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摘要 研究了有机磷农药甲基嘧啶硫磷、有机氯农药林丹、菊酯类农药氯菊酯、表面活性剂直链苯磺酸钠和

重金属 Zn 对钩虾( Gammarus pulex L. )胆碱酯酶( ChE)和谷胱甘肽转硫酶( GST )活性变化以及毒性影响. 结果
表明, 在暴露 24h 和 48h 后,仅有机磷农药甲基嘧啶硫磷显著抑制胆碱酯酶的活性; 在暴露 48h 后,有机氯农药
林丹和菊酯类农药氯菊酯能显著提高谷胱甘肽转硫酶活性,在暴露 24h 后, 仅林丹导致谷胱甘肽转硫酶明显升
高.作为生物标志物,胆碱酯酶比谷胱甘肽转硫酶具有更高的特异性; 这两种生物标志物较毒性试验方法具有
更高的敏感性.
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Studies on the influences of lindane, pirimiphos methyl, permethr in, zinc and dodecyl linear alkybenzene sulfonate
( LAS) on the activity and tox icity of cholinester ase ( ChE) and glutathione s tr ansferase ( GST ) in Gammarus pulex
L . showed t hat only pirimiphos methyl caused a change in ChE activity in Gammarus , w ith a significant r eduction in
enzyme activity after 24h and 48h exposure. Both lindane and permethr in caused a change in GST activity in Gam
marus, with a significant increase in enzyme activ ity after 48h exposur e. L indane alos caused a significant increase in
GST activity after 24h exposure. Biomarkers ChE and GST w ere demonstrated a high degr ee of specificity and sensiti
vit y in comparison to the lethalit y assay, but GST activity was less specific than ChE activ ity.

Key words Biomarkers, ChE, GST , Gammarus pulex L .

* 国家自然科学基金( 39770153)和中英合作资助项目.

* * 通讯联系人.

2000- 06- 05收稿, 2000- 09- 11接受.

1 引 言

大量复杂的微量有毒有害化合物如环境雌激素排

入水生生态系已对系统和人体健康产生了严重危害.

监测和评价它们对水生生态的影响以及控制其排放是

当前面临的挑战之一. 多种生物测试方法如单物种毒

性试验和微宇宙试验已广泛应用于评价和预测有毒有

害化合物对水生生态系统的影响[ 7] . 尽管这些方法具

有很高的生态相关性, 但在监测和评价微量有毒有害

化合物时却常常受到限制,如敏感性较低,不能阐明毒

作用机制等[ 8] .近年来,生物标志物( Biomarkers)由于

具有对微量有毒有害化合物快速反应( < 48h) ,并且可

被精确地测定的优点,因此得以迅速发展[ 6] . 它既可

用于测定和预报微量有毒有害化合物对生态系统的影

响,也可用来阐明微量有毒有害化合物的毒作用机制.

然而,生物标志物对微量有毒有害化合物的敏感性和

特异性还不十分清楚. 仍需在实际环境监测中进一步

研究应用, 钩虾( Gammar us pulex L. )是水生生态系

统中的重要类群,在水生态系统能量传递和物质循环

中起重要作用[ 9] . 钩虾对污染物具有较高的敏感性,

已被广泛地运用于毒性试验[ 1] .

本项研究选择钩虾作为模式生物[ 8] , 应用胆碱酯酶

(Cholinesterase, ChE)和谷胱甘肽转硫酶( Glutathione s

transferase, GST)作为生物标志物,测定钩虾暴露于有机

P农药、有机氯农药、菊酯类农药、重金属和表面活性剂

5类化合物后这两种生物标志物的反应和变化,并与生

物测试(单物种毒性试验)结果比较,试图阐明这两种生

物标志物的敏感性和特异性,为其在环境监测和生态风

险评价中的应用提供科学依据.

2 材料与方法

2 1 供试材料

2 1 1 试验生物 采自野外未受污染溪流的雄性钩虾, 体长在

5~ 12mm 之间.在实验室驯养 1 周后用于试验. 驯养温度 15 !

1 ∀ , 光暗比为 12#12. 采集赤杨树叶, 按 Naylor 方法制成食

物
[ 9]
,每天喂 1次 .
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2 1 2 受试化合物 选择有机磷农药甲基嘧啶硫磷 ( O [ 2 ( 2

乙胺基 ) 6 甲基 4 嘧啶基] O, O∃ 二甲基硫代磷酸酯, Pirim

iphos methyl)、有机氯农药林丹( 六六六, Lindane)、菊酯类农

药氯菊酯( ( 3 苯氧基苯基)甲基 2, 2 二甲基 3( 2, 2 二氯 2 稀

基)环丙烷羧酸酯, Permethrin)、表面活性剂直链烷基苯磺酸钠

( LAS)和重金属 Zn( ZnSO4 )作为 5 类不同的受试化合物. 甲基

嘧啶硫磷、林丹和氯菊酯由英国 ZENECA 农业化学品公司提

供,直链烷基苯磺酸钠由英国 BRH 公司提供, ZnSO4 购自 BDH

实验化学品公司. 5 种化合物纯度均大于 99% .

2 1 3 生化分析特殊试剂 5, 5% 二硫代 二 ( 2 硝基苯甲酸)

( DTNB)、乙酰硫代胆碱碘化物( ATCI )、胆碱酯酶( ChE)、苯基

甲基硫酰氟化物( PMSF)、1 氯 2, 4 二硝基苯 ( CDNB)、还原型

谷胱甘肽 ( GSH )、谷胱甘肽转硫酶 ( GST ) 和标准牛血清蛋白

( BSA)均购自 Sigma公司, 纯度均大于 99% . 蛋白质测定显色

剂( Bio Rad protein assay dye r eagent)购自德国 GmgH 公司.

2 2 研究方法

2 2 1 毒性试验 在 4L 玻璃水簇箱中分别放入 3L 不同梯度

浓度的 5 种受试化合物,每个化合物设置 5 个浓度组和一个稀

释水对照组. 梯度浓度分别为: 甲基嘧啶硫磷 1、2. 5、5、10 和

15 g&L 1 ; 林丹 1、3、6、12 和 24 g&L - 1; 氯菊酯 0. 04、0. 08、

0 16、0. 30 和 0. 60 g&L - 1
, Zn

2+
1、2、4、6 和 8mg&L- 1

; 直链烷

基苯磺酸钠 1、2、4、8 和 12mg&L- 1 .每个浓度组和对照组放置

10 只钩虾,设 3 个平行. 试验溶液每天全部更换 1 次,同时测定

DO、pH 和电导率.试验温度 15 ! 1 ∀ ,光暗比 12#12, 试验期间

不喂食.观察 24、48、72、96、120 和 144h 钩虾死亡数. 用毒性分

析软件( M icrosoft V isual Basic)计算不同暴露时间每种化合物

的半致死浓度( LC50 )值.

2 2 2 生物标志物试验 钩虾暴露于 5 种受试化合物中,每种

化合物的暴露浓度、方法和试验设计均同于上述毒性试验. 试

验分 2套, 1 套暴露 24h,另一套暴露 48h.在 24 和 48h 暴露后,

分别取所有活体钩虾,用吸水纸吸去钩虾体表试验溶液后放入

干净的 Eppendorf管中, 将 Eppendorf管浸入液氮( - 196 ∀ ) 20s

后,放入低温冰箱 ( - 70∀ ) 保存备用. 每只钩虾头组织用于

ChE 活性测定,而躯体组织用于 GST 活性测定.

2 2 3 ChE 活性测定 ChE 活性测定按 Ellman 的方法并进行

修正[ 4] , 以ATCI作为酶反应底物. 取低温保存的钩虾头 1 只,

放入干净的 Eppendorf 管中, 加入 30 l 0. 02M 磷酸缓液 ( pH

8 0) , 碾碎后加入相同的磷酸缓冲液 270 l,离心 3min( 14000 ∋

g ) . 取 200 l离心上清液, 用 0. 02M 磷酸缓冲液( pH 8. 0)稀释

到 1ml, 稀释后样品用于 ChE 活性和蛋白质含量测定. 所有过

程在 4∀ 下进行.

取 1 个 96 井酶标仪平板, 每井按次序分别加入 100 l

8mM DTNB、50 l待测样品和 50 l 16mM ATCI.每个待测样品

进行 4 个平行.用 Anthos Lab tech HT (型酶标仪在 405nm 处

测定 OD值. 测试温度为30∀ , 在 30s 内测定 10 个重复. 每只钩

虾头组织 ChE 活性被分别计算.

另取 1 个 96 井酶标仪平板, 每井按次序分别加入 200 l

Bio Rad蛋白质测定显色剂、80 l待测样品和 720 l 0. 02M 磷

酸缓冲液( pH 8. 0)在 20 ∀ 下反应 5min 后,用酶标仪在 620nm

处测定 OD值. 用相同方法,以标准牛血清蛋白( BSA)绘制成蛋

白质含量标准曲线.查标准曲线得出待测样品的蛋白质含量.

由下式计算 ChE 活性, 表达为 nmol&min- 1& g- 1蛋白质.

ChE 活性 = ( OD ∋ R ∋ 1000) / ( ∋ S ∋ W ∋ P )

式中, OD 为平均吸光度, OD405 nm&min- 1 ;  为消光系数,

13600mol- 1&cm- 1 ; S 为待测样品体积, l; R 为反应总体积, l;

W 为蛋白质含量, g; P 为光穿透长度, 0. 6cm.

2 2 4 GST 活性测定 GST 活性测定按 Habig 的方法进行并

进行修正[ 5 ] ,以 CDNB作为酶反应底物. 取低温保存钩虾躯体

1 只, 放入干净 Eppendorf管中, 加入 100 l 0. 02mol&L- 1磷酸缓

冲液( pH 6. 5, 含有 1. 0% PMSF ) , 碾碎后加入相同的磷酸缓冲

液900 l, 离心 3min( 14000 ∋ g ) . 取 100 l离心上清液, 用0. 02

mol&L - 1磷酸缓冲液( pH 6. 5, 含有 1. 0% PMSF)稀释到 1ml, 稀

释后的样品用于 GST 活性和蛋白质含量测定. 所有过程在 4 ∀

下进行.

取 1 个 96 井酶标仪平板,每井分别加入 50 l待测样品和

150 l混合测定试剂. 该混合试剂由 5 份 20mM GSH 溶液、9 份

0. 02mol&L- 1磷酸缓冲液( pH6. 5)和 1 份 40mM CDNB 溶液配

制而成. 用 Anthos Lab tech HT (型酶标仪在 340nm 处测定

OD值, 测试温度为 30 ∀ ,在 30s 内测定 10个重复. 每只钩虾躯

体组织 GST 活性被分别计算.

待测样品蛋白质含量测定与上述蛋白质含量测定相同.

GST 活性表达为 nmol&min- 1& g - 1蛋白质, 由下式计算:

GST 活性 = ( OD ∋ R ∋ 1000) / ( ∋ S ∋ W ∋ P )

式中, OD 为平均吸光度, OD340 nm&min- 1 ;  为消光系数,

19600mol
- 1&cm- 1

; S 为待测样品体积, l; R 为反应总体积, l;

W 为蛋白质含量, g; P 为光穿透长度, 0. 6cm.

2 2 5 统计学方法 采用计算机统计软件 ( M initab for Win

dows)进行统计分析.所有酶活性数据首先进行正态分布分析,

然后进行方差分析和组间显著性比较. 组间显著性比较采用

T ukey 多组间比较方法.

3 结果与分析

3 1 毒性试验

不同暴露时间 5种化合物对钩虾的半致死浓度

( LC50)列入表 1.从表 1可知, 在 96、120和 144h, 5种

化合物对钩虾毒性的顺序均为: 氯菊酯> 甲基嘧啶硫

磷> 林丹> Zn> 直链烷基苯磺酸钠. 所有试验组溶解

氧为 7. 75 ! 0. 4mg&L- 1
, pH 7. 3 ! 0. 2, 电导率为 571

! 11 S&cm- 1.

3 2 ChE活性

钩虾分别暴露于 5种化合物 24和 48h后,在不同

浓度组钩虾头组织的 ChE 活性变化见图 1. 经统计分

析,所有对照 ChE活性为 0. 25nmol&min- 1& g- 1蛋白

质,各对照组间无显著差异( F4, 109= 0. 623, != 0. 65) .

统计分析表明, 仅有甲基嘧啶硫磷对钩虾 ChE活性产
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表 1 不同暴露时间 5种化合物对钩虾的半致死浓度( LC50)

Table 1 Median lethal concentration ( LC50) and exposure time of G. pulex for five test chemicals

化合物
Chemicals

暴露时间 Exposure time( h)

24 48 72 96 120 144

甲基嘧啶硫磷
Pirimiphos methyl( g&L- 1)

23. 91*

( 10. 58~ 37. 25)
7. 17

(6. 77~ 7. 57)
4. 99

( 4. 48~ 5. 49)
3. 63

( 2. 58~ 4. 67)
2. 79

( 2. 48~ 3. 11)
1. 90

( 1. 70~ 2. 99)
氯菊酯
Permethrin( g&L- 1) > 0. 6 > 0. 6 > 0. 6

0. 58
( 0. 42~ 0. 75)

0. 34
( 0. 29~ 0. 37)

0. 23
( 0. 22~ 0. 24)

林丹
Lindan e( g&L- 1) > 24 > 24 > 24

16. 99
( 16. 29~ 17. 71)

11. 88
( 11. 63~ 12. 13)

10. 07
( 9. 71~ 10. 44)

Zn2+

( mg&L- 1)
> 8. 0

4. 92
(4. 30~ 5. 55)

2. 63
( 2. 45~ 2. 81)

2. 15
( 2. 07~ 2. 22)

1. 60
( 1. 55~ 1. 66)

1. 38
( 1. 32~ 1. 43)

LAS
( mg&L- 1)

> 12
11. 25

( 10. 17~ 12. 32)
8. 27

( 7. 06~ 9. 49)
6. 31

( 4. 96~ 7. 66)
4. 61

( 4. 29~ 4. 95)
3. 85

( 3. 06~ 4. 64)

* 平均值 Averge values ( 95%可信限 95%C . I. ) .下同 T he same below .

图 1 5种化合物对钩虾 ChE活性的影响

Fig. 1 Ef fects of 5 chemicals on ChE act ivity of G . pulex .

) 48h暴露 48h exposure; ∗ 24h暴露 24h exposure; * 差异显著 Signif

icantly diff erent f rom the cont rol.下同 T he same below .

图 2 5种化合物对钩虾 GST 活性的影响

Fig. 2 Ef fect of 5 chemicals on GST act ivity of G . pulex .
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生显著影响(!< 0. 01) ,暴露 24和 48h后均导致 ChE活

性显著下降(图 1d) , 而其余 4 种化合物对钩虾 ChE活

性无明显影响.钩虾暴露于 2. 5 g&L- 1甲基嘧啶硫磷

24h后, 与对照相比, 其 ChE 活性显著下降( F> 4, 103>

117. 6,!< 0. 001) ,而暴露 48h后, 1 g&L- 1甲基嘧啶硫

磷就导致了 ChE 活性显著下降( F> 4, 104> 117. 6, !<

0.001) .在最高浓度组( 15 g&L- 1) , 其 ChE 活性比对照

下降了 87%.当钩虾暴露于甲基嘧啶硫磷和 Zn 48h后,

最高浓度组( 15 g&L- 1甲基嘧啶硫磷和 8mg&L- 1Zn)钩

虾已全部死亡,未能测定 ChE活性(图 1d, e) .

3 3 GST 活性

钩虾分别暴露于 5种化合物 24和 48h后,不同浓

度组钩虾躯体组织的 GST 活性变化见图 2. 由图 2可

知,所有对照组 GST 活性为 0. 20nmol&min- 1& g- 1蛋

白质, 各对照组间无显著差异 ( F4, 89 = 1. 468, !=

0. 21) .统计分析表明,在 48h暴露后, 3 g&L- 1
林丹和

0. 30 g&L - 1氯菊酯能导致钩虾 GST 活性显著升高

( F> 5, 120> 4. 70, !< 0. 001) , 并随着化合物浓度增加,

酶活性不断升高, 在最高浓度组 ( 24 g&L - 1林丹和

0. 60 g&L- 1
氯菊酯) ,其 GST 活性分别比对照组升高

127. 3% (林丹)和 39. 1% (氯菊酯) (图 2b, c) . 在 24h

暴露后,仅有林丹能导致钩虾 GST 活性显著升高, 6 g

&L- 1浓度组与对照组间存在显著差异( F5, 124= 13. 36,

!< 0. 001) (图 2b) .然而, 通过对甲基嘧啶硫磷、Zn和

LAS 高、中、低 3个暴露浓度钩虾 GST 分析,即 1、5和

15 g&L - 1甲基嘧啶硫磷, 1、4 和 8mg&L- 1Zn, 1、4和

10mg&L- 1
LAS, 甲基嘧啶硫磷、Zn 和 LAS 在 24 和

48h均不能产生对钩虾 GST 活性影响(图 2 a, d, e) .

4 讨 论

研究表明, 在 5类化合物中,有机磷农药甲基嘧啶

硫磷能抑制钩虾 ChE的活性, 有机氯农药林丹和菊酯

类农药氯菊酯能导致钩虾 GST 活性升高. ChE 比

GST 具有较高的特异性. 已有报道[ 3] , ChE 的抑制能

产生生物机体的神经毒作用, ChE 活性仅能被有机磷

和氨基甲酸酯农药抑制, 具有很高的特异性. GST 是

污染物在体内代谢相 ∗的重要酶之一, 是一种高诱导

性酶,具有广泛的作用底物,农药、多环芳烃、多氯联苯

等均可诱导 GST,使其活性升高[ 6, 8] .

经统计分析,甲基嘧啶硫磷对钩虾 ChE 活性抑制

以及林丹和氯菊酯对钩虾 GST 活性诱导均具较高的

剂量 效应关系.运用美国环保局亚急性毒性效应浓度

计算软件( USEPA: The Inhibit ion Concentration ( ICp)

Approach) , 计算获得 3种化合物对 2种酶活性影响的
效应浓度( EC25和 EC50) (表 2) .比较表 1、2可知, ChE

和 GST 作为生物标志物,其敏感性显著高于半致死浓

度( LC50) ,而且具有快速反应性( < 48h) .
表 2 3种化合物对钩虾 ChE和 GST活性影响的效应浓度

Table 2 EC50 and EC25 of biomarkers ( ChE and GST) for G. pulex ex

posed to three test chemicals for 24 and 48 hours( g&L- 1)

化合物
Chem icals

生物标志物
Biomarkers

24h

EC25 EC50

48h

EC25 EC50

甲基嘧啶硫磷
P ir im iphos methy l

ChE 2. 1*

( 1. 6~ 2. 8)

4. 7
( 4. 3~ 5. 2)

2. 1
( 1. 6~ 2. 5)

3. 4
( 3. 2~ 3. 6)

林丹
L indane

GST
9. 7

( 7. 4~ 15. 1)
> 38. 5

4. 4
( 3. 2~ 5. 3)

25. 8
( 10. 5~ 34. 3)

氯菊酯
Permethrin

GST - -
0. 11

( 0. 08~ 0. 26)
> 0. 45

本研究表明,钩虾作为模式生物,可运用于生物标

志物的研究.而其 2种生物标志物( ChE 和 GST )在真

实环境中应用还需做进一步的野外研究.

致谢 研究工作在英国 Sheffield大学完成.
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