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生物荧光传感器检测环境水样中氨基甲酸酯类农药残留

张 昊 刘传志 徐 影 郭 元 宋 禹 于源华*

( 长春理工大学，长春 130022)

摘 要 建立了简便、灵敏的氨基甲酸酯类农药生物荧光传感器及其检测方法。通过构建氨基甲酸酯类农药

降解菌 H5 基因组文库，筛选出氨基甲酸酯类农药特异性响应功能基因的调控序列，将其与增强型绿色荧光

蛋白基因( EGFP) 连接，构建了非细胞体系生物荧光传感器 H12-E，非细胞体系蛋白浓度为 1．0 g /L。在室温

条件下，对不同浓度呋喃丹标准液进行检测，30 min 即可检测出 fg 级氨基甲酸酯类农药总量，灵敏度高于国

家标准，线性范围 1×10!9 ～ 1×10!4 g /L。采集吉林省松花江流域等水样，检测氨基甲酸酯类农药残留，并向伊

通河水样中添加高中低 3 个水平呋喃丹标准液，方法回收率 95% ～ 110%，相对标准偏差( ＲSD) 2．4% ～ 4．9%。
本方法可望用于环境水体中氨基甲酸酯类农药残留的快速检测。
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1 引 言

氨基甲酸酯类农药是农作物防治虫害的常用农药［1］，常用的如呋喃丹( 2，3-二氢-2，2-二甲基-7-苯
并呋喃基-甲基氨基甲酸酯) 、西维因 ( ( 1-萘基) -N-甲基氨基甲酸酯) ，它们是主要的氨基甲酸酯类杀虫

剂，能被植物的根、茎、叶吸收，并在作物内传导; 可经消化道、呼吸道和皮肤被人吸收，吸收后主要分布

于肝、肾、脂肪和肌肉中。氨基甲酸酯类农药是一种抑制体内胆碱酯酶的神经毒素，具有潜在致癌、致
畸、致突变作用［2～4］。近年来，农药残留和食品安全的问题备受关注。

目前，氨基甲酸酯类农药残留的检测方法主要用于蔬菜和水果等样品，环境水体中氨基甲酸酯类农

药残留的快速检测鲜有报道。我国现行氨基甲酸酯类农药国家标准检测方法有色谱法［5，6］、胆碱酯酶

抑制法［7］等。色谱法定量准确，但仪器体积大，对检测人员的技术要求高; 胆碱酯酶抑制法快速、便捷，

但灵敏度低，检出限仅为 mg /kg 级。因此建立灵敏、简便、低成本的环境水体中氨基甲酸酯类农药残留

快速检测方法对环境监测领域意义重大。
近年来，非细胞体系生物荧光传感器以快速、灵敏、高通量的优点，在快速检测领域受到广泛关注。

非细胞体系是在细胞抽提物的酶系中合成蛋白质的体外系统，具有稳定、快速、高效等特点［8］。Xiong
等［9］将绿色荧光蛋白基因同源重组到睾丸酮丛毛单胞菌中甾体激素特异性响应功能基因下游，构建了

定量检测甾体激素的非细胞体系生物荧光传感器，灵敏度达到 1．0 ng /L。本研究组在质粒 pK18 的顺式

β-半乳糖苷酶启动子基因下游，依次插入了甾体激素及多环芳烃的特异性响应功能基因、绿色荧光蛋白

基因，并将质粒转入大肠杆菌 BL21 中，构建了定量检测甾体激素及多环芳烃的非细胞体系高效生物荧

光传感器，灵敏度达到 0．1 ng /L［10］。
本研究通过构建氨基甲酸酯类农药降解菌 H5 基因组文库，筛选出氨基甲酸酯类农药特异性响应

功能基因的调控序列，与增强型绿色荧光蛋白( EGFP ) 基因连接，构建了检测氨基甲酸酯类农药残留的

非细胞体系生物荧光传感器，用于环境水体中的农残检测。当样本中含有氨基甲酸酯类农药时 EGFP
表达并发光，荧光值在一定范围内与农药含量呈正相关。
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2 实验部分

2．1 仪器与试剂

Synergy2 荧光酶标仪( 美国 BioTek 公司) ; 96 孔微孔黑板( 美国 Corning 公司) ; LC-20A 高效液相

色谱仪、UV-2550 紫外可见光分光光度计( 日本岛津公司) ; 5810Ｒ 冷冻高速离心机( 德国 Eppendorf 公

司) ; HZQ-F160 全温振荡培养箱( 哈东联公司) 。
H5 菌株( 本实验室保存) 、质粒 pKEGFP-2( 本实验室构建) ; 大肠杆菌 HB101( 北京鼎国生物公司) 。
呋喃丹标准品( 中国药品生物制品检定所) ; LB 培养基、无机盐培养基、Kanamycin ( 北京鼎国公

司) ; 限制性内切酶、碱性磷酸酶( NEB 公司) ; 其它试剂均为分析纯，实验用水为去离子水。
呋喃丹标准液配制: 呋喃丹标准品 0．01 g，加入 10 mL 丙酮溶解，再用含有 10%丙酮的磷酸盐缓冲

液( PBS) 将其稀释成所需浓度的呋喃丹标准液。
2．2 H5 菌株对氨基甲酸酯类农药降解功能的鉴定

配制 50 mg /L 呋喃丹，作为唯一碳源的无机盐培养基，分别加入 HB101 菌液和 H5 菌液，HB101 菌

液在 37 ℃，H5 菌液在 27 ℃，2000 r /min，培养 14 h，高效液相( HPLC) 法检测培养基中呋喃丹含量。
HPLC 条件: ODS-C18 反向柱( 150 mm×4．6 mm，5 μm) ; 流动相: 甲醇-水( 70∶ 30，V /V) ; 流速 1 mL /min;

柱温 30 ℃ ; 紫外检测器，检测波长 210 nm。
2．3 H5 菌株基因组文库的构建及功能基因调控序列的筛选

参照基因组文库构建方法［11］，用限制性内切酶 BamHI 酶切 H5 染色体及载体 pKEGFP-2，将其连

接，转化 HB101 感受态细胞，Kanamycin 抗性 LB 固体培养基筛选单克隆。将筛选出的单克隆菌液与

10，100 和 1000 ng /L 呋喃丹标准液在 96 孔微孔黑板中诱导培养 1 h，荧光酶标仪检测荧光强度，激发

波长 475nm，发射波长 509 nm，选取荧光强度与呋喃丹浓度正相关且荧光增强率( FE) 最大的克隆子。
FE( %) = 100 × ( Fcf － F0 ) /F0 ( 1)

其中，Fcf为与呋喃丹反应的荧光强度，F0为空白对照荧光强度。对筛选出的阳性克隆子的 H5 DNA 片

段进行分析、测序及序列比对。
2．4 生物荧光传感器的构建及制备

对含有功能基因的质粒做 PCＲ，获得调控序列，插入 pKEGFP-2 载体中 EGFP 基因上游，构建荧光

重组菌。用溶菌酶冻融破碎技术，制备荧光重组菌非细胞体系［10］，考马斯亮蓝法测定非细胞体系蛋白

含量，将其浓度调整为 1．0 g /L，即为制备的氨基甲酸酯类农药生物荧光传感器。
2．5 检测方法的建立、应用及方法回收率

在 96 孔微孔黑板中加入 100 μL 传感器和 2 μL 系列浓度呋喃丹标准液，反应后，荧光酶标仪检测荧

光强度，以含有氨基甲酸酯类农药的样品荧光强度与空白对照荧光强度之差为传感器响应值( 荧光值) 。
将采集吉林省松花江流域及长春市区等 5 个水样各 10 mL，10000 r /min 离心 1 min，取上清液测荧

光强度，对照标准曲线，计算样品中氨基甲酸酯类农药总量。
选取上述某样本，分别添加高中低呋喃丹标准液，以本法分别对每个浓度试液测定 3 次，计算方法

加标回收率。

3 结果与讨论

3．1 HS 降解功能鉴定

经 HPLC 检测，14 h 内 H5 对氨基甲酸酯类农药降解率为 39．3%，HB101( 阴性对照) 对氨基甲酸酯

类农药降解率为 0．6 %，具有显著差异，并且 H5 在 48 h 内能够完全降解浓度为 50 g /L 呋喃丹标准液，

说明 H5 对氨基甲酸酯类农药具有较强降解功能。
3．2 H5 基因组文库的构建及调控序列的筛选结果

H5 基因组文库共 4836 个克隆子，12 号克隆子经呋喃丹诱导后，荧光增强率最大为 14．1%。对该质

粒的 H5 DNA 片段测序，全长 1094 bp，经 BLAST 在 GeneBank 数据库比对，与 Paenibacillus sp．JDＲ-2 羧
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酸酯酶基因同源性 89%，羧酸酯酶能有效水解氨基甲酸酯类农药［12］，因此 H5 DNA 片段是降解氨基甲

酸酯类农药的功能基因，通过比对，该功能基因的 654～1061 bp 为其调控序列，能够与氨基甲酸酯类农

药产生特异性响应。
3．3 传感器的构建结果

由图 1 可见，407 bp 启动子等调控序列和 EGFP 基因与质粒 pK18 上的 LacZ 启动子基因反向，因此

EGFP 的表达只受上游 407 bp 启动子等调控序列影响，与 LacZ 基因无关。氨基甲酸酯类农药能够与

407 bp 启动子等调控序列产生特异性响应，启动下游 EGFP 基因转录和翻译，表达 EGFP 蛋白，当给予

475 nm 激发光时，在 509 nm 处发射绿色荧光。由此推测 407 bp 启动子等调控序列上可能结合某种抑

制子蛋白，当样本中含有氨基甲酸酯类农药时，抑制子蛋白与氨基甲酸酯类农药特异性结合，蛋白构象改

变，从调控序列上脱落，解除对启动子等调控序列功能的抑制，启动子启动下游 EGFP 基因的表达，该原理

与熊光明等研究的睾丸酮丛毛单胞菌中 3α-羟基类固醇脱氢酶 /羰酰基还原酶基因的调控及与甾体类

图 1 氨基甲酸酯类农药生物荧光传感器中核心功能

质粒的构建

Fig．1 Construction core functional plasmid of carbamate
pesticides biological fluorescence sensor

激素相互作用的原理相似［13］。由此构建的非细胞体

系生物荧光传感器 H12-E，!20 ℃可保存数月。
3．4 H12-E 检测呋喃丹标准荧光曲线

选取不同反应时间及不同浓度呋喃丹进行检

测，结果如表 1 所示，10 min 内即可检测到荧光信号;

反应时间延长，EGFP 不断表达，荧光值升高; 随着代

谢产物不断增加，改变了传感器内环境，影响了 EGFP
表达以及代谢，导致荧光值降低。诱导反应时间为

30 min 时结果最稳定。因此，本荧光生物传感器的

诱导反应时间确定为 30 min。

表 1 H12-E 经不同诱导反应时间的传感器响应荧光值
Table 1 Time dependence of fluorescence value with fluores-
cence biosensor H12-E

呋喃丹浓度
Concentration of carbofuran

( μg /L)

不同诱导反应时间的荧光值
Fluorescence values with
different incubation time

10 min 20 min 30 min 40 min
1 1441 1841 2394 2235
5 1563 2184 2959 2561
10 1598 2246 3372 2576

图 2 为 H12-E 检测呋喃丹标准荧光曲线( a) 及线性曲线( b) 。线性方程为 y = 290．11 lnx+470．59
( Ｒ2 = 0．98) ，其中 y 为荧光值，x 为呋喃丹浓度，线性范围 1 ng /L～100 μg /L。当呋喃丹浓度为 1 fg /L 时，

即可产生荧光信号，但信号较弱; 当其含量高于 100 μg /L 时，浓度过大影响 EGFP 正常表达，荧光值呈

非线性变化。
3．5 应用及加标回收实验结果

采用本方法测定吉林省松花江流域的伊通河、饮马河、辉发河以及长春市南湖、自来水水样中氨基

甲酸酯类农残分别为: 62．6，148，204，12．4 和 1．54μg /L。其中自来水及南湖水中农残量低，符合国家

标准。伊通河、饮马河、辉发河等松花江支流污染严重，可能源于松花江流域的农业污染，氨基甲酸酯类

农药施用总量大，有效利用率低，导致大量残留农药进入河流中。水样加标回收结果如表 2 所示，回收

率 95 %～110 %，相对标准偏差( ＲSD) 2．4 %～4．9 %，表明本方法具有可行性。
本研究建立的方法，以呋喃丹为标准，定量检测样本中氨基甲酸酯类农药残留总量。检测时间

30 min，检测通量 96 个样品 /次，检测下限达到 ng /L 级水平。有望用于环境水体及地下水等氨基甲酸

酯类农药残留的快速筛查及环境评价。
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图 2 H12-E 检测呋喃丹的标准荧光曲线( a) 及线性曲线( b)

Fig．2 Standard curve ( a) and linear regression curve ( b) of H12-E detection for carbofuran

表 2 氨基甲酸酯类农药的 H12-E 检测方法的加标回收率和相对标准偏差( ＲSD)
Table 2 Ｒecoveries and ＲSD for carbamate pesticides by H12-E

水样
Water sample

氨基甲酸酯类农药浓度
Concentration of carbamate

pesticide ( μg /L)

加标浓度
Spiked concentration

( μg /L)

测定浓度
Measured concentration

( μg /L)

回收率
Ｒecovery

( %)

相对标准偏差
ＲSD

( %，n= 3)

伊通河
Ｒiver water 62．6

1 63．8 110 4．4
10 73．4 107 2．4
20 81．6 95 4．9
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A Sensitive Detection Method for Carbamate Pesticide
by Fluorescence Biosensor

ZHANG Hao，LIU Chuan-Zhi，XU Ying，GUO Yuan，SONG Yu，YU Yuan-Hua*

( Changchun University of Science and Technology，Changchun 130022，China)

Abstract A convenient and sensitive fluorescence biosensor for carbamat pesticides was developed． By
establishment of the genomic library of carbamat pesticides degrading bacteria H5，the regulatory sequence of
carbamat pesticide responding gene was screened，which was then linked to gene sequence of green fluorescent
protein to fabricate the cell-free fluorescence biosensor H12-E． The protein concentration of the cell-free system
was 1．0 g /L． The carbofuran standards with different concentrations were detected at room temperature，and the
results showed that the fg level of carbamat pesticides could be detected within 30 min at room temperature． The
sensitivity was above the national standard，and the linear range was 1 ng /L－100 μg /L． The water samples of
Songhua Ｒiver in Jilin province was collected and detected carbamate pesticide residues． Three levels of
carbofuran were spiked into samples of Yitong Ｒiver extract． The overall recoveries and the relative standard
deviations ( ＲSDs) were in the range of 95%－110% and 2．4%－4．9%． This assay proved to be a suitable tool
for fast detection of carbamat pesticides residue in environmental water samples．
Keywords Carbamate pesticide; Genomic library; Fluorescence biosensor; Cell-free system

( Ｒeceived 16 February 2013; accepted 3 November 2013)
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《有机氧化反应原理与应用》

这是一本专门介绍有机氧化反应的专著。内容包括该反应氧化剂的性质、氧化反应机理、哪些类型的化合物可以发

生氧化反应，影响氧化反应的因素、氧化反应在有机合成中的具体应用等。实际上是对每一类有机化合物的氧化反应从

理论到实践进行详细的总结。
书号: 978-7-122-18030-8 定价: 150．0 元
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