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离体条件下鱼对灭幼腮的代谢
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武汉
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提 要

实验选用甘氨酸
一

氢氧化钠 ��� � 土 �
�

� �� 缓冲溶液
,

草鱼或鲤鱼肝脏匀浆液经低速离心

后取上清液作为酶
,

反应系统中加入 � �� 后在 �� ℃ 保温 , � ,
用醋酸乙醋萃取代谢产物

,
用

� � � 对代谢产物进行分离纯化
,
用 � � � � 方法对代谢产物进行定性定量测定

,

证明有对氯

苯基脉素 ��� 产生
。

为进一步证实代谢产物为 �� �
,

用能给出绝对光谱定性数据的紫外检

测器在一定的波长范围内
,
对标样及斑点中测定的组分进行扫描

,

从光谱学上证明了产物是

� � 
。

当加人专一性醋酶抑制剂后
,

酶活性被抑制 �� 一”�
,

证明醋酶在 � �� 的降解中起重

要作用
。

关键词 鱼
,

灭幼腺
,

离体代谢
,

醋酶

灭幼脉 ��� 号��
一

��
一 �� �� � � � � � � � ��� �

一

��
一 � � �� � � � � � � ���

� � � � ,

简称 � � � �
,

化学名称
� 一邻氯苯甲酞基

一 � 一��
一

氯苯基 �脉
,

是我国自行开发生产的一种新型杀虫剂
。

由于其杀虫

的高效性
,

有着广泛的利用前景
,

因而研究它的毒理学性质以及环境化学行为尤其显得重

要
。

灭幼腮结构与国外的同类产品除虫脉 �� �� ���
� � � 盯。 � ,

简称 � �� �极为相似
。

关于

� �� 在水环境及土壤中的归趋
,

对非靶生物的毒性
,

昆虫体内的解毒机制等人们 已作 了

大量研究
,

结论是 � � � 是一种选择性强
,

对害虫毒性强
,

对较高等的生物无可见影响的

高效 杀虫剂
〔‘

,

�� 。 从 目前对 � � � 的研究来看
,

它的许多特性与 � �� 相似
。
� � � 在好气

水环境中易降解
,

产生代谢产物对氯苯基脉素 ��
一。�� � � � �� ���� �

一

盯� � ,

简称 � �� �和邻氯

苯甲酸 ��
一 。�� � � � � � �� � � � � 。记

,

简称 � � � �
。, � 虽然在水中溶解度很低

,

但在鱼体中积 累

并不高
汇�了,

这些特性均与 � �  相似
,

也正是人们所期望的
。

� � � 在水中溶解度低但又不象 � � � 这类物质在鱼体中有高残留
,

这预示着鱼体内

肯定存在着某些机制能使进人鱼体内的 � � � 降解
,

就 � �  而言
,

这种推测已在 多种生

物 中得到证实
〔‘

·
,
·
‘一‘�� 。

若能阐明这一问题
,

对评估 � � � 在水环境中的安全性有着重要 意

义
,

本实验从这方面进行了初步探索
。

用两种鲤科鱼作材料
,

研究离体条件下鱼肝脏对

� � � 的降解
,

用薄板层析方法将代谢产物分离
,

用高效液相色谱方法 �� �� � � 对产物进

行定性定量测定
,

利用专一性抑制剂确定对 �� � 降解起主要作用的酶
。

淡水生态与生物技术国家重点实验室资助
。

�� � � 年 � 月 �� 日收到
。 � �� � 年 � � 月 � 日修回

。
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�
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材料与方法

�
�

� 材料 草鱼鱼种
,

体重 � �� 一 � �� � �
,

取 自中国科学院水生生物研究所养殖场 � 鲤鱼
,

体重约 � � � �
,

从市场上购买
,

健康无异常
。

用活性碳过滤的水暂养于实验室中
。

�
�

� 酶制备 将鱼剪断尾动脉
,

取出肝脏
,

迅速称重
,

按 � � �� � � � �加人冷超纯水匀浆

�置冰浴中�
,

低速离心 �� ��
,

弃去沉淀
,

上清液待用
。

�
�

� 酶实验 反应系统共 � � � �
,

其中 � � � � �
�

�� � � � �� 一� � � � 缓冲溶 液 ��� � 士 �
�

� � �
,

�� � 水
, �� � 匀浆上清液

。

加人 � � 产�浓度 � � � 产� � � � 的 � � � 贮液
, � � � 终浓度 �

�

�

拌� � � �
,

在 �� ℃下保温 ��
,

对照中加人热失活的匀浆上清液
。

�
�

� 抑制剂实验 抑制剂 �� �� �� �� �� 用乙醇配成浓贮液将上述反应系统中 的 � � �水改

成加人 � � �抑制剂贮液
,

反应系统俐的终浓度为
�

�

, � � ��
,

加人的乙醇量对酶活性无影

口向
。

�
�

� 代谢产物的萃取
、

分离
、

测定 反应结束时
,

用 �� 巩�醋酸乙醋分两次萃取
,

经无水硫

酸钠过滤
,

将醋酸乙醋层合并
、

浓缩
、

蒸干
,

再用一定量的二氯甲烷溶解备用
。

将二氯甲烷

溶解的样品点在 � � , 、硅胶 � �� 板上�, � � � 。� �
,

展层剂苯
� 四氢吠喃

�
冰醋酸 � �� � � � � � ,

� � � 标样及可能的代谢产物 � �� 标样同时展层
,

展层后
,

切割样品展层线上与标样 � �

值相 同的部分
,

用甲醇溶解
,

超声
,

过滤
,

吹干
,

用 �� 多甲醇水溶解
,

用 � �� � 方法定性定

量测定
,

流动相为甲醇
�水�� �

� � � �
,

� � � �  � � � �。

柱
, � � � � � � � 检测

。

�
�

� 试剂 � � � 标样
,

中国科学院生态环境研究中心提供 �吉林通化药厂提供 原药 � �

� � � 标样及 � �� 板
,

德国 � � �
�� 公 司产品 � 抑制剂 �� �� �

�� ���
,

纯度 � ��
�

�多
,

瑞士

�� �� � � ��� 产品 � 超纯水用美国 � ��� � � 纯水制备系统制备
。

其它试剂均为色谱纯或

分析纯
。

�
�

� 仪 器 高效液相色谱仪
,

美国 �
� � � �  

公司 � � �� �
一 � � �� �

一 � � �� 系统
。

图 � 标样及酶反应提取物的

薄层层析图谱
� ��

�

� � � � � � � � � � � � � � � �

� � � � � � � � � � � � � � � � � � �  � �

� � � � � �� � �� � �

�
�

结果

��  代谢产物的分离 � �� 图谱如图 �所示
,

紫外灯下可

见酶反应物中残余的 � � �
,

而与 � � 标样对应处无可见

斑点
,

这是因为 C P U 量较少
,

紫外检测无法检出
。

图中斑

点 l 为 C C U ,

斑点 2 为 C P u ,

斑点 3 为酶反应物中残余的

C C U ,

虚线所划的斑点 4 中可能含有代谢产物 C PU 。

2. 2 代谢产物的定性定t 测定 本实验借助 H P L C 法对

斑点 4 进行定性定量测定
。

如图 2所示
,

通过比较标样与

斑点 4 在色谱柱上的保留时间
,

证明斑点 4 含有 C P U (图

2)
。

为进 一步证实产物为 C P u ,

采用了能给出绝对光谱定

性数据 的紫外检测器
,

在一定的波长范围内
,

对标样及斑点

4 中检测出的组份进行扫描
,

所获两个吸收光谱是吻合的

(图 3)
,

从光谱学上证明了产物是 C PU
。

2. 3 离体条件下草鱼
、

鲤鱼肝脏对 C C U 的代谢 在碱性
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条件下
,

C C U 极不稳定
,

容易发生水解
,

代谢产物之一为 C P u 。

本实验所选 pH 为 9
,

因

而在此条件下的化学水解不能忽视
。

将热失活的匀浆上清液加人反应系统中
,

以此作为

对照
,

可测定 同样条件下的化学降解产生的 C P U ,

这样可以准确的测出酶作用而产生的

C P u 的量
。

表 1 中列出了几次实验中酶实验产生的 C P u 绝对量 (E T cP
u
) 与对照组中

产生的 C P U 绝对量 (C cP u) 的比值
,

从表中 1可看 出
,

酶实验中产生的 C P U 的量远远

大于对照组中的
,

这表明了离体条件下
,

鱼体肝脏对 C C U 的酶解作用确实存在
。

从各次实验测定的酶作用产生的 C P U 的量
,

反应时间
,

组织用量计算酶比活
,

结果

列于表 2
。

表 1 酶实验与对照中 C P U , ( 单位
: n g ) 的比值

实验号
N o
.

E T cP u

C c P u

E T e P u

C eP u

3336 。

3
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。
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无论是草鱼还是鲤鱼
,

都可以使 c c u 水解
,

虽然每条鱼的比活有所不同
,

这可能是
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匀浆和离心的差异造成的
,

但仍可以反映出酶活性是确实存在的
。

表 2 鱼肝脏中 C C U 水解酶的比活

T ab
. 2 T h e sP ee ifie ae tivities (5

. a.) of C C U hy d ro la se in fish liver

鱼种类
SP eeie s

大 小
W eigh t

草 鱼

G ra ss ca rP

7509

7509

200一30 09

20009
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C o m m o n ea rP

2509

}
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2. 4 抑制剂对 C C U 酶解的抑制作用 Pr
ofen of os 是专一性醋酶抑制剂

,

当加人抑制

剂后
,

若 c P u 的产生受到影响
,

则表明醋酶在 C P u 的产生中起重要作用
。

表 3 是当抑

制剂浓度为 8
.
5产g

/ m
l 时

,

对照管(C )
、

抑制剂管(I)
、

实验管(E )的 C P U 绝对量
,

从表中各

项数据看出
,

当加入抑制剂后
,

C P u 的产生几乎被全部抑制
。

两次实验抑制程度不同
,

这

是因为两次实验中酶蛋 白含量不同
。

表 3 P r o卜. o fo s 对 C P U 产生的抑们

T ab
.
3 In h ib itio n of p rofeno fo s to the p ro d uc ing ef C P U

* 。* 粉
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}
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讨论

一般而言
,

苯酸苯脉类物质是一种具选择性的杀虫剂
,

可以作用于不同昆虫而对人

或 昆虫天敌的影响很小
,

具有这样性质的物质对控制农业害虫是十分有用的
。

这类杀虫

剂作用机制主要是干扰几丁质的代谢
,

C C U 即是一种这样的杀虫剂
,

阐明其对生物的毒

性
、

在生物体内的积累及转移可对其应用前景作出全面评估
。

不 同研究结果表明 D F B 的初级代谢产物在几种生物中几乎都相 同
‘1 , , , ‘一’田 ,

其降解方

式之一是 N
一
1 与 C

一
l 键断裂形成 2

,

6
一

二氟苯甲酸和对氯苯基脉素
。

C C U 与 D F B 的化

学结构

O O O O
、

—
、 丝

、 _ _

丝
代

、

_

夕一
C 一凶 ’立 一 七 一刹且 一

C I

F

< 二)
一Cl

< 二)F
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一
NH

一
< 二>

一c l

灭幼腺C C U 除虫腺 D F B
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非常相似
,

C C U 的降解途径也应与 D F B 的类似
,

即亦可从 N
一
l 与 C

一
l 键断裂

,

形成

C Pu 与 C B A 。

在实验室模拟好气水环境中 C C U 可降解产生 C P U 与 CB A ,

在本实验

中从酶反应系统检测到了 C P U ,

这证明与 D F B 初级代谢类似的途径的确存在 于 C C U

的代谢中
。

C C U 在水中溶解度低
,

而在实验中发现 C C U 在鱼体中的残留很低
,

这与 D F B 的

特性类似
,

酶实验结果可以对此作出解释
: C C U 虽然易在鱼组织中积累

,

但由于鱼体内

存在的酶的作用使其发生分解
,

形成了代谢产物
,

因而在鱼组织中不可能积累到很高浓

度
,

D F B 在鱼组织中的低残留也是由于酶的作用
〔川

。

在杀虫剂降解中起主要作用的酶
,

主要包括
:
醋酶

,

多功能氧化酶 (M FO )和谷胧甘

肤转移酶 (G SA T )
‘
101

。

至于在 D F B 降解中起主要作用的酶
,

不同的研究得出不同的结

论
。

D F B 在埃及棉叶虫体内降解是醋酶的作用 [4] ; 在家蝇中醋酶和谷胧甘肤转 移 酶 对

D F B 的代谢有一定影响
,

而起主要作用的是多功能氧化酶L8,
”。 虽然控制 D F B 降解 的

酶系统在不同生物体内不尽相同
,

但
.
D F B 分子的断裂方式几乎都相同

。

本研究中的抑

制剂实验表明
,

鱼体中对 C C U 代谢起主要作用的是醋酶
,

虽然不能完全排除多功能氧化

酶和谷胧甘肤转移酶的作用
,

但在此条件下醋酶的作用占主导地位这一事实是不可否认

的
。

从实验可得 出结论
:
离体条件下草鱼和鲤鱼肝脏可代谢 C C U ,

其分子断裂方式与

D F B 的相同 ;本实验条件下对 C C u 代谢起关键作 用的酶是醋酶
。

关于 M F O 及 G SA T

在此过程中是否起作用以及活体实验中 C C U 代谢产物的测定等问题有待进一步研究
。
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