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鱼脑 乙酸胆碱醋酶 �� � � � �在水体监测中的指示作用
水

万 良 庐
�苹工

一

西大学生物系�

有机磷��
� � � �  �� � ���。。�

,

简称 � � �和氨

基甲酸醋农药大约包括 � � � 种化合物
,

主要

用作杀虫剂
,

还可作为杀蜗剂
、

驱虫剂
、

杀线

虫剂
、

杀鼠剂
、

杀菌剂
、

除草剂
、

植物生产调节

剂等
�

它的主要毒理作用是抑制生物体内乙

陈胆碱醋酶 ��
� � ����� � ��� � 、�� �� ��

,

简称 � �卜� �

的活性
,

造成兴奋性神经递质
—

乙酞肛碱

的过量积聚
,

导致神经性中毒
�

� � 农药杀虫

效率高
,

半衰期短
,

对脊稚动物的危害较无

脊椎动物小
,

得到了 日益广泛的使用
�� 

�

但

由于农药厂在生产过程中将大量未经处理的

污水排人江河
,

以及施药区域的农业径流 也

会进人水体
,

使污染 日趋严重
,

从而危害鱼类

等水生生物
,

影响人体健康
�

因此
,

在评价水

质状况时
,

水体中 � � 的含量是一个重要的

指标
�

近十余年来
,

国内外研究用酶法监测水

体 � � 污染
,

进展很快
�

� � ! 少〕首先提出用

鱼脑 � � �� 活性的抑制程度
,

可以估价 � �

对水体的污染
�

� ���
�

�� 等 ��〕 首次根据鱼脑

� � �� 的变化
,

监测水体 � � 污染
,

取得成功
�

此法灵敏度高
,

在一般化学分析难以测

定时
,

也表示出显著的抑制
�

如翻车纯 ���
�

户� � 行 �� 邵胡。� 在 �
�

� �� �。一甲基 ,
一
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磷酸氟中致毒 �� 小时
, � � �� 活性仅为正常

值的 ��
�

� �田
�

分析工作所需设备简单
,

花

费不多
,

操作迅速
,

是一项极有前途的监测方

法
�

目前
,

此法已逐臻成熟
,

在实际使用中获

得了很高的评价
�

但对表明 � � 污染的 � � ��

抑制临界值尚有争论
�

在减少实验误差
,

提

高监测精确性方面
,

还需做进一步 的 工 作
�

现将有关问题分几部分综述如下
�

一
、

� �
、

氨基甲酸醋对 � ��  的特异性抑制

国内外许多研究者作了大量的体外实验

和活体实验“一刃
�

结果表明
,

� � 和氨基甲酸

醋能特异性地抑制鱼 � � �� 活性
,

而其它种

类的水体污染物
,

如有机氯农药
、

有机金属化

合物
、

重金属离子
、

无机盐的作用却很小
�

部

分水体污染物的鱼 � � �� � �。 �抑制 �� 多�值

表 � 部分水体污染物对鱼 � ��  

的抑制 �体外实验 �

� � 或氨基
甲酸酉旨农药

�, 。

‘� 其它种类
污染物

�, 。

‘� �

虫草灵

毒扁豆碱

新斯的明

灭虫威

。比几日或

自克威

米特西尔

西维因

马拉氧磷

马拉硫磷

苯胺灵

�
�

� 丫 ���
一 衬

�
�

� 丫 �臼一 �

�
�

� 丫 � �
一 �

丁
�

�丫 ��
,

�
�

�火 ��
一 �

� � 只 � �
一‘

考
�

�大 � � “

�
�

夕火 �� 一
‘

�
�

� 火 ��
一 ,

弓
�

�帐 ��
一 �

�
�

�火 �� 一
�

亚神酸盐

��以 � �

�
、〔� � �

�� � , �

狄氏剂

甲基汞

苯基汞

�, � � �

艾氏剂

�
�

� 丫 � �一
,

�
�

� 又 � �
一‘

�
�

� 火 � �一
‘

�
�

�火 �� 一
�

�
�

�帐 �� 一
�

� � 丫 � �一
�

�
�

�丫 �� 一 ,

�
�

�丫 �� 一
�

�
�

�丫 �� 一
�

高丙体六六六 �� �
�

�帐 ��
一 �

� � � � �
�

�火 ��
一 �

�

暨
匀 �

� �� 、让
,
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�

可以看到
,

� �和氨基 甲酸醋的 � ��

值比其它种类约低几个数量级
�

进一步的实验表明
,

酶活性的抑制程度

与药物浓度和致毒时间成正相关
�

图 � 为对

����
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� � �一污�
��

间再次致毒
,

则 � � �� 对 � �的敏感性将显著

增加圆
�

因此
,

反复进行的慢性中毒效应可

以累积
�

虽然大多数 � � 及氨基甲酸 醋农 药 对

� � �� 都能产生特异性抑制
,

但少数药物
,

如

苯胺灵的毒性却很小�� 
�

而某些其它种类的

水体污染物
,

如亚砷酸盐�� 
、

苯酚团 的抑制作

用却较强
�

因此
,

在用鱼 � �  ! 监测水体 � �

和氨基甲酸醋污染时
,

还必须
�

滇重
�

即��初���议�只华像餐川祖

�� ��

致却于�’�� 二
、

� �� 在水体监测中的指示作用

图 � 不同浓度对硫磷对毋鱼脑 � � �� 的抑制作用

� 一一没有死亡 � ▲

—
发生死亡 � �

—
��� � �

�
�

—
�� � � � �  

—
�� � � � � � 』�

一
� � �� � � � �

��
�

一��� � ���
�

弓�自 � � � � � � � 〔‘� �
�

硫磷对够鱼 �仰�� �� �� 胡 � � �记 � � �� 习 的急性

中毒和慢性中毒实验结果 �� !
�

可以看到
,

随

着药物浓度增大
,

酶的抑制程度加深
,

在高浓

度组发生死亡
。

酶的活性开始随致毒时间增

加而急剧下降
,

然后相对稳定在某一水平上
�

一般认为
,

酶活性降至正常值的 ��
�

� 务是鱼

不致死的下限�� �� ,

但也有明显的例外
�

此

外
,

酶的抑制程度还与药物的种类
,

及鱼对药

物的敏感性有关
�

如果多种药物联合致毒
,

常常有协同作用
〔�, ��

�

因此
,

在实际制订某种

药物的安全浓度时
,

必须考虑到这一点
�

鱼

在有机磷中毒后
,

最初的反应为游动时失去

平衡
,

继而反应迟钝
,

甚至出现尾骨折断
、

畸

形
、

弯尾等症状
,

最终发生死亡〔� ,���
�

在亚致

死浓度时
,

虽然不会直接导致鱼的死亡
,

但鱼

对疾病的敏感性增加
,

生存能力下降
�

受 � �抑制的鱼转人清水饲养数周
,

酶的

活力可以复原
�

酶活力恢复至正常水平所需

要的时间
,

与酶的抑制程度
、

鱼及药物的种

类有关
�

用 。一甲基叨
一

环己基磷酸氟对金鱼

� �
� , 二, , �� , � “ � � �“ , �

、

翻车纯
、

缪鱼致毒 � � 小

时
,

酶活性分别降为正常值的 �� 沁
,

�� �
,

�� 多
�

转人清水 �� 天后
,

酶活性分别恢复至

正常值的 �� �
,

��� 多
,

�� 多
�

如果在恢复期

鱼脑 � ��� 含量丰富
,

尤以间脑下叶酶

活性最高
,

依次为视叶
、

延髓
、

小脑
、

大脑「川 ,

酶活性对水质变化敏感
,

可作为 � � 和氨基

甲酸醋农药污染的可靠指标
�

鱼捕获后
,

可斩头或用丙酮
〔�� 杀死

,

取脑

制备酶匀浆
,

立即测定酶活性
�

如果不能立

即测定
,

必须将鱼脑尽快冷冻
,

低温 保 存
�

一巧℃ 干冰保存鱼脑至数周
,

仍可保持酶活

力不变
�

而在常温下
,

由于酶的自溶及细菌

作用
,

酶活力将急剧下降��,
� , ��

�

酶活性的测定
,

大多数研 究 者 都 采 用

� ���
� � 等法

,

或 �
� � �� � � 氏法

�

� �� !∀
等〔, ‘}法

,

是在鱼脑酶匀浆中加人硫代乙酸胆碱作为酶

的基质
,

水解产物硫代胆碱与显色剂 D T N B

[5
,

,
’一

二硫代
一

双(2
一

硝基苯甲酸)] 作用
,

生成

黄色的5
一

疏基
一
2
一

硝基苯 甲酸
,

在斗12 m 拜下用

分光光度法测定
.
这种方法不仅广泛用于手

工分析
,

还普遍运用于自动分析比15, 161
.

H es t -

ri n 氏法[1v] 是为测定乙酞胆碱及其它短链 。-

酞基衍生物而设计的
.
短链拨酸醋

、

内醋
、

醉

能与经胺在碱性溶液中专一性地定 量 反 应
,

生成氧肠酸
.
氧肘酸与显色剂三氯化铁在酸

性条件下生成紫褐色氧肪酸铁络合物
,

可在

520 一5叨m 产 下比色定量
.
从鱼脑酶匀浆所

加人的乙酞胆碱量中
,

减去所得值
,

即为酶所

水解的量
.
酶的活力单位为

: 每毫克鲜脑组

织每小时所水解乙酞胆碱的微克分子数 (微

克分子/毫克脑组织/小时); 或者每毫克脑蛋
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白质每小时所水解乙酞胆碱 的微 克分 子 数

(微克分子/毫克蛋白质/小时 )
。

脑组织中蛋

白质的含量可用 F oli ng
一

酚法t1s] 测定
.
也有

一些研究者通过侧定样品在酶促反应中释放

出来的乙酸t
i3, 、

C o
Z〔, , ] 或一s H

〔20 , 来确定 A e hE

的水平
.
近年来

,

国外对 A c hE 活性及蛋白

质含量的分析已趋于自动化
.
例如使用美国

Te ch ni co
n 仪器公司所生产的自动分析仪

,

每

小时可分析样品 20 一40 个
.
不仅速度快

,

而

且可分析范围广
,

灵敏度高
.

在将 A chE 作为 o P 污染的监测 指标

时
,

必须充分考虑各种因素
,

诸如鱼种
、

鱼龄
、

体重
、

性别
、

水温
、

季节等对酶活性的影响
.

用于水质监测的鱼应是丰富易得
、

敏感性高

的种类
.
中国科学院水生所t5J 在研究了我国

主要淡水养殖鱼类的酶活性后提出
,

白鳞
、

鲤

鱼
、

团头鱿及金鱼的脑 A c hE 都有规律地随

着 O P 浓度的增加而被抑制
,

可任选一种作监

测用
.
在用鱼酶活性监测同一水体不同区域

的污染时
,

还必须考虑到鱼的迁移性「川
.
鱼

龄及体重的增大
,

导致脑重增加
,

单位重量脑

组织(或蛋白质)的酶活性也随着减小岛
3J. 这

种变化是由于脑中非神经成分增多
,

神经突

触在脑重中所占的比例减小
.
据报道

,

鱼的

性别对酶活性无显著影响脚,22]
,

而季节与 水

温对酶活性的影响尚有争论[5’10, 比‘
,

这在一

定程度上反映了自然水体的多样性
、

复杂性
.

从目前的研究情况看来
,

对表明存在 O P

或氨基甲酸醋污染的鱼脑 A c hE 抑 制 临界

值
,

争论还较多
,

这是影响此法推广应用的一

个主要问题
.
N ich ols on [231 提出

,

酶活性抑制

10多
,

即表明存在污染
. G ibson 等t

iZ, 分析了

使用这种方法时
,

产生误差的可能来源
,

指出

即使在细心控制实验条件的情况下
,

将下降

10 多作为污染的依据
,

也会导致错误的结论
.

而 C oP Pa ge 〔
10J 将抑制 13 % 作为污染的临界

值
.
水生所口认为

,

由于天然水体鱼脑 A C hE

个体差异大
,

标准差高
,

酶活力抑制 30 多 以

上才能确定有污染
.
造成这种分歧的原因可

科 学
·

6 夕
,

能是多方面的
.
例如

,

不同种类的鱼脑 Ac hE

对 O P的敏感性不同 ;鱼脑中非神经成份的含

量不定 ;鱼间脑下叶结构松散
,

取样时易于丢

失 ;干冰中有时含有杂质 ;加上 自然水体各种

因素的变化
,

导致酶活性变异大
,

标准差高
.

因此
,

进一步研究实验误差产生的原因
,

设法

减少标准差
,

以提高监测的精确性
,

是使此法

更加完善的一个重要问题
.
许多研究者都指

出
,

选择合适的实验鱼种
,

适当增大取样样

本
,

多个鱼脑混合取样
,

在实验室内用被测水

体的水来检查酶活性的抑制程度
,

都有助于

达到上述目的
.

下述几例用此法监测 O P污染
,

都获得了

良好的效果
.

H olland 等。J 于 296 , 年 10 月至 1966 年

11 月
,

在美国南卡罗来纳州大西洋沿岸设置

43 个采样点
,

定期测定鱼脑 AC hE 活性
.
发

现 As hi ey 河附近和特里尼蒂湾东边的酶活性

分别只有正常值的 73 一88 多
, 夕5一84 多

.
结

果表明
,

As
hl ey 河畔有机磷农药厂所排放的

污水
,

已造成了河水的污染
.

e
叨
ageL, ‘, 于 19 72 年 7 月

、
1 0 月

,

两次

调查了农药厂对 M iss ou ri 河的污染情况
.
他

在 M 俪ou ri 河的污水排入 口 ,

及上
、

下游不同

区域
,

分别测定了两种鲤鱼 (C yP 痴
u,

ca 护io,

CarPiodo sp
.
) 及大西洋蝶 (D

oros om a ce户ej i-

胡“ , ) 的酶活性
.
结果表明

,

鲤鱼的抑制程度

与采样地点毒物的浓度成正相关
,

可作为 O P

和氨基甲酸醋农药污染敏感
、

可靠 的 指 标
.

而大西洋鳞的抑制程度比较稳定
,

因为它是

迁移性强的鱼种
.

水生所圈 于 19 7斗年及 工9 7 5 年用此法评

价湖北省鄂城县 Y J 湖及 G T 水库的水质
.

以未知有 O P 污染的武汉市东湖螂鱼脑活性

为本底值
,

测得 YJ 湖卿鱼脑活性仅为正常值

的 18 .6 多
,

G T 水库为 “ .4 %
.
化学分析表

明
,

Y J 湖螂鱼肉 OP 含量达 1
.
3一1

.
4P I

〕
m

,

G T

水库酚含量超标
.
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三
、

抑制和复原的机理

对 O P 和氨基甲酸醋抗乙酞胆碱醋酶的

机理已进行了深入的研究
.
用同位素标记法

可以确定
,

在 A C hE 活性部位的氨基酸序列

谷一丝一丙 中
,

丝氨酸的经基具有 重 要 作

用 「24. 25j

.

有机磷醋与 A c hE 反应的机理可用

图 2来说明
.
图中的曲线代表酶分子

,

O H

化
,

形成亚枫和枫 ; 烷基的轻基化
,

随以后继

的反应
,

形成环式磷酸酣或酮 ; 酞胺的氧化
,

可以脱去烷基
,

或形成 N
一

氧化物等
.
此外

,

某

些非氧化反应
,

也能使 A c hE 抑制剂的活性

增强【川
.
用薄层层析法可以分离双硫磷在鱼

体内的转化产物 (图 斗)

.
体外实验的结果表
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图 2 有机磷醋与 A e hE 反应示意图

引自江藤守豁
L24」

为丝氨酸的径基
,

B 为组氨酸的咪哩基
,

活性

酸基A H 为酪氨酸的酚式经基
,

s 为活性部位

。 一

<〕
/~\_‘ 、

_

、
_
尹

‘

O “P

双硫磷的氧代类似物

的结合基团
.
由于 O P 抑制剂的诱导作用

,

氨酸上的径基被组氨酸的咪哩 基 激 活
. 二一易

\oc月 3

)

、/〔) ‘ H
3

O 一 l,

\

:
r 月

\一厂一
一

/、
一

01
5

吸了
H科CC丝咪

哇环上的双键氮原子与丝氨酸的轻基之间可

以形成氢键
,

在丝氨酸的氧上产生部分负电

荷
,

由它对 O P 抑制剂磷酞基上的磷原子 (或

氨基甲酸醋默基上的碳原子) 进行亲核性进

攻126
一
ZsJ

.

形成的酚化丝氨酸迅速水解
,

使酶

失活
。

各种类型 O P 和氨基甲酸醋的结构
,

及与酶结合的模式见图 3
.
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图 3 A c hE 抑制剂的结构及与酶结合的模式

R 、
R

‘

为烷基 , x 为话性基团
.
当抑制剂与 A c hE 共价结

合时
,

活性基团 x 被排出
.

引自 Joh ns‘》, , [ , 9 ]
.

o P 和氨基甲酸醋抗胆碱醋酶的活性
,

在

很大程度上取决于药物的酞化能力
.
大多数

oP 和氨基 甲酸醋进人鱼体后
,

经过生物氧化

作用都能使分子的极性更高
,

活性增强
.
这

种氧化作用的形式是多样的
: 如硫代磷酞基

的氧化脱硫
,

形成磷酞基化合物 ;硫醚基的氧

双硫磷矾的氧代类似物

图 4 双硫磷转化产物的结构与抑制能力的关系

引自 T h ir
ug , 、a , , a , u 等〔, ’”

.

明〔, 月 ,

各种转化产物对酶活性的抑制能力与

磷酞基上的取代基拉电子能力相一致
,

即双

硫磷的氧代类似物> 双硫磷 的单 氧 类 似 物

> 双硫磷
,

双硫磷枫的氧代类似物> 双硫磷

矾
.
转化产物双硫磷枫的单氧类似物抗胆碱

醋酶活性
,

比母体双硫磷至少大 50
,

0 0 0 倍
.

由表 1 也可看到
,

马拉氧磷的抑制效应比它
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的硫代类似物马拉硫磷约高 300 倍
.
因此

,

在估价某种 O P 或氨基 甲酸醋的毒性时
,

不能

单凭体外实验的结果
,

还必须考虑在活体内

的生物转化作用
.

由于烷基的推电子作用
,

OP
与酶所形成

的共价键是不稳定的
.
如果已二烷基磷酸化

的酶尚未陈化成相应的单烷基形式
,

许多亲

核性试剂
,

如水
、

肘
,

能够吸引磷原子
,

并且通

过置换反应
,

使酶去磷酸化而重新激活‘30 ,

川
.

不过
,

在复原过程中
,

新的 A c hE 是否合成

了
,

争论很多
.
磷酸盐

、

氨基磷酸盐
、

腆酸醋

使神经性中毒醋酶磷酸化后
,

能发生陈化作

用 ‘29]
.

这种作用是由于醋键 (R
一
0
一
P
)

、

及酸

胺键 (R
一
N

一
P
) 水解断裂

,

在磷原子上产生一

个离子化的酸性基团
.
这个被单基取代了的

磷酸基团带有负电荷
,

能抵抗亲核性试剂的

进攻
,

与蛋白质结合后
,

使酶不可逆地受到抑

制
.
反应过程如下 (以磷酸盐为例)

:

R 一 o \
7

R

P一 X + 酶
一R’一。 / R 一 。 /

一 O \ 军l.一酶
R ,

一。 /

而亚麟酸盐
、

氨基甲酸醋在与酶结合后
,

不会

发生陈化作用
.
神经性中毒醋酶在氨基甲酸

化后
,

N

一
C 键水解

,

产生不稳定的中间产物
,

分解后释放出 co
:
和游离态酶

.
酶受亚麟酸

盐抑制后的复原
,

与抑制剂 的 水 解 特性 一

致’川
.

综上所述
,

在水体监测中
,

鱼脑 A c hE 是

个有实用价值的生化指标
.
它不但 可 以 敏

感
、

可靠地监测在水体中存在的 O P或氨基 甲

酸醋污染 ; 而且
,

由于已钝化的酶需数周才

能复原
,

还可追溯采样前一段时间内的污染
.

要将此法大面积地应用于监测工作中
,

尚有

许多工作要做
.
目前

,

国内在生化监测方面

所做的工作甚少
.
希望在加强研究 的 基 础

上
,

根据我国水域
、

渔业生产实际情况
,

参照

国外经验
,

选择适当的鱼种
,

制订合理的污染

科 学
‘

6 9
.

临界值
,

使样品的采集
、

处理
、

分析规范化
,

以

求此法在我国广泛得到应用
.
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土壤 氟 污 染 及 其 危 害

余 大 富
(中国科学院成都地理研究所)

一
、

土壤氟污染概述

1
.
涵义 接受外源氟的土壤不一定发生

氟污染
,

因为一定限量的氟将有益于生命活

动t
士,2]

.
因此

,

在缺氟地区
,

少量氟进人土壤无

异于增加了土壤中的微量营养元素
.
大量氟

进人土壤出现下述表征之一者可视为土壤氟

污染〔3 ,4, 5,6 , :
( l) 土壤氟的小范围异常富集

,

并呈现出由表层向下逐渐减少的剖面变化趋

势 ; (2) 土壤水溶性氟的绝对含量及其在全

氟中的比例显著升高 (未污染的正常土壤水

溶性氟通常含量为 0
.
3一o

.
sp四
L, , ,

)
;

(
3

) 作

物生长发育受到抑制
,

收获物中氟残留量增

高; (叻 局部地下水出现非其它原因的氟污

染
.

2
.
污染概况 大多数土壤氟污染事例出

自于炼铝厂
、

炼钢厂
、

磷酸盐生产和烧制砖瓦

的工厂附近地区以及施用磷酸盐肥料的土地

上
.
例如苏格兰炼铝厂

、

捷克斯洛伐克炼铝

厂
一 、

美国蒙大拿化工厂
、

瑞士伐累地区的炼铝

厂和磷酸盐工厂
、

O 抓
。

炼铝厂等周围地区出

现土壤氟污染的情况都已有报 道以
”
.

土壤

氟污染的程度受进氟形式和进氟强度 (数量

和速率) 的影响
.
据资料r,J

,

捷克斯洛伐克炼

铝厂附近土壤接纳的 氟 为 10
.
7 公斤/公顷

·

年
.
美国宾夕法尼亚地区有代表性的施肥水

平 (50 一 100 公斤 P:q /公顷
·

年)使土壤净

增氟 5一10 pPm /公顷
·

年田
.

迄今
,

我国的土壤氟污染以工业氟源附

近为主
,

特别是在数量多且分散于全国各地

的磷肥厂附近
.
据我们和其它单位

〔3〕对西南

地区十几个磷肥厂附近地区的调查
,

绝大多

数厂附近或沿下风向 1一5 公里范围内都不

同程度地出现了土壤氟污染
.
规模较大的钢

铁厂和炼铝 (铝制品) 厂虽为数较少
,

但一旦

发生土壤氟污染
,

其范围比磷肥厂污染范围

远得多
〔
7,1 妇

.

使用含氟污水灌溉可能 导 致 土壤 积 累

氟叫
,

但经脱氟处理的污水一般不致造成氟

对土壤的污染
.

3
.
影响因素 风向

、

降水等级对土壤氟

污染的强度
、

程度有显著影响
.
下风向比上风

向土壤污染严重
,

降水量大而季节性明显的

地区土壤氟污染较轻
.
如苏格兰某炼铝厂下

风向 7 英里处土壤含氟量 为 对 照土 壤 的 斗

倍
,

而上风向 3 英里处就已接近对照土壤的

含氟量了 图
.
我们调查到了风向 的类 似 影

响〔4 ,
.

地形和植被对外源氟进人土壤和氟从土

壤中排走或积累的过程有很大影响以8,1
0) ,

土

地利用形式的影响也很显著
〔3]
.

此外
,

土壤

含 氟 背景 值 在 世 界 各地 悬 殊很 大 (0一

184 ,

o o o p 四即 ,

常见浓度为 50一sooppo
f吕,

)

,

因此
,

引起各地土壤氟污染的外源氟添加量

显然也是很不相同的
.


