
随着现代农业的飞速发展，除草剂在农业的运用

日益广泛。然而，在有效保障农作物产量稳定和降低

劳动成本的同时，除草剂有效成分进入生物体内，可

能引起急性和慢性中毒、畸形，并且可以通过径流、排

污、挥发等途径进入土壤、大气和水体，进而通过食物

链的富集传递，影响人类的安全 [1]。近年来，草甘膦
（Glyphosate）以其高效、广谱、低毒、易分解、低残留等
特点，成为世界上应用最广、使用量最大的农药品种

之一。此外，随着抗草甘膦转基因作物的推广[2-3]，仅在
2014年全球草甘膦产量高达 72万 t，而中国的实际
产量为 45万 t，占全球草甘膦产量的 62.5%[4-5]。草甘
膦对生物及环境的影响越来越受到人们的关注，虽然

有文献报道草甘膦对土壤没有影响或影响甚微，但也

有文献表明草甘膦能抑制藻类的叶绿素前体 5-氨基
乙酰丙酸（ALA）的合成，高浓度草甘膦异丙胺盐
（Glyphosate isopropylamine salt）显著降低球形棕囊藻
（Phaeocystis globosa）生长率、叶绿素 a含量和超氧化
物歧化酶活性，草甘膦制剂（ATANOR）能够引起小球
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藻（Chlorella kessleri）的氧化应激，并且草甘膦对鱼类
有一定的急性和基因毒性[1]。

As（芋）被列为极具毒性和致癌作用的化学元素
之一。人为活动如采矿和冶炼等产业产生的高浓度含

As（芋）废水排放，严重污染当地的饮用水，印度、越
南、孟加拉、阿根廷、中国等都报道了饮用水 As（芋）中
毒的现象，长期饮用含 As（芋）的水，对人体的健康有
潜在的危害[6-10]。Brammer等[11]报道了孟加拉、印度以
及东南亚等地把砷污染的水用于灌溉，导致砷通过土

壤进入大米，进而影响稻米的品质和人们的健康。此

外，天然矿石中也含有浓度较高的砷，如毒砂，在厌氧

的情况下可产生其氧化物、硫化物、磷酸盐、硅酸盐和

碳酸盐等，这些产物与水以及金属氧化物可以通过解

吸作用，经地表径流进入自然水体中。研究表明，水体

中的 As（芋）对斜生栅藻的叶绿素荧光产生的抑制作
用大于 As（吁），并且能明显抑制兰州鲇组织中代谢
酶的活性，导致组织细胞的 RNA损伤和可溶性蛋白
质减少[12-13]。

鉴于草甘膦的使用以及 As（芋）在人为或自然因
素下的释放，其有可能共同存在于水环境中，造成联

合毒性。研究发现，草甘膦在鱼塘施用后 1 h达到峰
值（2.84 mg·L-1），在美国河流中检测到草甘膦浓度为
2.2 mg·L-1[1]；一般情况下，淡水中砷的含量少于 10 滋g·
L-1，但在富含砷的地下水介质中砷的含量高达 1~20
mg·L-1[14]。目前，对于草甘膦和类金属 As（芋）的联合
毒性的研究仍处在初级阶段。王云彪等[15]报道了草甘
膦与砷对秀丽隐杆线虫的联合毒性表现为协同作用。

草甘膦与 As（芋）对水生生物的联合毒性尚鲜有报
道，其研究更具有环境相关性。

水环境中污染物的风险评估和水质基准的制定

通常以单一化学物质的生态毒性数据为依据。然而通

常情况下，水生生物所暴露的环境是多种化学物质组

成的混合污染物而并不是单一污染物。研究表明，即

使是在单一化学物质浓度低于无观测效应浓度

（NOEC）时，在与其他污染物混合时也可能对水生生
物产生显著的联合毒性[16-17]。余言想等[18]研究结果表
明，纳米水稳型富勒烯增强了 Zn2+和 Cr6+对大型溞的
毒性。由于环境污染物种类和数量的不同，即使相同

化学物质组成的混合物，因其组分的浓度不同，也会

产生不同的毒性效应[19-22]。在实际的污染环境中，往往
联合毒性更加能说明其毒性对水生生物的影响，从而

更具有环境相关性，对环境标准的制定以及生态环境

保护具有实际指导作用。

本文旨在研究草甘膦和类金属 As（芋）的联合毒
性机制，利用大型溞为模型生物，通过检测两类物质

对大型溞的单一毒性和联合毒性，在模型的基础上，

进一步评价草甘膦和 As（芋）的联合毒性效应。
1 材料与方法

1.1 供试药剂
草甘膦（98%）晶体固体，购于上海安谱科技有限

公司，As2O3 为分析纯，购于广州市丛源仪器有限公
司。使用前先配制 As（芋）母液，用棕色瓶置于 4 益冰
箱中避光保存。氯化钙（CaCl2·2H2O，96.0%）、结晶
硫酸镁（MgSO4·7H2O，99.0%）、氯化钾（KCl，99.5%）
和碳酸氢钠（NaHCO3，99.5%）购于天津大茂化学试
剂有限公司，用 MilliQ超纯水配制成储备液备用。
草甘膦母液（1 g·L-1）的配制：由于草甘膦在 25

益的溶解度为 13 g·L-1，直接称取 0.1 g 草甘膦溶于
水，并定容到 100 mL；As（芋）标准液（100 mg·L-1）的
配制：由于 As2O3微溶于水，先将 As2O3在硅胶上干燥
至恒重，然后称取 0.066 g溶于 2.5 mL的 2 mol·L-1氢
氧化钠溶液中，再加入 5 mL的 2 mol·L-1硫酸溶液，
转移到容量瓶，用稀释用水定容到 500 mL。试验稀释
用水的配制：294.0 mg·L-1 CaCl2·2H2O，123.0 mg·L-1

MgSO4·7H2O，64.8 mg·L-1 NaHCO3，5.75 mg·L-1 KCl。
1.2 供试生物
纯系大型溞（Daphnia magna）由香港浸会大学提

供。培养及试验条件：温度为（20依2）益，光强度为 800
lx，光暗比为 16 h颐8 h，每次投喂 10 mL密度约为 6伊
106 cells·mL-1 纯培养的淡水小球藻（Chlorella vul原
garis），每周投喂 3次，换水 2次。挑选溞龄小于 24 h
的健康幼溞供试验（重铬酸钾标准物质对幼溞的

EC50=1.106 mg·L-1，符合测试标准 ISO 6314—2004），
试验过程中不喂食。

1.3 试验方法
在毒理试验开始前，按照 ISO 6314—2004标准，

利用重铬酸钾标准物质检测大型溞的敏感性，试验条

件与培养条件相同，不喂食，以 24 h活动受抑制的半
数效应浓度（EC50）在 0.6耀2.1 mg·L -1 范围内为标准。
收集<24 h的幼溞为试验动物。试验前 24 h，选取怀卵
的健康母溞放入试验稀释水进行培养，试验前 6 h将
母溞挑出，所收集幼溞进行急性毒理试验，试验期间

不喂食。化学物质暴露时间结束后，用立体显微镜观

察试验用溞，以心脏停止跳动判定个体死亡，并记录

死亡个数。
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表 1 等毒性比情况下草甘膦和 As（芋）的浓度设置
Table 1 Concentrations of glyphosate and As（芋）in mixture based

on toxic equivalent concentration ratios
时间/

h
等毒性比

nLC50草甘膦颐nLC50 As（芋）
草甘膦/
mg·L-1

As（芋）/
mg·L-1

24 0 0 0
24 0.125颐0.125 6.77 0.93
24 0.25颐025 13.50 1.91
24 0.50颐0.50 27.1 3.73
24 0.75颐0.75 40.60 5.60
24 1.00颐1.00 54.10 7.47
24 1.25颐1.25 67.70 9.33
24 1.50颐1.50 81.20 11.20
48 0 0 0
48 0.5颐0.5 25.56 3.02
48 0.625颐0.625 31.94 3.78
48 0.75颐0.75 38.33 4.54
48 0.825颐0.825 44.72 5.92
48 1.00颐1.00 51.11 6.05
48 1.50颐1.50 76.11 9.08
48 2.00颐2.00 102.22 12.10

1.3.1 单一毒性试验
首先进行预备试验：设置 5个试验浓度，3个平

行，观察 24、48 h内大型溞的死亡个数，根据预测结
果确定正式试验的浓度范围，均匀覆盖单一化合物的

浓度-效应曲线（致死效应水平 0~100%）。根据预试
验结果，设置 7个浓度处理（甘草膦：0、48、50、52、54、
56、58、60 mg·L-1；As（芋）：0、1、2、4、6、8、10、16 mg·L-1），
每个试验浓度设 4个平行，试验在 150 mL的烧杯中
进行，每个烧杯盛 100 mL试验化学物质溶液或空白
对照（曝过气的试验稀释用水），每个烧杯随机放 10
只幼溞，用保鲜膜封口，防止大气或其他物质沉降，

同时在封口膜上刺若干小孔，保证水中溶解氧（DO=
8~9 mg·L-1）的供给。
1.3.2 联合毒理试验

根据草甘膦和 As（芋）两种物质对大型溞的 24 h
和 48 h的半致死浓度（LC50），采用等毒性比浓度的方
法设计两种物质的混合物进行联合毒性试验，见表

1。试验过程，按照与单一污染物相同的方法，开展联
合毒性对大型溞急性毒性的测试。

1.4 数据处理与统计
通过 Hill忆s model（公式 1），采用 Graph Pad Prism

5计算出单一毒性和联合毒性的 EC50 和 LC50，以及
95%的置信区间。用 JMP8软件的 Logistic regression
和 Weibull函数对浓度-效应关系进行非线性最小二

乘拟合，选择拟合相关系数高或均方根误差低的函

数为最佳拟合函数，并用 Sigmaplot做观察值和模型
拟合值的回归线性,以及联合毒性（包含单一毒性）的
3-D 反应曲面图，并用洛伊参数曲线反应模型
（CARS，公式 2）和反应添加剂反应面模型（RARS，公
式 3和 4）算出参数 琢和 籽[23]。

Ei= E0Ci
mi

Ci
mi+（LC50i）mi （1）

式中，Ei为联合毒性试验化学物质 i的成活率，%；E0
为空白组大型溞的成活率，%；mi为基于化学物质成
分 i 浓度-效应曲线的成活率斜率；Ci为化学物质 i
的浓度，mg·L-1；LC50渊i冤为化学物质 i 的半致死浓度，
mg·L-1。
1.4.1 洛伊参数反应曲面模型(CARS)

1= C1
LC50（1）（

E
E0-E）

1/m1
+ C2

LC50（2）（
E

E0-E）
1/m2

+

琢C1C2
LC50（1）LC50（2）（

E
E0-E）

1/2渊m1+m2冤
（2）

式中，C1为化学物质 1的浓度，mg·L-1；C2为化学物质
2的浓度，mg·L-1；LC50渊1冤为化学物质 1对大型溞的半
致死浓度，mg·L-1；LC50渊2冤为化学物质 2对大型溞的半
致死浓度，mg·L-1；E为化学物质 1和化学物质 2联合
毒性试验时大型溞的成活率，%；m1为化学物质 1的
浓度-成活率曲线的斜率；m2为化学物质 2的浓度-
成活率曲线的斜率；琢为交互参数，当 琢= 0时为浓度
加和作用，当 琢>0时，为协同作用，当 琢<0时为拮抗
作用。

1.4.2 反应添加剂反应面模型（RARS）
Pi =1- E0Ci

mi

Ci
mi+LC50渊i冤mi （3）

P=P1+P2-籽P1P2 （4）
式中，Pi为化学物质 i的死亡率，%；P为混合毒性试
验大型溞的预期的死亡率，%；籽为交互参数，当 籽=1
时为加和作用，当 籽>1时为拮抗作用，当 籽<1时为协
同作用。

2 结果

2.1 草甘膦和 As（芋）对大型溞的单一毒性
图 1为草甘膦和 As（芋）对大型溞单一毒性的浓

度-效应曲线，均呈典型的 S 型。此外，用 Logistic
regression函数模型对草甘膦和 As（芋）的单一毒性浓
度-效应进行非线性拟合，其观察值和模型预测值呈
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表 3 As（芋）对大型溞 24、48 h半致效和半致死浓度

及其置信区间

Table 3 EC50 and LC50 values and confidence intervals of
As（芋）acting on Daphnia magna at 24 and 48h

图 2 As（芋）和草甘膦联合毒性对大型溞 48 h的浓度-效应图
Figure 2 Concentration response curves of joint toxicity of

glyphosate and As（芋）to Daphnia magna at 48 h

图 3 草甘膦和 As（芋）单一毒性和联合毒性的观察值
与模型拟合值的线性回归结果

Figure 3 Linear regression of mortality values predicted by Logistic
regression model and corresponding observations
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毒性指标 暴露时间/h 浓度/mg·L-1 95%置信区间/mg·L-1 R2

EC50 24 5.95 5.75~6.16 0.978
LC50 24 7.47 7.21~7.73 0.972
EC50 48 5.78 5.69~5.89 0.995
LC50 48 6.07 5.96~6.14 0.994

表 2 草甘膦对大型溞 24 h、48 h半致效和半致死浓度
及其置信区间

Table 2 EC50 and LC50 values and confidence intervals of
glyphosate acting on Daphnia magna at 24 and 48 h

毒性指标 暴露时间/h 浓度/mg·L-1 95%置信区间/mg·L-1 R2

EC50 24 53.86 53.72~54.00 0.991
LC50 24 54.12 53.96~54.28 0.989
EC50 48 49.62 49.41~49.84 0.995
LC50 48 51.12 50.93~51.31 0.975
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高相关性，R2值分别为 0.990 1和 0.994 0，且由 F检
验求得 P值约0.000 1。因此可见，Logistic regression函
数模型能很好地描述测试物质观察值与预测模型的

相关性。

草甘膦和 As（芋）对大型溞 24 h和 48 h半致效
浓度（EC50）和半致死浓度（LC50）以及 95%的置信区
间，见表 2和表 3。草甘膦的 24 h和 48 h的 LC50分别
为 54.12、51.12 mg·L-1，As（芋）的 LC50 分别为 7.47、
6.07 mg·L-1。陆凌霞等[24]对 As（芋）研究结果表明，24 h
和 48 h对大型溞的 LC50分别为 6.17、4.82 mg·L-1，与
本试验结果很接近。

2.2 草甘膦和 As（芋）二元混合联合毒性
应用与单一毒性物质相同的方法，描绘草甘膦和

As（芋）等毒性比浓度混合的浓度-效应对大型溞的影
响（图 2），呈典型 S型。利用单一毒性物质相同的拟
合方法，用 Logistic regression拟合函数进行混合物浓
度-致死效应的非线性拟合，并用 Sigmaplot做观察值
和模型拟合值的回归线性（图 3），其 R2=0.966 4，F检
验的 P值=0.004，能较好地说明二元混合物质观察值
与预测模型的吻合性。由表 4可知，二元混合物联合

图 1 As（芋）和草甘膦单一毒性对大型溞 48 h的浓度-效应图
Figure 1 Concentration response curves of single toxicity of

glyphosate and As（芋）to Daphnia magna at 48 h
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图 4 联合毒性（包含单一毒性）浓度与死亡率的曲面反应图
Figure 4 Reaction surface based on concentration response of joint

toxicity of glyphosate and As（芋）（including single toxicity）
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表 4 草甘膦和 As（芋）对大型溞 24、48 h联合毒性的半致死浓度及 CARS和 RARS模型参数
Table 4 24 h- and 48 h-LC50 values and CARS and RARS model parameters for joint toxicity of glyphosate and As（芋）to Daphnia magna

情况下草甘膦和 As（芋）对大型溞 24 h的半致死浓度
分别为 48.89、6.75 mg·L-1，对大型溞 48 h的半致死浓
度分别为 40.47、4.79 mg·L-1，所测定的 24 h和 48 h
的 CARS模型参数 琢分别为-0.81、-0.96，24 h和 48
h RARS模型参数 籽分别为 1.96、1.91，两个模型结果
都表明本试验等毒性比条件下，草甘膦和 As（芋）二
元混合物联合毒性呈拮抗作用。此外，基于单一草甘

膦和 As（芋）以及两种物质等毒性比混合，利用曲面
反应模型建立起来的三维浓度-致死效应图（图 4），
能简明地模拟二元毒性物质混合后的浓度与致死

率的关系。因此，从曲面反应模型建立的三维浓

度-致死效应图中可以简明地预测出不同浓度的草
甘膦和As（芋）联合对大型溞产生的毒性。
3 讨论

草甘膦原药是草甘膦酸，但因为杀草效果的需

要，草甘膦制剂有不同的配方。周垂帆[25]、Bernal等[26]

的研究结果表明，草甘膦对蚯蚓的生长和繁殖无明

显的毒害，对发育中的蝌蚪也没有急性和亚急性的毒

性。Uchida等[27]用 DNA微阵列对日本青鳉鱼肝脏进
行分析，结果表明草甘膦对日本青鳉鱼并无基因表达

的改变。然而 Tsui等[28]研究表明，随着制剂配方不同
和环境的变化，草甘膦会产生不同的毒性效果：农

达>草甘膦酸>草甘膦异丙胺盐。添加悬浮颗粒高岭
土以及提高 pH值都可以使农达毒性更强，而草甘膦
酸是因其酸度高而产生毒性。

本文研究了草甘膦和 As（芋）对大型溞的单一和
联合急性毒性，以 48 h-LC50为毒性大小判断标准，其
单一毒性为 As（芋）>草甘膦。修瑞琴（《大型溞系统生
物测试技术———全国技术培训班讲义》，1987）根据大
型溞的 48 h-LC50结果将受试物的毒性分成五级：48
h-LC50<0.1 mg·L-1为剧毒，0.1~1 mg·L-1为高毒，1~10
mg·L-1为中毒，10~100 mg·L-1为低毒，>100 mg·L-1为
微毒。从毒性分级中可以得出 As（芋）属于中毒性物
质，草甘膦属于低毒性物质。谢嘉华等[21]研究表明，草
甘膦对缢蛏、可口革囊星虫和大弹涂鱼成鱼的 96 h-
LC50分别为 233.60、1 267.00、1 068.01 mg·L-1，均属于
低毒；黄波平等 [29]研究表明，As（芋）对隆线溞 24、48
h的 LC50 分别为 3.50、3.16 mg·L-1，属于中性毒，和本
试验研究的结果一致。Bao 等 [ 23 ]、张亚辉等 [ 30 ]采用
Logistic regression 和Weibull 函数对其试验进行浓
度-效应关系非线性最小二乘拟合，选择拟合相关系
数高或均方根误差低的函数为最佳拟合函数。本研究

联合毒性试验中，草甘膦和 As（芋）的单一毒性试验
以及两者混合的浓度-致死效应图都呈典型 S型，三
者的观察值和 Logistic regression函数预测值得到的
回归线性非常接近，能很好地预测三者的浓度-致死
效应的关系；另外，本实验还采用 Bao 等 [23]的 CARS
模型和 RARS模型对草甘膦和 As（芋）对大型溞的联
合毒性进行预测，结果显示草甘膦和 As（芋）以毒性
1颐1混合呈拮抗作用，据此在用毒性单位分析法评价
草甘膦和 As（芋）共存对水体的危害时，可考虑按小
于相加作用预测其毒性效应。

周垂帆[25]研究表明，草甘膦存在的条件能减轻蚯
蚓对 Cu、Cd的富集，缓解 Cu、Cd对蚯蚓体内的超氧

暴露时间/h LC50及 95%置信区间/mg·L-1 联合

毒性甘草磷 As（芋） 琢 籽
24 48.89（46.33~51.44） 6.75（6.39~7.10） -0.81 1.96 拮抗

48 40.47（38.57~42.38） 4.79（4.57~5.02） -0.96 1.91 拮抗

模型参数
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化物歧化酶、过氧化氢酶的破坏。因为草甘膦中所含

的羧基、氨基、磷酸基等配位基团对重金属阳离子和

有机阳离子有很强的络合能力，络合后会形成稳定的

Cu-草甘磷复合体和 Cd-草甘磷复合体等无效态，从
而降低 Cu、Cd和草甘膦毒性[31-33]。这表明，在草甘膦
和重金属共存的水体或污染土壤中，草甘膦能够有效

影响重金属的生物有效性和毒性。Bernards等[34]发现
在草甘膦溶液中添加 Mn元素，会形成 Mn-草甘磷复
合体，从而能够减少草甘膦在植物体内的渗透和转

移。此外 Ca、Mg同样对草甘膦有拮抗作用，能够降低
草甘膦的除草效率。其他研究亦表明，重金属对生物

的毒性和有效性不仅取决于金属的总量，而且和自由

态的金属离子密切相关，并强调有机配体的络合对金

属的生物有效性、毒性、转移、分布和归宿。

Levy等[35]研究结果表明，在生长培养基中添加磷
酸盐，能和砷竞争被细胞吸收，从而减少砷对单针藻

的毒害。As（吁）能在磷酸化的能量传递中取代磷酸，
产生 ADP-砷酸，可能是导致 As（吁）急性中毒的原因
之一，而 As（芋）易与含有巯基的分子作用，与蛋白质
巯基有高度的亲和力，从而抑制一些重要的反应毒

性；此外，砷酸比亚砷酸毒性小，且 As（芋）的甲基化
也可以降低 As（芋）的毒性[36]。本试验联合毒性试验所
用的草甘膦是有机农药，其分子结构中的羧酸、氨基、

磷酸基等集团基有较强的络合金属的能力，两种毒性

物质二元混合的联合毒性降低可能由于 As（芋）氧化
为 As（吁）致使中毒性的 As（芋）的毒性降低，也可能
由于草甘膦分子结构致使其对类金属 As（芋）进行络
合或甲基化，从而减弱 As（芋）的毒性，此外还有可能
是草甘膦的磷酸基团和砷竞争被细胞的吸收，减少砷

对大型溞的毒性。其毒性机理应从化学分析及细胞分

子反应机制层面进行深入研究和探讨。

4 结论

单一毒性情况下，草甘膦和 As（芋）对大型溞的
致死率随着浓度的增加呈 S型增加，草甘膦属于低
毒物质，As（芋）属于中毒性物质，草甘膦 24 h-LC50
和 48 h-LC50分别为 54.12、51.12 mg·L-1 ，As（芋）24
h-LC50和 48 h-LC50分别为 7.47、6.07 mg·L-1。
在等毒性比浓度下，草甘膦和 As（芋）对大型溞

联合毒性呈拮抗作用。
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