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摘要: 丙硫菌唑是一种市场前景非常好的新型广谱杀菌剂。 本文研究了丙硫菌唑对水生生物斑马鱼的急性毒性和生物累积

风险。 通过斑马鱼的急性毒性试验获得丙硫菌唑对斑马鱼的 96 h-LC50 为 2.06 mg a.i.·L-1。 随后,采用 0.02 mg·L-1
(1/100

LC50 )和 0.2 mg·L-1
(1/10 LC50 )2 个浓度的丙硫菌唑,通过 8 d 实验,获得其在斑马鱼体内的生物累积效应。 在 0.02 mg·L-1组

中,第 8 天时,斑马鱼体内的浓度达到 0.733 mg·kg-1,生物富集系数(BCF8 d)缓慢增长到 34.36。 而在 0.2 mg·L-1组,第 8 天时,

斑马鱼组织内丙硫菌唑浓度为 4.198 mg·kg-1, BCF8 d 值为 19.72。 结果表明,丙硫菌唑对斑马鱼的毒性等级为中毒,同时其在

斑马鱼体内具有中等生物累积效应。 因此,在使用过程中,需要考虑其对水生生物的毒性和水生食物链的放大效应。
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Abstract: Prothioconazole is a new broad-spectrum fungicide and of good application prospects. To evaluate the

environmental risk, the biotoxicity and bioaccumulation in zebrafish (Brachydanio rerio) were studied. The 96 h-
� LC50 to zebrafish was 2.06 mg a.i.·L-1

by acute toxicity test. Accordingly, the concentrations of 0.02 mg·L-1
(1/100

LC50) and 0.2 mg·L
-1
(1/10 LC50 ) were employed to evaluate the biological availability of prothioconazole in

Brachydanio rerio. Under the exposure level of 0.02 mg·L-1
, the concentration of prothioconazole in zebrafish in-

� creased rapidly in the first day and moderately later. The concentration was 0.733 mg·kg-1
in zebrafish on the 8

th
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day and bioaccumulation factor (BCF8 d) was 34.36. Under the level of 0.2 mg·L-1
, the concentration of prothio-

conazole in zebrafish increased in the first few days and reached equilibrium in 96 h. The concentration was 4.198

mg·kg-1
in zebrafish and BCF8 d was 19.72. The results showed that prothioconazole was of moderate toxicity and

of medium bioconcentration in zebrafish. Therefore, the toxicity, bioaccumulation and magnification of prothiocon-
azole in food chain should be considered during the application.

Keywords: prothioconazole; Brachydanio rerio; acute toxicity; bioaccumulation

　 　 丙硫菌唑,化学名为 2-(2-(1-氯环丙基)-3-(2-氯
苯基)-2-羟丙基)-1-2-二氢-3-1,2,4-三唑-3-硫酮,英文

名 prothioconazole,CAS 号 178928-70-6,结构式如图

1 所示。 熔点 139.1 ~ 144.5 ℃,Henry 常数<3×10-5

Pa·m
3·mol

-1,饱和蒸气压 (20 ℃ ) < 4 × 10-7
Pa,

LogKow(20 ℃ )为 4.05,水中溶解度(20 ℃,pH =7)为

� 0.3 g·L-1[1-2]。 丙硫菌唑是一种广谱三唑类杀菌剂,
主要防治由子囊菌、担子菌和半知菌等 3 类致病菌

引起的病害,用于防治禾谷类作物小麦、大麦和水稻

等的多种病害,同时对油菜、花生、豆类、黄瓜和番茄

等的众多病害防治效果也非常好[3-5]。 自 2004 年首

获登记以来已在全球 60 多个国家登记并销售,在杀

菌剂中就占据了重要地位。 2015 年,全球拥有 5.00

亿美元以上销售额的杀菌剂只有 8 个,丙硫菌唑以

8.00 亿美元的销售额位居第三。 虽然国内目前登记

工作刚刚开始,根据中国农药信息网公布的数据,迄
今为止,仅海利尔和久易农业 2 家企业完成原药登

记,海利尔、久易农业和溧阳中南化工 3 家企业进行

了 3 种制剂登记,综合来看,丙硫菌唑在国内市场应

该是一种非常有前景的杀菌剂[1-2]。

图 1　 丙硫菌唑结构式

Fig. 1　 The structural of prothioconazole

　 　 一般来说,农药在施用后,只有少部分能够到达

其靶标,大部分会落入土壤,同时滞留在植株上的农

药也会通过雨水冲刷而进入土壤,然后通过地表径

流,进入水体,从而危害水生生物的安全[6]。 因此,
对于农药的安全评价需要考察其对水生动植物的安

全性。 同时,考虑到丙硫菌唑的 logKow 为 4.05,具

� 有比较高的疏水性,其在水生生物体内的累积作用

也是不可忽视的[1]。 国内丙硫菌唑的登记工作刚刚

开始,目前,丙硫菌唑的研究还多集中于合成工艺优

化[7-9]、药效评价[3-5]与残留方法[10-11]等方面,对于其

环境安全评价研究还比较少。 笔者近来发现了丙硫

菌唑在生物体内代谢和累积规律[12],以此为基础,本
文开展了丙硫菌唑对斑马鱼的安全性评价及其在鱼

体内的生物累积效应,以评估丙硫菌唑施用后,对水

生生物的风险。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 实验材料

TSQ Quantum Access MAX 液相色谱-质谱联用

仪(赛默飞世尔科技(中国)有限公司);湘仪离心机

1850(湖南湘仪实验室仪器开发有限公司);HZQ-C
空气浴振荡器(哈尔滨市东联电子技术开发有限公

司)。 Mettler Toledo pH 计(梅特勒-托利多国际有限

公司);上海雷磁 JPB-607A 型溶解氧分析仪(上海仪

电科学仪器股份有限公司)。
二氯甲烷(分析纯)和乙腈(分析纯)购自国药集

团化学试剂有限公司(北京);乙腈(色谱纯)和甲酸

(色谱纯)购自赛默飞世尔科技 (中国)有限公司。
95%丙硫菌唑原药和 50% 丙硫菌唑水分散粒剂由

农业部农药鉴定所惠赠,丙硫菌唑标准品(99.5% )购

自 Sigma-Aldrich。 涉及流动相、提取等试验步骤的

用水采用 Millipore 超纯水设备制备。 暴露用水为

经过曝气的自来水。
暴露试验用水:试验用水为存放并去氯处理 24

h 以上的自来水。 水质硬度在 10 ~ 250 mg·L-1之间

(以 CaCO3 计),水温控制在 20 ~ 25 ℃,pH 在 6.0 ~
8.5 之间,并且试验期间 pH 变化量在±0.5 之间,溶
解氧保持在试验温度下饱和值的 60% 。

供试鱼:试验用鱼为斑马鱼(Brachydanio rerio),
� 试验用斑马鱼为实验室繁育。 选取健康无病、大小

一致的斑马鱼为试验对象。 试验前在与试验时相同

的环境条件下驯养 7 d,驯养期间每天喂食 0.02 g,
每日光照 12 h,及时清除粪便及食物残渣。
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1. 2　 试验方法

1. 2. 1　 液相色谱质谱分析方法

液相色谱质谱 (High Performance Liquid Chro-
matograph Mass Spectrometer, HPLC-MS)条件如下:
流动相为 V(0.33% 甲酸水溶液) ∶ V(乙腈)=10 ∶90,

� 流速为 0. 2 mL·min
-1, 色 谱 柱 型 号 为 Hypersil

GOLD25002-102130 (100 mm×2.1 mm),柱温为 30

℃,样品室温度为 20 ℃,进样方式为自动进样,进样

体积为 5 μL,保留时间为 1.75 min,离子源类型为

ESI
-,离子源温度为 350 ℃。
水样前处理方式:5 mL 样品,用 5 mL 二氯甲烷

漩涡振荡 3 min,重复提取一次,合并二氯甲烷。 取

5 mL 二氯甲烷浓缩近干,用 5 mL 乙腈定容,超声 3

min,过 0.22 μL 有机滤膜,待测。
鱼体前处理方式:1 g 斑马鱼(湿重)研磨,加 20

mL 乙腈,浸泡振荡过夜,离心 5 min,取上清液过

膜,待测,浓度高的,稀释后进样。
1. 2. 2　 急性毒性试验

急性毒性试验方法参考《化学农药环境安全评

价试验准则 第 12 部分:鱼类急性毒性试验》 (GB/T
31270.12—2014 )。 取 50% 丙硫菌唑水分散粒剂

2.0011、4.0019 g,用曝气自来水分别溶解定容至

1 000、2 000 mL,混合后得到理论浓度为 1.00 g a.i.

·L-1储备液,使用 0.45 μm 滤膜过滤后得到溶液浓

度为 41.2 mg a.i.·L-1。 空白中不添加农药成分,其
他保持一致。

用曝气水将储备液稀释为 1.50、1.81、2.16、2.60
和 3.11 mg a.i.·L

-1
5 个浓度组。 溶液配制如表 1

所示。
试验各浓度组均不设重复,在每个烧杯中加入

2 L 供试药液或试验用水后,分别放入 10 尾试验

鱼。 试验周期为 96 h,每隔 24 h 更换原有药液。 分

别在试验开始后 0、24、48 和 72 h 及试验结束时,测
定并记录试液的温度、pH 值和溶解氧含量。 并在试

验开始后 6、24、48 和 72 h 及试验结束时,观察并记

录试验鱼的中毒症状和死亡数目。
分别在试验开始后 0 和 24 h 更换试验溶液之

前从各处理组取 100 mL 的供试物溶液,于冰箱中

保存,用于丙硫菌唑水体浓度检测。
计算各浓度组在试验开始后 24、48、72 和 96 h

试验鱼的累计死亡率。 采用 SPSS 软件的 Probit 法

计算各时间点的半数致死浓度 LC50 及其 95%置信

区间。
1. 2. 3　 斑马鱼生物富集

生物富集试验参考国家标准《化学农药环境安

全评价试验准则 第 7 部分:生物富集试验》 (GB/T
31270.7—2014)。 称取 1.4 g 95%丙硫菌唑原药,用
水定容至 1 000 mL,得到浓度为 1 330 mg·L-1的储

备液,过膜后浓度为 204 mg·L-1。
斑马鱼急性毒性试验结果显示,96 h-LC50 为

2.0 mg·L-1。 试验溶液配制浓度分别为 96 h-LC50

的 1/100 和 1/10,即 0.02 和 0.2 mg·L-1。
根据设定浓度,配制 2 L 试验水,每种浓度各

16 缸,每缸放置 5 条斑马鱼,同时设置空白。 每 24

h 更换药液。
于 0、24、48、96、144 和 192 h 分别从各处理中

取水样与鱼样,测定水样与鱼样中的供试物含量。
检测鱼体摄入丙硫菌唑的实际值。 鱼体对丙硫

菌唑的富集系数按公式(1)计算[12-16]。

BCF=
Cfs

Cws

(1)

式中:BCF 为生物富集系数(bioconcentration factor);
Cfs 为鱼体内的供试物含量(mg·kg

-1
); Cws 为水体

� 中的供试物含量(mg·L-1
)。

表 1　 50%丙硫菌唑水分散粒剂对斑马鱼急性毒性试验结果

Table 1　 Acute toxicity test results of 50% prothioconazole in Brachydonio rerio

处理

Treatment

设定浓度/(mg a.i.·L-1 )

Concentration

/(mg a.i.·L-1 )

死亡数 Number of deaths 死亡率/% Mortality rate/%

24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h

空白 CK 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1 1.50 0 1 2 2 0 10.0 20.0 20.0

2 1.81 1 2 3 4 10.0 20.0 30.0 40.0

3 2.16 1 2 4 5 10.0 20.0 40.0 50.0

4 2.60 2 3 6 7 20.0 30.0 60.0 70.0

5 3.11 2 4 7 9 20.0 40.0 70.0 90.0
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2　 结果与讨论(Results and discussion)
2. 1　 LC-MS/MS 分析方法

样品测定的 LC-MS/MS 分析方法中,线性范围

为 0.002 ~ 1.0 mg·L
-1,标准曲线回归方程为 Y =

� 294910x+13626,R2
= 0.9931;色谱图中,在丙硫菌唑

� 出峰的位置没有干扰峰;在水中加入丙硫菌唑原药

储备液,使其浓度为 0.08 和 1.0 mg·L-1
2 个浓度,平

均添加回收率为 96.71%和 90.64% ,相对标准偏差

(RSD)为 3.56%和 2.54% ;在鱼体中加入丙硫菌唑原

药储备液,使其浓度为 0.05 和 10.0 mg·kg-1
2 个浓

度,平均添加回收率为 85.83% 和 91.35% , RSD
为 3.66%和 3.16% 。 方法以 3 倍信噪比计算的话,
检测限(LOD)<0.002 mg·L

-1的定量限(LOQ)时,以
实际添加回收浓度为准,水中为 0.08 mg·L-1,鱼中

为 0.05 mg·kg-1。 该方法能够满足水中/鱼体中丙硫

菌唑的测定要求。
2. 2　 丙硫菌唑对斑马鱼的急性毒性

试验期间 pH 值为 7.6 ~ 8.1,水温为 22.5 ~ 23.1

℃,溶解氧为 67% ~ 77% ,符合试验要求。 试验期

间空白对照试验用鱼并未出现异常情况。 在试验开

始后 6 h,设定浓度为 1.50、1.81 和 2.16 mg a.i.·L-1

的处理组中试验鱼在烧杯底部集群游动;设定浓度

为 2.60、3.11 mg a.i.·L-1的处理组试验鱼反应激烈,
有窜游、侧翻及失去平衡现象。 试验结束后,所有 5

个设定浓度 1.50、1.81、2.16、2.60 和 3.11 mg a.i.·L-1

处理组均出现试验用鱼游动能力下降、躺于容器底

部和死亡症状。
丙硫菌唑的设定浓度为 1.50、1.81、2.16、2.60 和

3.11 mg a.i.·L-1,0、24 h 后对应的试验用水中供试

物含量均大于设定浓度的 80% 。
依据表 1 的实验结果,计算丙硫菌唑对斑马鱼

的急性毒性,结果如表 2 所示。
大部分三唑类对大多数非靶标生物毒性比较

低[17],对鱼类表现出中等毒性 [18-19]。 根据国家标准

《化学农药环境安全评价试验准则》中对鱼类毒性

等级的划分标准,50%丙硫菌唑水分散粒剂对斑马

鱼急性毒性指标 96 h-LC50 在 1.00 ~ 10.0 mg a.i.·L-1

范围内,属“中毒”级。
2. 3　 丙硫菌唑在斑马鱼体内的生物累积效应

根据丙硫菌唑的 LC50 设置丙硫菌唑在斑马鱼

体内的富集试验浓度,采用 1/10 和 1/100 LC50 进行

生物富集的试验,结果如图 2 所示。 依据试验结果,
丙硫菌唑在斑马鱼体内存在生物富集效应。 从暴露

开始,丙硫菌唑在斑马鱼体内快速累积,在 0.02 mg·
kg

-1
(1/100 LC50 )水平下暴露 24 h 后,斑马鱼体内的

丙硫菌唑的浓度达到 0.302 mg·kg-1,BCF24 h 为 15。
随后,斑马鱼体内的丙硫菌唑逐步增加。 4 d(96 h)

时,斑马鱼体内的丙硫菌唑浓度基本达到平衡,BCF
达到 30.34;到 192 h(8 d)时,斑马鱼体内的浓度达到

0.733 mg·kg-1,BCF8 d 缓慢增长到 34.36。

图 2　 丙硫菌唑富集系数(BCF)与暴露浓度和

暴露时间的关系图

注:1/100 和 1/10 LC50 的浓度为 0.02、0.2 mg·kg-1。

Fig. 2　 Variation of bioconcentration factor (BCF) of

prothioconazole vs exposure time in Brachydanio rerio

at different treatment concentrations

Note: 1/100 and 1/10 LC50 of the prothioconazole

concentrations are 0.02 and 0.2 mg·kg-1 .

表 2　 50%丙硫菌唑水分散粒剂对斑马鱼急性毒性试验的 LC50

Table 2　 Acute toxicity test results (LC50) of 50% prothioconazole in Brachydonio rerio

时间/h

Time/h
LC50 /(mg a.i.·L-1 )

95%置信区间/(mg a.i.·L-1 )

95% Confidence interval/(mg a.i.·L-1 )

24 — —

48 — —

72 2.36 1.90 ~ 3.56

96 2.06 1.70 ~ 2.42
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　 　 在 1/10 LC50(0.2 mg·L-1
)水中,24 h 后,斑马鱼

体内的丙硫菌唑的浓度就达到 0.302 mg·kg
-1,

BCF24 h 为 16.69,与 1/100 LC50 相当水平。 而经过

24 h 暴露后,斑马鱼体内的丙硫菌唑浓度基本达

到平衡。 随后斑马鱼体内的丙硫菌唑浓度缓慢增

加,生物富集因子也小幅增长,到 192 h 时,斑马鱼

体内的丙硫菌唑浓度为 4.198 mg·kg
-1,BCF8 d 值

为 19.72。
大部分三唑类农药包括丙硫菌唑在水体中水解

缓慢,而在生物体内也具有比较高的稳定性,同时,
它疏水性强,在生物体内的降解速度比累积速度慢,
容易在生物体内累积[14-16]。 经过 8 d 暴露,在低浓

度下,生物富集因子可以达到 35.36,而在比较高的

环境浓度下,生物富集因子也可以达到 19.72。 根据

《化学农药环境安全评价试验准则 第 7 部分:生物

富集试验》(GB/T 31270.7—2014)中农药生物富集性

评价标准(如表 2 所示)在 10<BCF≤1 000,富集等级

为中等富集性。
丙硫菌唑对斑马鱼有一定的毒性,毒性等级为

中毒,同时,在斑马鱼体内还存在生物累积效应,累
积效应为中等富集性。 因此,丙硫菌唑的风险,可能

会通过食物链放大。 在丙硫菌唑的推广和使用的过

程中,应该考虑到其潜在的环境风险。
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