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全氟辛烷磺酸盐( PFOS)替代品对家蚕大造的生态毒性
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摘要: 以中国本地家蚕品种大造作为受试生物，实现实验室规模化饲料饲养和初步实验动物化;建立家蚕大造环境危害评价
急性毒性测试方法;对 4 种 PFOS替代品包括: 50%的全氟丁基有机铵盐阳离子表面活性剂、用调聚法合成的织物三防整理剂
(含固率 23.7% )、用电解氟化法合成的 C4 和 C6 织物三防整理剂，进行了急性接触毒性、急性饲喂毒性及慢性饲喂毒性的安
全风险评价。实验使用的 4 种 PFOS替代品试验急性饲喂浓度均达到或超过 2 000 mg·L - 1，家蚕未出现明显死亡; 在接触实
验浓度达到 10 g·L - 1时，家蚕未出现明显死亡，以上结果证明，4 种 PFOS替代品对大造蚕种的急性饲喂毒性和接触毒性均为
低毒。较低浓度的表面活性剂会严重影响到大造蚕种的结茧率，当表面活性剂浓度为 0.4 g·kg - 1时，蚕种不能结茧，其余 3 种
化学品在浓度大于 0.004 g·kg - 1，对大造蚕种的结茧率产生一定的影响作用，但抑制作用相对较为平缓。替代品均会降低家
蚕茧层率，表面活性剂在浓度为 0.04 g·kg - 1时，茧层率剧烈下降，其他 3 种替代品抑制作用相对平缓。织物三防整理剂、C4
和 C6 织物三防整理剂几乎不会影响蚕卵孵化，但表面活性剂会造成家蚕孵化率降低，在 0.04 g·kg - 1后孵化率为 0。
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Abstract: Bombyx mori (Strain Dazao) was exposed to four alternatives of PFOS to test the toxic effects of
these chemicals. Bombyx mori (Strain Dazao) was maintained in our laboratory as experimental animal and was
fed with forage under laboratory conditions. Methods evaluating toxicity of chemicals to Bombyx mori (Strain
Dazao) were built . Bombyx mori didn't appear obvious death until the acute feeding concentration was up to 2
000 mg·L - 1 , and contacting concentration was up to 10 g·L - 1 . Both the contact and the acute oral toxicity
results suggested that the four tested chemicals had low toxicity to Bombyx mori. Low concentration of surfac-
tant would have serious negative effect on the cocooning rate of Bombyx mori which decreased to 0 at 0 .4 g·
kg - 1 of surfactant . The other three chemicals influenced on the pupal rate at 0 .004 g·kg - 1 , while the inhibito-
ry effects were smaller than that of the surfactant . All these chemicals influenced on the cocoon layer ratio.
The cocoon layer ratio fell sharply at 0 .04 g·kg - 1 of surfactant , while the influences of other three chemicals
on cocoon layer ratio were smaller than that of the surfactant . The surfactant also significantly influenced the
hatching rate of Bombyx mori in the chronic feeding experiment . The hatching rate would decrease to 0 at 0 .
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04 g·kg - 1 of surfactant while other three chemicals had little influence on the hatching rate.
Keywords: Bombyx mori (Strain Dazao); PFOS alternative chemicals; safty evaluation

全氟辛烷磺酸盐 (perfluorooctane sulfonate，
PFOS)是一类重要的全氟表面活性剂，广泛用于近
千种民用和工业产品生产中。由于具有高度稳定
性，PFOS已成为新型持久性有机污染物[1]。有研究
表明,PFOS会对鼠类的繁殖产生严重影响，其通过
缩短母体妊娠期的长度，减少小鼠的出生重量，造成
小鼠身体缺陷、发育迟缓，增加小鼠的出生死亡
率[2]。并且 PFOS能够影响小鼠甲状腺素水平从而
不利于啮齿动物的发展[3]。研发新型安全的 PFOS
替代品既是我国履行斯德哥尔摩公约的重大责任，
同时也是《国家履约实施计划》所提出的重要任务。
强化替代品的风险评价，使替代品在使用过程中不
产生新的环境污染物是 PFOS替代技术的关键。

桑蚕，又称家蚕，起源于中国，是一种具有很高
经济价值的吐丝昆虫，对环境中各种化学物质反应
十分敏感。国家环境保护总局于 1989 年制订的
《化学农药安全评价实验准则》推荐使用浸叶法研
究农药对家蚕的毒理作用[4]。2002 年，国际无脊椎
动物协会正式将家蚕确定为鳞翅目模式昆虫[5]。
2009 年，我国科学家完成了家蚕基因组测序[6]，并
构建了世界上第 1 个家蚕遗传数据库，此研究结果
为以家蚕为模式生物的研究提供了基础和技术平
台。目前，美国国家环保局(USEPA)与经济合作与
发展组织(OECD)均缺乏化学品对家蚕安全风险评
价的准则，因此本研究主要参照我国《化学农药安
全评价实验准则》[4]及相关文献[11]建立了大造家蚕
对化学品的安全评价毒性测定方法，包括家蚕的接
触毒性、急性饲喂毒性及慢性饲喂毒性方法。家蚕
在基础物质代谢、能量代谢和遗传方式上与人类有
很大的相似性，因此，可以作为模式动物研究化合物
的药物代谢行为[7]。此外，英国和爱尔兰的科学家
发现，哺乳动物与昆虫可以产生类似的抗病反应，以
前用老鼠进行的药物试验，80%可用昆虫替代[8]。
家蚕作为典型的鳞翅目昆虫，具有易于在实验室内
饲养和繁殖、世代短、子代群体大、遗传背景清楚和
便于进行实验操作的特点，因此，家蚕是进行化学品
安全风险评价的优良受试物种。

我国制定的《化学农药安全评价实验准则》中
使用的家蚕品种为菁松 ×皓月，萶雷 ×镇珠和苏菊
×明虎，这两种家蚕均为杂交体系。为保证遗传体

系的均一性，本实验选取国内优良蚕种大造作为实
验蚕种。家蚕大造为中系二化性原种，具有生命力
强，对人工饲料适应性好，蚕体健壮和生长快等优
点;同时大造蚕种为非杂交种，保证了遗传体系的均
一性。选取本地蚕种大造对化学品进行安全风险评
价，有利于保护本地蚕种。此外《化学农药安全评
价实验准则》中家蚕为桑叶饲养，但是桑叶供应受
季节性影响不能满足随时进行化学品安全评价的要
求。因此本实验采用人工饲料对家蚕大造进行实验
室饲养，建立以喂食饲料为基础的毒性评价方法，并
对 4 种 PFOS化学品进行初步的环境安全评价。

1 材料和方法(Materials and methods)
1.1 实验材料

实验生物:家蚕大造卵由山东蚕业研究所提供。
实验选用生长健壮，大小一致的 2 龄起蚕，此时期家
蚕对药物最为敏感[9]。

家蚕饲料:由山东蚕业研究所提供，饲料配方:
40%桑叶粉、43.4%脱脂大豆粉、9.4%玉米淀粉、
1.5%复合维生素 B、1.5%维生素 C、2.0%柠檬酸、
0.4%巴豆酸和 0.2%氯化胆碱。
1.2 实验器材

恒温培养箱(宁波市科技园区新江南仪器有限
公司)和培养皿(直径 10 cm)等玻璃器皿。
1.3 供试药剂

4 种 PFOS替代品: 50%的全氟丁基有机铵盐
阳离子表面活性剂(以下简称阳离子表面活性剂)、
用调聚法合成的织物三防整理剂(含固率 23.7% )、
用电解氟化法合成的 C4 和 C6 织物三防整理剂。
1.4 大造蚕种初步实验动物化
1.4.1 饲料加工

按饲料粉:水为 1: 2.5 装入烧杯调匀，杯口覆盖
保鲜膜，隔水蒸煮 20 min 冷却后，装入自封袋，贮放
在 4℃冰箱中。
1.4.2 家蚕实验室条件下的规模化饲养

催青: 25℃，相对湿度 85%。逐日观察蚕卵变
化，当蚕卵转为黑色，可见到蚁蚕外形后，遮光处理
24 h，次日早 6 点感光，2 h 后收蚁。

收蚁:将加工好的饲料平放于收蚁网上，让蚁蚕
爬于饲料上，收蚁结束后，将收蚁网一起转入塑料饲
养盒(20 ×10 ×5 cm)，盒底放 1 张合适大小的滤纸，
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饲养盒口盖上保鲜膜防止饲料干燥。
1 ~ 2 龄小蚕饲养:饲料装入饲料加工器(自制)，

挤压出合适的饲料条，供家蚕食用，每天给饲料 1
次。1 龄眠除沙 1 次。光暗比 14 ∶ 10 [10]。饲育温湿
度: 1 ~ 2 龄温度为 27℃，相对湿度 90%，用保鲜膜
覆盖饲养盒保湿，每天打开换气 2 次。

3 ~ 5 龄大蚕饲养: 3 ~ 5 龄温度为 26.5℃，相对
湿度 80%。3 ~ 4 龄蚕饲料根据采食情况添加，一
般每天给饵 1 次; 5 龄蚕给饵每天 2 次，每天换饲养
盒及底网 1 次。龄蚕充分饱食，提高蚕的抗性和结
茧率。

眠起处理 50%蚕入眠时停止饲料，而后 6 ~ 8
小时加网提青，温度眠中比喂食时低 0.5℃，湿度
75%。饷食给饲料量是前龄盛食期的 80%。

上蔟:熟蚕上蔟密度为:方格蔟每只蔟片上熟蚕
150 头左右，由人工逐头拾取适熟蚕，收集到一定数
量后及时送到蔟室，均匀投放在蔟具上。

羽化及产卵: 25℃条件下进行羽化。雌雄蛾在
产卵纸上 1 ∶ 1 进行交配，交配 4 h 后将雌雄蛾分开，
雄蛾被淘汰或放置 5℃冰箱保存再用。雌蛾产卵
后，第 2 天下午收卵，14℃保存 1 h，5℃保存备用。

蚕卵的浸酸与孵化:将卵纸在 8%甲醛处理 15
min，并在比重为 1.075 kg·L - 1盐酸 46℃液温中浸
酸处理 5 min，再经清水脱酸晾干，冬天清水脱酸时
要保证清水的温度最好在 20℃左右，卵纸晾干后，
于 25 ～ 27℃、相对湿度 75% ～ 85%的条件下常规
催青至孵化。形成一个世代的周期循环。
1.5 大造蚕种化学品风险评价毒性方法的建立
1.5.1 急性接触实验
药膜法:将替代品用丙酮稀释 5 个梯度浓度，用移

液器取 1 mL溶液于 9 cm培养皿，涂匀晾干后每皿接
入 10 头健康的 2 龄起蚕，对照组培养皿涂同体积丙
酮，每一处理均设 3 个重复，让其自由爬行 1 h，后转入
正常环境培养，观察 24 h 后家蚕反应[11]。统计死亡
率，并计算对应的 LC50值及其 95%置信限。
1.5.2 急性饲喂实验

浸叶法: 参照《化学农药环境安全评价实验准
则》[4]，在预实验的基础上设置 5 个浓度组，每组 20
头健康的 2 龄起蚕，3 次重复。以 5 g药液浸渍 5 g
桑叶，晾干后供蚕食用，观察 24、48 和 96 h 家蚕反
应，进食量及桑叶变化，统计死亡率并计算对应的
LC50值及 95%置信限。

饲料法:在预实验的基础上，以 4 mL 药液浸渍

10 g干饲料比例调制饲料，配制成 5 个拌毒饲料浓
度分别为 0.004、0.04、0.4、2 和 4 g·kg - 1，饲喂 2 龄
起蚕，并连续饲喂 120 h。观察家蚕中毒反应，统计
生长受抑制数和死亡率，并计算对应 EC50或 LC50

值。每组实验 20 头蚕，3 次重复。
1.5.3 慢性饲喂实验

根据急性饲喂实验结果，确定慢性饲喂实验浓
度为 0.004、0.04、0.4、2 g·kg - 1。每组实验 10 头蚕，
3 个重复，同时设清水处理饲料作为对照。饲喂 2
龄起蚕，并连续饲喂到结茧。3 龄以后每隔 3 d观察
统计家蚕体长、体重和生长情况，结茧后调查结茧率
和羽化率等评价家蚕长期摄入替代品对其经济性状
的影响。并对其交配、产卵及孵化率进行调查，以评
价 PFOS替代品对家蚕后代的影响。
1.6 数据处理

以药剂浓度的对数值为自变量(x)，以相应浓度
下家蚕死亡率的几率值为因变量(y)，采用 SPSS数
据处理软件，使用 Probit 进行回归分析，建立“剂
量—效应”线性方程，并记录开方检验值、LC50值及
其 95%置信限。

2 结果( Results)
2.1 急性接触实验

目前国内外均未有对家蚕急性接触毒性的等级
划分标准，本实验设计的最高化学品接触浓度为 10
g·L - 1，大造蚕种并未出现明显的死亡现象。本实
验设计浓度值要远高于党建友等[11]设计的家蚕接
触毒性实验的浓度值，因此判断 4 种 PFOS替代品
对大造蚕种的接触毒性为低毒。
2.2 急性饲喂实验

参照《化学农药环境安全评价实验准则》[4]规
定，浸叶法喂养蚕种的化学品浓度上限为 2 000 mg
·L - 1，在 96 h 的实验过程中，大造蚕种均未出现死
亡，因此可以判断 4 种 PFOS替代品对大造蚕种急
性饲喂毒性为低毒。同时为了避免桑叶供应受季节
性限制对家蚕毒理实验的影响，本文使用“饲料法”
对大造蚕种进行急性饲喂实验，当化学品的浓度高
达 2 g·kg - 1时，各组家蚕均未出现大量死亡，但是家
蚕的生长受到了一定程度的抑制，因此本文采用半
抑制浓度 EC50 (即引起 50%受试蚕种生长出现抑制
的供试物浓度)表征 4 种 PFOS替代品毒性。相较
桑叶饲喂，饲料饲喂会减缓蚕的生长，因此“饲料法”
延长受试蚕种进食饲料的时间，本实验初步设定在
120 h。“饲料法”急性饲喂实验结果如表 1 所示。
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表 1 “饲料法”4 种 PFOS替代品对大造
蚕种 120 h的半抑制浓度

Table 1 120 h-EC50 vaLues of 4 alternative

chemicals to Bombyx mori (Strain Dazao)
of“forage method”

化学品名称
120h-EC50

/(g·kg - 1 )

95%置信区间

/(g·kg - 1 )

表面活性剂 0.35 0.01 ~ 1.09

织物三防整理剂 >4

C4 织物三防整理剂 0.46 0.09 ~ 1.88

C6 织物三防整理剂 0.66 0.32 ~ 1.50

2 .3 慢性饲喂实验
实验从结茧率、羽化率和孵化率 3 方面统计分

析 4 种 PFOS替代品对家蚕的慢性毒性。结果见图
1 ~ 3。其中结茧率 =结茧数量/每个处理总蚕数 ×
100%，茧层率 =茧层质量/全茧质量 × 100%，孵化
率 =孵出蚕数量/每蛾产卵总量 × 100%。由图 1 可
以看出，随着 4 种 PFOS替代品浓度的增高，家蚕的
结茧率均下降。替代品对家蚕结茧率抑制作用的顺
序为: 表面活性剂 >织物三防整理剂 > C4 织物三防
整理剂 > C6 织物三防整理剂。家蚕结茧率随着表
面活性剂浓度的升高出现剧烈下降，在表面活性剂
浓度为 0.4 g·kg - 1时，家蚕不能顺利结茧。而织物
三防整理剂、C4 织物三防整理剂与 C6 织物三防整
理剂均在 0.004g·kg - 1后开始对家蚕结茧率产生影
响，在 3 种替代品浓度大于 2 g·kg - 1时，家蚕的结茧
率均小于 50%。

图 1 4 种替代品对大造蚕种结茧率的影响
Fig. 1 Effects of four alternative chemicals

on cocooning rate of Bombyx mori (Strain Dazao)

图 2 为茧层率随各替代品浓度变化图。由图 2
可以看出随化学品浓度增加，家蚕茧层率下降。其

中整理剂对家蚕茧层率影响最小，家蚕茧层率随药
物浓度升高只有略微下降。当 C4、C6 织物三防整
理剂的浓度高于 0.004g·kg - 1时，茧层率下降趋势
减缓。表面活性剂对家蚕茧层率的影响最为明显，
当其浓度大于 0.04 g·kg - 1，茧层率随浓度增加呈直
线下降，当药物浓度为0.4 g·kg - 1时家蚕不能结茧。

图 2 4 种替代品对大造蚕种茧层率的影响
Fig. 2 Effects of four alternative chemicals on

cocooning layer rate of Bombyx mori (Strain Dazao)

由图 3 可以看出 4 种替代品均会降低家蚕的孵
化率。其中表面活性剂会严重阻碍家蚕结茧孵化，
随着表面活性剂浓度升高，实验组家蚕孵化率直线
降低，许多家蚕不能结茧，顺利化蛾的家蚕产卵不饱
满且多数不能孵化。当表面活性剂浓度大于 0.04 g
·kg - 1时，实验组蚕卵均不能孵化。而织物三防整理
剂、C4 和 C6 织物三防整理剂浓度增加会降低家蚕
孵化率但影响很小，对家蚕结茧率和茧层率影响
较小。

图 3 4 种替代品对大造蚕种孵化率的影响
Fig. 3 Effects of four alternative chemicals on
hatching rate of Bombyx mori (Strain Dazao)

通过上述实验结果可以判断，4 种 PFOS替代
品对大造蚕种的接触毒性及急性饲喂毒性均为低
毒; 4 种替代品对蚕种均表现出慢性毒性作用，表现
为家蚕的结茧率、茧层率及孵化率降低，全氟丁基有
机铵盐阳离子表面活性剂慢性毒性作用最为明显。
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2.4 “浸叶法”与“饲料法”急性饲喂毒性的比较
“浸叶法”具有操作方便，桑叶比较容易获得，

且用桑叶喂食家蚕生长迅速的优点，但是桑叶通过
浸泡和晾干再对家蚕进行饲喂，无法测定家蚕摄入
受试物的准确量，且桑叶采集受到季节性的影响，不
能四季随时进行实验。“饲料法”的优势在于可以
将准确量的受试物与一定量的饲料进行混匀后饲
喂，能准确确定家蚕摄入受试物的量，但是在饲料准
备阶段稍繁琐，且家蚕生长略微偏缓，通过改进饲
料，调节生长环境等手段，有望改进这些弊端，其优
势会在化学品安全评价体系建立过程中会逐渐显示
出来。

通讯作者简介:李建中(1963—)，男，研究员，主要研究方向
为环境化学及环境毒理学。
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