
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［３］ＣｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎＪＢ，ＪｅｎｓｅｎＤＬ，ＧｒｎＣ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｒｇａｎｉｃｃａｒｂｏｎｉｎｌａｎｄｆｉｌｌｌｅａｃｈａｔｅ－ｐｏｌｌｕｔｅｄｇｒｏｕｎｄｗａｔｅｒ
［Ｊ］．ＷａｔｅｒＲｅｓｅａｒｃｈ，１９９８，３２（１）：１２５－１３５．

［４］蒋　疆，王　果，陈芳育，等．草炭溶解态有机物质与 Ｃｕ２＋、Ｃｄ２＋

络合稳定性的研究［Ｊ］．土壤与环境，２００２，１１（２）：１１６－１２０．
［５］窦　森，华士英．施用有机肥料对胡敏酸结构特征的影响———胡

敏酸的１Ｈ－核磁共振波谱［Ｊ］．土壤学报，１９９７，３４（３）：２２５－２３４．
［６］张晋京，窦　森，李翠兰，等．土壤腐殖质分组研究［Ｊ］．土壤通
报，２００４，３５（６）：７０６－７０９．

［７］ＧｒａｓｓｅｔＬ，ＧｕｉｇｎａｒｄＣ，ＡｍｂｌｅｓＡ．Ｆｒｅｅａｎｄｅｓｔｅｒｉｆｉｅｄａｌｉｐｈａｔｉｃ
ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄｓｉｎｈｕｍｉｎａｎｄｈｕｍｉｃａｃｉｄｓｆｒｏｍａｐｅａｔｓａｍｐｌｅａｓ
ｒｅｖｅａｌｅｄｂｙｐｙｒｏｌｙｓｉｓｗｉｔｈｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｈｙｄｒｏｘｉｄｅｏｒｔｅｔｒａｅｔｈ
ｙｌａｍｍｏｎｉｕｍａｃｅｔａｔｅ［Ｊ］．ＯｒｇａｎｉｃＧｅｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００２，３３（３）：１８１－
１８８．　

［８］文启孝．土壤有机质研究法［Ｍ］．北京：农业出版社，１９８４．
［９］鲍士旦．土壤农化分析［Ｍ］．３版．北京：中国农业出版社，２００８．
［１０］鲁如坤．土壤农业化学分析方法［Ｍ］．北京：中国农业科学技

术出版社，２０００．
［１１］窦　森．土壤有机培肥后 ＨＡ结构性质变化规律的系统研究

［Ｄ］．沈阳：沈阳农业大学，１９８８．
［１２］顾志忙，王晓蓉，顾雪元，等．傅里叶变换红外光谱和核磁共振

法对土壤中腐殖酸的表征［Ｊ］．分析化学，２０００，２８（３）：
３１４－３１７．　

［１３］吴景贵，王明辉，万忠梅，等．玉米秸秆腐解过程中形成胡敏酸
的组成和结构研究［Ｊ］．土壤学报，２００６，４３（３）：４４３－４５１．

［１４］窦　森，陈恩凤，谭世文，等．不同来源胡敏酸的结构表征［Ｊ］．
吉林农业大学学报，１９８９，１１（２）：５０－５６，１２３．

［１５］窦　森，陈恩凤，须湘成，等．施用有机肥料对土壤胡敏酸结构
特征的影响———胡敏酸的光学性质［Ｊ］．土壤学报，１９９５，３２
（１）：４１－４９．

［１６］周江敏，代静玉，潘根兴．土壤中水溶性有机质的结构特征及其
与富里酸、胡敏酸的比较［Ｊ］．土壤，２００４，３６（１）：４６－５０．

［１７］肖彦春，窦　森．土壤腐殖质各组分红外光谱研究［Ｊ］．分析化
学，２００７，３５（１１）：１５９６－１６００．

吴　艳，黄力彦，谭艳来，等．马拉硫磷手性对映体在大鼠体内的代谢研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（７）：３０６－３０８．

马拉硫磷手性对映体在大鼠体内的代谢研究

吴　艳，黄力彦，谭艳来，王　楠，陈大志，于晋华
（广东省工程技术研究所／广东省水环境污染控制重点实验室，广东广州５１０４４０）
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鼠血浆、心脏、肝脏等样品，测定所有试验鼠血浆、组织中马拉硫磷对映体含量的变化情况，用 ＥＦ（对映体分数）表示。
通过口服途径对大鼠进行马拉硫磷对映体分析方法的建立及选择性代谢行为研究。结果表明，马拉硫磷对映体在大

鼠血浆和组织中代谢存在明显的立体选择性，且Ｒ－构型较Ｓ－构型活性高。
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　　有机磷手性农药被作为杀虫剂和杀菌剂广泛应用，对映
异构体具有几乎完全相同的物理化学性质，但是其生物活性、

毒性、代谢、残留等行为差别较大。但由于手性农药的特殊

性，对映体选择性的转化及代谢行为还是人们比较陌生的领

域，因此对映体的检测和代谢行为引起了人们广泛的关注。

马拉硫磷是目前广泛使用的手性农药，具有多种毒性效

应，包括神经毒性、遗传毒性、免疫毒性和生殖毒性［１－２］等。

目前对于马拉硫磷的水解，以及在土壤中的降解等行为已经

研究得较为清楚，有关毒性、毒理方面的研究也已有很多报

道。对于以高效液相色谱法建立马拉硫磷手性农药对映异构

体的残留检测方法，通过测定血样及组织中对映体含量的变

化情况，最终确定对映体的选择性代谢行为。本研究探讨了

农药对人类健康潜在危害的成因，为合理使用农药、制定相关

食品安全法规提供依据。

１　材料与方法

１．１　主要仪器和药剂
安捷伦 －１１００型高效液相色谱仪，配有四元泵；ＲＥ－

５２ＡＡ型旋转蒸发仪；马拉硫磷标准储备液浓度为１００ｍｇ／Ｌ，
由农业部环境保护科研监测所提供。无水硫酸钠（分析纯），

乙酸乙酯、乙腈（美国天地）、异丙醇及正己烷为色谱纯；用前

过０．４５μｍ滤膜，去离子三蒸水。
１．２　马拉硫磷手性拆分与定量

手性拆分由高效液相色谱仪完成，每次分离进样量

１０μＬ，手性色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）为纤维素三苯
甲酸酯（ＣＤＭＰＣ，由本实验室自制）［３－４］，流动相为正己烷 ∶
异丙醇＝９５∶５（体积比），流速 ０．８ｍＬ／ｍｉｎ，紫外检测波长
２５４ｎｍ，检测器进行定量分析。以保留时间定性，峰面积外标
法定量［５－６］。柱温 １５℃，配制浓度为 ０．３０、１．６５、３．０３、
１５１０、３０．３０、１５１．００μｍｏｌ／Ｌ的马拉硫磷标准溶液，以浓度
为横坐标，峰面积为纵坐标，得出标准曲线，根据标准曲线拟
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合计算出马拉硫磷对映体的浓度。采用峰高定量，高效液相

色谱测试稀释的标准样品，以噪声的３倍计算出农药的最小
检测灵敏度。

１．３　动物试验和分组
１．３．１　试验动物及分组　３５只清洁级雄性 ＳＤ大鼠，体重
２００ｇ左右，购于广州中医药大学实验动物中心。饲养环境温
度（２０．０±１．０）℃，湿度 ５０％ ～６０％，自由饮水进食。３５只
大鼠预饲１周后，分为空白对照组（Ｃ），Ｃ组灌胃生理盐水
２ｍＬ／只；试验组共分４组，每组７只大鼠。试验组灌胃马拉
硫磷７００ｍｇ／ｋｇ后，（１）Ｔ１：处理后 １５ｍｉｎ；（２）Ｔ２：处理后
３０ｍｉｎ；（３）Ｔ３：处理后６０ｍｉｎ；（４）Ｔ４：处理后１２０ｍｉｎ；采大鼠
血浆、心脏、肝脏等，－２０℃备用。
１．３．２　样品处理　移取５ｍＬ血浆于５０ｍＬ聚丙烯离心管
中，加入 ３０ｍＬ乙腈 －正己烷（１∶１）溶液，涡旋振荡提取
３０ｍｉｎ，６０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，上清液转入２５０ｍＬ分液漏斗
中，另用３０ｍＬ乙腈－正己烷（１∶１）提取残留物，合并提取
液。用４０ｍＬ正己烷与４０ｍＬ饱和 ＮａＣｌ溶液萃取。静置分
层后，收集正己烷层（无水硫酸钠干燥），旋转蒸发仪浓缩至

４ｍＬ，再用乙腈提取３次，弃去正己烷层，并收集乙腈层，旋转
蒸发仪干燥后 ０．５ｍＬ正己烷定容，过 ０．４５μｍ滤膜后取
２０μＬ进样。组织样品匀浆后，称取５ｇ样品匀浆液于５０ｍＬ
聚丙烯离心管中，后续处理方法同上血浆前处理方法。

１．４　统计处理
采用对映体分数ＥＦ值作为马拉硫磷手性对映体选择性

变化的指标［７］，ＥＦ＝Ｅ１／（Ｅ１＋Ｅ２）。Ｅ１和 Ｅ２分别表示第 １
个出峰的对映体与第２个出峰的对映体的峰面积。ＥＦ值的
变化范围在０～１．０之间，ＥＦ＝０．５表示外消旋体。所得到的
ＥＦ值偏离外消旋体标样的ＥＦ值越远，表明马拉硫磷对映体
在样本中的立体选择性行为越明显。本研究中 Ｅ１代表 Ｒ－
构型，Ｅ２代表Ｓ－构型。

２　结果与分析

２．１　马拉硫磷的ＨＰＬＣ色谱分析
马拉硫磷经自制纤维素三苯甲酸酯（ＣＤＭＰＣ）手性固定

相色谱柱，８ｍｉｎ内分离成２个峰，经圆二色检测器［８－９］，确定

２个对映体流出先后顺序为先流出的是右旋，后流出的是左
旋。在０．３～１５１．０μｍｏｌ／Ｌ的范围内，２个对映体峰面积与
浓度呈线性关系，相关系数为０．９９９３、０．９９９６。最低检测限
为８１．２ｎｍｏｌ／Ｌ，检测灵敏度高。配制１５．１μｍｏｌ／Ｌ的马拉硫
磷测定的右旋、左旋对映体的日内、日间精密度分别为

３３７％、５２１％和４．２４％、５．５３％，均在６％以内，精密度符合
要求，测定方法可靠，可以作为定量的依据，结果见表１。马
拉硫磷在大鼠血浆、心脏和肝脏等组织中的回收率分别为

７３７５％～１１９．９５％，结果见表２。
表１　马拉硫磷测定的各种参数

马拉硫磷
保留时间

（ｍｉｎ） 线性方程
相关系数

（ｒ）
日内精密度

（％）
日间精密度

（％）

马拉硫磷（＋） ４．０１０ Ｙ＝６０．６８８Ｘ－５６．５６４ ０．９９９６ ３．３７ ５．２１
马拉硫磷（－） ６．２０２ Ｙ＝５９．４４４Ｘ－１８．９８１ ０．９９９３ ４．２４ ５．５３

表２　大鼠血浆及各组织中马拉硫磷的回收率

马拉硫磷
回收率（％）

血浆 心脏 肝脏

马拉硫磷（＋） １０５．７１ ８７．１０ ８９．９５
马拉硫磷（－） １０４．６６ ７３．７５ １１９．９５

２．２　血浆中马拉硫磷手性对映体含量
大鼠在灌胃马拉硫磷１５ｍｉｎ左右即表现出神经症状，包

括产生震颤，伴有兴奋、痉挛、钻洞、反跳、腹泻等中等毒性症

状，均未出现死亡［１０］。

大鼠血浆中马拉硫磷手性对映体含量见图１。从图１可
以看出，与对照组相比，灌胃马拉硫磷１５ｍｉｎ，血浆中 ＥＦ值
就在 ０．８左右，并且随着时间增加 ＥＦ值增加；至处理后
６０ｍｉｎ，ＥＦ值达到１，表明随时间增加，马拉硫磷对映体在血
浆中的选择性是逐渐增大。

２．３　心脏中马拉硫磷手性对映体含量
大鼠心脏中马拉硫磷手性对映体含量见图２。从心脏组

织中ＥＦ值随时间变化趋势图中，我们可以看出，与对照组相
比，用药后１５ｍｉｎＥＦ值就接近０．６，且ＥＦ值随时间增大而增
大。随着时间延长 ＥＦ值趋于平稳。表明在心脏组织中，马
拉硫磷２对映体是立体选择性降解的。
２．４　肝脏中马拉硫磷手性对映体含量

肝脏中马拉硫磷手性对映体含量见图３。从肝脏组织中

ＥＦ值随时间变化趋势图我们可以看出，与对照组相比，在用
药后１５ｍｉｎＥＦ值就已经偏离０．５，且 ＥＦ值随时间增大而增
大。３０ｍｉｎ时ＥＦ值接近０．８，然后随着时间延长 ＥＦ值趋于
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平稳。表明在肝脏组织中，马拉硫磷的２对映体是立体选择
性降解的。

２．５　马拉硫磷对映体在大鼠体内不同样本中立体选择性
差异

马拉硫磷对映体在大鼠血浆及部分组织中有立体选择性

行为，不同时间各样本中ＥＦ值见图４。在所有时间点２对映
体在血浆中的选择性是最明显，肝脏在３０ｍｉｎ时ＥＦ值偏高，
随着时间的增加各组织中ＥＦ值趋于稳定。

３　讨论

一般认为，有机磷农药中毒主要机理是抑制乙酰胆碱酯

酶的活性，引起中枢神经调节功能紊乱、神经过分刺激、冲动

不能休止，造成机体痉挛、瘫痪等一系列神经中毒症状，甚至

死亡。

手性化合物对映体在代谢过程中的立体选择性表现在吸

收、分布、代谢和消除的整个过程中，这种选择性来源于手性

药物与生物体内的手性环境及内源性手性分子的相互作用。

手性农药在体内，可能受酶系统或消化道菌丛的作用发生结

构性生物转化。

本研究中，经口服灌胃外消旋马拉硫磷后，在大鼠体内表

现出明显的立体选择性药代动力学行为和降解特征，用药后

１ｈ内，２对映体在血浆中的浓度差异很大，ＥＦ值趋于１，表明
Ｓ－构型在代谢过程中消失。造成这种现象最有可能的原因
就是对映体发生了转化。在药物进入血液中后，由于某种酶

的作用，马拉硫磷左旋体发生转化，迅速转化成对映体右旋

体，相关机理还有待于进一步深入研究。

药物代谢可以从体内消除，也可进一步代谢。大多数代

谢在肝中进行，也有在其他器官代谢。从各组织中 ＥＦ含量
可见，在心脏和肝脏组织中 Ｒ－构型的含量也是一直高于
Ｓ－构型的，随时间的增加ＥＦ值趋于稳定。由此可以推断出
马拉硫磷的毒性与构型相关，且 Ｒ－构型起主要作用。本结
论也与一般认为有机磷杀虫活性与对动物的毒性相关，

Ｒ－构型较Ｓ－构型具有更高的活性的结论相符［１１］。本研究

结果马拉硫磷对映体在大鼠血浆和组织中代谢存在明显的立

体选择性，且Ｒ－构型较Ｓ－构型活性高，Ｓ－构型不稳定，易
降解转化。
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