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摘要: 有机磷农药在农业和生活中应用非常广泛，因而持续存在于水源、水果、蔬菜和加工食品中，对人类健

康和环境造成极大的危害． 因此，建立快速便捷、高灵敏度和高选择性的有机磷农药检测方法是非常有必要

的． 生物传感检测技术能够满足有机磷农药分析的需要，得到了广泛的应用． 本文综述了多种电化学生物传

感器检测有机磷农药的原理和方法，通常包括抑制酶电极和催化反应酶电极，抑制酶电极所采用的生物酶包

括乙酰胆碱酯酶( AChE) 、丁酰胆碱酯酶、酪氨酸酶和碱性磷酸酶等，反应酶电极主要采用有机磷酸水解酶．
通过对比表明，基于 AChE 抑制酶电极的电流生物传感器具有最高的灵敏度，其线性范围在 1. 0 × 10 －11 ～ 1. 0
× 10 －2 μmol·L －1，检测限能够达到 1 × 10 －11 μmol·L －1 ．
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有机磷化合物能够高效杀灭各种害虫，在农业

领域得到了广泛的应用，但也引起了水资源、蔬菜、
水果和加工食品等的污染，对生态环境和人类健康

造成极大的危害［1］． 为监控有机磷农药的污染，建

立快速可靠的检测方法至关重要． 目前，有机磷农

药的分析方法主要有比色法、毛细管电泳法、薄层

色谱法、气相色谱法、高效液相色谱法、核磁共振波

谱法、酶联免疫吸附测定法等，然而这些方法存在

样品预处理步骤复杂、耗时较长、设备昂贵、难以现

场检测等缺点［2］． 酶电极法具有选择性好、灵敏度

高、测量速度快、使用方便、不破坏样品等优点，从

而在生化研究、监测等方面可发挥重要的作用． 目

前，有机磷传感器包括测量剩余酶活性的抑制酶电

极，例 如 乙 酰 胆 碱 酯 酶 ( AChE )、丁 酰 胆 碱 酯 酶

( BChE)、酪氨酸酶、碱性磷酸酶等，还包括测量水解

能力的酶，如有机磷酸水解酶( OPH) ． 本文主要综述

电化学酶传感器在有机磷农药检测中的研究进展．

1 抑制酶生物传感器

1． 1 抑制酶电化学生物传感器原理

首先，在抑制酶生物传感器中不存在有机磷化

合物时，AChE /BChE 可与底物乙酰硫代胆碱或丁

酰硫代胆碱生成硫代胆碱，硫代胆碱在外加电压下

会发生氧化 － 二聚反应; 当有机磷化合物存在时，

AChE /BChE 则无法将乙酰硫代胆碱或丁酰硫代胆

碱转化为硫代胆碱，因此氧化反应在电极产生的电

流与样品中有机磷的量成反比关系［3］，以此实现定

量测定有机磷化合物的目标． AChE /BChE 生物传

感器用于检测有机磷化合物的原理如图 1 所示．
电化学有机磷生物传感器利用电极分析生物

组分或生物受体( 酶) 生成的电活性成分． 产生的

信号可以通过氧化还原反应中的电流变化检测，

称为电流生物传感器，也可以检测反应介质中溶

液 pH 值的变化，称为电位生物传感器［4］．

1． 2 电流型抑制酶有机磷生物传感器

在电流生物传感器中，工作电极和参比电极

电压保持恒定，酶催化的氧化还原反应产生净电

流，净电流的大小与样品中电极活性物质的浓度

成比例． 当有机磷化合物存在时，AChE 的活性被

抑制，通过采用不同的基质固定 AChE，可以得到

多种电流生物传感器，检测有机磷农药具有不同

检测限和线性范围．
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图 1 AChE /BChE 抑制酶生物传感器作用原理

Fig． 1 A representation of AChE /BChE inhibition based OP biosensors

在众多基于 AChE 的电流生物传感器中，将

AChE 固定到邻苯二胺 /碳 /酞菁钴丝网印刷电极

检测有 机 磷 化 合 物 如 敌 敌 畏、对 硫 磷 和 谷 硫

磷［5］，得到最低的检测限( 1 × 10 －11 μmol·L －1 ) 和

线性范围( 1. 0 × 10 －11 ～ 1. 0 × 10 －2 μmol·L －1 ) ．
通过 15 min 的交联反应将 AChE 固定到玻璃薄

膜 /金电极上，检测对硫磷的检测限为 1. 45 μmol
·L －1，线性范围在 1. 45 ～ 7. 26 μmol·L －1之间; 将

BChE 固定到普鲁士蓝修饰的丝网印刷电极得到

的电流生物传感器，对氧磷和甲基毒死蜱的检测

限分别为 4 ppb 和 1 ppb［6］． 通过将 BChE 及包含

胆碱氧化酶的 BChE 固定到卡拉胶凝胶上制备电

流生物传感器，用于检测水样和标准样品中的对氧

磷，其检测限分别为 4. 5 和 4. 8 μg·L －1［7—8］． Ardui-
ni 等［9］将 BChE 交联到包含普鲁士蓝纳米颗粒的

丝网印刷电极上制备电流生物传感器，放置 60 天

后检测对氧磷的检测限为 1 ppb，显示出良好的稳

定性，因此在农业、食品生物传感方面有很好的应

用前景．
在其他电流生物传感器研究中，酪氨酸酶交联

到酞菁钴得到的生物传感器检测甲基对硫磷，线性

范围为 2. 28 × 10 －8 ～ 3. 8 × 10 －7 mol·L －1，检测二

嗪磷的线性范围为 6. 24 ×10 －8 ～1. 64 ×10 －7 mol·
L －1［10］． 酪氨酸酶交联固定到 1，2 － 萘醌 － 4 － 磺酸

盐和普鲁士蓝制备的电极，检测对氧磷的线性范围

为 10 －7 ～10 －6 mol·L －1［11］． 将酪氨酸酶固定到卡拉

胶得到的新型酶传感器用于检测乐果、对氧磷和马

拉硫磷［12］，检测限分别为 10 －6，5 × 10 －6 和 5 × 10 －6

mol·L －1，线性范围分别为 2 × 10 －6 ～ 0. 2，10 －5 ～
10 －2，10 －5 ～ 10 －2 mol·L －1 ． 碱性磷酸酶交联的藻

类牛血清蛋白 /ZnO 纳米颗粒 /玻碳电极用于检测

毒死蜱，不受乙酰甲胺磷、马拉硫磷、三唑磷等其

他农药及碱金属的干扰［13］． 抑制电流生物传感器

检测有机磷化合物具有响应快速、灵敏度高、线性

范围宽等优点，缺点在于有干扰物质如重金属，氨

基甲酸酯农药存在时特异性不足．

1． 3 电位型抑制酶有机磷生物传感器

样品中分析物的存在会引起溶液 pH 值的改

变，电位型生物传感器将离子选择性电极上吸附

的氢 离 子 ( H + ) 转 换 为 电 信 号 测 定 分 析 物 浓

度［4］． Lvnitskii 和 Ｒishpon 将 AChE 共价交联到聚

乙烯亚胺包覆的玻碳电极得到电位生物传感器，

并将其用于测定有机磷农药敌敌畏［14］，其检测限

可以达到 1 μmol·L －1 ． Ivanov 等［15］将 AChE 用戊

二醛交联到尼龙和纤维素薄膜 /pH 电极，将其保存

30 天后对敌百虫的检测限能够达到 0. 038 μmol
·L －1 ．

将 BChE 固定到聚氯乙烯塑料得到电位生物

传感器［16］，在 pH 值为 2. 0 ～ 10. 5 的范围内显示

出对丙溴磷良好的选择性，其线性范围为 10 －6 ～
10 －8 mol·L －1 ． 将 BChE 用戊二醛耦合到薄膜得

到的电位生物传感器对敌百虫具有较快的响应时

间，检测限为 10 －7 mol·L －1［17］． 以丝网印刷的 2，

3，6 － 三甲基 － β － 环糊精作为离子载体，构建基

于 BChE 的高灵敏电位生物传感器，将其用于检测

人血清中的马拉硫磷［18］，检测限达到 8 ×10 －7 mol·
L －1，线性范围为 10 －6 ～ 10 －2 mol·L －1 ． 电位型生

物传感器具有的较低的检测限和良好的重现性，

适用于检测食品和农产品中的有机磷农药．

2 催化酶生物传感器
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2． 1 催化酶生物传感器原理

有机磷水解酶是氨基水解酶家族中一种细菌

酶，它们对拥有 P—O，P—S，P—F，P—CN 键的有

机磷化合物具有广泛的特异性，例如对氧磷、对硫

磷、蝇毒磷、二嗪农、毒死蜱、甲基对硫磷等． 在有

机磷水解酶生物传感器中，有机磷水解酶催化有

机磷化合物水解生成对硝基苯酚( 图 2) ，这些水

解反应可以被传感器识别，其信号正比于有机磷

农药的浓度［19］．

有机磷水解酶的水解反应能够导致溶液 pH
的变化或者产生电活性物质，可以分别通过电位

或者电流传感器进行定量测定( 如图 3 所示) ． 对

氧磷、对硫磷、甲基对硫磷、杀螟硫磷等有机磷农

药在有机磷水解酶的作用下很容易水解，产生电

活性物质 4 － 硝基苯酚，在设定的电压下发生氧

化反应产生净电流，此电流作为生物传感器的信

号被记录下来，其信号大小与样品中有机磷农药

的浓度成比例．

图 2 有机磷化合物在有机磷水解酶作用下的反应

Fig． 2 Mode of action of OP compounds on the activity of the organophosphorus hydrolase

图 3 基于有机磷水解酶的有机磷生物传感器测定原理

Fig． 3 An overview of organophosphorus hydrolase based OP biosensors

2． 2 有机磷水解酶电流生物传感器

研究者构建出大量的电流生物传感器用于检

测有机磷农药［20—22］，这些生物传感器固定在不同

的基质上，检测限和线性范围都很接近． 将有机磷

水 解 酶 固 定 到 碳 棒 电 极 上 得 到 电 流 生 物 传 感

器［23］，对氧磷和甲基对硫磷的检测限分别为 9 ×
10 －14和 7 ×10 －14 μmol·L －1． 这种方法优点在于不受

其他一些有色化合物的干扰，测定时无需加入其他

酶和试剂． 但一些小分子物质如抗氧化剂、含巯基的

化合物、谷胱甘肽等在测定电压下会被氧化从而干

扰测定．

2． 3 有机磷水解酶电位生物传感器

将有机磷水解酶通过物理吸附、戊二醛交联

及共价交联等方法固定到膜、丝网印刷电极、微

球、纳米颗粒等基质上得到的有机磷水解酶电极，

可以用于有机磷农药的检测［24］． 通过共价方式将

有机磷水解酶连接到氨丙基三乙氧基硅烷 /戊二

醛上，保存 70 天后测定对氧磷的检测限为 1 ×
10 －12 μmol·L －1，显示出良好的稳定性［25］． 然而，

将有机磷水解酶交联到玻璃膜上保存 30 天后，最

高的检测限只能达到 5 μmol·L －1［26］． 电位生物

传感器构建方法简单，所需的转换装置很容易在
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市场买到． 该方法存在的问题是 pH 敏感的电极

传感器的信号响应极为依赖样品溶液的缓冲能

力，即使是很微小的 pH 值变化可能会导致生物

传感器灵敏度一定程度的降低．

3 结论和展望

本综述总结了各种抑制酶和催化酶有机磷生

物传感器的构建和测定有机磷农药的进展． 尽管

基于 AChE，BChE，酪氨酸酶、碱性磷酸酶、有机磷

水解酶等的生物传感器检测有机磷农药具有很高

的选择性和特异性，然而也存在酶纯化成本高和

耗时长的缺点，并且酶的热稳定性较差，对 pH 和

温度要求严格． 其中，基于 AChE 的有机磷生物传

感器由于其抑制作用的不可逆性、价格低廉、容易

处置及分析实际样品时的方便快捷的自动化操作

过程，具有良好的应用前景． 除此之外，以核酸适

配体为生物识别元件的亲和生物传感器是一种新

颖的分析有机磷农药的方法． 适配体生物传感器

具有高的热稳定性，可以构建简单方便的便携式

装置用于有机磷农药的分析． 因此，只有将生物识

别元件、纳米材料合成和电信号传导效率充分的

结合，才能得到拥有高灵敏度、良好的重现性和特

异性的检测有机磷化合物的生物传感器． 随着更

加可靠有效的固定基质和微电子技术的发展，构

建便携式分析装置将是未来的发展方向．
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Ｒesearch Progress in Electrochemical Biosensors Based on Bio-enzyme for
Detection of Organophosphorus Pesticides

ZHANG Yuanyuan1，WANG Shangwei1，XU Qiang2，LI Xin2，ZHANG Mingming2，ZHANG Shengxiao2

( 1． Yantai Center of Ecology and Environment Monitoring of Shandong Province，Yantai 264000，China;

2． School of Chemistry and Materials Science，Ludong University，Yantai 264039，China)

Abstract: Organophosphorus ( OP) pesticides have been used widely as agricultural and household pest
control agents and persist in our water resources，fruits，vegetables and processed food as health and environ-
mental hazardous compounds． Thus，detection of these harmful OP pesticides at an ease with high sensitivity
and selectivity is necessary． Bio-sensing technology meets these requirements and has been employed at a large
scale for detection． The review describes the principle and strategy of various electrochemical OP biosensors for
detection of OP pesticides in detail． The electrochemical biosensors are generally，based on inhibition of enzyme，

acetyl cholinesterase ( AChE) ，butyryl cholinesterase ( BChE) ，tyrosinase and alkaline phosphatase or enzyme
( organophosphorus hydrolase，OPH) ) catalyzed reaction． The detection limits and linearity range of various OP
biosensors have also been compared． AChE inhibition based amperometric OP biosensorsexhibited the lowest
detection limit of 1 × 10 －11 μmol·L －1 with a linearity range of 1. 0 × 10 －11 ～ 1. 0 × 10 －2 μmol·L －1 ．
Keywords: organophosphorus pesticides; detection; electrochemical biosensors; bio-enzyme
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