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介形类对重金属敏感性研究进展
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摘　 要:重金属污染日趋严重,介形类作为评估重金属污染的指示生物被广泛关注。
在对介形类关于重金属污染敏感性研究系统分析的基础上,明确了重金属污染对介

形类存在毒性作用;对从介形类的野外采集到室内培养工作做了详细介绍;总结对比

了利用介形类的 3 种常见毒性实验方法的具体步骤及其优缺点,特别是低成本、操作

简易的 6 d 免培养 / 免维护接触毒性实验。 通过实验数据收集,发现介形类毒性实验

能够在毫克每升(mg / L)或微克每升(μg / L)水平上检测金属和参比毒物的毒性,证

明该方法是一种可行的生物检测程序,可用于污染水的常规监测、工业废水安全评

估、土壤和沉积物毒性研究。 提出了利用介形类评估重金属污染未来的研究方向,以
期为重金属污染的生物评价与监测提供参考。
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Research Progress on the Sensitivity of Ostracods to Heavy Metals
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Abstract:Heavy metal pollution is becoming more and more serious,and ostracods have
been widely used as an indicator organism for assessing heavy metal pollution. Based on an
analysis of the system of ostracods to heavy metal contamination,the toxic effects of heavy
metal pollution to ostracods were clarified. The field collection and indoor cultivation work
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of the ostracods are introduced in detail. The specific steps and advantages and disadvanta-
ges of the three common toxicity test methods using ostracods were summarized and com-
pared, especially the low-cost,easy-to-use 6 d culture-free / maintenance contact toxicity
test. Through experimental data collection,it was found that the ostracods toxicity test can
detect the toxicity of metal and reference poisons at the level of milligrams per liter (mg /
L) or micrograms per liter (μg / L),which proves that the method is a viable biological test
procedure for routine monitoring of contaminated water,industrial wastewater safety assess-
ment, and soil and sediment toxicity studies. The research direction of using ostracods to e-
valuate the future of heavy metal pollution is proposed,in order to provide reference for the
biological evaluation and monitoring of heavy metal pollution.
key words:heavy metal;ostracod;sensitivity;toxicity test

0　 引　 言

近年来,越来越多的证据支持底栖动物在评

估重金属污染对生态系统影响方面可发挥重要作

用[1-3]。 底栖动物中的小型甲壳动物介形类因为

其个体微小,数量种类丰富,分布范围广,易于采

集和进行实验室培养等一系列特点正被广大学者

作为毒性评价材料使用[4]。 利用介形类特别是

Cypris subglobosa 和 Heterocypris incongruens 进行的

重金属毒性实验,可在水体[5]、沉积物[6-8]、污

泥[9-10]、工业污染物[11-13] 和道路粉尘[14-16] 等不同

污染介质中进行。 介形类现生种的重金属毒性实

验可提供重金属污染对该生物体和整个生态系统

影响的第一手资料[17],对于提高人们对重金属污

染关于环境潜在有害影响的认识具有重要意义。
为此,本文归纳与总结国内外重金属对介形类现

生种的毒性实验研究,并指出目前存在的问题与

未来发展趋势。

1　 介形类对重金属的敏感性

随着我国工业发展、矿产开发以及城市化速

度加快,重金属污染问题日益严重。 重金属通过

城市生活垃圾、工业污水、采矿和冶金废弃物等不

断排入水体中,吸附于悬浮物在水底沉积物中富

集[18]。 除了水体的重金属污染,污水灌溉和化石

燃料的燃烧等致使我国土壤特别是耕地以及大气

沉降的重金属污染也十分严重[19-21]。 重金属是

一种很难消除的累积污染物,其特点是污染残留

物持续存在,容易积累,不易被微生物降解[22]。
重金属可通过食物链在生物体中循环和积累,破
坏它们正常的生理和代谢活动,因此其对生态环

境和人类健康均构成巨大的潜在威胁。
国外许多学者研究证实介形类对重金属污染

十分敏感。 F. Ruiz[23] 等认为介形类动物对重金

属污染、油类排放和缺氧环境高度敏感。 L. Mar-
ziali[24]等利用多元分析(部分冗余分析和变异划

分)发现沉积物中遗留的低浓度汞污染物也可对

介形类等底栖无脊椎动物具有生物有效性和毒

性。 B. S. Khangarot and S. Das[1] 证明有必要将介

形类纳入生物测试,以检测土壤、污泥、沉积物和

水生系统中是否存在重金属污染。 R. Khanal
[14-16]等对城市道路粉尘中重金属铜和锌对介形

类(Heterocypris incongruens)的毒性进行了研究,
确定 20% 的死亡率为 14 d 死亡率可接受阈值。
F. Sánchez-bayo[25]等测定了 468 种包括重金属在

内的淡水污染物和海洋污染物对水生甲壳动物的

急性毒性,其中包括 8 个介形类属种。 B. S. Khan-
garo and P. K. Ray[4] 观察了不同 pH 值下淡水介

形类(Cypris subglobosa)的急性铜毒性,当 pH 值

从 8. 5 降至 5. 5 时,Cu 毒性值增大,反之亦然。
目前,国内仅在介形类重金属敏感性方面做

了少量研究工作。 N. Yu[26] 等评价了不同水载

氨、磷酸盐浓度和 pH 值对介形类 (Physocypria
kraepelini)的致死中浓度(LC50)和安全浓度的影

响。 陈仕梅[27-28] 等采用急性毒性实验方法测定

介形类(Physocypria kraepelini)对常见重金属 Cd、
Zn、Cu 的半致死浓度 (LC50)和安全浓度,并发现

重金属 Cu 可对介形类(Cypridopsis vidua)肠壁结

构产生不可逆的损伤。

2　 介形类室内毒性实验

2. 1　 介形类野外收集与实验室培养

介形类分布领域十分广泛,包括海洋和内陆

各类型的水体,甚至在非洲的森林土壤中也可发

现介形类(Mesocypris teretris) [29]。 于淡水系统,介
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形类大多生存在流速较慢的河流和小溪以及静水

湖泊、池塘沼泽、小水坑、稻田等。 该生物一般在

浅水区采用筛孔尺寸为 75 μm 的手抄网将水搅

浑后用八字法收集,较深水区则采用采泥器收集。
将样品采集回实验室后,尽快置于 4 ℃左右的温

度,以保持其活性。 介形类样品经过筛孔尺寸为

75 μm 和 300 μm 双层筛子筛取,残留于筛孔尺寸

为 75 μm 的筛子沉积物是含介形类的主体,为挑

样的主要对象。 筛孔尺寸为 300 μm 的筛子残留

沉积物一般不含介形类,故很少挑样。 挑样在体

视显微镜进行。
挑出介形类可置于烧杯充氧泉水中进行常温

单属种培养。 介形类实验室内培养可用蓝藻喂

养,O. Schmit and G. Rossett[30] 研究发现蓝藻(Tol-
ypothrix tenuis)非常适合喂养介形类(Eucypris vi-

rens),也可用高蛋白类鱼食喂养。 B. S. Khangarot
and S. Das[1]使用干鱼食(Shalimar Fish Food Co)
对介形类(Cypris subglobosa)喂养效果良好。
2. 2　 介形类室内毒性实验

在国际上用于化学品毒性筛选和污染物毒性

监测最常用的生物检测方法之一是对底栖动物进

行急性毒性实验,以确定生物的敏感性,并推导出

生物致死中浓度(LC50)等相关指数[31-34]。 毒性

实验为评估生态系统中毒物影响和归宿的必要工

具,并被广泛用于确定合适生物作为生物指标和

获得生态系统健康状况[32]。 毒性测试为污染物

的传统监管方法提供了基础,也是许多风险评估

的重要组成部分。 介形类三种常见毒性实验总结

如表 1 所示。

表 1　 三种常用介形类的重金属毒性实验

Table 1　 Three common heavy metal toxicity tests of ostracod

毒性实验 实验周期 研究对象 观察指标 常用测试属种 优点 缺点

急性毒性
实验

24 ~ 96 h 水体 个体死亡
Cypris subglobosa
Stenocypris major

Physocypria kraepelini

操作简单;
结果直观;
周期短

使用动物量大
获得信息有限

测得结果波动大

6 d 免培养 /
免维护接触实验

6 d
沉积物
土壤

道路粉尘

个体死亡
生长抑制

Heterocypris incongruens
Hyalella azteca

免培养 /免维护;
可了解毒性有否

积蓄作用和耐受性

周期较长;
实验终点单一

慢性毒性实验 14 d 道路粉尘
个体死亡
生长抑制

产卵与孵化情况
Heterocypris incongruens 获得信息

丰富科学
周期长;
成本高

2. 2. 1　 重金属污染水体对介形类毒性实验

重金属污染水体对介形类的毒性实验一般选

择经典急性毒性实验,实验终点是个体死亡。 经

典急性毒性实验是评价毒物一般毒性作用的实

验,可在较短的时间内获得毒物的相关信息。 该

毒性实验需要选取健康成年的介形类,设置足够

的等间距剂量组,选择观测时间记录个体死亡情

况,根据剂量-反应关系计算致死中浓度(LC50)。
这种急性实验程序简单,结果直观,可快速得出

LC50,但存在使用动物量大,获得信息有限,测得

LC50 值波动大的局限性。
陈仕梅[27]等采用经典急性毒性实验方法对

常见重金属离子 Cd2+、Zn2+、Cu2+ 毒性进行实验。
先进行预实验确定正式实验试液的大致质量浓度

范围。 正式实验时根据预实验确定的最大无致死

剂量(LD0)和绝对致死剂量(LD100)对 Cd2+设置 6

个等差间距质量浓度 (0. 04 ~ 2. 56 mg / L),对

Cu2+和 Zn2+设置 9 个等对数间距质量浓度(Cu2+

0. 05 ~ 20. 00 mg / L;Zn2+0. 86 ~ 600 mg / L)。 该实

验每个浓度设置 3 个重复组和一个空白对照组。
取 50 mL 烧杯中放置 20 mL 相应浓度的溶液

(25 ℃,pH = 7)为一实验组,每组溶液中放入 20
只成体介形类(Physocypria kraepelini),实验期间不

喂食。 设置 24、48、72、96 h 四个观测时间,每次观

测记录死亡个体数并对其进行清除。 结果发现

24、48、72、96 h 时 Cd2+、Zn2+和 Cu2+对 Physocypria
kraepelini 的半致死浓度 ( LC50 ) 分别为 1. 37、
0. 39、0. 21 和 0. 04 mg / L,217. 27、34. 36、23. 77 和

8. 42 mg / L 及 7. 28、1. 26、0. 65 和 0. 39 mg / L,安
全浓度分别为 0. 004、0. 842 和 0. 039 mg / L。
2. 2. 2　 重金属污染沉积物 /土壤对介形类毒性实验

重金属污染沉积物 /土壤对介形类毒性实验
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一般选择 ISO 14371 标准,一种用于测定污染沉

积物对介形类(Heterocypris incongruens)致死和亚

致死效应的标准化方法[35],观察指标为个体死亡

和生长抑制。 这种实验方法由比利时根特大学环

境毒理学和水生生态学实验室开发,也被称为

Toxkits[36],其独特之处在于实验生物都使用休眠

卵(处于惰性状态),从而使生物材料成为可能,
长期贮存开始进行毒性测试时孵化。 利用休眠卵

获得独立于种群培养的测试生物体,也被国际毒

性测试标准所接受。 例如,ISO 20665 标准[37] 描

述了对 Ceriodaphnia dubia 的慢性毒性实验,以及

ISO 20666 标准[38]描述了 48 h 对 Brachionus caly-
ciflorus 进行的测试,两者均表明:实验可以用休眠

卵孵化的生物体进行。 实验选取孵化的新生介形

类,置于加入毒物的测试板暴露生长 6 d,对其死

亡和生长状况进行记录并计算得出致死中浓度

(LC50)和半最大效应浓度(EC50)。 这种 6 d 接触

实验作为一个低成本和用户友好的工具,广泛应

用于介形类对沉积物、土壤及道路粉尘的常规毒

性检测。
B. Kudlak[39] 等选择 6 d 免培养 /免维护直接

接触实验方法进行沉积物毒性实验,使个体在 6 d
内暴露于沉积物中。 在 6 个重复实验和 3 个单独

实验中对 8 个环境沉积物样本进行了测试。 这些

沉积物的特点是污染程度小,毒性低。 将 Hetero-
cypris incongruens 先进行培养皿孵化(48 h,25 ℃,
连续光照),孵化后预喂养 4 h(1 小瓶螺旋藻粉),
然后在显微镜下测定长度。 实验在测试板中添加

2 cm3 标准淡水,每组加入 1 cm3 沉积物和 2 cm3

藻类食物悬浮液,每块测试板中放入 10 只介形

类,用封口膜密封并盖上盖子,静置(25 ℃,黑暗,
6 d)。 6 天后对实验组和对照组的死亡率及其生

长长度进行测定(Lugol 溶液固定,显微镜下),数
据处理和分析得出 LC50 和 EC50。 结果发现 Cd2+

和 Hg2+的毒性最大,金属毒性降序为 :
Cd2+>>Hg2+ >Cu2+ >Cr6+ >N2+ ≈Mn7+ >Zn2+ >

Pb2+> Li1+>Fe3+。
2. 2. 3　 重金属污染道路粉尘对介形类毒性实验

利用介形类进行道路粉尘毒性实验,6 d 接触

暴露实验方法被普遍使用[14-16],但是 W. Niyom-
maneerat[40]等认为 6 d 接触实验的周期太短以及

实验终点单一(死亡率及生长抑制),最近提出了

一种新的慢性毒性实验方法。 这个实验的观察指

标为 14 d 死亡率和 14 天生长抑制,以及在繁殖

过程中的平均寿命、产卵量、平均产卵量、平均寿

命和产卵率等。 实验程序分为营养暴露阶段(含
沉淀物),繁殖阶段(不含沉淀物),孵化阶段(不
含沉淀物)。 14 d 的营养暴露阶段是按照第 6 天

的介形类毒性实验程序设计的,但按比例扩大时

间(14 d)。 毒性实验开始是营养暴露阶段,分别

在测试板中加入 2 cm3 藻悬液、1 cm3 道路粉尘沉

淀物和 10 只新生介形虫,孵育 14 d(25℃,24 h 黑

暗),第 7 天和第 14 天进行观测。 繁殖阶段在 14
d 的营养暴露阶段之后,持续到所有介形类动物

死亡。 这个阶段每隔 1 天,记录介形类的死亡数、
繁殖数等。 孵化阶段与繁殖阶段同时进行,同步

记录产卵数。 实验最终确定 14 d 可接受性的死

亡率阈值为 20% 。 实验统计受试体平均寿命为

20. 1 ~ 29. 3 d,身体长度为 900 μm,产卵率在 56.
8% ~76. 8% ,产卵第一天产蛋卵和平均产卵量分

别为 18. 9 ~ 22. 9 个和 18. 5 ~ 28. 1 个。 实验表

明,14 d 慢性毒性实验中收集产卵率、孵化率等与

繁殖有关的亚致死终点是必需的。

3　 结　 论

本综述对介形类关于重金属污染敏感性研究

进行系统地分析,明确重金属污染对介形类存在

毒性作用。 根据本项目组实验室介形类培养经

验,结合相关文献资料,对从介形类的野外采集到

室内培养工作做了详细介绍。 总结对比了利用介

形类的 3 种常见毒性实验方法的具体步骤及其优

缺点,特别是低成本、操作简易的 6 d 免培养 /免
维护接触毒性实验。

目前的毒性实验结果如表 2 所示,介形类毒

性实验能够在毫克每升 ( mg / L) 或微克每升

(μg / L)水平上检测金属和参比毒物的毒性。 该

实验方法灵敏度高,操作简便,成本低,可靠性高,
能准确评估重金属及参考毒物的急性毒性。 因

此,该方法是一种可行的生物检测程序,可用于污

染水的常规监测、工业废水安全评估、土壤和沉积

物毒性研究。
对底栖动物进行毒性实验是环境生物检测的

有效方法之一,而介形类因为对重金属的敏感指

示性和分布广的特点成为研究热门。 介形类的重

金属毒性实验广泛开展,但不同的实验方法和实

验标准所得数据较难对比分析,故在一定程度上

限制了这些数据在实际中的应用潜能。
介形类重金属敏感性研究可在以下 5 方面进

一步开展工作:
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1)利用介形类进行生物测试已广泛应用于

沉积物或其它重金属污染质量评价和毒性筛选。
然而关于毒物的剂量标准研究中并没有明确提

到,或者是模糊的,因为它们通常被设定在无附加

物的控制沉积物上。 因此,在今后的研究中,需要

根据不同属种考虑实验室内和实验室间的条件可

变性,建立统一的毒物剂量标准,以便提高不同研

究数据的可对比性。

表 2　 几种常见介形类的重金属致死中浓度(或最大半效应浓度值 μg / L)
Table 2　 The LC50(or EC50 μg / L) values of several common ostracoid species of heavy metals

属种 Heterocypris incongruensa Hyalella azteca soft / tap waterb Stenocypris majorc Cypris subglobosaa∗

测试时间 6 d 7 d 96 h 48 h

金
属

Cu 890 56 / 121 25. 2 550

Ni 2 406 77 / 147 19 743 75 780

Al 68 613 186 / 3 150 3 101 100 900

Zn 11 839 70 / 404 1 189 3 400

Cd 56. 2 0. 57 / 4. 41 13. 1 821

Mg 53 543 – 510 11 770

Pb 43 305 4. 8 / 113 526 40 190

Fe – 1 000 / 3 150 278 115 200

　 　 注:∗表示半最大效应浓度 EC50;– 表示未收集到相关数据;a 表示数据来自于 Khangarot and Doc[1] ;b 表示数据来自于 Borgmann

and Couillard[41] ;c 表示数据来自于 Shuhaimi-Othman and Yakub[42] 。

　 　 2)利用单一属种生物对单一污染物的毒性

测定不足以在混合物复杂和基质相互作用的实际

环境分析中提供可靠的答案。 因此,需要更多的

资料和研究来评估标准化学品及其混合物的毒

性。 今后关于介形类特别是常用种 Heterocypris
incongruens 的工作将要求对金属和有机物的标准

混合物进行毒性测定,以便找到更准确和适当的

剂量-反应关系,检测环境中污染物的复杂混合物

所导致的毒性。
3)生物毒性实验中,个体死亡为观察指标的

研究是必需的,但是其它亚致死的观察指标也十

分必要。 通过生物体的其它亚致死观察指标可了

解重金属对介形类的蓄积毒性及介形类的耐受性

等其它具有科学意义的指标。
4)生物实验室全年培养和维护生物材料的

固有技术问题普遍存在。 库存的维护费用限制了

有限数量的高度专业化实验室的应用。 这一毒性

测试的基本瓶颈引发了研究,利用休眠卵免培养 /
免维护毒性实验是解决此问题的有效手段。 但是

除了常见种 Heterocypris incongruens 的开发商用以

外,其它属种此方面的研究很少,国内尚未开展相

关研究工作。
5)介形类尚未成为常规大规模监测指示生

物,今后需要在介形类研究方面投入更多的资源,
使该生物在重金属污染毒性评价方面发挥更大的

作用。
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