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硝基芳烃对虹鳉鱼（Poecilia reticulata）的毒性

张  蕾，徐镜波

东北师范大学环境科学与工程系，吉林 长春 130024

摘要：主要研究了2,6-二硝基甲苯（2,6-DNT）和4-硝基甲苯（4-NT）两种硝基芳烃对虹鳉鱼的急性毒性、亚急性毒性及联合毒性效应，旨在为渔业水质标准的制定与完善提供可靠的科学依据。研究表明，2,6-DNT的急性毒性大于4-NT，二者的96 h LC50值分别为（25.22±0.19）mg/L和（60.26±0.09）mg/L；亚急性毒性研究中，两种化合物的各种质量浓度在40天内，对试验动物的生长有不同程度的影响；应用Marking相加指数法评价二者的联合毒性，结果表明其联合毒性为协同。
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2,6-二硝基甲苯（2,6-DNT）和4-硝基甲苯（4-NT）在我国第二松花江各江段检出率较高，它们属于美国环保局（EPA）和中国优先控制的有机污染物[1]；4-NT同时也是世界野生动物基金会（WWF）提出的环境荷尔蒙物质之一[2]。徐镜波等[3]曾研究过2,6-DNT对鲤鱼的急性毒性，但目前，关于这两种化合物对鱼类联合毒性的研究在国内外尚未见报道。本文采用经济合作与发展组织（OECD）、国际标准化组织（ISO）推荐使用的试验生物——虹鳉鱼（Poecilia reticulata），对这两种硝基芳烃的联合毒性进行研究，为水质、排污标准的制定及生态风险评价提供更加可靠的依据。

1  材料与方法

1.1  化学试剂

2,6-二硝基甲苯（C7H6N2O4，质量分数>98%，Aldrich Chem. Co.）和4-硝基甲苯（C7H7NO2，C. P.，北京化工厂）为受试物，丙酮（分析纯，北京化工厂）作为助溶剂。在试液中，丙酮的体积分数≤1 ml/L。

1.2  试验材料

虹鳉鱼（Poecilia reticulata）亲鱼购自长春市虹鳉鱼专门店，实验室条件下驯养产仔，选1周龄的健康幼鱼作为试验用鱼。幼鱼体长（0.81±0.07）cm。幼鱼成长期间死亡率<1%。

表1  2,6-DNT和4-NT对虹鳉鱼的急性毒性
	化合物
	96 h LC50/(mg·L-1)
	毒性分级

	2,6-DNT
	25.22±0.190
	高毒

	4-NT
	60.26±0.089
	高毒


1.3  急性毒性试验

试验采用静水换液法，周期为96 h。急性毒性试验按文献[4]所述方法进行。应用直线内插法求得96 h的半数致死质量浓度（LC50值）。按国家环保局1986年制定的《生物监测技术规范（水环境部分）》[5]的相关规定进行化合物毒性分级。

1.4  亚急性毒性

根据急性毒性试验结果，分别设置包括空白对照在内的4个质量浓度组，各设平行。每个质量浓度组投入15尾鱼。以试验幼鱼的体长、体质量变化为观察指标，每10天称量1次，共进行40天。试验方法见参考文献[4]。

1.5  联合毒性试验

根据单一化合物96 h LC50值，按毒性1∶1设置6~8个试验质量浓度；试验方法及LC50值计算方法与急性毒性试验相同。

1.6  联合毒性评价方法：Marking相加指数法

Marking相加指数法是目前水生毒理学研究中较为常用的一种方法。在求得联合毒性的LC50值以后，应用（1）式求S值：

S=mA/nA+mB/nB                （1）

（1）式中S为水生生物毒性相加之和，A、B分别为受试毒物，m、n分别为单一毒性LC50值及混合毒物LC50值。若S≤1时，相加指数AI=1/S-1；S>1时, AI=S(-1)+1。当AI>0时，为协同作用；AI<0时，为拮抗作用；AI=0时，为相加作用。

2  结果与讨论

2.1  化合物的急性毒性

由表1得出：（1）2,6-DNT和4-NT均属高毒化合物；（2）毒性顺序2,6-DNT>4-NT，即二硝基甲苯的毒性大于一硝基甲苯，这与Deneer[6]在1987年报道的结果一致。本结果证明了，对于硝基甲苯类化合物来说，硝基的引入会使化合物毒性增强[7]的结论。

2.2  化合物的亚急性毒性

试验期间，2,6-DNT的2.2 mg/L质量浓度组第33天死亡一尾，其他各质量浓度组均未出现死鱼现象。表2、表3的结果表明，（1）对照组在第20天到30天之间生长最迅速，体质量由21.71 mg增加到40.90 mg，体长由11.13 mm增长到14.05 mm。也正是在这段时间，化合物对虹鳉幼鱼的影响最大：在第30天，2,6-DNT的3种质量浓度的体质量均较第20天有所下降，与对照组均存在极显著差异；1.5 mg/L和2.2 mg/L浓度组的体长也与对照组出现显著差异。4-NT各浓度组在20天到30天体质量增长很小，与对照组呈现极显著差异；体长在第20天时，均与对照组无显著差异，到了第30天，则表现出不同程度的差异。而且，这段时间化合物对机体的影响导致在以后的10天里，虹鳉幼鱼的体质量、体长虽然均有增加，但与对照组的差距仍然极为显著。（2）总体来看，这两种化合物对试验生物的影响程度与化合物的浓度有关，浓度越大，抑制作用越明显。（3）从1.5 mg/L和2.2 mg/L两个浓度组的体质量、体长变化来看，4-NT对虹鳉幼鱼的生长抑制作用大于2,6-DNT。这说明低剂量长时间的接触给机体造成的影响可能与急性毒性机理不同。（4）这两种化合物对体质量增长的抑制作用要比体长大。这可能与化合物对骨骼的毒性影响较小有关。

表2  2,6-DNT对虹鳉幼鱼生长的影响
	ρ/(mg·L-1)
	暴露时间/d

	
	10
	
	20
	
	30
	
	40

	
	体质量/mg
	体长/mm
	
	体质量/mg
	体长/mm
	
	体质量/mg
	体长/mm
	
	体质量/mg
	体长/mm

	0
	11.46±0.55
	9.65±0.44
	
	21.71±0.09
	11.13±0.70
	
	40.90±0.01
	14.05±0.24
	
	53.68±0.08
	15.15±0.18

	0.8
	10.69±0.50
	9.51±0.50
	
	21.13±0.45
	11.10±0.03
	
	20.12±0.82**
	12.24±0.97
	
	24.56±0.50**
	13.90±0.14*

	1.5
	9.86±0.60
	9.74±0.59
	
	22.29±0.30*
	10.57±0.79
	
	18.24±0.97**
	11.72±0.33*
	
	24.10±0.82**
	12.65±0.73*

	2.2
	10.00±0.50
	9.53±0.42
	
	19.34±0.57*
	9.43±0.13*
	
	17.72±0.33**
	11.45±0.65*
	
	20.72±0.39**
	12.27±0.27**


*与对照组存在显著差异；**与对照组存在极显著差异

表3  4-NT对虹鳉幼鱼生长的影响
	ρ/(mg·L-1)
	暴露时间/d

	
	10
	
	20
	
	30
	
	40

	
	体质量/mg
	体长/mm
	
	体质量/mg
	体长/mm
	
	体质量/mg
	体长/mm
	
	体质量/mg
	体长/mm

	0
	11.46±0.55
	9.65±0.44
	
	21.71±0.09
	11.13±0.70
	
	40.90±0.01
	14.05±0.24
	
	53.68±0.08
	15.15±0.18

	1.5
	10.23±0.26
	10.02±0.38
	
	19.33±0.55*
	10.98±0.16
	
	19.82±0.12**
	12.67±0.58*
	
	21.30±0.03**
	12.40±0.36**

	2.2
	9.30±0.30
	9.91±0.21
	
	18.87±0.26**
	10.83±0.32
	
	18.88±0.04**
	10.71±0.41**
	
	21.00±0.13**
	11.16±0.20**

	2.9
	8.91±0.12*
	9.28±0.29
	
	18.05±0.25**
	10.17±1.01
	
	18.59±0.19**
	10.77±0.14**
	
	17.91±0.22**
	10.88±0.47**


*与对照组存在显著差异；**与对照组存在极显著差异
观察试验鱼类的形态变化，在第29天时，对照组试验鱼的鱼尾已呈明显红色，与成鱼形态特征颇为相似，第40天基本可以区分雌、雄，而染毒组均无此情况。

综上可得出，在幼鱼阶段接触这两种硝基芳烃，对虹鳉鱼的生长发育可产生明显影响。影响的机理及是否会对受试生物的生殖、遗传等造成危害，还需要进行更加深入地研究。

2.3  化合物的联合毒性

表4  2,6-DNT与4-NT的联合毒性评价
	时间/h
	2,6-DNT+4-NT联合LC50
	相加
指数
	评价
结果

	
	2,6-DNT
	4-NT
	AI
	

	24
	11.15（11.06~11.24）
	26.64（26.42~26.86）
	0.174
	协同

	48
	10.94（10.88~11.00）
	26.15（26. 00~26. 30）
	0.172
	协同

	72
	10.59（10.56~10.62）
	25.31（25.24~25.38）
	0.211
	协同

	96
	10.37（10.33~10.41）
	24.78（24.68~24.88）
	0.217
	协同


在急性毒性试验基础上，按毒性1∶1进行联合毒性试验，测得2,6-DNT与4-NT对虹鳉鱼联合毒性的LC50值，应用（1）式得到相加指数（AI），结果如表4所示。表4表明，2,6-DNT与4-NT在各时段的相加指数AI值均大于1，评价结果为协同作用；AI值随染毒时间的延长而增大，从24 h的0.174增加到96 h的0.217。这说明2,6-DNT与4-NT以等毒性配比时，染毒时间越长，协同作用越明显，毒性越强。所以，生物体与其接触的时间越久，威胁就可能越大。

袁星等[8]曾经研究过2,4-二硝基甲苯与共存化合物对发光菌的联合毒性，得到2,4-DNT与4-NT的联合毒性为协同作用。竺廼恺等[9]以Ames试验的TAs9菌株对2-硝基芴在其他多环芳烃共存时致突变性变化进行研究，结果表明因为硝基多环芳烃具有亲电子性，DNA的碱基有亲核性，易于结合，造成DNA的损伤，所以2-硝基芴与其他硝基多环芳烃共存时直接致突变性增强。这两项研究结果均与本试验有相似之处。

3  结论

（1）硝基甲苯类化合物苯环上的硝基数量增加，则急性毒性增强。

（2）在幼鱼阶段接触这两种硝基芳烃，质量浓度分别在0.8 mg/L和1.5 mg/L时，长时间接触，就可对虹鳉鱼的生长发育产生明显影响。

（3）2,6-DNT与4-NT的联合毒性为协同。
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The toxicity of nitrotoluenes to guppy

ZHANG Lei, XU Jing-bo

Department of Environmental Science and Engineering, Northeast Normal University, Changchun 130024, China

Abstract: Acute toxicity, subacute toxicity and joint toxicity of 2,6-dinitrotoluene and 4-nitrotoluene to guppy was determined. It would give credible foundation to constitute or perfect water quality standard for fisheries. The results showed that the values of 96 h LC50 of 2,6-dinitrotoluene and 4-nitrotoluene were (25.22±0.19) mg/L and (60.26±0.09) mg/L. Then, the two nitrotoluenes affected upgrowth of guppy in 40 days differently and the joint toxicity of 2,6-dinitrotoluene and 4-nitrotoluene was synergistic effect in 96 h.

Key words: 2,6-dinitrotoluene; 4-nitrotoluene; guppy; acute toxicity; subacute toxicity; joint toxicity

[image: image1]
间接气溶胶效应对气候的影响

由人类活动产生的气溶胶（空气中微小的颗粒状污染物，是烟雾污染的主要成分）可通过增加云中液滴的数量来增强云的反射率。很多小液滴与较少的大液滴相比，可将更多的阳光反射进太空，所以理论上气溶胶颗粒的积聚可产生变冷效应，被称为“间接气溶胶效应”。“政府间气候变化小组”（IPCC）曾经得出结论认为，气溶胶的间接效应也许是可以忽略的。得出此结论，部分是由于缺乏这种机制影响进入云层的太阳辐射和流出云层的红外辐射之间的平衡的直接证据。来自被污染地点（美国俄克拉荷马）和干净地点（美国阿拉斯加）的空气的新数据表明，气溶胶污染物显著地影响云的光学性质，其影响的程度与从间接气溶胶效应预计出的程度相同，所以，可以认为间接气溶胶效应对气候有重要影响。（肖辉林摘自Nature, 2004, 427: 231）

红树林对珊瑚礁鱼的重要性

红树林长期以来被认为是荒凉的沼泽植物，曾被广泛砍伐，以进行沿海开发。现在，它们是世界上最濒危的生态系统之一。红树林沼泽经常出现在珊瑚礁附近，可以看到珊瑚礁鱼的鱼苗生活在红树林树根之间，但红树林沼泽对珊瑚礁鱼的重要性却从未被测量过。现在，对伯利兹和墨西哥沿海的珊瑚礁所做的一项研究显示，珊瑚礁鱼群落的结构和多样性非常依赖于红树林。红树林的培育使得一些具有重要商业价值的鱼类的生物量加倍，使得珊瑚礁鱼群落的多样性得到加强。红树林的损失已导致大西洋最大食草鱼彩虹鹦嘴鱼的局部灭绝。目前砍伐红树林的速度影响到该地区渔业生产的发展，导致珊瑚礁严重退化。（肖辉林摘自Nature, 2004, 427: 533）
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