
摘 要：通过费氏弧菌急性毒性实验，研究克百威、镉（Cd）和铜（Cu）三种受试样本及其混合样本（克百威-Cd和克百威-Cu的等毒
性单位比为 1颐1、1颐2、2颐1，克百威-Cd-Cu的等毒性单位比为 1颐1颐1、1颐1颐2、1颐2颐1、2颐1颐1）对费氏弧菌 15 min和 30 min的急性毒性效应，
计算克百威、Cd和 Cu的单一和混合样本的半数效应浓度（Median effective concentration, EC50）。克百威、Cd和 Cu暴露 15 min的
EC50值分别为 101.29、13.11、47.06 mg·L-1，暴露 30 min的 EC50值分别为 107.88、11.17、39.73 mg·L-1。利用毒性单位（Toxicity unit,
TU）法、相加指数（Additive index, AI）法和混合毒性指数（Mixtures toxicity index, MTI）法对混合样本进行了定性评价，结果表明：克百
威与 Cu和 Cd两种重金属二元和三元复合作用后主要表现为部分相加和协同作用，说明二元和三元复合毒性较单一毒性增强，且
不同混合比例下，联合毒性效应具有差异。TU法与 MTI法的评价结果一致，而 AI法的结果略有差异。
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Abstract：Toxicity tests were conducted to evaluate the 15 min and 30 min acute toxicity effects of single and mixed samples of carbofuran,
cadmium（Cd）and copper（Cu）（carbofuran-Cd and carbofuran-Cu toxicity mixed ratios of 1 颐1, 1颐2 and 2颐1, carbofuran-Cd-Cu toxicity
mixed ratios of 1颐1颐1, 1颐1颐2, 1颐2颐1 and 2颐1颐1）to Vibrio fischeri, and to calculate the median effective concentration（EC50）of the single and
mixed samples. EC50 values of carbofuran, Cd and Cu for 15 min tests are 101.29, 13.11 and 47.06 mg·L-1, and that for 30 min tests are
107.88, 11.17 and 39.73 mg·L-1 respectively. Toxicity unit（TU）method, mixtures toxicity index（MTI）method and additive index（AI）
method were used to evaluate the joint toxicity of carbofuran, Cd and Cu to Vibrio fischeri. The results show that the joint toxicity of carbo原
furan-Cd, carbofuran-Cu and carbofuran-Cd-Cu are partial additive and synergistic effects, which present that the joint toxicity are higher
than the single toxicity. The joint toxicity of binary and ternary mixtures to Vibrio fischeri depend on the different mixed ratios. Even though
the type are the same, the strength may be different. The evaluation results of TU and MTI method are consistent, while AI method shows
slight different from the other two methods.
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农药是有意引入农业环境中的化学物质，残留时

间长，有较强生物毒性，易造成非目标物种的损害，因

此农药对土壤环境的污染成为公众关注的问题[1-2]。当
前，土壤污染呈形式多样且范围扩大之势，污染物之

间的复杂联合作用是其表现之一，具代表性的是有机

物和重金属的复合污染[3]。
目前，我国受重金属污染的耕地面积已达 2000

万 hm2，占全国耕地面积的 1/6。2014年土壤调查公报
指出镉、汞、砷、铜、铅、铬、锌、镍 8种无机污染物点位超
标率分别为 7.0%、1.6%、2.7%、2.1%、1.5%、1.1%、0.9%、
4.8%[4]，其中 Cd是一种典型非必需的剧毒重金属，被
国际癌症研究机构界定为人类致癌物（第一组）[5]。Cd
和 Cu等化合物通过食物链的富集作用进入人体，在
肝脏和肾脏积存，造成毒素富集损伤，另外也对骨骼

产生影响[6-7]。在农业活动中，农药与重金属的联合污
染较为常见，比如耕种使用农药克百威杀虫，伴随使

用含 Cu的杀菌剂进行杀菌，如可杀得[Cu（OH）2]，其
可缓慢释放出 Cu。此外，在耕种过程中过量使用磷肥
会造成 Cd污染[8]，同时由于畜禽饲料生产中存在超
量加入重金属元素的现象，动物粪便和秸秆混合的有

机肥料也存在重金属污染[9]。因此，在土壤环境中，克
百威、Cd和 Cu造成复合污染不可避免。

目前，部分学者针对重金属或农药克百威等污染

物的单一毒性效应和机理做了深入探索，Cooper等[10]报
道了 Cu2+、Pb2+和 Zn2+对两种蚤类的急性和慢性毒性，
潘波等[11]用蚯蚓研究了克百威的生物毒性。近年来，
发光细菌毒性检测法作为一种毒性效应快、灵敏度

高，成本低的方法，应用较广[12]。发光细菌是一类在正
常生理条件下能够发射可见荧光的细菌，在合适浓度

范围内，其相对发光强度与污染物浓度之间存在剂

量-效应关系[13]。Wu等[14]用发光细菌作受试生物发现
多菌灵与 Hg2+能产生拮抗作用，周垂帆等[3]利用明亮
杆菌研究了草甘膦对重金属 Cd和 Cu的抑制效应。

鉴于克百威和重金属共存的环境污染和相互作

用机理还不完善，本试验采用费氏弧菌为受试生物，

用毒性单位（TU）法、相加指数（AI）法和混合毒性指
数（MTI）法评价克百威、Cd 和 Cu 的联合毒性效应，
为重金属和农药复合污染的生态风险评估提供一定

的数据支持。

1 材料与方法

1.1 试验材料
1.1.1 受试样本

克百威，纯度为 98.8%，购自上海农药研究所；氯
化镉（CdCl2·2.5H2O），分析纯，购自国药集团化学试
剂有限公司；硫酸铜（CuSO4·5H2O），分析纯，购自江
苏强盛功能化学有限公司。

实验前分别将克百威、氯化镉和硫酸铜在超纯水

中配制成储备液，并于 4 益下密封保存备用。
1.1.2 供试生物

费氏弧菌冻干粉（Vibrio fischeri，NRRLB-111777），
菌株符合国际标准，购于北京金达清创环保科技有限

公司，-20 益避光保存。
1.2 仪器与试剂

细胞培养板（WHB-24，美国康宁公司）；微孔板
型多功能检测仪（E7031，美国普洛麦格公司）；超声
清洗机（BL22-500A，上海比郎仪器公司）；氯化钠（分
析纯，江苏强盛功能化学有限公司）。

1.3 试验方法
1.3.1 费氏弧菌复苏

在 4 益的条件下，将费氏弧菌冻干粉用 1 mL 2%
NaCl溶液制成细菌悬浮液，复苏 3 min，菌体即发光，
再加入 2% NaCl溶液到 10 mL，混匀后 20 益恒温 15
min。实验前，用微孔板型多功能检测仪测试其发光强
度（需大于 100万光子数）。
1.3.2 单一毒性测定
（1）预实验
按对数系列将样品液稀释成 5个选定质量浓度，

每个浓度 3次平行，并设置空白对照（不含毒物的 2%
NaCl溶液）。将 96孔板第一行设为空白对照，在每个
试验浓度孔中加入稀释后的菌液 100 滋L，用微孔板
型多功能检测仪测试发光菌的初始发光强度，测试合

格后，每孔按照实验质量浓度梯度加入 100 滋L的受
试样品，混匀后 20 益恒温反应 15 min，测其发光强
度，并计算发光抑制率。设定正式实验质量浓度。

（2）正式实验
按预实验得到的质量浓度范围，用 2%浓度的

NaCl溶液将样品稀释成 12个几何级数质量浓度梯
度，尽量保证其覆盖相对发光强度的 10%耀90%[15]，试
验方法参照预实验。

1.3.3 联合毒性测定
根据克百威、Cd和 Cu对费氏弧菌的单一毒性实

验结果，以 15 min EC50值为一个毒性单位，按等毒性
单位比 1颐1、1颐2和 2颐1设计二元联合毒性实验，等毒
性单位比 1颐1颐1、1颐1颐2、1颐2颐1和 2颐1颐1设计三元联合毒
性实验，方法参照单一毒性实验。测定不同毒性单位
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比的混合物对费氏弧菌的 EC50值，用于后续的联合
毒性效应评价。

1.3.4 数据处理
应用 Origin 8.5 软件中的非线性最小二乘拟合

（NLSF）模块对混合污染物毒性的剂量-效应模型
（DRC）进行非线性拟合，再由非线性回归方程计算出
发光细菌的 15 min和 30 min的 EC50值，并通过 SPSS
计算出 95%置信区间。每个染毒浓度组与空白对照
组的显著性差异采用 SPSS进行分析比较（P<0.05）。
1.4 联合毒性效应评价
1.4.1 TU法[16]

M=
n

i=1
移TUi=

n

i=1
移 CiEC50i

M0 =M/TUi，max
式中：TUi为混合污染物中 i组分的毒性单位，TUi，max
为混合物中各组分毒性单位最大值；Ci为混合物中造

成生物半抑制 i组分的浓度；EC50i为单一受试样本 i
的 EC50值。

根据计算得到的 M0和 M 值评价联合毒性的类
型：M=1，简单相加作用；1<M<M0，部分相加作用；M<
1，协同作用；M=M0，此时 TUi，max=1，表示单一污染物决
定联合毒性，即独立作用；M>M0，拮抗作用。
1.4.2 AI法[17]

M臆1，AI= 1
M -1.0

M>1，AI=1.0-M
根据 AI值评价联合毒性的类型：AI=0，简单相加

作用；AI>0，协同作用；AI<0，拮抗作用。
1.4.3 MTI法[18]

MTI=1-lg MlgM0
根据 MTI值评价联合毒性的类型：MTI=1，简单

相加作用；MTI<0，拮抗作用；MTI>1，协同作用；MTI=
0，独立作用；0<MTI<1，部分相加作用。
2 结果与讨论

2.1 单一急性毒性效应
克百威、Cd和 Cu对费氏弧菌作用 15 min 和 30

min的 EC50值及 95%的置信区间均可用 Origin 8.5软
件中的 Logistic函数进行非线性拟合获得。如图 1所
示，暴露 15 min，克百威、Cd和 Cu对费氏弧菌的 EC50
分别为 101.29、13.11、47.06 mg·L-1，可得出受试样本
对费氏弧菌的毒性大小为 Cd>Cu>克百威；暴露 30

min，毒性大小顺序未变，克百威、Cd和 Cu对费氏弧
菌的 EC50分别为 107.88、11.17、39.73 mg·L-1。与暴露
15 min相比，暴露 30 min时克百威的毒性减弱，Cd和
Cu的毒性增强，原因可能是随着暴露时间延长，重金
属增强细胞膜通透性，使其毒性增大。此结果与邢胜

男[19]的研究结果相似。本研究中 Cd和 Cu对费氏弧菌
的毒性大小顺序与已有结果相同，如李真等[20]总结的
重金属离子的毒性顺序 CuSO4·5H2O<CdCl2·2.5H2O。

2.2 二元联合毒性效应
克百威-Cd与克百威-Cu的二元联合毒性结果

如表 1 所示，二元混合物中各样本的 15 min 和 30
min EC50值都低于单一毒性的 EC50值。采用 TU法、
AI法和 MTI法评价混合物联合毒性的结果列于表 2
和表 3。根据李志华等[21]的研究，AI法评价联合毒性
效应时，只有当 AI=0时，才是简单相加作用，但仅存
于理想状态下，真实实验中存在误差，难以得到 AI=
0的结果。本实验中有几组混合体系的评价指数 AI
在-0.1~-0.02之间，可以近似认为这几组联合毒性效
应为部分相加。

克百威-Cd的混合体系中，TU法和 MTI法评价
结果具有一致性。当等毒性单位比为 1颐1时，三种评
价方法的评价结果相同，为部分相加作用，表明其联

合毒性介于独立和相加作用之间，毒性略有增强。配

比为 1颐2时，TU法和 MTI法评价结果一致，为部分相
加作用，而 AI法评价暴露 15 min和 30 min的联合毒
性效应结果为拮抗作用。AI法的评价结果与其他两
个方法差异的原因可能是：目前相加指数法的评价

准则不够细分和完善，用于评价联合作用为部分相

加和拮抗时不够灵敏[22]。上述结果与邓辅财等[23]以及
王兰[24]的研究结论相似。综合考虑，二元联合毒性大

图 1 克百威、Cd和 Cu对费氏弧菌的 EC50值
Figure 1 The EC50 value of carbofuran，Cd and Cu

to Vibrio fischeri
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表 1 克百威-Cd和克百威-Cu对费氏弧菌的联合毒性

Table 1 Joint toxicity of carbofuran-Cd and carbofuran-Cu to Vibrio fischeri

表 2 克百威-Cd二元混合体系联合毒性评价结果
Table 2 Evaluation of joint toxicity of binary mixtures of carbofuran-Cd

表 3 克百威-Cu二元混合体系联合毒性评价结果
Table 3 Evaluation of joint toxicity of binary mixtures of carbofuran-Cu

于单个物质毒性之和，毒性略增。配比为 2颐1时，三种
评价方法的评价结果一致，为协同作用，表明其混合

物联合毒性大于各物质单独作用毒性之和，毒性大幅

增强。对于协同作用，有研究认为膜通透性理论可以

对其进行解释，不同化合物共同作用时，可以增加细

胞膜的通透性，使得不同化合物可以进入生物体内，

增强混合物的生物毒性，产生协同作用[25]。由表 2可
以看出，克百威-Cd的二元混合物对费氏弧菌的联合
毒性效应以相加作用为主，少部分表现为弱的协同和

拮抗作用。从不同评价方法的结论分析，在实验探索

多组分混合物联合作用时，需多选用几种方法对最终

结果进行评价，选择一致性的结果作为最终结论。

克百威-Cu的混合体系中，三种评价方法的结果

具有一致性。由表 3可知，当毒性单位比为 1颐1时，二
元联合毒性效应是协同作用，混合物毒性大于各物质

相加作用毒性。在 1颐2的配比下，暴露 30 min，二元联
合毒性效应由部分相加作用变为协同作用，表明随着

暴露时间的延长，克百威-Cu的联合毒性逐渐增强。
由单一毒性实验结果可知 Cu的毒性大于克百威，Cu
在混合物中所占比例大、浓度高时，可增加细胞膜的

通透性，利于 Cu 渗入细胞膜内产生毒害作用，使得
二元毒性逐渐增强[26-27]。在 2颐1的配比下，二元联合毒
性效应是较弱的部分相加作用，偏向于协同作用，即

克百威-Cu的二元联合毒性强于其单一毒性。对比两
组二元混合物可以看出，在等毒性单位比为 1颐1时，
克百威-Cu毒性大于克百威-Cd。杨亚琴等[28]研究表

混合比例 作用时间
TU法 AI 法 MTI 法

M0 M 作用类型 AI 作用类型 MTI 作用类型

1颐1 15 min 2.00 1.02 部分相加 -0.02 部分相加 0.97 部分相加

30 min 1.79 1.05 部分相加 -0.05 部分相加 0.85 部分相加

1颐2 15 min 1.53 1.33 部分相加 -0.33 拮抗 0.29 部分相加

30 min 1.40 1.26 部分相加 -0.26 拮抗 0.31 部分相加

2颐1 15 min 1.50 0.85 协同 0.18 协同 1.40 协同

30 min 1.62 0.89 协同 0.12 协同 1.24 协同

混合比例 作用时间
TU 法 AI 法 MTI 法

M0 M 作用类型 AI 作用类型 MTI 作用类型

1颐1 15 min 1.98 0.37 协同 1.70 协同 2.46 协同

30 min 1.78 0.38 协同 1.63 协同 2.68 协同

1颐2 15 min 1.50 1.09 部分相加 -0.09 部分相加 0.79 部分相加

30 min 1.39 0.94 协同 0.06 协同 1.19 协同

2颐1 15 min 1.50 1.10 部分相加 -0.10 部分相加 0.76 部分相加

30 min 1.62 1.09 部分相加 -0.09 部分相加 0.82 部分相加

混合比例

1颐1 克百威 51.74 50.60 克百威 18.95 18.21
Cd 6.70 6.55 Cu 8.81 8.46

1颐2 克百威 44.97 38.77 克百威 36.74 28.83
Cd 11.38 10.04 Cu 34.13 26.78

2颐1 克百威 57.43 59.28 克百威 74.45 72.53
Cd 3.72 3.84 Cu 17.29 16.84

克百威-Cd
受试样品 15 min EC50/mg·L-1 30 min EC50/mg·L-1

克百威-Cu
受试样品 15 min EC50/mg·L-1 30 min EC50/mg·L-1
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表 4 克百威-Cd-Cu对费氏弧菌的联合毒性
Table 4 Joint toxicity of carbofuran-Cd-Cu to Vibrio fischeri

表 5 克百威-Cd-Cu三元混合体系联合毒性评价结果
Table 5 Evaluation of joint toxicity of ternary mixtures of carbofuran-Cd-Cu

明，Cu对细胞表面具有很高的亲和力，而克百威具有
脂溶性，能够穿过细胞膜，增大混合物的生物毒性。

2.3 三元联合毒性效应
克百威、Cd和 Cu的三元联合毒性实验结果如表

4和表 5所示。克百威-Cd-Cu等毒性单位比 1颐1颐1，暴
露 15 min 和 30 min 时，TU 法和 MTI 法的评价结果
均为部分相加作用，而 AI法的评价结果为拮抗作用。
克百威-Cd-Cu配比 1颐1颐2，暴露 15 min时，三种评价
方法的评价结果都为部分相加作用，暴露 30 min时，
三种方法都表现为协同作用，表明三元联合毒性效应

随着暴露时间的延长而增强。结合克百威-Cu的二元
联合毒性实验结果，Cu在混合物中所占比例越大，越
容易促进污染物逐渐渗入细胞膜内，并且 Cu与 Cd
共存时表现为毒性增强 [29]，则三元联合毒性相应增
强。克百威-Cd-Cu的配比为 1颐2颐1，暴露 15 min和 30
min时，三种方法的评价结果一致，均为协同作用，表
示其毒性剧增。克百威-Cd-Cu的配比为 2颐1颐1，暴露

15 min时，三种评价方法的评价结果都为简单相加作
用，此时三元联合毒性效应等于各个物质毒性之和，

而暴露 30 min，都为协同作用，表明三元联合毒性随
着暴露时间的延长，毒性增强。原因可能是：克百威是

一种弱酸性化合物，当克百威所占比例较大时，高浓

度的克百威会降低混合物的 pH，在较低 pH条件下，
Cd和 Cu的解析量逐渐增大，增强 Cd和 Cu的毒性，
导致三元联合毒性增强[30]。

本实验结果表明，在多种污染物混合的情况下，

生物体受到复合污染的联合毒性作用，其中不仅有污

染物自身的理化性质的影响，而且污染物不同混合比

例也起着相当重要的作用[31]。克百威，Cd和 Cu在不
同混合比例下，整体都产生了部分相加和协同作用，

即三种污染物混合毒性等于或大于三种污染物的单

一毒性总和。周启星等[32]模拟实验结果表明，复合污
染的联合毒性效应取决于复合污染物不同浓度的混

合比例。

1颐1颐1 克百威 42.43（39.85耀45.29） 37.78（35.80耀39.85）
Cd 5.49（5.16耀5.86） 4.89（4.64耀5.16）
Cu 19.71（18.51耀21.04） 17.55（16.63耀18.51）

1颐1颐2 克百威 25（23.28耀26.87） 18.45（17.31耀19.60）
Cd 3.66（2.85耀4.56） 2.38（2.23耀2.53）
Cu 23.26（21.65耀24.89） 17.15（16.09耀18.22）

1颐2颐1 克百威 22.35（20.03耀24.77） 16.74（13.67耀19.41）
Cd 5.80（5.19耀6.42） 4.26（3.54耀5.00）
Cu 10.40（9.31耀11.52） 7.64（6.35耀9.02）

2颐1颐1 克百威 50.73（47.76耀53.83） 42.12（38.90耀45.48）
Cd 3.27（3.08耀3.47） 2.72（2.51耀2.93）
Cu 11.78（11.09耀12.39） 9.78（9.03耀10.56）

受试样品 15 min EC50（95%置信区间）/mg·L-1 30 min EC50（95%置信区间）/mg·L-1混合比例

混合比例 作用时间
TU 法 AI 法 MTI 法

M0 M 作用类型 AI 作用类型 MTI 作用类型

1颐1颐1 15min 3.00 1.26 部分相加 -0.26 拮抗 0.79 部分相加

30 min 2.78 1.23 部分相加 -0.23 拮抗 0.80 部分相加

2颐1颐1 15 min 2.00 1.00 简单相加 0 简单相加 1 简单相加

30 min 2.25 0.88 协同 0.14 协同 1.16 协同

1颐1颐2 15 min
30 min

2.06
1.88

1.02
0.81

部分相加

协同

-0.02
0.23

部分相加

协同

0.97
1.33

部分相加

协同

1颐2颐1 15 min
30 min

1.98
1.91

0.88
0.73

协同

协同

0.14
0.37

协同

协同

1.19
1.49

协同

协同
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（1）克百威、Cd和 Cu单一作用于费氏弧菌时，克
百威暴露 15 min 和 30 min 的 EC50 分别为 101.29、
107.88 mg·L-1；Cd暴露 15 min和 30 min的 EC50分别
为 13.11、11.17 mg·L-1；Cu 暴露 15 min 和 30 min 的
EC50 分别为 47.06、39.73 mg·L -1。毒性大小依次为
Cd>Cu>克百威。
（2）克百威-Cd、克百威-Cu和克百威-Cd-Cu在

不同毒性单位配比下的联合毒性效应主要表现为相

加作用和协同作用，表明其复合污染后毒性有不同程

度的增强，在农业应用中需引起重视。

（3）由于不同污染物复合的复杂性，在实际联合
毒性风险评估中应考虑其混合比例、混合时间等因

素，同时复合污染物对发光菌产生毒性作用的机制尚

不明确，需进一步的实验证实。
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