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　　摘要：我国环保部新化学物质环境管理办法（７号令）申报过程中，要求利用物质本身或其配制品的水
生生物急性毒性测试结果，根据我国ＧＨＳ国标进行分类。本文根据水生生物急性毒性 ＯＥＣＤ测试导则中
关于限度实验浓度设置的要求和实测浓度与理论浓度的偏差，就目前申报过程中遇到的分类问题进行探讨。

对于水生生物急性毒性实验，根据ＯＥＣＤ和化学品测试方法，当预实验的结果表明物质在浓度１００ｍｇ·Ｌ－１

或者其在实验用水中的最大溶解度时无毒，那么应进行浓度为１００ｍｇ·Ｌ－１（活性成分）或者饱和溶解度的
限度实验，以确定ＬＣ５０／ＥＣ５０是否大于１００ｍｇ·Ｌ

－１。实验室的操作是配制理论浓度为１００ｍｇ·Ｌ－１（活性成
分）的实验液或理论浓度为１００ｍｇ·Ｌ－１的饱和溶液进行限度实验。然而在依据限度实验结果进行危害分
类时，根据要求，急性毒性 ＬＣ５０／ＥＣ５０＞１００ｍｇ·Ｌ

－１时，物质分类为低毒；如需实测浓度达到１００ｍｇ·Ｌ－１，
那么在进行限度实验时，需要根据物质的水溶解度、在水中的稳定性等特性重新计算限度实验的设置浓度。

如对于溶解度大于１００ｍｇ·Ｌ－１且在实验条件下稳定的的化学物质，限度实验处理组浓度可设置为１３０ｍｇ·
Ｌ－１；那么如果物质在水中的溶解度＜１００ｍｇ·Ｌ－１，限度实验时只能以理论浓度为１００ｍｇ·Ｌ－１的实验介质
中的饱和溶液进行。实验期间，实测浓度必定小于１００ｍｇ·Ｌ－１，那么此时以实测１００ｍｇ·Ｌ－１进行分类就
可能判定为中等毒性。ＯＥＣＤ２０１（２００６）第３９条和ＯＥＣＤ２０２（２００４）第２３条以及化学品测试方法中
均指出，如果有证据表明在测试过程中，受试物的实际浓度能维持在理论浓度或初始测定浓度的２０％范围
内，则可以基于理论浓度或初始测定浓度进行结果分析。如果受试物实际浓度和理论浓度或初始测定浓度

的偏差超过２０％，则应基于整个测试过程中的几何平均浓度或根据物质的浓度衰减模型进行结果分析。值
得注意的是，当实验结果表明受试物对水生生物有毒性，并得到了相应的半数致死浓度或效应，根据实测浓

度进行分类是科学的。但如果实验结果表明受试物对水生生物无毒性，那么若依据限度实验的实测浓度进

行结论，就有可能高估化学物质的毒性进而需要将水生生物急性分类为中等毒性（类别３）。根据新化学物
质危害性鉴别导则环境管理类别划分，水生生物急性毒性类别１～３均作为危险类化学物质进行管理，这样
必将加重管理部门的工作负担和造成企业的人力物力资源的浪费。因此，在此建议相关专家考虑受试物的

实际浓度偏差在２０％之内即可依据理论浓度进行ＧＨＳ分类的处理方式。
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　　摘要：目的　研究微囊藻毒素ＬＲ（ＭｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎＬＲ，ＭＣＬＲ）短期重复暴露对小鼠肝组织ＤＮＡ总体甲基
化水平、ＤＮＡ甲基转移酶（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＤＮＭＴ）ｍＲＮＡ表达的影响。方法　８０只健康昆明小
鼠，随机分为２批，每批４组，每组１０只，即对照组（含０．０２％二甲基亚砜的生理盐水０．００５ｍｌ·ｇ－１）、
ＭＣＬＲ低（５μｇ·ｋｇ－１）、中（１０μｇ·ｋｇ－１）、高（２０μｇ·ｋｇ－１）剂量组，每日经腹腔注射染毒，分别染毒１０和２０
ｄ。提取并水解小鼠肝组织ＤＮＡ，采用高效液相色谱法测定 ＤＮＡ总体甲基化水平；提取肝组织总 ＲＮＡ，逆
转录成ｃＤＮＡ，用实时荧光定量ＰＣＲ法测定ＤＮＭＴ１，ＤＮＭＴ３ａ，ＤＮＭＴ３ｂ的ｍＲＮＡ表达水平。结果　染
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毒１０ｄ后，各剂量组ＤＮＡ总体甲基化水平未出现明显差异。染毒２０ｄ中、高剂量组ＤＮＡ总体甲基化水平
为（２．２６±０．６０）％和（２．１６±０．５１）％，均低于对照组的（３．３１±０．８６）％，差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。染毒１０ｄ高剂量组ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ及ＤＮＭＴ３ｂ的ｍＲＮＡ表达水平均下调（Ｐ＜０．０５），染毒２０
ｄ后，中、高剂量组中ＤＮＭＴ１，ＤＮＭＴ３ａ及ＤＮＭＴ３ｂ的ｍＲＮＡ表达水平与对照组比较均下降（Ｐ＜０．０５），
其中，中剂量组ＤＮＭＴ１，ＤＮＭＴ３ａ及 ＤＮＭＴ３ｂ的 ｍＲＮＡ表达水平分别降至对照组的３８．３％，５９．９％，
２１．５％，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。肝组织 ＤＮＭＴ１，ＤＮＭＴ３ａ，ＤＮＭＴ３ｂｍＲＮＡ表达水平与 ＤＮＡ
总体甲基化水平呈正相关关系（ｒＤＮＭＴ１＝０．４７，Ｐ＜０．０１；ｒＤＮＭＴ３ａ＝０．３７，Ｐ＜０．０１；ｒＤＮＭＴ３ｂ＝０．３６，Ｐ＜０．０５）。
结论　ＭＣＬＲ短期重复暴露可抑制小鼠肝组织 ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ和 ＤＮＭＴ３ｂ的 ｍＲＮＡ表达，降低 ＤＮＡ
总体甲基化水平。ＭＣＬＲ引起的基因组总体 ＤＮＡ甲基化水平降低可能与 ＤＮＭＴ１，ＤＮＭＴ３ａ和 ＤＮＭＴ３ｂ
的表达下调有关。

关键词：微囊藻毒素ＬＲ；ＤＮＡ总体甲基化；ＤＮＭＴ１；ＤＮＭＴ３ａ；ＤＮＭＴ３ｂ
Ｅｍａｉｌ：ｎｎｑｑ２６＠１６３．ｃｏｍ
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　　摘要：目的　利用胚胎干细胞测试（ＥＳＴ）模型评价全氟烷基化合物全氟辛烷磺酸（ＰＦＯＳ），全氟辛酸
（ＰＦＯＡ）和全氟丁基磺酸（ＰＦＢＳ）对小鼠胚胎干细胞（ｍＥＳＣ）定向分化为心肌细胞的发育毒性作用。并利
用氨基酸进行稳定同位素标记（ＳＩＬＡＣ）定量蛋白质组学探讨 ＰＦＯＳ致心肌发育毒性作用机制。方法　利
用悬滴培养法建立 ＥＳＴ模型，检测 ＰＦＯＳ，ＰＦＯＡ和 ＰＦＢＳ对 ｍＥＳＣ定向心肌细胞分化的影响获得产生
５０％ ｍＥＳＣ细胞分化抑制作用的浓度ＩＤ５０Ｄ３；采用ＭＴＴ法检测受试物对ｍＥＳＣ和３Ｔ３细胞产生５０％细
胞毒性作用的浓度ＩＣ５０Ｄ３和ＩＣ５０３Ｔ３，并依据发育毒性判定标准评定受试物的发育毒性等级和构效关系。
利用ＳＩＬＡＣ定量蛋白质组学考察ＰＦＯＳ干预 ｍＥＳＣ定向分化心肌细胞前后差异表达蛋白图谱，并根据每
个鉴定蛋白至少包含两段鉴定多肽，且差异１．５以上的标准来筛选差异蛋白。用 ＧＯ分析法对差异蛋白进
行功能分类，通过网络数据分析确定蛋白功能，揭示 ＰＦＯＳ致心肌发育毒性作用靶标。结果　ＰＦＢＳ，
ＰＦＯＡ和ＰＦＯＳ的ＩＣ５０Ｄ３分别为４１３９，４７０和２９１μｍｏｌ·Ｌ

－１，ＩＣ５０３Ｔ３分别为５９８０，４８４和４３５μｍｏｌ·
Ｌ－１，ＩＤ５０Ｄ３分别为８０８，２２３和４０μｍｏｌ·Ｌ

－１，心肌发育毒性等级分别为一级、二级、二级，且毒性强弱顺序

为ＰＦＯＳ＞ＰＦＯＡ＞ＰＦＢＳ。具有一定构效关系，即碳链越长心肌发育毒性越大，末端磺酰化心肌发育毒性
大于未磺酰化。ＳＩＬＡＣ标记蛋白组学显示，ＰＦＯＳ作用组筛选出１７６个差异蛋白，其中６７个蛋白上调和
１０９个蛋白下调。对差异蛋白进行ＧＯ分析显示，在分子功能方面有１３个分类，细胞定位方面有１２个分
类，细胞生物学过程方面有１０个分类。ＫＥＧＧ通路分析，共筛选到３１个统计学上有显著意义的信号通路，
主要涉及信号转导、脂代谢、能量代谢及酶代谢相关通路。在网络分析图中，差异蛋白对应基因与基因组中

其他基因的相互作用共涉及到１１８个蛋白１２９６个相互作用。结论　基于 ＥＳＴ模型全氟烷基化合物致心
肌发育毒性强弱顺序为ＰＦＯＳ＞ＰＦＯＡ＞ＰＦＢＳ。通过ＳＩＬＡＣ标记蛋白组学建立了ＰＦＯＳ对ｍＥＳＣ定向分
化为心肌细胞蛋白质差异表达图谱，共鉴定出１７６个差异蛋白，其中６７个蛋白上调和１０９个蛋白下调。差
异蛋白涉及３１个生化和信号通路，蛋白质相互作用网络图中共包含１１８个蛋白１２９６个相互作用。
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