
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

·监测技术·

基于荧光素酶发光体系测试饮用水中农药的综合毒性
姚冰 ,王莉 ,柴春彦 ,刘海峰 ,刘晓芳 ,李锋 ,刘国艳 3

(上海交通大学农业与生物学院 ,上海　200240)

摘　要 :利用农药对荧光素酶催化的发光反应具有非常显著的抑制作用 ,对甲拌磷、乐果、毒死蜱、百草枯等 4种农药

分别进行单一毒性和等比混合法联合毒性测试 ,建立了一种快速检测饮用水中农药综合毒性的生物学方法。试验结果表

明 ,单一农药乐果、甲拌磷、百草枯和毒死蜱的 EC50值分别为 7. 56 mg/L、12. 7 mg/L、19. 0 mg/L和 65. 3 mg/L,毒性强弱顺

序为乐果 >甲拌磷 >百草枯 >毒死蜱 ,相关系数 ≥0. 995;将 4种农药以等比方式配制成两两混合液后 ,当质量浓度为

20. 0 mg/L～100 mg/L时 ,除百草枯与毒死蜱表现为毒性协同外 ,其他两两混合农药的毒性以拮抗作用为主。
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Abstract: A fast determ ination method was established for synthetic toxicity in drinking water. Four pesti2
cides ( thimet, cygon, chlorpyrifos and paraquat) were used to investigate single toxicity and synthetic toxicity by

classic method of equal dose2effect experimentwith inhibition of biolum inescence from luciferase reacting system.

Results showed that EC50 were thimet 7. 56 mg/L , cygon 12. 7 mg/L, chlorpyrifos 19. 0 mg/L and paraquat

65. 3 mg/L respectively. Toxicity level order of the pesticides was following: cygon > thimet > paraquat > chlor2
pyrifos. The related coefficient was ≥0. 995. W hen any two of the pesticides from range of 20. 0 mg/L to

100 mg/L were m ixed based on equal toxicity of single pesticide, antagonistic effect was manifested excep t that

m ixture of paraquat and chlorpyrifos showed the synergetic effect.
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　　农药是现代农业生产中防治植物病虫害不可

缺少的生产资料 ,但由于不合理的使用、排放或非

法应用人工合成的化工类农药 ,对人类赖以生存的

水土食物链生态安全造成了严重影响 ,从而直接或

潜在危害人类健康 [ 1 ]。现有调查资料表明 ,饮用

水源遭受农药污染的情况屡见不鲜 [ 2 - 3 ]。传统的

水质安全检测方法费时费力 ,且水体中的农药成分

复杂 ,不能直接判定其综合毒性大小 [ 4 - 5 ]。目前常

用的生物监测技术以藻类、哺乳类、鱼类、水蚤等为

受试对象 ,代价高 ,周期长 ,操作繁琐 ,难以满足饮

用水中农药综合毒性评价快速、灵敏的要求 [ 6 - 8 ]。

因此 ,建立快速检测饮用水中农药综合毒性的方法

是当前迫切需要解决的问题。

相关报道指出 ,荧光素酶对环境中存在的痕量

有毒有害物质非常敏感 ,当环境中存在毒物时 ,会

改变其活性 ,且反应产生的光强度随毒物含量而改

变 [ 9 - 10 ]。目前仅有研究报道某些金属离子和非金

属离子会在不同程度上抑制荧光素酶活性 [ 11 ]
,国
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内外还没有利用荧光素酶发光体系测试饮用水中

农药综合毒性的相关研究。今以常用的 4种农药

(甲拌磷、乐果、毒死蜱、百草枯 )为对象 ,研究了荧

光素酶的急性毒性 ,发现不同种类的农药对荧光素

酶催化的发光反应均具有非常显著的抑制作用 ,从

而建立了一种快速检测饮用水中农药综合毒性的

生物学方法 ,为今后利用荧光素酶发光体系评价水

质农药综合毒性奠定了基础。

1　试验

1. 1　主要仪器与试剂

RFL - 1型超微弱化学发光生物发光检测仪 ,

西安瑞迈分析仪器有限公司。

荧光素酶 (Luciferase)、D -荧光素 (D - Lucif2
erin)、5′- 三磷酸腺苷 ( ATP )、二巯基苏糖醇

(DTT)、N -三羟甲基甘氨酸 ( Tricine) ,美国 Sigma

公司 ;牛血清蛋白 (BSA ) ,西班牙 Hualvyuan生物

科技公司 ;氯化镁 (分析纯 ) ,上海凌峰化学试剂有

限公司 ;甲拌磷、乐果、毒死蜱、百草枯 ,上海化学试

剂采购供应站。

1. 2　荧光素酶反应体系的建立

( 1 )复合保存缓冲液 : 称取 12 mg BSA、

48. 8 mg MgCl2 ·6H2O和 3 mg DTT,用 pH值 =

7. 8的 Tricine缓冲液定容至 10 mL。

(2)底物应用液 :将 10μL 0. 5 g/L D - Lucifer2
in溶液、900μL复合保存缓冲液、100μL 0. 25 g/L

Luciferase酶液混匀。

(3)酶液稀释 :取 100μL底物应用液 ,先用 pH

值 = 7. 8的 Tricine缓冲液尝试性稀释 2～10倍 ,以

控制其在加入 6. 5 ×10 - 2 g/L ATP应用液后的起

始荧光发光强度为 900～1 200来确定酶液的稀释

倍数 ,并将该质量浓度的稀释酶液作为反应酶液。

(4)毒物测定 :在反应杯中加入 250μL pH值

= 7. 8的 Tricine缓冲液、100μL毒物和 50μL应

用稀释酶液 ,反应 15 m in,加入 100μL ATP应用液

后测试 ,同时用 100μL pH值 = 7. 8的 Tricine缓冲

液代替毒物做空白试验 ,控制反应液总体积为

500μL。每个质量浓度平行测试 3次 ,从而得出不

同质量浓度农药对荧光素酶反应的抑制率 ,抑制率

= (空白发光强度 -样品发光强度 ) /空白发光强

度 ×100%。

2　结果与讨论

2. 1　反应机理

将甲拌磷用 pH值 = 7. 8的 Tricine缓冲液配

制成不同质量浓度梯度 ,用荧光素酶反应体系对其

进行毒性测试 ,反应 15 m in后 ,空白值为 1 436;当

甲拌磷质量浓度从 3. 00 mg/L上升至 200 mg/L

时 ,荧光素酶反应的相对发光强度由 1 221降至

414,见图 1。乐果、毒死蜱、百草枯的变化趋势也

与甲拌磷一致 ,由此判断荧光素酶对农药非常敏

感。研究发现 , Mg
2 +能与带负电荷的磷酸根离子

结合 ,形成与荧光素酶 -荧光素聚合物有高亲和力

的 ATP - Mg
2 +复合物 ,这种复合物与聚合物上的

活性位点有非常好的结合能力 ,最终生成的产物催

化 D -荧光素并释放出荧光 [ 12 ]。农药很可能是因

为与该复合物竞争性结合荧光素酶 - D -荧光素

聚合物上的活性位点 ,从而使催化 D -荧光素的反

应受到抑制 ,导致该反应所产生的光强度随着环境

中农药的含量而改变。

图 1　甲拌磷对 Luciferase - Luciferin - ATP体系的影响

Fig. 1　 Influence on Luciferase2Luciferin2ATP system

from cygon

在建立该荧光素酶反应体系的过程中发现 ,荧

光酶的最适反应 pH值为 7. 8,与国内外的相关研

究结果相一致 [ 12 ]
,当 pH值 < 6或 > 9时 ,荧光素酶

的活性急剧下降。酶促反应必须在相对稳定的缓

冲体系中进行 ,试验发现 pH值 = 7. 8的 Tricine缓

冲液体系的效果优于同等 pH值条件下的 PBS缓

冲液和 B - R缓冲液 ,酶促反应效率最高。根据酶

的化学结构和性质 ,该试验选择 BSA和 DTT为荧

光素酶的保护剂。添加 BSA后 ,荧光素酶的活性

增强 ,抑制趋势更加明显 ,但反应基线稳定性不佳 ,

加入 DTT后 ,荧光素酶得到了更好的保护 ,反应基

线也变得稳定。

通过以上探索 ,建立了一种比较理想的荧光素

酶反应体系和操作方法。随着农药质量浓度增加 ,
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荧光素酶催化发光反应的能力越来越低 ,利用该体

系可对常用的 4种农药进行单一和联合毒性测试。

2. 2　单一毒性测试

将甲拌磷、乐果、毒死蜱、百草枯 4种农药用

pH值 = 7. 8的 Tricine缓冲液配制成不同质量浓度

梯度 ,分别为 3. 00 mg/L、6. 00 mg/L、12. 0 mg/L、

25. 0 mg/L、50. 0 mg/L、100 mg/L、200 mg/L。用荧

光素酶反应体系对单个农药进行毒性测试 ,获得农

药质量浓度与抑制率之间的线性关系 ,求出回归

方程。

应用 O rigin 6. 0中的 Boltzmann公式 ,将不同

质量浓度农药对荧光素酶反应的剂量 -效应数据

拟合 ,拟合曲线公式为 :

y =
A1 - A2

1 + e
( x - x0) / dx

+A2

式中 , y表示质量浓度为 x时的抑制率。4种

农药的回归方程见表 1,剂量 -效应曲线见图 2

( a) ( b) ( c) ( d)。

将荧光素酶催化的发光反应抑制率为 20%时

对应的农药质量浓度定义为检测限 ,即 EC50值。

应用直线内插法计算 EC50值 ,见表 1。

表 1　4种农药的回归方程与 EC50值

Table 1　Regression equations of four pesticides and EC50

农药 回归方程 p R2
EC50

/ (mg·L - 1 )

甲拌磷 y =
15. 1 - 67. 92

1 + e ( x - 5. 29) /0. 71 + 67. 92 < 0. 05 1. 000 12. 7

百草枯 y =
17 - 72. 14

1 + e (x - 6. 25) /0. 7 + 72. 14 < 0. 05 0. 995 19. 0

毒死蜱 y =
1. 67 - 49. 29

1 + e ( x - 6. 31) /0. 59 + 49. 29 < 0. 05 0. 997 65. 3

乐果 y =
18. 56 - 64. 25

1 + e ( x - 5. 35) /0. 71 + 64. 25 < 0. 05 0. 999 7. 56

图 2　4种农药的剂量 -效应曲线

Fig. 2　Dose2effect curves of four pesticides

　　试验结果表明 ,荧光素酶体系发光强度随着农

药质量浓度增加而下降 ,即荧光素酶催化的发光反

应抑制率与农药质量浓度成正相关 ,相关系数为

0. 995～1. 000, p值显著水平 < 0. 05。4种农药对

荧光素酶的急性毒性强度也不同 ,就反应 15 m in

后的 EC50值而言 ,毒性强弱为乐果 >甲拌磷 >百

草枯 >毒死蜱。

2. 3　联合毒性测试

二元农药的联合毒性作用测试 ,可将其分别配

制成 6个质量浓度梯度 : 3. 00 mg/L、6. 00 mg/L、

12. 0 mg/L、25. 0 mg/L、50. 0 mg/L、100 mg/L ( >

100 mg/L在现实快速检测中意义不大 )。根据单

一农药的 EC50值 ,按毒性单位 1∶1、1∶4的方式 ,将

4种农药两两混合 ,使配制的单个农药质量浓度梯

度与混合液中总农药的质量浓度梯度相同 ,以测试

4种农药两两混合后的联合毒性。测试结果表明 ,

4种农药的相互作用特征为 :在较低质量浓度下 ,

协同或拮抗作用不明显 ;在较高质量浓度 ( >

20. 0 mg/L)下 ,除百草枯与毒死蜱表现为毒性协

同外 ,其他两两混合农药的毒性以拮抗作用为主。
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农药混合物对荧光素酶反应体系的抑制作用见图

3 ( a) ( b) ( c) ( d) ( e) ( f)。

图 3　农药混合物对荧光素酶反应体系的抑制作用

Fig. 3　 Inhibition effect of pesticide m ixture from

luciferase reacting system

3　结语

(1)农药能有效抑制荧光素酶活性 ,使反应发

光强度下降 ,且随着农药质量浓度增加 ,荧光素酶

催化发光反应的能力越来越低。

(2)乐果、甲拌磷、百草枯、毒死蜱 4种农药对

于荧光素酶的毒性强度不同 ,就 EC50值而言 ,毒性

强弱为乐果 >甲拌磷 >百草枯 >毒死蜱。

(3)将 4种农药以等比方式配制成两两混合

液后 ,当质量浓度为 20. 0 mg/L～100 mg/L时 ,除

百草枯与毒死蜱表现为毒性协同外 ,其他两两混合

农药的毒性以拮抗作用为主。
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