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摘 要&在室内条件下’ 采用单因子急性和慢性毒性实验法’ 分别研究了水环境中的 ()、洗涤剂、除草剂、重金
属离子（*+$ ,、-.$ ,、)/ ,）对黑眶蟾蜍蝌蚪的毒性效应 0 结果表明’ 这些水体污染物不但对蝌蚪的生存造成危
害’ 还对蝌蚪的红细胞有致畸作用1 而其慢性毒害表现为蝌蚪身体畸形’ 肤色变浅’ 生长发育迟缓等 0 据此’ 可
以利用黑眶蟾蜍蝌蚪对水体污染进行监测 0
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水体污染对水生生物造成极大的危害 0 消除
或减轻污染’ 关键问题在于对环境进行有效的监
测 0 两栖动物具有水陆两栖独特的生活周期’ 依
赖水环境而生存’ 所以水体的质量将会对蝌蚪的
生长发育产生巨大的影响’ 通过观察蝌蚪的形态
行为特征’ 可以对水体进行质量评价 0 蝌蚪是两
栖动物变态前的幼体阶段’因其细胞分裂旺盛’对

环境的变化极为敏感 K !’ $ L ’因此是监测环境的适宜
指示物种 0
国外学者较早利用蛙类及蝌蚪对农药污染进

行监测 0 美国在 !373 年就明确提出将两栖动物
作为环境质量监测的指示生物 K ; L 0 国内此类研究
起步较晚’直到 $%世纪 3%年代初才见报道’并且
已有的研究主要是对水体中的某一重金属 K 8 L及除
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草剂 % " &等有害物质的监测’ 贺维顺 % ( &等用国产洗

衣粉进行了对蝌蚪红细胞微核率影响的致突变研

究’发现其有一定的剂量效应关系’且能诱发染色
体损伤’而对水体的酸碱度的监测报道则很少 )
本文报道了不同 *+ 的水体、不同浓度的除

草剂、洗涤剂以及重金属溶液对黑眶蟾蜍蝌蚪的

存活与生长发育的情况以及对红细胞微核产生

的影响’从宏观和微观不同层次上综合分析污染
危害程度 ’ 为环境评价 ’ 污染预报和污染物危险
性提供依据’也为保护两栖类和其它水生动物以
及探寻更为有效的环境生物学监测方法提供科

学依据)

! 材料与方法

!" ! 实验材料
春季在华南师范大学生物试验场捕捉成熟的

雌雄黑眶蟾蜍 , !"#$ %&’()$*+,-+"* -./012314 5 ’ 将
其放于孵化池中产卵’ 以蝌蚪作为实验材料 ) 蝌
蚪喂以混合性饲料（含面粉’鱼粉’大豆粉’维生素
等）’每日早晚各一次 )
!" # 试剂仪器

6) ! 789 : ; +$-<=’ 6) ! 789 : ; >?<+’ 市售高
效无磷洗衣粉（汰渍’广州宝洁公司@立白’广州立
白公司）’ 洗洁精（立白’ 广州立白公司）’ 稻草隆
（!AB乙·苄·甲可湿性粉剂’ 有效成分C D10EF9G
HF480 71I/J9’ ?.1I8./984’ 71IEF9HF480 71I/J9’浙江天
丰化学有限公司）’乙酸铅’硫酸铜’硝酸汞’甲醇’
K9EL14液’ M217E?染液’ 磷酸缓冲液 , *+ N () A 5 ’
"6 !789 : ; OP-<=和 Q?,><R 5 $溶液 )
常规实验器皿’ *+计’ 解剖镜’ 显微镜’ 数码

相机等 )
!" $ 方法
!) R) ! 蝌蚪急性染毒实验
观察各水体化学物质对蝌蚪的作用’ 记录各

实验组中蝌蚪开始死亡和全部死亡的时间’ 得出
蝌蚪可存活的水体的 *+值及洗衣粉、洗洁精、稻
草隆、乙酸铅、硫酸铜、硝酸汞的浓度范围 ) 每组
放入出膜 # 3、大小相当的蝌蚪 R6 S "6尾’每 $= /
换液 !次’各组设对照 !个 ) 为统计准确’每实验
组和对照组平行设置 R个重复实验系列 ) 所有实
验组浓度梯度的设置原则依据前人实验和预实验

得到的致死浓度而定 )
!) R) !) ! *+染毒实验
用 6) ! 789 : ; +$-<= 和 6) ! 789 : ; >?<+ 来

调节含有 "6 !789 : ; OP-<=和 Q? ,><R 5 $母液水体
,自来水作为溶剂 5的酸碱度’设置各组 *+ 值分
别为 R) 6、R) "、R) A、=) 6、") 6、!6) 6、!6) "、!!) 6)
!) R) !) $ 洗涤剂染毒实验
把洗衣粉’洗洁精的母液 , ! P : ; 5用自来水来

进行稀释’ 得到洗衣粉浓度分别为 ""、"6、="、=6
7P : ;@洗洁精浓度分别为 #6、("、""、"6 7P : ;)
!) R) !) R 除草剂染毒实验
设置浓度为 !6、!=、!A、$6 7P : ;的稻草隆

溶液 )
!) R) !) = 重金属离子染毒实验
将乙酸铅、硫酸铜、硝酸汞溶解配成 ! 666

7P : ;的母液’ 取母液稀释成不同的浓度组（乙酸
铅 =、A、!$、$6、R$ 7P : ;@ 硫酸铜 6) 66"、6) 6!、
6) 6$、6) 6=、6) 6A 7P : ;@硝酸汞 6) 6!、6) 6$、6) 6=、
6) 6A、6) !$ 7P : ; 5 )
!) R) $ 蝌蚪慢性染毒实验
根据急性染毒实验得出蝌蚪可存活的水体

*+值、洗涤剂、除草剂以及重金属离子浓度范围’
按浓度梯度设置不同 *+值、不同洗涤剂、除草剂
以及重金属离子浓度组别的水体’同时各设对照
组!个’每实验组放入出膜!" 3、大小相当的正常
蝌蚪R6 S "6尾进行为期$个月的慢性染毒实验)观
察记录各样本中蝌蚪的存活及生长情况’ 并进行
数码摄像’每 # 3测量蝌蚪的体长、体重 )
!) R) R 蝌蚪红细胞检测
将待测的蝌蚪从各实验组中捞出（每实验组

中取 R尾）’ 转入自来水中修复 ) ( /后剪断蝌蚪
尾巴’ 将尾部血直接均匀地涂在滴有 K9EL14液洁
净的载玻片上’自然晾干后用甲醇固定 !" 720’干
燥后用 !6B的 M217染色 !$ S !" 720’ 后用自来
水冲洗’ 干燥后镜检 ) 观察红细胞的形态与细胞
核的异常’并用数码相机进行拍照’记录细胞异常
的类型及数目 )

# 结果与分析

#" ! 各环境污染因子对蝌蚪存活的影响
$) !) ! 极端 *+值的毒害作用
在急性实验中’ 蝌蚪在不同 *+实验组的存

活情况表现为双向剂量反应 ) 在实验中可观察
到’ 蝌蚪的死亡先随 *+升高而下降’ 而后又随着
*+的升高而增加 ) 当 *+值为 R) A S !6) "时’ 各
组蝌蚪 T( /存活率均为 !66B ’说明在此范围内’
*+ 对蝌蚪 T( / 存活率没有明显的影响 ) 而 *+

何米雪等：几种化学物质对蟾蜍蝌蚪生存及生长发育的影响



!"# 生 命 科 学 研 究 $%%& 年

图 ! "#组形态畸变的黑眶蟾蜍蝌蚪
’( 正常蝌蚪) *( 脊柱弯曲的蝌蚪) +( 鼻孔大张, 腹部萎缩的蝌蚪) -( 腹部微微膨大的蝌蚪) .( 右腹膨大的蝌蚪) /( 头部和
腹部膨大的蝌蚪) 0(头部和腹部膨大呈球形的蝌蚪 1 2说明(图中的标尺为 $1 " 334 1
$%&’ ! ()*"+),)&%- ./0**.1%)2 )3 4.5"),0 )3 4).5 6 !"#$ %&’()$*+,-+"* 7-+20%50* 8 %2 "# &*)9"
’( 567389) *( +:7;6<=<) +( 587>< 6?>@ 8@A 8BA63>@ 8;76?C:) -( ’BA63>@ <D>99) .( E=FC; 8BA63>@ <D>99) /( G>8A 8@A 8BA63>@
<D>99) 0( G>8A 8@A 8BA63>@ <D>991 256;>( B87 H $1 " 334 1

低于I1 #和高于!%1 "的各组蝌蚪至J& C时仅少量
存活 2 K"L 4 , ?G I1 %实验组中的蝌蚪至$M C均全
部死亡1根据酸性和碱性范围J& C 的零致死浓度
可知 , 蝌蚪生存的适应范围是 ?G 值为 I1 # N
!%1 ",而蝌蚪对于 ?G的最低耐受限是 ?G I1 %1
$1 !1 $ 洗涤剂的毒害作用
随着洗衣粉、洗洁精溶液浓度的增加,蝌蚪的

死亡率亦随之增加 1 在洗衣粉溶液中蝌蚪的死亡
率增加得较平缓, "" 3F O P 组 Q$ C 死亡率可达
Q%L 1 而在洗洁精溶液中蝌蚪的死亡率在浓度超
过 "% 3F O P时急速上升, "" 3F O P 组 !& C死亡率
达 #%L , I$ C即达 !%%L 1
$1 !1 I 除草剂的毒害作用

$M C后, 除了稻草隆溶液浓度为 $% 3F O P的
实验组以外,其余各实验组的蝌蚪均没有死亡) M#
C 后高浓度的实验组中蝌蚪的死亡率开始增加,
随着时间的推移, 各组的死亡率逐渐上升 1 !&# C
后蝌蚪死亡率从小到大的顺序为 ( !I1 IL R

$I1 IL R M&1 QL R &&1 QL , 其相对应的稻草隆溶
液浓度分别为( !%、!M、!#、$% 3F O P1
$1 !1 M 重金属离子的毒害作用

SB$ T、+U$ T、GF T I种重金属离子对黑眶蟾蜍
蝌蚪的毒害作用明显 1 实验结果表明随着 SB$ T、

+U$ T、GF T I种重金属离子浓度的增加, 黑眶蟾蜍
蝌蚪的存活率也随之下降 1 存活下来的蝌蚪的体
长、尾长和体重并没有明显规律性变化,在同组蝌
蚪个体则出现较大的分化 1 与对照组相比, I种
重金属离子各个浓度中的蝌蚪的体长、尾长和体

重都要略小一点 1
:’ : 各环境污染因子对蝌蚪形态的影响
据观察, 慢性染毒实验组中有形态畸变的蝌

蚪,例如脊柱弯曲,身体萎缩变形,鼻孔大张,腹部
膨大 2图 ! 4 , 这些蝌蚪游泳时身体失衡, 不能游直
线,并且很快死亡 1 还发现蝌蚪的皮肤色素减少,
致使皮肤透明,其内脏器官清晰可见,这种情况在
?G值实验组中最为严重 2图 $ 4 1

图 : 不同 "#对黑眶蟾蜍蝌蚪皮肤的影响
’( ?G I1 #皮肤透明的蝌蚪) *( ?G M1 %皮肤透明的蝌蚪) +1 ?G "1 %皮肤透明的蝌蚪) -( 对照组的体色正常的蝌蚪) .( ?G
!%1 %皮肤透明的蝌蚪) /!( ?G !%1 " 皮肤透明的蝌蚪背面观) /$( ?G !%1 "皮肤透明的蝌蚪腹面观) 0!( ?G !!1 %皮肤极度
透明的蝌蚪背面观) 0$( ?G !!1 % 皮肤极度透明的蝌蚪腹面观 2说明(图中的标尺为 $1 " 334 1
$%&’ : ;330-1 )3 5%330*021 "# )2 <=%2 )3 4.5"),0 )3 4).5 6 !"#$ %&’()$*+,-+"* 7-+20%50* 8
’( ?G I1 # <V=@ W987=;:) *( ?G M1 % <V=@ W987=;:) +( ?G "1 % <V=@ W987=;:) -( 567389 <V=@) .( ?G !%1 % <V=@ W987=;:) /!( ?G!%1 " B8WV
<V=@ W987=;:) /$( ?G !%1 " X>@;>7 <V=@ W987=;:) 0!( ?G !!1 % B8WV <V=@ W987=;:) 0$( ?G !!1 % X>@;>7 <V=@ W987=;:256;>( B87 H $1 " 3341
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!" # 各环境污染因子对蝌蚪生长发育的影响
经过慢性的染毒% 蝌蚪的生长发育出现了滞

后的现象% 特别是其变态的周期相对于对照组明
显延长 & 而在个体的生长方面% 不同的染毒实验
组的蝌蚪体型都较对照组的蝌蚪存在不同程度的

变化%主要表现在体长和体重方面 &
’( 实验组结果表明 % 水体的 ’( 值（)& * +

!,& " 范围内）与蝌蚪的体重与体长存在正相关 &
对照组中的水体的 ’(为 -& *% 而当水体的 ’(值
低于或高于 -& *时% 蝌蚪的体型就会相应的减小
或增加 &
在洗涤剂实验组中% 不同浓度溶液对于蝌蚪

的体型影响不是很明显% 而且随着溶液浓度的增
加%蝌蚪的体型变化没有明显的规律性 &

在除草剂稻草隆染毒实验组中% 各浓度组中
的蝌蚪的平均体长和体重随着稻草隆的浓度的上

升而逐渐增大 &
重金属离子实验组中随着 ./$ 0、12$ 0、(3 0

)种重金属离子浓度的增加% 蝌蚪的体长、尾长和
体重都要略小一点 &
!" $ 各环境污染因子对蝌蚪红细胞形态的影响

’(、洗涤剂、除草剂和重金属离子均可使细
胞产生畸变 & 由于蝌蚪处于幼体阶段%生长旺盛%
细胞分裂快%而致畸因子通过皮肤进入蝌蚪体内%
并通过内循环系统产生毒害作用 & 常见的细胞变
形有长条形% 细胞膜外凸和内陷 & 常见的核异常
有微核% 双核% *字形核% % 核内凹% 核碎裂% 无丝分
裂时核分裂不均等 4图 5 6 &

图 # 重金属离子对黑眶蟾蜍蝌蚪体长、尾长和体重的
影响
各实验组的蝌蚪平均体长从左到右依次是 !& 77、!& -)、
!& -,、!& *# 89%平均尾长是 !& ,!、!& ,7、!& ,5、!& !" 89%平均
体重是 ,& ,)#、,& ,)*、,& ,5!、,& ,5- 3&
%&’" # ())*+, -) .*/01 2*,/3 &-45 -4 6-71 /47 ,/&3 3*4’,.
/47 6-71 8*&’., -) ,/79-3* -) ,-/7: !"#$ %&’()$*+,-+"*
;+.4*&7*< =
:;< =><?=3< /@AB C<D3E; @F E=A’@C<G F?@9 C<FE E@ ?H3;E =?< !& 77%
!& -)% !& -,% !& *# 89% =DA E;< =><?=3< E=HC C<D3E; =?< !& ,!%
!& ,7% !& ,5% !& !" 89% E;< =><?=3< /@AB I<H3;E =?< ,& ,)#%
,& ,)*% ,& ,5!% ,& ,5- 3&

图 $ 9>组黑眶蟾蜍蝌蚪异常红细胞
JK 正常红细胞L MN1K 胞内微核L OK 细胞膜外凸L PK *字
核L QK 核内凹L RN(K 双核细胞L SK 胞外微核L TK 长条形细
胞L UK 细胞膜内陷L VK 核碎裂L WN.K 不均等分裂 4说明K
JNQ的标尺为 5& " !9L RN.的标尺为 -& " !96 &
%&’" $ ?64-<2/3 *<1,.<-+1,* -) @/79-3* -) @-/7
: !"#$ %&’()$*+,-+"* ;+.4*&7*< = &4 9> ’<-A9
JK X@?9=C <?BE;?@8BE<L MN1K WH8?@D28C<2G HD 8<CCL OK W<9N
/?=D< 8@D><YL PK“*”D28C<2GL QK X28C<2G HDD<? 8@D8=><L
RN(K O@2/C< 9H8?@D28C<2GL SK WH8?@D28C<2G @2E @F 8<CCL TK
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需要指出的是%不同 ’(对蝌蚪红细胞变异率
不存在明显的规律变化&洗涤剂和除草剂对蝌蚪红
细胞异常率的影响表现为随浓度的线性关系&重金
属离子对蝌蚪红细胞核异常的影响以微核和双核

为主 % 其中微核所占核异常细胞比例达到
"5& 7[ %双核的比例是 ),& 7[ &

# 讨论

#" B 蝌蚪的存活
’(对蝌蚪的存活呈双向剂量反应 & 随着 ’(

的升高%蝌蚪的死亡率先降后升%与中国林蛙急性

中毒实验结果一致 \ - ] & 但黑眶蟾蜍蝌蚪对酸的耐
受能力比中国林蛙强% 其对 ’(最低的耐受值是
)& ,% 比中国林蛙蝌蚪低 ,& 7& ’(对蝌蚪造成的毒
害作用主要是水体的腐蚀性 & 酸碱性溶液不仅对
蝌蚪的皮肤具有腐蚀作用% 而且能进一步腐蚀蝌
蚪的内脏器官和骨骼%使蝌蚪急性中毒死亡 &
当各种化学物质浓度达到一定值时死亡率有

突然升高的趋势% 可见其有一个最高耐受浓度范
围%超过此浓度后%蝌蚪开始大量死亡 & 在同一浓
度下% 随着实验时间的推移% 蝌蚪的存活率下降%
这可能与蝌蚪生长发育有关 & 个体越大% 新陈代
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谢活动就越强% 体内积累化学物质的量亦大大增
加% 从而引起死亡率增加 & 在相同时间和相同浓
度条件下%日龄越大%则死亡率越高 &
!" # 蝌蚪的形态变化
在不同的 ’(值、不同浓度的洗涤剂、除草剂和

重金属离子的慢性毒害作用下%蝌蚪的形态发生了
一些明显的变化%表现为尾部弯曲%鼻孔大张%头部
和腹部膨大%皮肤透明等&这与分析研究得出的水体
污染对两栖动物形态的危害的主要特征相似)*% +,&
在 -.$ /处理组中蝌蚪畸形现象严重% 其症状

大多为尾部弯折&这一实验现象与尤静等人研究
相似 ) !# , &畸形现象可能是由于蝌蚪尾部神经最早
发育 % 而铅对神经系统有很大毒害作用有关& 此
外%重金属离子主要通过呼吸道、消化道和皮肤三
种途径进入动物的体内%对各种组织产生毒性&其
中对神经系统和造血系统的毒害作用比较显著%
并且会影响生殖和发育 &
由此提示% 不同的 ’(值、不同浓度洗涤剂、

除草剂以及重金属离子不仅对蝌蚪% 还可能对其
它水生动物造成一定的危害 &
!" ! 蝌蚪生长发育的变化
由蝌蚪的体长与体重变化可知% 随着 ’(的

升高%小型个体的比例逐渐减小%中型和大型个体
的比例则不断增加 & 造成这种现象的原因可能与
蝌蚪的分泌排泄物呈酸性的性质有关 & 经测定%
碱性水体经过 ! 0后% ’(下降的幅度较大% 而酸
性水体的 ’(则变化不大 & 激素作用的强弱% 会
影响到蝌蚪变态发育所需的时间 & 水体 ’(的变
化对激素的作用存在一定减弱效应% 使得蝌蚪变
态发育的时间延长% 而酸性溶液对激素的减弱作
用则较为明显 &
关于除草剂对蝌蚪形态发育影响的研究报道

较少 & 本实验结果表明%经除草剂处理后%各组体
长差异不大%但体重增加 & 在除草剂浓度较高时%
蝌蚪反应敏感%活动相对频繁%有可能增强摄食活
动%蝌蚪进食多%发育就较快 & 因此认为除草剂可
能通过进食活动间接影响生长发育 &
实验显示% 随着 -.$ /、12$ /、(3 / 4种重金属

离子浓度的增加% 重金属离子对蝌蚪生长的抑制
作用差异性不显著 & 有报道镉对花背蟾蜍蝌蚪生
长发育时提出蟾蜍蝌蚪体内可能存在镉 5镉拮抗
作用% 使镉的毒性作用减弱 ) !! , & -.$ /、12$ /、(3 /在

黑眶蟾蜍蝌蚪体内亦可能存在类似的拮抗作用%
故随染毒时间不断延长% 重金属离子在蝌蚪体内

的累积量不断增加至出现拮抗作用% 从而影响各
种离子的毒性 &
!" $ 蝌蚪红细胞异常
4& 6& ! 致畸因素
不同的水体污染因子对蝌蚪红细胞的致畸机

理不尽相同&引起蝌蚪红细胞产生微核的物质主要
是一些能抑制纺锤体活性的物质%例如游离原子
团%过氧化物%氢氧化物% 7 8% 5 8(% 5 819等 )!$,&
高 ’(的水体中% 含有较多的 :( 5离子% 再加

上自来水中的过氧化物% 细胞分裂旺盛的蝌蚪红
细胞的遗传物质容易引起变异 &
洗涤剂的主要成分都是一些表面活性剂% 如

烷基苯磺酸钠、碱性蛋白质、荧光增白剂等 & 蝌蚪
通过皮肤、鳃和消化器官吸收后就会大量积累 &
而表面活性剂可结合在细胞膜上% 促使其它有毒
有害化合物进入细胞%抑制纺锤体活性%导致细胞
核异常% 产生微核 & 对大鼠多次口服洗涤剂的研
究发现% 洗涤剂可使红细胞微核率显著上升 ) !4 , &
但微核率的高低不仅取决于诱变剂或纺锤体抑制

剂活性的强弱% 还取决于细胞分裂的速度 & 蝌蚪
的微核率比鱼类高% 是与其红细胞的高速分裂有
关 & 除草剂对红细胞致畸作用机理与洗涤剂的作
用机理相似 &

-.$ /、12$ /、(3 / 4种重金属离子随着浓度增
加%蝌蚪红细胞的核异常率也有一定程度的上升%
说明其毒性也有所增加&这与前人研究报道结果一
致 ) !6% !; , &但这其中也存在离子间的拮抗作用%而拮
抗作用与红细胞微核的关系则有待进一步研究&
4& 6& $ 检测时间
利用蝌蚪检测水体污染的实验% 一般是将蝌

蚪染毒 "至 < 0后% 进行 " =的清水修复% 再检测
其红细胞微核 & 而陈建军等提出蝌蚪的红细胞微
核产生数量随着染毒时间的延伸而增加% 在染毒
的第 * 0% 红细胞微核数最多% 所以其认为利用蝌
蚪作染毒急性实验时% 将蝌蚪处理 * > !$ 0比较
合适 ) !" , & 也有人认为不同除草剂诱发红细胞微核
分别在一定浓度时有一个峰值% 在高峰前后均处
于低水平%而浓度与微核率之间无显著相关%并认
为这可能是剂量过高会抑制或终止细胞分裂% 从
而导致微核率下降 ) ; , & 本实验在各种污染因子的
染毒中也观察到同样的现象% 红细胞产生异常的
几率随着染毒因子浓度的增加而先升后降 &
!" % 生物监测
目前环境监测主要以理化监测为主% 而生物
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监测具有理化监测无可比拟的综合性、真实性和

灵敏性 $ 通过生物对环境因子所做出的反应% 显
示出环境污染对生物的影响% 特别是对于低浓度
的甚至痕量的污染物% 指示生物亦可迅速做出反
应%显示其症状%从而使人们能掌握环境污染物是
否有害及危害程度% 为环境管理和保持物种的多
样性提供有效的信息 $
两栖动物蝌蚪的皮肤具有高渗透性% 所以对

水体污染特别敏感%即使在极低的浓度下%也能很
快表现出受害症状 $ 根据蝌蚪表现出来的受害症
状% 可以对污染进行定性和初步定量的分析 $ 本
实验不仅对黑眶蟾蜍蝌蚪进行了急性染毒实验%
观察其存活情况% 还对其进行了为期 #个月的慢
性染毒观察 $ 从结果来看% 酸或硷、洗涤剂、除草
剂、重金属离子对蝌蚪的毒害作用%除了致死和使
红细胞产生微核外%还可以使其形态%体色发生改
变%扰乱其生长发育 $ 由此可见%黑眶蟾蜍蝌蚪对
于水体污染因子具有高度敏感性 $
蟾蜍在中国分布很广% 利用蟾蜍蝌蚪作为指

示动物监测水环境有广阔的实用前景 $ 通过微核
试验%应用蟾蜍蝌蚪可快速检测出环境的变化%对
建立环境标准的生物监测指标% 实现环境的生物
监测有重要意义% 并为环境水体污染的防治提供
正确的指导 $
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