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摘要$通过细菌发光抑制试验&研究
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"9的混合毒性&分别采用等毒性单位法与加和指

数法&对其混合物的联合毒性进行评价$结果表明&

!

种重

金属的毒性大小为
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$对于混合体系&两

种评价方法结果一致&即
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"9均为拮抗作用$
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性单位法)加和指数法
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中国是世界主要农产品生产与消费大国之一"农产品

的安全关系到广大人民群众的身心健康0

$

1

"农用灌溉所用

的江#河#湖泊水!若受到了重金属的污染!极易造成果蔬#大

米等农产品中重金属的含量超标!其中以
<O

#

3G

#

V

7

#

3E

最

为突出0

"

1

"重金属极易在人体内积累!在机体内多种重金属

可呈现十分复杂的相互作用!最终对机体引起综合毒性!因

此单一重金属毒性并不能真实地反映受污染的农产品对人

类和其他生物的危害!必须选择合适的方法对重金属的综合

毒性进行评价0

!

1

!这对于农产品的食用安全性具有重要的实

用价值"

传统的生物毒性评价主要以哺乳类#鱼类0

2I0

1等为受试

对象!试验操作复杂!周期长!不能满足快速检测需要"发光

细菌不仅具有独特的生理特性!其发光强度可用现代光电手

段进行检测"近年来!由此发展的发光细菌法备受关注0

1

1

"

发光细菌法即发光细菌与外来受试物接触后!若外来受试物

具有毒性!则可抑制发光细菌的发光强度"在一定范围内!

发光细菌发光强度的变化程度与受试物的浓度呈正相关关

系!同时可判断出该物质的毒性大小"李真等0
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1利用发光杆

菌对
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种重金属的单一

毒性进行了检测(卢俊荣等0

$#

1应用发光细菌法!对农产品中

的重金属镉和赭曲霉毒素分别进行了单一毒性的检测"该

法简单快速!灵敏!不需昂贵的仪器设备!最重要的是可以对

受试物的综合毒性进行评价(吴淑杭等0

$$

1利用明亮发光杆

菌通过二次二因子回归通用旋转组合试验评价了
V

7

"9

#

3G

"9和
3-

%9的单一毒性及其联合毒性"

联合作用指数法是应用发光细菌法!研究有毒物质联合

毒性的主要方法"联合作用指数法是将观测的混合物效应

和期望的效应定量关联起来的方法!尽管混合物中各物质的

毒性不同!但对发光细菌的作用方式是相似的!因而一种毒

物产生的毒性可被一定量的另一毒物所代替!当毒物的有效

浓度以相同的单位表示时!混合物的有效浓度为各毒物的有

效浓度之和"目前!评价混合物毒性常用的联合作用指数法

主要有*等毒性单位法-

:̀

.#加和指数法-

KU

.#混合毒性指

#%



数法-

+:U

.和相似指数
1

法等"其中
:̀

与
KU

偏重于预测

混合物的联合毒性!可以用具体的数字定量描述所测有毒物

质的联合毒性!并且这两种方法简单快速"应用不同种方法

对有毒物质的联合毒性进行研究!有利于研究结果之间的比

较0

$"

1

!保证研究结果的准确性"

本研究拟采用明亮发光杆菌作为受试生物!研究农产品

中可能含有的
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7
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!

种重金属单一毒性!在单

一重金属毒性的研究基础上!分别应用
:̀

与
KU

两种方法

对
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种重金属混合体系的联合毒性进行了评价!旨为

<O

"9

#
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"9

#

V

7

"9

!

种重金属的联合毒性提供基础数据!也

为农产品食用安全性的快速筛查提供试验依据"
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材料与方法

$)$

!

材料与仪器

$)$)$

!

材料与试剂

明亮发光杆菌冻干粉试剂-

.#"

.冻干粉*北京滨松光子

技术股份有限公司(

/%

孔白色酶标板*上海卧宏生物科技有限公司(

胰蛋白胨生化试剂#酵母提取物生化试剂#氯化钠#丙三

醇#氢氧化钠#盐酸#硝酸铅#氯化镉#氯化汞*分析纯!国药集

团上海化学试剂有限公司(

试验用水均为超纯水"

$)$)"

!

主要仪器设备

多功能酶标仪*

:LF-6'Y?>FH=>P>?&,->'D@,H4(,DL

型!赛

默飞世尔科技有限公司(

荧光光谱仪*

4C0###

型!日立公司(

可见分光光度计*

0""Y

型!上海欣茂仪器有限公司(

精密
Q

V

计*

=FD='"#.

!德国德图公司"
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!

菌种的培养

根据前期的优化工作!将明亮发光杆菌于
"#\

!

$"#-

+

6>H

恒温摇床培养箱内!经
$%L

摇床培养至对数生长期中期!测

其
I?

值为
#)"

!菌落数为
$#

%
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68

的发光杆菌做为受

试菌"

$)!

!

单一毒性的测定

根据预试验结果!将待测的重金属配置成一系列不同浓

度的溶液!所有溶液均用
!5 *,3(

溶液定容"然后分别将

$##

%

8

菌液与
$##

%

8

重金属溶液加入
/%

孔白色酶标板中!

空白为
$##

%

8

菌液与
$##

%

8

的
!5 *,3(

混合溶液!

2

次平

行!标准偏差不得超过
$.5

"将酶标仪振板设置成
O,?@C

7

-'EHG

!转速
%##-

+

6>H

!振幅
$66

!振板时间
26>H

!测定

!#6>H

时的发光强度"根据式-

$

.将菌液发光强度转化为相

对发光抑制率"以重金属溶液浓度为横坐标!以相对发光抑

制率为纵坐标建立工作曲线!根据线性回归方程求出
"-

.#

-半数发光抑制率.所对应的浓度"以菌种半数发光抑制率

来衡量各重金属对明亮发光杆菌的毒性大小"
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式中*

R

)))相对发光抑制率!

5

(

-+

)))对照管光强!

T8̀

(

8+

)))样品管光强!

T8̀

"

$)2

!

二元%三元重金属的联合毒性的测定

根据
$)!

获得的单一重金属
"-

.#

相对应的各种重金属

的离子质量浓度-表
$

.!采用等毒性比的混合方法!即混合物

中各重金属的毒性比-
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(
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"9二元混合体系!

<O

"9

93G

"9

9V

7

"9三元

混合体系!分别按等毒性比配置联合毒性试验中!各混合溶

液的质量浓度!每种混合体系设置
%

个质量浓度组!由最大

浓度进行稀释!其中一组为空白对照-

[^!5 *,3(

溶液."

待测液的质量浓度见表
"

"测定同
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!然后分别通过
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"9三元混合体系的联合毒性进行

评价"
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!

结果与讨论
")$

!

重金属单一毒性

相同的试验条件下!按重金属的离子浓度计算!其毒性

大小顺序为
V

7

"9

#

<O

"9

#

3G

"9

-表
$

."

")"

!

等毒性单位法评价重金属联合毒性

在明亮发光杆菌毒性测试中!随着重金属质量浓度的增

加!相对发光强度值-

T8̀

.下降"通常将
T8̀

下降到起始

数值的
.#5

时的重金属物质质量浓度定义为
$

个毒性单位

-

:̀

.

0

$!

1

"因此!参照文献0

$2

1对于重金属的单一体系!

(:̀

对应于其
"-

.#

"毒性单位按式-

"

.计算*

<:

X

$

"-

.#

! -

"

.

式中*
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)))毒性单位(

$

)))单一体系中重金属离子质量浓度!

6

7

+

8

(

"-

.#

)))单一体系中重金属半致死离子质量浓度!即在

单一体系中重金属的毒性单位
$̂:̀

!

6

7

+

8

"

对于多元混合体系!混合体系的毒性单位按式-

!

.计算*
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X
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! -

!

.

式中*
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6>M

)))混合体系的毒性单位(

$

)

#
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@

)))分别为混合体系中其中一个重金属的离子质

量浓度!
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7
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(

$

F

#
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O

)))分别为单一体系中其中一个重金属的半致

死离子质量浓度!

6

7

+

8

"

根据表
"

的质量浓度配比和表
$

的
"-

.#

计算出
<:

6>M

!

以混合体系的毒性单位为
A

轴#混合体系发光抑制率为
(

轴

绘制工作曲线!通过其线性回归方程!计算出混合体系中重

金属的毒性单位-

"-

.#6>M

."

假设混合体系中各重金属的联合毒性为加和作用!那么

混合体系中
<:

6>M

相当于
$:̀

"因此!当实际混合体系中

"-

.#6>M

#

$:̀

时!说明混合重金属毒性变弱!那么两者或三

者间为拮抗作用(当
"-

.#6>M

$

$:̀

时!说明混合重金属毒性

变强!那么两者或三者间为协同作用"

采用等毒性单位法的重金属混合体系毒性效应试验结

果见图
$

"在重金属的二元和三元混合体系中!随着混合

重金属离子浓度的增加!其发光抑制率越大!且不同的
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V

7

"9二元和三元混合物对明亮发光杆菌的联

合毒性明显不同"在一定的等毒性配比范围内!其线性关

系良好!
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"9二元混合体系和
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"9 三元体系的
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.#6>M

见表
!

"由表
!

可知*
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93G

"9属于协同作用!即

<O

"9的存在增加了
3G

"9的毒性!而
3G

"9 的存在也增加了

<O

"9的毒性!重金属毒性的这种协同作用对农产品有着重

大的 安 全 隐 患"

3G

"9

9 V

7

"9

#

<O

"9

9 V

7

"9

#

<O

"9

9

3G

"9

9V

7

"9均为拮抗作用"联合毒性的判断是建立在

单一毒性的
"-

.#

基础上的!以等毒性单位法研究联合毒

性可以快速方便地判断出二元以及三元混合物之间的相

互作用关系"

图
$

!

各混合体系的毒性效应及线性关系
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表
!

!

等毒性单位法评价重金属混合体系的联合毒性

:,O(F!

!

:'M>?>=

N

FS,(E,=>'H'PLF,S

N

6F=,(D6>M=E-FO,DFG'H=LF='M>?EH>=6F=L'G

混合体系 线性回归方程 相关性-

6

. 毒性单位-

:̀

. 评价

<O

"9

93G

"9

(

.̂$)#%19/)22!$"A #)/0/.0 I#)$$!$

协同作用

3G

"9

9V

7

"9

(

!̂!)"#02%9$2)1/#$2A #)/%0#" $)$"01

拮抗作用

<O

"9

9V

7

"9

(

!̂/)$!%$09/)2/%00A #)/0#!! $)$22#

拮抗作用

<O

"9

93G

"9

9V

7

"9

(

"̂0)%#//$9%)!""%/A #)//1$. !).2$"

拮抗作用

")!

!

加和指数法评价重金属的联合毒性

根据单一重金属毒性和混合体系毒性的
"-

.#

值"参照

文献0

$.

1!生物毒性相加作用之和按式-

2

.计算*

8

X

FN

F*

\

ON

O*

\

-N

-*

! -

2

.

式中*

8

)))生物毒性相加作用之和(

FN

#
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#
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)))混合毒性的
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值!
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8

(

F*

#
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-*

)))

,

#

O

#

?

单一体系中各重金属的
"-

.#

值!

6

7

+

8

"

再由
8

求得相加指数
F#

!当
8

,

$

!

F# $̂

+

8I$

(当
8

#

$

!

F#̂ $I8

"

用
F#

判断混合体系的联合毒性!当
F#̂ #

!为毒性相加

作用(

F#

$

#

!为拮抗作用(

F#

#

#

!为协同作用"

采用加和指数法的重金属混合体系的毒性效应试验结

果见图
"

"由图
"

可知!在一定的等毒性质量浓度范围内!发

光抑制率与混合体系的质量浓度成正比"由表
2

可知!当

<O

"9

93G

"9共存时!其
8 #̂)$21

"因
8

$

$

!

F#̂ $

+

#)$21I

$̂ .)0.0

!

F#

#

#

!因此两者毒性为协同作用"当
3G

"9

9

V

7

"9共存时!其
8^").%2

"因
8

#

$

!

F#^$I").%2 ^

I$).%2

!

F#

$

#

!故为两者毒性为拮抗作用"当
<O

"9

9

V

7

"9共存时!其
8^$)/#!

"因
8

#

$

!

F#^$I$)/#!^

I#)/#!

!

F#

$

#

!故两者毒性为拮抗作用"当
<O

"9

93G

"9

9

V

7

"9三者共存时!其
8^!)02%

"因
8

#

$

!

F#^$I!)02%^

I")02%

!

F#

$

#

!故三者毒性为拮抗作用"

通过上述两种方法对下
<O

"9

93G

"9

#

3G

"9

9V

7

"9

#

<O

"9

9V

7

"9二元混合体系和
<O

"9

93G

"9

9V

7

"9三元体系

的联合毒性的评价!所得结果完全一致!说明采用细菌发光

抑制试验评价有毒物质的联合毒性是可靠的"

3G

"9

9

V

7

"9

#

<O

"9

9V

7

"9

#

<O

"9

93G

"9

9V

7

"9 均为拮抗作用!可

能是各种重金属与发光杆菌中的酶存在结合位点的竞争!但

重金属对于细菌细胞的毒性作用机制至今还未有明确的解

释!有待进一步的研究"本试验也说明在混合体系中不同重

金属之间存在明显的相互作用!故对于多种重金属污染的农

产品!不能以单一重金属的含量去评价其食用的安全性"

图
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各混合体系的毒性效应及线性关系
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表
2
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加和指数法评价重金属混合体系的联合毒性

:,O(F2
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N
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6F=,(D6>M=E-FO,DFG
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混合体系
8

值
F#

值 评价

<O

"9

93G

"9

#)$21 .)0.0

协同作用

3G

"9

9V

7

"9

").%2 I$).%2

拮抗作用

<O

"9

9V

7

"9

$)/#! I#)/#!

拮抗作用

<O

"9

93G

"9

9V

7

"9

!)02% I")02%

拮抗作用

!

!

结论
本试验以明亮发光杆菌为受试生物!分别通过等毒性单

位法与加和指数法研究了食品中
<O

"9

#

3G

"9

#

V

7

"9

!

种重

金属的二元#三元混合体系的联合毒性!两种方法所得结果

一致!即
<O

"9

93G

"9 的联合毒性作用方式为协同作用(

3G

"9

9V

7

"9

#

<O

"9

9V

7

"9

#

<O

"9

93G

"9

9V

7

"9联合毒性作

用方式均为拮抗作用!说明使用该方法评价有毒物质的联合

毒性是准确的"
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