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开放性实验：ＱｕＥＣｈＥＲＳ 联合荧光衍生法检测莠去津

及其对酶活性的影响
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（兰州大学化学化工学院， 甘肃 兰州 ７３００００）

摘要：莠去津是三嗪类农药的代表，其不仅能干扰生物正常生理活动，还可通过诱发氧化应激对植物体造成明显的

毒性作用。 因此，莠去津的定量检测和毒性机理研究对保证食品安全和维持植物正常生长十分重要。 本实验建立

了一种 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 和荧光衍生结合的策略，实现了实际样品中莠去津的快速灵敏定量检测。 该策略具有选择性

好、灵敏度高和操作简单的优点。 此外，通过酶活性考察与分子对接探究了莠去津对过氧化氢酶活性的影响，实现

了莠去津的毒性机理探究和分子层面验证。 通过两部分工作的有机结合，回答了“为什么测”“怎么测”“原理是什

么”的问题。 本实验涉及样品前处理、光谱和分子对接的相关知识，使用的仪器在高校中普及程度较高，十分适合

作为开放性实验进行实验教学。 同时，本实验力图通过全方位实验操作、理论结合和应用研究，使学生充分了解分

离材料、荧光衍生试剂的选择与应用、分析仪器的检测原理、酶的使用和分子对接相关原理及应用范围。 该实验不

仅有助于增强学生关注民生、注重分析化学理念和操作规范意识，还能指导学生初步掌握科学研究的思维方法并

提升解决实际问题的综合能力。
关键词：开放性实验；ＱｕＥＣｈＥＲＳ；荧光检测；莠去津；过氧化氢酶；分子对接
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　 　 莠去津（ａｔｒａｚｉｎｅ）又名阿特拉津，是一种三嗪

类除草剂，能通过竞争性占据质体醌在 Ｄ１ 蛋白上

的结合位点，阻碍光系统的电子有效传递，进而使植

物光合作用无法正常进行。 同时，这些过剩的电子

又会导致三线态叶绿素和单线态氧的形成，损伤细

胞内的生物活性分子，进而杀死细胞，实现除草的功

能［１－３］。 由于成本较低、除草效果优良，莠去津已被

广泛用于各类粮食作物（例如玉米、高粱、甘蔗等）
的田、牧场及果园出苗前和出苗后阔叶杂草、禾本科

杂草和藻类的去除［４］，一举成为全球第二常用的除

草剂［５］。 然而，多个研究表明，作为一种环境内分

泌干扰物（ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｄｉｓｒｕｐｔｏｒ），莠
去津不仅会影响肠道微生物［６，７］、生殖功能［８－１１］、器
官发育［１２］、免疫系统［１３］和神经系统［１４］等，其还可通

过生物累积造成内分泌系统毒性，甚至引发癌

症［１５－１７］。 因此，莠去津的检测对于维护国民生命健

康和食品安全十分重要。
　 　 在现有检测技术中，色谱⁃质谱联用技术因定量

准确、灵敏度高且能同时检测多个组分，成为莠去津

等物质定量检测常用的方法之一［１８，１９］。 然而，该方

法通常具有时间成本高、前处理复杂和易受样品基

质影响等不足。 因此，为了避免上述所提到的问题，
对实际样品进行一定的前处理，以减少基质效应的

影响和缩短检测时间是十分必要的。 根据 ２０２０ 版

《中华人民共和国药典》，在农药残留分析中，主要

有三类样品前处理方法，即直接提取法、ＱｕＥＣｈＥＲＳ
法和固相萃取法。 其中，ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法因具有快

速、简便、经济、高效、耐用、安全的特点，从 ２００３ 年

起，就广泛应用于各种物质的前处理［２０－２２］，并已成

为分析化学家协会（ＡＯＡＣ ２００７􀆰 ０１）和欧洲标准化

委员会（ＥＮ １５６６２⁃２００８）的官方指定标准。 同时，
在国家标准中，ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法也用于莠去津的定量

测定（ＧＢ ２３２００􀆰 １１３⁃２０１８）。 此外，该方法还可以

灵活地与其他分析检测方法联用，实现复杂体系中

目标物的快速定量检测。 因此，结合 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法

发展一种选择性好、成本低、灵敏度高且操作简便的

莠去津定量检测方法非常重要。
　 　 莠去津还会对人体和动物造成不同程度的伤

害。 莠去津可通过诱发氧化应激对植物造成明显的

毒性作用，并使其出现不同程度的抗毒性反应。 因

此，莠去津的毒性研究和机理考察对于深入分析其

生理功能和保证动植物正常生理活动十分重要。 研

究表明，植物会对莠去津产生的毒性做出抗毒性调

节，而其抗性很大程度上来自酶类抗氧化防御系统

的作用［２３－２５］，该系统常见的参与者包括过氧化氢酶

（ｃａｔａｌａｓｅ， ＣＡＴ）等。 例如，随着莠去津浓度的增

加，玉米机体中的过氧化氢含量增加，为了应对氧化

应激，植物体中过氧化氢酶等的含量和活性显著增

加以清除机体中的活性氧［２６，２７］。 此外，美洲狼尾草

长期（＞２８ 天）暴露于一定浓度的莠去津时，植物体

内过氧化氢酶等的活性会发生变化［２３］。 所以，研究

莠去津引起的抗氧化酶活性增强机制，可以为检测

莠去津与其生理功能研究提供理论依据。
　 　 本实验建立了一种 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 和荧光衍生结

合的策略，实现了实际样品中莠去津的快速灵敏定

量检测。 通过酶活性考察与分子对接探究了莠去津
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对过氧化氢酶活性的影响。 在该开放性实验的过程

中，学生通过查阅文献，首先可以了解莠去津的样品

前处理方法、荧光检测法和酶活性检测法的优缺点

和相关理论知识，并设计相关实验和操作方法，实现

莠去津的快速分离、定量检测和酶活性研究。 其次，
通过分子对接从理论计算层面验证了实验的相关结

果和物质之间的相互作用。 在实验过程中，学生不

仅能将溶液配制、前处理、化学衍生方法和常用分析

仪器的基本操作有机结合起来，还能亲身操作相关

分析仪器、计算化学软件和生物化学的相关试剂设

备，并进行实验数据的处理和分析。 这种方式将实

验技能训练与科学研究方法结合起来，有助于培养

学生的综合实验能力和创新思维。

１　 实验部分

１．１　 莠去津定量方法及原理

　 　 莠去津自身没有荧光，使用 ２⁃氰乙酰胺作为荧

光报告基团在碱性介质和高温条件下进行莠去津的

衍生化，得到了具有荧光信号的荧光产物。
　 　 该衍生化反应的机理（图 １）如下：氨从氰基乙

酰胺亚甲基上夺取一个质子形成碳负离子中间体，
中间体进攻莠去津中三嗪环上与氯原子相连的碳，
生成的中间体经过重排得到具有荧光的化合物［２８］。

图 １　 莠去津荧光衍生反应示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｔｒａｚｉｎｅ

１．２　 主要仪器与试剂

　 　 紫外光谱仪（Ｔ７００，北京普析通用仪器有限责

任公司）；荧光光谱仪（ＲＦ⁃５３０１ ＰＣ，岛津企业管理

（中国）有限公司）；离心机（Ｈ１８５０，湖南湘仪实验

室仪器开发有限公司）。
　 　 氢氧化钠和氯化钠（天津市大茂化学试剂厂）；
柠檬酸二钠（倍半水合物）（＞９８％，梯希爱（上海）化
成工业发展有限公司）； ＰＳＡ 和 ＧＣＢ（４０ ～ ６０ μｍ，
天津市津杨化工厂）；莠去津（９７％，天津市希恩斯生

化科技有限公司）； ２⁃氰乙酰胺和过氧化氢酶（≥

２００ ０００ Ｕ ／ ｇ，上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；
磷酸二氢钾、硫酸镁（≥９８．０％ ，国药集团化学试剂

有限公司）；无水甲醇、乙腈和氨水（成都市科隆化

学品有限公司）。
　 　 将 ０􀆰 ０５ ｇ 莠去津标准品溶解在适量无水甲醇

中，用无水甲醇定容至 １００ ｍＬ，得到 ５００ μｇ ／ ｍＬ 莠

去津标准储备液；用甲醇稀释莠去津标准储备液，配
制不同质量浓度的莠去津标准溶液。
　 　 取 １００ μＬ ２００ ０００ Ｕ ／ ｇ 的过氧化氢酶原液，用
超纯水定容至 １０ ｍＬ 容量瓶中，配制得到酶储备

液；取 ５００ μＬ 酶储备液，用超纯水定容至 １０ ｍＬ 容

量瓶中，配制得到酶反应液。
１．３　 实验步骤

１．３．１　 样品前处理

　 　 称取 ４ ｇ 硫酸镁、１ ｇ 氯化钠、１ ｇ 柠檬酸钠、０􀆰 ５
ｇ 柠檬酸二钠（倍半水合物）分别置于 １０ ｍＬ 离心

管中，得 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 盐包；称取 １ ２００ ｍｇ 硫酸镁、
２００ ｍｇ ＰＳＡ、２０ ｍｇ ＧＣＢ 分别置于 ５０ ｍＬ 离心管

中，得 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 净化管。 称取 ５０ ｇ 购于本地超

市的葡萄样品并充分研磨后，将 １０ ｇ 葡萄浆液置于

５０ ｍＬ 离心管中。 分别在不同离心管中加入不同体

积（０、５０、１２５、２５０ μＬ）的 ２０ μｇ ／ ｍＬ莠去津标准溶

液，标注相应编号。 再用移液枪向各离心管中加入

１０ ｍＬ 乙腈，置于涡旋振荡仪上，振荡 ３０ ｓ，静置 １０
ｍｉｎ 后得到萃取液。
　 　 向盛有葡萄浆液的 ５０ ｍＬ 离心管中加入上述

ＱｕＥＣｈＥＲＳ 盐包和 １ 颗陶瓷均质子，盖上离心管

盖，置于涡旋振荡仪上，振荡 １ ｍｉｎ，置于离心机中，
于 ４ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 ５ ｍｉｎ。 然后用移液枪吸取 ８
ｍＬ 上清液并置于净化管中，于涡旋振荡仪上振荡 １
ｍｉｎ，并再次将其置于离心机中，于４ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离

心 ５ ｍｉｎ。 离心结束后，用 ５ ｍＬ 注射器吸取 ５ ｍＬ
上清液，用过滤头过滤至 １０ ｍＬ 离心管中，置于氮
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吹仪上，于 ５０ ℃水浴氮吹至干燥。
　 　 在进行实际样品加标回收率检测时，在氮吹后

的实际样品提取物中加入 ３ ｍＬ １􀆰 ０％ ２⁃氰乙酰胺

溶液和 １ ｍＬ １２􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 氨水，并根据定量后的结

果计算加标回收率。
１．３．２　 莠去津的定量检测

　 　 向 ５０ ｍＬ 锥形瓶中加入 ３ ｍＬ １􀆰 ０％ ２⁃氰乙酰

胺溶液、 １ ｍＬ １２􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 氨水和不同体积 （ ０、
１２􀆰 ５、２５、５０、２５０、６２５ μＬ）的 ２０ μｇ ／ ｍＬ 莠去津溶

液。 随后将锥形瓶置于沸水浴中（通风橱内）敞口

加热 １５ ｍｉｎ。 加热结束后，取出锥形瓶，冷却至室

温。 将冷却好的溶液转移至 １０ ｍＬ 比色管中，用蒸

馏水润洗锥形瓶 ２ ～ ３ 次，将润洗液合并至比色管

中，用蒸馏水定容至 ５ ｍＬ。 设置激发波长 λｅｘ 为

３３０ ｎｍ，发射波长 λｅｍ为 ３７６ ｎｍ，狭缝宽度分别为 ５
ｎｍ（激发）和 １０ ｎｍ（发射），分别测量各溶液的荧

光强度（ＦＩ）。 以各溶液中莠去津含量为横坐标，荧
光强度为纵坐标绘制工作曲线。
１．３．３　 过氧化氢酶活性研究

　 　 进行过氧化氢酶研究时，向 ５ ｍＬ 离心管中依

次加入相应体积的 ５ μｇ ／ ｍＬ 莠去津溶液（０、０、５０、
１００、２００、５００、１ ０００ μＬ）、５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸缓冲液

（２ ８００、２ ７００、２ ６５０、２ ６００、２ ５００、２ ２００、１ ７００ μＬ）
及 １００ μＬ 酶反应液（第一组除外），并将离心管置

于 ２５ ℃恒温水浴中，恒温孵育 ４０ ｍｉｎ。 孵育结束

后，在各离心管中加入 ２００ μＬ Ｈ２Ｏ２ 溶液，反应 ５
ｍｉｎ 后，在紫外分光光度计上测定 ２４０ ｎｍ 处的吸光

度，绘制过氧化氢酶酶活性（以 ΔＡｎ ＝ Ａ１ －Ａｎ 来表

示）随莠去津浓度变化的曲线。 其中 Ａ１ 为体系的

初始紫外吸收强度，Ａｎ 为酶孵育后体系的紫外吸收

强度，ΔＡｎ 为体系的初始紫外吸收强度与酶孵育后

体系的紫外吸收强度的差值。
１．３．４　 分子对接实验

　 　 使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ 软件指定莠去津的扭转

和可旋转键。 后从蛋白质数据库中（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｒｃｓｂ）下载过氧化氢酶的晶体结构，并用 ＰｙＭＯＬ 软

件除去其中的原始配体、 水和其他原子， 再用

ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ 软件给过氧化氢酶添加氢原子，计
算总电荷。 使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 进行莠去津和酶的

半柔性对接。 选择莠去津的最佳构象与酶进行对接

结果分析，用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ４􀆰 ５ 和 ＰｙＭＯＬ 对对

接结果进行可视化分析。

２　 结果与讨论

２．１　 莠去津含量的荧光线性相关性

　 　 荧光强度检测结果可以看出，衍生后的莠去津

具有非常好的荧光线性相关性，其在 ３７６ ｎｍ 处的

荧光强度随莠去津浓度的增加而增强，在 ０􀆰 ０５～２􀆰 ５
μｇ ／ ｍＬ 范围内，所得线性方程为 ｙ ＝ ６５􀆰 ７９７ｘ ＋
２５􀆰 ４９３， Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ９（其中 ｘ 是莠去津的含量，单位

为 μｇ， ｙ 为荧光强度的信号值，Ｒ２ 为线性相关系

数）。 此外，本方法检出限（ＬＯＤ， Ｓ ／ Ｎ＞３）为 ０􀆰 ０４５
ｎｇ ／ ｍＬ，定量限（ＬＯＱ， Ｓ ／ Ｎ＞１０）为 ０􀆰 １５１ ｎｇ ／ ｍＬ，
定量限满足国标中规定的莠去津最低残留限量检测

需求，因此可用于蔬果、谷物等食品中莠去津的定量

检测。
２．２　 实际样品检测

　 　 用所建立的方法进行一批次葡萄样品中莠去津

的定量检测，并进行了加标回收试验（表 １）。 根据

所建立的方法，在葡萄样品中未检出莠去津，得到加

标回收率为 １０１􀆰 １％ ～１１１􀆰 ７％，说明所建立的方法具

有一定的可靠性。
表 １　 实际样品测定及加标回收结果（ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅａｌ ｓａｍｐｌｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ （ｎ＝３）

Ｓａｍｐｌｅ Ｓｐｉｋｅｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ａｔｒａｚｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／
％

１ ０ － －
２ ０．０２ ０．０２５ １１１．７
３ ０．０５ ０．０５６ １０６．７
４ ０．１０ ０．１０４ １０１．１

２．３　 过氧化氢酶活性研究

　 　 为了研究莠去津诱发氧化应激对植物造成的明

显毒性作用，我们使用过氧化氢酶来研究其与酶活

性的关系。 结果如图 ２ 所示，过氧化氢酶的活性随

莠去津含量的升高而逐步降低。 出现这种变化的原

因是由于过氧化氢在 ２４０ ｎｍ 的波长下有强烈的吸

收，而过氧化氢酶能使过氧化氢分解使其浓度降低，
吸光度下降。 因此，通过测量一定时间内过氧化氢

酶在 ２４０ ｎｍ 处的吸光度变化来检测其活性。
　 　 为了进一步验证该结果，我们通过分子对接模拟

了过氧化氢酶与莠去津的相互作用。 根据分子对接

结果，ＨＥＭ（过氧化氢酶的天然配体）的对接评分为

－１４􀆰 ７７９，而莠去津的对接评分为－８􀆰 ０７４。 与过氧化

氢酶的天然配体 ＨＥＭ 相比，过氧化氢酶与莠去津有

更强的相互作用。 因此，过氧化氢酶活性的降低是由
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图 ２　 莠去津总量与过氧化氢酶活性的关系

Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ
ａｔｒａｚｉｎｅ ａｎｄ ｃａｔａｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

于结合位点被莠去津占据造成的。 此外，我们选择了

莠去津的最佳构象与酶进行了可视化分析，结果如图

３ 所示，二者的结合位点在天冬酰胺残基处与莠去津

具有强的氢键相互作用。 该结果可从理论计算层面

验证莠去津与过氧化氢酶的相互作用。

图 ３　 莠去津与过氧化氢酶对接的（ａ）二维和（ｂ）三维区域图
Ｆｉｇ． ３　 （ａ） ２Ｄ ａｎｄ （ｂ） ３Ｄ ｒｅｇｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ａｔｒａｚｉｎｅ

ｄｏｃｋｉｎｇ ｗｉｔｈ ｃａｔａｌａｓｅ

３　 实验开展

３．１　 实验时间安排与反馈

　 　 该实验的开展，可分为以下几个部分：试剂的配

制（０􀆰 ５ 学时）、定量方法的建立（１ 学时）、样品前处

理（１􀆰 ５ 学时）、实际样品检测（１ 学时）、过氧化氢酶

活性研究（１􀆰 ５ 学时）和实验结果讨论与总结（１􀆰 ５
学时）。 如需进一步拓展实验内容，可结合分子对

接实验与结果分析（１ 学时）。 实验使用的仪器在高

校中普及程度高，实验成本低（每人约 ９ 元），符合

本科生教学的要求。
　 　 在实验结束后，调研结果显示学生们对该创新

实验充满兴趣。 学生们表示，ＱｕＥＣｈＥＲＳ 和荧光衍

生结合的策略具有强的创新性，可为其他目标物质

检测提供新的思路。 使用分子对接从理论角度进行

机理分析也具有新颖性，是学科发展和研究的前沿

内容。 此外，通过调研前沿文献，学生们开阔了视

野，并且数据分析能力和仪器操作技能等都得到了

提高。 他们的实验设计能力和创新思维也得到了锻

炼。 这些反馈表明，将学科前沿知识引入实验教学，
对提升学生的综合能力非常有益。
３．２　 实验注意事项

　 　 要在规定学时内完成本实验，需要注意以下事

项：（１）在进行 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 处理时需要注意氮吹仪

出气量的大小；（２）进行莠去津的衍生时需要注意

混合物的混匀情况；（３）进行紫外吸光度检测时需

要将比色皿清洗干净；（４）实验涉及有机反应，需要

进行合理的实验防护；（５）在使用大型仪器时应注

意操作规范。

４　 结论

　 　 本创新实验以农残为主题，建立了一种 ＱｕＥＣｈ⁃
ＥＲＳ 和荧光衍生结合的策略，实现了实际样品中莠

去津的快速灵敏定量检测，并通过酶活性考察与分

子对接探究了莠去津对过氧化氢酶活性的影响，研
究了农残与植物毒性的内在联系。 通过实验，学生

能够了解紫外和荧光光谱基本知识、衍生和分离富

集等样品前处理操作与原理、酶活测定和酶与物质

的相互作用基本研究方法（实验探索结合理论计

算）等；了解莠去津除草的生物学原理及植物应激

产生抗性的生物学机制等跨学科信息；认识并加深

“严把农残关”、实验相关操作、理论与实际相结合

等理念。 通过本实验，同学们完成并了解了实际样

品中农残测定的全过程，增强了团队协作能力；不仅

深刻意识到农残检测的重要性，促进了理论知识与

分析测试实践之间的有效互动，还提高了解决实际

问题的能力及实践创新能力。 最终达到激发学生对
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科学研究的兴趣、提高学生的动手操作能力、培养学

生勤于思考的科学精神和全面提升创新能力和综合

素质的目的，更有助于学生全面发展，为将来的科研

工作打下坚实基础。
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