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40%毒死蜱乳油在桑园使用后对家蚕的影响评估
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摘  要:采用食下毒叶法测定及气相色谱分析,研究了 40%毒死蜱乳油对家蚕的急性毒性、桑园使

用后在桑叶中的残留消解动态及桑叶中残留农药对家蚕的急性毒性和亚致死效应。结果表明: 按

有效成分计, 40%毒死蜱乳油对家蚕的急性毒性 LC50值为 0. 82 m g /kg (桑叶 ) ,对家蚕为高毒; 以

推荐剂量 ( 1 500倍稀释液 )和 1. 5倍剂量 ( 1 000倍稀释液 )在桑园使用后, 1. 5倍剂量下 40%毒死

蜱乳油在桑叶中的降解半衰期为 1. 82~ 3. 88 d,第 22 d时其在桑叶中的残留量为 0. 01~ 0. 28 m g /kg;

推荐剂量下第 18 d时的最终残留量为低于 LOD ~ 0. 20 m g /kg。当桑叶染毒剂量为 0. 56 m g /kg

时,对家蚕不会产生急性毒性危害,桑叶染毒剂量小于 0. 20 m g /kg时,与空白对照相比, 处理组家

蚕眠蚕体重、死笼率、全茧重、茧层率不存在明显差异。为防止施用毒死蜱乳油对家蚕产生危害,建

议该农药在桑园中使用次数为 1次、喷雾使用 1 500倍稀释液时,安全间隔期至少应为 18 d。
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Effect of 40% Chlorpyrifos Emulsifiable Concentrates

to Silkworm with Spraying App lication inMulberry Field
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Abstract: A cute tox ic ity to silkw o rm (Bom byx m or i L. ) caused by ch lo rpy rifo s w as tested. R esidue

dynam ic o f ch lorpy rifo s w as de term ined on m u lberry leaf sprayed w ith 40% chlo rpyrifo s EC d iluted by

1 000 or 1 500 tim es w ith w ater. The acute tox icity and sub- letha l effect caused by the chlo rpyrifo s

residues to silkw orm s w as a lso inve stig ated. A s a re sul,t the 96 h LC50 o f ch lo rpy rifo s to silkw orm sw as

0. 82 m g /kg o f m ulberry leaf w ith feed ing m ethod. A cco rding to the tox icity catego ry, the acute tox icity

of ch lo rpy rifo s to silkw o rm belong s to the high class. The resu lts also show ed that w hen applied in a

rate o f h igh do se, the sho rt ha lf- life of the d issipa tion rate o f ch lo rpy rifo s in m ulberry leaves w as

1. 82~ 3. 88 d. A t the 22nd day after the applica tion, the residue of chlo rpyrifo sw as 0. 01~ 0. 28 m g /kg

in m u lberry leaf. W hen applied w ith ch lo rpy rifo s d iluted by 1 500 t im es, the residue w as found to be a t

the lev el o f LOD ~ 0. 20 m g /kg o f m ulberry leaf a t the 18 th day. W hen feeding w ith the do se o f

0. 56 m g /kg o f m ulberry leaf, the silkw orm s show ed no observed effec.t W hen feeding w ith a do se

low er than 0. 20 m g /kg o f m ulberry leaf, the m o rta lity, larva l w e igh ,t co coon w e ight and cocoon she ll
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rat io d id no t decrease signif icantly as com pared w ith that o f the contro l trea tm en.t In conclusion, in

order to preven t the harm fu l effects to silkw o rm s, the app lication o f 40% ch lo rpy rifo s EC d iluted by

1 500 tim es w ithin one app lication in the w ho le season w as recomm ended w ith pre-harvest interv al o f

18 day s as the GAP.

Key words: chlorpy rifo s; silkw o rm; residues in leaf; acute tox icity; sub- letha l ef fect

  毒死蜱为有机磷类杀虫杀螨剂, 是全球应用

最广泛的 5种杀虫剂之一
[ 1]

, 具有触杀、胃毒和熏

蒸作用,杀虫谱广。 1984年起在我国获得登记生

产, 主要应用于桑树、水稻、棉花、柑桔、蔬菜等作

物的害虫防治。

毒死蜱是桑园中防治缨翅目、鳞翅目、鞘翅

目、蜱螨目害虫的重要品种之一。但长期以来, 由

于桑园防治病虫害用药不当及桑园附近农田使用

农药的漂移, 导致家蚕误食有毒桑叶造成死亡或

蚕茧欠收、蚕丝质量下降的事件屡有发生, 极大地

影响了我国养蚕业的发展和蚕农的生产积极

性
[ 2, 3 ]
。有关毒死蜱对家蚕毒性评价的文献较多,

其中也有部分关于微量农药对家蚕亚致死效应研

究的报道
[ 4 ~ 6]

,但均未结合农药在野外施用后的实

际残留量定量地对家蚕进行急性毒性及亚致死效

应综合影响的评估。笔者拟通过研究毒死蜱在桑

园使用后对家蚕的急性毒性和亚致死效应, 提出

毒死蜱在桑园使用的安全间隔期, 旨在为桑园合

理使用毒死蜱提供基础数据,保障蚕业生产安全。

1 材料与方法

1. 1 仪器与药剂

A g ilen -t 6890N气相色谱仪 (带 L-ECD 检测

器 ), HPM S-5色谱柱 ( 30 m @ 0. 25 mm @ 2. 65 Lm ),

固定相为含 5% 苯基的甲基硅酮; 固相萃取小柱

( BOND
Ò

f lor isil PR, 500 m g /6 m L )。

40%毒死蜱 ( ch lo rpy rifo s)乳油 ( EC ) , 由东台

农用化学厂提供;毒死蜱标准品纯度为 99. 9% (国

家标准物质中心 ) ; 丙酮及石油醚经重蒸, 其他试

剂均为分析纯。

1. 2 供试生物

家蚕 Bom byx m o r i L. , 采用明虎 @苏菊蚕种

(春蚕、秋蚕, 以下试验数据均为春、秋蚕的平均

值 ) ,由中国农业科学院镇江蚕业研究所提供。同

时孵化, 室内饲养至 2龄及 3龄起, 选择生长正

常、大小一致的家蚕供试。急性毒性试验从 2龄

开始, 亚致死效应试验从 3龄开始。

1. 3 试验方法

1. 3. 1 40%毒死蜱乳油对家蚕的急性毒性  采

用国家 /化学农药环境安全评价试验准则0 [ 7]
推荐

的家蚕食下毒叶法测定。在直径 9 cm 的玻璃皿

内饲养 20头 2龄起家蚕。 40%毒死蜱乳油用超纯

水稀释成不同浓度 (按有效成分计, 以下同 ) , 采集

无病害健康桑叶, 经不同浓度药液浸渍, 晾干后供

蚕食用 [该方法以 5 mL 药液浸渍 5 g桑叶, 药液

量相对较少,除残留在烧杯壁的极少量药液外, 几

乎全部被桑叶吸附, 因此通常认为 5 mL 的药液全

部附着在 5 g桑叶上, 计量单位为 m g /kg (桑

叶 ) ]。先通过预试验确定药剂对家蚕的毒性剂量

范围, 正式试验时在此范围内按级差设置若干浓

度处理组和一个空白对照, 每组均设 3个重复。

试验温度为 25e ? 1e 。给药 4 h后观察记录受

试家蚕的中毒症状,统计 24、48 h至 3龄起家蚕的

死亡数, 用概率统计法对试验结果进行统计分析,

求出 40%毒死蜱乳油对家蚕的胃毒作用半致死浓

度 LC50值及 LC5、LC 10值。

1. 3. 2 40%毒死蜱乳油在桑叶上的残留消解试

验  于 2007年 9~ 10月及 2008年 7~ 8月分别在

浙江、江苏两地同时进行。每小区 5棵桑树, 设

2个处理, 每处理 3个重复, 共 6个小区 30棵桑

树,小区随机排列。 40% 毒死蜱乳油按推荐剂量

( 1 500倍稀释液 )和 1. 5倍剂量 ( 1 000倍稀释

液 ) (设 1. 5倍剂量为高剂量组, 推荐剂量为常量

组 )各施药 1次 (喷湿至滴水为止 ) , 分别于施药后

第 0、1、2、4、7、10、14、18、22 d采集高剂量组桑叶

测定残留消解动态, 于施药后第 18 d采集常量组

桑叶测定最终残留。桑叶样品置于 - 20e 冰箱保

存。

分析方法: 桑叶样品经粉碎机粉碎后按四分

法留样, - 20e 保存待测。称取 20 g样品置于三

角瓶中, 加入 50 m L丙酮于 20e 下振荡提取, 重复

1次后合并提取液, 过滤、旋蒸脱去丙酮, 加入 10~

20 mL蒸馏水,转移至 250 m L分液漏斗中,以 30 m L
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@ 2的石油醚萃取, 合并有机相并脱溶, 用石油醚

定容至 5 m L, 过柱
[ 8 ~ 10 ]

。弗罗里硅土固相萃取小

柱先经石油醚预淋。用 15 m L石油醚-乙酸乙酯

( 8B1, 体积比 )洗脱, 收集全部洗脱液, 氮气吹干,

用石油醚定容至 10 m L,待测。

气相色谱条件: 进样口温度 230e , 检测器温

度 300e ; 程序升温: 150e 保持 2 m in, 10e /m in

升至 250e ,保持 5 m in。载气为高纯 N 2 ( 99. 999% ),

恒流 2. 0 m L /m in。

该测定条件下, 毒死蜱的最小检出量 ( LOD )

为 6 @ 10
- 14

g, 方法的最低检测浓度 ( LOQ )为

0. 01 m g /kg; 当桑叶中毒死蜱的添加浓度为 0. 10

~ 1. 00 m g /kg时, 回收率为 86. 8% ~ 102. 6% , 相

对标准偏差为 1. 8%~ 5. 9%。

1. 3. 3 桑叶中残留的毒死蜱对家蚕的亚致死效

应  亚致死效应是指受农药作用后存活个体在行

为、生理、生物学等方面的异常变化。一般把不引

起实验对象死亡, 但对其正常的行为或生理活动

有亚致死效应的剂量称之为农药的亚致死剂量。

由于不同剂量对试验生物生理和行为的影响程度

不同,因此从应用的角度出发, 亚致死剂量的取值

范围不宜脱离供试农药在环境中的实际残留量

值
[ 11]
。结合残留消解动态试验及急性毒性试验结

果, 确定 40%毒死蜱乳油对家蚕的亚致死效应试

验剂量。采用食下毒叶法, 以亚致死剂量的 40%

毒死蜱乳油染毒桑叶后, 饲喂 3龄起家蚕至 4龄,

以超纯水处理为对照。每处理重复 3次,每组 50头。

从 4龄起, 按壮蚕饲育标准方法进行饲喂。观察

记录从 3龄起各龄期家蚕的死亡及中毒症状, 记

录家蚕死亡率、眠蚕体重、茧层量、全茧重、茧层率

等指标
[ 6, 12, 13 ]

。

2 试验结果

2. 1 40%毒死蜱乳油对家蚕的室内急性毒性

经预试验,在 0~ 2. 0 m g /kg (桑叶 )剂量范围

内设置 6个浓度组, 分别对家蚕进行暴露处理。

结果发现, 0. 2、0. 4、0. 8 m g /kg处理组家蚕昂头

摆动, 蚕体肿大, 表皮松弛, 尾部细瘦; 1. 2和

2. 0 m g /kg处理组家蚕头部剧烈摇摆、甩动, 尾部

逐渐肿大, 5~ 6 h后出现吐水症状, 随后扭曲挣扎

死亡。空白对照组家蚕全部生长正常无一死亡。

根据各处理组的染毒剂量及家蚕的死亡数 (见表

1) ,计算得出 40%毒死蜱乳油对 2龄家蚕的 LC5、

LC10、LC50值分别为 0. 54、0. 60、0. 82 m g /kg (桑

叶 )。根据农药对家蚕 ( 2龄 )的毒性等级划分标

准
[ 14]

: LC50 > 200 m g /kg (桑叶 )的为低毒, 20 <

LC50 [ 200 m g /kg的为中毒, 0. 5< LC50 [ 20 m g /kg

的为高毒, LC50 [ 0. 5 m g /kg的为剧毒, 可推断

40%毒死蜱乳油对家蚕属于高毒。

表 1 40%毒死蜱乳油对家蚕的急性毒性

T ab le 1 A cute to x ic ity o f 40% ch lo rpyrifo s EC to silkw o rm

处理浓度 / [ m g /k g (桑叶 ) ]

T rea ted conc.

/ ( m g /kg of m u lberry leaf )

死亡率

M o rtal ity(% )

24 h 48 h To 3 rd

0 0 0 0

0. 2 0 0 0

0. 4 0 0 0

0. 8 2 15 45

1. 2 19 63 93

2. 0 72 97 100

LC5 0. 93 0. 65 0. 54

LC 10 1. 06 0. 74 0. 60

LC50 ( 95% 置信限 95% FL ) 1. 62 ( 1. 52~ 1. 72 ) 1. 09( 1. 02 ~ 1. 16) 0. 82 ( 0. 69~ 0. 89 )

2. 2 40%毒死蜱乳油在桑叶上的残留消解动态

1. 5倍高剂量组 40%毒死蜱乳油在江苏、浙

江桑园的两年两地残留消解动态试验结果 (见图

1)表明, 其在桑叶上的原始附着量为 19. 71~

50. 25 m g /kg,随时间延长, 残留量逐渐降低, 前 7 d

内消解较快,消解率均在 95%以上, 此后消解速度

逐渐减缓。

2007年、2008年在浙江桑园使用后, 高剂量
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组毒死蜱的消解半衰期分别是 3. 33和 1. 85 d, 第

22 d时 在桑叶 中的 残留量 分别 为 0. 28 和

0. 01 m g /kg, 消解率均高于 99. 5%; 施药后第

18 d, 常量组在桑叶中的最终残留量分别为 0. 20

和 0. 01 m g /kg。 2007年、2008年在江苏桑园使用

后,高剂量组毒死蜱的消解半衰期分别是 3. 88和

1. 82 d,第 22 d时在桑叶中的残留量分别为 0. 05

和 0. 02 m g /kg, 消解率均高于 99. 9% ; 施药后第

18 d, 常量组在桑叶中的最终残留量分别为

0. 20 m g /kg和低于 LOD (未检出 )。

图 1 40%毒死蜱乳油在桑叶上的残留消解动态 ( 1 000倍稀释 )

F ig. 1 The residue dec line study o f 40% ch lo rpyrifo s EC in m ulberry leaves( d iluted by 1 000 tim es)

  残留消解动态试验结果显示, 施药后 7~ 10 d,

高剂量组桑叶中毒死蜱的残留量为 0. 41 ~

1. 02 m g /kg, 与毒死蜱对家蚕的急性毒性 LC10值

0. 60 m g /kg接近, 因此若在施药后 7~ 10 d之前

采摘桑叶饲喂家蚕,易对家蚕产生急性致死危害,

因而该农药使用后 10 d内, 应禁止采摘桑叶饲喂

家蚕。

2. 3 施药后不同时期桑叶中残留毒死蜱对家蚕

的急性毒性

从保守估计的角度出发, 采用高剂量处理组

桑叶中毒死蜱的残留量作为桑叶染毒剂量对家蚕

进行暴露。 40% 毒死蜱乳油对家蚕的急性毒性

LC10值为 0. 60 m g /kg, 高于高剂量处理组施药后

10 d时桑叶中毒死蜱的残留量 ( 0. 41~ 1. 02 m g /kg ),

因此分别以施药后 10、14、18、22 d时桑叶中毒

死蜱的残留量作为染毒剂量染毒桑叶, 对 2龄期

家蚕进行暴露, 调查一个龄期的死亡率, 结果见

图 2。 2007 ~ 2008年在浙江、江苏两地施药后

18、14、14、14 d, 桑叶中残留的毒死蜱对家蚕的

急性毒性致死率均为零, 即施药后 18 d桑叶中残

留的毒死蜱对家蚕不会产生急性致死危害。这

与戎世芳
[ 15]
于江苏海安县研究得到 40%毒死蜱

乳油在桑园使用后对家蚕的残毒期为 12~ 15 d

的结果相似。

图 2 桑叶中残留的毒死蜱对家蚕的急性毒性

F ig. 2 A cu te residue tox ic ity o f ch lo rpy rifo s

to silkw o rm

2. 4 桑叶中残留毒死蜱对家蚕的亚致死效应

农药施用于田间后, 除了对目标生物的直接

杀伤作用外, 由于个体间接触药量的差异以及随

时间的推移, 对非目标生物或部分目标生物个体

及抗药性个体还存在着亚致死效应
[ 16 ]
。

残留消解动态试验结果显示, 在第 18~ 22 d,

40%毒死蜱乳油高剂量处理组在桑叶中的残留量

为 0. 01~ 0. 56 m g /kg , 常量组最终残留量为低于

LOD~ 0. 29 m g /kg, 对家蚕虽已不会产生急性致
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死影响,但仍可能对家蚕产生亚致死效应
[ 13]
。急

性毒性试验结果测得 LC 5 值为 0. 54 m g /kg (桑

叶 ) ,结合毒死蜱在桑叶中的残留试验结果, 最终

确定 0. 01~ 0. 50 m g /kg (桑叶 )作为 40%毒死蜱

乳油对家蚕的亚致死效应研究的试验剂量。

2. 4. 1 亚致死剂量毒死蜱对家蚕死亡率的影响
 在 0. 01 ~ 0. 50 m g /kg (桑叶 )剂量范围内设置

6个剂量间隔染毒桑叶后分别对 3龄期家蚕进行

暴露。结果 (见表 2)表明, 3龄至 4龄期间, 各

处理组均无家蚕死亡; 5龄期至结茧, 0. 40、

0. 50 m g /kg处理组有 0. 67%~ 4. 00%的家蚕出现

软化状死亡现象 (蚕体绵软, 静伏不动, 体躯伸直,

瘫痪直至慢慢死亡 )。

表 2 亚致死剂量毒死蜱对家蚕死亡率的影响

T ab le 2 E ffect o f sub- lethal do se of chlo rpy rifo s on m o rta lity

处理浓度 / [m g /k g (桑叶 ) ]

T reated conc.

/ (m g /kg of m u lberry leaf )

死亡率

M o rtal ity(% )

3 rd 4 th 5 th

CK 0 0 0

0. 01 0 0 0

0. 05 0 0. 67 0

0. 10 0 0. 67 0

0. 20 0 0. 67 0

0. 40 0 3. 33 3. 3 3

0. 50 0 0. 67 4. 0 0

2. 4. 2 亚致死剂量毒死蜱对家蚕眠蚕体重的影

响  眠蚕体重是家蚕生长发育中较为敏感的指标

之一,微量农药就有可能造成眠蚕体重的变化和

眠性的不齐
[ 17]
。各剂量处理组对家蚕眠蚕体重的

影响见表 3。 4龄期期间, 0. 01、0. 05、0. 10、0. 20、

0. 40、0. 50 m g /kg (桑叶 )处理组与对照差异不大

(各处理组平均每条眠蚕体重与空白对照分别差

0. 002 5、0. 000 0、0. 002 5、0. 007 5、0. 010 0、

0. 012 5 g )。在 5龄期,体重下降趋势比 4龄期明

显 (各处理组平均每条眠蚕体重与对照组分别差

0. 002 5、0. 005 0、0. 005 0、0. 010 0、0. 027 5、

0. 040 0 g )。

2. 4. 3 亚致死剂量毒死蜱对家蚕死笼率、全茧

重、茧层率的影响  茧内有病、死蚕, 或病、死蛹,

或超过 3个环节未蜕皮的半蜕皮蛹的茧, 统称为

死笼茧。死笼率是指死笼茧总头数与结茧总头数

的比值,是家蚕饲育成绩的一个重要指标
[ 18]
。茧

层量和全茧重是家蚕养殖中的重要经济指标, 而

茧层率既是家蚕的重要经济性状, 也是家蚕吐丝

功能强弱的表现
[ 6, 19]
。计算公式如下:

死笼率 (% ) =
死笼茧总头数

结茧总头数
@ 100

茧层率 (% ) =
茧层量 ( g )

全茧重 ( g )
@ 100

表 3 亚致死剂量毒死蜱对家蚕眠蚕体重的影响

Table 3 E ffect o f sub- letha l do se o f ch lorpyr ifo s

on larva lw e ight during m oult

处理浓度 / [ m g /kg (桑叶 ) ]

Treated con c.

/ (m g /k g o f m u lberry leaf)

眠蚕体重 / ( g /40头 )

Larval w eigh t / ( g /40 larvas )

4 th 5 th

CK 16. 6 39. 6

0. 01 16. 5 39. 5

0. 05 16. 6 39. 4

0. 10 16. 5 39. 4

0. 20 16. 9 40. 0

0. 40 16. 2 38. 5

0. 50 16. 1 38. 2

  试验结果见表 4。 0. 20 m g /kg (桑叶 )处理组

的死笼率与对照基本一致, 0. 40、0. 50 m g /kg处理

组死笼率达到 79. 4%~ 83. 3%,与对照组 ( 8. 6% )相

比有较大差异。从全茧重、茧层量和茧层率来看,

各处理组与对照组相比基本没有差异。

3 结论

40%毒死蜱乳油对家蚕的急性毒性 LC 50值为

0. 82 m g /kg(桑叶 ) , 对家蚕的毒性为高毒; 在桑园

使用后, 1. 5倍高剂量下其在桑叶中的降解半衰期为

1. 82~ 3. 88 d, 降解速度快; 施药后 14 ~ 18 d时,

桑叶中毒死蜱的残留量为 0. 20~ 0. 56 m g /kg, 对
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表 4 亚致死剂量毒死蜱对家蚕死笼率、茧层量、全茧重、茧层率的影响

Tab le 4 E ffect o f sub- le tha l do se o f ch lo rpy rifo s on co coon death ratio,

cocoon shellw e igh ,t co coon w e ight and co coon she ll ratio

处理浓度 / [m g /k g (桑叶 ) ]

T reated conc.

/ ( m g /kg of m u lb erry leaf )

死笼率

C o coon death rat io

(% )

茧层量

C ocoon shellw eigh t

/g

全茧重

C ocoon w eigh t

/g

茧层率

C ocoon shell ratio

(% )

CK 8. 6 0. 23 1. 37 1 6. 8

0. 20 8. 8 0. 21 1. 33 1 6. 5

0. 40 79. 4 0. 21 1. 28 1 6. 4

0. 50 83. 3 0. 20 1. 23 1 6. 3

家蚕已无急性毒性危害, 但对家蚕的眠蚕体重、死

笼率、全茧重、茧层量、茧层率等亚致死效应指标

仍存在一定的影响。施药后第 22 d, 高剂量组桑

叶中毒死蜱的残留量为 0. 01~ 0. 28 m g /kg, 对家

蚕无亚致死效应危害。

综上所述, 建议 40%毒死蜱乳油在桑园中按

推荐剂量、喷雾使用 1次下的安全间隔期至少应

为 18 d,以确保所采摘桑叶不会对家蚕产生危害。
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