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摘  要 

本文选取斜生栅藻作为模式生物，合成且研究了咪唑类离子液体系列1-丁基、1-辛基、1-十二烷基-3-甲
基咪唑盐酸盐([Cnmim][Cl] (n = 4, 8, 12)) 3种咪唑类离子液体和一种由食品原料合成的离子液体邻磺酰

苯甲酰亚胺胆碱([Chol]+[Sac]−)的暴露对斜生栅藻种群生长抑制率的影响。此外，还选取了常见的无机

阴、阳离子毒物作为阳性对照，比如重金属盐CuCl2∙2H2O、ZnCl2及阴离子毒物重铬酸钾，研究了斜生

栅藻对有毒物质的敏感性。根据前述受试物各自剂量–效应曲线的拟合结果显示，随着咪唑类离子液体

咪唑环上烃基侧链碳原子数的增加，它们对斜生栅藻种群生长的抑制效应也会相应增强，3种离子液体

对斜生栅藻的EbC50-96h依次为45.62 mg/L、0.6083 mg/L和41.87 μg/L，而邻磺酰苯甲酰亚胺胆碱离子

液体([Chol]+[Sac]−)对斜生栅藻种群的生长抑制效应相对较小，其EbC50-96h为13030 mg/L。后两种咪唑

类离子液体对斜生栅藻的EbC50-96h比无机毒物重铬酸钾对斜生栅藻的(EbC50-96h = 1.107 mg/L)和重金属

盐CuCl2∙2H2O (EbC50-96h = 1.800 mg/L)及ZnCl2 (EbC50-96h = 2.201 mg/L)低了1~2个数量级，剩下的一种

则高了1个数量级。 
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Abstract 
In this paper, acute toxicity of three imidazolium ionic liquids, 1-butyl-, 1-octyl-, 1-dodecyl-3- me-
thylimidazolium chloride([Cnmin][Cl] (n = 4, 8, 12)) and one kind of o-sulfonyl benzamide choline 
([Chol]+[Sac]−) that synthesized from food materials on the growth inhibition rate of the popula-
tion of Scenedesmus obliquus in artificial algal medium were studied. In addition, cation toxic in-
organics such as CuCl2∙2H2O and ZnCl2 and anionic toxic inorganic like potassium dichromate were 
selected as positive control for the susceptibility test of Scenedesmus obliquus to toxic substance. 
According to the fitting results of the dose-effect curves of the hydrosoluble ionic liquids mentioned 
above, with the increase in length of the alkyl side chain on the imidazole rings, the inhibitory ef-
fect of the imidazolium ionic liquids to Scenedesmus obliquus would be accordingly increased, the 
EbC50-96h values of the three ionic liquids were 45.62 mg/L, 0.6083 mg/L, 41.87 μg/L, respectively, 
while the o-sulfonyl benzamide choline ionic liquids ([Chol]+[Sac]−) had a relatively small inhibi-
tory effect on the growth of Scenedesmus obliquus, its EbC50-96h value was 13030 mg/L. The EbC50-96h ra-
tio of the latter two imidazolium ionic liquids to the EbC50-96h =1.107 mg/L and the heavy metal 
salts CuCl2∙2H2O (EbC50-96h = 1.800 mg/L) and ZnCl2 of the inorganic poisons potassium dichromate 
(EbC50-96h = 2.201 mg/L) is 1~2 orders of magnitude lower, and the remaining one is 1 order of mag-
nitude higher.  
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1. 引言 

离子液体是一类完全由有机阳离子和对应的无机或有机阴离子构成的低熔点盐类，由于它们在近室

温或较低温度(<100℃)下呈液态，故而又称室温离子液体(room-temperature ionic liquids) [1] [2]。由于其几

乎不挥发、不易燃、导电性强、化学性质稳定，且对多数无机盐和有机物具有良好的溶解性等特点，因

此在很多化学过程中都显示出良好的应用前景[3] [4]，一度被认为是环境友好的“绿色产品”[5] [6]。然

而，近年来的研究却显示，部分离子液体可能对生态环境及其中的生物存在潜在风险[7]。 
目前，有关离子液体对于生物体毒性效应方面的研究已见诸报道。此前的研究者以乙酰胆碱酯酶[8] 

[9]、哺乳动物细胞系[10] [11]、微生物[12] [13] [14]、土壤线虫[15]、高等植物[7] [16]、大型蚤[17] [18]、
淡水蜗牛[19]和斑马鱼[20]等研究材料从不同测试水平对一些离子液体的毒性效应进行了初步探讨，其中

多数研究者认为，这些离子液体的阳离子部分对于它们的生物毒性具有主要贡献。 
藻类作为地球生态系统中最重要的初级生产者，其种类的多样性和初级生产量的不可替代性可以直

接影响水生态系统的结构和功能，因而成为很多测试模型中监测评价水环境质量的首选指标[21]。其中，

斜生栅藻(Scenedesmus obliquus)是自然水环境中的常见藻类，也是鱼类重要的天然饵料。它对各类化学毒

物非常敏感、且藻种容易获得、个体较小、繁殖速度快，可在相对较短的时间内实现化学物质对其许多
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世代及种群水平影响的观察与评价，是一种较为理想的模式生物[22]。关于斜生栅藻应用于目标物的毒性

评价，国内已有一些报道[23] [24]，但大多数文献都未讨论数据重复性方面的问题，对离子液体成系列的

研究报道则更少见，而这些对于离子液体毒性的评价、各毒理学实验室间对比，以及未来筛选高效、低

毒离子液体，离子液体藻类毒性数据库的建立等方面具有重要意义。 
本研究着眼于建立稳健的离子液体毒性初筛方法，先以重金属盐 Cu2+、Zn2+及阴离子毒性参照物重

铬酸钾作为阳性对照，考察斜生栅藻模型的稳定性和实验数据的可靠性；然后用 1-丁基、1-辛基、1-十
二烷基-3 甲基咪唑盐酸盐和邻磺酰苯甲酰亚胺胆碱 4 种离子液体使用相同的染毒方法和评判标准对斜生

栅藻进行毒性测试；最后对它们的剂量–效应相关关系进行拟合，根据拟合曲线分别计算不同暴露时间

的 EbC50，以便为更深入地研究它们对斜生栅藻的生物毒性及最终构建离子液体毒性初筛方法体系提供参

考，为未来研制出真正能够实现工业应用的高效、低毒的离子液体提供支持。 

2. 材料与方法 

2.1. 试剂与仪器 

N-甲基咪唑(99%，浙江临海凯乐化工厂)、1-氯正丁烷及 1-氯正辛烷(化学纯，中国国药集团上海化

学试剂有限公司)、氯代正十二烷(95%，日本国东京化成工业株式会社)、氯化胆碱(分析纯，上海三爱思

试剂有限公司)、邻磺酰苯甲酰亚胺钠(分析纯，中国国药集团上海化学试剂有限公司)、无水乙醇(分析纯，

上海申翔化学试剂有限公司)、实验用水为超纯水(Millipore, Molsheim, France)、3 种阳性对照物及水藻培

养液配方表中所列药品均为国产分析纯试剂。 
加热磁力搅拌器(RCT 基本型，德国 IKA 集团混合分散生产设备公司)、接触式电子温度计(EST-D5，

德国 IKA 集团量热分析技术公司)、旋转蒸发仪(IKA RV10 basic，德国 IKA 集团)、超纯水器(Millipore, 
Molsheim, France)、SHIMADZU UV-2450 紫外可见分光光度计(日本岛津制作所)、KQ5200DE 超声清洗

器(昆山市超声仪器有限公司)、HIRAYAMA HG-50 高压蒸汽灭菌器(日本株式会社平山制作所)、苏州净

化 SW-CJ-2FD 型净化工作台(苏州净化设备有限公司)、赛福 PRX250-B 智能人工气候箱(宁波海曙赛福实

验仪器厂)、细胞计数板(上海医用光学仪器厂一分厂)、1 cm 光程石英比色皿(江苏宜兴晶禾光学仪器厂)、
尼康 YS2-H 双目生物显微镜(尼康株式会社)、DGG-9140A 型电热鼓风干燥箱(上海森信实验仪器有限公

司)、实验用锥形瓶(100、1000 mL)。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 离子液体合成及其纯度评价 
咪唑类离子液体系列按 Shimojo [25]等的方法用等物质的量的 N-甲基咪唑和氯代正丁烷、氯代正辛

烷、氯代正十二烷分别在适当水浴温度下合成及纯化。胆碱系离子液体按 Peter [26]等的方法用等物质量

的氯化胆碱和邻磺酰苯甲酰亚胺钠于室温下乙醇中合成，四种离子液体的结构如图 1。 
离子液体的纯度评价方法分别参考 Peter [26]和 Cassol [27]等的研究利用核磁共振仪分别对上述所合

成离子液体的 13C-NMR 谱和 1H-NMR 谱进行测定，解谱得到各离子液体的纯度，所得结果见表 1。 
离子液体贮备液的配制：根据各离子液体的相对分子量，分别在万分之一电子天平上准确称取以上

合成的[C4mim]Cl、[C8mim]Cl、[C12mim]Cl 和[Chol]+[Sac]−四种离子液体各 17.4670 g、23.0780 g、5.7376 
g 和 28.6350 g 于 100mL 棕色容量瓶中，用超纯水定容储于 4℃冰箱备用，除[C12mim]Cl 为 0.2000 mol/L
外其余三种离子液体储备液浓度均为 1.000 mol/L。 

2.2.2. 培养基的配制及准备 
关于培养基不同研究者曾提出不同的方案[28] [29] [30] [31]，本实验中为使其他阴离子对藻可能产生
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的影响减至最低，也兼顾敏感性测试过程中重金属离子可能的沉淀问题，最终确定使用 BS EN ISO 
8692:2004 推荐的培养基，配方见表 2。 

 

 
Figure 1. Structures of ionic liquids used in this study 
图 1. 用于本研究的离子液体结构 

 
Table 1. Purity of four ionic liquid products 
表 1. 四种离子液体产品的纯度 

物质名称 相对分子质量 主成分纯度(%) 

[C4mim]Cl 174.67 92.48 

[C8mim]Cl 230.78 96.26 

[C12mim]Cl 286.88 91.14 

[Chol]+[Sac]− 286.35 96.11 

 
Table 2. Recipe of algal medium liquids 
表 2. 水藻培养液配方 

营养素溶液类别 所含培养基组分 含量 

1. 常量营养盐 

氯化铵 NH4Cl 15 mg/L 

氯化镁 MgCl2∙6H2O 12 mg/L 

氯化钙 CaCl2∙2H2O 18 mg/L 

硫酸镁 MgSO4∙7H2O 15 mg/L 

磷酸氢二钾 KH2PO4 1.6 mg/L 

2. Fe-EDTA 
氯化铁 FeCl3∙6H2O 64 μg/L 

EDTA 二钠 Na2EDTA∙2H2O 100 μg/L 

https://doi.org/10.12677/hjcet.2023.132011


卢珩俊 等 
 

 

DOI: 10.12677/hjcet.2023.132011 101 化学工程与技术 
 

Continued 

3. 微量元素 

硼酸 H3BO3 185 μg/L 

氯化锰 MnCl2∙4H2O 415 μg/L 

氯化锌 ZnCl2 3 μg/L 

氯化钴 CoCl2∙2H2O 1.5 μg/L 

氯化铜 CuCl2∙2H2O 0.01 μg/L 

钼酸钠 Na2MnO4∙2H2O 7 μg/L 

4. 碳酸氢钠 碳酸氢钠 NaHCO3 50 mg/L 

2.2.3. 斜生栅藻藻种的预处理和预培养 
斜生栅藻(Scenedesmus obliquus)购自中国科学院武汉水生生物研究所国家淡水藻种库(FACHB)，藻种

编号为 FACHB-39。收到藻种后，于严格无菌条件下(无菌操作台紫外线灭菌 30 min 后，0.3 m/s 正压通

风 10 min，并一直保持通风，直至实验操作结束)将瓶塞稍稍松开，放入 PRX250-B 智能人工气候箱中，

温度 25 ± 1℃，白色日光灯管光源，光照强度为 2400 lux，光暗比 12 h:12 h，每天等间隔定时摇动 4 次，

活化培养 24 h。 
藻种活化后按 1:2 稀释在上述条件下接种至已灭菌并自然冷却后的水藻培养液中，仍然按前述条件

培养，随着藻细胞密度的增加，逐步提高光照，培养 7 × 24 h，再按 1:2 稀释比稀释进行扩大培养[24]。
扩大培养培养时，在上述无菌条件下换瓶，用 4 层灭菌纱布封口以防污染，温度 25 ± 1℃，光照强度 4800 
lux，光暗比 12 h:12 h，每天等间隔定时摇动 4 次，定时测定吸光值，以保持藻种处于对数生长期。 

藻种培养及实验所用锥形瓶用前均经去污粉刷洗，清水浸泡过夜，超声清洗，纯水润洗三遍，用 4
层纱布及一层牛皮纸纱线捆扎封口；移液管清洗后管头加入脱脂棉塞，报纸捆扎；121℃蒸汽灭菌 30 min，
105℃倒置烘干备用；水藻培养液与上述器具同时灭菌，仅限当日使用。 

2.2.4. 斜生栅藻最大光吸收值的确定及其生物量标线的绘制 
取 1.2.3 中处于对数生长期未经稀释的原藻液，水藻培养液进行等体积稀释，配得 4 个浓度梯度系列

(1、1/2、1/4、1/8)，以水藻培养液作参比，分别对该系列每一个样品在 400~800 nm 间进行全扫描，进行

对比分析，确定可见光范围内斜生栅藻的最大光吸收波长为 687.0 nm，且该波长不随藻浓度改变而变化，

见图 2。 
 

 
Figure 2. Maximum absorption peak of Scenedesmus obliquus 
图 2. 斜生栅藻最大吸收峰 
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用移液管分别移取 2.50、5.00、10.00、20.00、40.00、60.00、80.00、100.00 mL 上述藻液于 100 mL
容量瓶中，用灭菌后的水藻培养液定容摇匀，配得不同浓度藻细胞的梯度系列，取适量在显微镜下细胞

计数板上进行计数，同一浓度取三次计数结果的平均值与对应浓度藻稀释液在分光光度计上测得的光吸

收值作图，建立斜生栅藻的生物量标线方程及图像见图 3。 
 

 
Figure 3. Biomass standard curve of Scenedesmus obliquus 
图 3. 斜生栅藻生物量标线 

2.2.5. 斜生栅藻的染毒 
斜生栅藻经 1.2.3 预处理和预培养后，于实验开始前 48 h 在 1.2.3 所示无菌条件下接种至新的无菌培

养瓶，初始接种浓度约为 2.0 × 105 个/mL，培养条件与 1.2.3 扩大培养条件相同，至实验前，用分光光度

计分别测定 687.0 nm 处吸光度值，代入标线计算藻浓度，藻浓度应达到约 8.0 × 105个/mL，备用。否则，

应检查藻种活力，或换用新的藻种。 
实验开始前，所有器具均应陈列于净化工作台上，先经 1.2.3 中无菌条件预处理，然后按预先确定的

浓度用已灭菌并冷却经空气平衡的水藻培养液对各受试药物的储备液进行稀释，配得各受试药物的稀释

系列，备用。 
实验分设 3 个组：1) 空白对照组，分别在 100 mL 锥形瓶中加入 25.00 mL 培养基和藻密度为 8.0 × 105

个/mL 的藻液，总体积为 50.00 mL，本组设置设 3 个平行；2) 实验组，按预先设计的浓度加入确定量的

各受试药物的稀释系列，并用培养基补齐至 25.00 mL，然后再加入 25.00 mL 藻密度为 8.0 × 105 个/mL 的

藻液，使总体积为 50.00 mL，本组中各浓度均设置 3 平行；3) 光吸收空白组，各受试药物的稀释系列加

入量与对应浓度实验组相同，用培养基补齐至 50.00 mL，本组每个浓度均设置 1 个平行，设置本组目的

是为考察受试药物在整个实验周期内对培养液中藻类光吸收值的影响。 
加液完成后的锥形瓶用灭菌后的四层纱布封口，按预先设计的位置，将所有实验组一同放入同一个

PRX250-B 智能人工气候箱中，与 1.2.3 中藻液扩大培养时的条件相同，每天定时摇动 4 次，分别于 0、
24、48、72、96 h 取出，用分光光度计分别测定各组藻液在 687.0 nm 处的吸光值。实验过程中，光吸收

空白组的吸光值与对应的空白对照组起始点吸光值之比应控制在 5%以内(若超过此阈值，本组实验数据

无效，需查找原因重新进行实验)。 

实验组校正吸光值 = 实验组吸光值 − 相同浓度光吸收空白组吸光值 
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2.2.6. 斜生栅藻模型的敏感性测试 
以不同浓度的重铬酸钾、Cu2+、Zn2+按 1.2.5 的染毒方法分别检测对斜生栅藻的毒性效应。结果见表

3，表 3 中 EbC50-96h 值为至少 5 次有效重复实验数据的平均值。它们对斜生栅藻的剂量–效应曲线(DRC)
如图 4。 

 
Table 3. The toxicity of Scenedesmus obliquus towards known poisons 
表 3. 斜生栅藻对已知毒物的染毒情况 

物质名称 EbC50-96h (mg/L) 中文文献值 外文文献值 

CuCl2∙2H2O 1.800 3.754 [32] - 

ZnCl2 2.201 4.880 [32] - 

K2Cr2O7 1.107 5.328 [33] 0.84* [31] 
1.19** [31] 

注：*近具刺链带藻(Desmodesmus subspicatus)；**近头状伪蹄形藻(Pseudokirchneriella subcapitata)。 
 

 
(a)                                                  (b) 

 
(c) 

Figure 4. Dose-Response Curves (DRC) of the positive control toxicity to Scenedesmus obliquus 
图 4. 阳性对照对斜生栅藻的剂量–效应曲线(DRC) 

 
敏感性测试结果显示，受试的 3 种阳性对照物重铬酸钾、Cu2+、Zn2+均对斜生栅藻生长表现出强烈的

抑制效应。重铬酸钾具有强氧化性，会损伤细胞内的染色体；Cu2+、Zn2+两种重金属虽然都是斜生栅列藻

的微量营养元素，但当浓度超出正常值时，这些离子就可与生物分子配体的其他配位点结合[32]，从而影
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响生物分子配体的活性。 
将实测 EbC50 值分别与国内外文献参考值进行横向比较，本文所测得数据均优于国内文献报道值，其

中重铬酸钾实测值EbC50介于两种国际公认的的藻类抑制实验标准试验种近具刺链带藻(与斜生栅藻同属) 
(Desmodesmus subspicatus)和近头状伪蹄形藻(Pseudokirchneriella subcapitata) EbC50 值之间。结果表明，斜

生栅藻对受试阳性对照物均具有较高的敏感性，数据的稳定性也较高，适合作为离子液体毒性试验的模

式生物。 

2.2.7. 离子液体急性毒性的预试验 
预实验目的旨在确定斜生栅藻完全抑制、部分抑制和无明显生长抑制的浓度区间，为正式实验浓度

设计提供数据。 
取离子液体贮备液进行等比例稀释得到一系列浓度，进行预实验，直至得到斜生栅藻完全抑制、部

分抑制和无明显生长抑制的正式实验浓度区间。预实验的每个浓度点设置 3 个平行实验，每种毒物均设

一个空白组，每个浓度点重复试验 3 次。 
预实验结果：各离子液体完全抑制和无明显生长抑制区间，[C4mim]Cl 约在 10−2~10−5 mol/L；

[C8mim]Cl 约在 10−3~10−7 mol/L；[C12mim]Cl 约在 10−5~10−10 mol/L；[Chol]+[Sac]−在 0.2~10−3 mol/L 区间

内并未观察到藻类生长完全抑制的情况，从该离子液体溶解度及光吸收空白组吸光值稳定性等方面考虑，

最终决定继续沿用该浓度区间作为正式实验的浓度区间。 

2.2.8. 离子液体的急性毒性试验 
根据前期预实验结果，[C4mim]Cl、[C8mim]Cl 和[C12mim]Cl、[Chol]+[Sac]− 4 种离子液体的实验组中

分设 11~12 个浓度点，设置的浓度样点以最大程度覆盖剂量–效应曲线(DRC)中部为最终目标，同时向

高低浓度两个方向作适当延伸。离子液体水溶液的实际浓度用文献方法[34]验证，按 1.2.5 方法进行染毒

操作。正式实验时每个实验浓度设置 3 个平行实验组，每一毒物组均设一个空白组，每个浓度样点重复

试验 8 次以上。斜生栅藻生长抑制率按以下公式计算[30]： 
实验组校正吸光值 = 实验组吸光值 − 相同浓度光吸收空白组吸光值 

( ) ( )1 0 1 2 0 1 0
1 2 1 1

2 2
2 2 2

n n
n n

N N N N N N N NA t t t t t−
−

− + − + −
= × + × − + ⋅⋅⋅ + × −  

上式中，A 为生长曲线以下的面积；N0、N1…Nn 为 t0、t1…tn 时刻每毫升藻液中的细胞数；t0、t1…tn为试

验开始后第 1 至 n 次测定的时间(单位 h)。 

100%c t
A

c

A AI
A
−

= ×  

上式中，IA 指每一受试物浓度细胞生长抑制的百分率；Ac 对照组生长曲线下所包围的面积 At 是每个受试

物浓度生长曲线下所围成的面积。 

2.2.9. 剂量–效应曲线(DRC)的拟合[35] 

先用迪克逊(Dixon)法对实验所得数据进行离群值检验，根据计算结果剔除其中的可疑值，再对剩余

的有效数据取算术平均值，最终得到每一浓度点的斜生栅藻生长抑制率平均值。再将以上生长抑制率平

均值与对应浓度的对数值输入计算机，应用 Origin 8.5 软件，以毒物浓度的对数值为横坐标，以对应浓度

的平均生长抑制率为纵坐标作散点图。根据实验得到的 DRC 数据散点图的大致形状，同时根据 DRC 数

据实验点的个数，利用 Origin 8.5 软件中非线性最小二乘拟合(NLSF)模块对实验所得 DRC 数据进行非线

性拟合[36] [37]，求解得各拟合模型的参数。然后对根据非线性拟合相关系数的大小对拟合效果进行比较

分析，选择拟合相关系数最大而均方根误差最小者为最优模型，结果显示最优模型为药理学(pharmacology)
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模块下的 DseResp 函数。利用该函数对所有实验数据进行非线性拟合后得到离子液体对斜生栅藻各暴露

时间的毒性–效应曲线(48 h、72 h、96 h)，根据所得拟合方程分别计算各离子液体对于斜生栅藻的 EbC50

值(染毒后斜生栅藻生长抑制率为 50%时的受试物浓度)。计算结果显示，最优实验数据拟合的剂量–效

应曲线(DRC)所对应的拟合函数模型及其反函数的数学表达式如表 4。所有 4 种受试离子液体对斜生栅藻

剂量–效应曲线(DRC)如图 5。 
 

Table 4. Non-linear fitting functions of Dose-response Curves (DRC) 
表 4. 剂量–效应曲线(DRC)的非线性拟合函数 

函数名称 函数表达式 反函数表达式 

Dse-Resp ( ) ( )( )( )2 01 1 1 10exp logE A xA A c p= + − − ⋅+  ( ) ( )( )1 2 0log log logc E A A E p x= − − − −  

 

 
(a)                                                (b) 

 
(c)                                               (d) 

Figure 5. Dose-Response Curves (DRC) of [Cnmim]Cl (n = 4, 8, 12) and [Chol]+[Sac]− to Scenedesmus obliquus 
图 5. [Cnmim][Cl] (n = 4, 8, 12)及[Chol]+[Sac]−对斜生栅藻的剂量–效应曲线(DRC) 

3. 结果与讨论 

3.1. 离子液体对斜生栅藻的剂量–效应曲线(DRC) 

综上所述，利用筛选出的 DseResp 函数对数据进行非线性拟合，得到各离子液体剂量–效应曲线和

对应方程(函数表达式见表 4)。将所得参数代入其反函数，即可求得各效应浓度(表 4)。由表 5 可知，所

得 DRC 对于实验数据的低效应区和高效应区浓度均可进行有效估计，由该模型计算所得 4 种离子液体的

https://doi.org/10.12677/hjcet.2023.132011


卢珩俊 等 
 

 

DOI: 10.12677/hjcet.2023.132011 106 化学工程与技术 
 

效应拟合值与实验值相符，r > 0.99，拟合结果显著性水平较高，可见斜生栅藻适合作为离子液体毒性评

价的模式生物。经国内外近期文献报告值[38]比对，本文实测离子液体[C4mim]Cl 的 EbC50-48h、EbC50-72h、

EbC50-96h 值与文献报道值处于同一数量级，且均低于文献值。 
 

Table 5. Toxicity effect curve parameters of four ionic liquids for 96 h to Scenedesmus obliquus 
表 5. 4 种离子液体对斜生栅藻的 96 h 毒性效应曲线参数 

 暴露时间
(h) 

拟合模型参数 
r EbC50 

均值(mg/L) SD (%) 
A1 A2 logx0 p Span 

[C4mim]Cl 

48 −1.41 81.84 −3.23 0.71 83.26 0.9991 101.0 0.82 

72 0.76 84.98 −3.45 0.83 84.22 0.9994 61.94 1.53 

96 −2.48 98.77 −3.58 0.70 101.26 0.9995 45.62 1.84 

[C8mim]Cl 

48 −4.06 88.97 −5.09 0.67 93.03 0.9981 1.884 0.96 

72 1.77 89.74 −5.34 0.89 87.96 0.9982 1.045 1.74 

96 −2.21 97.29 −5.64 0.77 99.50 0.9911 0.6083 2.36 

[C12mim]Cl 

48 2.21 96.75 −6.43 0.66 94.54 0.9994 0.1074 0.57 

72 4.30 97.21 −6.67 0.67 92.91 0.9994 0.06126 1.68 

96 5.76 100.4 −6.84 0.65 94.61 0.9996 0.04187 2.25 

[Chol]+[Sac]− 

48 1.59 121.0 −0.68 0.71 119.4 0.9994 59420 1.02 

72 4.37 96.10 −1.18 0.77 91.73 0.9986 18860 1.67 

96 6.80 109.1 −1.34 0.62 102.3 0.9996 13030 2.40 

注：A2、A1 分别为拟合曲线的上、下渐近线；logx0 为拟合曲线中点(平均生长抑制率 = 50%处)的纵坐标；p 为拟合

曲线中点(平均生长抑制率 = 50%处)的斜率；Span = abs (A1 − A2)。 
 
根据 4 种受试离子液体在不同暴露时间下对斜生栅藻毒性效应拟合曲线的趋势(图 5(a)~(d))可得，不

同的离子液体在不同暴露时间下所对应曲线的形状和斜率有所不同，不同暴露时间下对应的 EbC50 值也有

不同变化，浓度差达到 7 个数量级。另外，它们对斜生栅藻的生长抑制毒性效应曲线都是非线性变化趋

势，呈现典型的 S 型剂量–效应关系。 
若以EbC50-96h作为毒性强弱判断标准，4种离子液体及 3种阳性对照物对斜生栅藻的抑制毒性顺序为：

[C12mim]Cl > [C8mim]Cl > K2Cr2O7 > CuCl2·2H2O > ZnCl2 > [C4mim]Cl > … > [Chol]+[Sac]−。与对照试剂

Cu2+、Zn2+和重铬酸钾相比，[C12mim]Cl、[C8mim]Cl 两种咪唑类离子液体对斜生栅藻的 EbC50-96h 值比 Cu2+、

Zn2+和重铬酸钾对斜生栅藻的 EbC50-96h 值低 1~2 个数量级，但咪唑类离子液体[C4mim]Cl 的 EbC50-96h 值比

对照试剂 Cu2+、Zn2+和重铬酸钾高出 1 个数量级。此外，胆碱系离子液体[Chol]+[Sac]−的 EbC50-96h 值远高

于所有其他受试毒物。可见，胆碱系离子液体[Chol]+[Sac]−的毒性极低，几乎可以忽略，而咪唑类离子液

体对斜生栅藻毒性则相对较大。 

3.2. 离子液体结构与其毒性效应的关系 

咪唑类离子液体随着碳链加长，96 h 平均生长抑制率接近 100%时(EbC100-96h)所对应的浓度不断降低，

从[C4mim]Cl 的约 3500 mg/L 到[C12mim]Cl 的约 60 mg/L 咪唑环的烷基链长与离子液体对斜生栅藻的

EbC50-96h 值显著相关，烷基链长越长毒性越大。例如，[C4mim]Cl 到[C8mim]Cl 咪唑环烷基侧链增加 4 个

碳原子，[C8mim]Cl 的 EbC50-96h 值降为[C4mim]C 的 1.33%；而当从[C4mim]Cl 到[C12mim]Cl 咪唑环烷基侧
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链增加 8 个碳原子时，[C12mim]Cl 的 EbC50-96h 值降为[C4mim]Cl 的 0.09%；可见，随着咪唑环烷基侧链长

度的增加，相应离子液体 EbC50-96h 值的下降速度极为显著。 
综合分析本实验所得数据，再结合此前其他研究同行的相关结论[10] [38] [39] [40] [41] [42]，我们认

为，由于咪唑类离子液体的阳离子结构与阳离子表面活性剂的结构非常相似，而表面活性剂对藻类的毒

性作用主要是它们可引起细胞膜脂结构的破坏和细胞膜组成的改变[28]，由于咪唑阳离子也是一类一端亲

水(咪唑端)而另一端亲油(烷基端)的两亲分子[39]，故其对斜生栅藻的致毒机理也与之类似，其他相关研

究[38]也证实，它们可引起藻细胞的质壁分离，从而使得咪唑类阳离子透过细胞壁，渗透到由磷脂双分子

层构成的细胞膜中，从而干扰细胞膜的正常生理活动和功能，当斜生栅藻细胞内的离子液体阳离子浓度

达到一定量时可能会进一步阻断胞内各细胞器的正常生理活动从而直接导致斜生栅藻细胞死亡。而随着

离子液体阳离子取代烷基侧链的增长，离子液体阳离子烷基端的亲脂性显著增强，对细胞膜的破坏作用

也会相应增大，这一趋势在实验数据上表现为 EbC50-96h 值的降低。 
此外，以上观点也可以从胆碱系离子液体[Chol]+[Sac]−处得到反证，由于该离子液体阴阳离子对的亲

水性都比较强，且离子中无疏水端，无法透过细胞膜的磷脂双分子层，故表现为对斜生栅藻的毒性较低，

与咪唑类离子液体相比，毒性几乎可以忽略。 
由表 5 数据可得，各离子液体的剂量–效应拟合曲线中点(平均生长抑制率 = 50%处)的斜率(拟合参

数 p)随着离子液体暴露时间的增加都有逐渐增大的趋势。这一趋势在图形上表现为毒性作用曲线的中部

逐渐变陡，但其中一些曲线在 96 h 处会出现突然下降的现象，这可能是由于斜生栅藻在实验开始 72 h 后

会有部分藻成团后自然老化沉底造成。 

4. 结论 

1) 4 种离子液体[C4mim]Cl、[C8mim]Cl、[C12mim]Cl 及[Chol]+[Sac]−对斜生栅藻的生长抑制曲线均呈

典型的 S 型剂量–效应相关关系，若以 EbC50-96h 作为受试毒物对斜生栅藻生长抑制潜力的判断依据，它

们对斜生栅藻的生长抑制潜力排序为：[C12mim]Cl > [C8mim]Cl > [C4mim]Cl > … > [Chol]+[Sac]−。 
2) 在对 DRC 拟合过程中发现，DseResp 函数为最优拟合函数模型，该函数对高、低效应区均可进行

有效估计，适用于斜生栅藻剂量–效应曲线的拟合。 
3) 从毒性表现上来说，咪唑类离子液体对斜生栅藻的毒性至少表现在两个不同层次上：宏观而言，

由于上述 3 种咪唑类离子液体暴露产生的胁迫压力从生物量的快速下降来看，它们严重抑制了斜生栅藻

的生长，这种抑制作用既随着咪唑类离子液体质量浓度和暴露时间增加而增强，也随着咪唑环上烃基侧

链碳原子数的增加增强，有研究者[43]认为，这种抑制作用是由藻细胞膜被破坏引起的；而从微观层面的

进一步研究[44]认为，这一现象可能与生物膜系统受损后导致的叶绿体片层断裂后光合效率降低、线粒体

变形肿胀、液泡中出现沉淀物质以及胞内多种重要自我修复机制受损和一系列功能紊乱有关。 
4) 相较于咪唑类离子液体，胆碱系离子液体[Chol]+[Sac]−来自具有完整毒理学资料的食品添加剂原

料，且毒性极低，表现出了良好的工业应用前景，这也为未来低毒离子液体的设计合成提供了一条新思

路[45]。 
5) 由于阴阳离子的可变性，离子液体种类繁多[46]，而斜生栅藻藻种易得、运行成本极低，其有望

成为将来应用于离子液体毒性初筛试验的理想模式生物。 
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