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　　摘要：通过２种检测方法测定了有机磷水解酶对不同有机磷农药的降解功效，一种方法是通过气相色谱法直接检
测降解产物中农药的残留量来评价有机磷水解酶对不同农药的降解功效；另一种方法是利用有机磷类农药可以抑制

乙酰胆碱酯酶的活性，受抑制的胆碱酯酶不能将靛酚乙酸酯（红色）分解为靛酚（蓝色）和乙酸的原理，通过测定有机

磷水解酶降解后有机磷农药的残留量对胆碱酯酶的抑制作用来评价有机磷水解酶对不同有机磷农药的降解功效。研

究结果发现：有机磷水解酶对甲基对硫磷、对硫磷、喹硫磷和敌敌畏具有高效降解作用，降解率在８２．２％～９８．７％；其
次是氧乐果、久效磷和敌百虫，降解效率在２８．１％～４５．４％；其他的降解效率均在２０％以下。
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　　２０世纪 ９０年代，我国有机磷类农药的年产量曾达到
３０００００ｔ，目前，虽然一些毒性大的有机磷农药已被禁用，但
一些低毒的有机磷农药仍在使用［１］，并且除了作为杀虫剂之

外扩展到杀菌剂、杀鼠剂、除草剂、脱叶剂和植物生长调节剂

等方面使用。因有机磷农药具有药效高、品种多、防治范围

广、成本低等特点，因此一些禁用的有机磷农药还在偷偷生产

使用，并且常因使用、保管不当有机磷农药中毒事件也时有发

生［２］。有机磷类农药对农产品、大气、土壤、水源等具有极大

的污染［３－４］，其对环境和人类的危害，已成为事关人类健康和

国民经济发展的重大问题。因此有机磷农药降解酶的研制是

消除和解毒农药残留的一种安全、有效的方法［５］，具有无毒、

无残留、无二次污染等优点。

有机磷水解酶（ＯＰＨ）被公认为最具有应用前景的有机
磷降解酶，目前由中国农业科学院自主研发的“有机磷农药

降解酶制剂”已广泛投入生产使用，比如“比亚蔬菜瓜果农药

降解酶”、马蒂尔“蔬菜瓜果农药降解酶”“绿芯农药降解酶”

等农药降解产品已在农业生产上大量应用；但目前并没有统

一的国家标准来评价这些酶制剂降解底物的范围，对底物的

降解效果如何。本试验研究了有机磷水解酶对不同有机磷农

药的降解功效，并通过气相色谱法和胆碱酯酶抑制法２种检
测方法测定了有机磷水解酶对不同有机磷农药的降解功效，

并对２种检测方法进行了比较。

１　材料与方法

１．１　试剂与材料
甲基对硫磷（ＣＡＳ：２９８－００－０）、敌敌畏（ＣＡＳ：６２－７３－

７）、氧乐果（ＣＡＳ：１１１３－０２－６）、甲胺磷（ＣＡＳ：１０２６５－９２－
６）、甲拌磷（ＣＡＳ：２９８－０２－２）、内吸磷（ＣＡＳ：８０６５－４８－３）、
对硫磷（ＣＡＳ：５６－３８－２）、敌百虫（ＣＡＳ：５２－６８－６）、喹硫磷
（ＣＡＳ：１７７６－８３－６）、杀扑磷（ＣＡＳ：９５０－３７－８）、三唑磷
（ＣＡＳ：２４０１７－４７－８）、久效磷（ＣＡＳ：６９２３－２２－４），纯度
均≥９９％，购自德国 Ｍｅｒｃｋ公司；丙酮、乙腈、氯化钠（色谱
纯）；磷酸盐缓冲液（分析纯）；９５％乙醇；胆碱酯酶、靛酚乙酸
酯，购自Ｓｏｌａｒｂｉｏ；有机磷水解酶（ＯＰＨ），由北京森根比亚生物
技术有限公司提供［酶活性≥１１μｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｍｇ）］。
１．２　仪器与设备

恒温水浴锅（ＨＨ－Ｗ６００，金坛市朗博仪器制造有限公
司）；酶标仪（美国伯乐，Ｂｉｏ－ｒａｄ）；气相色谱仪（带氮磷检测
器，备有毛细管柱，美国 ＴｈｅｒｍｏＴＲＡＣＥＧＣＵＬＴＲＡ）；旋转蒸
发仪（上海亚荣生化仪器厂，ＲＥ－５２Ａ）；氮吹仪（上海育模仪
器有限公司，ＹＭＤＣＹ－１２Ｓ）；真空泵（上海育模仪器有限公
司，ＹＤＰ－０２）；高速离心机（上海安亭，ＬＸＪ－ＩＩＢ）；分析天平
（上海仪电分析仪器有限公司，ＰＨＳ－３ＤＷ）。
１．３　有机磷水解酶对有机磷农药降解功效的气相色谱法
测定

１．３．１　有机磷农药浓度 －峰面积标准曲线的绘制　用
１００ｍｇ／Ｌ农药标准品分别配成２、１、０．５、０．２５、０．１２５、０．０６２
５、０．０３１２５μｇ／ｍＬ不同浓度的丙酮溶液，气相色谱测定峰面
积，绘制峰面积 －浓度的标准曲线，并确定不同农药的出峰
时间。

１．３．２　气相色谱条件　型号为 ＴｈｅｒｍｏＴＲＡＣＥＧＣＵＬＴＲＡ；
色谱柱为石英毛细管柱，ＤＢ－１７０１，３０ｍ×０．５３ｍｍ（内
径）×１．０μｍ（膜厚）；载气为氮气（纯度大于９９．９９９％）；载
气流速１０ｍＬ／ｍｉｎ，尾吹气流速为 ３０ｍＬ／ｍｉｎ；氢气流速为
７５ｍＬ／ｍｉｎ，空气流速为１００ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为初始温度１５０℃
保持１ｍｉｎ，以 ２０℃／ｍｉｎ升至２７０℃，保持１５ｍｉｎ；进样口温
度为２５０℃；检测器温度为２５０℃；进样方式为不分流进样；
进样量为１μＬ；开阀时间为１．５ｍｉｎ。
１．３．３　有机磷水解酶对不同有机磷农药的降解率测定　取
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１０ｍＬ１μｇ／ｍＬ的不同农药工作液，加入５ｍＬｐＨ值为８．０的
１ｍｇ／ｍＬ有机磷水解酶，对照组加入等量的磷酸盐缓冲液，置
于生化培养箱中进行反应，温度控制在３７℃，反应１０ｍｉｎ，然
后取出迅速加入３０ｍＬ乙腈萃取降解反应残留的农药底物，
颠倒混匀，加入５ｇ氯化钠，剧烈振荡１ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，乙腈相取出１０ｍＬ，相当于样品量的１／３，移人 ５０ｍＬ
旋转蒸发瓶中，先用旋转蒸发器浓缩至１ｍＬ，在室温下用氮
吹仪浓缩至近干，用丙酮定容１ｍＬ，供气相色谱测定，计算出
酶降解后农药的残留量，然后计算有机磷水解酶的降解率。

有机磷水解酶对有机磷农药降解率的计算公式：

Ｒ＝
Ｘ－Ｘ０
Ｘ ×１００％。

式中：Ｒ为生物制品的降解效率；Ｘ为反应体系中降解反应前
标准农药的浓度；Ｘ０为反应体系中降解反应结束后残留农药
的浓度。

１．４　有机磷水解酶降解率的酶抑制法测定
１．４．１　胆碱酯酶抑制率曲线的建立　在试管中加入４７０μＬ
不同浓度的有机磷农药（对照管加等量 ｐＨ值为 ７．０的
５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液）、１０μＬ的２００Ｕ／ｇ乙酰胆碱酯酶，混
匀，于３７℃水浴中反应１０ｍｉｎ，加入２０μＬ靛酚乙酸酯，混
匀，３７℃反应５ｍｉｎ，加入５００μＬ９５％乙醇终止反应，使用酶
标仪在６０５ｎｍ处测定吸光度［６］。计算酶的抑制率，以农药浓

度的对数值为横坐标、抑制率为纵坐标作出标准曲线。抑制

率的计算公式为：

Ｉ＝（Ｕ０－Ｕ１）／Ｕ０×１００％。
式中：Ｕ０为未受抑制的酶活性；Ｕ１为受农药抑制的酶活性。
１．４．２　有机磷水解酶降解率的测定　取４７０μＬ不同浓度
１．５、２．５、５μｇ／ｍＬ有机磷农药加入有机磷水解酶至终浓度为
１０００ｍｇ／Ｌ，对照组加入等量的磷酸盐缓冲液，３７℃反应
２０ｍｉｎ，沸水中加热５ｍｉｎ终止反应，然后用酶抑制法测定有
机磷水解酶降解产物中农药的残留量。

１．４．３　计算方法　有机磷农药可以抑制乙酰胆碱酯酶活性，
受抑制的胆碱酯酶不能将靛酚乙酸酯（红色）分解为靛酚（蓝

色）和乙酸，根据“１．４．１”节的胆碱酯酶的抑制率与农药浓度
的对数值标准曲线查找与抑制率对应的农药浓度的对数值，

计算出有机磷水解酶降解产物中农药的残留量，然后再根据

“１．３．３”节有机磷水解酶降解率的计算公式计算有机磷水解
酶的降解率。

２　结果与分析

２．１　气相色谱法检测农药降解结果
由表１可知，有机磷水解酶对有机磷农药降解率比较高

的是甲基对硫磷、对硫磷、喹硫磷和敌敌畏，降解率在

８２．２％～９８．７％之间；其次是氧乐果、久效磷和敌百虫
（２８．１％～４５．４％）；其他的降解率均在２０％以下，同时各个
农药回收率范围为７５％～１０５％。
２．２　有机磷水解酶对不同农药降解率的酶抑制法测定
２．２．１　敌敌畏的抑制率曲线和有机磷水解酶的降解率　由
图１可见，以敌敌畏浓度的对数值为横坐标，胆碱酯酶抑制率
为纵坐标，绘制标准曲线，二者呈线性关系，ｒ２＝０．９９０６。通

表１　有机磷水解酶对有机磷农药的降解率

农药
出峰时间

（ｍｉｎ）
农药回收率

（％）
有机磷水解酶降解率

（％）

甲基对硫磷 １０．３５ １０２．６±７．２ ９８．７±１．２
敌敌畏 ７．１７ ７８．９±５．１ ９７．４±１．４
对硫磷 １０．５７ ８７．７±６．８ ８９．７±２．５
喹硫磷 １１．３７ ８６．５±６．５ ８２．２±３．７
氧乐果 ７．６４ ９３．３±４．５ ４５．４±２．３
久效磷 ９．５４ ９２．１±６．９ ３５．０±３．８
敌百虫 ７．１７ ７５．４±２．４ ２８．１±２．２
三唑磷 １４．６５ １０３．７±５．２ １８．３±１．３
杀扑磷 １２．２ ９２．６±８．９ １６．６±２．１
内吸磷 ９．３４ ７５．６±５．４ ９．８±０．８
甲拌磷 ９．１４ ８０．９±７．２ ６．６±１．２
甲胺磷 ７．６４ ８１．２±６．５ １．５±０．５

过抑制率曲线计算得出有机磷水解酶对３种浓度敌敌畏的降
解率均达到９０％以上（表２），说明该酶对敌敌畏具有较好的
降解效果。

表２　敌敌畏不同浓度的吸光度及降解率

农药浓度

（μｇ／ｍＬ） 吸光度
酶降解后残留量

（μｇ／ｍＬ）
酶降解率

（％）

５．０ ０．０９６±０．００２ ０．１２７ ９７．５
２．５ ０．０５８±０．００１ ０．０９２ ９６．３
１．５ ０．０８５±０．００３ ０．１１６ ９２．３

２．２．２　敌百虫的抑制率曲线和有机磷水解酶的降解率　由图
２可见，以敌百虫浓度的对数值为横坐标，胆碱酯酶抑制率为
纵坐标，绘制标准曲线，二者呈线性关系，ｒ２＝０．９９２。通过抑
制率曲线计算得出有机磷水解酶对３种浓度敌百虫降解率平
均值在５８％左右（表３），说明该酶对敌百虫降解效果一般。
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表３　敌百虫不同浓度的吸光度及降解率

农药浓度

（μｇ／ｍＬ） 吸光度
酶降解后残留量

（μｇ／ｍＬ）
酶降解率

（％）

５．０ ０．１４４±０．００２ １．８２６ ６３
２．５ ０．１４１±０．００１ １．０３４ ５９
１．５ ０．１２３±０．００３ ０．６８９ ５４

２．２．３　甲基对硫磷抑制率曲线和酶降解率测定结果　由图
３可见，以甲基对硫磷浓度的对数值为横坐标，胆碱酯酶抑制
率为纵坐标，绘制标准曲线，二者呈线性关系，ｒ２＝０．９９２５。
通过抑制率曲线计算得出有机磷水解酶对３种浓度甲基对硫
磷的降解率均达到９８％以上（表４），说明该酶对甲基对硫磷
的降解效果较好，同时也说明该酶抑制法能够方便准确地测

定该酶的降解效率。

表４　甲基对硫磷不同浓度的吸光度及降解率

农药浓度

（μｇ／ｍＬ） 吸光度
酶降解后残留量

（μｇ／ｍＬ）
酶降解率

（％）

５．０ ０．０５４±０．００２ ０．０１９ ９９．６
２．５ ０．０７３±０．００１ ０．０５１ ９８．０
１．５ ０．０４９±０．００３ ０．０１５ ９９．０

３　讨论与结论

我国是一个农业大国，农药的使用可以降低病虫害，因此

农药的使用在我国非常普遍［７］，每年施用８０万 ～１００万 ｔ的
化学农药［８］，其中杀虫剂占农药总数的７５％，而在杀虫剂中，
有机磷杀虫剂占所有杀虫剂的７５％［９－１０］。相关数据显示，我

国的农产品中农药残留现象非常严重，为了降低农药残留和

农残毒性的危害，目前农药降解酶制剂产品的生产和使用也

越来越多，但市场上销售的有机磷水解酶制剂产品并不标注

其农药降解范围和降解率，并且时常夸大其作用效果，目前我

国还没有出台正式的国家标准对农药降解酶制剂产品进行规

范检测和监督，参照国家标准农药残留的检测方法（ＧＢ／Ｔ
５００９．２０—２００３《食品中有机磷农药残留量的测定》），笔者建
立了有机磷水解酶对农药降解功效的气相色谱测定方法。笔

者通过气相色谱法检测发现有机磷水解酶（ＯＰＨ）对甲基对
硫磷、对硫磷、喹硫磷和敌敌畏降解效果非常好，降解率在

８２．２％～９８．７％，尤其是对甲基对硫磷降解率甚至可达
９９％；其次是对氧乐果、久效磷和敌百虫降解率偏低，降解率
在２８．１％～４５．４％；对其他有机磷农药降解率则更低，一般
都在２０％以下。

气相色谱法（ＧＣ）具有灵敏、准确等优点，它的柱效高、分

离能力强、灵敏度高，主要用于低分子量、易挥发有机化合物

的分析，目前８０％的农药残留检测采用ＧＣ，定性和定量测定
结果准确可靠、灵敏度高［１１］。笔者建立的农药降解酶的降解

率的气相色谱测定法适用于多种酶制剂对不同农药底物降解

率的测定，但也存在操作步骤繁多、农药回收率不稳定、对仪

器和技术条件要求高、在实际应用中不易广泛推广使用等

缺点。

为了建立一种操作简便、便于掌握、在实践中易推广应用

的农药降解酶对农药降解率的测定方法，笔者参照农药残留

的酶抑制测定法（ＧＢ／Ｔ５００９．１９９—２００３《蔬菜中有机磷和氨
基甲酸酯类农药残留量的快速检测》）加以改进建立了有机

磷水解酶降解功效的胆碱酯酶抑制测定法。通过该测定方法

检测的有机磷水解酶对敌敌畏降解率在９２％以上，对敌百虫
的降解率在５４％～６５％之间，对甲基对硫磷的降解率在９８％
以上。有机磷水解酶对敌敌畏和甲基对硫磷的降解功效与气

相色谱法测定结果一致，但对敌百虫降解功效的测定结果偏

高，这可能是因为不同有机磷农药对胆碱酯酶活性的抑制作

用不同，有研究发现２１种有机磷农药对乙酰胆碱酯酶抑制作
用较强的是敌敌畏；其次是毒死蜱、甲胺磷、杀扑磷、速灭磷及

内吸磷；较弱的为乐果、久效磷、异稻瘟净、马拉硫磷及乙拌

磷［１２］。因此该方法适用于对胆碱酯酶活性抑制作用较强的

有机磷农药降解率的测定，所以该方法虽然操作方法简单，便

于掌握但有一定的局限性。

通过气相色谱法和酶抑制法的结果显示，有机磷水解酶

对有机磷农药确实有一定降解效果，其中对于甲基对硫磷的

降解效果最好，对其他有机磷农药也有一定的降解效果。这

为以后研发固定化酶来降解有机磷农药残留提供了理论依

据。通过采用酶来处理农药及其残留物，不仅可以降低直接

使用微生物菌种对环境造成的风险和危害，还可以利用酶比

微生物本身的耐受性强、能够在更恶劣的环境中存活的优点，

对农药残留物进行降解。固化酶对环境条件的忍受能力较

强，常用于对农药的降解和污染物处理。有机磷水解酶降解

有机磷农药的残留物效果较好［１３］，因此须要加强对其稳定性

和固定化技术的研究，从而更好地利用它来降解农药残留物。

另外在生产实践中根据实际情况选择有机磷水解酶降解率的

测定方法，加强对市场有机磷水解酶制剂产品的检测和监管，

对于规范市场、保证农产品的质量、维护人类健康具有重要的

意义。
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异丙威和啶虫脒在稻田土壤及水稻中

的残留检测与消解动态

赵文晋１，李　明２，顾桂飞３，李荣玉２
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　　摘要：异丙威和啶虫脒是防治稻飞虱和叶蝉等害虫的常用药剂，为明确其在稻田土壤及水稻中的残留动态，建立
一种同时测定稻田土壤和水稻中异丙威和啶虫脒残留量的气相色谱法，并采用该方法研究贵州开阳、黄平、桐梓等３
地异丙威和啶虫脒的残留动态和其在土壤中消解的影响因子。结果表明，在０．５０～２０．００ｍｇ／Ｌ范围内，异丙威和啶
虫脒的峰面积与其质量浓度间呈良好的线性关系，相关系数分别为０．９９９８、０．９９９４。在添加水平为０．１～１．０ｍｇ／ｋｇ
范围内，稻田土壤中异丙威和啶虫脒中的平均添加回收率分别为８８．３５％～９２．９６％、８６．８２％ ～９６．０５％，相对标准偏
差分别为１．２６％～１．７４％、０．５２％ ～１．６２％；水稻中异丙威和啶虫脒的平均添加回收率分别为９３．６６％ ～９９．４５％、
９１．９４％～９８．４０％，相对标准偏差分别为１．０２％～３．６２％、０．５２％ ～４．２３％。在供试条件下，土壤微生物对异丙威和
啶虫脒在土壤中的消解起着重要作用，２种药剂在灭菌土壤中的半衰期为未灭菌土壤的３．０１、３．５１倍；土壤温度和异
丙威与啶虫脒混样浓度对其消解也有影响，土壤中异丙威和啶虫脒的消解速率随着土壤温度增加而加快，随着施药剂

量的增加而减慢。田间试验结果表明，异丙威和啶虫脒在贵州开阳、黄平和桐梓等３地稻田土壤和水稻中的消解动态
曲线均符合一级动力学方程；２种药剂在水稻植株中消解迅速，半衰期分别为２．０８～２．２９、２．５８～４．２４ｄ；在稻田土壤
中的消解速率比植株中的慢，半衰期分别为４．１３～５．８３、３．６４～４．１３ｄ，属于易降解农药（ｔ１／２＜３０ｄ）。
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　　异丙威（ｉｓｏｐｒｏｃａｒｂ）是一种氨基甲酸酯类的杀虫剂，具有
触杀、胃毒和熏蒸作用，对刺吸式害虫稻飞虱和叶蝉有很好的

防效［１－２］。啶虫脒（ａｃｅｔａｍｉｐｒｉｄ）是一种新烟碱类的杀虫剂，
具有较强的渗透和触杀作用，广泛应用于水稻、棉花、蔬菜、果

树上的稻飞虱、蚜虫、蓟马以及鳞翅目害虫的防治，防效显

著［３－７］。在世界上许多地区尤其是亚洲地区，随着人口数量

的不断增长，人们通过大量喷施异丙威、啶虫脒等杀虫剂来保

障水稻产量以满足对大米的需求，由于长期大量地使用异丙

威、啶虫脒，也逐步造成了环境中的农药残留，这严重威胁了

动物和人体的健康，甚至造成了癌症、畸形和内分泌紊乱等严

重疾病［８－１３］，因此有必要对其在水稻中的残留量和消解规律

进行深入研究。目前，关于单独使用异丙威、啶虫脒的残留分

析方法很多［１４－１７］，但对异丙威、啶虫脒的残留降解动态研究

较少，如王全胜等采用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ结合 ＵＰＬＣ－ＥＳＩ－ＭＳ／ＭＳ
分析稻田中异丙威的残留特征［１８］；马建华等采用色谱法检测

啶虫脒在苜蓿中的残留动态［１９］；张其才等通过超高效液相色

谱法检测双孢蘑菇中啶虫脒的残留［２０］，另外异丙威和啶虫脒

同时施用后的残留分析方法也未见报道。本研究建立一种简

单、快速同时检测土壤、稻秆、糙米和谷壳中异丙威和啶虫脒

残留量的方法，并采用该方法研究异丙威与啶虫脒混配在稻

田土壤和水稻中的消解动态，为今后在水稻上科学合理使用

异丙威和啶虫脒防治稻飞虱提供参考。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
岛津ＧＣ２０１０气相色谱仪（日本岛津），石英毛细管柱

ｈｐ－５，３０ｍ×０．３２ｉ．ｄ．ｍｍ×０．２５μｍ（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ），带 ＦＩＤ
检测器、ＡＬ１０４电子分析天平（瑞士梅特勒），ＳＨＺ－８２恒温
振荡器（常州澳华仪器有限公司），ＨＩＳ１０２６０Ｄ超声波清洗机
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