
摘 要：为探讨水环境中典型污染物抗生素和重金属的联合毒性相互作用，以蛋白核小球藻（Chlorella pyrenoidosa, C. pyrenoidosa）
为指示生物，采用 96孔微板作为实验载体，以 5种氨基糖苷类抗生素———硫酸阿米卡星（AMI）、硫酸庆大霉素（GEN）、硫酸卡那霉
素（KAN）、硫酸巴龙霉素（PAR）、妥布霉素（TOB）和 4种重金属———镉（Cd）、铜（Cu）、锰（Mn）和锌（Zn）为目标混合物，应用均匀设
计射线法设计九元混合物体系，包括 10条具有不同组分浓度配比的混合物射线。采用已建立的时间依赖微板毒性分析法系统测定
了组分及其多元混合物体系的毒性，采用非线性最小二乘法拟合浓度-毒性数据，应用浓度加和参考模型分析在不同暴露时间的多
元混合物体系的毒性相互作用。结果表明：9种污染物对 C. pyrenoidosa的毒性具有明显的时间依赖性，但不同污染物的毒性随时间
变化规律不同，毒性大小顺序也随时间不断发生变化，毒性大小顺序在 96 h为：KAN<TOB<Zn<Mn<Cd<AMI<GEN<Cu<PAR；九元混
合物射线的毒性也具有时间依赖性，但浓度配比不同射线的毒性随时间变化规律不同；10条混合物射线对 C. pyrenoidosa的毒性具
有协同和拮抗作用，且具有明显的时间依赖性，其中 R5~R7三条混合物射线呈现明显的时间依赖性拮抗作用，且随暴露时间的延
长而趋于明显，余下 7条混合物射线呈现明显的时间依赖性协同作用，但随暴露时间的延长而逐渐减弱；对同一暴露生物，混合物
毒性相互作用不仅与混合物的组分浓度配比有关，也与暴露时间有关。
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Time-dependent synergism and antagonism within multi-component mixtures of heavy metals and antibiotics
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Abstract：To investigate the joint toxicity of antibiotics and heavy metals, we selected Chlorella pyrenoidosa as a test organism, with a 96-
well microplate as the exposure experiment carrier. Five kinds of aminoglycoside antibiotics：amikacin sulfate（AMI）, gentamicin sulfate
（GEN）, kanamycin sulfate（KAN）, paromomycin sulfate（PAR）, tobramycin（TOB）and four heavy metals：cadmium, copper, manganese
and zinc were selected as the research objects. A nine-component mixture system was designed by the uniform design ray method where 10
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rays with different concentration ratios（p i s）were arranged. The toxicity of the mixture components and each mixture ray were deter原
mined by time-dependent microplate toxicity analysis（t-MTA）. The obtained toxicity data in different exposure time were fitted by the
non -linear least squares method. Concentration addition was selected and so the additive reference model to analyze toxicity interaction
within mixture rays. The results showed that the toxicity of antibiotics and heavy metals was time-dependent, as were the toxicity orders of
antibiotics and heavy metals. For the exposure time of 96 h, the toxicity order was KAN约TOB约Zn约Mn约Cd约AMI约GEN约Cu约PAR. The toxic原
ity of the mixture rays was also time-dependent, and their toxicity orders also varied with time. The toxicity of the 10 mixture rays displayed
obviously time-dependent synergism and antagonism. Three rays, R5, R6 and R7, showed time-dependent antagonism, which grew clearer
with time. The remaining seven rays showed clear synergism, with time-dependency decreasing gradually.
Keywords：heavy metals; antibiotics; multiple mixture; Chlorella pyrenoidosa; time dependency; synergism；antagonism

抗生素是现代临床应用最广泛的药物，在控制感

染传播、治疗感染性疾病过程中发挥着至关重要的作

用。抗生素不仅应用于人类疾病治疗，还用于畜牧业

和水产养殖业。在家畜饲养中，除了用于治疗动物的

传染病，还用作常规饲料添加剂[1]。抗生素的大量生产
和应用，已使其成为水环境中检测到最多的新型污染

物[2-4]。调查显示，全球许多地区的土壤和水体中都检
测到抗生素药物，且种类较多，浓度呈升高趋势[5]。进
入环境中的抗生素，可改变环境中微生物种类，破坏

生态系统的平衡[6]，也可诱导出抗药菌株[7]，通过食物
等途径进入人体，对人类健康产生危害[8-9]。

重金属是环境中典型的污染物之一，微量浓度的

重金属就可产生毒性作用[10-11]。因具有富集性和不易
降解性，且对环境中的生物甚至人类健康产生有害影

响，重金属污染已成为最难解决的环境问题之一，成

了人们关注的热点[12]。抗生素和重金属这两种环境污
染物，在环境中经常同时被检测到[13-14]。水体中的重金
属和抗生素可能会以各种形态和浓度共存，形成各种

各样的混合污染物[15-16]。混合污染物产生的累积毒性
与相互作用可能会对生态环境、甚至生物健康产生更

大危害[17-19]，如张雨[20]和王瑞等[21]研究发现抗生素-金
属复合物之间的络合作用会改变抗生素的环境行为

和生态毒理作用，络合物的毒性最强。因此，开展抗生

素与重金属的联合毒性作用研究具有重要的实际环

境意义。

越来越多的研究表明，除浓度外，暴露时间是影

响污染物毒性的另一个重要因素，且不同的污染物随

时间可能有不同的毒性变化规律[22-24]。如氨基糖苷类
抗生素及其混合物对青海弧菌（Vibrio qinghaisiense
sp.-Q67，Q67）的毒性随着时间的延长而逐渐增加，而
有的污染物毒性却随暴露时间的延长逐渐减弱[25-28]。
因此，要考察污染物的毒性，必须全面系统采集这些污

染物在不同暴露时间对暴露生物的毒性数据才能揭

示污染物间发生毒性相互作用（协同或拮抗作用）的

机制，才能客观准确评价环境污染物的潜在风险[29-30]。
目前针对重金属或抗生素在某一特定暴露时间的单

一毒性效应的研究已有报道[31-32]，但关于二者复合污
染的联合毒性相互作用的研究，尤其关于抗生素与重

金属的多元污染物联合毒性相互作用随时间变化的

动态规律的研究非常有限[33-35]。
因此，本文以抗生素和重金属为研究对象，以蛋

白核小球藻（Chlorella pyrenoidosa）为检测生物，采用
均匀设计射线法设计抗生素与重金属的多元（九元）

混合污染物体系，应用已建立的时间依赖微板毒性分

析法（t-MTA）系统测定抗生素和重金属及其混合污
染物体系对蛋白核小球藻的生长抑制率[36]，运用经典
参考模型浓度加和（Concentration addtion，CA）分析混
合物在不同暴露时间的毒性相互作用（协同或拮抗作

用），并揭示抗生素与重金属联合毒性相互作用变化

规律，为科学评价重金属以及抗生素可能产生的风险

提供数据参考。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器
5种抗生素分别为硫酸阿米卡星（Amikacin sul原

fate，AMI）、硫酸庆大霉素（Gentamycin sulfate，GEN）、
硫酸卡那霉素（Kanamycin sulfate，KAN）、硫酸巴龙霉
素（Paromomycin sulfate，PAR）、妥布霉素（Tobramycin，
TOB），购自上海原叶生物科技有限公司，理化性质列
于表 1中。4种重金属分别为氯化镉、五水合硫酸铜、
四水合氯化锰、七水合硫酸锌，均为分析纯，均购置于

国药集团化学试剂有限公司，理化性质列于表 1中。
重金属和抗生素的储备液均用超纯水（Reverses

Osmosis）配制，并于 4 益冰箱中保存、备用。
主要仪器：Bio-RAD 680 型酶标仪（美国 Bio-

RAD伯乐仪器有限公司），超净工作台（三发仪器有
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表 2 九元混合物体系中 10条射线的组分及其所占浓度比（p i）

Table 2 The components and their concentration ratios together with the highes and lowest experimental concentration of
ten rays in nine-component mixture system

Ray AMI GEN KAN PAR TOB Cd Cu Mn Zn 最高浓度/mol·L-1 最低浓度/mol·L-1

R1 1.17E-02 1.36E-02 6.78E-03 2.10E-04 9.06E-01 3.10E-04 1.35E-03 5.65E-02 3.10E-03 4.01E-03 1.45E-05
R2 1.49E-02 1.17E-02 4.77E-02 3.80E-04 8.48E-01 1.60E-03 1.42E-03 6.12E-02 1.30E-02 3.98E-03 1.44E-05
R3 1.57E-02 1.04E-02 1.09E-01 4.70E-04 7.77E-01 3.18E-03 1.37E-03 5.99E-02 2.34E-02 4.10E-03 1.49E-05
R4 1.42E-02 7.76E-03 2.28E-02 5.00E-04 6.04E-01 5.72E-03 1.13E-03 5.01E-02 8.93E-02 4.43E-03 1.61E-05
R5 1.36E-02 6.54E-03 3.80E-01 5.39E-04 5.22E-01 8.64E-03 1.01E-03 4.54E-02 2.27E-02 5.16E-03 1.87E-05
R6 1.10E-02 4.79E-03 4.88E-01 4.81E-04 3.90E-01 1.02E-02 7.81E-04 3.53E-02 5.96E-02 5.79E-03 2.10E-05
R7 8.84E-03 3.49E-03 5.94E-01 4.20E-04 2.90E-01 1.16E-02 5.97E-04 2.72E-02 6.40E-02 6.66E-03 2.42E-05
R8 1.49E-02 1.17E-02 4.77E-02 3.80E-03 8.48E-01 1.60E-03 1.42E-03 6.12E-02 1.30E-02 3.98E-03 1.44E-05
R9 1.57E-02 1.04E-02 1.09E-01 4.70E-04 7.77E-01 3.18E-03 1.37E-03 5.99E-02 2.34E-02 4.10E-03 1.49E-05

R10 1.32E-02 6.34E-03 3.69E-01 5.20E-04 5.06E-01 8.39E-03 9.80E-04 4.40E-02 5.18E-02 5.08E-03 1.84E-05

表 1 实验用抗生素与重金属的理化性质
Table 1 Physi-chemical properties of antibiotics and heavy metals

限公司），YX280A手提式压力蒸汽灭菌器（上海三申
医疗器械有限公司），MGC-250 智能型光照培养箱
（上海一恒科学仪器有限公司），FA1004型五位电子
天平（天津天马衡基仪器有限公司）。

1.2 藻种与培养
实验藻种：蛋白核小球藻购自中国科学院典型培

养物保藏委员会淡水藻种库（FACHB），藻的培养基
配制及其培养过程参见文献[24]和[32]。
1.3 混合物实验设计

采用均匀设计射线法（UD-Ray）[37]设计抗生素与
重金属的混合物体系，共安排 10条九元混合物射线
（R1~R10），每条混合物射线包含的抗生素和重金属
组分和各组分的浓度配比（p i）及每条混合物射线的

最高和最低设定浓度见表 2。
1.4 微板设计与时间毒性测试

微板设计与毒性测试过程参考文献[24]：在 96孔
透明微板（Corning，9018）的四周 24孔中加入 200 滋L
蒸馏水以防止边缘效应，于 2、6、7、11列的 24孔中加

入 100 滋L的蒸馏水，在余下孔加入事先配好的12个
不同浓度的污染物储备液 100 滋L，然后加入事先培
养至对数期的蛋白核小球藻溶液 100 滋L，最后加透
明盖，然后将微孔板置于温度为 25 益、照度为 5000
lx、光暗比 14 h颐10 h的光照培养箱中培养，分别在暴
露时间 t= 0、12、24、48、72 h和 96 h时将微板放入酶
标仪中，测定 690 nm波长下的光密度（OD690）。针对每
一个毒物，上述微板实验操作至少重复 3遍。

小球藻生长抑制率的计算公式如下：

Ei，j =（1-滋i，j /滋0，j）伊 100% （1）
滋j =（OD690，n原OD690，n原1）/OD690，n （2）

式中：Ei，j 为污染物浓度 c i（i=1、2、3、…、12）在暴露时
间终点 j（j=0、12、24、48、72、96 h）对小球藻的生长速
率抑制率；滋i，j 为微板中污染物浓度 c i处理孔中小球

藻在暴露时间终点 j 时的平均生长速率；滋0，j 为微板
中空白藻在暴露时间终点 j（j=0、12、24、48、72、96 h）
的平均生长速率。滋j为微板孔中小球藻在某一暴露时

间 j（j=0、12、24、48、72、96 h）的平均生长速率；OD690，n

试剂名称 简写 分子式 CAS号 分子量/g·mol-1 纯度/%
氯化镉 Cd CdCl2·2.5H2O 7790-78-5 228.35 逸99.0

五水合硫酸铜 Cu CuSO4·5H2O 7758-99-8 249.69 逸99.0
四水合氯化锰 Mn MnCl2·4H2O 13446-34-9 197.90 逸99.0
七水合硫酸锌 Zn ZnSO4·7H2O 7446-20-0 287.56 逸99.0
硫酸阿米卡星 AMI C22H43N5O13·2（H2SO4） 39831-55-5 781.76 逸67.4
硫酸庆大霉素 GEN C21H43N5O7·H2SO4 1405-41-0 575.67 逸59.0
硫酸卡那霉素 KAN C18H36N4O11·H2SO4 25389-94-0 582.57 逸75.0
硫酸巴龙霉素 PAR C23H45N5O14·H2SO4 1263-89-4 713.71 逸96
妥布霉素 TOB C18H37N5O9 32986-56-4 467.51 逸90

852



第 32卷第 1期2018年 5月
为微板孔中小球藻在第 n个暴露时间点（n=0、1、2、3、
4、5、6）的平均吸光光度值；OD690，n-1为微板孔中小球
藻在第 n-1个暴露时间点的平均吸光光度值。
1.5 时间毒性数据拟合

实验数据处理方法参见文献[24]。将获得的在不
同暴露时间污染物的浓度-抑制率数据运用两参数
Logit函数进行非线模拟合。

E=1/［1+exp（-琢-茁伊lgc）］ （3）
式中：E表示效应（0臆E臆1）；c 表示单个化合物或者
混合物浓度；琢和 茁都是参数。

由于毒性实验的固有误差，评估化合物或混合物

毒性时必须考察置信区间的范围，特别是观测值的置

信区间（OCI）。OCI主要用于表征实验数据的不确定
度。本论文中，OCI是基于实测毒性效应，在显著性水
平为 0.05情况下，化合物实验浓度的可信范围，即化
合物产生某一效应 x%时的 95% OCI。并且本文是在
整个浓度-效应区域内建立整条 OCI曲线。
1.6 混合物毒性相互作用分析

混合物毒性相互作用常常是参考某一标准加和

参考模型来定义的，浓度加和（CA）模型能用来评估
大多数混合物的毒性[38-39]。

CA模型的公式表达为：
n

i=1
移 c iECx，i

=1 （3）
式中：c i表示混合物中产生某一效应 x%时组分 i的浓
度；ECx，i表示混合物中第 i个化合物单独存在时所产
生的效应与混合物总效应 x%相同时的浓度。当观测
毒性等于、大于或小于参考模型预测毒性时，分别称混

合物发生了加和作用、协同作用和拮抗作用。

2 结果与讨论

2.1 抗生素与重金属对蛋白核小球藻的时间毒性
不同污染物的毒性随暴露时间具有不同的变化

规律[40-41]。图 1是 5种抗生素和 4种重金属对蛋白核
小球藻在不同暴露时间的浓度-效应曲线（CRC）。从
图 1可以看出，抗生素和重金属对小球藻的毒性均随
着暴露时间的延长而逐渐增强，呈现出时间依赖性。

不同物质对小球藻毒性随时间变化的规律不同，如

AMI、GEN、KAN、PAR、Cd、Mn和 Zn均是从 0时刻的
没有明显毒性逐渐增强，但每个物质毒性增强的速率

不同，在各个暴露时间点，几个物质的毒性不同，如在

96 h，PAR的最大抑制率超过了 90%，AMI和 GEN的
最大抑制率超过了 80%，KAN、Mn和 Zn的最大抑制

率约 60%。TOB在前三个时间点几乎没有毒性，72 h
后在高浓度才有明显毒性，96 h的最高抑制率迅速达
到了 70%。而Cd和 Cu具有急性毒性，即在 12 h就呈
现出了 30%以上的抑制率，此后 Cu 的毒性逐渐增
加，72 h后最大抑制率达到 90%以上，此后几乎不再
增加，Cd 的最大抑制率在 12 h 后迅速增加达到了
70%以上，此后增加缓慢，72 h后几乎不再增加。

研究表明，重金属对藻的毒性主要是通过改变运

动器的细微结构，使核酸组成发生变化，影响细胞生

长和缩小细胞体[42]。氨基糖苷类抗生素的毒性作用是
损害细胞膜，使细胞浆外漏，并作用于核糖体阻抑蛋

白质合成，影响细胞生长[43]。由此可以看出本研究中
两种污染物对蛋白核小球藻的毒性作用机理相似，可

以比较同一暴露时间节点的毒性大小。以 pEC50值
（半数效应浓度 EC50的负对数）为毒性指标，污染物
在同一暴露时间的毒性不同，且毒性大小顺序随着暴

露时间延长而变化，如在 12 h所有物质的 pEC50值均
为 0，在 24 h除了 Cd有 pEC50值，其余 8种物质的
pEC50值均为 0，在 48 h，三种物质的毒性大小顺序为
PAR约Cd约Cu，其余 6种物质的 pEC50值均为 0，72 h
时 KAN和 TOB的 pEC50值为 0，其余 7种物质的毒
性大小顺序为 Zn约Mn约Cd约AMI约GEN约PAR约Cu，96 h
的毒性顺序为 KAN约TOB约Zn约Mn约Cd约AMI约GEN约
Cu约PAR。
2.2 抗生素-重金属对蛋白核小球藻在不同时间点的
联合毒性

将抗生素与重金属的九元混合物体系对蛋白核

小球藻的浓度-效应数据及拟合 CRC绘于图 2中。从
图 2可以看出，抗生素和重金属的九元混合物射线对
蛋白核小球藻的毒性，均随着暴露时间的延长逐渐增

强，即具有时间依赖性，但不同浓度配比的混合物射

线，毒性随时间变化的规律略有不同。如 R1、R2、R3、
R8和 R9的毒性均随暴露时间的延长逐渐增强，24 h
后增加速度较快，72 h后增加速率减慢，96 h后几乎不
再增加，而余下的 5条射线的毒性随暴露时间的延长，
只在开始的 48 h内迅速增加，此后毒性增加非常缓慢，
96 h不再增加。九元混合物体系几条射线的毒性较接
近 TOB的毒性，可能是由于 TOB所占浓度比最高（表
2），直接影响了混合物毒性随时间的变化规律。
2.3 抗生素-重金属多元混合物对蛋白核小球藻的联
合毒性相互作用

CA模型能较好地评估混合物毒性[39]。CA对 10
条射线在不同时间点的预测 CRC与实验 CRC及其
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图 1 抗生素和重金属在不同暴露时间点的浓度-效应曲线
Figure 1 The concentration-effect curves of antibiotics and heavy metals at different exposure time

置信区间绘于图 3中。由于在暴露时间 12 h和 24 h
内，部分组分（如 TOB）没有明显的毒性，因此，图 3只
给出了 48 h后的浓度-效应关系图。

从图 3可以看出，除了射线 R5~R7的 CA预测
CRC部分落在实验观测置信区间的上方，表现为部
分拮抗作用，其余射线的 CA 预测线都在实验 CRC
置信区间的下方，呈现明显的协同作用，但不同射线

协同作用不同。R1~R3和 R8、R9均呈现出明显的协
同作用，而 R4和 R10均在 48 h呈现明显的协同作
用，且随暴露时间的延长而逐渐减弱甚至变为加和作

用，而 R5~R7在暴露时间为 48 h时，CA预测 CRC都
落在实验 CRC置信区间内，表现为经典的加和作用，
随后随暴露时间的延长，CA预测线 CRC落在了置信
区间上限的上方，即呈现出拮抗作用，表明R5、R6和
R7三条射线呈现出明显的时间依赖性拮抗作用。如
前所述，两类物质作用于藻细胞的机理接近，因此大

多数混合物射线呈现出明显的协同作用。同时，由于

抗生素分子中含有大量的羧基、羟基、氨等基团或电

子供体原子，可与金属离子发生络合作用，这种络合

作用会在不同程度上改变混合污染物的环境行为和

毒理效应，这可能使污染物的联合毒性增强或减弱，

即产生了协同或拮抗作用[20-21]。综上所述，混合物的相
互作用的毒性大小及其变化规律不仅与组分的浓度

比有关，也会随暴露时间变化而变化，这就要求我们

在揭示污染物相互作用规律时，要同时考虑浓度与时

间两个因素，提高生态风险评估的可信度。

3 结论

（1）9种污染物对蛋白核小球藻的毒性具有明显
的时间依赖性，但不同物质对其毒性随时间变化的规

律不同，毒性大小顺序也随时间不断变化。

（2）抗生素和重金属的九元混合物体系对蛋白核
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图 2 九元混合物体系在不同暴露时间点的浓度-效应曲线
Figure 2 The concentration-effect curves of the nine-component mixture systems at different exposure time

小球藻具有时间依赖毒性，且毒性的大小随暴露时

间的延长而增强，前 48 h内毒性显著增强，在 48~96
h内，毒性增加幅度减小。
（3）10条抗生素和重金属的九元混合物射线对

蛋白核小球藻的毒性具有时间依赖性协同或拮抗作

用，射线 R1~R3和 R8~R9均呈现出随时间的延长而
逐渐减弱的协同作用，而射线 R5~R7呈现出随时间
的延长而逐渐趋于明显的拮抗作用。

（4）混合物的毒性相互作用不仅与组分的浓度配
比有关，也与暴露时间有关。
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图 3 呈毒性相互作用的混合物射线对蛋白核小球藻的浓度-效应关系
Figure 3 The nine-component mixture systems of toxic interaction of Chlorella pyrenoidosa concentration-effect relationship
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Continued figure 3 The nine-component mixture systems of toxic interaction of Chlorella pyrenoidosa concentration-effect relationship
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