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　　摘要：甲基对硫磷是一种毒性较强的有机磷农药，常被用作菜农用作杀虫剂，有机磷水解酶可通过切断甲基对硫
磷中的 Ｐ Ｏ键实现对甲基对硫磷的快速、高效降解。通过对有机磷水解酶降解条件进行优化，得到有机磷水解酶最
优的农药降解条件：酶浓度为１∶１０００、ｐＨ值为８、降解温度为３７℃、降解时间为１０ｍｉｎ。通过气相色谱法测得有机
磷水解酶对１、５、１０μｇ／ｍＬ甲基对硫磷的降解率均达到９８％以上，因此在生产中有机磷水解酶可作为针对甲基对硫
磷的高效快速降解酶进行推广使用。

　　关键词：甲基对硫磷；有机磷水解酶；对硝基酚；快速降解；农药残留

　　中图分类号：Ｓ４８１＋．８；Ｘ５９２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２０）０４－０１８６－０６

收稿日期：２０１８－１２－１６

基金项目：国家重点研发计划（编号：２０１６ＹＦＦ０２０２３０２－０３）。

作者简介：白俊岩（１９９４—），女，河北承德人，硕士研究生，研究方向

为食品工程。Ｅ－ｍａｉｌ：１１２９９０１９８４＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：霍书英，博士，副教授，从事农药残留和生殖内分泌研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：ｈｕｏｓｈｕｙｉｎｇ＠１６３．ｃｏｍ。

　　我国是一个传统的农业大国，农药的使用量一
直居于世界首位，每年达８０万 ～１００万 ｔ［１］。为减
轻病害虫对农产品的影响，滥用农药的现象经常发

生。由于农药残留检测方法受限，管理监察力度不

够，高毒农药的生产以及使用情况时有发生，造成

水果蔬菜等农产品质量下降，农药残留量超标，严

重危害人类的健康［２］。

甲基对硫磷是一种毒性较强的有机磷农药，虽

然已被国家禁用，但总有菜农偷偷用来作高效杀虫

剂，有机磷农药的广泛使用在提高农产品质量和产

出的同时也存在食品安全隐患［３］。因此，严格进行

食用蔬菜有机磷农药残留的检测和控制，对于保证

蔬菜品质、维护人类健康、减少土壤污染和保护环

境非常重要。２０１１年，黄文水报道了蔬菜中甲基对
硫磷农药残留的多种检测方法，包括气相色谱法、

高效液相色谱法、气相色谱 －质谱联用技术等在内
的诸多仪器检测方法，但这些方法均存在操作步骤

繁多、回收率低、对技术条件要求高、不易广泛推广
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应用等缺点［４］。２０１７年，白云鹏等报道了有机磷水
解酶在一定条件下可直接通过切断甲基对硫磷中

的 Ｐ Ｏ键，从而达到对甲基对硫磷的高效降
解［５］。因此，本试验利用有机磷水解酶对甲基对硫

磷具有高效降解特性，可将甲基对硫磷分解产生等

摩尔的黄色对硝基酚，通过测定产物对硝基酚的量

即可计算蔬菜中甲基对硫磷农药的残留量，从而试

图建立一种利用有机磷水解酶快速检测水果、蔬菜

中甲基对硫磷残留量的简单可行方法，以实现对水

果、蔬菜甲基对硫磷的降解和检测控制。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
有机磷水解酶（ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｈｙｄｒｏｌａｓｅ，简

称ＯＰＨ）（酶活性≥１１μｍｏｌ／ｍｉｎ·ｍｇ），购自北京森
根瑞亚公司；甲基对硫磷标准品（ｍｅｔｈｙｌｐａｒａｔｈｉｏｎ，
简称ＭＥＰ；ＣＡＳ号：２９８－００－０：购自天津一方恒益
医药技术有限公司；磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、氯化

钠、三氯乙酸、碳酸钠、无水乙醇、亚硝酸钠等，均购

自天津市福晨化学试剂厂；４－硝基苯酚，购自成都
艾科达化学试剂有限公司；乙腈、丙酮（色谱纯）购

自德国Ｍｅｒｃｋ公司。
１．２　仪器与设备

主要的仪器有：Ｂｉｏ－ｒａｄ酶标仪（美国伯乐）、
Ｃｐ２１４电子天平［奥豪斯仪器（上海）有限公司制
造］、ｐＨＳ－３Ｃ酸度计（上海佑科仪器仪表有限公
司）、ＹＭＤＣＹ－１２Ｓ水浴氮吹仪（上海育模仪器有限
公司）、ＨＨ－Ｗ６００数显恒温三用水箱（金坛市朗博
仪器制造有限公司）；气相色谱仪（带氮磷检测器，

备有毛细管柱，美国 Ｔｈｅｒｍｏ）：ＴＲＡＣＥＧＣＵＬＴＲＡ、
ＲＥ－５２Ａ型旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）、
ＹＤｐ－０２型真空泵（上海育模仪器有限公司）、通风
柜（北京欧世佳实验室家具有限公司）、ＱＬ－８６１型
旋涡混合器（海门市其林贝尔仪器制造有限公司）、

ＹＤｐ－０２型真空泵（上海育模仪器有限公司）、
ｐＨＳ－３ＤＷ型分析天平（上海仪电分析仪器有限公
司）。

１．３　有机磷水解酶降解条件的优化
１．３．１　对硝基酚标准曲线的绘制　准确称取
０．０８３６４ｇ对硝基酚标准品，先用少量９５％乙醇溶
解，然后用水定容至１００ｍＬ，浓度为６ｍｍｏｌ／Ｌ。按
表１分别加入不同量的对硝基酚和５０ｍｍｏｌ／Ｌ的磷
酸盐缓冲液（ｐＨ值为８），由２号管取出５００μＬ混

合液加入３号管混合，然后取出５００μＬ加入４号
管，以此类推配成不同浓度（０、２．５、５．０、１０．０、２０．０、
４０．０、８０．０、１６０．０μｍｏｌ／Ｌ）的对硝基酚标准液，然后
加入 ０．５ｍＬ１０％三氯乙酸，再加入 ０．５ｍＬ１０％
Ｎａ２ＣＯ３显色，使用酶标仪在４５０ｎｍ处测定吸光度，
绘制对硝基酚浓度 －吸光度的标准曲线，试验设３
次重复。

表１　不同浓度对硝基酚标准液

编号
对硝基酚

（ｍＬ）
磷酸盐

缓冲液（ｍＬ）
１０％三氯乙酸
（ｍＬ）

１０％碳酸钠
（ｍＬ）

１ ０ ０．５ ０．５ ０．５

２ ０．０８ ０．９２ ０．５ ０．５

３ ０．５ ０．５ ０．５ ０．５

４ ０．５ ０．５ ０．５ ０．５

５ ０．５ ０．５ ０．５ ０．５

６ ０．５ ０．５ ０．５ ０．５

７ ０．５ ０．５ ０．５ ０．５

８ ０．５ ０．５ ０．５ ０．５

１．３．２　不同浓度的有机磷水解酶对甲基对硫磷降
解效果的影响　用ｐＨ值为８的５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐
缓冲液配制不同浓度（１∶５００、１∶１０００、１∶２０００、
１∶３０００、１∶４０００、１∶５０００、１∶６０００、１∶７０００、
１∶８０００）的有机磷水解酶，取０．３２５ｍＬ甲基对硫
磷和０．１７５ｍＬ各个浓度的有机磷水解酶于离心管
中，在温度为３７℃条件下反应１ｍｉｎ，反应结束后加
入０．５ｍＬ１０％三氯乙酸进行终止，再加入０．５ｍＬ
１０％ Ｎａ２ＣＯ３显色，使用酶标仪在４５０ｎｍ处测定吸
光度，并根据甲基对硫磷降解产物对硝基酚与甲基

对硫磷浓度的线性关系，计算不同浓度的有机磷水

解酶对甲基对硫磷的降解率，试验设３次重复。
１．３．３　不同 ｐＨ值对有机磷水解酶降解效果的影
响　分别用ｐＨ值为５、６、７、８、９、１０的５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷
酸盐缓冲液配制 １∶１０００的有机磷水解酶，取
０．３２５ｍＬ甲基对硫磷和０．１７５ｍＬ各个 ｐＨ值的有
机磷水解酶于离心管中，在温度为３７℃条件下反应
１ｍｉｎ，反应结束后加入０．５ｍＬ１０％三氯乙酸进行
终止，再加入０．５ｍＬ１０％ Ｎａ２ＣＯ３显色，使用酶标
仪在４５０ｎｍ处测定吸光度，并根据甲基对硫磷降解
产物对硝基酚与甲基对硫磷浓度的线性关系，计算

不同 ｐＨ值下有机磷水解酶对甲基对硫磷的降解
率，试验重复３次。
１．３．４　不同反应温度对有机磷水解酶降解效果的
影响　用ｐＨ值为８的５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液配
制１∶１０００的有机磷水解酶，取０．３２５ｍＬ甲基对
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硫磷和０．１７５ｍＬ有机磷水解酶于离心管中，分别在
不同温度（４、２７、３７、４７、５７、６７、７７℃）下反应１ｍｉｎ，
反应结束后加入０．５ｍＬ１０％三氯乙酸进行终止，再
加入 ０．５ｍＬ１０％ Ｎａ２ＣＯ３显色，使用酶标仪在
４５０ｎｍ处测定吸光度，并根据甲基对硫磷降解产物
对硝基酚与甲基对硫磷浓度的线性关系，计算有机

磷水解酶不同反应温度对甲基对硫磷的降解率，试

验设３次重复。
１．３．５　不同反应时间对有机磷水解酶降解效果的
影响　用ｐＨ值为８的５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液配
制１∶１０００的有机磷水解酶，取０．３２５ｍＬ甲基对
硫磷和０．１７５ｍＬ有机磷水解酶于离心管中，在温度
３７℃ 条件下反应不同时间（０．５、１、１．５、２、３、４、６、
８、１０ｍｉｎ），反应结束后加入０．５ｍＬ１０％三氯乙酸
进行终止，再加入 ０．５ｍＬ１０％ Ｎａ２ＣＯ３显色，使用
酶标仪在４５０ｎｍ处测定吸光度，并根据甲基对硫磷
降解产物对硝基酚与甲基对硫磷浓度的线性关系，

计算有机磷水解酶不同反应时间对甲基对硫磷的

降解率，试验设３次重复。
１．４　有机磷水解酶对甲基对硫磷降解功效的气相
色谱法测定

１．４．１　甲基对硫磷浓度 －峰面积标准曲线的绘制
　用１００ｍｇ／Ｌ的农药标准品分别配成 ２．０００００、
１０００００、０．５００００、０．２５０００、０．１２５００、０．０６２５０、
０．０３１２５μｇ／ｍＬ丙酮溶液，使用气相色谱测定峰面
积，绘制浓度－峰面积的标准曲线，试验设３次重复。
１．４．２　有机磷水解酶对甲基对硫磷的降解反应条
件　取１０ｍＬ１、５、１０μｇ／ｍＬ有机磷农药工作液，分
别加入５ｍＬ１∶５００的有机磷水解酶，对照组加入
等量的磷酸盐缓冲液，置于３７℃生化培养箱中进行
降解反应，反应１０ｍｉｎ后取出迅速加入３０ｍＬ乙腈
萃取降解反应后残留的农药底物，颠倒混匀，加入

５ｇ氯化钠，剧烈振荡１ｍｉｎ，４０００ｒ／ｓ离心 ５ｍｉｎ，
取出１０ｍＬ乙腈相，相当于样品量的 １／３，移入
５０ｍＬ旋转蒸发瓶中，先用旋转蒸发器浓缩至
１ｍＬ，再用氮吹仪在室温下浓缩至近干，用丙酮定
容至１ｍＬ，供气相色谱测定，然后计算有机磷水解
酶对甲基对硫磷的降解率。

有机磷水解酶对有机磷农药降解效率的计算

公式：

Ｒ＝
Ｘ－Ｘ０
Ｘ ×１００％。

式中：Ｒ表示生物制品的降解效率；Ｘ表示反应体系

中降解反应前标准农药的浓度；Ｘ０表示反应体系中
降解反应结束后残留农药的浓度。

１．４．３　气相色谱测定条件　气相色谱仪型号为
ＴｈｅｒｍｏＴＲＡＣＥＧＣＵＬＴＲＡ；色谱柱为石英毛细管
柱，ＤＢ－１７０１，３０ｍ×０．５３ｍｍ（内径）×１．０μｍ（膜
厚）；载气：氮气（纯度大于９９．９９９％）；载气流速为
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：初始温
度为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：不分流进样；进样量为１μＬ；开阀
时间为 １．５ｍｉｎ。
１．５　有机磷水解酶对叶类蔬菜中甲基对硫磷残留
量的快速检测

１．５．１　不同浓度的甲基对硫磷与有机磷水解酶降
解产物吸光值的线性关系　用 ｐＨ值为 ８的
５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液配制不同浓度（０．１、１．０、
１０．０、５０．０、１００．０、２００．０、５００．０、１０００．０μｇ／ｍＬ）的
甲基对硫磷加入 １∶５００的有机磷水解酶，取
０．３２５ｍＬ甲基对硫磷和０．１７５ｍＬ有机磷水解酶于
离心管中，在温度为 ３７℃ 条件下反应１０ｍｉｎ，反应
结束后加入０．５ｍＬ１０％三氯乙酸进行终止，再加入
０．５ｍＬ１０％ Ｎａ２ＣＯ３显色，使用酶标仪在４５０ｎｍ处
测定吸光度，绘制线性曲线图，试验设３次重复。
１．５．２　叶类蔬菜中甲基对硫磷残留的快速检测
１．５．２．１　蔬菜样品的处理　选取新鲜的未接触任
何农药的油菜（来自河北农业大学试验基地），试验

组喷洒等量１、５、１０μｇ／ｍＬ甲基对硫磷，静置１ｈ，
对照组只喷洒相同量的磷酸盐缓冲液，静置１ｈ。采
用分点取样法准确称取１０ｇ蔬菜，剪成１ｃｍ见方
碎片，放入烧杯中，加入２０ｍＬ乙腈浸泡２０ｍｉｎ。过
滤得到提取液，然后加 ５ｇＮａＣｌ振荡 １ｍｉｎ，
３０００ｒ／ｓ离心 １０ｍｉｎ，取出 １０ｍＬ乙腈相，移入
５０ｍＬ旋转蒸发瓶中，先用旋转蒸发器浓缩至１ｍＬ，
再用氮吹仪在室温下浓缩至近干。

１．５．２．２　样品测定　向吹至近干的样品中加入
０３ｍＬ磷酸盐缓冲液和０．２ｍＬ浓度为１∶５００的
有机磷水解酶，３７℃反应１０ｍｉｎ，然后加入０．２ｍＬ
次氯酸钠和 ０．３ｍＬ亚硝酸钠，室温静置 １０ｍｉｎ，
３０００ｒ／ｓ离心 ３ｍｉｎ，取出 ０．５ｍＬ上清液先加入
０５ｍＬ１０％三氯乙酸终止反应，再加入 ０．５ｍＬ
１０％ Ｎａ２ＣＯ３显色，使用酶标仪在４５０ｎｍ处测定吸
光度，试验设３次重复。
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２　结果与分析

２．１　对硝基酚浓度－吸光度标准曲线的建立
由图 １可知，对硝基酚标准曲线方程为 ｙ＝

０．００２２ｘ－０．００３，回归相关系数ｒ２＝０．９９９７。说明
对硝基酚浓度与吸光度呈正相关，可以通过测定吸

光度计算得到对硝基酚的浓度。

２．２　有机磷水解酶降解条件的优化结果
２．２．１　不同浓度的有机磷水解酶对甲基对硫磷降
解率的影响　由图２可知，有机磷水解酶在浓度为
１∶５００、１∶１０００、１∶２０００时，对甲基对硫磷的降
解率均在９６％以上，随着有机磷水解酶浓度的降

低，对甲基对硫磷的降解率也在下降。综合考虑，

选择有机磷水解酶浓度为１∶１０００进行后续试验。

２．２．２　不同 ｐＨ值对有机磷水解酶对甲基对硫磷
的降解率的影响　由图３可知，随着 ｐＨ值的升高，
有机磷水解酶对甲基对硫磷的降解率不断升高，当

ｐＨ值为８时有机磷水解酶对甲基对硫磷的降解率
达到最高，为９５．５５％，随着ｐＨ值的继续上升，有机
磷水解酶对甲基对硫磷的降解率逐渐下降。所以，

选择ｐＨ值为８进行后续试验。
２．２．３　不同反应温度对有机磷水解酶对甲基对硫
磷的降解率的影响　由图４可知，随着温度的升高，
有机磷水解酶对甲基对硫磷的降解率不断升高，当

温度达到４７℃时，有机磷水解酶对甲基对硫磷的降
解率达到最高，为９４．５１％。综合考虑，选择降解温
度为３７℃进行后续试验。
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２．２．４　不同反应时间对有机磷水解酶对甲基对硫
磷的降解率的影响　由图５可知，反应时间为０．５，
１、１．５、２、３、４、６、８、１０ｍｉｎ，有机磷水解酶降解率均

维持在 ８９％以上。综合考虑，选择降解时间为
１０ｍｉｎ进行后续试验。

２．３　有机磷水解酶降解功效的气相色谱测定结果
由图６可知，出峰时间为１０．３５ｍｉｎ；由图７可

知，甲基对硫磷浓度与峰面积呈线性关系，ｒ２ ＝

０．９９８１。由表２可知，有机磷水解酶（１∶１０００）对
１、５、１０μｇ／ｍＬ的甲基对硫磷的降解率均达到９８％
以上，农药回收率均在９３％～１０５％之间。

２．４　有机磷水解酶对叶类蔬菜甲基对硫磷残留的
快速检测

２．４．１　不同浓度甲基对硫磷与有机磷水解酶降解
产物对硝基酚吸光度的线性关系　由图８可知，有
机磷水解酶对不同浓度甲基对硫磷进行降解，在

１～１０００μｇ／ｍＬ浓度范围内降解产物对硝基酚
４５０ｎｍ下的吸光度与甲基对硫磷浓度呈线性关系，
回归相关系数ｒ２＝０．９９９１。因此，可利用有机磷水
解酶对甲基对硫磷高效快速降解的特点，通过检测

降解产物对硝基酚的含量即可计算出反应物甲基

表２　有机磷水解酶对甲基对硫磷的降解率

农药浓度

（μｇ／ｍＬ）
农药回收率

（％）
回收率精密度范围

（％）
农药降解率

（％）
降解率精密度范围

（％）

１ １０２．６ ７．２ ９８．７ １．２
５ ９３．３ ８．９ ９９．２ ２．１
１０ ９５．６ ７．４ ９８．６ １．８
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对硫磷的量。

２．４．２　有机磷水解酶对叶类蔬菜农药残留的检测
结果　由表３可知，无农药油菜喷洒不同浓度甲基
对硫磷后，按“１．５．２．１”节抽提农药，利用有机磷水
解酶对其进行降解，根据试验测得的 Ｄ４５０ｎｍ计算出
油菜中农药残留量分别为０．１３３、２．１３３、６．１３３μｇ／ｇ。
此方法操作简便，高效快速，便于掌握，更有利于推

广使用。

表３　快速检测法检测叶类蔬菜农药残留

农药浓度

（μｇ／ｍＬ）
试验组Ｄ４５０ｎｍ 对照组Ｄ４５０ｎｍ

农药残留量

（μｇ／ｇ）

１ ０．０５６±０．００５ ０．０１３±０．００１ ０．１３３
５ ０．０６７±０．００３ ０．０１５±０．００２ ２．１３３
１０ ０．０８２±０．００６ ０．０１２±０．００１ ６．１３３

３　结果与讨论

通过对有机磷水解酶降解条件进行优化，得出

有机磷水解酶最优的农药降解条件：酶浓度为

１∶１０００、ｐＨ值为８、降解温度为３７℃、降解时间为
１０ｍｉｎ。通过气相色谱法测得有机磷水解酶对１、５、
１０μｇ／ｍＬ甲基对硫磷的降解率均达到９８％以上，
因此在生产中有机磷水解酶可作为针对甲基对硫

磷的高效快速降解酶进行推广使用。另外，利用有

机磷水解酶对甲基对硫磷具有高效降解特性，建立

了一种简便快速检测水果、蔬菜中甲基对硫磷残留

量的新方法。

首先建立甲基对硫磷不同浓度和有机磷水解

酶降解产物对硝基酚吸光值的标准曲线，并参照国

家标准［６］中叶类蔬菜农药残留量的测定方法中农

药的抽提方法并加以改进，建立了相对稳定的有机

磷水解酶反应体系和残留农药的抽提方法，并进行

了多次重复，结果稳定。此方法操作简便，高效快

速，便于掌握，检测成本低，因此更有利于在生产中

推广使用，这种快速检测法的建立，可在监督环节

发挥重要作用，有利于及时发现问题、采取措施［７］。

蔬菜是人们餐桌上必不可少的食物，但农药残

留超标问题已引起社会各界的广泛关注，利用有机

磷水解酶对甲基对硫磷的高效快速降解的特点，通

过喷洒有机磷水解酶解决甲基对硫磷类农药的残

留问题，并通过快速检测水果、蔬菜中甲基对硫磷

的残留量，控制高残留农药蔬菜水果流入市场，降

低农药中毒发生率，保障消费者的安全［８］。

随着人们对水果、蔬菜中农药残留及食品安全

性问题的关注，及各种技术纵向的发展与横向的联

用，农药残留快速检测技术的研究也将不断深入发

展［９］，在提出的高效快速检测方法的基础上还可以

利用有机磷水解酶进一步研制更便捷的农药残留

检测产品，比如农药测定试剂盒［１０］、检测试纸［１１］或

便携式分光光度计检测枪等，这些产品若研制成功

将实现随时随地对水果蔬菜进行农药残留检测，确

保水果蔬菜的安全性，为人类健康保驾护航。
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