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荧光探针自组装膜对久效磷农药的检测
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摘要 :  采用 CdSe 量子点作为荧光探针,将巯基丙酸稳定的 CdSe、聚二烯丙基二甲基氯化铵( PDDA)和乙酰

胆碱酯酶( ACHE) 通过静电吸引法, 层层组装到石英表面, 构建一种荧光性自组装多层膜 Quar tz/ PDDA/

CdSe/ PDDA/ ACH E/ PDDA.利用有机磷农药对乙酰胆碱酯酶的抑制机理, 成功地将自组装膜用于痕量久效

磷农药的检测.实验表明, 在乙酰胆碱酯酶被抑制 16 min, 底物乙酰胆碱浓度为 8. 8 mmol# L - 1的条件下, 该

膜对久效磷的检测限低至 48. 64 nmol # L - 1 .所构建的自组装膜稳定性较好、灵敏度较高, 可以再生使用.
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有机磷农药(OPS)杀虫效率高、易分解, 已成为最常用的一类农药.然而,这类农药却属于神经性毒

剂,能与胆碱酯酶( CHE)结合, 形成性质稳定的磷酰化胆碱酯酶,使酶失去活性,严重伤害人的神经功

能,甚至会导致死亡[ 1] .因此,如何快速有效地检测环境中的残留农药成为人们非常关心的问题.目前,

常用的农药残留检测方法包括色谱法、色谱2质谱联机法等
[ 224]

1 这些大型精密仪器检测结果准确、可靠,

但仪器价格昂贵、检测成本高、检测费时,且不能实现现场检测. 酶抑制法具有检测速度快、成本低,以及

无需复杂样品前处理过程等特点, 成为重要的快速检测方法.一般的酶传感器,其固定酶的方式大部分

采用包埋法和交联法,不利于回收且不能长久保持酶的活力.采用静电吸引的自组装法固定酶, 可以长

期保持酶的活性,具有制备简单、成本低、能再生使用等优点
[ 5]
.荧光性自组装膜在化学与生物传感方面

有广泛的应用前景[ 628] .本文主要制备量子点为荧光探针的自组装膜,并对久效磷农药进行检测.

1  实验部分

1. 1  仪器与试剂

Cary Eclipse 荧光分光光度计(美国 Var ian公司) ; Model 828酸度计(美国 Or ion公司)1 乙酰胆碱

酯酶,久效磷(美国 Sigma Aldr ich有限公司) ;乙酰胆碱(上海化学试剂有限公司) ;所用试剂均为分析

纯,实验用水由Milli2Q 基础型纯化水系统提供.

1. 2  实验方法

1. 2. 1  KHSe的制备  按照文[ 9]所述, 将 0. 2 mmol的 Se粉和 0. 4 mmol的 KBH 4 置于反应器中,加

入 2 mL超纯水,反应数小时, 底部黑色硒粉消失, 得到无色澄清溶液, 储存备用.

1. 2. 2  CdSe 量子点的制备  参照文[ 10]方法, 将 1. 6 mol的 CdCl2 # 2. 5H 2O和 2 mol的巯基丙酸溶

于 120 mL 超纯水中,用 1 mol # L - 1的 NaOH 调节 pH 值至 9. 6.将溶液置于三口烧瓶中,用高纯氮气

除氧 30 min.在剧烈搅拌下,向上述溶液中加入新制备的 KHSe溶液,煮沸回流 14 h并储存备用.

1. 2. 3  石英基底的预处理  将石英片切割成 1 cm @ 1 cm的方片,依次在超纯水、无水乙醇中超声清

洗 10 min1 然后,在 Piranha溶液(质量分数为 98%的H 2 SO4 与体积分数30% H 2O2 的体积比为 7B3)

中处理 10 min1 最后,用超纯水清洗, 氮气吹干.
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1. 2. 4  Quartz/ PDDA/ CdSe自组装膜的制备  将经上述预处理过的石英片放入 1 g # L - 1的聚二烯丙

基二甲基氯化铵( PDDA)溶液中30 min, 取出后用超纯水清洗,氮气吹干;将 Quartz/ PDDA膜浸泡在所

制备的 CdSe量子点溶液中组装 1 h,形成 CdSe量子点自组装膜, 然后用超纯水清洗, 氮气吹干,待用.

图 1  Quar tz/ PDDA/ CdSe/ PDDA/ ACH E/

PDDA 自组装膜组装示意图

F ig. 1  Establishment mechanism of

Quartz/ PDDA/ CdSe/ PDDA/ ACH E/ PDDA

1. 2. 5  Quartz/ PDDA/ CdSe/ PDDA/ ACHE/ PDDA 自

组装膜的制备  先将 Quartz/ PDDA/ CdSe 膜置于 1

mol # L
- 1
的 NaOH 溶液中浸泡 10 min, 然后用超纯水

清洗, 氮气吹干, 在膜表面再组装一层 PDDA. 将

Quartz/ PDDA/ CdSe/ PDDA 膜浸泡在每升 500 单位,

pH= 7. 7的乙酰胆碱酯酶磷酸缓冲液中 1 h. 为了防止

乙酰胆碱酯酶在膜表面的泄漏, 利用层层沉积方式, 在

最外层再组装一层 PDDA. 取出后用二次水冲洗干净,

氮气吹干,储存于 4 e 阴暗处. 组装示意图如图 1所示.

1. 3  实验机理

乙酰胆碱酯酶能催化水解乙酰胆碱生成乙酸, 底物的催化分解速度受乙酰胆碱酯酶活性的影响1

当底液中加入有机磷农药后, 酶的活性受到抑制, 底物乙酰胆碱催化水解的速度降低, 在相同的时间内

生成乙酸的量减小, 进而影响底液 pH 值的变化. 在 pH 值为 6. 0~ 9. 0, CdSe量子点的荧光强度随溶液

pH 值的降低发生猝灭,并与 pH 值的变化呈一定的线性关系1 因此,可以依据量子点荧光强度猝灭程

度的变化,计算酶活性损失即抑制率,从而间接检测农药残留量.

图 2  Quar tz/ PDDA/ CdSe/ PDDA/ ACH E/

PDDA 自组装膜荧光光谱表征图

F ig. 2 Surface fluorescence spectr a of

Quartz/ PDDA/ CdSe/ PDDA/ ACH E/ PDDA

2  结果与讨论

2. 1  自组装膜荧光光谱表征

将制得的 Quartz/ PDDA/ CdSe/ PDDA/ ACHE/ PDDA

自组装膜置于石英比色皿中,调整膜表面与入射光的夹角

为 50 b, 以保证最大限度的接受荧光信号且干扰最小1 分

别测定 Quartz/ PDDA, Quartz/ PDDA/ CdSe, Quartz/ PD2

DA/ CdSe/ PDDA/ ACHE/ PDDA 膜表面及 CdSe 溶液在激

发波长为 360 nm的荧光光谱, 结果如图 2所示.

由图 2可知, Quartz/ PDDA 没有荧光峰, Quartz/ PD2

DA/ CdSe 和 Quartz/ PDDA/ CdSe/ PDDA/ ACHE/ PDDA

膜表面可发射出 CdSe特性的荧光光谱,其发射波长在 564

nm处,和 CdSe溶液相荧光峰位置相同. 由此可证明, CdSe

已组装到石英表面上.

2. 2  自组装膜测定久效磷条件的选择

2. 2. 1  pH 值  乙酰胆碱酯酶在常温( 25 e ) , pH 值为 8时,其活性最高1 底液 pH 值范围的确定,还

受荧光探针量子点的 pH 值线性响应范围等因素的影响1 为此, 底液的 pH 值确定为 9左右.

2. 2. 2  乙酰胆碱浓度  将制备的 Quar tz/ PDDA/ CdSe/ PDDA/ ACHE/ PDDA 自组装膜置于 1 mL,

pH 值为 9左右的底液中,依次加入一定浓度的乙酰胆碱,反应完成后测得体系的荧光强度,结果如图 3

所示.图 3表明,随着乙酰胆碱的加入, 体系荧光强度逐渐降低;当乙酰胆碱浓度达到 7. 7 mmol # L- 1

时,荧光强度趋于稳定1 因此,选取乙酰胆碱浓度为 8. 8 mmol # L- 1 .

2. 2. 3  抑制时间  将传感器浸入含有久效磷浓度为 537. 6 nmol # L- 1的体系中, 酶传感器的活性将受

到抑制.随着抑制时间的延长,体系中 CdSe的荧光强度逐渐降低.当反应时间达到 16 min时,荧光强度

逐渐平稳,表明久效磷对乙酰胆碱酯酶的抑制时间为 16 min.因此,选择体系的反应时间为 16 min.

2. 3  自组装膜对久效磷的检测

将 Quartz/ PDDA/ CdSe/ PDDA/ ACHE/ PDDA 自组装膜置于 8. 8 mmol # L
- 1
乙酰胆碱, pH 值为
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图 3  不同乙酰胆碱浓度下的 Qua rtz/ PDDA/

CdSe/ PDDA/ ACHE/ PDDA 自组装膜荧光光谱

F ig. 3 F luorescent spectr a of Qua rtz/ PDDA/

CdSe/ PDDA/ ACH E/ PDDA exposed to

different concentr ation of ACH

9的底液中, 加入不同浓度的久效磷溶液, 充分反应 16

min, 膜/液界面荧光光谱如图 4( a)所示.

由图 4( a)可知,随着有机磷农药浓度的增加, 自组装

多层膜表面量子点的荧光强度猝灭程度不断减小,表明, 有

机磷农药对膜上的乙酰胆碱酯酶有很强的抑制作用. 抑制

百分率 In h的计算式为

In h = ( $I 0 - $I ) / $ I 01

其中: $ I 0= I - I 0 , $ I= I 1 - I i ; $I 0 , $I 是抑制前、后酶催

化分解底物获得的酶活性信号, I 是膜表面的初始荧光强

度, I 0 是加入一定的乙酰胆碱后测得膜表面的荧光强度, I i

是加入一定浓度久效磷充分反应后测得的膜荧光强度.

从图 4( a)可知,膜上乙酰胆碱酯酶的抑制率与久效磷

的浓度呈现良好线性关系,其线性方程为

In h = 1. 576 @10
6
C - 0. 021 561

其中: C为久效磷的浓度,检测下限是 48. 64 nmol # L - 1 , 而纯液相中基于 CdSe 为荧光探针的酶抑制

法,检测下限为 1. 472 Lmol # L- 1 ,灵敏度远低于 Quartz/ PDDA/ CdSe/ PDDA/ ACHE/ PDDA 自组装

膜对久效磷的检测. 与纯液相中相比,自组装膜检测久效磷的灵敏度提高了近 100倍.

将 Quartz/ PDDA/ CdSe自组装膜置于 8. 8 mmol # L - 1乙酰胆碱底液中, 加入等浓度的久效磷溶

液,充分反应 16 min,其荧光光谱如图 4( b)所示.

( a) Quartz/ PDDA/ CdSe/ PDDA/ ACH E/ PDDA 自组装膜     ( b) Quart z/ PDDA/ CdSe自组装膜

图 4  不同久效磷浓度下自组装膜的荧光光谱

Fig. 4  Fluorescent spectra of self2assembled multilayer s films exposed to monocrot ophos of different concentr ations

图 5  再生前后 Quartz/ PDDA/ CdSe/ PDDA/

ACH E/ PDDA 自组装膜的荧光光谱

F ig. 5 Fluorescence spectra of

regenerat ion before and after the

Quartz/ PDDA/ CdSe/ PDDA/ ACH E/ PDDA

由图 4( b)可知, 没有组装乙酰胆碱酯酶的膜在反应过

程中,荧光强度几乎没有变化;而组装了乙酰胆碱酯酶的膜

(图 4a) ,其荧光猝灭程度随着久效磷的增加逐渐降低. 说

明,乙酰胆碱酯酶已组装到膜表面上,且久效磷农药确实对

乙酰胆碱酯酶有抑制作用.

2. 4  传感器的可逆再生

有机磷农药抑制作用发生后, 酶的活性会被抑制.选择

22PAM作为乙酰胆碱酯酶复能剂, 将与农药作用过的自组

装膜置于质量分数为 2%的 22PAM溶液中,室温下浸泡 30

min, 可使固定化的酶得到活化,用磷酸缓冲液冲洗后可用

于下一次检测. 经过重生的自组装膜与初始状态的膜荧光

强度相比, 恢复了 88%左右,如图 5所示1 这表明,该自组

装膜多层膜具有较好的可逆再生性.
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3  结束语

通过静电吸引作用, 成功地将巯基丙酸稳定的 CdSe 量子点、乙酰胆碱酯酶层层组装在石英表面,

构建了一种以量子点为荧光探针的酶抑制传感器1 讨论自组装膜的组装条件,利用有机磷农药对乙酰

胆碱酯酶的抑制机理,成功检测痕量久效磷. 该方法具有制备方法简单、响应灵敏度高、可再生使用等优

点,对有机磷残留的检测具有良好的应用前景.
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Determination of Monocrotophos Based on Self2Assembled
Multilayer Films with Fluorescent Probes

YANG Guang2xin, SUN Xiang2ying, LIU Bin

( College of Materials Scien ce and E enginn ering, H uaqiao U nivers ity, Quanzhou 362021, China)

Abstr act:  A fluorescent self2assembled multilayer films ( Quar tz/ PDDA/ CdSe/ PDDA/ ACH E/ PDDA) was constructed

by putting32mercaptopropionic acid modified CdSe quantum dots ( QDs) , PDDA and acetylcholinester ase ( ACH E) onto

the qua rtz substrate alternately with the layer by layer assembly technique. And CdSe QDs on the films was used as fluo2

r escent probes. By the enzymat ic inhibit ion, the self2assembled multilayer films could be used to detect tr ace organophos2

phorus pest icides successfully. T his method was used to detect monocrotophos as low as 48. 64 nmol # L- 1 under the op2

er ate condit ions that , inhibition time was 16 minutes, substrat e concentr ation was 8. 8 mmol # L- 1 and the pH of sub2

str ate solution was about 9. 0. T he as2prepared mult ilayer films exhibited good regenerat ion, stability, and high sensitivi2

t y.

Keywords:  quantum dots; f luor escent probe; acetylcholinesterase; self2assembled multilayers films; organophosphorus

pesticide
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