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鸡血清丁酰胆碱酯酶与马血清丁酰胆碱酯酶对 

农药的敏感性的对比研究 
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摘要：测定鸡血清丁酰胆碱酯酶（butyrylcholinesterase，BChE）对农药的敏感性，为农药残留快速检测提供新的敏感酶源。本

文以马血清丁酰胆碱酯酶为对照，以碘化硫代丁酰胆碱为底物，采用 Ellman 法，研究了鸡血清丁酰胆碱酯酶的酶学性质及其对有机

磷和氨基甲酸酯类农药的敏感性，计算相关半抑制浓度（half-inhibitory concentration，IC50）。结果表明，两种 BChE 在 35 ℃、pH 8.0

时达到最佳的反应活性，无底物抑制效应，对毒扁豆碱敏感，对盐酸多奈哌齐相对不敏感；鸡血清 BChE 对敌百虫、克百威、灭多威、

速灭威、敌敌畏的 IC50值分别为 0.77、31.99、1.14、5.49、0.95 µmol/L；马血清 BChE 对这五种农药的 IC50值分别为 3.88、1.22、22.58、

24.18、5.46 µmol/L。除克百威外，鸡血清 BChE 对供试农药的敏感性均高于马血清 BChE。因此，鸡血清 BChE 具有较好的农药敏感

性，可以作为农药残留快速检测的候选酶源。 
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Abstract: The inhibition effect of butyrylcholinesterase (BChE) in the chicken serum to pesticide  was investigated, and new sensitive 

enzyme source to the quick examination of pesticide were provided. Taking the horse serum BChE for comparison, enzymology properties of 

the chicken serum BChE and its sensitivity to pesticides were studied by the colorimetric method of Ellman’s, and then the half inhibitory 

concentration value (IC50) was calculated. The results showed that both BChE reached their best reactivity at 35 ℃ and pH 8.0, no substrate 

inhibition effect was observed, and both were sensitive to physostigmine but relatively insensitive to donepezil HCL. The IC50 value for 

trichlorfon, carbofuran, methomyl, metolcarb, dichlorvos to the chicken serum BChE were 0.77, 31.99, 1.14, 5.49, 0.95 µmol/L, respectively, 

while the IC50 value for those five pesticides to horse serum BChE were 3.88, 1.22, 22.58, 24.18, 5.46 µmol/L, respectively. Thus, the chicken 

serum BChE has good sensitivity to pesticides and could be used as a candidate enzyme source for rapid detection of pesticide residues. 
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我国是一个农业大国，农药使用十分广泛且管理

困难，农产品农药残留超标的情况时有发生，迫切需

要发展适合基层监测监管的农药残留快速检测手段
[1~2]。酶抑制法具有操作简便、快速、灵敏度高、无需

昂贵的仪器设备等优点，特别适合基层现场检测，是 
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目前农药残留快速检测常用的方法[3]。酶抑制法的基

本原理是：在体外条件下，胆碱酯酶催化水解的功能

被有机磷或氨基甲酸酯类农药抑制，其抑制率与农药

的浓度存在良好的相关性。利用这一性质，在酶反应

实验时加入底物和显色剂观察测定颜色的变化，进而

判断有机磷及氨基甲酸酯类农药是否残留以及残留量

的多少[4~5]。 
酶抑制法是国内外农药残留快速检测的主要方法

之一，检测用酶是影响酶抑制法灵敏性和准确性的关

键因素，但目前国内外上市的酶抑制法检测产品如传
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感器、试纸条、快速检测仪等常用酶源基本上是来源

于家蝇、电鳗等物种的乙酰胆碱酯酶（ acetyl 
cholinesterase，AChE），而其他酶源研究利用较少[6~8]。

来自生态毒理学领域的研究表明，在某些物种中丁酰

胆碱酯酶对农药的敏感性优于乙酰胆碱酯酶[9]，但体

外农药敏感性的研究报道不多，且大多以马血清丁酰

胆碱酯酶为酶源进行研究开发[10]。尽管有作者报道了

其他物种的丁酰胆碱酯酶的农药敏感性，但并未与最

常用的马血清丁酰胆碱酯的农药敏感性作对比研究
[11]。不同来源的检测用酶分子结构存在一定差异，对

农药的选择性和敏感性有较大差别，因此在农药快速

检测的应用价值也不同。本研究在前期比较多种动物

血清丁酰胆碱酯农药敏感性的基础上，发现鸡血清丁

酰胆碱酯农药敏感性优于其它已报道的丁酰胆碱酯

酶。 
因此，本文采用鸡血清 BChE 作为实验酶源，以

马血清 BChE 作为对照酶源，同时测定并比较两种

BChE 对同种农药的敏感性，为鸡血清 BChE 进一步

研究和应用提供实验支撑，为评价其作为酶抑制法检

测用酶的候选酶源提供实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

鸡血清自制（新鲜鸡血，冷冻离心收集血清）；

马血清 BChE（CAS 9001-08-5，500U）购自 Sigma
公司。 

农药标准品：敌百虫（纯度≥99.1%）、克百威（纯

度≥98.3%）、灭多威（纯度≥98.7%）、速灭威（纯度

≥99.4%）、敌敌畏（纯度≥99.4%）均购自北京勤诚亦

信科技开发有限公司。 
碘化硫代丁酰胆碱、5, 5’-二硫代-2, 2’

二硝基苯甲

酸（DTNB）、考马斯亮蓝 G-250、牛血清白蛋白均购

自 Sigma 公司；毒扁豆碱敏感、盐酸多奈哌齐购自成

都曼斯特公司；其他试剂均为国产分析纯。 

1.2  仪器与设备 

高速冷冻离心机， centrifuge 5810R ，德国

Eppendorf 公司；电子天平，TB-214，北京赛多利斯

仪器有限公司；分光光度计，UV2600A，上海龙尼柯

仪器有限公司；酶标仪，infinite F200，瑞士 Tecan 公

司；超低温冰箱，Ultra Freeze 3410，丹麦 Heto 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  蛋白质含量的测定 

参照 Bradford（1976）的考马斯亮蓝 G-250 法[12]，

以牛血清白蛋白为标准样品。 
1.3.2  丁酰胆碱酯酶活力的测定 

酶活的测定方法参照V.Gorun改进的等Ellman法
[13~14]，作为底物的碘化硫代丁酰胆碱被 BChE 分解为

丁酸和硫代胆碱，硫代胆碱与 DTNB 作用，生成一种

黄色的络合物，在 410 nm 波长有吸收。以酶促反应

的初速度来确定酶活性。 
取 50 μL pH 8.0 磷酸缓冲液与 50 μL 酶液加入 96

孔板中混匀，35 ℃恒温保持 15 min，加入 100 μL 碘

化硫代丁酰胆碱（1 mmol/L）、100 μL DTNB (1 
mmol/L)，以不加底物的反应液作为空白对照，于 410 
nm 处测定其吸光度值，记录 10 min 内吸光度变化值，

每处理重复 3 次。以 L-半胱氨酸为标准样品与 DTNB
反应，制作标准曲线，根据标准曲线计算酶活。酶活

以每 g 鸡血清蛋白每 min 水解底物的 μmol 数计算。 
1.3.3  pH 对酶活性的影响 

分别在 pH 6.5、7.0、7.5、8.0、8.5、9.0 条件下，

35 ℃恒温反应，按照 1.3.2 方法测定酶活力，并以最

适反应 pH 下的酶活力作为 100%计算。每处理重复 3
次。 
1.3.4  温度对酶活性的影响 

分别在 25 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃、45 ℃，pH 8.0
条件下，按照 1.3.2 方法测定酶活力，并以最适反应温

度下的酶活力作为 100%计算。每处理重复 3 次。 
1.3.5  底物浓度对酶活性的影响 

配制不同浓度的底物溶液（1~250 mM），与酶液

反应，以不加酶液的反应液作为空白对照，按照 1.3.2
方法测定酶活力，以底物溶液为 1 mmol/L 下的酶活力

作为 100%计算。每处理重复 3 次。 
1.3.6  抑制剂对酶活性的影响 

在酶促反应体系中，分别加入 50 μL 2×10-4、

2×10-5、2×10-6 mol/L 毒扁豆碱、盐酸多奈哌齐溶液，

按照 1.3.2 方法测定酶活力，以不加抑制剂的酶活力作

为 100%计算。每处理重复 3 次。 
1.3.7  农药抑制时间对酶活性的影响 

用丙酮分别将五种农药配制成浓度为 2×10-1 

mol/L 的母液，用磷酸缓冲液（pH 8.0，0.1 mol/L）梯

度稀释，配制成 2×10-3、2×10-4、2×10-5、2×10-6、2×10-7、

2×10-8 mol/L 的反应浓度，-4 ℃储藏待用。 
分别取 50 μL 1×10-6 mol/L 敌百虫、2×10-6 mol/L

克百威、1×10-5 mol/L 灭多威、2×10-5 mol/L 速灭威、

1×10-6 mol/L 敌敌畏农药稀释液取代上述 1.3.2 酶活性

测定反应体系中的磷酸缓冲液，35 ℃保温抑制 3、5、
10、15、20、25、30 min 后，再加入 100 μL 碘化硫代



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2014, Vol.30, No.5 

丁酰胆碱、100 μL DTNB 混匀反应 10 min，以不加底

物和农药的反应液作为空白对照，以磷酸缓冲液代替

农药稀释液作为无农药抑制酶活对照（经多次实验，

丙酮小于 1%对胆碱酯酶活性无影响），于 410 nm 处

测定其吸光度值。每处理重复 3 次。计算酶的抑制率，

抑制率计算公式为： 

100%/
0

10 ×
−

=
A

AAH抑制率  

注：A0：无农药抑制时反应体系的吸光度；A1：有农药

抑制时反应体系的吸光度。 

1.3.8  农药对酶活性的抑制 

农药取 2×10-3、2×10-4、2×10-5、2×10-6、2×10-7、

2×10-8 mol/L 作为反应浓度，每个浓度取 50 μL 代替上

述1.3.2酶活性测定反应体系中的磷酸缓冲液。按1.3.7
方法计算酶的抑制率。 
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根据不同农药浓度对鸡血清 BChE 及马血清

BChE 抑制率 H，参照冯艳萍等[15]的计算方法，作出

-lgC 与 lg（H/1-H）曲线方程，分别计算出五种农药

对两种 BChE 的半抑制浓度 IC50值。 

2  结果与分析 

2.1  pH 对酶活性的影响 

pH 是影响酶活的主要参数之一，在 pH 6.5~9.0
的缓冲液中测定鸡血清 BChE 和马血清 BChE 的酶活

力，结果见图 1。由图 1 可知，在 pH 6.5~8.0 范围内，

随 pH 的升高，两种酶的酶活力均逐渐增加；pH 为 8.0
时，鸡血清和马血清 BChE 均达到最高酶活性；pH 超

过 8.0 之后，两种 BChE 酶活性随着 pH 值的升高而降

低。 

 
图1 pH值对BChE酶活力的影响 

Fig.1 Effect of pH on BChE activity 

2.2  温度对酶活性的影响 
由图 2 可知，鸡血清 BChE 和马血清 BChE 在

30~40 ℃时均表现出较高的酶活力，35 ℃时，酶活力

最高；高温和低温均抑制酶活力。 
2.3  底物浓度对酶活性的影响 

 
图2 温度对BChE酶活力的影响 

Fig.2 Effect of temperature on BChE activity 

 
图3 底物浓度对BChE酶活力的影响 

Fig.3 Effect of substrate concentration on BChE activity 

在底物浓度范围为1~8 mmol/L时，随着底物浓度

升高，BChE酶活力线性升高，其后酶活力缓慢增加；

马血清和鸡血清BChE酶酶活力分别在底物浓度超过

32 mmol/L和125 mmol/L后不再增加，但未出现过量底

物抑制效应（图3）。过量底物抑制效应是区分AChE和
BChE的特性之一。AChE具有过量底物抑制效应，BChE
无这一特性。 
2.4  抑制剂对酶活性的影响 

毒扁豆碱是总胆碱酯酶抑制剂，盐酸多奈哌齐是

AChE特异性抑制剂，两者对鸡血清BChE和马血清

BChE的抑制作用见图4。在供试浓度范围（10-6 
mol/L~10-4 mol/L），毒扁豆碱对酶活抑制率达到95%以

上；盐酸多奈哌齐在最大浓度（10-4 mol/L）时对鸡血

清BChE的抑制率仅12%，但对马血清BChE抑制率达到

80%左右，而10-6 mol/L盐酸多奈哌齐对两种血清BChE
抑制率均在10%以下。采用家蝇和电鳗的AChE进行实

验，10-6 mol/L盐酸多奈哌齐对酶活的抑制率均在80%
以上（本实验室未发表结果）。此结果进一步证明实验

所测鸡血清酯酶为BChE，且鸡血清BChE较马血清

BChE对抑制剂盐酸多奈哌齐的敏感性更低。 

2.5  农药抑制时间的选择 

由图5可知，在3~15 min范围内，随着农药抑制时
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间的延长，五种农药对鸡血清BChE和马血清BChE抑制

率均显著增加，15 min以后，农药对两种BChE抑制率

增长不显著，趋于平稳。因此选择15 min作为农药抑制

时间。 
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图4 胆碱酯酶抑制剂对BChE酶活力的影响 

Fig.4 Effect of inhibitors on BChE activity of Chicken Serum 

and Equine Serum 

注：a：鸡血清BChE，b：马血清BChE。 

2.6  不同浓度的农药对鸡血清 BChE 的抑制 

五种农药对鸡血清 BChE 抑制情况如图 6 所示。

在浓度为 10-3 mol/L，五种农药对两种 BChE 酶活均表

现出较强的抑制。而在浓度为 10-7 mol/L 和 10-8 mol/L
时，五种农药对两种 BChE 酶活抑制率在 20%以下。

在浓度为 10-4 mol/L~10-7 mol/L 范围内，随着农药浓度

的降低，对酶活性抑制下降，但不同农药对不同 BChE
的抑制表现出显著的差异。敌百虫、敌敌畏的抑制作

用较强，当浓度降低至 10-5 mol/L 时仍然对两种 BChE
具有 80%左右抑制。克百威和灭多威两种氨基甲酸酯

类农药对两种 BChE 的抑制呈现显著的差异，鸡血清

BChE 对灭多威比较敏感，而马血清 BChE 对克百威

较敏感。 
为了定量比较两种 BChE 对五种农药的敏感性差

异，我们选取抑制率范围为 90~20%作线性回归分析，

得出-lgC 与 lg(H/1-H)曲线方程。当所得曲线方程 Y=0
时，H=1-H，即抑制率 H=50%，可求出不同农药对两

种 BChE 的半抑制浓度 IC50，如表 1 所示。 

 

 
图5 农药抑制时间对BChE酶活力的影响 

Fig.5 Inhibitory effect of time on BChE activity 

注：a：鸡血清 BChE，b：马血清 BChE。 

 

 
图6 不同浓度的农药BChE的抑制 

Fig.6 Inhibitory effect of different pesticides on BChE activity 

注：a：鸡血清 BChE，b：马血清 BChE。 
从表 1 可知，农药浓度与抑制率的相关性均达到

了 0.98 以上，表明线性关系良好。生态毒理学中，常

用抑制中浓度 IC50来评价对农药的敏感性。IC50值越
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小，表明农药对 BChE 的抑制能力越强。我们根据曲

线方程求出 5 种农药对两种 BChE 的 IC50，由表 1 中数

据可知，鸡血清 BChE 对五种农药的敏感性从大到小

排列依次为：敌百虫>敌敌畏>灭多威>速灭威>克百

威；马血清 BChE 对五种农药的敏感性从大到小排列

依次为：克百威>敌百虫>敌敌畏>灭多威>速灭威。 
本次实验中测定敌百虫、克百威、灭多威、速灭

威、敌敌畏五种农药对鸡血清 BChE 的 IC50 分别为

0.77、31.99、1.14、5.49、0.95 μmol/L，同时也测定了

在同一条件下酶活力相当的马血清 BChE 对同种农药

的 IC50。结果表明，除克百威外，鸡血清 BChE 对其

余四种农药的敏感性均高于马血清 BChE 的敏感性。

且本次试验中测定的敌百虫、敌敌畏对鸡血清 BChE
的 IC50远低于李颖畅等[16]测定的敌百虫、敌敌畏对驴

血清 BChE 的 IC50 (0.179、0.124 mg/mL，即 695.28、
558.84 μmol/L)。因此，本研究结果为鸡血清 BChE 作

为农药残留快速检测用酶的候选酶源提供了实验依

据。 
本实验以未纯化的鸡血清作为实验酶源，其中混

有乙酰胆碱酯酶活性，但其催化酰胆碱底物的速率很

小[17]，不影响本研究结果。为进一步揭示鸡血清 BChE
的农药敏感性，我们将通过酶分离纯化，然后进一步

检测其对更多的有机磷农药及氨基甲酸酯类农药的敏

感性，促进鸡血清 BChE 在酶抑制法中应用。 
表1 鸡血清BChE与商品BChE对农药敏感性比较 

Table 1 The Comparison of BChE sensitivity between Chicken Serum and commercialization to five pesticides 

农药种类 酶种类 抑制率曲线方程 相关系数 IC50/(µmol/L) 

敌百虫 
鸡血清 BChE Y=-2.9771X+18.207 0.9964 0.77 

马血清 BChE Y=-2.4586X+13.304 0.9930 3.88 

克百威 
鸡血清 BChE Y=-1.9483X+8.7576 0.9816 31.99 

马血清 BChE Y=-2.2107X+13.074 0.9896 1.22 

灭多威 
鸡血清 BChE Y=-2.6051X+15.486 0.9980 1.14 

马血清 BChE Y=-2.2444X+10.428 0.9864 22.58 

速灭威 
鸡血清 BChE Y=-2.5567X+13.449 0.9915 5.49 

马血清 BChE Y=-2.3833X+11.002 0.9836 24.18 

敌敌畏 鸡血清 BChE Y=-2.8821X+17.359 0.9824 0.95 
马血清 BChE Y=-2.6707X+14.056 0.9948 5.46 

3  结论 

3.1  鸡血清BChE和马血清BChE具有相似的酶学性

质：两种 BChE 在 35 ℃、pH 8.0 时达到最佳的反应活

性；无过量底物抑制效应；对毒扁豆碱敏感。鸡血清

BChE 对盐酸多奈哌齐敏感，而马血清 BChE 相对不

敏感。通过敌百虫、克百威、灭多威、速灭威、敌敌

畏五种农药对两种 BChE 的酶活抑制率进行比较，发

现除克百威外，鸡血清 BChE 对其余四种农药的敏感

性均高于马血清 BChE 的敏感性。 
3.2  我国是农业大国，家禽饲养广泛、规模广大，鸡

血清成本低廉、来源丰富、便于收集，是提取 BChE
的可靠来源。鸡血清中丁酰胆碱酯酶含量丰富，农药

敏感性高，可作为酶抑制法检测用酶的候选酶源。 
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