
第 14 卷第 2 期

2 0 0 8年 0 6 月

分析测试技术与仪器

ANALYSIS AND T EST ING TECHNOLOGY AND INST RUMENTS

Vo lume 14 Number 2

� � � � June 2008

专论( 72~ 78)

生物酶技术在农药残留快速检测中的应用

王玮屏
1
, 伍 � 艳1

, 何丽君
2
, 卢 � 奎2

( 1. 黄河水利科学研究院工程力学研究所, 河南 郑州 � 450003;

2. 河南工业大学 化学化工学院, 河南 郑州 � 450052)

摘 � 要: 介绍了 4种应用于农药残留检测的生物酶技术类型、原理及相关研究进展, 主要包括微生物降解技术、酶

抑制技术、酶联免疫吸附技术及酶免疫放大技术.分析并探讨了这些技术的优点及存在的不足, 对今后生物酶技术

快速检测农药残留工作进行了展望. 生物酶技术应用在农药残留检测具有简便、快速、灵敏等优点, 有着广阔的应

用前景, 对人类健康及环境保护具有深远的意义.
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� � 我国是农业大国, 农药在生产中发挥着不可低

估的作用.近年来,国内外都在一定程度上加大了农

药研发力度, 不断研制出农药新品,但农药的广泛应

用却引起了严重的环境问题和食品安全问题,也成

为制约我国农产品出口的一个瓶颈. 因此, 如何有效

地检测农药残留成为科研人员关注的焦点之一.

多年来,色谱法已经非常成功地应用在农残检测

领域, 气质联用 ( gas chromatography�mass spect ro�
metry, GC�MS)和高效液相色谱法( high performance

liquid chromatography, HPLC) 最为常见[ 1~ 4] . 虽然

目前这些方法在农药多残留分析中必不可少,但仍存

在着样品前处理复杂、仪器设备昂贵、操作麻烦、检测

时间长、不适合现场检测等不足, 随着农产品流通的

日趋频繁和快速,待检样品数量也在迅速增加, 且组

分越来越复杂, 显然, 采用传统的色谱分析方法已无

法满足要求,因此,发展快速、灵敏、高效的农残检测

方法成为人们的迫切希望.近年来,生物技术在农残

分析领域的应用,使其得到很大突破, 其中,生物酶技

术是研究的热点,它在很大程度上弥补了色谱分析方

法的不足,引起人们广泛关注.

1 � 微生物降解法

微生物降解农药一般是在水解酶、氧化还原酶、

裂解酶或转移酶等酶的作用下,经过一系列反应, 最

终被降解成分子量较小的微毒或无毒化合物, 此过

程可分为以下 3步: 首先,农药化合物在微生物细胞

膜表面吸附;然后,化合物进入到细胞膜内;最后, 在

降解酶的作用下发生酶促反应. 以磷酸酯水解酶

( OPH )为例, 当农药与微生物混合后, 农药刺激微

生物产生 OPH , 专一性地切断有机磷农药的磷氰、

磷硫、磷氟和磷氧键,使有机磷农药降解生成带有生

色基团或具有电活性的产物, 根据这一特性即可通

过测定光信号或电信号, 对农药进行定量分析.根据

此原理,国外许多研究者开发了光学、电势计和安培

计等生物传感器, 可以快速、敏感、有选择性地直接

检测有机磷化合物.

Sch�oning 等[ 5]
以硅胶和 pH 敏感材料等为基

质,覆盖一层有机磷水解酶,根据电位的改变来测定

农残量.后又对传感器进行改进,并引入流动注射技

术,对敌敌畏、对硫磷等几种农药进行检测, 浓度范

围均低于 �m 级
[ 6]

. Deo
[ 7]
将制成的有机磷水解酶传

感器用于检测对氧磷和甲基对硫磷,检出限和灵敏

度分别为 0. 15 �m、25 nA/�m 和 0. 8 �m、6 nA/

�m.通过科研工作者的努力, 已经分离得到了大量

可降解农药的微生物, 刘宪华
[ 8]
从长期受农药污染

的土壤中分离得到假单胞菌AE�BL3, 它能高效降
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解氨基甲酸酯类农药, 在呋喃丹的诱导下产生较高

活性的呋喃丹水解酶. 实验还考察了温度和金属离

子对该水解酶酶活的影响, 在适宜条件下, 酶活力

基本不变; 但当温度高于 50 ! 时,酶活力则迅速下

降. K + 和 Na+ 等对酶有激活作用, Hg2+ 、Zn2+ 、

Cu2+ 和 Mn2+ 等对酶则有抑制作用. 张先恩[ 9~ 11] 科

研小组从农药污染的土样中分离出具有彻底降解甲

基对硫磷能力的细菌WBC�3, 并对获得的甲基对硫
磷水解酶进行了较为系统的研究.

由于基因序列的细微差别, 所编码的蛋白质降

解酶对农药的降解利用具有选择性, 即某一基因序

列编码的特定降解酶, 对某种农药具有较高的降解

率,若要检测多种农药,则需先获得各自对应的降解

酶.最近, Lan[ 12]等成功地构建了有机磷水解酶和羧

酸酯酶的双表达载体, 使不同种类的农药残留能够

同时降解,为将来农药多残留同时分析技术提供了

新的思路.

2 � 酶抑制法

与微生物降解法不同,酶抑制法并不直接以农

药为底物,而是通过农药对酶的抑制作用来达到检

测目的.此法操作简便,速度快, 不需昂贵的仪器,反

应条件温和, 特别适合现场检测及大批样品的筛选

检测,且检出限符合国家农药残留标准,因此被广泛

应用在果蔬生产基地和监督部门.

胆碱酯酶分为乙酰胆碱酯酶( AChE)和丁酰胆

碱酯酶( BuChE)两类. 乙酰胆碱酯酶是一种生物催

化剂,主要功能是使胆碱在神经突触处快速水解神

经递质    乙酰胆碱, 从而中断神经冲动的传递.在

正常生理情况下, 乙酰胆碱完成传导作用以后即在

乙酰胆碱酯酶的催化下分解生成乙酸和胆碱,而有

机磷、氨基甲酸酯类农药可以抑制乙酰胆碱酯酶的

活性,使其分解乙酰胆碱的速度变慢或停止[ 13] , 故

可利用这一反应特性检测蔬菜、水果、土壤和水中的

有机磷、氨基甲酸酯类农药残留. 上述 2种动物酶

也可由植物酶代替.在酶的催化作用下,对底物或产

物颜色进行比色分析, 即可判断是否有农药残留.

也可根据它们吸光度值的变化, 以不加酶试样作空

白对照,按下式计算出酶被抑制的程度,从而对农药

残留量进行定量分析, 判断是否超标.

抑制率%=
�A 空白- �A 样品
�A 空白

∀ 100

其中: #A空白表示显色前后空白溶液吸光值的

变化; #A样品表示显色前后样品溶液吸光值的变

化.

研究发现, 酶活对检测时间、线性范围及最低检

出限具有显著影响. 我们课题组 [ 14] 将 N�丁基吡啶
四氟硼酸盐( [ BPy] [ BF4 ] )和 1�丁基�3�甲基咪唑四
氟硼酸盐( [ BM im ] [ BF 4 ] )离子液体加入到磷酸缓

冲盐反应介质中, 通过比较反应产物在 629 nm 处

的吸光度值后发现, 酶在该介质中不易失活, 相同条

件下,加入 8%( V / V )的[ BPy ] [ BF4 ]可使酶抑制率

提高 2. 5倍,即灵敏度提高,且分析时间也由原来的

8 m in缩短为 4 min, 这一结果可能是由酶与离子液

体中阴阳离子相互作用不同引起的.王继军
[ 15]
等选

用聚苯乙烯微孔反应板作为酶的载体, 将自制的植

物酯酶固定在载体的微孔内壁表面,制成农药快速

检测板,对果蔬中 10种有机磷和氨基甲酸酯农药进

行检测,灵敏度为 0. 01~ 0. 1 mg/ kg .植物酶经固化

后, 稳定性大大提高, 可在常温避光条件下保存

一年.

在固化技术基础上发展起来的生物酶传感技术

是近年来农残检测研究最为活跃的领域
[ 16~ 19]

.它是

将酶作为生物敏感基元, 通过各种物理、化学信号转

换器,捕捉目标物与敏感基元之间反应所产生的光、

热、声、质量、颜色、电化学等可测信号(这些可测信

号与目标物浓度成比例关系) ,实现对目标物定量测

定的分析仪器, 目前研究较多的是乙酰胆碱酯酶生

物传感器. Suprun[ 20] 等用传感器对涕灭威、对氧磷

和甲基对硫磷 3种农药残留进行检测, 检出限分别

为 30、10和 5 �g/ mg. Josiane[ 21] 等在相同条件下,

用乙酰胆碱酯酶传感器与高效液相色谱方法对西红

柿中的西维因残留进行检测, 由于后者需要前处理,

故线性和回收率均不及前者.何奕[ 22] 在乙酰胆碱酯

酶的基础上,以戊二醛为交联剂,在复合 pH 电极上

固定化酶膜,制备了一种检测毒死蜱的膜生物传感

器,可检出浓度为 1. 64~ 20. 52 mg/ kg 的毒死蜱,

并考察了 pH 值、戊二醛用量、工作环境、温度对传

感器工作过程的影响. 金盛烨 [ 23, 24] 根据 2�丁基�6�
( 4�甲基�哌嗪�1�基)�苯并[ de]异喹啉�1, 3�二酮(激

发波长 390 nm ,发射波长 530 nm )在不同 pH 值下

荧光强度发生变化的原理, 研制了一种便携式荧光

探针农药残留检测仪,对小白菜、苹果和黄瓜等样品

中的呋喃丹和对氧磷进行检测, 检出限分别为 3. 0

�g/ L 和 12. 0 �g/ L , 线性范围为 3. 0~ 37. 8 �g/ L

和 12~ 350 �g/ L, 卷心菜和白菜中的克百威、甲萘
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威、对氧磷和敌敌畏的检出限分别为 3. 5、50. 0、

12� 0和 25� 0 �g / L , 整个分析过程用时 14 m in, 回

收率分别为 93� 2~ 107. 0%和 108. 0~ 118. 0%. 酶

传感技术使酶抑制法的检测灵敏度和准确性有了很

大提高,并可反复多次利用,并具有快速、在线、连续

检测等优点, 适应现代分析检测的需要.

流动注射是 1970年代中期诞生并发展起来的

溶液自动在线处理及测定的现代分析技术,具有进

样速率高、响应时间快、设备较简单和便于实现微型

集成化等优点,因此近几年来备受农药残留电化学

研究人员的青睐[ 25~ 27] . 孟范平[ 28] 等以碘化硫代乙

酰胆碱为底物,将乙酰胆碱酯酶传感器引入流动注

射系统中,该系统可对海水中的马拉硫磷进行连续、

灵敏、准确的监测, 检出限达到 0. 05 �g/ L. 后又以

固定化鲅鱼脑组织乙酰胆碱酯酶为识别元件, pH

电极为换能器, 构建了流动注射型 AChE 酶传感

器[ 29] ,该传感器在以磷酸盐缓冲液为载液的条件下

具有良好的重现性( RSD= 1. 427% , n= 10)和敏感

性,可实现对有机磷化合物的在线监测,对甲基对硫

磷线性响应的浓度范围为 4. 29 ∀ 10
- 10

~ 4. 29 ∀
10- 8 mol/ L , 最低检出限为 1. 3 ∀ 10- 10 mol/ L.

D∃anet [ 30]根据农药可对乙酰胆碱酯酶产生不可逆抑

制的原理,采用流动注射荧光检测技术检测水中的

对氧磷,整个分析过程用时 35 m in, 最低检出限为

1. 3 �g / L ,线性范围 2~ 80 �g/ L. Rippeth 等[ 31] 将

乙酰胆碱酯酶修饰的可抛弃型钴酞菁染料印刷丝网

碳电极集成到流动注射体系中, 用以检测敌敌畏和

对氧磷,条件优化后的检测限可达到 10- 11 mol/ L,

效果优于其它电化学检测方法.

3 � 酶联免疫吸附法

酶 联 免 疫 吸 附 法 ( enzyme�linked
immunosorbent assay , ELISA)又称酶标法,是将抗

原、抗体的免疫反应和酶的高效催化反应有机结合

而发展起来的一种综合性技术, 在免疫法分析农残

中占到了约 90% [ 32]的比例.该方法既有抗原- 抗体

反应的特异性,又有酶促反应的生物放大作用. 由于

农药小分子不能刺激机体产生免疫应答并产生抗

体,是半抗原物质,因此在分析过程中, 农药小分子

首先须与大分子载体蛋白偶联形成完全抗原,再与

相应的抗体(多克隆抗体或单克隆抗体)进行特异性

结合,待抗原抗体反应平衡后,将游离的酶标记物去

除,随后加入底物发生酶促反应,根据生成产物颜色

有无或深浅,对抗原和抗体进行定性定量分析 [ 33] .

ELISA 在欧美等国家使用非常广泛,并有相应

的试剂盒生产. Watanabe[ 34] 等用 ELISA 试剂盒对

市售黄瓜、茄子、莴苣和青椒中的吡虫啉残留进行检

测,所得平均回收率%85. 3% ,与高效液相色谱法进

行了比较,两种方法相关系数 r %0. 91. ELISA 与其

它分析方法、仪器设备的结合使得它在农残快速检

测领域的应用越来越广泛. Marta
[ 35]
等将快速萃取

与 ELISA 结合,对橄榄油中的有机磷农药残留进行

检测,最低检出限均小于橄榄油的最大残留限量, 回

收率为 94% ~ 122%. Kumar [ 36]将流动注射分析技

术与酶联免疫方法结合, 获得一种灵敏、准确、高通

量且自动化程度高的农残检测方法.国内起步较晚,

目前还停留在研究开发阶段,刘廷凤
[ 37]
等用活泼酯

法将氯菊酯半抗原( Py)与卵白蛋白( OVA )偶联, 制

备合成抗原 Py�OVA, 并在此基础上建立了农药间

接酶联免疫吸附测定法, 用以测定环境样品中的氯

菊酯农药残留,该法在10~ 800 �g / L 浓度范围内呈

良好的线性关系, 回收率大于 97%. 朱国念[ 38] 等研

制出一种适用于检测水样、土样和蔬菜样品中克百

威残留的直接竞争酶联免疫吸附测定试剂盒, 该试

剂盒最低检出限为 0. 01 mg / L , 线性检测范围为

0� 01~ 10. 00 mg / L , 供试样品检测结果的批内、批

间和整体变异系数均小于 8%,回收率均大于 90% ,

符合农药残留分析要求, 试剂盒在 4 ! 或- 20 ! 下

至少可保存 6个月. 韩丽君[ 39] 等通过动物免疫获得

2种高效价抗体, 在此基础上建立了 2种甲基对硫

磷的酶联免疫吸附测定方法. 这 2种方法检出限分

别为 2� 0 ng/ mL 和 6. 1 ng/ mL, 2种抗体对结构相

似的有机磷农药(对硫磷除外)无交叉反应, 即对甲

基对硫磷具有很高的特异性, 且回收率和 CV 值与

GC 结果基本吻合, 灵敏度高于 GC. Zhang
[ 40]
等合

成了 2种受其它农药干扰较小的倍硫磷抗原, 并用

加标回收法检测 4种水果(葡萄、桃、梨和西红柿)中

的倍硫磷含量, 回收率均在 79. 8%~ 106. 0%.

酶联免疫传感器结合了免疫分析和与传感器的

优点, 越来越受到人们关注 [ 41~ 43] . Yulaeva[ 44] 用酶

联免疫传感器测定多种食物中的西玛津, 最低检出

限达到3 ng/ mL,此传感器的使用寿命为 15 d,可重

复使用 250 次. Yokoyama
[ 45]
等人制作了压电免疫

传感器测定阿拉特津, 检测范围为 0. 001 ~ 1. 000

ng / mL,还可测定其它多种阿拉特津的衍生物.
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4 � 酶放大免疫测试法

酶 放 大 免 疫 测 试 法 ( enzyme�multiplied

immunoassay technique, EMIT )是最早出现且经典

的均相酶免疫测试技术,是基于空间位阻竞争结合

机理发展起来的分析方法,即酶标记与未标记抗原

与抗体产生竞争结合, 由于酶标记抗原与抗体结合

后,标记酶的活性受到抑制,故当标记抗原与抗体结

合多(未标记抗原与抗体结合少)时, 酶的活性就低.

由此可见, 未标记物的含量与酶活性呈正相关, 据

此, 可对待测物质进行定量分析[ 46] . 该方法与

ELISA 等异相酶免疫测定方法最大的区别在于前

者不需在反应后对游离酶标记物和结合酶标记物进

行分离[ 47] ,通过直接测定系统中总标记酶活性的变

化,即可确定结合酶标记物的数量,故该方法操作简

单,易于自动化,但同时也会在一定程度上引起干扰

增强,灵敏度下降等问题.

Rubenstein[ 48] 研究小组在 1972 年最先提出

EM IT 分析方法, 并将其用于吗啡的测定,在后来的

30多年时间里, 该方法被广泛应用在临床医学、药

学[ 49, 50 ]等研究领域, 并主要将其用于药物、激素、毒

品、兴奋剂等小分子化合物的分析测定.研究者们通

过实验发现, 一些酶被抑制是由于酶的构型发生了

改变,因此,选择合适的酶标物很重要, 会直接影响

酶活及检测结果. Zherdev 等人[ 51 ]将 EMIT 用于农

药检测,并首次选择 a�淀粉酶作为该方法的酶标,

在优化条件下,用常规比色方法定量后得出拟除虫

菊酯类农药(氯菊酯、苯醚菊酯)及其衍生物的检出

限为 2~ 5 ng/ mL, 分析耗时 45 min, 此外, 该方法

还可用于农药 2, 4�二氯苯氧乙酸的检测.

5 � 前景展望

生物酶速测技术作为农残常规检测方法的有效

补充,主要用于大量样品的初筛,以便快速判断样品

中的农残量是否超标, 而对于阳性样品一般还需采

用色谱方法作进一步确认,目前该法还不具备色谱

分析法的某些优点, 在实际应用过程中仍存在一些

问题: ( 1)生物酶技术测定农残通常一次只能检测其

中某一种农药残留量或所有农药的残留总量,而不

能多残留同时分析; ( 2)酶电极高度的选择性和灵敏

性使其成为许多农残分析研究者首选方法之一, 但

用于农药检测的酶相对匮乏、酶修饰电极的寿命一

般较短,且其稳定性受环境条件影响较大, 这些不利

因素阻碍了酶电极的推广应用; ( 3)联用技术相对较

少, 目前常见的仅有生物酶传感器  流动注射联用
技术,远不能满足农残检测领域日益增长的需求, 如

何开发出更优的联用技术, 相互取长补短、各尽其

用,是科研工作者们值得思考的问题.

总的来说, 作者认为选择合适的载体,进一步完

善酶固化技术, 是生物酶农残速测技术研究的重点;

研制新型酶催化剂、免疫芯片及酶传感器,推动该方

法及与其它分析技术的联用, 提高方法灵敏度、准确

性和自动化,是有前景的研究方向.若上述问题得以

解决,生物酶技术将会在农药残留快速检测中发挥

巨大潜力.
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Application of Bioenzyme Techniques on Rapid

Determination of Pesticide Residues

WANG Wei�ping1 , WU Yan1 , HE Li�jun2 , LU Kui2

( 1. Inst itute of Engineering M echanics, Yellow River Institute of Hydraulic Research,

Zhengzhou 450003, China;

2. School of Chemistr y and Chemical Eng ineering ,

Henan U niversity of T echno logy , Zhengzhou 450052, China)

Abstract: The types, principles and research progr ess of four bioenzyme techniques fo r detect ing pest icide

residues w ere int roduced, including microbial degr adation, enzyme inhibit ion, enzyme�linked
immunosorbent and enzyme�mult iplied immunoassay techniques. T heir advantag es, disadvantages and

expectation in future in this f ield are also indicated in this paper. Bio enzyme techniques are simple, fast and

sensit ive, having a bro adpr ospect and far�reaching signif icance fo r human( s health and environmental

protect ion.
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