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敌敌畏（Dichlorvos，2,2-二氯乙烯基二甲基磷酸酯）属

有机磷农药，具有很高的水溶性（16 mg mL-1，25 ℃），不仅

用在农业害虫和卫生害虫防治上，也用在水产养殖中鱼类寄

生虫防治上 [1]，因其具有杀虫广谱，廉价易得，对人和高等动

物低毒等特性，现已成为使用最为广谱的有机磷农药之一 [2]. 

2003年敌敌畏的世界销售额达到4×107美元 [3]，2007年中国的

需求量大约为4×104 t，随着五类高毒有机磷农药的禁用，敌

敌畏的使用量还将有所增加[4]. 
由于长期大量使用，加之二溴磷和敌百虫在环境中会分

降为敌敌畏 [3~5]，随雨水及地表径流流入到水体的敌敌畏对

水体已造成了一定的污染. 2003~2004年，在我国七大主要江

河流域及三大内流河域地表水的600多个采样点中，典型的

有机磷染污物有敌敌畏、内吸磷、乐果、甲基对硫磷、马拉硫

磷、对硫磷，其中敌敌畏检出频率最高，高达89.1%，检出范

围为1.41~552.0 ng L-1，平均浓度17.8 ng L-1，说明敌敌畏已成为

水体中主要的有机磷农药污染物[6]. 
对于农药残留，微 生物降 解是 一种安全有效的方法，
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Abstract   Dichlorvos (DDVP) is one of widely used organophosphate insecticides, with high water solubility and high risk to 
aquatic animals. In order to explore the detoxifi cation of poisoned fi sh by DDVP using degrading strains, the acute toxicity of 
DDVP to zebrafi sh (Brachydanio rerio) was determined, and the detoxifi cation by using a strain of Rhodobacter sphaeroides 
with high degradation capability to DDVP was investigated. The result showed that the half lethal concentration (LC50) of 
DDVP to zebrafi sh within 24, 48, 72 and 96 h were 42.9, 37.5, 30.7 and 2.6 mg L-1, respectively. The safe concentration was 2.56 
mg L-1 which showed that DDVP belonged to low poisonous pesticide to zebrafi sh. Adding R. sphaeroides (5×107 CFU mL-1) to 
28.3 mg L-1 and 33.6 mg L-1 of DDVP-exposed fi sh water reduced zebrafi sh mortality signifi cantly from 63.3% and 96.7% both 
to 0 within 96 h. The degradation of DDVP was detected by HPLC in fi sh water with and without R. sphaeroides respectively. 
The result showed that the detoxification by R. sphaeroides was mainly due to DDVP degradation without poisonous 
degradation products to fi sh. Fig 3, Tab 1, Ref 19
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摘  要  敌敌畏是广泛使用的有机磷农药之一，具有较高的水溶性，对水生动物的危害较大. 为探讨敌敌畏降解菌对

水体中中毒鱼类的降毒效果，测定了敌敌畏对斑马鱼（Brachydanio rerio）的急性毒性，研究了一株敌敌畏高效降解

菌——类球红细菌（Rhodobacter sphaeroides）的解毒作用. 结果显示：敌敌畏对斑马鱼24、48、72、96 h的LC50分别为

42.9、37.5、30.7、25.6 mg L-1，安全浓度为2.6 mg L-1，属低毒农药；在不同敌敌畏暴露浓度的养鱼水中添加类球红细菌

（5×107 CFU mL-1）可以显著降低斑马鱼的死亡率，28.3 mg L-1和33.6 mg L-1敌敌畏暴露浓度下，斑马鱼96 h死亡率分别

由对照组（不添加类球红细菌）的63.3%和96.7%降低到0；利用液相色谱检测了敌敌畏在添加和不添加类球红细菌的

养鱼水中的降解规律，结果表明类球红细菌对斑马鱼的保护作用主要是快速降解水中的敌敌畏，并且没有产生对鱼

有毒的降解产物. 本研究获得了敌敌畏对斑马鱼的基础毒理学数据，同时为微生物降解水体中的农药残留提供了科

学依据. 图3 表1 参19
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这方面的研究报道很多，但目前主要应用于土壤，尚未见到

应用于水体中农药残留降 解和防止水生生物中毒方面的报

道 [7]. 本实验室在前期研究中从土壤中筛选出了1株敌敌畏高

效降解菌——类球红细菌（Rhodobacter sphaeroides）[8]，本

研究在此基础上，以广泛应用于环境毒性评价研究中的生

态毒理学实验模式动物——斑马鱼（Zebrafish，Brachydanio 
rerio）为受试动物，测定了敌敌畏对斑马鱼的急性毒性及类

球红细菌的保护作用，获得了敌敌畏对斑马鱼的基础毒理学

数据，为微生物降解水体中的农药残留提供了科学依据. 

1  材料与方法
1.1  材 料 

农药：敌敌畏乳油（质量分数w=80%），由高密市绿洲化

工有限公司（山东）生产. 
养鱼用具：直径25 cm、6 L的玻璃鱼缸. 

实验 用水：曝 气 3 d以上的自来 水，pH为 7~7.5，水温
20~22 ℃. 

实验用鱼：斑马鱼（Brachydanio rerio）购自市场，雌雄

兼有，平均体长(2.63±0.13) cm，平均体重(0.31±0.05) g，在实验

室饲养7 d，水温20~22 ℃，使鱼适应实验室养殖环境，自然

死亡率低于1%时用于实验. 驯养过程中每天定时喂食1次，实

验前1 d和实验期间不喂食. 
类球红细菌（Rhodobacter sphaeroides）：分离自土壤，保

存于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心，保藏

编号CGMCC No. 0645. 
将保存于LB斜面的菌种移到液体摇瓶，摇瓶体积为250 

mL，装液量100 mL，5%接种量，摇床150 r min-1、32 ℃、光照

培养24 h，菌体的浓度为5×109 CFU mL-1. 摇瓶液体培养基组

成见文献[8]. 培养好的菌液于6 000 r min-1离心20 min，收集

菌体，将菌体重新悬浮于无菌水，再离心，收集菌体，备用. 

1.2  方 法
实验鱼在中毒后鳃盖停止活动，用玻璃棒或小镊子轻

轻刺激尾柄部位，无反应即可确定为个体死亡. 各实验处理

中添加的类球红细菌浓度均指最终试验液中菌体的浓度. 实
验中所有结果用均值±标准差表示，采用SPSS 13.0软件进行

统计分析，用Duncan多重极差检验进行显著性差异检验. 
1.2.1  急性毒性实验    在预实验的基础上，按等对数浓度梯

度设敌敌畏浓度：0、20.0、23.8、28.3、33.6、40.0 mg L-1，每浓

度设3个重复，每缸加4 L实验用水，随机放鱼10尾. 采用静水

式换水补药方法，每隔24 h全部换试液，使敌敌畏保持初始

浓度. 及时观察鱼的中毒表现，并于24、48、72、96 h分别记

录鱼的死亡尾数，计算死亡率. 
按照 Karber法求出96 h的 半 致 死 浓 度（LC50），以及

logLC50的标准误差S log LC50. 安全浓度按96 h-LC50×0.1计

算[9].  
LC50=log-1[Xm-d(∑p-0.5)]  Slog LC50=d  

        (LC50的95%可信限 [10]=log-1(logLC50±1.96×SlogLC50) 
[10]

式中：Xm为最大浓度的对数值；d为相邻浓度比值的对数；p
为各浓度组死亡率，用小数表示；∑P为各组鱼死亡率的总

和；q为各组鱼存活率. 

1.2.2  类球红细菌的保护作用实验   （1）斑马鱼在敌敌畏中

暴露的同时加类球红细菌. 在急性毒性实验的基础上，选取

28.3 mg L-1和33.6 mg L-1两个敌敌畏暴露浓度，分3组实验：

第一组为空白和对照，空白为养鱼水，对照是在养鱼水中添

加类球红细菌（5×107 CFU mL-1）而不添加敌敌畏处理；第二

组是不添加类球红细菌的浓度为28.3 mg L-1和33.6 mg L-1的

敌敌畏暴露处理；第3组同时加敌敌畏与类球红细菌，在28.3 
mg L-1和33.6 mg L-1敌畏暴露处理中分别添加浓度为5×107、1
×107、5×106 CFU mL-1的类球红细菌. 每组设3个重复，每缸加

实验用水4 L，随机放鱼10尾. 采用半静水式换水补药和添加

类球红细菌的方法，24 h换一次试液，使类球红细菌和敌敌

畏的浓度恢复到初始浓度，其它重复急性毒性实验方法. 
（2）斑马鱼暴露在含有敌敌畏的养鱼水中中毒后加类

球红细菌. 在急性毒性实验的基础上，选浓度为28.3 mg L-1和

33.6 mg L-1的敌敌畏溶液为暴露组，同时设一养鱼水空白组，

每24 h换水加药，使敌敌畏的浓度保持在初始浓度，重复急

性毒性方法，观察斑马鱼的中毒症状 . 待两个浓度每组中都

出现斑马鱼死亡时，停止添加敌敌畏. 把两个浓度暴露下存

活的鱼分别重新分为4组，每组10尾，其中都有2~3尾出现明

显中毒症状，每组设3个重复. 第一组用养鱼水做阳性对照，

其他3组分别加5×107、1×107、5×106 CFU mL-1类球红细菌进

行解毒，采用静水式换水加类球红细菌方法，24 h换一次试

液，对比空白组、阳性对照组及解毒组斑马鱼的体症及死亡

情况，所有组中斑马鱼死亡率稳定后停止实验. 
1.2.3  不同条件下敌敌畏衰减的测定    为了解类球红细菌对水

体中敌敌畏的降解作用，实验期间同时利用液相色谱检测敌

敌畏在添加和不添加类球红细菌以及有鱼和无鱼的养鱼水

中的降解规律. 选28.3 mg L-1和33.6 mg L-1为养鱼水中敌敌畏

的初始浓度，把5×107、1×107、5×106 CFU mL-1类球红细菌及有

鱼、无鱼等因素进行多个组合测定敌敌畏的降解情况，每组

在加敌敌畏后0、4、8、12、18、24 h分别取样，样品用有机系

一次性针头过滤器（0.22 µm）过滤样品，滤液用高效液相色

谱分析敌敌畏的含量. 
色谱条 件参 考文献 [11]，稍作修改 . 色谱柱：Hypersil 

ODSC（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流动相：甲醇 : 水=80 : 20（V 
: V）；流速：0.6 mL min-1；波长：215 nm；柱温：室温；进样

量：20 µL. 

2  结 果 
2.1  敌敌畏对斑马鱼地急性毒性

斑马鱼在敌敌畏浓度为0（空白）组中96 h的实验期间死

亡率为0，在其它浓度中的死亡率见图1. 不同时间的LC50值和

95%可信限及安全浓度如表1所示. 
在不同浓度敌敌畏的试 液中暴露96 h，随着敌敌畏浓

度增大和暴露时间的延长，斑马鱼死亡率均增大. 在所有供

试敌敌畏浓度中，斑马鱼在最小供试浓度20.0 mg L-1中96 h
时出现死亡，平均死亡率3.3%，在最高供试浓度40.0 mg L-1

中24 h和96 h平均死亡率分别10%和100%. 96 h时，死亡率

（Y）与暴露浓度（X）之间的回归方程为Y = 4.796X-78.449
（R2=0.896），呈显良好的剂量–效应关系. 
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2.2  类球红细菌的保护作用
2.2.1  斑马鱼在敌敌畏暴露同时加类球红细菌    第一组养鱼

水空白和只添加类球红细菌对照实验中，斑马鱼均无异常现

象，实验过程中没有出现死亡，说明类球红细菌对斑马鱼没

有明显影响. 在第二、三组实验中，各处理条件下斑马鱼的

死亡率见图2. 第二组只加敌敌畏处理中，斑马鱼的中毒症状

和死亡率与急性毒性实验一致；第三组同时加敌敌畏和类球

红细菌的处理中，添加5×107 CFU mL-1类球红细菌后，28.3 mg 
L-1和33.6 mg L-1敌敌畏暴露浓度中斑马鱼96 h的死亡率分别

由急性毒性实验（未添加类球红细菌）的63.3%和96.7%都降

为0，死亡率显著下降（P <0.05）；添加1×107 CFU mL-1类球红

细菌后，28.3 mg L-1敌敌畏暴露浓度中斑马鱼96 h的死亡率由

急性毒性实验的63.3%下降到20%，而33.6 mg L-1敌敌畏暴露

浓度中斑马鱼96 h的死亡率下降不明显；添加5×106 CFU mL-1

类球红细菌处理中，28.3 mg L-1和33.6 mg L-1敌敌畏暴露浓度

中斑马鱼的中毒症状和死亡率均与急性毒性实验无明显差

异，类球红细菌的保护作用不显著. 
2.2.2  斑马鱼在敌敌畏暴露中毒后加类球红细菌    28.3 mg L-1

和33.6 mg L-1浓度敌敌畏的暴露实验中，斑马鱼的死亡率同

急性毒性实验结果，72 h时停止暴露实验，存活的中毒明显

的斑马鱼表现为侧游，或静卧缸底. 类球红细菌解毒实验历

时8 d，结果表明，斑马鱼中毒72 h后，斑马鱼在3个不同浓度

（5×107、1×107、5×106 CFU mL-1）的类球红细菌处理中和养鱼

水中的死亡率没有显著差异. 
2.3  不同条件下水体中敌敌畏的降解

28.3 mg L-1和33.6 mg L-1浓度敌敌畏在不同处理中不同

时间的降解情况如图3所示. 
结果表明，鱼对水中敌敌畏的降解影响不大，两个敌敌

畏暴露浓度中，5×107 CFU mL-1的类球红细菌能够快速降解

水中的敌敌畏，24 h时降解率达90%以上；1×107 CFU mL-1类

球红细菌对敌敌畏有一定的降解作用，24 h时降解率达50%
以上；5×106 CFU mL-1浓度的类球红细菌对敌敌畏的降解与

对照（无菌无鱼）无明显差异. 

3  讨 论
有机磷农药主要通过干扰生物神经系统功能对水生生

物产生毒害作用 [12]. 敌敌畏属神经毒剂，其作用机制是通过

它与掌管神经正常冲动传递的胆碱酯酶结合，将胆碱酯酶的

活力点磷酸化，使胆碱酯酶活力受抑，失去水解乙酰胆碱的

能力，从而使动物神经传导失常，中毒死亡[13]. 本实验中敌敌

畏暴露组斑马鱼表现出的急躁不安等症状是神经系统中毒

的表现. 实验结果表明，随敌敌畏浓度的增大，死亡率增大，

暴露时间延长，死亡率增大，斑马鱼对敌敌畏的反应有良好

的剂量–效应关系. 
美国农 业部农 药影响评 估资料（The USDA National 

Ag r icu lt u ra l  Pes t ic ide I mpact  Assessment  P rog ram’s 
EXTOXNET document reports）中报告了敌敌畏对一些鱼的急

图1  不同敌敌畏暴露浓度中斑马鱼的死亡率

Fig. 1  Mortality of zebrafi sh at different DDVP concentrations
The concentrations of DDVP: A, 20.0 mg L-1; B, 23.8 mg L-1; C, 28.3 mg L-1; 
D , 33.6 mg L-1; E , 40.0 mg L-1. The mortality of control is zero

表1  敌敌畏对斑马鱼的LC50 值及安全浓度
Table 1   LC50 and safe concentration of DDVP to zebrafi sh

t/h LC50
(ρ/mg L-1) Slog LC50

95%可信限(ρ/mg L-1)
95% confi dence limit

安全浓度
(ρ/mg L-1)

Safe concentration
24 42.9 0.007 41.5~44.3

2.648 37.5 0.019 34.5~40.9
72 30.7 0.020 28.0~33.6
96 25.6 0.018 23.7~27.8

图2   斑马鱼在同时添加敌敌畏和类球红细菌水体中的死亡率
Fig. 2  Mortality of zebrafi sh in DDVP groups with different concentrations of R. sphaeroies

a: 28.3 mg L-1 DDVP; b: 33.6 mg L-1 DDVP. The concentrations of R. sphaeroies: A, 5×107 CFU mL-1; B, 1×107 CFU mL-1; C, 5×106 CFU mL-1; D, 0
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性毒性96 h-LC50值，鲦（Fathead minnow）为11.6 mg L-1，蓝色

大太阳鱼（Bluegills）为0.9 mg L-1，食纹鱼（Mosquito fi sh）为

5.3 mg L-1，美国鳗（Eels）为1.8 mg L-1. 通常情况下，敌敌畏对

动物毒性的强弱与动物的大小及暴露条件都有关系. 黄周英

等测得敌敌畏对鲫鱼的96 h-LC50为25.9 mg L-1 [14]，与本实验

中测得的敌敌畏对斑马鱼幼体急性毒性96 h-LC50值25.6 mg 
L-1相近. 耿宝荣等测得敌敌畏对黑眶蟾蜍蝌蚪的96 h-LC50为

51.6 mg L-1 [15]，明显高于鱼类. 根据中华人民共和国农业行业

标准《化学农药环境安全评价试验准则》中农药对鱼类的急

生毒性实验分级标准 [16]，敌敌畏对斑马鱼属低毒.  
类球红细菌是一种光合细菌，具有广泛的代谢方式，能

较好地利用低级脂肪酸、氨基酸和糖类等，而且在厌氧、好

氧、黑暗、光照条件下都能较好地生长 . 本实验结果表明类

球红细菌能够有效降水中的敌敌畏，原因可能与类球红细菌

广泛的代谢方式有关. 敌敌畏在水中自然水解为磷酸氢二甲

酯和二氯乙醛 [17]，两种水解产物都为毒性物质，对水生生物

有害 [5]. Schramm等研究了超声波对水溶液中敌敌畏的降解

机制 [18]，敌敌畏完全矿化的反应方程式为：C4H7Cl2O4+9/2O2

→4CO2+H2O+Cl-+PO4
3-+5H-，赵凯等用0.02 mol L-1的NaOH水

溶液和类球红细菌降解敌敌畏过程中的产酸，使溶液的pH
保持相对稳定，结果消耗的NaOH的摩尔数为敌敌畏的5倍，

因此初步推断类球红细菌降解敌敌畏是以矿化为主 [8]. 本实

验中，添加类球红细菌后鱼的死亡率显著降低，可以推断类

球红细菌降解敌敌畏的过程中没有积累有毒的代谢产物. 对
于已中毒的斑马鱼，添加类球红细菌后无明显的解毒作用，

这也进一步说明类球红细菌快速降解水中敌敌畏是其发挥

解毒作用的主要因素. 
光合细菌营养丰富，蛋白质含量高，蛋白质氨基酸组成

齐全，是一种优质蛋白源，含有鱼虾体内生长发育所需的活

性物质和微量元素. 光合细菌还可作为一种益生素，起到调

节肠道内正常菌群抑制有害菌生长的作用，使鱼、虾、贝类

生长正常，抵抗力增强，减少疾病[19]. 在本研究急性中毒实验

条件下，类球红细菌对中毒斑马鱼的恢复作用不明显. 类球

红细菌是否具 有文献报道的光合细菌的益生作用，还有待

进一步研究. 
本研究发现添加一定浓度的类球红细菌能够有效降解

水体中的敌敌畏，对环境毒理学常用模式动物斑马鱼有一定

的保护作用，这对于降低水产养殖中的农药残留、保护水体

环境、提高水产品质量具有实际意义. 
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