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基于鱼类膳食的重金属混合物联合毒性研究 

林夏露, 谷元亮, 周  琪, 毛国传, 马东杰, 赵进顺, 邹宝波* 
（宁波大学 医学院, 浙江 宁波 315211） 

摘要: 为探讨 Pb、Cd、Hg、Cu、Zn、Mn、Cr、Ni 8 种重金属的联合毒性, 按宁波地区居民鱼

类膳食重金属的暴露比例配制各种混合物, 比较单种重金属以及七元及八元重金属混合物对

JB6小鼠上皮细胞的细胞增殖活力影响(MTT法). 结果显示, 鱼类膳食各重金属暴露比例为 Zn> 

Cu>Mn>Cr>Ni>Cd>Pb>Hg; 在 JB6 细胞系, 单种重金属对细胞的毒性大小为 Hg>Cd>Cr>Zn> 

Pb>Cu>Mn>Ni; 多元重金属混合物对细胞的毒性大小为 m8-Mn 组>m8-Ni 组>m8-Pb 组>m8-Cu

组>m8-Zn 组>m8-Hg 组>m8-Cd 组>m8-Cr 组>m8 组. 毒性评价法、相加作用模型及联合作用模

型比较均表明, 各重金属混合物内的重金属之间的主要联合作用为协同作用或相加作用, 而 Zn、

Mn与其他重金属之间存在较强拮抗作用.  
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随着人类社会生产生活范围的扩大, 重金属

污染的范围及程度也在扩大. 大气、水、土壤、食

物均是人类重金属暴露的常见途径. 因为生物蓄

积和富集作用, 食物中的重金属暴露对人体健康

而言尤为特殊. 然而在实际环境中, 人类同时暴露

于多种重金属混合物的共同作用是不容忽视的事

实. 为了更合理有效地评估多种重金属联合暴露

的健康风险, 需要研究多元重金属混合物的联合

毒性及变化规律. 现有实验研究及调查结果表明, 

多种重金属联合暴露的健康效应或不同于单一重

金属. Nordberg等[1]以尿液中的As、Cd为暴露指标, 

2 微球蛋白、N-乙酰--氨基葡萄糖苷酶为肾损伤

指标, 评估 Cd、As 主要污染区及对照区人群的肾

损伤情况. 结果表明, 与单独暴露比较, 高浓度

As、Cd 联合暴露会加强肾损伤水平, 呈协同作用. 

刘国军等[2]体外细胞实验表明, 50 μmol·L-1的Zn干

预可拮抗 Pb 暴露对新生大鼠成骨细胞增殖分化功

能的损伤, 避免碱性磷酸酶活力下降. 目前, 已有

大量诸如此类关于 2 种重金属之间联合毒性的研

究, 然而针对三元、四元, 甚至更多元的重金属混

合物联合毒性研究却并不多见.  

多种重金属混合物的联合毒性研究常采用由

下而上的策略, 以单独重金属毒性数据为基础, 按

等毒性单位浓度比例配比二元至多元混合物, 研

究对象多为水生生物, 少数为细胞. Prato等[3]在以

单种重金属对虎斑猛水蚤 48 h LC50的基础上, 采

用等毒性单位浓度比例, Cu、Cd、Hg 二元及三元

组合研究其联合毒性作用. Xu 等[4]在一元重金属

53 h EC50 的基础上, 采用等毒性单位浓度比例, 

二元、三元、四元的组合方式研究 Pb、Cd、Cu、

Zn 4 种重金属对海胆胚胎及幼虫的联合毒性效应. 

Bae 等[5]以单种重金属 24 h LD50 为基础, 采用加

性模型响应面法研究等毒性单位浓度比例的 Pb、

Cd、As、Cr 四元混合物对人类表皮角质细胞系的

急性毒性. 另外, 针对实际环境中的暴露比例配比

的联合毒性研究也在逐渐增多, 这更贴近现实, 因

而更有意义. Otitoloju[6]根据拉各斯泻湖沉积物中

Pb、Cd、Hg、Cu、Zn的浓度比例染毒底栖动物, 以

浓度加模型与协同比例模型评价联合作用变化, 

并指出该重金属混合物总体表现为拮抗作用.  
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Cu、Zn、Mn均是常见必需重金属元素, Pb、

Cd、Hg、Cr、Ni 为常见非必需重金属元素, 目前

包括所有这 8 种重金属联合暴露毒性的研究少见

报道. 随着研究的重金属种类增多, 由下而上策略

其排列组合数可达上百个. 因此, 本研究拟以单种

重金属的剂量效应关系为基础, 采用由上而下的

研究策略, 依据宁波地区鱼类膳食中 8种重金属污

染物的暴露比例配比并测试七元及八元重金属混

合物的联合毒性及变化, 并以毒性单位法、非线性

回归曲线拟合的相加作用模型及联合作用模型进

行评价, 为多种重金属混合物的毒性及联合作用

研究提供参考.  

1 材料与方法 

1.1 主要试剂与仪器 

(CH3COO)2Pb·3H2O、CdCl2·2.5H2O、NiCl2·6H2O、

MnCl2·4H2O、ZnSO4·7H2O、CuSO4·5H2O、K2Cr2O7、

磷酸二氢钾、磷酸氢二钠、氯化钠、氯化钾、二甲

亚砜均为分析纯, 购自国药集团化学试剂有限公

司. CH3ClHg购自德国Dr. Ehrenstorfer GmbH公司. 

四甲基偶氮唑盐(MTT)购自美国 Amresco公司. 正

常小鼠上皮细胞 JB6 细胞株为宁波大学预防医学

实验室赠. 酶标仪为科华生物(KHB)ST-360型.  

1.2 方法 

1.2.1 细胞培养 

正常小鼠上皮细胞(JB-6)用含有 10%无支原体

新生牛血清(四季青, 浙江天杭生物科技有限公司)

和 1%双抗(青霉素和链霉素)(碧云天生物技术研究

所)的 DMEM 高糖培养基(Thermo Scientific)培养. 

细胞培养箱(Thermo Scientific)环境为 37℃, 5% 

CO2.  

1.2.2 鱼类膳食暴露评估 

利用 PubMed、中国知网数据库、万方数据库

等收集 2006~2013 年关于宁波地区鱼类(鱼、虾、

蟹、贝)中重金属含量的相关文献, 提取数据进行汇

总, 运用加权平均法求平均值. 结合东南沿海居民

膳食摄入量数据, 运用点评估法估计宁波地区居

民鱼类膳食暴露情况.  

1.2.3 溶液配制与处理分组 

MTT经 PBS溶解配成 5 mg·mL-1储备液, 0.22 

μm滤膜过滤后无菌 Corning离心管分装, -20℃避

光保存. Pb、Cd、Hg、Cu、Zn、Mn、Cr、Ni各重

金属化合物单独配制, 用高纯水溶解并经 0.22 μm

滤膜过滤配成储备液, 4℃保存, 临用时按比例混

合. m8组指 Pb、Cd、Hg、Cu、Zn、Mn、Cr、Ni

这 8种重金属的混合物, m8-Pb组指除 Pb外的 7种

重金属混合物, 以此类推.  

1.2.4  MTT试验  

收集对数生长期 JB-6细胞, 以每孔 5 000个细

胞密度接种于多块 96 孔细胞培养板中. 细胞培养

12~24 h, 待其进入对数生长期, 分别更换含各处

理组重金属混合物的培养基, 每组设 4 个平行. 各

种重金属混合物染毒 24 h 后, 将原培养基更换为

90 μL含有 10%血清及 1%双抗的无酚红DMEM高

糖培养基 (杭州吉诺 ), 同时每孔再添加 10 μL 

5 mg·mL-1 MTT溶液, 在培养箱中继续孵育 4 h后, 

倒置显微镜下观察细胞形态. 随后弃掉培养基, 每

孔加入150 μL二甲亚砜溶液, 摇床振荡4 min混匀, 

酶标仪 546 nm 波长处测定并记录吸光度. 实验处

理重复 3次以确保实验结果的稳定性.  

1.2.5 参数估计与统计分析 

根据常用的联合作用评价方法—–毒性单位法

进行比较. 本实验将各重金属的 24 h LC50设为一

个毒性单位(TU). 同时结合 Stork 等[7]的研究方法, 

将重金属的种类及固定比例扩展至 8种, 以单种重

金属的剂量与效应关系构建相加作用模型((1)式和

(2)式), 以七元及八元重金属混合物的剂量及效应

关系构建联合作用模型((3)式), 对重金属混合物 

的联合毒性作用进行评价. 统计分析软件为 PASW 

Statistics 18.  

1 1 2 2200 / (1 exp( (y x x       

    add )))i i n nx x     , (1) 

add add1
200 / (1 exp( ( )))

n

i ii
y k t 


    ,  (2) 

mix mix mix200 / (1 exp( ( )))y t     . (3) 

2 结果与分析 

2.1 鱼类膳食暴露评估结果 

膳食暴露评估结果表明, 宁波地区居民鱼类

膳食重金属暴露情况为根据体重每天 Pb 0.168  

μg·kg-1, Cd 0.343 μg·kg-1, Hg 0.026 μg·kg-1, Cu 

8 μg·kg-1, Zn 27.123 μg·kg-1, Mn 4.444 μg·kg-1, Cr 
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1.061 μg·kg-1, Ni 0.771 μg·kg-1. 在此鱼类膳食的 8

种重金属中, Pb、Cd、Hg、Cu、Zn、Mn、Cr、Ni

所占的质量百分比分别为 0.4%、0.82%、0.06%、

19.08%、64.68%、10.6%、2.53%、1.84%, 暴露比

例 Zn>Cu>Mn>Cr>Ni>Cd> Pb>Hg.  

2.2 一元和多元重金属混合物的毒性结果 

根据单种重金属毒性对细胞的剂量效应关系

(图 1)可知, Pb的LC50及其 95%置 信区间为383.7  

mol·L-1 (263.1~651.4 mol·L-1), Cd为 39.1 mol·L-1 

(29.5~55.3 mol·L-1), Hg 为 8.4 mol·L-1 (6.3~11.9  

mol·L-1), Cu为422.7 mol·L-1(318.7~597.5 mol·L-1), 

Zn为 179.1 mol·L-1 (135.0~253.1 mol·L-1), Mn为

482.4 mol·L-1 (360.6~691.8 mol·L-1), Cr 为 78.3 

mol·L-1 (59.0~110.8 mol·L-1), Ni 为 908.2  

mol·L-1 (684.6~1 284.4 mol·L-1). 在 JB6 细胞系, 

单种重金属对细胞的毒性大小顺序依次为 Hg> 

Cd>Cr>Zn>Pb>Cu>Mn>Ni.  

在高剂量组与中剂量组中, 八元混合物 m8 组

的总剂量分别为 161.6 mol·L-1 及 80.9 mol·L-1, 

七元混合物 m8-Pb组的剂量是除 Pb外, 其余 7种

剂量与 m8 组相同, 以此类推. 高剂量组的细胞形

态观察结果显示, m8-Zn 组细胞形态较佳, 紫蓝色

结晶在细胞中分布均匀, 与正常线粒体分布位置

相当, 多为正常细胞; m8-Mn组细胞空泡样不着色, 

坏死细胞居多; 其余各组细胞大多形成致密浓染

团块, 凋亡细胞居多. 由此可见, Zn 在各重金属混

合物中的毒性较大, 这可能与其所占比例较大有

关; 除去 Mn 的重金属混合物毒性加大, 提示 Mn

在其中或发挥拮抗作用. 在中剂量组, 各重金属混

合物毒性减小, 细胞形态多正常, 剂量效应关系明

Pb/mol·L-1 Cd/mol·L-1 Hg/mol·L-1

Cu/mol·L-1 Zn/mol·L-1 Mn/mol·L-1 

Cr/mol·L-1 Ni/mol·L-1 
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图 1  单种重金属的一般毒性散点图及模拟曲线 
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显, 但各种混合物间细胞毒性亦存在差别. 进一步

利用重金属混合物的结果估计联合作用模型模拟,

结果如图 2 所示. 由模型参数可知, 在总剂量相等

的情况下, m8-Zn 组重金属混合物的毒性最小. 八

元及七元重金属混合物的LC50与 95%置信区间分

别为 m8组 154.1 mol·L-1 (106.2~234.2 mol·L-1), 

m8-Pb组 122.3 mol·L-1 (87.1~177.7 mol·L-1), m8- 

Cd组 144.8 mol·L-1 (96.2~231.2 mol·L-1), m8-Hg

组 143.5 mol·L-1 (102.2~209.1 mol·L-1), m8-Cu组

124.6 mol·L-1 (82.9~197.3 mol·L-1), m8-Zn 组

137.3 mol·L-1 (91.9~216.3 mol·L-1), m8-Mn 组

87.3 mol·L-1 (57.9~139.1 mol·L-1), m8-Cr组 149.2 

mol·L-1 (97.4~244.5 mol·L-1), m8-Ni 组 118.6 

mol·L-1 (82.4~177.4 mol·L-1). 在 JB6 细胞系, 七

元及八元重金属混合物对细胞的毒性大小依次为

m8-Mn 组>m8-Ni 组>m8-Pb 组>m8-Cu 组>m8-Zn

组>m8-Hg组=m8-Cd组>m8-Cr组>m8组.  

2.3 八元及七元重金属混合物的联合毒性评价 

由上述各种重金属的一元及多元混合物的细

胞毒性实验结果, 计算多元重金属混合物的毒性

单位及其 95%置信区间 , 结果分别为 : m8 组

0.74 (0.51~1.12), m8-Pb组 0.59 (0.42~0.85), m8-Cd

组 0.68 (0.45~1.08), m8-Hg组 0.68 (0.49~1.00), m8- 

Cu 组 0.67 (0.44~1.06), m8-Zn 组 0.47 (0.31~0.74), 

m8-Mn 组 0.45 (0.30~0.72), m8-Cr 组 0.68 (0.44~ 

1.11), m8-Ni 组 0.58 (0.40~0.86). 依据毒性单位评

价法, m8-Pb组、m8-Zn组、m8-Mn组、m8-Ni组

重金属混合物的总毒性单位小于 1, 各混合物重金
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实线表示重金属混合物联合作用模型及其 95% CI; 虚线表示重金属混合物相加作用模型及其 95%CI 

图 2  重金属混合物的一般毒性散点图及模拟曲线 

m8组总剂量/mol·L-1 m8-Pb组总剂量/mol·L-1 m8-Cd组总剂量/mol·L-1

m8-Hg组总剂量/mol·L-1 m8-Cu组总剂量/mol·L-1 m8-Zn组总剂量/mol·L-1

m8-Mn组总剂量/mol·L-1 m8-Cr组总剂量/mol·L-1 m8-Ni组总剂量/mol·L-1
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属之间的联合作用呈协同作用; m8组、m8-Cd组、

m8-Hg组、m8-Cu组、m8-Cr组重金属混合物的总

毒性单位上限大于或等于 1, 主要区间小于 1, 各

混合物重金属之间的联合作用主要呈协同作用, 

部分呈相加作用. 另外, 经比较可知, m8-Mn 组及

m8-Zn组总毒性单位最小, 提示这些重金属混合物

内部的协同作用最强, 而 m8 组总毒性单位最大, 

说明 m8组重金属混合物总体协同作用最弱.  

由图 2 可知, 在总剂量相等的情况下, 各重金

属混合物的联合作用模型细胞生存活力均不同程

度低于或接近相加作用模型, 提示各种重金属之

间的联合作用以协同作用和相加作用为主. 其中, 

m8-Zn 组的联合作用模型曲线明显低于其相加作

用模型, 表明 Pb、Cd、Hg、Cu、Mn、Cr、Ni 之

间存在较强的协同作用, 使混合物的细胞毒性增

强; m8-Mn 组的联合作用模型曲线也较明显低于 

相加作用模型, 提示 Pb、Cd、Hg、Cu、Zn、Cr、

Ni 之间也存在较强协同作用; m8 组混合物, 即

m8-Zn 组混合物加入 Zn、m8-Mn 组混合物加入

Mn后, 可减弱m8组混合物的协同作用, 呈部分相

加作用, 提示 Zn、Mn对其他重金属的毒性或起拮

抗作用, 使混合物毒性下降.  

3 讨论 

基于宁波地区鱼类膳食重金属暴露评估的相

关文献提示, 必需元素 Cu、Zn、Mn在多种重金属

暴露中所占的质量比例较大, Pb、Hg所占比例较小, 

与其他地区或其他途径的比例有相似之处, 但也

有不同之处. 英国总膳食中重金属暴露情况的调

查结果显示[8], 鱼类膳食中 Cu、Zn、Mn暴露水平

最高, Pb、Cd、Ni偏小或无, 比例与宁波地区相似

而浓度较低. 水系沉积物可反映水体重金属污染

程度及长期变化, 中国主要河流水系沉积物重金

属元素含量总体显示: Zn、Cu、Cr在各水系中浓度

较大[9]; 大气中重金属主要吸附于总悬浮颗粒物、

PM 10、PM 2.5中, 中国不同区域大气颗粒物中金

属元素环境地球化学行为显示[10], 总体上 Cu、Pb、

Cd、Zn 等浓度相对较高, 而 Cr、Mn、Ni 等浓度

较低. 依据鱼类膳食重金属暴露比例确定的联合

毒性研究或具有一定代表性, 而针对更多暴露途

径与现实比例的多种重金属联合毒性仍有待研究.  

Zn、Mn、Cu为必需元素, 是体内多种酶的活

性中心、辅助因子或激活剂, 参与体内众多生理功

能的实现. 大多数实验研究表明, 它们与其他重金

属的联合作用主要为拮抗作用[11], 其机制包括化

学性质相似的重金属竞争共同的活性部位, 直接

或间接的螯合/络合作用等. 本研究提示 Zn、Mn对

重金属混合物存在较强拮抗作用, 与以往研究结

果相一致, 然而本实验尚不能明确 Zn、Mn拮抗是

重金属混合物中哪些金属, 另外其间的拮抗机制

也有待进一步研究证实. 不少实验研究亦表明, 非

必需重金属元素之间或存在协同作用, 目前重金

属间协同作用的机制尚不清楚, 机制可能是由于

多种重金属联合暴露影响生物细胞的结构, 尤其

是细胞膜, 导致膜的通透性增强, 从而使更多有害

金属进入细胞内部, 增强毒性, 干扰生物的正常生

理活动与功能[12]. 本研究表明, Pb、Cd、Hg、Cu、

Mn、Cr、Ni (m8-Zn 组)重金属混合物存在较强协

同作用, Pb、Cd、Hg、Cu、Zn、Cr、Ni (m8-Mn组)

重金属混合物中的重金属之间也存在较强协同作

用, 与文献[13-14]结果相一致. 综上所述, 在 Pb、

Cd、Hg、Cr、Ni、Cu、Zn、Mn重金属混合物中, 有

的重金属之间存在拮抗作用, 有的重金属之间存

在协同作用, 重金属混合物的联合毒性, 是各重金

属的单独作用及它们之间的协同作用、拮抗作用、

独立作用或相加作用等加加减减, 最终形成的综

合结果. 这也是重金属的联合毒性作用不同于单

独作用的主要原因.  

本研究基于宁波地区居民鱼类膳食中多种重

金属的暴露比例, 以细胞生存活力为毒性终点, 分

析表明七元及八元重金属混合物的联合作用主要

表现为协同作用或相加作用, 这提示在进行重金

属暴露风险评估时还需要考虑重金属之间的联合

毒性. 为了更好地评价并分析多种重金属联合暴

露的健康风险, 涉及更多毒性终点、更多金属种类

以及分组、更多实际环境暴露比例的毒性测试有待

开展, 同时进一步探究氧化损伤、生物积累、DNA

损伤等已知及未知联合毒性的机制, 建立高通量

的测试方法. 
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Study: Joint Toxicity of Heavy Metal Mixtures Related to 
Proportions of Fish Consumption 

LIN Xia-lu, GU Yuan-liang, ZHOU Qi, MAO Guo-chuan, MA Dong-jie, ZHAO Jin-shun, ZOU Bao-bo* 
( Medical School, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: To study the joint toxicity of lead, cadmium, mercury, copper, zinc, manganese, chromium and nickel, 
the single heavy metal and multicomponent mixtures are exposed to normal mice epithelial cells (JB6), and the 
toxicity is measured by MTT tests. The ratios of heavy metal in mixtures are set according to the proportions on 
fish consumption in Ningbo area. The results show that the heavy metal proportions on fish consumption are in 
following descending order as Zn>Cu>Mn>Cr>Ni>Cd>Pb>Hg. In JB6 cells, the single toxicities are found to be 
in order of Hg>Cd>Cr>Zn>Pb>Cu>Mn>Ni, and the order for joint toxicities of different heavy metal mixtures 
are m8-Mn>m8-Ni>m8-Pb>m8-Cu>m8-Zn>m8-Hg>m8-Cd>m8-Cr>m8. The analysis of toxic units, additive 
model and combination model indicate that there are mainly synergistic or additive effects on the heavy metal 
mixtures. Zinc and manganese could be used to resist the toxicities of other metals. 
Key words: fish; diet; heavy metals; mixtures; joint toxicity 
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