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摘 要 研究了吡虫啉与抑食肼对蚯蚓的急性毒性、生化毒性及对精子形态的影响。

急性毒性结果表明，上述两种杀虫剂在不同暴露系统中，显现不同的毒性效应。吡虫啉在

浓度低于牥牣牪犿犵牤犔、抑食肼低于牪牭犿犵牤犔浓度范围内对蚯蚓纤维素酶活力有抑制作用。

低浓度吡虫啉对蚯蚓超氧化物歧化酶活力有抑制作用，高浓度吡虫啉和抑食肼则有促进

作用。两种杀虫剂对蚯蚓精子形态均有不同程度影响。

关键词 吡虫啉 抑食肼 蚯蚓 急性毒性 生化毒性 精子畸变试验

新型杀虫剂对蚯蚓的毒理学研究

钟 远 臧 宇 罗 屿 孔志明 沈进萍

（污染控制与资源化研究国家重点实验室，南京大学环境科学与工程系，南京牪牨牥牥牴牫）

蚯蚓是维持土壤肥力的重要生物牞它是

陆生生物与土壤生物之间传递污染物的桥

梁牞是农田生态系统中土壤物质生物小循环

中的重要一环犤牨犦
。因此，研究农药对蚯蚓的毒

性作用，是评价农药对生态环境安全性的一

个重要指标。新型杀虫剂吡虫啉和抑食肼将

陆续进入市场牞虽然根据农药登记规定已对

其进行了某些毒性试验，但它们进入土壤后

对蚯蚓的毒理学效应尚未见报道。蚯蚓体内

纤维素酶对促进土壤物质的转化和循环，改

良土壤肥力起着重要的作用。超氧化物歧化

酶 （犛犗犇） 是生物体内重要的氧自由基消除

剂，精子的畸形能直接影响物种的种群数

目。为了全面评价上述两种杀虫剂的毒性，

从而为合理施用提供科学的实验依据，本文

就其对蚯蚓的急性毒性、纤维素酶、抗氧化剂

防御系统以及精子形态的影响进行了研究。

牨 实验材料

牨牣牨受试物

吡虫啉，化学名称牨－（牰－氯－牫－吡啶

基甲基）－犖－硝基亚咪唑烷－牪－基胺。纯

度牳牫％。抑食肼，化学名称牪牕－苯甲酰－牨牕

－特丁基苯甲酰肼。纯度牴牭％（均由江苏省

农药研究所提供）。

牨牣牪实验生物

赤子爱胜蚓（犈犻狊犲狀犻狊犉狅犲狋犻犱犪牘，选择牫

月龄以上，体重约牫牭牥犿犵左右的健康蚯蚓

作受试生物。

牪 试验方法

牪牣牨蚯蚓的急性毒性试验

牪牣牨牣牨牬牳犺溶液法

采用犫犲犾犳狅狉犻犱的方法
犤牪犦
，将清肠后蚯蚓

冲洗干净，在滤纸上吸干水分。将蚯蚓放于

加入牨犿犔受试物的玻璃管 （牫犮犿×牳犮犿）

中，进行染毒。另设对照。每组牰个平行，于

牗牪牥±牨牘℃恒温培养，于牪牬犺、牬牳犺各计数一

次死亡数，死亡以对机械刺激无反应为标

准。结果输入计算机牞用犜犛犓程序进行处

理，计算犔犆牭牥。

牪牣牨牣牪牬牳犺滤纸法

参照国家环保局《化学品测试准则》
犤牫犦和

张壬午报道的方法 犤牬犦
。在平底玻璃管 （牫

犮犿×牳犮犿）内壁衬铺一层滤纸，受试物溶于

丙酮，根据预试结果配成梯度溶液。吸取牨

犿犔受试物溶液加入玻璃管，对照为丙酮。滤

国家自然科学基金资助项目牗编号为牫牴牰牱牥牨牭牫牘
收稿日期牶牨牴牴牳－牥牴－牥牴

修改稿收稿日期牶牨牴牴牳－牨牥－牪牪
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表牨 吡虫啉和抑食肼对蚯蚓的急性毒性

纸干后加牨犿犔蒸馏水以润湿滤纸。清肠后

蚯蚓冲洗干净，吸干水分后放入瓶中，以下步

骤同溶液法。

牪牣牨牣牫牨牬犱人工土壤法

采用标准化人工土壤法犤牭犦
。按预试确定

的剂量梯度将杀虫剂掺入人工土壤，装入牨

犔广口瓶中。每瓶牨牥条蚯蚓，置于牗牪牥±牨牘℃

的培养箱内。定期补加水分，保持湿度牳牥％

左右，并提供光照。于第牫，牱，牨牬犱各计数一

次牞以针刺无反应为死亡标准。结果输入计

算机牞计算犔犆牭牥。

牪牣牪对蚯蚓体内酶的影响

采用溶液法进行染毒，吡虫啉和抑食肼

均设牫个剂量组和对照组。为观察不同时间

酶的变化，设不同暴露时相的实验组和对照

组，每组牰条蚯蚓。

酶的提取参照 犕犻狊犺狉犪
犤牰犦的方法，并稍加

改进。将蚯蚓冲洗干净，吸干水分，放入牪牣牭

犿犔匀浆器中，加入冰冷的蒸馏水匀浆，再将

匀浆液移入牭犿犔离心管，用冰冷蒸馏水稀

释至牫牣牭犿犔，牪牭牥牥狉牤犿犻狀离心牨牥犿犻狀。吸出

上清液，移入另一离心管，牫牥牥牥狉牤犿犻狀离心牭

犿犻狀。取上清液备用。

牪牣牪牣牨纤维素酶活力的测定

采用羧甲基纤维素法犤牱犦
。试管中加入牨牣牥

犿犔已预热的犆犕犆－犖犪溶液和牥牣牭犿犔酶

提取液，牭牥℃水浴中糖化牫牥犿犻狀。反应完毕

再加入牥牣牭犿犔犇犖犛显色液，在沸水中加热

牨牥犿犻狀，取出后流水冷却，每管加牳牣牥犿犔蒸

馏水，摇匀后测定犃牭牫牥。

牪牣牪牣牪超氧化物歧化酶活力的测定

采用硝基四氮唑蓝还原法犤牳犦
。试管中先

加入牫牣牭犿犔磷酸缓冲液，牥牣牭犿犔犈犇犜犃，酶

提取液牥牣牨犿犔牗对照用牥牣牨犿犔蒸馏水牘，

犕犲狋牥牣牭犿犔，然后于黑暗中加入牥牣牪犿犔核

黄素和牥牣牪犿犔犖犅犜，总反应体积牭犿犔。在

牪×牬牥犠 的日光灯下牨牥犮犿牪牭℃照牪牥犿犻狀，

立即测定牭牰牥狀犿处的吸光值。空白用煮沸

牪牥犿犻狀的失活酶液代替。酶的活力采用抑制

犖犅犜光化还原牭牥％为一个活力单位表示。

牪牣牫蚯蚓精子畸变试验

采用人工土壤法进行染毒。根据犔犆牭牥

设定不同剂量组，并设吐温－牳牥阴性对照和

环磷酰胺阳性对照，每组牰条蚯蚓。染毒牨牥犱

后将蚯蚓取出，用乙醇溶液牗牴牭％乙醇：蒸馏

水牻牨：牰牘麻醉牭犿犻狀。将其固定于石蜡板上，

背面向上。用眼科剪沿蚯蚓背中线剪开，并

向两侧分开，用大头针固定。在第牴～牨牪节

处可见左右侧各有两对乳白色半透明的贮

精囊。用牥牣牱牭％的无脊椎动物生理盐水冲洗

剪开部位，洗去污物，并湿润内脏器官，以便

分离贮精囊。在解剖镜下，用眼科镊取出贮

精囊，放在滴加了生理盐水的载玻片上，用

解剖针刺破贮精囊，用推片法制成涂片。甲

醇固定，犌犻犲犿狊犪染色。于牬牥牥倍光镜下观察

精子形态。每条蚯蚓观察牨牥牥牥个完整的精

子，并求出精子畸变率。

牫 结果与讨论

牫牣牨蚯蚓的急性毒性

两种农药对蚯蚓的急性毒性试验结果

见表牨。

在滤纸法中牞由于抑食肼难溶于水和有

机溶剂，在滤纸上的沉积量有限，所以未能

得出确切的半数致死剂量。牬牳牥μ犵牤犮犿
牪是抑

食肼的滤纸最大沉积量，在该剂量下仍无死

亡产生，因此可得出其犔犆牭牥牼牬牳牥μ犵牤犮犿
牪的

结论。

比较两种毒物的急性毒性，吡虫啉显然

较大。这主要由于吡虫啉与抑食肼的物理、

试验方法
吡虫啉 抑食肼

牪牬犺 牬牳犺 牪牬犺 牬牳犺

溶液法 犔犆牭牥牗犿犵／犔牘 牨牣牪牫 牥牣牱牱 牬牱牭牣牥牥牬牪牫牣牨牳

滤纸法 犔犆牭牥牗μ犵／犮犿
牪
牘牥牣牨牥牥 牥牣牥牫牬 牼牬牳牥

土壤法 犔犆牭牥

牗犿犵／犽犵干土牘

牱犱 牨牬犱 牱犱 牨牬犱

牫牣牬牳 牪牣牫牥 牱牫牥牣牬牰牬牰牰牣牭牪
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吡虫啉

牗暴露浓度牶牥牣牪犿犵／犔牘

抑食肼

牗暴露浓度牶牪牭犿犵／犔牘

时间 狓±狊 时间 狓±狊

牥犺 牥牣牫牭牪±牥牣牥牭牫 牥犺 牥牣牫牭牴±牥牣牥牳牴

牨犺 牥牣牫牪牭±牥牣牥牭牱 牨犺 牥牣牫牫牴±牥牣牥牰牬

牪犺 牥牣牪牴牳±牥牣牥牬牭 牪犺 牥牣牫牪牥±牥牣牥牰牴

牫犺 牥牣牪牭牭±牥牣牥牭牨 牫犺 牥牣牪牳牬±牥牣牥牭牴

牬犺 牥牣牪牫牫±牥牣牥牪牭 牬犺 牥牣牪牱牨±牥牣牥牱牫

吡虫啉

牗暴露浓度牶牥牣牪犿犵／犔牘

抑食肼

牗暴露浓度牶牪牭犿犵／犔牘

时间 狓±狊 时间 狓±狊

牥犺 牥牣牥牭牳牭±牥牣牥牥牳牬 牥犺 牥牣牥牭牱牪±牥牣牥牥牳牥

牨犺 牥牣牥牭牥牭±牥牣牥牥牱牭 牨犺 牥牣牥牰牴牫±牥牣牥牨牱牫

牪犺 牥牣牥牬牰牫±牥牣牥牥牰牬 牪犺 牥牣牥牰牰牱±牥牣牥牴牰

牫犺 牥牣牥牬牬牥±牥牣牥牥牱牪 牫犺 牥牣牥牳牨牪±牥牣牥牨牬牨

牬犺 牥牣牥牭牳牳±牥牣牥牥牱牳 牬犺 牥牣牨牥牫牫±牥牣牥牨牴牱

表牭 吡虫啉和抑食肼暴露时间对蚯蚓体内

超氧化物歧化酶比活力的影响

牗酶比活力单位牶犝牤犿犵蛋白牘

表牬 吡虫啉和抑食肼浓度对蚯蚓体内超

氧化物歧化酶比活力的影响

牗暴露时间牶牬犺，酶比活力单位牶犝牤犿犵蛋白牘

吡虫啉 抑食肼

浓度

牗犿犵／犔牘
狓±狊

浓度

牗犿犵／犔牘
狓±狊

牥 牥牣牥牭牳牭±牥牣牥牥牳牬 牥 牥牣牥牭牱牪±牥牣牥牥牳牥

牥牣牨 牥牣牥牫牴牬±牥牣牥牥牫牰 牭 牥牣牥牳牪牪±牥牣牥牨牴牨

牥牣牪 牥牣牥牭牳牳±牥牣牥牥牱牳 牪牭 牥牣牨牥牫牫±牥牣牥牨牴牱

牥牣牭 牥牣牥牰牱牬±牥牣牥牥牳牱 牭牥 牥牣牥牴牱牴±牥牣牥牥牴牨

表牪 吡虫啉和抑食肼浓度对蚯蚓体内纤维素

酶比活力的影响牗暴露时间牶牬犺牞

酶比活力单位牶犿犵葡萄糖牤牗犿犵蛋白·犺牘牘

吡虫啉 抑食肼

浓度牗犿犵／犔牘 狓±狊 浓度牗犿犵／犔牘 狓±狊

牥 牥牣牫牭牪±牥牣牥牭牫 牥 牥牣牫牭牴±牥牣牥牳牴

牥牣牨 牥牣牪牭牫±牥牣牥牫牱 牭 牥牣牪牴牭±牥牣牥牪牰

牥牣牪 牥牣牪牫牫±牥牣牥牪牭 牪牭 牥牣牪牱牨±牥牣牥牰牴

牥牣牭 牥牣牪牰牭±牥牣牥牫牨 牭牥 牥牣牫牰牫±牥牣牥牰牪

表牫 吡虫啉和抑食肼暴露时间对蚯蚓体内

纤维酶比活力的影响

酶比活力单位牶犿犵葡萄糖牤牗犿犵蛋白·犺牘

化学性质不一样，但土壤法（牨牬犱犔犆牭牥相差

牪牥牥倍）与溶液法的结果（犔犆牭牥相差牭牭牥倍）

相比，两者毒性的差距缩小了牨倍多，这说明

抑食肼经消化道比经皮肤摄入量大，也更容

易被吸收。实验表明，这两种农药在土壤中

积累到一定的浓度，就会对蚯蚓产生毒害作

用，引起种群数量下降，从而使土壤生态系统

受到影响。

牫牣牪两种农药对蚯蚓体内酶活力的影响

两种农药对蚯蚓体内纤维素酶和超氧化

物歧化酶活力的影响见表牪、表牫、表牬和表牭。

结果表明，吡虫啉对蚯蚓纤维素酶活力

有抑制作用。对照组蚯蚓体内的纤维素酶活

力是牗牥牣牫牭牪±牥牣牥牭牫牘犿犵葡萄糖牤牗犿犵蛋白

·犺牘，随着吡虫啉剂量的增加，纤维素酶在

蚯蚓体内的活力水平逐渐降低，在暴露浓度

为牥牣牨犿犵牤犔时酶活力已经有极显著性下降

（犘牸牥牣牥牨）。从纤维素酶活力变化与暴露时

间的关系来看（表牫），这种抑制作用表现得

更为明显牶在暴露浓度为牥牣牪犿犵牤犔时，酶的

活力随着暴露时间的加长而降低，在牫犺后

开始出现显著性差异（犘牸牥牣牥牭）。然而，当

吡虫啉的浓度增加到牥牣牭犿犵牤犔时，纤维素

酶的比活力反而有所回升。这可能是由于高

浓度吡虫啉对蚯蚓产生了致死效应，致使蚯

蚓自溶产生葡萄糖引起的。

抑食肼对蚯蚓体内纤维素酶活力的影

响与吡虫啉的影响相似，都是抑制作用。虽

然也观察到了纤维素酶活力随抑食肼浓度

和暴露时间的增加而降低的趋势，但统计学

上没有显著差异。

由表牬可见，低浓度吡虫啉对蚯蚓超氧

化物歧化酶活力有抑制作用。对照组蚯蚓体

内犛犗犇比活力是牥牣牥牭牳牭犝牤犿犵蛋白，而在

牥牣牨犿犵牤犔的吡虫啉仅牬犺酶活力就有极显

著性下降（犘牸牥牣牥牨），为牥牣牥牫牴牬犝牤犿犵蛋

白。取犔犆牭牥的大约牨牤牭浓度牥牣牪犿犵牤犔来观

察暴露时间对犛犗犇比活力的影响，发现在

前牫犺内吡虫啉对犛犗犇都有抑制作用。但

牫犺以后牞或吡虫啉浓度超过牥牣牪犿犵牤犔时，

超氧化物歧化酶的比活力反而有所回升。
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表牰 吡虫啉和抑食肼对蚯蚓精子形态的影响

受试物
剂量

牗犿犵／犽犵干土牘

畸形率牗％牘

狓±狊

抑食肼 牨牪牣牭 牨牣牱牱±牥牣牳牰

牪牭 牨牣牱牭±牥牣牭牰

牭牥 牪牣牪牰±牥牣牰牫

牨牥牥 牪牣牴牥±牥牣牴牫


吡虫啉 牥牣牨 牨牣牳牰±牥牣牭牱

牥牣牭 牫牣牭牨±牥牣牭牫


牨牣牥 牱牣牱牨±牥牣牳牪


蒸馏水 牨牣牰牴±牥牣牱牥

环磷酰胺 牨牥牥 牨牥牣牴牨±牨牣牥牴


牶犘牸牥牣牥牭 牶犘牸牥牣牥牨

而抑食肼对犛犗犇的活力基本无抑制作用，在

牥牣牭犿犵牤犔时已经有显著的刺激作用 （犘

牸牥牣牥牨）。而且随着剂量的增加，促进作用也

有增强的趋势。从时间来看（表牭），在牪牭犿犵牤

犔时暴露的时间越长，犛犗犇活力越高，并表

现一定的剂量－效应关系。

两种农药对犛犗犇的不同影响可能是由

于它们的化学性质不同导致的。吡虫啉是硝

基亚甲基杀虫剂，是烟酸胆碱脂酶的受体。而

犛犗犇属于氧化还原酶，其作用与电子传递有

紧密联系。我们推测，吡虫啉在低浓度时对

犛犗犇活性的抑制，可能通过影响辅酶Ⅰ和辅

酶Ⅱ的合成或其功能从而间接导致的。抑食

肼则是一种昆虫生长调节剂，通过使昆虫产

生过早的不适蜕皮而致死。根据氧毒性的活

性氧学说，生物体有适应环境改变的能力，如

果外界因素引起体内犗牪产生的增加，则会

诱发犛犗犇生物合成量的显著增加。抑食肼和

高浓度吡虫啉引起蚯蚓体内犛犗犇含量的增

加，可能就与这一机制有关。

牫牣牫两种农药对蚯蚓精子形态的影响

两种农药对蚯蚓精子形态的影响见表牰。

试验结果表明，当剂量增至牥牣牭犿犵牤犽犵

干土时，精子畸变率与对照组相比有极显著

差异（犘牸牥牣牥牨），并呈明显的剂量－效应关

系。而抑食肼达牨牥牥犿犵牤犽犵干土时，才具有

显著性差异（犘牸牥牣牥牭）。

蚯蚓精子头长约为牗牪牴牣牥牫±牪牣牭牰牘μ犿，

精子全长牗牭牥牣牬牱±牪牣牳牨牘μ犿。蚯蚓精子的畸

形最多的是头部钩状弯曲，其次是顶端成

环，有少数为胖头和尾折叠。

我们曾进行了小鼠骨髓微核和蚕豆根

尖微核试验，结果表明，两种杀虫剂均为阴

性。本文的研究结果却表明吡虫啉对蚯蚓的

精子形态有一定影响，这可能由于生物种属

及农药作用靶位点不同，引起的遗传效应不

一样；另外，还可能与生物监测的遗传终点

有关。由于精子畸形在一定程度上反映了雄

性生殖细胞的遗传损伤，并且与致癌性有一

定关系，故该试验对提示土壤污染物潜在致

突变性和提供早期警报很有意义。蚯蚓是土

壤生态系统中处特殊地位的物种牞作为食腐

殖质者，它们在食物链中扮演了重要角色。

许多研究表明，蚯蚓是监测土壤污染的最佳

指示生物。蚯蚓精子畸形可作为评价化学品

对无脊椎动物遗传毒性及土壤致突变污染

的指标。该方法操作简便，值得推广。
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