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Abstract 
To evaluate the toxicity effect and metabolic effect of printing and dyeing wastewater to marine 
life, the 24 h acute toxicity tests and 9 h static respiratory metabolism tests were conducted with 
Ruditapes philippinarum, exposing under different concentration of methylene blue solution 
which represented simulated printing and dyeing wastewater, in order to provide a reference for 
the establishment of printing and dyeing wastewater discharge standards. The 24 h acute toxicity 
tests showed that the lethal concentration of 50% (LC50) was 8.56 mg/L concerning simulated 
printing and dyeing wastewater to the Ruditapes philippinarum. Respiratory metabolism study 
showed that the concentration of methylene blue was inversely proportional to the oxygen con-
sumption rate of Ruditapes philippinarum, while ammonia nitrogen content in the water got high-
er along with time variation, and ammonia nitrogen content increased with increasing concentra-
tion of methylene blue during the same periods in the water. 
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摘  要 

为有效评价印染废水对海洋生物的毒性效应和代谢作用影响，本研究以菲律宾蛤仔(Ruditapes philip-
pinarum)为受试生物，以不同浓度的亚甲基蓝溶液模拟印染废水，试验采用静水法分别研究其对菲律宾

蛤仔的24 h急性毒性效应和9 h内对菲律宾蛤仔的呼吸代谢影响，以期为印染废水排放相关标准的制定提

供参考。急性毒性研究表明：模拟印染废水对菲律宾蛤仔24 h的半数致死浓度LC50为8.56 mg/L。呼吸

代谢研究表明：亚甲基蓝浓度与菲律宾蛤仔的耗氧率成反比，水体中氨氮含量随着时间的推移越来越高，

相同时间段水体中的氨氮含量随着亚甲基蓝的浓度增加而增加。 
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1. 引言 

进入 21 世纪以来，我国染料和印染工业发展迅速，染料产品的年产量已达 90 万 t，占全球总产量的

60%左右[1]。随着染料废水排放量的迅速增加，大量难以生化降解处理的有机物污染物被排放进入水体，

造成了严重的水体污染。据估计，在染料生产过程中，约有 90%的无机原料和 30%的有机原料被排放进

入水体。染料废水具有成分复杂、有机物浓度和色度高、难生化降解等特点[2]。这不仅对水生生物的生

存带来危险，同时也对当地居民的生活甚至是生命带来了很大的危害。目前学者在印染废水对海洋生物

质量的影响方面已进行了探索研究[3] [4]。 
亚甲基蓝在印染废水中大量存在，它是常见的染料和染色试剂。为探明这一大量存在于印染废水之

中的有机物对生物的潜在威胁，国内外学者就亚甲基蓝在水生生物中的残留检测方面进行了报道，也在

亚甲基蓝在动物体内的毒性作用及呼吸代谢影响进行了相关研究。主要集中在对水生生物的急性毒理研

究，如刘建勇等[5]在亚甲基蓝对南美白对虾(Pemaeus vannamei)幼体的毒性研究中发现其 24 h 半数致死

浓度为 2.56 mg/L；徐亚超[6]进行了亚甲基蓝对孔雀鱼(Poecilia Reticulata)的急性毒性试验，殷华等[7]求
得亚甲基蓝对水丝蚓(Limnodilus hoffineisteri)的 24 h 半数致死浓度为 31.6 mg/L。此外，呼吸与排泄是动

物进行能量代谢的基础生理活动，它不仅反映了动物的生理状态，也反映了环境条件的影响。耗氧率和

排氨率及其变化规律作为呼吸代谢研究的重要内容，一直受到人们的重视[8]。有关印染废水或亚甲基蓝

对菲律宾蛤仔的呼吸代谢作用影响尚未见报道。 
随着纺织、印染产业的发展和印染废水泄露事故和不规范排放事件逐年增多，加强印染废水的生物

毒性作用研究和试验生物的筛选具有十分重要的意义。本文通过静水试验研究亚甲基蓝对菲律宾蛤仔的

急性毒性作用和呼吸代谢作用，既可为筛选适于监测水体中印染废水污染的受试动物提供依据，又可为

贝类动物的食品安全影响提供参考。 
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2. 实验材料与方法 

2.1. 实验材料 

实验中使用盐度计(EUTEOH Instruments SAT6+)测量海水盐度、pH 仪(Sartorius PB-10)测量实验溶液

的 pH 和温度。 
实验对象为菲律宾蛤仔，选择大小均匀、饱满、壳长(3.41 ± 0.2) cm、壳宽(2.30 ± 0.2) cm、湿重(8.60 

± 2.0) g 范围内的健康个体进行分组实验，数量将近 200 个。实验前简单清洗，使用天然海水驯养 2 h。
挑选活性好的菲律宾蛤仔进行正式实验。 

实验试剂为广泛应用于印染行业当中、在印染废水中大量存在的亚甲基蓝。 
实验海水取自漳州港海域天然海水。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 菲律宾蛤仔 24 小时急性毒性实验方法 
实验步骤如下： 
a.实验设置 5 个浓度组和 1 个对照组，每个浓度组设 3 个平行组。根据预实验结果，在最小 100%死

亡浓度与最大无死亡浓度范围内，按等间距设置，分别设置 3 mg/L、6 mg/L、9 mg/L、12 mg/L 和 15 mg/L 
5 个浓度组。 

b.正式实验时先配置亚甲基蓝标准储备液(浓度为 100 mg/L)，而后分别添加天然海水稀释至上述 5
个浓度。使用一次性餐盒(500 mL)作为实验组的反应容器，实验在水温为(24.7 ± 2.0)℃、pH 为 8.09、盐

度为 24‰的条件下进行，每个平行组放置 10 只菲律宾蛤仔。实验期间保持观察，并于 12 h 通过应激行

为和外壳的开张情况来判断实验对象是否死亡并记录，及时取出死亡个体。24 h 染毒结束，对餐盒当中

的菲律宾蛤仔进行生理活性观察，同时进行死亡记录。 

2.2.2. 呼吸代谢实验方法 
基于 24 h 急性毒性试验结果，9 h 呼吸代谢实验中亚甲基蓝浓度分别设置为 2 mg/L、4 mg/L、6 mg/L

和 8 mg/L，同时设置一组空白对照。溶解氧(DO)的测定采用碘量法，氨氮的测定采用纳氏试剂比色法，

根据试验始末溶解氧及氨氮浓度变化计算耗氧率和排氨率。实验期间水体保持密闭，避免空气中的氧气

对实验结果造成影响，实验过程中菲律宾蛤仔没有发生个体死亡的现象。实验在水温 25℃ ± 0.5℃、pH
为 7.5、盐度 24‰的条件下进行，分别在 3 h、6 h 和 9 h 这 3 个时间段对试验水样进行溶解氧和氨氮的测

量，记录实验数据。 

3. 实验内容与结果 

3.1. 亚甲基蓝对菲律宾蛤仔的毒性作用 

黄南建[8]在南海流花原油和 0#柴油对 3 种水产经济种类的毒性效应研究中指出，菲律宾蛤仔的中毒

表观症状有：双壳张开，斧足外伸，或出现假死状态。因此本研究观察时将双壳张开刺激后不再闭合、

斧足伸出刺激后无法自由伸缩及双壳紧闭单独捡出放回自制的实验海水中也无生命反应的菲律宾蛤仔记

为死亡个体。除了死亡，实验期间同时观察菲律宾蛤仔的其他肉眼可识别的生理反应，通过对菲律宾蛤

仔的观察记录，将 12 h 及 24 h 的结果整理如下表 1。 

3.2. 亚甲基蓝对菲律宾蛤仔的致死效应及其与不同海洋生物的毒性效应比较 

美国试验与材料学会(ASTM)提出了水生生物急性毒性试验质量控制要求：对照的死亡率 ≤ 10%，本 
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Table 1. Observation records and death statistics of Ruditapes philippinarum under 12 h, 24 h 
表 1. 菲律宾蛤仔 12 h 和 24 h 活性及死亡情况 

污染物 浓度组(mg/L) 平均死亡率(%) 12 h 观察 24 h 观察 

对照组 0 3.3% 斧足全部都伸出来，生命

力活跃，无死亡个体 
除死亡个体，其余生命力活跃，斧足伸出，溶液清

澈 

亚 
甲 
基 
蓝 

3 6.7% 斧足全部都伸出来，生命

力活跃，无死亡个体 
死亡个体双壳紧闭，内脏变蓝色，其余生命力活跃，

斧足伸出 

6 46.7% 斧足全部都伸出来，生命

力活跃，无死亡个体 
存活个体伸出斧足，活性较差，死亡个体双壳紧闭，

足无法收回壳内，内脏变蓝色，半数个体死亡 

9 40.0% 斧足全部都伸出来，生命

力活跃，无死亡个体 
存活个体伸出斧足，活性较差，死亡个体双壳紧闭，

足无法收回壳内，内脏变蓝色，半数个体死亡 

12 90.1% 伸出短斧足，反应慢，活

性较差，无死亡个体 

存活个体极少，活性极差，应激触碰，缓慢伸缩斧

足，死亡个体大多双壳紧闭，足无法收回壳内，部

分个体开壳死亡，内脏变蓝色 

15 76.7% 伸出短斧足，反应慢，活

性较差，无死亡个体 

存活个体极少，活性极差，应激触碰，缓慢伸缩斧

足，死亡个体大多双壳紧闭，足无法收回壳内，部

分个体开壳死亡，内脏变蓝色，溶液发臭且浑浊 

 
文的试验满足上述要求，对照组死亡率全部 ≤ 10%。利用 Excel 对菲律宾蛤仔的死亡个数和亚甲基蓝溶

液不同浓度组作相关线性分析，结果如下图 1 及表 2 所示。通过直线内插法求得亚甲基蓝溶液对菲律宾

蛤仔染毒 24 h 的半数致死浓度为—8.56 mg/L。进一步分析可知，随浓度的增加，死亡个数增长，变化趋

势呈现正相关。结合实验过程中观察得知：亚甲基蓝的浓度在低剂量的条件下，其表现与对照组的菲律

宾蛤仔的生理活性没有明显区别，但浓度达到一定的程度时，菲律宾蛤仔会出现大量的死亡。由此可见，

亚甲基蓝本身具有毒性，该物质会对水生生物造成一定的危害，对于排放入水体应该给予特别注意。 
本文研究结果表明亚甲基蓝混合溶液对菲律宾蛤仔 24 h LC50 为 8.56 mg/L，高于其对南美白对虾

(Pemaeus vannamei Boon) [5] 24 h 毒性的半数致死浓度，而低于对水丝蚓的半数致死浓度（表 2）。 

3.3. 亚甲基蓝对菲律宾蛤仔代谢作用的影响 

3.3.1. 亚甲基蓝对菲律宾蛤仔耗氧率的影响 
根据碘量法测量水样中的溶解氧，标定硫代硫酸钠方法进行滴定并记录与计算，不同时间的水样中

溶解氧浓度，试验结果如图 2 所示。 
由图 2 可以看出各浓度组的起始溶解氧浓度大致相同。不同浓度组随时间推移，水样中溶解氧均逐

渐下降。而在同一时间段内，高浓度亚甲基蓝的水样中溶解氧浓度下降速率低，表明高浓度亚甲基蓝溶

液使菲律宾蛤仔的呼吸速率降低。 
根据耗氧率的计算公式计算出耗氧率如图 3 所示。由图 3 可以看出在 3 h、6 h 和 9 h 相同时间段内

浓度越高的亚甲基蓝所在的水样中的菲律宾蛤仔的耗氧率越低，表明在一定浓度范围下菲律宾蛤仔的耗

氧速率和亚甲基蓝浓度成反比。 

3.3.2. 亚甲基蓝对菲律宾蛤仔氨氮排放的影响 
采用纳氏试剂分光光度法测定水样的氨氮含量，测定并记录空白组和 2 mg/L、4 mg/L、6 mg/L 和 8 

mg/L 亚甲基蓝溶液下水样中的氨氮吸光度。由此计算出不同浓度组分别在 3 h、6 h 和 9 h 时水体中氨氮

含量，根据试验结果绘制水体中氨氮含量的柱状图，结果如图 4 所示。由图 4 可以看出同一个时间段亚

甲基蓝浓度越高菲律宾蛤仔的氨氮排放量越多，同一浓度的亚甲基蓝随着时间的推移菲律宾蛤仔的氨氮

排放量越多。 
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Table 2. Comparison of acute toxicity of methylene blue on different species 
表 2. 亚甲基蓝对不同生物的急性毒性效应对比 

受试物 LC50 参考来源及时间 

菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum) 24 h LC50为 8.56 mg/L 本文，2016 

南美白对虾(Pemaeus vannamei Boon) 24 h LC50为 2.56 mg/L 
48 h LC50为 4.06 mg/L 刘建勇等[5]，2005 

孔雀鱼(Poecilia Reticulata) 96 h LC50为 273.5 mg/L 徐亚超[6]，2014 

水丝蚓(Limnodilus hoffineisteri) 24 h LC50为 31.6 mg/L 殷华[7]，2007 

 

 
Figure 1. 24 hours of acute lethal effect of methylene blue mixed so-
lution on Ruditapes philippinarum 
图 1. 亚甲基蓝混合溶液对菲律宾蛤仔的 24 h 急性致死效应 

 

 
Figure 2. Dissolved oxygen concentration in water samples at 
different time 
图 2. 不同时间的水样中溶解氧浓度 

 

 
Figure 3. Oxygen consumption rate of different concentration 
groups at 3 h, 6 h and 9 h 
图 3. 不同浓度组在 3 h、6 h、9 h 时的耗氧率 
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Figure 4. The content of ammonia nitrogen in different concen-
tration groups under 3 h, 6 h and 9 h, respectively 
图 4. 不同浓度组分别在 3 h、6 h、9 h 时水体中氨氮含量 

4. 讨论分析 

4.1. 亚甲基蓝对水生生物急性毒性作用的比较 

菲律宾蛤仔是毒理学研究中一种常用的受试生物，但其研究较多集中于重金属染毒，以印染废水作

为染毒试剂的方面研究较少。本文研究结果表明亚甲基蓝混合溶液对菲律宾蛤仔 24 h LC50 为 8.56 mg/L，
高于其对南美白对虾(Pemaeus vannamei Boon) [5] 24 h 毒性的半数致死浓度，而低于对水丝蚓的半数致死

浓度—31.6 mg/L。菲律宾蛤仔因其独特的滤食习性，对污染物具有较强富集能力，在受污海域被污染的

菲律宾蛤仔体内会衍生有害物质[9]，使菲律宾蛤仔能耐受污染物在其体内以较高浓度出现，并且这些有

害物质可通过食物链进入人体，并且能够保持持久性、迁移性、积累性和高毒性，对人和海洋生物都危

害巨大。殷华[7]在亚甲基蓝对水丝蚓的急性毒性研究中发现水丝蚓的死亡率与亚甲基蓝浓度呈现正相关，

亚甲基蓝在一定的浓度范围内会对水生生物造成胁迫，影响动物正常行为以至危害生命。这和本文的实

验结果是一致的，同时也说明亚甲基蓝对不同的生物的毒性作用是不尽相同的，在同种生物中也存在着

个体之间的差异。 

4.2. 亚甲基蓝对菲律宾蛤仔的呼吸代谢影响 

呼吸和代谢是生物体最基本和最重要的新陈代谢活动之一，而耗氧率和排氨率是其代谢活动强弱的

直接反应，不仅反映了动物的生理状态，也反映了环境条件的变化。目前国内外学者对于海洋双壳类呼

吸代谢方面进行了许多有益的研究[10]-[20]，但主要集中在温度、盐度、pH 和体重等因素对双壳类呼吸

代谢的影响，涉及印染废水排放后对海洋双壳类呼吸代谢的影响尚未见报道。本文研究结果表明：在一

定的浓度范围下菲律宾蛤仔的耗氧率与亚甲基蓝浓度呈反比，表明亚甲基蓝对菲律宾蛤仔的呼吸代谢能

产生抑制作用。分析认为，菲律宾蛤仔暴露在低剂量有毒有害的物质时能主动通过加快自身的代谢作用

来积极进行排泄，但当亚甲基蓝浓度过高时，浓度越高的亚甲基蓝浓度中菲律宾蛤仔的耗氧率逐渐减少，

则表明亚甲基蓝会对菲律宾蛤仔体内器官或组织造成不可逆损伤，抑制其呼吸代谢作用，甚至导致个体

死亡。研究结果还表明，在一定浓度范围下，浓度越高的亚甲基蓝溶液中试验水体的氨氮含量越高。贝

类的排泄产物主要有氨、尿酸、尿素和氨基酸等，其中氨占总排泄物的 70%或更高[21] [22]。分析认为随

着代谢时间的增加，水体环境中氨的浓度增加，而贝类体内也会产生多种生理反应，当环境中氨浓度超

过一定范围，贝类的氨排泄率会上升，但生长会明显下降，这是生物对不利环境的一种适应。也就是说，

菲律宾蛤仔可以对亚甲基蓝这种有毒有害的物质进行积极排泄。但水体中氨氮含量过高会损坏水体生物

的呼吸代谢器官，高于正常值时会引起无法进食和呼吸以及正常代谢活动，直至死亡。 
以上结果和因素综合起来，表明亚甲基蓝对菲律宾蛤仔存在较强的毒性作用和呼吸代谢抑制作用，
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且由于生物个体对有毒物质的敏感性存在差异，作用程度与其他动物类群存在差异。 
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