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摘 要 本文利用液相色谱 质谱联用技术,建立了羟基多溴联苯醚 3 OH BDE 7在 S. D. 大鼠肝匀浆中的体

外代谢研究方法. 实验结果表明, 3 OH BDE 7的主要代谢产物为 2, 4二溴苯酚和二羟基多溴联苯醚 ( d iOH

PBDEs),并且其在温孵 30m in, 时代谢转化率为 90% . 3 OH BDE 7的代谢研究为其它羟基多溴联苯醚的相应

研究提供了信息, 其代谢行为也对更好地理解 PBDEs和 OH PBDEs的毒理和动力学具有一定意义.
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多溴联苯醚 ( PBDE s)作为一种重要的溴代阻燃剂已经被广泛应用于各种工业和生活消费品中, 在

产品中的含量可高达 30%
[ 1]
.由于 PBDE s并不是通过化学键与产品中的聚合物基质相结合,因此容易

在产品使用过程中释放出来. PBDE s作为阻燃剂给人们提供了生命安全保障,但同时也给环境和人类健

康带来了威胁,目前 PBDE s已经成为全球性的环境污染物之一. 2009年的 斯德哥尔摩公约 已经将工

业生产中使用的五溴联苯醚和八溴联苯醚产品列为持久性有机污染物 ( POPs).

羟基多溴联苯醚 ( OH PBDEs)是最近备受关注的一类具有内分泌干扰性质的酚类化合物, OH

PBDEs具有和 PBDE s相似的化学结构, 但是它的生物毒性效应比 PBDE s更大
[ 2]
. 目前,关于 OH PBDE s

的来源还没有被完全证实,大多数报道认为 OH PBDE s来源主要有两个途径: ( 1)动物或人体内 PBDE s

的代谢产生, 因为在一些野生动物
[ 3 4]
和实验室内暴露于 PBDE s后的动物体内有检测到 OH

PBDEs
[ 5 6]

.此外, 在城市废弃品处理站工作和生活的人血清中也检测到 OH PBDEs
[ 7 ]

.动物和人体内的

OH PBDEs可能是 PBDE s通过酶催化氧化形成的一相代谢产物. ( 2)海绵动物、被囊动物和海藻等海洋

生物体内自然产生,因为这些生物体内并没有检测到 PBDE s存在
[ 8, 9 ]

.与 PBDEs类似, OH PBDE s的主

要毒副作用是内分泌干扰,如干扰甲状腺激素体内平衡、干扰甾类的产生以及毒害神经元作用等.相对

于 BDE 47, OH PBDE s与运甲状腺素蛋白结合能力要高好几个数量级; 而且, 6 OH BDE 47干扰 Ca
2+
体

内平衡和神经传递物质释放能力也比 BDE 47强
[ 10]

. 此外, Q iu等
[ 11]
在怀孕妇女及新生婴儿体内检测到

了 OH PBDEs,而且母体血清中 6 OH BDE 47的浓度明显高于新生婴儿脐带血血清中的浓度, 这表明

OH PBDEs可以通过哺乳动物的胎盘传给下一代.

根据文献报道,在动物和人体内可以检测到 PBDE s的代谢产物 OH PBDEs
[ 12 15]

,这说明 OH PBDE s

在体内具有一定的持久性. 因此, 考虑到其毒性效应, 研究 OH PBDE s的体外代谢行为对理解 OH

PBDEs在体内富集和转化具有重要的意义.此外, 本文阐述的 OH PBDEs代谢机理将有助于更加全面的

评价 PBDE s和 OH PBDE s在生物体内的代谢行为和毒性效应.

1 实验部分

1. 1 试剂

3 OH BDE 7由香港城市大学 Dr. M ichaelH W Lam提供. OH PBDEs储备标准液用 DMSO配制,

浓度为 5. 0mg mL
- 1
; 2, 4 dibromopheno l、3, 5 d ibromopheno l和 2, 6 d ibromopheno l购自 S igma公司 (美

国 ) ;还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷磷酸 ( Reduced N icot inam ide Aden ine D inucleo tide Phosphate, NADPH )

购自 O rientalY east Co. (日本 ) . DM SO购自 A JAX Chem icals(澳大利亚 ).甲醇和乙腈购自 Tedia公司 (美

国 ) ;纯净水经 M illiQ水处理系统 (M illipore, USA )纯化.
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1. 2 仪器与实验条件

HPLCM S条件 液相色谱 电喷雾离子阱质谱系统由 HP 1100液相色谱仪 ( H ew lett Packard,

W ilm ington, DE, 美国 )和 Esquire 4000离子阱质谱仪 ( B ruker Fransen, B rem en, 德国 )组成; 色谱柱为

W aters Symmetry C8柱 ( 50mm 2. 1 mm, 3. 5 m ) ;流动相 A为 5mmol L
- 1
乙酸铵 甲酸缓冲溶液 ( pH

4 5) ,流动相 B为乙腈;梯度洗脱液的起始组成为 60% B, 在 0 0. 5m in维持 60% B, 0. 5 8 m in内线性

增加至 90% B,在该条件下维持 8m in;流速为 0. 15 mL m in
- 1
;进样量为 10 L.质谱条件为电喷雾离子

化源 ( ESI) ,负离子方式检测, 全离子扫描模式,扫描范围 100 800 D a;电喷雾气 (N 2 )温度为 300 、流

量为 10 L m in
- 1
; 源内碰撞诱导解离气为氦气; M S

n
通过利用总离子流控制单元 ( ICC )自动调整积分时

间实现.

UPLCM S条件 ACQU IITY UPLC
TM
超高效液相色谱 质谱仪 (美国WATERS公司 ). BEH C18色谱柱

( 50mm 2. 1mm, 1. 7 m;美国WATERS公司 ) ;流动相: A为二次水, B为乙腈;梯度洗脱液起始组成为

15% B,在 0 0. 5 m in维持 15% B, 0. 5 6. 0 m in内线性增加至 95% B,在该条件下维持 2m in.流速: 0. 4

mL m in
- 1
; 进样量: 10 L. 质谱检测采用 APC I( - ) SIR模式对选定母离子 ( [M - H ]

-
)分别进行扫描.

毛细管电压: 3. 3 kV;样品锥孔电压: 30 V;源温: 118 ; 脱溶剂温度: 500 ; 脱溶剂气流量: 650 L h
- 1
;

锥孔气流量: 20 L h
- 1
.

1. 3 肝匀浆的制备

动物实验是依据香港 动物 (实验管制 )规例 进行的.雄性 S. D.大鼠 (体重 200g左右, 6周 )从香港

中文大学动物中心购买,在湿度和温度可控制的动物房适应 1周,自由进水进食, 动物房灯光按 12h方

式自动交替开关.一周后, S. D.大鼠被处死, 迅速取出肝脏,用冰冷的生理盐水清洗并称重,肝脏剪成小

块后,加入 4倍重量的冰冷磷酸缓冲液 ( pH = 7. 4, 200mmo l L
- 1

)后匀浆. 匀浆后的肝脏组织在 4 和

9000g条件下离心 20m in, 所得上层溶液即为本实验所用的肝匀浆.肝匀浆蛋白浓度和细胞色素 P450含

量分别用考马斯亮蓝法和分光光度法测定.蛋白浓度为 25. 00 mg mL
- 1
, 细胞色素 P450含量为 0. 117

nmo l mg
- 1

pro te in.

1. 4 体外代谢与样品处理过程

1. 5mL的离心管中分别加入 95 L磷酸缓冲液, 100 L肝匀浆和 5 L OH PBDE s. OH PBDE s的最

终浓度为 100 mo l L
- 1
.反应溶液经振荡器混合均匀后,先在 37 的摇床水浴中预孵 5m in,然后再加入

NADPH (最终浓度为 1mmo l L
- 1

)启动反应. 反应 70m in后, 加入 500 L的甲醇终止反应. 空白实验中,

除了没有加入 NADPH, 其它操作与条件同上.

此外,本实验考察 3 OH BDE 7和代谢产物随温孵时间关系的变化. 取 500 L肝匀浆, 加入 10 L

3 OH BDE 7后, 加入 490 L磷酸缓冲液, 3 OH BDE 7最终浓度为 20 mo l L
- 1
.反应溶液先在 37 水

浴中预孵 5m in,然后加入 NADPH (最终浓度为 1mmol L
- 1

)启动反应, 反应 2, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60,

90m in后, 分别取出 50 L反应液,加入 150 L甲醇终止反应.

经甲醇沉淀蛋白的各反应溶液在 4 和 14000g条件下离心 20m in, 收集上清液供 LC M S分析.

2 结果与讨论

2. 1 体外代谢产物的鉴定

首先对 3 OH BDE 7的体外代谢产物进行了结构分析. 图 1所示为 3 OH BDE 7及其代谢物的色

谱图和二级质谱图.从图 1 B可以看出, 3 OH BDE 7的体外代谢实验产生两个代谢产物 M1和 M2, 二

者色谱保留时间均小于 3 OH BDE 7,分子量相同而且比 3 OH BDE 7大 16.由此可见, M 1和 M2是同

分异构体,可能是 3 OH BDE 7的羟基化代谢物.从图 1 C和 1 D可以看出: M 1和 M2都可以产生两个

碎片离子 m / z 278. 6( [ 3 OH BDE 7+ OH B r]
-
),证实了 3 OH BDE 7的羟基化代谢物的测定. 此外,

这两个代谢产物还能产生质荷比为 250. 8( 248. 6为其同位素峰 )的碎片离子 [ C6H 3B r2O ]
-
,这说明两个

代谢产物 d iOH BDE的两个羟基在同一个芳香环上. 图 2为 3 OH BDE 7及其体外代谢物的 UPLC

APC I( - ) M S色谱图.从图 2可以看出,除了两个 diOH BDE代谢产物外,还检测到另外一个分子量为
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252的代谢产物 M1. 通过比较 2, 4二溴苯酚、2, 6二溴苯酚、3, 5二溴苯酚和 M1的色谱保留时间和质谱

图, M 1鉴定为 2, 4二溴苯酚.

图 1 3 OH BDE 7体外代谢后的 HPLC ESI( - ) MS色谱图 ( A, B)和代谢产物的二级质谱图 ( C, D )

F ig. 1 HPLC ESI( - ) MS chrom atogram of 3 OH BDE 7 ( A ) and its m etabo lites ( B ) as w e ll as

typicalM S /M S spec tra o f me tabo litesM 1 ( C) andM 2 ( D )

2. 2 温孵时间对 3 OH BDE 7体外代谢的影响

图 3为 3 OH BDE 7及其代谢物随温孵时间的变化图.从图 3中可以看出, 3 OH BDE 7浓度随着

温孵时间的增加而减小,当反应到 30m in时,降解率达到 90%. 两个羟基代谢产物 d iOH BDE在反应开

始时都随着反应时间迅速增加, 羟基代谢物 M2和羟基代谢物 M3分别在 10m in和 15m in左右达到峰值

后又开始缓慢下降.这说明 diOH PBDEs还可以进一步被代谢分解. 然而, 代谢产物 2, 4二溴苯酚却随

着温孵时间的逐渐增加,在反应 30m in左右时达到平衡位置.

图 2 3 OH BDE 7及其代谢产物的

UPLC APCI( - ) MS色谱图

F ig. 2 UPLC APC I( - ) MS chrom atogram o f

3 OH BDE 7 and its me tabo lites

图 3 3 OH BDE 7及其代谢产物

与温孵时间的关系

Fig. 3 Concentra tions of 3 OH BDE 7 and its m etabo lites

( 2, 4 DBP and two d iOH BDE isom ers) as a

function of incubation tim e

2. 3 体外代谢机理分析

根据以上实验结果表明, 3 OH BDE 7主要形成溴代苯酚和 diOH BDE两种代谢产物,图 4为其代

谢途径.虽然以往的相关文献也报道了 PBDE s在 S. D.人的肝微粒体中能产生 diOH BDE
[ 14]

,但是并没

有对芳香环上羟基化的具体位置进一步讨论. 本实验鉴定的两个同分异构体代谢物 diOH BDE都能产

生碎片离子 [ C6H 3Br2O ]
-
, 表明新引入的羟基和原来的羟基在同一个在芳香环上.这可能是因为溴取代

基的空间位阻和吸电子效应阻碍了其所在芳香环的羟基化反应. 此外,代谢产物 d iOH BDE在体内很容

易被氧化成毒性很高的醌类化合物. 这些醌类化合物一方面能够与 DNA和蛋白质的活性位点结合使其
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发生病变,另一方面还能进一步产生活性自由基导致 DNA和蛋白质的氧化
[ 16]

.

图 4 3 OH BDE 7体外代谢途径

F ig. 4 P roposed schem e for the in vitro m etabo lism of 3 OH BDE 7

3 结论

溴代苯酚和 diOH PBDE s是 OH PBDE s的主要代谢产物. 根据本实验的结果, diOH PBDEs可能是

PBDEs通过两步羟基化形成的一相代谢产物.此外, d iOH PBDE s代谢产物在体内还可能被氧化产生醌

类化合物,从而导致对人体和动物产生进一步毒害作用. 据文献报道的体外和体内代谢实验结果表明溴

代苯酚和 OH PBDE s是 PBDEs的主要代谢产物, 因此, 研究 OH PBDEs的直接代谢行为对更好理解

PBDEs和 OH PBDE s的毒理和动力学有重要意义.
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ABSTRACT

Po lybrom inated d ipheny l ethers ( PBDE s) are an important class of brom inated flame retardants that have

been w ide ly used in industria l and consumer products. PBDEs have become worldw ide env ironmenta l

po llutants because o f the b ioaccumu lation, long distance transportat ion and po tentia l bio log ica l tox ic ities.

Hydroxy lated polybrom inated dipheny l ethers ( OH PBDE s) are a relatively new group o f pheno lic compounds

that have attracted particu lar interest due to the ir endocrine disrupting potency. OH PBDE s are sim ilar to

PBDEs in chem ical structure, but w ere reported to show stronger bio log ica l effects. In th is study, w e

invest igated in vitro m etabo lic behav iors of selected 3 OH BDE 7 in rat liver S9 fraction. The obtained results

indica ted that 2, 4 dibromopheno l and diOH PBDE s w ere the ma jor metabo lites of OH PBDE s. It s w orth

not ing that the hydroquinone like metabolitesm igh t pose a potential health risk to hum an and w ild anima ls.

Keywords: po lybrom inated diphenyl ethers ( PBDE s), hydroxy lated po lybrom inated diphenyl ethers

( OH PBDEs) , in vitro m etabo lism, LCM S.


