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Evaluation of combined toxicity of triazine pesticide contaminants against Chlorella pyrenoidosa
WANG Tao, BAN Long-ke, ZHANG Jin*, BIAN Zhi-qiang, PAN Fa-kang
（Key Laboratory of Water Pollution Control and Wastewater Resource of Anhui Province, College of Environment and Energy Engineering,
Anhui Jianzhu University, Hefei 230601, China）
Abstract：In order to explore the toxicity of pesticide mixtures to non-target organisms, three triazine pesticides：metamitron（Met）, bladex
（Bla）, and terbumeton（Ter）being as research objects and Chlorella pyrenoidosa（C. pyrenoidosa）as a test organism, direct equipartition
ray and uniform design ray procedures were used to design binary and ternary mixture systems, respectively. The time-concentration-effect
curves of triazine pesticide contaminants on C. pyrenoidosa were determined by using the microplate toxicity analysis method. Concentra⁃
tion addition（CA）was used as a standard reference model to analyze the toxicity interaction within mixture systems. Two-dimensional isob⁃
ologram and three-dimensional isobologram were applied to characterize combined toxicity interactions of mixtures. The change of chloro⁃
phyll a content in C. pyrenoidosa was analyzed to further evaluate the toxic effects of pesticides and their mixtures on C. pyrenoidosa. The results
show that the Logit function can effectively describe the toxicity of pesticides and their mixtures toward C. pyrenoidosa, the toxicity order of
the three triazines is as follows：Met>Bla>Ter. Based on the results predicted by CA model, toxicity interaction within binary mixtures
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摘 要：为探讨复合污染的三嗪类农药对非靶标生物的联合毒性作用，以苯嗪草酮（Metamitron, Met）、草净津（Bladex, Bla）和特丁

通（Terbumeton, Ter）为目标污染物，以蛋白核小球藻（Chlorella pyrenoidosa, C. pyrenoidosa）为指示生物，分别应用直接均分射线法

和均匀设计射线法设计二元及三元混合物体系，采用微板毒性分析法系统测定 3种农药及其混合污染物对C. pyrenoidosa的时间-
浓度-效应数据，应用浓度加和（Concentration addition, CA）为标准参考模型分析混合物毒性相互作用，应用二维和三维等效图表

征混合物联合毒性作用规律，并同步分析C. pyrenoidosa中叶绿素 a含量变化，进一步评价农药及其混合物对小球藻的毒性效应。

结果表明：农药及其混合物对C. pyrenoidosa的毒性数据可用Logit函数较好拟合，3种农药的毒性顺序为Bla>Ter>Met；依据CA模

型，二元混合物的毒性相互作用整体上呈现为加和作用向协同作用的转变，二维等效图显示 3组二元混合物体系在半数效应浓度

均具有较强的协同作用；农药三元混合物体系的 5条射线均呈现加和作用，且不随暴露时间延长发生改变，三维等效图法与CA模

型的分析结果基本一致；叶绿素 a含量减少率与其浓度-效应曲线变化趋势基本一致。
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农药在粮食生产和农业发展中使用量很大，我国

以占全球 7%的耕地面积养活了占全球 22%的人口，

其中农药发挥着关键作用[1]。施用的农药中只有10%
能得到利用，而其余部分则会通过下渗和雨水冲刷等

方式残留在环境中。残留农药可能通过食物链的传

递作用进入人体，对人类健康构成威胁[2-3]。三嗪类

农药主要用于防除禾本科杂草和阔叶杂草，是国内外

应用广泛的高效除草剂之一，且该类药物具有水溶性

强、化学性质稳定的特点，因而会对环境产生更持久

的不利影响[4-7]。有研究表明，三嗪类农药是黄、淮海

及松辽流域等不同水域中的主要检出农药[5]。

传统农残检测通常是按照标准项目逐个检测，这

种方法可能会低估农药残留的风险[8-9]。由于环境中

的农药会以各种形式和浓度共存，形成复杂的混合物

并产生联合毒性，从而会对生物产生更大的风险，因

此开展农药联合毒性作用分析的研究就显得尤为重

要[10-12]。除浓度加和模型以外，等效线分析法也是比

较经典的联合毒性作用评估方法，可全面考察某指定

效应下混合物的毒性相互作用情况[13-14]。传统等效

线图法适用于二元混合物联合毒性评估，有学者在此

基础上还构建了适用于三元混合物的三维等效图法，

并能直观地反映三元混合物联合毒性特征[15]。

因此，本研究选择在多种农作物中均被检出过的

3种三嗪类农药[4，16]：苯嗪草酮（Metamitron，Met）、草净

津（Bladex，Bla）、特丁通（Terbumeton，Ter）为混合物

组分，以蛋白核小球藻（Chlorella pyrenoidosa，C. pyre⁃

noidosa）为实验生物，分别采用直接均分射线法（Eq⁃
uipartition ray，Equ-Ray）和均匀设计射线法（Uniform
design ray，UD-Ray）设计具有代表性的二元及三元混

合物体系，应用微板毒性分析法（Microplate toxicity

analysis，MTA）考察三嗪类农药及其混合物体系的毒

性，通过浓度加和（Concentration addition，CA）模型分

析混合物毒性相互作用，并建立二维和三维等效图进

一步评估混合物联合毒性，通过叶绿素 a含量的测定

考察三嗪类农药对蛋白核小球藻的生理毒性作用，以

期为科学评价三嗪类农药的环境风险提供基础数据，

为三嗪类农药在农业生产中的科学应用提供参考。

1 材料与方法

1.1 藻种、仪器及药品

1.1.1 藻种与仪器

实验藻种蛋白核小球藻（C. pyrenoidosa）购自中

国 科 学 院 典 型 培 养 物 保 藏 委 员 会 淡 水 藻 种 库

（FACHB），藻种的培养与保存方法参见文献[17]。
主要实验仪器：Synery-2酶标仪（美国伯腾仪器

有限公司）、MGC-250光照培养箱（上海一恒科技有

限公司）、YXQ-LS-100A立式压力蒸汽灭菌锅（上海

博迅实业有限公司）、721型分光光度计（上海舜宇恒

平科学仪器有限公司）。

1.1.2 药品

农药：苯嗪草酮（Met）、草净津（Bla）及特丁通

（Ter）均购自上海原叶生物科技有限公司。表 1列出

了 3种农药的基本理化性质，图 1为 3种农药的化学

结构。3种药物浓度均在溶解度范围内，使用超纯水

配制药物储备液，并于4 ℃冰箱储存、备用。

1.2 混合物设计

在化学混合物中，各组分毒性大小及组分间毒性

相互作用决定了混合物的整体毒性，且毒性大小及组

分间毒性相互作用与暴露时间和浓度有关。为系统

考察混合物的毒性作用规律，分别采用 Equ-Ray 和

changes from additive action to synergism, two-dimensional isobolograms indicate that the three binary mixture systems all show strong syn⁃
ergism at the median effective concentration. Five rays of ternary mixture systems all exhibit additive action which remain unchanged with
the lengthening of exposure time. The results predicted by CA model are the same as those of three-dimensional isobolograms. The reduc⁃
tion rate of chlorophyll a content is consistent with the changing trends of the pesticides ′ concentration-response curves.
Keywords：triazine pesticides; Chlorella pyrenoidosa; combined toxicity; chlorophyll a; three-dimensional isobologram

名称Name
苯嗪草酮Metamitron

草净津Bladex
特丁通Terbumeton

简称Abb.
Met
Bla
Ter

分子式Molecular formula
C10H10N4O
C9H13ClN6

C10H19N5O

CAS
41394-05-2
21725-46-2
33693-04-8

分子量Molecular weight/g·mol-1

202.2
240.6
225.3

纯度Purity/％
>98.0
>99.3
>99.0

浓度Concentration/mol·L-1

8.40E-04
4.16E-04
4.44E-04

表1 3种三嗪类农药的理化性质

Table 1 The physiochemical properties of three triazine pesticides
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UD-Ray设计农药二元及三元混合物体系[18-20]，表 2为

各混合物射线的组分及其浓度比Pi值。

1.3 时间毒性测定与计算

应用基于蛋白核小球藻的微板毒性分析法，测定

农药及其混合物对C.pyrenoidosa的时间毒性，采用透

明的 96孔微板作为实验载体[21-23]。微板实验设计方

法：在微板最外侧 36个孔中，均加入 200 μL超纯水，

以减少边缘效应的影响；在第 3列和第 8列共 12个孔

中，从上至下依次加入按稀释因子设计的不同浓度药

物溶液 100 μL；第 4列和第 5列为第 3列的平行实验；

第 10列和 11列为第 8列的平行实验；在第 2、6、7、11
列共 24 个孔中均加入 100 μL 超纯水作为空白对照

组；最后在处理组和空白组共 60个孔中均加入吸光

度为 0.20~0.30的 100 μL藻液，使每个微孔中总体积

为 200 μL，加透明盖以减少溶剂挥发。重复以上操

作3次[17]。

将加入药物和 C. pyrenoidosa的微板置于（25±
1）℃、5000 lx的培养箱中培养，分别在 12、24、48、72 h
和 96 h后取出，应用酶标仪测定 690 nm波长下的吸

光度，并计算各暴露时间下药物对C. pyrenoidosa的生

长抑制率。

蛋白核小球藻抑制率的计算公式如下：

I=( )1 - OD
OD0

×100%
式中：I为抑制率；OD0为对照组的吸光值；OD为实验

组的吸光值。

1.4 时间毒性数据拟合

为反映C. pyrenoidosa在不同暴露时间、不同药物

浓度下的生长变化规律，采用时间-浓度-效应三维

曲线的方法。对于不同暴露时间的浓度-效应数据，

采用 Logit函数进行拟合，并根据拟合相关系数（Cor⁃
relation coefficient，R2）与 均 方 根 误 差（Root mean
square error，RMSE）判断拟合效果，R2 越接近 1 且

RMSE 越接近 0，说明拟合效果越好[21]。毒性实验中

的实验误差无法避免，因此在描述拟合函数不确定度

时，利用观测置信区间（Observed confident interval，
OCI）来表征毒性实验数据的准确程度[24]。

非线性Logit函数公式如下：

E=1/[1+exp（-α-β×lgc）]
式中：E为毒性效应即生长抑制率；c为药物的浓度，

mol·L-1；α和β分别为位置和斜率参数。

1.5 混合物毒性相互作用分析

1.5.1 浓度加和模型

混合物毒性相互作用的识别具有重要意义，目前

国内外常采用CA作为加和参考模型，且该模型可用

于评估多数农药的混合物毒性[25-27]。当CA预测曲线

位于OCI内，毒性相互作用表现为加和作用；当位于

OCI以下时，则为协同作用；当位于OCI以上时，则为

拮抗作用[28]。

CA模型数学表达式如下：

∑
i = 1

n Ci

ECx, i
=1

图1 3种三嗪类农药的化学结构

Figure 1 The chemical structures of three triazine pesticides

表2 混合物体系的组分及其浓度比

Table 2 The components and their concentration ratios of three binary and one ternary mixture systems
射线Ray

R1
R2
R3
R4
R5

PMet

5.83E-01
7.78E-01
8.75E-01
9.33E-01
9.72E-01

PBla

4.17E-01
2.23E-01
1.25E-01
6.68E-02
2.78E-02

射线Ray
R1
R2
R3
R4
R5

PMet

9.78E-01
9.47E-01
8.99E-01
8.17E-01
6.41E-01

PTer

2.19E-02
5.30E-02
1.01E-01
1.83E-01
3.59E-01

射线Ray
R1
R2
R3
R4
R5

PBla

8.65E-01
7.19E-01
5.61E-01
3.90E-01
2.04E-01

PTer

1.35E-01
2.81E-01
4.39E-01
6.10E-01
7.97E-01

射线Ray
R1
R2
R3
R4
R5

PMet

7.46E-01
7.46E-01
7.91E-01
8.67E-01
8.98E-01

PBla

1.23E-01
1.23E-01
1.92E-01
2.76E-02
7.58E-02

PTer

1.31E-01
1.31E-01
1.71E-02
1.05E-01
2.60E-02

CH3

NH2N

NN

O

N N

NCl

NHEt

CHN
Me

Me
CN

CH3

N N

N HN CH3

CH3

CH3

OCH3

HNH3C

苯嗪草酮Met 草净津Bla 特丁通Ter
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式中：Ci表示混合物产生 x%效应时第 i组分的浓度，

mol·L-1；ECx，i表示混合物中第 i个组分单独作用时产

生 x%效应时的浓度，mol·L-1。

1.5.2 二维等效图

对于二元混合物系统，利用二维等效线图法可全

面考察某指定效应下不同混合比射线的毒性相互作

用。利用浓度 - 效应曲线（Concentration response
curve，CRC）函数计算某一等效应下混合物浓度，根

据拟合曲线的 95% OCI确定该效应的置信上下限浓

度，以两组分的毒性单位（Toxic unit，TU）为坐标绘制

二维浓度图，等效点及其置信区间形成等效线段，基

于CA模型绘制加和等效线。通过等效线段与加和等

效线的位置关系可判断毒性相互作用的类型，且等效

线段偏离程度越大，毒性相互作用越明显。若等效线

段位于加和等效线下方，表示二元混合物组分间毒性

相互作用为协同作用；若位于加和等效线上方，则为

拮抗作用；若与加和等效线相交，则呈现为加和作用。

1.5.3 三维等效图

对于三元混合物系统，利用三维等效线图法可考

察任意效应水平下组分间的毒性相互作用，其构建方

法参见文献[15]。三维等效图中三角平面为浓度加

和等效面，各条线段对应于不同混合物射线的半数效

应浓度及置信区间。如果线段位于三角平面右上方，

说明混合物毒性相互作用为拮抗作用；若线段与三角

平面相交，则为加和作用；若线段位于三角平面左下

方，则为协同作用[27]。

1.6 C. pyrenoidosa中叶绿素 a含量的测定

光合作用是植物体内最重要的生命活动，叶绿素

也是各种浮游藻类中广泛存在的色素，因而其含量能

客观反映植物的生长情况和光合作用水平[29]。对于

C. pyrenoidosa，其体内的叶绿素 a含量变化比叶绿素b
对污染物的响应更为敏感[30]，因此本文选择叶绿素 a
含量为指标，考察不同药物作用下叶绿素 a含量随暴

露时间和暴露浓度的变化情况。

叶绿素 a含量的测定方法：取对数生长期的蛋白

核小球藻藻液 10 mL，用 0.45 μm的混合纤维素膜进

行过滤，将带有藻细胞的滤膜置于冰箱冷冻过夜，取

出后迅速加入体积分数为 95% 的乙醇溶液萃取 2
min，将萃取液超声破碎 15 min，于暗处静置 4 h后以

5000 r·min-1 冷冻离心 5 min，取上清液置于比色皿

中，分别在665 nm和649 nm波长下测定吸光值[30-31]。

叶绿素 a含量计算公式如下：

Pchla=(13.95 × OD665 - 6.88 × OD649 ) × V1
1000 × V2 × L

式中：Pchla为叶绿素 a含量，mg·L-1；OD665为 665 nm波

长下的吸光值；OD649为 649 nm波长下的吸光值；V1为

定容体积，mL；V2为样品的体积，mL；L为比色皿光程

长度，cm。

每组药物在10％、30％、50％及70％ 4个效应浓度

下进行毒性实验，并以加入超纯水的藻液作为空白对

照，分别在暴露时间48 h和96 h测定叶绿素a的含量。

2 结果与分析

2.1 3种农药对C. pyrenoidosa的毒性效应

通过 MTA 法测得 3 种三嗪类农药对 C. pyre⁃

noidosa的浓度-效应数据，利用 Logit 函数进行最小

二乘拟合，其拟合参数 α、β值以及统计结果（R2 和

RMSE）见表 3，拟合曲线（CRCs）以及实验观测数据

见图 2。
从表 3可看出，Logit函数能较好拟合 3种农药对

C. pyrenoidosa在不同暴露时间的浓度-效应数据，R2

除在暴露时间 12 h外均大于 0.97，RMSE均小于 0.1。
在暴露时间 12 h时的拟合效果稍差，可能是由于 C.

pyrenoidosa处于生长适应阶段，也可能需要其他更适

表3 3种三嗪类农药的Logit函数拟合参数、统计量、半数

效应浓度（EC50）及其负对数（pEC50）

Table 3 The Logit function fitting parameters and statistics，mean
effect concentration and its negative logarithm for the three

triazine pesticides
名称
Name
Met

Bla

Ter

时间
Time/h

12
24
48
72
96
12
24
48
72
96
12
24
48
72
96

拟合参数Fitting parameters
α

4.88
6.60
12.44
15.00
15.00
0.86
2.56
4.62
7.76
10.32
0.01
2.67
6.17
9.35
12.56

β

1.95
1.83
2.93
3.50
3.52
0.66
0.60
0.89
1.48
1.98
0.42
0.62
1.22
1.83
2.46

RMSE
0.023
0.068
0.094
0.083
0.085
0.031
0.051
0.068
0.074
0.075
0.030
0.048
0.067
0.083
0.087

R2

0.906 9
0.979 5
0.976 5
0.987 2
0.991 5
0.820 3
0.973 9
0.976 3
0.972 1
0.986 3
0.516 4
0.971 6
0.971 8
0.988 1
0.990 7

EC50 /
mol·L

∞
2.47E-04
5.67E-05
5.17E-05
5.47E-05

∞
5.41E-05
6.44E-06
5.71E-06
6.13E-06

∞
4.93E-05
8.76E-06
7.77E-06
7.83E-06

pEC50

0
3.60
4.24
4.28
4.26
0

4.26
5.19
5.24
5.21
0

4.30
5.05
5.10
5.10
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合的函数进行拟合。

不同农药对C. pyrenoidosa的毒性大小不同，且随

暴露时间延长，毒性大小顺序也会发生改变。以EC50
负对数值 pEC50为毒性大小指标，暴露时间 12 h时，毒

性大小顺序为Met>Bla>Ter；暴露时间 24 h时，毒性大

小顺序为Ter>Bla>Met；暴露时间为 48、72、96 h时，毒

性大小顺序保持不变，为 Bla>Ter>Met。3 种农药在

48 h及以后的EC50值变化不大，说明 3种农药具有明

显的急性毒性，即生物在接触药物后，农药产生毒性

较快，且迅速达到最大，此后随暴露时间延长，而不再

有明显的增加。

3种农药对 C. pyrenoidosa的时间-浓度-效应曲

线如图 2所示。从图中可以看出，C. pyrenoidosa在 3
种农药单独作用下，抑制率随时间和浓度的变化规律

稍有差异。在低浓度Met的各个暴露时间，农药对C.

pyrenoidosa的抑制率都接近为 0，而在中浓度和高浓

度区域的抑制率则明显增加，尤其在暴露 72 h和 96 h
时，高浓度区域的抑制率接近 100%。农药Bla和 Ter
单独作用于C. pyrenoidosa时的抑制率变化规律相似，

即在低浓度农药暴露下，农药对C. pyrenoidosa的抑制

率随暴露时间延长先增加后降低，在中浓度和高浓度

区域的抑制率，则随暴露时间延长而逐渐增加。

2.2 农药二元混合物对蛋白核小球藻的毒性相互作用

采用Equ-Ray法设计 3组农药二元混合物体系，

基于CA模型对不同暴露时间的混合毒性进行预测。

在混合物暴露 12 h和 24 h时，C. pyrenoidosa处于生长

适应阶段，生物代谢反应缓慢，无法用CA模型准确判

断毒性相互作用。图 3为 3组二元混合物体系暴露

48、72 h和 96 h时的实验观测值及其 95% OCI、拟合

曲线及CA预测曲线。

从图 3可看出，Met-Bla二元混合物体系中，Met
所占浓度比例从R1射线到R5射线逐渐增加。在同

一暴露时间下，随Met浓度比增加，CA预测曲线与浓

度-效应拟合曲线之间的偏离程度越来越大，毒性相

互作用由部分加和、部分协同逐渐转变为整个浓度区

域的协同作用。对于同一条混合物射线，随暴露时间

延长，CA预测曲线偏离 95% OCI程度越来越大，协同

作用越来越明显。表明 Met-Bla二元混合物毒性相

互作用具有明显的时间依赖性和浓度比依赖性。

Met-Ter 二元混合物体系中，Ter 所占浓度比从

R1射线到R5射线逐渐增加。在同一暴露时间下，随

Ter浓度比增加，CA预测曲线与浓度-效应拟合曲线

之间的距离整体呈减小趋势，毒性相互作用为协同作

用且逐渐减弱。对于同一条混合物射线，随暴露时间

延长，CA预测曲线偏离 95% OCI程度越来越大，协同

作用越来越明显。表明 Met-Ter二元混合物毒性相

图2 3种农药对C. pyrenoidosa的时间-浓度-效应曲线

Figure 2 The time-concentration-effect curve of three triazine
pesticides on C. pyrenoidosa

抑
制

率
Inh

ibit
ion

Met

时间Time/h

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2
0

浓度Concen
tration

/mol·L
-120 40 60 80 100 1E-6

1E-5
1E-4

1E-3

抑
制

率
Inh

ibit
ion

Bla

时间Time/h

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2
0

浓度Concen
tration

/mol·L
-120 40 60 80 100 1E-6

1E-5
1E-4

1E-3

抑
制

率
Inh

ibit
ion

Ter

时间Time/h

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2
0

浓度Concen
tration

/mol·L
-120 40 60 80 100 1E-6

1E-5
1E-4

1E-3

486



王 滔，等：三嗪类农药复合污染物对蛋白核小球藻的联合毒性作用评估2020年3月

抑
制

率
Inh

ibit
ion

Met-Bla-R1-72 h1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0
-0.2

浓度Concentration/mol·L-1
1E-6 1E-5 4E-51E-7

抑
制

率
Inh

ibit
ion

Met-Bla-R1-96 h1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0
-0.2

浓度Concentration/mol·L-1
1E-6 1E-5 4E-51E-7

抑
制

率
Inh

ibit
ion

Met-Bla-R2-72 h1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0
-0.2

浓度Concentration/mol·L-1
1E-6 1E-5 5E-51E-7

抑
制

率
Inh

ibit
ion

Met-Bla-R2-96 h1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0
-0.2

浓度Concentration/mol·L-1
1E-6 1E-5 5E-51E-7

抑
制

率
Inh

ibit
ion

Met-Bla-R3-72 h1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0
-0.2

浓度Concentration/mol·L-1
1E-6 1E-5 5E-51E-7

抑
制

率
Inh

ibit
ion

Met-Bla-R3-96 h1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0
-0.2

浓度Concentration/mol·L-1
1E-6 1E-5 5E-51E-7

抑
制

率
Inh

ibit
ion

Met-Bla-R4-72 h1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0
浓度Concentration/mol·L-1

1E-6 1E-5 5E-51E-7

抑
制

率
Inh

ibit
ion

Met-Bla-R4-96h1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0
浓度Concentration/mol·L-1

1E-6 1E-5 5E-51E-7

抑
制

率
Inh

ibit
ion

Met-Bla-R5-72 h1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0
浓度Concentration/mol·L-1

1E-6 1E-5 5E-51E-7

抑
制

率
Inh

ibit
ion

Met-Bla-R5-96 h1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0
浓度Concentration/mol·L-1

1E-6 1E-5 5E-51E-7

图3 二元混合物体系代表性射线的效应数据、拟合曲线、95%置信区间曲线及CA预测线

Figure 3 The effect data，fitted curve，95% confidential intervals and predicted curve by CA of representative ray of binary mixture systems
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续图3 二元混合物体系代表性射线的效应数据和拟合曲线、95%置信区间曲线及CA预测线

Continued figure 3 The effect data，fitted curve，95% confidential intervals and predicted curve by CA of
representative ray of binary mixture systems
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续图3 二元混合物体系代表性射线的效应数据和拟合曲线、95%置信区间曲线及CA预测线

Continued figure 3 The effect data，fitted curve，95% confidential intervals and predicted curve by CA of
representative ray of binary mixture systems
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CA预测线 Predicted curve by CA 95%置信区间 95% confidential intervals
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互作用具有时间依赖性和浓度比依赖性。

Bla-Ter 二元混合物体系中，Ter 所占浓度比从

R1射线到R5射线逐渐增加。在同一暴露时间下，随

Bla浓度比增加，CA预测曲线与浓度-效应拟合曲线

间的位置关系没有明显变化规律。对于同一条混合

物射线，随暴露时间延长，CA预测曲线偏离 95% OCI
程度越来越大，毒性相互作用由加和作用逐渐转变为

协同作用。表明Bla-Ter二元混合物毒性相互作用具

有明显的时间依赖性。

选择暴露时间 96 h的半数效应浓度EC50绘制农

药二元混合物的二维等效图（图 4），考察 50%效应时

不同混合比射线的毒性相互作用。由图 4可看出，所

有农药二元混合物体系各条射线的等效线段均位于

浓度加和等效线下方，呈现出显著的协同作用，尤其

是 Met-Bla 混合物 R3 射线的等效线段偏离程度最

大，所呈现的协同作用最强。这一结果和农药二元混

合物射线CA预测结果基本吻合，且能更直观地反映

指定效应下所有射线的毒性相互作用情况。

2.3 农药三元混合物对蛋白核小球藻的毒性相互作用

采用UD-Ray法设计农药三元混合物体系，基于

CA模型对农药三元混合物在不同暴露时间的混合毒

性进行预测，发现三元混合物 5条射线具有相似的规

律，且没有随时间发生明显变化。图 5 为 Met-Bla-
Ter 三元混合物具代表性射线的实验观测值及其

95% OCI、拟合曲线、CA预测曲线。

从图 5中可以明显看出，农药三元混合物R1、R2
和R5射线的CA预测曲线均落在实验观测 95％置信

区间以内，毒性相互作用表现为加和作用，且随着暴

露时间延长，毒性相互作用未发生改变。本研究中

CA模型也可较准确预测 3种农药的混合物对蛋白核

小球藻的毒性。

选择暴露时间 96 h的半数效应浓度EC50绘制农

药三元混合物的三维等效图（图 6）。由图可看出，农

药三元混合物体系中，浓度加和等效面与混合物射线

的EC50置信区间线相交，表明农药混合物射线在EC50
水平下呈加和作用。这一结果与农药三元混合物射

线的CA预测线及CRC间关系相吻合，进一步说明三

维等效图法分析结果的可靠性。

2.4 农药及其混合物对蛋白核小球藻叶绿素含量的

影响

选择 3种农药及其二元混合物 R3射线、三元混

合物R5射线进行叶绿素测定实验，在拟合曲线CRCs
相关参数的基础上，计算不同药物对C. pyrenoidosa产

生 10%、30%、50%及 70%抑制效应时的浓度。分别

在暴露时间48 h和96 h测定C. pyrenoidosa中叶绿素 a
的含量，并根据对照组含量，计算不同暴露时间及不

同抑制效应下的叶绿素 a减少率，结果如图7所示。

图4 农药二元混合物射线在EC50下的二维等效图

Figure 4 Two-dimensional isobiolograms of pesticide binary mixture rays responding to the effect of 50%

图6 农药三元混合物射线在EC50下的三维等效图

Figure 6 Three-dimensional isobiologram of pesticide ternary
mixture rays responding to the effect of 50%
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Figure 5 The effect data，fitted curve，95% confidential intervals and predicted curve by CA of representative ray of ternary mixture systems
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从图 7可明显看出，C. pyrenoidosa分别在 48 h和

96 h暴露时间下，随着药物效应浓度的增加，叶绿素 a
含量逐渐减小，且在对照组基础上计算出的减少率逐

渐变大，这与各组药物对应的CRCs曲线变化趋势基

本一致。

虽然叶绿素 a减少率与浓度效应曲线变化规律

相似，但在不同组药物的作用下，减少率变化的程度

明显不同。在农药Met及Met-Ter暴露下，各效应浓

度时的叶绿素 a 减少率均小于其抑制效应，以农药

Met-Ter暴露 96 h为例，效应浓度 10%、30%、50%和

70% 对应的叶绿素 a 减少率分别为 6.66%、10.66%、

30.46% 和 60.85%。在农药 Met-Bla 暴露下，各效应

浓度时的叶绿素 a减少率均大于其抑制效应，效应浓

度10%、30%、50%和70%对应的叶绿素 a减少率分别

为 10.76%、40.28%、60.53% 和 81.34%。 而 在 农 药

Bla、Ter、Bla-Ter和Met-Bla-Ter暴露下，各效应浓度

时的叶绿素 a减少率与相应抑制效应基本一致。

3 讨论

李威等[30]在研究中发现，5氟尿嘧啶对藻类的毒

性没有明显的时间-效应关系。陶梦婷等[32]也发现，

草甘膦低浓度暴露对青海弧菌的毒性没有时间依赖

性。本研究中，3种农药对C. pyrenoidosa的毒性也具

有一定的时间和浓度依赖性，即整体上呈现为随暴露

时间的延长和暴露浓度的增加，毒性逐渐增强。但在

低浓度区域的毒性变化却没有时间依赖性，这可能是

生物适应等原因所致[33]。沈国兴等[34]的研究也发现，

许多农药在高浓度作用下会对藻类产生毒害作用，而

在低浓度时则无毒性效应，并且提出农药对藻类同时

存在毒害和降解两个过程，在低浓度时降解占主导地

位表现为无毒性效应，在高浓度时毒害作用占主导地

位表现为毒性效应。C. pyrenoidosa在低浓度 Met 暴
露下几乎没有毒性作用，而在低浓度 Bla和 Ter暴露

下，毒性作用随暴露时间延长先增强后逐渐减弱；在

中浓度和高浓度区域有一定的时间和浓度依赖性，

Met对 C. pyrenoidosa的毒性出现突然增强，而 Bla 和

Ter对C. pyrenoidosa的毒性则逐渐增强。这与陶梦婷

等[32]在农药对青海弧菌毒性作用研究中的结果类似。

多种化合物同时作用于生物会产生联合毒性，可

能通过作用于相同的靶器官产生加和作用[35]，通过组

分间结构互补性产生协同作用[36]，通过竞争作用位点

产生拮抗作用[37]。在考察三嗪类农药混合物毒性基

础上，进一步研究了混合物毒性相互作用随时间和组

分浓度的变化。农药二元混合物体系 Met-Bla 和

Met-Ter的毒性相互作用，均具有明显的时间依赖性

和浓度比依赖性，Bla-Ter体系只具有明显的时间依

赖性。但不同混合物体系随暴露时间和组分浓度比

改变，其毒性相互作用呈现各异的规律，说明混合物

毒性相互作用机理较复杂，需要进一步做分子水平方

面的研究。

二维等效线图法常用于二元混合体系中多种浓

度比混合物的毒性相互作用分析，且多选择EC50为等

效应浓度参考点[38-39]，但这种传统等效线图法只能反

映EC50效应下二元混合物毒性相互作用情况。本研

究中的三维等效线图法评估 3种三嗪类农药混合物

对蛋白核小球藻的毒性相互作用，拓展了等效线图法

的应用范围，较直观地反映 3种组分联合毒性作用情

况，但目前只是针对混合物的EC50浓度水平的评估，

有待于进一步探讨三维等效线图的多水平应用。

4 结论

（1）Logit函数能较好地拟合 3种三嗪类农药及其

混合物体系对C. pyrenoidosa的浓度-效应数据，在暴

露时间 48 h及以上，3种农药的毒性大小顺序为Bla>
Ter>Met。

（2）二元混合物的毒性相互作用整体上呈现为加

和作用向协同作用的转变。Met-Bla和Met-Ter二元

混合物体系毒性相互作用具有时间依赖性和浓度比

依赖性，而Bla-Ter二元混合物体系的毒性相互作用

只有时间依赖性。根据 3个混合物体系的二维等效

线图，可看出各混合物体系在EC50效应下均具有较强

的协同作用。

（3）农药三元混合物体系对C. pyrenoidosa的毒性

作用表现为加和作用，且随暴露时间延长，作用类型

未发生改变，混合物三维等效图与对应CA模型的分

析结果一致，且毒性作用更加直观，也说明三维等效

图分析结果的可靠性。

（4）3种农药及其混合物射线中，C. pyrenoidosa叶

绿素 a含量的减少率与各组药物对应的CRCs曲线变

化趋势基本一致。但在不同药物作用下，C. pyre⁃

noidosa生理毒性与种群水平毒性间关系稍有差异。
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