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摘  要 

通过纳米氧化铜溶液对斑马鱼的急性毒性实验计算出纳米氧化铜对斑马鱼的半致死浓度，为纳米氧化铜的水

生生物毒性实验研究和安全使用提供参考资料。采用直线回归法得出浓度对数–死亡率的回归方程，由于96 
h、120 h、144 h、168 h的回归方程的R基本为0.95，可求得纳米氧化铜对斑马鱼的96 h-LC50、120 h-LC50、

144 h-LC50、168 h-LC50和最大容许浓度(MPC)。经计算纳米氧化铜对斑马鱼的96 h-LC50是635.6194 mg∙L−1，

MPC为6.3562 mg∙L−1；120 h-LC50是538.8838 mg∙L−1，MPC为5.3888 mg∙L−1；144 h-LC50是487.6510 
mg∙L−1，MPC为4.8765 mg∙L−1；168 h-LC50是443.1020 mg∙L−1，MPC为4.4310 mg∙L−1。 
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Abstract 
Through acute toxicity experiment of the nano copper oxide solution to zebrafish, half to death 
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concentration of nano copper oxide to zebrafish was calculated, which provided a reference for 
the experimental study of toxicity and safe use of nano copper oxide in aquatic organisms. Linear 
regression method was used to draw the regression equation of concentration logarithm-mortality, 
because the R of regression equation of 96 h, 120 h, 144 h and 168 h is basically 0.95, the 96 
h-LC50, 120 h-LC50, 144 h-LC50, 168 h-LC50 and maximum permissible concentration of nano copper 
oxide to zebrafish can be obtained. 96 h-LC50 of nano copper oxide to zebrafish is 635.6194 mg∙L−1 

MPC is 6.3562 mg∙L−1; 120 h-LC50 is 538.8838 mg∙L−1, MPC is 5.3888 mg∙L−1; 144 h-LC50 is 487.6510 
mg∙L−1, MPC is 4.8765 mg∙L−1; 168 h-LC50 is 443.1020 mg∙L−1, MPC is 4.4310 mg∙L−1. 

 
Keywords 
Nano Copper Oxide, Zebrafish, Half Lethal Concentration, Toxicity 

 
 

Copyright © 2024 by author(s) and Hans Publishers Inc. 
This work is licensed under the Creative Commons Attribution International License (CC BY 4.0). 
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

  
 

1. 引言 

根据欧盟委员会新修订的定义，纳米材料是指由固体颗粒组成的自然的、偶然的或人造的材料，这

些颗粒既可以单独存在，也可以作为可识别的组成颗粒存在于聚集体或结块中，并且在基于数量的尺寸

分布中，这些颗粒的 50%及以上应满足以下至少一个条件：(1) 颗粒的一个或多个外部尺寸在 1 纳米至

100 纳米之间；(2) 颗粒具有细长的形状，如棒状、纤维状或管状，其中两个外部尺寸小于 1 纳米，另一

个尺寸大于 100 纳米；(3) 颗粒具有板状形状，其中一个外部尺寸小于 1 纳米，其他尺寸大于 100 纳米[1]。
纳米材料颗粒的总数量在整个材料的所有颗粒总数中占 50%以上，其尺度已接近光的波长，加上其具有

大表面的特殊效应。因此，其所表现的熔点、磁性、光学、导热和导电等特性往往不同于该物质在整体

状态时所表现的特性[2]。 
纳米材料在环境保护、医药、电子工业、纺织工业和机械工业有很广泛的用途，尤其是随着纳米技

术的迅速发展，具有独特物理化学性质的纳米金属及其氧化物，在催化、涂料、电子、机械和生物医学

领域被应用。在其给人们带来便利的同时，其对环境以及人体健康的潜在影响和风险也引起各方面的广

泛关注。纳米材料可通过直接排放、废弃物排放、常规使用等多种途径进入水环境，在水体有机质的作

用下具有较好的分散性和稳定性，进入水环境的纳米颗粒可通过食物链在鱼类等水生生物体内富集并最

终进入人体，对人体健康构成威胁[3]。 
关于纳米氧化铜的毒性效应，学者主要对藻类及水稻、小麦和紫花苜蓿植物以及土壤微生物群落、

肉鸡、人体肺细胞等毒性进行了分析研究[4]-[28]。王黎曌等[29] [30]研究了纳米氧化铜对斑马鱼生殖系

统和甲状腺系统毒性效应，实验结果表明，斑马鱼经不同浓度纳米氧化铜悬浮液暴露之后，会引起性激

素水平失衡、性腺组织损伤、下丘脑–垂体–性腺轴相关基因表达紊乱等生殖毒性。不同粒径和形貌的

纳米氧化铜对斑马鱼也有毒性影响，李筱璇[31]使用球形、片状纳米氧化铜进行实验，得出 150~250 nm
球形纳米氧化铜 96 h-LC50为 641.4254 mg∙L−1，40 nm 球形纳米氧化铜 530.5617 mg∙L−1；片状纳米氧化铜

224.2424 mg∙L−1。崔雯[32]用不同浓度的纳米氧化铜(CK、10、50、100 mg∙L−1)对斑马鱼进行暴露实验，

实验结果发现经暴露后斑马鱼肝脏发生不同程度的损伤，且暴露后各处理组中的胰岛素和胰高血糖素均

上升，而斑马鱼肝脏糖原、丙酮酸含量降低，即糖代谢受到显著影响。但纳米材料对成年水生生物的急

性毒性研究较少，本文通过纳米氧化铜对成年斑马鱼的急性毒性实验计算出纳米氧化铜对斑马鱼的半致
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死浓度，探讨其对成年斑马鱼的毒性效应，为纳米氧化铜的水生生物毒性实验研究及其安全使用提供参

考资料，该研究也有助于了解纳米氧化铜的生态毒性急性实验及相应机制，为制订纳米氧化铜废水排放

标准提供参考。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

2.1.1. 实验生物 
斑马鱼购于市场，行为活泼，反应灵敏，体色光亮，平均体长(2.5 ± 0.25) cm，平均体重(0.3 ± 0.1) g。

成鱼经 4%的食盐水消毒后进入实验室，实验前在实验室内驯养 7 d 以上，驯养过程中水温(25 ± 1)℃，每

天喂食红线虫 1 次，自然死亡率小于 0.5%，挑选活泼和体形均匀的成鱼作为实验用鱼。 

2.1.2. 实验物质 
高纯纳米氧化铜，40 nm，球形，纯度 > 99.5%，上海晶纯试剂有限公司。 

2.1.3. 实验仪器 
曝气装置、定时恒温磁力搅拌器、pH 计、溶解氧测定仪、解剖镜、解剖刀、鱼缸、烧杯和电子分析

天平等。 

2.1.4. 实验用水 
为避免水质不均对实验造成误差，整个斑马鱼毒性实验过程中的实验用水，包括稀释水和清洁用水，

均为统一制备，为充分曝气、除氯 3 d 的自来水，温度保持(25 ± 1)℃，pH 值为 7，硬度为(229.14 ± 0.45) 
mg∙L−1 (以 CaCO3质量浓度计)，水中 ρ (DO) > 4 mg∙L−1。 

2.2. 方法与步骤 

2.2.1. 预实验 
以等差间距设置 9 个纳米氧化铜浓度组：100、300、500、700、900、1100、1300、1500 和 1700 mg∙L−1。

采用 40 L 圆形玻璃鱼缸进行暴露预实验，选取体长相近，健康活泼的斑马鱼置于各缸中，每缸 10 条鱼。

每个浓度设三个平行组，预实验设置曝气 3 d 的自来水为对照组(CK)。暴露预实验采用静态置换法[33]，
每 24 h 更换纳米氧化铜溶液一次。纳米氧化铜易黏附和沉淀在鱼缸中，因此，在预实验过程中用磁力搅

拌器搅拌溶液，搅拌时控制转速，使其不影响斑马鱼的正常活动。暴露 168 h，预实验过程中每天喂食 1
次，不曝气。预实验水温(25 ± 1)℃，pH 值为 7，ρ (DO) > 4 mg∙L−1。暴露预实验开始时，每隔 6 h 观察实

验鱼是否出现身体不平衡、游动缓慢以及死亡等现象，记录 24 h、48 h、72 h、96 h、120 h、144 h、168 
h 的死亡数，并及时清除死鱼。 

2.2.2. 正式实验 
根据预实验所得结果，鱼在预实验期间完全没有死亡的最高浓度和全部死亡的最低浓度分别是 300 

mg∙L−1和 700 mg∙L−1。所以实验以等差间距设置 9 个纳米氧化铜浓度组：300、350、400、450、500、550、
600、650、700 mg∙L−1。采用 40 L 圆形玻璃鱼缸进行暴露实验，选取体长相近、健康活泼的斑马鱼置于

各鱼缸中，每个鱼缸 10 条鱼。每个浓度设三个平行组，实验设置曝气 3 d 的自来水为对照组。实验方法

和条件与预实验完全相同。暴露 168 h，记录斑马鱼的异常行为情况，如游动速度、呼吸状况、鱼体形态

变化(如侧翻，翻白肚、倒立等)等，记录 24 h、48 h、72 h、96 h、120 h、144 h、168 h 的死亡数，及时

清除死鱼。 
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2.3. 数据处理 

以直线内插法[34]得到浓度对数和死亡率的回归方程式，将实验所得数据输入 SPSS 软件，使用

SPSS22.0 软件计算不同时间的半致死浓度(LC50)，统计检验水平设为 0.05，P < 0.05，表示有显著差异，

P < 0.01 为极显著差异，SPSS 软件处理数据步骤：进入 SPSS 数据编辑窗口“SPSSData Editor”，首先

单击窗口左下角“Variable View”标签定义变量，在第 1，2，3 行的变量名(name)列中输入 concentration 
(浓度)、total (供试斑马鱼数)、response (死亡斑马鱼数)，然后再单击窗口左下角“Data View”标签进入

数据视图窗口依次输入各组数据，在数据视图主菜单中，选择 Analyze→Regression→Probit，调出“Probit 
Analyze”对话框，将 concentration (浓度)选入 Covariate (s)栏中，total (供试斑马鱼数)选入“Total Observed”
栏中，response (死亡斑马鱼数)选入“Response Frequency”栏中，在 Covariate (s)栏下的“Transform”栏

中选择“Log base 10”(对数转换)选项，其它保持默认选项，然后单击“OK”按钮，即完成整个操作过

程，在“SPSS Viewer”窗口显示分析结果，最后，按照公式 MPC = LC50/100 求出最大容许浓度[35]。 

3. 结果与分析 

暴露 12 h 内各浓度组斑马鱼均表现出游动急切和结群等现象，较高浓度组(500 mg∙L−1以上)斑马鱼出

现游动缓慢，身体逐渐失去平衡、侧游、仰游、呼吸微弱等现象。暴露 24 h 高浓度组(650 mg∙L−1以上)
斑马鱼出现死亡现象，死亡个体胸鳍和腹部出现发黑现象。观察死亡的斑马鱼，能够发现斑马鱼的腹部

颜色随着所暴露的纳米氧化铜的浓度不同而不同，即浓度越大颜色越深。解剖死亡的斑马鱼，在解剖镜

下能够看到鱼体内的肝脏和肠明显比正常鱼的肝脏和肠黑，这可能是由于蓄积了纳米氧化铜所致。观察

鱼鳃，没有明显发现纳米氧化铜的蓄积，原因可能是鱼鳃呼吸作用所致，且由于是急性毒性实验，受暴

露时间的限制，所以短时间内鱼鳃部位没有明显蓄积现象。实验期间对照组(CK)无异常现象。由表 1 可

知，168 h 内随纳米氧化铜质量浓度的升高和暴露时间的增加，斑马鱼死亡率逐渐升高，浓度为 650 mg∙L−1

时，斑马鱼死亡率由 24 h 的 10%升高到 168 h 的 90%，浓度为 700 mg∙L−1时，斑马鱼死亡率由 24 h 的 10%
升高到 168 h 的 100%。 

 
Table 1. Experimental data recording of acute toxicity of nano copper oxide to zebrafish 
表 1. 纳米氧化铜对斑马鱼的急性毒性实验数据记录 

N-CuO 浓度 经不同暴露时间后各浓度的累计死亡率(%) 
mg∙L−1 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 168 h 

300 0 0 0 0 0 0 0 
350 0 0 0 10 10 10 20 
400 0 0  0 10 20 20 30 
450 0 0 10 30 30 50 70 
500 0 0 20 40 50 60 70 
550 0 10 20 40 50 70 80 
600 0 10 30 40 60 70 80 
650 10 20 30 50 60 70 90 
700 10 30 50 60 80 90 100 

0 (CK) 0 0 0 0 0 0 0 

 
采用直线回归法得出纳米氧化铜浓度对数–死亡率回归方程，见表 2。由于 96 h、120 h、144 h、168 

h 的回归方程的相关系数 R 基本为 0.95，可求得纳米氧化铜对斑马鱼 96 h-LC50、120 h-LC50、144 h-LC50、

168 h-LC50，经计算纳米氧化铜对斑马鱼 96 h-LC50是 635.6194 mg∙L−1，对斑马鱼的最大容许浓度为 6.3562 
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mg∙L−1；120 h-LC50是 538.8838 mg∙L−1，最大容许浓度为 5.3888 mg∙L−1；144 h-LC50是 487.6510 mg∙L−1，

最大容许浓度为 4.8765 mg∙L−1；168 h-LC50是 443.1020 mg∙L−1，最大容许浓度为 4.4310 mg∙L−1。 
 

Table 2. Regression equation of semi-lethal concentration and toxicity of nano copper oxide to zebrafish 
表 2. 纳米氧化铜对斑马鱼半致死浓度和毒性回归方程 

暴露时间 毒性回归方程 相关系数 R LC50 (mg∙L−1) 最大容许浓度(mg∙L−1) 
96 h y = 68.562 Ln(x) − 392.54 0.9463 635.6194 6.3562 

120 h y = 90.556 Ln(x) − 519.55 0.9695 538.8838 5.3888 
144 h y = 106.34 Ln(x) − 608.20 0.9491 487.6510 4.8765 
168 h y = 116.96 Ln(x) − 662.73 0.9435 443.1020 4.4310 

4. 结论 

本研究实验中观察到的斑马鱼出现异常行为和死亡现象，且通过解剖，在解剖镜下观察出纳米氧化

铜在斑马鱼肝脏和肠里有蓄积。可见，纳米氧化铜对成年斑马鱼具有急性毒性作用。 
通过纳米氧化铜对斑马鱼的急性毒性实验计算出纳米氧化铜对斑马鱼的 96 h、120 h、144 h 和 168 h

半致死浓度极其最大容许浓度意义在于：对可能进入水体的纳米氧化铜进行毒性分析，以控制纳米氧化

铜的使用量，为纳米氧化铜水污染生物毒性评价提供科学依据，之前学者对纳米氧化铜最大容许浓度研

究很少，甚至没有研究，本研究获得了纳米氧化铜对斑马鱼的最大容许浓度，这一研究结果为制订水质

和纳米氧化铜废水排放标准提供参考。值得一提的是，纳米氧化铜对成年斑马鱼的急性毒性机理及对斑

马鱼胚胎和仔鱼毒性机理有待进一步深入研究。 
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