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摘要 目的院草甘膦是一种常见的除草剂袁常残留于水体中袁对环境和人体产生危害袁开发高效且准确的检测方法袁测定水
体中的草甘膦含量有重要意义遥本研究基于坛紫菜中的 R-藻红蛋白设计一种荧光开启型探针袁用于水中草甘膦的检测遥方
法院通过冻融循环和超声破碎提取坛紫菜中的藻红蛋白并进行纯化遥 肽指纹图谱尧吸收光谱和 SDS-PAGE测定结果表明袁
该产物为 R-藻红蛋白遥 本研究方法获得的 R-藻红蛋白纯度高达 4.96袁达到分析纯级遥 进一步研究发现袁提取的 R-藻红蛋
白对 Cu2+离子表现出优异的特异性荧光响应性遥 基于该特性设计一种基于铜离子猝灭 R-藻红蛋白荧光的探针袁利用草甘
膦与铜离子螯合的特性实现对草甘膦的检测遥 结果院该探针的荧光信号与草甘膦浓度呈现良好的线性关系袁其最低响应值
为 443.4 滋g/L袁远低于国标叶生活饮用水卫生标准曳渊GB 5749要2022冤中草甘膦残留物质量浓度的最大限度渊0.7 mg/L冤遥 将
该探针用于 2种实际水样中草甘膦含量的加样回收检验袁检出不同含量的草甘膦遥结论院本研究为高纯度 R-藻红蛋白提取
提供了新思路袁为检测水体中草甘膦残留提供了一种新方法袁具有一定的科学意义和应用价值遥
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草甘膦是一种较常见的有机磷除草剂之一袁
在控制杂草方面具有重要作用[1]遥由于草甘膦具有
良好的水溶性袁 因此其农药残留物污染地表水和
农产品问题日益突出 [2]遥 国际癌症研究机构渊In鄄
ternational agency for research on cancer袁IARC冤
指出袁草甘膦是潜在的致癌化合物袁大量积累可能
会污染环境和危害人体健康遥 有报道称草甘膦会
引起人类疾病袁如 DNA或肾脏损伤尧生殖毒性尧肠
漏综合征和阿尔茨海默氏症袁对细胞凋亡尧自噬以
及细胞周期有不良影响[3-7]遥我国颁布的叶生活饮用
水卫生标准曳渊GB 5749要2022冤中规定袁生活饮用
水中草甘膦限值为 700 滋g/L遥目前袁草甘膦的检测
方法主要有色谱法尧比色法尧荧光法等[8-11]遥 高效液
相色谱-柱后衍生法[12]尧气相色谱-质谱法[13]等具有
灵敏度高尧响应值低的优势袁然而设备昂贵遥 二硫
代氨基甲酸铜比色法[9]是通过反应得到的黄色二
硫代氨基甲酸铜配合物检测草甘膦袁 该方法的缺
点是最低响应值较高渊1.1伊103 滋g/L冤遥 而铕离子-

四环素荧光法[10]使用的抗生素残留可能会影响肠
道微生物菌群生长袁不利于免疫系统的发育[14]袁同
时铕离子会污染环境[15]遥

藻红蛋白主要来源于海洋中的藻类袁 是重要
的捕光色素蛋白遥 根据特征吸收光谱的不同[16]袁可
将藻红蛋白分为 R-藻红蛋白 渊R-phycoerythrin袁
R-PE冤尧B-藻红蛋白 渊B-phycoerythrin袁B-PE冤和
C-藻红蛋白渊C-phycoerythrin袁C-PE冤遥藻红蛋白中
脱辅基蛋白通过半胱氨酸残基共价连接藻红胆素

渊Phycoerythrobilin袁PEB冤 和藻尿胆素渊Phycouro鄄
bilin袁PUB冤等色辅基团袁前者作为荧光发色团使藻
红蛋白呈红色荧光遥 藻红蛋白具有极高的商业价
值和应用价值袁可应用于环境污染监测尧生物传感
器尧光动力治疗等方面袁如院藻红蛋白作为荧光探
针检测不同水环境中重金属离子 Hg2 +含量 [17]曰
藻红蛋白经光激发可产生氧自由基杀伤肿瘤细胞

或使其凋亡[18]等遥 坛紫菜渊Porphyra haitanensis冤别
名紫菜袁属于红藻纲袁紫球藻目袁是我国重要的海
产经济作物之一遥 坛紫菜中的藻红蛋白分子质量
约为 240 ku[19]袁其荧光性质稳定袁荧光量子产率高
渊82%~98%冤 [20]遥 目前藻红蛋白提取原料以红毛
藻 [21]尧红胞藻 [22]和紫球藻 [23]等原料为主袁然而以坛
紫菜为提取原料鲜有报道袁 目前对坛紫菜来源的
藻红蛋白性质研究不足遥
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本研究通过冻融循环和超声破碎尧 凝胶色谱
层析等方法袁结合从坛紫菜中提取尧纯化得到高纯
度 R-藻红蛋白遥 利用 R-藻红蛋白对 Cu2+的荧光
响应尧草甘膦与 Cu2+的螯合作用袁设计基于 R-藻
红蛋白的荧光开启响应探针检测水体中草甘膦的

含量遥以期为水体中草甘膦的检测提供新方法袁为
坛紫菜资源的高值化利用开辟新途径遥

1 材料与方法
1.1 材料与试剂

干坛紫菜购于厦门本地超市曰 自来水采集于
实验室袁饮用矿泉水购于厦门本地超市曰所有试剂
均为分析纯级遥
1.2 仪器与设备

CR22N高速离心机袁日本日立有限公司曰EJ-
410电子天平袁日本 A&D有限公司曰AKTA pure25
蛋白质纯化仪袁思拓凡渊美国冤生命科技有限公司曰
NanoDrop One C 超微量分光光度计尧Varioskan
LUX多功能酶标仪袁 赛默飞世尔科技有限公司曰
SCIENTZ-IID超声细胞破碎仪袁 宁波新芝生物科
技有限公司曰FE-28 Standard pH计袁 梅特勒-托
利多仪器渊上海冤有限公司曰JASCO-815圆二色光
谱仪袁日本 JASCO公司遥
1.3 方法

1.3.1 R-藻红蛋白的分离尧纯化及纯度尧浓度测
定方法 参考余佳等 [24]的报道袁设计藻红蛋白分
离尧 纯化流程院 坛紫菜干粉碎寅超声波破碎提取
30 min寅冻融循环 5次寅4 益袁8 000 r/min离心 30
min寅取上清液寅25%饱和硫酸铵寅45%饱和硫酸
铵遥

45%饱和硫酸铵沉淀溶解后用 0.22 滋m滤膜
过滤备用遥 选择 HiLoad 16/600 Superdex 200 GL
制备型凝胶色谱柱纯化袁流动相为 1伊PBS渊pH=
7.4冤袁流速为 1 mL/min遥检测波长为 260袁280袁565
nm袁收集对应峰渊保留体积 12袁14袁16 mL冤的流出
液遥 保留体积 12 mL流出峰的溶液用截留分子质
量为 50 ku的超滤管浓缩袁储存于 4 益黑暗条件下
备用遥取浓缩的组分用 ddH2O稀释袁用酶标仪扫描
波长 400~700 nm范围内的吸收光谱遥 SDS-PAGE
试验中袁 取浓缩液与 5伊上样缓冲液混合后加热袁
待冷却后进行表征遥

R-藻红蛋白的纯度 P由波长 565 nm处的吸
光度 A 565nm和波长 280 nm处的吸光度 A 280nm得到院

P = A 565nm/A 280nm 渊1冤
藻红蛋白的质量浓度渊籽R-PE冤由波长 565袁617袁

650 nm 处的吸光度 A 565nm尧A 617nm 和 A 650nm 计算得
到院

籽R -PE渊mg/mL冤 = 0.123伊A 565nm-0.068伊A 617nm+
0.015伊A 650nm 渊2冤
1.3.2 提取物的肽图谱渊Peptide mass fingerprint鄄
ing袁PMF冤 纯化后的提取物样品在 6 mol/L尿素尧
10 mmol/L二硫苏糖醇尧50 mmol/L 碳酸氢铵溶液
中袁37 益孵育 45 min袁 然后在 10 mmol/L 碘乙酰
胺尧50 mmol/L碳酸氢铵溶液中黑暗条件下孵育 1
h遥 该溶液用 2 mol/L尿素尧50 mmol/L碳酸氢铵稀
释袁随后加入胰蛋白酶渊1颐40冤37 益过夜消化遥加入
0.1%渊V /V冤的甲酸停止反应遥 利用真空干燥器冻
干样品袁 然后复溶于含 0.1%甲酸的超纯水中袁备
用遥

在 LC-MS/MS检测中袁 选择 100 滋m伊2 cm的
预柱和 75 滋m伊15 cm的毛细管柱进行检测袁 柱子
填料为 Luna 3 滋m C18 渊2冤遥 HPLC条件为院5%~
35%B 相 60 min袁35%~75%B 相 4 min袁75%B 相
10 min渊A相院含 0.1%甲酸的超纯水袁B相院含 0.1%
甲酸的乙腈冤袁流速 300 nL/min遥 检测器设置 375~
1 600 m/z FT模式遥

数据分析基于 Thermo Proteome Discoverer
2.4袁从 https院//uniprot.org/渊organism =野Neoporphyra
haitanensis冶袁下载于 2022-11-24冤下载数据遥 脲甲
基化渊Cys冤作为静态修饰袁氧化渊Met冤作为可变修
饰遥 选择 1伊10-5为精确的精度袁0.6 u为碎片离子
精度遥 使用 Percolator算法验证肽图谱匹配袁基于
1% FDR的 q 值遥
1.3.3 提取纯化的 R-藻红蛋白对不同金属阳离
子的响应性 将 R-藻红蛋白分别与不同金属离
子渊Zn2+尧Cu2+尧Cr3+尧Co2+尧Fe2+尧Pb2+尧Mn2+尧Ni2+尧Mg2+和
Ba2+冤混合遥以加入超纯水的 R-藻红蛋白作为空白
对照遥 R-藻红蛋白的终质量浓度为 0.1 mg/mL袁不
同金属离子终浓度为 100 滋mol/L遥 用酶标仪在激
发波长 498 nm袁 发射波长 525~700 nm范围内记
录 R-藻红蛋白的荧光谱图遥
1.3.4 R-藻红蛋白对 Cu2+的荧光响应曲线 Cu2+
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溶液渊终质量浓度为 1.0 mg/L冤加入不同浓度的 R-
藻红蛋白溶液中袁使 R-藻红蛋白的终质量浓度分
别为 0.1袁0.2袁0.4袁0.8袁1.6 mg/mL遥在 25 益反应 10
min后袁 测量 姿ex = 498 nm袁姿em = 525~700 nm范围
内的发射光强度遥

不同浓度 Cu2+加入 R-藻红蛋白溶液中袁使
Cu2+的终浓度分别为 0袁0.1袁0.5袁1.0袁10.0袁20.0袁
40.0袁60.0 滋mol/L袁R-藻红蛋白终质量浓度为 0.1
mg/mL遥 在 25 益反应 10 min后袁 在激发波长 498
nm条件下袁 记录发射波长为 525~700 nm的发射
光强度遥
1.3.5 基于 R-藻红蛋白的荧光探针设计 将 0.5
mg/mL的 R-藻红蛋白分成 4组袁 第 1组 R-藻红
蛋白只加 ddH2O曰 第 2 组 R-藻红蛋白只加 100
滋L 3伊103 滋g/L的草甘膦曰 第 3组 R-藻红蛋白只
加 50 滋L 20 滋mol/L的 Cu2+曰 第 4组 R-藻红蛋白
加 50 滋L 20 滋mol/L Cu2+和 100 滋L 3伊103 滋g/L的
草甘膦遥最终体积都为 250 滋L遥在室温下混合 10
min袁 测量 姿ex = 498 nm袁姿em = 525~700 nm范围内
的发射光强度遥
1.3.6 探针检测草甘膦的标准曲线和最低响应值

将不同质量浓度 渊2 700袁2 400袁2 100袁1 800袁
1 500袁1 200袁900袁600 滋g/L冤 的草甘膦分别与 50
滋L 的 20 滋mol/L Cu2+混合于 ddH2O 中袁 孵育 1
min遥 随后袁加入 50 滋L的 R-藻红蛋白溶液袁混合
物的最终体积设置为 250 滋L遥 在室温下孵育 10
min后袁 测量 姿ex = 498 nm袁姿em = 575 nm处的发射
光强度记作 F1袁 以 20 滋mol/L Cu2+混合 R-藻红蛋
白的发射光强度记作 F0袁 计算 驻F = F1-F0袁 以 驻F
为纵坐标袁草甘膦的浓度为横坐标绘制标准曲线遥
通过拟合公式计算出最低响应值渊LOD冤袁计算公
式如下院

LOD = 3滓/S 渊3冤
式中院S为斜率曰滓为空白标准差遥

1.3.7 不同离子对探针检测 Cu2+的干扰 将 3伊
104 滋g/L的金属离子 渊Zn2+尧Ba2+尧Co2+尧Ca2+尧Mn2+尧
Mg2+和 Ni2+冤 分别与 3伊103 滋g/L的草甘膦溶液混
合袁配制成单个金属离子混合草甘膦溶液袁再将这
7种混合溶液分别加入 20 滋mol/L Cu2+和 0.5 mg/
mL R-藻红蛋白孵育 10 min遥 将 3伊104 滋g/L的 7
种金属离子分别与 20 滋mol/L Cu2+和 0.5 mg/mL

R-藻红蛋白溶液混合袁配制成单个金属离子混合
Cu2+和 R-藻红蛋白溶液并孵育 10 min袁 所有混合
溶液测量 姿ex = 498 nm袁姿em = 575 nm 处的发射光
荧光强度遥

将 3伊104 滋g/L的阴离子渊Cl-尧NO3-尧CO32-尧Br-尧
SO42-尧HCO3-和 SO32-冤 分别与 3伊103 滋g/L的草甘膦
溶液混合袁配制成单个阴离子混合草甘膦溶液袁再
将这 7种混合溶液分别加入 20 滋mol/L Cu2+和 0.5
mg/mL R-藻红蛋白孵育 10 min遥 将 3伊104 滋g/L的
7 种阴离子分别与 20 滋mol/L Cu2 +和 0.5 mg/mL
R-藻红蛋白的溶液混合袁配制成单个阴离子混合
Cu2+和 R-藻红蛋白溶液并孵育 10 min袁 所有混合
溶液测量 姿ex = 498 nm袁姿em = 575 nm 处的发射光
荧光强度遥
1.3.8 水体中检测草甘膦的应用 以本研究设计

的探针体系对自来水样和饮用水样中的草甘膦进

行检测分析遥两种水样分别用 0.22 滋mol/L的微孔
膜过滤袁 分别配制不同质量浓度 渊1 500袁1 200袁
900袁600 滋g/L冤 的草甘膦袁 再将不同样品和 20
滋mol/L Cu2+以及 0.5 mg/mL R-藻红蛋白混合袁测
量 姿ex = 498 nm袁姿em = 575 nm 处的发射光荧光强
度遥用标准曲线计算水样中草甘膦残留物的浓度袁
回收率的计算方式如下院

回收率渊%冤 = A 添/A 测伊100 渊4冤
式中院 A 添为实际添加草甘膦的浓度袁滋g/L曰

A测为实际检测草甘膦的浓度袁滋g/L遥
1.3.9 数据分析 本研究中关于 R-藻红蛋白的
荧光性质数据处理中袁均平行 3组试验遥试验结果
以野平均值依标准差冶表示遥 利用 SPSS数据分析软
件分析数据显著性遥

2 结果与分析
2.1 R-藻红蛋白的分离尧纯化

根据纯化流程将 45%饱和硫酸铵沉淀组分重
新溶解于 ddH2O中袁 进行凝胶色谱柱层析柱的分
离尧纯化袁其纯化谱图如图 1a所示遥 取保留体积
12 mL组分进行吸收光谱和 SDS-PAGE表征遥 吸
收光谱结果显示该组分在波长 499 nm和 565 nm
处各有 1个峰值袁 并在 545 nm处有 1个肩峰袁这
是典型的 R-藻红蛋白峰形[25]曰SDS-PAGE结果表
明袁其组分在约 19袁20袁32 ku处有明显条带袁参考
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体积
Volume/mL

波长
Wavelength/nm

渊a冤 渊b冤 渊c冤

图 1 凝胶色谱柱的纯化洗脱曲线渊a冤尧保留体积 12 mL组分的吸收光谱渊b冤和 SDS-PAGE结果渊c冤
Fig.1 The SEC purification result 渊a冤袁 the absorbance spectra 渊b冤 and SDS-PAGE渊c冤 of content

of 12 mL retention volume

序号 分数 分子质量/u 覆盖率/% 指纹图谱数 来源

Q0ZHI7 6 247.47 17 700 80 1 466 新紫菜属 坛紫菜渊Neoporphyra haitanensis冤
Q6UDP9 22.61 17 500 24 9 新紫菜属 坛紫菜渊Neoporphyra haitanensis冤

表 1 提取物组分 -亚基分析
Table 1 The analysis of substrate 琢-subunits

序号 分数 分子质量/u 覆盖率/% 指纹图谱数 来源

D6QT98 434.71 18 400 58 131 新紫菜属 坛紫菜渊Neoporphyra haitanensis冤
Q6UDP8 17.6 17 400 23 5 新紫菜属 坛紫菜渊Neoporphyra haitanensis冤

表 2 提取物组分 -亚基分析
Table 2 The analysis of substrate 茁-subunits

文献[26]报道可能为 R-藻红蛋白的 琢尧茁 和 酌组
分遥为进一步确认其组成袁对保留体积 12 mL组分
进行肽图谱表征袁 结合数据库数据分析其表征结

果遥此外袁经过纯化得到的藻红蛋白测试其在波长
565 nm和 280 nm处的吸光度 A 565nm和 A 280nm袁纯度
经计算为 4.96袁达到分析纯级[27]遥

2.2 提取物组分的序列分析

取分离尧 纯化保留体积为 12 mL的溶液进行
肽图谱表征袁并在数据库中进行搜索比对遥表 1和
表 2中袁序号代表蛋白编号袁分数代表谱图之间相
似程度袁质量是蛋白质亚基的分子质量袁覆盖率是
相似质谱图数量的占比袁 指纹图谱数是质谱图数
量遥结果表明袁该组分 琢亚基的质谱图与现有数据
库中藻红蛋白 琢亚基渊Q0ZHI7袁UniProt冤重叠率高
达 80%遥 同理袁 组分的 茁亚基与藻红蛋白 茁亚基

渊D6QT98袁UniProt冤的质谱图重叠为 58%遥图 2a中
样品的 5个显著的多肽分子质量分别为 1 151.91袁
1 060.20袁886.77袁1 008.99袁1 202.11 u袁 与现有的
PE 琢-亚基渊accession-Q0ZHI7袁UniProt冤蛋白序列
相似遥同理袁图 2b 中样品的 4 个肽段渊1 053.06袁
934.47袁1 146.60袁710.88 u冤 与蛋白库 PE 茁-亚基
渊accession-d6QT98袁UniProt冤具有相似性遥 结合紫
外光谱图以及蛋白质序列分析结果说明该提取物

为典型的 R-藻红蛋白[28]遥
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藻红蛋白质量浓度
R-PE mass concentration/渊mg/mL冤渊a冤R-藻红蛋白与 10 滋mol/L各种金属离子的混合溶液

的相对荧光强度渊F/F0冤 渊b冤1 mg/L Cu2+猝灭不同浓度 R-藻红蛋白的相对荧光强度渊F/F0冤

渊a冤Q0ZHI7_PE 琢-亚基渊新紫菜属 坛紫菜冤
琢-subunit 渊Neoporphyra haitanensis冤

渊b冤D6QT98_PE 茁-亚基渊新紫菜属 坛紫菜冤
茁-subunit 渊Neoporphyra haitanensis冤

注院PMF分析显示 琢-亚基 5个肽段渊1 151.1.91袁886.77袁1 060.20袁 1 008.99袁1 202.11 u冤尧茁-亚基 4 个肽段渊1 053.06袁934.47袁1 146.60袁
710.88 u冤的氨基酸序列分别与藻胆体蛋白-PE 琢-亚基渊accession-Q0ZHI7袁UniProt冤和 茁-亚基渊accession-D6QT98袁UniProt冤具有同源性遥

图 2 PMF衍生的 渊a冤和 亚基渊b冤
Fig.2 PMF-derived partial amino acid sequences of 琢 渊a冤 and 茁-subunit 渊b冤 of sample

2.3 R-藻红蛋白对不同金属阳离子的响应
试验结果 2.1节和 2.2节均可证明从坛紫菜

中成功提取了藻红蛋白袁 并证明该藻红蛋白的种
类为 R-藻红蛋白遥 由提纯过程可知袁R-藻红蛋白
为藻红蛋白提取物的主要成分袁 因此选择提取的
R-藻红蛋白进行后续试验遥 首先检测 R-藻红蛋
白对不同金属阳离子的荧光响应能力遥图 3a结果
表明 Cu2+能够猝灭 R-藻红蛋白的荧光袁其它金属
离子对 R-藻红蛋白的荧光强度的影响微弱袁甚至
可以忽略不计遥 考虑国标叶生活饮用水卫生标准曳
渊GB 5749要2022冤中饮用水铜离子的限值为 1 mg/
mL袁因此研究铜离子限值时袁不同质量浓度的 R-

藻红蛋白渊0.1袁0.2袁0.4袁0.8袁1.6 mg/mL冤的荧光强
度遥 在铜离子浓度为 1 mg/L时袁不同质量浓度的
藻红蛋白的荧光猝灭效率如图 3b所示遥随着藻红
蛋白质量浓度升高袁相对荧光强度随之增强袁这是
设计草甘膦荧光探针的基础之一遥最后评价 R-藻
红蛋白荧光探针检测 Cu2+的能力遥Cu2+浓度的增加
使 R-藻红蛋白的荧光强度降低遥 当 Cu2+浓度达到
60 滋mol/L时袁R-藻红蛋白的荧光光谱谱峰消失袁
说明 60 滋mol/L以上的 Cu2+能几乎猝灭 R-藻红蛋
白的荧光遥有研究表明 Cu2+离子通过和 R-藻红蛋
白荧光发色团结合袁影响 R-藻红蛋白的四吡咯发
色团构象变化而导致淬灭[29]遥
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波长
Wavelength/nm 草甘膦质量浓度

Glyphosate mass concentration/渊滋g/L冤
图 4 基于 R-藻红蛋白-Cu2+体系检测草甘膦

Fig.4 Detection of glyphosate based on the R-PE-Cu2+ system
渊b冤渊a冤

波长
Wavelength/nm

渊c冤不同 Cu2+浓度存在下的 R-藻红蛋白荧光光谱
注院图 a中袁***. P臆0.001袁****. P臆0.0001遥

图 3 R-藻红蛋白与金属离子的荧光相互作用
Fig.3 Fluorescent interaction between R-PE and metal ions

2.4 基于 R-藻红蛋白设计的荧光开启探针及其
最低响应值

在 R-藻红蛋白对 Cu2+荧光响应良好的基础
上袁设计了基于 R-藻红蛋白的野关-开冶式草甘膦
检测探针遥 如图 4a所示袁 在 498 nm的激发波长
下袁R-藻红蛋白在 575 nm处有 1个发射峰袁 加入
草甘膦后 R-藻红蛋白的荧光强度略微下降遥存在
Cu2+时袁R-藻红蛋白的荧光强度下降到原始荧光
强度的 30%袁形成荧光野关闭冶状态遥而添加草甘膦
后 R-藻红蛋白的猝灭荧光能恢复原始荧光强度
的 89.5%袁形成荧光野开启冶状态遥 有文献报道[30-34]袁
草甘膦可以通过螯合作用与 Cu2+相互作用院 草甘

膦的羧酸酯氧尧 膦酸酯氧原子和单质子化的仲胺
氮原子可与 Cu2+形成螯合环遥 该结果初步证明了
基于 R-藻红蛋白的野关-开冶式探针具有一定的可
行性遥

其次袁 检测草甘膦浓度与探针荧光强度的关
系遥 如图 4b所示袁 随着草甘膦质量浓度的增加袁
Cu2+猝灭的 R-藻红蛋白荧光强度差值渊驻F冤相应
增强袁并具有良好的线性关系遥 在 600~2 700 滋g/L
范围内袁驻F与草甘膦质量浓度呈线性检测方程为
Y = -37.51+0.1536X袁相关系数 R2为 0.978袁草甘
膦的检测限渊LOD冤为 443.4 滋g/L遥
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样品

添加草甘膦的

质量浓度/
渊滋g/L冤

检测草甘膦的

质量浓度/
渊滋g/L冤

相对标准

偏差/%
回收

率/%
自来水 0 要 要 要

600 578.2 19.4 96.4
900 1 067.1 17.3 118.6

1 200 1 428.5 9.2 119.0
1 500 1 767.6 6.6 117.8

矿泉水 0 要 要 要
600 645.5 3.1 107.6
900 1 066.9 10.5 118.5

1 200 1 542.8 7.7 128.6
1 500 1 826.0 6.5 121.7

表 3 水样中草甘膦含量的检测渊n=3冤
Table 3 The detection of glyphosate in water samples 渊n=3冤

图 5 不同离子对草甘膦检测的干扰影响

Fig.5 The effect of detection glyphosate by adding different anion or cation

渊b冤渊a冤

2.5 其它离子对草甘膦检测的干扰

水体中的离子成分较多袁 检测除 Cu2+外的其
它离子对该探针的影响十分必要遥 如图 5a所示袁
当几种金属离子渊Zn2+尧Ba2+尧Co2+尧Ca2+尧Mn2+尧Mg2+和
Ni2+冤 以草甘膦 10倍的浓度加入响应系统袁R-藻
红蛋白的荧光恢复没有受到明显影响遥另一方面袁

实际应用中农药残留常常伴有阴离子 渊如 Cl-尧
NO3-尧CO32-尧Br-尧SO42-尧HCO3-和 SO32-等冤进入水体袁
故也需检测阴离子对探针的影响遥 如图 5b所示袁
阴离子几乎不会干扰 R-藻红蛋白对草甘膦的检
测遥

2.6 探针在水体中检测草甘膦及回收草甘膦的

效率

为考察设计的 R-藻红蛋白荧光传感器在水
体中检测草甘膦含量实际应用的可行性袁 以自来
水和矿泉水为代表水样进行测试遥 采用加标回
收 [35-36]法计算最终浓度袁结果见表 3遥 自来水中草
甘膦含量的回收率在 96.4%~119.0%之间遥矿泉水
中草甘膦含量的回收率在 107.6%~128.6%之间遥
结果表明袁 设计的荧光传感器在实际样品的草甘
膦含量检测中具有良好的响应遥

3 结论与讨论
本研究通过超声波细胞破碎结合冻融循环袁

经过硫酸铵沉淀法和凝胶色谱法纯化得到分析纯

的 R-藻红蛋白遥 与现有的藻红蛋白 琢-亚基渊ac鄄
cession-Q0ZHI7袁UniProt冤 序列和 茁-亚基 渊acces鄄
sion-d6QT98袁UniProt冤序列匹配袁其结果相似度极
高袁验证提取物为 R-藻红蛋白遥 R-藻红蛋白的荧
光猝灭效率和铜离子对数浓度有线性关系袁R-藻
红蛋白的荧光强度变化量也与草甘膦的浓度有线

性关系遥 本研究设计的探针方法最低响应值为

443.4 滋g/L袁低于国标叶生活饮用水卫生标准曳渊GB
5749要2022冤 饮用水中草甘膦残留物浓度的最大
限度 0.7 mg/L遥最后袁两种水样中草甘膦加样回收
检验试验表现出良好的灵敏度和选择性遥 以上结
果表明 R-藻红蛋白在检测金属离子和农药草甘

注院野要冶表示未检出遥
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膦残留方面具有很大潜力袁 而铜离子猝灭藻红蛋
白荧光的作用机理尚不清楚袁 将在后期工作中进
一步研究遥
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The R-Phycoerythrin Extracted and Purified from Porphyra haitanensis and the Application
of Detecting Glyphosate

HUANG Haizhao袁 ZHAO Yifan袁 YE Qinglin袁 LI Meng袁 WU Xialing*袁 ZHANG Yucang
渊College of Ocean Food and Biological Engineering袁 Jimei University袁 Xiamen 361021袁 Fujian冤

Abstract Objectives院 Glyphosate was an efficient herbicide袁 while there was negative impact on water environment and
human health. Therefore袁 it is significant to develop an efficient and accurate method to detect the glyphosate in water.
In this study袁 a fluorescent turn-on probe was designed based on R-phycoerythrin in Porphyra haitanensis for detection
of glyphosate in water. Methods院 The crude extract in P. haitanensis was extracted by freeze-thaw cycle and ultrasonica鄄
tion. The peptide mass fingerprint袁 abosorbance spectrum and SDS-PAGE indicated the extract was R-phycoerythrin. The
purity of R-phycoerythrin was as high as 4.96 after purification. Further studies indicated the R-phycoerythrin was spe鄄
cific fluorescence responsed to Cu2+ ions. A fluorescent probe based on the copper ion quenching R-phycoerythrin fluo鄄
rescence was designed. Results院 The probe fluorescence signal showed good linear relationship with the glyphosate con鄄
centration袁 and the detection limit was 443.4 滋g/L袁 which was significantly lower than the maximum allowable residue
limit 渊0.7 mg/L冤 specified for glyphosate in the Chinese National Standard for Drinking Water Quality 渊GB 5749要2022冤.
The probe was used to detect the glyphosate content in two water samples and the glyphosate was tested. Conclusions院
The study not only highly -value utilized of P. haitanensis袁 but also provides a new method for the detection of
glyphosate residues in water袁 which has certain scientific significance and application value.
Keywords Porphyra haitanensis曰 R-phycoerythrin曰 copper ion曰 glyphosate曰 spike recovery test
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