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摘薹：测定自行制备的乙酰胆碱醑酶(ACHE)酶液和壳聚糖一AChE酶膜的酶学性质，并以壳聚糖一AChE酶膜

分别检测乐果、甲胺礴、敌百虫、敌敌畏，甲基对硫碑5种有机磷农药，探讨采取酶膜进行快速检测有机磷农药

残留的可行性舀}果显示：壳聚糖一AChE酶膜的置扩为2．8×lO～mol／L，最适pH值为8．0，在pH值为8．0n

8．5时活力稳定；最适反应温度为45。C左右．在15～60"C时较为稳定#半衰期达12d，固定化酶膜的实际应用性

能较游离酶有较大改善。壳聚糖一AChE酶膜对不同类型的有机磷农药的敏感性差异很大，对甲基对硫磷最为

敏感．其pIS0为5．57，对其它4种农药p150为4．o左右；以酶活力抑制率16％为农药检出标准，甲基对硫礴的检

出限为0．4mg／L，其他4种检出限为3～22mg／L，只有甲基对硫磷达到检测要求。
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Abstract：In this article，Chitosan AChE membrane of Acetykholinesterase and the nature of the

AChE membrane is determined．and by using this AChE membrane．five kinds of

organophosphrous pesticides(met}1yl parathion，dimethoate，dichtorovos，trichlorfon and

methamidophos)are detected．The result shows that the Kapp M of immobifized AChE is 2．8×

10～mol／L．The optimum pH value is 8．0，while the pH value stability is 8．0～8．5．The thermaI

stability of the immobilized AChE is 15～60℃and the operation half life of the immobilized

AChE is 12 days．The practical performance of the immobilized AChE is greatly improved．

Immobilized Acetylcholinesterase’a sensitivity changes remarkably depending on the kinds of

organophosphrous．It is most sensitive to methyl parathion whose p150 is 5．57．Yet，it is less

sensitive to the other four kinds of pesticides whose p150 is about 4．0．The detection limit to

methyl parathion is 0．4mg／L，while detection limit to the others is between 3～22 mg／L．

Key words：Acetylcholinesterase，Chitooan，immobilized enzyme，zymological propertiest

o。ganophosphrous pesticide，detection
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謦回日期：2007．04—25 有机磷农药的生化机制是抑制乙酰胆碱酯酶

作者筒介；王!J§(1974一)·男，工程师·硬士-主要从事酵工程研究．(Acetylcholinesterase，3．1．1．7，AChE)口]，近年来采

’广西区科技厅攻关项目(桂科攻0537007—7—2)和南宁市科技攻关‘用AChE快速检测有机磷农药残留的研究已较
项5；2”5010658’资助。 多嘲。本文以壳聚糖为载体，吸附一交联法制备
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AChE酶膜啪，测定其酶学性质，并利用AChE酶膜

检测5种常见有机磷农药，拟通过其操作与检测来探

讨采取酶膜进行快速检测有机磷农药残留的可行

性，以及今后实际应用可能存在的问题。

l材料与方法

1．1材料与主要试剂

氯化乙酰胆碱(acetylcholine chloride，AChCI。

Sigma公司生产)}5，5-二硫一二一[2一硝基苯甲酸]

(DTNB，Fluka公司生产)；乐果(dimethoate)、敌敌

畏(dichlovos)、敌百虫(trichlodon)、甲胺磷

(methamidophox)、甲基对硫磷(methyl parathion)

原液为国产市售；其它试剂为市售生化试剂或分析

纯试剂。

1．2方法

1．2．1 AChE潞}离酶与固定化酶活力测定

部分纯化的鸡红细胞乙酰胆碱酯酶酶液(以下

简称酶液)、壳聚糖一乙酰胆碱酯酶膜(以下简称酶

膜)按文献[3]方法自行制备，酶活力测定按照文献

[3]方法进行，其中底物溶液：50mg氯化乙酰胆碱

(AChCl)、10mgDTNB溶于pH值8．0、0．1mol／L的

100ml NaH：PO,一NaOH缓冲液。

1．2．2 固定化酶与游离酶的酶学性质测定

足”测定：取5组酶液和酶膜分别测定活力，其

中各组底物溶液中AChCI的量分别为20、40、60、

80、100mg。用Lineweaver—Burk法求出酶液中游离

酶的米氏常数K”和酶膜中固定化酶的表观米氏常

数K扩。

最适pH值测定；分别配制pH值为6．5、7．0、

7．5、8．0、8．5、9．0的0．1mol／L的NaH2P04一NaOH

的缓冲液，再以之分别配制底物溶液。取已制备好的

酶膜和对照酶液各6组，分别加入上述不同pH值的

底物溶液测定其活力。

pH值稳定性测定：取酶液和酶膜，用pH值为

6．5、7．0、7．5、8．0、8．5、9．0的缓冲液将酶液稀释至

一定程度，酶膜用相应的缓冲液37℃保温1 h。测定

活力。

最适反应温度测定：取酶液和酶膜，分别在10、

25、30、37、40、45℃下测定游离酶和固定化酶的活

力。

热稳定性测定：取酶液和酶膜，分别在10、25、

30、37、40、45℃下水浴30 rnin，按酶活力测定方法测

定酶活力。
’

半衰期测定：将新制备的酶液和酶膜贮于4℃

下，每隔1d测其活力变化。并按下式计算半衰期“3
0．693屯72一—2．303．i—g(['Eo])’

式中f。，：为半衰期(单位d)，Eo为原始酶活力，t为时

间(d)，[E]为t时的酶活力。

1．2．3壳聚糖一AChE酶膜检测5种有机磷农药

取有机磷农药溶液3ml，加入0．4ml的3％溴水，

静置10min，再加入酶膜，37℃抑制1h，取出用pH值

为8．0、浓度为0．1mol／L的磷酸缓冲液洗净。按固定

化酶活力测定方法测得活力为J，。对照用磷酸缓冲

液代替有机磷农药溶液，测得活力为厶。按下式计

算抑制百分数；
r—r

抑制百分数(J％)=竺—i—3×100％。
J1

分别配制200mg／L的乐果、敌敌畏、敌百虫、甲

胺磷、甲基对硫磷的应用液，按2t15(体积比)的比例

加入3％的溴水。然后用蒸馏水分别稀释至100、10、1

和0．1mg／L，以有机磷农药浓度的负对数对酶膜活

力的抑制百分数作图，通过计算求出p150与检出限

(以酶抑制率16％作为检出标准)检验壳聚糖一AChE

酶膜对不同浓度的有机磷农药的测定效果。

2结果与分析

2．1酶学性质

固定化酶K妒与游离酶的K“：固定化酶的

K扩为0．028 mol／L，游离酶的足M为0．070 mol／L，

固定化酶的K矿比游离酶的K”降低了60％，说明

固定化酶对底物AChCI的亲和力增加。

最适pH值：游离酶的最适pH值为7．5，固定化

酶的最适pH值有所上升，为8．O左右。

pH值稳定性：游离酶与固定化酶在pH值为

6．5～9．o之间活力都较为稳定，其中，游离酶在pH

值为7．O～7．5之间最为稳定，固定化酶在pH值为

8．0h8．5之间最为稳定。固定化酶膜在偏碱条件下

稳定性有所提高。

最适反应温度：实验显示，游离酶的最适反应温

度为37℃，固定化酶的最适反应温度有所上升，为

45。C左右。

热稳定性：游离酶在15～37"C之间较为稳定，固

定化酶的稳定性有所提高，在15～60℃之间都较为

稳定。

活力半衰期：计算得游离酶的半衰期为3d，固定

化酶为12d。

2．2酶膜对5种有机磷农药的检测效果

如表1所示，在经溴水处理后，甲基对硫磷对酶
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膜的抑制效果最好，其p150为5．57，其它四种农药

的p150相差不大，为4．O左右，说明AChE对于不同

的有机磷农药的敏感度相差甚大。而在本实验中采

用的5种有机磷农药中，鸡红细胞AChE对于甲基

对硫磷最为敏感。以酶抑制率16％为检出标准，甲基

对硫磷最低，为0．4mg／L，敌百虫最高，为22mg／L。

裹l壳聚糖一AChE酶膜检测5种有机磷农药的性能

3讨论

壳聚糖为疏水性，而AChE的底物ACh+C1一为

典型的电荷底物，因分散效应与扩散效应，导致底

物、产物或其它效应物在微环境和宏观体系间发生

不等分配，改变了酶反应体系的组成平衡，从而影响

了反应速度o]，最终表现为固定化酶的K∥较游离

酶的K“降低，以及最适pH值的升高。AChE在固

定化后稳定性得到了较大的提高，这是由于固定化

增加了酶构象的牢固程度、挡住了不利因素对酶的

侵袭或限制了酶分子间的相互作用，使得酶的稳定

性有了显著的提高，酶膜的实际应用性能较游离酶

有了较大的改善“1。固定化AChE的这些性质，对其

实际应用是有利的。

大多数有机磷农药的纯品对AchE的抑制能

力很弱，它们必须在生理条件下激活才具有强的抑

制能力，其生物激活作用主要是由于氧化作用，微粒

体氧化酶起着这一作用“]。在体外的模拟氧化，一般

采用溴水、溴蒸气等“]。有机磷农药对AChE的抑制

具有选择性，主要是酶分子和抑制剂分子结构的影

响。衡量抑制剂能力的指标有两个：p150和ki。p150

原则上与ki具有相同的信息，但p150更实用。大多

数好的AChE抑制剂，10“mol／L下抑制5～50rain，

就能抑制酶的大部分活性o]。影响抑制效果的化学

因素包括有机磷农药上取代基的亲电性质、大基团

效应、胆碱式结构、不对称效应。取代基不同而导致

的抑制能力的改变，其比较只能在同系物间进行口]。

对于不同类型的农药，如本实验中的5种，因为它们

分属有机磷农药下基团性质不同的类别，所以对它

们之间的比较并无严格意义。根据FAO／WHO农药

残留最高限量(MRL)标准，各种农药在蔬菜水果中

的一般为0～110mg／L(相当于O～110ppm)，其具体

指标依据农药的种类和蔬菜水果种类而异。我国的

安全标准一般是采用HPLC方法，有机磷农药含量

低于lmg／L或无法检出o]。在本实验中，甲基对硫

磷的检测限为0．4mg／L，已达检测要求，但是其它的

4种有机磷农药的检出限在3～22mg／L之间，与标

准限还有一定差距，原因除了与酶和有机磷农药本

身的性质有关外，与酶源、纯化和固定方法、检测系

统也有很大关系，这有待于在今后的具体应用和开

发中作进一步的研究。
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