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摘要：目的 了解对硫磷与对氧磷在试管内对人脑

乙酰胆碱酯酶（ＡＣｈＥ）的抑制，膦酰化酶的老化速率
及肟类药物的重活化效能有何差别。方法 微量羟

胺比色法测定ＡＣｈＥ活性。结果 对硫磷与对氧磷

抑制人脑 ＡＣｈＥ５０％活性的摩尔浓度的负对数值
（ｐＩ５０）分别为４．１０及７．５１，抑制人脑ＡＣｈＥ９０％活性
的摩尔浓度的负对数值（ｐＩ９０）值分别为 ２．５５及
６．５７。氯磷定、双复磷、双磷定和酰胺磷定 ４种重活
化剂对对硫磷与对氧磷抑制的人脑 ＡＣｈＥ的重活化
作用有较大差异，等摩尔浓度条件下，其对对氧磷

的重活化作用普遍好于对硫磷。且双肟类重活化剂

作用普遍强于单肟类重活化剂；对硫磷与对氧磷的

最佳重活化剂均为双复磷。对硫磷与对氧磷人脑

ＡＣｈＥ磷酰化酶的半老化时间（ｔ０．５）分别为 １４及 １２
ｈ，老化达到 ９９％的时间（ｔ０．９９）分别为 ９５及 ８１ｈ。
结论 对硫磷或对氧磷中毒时应尽早使用双复磷或

双磷定。且在急性中毒症状控制后，仍须连续使用

重活化剂４ｄ。
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对硫磷（ｐａｒａｔｈｉｏｎ）与对氧磷（ｐａｒａｏｘｏｎ）是广泛使
用的有机磷农药，对氧磷（含 Ｐ＝Ｏ键）是对硫磷（含
Ｐ＝Ｓ键）的氧化脱硫衍生物，以往的研究已证实，
对硫磷进入机体后在细胞色素 Ｐ４５０催化下转化为
对氧磷而发挥更强的抑制乙酰胆碱酯酶（ａｃｅｔｙｌ
ｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ，ＡＣｈＥ）的能力［１］。国内外对对硫磷与
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对氧磷的生化毒理学已有相当多的研究，但结果多

为实验动物上得到的，外推至人存在种属差异问题。

人脑富含 ＡＣｈＥ，并且是有机磷农药中毒后的重要
靶器官。因此，作者采用人脑 ＡＣｈＥ作酶原对比研
究对硫磷与对氧磷在试管内对 ＡＣｈＥ的抑制、重活
化及老化特点，以期对其中毒后临床救治中选择重

活化剂的种类与使用时机有所参考。

１ 材料

１．１ 材料

人脑组织为交通事故死亡后 ２４ｈ以内男性尸
体的小脑（来自北京市法医鉴定所法医鉴定后的废

弃材料）。除去血污，以０．０７ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ，ｐＨ７．２）研磨成 １／４（Ｗ／Ｖ）匀浆，冻存在
－２０℃冰箱备用。
１．２ 试剂

对硫磷纯度 ９７．４％，对氧磷纯度 ９４．７％，氯解
磷定（ｐｒａｌｉｄｏｘｉｍｅｃｈｌｏｒｉｄｅ，２ＰＡＭ）、双磷定（ｔｒｉｍｅ
ｄｏｘｉｍｅ，ＴＭＢ４）、双复磷（ｏｂｉｄｏｘｉｍｅｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＬüＨ６）和
酰胺磷定（ｐｙｒａｍｉｄｏｘｉｎｅ，ＨＩ６）均由毒物药物研究
所提供。溴化乙酰胆碱（ＡＣｈ·Ｂｒ）为北京化工厂产
品。

１．３ 仪器

ＢｉｏＲａｄ５５０型酶标仪，ＢｉｏＲａｄ公司；高速台式
离心机，上海华亭医疗器械厂；高速分散器，江苏

其林医用仪器厂；电热恒温水浴箱，北京西城区医

用仪器厂。

１．４ 统计学处理

实验数据均用珋ｘ±ｓ表示，用 ＳＡＳ软件包中
２×４析因分析方法作统计学处理。

２ 方法和结果

２．１ 微量羟胺比色法测定乙酰胆碱酯酶活性［２］

取不同量人脑匀浆加ＰＢＳ至５０μＬ，加０．０１４ｍｏｌ·
Ｌ－１的乙酰胆碱（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，ＡＣｈ）５０μＬ。３７℃水浴
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孵温３０ｍｉｎ，然后加碱性羟胺２００μＬ终止反应。再
加２ｍｏｌ·Ｌ－１ＨＣｌ２００μＬ及５．３３％ＦｅＣｌ３溶液３００μＬ
显色。离心（１００００×ｇ，３０ｍｉｎ），取上清液 ３００μＬ
于４９０ｎｍ波长处比色测定吸光度值。按下列公式
计算酶活性：

ＡＣｈＥ活性（μｍｏｌＡＣｈ·ｈ
－１）＝（非酶水解管吸光度－样

品管吸光度）×１．４／标准管吸光度

酶用量酶活性曲线表明 １∶４（Ｗ／Ｖ）人脑匀浆
在３～１５μＬ范围内与酶活性呈直线关系为一级反
应。

２．２ 对硫磷及对氧磷对人脑乙酰胆碱酯酶活性的

抑制作用

取１∶４（Ｗ／Ｖ）人脑匀浆１５μＬ，加 ＰＢＳ２５μＬ，再
加不同浓度对硫磷或对氧磷１０μＬ３７℃孵温１０ｍｉｎ
后，加０．０１４ｍｏｌ·Ｌ－１ＡＣｈ５０μＬ，在 ３７℃继续孵温
３０ｍｉｎ。用微量羟胺比色法测量残余酶活性。酶抑
制率按下列公式计算：

ＡＣｈＥ抑制率（％）＝正常管酶活性－中毒管酶活性
正常管酶活性

×１００％

以不同浓度对硫磷与对氧磷浓度的负对数对人

脑ＡＣｈＥ抑制百分率的对数作图，求出两个对硫磷
或对氧磷抑制ＡＣｈＥ的量效曲线（图１）。

Ｆｉｇ１． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｂｒａｉｎａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓ
ｔｅｒａｓｅ（ＡＣｈＥ）ａｃｔｉｖｉｔｙｂｙｐａｒａｔｈｉｏｎｏｒｐａｒａｏｘｏｎ．
（○）ｐａｒａｔｈｉｏｎ，（●）ｐａｒａｏｘｏｎ．ＮｏｒｍａｌＡＣｈＥａｃｔｉｖｉｔｙ：（０．８４±
０．０４）μｍｏｌＡＣｈ·ｈ

－１ｆｏｒｐａｒａｔｈｉｏｎｇｒｏｕｐ，（０．８５±０．０３）μｍｏｌ
ＡＣｈ·ｈ－１ｆｏｒｐａｒａｏｘｏｎｇｒｏｕｐ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．

用 Ｌｏｇｉｔ法计算出对硫磷和对氧磷抑制人脑
ＡＣｈＥ的ｐＩ５０值分别为４．１０及７．５１，二者的 ｐＩ９０值分
别为 ２．５５及 ６．５７。结果表明，对氧磷抑制人脑
ＡＣｈＥ能力较对硫磷高３～４个数量级。

２．３ 重活化剂对对硫磷和对氧磷抑制的人脑乙酰

胆碱酯酶的重活化作用

取１∶４（Ｗ／Ｖ）人脑匀浆 １５μＬ，加 ＰＢＳ１５μＬ，再
加ＰＢＳ稀释的对硫磷或对氧磷溶液１０μＬ（反应终浓
度：对硫磷３．１６ｍｍｏｌ·Ｌ－１，对氧磷０．３１６μｍｏｌ·Ｌ

－１）

３７℃孵温 １０ｍｉｎ，而后分别加入 １０μＬ肟类药物
２ＰＡＭ、ＨＩ６、ＴＭＢ４及ＬüＨ６（反应终浓度为０．１ｍｍｏｌ·

Ｌ－１），３７℃再孵温 ３０ｍｉｎ，加 ０．０１４ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＡＣｈ
５０μＬ。３７℃水浴孵温３０ｍｉｎ，余步骤同２．１，用微量
羟胺比色法测 ＡＣｈＥ活性。实验设有正常酶活性、
中毒酶活性、正常酶加重活化剂３种对照管。重活
化率按下列公式计算：

重活化率（％）＝ＥＩＲ×Ｅ÷ＥＲ－ＥＲＥ－ＥＩ ×１００％

式中：Ｅ为正常酶活性；ＥＩ为中毒酶活性；ＥＩＲ为中
毒酶重活化后活性；ＥＲ为正常酶加重活化剂后活
性。

４种重活化剂对对硫磷和对氧磷抑制的人脑
ＡＣｈＥ的重活化作用结果见表１。

Ｔａｂ１． Ｒｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｐａｒａｔｈｉｏｎａｎｄｐａｒａｏｘｏｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｈｕｍａｎｂｒａｉｎａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅｂｙｏｘｉｍｅｓ

Ｒｅａｃｔｉｖａｔｏｒ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１
Ｒｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ／％

Ｐａｒａｔｈｉｏｎ Ｐａｒａｏｘｏｎ

２ＰＡＭ ０．１ ２０±５ ６３±５□□

ＨＩ６ ０．１ ２５±７ ４２±６□

ＴＭＢ４ ０．１ ３６±８ ９２±１０△△▲▲□□

ＬüＨ６ ０．１ ３８±４＃ ９６±８△△▲▲□□

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ： ｐａｒａｔｈｉｏｎ，３．１６ｍｍｏｌ·Ｌ－１；ｐａｒａｏｘｏｎ，
０．３１６ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ３７℃ ｆｏｒ１０ｍｉｎ．ＮｏｒｍａｌＡＣｈＥ
ａｃｔｉｖｉｔｙ：（０．８５０±０．０２２）μｍｏｌＡＣｈ·ｈ

－１．Ｉｎｔｏｘｉｃａｔｅｄ ＡＣｈＥ
ａｃｔｉｖｉｔｙ：（０．０５４±０．００６）μｍｏｌＡＣｈ·ｈ

－１ｆｏｒｐａｒａｔｈｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ，
（０．０７４±０．０１６）μｍｏｌＡＣｈ·ｈ

－１ｆｏｒｐａｒａｏｘｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ．珋ｘ±ｓ，
ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ２ＰＡＭｉｎｐａｒａｔｈｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ；
＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨＩ６ｉｎｐａｒａｔｈｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ；△△Ｐ＜
０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ２ＰＡＭｉｎｐａｒａｏｘｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ；▲▲Ｐ＜０．０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨＩ６ｉｎｐａｒａｏｘｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ．□Ｐ＜０．０５，□□Ｐ＜
０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｒｄｉｎｇｐａｒａｔｈｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

结果表明，４种重活化剂对对氧磷抑制的人脑
ＡＣｈＥ的重活化率显著高于对对硫磷的重活化率，双
肟类重活化剂的重活化效果普遍好于单肟类重活化

剂。

２．４ 老化作用

取１∶４（Ｗ／Ｖ）人脑匀浆３００μＬ，加ＰＢＳ３００μＬ，

·４４１· ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙａｎｄＴｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ２００２ Ａｐｒ；１６（２）



再加ＰＢＳ稀释的对硫磷或对氧磷溶液２００μＬ（反应
终浓度：对硫磷３．１６ｍｍｏｌ·Ｌ－１，对氧磷０．３１６μｍｏｌ·
Ｌ－１），３７℃孵温 １０ｍｉｎ后，每隔一定时间间隔取出
４０μＬ，加终浓度 ０．１ｍｍｏｌ·Ｌ

－１ＬüＨ６１０μＬ，３７℃再
孵温３０ｍｉｎ，加０．０１４ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＡＣｈ５０μＬ。３７℃
水浴孵温３０ｍｉｎ，余步骤同２．１，用微量羟胺比色法
测酶活性，求出重活化率。以肟类药物重活化率的

对数对时间作图，可得膦酰化酶的老化曲线（图２）。

Ｆｉｇ２． Ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆａｇｉｎｇｏｆｐａｒａｔｈｉｏｎｏｒｐａｒａｏｘ
ｏｎｉｎｈｉｂｉｔｅｄｈｕｍａｎｂｒａｉｎａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ．（○）
ｐａｒａｔｈｉｏｎ，（●）ｐａｒａｏｘｏｎ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．

曲线的斜率即为抑制 ＡＣｈＥ的老化常数 ｋａｇｉｎｇ，
按公式：ｔ０．５＝０．６９３／ｋａｇｉｎｇ及 ｔ０．９９＝４．６０５／ｋａｇｉｎｇ可求
出半老化时间（ｔ０．５）和老化率达到９９％所需要的时
间（ｔ０．９９）。对硫磷与对氧磷的最佳重活化剂均为
ＬüＨ６（表１）。采用ＬüＨ６为重活化剂时，测得对硫磷

与对氧磷抑制的人脑 ＡＣｈＥ老化反应的 ｔ０．５分别为
１４及１２ｈ，ｔ０．９９分别为９５及８１ｈ，对硫磷抑制的人
脑ＡＣｈＥ的老化速度比对氧磷稍慢。

３ 讨论

有机磷农药的毒性大小主要取决于其抑制

ＡＣｈＥ能力的强弱，农药分子一般有２个烷基和１个
离开基团（ｌｅａｖｉｎｇｇｒｏｕｐ），离开基团通常是 １个烷基
或杂环，它与磷原子之间连接不稳定，易水解，这种

不稳定性决定抑制 ＡＣｈＥ能力的强弱，含 Ｐ＝Ｏ有
机磷农药普遍比含 Ｐ＝Ｓ的有机磷农药抑制 ＡＣｈＥ
能力强［３］，因为 Ｏ比 Ｓ吸电子效应强，使离开基团
更不稳定。本实验显示，对氧磷较对硫磷抑制人脑

ＡＣｈＥ能力约强万倍，符合这个规律。对硫磷可在体
内经细胞色素 Ｐ４５０催化生成对氧磷而发挥更强的
抑酶作用［１］；对氧磷虽然抑酶能力强，但 ４种重活
化剂对对氧磷膦酰化酶的重活化率（４２％～９６％）明
显高于对对硫磷膦酰化酶的重活化率（１８％ ～
３８％），这是因为肟类药物是亲核试剂，其重活化速
率受磷原子上取代基的影响，Ｏ比 Ｓ吸电子效应强，
所以对氧磷膦酰化酶较对硫磷膦酰化酶的亲电子性

高，易被肟类药物亲核攻击，重活化率就高。双肟类

药物对对氧磷与对硫磷抑制的人脑 ＡＣｈＥ都有较高
的重活化率，比 ２ＰＡＭ及 ＨＩ６好，这是因为双肟类
药物分子中有２个阳离子中心，增强了与膦酰化酶
的结合能力，重活化作用相对较好，故临床上急救

应采用双肟类重活化剂为佳。

老化是指膦酰化酶脱去烷基而不能被重活化剂

重活化的一种现象，它影响肟类药物对有机磷农药

抑制的ＡＣｈＥ的重活化效果，由于发生老化，有机磷
农药（毒剂）中毒后难以救治。对硫磷和对氧磷酰化

人脑ＡＣｈＥ的完全老化需时约４ｄ，故中毒病人应反
复使用双肟类重活化剂。当前有机磷农药中毒后使

用肟类化合物的时间一般是 １～２ｄ［４］，显然太短。
此外，有机磷农药进入机体后可分布到组织器官中，

形成 “贮存库”，这些组织中的有机磷农药不断释放

到血中，可使ＡＣｈＥ受到再抑制［５］。以上结果提示：

①急救时应尽早使用重活化剂，最好是双肟类重活

化剂；② 当急性毒性症状得到控制后，仍须重复使

用重活化剂直至中毒症状得到彻底缓解。重复给予

双肟类药物可有效地重活化再次被抑制而未出现老

化的膦酰化酶，加速患者的恢复；此外，肟类药物还

能直接水解有机磷农药，使之转变为无毒产物［６］，有

抗惊厥及恢复被抑制的神经肌肉传递功能等作

用［７］。
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