
随着工业生产的快速发展，各种污染物质通过多

种途径进入环境并共存，构成了复合污染[1]。土壤是环
境的重要组成部分，承载着环境中大约 90豫的污染物
质。重金属和多环芳烃是土壤环境中两类重要的污染

物，往往同时或先后进入土壤形成复合污染，它们在

环境中会发生各种联合作用，如协同作用、相加作用、

拮抗作用等[2]。长期以来，毒理学研究多集中于单一物
质的环境毒性效应，无法反映环境中多种污染物共存

时联合毒性效应的影响。因此，研究重金属和多环芳

烃在联合体系中的交互作用与毒性效应，对于开展土

壤环境治理和修复具有重要的理论和实践意义。重金

属铬及其化合物是冶金、金属加工、电镀、制革等行业

常用的基本原料，生产过程中产生的含铬废水、废渣、

废气的排放可导致土壤环境的污染[3]。铬主要以 Cr（芋）
和 Cr（遇）形态存在，其中 Cr（遇）很少自然形成，主要
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由人工合成，对生物具有很强的毒性，其毒性比 Cr
（芋）强 100~1000倍[4]。菲属于多环芳烃类污染物，是
美国环保局优先控制有机污染物黑名单中 16种多环
芳烃的一员，由于其结构与致癌物苯并（a）芘具有相
似性，被作为模式污染物广泛研究[5-8]。
蚯蚓对土壤系统具有重要的生态作用，同时也是

土壤污染重要的指示生物[9]，由于蚯蚓对环境变化较
为敏感且对有机及无机污染物有富集作用[10]，将蚯蚓作
为模式生物评价土壤质量和土壤污染状况已成为研究

土壤生态环境的重要手段之一。鉴于蚯蚓急性毒性试

验操作简单、成本低廉、易于观察、反应灵敏度高、测试

终点具有生态毒理相关性等优点，其在污染土壤生态

风险评价中日益受到关注[11-15]。目前，国内外已对重金
属[3]、重金属复合污染[16]、多环芳烃[11]、农药[9，12]等对蚯
蚓的生态毒理效应开展了相关研究，但对重金属和多

环芳烃复合污染的研究报道还较少。

因此，本文采用人工土壤法研究了铬（遇）和菲单
一及复合暴露对赤子爱胜蚓的急性毒性效应及时间-
浓度-效应关系，并通过等效应线图评价了二者的联
合作用类型，研究结果不仅可为评价铬（遇）和菲在土
壤中的污染和毒性程度提供基础数据，同时也为环境

标准制定和生态风险评价提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料
1.1.1 供试动物
赤子爱胜蚓（Eisenia foetida），购自上海永和生物

科技有限公司蚓种场，并在本实验室保种繁育，试验

前在与试验时相同的环境条件下驯养 7 d。供试蚯蚓
驯养期间，使用腐熟牛粪进行喂养，至试验开始前24
h为止。选用 2月龄以上，平均体重为（0.36依0.04）g
（平均值依标准偏差），环带明显，大小基本一致的健康
蚯蚓供试验用。

1.1.2 试验土壤
人工土壤按 OECD 207 [17]法配制，其中包含 70%

石英砂、20%高岭土和 10%草炭，用碳酸钙将 pH值
调至 7.0依0.5。
1.1.3 试验试剂和仪器
重铬酸钾（K2Cr2O7）和菲均为分析纯试剂，购自中

国医药（集团）上海化学试剂公司，丙酮、高岭土、碳酸

钙和工业石英砂（含 50%以上 0.05~0.2 mm细小颗粒）
均为分析纯试剂，购自国药集团化学试剂公司。

人工气候室（杭州求是人工环境有限公司），电热

恒温鼓风干燥器（DHG-9246A，上海精宏实验设备有
限公司），电子天平（YP2001N，上海精密科学仪器有限
公司），pH计（S220，梅特勒-托多仪器有限公司）等。
1.2 试验方法
1.2.1 铬（遇）和菲单一暴露的急性毒性试验
根据 OECD 207方法[17]开展铬（遇）和菲单一暴露

对赤子爱胜蚓的急性毒性试验。在正式试验之前，先

进行较大范围浓度系列的预试验。按照几何级数设置

几种不同浓度组（1.0、10、100、1000 mg·kg-1，人工土
壤，干重，下同）。对于重铬酸钾可将其先溶于去离子

水，配制成不同浓度梯度的溶液，然后加入到人工土

壤中，再加入去离子水使其达到土壤干重的 35%左
右，充分混匀。由于菲难溶于水，可将其先溶于丙酮，

配制成不同浓度梯度的测试溶液，将测试溶液加入到

人工土壤中，充分混匀后放入通风橱中，待丙酮挥发

完全后，用去离子水调节至土壤干重的 35%左右，再
混合均匀。对于每一试验，在玻璃容器中均加入 750 g
湿重的试验土壤和 10条蚯蚓（已在人工土壤中驯化
24 h）。在试验之前将蚯蚓冲洗干净，放在人工土壤表
面，待其自行爬入，然后置于温度（22依2）益，湿度 75%
依5%的条件下培养，并提供连续光照。整个试验周期
为 14 d，每个处理组和相应的对照组设置 4个平行，
分别在第 7 d和第 14 d记录蚯蚓的死亡情况。
根据预试验结果，正式试验中铬（遇）（以纯铬计，

下同）的浓度梯度设置为 0、140.00、168.00、201.60、
241.92、290.30、348.36、418.04 mg·kg-1；菲的浓度梯度
设 置 为 0、10.00、16.00、25.60、40.96、65.54、104.86、
167.78 mg·kg-1，并设置助溶剂对照组。有研究表明，
部分污染场地土壤受到与本试验设计相近浓度范围

的铬[18]和菲[19]污染。试验步骤与预试验相同，试验期间
不给蚯蚓提供食物。

1.2.2 铬（遇）和菲复合暴露的急性毒性试验
参照 Lange 等 [20]提出的等效应线图法，研究铬

（遇）和菲复合暴露对赤子爱胜蚓的急性毒性效应，以
单一物质铬（遇）和菲人工土壤法 14 d-LC50为一个毒
性单位，按照等毒性比例（LC50的 1/2）以铬（遇）颐菲=4颐
1[即单一试验结果中铬（遇）LC50和菲 LC50的比值]混
合，设置 5个不同的试验浓度梯度，铬（遇）和菲混合
的浓度梯度设置为 0、96.80、121.28、153.73、197.58、
258.07 mg·kg-1，并设置助溶剂对照组，进而开展急性
毒性试验。混合物中铬（遇）和菲的单一浓度梯度设计
见表 1，试验方法及其 LC50值的计算方法同单一急性
毒性试验。
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1.3 数据分析与联合作用评价方法
联合作用的评价采用等效应线图法，以横、纵坐标

分别表示铬（遇）、菲的浓度，将单一试验结果中铬（遇）
和菲在对应坐标上的 LC50值及 95%置信限的限值连成
三条直线，再根据复合暴露结果中铬（遇）和菲的所含
浓度分别在相应的坐标线上找到各自浓度位置，并由

相应浓度点作垂线，视交点位置进行联合作用的评价。

采用软件 SPSS 17.0中回归分析的 Probit模块，
以每个暴露浓度梯度中赤子爱胜蚓的死亡数为响应

频率，每组试验中蚯蚓总数为观测值汇总，受试物暴

露浓度（转换为底为 10的对数）为协变量，进行 Pro原
bit 分析得到 LC50、95%置信限及回归方程；用软件
Excel 2003绘制时间-浓度-效应关系图。
2 结果与讨论

2.1 铬（遇）单一暴露对赤子爱胜蚓的急性毒性效应
以铬（遇）的暴露浓度为横坐标，赤子爱胜蚓第 7

d和第 14 d的死亡率为纵坐标作图（图 1）。从图 1可
见，铬（遇）对蚯蚓的急性毒性效应与暴露时间和暴露
浓度有关。第 14 d试验结束时，铬（遇）浓度为 140.00
mg·kg-1蚯蚓的平均死亡率仅为 10%，当浓度增加到
168.00 mg·kg-1和 201.60 mg·kg-1 时，蚯蚓平均死亡率
分别上升到 12.5%和 22.5%，在两个高浓度暴露组
（348.36 mg·kg-1和 418.04 mg·kg-1），蚯蚓平均死亡率

达到了 92.5%和 100%。从整个暴露过程来看，蚯蚓的
平均死亡率在铬（遇）暴露浓度较低时增长缓慢，在浓
度高时增长迅速。此外，和第 7 d的试验结果相比，发
现随着暴露时间的延长各浓度处理组蚯蚓的平均死

亡率都有所增加，计算得到铬（遇）对赤子爱胜蚓 7 d
和 14 d的 LC50分别为 259.98 mg·kg-1和 241.13 mg·kg-1

（表2）。这与王婉华等[3]应用人工土壤法测得的铬（遇）
对赤子爱胜蚓 14 d-LC50为 245.06 mg·kg-1结果相近。
另外，LC50值随着暴露时间延长而降低，分析原因可
能是由于铬（遇）在蚯蚓体内富集引起的，有研究表明
在 1~15 d的暴露时间内，重金属 Cr（遇）在蚯蚓体内
的富集量逐渐增加[21]。

除致死效应外，在暴露试验初期，低浓度暴露组

（140.00 mg·kg-1和 168.00 mg·kg-1）未出现任何症状，
而高浓度暴露组（418.04 mg·kg-1）的试验动物出现了
明显的中毒症状，身体萎靡，环带肿大，有黄色液体渗

出，个别蚯蚓还出现回避行为。研究表明[22]，蚯蚓对于
土壤中的重金属、农药、多环芳烃及无机盐等多种污

染物均具有回避反应。

2.2 菲单一暴露对赤子爱胜蚓的急性毒性效应
以菲的暴露浓度为横坐标，赤子爱胜蚓第 7 d和

第 14 d的死亡率为纵坐标作图（图 2）。由图 2可见，
菲对蚯蚓的急性毒性效应与暴露时间和暴露浓度也

具有相关性。第 14 d试验结束时，菲的蚯蚓毒性试验
结果与铬（遇）的结果相类似，在 10.00 mg·kg -1 和
16.00 mg·kg-1低浓度时，蚯蚓的平均死亡率相同且较
低，仅为 5%。随着菲浓度的升高平均死亡率也相应增
加，在两个高浓度暴露组（104.86 mg·kg-1 和 167.78
mg·kg -1），蚯蚓平均死亡率分别达到了 72.5% 和
100%。可见当暴露浓度升高到一定范围时，蚯蚓会出
现较高的死亡率。分析原因可能是菲的脂溶性较强，

易透过蚯蚓表皮吸收，同时蚯蚓肠道在消化污染土壤

的过程中，也会吸收部分污染物，当两种作用达到一
图 1 铬（遇）对赤子爱胜蚓的急性毒性效应

Figure 1 Acute toxicity of chromium（遇）to Eisenia foetida

表 2 铬（遇）和菲单一暴露对赤子爱胜蚓的急性毒性
统计分析结果

Table 2 Statistical analysis of chromium（遇）and phenanthrene
acute toxicity to Eisenia foetida

污染物
暴露
时间/d 拟合方程 R2 LC50/mg·kg-1

95%置信限/
mg·kg-1

铬（遇） 7 y=-17.455+7.228x 0.954 259.98 245.33~276.15
14 y=-17.578+7.379x 0.959 241.13 218.35~267.07

菲 7 y=-4.947+2.544x 0.885 88.01 74.10~108.26
14 y=-5.025+2.815x 0.896 60.96 44.10~90.58

100
80
60
40
20

0
铬（遇）浓度/mg·kg-1

418.04348.36290.30241.92201.60168.00140.00

7 d
14 d

表 1 铬（遇）和菲复合暴露试验浓度梯度设计
Table 1 Experimental design of combined pollution of

chromium（遇）and phenanthrene
试验设计 暴露浓度/mg·kg-1

铬（遇） 0 77.44 97.02 122.98 158.06 206.46
菲 0 19.36 24.26 30.75 39.52 51.61

混合物 0 96.80 121.28 153.73 197.58 258.07
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图 3 铬（遇）和菲混合物的联合作用等效应图（7 d）
Figure 3 Isobologram of chromium and phenanthrene on

mixture on day 7

120
100
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0 0 50
铬（遇）浓度/mg·kg-1

100 150 200 250 300

表 3 铬（遇）和菲复合暴露对赤子爱胜蚓的急性毒性效应
Table 3 Joint acute toxicity of chromium（遇）and phenanthrene

to Eisenia foetida

注：第 7 d和第 14 d的蚯蚓死亡率为平均值依标准差。

表 4 铬（遇）和菲复合暴露对赤子爱胜蚓的
急性毒性统计分析结果

Table 4 Statistical analysis of chromium（遇）and phenanthrene
joint acute toxicity to Eisenia foetida

暴露类型 暴露时间/d LC50/mg·kg-1

铬（遇） 菲

复合
7 151.73 37.93
14 137.69 34.42

图 2 菲对赤子爱胜蚓的急性毒性效应
Figure 2 Acute toxicity of phenanthrene to Eisenia foetida

100
80
60
40
20

0
菲浓度/mg·kg-1

167.78104.8665.5440.9625.6016.0010.00

7 d
14 d

定程度后就会出现较强的毒性效应[8]。另外，和第 7 d
的试验结果相比，随着暴露时间延长各浓度处理组蚯

蚓的平均死亡率都有所增加，原因可能是有机污染物

菲在蚯蚓体内的富集引起的[23]。计算得到菲对赤子爱
胜蚓 7 d 和 14 d 的 LC50 分别为 88.01 mg·kg -1 和
60.96 mg·kg-1（表 2），LC50 值也是随着暴露时间的延
长而降低。这与朱江[2]研究得出的菲对赤子爱胜蚓 14
d-LC50为 42.51 mg·kg-1结果相近。

同铬（遇）暴露试验过程中蚯蚓的症状变化相似，
在菲暴露试验初期，低浓度暴露组（10.00 mg·kg-1和
16.00 mg·kg-1）未出现任何症状，而高浓度暴露组
（167.78 mg·kg-1）的试验动物出现了明显的中毒症
状，身体萎靡，环带肿大，有黄色液体渗出，个别蚯蚓

还出现回避行为。这与何巧力等[11]观察到部分蚯蚓在
接触较高浓度污染土壤的早期，已能感受到土壤中萘

的存在并作出回避反应的结果一致。

2.3 铬（遇）和菲复合暴露对赤子爱胜蚓的急性毒性效应
在单一暴露试验基础上，开展铬（遇）和菲复合暴

露对蚯蚓的急性毒性试验，试验结果如表 3。试验第 7
d时，混合物低浓度暴露组[铬（遇）浓度 77.44 mg·kg-1、
菲浓度 19.36 mg·kg-1]，蚯蚓的平均死亡率为 5%，而中
浓度暴露组[铬（遇）浓度 122.98 mg·kg-1、菲浓度30.75
mg·kg-1]，蚯蚓的平均死亡率增至 35%，死亡率增加较
大；在最高浓度暴露组[铬（遇）浓度 206.46 mg·kg-1、菲
浓度 51.61 mg·kg - 1 ]，蚯蚓的平均死亡率上升到
67.5%。第 14 d试验结束时，各对应浓度暴露组的死
亡率相对第 7 d都有所增加，最高暴露浓度组的死亡
率为 75%，并未达到100%致死率。采用 SPSS 17.0软
件中的 Probit模块，同时参照混合物 LC50的表述方
式[24-26]，分析计算得到铬（遇）和菲混合物对蚯蚓 7 d-
LC50中铬（遇）和菲所含浓度分别为151.73 mg·kg-1和

37.93 mg·kg-1；14 d-LC50中铬（遇）和菲所含浓度分别
为 137.69 mg·kg-1和 34.42 mg·kg-1（表 4）。
根据铬（遇）和菲单一及复合暴露毒性试验结果

绘制联合毒性作用等效应图（图 3、图 4）。从图 3和图
4可知，铬（遇）和菲 LC50浓度的交点落在其 95%可信
限的上下两条连线之间，因而判定铬（遇）和菲对蚯蚓
的联合作用表现为相加作用。产生相加作用的原因可

暴露类型
污染物浓度/mg·kg-1 蚯蚓死亡率/%
铬（遇） 菲 第 7 d 第 14 d

复合

0 0 0依0.00 0依0.00
77.44 19.36 5依5.77 7.5依5.00
97.02 24.26 30依14.14 35依10.00

122.98 30.75 35依5.77 42.5依5.00
158.06 39.52 55依12.91 60依8.16
206.46 51.61 67.5依5.00 75依5.77

为铬（遇）和菲单一急性毒性 95%置信限上限的连线
为铬（遇）和菲单一急性毒性 LC50的连线
为铬（遇）和菲单一急性毒性 95%置信限下限的连线
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图 4 铬（遇）和菲混合物的联合作用等效应图（14 d）
Figure 4 Isobologram of chromium and phenanthrene on

mixture on day 14
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能是具有相似化学结构或相同官能团的化合物，或者

在致毒作用靶位点相同且作用模式和机制相似[27]。但
是，如何定量界定这种作用模式或机制的相似性或差

异性仍是当今毒理学界的一个待解的难题[28]。参考已
有的重金属与有机污染物复合污染的研究结果，可知

重金属与有机污染物联合作用的复杂性。联合作用的

类型会随混合物各组分剂量的大小、比例、暴露的时

间、途径、次序及受试生物的不同而改变，同时化合物

引起的往往不仅仅是一种毒性效应。如徐冬梅等[26]通
过铜-毒死蜱对蚯蚓的联合毒性试验发现当采用浓度
比 1颐1进行人工土壤法试验时，铜-毒死蜱的联合毒性
近似于相加作用；而当采用铜和毒死蜱单一毒性 LC50
值为一个毒性单位进行试验时，对蚯蚓的联合作用类

型表现为拮抗作用。另外，Gogolev等[29]采用琼脂平板
技术，研究了 Zn、Cd、Cu和荧蒽对土壤微生物的相互
作用，认为荧蒽可以改变细胞膜的通透性，提高重金属

对微生物的毒性，对于低剂量荧蒽和重金属，当它们单

一污染时对微生物无影响，而复合污染时毒性明显增

加。Maliszewska-Kordybach[30]研究发现，在微生物和植
物生长前期，重金属 Zn、Pb、Cd和多环芳烃芴、蒽、芘
复合污染效应明显大于两者单一污染的效应，复合污

染效应与土壤理化性质、复合污染时间以及多环芳烃

的浓度有关。鉴于重金属和多环芳烃联合作用的复杂

性，有待进一步研究铬（遇）和菲混合污染物在蚯蚓体
内的致毒靶位点及其作用机理。

3 结论

（1）铬（遇）和菲单一暴露对蚯蚓的急性毒性效应相
似，主要体现在赤子爱胜蚓对二者都具有一定的生物富

集特征，随暴露时间的延长各浓度处理组的蚯蚓死亡

率都有所增加；另外，在暴露试验初期，二者高浓度暴

露组的蚯蚓都出现了明显的中毒症状和回避行为。

（2）铬（遇）单一暴露对赤子爱胜蚓的 7 d和 14 d
的 LC50 分别为 259.98 mg·kg-1 和 241.13 mg·kg-1，菲
单一暴露对赤子爱胜蚓的 7 d和 14 d的 LC50分别为
88.01 mg·kg-1和 60.96 mg·kg-1，二者均表现出明显的
时间-浓度-效应关系，且菲的蚯蚓急性毒性效应大于
铬（遇）。
（3）铬（遇）和菲复合暴露混合物对赤子爱胜蚓 7

d-LC50中铬（遇）和菲所含浓度分别为 151.73 mg·kg-1

和 37.93 mg·kg-1；14 d-LC50中铬（遇）和菲所含浓度分
别为 137.69 mg·kg-1和 34.42 mg·kg-1。根据混合物的
联合作用等效应线图分析，铬（遇）和菲对蚯蚓的联合
作用表现为相加作用。
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