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　　摘要：通过测定不同代谢抑制剂和细胞色素Ｐ４５０ｓ抑制剂对上海青吸收噻虫嗪的影响，探讨噻虫嗪的吸收及代谢
机制，为农药施用及提高药效提供理论依据。在１０ｍｇ／Ｌ噻虫嗪水溶液中加入不同浓度的不同种类代谢抑制剂和
Ｐ４５０ｓ抑制剂，水培上海青１ｄ后测定植株体内噻虫嗪含量。１０、５０μｍｏｌ／Ｌ碳酰氰间氯苯腙和２，４－二硝基苯酚均能
极显著降低上海青体内噻虫嗪含量，推测上海青吸收噻虫嗪过程中存在须要消耗能量的主动吸收。而含有１０ｍｇ／Ｌ
胡椒基丁醚、１－氨基苯并三唑和马拉硫磷的处理组中噻虫嗪含量极显著升高，推测上海青体内含有能代谢噻虫嗪的
Ｐ４５０多功能氧化酶。上海青吸收噻虫嗪过程需要能量的供应，进入体内的噻虫嗪会被细胞色素Ｐ４５０代谢。
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　　农药在防治作物病虫草害、保障农业增产增收
方面发挥了重要作用。我国是农药使用大国，但农

药利用率比较低，大量未发挥作用的农药直接进入

到农田环境，对农业环境和农产品安全造成极大的

威胁。作物通过根系将残留于土壤中的农药吸收，

经过体内的迁移、转化后将农药分配在整个植物体

内［１－２］。噻虫嗪是全球应用最为广泛的新烟碱类杀

虫剂之一，常作为种子包衣剂用于多种农作物的害

虫防治，其施用后可迅速被植物吸收，并传导到植

株各部位。研究农作物对噻虫嗪的吸收和转运机

制，可为噻虫嗪的科学合理使用和保障农产品安全

提供科学依据。

在生物体中，各种物质进出细胞的过程须要通

过蛋白组成的特殊途径介导才能完成。膜蛋白介

导的分子或离子的跨膜运输过程可分为主动运输

和被动运输两大类。主动运输是一种耗能过程，主

要由线粒体提供能量。在真核细胞线粒体中，氧化

磷酸化过程是物质在体内氧化时释放的能量通过

呼吸链供给二磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，简称
ＡＤＰ）与 无 机 磷 合 成 腺 苷 三 磷 酸 （ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，简称ＡＴＰ）的偶联反应。线粒体氧化磷
酸化的电子传递链位于线粒体内膜上，内膜两侧具

有电化学势梯度，使质子在ＡＴＰ合成酶辅助下用于
合成ＡＴＰ，而ＡＴＰ是细胞内流通的能量通货，其释
放的能量可以供给各项生命活动。

２，４－二硝基苯酚（２，４－ｄｉｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ，简称
ＤＮＰ）和碳酰氰间氯苯腙（ｃａｒｂｏｎｙｌｃｙａｎｉｄｅ－ｍ－
ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｏｎｅ，简称ＣＣＣＰ）是氧化磷酸化的
解偶联剂，抑制ＡＴＰ生成。ＤＮＰ和 ＣＣＣＰ增大了线
粒体内膜的通透性，破坏质子梯度的形成，使电子

传递链崩塌，由电子传递产生的能量以热被释出，

并且它还会引起线粒体中 ＡＴＰ大量水解［３－５］。如

在温度为２０℃时，加入０．１ｍｍｏｌ／ＬＣＣＣＰ，在２０～
３０ｓ以内 ＡＴＰ浓度呈指数级下降，而膜电位在２～
３ｓ内呈指数级下降［６］。

细胞色素 Ｐ４５０ｓ酶系（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０，简称
ＣＹＰｓ）是一类广泛分布于动植物和微生物中的多功
能氧化酶，含有单氧合酶的超家族，是一组最重要

的代谢酶，即具有生物合成功能，还参与内源物质

和外源物质的解毒代谢，如催化药物、杀虫剂、植物

毒素等的氧化代谢，还能催化还原解毒反应［７－１０］。

胡椒基丁醚（ＰＢＯ，增效醚）、１－氨基苯并三唑（１－
ａｍｉｎｏｂｅｎｚｏｔｒｉａｚｏｌｅ，简称ＡＢＴ）和马拉硫磷是高效、无
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毒的广谱性Ｐ４５０ｓ酶抑制剂，能够强烈抑制微粒体
Ｐ４５０酶的活性，对细胞色素 Ｐ４５０ｓ酶家族具有非特
异性的抑制作用［１１－１５］。ＰＢＯ作为 Ｐ４５０酶的抑制
剂，已被广泛用作于有效的杀虫剂增效剂，通过对

昆虫体内多功能氧化酶系的抑制作用，减少杀虫剂

在昆虫体内的降解，从而达到增效作用［１６］。马拉硫

磷（ｍａｌａｔｈｉｏｎ）是世界上使用最频繁的有机磷硫酸
酯（ＯＰＴ）杀虫剂之一，它通过羧酸酯酶的快速降解
与细胞色素 Ｐ４５０在毒性代谢物催化下形成竞
争［１７］。以噻虫嗪为材料，初步探讨上海青（Ｂｒａｓｓｉｃａ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓＬ．）吸收农药是否存在主动吸收过程及其
在植物体内的代谢机制。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
试验主要的仪器与试剂有 ＷＨ－３微型漩涡混

合仪（上海沪西分析仪器厂有限公司）、Ｆｉｖｅｇｏ型实
验室 ｐＨ计［梅特勒 －托利多仪器（上海）有限公
司］、ＪＪ２２３ＢＣ型电子天平（常熟市双杰测试仪器
厂）、ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ１２６０－６４１０液相色谱串联
质谱联用仪［安捷伦科技（中国）有限公司］；噻虫嗪

标准品、乙腈、霍格兰（Ｈｏａｇｌａｎｄ）全营养液。
噻虫嗪原药由济南绿霸农药有限公司提供；上

海青由南京绿领种业有限公司提供。

１－２，４－二硝基苯酚（ＤＮＰ）［酷尔化学科技
（北京）有限公司］、碳酰氰间氯苯腙（ＣＣＣＰ）（合肥
博美生物科技有限责任公司）、胡椒基丁醚（ＰＢＯ）
（上海麦恪林生化科技有限公司）、氨基苯并三唑

（ＡＢＴ）（上海源叶生物科技有限公司）、马拉硫磷
（上海阿拉丁生化科技股份有限公司）。

１．２　试验设计
取上海青种子移入装有蛭石基质土的穴盘中，

每穴１粒种子，培养期间用霍格兰全营养液［ｐＨ值
为５．８～６．０，电导率（ＥＣ）为１．２～１．３ｍＳ／ｃｍ］浇
灌，２０ｄ左右长至３叶１心，选取长势一致的幼苗待
用。种植期间，以 ＬＥＤ白光为生长光源，光照度为
（１３０±５）μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），光暗周期为１６ｈ／８ｈ，环
境温度为２５℃。

用去离子水将上海青幼苗冲洗干净，吸水纸吸

干植株表面水分，放入含不同处理液的５０ｍＬ玻璃
离心管中。水培用的营养液为霍格兰全营养液，每

天定期向玻璃瓶里补充霍格兰全营养液，３ｄ后检
测整株上海青中的噻虫嗪含量，每个处理重复５次。

１．３　上海青体内噻虫嗪含量的测定
１．３．１　提取与净化　将每株上海青洗净，用电子天
平分别称鲜质量，剪碎，放入１０ｍＬ塑料离心管中，
放入１颗小钢珠振荡 ５ｍｉｎ粉碎均匀样品。加入
５ｍＬ乙腈涡旋均匀，超声提取１０ｍｉｎ再振荡提取
３０ｍｉｎ，加入１．０ｇＮａＣｌ，充分涡旋，５０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ。取上层提取液２ｍＬ加入预先装有５０ｍｇ
Ｎ－丙基乙二胺（ｐｒｉｍａｒｙｓｅｃｏｎｄａｒｙａｍｉｎｅ，简称
ＰＳＡ）、３０ｍｇ石墨化碳黑（ＧＣＢ），１５０ｍｇ无水
ＭｇＳＯ４的离心管（１０ｍＬ）中，涡旋３０ｓ，５０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，取上清过 ０．２２μｍ有机滤膜，滤液经
ＨＰＬＣ－ＭＳ检测。
１．３．２　色谱质谱条件　（１）液相色谱条件：Ａｇｉｌｅｎｔ
ＳＢ－Ｃ１８色谱柱（２．１ｍｍ×１５０ｍｍ，３．５μｍ）；柱温
为 ２５℃；流动相为乙腈／水＝７／３（体积比）；流速为
０．２ｍＬ／ｍｉｎ；进样量为５μＬ。（２）质谱条件：电喷雾
离子源，正离子源 （ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ，简称
ＥＳＩ），离子源温度为１５０℃。采用多反应离子监测
模式（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，简称 ＭＲＭ），以质
荷比（ｍ／ｚ）２９２．１，２个子离子 ｍ／ｚ２１１．２、１８１．１进
行定性分析，以母离子 ｍ／ｚ２９２．１和响应值最高的
子离子ｍ／ｚ２１１．１进行定量分析。噻虫嗪的保留时
间为２．４５ｍｉｎ，采用外标法定量。
１．４　方法的线性相关性、准确度及精密度
１．４．１　方法相关性　用电子天平准确称量０．１０３ｇ
噻虫嗪标准品，用色谱级乙腈溶解，定容至１００ｍＬ，
配制成浓度为１０００ｍｇ／Ｌ的噻虫嗪标准溶液，放置
在４℃冰箱中保存。将１０００ｍｇ／Ｌ标准溶液稀释
成０．０１、０．０２、０．０５、０．１０、０．５０、２．００ｍｇ／Ｌ等６个
浓度，按“１．３．２”节中 ＬＣ－ＭＳ的条件进样检测。
以噻虫嗪溶液浓度为横坐标，峰面积为纵坐标作

图，得标准曲线为 ｙ＝２１３．４１２４３８ｘ－８４０．７７４９１９，
ｒ２＝０．９９９６３３２９。由此可见，在０．０１～２．００ｍｇ／Ｌ
浓度范围内，峰面积与噻虫嗪浓度具有良好的线性

关系。

１．４．２　回收率与精密度　每株空白上海青样品用
钢珠匀浆后，根据样品质量添加５、１０、２０ｍｇ／ｋｇ水
平的噻虫嗪标准溶液，每个添加量５个重复，涡旋均
匀后放置１ｈ。然后按“１．３．１”节加入乙腈进行提
取、净化，检测并计算添加回收率，结果如表１所示。
在上海青植株中平均添加回收率为 ８６．９％ ～
９３０％，相对标准差为０．６１％ ～１．２０％。可见，此
方法适用于上海青植株内噻虫嗪含量的检测。

—３７１—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第４期



表１　噻虫嗪在上海青植株中的添加回收率

添加量

（ｍｇ／Ｋｇ）
回收率（％）

重复１ 重复２ 重复３ 重复４ 重复５ 平均

变异系数

（％）

５ ８５．４ ８５．９ ８６．７ ８５．３ ８６．０ ８５．８６ ０．６５
１０ ８７．９ ８９．８ ８８．６ ８８．８ ９０．２ ８９．０６ １．０５
２０ ８８．３ ９３．５ ９３．２ ９１．９ ９２．２ ９１．４０ ２．３４

１．５　数据分析
图中的每个数据点均是平均值。在９５％的置

信水平下，通过单因素方差法分析数据之间的显著

差异。数据的表达方式为“平均值 ±标准差”；图像
绘制采用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１６软件完成。

２　结果与分析

２．１　代谢抑制剂对噻虫嗪吸收的影响
由图１可见，上海青在含有１０μｍｏｌ／ＬＣＣＣＰ的

噻虫嗪水溶液中培养１ｄ后，植株体内的噻虫嗪含
量减少２６％，５０μｍｏｌ／ＬＣＣＣＰ处理组减少２４％；在
含有１μｍｏｌ／ＬＤＮＰ的噻虫嗪水溶液中培养１ｄ后
噻虫嗪含量减少２１％，含１０μｍｏｌ／ＬＤＮＰ处理组减
少２７％。于添加代谢抑制剂的溶液中水培的上海
青体内噻虫嗪含量较对照均显著降低，可见 ＣＣＣＰ、
ＤＮＰ的添加会导致上海青体内噻虫嗪含量降低。
试验中上海青通过根系吸收噻虫嗪，说明其受到抑

制是体内噻虫嗪含量降低的主要原因。ＣＣＣＰ和
ＤＮＰ是解偶联剂，推测其通过抑制ＡＴＰ生成抑制根
系吸收。

２．２　Ｐ４５０抑制剂对噻虫嗪吸收的影响
由图２可见，在含有１０ｍｇ／Ｌ１－氨基苯并三唑

（ＡＢＴ）、马拉硫磷的噻虫嗪水溶液中培养１ｄ后，上
海青体内噻虫嗪含量分别增加７６％、５９％；加入２、
１０ｍｇ／Ｌ胡椒基丁醚（ＰＢＯ）均能使上海青内的噻虫
嗪含量加倍。ＡＢＴ、马拉硫磷和 ＰＢＯ均是细胞色素
Ｐ４５０的抑制剂，可见上海青体内存在的细胞色素
Ｐ４５０且对外源添加物噻虫嗪在其体内的积累起着
不可忽视的作用，在此过程中，ＰＢＯ的效果最显著。

３　结论

Ｆｅｌｌｅ等用含有ＣＣＣＰ的溶液处理鹿角苔发现，

当ＣＣＣＰ浓度高于０．３μｍｏｌ／Ｌ时，鹿角苔细胞中的
ＡＴＰ水平极显著地降低［６］；解偶联剂 ＣＣＣＰ使细胞
内ＡＴＰ合成受阻，抑制主动外排泵的能量来源，从
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而抑制药物外排［１８－１９］。杨根平等用呼吸解偶联剂

２，４－二硝基苯酚（ＤＮＰ）处理大豆下胚轴，同样发
现ＡＴＰ合成减少，且膜透性增大［２０］；林毅雄等用

ＤＮＰ处理采后的龙眼果实发现，ＤＮＰ处理的龙眼果
皮ＡＴＰ含量极显著降低且下降速度变快，由于ＤＮＰ
处理使细胞内能量亏缺，诱导呼吸速率上升，也增

加了细胞膜透性［２１］。在本试验中，加入 ＣＣＣＰ和
ＤＮＰ处理会使上海青体内噻虫嗪含量极显著降低。
由此推测，ＣＣＣＰ、ＤＮＰ抑制上海青体内的 ＡＴＰ水
平，而吸收噻虫嗪的过程属于需要 ＡＴＰ提供能量的
主动吸收过程，使上海青吸收噻虫嗪过程受阻。

１９６９年 Ｆｒｅａｒ等首次在棉花幼苗细胞中发现，
能代谢灭草隆的多功能氧化酶，直接证明了植物细

胞色素Ｐ４５０ｓ酶系在除草剂中的解毒代谢作用［２２］。

Ｋａｗａｈｉｇａｓｈｉ等将含有３种细胞色素Ｐ４５０ｓ单加氧酶
基因的质粒ｐＩＫＢＡＣＨ转入水稻，转基因水稻对莠去
津、异草胺和诺氟沙星以及３种除草剂的混合物具
有耐受性，且能降低水稻体内的除草剂残留［２３］。

辛雪成喷施噻虫嗪的同时配合施用 ＰＢＯ防治
棉蚜虫，噻虫嗪敏感品系增效比仅为０．９５，而噻虫
嗪抗性品系增效比提高３倍，ＰＢＯ极显著地增加了
噻虫嗪对棉蚜的毒性，证实Ｐ４５０解毒酶在抗噻虫嗪
棉蚜品系的体内起到主要解毒代谢作用，是重要解

毒酶，进一步说明棉蚜对噻虫嗪的解毒代谢作用与

细胞色素 Ｐ４５０酶相关［１４］。胡椒基丁醚（ＰＢＯ）和
１－氨基苯并三唑（ＡＢＴ）可明显抑制氯丹的降解，且
抑制作用随抑制剂浓度的升高而增强［２４］。ＡＢＴ能
够抑制西玛津在黑麦草（Ｌｏｌｉｕｍｒｉｇｉｄｕｍ）体内的代
谢［２５］以及绿麦隆和异丙隆在小麦植株体内代

谢［２６］。Ｅｌｍｏｒｅ等发现，马拉硫磷比 ＡＢＴ更能增强
苯唑草酮对匍匐翦股颖的毒性［２７］。然而，这 ３个
Ｐ４５０酶抑制剂对植物吸收外源农药的影响仍未明
确。本试验结果显示，３种Ｐ４５０抑制剂均能促进上
海青对噻虫嗪的吸收，推测其是通过抑制上海青体

内Ｐ４５０酶代谢噻虫嗪的活性来增加噻虫嗪在上海
青体内的含量。
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氟虫腈在中华绒螯蟹中的残留效应

陈　曦１，２，３，张　聪１，２，３，宋　超１，２，３，方龙香１，２，３，董欣悦４，陈家长１，２，３，４

［１．中国水产科学研究院淡水渔业研究中心，江苏无锡２１４０８１；２．农业农村部水产品质量安全环境因子风险评估实验室（无锡），

江苏无锡 ２１４０８１；３．农业农村部水产品质量安全控制重点实验室，北京１０００００；４．南京农业大学无锡渔业学院，江苏无锡 ２１４０８１］

　　摘要：采用半静态实验法，设置质量浓度为１０、３０、５０μｇ／Ｌ的氟虫腈水溶液在中华绒螯蟹中的残留效应试验。结
果表明，不同质量浓度的处理组分析，高质量浓度组中华绒螯蟹蟹腿中氟虫腈的含量显著高于低质量浓度组，高质量

浓度组中华绒螯蟹身体中的含量也显著高于低质量浓度组。对中华绒螯蟹不同部位氟虫腈的含量分析无差异性，氟

虫腈富集部位的走向应该是先从腿部再到身体最后到性腺。氟虫腈在中华绒螯蟹体内的残留没有性别选择性，但雌

性中华绒螯蟹体内富集的速度比雄性的快。此次研究可为处理相关的渔业污染事故提供一定的参考。
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　　２０１８年 ６月，德国发现受氟虫腈污染的荷兰
“毒鸡蛋”流入超市，食品安全问题引发了人们的关

注。氟虫腈是一种广谱类杀虫剂，对害虫以胃毒作

用为主，并有触杀和内吸作用，用于杀灭蚜虫、鳞翅

目幼虫、蝇类和鞘翅目等害虫［１－３］。按照我国农药

急性毒性分级标准，氟虫腈属于中等毒性药物［４］。

由于氟虫腈对甲壳类水生生物和蜜蜂具有高风险，

并且其在水和土壤中降解慢，我国在《中华人民共

和国农业部公告第１１５７号》文件中规定，自２００９年
１０月１日起，除卫生用、玉米等部分旱田种子包衣
剂外，在我国境内停止销售和使用含氟虫腈成分的

农药制剂［５］。

中华绒螯蟹肉味鲜美、营养丰富、经济价值较

高，深受广大消费者喜爱。玉米是中华绒螯蟹的主

要饲料成分之一，含氟虫腈成分包衣剂的使用可能

会引入到中华绒螯蟹的生长环境中。研究表明，氟

虫腈对甲壳类动物有剧毒［６］；王志铮等研究发现，

氟虫腈对中华鳖稚鳖 ９６ｈ半致死质量浓度为
０．２８ｍｇ／Ｌ［７］；单正军等通过稻田 －鱼塘模拟试验
表明，氟虫腈对中华绒螯蟹（体质量 １ｇ）９６ｈ的
ＬＣ５０为 ０．００８６ｍｇ／Ｌ

［８］。目前，氟虫腈在中华绒螯

蟹中的残留含量研究较少，同时，考察氟虫腈对中

华绒螯蟹不同部位、不同性别的残留区别研究亦未

见报道。为此，本研究通过采用室内模拟试验，研
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