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　　摘要：以费氏弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｆｉｓｈｅｒｉ）１Ｈ０００２１为毒性作用生物，以微孔板检测仪为发光强度检测设备，初步建立疏水
性农药对费氏弧菌１Ｈ０００２１短期微板发光毒性测定方法。以甲醇为疏水性农药溶剂，每个微孔的毒性测定体系为
２００μＬ，包括３０μＬ农药溶液、１７０μＬ费氏弧菌菌悬液，最佳检测时间为２０ｍｉｎ。应用该方法成功地测定多菌灵、毒死
蜱和溴氰菊酯等３种疏水性农药对１Ｈ０００２１的发光抑制毒性效应，拟合得到疏水性农药对１Ｈ０００２１毒性的剂量－效
应曲线（ｄｏｓｅ－ｒｅｓｐｏｎｓｅｃｕｒｖｅ，简称ＤＲＣ），相关系数均大于０．９７。通过拟合的ＤＲＣ参数，获得疏水性农药的半数效应
浓度ＥＣ５０。３种疏水性农药对费氏弧菌１Ｈ０００２１的发光毒性存在良好的剂量－效应关系，可以利用费氏弧菌微板发

光法快速评价疏水性农药的生物毒性。
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　　农产品农药残留引起的质量安全问题是国内外普遍关注
的焦点，仪器分析是对农产品农药残留进行检测的重要手段。

然而，仪器分析常常是对一定范围内的特定农药进行检测，在

残留农药不明确的情况下，发光菌检测法（ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ
ｂａｃｔｅｒｉａｔｅｓｔ，简称 ＬＢＴ）以其快速、简单和可进行综合毒性评
价而比仪器分析更具优势。发光细菌（ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｂａｃｔｅｒｉａ）
是一类能在生长过程中发出４５０～４９０ｎｍ可见荧光的非致病
性革兰氏阴性菌，发光菌法是通过发光菌与有毒物直接接触

而引起发光值发生变化的直接生物毒性测试方法［１］。该方

法最初被应用于饮用水安全评价，例如，国际标准组织

（ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｆｏｒｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ，简称ＩＳＯ）颁布了
ＩＳＯ１１３４８－３—２００７《水质水样对弧菌类光发射抑制影响的
测定（发光细菌试验）》［２］，我国颁布了应用发光菌明亮发光

杆菌进行水质毒性测试的国家标准ＧＢ／Ｔ１５４４１—１９９５《水质
急性毒性的测定　发光细菌法》［３］。ＬＢＴ还可应用于水质状
况评价［４－５］、环境污染毒性评价和检测［６］、重金属毒性评

价［７］、农产品农药兽药残留检测［８－１０］、食品中食品添加剂检

测［１１－１２］和农产品生物毒素检测［１３］等。利用发光细菌对农产

品中农药、兽药、抗生素等污染物进行风险评估是目前农产品

质量安全研究领域新热点，与仪器分析相比，ＬＢＴ具有操作简
单、快速、灵敏和成本低等优点，在农产品农药残留快速检测

中有着广泛应用的前景，对农产品质量安全具有指导意义。

在农产品质量安全风险评估领域，目前 ＬＢＴ多用于亲水
性农药的检测，如敌百虫、乐果、乙酰甲胺磷、抗蚜威、甲霜灵

等［１０，１４］。发光菌菌悬液是以水为连续相的混合体系，亲水性

农药溶液与菌悬液混合后，农药通过与发光菌直接接触抑制

发光。然而，在农业生产中常用农药多数是疏水性的，在建立

ＬＢＴ方法时，以水为溶剂配制疏水性农药溶液时须要添加助
溶剂，常用的是二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）［１４－１５］。杨洁等以１％二
甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，简称ＤＭＳＯ）为助溶剂溶解疏水
性农药莎稗磷、高效氯氰菊酯、氰戊菊酯时得到的溶液呈乳浊

液状态［１４］。这表明疏水性农药在１％ ＤＭＳＯ溶液中溶解性
差，由此可能造成 ＬＢＴ结果与真实毒性有差异。本研究发
现，以１％ ＤＭＳＯ为溶剂时，多菌灵等疏水性农药溶解性很
弱，浓度越高，溶液越浑浊，伴有沉淀析出，在１～５００μｇ／ｍＬ
的宽广浓度范围，费氏弧菌与疏水性农药作用后其发光抑制

率变化幅度小，不能获得发光抑制率在 ０～１００％范围的剂
量－效应曲线（ｄｏｓｅ－ｒｅｓｐｏｎｓｅｃｕｒｖｅ，简称 ＤＲＣ）；而以甲醇
为溶剂时，可以在较窄的浓度范围获得发光抑制率在 ０～
１００％范围的ＤＲＣ。以甲醇作为疏水性农药的溶剂进行 ＬＢＴ
测定目前未见报道，甲醇在众多有机溶剂中对发光菌的毒性

是最小的［１６－１７］，而且对农药溶解性能极佳，是潜在的可用于

ＬＢＴ的溶剂。
本研究旨在通过分析以甲醇为溶剂时疏水性农药对费氏

弧菌发光的抑制效应，探索疏水性农药影响费氏弧菌发光的

规律，为初步建立利用发光细菌快速检测农产品中疏水性农

药残留的方法提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
Ｓｙｎｅｒｇｙ２多功能微孔板检测仪（美国Ｂｉｏ－Ｔｅｋ）、ＨＶＥ－

５０全自动高压灭菌锅（日本 Ｈｉｒａｙａｍａ）、Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水系
统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）、ＱＹＣ－２０１２Ｃ全温培养摇床（上海
福马 实 验 设 备 有 限 公 司）、Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ移 液 器 （德 国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）、９６微孔板（美国Ｃｏｒｎｉｎｇ）。

—３０２—江苏农业科学　２０１８年第４６卷第２３期



标准品多菌灵、溴氰菊酯、毒死蜱（纯度均为９８．５％）均
购自德国ＤｒＥｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒＧｍｂＨ公司；甲醇、乙腈均为色谱纯
（美国Ｆｉｓｈｅｒ）；Ｄｉｆｃｏ海生菌肉汤２２１６购自美国ＢＤ公司。
１．２　试验菌种

菌种为１Ｈ０００２１费氏弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｆｉｓｈｅｒｉ），购自中国海洋
微生物菌种保藏管理中心。

　　费氏弧菌液体培养基：称取 ２２１６海生菌肉汤粉末
３７．４ｇ，加水１．０Ｌ，加热搅拌使充分溶解，分装至三角瓶，
１２１℃ 条件下高压灭菌２０ｍｉｎ。

费氏弧菌的摇瓶培养：挑取１环费氏弧菌斜面培养物，接
入海生菌肉汤２２１６液体培养基中，于２２℃、１２０ｒ／ｍｉｎ条件
下摇瓶培养１６ｈ。培养好的菌液在暗室内以肉眼可见明亮的
荧光，取１００μＬ菌液于９６微孔板中，放入多功能微孔板检测
仪上检测，菌液发光值（ｒｅｌａｔｉｖｅｌｉｇｈｔｕｎｉｔ，简称 ＲＬＵ）不低于
１００万光子数。
１．３　农药对发光菌毒性的测定

多菌灵、溴氰菊酯、毒死蜱分别溶解于甲醇中，再以甲醇

进行稀释，配制得到系列浓度的溶液，通过预备试验获得适宜

的浓度范围，确保系列浓度的农药溶液对费氏弧菌１Ｈ０００２１
的发光抑制率在０～１００％之间均匀分布。
３种疏水性农药对费氏弧菌发光毒性作用体系总体积为

２００μＬ。移取系列浓度的农药溶液各３０μＬ，分别加入到９６
微孔板中（第１横排），以同体积甲醇为空白对照，每个浓度
重复３次（即第２、第３横排为第１横排的重复），最后加入
１７０μＬ费氏弧菌１Ｈ０００２１菌悬液，立即将９６微孔板放入多
功能微孔板检测仪，振板 ５ｍｉｎ，测定毒物与发光菌作用
２０ｍｉｎ时的发光强度。

采用空白样品发光强度平均值 Ｉ０与农药各浓度样品对
应的发光强度平均值 Ｉ计算对费氏弧菌的毒性，以发光抑制
率Ｅ表示［８］：Ｅ＝（１－Ｉ／Ｉ０）×１００％。
１．４　剂量－效应曲线（ＤＲＣ）模拟

采用Ｏｒｉｇｉｎ８．５统计软件进行数据处理和统计分析，拟
合剂量－效应曲线，根据拟合模型利用Ｏｒｉｇｉｎ８．５“ＦｒｏｍＹｔｏ
Ｘ”功能计算得到农药与费氏弧菌１Ｈ０００２１作用２０ｍｉｎ时的
半效应浓度（ＥＣ５０），并以此判断农药对费氏弧菌１Ｈ０００２１毒
性的大小。

２　结果与分析

２．１　甲醇对费氏弧菌的发光毒性
ＬＢＴ毒性测定时，低浓度二甲基亚砜水溶液（ＤＭＳＯ≤

１％）常被用于溶解疏水性农药，如阿维菌素等［１４］。但在本试

验中发现，多菌灵等３种目标农药在１％ ＤＭＳＯ水溶液中均
有颗粒析出现象，因此未采用１％ ＤＭＳＯ作为本试验的溶剂。
甲醇对农药溶解性能极佳，而且有研究表明［１６－１７］，常用有机

溶剂中，乙腈、甲醇、乙醇、丙酮、乙醚、四氢呋喃、异丙醇等７
种有机溶剂对淡水发光菌青海弧菌 Ｑ６７均有抑制毒性，其中
甲醇毒性最小，因此甲醇是潜在的可用于 ＬＢＴ的溶剂，但甲
醇对费氏弧菌毒性尚未见报道。本研究测定甲醇对费氏弧菌

发光强度的影响（图１），结果表明，ＬＢＴ检测体系中随着甲醇
浓度的增加，费氏弧菌的发光强度减弱。甲醇为亲核试剂，具

有负电性，是氢键的接受体，当发光细菌接触到甲醇时，甲醇

能与发光菌体细胞内的黄素单核苷酸发生氢键键合，从而阻

碍氢的传递，进而抑制发光菌的发光［１６］。

２．２　疏水性农药对费氏弧菌发光毒性检测体系的建立
毒物进入发光菌生长环境中后，通过直接抑制细菌发光

反应过程的酶活性，或是抑制细菌胞内发光反应相关的代谢

反应进而抑制发光强度。本试验设置 ＬＢＴ体系总体积为
２００μＬ及作用于费氏弧菌时间为２０ｍｉｎ，通过测定不同体积
比的农药溶液作用于费氏弧菌的发光毒性，确定检测体系中

疏水性农药溶液与费氏弧菌菌悬液的适宜体积比（图２）；通
过测定不同浓度农药溶液与费氏弧菌接触时间在５、１０、１５、
２０、２５、３０ｍｉｎ下的发光抑制率，确定几种疏水性农药与费氏
弧菌接触反应的适宜时间（图３）。

　　由图２可知，检测体系总体积为２００μＬ及作用时间为
２０ｍｉｎ时，在疏水性农药溶液与费氏弧菌菌悬液的体积比分
别为１０／１９０、２５／１７５、３０／１７０、４０／１６０这４种不同比例下（甲
醇比例依次增加），各稀释度的多菌灵溶液 （０．２～
１００．０μｇ／ｍＬ）对费氏弧菌１Ｈ０００２１的发光抑制强度有明显
区别。总体来说，４种比例下费氏弧菌１Ｈ０００２１的发光值均
随着多菌灵浓度的增加而下降；随检测体系甲醇比例的增加，

费氏弧菌发光值降低。比例为１０／１９０费氏弧菌的发光值最
高，但发光值曲线较为平直，即使多菌灵浓度大幅度升高，发

光值也仅有微弱下降；发光值最高的原因可能是体系中甲醇

比例最低（５％），对发光抑制作用弱；发光值曲线变化较为平
缓，原因可能是对费氏弧菌产生发光毒性抑制的仅仅是溶解

状态的多菌灵，当水相比例较高，超过一定比例时，多菌灵会

沉淀析出，析出的这部分多菌灵对费氏弧菌发光无抑制作用。

比例为４０／１６０时，费氏弧菌发光值最低，发光值曲线亦较为
平直，原因可能是体系中甲醇浓度过高（２０％），甲醇对费氏
弧菌产生了强烈抑制。比例为３０／１７０时，费氏弧菌发光值较
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高，且介于１０／１９０和４０／１６０之间，发光值曲线具有较适宜的
斜率，表现为随着多菌灵浓度的升高，发光值也相应降低；发

光值较高的原因可能是尽管体系中甲醇达到了１５％，但由于
费氏弧菌初始发光值高，以及１５％甲醇对费氏弧菌发光作用
影响有限，故发光值仍然较高；发光值曲线具有较适宜的斜

率，原因可能是在３０／１７０的比例下，多菌灵保持了良好的溶
解，溶解状态的多菌灵均能充分地与费氏弧菌接触，抑制其发

光。可见，体积比３０／１７０是一个平衡点，既不会大幅度抑制
费氏弧菌的发光作用，又能兼顾疏水性农药的良好溶解性及

毒性，因而农药浓度与发光率之间有良好的相关性。袁东星

等认为，即使农药浓度与发光强度的相关性不呈严格的线性

关系，在农药残留的实际检测中仍具有实际意义。因为现场

快速检测经常要求半定量即可［１８］。图２的曲线完全符合这
一要求。综合上述结果，以３０／１７０作为疏水性农药 ＬＢＴ方
法中农药溶液与费氏弧菌菌悬液的体积比。

图３－ａ至图３－ｃ分别为多菌灵、溴氰菊酯、毒死蜱与费
氏菌接触时间为５～３０ｍｉｎ的发光抑制作用曲线。总体来
说，费氏弧菌１Ｈ０００２１的相对发光强度随作用时间的延长而
下降，多菌灵、溴氰菊酯和毒死蜱与费氏弧菌接触时间为１０、
１５、２０、２５、３０ｍｉｎ的发光抑制作用曲线接近，且略高于接触时
间５ｍｉｎ时的发光抑制作用曲线。鉴于不同毒性物质对费氏
弧菌发光产生影响的速度不同，本研究以作用２０ｍｉｎ时的测
定值作为定量研究的数据。

　　综合以上结果，建立疏水性农药对费氏弧菌１Ｈ０００２１短
期微板发光毒性测定方法。疏水性农药溶解于甲醇中，每个

微孔的毒性测定体系为２００μＬ，包括３０μＬ农药溶液，１７０μＬ
费氏弧菌菌悬液，最佳检测时间为２０ｍｉｎ。
２．３　３种疏水性农药对费氏弧菌的发光毒性

对发光菌毒性研究表明，在一定质量浓度范围内，农药的

质量浓度与发光细菌的发光强度变化呈函数关系，可据此拟

合剂量－效应曲线（ＤＲＣ）对农药进行定量或半定量。本研
究应用Ｏｒｉｇｉｎ８．５线性拟合功能和非线性拟合功能拟合３种
农药对费氏弧菌１Ｈ０００２１的剂量 －效应关系，拟合模型及相
关参数见图４、表１。线性拟合时，毒死蜱相关系数最低，为
０．８４２８。非线性拟合时，３种疏水性农药拟合模型的相关系
数ｒ均大于０．９７，ＤＲＣ都可用 Ｌｏｇ３Ｐ１函数有效表征。因此，
虽然线性拟合函数和 Ｌｏｇ３Ｐ１函数都能较好地描述脂溶性农
药对费氏弧菌的发光毒性，但 Ｌｏｇ３Ｐ１函数优于线性拟合
函数。

　　利用Ｏｒｉｇｉｎ８．５的“从 ｙ至 ｘ”功能可计算各个效应下的
浓度，如半数抑制浓度ＥＣ５０等。ＥＣ５０是农药毒性大小的表征。
由表１可知，无论是线性拟合函数，还是 Ｌｏｇ３Ｐ１函数，３种脂
溶性农药对费氏弧菌毒性大小顺序均为多菌灵＞溴氰菊酯＞
毒死蜱。然而，由于拟合函数的差异，当函数的相关系数高

时，由线性拟合和Ｌｏｇ３Ｐ１函数计算得到的 ＥＣ５０相同或接近，
如多菌灵ＥＣ５０均为０．０２４μｇ／ｍＬ。然而，随着相关系数降低，
相关性逐渐减弱，由线性拟合和Ｌｏｇ３Ｐ１函数计算得到的ＥＣ５０
的差异逐渐增大，如溴氰菊酯、毒死蜱。

　　有毒物质对发光细菌发光的抑制，主要源于对发光反应
核心荧光素酶活性的抑制，其遵循酶活性抑制动力学原理，因

此以毒物浓度对发光抑制率作线性回归方程不一定是最适合

的［１９］。本试验同样表明线性拟合的局限性如多菌灵，线性拟

合与非线性拟合结果是一致的，但对于溴氰菊酯和毒死蜱，非

线性拟合得到的函数具有更好的相关性。

３种疏水性农药对费氏弧菌的发光抑制率随污染物浓度
的增加而逐渐增大。与溴氰菊酯、毒死蜱相比，多菌灵对费氏

弧菌的ＥＣ５０最小，毒性效应最强，这可能是因为多菌灵属于
杀菌剂，而溴氰菊酯和毒死蜱属于杀虫剂，费氏弧菌对杀菌剂

毒性更为敏感。

已报道的毒物ＤＲＣ具有多种形状，主要类型有线性［１４］、

Ｓ形［８，１６，２０］和Ｊ形［１６］等。郭柔杉等采用费氏弧菌评价果汁中

亚硝酸钠、食用色素的生物毒性时［１１－１２］、李翔等评价黄曲霉

毒素对费氏弧菌发光毒性时［１３］，以毒物浓度为横坐标绘制的

ＤＲＣ曲线是非线性的，而以毒物浓度对数（ｌｇＣ）为横坐标绘
制的ＤＲＣ曲线则是线性的。本研究拟合得到的 ＤＲＣ呈 Ｓ
形，与汤淼等的研究结果［８］一致。

以上结果表明，３种疏水性农药的浓度与费氏弧菌发光
的抑制存在定量关系，因此可以利用费氏弧菌发光法快速评

价其生物毒性。

３　结论

建立疏水性农药对费氏弧菌１Ｈ０００２１短期微板发光毒
性测定方法。疏水性农药溶解于甲醇中，每个微孔的毒性测

定体系为２００μＬ，包括３０μＬ农药溶液、１７０μＬ费氏弧菌菌
悬液，最佳检测时间为 ２０ｍｉｎ。拟合得到疏水性农药对
１Ｈ０００２１毒性的ＤＲＣ，以ＥＣ５０为表征的３种疏水性农药对费
氏弧菌１Ｈ０００２１的发光毒性顺序为多菌灵

!

溴氰菊酯
!

毒
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表１　３种农药的线性拟合和Ｌｏｇ３Ｐ１函数拟合结果

拟合模型 农药 回归方程 相关系数
ＥＣ５０

（μｇ／ｍＬ）
线性 多菌灵 ｙ＝１８．１６５８８ｘ＋７９．５３２９９ ０．９９５２ ０．０２４

毒死蜱 ｙ＝２０．７６９２ｘ＋６２．８２２４７ ０．８４２８ ０．２４１
溴氰菊酯 ｙ＝２０．０５３１４ｘ＋６９．９８１８１ ０．９６６４ ０．１０３

Ｌｏｇ３Ｐ１函数 多菌灵 ｙ＝７９．４９９０３－７．９５９４４×ｌｎ（ｘ＋４．９３０９３×１０－４） ０．９９４６ ０．０２４
毒死蜱 ｙ＝５０．３２４５９－１９．７２５０５×ｌｎ（ｘ＋０．３０１５） ０．９８４２ ０．６８２
溴氰菊酯 ｙ＝６８．３４４８６－１０．７１９９８×ｌｎ（ｘ＋０．０２２５５） ０．９７９６ ０．１５８

　　注：ｙ＝ａ＋ｂ×ｘ，其中，ｘ为浓度值（Ｃ）的对数，ａ、ｂ分别是用Ｏｒｉｇｉｎ８．５对效应ｙ和浓度ｘ进行拟合得到的参数。ｙ＝ａ－ｂ×ｌｎ（ｘ＋ｃ），其中
ａ、ｂ、ｃ分别是用Ｏｒｉｇｉｎ８．５对效应ｙ和浓度ｘ进行拟合得到的参数。

死蜱。３种疏水性农药对费氏弧菌１Ｈ０００２１的发光毒性存在
良好的剂量－效应关系，可以利用费氏弧菌微板发光法快速
评价疏水性农药的生物毒性。
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　　脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ，简称 ＤＯＮ）又称呕
吐毒素，是一种危害巨大的真菌毒素，主要由镰刀菌产生，常

见于受赤霉病侵害的谷物籽粒中。针对 ＤＯＮ的毒理学研究
表明，ＤＯＮ可以阻滞细胞周期并引发细胞凋亡，进而对哺乳
动物的肠道上皮细胞产生毒害，阻碍肠道上皮细胞增殖与分

化，同时ＤＯＮ也会引发肠道炎症反应，造成呕吐、腹泻等病

症［１］。相关研究表明，ＤＯＮ还具有血液毒性、骨髓毒性以及
致癌性［２－３］，因此ＤＯＮ毒素对于食品安全存在重大威胁。根
据最新的ＧＢ２７６１—２０１７《食品安全国家标准　食品中真菌
毒素限量》，我国对谷物及其制品中 ＤＯＮ的限量标准
为１０００μｇ／ｋｇ。

江苏省近年来谷物中ＤＯＮ毒素污染情况严重，根据笔者
调研结果，２０１５、２０１６年江苏省小麦中 ＤＯＮ毒素平均含量分
别为（２０８７±１１２）μｇ／ｋｇ、（２６０１±１２６）μｇ／ｋｇ，其平均含量
已超过限量标准２倍，超标率均在７０％以上［４］。由于 ＤＯＮ
毒素污染，农户近年来蒙受了重大经济损失。因此，ＤＯＮ的
脱毒处理手段对于保障谷物食品安全、维护农户经济利益具

有重大意义。

针对ＤＯＮ毒素的毒理学研究与脱毒研究需要大量 ＤＯＮ
纯品，但目前ＤＯＮ纯品价格极高，严重限制了相关研究的开
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