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摘要：比较 T-2 毒素对不同生长期凡纳滨对虾（Litopenaeus vannamei）的急性毒性及其分析方法，明确对虾作为 T-2 毒素毒性

评价的生物标记物的最佳时期，建立 T-2 毒素对对虾的急性毒性互补评价方法。通过对不同生长期凡纳滨对虾的急性毒性试验，采用

寇氏法和概率单位法，计算得到 T-2 毒素对不同生长期凡纳滨对虾的 LD50，并通过 u 检验对两种方法求得的 LD50 值进行分析比较。

结果得到 T-2 毒素对虾卵、幼虾和成虾的 LD50 值分别为 2.33、1.79 和 3.34 mg/kg·bw，且经检验两种方法求得的 LD50 并无显著性差

异。研究表明，T-2 毒素对成虾的毒害作用最小急性毒性最弱，对幼虾的毒害作用最大急性毒性最强，即该生长期的凡纳滨对虾更适

宜做评价 T-2 毒素急性毒性的生物标志物，同时采用寇氏法和概率单位法相结合的方法得到的 LD50 值更具准确。 
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Abstract: The acute toxicity of T-2 toxin on Litopenaeus vannamei at different growth periods and corresponding analytical methods were 

compared. Additionally, the optimal period to use shrimps as a biomarker for evaluation of the toxicity of T-2 toxin was determined, and a 

complementary method for evaluation of the acute toxicity of T-2 toxin on shrimps was established. Acute toxicity tests were performed on L. 

vannamei at different growth stages. The Spearman-Karber and probability unit methods were used to calculate the lethal dose 50% (LD50) 

values for T-2 toxin in L. vannamei at different growth stages. The obtained LD50 values were compared by u-tests. The LD50 values for T-2 

toxin in shrimp eggs, juvenile shrimps, and adult shrimps were 2.33, 1.79, and 3.34 mg/kg of body weight, respectively, and no significant 

differences were observed between the LD50 values obtained using the two methods. These findings suggested that T-2 toxin exhibited the 

lowest toxic effect on adult shrimps and the highest toxic effect on juvenile shrimps. Thus, juvenile L. vannamei were more suitable for 

biomarker analysis when evaluating the acute toxicity of T-2 toxin, and a relatively accurate LD50 value could be obtained using a method 

combining the Spearman-Karber method and the probability unit method. 
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T-2 毒素是由多种镰刀菌产生的单端孢霉烯族化 

合物中急性毒性最强的一种[1]。T-2 毒素中毒多为动物

食用毒素污染饲料或长时间接触感染所致，对造血系

统、免疫系统、消化系统、循环系统、代谢系统、生

殖系统等可出现急性及亚慢性中毒等[2]。半数致死剂

量(LD50)常作为急性毒性分级的重要依据[3]，研究人员

发现 T-2 毒素对维斯塔鼠的 LD50值为 0.23 mg/kg
[4]，

而 T-2 毒素对成年美洲鹑的 LD50 值为 14.70 

mg/kg·bw
[5]，100 µg/kg 的 T-2 毒素可使对虾的生长速

率显著降低[6]；当饲料中T-2毒素含量达到6 mg/kg·bw

时可导致虹鳟鱼致死[7]，说明 T-2 毒素对不同种类动

物的差异性很大，对虾等水产动物比其他陆生动物对

T-2 毒素表现出更强的敏感性，因此，对虾常用作生

物标志物评价环境或粮谷中的毒素毒性，如 Mello 等
[8]用凡纳滨幼虾来评价苄氯菊酯的毒性；Stephen E

[9]

等用虾卵描述战剂及 T-2 毒素的毒性。由此可见，不

同生长期对虾对 T-2 毒素的易感性存在差异，探明 T-2

毒素对不同生长期对虾的急性毒性大小，为明确对虾

作为 T-2 毒素的生物标志物具有重要意义。 

LD50是评价外源化合物毒性大小的重要指标，常

用来反映毒物的毒力和毒价。LD50的分析方法很多，

如：概率率单位法、寇氏法，Horn 法等。概率单位法

对剂量分组无严格要求，不需要剂量组有 0%和 100%

死亡率，但本法计算繁琐需拟合回归曲线，故现多采

用计算机程序计算；寇氏法计算简单可信度大，适用

于实验前对受试物急性毒性程度不了解的实验；Horn

法简单易行节省动物，但所得 LD50可信范围较大不太

精确。由于不同的 LD50 分析方法结果有时差异性较

大，因此，本研究采用不同方法对 T-2 毒素 LD50进行

互补分析，以期更精确地描述 T-2 毒素的急性毒性。 

本研究以 T-2 毒素对不同生长期的凡纳滨对虾

(Litopenaeus vannamei)一次性暴露染毒，采用寇氏法

和概率单位法计算 T-2 毒素对不同生长期凡纳滨对虾

急性毒性的 LD50，并采用 u 检验对两种方法求得的

LD50值进行显著性分析，同时比较 T-2 毒素对不同生

长期凡纳滨对虾的 LD50，进而探明 T-2 毒素对不同生

长期凡纳滨对虾急性毒性效应，为 T-2 毒素对对虾的

毒害机理研究奠定基础，并找出对虾作为生物标志物

的最佳生长期及计算 LD50最佳方法，同时对解决饲料

真菌毒素引发的水产品质量安全问题具有重大意义。 

1  材料与方法 

1.1  对虾实验分组 

各生长期凡纳滨对虾（虾卵、幼虾、成虾）由湛

江东海岛对虾养殖基地提供。将不同生长期的凡纳滨

对虾，分别放到硬塑养殖箱，利用充气式养殖系统保

持海水溶氧量DO>6 mg/L，pH 6.5~7.5；水温24~28 ℃；

盐度 13‰。每日按对虾体重的 5%实验饲料对幼虾和

成虾饲喂三次（AM9:30；15:30；PM21:30），饲喂比

为 2:3:5；虾卵采用牛奶（伊利金典）喂养。暂养 48 h

后对对虾进行 T-2 毒素的急性毒性试验。 

随机挑选体质健康、个体大小均一的虾卵（0.30 ± 

0.05 g），按照每组 10 尾（设 3 个平行）随机分配到长

方形硬塑养殖箱中，以 2.00 mg/kg·bw 为中剂量组，

设五个染毒剂量组（0.50、1.00、2.00、4.00、8.00 

mg/kg·bw）和空白对照组，将不同剂量的 T-2 毒素分

别加入到牛奶中，并对虾卵进行投毒；同理对幼虾（3.5 

±0.25 g）、成虾（8.00±0.50 g）试验分组，采用 T-2 毒

素微胶囊饲料染毒，以 2.00 mg/kg·bw 为中剂量组，

五个染毒剂量分别为 0.50、1.00、2.00、4.00、8.00 

mg/kg·bw。对虾暂养 1 周后停喂 24h 后进行投喂毒饵

料实验，24 h 之后开始计算死亡率。 

1.2  数据处理统计 

1.2.1  采用概率单位法计算不同生长期凡纳滨

对虾的半数致死量 LD50 

根据概率单位表，将凡纳滨对虾的死亡率转化为

概率单位。以剂量对数为横坐标，概率单位为纵坐标，

用 Excel 绘制线性回归曲线。8.09 概率单位对应 100%

的死亡率，概率单位为 5 时，对应的剂量即为 LD50
[9]。

由于剂量对数与反应率之间存在正态分布曲线关系，

而正态分布曲线是一个渐近线，因此，死亡率 0 与

100%在理论上是不存在的，所以，需要对 0 及 100%

的实验结果进行校正[10]，校正公式如下： 

%
N

10025.0
0


可校对为：  

%100
N

10025.0-N
%100

）（
可校正为：  

式中：N-该组动物数。 

半数致死量的 95%的置信区间 

通常以总体 LD50 的 95%置信区间，为可接受的

LD50范围 

计算标准误差： 

2/N
S

50lg

S
LD   

式中：S-回归直线的斜率倒数；N-概率单位 4-6 范围内各

组试验动物数之和。 

计算 LD50的 95%可信区间： 

按下式计算总体LD50的 95%置信区间的对数值， 
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(lgLD50-1.96SlgLD 50
，lgLD50+1.96 SlgLD 50

) 

1.2.2  采用改进寇氏法计算不同生长期凡

纳滨对虾的半数致死量 LD50 

寇式法要求最小剂量的反应率为 0%，最大剂量

的反应率为 100%，才能得到精确结果，经改进后，

在最小剂量时 p≤0.2，最大剂量 p≥0.8 时即可[11]。且寇

氏法还必须要求组间剂量等比或对数剂量等差，受试

动物的死亡率要求符合正态分布。计算公式如下： 

)5.0(lg 50   piXLD m
         (1) 


n

pq
iS

50lgLD
              (2) 

)S96.1lgLD(lg%95LD
50lg50

1

50 LD 可信限度  

                                           (3) 

式中：i-相邻两剂量组之对数差值；Xm-最大剂量组剂量

对数值；p-死亡率；q-存活率；n-每组动物数；SlgLD50 -标准差。 

1.2.3  半数致死量 LD50的显著性检验[12]
  

半数致死量是根据实验结果计算出来的估计值，

为了验证结果的准确性，对半数致死量进行显著性分

析是必要的。本实验采用 u 检验来对计算结果进行显

著性分析，计算公式如下： 

）（） 2501(50 LDlg-lgLD

)2(50)1(50

S

lgLDlgLD
u




                  (4) 

）（）（）（）（ 250

2

150

2

lgLD-LDlg LDlgSLDlgSS
250150

    (5) 

式中：SlgLD50（1）-概率单位法求得的半数致死量对数标准

差，SlgLD50(2)-寇氏法法求得的半数致死量对数标准差，

SlgLD50(1)-lgLD50(2)-两种方法求得的半数致死量对数差值的标准

差。 

2  结果与讨论 

 2.1  概率单位法求 T-2 毒素对不同生长期凡

纳滨对虾的 LD50 

本研究考察了 T-2 毒素对虾卵、幼虾、成虾三个

不同生长期凡纳滨对虾的急性毒性。每一生长期有五

个剂量组和一个空白对照组，每组实验共有三个平行，

实验结果取相应的平均值（表 1）。同一生长期，对虾

死亡率随着 T-2 毒素剂量的增加而增加；同一剂量下，

不同生长期对虾的死亡率也各不相同。 

表1 T-2毒素对对虾虾卵、幼虾、成虾的急性毒性相关参数 

Table 1 Acute toxicity parameters for T-2 toxin in shrimp eggs, juvenile shrimps, and adult shrimps 

样本名称 组别 实验虾数 N 剂量/(mg/kg·bw) 剂量对数 死亡数 n 死亡率 p 存活率 q 概率单位 

虾卵(L) 

L 空 10 0 / 0 0.00±0.00 1.00 2.50 

L1 10 0.50 -0.30 1 0.10±0.08 0.90 3.72 

L2 10 1.20 0.00 2 0.20±0.08 0.80 4.16 

L3 10 2.40 0.30 4 0.40±0.16 0.60 4.75 

L4 10 4.80 0.60 7 0.70±0.14 0.30 5.53 

L5 10 12.20 0.90 9 0.90±0.08 0.10 6.28 

幼虾(Y) 

Y 空 10 0 / 1 0.10±0.08 0.90 3.72 

Y1 10 0.50 -0.30 2 0.20±0.08 0.80 4.16 

Y2 10 1.20 0.00 3 0.30±0.14 0.70 4.28 

Y3 10 2.40 0.30 6 0.60±0.14 0.40 5.25 

Y4 10 4.80 0.60 7 0.70±0.08 0.30 5.53 

Y5 10 12.20 0.90 8 0.80±0.16 0.20 5.85 

成虾(C) 

C 空 10 0 / 0 0.00±0.00 1.00 2.50 

C1 10 0.50 -0.30 0 0.00±0.00 1.00 2.50 

C2 10 1.20 0.00 1 0.10±0.08 0.90 3.72 

C3 10 2.40 0.30 3 0.30±0.16 0.70 5.53 

C4 10 4.80 0.60 6 0.60±0.14 0.40 5.25 

C5 10 12.20 0.90 8 0.80±0.08 0.20 5.85 

以剂量对数为横坐标，以概率单位为纵坐标，采 用 Excel 软件拟合得到不同生长期对虾对数剂量和概
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率单位线性回归曲线，其中虾卵的线性回归曲线为

y=2.16x+4.24(R
2
=0.99)，幼虾为 y=1.47x+4.617(R

2
= 

0.97)，成虾为 y=2.74x+ 3.54(R
2
=0.98)。 

根据概率单位曲线及相应的方程，计算得出虾卵

的 LD50值为 2.26±0.01 mg/kg·bw，95%的置信区间为

0.89~5.76 mg/kg·bw；幼虾的 LD50 值为 1.72±0.02 

mg/kg·bw，95%的置信区间为 0.65~4.35；成虾的 LD50

值为 3.44±0.02，95%的置信区间为 1.17~10.10（表 2）。

T-2 毒素对幼虾的急性毒性最强，虾卵次之，成虾最

弱。 

 
图1 剂量对数与概率单位关系曲线 

Fig.1 Relationship between logarithmic dose and probits 

2.2  寇氏法计算 T-2 毒素对不同生长期凡纳

滨对虾的 LD50 

采用寇氏法计算得到虾卵 LD50 为 2.40±0.02 

mg/kg·bw，95%的置信区间为 1.64~3.52；幼虾的 LD50

值为 1.87±0.01 mg/kg·bw ， 95% 的置信区间为

1.22~2.85；成虾的 LD50值为 3.25±0.02 mg/kg·bw，95%

的置信区间为 2.27~4.65（表 3）。对不同生长期凡纳

滨对虾的 LD50值进行比较，结果发现成虾的 LD50值

最大，这表明 T-2 毒素在成年凡纳滨对虾体内蓄积的

可能性更大，从而带来的潜在食品安全问题也更应该

被人们重视；幼虾 LD50值最小，这表明此生长期对虾

对 T-2 毒素的毒害作用最敏感，适宜作为水产环境中

监测有害物质的生物标志物。造成这样的结果可能是

因为：幼虾生长发育快，蜕壳频繁；随着生长，蜕壳

频率逐渐渐变小，到了成虾时达到顶峰，因而对毒素

的耐受性不同；黄乾生等[13]发现虾肝胰腺 NAGase 的

活力呈现发育中期低两头高的特点，这可能也会影响

其对 T-2 毒素的耐受能力。 

 

表2 概率单位法分析不同生长期对虾暴露T-2毒素的LD50 

Table 3 LD50 values for T-2 toxin, as determined using the probability unit method in shrimps at different growth stages 

组别 回归方程 R2 lgLD50 LD50 SlgLD50 95%的置信区间 

虾卵 Y=2.16X+4.24 0.99 0.35 2.26±0.01 0.21 0.89~5.76 

幼虾 Y=1.47X+4.61 0.97 0.23 1.72±0.02 0.22 0.65~4.35 

成虾 Y=2.74X+3.54 0.98 0.54 3.44±0.02 0.16 1.17~10.10 

注：Y 为虾死亡率概率单位，X 为剂量对数，LD50单位为 mg/kg·bw。 

表3 寇氏法计算所得的T-2毒素对不同生长期凡纳滨对虾的

LD50 

Table 2 LD50 values for T-2 toxin, as determined using improved 

Karber’s method in Lifopenaeus vannamei at different growth 

stages 

组别 lgLD50 LD50/(mg/kg·bw) SlgLD50 95%的置信区间 

虾卵 0.38 2.40±0.02 0.08 1.64~3.52 

幼虾 0.27 1.87±0.01 0.09 1.22~2.85 

成虾 0.51 3.25±0.02 0.08 2.27~4.65 

2.3  半数致死量 LD50 的 u 检验 

设概率单位法求出的半数致死量为 LD50(1)，寇氏

法求出的半数致死量为 LD50(2)。本研究采用 u 检验来

检验半数致量的显著性差异。检测水平为 α＝0.05，

单尾检验。对于显著水平 α＝0.05，查正态分布表，

可得临界值 u0.05=1.65。当 u<1.65（u0.05），p>0.05，表

明使用两种方法求得的 LD50 无显著性差异；若

u>1.65，p<0.05 则说明两种方法具有显著性差异。检

测结果如下： 

1）提出假设。 

H0：u u0.05，两种方法求得的半数致死量来自

同一总体无显著性差异。 

HA：u>u0.05，两种方法求得的半数致死量来自不

同总体具有显著性差异。 

2）确定显著水平，取 α＝0.05，单尾检验。 

3）检验计算。 

由（4）、（5）式，对实验数据进行计算，计算结

果如表 4。 

4）统计判断 

寇氏法和概率单位法所得的虾卵的 u 值为

u=0.12，小于 u0=1.65，p>0.05，所以不能否定 H0，推

断两种方法求得的虾卵的 LD50无显著性差异；幼虾的

u 值为 u=0.16<u0=1.65，p>0.05，所以否定 HA，推断

两种方法求得的幼虾的 LD50无显著性差异；成虾的 u
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值为 u=0.14<u0=1.65，p>0.05，所以否定 HA，推断两

种方法求得的成虾的 LD50无显著性差异。 

通常，不同染毒条件下得到的 LD50 值会有所差

异，测得的 T-2 毒素对凡纳滨对虾的肌肉注射的 LD50

为 30 mg/kg·bw
 [3]；T-2 毒素对凡纳滨对虾的经口 LD50

为 1.22 mg/kg·bw
 [14]。这主要与实验动物的年龄、种

类、健康状况、饲养方式、染毒方式、计算方式以及

实验环境等多重因素有关。本实验利用概率单位法和

寇氏法两种方法计算 T-2 毒素对不同生长期凡纳滨对

虾的 LD50值，得到了两组 LD50值。虽然经过 u 检验

说明两种方法的计算结果无显著性差异，但是其数值

大小还是有所差异，这主要可能是由计算方法不同所

致。为了消除差异，提高结果的准确性，取两种方法

的平均值作为最终的 LD50值（表 5）。 

表 4 两种方法计算所得LD50显著性差异检验 

Table 4 Analysis of the differences in significance level of LD50 values calculated using the two methods 

 

生长期 

虾卵 幼虾 成虾 

概率单位法 寇氏法 概率单位法 寇氏法 概率单位法 寇氏法 

lgLD50 0.35 0.38 0.23 0.27 0.54 0.51 

LD50 2.16 1.71 1.72 1.87 3.48 3.25 

lgLD50(1)-lgLD50(2) -0.03 -0.04 0.02 

SlgLD50 0.21 0.08 0.22 0.09 0.16 0.08 

SlgLD50（1）-lgLD50（2） 0.22 0.24 0.17 

u 0.12 0.16 0.14 

注：LD50 单位为 mg/kg·bw。 

表5 两种方法求得的T-2毒素对不同生长期凡纳滨对虾的LD50

值 

Table 5 LD50 values calculated using the two methods in 

Lifopenaeus vannamei at different growth stages 

生长期 
计算方法 

平均值 
概率单位法 寇氏法 

虾卵 2.26±0.01 2.40±0.02 2.33 

幼虾 1.72±0.02 1.87±0.01 1.79 

成虾 3.44±0.02 3.25±0.02 3.34 

注：单位为 mg/kg·bw。 

2.4  趋势斜率分析 

从剂量对数与概率单位曲线（图 1）可知，虾卵

的曲线斜率为 2.16，幼虾的为 1.46，成虾的为 2.13。

由此可知，在相同条件下，T-2 毒性对成虾的毒性反

应更加剧烈，对幼虾的毒性反应要相对平缓，即 T-2

毒素对成虾的急性毒性最强，幼虾最弱，毒性大小的

差异与概率单位法和寇氏法求得的 LD50 的结果相互

矛盾。因此，判断一个外源化合物毒性，仅采用一种

方法描述其毒性是不准确的，为了弥补单一方法的不

足，本研究在采用寇氏法和概率单位法计算 T-2 毒素

对不同生长期凡纳滨对虾的 LD50 的同时结合斜率分

析，所以用来描述 T-2 毒性更具灵敏和准确。 

本实验通过 T-2 毒素对不同生长期凡纳滨对虾急

性毒性试验，记录了不同生长期凡纳滨对虾暴露于T-2

毒素的急性毒性现象。尽管证明了幼年期的凡纳滨对

虾适宜做生物标志物，但是在实生产生活中，生物有

机体往往暴露于复合污染物而不是单一化合物中。因

此，研究复合污染暴露体系下生物标志物效应，将会

大大提高生物标志物在指示实际生产中暴露和效应的

准确性和灵敏度，使生物标志物检测能更准确地反映

真实的环境状况[11]。尽管 LD50是评价急性毒性的重要

指标，但是仅仅依据 LD50进行急性毒性评价是不妥当

的。因为 LD50仅能反应毒性大小不能反应毒性其他指

标。因而，在评价急性毒性时，我们还应结合中毒症

状、中毒特征、95%的置信区间等其他参数。 

3  结论 

本实验研究了 T-2 毒素对不同生长期凡纳滨对虾

的急性毒性效应，采用概率单位法和寇氏法相结合得

到了 T-2 毒素对不同生长期凡纳滨对虾经口一次性暴

露的 LD50值(虾卵 LD50为 2.33 mg/kg·bw，幼虾 LD50

为 1.79 mg/kg·bw，成虾 LD50为 3.34 mg/kg·bw)，两种

方法求得的 LD50可信度高，经 u 检验两种方法求得的

LD50并无显著差异。通过比较 T-2 毒素对不同生长期

凡纳滨对虾经口一次性暴露的 LD50值，表明幼年期凡

纳滨对虾 T-2 毒素最为敏感，适宜做生物标志物。 
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