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微塑料对大型溞的急性毒性研究

李    勤1    李尚谕2    熊    雄2    张榜军1    刘    洋1, 3

(1. 河南师范大学生命科学学院, 新乡 453007; 2. 中国科学院水生生物研究所, 武汉 430072;
3. 河南师范大学学报编辑部, 新乡 453007)

摘要: 为了解微塑料对淡水生态环境的影响, 选择了大型溞作为受试生物, 研究了聚氯乙烯(PVC)对其产生的

急性毒性效应与恢复试验。研究设置了7个 PVC浓度梯度, 范围是0—400 mg/L, 等比系数为2, 对其进行急性

毒性处理, 测定96h LC50, 并对大型溞心率变化和抗氧化指标进行测定。同时, 对其进行清水21d恢复实验。

96h LC50为130.132 mg/L, 95%置信区间为82.864—234.989 mg/L。处理组与对照组相比, 高浓度组心率具有显

著性差异(P<0.05), 低浓度组无显著性差异(P>0.05); 高浓度组摄食率具有极显著差异(P<0.01), 低浓度组无显

著性差异(P>0.05); 高浓度组SOD、GSH值具有显著性差异(P<0.05), 低浓度组并不显著(P>0.05)。处理组与

对照组相比, 处理组的生育力明显提高, 首次产幼时间提前, 但后代体长变短, 出现畸形个体; 处理组的后代死

亡数高于对照组, 母溞体长缩短, 但并不显著。结果表明, PVC的暴露对大型溞具有一定的毒性效应, 短期暴

露会对其后续生长和繁殖产生不利影响。
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微塑料是指粒径从几微米到几毫米、形状不

一的塑料混合体的总称, 定义为小于5 mm的塑料,
其形状有碎片、纤维、颗粒和小球等多种, 分为初

级塑料和次级塑料
[1]
。近年来, 我国塑料制品的产

值逐年增高, 主要组成成分为聚乙烯(PE)、聚丙烯

(PP)、聚苯乙烯(PS)、聚氯乙烯(PVC)、聚乳酸

(PLA)及聚对苯二甲酸乙二酯(PET)等聚合物
[2]
。塑

料制品在生产过程中往往会添加大量的阻燃剂、

塑化剂等助剂 ,  部分P V C含有邻苯二甲酸酯

(PAEs)。PAEs 及其代谢产物属于环境内分泌干扰

物, 对人体有生殖发育的影响、胚胎毒性和致癌毒

性。如邻苯二甲酸丁苄酯(BBP)、邻苯二甲酸二己

酯(DEHP)具有致癌性。PVC 中含有氯化氢, 这些

物质会随着聚氯乙烯的老化逐渐释放到环境中
[3, 4]

。

有研究表明, 接触高浓度PVC中的氯乙烯单体的工

人易患肝癌等病症; PVC中的氯乙烯可能导致人体

先天缺陷、遗传变化、皮肤病和消化不良等
[5, 6]

。

研究表明, 多种藻类、贝类、鱼类及海洋哺乳

类动物都直接或间接地受到微塑料的影响, 微塑料

多变的形状和类型, 对海洋中不同的生物可产生不

同的毒性作用
[7]
。海洋微藻中肋骨条藻(Skeleto-

nema costatum)经96h平均直径1 μm微塑料暴露后,
其生长表现出抑制效应; 当浓度为50 mg/L时, 其叶

绿素含量和光合效率显著降低
[8]
。PVC浓度为250 mg/

L, 淡水小球藻叶绿素a含量下降55.23%; 在此剂量

下蛋白核小球(Chlorella pyrenoidosa)和水华微囊藻

(Microcystis flos-aquae)的光合作用都受到抑制
[9]
。

纳米塑料珠阻碍小球藻和栅藻的光合作用, 可导致

藻类ROS的产生
[ 1 0 ]

。斑马鱼摄入聚苯乙烯颗粒

(20—1000 nm粒径), 腮细胞的DNA有轻微的损伤;
而虹鳟的鳃因微塑料颗粒的附着出现免疫反应

[11, 12];
苯乙烯影响网纹蚤(Ceriodaphnia dubia)的繁殖率

[13]
。

微塑料在迁移过程中可能富集重金属和其他污染

物, 对水生生物产生复合污染毒性, 进而对人类健
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康造成威胁
[14]
。

目前微塑料的毒性和影响研究多集中在海洋

领域, 淡水领域报道较少。我国淡水水体比如太

湖、武汉城市水体、珠江支流、上海城市河道、

洞庭湖和洪湖等都检测到微塑料, 其中微塑料丰度

最高的是三峡水库(表层水), 达1.36×107
个/km2[15]

。

微塑料对淡水生物的影响研究不容忽视, 因此, 本
研究主要探讨微塑料对淡水生物的生长、繁殖及

恢复后的影响效应。大型溞(Daphnia magna)属于

节肢动物门、甲壳纲和枝角类, 在淡水生态系统的

物质循环和能量流动的环节中起到重要作用, 由于

其对毒物敏感性较高, 被广泛用于化学产品的毒性

评价、水污染的检测及制定各种水质标准实验
[16]

。

本实验通过研究微塑料(800目的PVC)暴露后对大

型溞的急性毒性、生长、繁殖及清水恢复实验, 为
微塑料(PVC)短期对淡水生物(大型溞)的影响提供

理论依据。

1    材料与方法

1.1    实验材料

大型溞和小球藻(Chlorella vulgaris)来自中国

科学院水生生物研究所。大型溞养殖在直径为20 cm
的圆形透明的玻璃缸中, 置于光暗比(L﹕D)16﹕8的
光照培养箱中, 光照强度为3000 lx, 温度为(24±1)℃,
每天上午10点喂食小球藻, 用曝气2d以上的自来水

培养。毒性试验前24h挑选怀卵的生命力强的母溞

单独培养 ,  其敏感度测定符合国际标准。选用

800目(15 μm)的PVC, 购自东莞市静天塑胶原料有

限公司。

1.2    幼溞的急性毒性

参考OECD[17]
等方法, 根据预实验, 将经过超声

波水浴40min 的400 mg/L的PVC悬浮液, 依次稀释

0、12.5、25、50、100、200 和400 mg/L的梯度,
记为CK、A、B、C、D、E、F组。设置4个重复,
每个烧杯中放入5只6—24h经过饥饿处理的幼溞,
在24h、48h、72h和96h记录幼溞的死亡率。实验

过程中不喂食, 不换液。

1.3    心率测定

经过96h的急性毒性处理 ,  使用体式显微镜

(SZ61, 奥林巴斯, 日本)对每组随机选择2只的大型

溞进行60s左右的录像, 然后使用计数器对录像结

果进行大型溞跳动次数的计数, 每个视频计数3次,
计算结果换算成“次/min”[18, 19]

。

1.4    摄食率测定

参考贾静
[20]

方法, 96h的急性毒性处理后, 将其

转到含有小球藻的培养液中, 利用血球计数板计数

的方法测定小球藻密度。小球藻初始密度为5×
105 cells/mL, 黑暗下静态放置培养箱5h后计数小球

藻的密度。参考罗艳蕊等
[21]
方法, 计算摄食率(I):

A =
lnCo¡lnCt

t
I=
p

CoCt

式中, I为摄食率, 平均每个大型溞单位时间内摄取

的藻细胞数量, 单位为cells/h; C0为藻液的初始密

度, 单位为cells/mL; Ct为藻液的最终密度, 单位为

cells/mL; t为时间, 单位为h; A为校正因子。

1.5    酶活测定

参考张楠等
[22]

方法, 将6—24h 幼溞置于不同浓

度组(0、25、50、100和200 mg/L)处理96h。试验

期间不喂食, 不换试验用液。96h 后将大型溞滤出,
同时弃去死亡个体。用86%的生理盐水, 冲洗3 次,
在滤纸上吸干水分后称重, 将大型溞以1 g﹕9 mL 的
比例添加86%的生理盐水, 置冰中用匀浆器匀浆,
匀浆多次。匀浆之后以10000 r/min 4℃下离心10 min,
收集上清液, 分装后−80℃冰箱保存备用。采用试

剂盒法(南京建成生物工程研究所)测SOD(超氧化

物歧化酶)活性、GSH(谷胱甘肽过氧化酶)活性、

组织中蛋白质含量。

1.6    恢复试验

在96h急性毒性处理后, 将其转入含有藻液(小
球藻)的50 mL烧杯中。每个烧杯中放1只溞, 每天

加定量的藻液, 每隔1天换1次水, 每天记录脱壳

数、死亡数、产幼溞情况。测量首次产幼溞体长

及21d母溞体长。

1.7    PVC排出试验

96h急性毒性处理后, 将其转入清水中。在显

微镜下0、1h、4h和16h拍照 ,  观察其清水排出

PVC的过程。

1.8    数据处理

Excel进行数据整理和绘图, SPSS17.0进行概率

单位(Probit)回归分析和单因素方差分析(One-way
ANOVA); 当方差不具有齐性时, 选择未假定方差

齐性的Tamhane’s T2和Dunnett’s T3(3)检验。数据

结果用平均值±标准差表示, P<0.05为显著性差异,
P<0.01表示极显著性差异。

2    结果

2.1    PVC对大型溞的急性毒性及其心率和摄食率

的影响

96h LC50值为130.132 mg/L, 95%置信区间为

82.864—234.989 mg/L。通过观察, 大型溞在24—
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48h时死亡率较低; 72—96h毒性上升。当浓度为

400 mg/L时, 在96h幼溞全部死亡。

在图 1中96h时, 大型溞的心率随着浓度的增加

而下降。当处理组浓度为50、100和200 mg/L时,
与对照组相比有显著性差异(P<0.05); 但低浓度组

(12.5和25 mg/L)与对照组相比, 心率无显著性差异

(P>0.05)。当处理组为200 mg/L, 大型溞心率最

低。这说明PVC浓度越大, 对其心率影响越大。

在图 2中, 大型溞的摄食率与对照组相比, 均低

于对照组。当处理组浓度为12.5 mg/L时, 处理组与

对照组的摄食率无明显差异(P>0.05)。当处理组浓

度为200 mg/L时, 摄食率最小为(1.236×104±0.101) cells/
(ind.·h), 与对照组的摄食率(1.772×104±0.040) cells/
(ind.·h)相比, 具有极显著性差异(P<0.01)。
2.2    PVC对大型溞抗氧化酶的影响

在图 3a中, 当处理组浓度为200 mg/L时, 蛋白

含量最低为(0.228×103±0.080) mg/L; 处理组浓度为

100和200 mg/L时, 与对照组相比具有显著性差异

(P<0.05); 其他处理组与对照组相比, 没有明显的差

异(P>0.05)。图 3b中处理组中的GSH含量与对照

组相比呈升高的趋势; 处理组除了浓度为200 mg/L
时, 与对照组相比有显著性差异(P<0.05), 其余各组

均无显著性差异(P>0.05)。图 3c中处理组的SOD
的活力与对照组相比, 基本随浓度的增加而升高;
处理组只有浓度为200 mg/L时, 与对照组相比具有

显著性差异(P<0.05), 其他均不具有显著性差异

(P>0.05)。这说明大型溞经过处理后, 体内酶发生

相应变化, 出现氧化应激。

2.3    PVC对大型溞后续生长繁殖的影响

表 1中的处理组比对照组的首次产生溞时间早;
总产幼溞数多, 但处理组(除了E组)的幼溞死亡数
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图 1   PVC对大型溞96h心率的影响 (*代表P<0.05, 下同)

Fig. 1   Effect of PVC on heart rates of D. magna (*means P<0.05,
the same applied below)
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Fig. 2   Effect of PVC ingestion rate on D. magna (**means
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图 3   PVC对大型溞蛋白含量(a)、GSH含量(b)和SOD活力(c)的
影响

Fig. 3   Effect of PVC on protein content (a), GSH content (b) and
SOD activity (c) of D. magna (the same applied above)
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都高于对照组, 表 2的处理组首次产幼溞体长均比

对照组短, 而且部分子代有畸形; 处理组的21d母溞

体长也比对照组短。

2.4    大型溞在不同时间排出PVC的情况

图 4中的处理组随着在清水中恢复的时间延

长, 大型溞的肠道逐渐干净, 但到16h仍未全部排

出。所有组清洗后转入清水中进行拍照观察, 所有

处理组变化趋势一致。E组在0时, 肠道都是白色;
1h时, 大型溞周围有白色絮状物, 附肢上较多; 4h时,
液体中有白色聚集体; 16h时, 大型溞的肠道内容物

减少, 液体中有较多的白色聚集体。

3    讨论

3.1    PVC对大型溞心率和摄食行为的影响

本文的急性毒性终点时间是96h, Rehse等[23]
提

出大型溞在1 μm不同浓度的PE暴露下, 24—72h的
大型溞活动抑制结果低于96h的结果。机体对污染

物早期的应激反应包括心率的变化, 本研究对心率

进行了测定, 处理组的心率比对照组低, 表明暴露

于PVC环境中的大型溞心率受到了影响。本研究

心率数据比已有研究报道的心率低的原因可能是

幼溞在试验前进行了饥饿处理
[19]
。

摄食行为是水生动物的一项基本行为, 可以直

观地反映外界环境对其机体的影响
[18]

。Rist等[24]
证

明了大型溞暴露100 nm的塑料颗粒中, 摄食率下降

21%。Ogonowski等[25]
提出了大型溞因MPs的存在,

摄食率下降30%。还有研究表明大型溞暴露PE中
0.5h、1h和1.5h, 暴露组的摄食率与对照组的差异

越来越小
[20]

。本研究结果表明, 大型溞在高浓度组

PVC(25—200 mg/L)暴露96h时, 摄食率显著受到抑

制。PVC处理后的大型溞的摄食率下降, 可能是其

在肠道内形成不规则的聚集体, 使肠道受到一定机

械损伤
[25], 与鱼类摄入MPs阻塞消化道类似, 导致

物理和机械损伤。MPs堵塞肠道和破坏肠道在动

物的摄食和消化行为中较为常见的
[26, 27]

。肠道中

的微塑料可能诱导虚假的饱食感导致食物摄入量

减少, 减少对微藻细胞的吸收和能量的摄入
[28]

。大

型溞在饥饿的状态下, 对食物无选择性
[29], 研究也

发现处理组中的大型溞摄食PVC填满肠道, 经过

96h的短期暴露, 依旧影响大型溞在无PVC环境的

摄食, 说明短期内(5h)无法改变PVC对大型溞摄食

率的影响。

3.2    PVC对大型溞SOD和GSH的影响

O¡
2

生物体内抗氧化防御系统中重要的酶类包括

SOD、过氧化氢酶(CAT)和GSH, 在应对外界损伤

中起关键作用。SOD可以将 转化成H2O2和O2,
减少体内的氧自由基 ,  阻止机体和细胞的氧化 ;
CAT催化H2O2生成H2O和O2, 清除体内的过氧化氢;
GSH催化过氧化物还原

[30]
。大型溞经过96h处理后,

SOD和GSH都有不同程度的变化, 说明PVC处理后

表 1    21d大型溞恢复状态的繁殖参数

Tab. 1    Reproductive parameters of 21d D. magna in restored state

组别
Group

首产幼溞时间First
reproduction time (d)

首次产幼溞数First
brood number (ind.)

幼溞死亡数Number of
offspring deaths (ind.)

总胎数Number of
brood per female

总产幼溞量Number of total
offspring per female (ind.)

CK 13.80±4.27 5.25±3.30 1.50±0.71 1.60±0.89 12.50±4.51
A 11.40±4.34 9.00±2.31 4.60±2.97 3.20±2.17 25.50±3.54

B 8.80±1.30 5.75±3.30*
4.40±1.95 2.25±1.26 25.00±1.41

C 10.14±2.34 6.00±1.00 4.40±1.82 2.43±1.62 15.50±2.65

D 9.83±2.32 4.25±2.63 5.00±2.00 3.00±1.67 19.00±4.24
E 7.00 13.00 0.00 1.00 13.00

表 2    21d大型溞恢复状态的生长参数

Tab. 2    Growth parameters of 21d D. magna in restored state

组别
Group
total

21d母溞体长Body length of per
female at 21days (mm)

首产幼溞体长Body length of
first offspring (mm)

母溞脱壳数Number of per
female moltion

母溞死亡总数Number of
female death (ind.)

CK 3.11±0.18 1.87±0.66 7.80±3.35 5
A 3.01±0.23 1.85±0.59 6.50±2.12 5

B 2.98±0.28 1.30±0.06 6.67±2.58 6

C 3.05±0.09 1.50±0.37 8.40±0.89 3

D 3.00±0.27 1.50±0.35 7.57±1.72 3
E \ 1.29 11 9
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干扰了机体抗氧化防御系统稳态。当面对环境中

PVC的胁迫时, 大型溞启动抗氧化应激系统, 抵御

不良环境, 从而维持自身抵抗外部环境改变的能力。

3.3    PVC对大型溞繁殖的影响

水生生物摄入微塑料, 可以导致个体物理损

伤、干扰其内分泌、抑制其生长发育、降低其生

殖能力和引起氧化应激, 甚至增加其畸形率和死亡

率
[31]

。处理组的子代数比对照组的多, 处理组子代

体长及母溞体长均比对照组短, 子代有畸形, 表明

短期的PVC暴露对大型溞后续的生长繁殖有不利

影响。这与鱼类摄入MP后, 影响其繁殖的观点一

致
[27, 30]

。而部分研究发现大型溞暴露于63—75 μm
的聚苯乙烯荧光颗粒中, 对其生存和繁殖没有显著

影响
[32]

。这可能是微塑料材质和大小不同, 对大型

溞的毒性不同。本实验经过96h处理, 再进行21d的
有藻恢复, 母溞仍存在死亡现象, 与大型溞暴露于

PET(长62—1400 μm, 宽31—528 μm, 厚1—21.5 μm)
48h后, 再进行24h无MPs有藻的培养基恢复实验,
结果较为类似

[27]
。可能是微塑料对大型溞的损伤

在一定时间内不可恢复。本实验观察到了幼溞出

现尾刺弯曲和幼溞体长缩短的现象, 表明PVC暴露

影响子代的形态发育。已有研究表明在Nano-PS暴
露的大型溞表现出体型缩小和体重减轻的现象, 幼
溞数量较少, 幼溞的畸形率上升至68%, 第二刚毛

不完全发育和尾刺弯曲
[33], 这些表明微塑料潜在地

导致了大型溞子代畸形。在本试验进行16h后, 大
型溞肠道内容物仍未排除干净。本研究结果与Rist
等

[24]
关于大型溞摄食聚苯乙烯荧光颗(24h)结果较

为一致。大型溞摄食微塑料后短时间内较难排净,

这可能是由于大型溞肠道摄食动态平衡及清水恢

复时间有关
[20, 25], 而这部分研究仍需要进一步验

证。大型溞暴露96h后进行有藻恢复, 对子代仍会

造成影响, 而究竟第几代才能消除微塑料的影响,
这部分研究还未见报道, 有待进一步研究。

4    结论

PVC暴露对大型溞的96h LC50值为130.132 mg/L,
95%置信区间为82.864—234.989 mg/L。PVC高浓

度处理组大型溞的摄食率与对照组有极显著性差

异(P<0.01), 低浓度组却无显著性影响(P>0.05)。暴

露PVC后的大型溞比对照组心率低, PVC对大型溞

心率有一定的影响。大型溞在16h内不能将肠道内

的PVC全部排出。短期的PVC暴露影响大型溞的

子代数及子代的形态发育, 这种影响需要大型溞长

期的无暴露物的恢复。
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STUDY ON ACUTE TOXICITY OF MICROPLASTIC TO DAPHNIA MAGNA

LI Qin1, LI Shang-Yu2, XIONG Xiong2, ZHANG Bang-Jun1 and LIU Yang1, 3

(1. College of Life Science, Henan Normal University, Xinxiang 453007, China; 2. Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of
Sciences, Wuhan 430072, China; 3. Journal of Henan Normal University, Xinxiang 453007, China)

Abstract: In order to understand the impact of microplastics on the ecological environment of freshwater, we choose
Daphnia magna as test organisms and studied the acute toxicity of PVC and recovery test of PVC. Seven groups of
PVC concentration gradient and four repetition groups were set up. The range was 0—400 mg/L and the equivalence
coefficient was 2. After 96h acute toxic exposure, the LC50, heart rate and antioxidant index were determined. The re-
covery experiment without PVC for 21 days was also conducted. The 96-hour LC50 was 130.132 mg/L, and the 95%
confidence interval from 82.864 to 234.989 mg/L. Compared with the control group, the heart rate of the high concen-
tration groups (50—200 mg/L) were significantly different (P<0.05), while the low concentration group had no signifi-
cant difference (P>0.05); the ingestion rate of the high concentration groups (25—200 mg/L) had a significant diffe-
rence (P<0.01), and the low concentration group had no significant difference (P>0.05); the SOD and GSH values of
the high concentration group (200 mg/L) had significant differences (P<0.05), but the low concentration group had no signifi-
cant difference (P>0.05). The first reproduction time was advanced, but the body length of the offspring became shor-
ter and deformed. The number of deaths in the offspring of the treatment group was higher than that of the control
group. The body length of the female was shortened than the control group. These results showed that D. magna ex-
posed to PVC caused itself toxic injury, and short-term exposure would lead to adverse effects on the growth and repro-
duction of D. magna.

Key words: Microplastics; Daphnia magna; PVC; Acute toxicity; Recovery test
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