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双酚 A和壬基酚对隆线溞和微型裸腹溞的毒性
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摘要 :我们以隆线溞和微型裸腹溞为实验动物 ,进行了两种酚类内分泌干扰物双酚 A (BPA)和壬基酚 (NP)的毒性

效应研究。急性实验测定出双酚 A对隆线溞的 24h和 48h半数致死浓度 (LC50 )为 : 12. 02mg/L和 11. 64mg/L,对微

型裸腹溞 24h和 48h半数致死浓度 LC50为 : 13. 70mg/L和 9. 63mg/L。而壬基酚对隆线溞的 24h和 48h半数致死浓

度 (LC50 )分别为 : 0. 221mg/L和 0. 159mg/L ,对微型裸腹溞的 24h和 48h半数致死浓度 (LC50 )分别为 : 0. 334mg/L

和 0. 126mg/L。实验表明微型裸腹溞对双酚 A和壬基酚的敏感度高于隆线溞 ,能够很好的指示水环境的污染。慢

性毒性实验发现双酚 A对微型裸腹溞后代的雌雄比例有明显的影响 ,影响类似于 hormesis现象。而壬基酚对隆线

溞的慢性毒性研究发现 ,隆线溞的生活史、后代成活率均受到暴露的壬基酚浓度升高的不利影响。这些研究表明

低浓度双酚 A长期暴露的潜在毒性与高浓度壬基酚的急性毒性在这两种内分泌干扰物污染环境的研究中有重要

意义。
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　　环境雌激素是指能够模拟或干扰机体内天然雌

激素的合成、分泌、转运、结合、排泄、生理作用等的

一类外源性化学物质 ,双酚 A (BPA )和壬基酚 (NP)

均具有环境雌激素的效应。

双酚 A (BPA)化学名称为 2, 22(4, 42dihydroxydi2
phenyl) p ropane,是一种具有生殖毒性的化合物 ,广

泛用于生产碳酸聚酯、环氧树脂、聚苯乙烯树脂以及

杀真菌剂、抗氧化剂、染料等 ,这些材料的最终产品包

括饮料瓶 /罐、婴儿奶瓶、餐具、微波炉用具、食品和饮

料包装内衬等。EPA (U1S1Environmental Protection

Agency)评估全球每年要制造约 64万吨的双酚 A,而

其中仅有 482吨 (01075% )能够被回收利用 ,大部分

在生产过程中以及产品的使用过程中释放后进入水

体、空气等生态环境中而造成污染 [ 1 ]。BPA对不同物

种的急慢性毒性实验国外已有不少研究 ,特别是对水

生生物的研究较多 ,如微生物、绿藻、大型溞、虾、鱼

等 [ 1 ]。与藻类、无脊椎动物和鱼类相比 , BPA对微生

物的毒性小 ,BPA对哺乳动物的急慢性毒性也较小。

目前的研究没有发现 BPA具有致癌性 ,活体和离体

的研究证实 BPA也没有基因毒性 [ 2 ]。但研究表明

BPA具有较弱的雌激素效应 ,能够与雌激素受体结合

并激活受体 ,从而导致相应的雌激素效应。欧盟 ( Eu2
ropean Comm ission 2002)认为 BPA的活体暴露造成

受试动物子宫重量变化 ,阴道角质化和阴道细胞的增

殖、发情期延长、乳腺增殖、孕酮受体和泌乳激素的水

平增加等 [ 3 ]。这种雌激素效应并不强 ,BPA与雌激素

受体的结合能力和表现出的雌激素效应均比雌二醇

低 3 - 5个数量级 [ 3 ]。

壬基酚 (NP)是非离子表面活性剂壬基酚聚氧

乙烯醚 (NPnEO)主要的生物代谢产物 ,它是一种化

学性质非常稳定的物质 ,广泛存在于各种环境介质

中。国外就壬基酚对水生鱼类、两栖动物、哺乳动物

的毒害作过大量的研究 ,壬基酚在相关浓度范围内

(1 - 10μg /L)可诱导鱼类受精卵孵化率下降 ;两栖

动物性别分化 ,并通过其雌性化作用增加雌性个体

的比例 ;哺乳动物的睾丸、附睾、前列腺缩小 ,精子计

数减少 , Sertoli细胞功能变化及其他一些相应的形

态结构改变 [ 4—8 ]。Baldwin[ 4 ]等研究过壬基酚对大

型溞的毒害作用 ,认为壬基酚可通过抑制葡萄糖结

合睾酮 ,从而提高睾酮的水平 ,导致其生殖能力的下
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降。这些研究主要集中在对大型溞 D aphnia m agna

毒性效应 [ 8—12 ]
,而 NP对其他溞类如隆线溞 (D aph2

n ia carina ta)和微型裸腹溞 (M oina m icrura )的毒性

效应研究相对较少。

溞类在生态毒理学研究上具有重要作用。溞类

繁殖快 ,生活周期短 ,培养简便 ,对许多毒物敏感 ,所

以溞类被广泛用于水毒理学研究 [ 13—15 ]。其中大型

溞是最常用的实验材料 [ 3 ]。大型溞虽是广温性浮

游动物 ,但在我国主要分布在北方 ,长江以南很少见

到。隆线溞 (D aphnia carina ta )是一种广温性浮游

动物 ,广泛分布于我国的大江南北 ,是一种极优良的

环境污染的生物指示种 ,常用于对农药污染的水体

监测中。微型裸腹溞 (M oina m icrura)属甲壳动物纲

双甲目枝角亚目溞科裸腹溞属的一种 ,分布于我国

各地 ,尤其是南方各省 [ 14 ]。以微型裸腹溞作为毒性

实验的研究材料 ,国内外虽有报道 ,但目前在国内较

少 [ 14 ]。本实验选用隆线溞和微型裸腹溞为实验材

料 ,比较了两者对雌激素物质毒害的不同敏感程度 ,

有利于开发新的指示浮游动物来评估雌激素毒物对

环境的影响。慢性实验对了解环境雌激素对生物生

理的干扰作用以及对繁殖的影响也有积极的意义。

1　材料与方法

隆线溞采自安徽巢湖 ,室内培养培养长达一年 ,

以单个体扩大繁殖和培养 ,所有实验用溞均取自该

个体的后代。实验开始时幼溞溞龄 12h。慢性毒性

实验中以斜生栅藻为食。斜生栅藻 ( S cenedesm us

obliquus)以水生 6号培养基培养。双酚 A购自 Flu2
ka, Neu2U lm, Germany公司 ,纯度 97% ; 壬基酚由

德国环境与健康研究中心生态化学所 Schramm教

授惠赠。

111　急性毒性实验 　急性毒性实验在 25℃下 ,光

照约 2400 lx的条件下进行。根据预实验结果以二

甲基亚砜 (DMSO)为载体溶剂设置 6种双酚 A浓度

(5、8、10、12、14、18mg/L)及 7种壬基酚浓度 (0101、

0103、0105、011、012、013、014mg/L ) ,并设置培养液

和溶剂 DMSO对照组 (DMSO的浓度小于 011% )。

每个浓度设置三组平行 ,每个平行为 150mL烧杯一

个 ,内置培养液 100mL (参照水质物质对溞类 (大型

溞 )急性毒性测定方法 GB /T13266 - 91)。每杯中

放入溞 10只 ,然后将烧杯放入恒温培养箱 , 毒性试

验时间为 24h和 48h,观察受试溞心脏停止跳动为

其死亡标志。试验结果用一元线性回归方程法求得

LC50值。

112　慢性毒性实验　实验在 25℃,光照约 2400 lx,

L∶D = 14∶10的条件下进行 ,实验容器为 250mL烧

杯 ,内置 200mL培养液 , 10
5个细胞 /mL斜生栅藻作

为食物 ,添加的双酚 A和壬基酚的浓度分别为 0、2、

4、8mg/L和 0、01025、0105、011mg/L几个浓度。每

两天更换培养液一次 (培养液为灭菌的 0145m的膜

滤过的东湖湖水 2BPA浓度小于 1μg /L , NP浓度小

于 016μg/L)。记数体长和产仔数 (存活和死亡 )。

实验进行 20d。

内禀增长率的计算参照梁彦龄的计算方法。净

增殖率 R0 = ∫
∞

0
lx m xδx

内禀增长能力 ( rm ) ∑
∞

0
e

- rm x lx m x = 1

世代平均周期 T = loge R0周限速率λ = erm 。

2　结　果

211　急性实验　

双酚 A对隆线溞和微型裸腹溞的急性实验结

果如下表 :

由表 1和表 2可以看出 ,实验测得的壬基酚对

隆线溞的 24h 和 48h 半数致死浓度分别为

　　　　　　
表 1　BPA对隆线溞和微型裸腹溞的急性实验结果 (95%可信限 )

Tab11　Acute toxicity of BPA to D1carinata and M 1m icrura

实验动物

Animal

实验次数

Test

24h半致死浓度 24h LC50 (mg/L)

(95%可信限 C1 I1)

48h半致死浓度 48h LC50 (mg/L)

(95%可信限 C1 I1)

隆线溞 1 10145 (10106—10186) 10105 (9147—10138)

D1carinata 2 13158 (12194—14127) 13122 (12168—13178)

平均值 Average 12102 11164

微型 1 13125 (12173—13179) 10104 (9165—10145)

裸腹溞 2 13181 (13137—14148) 9143 (8167—10111)

M 1m icrura 3 14103 (13100—15115) 9143 (8173—10118)

平均值 Average 13170 9163
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表 2　NP对隆线溞和微型裸腹溞的急性实验结果

Tab12　Acute toxicity of NP to D1carinata and M 1m icrura

实验动物 Animal 实验次数 Test
24h半数致死浓度 24h LC50 (mg/L)

(95%可信限 C1 I1)

48h半数致死浓度 48h LC50 (mg/L)

(95%可信限 C1 I1)

隆线溞 D1carinata 1 01210 (01190—01230) 01162 (01152—01177)

2 01234 (01229—01240) 01203 (01197—01209)

3 01218 (01211—01224) 01165 (01154—01176)

平均 Average 01221 01159

微型裸腹溞 M 1m icrura 01334 (01289—01386) 01126 (01106—01150)

01221mg/L和 01159 mg/L ,双酚 A对隆线溞的 24h

和 48h半数致死浓度分别为 12102 mg/L和 11164

mg/L。实验结果与壬基酚对大型溞的 24h和 48h

半数致死浓度分别为 0130 mg/L ( 0126—0135 )和

0119 mg/L (0117—0121) ,双酚 A的 48h半数致死

浓度为 10 mg/L (912—11 mg/L)的研究结果比较接

近。对实验中隆线溞和微型裸腹溞的半数致死浓度

的比较发现 ,隆线溞和微型裸腹溞对双酚 A和壬基

酚的毒性有相似的敏感性。而微型裸腹溞 48h半数

致死浓度比隆线溞更低 ,可见其对毒素的敏感度

更高。

212　慢性毒性实验　

BPA对隆线溞和微型裸腹溞的慢性毒性实验

结果 (表 3 ) , BPA对隆线溞和微型裸腹溞的成体

体长 (自隆线溞顶端至壳刺基部的长度 )均没有明

显影响。隆线溞的存活率在高浓度的 BPA ( 8mg/

L)影响下略有下降 ,在双酚 A 2—8mg/L暴露组及

对照组中 , 30个隆线溞产仔总数在 2200—3200个

之间 , 每日增殖率经方差分析 ,组间不存在显著差

异 ( F = 1104, 　p > 0105 )。双酚 A 2—8mg/L暴

露组及对照组中 ,第 20天的平均体长在 2136—

2164mm之间 ,方差分析发现 ,各浓度组之间的差

异也不显著 ( p > 0105 )。微型裸腹溞的存活率在

高浓度的 BPA ( 10mg/L )影响下则有明显的下降。

BPA对隆线溞和微型裸腹溞每个雌体产幼量的影

响趋势有些相似 ,低浓度时略有下降 ,而在中间浓

度时有所上升 ,高浓度时明显下降 ,即 BPA对隆线

溞和微型裸腹溞总生殖量的影响表现为双效应曲

线关系。BPA对隆线溞后代死亡率的影响是低浓

度 (2 mg/L )使其死亡率升高 ,而中等浓度 ( 4—

8 mg/L)使其死亡率下降 ,实验的 BPA浓度没有造

成微型裸腹溞后代的死亡。隆线溞的 BPA处理组

和对照组没有观察到产生雄性后代 ,但微型裸腹

溞的对照组和低浓度 BPA处理组分别有 811%和

119%的雄性后代出生 ,中等和高浓度的 BPA处理

组则没有出现雄性后代。

表 3　BPA对隆线溞和微型裸腹溞的慢性毒性作用

Tab13　Chronic toxicity of BPA to D1carinata and M 1m icrura

实验动物

Animal

BPA浓度

Concentration of BPA

(mg/L)

存活率

Survival

Rate ( % )

每雌产幼量

Total

offsp ring ( ind1)

后代死亡率

Mortality of offsp ring

( % )

雄性后代比率

Percent of

male ( % )

成体体长

Body length of

adult (mm)

隆线溞

D1carinata

0

2

4

8

9617

100

9617

9313

8119

7016

9816

12317

2010

2310

1510

1411

0

0

0

0

2151

2151

2152

2150

微型裸腹溞

M 1m icrura

0

1

5

10

8614

70

90

2617

3018

2417

3110

1714

0

0

0

0

811

119

0

1104

1107

1107

0

1109

　　慢性毒性实验中 ,壬基酚对隆线溞的存活率、后

代死亡率、成体体长都有影响 (表 4 )。在壬基酚

01025—011mg/L暴露组及对照组中 ,第 20天的平

均体长在 2138—2176mm之间 ,方差分析发现 ,各浓

度组之间的差异不显著 ( p > 0105 )。在壬基酚

01025—011mg/L及对照组中 ,每日增殖率在 0—

1811个之间 ,经方差分析表明组间差异显著 ( F =

4149, p < 0105)。
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表 4　壬基酚对隆线溞的慢性毒性作用

Tab14　Chronic toxicity of nonylphenol to D aphnia carinata

浓度

Concentration

(mg/L)

成体存活率

Survival rate

of adult ( % )

总生殖量

Total number

of offsp ring

( ind1)

后代死亡数

Number of offsp ring

D ied ( ind1)

后代死亡率

Mortality of

offsp ring ( % )

每雌产幼量

Total number

of offsp ring per

adult ( ind1)

均存活后代数

Survival offsp ring

( ind1)

成体体长

Body length

of adult(mm)

空白 Control

01025

0105

011

8313

8010

2617

4010

2268

1675

1366

1128

123

322

416

452

514

1912

3015

4010

7517

5518

4515

3716

7316

4511

3117

2215

2154

2149

2150

2152

　　各浓度组中的产后代总数随浓度的升高而下降

(图 1)。各浓度组与产仔总数 (个 )的关系为 : y =

- 101734x + 20781630 ( r = - 019290, p < 0101)

图 1　隆线溞在壬基酚不同浓度中 30个成体的后代总数及其回归线

Fig11　Relationship between NP concentration and total number of

　　　　　　offsp ring p roduced by 30 adult D1carinata

各浓度组中的幼体死亡比例随浓度的升高而升

高 (图 2)。幼体死亡比例与浓度组的关系为 y =

010034x + 010902 ( r = 019657, p < 0101)

图 2　隆线溞在壬基酚不同浓度中每 30个成体的后代死亡率

及其回归线

Fig12　Relationship between NP concentration and ratio of dead

　　　　　　offsp ring p roduced by 30 adult D1carinata

对生活史的影响 :隆线溞在壬基酚不同浓度中

的内禀增长能力 ( rm )及有关参数 (表 5 ) :实验发现

隆线溞内禀增长率 ( rm ) ,净增殖率 R0 ,周限速率λ

均随着暴露的壬基酚的浓度上升而下降 ,说明隆线

溞的生活史由于壬基酚的暴露而有显著的改变。

表 5　隆线溞在壬基酚不同浓度中的内禀增长能力 ( rm )及有关参数

Tab15　The innate capacity for increase ( rm ) and some relevant rates of D1carinata at different NP concentration

浓度

Concentration

内禀增长率 (个 /天 )

rm ( ind1 / d)

周限速率 (个 /天 )

λ( ind1 / d)

世代时间 (天 )

T ( d)

净增殖率 (代 )

R0 ( generation)

空白 Control

01025

0105

011

013773

012844

012844

012757

114578

113289

113289

113174

11183

14102

12168

12164

8613

5319

3618

3216

3　讨　论

溞类的幼溞对水中的毒素物质非常敏感 ,是检

测水质污染的好材料 [ 15 ]。而且溞类的寿命都很短 ,

比较容易完成一个生命周期 ,用它们研究生物体质

衰老的机理比长寿命的大动物具有更有利的条件。

相对于标准的指示生物 2大型溞 ,隆线溞和微型裸腹

溞对水中的雌激素毒物的毒害有相似的敏感性。

BPA对两种溞的 24h急性毒性效应没有明显差别 ,

但对微型裸腹溞的 48h急性毒性效应要强于隆线

溞。这说明 ,微型裸腹溞对于 BPA的毒性效应敏感

于隆线溞 , 同样的现象也发生在 NP的急性毒性实

验中。而在慢性实验中 ,这种敏感性更多体现在对

溞类的繁殖上 ,而对其体型影响不大。隆线溞没有

表现出性别比例的变化 ,而微型裸腹溞体内的生物

代谢可能受了 BPA的影响 ,微型裸腹溞的后代中出

现了性别比例的变化 ,这表明微型裸腹溞体内的生

物代谢过程对雌激素毒物的刺激更加敏感。微型裸
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腹溞的体长比隆线溞小一倍 ,生命周期比隆线溞短

得多 ,一次实验的时间比隆线溞实验可以大大缩短。

因此 ,进一步实验开发裸腹溞作为监测内分泌干扰

物的指示生物具有重要的意义。

酚类化合物能干扰雄激素的合成与代谢 ,引起

机体内激素水平的改变 [ 16, 17 ]。BPA暴露的慢性毒

性实验中 ,中高浓度 BPA ( 8—10 mg/L )暴露下 ,隆

线溞的致死率与对照相比 ,没有显著的差别 ,而微型

裸腹的致死率明显提高。以前的实验没有发现双酚

A作为雌激素物质对溞类的后代的雌雄比例构成影

响 [ 18 ]。而在本实验的培养条件下 ,隆线溞的后代中

没有雄性后代的存在 ,但微型裸腹溞能够产生一定

数量的雄性后代 ,而且随着 BPA暴露浓度的增加 ,

雄性后代的产生比率下降 ,在中和高浓度的 BPA影

响下 ,没有雄性后代出现。这种影响类似于 horme2
sis现象 , hormesis现象是动态平衡受到干扰的情况

下的一种过度补偿 ,这种反应对生物适应低水平、暂

时的胁迫具有重要意义。在这种过度补偿完成后 ,

有机体可以适应更高强度的胁迫 [ 19, 20 ]。在环境胁

迫下 ,有机体对胁迫所引起的损伤进行修复以确保

生存不受影响 ,而产生 hormesis现象的双曲线或倒

“U”型的剂量效应关系 [ 19, 21 ]。越来越多的研究开

始关注到这种低剂量下的刺激作用。在水生态环境

的污染中 ,双酚 A由于极易被环境中的生物和光所

降解 [ 22 ]
,因而在水环境中的实际浓度很小。如 EPA

机构归纳世界水环境中的双酚 A浓度时指出 ,大多

数湖泊及河流中 BPA浓度小于 1μg /L。而作为一

种对毒素敏感的实验生物 ,大型溞对 BPA的无效应

浓度 NOEC浓度 > 31146mg/L
[ 1 ]

,远远高于水环境

中的双酚 A实际浓度 ,但由于 hormesis现象的存在 ,

一些内分泌干扰物在无观察影响浓度 (NOEC)下也

可以对生物体造成不良影响 [ 19 ]。尽管 BPA几乎不

能在生物体内聚集 [ 23 ]
, BCF系数小于 1000。本实

验中低浓度 BPA (1—2 mg/L)仍可降低微型裸腹溞

的后代出生率和增加后代的死亡率 ,即在低于 NO2
EC浓度值的 BPA已经表现出对水溞 ,尤其是对其

后代的不利影响。鉴于微型裸腹溞的慢性毒性实验

中这种 hormesis现象的出现 ,我们认为 BPA低剂量

长期暴露的潜在毒性在水生态毒理的研究中有重要

意义 ,对于这种长期暴露的潜在毒性需要深入研究。

壬基酚也易被环境中的生物和光所降解 ,因而

在水环境中的实际浓度不高 ,大多数湖泊及河流中

NP浓度小于 016μg/L
[ 24 ]。大型溞对 NP的无效应

浓度 (NOEC浓度 )为 01013mg/L
[ 11 ]。壬基酚没有

对隆线溞后代的雌雄比例构成影响 ,但对后代的数

量有强烈的影响 : 1)隆线溞产后代的总数随壬基酚

的浓度上升而下降 , 2)隆线溞幼体的死亡率随壬基

酚的浓度上升而上升。进一步的分析发现 ,隆线溞

的生活史受壬基酚的暴露而改变 ,生活史的数据如

内禀增长率、世代时间都由于壬基酚的暴露而发生

了改变 ,这种改变与加入的壬基酚的浓度有关。以

前的实验表明 NP具有干扰 D aphnia体内的生物代

谢 ,产生雌激素干扰作用 [ 25 ]。暴露在 NP亚致死浓

度下的 D aphn ia其体内代谢产物的清除速率发生变

化 ,引起上游代谢产物的积累 [ 4 ]。这些生理的变化

可能是溞类生活史发生改变的主要原因。另外部分

环境系统中高浓度的 NP被发现在生物体内有轻弱

的聚集 ,而本实验中显示了这种高浓度的 NP的含

量对生物体的毒害作用。因而与 BPA的污染不同 ,

环境中高浓度的 NP毒害研究对这种环境内分泌干

扰物的研究有重要意义 ,高浓度 NP的急性毒性效

应需要深入研究。

在慢性毒性实验中 ,由于毒素自身的降解及加

入栅藻的影响 ,溶液中的双酚 A和壬基酚的实际浓

度应低于加入物质的浓度 [ 11 ]。这些作用对评估双

酚 A和壬基酚对隆线溞的毒害作用有不利的影响。
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THE TO X IC EFFECTS O F BPA AND NP O N D. CAR INA TA AND M. M ICRURA

GUO N i2Chun and X IE Ping
(D onghu Experim enta l S tation of Lake Ecosystem s, S ta te Key Laboratory of F reshwater Ecology and B iotechnology of China, Institu te of Hydrobiology,

Chinese A cadem y of Sciences, W uhan　430072)

Abstract: In our experiments, Daphnia carinata and M oina m icura were used as material to evaluate the toxicity of BPA

and NP. From acute experiments, the 24h and 48h LC50 of D. carinata to BPA were 12. 02mg/L and 11. 64mg/L, the 24h

and 48h LC50 of M. m icura to BPA were 13. 70mg/L and 9. 63mg/L, respectively. The 24h and 48h LC50 of D. carinata to

NP were 0. 221mg/L and 0. 159mg/L, the 24h and 48h LC50 of M. m icura to NP were 0. 334mg/L and 0. 126mg/L, re2
spectively. It indicated that M. m icura was more sensitive to the toxicity of BPA and NP than D. carinata, which offers a

good tool to evaluate the pollution of water environment. In chronic experiments, there is a significant relationship between

the ratio of male offsp ring in total offsp ring and the exposed concentration of BPA and the effects looks like a hormesis phe2
nomenon. The life history and the survive rate of offsp ring exhibited a negative correlation to the exposed concentration of

NP, our results suggested that the chronic toxicity of BPA and the acute toxicity of NP were very important to evaluate the

pollution of water environment by the two compounds.

Key words:BPA; NP; D. carinata; M. m icura; LC50; Hormesi


