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前   言 

 本标准按照GB/T 1.1-2009给出的规则起草。 

请注意本文件的某些内容可能涉及专利，本文件的发布机构不承担识别这些专利的责任。 

本标准由农业农村部种植业管理司提出并归口。 

本标准负责起草单位：农业农村部农药检定所、中国农业科学院植物保护研究所。 

本标准主要起草人：  
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易挥发化学农药对蚯蚓急性毒性试验准则 

 

1  范围 

本标准规定了易挥发化学农药对蚯蚓急性毒性试验的概述、方法、质量控制、试验报告

等基本要求。 

本标准适用于为易挥发液体类和固体类化学农药登记而进行的蚯蚓急性毒性试验。 

2  规范性引用文件 

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本

适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文

件。 

GB 2890 呼吸防护 自吸过滤式防毒面具 

3  术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

3.1 

生殖带 clitellum 

蚯蚓身体前端表皮上的一种腺体，为鞍状或环带状，通常可通过颜色与蚯蚓身体其他部

分区分开。 

3.2 

成蚓 adult worm 

身体前端呈现出生殖带的蚯蚓。 

3.3 

易挥发化学农药 volatile chemical pesticides 

易挥发为气体或在施用过程中容易产生挥发性气体的一类化学农药，即 H（亨利常数）

或空气/水分配系数大于 1、或蒸气压在 25 ℃时超过 0.013 3 Pa。 

4  试验概述 

将适量人工土放入试验密闭容器，每个重复放入 10 条蚯蚓，待蚯蚓钻入土壤后，施用

被试物，在适宜条件下密闭培养两周，并观察记录蚯蚓的中毒症状和死亡数，求出农药对蚯

蚓的半致死浓度 LC50 值及 95%置信限。 

5  试验方法 
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5.1  材料和仪器 

5.1.1  被试生物 

推荐选择赤子爱胜蚯蚓（Eisenia foetida）成蚓进行试验，体重在 0.30 g～0.60 g 之间。 

5.1.2  被试土壤 

人工土壤，按照附录 A 进行配制。 

5.1.3  被试物 

被试物为农药制剂或原药。难溶于水的液体类药剂可用少量对蚯蚓毒性小的有机溶剂助

溶后再溶于水进行稀释，有机溶剂用量一般不得超过 0.1 mL/L；固体类药剂可以通过适量的

工业沙（50 μm～200 μm 颗粒含量大于 50%）来稀释并混匀。 

5.1.4  主要仪器设备 

人工气候室； 

电子天平（感量 0.0001 g）； 

移液器（0.1～2.5 μL，2～10 μL，10～100 μL，100～1000 μL）； 

玻璃干燥器（推荐规格为器口内径 160 mm，对应容积 2.5 L）； 

防毒面具； 

容量瓶等。 

5.2  试验步骤 

5.2.1  安全防护措施 

试验操作人员在称量和施用被试物过程中，应佩戴对被试物具有阻隔效果的防毒面具并

穿戴防护服。防毒面具性能应符合“GB2890-2009 呼吸防护自吸过滤式防毒面具”的要求。

施药过程中如有刺激流泪现象或闻到刺激性气味，应立即离开施药区域，并检查或更换防毒

面具。 

5.2.2  预试验 

按正式试验的条件，以较大的间距设若干组浓度，求出被试物对蚯蚓全致死的最低浓度

和全存活的最高浓度，在此范围内设置正式试验的浓度。 

5.2.3  正式试验 

5.2.3.1 在预试验确定的浓度范围内按一定级差设置 5 个～7 个浓度组，并设置一个空白对照

组（使用助溶剂的应增设溶剂对照组），每个浓度组均设 3 个重复。 

5.2.3.2 人工土加适量蒸馏水调节土壤含水量至最大持水量（测定方法见附录 B）的 65%～

85%，称取 500 g（干土重）放入干燥器中（干燥器中土壤厚度不低于 8 cm），每个重复放入
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10 条蚯蚓。 

5.2.3.3 液体类药剂直接通过移液器移取后注射入土壤中；固体类药剂直接通过电子天平称

取所需用量后混入土壤中；用量非常低而无法直接量取或称取时，易溶于水的液体类药剂可

以通过溶于水进行稀释；难溶于水的液体类药剂可用少量对蚯蚓毒性小的有机溶剂助溶后再

溶于水进行稀释，有机溶剂用量一般不得超过 0.1 mL/L；固体类药剂可以通过适量的工业沙

来稀释。 

5.2.3.4 施入药剂后，迅速密闭容器，将干燥器放置于 20 ℃±2 ℃、光线强度 400 lx～800 lx

的人工气候室中。14 d 后倒出瓶内土壤，观察记录蚯蚓的中毒症状和死亡数（用针轻触蚯蚓

尾部，蚯蚓无反应则为死亡）。根据蚯蚓 14 d 的死亡率，求出农药对蚯蚓的毒性 LC50 值及

95%置信限。 

5.2.4  限度试验 

设置上限浓度 1000 mg a. i. /kg 干土，若未见蚯蚓死亡，则无需继续进行试验。 

5.3  数据处理 

5.3.1  统计分析方法的选择 

可采用寇氏法、直线内插法或概率单位图解法计算得到每一观察时间（14 d）的 LC50

和 95%置信限，也可应用有关毒性数据计算软件进行分析和计算。 

5.3.2  寇氏法 

用寇氏法可求出蚯蚓在 14 d 的 LC50值及 95%置信限。 

LC50的计算见式（1）: 

logLC50＝Xm－i (∑P－0.5)     ············································（1）  

式中: 

Xm ——最高浓度的对数; 

i ——相邻浓度比值的对数; 

∑P ——各组死亡率的总和（以小数表示）。 

95%置信限的计算见式（2）: 

            95%置信限＝logLC50±1.96S logLC50      ······································（2） 

标准误的计算见式（3）: 

              SlogLC50=𝑖√∑
𝑝𝑞

𝑛
         ···················································（3） 

式中: 

p ——1 个组的死亡率; 
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q ——1－p; 

n ——各浓度组蚯蚓的数量。 

5.3.3  直线内插法 

采用线性刻度坐标，绘制死亡百分率对被试物浓度的曲线，求出 50%死亡时的 LC50

值。 

5.3.4  概率单位图解法 

用半对数纸，以浓度对数为横坐标，死亡百分率对应的概率单位为纵坐标绘图。将各实

测值在图上用目测法画一条相关直线，从直线中读出致死 50%的浓度对数，估算出 LC50 值。 

6  质量控制 

质量控制条件应包括： 

——空白对照组死亡率不超过 10%； 

——参比物质试验中棉隆对蚯蚓 14 d LC50 应在 1 mg a. i. /kg 干土～8 mg a. i. /kg 干土之

间。 

7  试验报告 

试验报告至少应包括下列内容： 

——被试物的信息，包括被试农药的通用名、化学名称、结构式、CAS 号、纯度、基本

理化性质、来源等； 

——被试生物的名称、来源、大小及健康情况； 

——试验条件，包括试验温度、光照等； 

——被试土壤中的被试物浓度及试验开始后 14 d 的 LC50值和 95%置信限，并给出所采

用的计算方法； 

——对照组蚯蚓的死亡率、行为反应异常的比例； 

——注明人工土壤配方与配制方法。 
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附录 A 

（资料性附录） 

人工土壤组成成分及配比 

人工土壤组成成分及配比参见附录 A.1  

表 A.1 人工土壤组成成分及配比 

成分 含量/% 说明 

泥炭藓 10 pH 5.5～6.0 

高岭土 20 高岭石含量大于 30% 

工业沙 68 50 μm～200 μm 颗粒含量大于 50% 

碳酸钙 2 调节人工土壤 pH 至 6.0 ± 0.5 
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附录 B 

（规范性附录） 

土壤最大持水量测定方法 

B.1 用合适的取样装置（螺旋管等）取定量（如 5 g）的试验土壤介质。 

B.2 用浸满水的滤纸将螺旋管的底部盖住后放在水槽的架子上。水平面最初应低于管上端的管口。稍后应使水平

面高于管口。装有土壤的管子留在水中约 3h。 

B.3 将装有土壤样品的管子放在湿润的石英砂上 2 h 让多余的水分流掉，石英砂装在有盖子的容器里（防止石英

砂蒸干）。 

B.4 然后称量样品，将样品在 105 ℃下烘干至恒重再进行称重。持水量（WHC）按照式（B.1）计算： 

WHC =
𝑆−𝑇−𝐷

𝐷
× 100···················································（B.1） 

式中： 

WHC——持水量（干物质的百分含量），%； 

S   ——水饱和介质+管子的重量+滤纸的重量，单位为克（g）； 

T   ——净重（管子的重量+滤纸的重量），单位为克（g）； 

D   ——介质的干重，单位为克（g）。 
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