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·专论与综述 ·

环境水中西维因残留的检测方法
李崇瑛 ,钮松召 ,白亚之 ,杨涛 ,王安 ,余朝琦

(成都理工大学材料与化学化工学院 , 四川 　成都 　610059)

摘 　要 :综述了酶传感器、酶联免疫传感器、液相色谱、荧光光谱和流动注射化学发光等方法在环境水西维因残留检测

中的应用 ,对各种分析方法的工作原理作了简要介绍 ,并对其应用前景作了展望。
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要研究领域为高效液相色谱分离理论及仪器技术。

　　西维因 (1 -萘基 - N - 甲基氨基甲酸酯 , Car2
baryl)是世界上第一个商品化使用的高效低毒氨

基甲酸酯类杀虫剂 ,大量应用于农业和非农业领

域 [ 1 ]。西维因具有触杀及胃毒作用 ,能对人体免

疫系统造成危害 ,长期暴露于有西维因的环境中 ,

会使神经中枢受到损害 ,从而影响活动能力。随着

该类农药大面积、持续地使用 ,西维因已渗透到环

境水中。1984年美国检测出地表水中低含量西维

因的存在 [ 2 ]。西维因对非靶向生物体的毒性已引

起广泛关注 , 2001 年联合国粮食与农业组织

( FAO)及世界卫生组织 (WHO)联合会议将其列为

需要定期评估的化合物之一 [ 3 ]。因此 ,检测环境

水中西维因及其降解产物是否超标具有重要意义。

1　生物传感器法

生物传感器是 20世纪 70年代迅速发展起来

的检测技术 ,由于具有快速、简便、适合现场操作等

特点 ,应用领域已从临床分析扩展到环境监测。近

年来 ,酶传感器、酶联免疫传感器应用于检测环境

水中西维因等氨基甲酸酯类农药残留已有报道。

1. 1　酶传感器

酶生物传感器 ( Enzymatic B iosensors, EBS)主

要由固定化酶层和信号转换器构成。酶层能将底

物催化转化成产物 ,转换器则对酶层发生的变化检

测 ,并转换为可定量的信号输出 ,从而达到检测底

物浓度的目的。

检测西维因等氨基甲酸酯类农药的 EBS中使

用最多的酶是胆碱酯酶 ( Cholinesterase, ChE) ,包

括乙酰胆碱酯酶 ( AChE ) 和 丁 酰 胆 碱 酯 酶

(BChE)。高度纯化的 ChE已有商品供应 ,西维因

等氨基甲酸酯类农药对酶活性的抑制机理也已有

较为深入的研究。其识别原理是基于 AChE可以

催化乙酰胆碱的水解反应 ,当西维因等氨基甲酸酯

类农药存在时 ,能够抑制 ChE的活性 ,且抑制程度
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由农药浓度确定 ,抑制率与农药浓度成对应关系 ,

然后通过信号转换器将生化反应信号转换成电、

光、热、声等信号输出。

EBS最主要的一个元件是固定化敏感酶膜。酶

的固定一直是生物传感器研究中的关键环节 ,直接

关系到 EBS的选择性、灵敏度、稳定性、检测范围和

使用寿命。传统的酶固定方法主要有吸附法、包埋

法、交联法、共价耦合法 4种 ,在实际应用中 ,为了得

到良好的性能 ,往往将两种固定法联合使用。

EBS结构简单 ,易于微型化 ,能大规模生产 ,因

而在环境痕量物质的原位监测中占据重要地位。

然而目前 EBS还存在着选择性不高、对不同农药

的灵敏度差别大、稳定性不好等问题 ,最关键的问

题是如何提高检测限。要解决这些问题 ,就需要发

展新的酶固定化技术 ,克服现有技术均一性和重现

性差的缺陷 ,还需要进一步解决固定化酶流失问

题 ,提高固定化酶活力 ,发展新的信号转换技术 ,不

断扩展酶固定载体范围。这些问题的解决将大大

推动 EBS大规模应用的进程。EBS在环境水西维

因检测中的应用见表 1。

表 1　EBS在环境水西维因检测中的应用

酶膜固定及检测模式 LOD①
检测时间

t /m in
样本种类 文献

戊二醛将 AChE交联包埋于含有溴甲酚红紫 sol - gel层中 ,置于支撑玻璃

上 ,通过光导纤维传导 ,分光光度仪检测

108μg/L 12 饮用水、

地下水

[ 4 ]

AChE与处理过的马铃薯淀粉形成的溶液沉积在聚氨酯泡沫上 ,形成凝胶

酶反应器 ,通过流动注射热透镜检测

4μg/L 15 自来水 [ 5 ]

AChE被活化硅胶共价包埋形成酶反应器 ,通过流动注射用电位计 (电导

计 )检测

3 ×10 - 10 mol/L 35 (31) ② 井水 [ 6 ]

变异 AChEs和稳定剂羟乙基纤维素 ( HEC)混合作为丝网印刷的墨汁 ,印

刷成酶层覆盖在导电层上 ,通过流动注射 pH计检测

1 ×10 - 8 mol/L 3 饮用水 [ 7 ]

AChE、戊二酰胺与牛血清蛋白溶液添加到尼龙网格上 ,通过流通安培计

检测

4 ×10 - 7 mol/L 120 湖水 [ 8 ]

AchE和碳作为丝网印刷的墨汁 ,印刷成酶层覆盖在铂表面 ,通过流动注射

安培计检测

5. 3μg/L 6 污水 [ 9 ]

　　①检出限 ; ②为电位计 (电导计 )的检测时间。

1. 2　酶联免疫传感器

抗原 - 抗体间的特异性分子识别机制是酶联

免疫传感器工作原理的核心 ,抗原 (抗体 )可以识

别并结合与其相对应的抗体 (抗原 )。通常具有免

疫原性的物质分子质量应 > 1 000 u,而农药的分

子质量一般 < 1 000 u,其本身不能诱导机体免疫

应答 ,是半抗原物质 ,半抗原和载体蛋白通过共价

键偶联后 ,可借助 T细胞表位间接诱导 B细胞的

增殖及分化 , 产生特异性抗体 , 才具有免疫原

性 [ 10 ]。蛋白质 (抗原或抗体 )携带大量电荷、发色

基因 ,抗原、抗体反应时会产生电学、光学等方面的

变化 ,将其转化为合适的检测参数 ,从而实现对农

药的检测 ,此方法即酶联免疫分析 ( Enzyme2linked

Immunosorbent A ssay, EL ISA )。

在制作西维因酶联免疫传感器时多采用 6 -

[ (1 -萘氧基 )碳酰基 -氨基 ]己酸 (CNH )、6 - [ (1

-萘氧基 )碳酰基 - 氨基 ]丙酸 (CNA )、1 - (5 - 羧

苯 ) - 3 - (1 - 萘基 )脲 (CPNU )等作为半抗原。共

价偶联体经 T细胞表位间接诱导 B细胞增殖及分

化 ,产生 L IB - CNH45、L IB - CNH36等西维因单克

隆抗体 ,通过免疫反应实现对西维因的检测。

EL ISA具有特异性强、灵敏度高、分析容量大、

方便快捷、设备简单等优点 ,采用该技术开发的检

测试剂盒已广泛应用于现场样品和大量样品的快

速检测。但其开发利用也存在着一些不利因素 ,如

需要投入较多的资金和较长的时间 ,抗体制备难度

较大 ,在应用过程中抗体有特异性 ,只适用于单一

农药残留量的快速检测等 ,因而具有一定的局限

性。EL ISA在环境水西维因检测中的应用见表 2。

2　液相色谱法

液相色谱 (LC)是农药残留分析的常用方法 ,

但单独使用高效液相色谱 (HPLC)时 ,检测限通常

达不到μg /L级。为了提高检测灵敏度 ,目前最有
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表 2　EL ISA在环境水西维因检测中的应用

酶膜固定及检测模式
线性范围

ρ/ (μg·L - 1 )
LOD

ρ/ (μg·L - 1 )
传感表面可

再生次数 n /次
样本来源 文献

CBL半抗原 CNH与 BSA共价偶联后 ,产生 CBL单体克隆

抗体 L IB - CNH45和 L IB - CNH36,偶联体置于金处理过的

玻璃上 ,通过流动注射光反射检测

2. 78～3. 55 1. 37

1. 56

1. 52

> 220 地下水

自来水

河水

[ 11 ]

CBL等多种农药半抗原与 BSA共价偶联后 ,产生各自单体

克隆抗体 ,偶联体置于金处理过的玻璃上 ,通过流动注射光

反射检测

0. 9～1. 4 1. 35

1. 25

0. 86

> 200 地下水

河水

自来水

[ 12 ]

单体克隆抗体 L IB - CNH36被共价交联到控制空玻璃内表

面 ,用山葵氧化酶作酶标 ,通过流动注射荧光检测

0. 05～1. 00 0. 029 > 200 饮用水 [ 13 ]

效的方法是将 HPLC与各种离线、在线预富集方法

或 MS等高灵敏检测器联用 ,有时为了提高灵敏度

并减少基体干扰 ,也采用柱后衍生荧光检测法。

2. 1　固相萃取预富集方法

固相萃取 ( SPE)是 20世纪 70年代中期出现

的技术 ,是提高 HPLC灵敏度的极有效方法。李娟

等 [ 14 ]报道了用 SPE提取、柱后衍生 HPLC法测定

地表水中西维因等 10种氨基甲酸酯类农药的方

法 ,测定结果可靠 ,回收率高。

用离线进行样品预浓缩虽然能提高检测灵敏

度 ,但是耗时长 ,而且样品被稀释和污染及检测波

长选择等问题仍然存在。目前常采用装有合适吸

附剂的预浓缩柱或配有接口的微萃取装置进行在

线富集。Nogueira等 [ 15 ]采用 SPE - LC - ESI - MS

测定了饮用水中 CBL 等 6种 N - 氨基甲酸酯农

药 ,检测限可达到 0. 5 ng/L ～3 ng/L。李崇瑛

等 [ 16 ]研究了在线预富集 - HPLC法在环境水克百

威残留检测中的应用情况 ,结果表明该方法不但具

有高灵敏度和准确廉价的特点 ,而且为样品自动化

富集提供了依据。

2. 2　固相微萃取预富集方法

固相微萃取 ( SPME)是基于分析物在流动相

及固定在熔融 SiO2纤维表面的高分子固定相之间

两相分配的原理 ,实现对样品中有机分子的萃取和

富集。可直接在线联用仪器进行解吸、进样和分

析 ,使样品预处理过程大为简化 ,加快了分析速度 ,

提高了灵敏度。与传统的样品前处理技术如液液

萃取、索氏提取、SPE相比 , SPME克服了溶剂和样

品用量大、处理时间长、操作繁琐、易产生二次污染

及不易在线联用等缺点。胡玉玲等 [ 17 ]采用 SPME

- HPLC法测定了农田灌溉水中西维因等 3种氨

基甲酸酯农药 ,选用 PDMS/DVB 萃取头 ,研究了

SPME条件 (如萃取时间、搅拌速度、解吸方式、解

吸时间 )对萃取量的影响 ,得到了满意的回收率和

检测限。

2. 3　液相色谱柱后衍生荧光检测

HPLC常用紫外检测器 ,但西维因等大多数氨

基甲酸酯类农药不带强的紫外吸收基因 ,因而灵敏

度不佳。西维因及氨基甲酸酯类农药在碱性溶液

中和加热条件下 ,水解生成甲胺 ,甲胺会在溶有 2

-巯基乙醇 (2 - ME)的碱性溶液中与邻苯二甲醛

(OPA)反应 ,生成具有强荧光性的物质 ,然后通过

荧光检测器检测 ,可有效提高灵敏度。

LC法在环境水西维因检测中的应用见表 3。

表 3　LC法在环境水西维因检测中的应用

联用方式 ① 柱类型
(回收率 ±标准偏差 )

/%

线性范围

ρ/ (μg·L - 1 )

LOD s

ρ/ (μg·L - 1 )
样本来源 文献

SPME - LC - UV C18 5～10 000 1. 0 清洁水 [ 18 ]

SPE - LC - DAD C18 1. 2～20. 5 冻干水 [ 19 ]

LC - PCD - FL C18 50. 0～1 500 3～4 地表水、地下水 [ 20 ]

SPE - LC - ESI - MS C18 (73. 4～92. 6) ±14. 7 0. 000 5～0. 003 实验室用水 [ 15 ]

SPME - LC ODS (98. 3～102) ±(2. 8～6. 1) 0. 12～1. 7 灌溉用水 [ 17 ]

SPE /LC - MS( ESI) ODS3 (73. 5～89. 8) ±(4. 50～12. 6) 0. 000 8～0. 003 2 水源水 [ 21 ]

SPE - LC - PCD - FL C18 (91. 5～104) ±7. 6 0. 10～0. 73 实验室用水 [ 22 ]

SPE - LC - ESI - MS C18 0. 1 饮用水 [ 23 ]

　　① PCD指柱后衍生 , FL指荧光。
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3　现代光谱法

3. 1　荧光光谱法

氨基甲酸酯类农药在一定的溶剂条件下能够

受激发产生荧光 ,而且荧光光谱具有清晰、分辨率

高、受干扰较小等优点。近年来利用荧光光谱检测

氨基甲酸酯类农药残留已有报道。王玉田等 [ 24 - 25 ]

研究了西维因等农药受激发产生荧光的光谱特性 ,

并研制了光纤式改进系统 ,以氙灯为激发光源 ,用

光纤传光 ,结合 CCD光谱探测 ,实现了对氨基甲酸

酯类农药的快速测定 ,西维因和克百威的线性范围

为 0 mol/L～1. 2 ×10
- 7

mol/L ,最低检出限分别为

2. 17 ×10
- 7

mol/L和 7. 10 ×10
- 7

mol/L。

激光是极好的激发诱导荧光光源 ,农药残留物

在激光照射下会产生荧光。由于不同农药荧光的

频谱分布、时间延迟及产生效率等特性往往具有明

显差异 ,因而通过对其激光诱导荧光特性的研究 ,

可以探测出农药残留的种类及浓度。激光诱导荧

光分析方法快速 ,重现性好 ,具有很高的灵敏度 ,适

于痕量物质检测。

环糊精 ( Cyclodextrins, Cycloamyloses)具有疏

水空腔和亲水表面 ,是一类重要的分子受体 (主

体 ) ,能选择性地结合底物 (客体 )形成超分子配合

物 ,是化学和生物化学等领域的研究热点之一。近

年来 ,环糊精及其衍生物与西维因等农药形成超分

子配合物 ,以提高荧光分析的灵敏度已有报道。荧

光光谱法在环境水西维因检测中的应用见表 4。

表 4　荧光光谱法在环境水西维因检测中的应用

提高灵敏度的方法
激发波长 /荧光波长

λ/ nm

(回收率 ±标准偏差 )

/%

LOD

ρ/ ( ng·L - 1 )
样本来源 文献

激光诱导 277 /337 (95. 0～107) ±(0. 9～2. 0) 30 自来水 [ 26 ]

激光诱导 333 /485 (95. 0～107) ±(0. 9～2. 8)

(95. 8～108) ±(1. 4～3. 2)

20 自来水

地下水

[ 27 ]

β - 环糊精增敏 279. 8 / (336～337) 97 1 940 地下水、自来水、雪水 [ 28 ]

十二烷基硫酸钠胶束提取 292 /335 (90. 7～98. 6) ±(1. 4～6. 0) mg/L级 泉水、湖水 [ 29 ]

频域荧光 290 /320 100左右 2 700 标准溶液 [ 30 ]

荧光偏振 91～107 1 200 储备溶液 [ 31 ]

3. 2　流动注射化学发光法

流动注射化学发光法将流动注射与化学发光

相结合 ,不但具有流动注射高效进样、易于实现自

动化等优势 ,而且具有化学发光灵敏度高、线形范

围宽、不存在空白等特点 ,已成为当前分析化学领

域的研究热点。有报道采用多通道流动注射化学

发光法 ,利用紫外照射使 CBL加速光降解 ,光解产

物甲胺与双 (2, 4, 6 - 三氯苯 )草酸盐、过氧化氢在

咪唑催化下产生化学发光 ,优化后的方法成功分析

了不同天然水样 ,获得了满意的回收率 (89. 0% ～

106% ) ,检测限也满足测定要求 [ 32 ]。流动注射化

学发光法在环境水西维因检测中的应用见表 5。

表 5　流动注射化学发光法在环境水西维因检测中的应用

参与发光物质
线性范围

ρ/ (μg·L - 1 )

标准偏差

/%

LOD

ρ/ (μg·L - 1 )
n /次 样本来源 文献

硝酸、若丹明 6G、铈 (Ⅳ) 50～2 000 1. 4 45. 6 10 地表水 [ 33 ]

高锰酸钾、氢氧化钠、发光氨 5～100 2. 0 2. 9 6 标准溶液 [ 34 ]

高锰酸钾、硫酸 0. 01～1. 0 2. 3 14. 8 14 河水、湖水 [ 35 ]

三 - [ 2, 2′-联吡啶钌 (Ⅱ) ]、过 (二 )硫酸钾 40～4 000 1. 2 1. 2 12 实验室用水 [ 36 ]

4　结语

EBS和 EL ISA以其结构简单、易于微型化、能

大规模生产等优点 ,将会在环境痕量物质的原位监

测中占据越来越重要的地位。 SPE、SPME等富集

技术使液相色谱对水样中农药残留检测的灵敏度

越来越高 ,甚至超过欧盟饮用水法规要求的最低检

测限 ,足以使液相色谱技术在环境监测等方面显示

出尤为独特的优势。近年来荧光光谱技术的快速

发展 ,尤其是激光诱导荧光等技术的应用 ,使其在

痕量物质检测方面显示出强大的生命力。由于流
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动注射的自动控制性 ,以及化学发光反应具备的灵

敏度高、线形范围宽等特点 ,使流动注射化学发光

法能实现实时、在线监测 ,在环境监测等方面的应

用潜力也越来越大。
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数 r为 0. 905。 r高于临界值 r0. 05 ( 12) = 0. 532,表明

NO2 被动采样监测结果也与自动监测结果高度相

关 ,见图 3。

图 3　NO2 被动采样监测与自动监测结果的相关性

利用两者监测数据的回归方程对被动采样监

测数据进行修正 ,修正后被动采样监测数据与自动

监测结果的平均相对误差降低到 10. 4 %。同时 ,

取置信水平α = 0. 05对修正后数据进 t检验 ,得到

t = 0. 007小于临界值 t0. 025 (13) ,经过修正后 NO2 的

被动采样监测结果与自动监测结果没有统计学意

义上的显著性差异。

3　结论

(1)被动采样监测环境空气中 SO2 和 NO2 质

量浓度时 ,由于现场采样以及实验室分析等诸多因

素的影响 ,将可能产生误差 ,被动采样监测结果与

自动监测结果具有统计学意义上的显著性差异。

(2)被动采样其结果与自动监测的结果有高

度相关性 , SO2 的相关系数为 0. 926, NO2 的相关系

数为 0. 905。用被动采样监测结果与自动监测结

果的线性回归方程对被动采样结果进行修正 ,消除

误差后 ,两者的结果没有统计学意义上的显著性

差异。

(3)建议用被动采样技术开展环境空气质量

调查时 ,同步开展自动监测系统的数据比对 ,获取

相应的线性回归方程 ,以消除误差 ,确保监测数据

真实、可靠。
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