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Cu2+、Zn2+、Co2+、Ni2+、Li+对西藏拟溞的急性与联合毒性效应 
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摘要: 分别将 Cu2+、Zn2+ Co2+、Ni2+和 Li+按照等对数间距法设置浓度梯度, 测定其对 溞西藏拟 (Daphniopsis tibetana 

Sars)的急性毒性, 根据各单种金属的 48 h EC50值, 按毒性 1∶1等距离设置浓度梯度测定这些金属离子对 溞西藏拟

的联合毒性。结果表明, 溞西藏拟 对这 5种金属离子表现出了较高的耐受性, 其毒性由强到弱依次为铜、锌、钴、

镍、锂, 其 24 h EC50分别为 12.75 mg/L、18.32 mg/L、83.26 mg/L、196.97 mg/L、386.34 mg/L; 48 h EC50分别为

3.27 mg/L、4.96 mg/L、27.49 mg/L、66.09 mg/L和 325.42 mg/L。联合毒性实验中, Cu+Zn、Co+Ni、 Co+Li、Ni+Li、

Co+Ni+Li,、Cu+Zn+Li 和 Cu+Zn+Co+Ni+Li 溞对西藏拟 的毒性效应为拮抗作用, 而 Cu+Zn+Li、 Cu+Zn+Ni 和

Cu+Zn+Co+Ni 溞 溞对西藏拟 表现出先拮抗作用后协同作用的毒性效应。西藏拟 对金属离子有较高的耐受性, 特别

是对含有锂的金属离子组合往往表现为拮抗作用的特征, 这很可能是西 溞藏拟 在西藏高锂盐湖中可高密度存活和

快速生长的适应性机制。本研究 溞旨在了解西藏拟 对金属离子的耐受性, 探讨其作为金属离子测试生物的可行性, 

并为大规模培养中培养液条件优化提供理论依据。[中国水产科学, 2011, 18(2): 466471] 
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溞西藏拟 (Daphniopsis tibetana Sars)是一种

冷水性盐水枝角类, 主要分布于中国西藏、青海、

新疆等地以及前苏联、印度[1-4]、伊朗(syn. Daphnia 

fusca Gurney)、帕米尔高原地区(syn. Daphnia pa- 

mirensis Rylov)和南极地带(syn. Daphnia studerri 

Rühe)[5]。赵文等[8]对西藏和新疆盐湖采得的西藏

溞拟 的形态[6]、生态分布[7]、染色体组型、耗氧率[9]、

营养成分[10]、碱度和pH对其生长的影响[11]以及海

水中大量培养[12]等方面进行了较详细的研究, 发

现其在耐低温方面可弥补蒙古裸腹溞 (Moina 

mongolica)不耐低温的缺憾 , 虽然其生殖力低于

溞 溞裸腹 属和 属种类, 但仍高于海产桡足类, 有

溞望克服蒙古裸腹 在北方海水养殖中应用的局限

性而被驯化为海产动物育苗活饵料和海水污染的

测试生物。 

溞西藏拟 自然生活的水体中 Li+的含量达到

10 mg/L 以上, 在长期自然驯化过程中已形成对

金属离子的一定需求量; 另一方面, 某些金属离

子是生物体必需的微量元素。因此, 本实验研究

金属离子 Cu2+、Zn2+ Co2+、Ni2+和 Li+ 溞对西藏拟

急性毒性和联合毒性效应, 旨在弄清 溞西藏拟 对

金属离子的耐受性, 探讨其作为金属离子测试生

物的可行性以及为大规模培养中培养液条件优化

提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验用溞 

溞西藏拟 于 2001年 12月采自西藏纳木卡错, 
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驯养于盐度 15、温度 15℃的海水中, 饲以盐生杜

氏藻(Dunaliella salina)。同批实验中取同一健康

溞母 经孤雌生殖产生的同生群为实验对象。新生

溞幼 体长(810±20) µm, 龄长<12 h。 

1.2  实验条件 

CuSO4·5H2O、ZnSO4·7H2O、CoCl2·6H2O、

NiCl2·6H2O、LiCl·H2O 均为分析纯, 用重蒸馏水

溶解配制成母液, 加 1 滴优级纯的 HNO3保存于

棕色试剂瓶中。 

取大连黑石礁近岸海域海水 , 经0.45 μm微

孔滤膜过滤, 除去浮游生物、颗粒、胶体及腐质, 

然后再经重金属吸附剂以20~30 mL/min流过滤

膜过滤海水, 除去离子态不稳定有机和无机络合

态金属。 

每次实验前后测定海水的理化条件, 即为毒

性试验条件(表 1): 用 pHB-3 型精密酸度计测定

pH; 用 EDTA-Na2 络合法测定钙、镁离子 ; 用

ATAGO S-10 SALT(0-10)盐度计测定盐度; 溶解

氧(DO)采用 Winkler 法; 碱度采用酸碱滴定法; 

金属背景值用 746 VA Trace Analyzer万通极谱仪

测定。 
 

表 1  5 种金属离子对西藏拟溞的毒性试验条件 
Tab. 1  Toxicity test conditions of 5 metal ions on Daphnio- 

psis tibetana 
x ±SD 

项目 item   数值 value 

温度/ °C temperature 15 ± 0.5 

光照强度/(µmol·m2·s1) light intensity 35.10─39.00 

光照周期 L︰D photoperiod 14:10  

盐度 salinity 15 ± 0.5 

pH 7.3 ± 0.1 

DO/(mg·L1) 8.01±0.20  

Ca2+/(mg·L1) 217.27±2.21  

Mg2+/(mg·L1) 702.97±2.15 

总碱度/(mg·L1) Alkalinity 81.35±3.16 

Cu2+/(µg·L1)     <0.32 

Zn2+/(µg·L1)  <0.56 

Co2+/(µg·L1)  未检出 undetectable 

Ni2+/(µg·L1)   未检出 undetectable 

Li+  /(µg·L1)  79.09─84.55 

 

1.3  急性毒性实验 

以 24 h EC50和 48 h EC50值来表示 5种金属

溞离子对西藏拟 的急性毒性, 实验方法按照周永

欣和章宗涉[13]的概率单位法进行, 浓度设置按照

等对数间距法。根据预实验结果, Cu2+质量浓度为

0.53~30.0 mg/L, Zn2+质量浓度为 4.0~100.48 mg/L, 

Co2+质量浓度为 13.1~157.44 mg/L, Ni2+质量浓度

为 40~276.73 mg/L, Li+质量浓度为 300.76~450.0 

mg/L。由于 5 种金属离子浓度远高于背景浓度, 

故未考虑实验溶液的背景浓度。在配制各系列试

验浓度时, 是将母液按 10的倍数稀释成各系列浓

度。毒性实验是在盛有 50 mL实验溶液的 60 mL

广口玻璃瓶中进行。每组均设置 3~6 个重复, 每

个 溞重复放入试验用幼 10只。每种金属离子的毒

性实验均重复 3~5次。 

在每一次实验过程中, 每隔 4 h 在倒置显微

溞镜下观察幼 的死亡和存活情况, 死亡判断采用

国内外至今广泛采用的用“停止活动作为效应标

准”[14]。 

1.4  联合毒性实验 

依据浓度相加模式[7]进行 5 种金属离子的毒

性单位 1︰1的联合毒性试验。浓度设置根据单种

金属的 48 h EC50值, 按毒性 1︰1等距离设置(表

2)。联合毒性实验浓度设置 6~8 个梯度, 相应的

毒性单位也为 6~8个梯度。每个梯设置 3~6个重

复, 每一重复中放入实 溞验用 10只。每组实验均

重复 3~5 次。实验中, 溞西藏拟 死亡的观察及死

亡的判断标准与急性毒性实验相同。 

 
表 2  5 种金属离子对西藏拟溞毒性比 1︰1 的联合毒性

试验浓度设置 
Tab. 2  Concentrations of joint toxicity tests of 5 metal ions 

at 1:1 toxic ratio on D.tibetana 

金属离子组合 等对数浓度范围/（mg·L1) 毒性单位范围

combination of 
metal ions 

concentration ranges of 
equal logarithm 

range of toxic 
unit 

Cu+Zn 1.2439.09 0.309.51 

Co+Ni 17.71280.72 0.386.00 

Co+Li 66.801058.72 0.386.00 

Ni+Li 74.111174.51 0.386.00 

Cu+Zn+Li 42.10667.28 0.386.00 

Co+Ni+Li 52.87837.98 0.386.00 

Cu+Zn+Co 4.51113.20 0.389.51 

Cu+Zn+Ni 9.38235.54 0.389.51 

Cu+Zn+Co+Ni 9.63242.01 0.389.51 

Cu+Zn+Co+Ni+Li 32.35812.51 0.389.51 
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当完成了混合毒性试验, 得到了 24 h EC50和

48 h EC50时, 用下列公式求得 TU50:  

       
50m 50m 50m 50m

50
50 50 50 501 2 3

EC EC EC EC
TU

EC EC EC EC
n

          

式中 : TU50: 混合金属对生物作用之和 ; EC50m: 

溞混合金属对西藏拟 的 24 h EC50或 48 h EC50; 

(EC50)1, (EC50)2, (EC50)3……(EC50)n: 为第 1、2、

3……n种金属离子 溞对西藏拟 的 24 h EC50或 48 h 

EC50值。 

然后用以下公式将 TU50转换成 AI50:  

当 TU50≤1时, AI50={(1/ TU50)-1};  

当 TU50＞1时, AI50={( TU50)(-1)+1};  

当 AI50＞0为协同作用; AI50＜0为拮抗作用; 

AI50＝0 为相加作用。并根据求得的 LC50的 95%

置信区间, 求出 AI50范围
[13]。 

1.5  数据处理 

实验结束后, 溞根据西藏拟 的死亡数, 应用

SPSS13.0计算 5 溞种金属离子对西藏拟 的急性毒

性 EC50和联合毒性 EC50, 并评价 5种金属离子对

溞西藏拟 的急性毒性和联合毒性效应。 

2  结果与分析 

2.1  5种金属离子对西藏拟溞的急性毒性 

在解剖镜下观察发现, 溞西藏拟 对 5 种金属

离子的中毒症状基本相似: 溞首先幼 急游, 第二

触角和各胸肢挥动频率加快 , 心搏率明显加快 , 

随后慢慢沉入水底 , 对外界的刺激反应不敏感 , 

溞多数西藏拟 的后腹部卷曲, 壳瓣和后腹部间漏

有较大缝隙, 心跳次数也逐渐减慢, 最后对外界

刺激不再作出任何反应, 心跳停止而死亡。在高

浓度组, 溞幼 在短期内就出现死亡, 而在低浓度

组, 较长时间才会出现死亡, 有的个体呈现半麻

醉的“假死”状态, 但当一移入无金属离子的培养

液中时, 又缓慢恢复正常的生理机能。 

Cu2+、Zn2+、Co2+、Ni2+和 Li+ 溞对西藏拟 的

24 hEC50和 48 hEC50的值见表 3。经显著性检验

可知, 5 溞种金属离子对西藏拟 的剂量与死亡率

之间极显著正相关(P<0.01)。 
 

表 3  5 种金属离子对西藏拟溞的急性毒性试验结果 
Tab. 3  Results of acute toxicity of 5 metal ions on Daphnio- 

psis tibetana 

金属离子
metal ion

时间/h
time 

EC50/(mg·L1) 
95%置信区间/(mg·L1) 

confidence interval of 95 
percent 

24 12.75 12.2413.29 
Cu2+ 

48 3.27 3.233.30 

24 18.32 18.2518.40 
Zn2+ 

48 4.96 4.705.23 

24 83.26 82.6283.91 
Co2+ 

48 27.49 27.3827.60 

24 196.97 192.53198.84 
Ni2+ 

48 66.09 65.9366.24 

24 386.34 386.21386.46 
Li+ 

48 325.42 325.41325.43 
 

实验发现, Cu2+、Zn2+和 Ni2+ 溞对西藏拟 24 h

和 48 h毒性实验回归曲线的斜率比较接近, 说明

这 3 溞种金属对西藏拟 毒性作用方式不随时间或

浓度的改变而改变。相对于Cu2+、Zn2+和Ni2+, Co2+

和 Li+ 溞对西藏拟 毒性实验回归曲线的斜率相差

较大, 说明可能随着作用时间的延长, 其对西藏

溞拟 的毒性行为或作用方式有所改变。根据实验

结果, 可以得出 5 溞种金属离子对西藏拟 的毒性

由强到弱依次为 Cu2+、Zn2+、Ni2+、Co2+、Li+, 毒

性顺序在 24 h和 48 h的毒性试验过程中没有发生

改变。 

2.2  5种金属离子对西藏拟溞的联合毒性 

由表 4可知, Cu+Zn、Co+Ni、Co+Li和 Ni+Li

毒性比1︰1时, 24 h和 48 h的 AI50均小于零, 其联

合毒性皆为拮抗作用, 说明 Cu2+与 Zn2+、Co2+与

Ni2+、Co2+与 Li+和 Ni2+与 Li+ 溞共存对西藏拟 作用

时, 互相降低了毒性。3种金属离子混合对西藏拟

溞的毒性作用较为复杂, Co+Ni/+Li和 Cu+Zn+Co

实验组, AI50值在 24 h和 48 h均小于零, 其联合

毒性作用表现为拮抗; 溞西藏拟 在 Cu+Zn+Li 和

Cu+Zn+Ni实验组, 24 h的 AI50值分别为1.93和

3.34, 而 48 h的 AI50值分别为 0.85和 0.58, 其联

合毒性作用均表现为先拮抗后协同。Cu+Zn+Co+ 

Ni 4 溞种金属离子对西藏拟 24 h和 48 h的 AI50

值为1.92和 0.26, 其联合毒性作用表现为先拮抗

后协同, 而 Cu+Zn+Co+Ni+Li 的 24 h 和 48 h 的

AI50值均小于 0, 其联合毒性作用均表现为拮抗。 
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表 4  5 种金属离子等毒性对西藏拟溞的联合毒性试验结果 
Tab. 4  Results of joint toxicity tests of equivalent toxicity of 5 metal ions on D. tibetana 

离子组合 
combination of metal ions 

时间/h 
time 

EC50/(mg·L1) TU50 AI50 
联合毒性作用 
joint toxicity 

24 17.85(15.8720.07) 4.34(3.864.88) 3.34(2.86  3.88) 拮抗 antagonism 
Cu+Zn 

48 7.82(7.118.59) 1.90(1.732.09) 0.90 (0.73  1.09) 拮抗 antagonism 

24 91.92( 91.6292.22) 1.96(1.951.97) 0.96(0.95  0.97) 拮抗 antagonism 
Co+Ni 

48 66.10(65.3766.83) 1.41(1.401.43) 0.41(0.40  0.43) 拮抗 antagonism 

24 384.19(379.49388.94) 2.18(2.152.20) 1.18(1.15  1.20) 拮抗 antagonism 
Co+Li 

48 272.16(268.98275.38) 1.54(1.521.56) 0.54(0.52  0.56) 拮抗 antagonism 

24 407.98(366.56454.08) 2.08(1.872.32) 1.08(0.87  1.32) 拮抗 antagonism 
Ni+Li 

48 271.45(271.04271.86) 1.39(1.391.39) 0.39(0.385  0.389) 拮抗 antagonism 

24 325.86(321.15330.64) 2.93(2.892.97) 1.93(1.89  1.97) 拮抗 antagonism 
Cu+Zn+Li 

48 60.11(56.9563.46) 0.54(0.510.57) 0.85(0.75  0.95) 协同 synergism 

24 253.50(252.84254.15) 1.82(1.811.82) 0.82(0.81  0.82) 拮抗 antagonism 
Co+Ni+Li 

48 189.70(188.75190.66) 1.36(1.351.37) 0.36(0.35  0.37) 拮抗 antagonism 

24 67.29(66.8467.74) 5.65(5.615.69) 4.65(4.61  4.69) 拮抗 antagonism 
Cu+Zn+Co 

48 16.560(16.4816.65) 1.39(1.381.40) 0.39(0.38  0.40) 拮抗 antagonism 

24 114.93(105.06125.72) 4.64(4.245.08) 3.64(3.24  4.08) 拮抗 antagonism 
Cu+Zn+Ni 

48 15.63(14.0816.27) 0.63(0.570.66) 0.58(0.52  0.76) 协同 synergism 

24 74.37(70.4178.55) 2.92(2.773.09) 1.92(1.77  2.09) 拮抗 antagonism 
Cu+Zn+Co+Ni 

48 20.15(20.0220.28) 0.79(0.790.80) 0.26(0.25  0.27) 协同 synergism 

24 251.34(245.05257.78) 2.94(2.873.02) 1.94(1.87  2.02) 拮抗 antagonism 
Cu+Zn+Co+Ni+Li 

48 107.26(102.61112.12) 1.26(1.201.31) 0.26(0.20  0.31) 拮抗 antagonism 

注: 表中括号内的数字为 95%的置信区间. 

Note: The numbers in parentheses is 95% confidence interval. 

 

3  讨论 

3.1  5种金属离子对西藏拟溞的急性毒性 

5 溞种金属离子对西藏拟 的毒性顺序与修瑞

琴等 [14]报道的重金属离子对卤虫的急性毒试验

基本一致, 但本实验中 Co2+ 溞对西藏拟 的毒性大

于 Ni2+。Cu2+是必需元素, 但要求生物体液中活性

铜保持在低浓度, 否则它将取代其他必需金属或

与大分子细胞结构络合而产生毒性。所以, Cu2+

浓度稍高即可表现出毒性[15]。同时, Cu2+与硫基基

团有更高的亲和力, 因此就会置换金属硫蛋白中

的 Zn2+[16], 所以 Zn2+对机体的毒性比 Cu2+弱。而

Cu2+、Zn2+与细胞内硫基(SH)基团有高亲和力, 会

置换细胞中已储存的金属硫蛋白库中的 Co2+、

Ni2+、Li+等金属[16], 因而 Co2+、Ni2+和 Li+对西藏

溞拟 的毒性相对较弱。 

与其他甲壳动物相比, 溞西藏拟 对 Cu2+的敏

感性高于三叶真蟹(Carcinus maenas)[17]、褐虾(Cran- 

gon crangon)[17]、中国对虾幼虾(Penaeus chinen- 

sis)[18]和班节对虾幼虾(Penaeus monodon)[19], 与

卤虫(Artemia salina)[14]相近, 而低于海洋桡足类[20]; 

溞西藏拟 对 Zn2+的敏感性高于长臂虾(Palaemon 

sp.)[32]、三疣梭子蟹 (Paragrapsus quadricdenta- 

tus)[21]、长额虾(Pandalus montagui)[17]、三叶真蟹[17]、

褐虾[17]、美人虾(Callianassa austral- liensis)[22]、卤

虫[14], 而低于其他海洋甲壳动物[18,21,23-25]; 溞西藏拟

对 Ni2+的敏感性高于卤虫 [14], 低于新糠虾(Neo- 

mysis integer)[23]; 溞西藏拟 对 Co2+的敏感性高于

卤虫[14]。关于 Li+对其他甲壳类动物的毒性实验

未见报道。 

3.2  5种金属离子对西藏拟溞的联合毒性 

重金属彼此间的相互作用有拮抗、协同、相

加和致敏等 4 种。许多成对的金属离子在生物学

上表现出拮抗作用, 如: Hg、Cu、Cd、Zn、Fe、

Au、Mo、Cd、Co 和 Pb 等离子之间[26], 也有很

多金属混合对生物表现出明显的协同作用 , 如

Zn、Cu和 Cd等离子[26-30], 但 Zn和 Cu对虹鳟[31]、

Zn和 Cd对淡水虾(Paratya tasmaniensis)却表现出
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直接的加和作用[32]。从本实验的结果来看, 含有

Li+ 溞的金属离子组合对西藏拟 的毒性行为往往

表现为拮抗作用。 

金属离子发生拮抗作用, 可能是竞争同一吸

附位点所致[33], 也可能是毒性较弱的金属强烈诱

导出金属硫蛋白后发生的置换反应的原因[34], 或是

在细胞内发生反应变为毒性较小的化学形式[35]。

而随着时间的延长, 细胞膜透性增加, 金属离子

大量进入细胞内, 毒性增强。因而, 有的金属离子

组合对生物表现出先拮抗后协同作用。但是, 相

同的金属离子, 彼此间的不同组合所表现出的致

毒效应会有很大差异 , 这与不同假设模型的应

用、不同的受试生物及其生理状态、不同的实验

条件及受试生物对不同浓度金属的吸收速率的差

异等有关[36], 还与生物对重金属的摄入方式及积

累的组织部位有关。 

3.3  西藏拟溞对高浓度金属离子的适应性特征 

西藏盐湖湖表卤水 Li+含量非常高, 平均达到

了 320.4 mg/L[37], 湖水中Li+含量也达到了很高的

浓度 , 如在纳木卡错中 Li+质量浓度达到了 10 

mg/L 以上。迄今, 在西藏至少 19 个湖泊中已有

西藏 溞拟 记录[38]。如此高浓度的金属离子胁迫可

溞能使西藏拟 在长期的进化过程中产生了适应高

浓度金属离子的特殊机制, 并且这种机制通过自

然选择得以保存下来。本研究结果表明, 西藏拟

溞对 5种金属离子均有较高的耐受性, 且含 Li+的

溞金属离子组合对西藏拟 的毒性行为往往表现为

溞拮抗作用。这两种适应性特征可能就是西藏拟

在西藏高 Li+湖泊中能够存活和繁衍的机制(rm为

0.216 1~0.229 6 ind/d, 未发表)。但关于这种作用

的生理和分子机理还有待于进一步的深入研究。 
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Acute and joint toxicity of Cu2+, Zn2+, Co2+, Ni2+ and Li+ to Daphnio- 
psis tibetana Sars 

HUO Yuanzi, ZHAO Wen, WEI Jie 

Liaoning Provincial Key Laboratory of Hydrobiology, College of Life Science and Technology, Dalian Ocean 
University, Dalian 116023, China 

Abstract: Toxic effects of Cu2+, Zn2+, Co2+, Ni2+ and Li+ on Daphniopsis tibetana were tested in laboratory. The 
results of acute toxic test showed that D. tibetana had high tolerance to the 5 metals, and the order of the toxicity 
of these metals to D. tibetana was Cu2+> Zn2+ > Co2+> Ni2+> Li+. The values of 24 h EC50 of the 5 metals on D. 
tibetana were 12.75 mg/L, 18.32 mg/L, 83.26 mg/L, 196.97 mg/L and 386.34 mg/L, respectively, and were 3.27 
mg/L, 4.96 mg/L, 27.49 mg/L, 66.09 mg/L and 325.42 mg/L for 48 h, respectively. The results of joint toxicity 
showed that the effects of equivalent toxicity of Cu+Zn, Co+Ni, Co+Li, Ni+Li, Co+Ni+Li, Cu+Zn+Co and 
Cu+Zn+Co+Ni+Li on D.tibetana were antagonistic, but the effects of equivalent toxicity of Cu+Zn+Ni, Cu+Zn+Li 
and Cu+Zn+Co+Ni were antagonistic at 24 h, while synergetic at 48 h. From the results we can speculate that D. 
tibetana has high tolerance to metal ions and combination of metal ions. Particularly, D. tibetana always show 
antagonism to combinations containing Li+. These two aspects, rapid growth and fast reproduction, could be 
explained as adaptive mechanism of D. tibetana under high concentrations of metals in saline lakes in Tibet, 

especially under high concentration of Li+. [Journal of Fishery Sciences of China, 2011, 18(2): 466471] 
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