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苯胺类化合物是偶氮类染料、除草剂、杀虫剂、药

物等合成的中间体，在农业生产中，又是除草剂、杀虫

剂的降解产物，作为中间体在化学工业、医药制备、农

药生产以及纺织、印染等行业中用途很广。随着工业

的不断发展，对其需求量也日益增加。这些化合物多

属有害物质，随工业废水、农业径流水、生活污水流入

水体，对水生生物的生长、发育和繁殖构成威胁，而且

对人体健康有潜在的危害。大型 和鱼是水生生态系

统的重要组成部分，尤其鱼类还是人类食物的主要来

源之一。因此，为了评价该类化合物对水生生态系统

的影响，研究该类化合物对大型 和鱼等水生生物的

毒性具有重要的现实意义犤１～３犦。

本研究的化合物为 ４－羟基 －２′－硝基二苯胺，
它是染发剂的一种成分 犤４犦，生产过程中出现的泄漏或

废水排放，以及日常使用过程中产生的生活污水，常

常会进入地表水。这种化合物对哺乳类动物大鼠的急

性毒性很弱 犤４犦，但当它存在于水体中被水生生物富集

后是否产生毒性效应，至今尚未见报道。因此，本研究

将大型 、斑马鱼和红鲫鱼暴露于４－羟基－２′－硝

摘 要：采用静态生物急性试验的方法，研究了４－羟基－２′－硝基二苯胺对２个营养级别的水生生物牗大型 、斑马鱼

和红鲫鱼牘的急性毒性效应。结果表明，大型 的幼 接触不同浓度的毒性，活动会受到抑制，甚至死亡，４８ｈ的 ＥＣ５０为

１．５４ｍｇ·Ｌ－１；对斑马鱼和红鲫鱼也有明显的毒性作用，其９６ｈ的 ＬＣ５０分别为４．０４和５．３７ｍｇ·Ｌ－１。在２个营养级别
的受试生物中，大型 对该毒物的敏感性比斑马鱼和红鲫鱼强。根据化学物质对鱼类和 类的毒性评价标准，４－羟基 －
２′－硝基二苯胺属于中等毒性的化合物。
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表２ 急性毒性试验浓度选择

Ｔａｂｌｅ２ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｆｏｒａｃｕｔｅｔｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔ

名称 浓度梯度选择 ／ｍｇ·Ｌ－１ 对照 观察时间 ／ｈ
大型 ０．６ １．０ １．５ ２．０ ２．５ ３．０ ３．５ ４．０ ５．０ ０．０ ７２
斑马鱼 １．０ ２．０ ３．０ ４．０ ５．０ ５．４ ６．０ ７．０ ８．０ ０．０ ９６
红鲫鱼 １．０ ４．０ ５．０ ６．０ ６．４ ７．０ ８．０ １０．０ １５．０ ０．０ ９６

ＯＨ

ＮＨ

ＮＯ２

图１ 结构式

Ｆｉｇｕｒｅ１ ＣｈｅｍｉｃａｌｆｏｒｍｕｌａｆｏｒＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１

基二苯胺水溶液中，目的是观察该物质对水生生物的

急性毒性效应，同时对其环境安全性进行初步评估。

本研究的结果在一定程度上可以弥补该化合物

水生生物毒性数据的不足，为将来对这类物质制定完

善的环境影响评价标准并对其进行风险管理提供毒

理学依据。

１ 材料与方法

１．１化合物
选用的是４－羟基－２′－硝基二苯胺，橙红色晶

体，分子式为Ｃ１２Ｈ１０Ｎ２Ｏ３，分子量为２３０，分析纯。商品
名为：ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１牗ＣＡＳＮｏ．５４３８１－０８－０７牘。其
结构组成见图１。

１．２化合物的稳定性
为了研究该化合物在整个试验过程中的稳定性，

将一定浓度的水溶液放在玻璃缸中封好口，缓慢曝

气，每隔１２ｈ取１０ｍＬ水样，将一周之内取来的１４个
水样进行液相色谱检测。仪器型号牶ＨＰ１１００牷分析条
件：Ｃ１８色谱柱，流动相为甲醇∶水＝７０∶３０，流速是
１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温２５℃，检测器是ＤＡＤ，检测波长
为２３４ｎｍ。
１．３试验生物
１．３．１大型 牗Ｄａｐｈｎｉａｍａｇｎａ牘

大型 为实验室连续培养３代以上的单克隆品
系，在曝气２４ｈ以上的自来水中培养，温度为２０℃～
２５℃，做试验的前１ｄ挑粗怀卵的大型 放入已配好

的稀释水中。待母 产出足够的幼 后，选取１２ｈ之
内游动活泼的幼 以待试验之用犤５～７犦。

１．３．２斑马鱼牗Ｂｒａｃｈｙｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ牘
斑马鱼平均体长 牗３０±５牘ｍｍ，体重 牗０．３±０．１牘

ｇ，选自同一驯养池中规格大小一致的幼鱼。试验前该
鱼群处于试验环境条件下，在连续曝气的水中驯养３

周。试验前２４ｈ停止喂饲。驯养期间死亡率不超过
１０％，无明显的疾病和肉眼可见的畸形犤７～９犦。

１．３．３红鲫鱼牗ＣａｒａｓｓｉｕｓＡｕｒａｔｕｓ牘
以幼龄红鲫鱼为试验用鱼，购自南京市乌龙潭花

鸟市场，其平均体长为９ｃｍ，体重为牗３４．７±１．９牘ｇ。
试验前将红鲫鱼驯养１周牞驯养期间其死亡率低于５％，
鱼健康活泼，无外观畸形。试验前１ｄ不喂食，随机选
取个体差异不大、健康活泼的红鲫鱼用于试验犤１０犦。

１．４试验方法
参照 《国家环境保护局化学品测试准则》的方法

进行试验 犤１１～１３犦。大型 试验时用曝气除氯自来水将

储备液稀释成试验所需浓度，斑马鱼试验时用稀释水

（表１）将储备液稀释成试验所需浓度，红鲫鱼试验时
用曝气除氯自来水将储备液稀释成试验所需浓度。各

试验水溶液中的甲醇浓度不超过０．３％。

根据预备试验结果设置９个浓度梯度（表２）。整
个试验都设一个对照组（空白对照）。大型 每个浓度

设４个平行试验，每个小烧杯中２０ｍＬ溶液，移入５
只幼 。斑马鱼设９个浓度组，３个平行试验，在１Ｌ
的烧杯中每一浓度放５尾鱼。红鲫鱼按确定９个试验
浓度梯度，在玻璃缸中加入３０Ｌ配好的试验溶液，每
缸８条鱼，３个平行试验。
１．４．１大型 急性抑制试验

大型 急性毒性试验参照文献犤１４犦的方法进行。
试验终点以大型 ４８ｈ和 ７２ｈ半数活动抑制浓度
牗ＥＣ５０牘表示。试验对照的不活动大型 数应少于１０％，
不得有死亡。最后根据美国环境保护局ＴＳＫ牗Ｔｒｉｍｍｅｄ
Ｓｐｅａｒｍａｎ－ＫａｒｂｅｒＭｅｔｈｏｄ牘程序（版本１．５）计算４８ｈ
和７２ｈ的ＥＣ５０。
１．４．２鱼类急性毒性试验

鱼类急性毒性试验参照文献犤１５犦的方法进行。每
天至少测定一次各试验液的溶解氧、ｐＨ和温度。如

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ ＫＣｌ ＮａＨＣＯ３ ｐＨ 硬度

１２３．２５ｇ ２９４ｇ ５．７５ｇ ６４．７５ｇ ７．８ ２５０ｄＨ

表１ １０００ｍＬ稀释水中各组分的含量和硬度

Ｔａｂｌｅ１ Ｃｏｎｔｅｎｔｓａｎｄｒｉｇｉｄｉｔｉｅｓｏｆｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎ１０００ｍＬ
ｄｉｌｕｔｉｏｎｗａｔｅｒ
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图２ ４－羟基－２′－硝基二苯胺挥发百分率－时间的关系

Ｆｉｇｕｒｅ２ Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｅｖａｐｏｒａｔｉｏｎｐｅｒｃｅｎｔａｇｅａｎｄｔｉｍｅｏｆ
４－Ｈｙｄｒｏｘｙ－２′－Ｎｉｔｒｏｄｉｐｈｅｎｙｌａｍｉｎｅ

果需要，进行曝气以保证溶解氧的浓度大于６ｍｇ·
Ｌ－１。为防止饵料影响，试验期间不喂食。斑马鱼试验
时，溶液在２３℃±１℃恒温，ｐＨ６．８～７．２，光暗比１４
ｈ∶１０ｈ。红鲫鱼试验温度１８．８℃±０．４℃，ｐＨ７．３～
７．４，光暗比１２ｈ∶１２ｈ，每２４ｈ更换一半试验溶液，对
试验溶液实行微量曝气。观察２４牞４８牞７２牞９６ｈ死亡
数。以浓度的常用对数为横坐标，死亡率的概率单位

为纵坐标，求出４８牞７２和９６ｈ半致死浓度（ＬＣ５０）犤１６犦。

２ 结果与分析

２．１化合物稳定性试验
《国家环境保护局化学品测试准则》犤１１犦规定了水

生生物急性毒性试验的质量控制要求：对于鱼类和

类急性毒性试验，要求对照组死亡率≤１０％，水中溶
解氧含量ＤＯ≥６０％饱和值，试验最少设置５个浓度
组，同时，还要求受试毒物在试验结束时的损失不超

过２０％。因此我们以零时刻的水样实际测试结果作
为初始浓度，算出其挥发百分率和时间的关系 （图

２）。测定结果表明，一周内的受试毒物损失没有超过
２０％，说明该化合物稳定性较好。
２．２急性毒性效应研究

在自然生态环境中， 和鱼构成了一条重要的水

生食物链。有毒化学品使用后部分进入水体中，势必

对 和鱼这２种水生生物造成危害。表３列出了上面
研究４－羟基－２′－硝基二苯胺对大型 、斑马鱼和

红鲫鱼的急性毒性值。

从表３可以看出，无论是大型 、斑马鱼和红鲫

鱼，随着暴露时间的延长，化合物的毒性越来越明显，

这表明化合物对生物体的毒性大小受污染物在体内

积累量的影响，也有可能在生物体内４－羟基－２′－
硝基二苯胺代谢成活性更强的毒物。当然，这种推测

还有待于今后的代谢机理的研究来证实。

另外，从这些水生生物的急性毒性数据来看，大

染毒时间 大型 ＥＣ５０ 置信区间 ９５％ 斑马鱼 ＬＣ５０ 置信区间 ９５％ 红鲫鱼 ＬＣ５０ 置信区间 ９５％
／ｈ ／ｍｇ·Ｌ－１ ／ｍｇ·Ｌ－１ ／ｍｇ·Ｌ－１ ／ｍｇ·Ｌ－１ ／ｍｇ·Ｌ－１ ／ｍｇ·Ｌ－１

４８ １．５４ １．２７～１．８６ ５．３９ ５．１８～５．６１ ７．５２ ７．３５～７．６９
７２ １．５５ １．３３～１．８０ ４．５１ ４．０３～５．０５ ６．０８ ５．０６～６．５５
９６ — —— ４．０４ ３．６１～４．５２ ５．３７ ４．９２～５．８７

表３ ４－羟基 －２′－硝基二苯胺的大型 、斑马鱼和红鲫鱼的急性毒性值

Ｔａｂｌｅ３Ａｃｕｔｅｔｏｘｉｃｉｔｙｖａｌｕｅｓｏｆ４－Ｈｙｄｒｏｘｙ－２′－Ｎｉｔｒｏｄｉｐｈｅｎｙｌａｍｉｎｅｔｏｔｈｅｔｈｒｅｅｋｉｎｄｓｏｆａｑｕａｔｉｃｏｒｇａｎｉｓｍｓ

表４ 化学物质对鱼类和 类的毒性等级评价标准

Ｔａｂｌｅ４ ＥｖａｌｕａｔｉｎｇａｎｄｇｒａｄｉｎｇＣｒｉｔｅｒｉａｆｏｒｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｏｘｉｃｉｔｙｔｏ
Ｄａｐｈｎｉａｍａｇｎａａｎｄｆｉｓｈ

型 对４－羟基－２′－硝基二苯胺最敏感，斑马鱼次
之，红鲫鱼的敏感性最差。因此，为了控制该类化合物

生产废水的排放，保护水生生态系统，宜采用敏感的

大型 对废水的排放进行生物监控。

２．３安全性评价
有关化学品对生物毒性的安全性评价，国内尚未

有统一的标准。本文在关于３种水生生物的水环境安
全性评价研究中，采用了国家环境保护局的新化学物

质危害评估准则中的危害分级标准 犤１３犦和中国科学院

水生生物研究所的毒性等级标准犤１４犦（表４），确定了污
染物对３种水生生物的危害等级（表５）。

尽管有研究表明它对哺乳类动物的危害很小，但

是通过４－羟基－２′－硝基二苯胺对大型 、斑马鱼

和红鲫鱼这３种水生生物的急性毒性试验，表明４－
羟基－２′－硝基二苯胺还是属于中等毒性的物质，对

水生生物有一定的危害性，应该加强对其监管和评

价。这项研究填补了４－羟基－２′－硝基二苯胺的水生
生物毒性资料的短缺，为制定安全的环境影响评价浓

度并对其进行适当的风险评价和管理提供科学依据。

３ 结论

（１）４－羟基－２′－硝基二苯胺是稳定性较好的

毒性等级 鱼类 ＬＣ５０／ｍｇ·Ｌ－１ 类 ＥＣ５０／ｍｇ·Ｌ－１

极毒 — ＜０．１
高毒 ＜１．０ ０．１～１．０
中毒 １．０～１０．０ １．０～１０．０
低毒 ＞１０．０ １０．０～１００．０
微毒 — ＞１００．０



４７０ ２００４年６月刘红玲等牶４－羟基－２′－硝基二苯胺对水生生物急性毒性效应的研究

表５ 受试化合物对３种水生生物的安全性评价

Ｔａｂｌｅ５ Ｓａｆｅｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｓｆｏｒｔｈｅｔｅｓｔｅｄｃｈｅｍｉｃａｌｔｏｔｈｅｔｈｒｅｅｋｉｎｄｓ
ｏｆａｑｕａｔｉｃｏｒｇａｎｉｓｍｓ

水生生物 大型 斑马鱼 红鲫鱼

最敏感终点 Ｅ牗Ｌ牘Ｃ５０／ｍｇ·Ｌ－１ １．５４ ４．０４ ５．３７
危害水平 中 中 中

化合物，对水生生物属于中等毒性的物质。

（２）在２个营养级别的受试生物中，大型 对该

毒物具有较好的敏感性，斑马鱼次之，红鲫鱼的敏感

性最差。

（３）大型 和鱼的急性毒性可以用作评价化学品

或水体环境安全性的一个快速有效的初级筛选手段，

但如要对化学品或环境水体进行全面的安全性评价，

还必须考虑慢性毒性、其他生物毒性指标，以及化合

物降解与富集指标的数据。
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