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啶虫脒对斑马鱼血浆代谢物的影响∗
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摘　 要　 为了辨析亚致死剂量啶虫脒对斑马鱼生长代谢的影响，采用气质联用技术，分析斑马血浆代谢物含

量的变化．研究结果表明，亚致死剂量的啶虫脒诱导斑马鱼血浆多种代谢物含量上升，涉及到氨基酸代谢、糖
代谢、三羧酸循环以及遗传物质合成多条代谢途径．亚致死剂量啶虫脒能扰乱非靶标生物的正常代谢，进而产

生慢性毒性，所以亚致死剂量农药对非靶标生物的影响不可忽视．
关键词　 啶虫脒， 气质联用， 斑马鱼血浆， 代谢物．

农药作为农业生产必不可少的化学物质，对环境污染和非靶标生物安全一直是值得关注的问题．随着农药市场管理

不断规范化，急性中毒事件不断减少．然而，低剂量的农药仍然能通过漂移和淋溶等方式进入到水体中，对非靶标生物造

成慢性毒性，破坏水体生态平衡．斑马鱼作为水环境毒理研究的模式生物，其代谢物的变化能反应水体中农药对非靶标

生物代谢的影响．
本研究采用气质联用技术，结合格列姆代谢物数据库（ＧＭＤ）分析亚致死剂量啶虫脒对斑马血浆代谢物的影响，以

期为农药对非靶标生物风险评估提供重要数据．

１　 材料与方法

１．１　 啶虫脒亚致死量的确定

参照 ＧＢ ／ Ｔ３１２７０《化学农药环境安全评价试验准则》第 １２ 部分：鱼类急性毒性试验的方法，测定啶虫脒对斑马鱼的

致死剂量为 １９．８ ｍｇ·Ｌ－１，并选择 １ ／ １０ ＬＣ５０作为试验剂量对斑马鱼进行亚致死剂量的毒理学试验．
１．２　 代谢物的提取

将暴露在亚致死剂量中 ８ ｄ 的斑马鱼，断尾取血：剪断尾柄，用毛细管取血，高速离心取血浆．血浆 ２００ μＬ 放入离心

管中，加入 ０．５ｍＬ 的甲醇和水（１ ／ １，Ｖ ／ Ｖ），超声波提取 ３０ ｍｉｎ，离心机温度 ４℃，转速 ６０００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 １５ ｍｉｎ，取 １００ μＬ
上清液放入 ２ ｍＬ 色谱进样小瓶中．氮气吹干．加入 ５０ μＬ 的 ２０ ｇ·Ｌ－１盐酸甲氧胺盐酸盐吡啶溶液，其中含 ０．１ ｇ·Ｌ－１内标

物二十四烷，３７ ℃反应 ９０ ｍｉｎ，再加入 ５０ μＬ ＢＳＴＦＡ （Ｂｉｓ（ ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｙｌ） ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅｔａｍｉｄｅ ）双（三甲基硅烷基）三氟乙酰

胺＋ １％ ＴＭＣＳ （Ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｃｈｌｏｒｏｓｉｌａｎｅ 三甲基氯硅烷），３７ ℃反应 ３０ ｍｉｎ．冷却后，进行 ＧＣ⁃ＭＳ 分析．
１．３　 ＧＣ⁃ＭＳ 分析

本实验分析仪器为 ＴＲＡＣＥ１３００ 气相色谱仪配 ＴＳＱ８０００ｅｖｏ 三重四级杆串联质谱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）．ＴＲ⁃５ＭＳ
毛细管柱（０．２５ ｍｍ×３０ ｍ，０．２５ μｍ）．进样口温度 ２８０ ℃；载气（Ｈｅ） 流速 １． ０ ｍＬ·ｍｉｎ－１，不分流进样．升温程序：７０ ℃保持

５ ｍｉｎ，以５ ℃·ｍｉｎ－１升至 ２２０ ℃，保持 ２ ｍｉｎ； 以 １０ ℃·ｍｉｎ－１的速率升至 ３２０ ℃，保持 ４ ｍｉｎ．质谱采用电子轰击（ＥＩ） 离子源；
电子能量 ７０ ｅＶ；传输线温度 ２８０ ℃；离子源温度 ２００ ℃；质量扫描范围 ｍ／ ｚ ５０—６５０．溶剂延迟时间为 ５ ｍｉｎ，进样量 １ μＬ．

２　 结果与讨论

２．１　 数据预处理

ＧＣ⁃ＭＳ 谱图信息采用 ＡＭＤＩＳ 软件进行图谱滤噪、校正漂移、从紧密相邻的共洗脱峰中提取出单个峰等一系列处理，
ＧＭＤ 代谢数据库检索，设置最小匹配值为 ７５％．
２．２　 代谢物的定性分析

ＧＣ⁃ＭＳ 图谱分析结合保留指数（Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ Ｉｎｄｅｘ，ＲＩ）定性分析技术，对不同处理斑马鱼的代谢产物进行辨识，共鉴定

出 ４０ 种代谢物，分别为氨基酸、有机酸、糖类物质和其它化合物，典型的血浆的 ＧＣ⁃ＭＳ 代谢图谱见图 １．
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图 １　 斑马鱼血浆代谢物 ＧＣ⁃ＭＳ 总离子色谱图

２．３　 斑马鱼血浆代谢物变化

由表 １ 可见，亚致死剂量啶虫脒对斑马鱼的生命没有威胁，但检测其血浆代谢物发现，代谢物含量与对照组相比均

有变化．多数氨基酸含量上升，亮氨酸、脯氨酸、鸟氨酸和酪氨酸含量上升较高分别是 ４５１９％、２９７６％、３６９８％和 ２１１４％；其
次是丙氨酸、肌氨酸、缬氨酸、甘氨酸、天冬氨酸、蛋氨酸、焦谷氨酸、谷氨酸和苯丙氨酸（１０４％—６６７％）；上升较少的是丝

氨酸和苏氨酸（２８％和 ６０％）；酸类物质和糖类物质的上升均低于氨基酸，最高分别为 １３５１％和 １１０７％．
糖类物质蔗糖、葡萄糖和甘露糖含量均上升，分别为 １１０７％、２５％和 ２３％．酸类物质除磷酸、亚牛磺酸、十八酸含量

（４７％—９４％）下降外，其余均上升（９％—１３５１％）．剩余的其它代谢物则除胆固醇含量下降外，其余含量也均上升．

表 １　 啶虫脒暴露斑马鱼血浆代谢物变化

代谢物 保留时间 ／ ｍｉｎ 保留指数（ＲＩ） 匹配率 ／ ％
化合物相对定量

ＣＫ
啶虫脒

１ ／ １０ＬＣ５０

变化 ／ ％

丙氨酸 １１．４９ １０７５．４６ ７６ ０．１９３ １．４８２ ６６７↑

肌氨酸 １２．５２ １１２５．９８ ７５ ０．００７ ０．０１３ １０４↑

缬氨酸 １５．０２ １１８７．１０ ８７ ０．０１１ ０．０４６ ３２０↑

丝氨酸 １６．１７ １２５２．５２ ７９ ０．０１７ ０．０２２ ２８↑

亮氨酸 １６．６９ １２６４．４３ ８６ ０．０２８ １．２９３ ４５１９↑

脯氨酸 １７．３１ １２８５．７７ ７５ ０．０２４ ０．７４８ ２９７６↑

甘氨酸 １７．６２ １３０３．６４ ８８ ０．０９２ ０．２８１ ２０７↑

苏氨酸 １９．９９ １３６２．０７ ９０ ０．０１０ ０．０１６ ６０↑

天冬氨酸 ２０．７１ １４２２．０５ ８１ ０．０１１ ０．０７３ ５６３↑

蛋氨酸 ２３．１８ １５１５．８７ ８６ ０．００６ ０．０２３ ２８８↑

焦谷氨酸 ２３．２２ １５２１．７２ ８７ ０．１２２ ０．５８２ ３７７↑

谷氨酸 ２３．４３ １５２８．２０ ８６ ０．０７４ ０．３８８ ４２４↑

苯丙氨酸 ２３．６７ １５５６．０５ ８４ ０．０３２ ０．１５３ ３７６↑

鸟氨酸 ２８．５１ １７５０．７７ ７４ ０．０２５ ０．９６５ ３６９８↑

赖氨酸 ３０．６２ １８４９．２３ ９１ ０．００３ ０．００１ ７７↓

酪氨酸 ３１．２６ １８８７．２３ ７５ ０．０３１ ０．６８６ ２１１４↑

丙酮酸 ９．７３ １０３７．２８ ９０ ０．４５８ ０．４９９ ９↑

乳酸 １０．１５ １０４４．４７ ７５ ２．０２１ ２．４０５ １９↑

磷酸 １６．８２ １２６２．４２ ７５ ０．４７６ ０．２５２ ４７↓

富马酸 １８．６６ １３４６．８０ ８１ ０．００８ ０．０１９ １２７↑

苹果酸 ２２．６０ １４７８．９９ ７９ ０．０２７ ０．１３１ ３８６↑

亚牛磺酸 ２５．１１ １６０５．８９ ７５ ０．０１１ ０．００３ ７０↓
牛磺酸 ２６．７３ １６６８．７４ ８３ ０．００５ ０．０４２ ７３３↑
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续表１

代谢物 保留时间 ／ ｍｉｎ 保留指数（ＲＩ） 匹配率 ／ ％
化合物相对定量

ＣＫ
啶虫脒

１ ／ １０ＬＣ５０

变化 ／ ％

柠檬酸 ３０．３１ １８０４．７１ ８５ ０．００５ ０．００８ ６４↑
古洛糖酸 ３２．８５ １９８４．３０ ８７ ０．２００ ０．６７２ ２３６↑
十八酸 ３８．１６ ２２４３．４５ ９３ ０．０５０ ０．００３ ９４↓
二十四碳烯酸 ４０．１６ ２３８３．６７ ７５ ０．００８ ０．１１６ １３５１↑
二十二碳六烯酸 ４２．４３ ２５７５．８５ ８１ ０．０３０ ０．０３５ １５↑
甘露糖 ３２．４５ １８８５．２２ ８７ １．７１０ ２．１０３ ２３↑
蔗糖 ４３．７６ ２６２２．８７ ７９ ０．０３６ ０．４３５ １１０７↑
葡萄糖 ２７．３７ １６５０．３６ ８５ ０．０２５ ０．０３１ ２５↑
甘油 １６．８３ １２６２．２９ ９５ ０．２１０ ３．４１９ １５２８↑
胸腺嘧啶 ２０．２２ １３９７．９６ ８１ ０．０２５ ０．０８３ ２３０↑
腐胺 ２８．２４ １７３４．９８ ７５ ０．００８ ０．０５０ ５２６↑
３－磷酸甘油 ２９．１０ １７５０．５１ ９０ ０．０１１ ０．０１２ １３↑
次黄嘌呤 ２９．６３ １８０８．９８ ９３ ０．００７ ０．０６３ ８０２↑
半乳糖苷 ３１．６１ １８０６．４７ ８７ ０．０６１ ０．２７６ ３５３↑
肌醇 ３５．７２ ２０８０．２３ ９１ ０．０５２ ０．３３２ ５４４↑
尿苷 ４１．４２ ２４６７．７０ ８２ ０．０１３ ０．０３３ １５４↑
腺苷 ４２．９８ ２６１２．１９ ９１ ０．０１５ ０．２４９ １５６３↑
胆固醇 ４７．４３ ３１８８．１４ ９３ ０．１３４ ０．０１５ ８９↓
肌氨酸酐 ４２．８６ ２５８２．０１ ９１ ０．０１９ ０．１０７ ４６２↑

气质联用检测结果表明：亚致死剂量的啶虫脒引起斑马鱼血浆中氨基酸代谢紊乱，同时三羧酸循环、能量代谢和神

经递质平衡被破坏．
氨基酸作为蛋白质基本单位，为多个代谢通路提供重要的前体物质，保证生物的正常生理活动和营养状况．支链氨

基酸是调节动物生长和代谢的关键因子．其中，亮氨酸和缬氨酸可直接参与能量代谢．研究结果发现，亚致死剂量啶虫脒

暴露下，亮氨酸和缬氨酸含量上升，表明两种氨基酸参与的能量代谢通路受阻．此外，两种氨基酸含量的增加与器官组织

病变密切相关．前期关于啶虫脒对人体肺细胞有细胞毒性和遗传毒性也印证了这个结论．
前期研究发现，丝氨酸和甘氨酸是癌细胞生长过程中蛋白、核酸和脂肪合成的重要前体．丝氨酸合成异常活跃，是癌

症发病机理的重要过程，丝氨酸或甘氨酸的生物合成能直接影响细胞的抗氧化能力．亚致死剂量啶虫脒暴露下，斑马鱼

甘氨酸含量上升大于丝氨酸，两者代谢异常，因此推测低剂量啶虫脒长时间胁迫可能会导致癌细胞的产生．
脯氨酸作为动物抗逆境胁迫的重要指标，在蛋白质合成和代谢、细胞能量感知、细胞分化、抗氧化反应和免疫方面起

着重要的作用．亚致死剂量啶虫脒暴露下，斑马鱼血浆中脯氨酸上升 ２９７６％，可提高斑马鱼的抗逆境能力．
亚致死剂量啶虫脒暴露下，斑马鱼血浆中鸟氨酸含量上升，表明啶虫脒造成蛋白质分解加速，产生较高毒性⁃ＮＨ２，高

含量的鸟氨酸可以将其转化为低毒的尿素排出体外，达到解毒的作用．斑马鱼血浆中腐胺含量也上升，腐胺的增加可以

调节生物体内 ｐＨ，还可以他参与保护神经突触，这与啶虫脒是神经性杀虫剂相吻合．
此外，值得注意的是亚致死剂量啶虫脒胁迫诱导血浆中丙氨酸的积累，丙氨酸积累是目前公认的生物体受胁迫的第

一信号，可以调节末梢神经系统，通过影响甘氨酸受体的活性，从而抑制神经活性．斑马鱼血浆中丙氨酸含量的积累有助

于拮抗由于啶虫脒引起的神经兴奋．
动物体自身不能合成蔗糖，斑马鱼血浆中蔗糖含量上升的原因可能是，斑马体内与蔗糖分解代谢相关的酶受损，蔗

糖分解速度降低，从而引起了蔗糖浓度的上升．
斑马鱼血浆中苹果酸、富马酸，此类三羧酸循环中的物质的积累，表明啶虫脒使得三羧酸循环受阻．此外，脂肪代谢

的中间产物甘油也上升，表明脂肪代谢发生异常．糖酵解中间产物丙酮酸和 ３－磷酸甘油上升，直接影响能量的供给，与之

相对应的能量载体肌酸酐也显著上升．
胸腺嘧啶是组成 ＤＮＡ、ＲＮＡ 重要的核苷酸，次黄嘌呤是组成核苷酸的重要碱基，腺苷是合成腺嘌呤的重要中间体，

三者代谢的异常变化，表明斑马鱼在亚致死剂量啶虫脒的暴露下，核糖核酸和脱氧核糖核酸的合成分解异常．

３　 结论

亚致死剂量的啶虫脒诱导斑马鱼血浆多种代谢物含量上升，涉及到氨基酸代谢、糖代谢、三羧酸循环以及遗传物质

合成多条代谢途径．亚致死剂量啶虫脒能扰乱非靶标生物的正常代谢，进而产生慢性毒性，所以亚致死剂量农药对非靶

标生物的影响不可忽视．




