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摘要!应用微板毒性分析法系统地考察了 +( 种具有不同烷基链长度(阴离子基团和阳离子骨架"甲基咪唑(二甲基咪唑和吡

啶#的,绿色溶剂-离子液体"B89BM<Bc?B@N$/5N#对一种新型淡水发光菌青海弧菌 a%$ ")*+#*,-*./0’*%.1*1NDCa%$#的毒性效应C

非线性拟合结果表明$58UB:或 dABQ?<<函数可有效地表征 +( 种 /5N的剂量F效应曲线$其相关系数 7k(‘#&$均方根误差 026,

j(‘(*+’+( 种 /5N对 a%$ 的毒性差异很大$D,7*(值在 "‘(" f*‘)& 之间’/5N对 a%$ 的毒性具有烷基链效应$且烷基链上每增

加 ’ 个碳原子$其 D,7*(值增加近 " 倍’/5N的阴离子基团(阳离子骨架及 /5N本身的吸光性不显著影响 /5N对发光菌 a%$ 的

毒性C

关键词!离子液体’ 青海弧菌 a%$’ 毒性效应’ 微板毒性分析法’ 烷基链效应
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!!离子液体"B89BM<Bc?B@N$/5N#是一类在室温下具
有蒸汽压低(不易燃(不挥发等优良特性的有机液态
盐 *" f)+C因而$/5N被作为一种,绿色-溶剂取代传统
的有机溶剂而广泛应用于合成(提取(催化等化工领
域中 **$%+C然而$/5N的高水溶性和生物难降解性$势
必会引起一系列水环境污染的问题$进而威胁到水
生生物的生存与安全 *)$ $$&+C因此$如何准确评价各
种 /5N的毒性已成为环境科学研究的重要课题$引
发了多种关于 /5N的毒性研究 *$$#+ $如 4GAN突变实
验 *"(+ $酶活性抑制实验$细菌(藻(大型蚤和哺乳动
物细胞等有机体的生长抑制实验 *"" f"++C多数研究表
明 /5N的毒性具有烷基链效应C

发光细菌荧光素酶生物活性测定方法是以发光
细菌作为指示生物的毒性测试方法C费氏弧菌 ")8
X*1"0%#*#是一种普遍用于毒性测试的国际标准指示
生物 *")+ $然而$)8X*1"0%#*是一种海洋菌$其培养需

要在培养基中加入 ’i f+i的氯化钠$而氯化钠的
加入很可能会改变水样的潜在特性C由我国学者研
究开发的一种新型发光菌淡水发光菌青海弧菌 a%$
")*+#*,-*./0’*%.1*1NDCa%$#克服了 )8X*1"0%#*的这
一缺点$且能够在很宽的 D\值范围内"%‘* f""#生
长良好$对毒物的反应敏感 *"*+C鉴于此$刘保奇
等 *"%+建立了发光菌青海弧菌 a%$ 微板毒性分析
"234#方法$该方法具有简单(快速(易于操作(节
省试剂以及结果稳定等优点C目前 234方法已成功
地用于取代酚类 *"$+ (苯胺类 *"&+ (三嗪类农药 *"#+等物
质的毒性和联合毒性测试C本课题组也曾就几个 /5N
以及 /5N与农药二元混合物对 a%$ 的发光毒性抑制
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做过初步研究 *’($’"+C
为了探讨 /5N对 a%$ 的毒性是否也具有烷基链

效应$以及 /5N的阴离子和阳离子骨架对其毒性的
影响$本研究采用 234法$比较系统地考察了具有
相同阴离子和阳离子骨架但不同烷基链长度(相同
阳离子骨架和烷基链长度但不同阴离子以及具有相
同阴离子和烷基链长度但不同阳离子骨架"甲基咪
唑(二甲基咪唑和吡啶#的 /5N对 a%$ 的毒性效应C
以期为合理评价 /5N的环境生态效应以及 /5N在各
行业的合理选择与应用提供基础数据C同时$在 /5N
阴离子选择方面$除了含溴及四氟化硼等阴离子外$
还选择了一些含氧基团阴离子$这是因为含氧基团
的引入可能增加离子液体的降解性能从而成为未来
/5N生产趋向 *’’+C

OP材料与方法

OQO !材料(仪器及试剂
实验用菌种为青海弧菌 a%$"购自华东师范大

学生物系#$菌种的培养与保存参照文献*"$ f"#+C
6DAM:EH2HK2* 型 酶 标 仪 " 美 国 28<AM?<HE

WASBMAN公司#$6dF7]F/>超净工作台 "苏州佳宝净
化工程设备有限公司#’"*(7型恒温振荡培养箱
"金坛市亿通电子有限公司#’56FT*(5型立式压力
蒸汽灭菌器"上海医用核子仪器厂#’T3’*6 型电子
天平"赛多利斯公司#C

实验用 +( 种 /5N的纯度均大于 #$‘(i$其阳离
子骨架结构以及取代基"W#的缩写"如 G(A和 7"’
等#示于图 "$/5N编号(简写(理化性质连同剂量F响
应拟合函数结果列于表 " 中C+( 种 /5N的储备液用
GB<<BFa水配制$并于 )r冰箱中保存备用C

图 OP?\,阳离子骨架的化学结构

>BUC"!7;AGBMH<N:E?M:?EA8RMH:B89 NJA<A:89 8R/5N

OQE !毒性测试方法

/5N的 毒 性 测 定 采 用 微 板 毒 性 分 析 法
"234# *"%+C在 #% 孔微板第 " 横排的 "’ 个孔中均加
入 "(( !5GB<<BFa水作为空白对照$在第 ’ 横排的
"’ 个孔中分别加入依据在预毒性试验中所得稀释
因子稀释的 "’ 个 /5N浓度$浓度从大到小呈几何级
数递减$尽可能地使各浓度产生的发光抑制率"R#
比较均匀地分布在最高效应与最低效应之间C第 +(
) 横排中 "’ 孔设为第 ’ 横排相应各孔样品的平行
实验$每一个孔都用 GB<<BFa水补足至 "(( !5$再用
"’ 道移液器依次从微板第 " 至第 ) 排各孔中加入
"(( !5培养好的菌液$使每孔内溶液总体积均为
’(( !5C"* GB9 后$用酶标仪测定各孔相对发光度
强度C以 /5N对 a%$ 的百分发光抑制率"R#为毒性
指标C为了保证实验数据的精度$微板毒性测试至少
重复 + 板C
OQR!剂量F效应曲线"W07#拟合

采用非线性最小二乘回归技术将实验浓度""#F
抑制率数据 "R#分别拟合到非线性函数 dABQ?<<
"d#和 58UB:"5#以拟合相关系数"7#最大或拟合均
方根误差"026,#最小为目标选择最佳拟合函数C
非线性函数 d与 5的解析式分别为!

R:" CAKD3CAKD*(>% <U""#+4 ""#
R:"=3" >AKD*C(C% <U""#+4 "’#

式中 ((% 是位置与斜率参数C

EP结果与分析

EQO!/5N的 W07与毒性效应
+( 种 /5N对发光菌 a%$ 的最佳拟合函数"包括

回归参数 ((% 值与统计量 7和 026,#参见表 "$其
拟合 W07如图 ’ 所示C结果表明$非线性 dABQ?<<或
58UB:函数可有效地描述 +( 种 /5N的 W07N"7 k
(‘#&$026,j(‘(*+#$其中 ") 种/5N的W07N可用
dABQ?<<表征$另外 "% 种 /5N的 W07N则可用 58UB:
表征C每个 W07形状相似$但并不完全平行"图 ’#C

依据最佳拟合函数可以方便计算出各个 /5N的
,7*(及其负对数 D,7*(值 "表 " #C可知 D,7*(值在
"‘(" f*‘)& 范围内波动$,7*(值跨 ) 个数量级C若以
D,7*(值为毒性评价指标$+( 个 /5N的毒性差异很
大$其中毒性最小的是 AGBG7<"编号 "#$毒性最大
的是 7"’GBG7<"编号 ’+#C
EQE!/5N对 a%$ 具有烷基链效应

/5N的 D,7*(值与阳离子骨架上烷基链"W#的碳
原子个数"7.#呈良好线性关系C

对于所有的 +( 个 /5N"编号 " f+(#!

#(""
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表 OPRF 种 ?\,的理化特性’储备液’拟合函数与统计量’半数效应浓度 /-VF及其 TVf置信区间$-?%和 /-VF的负对数值" D,7*( #

3HQ<A"!68GAD;=NB8M;AGBMH<DE8DAE:BAN$ N:8MJ N8<?:B89N$ RB::A@ R?9M:B89N$ N8GAN:H:BN:BMN$ ,7*( PB:; #*i M89RB@A9MAB9:AESH<"7/#

H9@ D,7*( 8R+( /5N

编
号 /5N"# 746 0- 厂家

相对分
子质量

*GHK
O9G

储备液"
OG8<)5h"

?+# ( % 026, 7 ,7*("#*i7/# D,7*(

" AGBG7< %*(+#F(#F( 47016"X64# ")%‘% ’’& ’‘#+,F" d ’‘*# ’‘#) (‘(’# (‘##’$ #‘&$ "&‘’)$ "‘’"# ,F(’ "‘("
’ AGBGT>) ")++")F"%F+ 47016"X64# "#&‘( ’’% )‘’),F" d *‘’$ +‘)# (‘()" (‘##+$ ’‘)+ ""‘#)$ +‘((# ,F(’ "‘%’
+ AGBG*7>6+ ")*(’’F))F’ 2AEJ"ZAEGH9=# ’%(‘’ ’"( "‘&&,F" d ’‘&% ’‘%’ (‘(+( (‘##"( *‘&$ ")‘$#$ $‘)(# ,F(’ "‘’+
) AGBG*7D;6+ +’&(#(F’*F" 2AEJ"ZAEGH9=# ’&’‘) ’+( ’‘"),F" d +‘*# +‘+$ (‘(’’ (‘##%" %‘$( "*‘#&$ $‘**# ,F(’ "‘"$
* QGBG7< $##"$F#(F" 47016"X64# "$)‘$ ’"’ +‘’),F" d +‘*% ’‘"% (‘(+% (‘##’* "‘*’ ""‘"+$ ’‘(+# ,F(’ "‘&’
% QGBGTE &*"((F$$F’ 47016"X64# ’"#‘" ’’% "‘%’,F" 5 $‘") +‘’) (‘("" (‘###$ %‘’% "%‘’%$ $‘(*# ,F(+ ’‘’(
$ QGBGT>) "$)*("F%*F% 47016"X64# ’’%‘( ’’* *‘"+,F’ d #‘’* +‘&$ (‘(’& (‘##$% +‘’$ "’‘&)$ +‘$## ,F(+ ’‘)&
& QGBG*716+ )("$&&F#&F* 47016"X64# ’*(‘+ ’’& #‘$’,F’ 5 %‘#+ +‘(( (‘("’ (‘###* )‘#( ")‘*)$*‘*&# ,F(+ ’‘+"
# QGBG*7&16+ ))*)$+F*&F* 6:EAG7;AGBMH<"X64# +)&‘* ’() *‘(+,F’ 5 "+‘)% *‘++ (‘(’$ (‘##&% ’‘#& "’‘%($ +‘*+# ,F(+ ’‘*+
"( QGBG*71+6+ -4 6:EAG7;AGBMH<"X64# ++&‘) ’’% %‘%),F’ 5 *‘&$ ’‘*& (‘(+) (‘##"# *‘+" "+‘&$$ $‘**# ,F(+ ’‘’&
"" "QGBG#+V1) -4 6:EAG7;AGBMH<"X64# *"’‘% ’’% )‘&#,F’ d +‘+$ "‘%# (‘(*+ (‘#&"( %‘"* "+‘)*$ "(‘**# ,F(+ ’‘’"
"’ QGGBG7< #&&#’F$*F’ 47016"X64# "&&‘$ ’’& "‘&",F" 5 $‘)$ +‘)" (‘(") (‘###’ %‘)* "*‘&)$ $‘+’# ,F(+ ’‘"#
"+ QGGBGT>) )(’&)%F$&F( 47016"X64# ’)(‘" ’+( *‘(’,F’ d &‘%% +‘"& (‘("$ (‘###’ "‘)* ""‘+’$ "‘%’# ,F(+ ’‘&)
") ;GBG7< "$"(*&F"$F% 2AEJ"ZAEGH9=# ’(’‘$ ’’( "‘(*,F’ 5 "+‘++ )‘+" (‘("* (‘###+ &‘(& "$‘)$$ #‘((# ,F() +‘(#
"* ;GBGT>) ’))"#+F*(F& 2AEJ"ZAEGH9=# ’*)‘" ’"" "‘(&,F’ 5 "(‘$# +‘() (‘("% (‘###" ’‘&’ "’‘*’$ +‘’%# ,F() +‘**
"% ;GBGV>% +()%&(F+*F" 2AEJ"ZAEGH9=# +"’‘’ ’’) "‘’(,F’ d $‘(( ’‘’( (‘(’% (‘##%) )‘)& "+‘%*$ *‘%(# ,F() +‘+*
"$ ;GBG*7>6-+ +&’"*(F*(F$ 2AEJ"ZAEGH9=# ))$‘) ’"( *‘*&,F) d "+‘** +‘%’ (‘("* (‘##&* "‘)+ ""‘+)$ "‘*%# ,F() +‘&)
"& D;7\’GBGT>

’#
) *((##%F()F+ 47016"X64# ’%(‘( ’’& +‘+$,F’ d %‘%# ’‘*& (‘("( (‘###$ "‘&) ""‘$+$ "‘#&# ,F(+ ’‘$)

"# 8GBG7< %)%#$F)(F" 2AEJ"ZAEGH9=# ’+(‘& ’"’ )‘*",F) 5 ")‘"’ +‘(+ (‘("& (‘##&& ’‘"# ""‘#’$ ’‘*$# ,F(* )‘%%
’( 8GBGT>) ’))"#+F*’F( 6:EAG7;AGBMH<"X64# ’&’‘+ ’’% *‘*",F) 5 "’‘$+ ’‘%% (‘("# (‘##&# "‘%) ""‘+#$ ’‘(%# ,F(* )‘$#
’" 8GBG*7&16+ -4 6:EAG7;AGBMH<"X64# )()‘% ’"’ %‘"",F+ 5 "*‘#( +‘&) (‘("# (‘##&% $‘’+ "%‘)$$ &‘+"# ,F(* )‘")
’’ 8GBG*71+6+ -4 6:EAG7;AGBMH<"X64# +#)‘* ’"’ *‘"#,F) 5 "%‘&" )‘"" (‘("$ (‘##&& &‘"+ "$‘+’$ #‘+)# ,F(* )‘(#
’+ 7"’GBG7< "")*%#F&)F* 47016"X64# ’&&‘# ’"’ ’‘%*,F) d #‘++ "‘$$ (‘("& (‘##&+ +‘++ "’‘$#$ )‘(+# ,F(% *‘)&
’) AD=7< ’’#)F+&F) 47016"X64# ")+‘% ’)* "‘(#,F( 5 *‘’& )‘)% (‘(’) (‘##$* %‘** "*‘%&$ $‘%## ,F(’ "‘"&
’* QD=7< ""’)F%)F$ 2AEJ"ZAEGH9=# "$"‘$ ’)* "‘(*,F" 5 )‘&’ ’‘’& (‘("( (‘###) $‘%# "$‘(%$ &‘&*# ,F(+ ’‘""
’% QD=TE &$)F&(F% 47016"X64# ’"%‘" ’+( "‘’&,F" 5 %‘&) +‘’* (‘((& (‘###% $‘&% "$‘)&$ &‘+## ,F(+ ’‘""
’$ QD=T>) ’(++&#F’&F( 2AEJ"ZAEGH9=# ’’+‘( ’)* )‘)&,F’ d *‘+) ’‘&( (‘()% (‘#&&+ #‘"% "%‘$"$ "’‘*’# ,F(+ ’‘()
’& ;D=7< %’’(F"*F" 47016"X64# "##‘$ ’)* &‘+#,F) 5 "%‘(" )‘’# (‘("’ (‘###( "‘&* ""‘$’$ ’‘(%# ,F() +‘$+
’# ;D=T>) )$)+%&F$(F’ 47016"X64# ’*"‘" ’)* )‘’+,F’ 5 #‘)) +‘)+ (‘("" (‘###+ "‘$$ ""‘%*$ "‘#)# ,F(+ ’‘$*
+( ;D=*7>6-+ )%(#&+F#$F* 2AEJ"ZAEGH9=# )))‘) ’)* "‘%+,F’ d "(‘*( +‘’" (‘()* (‘##)+ )‘"’ "+‘"*$ *‘+## ,F() +‘+#

"#中括号内一价阴离子缩写分别表示! *71+ 6+ 为 7\+17’\)17’\)161+ ’ *7>6+ 为 7>+ 61+ ’ *7D;6+ 为 DF7\+F7%\)F61+ ’ *716 + 为

7\+161+ ’ *7&16+为 7\+ "7\’ # $161+ ’ *7>6-+为"7>+ 61’ # ’-’ ’# D;7\’ 为 7%\*F7\’F’ +#?为拟合函数’ d为 dABQ?<<’ 5为 58UB:

图 EPRF 种 ?\,的拟合剂量效应曲线$5X-,%

>BUC’!>B::A@ @8NAFEAND89NAM?ESAN"W07N# 8R+( /5N?9@AEN:?@=

("""
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D,7*( p(‘+)’) o(‘)$) q7. "+#
!!对于 ’+ 个咪唑基 /5N"编号 " f’+#!

D,7*( p(‘)(( o(‘)%% q7. ")#
!!对于 $ 个吡啶基 /5N"编号 ’) f+(#!

D,7*( ph(‘(’+ o(‘*)% q7. "*#
!!由方程 "+# f"*#计算的 D,7*(值对实验观测

D,7*(值的相关图分别如图 + 所示C结果表明 /5N毒
性与其阳离子骨架上烷基链的碳原子数 7. 间有良
好线性关系$烷基链越长其毒性越大$即具有烷基链
效应C且烷基链上每增加 ’ 个碳原子$其对 a%$ 的
毒性几乎增加 " 倍C
EQR!/5N对 a%$ 的毒性规律

图 RP方程$R% S$V%拟合 $/-VF值与实验观测值相关图

>BUC+!V<8:8R:;AD,7*(SH<?ANDEA@BM:A@ Q=AcC"+#F"*# SAEN?N:;8NA8QNAESA@

!!具有相同阳离子骨架和烷基链长度而阴离子不
同的 /5N对 a%$ 的毒性稍有差异$但不显著C如 $ 个
具有不同阴离子的丁基甲基咪唑基 /5N"表 " 中编
号 * f"" # 的 D,7*( 值分别为 "‘&’( ’‘’(( ’‘)&(
’‘+"( ’‘*+( ’‘’& 和 ’‘’"$平均值为 ’‘’%$标准偏
差"1#为 (‘’+’’对于 ) 个具有阴离子基团 7<h(
T>h) (*7>6+

h和 *7D;6+ h的乙基甲基咪唑基 /5N$
D,7*(平均值为 "‘’%$1为 (‘’*#’对于 ) 个己基甲基
咪唑基 /5N$D,7*(平均值为 +‘)%$1为 (‘+"$’对于 )
个辛基甲基咪唑基 /5N$ D,7*(平均值为 )‘)’$1为
(‘+*$C

甲基咪唑和吡啶 ’ 种骨架的 /5N对 a%$ 的毒性
较接近$但无明显变化规律"表 "#C如 AGBG7<"编号
"#和 AD=7<"编号 ’)#(QGBG7<"编号 *#和 QD=7<"编
号 ’*#(;GBG7<"编号 ")#和 ;D=7<"编号 ’&#的毒性
是前者稍低于后者’而对于 QGBGTE"编号 % # 和
QD=TE"编号 ’%#(QGBGT>)"编号 $#和 QD=T>) "编号
’$#(;GBGT>)"编号 "*#和 ;D=T>) "编号 ’##(;GBG
*7>6-+"编号 "$#和 ;D=*7>6-+ "编号 +(#的毒性
是前者略高于后者C但含此 ’ 种骨架的 /5N的毒性
均较二甲基咪唑类 /5N的毒性稍低$但差异不显著$
如 QGBG7<"编号 *# j QD=7<"编号 ’*# j QGGBG7<
"编号 "’#$平均值为 ’‘()$1为 (‘"#*C

RP讨论

离子液体并不总是绿色的 *’++ $7;8等 *&+研究也

发现有的 /5N毒性甚至比传统有机溶剂高C/5N对生
物的毒性具有烷基链效应 *$$ ’) f’%+ $/5N对 a%$ 的毒
性也不例外$且烷基链上每增加 ’ 个碳原子$则 /5N
的毒性几乎增加 " 倍C当阳离子骨架上烷基链碳原
子数"7.# k% 时$/5N的毒性除了 D;7\’GBGT>) "编
号 "&#外基本上均高于高毒农药如敌敌畏的毒性
"D,7*( p’‘#)#

*’(+C
/5N对青海弧菌 a%$ 毒性的烷基链效应从某种

程度上支持了 /5N的毒性作用是通过极性麻醉作用
破坏有机体细胞膜的观点C烷基链的长度决定了 /5N
的亲脂性$进而影响 /5N的生态毒性 *’$+C/5N的烷基
链越长$亲脂性越强$其在生物有机体的细胞膜上吸
附聚集的能力越强$更易破坏整个细胞膜$杀死细
菌$更多地降低了细菌发光强度 *"’$ ’&+C该理论可用
于解释 D;7\’GBGT>)"编号 "&#的毒性较其它几个
含有相同碳原子个数 /5N的毒性低的原因$因为该
/5N具有一个特殊的大共轭结构的苄基 "V;0#$导
致其阳离子基团的亲水性增强即亲脂性降低 *’#+ $从
而降低了离子液体的毒性C

然而$需要进一步指出的是$本研究所选 /5N的
烷基链上碳原子数在 ( f"’ 范围内$当烷基链上的
碳原子数继续增多时$/5N的毒性增加幅度可能会逐
渐减小$当碳原子数目增加到一定数目时$/5N对
a%$ 的毒性将不再增加$这尚需进一步研究验证C

不同阴离子对 /5N毒性影响很小 *+(+C阴离子对
毒性效应的影响是由于阴离子的水解而产生的 *"’+ !

""""
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如具有T>h) 阴离子基团的/5N毒性是由于该离子液

体水解产生的 >hC本研究亦发现 /5N的阴离子基团
对毒性影响虽稍有差异$但不显著C

除了 /5N的烷基链长度和阴离子基团外$本研
究还探讨了阳离子骨架 "甲基咪唑(二甲基咪唑和
吡啶#对 /5N毒性效应的影响C含有相同阴离子和烷
基链长度的甲基咪唑类 /5N和吡啶类 /5N毒性相近$
可能是因为这 ’ 种基团的亲脂性相近C此外$含此 ’
种骨架的 /5N较具有相同烷基链长度和阴离子基团
的二甲基咪唑类 /5N毒性稍低$可能是因为后者在
结构上较甲基咪唑和吡啶多了 " 个甲基$增强了该
基团的亲脂性$进而增强了该类 /5N对 a%$ 的毒性C

为了探讨 /5N自身吸光性质对发光菌 a%$ 的毒
性影响$本研究还测定了 /5N的紫外F可见吸收光
谱C结果发现 +( 个 /5N的吸收峰基本上都在紫外光
区$其最大吸收峰在 ’"( f’*( 9G之间$而a%$ 的发
光光谱范围在 )’( f%%( 9G$在可见光区$最大波长
是")&) g"# 9G*’&+C表明 /5N对发光菌 a%$ 的发光
抑制与其对光的吸光没有直接关系C

综上所述$/5N对 a%$ 的毒性主要取决于烷基
链长度$阴离子基团(阳离子骨架"甲基咪唑(二甲
基咪唑和吡啶#以及 /5N自身的吸光性对 /5N对 a%$
毒性无显著影响C

UP结论

’ 个非线性函数 dABQ?<<或 58UB:可较好地描述
/5N对发光菌 a%$ 的剂量F效应曲线C/5N对发光菌
a%$ 的毒性差异较大$,7*(跨 ) 个数量级C/5N对
a%$ 的毒性与其阳离子骨架上烷基链的碳原子个数
呈良好线性关系$即具有典型的烷基链效应!/5N的
毒性随着烷基链的延长而增加$且每增加 ’ 个碳原
子$毒性增加近 " 倍C/5N的阴离子和阳离子骨架
"甲基咪唑(二甲基咪唑和吡啶#以及 /5N本身的吸
光性对 /5N毒性影响不显著C
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