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摘 要：目的　探究柑橘中常见残留农药丙溴磷（PFF）与阿维菌素（ABM）、苯醚甲环唑（DIF）、联苯菊酯（BIF）、吡

虫啉（IMI）混合暴露对秀丽隐杆线虫的神经毒性作用。方法　L1 期野生型线虫 N2 品系秀丽隐杆线虫（简称线虫）

和转基因线虫 EG1285（unc-47：：GFP）品系线虫液体环境染毒 24~72 h 后，测定 5 种农药（PFF、ABM、DIF、BIF、IMI）
分别对线虫的体长抑制率，并根据其单一毒性效应设计低、中、高（1/10 EC50、1/2 EC50、EC50）3 个剂量组，探究 PFF 分

别与其他 4 种农药混合暴露对线虫运动行为能力的影响，最终利用 Chou-Talalay 模型分析其联合毒性效应并对具

有显著协同作用的 PFF-ABM 混合物开展联合神经毒性研究，进一步探究其对线虫趋化性、捕食率、ATP 和 GABA
水平及 GABA 能神经元的影响。结果　5 种农药对线虫体长的抑制程度（24 h）依次为 ABM（EC50=0. 015 μg/mL）>
PFF（EC50=0. 458 μg/mL）>DIF（EC50=10. 585 μg/mL）>IMI（EC50=39. 981 μg/mL）>BIF（EC50=46. 623 μg/mL）。农药混

合物联合毒性效应结果表明，所有农药联合处理组对线虫的运动行为均具有抑制作用，PFF-DIF、PFF-BIF 和 PFF-

IMI 的联合毒性效应均为低浓度协同作用，高浓度拮抗作用，而 PFF-ABM 的联合毒性效应在受试浓度下均为协同

作用。PFF-ABM 中、高剂量组线虫的 ATP、GABA 水平较 PFF 和 ABM 单独组均显著下降（P<0. 05）。在神经元发

育损伤实验中，PFF-ABM 高剂量组转基因线虫的 GABA 能神经元的荧光强度分别较 PFF 和 ABM 单独组分别下降

43. 38% 和 33. 20%。结论　PFF 与 ABM 混合物的联合神经毒性效应为协同作用，与其他 3 种农药混合物的联合神

经毒性效应随暴露浓度增加具有由协同作用转为拮抗作用趋势。PFF-ABM 联合暴露通过降低线虫 ATP 和 GABA
水平、损伤 GABA 能神经元诱导协同作用的产生。
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Abstract： Objective　 Exploring the neurotoxic effects of combined exposure to commonly detected pesticide residues 
in citrus， including profenofos （PFF） ，avermectin （ABM）， difenoconazole （DIF）， bifenthrin （BIF）， and imidacloprid 
（IMI）， respectively， on Caenorhabditis elegans. Methods　 Wild type N2 and transgenic EG1285 （unc-47：：GFP） C.  

elegans were exposed to mycotoxins in the liquid environment for 24-72 h， and the body length inhibition rates of five 
pesticides were measured.  Based on the single toxic effect， low， medium and high （1/10 EC50， 1/2 EC50， EC50） dose 
groups were designed to investigate the effects of PFF mixed with four other pesticides， respectively.  On the motility 
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behavior of C.  elegans， followed by using Chou-Talalay model to analyze the type of combined toxicity.  Finally， a 
combined neurotoxicity study was conducted on the PFF-ABM mixture which showing the significantly synergistic effects to 
further explore its effects on the chemotaxis， predation rate， ATP and GABA levels and GABAergic neurons. Results　The 
toxic effects of the five pesticides on the body length of nematodes （24 h） were in the order of ABM （EC50=0. 015 μg/mL）>
PFF （EC50=0. 458 μg/mL）>DIF （EC50=10. 585 μg/mL）>IMI （EC50=39. 981 μg/mL）>BIF （EC50=46. 623 μg/mL）.  The 
results of the combined toxicity effects of pesticide mixtures showed that all pesticide combination treatment groups had 
inhibitory effects on the motility behavior of C.  elegans.  The combined toxic effects of PFF-DIF， PFF-BIF and PFF-IMI 
were synergistic at low concentrations whereas antagonistic at high concentrations.  However， the combined toxic effect of 
PFF-ABM was synergistic at all the tested concentration.  The ATP and GABA levels of C.  elegans in the medium and high-

dose groups of PFF-ABM were significantly lower than those in the PFF and ABM groups alone （P<0. 05）.  In the 
experiment of neuronal developmental damage， the fluorescence intensity of GABAergic neurons in transgenic C.  

elegans in the high-dose group of PFF-ABM decreased by 43. 38% and 33. 20%， respectively， compared to the PFF and 
ABM alone groups. Conclusion　 The combined neurotoxic effects of PFF and ABM mixture was synergistic and the 
combined neurotoxic effects of the mixtures with the other three pesticides showed a trend of shifting from synergistic to 
antagonistic effects with the increasing exposure concentration.  PFF-ABM combined exposure induced synergistic 
effects by reducing the ATP and GABA levels and damaging GABAergic neurons in nematodes.
Key words： Profenofos； combined toxicity； neurotoxicity； pesticide residues； Caenorhabditis elegans

柑橘是世界范围内种植国家最多、产量最高的

水果。柑橘的生长周期长，虽易受病虫侵害但施用

农药能进行有效控制，使其在国内外被人们广泛种

植和食用。然而，调查显示仍有部分农药如丙溴磷

（Profenofos，PFF）、联苯菊酯（Bifenthrin，BIF）、吡虫

啉（Imidacloprid，IMI）、阿维菌素（Avermectin，ABM）

和苯醚甲环唑（Difenoconazole，DIF）等存在检出率

较高甚至超标的情况［1-2］。其中，PFF 的残留情况更

为严重，部分地区样本的超标率达到 100%，成为柑

橘类农残的主要来源之一［3］。此外，在浙江、重庆、

江西等产区的柑橘样品中还常检出 PFF 与其他农

药如 ABM、BIF、DIF、IMI 混合残留［3-5］。研究表明，

残留农药可在环境中不断积累，可通过食物链进入

生物体内形成复杂的农药混合物，对机体的生殖、

神经、免疫等多个系统产生毒性损伤［6］，且存在产生

拮抗、协同、加和等联合毒性效应的可能［7-8］，对机体

健康造成不同程度的危害。目前，对 PFF 的单一毒

性研究较为广泛，已证实其具有不同程度的发育、

生殖、遗传等多种毒性作用［9］，但其神经毒性的研究

相对较少，同时与其他农药的联合毒性效应及相应

的毒性机制尚不清楚，故对 PFF 与其他农药共存而

产生的联合毒性效应展开研究意义重大。

Chou-Talalay 法是一种评估多种毒性物质联合

作用类型的方法，不受毒性物质间相互作用的影

响，近年来在化学混合物风险评估方面得到了广泛

应用［10］。WANG 等［11］利用了 3 种不同的数学模型

评估了毒死蜱、呋喃丹和啶虫脒对 HepG2 细胞的

联合毒性，发现 Chou-Talalay 模型评估农药混合物

联合作用方式更加准确，并表明该模型能够作为评

估农药混合物联合毒性的有效工具。此外，现有的

毒性研究报道多是利用鱼类和鼠类模型进行研究，

但因其体型较大、神经系统复杂和干扰因素多等原

因，使其在神经毒性的研究中受到一定限制。秀丽

隐杆线虫（Caenorhabditis elegans，简称线虫）不仅具

有体积小、生长周期短、易于观察、与人类具有 60%~
80% 的基因同源性等优势，还拥有简单且与哺乳

动物神经递质的合成、转运及受体结合途径高度相

似的神经系统，可表达多种复杂的行为，并能通过

绿色荧光蛋白标记表征其神经元结构，是一种研究

神经毒理学的优势生物模型［12］。因此，本研究以

线虫为生物模型，研究 PFF 与 ABM、DIF、BIF 和

IMI 混合暴露对线虫行为能力的影响并分析其联

合毒性效应类型，最后通过测定 ATP 水平、GABA
水平和 GABA 能神经元损伤情况来探究 PFF-ABM
混合物对线虫产生协同毒性作用的潜在机制。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器与试剂

高速冷冻离心机（Thermo Fisher Scientific），生

物显微镜（无陌光学），生化培养箱（上海一恒科学

仪器有限公司），荧光正置显微镜（Olymous 公司），

研磨器（北京天根生化科技有限公司）。氯化钾、氯

化钠、氢氧化钠（分析纯，重庆川东化工有限公司）；

琼脂粉、蛋白胨、胆固醇（生物技术级，上海阿拉丁

生化科技有限公司）；七水硫酸镁、氯化钙（分析纯，

成都市科隆化学品有限公司）；叠氮化钠（分析纯，

德国 Merck 有限公司）；次氯酸钠（分析纯，南京试

剂有限公司）。
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PFF、ABM、IMI、BIF、DIF 标 准 品（Pibolab 公

司），三磷酸腺苷（Adenosine triphosphate，ATP）、蛋

白浓度（Bicinchoninic acid，BCA）、γ-氨基丁酸（Gamma-

aminobutyric acid，GABA））检测试剂盒（碧云天生物

有 限 公 司），野 生 型 线 虫 N2 品 系 、转 基 因 线 虫

EG1285（unc-47∷GFP）品系、尿嘧啶缺陷型大肠杆

菌（E. coli OP50）（Caenorhabditis Genetics Center）。固

体培养基（Nematode growth medium，NGM）由 1. 77 g 氯

化钾，2. 25 g 氯化钠，12. 75 g 琼脂粉，3. 76 g 蛋白胨

和 750 mL 超纯水配制，经灭菌后冷却至 60 ℃，向其

依次加入  1 mol/L 氯化钙、1 mol/L 七水硫酸镁和

10 mg/mL 胆固醇 1 mL。缓冲液由 2. 36 g 氯化钾、

3. 00 g 氯化钠和 1000 mL 超纯水配制。裂解液由

1. 00 g 氢氧化钠，20 mL 次氯酸钠（5. 25%）和 80 mL
超纯水配制。

1. 2　线虫的处理与染毒

1. 2. 1　线虫的同步化处理

实验所用线虫日常均培养在含 E. coli OP50 的

NGM 培养基中，20 ℃恒温培养。为得到同期的 L1 期

线虫，收集大量处于孕期的线虫，用裂解液释放虫

卵，置于缓冲液中并孵育 10 h［13］。

1. 2. 2　线虫的暴露浓度

根据柑橘类水果中 PFF、ABM、DIF、BIF 和 IMI
的实际残留浓度，综合考虑我国相关限量标准中最

大残留限量的数量级［15］，以及考虑物种间的不确定

系数 1~1 000（秀丽隐杆线虫选择不确定系数 1 000）
和前期预实验结果，设定其体长暴露最高浓度分别

为 0. 8 μg/mL（PFF）、0. 04 μg/mL（ABM）、60 μg/mL
（DIF）、80 μg/mL（BIF）、80 μg/mL（IMI），采用二倍

稀释法设置 6 个浓度梯度，如 PFF 暴露浓度 0（对照

组，记为 control）、0. 05、0. 1、0. 2、0. 4、0. 8 μg/mL，
其余测定指标的单独暴露浓度根据 5 种农药单一

暴露对线虫体长抑制率（48 h）得到的半数有效浓度

（Effective Concentration 50%，EC50）作为其暴露的最

高剂量，设计低（1/10 EC50）、中（1/2 EC50）、高（EC50）

3 组浓度梯度。具体为 PFF（0. 02、0. 1、0. 2 μg/mL）、

ABM（0. 001、0. 005、0. 01 μg/mL）、DIF（2. 0、10. 0、
20. 0 μg/mL）、BIF（0. 5、2. 5、5. 0 μg/mL）、IMI（2. 0、
5. 0、10. 0 μg/mL），两种农药联合暴露浓度的低中

高剂量分别为对应单一农药的低中高剂量的加和，

如 PFF+DIF（0. 02+2. 0、0. 1+10. 0、0. 2+20. 0 μg/mL）。

1. 3　生理生化指标测定方法

1. 3. 1　体长的测定

体长是线虫对外源污染物敏感的指标之一，可

以反映其生长发育情况。根据体长的抑制率可计

算 5 种农药对线虫体长的 EC50。

将 L1 期线虫转移至含 E. coli OP50 的液体培养

基中（包括充足 E. coli OP50 以及特定浓度的农药和

缓冲液），暴露 24、48、72 h 时，随机吸取不同测试浓

度的含线虫液体置于表面皿中，用酒精灯将虫体固

定后，在显微镜下拍照并测量体长［16］。

1. 3. 2　头部摆动和身体弯曲测定

暴露 48 h 后，将线虫转移至不含 E. coli OP50

的 NGM 板上，滴加 1 滴缓冲液进行 1 min 适应恢

复，记录线虫 1 min 内头部摆动次数（头部从一侧摆

到另一侧再摆回来记录为 1 次）和身体弯曲次数

（身体长轴方向上做 1 次正弦运动记录为 1 次）［16］。

1. 3. 3　觅食行为测定

线虫可以通过多种神经元相互作用准确定位

食物的位置。因此，通过测定线虫的捕食率可以评

估线虫神经元的损伤程度。

测试前，在 NGM 板的中心涂 1 个直径 1 cm 含

有 E. coli OP50 的目标圆，并在圆心滴加 1 μL 叠氮

化钠溶液。测试时，将暴露 48 h 的线虫转移至距圆

心 4 cm 的位置，分别在 2、4、8、24 h 后观察目标圆内

线虫的数目（捕食率/%=菌液目标圆中的线虫数目/

测试培养板中总的线虫数目×100%）［17］。

1. 3. 4　学习能力测定

线虫的行为具有可塑性，经训练后能够将食物

和化学物质相联系，对某些化学物质做出趋避行

为［18］。正常状态下的线虫对 NaCl 具有趋向性，但

在 NaCl 和饥饿刺激的条件下，线虫能对 NaCl 做出

逃避行为。

将暴露 48 h 的线虫提前转移至含 NaCl 且不含

E. coli OP50 的 NGM 板上饥饿 3 h。然后将线虫置

于提前准备好的测试培养板中的点 C，并在点 A 和

点 B 处各滴加 1 μL 的叠氮化钠溶液（0. 5 mmol/L），

待线虫自由运动 1 h 后，分别计数以点 A 和点 B 为

圆心的圆内线虫数，并计算趋向性指数。趋向性指

数=（A 域内线虫条数 -B 区域内线虫条数）/总线虫条

数。测试培养板：在 NGM 板上设置点 A、点 B（两点

相距 4 cm）及点 C（距离 A 和 B 点 3 cm），并在 A 点

放置一个含 100 mmol/L NaCl 琼脂圆柱切块（测试

时移除）［18］。

1. 3. 5　神经元形态观察

利用 EG1285 线虫评估 GABA 能神经元的形态

变化。将暴露 48 h 后的线虫用叠氮钠溶液固定在

载玻片上，在荧光显微镜下，随机捕捉 20 条线虫的

荧光照片。同时，选择 Image J 软件计算神经元的

荧光强度［16］。

1. 3. 6　生化指标测定

将暴露 48 h 的线虫收集到离心管中，加入组织
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裂解液并研磨匀浆，在 4 ℃ 下 12 000 r/min 离心

5 min（离心半径为 10 cm），收集上清液作为样品，测

定线虫 BCA 浓度、ATP 水平和 GABA 水平。生化

指标均按照生物试剂盒说明书测定并用蛋白含量

归一化，以相比于对照组的百分值表示。

1. 4　统计学分析

所有数据使用 SPSS 23. 0 软件分析，以均数±标
准差表示，利用单因素方差分析进行显著性差异性

分析，采用 Origin 2021 软件绘图。EC50 采用回归分

析 Probit 概率函数得出，使用 CompuSyn 软件计算

相互作用指数（Combination index value，CI 值）分析

联合毒性效应。

2　结果

2. 1　PFF、ABM、IMI、DIF、BIF 对野生型 N2 线虫体

长的影响

暴露 24、48、72 h 时，5 种农药单一暴露对线虫

的体长均具有不同程度的抑制作用。单一农药生

长发育毒性（48 h）大小排序为 IMI<BIF<DIF<PFF<
ABM。 随 着 暴 露 时 间 由 24 h 延 长 至 72 h，PFF、
ABM、DIF 和 BIF 的 EC50 变化较小，而 IMI 的 EC50
明显增加。由此表明，农药对线虫生长发育的抑制

不仅受浓度的影响，还与毒作用时间有关，这可能

与农药在线虫体内的代谢动力学和线虫自身对农

药的代偿能力不同有关（表 1）。

2. 2　PFF 与 ABM、DIF、BIF、IMI 混合暴露对野生型

N2 线虫运动能力的影响和联合毒性效应评估

线虫的运动行为受多个神经元的控制，其运动频

率的变化可以量化农药对线虫运动相关神经元的损

伤。如图 1（a）和 1（b）所示，PFF、ABM、DIF、BIF、IMI
单独处理组与对照组相比，线虫的运动频率均受到不

同程度抑制。PFF+ABM 所有联合处理组的线虫运

动频率均显著低于同浓度下 PFF、ABM 单独处理组，

差异有统计学意义（P<0. 05）。PFF+DIF 和 PFF+BIF
联合处理组的线虫运动频率在低、中剂量时显著低于

PFF、DIF 和 BIF 单独处理组，差异有统计学意义（P<
0. 05），但高剂量时与单独处理组比较，差异无统计学

意义（P>0. 05）。PFF+IMI 联合处理组在低浓度时线

虫的运动频率与 PFF 或 IMI 单独处理组比较，差异

无统计学意义（P>0. 05），但中、高浓度时与 IMI 单独

处理组比较，差异有统计学意义（P<0. 05）。

利用 CompuSyn 软件计算 CI 值，结果如表 2 所

示。PFF+ABM 联合效应在 EC25~EC75 范围内表现为

协同作用。PFF+DIF、PFF+BIF、PFF+IMI 联合效应

在 EC25~EC75 范围内随暴露浓度的增加，联合毒性效

应逐渐从协同作用转为拮抗作用。基于此，对在线虫

模型中产生协同毒性损伤的 PFF+ABM 联合暴露组

［PFF（0. 02~0. 2 μg/mL）+ABM（1. 0~10. 0 ng/mL）］
展开进一步研究。

表 1　PFF、ABM、DIF、BIF、IMI对线虫体长的 EC50值

Table 1　EC50 values of PFF, ABM, DIF, BIF, and IMI for C. elegans body length

体长 24 h-EC50（95%CI）

体长 48 h-EC50（95%CI）

体长 72 h-EC50（95%CI）

PFF/（μg/mL）
0.458

（0.353~1.413）
0.294

（0.215~1.027）
0.315

（0.322~1.202）

ABM/（μg/mL）
0.015

（0.013~0.021）
0.019

（0.013~0.027）
0.025

（0.016~0.036）

DIF/（μg/mL）
10.585

（3.593~15.996）
9.167

（1.285~14.955）
14.159

（8.619~19.635）

BIF/（μg/mL）
46.623

（34.770~68.794）
39.544

（30.677~61.202）
43.176

（29.651~48.341）

IMI/（μg/mL）
39.981

（27.618~59.387）
61.372

（42.266~121.642）
63.513

（47.760~98.836）

注：横坐标 P+A、P+D、P+B、P+I分别表示 PFF+ABM、PFF+DIF、PFF+BIF、PFF+IMI；*、#、◇、●、Δ 表示同浓度下分别与 PFF、ABM、DIF、BIF、IMI
单独组有显著差异；***、###、◇◇◇、●●●、ΔΔΔ表示 P<0.001，**、##、◇◇、●●、ΔΔ表示 P<0.01，*、#、◇、●、Δ表示 P<0.05

图 1　PFF 与 ABM、DIF、BIF、IMI联合暴露后线虫的头部摆动频率（a）和身体弯曲频率（b）
Figure 1　Head swing frequency (a) and body bending frequency (b) of C. elegans after combined exposure to PFF, ABM, DIF, BIF, and IMI
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2. 3　PFF 与 ABM 混合暴露对野生型 N2 线虫学习

能力的影响

如图 2 所示，随着暴露浓度增加，PFF+ABM 组

线虫表现出对 NaCl 正向趋向，表明学会将 NaCl 与
饥饿联系起来的线虫数量正在减少。与 PFF 和

ABM 单独处理组相比，PFF+ABM 组线虫的趋向性

指数显著增加（P<0. 05），表明联合暴露对线虫趋化

性学习能力产生协同损伤作用，这一结果与表 2 中

的结果相似。

2. 4　PFF 和 ABM 混合暴露对野生型 N2 线虫觅食

行为的影响

如图 3 所示，随着暴露浓度增加，单独和联合

处理线虫的觅食能力呈下降趋势。在接触食物 2 h
和 4 h 后，PFF+ABM 联合处理组在低、中浓度时线

虫捕食率 ABM 单独组比较，差异无统计学意义（P>
0. 05）。然而，在接触食物 8 h 和 24 h 后，PFF+ABM
组线虫捕食率较 PFF 和 ABM 单独组显著下降，差

异有统计学意义（P<0. 05）。

2. 5　PFF+ABM 对野生型 N2 线虫能量代谢水平的

影响

ATP 由供能细胞器线粒体产生，是线虫维持神

经元正常生理活动的重要能量来源。当外源物损

伤线粒体结构和功能时，线虫的体内 ATP 的合成将

受到影响。因此，通过测定线虫体内 ATP 水平可以

反映线粒体的功能活性和机体的能量代谢水平。

如图 4 所示，随着联合暴露浓度增加，线虫体内

ATP 水平较空白组显著降低（P<0. 001）。与对应浓

度的 PFF 和 ABM 单独处理组相比，PFF+ABM 联合

处理组在高剂量时分别降低 29. 53% 和 38. 01%。

2. 6　PFF+ABM 对野生型 N2 线虫神经递质 GABA
的影响

神经递质是神经系统的化学信使，在神经元和肌

肉之间传递信号，测定其神经递质含量可以准确评估

线虫的神经系统是否受到有毒物质的影响。如图 5
所示，其他处理组与空白组相比均具有显著差异（P<
0. 05）。同时，PFF+ABM 组线虫 GABA 含量较 PFF 和

ABM 单独处理组均显著降低，差异有统计学意义（P<
0. 001）。其中，高剂量联合处理组较对应的 PFF 和

ABM 单独处理组分别下降了 33. 22% 和 29. 78%。

2. 7　PFF+ABM 对转基因 EG1285 线虫 GABA 能神

经元的影响

利用绿色荧光蛋白标记的转基因线虫可直观

地观察不同神经递质类型的神经元发育形态。因

此，我们利用 EG1285 线虫（GABA 能神经元由转运

蛋白标志物 unc-47：：GFP 表达，该神经元系统在调

节线虫的运动、觅食和学习等行为中发挥着关键作

用）评估了联合处理对线虫 GABA 能神经元的影

响，结果如图 6 所示。与空白组相比，PFF 和 ABM
单独处理的低、中剂量组线虫 GABA 能神经元荧光

表达量差异无统计学意义（P>0. 05），而高剂量组中

线虫的荧光强度显著降低，差异有统计学意义（P<
0. 05）。 与 PFF 和 ABM 单 独 处 理 组 相 比 ，PFF+
ABM 联合处理组在高剂量时线虫 GABA 能神经元

的荧光强度分别降低 43. 38% 和 33. 20%，差异有统

计学意义（P<0. 001），对线虫 GABA 能神经元发育

损伤产生协同作用。同时，图 6 还显示 EG1285 线

虫中神经元的荧光强度减弱和荧光点数量减少，表

明存在神经元胞体缩小和神经元缺失等情况。

3　讨论

多种农药共同残留于同一食品中的现象普遍存

在，而它们产生的联合毒性效应会对人类健康产生不

同程度的危害。PFF 作为已知的神经毒物，是柑橘类

注：*、∆、#分别表示与对应剂量的空白组、PFF 和 ABM 单独组具有

显著差异；***、###、ΔΔΔ表示 P<0.001，**、##、ΔΔ表示 P<0.01，*、#、
Δ表示 P<0.05

图 2　PFF 和 ABM 联合暴露线虫的化学趋向性指数

Figure 2　Chemical tendency index of C. elegans exposed to 
PFF and ABM

表 2　PFF 和 ABM、DIF、BIF、IMI联合暴露对线虫运动行为

的联合毒性分析

Table 2　Combined toxicity analysis of the combined exposure to 
PFF and ABM, DIF, BIF, and IMI on C. elegans motor behavior

效应

水平

EC25

EC50

EC75

指标

头部摆动-48 h
身体弯曲-48 h
头部摆动-48 h
身体弯曲-48 h
头部摆动-48 h
身体弯曲-48 h

相互作用值

Combination index value
PFF+ABM

0.31
0.52
0.53
0.77
0.59
0.64

PFF+DIF
0.03
0.87
0.71
1.16
1.34
1.98

PFF+BIF
0.41
0.92
0.55
0.54
1.09
1.01

PFF+IMI
0.25
0.79
1.84
1.41
2.76
3.06

注：CI<1 表示联合效应为协同作用，CI=1 表示加和作用，CI>1 表示

为拮抗作用 [19]
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水果中常见的农残成分，但目前 PFF 与其他农药混合

暴露产生的联合神经毒性的效应尚不清楚。因此，本

研究通过测定柑橘类水果中频繁检出的农药混合物

对线虫的神经毒性，以评估其在线虫体内产生的联合

毒性作用，为开展 PFF 联合神经毒性研究提供了数据。

注：*、∆、#分别表示与对应剂量的空白组、PFF 和 ABM 单独组具有显著差异；（a）低剂量组；（b）中剂量组；（c）高剂量组；***、###、ΔΔΔ表示 P<
0.001，**、##、ΔΔ表示 P<0.01，*、#、Δ表示 P<0.05
图 3　PFF 和 ABM 联合暴露线虫的捕食率

Figure 3　Feeding rate of C. elegans exposed to PFF and ABM

注：*、∆、#分别表示与对应剂量的空白组、PFF 和 ABM 单独组具有显

著差异；***、###、ΔΔΔ 表示 P<0.001，**、##、ΔΔ 表示 P<0.01，*、#、Δ
表示 P<0.05

图 5　PFF 和 ABM 联合暴露线虫的神经递质 GABA 含量

Figure 5　Neurotransmitter GABA levels of C. elegans exposed 
by PFF and ABM

注：*、 ∆、#分别表示与对应剂量的空白组、PFF 和 ABM 单独组具有

显著差异；***、###、ΔΔΔ表示 P<0.001，**、##、ΔΔ表示 P<0.01，*、#、
Δ表示 P<0.05

图 4　PFF 和 ABM 联合暴露线虫的 ATP 含量

Figure 4　ATP levels of C. elegans exposed to PFF and ABM
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在本研究中，除 PFF+ABM 外，PFF+DIF、PFF+
BIF、PFF+IMI 对线虫的联合神经毒性整体上表现为

随农药浓度增大，其联合效应具有协同转为拮抗作

用的趋势，这与 IMI、环氧虫啶和戊唑醇对水蚤的联

合毒性作用类似［20］，其原因可能与其毒性机制和农

药在体内的代谢有关。既往研究表明，PFF、DIF 和

IMI 均能产生活性氧，引起氧化应激反应［21］。由此

推测，PFF 与 DIF、IMI 暴露可能引起了一定的氧化

应激，使线虫的正常生理功能受限，由此联合神经

毒性增强；但随着浓度增加，不同组分间可能对相

同的结合位点产生竞争［22］，如 PFF、DIF、IMI 都是乙

酰胆碱酯酶（Acetylcholinesterase，AChE）抑制剂，其

浓度过高时会竞争 AChE 的结合位点，从而导致其

联合神经毒性减弱。PFF 与 BIF 对线虫的联合效应

类型发生改变，可能是由于 BIF 暴露引起了机体代

谢紊乱从而加快了 PFF 的代谢［23］，最终使其联合神

经毒性减弱产生拮抗作用。运动、觅食和趋向性都

是线虫生存的基本行为能力，由神经系统进行统一

调控。本研究发现 PFF 与 ABM 联合处理对线虫的

神经系统造成了更加严重的损伤，使其运动频率、

捕食率和趋化性指数显著改变，这一结果与 Chou-

Talalay 模型分析得出的 PFF 与 ABM 联合毒性效应

类型（协同作用）一致。这可能是因为 PFF 的神经

毒性机制主要是通过磷酸化 AChE 的活性位点，导

致乙酰胆碱在突触连接处积累，从而引发神经元功

能障碍［24］；而 ABM 的毒性机制主要是通过靶向

GABA 受体和谷氨酸门控氯离子通道来增加氯离子

膜通透性，引起大量的氯离子流入神经元，从而导致

神经递质传递受阻［25］。PFF 和 ABM 暴露均可使机体

发生神经元损伤或神经递质紊乱，二者通过不同的作

用途径引起相似的毒性反应，从而使联合神经毒性增

强。线虫联合暴露农药的神经毒性具有多靶点和多

机制的特点，推测 PFF 与 DIF、IMI、BIF 农药组合在

不同浓度下对线虫的觅食和趋向性的影响可能与

运动能力的变化类似，甚至可能引发更复杂的神经

行为异常，这一推测有待进一步研究验证，以期为

后续进一步动物实验中神经毒性的评价提供指导。

线虫的运动行为主要由 GABA 能神经元控制，

其运动行为变化与 GABA 能神经元荧光强度显著

相关［26］。在本研究中，PFF 和 ABM 联合暴露使

EG1285 线虫的 GABA 能神经元胞体缩小和缺失，并

使其荧光强度显著低于两个单独处理组。这一结果

表明，PFF 与 ABM 对线虫神经系统产生协同毒性可

能与 GABA 能神经元损伤密切相关。结果还显示，

PFF 与 ABM 联合处理后野生型线虫 GABA 水平显

著降低，GABA 能神经元发生神经递质传递异常。

值得注意的是，PFF 单独处理后线虫 GABA 水平显

著降低，表明 PFF 对胆碱能神经递质系统的影响可

能并不是唯一的行为毒性机制，非胆碱能系统（即

GABA 受体）可能是其替代或次要靶标，这与对氧磷

灌胃后，大鼠的大脑皮层和海马突触体中 GABA 水

平和运动行为改变的结果类似［27］。

ATP 是神经系统的能量来源，可为神经递质的

合成和传递提供能量，保证神经元的正常活动［28］。

本研究发现，经 PFF+ABM 联合处理后线虫的 ATP
水平较两个单独处理组降低。这可能是由于 PFF
与 ABM 共同作用引发了线粒体损伤，使线粒体膜通

透性增加，从而使 ATP 生成过程受阻［29］。因此，

PFF+ABM 诱导协同神经毒性的产生还可能与线粒

体功能障碍有关，使神经元由于能量供应不足发生

神经递质传递障碍，加剧神经毒性。与之相似，

ZHAO 等［30］研究证明了线粒体相关基因（Pink-1）参

与纳米塑料和四溴双酚 A 共同暴露引起的线虫运

动能力下降和协同神经毒性的产生。此外，农药诱

导协同神经毒性的机制较为复杂，还需深入探究有

注：*、∆、#分别表示与对应剂量的空白组、PFF和 ABM 单独组具有显

著差异；箭头表示神经元缺失；***、###、ΔΔΔ表示 P<0.001，**、##、
ΔΔ表示 P<0.01，*、#、Δ表示 P<0.05

图 6　PFF 和 ABM 联合暴露线虫 GABA 能神经元的平均荧光

强度（a）和 EG1285 线虫神经元形态图（b）（×20）
Figure 6　Mean fluorescence intensity of GABA neurons ex⁃

posed to PFF and ABM (a) and morphology of EG1285 
C. elegans neurons (b) （×20）
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关氧化应激、线粒体损伤、内质网应激等介导的神

经毒性相关通路和基因，进而阐明农药联合暴露诱

导的协同神经毒性的机制。

综上所述，本研究证实了 PFF 对线虫的运动能

力有明显的抑制作用且与其他可能共存的农药会

产生协同神经毒性，可能对人或动物的健康产生更

大影响，故 PFF 的联合神经毒性值得更多关注。未

来，PFF 的联合暴露研究应进一步关注多农药种类、

更宽的暴露浓度和更多的监测终点，进而能全面客

观地对 PFF 及其共存农药的健康风险展开评估。
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