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2 种有机磷农药联合胁迫下日本青鳉的逐级行为响应
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摘要:采用水质安全在线生物预警系统(BEWs)记录行为强度数据，探讨了 2 种有机磷农药敌百虫和对硫磷联合胁迫下，不同

暴露浓度、不同暴露时间日本青鳉的行为响应. 在不同浓度比例的农药暴露中，20、10、5、1 和 0. 1TU 的暴露浓度下行为反应

时间分别为:1. 4、4. 8、6. 4、32. 2 和 43. 0 h，并且每个浓度不同配比之间行为反应时间差异不明显. 结果表明，在 2 种有机磷

农药的暴露下，日本青鳉的逐级行为响应既受化合物浓度高低的影响，又受暴露时间的影响，但每个浓度的不同配比之间的

行为响应时间差异不明显，而且每个浓度 2 种药物不同配比暴露下的青鳉鱼的逐级行为响应基本一致，即 2 种作用机制相似

的有机磷农药对日本青鳉的行为毒性是简单的相加作用.
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Stepwise Behavioral Responses of the Japanese Medaka Under the Joint Stress of
Two Organophosphorus Pesticides
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Abstract:In this study， stepwise behavioral responses of Japanese medaka ( Oryzias latipes ) under the joint stress of two
organphosphorus pesticides (Trichlorfon and Parathion) were discussed. BEWs was used to record the data of behavior strength，to
analyze behavioral response of Japanese medaka. The differences of the behavioral responses time in 20，10，5，1and 0. 1TU were:

1. 4，4. 8，6. 4，32. 2 and 43. 0 h separately，which were significant. And evident difference of the behavioral responses time was not
detected in different proportions of the pesticides. The results suggested that the stepwise behavioral responses of Japanese medaka were
affected by both chemical concentration and exposure time. But the stepwise behavioral responses in different proportions of two
organphosphorus pesticides were almost the same as each other，and the evident difference of the behavioral responses time was not
detected. It proved that the toxicity effects of the joint stress of two organphosphorus pesticides on the stepwise behavioral responses of
Japanese medaka were simple additivity.
Key words:pesticide; joint toxicity; Japanese medaka (Oryzias latipes); stepwise behavioral responses

有机磷农药作为杀虫剂开发应用已历经了半个

多世纪，它的普遍应用却导致众多河流湖泊及其他

水体不同程度的污染，严重威胁环境安全和人类身

体健康
［1］.

在一定环境胁迫下，生物行为反应是生物对外

界环境和内部生理变化适应的外在体现，所以当外

界环境变化时，生物体对环境的适应性最先表现出

行为改变，并通过行为调节机制保持体内环境相对

稳定. 如果水生生物行为的非正常变化能被观察到，

可以推断外界环境内某一种或一些因子的变化超出

了适应水生生物生存的正常值，并由此推断水质变

化的程度
［2］. 但是通常情况下，水体不仅仅受到某

一种化合物的污染，而是几种化合物联合作用的结

果，因此生物不可避免地同时或先后暴露于多种化

合物，产生不同于单一种类化合物毒性的联合作用.
日本青鳉(Oryzias latipes)隶属鳉科，个体小，全

长 2. 5 ～ 5. 0cm，可以耐受低溶氧和较宽的水温和盐

度范 围. 由 于 其 生 物 学 背 景 研 究 非 常 充 分，自 从

Denny［3］
对青鳉饲养管理与实验操作进行了规范化

后，青鳉作为实验动物被多数世界组织认可
［4］，并

于 20 世纪 80 年代被国际标准化组织列为毒性实验

受试种之一. 目前，日本青鳉的行为变化已经作为一

个重要指标被广泛地应用到水质监测中
［3，5］.

本研究利用日本青鳉行为变化分析 2 种有机磷

农药联合作用下的环境胁迫导致的生物逐级行为响

应，以期结合不同化合物的联合作用研究，分析在实
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际污染环境下受试生物的行为响应机制，发展一定

环境胁迫下生物行为逐级胁迫模型.

1 材料与方法

1. 1 监测系统

在日本青鳉行为在线监测中，采用水质安全在

线生物预警系统(BEWs，中国科学院生态环境研究

中心研制)［6］.
不同的生物个体大小采用相匹配的传感器:日

本青鳉行为监测过程中，采用直径为 5cm，长 7cm 的

圆柱形生物传感器.
1. 2 生物培养

日本青鳉采用流水繁殖，繁殖水温为 25℃ ±
2℃，光照周期 16L∶ 8D. 刚孵出 2 d 内，无需投喂饵

料. 2 d 后使用刚孵出丰年虫作为开口饵料，每天 2
～ 3 次饱食投喂. 15 d 后即使用配合饲料投喂，每天

投喂 2 次. 保持密度为每 L 水 2 ～ 3 条
［7］.

1. 3 实验设计

本实验采用流水环境监测日本青鳉逐级行为反

应. 在化合物暴露实验过程中，选取目前比较常用的

有机磷农药:敌百虫、对硫磷. 其标准样品从中国标

准样品中心购买. 将化合物对日本青鳉的 48 h 半数

致 死 剂 量 ( 50% Lethal Concentration of 48 h )，

LC50 ～ 48作为 1 个毒性单位( toxic unit，TU)［8］，每种

农药组合设定 5 个浓度组，分别为 0. 1、1、5、10 和

20TU. 每个相同浓度组的 2 种农药按照下列比例混

合(cT ∶ cP):10∶ 0、7∶ 3、5∶ 5、3∶ 7、0∶ 10，进行 2 种有

机磷农药的联合作用对日本青鳉逐级行为响应研

究. 每种比例的化合物联合作用进行 3 组平行，结果

以 3 组平行结果的平均值显示.
实验过程中，为了明确生物综合行为的变化，采

用生物综合行为强度(behavior strength)来反映其行

为变化
［8］，在此过程中，判断日本青鳉行为发生剧

烈变化的标准是:变化前连续 5 次行为强度平均值

与变化后连续 5 次行为强度平均值的相对差值降低

达到 20%以上
［9］，而低浓度(1TU 和 0. 1TU) 则需要

10%的行为强度降低为显著变化.
在日本青鳉流水实验过程中，每通道保持 3 条

2. 5 ～ 3. 0 cm 体长的健康日本青鳉，直至实验结束.
实验过程中不投加食物，并控制每个通道水体流速

2 L /h［10］.
实验用水为充分曝气的自来水，温度 25℃ ±

2℃，溶解氧 > 8 mg /L，硬度以 CaCO3 计，250 mg /L
±25 mg /L，控制光照周期 16 h∶ 8 h (白天∶ 黑夜，白

天 04:00 ～ 20:00，夜间 20:00 ～ 04:00)，为保证生物

行为监测 平 行，每 次 行 为 监 测 实 验 开 始 于 第 1 d
16:00，第 3 d 16:00 结束. 空白采用国际标准化组织

规定的标准水( standard reference water，SRW)［11］，

pH 值为 7. 8 ± 0. 2，硬度以 CaCO3 计为 250 mg /L ±
25 mg /L.

2 结果与分析

2. 1 行为强度与化合物浓度的关系

结合 Nishiuchi 等
［12 ］

在 1967 年的研究报道，2
种有机磷农药对日本青鳉 LC50 ～ 4 8 分别为对硫磷

2. 9 mg /L和敌百虫 10 mg /L. 本研究中，以上述化合

物的 LC50 ～ 4 8 作为日本青鳉的 1 个毒性单位(1TU)，

并以 SRW 为对照，研究一定化合物暴露下日本青鳉

的综合行为强度变化.
不同浓度敌百虫和对硫磷联合作用下日本青鳉

48 h 的行为强度变化如图 1 所示. 对照组内日本青

鳉行为强度基本维持在 0. 7 左右，但其最大值位于

0. 8 左右，最小值位于 0. 5 左右，尤其在暴露以后 8
h 左右(Ⅰ，黑暗)和 32 h 左右(Ⅱ，黑暗)，日本青鳉

行为强度比 20 h 左右(Ⅲ，光照)和 40h 左右(Ⅳ，光

照)明显降低［图 1(a)］. 产生对照组行为强度变化

的原因可能在于日本青鳉行为变化的内在节律，即

生物钟现象(biological clock)［13 ～ 15］. 因此，在不同浓

度敌百虫和对硫磷联合作用下日本青鳉的行为强度

变化结果分析中，应该考虑到生物钟现象对日本青

鳉行为变化的影响.
在暴露组中，不管 cT ∶ cP 的值为多少，随着暴露

浓度的逐渐升高，日本青鳉行为强度会明显降低. 在

较高浓度(5、10 和 20TU) 暴露中，日本青鳉行为强

度变化在经历一个逐渐降低过程以后，逐渐趋于 0.
而在此过程中，存在明显的行为调节:在未完全丧失

行为能力之前，日本青鳉行为强度变化最明显的是

在大约暴露 20 h 左右，出现一次明显的行为恢复过

程，该过程产生的主要原因可能是基于生物行为节

律的生物内在行为调解. 在较低浓度(1 和 0. 1TU)

暴露中，日本青鳉行为变化主要以调整为主，并且其

调整过程基本符合对照组内日本青鳉的行为过程，

具有明显内在节律性. 但是，该浓度组中日本青鳉的

行为强度在暴露后期出现明显的降低，其中，在 1TU
暴露中，暴露后期平均行为强度为 0. 3 左右，最低行

为强度达到 0. 2，而在 0. 1TU 暴露中，暴露后期平均

行为强度为 0. 4 左右，最低行为强度达到 0. 3. 该现

象与对照组相比较，行为强度差异明显. 由此可见，
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图 1 不同浓度敌百虫和对硫磷联合

作用下日本青鳉 48 h 行为强度变化

Fig. 1 Joint effects of different proportions of trichlorfon

and parathion on the behavior strength of Japanese

medaka in 48 hours exposure

敌百虫和对硫磷对日本青鳉联合毒性作用与 cT ∶ cP

的比例大小无明显关系，而主要与敌百虫和对硫磷

暴露的浓度直接相关.
化合物浓度增高，日本青鳉行为变化剧烈，随暴

露化合物浓度降低，日本青鳉行为过程增加，发生的

调解行为增多. 暴露结束，日本青鳉行为强度也从高

浓度的零值升高到 0. 4 左右. 上述分析表明，日本青

鳉行为强度变化与暴露化合物浓度密切相关，在暴

露时间确定情况下，日本青鳉行为强度变化直接受

环境内化合物浓度的影响，并且 2 种作用机制相似

的有机磷农药对日本青鳉的行为毒性是简单的相加

作用.
2. 2 行为强度与暴露时间的关系

在不同浓度化合物 48 h 的联合作用下，日本青

鳉行为强度变化受暴露时间影响明显. 在图 1( a)

中，20TU 化合物联合暴露初期，日本青鳉行为强度

能够在 0. 5 以上变化，但随暴露时间增加，尤其在 2
～ 5 h 以后，日本青鳉行为强度逐渐降低，在此过程

中，行为调节不明显. 大约在 8 h 左右，行为强度接

近零，行为能力丧失. 而在 10 TU［图 1(b)］的化合

物联合暴露中，上述过程所需时间分别为 4 ～ 6 h 和

10 ～ 16 h，同时，调解行为明显多于 20TU 暴露. 同

样，随暴露化合物浓度逐渐降低，行为调节过程更

明显.
根据实验设计中判断日本青鳉行为发生剧烈变

化的标准，日本青鳉在不同浓度配比的化合物暴露

下的行为强度明显变化所需时间见表 1.
表 1 日本青鳉在不同浓度配比的敌百虫和对

硫磷暴露下的行为强度明显变化所需时间

Table 1 Exposure time of Japanese medaka under different

proportions of the two organphosphorus pesticides till

the significant behavior strength decrease

暴露浓度

/TU
不同 cT ∶ cP 下行为强度明显变化时间 /h

10∶ 0 7∶ 3 5∶ 5 3∶ 7 0∶ 10 平均

20 2. 4 1. 6 1. 3 1. 0 0. 8 1. 4
10 9. 0 7. 6 3. 5 2. 6 1. 5 4. 8
5 10. 1 7. 4 3. 7 5. 7 3. 8 6. 4
1 24. 1 28. 1 36. 5 32. 1 40. 2 32. 2
0. 1 41. 8 45. 1 43. 3 43. 9 41. 9 43. 0

不同浓度的暴露中，在日本青鳉发生行为强度

明显变化以后，行为过程会产生明显不同. 在较高浓

度中，日本青鳉行为强度会逐渐降低至消失;而在较

低浓度中，日本青鳉行为强度变化经历明显降低后，

会产 生 明 显 的 行 为 调 节 过 程，尤 其 是 在 1TU 和

0. 1TU 暴露中，该过程与几乎发生在暴露 20 h 左

右，与对照组的行为生物钟现象相对应.
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结果同时显示，随 2 种有机磷农药浓度的增加，

行为强度明显变化时间呈明显下降趋势，它们的联

合作用剂量与其毒性效应具有明显的正相关，其联

合毒性(7 ∶ 3、5 ∶ 5和 3 ∶ 7) 效应趋势与单一污染物

(10∶ 0和 0∶ 10)效应一致. 结果表明，暴露浓度越低，

日本青鳉行为强度发生明显变化所需时间越长，并

且，从总体变化趋势分析，改变化时间长短与 cT ∶ cP
无直接联系.

由此进一步得出结论:作用机制相同的 2 种有

机磷农药敌百虫和对硫磷对日本青鳉的行为毒性应

该是简单的相加作用.

3 讨论

从日本青鳉行为强度变化与化合物浓度和暴露

时间关系分析，在一定浓度的有机磷农药暴露中，其

行为强度变化与暴露时间直接关联，而在暴露时间

确定的情况下，行为强度变化与暴露浓度相关. 同

时，日本青鳉暴露于一定污染环境以后，其行为变化

主要经历行为刺激、行为适应、行为调整、甚至再调

整，直至产生明显行为毒性效应
［16］. 在上述行为调

节过程中，环境胁迫阈对生物行为变化起非常大的

决定作用.
结合前期一定浓度单一污染物暴露下大型蚤行

为变化与暴露时间之间的关系
［17］，在不考虑生物行

为内在节律性前提下，本研究构建了如图 2 所示的

相同作用机制污染物联合胁迫下日本青鳉的逐级行

为模型.

图 2 相同作用机制污染物联合胁迫下

日本青鳉的逐级行为模型

Fig. 2 Stepwise stress model of Japanese medaka

under the joint exposure of different chemicals

with same toxic characteristics

在一定有机磷农药暴露浓度下，行为强度随暴

露时间延长呈现明显规律性，并且在暴露时间确定

的情况下，日本青鳉行为强度变化与暴露化合物浓

度直接相关，同时，在大部分暴露过程中，日本青鳉

行为强度会经历明显的行为适应和调节过程，因此，

日本青鳉逐级行为响应既受化合物浓度大小影响，

又与暴露时间密切相关. 结合上述分析，其行为强度

变化主要经历行为刺激、行为适应、行为调整、甚至

再调整，直至产生明显行为毒性效应，行为趋势符合

如图 2 所示的逐级行为模型.
结合行为强度与化合物浓度和暴露时间之间关

系分析，在作为乙酰胆碱酶(AChE) 的活性抑制剂

的有机磷农药
［18，19］

联合胁迫下日本青鳉的逐级行

为模型中，无效应行为变化和行为刺激组成的行为

强度变化过程( 回避行为过程) 受所维持的时间长

短主要受暴露化合物浓度影响，并呈现明显规律

性
［9］，并由此决定环境胁迫导致第一行为胁迫阈发

挥作用的时间和强度. 环境胁迫越大，回避行为过程

越短，第一行为胁迫阈对日本青鳉产生的胁迫越强，

在行为适应失败以后，可能直接导致日本青鳉的毒

性效应. 在较强的环境胁迫下，日本青鳉可能会在经

历行为适应和调整过程后，遭受第二行为胁迫阈的

直接影响. 因此，日本青鳉在一定环境胁迫下，其会

产生明显的逐级行为调整过程，直至其行为毒性效

应产生. 日本青鳉逐级行为调整，尤其是在回避行为

产生以后，既受环境化合物浓度影响，又与暴露时间

相关.

4 结论

(1)作为乙酰胆碱酶(AChE) 的活性抑制剂，所

有有机磷农药的作用机制是一致的. 研究结果证明，

在敌百虫和对硫磷 2 种有机磷农药联合暴露下，日

本青鳉的逐级行为响应既受化合物浓度大小的影

响，又受暴露时间的影响，但每个浓度的不同配比之

间的行为反应时间差异不明显. 而且每个浓度 2 种

药物不同配比暴露下青鳉鱼的逐级行为响应基本一

致. 这证明了 2 种作用机制相似的有机磷农药对日

本青鳉的行为毒性是简单的相加作用，同时表明日

本青鳉逐级行为响应既受化合物浓度大小影响，又

与暴露时间密切相关.
(2)针对日本青鳉在产生行为过程中的明显生

物钟现象，为了进一步明确行为调解与行为内在节

律之间关系，在后续水生生物行为强度变化研究中，

有必要考虑生物钟现象对生物行为调节的影响.
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