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摘$要!目的$研究水中交链孢菌酮酸"N<(%和腾毒素"N.E%在氯消毒过程中的反应动力学特征&对产生的氯消

毒副产物"ZMS:%进行结构鉴定&并对其消毒副产物的细胞毒性进行初步探索’ 方法$本研究通过实验室模拟其

消毒反应过程&研究其反应动力学特征&利用超高效液相色谱*串联四级杆飞行时间质谱"BSAD*a*NYH?RJ%和核磁

共振波谱对反应产物进行结构鉴定并初步评价其毒性’ 结果$N<(氯消毒反应可生成 & 种氯消毒副产物 ZMS*!++

和 ZMS*&)%&而 N.E氯代反应很慢未观察到氯消毒副产物的产生’ 反应动力学试验表明 N.E与氯的反应速率随

着反应体系中氯浓度和 OW值的增加而升高’ 体外毒性预测分析发现 N<(的氯消毒副产物经口毒性!发育毒性和

致癌性均高于母体’ 结论$交链孢霉毒素经过氯消毒会产生氯消毒副产物&反应过程受 OW值与氯浓度的影响&氯

消毒副产物的预测毒性高于母体&细胞试验证明了 N<(氯消毒副产物具有一定的细胞毒性’
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$$交链孢霉菌是一种广泛存在于土壤 * !+ )建筑
物 * &+ )大气 * -+以及腐烂植物中的真菌%又称链格孢
霉菌, 交链孢霉毒素是交链孢霉菌的次级代谢产
物%目前已知的具有明显毒性的交链孢霉毒素有七
十多种%其中最为重要的是交链孢酚 "02=<G50G1F2%
(YW#)交链孢酚单甲醚 "02=<G50G1F2/<=@K2<=@<G%
(R.#)交链孢烯 "02=<53<5<%(AN#)交链孢菌酮酸
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"=<530cF518081I%N<(#和腾毒素"=<5=FV15%N.E# *)+ ,

交链孢霉毒素具有致癌)致突变)基因毒性等多种毒
性作用*#*++ , 饮用水是人体暴露真菌毒素的重要途
径*"+ , 水库或者水源地植物的枝干或者落叶掉落到
水源中%腐烂后会产生真菌%真菌经过代谢生成真菌
毒素%从而对人体健康造成威胁, 前期对北京市水源
水的调查表明%北京市水源水存在 N<(和 N.E污染
"数据未发表#, 目前我国饮用水消毒的主要方式为
氯化消毒%尤其在农村地区%受环境条件以及操作水
平的限制%主要使用次氯酸钠作为消毒剂*!%+ , 消毒
过程中%由于天然有机物或者其他污染物"药物#与
消毒剂发生反应%就会产生消毒副产物"I1:159<8=1F5
QK*OGFI38=:% ZMS:#%如三卤甲烷 "=G1@02F/<=@05<:%
NWR:#)卤乙酸"@02F08<=18081I:% W((:#等%使饮用水
的致癌风险明显增加*!!+ , 国内外研究*!&*!-+表明%加
氯后饮用水的致突变性明显增强%相关的生物学试
验)流行病学调查等均支持 ZMS:对人体造成危害%
因此%研究饮用水中真菌毒素 N<(和 N.E的氯消毒
特征%并开展真菌毒素及其 ZMS:的毒性评价对于饮
用水管理具有重要意义, 本研究在实验室模拟了目
标化合物在消毒处理中的转化行为%采用超高效液相
色谱*串联四级杆飞行时间质谱"BSAD*a*NYH?RJ#

仪和核磁共振"ER’#仪鉴定主要的 ZMS:%并采用毒
性评估软件"N;.;J;N;#和体内细胞毒性试验对 ZMS:

的毒性进行初步评价,

!$材料与方法
!>!$主要仪器与试剂

BSADp1F5 XRJ a*NYH?RJ 仪)BSADT<PFNa*
J 质谱仪)^0=<G:&,"% 制备色谱仪均购自美国沃特
世%MG3L<G(P058<*#%% 傅立叶变换 ER’波谱仪"波
谱仪配备 OGFI16K超低温 MMY宽带探头%德国鲁
克#%细胞培养箱 "美国赛默飞#%微型平板阅读器
"美国伯乐#,

N<(和 N.E标准品 "N%!",&#%N%!"#%#%纯度q
""g%加拿大N’D#%甲醇"质谱级#%甲酸"纯度q""g#%
氢氧化钠)亚硫酸钠)次氯酸均为分析纯%超纯水由
R1221*a超纯水系统"德国默克#制得%固相萃取柱 Y0:1:
WAM", /2%#%% /6%美国沃特世#%C3GL0=N细胞"中国科
学院上海细胞库#%胎牛血清"杭州四季青生物公司#%

细胞培养基"美国康宁#%二甲基亚砜"ZRJY%北京化学
试剂公司#%DDd*+ 试剂盒"碧云天生物技术有限公
司#%青霉素)链霉素均购自美国赛默飞,
!>&$方法
!>&>!$氯消毒模拟试验及反应动力学研究

氯消毒试验分别考察 OW值和氯浓度对 N<(和

N.E反应速率的影响, 在研究 OW值对 N<(和 N.E
氯消毒反应的影响时%分别于 OW值为 ,>#)])]>#)
+)+># 的反应体系中进行氯消毒模拟试验, N<(或
N.E的初始反应浓度为 ! /6?A%并确保 *N<(或
N.E+ %$*WD2Y+ % q!%%反应过程中温度)OW值基本
不变%氯浓度变化l!%g, 分别于 %)!)-),)!+)&))
#-),,)]-)+")",)!&#)!-+)!)))!," @ 处各取出 ! /2
反应液加入预先盛有亚硫酸钠溶液 " %>! 6?/2%
# !2#的进样小瓶中%涡旋 -% :%反应停止%立即上机
检测,

在研究氯浓度对 N<(和 N.E氯消毒反应速率
的影 响 时% 分 别 于 次 氯 酸 浓 度 为 %>+#) !>])
->) /6?A%OWi] 的反应体系下进行氯消毒模拟试
验%后续试验过程同 OW值对 N<(和 N.E反应速
率的影响,
!>&>&$BSAD*a*NYH?RJ 鉴定 ZMS:

N<(和 N.E氯 ZMS:采 用 BSAD p1F5 XRJ
a*NYH?RJ 质谱仪进行鉴定, 色谱柱为 (8e31=K
M.WD!+柱"!%% //f&>! //%!>] !/#(柱温 )% r(

流速 %>) /2?/15(进样体积 # !2(流动相为甲醇"(#
和水"M#, 梯度洗脱条件$%b! /15 为等度 !%g(%
之后 !b" /15%线性升高到 !%%g(%并保持 ! /15 随
后初始条件平衡 & /15, 质谱参数$电离方式$电喷
雾电离".JX#(扫描方式$.JX_和 .JXh(毛细管电压
&>% Lp%离子源温度 !%% r%脱溶剂气温度 )%% r%

锥孔气 "E& # 流速 #% A?@%脱溶剂气 "E& # 流速
+%% A?@%扫描范围$ 质荷比"5CD##%b! #%% Z0(分
别在高能量"!%b)% <p#和低能量", <p#状态下进
行扫描, 采用 ^0=<G:B5191软件对新生成的 ZMS:
进行分析%获得产物精确分子质量与分子式, 根据
母体的分子结构)不饱和度和二级质谱图对 ZMS:
的结构进行解析,

为进一步确定 ZMS:的化学结构%采用 ^0=<G:
&,"% 制备色谱仪对 N<(的副产物进行分离富集%
MG3L<G(P058<*#%% 傅立叶变换 ER’波谱仪对制备
产物进行结构鉴定, ER’工作参数$使用 ZRJY*I,
溶剂信号作为参比信号 "ZRJY*I,$ " W&>#%?" D
-">"+ /6?A#, 异核单量子关 "WJaD#和多键碳氢
关系"WRMD#试验的耦合常数 &"DEJN&#和耦合常
数 !-"DEJN!-#*C"TW#+分别优化设置为 !)#>% 和
+>% Wc,
!>&>-$液相色谱*串联四级杆质谱测定 N<(和 N.E
浓度

反应液中 N<(和 N.E的含量采用 BSADT<PF
Na*J 质谱仪进行测定, 色谱分离采用 (8e31=KWJJ
D!+色谱柱"!%% //f&>! //% !>] !/#%柱温 )% r%
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流速为 %>- /2?/15%进样量为 !% !2, 流动相为甲醇
"(#和 %># //F2?A碳酸铵水溶液 "M#, 优化后的
梯度洗脱条件$% b! /15 为等度的 &%g(%在 ) /15
时线性上升到 !%%g(%并在 ) b#># /15 内保持
!%%g(等度洗脱 !># /15, #>, /15 时 (相下降到
&%g%并保持到 ] /15 结束, 质谱参数$电离方式
.JX(扫描方式.JX_(毛细管电压 &>#% Lp(离子源温度
!#% r(脱溶剂气温度 ,%% r(锥孔气流速 !#% A?@(脱
溶剂气流速 ! %%% A?@, N<(定量离子为 !",>!q
!-">%%定性离子为 !",>!q!!&>!%锥孔电压为 -% p%碰
撞能量均为 && <p(N.E定量离子为 )!->!q!)!>!%定
性离子为 )!->!q&!)>!%锥孔电压 -# p%碰撞能量均
为 &% <p, N<(与 N.E毒素定量分析采用峰面积微
积分值%通过计算不同反应条件下的毒素峰面积与
初始的毒素峰面积之比的负倒数来观察毒素消耗
率的变化情况,
!>&>)$ZMS:毒性预测与试验

ZMS:毒性预测采用美国环保局 N;.;J;N;"p;
)>&>!#软件预测大鼠口服半数致死量"AZ#% #)发育
毒性和致突变性,

为进一步评价 N<(的 ZMS:对细胞活力的影
响%制备了一定量的氯 ZMS:的混合物, 制备流程
如下$ 将 适 量 的 N<(与 #% /2磷 酸 盐 缓 冲 液
"!>& 6?A%OWi]>%#进行氯化反应 ! @%用固相萃取
柱 Y0:1:WAM富集产物, 上样后%用 # /2超纯水淋
洗%!% /2甲醇洗脱, 将洗脱液用氮气吹干%ZRJY
进行复溶, 选择 C3GL0=N细胞验证 N<(及其 ZMS:
的细胞毒性, 试验方法如下$将细胞置于]# 8/培养
皿中%在 -] r下加入 &% /2细胞培养基%培养液中

添加 !%g胎牛血清)!%% !6?/2青霉素和链霉素%细
胞培养基每周换 &b- 次%置于 #g DY& 条件下加湿
培养, 将培养好的 C3GL0=N细胞接种到 ", 孔平板
中使其密度为 # %%% 个?孔%在接受加药处理前先在
培养箱培养 ) @, 分别用不同浓度的 N<(和 ZMS:
"%),&>#)!&#)&#% 和 #%% !/F2?A#分别作用 &)))+
和 ]& @%DDd*+ 法检测细胞活力和增殖情况"ZMS:
的物质的量依据制备过程中消耗的母体 N<(的量
估算得到#, 用微型平板阅读器测定每个孔板内细
胞液在 )#% 5/处的吸光度%结果以处理组与对照组
细胞吸光度的比值来表示,

&$结果与分析
&>!$N<(和 N.E的氯代反应动力学特征

由于 N<(与氯反应瞬时完成%无法监测其反应
速率%因此尝试通过降低反应体系浓度来降低反应
速率%但当 N<(和氯的浓度降至 %>! 56?A时%反应
仍是瞬时完成的(因此%本研究主要对 N.E与氯反
应的动力学特征进行考察, 结果表明%随着反应体
系中 OW值的增加%N.E动力学曲线的绝对斜率和
反应速率也逐渐增大, 当体系 OW值为 ]># 时%与
体系 OW值为 ] 时比较%N.E反应速率明显加快(而
在 OW值分别为 +>% 和 +># 时%N.E反应动力学曲
线的绝对速率分别为 %>%&" -)%>%-% &%反应速率依
然在加快%但其速率变化幅度放缓 "图 !(#, 随着
磷酸盐缓冲体系中氯浓度"%>+#)!>])->) /6?A#的
增加%N.E的动力学反应曲线绝对斜率和反应速率
逐渐增大%说明 N.E氯代反应速度与反应体系中氯
浓度呈正相关"图 !M#,

图 !$N.E在不同 OW值"(#和氯浓度"M#条件下反应动力学特征
H163G<!$’<08=1F5 L15<=18:F9N.E35I<GI199<G<5=OW"(# 05I 8@2FG15<8F58<5=G0=1F5:"M# 8F5I1=1F5:

&>&$N<(和 N.E氯化反应产物的鉴定
N<(与氯反应迅速%几乎是瞬时完成%而 N.E

氯化反应则较慢%约需一周时间, 反应液经 BSAD
a*NYH?RJ 进行结构鉴定%在 .JXh和 .JX_模式下检
测新生成的 ZMS:, 结果显示%在 .JXh模式下%没有

检测到新生成物质的色谱峰, 然而%在 .JX_模式
下%对 N<(与氯反应前后的总离子流图进行比较%
发现了两个新生成的化合物, 图 & (为N<(未加氯
之前的总离子图%N<(母体的分子离子峰为 5CD
!",>%"] "%保留时间为 !>#+ /15, 两个新生成物质
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分别命名为 ZMS*!++ 和 ZMS*&)%%其保留时间分别
为 !>%")->!] /15"图 &M#, ZMS*!++ 和 ZMS*&)% 的
二级质谱图见图 - ()-M%其 5CD的分别为 !++>%)+ )
"#/Z0i%>"+#)&)%>%&! %"#/Z0i%>!##, 而 N.E
在 .JXh和 .JX_模式下均未检出新生成物质%推测可
能是由于新生成物质含量较低或者生成了 DY&)
W&Y等小分子物质, 使用 B5191软件对 N<(新生成
的 ZMS:进行结构预测, ZMS*!++ 与 ZMS*&)% 的分
子离子峰分别符合含有一个氯"D2#和两个 D2元素
的同位素模式%结合 B5191的分析结果%推测其分子
式分别为 D+W!& D2EY& "#/Z0i%>"+% !D2*N<(#和
D+W!-D2&EY-"#/Z0i%>!#% &D2*N<(#%见表 !, 从
碎片信息推测%&D2*N<(首先失去一个氯原子%生成
5CD&%)>%)& +"#/Z0i%>!#的碎片%接着又失去一
个氯原子%生成 5CD!,+>%,# + "#/Z0i%>!#的碎
片%这也从另一方面验证了 ZMS*&)% 为 N<(的二氯
代物, ZMS*!++ 的分子量比母体 N<(小 +%不饱和
度下降了 !%其分子离子峰的同位素峰比值符合一
氯代物的形式%推测是 D2原子取代了与五元环相
$$$

连接的甲氧基, 随后通过配备光电二极管阵列检
测器的液相色谱串联馏分收集器对两种反应物进
行了分离%并通过 ER’波谱进一步确定产物
结构,

图 &$N<(氯化消毒前"(#和消毒后"M#总离子流图
H163G<&$NF=021F5 8@GF/0=F6G0/:F9N<(Q<9FG<

"(# 05I 09=<G8@2FG150=1F5 "M#

图 -$N<(氯 ZMS:ZMS*!++"(#和 ZMS*&)%"M#的结构推测鉴定
H163G<-$JO<8320=1P<1I<5=19180=1F5 F9ZMS*!++ "(# 05I ZMS*&)% "M# F9N<(

表 !$N<(氯 ZMS:结构预测
N0Q2<!$J=G38=3G<OG<I18=1F5 F98@2FG15<ZMS:F9N<(

化合物 $分子式 可信度?g
预测分子量
?"5CD#

相对误差
?"/6?A#

不饱和度

N<( D!%W!#EY- "">""" & !",>%"] "!] &>]## -]% )
ZMS*!++ D+W!&D2EY& "">""" " !++>%)+ -+% &>]#! %]& -
ZMS*&)% D+W!-D2&EY- "">""# , &)%>%!" "]& %>))] %!, &

$$在利用 ER’进行鉴定的过程中%由于富集后
的 ZMS*!++ 纯度和数量不能满足 ER’的要求所以
ZMS*!++ 的结构难以确定, 而富集到的 ZMS*&)%
纯度与数量均能满足鉴定需求%图 ) ())M为 ZMS*
&)% ER’的碳谱图和氢谱图%结合 !W和 !-D数据分

析%确定样品中化合物的分子式是 D+W!- D2&EY-
"*R*W+ _%计算值 &)%>%!" "]&%%>))] %!, /6?A#%

图 )M中 &)% m&)& m&)) 同位素峰的比例接近 " m, m!%

也印证了分子中含有 & 个 D2原子的推测,!W和 !-D

谱中主要的化合物有 ! 个三重峰甲基"%>+& Wc%=%
]>#& Wc( !&>+ Wc#% ! 个双峰甲基 " %>]+ Wc% I%
]>% Wc(!,>-% Wc#%& 个多重峰的亚甲基"!>], Wc%
/(-+>&?->+& Wc%/%#">, Wc#和 ! 个单峰亚甲基
",>]# Wc%:(,]>+ Wc#%& 个羰基 " !]&>! 和 !,&>]
Wc#以及 ! 个活泼氢 " +>!+ Wc% I% ,>, Wc#, 根
据 !W*!W相关谱 "DYJ[# "图 )D# 可以连接得到
EW*D-*D# "D" #*D,*D] 链(由与 W*))W*#)D*+ 的
WRMD相关%推断羧基与 D*) 相连(活泼氢 EW和
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W*)与D*&的 WRMD相关%证明酰胺键的存在(最后
单峰亚甲基 W*!与 D*&的 WRMD证明 D*!与 D*&之
间的连接%剩余的两个 D2原子需要与 D*! 相连以满
足其化学位移的要求, 通过 !W*!WDYJ[谱图可以

看到 D*&s和 D*-s之间的连接%结合 W*&s和 W*-s与 D*
!s之间的 WRMD相关%结合 D*!s和 D*&s的化学位移%
从而推断其结构, 根据采集到的波谱学数据%推断
ZMS*&)% 化学结构如图 )Z所示,

注$($ER’!-D谱(M$ER’!W谱(D$ER’DYJ[图谱(Z$ZMS*&)% 鉴定结构

图 )$N<(氯 ZMS:ZMS*&)% 的 ER’鉴定
H163G<)$XI<5=19180=1F5 F9ZMS:*&)% QK5382<0G/065<=18G<:F5058<

&>-$N<(及其 ZMS:细胞毒性研究
一般来讲%由于 ZMS:通常为母体与氯发生取

代反应%分子构成中增加了 D2元素%其毒性往往要
高于母体物质 * !)+ , 本研究首先采用体外毒理学预
测软件 N;.;J;N;推测了 N<(及其 ZMS*!++)ZMS*
&)% 的毒性, 预测结果显示%与母体 N<(比较%
ZMS*!++ 和 ZMS*&)% 的 大 鼠 口 服 AZ#% 分 别 为
,+%>], 和 )&#>,+ /6?L6%这表明 N<(氯 ZMS:的
口服毒性增强, N;.;J;N软件通过将待分析化合
物与已知毒性化合物的结构进行对比%预测化合
物是否具有发育毒性与致畸性, 结果显示%母体
与两种氯 ZMS:均具有发育毒性, 致畸性方面%母
体 N<(致畸性为阴性%而两种氯 ZMS:的致畸性为
阳性"表 &# ,

为进一步比较 N<(及其 ZMS:混合物对细胞的
毒性作用%采用 DDd*+法对其毒性进行评价, DDd*
+法是常用的简便准确的细胞增殖和毒性分析方

$$$表 &$N<(及其 ZMS*!++)ZMS*&)% 的毒性评估

N0Q2<&$NFV181=K0::<::/<5=F9N<(% ZMS*!++% 05I ZMS*&)%

化合物 口服 AZ#% ?"/6?L6# 发育毒性 致畸性

N<( ! %],>#) 阳性 阴性

ZMS*!++ ,+%>], 阳性 阳性

ZMS*&)% )&#>,+ 阳性 阳性

法%DDd*+ 试剂的稳定性高%检测时间短%对细胞
的毒性低%给试验结果带来的干扰小 * !#*!,+ , 结果
表明%随着处理组加药浓度的增加%细胞毒性增
强, 母体 N<(的细胞毒性最大%在浓度为 #%%
!/F2?A%处理 &) @ 时的细胞抑制率可高达 ]!g
"图 ## , 随着时间的推移%N<(以及 ZMS:混合物
对 C3GL0=N细胞的抑制作用逐渐减弱%这与之前报
道的一些有关毒物对 C3GL0=N细胞抑制作用剂量
效应关系的研究存在不同 * !]+ %推测这是由于细胞
对化合物的适应性或者化合物本身的化学特性而
引起的,
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图 #$N<(及其 ZMS:混合物对 C3GL0=N细胞毒性作用
H163G<#$DK=F=FV18<99<8=F9N<(05I ZMS:F5 C3GL0=N8<22:

-$小结
本研究探究了饮用水中主要存在的污染物 N<(

和 N.E在氯消毒过程中的动力学特征)转化产物及
其毒性作用%可为监测饮用水中交链孢霉毒素及其
氯 ZMS:的存在状况和进一步评价其毒理作用提供
数据支撑,
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