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久效磷对单环刺螠体内几种酶活性影响的初步研究 

邱旭春，朱丽岩，刘光兴 

(中国海洋大学 海洋生命学院，海洋环境与生态教育部重点实验室，山东 青岛 266003) 

摘要：运用冰冻切片技术和酶组织化学的方法研究了长期暴露于不同质量浓度久效磷（0, 50, 
100, 150 ng/L）下的单环刺螠(Urechis unicinctus )体内的乙酰胆碱酯酶（AChE）、细胞色素

C 氧化酶（CCO）、碱性磷酸酶（AKP）的活性变化。实验表明，AChE 在单环刺螠的体壁

上呈现出较强的酶活性，活性位点处为红棕色的颗粒沉淀、并随久效磷胁迫浓度的提高显

色越来越深；消化道切片上基本上没有 AChE 的活性。CCO 在单环刺螠的体壁及肠道上都

呈现出较强的酶活性，活性位点显示为棕色；肠道上，不同质量浓度组由低到高其 CCO 活

性位点依次增多、显色也依次加深。低质量浓度久效磷（<150 ng/L）胁迫对单环刺螠体内

的 AKP 活性没有明显的影响。 
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久效磷(monocrotophos)是中国农业生产中大量

使用的一种有机磷农药,化学名称为 0,0-二甲基-0-[ 1-

甲基-3-(甲基氨基甲酰) ]乙烯基磷酸酯。久效磷可随

地下水或地表水进入海水中，是近岸海域的主要污染

物之一，1986 年在青岛胶州湾曾发生有机磷农药污染

使几百公顷对虾死亡的事故。目前，关于久效磷对海

洋生物的毒性效应已有不少报道[1~3]，但关于久效磷

对单环刺螠毒性作用的研究尚未见报道。 
单环刺螠(Urechis unicinctus )，属螠虫动物门，

螠纲，无管螠目，刺螠科，主要分布在中国、日本、

韩国和俄罗斯等沿海，是泥沙岸潮间带下区及潮下带

浅水区常见的种类[4,5]。单环刺螠个体肥大，肉味鲜

美，体壁肌富含蛋白质和多种人体必需氨基酸，有较

高的经济价值，是一种极有养殖开发前景的海洋动物

资源。同时，该动物材料易得，在实验室内易于培养，

是较好的实验动物。作者运用冰冻切片技术和酶组织

化学的方法探讨了低浓度长时间条件下久效磷对单

环刺螠的毒性效应，以期寻找一个可以简便、可靠的

检测海洋环境中久效磷污染程度的方法，并为深入开

展有机磷农药对海洋生态系统影响的研究提供基础

资料。 

1  材料和方法 

1.1 实验用水和饵料培养 
实验用水取自青岛沙子口的砂滤海水，先经 300

目筛绢过滤，最后调盐度至 20±1。 
饵料为三角褐指藻（Phaeodactylum tricornutum 

Bohlin）和亚心形扁藻（Platymonas subcordiformis）。
藻种均用 f/2 培养基培养至对数生长期待用。  
1.2 实验药品和仪器 

实验用久效磷为青岛农药厂生产，分子式为

C7H14O5NP。碘化硫代乙酰胆碱为 Fluka 产品， 细胞 
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色素 C 和过氧化氢酶均为 Sigma 产品。其余药品均为

国产分析纯试剂。 
1.3 实验动物的采集和培养 

实验用单环刺螠于 2004 年 11 月取自莱西，选取

健康个体暂养后备用。体长 4.0～5.0 cm,体质量 9.29 
g±2.14 g。 

实验中，单环刺螠于 20 ℃控温培养，自然光照，

单胞藻混合饵料(亚心形扁藻:三角褐指藻为 1:1)投喂

量为 10×104 个/mL。 

1.4 实验方法 
实验设定久效磷的质量浓度梯度为：0, 50, 100, 

150 ng/L。每组 2 个平行样，每缸底有不同质量浓度

的久效磷海水溶液 4 L（缸底铺 2.0 cm 厚的细沙），

放入单环刺螠 15 只，隔天换水，培养 45 d 取出进行

冰冻切片实验。 
取单环刺螠活体，解剖出体壁及肠道，切成 6～

7 mm 左右的组织块，新鲜组织使用 OCT 冰冻切片包

埋剂包埋，LEICA-CM1900冰冻切片机切片，厚 7 µm，

进行组织化学研究（表 1）。
 

表 1  冰冻切片的组织化学方法 

Tab. 1  The histochemical methods on the frozen sections  

方法 出处 显示成分 固定液 对照 

亚铁氰化铜法 文献[6] AChE — 孵育液不加碘化硫代乙酰胆碱 

DBA 法 文献[7] CCO — 孵育液加入 1 mmol/L 叠氮化钠 

钙钴法 文献[8] AKP 中性福尔马林,4℃ 90 ℃的水处理 10 min 

 

2  结果 

2.1 乙酰胆碱酯酶 
乙酰胆碱酯酶(acetylcholinesterase, AChE)在单环

刺螠的体壁上呈现出较强的酶活性， 活性位点处为

红棕色的颗粒沉淀，同一张切片上，体壁表皮层、外

环肌层和内斜肌层活性位点显色略深，纵肌层和内环

肌层的活性位点显色略浅；各浓度组活性部位显色由深

到浅依次为：0, 50, 100, 150 ng/L（图 1-1,1-2, 1-3, 
1-4） AChE  。肠道上基本上没有 的活性位点。  
2.2 细胞色素 C 氧化酶 

在单环刺螠的体壁和肠道的切片上都具有细胞

色素 C 氧化酶(Cytochrome C Oxidase, CCO )的显色位

点，阳性产物为棕色沉淀。体壁切片上的显色位点集

中在体壁表皮层、外环肌层、内环肌层及纵肌层外侧

小部分区域（图 1-5, 1-6, 1-7, 1-8）；在肠道上，不同

质量浓度组由低到高活性位点依次增多、显色也依次

加深（图 2-1, 2-2, 2-3, 2-4）。 
2.3 碱性磷酸酶 

碱性磷酸酶(Alkaline phosphatase，AKP)主要在

单环刺螠消化道切片上具有较强的活性，在这些部位

显很深的黑色。不同浓度组的显色深浅比较不出明显

差异（图 2-5, 2-6, 2-7, 2-8）。 

3  讨论 

3.1  AChE 
AChE 作为生物神经传导中的一种关键酶，主要

位于突触后膜，邻近胆碱受体，能降解乙酰胆碱，终

止神经递质对后膜的刺激作用，保证神经冲动在突触

间正常传导[9]。本实验中，久效磷对 AChE 起到了明

显的抑制作用，并随着久效磷胁迫浓度的增加而呈现

抑制作用加强的正相关性。表现为肉眼可见的酶活性

位点的显色逐渐变浅。 
目前，动物体内 AChE 的活性是衡量有机磷农药

中毒程度的重要指标。有机磷农药对 AChE 的抑制机

理是通过对 AChE 活性部位的丝氨酸磷酸化，生成不

可逆的磷酰化酶，从而阻碍对乙酰胆碱的水解作用，

造成神经递质乙酰胆碱在突触中的积累，随之产生突

触后膜去极化，使神经传导不能进行，最终导致神经

传导功能紊乱[10,11]。 
有关有机磷农药对 AChE 的抑制作用在棉铃虫[12]、

真鲷[13]和鲈鱼[14]等的研究中也有相关报道。可见，在

动物体内，通过对其体内 AChE 的抑制作用而导致神

经紊乱、最终影响动物的生活和生存是久效磷对动物

毒性作用的一个重要机理。 
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图 1 久效磷对单环刺螠体壁 AChE 和 CCO 活性的影响 

Fig.1  The effects of monocrotophos on AChE and CCO activities in the muscle 

1-1. 对照组体壁切片AChE的显色位点[↑]；1-2. 50 ng/L久效磷胁迫组体壁AChE的显色位点[↑]；1-3.100 ng/L久效磷胁迫组体壁AChE的显色位点[↑]；

1-4.150 ng/L 久效磷胁迫组体壁 AChE 的显色位点[↑]；1-5. 对照组体壁 CCO 的显色位点[↑]；1-6.50 ng/L 久效磷胁迫组体壁 CCO 显色位点[↑]；1-7.100  

ng/L 久效磷胁迫组体壁 CCO 的显色位点[↑]；1-8.150 ng/L 久效磷胁迫组体壁 CCO 的显色位点[↑]；标尺：300 μm 

1-1. Sections of muscle of control group showing AChE activity[↑];1-2. Sections of muscle of 50 ng/L monocrotophos exposed group showing AChE 

activity[↑];1-3. Sections of muscle of 100 ng/L monocrotophos exposed group showing AChE activity[↑];1-4. Sections of muscle of 150 ng/L monocrotophos 

exposed group showing AChE activity[↑];1-5. Sections of muscle of control group showing CCO activity[↑];1-6. Sections of muscle of 50 ng/L monocrotophos 

exposed group showing CCO activity[↑];1-7. Sections of muscle of 100 ng/L monocrotophos exposed group showing CCO activity[↑];1-8. Sections of muscle of  

150 ng/L monocrotophos exposed group showing CCO activity [↑];Bar: 300μm 

 

3.2  CCO  
CCO 是真核生物线粒体内膜和需氧菌细胞膜电

子传递链上的终端酶。它承担着细胞色素 C 到氧分子

的电子传递功能，催化氧分子还原为水分子，并与质

子泵功能相偶联。它反映了细胞功能及有氧代谢的水

平，多年来一直是生物能学学者研究的对象。在本实

验中随着久效磷的浓度的增加，暴露在其中的单环刺

螠的组织切片上 CCO 的活性位点增多、显色也逐渐

加深。 
有关久效磷对海洋无脊椎动物细胞超微结构的

影响已有相关报道。汝少国等[15]在对中国明对虾鳃细

胞超微结构的透射电镜观察中发现：经 0. 10 mg/L 久

效磷处理的中国明对虾,其鳃丝细胞的线粒体的内嵴

膨胀,局部瓦解乃至解体。邴欣等[16]在研究久效磷对

雄性金鱼的生殖毒性时也发现经过 0.1 mg/L 久效磷

暴露,金鱼精子头部质膜溶解及颈部线粒体有溶解现
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象。白洁等[17]研究发现久效磷胁迫可降低中国对虾体

内超氧化物歧化酶（SOD）活力，且随药物浓度的增

加和胁迫时间的延长，降低作用不断增强；SOD 活力

的降低可引起机体超氧阴离子自由基（O2
-）的积累，

导致机体的自由基损伤。另外，唐学玺等[18]在研究久

效磷对海洋微藻毒性机理时发现，久效磷胁迫下微藻

细胞体内的 SOD 及过氧化物酶（POD）活性受到抑

制并产生过量的活性氧自由基，进而引起膜脂过氧化

及细胞膜伤害。根据上述的文献和本实验的结果，推

测引起本实验现象的原因可能是由于久效磷由低到

高浓度的胁迫作用依次加重，使得单环刺螠体内细胞

线粒体受损也越来越严重，线粒体内的 CCO 外泄增

加，使得 CCO 活性位点增多、显色也逐渐加深。可

见，久效磷对单环刺螠的毒性作用不仅表现为对胆碱

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2  久效磷对单环刺螠消化道 CCO 和 AKP 活性的影响 

Fig.2   The effects of monocrotophos on CCO and AKP activities in the digestive tract 

2-1. 对照组消化道 CCO 的显色位点[↑]；2-2. 50 ng/L 久效磷胁迫组消化道 CCO 显色位点[↑]；2-3.100 ng/L 久效磷胁迫组消化道 CCO 的显色位点[↑]；

2-4.150 ng/L 久效磷胁迫组消化道 CCO 的显色位点[↑]；2-5.对照组消化道 AKP 的显色位点[↑]；2-6.50 ng/L 久效磷胁迫下单环刺螠消化道切片上 AKP

显色位点[↑]；2-7.100 ng/L 久效磷胁迫组消化道 AKP 显色位点[↑]；2-8.150 ng/L 久效磷胁迫组消化道 AKP 显色位点[↑]；标尺.300 μm;“▲”示伊红 

复染着色组织的细胞质 

2-1. Sections of digestive tract of control group showing CCO activity[↑]; 2-2. Sections of digestive tract of 50 ng/L monocrotophos exposed group showing CCO 

activity[↑]; 2-3. Sections of digestive tract of 100 ng/L monocrotophos exposed group showing CCO activity[↑]; 2-4. Sections of digestive tract of 150 ng/L 

monocrotophos exposed group showing CCO activity[↑];2-5. Sections of digestive tract of control group showing AKP activity[↑]; 2-6. Sections of digestive tract 

of 50 ng/L monocrotophos exposed group showing AKP activity[↑];  2-7. Sections of digestive tract of 100 ng/L monocrotophos exposed group showing AKP 

activity[↑];2-8. Sections of digestive tract of 150 ng/L monocrotophos exposed group showing AKP activity [↑];Bar: 300 μm；“▲”shows the cytoplasm stained by  

eosin 
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酯酶的抑制，还可能通过对其体内的 SOD 等的抑制

而引起细胞器质性的损伤，进而影响代谢。关于引起

细胞器质性损伤的机理，还有待进一步研究。 
3.3  AKP 

AKP 是一种膜结合蛋白，在生物体内直接参与磷

酸基团的转移和代谢的生理过程，与维持体内适宜的

钙磷比相关。AKP 常见于运输活跃的膜上，如毛细血

管内皮，肾近曲小管刷状缘和肠上皮的纹状缘等。本

实验中也发现 AKP 主要在单环刺螠的肠道中具有较

强的活性，在这些部位显很深的黑色。 
不同动物的 AKP 活性可受到铜、锌、镉等金属

离子[19]、某些有机物[20]和三丁基锡[21]等物质的影响，

但关于久效磷是否对水生动物体内的 AKP 有影响，

尚未见报道。本实验中 3 个实验组的单环刺螠 AKP
活性位点及显色的深浅与对照组没有明显的差异，说

明在所设定的浓度范围内，螠虫体内 AKP 的活性与

久效磷胁迫浓度没有明显的相关性。 另外，杨远和

等[22]的研究也有类似的结论：在水胺硫磷（有机磷的

一种）对人皮肤表皮细胞膜完整性的影响的实验中也

发现随着染毒剂量的增加，各组培养基中的 AKP 活

性无显著性差异。 
3.4 小结 

（1）久效磷对 AChE 有极强的抑制作用，低于

150 ng/L 的久效磷胁迫就会使单环刺螠体内的 AChE
的活性显著降低。（2）单环刺螠体内的 CCO 的活性

在实验浓度(0~150 ng/L)范围内随久效磷浓度的升高

有增加的趋势。（3）实验浓度(0~150 ng/L)范围内久

效磷胁迫对单环刺螠体内的 AKP 活性没有明显的影

响。 
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Abstract: In this paper, Urechis unicinctus was exposed to different concentrations of monocrotophos (0, 50, 100, 

150 ng/L) for 45 days. The technique of frozen section was used to examine the changes of activities of 

acetylcholinesterase (AChE) and cytochrome C oxidase (CCO) and alkaline phosphatase (AKP). Results revealed that 

monocrotophos stress could decrease the AChE activities in the muscle of U. unicinctus and it was found that the 

activity of CCO in digestive tract became more active when the concentration of monocrotophos was higher. No 

significant effects were observed on the activity of AKP exposed to 50, 100 and 150 ng/L monocrotophos.  
 

 

(本文编辑:刘珊珊) 
 


