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摘要#有机磷农药$7LVG87O:7NO:7L>NO@N9AMA?@N&0WN%污染形势严峻B研究采用乙酰胆碱酯酶$GM@9<;M:7;A8@N9@LGN@&36:+%和2* 发
光菌 ’ 种生物检测法&在急性毒性实验基础上&研究了几种有机磷农药的联合毒性&为今后0WN检测标准的制定提供参考B实
验结果表明&在最佳反应条件下&36:+对不同0WN的敏感性不同&敌敌畏﹥敌百虫﹥乙酰甲胺磷﹥氧乐果﹥三唑磷&对 ) 种
0WN的检出浓度分别为 "‘%#( *‘$&( E‘(*( $‘*’ 和 &‘(* $VPF4’ 利用2* 发光菌检测有机磷农药的单一毒性&表明发光菌相对
发光率与0WN浓度呈负相关&相关系数在 (‘#* a(‘#&&0WN对2* 发光菌的半数效应浓度$+6)(%分别为 (‘*#&( (‘$"’( (‘")’(
(‘(#E( (‘"E( FVPF4&毒性大小顺序为#乙酰甲胺磷 t三唑磷 t氧乐果 t敌敌畏 t敌百虫’ 利用 ’ 种方法评价 ) 种0WN
的联合作用&表明0WN二元混合物联合作用方式为协同作用和部分相加作用B
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!!农药是用于预防(消灭或控制病(虫(草和其他
有害生物以及调节植物(昆虫生长的一种物质或几
种物质的混合物

,"-B有机磷农药因相对于有机氯农
药容易降解&在环境中残留时间较短& ’( 世纪 &( 年
代后被大量用于病虫害的防治B
有机磷农药$7LVG87O:7NO:7L>NO@N9AMA?@N&0WN%

是 一 类 含 有 6/W键 或 6/0/W( 6/5/W(
6/,/W键的磷酸酯类或硫代磷酸酯类&是一类神
经性毒物

,’-B各种 0WN毒性不同&但大多属剧毒和
高毒类B
常见的仪器检测方法可精确定量样品中污染物

的种类和含量&如气相色谱法(高效液相色谱法

等
,*- &但这些方法检测成本较高&样品前处理复杂&
不能直接判断环境中污染物毒性大小&在毒性快速
预警方面的应用受到限制B酶抑制法是目前最为常
用的快速检测有机磷农药含量及毒性的方法之一&
目前在国内外已被广泛应用&例如试纸条(酶生物传
感器等&但其检测灵敏度略低于仪器检测法B常用于
检测环境中 0WN的酶主要为乙酰胆碱酯酶
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$GM@9<;M:7;A8@N9@LGN@&36:+%&其检测原理是有机磷
农药的抑制作用

,E&)-B发光菌毒性检测法的检测原
理是根据反应前后发光菌发光强度的变化率确定有

毒物毒性大小&具有成本低(操作简单(反应灵敏等
优点&因此被广泛应用于各种工业废水,%&$-

和地表

水
,&-
的毒性监测B
为了能够准确及时反映水体中有机磷农药的污

染状况&实现在线预警监测&需要将确证性检测与毒
性检测方法结合起来B酶检测方法一方面具有检测
成本低(易于操作等优点&另外还可实现半定量分
析&因此满足在线预警监测需求’ 发光菌检测法是
目前应用最广泛的毒性评价检测方法&也满足在线
预警监测需要B
本研究利用自制的 36:+首先测定了 ) 种 0WN

的急性毒性&之后测定其联合毒性&并与发光菌毒性
检测结果做比较&以期为今后 0WN检测方法的选择
及运用提供研究基础&也为今后饮用水在线监测预
警体系的建立提供基础B

QR材料与方法

QSQ!仪器与试剂
高速冷冻离心机$湘仪&2[4D’(1%&紫外可见

分光光度计$岛津&Y-DWL7R@’E)(%&34’(ED.6电子
天平$1@99;@LD27;@?7%’ %"$* 酸碱度P氧化还原P温
度D台式测试仪$C@8M7%’ 1A;;ADd3MG?@FAM超纯水器
$1A;;AO7L@%’ &&D0型定时恒温磁力搅拌器$上海司
乐仪 器 有 限 公 司 %’ 水 质 毒 性 快 速 检 测 仪
$U]W#)""&北京滨松光子技术股份有限公司%’ 电
热恒温培养箱$ 5]WD")(%’ 立式压力蒸汽灭菌器
$4X\_D)(=3%’ 净化工作台$5fD6CD"X%’ 微量振
荡器$1]’%B
实验所用试剂#自制 36:+,酶比活为 E)&‘E*

$F7;P$FA8)FV%&实验每次用 ’( $4-’ 明亮发光杆
菌$O:797RGM9@LA>FO:7NO:7L@>F%2* 变种&中国科学
院南京土壤研究所’ 胰蛋白胨&琼脂粉&酵母提取
物&均购自国药集团B牛血清白蛋白$U53%&考马斯
亮蓝[D’)( &二硫代二硝基苯甲酸$X2,U%&硫代乙
酰胆碱 $326:%&硫代丁酰胆碱 $U26:%&均购自
5.[13公司B&( i敌敌畏$ ?AM:;7LT7N% $湖北沙隆
达%&*( i乙酰甲胺磷$GM@O:G9@% $湖北沙隆达%&
E(i 氧乐果$7F@9:7G9@% $沙隆达郑州农药%&#(i
敌百虫$9LAM:;7LS78% $南通江山农药化工%&*(i 三
唑磷 $9LAGe7O:7N% $湖北沙隆达%B数据分析采用
0LAVA8 &‘(B

QSE!实验方法
QSESQ!乙酰胆碱酯酶毒性实验
将 ) 种农药稀释为不同浓度梯度$& ((( a(‘"

$VPF4%溶液&按酶活测定方法,#- &加入底物后迅速
加入 ’( $4不同浓度农药和显色剂混匀&E"’ 8F处
测定吸光度值的变化B以农药浓度对数值为 A轴&
抑制率为 C轴作图BN为抑制率$i%’ I" 为无农药
抑制时的酶液活性,$F7;P$FA8)FV%-’ I’ 为某一
浓度农药抑制时酶液的活性,$F7;P$FA8)FV%-B

抑制率N$W% D
I" FI’
I"

S"((W

!!实验采用 1G8N7>L等,"(-
提出的等毒法评价 )

种0WN二元混合物的联合抑制效应&通过共毒系数
的计算&评价混合物的联合作用B计算 ) 种 0WN对
36:+的半数抑制浓度值 .6)(&将 ) 种 0WN按照其
.6)(值一半的浓度两两混合&则预期抑制率应该是
)(i&那可由实际测得抑制率和预期抑制率计算共
毒系数B

共毒系数 D实测抑制率 F预期抑制率
预期抑制率

S"((

!!如果共毒系数在 "( a’( 之间&表示有弱的协同
作用&当其t’( 时&表示有协同作用’ 共毒系数在
c’( ac"(之间时&说明 ’ 种有毒物有弱的拮抗作
用&而当其nc’(时&表示为拮抗作用’ 当共毒系数
值在c"( a"( 之间时&表示为简单的相加作用,""-B
QSESE!2* 发光菌毒性试验

2* 发光菌培养基和培养方法参照文献
,"’&"*-B
利用 *i ,G6;配制系列浓度的有机磷农药&各

吸取 ’ F4于比色管中&用 ’ F4*i的 ,G6;溶液作
空白对照&每个浓度做 * 个平行&然后迅速吸取 )(
$42* 发光菌液

,"E- &比色管中摇匀&采用已经改进
的毒性检测方法

,")- &") FA8后用生物毒性测试仪测
定发光强度&计算相对发光率,"%-B

相对发光率 D样品发光强度
对照发光强度

S"((W

!!根据预实验&找出抑制率为 )(i时的浓度&再
按照等对数间距设置 ) a& 个浓度梯度&计算发光菌
发光抑制率为 )(i时的农药浓度&然后对农药浓度
和相对发光率进行回归分析&计算半数效应浓度
+6,"$-B
关于联合毒性评价&采用毒性单位法 $由

5OLGV>@和 /GFNG<提出%(相加指数 $ "#$$ 年由
1GLIA8V提出 % 和混合毒性指数法 $ "#&" 年由

"’&"
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7̂R8@FG88 提出% ,"&-B将 ) 种 0WN按照等浓度
$FVPF4%混合&测定各混合物对发光菌的毒性&回
归分析求得+6)($方法同发光菌单一毒性测定%&根
据上述联合毒性评价方法评价0WN的联合毒性B

ER结果与讨论

ESQ!乙酰胆碱酯酶毒性试验
根据分析结果可知&) 种 0WN对鱼脑 36:+的

毒性不同B敌敌畏对36:+活性的抑制作用最大$图
"%B据报道,"#- &以酶活性抑制率 "%i为标准&36:+
对敌敌畏最敏感&检出浓度为 "‘%# $VPF4&敌百虫
检出浓度为 *‘$& $VPF4&’ 种0WN的检出浓度均低
于已有研究结果B36:+对乙酰甲胺磷(氧乐果及三
唑磷的检出浓度分别为 E‘(*( $‘*’ 和 &‘(* $VPF4B
不同0WN对鱼脑 36:+的毒性作用和敏感性不同#
敌敌畏﹥敌百虫﹥乙酰甲胺磷﹥氧乐果﹥三唑磷B

图 QRU 种有机磷农药对乙酰胆碱酯酶的抑制曲线

=AVB"!.8:ARA9A78 M>LT@7SSAT@IA8?N7S0WN9736:+

36:+对不同0WN的敏感性存在差异&可能是由
于36:+对不同种类的0WN化学结合力不同&即分子
结构不同造成的B敌敌畏是 ) 种农药中毒性极高(残
留时间长的高毒物质&并且在我国已经被明令禁止使
用B据研究一般含有手性原子的0WN比不含手性原子
的农药毒性强&且对36:+的抑制力也强&而含有手
性磷原子的农药又比含有手性碳原子的毒性强&分别
含有一个手性碳原子和手性磷原子的0WN毒性最强B
敌百虫和氧乐果只含有一个手性碳原子&乙酰甲胺磷
分别含有一个手性碳原子和手性磷原子&三唑磷均没
有 ’种手性原子&所以毒性乙酰甲胺磷﹥氧乐果﹥三
唑磷&敌百虫毒性之所以大于乙酰甲胺磷&可能是由
于敌百虫在WU5缓冲液中$O]m&‘(%反应时&部分转

化为毒性更强的敌敌畏
,’(-B

在上述实验结果基础上&通过计算 .6)(&求共毒
系数&结果如表 "B根据表 " 可知&) 种有机磷农药两
两组合&"( 种二元混合物的共毒系数均在 *$ aE)
之间&表现为协同作用B

表 QR有机磷农药混合物联合作用结果

2GR;@"!/@N>;9N7S9:@H7A89@SS@M9N7S9:@FAJ9>L@

混合物组成
预期

抑制率

实测

抑制率

共毒系数

P$V)F4c"
作用结果

敌敌畏b敌百虫 (‘) (‘%#$ *#‘E 协同作用
敌敌畏b氧乐果 (‘) (‘$’" EE‘’ 协同作用
敌敌畏b乙酰甲胺磷 (‘) (‘%&% *$‘’ 协同作用
敌敌畏b三唑磷 (‘) (‘%## *#‘& 协同作用
敌百虫b氧乐果 (‘) (‘$"% E*‘’ 协同作用
敌百虫b乙酰甲胺磷 (‘) (‘%#) *#‘" 协同作用
敌百虫b三唑磷 (‘) (‘%#$ *#‘) 协同作用
氧乐果b乙酰甲胺磷 (‘) (‘$’E EE‘# 协同作用
氧乐果b三唑磷 (‘) (‘$(# E"‘# 协同作用
乙酰甲胺磷b三唑磷 (‘) (‘%&% *$‘’ 协同作用

!!根据上述结果可知# ") 种有机磷农药的 "( 种
二元混合物&联合作用方式表现为协同作用&且共毒
系数越大$*$ aE) 之间%&协同作用也越大B#根据
实验结果可知&原本毒性弱于敌敌畏的 E 种0WN&其
二元混合物的共毒系数都大于敌敌畏与它们之间的

共毒系数&表明即使毒性较低的有机磷农药混合后&
其联合毒性也会高于 ’ 种农药毒性之和&对环境威
胁更大B0WN抑制 36:+&主要在于它与 36:+的酯
解部位丝氨酸共价结合&改变了其周围电子效应&而
电子效应又通常与化学反应关系密切&所以 0WN的
电性结构对36:+的抑制作用也有影响,’"-B分子最
低未占轨道能 I;>F7可以衡量分子对电子亲和力的
大小&一般负值越大&该分子接受电子的能力越
强

,’’-B敌百虫的 I;>F7为 c(‘")( M-&氧乐果的 I;>F7
为c(‘(%) M-&三唑磷的I;>F7为c"‘#%& M-&当其两
两混合&其 I;>F7的绝对值都增大&即亲电能力得到
了增强&所以混合后更容易与36:+反应&即毒性越
大&联合作用形式为协同作用B
ESE!2* 发光菌毒性实验
通过农药对发光菌发光的抑制实验&得到不同

浓度敌敌畏(敌百虫(氧乐果(乙酰甲胺磷和三唑磷
对发光菌的相对发光率&然后将二者进行线性回归&
通过 5W55软件求得+6)(值B) 种0WN对发光菌发光
率均有不同程度的抑制&并且随着作用时间的延长&
其对发光强度的抑制率增加&实验选择 ") FA8 为测
定时间&结果如表 ’ 所示B
通过上述实验结果可知& 发光菌的相对发光率

’’&"



% 期 贾玉玲等#乙酰胆碱酯酶和发光菌检测有机磷农药毒性研究

与有机磷农药的浓度呈负相关& 相关系数在 (‘#* a
(‘#& 之间&确定了敌敌畏(敌百虫(氧乐果(乙酰甲
胺磷(三唑磷对发光菌的半数效应浓度分别为#
(‘*#&( (‘$"’( (‘")’( (‘(#E( (‘"E( FVPF4&) 种
0WN对 2* 发光菌毒性大小顺序为#乙酰甲胺磷 t
三唑磷 t氧乐果 t敌敌畏 t敌百虫B

表 ER有机磷农药对DG 发光菌的毒性作用

2GR;@’!27JAMA9<7SSAT@IA8?N7S0WN78 2* RGM9@LA>F

农药名称
时间

PFA8 线性方程
"% 相关系

数$=’%
+6)(

PFV)F4c"

敌敌畏 ") Cmc(‘((’ ’Ab"‘*&E & (‘#)* (‘*#&
敌百虫 ") Cmc(‘((& (Ab"‘(%" ( (‘#$’ (‘$"’
乙酰甲胺磷 ") Cmc(‘((E (Ab(‘#"& # (‘#*# (‘(#E
氧乐果 ") Cmc(‘((" #Ab(‘&)E $ (‘#&( (‘")’
三唑磷 ") Cmc(‘(() (Ab"‘’E% ’ (‘#)) (‘"E(

"%C# 发光强度抑制率& i&A# 有机磷农药浓度& FV)F4c"

!!根据发光菌实验结果 +6)(值看出&发光菌对 )
种有机磷农药的敏感性次于 36:+&说明与 0WN的
特异性反应不如 36:+B发光菌对 ) 种 0WN的敏感
性顺序为乙酰甲胺磷 t三唑磷 t氧乐果 t敌敌
畏 t敌百虫&说明发光菌对乙酰甲胺磷的毒性最
为敏感&此结果与36:+检测结果不同&一方面由于
’ 种检测方法的基本原理不同&其反应会存在差异’
另外实验过程中使用了甲醇作为助溶剂&其本身对
发光菌的发光强度有一定的抑制作用

,’*-B
实验测定了 ) 种0WN的二元混合物在等浓度配

比下的联合毒性&采用毒性单位法(相加指数法及混
合毒性指数法对联合毒性作用评价&结果如表 *B
利用 * 种方法对有机磷联合毒性进行评价&"(

种二元混合物联合毒性作用具有不同的表现方式B
结果表明&只有敌敌畏P乙酰甲胺磷组 4 t4(&3.
n(&12.n(& * 种评价方法均为拮抗作用’ 其余
各组4n"&4( t4t"&表现为协同作用(部分相加
作用’ 3.t(&表现为协同作用’ 敌敌畏P氧乐果的
( n12.n"&表现为部分相加作用’ 其余组合12.
t"&表现为协同作用B虽然 * 种评价方法在结果上
略有差异&但总体上表明 0WN混合物的联合毒性表
现为协同作用或部分相加作用B

GR结论

$"%’ 种方法检测0WN二元混合物的联合作用&
结果表明联合作用方式基本为协同作用和部分相加

作用&0WN混合物毒性不是简单相加作用&其联合毒
性大于两者单一毒性之和B

$’%联合毒性试验结果表明&在制定毒性评价

!! 表 GR有机磷农药混合物对发光菌的联合毒性

2GR;@*!C7A8997JAMA9<7SFAJ9>L@78 2* ;>FA8@NM@89RGM9@LA>F

有机磷农药
+6)(

PFV)F4c"
2Y*"% 4’%( 4*% 3.E% 12.)%

敌敌畏 (‘"(& (‘’$" "‘*&" (‘#&" "‘()# (‘&#(
氧乐果 (‘$"(
敌敌畏 (‘"(" (‘’)* "‘)%" (‘*#) "‘)*’ *‘(&)
敌百虫 (‘"E’
敌敌畏 (‘%&) "‘$’" "‘’*% #‘((& c&‘((& c#‘*$
乙酰甲胺磷 $‘’&$
氧乐果 (‘($) (‘E#* "‘’"* (‘)#& (‘%$’ *‘%%’
敌百虫 (‘"()
氧乐果 (‘()E (‘*)) "‘%"$ (‘#* (‘($) "‘")"
乙酰甲胺磷 (‘)$)
敌百虫 (‘(%* (‘(&& "‘"*" (‘$)& (‘*"# *‘’)(
乙酰甲胺磷 (‘%$(
敌敌畏 (‘()E (‘"*% "‘*)’ (‘)’’ (‘#") *‘"))
三唑磷 (‘*&%
乙酰甲胺磷 (‘(*$ (‘*#E "‘%$( (‘%)& (‘)"# "‘&"%
三唑磷 (‘’%E
氧乐果 (‘(E* (‘’&* "‘#’" (‘)# (‘%#) (‘%&(
三唑磷 (‘*($
敌百虫 (‘(*$ (‘()’ "‘"#$ (‘*"% ’‘"%E $‘E(%
三唑磷 (‘’%E

"%2Y*为混合物第*组分毒性单位&2Y*m(*P+6)(&*&(*是混合物在半

数效应第*组分浓度’ ’%4表示混合物毒性单位&4m*2Y*’ *%

4( m4P2Y*FGJ$2Y*FGJ指混合物中毒性单位的最大值%’ E%相加指数

法3.#当4"" 时&3.m"P4c"’ 当 4t" 时&3.m" c4’ )%混合毒

性指数法12.&12.m" c;V4P;V4(

标准时&以单一物质的毒性研究为依据不甚合理&也
应该考虑化合物之间联合作用’ 另外&由单一毒性
检测结果可知&36:+对 0WN更敏感&其检测浓度可
达 $VPF4B
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