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辛硫磷农药对刺巴西甲螨体内酶系活性的影响 
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摘 要   以刺巴西甲螨作为受试生物，辛硫磷为污染物，采用两个辛硫磷处理时间（48 h 和 96 h），

测定六种酶（乙酰胆碱酯酶、腺三磷酶、谷胱甘肽硫转移酶、过氧化氢酶、谷胱甘肽过氧化物酶、超氧化

物歧化酶）的活性随辛硫磷浓度变化的趋势。结果显示了刺巴西甲螨体内酶活性与辛硫磷浓度间存在一定

的剂量-效应关系，可为生物指示土壤辛硫磷农药污染提供参考依据。其中乙酰胆碱酯酶和腺三磷酶随辛

硫磷浓度增加及处理时间延长表现为抑制效应，而谷胱甘肽硫转移酶、过氧化氢酶、谷胱甘肽过氧化物酶、

超氧化物歧化酶的活性总体表现为诱导效应。 
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生物标志物是在半致死效应变得明显之前对于化学压力敏感的指标。生物标志物的测定为低于

个体水平的环境污染物暴露和效应早期评价提供了有力工具[1]。近年来利用陆生无脊椎动物作为生

物标志物评价化合物对土壤生态系统的负效应得到越来越多的重视[2-4]。无脊椎动物经常以高的种群

密度存在，具有直接与土壤空隙水或食物暴露相接触的优越性，其直接与土壤中污染物的生物可利

用性分数相关，能为土壤的实际危害提供更准确估计，而不仅仅是测量土壤中总污染物的浓度[5]。 

甲螨（Oribatid mites）为栖居于土壤表层的小型节肢动物，属蜱螨亚纲（Acari），真螨目

（Acariformes）、甲螨亚目(Oribatida)，是土壤动物中的主要类群（占土壤螨类的 50%）[6]，土壤环

境的变化，将会影响其生理生化指标，进而影响其种群结构和数量。因此，近年来甲螨作为环境检

测的生物指标倍受重视，尤其是有机污染物对其种群数量的影响研究方面已有众多文献[7-9]。但是在

环境污染物对其生理生化指标影响方面少见报道，目前利用土壤无脊椎动物生理生化指标作为土壤

污染的生物标志物多采用体型较大动物，如蜗牛[10]、蚯蚓等[11]。酶活性变化指标可从生化水平表征

毒物的毒性，阐明致毒机理，还可用来测定毒物在亚致死水平的效应，并具有快速、准确的特点[12]。

本文以刺巴西甲螨为受试生物，研究辛硫磷农药对其体内六种酶活性的影响，为生物酶指标检测土

壤农药污染提供理论参考依据。 
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1 材料与方法 

1.1 试剂与仪器 

40%辛硫磷 山东临沂农药厂；谷胱甘肽硫转移酶（GSTs）、谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）、超氧

化物歧化酶（SOD）试剂盒，购自南京建成生物工程公司；其余试剂均为分析纯。 

Tullgren 分离器，自制；体视显微镜，日本 OLYMPUS；恒温培养箱（WMK—08），山东潍坊医

疗器械厂；紫外可见分光光度计（DU640），BECKMAN 公司；高速冷冻离心机 （5417R），eppendorf

公司；玻璃匀浆器，申江玻璃仪器。 

1.2 辛硫磷处理刺巴西甲螨 

将石膏粉、活性炭、水按 8∶1∶6（质量比）比例进行混合，在石膏粉凝固前迅速倒入 1.5 ml

离心管中，界面占管高度的 1/3 为宜，风干后待用。 

济南植物园竹林内采集土样，用 Tullgren 干漏斗法烘烤收集刺巴西甲螨，用解剖针挑取活动能

力强、大小一致的 12 只刺巴西甲螨入培养界面上。 

在培养界面上用胶头滴管滴入少量的水，以保持界面的湿润，并按蘑菇粉∶猪肝粉∶啤酒酵母

=3∶1∶1（质量比）加入少许食物。确定刺巴西甲螨96 h的LC50值（LC50 = 3.04 mg L
-1）[13]，按等自

然对数间距配制在l/2 LC50浓度下的辛硫磷农药试液，分别为0.088、0.125、0.264、0.46、0.84、1.48 

mg L
-1。每个浓度取5 μl加入供试昆虫组中，立即盖好管盖，对照用水代替。 

培养箱（温度 28℃）中培养。48 h 和 96 h 后用显微镜观察刺巴西甲螨的存活情况。挑走死亡的

个体，剩余的用于测定酶活力，每个实验指标重复 3 次。 

1.3 酶活性测定 

每浓度组取 10 只甲螨入匀浆器中，加入 pH 7.2 缓冲液 1 ml，冰浴匀浆 2 min 后冷冻离心 10 min

（10 000 r min
-1，4℃），收集上清液用于酶活性测定。 

乙酰胆碱酯酶（AChE）活性测定参照陈长琨[14]的实验方法，催化乙酰胆碱水解成为胆碱和乙酸，

在 pH 7.2、37℃条件下，以每小时每毫克蛋白水解 1 µmol 乙酰胆碱为一个酶活力单位。 

腺三磷酶（ATPase）可催化 ATP 水解生成 ADP 及无机磷。酶活力以在 pH 7.2、37℃条件下，

每小时每毫克蛋白水解 ATP 释放出的无机磷微摩尔数表示[15]。 

过氧化氢酶（CAT）的活性测定采用Na2S2O4滴定法，酶活力单位定义为在25℃、pH 6.8条件下

每小时每毫克蛋白酶促分解H2O2的微摩尔分子数表示。 

谷胱甘肽硫转移酶（GST）、谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）、超氧化物歧化酶（SOD）活性采用南

京建成生物工程公司的试剂盒测定。 

1.4 数据分析 

SPSS 软件分析数据，不同时间而同浓度组酶活性用 independent-Samples T Test 分析； One-Way 

ANOVA 分析同一时间而不同浓度组间数据；对同一时间对照组与处理组间比较用 LAD 过程分析；
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U-N-K 法对相邻各组数据比较；回归方法分析剂量—效应关系。 

2 结果与讨论 

2.1 辛硫磷对乙酰胆碱酯酶活性的影响 

乙酰胆碱酯酶（Acetylcholinesterase, AChE）是神经突触部位清除乙酰胆碱，维护神经正常传导

的重要酶类，其活性变化是衡量昆虫神经生理活性的主要指标之一[14]。由图 1 可见，随着辛硫磷浓

度增加和处理时间延长，刺巴西甲螨的 AChE 活性呈明显的递减变化，表现为抑制效应，两者呈近

似的指数相关。 AChE 活性与辛硫磷浓度之间存在剂量－效应关系，样本在不同浓度下的酶活性差

异显著（p﹤0.01），48 h 和 96 h 均表现为负相关。在研究中还发现：尽管处理过程中刺巴西甲螨的

AChE 活性已经被明显抑制，但并未观察到刺巴西甲螨个体的死亡现象。  
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图 1 辛硫磷对 AChE 活性的影响 

Fig.1 Effect of phoxim on activity of AChE 

2.2 辛硫磷对腺三磷酶活性的影响 

腺三磷酶(Adenosinetriphosphatase，ATPase)是神经突触体的标记酶，广泛分布于细胞膜及内质

网等膜成分之中，是生物体内普遍存在的一种酶系，ATPase 对多种毒物敏感，已成为毒理学领域

中研究毒物毒性效应以及致毒机理的一种理想指标[15]。辛硫磷对刺巴西甲螨的 ATPase 活性总体表

现为抑制效应。48 h 时低剂量组 ATPase 的抑制幅度不大，随浓度加大，抑制效应明显；96 h 时开

始抑制幅度较大，后抑制效应表现较缓慢（图 2）。就 48 h 和 96 h 的效应比较，96 h 的抑制效应明

显高于 48 h 的同剂量组。在高浓度和长时间处理时抑制作用变化较缓慢，说明辛硫磷对刺巴西甲

螨 ATPase 活性的抑制效应存在一定的阈值，当超过该值时刺巴西甲螨应表现为死亡。 
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图 2 辛硫磷对 ATPase 活性的影响 

Fig.2 Effect of phoxim on activity of ATPase 

2.3 辛硫磷对谷胱甘肽硫转移酶活性的影响 

生物体解毒系统一个重要的特征是参与许多关键性解毒反应的酶可通过暴露被诱导，而许多污

染物都是诱导物。谷胱甘肽硫转移酶（Glutathione-S-transferase，GSTs）是昆虫体内解毒系统 I 阶段

的重要酶类，特别是在有机磷杀虫剂的代谢中起重要作用[12]。由图 3 看出，48 h 和 96 h 时浓度组的

GSTs 活性均高于对照组，辛硫磷对刺巴西甲螨的 GSTs 活性有诱导作用，诱导作用均显著，这与 GSTs

的解毒机理是一致的。各浓度组之间 GSTs 活性虽有差异，但变化不明显。在低剂量的辛硫磷刺激

时刺巴西甲螨的 GSTs 活性诱导作用明显，其解毒功能与对照相比大大加强，以便清除体内辛硫磷

带来的危害。当辛硫磷的浓度继续升高时，GSTs 的诱导作用和低剂量组比较差别不大，说明刺巴

西甲螨体内 GSTs 活性升高有一极限值，当到达该值时就不再升高。 
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图 3 辛硫磷对 GSTs 活性的影响 

Fig.3 Effect of phoxim on activity of GSTs 
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2.4 辛硫磷对过氧化氢酶活性的影响 

过氧化氢酶(Catalase, CAT)是所有需氧生物在长期进化过程中形成的过氧化防御系统的重要成

份，其活性可作为毒物的敏感指示者，从分子水平上去揭示逆环境因子对生物带来的伤害[16]。CAT

在污染条件下出现的不同反应可能与氧化胁迫的阈值有关。当胁迫程度低于这个阈值时，酶活性升

高，机体消除活性氧的能力增强；当胁迫严重，超过该阈值时，酶活性就可能因为中毒而受到抑制。

由图 4 看出 48 h 时随着辛硫磷浓度增加刺巴西甲螨的 CAT 活性先升高后降低，后又逐渐升高，但高

浓度组时又表现为酶活性降低，且 CAT 活性均高于对照，在辛硫磷浓度为 0.84 mg L
-1 时 CAT 活性

最大，为对照组的 1.76 倍。96 h 时的变化趋势表现为先升高后后逐渐降低，且 CAT 活性均高于对照。

刺巴西甲螨的 CAT 活性与辛硫磷的暴露存在一定的剂量－效应关系，对指示土壤辛硫磷农药污染有

一定的参考价值。 
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图 4 辛硫磷对 CAT 活性的影响 

Fig.4 Effect of phoxim on activity of CAT 

2.5 辛硫磷对谷胱甘肽过氧化物酶活性的影响 

谷胱甘肽过氧化物酶（Glutathione peroxidase，GPx）是生物体内重要的抗氧化酶，在生物体内

有效地消除氧自由基(O2
.-
)、过氧化氢(H2O2)和脂质过氧化物[17]。由图 5 看出，短时间（48 h）内整

体表现为刺巴西甲螨的 GPx 活性先升高后降低，酶活性与辛硫磷浓度密切相关；长时间（96 h）时， 

GPx 活性对辛硫磷暴露的变化趋势为先升高后逐渐降低，在高浓度时酶活性又缓慢升高，存在一定

的规律性。就整体来看，其 GPx 活性变化表现为被诱导，且 96 h 时 GPx 活性低于 48 h 的 GPx 活性。

GPx 活性的上升可以看作生物体对污染物中毒的一种应答反应，GPx 与其他抗氧化酶类协同调节，

以保持生物体内自由基的平衡，保护细胞免受污染物的损伤。 
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图 5 辛硫磷对 GPx 活性的影响 

Fig.5 Effect of phoxim on activity of GPx 

2.6 辛硫磷对超氧化物歧化酶活性的影响 

超氧化物歧化酶（Superoxide dismutase，SOD）是广泛存在于生物体内的抗氧化防御性功能酶，

其活性成分或含量可由于污染的胁迫而发生改变，因而可间接反映环境中氧化污染的存在，可作为

环境污染胁迫的指标[16]。辛硫磷对刺巴西甲螨 SOD 活性的暴露效应见图 6。短时间内（48 h）先被

诱导后诱导减弱以致出现抑制效应，但抑制效果不明显；长时间（96 h）先诱导后活性降低，在高

浓度诱导作用再次加强，但均表现为诱导作用。因此刺巴西甲螨的 SOD 活性与辛硫磷的暴露存在一

定的剂量－效应关系。 
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图 6 辛硫磷对 SOD 活性的影响 

Fig.6 Effect of phoxim on activity of SOD 

3 结  论 

作为早期预警系统或污染危害准确测量的有效工具，生物标志物在生态毒理风险评价中得到

广泛的应用。在刺巴西甲螨急性半致死浓度下，采用两个辛硫磷处理时间段（48 h 和 96 h），通过测
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定其体内六种酶（AChE、ATPase、GSTs、GPx、CAT、SOD）活性随辛硫磷浓度和处理时间的变化，

探讨酶指标作为土壤农药污染的可行性。结果显示刺巴西甲螨体内酶系对辛硫磷农药污染有良好的

指示效应，存在一定的剂量和效应关系。其中 AChE、ATPase 随辛硫磷浓度增加表现为抑制效应，

而 GSTs 活性表现为诱导效应，抗氧化酶防御系统（GPx、SOD、CAT）随辛硫磷浓度变化总体表现

为诱导效应，在一定的条件下可为检测土壤辛硫磷农药污染提供参考依据。本文在实验室模拟土壤

辛硫磷农药污染对刺巴西甲螨体内酶活性影响，实际土壤环境中多种农药污染可能同时存在，因此

研究辛硫磷与其他农药对刺巴西甲螨体内酶活性的复合影响更具有实际意义，相关研究正在深入进

行。 
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EFFECT OF PHOXIM ON ENZYME ACTIVITY IN Brasilobates spinosus 
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Abstract   Brasilobates spinosus Fujita collected from pollution-free soil by Tullgern method was 

used as subject in an experiment to explore effect of phoxim on activities of enzymes (acetylcholinesterase, 

adenosinetriphosphatase, glutathione-S-transferase, glutathione peroxidase, superoxide dismutase and 

catalase) in B. spinosus Fujita, 48 h and 96 h after treatment with phoxim. Results indicate that the activities 

of acetylcholinesterase and adenosinetriphosphatase declined obviously with increasing phoxim 

concentration and elapsing time, while the activities of the other four enzymes showed a reverse trend. A 

certain dose-effect relationship was found to be in existence between activities of the enzymes and 

concentration of phoxim, and the findings may serve as reference or basis for use of bio-indicator of 

phoxim pollution of soils.  
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