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摘要: 异噻唑啉酮类杀菌剂 1，2-苯并异噻唑-3-酮( BIT) 和甲基异噻唑啉酮( MIT) 虽已在多种行业中广泛使用，但目前有关其
毒性尤其对水体中生物毒性的数据还较少。鉴于 BIT和 MIT在水体中普遍存在，本文研究了这两种污染物对两栖动物黑斑
蛙胚胎和蝌蚪的急性毒性。黑斑蛙胚胎和蝌蚪分别暴露系列浓度的 BIT和 MIT，观察化学品对其生长、发育和运动的影响，计
算 96 小时半数致死浓度( 96 h-LC50 ) 和 96 小时半数致畸浓度( 96 h-TC50 ) ，确定最小生长抑制浓度( MCIG) 。结果发现，BIT对

黑斑蛙胚胎的 96 h-LC50和 96 h-TC50分别为 2． 99 mg·L-1和 0． 60 mg·L-1，MCIG小于 0． 40 mg·L-1，对蝌蚪的 96 h-LC50为 6． 44 mg

·L-1。MIT对黑斑蛙胚胎的 96 h-LC50和 96 h-TC50分别为 5． 30 mg·L-1和 2． 36 mg·L-1，MCIG为 2． 59 mg·L-1，对蝌蚪的 96 h-LC50

为 7． 58 mg·L-1。根据《化学农药环境安全评价准则报批稿》中两栖动物蝌蚪急性毒性的分级标准，判定 BIT和 MIT的毒性等
级为中等。该毒性数据可为异噻唑啉酮类杀菌剂的环境管理提供参考。
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Abstract: 1，2-benzisothiazolin-3-one ( BIT) and methylisothiazolinone ( MIT) are isothiazolinone biocides that are
widely used in various industries，but their toxicity has still been unclear． Considering their ubiquitous pollution in
water，we investigated the acute toxicity of BIT and MIT to Pelophylax nigromaculatus embryos and tadpoles． By
exposing embryos and tadpoles to different concentrations of BIT and MIT，we observed the growth and motor ability
of embryos and tadpoles，and calculated 96 h-LC50，96 h-TC50，and the minimum concentration to inhibit growth
( MCIG) ． 96 h-LC50 and 96 h-TC50 of BIT to embryos were 2． 99 mg·L-1 and 0． 60 mg·L-1，respectively，with a
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MCIG value less than 0． 40 mg·L-1 ． 96 h-LC50 of BIT to tadpoles was 6． 44 mg·L-1 ． 96 h-LC50 and 96 h-TC50 of
MIT to embryos were 5． 30 mg·L-1 and 2． 36 mg·L-1，respectively，with a MCIG value of 2． 59 mg·L-1 ． 96 h-LC50

of MIT to tadpoles was 7． 58 mg·L-1 ． According to Guidelines on Environmental Safety Assessment for Chemical
Pesticides，BIT and MIT are medium toxic to P． nigromaculatus embryos and tadpoles． These results can provide a
reference for environmental management of isothiazolinone biocides．
Keywords: isothiazolinone; biocides; Pelophylax nigromaculatus; embryos; tadpoles; acute toxicity

异噻唑啉酮衍生类化合物因具有抗菌能力强、
药效持久、对环境安全以及抗菌谱宽广等优良性能，
在工业、农业、医药等行业广泛使用。1，2-苯并异
噻唑啉-3-酮( BIT) 和甲基异噻唑啉酮( MIT) 是目前
使用最多的两种异噻唑啉酮类杀菌剂［1-3］，主要用

于水溶性树脂涂料和乳胶制品中，在造纸、油墨和皮
革制品等工业领域也有应用［1，4，5］，MIT 也可作为抗
菌剂直接添加到化妆品中［2，6］。BIT 和 MIT 主要通
过工业废水排放进入水体，研究显示在一些污水厂

排污口和河流都有这些污染物的检出［2，7，8］。尽管
BIT和 MIT在水体中的半衰期在一周左右［2］，但由
于持续排放，这些污染物在环境中的存在及对生物

体的不良影响不容忽视。有资料显示，BIT 对大鼠
和小鼠的 LD50分别为 1 400 mg·kg-1和 1 150 mg·
kg-1［9］，对大型蚤和虹鳟鱼的 LC50分别为 1． 35 mg·
L-1［2］和 1． 60 mg·L-1［10］。Textron公司的产品数据显
示，MIT对大鼠的 LD50大于 4 500 mg·kg-1。也有研
究报道，MIT 对卤虫无节幼体的 96 h-LC50为 10． 40
mg·L-1［11］。目前没有 MIT 直接暴露鱼类的毒性数
据。鉴于 BIT和 MIT在水中的存在，其对水中生物
的毒性和水生态系统的影响值得关注。
两栖动物的胚胎和蝌蚪在水中生长发育，水环境

中 BIT和 MIT可能对其生长发育有一定的影响并产
生毒性效应。黑斑蛙是我国分布最广的本土两栖类
种之一，隶属两栖纲、无尾目、蛙科、蛙属［12］。本文研
究 BIT和MIT对黑斑蛙胚胎和蝌蚪的急性毒性，为异
噻唑啉酮类杀菌剂的环境管理提供科学依据。

1 材料和方法(Materials and methods)
1． 1 仪器与试剂
仪器和设备:两栖动物诱导繁育设备( 本实验室

研发) ;体式显微镜( 型号 XTL0745，重庆光电仪器有
限公司，重庆) ; 90 mm塑料培养皿; 500 mL烧杯。
试剂: 1，2-苯并异噻唑啉-3-酮 ( CAS NO．

2634-33-5; 98%，百灵威，中国) ; 甲基异噻唑啉酮
( CAS NO． 2682-20-4; 99%，Dr． Ehrenstorfer，德

国) ;人绒毛膜促性腺激素 ( HCG，烟台北方制药有
限公司，中国) ; 注射用促黄体素释放激素( LHＲH，
Sigma，美国) ;半胱氨酸( Cysteine，索莱宝，中国) ;NaCl等
化学试剂为国产分析纯试剂，购自北京化学试剂公司。
1． 2 试验生物
本实验室动物房的成年黑斑蛙( 2012 年 4 月采

自安徽蚌埠某生态养殖场) ，饲养在水陆两栖的玻

璃缸中，每天清洗。水温 24 ± 1℃，明暗光周期为 12
h: 12 h。成蛙每天喂食面包虫一次。
成年雌蛙和雄蛙各注射 25 μg LHＲH( 以 0． 6%

的生理盐水配制) ，再分别注射 300 IU( 雌) 和 150 IU
( 雄) 的 HCG( 以 0． 6%的生理盐水配制) ，然后放入
两栖动物诱导繁育设备中，诱导其抱对产卵［13，14］。
产卵后收集受精卵于 10 cm ×20 cm整理盒，加入 2%
( W/V) 的半胱氨酸在脱色摇床上进行两次脱膜。第
一次脱膜 15 min 至受精卵完全分开，用除氯自来水
冲洗 3次后加入 2%半胱氨酸第二次脱膜，约 10 min
至受精卵外层膜脱落后，用除氯自来水漂洗 5 次以
上。在体视显微镜下挑选出 Gosner 8 期( 囊胚期) 的
胚胎用于胚胎毒性试验［15］。待蝌蚪出膜发育到 Gos-
ner 26期( 约 13 ～15 mm) ，进行急性毒性试验。
1． 3 试验方法
1． 3． 1 胚胎毒性试验

BIT和 MIT用助溶剂 DMSO 配制成储备液，设
置溶剂对照组，其中对照组中溶剂的浓度与最高浓

度处理组中溶剂浓度相同，溶剂的体积浓度不超过

0． 1‰。暴露时用除氯自来水稀释至相应浓度。BIT
和 MIT分别以 15． 16 mg·L-1和 17． 74 mg·L-1为最高

浓度，以 4 为公比设置 6 个浓度暴露组进行预试验。
选取 25 只胚胎放于加入 40 mL暴露液的培养皿中，
设置两个平行，将其置于 25 ℃的恒温箱中，明暗光
周期为 12 h: 12 h，每隔 24 h 换液，清除死亡个体并
记录死亡数，试验持续 96 h。根据预试验结果设置
BIT的范围为 0． 40 mg·L-1 ～ 5． 51 mg·L-1，MIT 的范
围为 0． 77 mg·L-1 ～ 8． 76 mg·L-1，进行正式试验，每

个处理设置两个平行。
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1． 3． 2 蝌蚪急性毒性试验
BIT和MIT分别以15． 16 mg·L-1和17． 74 mg·L-1为

最高浓度，以 4 为公比设置 6 个浓度暴露组进行预试
验。随机选取 10只蝌蚪放于盛有 300 mL暴露液的烧
杯中，设置两个平行，每隔 24 h换液，清除死亡个体并
记录死亡数，试验持续 96 h。根据预试验结果设置浓
度范围，进行正式试验，每个处理设置三个平行。
1． 4 统计分析
每天记录胚胎的死亡数，96 h 后记录存活胚胎

中的畸形数。以受试化学品的对数值为自变量
( x) ，以相应浓度下胚胎畸形和死亡或蝌蚪死亡的
机率为因变量( y) ，采用 SPSS 19 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，并计算 96 h-LC50值和 96 h-TC50值及其 95%置信

限。用 10%的甲醛固定胚胎并测量体长，通过 T-检
验分析其最小抑制生长浓度( MCIG) 。
每天详细记录每个烧杯内蝌蚪死亡数，计算 96

h-LC50值、95%置信限和其“剂量-效应”线性方程。

2 结果( Ｒesults)
2． 1 胚胎毒性试验
通过预试验设定正式试验浓度范围，BIT 的范

围为 0． 40 mg·L-1 ～ 5． 51 mg·L-1，MIT的范围为 0． 77
mg·L-1 ～ 8． 76 mg·L-1。BIT和 MIT暴露胚胎在 48 h
都没有出现死亡，72 h 和 96 h 时出现死亡，死亡率
如图 1 所示。96 h后观察畸形胚胎，其头部变小，尾
部弯曲，体长变短，如图 2 所示。测量体长结果如表
1 和表 2 所示。

图 1 1，2-苯并异噻唑-3-酮( BIT)和甲基异噻唑啉酮(MIT)对黑斑蛙胚胎的死亡率
Fig． 1 Mortality rate of of Pelophylax nigromaculatus embryos following exposure to

1，2-benzisothiazolin-3-one ( BIT) and methylisothiazolinone ( MIT)

图 2 1，2-苯并异噻唑-3-酮( BIT)和甲基异噻唑啉酮(MIT)暴露黑斑蛙胚胎导致的畸形:
A为正常胚胎，B，C为 1，2-苯并异噻唑-3-酮( BIT)致畸胚胎，D-F为甲基异噻唑啉酮(MIT)致畸胚胎

Fig． 2 Malformed Pelophylax nigromaculatus embryos caused by
1，2-benzisothiazolin-3-one ( BIT) and methylisothiazolinone ( MIT)
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BIT暴露 72 h后，2． 04 mg·L-1浓度下的胚胎出

现死亡，96 h 后 5． 51 mg·L-1浓度下的胚胎全部死

亡，计算得到 96 h-LC50和 96 h-TC50分别为 2． 99 mg·
L-1和 0． 60 mg·L-1，测量体长( 表 1 和表 2) 并通过显
著性差异分析得到 MCIG 小于 0． 40 mg·L-1，计算得

到安全浓度为 0． 03 mg·L-1 ( 表 3 ) 。MIT 暴露 72 h
后，3． 89 mg·L-1浓度下的胚胎出现死亡，96 h 后 8．
76 mg·L-1浓度下的胚胎全部死亡。同样得到 96 h-
LC50和 96 h-TC50分别为 5． 30 mg·L-1和 2． 36 mg·L-1，

MCIG为 2． 59 mg·L-1，安全浓度为 0． 05 mg·L-1(表 3)。
BIT 和 MIT 对黑斑蛙胚胎的 96 h-LC50、96 h-

TC50、MCIG、安全浓度和“剂量-效应”线性方程如表
3 所示。
2． 2 蝌蚪急性毒性
通过预试验设定正式试验浓度范围，BIT 的范

围为 2． 05 mg·L-1 ～ 10． 26 mg·L-1，MIT 的范围为 2．
59 mg·L-1 ～ 13． 91 mg·L-1。BIT 和 MIT 暴露黑斑蛙
蝌蚪在每 24 h的死亡率如图 3 所示。

表 1 1，2-苯并异噻唑-3-酮( BIT)对黑斑蛙胚胎体长的影响

Table 1 Effects of 1，2-benzisothiazolin-3-one ( BIT) on the body length of Pelophylax nigromaculatus embryos

浓度 / ( mg·L-1 )

Concentration / ( mg·L-1 )
0 0． 40 0． 60 0． 91 1． 36 2． 04 3． 06

平均值 / cm

Mean /cm
0． 82 0． 69* 0． 72* 0． 74* 0． 68* 0． 56* 0． 54*

范围 / cm

Ｒange /cm
0． 7 ～ 0． 9 0． 6 ～ 0． 7 0． 7 ～ 0． 8 0． 7 ～ 0． 8 0． 55 ～ 0． 75 0． 5 ～ 0． 6 0． 5 ～ 0． 6

注: * 表示与对照组相比存在显著性差异( p ＜ 0． 05) 。

Note: * indicate significant difference compared with the control group ( p ＜ 0． 05) ．

表 2 甲基异噻唑啉酮(MIT)对黑斑蛙胚胎体长的影响

Table 2 Effects of and methylisothiazolinone(MIT) on the body length of Pelophylax nigromaculatus embryos

浓度 / ( mg·L-1 )

Concentration / ( mg·L-1 )
0 0． 77 1． 15 1． 73 2． 59 3． 89 5． 84

平均值 / cm

Mean /cm
0． 81 0． 79 0． 81 0． 81 0． 78* 0． 58* 0． 52*

范围 / cm

Ｒange /cm
0． 8 ～ 0． 85 0． 7 ～ 0． 85 0． 8 ～ 0． 85 0． 75 ～ 0． 85 0． 7 ～ 0． 8 0． 55 ～ 0． 65 0． 5 ～ 0． 6

注: * 表示与对照组相比存在显著性差异( p ＜ 0． 05) 。

Note: * indicate significant difference compared with the control group ( p ＜ 0． 05) ．

表 3 1，2-苯并异噻唑-3-酮( BIT)和甲基异噻唑啉酮(MIT)对黑斑蛙胚胎的毒性

Table 3 Toxicity of 1，2-benzisothiazolin-3-one ( BIT) and methylisothiazolinone ( MIT) to
Pelophylax nigromaculatus embryos

杀菌剂

Biocides
96 h － LC50

95%置信区间
95% confidence

interval

线性方程

Linear

equation

安全浓度

Safe

concentration

96 h － TC50

95%置信区间
95% confidence

interval

线性方程

Linear

equation

MCIG

BIT 2． 99 ［1． 81，13． 58］y = 6． 25x － 3． 13 0． 03 0． 60 ［0． 10，1． 09］ y = 4． 17x － 0． 67 ≤0． 40

MIT 5． 30 ［3． 41，9． 15］ y = 7． 50x － 5． 50 0． 05 2． 36 ［1． 54，4． 33］ y = 4． 80x － 2． 10 2． 59

注:半致死浓度 LC50、安全浓度、半致畸浓度 TC50、最小生长抑制浓度 MCIG和 95%置信区间的单位均为 mg·L-1，安全浓度采用通用计算方法:

96 h-LC50 × 0． 01。

Note: The unit for all parameters is mg·L-1 ． Safe concentrations were calculated as follows: 96 h-LC50 × 0． 01．
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图 3 1，2-苯并异噻唑-3-酮( BIT)和甲基异噻唑啉酮(MIT)对黑斑蛙蝌蚪的致死率
Fig． 3 Mortality rate of Pelophylax nigromaculatus tadpoles

1，2-benzisothiazolin-3-one ( BIT) and methylisothiazolinone ( MIT)

表 4 1，2-苯并异噻唑-3-酮( BIT)和甲基异噻唑啉酮(MIT)对黑斑蛙蝌蚪的 96 h-LC50 ( mg·L
-1 )和 95%置信区间

Table 4 96 h-LC50 ( mg·L
-1 ) and 95% confidence interval of 1，2-benzisothiazolin-3-one( BIT) and

methylisothiazolinone( MIT) to Pelophylax nigromaculatus tadpoles

杀菌剂

Biocides
96 h － LC50

95%置信区间
95% confidence interval

线性方程

Linear equation
安全浓度

Safe concentration

BIT 6． 44 ［5． 94，7． 00］ y = 9x － 7． 45 0． 06

MIT 7． 58 ［6． 88，8． 39］ y = 5x － 4． 50 0． 08

注:半致死浓度 LC50及 95%置信区间的单位均为 mg·L-1，安全浓度采用通用计算方法: 96 h-LC50 × 0． 01。

Note: The unit for all parameters is mg·L-1 ． Safe concentrations were calculated as follows: 96 h-LC50 × 0． 01．

黑斑蛙蝌蚪急性毒性结果显示，BIT 暴露 24 h
后，6． 84 mg·L-1浓度下的蝌蚪出现死亡，48 h 后 6．
84 mg·L-1和 10． 26 mg·L-1浓度下的蝌蚪运动较对照

明显减弱，96 h 后 10． 26 mg·L-1浓度下的蝌蚪全部

死亡。MIT暴露 24 h后，5． 84 mg·L-1浓度下的蝌蚪

出现死亡，48 h 后 13． 91 mg·L-1浓度下的蝌蚪运动

较对照明显减弱，72 h后 8． 94 mg·L-1浓度下的蝌蚪

运动较对照明显减弱，96 h 后 13． 91 mg·L-1浓度下

的蝌蚪全部死亡。计算得到 BIT 和 MIT 对蝌蚪的
96 h-LC50分别为 6． 44 mg·L-1和 7． 58 mg·L-1，安全浓

度分别为 0． 06 mg·L-1和 0． 08 mg·L-1。根据《化学农
药环境安全评价准则报批稿》中两栖动物蝌蚪急性毒
性的分级标准，确定 BIT和MIT为中毒性化学品［16，17］。
黑斑蛙蝌蚪的 96 h-LC50、95%置信区间、“剂

量-效应”线性方程和安全浓度如表 4 所示。

3 讨论( Discussion)
本文首次研究了 BIT 和 MIT 对黑斑蛙的急性

毒性。BIT暴露胚胎在 0． 40 mg·L-1 ( 试验最低浓

度) 下出现畸形，在 1． 36 mg·L-1下出现死亡，最小生

长抑制浓度为小于等于 0． 40 mg·L-1，暴露的蝌蚪在

4． 60 mg·L-1下出现死亡。MIT 暴露胚胎在 1． 15 mg
·L-1下出现畸形，在 2． 59 mg·L-1下出现死亡，最小生

长抑制浓度为 2． 59 mg·L-1，暴露的蝌蚪在 5． 84 mg·
L-1下出现死亡。以上结果显示，BIT 和 MIT 对胚胎
的毒性都略大于蝌蚪，且整体来看 BIT 的毒性略高
于 MIT。值得注意的是，BIT 在 0． 40 mg·L-1时对胚

胎造成生长抑制，其毒性已相当于高毒［9］。
有研究报道 BIT对大型蚤和虹鳟鱼的 LC50分别

为 1． 35 mg·L-1［2］和 1． 60 mg·L-1［10］，为中等毒性化

学品。本文研究显示 BIT 和 MIT 对黑斑蛙胚胎和
蝌蚪具有中等毒性，对胚胎的 LC50分别为 2． 99 mg·

L-1和 5． 30 mg·L-1，对蝌蚪的 LC50分别为 6． 44 mg·

L-1和 7． 58 mg·L-1。这些结果显示，BIT 对黑斑蛙胚
胎和蝌蚪的急性毒性与对鱼类的急性毒性相当。目
前还没有 MIT对鱼类急性毒性的数据，估计可能与
对黑斑蛙胚胎和蝌蚪的急性毒性接近。与对黑斑蛙
胚胎和蝌蚪以及鱼类的毒性不同，有资料显示，BIT
和 MIT对大鼠的 LD50分别为约 1 400 mg·kg-1和大

于4 500 mg·kg-1，属低毒化学品［9］。由此看来，对鼠
类具有低毒性的化学品，对两栖动物胚胎和蝌蚪及
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其它水中生物却可能有更高的毒性。因此，使用多
种生物种测试化学品的毒性对于全面认识化学品的

生物安全性是必要的。
有研究表明，异噻唑啉酮类杀菌剂主要通过污

水排放进入环境，污水中和地表水中都有分布［18］。
一般地表水中的 BIT 和 MIT 污染水平在 ng·
L-1［19-20］，在某些污水排放口附近的浓度可到几个

μg·L-1［2，6，7］。从我们的研究数据来看，BIT 和 MIT
对黑斑蛙产生急性毒性的浓度要比环境浓度高一个

或两个数量级。尽管如此，考虑到安全系数，BIT 和
MIT对黑斑蛙胚胎和蝌蚪的毒性作用不容忽视，尤
其长期暴露的生态风险需要进一步研究。

通讯作者简介: 秦占芬 ( 1971—) ，女，环境科学博士，研究
员，主要研究方向为毒理学。以两栖动物为模型开展化学污
染物毒理学研究，尤其关注污染物对本土物种的生态毒理学

效应。
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ECHA和欧盟委员会澄清 ＲEACH 法规中的动物试验禁令

2014 年 10 月 27 日 来源:欧洲化学品管理署

欧洲化学品管理署( ECHA) 和欧盟委员会今天发布了一份联合声明，试图就关于在动物身上试验的化
妆品和成分的上市销售禁令对欧盟化妆品法规和 ＲEACH法规之间的结合部分进行澄清。该声明从禁令中
排除了 ＲEACH法规涵盖的广泛试验，这已经引起了动物权利组织的关注。
根据化妆品法规，如果一种产品的最终配方、成分或制成品进行了动物试验，则不得将该产品投放市场。

该规定在对于相同物质，是否能够进行动物试验以遵守 ＲEACH法规方面造成了一些混乱。
在 ECHA网站上发布的该声明澄清道，化妆品中的试验和上市销售禁令不适用于:出于职业安全目的

进行的试验;在物质也登记用于非化妆品用途的情况下，针对所有人类健康终点进行的试验;以及在有必要

的情况下，作为最后一项手段针对所有环境终点进行的试验。
ECHA和欧盟委员会得出结论，只有在下列情况下不需要进行动物试验:为了符合 ＲEACH 要求，一个

登记人不需要评估与工人暴露相关的任何风险，并且这种物质仅用于化妆品。不过，这仍将基于具体情况具
体决定，该声明表示。在发布该文件的同时，ECHA还发布了一份问答文件和一份情况说明书。
动物权利组织对该宣布感到非常愤怒。欧洲禁止动物试验联盟( ECEAE) 表示，欧盟委员会和 ECHA的

方法暗示，实际上，动物试验禁令事实上几乎没有用处。ＲEACH表示，其要求＇不影响＇化妆品禁令。然而，为
了确保工人安全的试验与那些为了确保消费者安全的试验完全相同，因此，企业可以很容易地将一项试验标

识为为了确保工人安全，从而避开这些禁令，该组织表示。
ECEAE表示，该处理方法与 2005 年的一个案例的判决不符，在该案例中，法国对化妆品动物试验禁令

提出质疑。在该案例中，总辩护官得出结论，动物试验禁令，同样适用于为了符合其他立法而实施的试验。
该联盟表示，它打算尽早将其关于该潜在矛盾的关注提交欧洲法院。
善待动物组织( Peta) 表示，提议的该处理方法? 意味着，动物事实上将继续在化妆品成分试验中死去，

该组织表示，这是不可饶恕的……尤其考虑到现在有大量高级非动物试验广泛可用。
化学观察网已联系欧洲化妆品协会征求其意见，不过，该协会表示，它还不能就该宣布及其对产业界的

潜在影响发表任何声明。

引自《化学品安全信息周报》2014 年第 45 期总第 309 期 ( 中国检验检疫科学研究院化学品安全研究所
编译)
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