的生物学效应为联合毒性效应，可分为协同、相

加、独立和拮抗４种作用类型．目前，有关联合毒性
作用的判断方法有不同的分类方法和判断标准．实
验采用毒性单位法（ＴＵ）、Ｍａｒｋｉｎｇ相加指数法（ＡＩ）
和混合毒性指数法（ＭＴＩ）对这些类型的联合毒性作
用进行定量判别和分析（表１）．

表１　不同评价指数的联合作用类型判断标准
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｒｉｔｅｒｉａｆｏｒｔｈｅｊｕｄｇｍｅｎｔｏｆｊｏｉｎｔｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓｏｆｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｅｖａｌｕａｔｉｏｎｉｎｄｅｘｅｓ

作用类型
协同

作用

简单相加

作用

独立

作用

拮抗

作用

部分相加

作用

ＴＵ Ｓ＜１ Ｓ＝１ Ｓ＝Ｓ０ Ｓ＞Ｓ０ Ｓ０＞Ｓ＞１
ＡＩ ＡＩ＞０ ＡＩ＝０ — ＡＩ＜０ —

ＭＴＩ ＭＴＩ＞１ ＭＴＩ＝１ ＭＴＩ＝０ ＭＴＩ＜０ ０＜ＭＴＩ＜１

１．４．１　毒性单位法　毒性单位［８］
用于表示锌铜混

合物对幼年大西洋鲑的联合毒性的化合物浓度．
１９７５年，ＭＡＲＫＩＮＧ［９］将这一概念推广到混合物的
相加作用：

ＴＵ＝
Ａｍ
Ａｉ
， （２）

其中，Ａｍ是混合物毒性中各组分的毒性（ＬＣ５０或
ＥＣ５０值），Ａｉ是毒物Ａ的毒性（ＬＣ５０或 ＥＣ５０值）．对于
包含ｎ组分的混合物：

Ｓ＝
ｎ

ｉ＝１
ＴＵｉ， （３）

Ｓ０＝
Ｓ

（ＴＵｉ）ｍａｘ
． （４）

根据各组分毒性单位之和 Ｓ与 Ｓ０来评价混合物的
联合作用类型．
１．４．２　相加指数法　在毒性单位概念的基础上，
ＭＡＲＫＩＮＧ［１０］提出指数相加法．当 Ｓ≤１时，相加指
数ＡＩ＝１／Ｓ－１；当Ｓ＞１时，ＡＩ＝１－Ｓ．
１．４．３　混合毒性指数法　１９８１年，Ｋ?ＮＥＭＡＮＮ［１１］首次
使用混合毒性指数评价多元混合物对鱼的联合毒作

用，将混合毒性指数ＭＴＩ定义为：

ＭＴＩ＝１－
ｌｇＳ
ｌｇＳ０

． （５）

１９９６年，ＣＨＥＮ等［１２］
在研究化合物对细菌的毒

性作用时，对 ＭＴＩ进行了调整：如果混合物中各组
分为同等毒性，则

ＭＴＩ＝１－
ｌｇＳ
ｌｇｎ
， （６）

其中，ｎ为混合物中组分的种类．

２　结果与讨论

２．１　单一毒性作用分析
综合比较３种重金属离子对基因重组发光菌的

急性毒性（图３），曲线表现为典型的毒性质量浓度
效应关系．３种重金属离子的质量浓度在 ０．１～１０
ｍｇ／Ｌ范围内增长时，对发光菌的抑制作用急剧上
升．重金属离子质量浓度超过１０ｍｇ／Ｌ时，对发光菌
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的抑制率范围达到８０％～１００％．

图３　３种重金属对发光细菌的急性毒性测试曲线
Ｆｉｇｕｒｅ３　Ａｃｕｔｅｔｏｘｉｃｉｔｙｃｕｒｖｅｓｏｆｔｈｒｅｅｈｅａｖｙｍｅｔａｌｓｔｏｔｈｅ

ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔｂａｃｔｅｒｉｕｍ

　　３种重金属离子对基因重组发光菌都有不同程
度的抑制作用，对发光菌的 ＥＣ５０分别为：４．２４、５．９９、
２．２７ｍｇ／Ｌ，其中毒性作用强弱为：Ｈｇ２＋＞Ｚｎ２＋＞Ｃｕ２＋，
即Ｈｇ２＋的生物毒性最大．此结果与 ＣＨＯ等［１３］

报道

的相应金属毒性顺序完全一致；Ｚｎ２＋和 Ｃｕ２＋的金属
毒性顺序与文献［１４］、［１５］报道的顺序一致．
２．２　二元混合体系的联合毒性作用分析

９种二元混合体系对发光细菌的急性毒性测试
质量浓度效应曲线（图 ４），其中，混合体系简称如
ＣｕＺｎ０．４８代表ρ（Ｃｕ２＋）∶ρ（Ｚｎ２＋）＝０．４８∶１的体系．９
种混合体系对基因重组发光菌都有不同程度的抑制

作用，对发光菌的 ＥＣ５０分别为：８．５４、８．１４、７．８９、
９．５１、７．４２、５．０５、４．８８、５．５３、０．７２ｍｇ／Ｌ．

图４　 二元混合体系对发光细菌的急性毒性测试曲线
Ｆｉｇｕｒｅ４　Ａｃｕｔｅｔｏｘｉｃｉｔｙｃｕｒｖｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｉｎａｒｙｓｙｓｔｅｍｓｔｏｌｕ

ｍｉｎｅｓｃｅｎｔｂａｃｔｅｒｉｕｍ

　　综合比较 Ｚｎ２＋、Ｃｕ２＋和 Ｈｇ２＋组成的二元混合体
系对基因重组发光菌的联合毒性评价参数见表 ２．
２种重金属离子以 ３种不同的质量浓度比混合时，
除了ＨｇＣｕ０．０５组以外，其余 ８组二元混合体系的
ＡＩ均小于 ０；在这８组二元混合体系中，ＣｕＺｎ０．４８、
ＣｕＺｎ４．３３、ＺｎＨｇ１２．７３和ＺｎＨｇ４．２４的ＭＴＩ＜０；Ｓ＞Ｓ０．这
４组二元混合体系均表现出拮抗作用．而 ＣｕＺｎ１．４４、
ＺｎＨｇ１．４１、ＨｇＣｕ０．４９和ＨｇＣｕ０．１６的ＡＩ＜０，显示为拮
抗作用，０＜ＭＴＩ＜１；Ｓ０＞Ｓ＞１显示为部分相加作用．
这可能是因为相加指数法中没有部分相加作用的

判据，因而将这种作用归于拮抗类型．ＨｇＣｕ０．０５
组显示为协同作用．ＡＩ越接近于 ０，则毒性越接近
相加作用；而 ＭＴＩ越接近于 ０，则毒性越接近独立
作用．

表２　二元混合体系的ＥＣ５０值和联合毒性评价参数及作用类型
Ｔａｂｌｅ２　Ｊｏｉｎｔｔｏｘｉｃｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｎｇｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｎｄｔｙｐｅｓｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｉｎａｒｙｓｙｓｔｅｍｓ

混合体系 ＥＣ５０／（ｍｇ·Ｌ
－１） Ｓ Ｓ０ ＡＩ ＭＴＩ 作用类型

ＣｕＺｎ０．４８ ８．５４ １．８２ １．３４ －０．８２ －１．０５ 拮抗

ＣｕＺｎ１．４４ ８．１４ １．５９ １．９９ －０．５９ ０．３３ 部分相加／拮抗
ＣｕＺｎ４．３３ ７．８９ １．４２ １．３３ －０．４２ －０．２３ 拮抗

ＺｎＨｇ１２．７３ ９．５１ ２．３８ １．１４ －１．３８ －５．６２ 拮抗

ＺｎＨｇ４．２４ ７．４２ ２．０４ １．４４ －１．０４ －０．９６ 拮抗

ＺｎＨｇ１．４１ ５．０５ １．６２ １．７４ －０．６２ ０．１３ 部分相加／拮抗
ＨｇＣｕ０．４９ ４．８８ １．２５ １．７９ －０．２５ ０．６２ 部分相加／拮抗
ＨｇＣｕ０．１６ ５．５３ １．１３ １．４１ －０．１３ ０．６４ 部分相加／拮抗
ＨｇＣｕ０．０５ ０．７２ ０．１３ １．０８ ６．６９ ２７．５０ 协同

　注：混合体系简称如ＣｕＺｎ０．４８代表ρ（Ｃｕ２＋）∶ρ（Ｚｎ２＋）＝０．４８∶１的体系．

　　根据９组二元混合体系的ＡＩ值和ＭＴＩ值，可判
断其拮抗作用的强弱程度．由ＡＩ获得的排列顺序为
ＺｎＨｇ１２．７３＞ＺｎＨｇ４．２４＞ＣｕＺｎ０４８＞ＺｎＨｇ１．４１＞ＣｕＺｎ４．３３＞
ＣｕＺｎ１．４４＞ＨｇＣｕ０．４９＞ＨｇＣｕ０．１６＞ＨｇＣｕ０．０５；由ＭＴＩ获
得的排列顺序为 ＺｎＨｇ１２．７３＞ＣｕＺｎ０４８＞ＺｎＨｇ４．２４＞
ＣｕＺｎ４．３３＞ＺｎＨｇ１．４１＞ＣｕＺｎ１．４４＞ＨｇＣｕ０．４９＞ＨｇＣｕ０．１６＞

ＨｇＣｕ０．０５．２种评价方法得到的顺序并不完全一
致，这可能是因为不同毒性组合的联合毒性效应

会随其主因子作用有所不同
［１６］；也可能是不同评

价方法对重金属混合物毒性的评价结果也有所不

同，表明混合物毒性评价结果与所选的评价方法

有关
［１５］．
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３　结论

应用基因重组发光菌Ｅ．ｃｏｌｉＨＢ１０１ｐＵＣＤ６０７研
究了Ｚｎ２＋、Ｃｕ２＋、Ｈｇ２＋３种重金属离子的单一毒性和
二元混合体系的联合毒性．实验表明：单一重金属
离子对基因重组发光菌的毒性顺序为：Ｈｇ２＋＞Ｚｎ２＋＞
Ｃｕ２＋．二元混合体系中 ρ（Ｈ２＋ｇ）∶ρ（Ｃｕ２＋）＝０．０５的
ＨｇＣｕ０．０５组显示为协同作用，其余８组不同比例皆
显示为不同程度的拮抗作用．

在重金属离子复合污染控制方面，有望利用拮

抗作用来降低重金属离子的联合毒性作用．因此，
如何提高拮抗作用，对减少复合污染有一定意义．

在此研究基础上可进行多元重金属混合体系中

联合毒性定量性质和结构－活性相关的分析，实现
对混合毒性作用机制的定量研究，为重金属毒性的

全生命周期影响评价奠定基础．
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