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有机磷等农药残留生物监测技术研究进展

宋文丽， 杨超， 乔传令
（中国科学院动物研究所，北京 100101）

摘 要：综述了有机磷等农监测技术的最新进展，简述和比较了国内外各种最新生物监测技术的原理和应用，为农业和环境保护领

域的监测提供参考，同时也为我国的在线生物监测技术的发展作出铺垫。
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Abstract：The research progress of biological monitoring of organophosphorus pesticides (OPs) residing in the

environment was summarized. The principle and application of the global latest bio -detection technologies were also

compared. These provide a solid basis for the practical applications of the biosensors for the on-line monitoring of OPs in

agriculture and environmental protection, and promote the development of China's online bio-detection technology.
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农药为我国的农、林、牧业发展做出了巨大的贡
献，但同时也是环境污染和食品中毒的重要污染源。
目前我国使用的农药主要为有机磷农药和有机氯农

药，其中有机磷农药(OPs)是我国目前使用范围最广、
用量最大的农药, 所以，在环境监测上也研究的比较
多。传统的农药监测方法主要是色谱法等化学方法，
存在费时，费力和耗时的缺点。所以，以生物监测为主
的在线监测技术已经被越来越多的研究和应用。生物
监测的目的是希望在有害物质还未达到受纳系统之

前，在工厂或现场就以最快的速度把它检测出来，以

免破坏受纳系统的生态平衡；或是能快速评价其潜在

的毒性，以免酿成更大的公害[1-2]。并且，生物的方法也
在不断的与物理化学方法相融合，以更好，更高效的

监测环境中农药的污染。

1 用于监测的生物物质

1.1 利用指示生物作为环境监测的指标
某些特定环境下的生物物种，其生物群落，活动

强度和能量代谢都受到周围环境的影响。因此，测量

这种特殊生物的特征变化可以监测环境污染程度。例
如任宗明等研究了大型蚤在不同浓度有机磷农药作

用下的行为变化规律后的得出大型蚤的运动强度会

随水中有机磷农药的浓度和暴露时间增加而逐步减

弱，即使在污染物浓度很低的情况下依然会引起运动

行为改变，从而建立了一种对突发性有机磷农药污染

事故的在线预警方法[3]。当然，也有与生物标签连用的
研究方法出现，例如 Carlos等利用在四个不同地点采
集的大米里的大型蚤的能量消耗和生化反应的变化，

例如致死量、呼吸运动强度及其体内羧酸酯酶和胆碱
酯酶等生物标签的抑制等变化参数共同作为环境监测

的指标来估计环境中的有机磷污染[4]。
1.2 利用生物分子作为环境监测的指标
对于特定的污染物，生物体内的某些分子会发生

数量和活性等等的变化，这些发生变化的分子同样可

以作为生物标签来监测环境的污染状况。关于利用生
物分子特别是酶作为环境监测指标来进行环境监测

目前是应用最为广泛的一种方法。关于这方面的研究
很多，例如 Sarkar等就介绍了在海洋中经常利用的四
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种生物标签[5]。细胞色素 P450,金属硫蛋白，DNA完整
性监测和乙酰胆碱酯酶。他们都是广泛存在于生物体
内的分子，在不同的环境中其含量或是结构是不一样

的，这样就可以利用各种手段对生物标签进行分析，

如利用光谱法，免疫酶联方法，生物化学分析，荧光测

量，原子吸收光谱，高效液相色谱法等方法来确定异

质污染如 PCBs，PAHs，PCDs等多种污染物。目前应
用最多的乙酰胆碱酯酶，并且该酶结合各种物理，生

物，化学的分析方法也层出不穷。最近，也有利用植物
酯酶作为生物标签来代替乙酰胆碱酯酶的方法出现[6]。
同时，更多的分子生物学方法例如蛋白质组分析也被

应用到环境监测中来。例如 Hongkun等首先通过双向
聚丙烯酰胺凝胶电泳分析了不同浓度甲基对硫磷胁

迫下牙鲆脑中的蛋白变化，然后在用蛋白质组分析方

法来确定是那些蛋白发生了怎样的变化。研究表明，
有 17种蛋白质发生了变化，其中热激蛋白 70，金属硫
蛋白和细胞色素 p450发生了巨大的变化，这也为它们
可以作为环境监测的分子标签作了佐证。同时，也说明
蛋白质组学也可以用来发现新的生物标签[7]。
目前许多研究是结合多种方法，单一的研究方

法已不多见，例如 Ros等在分析半干旱土壤（半干旱
土壤中农药相对持续时间更长）中的阿特拉津时就是

利用菌群的生物量和代谢指标共同分析的。因为微生
物对于外界环境的变化反应迅速，Ros利用细菌计数
CFU来研究不同浓度阿特拉津下半干旱土壤中微生
物数量的变化。同时，由于不同的环境会影响整个微
生物生态系统的种群变化和基因交流，所以就可以研

究利用单一碳源的多种微生物的群族生理图谱

CLPPs，变性梯度凝胶电泳（DGGE）分别对不同浓度
的阿特拉津半干旱土壤样品进行研究，再整合前面所

提供的数据，就可以在生态系统和基因即宏观和微观

上对环境做出一个更为准确的评价[8]。
1.3 利用免疫学抗原抗体作为环境监测的指标
传统的 ELISA也在环境监测领域得到了广泛应

用，这种方法虽然可以分析大量样品，但是却不适合实

地监测，并且 ELISA还需要大量处理，昂贵的塑料托
盘和较长的操作时间，这些都限制了它的应用。Kim等
对传统 ELISA方法进行改造，构建一种通过抗阿特拉
津抗体与辣根过氧化物酶融合蛋白结合的可调免疫法

快速廉价有效的分析环境中的阿特拉津[9]。国内的余向
阳等则以间苯氧基苯甲酸为半抗原，通过与牛血清蛋

白偶联后免疫新西兰大白兔，获得对多种菊酯类农药

有特异性的光谱性抗体，并对抗体进行标记，建立了

一种直接竞争性 ELISA方法，并在批量样品的快速
筛选监测中进行初步应用[10]。

2 生物传感器

2.1 酶生物传感器
目前，用于有机磷农药的生物监测的酶生物传感

器根据使用酶的机制不同可以分为两大类。第一种是
利用有催化性质的酶设计的生物传感器，即可以催化

转化有机磷农药的酶，其代表为有机磷水解酶。而另
一类则是利用有机磷农药对有些酶的抑制作用而设

计的生物传感器。其代表为乙酰胆碱酯酶。这种生物传
感器又可以分为三大类：（1）把表达酶的整个细胞固定
化的生物传感器。这种传感器比较稳定并且易于再生，
但是也会由于几种酶的共同作用而有副反应的影响。
（2）固定酶基质的生物传感器，此类传感器通过测量抑
制前后酶的产物变化来监测环境中待测物质的浓度变

化。（3）直接固定酶的生物传感器，即酶与信号转导元
件紧密连接在一起[11]。当然，也有的传感器需要联合细
菌细胞和酶的共同作用，例如 Yu等首先利用有机磷
水解酶水解有机磷农药释放 PNP，然后再利用秸秆菌
去氧化 PNP，通过氧化作用产生的电流变化来监测环
境有机磷污染物[12]。或是直接把有机磷水解酶表达在
假单胞菌 JS444的表面，然后把菌细胞固定在感知电
流的电极板上来监测有机磷农药[13-14]。
2.2 微生物传感器
早期的微生物传感器就是利用微生物的呼吸代

谢过程中的底物或是抑制剂所引起的呼吸或是代谢

变化来监测这些底物或是抑制剂的。目前，利用 lux，
gfp或 lacZ基因作为生物标签分子，并在它们上游融
合受污染物调控的可诱导型的启动子，构建重组表达

质粒；利用含该表达质粒的完整的微生物细胞，快速

检测环境中的污染物[15]。
还有就是越来越受到重视的在微生物传感器基础

上发展而来的一种把酶表达在细胞的表面构建的电流

传感器，这种方法不仅免除了酶的纯化底物通过细胞

壁等步骤，并且具有很好的稳定性和可再生性[16]。

3 生物传感器类型

3.1 电流酶生物传感器
电流型微生物传感器主要探测生化反应中的电

活性物质, 通过固定工作电极的电位给电活性的电子
转移反应提供驱动力,探测电流随时间的变化。该电流
直接测量了电子转移反应的速度, 反映了生物分子识
别的速度,即该电流正比于待测物质的浓度。对于有机
磷农药的探测来说，有机磷水解酶水解的许多有机磷

化合物，如巴拉松，甲基对硫磷，对氧磷，苯硫磷和杀

螟硫磷，会产生硝基苯酚 PNP这种电活性物质。PNP
可以在正电极被氧化，其氧化电流可以被探测，并且
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是与它的浓度是成正比的。目前关于依赖电流的监测
方法的研究较多是结合其他技术一起进行的。例如
Mulchandani等就是利用构建流动注射电传感器来监
测环境中的有机磷的[17]。同时，也有人利用专门降解
PNP成为对苯二酚的莫拉菌来监测电流的变化，其依
据是对苯二酚比 PNP更具有电活性[18]。或是把莫拉菌
的有机磷水解酶表达在细胞表面来构建电流监测型

的生物传感器。这样，更方便的简化了监测的步骤，并
且具有更好的稳定性[19]。目前构建的电流型生物传感
器主要有两种，其一是在丝网印刷厚膜碳电极表面涂

高氯化离子交换树脂膜，同时把 OPH固定于离子交
换树脂膜中。另一种则是把 OPH固定在碳糊电极表
面，构造能远程监测的电化学传感器[20]。
3.2 电位酶生物传感器
电位型微生物传感器将生化反应转换为电位信

号, 该信号与生化反应过程中产生或消耗的活性物质
浓度对数成正比,既是与待测物质浓度的对数成正比。
对于有机磷农药的探测，它的工作原理是利用戊二醛

交联法把有机磷水解酶与牛血清蛋白交联在一起固

定化，并与一个 pH电极一起形成一种简单的酶电极。
其他元件还包括 pH计，一个放置在磁搅拌器中用于
混合和图表记录的测量单元。传感器的信号和响应时
间可以在缓冲液的 pH值，离子浓度，温度和酶的固定
化等方面得以优化。例如 Schoning等用 pH敏感材料
和硅构建的有机磷水解酶生物传感器即是利用了电

容点位的方法[21]。同时，利用植物络合素对重金属的
吸附而构建的监测环境中重金属物质的电容式传感

器也有报道[22]。由于依赖于电流的生物传感器多是监
测可以水解释放硝基苯酚 PNP的有机磷化合物，这样
对底物就有一定的限制。所以Wang等就构建了一种
电流电势开关转换型传感器，虽然该传感器利用一种

有机磷水解酶，但是，可以通过开关来调节不同的监测

方法（电流或电势）来监测不同的底物[23]。
3.3 电导率酶生物传感器
许多微生物催化的反应包括离子的反应，这样，

反应中就会引起溶液的导电性质的改变。虽然这种探
测不是特异性的，但是，通过导电性的监测方法是十

分灵敏的。目前运用此法在农药的环境监测领域的研
究还较少。但是，在生物传感器的实时监测研究中也
是一门不可或缺的重要技术。例如，Liu等曾把有机
磷农药固定在单壁碳纳米管上，通过反应过程中电导

率的变化来监测有机磷农药的浓度[24]。
3.4 光学生物传感器
光学微生物传感器通过建立发光物质于酶底物

浓度的一种偶联关系来对目的底物进行监测。目前主

要有生物体发光生物传感器，荧光生物传感器和比色

生物传感器三种[21]。早期使用的生物传感器主要是把
异硫氰酸荧光素固定在酶上，主要是测定酶周围底物

反应所引起的 pH变化。另外一种则是探测由于有机
磷水解酶水解作用所产生的发色团，这种发色团一般

都有一个特异的吸收波长，以此来判断反应的进行。
此种技术也可以利用环境污染物与酶的反应所产生

的有色物的方法来监测环境污染物。例如苯系物可以
用双加氧酶和过氧化物酶连锁反应产生有色物来监

测苯系物的浓度。Xu等就是把甲苯双加氧酶和甲苯
二氢二醇脱氢酶共同表达在大肠杆菌细胞内，这样就

可以把苯系物转化为儿茶酚，通过与辣根过氧化物酶

偶联的反应而进一步转化为有色产物。这种有色产物
可以通过分光光度法得以监测[25]。也有利用荧光染料
如 oxazol-5-one 及其衍生物或是把对 pH 敏感的荧
光探针 SNARF-1表达于胆碱酯酶上制成聚乙二烯醇
水凝胶微粒来监测环境中的有机磷农药浓度[26-27]。同
时由于不同的荧光素对于不同的变化具有不同的敏

感性，同样可以根据需要来选择不同的荧光探针。例
如 DiBAC4(3)为最常用的膜电位荧光探针，Fluo-3、
Rhod -1、Indo -1、Fura -2 等为游离钙荧光探针，
Dichlorodihydrof-luorescein diacetate (2，7-二氯二氢
荧光素乙酰乙酸、H2DCFDA）为活性氧荧光探针等。
还有利用纳米量子点代替以往使用的荧光探针和同

位素去标记生物分子，从而达到实时监测的目的。由
于纳米量子点的发射波长可通过控制它的粒径大小

来“调谐”，因而可获得多种可分辨的颜色。同时不同
大小的纳米晶体能被同一波长的光激发并发出不同

颜色的光，其激发光谱宽且连续分布，而发射光谱呈对

称分布且宽度窄，因此不同的量子点可以由同一波长

的光激发并且允许同时使用不同光谱的量子点来进行

生物标记。另外，量子点具有良好的光化学稳定性，可
以耐受更强的激发光和更长的光发射周期[28-29]。所以这
些优点都是以往荧光探针和同位素无法比拟的。
3.5 力学生物传感器
微悬臂可以随分子吸附或是结合作用而表面张

力发生变化从而发生倾斜作用，这种倾斜可以是向下

或是向上，通过记录倾斜程度或是热力学变化就可以

知道所要测量的目的生物或是化学物质的性质和浓

度。目前，表面具有选择性涂层的微悬臂（MCLs）构建
的极其敏感的化学气相传感器已经出现。另外MCLs
所具有的特殊优点就是它在空气或是溶液中都可以

使用。分子识别物质可以集合或是共价连接到微悬臂
的一边，经过修饰的微悬臂可以自组装成单层膜、溶
胶凝胶或是水凝胶。最近，也产生了修饰微悬臂产生
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的纳米逐层组装方法。这种逐层技术可以通过改变相
反电荷化合物例如线性聚离子或是酶的吸附（主要是

通过静电吸引）从而在任何表面形成超薄有组织的薄

层。目前，在环境监测上，出现了把降解有机磷的有机
磷水解酶固定在薄膜网上从而影响微悬臂的倾斜，不

同于早期的微悬臂传感器的是，这种传感器是可以再

利用的[30]。

4 酶的可再生性研究

许多因素可以影响酶的活性进而影响监测的灵

敏性，例如温度，pH值，离子强度和酶的存在状态等
都可以影响酶的活性和可再生性。对于酶的抑制和可
再生机制的研究一直是生物化学和生物技术领域的

一个重要方面，特别是在固定化酶的应用上，酶的可

再生机制显得尤为重要。在早期的研究中，TMB-4和
NaF都被用作抑制性酶生物传感器的复活剂。同样，
一些被重金属抑制的酶也可以通过添加金属离子螯

合剂来恢复其活性。例如 EDTA对汞抑制酶生物传感
器的恢复作用。也有很多人研究如何改进增强酶的稳
定性，例如 Chough等认为在酶包被的尼龙网上加入
矿物油和硅油可以增强酶的稳定性和敏感性并且可

以改变酶电极的选择性[31]。另外，现在兴起的介孔二
氧化硅技术 FMS也是一门强大的技术。介孔二氧化
硅可以螺旋成 FMS小孔，与细胞的拥挤程度相仿。一
般酶在细胞中的活性比溶液中的活性更高，因为在细

胞中，酶被其他分子包围，其浓度是实验室条件下的

1000~10000倍。拥挤现象可以使展开的、自由漂浮的
蛋白重新折叠，向上折起，恢复活性。所以，介孔二氧
化硅材料可以恢复酶的活性[32]。所以，Lei等就固定有
机磷水解酶在 FMS上，并且把这种 OPH-FMS通过
干的高氯化离子交换树脂凝胶置于玻碳电极上，这样，

FMS就可以保护有机磷水解酶使它活性不会丧失[33]。
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水环境质量标准》限值的钒污染物处理到《地表水环
境质量标准》限值以下。
（3）硫化沉淀法对钛、钒污染物基本无去除效果，
随着硫化钠投加量的增加，钛、钒污染物的去除效果
基本维持不变。对于《地表水环境质量标准》5倍限值
的钛、钒污染物溶液，经硫化沉淀法处理后，出水不能
达到国家标准。
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