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摘　 要　 为评估 １⁃辛基⁃３⁃甲基咪唑氯盐（［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ）的生物毒性，本研究以大型溞（Ｄａｐｈｎｉａ ｍａｇｎａ）为实验

对象，通过急性毒性实验分析了不同日龄大型溞对［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 的敏感性，并以存活率、产溞能力和蜕皮次数为

指标研究了［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对大型溞的慢性毒性效应，这将为评估离子液体的毒性效应提供科学依据．结果表明，
［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对 １、２、４ 日龄大型溞的 ４８ ｈ 半致死浓度（ＬＣ５０）分别为 ２０８．９、１８２．７、１７８．６ μｇ·Ｌ－１，表明随着大型

溞日龄的增加，［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对大型溞的毒性效应逐渐增大并趋于稳定．此外，［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对大型溞生活史中的

初次产溞时间、总产溞数目、总产溞次数和蜕皮次数等影响不显著，但显著影响大型溞的存活率和初次产溞个

数，因此，大型溞的存活率和初次产溞个数是评估［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对大型溞慢性毒性效应的两个较为敏感的指标．
关键词　 大型溞， １⁃辛基⁃３⁃甲基咪唑氯盐， 急性毒性， 慢性毒性．
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离子液体（ｉｏｎｉｃ ｌｉｑｕｉｄｓ， ＩＬｓ）是指一类在室温或接近室温下为液态的、完全由阴阳离子所组成的

盐，以不易燃、不挥发、导电性强、性质稳定、对许多无机盐和有机物具有良好的溶解性为优势，被广泛应

用在生物催化、化工分离和有机合成等领域，有望成为传统挥发性有机溶剂的“绿色”替代者，拥有着良

好的应用前景［１⁃３］ ．与有机溶剂相比，离子液体的“绿色”特性主要体现在其没有明显的蒸气压、热稳定性

好和操作安全，但研究发现，在离子液体的合成、使用、纯化及回收等过程中都会有一部分离子液体流失

到环境中［４］，这将对生态环境造成一定程度的危害．尽管目前尚无离子液体在环境中存在的报道，但研

究表明离子液体会对生物体（藻类、微生物、植物、动物等）、组织器官、靶分子等产生毒性效应［５⁃６］ ．
目前，有关离子液体对生物的毒性效应及其在生物体内的迁移转化等内容逐渐成为广大科研工作

者的研究热点．Ｓｗａｔｌｏｓｋｉ 等［７］研究了咪唑类离子液体对秀丽线虫的毒性效应，结果显示离子液体对秀丽

线虫的致死率随离子液体侧链碳原子数的增加而增加．Ｐｒｅｔｔｉ 等［８］评估了离子液体对斑马鱼的急性毒性

效应，结果表明，在离子液体暴露下斑马鱼的活动受抑制，表现为平衡性丧失，移动缓慢甚至死亡．而另

一项关于离子液体对斑马鱼毒性效应的研究中发现离子液体在水中可稳定存在，表明泄露进入环境中

的离子液体将以持久性污染物的形式存在［９］ ．Ｊｏｄｙｎｉｓ⁃ｌｉｅｂｅｒｔ 等［１０］研究了离子液体对老鼠的急（慢）性毒

性效应，发现老鼠的肺薄壁组织产生肺泡，而且进食量轻微减少，体重出现增加减缓的现象，而中浓度作

用下的雌鼠发生了轻微血液学变化．李效宇等［１１］分析了 １⁃辛基⁃３⁃甲基咪唑溴盐对大型溞摄食率和滤水

率的影响及在恢复条件后子代大型溞摄食强度发生的变化，发现该离子液体对大型溞的摄食强度产生

了严重的影响，说明该离子液体对水生生态系统的安全存在着潜在的威胁．
大型溞（Ｄａｐｈｎｉａ ｍａｇｎａ）是水生浮游动物的代表，是世界范围内分布最广的甲壳纲枝角类无脊椎动

物，在水生生物食物链中扮演着重要角色，其初级生产量直接影响着水生生态系统的结构和功能，而且

它对水体的净化也有着不可忽视的作用［１２－１３］ ．此外，大型溞能通过孤雌生殖方式获得较纯的品系，并具

有个体小、数量大、营养价值高、对环境变化敏感性高、繁殖周期短和易培养等优点，现已被广泛应用于

评估环境污染物（壬基酚聚氧乙烯醚［１４］、氯霉素［１５］、纳米氧化锌［１６］等）的生态毒理学研究中［１７］ ．
本研究以大型溞为实验对象评估 １⁃辛基⁃３⁃甲基咪唑氯盐（［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ）的急性（４８ ｈ）和慢性（２１ ｄ）

毒性效应，通过比较分析大型溞的生长繁殖情况，确定适合用于评估离子液体生物毒性效应的大型溞，
并探讨离子液体对水生生物的毒性效应机理，评价其对水生生物的毒性大小和对水生生态系统的可能

影响．这将为离子液体对水生生物毒性效应的相关数据资料进一步地丰富，并为保护水生生态系统以及

人类的健康与安全提供了科学依据．

１　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　 实验生物

大型溞（Ｄａｐｈｎｉａ ｍａｇｎａ）为本实验室分离培养的健康亲溞孤雌生殖达 ３ 代以上的幼溞．幼溞个体健

康、体型均匀且活泼．参考 ＯＥＣＤ ２１１ 准则［１８⁃１９］，用曝气除氯的自来水培养大型溞使其状态稳定，所用培

养液的 ｐＨ 值为 ７．０±０．２，培养温度为（２５±０．２）℃，光周期为 １２ ｈ Ｌ ∶１２ ｈ Ｄ，培养密度为 ２５ ｍＬ 培养液 ／
只溞，每 ２ ｄ 更换 １ 次培养液，同时清洗干净培养器皿［２０］ ．以小球藻为饵料定期投喂，喂食的密度控制在

每 ｍＬ 培养液中含有 １．０×１０５—３．０×１０５个藻细胞．在正式实验开始前 ３ 周内，挑选出 ５０ 只体型较大、卵
泡较多且反应敏捷的健康母溞分别放置在 ５０ ｍＬ 烧杯中，并使用小球藻进行喂养，毒性实验选取这些母

溞生产的 ２—５ 代健康活泼的幼溞．
１．２　 离子液体

１⁃辛基⁃３⁃甲基咪唑氯盐（［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ）购自上海成捷化学有限公司．称取 ０．０５ ｇ ［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 加入到

１ Ｌ容量瓶中，然后用蒸馏水定容至标线，将其配制成 ５０ ｍｇ·Ｌ－１的溶液待用．
１．３　 实验方法

１．３．１　 急性毒性实验

首先通过预实验获得［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对大型溞急性毒性效应的浓度范围，然后参照 ＯＥＣＤ２０２ 的标准方
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法［２１］进行 ４８ ｈ 的急性毒性暴露实验．实验过程中，设置 ７ 个实验浓度组，分别为 ３０、６０、９０、１２０、１５０、
２００、３００ μｇ·Ｌ－１［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ，同时设置不含离子液体、曝气脱氯的自来水作为空白对照组；选用 １、２、４ 日

龄的大型溞为研究对象，每个浓度组内加入 １０ 只健康的大型溞，每个浓度组设置 ６ 个平行；在暴露 ２４ ｈ
和 ４８ ｈ 后观察、记录大型溞的生长发育情况．在实验过程中饵料和培养液不需要投喂与更换．
１．３．２　 慢性毒性实验

根据［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对大型溞急性毒性的实验结果，参照 ＯＥＣＤ２１１ 的标准方法［１９］进行 ２１ ｄ 的慢性毒

性暴露实验．实验过程中，选择 ２ 日龄的大型溞为研究对象；分别设置 ０． ９、１． ２、１． ８、３． ６、１８ μｇ·Ｌ－１

［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ等 ５ 个实验浓度，并设置 １ 组不含离子液体、曝气脱氯的自来水作为空白对照组，每个浓度

设置 ８ 个平行．实验时，用 ５０ ｍＬ 的烧杯配置不同浓度的离子液体，在每只烧杯中放入 １ 只健康的 ２ 日龄

幼溞，在培养温度为（２５±０．２）℃，光周期为 １２ ｈ Ｌ ∶１２ ｈ Ｄ 的条件下连续培养 ２１ ｄ，实验期间采用了半静

态的实验系统［２２⁃２３］，为了保证大型溞生活环境良好并且保证实验期间药剂浓度为起始浓度的 ９０％以

上，在整个实验期间需每 ２ ｄ 更换 １ 次实验溶液并彻底清洗培养烧杯．在实验过程中，每天需记录大型溞

的蜕皮、怀卵和繁殖以及是否死亡等生长发育情况，如有蜕皮需及时清理掉褪下的皮，如有繁殖需对新

繁殖出的幼溞进行计数并移除．在整个实验期间，每天用新鲜小球藻定量喂食．实验结束后整理实验结

果并计算出大型溞的平均初次产溞时间和个数、总产溞个数和次数以及总蜕皮次数等数据．
１．４　 数据处理

用 ＳＰＳＳ １７．０ 和 Ｏｒｉｇｉｎ ８．５ 等统计软件处理实验过程中获得的相关数据，并对其进行显著性分析．采
用概率单位法计算半致死浓度（ＬＣ５０），其方法为：将［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 浓度换算成对数值 Ｘ，将各浓度对应的

死亡发生频率换算成概率单位 Ｙ，即将死亡发生的“Ｓ”型曲线直线化，再按照模型 Ｙ ＝ ａ＋ｂＸ 建立直线回

归方程，在此基础上令 Ｙ＝ ５ 计算半致死浓度［２４］ ．其更详细的运算方法可参考李翠萍等［２５］的报道．

２　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

２．１　 ［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对大型溞的急性毒性效应

如图 １ 所示，对照组中，１ 日龄的大型溞在实验开始后的 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 内均出现不同程度的死亡，表
明环境因素对 １ 日龄幼溞的生长发育存在一定程度的影响，即幼溞存活能力受环境因素的影响较大，这
可能是由于 １ 日龄大型溞的自身生理功能还不完全，对自然环境的耐受力较差等原因导致其在 ２４ ｈ 和

４８ ｈ 出现死亡现象．２ 日龄的大型溞则生长状态良好，未出现死亡现象，表明 ２ 日龄幼溞对环境条件具有

一定程度的适应能力，不易受环境因素的影响，因此，实验组不同浓度对幼溞存活个数影响的实验结果

也相对更加准确，随着浓度的逐渐增加，幼溞的存活个数不断下降，４８ ｈ 的实验组结果更明显．而 ４ 日龄

幼溞因自身生长发育更完善，暴露 ２４ ｈ 时其对低浓度的［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 敏感程度较低．这与张榜军等［２６］ 的

研究结果基本一致，他们在研究不同浓度［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ 对 １、３、５、７、１１ 日龄大型溞毒性效应的过程中发

现，不同日龄的大型溞对［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ 的敏感性不同，其中 １ 日龄和 ３ 日龄幼溞的敏感性最高，５ 日龄和

７ 日龄大型溞的敏感性最低，怀卵期 １１ 日龄大型溞对［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ 的敏感性再次提高．因此，在评估离子

液体生物毒性的研究过程中，选择具有一定敏感性的实验生物是获得精确毒理学数据的关键，因为这关

系到相关毒理学数据的准确性和可靠性．
此外，在不同浓度［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 处理组中，１、２、４ 日龄大型溞的生长受到了不同程度的抑制，并出现

死亡，抑制行为表现为溞的个体胀大、行动缓慢且受抑制，死亡溞表现为白色胀大并沉在水底，甚至出现

涨裂现象．根据图 １ 中的相关数据计算［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对 １、２、４ 日龄大型溞的 ４８ ｈ 半致死浓度，结果分别为

２０８．９、１８２．７、１７８．６ μｇ·Ｌ－１，表明随着大型溞日龄的增加，［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对大型溞的毒性逐渐增大并趋于稳

定．因此，在应用大型溞评估离子液体［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 生物毒性效应的过程中，应根据大型溞的龄期及其对

［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 的敏感性、环境条件等因素来综合考虑，根据本研究结果，综合比较得出 ２ 日龄大型溞对

［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ的敏感性较高且受环境影响较小，更适合被用来评估离子液体［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 的生物毒性效应．
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图 １　 在不同［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 浓度下暴露 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后 １ 日龄（ａ）、２ 日龄（ｂ）和 ４ 日龄（ｃ）大型溞的平均存活个数

Ｆｉｇ．１　 Ａｖｅｒａｇｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ． （ａ） １⁃ｄａｙ⁃ｏｌｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ， （ｂ） ２⁃ｄａｙ⁃ｏｌｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，
ａｎｄ （ｃ） ４⁃ｄａｙ⁃ｏｌｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ａｎｄ ４８ ｈ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

图 ２　 ［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对大型溞存活率的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ

ｒａｔｅ ｏｆ Ｄａｐｈｎｉａ ｍａｇｎａ

２．２　 ［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对大型溞的慢性毒性效应

２．２．１　 ［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对大型溞存活率的影响

当 ２ 日龄的大型溞暴露在 ０． ９—１８ μｇ·Ｌ－１

［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ中 ２１ ｄ 后，低浓度 ［ Ｃ８ ｍｉｍ］ Ｃｌ （０． ９—
１．８ μｇ·Ｌ－１）对大型溞的存活率无影响；当其浓度为

３．６ μｇ·Ｌ－１ 时，大型溞的存活率降低；当其浓度为

１８ μｇ·Ｌ－１时，大型溞几乎不能存活，死亡率达 １００％
（图 ２）．该结果表明当离子液体浓度达到一定值后，
其对大型溞的存活可产生一定程度的抑制，且随着

离子液体浓度的增加，抑制程度逐渐加强．虽然目前

关于［Ｃ８ｍｉｍ］ Ｃｌ 对大型溞毒性的机理尚不清楚，但
由于［Ｃ８ｍｉｍ］ Ｃｌ 是水溶性的，且其结构类似于表面

活性剂，因此可以推测［Ｃ８ｍｉｍ］ Ｃｌ 对大型溞的毒性

效应机理类似于表面活性剂，即渗入细胞浆的类脂

层和蛋白质中，改变细胞膜通透性，使细胞内容物外渗，同时凝固蛋白，使酶和结构蛋白变性，破坏细胞

的代谢，导致细胞死亡等［２７］ ．
２．２．２　 ［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对大型溞产溞能力和蜕皮次数的影响

本研究以大型溞的初次产溞（时间、个数）、总产溞（个数、次数）和总蜕皮次数等 ３ 个方面的指标来

分析［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对大型溞产溞能力和蜕皮次数的影响．由图 ３ａ 和 ３ｂ 所示，在不同浓度［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 暴露

下，大型溞的初次产溞时间在第 ６ 天左右，表明［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对 ２ 日龄大型溞的初次产溞时间影响不显

著；但随着［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 浓度的增加，大型溞的初次产溞个数逐渐下降，说明离子液体对大型溞的初次生
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产繁殖能力有较大影响．图 ３ｃ 和 ３ｄ 展示了大型溞暴露在［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 中 ２１ ｄ 的总产溞数目和次数，由图

可知，大型溞的总产溞数目为 ６５—８５ 个，总产溞次数在 ７ 次左右，表明该离子液体对大型溞的总产溞数

目和次数影响不显著．此外，由图 ３ｅ 所示，在不同浓度［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 暴露下，大型溞的总平均蜕皮次数为

１１ 次左右，说明［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对大型溞的蜕皮次数没有太大影响．因此，［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对大型溞生活史中的

初次产溞时间、总产溞数目、总产溞次数、蜕皮次数等的影响均不显著，但显著影响大型溞的初次产溞个

数，且暴露于较高［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 浓度下的大型溞的存活率也受到抑制．这与 Ｂｅｒｎｏｔ 等［２８］ 的研究结果一致，
他们将大型溞暴露于 ４ 种不同浓度的离子液体（［Ｂｍｉｍ］Ｂｒ、［Ｂｍｉｍ］Ｃｌ、［Ｂｍｉｍ］ＰＦ６、［Ｂｍｉｍ］ＢＦ４）中，发
现大型溞的生活史发生了改变，第一代产溞数量显著减少，而且暴露于所有离子液体的大型溞的存活率

受到抑制且呈浓度响应趋势．但目前有关离子液体影响大型溞繁殖发育的毒性机理尚不清楚，这将是未

来的研究重点之一．

图 ３　 ［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 对大型溞初次产溞时间（ａ）、初次产溞个数（ｂ）、总产溞数（ｃ）、

总产溞次数（ｄ）和总蜕皮次数（ｅ）的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ ｏｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ⁃ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （ａ） ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ （ｂ）， ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ （ｃ） ａｎｄ ｔｉｍｅｓ （ｄ），

ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｅｘｕｖｉａｔｅ ｔｉｍｅｓ （ｅ） ｏｆ Ｄａｐｈｎｉａ ｍａｇｎａ

３　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

通过应用大型溞来评估［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 的生物毒性，可获得如下结论：
（１）２ 日龄的大型溞因其对环境因素的适应能力较强，且对［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 的毒性更敏感，故更适合用

来评估［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 等离子液体的生物毒性效应．
（２）大型溞的存活率和初次产溞数量等指标对［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 的毒性效应较灵敏，而初次产溞时间、总

产溞数目和次数、总蜕皮次数等指标的灵敏性较差．
（３）［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ 等离子液体的暴露对大型溞的生长、繁殖和发育具有一定程度的影响，因此，需对

其生物环境风险进行评估，尽量避免其进入自然水体，以免对水生生物乃至人类健康产生危害．
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