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封面图说: 盘锦市盘山县水稻田———盘锦市位于辽宁省西南部,自古就有“鱼米之乡冶的美称。 这里地处温带大陆半湿润季风

气候,有适宜的温度条件和较长的生长期以供水稻生长发育,农业以种植水稻为主,年出口大米达 1 亿多公斤,是国

家级水稻高产创建示范区和重要的水稻产区。
彩图提供: 沈菊培博士摇 中国科学院生态环境研究中心摇 E鄄mail:jpshen@ reccs. ac. cn
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杀真菌剂咪鲜安对萼花臂尾轮虫的影响

李大命,陆正和, 封摇 琦,杨家新*

(南京师范大学生命科学学院,210046摇 南京)

摘要:利用实验生态学方法,研究了不同浓度咪鲜安对萼花臂尾轮虫的毒性效应,分析了不同浓度(0. 04、0. 07、0. 11、0. 18、
0郾 28、0. 45、0. 71、1. 12mg / L)咪鲜安对萼花臂尾轮虫种群存活曲线、产卵量变化及其生活史特征的影响。 结果表明:咪鲜安的

24hLC50 为 7. 9mg / L,在低浓度范围内(0. 04—0. 18mg / L)种群增长率( r)上升,每个雌体均产卵量从 12 上升到 18 个,种群呈增

长趋势。 高浓度咪鲜安(0. 28—1. 12mg / L)下,轮虫种群增长率( r)趋于下降,累积卵量下降,种群增长受到抑制,世代时间随浓

度升高而延长。 研究结果表明咪鲜安对萼花臂尾轮虫有一定的环境雌激素效应。
关键词:萼花臂尾轮虫;咪鲜安;环境雌激素;毒性试验;种群动态

Effects of the fungicide prochloraz on the rotifer Brachionus calyciflorus
LI Daming,LU Zhenghe,FENG Qi, YANG Jiaxin*

(School of Life Sciences, Nanjing Normal University, Nanjing 210046, China)

Abstract: Recent reports suggested that when certain contaminants are present in aquatic ecosystem at levels higher the
threshold, they would disrupt endocrine functions of a variety of aquatic invertebrates including rotifers. Prochloraz (C15H16

C13N3O2) was a new broad鄄spectrum fungicide developed by England Boots Company (now called Agro Evo) in 1974, and
launched into the market in 1977. Previous studies have focused mainly on efficacy, toxicity, and fungicidal mechanism of
prochloraz; however little information was available about its environmental hormone effect in aquatic ecosystem. This
motivated us to use freshwater rotifer Brachionus calyciflorus, which was distributed widely in lakes, ponds, rivers and other
such aquatic ecosystems, as test species to examine whether the fungicide prochloraz can affect the population growth and
cumulative egg production in the rotifers and show environmental activity.

The effect of prochloraz on reproduction and life cycle characteristics in the rotifer B. calyciflorus was studied by using
experimental methods under laboratory conditions. Neonate females of B. calyciflorus were (0 2 h old) hatched from
resting eggs in EPA medium. This rotifer strain was originally collected in Huai鄄an, Jiangsu Province in China during 2002,
and since then it has been cultured in the laboratory continuously with periodic collection and storage of resting eggs.
Chlorella pyrenoidosa (cultured in HB4 medium at 25益) was fed to B. calyciflorus at a density 3. 0伊106cells / mL at 25益 .
in 3 L bags under fluorescent illumination of 4000 lux and photo period was 16 颐8(L 颐 D). The results showed that 24h
median lethal concentration (24hLC50) value of prochloraz for B. calyciflorus was 7. 09 mg / L, and exhibited a linear
regression relationship Y = 20. 6581X-12. 5673(R2 = 0. 93), 95% limits are 6. 95—7. 21 mg / L. Survival curves were
lower in treatment groups than that in control, and they decreased with increasing chemical concentrations. Prochloraz
decreased the productivity of eggs significantly in treatments than in control (P<0. 01). Population growth rate ( r) and
accumulative eggs production per female increased from 14 to 18 individuals with increasing concentrations of chemical from
0. 04 to 0. 18mg / L. Meanwhile, at higher concentrations of chemical ( from 0. 28 to 1. 12mg / L),the population growth rate
was inhibited. Cumulative eggs production declined with the increase of concentrations of chemical. The highest peak of net
reproductive rate R0(18. 33) appeared at a concentration of 0. 71 mg / L, and the generation time (T) was prolonged with
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increase of chemical concentrations in treatments. The results suggested that prochloraz has lower toxic effect to B.
calyciflorus and does not show obvious effects on reproductive rate and amictic female production. Though the rotifer B.
calyciflorus showed lower sensitivity to prochloraz than fish Misgurnusmize lepis, it showed estrogen effect on rotifer B.
calyciflorus.

Key Words: Brachionus calyciflorus; prochloraz; environmental estrogen; acute toxicity test; population dynamics

轮虫作为浮游动物中的一个主要类群,在淡水水体生态系统结构功能、能量传递及物质转换上具有重要

意义[1]。 20 世纪 70 年代,轮虫就被推荐作为生态毒理受试动物[2],90 年代,萼花臂尾轮虫(Brachionus
calyciflorus)和褶皱臂尾轮虫(Brachionus plicatilis)分别被美国试验材料协会(American Society for Testing and
Materials, ASTM)采纳,正式成为淡水和海水生态毒理研究的标准受试动物[3]。 近年来,利用轮虫作为模式动

物,采用轮虫生活史部分或全部阶段,评价环境激素效应已经在国内外得到广泛应用[4鄄5]。 我国轮虫生态毒

理学研究始于 90 年代,金解敏、赵含英等人分别研究了重金属离子、农药杀虫剂对褶皱臂尾轮虫和萼花臂尾

轮虫的毒性效应[6鄄7]。 近年来,储朝霞等研究了杀虫剂、除草剂对萼花臂尾轮虫的毒性影响[8]。 朱玮阁等研

究了氰戊菊酯和有机锡对萼花臂尾轮虫生殖的影响[9]。
咪鲜安(prochloraz),化学名称为 N鄄(3,5鄄二氯苯基)鄄1,2鄄二甲基环丙烷鄄1,2鄄二羰基亚胺,是英国 Boots 公

司于 1974 年首先合成的一种高效广谱杀菌剂,对大田作物、水果、蔬菜、草皮及观赏植物上的多种病害具有较

好杀灭作用。 我国于 20 世纪 90 年代开始引进和使用咪鲜安及其产品,现已广泛应用于水果保鲜和水稻、柑
桔等多种农林作物病害的防治。 咪鲜安对哺乳动物毒性很低,对蜜蜂和鸟类无害,国外已有咪鲜安抗雄激素

活性的相关报道[10],Anderson 等也通过实验证明咪鲜安既有雌激素拮抗剂作用,又有雄激素拮抗剂作用,且
对芳香酶活性也有较强的抑制作用[11]。 但咪鲜安对水生无脊椎动物的环境雌激素活性的研究鲜有报道。 为

全面了解咪鲜安对水体生态环境的影响,本研究以淡水常见萼花臂尾轮虫为受试动物,采用实验生态学方法,
研究咪鲜安胁迫下轮虫种群参数变化,为将来利用轮虫进行环境激素风险评价与监测提供理论依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 轮虫来源

萼花臂尾轮虫品系 2000 年 3 月由江苏淮安境内淡水池塘采集,挑选一携非混交卵个体,在实验室进行

“克隆冶扩大培养,并间歇性收集轮虫休眠卵保存。 实验前用 EPA(NaOH 或 HCL 将 pH 调到 7. 5)培养液萌发

休眠卵,作为起始实验材料[3]。 轮虫实验培养亦同样采用 EPA 加蛋白核小球藻(Chlorella pyrenoidosa)配制悬

液(浓度 3. 0伊106个 / mL),光照强度约 4000lx,昼长比 L 颐D=18 颐6,温度(25依1)益。
1. 2摇 藻类培养

小球藻采用 HB4 培养基培养,光照昼长比 L 颐D=18 颐6,光照强度为 2000—3000lx,培养温度为(25依1)益,

投喂前 2500 r / min 离心,再用 EPA 配制成浓度为 3. 0伊106个 / mL 的悬液。
1. 3摇 轮虫预培养

250mL 的烧杯为培养容器,加入小球藻悬液 200 mL。 轮虫接种密度为 1 个 / mL,预培养 48h。 取活泼健

壮带孤雌生殖卵的雌体置入另外同样条件的烧杯中培养,观察卵的孵出情况,取 2h 内孵出的幼体作为实验起

始材料。
1. 4摇 毒性试验

咪鲜安 ( C15 H16 Cl3 N3 O2 ) 系咪唑类广谱杀菌剂,本实验采用分析纯 (德国 Sigma鄄Aldrich 公司,纯度

99郾 5% )用 10%丙酮作为助溶剂,配成浓度为 100mg / L 的贮存液,实验时再稀释配制不同试验浓度。 按等对

数间距设置 6. 6、6. 9、7. 2、7. 6、7. 9mg / L 5 个浓度组,每组 3 个平行,已有的研究结论证明丙酮作为助溶剂对

轮虫没明显影响,本实验不设助溶剂组。 对照组仅添加饵料。 试验在微孔板上进行,每孔约 12 mL,注入试验
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溶液10 mL,每孔加入 10 个轮虫,25益恒温培养。 实验终止时用解剖镜观察轮虫的存活情况,轮虫头冠纤毛停

止摆动和内脏活动停止判定为死亡。 实验重复 3 次,采用概率单位法计算半致死浓度 24hLC50 及其 95%置

信限。
1. 5摇 生命表编制方法

根据 24hLC50 值按等对数间距设置 0. 04、0. 07、0. 11、0. 18、0. 28、0. 45、0. 71、1. 12mg / L 8 个处理组,1 个

空白对照组和 1 个溶剂对照组,每组设 10 个平行,每个平行用 10 个轮虫。 藻类密度为 3伊106个 / mL。 开始实

验的 48h 内,每 2h 观察 1 次,之后每 8h 观察 1 次。 每次观察时,记录每孔内轮虫的存活数、死亡数、产卵数、
新生 /幼体数,并移去幼体、死亡个体,每隔 8h 悬浮藻 1 次,每隔 24h 更换试验溶液 1 次,实验至轮虫个体全部

死亡时结束。
1. 6摇 研究参数的定义及计算方法

运用下列公式计算种群动态参数:

(1)净生殖率(R0)摇 个体一生中所产雌性后代的数量摇 摇 摇 摇 R0 = 移 lx mx

(2)世代时间(T)摇 亲代出生到子代出生所经历的时间摇 T = 移x lx mx / R0

(3)内禀增长率( rm)摇 种群在特定实验条件下的最大增长率摇 rm = lnR0 / T
(4)周限增长率(姿)摇 定时间内的种群增长倍数摇 姿 = erm
式中,lx(特定年龄存活率)为 x 年龄组开始时存活个体的百分数;mx(特定年龄繁殖率)特定年龄出生率,

是各年龄组(d)平均每个雌体的产仔数

2摇 结果

Y = 20.6581X -12.5673
R2 = 0.9333
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图 1摇 咪鲜安浓度对数与死亡机率的关系

摇 Fig. 1 摇 The relationship between probability and logarithmic of

concentrations of prochloraz

2. 1摇 咪鲜安的急性毒性

轮虫在 6. 6、6. 9、7. 2、7. 6、7. 9mg / L 等 5 个浓度组

24h 死亡率分别为 20% 、48. 3% 、60% 、66. 7% 和 85% 。
运用概率单位法求得咪鲜安对萼花臂尾轮虫(以下简

称 BC)的 24hLC50 = 7. 09mg / L,直线回归方程为 Y =
20. 6581X - 12. 5673 ( R2 = 0. 9333 ),95% 置信限为

6郾 95—7. 21mg / L(图 1)。
2. 2摇 存活率和繁殖率

不同浓度咪鲜安下 BC 的存活率(图 2)变化可以

看出:对照组的存活率在 60h 内均保持在 100 % ,之后

缓慢下降,各处理组均比对照组低,且随着浓度升高下

降幅度逐渐增大。 从作为繁殖率指标的单次产卵数量

(窝仔量)与累积产卵量可以看出(图 3、图 4):对照组

与处理组单次产卵量均在第 48 小时达到高峰。 咪鲜安对轮虫的繁殖率峰值具有显著影响(P<0. 01)。 与对

照组相比,当浓度范围在 0. 04—0. 18mg / L 时,峰值呈上升趋势,在 0. 18mg / L 浓度条件下,繁殖率峰值显著升

高(P<0. 01)。 但当浓度继续增加(0. 28—1. 12mg / L),繁殖率峰值呈下降。 除 0. 71mg / L 组累积产卵量有所

增加外,其它各组累积卵量呈现下降趋势(图 4)。
2. 3摇 种群的增长参数

从表 1 中可知,咪鲜安的存在对轮虫的种群增长参数有影响。 当咪鲜安浓度在 0. 04—0. 18mg / L 范围

内,rm和 姿 呈上升趋势。 在 0. 28—1. 12mg / L 浓度范围内,rm和 姿 大体呈下降趋势。 R0随浓度变化波动较大,
由表中数据还可发现随着浓度剂量的加大 R0在 10. 33—18. 33 间呈双峰变化,时代时间 T 总体随浓度增加而

延长,这种变化对快速增长的种群实际是一种抑制作用。
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3摇 讨论

关于咪鲜安的环境毒理行为研究, 国内外关于咪

鲜安对水生生物的毒理试验方面报道较少,关于咪鲜安

环境雌激素效应的研究也不多见。 国外有人对虹鳟鱼

(Oncorhynchus mykiss)等动物及土壤微生物都作过毒性

试验,并对其在生物体的代谢过程做了深入的探讨,如
Johnston 等研究了咪鲜安与有机磷农药马拉硫磷在鸽

子( Columba livia) 等鸟类生物体内的相互影响[12]。
Sturm 等人研究了咪鲜安在虹鳟鱼中的降解情况,指出

其对微粒体细胞色素 P鄄450 具有诱导作用[13]。 国内对

咪鲜安的毒理的相关报道集中在脊椎动物研究上,如龚

道新等人认为: 咪鲜安及其制剂对小型水生动物毒性

较强,对泥鳅的毒性大于对湘云鲫(Crucian carp)的毒

性。 并认为咪鲜安及衍生物的残留与毒性具有同样效力[14]。 单晓英的研究也表明咪鲜安作用于大鼠引起的

子宫重量和血中雌激素指标的改变与已知雌激素 E2相似,说明咪鲜安的环境雌激素活性的作用机制可能与

E2相同[15]。 但对水生浮游生物的毒性效应与环境激素效应的研究尚未引起人们的关注。

表 1摇 不同浓度咪鲜安下轮虫的种群增长参数

Table 1摇 Parameters of population growth of B. calyciflorus at different concentrations of prochloraz

咪鲜安浓度
Concentration of prochloraz / (mg / L)

内禀增长率
rm

周限增长率
姿

净生殖量
R0

时代时间
T

对照 CK 0. 053 1. 055 11. 67 46. 27

0. 04 0. 055 1. 057 12. 00 44. 92

0. 07 0. 057 1. 059 14. 00 46. 39

0. 11 0. 057 1. 058 16. 33 49. 31

0. 18 0. 062 1. 064 17. 67 46. 60

0. 28 0. 050 1. 051 11. 00 48. 05

0. 45 0. 044 1. 045 13. 00 58. 00

0. 71 0. 045 1. 046 18. 33 64. 57

1. 12 0. 031 1. 031 10. 33 76. 00
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利用轮虫研究环境激素的毒性与激素效应是在轮虫生态毒理学研究发展过程中逐步得到拓展的[16鄄22]。
已有研究推荐低浓度丙酮作为助溶剂不会影响试验结果,环境激素研究中激素的助溶剂影响效应可以忽略,
如,Gallardo 等研究了不同助溶剂对褶皱臂尾轮虫的毒性影响,本研究所用溶剂对照丙酮浓度均低于 1% ,预
试验也表明溶剂对照与空白对照相比没有显著差异,设置助溶剂组替代空白对照[16鄄18]。

本研究获得结果显示:咪鲜安对轮虫的 24hLC50 与龚道新、杨仁斌等人报道的咪鲜安对泥鳅

(Misgurnusmize lepis)及湘云鲫的 24hLC50 相比,结果偏高[14]。 产生此现象的原因尚不明了,一方面,他们的

试验用水为曝气井水,其 pH、碱度和硬度都有可能对测量结果产生影响,另外由于无脊椎动物与脊椎动物解

毒机理的差异也可能是引起 LC50 偏高的原因。 但由此可得出:轮虫 24hLC50 指标对咪鲜安的毒性敏感程度

不及上述物种,同时可以推断咪鲜安应属低毒类杀菌剂,对水生生物毒性较弱。
轮虫生态毒理学研究显示生存参数不及生殖参数敏感[23]。 Snell 和 Carmona[24] 比较了萼花臂尾轮虫有

性生殖和无性生殖对毒物的敏感性差异,发现有性生殖通常是最敏感的,并建议将有性生殖过程的休眠卵参

数作为试验终点。 Preston 和 Snell 设计了一套 96h 休眠卵毒性试验评估 PCP 和铜的毒性效应,发现休眠卵产

量比其它试验终点都要更敏感[25]。 本研究中除了繁殖率峰值受咪鲜安的影响显著外,其余生殖参数包括繁

殖率和非混交卵产量均没有显著影响,这证明有性生殖指标比无性生殖指标更加敏感。 因此,建议在相关轮

虫生态毒理学研究中,可以优先考虑有性生殖指标或者选择生殖转换指标。
在种群动态实验中,采用的指标是种群内禀增长率 rm。 种群内禀增长率具有高度的生态相关性,测量的

是种群的增长潜力。 种群内禀增长率综合了种群增长的一些特征,包括存活率、死亡率和发育时间[2,26]。 rm
值范围受到首次生殖龄长、生殖频率(生殖期历期)和窝卵数的影响[27]。 环境压力对其中任何一个参数造成

影响,都会改变种群的 rm值。 所以以种群内禀增长率作为实验终点比净生殖率、存活率和繁殖率更客观、更
可靠。 然而,Janssen 等发现 rm值并不总是最敏感的指标,有时 R0具有更低的 LOEC 值[28]。 本研究中在以 1 /
100 LC50 到 1 / 10 LC50 按等对数浓度设置的 8 组浓度范围内,rm和 姿 大体呈先上升后下降的趋势。 这说明咪

鲜安在低浓度范围内对种群增长起促进作用,在高浓度范围内产生抑制作用。 而 R0的变化却不规则。 在生

活史进化过程中,生殖能力、生殖历期、世代时间和平均寿命均受到自然选择作用。 一般认为它们之间的关系

反映了最佳生活史策略[29]。 本研究中 T 值随着浓度的升高大体呈增加趋势。 这可能是在环境压力条件下生

物试图通过延长世代时间度过不良时期而采取的一种生活史对策。 另外,还发现随着浓度的升高,除了在第

48 小时出现的繁殖高峰,在第 96 小时又出现一个繁殖高峰。 这可能也反映了轮虫在繁殖策略上应对环境压

力作出的相应调整。
有关轮虫激素研究尚未见报道,但轮虫对外源性脊椎动物激素存在明显应激作用[30]。 Gallardo 等研究发

现一些脊椎动物和无脊椎动物激素能引起褶皱臂尾轮虫生殖变化。 50mg / L 酌鄄氨基丁酸、0. 0025、0. 025 IU /
mL 生长激素、0. 25、2. 5IU / mL 人体绒(毛)膜促性腺激素和 5mg / L 5鄄羟色氨均能显著提高种群增长,轮虫种

群的增长或下降主要取决于外源激素作用于孤雌生殖的方式是刺激还是抑制[30]。
Snell 研究孕酮对轮虫 B. manjavaca 生殖、休眠卵萌发率的影响发现:10 mg / L 以下时,孕酮对轮虫种群增

长( r)没有明显效果,继续增加到 14 mg / L 时,反而抑制种群增长。 但对休眠卵的影响则不同, 5mg / L 孕酮可

以显著增加休眠卵产量,与对照相比可以增加 3. 9 倍[4]。 本研究结果与上述结论基本一致。 表明咪鲜安有一

定的环境激素活性。 Gallardo 等进一步研究发现采用 5、50mg / L 保幼激素处理轮虫能显著提高第 2 代和第 3
代混交雌体产量,而对第 1 代混交雌体产量没有影响[30]。 由于轮虫的受精率和休眠卵产量最有可能受到内

分泌机制调节,Preston 等建议采用轮虫生殖试验来监测环境激素在水生无脊椎动物体内的活性。 为了获得

合适的环境激素监测试验终点,Radix 等人[31]研究了内分泌干扰物和固醇类激素对萼花臂尾轮虫生殖以及性

比(雄体数 /雌体数、混交雌体数 /非混交雌体数)的影响,发现种群内禀增长率和携卵雌体 /非携卵雌体比率

均为合适的试验终点。 而雄体出现频率太低不宜作为试验终点。 朱玮阁等人通过研究 TBTC 对轮虫生殖行

为的干扰效应,提出了轮虫携卵数量作为评价环境激素的关设想[32]。
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鉴于轮虫在水生生态系统中的重要作用以及环境激素的危害日益严重。 有必要在研究轮虫生殖内分泌

学的基础上,搞清环境激素影响轮虫生殖尤其是有性生殖的机理。 从已有的研究看出,轮虫生活史局部阶段

和全部过程均具有评价环境激素的潜能,但建立一套实验标准还有待若干实验验证。
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