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摘要: 为检测海洋中环境激素及芳烃类化合物对端足类生物的污染危害，实验选择端足类河蜾蠃蜚( Corophium acherusicum)

为受试生物，研究了其在壬基酚、五氯酚、硝基苯三种有机污染物暴露下的 96 h 急性致死毒性效应和 7 d 慢性 DNA 损伤毒性

效应。计算获得壬基酚、五氯酚和硝基苯对河蜾蠃蜚的 96 h 半致死浓度( LC50 ) 分别为 70、465、25 000 μg·L-1，三种有机污染

物对河蜾蠃蜚的毒性强弱顺序为壬基酚 ＞ 五氯酚 ＞ 硝基苯。运用碱解旋法检测壬基酚、五氯酚和硝基苯对河蜾蠃蜚 DNA 损

伤的程度，计算得到 7 d 半效应浓度( EC50 ) 分别为 30、256 、11 000 μg·L-1。实验结果表明: 三种有机污染物浓度的不断加大，

引起河蜾蠃蜚 DNA 损伤程度的不断增加，呈显著的剂量-效应关系。
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Abstract: Lethal and sublethal toxicities of nonylphenol，pentachlorophenol and nitrobenzene on Corophium
acherusicum were tested to elucidate the toxic effects of environmental endocrine disruptors and aromatic compounds
on marine amphipoda． Animals were exposed to these pollutants for 96 hours and 7 days in acute lethal and chronic
tests，respectively． Ｒesults showed that the 96 h lethal concentration ( LC50 ) values for nonylphenol，pentachloro-
phenol and nitrobenzene were 70，465，25 000 μg·L-1，respectively，and their acute toxicities ranked at nonylphe-
nol ＞ pentachlorophenol ＞ nitrobenzene． Meanwhile，the DNA single strand breaks test using alkaline unwinding
assay found that the median effective concentration ( EC50 ) after 7 d exposure for C． acherusicum were 30，256，

11 000 μg·L-1 for nonylphenol，pentachlorophenol and nitrobenzene，respectively． This study illustrated that the
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level of DNA single strand breaks increased with the increasing concentrations of the chemicals，and had a signifi-
cant dose-effect relationship．
Keywords: Corophium acherusicum; nonylphenol; pentachlorophenol; nitrobenzene; DNA single strand breaks;
alkaline unwinding assay

壬基酚( nonylphenol) 和五氯酚( pentachlorophe-
nol) 属于环境激素类有机污染物，具有模拟雌激素

的作用，进入生物体会对内分泌系统造成干扰，影响

机体正常发育和繁殖，出现性成熟时间延缓、发育畸

形、雌雄比例失调，甚至雌雄同体等异常现象［1-2］。
美国环保署( EPA) 推荐标准，在淡水中，壬基酚的含

量应不高于 6． 6 μg·L-1，在咸水中应不高于 1． 7 μg·
L-1。大量文献证实五氯酚对动植物有基因毒性、细
胞毒性和免疫毒性作用［3］。硝基苯 ( nitrobenzene)

为芳烃类化合物，是合成苯胺的重要原料，属于低毒

污染物，但由于其难降解、易在生物体内富集等特性

及有机化工、印染、制药等行业中硝基苯的大量使

用，也对生态系统和人体有较大的危害［4］。由于大

量工农业污水的排放，三种污染物在我国很多水体

( 如渤海) 中都可检出。我国有机污染物标准分析

方法还不够完善，适时、全面、系统地开展水中有毒

有机物的检测是十分必要的［5］。
蜾蠃蜚属( Corphium) 约 60 余种，分布较广，多数

为潮间带和浅滩栖息，我国海域发现有 20 余种［6］。
河蜾蠃蜚( Corophium acherusicum) 隶属于端足亚目

蜾蠃蜚属，在我国海域均有分布，是毒性实验的优选

受试生物之一，Soto E．［7］等检测了端足类对有机和

无机毒物的急性敏感性，我国学者也做了生物学和毒

理学方面的研究［8-10］。鉴于我国对壬基酚、五氯酚、
硝基苯等污染物的毒性效应的研究对象一般集中在

脊椎动物中，如鱼类、哺乳动物、两栖类，少数在甲壳

类( 枝 角 类) 、贝 类 等，少 见 于 端 足 类 这 方 面 的 研

究［11］。以河蜾蠃蜚为受试生物，探究壬基酚、五氯酚

及硝基苯对河蜾蠃蜚的急性毒性效应和慢性的 DNA
单链断裂损伤效应，以期为检测壬基酚、五氯酚、硝基

苯等有机污染物对海洋生物毒性影响提供基础数据。

1 材料和方法( Materials and methods)
1． 1 主要仪器和试剂

仪器: Fluoscence 荧光分光光度计( Cary Eclipse
公司) ，3-18K 台式高速冷冻离心机 ( 美国 Sigma 公

司) ，DK-8D 型电热恒温水槽( 上海精宏实验设备有

限公司) ，DY89-Ⅱ型电动玻璃匀浆机( 宁波新芝生

物科技股份有限公司) 。
试剂: 丙酮( 分析纯，天津市科密欧化学试剂有

限公司) ; 二苯丙咪唑 ( Hoechst dye 33258 ) ( 美国

Sigma 公司) ; 蛋白酶 K、十二烷基磺酸钠 ( Sodium
dodecyl sulfonate，SDS) 、ＲNA 酶，醋酸钠、TE 及乙醇

( 国药集团化学试剂有限公司) ; 壬基酚、五氯酚、硝
基苯( 纯度 ＞ 99． 9%，美国 Sigma 公司) ，三种污染物

的结构性质见表 1。

表 1 壬基酚、五氯酚、硝基苯三种污染物的结构及性质

Table 1 The chemical structure and physical properties of nonylphenol，
pentachlorophenol and nitrobenzene there pollutants

污染物名称

Pollutants name
结构式

Chemical structure
物理性质

Physical properties
备注

Ｒemarks

壬基酚

NonylPhenol

无色或淡黄色液体，相对密度 0． 94 ～ 0． 95 g·cm-3，熔点 43 ～

45 ℃，沸点 283 ～ 302 ℃。不溶于水，易溶于丙酮、酒精等有

机溶剂。辛醇水分配系数 4． 48 ～ 5． 71 /20 ℃。

联合 国 环 境 保 护 署 ( UN-

EP) 制定的 27 种有毒化学

污染物之一。

五氯酚

Pentachlorophenol

白色针状结晶，相对密度 1． 98 g·cm-3，熔点 190 ～ 191 ℃，沸

点 309 ～ 310 ℃。难溶于水，溶于稀碱液、乙醇、乙醚、丙酮、

苯等溶剂。辛醇水分配系数 5． 12 /20 ℃。

联合 国 环 境 保 护 署 ( UN-

EP) 制定的 27 种有毒化学

污染物之一。

硝基苯

Nitrobenzene

淡黄色油状液体，相对密度 1． 199 g·cm-3，熔点 5． 85 ℃，沸

点 210． 9 ℃。微溶于水，易溶于乙醇、乙醚、苯等有机溶剂。

辛醇水分配系数 1． 6 ～ 2． 0 /20 ℃。

12 种 优 先 控 制 单 环 芳 香

族化合物之一。



1106 生 态 毒 理 学 报 第 9 卷

1． 2 实验材料

受试生物: 河蜾蠃蜚于大连市龙王塘潮间带采

集后及时移至实验室，分选大小个体，放入内置沉积

物( 重金属和有机物含量均符合海洋沉积物质量一

类标准［12］) 3 ～ 4 cm 并盛有 4 ～ 5 cm 水深海水( 重

金属和有机物含量均符合一类海水水质标准［13］) 的

培养盆( 40 × 20 × 10 cm) 中驯养。驯养条件: 日光

灯模拟自然光照，光暗比 12 h: 12 h，24 h 连续充氧

气，盐度 25，温度 20 ℃［14］，隔天换水 ( 换水量体积

为 2 /3) ，1: 1 投喂新月菱形藻和青岛大扁藻，并辅

以人工复合饲料［15］。驯养 2 周后挑选大小一致、活
动敏捷的个体用于急性及慢性毒性实验［16］。
1． 3 急性毒性试验

根据预实验结果，设定三种化合物的浓度分别

为，壬基酚 50、60、70、80、90、100、110 μg·L-1，五氯酚

25、50、100、200、400、800、1 600、3 200 μg·L-1，硝基苯

5、10、20、40、80、160 mg·L-1，每个实验浓度均设置 3
个平行样。于每个试验样( 1 L 烧杯) 中倒入 700 mL
化合物溶液，随机放入 20 只挑选好的河蜾蠃蜚个体。
由于壬基酚、五氯酚和硝基苯均易溶于有机溶剂，在

海水中的溶解性不好，因此在实验中添加了浓度为

0． 001( mL·L-1，V/V) 的丙酮作为助溶剂以使化合物

更好的溶解于海水中，为消除丙酮助溶剂对实验结果

的影响，实验过程中，均设置海水和丙酮两个空白对

照组，丙酮空白组浓度为 0． 001( mL·L-1，V/V) 。观

察河蜾蠃蜚的行为及形态变化情况，并记录其 24、48、
72 及 96 h 的死亡数( 探针刺激无反应视为死亡，否则

视为存活) ，计算死亡率。实验方法为半静水式，每天

更换全部实验溶液，具体实验条件如下表 2 所示:

1． 4 慢性毒性试验

1． 4． 1 加标实验

据急性毒性实验结果设定实验浓度，壬基酚为

表 2 急性毒性试验条件

Table 2 Acute toxicity test conditions

实验条件

Experiment

conditions

内 容

Contexts

实验条件

Experiment

conditions

内 容

Contexts

光 照

Illumination
昼: 夜 = 12h: 12h

Day: night = 12h: 12h

pH 值

pH value
7． 8 ± 0． 3

温 度

Temperature
( 20 ± 1) ℃

投饵情况

Feedings
不投饵

No feeding

盐 度

Salinity
25 ± 1

试验时间

Testing time
96 h

0、3． 5、7、17． 5、35 μg·L-1，五氯酚浓度 0、50、100、
250、500 μg·L-1，硝基苯浓度 0、1． 5、3． 0、7． 5、15 mg
·L-1。每个烧杯倒入 700 mL 实验溶液，随机放入 20
只河蜾蠃蜚，分别设置 4 ～ 7 个平行样。均设置空白

和丙酮两个对照组。实验具体条件同表 2，实验持

续进行 7 d，每天更换全部实验溶液。
1． 4． 2 河蜾蠃蜚 DNA 的提取

加标实验结束后，将各组全部存活的河蜾蠃蜚

个体取出，用滤纸吸干附着的水分，称量，分别称取

0． 2 g 装入 1． 5 mL 离心管内，采用苯酚-氯仿法［17］

提取 DNA。
1． 4． 3 DNA 荧光值测定

解旋 DNA 荧光测定: 取分离得到的 DNA 样品

100 μL，加入 50 μL 0． 05 mol·L-1NaOH，混匀后于 38
℃水浴 30 min，快速加入 50 μL 0． 05 mol·L-1HCl 及

5 μL 含 0． 2% SDS 的 2 μmmol·L-1 EDTA。再加入 3
mL 0． 2 mol 磷酸钾缓冲液( pH = 6． 9) ，3 μL 二苯丙

咪唑，混匀后置于暗处反应 15 min 后测荧光( 激发

波长为 360 nm，发射波长为 450 nm) 。
单、双链 DNA 荧光测定: 将分离纯化提取的双

链 DNA 样品于 80 ℃ 热变性 30 min，即可得单链

DNA。分别取单链样品和双链样品 100 μL 于测试

管中，每个样品设置三个平行样，依次分别加入 100
μL 25 mmol·L-1NaCl，5 μL 含 0． 2% SDS 的 2 mmol·
L-1EDTA，3 mL 0． 2 mol·L-1 磷酸钾缓冲液 ( pH = 6．
9) 和 3 μL 二苯丙咪唑，混匀置于阴暗处 15 min 后

测荧光值( 激发波长为 360 nm，发射波长为 450 nm)。
1． 4． 4 F 值

DNA 完整性通常以 F 值表示，F 表示解旋后存

留双链 DNA 的比例，F 值越小，损伤程度越大。F
值的计算公式为:

F =
Xsample － XssDNA

XdsDNA － XssDNA

式中: Xsample为样品解旋后的荧光值，XssDNA为样

品单链 DNA 的荧光值，XdsDNA为样品双链 DNA 的荧

光值。
1． 5 数据处理

采用概率单位法［18］计算壬基酚、五氯酚、硝基

苯对河蜾蠃蜚的半致死浓度 /半效应浓度 ( LC50 /
EC50 ) 。SPSS17． 0 软件进行统计分析，采用对比假

设检验法得到与对照组无显著差异的最大实验浓度

和与对照组有显著差异的最小实验浓度，即污染物

对河蜾蠃蜚的无可见效应浓度( NOEC) 和最低可见
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效应浓度( LOEC) ，用单因素( One-Way ANOVA) 方

差分析中 Duncan’s 法比较各组间差异的显著性，使

用 Excell2003 软件作图。

2 结果( Ｒesults)
2． 1 急性毒性实验过程中河蜾蠃蜚的行为及形态

变化

实验中观察到河蜾蠃蜚在壬基酚、五氯酚、硝基

苯三种污染物影响下的行为及形态表现发生了较大

的变化。将实验中的壬基酚、五氯酚和硝基苯各自

的前三个浓度组看作低浓度组，剩余为高浓度组。
低浓度组中河蜾蠃蜚个体开始快速无规则游动，随

后游动频率逐渐降低，游动幅度减小; 个别个体在水

平方向缓慢游动，垂直方向的上下游动明显减少; 随

时间延长，多数个体蜷缩成团状沉于杯底; 高浓度组

中个体大多数个体很快微曲，沉于杯底，腹部向上仅

有附肢无规律的骚动，个别个体有身体抽搐的表现。
死亡个体的状态在高、低浓度组中均相同，为沉于杯

底，身体僵直，体色由半透明变为灰白色。
2． 2 壬基酚、五氯酚、硝基苯对河蜾蠃蜚的急性毒

性效应

壬基酚、五氯酚、硝基苯对河蜾蠃蜚的 96 h 急

性半致死毒性结果数据见表 3。实验结果如图 1 所

示。以纵轴浓度和横轴死亡率呈现的图形来看，壬

基酚、五氯酚、硝基苯三者的毒性效应整体走势相

同，均随浓度和作用时间的增加河蜾蠃蜚死亡数增

加。空白和丙酮两个对照组的死亡率均在 10% 以

下，满足质量控制要求。
2． 3 壬基酚、五氯酚、硝基苯对河蜾蠃蜚的慢性毒

性结果

壬基酚、五氯酚和硝基苯对河蜾蠃蜚 7 d 的

EC50分别为 30、256 、11 000 μg·L-1，这些数值是急

性毒性 LC50 值的近 1 /2 倍，见表 3。河蜾蠃蜚 DNA
的损伤情况分别如图 2 所示，三种有机污染物对河

蜾蠃蜚的 DNA 都造成了不同程度的损伤，且均随污

染物浓度不断的增加，F 值呈不同程度的降低，即

DNA 的单链断裂损伤增加。

3 讨论( Discussion)

3． 1 急性毒性实验

确 定 了 壬 基 酚、五 氯 酚、硝 基 苯 三 种 物 质 的

LC50分别为 70、465、25 000 μg·L-1，壬基酚对河蜾蠃

蜚的毒性约为五氯酚的 6． 6 倍，硝基苯的 357． 1 倍，

五氯酚毒性约为硝基苯的 53． 8 倍; 在相同时间条件

下，河蜾蠃蜚死亡率随三种有机污染物浓度的升高

而升高; 在相同浓度条件下，河蜾蠃蜚死亡率随暴露

时间的延长而升高。壬基酚、五氯酚和硝基苯对河

蜾蠃蜚死亡率的影响表现出良好的剂量-效应关系。
毒性强弱为: 壬基酚 ＞ 五氯酚 ＞ 硝基苯。

物质的结构通过其理化性质影响其生物活性，

壬基酚、五氯酚、硝基苯分子结构中均含有苯环，属

于取代芳烃化合物。芳烃取代化合物毒性与结构有

以下主要关系［19-22］:

取代芳烃化合物不易失去电子而易得电子，具

有氧化性，进入生物体对生物体产生危害作用。
苯环电子云密度较大，苯环上的取代反应大都

是亲电取代，越强的吸电子取代基拉走的电荷越多，

相应的取代芳烃化合物毒性越高。
随分子体积增大，其疏水参数( logP) 增大，即正

辛醇 /水分配系数( Kow) 增大( 壬基酚、五氯酚及硝

基苯的 Kow 分别为 5． 71、5． 12、1． 85) ，使其极化度

增大，化合物毒性也增大。
苯环上取代基个数增多，苯环上负电荷越少，化

合物毒性越高。

表 3 壬基酚、五氯酚、硝基苯的 96 hLC50、NOEC、LOEC 及 7 d － EC50、NOEC、LOEC

Table 3 C． acherusicums’96 h-LC50，NOEC，LOEC and 7 d EC50，NOEC，LOEC towards the three toxic substances

污染物

Pollutants

96 h 急性毒性实验 / ( μg·L-1 )

96 h acute toxicity test / ( μg·L-1 )

7d 慢性毒性实验 / ( μg·L-1 )

7d chronic toxicity test / ( μg·L-1 )

LC50 NOEC LOEC EC50 NOEC LOEC

壬基酚

Nonylphenol
70 50 60 30 3． 5 7． 0

五氯酚

Pentachlorophenol
465 100 200 256 100 250

硝基苯

Nitrobenzene
25 000 10 000 20 000 11 000 7 500 15 000
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图 1 壬基酚( a)、五氯酚( b)、硝基苯( c)

对河蜾蠃蜚的 96 h 毒性效应

Fig． 1 96h tocxic effects of nonylphenol( a) ，

pentachlorophenol ( b) and nitrobenzene( c)

on C． acherusicum

壬基酚和五氯酚的苯环取代官能团数大于硝基

苯，毒性均较硝基苯强; 正壬基取代基团疏水性极

强，使其取代苯酚后 logP 大于五氯取代苯酚，壬基

酚的 Kow 大于五氯酚，分子体积也较五氯酚大，所

以壬基酚的毒性大于五氯酚。
由表 4 可见，壬基酚、五氯酚、硝基苯三种物质

对不同受试生物的终点效应浓度大致依次增加，硝

基苯尤为前两者高出3个数量级，毒性强弱与本实

图 2 壬基酚( a)、五氯酚( b)、硝基苯( c)

引起河蜾蠃蜚 DNA 单链断裂的剂量 －效应曲线

注: 误差棒代表均值的一个标准偏差;“* ”表示对该组数据与

对照组数据进行单因素方差分析结果存在差异显著( p ＜0． 05)

Fig． 2 DNA single strand breaks of C． acherusicums
versus nonylphenol ( a) ，pentachlorophenol ( b)

and nitrobenzene ( c) concentration concentration
Note: Error bars represent one standard deviation of the mean;

* designates significant difference ( p ＜ 0． 05) from control．

验的结果相吻合，即壬基酚 ＞ 五氯酚 ＞ 硝基苯。与

三种物质对藻类、鱼类、贝类等受试生物的 LC50 比

较，河蜾蠃蜚的 LC50 值均较小，尤其是对硝基苯的

LC50值更低于其他生物( 低 1 个数量级) 。
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表 4 壬基酚、五氯酚、硝基苯对不同受试生物的毒性

Table 4 EC50or LC50 for three toxic substances to different experimental organisms published by other authors

污染物

Pollutants
受试生物

Test organisms
终点指标

Endpoint indicators
浓度 / ( μg·L-1 )

Concentration / ( μg·L-1 )

文献

Ｒeferences

壬基酚

NP

五氯酚

PCP

硝基苯

NB

中肋骨条藻( Skeletonema costatum) 96h-EC50 130 ［23］

Hyallela azteca ( Amphipod) 96h-LC50 150 ［24］

大西洋鲟鱼( Atlantic sturgeon) 96h-LC50 50 ［25］

斜生栅藻( Soenedessmus obliquus) 96h-EC50 168 ［26］

梨形环梭螺( Bellamya purificata) 96h-LC50 411 ［27］

斑马鱼( Danio rerio) 96h-LC50 61． 195 ［28］

纤细裸藻( Euglena pisciformis) 96h-EC50 119 780 ［29］

中华圆田螺( Cipangopaludina cahayensis) 96h-LC50 104 230 ［30］

白鲢( Hypophthalmicht hysmolitrix) 96h-LC50 80000 ～ 120 000 ［31］

3． 2 慢性毒性实验

在图 2 中，a 图表明，壬基酚浓度升高致使河蜾

蠃蜚的 DNA 单链断裂损伤程度加大。壬基酚浓度

为 7、17． 5、35 μg·L-1 时，各自对应的 F 值与海水和

丙酮两对照组的 F 值呈显著差异，即引起受试生物

河蜾蠃蜚 DNA 的单链断裂损伤程度与对照组中差

异显著。有机污染物进入生物体代谢过程中，转化

为多种活性极高的亲电中间产物，可与 DNA 等大分

子结合从而造成 DNA 单链断裂等损伤［32-33］，同时

有机污染物代谢产生大量自由基及脂质过氧化物也

会引起 DNA 分子单链或双链的断裂［34］。
b 图显示，F 值随五氯酚浓度不断增加而下降，

则 DNA 的单链断裂损伤加大。马永鹏［35］等研究了

鮈鲫 DNA 损伤情况，发现五氯酚对核酸物质具有较

强的毒性，引起 DNA 明显的断裂和迁移。五氯酚浓

度高于 250 μg·L-1 的处理组与对照组呈显著差异，

这一结果说明，五氯酚对河蜾蠃蜚 DNA 的 损 伤 程

度较壬基酚弱，同急性毒性实验所得的毒性强弱

相同。
由 c 图可见，硝基苯浓度小于 7． 5 mg·L-1时，实

验组的 F 值与对照组没有显著差异，当浓度增到 15
mg·L-1 时，F 值则显著差异于对照组。一些研究表

明［36］，硝 基 苯 对 生 物 体 DNA 有 损 伤 作 用。陈 伟

兴［37］等发现斑马鱼不同组织的 DNA 对硝基苯的敏

感度不同，硝基苯浓度在国家地表水环境质量标准

时( 0． 017 mg·L-1 ) ，斑马鱼的鳍表皮细胞 DNA 受损

最严重达 69%，而斑马鱼体细胞和精子细胞的 DNA
损伤在高硝基苯浓度( 1． 7 mg·L-1 ) 下才显著差异于

对照组。这也说明，实验指标的选择合适与否也会

很大程度的影响试验的敏感性［38］。

综上所述，壬基酚、五氯酚和硝基苯三种污染物

均会对端足类河蜾蠃蜚造成急慢性损伤，三种污染

物的毒性强弱为壬基酚 ＞ 五氯酚 ＞ 硝基苯，受试生

物河蜾蠃蜚表现出较好的毒理敏感性。

通讯作者简介: 闫启仑( 1966—) ，男，博士，国家海洋环境监

测中心研究员，主要从事海洋生物学和生态毒理学研究，发

表论文 60 余篇。
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