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离子液体［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ对泥鳅毒性效应的研究
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摘要：以泥鳅（Ｍｉｓｇｕｒｎｕｓａｎｇｕｉｌｌｉｃａｕｄａｔｕｓ）为受试动物，采用急性毒性、遗传毒性及生理毒性试验，研究了［Ｃ８Ｍｉｍ］
Ｃｌ对生物体的毒性效应。结果表明，［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ对泥鳅有一定的毒性，其对泥鳅 ２４ｈ、４８ｈ的 ＬＣ５０分别为
３２４．１３ｍｇ／Ｌ、２６２．７７ｍｇ／Ｌ，安全浓度为５１．８０ｍｇ／Ｌ；各处理组的微核率均高于对照组（Ｐ＜０．０５），且随着处理浓
度的升高和时间的推移，红细胞微核率都有明显的升高；处理组血清中的谷丙转氨酶（ＧＰＴ）和谷草转氨酶（ＧＯＴ）
活力均明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），且随离子液浓度升高以及时间的推移而增高；［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ对泥鳅有显著的毒
性作用。
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　　离子液体（ｉｏｎｉｃｌｉｑｕｉｄ，ＩＬｓ）是一类由有机阳离
子和无机阴离子组成的室温下成液体的新型化学试

剂，其常见的阳离子有季铵盐离子、季頮盐离子、咪

唑盐离子和吡咯盐离子等，阴离子有卤素离子、四氟

硼酸根离子、六氟磷酸根离子等（Ｐｒｅｔｔｉｅｔａｌ，
２００６）。本研究所采用的离子液体为氯化１辛基３
甲基咪唑（［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ），其分子式为Ｃ１２Ｈ２３ＣｌＮ２，属
亲脂性离子液体；因其不挥发、不易燃和热稳定等优

势，离子液体一诞生即引起化工界的广泛关注并显

示出广阔的应用前景，并因此曾被认为是对环境友

好的“绿色溶剂”（Ｈｕｄｄｌｅｓｔｏｎｅｔａｌ，２００１）；然而，近
几年的研究却显示离子液体对环境和生物体存在潜

在风险，有些甚至有很强的生物毒性（柯明等，

２００７）；因此其相关生物毒性研究越来越受到关注，
可对生态环境影响与应用风险评价提供重要的理论

指导。

微核也叫卫星核，是真核类生物中染色体畸变

间期细胞的一种表现形式，呈圆形或椭圆形，游离于

主核之外，大小在主核１／３以下。各种理化因子，如
辐射、化学药剂对分裂细胞作用均可产生微核（徐

建峰等，２００５）；另外，当机体暴露于污染的环境中
时，酶活性的改变是反应生物体生理变化的一项灵

敏指标；其中，谷草转氨酶（ＧＯＴ）和谷丙转氨酶
（ＧＰＴ）是广泛存在于动物线粒体中重要的氨基酸转
氨酶，其活性变化可敏感地反应机体肝细胞受损伤

的程度（陈鹏飞等，２００５）。泥鳅（Ｍｉｓｇｕｒｎｕｓａｎｇｕｉｌｌｉ
ｃａｕｄａｔｕｓ）是一种分布甚广的淡水鱼类，资源丰富，
其对外界污染物反应灵敏，且易于在实验室饲养，因

而是毒理学研究和环境监测的模式生物（陈细香

等，２００７）。本研究以泥鳅为受试对象，采用泥鳅外
周血红细胞的微核以及谷丙转氨酶（ＧＰＴ）和谷草转
氨酶（ＧＯＴ）两种酶作为生物标志物，探讨［Ｃ８Ｍｉｍ］
Ｃｌ对其遗传毒性和生理毒性的效应，进而为研究
［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ对人类及其他生物体健康的危害提供
一定的理论基础，同时也使人们对［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ的潜
在生物毒性引起高度重视。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
泥鳅２００尾，购自河南省新乡市宏达市场，健康

状况良好，体重１２～１７ｇ，平均体长１０～１３ｃｍ；试验
前在曝气的自来水中驯养１周，每２４ｈ换水１次，
死亡个体及时捞出。氯化１辛基３甲基咪唑
［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ试剂购自上海成捷化学有限公司，ＧＰＴ
和ＧＯＴ试剂盒购自南京建成生物工程研究所。
１．２　试验方法
１．２．１　急性毒性试验　在预试验中，找出其９６ｈ
的最小全致死（１００％死亡）浓度及最大全存活（０死
亡）浓度，然后采用 ５个等比级数试验浓度，将
［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ配制为１６４、２１３、２７８、３６０、４６８ｍｇ／Ｌ共
５个试验组（１０尾／组）。每２４ｈ换１次相同浓度的



［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ水溶液。前１２ｈ连续观察，随后２４ｈ、
４８ｈ观察记录。采用改进寇氏法（Ｋａｒｂｅｒ）计算出
［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ对泥鳅的半致死浓度（ＬＣ５０）及安全浓
度（杜启艳等，２００８）。
１．２．２　微核检测试验　根据急性毒性的结果，设置
１５、３０、６０ｍｇ／Ｌ共３个处理组和１个空白对照组，
挑选体长和生长状况相似的泥鳅随机放入各试验组

（１５尾／组）。处理各组每隔２４ｈ更换１次相同浓
度的处理液，空白对照组采用曝气的自来水，也是每

个２４ｈ更换１次。试验各组均在染毒后４、８、１２ｄ
随机取２尾泥鳅，断尾取血，制备血涂片并做好标
记。荧光显微镜下观察并计数拍照。每张涂片随机

观察５０００个红细胞，并统计有微核的细胞数，按惯
用方法计算微核千分率：微核细胞千分率 ＝带有微
核的细胞数／观察的细胞总数×１０００。
１．２．３　酶活分析试验　本试验设计同１．２．２，分别
于染毒后３、６、９ｄ各取材１次，每个浓度组随机取２
尾泥鳅，断尾取血，每尾泥鳅的血分别与４００μＬ抗
凝剂混匀，３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ制备血清待测，
ＧＰＴ和ＧＯＴ酶活测定方法按照试剂盒说明书的操
作步骤进行。

１．３　数据分析
所有试验数据均采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行单因

素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），用最小显著差数法
（ＬＳＤ）进行多重比较并作图。显著性差异以Ｐ值表
示，Ｐ＜０．０５表示差异显著；Ｐ＜０．０１表示差异极显
著。

２　结果与分析

２．１　［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ对泥鳅的急性毒性

不同浓度［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ溶液对泥鳅的急性毒性
试验结果见表１。在高浓度处理组中，处理鱼很快
就出现异常现象，如水中侧翻打转，上下直窜，几小

时候后反应迟钝，游动缓慢，逐渐丧失游动能力，最

后出现浮头、翻白肚现象，直至死亡。其２４ｈ、４８ｈ
的半 致 死 浓 度 （ＬＣ５０）分 别 为 ３２４．１３ｍｇ／Ｌ、
２６２．７７ｍｇ／Ｌ，安全浓度为 ５１．８０ｍｇ／Ｌ（表１）。
２．２　［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ对泥鳅红细胞微核率的影响

经［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ溶液染毒后，部分外周血红细胞
的外形呈现不规则形态，细胞核也出现各种异常现

象，如核质变形、出现微核等；其中，微核位于细胞质

中，为小球形，直径大约相当于主核１／１０（图１），不
同浓度［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ染毒后泥鳅红细胞微核率统计
结果见表２。结果表明，试验各组的微核率均高于

对照组，各处理组与其对照组间存在显著差异

（Ｐ＜０．０５），且随着处理浓度的升高和时间的推移，
红细胞微核率也呈现明显升高的趋势。

表１　［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ对泥鳅的急性毒性试验结果
Ｔａｂ．１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｃｕｔｅｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆ［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ

ｔｏＭ．ａｎｇｕｉｌｌｉｃａｕｄａｔｕｓ
试验浓度／

ｍｇ·Ｌ－１
死亡率／％ 半致死浓度／ｍｇ·Ｌ－１

２４ｈ ４８ｈ ２４ｈ ４８ｈ
安全浓度／

ｍｇ·Ｌ－１

１６４ ０ １０
２１３ ０ ２０
２７８ ２０ ６０
３６０ ８０ ８０
４６８ ９０ １００

３２４．１３ ２６２．７７ ５１．８０

图１　［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ诱导泥鳅的微核血细胞

Ｆｉｇ．１　Ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅａｒｃｙｔｏｌｏｇｉｃａｌｍａｐｏｆｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓ
ｉｎｄｕｃｅｄｂｙ［Ｃ８Ｍｉｍ］ＣｌｉｎＭ．ａｎｇｕｉｌｌｉｃａｕｄａｔｕｓ
表２　［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ诱导泥鳅红细胞的微核率
Ｔａｂ．２　ＴｈｅＭｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓｂｌｏｏｄｃｅｌｌｒａｔｅｓｏｆ
Ｍ．ａｎｇｕｉｌｌｉｃａｕｄａｔｕｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ

试验浓度／

ｍｇ·Ｌ－１
不同处理时间的红细胞微核千分率

４ｄ ８ｄ １２ｄ
０ ０．６８８±０．１７５ ０．６７３±０．８８４ ０．６８６±０．２６２
１５ ４．８５０±０．２１２ ６．１１５±１．９５９ ９．３００±１．２７３

３０ ６．８５０±０．０２１ １０．５３５±０．２３３ １３．４７０±２．２２０

６０ １０．４９５±１．４０７ １２．７９０±１．８２４ １４．９００±０．１４１

　　注：表示与对照组相比差异显著（Ｐ＜０．０５）。

Ｎｏｔｅ： ｉｎｄｉｃａｔｅｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．

２．３　［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ对泥鳅血清 ＧＯＴ、ＧＰＴ酶活力
的影响

泥鳅血清中酶活力与不同浓度［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ的
关系如图２所示。经染毒３、６、９ｄ后取样，测得血
清的酶活力均高于对照组，随着处理浓度的增高，同

一时间泥鳅血清中ＧＰＴ和ＧＯＴ活力均呈上升趋势；
同时，随着处理时间的延长，同一浓度泥鳅血清酶活

力也在上升，即酶活力与染毒时间的长短呈正相关。

经ＳＰＡＳＳ方差分析，各处理组与其对照组间存在显
著差异或极显著差异（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。试验
结果显示，离子液体［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ对泥鳅具有较强的
生理毒性影响，并表现出明显的时间效应和剂量效

应。
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图２　血清ＧＰＴ和ＧＯＴ酶活力与［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ的关系
Ｆｉｇ．２　ＣｕｒｖｅｄｒａｗｉｎｇｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｂｌｏｏｄｓｅｒｕｍＧＰＴ＆ＧＯＴｉｎ

Ｍ．ａｎｇｕｉｌｌｉｃａｕｄａｔｕｓａｎｄ［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ

３　讨论

３．１　离子液体与传统溶剂对泥鳅的生物毒性比较
急性毒性试验不仅是确定有毒化学物质毒性高

低的主要技术方法，而且也是进行慢性毒性的基础

和前提，其中获得该化学毒物对试验动物的半致死

浓度（ＬＤ５０／ＬＣ５０）则是急性毒性试验的中心任务（李
效宇等，２０１０）。Ｒａｎｋｅ等（２００４）研究了咪唑类离子
液体对细菌（Ｖｉｂｒｉｏｆｉｓｃｈｅｒｉ）的毒性作用，并与４种常
用的传统溶剂甲醇、丙酮、乙腈和甲基叔丁基醚

（ＭＴＢＥ）相应的半数效应浓度值（ｍｅｄｉａｎｅｆｆｅｃｔｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＥＣ５０）比较，发现离子液体对Ｖｉｂｒｉｏｆｉｓｃｈｅｒｉ
的毒性大于传统溶剂甲醇、丙酮和乙腈，而与 ＭＴＢＥ
相当；另外，南平等（２０１２ａ）研究发现，传统溶剂甲
醇对泥鳅 ２４ｈ、４８ｈ的 ＬＣ５０分别为４６１．２３ｍｇ／Ｌ、
４２５．３２ｍｇ／Ｌ，安全浓度为１７６．８２ｍｇ／Ｌ。本试验结
果表明，［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ对泥鳅２４ｈ、４８ｈ的 ＬＣ５０分别
为 ３２４．１３ｍｇ／Ｌ、２６２．７７ｍｇ／Ｌ，安 全 浓 度 为

５１．８０ｍｇ／Ｌ（表１），毒性稍高于传统有机溶剂甲醇
等。因此，本研究结果显示［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ对水生动物
泥鳅具有明显的生物毒性。

３．２　微核试验是检测染色体损伤的有效方法
微核试验是检测染色体及其有丝分裂器损伤的

一种遗传毒性试验方法。无着丝粒的染色体片段或

因纺锤体受损而丢失的整个染色体，在细胞分裂后

期仍留在子细胞的胞质内成为微核。有学者认为，

微核的形成途径主要有两条：一是出现染色体断裂，

进而产生微核；二是幼红细胞的正常分裂被扰乱，细

胞不均等缢缩分裂，并表现出核质外凸、内凹和不均

等缢缩等核变形现象，缢缩继续进行，则出现主核与

微核之间有丝状相连，进而出现游离的微核 （李宁

宁等，２００９）。本次研究也发现有核外突、核内凹、
主核和微核相连等现象，并且在各试验组中均观察

到了典型的微核存在，其微核率均高于对照组并存

在显著的统计学差异，且随着离子液体浓度的升高

和染毒时间的增长，处理组泥鳅的红细胞微核率均

呈现增高趋势，表现出一定的剂量效应。该研究结

果表明离子液体［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ能引起染色体损伤，是
一种较强的染色体断裂剂。

３．３　离子液体与血清ＧＰＴ和ＧＯＴ酶活的变化
谷草转氨酶（ＧＯＴ）和谷丙转氨酶（ＧＰＴ）是广泛

存在于动物体内的两种重要的转氨酶，其活性高低

反映出泥鳅体内氨基酸代谢情况，同时也可反映肝

胰腺功能的状况。在正常情况下，动物肝组织的转

氨酶只有少量释放到血浆中，因此血清中转氨酶活

力很小；当机体中毒其肝组织受损或发生病变时，细

胞膜的通透性加大，肝细胞内的转氨酶大量释放进

入血浆，从而引起肝的 ＧＯＴ和 ＧＰＴ活性明显下降，
而血液中的ＧＰＴ和ＧＯＴ活性则明显升高（南平等，
２０１２ｂ），与本次的研究结果一致。本试验中，随着
［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ浓度的增加和染毒时间的延长，泥鳅血
清中ＧＯＴ、ＧＰＴ酶活力依次升高，且试验各组与对
照组的 ＧＯＴ、ＧＰＴ酶活力均有显著差异，表明经
［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ处理可诱导肝组织损伤，导致 ＧＯＴ和
ＧＰＴ大量进入血清中。该结果与微核分析结果相一
致，均表明离子液体［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ对泥鳅具有明显的
生物毒性，且其毒性大小具有明显的剂量效应。

综上所述，离子液体［Ｃ８Ｍｉｍ］Ｃｌ对泥鳅具有显
著的生物毒性作用，进而推测其可能也会对其他水

生生物乃至人类造成一定的毒害作用；因此在生产

实践中一定要谨慎使用，以避免其对人类等有机体

的健康及其赖以生存的生态环境造成威胁。
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