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摘 要：采用微核试验和单细胞凝胶电泳技术研究了克百威及其４种主要代谢物的细胞及遗传毒性，对每种受试物设
立３个不同剂量组，微核试验以小鼠活体给药后分离骨髓淋巴细胞，单细胞凝胶电泳试验采用分离外周血细胞后受试
物处理的方法进行。结果表明，克百威、呋喃酚在两种方法中均显示阴性结果，可认为无明显细胞及分子毒性；３－羟基
呋喃丹和亚硝基呋喃丹均表现明显的细胞毒性，而３－酮基呋喃丹虽无明显微核效应，却可引起细胞强烈的 ＤＮＡ单链
断裂，后３种化合物可能具有对机体的毒性，需要进一步确定其毒害机制。
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克百威牗ｃａｒｂｏｆｕｒａｎ，２，３－二氢－２，２－二甲基－
７－苯并呋喃基－甲基氨基甲酸酯牘是一种常用的氨
基甲酸酯类杀虫剂，虽然已被严禁在蔬菜生产中使

用，但由于其杀虫效果好而屡禁不止，造成的中毒事

件也比较严重。克百威在酸性环境中稳定，但在碱性

介 质 下 分 解 较 快 ， 产 物 主 要 有 呋 喃 酚

牗ｃａｒｂｏｆｕｒａｎｐｈｅｎｏｌ牘、３－羟基呋喃丹牗３－ｈｙｄｒｏｘｙｃａｒｂｏ
ｆｕｒａｎ牘、３－酮基呋喃丹（３－ｋｅｔｏｃａｒｂｏｆｕｒａｎ）等，亚硝基
呋喃丹 牗ｎｉｔｒｏｓｏｃａｒｂｏｆｕｒａｎ牘是克百威和亚硝酸盐在强
酸性条件下生成的产物，虽不是其主要代谢产物，但

是该物质对人体健康的影响引人注目犤１、２犦。国内外对

于克百威的毒性研究较多较早 犤３～５犦，但对其代谢产物

尤其是亚硝基呋喃丹的毒性研究很少，且主要集中于

杀虫机制、环境残留及细胞水平的毒性研究。

微核试验是一种公认的对致突变物进行初步筛

选的方法，单细胞凝胶电泳 牗ＳＣＧＥ牘，亦称彗星试验
牗ｃｏｍｅｔａｓｓａｙ牘，由 Ｏｓｔｌｉｎｇ和 Ｊｏｈａｎｓｏｎ犤６犦提出后经
Ｓｉｎｇｈ犤７犦等改进而广泛应用，是一种在分子水平上检测
外源化学物对单个细胞 ＤＮＡ损伤的技术，近年来，
被广泛地应用于检测各种理化因素对细胞ＤＮＡ损伤
和修复犤８、９犦。本文主要采用上述两种方法对克百威及

其代谢产物首次进行分子毒理分析研究，为正确评价

克百威的环境毒性提供科学依据。

１ 材料和方法

１．１受试物
克百威（纯度９９．５％，国家农药质量监督检验中
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心提供）；呋喃酚 （纯度９９．２％，江苏铜山农药厂提
供）；３－酮基呋喃丹、３－羟基呋喃丹 （纯度９９．５％，
农业部环境保护科研监测所提供）；亚硝基呋喃丹（纯

度９８．６％，浙江化工研究院合成）。各受试物均以二
甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶解，ＤＭＳＯ终浓度为１％。
１．２试剂与仪器

低熔点琼脂糖 （ＬＭＡＧｉｂｃｏ）；普通熔点琼脂糖
（ＮＭＡＢｉｏｗｅｓｔ）；ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、ＲＰＭＩ１６４０（Ｇｉｂｃｏ）；台
盼蓝、环磷酰胺、Ｔｒｉｓ（Ｓｉｇｍａ）；ＤＭＳＯ（Ａｍｒｅｓｃｏ）；Ｓｙｂｒ
Ｇｒｅｅｎ（Ｂｉｏｔｉｕｍ）；其他试剂为国产分析纯；电泳仪
（ＤＹＹ－６Ｃ双稳定时电泳仪）；普通光学显微镜
（ＯｌｙｍｐｕｓＢＨ－２）；荧光显微镜 （ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ６０Ｆ－
３）。
１．３试验动物

ＫＭ种普通级健康小鼠（体重２５～３０ｇ），由中国
科学院上海分院实验动物繁育基地提供。

１．４试验方法
１．４．１微核实验

将实验动物随机分组，每组８～１０只（见表１），雌
雄各半，包括一个溶剂对照组和一个阳性对照组，各

受试物均以０．１、０．２、０．４ｍｇ·ｋｇ－１３个剂量组进行
腹腔注射，２４ｈ后以同样剂量二次注射，于第一次注
射后３０ｈ处死动物，按照文献犤１０犦方法取胸骨骨髓，
涂片，以姬姆萨染液染色，冲洗后干燥，选择细胞分

散、形态完整、染色良好、背景清晰的嗜多染红细胞

牗ＰＣＥ牘在油镜下观察计数。每只动物计数 １０００个
ＰＣＥ，统计微核细胞率，数据统计采用 ｔ检验。
１．４．２彗星实验

小鼠肝素化全血以等体积淋巴细胞分离液分离

淋巴细胞层，以ＲＰＭＩ１６４０培养液洗涤两次，台盼蓝
染色显示细胞存活率大于９０％，所得细胞立即用于
实验。分离的淋巴细胞培养于ＲＰＭＩ１６４０完全培养液
中并加入受试物，对各受试物各设３个染毒剂量，克
百威和３－酮基呋喃丹为１０、５０、２００μｇ·ｍＬ－１；呋喃
酚为１００、５００、２０００μｇ·ｍＬ－１；３－羟基呋喃丹和亚
硝基呋喃丹为０．１、１、１０μｇ·ｍＬ－１，混匀后３７℃恒温
染毒１ｈ，染毒期间不定时用滴管混匀细胞，染毒完毕
离心收集细胞，调整细胞浓度为１０６个·ｍＬ－１，用于
ＳＣＧＥ分析。

按文献犤１１犦方法取１１０μＬ０．６％ＮＭＡ浇注到磨
砂载玻片上铺第一层胶并置室温２ｍｉｎ使其凝固；以
下步骤均在弱光条件下进行，取约１０μＬ细胞悬液与
７５μＬ３７℃０．６％ＬＭＡ混合，将细胞混悬液加到第一

层琼脂糖上，置４℃冰箱５ｍｉｎ固化；将７５μＬ０．５％
ＬＭＡ作为第三层加上，固化５ｍｉｎ后浸入新配细胞消
化液（１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｎａ２－ＥＤＴＡ牞２．５ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ牞
１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ牞ｐＨ１０，用前加新配１％ＴｒｉｔｏｎＸ－
１００和１０％ＤＭＳＯ，冷藏３０ｍｉｎ）中，置４℃过夜后取
出，并列置于水平凝胶电泳槽的阳极端，加入新配制

电泳缓冲液应用液 （３００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ牞１ｍｍｏｌ·
Ｌ－１ＥＤＴＡ），使液面完全覆盖载玻片，在碱性缓冲液中
放置３０ｍｉｎ使ＤＮＡ充分解旋，然后室温电泳２０ｍｉｎ
（２５Ｖ，３００ｍＡ），电泳完毕后用中和缓冲液（０．４ｍｏｌ·
Ｌ－１Ｔｒｉｓ牞ｐＨ７．４）冲洗两次，每次５ｍｉｎ，晾干，用５０μＬ
０．０１％ＳｙｂｒＧｒｅｅｎ避光染色３０ｍｉｎ，盖上盖玻片，在荧
光显微镜下２００倍观察计数，每组随机观察５０个细
胞，测定ＤＮＡ迁移（即彗星尾）长度。

２ 结果与分析

２．１克百威及其代谢产物对小鼠骨髓 ＰＣＥ的微核效
应

克百威及其代谢产物对小鼠骨髓 ＰＣＥ的微核效
应结果见表１。结果表明牞克百威、呋喃酚和３－酮基
呋喃丹在受试剂量范围内各组微核细胞率与溶剂组

比较无显著差异 牗Ｐ＞０．０５牘，提示其无明显细胞毒
性。３－羟基呋喃丹在中低剂量时无明显微核效应，但
高剂量组有微核效应（Ｐ＜０．０５）。亚硝基呋喃丹诱发
微核率随剂量增加而增加，低剂量组与溶剂组有显著

差异 （Ｐ＜０．０５）牞而中高剂量组具极显著性差异 （Ｐ
＜０．０１），组间对照发现中低剂量组间无显著差异，但
与高剂量组均差异极显著，有细胞毒性。

２．２克百威及其代谢产物对小鼠外周血淋巴细胞
ＤＮＡ的损伤

克百威和呋喃酚各剂量组引起的ＤＮＡ损伤均不
明显，与溶剂对照组相比无显著差异（Ｐ＞０．０５）；３－
酮基呋喃丹３个剂量组ＤＮＡ损伤所引起的彗尾长分
别为６．６５、８．５６、１１．０２，与溶剂对照组（０．６７）相比差
异极显著（Ｐ＜０．０１），不同剂量组组间比较无明显差
别；３－羟基呋喃丹和亚硝基呋喃丹在中低剂量时无
ＤＮＡ损伤效应，但高剂量组显示明显 ＤＮＡ损伤效
应，引起的 ＤＮＡ损伤程度明显高于对照组 （Ｐ
＜０．０５）；亚硝基呋喃丹引起ＤＮＡ迁移程度随剂量增
加而提高，与溶剂对照组相比较，低剂量组无显著差

别，中剂量组有显著差异 （Ｐ＜０．０５），而高剂量组则
有极显著差异（Ｐ＜０．０１），各组之间有极显著差异。
２．３克百威及其代谢产物的ＤＮＡ损伤
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表１ 克百威对小鼠骨髓细胞微核率的影响

Ｔａｂｌｅ１Ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｉｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃａｒｂｏｆｕｒａｎａｎｄｉｔｓｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

注：为 Ｐ＜０．０５牞差异显著牷为 Ｐ＜０．０１牞差异极显著牷为试验过程中小鼠死亡１只。

表２克百威及其代谢产物对小鼠淋巴细胞 ＤＮＡ的损伤

Ｔａｂｌｅ２ ＤＮＡｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃａｒｂｏｆｕｒａｎａｎｄｉｔｓｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

染色后在荧光显微镜下观察，未受损细胞表现为

一圆形荧光核心，即彗星头部，没有尾巴，荧光强度均

匀，边缘整齐；而受损细胞有彗星尾从核中伸向阳极，

形成一个亮的荧光头部和尾部。根据拖尾中ＤＮＡ量
的多少对ＤＮＡ损伤程度进行人工分级，分级标准为：
无损伤（０级）、轻微损伤（１级）、中度损伤（２级）、严
重损伤（３级）。不同受试物引起的小鼠外周血淋巴细
胞ＤＮＡ损伤分级计数结果如图１。

如图１所示，对于克百威和呋喃酚，各不同剂量
组无损伤细胞基本成一直线，无明显的变化，甚至在

克百威高剂量组反而比低剂量和溶剂对照组的数量

要高，中度损伤和严重损伤细胞数量极小，可以忽

略。其他３种受试物均可见到无损伤细胞数量的明显
下降。３－酮基呋喃丹伴随着无损伤细胞曲线的下降
其他３种细胞都有上升的趋势，且与其他物质的作用
效果相比中度损伤和严重损伤的细胞数量明显增多，

剂量提高引起细胞损伤显著加重。３－羟基呋喃丹、亚
硝基呋喃丹在无损伤细胞数有明显梯度下降时轻微

损伤细胞数有明显的上升。

３ 讨论

以微核细胞率为观察指标时，主要影响因素为给

药剂量，微核效应符合一般剂量反应关系。本试验过

程中剂量的选择以克百威ＬＤ５０为参照，选择其１／２０、
１／１０、１／５剂量组，其代谢产物也参照该数值，对于呋
喃酚和 ３－酮基呋喃丹在试验剂量范围内无明显微
核效应，同时设定更高剂量组，结果依然与溶剂对照

组无显著差异，故可认为试验结果是可靠的。在彗星

试验中采用肉眼观察测定尾长以及人工判断ＤＮＡ损
伤分级来推测细胞毒性的方法，虽然人工判断主观性

强，精确度不够，但是简便易行，具有实用性，且有人

工计数彗星尾频数与计算机测量彗星尾ＤＮＡ泳动量
结果比较完全一致的报道 犤１２犦。所以虽然有研究指出

注：为 Ｐ＜０．０５，差异显著；为 Ｐ＜０．０１差异极显著。

项目 浓度 ／μｇ·ｋｇ－１ 细胞数 ＤＮＡ迁移 ／μｍ
溶剂对照 ０ ５０ ０．６７±１．４３
克百威 １０ ５０ １．３７±２．３３

５０ ５０ １．１３±２．８２
２００ ５０ ０．４３±１．８３

呋喃酚 １００ ５０ ０．１９±０．６１
５００ ５０ １．００±２．５５
２０００ ５０ ０．８２±１．６２

３－酮基呋喃丹 １０ ５０ ６．６５±９．４０

５０ ５０ ８．５６±１１．７２

２００ ５０ １１．０２±９．３４

３－羟基呋喃丹 ０．１ ５０ ０．８８±１．３６
１ ５０ １．２０±２．９７
１０ ５０ ２．３２±３．５３

亚硝基呋喃丹 ０．１ ５０ ０．１９±０．５２
１ ５０ ０．８０±１．４２
１０ ５０ ６．５１±８．３０

项目 浓度 ／ｍｇ·ｋｇ－１ 动物数 计数细胞数 微核数 微核率 ／‰
溶剂对照 ０ １０ １０００×１０ ９ ０．９０±１．２０
克百威 ０．１ １０ １０００×１０ １０ １．００±１．０５

０．２ １０ １０００×１０ １３ １．３０±０．９５
０．４ １０ １０００×１０ １３ １．３０±０．８２

呋喃酚 ０．１ ８ １０００×８ ２２ ２．７５±１．２８
０．２ ８ １０００×８ ２５ ３．１２±２．２３
０．４ ８ １０００×８ ２６ ３．２５±２．１２

３－酮基呋喃丹 ０．１ ８ １０００×８ ２１ ２．６２±１．９２
０．２ ８ １０００×８ ２５ ３．１２±１．７３
０．４ ８ １０００×８ ２９ ３．６２±１．８５

３－羟基呋喃丹 ０．１ ８ １０００×８ ２０ ２．５０±１．０６
０．２ ８ １０００×８ ３１ ３．８８±２．２３
０．４ ８ １０００×８ ５６ ７．００±２．３９

亚硝基呋喃丹 ０．１ ８ １０００×８ ２９ ３．６２±１．０６

０．２ ８ １０００×８ ４０ ５．００±１．６０

０．４ ８ １０００×７ ５５ ７．８５±１．５７

阳性对照 牗ＣＰ牘 ４０ １０ １０００×１０ ３２８ ３２．８±１１．２５
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图２ 克百威主要代谢途径牗Ｅ．Ｂｏｓｓｈａｒｄ牘

Ｆｉｇｕｒｅ２ Ｍａｊｏｒｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｏｆｃａｒｂｏｆｕｒａｎ

图１克百威及代谢物 ＤＮＡ损伤分级图

Ｆｉｇｕｒｅ１ ＤＮＡｍｉｇｒａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃａｒｂｏｆｕｒａｎａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

彗星长度不适用于剂量－反应关系的确定，而最好用
面积或者尾部荧光强度做判断，但我们认为该方法仍

然具有可行性。

两种不同研究方法对于克百威及其代谢物的遗

传毒性研究结果相似，克百威和最主要的代谢产物呋

喃酚都没有明显的细胞毒性，而３－羟基呋喃丹和亚
硝基呋喃丹在动物体内体外都具有强烈的细胞损伤

毒性。值得注意的是３－酮基呋喃丹，虽无体内致微
核效应，却对细胞有严重的ＤＮＡ损伤作用。３－酮基
呋喃丹大鼠经口 ＬＤ５０为 １０８（雄性）和 ９３．１（雌性）
ｍｇ·ｋｇ－１，其急性毒性明显低于母体克百威（１１ｍｇ·

ｋｇ－１）及３－羟基呋喃丹 （雄性２１．９ｍｇ·ｋｇ－１、雌性
８．３ｍｇ·ｋｇ－１），但对体外细胞毒性却很大。推测是由
于在体内代谢酶存在时，３－酮基呋喃丹直接转化为
毒性极小的酚类（呋喃酚、３－羟基呋喃酚、３－酮基呋
喃酚的ＬＤ５０分别为２４５０、１９１６和８００ｍｇ·ｋｇ－１），而
３－羟基呋喃丹的代谢物为对细胞直接毒性极大的
３－酮基呋喃丹和酚（如图２），故相对比较３－羟基呋
喃丹的体内毒性较强。

一般认为克百威及其他氨基甲酸酯类杀虫剂对

人和动物遗传毒性极小，本试验发现虽然克百威本体

无毒害作用，其代谢产物却可能有遗传毒性，仍需引
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起注意。关于克百威代谢产物对ＤＮＡ损伤的机制目
前尚无十分明确的研究。亚硝胺类物质是强烈的致癌

物，通过细胞色素Ｐ４５０催化生成活化的中间产物与
ＤＮＡ结合致癌。另一种氨基甲酸酯类农药西维因的
亚硝基产物亚硝基西维因 牗ｎｉｔｒｏｓｏｃａｒｂａｒｙｌ牘具有致癌
性和致突变性 犤１３、１４犦，亚硝基残杀威 牗Ｎｉｔｒｏｓｏｐｒｏｐｏｘｕｒ牘
诱导ＧＣ－ＡＴ碱基对的置换而引起基因突变 犤１５犦，故

结合目前研究结果推测亚硝基呋喃丹也可能具有致

癌致突变性。有研究发现亚硝基呋喃丹可诱导 ＣＨＬ
细胞凋亡 犤１犦，认为其原因是发生Ｏ６－ＭｅＧ加合，但是
一般认为 Ｏ６－ＭｅＧ加合物是前诱变剂，可诱导肿瘤
发生，且该试验中所用ＣＨＬ细胞株本身具有较高Ｐ５３
表达水平而易引发细胞凋亡抑制细胞增殖，所以对于

该物质在体内是引起细胞凋亡还是具有致癌性还需

进一步研究探讨。亚硝基呋喃丹不是克百威的主要代

谢产物，但在胃内酸性条件下有亚硝基物质存在时可

生成 犤１６犦。亚硝酸盐是人胃液中的自然组成物质，而亚

硝酸钠被广泛用作食品添加剂，而克百威由于其应用

的广泛性在环境和食物中残留也较多，所以不可忽视

该种物质在胃中内源性形成的可能性。
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