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水胺硫磷在大鼠肝微粒体的生物转化和代谢动力学

魏　霞，谢剑炜，李　桦
（军事医学科学院毒物药物研究所药物代谢研究室，北京 １００８５０）

　　摘要：目的　探讨水胺硫磷在大鼠肝微粒体的体外代谢活化产物及代谢动力学特征。方法　应用液相
色谱四级杆飞行时间质谱（ＬＣ／ＱＴＯＦＭＳ）筛查并鉴定水胺硫磷在大鼠肝微粒体孵育液中的氧化产物。用
乙酰胆碱酯酶抑制法考察水胺硫磷及其氧化产物水胺氧磷的抑酶活性。应用液相色谱三重四级杆串联质
谱（ＬＣ／ＴｒｉｐｌｅＱＭＳ／ＭＳ）定量检测肝微粒体中的水胺硫磷及其代谢产物水胺氧磷，研究水胺硫磷及其产物
的消长动力学和氧化产物生成的酶动力学。结果　筛查并鉴定了水胺硫磷在大鼠肝微粒体的氧化脱硫产物
水胺氧磷。水胺氧磷对乙酰胆碱酯酶的抑制活性远高于水胺硫磷，ＩＣ５０值比水胺硫磷低４个数量级，表明水
胺硫磷的氧化脱硫反应是一个代谢活化过程。水胺硫磷在大鼠肝微粒体中的半衰期（ｔ１／２）为１４．６ｍｉｎ，外推
得到体内肝清除率 ＣｌＨ 为 ４３．８ｍｌ·ｍｉｎ

－１·ｋｇ－１。水胺氧磷的生成符合双相酶动力学模型，Ｋｍ，ａｐｐ１为
１．１２μｍｏｌ·Ｌ－１，产物生产最大速率（Ｖｍａｘ１）为０．４３μｍｏｌ·ｍｉｎ

－１·ｇ－１；蛋白 Ｋｍ，ａｐｐ２为６７．９２μｍｏｌ·Ｌ
－１，Ｖｍａｘ２为

１．２８μｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１蛋白。结论　水胺硫磷在大鼠肝微粒体中能快速代谢消除，生成抑酶活性更高的产物
水胺氧磷而产生毒性。
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　　有机磷农药（ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｏｕｓｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ，ＯＰ）
是农业生产和生活中使用最为广泛的杀虫剂之一，

其毒性机制是抑制乙酰胆碱酯酶（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒ
ａｓｅ，ＡＣｈＥ）的活性，降低其水解乙酰胆碱的能力，
造成乙酰胆碱在神经末梢大量蓄积，从而引起神经

功能紊乱，造成各种中毒症状［１］。昆虫由于缺乏水

解有机磷的酯酶，对有机磷化合物非常敏感，所以

ＯＰ对靶标生物具有高选择性，但其对非靶标生物也
有急性或慢性毒性作用。ＯＰ在体内代谢酶的作用
下可以发生水解等解毒反应，也可通过氧化反应形

成活化产物。ＯＰ在靶标和非靶标生物体的代谢转
化以及转化动力学对其安全性评价，以及对环境和

人类健康产生危害的风险评估具有重要意义。

水胺硫磷（ｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓ），化学名 Ｏ甲基Ｏ（２
异丙基氧基羰基苯基）硫代磷酰胺酯，是一种高效

广谱的杀螨、杀卵和杀虫剂，于１９８１年引入我国，
　

　　基金项目：国家“重大新药创制”科技重大专项

（２００８ＺＸＪ０９００６００１）

　　作者简介：魏　霞（１９７３－），女，博士研究生，主要从事毒
物代谢研究，Ｔｅｌ：（０１０）６６８７４６１９，Ｅｍａｉｌ：８７００２７２７３＠ｑｑ．ｃｏｍ；

李　桦，女，研究员，博士生导师，主要从事药物毒物代谢研究。

　　通讯作者：李　桦，Ｅｍａｉｌ：ａｍｍｓ＿ｈｌｉ＠１２６．ｃｏｍ，Ｔｅｌ：

（０１０）６６９３０６６４

国内原料药的年产量达到５０００吨［２］。水胺硫磷是

一种较强的乙酰胆碱酯酶（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ，
ＡＣｈＥ）抑制剂，４８ｈ暴露于一种淡水蚤大型蚤
（Ｄａｐｈｎｉａｍａｇｎａ）的 ＬＣ５０为１３．９～３５３ｍｇ·Ｌ

－１［３］，

大鼠经口ＬＤ５０为２５～５０ｍｇ·ｋｇ
－１［４－５］，急性毒性有

一定的性别差异，雄性大鼠比雌性大鼠更为敏

感［５］。近年来，水胺硫磷的大量应用引起一系列的

环境和社会问题逐渐受到关注，２００７年就有报道在
芹菜中检测到水胺硫磷残留超过 ９ｍｇ·ｋｇ－１［６］，
２００９和 ２０１０年又相继报道其在豇豆中的残留超
标。但是水胺硫磷的毒性以及残留对动物和人体的

危害的相关研究却较少，其在哺乳动物体内的代谢

转化和毒物代谢动力学更是鲜见报道。本文研究了

水胺硫磷在大鼠肝微粒体（ｒａｔｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓ，
ＲＬＭ）氧化代谢的活化产物和代谢动力学，为水胺
硫磷在哺乳动物代谢和毒理学评价提供必要的资料

和科学依据。

１　材料与方法

１．１　试剂
水胺硫磷（９９％）和三唑磷（ｔｒｉａｚｏｐｈｏｓ，９８％）

购自北京亚希尔科技有限公司；水胺氧磷由本实验

室合成，纯度＞９８％（经高效液相色谱鉴定）；电鳗
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ＡＣｈＥ（ＡＣｈＥ ｆｒｏｍ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｕｓｅｌｅｃｔｒｉｃｕｓ， ＥＥ
ＡＣｈＥ）、重组人 ＡＣｈＥ（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎＡＣｈＥ，
ｒＨＡＣｈＥ）、碘化硫代乙酰胆碱、５，５二硫代双（２硝
基苯甲酸）（ＤＴＮＢ）、牛血清白蛋白、６磷酸脱氢酶、
６磷酸葡萄糖、色谱纯乙腈、甲醇和甲酸均购自美国
ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；ＮＡＤＰＨ，ＮＡＤＰ二钠盐购自瑞
士Ｒｏｃｈｅ公司。其他试剂为国产分析纯。
１．２　仪器

ＣａｒｙＷｉｎＵＶ３００型紫外可见分光光度计，美国
瓦立安公司；ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＭ５型多功能酶标仪，美国
ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司；６５２０型 ＬＣ／ＱＴＯＦ液质联
用仪、６４３０型三重四级杆质谱仪（配有 ＥＳＩ源及数
据处理系统）、１２００型四元梯度泵和自动进样器，
ＭＧⅡ Ｃ１８液相色谱柱（２．１ｍｍ×１５０ｍｍ，３．５μｍ），
均日本 Ｓｈｉｓｅｉｄｏ公司；ＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８液相色谱柱
（２．１ｍｍ×５０ｍｍ，１．８μｍ），美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司；
Ｃｅｎｔｒｉｆａｇｅ５４１８型高速离心机，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆｆ公司；
ＭｉｌｌｉＱＴＭ型超纯水净化器，美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。
１．３　动物

ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，雄性，体质量１８０～
２００ｇ，由军事医学科学院实验动物中心提供，动物
许可证号：ＳＣＸＫ（军）２００７００４。
１．４　肝微粒体制备

大鼠禁食不禁水１２ｈ后，脱颈椎处死，立即剖
取完整的肝组织，差速离心法制备肝微粒体悬

液［７］，用Ｌｏｗｒｙ等［８］法测定蛋白浓度。

１．５　ＬＣＭＳ／ＭＳ定量分析方法
色谱条件：流动相为０．１％甲酸水溶液（Ａ）０．１％

甲酸甲醇溶液（Ｂ），梯度洗脱程序为 ０～２．５ｍｉｎ
（４０％ Ｂ～８０％ Ｂ），２．５～２．８ｍｉｎ（８０％ Ｂ），
２．８１～４．２ｍｉｎ（４０％Ｂ）。流速０．３５ｍｌ·ｍｉｎ－１，柱温
２５℃，内标为三唑磷。质谱条件：ＥＳＩ源正离子
ＭＲＭ模式检测；毛细管电压 ３５００Ｖ，碎裂电压
１２０Ｖ。用于定性和定量分析的离子对分别为：水胺
硫磷质荷比（ｍａｓｓｔｏｃｈａｒｇｅ，ｍ／ｚ）３１２→２３６（ＣＩＤ
１０Ｖ）和ｍ／ｚ２３１→１２１（ＣＩＤ１８Ｖ）；水胺氧磷 ｍ／ｚ
２１４．９→１２１（ＣＩＤ２０Ｖ）和ｍ／ｚ２７４→２１５（ＣＩＤ８Ｖ）；
三唑磷 ｍ／ｚ３１４→１７８（ＣＩＤ１２Ｖ）和 ｍ／ｚ３１４→１６２
（ＣＩＤ５Ｖ）。

应用灭活ＲＬＭ孵育液配制系列水胺硫磷和水
胺氧磷 ０．０１，０．０２，０．１，０．５，１，２，４，８和
１０μｍｏｌ·Ｌ－１的混合标准样品，加入５００μｌ含内标三
唑磷的终止液（甲醇∶乙腈 ＝１∶１），涡旋 ２ｍｉｎ，
１４４８０×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清２μｌ进样ＬＣＭＳ／ＭＳ
分析，得到标准曲线。同上配制水胺硫磷和水胺氧

磷０．０２，０．５，８μｍｏｌ·Ｌ－１混合质控样品，连续３ｄ
每日测定各浓度的３个平行样品，得到水胺硫磷的
日内、日间精密度及准确度。

１．６　水胺硫磷在大鼠肝微粒体的代谢产物筛查
孵育体系为含有水胺硫磷（终浓度２０μｍｏｌ·Ｌ－１）

和ＲＬＭ（蛋白浓度 ０．５ｇ·Ｌ－１）的磷酸盐缓冲液
０．１ｍｏｌ·Ｌ－１（ｐＨ７．４），３７℃预孵５ｍｉｎ后加入烟酰
胺腺嘌呤二核苷酸（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＮＡＤＰＨ）１ｍｍｏｌ·Ｌ－１启动反应，３７℃孵育
２ｈ后加入同体积乙腈终止反应，涡旋，１４４８０×ｇ离
心１０ｍｉｎ，取上清５μｌ进样至 ＬＣ／ＱＴＯＦＭＳ，在ＭＧⅡ
Ｃ１８柱（２．１×１５０ｍｍ，３．５μｍ）上用０．１％甲酸水和
０．１％甲酸乙腈梯度洗脱３０ｍｉｎ，分别以正负离子模
式检测。对照组先用乙腈沉淀肝微粒体后同上处理。

１．７　水胺硫磷及水胺氧磷的体外抑酶活性测定
采用Ｅｌｌｍａｎ法［９］测定 ＡＣｈＥ活性。用磷酸缓

冲液０．１ｍｏｌ·Ｌ－１（ｐＨ７．４）分别配制 ＥＥＡＣｈＥ和
ＡＣｈＥ工作溶液，加入适量牛血清白蛋白使蛋白含
量＞１ｇ·Ｌ－１。通过预实验选择能抑制１０％ ～９０％
ＡＣｈＥ的浓度范围，并控制酶浓度使底物的水解速
度在０．０５～０．１０ΔＡ·ｍｉｎ－１的范围内。以同一缓冲
液分别新鲜配制系列浓度的水胺硫磷及水胺氧磷工

作液。在９６孔板中加入 ２０μｌ待测液（或溶剂空
白）和８０μｌ酶工作液，震荡混匀，３７℃孵育不同时
间后加入１５０μｌ硫代乙酰胆碱 ０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１和
ＤＴＮＢ０．２８ｍｍｏｌ·Ｌ－１溶液，在３ｍｉｎ内于４１２ｎｍ以
３０ｓ间隔测定吸光度变化，得到初始酶活性（［Ｅ０］）
和终点酶活性（［Ｅｒ］）。
　　ＩＣ５０值用以评价水胺硫磷及产物的抑酶活性。
以不同浓度下的ｌｎ［Ｅｒ］／［Ｅ０］对抑制时间 ｔ作图并
线性拟合，由公式（１）得到表观磷酸化常数 ｋａｐｐ；根
据公式（２），以 ｋａｐｐ的倒数（１／ｋａｐｐ）对 １／［Ｉ］作图并
线性拟合，由截距的倒数得到磷酸化常数 ｋｐ，斜率
的倒数即为双分子速率 ｋｉ，解离常数 ｋｄ由 ｋｐ／ｋｉ求
得，并根据式（３）计算ＩＣ５０值。

ｋａｐｐ＝－ｌｎ
［Ｅｒ］
［Ｅ０］

／ｔ （１）

１
ｋａｐｐ
＝１ｋｐ

＋１ｋｒ
×１
［Ｉ］ （２）

ＩＣ５０＝
ｌｎ２
ｋｉ×３０

（３）

１．８　水胺硫磷与大鼠肝微粒体孵育的代谢动力学
测定和计算

孵育体系为含有 ＮＡＤＰＨ再生系统（ＮＡＤＰ
１ｍｍｏｌ·Ｌ－１，６磷酸脱氢酶１ｋＵ·Ｌ－１，６磷酸葡萄糖
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５ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ＭｇＣｌ２３．３ｍｍｏｌ·Ｌ
－１）的磷酸钾缓冲液

０．１ｍｏｌ·Ｌ－１（ｐＨ７．４），加入水胺硫磷（终浓度
５μｍｏｌ·Ｌ－１）于水浴中 ３７℃预孵育 ５ｍｉｎ后，加入
５μｌＲＬＭ（微粒体蛋白含量０．４ｇ·Ｌ－１）启动反应，
分别于０，２，４，８，１２，２０，３０ｍｉｎ取样加入５００μｌ
含内标的甲醇∶乙腈（１∶１）溶液，涡旋２ｍｉｎ终止反
应，４℃下１４４８０×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清，ＬＣＭＳ／
ＭＳ定量分析水胺硫磷的剩余量和代谢产物的生成
量。为测定水胺氧磷的酶动力学参数Ｋｍ和Ｖｍａｘ，将
水胺硫磷系列浓度 ０．２，０．５，１，２，５，１０，２０和
５０μｍｏｌ·Ｌ－１在上述体系中反应２ｍｉｎ后同上处理。
　　为计算代谢消除动力学参数，将水胺硫磷的零时
浓度作为１００％，得到其他时间点的剩余百分比。以各
时间点剩余百分比的自然对数与相应孵育时间作图，

直线回归得斜率（－ｋ），由公式（４）求出水胺硫磷微粒
体代谢的ｔ１／２（ｍｉｎ）。应用ＷｅｌｌＳｔｉｒｒｅｄＭｏｄｅｌ对微粒体
数据外推，由公式（５）和（６）求得水胺硫磷在大鼠肝中
的固有清除率Ｃｌｉｎｔ（ｍｌ·ｍｉｎ

－１·ｋｇ－１）和肝清除率 ＣｌＨ
（ｍｌ·ｍｉｎ－１·ｋｇ－１）［１０］。根据文献［１１］，大鼠相关参数经
验值为：肝微粒体质量（ｍｇ）／肝质量（ｇ）为４０，肝质量
（ｇ）／体质量（ｋｇ）为４４．８，肝血流（ＱＨ）为５５．２。

ｔ１／２＝－０．６９３／ｋ （４）

Ｃｌｉｎｔ＝
０．６９２
ｔ１／２
×孵育体积（ｍｌ）
微粒体质量（ｍｇ）×４０×４４．８ （５）

ＣｌＨ＝
ＱＨ×Ｃｌｉｎｔ
ＱＨ＋Ｃｌｉｎｔ

（６）

为了计算氧化产物的生成动力学参数，根据

ＥａｄｉｅＨｏｆｓｔｅｅ图解法，用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ软件的非线性回
归分析得到产物的酶动力学参数Ｋｍ和Ｖｍａｘ。
１．９　统计学分析

实验结果数据用 珋ｘ±ｓ表示，采用 Ｅｘｃｅｌ２０１０软
件的ＦＴＥＳＴ和 ＴＴＥＳＴ检验进行统计学分析。Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＬＣＭＳ／ＭＳ定量分析方法学验证
如图１所示，在本研究的测定条件下，孵育液中

杂质不干扰待测化合物和内标三唑磷的测定。水胺

硫磷和水胺氧磷在０．０１～１０μｍｏｌ·Ｌ－１浓度范围内
线性良好，ｒ２＞０．９９，定量限为０．０１μｍｏｌ·Ｌ－１。水
胺硫磷的日内和日间精密度分别是２．７％和３．８％；
水胺氧磷的日内和日间精密度分别是 ３．１％和
５．４％，二者的准确度范围为８５％ ～１１０％，表明此

方法的专属性、灵敏度和精密度均满足研究的要求。

２．２　水胺硫磷在大鼠微粒体的代谢产物
在加入 ＮＡＤＰＨ的条件下，将水胺硫磷与 ＲＬＭ

孵育，用ＬＣＴＯＦＭＳ筛查代谢产物。观察正离子模
式下０和２ｈ孵育样品的总离子流色谱图（图１Ｂ和
Ｃ）可见，除了保留时间 ｔＲ为１７．６ｍｉｎ的水胺硫磷
峰外，２ｈ样品在 ｔＲ１２．６ｍｉｎ处出现一个丰度较高
的新色谱峰（图１Ｂ），命名为 Ｍ１。负离子检测未发
现明显新增色谱峰。

Ｆｉｇ．１　ＬＣ／ＱＴＯＦＭＳｔｏｔａｌｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｒａｔｌｉｖ
ｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓｉｎｃｕｂａｔｅｓｗｉｔｈｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓ．Ａ：ｂｌａｎｋ；Ｂ：０ｍｉｎ；
Ｃ：２ｈ．ＴｈｅａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｕｓｉｎｇａｎＡｇｉｌｅｎｔ６５２０ＬＣ／ＱＴＯＦＭＳ，
ｅｑｕｉｐｐｅｄｗｉｔｈａ１２００ＨＰＬＣａｎｄａＭＧⅡＣ１８ｃｏｌｕｍｎ（２．１ｍｍ×１５０ｍｍ，
３．５μｍ）．Ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓｗａｔｅｒ（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０．１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ）
ａｎｄａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０．１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ）ａｔａｇｒａｄｉｅｎｔｍｏｄｅ．Ｔｈｅ
ｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ０．２ｍｌ·ｍｉｎ－１．Ｐｅａｋ１：ｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓ；ｐｅａｋ２：Ｍ１．

　　比较水胺硫磷与 Ｍ１的质谱图（图２Ａ和２Ｂ），
二者的［Ｍ＋Ｎａ］＋、［Ｍ＋Ｋ］＋和主要碎片离子
［ＭＣ３Ｈ７Ｏ］之间质量数均相差１６，精确质量数的差
值在１５．９７７１～１５．９７７５范围内，接近硫和氧原子精
确质量数的差值１５．９７７２，表明 Ｍ１可能是氧化脱
硫的产物。据此合成得到水胺氧磷的标准品，进一
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步比较 Ｍ１和水胺氧磷合成标准品的质谱图（图
１Ｃ），可见二者完全一致，证实 Ｍ１是水胺硫磷脱硫
氧代的产物水胺氧磷。

Ｆｉｇ．２　Ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｏｆｉｓｏｃａｒｂｏｐｏｓ（Ａ），
Ｍ１（Ｂ）ａｎｄｓｔａｎｄａｒｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｏｆｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓｏｘｏｎ（Ｃ）．
ＴｈｅｄａｔａｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｏｎａｎＡｇｉｌｅｎｔ６５２０ＬＣ／ＱＴＯＦＭＳｗｉｔｈａｎＥＳＩ
ｓｏｕｒｃｅ．Ｔｈｅｆｒａｇｍｅｎｔｏｒｗａｓ１２０Ｖ．

２．３　水胺硫磷和水胺氧磷的体外抑酶活性
水胺氧磷不同浓度剩余 ＥＥＡＣｈＥ活性时间半

对数曲线（图３），ｋａｐｐ［Ｉ］双倒数曲线（图４），线性

关系Ｙ＝１．０７３５Ｘ＋１．６６１１（Ｒ２＝０．９９５８），得到的
ｋｐ、ｋｉ、解离常数ｋｄ和ＩＣ５０值如表１所示。水胺氧磷

抑制ＥＥＡＣｈＥ和ｒＨＡＣｈＥ的 ＩＣ５０值在一个数量级

上，对 ＥＥＡＣｈＥ的抑制能力是 ｒＨＡＣｈＥ的 ２倍。
水胺氧磷对ＡＣｈＥ的抑制活性要高于水胺硫磷，其
抑制 ＥＥＡＣｈＥ的 ＩＣ５０值分别是水胺硫磷的 ６１９３

倍。由此可见，水胺硫磷氧化形成水胺氧磷是一个

活化代谢过程，氧化产物水胺氧磷很可能对水胺硫

磷的体内毒性有较大的贡献。

Ｆｉｇ．３　ｋａｐｐｉｎａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅｆｒｏｍＥｌｅｃｔｏｐｈｏｒｕｓｅｌｅｃｔｒｉ
ｃｕｓ（ＥＥＡＣｈＥ）ｗｉｔｈｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓｏｘｏｎ．Ａｓｅｒｉｅｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａ
ｔｉｏｎｓｏｆｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓｏｘｏｎｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＥＥＡＣｈＥａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆＡＣｈＥｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｗｉｔｈＥｌｌｍａｎｍｅｔｈｏｄ．［Ｅ０］Ｉｓｔｈｅ
ｉｎｉｔｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡＣｈＥ，［Ｅｒ］ｉｓｔｈｅｒｅｍａｉｎｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙａｔｔｈｅｔｉｍｅｏｆ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．

Ｆｉｇ．４　Ｄｏｕｂｌｅｒｅｃｉｐｒｏｃａｌｐｌｏｔｏｆｋａｐｐｖｓ［Ｉ］ｉｎｔｈｅｉｎｈｉｂｉ
ｔｉｏｎｏｆＥＥＡＣｈＥｂｙｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓｏｘｏｎ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．

Ｔａｂ．１　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓａｎｄｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓｏｘｏｎｏｎＥＥＡＣｈＥａｎｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔ
ｅｒａｓｅ（ｒＨＡＣｈＥ）

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ
ＥＥＡＣｈＥ

Ｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓ Ｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓｏｘｏｎ

ｒＨＡＣｈＥ

Ｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓｏｘｏｎ

ｋｉ／Ｌ·ｍｍｏｌ
－１·ｍｉｎ－１ ０．１２±０．０２ ７４０±３４ ３７０±１７

ｋｐ／ｍｉｎ
－１ ０．５１±０．１１ ０．４７±０．０５　 ０．２６±０．０２

ｋｄ／μｍｏｌ·Ｌ
－１ ４２２．４±８７．０　 ０．６７±０．７０ ０．７０±０．０３

ＩＣ５０／μｍｏｌ·Ｌ
－１ １９２±４７　 ０．０３１±０．００２ ０．０６２±０．００４

ＳｅｅＦｉｇ．３ｌｅｇｅｎｄｆｏｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｐｒｏｃｅｄｕｒｅ．ＩＣ５０ｗａｓｔｈｅｄａｔａｉｎ３０ｍｉｎ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓ．
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２．４　水胺硫磷及产物在大鼠微粒体的消长动力学
水胺硫磷及其产物在 ＲＬＭ的消长动力学曲线

如图５所示。水胺硫磷与ＲＬＭ孵育２０ｍｉｎ内其剩
余百分比的自然对数与孵育时间呈线性（图 ６），
Ｙ＝０．０４７Ｘ＋４．４７３（Ｒ２＝０．９７８７），由此得到水胺硫
磷在 ＲＬＭ的消除半衰期 ｔ１／２为 １４．６ｍｉｎ，Ｃｌｉｎｔ为
２１３ｍｌ·ｍｉｎ－１·ｋｇ－１。由公式（６）外推得到的肝清除
率ＣｌＨ为４３．８ｍｌ·ｍｉｎ

－１·ｋｇ－１，约为大鼠肝血流量
５５．２ｍｌ·ｍｉｎ－１·ｋｇ－１的８０％，表明水胺硫磷在通过
大鼠肝时即可被快速消除。水胺氧磷的生成在

４ｍｉｎ内呈线 性，由 此 得 到 初 始 生 成 速 率 为
０．８１μｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１蛋白。

Ｆｉｇ．５　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅｓｏｆｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓｍｅｔａｂｏ
ｌｉｓｍ ａｎｄ ｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓ ｏｘｏｎ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ． Ｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓ
５μｍｏｌ·Ｌ－１ｗａｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｒａｔｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅａｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆ０．４ｇ·Ｌ－１，ａｎｄｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓａｎｄｉｔｓｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓｏｘｏｎ
ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｏｎａｎＡｇｉｌｅｎｔ６４３０ＬＣ／ＴｒｉｐｌｅＱＭＳ／ＭＳ
ｗｉｔｈａｎＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８ｃｏｌｕｍｎ（２．１ｍｍ×５０ｍｍ，１．８μｍ，Ａｇｉｌｅｎｔ）．
Ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓｗａｔｅｒ（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０．１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ）ａｎｄｍｅｔｈａｎｏｌ
（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０．１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ）ａｔａｇｒａｄｉｅｎｔｍｏｄｅ．Ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ
０．３５ｍｌ·ｍｉｎ－１．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．

Ｆｉｇ．６　Ｒｅｍａｉｎｉｎｇｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓａｎｄｉｎｃｕｂａ
ｔｉｏｎｔｉｍｅ．Ｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓ５μｍｏｌ·Ｌ－１ ｗａｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｒａｔｌｉｖｅｒ
ｍｉｃｒｏｓｏｍｅａｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆ０．４ｇ·Ｌ－１．ＳｅｅＦｉｇ．５ｆｏｒｔｈｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．

２．５　水胺氧磷生成的酶动力学特性
将不同浓度的水胺硫磷与ＲＬＭ共孵育２ｍｉｎ，得

到水胺氧磷生成速率与原型浓度之间的关系（图７），

应用不同的酶动力学模型进行拟合，发现动力学数据

与ＥａｄｉｅＨｏｆｓｔｅｅ图形相符，显示水胺氧磷的生成动力
学符合双相动力学规律。提示水胺硫磷氧化代谢生

成水胺氧磷的反应可能是个双酶或多酶反应［１７］。非

线性回归拟合得到 Ｋｍ，ａｐｐ１为１．１２μｍｏｌ·Ｌ
－１，Ｖｍａｘ１为

０．４３μｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１蛋白；Ｋｍ，ａｐｐ２为６７．９２μｍｏｌ·Ｌ
－１

以及Ｖｍａｘ２为１．２８μｍｏｌ·ｍｉｎ
－１·ｇ－１蛋白。

Ｆｉｇ．７　Ｆｏｒｍａｔｉｏｎｖｅｌｏｃｉｔｙｏｆｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓｏｘｏｎｖｅｒｓｕｓｉｓｏ
ｃａｒｂｏｐｈｏｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｒａｔｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓ（Ａ）ａｎｄ
ｉｔｓＥａｄｉｅＨｏｆｓｔｅｅｐｌｏｔ（Ｂ）．Ａｓｅｒｉｅｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｉｓｏｃａｒｂｏ
ｐｈｏｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｒａｔｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅａｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆ
０．４ｇ·Ｌ－１ｆｏｒ２ｍｉｎ．Ｓ：Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｕｂｓｔｒａｔｅｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓ．

３　讨论

ＯＰ通常在靶向生物体内氧化生成活性更高的脱
硫氧代产物而发挥作用，同一反应也可在非靶向生物

体内发生并由此产生毒性，它们在体内也可经水解等

反应而解毒，这些农药在体内的代谢活化和代谢解毒

过程及程度与它们的毒性紧密相关。例如广泛应用

的对硫磷、氯蜱硫磷（毒死蜱，ｃｈｌｏｒｐｙｒｉｆｏｓ）和二嗪磷，
其代谢转化和毒性的相关性已有较为深入的研

究［１２－１３］，而水胺硫磷的相关研究尚未见报道。本文

应用ＬＣＭＳ／ＭＳ技术，对水胺硫磷在大鼠微粒体中的
氧化脱硫产物进行了筛查和鉴定，并对原型和产物的

毒性进行了体外评价。水胺硫磷在大鼠肝微粒体中
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的代谢消除很快，ｔ１／２为１４．６ｍｉｎ。根据原型和氧化
产物的消长动力学可知，氧化代谢是水胺硫磷在大鼠

微粒体中的主要转化途径，主要的氧化产物为水胺氧

磷。抑酶实验结果表明，氧化脱硫产物显示了很强的

抑酶活性，对ＡＣｈＥ抑制的ＩＣ５０比水胺硫磷低４个数
量级，提示水胺硫磷与其他硫逐磷酸酯类 ＯＰ相似，
在体内可以通过氧化活化而产生毒性。水胺硫磷和

水胺氧磷对ＡＣｈＥ抑制动力学结果表明，原型和氧化
产物对酶的磷酰化能力相似，但解离常数远远大于氧

化产物，即水胺硫磷与乙酰胆碱酯酶活性中心紧密结

合的能力远远小于其氧化产物。

水胺硫磷在大鼠微粒体中的酶动力学结果表

明，其氧化生成水胺氧磷的反应与对硫磷和氯蜱硫

磷相似，具双相动力学特征［１４］，两相的表观Ｋｍ值分
别为１．１２和６７．９２μｍｏｌ·Ｌ－１，其与微粒体酶的亲和
力在对硫磷和氯蜱硫磷之间（二者 Ｋｍ，ａｐｐ１分别为
０．２３和１．６４μｍｏｌ·Ｌ－１，Ｋｍ，ａｐｐ２分别为 ７１．３和
５０．４μｍｏｌ·Ｌ－１），提示水胺硫磷的氧化脱硫反应可
能是由双酶或多酶介导的反应。有研究报道，对硫

磷和氯蜱硫磷等硫逐磷酸酯类 ＯＰ的氧化脱硫反应
都是由细胞色素Ｐ４５０（ＣＹＰ）的多个同工酶介导的。
ＣＹＰ１Ａ２，２Ｂ６和３Ａ４介导了对硫磷的氧化；对于氯
蜱硫磷，ＣＹＰ１Ａ２，ＣＹＰ２Ｂ６，ＣＹＰ２Ｃ９，ＣＹＰ２Ｃ１９和
ＣＹＰ３Ａ４都参与了其代谢，其中ＣＹＰ２Ｂ６和 ＣＹＰ３Ａ４
的氧化脱硫活性较高［１５］。同时，氯蜱硫磷在人肝微

粒体的代谢要慢于大鼠，并表现出一定的性别差异，

这些发现为氯蜱硫磷的毒性评价和人体接触暴露农

药后的风险评估提供了重要的资料。水胺硫磷具有

与对硫磷和氯蜱硫磷相似的氧化脱硫反应，本课题

的后期研究表明，水胺硫磷在大鼠和人肝微粒体中

的代谢均是多种亚型参与的，且两个种属间的代谢

速率有较大差异（另文待发表）。因此，有必要进一

步研究水胺硫磷 ＣＹＰ代谢酶表型和代谢活化的种
属差异，评价其代谢与毒性的相关性，为合理安全使

用水胺硫磷提供科学依据。
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ｌｉｔｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｉｎｉｎｃｕｂａｔｅｓｗａｓｉｔｓｄｅｓｕｌｆｕｒａｔｉｏｎｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓｏｘｏｎ．Ｔｈｅｅｎｚｙｍｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｗａｓｍｕｃｈｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓａｎｄｉｔｓＩＣ５０ｗａｓｆｏｕｎｄｔｏｂｅｆｏｕｒ
ｏｒｄｅｒｓｏｆｍａｇｎｉｔｕｄｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｅｐａｒｅｎｔ，ｗｈｉｃｈｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓ
ｔｏｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓｏｘｏｎｗａｓａｍｅｔａｂｏｌｉｃａｃｔｉｖａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ．Ｔｈｅｋｉｎｅｔｉｃｃｕｒｖｅｏｆｄｅｓｕｌｆｕｒａｔｉｏｎｔｏｆｏｒｍ
ｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓｏｘｏｎｗａｓｂｉｐｈａｓｉｃ，ａｎｄｔｈｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｂｔａｉｎｅｄｗｅｒｅＫｍ，ａｐｐ１１．１２μｍｏｌ·Ｌ

－１，Ｖｍａｘ１
０．４３μｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｋｍ，ａｐｐ２６７．９２μｍｏｌ·Ｌ

－１ａｎｄＶｍａｘ２１．２８μｍｏｌ·ｍｉｎ
－１·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ．

ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　Ｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓｃａｎｂｅｍｅｔａｂｏｌｉｃａｌｌｙａｃｔｉｖａｔｅｄｂｙｒａｔｈｅｐａｔｉｃｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓｔｏｆｏｒｍ
ｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓｏｘｏｎ．Ｌｉｋｅｏｔｈｅｒｐｈｏｓｐｈｏｒｏｔｈｉｏａｔｅｓ，ｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｃａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓｍａｙ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｔｏｉｔｓｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎｂｏｄｉｅｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｃｏｍｐｏｕｎｄｓ；ｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓ；ｉｓｏｃａｒｂｏｐｈｏｓｏｘｏｎ；ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；
ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ；ｔｏｘｉｃｉｔｙ
　
　　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｉｔｅｍ：ＴｈｅｐｒｏｊｅｃｔｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＳ＆ＴＭａｊｏｒＳｐｅｃｉａｌＰｒｏｊｅｃｔｏｎＭａｊｏｒＮｅｗＤｒｕｇＩｎｎｏｖａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ
（２００８ＺＸＪ０９００６００１）
　　Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬＩＨｕａ，Ｅｍａｉｌ：ａｍｍｓ＿ｈｌｉ＠１２６．ｃｏｍ，Ｔｅｌ：（０１０）６６９３０６６４

（收稿日期：２０１２０２０３　接受日期：２０１２０３２０）
（本文编辑：付良青）
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