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4 种重金属离子对海水青鳉胚胎发育及仔鱼的急性毒性研究 
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摘要: 为研究重金属对海洋生物的毒性影响及敏感性, 本文以海水模式鱼—–海水青 (Oryzias 
melastigma)为对象, 分析 4 种代表性海水重金属污染物铜、镉、铅、汞对其胚胎发育和仔鱼生长

期的 24 h 急性毒性. 结果显示: 海水青 发育阶段对 4 种重金属离子都很敏感, 且都产生明显毒

性影响. Hg2+、Cu2+、Pb2+、Cd2+对海水青 胚胎发育期 24 h LC50 最低值分别为 2.34 μg·L-1 (I 期)、
0.72 mg·L-1 (IV 期)、22.65 μg·L-1 (I 期)、27.32 μg·L-1 (I 期), 对青 胚胎发育毒性大小的排序为

Hg2+>Pb2+>Cd2+>Cu2+. Hg2+、Cu2+、Pb2+、Cd2+对海水青 仔鱼期 24 h LC50 最低值分别为 0.018  
mg·L-1 (7 日龄)、0.48 mg·L-1 (8 日龄)、1.87 mg·L-1 (6 日龄)、1.86 mg·L-1 (5 日龄), 对青 仔鱼毒

性大小的排序为 Hg2+>Cu2+>Cd2+>Pb2+. 由此得出重金属对海水模式鱼的胚胎和仔鱼发育的敏感

期, 并经实验得到其最低敏感浓度, 也为进一步开展海水重金属的生物监测提供了参考依据.  
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水污染是当今社会面临的主要环境问题之一, 
已引起了全球的特别关注[1-3]. 在海洋环境污染物

中, 重金属有着来源广、持久性、长期毒性和生物

蓄积性等特征[4-5], 被称为环境中有潜在危害性、高

度危害性和难治理性的重要污染物[6]. 海洋生物能

够直接或间接地从水和食物链中积累重金属, 当

积累到一定浓度时, 重金属会严重破坏水域生态

平衡[7], 并且各种重金属也会严重影响海洋生物的

生长发育、生理功能、死亡和繁殖[8].  
对于海域环境重金属污染的监测, 与过程复

杂繁琐、仪器昂贵、检测数据不具代表性的常规化

学分析方法相比, 生物监测具有灵敏度高、快速、

价格低廉、能反映污染物活性部分的生物学效应及

污染物之间交互作用的优点, 能充分反映出重金

属在水环境中的动态情况. 在生物监测中, 可以采

用活的生物体来指示环境污染的不利影响, 这些

生物个体对环境的变化反映敏感是环境污染的指

示生物. 鱼类被广泛用作生物监测的指示生物, 也

被认为是评估污染物毒性的有用动物[9]. 其中, 海

水青鳉(Oryzias melastigma)是近些年被认可的用于

海水生态毒理学研究的模式物种之一[10].  
海水青鳉作为盐水及咸淡水中少数的几种模

式生物种类之一, 具有个体小, 产卵率高, 世代周

期短, 受精卵透明, 易于观察且不易破碎, 基因组

小以及盐度适应广等特点[11]. 近些年, 有很多工作

涉及该物种的环境生态毒理研究和应用[12-13], 尤

其是侧重于胚胎和幼体的毒理研究, 也可用以评

估环境污染物对鱼类的影响[14-15]. 本文主要通过

研究海水青鳉在汞、镉、铜、铅等 4 种重金属离子

胁迫下的胚胎发育和仔鱼生长情况, 以期了解海

水青鳉在这个阶段中对重金属的特殊敏感时期及

敏感浓度, 为进一步开展海水重金属的生物监测

提供参考依据.  

1 材料与方法 

1.1  试验材料 
1.1.1 试验动物 

试验动物海水青鳉为宁波大学校内水产养殖
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基地培育. 养殖条件: 盐度 30‰、温度(27.5±0.5)
℃、光强约 100 lx、光周期 14L:10D. 让亲鱼自然

受精后产出受精卵, 用虹吸方法分离受精卵并转

移至孵化缸中, 用于后述胚胎发育毒性试验. 受精

卵在盐度 30‰、温度(27.5±0.5) ℃、光周期 14L:10D
条件下, 孵化约 9 d 后, 青鳉仔鱼密集出膜, 用于

后述仔鱼生长毒性试验.  
1.1.2 试验试剂 

氯化汞(HgCl2)、硫酸铜(CuSO4·5H2O)、氯化

铅(PbCl2)、氯化镉(CdCl2·H2O)均购于上海国药集

团, 均为化学纯级别. 上述 4 种重金属盐预先用消

毒海水分别配置成母液, 0.1 μm 微孔滤膜过滤后保

存备用. 实验用海水采用海水晶(海佳牌, 上海)加
蒸馏水配制, 煮沸消毒并滤膜过滤备用.  
1.2  试验方法 
1.2.1 重金属离子浓度设计 

根据海水青鳉胚胎及仔鱼预实验结果和各金

属离子在海水体系中的溶解度, 设计海水青鳉鱼

胚胎及仔鱼 24 h 急性试验浓度, 推算出 4 种重金属

24 h 的最小全致死(100%死亡)浓度和最大全不致

死浓度的大致范围. 在此范围内, 由于海水青鳉胚

胎中浓度范围相差较小, 故按等对数间距设置 4 个

浓度组, 仔鱼期按等对数间距设置 6 个浓度组, 同

时均分别设置 1 个空白对照组, 每组 3 重复. 取不

同体积各试剂母液, 稀释成相应表 1 实验浓度.  
1.2.2 胚胎急性毒性试验 

通过解剖镜镜检判断海水青鳉胚胎发育的 8
个不同时期, 分别为受精卵激活期(I)、胚盘形成期

(II)、卵裂期(III)、囊胚期(IV)、原肠胚期(V)、神经

胚期(VI)、器官形成期(VII)、孵化出膜期(VIII), 各

期胚胎发育特征参照陈漪等[16]的研究. 分别从各

期中挑选发育同期的 10 枚胚胎细胞, 均放置于

14 cm 培养皿, 各浓度梯度的试验溶液 20 mL, 每

个浓度梯度设置 3 个平行. 胚胎急性毒性试验采用

半静态暴露方式, 同时设置人工海水组的空白对

照组. 各试验组中胚胎在重金属离子中的暴露时

间为 24 h, 观察各个发育时期处理中的胚胎发育及

生命活动情况, 统计胚胎死亡数. 以受精卵不透

明、心跳停止等特征作为胚胎急性毒性试验中的测

定和判断胚胎死亡的依据. 计算各期胚胎的死亡

率及 24 h 半数致死浓度(24 h LC50).  
1.2.3 仔鱼急性毒性试验 

收集 8:00~10:00 时间段内孵出的初孵仔鱼, 作

为仔鱼 1 期(1 日龄), 转移到消毒后的水族玻璃缸

中培育, 再从中分别挑选健康有活力的 1~10 d 的

10 期仔鱼进行急性毒性试验. 每个烧杯中放入 10
条仔鱼, 试验溶液为 150 mL, 每期设置 3 个平行. 
同样采用半静态暴露试验方式, 以人工海水作为

空白对照组. 试验在光照培养箱中进行, 条件仔鱼

暂养. 各试验组中仔鱼在重金属离子中的暴露时

间为 24 h, 试验期间每天(10:00)投喂初孵卤虫无节

幼体, 投喂密度约为 1 个·mL-1. 每天定时观察各试

验组仔鱼的生长情况及生命活动, 分别统计各期

试验组中的仔鱼死亡数, 计算各组中仔鱼死亡率

及相关半数致死浓度(LC50).  
1.3  数据处理 

根据机率单位法原理, 利用 Excel 对结果进行

分析, 并计算半数致死浓度, 公式如下[17-18]:  
 1/ 2( 5)1/2(2π) e YZ   , (1) 

式中: Z 为权重系数公式中的参数; Y 为校正死亡率

表 1  各重金属离子的实验质量浓度设置 mg·L-1 

发育阶段 重金属离子 实验质量浓度梯度 

胚胎期 Cd2+ 0 0.147 0.294 0.588 1.176   
 Hg2+ 0 0.024 0.048 0.096 0.192   

 Pb2+ 0 0.020 0.200 0.400 0.800   
 Cu2+ 0 1.000 1.970 3.870 7.620   

仔鱼期 Cd2+ 0 0.02 0.10 0.38  1.50  6.00 24.00 
 Hg2+ 0 0.01 0.02 0.10  0.38  1.50  6.00 

 Pb2+ 0 0.50 2.00 5.00 10.00 20.00 - 

 Cu2+ 0 0.50 2.00 5.00 10.00 20.00 50.00 

注: “-”表示超出了 Pb2+在海水中的溶解范围, 故仔鱼期仅选用 6 个浓度组(包括空白对照组). 
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的正态等差. 
2 / ( )w Z PQ , (2) 

式中: w 为权重系数; P 为死亡率, 1Q P  . 

   212
mSE b nm m x nw m x

           
  

  
1/212

SE b nm m x nw m x
           

  , (3) 

式中: mSE 是 m 的标准误差, 50lg LCm  ; x 为浓

度对数平均值; n 为某浓度供试总数. 

10, 10 (ln10 )m
m mSE SE  , (4) 

式中: 10,mSE 为 LC50 的标准误差. 
LC50 的置信限为 50(lg LC 1.96 )10 mSE  . 

2 结果与分析 

2.1  胚胎毒性试验结果 
胚胎暴露于 Hg2+中(图 1). 在胚胎发育的 8 期

中, 除出膜期(VIII 期)外, 其他各期对 Hg2+表现出

敏感. 第一阶段(第 I~III 期), 大概是胚胎发育开始

的前 5 h, 受精卵对 Hg2+异常敏感, 表现为各期的

24 h LC50 值很低(<15 μg·L-1), 最低是 I 期, 仅为 2.34  
μg·L-1, 表明该期对 Hg2+最为敏感. 随着胚胎的发

育, 受精卵对 Hg2+敏感的浓度在逐渐增加, 至第二

阶段(第 IV~VI 期), 各期 Hg2+的 24 h LC50 值都在

100 μg·L-1 左右, 远远高于第一阶段(P<0.05), 但各

组两两间差异不显著(P>0.05). 至第三阶段的第

VII 期达到最大的 24 h LC50 值, 为 173.65 μg·L-1, 
显著高于第二阶段各期(P<0.05).  

 
图 1  海水青 胚胎发育各期暴露于 Hg2+的 24 h LC50 值 

胚胎暴露于 Cu2+中(图 2). 仅在发育的第二阶

段, 即囊胚期(第 IV 期)、原肠胚期(第 V 期)、神经

胚期(第 VI 期)对 Cu2+较为敏感. 试验中发现, 第一

阶段的 3 期(I~III)都对 Cu2+基本无表现, 这 3 期中

各组胚胎的死亡率与对照组相比差异不显著(P> 

0.05); 在敏感的 IV~VI期中, 各组 24 h LC50值随着

胚胎发育而显著提高, 即胚胎对 Cu2+的敏感性逐

渐降低. IV~VI 期的 24 h LC50 值分别为 0.72、4.13、

8.86 mg·L-1, 各期两两间存在显著性差异(P<0.05). 
胚胎发育的第三阶段对 Cu2+也不敏感.  

 
图 2  海水青 胚胎发育各期暴露于 Cu2+的 24 h LC50 值 

胚胎暴露于 Pb2+中(图 3). 发育的第一阶段表

现最为敏感, 尤其是其中的 I 期和 III 期, 其 24 h 
LD50 值都较低, 分别为 22.65 和 45.78 μg·L-1, 而第

II 期为 163.37 μg·L-1, 远高于 I 期和 III 期(P<0.05); 
但总体上都低于第二阶段的各期, 第 IV 至 VI 期的

24 h LC50 值分别为 247.65、608.47、792.34 μg·L-1, 
各期两两间存在显著性差异(P<0.05). 至第三阶段, 
即器官形成期(第 VII 期)和孵化出膜期(第 VIII 期), 
该阶段对 Pb2+不敏感.  

 
图 3  海水青 胚胎发育各期暴露于 Pb2+的 24 h LC50 值 

胚胎暴露于 Cd2+(图 4)中的表现类似于 Pb2+, 
区别在于胚胎对于 Cd2+ 敏感性是随着发育时期逐

渐降低的, 即各期的 24 h LC50 值在逐渐上升. 第 I
期最低 (27.32 μg·L-1), 至第 VI 期最高 (1 283.34  
μg·L-1), 各期两两间存在显著性差异(P<0.05). 与

Pb2+相类似, 第 3 阶段的胚胎对 Cd2+也不敏感.  
2.2  仔鱼毒性试验结果 

仔鱼暴露于 Hg2+中(图 5). 其中前 3 d 情况也延
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续了胚胎发育后期的特点, 试验浓度范围内对仔

鱼基本上无影响, 直到第 4、5 天时才略有毒性效

应, 但 24 h LC50 值比较大. 到后 5 d 阶段, 尤其是

暴露于 Hg2+中的 7~9 日龄仔鱼有异常敏感反应, 
24 h LC50 值都在 0.02 mg·L-1 左右, 远低于前 5 d 值

(P<0.05), 与胚胎发育第 VII 期的 24 h LC50 值接近

(P>0.05).  

 
图 5  海水青 仔鱼各期暴露于 Hg2+的 24 h LC50 值 

仔鱼暴露于 Cu2+中(图 6). 前 5 d 阶段类似于

Hg2+的反应, 其中前 4 d 延续胚胎期特点基本无影

响, 5 日龄时略有毒性效应, 不过其 24 h LC50 值超

过了 10 mg·L-1. 后 5 d 阶段, 其中 5 日龄~9 日龄的

仔鱼对 Cu2+较敏感. 期间随着仔鱼生长增加, 24 h 
LC50 值逐渐降低, 至 8 日龄时出现最低值(0.48  

mg·L-1), 而后, 9 日龄仔鱼又有大幅上升, 最后 10
日龄基本上也是不敏感.  

仔鱼暴露于 Pb2+中(图 7). 在前 5 d 阶段, 仅 2、

3 日龄的仔鱼对 Pb2+有所敏感, 其 24 h LC50 值都在

10 mg·L-1 以上; 其余 1、4、5 日龄仔鱼对 Pb2+都无

表现. 至后 5 d 阶段, 尤其是 6~8 日龄仔鱼表现为

对 Pb2+较敏感, 最低 24 h LC50 值出现在 6 日龄组, 
为 1.87 mg·L-1; 而后逐渐升高 , 7、8 日龄组为

4 mg·L-1, 9 日龄组约 10 mg·L-1.  

 
图 7  海水青 仔鱼各期暴露于 Pb2+的 24 h LC50 值 

仔鱼暴露于 Cd2+中(图 8). 仔鱼对 Cd2+ 敏感从

第 3 日龄开始表现, 3~5 日龄仔鱼随着日龄增加, 
24 h LC50 值逐渐降低, 5 日龄最低(1.86 mg·L-1); 而

后 5~8 日龄仔鱼的 24 h LC50 值又呈显著升高的趋

势. 经比较, 3 日龄和 7 日龄间差异不显著(P>0.05), 
其余各组间两两有显著性差异(P<0.05), 至 8 日龄

时有最高的 24 h LC50 值(21.66 mg·L-1).  

 
图 8  海水青 仔鱼各期暴露于 Cd2+的 24 h LC50 值 

3 讨论 

重金属是目前较为关注的一类环境污染物, 
生物毒性大. 长期处于低浓度重金属暴露下的生

物, 其生长、发育、繁殖和代谢等都受严重影响, 并

且重金属还能在一些重要器官富集, 产生一系列

 
图 4  海水青 胚胎发育各期暴露于 Cd2+的 24 h LC50 值 

 
图 6  海水青 仔鱼各期暴露于 Cu2+的 24 h LC50 值 
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毒性效应[19]. 不同的生物对不同重金属开展的毒

性研究报道很多, 由于生物生理和重金属特性差

异, 所得结果往往难以与实际应用比较. 此外, 哪

怕是同一生物对于同一种重金属的毒性试验, 结

果也是难以应用到实际工作中, 进而开展有效的

生物监测. 个中原因可能是难以把握重金属作用

的敏感时间点及敏感浓度.  
一般来说, 鱼类的早期发育阶段对重金属特

别敏感. 王洪盼等[20]报道日本青鳉(Oryzias latipes)
在胚胎期对重金属最为敏感, 比仔鱼和成鱼易感

染有毒物质[21]. 此外, 研究者对胚胎发育不同时期

的敏感性也有研究, 一般认为在受精初期到原肠

期阶段, 卵膜的透性高, 易受重金属影响. 如虹鳟

(Oncorhynchus mykiss)胚胎在眼点形成期和孵化期

都对 Mn 离子较为敏感[22]; 且在氯化镍作用下, 其

胚胎受精初期比眼点形成期还要敏感[23]. 可以说

受精初期对重金属是最为敏感的时间点. 本文得

出海水青鳉胚胎对 Hg2+、Cu2+、Pb2+、Cd2+各离子

的最低 24 h LC50 值分别为 2.34 μg·L-1 (I 期)、0.72  
mg·L-1 (IV 期)、22.65 μg·L-1 (I 期)、27.32 μg·L-1 (I
期). 结果发现重金属离子在海水青鳉受精卵激活

期的 24 h LC50 最低, 远低于仔鱼期(除 Cu 外), 说

明胚胎发育最初始阶段对于重金属离子最为敏感, 
最易受重金属伤害. 现有很多工作也得出相同的

结论[24-26]. 但胚胎发育初期阶段持续时间过短的

不足给研究工作带来了许多不便, 造成开展生物

监测应用的难度很大.  
此外, 通过比较 4 种重金属最低 LC50, 我们可

以得出 4 种重金属对海水青鳉的胚胎发育毒性大

小的排序为 Hg2+>Pb2+>Cd2+>Cu2+. 有报道指出鱼

类对常见重金属离子的敏感性大小为 Hg2+>Cu2+> 
Cd2+>Zn2+>Pb2+>Cr6+[27]. 此前该方面研究工作开

展较多[24-33], 但所得结果却差异大. 其中有客观的

原因, 如试验物种不同[28,30]、金属离子间相互影响

等[34], 也有一些主观性的原因造成不同结果间可

比性不强. 但是, 各研究对重金属作用机理的推测

较一致. 在早期胚胎形成阶段, 重金属对胚胎的作

用是通过与绒毛膜结合或改变细胞膜通透性而产

生毒性. 那么明确绒毛膜最薄时刻就是重金属作

用最敏感的时间点, 也能测出相应的敏感浓度. 本

试验中海水青鳉胚胎的受精卵激活阶段是敏感时

间点, 是因为此时的受精卵卵壳外绒毛膜逐渐变

薄和硬化, 重金属离子最易于透过而进入胚胎[35]. 
因而该期所得的 24 h LC50 值为敏感浓度. 敏感浓度

一般为敏感期的最低 LC50 或 EC50 值. 总体上看, 4
种重金属离子 Hg2+、Cu2+、Pb2+、Cd2+都能影响海

水青鳉的胚胎发育, 但不同的重金属所作用的胚

胎发育期有所不同, 所作用的敏感浓度也有所不

同. 也就是说青鳉胚胎发育的不同时期对不同重

金属的敏感性不一样, 最小作用浓度也有所不同. 
但不管如何, 对胚胎影响的有效浓度基本上是随

着胚胎发育的进展而逐渐上升的.  
重金属对于仔鱼影响的研究也很多, 影响的

主要表现有影响初孵仔鱼的个体大小、多种器官的

畸形率(头颅、卵黄囊、脊柱、眼部、尾部)、卵黄

囊的吸收作用以及初孵仔鱼的生长发育速率等 , 
进而影响到初孵仔鱼正常游泳和行为, 甚至会导

致鱼类完全吸收卵黄囊的营养后而死亡. 本研究

中测得 4 种重金属离子对海水青鳉仔鱼的最低 24 h 
LC50 值分别为 0.018 mg·L-1 (7 日龄)、0.48 mg·L-1 (8
日龄)、1.87 mg·L-1 (6 日龄)、1.86 mg·L-1 (5 日龄), 对

海水青鳉仔鱼生长的毒性大小排序为 Hg2+>Cu2+> 
Cd2+>Pb2+. 总体上看, 4 种重金属离子 Hg2+、Cu2+、

Pb2+、Cd2+都能影响海水青鳉仔鱼发育, 但不同重

金属的作用不同, 敏感浓度也不同. 从结果看, 重

金属离子对仔鱼的作用期主要在 6~8 日龄阶段, 也

就是主要发生在后 5 d 阶段(除 Cd2+外). 与胚胎期

比较发现, 除 Cu2+的 24 h LC50值略有降低外, 其余

3 种重金属的 24 h LC50 值都大幅度提高, 升高了

10~ 85 倍. 一般来说, 仔鱼对于重金属的敏感性不

如胚胎. 不过本试验中的 Cu2+在海水青鳉仔鱼期(8
日龄)出现了最低的 24 h LC50 值. 说明对于 Cu2+胁

迫来说, 仔鱼期比胚胎期更为敏感. 也有少量工作

支持此结果[30,36]. 这可能是因为水环境中 Cu2+的

浓度过高, 仔鱼直接接触 Cu2+离子, 不像有卵膜保

护的胚胎有足够时间发育来降低重金属的毒害作

用. 此外, 仔鱼不同发育阶段对重金属毒性的敏感

性也不同, 如外源性营养阶段极易受外界环境的

影响[37]. 本试验中发现, 最开始几天的青鳉仔鱼能

延续胚胎状态, 而后才显示出毒性效应, 因此仔鱼

对重金属的敏感期在第 5~8 天(5~8 日龄), 且不同

金属种类各有相应的敏感时间点. 5~8 d 时间段内, 
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一般是卵黄囊油球刚刚全部消耗完成, 开始从内

源性营养转向外源营养的过渡阶段. 而此时的仔

鱼生长需要营养支撑, 但身体的各项功能尚未发

育完全, 因而在获得营养的同时给了污染物可趋

之机, 致使重金属对鳃上皮细胞造成损害, 造成中

毒死亡[38].  
综上, 本研究通过海水青鳉胚胎及仔鱼急性

毒性实验结果, 明确了海水青鳉早期发育阶段的

敏感期及敏感浓度, 这对于海水鱼类在海洋环境

的生物监控具有重要意义, 但对其机理的研究需

要进一步深入.  
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Effects of four heavy metal ions on embryonic development and 
larval growth of Oryzias melastigma 

YANG Zhiyan1,2, XUE Yafang1,2, XU Yongjian1,2* 
( 1.School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315832, China; 2.Key Laboratory of Applied Marine 

Biotechnology of the Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo 315832, China ) 

Abstract: In order to study the toxicity and sensitivity of heavy metals to marine organisms, the model of marine 
fish (Oryzias melastigma) was used in this study. A total of 24 hour acute toxicity was assessed in four 
representative seawater heavy metal pollutants (Cu、Cd、Pb、Hg), including embryonic development and larval 
growth of Oryzias melastigma. The results showed that the embryonic development stage was very sensitive to 
the four heavy metal ions, and they all had obvious toxic effects. The lowest 24 hour LC50 values of Hg2+, Cu2+, 
Pb2+ , and Cd2+ at the 2 hour embryonic developmental stage of Oryzias melastigma were 2.34 μg·L-1 (Phase I), 
0.72 mg·L-1 (Phase IV), 22.65 μg·L-1 (Phase I), 27.32 μg·L-1 (Phase I), respectively. The order of embryo 
development toxicity was Hg2+>Pb2+>Cd2+>Cu2+. The lowest 24 hour LC50 values of Hg2+, Cu2+, Pb2+, and Cd2+ 
to larval stage of Oryzias melastigma were 0.018 mg·L-1 (7 days old), 0.48 mg·L-1 (8 days old), 1.87 mg·L-1 (6 
days old), 1.86 mg·L-1 (5 days old) , respectively. The order of toxicity to Oryzias melastigma larvae was Hg2+ > 
Cu2+ >Cd2+ >Pb2+. In summary, the sensitive period of heavy metals to the embryonic and larval development of 
marine model fish was determined in this experiment. The lowest effective concentration was calculated to 
provide a reference for further biological monitoring of marine heavy metals. 
Key words: Oryzias melastigma; embryonic development; larval; embryo; heavy metals; acute toxicity 
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