
摘 要：采用体内染毒的方法，研究了克百威、甲基对硫磷及两者混合物对湘云鲫脑乙酰胆碱酯酶（ＡｃｈＥ）活性的影响，
对其作用机制和以ＡｃｈＥ活性作为生物学标记物来监测环境中农药的可行性进行了初步的探讨。结果表明，克百威和
甲基对硫磷之间产生协同作用，而且这种作用随时间的延长表现得更加显著，ＡｃｈＥ活性可以作为生物学标记物。
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向为水土环境模拟。

湘云鲫是湖南师范大学刘筠院士等利用现代基

因工程手段培养出来的一个具有广阔市场前景的鱼

类新品种。有机磷农药和氨基甲酸酯农药都是乙酰胆

碱酯酶 （ＡｃｈＥ）的强抑制剂。关于这些农药对鱼脑
ＡｃｈＥ活性的影响以及利用 ＡｃｈＥ的活性作为生化指
标来监测水质变化等，国内外都有报道 犤１－４犦，但是对

于它们之间联合毒性效应的研究还很少。本文采用体

内染毒定时检测ＡｃｈＥ活性的方法，分别研究了克百
威、甲基对硫磷及其混合物的毒性效应，对采用ＡｃｈＥ
的活性作为生物学标记物 （ｂｉｏｍａｒｋｅｒ）来监测环境中
的有机磷或氨基甲酸酯类农药及采用生物化学实验

来评价污染物的毒性进行了探讨。

１ 试验材料与方法

１．１试验材料与试剂
１．１．１试验材料

试验用鱼为购自于湖南师范大学生物系的湘云

鲫，体长７．５—１０ｃｍ，鱼样于试验前先在室外生态池
驯化１０ｄ，再在实验室暂养４—６ｄ，每天换水一次。试
验养鱼用水为曝气脱氯的自来水。

１．１．２试剂
２ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸羟胺溶液 （低温保存）；３．５

ｍｏｌ·Ｌ－１的氢氧化钠；碱性羟胺溶液（使用前２０ｍｉｎ
内用等体积的盐酸羟胺与氢氧化钠溶液混合而成）；

０．３７ｍｏｌ·Ｌ－１的三氯化铁溶液 （三氯化铁１０ｇ溶于
１００ｍＬ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸中，贮于棕色瓶内）；１∶２
盐酸；磷酸缓冲溶液 （ｐＨ＝７．２，０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１），取
２．７２ｇ的磷酸二氢钾和１６．７２ｇ的磷酸氢二钠用蒸馏
水定容至１０００ｍＬ（贮于塑料瓶中）。

氯化乙酰胆碱标准贮备液：称取７３ｍｇ氯化乙酰
胆碱溶于１０ｍＬ醋酸钠溶液（ｐＨ＝４．５，０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１）
中，贮于０℃—４℃冰箱内（不超过两个星期）。
氯化乙酰胆碱标准使用液：临用前取贮备液２ｍＬ

用醋酸钠溶液定容至２０ｍＬ（４μｍｏｌ·Ｌ－１）。
克百威纯品（９９．９８％）由美国ＦＭＣ公司提供，配

成 １０４ｍｇ·Ｌ－１的溶液备用；甲基对硫磷原药
（９４．６５％）由湖南农药厂提供，配成５×１０４ｍｇ·Ｌ－１的
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表１不同浓度农药同一时间处理湘云鲫的 ＡｃｈＥ活性

Ｔａｂｌｅ１ＡｃｈＥｃｈａｎｇｅｓｉｎＸｉａｎｇｙｕｎｊｉ－ｆｉｓｈｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｉｄｅｎｔｉｃａｌ
ｔｉｍｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓａｇｅｓｏｆｐｅｓｔｉｃｉｄｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｕｓｅｄ

溶液备用。

１．１．３试验仪器
７２２光栅分光光度计、ＡＥＵ－２１０皿氏电子分析

天平。

１．２染毒方法
试验在１６Ｌ圆形聚乙烯塑料水桶中进行，每桶盛

１０Ｌ试验溶液，试验分两部分进行。
１．２．１试验水中不同浓度农药同一时间对湘云鲫脑
ＡｃｈＥ活性的影响

根据被测物ＬＣ５０和预备试验结果，设１个清水对
照，９个处理。各处理农药及浓度（均为安全浓度）分
别为：克百威——— 处理１：０．２０ｍｇ·Ｌ－１；处理２：０．２５
ｍｇ·Ｌ－１；处理３：０．３０ｍｇ·Ｌ－１。甲基对硫磷——— 处理

１：１．５ｍｇ·Ｌ－１；处理２：２．０ｍｇ·Ｌ－１；处理３：２．５
ｍｇ·Ｌ－１。克百威＋甲基对硫磷——— 处理１：０．２０ｍｇ·
Ｌ－１＋１．５ｍｇ·Ｌ－１；处理２：０．２５ｍｇ·Ｌ－１＋２．０ｍｇ·
Ｌ－１；处理３：０．３０ｍｇ·Ｌ－１＋２．５ｍｇ·Ｌ－１。采用静态
试验法，试验期间不曝气，不投放饵料，每个处理放鱼

３尾，重复两次，于９６ｈ取样测定其ＡｃｈＥ活性。
１．２．２试验水中同一浓度农药不同时间对湘云鲫脑
ＡｃｈＥ活性的影响

设１个清水对照，３个处理，各处理农药及浓度
分别为：处理１为０．２５ｍｇ·Ｌ－１克百威；处理２为
２．０ｍｇ·Ｌ－１甲基对硫磷；处理３为０．２５ｍｇ·Ｌ－１克
百威＋２．０ｍｇ·Ｌ－１甲基对硫磷。每个处理放鱼 １２
尾，重复两次。采用静态试验法，分别于试验２４、４８、
７２、９６ｈ取鱼样３尾，测定其ＡｃｈＥ活性。
１．３湘云鲫脑ＡｃｈＥ活性测定
１．３．１标准曲线的绘制

分别取氯化乙酰胆碱标准使用液０．１，０．４，０．６，
０．８，１．０ｍＬ于试管中，用磷酸缓冲液加到２ｍＬ，摇
匀，各加碱性羟胺４ｍＬ，振摇３ｍｉｎ，然后加１∶２盐酸
溶液２ｍＬ，振摇２ｍｉｎ，最后加０．３７ｍｏｌ·Ｌ－１的三氯
化铁溶液２ｍＬ。１０ｍｉｎ后在５２５ｎｍ下以试剂空白调
零点，进行比色测定，绘制标准曲线（空白先加１∶２盐
酸摇匀，后加碱性羟胺）。

１．３．２湘云鲫脑ＡｃｈＥ活性测定
用剪刀在湘云鲫脑背面剪三刀，剥去头顶骨，用

镊子取出脑组织，称取０．４ｇ，加入１ｍＬ磷酸缓冲液
在冰水浴中（１℃—４℃）进行匀浆，再用磷酸缓冲液
稀释至２０ｍＬ，使每毫升含脑组织２ｍｇ。

吸取１ｍＬ标准应用液于试管中，加入脑组织匀
浆液１ｍＬ，放入３７℃恒温水浴中２０ｍｉｎ，取出后立即

加入碱性羟胺溶液４ｍＬ，充分搅拌，立即用快速滤纸
过滤，加入２ｍＬ１∶２盐酸和２ｍＬ三氯化铁溶液，充分
振摇后，立即用快速滤纸过滤，将滤液放入１ｃｍ比色
皿在 ５２５ｎｍ波长下以试剂空白调零点测定其吸光
度。

１．４湘云鲫脑ＡｃｈＥ活性计算方法
酶活性为每毫克脑组织每小时水解氯化乙酰胆

碱的微克分子数，其计算公式为：

酶活性＝（Ｍ－ｍ）×３／２（μｍｏｌ·ｍｇ－１·ｈ－１）
式中：Ｍ为标准应用液中乙酰胆碱的微克分子数牷ｍ
为水解后残留的乙酰胆碱的微克分子数牷３为作用时
间２０ｍｉｎ除６０ｍｉｎ所得数，２为加入的脑组织的毫克
数，数据均由３次试验的平均值和标准差表示。

２ 试验结果与分析

２．１不同浓度农药同一时间对湘云鲫脑ＡｃｈＥ活性影
响

不同浓度农药同一时间对湘云鲫脑ＡｃｈＥ活性影
响的试验结果如表１。

由表１可以看出，同一时间内，同种农药对ＡｃｈＥ
的抑制率随着浓度的升高而增加。同为 １／３—１／６
ＬＣ５０（９６ｈ）浓度处理９６ｈ后，克百威对ＡｃｈＥ的抑制
率明显低于甲基对硫磷，两种农药混合使用后，它们

对ＡｃｈＥ的抑制率高于两种农药单独作用对ＡｃｈＥ的
抑制率，协同作用效果显著。

２．２同一浓度农药不同时间对湘云鲫脑ＡｃｈＥ活性影
响

同一浓度农药不同时间对湘云鲫脑ＡｃｈＥ活性影
响的试验结果如表２。

项目
处理浓度

／ｍｇ·Ｌ－１
ＡｃｈＥ活性

／μｍｏＬ·ｍｇ－１·ｈ－１
抑制率

／％
ＣＫ ２．９４±０．０２

克百威 处理 １ ０．２０ ２．５０±０．１２ １４．８
处理 ２ ０．２５ ２．３８±０．１８ １９．０
处理 ３ ０．３０ ２．２７±０．３６ ２２．７

甲基对硫磷 处理 １ １．５ １．９８±０．２１ ３２．５
处理 ２ ２．０ １．７７±０．１１ ３９．７
处理 ３ ２．５ １．６６±０．０９ ４３．６

克 ＋甲 处理 １ ０．２０＋１．５ １．７９±０．１５ ３９．２
处理 ２ ０．２５＋２．０ １．６０±０．１２ ４５．６
处理 ３ ０．３０＋２．５ １．４６±０．２７ ５０．２

注：表内数据为３次试验测定平均值 ±标准差。
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表２ 同一浓度农药不同时间对 ＡｃｈＥ活性影响

Ｔａｂｌｅ２ ＡｃｈＥｃｈａｎｇｅｓｉｎＸｉａｎｇｙｕｎｊｉ－ｆｉｓｈｔｒｅａｔｅｄａｔｉｄｅｎｔｉｃａｌｄｏｓａｇｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓ

注：表内数据为３次试验测定平均值 ±标准差，酶活性单位为 μｍｏｌ·ｍｇ－１·ｈ－１。

由表２可以看出克百威对ＡｃｈＥ的抑制率在２４ｈ
处即达到最高 牗３０．９％牘，随着时间的延长，对ＡｃｈＥ
的抑制率下降；甲基对硫磷对ＡｃｈＥ的抑制率随着时
间的延长而增加，在试验结束时 （９６ｈ）达到最高值
牗３９．４％牘。克百威和甲基对硫磷混合使用后对ＡｃｈＥ
的抑制率比两种农药单独使用对 ＡｃｈＥ的抑制率都
要高，但两种农药在处理２４ｈ后，对ＡｃｈＥ的抑制率
与克百威对ＡｃｈＥ的抑制率比较接近，两种农药的协
同作用不显著。随着时间的延长混合物对ＡｃｈＥ的抑

制率显著高于克百威的抑制率，两种农药的协同作用

显著。

３ 讨论

３．１克百威与湘云鲫脑ＡｃｈＥ活性抑制的关系
克百威属于神经毒剂，它本身及主要代谢产物

３－羟基克百威都是有力的胆碱酯酶抑制剂。它对胆
碱酯酶的抑制是乙酰胆碱酯酶活性中心酯解部位上

丝氨酸的羟基被甲酰化了的结果，其反应式为：

ＣＨ３ ＣＨ３ＣＨ３

ＣＨ３ ＋Ｅ→ ＣＨ３ＨＮ—Ｃ—Ｏ
Ｏ

ＣＨ３ ＋ ＨＯ ＣＨ３


Ｏ
→ Ｅ·ＣＮＨＣＨ３

克百威 ＡｃｈＥ 苯酚衍生物氨基甲酰化酶克百威 ＋ＡｃｈＥ复合体

ＣＨ３ＮＨ—Ｃ—Ｏ
Ｏ

·Ｅ Ｏ ＯＯ

Ｐ—Ｏ—
ＣＨ３Ｏ

ＣＨ３Ｏ

Ｓ
—ＮＯ２ —ＮＯ２Ｐ—Ｏ—

ＣＨ３Ｏ

ＣＨ３Ｏ

Ｓ ＣＨ３Ｏ

ＣＨ３Ｏ

Ｓ
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甲基对硫磷 乙酰胆碱酯酶 甲基对硫磷＋ＡｃｈＥ复合体 磷酰化胆碱酯酶 对硝基苯酚

Ｅ—ＯＨ→ → Ｐ—Ｏ—Ｅ ＋Ｏ２Ｎ—

处理
２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ

ＡｃｈＥ活性 抑制率 ＡｃｈＥ活性 抑制率 ＡｃｈＥ活性 抑制率 ＡｃｈＥ活性 抑制率

ＣＫ ２．８２±０．１８ ２．８４±０．１５ ２．８５±０．０９ ２．９１±０．１２

处理 １ １．９５±０．１２ ３０．９ ２．１７±０．１５ ２３．６ ２．２６±０．２７ ２０．５ ２．３４±０．０７ １９．４

处理 ２ １．９８±０．０９ ２９．７ １．８０±０．２１ ３６．５ １．７６±０．１８ ３８．２ １．７５±０．２２ ３９．４

处理 ３ １．８７±０．１５ ３３．６ １．７３±０．０６ ３９．２ １．６１±０．１３ ４３．６ １．５８±０．２５ ４５．４

由于ＡｃｈＥ氨基甲酰化后，ＡｃｈＥ失活，导致突触
部位大量积累乙酰胆碱，突触后膜的乙酰胆碱受体不

断地被激活，突触后神经纤维长时期处于兴奋状态，

同时突触部位的正常神经冲动传导受阻塞，中毒后的

生物最初出现高度兴奋、痉挛、最后死亡。

外源性化学物质进入生物体内之后，在初始时，

是一个富集占主动的过程，分解量小于富集量，生物

体内的克百威浓度逐步增加，所以ＡｃｈＥ活性的抑制
是逐渐加大的。随着克百威富集到某一最高浓度后，

分解量开始大于富集量，分解作用开始占优势，ＡｃｈＥ
活性出现一个逐渐恢复的过程。在不同浓度农药同一

时间对ＡｃｈＥ活性影响试验中，由于浓度增加，促使
ＡｃｈＥ氨基甲酰化加快，游离的ＡｃｈＥ减少，导致其活
性下降。在同一浓度不同时间农药对ＡｃｈＥ活性影响

试验中，ＡｃｈＥ活性在２４ｈ内即达到最低值，随后逐
渐恢复。美国Ｒ．Ｇ．库尔报道 犤５犦，氨基甲酸酯类农药

进入生物体之后，会很快通过水解、氧化（依靠Ｏ２及
ＮＡＤＰＨ）、结合作用等代谢过程，使之转变为可溶性
成分，从而易于排泄出去。Ｏｏｎｎｉｔｈａｎ牞Ｅ．Ｓ等人犤６犦通过

应用大鼠肝脏混合功能氧化酶系统与一系列氨基甲

酸酯杀虫剂相互作用指出，Ｎ－甲基羟化作用是氨基
甲酸酯杀虫剂在生物体内的一种重要代谢过程，从而

使生物体内该农药浓度很快降低。

３．２甲基对硫磷与湘云鲫脑ＡｃｈＥ活性抑制的关系
甲基对硫磷的中毒机理是由于静电吸引等因素，

使之和酶结合成为酶－抑制剂复合体，然后脱去甲基
对硫磷的一部分而生成磷酰化胆碱酯酶，其过程为：



４４２ 林亲铁等牶克百威 甲基对硫磷对湘云鲫脑ＡｃｈＥ活性的影响 ２００２年１０月

磷酰化胆碱酯酶已丧失催化乙酰胆碱水解的能

力，使神经末梢蓄积乙酰胆碱，乙酰胆碱又使受体过

度兴奋而出现中毒症状。

甲基对硫磷在初始阶段以富集为主，分解量小于

富集量，ＡｃｈＥ的抑制率也逐渐增大，随后由于磷酰化
胆碱酯酶自动可逆恢复率小，且甲基对硫磷是以磷酰

基与ＡｃｈＥ相结合使酶磷酰化，甲基对硫磷的水解有
利于增加其毒性，因而ＡｃｈＥ活性抑制率在２４ｈ到９６
ｈ逐渐增大。
３．３克百威与甲基对硫磷混合物和湘云鲫脑ＡｃｈＥ活
性抑制的关系

两种农药的混合物比单独作用对ＡｃｈＥ活性的抑
制率都要高，但在２４ｈ到４８ｈ增加幅度不很显著，到
９６ｈ增加幅度达到最大。产生上述现象的原因可能是
因为在初始阶段，两种农药竞争同一靶标部位的

ＡｃｈＥ，由于克百威与 ＡｃｈＥ结合速度大于甲基对硫
磷，因此在２４ｈ前产生的毒性以克百威为主。随着时
间的延长，氨酰化酶很容易水解而恢复活性，但由于

甲基对硫磷的存在，恢复活性的ＡｃｈＥ又马上与之结
合，而且经过一段时间后，甲基对硫磷部分水解，水解

后的磷酰基更易与 ＡｃｈＥ结合，结果使游离的 ＡｃｈＥ

减少，ＡｃｈＥ活性受到更大抑制。
３．４ＡｃｈＥ活性作为生物学标记物的可行性

实验结果表明，随着农药浓度的增加，ＡｃｈＥ活性
抑制率也增加，二者表现出同步性，ＡｃｈＥ活性能反映
污染物的影响。而且，当鱼脑ＡｃｈＥ活性受到明显抑
制时，鱼在形体和行为上仍表现正常，因而ＡｃｈＥ活
性具有预警性，完全适合作为监测这两种农药的生物

学标记物。
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