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摘   要：土壤中污染物的生物有效性评估对于准确评价环境污染风险至关重要，而全细胞生物传

感器是此类评估的重要工具之一。本研究旨在使用新型全细胞生物传感器建立土壤中甲基对硫磷

(methyl parathion, MP)的检测方法。首先，使用筛选出的甲基对硫磷水解酶基因(methyl parathion 
degrading gene, mpd)和 pUC19 质粒骨架以及已有的特异性诱导元件 pobR 为材料，构建全细胞生物

传感器。然后，以 96 孔的酶标板为载体和以 5 种全细胞生物传感器为指示细胞，建立了土壤提取液

样品中甲基对硫磷的分析方法，并应用于实际测试和田间土壤样品中甲基对硫磷的检测。以检测性

能的最佳大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α/pMP-AmilCP 为例，其检测限为 6.21−6.66 μg/L，线性范

围为 10−10 000 μg/L。E. coli DH5α/pMP-RFP 和 E. coli DH5α/pMP-AmilCP 的方法用于分析土壤提

取液样品中甲基对硫磷的浓度，具有较好的检测性能。这种全细胞生物传感器方法有助于快速评

估土壤中甲基对硫磷的生物有效性强弱，从而有效判断有机磷农药甲基对硫磷对土壤的污染风险。 

关键词：全细胞生物传感器；甲基对硫磷；mpd 基因；检测；土壤  
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Abstract: The evaluation of the bioavailability of pollutants in soil is crucial to accurately 
assess the pollution risk, and whole-cell biosensor is one of the important tools for such 
evaluation. This study aimed to develop a novel whole-cell biosensor for the detection of methyl 
parathion in soil using. First, a whole-cell biosensor was constructed by the screened methyl 
parathion hydrolase mpd gene, the existing specific induction element pobR, and the pUC19 
plasmid skeleton. Then, the detection method of methyl parathion in soil extracts was 
established using 96-well microtiter plate as carrier and five whole-cell biosensors as indicator. 
The method was applied in the detection of methyl parathion in tested and field soil extracts. 
Taking E. coli DH5α/pMP-AmilCP with the best detection performance as an example, this 
biosensor had a detection limit of 6.21−6.66 µg/L and a linear range of 10−10 000 µg/L for 
methyl parathion in four soil extracts. E. coli DH5α/pMP-RFP and E. coli DH5α/pMP-AmilCP 
methods have good detection performance for the analysis of methyl parathion in soil extract 
samples. This biosensor method can help to quickly assess the bioavailability of methyl 
parathion in soil, and thus help to understand the risk of soil pollution caused by 
organophosphorus pesticide methyl parathion. 
Keywords: whole-cell biosensors; methyl parathion; mpd gene; detection; soil 

 
 

有机磷农药对土壤环境的污染是全球普遍

关注的问题[1]。筛查此类污染物并评估其在土

壤中的生物有效性，对于保护公众健康至关重

要，但这项研究仍然存在诸多挑战[2]。目前，

全细胞生物传感器(whole-cell biosensor)检测是

评价污染物在复杂介质中生物有效性的重要手

段[3-4]。全细胞生物传感器主要以功能性质粒和

模式微生物[如大肠杆菌(Escherichia coli)和毕

赤酵母(Pichia pastoris)等]构成[5-6]。功能性质粒

主要是由可特异性应答化合物的浓度变化的基

因调控元件和报告基因组成，已报道的基因调

控元件有 tetR 基因(四环素类抗生素)[7]、cdaR
基因 (3-羟基丙酸 )[8]、 lysR 基因 (莽草酸 )[9]和

gcdR (戊二酸)[10]等。由于现有的调控元件不能

满足环境介质中所有潜在的污染物检测的需

要，需寻找与目标污染物相关的调控基因元件，

构建特异性全细胞生物传感器，应用于污染物

的指示和监测[8,11-12]。目前，直接受有机磷农药

诱导的基因调控元件鲜有报道[13]。因此，通过

以上传统思路来构建有机磷农药的全细胞生物

传感器将会非常艰难。 
自发现有机磷农药应用于农业生产而产生
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污染危害后，科学家对有机磷农药相关微生物

菌种资源和降解代谢机理做了大量细致的研究

工作[14-15]，为有机磷农药的全细胞生物传感器

的开发提供不同的思路。目前，有机磷农药的

全细胞生物传感器所含有的关键功能性质粒主

要是由有机磷水解酶和基因调控元件(可被水解

产物诱导)构成，如对硫磷和对氧磷可被水解酶

opd 水解，其水解产物可诱导 dmpR[16]、capR[17]

和 phhR[18]等基因元件，使基因元件控制的报告

基因得以表达。已有文献报道有机磷农药甲基

对硫磷(methyl parathion, MP)可被水解酶 mpd
蛋白降解为对硝基酚[19-20]，而用于甲基对硫磷

检测的全细胞生物传感器的研究较为匮乏。本

实验室前期改进可特异性响应其降解产物(对
硝基酚)浓度变化的基因元件 pobR，构建了对

硝基酚的全细胞生物传感器以及检测方法，其

检测准确度高且背景值低[21]。因此，是否可以

筛选性能优异的甲基对硫磷水解酶 mpd，结合

pobR 基因元件，构建甲基对硫磷的全细胞生物

传感器，并应用于土壤中甲基对硫磷的检测？这

还有待进一步研究。此外，目前关于全细胞生物

传感器的研究，多以红色和绿色荧光蛋白作为主

要报告基因[22-23]。土壤样品中存在的某些有机

物(如腐殖质和有机酸等)的荧光吸收峰，可能与

某些荧光蛋白的荧光吸收峰重叠[24]，从而影响

全细胞生物传感器对土壤中有机磷农药检测的

精确度，因此这也是一个急需解决的难题。 
在本研究中，为了提高生物传感器对甲基

对硫磷的检测性能，对甲基对硫磷水解酶 mpd
基 因 进 行 筛 选 ； 使 用 不 同 类 型 质 粒 骨 架

(pUC19、pBR322 和 pET21a)，比较水解酶对甲

基对硫磷的水解能力上的差异。构建携带不同

报告基因(红色荧光蛋白 RFP、青色荧光蛋白

CFP、黄色荧光蛋白 YFP、绿色荧光蛋白 GFP
和紫色蛋白 AmilCP)的 5 类全细胞生物传感器，

比较不同报告基因在检测不同类型的土壤中甲

基对硫磷的性能优劣。使用全细胞生物传感器

建立以 96 孔板为载体的土壤提取液中甲基对

硫磷的检测方法，获得相应的计算公式、检出

限和线性范围，并使用实际土壤样品对该方法

进行验证。 

1  材料与方法 
1.1  试剂和培养基 

氨苄青霉素、卡那霉素和甲基对硫磷购自

Sigma-Aldrich Co.。使用甲醇配制以上 2 种抗生

素的母液(10 mg/mL)，用无菌的 0.2 μm 过滤器

过滤除菌，并在使用前用无菌 Milli-Q 水做进一

步稀释。根据 OK Clon DNA Ligation Kit 无缝克

隆试剂盒(Accurate Biology)的用户手册进行操

作，包括 DNA 片段凝胶电泳，DNA 克隆和构

建的质粒转化。将 Lysogeny broth (LB)培养基

应用于全细胞生物传感器细胞培养，并在 LB
培养基中加入 15 g/L 琼脂配制成固体培养基。

用 100 μg/mL 氨苄青霉素或 50 μg/mL 卡那霉素

对 LB 固体培养基和液体培养基做适当调整，

以满足特定试验的需要。 
1.2  有机磷农药降解基因的筛选 

从有关有机磷农药生物降解的文献报道中

获得 6 个 mpd 功能蛋白(AAK14390、AAP06948、
AAA24930、AAA98299、AAT84091 和 AAK40367)，
它们可将甲基对硫磷水解为对硝基酚[14-15,25]。为

了获得能特异性水解甲基对硫磷的最佳 mpd 基

因，将6种mpd基因分别融合到拷贝型质粒pUC19
和 pBR322 后转化到 E. coli DH5α 细胞，也将其

分别融合到表达型质粒 pET21a 构建的质粒转

化到 E. coli BL21 细胞。mpd 基因在不同类型的

质粒上表达时，比较宿主细胞水解甲基对硫磷的

能力(表 1)。根据质粒的抗生素抗性，选择 LB
液体培养基(含有 50 mg/L 卡那霉素或 100 mg/L 
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表 1  菌种和质粒 
Table 1  Bacterial strains and plasmids 
Strain or plasmid Genotype or phenotype Source or reference 
pUC19-mpd-AAK14390 Ampr, mpd (AAK14390) Synthesis 
pUC19-mpd-AAA24930 Ampr, mpd (AAA24930) Synthesis 
pUC19-mpd-AAP06948 Ampr, mpd (AAP06948) Synthesis 
pUC19-mpd-AAA98299 Ampr, mpd (AAA98299) Synthesis 
pUC19-mpd-AAK40367 Ampr, mpd (AAK40367) Synthesis 
pUC19-mpd-AAT84091 Ampr, mpd (AAT84091) Synthesis 
pBR322-mpd-AAK14390 Kanr, mpd (AAK14390) This study 
pBR322-mpd-AAA24930 Kanr, mpd (AAA24930) This study 
pBR322-mpd-AAP06948 Kanr, mpd (AAP06948) This study 
pBR322-mpd-AAA98299 Kanr, mpd (AAA98299) This study 
pBR322-mpd-AAK40367 Kanr, mpd (AAK40367) This study 
pBR322-mpd-AAT84091 Kanr, mpd (AAT84091) This study 
pET21a-mpd-AAK14390 Ampr, mpd (AAK14390) This study 
pET21a-mpd-AAA24930 Ampr, mpd (AAA24930) This study 
pET21a-mpd-AAP06948 Ampr, mpd (AAP06948) This study 
pET21a-mpd-AAA98299 Ampr, mpd (AAA98299) This study 
pET21a-mpd-AAK40367 Ampr, mpd (AAK40367) This study 
pET21a-mpd-AAT84091 Ampr, mpd (AAT84091) This study 
pPNP-mrfp pobR1-3, pobO, lacZ, Kanr, mpd, lacI, T7  This study 
pUC17-RFP lacZ, Ampr, rfp This study 
pET28a-CFP lacZ, Kanr, cfp This study 
pET28a-YFP lacZ, Kanr, yfp This study 
pBR322-GFP lacZ, Kanr, gfp This study 
pUC17-AmilCP lacZ, Ampr, amilCP This study 
pCU19 lacZ, Ampr Sangon Biotech (Shanghai) Co. 
pMP-RFP pCU19 plasmid skeleton, pobR, pobO, rfp, Ampr, lacI, T7, mpd 

(AAA24930) 
This study 

pMP-CFP pCU19 plasmid skeleton, pobR, pobO, cfp, Ampr, lacI, T7, mpd 
(AAA24930) 

This study 

pMP-YFP pCU19 plasmid skeleton, pobR, pobO, yfp, Ampr, lacI, T7, mpd 
(AAA24930) 

This study 

pMP-GFP pCU19 plasmid skeleton, pobR, pobO, gfp, Ampr, lacI, T7, mpd 
(AAA24930) 

This study 

pMP-AmilCP pobR, pobO, amilCP, Ampr, lacI, T7, mpd (AAA24930) This study 
Escherichia coli DH5α Δ(lacZYA-argF) U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17 (rk-,mk ) Sangon Biotech (Shanghai) Co. 
Escherichia coli BL21 F-, ompT, hsdS (rBB-Mb-), gal, dcm Sangon Biotech (Shanghai) Co. 
 
氨苄青霉素)，在 100 mL 的 LB 液体培养基添

加 10 µL 浓度为 1 mol/L 的异丙基-β-D-硫代半

乳糖苷(isopropyl-β-D-thiogalactoside, IPTG)，
培养 24 h 后，向培养液中加入 10 µL 甲基对硫磷         

(10 mg/mL)，继续在 37 °C 条件下培养 4 h。根

据文献方法 [26]，使用高效液相色谱法 (high 
performance liquid chromatography, HPLC)确定

甲基对硫磷的残留量。 
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1.3  全细胞生物传感器的构建及诱导试验 
使用无缝克隆技术，将此前研究获得的

pobR 基因[21]、5 种报告基因(rfp、cfp、gfp 和

yfp 荧光蛋白基因和 amilCP 紫色蛋白基因)和上

述试验筛选获得的 mpd 基因与质粒骨架融合构

建成新的功能型质粒。这些基因扩增产物重组

为 5 个质粒，分别命名为 pMP-RFP、pMP-CFP、
pMP-GFP、pMP-YFP 和 pMP-AmilCP (表 1)。将

重构的质粒转入感受态细胞 E. coli DH5α，获得 
5 种全细胞生物传感器(E. coli DH5α/pMP-RFP、
E. coli DH5α/pMP-CFP、E. coli DH5α/pMP-YFP、
E. coli DH5α/pMP-GFP 和 E. coli DH5α/pMP- 
AmilCP)。rfp、cfp、gfp 和 yfp 荧光蛋白基因以

及 amilCP 紫色蛋白基因通过表达可以产生红

色、青色、绿色和黄色荧光，以及紫色色素蛋

白。所有报告基因都受到对硝基酚控制的转录

调控元件(pobR)的严格控制，而有机磷水解酶

基因 mpd 受 lacI 转录调控基因的严格控制。将

LB 液体培养基活化的全细胞生物传感器细胞

滴加到试验组 LB 固体培养基平板(100 mg/L 氨

苄青霉素、1 mg/L 甲基对硫磷和 0.1 mol/L IPTG)
和空白对照组 LB 固体培养基平板(100 mg/L 氨

苄青霉素和 0.1 mol/L IPTG)上，37 °C 下静置培

养约 24 h，使用相机对细菌菌落进行拍照。  

1.4  全细胞生物传感器检测甲基对硫磷的方法 
E. coli DH5α/pMP-RFP、E. coli DH5α/pMP- 

CFP、E. coli DH5α/pMP-YFP、E. coli DH5α/ 
pMP-GFP 和 E. coli DH5α/pMP-AmilCP 菌株在

LB 液体培养基(100 mg/L 氨苄青霉素)中活化培

养。将培养液接种到新的LB液体培养基(100 mg/L
氨苄青霉素)，37 °C、150 r/min 振荡培养，至

细胞 OD600 达 0.45−0.50。收集培养细胞，用 1/2 
LB 液体培养基(含等量的 0.100 mol/L PBS 缓冲

液和 20%甘油，pH 7.20)将其重悬。使用重悬试

剂将细胞悬浮液 OD600 调整为 1.00，并将其分

装为每管 1.00 mL，–70 °C 保存备用。 
向上述细胞悬浮液中加入 10 µL 细胞敏化剂

[含 0.1 mmol/L 磷酸盐缓冲液(pH 7.20)、0.25 μg/mL
多粘菌素 B 和 0.1 mol/L EDTA]，37 °C 振荡培

养 0.5 h，使细胞复苏。0.5 h 的复苏时间对以

E. coli 为载体的生物传感器细胞数量个体差异性

影响较小[7]。低剂量的多粘菌素 B 可以使 E. coli
的细胞壁松弛，有利于污染物进入生物传感器

细胞中，且不会影响生物传感器细胞的生长和

基因表达[27-28]。将处理后的细胞(100 μL/孔)分装

到 96 孔板(corning)上，添加 100 μL/孔的检测样

品(含甲基对硫磷 1/2 LB 液体培养基或土壤提取

物)，并加入 10 μL/孔的 1 mmol/L IPTG 混合。

封装后，将 96 孔板 37 °C 振荡培养 4 h[29]。使用

SpectraMaxM5 酶标仪(Molecular Devices Co.)测
定反应液的荧光值或吸光度值。酶标仪的检测参

数参考红色荧光(激发波长 587 nm，发射波长

610 nm)、青色荧光(激发波长 439 nm 和发射波长

476 nm)、黄色荧光(激发波长 514 nm 和发射波长

527 nm)、绿色荧光(激发波长 488 nm 和发射波长

511 nm)和紫色色素蛋白(紫外波长 588 nm)[30]。 
将风干研磨过的 4 种土壤(黄棕壤 Alfisol、

红壤 Ultisol、黑土 Mollisol 和紫土 Inceptisol，未

检出含甲基对硫磷残留，土壤理化性质见表 2)
与等量的 1/2 LB 液体培养基(含 0.1 mmol/L 
EDTA)混合，80 kHz 超声处理 20 min，5 000×g
离心 10 min，收集土壤浸出液。将甲基对硫磷

加入土壤浸出液，配制含不同浓度(0、10、25、
50、75、100、250、500、750、1 000、2 500、
5 000、7 500、10 000 μg/L)甲基对硫磷的标准

样品。根据上述试验方法，使用配制的甲基对

硫磷的土壤浸出液标准样品，绘制计算甲基对

硫磷浓度的标准曲线。全细胞生物传感器的检

测限(detection limits, DL)由文献建立的方程

DL=3SD/K (SD 和 K 分别表示空白对照的标准 
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表 2  四种测试土壤的理化性质 
Table 2  Physicochemical property of tested four soils 
Soils Location CEC (cmol/kg) pH Organic carbon  

(foc; g/kg) 
Soil particle size distribution 
Clay (%) Sand (%) Silt (%) 

Alfisol Nanjing, China 9.72 7.13 15.9 35.7 50.2 14.1 
Mollisol Harbin, China 2.45 6.11 25.8 35.1 46.3 18.6 
Ultisol Yingtan, China 3.65 5.44 6.3 31.2 44.4 24.4 
Inceptisol Mianyang, China 14.10 7.25 5.7 44.2 34.1 21.7 
SA1 Nanjing, China 9.31 7.15 16.7 33.7 52.1 14.2 
SA2 Nanjing, China 9.09 7.11 15.6 34.4 51.0 14.6 
The foc values denote the contents of organic carbon. The pH and cation exchange capacity (CEC), measured in 1:1 soil: water extract. 
 
偏差和标准曲线的斜率)。根据标准曲线的 R2

值大于 0.900 的部分，估算全细胞生物传感器

检测方法的线性范围[29]。 

1.5  全细胞生物传感器对实际土壤中甲基

对硫磷检测方法 
取用风干研磨黄棕壤样品等量分 10 份，标

记为 S1−S10；同时取用风干研磨黑土样品等量

分 10 份，标记为 S11−S20，在这 20 个土壤样品

中随机加入适量的甲基对硫磷农药，用于模拟

污染的农田土壤。此外，还收集到 2 处被甲基

对硫磷污染的农田污染土壤(中国南京)，分别将

其标记为土壤 SA1 和土壤 SA2，以实际检验这种

生物传感器方法(表 2)。使用 1.4 的方法对土壤

中甲基对硫磷进行提取，收集土壤提取物。使

用上述全细胞生物传感器的检测方法，对样品

中的甲基对硫磷污染残留进行分析。由于农田

污染土壤中的甲基对硫磷存在自然降解为对硝

基酚的可能，可能干扰到甲基对硫磷的确定。

因此，在使用生物传感器方法检测真实农田污

染土壤时，需要有不添加 IPTG，单纯测定由样

品中残留对硝基酚产生的背景荧光值。在计算

甲基对硫磷的检测值时，需扣除此背景荧光值。 

2  结果与分析 
2.1  有机磷农药降解基因和质粒骨架的优化 

mpd 基因编码的甲基对硫磷水解酶能否高

效地将甲基对硫磷降解为对硝基酚(pobR 转录

因子的靶向效应分子)，是构建该全细胞生物传

感器的关键环节(图 1A)。6 个 mpd 基因(蛋白质

序列编号为 AAK14390、AAP06948、AAA24930、
AAA98299、AAT84091 和 AAK40367)分别在

pUC19、pBR322 和 pET28a 质粒上的表达试验

结果如图 1B 所示，经 4 h 反应后，mpd 基因融

合到 pET21a 质粒上表达时对甲基对硫磷的降解

率都低于 17.3%；mpd 基因融合到 pBR322 质粒

上表达时对甲基对硫磷的降解率有所提高，分别

为 86.9%±0.54%、56.9%±3.22%、48.2%±3.23%、

49.1%±3.57%、69.1%±2.91%和 51.3%±3.77%。

其中，2个mpd基因(蛋白质序列编号AAK14390
和 AAK40367)融合到 pUC19 质粒上表达时对

甲基对硫磷的降解率比其他质粒都高，分别为

96.6%±0.22%和 82.6%±2.62%。根据以上试验结

果，最终确定使用蛋白质序列编号 AAK14390
的 mpd 基因和 pUC19 质粒骨架用于构建检测甲

基对硫磷的功能性质粒。 

2.2  生物传感器的构建 
5 个新的功能性重组质粒 (pMP-RFP、

pMP-CFP、pMP-GFP、pMP-YFP 和 pMP-AmilCP)
的基因结构示意图如图 2A 所示，在高拷贝型

质粒骨架 pUC19 上，插入了受 lacI 启动子调控

的 mpd 基因和受控于 pobR 特异性调控元件的

报告基因。在设计质粒时，使用 T7 终止子将 
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图 1  有机磷农药降解基因和质粒骨架的优化   A：甲基对硫磷代谢途径和化学结构. B：甲基对硫磷

水解酶基因和质粒骨架的筛选. 1、2、3、4、5 和 6 分别表示 mpd (AAK14390、AAP06948、AAA24930、
AAA98299、AAT84091 和 AAK40367) 
Figure 1  Optimization of organophosphorus pesticide degradation gene and plasmid skeleton. A: Metabolic 
pathway and chemical structure of methyl parathion. B: Screening of methyl parathion hydrolase gene and 
plasmid skeleton. 1, 2, 3, 4, 5 and 6 represent mpd (AAK14390, AAP06948, AAA24930, AAA98299, 
AAT84091 and AAK40367). 
 

 
 
图 2  重组质粒的构建   A：重组质粒的示意图. B：检测甲基对硫磷的遗传组织和机制. C：甲基对硫

磷诱导的相应细菌的荧光和颜色反应. RFP、CFP、GFP、YFP 和 AmilCP分别表示 E. coli DH5α/pMP-RFP、
E. coli DH5α/pMP-CFP、E. coli DH5α/pMP-GFP、E. coli DH5α/pMP-YFP 和 E. coli DH5α/pMP-AmilCP
检测甲基对硫磷 
Figure 2  The construction of recombinant plasmids. A: Schematic presentation of the recombinant plasmid. 
B: Genetic organization and mechanism for the detection of methyl parathion. C: The fluorescence and color 
response of their corresponding bacteria induced by methyl parathion. RFP, CFP, GFP, YFP, and AmilCP 
represent E. coli DH5α/pMP-RFP, E. coli DH5α/pMP-CFP, E. coli DH5α/pMP-GFP, E. coli DH5α/pMP-YFP, 
and E. coli DH5α/pMP-AmilCP, respectively. 
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mpd 降解基因元件和 pobR 特异性调控元件阻

隔，防止其表达和调控相互干扰。该功能性质粒

在 E. coli DH5α 细胞的工作机理如图 2B 所示。

当甲基对硫磷进入含有功能性质粒的 E. coli 
DH5α 细胞中，由 IPTG 诱导 lacI 启动子调控表

达的甲基对硫磷水解酶基因高效率地将其水解

为对硝基酚。对硝基酚可以和 pobR 基因表达产

生的阻遏蛋白结合，使该阻遏蛋白从 pobO 启动

子位点脱落，而与 pobR 基因反向的报告基因得到

表达。由于靶向效应分子[p-NP]–与 PobR 阻遏蛋

白的结合高度特异，未发现其他化合物(包含结构

类似物)可诱导该蛋白，并终止其与 pobO 启动

子的结合，这也保证了其对目标物检测的特异

性[31]。诱导试验的结果显示(图 2C)，在 IPTG 和

甲基对硫磷同时存在时，E. coli DH5α/pMP-RFP
和 E. coli DH5α/pMP-AmilCP 细菌菌落带有红

色和紫色，而 E. coli DH5α/pMP-CFP、E. coli 
DH5α/pMP-GFP 和 E. coli DH5α/pMP-YFP 的细

菌菌落带有较弱的淡黄色。如果直接用对硝基酚

对该全细胞生物传感器进行诱导，报告基因也可

以表达，这可以通过未添加 IPTG 的试验对照组来

判断报告信号是由对硝基酚或甲基对硫磷产生。 

2.3  新型生物传感器检测土壤提取物中甲

基对硫磷的方法参数 
为了量化土壤提取物中甲基对硫磷浓度，

利用生物传感器的报告基因的信号值的 log 值

与甲基对硫磷浓度可以建立线性正相关关系，

公式表示为：logMP=αR (MP、α和 R 分别表示

甲基对硫磷浓度、标准曲线斜率和全细胞生物

传感器的报告基因的信号值，表 3)。使用生物

传感器检测土壤中污染物，其一般要求标准曲线

的 R2>0.900，才能保证检测准确度。如表 3 所示，

E. coli DH5α/pMP-RFP、E. coli DH5α/pMP-CFP、
E. coli DH5α/pMP-YFP 和 E. coli DH5α/pMP-GFP
在应用于黑土和紫土中甲基对硫磷检测时，其

标准曲线的 R2 值都小于 0.800，特别是 E. coli 
DH5α/pMP-CFP、E. coli DH5α/pMP-YFP和E. coli 
DH5α/pMP-GFP 在检测黑土时，其标准曲线的

R2 值分别低至 0.203、0.244 和 0.282，这很难满

足检测准确度的需要。E. coli DH5α/pMP-AmilCP
在分析 4 种土壤和 E. coli DH5α/pMP-RFP 在分

析黄棕壤和红壤时，这 2 种方法的标准曲线的

R2 值都高于 0.900。 
如表 4 所示，E. coli DH5α/pMP-CFP、E. coli 

DH5α/pMP-YFP、E. coli DH5α/pMP-GFP和E. coli 
DH5α/pPNP-AmilCP 方法用于红壤提取液中甲

基对硫磷检测时，检出限分别为 6.51、12.2、
6.99、6.78 和 6.21 µg/L，比其用于其他种类土

壤中甲基对硫磷检测的检出限低。E .  c o l i 
DH5α/pMP-AmilCP方法用于分析 4种土壤提取 

 
表 3  全细胞生物传感器方法用于土壤提取物中甲基对硫磷测定的计算参数 
Table 3  Calculation parameters for the detection of methyl parathion in soil extracts by whole-cell 
biosensor method 
Methods Alfisol  Mollisol  Inceptisol  Ultisol 

α R2  α R2  α R2  α R2 
RFP 89.3 0.911  76.2 0.520  80.5 0.792  90.1 0.963 
CFP 375 0.520  334 0.203  354 0.298  377 0.810 
GFP 335 0.478  278 0.244  309 0.398  389 0.890 
YFP 327 0.420  311 0.282  354 0.388  406 0.945 
AmilCP 0.380 0.932  0.366 0.960  0.321 0.932  0.299 0.944 
RFP, CFP, GFP, YFP, and AmilCP represent E. coli DH5α/pMP-RFP, E. coli DH5α/pMP-CFP, E. coli DH5α/pMP-GFP, E. coli 
DH5α/pMP-YFP, and E. coli DH5α/pMP-AmilCP method for the detection of methyl parathion in soil extracts, respectively. 
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表 4  全细胞生物传感器方法用于土壤提取物中甲基对硫磷检测的参数 
Table 4  Detection parameters of methyl parathion in soil extracts by whole-cell biosensor method 
Methods Alfisol  Mollisol  Inceptisol  Ultisol  

DL (µg/L) LR (µg/L)  DL (µg/L) LR (µg/L)  DL (µg/L) LR (µg/L)  DL (µg/L) LR (µg/L) 
RFP 12.70 25−7 500  19.80 50−10 000  19.70 25−1 0000  6.5 10−10 000 
CFP 139.00 250−2 500  198.00 500−2 500  177.00 250−1 000  12.2 25−10 000 
GFP 159.00 50−10 000  187.00 500−5 000  165.00 50−2 500  7.0 25−10 000 
YFP 165.00 75−10 000  181.00 500−2 500  169.00 50−7 500  6.8 10−10 000 
AmilCP 6.28 10−10 000  6.66 10−10 000  6.37 10−10 000  6.2 10−10 000 
RFP, CFP, GFP, YFP, and AmilCP represent E. coli DH5α/pMP-RFP, E. coli DH5α/pMP-CFP, E. coli DH5α/pMP-GFP, E. coli 
DH5α/pMP-YFP, and E. coli DH5α/pMP-AmilCP method for the detection of methyl parathion in soil extracts, respectively. 
DL and LR are the detection limit and linear range, respectively.  
 
液中甲基对硫磷的检出限都低于 6.66 µg/L。  
E. coli DH5α/pMP-CFP、E. coli DH5α/pMP-YFP、
E. coli DH5α/pMP-GFP 方法用于分析黄棕壤、

黑土和紫土提取液中甲基对硫磷的检出限都高

于 139 µg/L。E. coli DH5α/pMP-AmilCP 方法应

用黄棕壤、黑土、紫土和红壤土壤提取液中甲

基对硫磷检测的线性范围都为 10−10 000 µg/L。

E. coli DH5α/pMP-RFP 和 E. coli DH5α/pMP- 
AmilCP方法比其他 3种生物传感器方法的线性

范围宽。上述试验结果表明，E. coli DH5α/pMP- 
RFP 和 E. coli DH5α/pMP-AmilCP 构建的检测

方法具有较低的检出限和较宽的线性范围。 

2.4  新型生物传感器检测真实土壤样品中

甲基对硫磷 
为了评估新建立的全细胞生物传感器方法

对土壤中甲基对硫磷检测的适用性，使用 E. coli 
DH5α/pMP-RFP、E. coli DH5α/pMP-CFP、E. coli 
DH5α/pMP-GFP、E. coli DH5α/pMP-YFP和E. coli 
DH5α/pMP-AmilCP 方法分析 10 个黄棕壤测试

样品(S1−S10)提取液中甲基对硫磷浓度。如表 5
所示，E. coli DH5α/pMP-CFP、E. coli DH5α/ 
pMP-GFP、E. coli DH5α/pMP-YFP 未检出 S1、

S2、S5、S6、S7 和 S8 土壤中甲基对硫磷的含量，

这可能与土壤中甲基对硫磷的浓度低于这 3 种

全细胞生物传感器的检出限有关。E. coli DH5α/ 

pMP-RFP 和 E. coli DH5α/pMP-AmilCP 方法可

检测到 10 个黄棕壤测试样品中甲基对硫磷的

实际含量，且两种方法的检测值相近。例如，

E. coli DH5α/pMP-RFP、E. coli DH5α/pMP-CFP、
E. coli DH5α/pMP-GFP、E. coli DH5α/pMP-YFP
和 E. coli DH5α/pMP-AmilCP 方法对 S3 土壤中

甲基对硫磷的浓度检测值分别为 1.87、3.88、
3.16、2.45 和 1.93 mg/L。E. coli DH5α/pMP-CFP、
E. coli DH5α/pMP-GFP 和 E. coli DH5α/pMP-YFP
方法的检测值显著高于其他 2 种全细胞生物传

感器方法的检测值。这 5 种全细胞生物传感器

在分析 S4、S9 和 S10 土壤样品时也存在同样的

情况。 
使用 5 种全细胞生物传感器对 10 个黑土测

试样品(S11−S20)提取液中甲基对硫磷浓度进行检

测。结果如表 5 所示，5 种全细胞生物传感器都

能检出 S15、S17 和 S18，但其数值存在差异。例如，

E. coli DH5α/pMP-RFP、E. coli DH5α/pMP-CFP、
E. coli DH5α/pMP-GFP、E. coli DH5α/pMP-YFP
和E. coli DH5α/pMP-AmilCP的方法检测S15土壤

中甲基对硫磷的浓度分别为 1.230、1.980、1.850、
1.990 和 1.320 mg/L。E. coli DH5α/pMP-RFP 和

E. coli DH5α/pMP-AmilCP 的检测值相近，且都

低于其他 3 种全细胞生物传感器的检测值，在

分析 S17 和 S18 土壤样品时也存在同样的情况。
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对其他 7 个黑土测试样品(S11、S12、S13、S14、

S16、S19 和 S20)分析时，仅有 E. coli DH5α/ 
pMP-RFP 和 E. coli DH5α/pMP-AmilCP 构建的

方法可检测到甲基对硫磷的含量。例如，E. coli 
DH5α/pMP-RFP 和 E. coli DH5α/pMP-AmilCP
的方法对 S11 土壤中甲基对硫磷的浓度检测值

分别为 0.068 mg/L 和 0.072 mg/L。由此可见，

E. coli DH5α/pMP-RFP 和 E. coli DH5α/pMP- 
AmilCP构建的检测方法都可稳定检测 2种有机

质差异较大的土壤中甲基对硫磷的含量(表 5)。 
5 种生物传感器进一步应用于检测田间土

壤样品中甲基对硫磷的浓度结果见表 5。E. coli 
DH5α/pMP-RFP 检测土壤样品 SA1 和 SA2 中甲基

对硫磷浓度分别为 0.161 mg/L 和 0.377 mg/L，

而 E. coli DH5α/pMP-AmilCP 检测土壤样品 SA1

和 SA2 中甲基对硫磷浓度分别为 0.159 mg/L 和

0.389 mg/L。2 种全细胞生物传感器对 2 种田间

土壤样品中甲基对硫磷的检测值也是非常接近，

其他 3种全细胞生物传感器对 2种田间土壤样品

中甲基对硫磷的检测值明显偏离了上述检测值。

根据上述结果分析可知，E. coli DH5α/pMP- 
CFP、E. coli DH5α/pMP-GFP 和 E. coli DH5α/ 
pMP-YFP 的方法用于分析黄棕壤和黑土中甲基对

硫磷浓度的准确度较差，E. coli DH5α/pMP-RFP
和 E. coli DH5α/pMP-AmilCP 方法可准确检测

黄棕壤和黑土中甲基对硫磷的浓度。 
 
表 5  全细胞生物传感器对测试和现场土壤样品提取液中甲基对硫磷浓度测定值 
Table 5  Detection values of methyl parathion in tested and field soil samples by whole-cell biosensor 
Soils Methyl parathion (mg/L) 

E. coli 
DH5α/pMP-RFP 

E. coli 
DH5α/pMP-CFP 

E. coli 
DH5α/pMP-GFP 

E. coli 
DH5α/pMP-YFP 

E. coli 
DH5α/pMP-AmilCP 

S1 0.037 – – – 0.036 
S2 0.018 – – – 0.024 
S3 1.870 3.880 3.160 2.450 1.930 
S4 0.928 1.580 1.620 1.760 0.933 
S5 0.032 – – – 0.041 
S6 0.023 – – – 0.031 
S7 0.054 – – – 0.046 
S8 0.026 – – – 0.021 
S9 0.644 1.210 1.610 1.560 0.629 
S10 0.401 0.944 0.810 0.789 0.414 
S11 0.068 – – – 0.072 
S12 0.108 – – – 0.115 
S13 0.132 – – – 0.129 
S14 0.145 – – – 0.141 
S15 1.230 1.980 1.850 1.990 1.320 
S16 0.158 – – – 0.144 
S17 0.706 1.230 1.350 1.330 0.719 
S18 0.145 0.425 0.416 0.398 0.244 
S19 0.054 – – – 0.058 
S20 0.111 – – – 0.123 
SA1 0.161 0.511 0.448 0.478 0.159 
SA2 0.377 0.768 0.765 0.743 0.389 
–: No detection.  
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3  讨论与结论 
全细胞生物传感器是研究环境中污染物与

微生物互作机制的强有力工具，可以判断目标污

染物在复杂环境介质中生物有效性的强弱[3-4]。小

型全细胞生物传感器(以 E. coli 为载体)的一个

优势是它们可以穿梭于微小环境中，对复杂环

境中目标污染物进行追踪和指示 [3]，这是传统

化学分析无法直接做到的[32]。 
此外，与此前建立的对硝基酚的全细胞生

物传感器相比[21]，该研究中构建的全细胞生物

传感器存在诸多优势。本研究建立了 5 种全新

的全细胞生物传感器，不仅可以检测甲基对硫

磷，在保证甲基对硫磷水解酶基因 mpd 的表达

沉默时，也具备特异性指示对硝基酚的能力。

由于该研究中构建的生物传感器的应答机制较

为复杂，引入一些代表性高的拷贝型质粒

(pUC19、pBR322)和表达型质粒(pET21a)进行了

比较研究。在此前的研究中，多采用拷贝型质粒

pUC19 作为全细胞生物传感器中功能性质粒的

骨架[29,33-34]。也尝试使用表达型质粒 pET28a 作为

质粒骨架用于新型全细胞生物传感器构建[21,35]，

进一步的研究发现，使用表达型质粒构建的新

型全细胞生物传感器，在长时间保存时会出现功

能性质粒的大量丢失和检测性能显著降低等现

象[35]。一些水解酶基因对不同类型质粒具有一

定选择性，且其表达性能上有差异[23]。 
另外，本研究还对所涉及的全细胞生物传

感器检测流程(制备和检测)进行了诸多优化。在

全细胞生物传感器的制备阶段，使用了新筛选

出的 mpd 基因和 pUC19 质粒骨架，增强了全细

胞生物传感器分析甲基对硫磷浓度的可靠。此

外，全细胞生物传感的构建使用了多种报告基

因(荧光蛋白和色蛋白)，这不仅提高了全细胞生

物传感器抵抗其检测环境中荧光和紫光信号干

扰的能力，也为检测其他环境基质提供了多种

选择。敏化全细胞生物传感器的制备流程与商

业化的 E. coli DH5α 感受态细胞类似，这有利

于生物传感器的大规模生产和便捷应用。在全

细胞生物传感器的检测阶段，细胞活化和样品

提取可以在较短的时间内完成(0.5 h)，这远远小

于化学检测中固相萃取的时间(>2 h)，并且可以

批量化分析样品(一次 96 个或更多)，检测全程

耗时 5 h[36]。该检测方法的计算公式相对简单，

结果分析可在比较短的时间内完成。 
全细胞生物传感器使用的宿主细胞(E. coli)对

生存条件要求较为宽泛，可以在 pH 值 4.00−8.50
和盐浓度 0−0.55 mol/L 范围内的环境中存活[37]。

这都为新研制的全细胞生物传感器在我国典型

农田土壤(黄棕壤、黑土、红壤和紫土)中的稳定

应用提供保证。以检测性能最佳 E. coli DH5α/ 
pMP-AmilCP 为例，其检测土壤提取液中甲基

对硫磷的检测限为 6.21−6.66 μg/L，线性范围为

10–10 000 μg/L，足够满足土壤污染检测需要[38]。 
综上所述，这种新型全细胞生物传感器方

法简单、成本低、检测速度相对较快，可用于

检测甲基对硫磷，并可用于评估土壤中甲基对

硫磷的生物有效性的强弱。与其他 3 种生物传

感器方法相比，E. coli DH5α/pMP-RFP 和 E. coli 
DH5α/pMP-AmilCP这 2种生物传感器在检测土

壤提取液样品中甲基对硫磷时，表现出更低的

检出限和更广的线性范围，检测稳定性更高。

使用全细胞生物传感器对土壤环境中有机磷农

药甲基对硫磷检测的研究，有助于掌握甲基对

硫磷在土壤中生物有效性强弱及危害情况，为

防治土壤中甲基对硫磷的污染危害提供了一种

新的检测手段。 
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