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蔬菜有机磷农药残留检测试剂包检测条件的优化

王小瑜 王相友 孙 霞 孙冬霞

【摘要】 以商品化的乙酰胆碱酯酶试剂包为研究对象，比较了不同用量乙酰胆碱酯酶、底物和显色剂下的抑

制率，并在此基础上进行了正交试验。在保证一定检测精度的前提下确定了酶用量为推荐用量的３／４，底物用量为

推荐用量的３／４，显色剂用量为推荐用量的１／２，降低了检测成本。通过犉检验证明，调整后配方和原配方之间无

显著性差异。在此条件下，氧乐果、敌百虫和敌敌畏的检测限大约分别为０３７犿犵／犔、００９犿犵／犔和００３５犿犵／犔，

与原配方一致。
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引言

有机磷和氨基甲酸酯类农药是我国应用最为广

泛的两种农药，也是目前农药残留检测的重点［１］。

其检测方法主要是仪器分析法［２～３］，该法灵敏度

高、成本高、消耗时间长、且需要有熟练技术的操作

人员和分析仪器，不能满足现场快速测试的要求。

酶抑制法作为有机磷农药残留的主要速测方法，具

有简便、快速及成本低廉等优点，深受广大基层监督

部门、生产基地及市场的欢迎［４～５］。随着酶抑制法

技术的发展，近年来出现了商品化的乙酰胆碱酯酶

试剂包［６］，但检测成本仍然较高。本文针对商品化

的乙酰胆碱酯酶试剂包进行优化研究，在保证检测

灵敏度的条件下，减少试剂用量，以降低成本。

１ 材料与方法

１１ 原理

依据为国家标准犌犅／犜５００９１９９—２００３中的

乙酰胆碱酯酶（犃犆犺犈）检测体系
［７］。乙酰胆碱酯酶

催化硫代乙酰胆碱（犃犜犆犎
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，底物）水解为硫代胆碱



和乙酸，硫代胆碱和二硫代二硝基苯甲酸（犇犜犖犅，

显色剂）产生显色反应（黄色），在波长为４１２狀犿处

有最大吸收峰。在没有有机磷和氨基甲酸酯类农药

存在时，底物的水解速率用吸光度值随时间的变化

率，即空白斜率以犓０表示；当有农药存在时，体系

的反应速率，即农药斜率以犓狋表示，则有机磷和氨

基甲酸酯类农药对酶的活性的抑制率为 犢＝

犓０－犓狋
犓０

×１００％。不同种类、不同浓度的农药对应

的抑制率不相同，以此可以建立农药残留量和酶活

性抑制率之间的对应关系，从而定量测定农药残留

量。

１２ 仪器和试剂

犝犞 １７００型紫外可见分光光度计，日本岛津

有限公司；犇犓 ９８ Ⅰ型电热恒温水浴锅，天津市

泰斯特仪器有限公司；移液枪。

乙酰胆碱酯酶试剂包，上海诺亚威生物技术有

限公司。

农药氧乐果、敌敌畏、敌百虫，山东大成农药股

份有限公司。

试剂包原配方：将提取液粉剂中加入５１０犿犔

蒸馏水充分溶解，显色剂中加入３２犿犔提取液，酶

液中加入２６犿犔提取液，底物中加入２６犿犔蒸馏

水。空白操作方法：２５犿犔提取液中加入０１犿犔

酶和０１犿犔显色剂，３０℃培养１５犿犻狀，然后加

０１犿犔底物，于波长４１２狀犿处比色。样品操作方

法：２５犿犔农药溶液中加入０１犿犔酶和０１犿犔

显色剂，３０℃培养１５犿犻狀，然后加０１犿犔底物，于

波长４１２狀犿处比色。

２ 结果和讨论

２１ 单因素试验

分别改变狆犎值、酶、底物和显色剂用量，测定

抑制率，操作方法与前相同，平行做２组（狀＝２），研

究各因素对测量结果的影响。

２１１ 狆犎值

试剂采用原配方，使用不同狆犎值的磷酸盐溶

液作溶剂，农药为１０４犿犵／犔的氧乐果溶液。试验

结果如表１所示。试验结果表明，乙酰胆碱酯酶反

应体系在狆犎值为８时抑制率最高，相同质量浓度

的农药溶液对酶的抑制率越高，说明体系的反应越

灵敏。因此，以下的试验仍采用狆犎值为８的磷酸

盐缓冲溶液作为提取液。

２１２ 酶用量

将原配方酶液和底物稀释，质量浓度均为原配

方的４０％，显色剂浓度不变；农药为０９２６犿犵／犔的

氧乐果溶液，提取液作溶剂。酶液用量对抑制率影

响如表２所示。

表１ 狆犎值对抑制率影响（狀＝２）

犜犪犫．１ 犈犳犳犲犮狋狅犳狆犎狅狀犻狀犺犻犫犻狋犻狅狀狉犪狋犲（狀＝２）

参数
狆犎值

４．８ ５．９ ６．９ ８．０ ９．０

空白斜率犓０ ０．０７１４ ０．０３２０ ０．１２６７ ０．１５４０ ０．０５６１

农药斜率犓狋 ０．０６９１ ０．０２８７ ０．０６８４ ０．０５１２ ０．０９２０

抑制率犢／％ ３．２ １０．３ ４６．１ ６６．８ ３０．１

表２ 酶液用量对抑制率影响（狀＝２）

犜犪犫．２ 犈犳犳犲犮狋狅犳犲狀狕狔犿犲犱狅狊犪犵犲狅狀犻狀犺犻犫犻狋犻狅狀狉犪狋犲（狀＝２）

参数
酶液用量／犿犔

０．１０ ０．１５ ０．２０ ０．２５ ０．３０

空白斜率犓０ ０．０２９７ ０．０４５１ ０．０８７１ ０．１２５０ ０．１４３１

农药斜率犓狋 ０．０１４５ ０．０２２３ ０．０４２０ ０．０６１５ ０．０７１４

抑制率犢／％ ５１．２ ５０．６ ５１．７ ５０．８ ５０．１

试验结果表明，随着酶液用量的增加，空白溶液

与农药的斜率都呈上升趋势，但抑制率没有明显的

变化。斜率增大可以增加灵敏度，但相应的试剂费

用也会增加。

２１３ 底物用量

将原配方酶液和底物稀释，质量浓度均为原配

方的４０％，显色剂浓度不变；农药为０９２６犿犵／犔的

氧乐果溶液，提取液作溶剂。试验结果如表３所示。

表３ 底物用量对抑制率影响（狀＝２）

犜犪犫．３ 犈犳犳犲犮狋狅犳狊狌犫狊狋狉犪狋犲犱狅狊犪犵犲狅狀犻狀犺犻犫犻狋犻狅狀狉犪狋犲（狀＝２）

参数
底物用量／犿犔

０．１０ ０．１５ ０．２０ ０．２５ ０．３０ ０．４０

空白斜率犓０ ０．０７５４ ０．０９９１ ０．１２３５ ０．１３６８ ０．１４１０ ０．１４５１

农药斜率犓狋 ０．０３９５ ０．０４６１ ０．０６５３ ０．０６８１ ０．０６９９ ０．０７１１

抑制率犢／％ ４７．６ ５３．４ ４７．１ ５０．２ ５０．４ ５０．９

结果表明，随着底物用量的增加，空白斜率与农

药斜率都呈上升趋势，但抑制率没有明显的变化。

２１４ 显色剂用量

原配方酶液、底物、底物稀释，质量浓度均为原

配方的４０％；农药为０９２６犿犵／犔氧乐果溶液，提取

液作溶剂。试验结果如表４所示。

表４ 显色剂用量对抑制率影响（狀＝２）

犜犪犫．４ 犈犳犳犲犮狋狅犳犮犺狉狅犿狅犵犲狀犻犮狉犲犪犵犲狀狋犱狅狊犪犵犲

狅狀犻狀犺犻犫犻狋犻狅狀狉犪狋犲（狀＝２）

参数
显色剂用量／犿犔

０．１０ ０．１５ ０．２０ ０．２５ ０．３０

空白斜率犓０ ０．１０１３ ０．１０６９ ０．１０３５ ０．０９９８ ０．１０８３

农药斜率犓狋 ０．０５１０ ０．０５２４ ０．０５１７ ０．０４８８ ０．０５４１

抑制率犢／％ ４９．６ ５１．０ ５０．０ ５１．０ ５０．０
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结果表明，试验范围内显色剂用量的改变对空

白斜率和抑制率都没有影响。０２５犿犔的显色剂用

量相当于原配方的用量，和０１０犿犔的数据比较，

表明原配方的显色剂用量远远过量，其用量可以减

少为原配方的１／２甚至更低。考虑到显色时间和不

同人员操作时间的要求，显色剂用量也不易降低过

多，因此初步确定调整显色剂用量为原配方的１／２。

２２ 正交试验

在单因素试验的基础上同时改变酶液和底物用

量，进行正交试验，以确定一种可行的配方。其中，

显色剂用量全部为原配方的１／２，农药为高、中、低

３种质量浓度的氧乐果溶液（分别为１８５６犿犵／犔、

０９２６犿犵／犔和０４６３犿犵／犔）。试验平行做２组

（狀＝２）。正交试验因素水平如表５所示。

表５ 正交试验表因素水平表

犜犪犫．５ 犜犪犫犾犲狅犳犳犪犮狋狅狉狊犪狀犱犾犲狏犲犾狊狅犳狅狉狋犺狅犵狅狀犪犾犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋

水平 酶液浓度犕 底物浓度犇 氧乐果质量浓度犖／犿犵·犔－１

１ 原配方 原配方 ０．５

２ 原配方３／４ 原配方３／４ １．０４

３ 原配方１／２ 原配方１／２ １．８５６

操作方法与前相同。试验结果如表６所示。

试验结果表明，对于同一质量浓度农药，不同试

剂配方其抑制率变化不大。因此，在测量光源足够

稳定的前提下，完全可以降低３种试剂的用量。对

表６ 不同酶液和底物用量配比的比较（狀＝２）

犜犪犫．６ 犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犮犺狉狅犿狅犵犲狀犻犮狉犲犪犵犲狀狋犱狅狊犪犵犲狊（狀＝２）

序号
因素

犕 犇 犖
犓０ 犓狋 犢／％

１ １ １ １ ０．１２５１ ０．０８１６ ３３．８

２ １ ２ ２ ０．０８１６ ０．０４０５ ５０．４

３ １ ３ ３ ０．０７７１ ０．０２１５ ７２．１

４ ２ １ ２ ０．０６６３ ０．０２８５ ５７．０

５ ２ ２ ３ ０．０５９５ ０．０１９６ ６７．０

６ ２ ３ １ ０．０４２１ ０．０３０６ ２７．４

７ ３ １ ３ ０．０４０１ ０．０１４６ ６３．６

８ ３ ２ １ ０．０３５２ ０．０２５５ ２７．６

９ ３ ３ ２ ０．０３６３ ０．０１７９ ５０．７

于农药残留快速检测体系，当抑制率犢＝５０％时，

只要犢 的相对误差小于１０％即可，因此当犓０＞

００６２即满足要求。所以，正交试验序号为１、２、３

和４的配方可用，序号为５的配方也可考虑。综合

考虑，初步选定序号为５的配方作为优化调整后配

方，即酶和底物用量为原配方的３／４，显色剂用量为

原配方的１／２。

２３ 精确度验证

操作方法：在其他条件相同的情况下，用２种配

方分别测量１０组空白和１０组高、中、低不同质量浓

度氧乐果农药在３犿犻狀内吸光度随时间的变化，计

算斜率、抑制率，利用犉检验法分析调整前、后２种

配方在精密度上有无显著性差异。结果如表７所示。

表７ 试剂配方调整前后的精密度对比

犜犪犫．７ 犘狉犲犮犻狊犻狅狀犮狅狀狋狉犪狊狋犫犲狋狑犲犲狀犪犱犼狌狊狋犲犱犮狅犿狆狅狀犲狀狋狊犪狀犱狅狉犻犵犻狀犪犾犮狅犿狆狅狀犲狀狋狊

犓０
氧乐果质量浓度／犿犵·犔－１

０．４６３ ０．９２６ １．８５６

调整前 调整后 调整前犢／％ 调整后犢／％ 调整前犢／％ 调整后犢／％ 调整前犢／％ 调整后犢／％

０．１２６８ ０．０８７９ ３３．４ ３２．７ ４９．３ ５１．３ ７１．７ ７３．１

３５．３ ２８．９ ５２．６ ５４．４ ７４．４ ７４．２

３０．３ ３４．２ ５１．６ ５３．９ ７２．７ ７５．０

２９．２ ２９．８ ５２．９ ５５．２ ７５．３ ７２．５

３６．４ ２７．７ ４８．６ ５０．８ ７３．６ ７５．７

３５．４ ２８．８ ５３．３ ５４．３ ７４．２ ７３．６

３２．６ ３０．１ ５３．０ ５３．６ ７５．０ ７６．２

３４．０ ３４．９ ４９．６ ５４．０ ７２．０ ７３．７

３６．８ ３４．３ ５２．３ ５０．９ ７３．８ ７４．９

３７．３ ３３．６ ５１．７ ５４．２ ７２．２ ７５．６

均值 ３４．１ ３１．５ ５１．５ ５３．３ ７３．５ ７４．５

从犉 检验的计算结果来看，３组犉 值（１０２、

１１１和１０９）均小于标准值３２３（置信度９５％），因

此配方调整前后在精密度上没有显著性差异。

２４ 检测限确定

用调整后配方重复测定８组空白溶液（即不含

农药的提取液）的反应斜率，计算平均值并作为空白

犓０值，估算出８组空白样品的抑制率犢值，然后计

算犢的平均值和标准偏差犛，则犢 的检测限犇犔＝

犢＋３犛，犢 的测定下限犚＝犢＋１０犛，测定结果如

表８所示。经计算得，犛＝２２１％，犇犔＝７５４％，

犚＝２３０％。

根据每种农药质量浓度与抑制率的实际测定值
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表８ 调整后配方的测定结果

犜犪犫．８ 犔狅狑犲狉犾犻犿犻狋狅犳犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犪犱犼狌狊狋犲犱犮狅犿狆狅狀犲狀狋狊

编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ 均值

斜率犓０ ０．０８９２ ０．０８５５ ０．０８４７ ０．０８５９ ０．０８７８ ０．０８４１ ０．０８９８ ０．０８３５ ０．０８６３

抑制率犢／％ －２．２０ －０．９３ １．８５ ０．４６ －１．７４ ２．５５ ４．０６ ３．２４ ０．９１

可以估算出每种农药的检测下限。

２４１ 氧乐果的检测限

经测定，０５犿犵／犔氧乐果的抑制率为３１６％，

大于２３０％，而０１２５犿犵／犔的氧乐果的抑制率为

１６３％，因此氧乐果农药的定量测定下限约为

０３７犿犵／犔。

２４２ 敌百虫的检测限

配制一系列敌百虫农药标准溶液，测其１５犿犻狀

内对乙酰胆碱酯酶的抑制率，平行做２组（狀＝２）。

试验结果如表９所示。

表９ 不同质量浓度敌百虫溶液的抑制率（狀＝２）

犜犪犫．９ 犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀狉犪狋犲狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊

狅犳狋狉犻犮犺犾狅狉狆犺狅狀（狀＝２）

敌百虫质量浓度／犿犵·犔－１ 农药斜率犓狋 抑制率犢／％

０．０１８ ０．０４０３ １０．４

０．０３６ ０．０３９９ １６．０

０．０７２ ０．０３８７ １９．４

０．１０８ ０．２３３０ ３７．８

０．１１７ ０．０２２７ ５２．８

０．４１４ ０．０１４０ ７０．８

因３７８％＞２３０％＞１９４％，所以敌百虫的测

定下限在００７２～０１０８犿犵／犔之间，估算大约为

００９０犿犵／犔。

２４３ 敌敌畏的检测限

配制一系列敌敌畏农药标准溶液，测其１５犿犻狀

内对乙酰胆碱酯酶的抑制率，平行做２组（狀＝２）。

试验结果如表１０所示。

表１０ 不同质量浓度敌敌畏溶液的抑制率（狀＝２）

犜犪犫．１０ 犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀狉犪狋犲狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊

狅犳犱犻犮犺犾狅狉狏狅狊

敌敌畏质量浓度／犿犵·犔－１ 农药斜率犓狋 抑制率犢／％

０．０３２ ０．０３１３ １８．９

０．０４８ ０．０２３７ ３８．８

０．０９６ ０．０１６３ ５７．７

０．１３６ ０．０１５０ ６１．２

０．１７６ ０．０１１３ ７０．７

由表１０可以看出，敌敌畏的定量测定下限在

００３２～００４８犿犵／犔之间，估算约为００３５犿犵／犔。

３ 结束语

通过对上海商品化试剂包的优化研究，在保证

较高灵敏度的前提下，确定了一种更经济的试剂配

方，即酶和底物的用量为推荐用量的３／４，显色剂用

量为推荐用量的１／２，总体上节约了一定的成本。

通过犉检验证明，调整后配方和原配方之间无显著

性差异。调整后配方对３种常见有机磷农药氧乐

果、敌百虫和敌敌畏的检出下限大约分别为

０３７犿犵／犔、００９犿犵／犔和００３５犿犵／犔，检测限基

本不变。
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