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Abstract：To study the combined toxicity of dimethoate, copper and zinc, photobacterium phoshoreum and zebrafish eggs were used as
model organisms. The combined toxicity of dimethoate-copper and dimethoate-zinc was evaluated by mixture toxicity indices（MTI）.
Toxicity test of photobacterium phoshoreum：the EC50 of dimethoate, copper and zinc after 15 min exposure were 123, 0.53 mg·L-1 and 1.71
mg·L-1 respectively. The EC50 after 30 min were 122, 0.50 mg·L-1 and 1.54 mg·L-1. The MTI of dimethoate-copper and dimethoate-zinc
after 15 min were 0.69 and 0.60. Toxicity test of zebrafish eggs：the LC50 of dimethoate, copper and zinc exposed after 72 h of exposure were
0.31, 1.67 mg·L-1 and 369 mg·L-1. The MTI of dimethoate-copper and dimethoate-zinc after 72 h were 0.70 and 0.75. The combined
toxicity of dimethoate-copper and dimethoate- zinc was enhanced, and the overall toxicity showed a partially additive effect. Therefore, the
residues of these two substances in the environment has the potential to cause harm to aquatic and other organisms.
Keywords：dimethoate; copper; zinc; photobacterium phoshoreum; zebrafish egg; combined toxicity

收稿日期：2021-05-26 录用日期：2021-07-19
作者简介：丁英杰（1988—），男，浙江湖州人，本科，工程师，从事食品与环境的分析检测工作。E-mail：673554523@qq.com
*通信作者：蔡佳玲 E-mail：641544707@qq.com
基金项目：国家重点研发计划项目（2017YFC1700800）
Project supported：The National Key Research and Development Program of China（2017YFC1700800）

摘 要：为通过不同生物等级的模式生物研究乐果、铜和锌的联合毒性，以明亮发光杆菌和斑马鱼胚胎为受试模式生物，通过

混合毒性指数法（MTI法）评价了乐果、铜和锌的联合毒性效应。结果表明：明亮发光杆菌毒性测试显示，暴露测试 15 min时，

乐果、铜和锌的EC50值分别为 123、0.53 mg·L-1和 1.71 mg·L-1；暴露测试 30 min时，EC50值分别为 122、0.50 mg·L-1和 1.54 mg·L-1。

乐果-铜和乐果-锌暴露 15 min测得的MTI分别为 0.69和 0.60。斑马鱼胚胎毒性测试显示，暴露 72 h后乐果、铜和锌的 LC50值

分别为 0.31、1.67 mg·L-1和 369 mg·L-1。乐果-铜和乐果-锌暴露 72 h后测得的 MTI分别为 0.70和 0.75。研究表明，乐果和铜、

锌分别混合后的联合毒性均有所增强，整体毒性表现为部分相加作用，因此两类物质在环境中的残留会对水生生物及其他生

物造成潜在危害。
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在工农业生产日益发展的同时，农药大量使用和

重金属排放对生态环境造成了严重的影响。2014年

发布的全国污染状况调查公报显示，铜、锌污染物点

位超标率分别为2.1%和0.9%。虽然铜和锌是生物体

不可缺少的微量元素，但土壤中过量的铜和锌会对植

物生长造成影响，并产生毒害作用[1]。且铜和锌等重

金属一旦进入生态环境则难以被生物降解[2]。我国

是农业大国，农药使用量居世界第一，每年进入环境

的农药高达使用量的 80%~90%[3]。我国有机磷农药

产量占全球产量的 1/3，有机磷农药占国内农药的 1/2
以上。据丁浩东等[4]对环境中有机磷污染情况进行

的统计，全国水体中农药平均浓度最高的是乐果

（187.37 ng·L-1），其在杭嘉湖被检出的最大浓度达

到 30 180 ng·L-1。

方贵桢等[5]的研究表明，发光菌在重金属离子毒

性测试方面具有较高的灵敏度。贾玉玲等[6]的研究

表明，发光菌检测已经充分应用于有机磷农药检测。

宋明霞等[7]和岳东等[8]的研究表明，重金属和有机磷

农药都具有一定的胚胎发育毒性。此外，在环境废水

生物毒性检测中发现，重金属和农药混合后普遍存在联

合毒性效应[9]。在生态环境中会遇到有机磷农药与重金

属的混合污染情况，其中乐果与重金属的混合污染也会

存在，现已有学者对两者的单一毒性效应和机理进行了

研究，但对这两类物质联合毒性的研究还很少。

本试验采用明亮发光杆菌和斑马鱼胚胎作为受

试模式生物，研究铜、锌与乐果的单一毒性以及构成

的二元混合体的联合毒性。通过混合毒性指数法

（MTI法）评价其联合毒性效应，为有机磷农药与重金

属复合污染的生态风险评估提供依据。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

倒置显微镜，日本 Nikon MFA33402；细胞培养

板，美国Corning Costar；微孔板型多功能检测仪，美国

Promega公司GloMax-Multi2011ZSIR0369US。
主要试剂七水硫酸铜、醋酸锌、氯化钠和氯化汞

均为分析纯；乐果为市售常规乳油剂型农药，有效成

分含量40%（以下均用乐果简称）。

1.2 试验方法

1.2.1 发光菌生物毒性试验

从-20 ℃储藏室取出明亮发光细菌冻干粉，用移

液枪吸取 1 mL 2.5%氯化钠注入冻干粉西林瓶，冰水

浴复苏备用。取复苏后的发光菌液 0.1 mL，用 2.5%

氯化钠溶液稀释到 10 mL，使用微孔多功能检测仪测

定初始发光强度。

（1）单一毒性试验

按对数将样品液稀释成 5个浓度，分别为 100%、

10%、1%、0.1%和 0.01%，每个浓度设置 3个平行，同

时将 96孔板第一行设置为阴性质控，第二行为阳性

质控。各孔中加入样品液 1 μL，3%氯化钠溶液 179
μL和菌液 20 μL，总体积为 200 μL，放入仪器进行测

试。在预试验得到的抑制率范围 0~100%之间设计 5
浓度，进行毒性测试。暴露时间分别为 15 min和 30
min，并计算EC50。

（2）联合毒性试验

根据铜、锌和乐果对明亮发光杆菌的单一毒性试

验结果，配制相应浓度的乐果-铜和乐果-锌溶液。

混合物中各组分的浓度为各自暴露 15 min时EC50的

浓度，将混合物进行毒性测试，并计算 15 min 和 30
min时的EC50。

1.2.2 斑马鱼胚胎发育毒性试验

取用实验室纯化培养的斑马鱼成鱼孵化胚胎，并

用倒置显微镜筛选出正常分裂的斑马鱼胚胎备用。

（1）单一毒性试验

设定预试验的浓度为 100%、50%、25%、12.5%、

6.25%，每个浓度设置 3个平行。选用透明 24孔细胞

培养板进行测试，每块板均设置 4 个空白对照组，

将培养板置于（26±0.5）℃的培养箱中进行测试。

每隔 24 h 用显微镜观察斑马鱼胚胎死亡情况并记

录，最终结果以 72 h 半致死率 LC50 表示，并根据此

结果得到正式试验的染毒浓度。在预试验得到的

抑制率范围 0~100% 之间设计 5 浓度，再进行毒性

测试。

（2）联合毒性试验

根据铜、锌和乐果对斑马鱼胚胎的单一毒性试验

结果，配制相应浓度的乐果-铜和乐果-锌溶液。混

合物中各组分浓度为各自 72 h半致死率LC50的浓度，

将混合物进行毒性测试，测得72 h致死率LC50浓度。

1.3 数据处理

1.3.1 试验数据处理

应用Origin软件对各稀释浓度的抑制率、致死率

进行数据拟合，根据拟合后的曲线计算获得明亮发光

杆菌暴露 15 min和 30 min的EC50以及斑马鱼胚胎的

半致死率LC50。

1.3.2 混合毒性指数法计算联合毒性

M =∑i = 1
n Ui
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M0 = M

Ui,max

IMT = 1 - lgM
lgM0

式中：Ui为混合物中各组分的毒性单位；Ui，max为混合

物中所有组分毒性单位的最大值。IMT为混合毒性指

数[10]。

根据 IMT值对联合毒性的类型进行判断：当 IMT=1
时，为简单相加作用；当 IMT<0时，为拮抗作用；当 IMT>
1时，为协同作用；当 IMT=0时，为独立作用；当 0<IMT<I
时，为部分相加作用。

2 结果与讨论

2.1 明亮发光杆菌

2.1.1 单一毒性

乐果和重金属铜、锌对明亮发光杆菌的单一毒性

结果见表 1，从表中可知，乐果、铜和锌对明亮发光杆

菌的急性毒性不同。在一定浓度范围内明亮发光杆

菌的抑制率与样本浓度呈正比，且对明亮发光杆菌的

急性毒性顺序为铜>锌>乐果，铜和锌的毒性顺序与

其他学者的研究结果[11]一致。单一毒性试验结果显

示，明亮发光杆菌对铜和锌更敏感，可能原因是重金

属会引起水生细菌细胞内产生破坏细胞结构和功能

的活性氧，从而直接导致细菌死亡。此外试验中发现

菌液的初始浓度对于试验结果也有较大影响，所以试

验中需要将发光菌菌液的浓度控制在一定的范围。

从表 1可知，暴露 30 min的毒性相较于 15 min增加不

明显，故不再延长暴露时间。

2.1.2 联合毒性

乐果和重金属铜、锌对明亮发光杆菌的联合毒性

测试结果列于表 2。通过 IMT进行评价，从表 3可知两

类物质同时存在对明亮发光菌的毒性增强，其部分相

加毒性作用机制可能是由于两类物质形成了亲脂性

络合物，从而促进了细胞对金属离子的吸收和累积。

2.2 斑马鱼胚胎法

2.2.1 单一毒性

乐果、重金属铜和锌对斑马鱼胚胎暴露72 h后的

LC50分别是 0.31、1.67 mg·L-1和 369 mg·L-1。从测试

结果可知，在一定浓度范围内斑马鱼胚胎的致死率与

样本浓度呈正比，且对斑马鱼胚胎的急性毒性顺序为

乐果>铜>锌。从结果中可以看出铜的毒性远大于

锌，这可能是因为铜会引起细胞氧化应激反应，从而

导致线粒体数量减少进而造成细胞凋亡。而乐果具

有抗胆碱酯酶的作用，可降低斑马鱼鳃和肝脏的活

性，因此可能导致比重金属对斑马鱼胚胎更大的影

响。

2.2.2 联合毒性

乐果和重金属铜、锌对斑马鱼胚胎的联合毒性测

试结果列于表 4。从联合毒性测试结果可知，乐果-
重金属二元混合物的浓度与其对斑马鱼胚胎的致死

率相关。通过 IMT进行评价，从表 5可知两类物质同时

存在时对斑马鱼胚胎的联合毒性有明显的增强。乐

15 min EC50

乐果-铜Dimethoate-Copper
铜Copper（95%CI）：

0.33（0.25~0.40）
乐果Dimethoate（95%CI）

76.4（59.2~93.6）

乐果-锌Dimethoate-Zinc
锌Zinc（95%CI）
1.13（1.00~1.26）

乐果Dimethoate（95%CI）
81.3（72.1~90.6）

时间
Time/min

15

乐果-铜Dimethoate-Copper
IMT

0.69
效应Effect
部分相加

乐果-锌Dimethoate-Zinc
IMT

0.60
效应Effect
部分相加

时间Time/min
15
30

铜Copper（95%CI）
0.53（0.52~0.53）
0.50（0.49~0.51）

锌Zinc（95%CI）
1.71（1.56~1.86）
1.54（1.43~1.66）

乐果Dimethoate（95%CI）
123（119~128）
122（115~130）

表1 乐果、铜和锌对明亮发光杆菌的EC50（mg·L-1）

Table 1 The EC50 of dimethoate，copper and zinc to photobacterium phoshoreum（mg·L-1）

表3 乐果与铜、锌混合物联合毒性评价

Table 3 The joint toxicity evaluation of dimethoate - copper and dimethoate - zinc

表2 混合物中对生物产生半抑制影响的各组分浓度（mg·L-1）

Table 2 Concentrations of components in a mixture with half inhibitory effects on organisms（mg·L-1）
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果在杭嘉湖地区污染严重，且土壤环境中铜和锌含量

普遍较高，因此两者的混合污染不可避免地对生物造

成危害。同时长时间暴露导致的两类物质的联合毒

性不容忽视，其中乐果与铜的联合毒性风险更大。

3 结论

（1）在单一物质情况下，重金属铜和锌比有机磷

农药乐果对水生细菌的急性毒性更强，而有机磷农药

乐果对斑马鱼胚胎的影响比重金属更大。

（2）在混合物充分暴露的条件下，乐果-铜和乐

果-锌的混合物对明亮发光杆菌和斑马鱼胚胎的联

合毒性均得到增强，表明两类物质同时存在时会促进

双方的急性毒性。

（3）联合毒性测试结果表明，乐果-铜和乐果-锌
的斑马鱼胚胎混合毒性指数高于明亮发光杆菌，表明

乐果与重金属的联合毒性对斑马鱼胚胎的影响更大。

两类物质在环境中的残留会对水生生物及其他生物

造成潜在危害。
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LC50

乐果-铜Dimethoate-Copper
铜Copper（95%CI）：

1.03（0.92~1.14）
乐果Dimethoate（95%CI）

0.19（0.17~0.21）

乐果-锌Dimethoate-Zinc
锌Zinc（95%CI）：

220（175~264）
乐果Dimethoate（95%CI）

0.18（0.15~0.22）

乐果-铜Dimethoate-Copper
IMT

0.70
效应Effect
部分相加

乐果-锌Dimethoate-Zinc
IMT

0.75
效应Effect
部分相加

表4 混合物中对斑马鱼胚胎产生半致死影响的各组分浓度（mg·L-1）

Table 4 The concentration of each component in the mixture with half lethal effect on zebrafish（Danio rerio）eggs（mg·L-1）

表5 乐果与铜、锌混合物联合毒性评价

Table 5 The joint toxicity evaluation of copper - dimethoate and
zinc - dimethoate
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