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摘要：该试验研究了不同发育时期大型溞（Daphnia magna）对离子液体[C8mim]Br的耐受性，为离子液体的生态安全评价提供科学依据。采用急性毒性试验方法研究了不同浓度离子液体 [C8mim]Br对1、3、5、7、11日龄大型溞毒性效应及其所产幼溞的死亡率。实验结果表明不同日龄的大型溞对[C8mim]Br敏感性不同，其中1日龄和3日龄的幼溞敏感性最高，而5日龄和7日龄大型溞敏感性最低，怀卵期11日龄大型溞对[C8mim]Br的敏感性再次提高。置于急性处理质量浓度的[C8mim]Br中，11日龄大型溞所产幼溞死亡率随着[C8mim]Br浓度的增加和暴露时间的延长而逐渐增加，至48 h最高浓度处理组幼溞的死亡率高达95%。试验结果表明可采用1日龄和3日龄的幼溞用于评价离子液体的毒性。
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传统的有机溶剂在工业生产和加工过程中发挥着重要的作用，但是由于其高挥发性而非常容易造成环境污染并影响人类健康。近年来，在寻找绿色替代溶剂的过程中，离子液体引起了人们的重视。离子液体是一类完全由离子构成的化合物，由于其在室温或接近室温下呈液态，所以没有明显的蒸汽压[1]。如果在许多化学和生物反应中采用离子液体替代传统有机溶剂，有可能极大地减少空气污染程度。关于离子液体对生物的毒性效应目前还知之甚少，只有少数研究者初步评价了离子液体对哺乳动物细胞系[1,2]、微生物[3,4]、土壤线虫[5]的毒性效应。
由于离子液体为水溶性或以水为介质参与反应，伴随着离子液体的规模化应用，水生生态系统和水生生物有可能最先受到它们的影响。根据已有的离子液体对水生动植物的形态、行为和生殖方面毒性影响的报道，离子液体对水生生物的毒性影响不容忽视[6-9]。但到目前为止，尚未见到有关离子液体对不同日龄大型溞（Daphnia magna）毒性的实验报道。
大型溞生活周期短、繁殖快，对毒物敏感且易于培养，广泛应用于水生生物毒性试验。本实验选择一种离子液体——[C8mim]Br，研究其对不同日龄大型溞的急性毒性，探讨不同发育时期大型溞对离子液体的耐受性，为离子液体的生态安全评价提供科学依据。
1  材料与方法

1.1  实验生物和药品
大型溞（D. magna）采自河南省新乡市郊区卫河，在实验室进行驯化培养，使其保持在孤雌生殖状态。培养方法同[10]。
离子液体[C8mim]Br根据Bonhôte等的方法制备[11]。

1.2  不同日龄幼溞的分离

试验前挑取产自同一母体的怀卵大型溞20 - 30个，放在一个1000 ml的烧杯中单独培养。18 h后取走母溞，幼溞仍在原烧杯中培养。24 h后，此烧杯中6 - 24 h的幼溞即为1日龄幼溞。

将分离出的1日龄幼溞继续培养至第3日、第5日、第7日和第11日即为实验所需的不同日龄幼溞。

1.3  敏感性测定

本实验采用国际标准ISO 6341：1996《水质—大型溞运动抑制的测定》进行[12]。按几何级数设重铬酸钾的处理质量浓度：0、0.45、0.65、0.95、1.38、2.00 mg·L-1。试验用100 mL烧杯，装50 mL试验液，每个烧杯置6 – 24 h幼溞10个，每个浓度4个平行。温度20 ± 1 ℃，光暗比为16 h∶8 h。用直线回归法计算24 h - EC50。
1.4  急性毒性试验

急性毒性实验参照OECD标准[13]。根据预实验结果，按几何级数设[C8mim]Br对不同日龄大型溞急性毒性质量浓度梯度：1日龄和3日龄24 h为0.8、1.16、1.67、2.42、3.50 mg·L-1，48 h为0.45、0.65、0.95、1.38、2.00 mg·L-1；5日龄和7日龄24 h为2.00、2.82、4.00、5.66、8.00 mg·L-1，48 h为0.8、1.23、1.90、2.92、4.50 mg·L-1；11日龄24 h为1.50、1.97、2.59、3.42、4.50 mg·L-1，48 h为0.45、0.65、0.95、1.38、2.00 mg·L-1。用改进的寇氏法计算LC50。
1.5  数据处理与分析

所得实验数据用SPSS11.5进行统计分析。
2  结果

2.1  敏感性测定

在本试验条件下重铬酸钾对大型溞的24 h - EC50为0.94 mg·L-1(0.82 - 1.09 mg·L-1)，ISO国际标准重铬酸钾24 h - EC50为0.9~1.2 mg·L-1（20 ℃条件下），符合敏感性要求标准。
2.2  [C8mim]Br对不同日龄大型溞的急性毒性差异
从表1可以看出，[C8mim]Br对不同日龄大型溞的24 h和48 h急性毒性变化趋势一致。其中1日龄和3日龄大型溞对[C8mim]Br的敏感性最大，二者的24 h - LC50分别为1.99和1.92 mg·L-1，48 h - LC50为0.95和1.05 mg·L-1。[C8mim]Br对5日龄和7日龄大型溞的急性毒性减小，48 h -LC50数值增大了一倍左右，24 h - LC50数值增大了1.5倍以上。11日龄大型溞对[C8mim]Br的敏感性重新增大，24 h - LC50为3.24 mg·L-1，48 h -LC50为1.25 mg·L-1。
表1  [C8mim]Br对不同日龄大型溞的24 h和48 h－LC50
Table 1  24 h and 48 h－LC50 of [C8mim]Br D. magna 
at different developmental stages
	日龄
	24 h－LC50/
(mg·L-1)
	95%置信限
	48 h－LC50/
(mg·L-1)
	95%置信限

	1
	1.99
	1.76~2.25
	0.95
	0.84~1.07

	3
	1.92
	1.68~2.18
	1.05
	0.93~1.19

	5
	5.22
	4.68~5.81
	2.16
	1.87~2.50

	7
	5.04
	4.51~5.63
	1.90
	1.64~2.19

	11
	3.24
	2.96~3.54
	1.25
	1.10~1.41


2.3  11日龄大型溞所产幼溞的死亡率

置于48 h急性毒性处理质量浓度的[C8mim]Br中，11日龄大型溞所产幼溞出现部分死亡现象，随着浓度的增加和时间延长，幼溞死亡率逐渐增加。最高质量浓度处理组（2.00 mg·L-1），24 h时幼溞死亡率达到59 %，48 h时幼溞的死亡率高达95 %。
3  讨论

从重铬酸钾敏感性测定结果来看，本实验所采用的大型溞其敏感性符合ISO国际标准，实验结果可靠。急性毒性实验是测定毒物的半数致死剂量，也是检测一种化学物质对生物毒性程度的快速方法。Bernot等曾报道，咪唑基离子液体对大型溞的急性毒性范围为8.03 ~ 19.91 mg·L-1 [7]，本研究中[C8mim]Br对不同日龄大型溞的48-h LC50为0.95 ~ 2.16 mg·L-1，略有差异。差异的原因可能是所选实验离子液体阴离子不同，也可能是由于不同的实验条件和大型溞株系，但这些结果都表明离子液体对大型溞的毒性远大于部分传统有机溶剂，如苯、甲醇和乙腈等。
人和动物对毒物的反应与年龄有关，对于大多数毒物，幼年动物敏感性较成年动物高1.5~10倍[14]。本实验中观察到不同日龄大型溞对[C8mim]Br的敏感性差异很大，其中1日龄和3日龄的敏感性最高，5日龄和7日龄的敏感性最低；11日龄大型溞的敏感性重新增加；而且这种毒性效应存在明显的剂量依赖关系。在幼龄阶段，大型溞各项生理功能的发育还不完全，对[C8mim]Br的耐受力较小。随着日龄的增加，大型溞体内各种酶的活性提高，对外界毒物干扰的抵抗能力增强。但是当大型溞处于怀卵期时，由于机体主要能量集中在卵的发育上，各种酶活性也发生相应变化，对毒物反而更加敏感。
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图1  [C8mim]Br对11日龄大型溞所产幼溞存活的影响

Fig. 1  lethal rate of [C8mim]Br to offspring of 11 day old D. magna
处于怀卵期11日龄大型溞暴露于急性处理浓度的[C8mim]Br中，随着[C8mim]Br浓度增加和暴露时间的延长，其所产幼溞死亡比率巨增。虽然[C8mim]Br对大型溞的毒性机理尚不清楚，但由于[C8mim]Br是水溶性的，而且其结构类似于阳离子表面活性剂[15]，所以[C8mim]Br有可能透过大型溞的体壁而进入其体内，直接影响发育中的卵而造成卵发育不良，引起幼溞死亡。幼溞出生后直接生活在含[C8mim]Br的环境中，由于自身的发育还不完备，对[C8mim]Br抵抗力较小，导致耐受力小的个体死亡。
当暴露于[C8mim]Br，不同日龄的大型溞都会受到毒性影响，导致死亡或者自身的生长、发育受到干扰，影响其繁殖能力，从而进一步影响子代幼溞的存活和发育。所以随着暴露时间的延长，[C8mim]Br有可能影响大型溞种群的发展，间接影响水体食物链的稳定。本研究结果发现，离子液体对水生生物存在较强毒性效应，应避免其进入自然水体，以免对水生生物乃至人群健康产生危害。
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The acute toxicity of 1 methyl-3- octylimidazolium bromide to Daphnia magna at different developmental stages
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Abstract: Acute toxicity of 1 methyl-3-octylimidazolium bromide ([C8mim]Br) to Daphnia magna of different ages were determined, provides the scientific basis for the ionic liquids ecological security assessment. The toxic effect of [C8mim]Br on Daphnia magna of 1, 3, 5, 7, and 11 old ages and offspring lethal rate in 11 old age were examined in this study using the acute toxicity test. The results showed that D. magna at different developmental stages had different sensitivity to [C8mim]Br. Both one - day old and three-day old D. magna had the highest sensitivity while five – days and seven – days D. magna were the least sensitive to the toxicant. The sensitivity of 11-days D. magna with eggs to [C8mim]Br increased again. Exposed to the acute concentration of [C8mim]Br, death rate of the offspring increased with the time of exposure lengthened. When exposed to [C8mim]Br for 48 hours, the offspring in the highest concentration group had the highest death rate of 95%. The results suggest that one day and three day old D. magna can be used to assess the toxicity of ionic liquid.
Key words: 1 methyl-3-octylimidazolium bromide; Daphnia magna; acute toxicity; developmental stage
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