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摘  要: 农药残留污染是农产品质量安全的首要关注因子, 基于大型仪器的实验室检测模式难以匹配检测时

效性需求。基于乙酰胆碱酯酶活性抑制的农药残留快速检测方法(酶抑制法)具有操作便携、检测速度快等优

势, 已成为农产品质量安全的常用筛查手段。囿于常规可见光比色法性能, 传统的酶抑制法在检测灵敏度方面

受到制约, 这限制了其进一步的发展。荧光方法利用特征的激发/发射光谱, 可以有效降低非特异性干扰, 因

此将荧光信号作为数据采集技术是改善酶抑制法灵敏度缺陷的有效手段。本文重点介绍了荧光方法在酶抑制

农药残留快速检测中的信号响应模式, 包括单酶-荧光材料响应、多酶级联响应和酶活性靶向小分子荧光探针

响应, 还分别总结了不同方法的目标物响应机制、检测效果及应用现状, 最后对酶抑制农药残留快速检测的发

展方向进行了展望。 
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ABSTRACT: Pesticide residue contamination stands as a primary concern for the safety of agricultural products. 

Conventional laboratory detection methods based on large-scale instruments fail to meet time-effectiveness of 

detection. The rapid detection method for pesticide residues based on acetylcholinesterase activity inhibition (AChE 

inhibition assay) possesses advantages such as portability and high detection speed, making it a commonly employed 

screening tool for ensuring the safety of agricultural products. However, AChE inhibition assays faces limitations in 

detection sensitivity, primarily attributed to the performance constraints of conventional visible colorimetric, 
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impeding its further advancement. The fluorescence methods, utilizing distinctive excitation/emission spectra, have 

demonstrated effectiveness in reducing nonspecific interference and enhancing detection sensitivity. Consequently, 

using fluorescence signals as the data acquisition serves as an effective approach to address the sensitivity 

shortcomings of the AChE inhibition assay. This paper focused on the signal response of fluorescence methods in the 

rapid detection of pesticide residues via AChE-inhibition assays, including single enzyme-fluorescent materials, 

multi-enzyme cascading reactions and AChE-targeted small-molecule fluorescent probes. In addition, this paper 

systematically summarized the target response mechanisms, detection performances and the applications of these 

methods. Finally, we provided the prospective outlook on the development of rapid detection of pesticide residues via 

AChE inhibition assay. 
KEY WORDS: enzyme inhibition method; acetylcholinesterase; fluorescence detection; pesticide residues; rapid 

detection 
 
 

0  引  言 

随着全球人口的不断增长和现代农业的快速拓展 , 
农药在提高作物产量与质量、控制杂草、减少病虫侵害方

面发挥了重要作用。然而, 农药的大范围使用可能导致食

品和环境中的残留, 进而通过食物链威胁人类健康。实验

室中建立的农药残留分析方法大多依赖于昂贵的检测仪器, 
包括液相色谱仪、气相色谱仪、质谱仪等, 这些方法具有

灵敏度高、选择性好、检测结果准确可靠等优点, 但对样

品前处理过程、实验场地和操作人员等都提出了较高的要

求, 难以满足大量样品现场、快速筛查的需要。因此, 开
发有效的农药残留快速检测方法是契合检测时效性、降低

筛查成本、保障农产品质量安全的有力手段。 
基于乙酰胆碱酯酶(acetylcholinesterase, AChE)活性抑

制的农药残留快速检测技术(简称“酶抑制法”)是发展最

早、应用最为广泛的农药残留快速检测方法之一[1‒2], 该方

法利用有机磷(organophosphorus pesticide, OPs)和氨基甲

酸酯(carbamate pesticide, CMs)类农药对 AChE 活性的抑制

作用同时对样品中的这两大类农药进行快速筛查, 具有操

作简便、检测时间短、成本效益高等优势, 与食品和农产

品现场快速农药残留筛查的实际需求高度匹配[3]。然而, 
受限于普通可见光比色法的灵敏度等性能短板, 常规酶抑

制法在实际应用中对低浓度目标农药的检测效果较差, 以
对硫磷为例, 现行国家标准农药残留快速检测方法(GB/T 
5009.199—2003《蔬菜中有机磷和氨基甲酸酯类农药残留

量的快速检测》)的检出限水平为 1.0 mg/L, 远高于常见蔬

菜水果中最大残留限量 0.01 mg/L 的规定(GB 2763—2021
《食品安全国家标准 食品中农药最大残留量》), 酶抑制

法的检测灵敏度亟待提高。 
使用荧光分析法替代分光光度法是提高检测灵敏度

的常用手段。由于荧光报告分子具有独特的激发和发射光

谱, 可以有效地消除检测中的非特异性干扰和背景噪声, 
因而荧光检测方法具有显著优于常规比色法和分光光度法

的灵敏度优势, 可以降低检出限水平 1~3 个数量级[4‒6]。目

前, 荧光检测的高灵敏度优势, 在食品污染物分析[7‒8]、金

属离子检测[9]、生物成像[10]等领域得到了充分的发挥。然

而, 大部分农药分子不具备荧光发射能力, 限制了荧光检

测技术在农药残留快速检测方面的直接应用。 
将酶抑制法与荧光技术有机结合, 既可以利用酶抑

制法的广谱响应, 又可以提高检测灵敏度, 是一种具有巨

大发展潜力和良好应用前景的农药残留快速检测策略。目

前, 已经有部分文献报道了相关研究进展[11‒12]。在本课题

组的前期研究中, 开发了一种靶向响应 AChE 活性的近红

外荧光探针, 建立了相应的酶抑制农药残留快速检测方法, 
实现多种有色基质中有机磷和氨基甲酸酯类农药残留的快

速、可靠检测[13]。根据不同的信号响应与检测机制, 酶抑

制法与荧光技术的结合可以通过单酶-荧光材料响应、多酶

级联响应和酶活性靶向小分子荧光探针响应 3 种类型实现, 
本文重点关注这 3 种方法在农药残留快速检测中的信号产

生机理与应用现状, 以期为酶抑制法在食品安全保障方面

的应用提供一定的理论参考。 

1  基于单酶-荧光材料响应的检测方法 

单酶-荧光材料模式中, 荧光材料通过对反应体系中

AChE 水解产物的响应, 间接检测 AChE 活性, 进而实现对

样品中农药残留水平的测定。近年来该领域研究最多的荧

光材料主要分为小分子荧光探针和量子点(quantum dots, 
QDs)两类。 

1.1  基于 AChE-小分子荧光探针体系的检测方法 

小分子荧光探针是一种利用荧光信号变化响应目标物

浓度的有机小分子, 可以根据体系微环境的变化而改变其

荧光信号, 是决定检测体系荧光发射波长、信号强度等光学

参数的关键部分[14]。如表 1 所示, 文献报道中常见荧光基团

主要有罗丹明(rhodamine)[24]、四苯乙烯(tetraphenylethylene, 
TPE)[15]、氟硼二吡咯(boron dipyrromethene, BODIPY)、萘
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酰亚胺[25]等, 它们可以与不同的识别基团结合, 形成适用

于响应目标物的有机荧光探针。此外, 也有研究者将有机

荧光探针与贵金属纳米粒子结合, 用于酶抑制法农药残留

荧光检测。 
罗丹明是一种以氧杂蒽为母体的荧光染料, 分子中的

三环刚性结构赋予其良好的光物理特性, 被广泛用于小分

子荧光探针的构建[26]。它可以通过内酰胺结构开环和闭环

两种形式的互变 , 实现适当外部刺激下的荧光“off-on”
调控。LIU 等 [27]以罗丹明 B 修饰的金纳米粒子 (gold 
nanoparticles, AuNPs)为探针, 构建了一种 OPs 和 CMs 的检

测方法。通过静电吸附将罗丹明 B 修饰到带负电的柠檬酸

盐-金纳米粒子上, 导致其荧光猝灭。当体系中加入硫代乙

酰胆碱(acetylthiocholine, ATCh)和 AChE 后, 催化形成的硫

代胆碱(thiocholine, TCh)具有对 AuNPs 更强的结合能力, 因
此竞争性抢夺 AuNPs 引起罗丹明 B 的游离与荧光恢复。该

方法对甲萘威、二嗪农、马拉硫磷和甲拌磷的检出限分别为

0.1、0.1、0.3 和 1 μg/L。LUO 等[28]基于类似的检测机制, 利
用罗丹明 B 修饰的银纳米粒子开发了一种比色和荧光双信

号输出的农药检测方法, 实现了甲萘威的高灵敏检测, 检出

限达 0.023 ng/L; 加标河水样、番茄和苹果样品中甲萘威的

回收率为 90%~116%, 相对标准偏差为 1.3%~5.5%, 表明所

开发的方法适用于检测实际样品中的目标农药。 
四苯乙烯是一种由 sp2 杂化的碳碳双键和 4 个呈螺

旋桨构型排列的苯环构成的有机荧光分子, 因其具有区

别于传统荧光分子的聚集诱导发射 (aggregation-induced 
emission, AIE)特征, 在临床研究和荧光传感等领域受到广

泛关注[29–30]。当 TPE 处于低浓度时, 4 个苯环可以围绕双

键碳原子自由旋转, 导致受光激发后电子跃迁行为主要表

现为非辐射弛豫, 从而抑制荧光发射[31]。在高浓度条件下, 

由于自组装聚集体的形成和苯环间的π-π相互作用, TPE 分

子中苯环分子内旋转受限, 从而增强激发态电子通过辐射

弛豫的能量耗散, 进而促进强烈的荧光发射[32]。CAI 等[16]

以 TPE 为结构母体, 合成了 pH 敏感型的荧光探针 TPE-1
用于 OPs 检测。具有 AIE 特征的 TPE-1 在纯二甲基甲酰胺

溶液中几乎没有荧光, 随着溶液中 H2O 比例的提高, 探针

分子聚集并在 365 nm 紫外光激发下发出橙色荧光。AChE
催化 ATCh 水解产生的乙酸可以降低反应体系 pH, 诱导

TPE-1 分子中的叔胺基团在酸性条件下发生质子化, 引起

分子间斥力增加并降低分子聚集程度 , 因此荧光探针

TPE-1可以通过对 pH变化的荧光响应间接检测乐果, 检出

限为 0.008 mg/L。基于 AIE 原理开发的探针 TPE-1, 可以

在 mmol/L 浓度下实现 pH 响应与荧光发射, 有效避免了高

浓度下探针的聚集诱导猝灭现象。 
小分子荧光探针在 AChE 单酶响应体系中的应用, 提

高了酶抑制农药残留快速检测的检测灵敏度。但由于常规

荧光团量子产率普遍不高、斯托克斯位移小、激发与发射

波长偏低等问题, 需要通过结构的功能化修饰等手段以改

善检测效果。此外, 检测结果容易被基质成分干扰也是限

制该方法应用的重要原因之一。 

1.2  基于 AChE-量子点体系的检测方法 

QDs是一类 II-VI族和 III-V族元素组成的零维准纳米

材料, 具有独特的光致发光特性[33]。量子点的能带结构主

要包含充满电子的价带和不含电子的“空轨道”导带, 价带

顶和导带底之间的宽度即为带隙。价带中的电子吸收光子

能量, 可以跃迁到导带并形成自由电子, 同时在价带中留

下缺少空穴。电子与空穴携带相反电荷, 进而在库仑力作

用力束缚下产生名为“激子”的电子空穴对。当激子寿命结 
 

表 1  AChE-小分子荧光探针体系在酶抑制农药残留快速检测中的应用 
Table 1  Application of AChE/small fluorophore system in rapid detection of pesticide residue via AChE inhibition assay 

AChE-小分子荧光探针体系 农药名称 检测范围 检出限 应用范围 参考文献 

AChE/TPE 衍生物 二嗪磷 0.001~0.1 ng/mL, 0.3~5.0 ng/mL 0.23 ng/L 人血清 [15] 

AChE/TPE 衍生物 乐果 0.009~22.5 mg/L 0.008 mg/L  [16] 

AChE/尼罗红修饰的 AuNPs 对氧磷 0~100 ng/mL 0.05 ng/mL / [17] 

AChE/方酸衍生物 对氧磷 0.01~100 ng/mL 5 pg/mL / [18] 

AChE/SiO2/MnO2 
/TPE 衍生物 对氧磷 1~100 μg/L 1 μg/L 自来水, 河水 [19] 

AChE/MnO2/东莨菪内酯/ 
荧光红 

敌敌畏 5.0 pg/mL~500 ng/mL 1.6 pg/mL 湖水 [20] 

AChE/Cu2+/苝二酰亚胺衍 
生物 

二嗪磷 0~6.0 mmol/L 0.22 μmol/L / [21] 

AChE/MnO2/4-氨基-3-羟基

-1-萘磺酸 
甲基对硫磷;  

敌敌畏 
0.4~40 ng/mL;  
0.5~190 ng/mL 

0.18 ng/mL;  
0.24 ng/mL 湖水 [22] 

AChE/聚多巴胺/苝二酰亚胺

衍生物 
二嗪磷 0~5 μmol/L / / [23] 

注: /表示文中未提及, 下同。 
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束后 , 电子和空穴对重新结合 , 以荧光的形式释放能

量 [34‒35]。由于特殊的量子约束效应, 量子点的电子与空穴

被严格限制在有限维度空间内, 导致电子能级发生相应分

裂与离散化, 使 QDs 表现出激发/发射波长与尺寸相关的

光学特性[36]。此外, QDs 还具有可调谐发光、激发光谱较

宽、发射光谱尖而窄、光稳定性优秀、背景荧光小、荧光

寿命长等优点[37]。表 2 总结了近年基于 AChE-量子点体系

快速检测农药残留的研究进展和应用现状。HU 等[38]将酶

抑制法与微流控技术相结合, 在气凝胶中包埋 AChE 与碲

化镉量子点(CdTe QDs), 设计了一款可视化检测 OPs 的荧

光微流控阵列传感器。多孔的气凝胶在改善比表面积的同

时, 内部富含的谷胱甘肽为 AChE 提供了与生理环境类似

的条件, 最大限度减少酶变性的几率, 提高了传感器稳定

性。当体系中引入 ATCh 后, AChE 催化其水解形成 TCh, 后
者作为光激发时 CdTe QD 价带中空穴的电子供体, 有效猝

灭红色荧光。利用该传感器对目标农药的相似响应, 实现了

多种农药混合加标样品中 OPs 总量的分析。HAI 等[39]通过

对比了核型 CdTe QDs、核-壳型 CdSe/ZnS QDs 和核-壳-壳
型 CdSe/ZnSe/ZnS QDs, 发现通过在荧光内核周围引入外壳

结构, 可以降低镉基金属外溢带来的潜在毒性。向检测体系

中加入 AChE 和 OPs 后, 核型 CdTe QDs 在荧光强度变化的

同时, 还表现出了最大发射波长由 607 nm 向 618 nm 的移

动。相比之下, CdSe/ZnS QDs 与 CdSe/ZnSe/ZnS QDs 仅表

现出荧光强度变化。然而, 大多半导体量子点中含有 Cd、
Pb、Hg 等重金属元素, 这些元素从量子点核心泄露后会造

成一定的生物毒性与潜在的环境安全隐患 [59‒60]。例如 , 
CdTe QDs 被细胞摄取后可诱导广泛的线粒体功能障碍, 
激活线粒体死亡途径, 最终发挥细胞毒性[61]; 含有PbSe的
纳米材料可以在模型小鼠器官内蓄积, 通过扰乱细胞内环

境、诱导内质网应激等方式发挥毒性作用[62]。因此, 寻找

低毒或无毒的替代材料, 或者引入外壳包裹结构[63]是 QDs
合成与研究的重要发展方向。 

碳点(carbon dots, CDs)是一种新型碳基材料, 包括

碳量子点 (carbon quantum dots, CQDs)、石墨烯量子点

(graphene quantum dots, GQDs)、聚合物点(polymer dots, 
PDs)等[64], 由于其良好的生物相容性、强烈的光致发光等

优点, 近年来在酶抑制农药残留快速检测领域受到了广泛

的研究[65]。QIAN 等[66]基于活性炭氧化制备的绿色荧光

CQDs, 实现了 AChE 活性的荧光开启响应。由于 CQDs 表

面大量的功能性羧基可以作为 Cu2+的良好配体, 加入 Cu2+

后引起 CQDs 的聚集与初始荧光猝灭, 随后利用 AChE 酶

解产物 TCh 对 Cu2+的强亲和力, 诱导 CQDs 的再分散与荧

光信号恢复。运用该方法, 实现了 14.2~121.8 U/L 范围内

AChE 活性的精确检测与典型 AChE 抑制剂的筛选。陈羽

烨[40]以 CQDs 为荧光报告基团, 建立了一种荧光与比色双

信号检测甲萘威的分析方法。检测机制源于 CQDs 与

AuNPs 之间荧光内滤效应(inner filter effect, IFE)引起的荧

光猝灭, 由于 CQDs 荧光发射光谱与 AuNPs 吸收光谱高度

重叠, AChE 活性被甲萘威抑制时 CQDs 荧光信号大多被游

离的 AuNPs 猝灭, 而不含农药时 AChE 将发挥催化活性, 
利用产物TCh对 AuNPs诱导聚集作用, 在改变溶液吸光度

的同时显著恢复 CQDs 荧光。该双信号分析方法对甲萘威

标准溶液的检出限为 0.15 μg/L(比色法)和 0.06 μg/L(荧光

法), 并在水样的加标实验中展现出可靠的分析能力。 
除了直接采用无修饰量子点作为检测工具外, 还可

以利用表面改性、杂原子掺杂等手段调节发光特性以构建

性能更优的量子点材料[67‒68]。量子点表面改性一般借助化

学附着或分子间作用, 将巯基琥珀酸、巯基乙酸、壳聚糖

等有机分子或肽段、抗体等生物分子引入 QDs 表面, 改善

其水溶性、表面形貌、细胞毒性、光学特性等理化性质, 进
而实现 QDs 的标记与功能化[69‒72]。BUICULESCU 等[73]在

核-壳型 CdSe/ZnS QDs 基础上, 依次通过巯基乙酸功能

化、聚-L-赖氨酸封端、二氧化硅薄层包覆等手段, 制备了

一款用于 AChE 活性检测的纳米复合材料 QD/AChE/聚-L-
赖氨酸/二氧化硅。结果表明, 该复合材料将 AChE 固定在

荧光核心周围, 有效防止酶的游离与变性。同时, 在不影

响 QDs 光学性能的前提下, 多孔的二氧化硅外壳有效提高

了复合材料在储存时的稳定性。杂原子掺杂是一种在 QDs
骨架中引入不同类型的金属或非金属元素, 通过增加表面

缺陷、调节电荷分布、促进激子对辐射复合等方式改善 QDs
荧光性能的方法[74‒75]。根据数量与种类的不同, 目前文献报

道中常见的掺杂方式包括引入 N、P、S、Cl、Zn 等单原子

掺杂和 N 和 S、N 和 B、N 和 P 等在内的多原子共掺杂[76‒77]。

YANG 等[41]合成了 N, Cl-共掺杂 CDs, 将量子产率提高至

15%, 该碳点可在 420 nm 激发下发射 570 nm 的橙色荧光。

在该检测方案中, 对氧磷对 AChE 活性的抑制、AChE 对

ATCh 的催化水解、TCh 与 Ellman 试剂的反应以及产物 2-
硝基-5-硫苯甲酸(5-thio-2-nitrobenzoic acid, TNB)对 N, Cl-
共掺杂 CDs 的 IFE 被整合到传感过程中, 以保证检测体系对

AChE 活性和对氧磷浓度的荧光响应。由于 TNB 在 420 nm
具有的特征吸收光谱, 该范围与 N, Cl-共掺杂 CDs激发光谱

之间具有明显重叠, 因此 TNB 可以通过 IFE 引起 CDs 荧光

猝灭, 而添加的对氧磷抑制 AChE 活性并相应恢复荧光。在

最佳条件下, 该检测体系的荧光信号与 0.017~5.0 U/L 范围

内的 AChE 浓度之间表现出良好的线性关系(R2=0.994), 进
而计算该方法对 AChE 和对氧磷的检出限分别为 2 mU/L
和 30 ng/L。 

作为一种新兴的纳米材料, QDs 尽管理论上在光稳定

性、抗光漂白、窄激发光谱、可调谐的光致发光等方面都表

现出了优异的性能, 然而, 在文献报道中, 基于量子点的酶

抑制法大多仅进行了湖水样、自来水样等简单基质的模型验

证, 较少涉及对常见的蔬菜、水果等植物性样品的直接分析, 
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表 2  AChE-量子点体系在酶抑制农药残留快速检测中的应用 
Table 2  Application of AChE/quantum dots fluorescence system in rapid detection of pesticide residue via AChE inhibition assay 

AChE-小分子荧光探针体系 农药名称 检测范围 检出限 应用范围 参考文献

AChE/CdTe QD 
对氧磷;  
对硫磷;  
敌敌畏 

10−5~10−12 mol/L 
1.2 pmol/L;  

0.94 pmol/L;  
11.7 pmol/L 

苹果 [38] 

AChE/CdSe 核壳型 QD 甲基对硫磷 0.05~8 ng/mL 0.05 ng/mL / [39] 

AChE/AuNPs/CQDs 甲萘威 0.2~150 μg/L 0.06 μg/L 自来水, 湖水 [40] 

AChE/DTNB/N, Cl 共掺杂 CD 对氧磷 0.3~1000 μg/L 30 ng/L 土壤 [41] 

AChE/DTNB/季铵化 CD 
敌敌畏;  

马拉硫磷;  
对氧磷 

5.0×10−11~1.0×10−7 mol/L; 
1.0×10−10~1.0×10−7 mol/L; 
1.0×10−11~1.0×10−8 mol/L 

1.9×10−11 mol/L;  
4.8×10−11 mol/L;  
3.5×10−12 mol/L 

/ [42] 

AChE/CdTe QD 对硫磷;  
对氧磷 

5~100 μg/L;  
5~100 μg/L 

10 μg/L;  
10 μg/L 

苹果,  
自来水 

[43] 

AChE/DTNB/CD 对氧磷 0.001~1.0 mg/L 0.4 μg/L / [44] 

AChE/Fe3O4@SiO2 核壳型分子

印迹聚合物/CQD 

甲基对硫磷;  
毒死蜱;  
敌百虫 

0.000033~33.33 mg/L 
(0.21±0.021) μg/L;  
(0.44±0.069) μg/L;  
(0.32±0.033) μg/L 

苹果, 橘子, 
梨, 胡萝卜, 
猕猴桃, 香蕉 

[45] 

AChE/AuNPs/CQD 

对氧磷;  
马拉硫磷;  
甲胺磷;  
甲萘威 

0~5.0 nmol/L;  
10~500 nmol/L;  
10~500 nmol/L;  
10~666 nmol/L 

0.05 nmol/L;  
0.10 nmol/L;  
0.12 nmol/L;  
0.13 nmol/L 

自来水, 河水, 
苹果汁 

[46] 

AChE/Cu2+/B, N 共掺杂 CD 水胺硫磷 1.0×10−9~1.0×10−4 mol/L 3.0×10−10 mol/L 西兰花 [47] 

AChE/AuNPs/BNQD 对氧磷 0.05~3.0 μg/L 0.0331 μg/L / [48] 

AChE/邻苯二胺/SiQD 对氧磷 0.125~12.5 μg/L 0.05 μg/L 梨汁 [49] 

AChE/AgNPs/GQD 甲基对硫磷 0.1~6 μg/L 0.017 μg/L 
湖水, 苹果, 

胡萝卜 
[50] 

AChE/AuNCs/CQD 二嗪磷 1~50 μg/L 0.81 μg/L / [51] 

AChE/MnO2/BCNO QD 对氧磷 0.1~250 μg/L 0.03 μg/L 
自来水, 河水, 

土壤 
[52] 

AChE/MnO2/N 掺杂 CQD 毒死蜱 1~30 μmol/L 0.01 μmol/L 河水, 池水 [53] 

AChE/CdTe QD 杀扑磷 0.1~50 μg/L 0.027 μg/L 
大白菜叶, 大
白菜根, 土壤 

[54] 

AChE/氧化石墨烯/CD 毒死蜱 2.5 μg/L~0.1 mg/L 0.14 μg/L / [55] 

AChE/CQD 灭多威 0.01~5 mg/kg 0.003 mg/kg 
小米、大米、小

麦、大麦 
[56] 

AChE/DTNB/CQD 毒死蜱 0.02~0.18 mg/L 2.7 μg/L 河水, 苹果汁 [57] 

AChE/S 掺杂 CQD 
马拉硫磷 
毒死蜱 

5~300 μg/L 0.170 μg/L;  
1.50 μg/L / [58] 

注: DTNB 表示 5,5’二硫代双(2-硝基苯甲酸)[5,5’-dithio bis-(2-nitrobenzoic acid)]。 
 

主要可能是(类)纳米材料结构和性质本身极易受检测微环境

干扰所致。因此, QDs 在实际应用中仍面临着诸多挑战和困难, 
需要进一步研究以提高其对复杂基质样品的检测能力。 

2  基于多酶级联反应的检测方法 

多酶级联体系中, 前一步酶促反应的产物可被后续

酶识别形成串联反应, 通过在同一反应体系中顺序引入不

同的酶试剂, 使原料分子经连续的酶促反应后生成可供收

集与检测的终产物, 因此该方法具有转化效率高、选择性

好、可信号放大等特点[78]。同时相较于分步反应, 无需分

离中间体和副产物的特点也为多酶级联反应带来了经济、

环境友好等优势, 使其在电化学生物传感器、有机合成、

生物制药等领域得到了广泛的关注[79‒80]。 
如图 1 所示, 在基于酶抑制的农药残留荧光检测中, 

多酶体系以 AChE 和胆碱氧化酶(choline oxidase, ChOx)的
双酶级联为主[81]: AChE 催化乙酰胆碱(acetylcholine, ACh)
形成乙酸与胆碱, 后者作为 ChOx 的底物再次被特异性识

别, 进一步被分解成甜菜碱和 H2O2
[82]。通过对 H2O2 的量

化分析可实现对体系中 AChE 活性的检测, 进而实现对样

品中农药残留的定性或定量分析。 
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图 1  双酶级联反应的化学机制 
Fig.1  Chemical mechanism of double-enzyme-cascade reaction 

 
双酶级联响应体系中产生的 H2O2 可以高效猝灭 QDs

荧光。虽然 H2O2 与 QDs 的相互作用与导致荧光猝灭的机

制仍存在争议, 但通常认为这与光诱导电子转移和量子点

/配体层的修饰有关[83]。LI 等[84]基于这一原理, 制备了 N、

S 共掺杂 CQDs 用于监测 AChE/ChOx 级联反应产物 H2O2

与分析痕量水平的甲萘威。通过杂原子掺杂改变 GQDs 表

面结构, 实现了检出限低至 5.4×10‒6 mg/L 的灵敏响应, 线
性范围为 6.3×10‒6~6.3×10‒1 mg/L。结果表明, 高灵敏响应

源于 N、S 共掺杂提供了对 H2O2 的强吸附能力及捕获光生

电子的局域态, 进而利于级联反应产物 H2O2与 GQDs之间

的电子转移。SAHUB 等[85]根据 GQDs 表面羧基易于产生

氢键和静电相互作用的特点, 制备表面涂覆活性蛋白的

GQDs/AChE/ChOx, 并基于此提出了一种检测 OPs 农药的

方案。酶促反应产物 H2O2 诱导量子点表面电荷转移, 关断

GQDs 在 467 nm 处的荧光发射, 实现了荧光“开-关”响应。

当 OPs 被引入体系并抑制 AChE 后, H2O2 生成量下降, 
GQDs/AChE/ChOx 相应地表现出荧光强度显著恢复。该传

感器对 0.1~10 mg/L 浓度范围的敌敌畏具有线性响应, 检
出限为 0.172 mg/L。结果表明, 该传感器可以耐受 Hg2+以

外的大多数金属离子, 有望以低成本快速分析水、食品等

实际样品。在双酶级联体系的基础上, HUANG 等[86]引入辣

根过氧化物酶(horse radish peroxidase, HRP)构建了检测敌

敌畏和甲基对硫磷的 AChE/ChOx/HRP 三酶响应体系。在

HRP 催化下, H2O2 与邻苯二胺反应生成 2,3-二氨基吩嗪。

利用后者吸收光谱与氮掺杂碳点发射光谱之间的光谱重叠, 
建立了依赖于 IFE 的双发射比率荧光检测方案。将其应用

于敌敌畏和甲基对硫磷检测中, 检出限分别为 2.14 μg/L和

47 μg/L。实验结果进一步证实, AChE/ChOx/HRP 三酶响应

体系对水、生菜等样品基质中敌敌畏和甲基对硫磷的分析

效果良好, 检测结果与气相色谱-质谱法一致。虽然多酶级

联体系具有高选择性和信号放大的优势, 但多种酶之间最

适条件的不同使检测系统面临 pH、温度等条件的严格限

制。目前文献中报道的多酶体系以 AChE/ChOx 组合及

H2O2 响应为主, 化学性质活跃的 H2O2 容易受到外部环境

干扰, 样品基质中的抗氧化成分也是影响结果准确性的潜

在因素。 

3  基于生物酶靶向小分子荧光探针的检测方法 

小分子荧光探针是一种将分子水平的特定化学刺激

转化为荧光信号的有机化合物, 其与目标酶结合并发生

特异性催化后, 能够导致荧光光谱或量子产率明显变化, 
通过监测荧光信号强度可以实现高信噪比和高灵敏度的

分析[87‒88]。从结构组成与作用功能角度分析, 小分子荧光

探针一般由识别基团、荧光基团和桥联基团 3 部分组成

(图 2)[89‒90]。其中, 识别基团是决定荧光探针特异性和亲和

力的关键部位, 往往需要基于检测目标活性位点的空间结

构设计而获得, 此外, 还可以在识别基团附近引入不同取

代基或电荷增加荧光探针对细胞器或生物组织的特异性。

荧光基团一般由含有共轭π键的刚性平面组成, 可以在特

定的激发光作用下产生荧光发射, 此外荧光基团还与激发

和发射波长、光稳定性、量子产率、抗光漂白能力等光学

性质有关[91]。桥联基团是用于连接荧光基团与识别基团的

支架结构, 部分探针中通过引入自焚支架以分隔荧光基团

与识别基团, 防止较大的空间位阻干扰识别基团与酶活性

口袋的特异性结合, 进而提高催化效果[92]。 
 

 
 

图 2  荧光探针的一般结构 

Fig.2  General structure of fluorescent probes 
 

小分子荧光探针的使用, 实现了细胞水平生物酶活

性可视化和动态生物过程监测, 显著提高了细胞、组织甚

至动物活体中生物酶活性分析和监测的灵敏度[93‒94]。目前, 
小分子荧光探针主要应用于组织成像、疾病诊断、生命医

学等领域[95‒97]。本小节主要对近期用于农药残留快速检测

的 AChE 靶向小分子荧光探针的研究进展进行介绍, 主要

关注探针的结构设计、检测性能等方面内容。 
由于 AChE 在毒物检测、医疗健康、药物开发等领域

的重要作用, 尤其可以利用对 AChE 的活性抑制实现目标

化合物的量化评估, 因此研究者们已经开发了多种用于生

物成像与活性分析的 AChE 靶向荧光探针(表 3)。WU 等[98]

在深入研究 AChE 及常见干扰酶对底物识别的特点下, 选
择 N,N-二甲基氨基甲酸酯结构作为特异响应基团, 构建了

一种高选择性靶向 AChE 的荧光探针。通过在响应基团邻

位引入甲基化铵基, 荧光探针 P10 表现出对 AChE 的高选

择性与高灵敏度, 其催化水解不受丁酰胆碱酯酶和羧酸酯

酶(carboxylesterase, CES)的干扰, 其与 AChE 反应后触发

自焚支架的 1,6-重排消除, 从而释放试卤灵荧光团。P10



第 1 期 吴正浩, 等: 荧光方法在酶抑制农药残留快速检测中的研究进展 35 
 
 
 
 
 

 

在人原代胶质母细胞瘤的模型细胞实验中表现出良好的细

胞通透性, 将其应用于小鼠离体器官还实现了不同大脑皮

层间 AChE 表达量差异的可视化标记。YAO 等[99]使用相同

的识别策略, 基于靶向探针 BDFA 建立了用于血液样本

AChE 活性的分析方法, 可有效区分 OPs 和 CMs 引入前后

不同 AChE 活性的血液, 且分析结果与 Ellman 法结果相一

致。该探针合成简单、无需复杂的纯化步骤, 对 AChE 的

检测范围和检出限分别为 0.0045~1.0 U/mL 和 4.5 mU/mL。

GUO 等[11]认为单一酶靶向的农药残留检测方法容易受到

靶标结构多样性的限制。为了解决这一问题, 他们创新性

地通过分子模拟技术确定了丝氨酸水解酶识别空腔的重叠

区域, 并据此开发了一款多酶靶向荧光探针 3CP 用于农药

残留的原位实时分析。3CP 可以同时对 6 种酶产生响应, 包
括 AChE、CES1、CES2、丁酰胆碱酯酶、糜蛋白酶和猪肝

酯酶, 探针分子中的丙酸酯基团被水解后释放出具有 AIE
发光特性的荧光团, 导致 510 nm 处显著的荧光增强。在最

适条件下, 基于 3CP的响应体系可检测到 1.14 pg/L的敌敌

畏和 0.24 μg/L的甲萘威, 并在生菜样品加标实验中具有满

意的回收率。同时, 作者基于农药对电压和配体门控离子

通道的抑制原理, 利用 3CP 首次实现了拟除虫菊酯类农药

的快速检测, 该研究为多酶响应探针构建与菊酯类农药农

药残留检测领域开辟了新的思路。 

 
表 3  已发表的 AChE 靶向小分子荧光探针及其应用 

Table 3  Overview of published AChE-targeted fluorescent probes and their applications 

探针结构 
检测 AChE 活性

的检出限 
Km 应用领域 农药名称 检出限 参考文献

 

11.48 µg/mL 51 μmol/L
细胞成像;  

斑马鱼成像; 
农药分析(生菜)

敌敌畏;  
甲萘威 

5.61 μg/L; 
3.46 μg/L [11] 

 

0.32 µg/mL 6.40 μmol/L
农药分析(青椒、

樱桃番茄) 

甲胺磷;  
敌敌畏;  
克百威;  
灭多威 

30 μg/L;  
0.2 μg/L;  
20 μg/L;  
50 μg/L 

[12] 

 

0.00147 U/mL 4.28 μmol/L
农药分析(甜菜、

生菜、胡萝卜)

敌敌畏;  
克百威;  
毒死蜱;  
甲胺磷 

0.0186 μg/L; 
2.20 μg/L; 
12.3 μg/L; 
13.6 μg/L 

[13] 

 

0.017 U/mL 4.87 μmol/L
细胞成像;  
小鼠成像;  
组织成像 

/ / [98] 

 

0.0045 U/mL / 
血液中 AChE 活

性检测 
/ / [99] 

 

0.36 U/mL 141 μmol/L
细胞成像;  
小鼠成像 

/ / [100] 

0.1173 U/mL 25.36 μmol/L
细胞成像;  
斑马鱼成像 

/ / [101] 
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表 3(续) 

探针结构 
检测 AChE 活性

的检出限 
Km 应用领域 农药名称 检出限 参考文献

 

0.21 U/mL 85 μmol/L
细胞成像;  
小鼠成像 

/ / [102] 

 

0.2 U/mL / 
细胞成像;  
血液分析 

/ / [103] 

 

0.17 U/mL / 
细胞成像;  
斑马鱼成像 

/ / [104] 

 

0.127 U/mL / 
细胞成像;  
组织成像;  
斑马鱼成像 

/ / [105] 

 

0.009355 U/mL / 
细胞成像;  
小鼠成像;  
组织成像 

/ / [106] 

 

0.13 U/mL 20.26 µmol/L
细胞成像;  
斑马鱼成像 

/ / [107] 

 

0.1 U/mL 69 μmol/L 细胞成像 / / [108] 

注: Km 为米氏常数。 
 

在酶抑制荧光检测中引入生物酶靶向小分子荧光探

针, 实现了 AChE 活性的直接荧光响应, 有效避免前述响

应方式中环境因素干扰荧光材料对酶解产物的识别过程, 
提高了检测的准确性和可靠性。然而, 部分实际样品基质

成分的存在可能降低生物酶靶向小分子荧光探针的稳定性, 
导致探针提前水解并引起相应荧光信号的变化, 产生假阴

性检测结果。因此在推进酶抑制荧光检测方法的实际应用

过程中, 需通过结构修饰或降低干扰位点等方法降低基质

成分对检测结果的影响。 

4  结束语 

基于 AChE 活性抑制的农药残留快速检测方法, 是保

证农产品质量安全的重要筛查手段。荧光检测方法的引入, 
是解决常规酶抑制法灵敏度缺陷的可靠途径。现有文献大

多依赖有机荧光团或纳米材料响应 AChE 酶解产物的方式

产生信号, 额外引入的生物酶和化学材料削弱体系的稳定

性和抗干扰能力。生物酶靶向荧光探针为酶抑制荧光检测

发展提供了新思路, 可大幅提升其检测性能。虽然已经有

文献报道了部分关于酶抑制荧光检测在农药残留分析中的

方法设计和研究进展, 但仍有一些问题阻碍其进一步的商

品化应用。 
目前, 农药残留的酶抑制荧光检测只能在自来水等

相对简单的样品基质中实现目标物的准确分析, 基质成分

不仅影响酶活性, 还通过影响荧光信号分子的稳定性产生
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干扰, 因此需要优化信号发生系统, 降低样品基质成分对

荧光信号分子或信号产生过程的影响, 提高检测方法的可

靠性。酶抑制法可以同时对有机磷、氨基甲酸酯类农药产

生响应, 满足广泛的农药筛查需求同时, 但面临着目标物

分辨能力不足的缺点, 将其与分子逻辑门、智能算法、机

器学习等技术深度融合, 在保证酶抑制法高通量检测能力

的同时, 提高对不同农药的智能化分辨水平。现有文献报

道的方法大多依托实验室展开, 通过开发自动化一体式分

析设备, 能够提高酶抑制法检测效率、降低实验人员之间

的操作误差。发展绿色化学是大势所趋, 目前的酶抑制法

对检测样品仍具有 μL 或 mL 级的体积要求, 在方法设计中

引入微流控芯片为主的多功能检测平台, 可以降低检测成

本和操作难度, 减少对化学试剂和样品量的使用需求, 进
一步挖掘酶抑制法的检测性能和应用潜力, 为农产品质量

安全提供技术支撑。 
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