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水体酸化条件下 Cu( II) 对斑马鱼胚胎的毒性效应

吴寅，吴永贵* ，马岚，熊宇霏，张枢，陈琴

贵州大学应用生态研究所，贵阳 550025

摘要: 为评价由酸雨、酸性矿山排水等环境污染导致的水体酸化及水体重金属联合作用对水生生物的生态毒性效应，研究了
不同 pH值( pH = 3、4、5、6、7 和 7． 8) 条件下 Cu2 +对斑马鱼胚胎发育的影响。结果表明，酸性水体及 Cu2 +单一存在时，酸对斑

马鱼胚胎 24 h半数效应浓度值 EC50为 pH = 3． 65，Cu2 + ( pH = 7． 8) 对斑马鱼胚胎 24 h-EC50为 0． 267 mg·L-1 ; 当水体酸化及水体

中的 Cu2 +共存时，较低的 pH对 Cu2 +的生物毒性起协同作用，表现为随溶液 pH的降低，各浓度 Cu2 +对斑马鱼胚胎的 24 h凝
结率显著增高( P24 h致死率 = 0． 001) ，而斑马鱼胚胎 96 h孵化率显著降低( P96 h孵化率 = 0． 002) ，且不同浓度的 Cu2 +之间的生物毒

性效应存在显著性差异( P24 h致死率 = 0． 0321; P96 h孵化率 = 0． 0028 ) 。这说明酸性水体和 Cu2 +都显著影响斑马鱼胚胎的发育，且

Cu2 +在酸性水体中对斑马鱼胚胎的毒性显著增强。因此，在受重金属 Cu2 +污染的地区，如同时受到酸雨或酸性矿山排水等较

低 pH值和 Cu2 +的双重胁迫，较低浓度的 Cu2 +就能够对水生生物的生殖发育及水生生态系统产生严重的影响和危害。
关键词: 水体酸化; Cu2 + ; 斑马鱼胚胎; 联合生物毒性
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Abstract: To assess ecotoxic effects of Cu2 + in acid solution caused by acid mine drainage and acid rain on aquatic
organisms，zebrafish were used as test organism to study the effects of different concentrations of Cu2 + on zebrafish
embryonic development under different pH ( pH = 3、4、5、6、7、7． 8 ) ． Under acid solution and Cu2 + stress inde-
pendently，the values of 24 h-EC50 for acidity and Cu2 + ( pH =7． 8) were PH = 3． 65 and 0． 267 mg·L-1，respec-
tively． When the solutions were acid，the biotoxicity of Cu2 + to zebrafish increased． Specifically，with the decrease
of pH，the condense ratio of embryos under different concentrations of Cu2 + increased significantly ( P24 h = 0．
001) ，and the incubation ratio after 96 h decreased significantly ( P96 h = 0． 002) and significant differences of bio-
toxicity existed among different concentrations of Cu2 + ( P24 h = 0． 0321; P96 h = 0． 0028) ． It can indicate that both
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acid solution and Cu2 + can affect the development of embryos，and the toxicity of Cu2 + in acid solution to embryos
increased significantly． Therefore，affected by acid rain or acid mine drainage and polluted by Cu2 +，even when
the concentration of Cu2 + is very low，the reproduction and development of aquatic organisms and aquatic ecosystem
were seriously influenced．
Keywords: water acidification; Cu2 + ; zebrafish embryos; joint-biotoxicity

随着我国社会经济的迅速发展，金属冶炼、化工生
产及矿山开采等所产生的富含重金属等污染物的废弃

物通过不同方式进入水环境，使水体重金属污染问题

十分突出，导致江河湖库底质重金属的污染率高达

80． 1%［1］。同时，我国的酸雨污染也日益严重，自 20世
纪 80年代中国就已经成为继欧洲和北美之后的世界
第 3大酸雨区［2］，且根据我国环境保护部公布的《2011
年中国环境状况公报》显示，在全国 468个进行酸雨监
测的县市中出现酸雨的县市占 48． 5% ( 达到 227 个) ，
酸雨进入江河湖库等水体，导致水体环境常常受酸和

重金属协同污染。此外，煤炭和金属等矿产资源开采
过程中，往往会因伴生还原性硫化物风化氧化产生富

含重金属的大量酸性矿山排水( acid mine drainage，
AMD) ［3］，经地表径流进入水体，也会使酸及重金属共
同作用于水体环境。因此，由酸性矿山排水及酸雨带
来的水体酸化和重金属复合污染已成为当前重要的水

体环境问题之一［4-5］，郭宪光等［6］研究了酸性水体环境

对鱼类的影响，并指出了我国水体酸化的严峻形势及对渔

业的潜在威胁。贾秀英等［7］研究了水体 Cu2+对蟾蜍蝌蚪
组织氧化损伤和DNA损伤。赵娜等［8］研究了不同 pH条
件下Cr6+对3种藻类的毒性效应。这些针对酸和重金属
污染的研究主要集中在单一生物毒性效应方面，而关于不

同酸度条件对重金属环境生物效应所起的协同作用或拮抗

作用的研究相对较少，尚无更多的资料可供参考。
斑马鱼受精卵透明性很好，可对约 20 种效应指

标进行观察分析，与成鱼致死率这个单一指示终点

相比，更有利于揭示污染物的毒性作用机制。因此，
斑马鱼胚胎实验广泛用于各种污染物的毒性

调查［9］。通过研究不同 pH 值条件下 Cu2 +对斑马鱼

胚胎发育的影响，揭示了酸性环境条件下重金属的

生物毒性状况。以期为受酸雨或酸性矿山废水影响
地区酸性条件下重金属生物效应的监测、预警和评
价提供科学依据，并为环境水体中 pH 和 Cu2 +的水

质基准和标准的制订提供理论数据。

1 材料与方法(Materials and methods)
1． 1 实验生物与方法
实验用斑马鱼为实验室驯化培养后的性成熟

体，鱼龄为 300 ～ 350 d，体长 4 ～ 5 cm。培养条件:
( 26 ± 1) ℃，光照强度为 1 000 lx，14 h∶ 10 h的光照 /
黑暗周期。饲养亲鱼用水为经曝气脱氯的自来水，
氧饱和度大于 80% ; 实验用水根据 ISO7346-3 准备，
其中每 1 000 mL水含 MgSO4·7H2O 12． 3 mg、CaC12

22． 2mg、KC1 0． 6 mg、NaHCO3 6． 5 mg，硬度为 375
mg·L-1 ( 按 CaCO3计算) ，电导率 EC 为 532 μs·
cm-1，调节 pH至 7． 8 ± 0． 1，实验前充氧至饱和。
斑马鱼胚胎收集: 胚胎毒性实验前夜，在暗室内

将自制产卵器放入鱼缸，亲鱼按 1∶ 2 雌雄比放入产
卵器内，下方放置鱼卵收集器，次日清晨给光 30 min
刺激斑马鱼产卵。取出鱼卵收集器，用阔口胶头滴
管( 管口直径大于卵径) 将卵吸出，然后用 ISO7346-
3 标准稀释水清洗鱼卵数次，以除去粪便等杂质，在
倒置显微镜( BDS200，重庆奥特光学仪器有限责任
公司) 下挑选出正常的受精卵备用。
1． 2 实验设计
斑马鱼胚胎实验按 OECD规定的标准方法［10］，

并结合参考文献的方法［11-12］进行实验。预实验以
96 h斑马鱼胚胎的最高全存活浓度和最低全致死浓
度确定正式实验的溶液浓度下限和上限。在预实验
的基础上，正式实验设置 3 组实验，其中实验 1 设置
pH =3、4、5、6、7、7． 8 ( 空白对照) 共 6 个 pH 梯度下
的斑马鱼胚胎毒性实验，以考察不同酸度对受试生

物的毒性效应; 实验 2 按等对数间距设置 0、0． 009、
0． 016、0． 028、0． 05、0． 09、0． 16、0． 28 和 0． 5 mg·L-1

共 9 个 Cu2 +浓度梯度( 其中 Cu2 +为 CuSO4溶液，并

以 Cu2 +计) ，并用硫酸将各浓度 Cu2 +溶液的 pH 调
至为 7． 8 后进行斑马鱼胚胎毒性实验，以考察在 pH
中性条件下不同浓度 Cu2 +对受试生物的生物毒性;

实验3 为进一步研究不同酸度条件下 Cu2 +对斑马

鱼胚胎的毒性，将实验 2 中各浓度 Cu2 +溶液用硫酸

调节 pH分别为 3、4、5、6、7 和 7． 8，观察不同酸度条
件下重金属与酸的联合毒性。以上溶液全部用
ISO7346-3标准稀释水配制，在规定的实验条件下，
记录胚胎在 24 h 的卵凝结，72 h 和 96 h 的孵化
情况。
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1． 3 数据处理与分析
所有数据分析采用 DPS2000 统计分析软件进

行［13］，剂量-效应关系曲线采用 logistic 模型进行拟
合［14］，并采用 Origin 8． 0 作图。

Logistic曲线:

y =
A1 － A2

1 + ( x / x0 )
p + A2

式中，y 为致死率或孵化率，x 为 pH 值或 Cu2 +的浓

度值，A1为最大反应值，A2为本底值，x0、P 均为拟合
为参数。

2 结果与分析( Results and analysis)
2． 1 不同时段 pH、Cu2 +对斑马鱼胚胎发育的影响

正常斑马鱼胚胎如图 1a，b，c 所示，在 0 ～ 96 h
的持续染毒过程中，不同 pH、Cu2 +浓度及两者联合

作用对斑马鱼胚胎的毒性效应主要呈现为: 24 h 卵
凝结( 图 1d) ，尾部不脱离卵黄囊，20 s内无运动; 而
在 48 h表现为血液循环减弱或心率减慢，色素减少
( 图 1e) ; 72 h和 96 h表现为心胞水肿( 图 1f) ，色素
减少，个别胚胎有尾畸( 图 1f) 等现象。

图 1 对照组( a，b，c) 与受污染胁迫( d，e，f) 的
斑马鱼胚胎和仔鱼对比

Fig． 1 Comparison of zebrafish embryo and larva between
control groups ( a，b，c) and groups under

pollution stress ( d，e，f)

2． 2 pH对斑马鱼胚胎的生物毒性
斑马鱼胚胎暴露于不同 pH 的溶液时，在前 24

h最敏感，呈现出极强的致死作用。通过图 2A可以
看出，随着时间的延长，胚胎的死亡率无显著变化，

半数效应浓度 EC50分别为 pH = 3． 65、3． 69 和3． 71，
三者之间无明显差异; 但随着时间的延长，对斑马鱼

胚胎呈现出一定的致畸效应，如血液循环减弱及心

胞水肿等，可见绝大多数的斑马鱼胚胎的死亡均发

生在前 24 h，这与前人研究得出的“临界窗口”( crit-
ical window) 现象一致［15］。

pH显著影响斑马鱼胚胎的孵化，存在明显的剂
量-效应关系。从图 2A中可以看出，胚胎的 24 h凝结
率随 pH值的降低而显著增加( P = 0． 0001) ，其中对照
组( pH =7． 8) 的 24 h凝结率仅为 1． 67%，而在 pH =3
的条件下斑马鱼胚胎24 h全部卵凝结;从图2B中可以
看出，胚胎的 72 h孵化率表现出完全相反的变化趋势，
水体 pH值的降低显著降低斑马鱼胚胎的 72 h孵化率
( P = 0． 0001) ，其中 EC50为 pH =3． 83，与致死率的 EC50

略有不同，原因是少数胚胎出现了致畸效应，没有孵化

成功。酸性水体引起斑马鱼胚胎死亡及孵化率降低，
可能是由于酸性水体引起胚胎孵化酶活性降低，钙代

谢紊乱，蛋白质沉积和卵膜变硬所致［16］。

图 2 不同 pH对斑马鱼胚胎死亡率( A) 和孵化率( B) 的影响
Fig． 2 pH effect on mortality ( A) and hatching rate ( B) of

zebrafish embryos
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2． 3 Cu2 +对斑马鱼胚胎的毒性效应

由图 3可以看出，Cu2 +显著影响斑马鱼胚胎的孵
化，存在着明显的剂量-效应关系。随着 Cu2 +浓度的提
高，斑马鱼胚胎的 24 h凝结率显著增加( P = 0． 0001) ，
斑马鱼胚胎的 96 h孵化率显著降低( P = 0． 0001)。

图 3 不同浓度 Cu2 +对斑马鱼胚胎的死亡率

( A) 和孵化率( B) 的影响( pH =7． 8)

Fig． 3 Cu2 + effect on mortality ( A) and hatching rate ( B) of
zebrafish embryos ( pH =7． 8)

从图 3A 中可以看出，斑马鱼胚胎暴露于不同
浓度的 Cu2 +溶液中时，同样是前 24 h 最为敏感，表
现出明显的致死效应。随着染毒时间的延长，胚胎
的死亡率存在一定的差异，其中 24、48、72 和 96 h
致死率的 EC50分别为 0． 267、0． 220、0． 195 和 0． 150
mg·L-1，表明随着染毒时间的延长，Cu2 +对斑马鱼胚

胎的生物毒性有所增加，致使胚胎发生卵凝结、色素
减少和胚胎心胞水肿等效应。从图 3B 中可以看
出，当 Cu2 +达到一定浓度后能显著延长斑马鱼胚胎

的孵化时间( P = 0． 0001) ，其中 72 h 胚胎孵化率的

EC50为 0． 013 mg·L-1，仅是 96 h 胚胎孵化率的 EC50

( 0． 110 mg·L-1 ) 的 1 /9，两者存在明显的差异。此
外，色度减少的胚胎最后基本都能孵化成功，但尚未

有文献报道色素减少的胚胎孵化后的健康状况，有

待进一步研究。
Yamamoto等［17］研究表明，Cu2 +能干扰卵壳孵化

酶的活性或者抑制其分泌，进而影响卵壳孵化酶降

解卵壳的膜环的作用，同时 Cu2 +还能阻止鱼卵卵壳

内的蛋白质水解酶的水解作用［18］，从而延缓胚胎孵

化。胚胎的孵化通常是生化作用( 各种酶) 、生理作
用( 胚胎作用力) 和渗透作用共同产生作用的结

果［19-20］，Cu2 +通过对胚胎的酶活性、渗透作用以及
其他一系列的生理作用产生负面影响［21-22］，进而对

胚胎产生毒性效应，以及延缓胚胎发育过程。
2． 4 不同 pH条件对 Cu2 +的斑马鱼胚胎毒性效应

的影响

由于 Cu2 +能阻止斑马鱼胚胎卵壳内的蛋白质

水解酶的水解作用，从而延缓胚胎孵化，因此本实验

部分同样要观察 96 h。从表 1 中可以看出，随着 pH
的升高，Cu2 +对斑马鱼胚胎的 EC50逐渐增加，表明

随着 pH 的升高，Cu2 +对斑马鱼胚胎的毒性逐渐降

低; 以 24 h-EC50为例，对照组( pH = 7． 8) 中 Cu2 +对

斑马鱼胚胎 EC50值为 0． 267 mg·L-1，接近 pH = 4 条
件下 Cu2 +对斑马鱼胚胎 EC50值的 10 倍，两者差异
显著。结果表明，不同 pH 条件可显著影响 Cu2 +的

生物毒性( P24 h致死率 = 0． 001; P96 h孵化率 = 0． 002) 。

表 1 不同 pH条件下 Cu2 +对斑马鱼胚胎的生物毒性

Table 1 Biotoxicity of Cu2 + to zebrafish
embryos at different pH values

( mg·L-1 )

pH值 24 h-EC50 95%置信区间 96 h-EC50 95%置信区间

3 0 － 0 －

4 0． 0300 0． 0187 ～ 0． 0496 0． 0100 0 ～ 0． 0305

5 0． 116 0． 0845 ～ 0． 183 0． 0455 0． 0103 ～ 0． 0864

6 0． 176 0． 104 ～ 0． 334 0． 0707 0． 0443 ～ 0． 142

7 0． 222 0． 162 ～ 0． 364 0． 0960 0． 0632 ～ 0． 169

7． 8 0． 267 0． 184 ～ 0． 417 0． 116 0． 0924 ～ 0． 192

由图 4 可以看出，同 pH条件下，随着 Cu2 +浓度

的增加，斑马鱼胚胎的致死率显著提高，96 h 孵化
率显著降低，且不同浓度 Cu2 +之间的生物毒性存在

显著差异( P24 h致死率 = 0． 001; P96 h孵化率 = 0． 002 ) 。同
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条件下 24 h致死半数效应浓度与 96 h 孵化半数效
应浓度存在差异是因为随着时间的延长，混合溶液

对斑马鱼胚胎的生物毒性有所增加。

图 4 不同 pH条件下 Cu2 +对斑马鱼胚胎

24 h死亡率( A) 和 96 h孵化率( B) 的影响
Fig． 4 Cu2 + effect on 24 h-mortality ( A) and 96 h-hatching

rate ( B) of zebrafish embryos at different pH values

Wang等［23］的研究表明，随着溶液 pH 值降低，
Cu2 +的毒性逐渐升高，因为 pH 能改变溶液中毒性
物质 CuOH +浓度，从而影响 Cu2 +的毒性，这与本研

究结果一致。这说明，在重金属污染地区，如果受到
酸雨或酸性矿山排水影响，即使存在较低浓度的重

金属也会对水生生物的生殖发育及水生生态系统产

生严重的危害。同时，较低 pH 条件下可以显著导
致环境中重金属离子的溶出［24-25］，将会造成更为显

著的环境污染和生态危害。
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