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锦龟酯酶与树闙酯酶对部分有机磷和

氨基甲酸酯类农药的敏感性研究
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摘要"以
6EEK@=

法测定锦龟头部酯酶酶活#以吲哚乙酸

酯为底物测定树闙肝部酯酶酶活#并用正交试验确定最

佳反应体系条件#比较几种特异性酶抑制剂的抑制效果%

采用酶抑制法考察锦龟酯酶和树闙酯酶对有机磷农药和

氨基甲酸酯类农药的敏感性$结果表明&锦龟酯酶酶活

测定方法的最佳条件为孵育温度
") ^

'孵育时间

!)K<=

'缓冲液
W

3#*)

%树闙酶酶活测定的最佳条件为孵

育温度
&)^

'孵育时间
!)K<=

'缓冲液
W

3'*$

%锦龟酯酶

对盐酸多奈哌齐敏感性最高%树闙脂酶对双!

%J

硝基苯基"

磷酸酯敏感性最高%锦龟酯酶和树闙酯酶对敌百虫'辛硫

磷'敌敌畏'速灭磷'磷铵'速灭威'克百威'灭多威'涕灭

威'甲萘威的检出限均低于国标所规定的农药最大残留

量限量$锦龟酯酶与树闙酯酶粗提物具有良好的农药敏

感性#可作为新型酶源用于酶抑制法检测有机磷和氨基

甲酸酯类农药残留$

关键词"锦龟%树闙%农药%敏感性
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农药残留一直是各国食品安全体系建设重点关注的

内容/

!

0

'中国是一个农业大国$农药使用十分广泛且管

理困难$迫切需要发展适合基层监测监管的农药残留快

速检测手段/

&:"

0

'因此$采取及时&有效&快速的检测方

法对农产品质量安全进行监管显得尤为重要'

在现有的农药残留检测中$气相色谱法/

%

0

&气相色谱

质谱联用法/

):(

0

&高效液相色谱法/

#:'

0和液相色谱质谱联

用法/

9:!$

0作为传统的手段$可以有效检测出果蔬中的农

药残留量$但检测成本高&耗时长&不利于快速检测'而

酶抑制法作为一种体外检测农药残留量的新型方法$具

有操作简便&快速&灵敏度高&无需昂贵的仪器等特点$特

别适合基层现场检测$是目前农药残留快速检测常用的

方法/

!!

0

'

酶抑制法中$检测用酶是影响酶抑制法灵敏性和准

确性的关键因素'国内外报道/

!&:!%

0用于农药残留检测

的酶传感器所用酶绝大多数为乙酰胆碱酯酶)

@NCL

>

ENOBJ

E<=CVLCQ@VC

$

12O6

*$且主要来自电鳗&家蝇和牛红细胞$

酶源非常单一'课题组/

!)

0前期研究中通过同源建模和分

子对接预测各种酯酶对不同农药的敏感性$该方法在预

测丝氨酸水解酶对有机磷农药的敏感性方面表现出良好

的性能$发现锦龟头部酯酶和树闙肝部酯酶具有较高的

应用前景'试验拟以锦龟头部酯酶和树闙肝部酯酶为研

究对象$确定酶促反应的最佳检测条件$测定两种酶对常

见有机磷类农药和氨基甲酸酯类农药的
+?

)$

和
*QO

值$

为科学评价以锦龟酯酶&树闙酯酶为酶源在酶抑制法中

的应用提供理论依据'

!

!

材料与方法
!*!

!

材料与试剂

锦龟头部&树闙肝部粗酶!保存于
:&$^

$中国科学

院昆明动物研究所(

敌敌畏&敌百虫&氧化乐果&速灭磷&甲胺磷&对硫磷&

乐果&磷铵&久效磷&毒死蜱&辛硫磷&克百威&速灭威&甲

萘威&灭多威&涕灭威&丁硫克百威!国家农药质检中心(

碘化硫代乙酰胆碱)

1;2O4

*&

)

$

)

2

J

二硫代
J&

$

&

2

J

二

硝基苯甲酸)

.;5A

*&吲哚乙酸酯)

"J1NCLBR

>

<=UBEC

*!分

析纯$美国
,ETD@

公司(

其他试剂!分析纯$美国
F<

P

K@

公司'

!*&

!

仪器与设备

多功能酶标仪!

F

W

CNLQ@0@R<"R

型$美国
0BECNTE@Q

.C?<NCV

公司(

电子天平!

;AJ&!%

型$北京赛多利斯仪器有限公司(

超低温冰箱!

\ELQ@,QCCXC"%!$

型$丹麦
3CLB

公司'

!*"

!

锦龟乙酰胆碱酯酶与树闙酯酶的相对酶活测定

!*"*!

!

锦龟乙酰胆碱酯酶
!

根据
6EEK@=

法/

!(

0测定并稍

作修改'依次取
)$

%

H

磷酸缓冲液)

$*!KBE

"

H

$

W

3#*)

*&

)$

%

H

锦龟酶液&

!$$

%

H1;2O4

)

!*)KKBE

"

H

*加入
9(

孔

板$

")^

下处理
!)K<=

$加入
!$$

%

H.;5A

)

!*)KKBE

"

H

*

显色$通过在
%!&=K

处连续测量
)K<=

内
QO

值的变化

来检测相对酶活'同时以酶抑制法常用酶源电鳗乙酰胆

碱酯酶在最适条件下的相对酶活作为对照酶活/

!#

0

'按

式)

!

*计算锦龟酯酶相对酶活'

Ei

(

!

(

&

q!$$+

$ )

!

*

式中!

E

...相对酶活$

+

(

(

!

...锦龟
QO

值变化(

(

&

...电鳗
QO

值变化'

!*"*&

!

树闙酯酶
!

根据酶片法/

!'

0测定并稍作修改'分

别取
!$$

%

H

磷酸盐缓冲液)

$*!KBE

"

H

$

W

3'*$

*&

)$

%

H

树

闙肝脏酶液加入
9(

孔板$

&)^

下孵育
!)K<=

$加入
)$

%

H

吲哚乙酸酯)

'KKBE

"

H

*$通过
)K<=

内连续测量
(!$=K

处荧光强度的变化来检测相对酶活'同时以酶抑制法常

用酶源猪肝酯酶在最适条件下的相对酶活作为对照酶

活/

!#

0

'按式)

&

*计算树闙酯酶的相对酶活'

Ei

(

!

(

&

q!$$+

$ )

&

*

式中!

E

...相对酶活$

+

(

(

!

...树闙酯酶的荧光值变化(

(

&

...猪肝酯酶的荧光值变化'

!*%

!

酯酶抑制率的检测

在酶促反应体系中$分别加入不同浓度的酶抑制剂$

同时以未加抑制剂组为对照组'分别按
!*"

的方法测定

相对酶活$并按式)

"

*计算抑制率'

Ei

(

!

:(

&

(

!

q!$$+

$ )

"

*

式中!

E

...抑制剂$

+

(

(

!

...无抑制时反应体系
QO

值(

(

&

...有抑制时反应体系
QO

值'

!*)

!

锦龟酯酶与树闙酯酶酶促反应条件的优化

!*)*!

!W

3

&温度和反应时间对酶促反应的影响
!

在温度

")^

$反应时间
!)K<=

下$考察
W

3

)

(*)

$

#*$

$

#*)

$

'*$

$

'*)

*对相对酶活的影响(在
W

3#*)

$反应时间
!)K<=

下$

考察温度)

&$

$

&)

$

"$

$

")

$

%$^

*对相对酶活的影响(在温

度
")^

$

W

3#*)

下$考察反应时间)

)

$

!$

$

!)

$

&$

$

&)K<=

*

对相对酶活的影响'

!*)*&

!

正交试验
!

在单因素试验的基础上$选取最适
W

3

值&温度&时间设计三因素三水平正交试验$优化酶促反

应条件'

!*(

!

农药敏感性#

+?

)$

$研究

按
!*%

方法测量锦龟酯酶和树闙酯酶抑制率$根据不

同农药浓度)

&q!$

:"

$

&q!$

:%

$

&q!$

:)

$

&q!$

:(

$

&q

)%

"

IBE*")

!

5B*!!

宋燕飞等"锦龟酯酶与树闙酯酶对部分有机磷和氨基甲酸酯类农药的敏感性研究



!$

:#

$

&q!$

:'

KBE

"

H

*的酶抑制率
?

$以抑制剂浓度负对

数)

:E

P

?

*为横坐标$抑制率为纵坐标$绘制折线图$通过

抑制率曲线方程$当
>

i$*)

时$抑制率为
)$+

$计算得

到
+?

)$

'

!*#

!

数据处理

采用
-Q<

P

<='

&

FGFF!(*$

和
6RNCE

等分析软件对试

验数据进行处理分析'

&

!

结果与分析
&*!

!W

3

&温度&反应时间对酶活力的影响

由图
!

可知$锦龟酯酶最佳反应条件为
W

3#*)

&温度

")^

&反应时间
!) K<=

(树闙酯酶最佳反应条件为

W

3'*$

&温度
&)^

&反应时间
!)K<=

'

&*&

!

最优反应条件确定

&*&*!

!

锦龟酯酶
!

根据单因素试验结果选择适宜参数水

平$建立三因素三水平正交试验因素水平表见表
!

$正交

图
!

!

反应条件对酶活的影响

,<

P

TQC!

!

;OCCYYCNLVBYB=C=X

>

KC@NL<?<L

>

!

.i"

"

试验结果见表
&

$方差分析见表
"

'

!!

由表
&

&

"

可知$各因素对锦龟酯酶酶活影响次序为

W

3

#

温度
#

反应时间$且三者对酶活的影响均极显著$

其中
W

3

对酶活测定影响最大(最佳反应条件为
1

&

A

&

2

&

$

即
W

3#*)

&温度
")^

&反应时间
!)K<=

'验证实验)

.i

9

*测得$该条件下相对酶活为)

!$'*%%$n$*!#(

*

+

'

表
!

!

锦龟酯酶酶促反应条件正交试验因素设计水平表

;@MEC!

!

-QLOB

P

B=@E@QQ@

>

UCV<

P

=L@MECBYCVLCQ@VC

YQBK2OQ

>

VCK

>

V

水平
1

W

3 A

温度"
^ 2

反应时间"
K<=

! #*$ "$ !$

& #*) ") !)

" '*$ %$ &$

表
&

!

锦龟酯酶酶促反应条件正交试验及结果

;@MEC&
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-QLOB

P

B=@E@QQ@

>

UCV<

P

=@=UQCVTELVBYCVLCQ@VC

YQBK2OQ

>

VCK

>

V

试验号
1 A 2

相对酶活"
+
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K

!
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......................

K

&

'$*(9$ #'*!'( #)*!!%

K

"

)"*)(9 )'*%#& #$*(!&

I &#*!&! !9*#!% !(*!"&

表
"

!

方差分析表o

;@MEC"

!

I@Q<@=NC@=@E

>

V<VBYC=X

>

K@L<NQC@NL<B=

NB=U<L<B=VBYCVLCQ@VCYQBK2OQ

>

VCK

>

V

来源
444

型平方和 自由度 均方
C G

校正模型
!

(")%*(#' (

!

!$)9*!!"

!

%)*)"#

$

$*$$!

截距
!&)#"&*)&' ! !&)#"&*)&')%$)*'9)

$

$*$$!

W

3 ""##*##& & !(''*''( #&*(!%

$

$*$$!

温度
!#"'*!#! & '(9*$'( "#*"(#

$

$*$$!

时间
!&"'*#") & (!9*"(' &(*("$

$
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误差
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......................

总计
!"&))&*%$$ &#

校正总计
('!9*'%# &(

!

o

!

I

&
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(

I

&
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S
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'
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期
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!!

月
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&*&*&

!

树闙酯酶
!

根据单因素试验结果选择适宜参数水

平$建立三因素三水平正交试验因素水平表$见表
%

$正交

试验结果见表
)

$方差分析见表
(

'

!!

由表
%

&

)

可知$各因素对树闙酯酶影响大小为温

度
#W

3

#

反应时间$

W

3

&温度对树闙酯酶影响差异极显

著(树闙酯酶最佳反应条件为
1

&

A

&

2

&

$即
W

3'*$

&温度

&)^

&时间
!)K<=

'验证实验)

.i9

*测得$该条件下相

对酶活为)

!!"*)(9n$*")!

*

+

'

表
%

!

树闙酯酶酶促反应条件正交试验因素设计水平表

;@MEC%

!

-QLOB

P

B=@E@QQ@

>

UCV<

P

=L@MECBYCVLCQ@VCYQBK

;T

W

@<@MCE@=

P

CQ<

水平
1

W

3 A

温度"
^ 2

反应时间"
K<=

! #*) &$ !$

& '*$ &) !)

" '*) "$ &$

表
)

!

树闙酯酶酶促反应条件正交试验及结果

;@MEC)

!

-QLOB

P

B=@E@QQ@

>

UCV<

P

=@=UQCVTELVBY

CVLCQ@VCYQBK;T

W

@<@MCE@=

P

CQ<

试验号
1 A 2

相对酶活"
+
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" ! " " ("*9%& (%*!!% ()*&%$

% & ! & '!*)&9 '$*99% '!*#9'

) & & " !$"*!(&!$"*(%) !$%*'')

( & " ! #(*')9 #9*&%) #(*))%

# " ! " (!*!)' (!*))) (&*$'%

' " & ! #9*##% #9*((' #9*&&%

9 " " & #!*$&$ #$*99% #&*$!%

K

!

#!*"!% (9*9#9 #%*(&'

......................

K

&

'#*!'% ''*)(& #'*%""

K

"

#$*()! #$*($# #(*$'#

I !(*)"" !'*)'" "*'$)

表
(

!

树闙酯酶酶促反应条件方差分析表o

;@MEC(

!

I@Q<@=NC@=@E

>

V<VBYC=X

>

K@L<NQC@NL<B=NB=U<J

L<B=VBYCVLCQ@VCYQBK;T

W

@<@MCE@=

P

CQ<

误差源
444

型平方和 自由度 均方
, G

校正模型
"(#%*9#% ( (!&*%9( %'*#%'

$

$*$$!

截距
!)''%9*$($ ! !)''%9*$($!&(%&*(!(

$

$*$$!

W

3 !(!)*$'" & '$#*)%! (%*&#!

$

$*$$!

温度
!99)*%!( & 99#*#$' #9*%$(

$

$*$$!

时间
(%*%#) & "&*&"' &*)(( $*!$&

误差
&)!*&9! &$ !&*)()

......................

总计
!(&##)*"&) &#

校正总计
"9&(*&() &(

!

o

!

I

&

i$*9"(

(

I

&

1U

S

i$*9!#

'
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!

特异性抑制分析

由图
&

)

@

*可知$当盐酸多奈哌齐&毒扁豆碱浓度分别

为
!$

:"

$

!$

:%

KBE

"

H

时$锦龟提取酶抑制率基本达到

!$$+

(当浓度分别为
!$

:)

$

!$

:(

KBE

"

H

时$抑制率下降$

但抑制率
#

#$+

(当双)

%J

硝基苯基*磷酸酯浓度为

!$

:"

KBE

"

H

时$抑 制 率 为
)(*"&+

$但 在
!$

:%

$

!$

:)

$

!$

:(

KBE

"

H

时$抑制率均
$

&$+

(锦龟提取酶对
"

种酶抑

制剂的敏感性顺序为盐酸多奈哌齐
#

毒扁豆碱
#

双)

%J

硝

基苯基*磷酸酯$表明锦龟头部提取的粗酶中可能主要为

12O6

酶'

由图
&

)

M

*可知$当抑制剂浓度为
!$

:"

$

!$

:%

KBE

"

H

时$双)

%J

硝基苯基*磷酸酯&毒扁豆碱对树闙提取酶抑制

率均
/

9%+

$当抑制浓度为
!$

:)

$

!$

:(

KBE

"

H

时$抑制率

下降$但抑制率
#

#$+

(树闙酶对
"

种酶抑制剂的敏感性

顺序为双)

%J

硝基苯基*磷酸酯
#

毒扁豆碱
#

盐酸多奈哌

齐$表明树闙肝部提取的粗酶中可能主要为酯酶'

&*%

!

对不同浓度有机磷类&氨基甲酸酯类农药的敏感性

由图
"

可知$随着农药浓度的降低$

)

种有机磷农药

对锦龟酯酶&树闙酯酶的抑制率逐渐降低'当农药终浓

度由
!$

:%

KBE

"

H

下降到
!$

:9

KBE

"

H

时$锦龟酯酶抑制率

下降最明显的是速灭磷和辛硫磷$下降了
('+

(树闙酯酶

图
&

!

酶特异性抑制剂对酶活的影响

,<

P

TQC&

!

6YYCNLBY<=O<M<LBQVB=C=X

>

KC@NL<?<L

>

!

.i"

"

!&

"

IBE*")

!

5B*!!

宋燕飞等"锦龟酯酶与树闙酯酶对部分有机磷和氨基甲酸酯类农药的敏感性研究



图
"

!

有机磷农药对酶的抑制效果

,<

P

TQC"

!

4=O<M<L<B=CYYCNLBYC=X

>

KC@NL<?<L

>

B=BQ

P

@=B

W

OBV

W

OBQTV

W

CVL<N<UCV

!

.i"

"

抑制率中$敌敌畏&敌百虫&速灭磷&磷胺&辛硫磷分别下

降了
)&+

$

(!+

$

)#+

$

)9+

$

#%+

'

!!

由图
%

可知$

)

种氨基甲酸酯类农药对锦龟酯酶&树

闙酯酶抑制率都较高'当农药终浓度由
!$

:%

KBE

"

H

下

降到
!$

:9

KBE

"

H

时$

)

种氨基甲酸酯类农药对锦龟酯酶

抑制率随农药浓度降低逐渐降低$下降率最高的为克百

威$下降了
#%+

(而树闙酯酶中下降率最高的为速灭威$

下降了
#"+

'

!!

由表
#

可知$锦龟酯酶对有机磷类农药的敏感性顺

序为敌百虫
#

敌敌畏
#

速灭磷
#

辛硫磷
#

磷胺(对氨基

甲酸酯类农药的敏感性顺序为涕灭威
#

甲萘威
#

灭多

威
#

克百威
#

速灭威'树闙酯酶对有机磷类农药的敏感

性顺序为敌敌畏
#

速灭磷
#

敌百虫
#

磷胺
#

辛硫磷(对

氨基甲酸酯类农药的敏感性顺序为甲萘威
#

速灭威
#

涕

灭威
#

克百威
#

灭多威'试验方法所选酶对几种有机磷

和氨基甲酸酯类农药的敏感性高于目前已开发的试剂

图
%

!

氨基甲酸酯类农药对酶的抑制效果

,<

P

TQC%

!

4=O<M<L<B=CYYCNLBYC=X

>

KC@NL<?<L

>

B=N@QM@K@LCV

W

CVL<N<UC

!

.i"

"

表
#

!

酶对有机磷类和氨基甲酸酯类农药的
+?

)$

;@MEC#

!

;OCNBK

W

@Q<VB=BYVC=V<L<?<L

>

BY12O6YQBK2OQ

>

VCK

>

VLBY<?CBQ

P

@=

W

OBV

W

OBQTV

W

CVL<N<UCV

农药

锦龟酯酶

+?

)$

"

)

%

KBE

1

H

:!

*

H-.

"

)

K

P

1

D

P

:!

*

07H

"

)

K

P

1

D

P

:!

*

树闙酯酶
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"

)

%

KBE
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:!
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"

)
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D

P
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07H

"

)
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P
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D
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敌百虫
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%*!!((q!$

:)
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"
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&*((( $*$$"9 $*$)

"

$*!$ ($*$&$ $*$'9% $*$)

"

$*!$

敌敌畏
!*&9&q!$
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!*%&#)q!$

:(

$*&$

"

$*)$

!*&'(q!$
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!*%&$9q!$

:)

$*&$

"

$*)$

速灭磷
$*&)9 &*9$'(q!$

:%

$*$&

"

$*!$ &*!&&q!$

:&

&*"#'%q!$

:)

$*$&

"

$*!$

磷胺
!

(*")& $*$$9) $*$&

"

$*$) &*()% $*$$"9 $*$&

"

$*$)

速灭威
(!*$)$ $*$)$%

无
!*#') $*$$!%

无

甲萘威
)*&#! $*$$)" !*$$

"

&*$$ $*!&$ !*&$&&q!$

:%

!*$$

"

&*$$

灭多威
(*#') $*$$)) $*&$

"

$*)$ "*")" $*$$"! $*&$

"

$*)$

涕灭威
"*")" $*$$"! $*$!

"

$*!$ (*)$! $*$$(! $*$!

"

$*!$

克百威
%)*%)$ $*$)$& $*$&

"

$*&$ &*")( $*$$&( $*$&

"
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期
"

&$!9
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月
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盒$且用量更低/

!9

0

'根据
]A

"

;!'("$

.

&$$&

所规定的

酶抑制法样品前处理条件所计算的锦龟酯酶&树闙酯酶

对常用有机磷农药&氨基甲酸酯类农药的
H-.

值均小于

]A&#("

.

&$!9

所规定的
07H

'对比锦龟酯酶&树闙酯

酶的
+?

)$

与
H-.

可知$两种酶对有机磷农药中敌百虫最

为敏感$对含
%%

G -

基团有机磷类农药)敌百虫&敌敌畏&

速灭磷*整体)除磷胺外*敏感性强于含
%%

G F

基团的有机

磷类农药)辛硫磷*(氨基甲酸酯类农药中涕灭威最为敏

感'总体而言$两种酶对有机磷农药的敏感性高于氨基

甲酸酯类农药'

"

!

结论
试验表明$锦龟酯酶酶活的最佳反应条件为孵育温

度
")^

&孵育时间
!)K<=

&缓冲液
W

3#*)

(树闙酯酶酶活

的最佳反应条件为孵育温度
&)^

&孵育时间
!)K<=

&缓

冲液
W

3'*$

'抑制剂敏感性试验表明锦龟粗酯酶中主要

为乙酰胆碱酯酶$而树闙肝部提取的粗酶中主要酯酶为

酯酶'而锦龟酯酶和树闙酯酶对常见有机磷和氨基甲酸

酯类农药的敏感性均较高$且用于酶抑制法的
H-.

值均

小于
]A&#("

.

&$!9

所要求的农药最大残留量限量'目

前乙酰胆碱酯酶主要从家蝇&电鳗中提取$来源较少$难

以满足检测过程中的需求$试验所选用两种酶源$对多数

有机磷农药和氨基甲酸酯类农药敏感性较好$可作为酶

抑制法快速检测农药残留的候选酶源'试验中仅将粗酶

作为试验用酶$为进一步揭示锦龟酯酶和树闙酯酶对农

药的敏感性$下一步可先将锦龟酯酶和树闙酯酶纯化$再

分析其对农药的敏感性'
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